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摘  要: 利用木质纤维素生产燃料乙醇的过程中, 前期预处理所产生的抑制剂会影响酵

母的正常生长和后续的发酵过程。为减小抑制剂的影响所采取的一些脱毒策略往往造成

糖的损失和生产成本的增加, 这在实际生产与经济上是不可行的。因此, 具有强的抑制剂

耐受性的酿酒酵母菌株对于提高纤维素乙醇产率是十分重要的。近十年来, 对于酿酒酵母

胁迫耐受机制的研究取得了一些重要的进展, 着重介绍目前酿酒酵母对抑制剂耐受机制

的研究现状, 包括一些关键性基因的表达及代谢通路过程分析等。同时也介绍一些应对抑

制剂提高酵母发酵能力的措施。 
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Abstract: Pretreatment of lignocellulosic materials for ethanol production generates inhibitory 
compounds that interfere with microbial growth and subsequent fermentation. To facilitate 
fermentation process, detoxification techniques have been commonly applied to remediate 
these inhibitory compounds. However, these additional steps result in sugar loss and an extra 
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cost in practice. To meet desired overall yields during ethanol production, it is of great practi-
cal importance to improve the inhibitor-tolerance of Saccharomyces cerevisiae. In the last 
decade, significant progress has been made in understanding the mechanisms of yeast stress 
tolerance. This article reviewed the molecular mechanisms of Sacchromyces cerevisiae inhibi-
tor tolerance focusing on its enhanced expression and pathway analysis of some key genes. We 
also discussed the strategies for improving the fermentation performance of yeast. 

Keywords: Inhibitor, Stress tolerance, Gene expression, Pathway analysis 

随着化石能源的日益枯竭和环境污染的日益

加剧, 可再生清洁能源生物乙醇的开发和利用受
到了人们的广泛关注。木质纤维素是世界上最为

丰富的生物物质资源, 而且大部分此类物质没有
得到很好的利用, 因此, 利用木质纤维素生产燃
料乙醇具有重大的经济价值和社会意义。对木质

纤维素原料进行预处理是生物乙醇生产过程中

必不可少的步骤, 然而在此过程中会产生大量的
抑制剂从而影响酵母菌的正常生长和随后的发

酵过程[1]。虽然预处理的方法不同, 产生的抑制
剂种类也有一些变化, 但经过预处理后的水解液
中主要的抑制剂是呋喃醛类衍生物、苯酚和有机

弱酸[2], 它们能够降低微生物的酶活性和生理活
性、打断 DNA链、抑制蛋白质和 RNA的合成[3]

等。为了减少抑制剂所带来的毒害作用, 可采用
一些物理、化学性的处理策略, 但这又无意间增

加了生产成本[4]。生物处理法也能够去除醛类抑

制剂, 但是需要额外消耗碳源, 从而降低了纤维
素产乙醇的底物转化效率[5], 因此微生物的耐毒
性研究受到了更为广泛的关注。经过酸处理后糖

降解的过程中, 抑制剂糠醛(Furfural)和 5-羟甲基
糠醛(HMF)分别是由戊糖和己糖脱水形成的[6]。

通过抑制剂转化产物的化学结构鉴定[7], 证明了
Furfural、HMF 分别转化为糠醇(Furanmethanol, 
FM)和 2,5-二羟甲基呋喃(2,5-Bis-hydroxymethy- 
lfuran, FDM), 这也是从化学结构上为抑制剂的
生物转化途径提供了一定的理论依据(图 1)。另有
研究报道[4]通过对 FM和 FDM的识别和鉴定, 发
现位于这两种化合物呋喃环上的醛基是抑制剂

毒性的原因, 而不是呋喃环, 因为大量的呋喃化
合物对酿酒酵母是没有毒害作用的。常见的弱酸

类抑制剂有甲酸、乙酸和乙酰丙酸, 弱酸引起 
 

 
图 1  糠醛和 5-羟甲基糠醛生物转化途径[8] 

Fig. 1  Conversion pathways of 2-furaldehyde (Furfural) and 5-(hydroxymethyl)-2-furaldehyde (HMF) [8] 
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的细胞内环境酸化是抑制细胞生长的主要原因。

此外, 乙酸还可抑制部分糖酵解酶类的活性。在
木质纤维素降解产生的多种抑制物中, 酚类化合
物对发酵具有最强的抑制作用, 并且低分子量的
化合物毒性更强。目前的研究推测酚类化合物破

坏了细胞膜的完整性。酵母能够适应及耐受抑制

剂能力的研究能够为我们进一步提高酿酒酵母

的耐受性提供一定的理论依据。在酿酒酵母对抑

制剂耐受性和脱毒分子机制的探讨中, 人们进行
了大量的实验研究, 取得了很大进展。 

1  毒性化合物耐受的分子生物学
机制 

1.1  酿酒酵母对抑制剂的响应表现 
抑制剂对酿酒酵母的影响主要是抑制酵母生

长, 使延滞期增长, 降低乙醇得率和产量, 且抑制
作用程度取决于其浓度以及菌株的遗传背景[9]。

大量研究报道了酿酒酵母对抑制剂的响应表现。 
Liu Z. L. 等[10]人通过添加抑制剂(糠醛和 5-

羟甲基糠醛), 对初步筛选的酵母菌株进行了乙
醇发酵性能测试, 并详细阐述了微生物细胞对于
抑制剂具有明显的剂量依赖效应。结果发现, 耐
抑制剂菌株 Saccharomyces cerevisiae ATCC211239
最高能耐受 30 mmol/L的 Furfural、60 mmol/L的
HMF以及 10 mmol/L的 Furfural、HMF混合物。
诸多研究 [11−12]表明, 一般情况下酿酒酵母在一
定的耐受范围内, 经过延滞期的适应及调整, 能
够从抑制剂的毒害作用中恢复过来, 最终的乙醇
产量并未受到太大的影响。然而超过一定的耐受

范围, 菌株的正常生长则会受到明显的抑制, 无
法恢复其活性。通常糠醛的毒害作用大于 5-羟甲
基糠醛, 并且两者存在着明显的协同效应, 当同
时添加这两种抑制剂时, 毒害作用明显加强, 菌
株耐受力明显降低。  

Larsson等[13]研究了乙酸、甲酸和乙酰丙酸对

酿酒酵母乙醇发酵的影响, 研究结果表明低浓度
的弱酸(<100 mmol/L)可以增加乙醇得率, 而在高
于这一浓度时, 乙醇得率则会降低。林贝等[14]对

酿酒酵母木糖利用重组菌株 6508-127 的研究结
果表明, 甲酸对菌株的影响力大于乙酸, 且对菌
体生长的抑制强于对乙醇生成过程的抑制。 

1.2  酿酒酵母在分子水平上的适应性变化 

在抑制剂存在的情况下, 酵母菌株正常的生
长代谢受到了较大的影响, 直到抑制剂(糠醛和
HMF)浓度降到一定的水平, 酵母才开始正常的
代谢消耗葡萄糖。大量编码不同还原酶的基因受

到了诱导, 这已被报道认为是对抑制剂进行生物
转化的需要。耐受菌株能够将醛基还原, 变成醇、
弱酸等, 这就需要辅酶(NADH、NADPH)提供还
原力。酿酒酵母在分子水平上对抑制剂的适应性

变化成为了研究热点。 
Gorsich S. W. 等 [15]选取了戊糖磷酸途径

(PPP)中的关键性酶, 着重找出这些酶基因的表
达与耐受抑制剂的相关性。研究发现, 戊糖磷酸
途径中的 6-磷酸葡萄糖脱氢酶(ZWF1)的过表达
会使得酵母菌在抑制剂(糠醛)存在的情况下, 其
本身的生长状况得到一定的提升。Liu等[8]研究发

现耐抑制剂菌株与普通的酵母菌相比, 在葡萄糖
代谢通路上至少有 16 个基因有更高的表达丰度, 
其中很多都是葡萄糖代谢、NAD(P)H代谢和再生
过程中的关键基因, 如 HXK1、HXK2、GLK1、
TDH1、TDH3 等(图 2)。图 2 中展示了两种不同
酵母菌株经过相同条件的抑制剂处理后对相关

基因在 0到 42 h表达水平的差异比较, 红色的表
示表达水平下调, 绿色表示表达水平上调。 

Ma 和 Liu[16]研究发现耐受菌株还能够从

TCA 循环中得到 NAD(P)H 的再生, 这个过程中
包含很多与 TCA 紧密相关的氨基酸代谢途径的
很多基因, 包括得到诱导的 CHA1、ALT1、PUT1、
PUT2、CAR1和得到抑制的 ARG1、ARG3、ARG4、 
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图 2  两种酿酒酵母相关基因的表达差异图[8] 
Fig. 2  Comparison of mRNA expression for selected 
genes of Saccharomyces cerevisiae Y-50049 and 
Y-12632[8] 
 
ARG5等。Z. Lewis Liu [17] 建立了抑制剂(Furfural
和 HMF)转化代谢模型, 这两种抑制剂的转化途
径类似, 但对辅酶的喜好并不相同, Furfural更偏
好于辅酶Ⅰ(NADH), 而 HMF 则偏好于辅酶
Ⅱ(NADPH), 但这并不是绝对专一的, HMF的还
原过程也需要辅酶Ⅰ, 这也就更加大了对有限
NADH的竞争, 对于NADPH的竞争也是类似的。
在一定的抑制剂浓度下, 抑制剂就主导了对辅
酶的竞争利用, 因而酵母正常的生长代谢过程
受到了较大影响, 当它们被还原到一个较低的水
平后, 正常的代谢又将重新开始。这也就与前述

研究的结论相一致: 在一定耐受浓度下, 经过一
段延滞期, 耐受菌株能够恢复活性并正常的产
乙醇。 

Song等[18]研究发现至少有7个转录因子基因
与菌株耐受性相关, 包括 YAP1、YAP5、YAP6、
PDR1、PDR3、RPN4 和 HSF1, 这些转录因子被
认为是酵母在抑制剂作用下诱导表达相关基因

的关键调节因子, 在mRNA水平上展示出了较高
的转录水平。在抑制剂的影响下, 还有大量的
PDR 基因家族的基因转录水平也得到了明显的
提升。对于酿酒酵母在分子水平上的适应变化主

要体现在代谢途径中关键性的酶、热应激蛋白以

及转录调控因子。 

1.3  耐受抑制剂菌株代谢通路的调控 

菌株在抑制剂胁迫压力下所发生的调整变化

是极其复杂的, 无论是整体水平上的表型响应还
是分子水平的调控表达, 如何在这些复杂的变化
调整中得出具有说服力的结论是当前亟待解决

的问题, 这也是对于菌株耐受抑制剂机理的研究
所面临的巨大挑战。 
糖酵解与戊糖磷酸途径在葡萄糖代谢中紧

密相关, 从目前对抑制剂(Furfural 和 HMF)的研
究[19]中发现, 在一定浓度糠醛与 5-羟甲基糠醛
同时存在的情况下, 一般普通的菌株不能正常
生长, 而且糖代谢通路中的大部分相关基因受
到严重抑制; 而耐毒菌株通过一段延滞期对代谢
通路进行一定的调整变化, 从而快速地恢复活性
并代谢葡萄糖实现乙醇发酵, 在代谢葡萄糖的起
始阶段, HXK1、HXK2和 GLK1的表达会明显提
高, 从而保证最初葡萄糖磷酸化阶段正常进行。
随后戊糖磷酸途径中的 ZWF1、SOL3、GND1和
GND2的过表达与糖酵解中磷酸葡糖异构酶的抑
制, 使得葡萄糖的代谢向磷酸戊糖途径偏转。这
一过程的发生是极具生理意义的, 它使得耐毒
菌株在抑制剂的压力胁迫下能够产生足够的
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NAD(P)H, 以保证继续消耗葡萄糖产乙醇与脱
毒代谢。 

Gorsich 等[15]对 ZWF1 和 GND1 基因进行敲
除突变后发现, 突变后菌株对抑制剂变得敏感, 
说明了 ZWF1和GND1对抑制剂耐受性发挥着极
其重要的作用。ZWF1 在开始阶段的过表达对葡
萄糖代谢途径向磷酸戊糖途径偏转起到了重要

的作用, 随后 GND1、GND2、和 TDH1 等影响
NAD(P)H 再生的基因表达都得到了上调, 醛还
原酶编码基因 ALD4、ALD6、ADH6、ADH7 和
SFA1 的表达也得到了一定的提升, 这些生理活
动调整都是为了产生大量的 NAD(P)H, 而抑制
剂转化产生的NAD+和NADP+再被用来进行氧化

还原反应[20], 从而获得氧化还原平衡。 
Bro 等[21]证实磷酸葡萄糖脱氢酶在氧化还原

代谢中发挥重要的作用。耐受菌株通过上述代谢

通路偏转的调整, 使得抑制剂的转化与正常代谢
的竞争得到一定的平衡。所有的这些调整都是为

了在抑制剂存在的情况下获得一定的能量与氧

化还原的平衡, 从而也就形成了独特的代谢通路
(图 3), 耐受菌株在抑制剂作用下相关基因转录
水平的调整变化, 其中红色代表抑制下调, 绿色
代表上调, 黑色表示并无太大差异变化, 线条的
粗细程度代表了变化差异的大小。从图 3中可以
清晰的看到抑制剂对糖酵解与戊糖磷酸途径中

关键性酶活性的影响。 

2  提高酿酒酵母耐受性的方法和手段 

在利用生物物质原料生产燃料乙醇的研究

中, 酿酒酵母作为公认的、较好的生产菌株, 多
种生物学手段被用于对其进行改造, 以期获得较
好的效果。 

2.1  菌种筛选 

从自然界中直接分离筛选耐抑制剂菌株是一

种经济实用的办法。因为在自然界长期进化中, 

这些菌株在遗传性能、耐抑制剂和产生乙醇能力

方面相当稳定, 国内外不乏成功的例子。筛选出
的这些菌株除了可以直接用于发酵外, 也可作为
菌种驯化或基因工程技术改造的出发菌。 
从自然界中直接筛选耐抑制剂菌株中, 目前

本实验室筛选的专利菌株 Y1、Y4在未脱毒的稀
酸水解液中, Y1、Y4均体现出了较好的耐受性[22], 
其中 Y1、Y4在 24 h内能完全消耗完葡萄糖, 最
高的乙醇产量分别达到理论值的 96％、88.2％。
在添加抑制剂糠醛和 5-羟甲基糠醛的实验中 , 
Y1、Y4 经过一段延滞期最高能耐受糠醛和 5-羟
甲基糠醛浓度分别为 5.0 g/L、7.0 g/L。筛选的此
类菌株不仅在未脱毒的水解液中展示出了良好

的抑制剂耐受性, 而且也为进一步的提高菌株耐
毒性、开发新菌种奠定了理论基础。 

2.2  菌种驯化 

对初步筛选的菌株进行驯化, 以进一步提高
其抑制剂耐受性。这是一种较为简单有效的方

法, 而且效果也较好。与短期的适应相比, 由长
期驯化得到的菌株具有一定的遗传稳定性,即使
在没有选择性压力的条件下, 其优良性状也能继
续保持。 

Liu Z. L.[23]为提高菌株的抑制剂耐受性进行

发酵试验时, 对菌株进行预先驯化, 使其首先在
含有低浓度抑制剂的液体培养基中生长, 待其
生长状况达到对数期, 转移至含有抑制剂的新
鲜培养基中, 以相同方式反复转移直至最后得
到稳定的培养物, 然后将其转移至含有更高浓
度抑制物的培养基中, 反复操作直至达到想要
的菌种耐受性水平。结果发现, 耐抑制剂菌株能
够完全转化 30 mM 的 Furfural 和 60 mM 的
HMF, 同时延滞期明显缩短 , 驯化结果较为
理想。  
本实验室对Y7在添加有糠醛或HMF的培养

基中的驯化也得到了相似的结果, 并且表现出了 
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图 3  酿酒酵母 NRRL Y-50049 糖代谢通路调节图[8] 

Fig. 3  A schematic illustration of glucose metabolic pathways of Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-50049[8] 
 
良好的抑制剂耐受性。在未脱毒的稀酸水解液中, 
筛选的Y7可以在72 h内消耗完糖(葡萄糖、木糖), 
乙醇产量达到理论值的 93.6%, 经过 24 h的延滞
期Y7最高能耐受 3 g/L的糠醛和 5-羟甲基糠醛的

混合物。 
Martin 等[24]将酿酒酵母木糖利用重组菌株

TMB3001 在含有多种抑制物的甘蔗渣水解液中
进行了驯化, 与出发菌株相比, 驯化菌株在含较
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低浓度水解液(75%)的培养基中有较高的糠醛和
HMF转化率, 分别为 74%和 40%, 而前者的转化
率分别为 22%和 20%, 同时在这一条件下, 驯化菌
株乙醇得率提高了 83.3%, 生物量提高了 100%。 

2.3  基因工程改造提高酿酒酵母的耐受性 

对酵母进行特定的基因操作,可以使其具有
更好的发酵生产乙醇能力[25−26], 对于提高抑制剂
耐受性也有很大的应用前景, 几种与呋喃醛类化
合物转化有关的氧化还原酶已被鉴定且用于构

建对木质纤维素水解液中抑制物有更高耐受性

的酿酒酵母菌株[27]。 
Petersson 等[20]分别在含有及不含 HMF 的培

养基中对酿酒酵母实验室菌株 CBS8066 和高抑
制剂耐受性菌株 TMB3000 进行培养, 通过生物
芯片技术分析得出 TMB3000中至少有 15种还原
酶在 HMF诱导下大量表达。分别将 15种还原酶
基因在酿酒酵母中进行超表达,与对照相比, 超
表达ADH6、ADH7 或 SFA1等基因, 可增加HMF
的还原能力。 

Gorsich 等[15]通过对酿酒酵母单基因突变体

库的筛选, 找到 62种与糠醛耐受性相关的基因。
对其中的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶的基因ZWF1进行
超表达, 酿酒酵母可以在高浓度的糠醛下生长, 
可能是因为超表达使葡萄糖-6-磷酸脱氢酶的活
性增加, 为糠醛还原酶或依赖 NADPH 的胁迫
应激酶类(如谷胱甘肽还原酶)提供了大量的还
原力。 
对于增强酵母菌株对弱酸类、酚类化合物的

耐受性也可以采取类似的方法, Endo 等[28]通过

对 S. cerevisiae BY4743单基因缺失突变体的筛
选找到 76 个与香草醛耐受性相关的基因。通过
在酵母中表达白腐真菌 Trametes versicolor 漆酶
基因得到的重组菌可以在含 1.25 mmol/L 松柏醛
的培养基中生长, 而此浓度的松柏醛完全抑制对
照菌株。 

Larsson 等[29]将编码苯基丙烯酸脱羧酶的基

因 PAD1 在酿酒酵母中超表达, 超表达后的菌株
在含有阿魏酸和肉桂酸的培养基中或是在云杉

水解液中均有较高的生长速率和乙醇生产能力。

在有氧或限氧的条件下, 超表达 PAD1 的菌株转
化阿魏酸和肉桂酸的速率都高于对照菌, 在云杉
稀酸水解液中, 超表达菌株的糖消耗速率更快, 
且乙醇产生速率增加了 24%至 29%。 
预处理产生的抑制物对酿酒酵母乙醇发酵的

影响, 是木质纤维素乙醇生物加工过程亟待解决
的难题之一。近年来对抑制物形成、作用机制及

酵母耐受机制的研究已经取得了很大进展, 无论
是采用自然筛选、菌种驯化还是利用基因工程手

段, 不断提高菌种的抑制剂耐受性才是最终的目
标, 表 1 着重介绍了近年来几株具有较好抑制剂
耐受性菌株的耐受性能。其中 Y1、Y4 、Y5、
Y7为本实验室专利菌株。 

3  讨论与展望 

研究表明, 耐毒酵母菌株对于木质纤维素水
解液中抑制剂的耐受与脱毒, 是大量基因调控与
相互作用的结果, 尤其是在氧化还原反应中的还
原酶, 被认为是直接将醛类抑制剂进行还原从而
降低它的毒性。整个代谢通路体系发生了调整变

化, 很多基因的表达在开始的阶段会受到一定的
抑制, 在菌株一段的延滞期适应与调整之后, 活
性得到恢复。另有研究报道, 一些热激蛋白、激
活蛋白基因家族等, 对菌株的抑制剂耐受性也发
挥着重要的作用。 
除了抑制剂的毒性, 酵母菌在工业生产中还

受到许多其他胁迫因素的影响, 如高温、高渗透
压等[31−32], 本文主要集中在醛类抑制剂耐性的研
究, 但是应该指出的是, 抑制剂耐性与其他胁迫
耐受性具有一定的联系, 研究抑制剂耐性的同时
应该关注对其他耐性条件的影响。抑制剂耐性的 
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表 1  抑制剂耐受菌株的发酵性能 
Table 1  The performance of different inhibitor-resistant strains 

菌种 
Strains 

抑制剂 
Inhibitors (mmol/L) 

延滞时间 
Lag phase (h) 

乙醇产量 
Ethanol yield (g/g) 

参考文献 
Reference 

S.cerevisiae ATCC211239  30       Furfural    24   

 60         HMF    24  Liu. ZL[7]  

 10  Furfural+HMF    12   

S.cerevisiae 307-12H60     30         HMF    8 0.3 Liu Z. Lews[10] 

S.cerevisiae NRRLY-50049  20  Furfural+HMF    12 0.43  Liu Z. Lews [8] 

Y1  52       Furfural    24   

 55         HMF    24 0.49  Tian Shen[22]  

 42Furfural+31HMF    24   

Y4 52       Furfural    24   

 55         HMF    24 0.45  Tian Shen[22]  

 42Furfural+31HMF   24   

Y5 42       Furfural    24   

 31         HMF    12 0.47  Tian Shen[30]  

 31Furfural+24HMF    24   

Y7 42       Furfural    24   

 31         HMF     24 0.477  Tian Shen[22] 

 31Furfural+24HMF     24   

 

分子机制研究[32]中,不断有新的相关基因被发现, 
一方面这些结果显示了细胞内代谢途径之间的

相关性, 同时也强调了不同的培养条件及遗传背
景下抑制剂耐性分子机制的多样性。 
目前对酵母耐性机制的研究主要是对表型、

基因、蛋白或者代谢物中的某一方面的分析。虽

然发现了一些胁迫相关基因和关键的细胞保护

物质, 但是胁迫过程中的表型特征、基因调控和
物质代谢之间的关系还不甚清楚, 因此细胞表
型、基因转录与物质代谢之间的相互解读更有利

于了解酵母在胁迫下所发生的一系列应激响应。

目前本实验课题组也致力于此方面的研究, 希望
通过细胞表型响应、基因转录和蛋白表达水平进

行全面的阐述, 进一步打开酿酒酵母物质响应的
黑匣子。通过胁迫前后酵母代谢通量的变化, 找

到胁迫扰动的代谢途径, 实时动态的分析酵母的
耐性机制, 以期对工业酿酒酵母的育种提供更为
直接的方向指导。 
总之, 随着从菌株的粗放式筛选到分子生物

学水平的深入研究, 人们对酿酒酵母菌株耐性机
制的探究得到了长足的发展, 从而最终将解决木
质纤维素制取燃料乙醇菌种这一主要技术瓶颈, 
从根本上推进纤维素乙醇的工业化进程。 
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稿件书写规范 

论文中有关正、斜体的约定 

物种的学名: 菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属
以上用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 
限制性内切酶: 前 3个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如: BamH I、Msp I、Sau3A I 

等。 
氨基酸和碱基的缩写: 氨基酸缩写用 3个字母表示时, 仅第一个字母大写, 其余小写, 正体。碱基

缩写为大写正体。 
基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。 


