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以木质纤维素为原料的第二代生物质燃料开发既是全

球研发的热点也是难点. 欧盟国家和美国的中长期生物质能

源发展路线图中均将木质纤维素生产燃料乙醇作为2010年后

生物质燃料产业化的主要目标，但是目前整体水平尚处于中

试阶段. 我国的纤维素类生物质原料非常丰富，将其转化成

燃料乙醇有着很大的潜力，但当前要想实现工业化生产，还

面临着很多瓶颈问题亟待解决，主要体现在：1) 对于原料的

生物质能转化特性和转化机制尚缺乏充分的基础研究；2) 还
没有形成高效的组分分离技术(预处理技术)；3) 生物炼制技

术尚处于起步阶段，还需要大量基础性实验和理论研究. 4) 
缺乏能够同时高效利用纤维素类水解物(主要为葡萄糖和木

糖混合物)的发酵菌株，这是制约纤维素乙醇生产的关键因

素[1]. 李科等对木质纤维素生物质制取乙醇的预处理、酶解和

发酵等三大关键制约因素进行了较为全面的综述，为木质纤

维素生产乙醇提供了新的研究思路 [2]，在此不再赘述. 孙宪

昀等就国内外对青霉菌木质纤维素降解酶系研究的最新动

态，包括菌株的选育、纤维素酶系的特性与合成调控，以及

基因分析与克隆等方面对木质纤维素的生物降 解进行了综

述[3]. 本文主要针对高效利用纤维素水解物的重组发酵菌株

这一关键因素进行探讨. 

目前对于利用木质纤维素生产乙醇的菌种研究主要集

中于酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、运动发酵单胞菌
(Zymomonas mobilis)和大肠杆菌(Escherichia coli)等. 在乙醇

工业中通常使用酿酒酵母来发酵生产乙醇，但酿酒酵母不

能发酵大量存在于纤维素水解物中的五碳糖；革兰氏阴性细

菌运动发酵 单胞菌由于其本身所具 有的优点也被作为一种

候选的燃料乙醇生产菌株，但也不能直接发酵五碳糖. 所以

研究者一直致力于通过基因工程的手段来解决发酵菌株对
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五碳糖(特别是木糖)的发酵问题，大肠杆菌和克雷白氏杆菌
(Klebsiella oxytoca)由于具有较宽的底物利用范围引起了研究

者的关注. 本文主要对这几种目前用于木质纤维素生物质发

酵产生乙醇的菌种进行较为全面的综述. 

1  重组酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)
传统的乙醇发酵生产菌株酿酒酵母由于缺少木糖利用

的最初代 谢途 径，不能直接利用木 糖，而只能利用其 异构

体——木酮糖. 自然界中由木糖转化为木酮糖的代谢途径有
2条(图1). 在真菌中，木糖通过木糖还原酶(Xylose reductase，

XR或XYL1)和木糖醇脱氢酶(Xylitol dehydrogenase，XDH或

XYL2)的共同作用来完成木糖到木酮糖的代谢转化过程；而

在细菌中，则是通过木糖异构酶(Xylose isomerase，XI)一步

转化为木酮糖 [4]. 目前主要通过以下2种思路构建直接利用木

糖的重组酵母菌：1) 将来自木糖利用酵母(目前主要是Pichia 
stipitis)的XR和XDH基因在酿酒酵母中表达；2) 将来源于细

菌的木糖异构酶(XI)在酿酒酵母中表达. 
1.1  XR-XDH代谢途径的运用

将毕赤酵母的木糖还原酶基因XYL1和木糖醇脱氢酶基

因XYL2克隆到酿酒酵母中，转化子能在以木糖为唯一碳源

的培养基上缓慢生长，但所利用的木糖全 部被氧化形成木

糖醇，乙醇产率相当低 [5]. 将木酮糖激酶基因XKS1 (XYL3)克
隆到已含有XYL1和 XYL2基因的酿酒酵母转化子中，可使木

糖醇的产率降低，乙醇产率明显提高[6, 7]. 副产物木糖醇的形

成原因可能是木糖代谢途径下游不畅及氧化还原不平衡，目

前也通过改变下游代谢途径的氧化还原平衡来增加乙醇的产

率[8, 9]. 另一方面也可通过敲出某些关键基因(如GRE3等) [10]来

实现这一目标. 国内袁振宏和杨秀山等也通过代谢途径过程

构建了重组木糖利用酵母，并就木糖运输途径的改造、木糖

代谢途径的引入、增强其对发酵抑制剂的耐受性等方面进行

了全面综述，提出了酿酒酵母的木糖代谢工程还有待于进一

步深入研究[11]. 
此 外，Walfr idssion等 在 木 糖 酵 母中超 表 达磷酸 戊 糖

途径的转酮酶(Transketolase，TKL)和转醛酶(Transadolase，
TAL)可以增加木糖转化为乙醇的量 [12]. 目前较为成熟的菌种

有S. cerevisiae TMB3400、S. cerevisiae RWB218和S. cerevisiae 
RE700A (pKDR)等(表2). 
1.2  细菌XI代谢途径的运用

多种细菌来源的XI被引入酿酒酵母中 [13]，沈煜等也将
来源于嗜热细菌Thermus thermophilus的木糖异构酶基因xylA
引入酿酒酵母 [14]，但来源于Piromyces sp.的XI所得到的活性
最高 [15]，只有通过 适应性进化 [16]或其他的遗传改造 [17]方能
使其代谢木糖的能力得到提高. 从整体上看，采用细菌木糖
代谢途径还存在着重组酶表达活性较低和细菌木糖异构酶
的最 适反应温度与发酵温度不同等问题，也有研究者通过
突变的方式来解决这一问题 . 并且该途径与XR-XDH的发酵
比较研究表明，采用XR-XDH代谢途径所构建的重组菌株S. 
cerevisiae TMB3400较细菌XI代谢途径发酵效率高，且在发
酵纤维素水解物时没有副产物木糖醇的生成 [13]. 
1.3  细胞表面展示技术的应用

近年来发展起来的酵母表面展示技术也被用于构建酵

母基因工程菌上，如Yasuya Fujita等应用酵母展示系统展示
图1  真菌(A)和细菌(B)中的木糖代谢途径

Fig. 1  Metabolic pathway of xylose in fungus (A) and bacterium (B)

表1  纤维素水解酶基因和五碳代谢途径相关基因在运动发酵单胞菌中的表达
Table 1  Expression of cellulase gene and pentose metabolic pathway of Z. mobilis

底物
Substrate

基因
Gene

基因来源
Source of gene

参考文献
Reference

纤维素

Cellulose

内切葡聚糖酶 Endoglucanase
内切葡聚糖酶 Endoglucanase
内切葡聚糖酶 Endoglucanase
β-(葡萄)糖苷酶 β-glucosidase 
羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

菊欧文菌 Erwinia chrysanthemi
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis
萤光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens
白纹黄单胞菌 Xanthomonas albilineans
醋酸杆菌 Acetobacter xylinum

[21]

木糖

Xylose

木糖异构酶 Xylose isomerase
木酮糖激酶 Xylulokinase
透明质酸酶 Alidase

野油菜黄单胞菌

Xanthomonas campestris
[27]

木糖异构酶 Xylose isomerase
木酮糖激酶 Xylulokinase
转二羟丙酮基酶 Transaldolase
酮糖移转酶 Transketolase

大肠杆菌 Escherichia coli [28]

阿拉伯糖

(Arabinose)

L-阿拉伯糖异构酶 L-arabinose isomerase
核酮糖激酶 Ribulokinase
转二羟丙酮基酶 Transaldolase
5-磷酸核酮糖异构酶

5-phosphoribuose isomerase
酮糖移转酶  Transketolase

大肠杆菌 E. coli [25]
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两种纤维素酶，构建了一株不经过前处理而直接发酵β-葡聚

糖生产乙醇的重组酵母菌基因工程菌，通过此系统构建的

重组酵母工程菌，糖化作用和发酵同时发生，在以β-葡聚糖

为唯一碳源的培养基中，能在50 h直接发酵45 g β-葡聚糖生

产乙醇16.5 g/L[18]. Hisayori Shigechi等应用酵母展示系统展示

葡萄糖糖化酶和α-淀粉酶，成功构建了一株能直接利用玉米

淀粉发酵生产乙醇的酵母基因工程菌，在72 h内，该菌株能

生产乙醇61.8 g/L，达到其理论产量的86.5%[19]. 侯进等也利

用利用α-型酿酒酵母表面展示系统的载体 将来源于嗜热细

菌Thermus thermophilus的木糖异构酶基因xylA在酿酒酵母
H158中表达，得到了一株木糖利用率提高17.18%的重组菌株

H158-SXI [20]. 

2   重组运动发酵单胞菌(Zymomonas 
mobilis)
运动发酵单胞菌最早发现于非洲等热带地区的果酒中. 

19世纪50年代早期，人们发现运动发酵单胞菌在厌氧条件下

主要通过ED途径代谢葡萄糖，它可以发酵葡萄糖、果糖、蔗

糖等六碳糖产乙醇，但不能利用五碳糖生产乙醇. 迄今为止，

运动发酵单胞菌是唯一一种通过ED途径厌氧发酵葡萄糖的

微生物，其独特的代谢途径使其成为构建产乙醇工程菌的优

选宿主之一. 多年来，研究者已就其生理生化特性、菌种改

造、遗传操作和发酵工艺学等方面作了大量的研究. 同酿酒

酵母相比，运动发酵单胞菌具有如下一些优点：较高的糖吸

收率，较高的乙醇产率；生物量少；较高的乙醇耐受力等. 但
该菌底物利用范围过窄，一般野生型Z. mobilis菌株只能以葡

萄糖、果糖和蔗糖作为生产乙醇的底物，不能将复杂的碳水

化合物代谢为乙醇. 为拓宽其底物利用范围，研究者将其他

微生物中相关的水解酶基因如阿拉伯糖或者纤维素代谢的

相关基因转移到Z. mobilis中，使其具有利用其他底物的能力
[21] (表1). 尽管如此，该菌目前仍然没有在商业化生产中得到

应用，但随着2005年其全基因组序列的公布[22]和2006年杜邦

公司宣布对该菌进行玉米秸秆燃料乙醇的研究 [23]，其产业化

应用前景仍值得我们关注. 
为 拓 展 运 动 发 酵 单 胞 菌 的 底 物 利 用 范 围 ，研 究 者

前 期 也 进 行了大 量 的 工作，如 将 来自菊 欧 文 菌 (Er win ia 
chrysanthemi)的内切葡聚糖酶基因、枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis)的内切葡聚糖酶基因、醋酸杆菌(Acetobacter xylinum)
的 羧甲基 纤维素酶 基因和野 油菜黄单胞菌(Xanthomonas 
campestris)的木糖代谢相关基因 [21]. 这些工作为构建能直接

发酵木糖的重组运动发酵 单胞菌奠定了基础 . 美国可再生

能源实验 室Zhang等 基于前人的研 究结果，通 过同时表 达

来自大肠杆菌的木糖异构酶(XI)、木酮糖激酶(XK)、TKT和
TAL(图2)，得到重组菌株Z. mobilis CP4 (pZB5)，该重组菌株

能直接发酵木糖产生乙醇，其乙醇产率为其理论值的86% [24]；
Deanda等又通过表达 来自大肠杆菌阿拉伯糖代谢途径的5
个基因，L-阿拉伯糖异构酶 (araA)、核酮糖激酶 (araB)、5-
磷酸核酮糖异构酶 (araD)、转二羟丙酮基酶 (talB)和酮糖转

移酶 (tktA)基因，得到了能直接发酵阿拉伯糖的重组菌株Z. 
mobilis ATCC39678 (pZB206)，该重组菌株能直接发酵阿拉伯

糖(25 g/L)生产乙醇，达其理论产率的98% [25]；Rogers等将质

粒pZB5转入ATCC31281(ZM4)中，得到重组菌株ZM4(pZB5)，
在发酵葡萄糖和木糖混合糖产乙醇时显示出了比CP4 (pZB5)
更高的乙醇耐受性 [26]. 但这些菌种有一个共同的缺点，就是

其木 糖代谢基因在质粒载体中，因此不得不在培养基中加

入一定量的抗生素，以防止质粒的丢失，这将导致生产成本

图2  运动发酵单胞菌戊糖代谢途径的构建
Fig. 2   Construction of metabolic pathway of pentose in Z. mobilis 
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的增加. 所以该研究小组又通过构建整合型表达载体，将木

糖代谢和阿拉伯糖代谢相关基因整合于运动发酵单胞菌基

因组上，得到木糖发酵菌株和阿拉伯糖发酵菌株Z. mobilis 
ATCC39676 (AX101)，该工程菌能共发酵葡萄糖、木糖和阿拉

伯糖，优先利用葡萄糖，其次为木糖，最后利用阿拉伯糖[29]. 为
提高该菌对木糖的利用效率，Jeon等还通过增加木酮糖激酶

基因(XK)的表达水平，但未能得到预期结果. 

3  重组大肠杆菌(Escherichia coli)
大 肠杆菌等具 有较广的底物利用范围，可以代谢 六碳

糖 (葡 萄糖、甘 露糖、半乳糖和果 糖 )、五碳 糖 (木 糖和阿拉

伯糖 )以及糖醛酸(半乳糖醛酸、葡糖醛酸)生成代谢中间产

物——丙酮酸 . 大肠杆菌的糖代谢途径和生理机制比较复

杂，六碳糖主要经糖酵解途径代谢，五碳糖主要是通过磷酸

戊糖途径并与ED途径相偶联进行代谢. 一般情况下，发酵条

件为pH=7.0，发酵温度为30 ℃或35 ℃. 大肠杆菌糖代谢的复

杂性决定了它的代谢产物的复杂性，其代谢产物包括一些醛

类、醇类和有机酸，乙醇并不是其主要的代谢产物，只是其

中很小的一部分，因此传统上一般不用它来生产乙醇. 但是

大肠杆菌含有代谢五碳糖的磷酸戊糖途径中的整套基因和

酶，因此在木糖发酵和混合糖发酵产乙醇的研究中也有一定

的研究价值. 大肠杆菌缺少高活力的乙醇产生酶系，而且在

糖酵解过程产生的副产物较多. 在20世纪80年代，Ingram等

利用运动发酵单胞菌中的高活力丙酮酸脱羧酶 (pdc)和乙醇

脱氢酶基因(adhB)构建了PET 操纵子——pLOI297，并将该操

纵子导入大肠杆菌中表达，结果大肠杆菌工程菌株能发酵葡

萄糖产生乙醇 [30]；为寻找更适合的宿主菌，Ingram等通过对
9种不同大肠杆菌工程菌株的乙醇耐受性、质粒稳定性和乙

醇产率等方面的比较研究发现，E. coli ATCC11303 (pLOI297)
为最理想的菌株 [31]；Beall等对ATCC11303 (pLOI297)进行了

发酵 评 估 [32]；为提高工程菌的遗传稳定性，Ingram研究组

又将这2个基因整合至大肠杆菌ATCC 11303染色体Pyruvate 
formate lyase (pfl)基因位点上，但该重组菌株乙醇产率较质

粒型ATCC11303 (pLOI297)菌株低，通过高浓度氯霉素抗性

筛选，得到乙醇产率较高的菌株；为了进一步提高该菌株的

乙醇产量，通过将琥珀酸合成途径中的延胡索酸合成酶 frd
基因打断，阻断琥珀酸的合成，提高了乙醇产量，该菌株被

定名为E. coli KO11 [33]. 研究表明，在厌氧条件下，E. coli KO11
可发酵半纤维素水解产物中几乎所有的糖生产乙醇，其乙醇

生产能力较高，并且对木质纤维素水解产物中的抑制剂具有

相对高的耐受性. 对KO11的基因芯片分析结果表明，在KO11
中，大部分与木 糖代谢 相关的酶 基因表达 水平较出发菌株

高，其中木糖异构酶基因(xylA)的表达水平是出发菌株的3倍

多，木酮糖激酶 (xylB)是出发菌株的2倍多 [34]. Dien等还通过

突变大肠杆菌pfl和ldh基因，然后将质粒pLOI297转化该宿主

菌，得到FBR5菌株，并对其进行了发酵研究 [35, 36]. Yomano等

通过KO11的长期适应性进化研究，得到一株乙醇耐受性为
10%的菌株LY01，该菌株使发酵140 g/L木糖的时间由120 h缩

短为96 h [37]，并且对木质纤维素水解产物中的抑制剂具有比
KO11相对高的耐受性 [38~40].

4  重组克雷白氏杆菌(Klebsiella oxytoca)
K. oxytoca是一种肠道细菌，具有较宽的底物利用范围，

如已糖、戊糖、纤维二糖和纤维三糖等，特别是对纤维二糖

的利用特点可减少纤维素酶的使用. 但野生型的K. oxytoca
发酵产物主要为有机酸. 乙醇的形成主要通过PFL代谢途径. 
将PET操纵子转入 K. oxytoca M5A1，发酵液中90%的发酵产

物为乙醇，低拷贝质粒pLOI555比高拷贝质粒pLOI297具有更

高的乙醇产率 [41]；并且该菌株更适合木糖的发酵，其木糖代

谢速率在前24 h与葡萄糖一样，达2 g/L/h，是KO11的2倍. 该
重组菌株与其他重组菌相比，具有最高的理论产率(表2). 同
样，为提高PET操纵子的遗传稳定性，将其整合至K. oxytoca 
M5A1染色体Pyruvate formate lyase (pfl)基因位点上，但该重

组菌株乙醇产率 较低，通 过高浓度氯霉素抗性筛选，得到

乙醇产率较高的菌株 [42]，其中菌株P2能在48 h内发酵葡萄糖
(100 g/L)或纤维二糖(100 g/L)，乙醇产率达44~45 g/L，与质

粒型工程菌株基本一致. 对P2菌株也进行了不同底物的发酵

评估研究. Zhou和Ingram等还通过将来源于E. chrysanthemi
的内切葡聚糖酶基因转入P2菌株中进行整合型表达，得到重

组菌株SZ21，但其酶活性较低，为20 U/mL，仅为商业化酶的
1%，其发酵纤维素的能力较低，但若加入一定的商业化纤维

素酶，其乙醇产率较P2高7~16%左右[43]. 

5  展 望
综上所述，目前对纤维素发酵的菌种进行了大量的工

作，也得到了具有一定效率的重组菌株，但这些工作基本上

是基于单个基因或是某个代谢途径的几个基因的改造，只是

改变了细胞的局部，部分改变了细胞的代谢平衡，虽然得到

了新的表型，但这种改变是有限的，并没有解决木糖代谢途

径中的复杂问题，致使构建得到的重组菌株未能在商业化生

表2  4种重组菌株发酵木糖产乙醇的的比较
Table 2  Comparison of four recombinant strains for ethanol production from xylose

重组菌株 
Recombinant strain

木糖 Xylose 
(ρ/g L-1)

乙醇产率 

Ethanol yield (ρ/g L-1)
理论产率

Theoretical yield (r/%) 
References
参考文献

          E. coli KO11 90 41.0 89 [44]
          E. coli FBR5 95 41.5 90 [36]
          E. coli LY01 140 63.2 88 [44]
          K. oxytoca M5A1 (pLOI555) 100 46.0 95 [41]
          Z. mobilis AX101 Ara : Glc : Xyl 20 : 40 : 40 42 84 [29]
          Z. mobilis CP4 pZB5 60 23.0 94 [45]
          S. cerevisiae TMB3400 50 13.3 67 [17]
          S. cerevisiae RWB218 20  8.4 85 [17]
          S. cerevisiae RE700A(pKDR) 45 19 74 [17, 46]
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产中得到应用. 因此，可以在木糖代谢途径的基因组层面上

定向进化或同时改变多个相关基因群，使细胞在整体水平上

适应木糖的代谢或利用. 目前这些菌株的基因组序列已经测

定，但在基因组水平上的菌种改造主要集中在酿酒酵母上. 
对重组木糖酵母的代谢组学和蛋白质组学已经展开，这对了

解重组酵母的木糖代谢调控机制具有十分重要的意义 [47]. 而
毕赤酵母基因组序列的测定 [48]，其基因组特点和基因调控模

式等也会对构建工程酵母起重要作用；代谢建模、代谢流量

分析、表达谱分析、突变和适应性进化等方法也为构建高效

率的木糖发酵菌种提供了重要的方法学依据 [49]；Alper通过
gTME技术对酿酒酵母的改造工作为改造木糖酵母提供了有

益的借鉴 [50]，该技术在系统生物学的层面通过改造全局转录

调控因子使整个转录调控过程发生变化从而改变或提高目

标基因的转录及表达，获得需要的表型 [51]. 随着基因组学、

蛋白质组学、代谢组学、转录组学和生物信息学等方面的发

展，在系统生物学的层次上进行乙醇发酵菌种的改造，从基

因调控的水平上将新加入的代谢途径与原有的代谢途径协

调，提高外源基因的表达水平，将会得到高效率的乙醇发酵

菌种. 
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