
第7 卷

第 4期

无 锡 轻 工 业 学 院 学报 Vol
.

7

J OU RNA L O犷T HE W UX I IS N竹T UT 皿F G I L O H了D I N UST Ry198 8 No
。

4

直接发酵木糖为酒精的新酵母基

因工程菌的选育

翁溥
.

章克昌 陈利夫..

(教务处)

摘 要

裂拉酵母
,

S e h i z o s a e e h a r o m y e e s p o m b e 不能发酵木糖
,

也不能用它来增植

细胞
。

但是
,

这种酵母能发酵木酮糖为酒精
,

产率和转化率都很高
。

这表明
,

它缺

少异构酶基因
,

如果将其它微生物的这种基因克隆到酵毋中去
,

它就能直接发酵木

糖
。

本文介绍 了S
c五i z os a o c h

.

p o m b e 的五碳糖磷酸代谢途径
,

这种代谢途径使得它

成为用于这一 目的的理想菌株
。

含有异构酶基因的 D N A 片段来自 C la kr 和 C ar b o n

的大肠杆菌基因库
,

它的大 小为 2
.

4 k b
,

P
s t l

一

杭性
。

将这个基因克隆到上述酵毋中

去
,

得到的酵母基因工程 菌株不仅能利用木糖作为唯一碳源和能源
,

还能发酵木糖

为酒精
,

它具有在工业上应用的潜力

主题词
:
木糖异构酶 ; 木糖 ; 发酵 ; 基因克隆 ; 莱酒 , 裂妞酵母

纤维酒精作为一种可部分取代汽汕的潜在能源而得到世界各国的普遍重视
。

半纤维素在

大部分天然纤维中的含量仅比纤维素略少或大致相等
,

为此
,

如果能找到一条成功的半纤维

素酒精发酵的途径
,

则将提高纤维酒精的商业竞争能力
。

半纤维素水解液中的主要糖分是木糖
,

它是历来被认为不可发酵性的 五 碳 糖
。

80 年代

初
,

美国和加拿大学者几乎同时报道
,

木糖经木糖异构酶异构成木酮糖后
,

能被酵母发酵生成

酒精 [`
, “ l

。

以后又陆续报道了不少木糖直接发酵的研究 成 果 3[’ 4 1
。

前一种木糖酒精发酵工艺

的主要缺点是要使用木糖异构酶
,

而且在采用半纤维素水解液作为基质时
,

固相化木糖异构

酶的半衰期只有 80 多个小时
。

后一种直接发酵工艺路线的主要问题是发酵速度慢 (5 ~ 6天 )
,

发酵醚酒精浓度低 (小于 2 克 / 1 0 0毫升 )
。

本文介绍了普度大学食品科学系用基因重组的方法选育木糖直接发酵基因工程菌的研究

情况
,

它的成功是木糖直接发酵
,

仍至半纤维素酒精发酵的一个突破
。

1 木糖异构酶
一

X y l o s e I s o m e r a s e ( X l )基因的确认

利 用木糖异构酶发酵木糖是普遍存在于原核微生物中的一种现象
。
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本研究所用的木糖异构酶基因来自大 肠杆菌
,

而大肠杆菌丛因 库 是 C l
a r k 和 C

a r b o n
建立

的
。

已知含有五碳糖发酵基因的质粒有以 下 3 种
: p lc l一 3

,
p l

c l o一 15 和 p l
。 3 2一 9

。

第一步是将木糖异构酶基因从以上几种质粒上分离出来并加以确认
,
其具体操作步骤如

下
:

用各种不同的限制性内切酶去切割上述 3 种含有木塘发酵基因的质粒
,

并将切割得到的

许多D N A片段单离出来 ;

将单离得到的各个 D N A片段分别联接到一个名为 P D B24 8的质粒上
,

后 者 是由英国 D
。

N
u r s e

提供的
,

它含有 S
a e e h

. e e r e v i s i a e
的 L e u 基因

,

并具 有 a m p i e i l l i
n
和 t e t r o e y e

l i n

的抗生素抗性 ;

用这样克隆获得的质粒去转化一些木塘异构酶阴性的大肠杆菌变异菌株
。

这些菌株未转

化前
,

在 M a c C o n k e y b
a s e 十 1% 木糖 的培 养基上长成自色菌落

,

也没有任何抗生素抗性

(表 1 )
。

表 1 大肠杆菌 K一 12各菌株中木糖利用酶活性的比较

} M a e e
o n k e ; 琼。旨 { 酶 活 性

菌 株 } {
,。 、 卜、 。 。 。 、 、 二 . 、 。

四 ’小 } 、 二
, , 。 / 、 、 。 `

, , 。 / 、

! 透性酶
,

异构酶 木酮糖激酶
l 木糖 (1 % ) 木酮糖 (l % ) { 乃竺写艺 盯泥登

_ 1
下罗瞥显竺全黔l 一”

、 占 / “ · / , 、 目`,
`
“ “ 、 ` / “ `

l ( n m o l ) (
n m o l / m i n / m g )

G M S 红色 红色 4 8 1 4 8 1 3 0

W 5 9 5 白色 红色 9 0 8 9

W 9 4 5 白色 红色 2 0 0 2 0 8

J A 20 0 白色
、

红色 2 3 0 1 56

J A 22 1 白色 红色 7 0 12

. 3 7℃时 5~ 6 0分钟木糖
一
C ` 4 的最大吸收

转化后的工程菌株细胞由于获得了木糖异构酶基因而能够发酵木糖
,

所以
,

它们在M ac

C on k e y b as e + l % 木糖的培养基上能形成红色菌落
,

并且具有抗生素抗性
。

抗生素抗性的特

性是由D N A片段克隆的位置决定的
。

如果克隆的位置在 p s t 工切点处
,

则该菌具有 A m p i c ill in

(氨苇青霉素 )敏感
,

但对 et tr oc y cl i en 四环素抗性 ; 如果克 隆 在 B o m H I或 H in d l 处
,

则

具有 A m p i e i l l i n抗性
,

但对 t e t r o e y e
l i

n e
敏感 (图 1 )

。

经过多次重复
,

发现木糖异构酶基因是包含在一个用 sP t 工限制性内切酶切割得到 DN A

片段上
,

其大小为 2
.

4K B
。

上述几个木糖异构酶阴性的变异菌株经转化后都形成了红色菌落
,

并获得了产生木糖异

构酶的能力 (表 2 )

表 2 各木糖一阴性大肠杆菌转化菌 pO B24 8一XI 木糖异构酶活性比较

菌 株 活 性 ( n m o l / m i n /二 g )

W 5 9 5一 p D B 2 4 8一X l 5 0

W g 4 5一 p D B 2 4 s一X l 8 2
.

J A Z o o一 p D B 2 4 s
一
X l 7 3

J A 2 2 i 一 p D B 2 4s
一
X l 1 2 5

G M 8( 野生型 )
.

1 48
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2 木糖异构酶基因转化受体菌株的

选择

本研究选用 S e
h i zos e e a

h
ar om y es ep m o b
e

(粟酒裂殖酵母 )作为木糖异构酶基因转化的受体菌

株
,

其主要理由如下
:

从美国普度大学
“
再生资源工程实验室

”
研究

人员所做的早期研究可知
,

与 S a e e h
. c e r e v i s i a 。

( S
。

C )相比
,

S e h i z o s a e e h P o m b e ( S
.

P )发酵木酮

糖的能力较强
,

发酵时产生的副产物一木糖醇数量

较少
,

是木糖酒精发酵的理想菌株 ;

S
.

P 发酵葡萄糖的速率虽然比 S
。

C低
,

但发酵

速率仍然相当高
,

即它可使 90 %以上的葡萄糖转化

为酒精 ;

在进行 S
.

C和 S
.

P 对葡萄糖和木酮糖发酵比较

时发现
,

当酵母在木酮糖中培养一段时间后
,

再去

发酵葡萄糖
,

则其发酵速率会增高
。

如果酵母先在

乙
。

立

葡 萄 糖 中二生长
,

然后再去发酵木酮糖
,

则其发

速率很低 (图 2 )
。

如果酵母先在木酮糖中生长
,

质拉 P D B 2 4 8和 P D B 2 4 8
一
X l

的下民制图

八之毕次)

典僵祷
ě之卜%à埋翔稼

L

_
_
_ _ _ 」

_

_ _ _ _
_

」

_
目

一一一 -本

力 4 8
`

1 2

小时

图 2 不 同培养工 艺的 S
.

P
,
S

.

C

荀萄糖发酵曲线

O一 S
.

P先长在葡萄糖上 ,

O一 S
.

P先长在木酮 糖上 ;

图 3 不同培养工艺的 S
.

P
,
S

.

C

木酮 糖发酵曲线
△一 S

.

C先长在萄萄糖上 ;

人一 S
.

C先长在木酮 糖上
。
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去发酵木酮糖
,

则发酵速率会增加
,

特别是 5
.

P
,

在这种情况下
,

它的发酵速率 远 远 超 过

S
.

C (图 3 )
。

从图 2 和图 3 可以设想
,

木酮糖的发酵要用木酮糖来诱导 ;

进一步用含有示踪元素 C
’ 4 的葡萄糖

、
.

木糖和木糖醇来进行酵母的糖类吸收试验
,

结果

和上述试验完全一致 (图 4 )
。

1。 ! 氏口

6 0

/

o功苏

一一扮.S 。
刀

0105

t扎r犷异理色之签二娜彭留舞

时
_

间 小
60

;时
.

图 4 糖 的 吸

. 一 . 简萄糖 ▲一▲木酮糖

习史

. 一一木糖

从图 4 可知
:

木酮糖的吸收需要诱导 ,

木酮糖不能诱导木糖的吸收 ,

长在木酮糖中 5
.

P 的木酮糖和葡萄糖吸收速率增加很快
,

大大超过 S
.

C
。

为了进一步搞清 S
.

P 木酮糖发酵速率增加快 的问题
,

我们进行了木洞糖激酶 ( X y l lu o
ik

n a , e
)活性的测定

,

结果见表 3
。

表 3 生长在不 同糖中的酵母的木酮糖激酶比较

菌 种 基 质 (1 % )
活性

n m ol /
, in n

/m g蛋白质

澄 清 液

S a e e h
。 e e r e v i s i a e

( A T C C 2 6 1 0 8 )

S e h i z o s a e e h
.

p o m b e

( A T C C 3 8 3 9 9 )

S e il i z o s a e e
h

.

p o m b
e

( p D B 2 4 8
一
X l t r a n s f o r -

m e d A T C C 3 8 3 9 9 )

C a n d id a S
。

P

葡萄糖

木酮糖

葡萄搪

木酮糖

1 1
。

5

9
。

8

1 5
。

8

5 0
。

3

沉 淀

1
。

7

4
。

3

5
。

6

5
。

8

木 糖 3 8
。

2 8
。

5

木 糖 1 1 7
。

3 3 3
。

5
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木酮糖激酶是五碳糖代谢路线的第一个酶
。

从表3 可知
,

这个酶的活性在 5
.

C中
,

不管

是生长在葡萄糖还是在木酮糖中
,

其数值相差无几
。

但是
,

对于 5
.

P来说
,

生长木酮糖中的该

酶活性是长在葡萄糖中的 3 倍
。

这是 5
.

P在五碳糖发酵中优于 S
.

C 的一个例证
。

最后
,

选择 S
.

P 作为基因克隆受体的另一原因是
,

转化后得到的酵母 工 程菌菌落
,

由

于形态比较特殊 (是裂殖菌 )
,

容易鉴别
。

3 木糖异构酶基因表达的特殊性

.3 1 碳源利用基因表达的特殊性
·

木糖异构酶基因属于利用碳源的基因
,

它在酵母体内表达比产蛋白质的基因的表达困难

得多
。

因为要证明一个利用某种碳源的基因在生物体内的表达
,

只能用该碳源既作细胞组成

来源
,

又作能量来源
。

基因克隆所得的细胞要利用细胞内残存的碳源或能量来使该基因得到

表达
,

此后
,

细胞才有可能在某种碳源的基本培养上生长
。

蛋白质基因表达可用葡萄糖作为

能源和细胞组成来培养生物细胞
,

然后用免疫法
、

抗体法或测定蛋白质组成来分析基因是否

表达
。

由此可知
,

前者的条件是相当苛刻的
。 。

)

因此
,

木糖异构酶基因转化以后
,

所得细胞能否在基础培养基 ( Y N B + 1%木糖 ) 上生长

繁殖
,

对本试验和微生物细胞本身都具有决定性的意义
。

3
.

2 XI 基因工程菌细胞早期培养的能量来源

为了改善上述 X l 基因在生物细胞内表达的苛刻条件
,

人们希望能找到一种碳 源
,

它只

能作为 X l 基因转化细胞生长的能源
,

但不能作为其细胞组成的碳源
,

这样就既能有 利于细

胞的生长
,

又不影响 X 工基因表达的鉴定
。

葡萄糖和木酮糖都不符合上述的条件
。

于是我们重点研究了甘油能否成为这种碳源
。

一般说来
,

S
.

C 和 S
.

P 都能利用甘油作为能源和细胞组 成的碳源
,

这对五 碳 糖利用基因的

表达也是有害的
。

幸运的是我们所用的 5
.

P 变种 ( A T C C 3 8 3 9 9) 只能将甘油作为能源
,

而不

能作为细胞组成的碳源 (图 ) 5
。

3
。
0

个 2
。
5

’

袱
{解
、 、 、

裂 2
.

0

门

O

安 1` 5

侧

瞥
,

.

0

研

. — . 1%木糖 + 1%甘 油 ,

△
一

△ 2%木糖 ;

O , 呀` ` 0 2%甘 油

图 5 不同碳源下酵母生长曲线
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’

从图 5可见
,

在甘油中该菌株不能生长
,

在加 。
.

1~ 1% 甘油的木酮 搪 中 比在单纯木酮

糖中生长要快得多
,

这说明
,

甘油只能成为该菌株的能源
。

根据这个研究结果
,

我们在试验

中就用木糖和甘油作为基因转化细胞的早期培养基碳源
。

4 X l基因转化的具体步骤

我们采用 S
。

P的亮氨酸缺陷型变异菌株 ( S
.

P L e u 一 `
)作为出发菌株

。

将该菌培养在 Y N B +

1%木糖和木酮糖 ( 1 : 1) 的混合培养基 中
,

然后收集该细胞
,

并制成原生质体
,

再用质 粒 p D

2B 48 XI 进行转化
,

并用不含 L e u
的平板培养

。

一周后
,

用无菌水将长出的菌落洗出
,

接入

含有 1%木糖和甘油 ( 1 : 1 )的 Y N B培养液中
,

培养 10 天后发现酵母细胞 的浓 度 增加
。

然

后
,

逐步将培养液中的甘油含量减少
,

直至转化酵母细胞能正常生长在只有木糖 的 Y N B培

养基中为止
。

另外
,

将上述 X l基因工程细胞中的全 D N A 抽提出来
,

再用它 来 转 化 E
. 。 。 h x y l

一

变

异菌株
,

转化结果是
:

木糖发酵阳性菌落商78 % (红色菌落 )
,

阴性菌落占22 % (白色菌落 )
。

这说明
,

质粒 p D B 24 8 在酵母中的稳定性只有 80 %
。

⑨ 一
:

二

纽: 溉
’

“ 、

一
白

一
,

醉母全 D N人
醉母细胞在本精 + 甘抽玲养
础上

,

众乞入基因表去
,言各砚,̀.口谧石奋.,

.

.̀

,

叭\

,
,

,
`

能在只有木桔的培萎毖

止生长的酵母细膨
跳乡, 诀

二

扮. 、
.

、
·l’

-

转

、、ZJ.菌
.

、、了Z

取杀
、.

\细会
r

\孝
.

!
一cO

ó

矛一犷1.要
J̀一冷

:
l

、、
二二一

、 、

人。价

人加户

介 t f

T启t
、

自色丝姑

红色 7 8托

图 6 基因转化的步骤
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SI X基因转化所得工程菌的分析

S
.

P菌株的细胞是醋肠形的
,
裂殖时有横隔膜存在

。

本研究所 得 的 S
.

P p D B 2 48 X I 菌

株是梨形
,

但分裂时也有横隔膜
,
这表明它是 S

.

P 的变种
。

如果将梨形细胞放 到 葡 萄糖或

木酮糖中去培养
,

那么
,

细胞很快恢复为醋肠形
。

oo 。 。

夕
.

必

图 7 S
.

P P D B 2 4 8X I菌株的形态
a
一 S

.

P p D B 2 4 s X I菌株 , b一 S
.

P

转化前的 S
。

P 菌株不会吸收放谢性标记木糖
, X l基因转化所得的工程菌菌株能吸收 C “

标记木糖 (数据另文发表 )
。

通过测定发现
,

现有工程菌的木糖异构酶活性并不太高
,

原因可能有以下两个方面
:

一是由于工程菌中蛋白酶活性很强
,

特别是打破细胞以后
,

强的蛋百酶活性会使木糖异

构酶失活
。

我们的研究发现
,

将工程菌的细胞汁加到 E
.

C ol i 的培养液中
,

经过 15 分钟
,

原

有的木糖异构酶活性会有消失 (数据尚未发表 )
。

为此
,

要进一步提高工程菌的 X l 活 性
,

就

需要添加蛋白酶抑制剂
,

或者进行诱变
,

以得到不产或少产蛋白酶的变异菌株
。

二是可能由于该酶在细胞中存在的位置不好
,

也可能该酶酵母体内需要有一个启动子
,

这些可能性都需要进一步研究
。

表 4 生长在木糖中的裂殖酵母的木糖异构酶活性比较

菌 株 表 现 型 }_
木糖异构酶

}
细 月包 生 长

} 、 二甘 *
, 0 / 、 、 、 .

} 甘油加量 k m , :
二

} 二乙 卜、 石圣沪夕魂 、 / 0 1 玄口 l二二 } I ~ ~ ~ 1 1二 八 ~ 1 、 l 一 飞汀 、 . 口 a x 一1 1 、 11 1 1二 u 几 l 口 V l l l l l 、 l i l vl 工 I

A T C C 3 8 3 9 9 L e u 一 x y l
-

长.9

nù

A T C C 3息3 9 9
-

P D B 2 4 8

A TC C 3 8 3 9 9
-

P D B2 48
一

X l

2 周菌龄

6 周菌龄

L e u + x y l
-

木糖
,

木酮糖
( 1

: 1 )

同 上

1
。

2 6
。

0 不 生 长

L e u + x y l
-

木糖
,

( 1
甘油
1 )

1
。

5 6
。
0

4
。
1 3

。

0

不 生

3 1
。

2

木糖
,

( 2
。

0

甘油
0

。
3 )

1 2周菌龄 木糖 ( 2
。
o )

6
。

0

2
。

0

1
。

5 2 3
。

4 1
。
2

0
。

0 2 8
。

5 5
。
7

一
n m o l e s

/ h / m g蛋 白质 二细胞最大生长速度 (
x 1 0 6

/m l / d )



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第7 卷

I X基因转化工程菌T A C C8 3 3 9P 9D B8 2 4
一

Xl 对木糖的利用速度随培养时间的延长而加

快
。

当培养时间达 2 1周时其U m ax s
.

7 ,

相应的 k m 为 2 8
.

5m M (见 表 4 )
。

若将各种 S
。

P 的 D N A 抽提出来
,

并用 B g l亚
、

P s t 工和 E
。 。 R 工 3 种限制 性内切酶分

别进行切割
,

用 S
o u t h

e r n
b l o t 法处理

,

发现
:

没有转化的 A T C C 3 8 3 9 9 没有反应
,

无带条 ;

转化了的 S
。

P 中有反应
,

而且只有一个带条
,

但带条较宽大
。

这说明 基 因已融合到酵

母本身的 D N A 中去了
,

而不是以质粒 p D B 2 48 X I 的形态存在
,

所以它 失 去一 个限制性切

点
。

根据标准质粒 p D B 2 48 X I 的 D N A 浓度比较
,

大约只有一个考贝
。

P 11 1〕止 J S一 x l I几
. e 、 , 11( C 6 0 0 )

J 、 B 〔:

5
.

p o ,: l b o s
。
p

. 、 . n lJ。

J 刀 C
(八 T C C 3 8 3 9 9 ) ( 八

,

l
’

e `二3 8 3 , 7

八 U 乞 八 1
,

C

一
9

。
4

G
。
7

嚼
·

"

扮
从

户.、̀
妈确七

Q山.

勺上

S
.

P 菌株D N A 片段电泳图

:8”图

A一用 B g l 亚限制性 内切酶切 割 ; B一用 sP t 工限制性 内切酶切割 ;

C一用E co R 工限制性 内切晦切割
。

至于基因融合到那一条染色体上 (s
.

P有 5 条 )
,

是在 L e u 基因附近
,

还 是 在 木糖激酶

基因附近
,

目前还不清楚
。

我们还研究所得的基因工程菌株 5
.

P p D B 2 4 8
~
X l 的木糖酒精发酵

,

初 步 的发酵结果见

图 9
。

从图 9 可见
,

该 工程菌可将 1 0 乡̀ ( w 八 ) 的木糖转化为 3% (二 / v) 以 上 的酒精
,

发酵时间

10天左右
。

进一步的诱变使工程菌的生产有了明显改进
,

发酵时间加快了 5 倍
,

木糖醇生成

量明显降低
。

这些都充分证明
,

5
.

P p D B24 8X I 菌株是丫株非常有潜力的菌 株
,

它可能成为

木糖发酵第一个工业用菌株
。
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直接发酵木糖为酒精的新酵母基目工程菌的选育3 9

8 t4

夕

户
`

食、" 次à
,

侧说扭ù担=碌
、

谧目
·

谧澳肠”̀多
ó勺

ǎ之今次à胆长

、 4
·

3

2 杏 1

气ù 、
.

(
以

拌啸儡气息
图 9 用转化后的 S

。
p o m b e 生产酒精

、

木糖醇和甘油

.

一
. 木糖 , △— △ 酒精 ; 口

—
口甘 油 ; 0

一
0 木糖醇
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