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近 年 来，随 着 世 界 能 源 短缺 情 况 及 环 境 污染 问 题 的 加剧，生物燃料 作为一种清洁 能源将 会发 挥重 要 作用 . 生

物乙醇 就 是 这 样一种 优良的 替 代 能 源，其 综 合 效 益 激 发

了人们对其生产成本和效率的深入研究，以期获得高效 发

酵的菌株、低 成 本的底物和最佳的发酵条 件. 运动发酵 单

胞菌（Zymomonas mobilis）是 一种革兰氏阴性菌，而且被

认 为是 一种 较 有 潜力的 燃 料乙醇 生 产 菌 株，与 酿 酒 酵 母

（Saccharomyces cerevisiae）和其他燃料乙醇基因工程菌相
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摘  要   运动发酵单胞菌是乙醇发酵的极佳菌种，但其所能利用的发酵底物范围狭窄，不能利用淀粉作为发酵底物. 为增

加其利用底物的范围使其能够水解淀粉，本研究构建了3种表达淀粉酶的运动发酵单胞菌菌株：1）Zymomonas mobilis 

(pAmyE)表达α-淀粉酶；2）Z. mobilis (pGA)表达葡萄糖淀粉酶；3）Z. mobilis (pAmyGA)共同表达α-淀粉酶和葡萄糖淀

粉酶. DNS法测定淀粉酶活显示，每种转化菌株的胞外淀粉酶活性均高于胞内，且两种淀粉酶共表达的酶活高于这两种

淀粉酶单独表达的酶活之和，说明这两种淀粉酶能够协同作用降解淀粉. 对于重组菌株Z. mobilis (pAmyGA)，约59.3%

的淀粉酶活性都在胞外检测到. 用淀粉含量高且耐贮存的徐薯18匀浆加少量葡萄糖作为培养基直接用上述3个菌株发酵

生产乙醇. 结果显示，共表达α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶的重组菌株Z. mobilis (pAmyGA)的乙醇产量为54.7 g/L，达到了

理论值的83.2%，表明本研究得到了能够直接高效利用淀粉生产乙醇的运动发酵单胞菌的菌株. 图5 表1 参20
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Abstract   The gram-negative bacterium Zymomonas mobilis is one of the best ethanol producers found in nature, however, this 

ethanologenic bacterium cannot hydrolyze starch abundantly existed in nature because of its narrow spectrum of fermentable 

carbohydrates. In this research, three genetic recombined strains were constructed to express amylolytic enzymes: (1) α-amylase 

expressing strain Z. mobilis (pAmyE), (2) glucoamylase expressing strain Z. mobilis (pGA) and (3) α-amylase and glucoamylase 

co-expressing strain Z. mobilis (pAmyGA). Most of the enzyme activity was detected in the medium, and the enzyme activity of 

amylolytic enzyme in co-expression strain was higher than the sum of each enzyme expressed individually, suggesting there was 

combined effect between α-amylase and glucoamylase in the hydrolysis of starch. For recombinant strain Z. mobilis (pAmyGA), 

59.5% of the enzyme activity was detected in the extracellular fraction. Using the raw material of sweet potato xushu 18 with high 

starch content and good storage character and adding 5 g/L of glucose as medium, the direct ethanol production was determined via 

fermentation of the three recombined Z. mobilis strains. The results revealed that the recombinant Z. mobilis (pAmyGA) exhibited the 

highest level of ethanol production, 54.7 g/L ethanol in 3.5 days, which was 83.2% of the  theoretical yield. Fig 5, Tab 1, Ref 20
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比，它具有一些生理和代谢上的突出优势：乙醇产量和乙醇

耐受性高、对糖的吸收效率高以及生物质产量低 [1~3]. 运动发

酵单胞菌可通过Entner-Doudoroff（ED）途径快速代谢葡萄

糖、果糖及蔗糖，然而由于这种较窄的发酵底物范围，使其

不能降解自然界中广泛存在的复杂的多糖. 

淀粉是在自然界中广泛存在的碳源，很多植物如马铃

薯、甘薯、木薯和玉米等植物的淀粉含量都非常丰富，这些

都是用于乙醇发酵的潜在底物[4]. 甘薯（Sweet potato）不仅是

重要的饲料和工业原料作物，而且所含淀粉比例高，所含的

氮源也很丰富，很适合作为燃料乙醇的生产原料. 我国是世

界上最大的甘薯生产国，甘薯是我国第七大作物，每年的产

量超过1亿吨 [5]. 利用甘薯生产燃料乙醇对于保障国家的能源

安全具有重要意义. 

目前已经建立的利用淀粉作为底物发酵生产乙醇的方

法有两种：一种是将Z. mobilis和降 解淀粉的酶类或者细菌

混合进行发酵 [6~7]；另一种则是利用遗传改造的方法，将分

解淀粉的相关基因引入Z. mobilis中. 后者由于其较低的乙醇

发酵成本无疑将会是未来发展的方向. 目前已经有几个淀粉

降解相关基因引入Z. mobilis中，例如Bacillus licheniformis的

α-淀粉酶基因 [8]、Aspergillus niger的葡萄糖淀粉酶基因 [9]、

Xanthomonas albilineans的β-淀粉酶基因[10]，以及 Aspergillus 

awamori的葡萄糖淀粉酶基因[11]. 

若要尽可能提高在发酵中淀粉的利用效率，就 需要淀

粉最大限度地降解成为Z. mobilis所能利用的葡萄糖，这个过

程需要α-淀粉、β-淀粉、葡萄糖淀粉酶等酶的共同作用. 之前

的研究都只在Z. mobilis中表达了一种淀粉水解酶，这些菌株

都不能高效利用淀粉产生乙醇. 本研究中，我们在Z. mobilis 

CICC 10225中同时引入了来源于枯草芽 孢杆菌（Bacillus 

subt i l i s）的 α -淀 粉 基 因和 来 源于 泡 盛 曲 霉（Asperg il lus 

awamori）的葡萄糖淀粉酶基因，构建了新的Z. mobilis CICC 

10225（pAmyGA）重组菌株，并利用该菌株进行了甘薯发酵

乙醇的实验. 

  1  材料与方法

1.1  菌种、质粒和培养基
E. coli JM109和Bacillus subtilis WB500为本实验室保

存. Z. mobilis CICC 10225购自中国工业微生物菌种保藏中

心（CICC），本 实验 室保存.  pGA0，本 实验 室 构建，提 供

Aspergillus awamori的葡萄糖淀粉酶基因的编码区. 广宿主载

体pBBR1MCS-2由Dr. Michael E. Kovach惠赠[12]. RMG培养基

（1%酵母粉，0.2% KH2PO4，2%葡萄糖）.

1.2  载体构建
以 运 动 发 酵 单 胞 菌 总 D N A为 模 板 ，用 引 物 P p d c -

F1+Ppdc-R和Ppdc-F2+Ppdc-R分别扩增出Ppdc启动子片段

Ppdc1和Ppdc2；用引物130-F+130-R1和130-F+130-R2分别扩增

出zmo130基因的信号肽序列130 (1)和130 (2). 分别以枯草芽孢

杆菌总DNA和质粒pGA0为模板，用引物AmyE-F+AmyE-R和

GA-F+GA-R分别扩增出α-淀粉酶AmyE基因（2 162 bp）和葡

萄糖淀粉酶GA基因（1 920 bp）. 

将Ppdc1、130 (1)和AmyE片段等摩尔混合作为模板，引

物Ppdc-F1+AmyE-R进行重叠PCR，得到α-淀粉酶基因表达

单元Ppdc-130-AmyE. 将Ppdc2、130 (2)和GA片段等摩尔混合

作为模板，引物Ppdc-F2+ GA-R进行重叠PCR，得到葡萄糖淀

粉酶基因表达单元Ppdc-130-GA. PCR采用高保真PCR聚合酶

KOD-FX（东洋纺），程序为94 ℃预变性2 min，98 ℃ 30 s，Tm

温度-5 ℃退火30 s，68 ℃延伸时间为30 s/kb，30个扩增循环后

68 ℃延伸10 min. 

载体pBBR1MCS-2和DNA片段 Ppdc-130-AmyE分别用

BamHI酶 切回收，T4 DNA连 接 酶 连 接，所 得 载体命名为

pAmy. 载体pBBR1MCS-2和DNA片段 Ppdc-130-GA分别用

XbaI酶切回收，T4 DNA连接酶连接得到载体pGA. 将上述两

片段同时连接入pBBR1MCS-2，构建出载体pAmyGA. 

载体pBBR1MCS-2和DNA片段 Ppdc-130-AmyE分别用

BamHI酶 切回收，T4 DNA连 接 酶 连 接，所 得 载体命名为

pAmy. 载体pBBR1MCS-2和DNA片段 Ppdc-130-GA分别用

表1  引物序列及扩增片段
Table 1  Primers sequence used for construction of recombinant plasmids

引物名称 Primer 引物序列（5’-3’） Sequences 扩增片段 Fragment amplified

Ppdc-F1 CGGGATCCTTACGCTCATGATCGC
Ppdc启动子

Promotor PpdcPpdc-F2 CGTCTAGATTACGCTCATGATCGC
Ppdc-R AACCGCGGGACTTTTATCATTGCTTACTCCATATAT
130-F ATATATGGAGTAAGCAATGATAAAAGTCCCGCGGTTCATC

zmo130分泌信号肽序列
Signal peptide zmo130130-R1 TTGAATCGTTTTGCAAACATATGAGCTGAAACGCTTTGAGAAAGG

130-R2 AGAAGAGATCGGAACGACATATGAGCTGAAACGCTTTGAGAAAGG
AmyE-F CTCAAAGCGTTTCAGCTCATATGTTTGCAAAACGATTCAAAAC α-淀粉酶基因

α-amylase geneAmyE-R CATCATTAATCATCCTTCCAGGG GGATCCGC
GA-F CTCAAAGCGTTTCAGCTCATATGTCGTTCCGATCTCTTCT 葡萄糖淀粉酶基因

Glucoamylase geneGA-R CTACCGCCAGGTGTCAGTCTCTAGAGC
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XbaI酶切回收，T4 DNA连接酶连接得到载体pGA. 将上述两

片段同时连接入pBBR1MCS-2，构建出载体pAmyGA. 

1.3  运动发酵单胞菌的电转化
挑取Z. mobilis ATCC 10225单菌落培养于5 mL RMG培

养基中，得到菌液全部接种于100 mL RMG培养基中，培养

至D600 nm为0.3~0.4. 于4 ℃、6 000 r/min 10 min收集菌体，用10 

mL 10%甘油清洗菌体，于4 ℃、6 000 r/min 10 min收集菌体，

重复清洗一次，将收集到的菌体悬浮于2 mL 10%甘油中，感

受态制备完成. 

将1 μg质粒与200 μL Z. mobilis电击感受态混合后在2 

500 V、250 Ω、50 μF条件下电击，电击后把菌液迅速转移至

3 mL RMG培养基中静止恢复3 h，取100 μL菌液涂布于含氯

霉素（200 μg/mL）的平板，3 d左右出现转化子. 挑取阳性克

隆菌落PCR验证，得到转化子Z. mobilis (pAmy)、Z. mobilis 

(pGA) 和Z. mobilis (pAmyGA). 

1.4  淀粉酶酶活测定
分别挑取 Z. mobilis (pAmy)、Z. mobilis (pGA) 和Z. 

mobilis (pAmyGA)重组子于RM培养基中30 ℃培养至D600 nm至

2.0. 离心所得上清为细胞外液，收集菌体并进行超声破碎，

得到细胞内液. 分别将0.1 mL胞内和胞外与0.1 mL 0.5%可溶

性淀粉混合，在30 ℃反应10 min，置于冰上停止反应. 加入

0.2 mL DNS（3,5-二硝基水杨酸5 g，苯酚1 g，亚硫酸钠0.25 g，

酒石酸钠100 g 溶解在250 mL 0.5 mol/L NaOH中，加水定容

至500 mL），540 nm下测定吸光值. 1个酶活单位即为上述条

件下产生1 mg的还原糖所用的酶量. 含有空载体的转化子Z. 

mobilis (pBBR1MCS-2)作为对照. 

1.5  发酵培养基制备   
本实验采用的甘薯品种为徐薯18，甘薯干磨碎后，按照

一定比例加水调浆，加入葡萄糖5 g/L，分装后于115 ℃灭菌

15 min，冷却后接入菌体，发酵温度为30 ℃. 

1.6  粗淀粉含量测定 
粗淀粉含量的测定采用兰-爱农法 [13]. 

1.7  还原糖测定 

参照GB5009.7-85食品中还原糖的测定. 

1.8  乙醇浓度测定 
采用气相色谱法. 以正丙醇为内标， 氢火焰离子化检测

器，GDX103填充柱，柱箱温度150 ℃，检测器温度250 ℃，进

样器250 ℃，进样量3 μL. 

  2  结 果

2.1  淀粉酶表达载体的构建
用于在Z. mobilis中表达外源基因的载体pBBR1MCS-2

是一种在革兰氏阴性菌中的广宿主载体，经研究证明，该载

体在Z. mobilis中具有良好的稳定性，至少能够在50代中保持

稳定 [11]. Ppdc是Z. mobilis丙酮酸脱羧酶基因的组成型强启动

子，能够高水平的表达所调控的基因 [14]. 通过融合PCR成功

构建了Bacillus subtilis的α-淀粉基因和Aspergillus awamori的

葡萄糖淀粉酶表达单元，并将这2个独立的表达单元分别和

共同连接在载体pBBR1MCS-2上，构建出载体pAmy、pGA和

pAmyGA（图1）. 载体pAmy、pGA能够在Z. mobilis中分别表

达α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶，载体pAmyGA能够在Z. mobilis

中同时表达α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶，所有的淀粉酶都在来

源于Z. mobilis的zmo130信号肽的定位下分泌到胞外. 

2.2  淀粉酶表达载体转化Z. mobilis及转化子的鉴定
通 过 电 转 化 将 载 体 pBBR1MC S -2、pA my、p GA和

pAmyGA转入Z. mobilis中，分别挑取阳性克隆用引物AmyE-F

和AmyE-R，以及GA-F和GA-R进行菌落PCR验证转化子，结

果如图2所示，能够扩增出正确的AmyE基因和GA基因即为

正确的Z. mobilis转化子. 至此，我们得到了3个表达淀粉酶的

Z. mobilis重组菌株：1）Z. mobilis (pAmy)表达α-淀粉酶；2）Z. 

mobilis (pGA)表达葡萄糖淀粉酶；3）Z. mobilis (pAmyGA)共

同表达α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶；Z. mobilis (pBBR1MCS-2)

作为对照菌株. 

为了验 证 AmyE基因和GA基因在Z. mobilis中的表达情

况，将得到的Z. mobilis重组子接种于含有卡那霉素200 μg/

mL的RM培养基中，生长至600 nm约为2.0. 每种转化子各取300 

μL并分离胞内和胞外部分，并分别进行SDS-PAGE和Native-

PAGE. 结果如图3所示：重组子Z. mobilis (pAmy)正确表达了

AmyE基因（Mr 72×103）；重组子Z. mobilis (pGA)正确表达了

GA基因（Mr 67×103）；重组子Z. mobilis (pAmyGA)同时表达

了AmyE基因和GA基因. 从Native-PAGE的图中可以看出，所表

达的淀粉酶都具有活性. 

图1  淀粉酶表达元件示意图
Fig. 1   Construction of pAmy, pGA and pAmyGA
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2.3  α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶在Z. mobilis中的共表达
为了进一步定量测定各个Z. mobilis转化子胞内和胞外的

淀粉酶活性. 用DNS法对各个菌株各部分的淀粉酶活性分别

进行了测定. 测定结果（图4）显示，信号肽zmo130能够将其

所引导的淀粉酶不同程度地转运到胞外，60.1%的α-淀粉酶

活性和47.3%的葡萄糖淀粉酶活性都是在胞外检测到的. 且

对转化子Z. mobilis (pAmyGA)的测定结果显示，α-淀粉酶和

葡萄糖淀粉酶共同表达的活性（胞内37.8 U/L，胞外56.7 U/

L）大于α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶分别表达活性之和（胞内

30.7 U/L，胞外39.3 U/L），且胞外部分检测到的淀粉酶活性

（56.7 U/L）占总淀粉酶活性（94.5 U/L）的59.3%. 

2.4  利用甘薯匀浆发酵产生乙醇
将上 述 稀 释 的 甘薯匀浆中 加入 5 g /L的葡 萄 糖后，按

7%的接种量分别接种Z. mobilis (pBBR1MCS-2)、Z. mobilis 

(pAmyE)、Z. mobilis (pGA)和Z. mobilis (pAmyGA)，每隔12 h

取样测定乙醇产量. 经过132 h的发酵，Z. mobilis (pAmyE)和Z. 

mobilis (pGA)分别获得了30.5 g/L和27.1 g/L的乙醇产量，而Z. 

mobilis (pAmyGA)的乙醇产量最高，为54.7 g/L（图5），远高

于另外2个菌株，甘薯淀粉的转化率约为83.2%. 结果说明，α-

淀粉酶和葡萄糖淀粉酶共同作用降解淀粉的能力高于这2种

淀粉酶分别作用时降解淀粉的能力. 

  3  讨 论

在Z. mobilis发酵淀粉产生乙醇的过程中，淀粉这样的大

分子是很难通过细胞膜进入细胞质中的，因此，淀粉水解酶

的分泌过程就显得格外重要. 本研究采用了phoC（酸性磷酸

酶前体）基因zmo130的信号肽 [15]. zmo130信号肽属于II型分泌

途径，细菌的II型分泌系统由至少12种不同的基因产物构成，

组成了一个多蛋白复合体，该蛋白复合体横穿胞间质，可以

直接将蛋白质通过形成的通道分泌到细胞外[16]. 

经以往的研究测定，目前广泛栽培的甘薯品种——徐薯

图2  菌落PCR验证Z. mobilis转化子
Fig. 2  Colony PCR of the Z. mobilis transformants

M: Marker λEcoT14; 1: Z. mobilis (pBBR1MCS-2); 2: Z. mobilis (pAmy); 3: 

Z. mobilis (pGA); 4: Z. mobilis (pAmyGA)

图3  Z. mobilis转化子AmyE基因和GA基因的表达情况
Fig. 3  Expression of AmyE and GA in Z. mobilis transformants

1: Z. mobilis (pBBR1MCS-2); 2: Z. mobilis (pAmy); 3: Z. mobilis (pGA); 4: Z. 

mobilis (pAmyGA).

A：胞内部分的SDS-PAGE电泳；B：胞外部分的SDS-PAGE电泳；C：胞内

部分的Native-PAGE电泳；D：胞外部分的Native-PAGE电泳

A: SDS-PAGE gel of intracellular fractions; B: SDS-PAGE gel of extracellular 

fractions; C: Native-PAGE gel of intracellular fractions; D: Native-PAGE gel 

of extracellular fractions

图4  Z. mobilis淀粉表达菌株胞内和胞外淀粉酶活性的测定
Fig. 4  Distribution of α-amylase in different genetically 

engineered Z. mobilis strains

图5  Z. mobilis淀粉酶表达菌株发酵乙醇产量
Fig. 5  Ethanol production from sweet potato by engineered Z. 

mobilis expressing amylase
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18的淀粉酶含量和酶活性在整个储存期的变化不明显，表现

出了很好的淀粉耐储藏性 [18]，作为发酵产生乙醇的原料，非

常具有优势. 本实验采用新收获一个月的徐薯18，匀浆后测

定了其中淀粉和还原糖的浓度. 淀粉含量为26.3%，还原糖

含量为0.15%，基本与之前的研究一致 . 将甘薯匀浆稀释2.5

倍，即发酵时采用400 g/L的原料浓度，淀粉含量为106.2 g/L. 

本实验中含有淀粉酶的Z. mobilis三个菌株 Z. mobilis 

(pAmyE)、Z. mobilis (pGA)和Z. mobilis (pAmyGA)在只有甘薯

匀浆为底物的发酵条件下都不能生长并起始发酵，这可能是

由于徐薯18的还原糖含量非常少，为0.15%，稀释2.5倍的发酵

液中仅为0.06%，因此接种后培养基中几乎没有可利用的碳

源促使Z. mobilis转化子产生淀粉酶，也就不能够降解淀粉，

因此需要在发酵前在甘薯匀浆中加入5 g/L的葡萄糖. 

对于α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶协同作用水解淀粉，以前

的研究者已经取得很大的进展，主要集中在对马铃薯淀粉水

解的研究上，并初步掌握了α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶协同作

用的本质. 即α-淀粉酶无差别地切割α-1,4糖苷键，从这个位

置将大分子的淀粉切割为很多片段，为葡萄糖淀粉酶不断提

供新的非还原末端，提高了葡萄糖淀粉酶的底物浓度；同时

葡萄糖淀粉酶切割α-1,4糖苷键和α-1,6糖苷键，不断消耗α-淀

粉酶的产物，将α-淀粉酶切割出的小片段进一步水解为葡萄

糖. 因此，无论是在对淀粉的水解效率还是水解时间上，α-淀

粉酶和葡萄糖淀粉组成的淀粉双酶切体系对淀粉水解效率

明显优于单酶体系 [17]. 本实验的结果也说明了α-淀粉酶和葡

萄糖淀粉酶能够协同作用较为彻底地降解淀粉. 

目前，利用运动发酵 单胞菌水解淀粉生产乙醇的研究

主要为将Z. mobilis和降解淀粉的酶类或者细菌混合进行发

酵，而将淀粉水解相关基因引入运动发酵 单胞菌的研究则

较少，所有的研究仅将一种淀粉酶转化运动发酵单胞菌，不

能高效快速地水解淀粉生产乙醇 [8~9]. 本实验首次使运动发

酵 单胞菌表达具 有协同作用的2个淀粉酶组成的淀粉双酶

切体系，能够在4 d内以83.2%的效率将甘薯淀粉转化为葡萄

糖，转化效率较高. 

燃料乙醇发酵主要考虑的因素是用廉价的材料和较低

成本的原料处理过程获得高转化率的乙醇 [19]. 徐薯18是我国

广泛栽培的品种，该品种具有产量高、淀粉含量高、耐贮存

和淀粉含量在储存期变化不明显的特点，非常适合作为发酵

生产燃料乙醇. 本项研究说明，徐薯18全粉的匀浆产物足以

支持Z. mobilis的乙醇生产. 除了较高的淀粉含量之外，徐薯18

所含的氮源也非常丰富，可以支持Z. mobilis的生长. 本实验中

甘薯淀粉转化为乙醇的效率为理论值的83.2%，这也说明甘

薯中没有对Z. mobilis发酵产生抑制的物质，这大大优于以木

质纤维素作为原料的乙醇发酵 [20]. 

  4  结 论

运动发酵单胞菌Z. mobilis CICC 10225 (pAmyGA)能够同

时表达α-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶，该菌株能够能够高效降解

和利用淀粉，乙醇产量达到54.7 g/L，达到了理论值的83.2%. 

由于甘薯成本低，并且其水解物不抑制乙醇生产，因此利用

Z. mobilis CICC 10225 (pAmyGA)进行乙醇发酵为生产实践提

供了理论依据. 
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