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摘 要： 代谢工程是指通过某些特定生化反应的修饰来定向改善细胞的特性或运用 ’() 重组

技术创造新的化合物。利用生物技术的代谢工程构建发酵型基因工程菌，将可再生生物质资源转

化生产燃料酒精，是解决人类能源紧缺、走可持续发展道路的有效途径。利用代谢工程构建可发

酵生物质资源，转化生产燃料酒精的基因工程菌有酿酒酵母（!"#$%$&’(’)$）基因工程菌、大肠杆菌

（*"#+,’）细菌基因工程菌和运动发酵单孢菌（-./+/+0)( /+1’,’(）基因工程菌。（孙悟）
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7.#-%$&-： Metabolism engineering referred to the improvement of cellular properties by special biochemical reactions or

the construction of new compounds by DNA recombination techniques. The construction of fermenting gene-engineering

bacteria by biotechs that could transfer renewable resources into fuel alcohol was considered as an effective approach for

sustainable development to settle the problem of energy scarcity. Such gene-engineering strains include !"#$%$&’(’)$
gene-engineering strain，*"#+,’ gene-engineering bacteria strains and -./+/+0)( /+1’,’( gene-engineering strains.（Tran.

by YUE Yang）

:"8 9)%4#：metabolism engineering；renewable resource；fuel alcohol

随着石油、煤炭等不可再生资源的大量消耗，能源

危机和环境污染已经成为影响人类可持续发展的最大

障碍。以中国为例，按已探明储量和年开采量计算，中国

的石油资源有可能在 "& 余年内枯竭。面对日益增加的

危机，大力开发新的可再生性资源已经成为人类走可持

续发展道路的前提条件4!5。生物质资源是地球上数量最

丰富的可再生资源，全球每年光合作用的生物质高达

!%&&6"&&& 亿吨，其中 +& 7以上为木质纤维素类物质，

估计其年产量相当于目前所需能源的 !& 倍，但这些可

再生资源被作为能源利用的还不到 ! 7。所以，开发利

用生物质可再生资源是十分必要和迫切的4"5。在可再生

资源的开发利用中，现代生物技术是一种行之有效的转

化手段，利用生物技术可以把可再生资源转化为新的能

源和化工产品。目前，利用生物质可再生资源转化生产

燃料酒精已经成为研究的热点，此外，利用生物技术降

解纤维素的研究也取得了很大的进展。但由于纤维素的

组成和结构非常复杂，使得在纤维素的生物降解和纤维

素水解产物的生物转化上，都还存在着一些问题，如：纤

维素酶活力低、微生物对纤维素水解底物利用率低等。

为此，人们尝试利用代谢工程手段，对微生物进行定向

改造来促进可再生资源的生物转化。

代谢工程（89:;<=>?@ 9ABA99C?AB）又称途径过程，是

由美国加州理工学院化学工程系教授、著名生化工程专

家 1;?>9D E F 于 !,,! 年首先提出的。代谢工程的一般

定义为：通过某些特定生化反应的修饰来定向改善细胞

的特性或运用 ’() 重组技术创造新的化合物435。代谢工

程在细胞水平上阐明代谢途径与代谢网络之间局部与

整体的关系，胞内代谢过程与胞外物质运输之间的偶联
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以及代谢流流向与控制的机制，并以此为基础通过工程

和工艺操作达到优化细胞性能的目的，它综合了基因工

程、生物化学、生化工程等领域的最新成果，是目前定向

改造生物的有效手段。利用代谢工程可以帮助人们实现

对可再生资源高效利用的目的，从而为生物技术在可再

生资源的利用开辟更加广阔的领域。本文主要介绍代谢

工程在生物技术转化可再生资源中的应用及研究进展。

% 代谢工程在可再生资源生产燃料酒精中的应用

燃料酒精是一种具有重要战略意义的能源，作为一

种可再生的燃料在能源缺乏的 !% 世纪将占据重要的比

例。目前，我国陆续在吉林、黑龙江、河南等地推广使用

燃料酒精，并将陆续在更多的省市普及。生产燃料酒精

多以糖类和陈化粮为原料，由于粮食价格较高和资源有

限，利用纤维素和半纤维素来转化酒精就成为必然的趋

势，一方面它可以降低原料成本，节约粮食资源；另一方

面可充分利用可再生资源，缓解对自然环境的压力。

纤维素和半纤维素必须经过水解分别形成六碳糖

和五碳糖后，才能被微生物利用，发酵生产酒精。然而，

传统上用于酒精发酵生产的微生物如酿酒酵母和运动

发酵单孢菌虽然能够很好地利用六碳糖（葡萄糖），但均

不能代谢五碳糖，这就意味着半纤维素不能被有效地利

用。大量的研究表明，对半纤维素的有效利用能够降低

酒精生产成本的 !# .，这就需要微生物必须同时具备

发酵六碳糖和五碳糖的能力。为了实现这个目的，只有

通过代谢工程手段构建基因工程菌来赋予微生物这些

新的能力。

! 酿酒酵母（!"#$%$&’(’)$）基因工程菌

酿酒酵母*!"#$%$&’(’)$-是生产酒精的最佳菌株。它

具有许多优良的特性，是一种安全的微生物，在厌氧条

件下可以良好地生长并能够发酵葡萄糖获得较高的酒

精得率，同时还具有很好的酒精耐受性。此外，对一些生

长抑制因子如乙酸、糠醛等也具有较高的抗性/01。酿酒酵

母不能直接利用木糖，但能够利用木酮糖，所以利用这

个特点，通过代谢工程手段引入木糖向木酮糖的代谢途

径可以构建能够利用木糖的酿酒酵母重组菌株。

引入由木糖向木酮糖的代谢途径可以采取两种途

径：一是在酿酒酵母菌中克隆并表达利用木糖的 ! 个基

因 ， 即 木 糖 还 原 酶 基 因 234% 和 木 糖 醇 脱 氢 酶 基 因

234!。它们分别编码木糖还原酶*25-和木糖醇脱氢酶

*267-。酵母木糖代谢的第一步由 25 催化生成木糖醇，

第二步由 267 催化得到木酮糖，因为酿酒酵母具有木

酮糖代谢的完整酶系，木酮糖经过木酮糖激酶*28-磷酸

化生成 #9磷酸木酮糖，而进入磷酸戊糖途径*:::-，然后

以中间产物 ; 磷酸葡萄糖和 & 磷酸甘油醛进入糖酵解

途径*<=:-，最终在厌氧条件下产生酒精。

目 前 ， 木 糖 还 原 酶 基 因 234% 已 从 毕 赤 酵 母（*"
(+’,’+’(）中克隆获得并测序/#>?1，它以 ’@6*:-7 为辅酶，在

*"(+’,’+’( 中此酶显示出 ?" .的活力。木糖脱氢酶基因

234! 也可从 *"(+’,’+’( 中克隆获得，该基因编码的木糖

脱氢酶依赖 ’@6A为辅酶。许多研究表明/B>%"1，在酿酒酵

母中同时表达真菌的木糖还原酶基因*234%-和木糖醇

脱氢酶基因*234!-可以使酿酒酵母获得利用木糖的能

力，单独表达 234% 不能使酵母充分发酵甚至不能利用

木糖生长。8(CCDE 的研究表明，在厌氧条件下，带有 *"
(+’,’+’( 来源的 234%，234! 的酿酒酵母转化子将木糖转

化成大约等摩尔的木糖醇和酒精，这可能是在重组酿酒

酵母中表达的 25 和 267 所需辅助因子不平衡的结果

和 非 氧 化 的 戊 糖 磷 酸 途 径 的 有 效 性 下 降 造 成 的 /%%，%!1。

=DCFGDE 尝试修饰 267 辅因子的专一性，将从 -.$%/0
)1)$%02’3/2%0#4’’ 的酒精脱氢酶基因中得到的 ’@6: 识

别序列 @67 基因引入到 267 基因上，可使突变株的酶

以 相 同 的 8H 来 利 用 ’@6: 和 ’@6 作 为 辅 因 子 ，含

234! 基因的突变株在与 234% 基因同时表达时，可使

酿酒酵母转化子在木糖培养基上生长/%&1。芬兰技术研究

中 心 小 组 为 了 改 变 25 和 267 之 间 的 氧 化 还 原 不 平

衡，在酿酒酵母中引入人工转氢酶循环，从而实现了酵

母 在 木 糖 培 养 基 上 的 生 长 。 +IJCKELJGMKN 将 *"(+’,’+’(
234%，234! 基因克隆到酿酒酵母的突变株中，突变株

具有抗 25 活性，但 267 与 25 的酶活比较高，结果显

示菌株在木糖培养基上具有快速生长的能力。O(LCPDEJ
杂交显示携带两个基因的载体整合到染色体中，基因的

稳定性上升，酒精的产量和产率分别提高了 %); 倍和

!)? 倍/%01。

实验发现，仅仅表达 234% 和 234! 基因，尚不能

使酿酒酵母重组菌株发酵木糖产生酒精，推测是木糖到

酒精整个代谢途径上的其他环节有障碍。转酮酶*+84-
和转醛酶*+@4-是磷酸戊糖途径（:::）上的关键酶，研究

结果表明，+84 和 +@4 对木酮糖的代谢影响较大，但酿

酒酵母中两种酶活力很低。OQPIIR9SDETCDJTQP,IGDE 等/%#1

将酿酒酵母的转酮酶基因*+84%-和转醛酶基因*+@4%-克
隆到酵母多拷贝载体 SO0! 上，两个基因均在自身的启

动子下表达。在超表达 +84%，+@4% 基因的酿酒酵母重

组菌株中两种酶活均提高 %">%# 倍。UI,REKVTT(J 等/%;1在

研究转酮酶及转醛酶对含有 234% 和 234! 基因的酿

酒酵母重组菌株利用木糖发酵的影响时发现，超表达

+84% 基因对利用木糖影响不大；+@4% 基因的超表达可



以增强重组菌株对木糖的利用。这些结果进一步验证转

醛酶是酿酒酵母重组菌株代谢木糖以及野生菌株代谢

木酮糖的限制因素。

虽然得到了高效表达 !"#$，!"#% 和 &’#$ 等基因

的酿酒酵母，可以加强重组酿酒酵母菌株对木糖的利

用，但木糖消耗的增加主要表现在木糖醇得率的提高，

依然没有酒精产生。山东大学鲍晓明等($)*报道，同时具

有 !"#$ 和 !"#% 以及超表达基因 &’#$ 和 &+#$ 的酿

酒酵母重组菌株可以在木糖为唯一碳源的平板上生长。

摇瓶发酵实验结果表明，当 !, - !./ 比值为 0102 时，产

物中检测不到木糖醇，其他副产物如甘油、乙酸盐等也

有所下降，而酒精得率却有所提高。

近年来，人们发现木酮糖激酶3!+4催化木酮糖磷酸

化形成 56磷酸木酮糖也是木糖代谢的限速步骤之一。

美国普度大学的 /7 等人在上述的基础上，又将木酮糖

激 酶（!+）引 入 到 宿 主 细 胞 中 ，用 带 有 !"#$，!"#% 和

!"#8（编码 !+）的用重组多拷贝质粒转化细胞，被复制

的载体将拷贝的外源 .9’ 整合进宿主细胞中得到具有

耐高温、发酵速率快、产率高的工程菌，在 $:$ 的木糖和

葡萄糖的混合液中可产生 ;) < - # 的酒精，为最大理论

值的 =; >($=*。

引入细菌木糖异构酶基因3?@A’4是使酿酒酵母转化

木糖为木酮糖的又一途径B目的均是在酿酒酵母菌中引

入转化木糖形成木酮糖的代谢途径B然后进一步代谢木

酮糖产生酒精。细菌的木糖异构酶因不需要任何辅助因

子B最初被认为是构建利用木糖酿酒酵母代谢工程菌株

的便利途径。

早期的工作是将多种来源的木糖异构酶克隆表达

到酿酒酵母中B 但均没有得到活性表达。直到 $CC2 年B
DEAFGHIJJ7K 等 选 择 与 真 核 生 物 亲 缘 关 系 更 近 的 古 细

菌———嗜热细菌 !"#$%&’("#$%)*"+,&’ 的木糖异 构 酶 基

因3?@A’4，首次在酿酒酵母中得到活性表达($C*。鲍晓明(%0*

采用 LM, 技术，克隆得到嗜热细菌 -,)’($+.+&% ("#$%)/
"0.$)’&,1&$+2&% 木 糖 异 构 酶 基 因 ?@A’， 并 在 酿 酒 酵 母

/$5= 中 得 到 活 性 表 达 ， 其 最 高 酶 活 条 件 是 =5 N，

O/)10，在接近酵母生长温度的 80 N和 ;0 N时，其相对

酶活分别下降 8) >和 $$ >。为了使木糖代谢流向酒精

形成的方向进行，在酵母转化子中又引入磷酸戊糖途径

中的转酮酶基因 &+# 及转醛酶基因 &’#$，同时表达

?@A’ 和超表达 &’#$ 基因，含 &+#$ 基因的酿酒酵母工

程菌株可以在木糖为唯一碳源的平板上生长P摇瓶发酵

实验结果表明，该工程菌株可以发酵木糖，形成 $8 < - #
酒精。

8 大肠杆菌（342),+）细菌基因工程菌

大肠杆菌33’2"#$+2"+5 2),+4的野生菌株能够利用非

常广泛的碳源，其中包括六碳糖3葡萄糖，果糖，甘露糖4
和五碳糖3木糖，阿拉伯糖4以及糖酸等物质，即大肠杆菌

可以利用木质纤维素降解产生的各种糖类。但是野生型

大肠杆菌缺少强有力的产醇发酵酶系统，厌氧发酵时糖

代谢的主要产物是各种有机酸，酒精含量很低，故大肠

杆菌菌种改造的重点是增强其酒精能力。酒精合成由两

种关键酶 L.M3丙酮酸脱羧酶4、’./3酒精脱氢酶4催化，

在 342),+ 中存在微弱的 ’./ 活性(%$*。为了实现糖酵解时

碳的通量流向酒精，可引入这两个关键酶基因到大肠杆

菌中，促使丙酮酸3糖代谢的中间产物4定向转化成酒精。

QRSE 等人将 64 %)7+,+’ 的 L.M 基因 OIT 和 ’./!
基因 EIRU 引入 34 2),+ 中，重组菌株表现出较好的发酵

木糖产生酒精的能力，但产物中仍有不少的副产物 (%%*。

VGEW 等人将 OIT 基因导入到 34 2),+ 中，结果发现重组

菌产酒精的量是空载质粒产酒精量的 2 倍，但是对酒精

的 耐 受 力 下 降 (%8*。 XK<GEY 小 组 构 建 的 操 纵 子 LZ& 在

L[M$= 的 AET 启动子控制下进行转录，表达出高水平的

L.M 和 ’./ 的酶活。发酵实验表明，含有构建质粒的大

肠杆菌菌株，由于 OIT 和 EIR 基因均有高水平的表达，

其在含有 $0 >葡萄糖的丰富培养基中 80 N培养 ;= R，

酒精的累积浓度可达 )50 YY7A3;18 >，\ - \4，这相当于被

代谢的葡萄糖有 C5 >以上的转化率(%;*。典型的酒精发酵

从 $0 >的葡萄糖、= >的木糖中可分别获得 5;1; < - #，

;$12 < - # 的酒精。最近的研究集中在利用重组菌 +Q$$
发酵富含戊糖的基质方面，在预处理之后，可产生 ;5 < -
# 的糖浓度。经济分析预测酒精的生产费用为 01;= 美

元 - #，在戊糖发酵中被认为较为经济。

经重组的大肠杆菌菌株虽然具有很好的发酵性能，

但由于所引入的基因存在于质粒上，稳定性较差，经连

续发酵后质粒容易丢失而使发酵能力下降。为了保证质

粒的存在，需向培养基中加入抗生素以增加环境的选择

压力而抑制质粒的丢失。/]JO]AA 等人设计出了一种巧

妙利用无氧发酵环境作为维持重组菌株性能稳定的基

因重组方案(%5*。目前，国内也在按照上述思路，尝试克隆

OIT 和 EIR 基因到 34 2),+ 中的研究(%2，%)*。

; 运动发酵单孢菌（60%)%)85’ %)7+,+’）基因工程菌

64%)7+,+’ 是一种能够用于酒精生产的优良菌种。它

具有独特的 Z. 糖酵解途径和有高效的将丙酮酸转化

成酒精的丙酮酸脱羧酶3L.M4和酒精脱氢酶3’./4酶系

统，此外它对酒精及纤维材料水解物中毒性因子有较高

的耐受性，能够比传统酵母生产的酒精高出 5 >^$0 >，

体积浓度高出 5 倍。但由于缺乏同化木糖的代谢途径而

不能利用木糖，所以可以通过代谢工程的手段引入木糖

徐桂转，常 春，张百良·代谢工程在可再生资源生产燃料酒精中的研究进展
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代谢途径。

./,01233 及其同事曾尝试将木糖异构酶基因 45,6
和木酮糖激酶基因 45,7 用穿梭质粒引入到运动发酵单

胞菌中，使其表达。实验结果表明，虽然木糖异构酶基因

*45,6-和木酮糖激酶基因*45,7-都能够在转化后的细胞

内成功地表达，但由于缺乏完整的木糖代谢途径，转化

后的菌株仍然不能在以木糖为唯一碳源的培养基上生

长8!9:。

为了弥补完整的代谢途径，;<23= 等人将 !" #$%& 的

木糖异构酶基因（45,6）、木酮糖激酶基因（45,7）、转醛酶

基因（>2,）和转酮酶基因（>?>6）克隆到 ’" ($)&%&* 中，经转

化重组的运动发酵单胞菌菌株 @AB*A;7#-显示出所有 B
种酶的活性，在由木糖和葡萄糖各 !# = C D 组成的混合

培养基中，经过 &" < 的发酵，’" ($)&%&* 重组菌株可以发

酵木糖产生酒精，得率为 ")BB = C =8!$:，两种糖的转化率都

可以达到 $# E。F/2302 及其同事将来自大肠杆菌的 #
个基因G2H26，2H27，2H2F，>2,7，>?>6 移入到运动发酵单胞

菌 细 胞 中 ，构 成 重 组 菌 株 6+@@&$IJI*A;7!"I-8&":，此 菌

株在以阿拉伯糖为唯一碳源*!# = C D-的培养基中的发酵

试验表明，其产醇率可达到理论值的 $9 E*按消耗糖量

计算-或 9B E*按发酵总糖量计算-，而在由含有阿拉伯糖

和葡萄糖各 !# = C D 的混合糖培养基中，在 &J K下发酵

B" < 后的酒精转化率为理论值的 9B E*按发酵糖量计-，
其中的葡萄糖被完全利用，阿拉伯糖则有部分剩余。

继 上 面 的 工 作 之 后 ，@<(L 和 ;<23= 等 人 分 别 于

%$$J 年和 %$$9 年报道了能同时发酵葡萄糖、木糖和阿

拉伯糖的工程菌株 !"I@*A;7&"%-的构建，此菌株中包含

有 由 质 粒 引 入 45,6，45,7，2H26，2H27，2H2F，>2,7 和 >?>6
的 J 个关键代谢基因。由这些基因编码的酶构成了完整

的五碳糖代谢途径。在混合糖的培养基*葡萄糖 &" = C D，

木糖 &" = C D，阿拉伯糖 !" = C D-中经 9"M%"" < 的发酵，酒

精的总产率达到理论值的 9! EM9B E*以培养基中的总

糖量计算- 8!$:。

为了进一步完善运动发酵单胞菌的基因改造，维持

其发酵性能的稳定，;<23= 等人于 !""% 年申请的两篇专

利中详细阐述了将运动发酵单胞菌进行戊糖发酵所需

要的 J 个基因进行染色体整合的方案。运用同源重组技

术，将含有上述 J 个基因的操纵子插入到染色体上乳酸

脱氢酶基因*, 0<-所在的位点。这样一方面增加了外源基

因的稳定性，另一方面造成乳酸脱氢酶失活，从而减少

了酒精发酵副产物乳酸的生成8!$，&%:。

# 总结

在可再生资源的利用中，利用现代生物技术是行之

有效的手段。代谢工程无论在纤维素、半纤维素原料的

降解，还是在燃料酒精的生产方面都发挥着重要的作

用，相信在可再生资源利用的其他方面也会发挥日益重

要的作用。目前，人们在利用可再生资源的研究中还处

在探索的阶段，如何经济、高效、科学地利用开发可再生

资源仍然是摆在人们面前的难题。随着现代生物技术的

飞速发展，相信会有更多更好的技术出现，最终使人类

能够充分利用可再生资源，走可持续发展的道路。
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注：第一批高级品酒师名单见本刊 +..* 年第 *
期第 (+, 页，第一批、第二批品酒师、名酒员名单见酿

酒科技网站（%77L- e e III1V=A41$#’1$6）。

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

全国酿酒品酒师名单通报（第二批）
各省、自治区、直辖市酿酒（白酒）协会、白酒企业：

根据《白酒品酒师管理细则》规定，金凤兰等 (X 名

同志符合酿酒高级品酒师条件，陈颖等 +0. 名同志符

合酿酒品酒师条件，唐希国等 X0 名同志符合酿酒品酒

员条件，现批准，予以通报。

附件：第二批酿酒高级品酒师、品酒师、品酒员名单

中国酿酒工业协会

二!!五年八月十二日


