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摘  要：【背景】马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces marxianus)具有完整的木糖代谢途径，可以高

效利用木质纤维素中的木糖，因此对其糖转运蛋白基因的研究或可有效解决酵母木糖转运的相关问

题。【目的】根据马克斯克鲁维酵母 DMKU3-1042 中 KLMA_70145 和 KLMA_80101 基因位点的功

能预测，获得马克斯克鲁维酵母 GX-UN120 相应的糖转运蛋白基因序列并探究其功能。【方法】将

转运蛋白基因分别克隆表达至酿酒酵母 EBY.VW4000 中考察重组菌株生长特性，以此间接评价对

应转运蛋白的转运能力。【结果】Km_SUT2 基因编码的糖转运蛋白可有效提高宿主细胞转运木糖、

阿拉伯糖、山梨糖、核糖、乳糖和葡萄糖的能力，但却不能转运甘露糖、果糖、蔗糖和半乳糖。类

似地，Km_SUT3 基因编码的糖转运蛋白可提高细胞转运木糖、阿拉伯糖、山梨糖、半乳糖、核糖、

乳糖和葡萄糖的能力，但却不能转运甘露糖和果糖。然而在葡萄糖存在的条件下，重组菌株对各种

碳源的利用均受抑制，但 Km_SUT3 转运木糖和核糖过程中受葡萄糖的抑制作用较小。【结论】马

克斯克鲁维酵母 GX-UN120 中转运蛋白 Km_SUT2 和 Km_SUT3 可有效促进木糖等单糖转运，其中

Km_SUT3 可使重组菌株在低葡萄糖浓度条件下具有同时利用葡萄糖和木糖的能力，但 Km_SUT2
转运木糖过程完全受葡萄糖的抑制。 
关键词：马克斯克鲁维酵母；糖转运蛋白；木糖；木质纤维素；酿酒酵母  
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Abstract: [Background] Kluyveromyces marxianus with a complete xylose metabolic pathway 
can utilize xylose in lignocellulose. The study of its sugar transporter genes may solve the 
problem of how to efficiently transport xylose. [Objective] To explore the functions of the 
sugar transporter genes of K. marxianus GX-UN120 obtained according to the function 
prediction of KLMA_70145 and KLMA_80101 in K. marxianus DMKU3-1042. [Methods] 
Km_SUT2 and Km_SUT3 were respectively expressed in Saccharomyces cerevisiae 
EBY.VW4000. We then observed the growth characteristics of different recombinants in the 
media with different carbon sources to evaluate the transport capacity of corresponding 
transporters. [Results] The sugar transporter Km_SUT2 improved the ability of host cells to 
transport xylose, arabinose, sorbose, ribose, lactose and glucose, while the cells did not have the 
ability to transport mannose, fructose, sucrose or galactose. Similarly, the sugar transporter 
Km_SUT3 can transport xylose, arabinose, sorbose, galactose, ribose, lactose and glucose, 
while it cannot transport mannose or fructose. In the medium with glucose, the utilization of 
carbon sources by the recombinants was inhibited, while the inhibition on the transport of 
xylose and ribose by Km_SUT3 was weaker than that by Km_SUT2. [Conclusion] The 
transporters Km_SUT2 and Km_SUT3 in K. marxianus GX-UN120 can promote the transport 
of monosaccharides such as xylose. More significantly, Km_SUT3 enables the recombinant to 
utilize both glucose and xylose under the condition of low glucose concentration, while the 
transport of xylose by Km_SUT2 is entirely inhibited by glucose. 
Keywords: Kluyveromyces marxianus; sugar transporter; xylose; lignocellulose; Saccharomyces 
cerevisiae 
 
 
 

作为一种天然、丰富、廉价的可再生资源，

木质纤维素已被广泛应用于第二代乙醇等化学

品的生产[1-3]。目前，生物法高效利用木质纤维

素面临的主要瓶颈是木质纤维素水解液中的

可利用糖尤其是木糖的吸收和利用率低等问

题，而木质纤维素利用率低的根本原因是大部

分工业微生物无法高效利用木糖或受葡萄糖

的抑制 [4-5]。马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces 
marxianus)是一种常见于发酵乳制品(如奶酪和

开菲尔)中的酵母[6-8]，具有高温耐受性强、生长

速率快、代谢底物广泛等特点。更为重要的是，

马克斯克鲁维酵母具有完整的木糖代谢途径，

而且可有效利用木糖合成各种精细化学品，已

被开发作为继酿酒酵母后另一重要的乙醇生

产菌种，并被广泛应用于木质纤维素发酵乙醇

中[9-12]。因此，探究马克斯克鲁维酵母中糖转运

蛋白的功能对解决木质纤维素利用等问题具有

重要意义[13]。 
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近年来，有学者已对马克斯克鲁维酵母

(Kluyveromyces marxianus) DMKU3-1042 全基因

组进行了测序并对大多数基因进行了注释和转

录组分析，预测其存在 29 个主要的糖转运蛋白[14]。

其中，KLMA_10545 位点基因已被 Knoshaug
等[15]鉴定为编码葡萄糖转运蛋白，但其余 28 个

转运蛋白相应的转运功能仍未被报道。值得注

意的是，在以木糖为唯一碳源时，DMKU3-1042
菌株中位于 KLMA_70145 位点及 KLMA_80101
位点基因的转录丰度与其他单一糖源时转录丰

度相比最高，表明此 2 个基因的生理功能与马

克斯克鲁维酵母的木糖跨膜运输相关[14]。因此，

本研究以酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 
EBY.VW4000 为宿主，探究 DMKU3-1042 菌株

中 KLMA_70145 和 KLMA_80101 位点基因编码

的转运蛋白的转运能力，以期丰富现有的酵母

木糖转运蛋白库，为今后木质纤维素的高效利

用及木糖与葡萄糖同步发酵生产乙醇的工业化

提供理论基础。 

1  材料与方法  
1.1  菌种、培养基及培养条件 

马克斯克鲁维酵母 GX-UN120 和酿酒酵母

EBY.VW4000 (己糖转运蛋白缺失型酿酒酵母，

已敲除绝大部分糖转运蛋白基因，仅能以麦芽

糖为碳源生长 )为本实验室保藏，大肠杆菌

(Escherichia coli) Trans T1 (用于质粒扩增)购买

自北京全式金生物技术有限公司。 
马克斯克鲁维酵母接种于 YPD 培养基(酵

母粉 10 g/L，蛋白胨 20 g/L，葡萄糖 20 g/L)中，

37 ℃、150 r/min 培养 12‒16 h，固体培养则是

在 37 ℃恒温培养箱倒置培养 [16]；酿酒酵母

EBY.VW4000 则接种于 SC-Trp (20.0 g/L 麦芽

糖、5.0 g/L 无氨基酸酵母氮源、1.7 g/L 除色

氨酸以外的氨基酸粉末 )培养基中，30 ℃、   
200 r/min 培养 12‒16 h，固体培养则是在 30 ℃
恒温培养箱倒置培养[17]。大肠杆菌培养于 LB 
(酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白胨 10.0 g/L，NaCl 10.0 g/L)
培养基，37 ℃、200 r/min 培养 12‒16 h，固体

培养(筛选阳性转化子时添加氨苄青霉素至终

浓度为 100 μg/mL)则在 37 ℃恒温培养箱倒置

培养过夜。 

1.2  主要试剂和仪器 
PrimerSTAR 聚合酶、DNA Marker、Ex Taq

聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制性内切酶 EcoR I、
Kpn I、Sam I 和 BamH I，北京全式金生物技术

公司；限制性内切酶 Ava I、Sca I 及磷酸化酶，

赛默飞世尔科技有限公司；引物的合成和 DNA
测序，生工生物工程(上海)股份有限公司。高效

液相色谱仪，北京优联光电技术有限公司；荧

光显微镜，OLYMPUS 仪器有限公司。 

1.3  酿酒酵母表达菌株构建 
依据马克斯克鲁维酵母 DMKU3-1042 菌株

中 KLMA_70145 和 KLMA_80101 位点基因序

列，设计引物如表 1 所示。构建重组表达载体

如图 1 所示，将获得的重组环形质粒酶切线性

化后，经电转转入已制备好的酿酒酵母感受态

中，转化后获得的重组菌株如表 2 所示。 
 
表 1  本实验中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Name Primer Sequence (5′→3′) 
Km_SUT2 7BK-F GCCGGATCCATGCTTGAAGTGAAGCCAGAC 
 7BK-R GGCGGTACCTCATTCTTCATCTTTCCTTATTT 
Km_SUT3 8BS-F GCCGGATCCGGTGGTGTTGGTGTGTACATT 
 8BSR TCCCCCGGGCTAAATGGATTTTCTCTTACC 
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图 1  Km_SUT2 和 Km_SUT3 的重组表达载体构建   A：重组载体 pRS424-Hxt7p-Km_SUT2-GFP-Hxt7t. 
B：重组载体 pRS424-Hxt7p-Km_SUT3-GFP-Hxt7t. C：重组载体 pRS424-Hxt7p-Km_SUT2-Hxt7t. D：重

组载体 pRS424-Hxt7p-Km_SUT3-Hxt7t 
Figure 1  Construction of Km_SUT2 and Km_SUT3 recombinant expression vectors. A: Recombinant vector 
pRS424-Hxt7p-Km_SUT2-GFP-Hxt7t. B: Recombinant vector pRS424-Hxt7p-Km_SUT3-GFP-Hxt7t. C: 
Recombinant vector pRS424-Hxt7p-Km_SUT2-Hxt7t. D: Recombinant vector pRS424-Hxt7p-Km_SUT3-Hxt7t. 
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表 2  本实验中所使用的菌株 
Table 2  The recombinant strains obtained in this experiment 
Strain Description Source 
EBY-GFP-Km_SUT2 Transfer the vector pRS424-Km_SUT2-GFP into EBY.VW4000 This study 
EBY-GFP-Km_SUT3 Transfer the vector pRS424-Km_SUT3-GFP into EBY.VW4000 This study 
EBY-SUT2-1 Transfer the vector pRS424-Km_SUT2 into EBY.VW4000 This study 
EBY-SUT2-2 Transfer the vector pRS424-Km_SUT2 into EBY.VW4000 This study 
EBY-SUT3-1 Transfer the vector pRS424-Km_SUT3 into EBY.VW4000 This study 
EBY-SUT3-3 Transfer the vector pRS424-Km_SUT3 into EBY.VW4000 This study 
 
1.4  重组目的蛋白糖转运能力的研究 
1.4.1  目的蛋白的定位 

将 重 组 菌 株 EBY-GFP-Km_SUT2 与

EBY-GFP-Km_SUT2 接种至 SC-Trp 液体培养

基(添加 20.0 g/L 麦芽糖)中，30 ℃、200 r/min
培养过夜，用 1.5 mL 无菌离心管 12 000 r/min
离心 2 min 收集菌体，用无菌水吹洗菌体 2 次，

重悬于生理盐水中。取 10 μL 菌悬液制片后用

荧光显微镜进行观察。 
1.4.2  重组菌株在不同碳源下的生长情况 

将重组菌株 EBY-SUT2-1、EBY- SUT2-2、
EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 接种于 SC-Trp 液体

培养基(添加 20.0 g/L 麦芽糖)中，30 ℃、200 r/min
培养过夜。用 50 mL 的离心管 12 000 r/min 离

心收集菌体，用无菌水洗涤菌体 2 次，去除残留

在菌体表面的麦芽糖，12 000 r/min 离心 2 min 收

集菌体。无菌水重悬菌体，调整 OD600 值至 0.7，
将菌悬液依次梯度稀释成 100、10‒1、10‒2、10‒3、

10‒4、10‒5 共 6 个梯度，分别取 1 μL 上述 6 个

浓度梯度的菌悬液在含有不同糖的 SC-Trp 固

体培养基上进行点板，同时以原始酿酒酵母

EBY.VW4000 作为对照，倒置于 30 ℃的培养箱

中，静置培养 5 d。 
1.4.3  重组菌株的糖转运及利用 

将重组菌株 EBY-SUT2-1、EBY- SUT2-2、
EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 接种于 SC-Trp 液体

培养基(添加 20.0 g/L 麦芽糖)中，30 ℃、200 r/min
培养至 OD600 值为 0.6–1.0，将其作为种子液接

种到 SC-Trp 液体培养基(添加 20.0 g/L 不同糖)
中，30 ℃、200 r/min 培养。每 12 h 测定菌液

OD600 值，并利用高效液相色谱仪检测所取样品

中重组菌与酿酒酵母 EBY.VW4000 在不同糖

发酵液中上清液的残糖量，绘制重组菌的生长

曲线及糖消耗曲线。  
根据所得结果计算重组菌株比生长速率 μ、

表观生长得率 Yx/s 以及糖的比消耗速率 γ。其中，

重组菌株比生长速率计算公式： 
1

( )
0

xttln
x

μ = ； 

表观生长得率计算公式： 
( 0)/
( 0 )
xt xYx s
s st

−=
−

； 

各种糖的比消耗速率计算公式： 

/Yx s
μγ = 。 

式中，x0 和 s0 分别代表初始 OD600 值以及初始

糖浓度，xt 和 st 代表所选时间点的 OD600 值及

糖浓度。 
1.4.4  重组菌中葡萄糖对可利用糖吸收效率的

影响 
将重组菌株 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2、

EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 接种于 SC-Trp 液体

培养基(添加 20.0 g/L 麦芽糖)中，30 ℃、200 r/min
培养过夜至 OD600 值为 0.6–1.0，将其作为种子

液接种到 SC-Trp (添加 20.0 g/L 的葡萄糖和 
20.0 g/L 的其他糖)液体培养基中，30 ℃、200 r/min
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培养，每 12 h 取一次样，测量菌液 OD600 值，

同时利用高效液相色谱仪测定所取样品中葡萄

糖和其他糖的糖剩余量。 

2  结果与分析 
2.1  Km_SUT2蛋白与Km_SUT3蛋白的定位 

糖转运蛋白属于膜蛋白或跨膜蛋白，根据

转运蛋白的跨膜运输机制，糖转运蛋白在细胞

中能否正常发挥功能取决于目的基因能否正确

表达以及表达蛋白是否在细胞膜上正确折叠。

结果如图 2 所示，融合蛋白 Km_SUT2-GFP 与

Km_SUT3-GFP 表达的绿色荧光蛋白集中在酵

母细胞的外围，这表明目的基因成功表达并且

正确装配到细胞膜上。 

2.2  重组菌株在不同碳源中的生长情况 
根据图 3 中结果，以 EBY.VW4000 为对照，

重组酵母 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2 在木糖、

核糖、阿拉伯糖、乳糖、山梨糖、葡萄糖培养

基上均能正常生长，表明 Km_SUT2 糖转运蛋

白能够将这 6 种糖转入菌体细胞内供自身生

长。然而重组酵母在含甘露糖、果糖、蔗糖、

半乳糖的固体培养基上不能生长或表现出微

弱的生长能力，说明 Km_SUT2 糖转运蛋白不

能转运这几种糖或是转运能力很弱。 
 

 
 
图 2  荧光显微镜下两种融合表达蛋白的定位   A：EBY-GFP-Km_SUT2 明场视野. B：EBY-GFP-Km_SUT2
荧光视野. C：EBY-GFP-Km_SUT3 明场视野. D：EBY-GFP-Km_SUT3 荧光视野 
Figure 2  Localization of two fusion expressed proteins under fluorescence microscopy. A: EBY-GFP-Km_SUT2 
bright field field. B: EBY-GFP-Km_SUT2 fluorescent field. C: EBY-GFP-Km_SUT3 bright field field. D: 
EBY-GFP-Km_SUT3 fluorescent field. 
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图 3  EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2 与 EBY.VW4000 在不同碳源培养基中的生长情况   A：阿拉伯糖. B：

山梨糖. C：木糖. D：乳糖. E：核糖. F：葡萄糖. G：甘露糖. H：果糖. I：蔗糖. J：半乳糖 
Figure 3  Growth of EBY-SUT2-1, EBY-SUT2-2 and EBY.VW4000 on different carbon sources medium. A: 
Arabinose. B: Sorbose. C: Xylose. D: Lactose. E: Ribose. F: Glucose. G: Mannose. H: Fructose. I: Sucrose. J: 
Galactose. 
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如图 4 所示，重组酵母 EBY-SUT3-1、

EBY-SUT3-3 在含山梨糖、阿拉伯糖、木糖、

乳糖、核糖、半乳糖、蔗糖、葡萄糖的培养基

上均能正常生长，在含果糖、甘露糖的培养基

上不能生长，这说明 Km_SUT3 糖转运蛋白具

备山梨糖、木糖、阿拉伯糖、乳糖、核糖、半

乳糖、蔗糖及葡萄糖的转运能力，不具备果糖

和甘露糖的转运能力。 

2.3  重组菌株的糖转运及利用 
2.3.1  生长曲线与糖消耗曲线 

由于 EBY.VW4000 缺失了几乎全部糖转运

蛋白但代谢能力依旧完整保留，仅表达单个糖

转运蛋白的重组菌株其生长的主要限速步骤是

糖的转运速率，因此通过对重组菌株在单一碳源

的生长速率以及糖消耗速率间接评价Km_SUT2

与 Km_SUT3 对不同糖的转运能力。结果如图 5
所示，重组菌 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2 在木糖、

阿拉伯糖、乳糖、核糖、山梨糖及葡萄糖中的生

长明显好于在半乳糖、果糖、甘露糖、蔗糖中的

生长，与点板实验结果吻合。木糖、阿拉伯糖、

山梨糖、乳糖、葡萄糖、核糖中的菌液 OD600 值

最高均可达到 2.8 左右，而其中以葡萄糖消耗

速率最快，于 72 h 左右被消耗殆尽；其次，木

糖与山梨糖消耗速率相似，略低于葡萄糖，均

在 108 h 左右消耗殆尽；而剩余几种糖的消耗

速率均较低，108 h 残糖量均大于 20 g/L。综上所

述，表达 Km_SUT2 的重组酵母对葡萄糖、木糖、

山梨糖具有更高的利用效率，其中葡萄糖的利用

效率最高，这间接反映了相较于其他糖 Km_SUT2
对这 3 种糖具有较好的转运效率。 
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图 4  EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 与 EBY.VW4000 在不同碳源培养基中的生长情况   A：阿拉伯糖. B：

乳糖. C：木糖. D：半乳糖. E：核糖. F：山梨糖. G：葡萄糖. H：果糖. I：蔗糖. J：甘露糖 
Figure 4  Growth of EBY-SUT3-1, EBY-SUT3-3 and EBY.VW4000 on different carbon sources medium. A: 
Arabinose. B: Lactose. C: Xylose. D: Galactose. E: Ribose. F: Sorbose. G: Glucose. H: Fructose. I: Sucrose. J: Mannose. 
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图 5  EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2 与 EBY.VW4000 在不同糖培养基中的生长情况   A：木糖. B：阿

拉伯糖. C：核糖. D：山梨糖. E：乳糖.  F：葡萄糖. G：果糖. H：甘露糖. I：蔗糖. J：半乳糖 
Figure 5  Growth of EBY-SUT2-1, EBY-SUT2-2 and EBY.VW4000 on different sugars medium. A: Xylose. 
B: Arabinose. C: Ribose. D: Sorbose. E: Lactose. F: Glucose. G: Fructose. H: Mannose. I: Sucrose. J: 
Galactose. 
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由图 6 可知，与点板实验结果吻合，重组

菌 EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 在山梨糖、半乳

糖、木糖、葡萄糖、阿拉伯糖、乳糖、核糖、

蔗糖中的生长明显好于在果糖、甘露糖中的生

长。经过 120 h 培养，培养基在含蔗糖的菌液

OD600 值最高达到了 1.5，在葡萄糖中的菌液

OD600 值达到 2.0，在乳糖、半乳糖、核糖、山

梨糖、甘露糖中培养基中菌液 OD600 达到 1.0 左

右。其中山梨糖、木糖、葡萄糖及乳糖被消耗掉

1/4 左右，而在甘露糖、果糖中菌液 OD600 仅为

0.4，且培养基内的糖几乎未被利用。结果表明表

达 Km_SUT3 的重组菌株对葡萄糖、木糖、山梨

糖及乳糖的利用效率较高但无法利用甘露糖与

果糖。Km_STU2 和 Km_STU3 所编码的 2 种糖

转运蛋白均能转运木糖，具备发酵利用木质纤

维素的潜力，而 Km_SUT2 与 Km_SUT3 相比表

现出更强大的转运能力且特异性更好。图 5 和

图 6 中酿酒酵母 EBY.VW4000 在 10 种糖的培

养基内的 OD600 值均增加了 0.10–0.30 左右，推

测为酵母转接时胞内残存有部分麦芽糖所致。 
2.3.2  重组菌株基质消耗动力学 

微生物反应过程中消耗的基质主要用于合

成新的细胞物质、合成代谢产物和提供能量 3 个

方面。通过重组菌株在可利用糖培养基中的生

长曲线(OD600)及糖消耗曲线，得到单位时间内

单位细胞量消耗的基质糖量，即基质的比消耗

速率 γ。结果如表 3 所示，表达 Km_SUT2 的重

组酵母对木糖、山梨糖、葡萄糖的利用率较高， 
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图 6  EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 与 EBY.VW4000 在不同糖培养基中的生长情况   A：山梨糖. B：

半乳糖. C：木糖. D：阿拉伯糖. E：核糖. F：乳糖. G：葡糖糖. H：蔗糖. I：果糖. J：甘露糖 
Figure 6  Growth of EBY-SUT3-1, EBY-SUT3-3 and EBY.VW4000 on different sugars medium. A: Sorbose. 
B: Galactose. C: Xylose. D: Arabinose. E: Ribose. F: Lactose. G: Glucose. H: Sucrose. I: Fructose. J: 
Mannose. 
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表 3  重组菌株 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2、EBY-SUT3-1 和 EBY-SUT3-3 在不同单糖培养基中的糖

基质比消耗速率 
Table 3  Sugar-substrate specific consumption rate of recombinant strains EBY-SUT2-1, EBY-SUT2-2, 
EBY-SUT3-1 and EBY-SUT3-3 in different monosaccharide medium ((g·h)‒1) 
Medium EBY-SUT2-1 EBY-SUT2-2 EBY-SUT3-1 EBY-SUT3-3 
Xylose 0.528 7 0.331 9 0.397 9 0.411 7 
Arabinose 0.112 4 0.139 8 0.316 6 0.255 9 
Lactose 0.220 5 0.284 2 0.700 8 0.638 8 
Ribose 0.235 4 0.228 9 0.317 7 0.559 9 
Sorbose 0.481 8 0.214 4 0.115 7 0.179 7 
Galactose – – 0.196 7 0.047 6 
Glucose 0.446 2 0.668 1 0.858 5 0.696 7 
Sucrose – – 0.286 8 0.202 2 
–表示由于 Km_SUT2 不能利用该糖，因此无对应比消耗速率 
– indicates that since Km_SUT2 cannot utilize this sugar, there is no corresponding specific consumption rate. 
 
 
 

比消耗速率大小为葡萄糖>木糖>山梨糖，且木

糖 比 消 耗 速 率 与 葡 萄 糖 较 为 接 近 ； 表 达

Km_SUT3 的重组酵母对乳糖、核糖、葡萄糖、

木糖的利用率较高，比消耗速率为葡萄糖>乳
糖>核糖>木糖，同时相较于 Km_SUT2，表达

Km_SUT3糖转运蛋白的重组菌株具有更高的葡萄

糖利用效率，但其对木糖的利用效率相对较低。 
2.3.3  重组菌株中葡萄糖对可利用糖吸收效率

的影响 
分别把其他可利用糖与葡萄糖共同添加到

SC-Trp 液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养 5 d，
每隔 12 h 测定菌液的 OD600 值及培养基中葡萄

糖和其他糖的残余糖量，绘制双坐标曲线。结

果如图 7、图 8 所示，重组菌株在混合糖发酵

的条件下 OD600 值均可达到 3.0–3.5，生物量的

积累相较于单糖更好，重组菌株在混合糖利用

方面表现得更具优势，间接表明 2 种糖转运蛋

白在转运混合糖的能力更好。表达 Km_SUT3

糖转运蛋白的重组菌株在混合糖条件下对木糖

及核糖的比消耗速率均反超表达 Km_SUT2 的

重组菌株，说明 Km_SUT3 对木糖及核糖的转运

受葡萄糖抑制的效果比 Km_SUT2 弱，且木糖的

利用在所有可利用单糖中受葡萄糖抑制最弱。 
重组酵母 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2、

EBY-SUT3-1 和 EBY-SUT3-3 在单一糖源和添

加葡萄糖的混合糖源条件下 30 ℃、200 r/min
液体培养，根据培养基中菌体的生长情况与糖

的消耗情况，算出单位时间内单位细胞量消耗的

基质糖量，即基质的比消耗速率 γ。结果如表 4、
表 5 所示，重组菌株在单一糖源时基质的比消

耗速率均大于葡萄糖存在时，说明 Km_SUT2
及 Km_SUT3 编码的糖转运蛋白对这些单糖的

利用均受葡萄糖的抑制，但其中 EBY-SUT3-1、
EBY-SUT3-3 对木糖、核糖的利用受葡萄糖抑

制较小，这与上述图 7、图 8 所得结果一致。 

3  讨论与结论 
本研究鉴定获得的 2 个马克斯克鲁维酵母

GX-UN120 中的糖转运蛋白 Km_SUT2 和

Km_SUT3 经过 SMART 网站的氨基酸序列分

析，发现两者均属于主要易化子超家族(major 
facilitator superfamily, MFS)，且均具备良好的

木糖转运能力。两者在可利用碳源环境下生长

均可获得较好的生物量积累，OD600 普遍可达 
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图 7  重组酵母 EBY-SUT2-1、EBY-SUT2-2 在葡萄糖和其他糖培养基中的生长情况   A：木糖. B：

阿拉伯糖. C：核糖. D：乳糖 
Figure 7  Recombinants EBY-SUT2-1, EBY-SUT2-2 grow on glucose and other different sugar medium. A: 
Xylose. B: Arabinose. C: Ribose. D: Lactose. 
 
1.2 以上，而高婧芳等[18]鉴定得到的来自木质纤

维 素 降 解 真 菌 粗 糙 脉 孢 菌 的 糖 转 运 蛋 白

NcHXT-1/2 同样在 EBY.VW4000 中进行异源表

达后，其重组菌株在可利用糖中的 OD600 值最

高为 0.8。关于这一点原文中提到粗糙脉孢菌的

糖转运蛋白与酿酒酵母自身转运蛋白序列相似

度很低，而马克斯克鲁维酵母转运蛋白与之相

比与酿酒酵母相似性更高，这可能是其转运蛋

白在酿酒酵母中表现出性能更好的原因[18]。与

此同时，本研究中表达 Km_SUT2 和 Km_SUT3

的重组菌株在混合糖条件下的生物量积累普遍

好于单糖情况下，预示了这 2 种糖转运蛋白在

混合糖利用上的潜力。 
值得注意的是，木糖和葡萄糖的同步发酵

一直是提高木质纤维素利用效率的关键，因此

能同步利用木糖及葡萄糖的转运蛋白也是研究

的重点，但目前已报道的能同步利用木糖与葡

萄糖的转运蛋白很少[12,19]。Jiang 等[20]尝试通过

定点突变的手段改变氨基酸残基来改变转运蛋

白特异性，并成功获得了不受葡萄糖抑制的木 
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图 8  重组酵母 EBY-SUT3-1、EBY-SUT3-3 在葡萄糖和其他糖培养基中的生长情况   A：阿拉伯糖. B：

木糖. C：核糖. D：乳糖. E：半乳糖 
Figure 8  Recombinants EBY-SUT3-1, EBY-SUT3-3 grow on glucose and other different sugar medium. A: 
Arabinose. B: Xylose. C: Ribose. D: Lactose. E: Galactose. 
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表 4  重组菌株 EBY-SUT2-1 和 EBY-SUT2-2 在

含有等量葡萄糖的培养基中不同单糖的糖基质比

消耗速率 
Table 4  The specific consumption rate of sugar 
substrates of different monosaccharides in the 
medium containing the same amount of glucose by 
recombinant strains EBY-SUT2-1 and EBY-SUT2-2 
((g·h)‒1) 
Medium EBY-SUT2-1 EBY-SUT2-2 

Xylose 0.528 7 0.331 9 

Xylose+Glucose 0.060 4 0.007 5 

Arabinose 0.112 4 0.139 8 

Arabinose+Glucose 0.012 3 0.097 3 

Lactose 0.220 5 0.284 2 

Lactose+Glucose 0.027 4 0.003 8 

Ribose 0.235 4 0.228 9 

Ribose+Glucose 0.011 1 0.059 3 

 
表 5  重组菌株 EBY-SUT3-1 和 EBY-SUT2-3 在

含有等量葡萄糖的培养基中不同单糖的糖基质比

消耗速率 
Table 5  Specific sugar-substrate consumption rates 
of different monosaccharides in medium containing 
equal amounts of glucose by recombinant strains 
EBY-SUT3-1 and EBY-SUT2-3 ((g·h)‒1) 
Medium EBY-SUT3-1 EBY-SUT3-3 

Xylose 0.397 9 0.411 7 

Xylose+Glucose 0.017 6 0.239 0 

Galactose 0.196 7 0.047 6 

Galactose+Glucose 0.030 1 0.007 0 

Arabinose 0.316 6 0.255 9 

Arabinose+Glucose 0.009 6 0.080 6 

Lactose 0.700 8 0.638 8 

Lactose+Glucose 0.006 2 0.126 0 

Ribose 0.317 7 0.559 9 

Ribose+Glucose 0.152 0 0.157 9 

 
糖特异性转运蛋白，但同时该转运蛋白完全丧

失了葡萄糖转运能力。Kuanyshev 等[21]通过相

似的方式改变了转运蛋白对糖的偏好性，但对

混合糖的同步利用机制方面并未进行阐述。本

研究中 Km_SUT3 编码的糖转运蛋白在转运木

糖及核糖时受葡萄糖抑制作用较弱，而且在葡

萄糖浓度为 5 g/L 时木糖利用效率可恢复正常

水平。Chattopadhyay 等[22]于热带假丝酵母中发

现的 CTSTP1 转运蛋白也表现出同样的现象，

这一性质可能和转运蛋白与木糖及葡萄糖的结

合能差距不大有关[23]。针对 Km_SUT3 表现出

的同步利用葡萄糖与木糖的这一特性，后续研

究拟采用半柔性分子对接、丙氨酸扫描和定点

突变等方式对其功能与结构之间的关系进行探

究，或许可以探明转运蛋白同步利用葡萄糖和

木糖的关键点，为今后木质纤维素的高效利用

以及木糖与葡萄糖同步发酵生产乙醇的工业化

提供理论基础[24]。 
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