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酵母细胞中的细菌木糖异构酶活性

(57)摘要

在酵母细胞中，特定多肽被鉴定为能够提供

木糖异构酶活性的细菌木糖异构酶。所述木糖异

构酶活性能够完成木糖利用途径，使得酵母在发

酵过程中能够利用木糖，诸如在生物质水解产物

中的木糖。
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1.  一种重组酵母细胞，其包含编码多肽的异源核酸分子，所述多肽具有木糖异构酶活

性并且其氨基酸序列选自SEQ  ID  NO:1、3和5。

2.根据权利要求1所述的重组酵母细胞，其还包含完整的木糖利用途径并具有在作为

唯一碳源的木糖上生长的能力。

3.根据权利要求2所述的重组酵母细胞，其还包含目标化合物，其中所述目标化合物选

自乙醇、丁醇和1,3-丙二醇。

4.一种用于制备具有木糖异构酶活性的酵母细胞的方法，所述方法包括：

a) 提供酵母细胞；

b)  导入编码多肽的异源核酸分子，所述多肽具有木糖异构酶活性并且其氨基酸序列

选自SEQ  ID  NO:1、3和5；

其中制备具有木糖异构酶活性的酵母细胞。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述异源核酸分子是嵌合基因的一部分。

6.根据权利要求4所述的方法，其中所述具有木糖异构酶活性的酵母细胞具有完整的

木糖利用途径并在包含木糖作为碳源的培养基中生长，其中木糖被利用。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述酵母细胞包含制备目标化合物的代谢途径，其

中所述目标化合物选自乙醇、丁醇和1,3-丙二醇。
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酵母细胞中的细菌木糖异构酶活性

[0001] 本专利申请要求提交于2013年3月11日的美国国家申请13/792321的权益，其全部

内容以引用方式并入。

技术领域

[0002] 本发明涉及酵母的基因工程领域。更具体地，鉴定一组木糖异构酶，其在被工程化

以进行其表达的酵母细胞中是活性的。

背景技术

[0003] 目前酵母是用于发酵制备乙醇的生物体或选择。最常见的是使用酿酒酵母

(Saccharomyces  cerevisiae)，在使用过程中用从谷物或醪液获得的己糖作为碳水化合物

来源。使用从纤维素类生物质制备的水解产物作为发酵的碳水化合物来源是可取的，因为

这是易得的可再生资源，不会与食品供应产生竞争。在葡萄糖之后，纤维素类生物质中第二

丰富的糖是木糖，一种戊糖。酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)并非天然能够代谢木

糖，但能经过工程化(木糖异构酶活性的表达以将木糖转化为木酮糖，以及额外的途径工程

化)以代谢木糖。

[0004] 成功地表达在酵母中有活性的异源的细菌木糖异构酶已受限。某些特异性木糖细

菌异构酶序列已被报道为酵母中的木糖利用途径提供木糖异构酶活性。例如US  7,622,284

公开了一种表达来自厌气性瘤胃真菌属(Piromyces  sp .)的木糖异构酶的酵母细胞。US 

2012/0184020公开了表达分离自生黄瘤胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)的木糖异构

酶的真核细胞。类似地WO2011078262公开了来自栖北散白蚁(Reticulitermes  speratus)

和达尔文澳白蚁(Mastotermes  darwiniensis)中的每种的多种木糖异构酶，和与这些酶具

有高度序列同一性的蛋白，以及它们在真核细胞中的表达。WO212009272公开了包含来自软

弱贫养菌(Abiotrophia  defectiva)的木糖异构酶和与之具有序列同一性的其它(酶)的构

建体和真菌细胞。

[0005] 但仍需要另外的工程化的酵母细胞，其表达木糖异构酶活性以成功利用木糖，从

而在发酵过程中允许有效利用得自的纤维素类生物质的糖类。

发明内容

[0006] 本发明提供了经工程化以表达提供木糖异构酶活性的多肽的重组酵母细胞。

[0007] 因此，本发明提供了包含异源核酸分子的重组酵母细胞，所述异源核酸分子编码

多肽，所述多肽具有木糖异构酶活性并且氨基酸序列与选自SEQ  ID  NO：1，3，5和7的氨基酸

序列相比具有至少约85％的序列同一性。

[0008] 在另一方面本发明提供了制备具有木糖异构酶活性的酵母细胞的方法，其包括以

下步骤：

[0009] a)提供酵母细胞；

[0010] b)导入编码多肽的异源核酸分子，所述多肽具有木糖异构酶活性并且其氨基酸序
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列与选自SEQ  ID  NO：1，3，5和7的氨基酸序列相比具有大于95％的序列同一性；

[0011] 其中制备具有木糖异构酶活性的酵母细胞。

[0012] 序列描述

[0013] 根据下面的详细描述和附带的序列描述可更充分地理解本发明，下面的详细描述

和附带的序列描述形成了本专利申请的一部分。

[0014] 下列序列符合37C.F.R.1.821-1.825(“对含有核酸序列和/或氨基酸序列公开的

专利申请的要求-序列规则”)并且符合世界知识产权组织(WIPO)标准ST.25(2009)和EPO和

PCT的序列表要求(规则5.2和49.5(a-bis)，以及行政性指示的208节和附录C)。用于核苷酸

和氨基酸序列数据的符号和格式遵循在37C.F.R.§1.822中列出的规定。

[0015] 表1：木糖异构酶多肽的SEQ  ID  NO，以及经密码子优化以在酿酒酵母中表达的编

码区

[0016]

[0017]

[0018] *nd＝未设计

[0019] SEQ  ID  NO：17是载体pHR81的核苷酸序列，其包含ILVp-xylA(Hm1)-ILV5t嵌合基

因。

[0020] SEQ  ID  NO：18是P5整合载体的核苷酸序列。

[0021] SEQ  ID  NO：19是URA3缺失痕的核苷酸序列。

[0022] SEQ  ID  NO：20是ura3Δ后删除区的上游核苷酸序列。

[0023] SEQ  ID  NO：21是ura3Δ后删除区的下游核苷酸序列。

[0024] SEQ  ID  NO：22是his3Δ后删除区的上游核苷酸序列。

[0025] SEQ  ID  NO：23是his3Δ后删除区的下游核苷酸序列。

[0026] SEQ  ID  NO：24是pJT254的核苷酸序列。

具体实施方式

[0027] 可使用下列定义阐释权利要求和说明书：

[0028] 如本文所用，术语“包含”、“包括”、“具有”或“含有”，或者其任何其它变型旨在包

括非排它的包括。例如，包含元素列表的组合物、混合物、工艺、方法、制品或设备不必仅限

于那些元素，但可以包括其他未明确列出的元素，或此类组合物、混合物、工艺、方法、制品
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或设备固有的元素。此外，除非明确指明相反，“或”是指包含性的“或”而非排他性的“或”。

例如，条件A或B满足下列任一项：A为真实的(或存在的)且B为虚假的(或不存在的)，A为虚

假的(或不存在的)且B为真实的(或存在的)，以及A和B均为真实的(或存在的)。

[0029] 此外，涉及元素或组分例子(即出现)的数目在本发明元素或组分前的不定冠词

“一个”或“一种”旨在为非限制性的。因此，应将“一个”或“一种”理解为包括一个或至少一

个，并且元素或组分的词语单数形式也包括复数指代，除非有数字明显表示单数。

[0030] 如本文所用，术语“发明”或“本发明”是非限制性术语，并且不旨在意指本发明的

任何单独实施例，而是涵盖如本说明书和权利要求所述的所有可能的实施例。

[0031] 如本文所用，用术语“约”修饰本发明的成分或反应物的数量时是指数值量的变

化，它们可能发生在例如，典型的测量和用于制备浓缩液或实际使用溶液的液体处理程序

中；这些程序中的偶然误差中；制造、来源、或用于制备组合物或实施方法的成分的纯度的

差异中；等。术语“约”还包括由于对于起因于特定起始混合物的组合物的不同平衡条件而

不同的量。无论是否由术语“约”来修饰，权利要求包括量的等同量。在一个实施例中，术语

“约”指在报告数值10％范围内，优选地在报告数值5％范围内。

[0032] 术语“木糖异构酶”是指催化D-木糖和D-木酮糖的互变的酶。木糖异构酶(XI)属于

被分类为EC  5.3.1.5的酶的组。

[0033] 术语“木糖利用途径”是指包含基因的代谢途径，所述基因编码足以将木糖转化为

目标化学制品的酶。在目标化学制品为乙醇的情况下，此类途径通常包含编码以下酶的基

因：木酮糖激酶(XKS1)、转醛醇酶(TAL1)、转酮醇酶1(TKL1)、D-核酮糖-5-磷酸3-表异构酶

(RPE1)、和核糖5-磷酸酮醇异构酶(RKI1)。该途径的元件对宿主细胞可以是天然的或异源

的。

[0034] 术语“基因”是指表达特定蛋白或功能RNA分子的核酸片段，其在编码序列之前和

之后可任选地包括调控序列5′非编码序列和3′非编码序列。“天然基因”或“野生型基因”指

具有其自身调控序列的天然存在的基因。“嵌合基因”指不是天然基因的任何基因，包含在

天然情况下不是一起存在的调控序列和编码序列。因此，嵌合基因可包含来源于不同来源

的调控序列和编码序列，或来源于相同来源、但以不同于天然存在的方式排列的调控序列

和编码序列。“内源性基因”是指在生物体基因组中其天然位点的天然基因。“外来的”基因

是指在宿主生物体中通常不存在、但通过基因转移导入宿主生物体的基因。外来基因可包

括插入非天然生物体的天然基因或嵌合基因。

[0035] 术语“启动子”或“启动控制区”是指能够控制编码序列或功能RNA的表达的DNA序

列。一般来讲，编码序列位于启动子序列的3′端。启动子可整体来源于天然基因，或由来源

于天然存在的不同启动子的不同元件组成，或甚至包含合成的DNA片段。本领域的技术人员

应当理解不同的启动子可指导基因在不同组织或细胞类型中的表达，或在不同发育阶段的

表达，或响应于不同环境条件的表达。通常将在大多数细胞类型中、在大多数情况下引起基

因表达的启动子称为“组成型启动子”。

[0036] 如本文所用，术语“表达”指衍生自基因的编码(mRNA)或功能性RNA的转录和稳定

积聚。表达也可指将mRNA翻译成多肽。“过表达”是指在转基因生物体中基因产物制备超过

了在正常生物体或非转化过的生物体中的制备水平。

[0037] 如本文所用，术语“转化”指将核酸片段转移至宿主生物体内，导致在基因上稳定
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遗传。被转移的核酸可以质粒的形式保持在宿主细胞中，或某些被转移的核酸可整合进宿

主细胞的基因组。包含转化的核酸片段的宿主生物被称为“转基因的”或“重组的”或“转化

的”生物体。

[0038] 如本文所用，术语“质粒”和“载体”是指通常携带有不属于细胞中心代谢的部分的

基因的染色体外元件，并且通常是环状双链DNA分子的形式。此类元件可为来源于任何来源

的自主复制的序列、基因组整合序列、噬菌体或核苷酸序列、线性或环状的单链或双链DNA

或RNA，其中多个核苷酸序列连接或重组至细胞中能够导入启动子片段和选定基因产物的

DNA序列以及合适的3′非翻译序列的独特结构。

[0039] 术语“可操作地连接”指单个核酸片段上的核酸序列的关联，使得其中一个核酸序

列的功能受到另一个核酸序列的影响。例如，当启动子能够影响编码序列的表达(即，该编

码序列受到该启动子的转录控制)时，则该启动子与该编码序列可操作地连接。编码序列可

以按有义或反义的取向可操作地连接到调控序列。

[0040] 术语“选择性标记”是指一种标识因子，通常为抗生素或耐化学品性基因，其能被

基于标记基因的效应(即对抗生素的抗性)被选择，其中所述效应被用于追踪感兴趣的核酸

的遗传和/或识别遗传了感兴趣的核酸的细胞或生物体。

[0041] 如本文所用，术语“密码子简并性”指允许核苷酸序列在不影响所编码的多肽的氨

基酸序列的情况下发生变化的遗传密码的性质。技术人员非常了解具体宿主细胞在使用核

苷酸密码子以确定给定氨基酸时所表现出的“密码子偏倚性”。因此，当合成基因用以改善

在宿主细胞中的表达时，希望对基因进行设计，使得其密码子使用频率接近该宿主细胞优

选的密码子使用频率。

[0042] 术语“密码子优化的”在其涉及用于转化不同宿主的核酸分子的基因或编码区时

是指在不改变由DNA编码的多肽的情况下，改变核酸分子的基因或编码区中的密码子以反

映宿主生物体通常的密码子使用。

[0043] 术语“碳底物”或“可发酵碳底物”指能够被微生物代谢的碳源。碳底物的一种类型

是“可发酵糖类”，它是指能够在发酵过程中被微生物用作碳源的寡糖和单糖。

[0044] 术语“木质纤维素的”是指一种组合物，其同时包含木质素和纤维素。木质纤维素

材料还可包含半纤维素。

[0045] 术语“纤维素的”是指一种组合物，其包含纤维素和附加组分，所述附加组分可包

括半纤维素和木质素。

[0046] 术语“糖化”指由多糖产生可发酵糖。

[0047] 术语“经预处理的生物质”是指生物质已经受热、物理和/或化学预处理以增加生

物质中多糖对糖化酶的可用性。

[0048] “生物质”是指任何纤维素的或木质纤维素材料并且包括含有纤维素的材料，以及

任选地还包含半纤维素、木质素、淀粉、低聚糖和/或单糖。生物质还可包含附加组分，诸如

蛋白和/或脂类。生物质可来源于单一来源，或生物质可包括来源于一种以上来源的混合

物；例如，生物质可包括玉米芯和玉米秸秆的混合物，或小草和叶片的混合物。生物质包括

但不限于：生物能作物、农业残余物、市政固体垃圾、工业固体垃圾、来自造纸业的淤渣、庭

院垃圾、木材和林业垃圾。生物质的示例包括但不限于玉米棒、作物残余物诸如玉米壳、玉

米秸秆、玉米谷物纤维、草、甜菜浆、小麦秸秆、麦糠、燕麦秸秆、大麦秸秆、大麦壳、干草、稻

说　明　书 4/14 页

6

CN 105026560 B

6



秆、稻壳、柳枝稷、细叶芒、大米草、草芦、废纸、甘蔗渣、高粱渣、高粱秸秆、大豆秸秆、从谷物

研磨中获得的组分、树、枝、根、叶、木片、锯末、废棕榈、灌木和灌丛、蔬菜、水果、花和动物粪

肥。

[0049] “生物质水解产物”指来源于生物质糖化的产物。生物质也可在糖化前进行预处理

或预加工。

[0050] 术语“异源”指非天然存在于受关注的位置。例如，异源性基因是指并非在宿主生

物中天然存在，但通过基因转移被导入宿主生物体的基因。例如，存在于嵌合基因中的异源

性核酸分子是并非与嵌合基因的其它片段天然相关联的核酸分子，诸如具有彼此并非天然

相关联的编码区和启动子片段的核酸分子。

[0051] 如本文所用，“分离的核酸分子”是RNA或DNA的聚合物，它是单链-或双链的，任选

地包含合成的、非-天然的或改变的核苷酸碱基。DNA聚合物形式的分离的核酸分子可由

cDNA、基因组DNA或合成DNA的一个或多个区段构成。

[0052] 术语“目标化合物”或“目标化学制品”是指由微生物经由内源性或重组生物合成

途径制成的化合物，所述途径能够代谢可发酵碳源以制备目标化合物。

[0053] 术语“百分比同一性”，如在本领域中已知的，是通过比较序列测定的两个或更多

个多肽序列或两个或更多个多核苷酸序列之间的关系。在本领域中，“同一性”还表示多肽

或多核苷酸序列之间序列关联的程度，根据具体情况，它由这些序列的序列串之间的匹配

程度确定。“同一性”和“相似性”能通过已知方法容易地计算出来，包括但不限于描述于下

列的那些：1.)Computational  Molecular  Biology(Lesk，A.M.编辑)Oxford  University：

NY(1988)；2.)Biocomputing：Informatics  and  Genome  Projects(Smith，D.W .编辑)

Academic：NY(1993)；3.)Computer  Analysis  of  Sequence  Data，部分I(Griffin，A.M.和

Griffin，H.G.编辑)Humania：NY(1994)；4.)Sequence  Analysis  in  Molecular  Biology

(von  Heinje，G.编辑)Academic(1987)；和5.)Sequence  Analysis  Primer(Gribskov，M.和

Devereux，J.编辑)Stockton：NY(1991)。

[0054] 设计确定同一性的优选方法来给出待测试序列之间的最佳匹配。确定同一性和相

似性的方法在可公开获得的计算机程序中被编成了代码。序列比对和百分比同一性计算可

以用LASERGENE生物信息学计算软件包(DNASTAR  Inc.，Madison，WI)中的MegAlign程序进

行。

[0055] 序列的多重比对使用“Clustal比对方法”进行，该方法涵盖若干个不同的算法，包

括对应于称为Clustal  V比对方法的“Clustal  V比对方法”(在Higgins和Sharp，CABIOS.5：

151-153(1989)；Higgins，D.G.等人，Comput.Appl.Biosci.，8：189-191(1992)中有所描述)

并可见于LASERGENE生物信息学计算软件包(DNASTAR  Inc.)的MegAlign  v8.0程序中。对于

多重比对，默认值对应于GAP  PENALTY＝10和GAP  LENGTH  PENALTY＝10。用Clustal方法进

行蛋白质序列的百分比同一性成对比对和计算的默认参数为KTUPLE＝1、GAP  PENALTY＝3、

WINDOW＝5、以及DIAGONALS  SAVED＝5。对于核酸，这些参数为KTUPLE＝2，空位罚分＝5，窗

＝4，以及DIAGONALS  SAVED＝4。用Clustal  V程序比对序列后，可通过查看同一程序中的

“序列距离”表来获得“百分比同一性”。

[0056] 此外，也可以使用“Clustal  W比对方法”，该方法对应于称为Clustal  W的对比方

法(在Hig g i n s和Sha r p，CA BI O S .5：1 51 - 1 5 3 (1 9 8 9) ；Hig g i n s，D .G .等人，
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Comput.Appl.Biosci.8：189-191(1992)；Thompson，J.D.等人，Nucleic  Acid  Research，22

(22)：4673-4680，1994中有所描述)并可见于LASERGENE生物信息学计算软件包(DNASTAR 

Inc.)的MegAlign  v8.0程序中。用于多重比对的默认参数(规定为蛋白质/核酸(空位罚分

＝10/15，空位长度罚分＝0.2/6.66，延迟分散序列(％)＝30/30，DNA转变重量＝0.5，蛋白

质重量基质＝Gonnet系列，DNA重量基质＝IUB)。用Clustal  W程序比对序列之后，可通过查

看同一程序中的“序列距离”表来获得“百分比同一性”。除非另外指明，本文所涉及的序列

同一性常常应该被认为已经根据上文所示的参数来确定。

[0057] 术语“序列分析软件”是指可用于分析核苷酸或氨基酸序列的任何计算机算法或

软件程序。“序列分析软件”可商购获得或独立开发。典型的序列分析软件包括但不限于：

1.)GCG程序包(Wisconsin  Package  Version9 .0，Genetics  Computer  Group(GCG)，

Madison，WI)；2.)BLASTP、BLASTN、BLASTX(Altschul等人，J.Mol .Biol .，215：403-410

(1990))；3 .)DNASTAR(DNASTAR，Inc .Madison，WI)；4 .)Sequencher(Gene  Codes 

Corporation，Ann  Arbor，MI)；以及5 .)整合了Smith-Waterman算法的FASTA程序

(W.R.Pearson，Comput.Methods  Genome  Res.，[Proc.Int.Symp.](1994)，开会日期1992，

111-20.编辑：Suhai、Sandor.Plenum：New  York，NY)。在本专利申请的上下文中应当理解，

使用序列分析软件进行分析时，除非另外指明，否则分析结果将基于所参考程序的“默认

值”。在此所用的“默认值”是指在首次初始化软件时软件最初加载的任何值或参数集。

[0058] 本文所用的标准的重组DNA和分子克隆技术为本领域所熟知，并且描述于

Sambrook，J.和Russell，D.，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，第三版，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor，NY(2001)；以及Silhavy，T.J.、

Bennan，M .L .和Enquist，L .W .等人，Experiments  with  Gene  Fusions，Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor，NY(1984)；以及Ausubel，F.M .等人，

Short  Protocols  in  Molecular  Biology，第5版，Current  Protocols，John  Wiley和

Sons，Inc.，N.Y.，2002。此处所用的另外的方法参见Methods  in  Enzymology，第194卷，

Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology(部分A，2004，Christine 

Guthrie和Gerald  R.  Fink(编辑)，Elsevier  Academic  Press，San  Diego，CA)。

[0059] 本发明涉及具有木糖异构酶活性的工程化酵母菌株。将酵母工程化以利用木糖

(其为得自纤维素类生物质的第二最主要糖)的挑战是在酵母细胞中产生足够的木糖异构

酶活性。木糖异构酶催化木糖向木酮糖的转化，其为木糖利用途径中的第一步。申请人已经

发现特定木糖异构酶多肽的表达在酵母细胞中提供了木糖异构酶活性，而其它木糖异构酶

多肽的表达没有提供活性。表达木糖异构酶活性的酵母细胞提供了宿主细胞用于表达完整

木糖利用途径，从而工程化酵母细胞，其能使用来源于木质纤维素生物质作为碳源的木糖

制备目标化合物，诸如乙醇、丁醇或1，3-丙二醇。

[0060] 酵母宿主细胞

[0061] 本发明的酵母细胞为包含功能细菌木糖异构酶以及能够产生目标化合物的那些。

优选的目标化合物为具有商业价值的那些，包括但不限于乙醇、丁醇或1，3-丙二醇。

[0062] 能够产生目标化学制品或能够被工程化以产生目标化学制品的任何酵母细胞可

在本文中用作宿主细胞。此类酵母的示例包括但不限于克鲁维酵母属(Kluyveromyces)、假

丝酵母属(Candida)、毕赤酵母属(Pichia)、汉逊酵母属(Hansenula)、裂殖酵母属
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(Schizosaccharomyces)、克勒克酵母属(Kloeckera)、Schwammiomyces、耶氏酵母属

(Yarrowia)和酵母属(Saccharomyces)的酵母。

[0063] 可根据本领域所熟知的方法将包含活性细菌木糖异构酶的本发明的酵母细胞工

程化。例如，可用包含五碳代谢途径(其包含本发明的细菌的木糖异构酶)的多个基因转化

具有从六碳糖制备乙醇的天然能力的酵母细胞。此类细胞能够有氧或厌氧发酵制备乙醇。

[0064] 在其它实施例中，可将酵母细胞工程化以表达合成丁醇或1，3-丙二醇的途径。丁

醇合成途径的工程化(包括异丁醇、1-丁醇和2-丁醇)已经公开在例如US  8 ,206 ,970、US 

20070292927、US  20090155870、US  7,851,188和US  20080182308中，所述专利文献以引用

方式并入本文。1，3-丙二醇途径的工程化已经公开在例如US  6,514,733、US  5,686,276、US 

7,005,291、US  6,013,494和US  7,629,151中，所述专利文献以引用方式并入本文。

[0065] 就将木糖用作碳源而言，将酵母细胞工程化以表达完整的木糖利用途径。工程化

酵母(诸如酿酒酵母(S.cerevisiae))用于从木糖制备乙醇，其描述于Matsushika等人

(Appl .Microbiol .Biotechnol .(2009)84：37-53)以及Kuyper等人(FEMS  Yeast  Res .

(2005)5：399-409)中。在一个实施例中，除如本文所公开的工程化酵母细胞以具有木糖异

构酶活性之外，增加了细胞中其它途径酶的活性以提供在作为唯一碳源的木糖上生长的能

力。通常增加五种五碳糖途径酶的活性水平：木酮糖激酶(XKS1)、转醛醇酶(TAL1)、转酮醇

酶1(TKL1)、D-核酮糖-5-磷酸3-表异构酶(RPE1)、和核糖5-磷酸酮醇异构酶(RKI1)。可使用

本领域的技术人员已知的用于增加基因表达的任何方法。例如，如本文所述，在实例1中，这

些活性可通过使用高活性启动子表达每个蛋白质的宿主编码区来增加。构建用于表达的嵌

合基因并整合进酵母基因组。另选地，可在酵母细胞中表达这些酶的异源编码区以获得增

加的酶活性。就工程化能够代谢木糖的酵母的附加方法而言，参见例如，US7622284B2、

US8058040B2、US  7 ,943 ,366B2、WO2011153516A2、WO2011149353A1、WO2011079388A1、

US20100112658A1、US20100028975A1、US20090061502A1、US20070155000A1、

WO2006115455A1、US20060216804A1和US8129171B2。

[0066] 在一个实施例中，所述酵母细胞具有如下所述的木糖异构酶活性和附加的遗传工

程化以提供如上所述的完整木糖利用途径。这些细胞能够在包含木糖作为唯一碳源的培养

基中生长。更典型地，这些细胞在包含木糖以及其它糖诸如葡萄糖和阿拉伯糖的培养基中

生长。这允许有效使用存在于水解培养基中的糖，所述水解培养基通过预处理和糖化由纤

维素类生物质制备。

[0067] 木糖异构酶

[0068] 酵母细胞中的木糖异构酶的表达一直存在问题；具体地讲，已发现当在酵母细胞

中表达时，许多细菌木糖异构酶具有很少或不具有活性。在所述重组酵母细胞中，通过表达

异源性核酸分子提供了木糖异构酶活性，所述异源性核酸分子编码多肽，所述多肽的氨基

酸序列与SEQ  ID  NO：1，3，5，或7的氨基酸序列具有至少约85％的序列同一性。用来自生黄

瘤胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)FD-1的木糖异构酶序列(SEQ  ID  NO：11)和来自

Ruminococcus  champanellensis  18P13的木糖异构酶序列(SEQ  ID  NO：9)，通过BLAST检索

GenBank数据库(National  Center  for  Biotechnology  Information(NCBI)；Benson等人

Nucleic  Acids  Research，2011  Jan；39(数据库专刊)：D32-7)对这些序列进行鉴定。SEQ 

ID  NO：11与US  2012/0184020中的生黄瘤胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)木糖异构
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酶SEQ  ID  NO：31相同。

[0069] SEQ  ID  NO：1，3，5和7是分别来自毛螺科菌(Lachnospiraceae  bacterium)ICM7

(本文中被称为Hm1)、毛螺科菌(Lachnospiraceae  bacterium)口腔菌群类107菌株F0167

(本文中被称为Hm2)、毛螺科菌(Lachnospiraceae  bacterium)口腔菌群类082菌株F0431

(本文中被称为Hm3)以及砂优杆菌(Eubacterium  saburreum)DSM  3986(本文中被称为Hm4)

的细菌木糖异构酶的氨基酸序列。如表2中所示，这四个序列与生黄瘤胃球菌

(Ruminococcus  flavefaciens)FD-1(SEQ  ID  NO：11)和Ruminococcus  champanellensis 

18P13(SEQ  ID  NO：9)序列的同一性在60.9％和62.6％之间。如表2中所示，这四个序列与来

自软弱贫养菌(Abiotrophis  defectiva)ATCC  49176的一种假定蛋白(SEQ  ID  NO：12；

Accession#ZP  04453767)(其与WO  2102/009272的SEQ  ID  NO：2相同并在其中被鉴定为软

弱贫养菌(Abiotrophis  defectiva)木糖异构酶)的同一性在71.7％和73.2％之间。

[0070] 本文(实例3)发现，编码Hm1，Hm 2，Hm 3，和Hm 4的核酸分子在酿酒酵母

(S .cerevisiae)中的表达允许包含木糖利用途径但缺乏木糖异构酶活性的酿酒酵母

(S.cerevisiae)菌株在包含作为唯一糖类的木糖的培养基中生长。由酵母细胞利用木糖并

制备乙醇。因此，Hm1，Hm2，Hm3，和Hm4中的每个的表达提供了木糖异构酶活性以使酵母细胞

中木糖利用途径完整。在Hm1，Hm2，Hm3，和Hm4其间，如表2中所示，序列同一性在92.2％至

95.7％的范围内。

[0071] 在该酵母细胞中可表达具有木糖异构酶活性并且与SEQ  ID  NO：1，3，5和7的任一

个具有至少约85％同一性的任何多肽。在各种实施例中，所述多肽可具有与SEQ  ID  NO：1、

3、5和7中的任一个约85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或高达100％的氨基酸序列同一性。

[0072] 当用本发明的木糖异构酶转化时，酿酒酵母展示当在包含木糖的培养基中生长

时，增加生长、木糖利用率和乙醇收率。具有与SEQ  ID  NO：1、3、5和7多达95％的同一性的木

糖异构酶蛋白的效果并不相同，表明在酵母宿主中有活性的酶的能力可能不取决于序列。

具体地，来自Leptotrichia  goodfellowii  F0264(本文中被称为Ora1-2；SEQ  ID  NO：13)和

塞巴鲁德菌属(Sebaldella  termitidis)ATCC  33386(本文中被称为Term-1；SEQ  ID  NO：

15)的序列具有与生黄瘤胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)FD-1(SEQ  ID  NO：11)和

Ruminococcus  champanellensis  18P13(SEQ  ID  NO：9)木糖异构酶相似的序列同一性Hm1、

Hm2、Hm3、和Hm4(参见表2)，但未提供如本文实例3中测试的酵母细胞中的木糖异构酶活性。

[0073] 表2：木糖异构酶氨基酸序列同一性的比较
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[0074]

[0075] 在酵母细胞中提供木糖异构酶活性的所述氨基酸序列不是酵母细胞原生的，因此

其编码核酸序列对于酵母细胞是异源性的。就表达而言，可使用对于期望的酵母细胞优化

的密码子来设计编码本发明多肽的核酸分子，如本领域技术人员所熟知的。例如，为了在酿

酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)中表达HM1、Hm3、Hm5、或Hm7，使用针对在酿酒酵母

(S.cerevisiae)表达中的密码子优化设计被命名为xylA(Hm1)(SEQ  ID  NO：2)、xylA(Hm2)

(SEQ  ID  NO：4)、xylA(Hm3)(SEQ  ID  NO：6)和xylA(Hm4)(SEQ  ID  NO：8)的核酸分子。

[0076] 酵母中基因表达的方法是本领域已知的(参见例如Methods  in  Enzymology，第

194卷，Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology，部分A，2004，

Christine  Guthrie和Gerald  R.Fink(编辑)，Elsevier  Academic  Press，San  Diego，CA)。

基因在酵母中的表达通常需要可操作地连接至所关注的编码区的启动子，和转录终止子。

可使用多个酵母启动子来构建编码期望的蛋白质的基因的表达盒，包括但不限于组成型启

动子FBA1、GPD1、ADH1、GPM、TPI1、TDH3、PGK1、ILV5p，以及诱导型启动子GAL1、GAL10、和

CUP1。适宜的转录终止子包括但不限于FBAt、GPDt、GPMt、ERG10t、GAL1t、CYC1、ADH1t、

TAL1t、TKL1t、ILV5t和ADHt。

[0077] 可将合适的启动子、转录终止子和编码区克隆进大肠杆菌(E.coli)-酵母穿梭载

体，并转化进酵母细胞。这些载体允许在大肠杆菌(E.coli)和酵母菌株两者中增殖。

[0078] 载体通常包含选择性标记和在目标宿主中允许自主复制或染色体整合的序列。在

酵母中通常使用的质粒是穿梭载体pRS423、pRS424、pRS425和pRS426(美国典型培养物保藏

中心，Rockville，MD)，它们包含大肠杆菌复制起点(例如，pMB1)、酵母2μ复制起点，以及用

于营养选择的标记。这四种载体的选择标记物是His3(载体pRS423)、Trp1(载体pRS424)、

Leu2(载体pRS425)和Ura3(载体pRS426)。可用的另外的载体包括pHR81(ATCC#87541)和

pRS313(ATCC#77142)。可通过在大肠杆菌(E.coli)中标准分子克隆技术或酵母中缺口修复

重组方法进行编码期望蛋白的嵌合基因的表达载体的构建。

[0079] 缺口修复克隆方法利用了酵母中的高效同源重组。典型地，酵母载体DNA被消化

(例如，在其多克隆位点)，以在其序列中产生“缺口”。然后将“带缺口的”载体和具有顺序重
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叠末端(彼此重叠并且与带缺口的载体末端重叠，以期望的插入序列顺序排列)的插入DNA

共转化酵母细胞，将所述酵母细胞涂布在包含合适的化合物混合物(允许质粒上的营养选

择标记互补)的培养基上。能使用从所选择的细胞制备的质粒DNA通过PCR分型确认正确插

入序列组合的存在。然后将从酵母分离的质粒DNA转化进大肠杆菌(E .coli)菌株，例如

TOP10，随后通过微量制备和限制分型以进一步验证所述质粒构建体。最后，所述构建体能

通过序列分析进行验证。

[0080] 与缺口修复技术类似，整合进酵母基因组也利用了酵母中的同源重组系统。通常，

包含编码区加控制元件(启动子和终止子)以及营养缺陷标记的盒是用高保真DNA聚合酶

PCR扩增的，使用的引物与盒杂交并且包含与期望插入的基因组区域的5’和3’区同源的40-

70个碱基对的序列。然后将PCR产物转化到酵母细胞中，其被铺板于包含适当的化合物混合

物的培养基上，所述混合物允许对所整合的营养缺陷型标记物的选择。可通过菌落PCR或通

过对染色体DNA直接测序验证转化体。

[0081] 本发明提供按照上述教导内容制备酵母细胞的方法，所述酵母细胞具有木糖异构

酶活性。在一个实施例中，将编码多肽的异源核酸分子导入酵母菌株，所述多肽具有木糖异

构酶活性并且其氨基酸序列与SEQ  ID  NO：1，3，5，或7的氨基酸序列的任一个具有至少85％

的序列同一性。在各种实施例中，所述多肽的氨基酸序列具有SEQ  ID  NO：1、3、5和7中的任

一个的至少约85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或高达100％。

[0082] 在一个实施例中，被导入的核酸分子是嵌合基因的一部分，如上所述，该嵌合基因

被导入酵母细胞用于表达。

[0083] 在一个实施例中，将所述核酸分子导入具有其它遗传修饰的酵母细胞，如上所述

对于酵母宿主细胞，一旦引入木糖异构酶活性，将提供完整的木糖利用途径。木糖异构酶活

性的引入和另外的遗传修饰可以任何顺序进行，和/或与两种或更多种引入/修饰同时进

行。这些细胞能够在包含木糖作为唯一碳源的培养基中生长。更典型地，这些细胞在包含木

糖以及其它糖诸如葡萄糖和阿拉伯糖的培养基中生长。这允许有效使用存在于水解培养基

中的糖，所述水解培养基通过预处理和糖化由纤维素类生物质制备。

[0084] 在另一个实施例中，将所述核酸分子导入具有制备目标化学制品的代谢途径的酵

母细胞。木糖异构酶活性和代谢途径的引入可以任何顺序进行，和/或与两种或更多种遗传

修饰同时进行。目标化合物的示例包括乙醇、丁醇和1，3-丙二醇。上文描述了包含用于制备

目标化学制品的代谢途径的酵母细胞。

[0085] 实例

[0086] 本发明将在以下实例中进一步限定。应该理解，这些实例尽管说明了本发明的优

选实例，但仅是以例证的方式给出的。通过上述论述和这些实例，本领域的技术人员可确定

本发明的必要特征，并且在不脱离本发明的实质和范围内的前提下，可对本发明进行各种

变化和修改以适应多种用途和条件。

[0087] 基本方法

[0088] 缩写词的含义如下：“kb”是指千碱基，“bp”是指碱基对，“nt”是指核苷酸，“hr”是

指小时，“min”是指分钟，“sec”是指秒钟，“d”是指天数，“L”是指升，“ml”或“mL”是指毫升，

“μL”是指微升，“μg”是指微克，“ng”是指纳克，“mg”是指毫克，“mM”是指毫摩，“μM”是指微
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摩，“nm”是指纳摩，“μmol”是指微摩尔，“pmol”是指皮摩尔，“XI”是指木糖异构酶，“nt”是指

核甘酸。

[0089] 本文使用的标准重组DNA和分子克隆技术是本领域所熟知的，并且描述于：

Sambrook，J.，Fritsch，E.F.和Maniatis，T.，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，

第2版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory：Cold  Spring  Harbor，NY(1989)(下文中称为

“Maniatis”)；以及Silhavy，T.J.、Bennan，M.L.和Enquist，L.W.，Experiments  with  Gene 

Fusions，Cold  Spring  Harbor  Laboratory：Cold  Spring  Harbor，NY(1984)；以及Ausubel

等人，Current  Protocols  in  Molecular  Biology，Greene  Publishing  Assoc .and 

Wiley-Interscience，Hoboken，NJ出版(1987)，以及Methods  in  Yeast  Genetics，2005，

Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor，NY。

[0090] HPLC分析

[0091] 在固定的时间间隔采集细胞培养样品并分析EtOH和木糖，所述分析使用Waters 

HPLC系统(Alliance  system，Waters  Corp.，Milford，MA)或Agilent  1100  Series  LC进

行；条件＝0.6mL/min的0.01N  H2SO4，注射体积＝10μL，自动取样机温度＝10℃，柱温＝65

℃，运行时间＝25分钟，通过折射率进行检测(保持在40℃)。HPLC柱购自BioRad(Aminex 

HPX-87H，BioRad  Inc.，Hercules，CA)。通过折射率检测定量分析物并与已知的标准品进行

比较。

[0092] 实例1

[0093] 酿酒酵母中天然戊糖途径的增量调节

[0094] 除了活性木糖异构酶的表达之外，稳健戊糖途径对于在酿酒酵母中在限氧条件下

有效使用木糖和乙醇制备而言也是必要的。戊糖途径由五种酶组成。在酿酒酵母

(S.cerevisiae)中，这些蛋白是木酮糖激酶(XKS1)、转醛醇酶(TAL1)、转酮醇酶1(TKL1)、D-

核酮糖-5-磷酸3-表异构酶(RPE1)、和核糖5-磷酸酮醇异构酶(RKI1)。为了增加这些蛋白质

的表达，将来自酿酒酵母基因组的其编码区克隆以在不同启动子下表达并整合到酿酒酵母

染色体中。对于整合选择编码醛糖还原酶的GRE3基因座。为构建此类菌株，第一步为在GRE3

中构建被称为P5整合载体的整合载体。

[0095] SEQ  ID  NO：18给出了GRE3中P5整合载体的序列，后面的数字是指在该载体序列中

的核苷酸位置。给定nt数之间的间隙包括包含限制位点的序列区。TAL1编码区(15210至

16217)用TPI1启动子(14615至15197)表达并使用TAL1t终止子。RPE1(13893至14609)编码

区用FBA1启动子(13290至13879)表达，并且使用在TPI1启动子上游末端的终止子。RKI1编

码区(nt  11907至12680)用TDH3启动子(11229至11900)表达并使用GPDt(先前被称为

TDH3t)终止子。TKL1编码区(nt8830至10872)用PGK1启动子(nt  8018至8817)表达并使用

TKL1t终止子。XKS1编码区(nt  7297至5495至)用Ilv5启动子(nt  8009至7310)表达并使用

ADH终止子。在该整合载体中，URA3标记物(nt  332至1135)侧面与loxP位点(nt  42至75和nt 

1513至1546)相接以循环利用标记物。所述载体包含GRE3基因座(nt  1549至2089以及nt 

4566至5137)的整合臂。在整合前，该GRE3中的P5整合载体可通过用KasI酶消化来线性化。

[0096] 本研究选用的酵母菌株是BP1548，其为来源于原养型二倍体菌株CBS8272

(Centraalbureau  voor  Schimmelcultures(CBS)荷兰真菌生物多样性中心)的单倍体菌

株。该菌株属于于酿酒酵母菌株的CEN.PK谱系。BP1548包含MATα交配型，缺失URA3和HIS3基
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因。

[0097] 为制备BP1548，首先使CBS  8272形成孢子，并且使用标准程序将四分染色体分裂

成四个单倍体菌株(Amberg等人，Methods  in  Yeast  Genetics，2005)。选择MATα单倍体中

的一个，PNY0899，用于进一步修饰。使用侧面与loxP位点、引物结合位点相接的KanMX缺失

盒以及待删除的URA3区之外的同源序列，通过同源重组来删除URA3编码序列(ATG至终止密

码子)和URA3编码序列的序列上游的130bp。在使用cre重组酶移除KanMX标记后，剩下包含

侧翼为引物结合位点的loxP位点的95bp序列作为基因组中的URA3删除痕迹(SEQ  ID  NO：

19)。该序列位于基因组中URA3上游序列(SEQ  ID  NO：20)和URA3下游序列(SEQ  ID  NO：21)

之间。使用无痕方法通过同源重组移除所述HIS3编码序列(ATG最多至终止密码子)。所述缺

失将HIS3编码序列的原初上游的基因组序列(SEQ  ID  NO：22)和下游的基因组序列(SEQ  ID 

NO：23)连接起来。使用来自Zymo  Research(Irvine，CA)的Frozen-EZ酵母转化II试剂盒，将

包含GRE3中P5整合载体的所有五个戊糖途径基因的所述KasI整合片段转化进BP1548菌株。

在缺乏尿嘧啶的合成缺陷型培养基上选择转化体。为了回收URA3标记，将CRE重组酶载体

pJT254(SEQ  ID  NO：24)转化进这些整合的菌株。该载体来源于pRS413，cre编码区(核苷酸

2562至3593)在GAL1启动子(核苷酸2119至2561)的控制下。选择在SD(-尿嘧啶)培养基上不

再生长的菌株。采用在YPD培养基上进一步传代以固化质粒pJT257。所得到的菌株被命名为

C52-79。

[0098] 实例2

[0099] 细菌木糖异构酶的选择和表达

[0100] 为了鉴定在酵母中表达时可具有活性的候选细菌木糖异构酶，在对GenBank数据

库进行BLAST检索(National  Center  for  Biotechnology  Information(NCBI)；Benson等

人Nucleic  Acids  Research，2011Jan；39(数据库专刊)：D32-7)中，我们使用了来自生黄瘤

胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)FD-1的木糖异构酶的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：11)和

来自Ruminococcus  champanellensis  18P13的木糖异构酶的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：9)。

基于序列同一性，从这个检索中选取了六种细菌木糖异构酶用于测试。这些是来自毛螺科

菌(Lachnospiraceae  bacterium)ICM7(SEQ  ID  NO：1)、毛螺科菌(Lachnospiraceae 

bacterium)口腔菌群类107菌株F0167(SEQ  ID  NO：3)、毛螺科菌(Lachnospiraceae 

bactermm)口腔菌群类082菌株F0431(SEQ  ID  NO：5)、砂优杆菌(Eubacterium  saburreum)

DSM  3986(SEQ  ID  NO：7)、Leptotrichia  goodfellowii  F0264(SEQ  ID  NO：13)和塞巴鲁德

菌属(Sebaldella  termitidis)ATCC  33386(SEQ  ID  NO：15)的推定的木糖异构酶。使用针

对在酿酒酵母(S.cerevisiae)中表达的密码子优化合成编码这些蛋白的DNA序列，分别命

名为xylA(Hm1)(SEQ  ID  NO：2)、xylA(Hm2)(SEQ  ID  NO：4)、xylA(Hm3)(SEQ  ID  NO：6)、xylA

(Hm4)(SEQ  ID  NO：8)、xylA(Ora1-2)(SEQ  ID  NO：14)和xylA(Term1)(SEQ  ID  NO：X16)。此

外，合成了针对Ruminococcus  champanellensis  18P13木糖异构酶的密码子优化的编码区

并命名为xylA-10(SEQ  ID  NO：10)。

[0101] 使用酿酒酵母(S.cerevisiae)乙酰羟酸还原异构酶基因的1184个核苷酸的启动

子(ILV5p)和酿酒酵母(S.cerevisiae)乙酰羟酸还原异构酶基因的635个核苷酸的终止子

(ILV5t)表达所述合成的xylA编码区。嵌合基因位于pHR81基穿梭载体中的NotI和XhoI位点

之间，其中编码区位于PmeI和SfiI位点之间。pHR81载体(ATCC#87541)包含pMB1起点和氨苄
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青霉素抗性(ampR)标记分别允许在大肠杆菌(E.coli)中质粒增殖和选择。此外，pHR81具有

2微米复制起点、URA3选择标记和用于在酵母中增殖和选择的LEU  2-d，当在缺乏亮氨酸的

培养基中生长时所述(元件)赋予在酿酒酵母(S.cerevisiae)中的高拷贝数。包含ILVp-

xylA(Hm1)-ILV5t嵌合基因的pHR81载体的序列是SEQ  ID  NO：17。包含其它编码区的载体是

相同的，不同之处在于在ILV5p和ILV5t之间、在PmeI和sfiI位点之间每个独立编码区的替

换。xylA(Hm1)载体被命名为pHR81  ilv5p  xylA(Hm1)，其它载体有相同名称，除了替换了特

定的xylA编码区命名。将这些构建体转化到C52-79菌株(实例1)中，并且在包含缺少尿嘧啶

的合成葡萄糖培养基的板上选择转化体：6.7g/L不具有氨基酸的酵母氮基质(Amresco，

Solon，OH)，0.77g/L负尿嘧啶除去补充剂(Clontech  Laboratories，Mountain  View，CA)，

20g/L葡萄糖。然后测试转化体的生长和乙醇制备。

[0102] 实例3

[0103] 包含不同细菌木糖异构酶的酿酒酵母(S.cerevisiae)的生长和乙醇制备

[0104] 酿酒酵母菌株C52-79(实例1)缺乏使用木糖作为能量和碳源的能力，因为其缺乏

木糖异构酶活性。在YPX培养基(10g/l酵母提取物，20g/l蛋白胨，和40g/l木糖)中测试了表

达xylA(Hm1)、xylA(Hm2)、xylA(Hm3)、xylA(Hm4)、xylA(Ora1-2)、xylA(Terml)和xylA-10嵌

合基因的酵母菌株。为了进行这个测试，将菌株接种至50ml组织培养管中的10ml  YPX培养

基中，起始OD600为0.5。将盖子紧密闭合并将试管放置在设定为225rpm速度的30℃旋转摇动

器中。在不同时间间隔(24小时，4小时和72小时)取样并通过如基本方法中所述的HPLC分析

测定木糖和乙醇浓度，以及记录OD600。对于每个菌株进行三种单独培养物的生长和分析。将

每组三次平行测定的结果取平均值。在相同时间点测定带有xylA(Hml)、xylA(Ora1-2)、

xylA(Term-1)和xylA-10的菌株。在相同时间点测定带有xylA(Hm2)和xylA(Hm3)的菌株。单

独测定带有xylA(Hm4)的菌株。在表3中给出了所有的结果。

[0105] 表3：表达各种木糖异构酶的酵母菌株的生长、木糖消耗和乙醇制备
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[0106]

[0107] 如表3中所示，在24小时点测量时，包含表达Hm1、Hm2、Hm3和Hm4的嵌合基因的酵母

菌株消耗木糖的同时产生乙醇。在温育44小时后，基本上所有的木糖都被消耗了，并且由表

达Hm1、Hm2和Hm3的菌株制备超过15g/L的乙醇。对于表达Hm4的菌株，在44小时后消耗了大

多数的木糖，制备了约11g/L的乙醇。这些结果表明在酿酒酵母(S.cerevisiae)中Hm1、Hm2、

Hm3和Hm4表达为有活性的木糖异构酶。然而，甚至在72小时后表达其它的Ora1-2、Term-1和

XylA10的菌株几乎没有消耗木糖并且没有产生乙醇。
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