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如果酵母中的GDHl基因被敲除，细胞将无法

通过依赖于NADPH的谷氨酸脱氢酶同化NH才合

成谷氨酸。由于其他有关途径的催化酶活性都太低，

所以只有在GDHl被敲除的突变株中过表达GDH2

或GL，T1和GLNl，才可能在合成谷氨酸的过程中将

NADH转化为NAD+，由此与合成甘油的途径竞争

性的利用辅酶NADH。重组菌株由于发生反应(4)

将需要较大量的√钔甲，因产生乙醇的过程是净生成

√6胛的过程，故大量A，rP的消耗有利于反应向多生
成乙醇的方向进行【21|。

NisSen等通过研究证实：敲除GDHl基因的酿

酒酵母菌株，在厌氧条件下生长，通过减少过剩的

NADH的形成和增加生物合成中√6胛的消耗，甘油
的形成减少且乙醇产率提升了8％，但菌株的最大比

生长速率与野生型的相比减少了50％，其原因可能

是替代GDHl合成谷氨酸的GDH2和GLTl的表

达活性远低于a)H1，使得谷氨酸合成速率降低【3J。

在GDHl缺失的菌株中将PGK启动子插入

GDH2基因上游而过量地表达GDH2，得到菌株

TN22(砌1一脚)GKl声～GDH2)，其最大比生长速
率高于野生型。在厌氧分批发酵条件下，菌株TN22

的谷氨酸脱氢酶的活性是野生型的10倍；甘油的生

成量减少但乙醇的产量并未增加，而生物量却增加

了。可见，仅仅减少甘油的生成量并不一定会导致乙

醇产量的增加旧J。

NiSSen等又通过敲除GDHl且用启动子PGK

过表达GLNl和GLTl的基因，构建了菌株TNl9

(g班1一△PGKl声一G也T1 PGKl声一GLNl)，它与

仅缺失GDHl的菌株相比的乙醇产量提高了3％。

过表达这2个基因基本维持了谷氨酸的正常合成，所

以TNl9菌株仍保持了野生型菌株90％以上的最大

比生长速率，且与野生型菌株相比，TNl9的甘油产

量下降38％，乙醇产量增加了10％。TNl9对ATP

的需求有较大幅度的提高，细胞则通过增加朝向乙醇

的代谢流量，从而多产√岍来满足高能耗需求。实
验中TNl9菌株的发酵时间略长于野生型菌株，但这

一问题可以在工业生产中通过工艺优化来解决，对经

济效益的提高并不构成严重的负面影响。

可见，增加NADH新需求以减少甘油的合成，同

时与增加ATP消耗量相结合，有望较大幅度提高酿

酒酵母乙醇发酵的产率13，21|。TNl9的成功构建在

工业生产中具有广阔的应用前景。

90|至堂yQ!：曼至型Q：曼(!Q塑!婴1

4 引入异种基因提高乙醇产率

改变辅酶因子的需求可以缓解代谢网络中辅酶

因子的不平衡，其有效途径是表达依赖辅酶的异种

酶。这一策略的主要障碍是缺乏异种酶在宿主中表

达与功能分析的有效的设计和预测方法。

Bro等[12]利用生物信息学手段(in silicO)分析酿

酒酵母的基因组水平代谢模型心0j，并对其基因组进

行修饰，综合模拟与评估菌株的生物量和副产物的形

成。这一模型对708个基因、584条代谢途径、1 175

个反应[20]进行建模后，提出了10条最有希望成功的

策略，最后经过手动人工筛选，终于建立了一条可望

实现的策略，成功构建了降低甘油产量提高乙醇产率

的酿酒酵母工程菌株。

这一策略就是过表达依赖于NADP+的舭州
基因，该基因编码链球菌的非磷酸化的甘油醛一3一

磷酸脱氢酶(non—phosphorylating出yceraJdehyde一3

一phoSphate dehydo。genaSe，以下简称GAPN)【22J。

在野生型的酿酒酵母体内，由依赖于NAD+的

甘油醛一3一磷酸脱氢酶(以下简称Q删)和磷酸
化激酶共同催化甘油醛一3一磷酸转化为3一磷酸甘

油酸，反应伴随N』如H和ATP的生成见图2。

Glucose

◆

●

●
Pvnlvate

ADP+

ADPH

图2 GAPN催化的生化反应1121

这一反应是糖酵解过程中产生NADH的一步。

由于催化酶的辅酶因子需求不同，通过表达班声N基

因可以发生与胞内GAPDH的竞争作用，以减少胞内

NADH的生成，从而减少甘油的产生。这一策略用

乙醇的生成取代甘油的生成来消耗NADH，实验结

果与基因组水平的模型预测分析一致：葡萄糖转化为

乙醇所再氧化的NADH的量与葡萄糖生成甘油消耗

的NADH的量是相当的112 J。

   



厌氧条件下重组菌的甘油流量减少了40％，最

大比生长速率并未受到影响。含譬祝声N基因的工程

菌株在以葡萄糖为碳源生长时的生物量变高，该工程

菌与野生型菌株发酵结果比较显示：重组菌的乙醇产

率提升了3％，而乙酸、丙酮酸、琥珀酸的量并没有改

变。尽管增加的乙醇产量在标准偏差范围之内，但是

由于在厌氧生长条件下甘油产量的减少与乙醇产量

的增加具有必然的联系，故乙醇产量的增加应是上述

基因重组的结果。

5 展 望

综上所述，近年来通过减少酿酒酵母乙醇发酵过

程中副产物甘油的量，以提高乙醇发酵产率的研究已

经取得一定进展，但仍有诸多难点未解决，也未见生

产规模应用的报道。

在乙醇工业化生产中，发酵用糖化醪的糖浓度一

般在20～28。Brix间，已见报道的国外该类研究中，

其培养基糖浓度低于这一范围。酿酒酵母在不同糖

浓度环境中，其应激调节机制和甘油合成量会有所不

同幢3l，相应的糖醇转化率也会有所变化。通过代谢

工程手段构建的工程菌株往往对环境因子变化的反

应比较灵敏【21|。糖浓度的高低是决定乙醇工业化生

产效率的重要参数，在较高糖浓度(22。Brix以上)条

件下，具有优良的耐受极端环境遗传性能的酵母菌

株，才能高水平地完成发酵任务。本实验室经20余

年在该领域的研究积累，采用诱变，染色体组拆分、细

胞与基因工程等技术体系的综合应用，成功构建了耐

高温、耐高糖浓度、高转化率的酿酒酵母Z001系列

工程菌株，与上海天之冠可再生能源有限公司和河南

天冠集团合作，在其燃料乙醇生产基地南阳乙醇厂经

受了发酵用糖化醪糖度20～28。BriX、主发酵温度33

～38℃、生产乙醇3万余吨的工业化规模考验，与我

国传统最优系列乙醇生产酿酒酵母菌株比较，转化率

提高3％左右，取得较显著的经济与社会效益，目前

正在进一步扩大应用。

基于国内外乙醇生产工艺现实条件，基因工程与

其他途径综合运用，改造构建多种优良性能集于一

“身”、并能应用于工业化生产的高转化率酿酒酵母是

该研究领域的发展方向。
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