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酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是工业上生产乙醇

的优良菌株，较之细菌，具有较高的乙醇耐受力，对木质纤

维素水解液中的抑制物也有较高的抗性 [1]. 纤维素原料经预

处理后有很大一部分半纤维素降解成木糖，虽然酿酒酵母以

其高效的产乙醇能力和较强的乙醇耐受性成为目前广泛使

用的乙醇生产菌， 但由于它们都不能利用木糖，故用作木质

纤维素乙醇生产菌的优势并不明显[2]. 

木糖在木质纤维素水解产物中含量可高达30%，充分利

用木质纤维素原料中的木糖发酵生产乙醇能使乙醇产量在

原有基础上提高25%，从而大大降低生产成本 [3]. 酿酒酵母不

能利用木糖，但能利用其异构体木酮糖，所以构建利用木糖

产乙醇的酿酒酵母代谢工程菌株的重要策略之一是在酿酒

酵母细胞中克隆并表达天然利用木糖的酵母菌的两个关键

酶基因，即木糖还原酶基因XYL1和木糖醇脱氢酶基因XYL2. 
目前，被 人们研 究 最多、最具工业 应 用前景的可发酵

木 糖产乙醇的酵 母菌 有3种, 即嗜鞣 管 囊酵 母 (Pachysolen 
tannophilus) 、树干毕赤酵母( Pichia stipitis)和休哈塔假丝酵

母(Candida shehatae) [4]. 目前，国内外主要将天然利用木糖

产乙醇的树干毕赤酵母(P. stipitis)的木糖还原酶基因 (XYL1)
和木糖醇脱氢酶基因(XYL2)在酿酒酵母中进行活性表达，

并以此为基础继续进行改 造而使 其能够利用木 糖产乙醇 . 
本文克隆了同样可以利用木糖产乙醇的休哈塔假丝酵母(C. 
shehatae)的木糖还原酶基因以及热带假丝酵母(C. tropicalis)
的木糖醇脱氢酶基因，使其在酿酒酵母中强化表达并测定

了相应的酶活水平. 之后，又将这两个基因连同各自重组表达

质粒 上的表达元件进行了克隆，连接到酵母染色体整合载

体YIp5-kanR上，构造出重组染色体整合质粒YIp5-kanR-x12，

以期今后通过转化此整合质粒将基因XYL1、XYL2整合到发

酵性能良好的酿酒酵母Y5基因组中，从而得到能够稳定发酵
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摘  要   分别克隆了休哈塔假丝酵母(Candida shehatae)的木糖还原酶基因XYL1和热带假丝酵母(Candida tropicalis)的
木糖醇脱氢酶基因XYL2，构建出重组表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-xyl2，并使其分别转化酿酒酵母受体细胞. 酶活

测定结果显示，转化子中木糖还原酶和木糖醇脱氢酶均在宿主菌中得到活性表达. 并将这两个基因连同各自重组表

达质粒上的表达元件进行了克隆，进而构建出重组酵母染色体整合质粒YIp5-kanR-x12，以期今后通过同源重组的原

理将上述基因整合到发酵性能良好的酿酒酵母基因组中，得到稳定代谢葡萄糖和木糖产乙醇的重组酵母菌株 . 图3 
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葡萄糖和木糖产乙醇的重组酵母菌株. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  菌株和质粒    大肠杆菌(Escherichia coli) Top10、酿酒
酵母(S. cerevisiae) YS58、休哈塔假丝酵母(C. shehatae)和热
带假丝酵母(C. tropicalis)均为本实验室保存. 质粒pACT2、
pDR195以 及YIp5-kan R也 均由本 实 验 室保 存 .  克 隆 载体
pGM-T购自天根生化科技(北京)有限公司. 
1.1.2  培养基及培养条件    大肠杆菌及转化子用 LB培养基培
养，使用时可补加100 μg/mL氨卞青霉素作为选择培养基用
于选择转化子，于37 ℃静止或摇瓶振荡培养. 酵母菌用YEPD
培养基，酵母菌转化子用合成培养基(SC)，SC选择培养基根
据质粒的选择标记去掉对应的氨基酸或碱基，于30 ℃静止
或摇瓶振荡培养. 
1.1.3  酶、抗生素和试剂    实验所用限制性内切酶购自宝生物
工程(大连)有限公司. 分子生物学操作所用试剂盒、Taq DNA
聚合酶、Pfu高保真DNA聚合酶购自天根生化科技(北京)有限
公司. 抗生素与生化试剂购自北京鼎国生物技术有限责任公
司，所用化学试剂为分析纯. 引物由上海生工生物技术有限公
司合成，基因序列的测定由上海英骏生物技术有限公司完成. 
1.2  方 法
1.2.1 基因XYL1和XYL2的PCR扩增    分别提取C. shehatae和C. 
tropicalis的基因组DNA为模板，根据GenBank中C. shehatae
木糖还原酶基因XYL1 (AF278715)和C. tropicalis木糖醇脱氢
酶基因XYL2 (DQ220745)的序列信息设计引物，PCR扩增得
到XYL1和XYL2. 
1.2.2  重组酵母表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-xyl2构建及酿

酒酵母转化    XYL1和 XYL2分别与酵母表达载体pACT2和
pDR195连接，形成重组酵母表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-
xyl2，LiAc完整细胞转化法 [5]转化S. cerevisiae YS58. 
1.2.3  粗酶液制备和酶活测定    粗酶液的制备以及木糖 还
原 酶、木 糖 醇脱氢酶的酶活测定完 全 参照文献 [6]进 行. 用
Coomassie Blue法 [7]测定蛋白质含量. 
1.2.4  重组酵母整合质粒YIp5-kanR-x12构建    分别以重组酵
母表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-xyl2为模板设计引物，PCR
扩增得到XYL1和XYL2连同各自载体上表达元件的大片段 X1
和X2. 再将X1、X2依次连入酵母整合载体YIp5-kanR，构建出
重组酵母染色体整合质粒YIp5-kanR-x12. 

2  结果与分析
2.1 基因XYL1和XYL2的PCR扩增

分别以C. shehatae 和C. tropicalis的基因组DNA为模板，

利用设计的引物进行PCR反应，PCR产物经电泳检测，发现

在989 bp和1107 bp处分别有一个明显条带(图1). 亚克隆产物

测序结果表明，XYL1与基因库中的基因序列同源性达99%，

蛋白质同源性达100%. XYL2与基因库中的基因序列同源性达
100%，蛋白质同源性达100%. 证明克隆得到的基因XYL1和

XYL2序列正确. 
2.2 重组酵母表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-xyl2构

建及酿酒酵母转化
分别用HindIII单酶切或 XhoI、BamHI双酶切亚克隆产

物，经琼脂糖凝胶电泳回收纯化获得XYL1和 XYL2基因. 将
XYL1连接在pACT2的HindIII位点，构建出重组酵母表达质粒

pACT2-xyl1. 将XYL2连接在pDR195的XhoI与BamHI位点，构

建出重组酵母表达质粒pDR195-xyl2.   

采用LiAc完整细胞转化法将pACT2-xyl1和pDR195-xyl2
分别转入营养缺陷型酵母受体菌株S. cerevisiae YS58，在分

别缺少Leu和Ura的SC平板上筛选得到阳性转化子. 提取酵母

阳性转化子中的质粒，经反转化大肠杆菌验证正确后分别命

名为转化子YS58-xyl1和YS58-xyl2. 
2.3  	 重组酿酒酵母木糖还原酶、木糖醇脱氢酶酶活

测定
分别测定酿酒酵母转化子YS58-xyl1与YS58-xyl2粗酶液

中木糖还原酶(XR)和木糖醇脱氢酶(XDH)的比活力水平，结

果见表1. 

从酶活测定结果可以看出，宿主菌株S. cerevisiae YS58
中基本没有木糖还原酶和木糖醇脱氢酶酶活. 转化子YS58-
xyl1的木糖还原酶比活力为0.320 2 U/mg，为宿主菌株的200
倍. 转化子YS58-xyl2的木糖醇脱氢酶的比活力为0.668 0 U/
mg，为宿主菌株的31倍. 来源于C. shehatae的木糖还原酶基

因XYL1和来源于C. tropicalis 的木糖醇脱氢酶基因XYL2在宿

主菌株S. cerevisiae YS58中均得到了高效表达. 
2.4 重组酵母整合质粒YIp5-kanR-x12构建

分别以重组酵母表达质粒pACT2-xyl1和pDR195-xyl2为

模板，利用设计的引物进行PCR反应，PCR产物经电泳检测，

发现在1 770 bp和2 300 bp处分别有一个明显条带(图2) . 亚克

图1  PCR扩增XYL1 (A)和XYL2 (B)
Fig. 1  Amplification of gene XYL1 (A) and XYL2 (B) by PCR 

A：左，PCR扩增XYL1基因；右，DNA分子量标准. B：左，PCR扩增XYL2基
因；右，DNA分子量标准

A: Lef t, Amplif icat ion of gene XYL1; Right, DNA ladder; B: Lef t, 
Amplification of gene XYL2; Right, DNA ladder

表1  木糖还原酶、木糖醇脱氢酶酶活水平测定
Table 1  Specific enzyme activities of XR and XDH

菌株
Strain

XR比活力 (λ/U mg-1)
Specific enzyme 

activity of XR

XDH比活力(λ/U mg-1)
Specific enzyme activity of 

XDH

    YS58 0.0016 0.0216
    YS58-xyl1 0.3202 /
    YS58-xyl2 / 0.6680
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隆产物测序结果表明，X1、X2与各自PCR模板的基因序列同

源性、蛋白质同源性均达100%，克隆得到的基因X1和X2序列

正确. 

分别用EcoRI、BamHI双酶切或 XmaIII、SphI双酶切亚

克隆产物，经琼脂糖凝胶电泳回收纯化获得X1和X2基因. 将
X1连接在 YIp5-kanR的EcoRI与BamHI位点，再将X2连接在 

YIp5-kanR的XmaIII与SphI位点，构建出重组酵母染色体整合

质粒YIp5-kanR-x12 (图3). 

3  讨 论
木糖还原酶需要以NADPH或NADH作为辅因子才能正

常工作，而木糖醇脱氢酶则只能以NAD+为辅因子，氧化木糖

醇形成木酮糖. 但木糖还原酶对NADPH的亲和力更大，因此

当两种酶协同作用时容易造成 胞内氧化 还原的不平衡，进

而导致木糖醇积累. 国内外之所以广泛采用P. stipitis作为木

糖 还原酶的基因来源，主要在于其使用不同辅因子时的酶

活比为0.65 (NADH/NADPH)[8]，较其它酵母的这一比值更高. 
因此将其木糖还原酶基因和木糖醇脱氢酶基因共同表达于

受体酿酒酵母细胞中时，将减轻胞内氧化还原不平衡情况，

从而增加乙醇产量，减少木糖醇积累 [9]. 与P. stipitis相似，C. 
shehatae的木糖还原酶在使用不同辅因子时其酶活比为0.40 
(NADH/NADPH)，这一比值较其它可以代谢木糖的酵母，如

嗜鞣管囊酵母(Pachysolen tannophilis)的木糖还原酶的值高

很多 [10]，因此也可作为构建代谢木糖的重组酿酒酵母的木糖

还原酶的基因来源. 另外，C. shehatae与P. stipitis一样，是天

然利用木糖产乙醇的最佳酵母菌，其最高乙醇产量接近理论

值0.51 g乙醇 /g木糖 [11, 12]. Govinden等克隆了C. shehatae的XR
基因，并将其在S. cerevisiae 中过表达，结果表明，该重组酵

母能表现出与过表达P. stipitis的XR基因的重组酵母相似的

特性，也能高效将木糖转化为木糖醇 [13]. 作者所在研究组也

将此基因与P. stipitis的木糖醇脱氢酶基因融合表达于酿酒

酵母细胞中，此重组酵母获得了以木糖为唯一碳源生长的能

力，木糖与葡萄糖混合发酵时木糖的总利用率达81.3%[14]. 
C. tropicalis是工业上代谢木糖生产木糖醇的重要菌株，

能很 好地利用木 糖，同时有研究证明它也可以代 谢木 糖产

乙醇. 2006年巴西学者克隆到了C. tropicalis的XYL2基因，同

时指出其木糖醇脱氢酶在功能上与P. stipitis的有84%的相似

性，同样属于中链脱氢酶家族成员并只以NAD+为辅因子，并

提出可利用其来构建代谢木糖产乙醇的重组酿酒酵母 [15]. 基
于此，本文研究探索性地将C. shehatae的木糖 还原酶基因
XYL1和C. tropicalis的木糖醇脱氢酶基因XYL2作为木糖代谢

关键酶的基因来源，以此为基础构建稳定代谢木糖和葡萄

糖产乙醇的重组酿酒酵母. 
附加体型载体虽然转化效率高，操作简单，但必须在有

相应选择压力的条件下才能够稳定表达所携带的基因，否则

极易丢失，导致受体细胞表达外源基因的能力丧失. 在乙醇

工业生产中，生产菌株不可能长期处于具选择压力的环境中. 
对工业酿酒酵母菌株进行基因工程改造一般选择染色体整

合型载体YIp，通过同源重组而将外源基因整合到酵母染色

体上，从而使目的基因得以高度稳定地表达 . 本研究将来自
C. shehatae和C. tropicalis的两个基因连同各自表达载体上的

表达元件一起连接到YIp5-kanR上，构建出重组酵母染色体

整合质粒YIp5-kanR-x12，以期今后将此载体转化到在木质纤

维素水解液中发酵性能良好、但不能利用木糖的酿酒酵母菌

株Y5 (本实验室保存)中. 本研究为最终构建出能稳定发酵木

质纤维素水解液中木糖和葡萄糖产乙醇的工业酿酒酵母菌

株奠定了重要的基础. 
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