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摘 要： 能源危机和环境问题使纤维素乙醇成为新能源研究开发的热点之一。木糖是木质纤维素水解产物中含量

仅次于葡萄糖的单糖，将木糖和葡萄糖同时转化为乙醇，可以大大降低纤维素乙醇的成本。选育可同时将葡萄糖和

木糖转化为乙醇的优良菌株，是纤维素乙醇产业化的关键问题之一。为解决这一问题，人们试图通过自然筛选与驯

化、人工诱变、细胞融合、基因工程和基因组改组等多种技术选育木糖代谢菌株，文中介绍了这方面的研究进展。
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Abstract: Research on and the development of cellulosic ethanol has become one of the hot spots in the field of new energy owing to energy crisis
and environmental pollution. Xylose is one of the major fermentable monosaccharides in lignocellulosic hydrolysate, second only to glucose. Si-
multaneous conversion of both glucose and xylose to ethanol can greatly reduce the costs of cellulosic ethanol production. Therefore, the breeding
of quality yeast trains capable of co-fermenting glucose and xylose is one of the key issues to make cellulosic ethanol industrialized production e-
conomically viable. In order to settle such problem, many approaches have been tried to breed xylose-fermenting yeast strains including natural
selection and acclimatization, mutagenesis, protoplast fusion, genetic engineering and genome shuffling. The research progress in those approach-
es was introduced in this paper.
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随着工业的飞速发展，传统化石燃料消耗殆尽，人们

将面临全球范围的能源危机和温室效应， 各国政府高度

重视，纷纷表示要倡导节能减排，大力发展非化石燃料。
以木质纤维素为原料生产的燃料乙醇清洁便捷, 被视为

最有潜力的替代能源之一，成为人们研究和开发的热点。
木质纤维素是地球上最丰富的可再生资源之一， 广泛存

在于工农业废弃物中。 木质纤维素主要由纤维素、半纤

维素和木质素组成， 其中半纤维素占到 11 %～ 37 % [1]，
而半纤维素水解产物主要为木糖，所以通过微生物充分

利用木质纤维素水解液中的木糖发酵生产乙醇是木质纤

维素乙醇产业技术成熟的关键[2]。
传统乙醇工艺中采用的酿酒酵母可以快速发酵葡萄

糖，耐乙醇和抑制剂能力较强，却不能发酵木糖，阻碍了

木质纤维素乙醇的低成本生产。 因此，寻找天然木糖发

酵微生物和构建高效的木糖发酵工程菌成为实现木质纤

维素水解液乙醇低成本生产的关键。 目前已发现能代谢

木糖的微生物百余种，包括细菌、真菌和酵母菌，但是细

菌发酵木糖产乙醇的浓度和产率较低，产物复杂，耐乙醇

能力较差，真菌产乙醇速度较慢 [3]，所以，大量的研究集

中在发酵性能相对较好的酵母菌上。

1 天然木糖代谢酵母

从 1959 年，Karczewska[4]首次报道直接将木糖转化

为乙醇的酵母之后， 迄今已发现的木糖代谢野生酵母至

少 有 22 种 ， 其 中 Brettanomyces naardenensis, Candida
shehatae, Candida tenuis,Pachysolen tannophilus, Pichia
segobiensis 和 Pichia stipitis 产乙醇量较高[5]。 研究较多的

为嗜鞣管囊酵母（Pachysolen tannophilus）、休哈塔假丝酵

母（Candida shehatae）和树干毕赤酵母（Pichia stipitis），其

82



木糖发酵生产乙醇得率可达理论值的 62.7 % 88.2 %[6]。
P. stipitis CBS 6054 在 60 g/L 的木糖培养基中乙醇浓度

达 24.3 g/L，乙醇得率为 0.44 g/g[7]。 Abbi 等 [8]发现 Can-
dida shehatae NCL-3501 在木糖初始浓度为 10～80 g/L
的培养基中，乙醇得率始终保持在 0.40～0.43 g/g，细 胞

固定化之后转换效率进一步提高； 对其进行稻草半纤

维 素 水 解 液 发 酵，48 h 酸 水 解 液 中 的 乙 醇 得 率 下 降 为

0.37 g/g。 Pichia stipitis NRRL Y-7124 发酵已脱毒的葵花

籽壳水解液时，氧通量为实验条件最低（2.28 vv-1min-1）
时的乙醇得率为 0.41 g/g；当氧通量增加时，乙醇含量急

剧下降[9]。 天然木糖代谢酵母菌乙醇产率较高，但是乙醇

和抑制剂耐受度低，发酵液中乙醇浓度低，通常要求“半

好氧”的发酵条件，限制了其在工业生产中的应用[10]。

2 驯化与诱变选育木糖代谢酵母

研究表明， 对天然木糖代谢酵母进行定向驯化可以

提高菌株的发酵性能。 宋昕磊[11]等对从自然界筛选出的

菌种进行定向驯化， 使得突变株木糖利用率由原来的

62.52 %上升到 92.91 %。Huang[12]等人用经中和的水稻秸

秆硫酸水解液对 P. stipitis BCRC21777 进行驯化， 所得

菌株在 pH5.0 的水解液中发酵， 乙醇得率为 0.45 g/g，相

当于理论产量的 87 %， 并且该菌株表现出较强的耐硫

酸和耐糠醛能力。 Nigam [13] 对 Pichia stipitis NRRL Y-
7124 进行驯化，得到的突变株在加有 5 g/L 乙酸的模式

水解液中发酵，乙醇浓度和得率分别达到了 16.3 g/L 和

0.44 g/g，而在同样条件下，亲本株所得乙醇浓度和得率

分别只有 0.8 g/L 和 0.02 g/g。 在含有不同浓度硬木半纤

维素酸水解液的模式水解液中，亲本受到不同程度的抑

制，而突变株的延滞期和发酵时间都有所缩短，并且表现

出较高的乙醇产量。其实驯化不仅仅运用在天然菌种上，
Mart覦n[14]等发现，经驯化的基因工程重组酵母比起重组

菌株，对水解液中抑制剂有更好的耐受效果，对抑制剂的

降解速度也明显加快。 虽然驯化过程往往比较漫长，但

就构建木糖代谢菌株来说，尤其是在提高菌株对抑制剂

耐受能力方面，驯化是一个直接有效的方法。
诱变育种是利用物理或化学诱变剂 对菌株进行 处

理，大 幅 提 高 其 突 变 率 ，再 从 变 异 群 体 中 选 育 出 理 想

菌 株 。 任 佳 [15]等 对 管 囊 酵 母 Pachysolen tannophilus 进

行 Co60 诱变，所 得 突 变 株 的 木 糖 消 耗 率 比 原 始 菌 株 高

52.2 %，得到乙醇质量浓度比原始菌株高 120 %。 韩丽丽

等[16]运用 EMS、LiCl 和紫外照射对休哈塔假丝酵母进行

不同组合的复合诱变，筛选出的性状最好的突变株乙醇

产量比原菌株提高了 84.9 %。 Bajwa 等 [17] 对 P. Stipitis
NRRL Y-7124 进行连续紫外诱变，得到的诱变菌株与野

生型相比对硬木亚硫酸盐制浆废液有更强的耐受。可见，
适当的诱变方法加上合适的诱变剂量可以在很大程度上

提高菌株性状。 此外，在构建木糖代谢重组菌株方面，诱

变技术还与原生质体融合技术、基因工程技术结合使用。
Gururajan 等 [18]用 EMS 对重组酿酒酵母进行诱变，得到

的菌株在木糖培养基中的生长速度比亲本快 20 多倍，木

糖消耗量增加为亲本的 2.5 倍多。 诱变技术在提高菌株

性能上发挥了很重要的作用，当然，此技术也有其自身的

弱点：如诱变产生的有益突变体频率低，难以有效地控制

变异的方向和性质，盲目性较大。 不过，如果诱变技术与

其他技术有机结合， 可能成为未来微生物育种的有效方

法之一。

3 原生质体融合技术构建木糖代谢酵母

原生质体融合是指在外力作用下，2 个或 2 个以上

的异源细胞或原生质体相互接触融合形成杂种细胞的

现象。 此技术可以在种内、种间、属间进行，甚至可以将

毫无关系的生物体细胞融合在一起，是改造细胞遗传物

质的有力手段。 在选育木糖代谢菌种方面，研究人员利

用此技术将酿酒酵母的优良基因引入木糖发酵酵母中，
提高其发酵木糖的性能、 耐乙醇能力及耐抑制剂能力。
李洁等 [19]以酿酒酵母（ATCC4126）和经改良的休哈塔假

丝酵母（CICC1766）为亲本进行原生质体融合，融合子发

酵 50 g/L 木糖，最高乙醇浓度达到了 18.75 g/L，乙醇得

率为 0.375 g/g，达到理论转化值的 73.4 %，与原始出 发

菌株 CICC1766 相比，乙醇产量提高了 28 %。 Pasha[20]将
Saccharomyces cerevisiae VS3 与 Candida shehatae 进行融

合，融合子 CP5 在木糖培养基中发酵的乙醇浓度远远高

于亲本 Candida shehatae， 达到了 13.20 g/L。 Kordowska
等[21]得到的树干毕赤酵母和酿酒酵母的融合子耐乙醇性

能高于亲本毕赤酵母, 但其发酵木糖产乙醇的速率和产

量都小于亲本。Yan 等[22]得到了酿酒酵母（2.0251）与嗜鞣

管囊酵母（ATCC 2.1662）的属间融合子 Fusant 1。 该融合

子 发 酵 木 糖 的 乙 醇 浓 度 为 3.44 g/L， 达 到 亲 本 ATCC
2.1662 的 2 倍多，木糖利用率达到 72 %。 其耐乙醇能力

和耐水解抑制物能力也优于亲本 ATCC 2.1662。 不过该

融合子发酵产物中检测到了较高浓度的木糖醇， 导致最

终乙醇产量提高幅度不大。
此外， 部分研究者还进行了木糖发酵菌种间的种内

融合。 韩丽丽等[16]对休哈塔假丝酵母进行种内融合，筛选

出的休哈塔假丝酵母种内融合株比原菌株的乙醇产量提

高了 37.7 %。 Limtong 等[23]在木糖发酵研究中发现，树干

毕赤酵母（CBS 5773）种内融合子以木糖为底物，36 h 的

乙醇浓度达到了 1.41 %（w/v），为理论产量的 69.1 %。 而
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亲本在相同条件下发酵，36 h 的乙醇浓度则为 1.51 %。
由此可见，种内融合一定程度上也可改善菌种性状，但由

于亲本同属一种， 其性状上的改善会受到一定限制。 此

外，原生质体融合技术还存在工作量大、定向性较差、融

合子不稳定等缺点，但由于其不受亲缘关系影响，遗传信

息可以发生多次多种重组等优点， 依然是微生物育种的

重要手段之一。 本实验室运用原生质体融合方法构建高

乙醇产量、耐乙醇能力强的酵母菌株，经筛选已得到 1 株

融合子，其木糖发酵效率比亲本提高了 30.27 %，正在进

一步考察其他发酵性质。

4 基因工程构建木糖代谢酵母

利用基因工程技术有目的地将木糖代谢途径引入非

木糖代谢菌株，或是改造天然木糖发酵菌种，是构建木糖

代谢菌株的有效手段。
4.1 酿酒酵母工程菌

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)因缺乏木糖代谢

的关键酶而不能利用木糖，但可以利用木糖异构体———
木酮糖， 所以将木糖转化为木酮糖的代谢途径引入酿酒

酵母成为构建木糖发酵菌株最直接的手段。 通过此方法

构建酿酒酵母一般有两条途径： 一是在酿酒酵母中克隆

并表达天然代谢木糖酵母菌的 2 个基因, 即木糖还原酶

(XR)基因 XYL1 和木糖醇脱氢酶(XDH)基因 XYL2；二是

在酿酒酵母中克隆并表达细菌或某些丝状真菌的木糖异

构酶（XI）基因 XYLA。 但研究发现，仅仅引入这两条代谢

途径的重组酵母在木糖培养基中生长非常缓慢， 乙醇产

率相当低[24-25]，进一步将转化子的木酮糖激酶过量表达，
会使木糖消耗速率加快，乙醇产率也明显提高 [25-26]，所以

利用基因工程构建木糖代谢酿酒酵母时，必须同时提高

转化子的木酮糖激酶(XK) 活性。 沈煜[27]利用整合载体首

次在酿酒酵母工业菌株中建立了 XI 路径的木糖代谢途

径，将来自嗜热细菌(Thermus thermophilu)的木糖异构酶

(XI)基因 XYLA 和酿酒酵母自身的木酮糖激酶(XK)基因

XKS1 插入酿酒酵母工业 菌株 NAN-27 的染 色体中 ,所
得工程菌株 NAN-114 中 XI 和 XK 的酶活测 定结果均

高于出发菌株 NAN-27。 在木糖、葡萄糖共发酵中，工程

菌 NAN-114 的木糖消耗量和乙醇产量较出发菌株分别

提高了 43.8 %和 9.5 %。 通过比较 XR-XDH 途径和 XI
途径发现，XR-XDH 途径中木糖代谢速率较快， 但需要

氧化还原辅助因子 NADPH 和 NAD+,同时副产物木糖醇

的产生导致乙醇产量下降；XI 途径不需要氧化还原辅助

因子，且副产物木糖醇产生较少，乙醇产量较高[28]。
4.2 树干毕赤酵母工程菌

树干毕赤酵母(Pichia stipitis）是最具潜力的天然木

糖发酵微生物之一。它能发酵葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳

糖和纤维二糖等 [29]，且含有多种纤维素酶及半纤维素酶
[30]，具有同时糖化和发酵的能力。 此外，P. stipitis 还能代

谢乙酸，降解糠醛和 5-羟甲基糠醛(HMF)上的呋喃环，
降低木质纤维素水解液的毒性[31]。 但是，树干毕赤酵母中

的木糖还原酶和木糖醇脱氢酶存在氧化还原不平衡的问

题，导致发酵过程中副产物木糖醇的产生，降低了乙醇产

量；而且该菌株只能在限氧条件下发酵葡萄糖和木糖，不

利于工业化应用。为了改进菌株性状，研究人员运用多种

基因工程手段对其进行改造。研究中发现，对树干毕赤酵

母的木糖还原酶基因进行定点诱变， 诱变株的木糖还原

酶对 NADH 的亲和力明显高于 NADPH， 有力缓解了木

糖代谢过程中氧化还原不平衡的问题， 乙醇产量较亲本

有明显增加[32-33]。 Shi 等[34]将 S.cerevisiae 中的 URA1 基因

（二氢脱氢酶 dihydroorotate dehydrogenase）转入 P.stipitis
中， 发现重组 P.stipitis 可以在厌氧条件下发酵葡萄糖生

产乙醇，但不能在木糖培养基中生长。 之后，Shi 等 [35]将

P. stipitis 中的 CYC1 基因（cytochrome c gene）敲除，降低

了突变菌的呼吸能力和生长速度， 使得代谢途径向产乙

醇的方向进行，乙醇产量提高了 21 %。 尽管目前树干毕

赤酵母工程菌的研究还处于探索阶段， 但它为木质纤维

素原料发酵生产乙醇开辟了新的研究方向。

5 基因组改组技术构建木糖代谢酵母

基因组改组技术是指通过诱变获得初始突变体库 ,
然后将包含若干正性突变株的突变体库作为第一轮原生

质体融合的出发菌株 ,此后经过递推式的多轮融合 ,最终

使引起正性突变的不同基因重组到同一个细胞中。 该技

术结合了传统的育种手段和细胞融合技术, 为微生物育

种提供了一种新的方法。 Bajwa 等[36]以经 6 次紫外诱变

的树干毕赤酵母为出发菌株，进行 4 轮基因组改组，得到

的菌株 GS401 和 GS402 可以耐受 80 %硬木亚硫酸盐制

浆废液,GS301 和 GS302 可以耐受 85 %硬木亚硫酸盐制

浆废液，而野生菌只能在 65 %的此溶液里生长。 GS301
和 GS302 在 4 % (w/v)木糖或葡萄糖培养基中的发酵效

果也优于亲本。 虽然此技术在构建木糖代谢酵母上的应

用报道还很少，但是作为进化工程的重要组成部分,基因

组改组技术将分子定向进化的对象从某些基因扩展到整

个基因组, 可以在更广的范围内对目的菌种的性状进行

优化组合，更为快速高效地筛选出优良菌株，势必成为构

建木糖代谢酵母的重要途径之一。

6 总结和展望

随着能源危机日益严重，人类生存环境日趋恶化，木

质纤维素乙醇研究已经成为目前生物质液体燃料研究工
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作的重中之重。 木质纤维素经预处理和水解之后成分复

杂，不仅包括葡萄糖、甘露糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖等

多种单糖成分，还包括呋喃、糠醛、五羟甲基糠醛、乙酸和

酚类化合物等发酵抑制剂。 要想使木质纤维素乙醇实现

产业化，还有很多问题有待解决：一是对其预处理和水解

方法进行改进，提高糖回收的同时，减少抑制剂的产生，
并尽量降低处理成本；二是构建能同时高效利用多种底

物并且耐多种抑制剂的菌种，缩短发酵时间，提高发酵液

中乙醇含量。 因此，如何降低木质纤维素乙醇生产成本，
提高其生产效率，使其早日推向市场，还需要大量深入研

究。
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河套酒业集团召开全国经销商大会
本刊讯：9 月 13～15 日，内蒙古河套酒业集团隆重召开 2010 年全国经销商大会。中国轻工业联合会食品管理

中心副主任、中国酿酒工业协会理事长王延才，全国著名白酒专家沈怡方等领导和专家出席了会议。河套酒业全国

400 多位经销商参加会议。
会上，王延才作了重要讲话，白酒专家沈怡方、高月明讲述中国白酒发展现状和科研成果。河套酒业集团领导

向全体经销商介绍了企业发展情况和市场销售拓展情况，并重点讲解了企业“十二五战略发展规划”，会议对评选

出的 30 名优秀经销商进行了奖励。
会议期间，全体经销商参加了“中国北方浓香型白酒生产基地”授牌仪式和河套酒业万吨名优酒项目投产剪彩

仪式，并参观了河套酒业集团公司总部及部分下属企业，重点参观考察了河套酒业在国内处于领先地位的五原机

械化酿酒项目。
据了解，2009 年是河套酒业发展速度最快、经营效益最好的一年，这一年，在金融危机冲击、原辅材料涨价和市

场竞争激烈的不利形势下，河套酒业化危为机，难中求进，使企业的各项工作都取得了骄人的成绩。2009 年，河套酒

业集团销售同比增长 37 %，上缴税金超过 3 亿元，同比增长 34 %。
截至 2010 年 8 月，河套酒业集团销售额同比增长 32.8 %，上交税金同比增长 27.44 %。本次经销商大会，通过

河套酒业近几年技改情况的介绍和企业形象的展示，极大地提高了经销商合作的信心。
2009 年，河套酒业投入上千万元扩建了污水处理环保项目，在环保达标和节能减排上持续稳定符合国家标准，

做到了酿酒污水的零排放，对酿酒业实现绿色环保的循环经济是一次新的突破。同时，河套酒业通过不断实施技术

改造，提高白酒生产的机械化水平，建设现代化白酒基地。五原白酒生产基地建成后将全面实现机械化生产。
20 多年以来，河套酒业不断扩大产能，增加优质原酒储存能力。2006 年，河套王原酒生产基地被中国酿酒工业

协会命名为“中国北方第一窖”。2010 年上半年，由河套酒业投资兴建的呼市河套酒业项目动工建设，山东泰安河套

酒业项目及五原河套酒业项目已按期完成。
随着河套酒业产能规模的扩大，“河套”不仅被国家酿酒工业协会授予“中国北方第一窖”荣誉称号，而且在产

品品质方面有了很大的提升，品质的提升促进了产品结构的升级，近几年河套酒业高端产品河套王销量稳步提升。
（小雨）
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