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摘 要： 综述了木糖醇脱氢酶研究现状，包括木糖醇脱氢酶的提取、结构、理化性质以及辅酶改造，同时对利用生
物技术进行木糖醇脱氢酶基因克隆和表达的研究概况进行了简要介绍。
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Abstract: The research status of XDH at present including its extraction, its structure, its physiochemical properties, and its coenzyme modifica-
tion was reviewed in this paper. Meanwhile, the research on the cloning and the expression of xyl2 by use of biotech was introduced briefly.
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燃料酒精是一种无毒、可降解、可再生的能源。当前，
生产燃料乙醇的主要方法是粮食发酵。 但随着近年来全
球玉米、小麦等粮食价格的上涨，粮食发酵生产引发了外
界对粮食生产乙醇的颇多质疑， 并且国务院明确提出粮
食生产乙醇和煤制油项目要停止， 现有的以粮食生产乙
醇的企业也要逐步转入非粮生产。这种情况下，利用可再
生的植物纤维资源生产燃料酒精又一次成为了焦点。 木
质纤维材料中广泛存在的半纤维素是植物纤维材料的主

要成分之一，如秸秆中半纤维素的含量占其干重的 25 %
～50 %[1]。 其主要分解产物是木糖，而木糖不能被普通的
酒精酵母直接发酵为酒精，所以长期以来被认为是“不发
酵性糖”。 直到 1980 年，Wang等人[2]提出木糖可被一些

微生物发酵生成酒精。 此后在国际上掀起了一股木糖酒
精发酵菌种的研究热潮。 但由于天然菌株木糖代谢生产
乙醇存在许多不足，近年来，人们重点进行了利用基因工
程构建高效木糖发酵菌的研究， 木糖醇脱氢酶作为木糖
代谢过程中的关键酶， 在构建木糖代谢重组菌中占重要
地位， 研究木糖醇脱氢酶及其基因对构建以木质纤维素
为原料发酵生产乙醇的酵母工程菌和开发利用新能源具

有重要意义。
木糖醇脱氢酶 (xylitol dehydrogenase，XDH，EC1.

1.1.9)学名木糖醇：NAD+ 2-氧化还原酶。 该酶是酵母菌
和大多数丝状真菌中木糖代谢的关键酶之一， 木糖首先

在木糖还原酶(xylose reductase, XR)的作用下转化为木
糖醇，木糖醇接着在木糖醇脱氢酶的催化下生成 D-木酮
糖，D-木酮糖经木酮糖激酶作用磷酸化后进入戊糖磷酸
循环，最后经糖酵解途径或在厌氧条件下产生乙醇，或在
好氧的条件下经三羧酸循环彻底氧化[3]。

1 木糖醇脱氢酶产生菌和性质研究

木糖醇脱氢酶来源主要集中于一些能代谢木糖的酵

母和丝状真菌中，如酵母中的假丝酵母（Candida），毕氏
酵母（Pichia）和管囊酵母（Pachyso1en）3 个属，真菌中的
尖镰孢菌（Fusarium oxysporum）及粗糙脉孢菌（Neurospo-
ra crassa）。尽管酿酒酵母不能发酵和在木糖上生长，但据
报道，它能以一个很低的速率代谢木糖。关于酿酒酵母中
是否存在木糖醇脱氢酶活性的报道存在矛盾，Batt et al
等[4]报道，能在酿酒酵母中检测到木糖醇脱氢酶活性，而
Van Zyl et al[5]则报道未能发现。 Peter Richard 等[6]为了澄

清木糖醇脱氢酶是否在酿酒酵母中存在， 进行了不同培
养成分条件下，木糖醇脱氢酶活性测定。 结果表明，当在
混合糖（葡萄糖和木糖）条件下培养时，仅当细胞葡萄糖
消耗完，且有木糖存在时，才可检测到此酶活性。 由此推
断 Van Zyl et al 未能发现， 是由于没有在木糖存在条件
下培养酵母。
不同菌株中提取的木糖醇脱氢酶其性质有一些差
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异，但其蛋白序列和酶学性质有一定的相似性，这些酶特
异性地以 NAD+为辅酶，酶活多受金属离子的影响。一般
认为，多数木糖醇脱氢酶属于中链脱氢酶家族，为同型聚
体结构，亚基由 300～400 个氨基酸组成，其活性中心序
列有较高的保守性，但也有不同报道[2]。

Phadtare S.U.等[7]从 Neurospora crassa 中分离纯化出
1 种木糖醇脱氢酶，此酶属于同型二聚体，每个亚基相对
分子量 43.6 kDa， 在 pH8.4 和 28℃条件下酶活最大，而
在 pH 7和 4℃条件下酶最稳定。各种金属离子对酶活性
影响实验表明，Mg2+、Ca2+能使酶维持活性，而 Fe3+、Cu2+、
Co2+能抑制酶活，不含金属离子的酶几乎没有酶活力，但
添加 Mg2+ 酶活可恢复。 何圣楠等 [8] 从热带假丝酵母

（Candida tropicalis 1779） 中经多步纯化得到电泳纯的木
糖醇脱氢酶，其最终比酶活可达 11.37 U/mg，纯化倍数达
到 60.8 倍， 回收率达到 10.9 %。 经 SDS-PAGE 电泳和
native-PAGE 电泳分析得出， 木糖醇脱氢酶相对分子质
量约为 90 kDa，由 2个分子质量为 45 kDa的亚基组成。

Boer.E.等 [9]从野生的 A.adeninivorans LS3 菌和木糖
醇脱氢酶基因的重组菌 A. adeninivorans G1211 菌中分
离纯化得到木糖醇脱氢酶，两种酶显示了相似的特征：相
对分子质量为 80 kDa， 属于同型二聚体结构。 在 pH7.5
和温度为 35℃条件下，酶活力最大。一定条件下，以木糖
醇为底物时，测得米氏常数为 4.0 mmol/L，并表现出了很
高活性。 研究表明，此酶仅以 NAD+为辅酶，与来自树干
毕赤酵母中的木糖醇脱氢酶一样， 此酶不氧化伯醇和甘
油 。 Panagiotouden G. 等 [10] 从实验室菌株尖镰孢菌

（Fusarium oxysporum F3） 中提取和纯化出 1种木糖醇脱
氢酶，它以 NAD+为辅酶，为同型二聚体结构，每个亚基
的相对分子质量为 48 kDa， 在 pH9～10 和温度为 45℃
条件下，酶活力大。 pH6～7和 30℃条件下，此酶能稳定
存在 24 h。 各种金属离子对酶活性影响实验表明，Mg2+、
Ca2+对酶活几乎没有影响， 而 10 mmol/L的 Cu2+能完全
抑制酶活，10 mmol/L的 Mn2+则能使酶活加倍。 Lima L.
H.A.等[11]对热带假丝酵母（FTI20037）编码的木糖醇脱氢
酶进行研究。序列对比显示，这个酶有典型的属于中链脱
氢酶家族的乙醇脱氢酶的特征序列：[GHE]xx[G]xxxxx
[G]xx[V]。 此外，还含有 1 个锌离子结合活性位点（残基
Cys41、 His66、 Glu67 and Glu159) ， 以及 NAD+ 结合位点

（Val187、Asp207、Lys212、Cys252、Lys267、Asn277 and Ser299)。 NAD+

结合结构域是一个典型的 Rossmann 卷曲， 并且像其他
属于中链脱氢酶家族的成员一样， 保守的 Asp207残基对
此酶的 NAD+辅酶特异性有重要影响。

2 木糖醇脱氢酶的基因克隆和表达

2.1 在大肠杆菌中的克隆和表达
因大肠杆菌的遗传背景清楚、繁殖快、成本低、表达

量高、易于操作等特点，木糖醇脱氢酶基因（xyl2）广泛用
大肠杆菌作克隆载体。 Lien H.T.等[12]以米曲霉（A.oryzae
P5）总 RNA为模板反转录 PCR扩增木糖醇脱氢酶基因，
其长度为 1214 bp，含 2 个内含子，编码 358 个氨基酸,将
此基因与表达质粒 pDEST14 载体连接， 然后转化到 E.
coli BL21-AI中进行表达，表达产物经 SDS-PAGE测定，
产生一条 36.5 kDa 的木糖醇脱氢酶蛋白带。 Andreas H.
等 [13]用 RT-PCR 从 Galactocandida mastotermitis 中扩增
出 cDNA，然后将其 PCR 克隆到表达载体 PBTac1 上，经
测序验证后进行 IPTG 诱导表达， 结果表明，37℃条件
下，此酶得到活性表达，含量约占 E.coli 总蛋白的 8 %，
且随着诱导温度的降低，酶的活性逐渐降低。
2.2 在酿酒酵母中的克隆和表达
当前， 许多人通过在酿酒酵母中表达木糖还原酶基

因（xyl1）和木糖醇脱氢酶基因来构建能代谢木糖的基因
工程菌，因此，酿酒酵母成为木糖醇脱氢酶基因最常用的
真核表达载体。
汪天虹等[14]采用双载体系统，将携带有瑞氏木霉木

糖醇脱氢酶基因的表达质粒 pAJ-4012-xdh1 转化到已
带有树干毕赤酵母木糖还原酶基因的重组酿酒酵母

H475中,构建出重组酿酒酵母 HX1。 从重组子提取蛋白
经 SDS-PAGE 凝胶电泳和 Western 印迹杂交分析，结果
显示转化子 HX1 在约 40 kDa 处比未转化的 H475 多一
条带， 推测此蛋白电泳带应为木糖醇脱氢酶带。 L.H.A.
Lima 等 [12] 从热带假丝酵母克隆出了木糖醇脱氢酶基

因，并在酿酒酵母中得到了表达。 这个基因是基因组中
的 1 个单拷贝序列，它的转录受木糖的影响。 其长度为
1092 bp，编码 364个氨基酸。 将基因 xyl2开放阅读框连
接到表达载体 YEpPGK 的强启动子 PGK1 下，重组表达
载体 YEpXYL2-PGK转化酿酒酵母。通过对重组子酶活
检测表明，木糖醇脱氢酶得到活性表达。

Bruinenberg和 Dellweg等[15]将树干毕赤酵母的 xyl1
和 xyl2 克隆到酿酒酵母中，转化子能在以木糖为唯一碳
源的培养基上生长，但酒精产率比较低。潘亚平等[16]采用

PCR 克隆得到树干毕赤酵母 xyl2， 后将该基因和来自
Candida shehatae 的缺终止子的 xyl1 一起连接到酵母表
达载体 pYES2 的强启动子 GAL下， 得到融合表达载体
pYES2-P12。 然后转入酿酒酵母 YS58中，得到酿酒酵母
YS58-12。 利用构建的重组酵母进行发酵试验， 结果表
明，该重组酵母能在以木糖为唯一碳源的培养基上生长，
但不能有效发酵木糖产生乙醇。 陈叶福等[17]通过 PCR方
法克隆得到树干毕赤酵母木糖醇脱氢酶基因， 将该基因
连入酵母表达载体 pYX212 的强启动子磷酸丙糖异构酶
（TPI）启动子下，得到融合表达载体 pYX-xyl2，通过电转
化方法将 pYX-xyl2 转入酿酒酵母 W303-1A中，酶活测
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定表明， 在酿酒酵母中树干毕赤酵母木糖醇脱氢酶基因
得到活性表达， 酿酒酵母转化子粗酶液中木糖醇脱氢酶
比酶活约为 0.6 U/mg， 约为供体菌的 2.4 倍 。 Seiya
Watanabe 等[18]得到了 Y-ARSdR 菌株（依赖辅酶 NADP+

的 XDH从 Pichia stipitis中克隆到）， 乙醇的产量增加了
41 %。

3 木糖醇脱氢酶的辅酶改造

目前， 已有许多人利用基因工程技术将木糖还原酶
基因（xyl1）及木糖醇脱氢酶基因（xyl2）导入酿酒酵母，表
达也没有障碍，得到可以发酵木糖产生酒精的工程菌株，
但普遍存在酒精得率不高问题， 这也成为木糖高效发酵
的一个难点。 而解决辅酶 I（NAD+）特异性的木糖还原酶
（XR）和还原辅酶Ⅱ（NADPH）偏爱性的 XDH 辅酶不能
相偶联而造成的氧化还原不平衡被认为可能是这一难点

的突破口[19]。
3.1 利用基因重组进行辅酶改造

Metzger M.H 等 [20]将从 Thermoanaerobium brockii 的
乙醇脱氢酶基因中得到的 NADP+识别序列引入 XYL2，
试图改变 XDH 对 NAD+的特异性需求， 突变的酶可以
利用 NAD+和 NADP+，并且两者的表观 Km 相同。 在木
糖基本培养基上，带有突变的 xyl2和 xyl1共同表达的酿
酒酵母转化子能够生长。 Anderlund M 等 [20] 将 XR 和
XDH两种酶的基因用一小段 DNA连接在一起， 在酿酒
酵母中成功得到具有双功能酶活性融合蛋白的活性表

达,因为两者之间的距离很短,可以使木糖还原酶有更高
的几率结合利用 NADH作为辅酶，这种重组酵母和分别
表达 XR 和 XDH 单体的菌株相比， 木糖醇产生率降低
11.3 %，而乙醇得率升高了 20.3 %。
3.2 利用氨基酸定点突变进行辅酶改造
为了解决木糖代谢中的木糖还原酶和木糖醇脱氢酶

辅酶因子氧化还原不平衡的问题， 很多人还致力于通过
氨基酸定点突变改变 XDH的辅酶特异性。
文献报道 [22-23]，通过序列分析定位了一个辅酶结合

域， 它在大多数已发现的 NAD+依赖型的木糖醇脱氢酶

中是保守的，这个结合域的一个典型的共同特征：含 1 个
βαβ 折叠 ， 在其中心是 1 个甘氨酸 （Gly） 基序
GXGXXG，以及位于这个基序特定距离的保守的天冬氨
酸残基（Asp）；同时位于 Asp 下游 5 个氨基酸残基处还
有 1 个带正电荷的赖氨酸（Lys）或精氨酸（Arg）残基。
Metzger等[20]通过对此结构域的氨基酸位点突变，使构建
的单突变子 D207G， 双突变子 D207G 和 D210G 把
NAD+的表观 Km增加了 9倍，而其酶活性则分别降低到
突变前的 47 %和 35 %。

W.Seiya 等[23]研究了毕赤酵母木糖醇脱氢酶的辅酶

特异性的改变。 通过多位点定点突变技术对来自树干毕

赤酵母的以 NAD+ 为辅酶的木糖醇脱氢酶改变成利用

NADP+为辅酶。W.Seiya等认为，辅酶的特异性不同主要
在于 Asp207、Ile208、 Phe209 和 Asn211 4 个位点氨基酸的影
响， 通过多个位点突变后， 此酶对 NADP+ 的利用的

kcat/Km 值达到野生型木糖醇脱氢酶对 NAD+ 利用的

kcat/Km 值。 结果表明， 以上 4 个位点氨基酸尤其是
Asp207对木糖醇脱氢酶 NAD+特异性至关重要。 Andreas
等[2]测定了来自 Gluconobacter oxydans 的 XDH全酶的晶
体结构图。结构显示：该酶的 NAD+特异性主要是由含羧

酸盐的 Asp38 决定，它与腺苷核糖的羟基相互作用。 同
时证明 Met39与特异性也有一定的关系。 将这一位置的
含羧酸盐的 Asp38用丝氨酸取代，用精氨酸取代 Met39，
构建了两突变子 D38S/M39R，结果双突变子对 NAD+显

示了高度的特异性， 且酶未失活。 Shiqi Hong 等 [25]从

Candida albicans 中克隆得到木糖醇脱氢酶基因， 并在
Escherichia coli 中得到了表达， 底物为木糖醇和 NAD+

时，KM和 kcat/KM分别为 37.7 μmol 和 53200 min/mmol，
通过定点突变将以 NAD+为辅酶的木糖醇脱氢酶改变成

利用 NADP+为辅酶，KM和 kcat/KM（利用辅酶 NADP+）分
别为 119 μmol和 26200 min/mmol。

4 展望

人们对木糖醇脱氢酶已经开展了较为深入系统的研

究， 但有关木糖醇脱氢酶的许多结构及作用机理目前尚
只是一种推测，要得到进一步的证实，还需要做更深入细
致的研究。
提高木糖代谢生产酒精产量的关键技术步骤已被许

多人着手研究。为了构建能代谢木糖的酿酒酵母，重点研
究了通过在酿酒酵母中表达木糖还原酶基因和木糖醇脱

氢酶基因以及其他相关基因， 而实现构建代谢木糖的酿
酒酵母工程菌。因此，今后对此酶的研究将主要集中在用
木糖醇脱氢酶基因(xyl2)与木糖还原酶基因(xyl1)以及其
他酵母木糖代谢基因在酿酒酵母中实现共表达， 以期达
到对传统酿酒酵母的木糖代谢途径的改造， 构建一种性
能优良的葡萄糖和木糖的共发酵菌。
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