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不同非氧化磷酸戊糖途径基因的过表达对
酿酒酵母木糖发酵性能的影响

孙锦云，高文萱，丁文涛，刘 文，陈 洵*

( 天津大学化工学院，天津 300072)

摘要: 以双拷贝过表达木糖代谢上游途径关键酶( 木糖还原酶 XＲ、木糖醇脱氢酶 XDH 和木酮糖激

酶 XKS) 的酿酒酵母菌株为背景，在过表达非氧化磷酸戊糖( PP) 途径中转醛酶基因 TAL1 的基础

上，对途径中其他基因 TKL1( 转酮酶) 、ＲPE1( 核酮糖-5-磷酸差向异构酶) 和 ＲKI1 ( 核酮糖-5-磷酸

异构酶) 进行了不同程度的过表达，以研究 PP 途径基因过表达对酿酒酵母木糖代谢的影响。在不

同培养基条件下对重组菌株木糖代谢进行研究，结果显示，在过表达 TAL1 的基础上不同组合过表

达 PP 途径其他基因不同程度改善了酿酒酵母木糖发酵性能，重组菌株能在 36 ～ 48 h 耗完质量分

数( 下同) 为 5%的木糖。其中，过表达 PP 途径全部基因比其他过表达基因组合表现出明显的优

势，在 8%木糖发酵条件下其乙醇产量达到了每 1 g 木糖 0. 337 g，较对照菌株提高了 7. 86%。这说

明同步过表达 PP 途径基因更有利于酿酒酵母木糖发酵。
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Xylose Fermentation Performance of Saccharomyces cerevisiae with
Different Combination of the Overexpressed Non-Oxidative Pentose

Phosphate Pathway Genes

Sun Jinyun，Gao Wenxuan，Ding Wentao，Liu Wen，Chen Xun*

( School of Chemical Engineering and Technology，Tianjin University，Tianjin 300072，China)

Abstract: To study the influence of non-oxidative pentose phosphate pathway ( PPP) on xylose utilization
in Saccharomyces cerevisiae，different combinations of PPP genes TKL1，ＲPE1 and ＲKI1 were overex-
pressed in the TAL1-enhanced yeast strain，which also had the double-copy integration of upstream path-
way genes XYL1，XYL2 and XKS1． Performance of recombinant yeasts was investigated at both 5 % and
8 % xylose as well as glucose and xylose mixture，results showed that overproduction of PPP genes stimu-
lated cell growth and xylose conversion at both xylose concentrations，concomitant with higher ethanol
yield at the expense of xylitol and glycerol formation，and all recombinant strains can use up 5 % xylose
within 36 to 48 h． Yeast strains of S． cerevisiae with four PPP genes co-overexpressed showed more ad-
vantages，and under the 8 % xylose concentration，ethanol yield was about 0. 337 g /g xylose，7. 86 %
higher than parent strain． It indicated that co-overproduction of all PPP genes may be the top priority for
enhancing xylose metabolism in S． cerevisiae strains．
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随着石油资源的日益枯竭，木质纤维素乙醇作

为一种清洁的可再生能源受到了社会各界的广泛

关注。然而，不同于传统的葡萄糖代谢，进入机体

的木糖首先必须经过异构化转变为木酮糖，后者在

木酮糖激酶 ( XKS) 的作用下磷酸化为非氧化磷酸

戊糖( PP) 途径中间代谢产物———木酮糖-5-磷酸，由

此进入 PP 途径和糖酵解途径被进一步分解代谢以

生产乙醇。然而，作为传统的乙醇生产菌株，酿酒

酵母却不能利用木质纤维素主要成分之一的木糖，

而仅能利用其异构物木酮糖。为此，人们试图通过

引入外源的木糖异构化途径［1］，并对酿酒酵母内源

性的木糖代谢途径进行遗传修饰［2］，以构建高效的

木质纤维素乙醇生产酿酒酵母菌株。
大量研究显示，作为酿酒酵母菌株中已知的、

唯一有效的木酮糖代谢途径，PP 途径的通量明显低

于其他木糖代谢酵母［3］，被认为是影响木糖代谢的

下游瓶颈［4］。其中，由转醛酶 TAL1 催化的反应是

影响酿酒酵母木糖代谢的关键步骤［5］。研究发现，

在木糖或木酮糖代谢过程中，酿酒酵母体内积累了

大量的景天庚酮糖 7-磷酸［6］，外源加入 TAL1 可显

著降低其在酵母细胞抽提物中的积累［7］; 而对于转

酮酶基因 TKL1 过表达对菌体木糖代谢的影响观点

则不一［8-9］。与此同时，过表达核酮糖-5-磷酸差向

异构酶 ＲPE1 和核酮糖-5-磷酸异构酶 ＲKI1 并未改

变重组菌株的木糖代谢［10］。相较而言，同步过表达

PP 途径基因能够改善菌体的木糖代谢能力［11］，但

Bera 等［12］构建的同步过表达菌株却没有表现出明

显的优势。此外，早期研究工作大多采用单独或同

步过表达 PP 途径基因，并未对不同基因组合过表

达情况下重组菌株的木糖代谢进行研究。
基于 以 上 工 作，本 研 究 以 双 拷 贝 过 表 达

PsXＲ、PsXDH 和 ScXKS 的酿酒酵母为出发菌，在

过表达 TAL1 的基础上对 PP 途径基因 TKL1，ＲPE1
和 ＲKI1 进行不同组合过表达，获得一系列具有不

同 PP 途径基因过表达水平的重组菌株，并对其发

酵性能进行比较研究，以进一步优化酿酒酵母木

糖代谢。

1 材料与方法

1. 1 菌株和质粒

大肠杆菌 DH5α ( F － recA1 endA1 hsdＲ17 ［r －
K

m －
K ］supE44 λ － thi-1 gyrA96 reIA1) 用于基因克隆工

作，菌株 Scheffersomyces stipitis NＲＲL7124 用于基因

XYL1，XYI2 的克隆，本研究用到的酿酒酵母菌株以

及相关的质粒分别列于表 1 和表 2 中。
表 1 本实验中用到的酿酒酵母菌株

Table 1 S． cerevisiae strains used in this work

Strain Complete genotype Ｒeference or source
W303-1a MATa leu2-3，112 ura3-1 trp1-92 his3-11，15 ade2-1 can1-100 Thomas and Ｒothstein ( 1989) ［13］

KAM-2 MATa ura3-1 Kong et al． 2006［14］

AYHNEW2 MATa ura3-1 pCCW12-XYL1-tHSP26， pFBA1-XKS1-tFBA1，

pHXT7-XYL1-tHXT7，pFBA1-XYL2-tFBA1，pCCW12-XYL2-tH-
SP26，pTPI1-XKS1-tTPI1

this work

AYHNEW2-TAL1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1 this work
AYHNEW2-TAL1-ＲKI1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pFBA1-ＲKI1 this work
AYHNEW2-TAL1-ＲPE1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pHXT7-ＲPE1 this work
AYHNEW2-TAL1-TKL1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pGPM1-TKL1 this work
AYHNEW2-TAL1-TKL1-ＲKI1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pGPM1-TKL1，pFBA1-ＲKI1 this work
AYHNEW2-TAL1-TKL1-ＲPE1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pGPM1-TKL1，pHXT7-ＲPE1 this work
AYHNEW2-TAL1-ＲPE1-ＲKI1 AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pHXT7-ＲPE1，pFBA1-ＲKI1 this work
AYHNEW2-四 + AYHNEW2 derivative; pCCW12-TAL1，pGPM1-TKL1，pHXT7-

ＲPE1，pFBA1-ＲKI1
this work

1. 2 培养基及培养条件

大肠杆菌 DH5α 和 LBA 平板( 10 g /L 胰化蛋白

胨，5 g /L 酵母抽提物，10 g /L NaCl，15 g /L 琼脂粉，

0. 1 g /L 氨卞青霉素，pH 7. 5 ) 用于基因克隆。酿酒

酵母在 YPD ( 20 g /L 蛋白胨，10 g /L 酵母抽提物，

20 g /L葡萄糖) 培养基中培养，缺尿嘧啶的完全合成

培养基( 6. 7 g /L 无氨基酸的酵母基础氮源( YNB) 、
0. 83 g /L dropout powder、缺尿嘧啶的氨基酸混合物

及 20 g /L 葡萄糖) 用于筛选重组子。发酵实验分别

在以 5%、8%的木糖以及 8%的葡萄糖、木糖混合物

56



化 学 工 业 与 工 程 2015 年 1 月

表 2 本实验中用到的质粒

Table 2 Plasmids used in this work

Plasmid name Description Ｒeference or source
YIplac211 Ampr，UＲA3 Gietz and Sugino ( 1988) ［15］

YIp-H8 Ampr，UＲA3，pHXT7-XYL1-tHXT7，pFBA1-XYL2-tFBA1 Zhang et al． ( 2012) ［16］

YIp-Y8 Ampr，UＲA3，pCCW12-XYL1-tHSP26，pFBA1-XKS1-tFBA1 this work
YIp-A8 Ampr，UＲA3，pCCW12-XYL2-tHSP26，pTPI1-XKS1-tTPI1 this work
YIp-CA Ampr，UＲA3，pTAL1-pCCW12-TAL1 this work
YIp-FK Ampr，UＲA3，pＲKI1-pFBA1-ＲKI1 this work
YIp-HＲ Ampr，UＲA3，pＲPE1-pHXT7-ＲPE1 this work
YIp-GT Ampr，UＲA3，pTKL1-pGPM1-TKL1 this work

为碳源的 YP 培养基上进行。
1. 3 主要试剂与仪器

柱式真菌 ＲNAOUT试剂盒( 北京天恩泽基因科技

有限公司，中国) ，Transcriptor First Strand cDNA Syn-
thesis Kit( Ｒoche Applied Science，Germany) ，LightCy-
cler 480 SYBＲ Green I Master mix( Ｒoche Applied
Science，IN) ，LightCycler 480 Ｒeal-Time PCＲ sys-
tem ( Ｒoche Applied Science，USA ) ，Waters Alliance
2695 HPLC( Waters，USA) ，Aminex HPX-87H 离子交

换柱( Bio-Ｒad) ，Bioquest CE2502 紫外分光光度计

( Progen Scientific Ltd，UK) 。
1. 4 重组质粒的构建

大肠杆菌转化采用 CaCl2 法，XYL1，XYL2 克隆

自 S． stipitis NＲＲL 7124，其他片段均源于 S． cerevisi-
ae W303-1a，以酵母整合型质粒 YIplac211 为载体构

建重组质粒: 含有 XYL1，XYL2 及 XKS1 的质粒 YIP-
H8，YIP-Y8 和 YIP-A8。其中，YIP-H8 是本实验室

早期构建的［16］，YIP-Y8 和 YIP-A8 的构建过程如

下: 将整合所需的染色体同源片段 Y1 和 Y2，基因

XYL2 及其启动子 pCCW12 和终止子 tHSP26，基因

XKS1 及其启动子 pTPI1 和终止子 tTPI1 依次连接

到 YIplac211 上，获 得 质 粒 YIP-Y8。同 理，在 YI-
plac211 上分别插入整合所需的同源片段 A1 和 A2，

基因 XYL1 及其启动子 pCCW12 和终止子 tHSP26，

基因 XKS1 及其启动子 pFBA1 和终止子 tFBA1 序

列，得到 YIP-A8; 含过表达基因 TAL1，ＲKI1，ＲPE1
和 TKL1 重组质粒的构建，具体过程如下: 首先，PCＲ
扩增基因 TAL1，ＲKI1，ＲPE1 及 TKL1 的启动子序列

及 OＲF，经 酶 切 后 分 别 连 接 YIplac211。然 后，将

PCＲ 产物 pCCW12，pFBA1，pHXT7 和 pGPM1 酶切后

分别与上述质粒对应相连，转化子经验证后依次命

名为 YIp-CA，YIp-FK，YIp-HＲ 和 YIp-GT( 见表 2) 。
1. 5 重组酿酒酵母菌株的构建

酿酒酵母转化采用醋酸锂法，分别用 SpeI，HpaI

和 HpaI 单切质粒 YIP-H8，YIP-Y8 和 YIP-A8，将线

性化的质粒 YIP-H8，YIP-Y8 和 YIP-A8 分别整合到

KAM-2 第Ⅳ条染色体上基因 HEM13 和基因 NＲG1
之间的空位上、第Ⅷ条染色体上基因 YHK8 和基因

AAP1 之间的空位上以及第 XV 条染色体基因 AUS1
和基因 TIＲ2 之 间 的 空 位 上，阳 性 转 化 子 命 名 为

AYHNEW2。
以 AYHNEW2 为出发菌株，将经 BglII 单切的

YIp-CA 进行原位整合。采用相同的方法，以 TAL1
过表达菌株为背景，将 SphI，ClaI 及 ClaI 线性化的

YIp-FK，YIp-HＲ 和 YIp-GT 不同组合进行原位整合，

从而获得 TAL1 共过表达酵母菌株( 见表 1) 。
1. 6 ＲNA 的提取和 ＲT-QPCＲ

在 2% 的 YPX 培养条件下，收集对数生长期的

酵母细胞，采用柱式真菌 ＲNAOUT试剂盒提取酵母总

ＲNA，经反转录后，以 ACT1 为内参基因，对过表达

基因的转录水平进行分析，并通过 2 － ΔΔCT 方法进行

数据处理。
1. 7 摇瓶发酵实验

发酵实验均采用微好氧条件，在含 30 mL YP 液

体培养基的 100 mL 摇瓶中进行。首先，将菌株在

YPD 上摇培 12 h，离心收集活化的细胞，用无菌水

洗两次后接种至发酵培养基，初始 OD600 = 1。微好

氧条件: 接种后前 24 h，在 30 ℃ 220 r /min 条件下

培养菌体，24 h 后用封口膜( Parafilm PM-996，Bemis
Company，USA) 封口( 带有 0. 5 mm 通气孔) 并调转

速至 110 r /min，每 12 或 24 h 取样。
1. 8 代谢产物分析

发酵样品在 13 000 r /min 下离心 1 min，取上清

液用 0. 22 μm 微孔滤膜过滤后用于代谢产物分析。
样品中木糖、木糖醇、甘油和乙醇的浓度采用 Wa-
ters Alliance 2695 HPLC，以 5 mmol /L H2SO4 为流动

相，在 45 ℃ 0. 6 mL /min 的流速下进行检测。

66



第 32 卷第 1 期 孙锦云，等: 不同非氧化磷酸戊糖途径基因的过表达对酿酒酵母木糖发酵性能的影响

2 结果与分析

2. 1 重组质粒的构建

本研究采用两步置换法，以 UＲA3 为唯一筛选

标记在酿酒酵母菌株中不同组合过表达 PP 途径基

因。根据这一操作技术的要求，将相关基因分别构

建于含 UＲA3 的整合型载体 YIplac211 上，重组质粒

经测序和酶切验证，结果如图 1 所示。

图 1 重组质粒的物理图谱及限制性酶切分析

Fig． 1 Physical maps of recombinant plasmids and restriction endonuclease analysis

2. 2 PP 途径基因过表达酿酒酵母菌株的构建

以木糖代谢酿酒酵母菌株 AYHNEW2 为受体

菌，采用两步置换法将携带有过表达基因的重组质

粒原位整合到酵母染色体上，并通过 PCＲ 进行验

证，以筛选正确的转化子。其中，阳性整合子的验

证均采用位于整合位点之外的染色体序列 ( -CKU
和-CKD) ，并通过琼脂糖凝胶电泳进行分析，结果如

图 2 所示。

图 2 PCＲ 验证重组酵母菌株及其琼脂糖凝胶电泳分析

Fig． 2 Identification of recombinant yeasts by PCＲ and
agarose gel electrophoresis analysis

2. 3 重组酿酒酵母菌株 PP 途径基因的转录水平

通过对重组菌株 PP 途径基因的转录水平进行

测定，结果显示，基因 TAL1，ＲKI1，ＲPE1 和 TKL1 的

相对转录水平均有所提高，具体数据如表 3。
表 3 PP 途径过表达基因的转录水平a

Table 3 Ｒelative transcript levels of engineered PPP genesa

Gene Promoter Ｒelative transcript level
TAL1 pCCW12 9. 31
ＲKI1 pFBA1 14. 39
ＲPE1 pHXT7 28. 84
TKL1 pGPM1 5. 95

a: Present values were given as the average of two inde-
pendent experiments．

2. 4 过表达 PP 途径基因对酵母发酵性能的影响

在不同发酵条件下，对 PP 途径基因过表达菌

株的发酵性能进行比较研究，发酵参数见表 4。
2. 4. 1 5%木糖浓度下重组菌株的发酵性能

在含 5% 木糖的 YP 培养基上，对重组酵母菌

株的木糖发酵性能进行了比较研究，结果如图 3
所示。
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表 4 重组酿酒酵母菌株在 5% 和 8%木糖浓度条件下的发酵参数a

Table 4 Fermentation parameters of recombinant yeasts under the condition of 5% and 8% xylosea

strains

5% xylose 8% xylose

μmax /

h － 1

Xylose /

( g·L －1·h －1 )

Ethanol /

( g·g －1 )

Xylitol /

( g·g －1 )

Glycerol /

( g·g －1 )

μmax /

h － 1

Xylose /

( g·L －1·h －1 )

Ethanol /

( g·g －1 )

Xylitol /

( g·g －1 )

Glycerol /

( g·g －1 )

AYHNEW2 0. 089 0. 971 0. 282 0. 076 0. 018 0. 103 0. 842 0. 312 0. 138 0. 034
AYHNEW2-TAL1 0. 129 1. 469 0. 306 0. 036 0. 008 0. 136 1. 216 0. 324 0. 108 0. 023
AYHNEW2-TAL1-ＲKI1 0. 130 1. 458 0. 304 0. 037 0. 009 0. 136 1. 223 0. 327 0. 107 0. 017
AYHNEW2-TAL1-ＲPE1 0. 129 1. 488 0. 305 0. 044 0. 010 0. 135 1. 229 0. 329 0. 108 0. 016
AYHNEW2-TAL1-TKL1 0. 125 1. 440 0. 309 0. 045 0. 010 0. 136 1. 218 0. 326 0. 110 0. 017
AYHNEW2-TAL1-TKL1-ＲKI1 0. 129 1. 470 0. 301 0. 040 0. 009 0. 130 1. 214 0. 324 0. 107 0. 024
AYHNEW2-TAL1-TKL1-ＲPE1 0. 127 1. 435 0. 304 0. 046 0. 010 0. 136 1. 205 0. 323 0. 116 0. 020
AYHNEW2-TAL1-ＲPE1-ＲKI1 0. 126 1. 344 0. 313 0. 048 0. 008 0. 129 1. 132 0. 335 0. 096 0. 022
AYHNEW2-四 + 0. 128 1. 384 0. 315 0. 042 0. 009 0. 131 1. 198 0. 337 0. 093 0. 021

a: The yields of the products were calculated based on the xylose consumed，and all the experiments were repeated at least twice
with less than 5% difference．

图 3 5%木糖条件下重组菌株的发酵性能

Fig． 3 Performance of recombinant yeasts on 5% xylose

由图 3 可知，在 5%木糖发酵条件下，所有过表

达菌株的生长和木糖消耗速率均得到了明显改善，

基本都能在 36 ～ 48 h 之间耗完所有木糖。与对照

菌株相比，其乙醇的生产速率和产量也显著地提

高，而副产物木糖醇和甘油的产量则大幅降低。说

明在双拷贝过表达木糖代谢上游途径关键基因的

条件下，PP 途径已成为影响重组酿酒酵母菌株木糖

代谢的重要限制因素，提高 PP 途径基因的表达水

平能够显著改善酵母菌株的木糖发酵性能。
此外，在过表达 TAL1 的基础上过表达 PP 途径

的其他基因，大多数重组菌株在木糖发酵性能方面

相差不大，而菌株 AYHNEW2-TAL1-ＲPE1-ＲKI1 和

AYHNEW2-四 + 的木糖消耗速率较其他重组菌株稍

慢，但其乙醇产量反而略微高于其他过表达菌株，

达到了 0. 313 和 0. 315 g /g 木糖，分别较出发菌株

AYHNEW2 提 高 了 10. 82% 和 11. 46%，而 较 AY-
HENW2-TAL1 增加了 2. 52%和 3. 07%。

早期研究也曾报道了单独过表达 TAL1 或同步

过表达 PP 途径 4 个基因能够促进菌体的生长和木

糖代谢［17］。Johansson 等［18］构建的 PP 途径基因过

表达菌株能够在 56 h 消耗 5% 的木酮糖，同时促进

了木糖醇的积累，但其木糖代谢并未发生明显变

化。相比而言，本实验中过表达 PP 途径基因在提

高菌体的木糖代谢的同时，也促进了碳通量由副产

物木糖醇和甘油流向乙醇( 见表 4 ) ，这可能是由于

出发菌株的遗传背景不同造成的。
Hasunuma 等［9］ 近 期 研 究 指 出，单 独 过 表 达

TAL1 或 TKL1 能够改善酵母菌株木糖代谢。其中，

在 4%木糖浓度下，TAL1 过表达菌株的乙醇产量达

到了 0. 324 g /g，较对照菌株提高了 6. 58%，其抑制

剂耐受能力也有所提高。相比而言，同步过表达

TAL1 和 TKL1 菌株却没有表现出明显的变化。
于是，本实验试图通过提高木糖的浓度来创造

一渗透压压力环境，一方面探究在较高渗透压条件

下，过表达 PP 途径基因能否促进重组菌株的木糖

代谢，另一方面探究在较高渗透压条件下，不同组

合过表达 PP 途径基因对菌株木糖发酵性能的影响

是否依旧相同。
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2. 4. 2 8%木糖浓度下重组菌株的发酵性能

在 8%木糖浓度的 YP 培养基中，重组酿酒酵母

菌株的木糖发酵结果如图 4 所示。

图 4 重组菌株在 8%木糖条件下发酵性能

Fig． 4 Performance of yeasts on 8% xylose

由图 4 可以看出，在以 8% 的木糖为唯一碳源

的培养条件下，所有过表达菌株仍表现出明显的优

势，其菌体生长、木糖代谢及乙醇的生产均较对照

菌株 AYHNEW2 有所改善。
然而，在 8% 木糖浓度下各重组菌株的木糖发

酵性能表现出了较明显的差异。其中，大多过表达

菌株的木糖消耗速率虽明显加快，能够在 72 h 耗完

木糖，但其乙醇产量并非最大。相比而言，重组菌

株 AYHNEW2-TAL1-ＲPE1-ＲKI1 和 AYHNEW2-四 +

在发酵后期生物质的积累明显变慢，但其乙醇产量

却高于其他菌株( 0. 335 和 0. 337 g /g 木糖) ，分别较

AYHNEW2 提高了 7. 45%和 7. 86%，较 AYHNEW2-
TAL1 分别增加了 3. 52% 和 3. 93%。Bera 等［12］成

功构建了 PP 途径基因同步过表达菌株，但研究发

现重组菌株的生长、木糖代谢以及产物的生成并没

有明显改善，笔者分析认为这可能是由于不同实验

所采用的菌株背景差异造成的。
由不同木糖浓度条件下重组菌株的发酵结果

可知，提高 PP 途径基因的表达水平能加快重组菌

株的木糖代谢和乙醇生产，并且这种促进作用在木

糖浓度较低的情况下表现的更明显。当木糖浓度

增加到 8%时，重组菌株的生长、木糖代谢以及乙醇

的生产虽较对照仍有所改善，但其变化幅度相对较

小。说明在较高木糖浓度下，过表达 PP 途径基因

能够促进重组菌株的木糖发酵，但其促进作用受到

了一定程度的抑制。由此可见，通过提高木糖浓度

本实验成功创造了渗透压压力环境，同时也证明了

强化 PP 途径能够改善重组菌株在此压力条件下的

木糖发酵性能。
此外，不同组合过表达 PP 途径基因对重组菌

株在不同渗透压条件下的木糖代谢表现出明显的

差异。在 5% 木糖浓度条件下，重组菌株的耗糖速

率大致相同。与其他过表达菌株相比，重组菌株

AYHNEW2-四 + 的生物质的积累稍低，但其乙醇产

量却略微提高。当木糖浓度增加到 8% 时，重组菌

株 AYHNEW2-四 + 在乙醇生产方面表现出较明显的

优势。说明同步过表达 PP 途径基因能有效引导碳

源流向乙醇，同时减少生物质及副产物的积累。
木质纤维素水解液中除木糖外，还含有大量的

葡萄糖。因此，为了使实验结果与生产实际相接

轨，本研究在葡萄糖和木糖混合条件下对重组菌株

的生长和木糖代谢进行测定，以进一步探究过表达

PP 途径基因对其发酵性能的影响。
2. 4. 3 重组菌株在 8%混合糖中的发酵性能

在以 8% 混合糖 ( 4. 4% 木糖和 3. 6% 葡萄糖)

为碳源的 YP 培养基中，本实验对上述重组酿酒酵

母菌株的生长和木糖代谢进行了测定，结果如图 5
所示。

图 5 重组菌株在 8%混合糖培养基中的发酵性能

Fig． 5 Performance of yeasts on 8% glucose and xylose

在葡萄糖存在条件下，所有菌株均优先利用葡

萄糖，表现出二次生长现象。同时，重组菌体的木

糖消耗速率也明显降低，大多需要 72 h 才能耗完

4. 4%的木糖。而在 4% 的混合糖 ( 1 ∶ 1 ) 条件下，

Peng 等［19］构建的 PP 途径同步过表达菌株在 72 h
仅能消耗约 1. 25%的木糖。
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与此同时，在葡萄糖存在时，所有菌株的木糖

代谢速率都基本相同，伴随着葡萄糖耗尽，重组菌

株的木糖代谢则较对照有所提高，说明葡萄糖代谢

主要是通过糖酵解途径实现，提高 PP 支路的通量

理论上对葡萄糖代谢几乎没有影响，实际发酵数据

也证明了这一点。但是，在木糖发酵过程中，作为

目前已知的、唯一有效的木酮糖代谢途径，PP 途径

通量的提高能够促进菌体的木糖代谢。其中，相比

于其他过表达菌株，同步过表达菌株的生长及其木

糖代谢相对较快，进一步说明了同步过表达 PP 途

径基因更有利于酿酒酵母木糖发酵性能的优化。
因此，为了克服混合发酵中二次生长现象，以

提高重组酿酒酵母菌株的混合糖发酵性能，下一步

工作可以通过解除菌株 AYHNEW2-四 + 在混合糖发

酵过程中葡萄糖对木糖代谢的抑制效应，从而优化

其混合糖发酵性能，以适应工业化生产的需求。

3 结论

1) 在过表达 TAL1 的基础上提高 PP 途径其他

基因水平能够显著提高重组菌株的木糖代谢能力，

使菌体的生长、木糖代谢以及乙醇的生产明显改

善，而副产物木糖醇和甘油积累则有所降低。
2) 相比于其他 TAL1 共过表达酿酒酵母菌株，

PP 途径基因同步过表达菌株在促进乙醇生产方面

表现出了优势，并且这种优势在提高木糖浓度时表

现的更明显。
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