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摘  要 : 充分利用木质纤维素中的糖分是提高以此类生物质为原料生产二代燃料乙醇经济盈利性的基本要求，也

是实现其他生物基化学品规模化生产的基础。传统的乙醇生产微生物酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 具有独特

的生产性能及内在优势，是备受关注的底盘细胞，但其不能有效地利用戊糖。利用代谢工程、合成生物学策略，

对二代燃料乙醇生产专用酿酒酵母的精准构制持续研究了 30 余年，已明显改善了其对木糖/葡萄糖的乙醇共发酵

能力。近年来关注点集中在早期忽略的限速步骤即糖转运环节的研究上，以期实现不同糖分各行其道、高效专一

性转运蛋白各行其责的二代燃料乙醇生产特种酿酒酵母所需的糖转运理想状态。文中主要综述了酿酒酵母戊糖转

运蛋白的研究进展，及酿酒酵母的木糖和 L-阿拉伯糖代谢工程的研究现状。 
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Abstract:  One of the requirements for increasing the economic profitability on the large-scale production of 
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second-generation ethanol and other bio-chemicals using lignocellulose biomass as raw materials is efficient hexose and 

pentose utilization. Saccharomyces cerevisiae, the traditional ethanol producer, is an attractive chassis cell due to its 

robustness towards harsh environmental conditions and inherent advantages. But S. cerevisiae cannot utilize pentose. The 

precision construction of suitable strains for second-generation bio-ethanol production has been taken for more than three 

decades based on the principle of metabolic engineering and synthetic biology. The resulting strains have improved 

significantly co-fermentation of glucose and xylose. Recently, much attentions have been focused on sugar transport, which is 

one of the limiting but formerly ignored step for ethanol production from both glucose and xylose, to get the desired state that 

different sugars could efficiently delivered by their individual specific transporters. In this paper, the progress on sugar 

transporters of S. cerevisiae was reviewed, and the research status of xylose and/or L-arabinose metabolic engineering in S. 

cerevisiae were also presented. 

Keywords:  sugar transporter, pentose, metabolic engineering, lignocellulosic bioethanol, budding yeast 

以地球上储量最丰富的可再生资源木质纤维

素生物质为原料，生产环境友好的能源及化工化

学品等生物基产品，能有效缓解石油等化石资源

的消耗，降低对化石资源的依赖，对人类可持续

发展有重要的积极意义。以秸秆类及相关工业弃

物等生物质资源为原料生产二代燃料乙醇是生物

质利用的有效途径之一。木质纤维素含有大量的

六碳糖 (主要是葡萄糖) 及五碳糖 (主要是木糖

和 L-阿拉伯糖)，完全水解后得到的总糖含量与淀

粉质原料接近，而充分利用这些糖分是实现经济

盈利二代燃料乙醇生产的重要因素[1-4]。酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 是传统的乙醇发酵微生

物，具有利用己糖快速生长、发酵能力强、乙醇

产率高、对乙醇等抑制物耐受性高及食品级安全

性等优良生产性能。对多种糖分的高效共发酵是

精准构制适于二代燃料乙醇生产酿酒酵母需要解

决主要的瓶颈之一。利用代谢工程和合成生物学

策略，包括本课题组在内的全球科学家对二代燃

料乙醇专用酿酒酵母的精准构制已持续研究了

30 余年，主要通过理性改造 (强化或弱化) 有效

分子元件及非理性定向进化等措施，目前已极大

地提高了酿酒酵母木糖/葡萄糖的共发酵能力，基

本达到产业化要求[5-17]。其中，糖转运环节是近

年来较为关注的有效分子元件理性改造节点，目

前糖转运蛋白已逐渐接近二代乙醇生产特种酿酒

酵母所希望的糖转运理想状态，即不同糖分各行

其道、高效专一性的转运蛋白各行其责，最大限

度解除葡萄糖在转运环节对五碳糖转运的阻遏，

提高糖醇转化率，并揭示了部分重要的转运调控

分子机制[18]。同时相对滞后的葡萄糖、木糖和 L-

阿拉伯糖 3 种糖共发酵的酿酒酵母代谢工程研究

也取得了阶段性结果[19]。本文综述了近年来木糖

和 L-阿拉伯糖转运，及三糖共发酵的研究进展，

并分析酿酒酵母木糖代谢工程研究现状，为在工

业领域的实际应用提供参考。 

1  酿酒酵母戊糖转运的研究进展 

根据代谢工程理念，通过引入酿酒酵母缺乏

的戊糖代谢上游途径，可以赋予酿酒酵母利用木

糖或 (和) L-阿拉伯糖的能力，但效率往往不高，

虽然提高下游代谢流量正向关联戊糖的代谢效

率 [10,19-20]，但糖转运环节也必定是主要的限制因

素[21]。一般地，酿酒酵母代谢工程菌通过内源性

葡萄糖转运蛋白非特异性地执行对木糖或  (和) 

L-阿拉伯糖的跨膜运输，这一过程受到葡萄糖的

强烈抑制，局限了戊糖的转运效率，从而降低了

糖的共利用效率[22-28]。因此，提高糖转运蛋白对

戊糖的亲和力，甚至专一性转运戊糖而不受葡萄

糖的抑制，是急需在二代燃料乙醇专用酿酒酵母

中建立的特定性能。 

1.1  戊糖转运蛋白的类型及结构基础  

微生物中的单糖转运蛋白可分成三大类：易
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化超家族转运蛋白 (Major facilitator superfamily，

MFS)、三磷酸腺苷结合盒转运蛋白 (ATP-binding 

cassette，ABC) 和磷酸烯醇式丙酮酸-糖磷酸转移酶

转运蛋白 (Carbohydrate phosphotransferase system，

PTS)[22]。其中 MFS 型转运蛋白又分为两类，即：

不消耗能量且借助糖浓度梯度的单向异化扩散型 

(Facilitator/Uniporter) 被动运输；不依赖糖浓度梯

度、但需偶联质子浓度消耗 ATP 能量的质子同向

协同型 (H+-linked symporter) 主动运输[28-29]。研

究表明酿酒酵母内源非特异性转运戊糖的转运蛋

白均属于不消耗能量的单向异化扩散型[30-31]。 

由于膜蛋白的结构复杂性，其晶体结构不易

得到。截至目前，尚未解析在酿酒酵母中表达的

戊糖转运蛋白的具体晶体结构，但通过同源建模

策略，可推测其结构 [26,32-33]，为研究戊糖转运

蛋白的转运机制和分子动力学提供结构基础。

2012 年，第一个戊糖转运蛋白的结构被解析，即

大肠杆菌 Escherichia coli 中的质子同向协同型

木糖转运蛋白 XylEp。随后解析了胞外半开放[34]、

胞内半开放和胞内开放[35-36]的构象。但在酿酒酵

母中尚不能功能性表达[37]。2014 年，人源葡萄糖

单向转运蛋白 GLUT1 的晶体结构得以解析[38]。

上述晶体结构为酿酒酵母源戊糖转运蛋白的结构

分析提供了技术支持和参考模型。酿酒酵母中表

达的戊糖转运蛋白 (图 1)，一般由 12 个跨膜区 

(即 12 个 α 螺旋) 围绕构成一个孔道，分为 2 个

各含 6 个 α 螺旋的结构域 (N 端结构域和 C 端结

构域)，N 和 C 末端存在于细胞内[39]，是典型的

MFS 转运蛋白结构特征。 

1.2  酿酒酵母戊糖转运蛋白的研究方法 

戊糖转运蛋白转运能力的分析需要借助于有

效可行的研究方法，常用于酿酒酵母戊糖转运蛋

白功能研究的方法有 3 种。其一，将转运蛋白表

达在不含戊糖初始代谢途径的酿酒酵母菌株中，

直接将菌株在 H3 或 C14 同位素标记的戊糖中短时 

 
 

图 1  酿酒酵母戊糖转运蛋白结构示意图 

Fig. 1  The structural diagram of pentose transporters in 
S. cerevisiae. 

 

间孵育，测定胞内放射性的强弱直接得到戊糖转

运蛋白的转运能力[40]，但放射性对细胞自身的损

伤导致孵育时间不宜过长，并对操作平台设施要

求较高。其二，同样将不含戊糖初始代谢途径的

酿酒酵母菌株，分别较长时间孵育在戊糖为唯一

碳源的培养基中，收集细胞后，通过低渗等方式释

放胞内积累的戊糖，测得的戊糖浓度即为木糖的积

累量，并以此表征转运蛋白的戊糖转运能力[26,29]。

由于细胞内非特异性醛糖还原酶的作用，对应的

还原产物戊糖醇也一并计算为胞内的戊糖积累

量。其三，在酿酒酵母中引入戊糖初始代谢途径，

并在含有戊糖的培养基中培养，测定菌株对戊糖

的消耗及生长，间接推断其戊糖转运蛋白的转运

能力[26,37,41]。 

但是上述方法都不便于戊糖转运蛋白性能

的高通量定量筛选。本课题组建立了一个基于

化学发光强度检测木糖运能力的新方法。其基

本原理是在酿酒酵母细胞中表达有木糖苷酶 

(Xylosidase)，在证明该木糖苷酶主要表达在细胞

内的前提下，利用该酶可以水解木糖类似物对硝

基酚木糖苷  (p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside，

pNPX) 产生黄色的对硝基酚  (p-nitrophenol，

pNP)，且该物质具有可以自由出入细胞的特点，

通过检测细胞外化学发光的强度变化以表征木糖

转运能力。该方法是高通量的间接筛选木糖转运
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蛋白的方法[24]。另外，通过构建木糖浓度感应的

传感器系统，也是木糖转运蛋白的高通量筛选方

法[42-43]，其基本原理是在细胞内组成型表达异源

阻遏蛋白 XylR，其功能活性因与木糖结合与否而

改变；同时将绿色荧光蛋白 yEGFP 置于受该阻遏

蛋白调控的启动子下。胞内木糖量不足时，XylR

抑制 yEGFP 的表达，但随着细胞内木糖摄入量的

增加，结合木糖的 XylR 便促进绿色荧光蛋白的

表达。因此，通过木糖转运蛋白转入细胞的木糖

越多，绿色荧光强度越大，通过简单的荧光检测

就可以高通量筛选木糖转运蛋白突变子。 

1.3  酿酒酵母木糖转运蛋白的研究  

1.3.1  酿酒酵母中木糖转运蛋白功能表达研究 

野生型酿酒酵母可利用自身己糖转运蛋白非

特异性地摄取木糖。早期德国法兰克福大学 Boles

教授利用构建的酿酒酵母的内源 18 个己糖转运

蛋白全敲除菌株 (hxt null，EBY.VW4000)[44]，通

过质粒导入，逐一分析了这些转运蛋白对木糖的

转运能力，表明内源性转运木糖的蛋白主要是

Hxt1p、Hxt2p、Hxt4p、Hxt5p、Hxt11p、Hxt7p

和 Gal2p。其中，Hxt7p 和 Gal2p 对木糖的转运效

率较高。但这些转运蛋白对木糖的亲和力远低于

对葡萄糖的，并受到葡萄糖的强烈抑制，进而限

制了重组酵母对木糖的利用[25,30,37,44-48]。 

将天然能利用木糖微生物的高木糖亲和力转

运蛋白异源表达在酿酒酵母中也是提高其木糖摄

取效率的热门研究内容。到目前为止，源于瑞氏

木霉 Trichoderma reesei、间型假丝酵母 Candida 

intermedia、新型隐球菌 Cryptococcus neoformans、

汉逊德巴利酵母 Debaryomyces hansenii、树干毕

赤酵母 Scheffersomyces stipitis、解脂耶氏酵母

Yarrowia lipolytica、粗糙脉孢菌 Neurospora crassa、

马克斯克鲁维酵母 Kluyveromyces marxianus、季

也蒙毕赤酵母 Pichia guilliermondii 和季也蒙酵母

Meyerozyma guilliermondii 等真核生物及拟南芥

Arabidopsis thaliana 的木糖转运蛋白已在酿酒酵

母中异源表达[26,29,41,49-50]。某些转运蛋白在一定条

件下可以促进酿酒酵母对木糖的转运和利用能

力，例如，C. intermedia 的 Gxf1p、S. stipitis 的 

Sut1p 和 A. thaliana 的 At5g59250p、At5g17010p

等在野生型酿酒酵母中表达后一定程度提高了菌

株在木糖上的生长能力和代谢能力[48,51-53]。而本

课题组在对季也蒙酵母 M. guilliermondii 的研究

中发现了两类糖转运蛋白：消耗能量的质子同向

协同型的转运蛋白 Mgt05860p，胞内木糖积累量

较高，但却不能促进菌株在木糖上的生长能力；而

不 消 耗 能 量 的 单 向 异 化 扩 散 型 转 运 蛋 白

Mgt05196p，虽然胞内木糖积累量较低，但能较好

地促进木糖利用[26]。尚未有细菌源木糖转运蛋白

在酿酒酵母中有效表达的研究。 

酿酒酵母的内源己糖转运蛋白全敲除菌株 

(hxt null，EBY.VW4000)[44]和主要己糖转运蛋白

HXT1-7p 与 Gal2p 的缺失菌株[54]是分析具体单个

木糖转运蛋白转运能力的有效工具菌。通过上述

1.2 介绍的第 3 种酿酒酵母戊糖转运蛋白研究方

法，即胞内戊糖积累量，或引入木糖初始代谢途径

并通过生长表型来分析转运蛋白的木糖转运能力。

例如：T. reesei 的 TrXlt1p 和 Stp1p，K. marxianus

的 KmAXT1p，P. guilliermondii 的 PgAXT1p，

M. guilliermondii 的 Mgt05196p、Mgt05293p 和

Mgt04891p，C. intermedia 的 Gxf1p 和 Gxs1p，

D. hansenii 的 XylHPp 和 2D01474p，S. stipitis 的

RGT2p、Xut1p 和 Xut3p 等的导入，均能使含有

木糖初始代谢途径但己糖转运蛋白全敲除  (hxt 

null) 的酿酒酵母菌株利用木糖生长[26,30,37,49-50]。

N. crassa 和 S. stipitis 中分别克隆得到的转运蛋白

An25p 和 Xyp29p[29]，以及季也蒙酵母 M. guilliermondii

的 Mgt05860p[26]，虽然不能使菌株在木糖上生长，

但可以表现出显著的木糖胞内积累量特征，也证

明了木糖转运能力。 
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1.3.2  酿酒酵母木糖转运蛋白的功能位点分析与

分子改造研究 

木糖转运蛋白的转运活性往往取决于某些保

守序列和关键氨基酸位点，个别氨基酸的点突变

就可以显著影响转运蛋白的转运效率和转运偏好

性。目前已分析得到了木糖转运蛋白的部分重要

功能位点，并且一些木糖转运能力提高的正突变

子也证明有利于木糖的利用[25-26,34,42,49,55-57]。 

糖转运蛋白的保守序列 “G-G/F-XXX-G”和

“YFFYY”对木糖转运起到关键作用。Young 等[23]

首次分析了木糖转运活性位点，并对在酿酒酵母

中异源表达的 46 个木糖转运蛋白的序列分析后

发 现 了 第 一 跨 膜 区  (TMS1) 上 的 保 守 序 列

“G-G/F-XXX-G”，通过对这一区域的氨基酸点突

变，C. intermedia 来源的突变子 Gxs1V38F-L39I-F40M、

S. stipitis 来源的突变子 Rgt2I38F-F40M 和 S. cerevisiae

来源的突变子 Hxt7V39I-F40M-D340M 均由葡萄糖木

糖共转运转变为特异性转运木糖 (表 1)，但仍旧

受到葡萄糖的抑制。本课题组通过对源于季也蒙

酵母 M. guilliermondii 转运蛋白 Mgt5196p 的研

究，发现了另一个存在于 TMS7 上的保守序列

“YFFYY”，对每一个位点进行 Ala 失活突变后均显

著降低转运蛋白对木糖的转运效率，可见此芳香族

氨基酸富集区域对木糖转运的活性至关重要[26]。 

葡萄糖的存在会抑制木糖的利用，而在糖转

运环节就存在这种抑制作用。筛选解除葡萄糖抑

制的木糖特异性转运蛋白突变子，对提高酿酒酵

母的混糖共代谢速率意义重大。通过分子改造，

目前已获得了一些缓解或解除葡萄糖抑制的木糖

特异性转运蛋白突变子。表 1 显示、C. intermedia

来源的突变子 Gxs1-FIVFH497*[58]、N. crassa 来

源的突变子 AN25-R4.18[33]以及 S. cerevisiae 内

源的突变子 Hxt11-N366 mutants[25]，均可以有效

缓解葡萄糖对转运蛋白木糖转运活性的抑制，而

酿酒酵母内源转运蛋白的点突变子 Gal2N376F 和

Hxt36N367F，以及本课题组得到的源于季也蒙酵母

M. guilliermondii 转运蛋白突变子 Mgt05196N360F，

则是完全解除葡萄糖抑制的木糖专一性转运蛋

白突变子[26,32,55]。这些突变子不仅是单糖特异性

转运机制研究的重要素材，也是酿酒酵母工业菌

株精准构制的重要有效元件。本课题组在酿酒酵

母木糖利用工业菌株中表达了源于季也蒙酵母

M. guilliermondii 转运蛋白突变子 Mgt05196N360F，

并辅助定向驯化育种措施，使转运蛋白带来的木

糖代谢能力提高了 0.91 倍[15]，进一步提高了菌株

的产业化性能。 
 

表 1  酿酒酵母中高活性表达的木糖特异性转运蛋白突变子 

Table 1  Highly-active and specific xylose tranporter mutants in S. cerevisiae 

Transporter Original species Mutants Glucose inhibition References

Gxs1 Candida intermedia V38F, L39I, F40M Unsolved [49] 

Rgt2 Scheffersomyces stipitis I38F, F40M Unsolved [49] 

Hxt7 Saccharomyces cerevisiae V39I, F40M, D340M Unsolved [49] 

Hxt11 S. cerevisiae The eleven mutants of N366 
(N366A, N366C, N366D, N366F, N366G, N366I, 
N366L, N366M, N366S, N366T, N366V) 

Partially solved 
[25] 

AN25 Neurospora crassa AN25-R4.18 
(T63A, S280G, Y453C, A94T, E235G, F332S, I299T)

Partially solved 
[33] 

Gxs1 C. intermedia Gxs1-FIVFH497* 
(N326H, I171I, M40V, and so on) 

Partially solved 
[58] 

Gal2 S. cerevisiae N376F Solved [32] 

Hxt36 S. cerevisiae N367F Solved [55] 

Mgt05196 Meyerozyma guilliermondii N360F Solved [26] 

*just a part of the gene name in the original paper[58]. 
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1.4  酿酒酵母 L-阿拉伯糖转运蛋白的研究 

野生型酿酒酵母可以通过内源的己糖运输蛋

白 Gal2p、Hxt9p 和 Hxt10p 摄取 L-阿拉伯糖[59]，

其中，对 L-阿拉伯糖转运活性最高的是 Gal2p。

Wisselink 等[60]通过敲除 GAL2 基因，使菌株丧失

在 L-阿拉伯糖上的生长能力，从另一角度证明了

Gal2p 的转运功能对酿酒酵母利用 L-阿拉伯糖的

积极意义。Becker 等[61]和本课题组[19,28]在酿酒酵

母中超表达了内源的 GAL2 基因后增强了菌株对

L-阿拉伯糖的吸收能力和代谢能力。 

异源表达 L-阿拉伯糖转运蛋白可以缓解葡萄

糖的阻遏，有效提高酿酒酵母代谢 L-阿拉伯糖

的能力。迄今为止，人们已在多种天然 L-阿拉伯

糖代谢菌株当中发现了多个 L-阿拉伯糖转运蛋

白 [31,62]，有效促进了 L-阿拉伯糖转运功能的研究。

最早，Verho 等[63]从单孢虫道酵母 Ambrosiozyma 

monospora 中得到了 2 个可提高酿酒酵母 L-阿拉

伯糖转运能力的 L-阿拉伯糖专一性转运蛋白。随

后，天然可利用 L-阿拉伯糖的真菌中来源的多个

糖转运蛋白，在酿酒酵母己糖转运蛋白敲除菌株 

(hxt null，EBY.VW4000)[44]中均表现出 L-阿拉

伯糖转运能力，它们是 S. stipitis 的 AraTp、

A. thaliana 的 Stp2p、K. marxianus 的 KmAXT1p、

P. guilliermondii 的 PgAXT1p 、 Mgt05860p 、

Mgt05293p 和 Mgt04891p、N. crassa 的 LAT-1、皮

状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum 的 Tct1p、T. 

reesei 的 Stp1p 和嗜热毁丝菌 Myceliophthora 

thermophila 的 MtLAT-1[26,50,59,62]。 

L-阿拉伯糖转运蛋白的功能位点研究相对较

少。工具菌株的缺乏是限制因素之一。本课题组

构建了可用于分析 L-阿拉伯糖转运蛋白及其功能

位点并方便使用的工具菌株。在前期构建的可以

高效利用 L-阿拉伯糖的菌株 BSW3AP[28]的基础

上，敲除基因组上的 L-阿拉伯糖转运蛋白 Gal2p，

使菌株失去利用 L-阿拉伯糖的能力，进而通过质

粒引入糖转运蛋白，即可基于菌株在以 L-阿拉伯

糖为唯一碳源上的生长状态研究转运蛋白的功

能。我们的研究结果表明，Gal2p 的第一跨膜区

上的保守区域“G-G/F-XXX-G”也是转运 L-阿拉伯

糖的重要区域，突变子 Gal2p (F85S) 可以显著提

高 L-阿拉伯糖和木糖转运效率，并可以缓解葡萄

糖转运抑制[64]。 

2  酿酒酵母戊糖及混合糖代谢工程的研究 

2.1  酿酒酵母的木糖代谢工程的研究 

木质纤维素的全糖乙醇高效共转化是提高以

木质纤维素生物质为原料二代燃料乙醇生产经济

性的一个必要措施。虽然对传统乙醇生产菌酿酒

酵母 S. cerevisiae 而言，需要解决葡萄糖、木糖和

L-阿拉伯糖共利用的问题，但目前主要研究进展

集中在葡萄糖/木糖的乙醇共发酵上。30 多年来，

酿酒酵母的木糖代谢工程研究历程可归纳成 4 个

环节：①高效异源木糖利用途径的建立。酿酒酵母

主要是缺乏转化木糖为木酮糖的上游代谢途径而

不能代谢木糖。由木糖还原酶 (Xylose reductase，

XR) 与木糖醇脱氢酶  (Xylitol dehydrogenase，

XDH) 构成 XR-XDH 途径，是较早在酿酒酵母中

建立的木糖代谢途径，但因为这对还原/氧化酶所

依赖的辅酶因子偏好性不同，容易造成细胞内氧

化还原不平衡，造成大量木糖醇等中间产物的积

累，难以提高糖醇转化率。虽然开展了大量辅酶工

程的研究，但这一缺陷始终没能有效克服[9-10,65-67]。

而无需辅酶且一步完成木糖到木酮糖转化的短程

木糖异构酶 XI (Xylose isomerase) 途径，普遍认

为是搭建酿酒酵母木糖代谢途径的首选策略，但

能在酿酒酵母中高活性表达的木糖异构酶基因的

筛选却经历了十分艰苦的过程，直到 2003 年才

报道了第一例[6]，随后，包括本课题组在内又陆

续报道了几例[68-71]。虽然上述建立了初始木糖代

谢途径的重组菌株可以利用木糖，但效率不高。

②内源性代谢节点的理性改造。木糖转化为木酮

糖，再经过磷酸戊糖途径  (Pentose phosphate 
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pathway，PPP) 进入乙醇发酵主代谢途径。本环

节主要包括理性强化内源下游途径，弱化旁支途

径及能源消耗节点等[10,17,69-70,72]。近年来，理性改

造的关注点偏移到糖转运环节，酿酒酵母中葡萄

糖对木糖的转运有明显的阻遏作用，适于二代燃

料乙醇生产酿酒酵母糖转运的理想状态是木糖/

葡萄糖各行其道、高效专一性转运蛋白各行其责，

本文已对相关研究进展进行了总结。③进化工程

的非理性改造。由于木糖代谢及木质纤维素预处

理过程产生的抑制物的复杂性，及人们对相关生

物学过程理论认识依然不足，因而，菌株在木糖

或胁迫条件下进行长期适应性进化并筛选，是进

一步提高木糖代谢能力及抑制物耐受力普遍使

用的有效措施，且不乏有成功的例子[10-11,13,15,73]。

④木糖 /葡萄糖共代谢鲁棒性酿酒酵母工业菌株

的构建。酿酒酵母单倍体营养缺陷型菌株易于得

到研究结果，但不适于粗放条件的产业化生产过

程，因此，需要将上述研究结果引入到鲁棒性较

强的酿酒酵母工业菌株底盘细胞中，目前所得到

的重组菌发酵木质纤维素水解液，糖醇转化率在

0.40−0.48 g/g  (Total sugar) 之间[13-15,74]。其中本

课题组通过综合评估选择出鲁棒性强且本底木糖

代谢能力较高的二倍体野生型酿酒酵母菌株为底

盘细胞，并基于两个独特的重要元件——能在酿酒

酵母中高效表达的木糖异构酶 Ru-XI (编码基因

Ru-xylA 源于牛瘤胃宏基因组，ZL 201110042170.2，

US 8,586,336 B2，EP 2679686) 及不受葡萄糖阻

遏的木糖专一性转运蛋白 Mgt05196pN360F，对底

盘细胞进行一系列理性及非理性改造，最终得到

一株高效同步共发酵木糖 /葡萄糖酿酒酵母工程

菌株 LF1。其对混合糖发酵时，约 16 h 即可耗尽

培养基中全部葡萄糖和 94.5%木糖，乙醇得率达

到理论得率的 93%以上。更可喜的是该菌株表现

出很好的木糖/葡萄糖同步共发酵的能力，在葡萄

糖耗尽 (约 12 h) 时，木糖的消耗为 77.6%。在两

种木质纤维素预处理水解液 (稀酸预处理的玉米

秸秆水解液 SECS 和亚硫酸盐预处理的小麦秸秆

造纸残渣 SPPR) 中也具有优良的发酵能力。为降

低生产成本，以尿素为氮源寡营养的条件下，在

SPPR 中，18 h 内菌株即可耗尽全部木糖，在 SECS

中，约 40 h 消耗 90%以上的木糖，乙醇得率均达

到理论乙醇得率的 80%以上[15,75]。 

2.2  酿酒酵母 L-阿拉伯糖代谢工程的研究 

相对于木糖代谢工程，酿酒酵母 L-阿拉伯糖

途径精准构制的研究相对滞后。同样地，天然酿

酒酵母没有 L-阿拉伯糖的初始代谢途径，需要将

其他微生物中存在的 L-阿拉伯糖初始代谢途径引

入酿酒酵母中，以在酿酒酵母中建立 L-阿拉伯糖

代谢途径。 

L-阿拉伯糖通过 5-磷酸木酮糖中间产物进

入主代谢，微生物中完成这一过程的主要途径有

两条[76]。真菌中是需要 5 个酶的复杂途径[77]，即

L-阿拉伯糖还原酶 (Arabinose reductase，AR)、L-

阿拉伯糖醇-4-脱氢酶 (L-arabinitol 4-dehydrogenase，

LAD)、L-木酮糖还原酶 (L-xylulose reductase，

LXR)、木糖醇脱氢酶 (D-xylitol dehydrogenase，

XDH) 和木酮糖激酶 (Xylulokinase，XK)，其中

包括 4 个氧化还原反应，容易造成氧化还原不平

衡[77-78]。而细菌中 L-阿拉伯糖初始代谢途径是通

过 3 个酶完成，即 L-阿拉伯糖异构酶 (L-arabinose 

isomerase，AI)、L-核酮糖激酶 (L-ribulokinase，

RK) 和 L- 核 酮 糖 -5- 磷 酸 -4- 差 向 异 构 酶 

(L-ribulose-5-P-4-epimerase，RPE)。其中 AI 的活

性是在酿酒酵母中建立 L-阿拉伯糖代谢途径的关

键节点 [61]。为此，本课题组 [28]进一步通过提高

L-阿拉伯糖异构酶 AI 基因的拷贝数、强化磷酸戊

糖途径、超表达内源性对 L-阿拉伯糖亲和力较高

的转运蛋白 Gal2p，并结合 L-阿拉伯糖为唯一碳

源的适应性进化等策略，显著提高了酿酒酵母菌

株 L-阿拉伯糖的代谢能力，L-阿拉伯糖最大比消

耗速率达到 0.61 g/(h·g DCW) (Dry cell weight)。 
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2.3  酿酒酵母三糖共代谢菌株的构建 

充分利用木质纤维素原料，需要在酿酒酵母

中构建葡萄糖、木糖和 L-阿拉伯糖共发酵菌株，

以拓展酿酒酵母底物利用范围，实现木质纤维素

原料的全糖转化。但目前关于三糖共发酵酿酒酵

母工程菌株构建的报道并不多，而多半是在实验

室菌株中完成，且糖醇转化效率较低。 

由于真菌的 L-阿拉伯糖初始代谢途径中包括

了木糖的 XR-XDH 初始代谢途径，Bettiga 等[77]

在酿酒酵母中引入该途径，使其可以利用三糖，

但对木糖和 L-阿拉伯糖的利用率很低。葡萄糖耗

尽后，菌株对木糖和 L-阿拉伯糖的比消耗速率分

别为 0.08 g/(h·g DCW) 和 0.02 g/(h·g DCW)，乙醇

得率达到 0.35 g/(g Pentose)，仅为理论值的 68%。

相反，Bera 等[79]是在含有木糖 XR-XDH 代谢途

径的酿酒酵母菌株中，又表达了 L-阿拉伯糖醇-4-

脱氢酶 (LAD) 和 L-木酮糖还原酶 (ALK)，也得

到了共利用三糖的菌株。Karhumaa 等[80]和 Sanchez

等 [81]将细菌 L-阿拉伯糖初始代谢途径和木糖

XR-XDH 初始代谢途径同时引入酿酒酵母，菌株

也可以利用三糖，但木糖还原酶 (XR) 减少了 L-

阿拉伯糖向乙醇代谢的流向，而增加副产物 L-阿

拉伯糖醇的产生。为了缓解细菌 L-阿拉伯糖初始

代谢途径受 XR 的影响，Wisselink 等[82]将细菌 L-

阿拉伯糖初始代谢途径和木糖异构酶  (Xylose 

isomerase，XI) 共表达，舍弃容易产生副产物的

氧化还原途径 (XR-XDH 途径)，得到共利用葡萄

糖、木糖和 L-阿拉伯糖的重组菌株[76,82]，共糖发

酵乙醇产率达到 0.43g/g (Total sugar)，达到理论

值的 84%，且没有副产物木糖醇和阿拉伯糖醇的

积累。进一步采用适应性进化策略选育，使重组

菌株对 30 g/L 葡萄糖、15 g/L 木糖和 15 g/L L-阿

拉伯糖的共发酵时间从 60 h 降为 35 h，但乙醇得

率没有变化。本课题组将细菌的阿拉伯糖初始代

谢途径和木糖的 XR-XDH 与 XI 代谢途径共表达，

获得了三糖代谢菌株 BSW4XA3，木糖和 L-阿拉

伯糖的消耗速率相近，实现戊糖同步利用，而且

葡萄糖的代谢效率不受影响[19]，大大推进了酿酒

酵母三糖共代谢工程的研究进程。 

3  讨论与展望 

构建高效发酵木质纤维素全糖组分的酿酒酵

母二倍体工程菌株，是纤维素乙醇规模化生产与

应用的前提条件之一。酿酒酵母的葡萄糖利用能

力很强，且工程菌也能利用木糖和 L-阿拉伯糖，

但戊糖代谢能力依然有待进一步提高。转运环节

是木糖和 L-阿拉伯糖进入酿酒酵母细胞进行代谢

的第一步，也是限制两种戊糖代谢水平的瓶颈问

题之一，这一过程尤其受到葡萄糖的强烈抑制。

构建高效利用戊糖的重组酿酒酵母菌株，需要筛

选得到对两种戊糖转运能力和亲和力更高的转运

蛋白。迄今为止，在酿酒酵母中已报道了一些内

源和异源功能性表达的戊糖转运蛋白，并对戊糖

转运的分子转运机制进行了初步的分析，取得了

一定进展；但由于戊糖转运蛋白的多样性和复杂

性，以及研究技术等问题的限制，整体研究工作

尚需要进一步深入。目前，虽已获得了几个解除

葡萄糖抑制的木糖专一性转运蛋白，但在野生型

酿酒酵母中，葡萄糖的利用效率仍旧高于木糖，

两者的协同共利用效率尚需进一步提高。质子同

向型转运蛋白对戊糖的转运偏好性较高，是提高

戊糖转运效率的又一有效手段，但表达活性普遍

较弱，尤其是细菌源的戊糖高偏好性转运蛋白尚

未在酿酒酵母中活性表达。现在虽有细菌源木糖

转运蛋白结构的解析，但酿酒酵母中表达的戊糖

转运蛋白的真实晶体结构尚不清楚，如何成功解

析酵母菌戊糖转运蛋白的晶体结构是摆在我们面

前的一大难题。通过一些有效的研究策略，获得

更高活性的木糖和 L-阿拉伯糖专一性转运蛋白突

变子，实现葡萄糖和两种戊糖协同代谢，是提高

酿酒酵母纤维素乙醇生成效率、推动规模化生产
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进程的重要前提。 

酿酒酵母二代燃料乙醇的规模化发酵，需要

完成葡萄糖和木糖的高效糖醇转化。除了转运环

节，目前也已进行了大量胞内木糖代谢途径和表

达调控研究，大大提高了高效共转化木糖/葡萄糖

能力。后续需要进一步通过代谢工程和合成生物

学策略提高葡萄糖存在下的木糖代谢效率，以及

提高菌株对上游工艺过程产生抑制物的耐受性，

提升应用价值。随着研究的不断深入，木糖和 L-

阿拉伯糖转运蛋白和代谢工程研究将在推动适于

木质纤维素乙醇生产酿酒酵母工业菌株的选育和

应用领域发挥重要作用。 
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