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摘 要：运动发酵单胞菌作为天然生产乙醇的主要微生物之一，具有特殊的 <-I-.J5K(,L(J(MM途径和其他一些特殊
的糖代谢和能量代谢方式，因此具有乙醇产率高和乙醇耐受力强的显著特点。通过简述运动发酵单胞菌的糖代谢

和能量代谢、乙醇和高渗透压等耐性及其遗传改造三方面的研究进展，阐明其应用于燃料乙醇生产的巨大潜力。
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近年来，常规能源如石油、煤炭等日益减少，能源短缺已

成为制约人类生存与发展的严重障碍。生物乙醇作为燃料

利用的综合效益激发人们对其生产成本和效率进行研究，以

期获得高效发酵菌株、低成本底物和最佳发酵条件。

自然界中，包括某些梭菌（!"#$%&’(’)* HG*）在内的多种微
生物都能代谢产生乙醇，但酿酒酵母（ +,--.,&#*/-0$ -0&01’$’,0）
等酵母菌和兼性厌氧细菌运动发酵单胞菌（ 2/*#*#3,$
*#4’"’$）则是目前乙醇生产菌的主要开发对象。与酵母菌相
比，2 * *#4’"’$ 具有以下优点［7］：（7）吸收糖效率高，乙醇产率
高；（$）产生物量少；（#）乙醇耐受力强；（!）发酵时无需控制
加氧；（"）耐高渗透压；（&）易于基因操作。尽管有这些优良
特性，2 * *#4’"’$ 仍没有取代酵母菌用于大规模乙醇生产，其
主要限制因素为：（7）它不能将纤维素、半纤维素和淀粉等复
杂的碳水化合物多聚体转化为乙醇；（$）产生副产物，如山梨
醇、#5羟基丁酮、甘油、乙醛及乙酸等；（#）产生胞外果聚糖。
为了解决这些问题，研究者已对 2 * *#4’"’$ 进行过大量的遗
传改造。例如，从一些微生物中克隆的几种相关水解酶基因

已转移到 2 * *#4’"’$ 中［$，#］；通过传统的变异和筛选方式，也
已获得具有优良发酵性能且无副产物产生的突变株。另外，

50%（OJ(L,DI>(- (M .IP:-()）操作子是由 2 * *#4’"’$ 中的 5(-（丙酮
酸羧化酶基因）和 ,(.0（乙醇脱氢酶!基因）融合构建而成
的，经转移到碳源范围较广的微生物中，产生新的产乙醇工

程菌株。早在 $%世纪初，人们已陆续从一些酒精饮料中分
离并鉴定 2 * *#4’"’$，通过对 2 * *#4’"’$ 的糖代谢和能量代谢、
乙醇和高渗透压等耐性及其遗传改造进行简要的评述，阐明

其应用于燃料乙醇生产的巨大潜力。

! . " /()&*&0 的糖代谢和能量代谢

!#! 糖的吸收和转运［$］

2 * *#4’"’$ 通过 <-I-.J5K(,L(J(MM途径（<K途径）利用葡萄

糖、果糖和蔗糖（并不是所有的菌株都能利用蔗糖）产生乙

醇，每代谢 7分子葡萄糖或果糖仅产生 7分子的 13O，产能

低，因而采取无需消耗能量的促进扩散（9:D>)>I:I.L IJ:-HG(JI）

方式转运葡萄糖和果糖。葡萄糖转运载体（QR9）经鉴定与真

核生物的转运载体以及细菌的同向转运系统有极大的相似

性，并且与葡萄糖（6=$ S !==()TR）、甘露糖（4==()TR）、木糖

和果糖（!%==()TR）的亲合力逐渐降低。

蔗糖的降解涉及以下 # 种酶：胞外果聚糖蔗糖酶（R<’

U，也称为 V12 0，产生果聚糖和葡萄糖）、胞外蔗糖酶（V12

2，也称为 W/’ 0，产生葡萄糖和果糖）和胞内蔗糖酶（V12 1，

也称为 W/’ 1）。2 * *#4’"’$ XY!V是一不能在蔗糖培养基上

生长的突变株，它缺少 R<’ U和 V12 2，但仍具有 V12 1。由

此可见，V12 1水解蔗糖的效率极低，当其单独存在时，2 *

*#4’"’$ 则不能利用蔗糖［"］。R<’ U和 V12 2具有大量相同的

氨基酸残基，其基因在染色体上构成基因簇，这两种基因可

能具有相同的起源。这两种蛋白质没有许多其他向外转运

的蛋白质所具有的信号肽。经鉴定，发现有两个基因可能参

与该特异的蛋白质转运系统，但转运的具体方式还不清楚。

葡萄糖果糖氧化还原酶（Q9Z[）是 2 * *#4’"’$ 特有的一

种酶，/1KO\为其辅酶，其成熟的酶蛋白位于周质空间。它

将葡萄糖转化为葡萄糖酸内酯，而将果糖转化为山梨醇。葡

萄糖酸内酯经葡糖酸内酯酶（Q/R）转化为葡糖酸。这两种酶

是周质空间的主要组分，约占该空间总蛋白的 $%] S #%]。

葡糖酸经某一假定的葡糖酸载体进入细胞，具体方式还

不清楚，然后完全降解为乙醇和乙醛。但是 2 * *#4’"’$ 不能

以葡糖酸作为唯一碳源，可能是因为 2 * *#4’"’$ 不能利用该

碳源形成 &5磷酸果糖或其他糖异生化合物，从而不能形成细

胞壁。因此，Q9Z[的主要生理作用在于产生山梨醇（一种兼

性溶质，与 2 * *#4’"’$ 的耐糖性有关）。
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!"# $%&%’()*+,-+(+..途径和糖代谢的调控［/］

! $ #$()*)’ 通过 =:途径的中间代谢产物与部分的 =&K
途径、KKK途径和 MQ7循环相连（图 %）。>?酮?A?脱氧?D?葡糖
酸（H:KJ）经 >?酮?A?脱氧?D?葡糖酸醛缩酶（=:7）转化为丙酮
酸和 A?磷酸甘油醛。A?磷酸甘油醛可由 =&K途径中相应的
一系列酶的作用转化为丙酮酸，产生 > 分子 7MK和 % 分子
E7:;。! $ #$()*)’ 具有活性较低的转酮酶（MHM）、W?磷酸核糖
异构酶和 W?磷酸核糖差向异构酶，可催化 D?磷酸果糖和 A?磷
酸甘油醛转化为 W?磷酸核酮糖和 X?磷酸赤藓糖，为核苷酸、
维生素、氨基酸和细胞壁的合成提供碳架，但未检测到 KKK
途径中的转醛酶［D］。! $ #$()*)’ 具有独特的丙酮酸脱氢酶复
合体（K:;Q），它只在严格厌氧的条件下发挥作用，虽然表现

出的对丙酮酸的亲和力与丙酮酸脱羧酶（K:Q）的相似，但仍
无法与 K:Q抗衡。! $ #$()*)’ 缺乏完整的 MQ7循环，一些酶可
将柠檬酸转化为!?酮戊二酸。MQ7循环的回补反应是由磷酸
烯醇式丙酮酸经磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（KKQ）催化产生草
酰乙酸或丙酮酸经苹果酸酶（&=）催化产生苹果酸来完成。

! $ #$()*)’ 具有特异的糖代谢与调控方式。它可将 YWZ
以上的葡萄糖转化为等摩尔的乙醇和 QF>，而只有约 >Z [
>\DZ的碳源用于细胞生长。=:途径的酶占细胞总蛋白的
W]Z，并且每一个与糖降解有关的基因都是高效表达。因
此，对转录物的调控和酶活性调节好象并不是糖代谢调控的

主要方式；但多顺反子 +GE7不同的稳定性似乎在保证不同
酶在化学计量上的关系中起关键作用。对碳水化合物吸收
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系统（!"#）、糖激酶———葡萄糖激酶（!"$）和果糖激酶
（#%$）、生长于果糖时的磷酸葡萄糖异构酶（&!’）以及 ()磷
酸葡萄糖脱氢酶（*+#）这 ,个可能的调控点进行了检测，发
现糖降解代谢流主要是由 *+#活性控制的。可是，!"#和
!"$对糖代谢流的控制也有作用。
!"# 能量代谢、呼吸链和副产物的形成

! - "#$%&%’ 的同化作用和异化作用的相关性很微弱，这
使得异化作用所产生的能量只有一小部分用于细胞生长，而

能量产生率也不受能量利用率的影响，在能量流通中无严格

的调控机制，因而表现出能量非偶联生长。这种现象普遍存

在于细菌中，并伴随着其他一些与生长无关的能量消耗机

制。这也正是细菌能大量产生一些小分子物质（如乙醇、乙

醛和乳酸等）的原因所在。

! - "#$%&%’ 是兼性厌氧微生物。目前，有关呼吸链组成
和电子传递路径的信息还很少。! - "#$%&%’ 的呼吸链存在细
胞色素 .，/和 0，以及辅酶 123。4567、456&7、葡萄糖以及
抗坏血酸均可作为内侧翻外膜囊泡（ ’89:0;)<=>（ ’?@）
A;A.BC8; D;9:/E;9，细胞膜内侧外翻，形成小囊泡的形式，以用
于研究呼吸链）中的电子供体。虽然 $CE8;8:;F9等［G］研究发
现 ! - "#$%&%’ 有一个具有氧化磷酸化活性的呼吸链分支系
统。但是在有氧条件下，生物量并未明显增加，并且无巴斯

德效应，这在一定程度上可推知氧化磷酸化不起作用，或者

影响程度较小，或者只是某种程度上在快速生长的细胞中才

起作用。另一方面，已证明在 ! - "#$%&%’ 无生长的细胞和膜
囊泡中存在氧化磷酸化。

产生乙醇的最后一步反应是：乙醛 H 4567 H 7H !"乙
醇 H 456H，由乙醇脱氢酶（567）的两个同工酶 567!（即
567 5）和 567"（567 I）催化。567!催化乙醛还原反应。

567"氧化乙醇比还原乙醛的速度快，且其最适 J7值呈碱
性。可能存在一个 4567从 K)磷酸甘油醛脱氢酶（!5&）到
567的直接通道，从而使 567反应倾向于乙醇合成。利用
金粉标记抗体进行电子显微镜观察发现 567!（而不是
567"）与 !5&形成超分子复合物，支持了存在 4567通道
这一假说。乙醛与乙醇之间氧化还原反应的效应是 4567
从 L6糖降解途径穿梭到呼吸链，从而保证了 4567在 567
反应和呼吸链间的弹性分配，而 567"的作用就是氧化乙
醇产生乙醛并为呼吸链提供 4567［M］。
利用氰化物研究有氧条件下生长的 ! - "#$%&%’，发现氰

化物抑制其呼吸作用但能促进其生长［N］，进一步的研究表明

在膜囊泡系统中氰化物抑制 567"的活性。4567氧化酶
受到更快的抑制但抑制程度较 567"小。整个细胞呼吸作
用受抑制的时程类似于 4567氧化酶，但几乎是完全被抑
制，同时细胞内 4567浓度升高。在含有 O33#A<EP"氰化物
的有氧分批发酵物中检测到抗氰化物的 567 ’’活性，并伴
随着呼吸链的突发。由此可推断与细胞膜相连的呼吸链，而

不是 567"，使得整个细胞对氰化物具有敏感性，而抗氰化
物的 567"是呼吸链在有氰化物存在时所必需的，是 ! -
"#$%&%’对氰化物的适应性反应，相当于其他细菌中的末端氧

化酶的感应现象［23］。整个呼吸链的具体的生理功能还需要

进一步研究。

456（&）7氧化酶位于 ! - "#$%&%’ 的细胞膜上，另外还有
过氧化氢酶、超氧化物歧化酶以及过氧化物酶。由于通过呼

吸链的电子传递与氧化磷酸化是不偶联的，产生的 456（&）

7可直接被 456（&）7氧化酶消耗掉，从而使副产物如乙醛、
K)羟基丁酮和乙酸累积。在有氧条件下，乙醛的产生是由于

4567氧化酶活力的提高导致由 567催化乙醛还原为乙醇
所需的 4567的获得量减少而造成的。! - "#$%&%’ 没有氧化
乙醛形成乙酸的醛氧化酶，不断提高烯丙醇浓度筛选出

567活性降低的突变株，其乙醛产生量升高。

$ ! % "#$%&%’ 的乙醇和高渗透压耐性机理

! - "#$%&%’ 具有耐性强的特性，这与其特殊的细胞膜组
成及组分的变化有密切关系。在 ! - "#$%&%’ 的细胞膜上，磷
脂主要有磷酯酰乙醇胺，双磷脂酰甘油，磷脂酰甘油和卵磷

脂（磷脂酰胆碱），其中磷酯酰乙醇胺的含量最丰富；顺)22)十
八碳烯酸是最丰富的脂肪酸，其他的脂肪酸还有豆蔻酸、棕

榈酸、十七烷酸［22］和 Q2N 环丙烷脂肪酸［22］；另外还存在一类
特殊的五环三萜烯类脂———类何伯烷。在无乙醇存在条件

下，类何伯烷占细胞脂质总量的 K3R（质量浓度）。当乙醇
浓度或生长温度升高时，! - "#$%&%’ 细胞膜上磷脂与脂肪酸
的各组分相对比例发生变化，且膜蛋白含量也增加，以抵消

乙醇或温度对膜流动性的不良影响。研究表明［2O］，顺)22)十
八碳烯酸和类何伯烷的含量并不随乙醇浓度的升高而明显

增加，但它们在 ! - "#$%&%’ 中的高水平组成含量是否有利于
其耐受高浓度的乙醇还有待进一步确证。

类何伯烷的合成是 ! - "#$%&%’ 代谢系统的一个重要分
支。参与类何伯烷合成的鲨烯何伯烷环化酶（?7Q）基因已
克隆，并经鉴定其上游序列，发现 S个 @%#（开放阅读框），所
编码的蛋白质与其他萜类物质（类胡萝卜素和类固醇）合成

途径以及糖基转移与修饰作用的一些酶具有相似性，表明这

些蛋白质可能参与类何伯烷和其中间产物以及含糖支链的

合成［2K］。葡糖胺和环戊醇半体分别通过糖苷键和醚键与细

菌何伯烷呋喃醇（.C/>;B:<T<JC8;>;>B<E，类何伯烷的一种）相
连［2,］，U:8/;8>等［2S］利用氘（O7）标记研究发现 4)乙酰)6)葡糖
胺是葡糖胺或环戊醇半体的共同前体。

! - "#$%&%’ 能耐受高浓度的糖（可达 O33VP"葡萄糖），与
之相比，! - "#$%&%’ 对盐比较敏感，在含有 O3VP" 4CQE的液体
培养基中没有菌株可以生长。当细胞处于高浓度的糖（包括

! - "#$%&%’ 不能代谢的糖）环境时，山梨醇可通过某一需能系
统（图 2）转运到细胞膜内积累高达 2A<EP"，以抵消由外部高
渗透压造成的有害效应。有一突变株生长于蔗糖时不产生

山梨醇，研究发现它缺少 !#@%。只有当另外加入山梨醇时，
才能在 2A<EP" 蔗糖培养基中生长。然而，山梨醇不能保护
细胞免受盐胁迫，因为即便加入山梨醇，它们也不能在 4CQE
浓度高于 O3VP"的培养基上生长。

?W:8V9和 6; ";X［2(］报道 ! - "#$%&%’ 可生长的 J7范围为
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!"#$ % &"#$，在 ’(!"#条件下可生长的菌株数为 )!*，根据
作者进行“’(对 ! + "#$%&%’ ,-../0101乙醇产量及动力学参
数的影响”的研究发现，初始 ’( )"#条件下，发酵 1$$234葡
萄糖，最终乙醇浓度可达 !5"&234，与最佳 ’(5"#时的 )1"6234
相差不大，表明 ! + "#$%&%’ ,-../0101具有一定的耐酸潜力。
通过定向培育和紫外线诱变筛选出一可在 ’(!"!条件生长
的菌株，该菌株在初始 ’(为 !"#条件下，残糖量为 0"6234，
对照为 11"/234，乙醇产量为 !5"&234，对照则为 !/"#234。通
过菌种改良获得更耐盐、耐乙醇、耐高温等耐性强的菌株，对

于提高乙醇产量，降低生产成本也具有重要意义。有关耐酸

机理的研究尚无报道。

! ! " "#$%&%’ 的遗传工程改造

纤维素、半纤维素和淀粉作为一个巨大的可再生糖类资

源库，广泛存在于甜菜、蔗渣和秸杆等农业副产物以及玉米、

木薯和甜高粱等农产品中。而野生型 ! + "#$%&%’ 只能以葡萄
糖、果糖和蔗糖作为生产乙醇的底物。为了获得利用这些低

成本原料且乙醇产率高的 ! + "#$%&%’ 菌株，研究者们已将其
他微生物中相关的水解酶基因转移到 ! + "#$%&%’ 中。表 1列

出了编码扩大碳源利用范围所需酶基因转移到 ! + "#$%&%’ 的
情况。

外源基因在 ! + "#$%&%’ 中克隆与表达系统正逐步完善。
克隆外源基因的载体可分为 !类，即广宿主质粒、穿梭载体
和改良的广宿主质粒。虽然 ! + "#$%&%’ 可以作为 781、78)、
756等广宿主质粒的受体，但这些载体在 ! + "#$%&%’ 中通常
不稳定。研究表明，来源于广宿主质粒 79:1$1$ 的克隆载
体，比来源于 78)的质粒拷贝数高且更稳定［1&］。! + "#$%&%’
本身携带的低分子量质粒也可作为 ! + "#$%&%’ 的克隆载体。
它们经与小的 ( + )#&% 质粒，如 ’,.;.16)和 ’<7!/# 融合产
生新的穿梭载体。一些已知的 ( + )#&% 片段有助于质粒的稳
定性［1&］。7质粒通过接合作用从 ( + )#&% 或 * + +,-./%0#’+ 转
移到 ! + "#$%&%’。据报道，7质粒能以高接合率转移到抗生素
敏感型突变株 .8)")#中。除了接合作用外，还可以通过利
用原生质体或 .=.>/ 的方法将质粒 ?@,导入 ! + "#$%&%’，但

这些方法较为复杂且耗时。4A=B2等［1&］通过更简便的电转化
法将 ’C-/!$ 导入 ! + "#$%&%’ 中，转化效率达（0"$ D 1"6）E
1$! 3!2 质粒 ?@,。目前的许多质粒 ?@,的转化都是采用此
方法。

表 # 外源基因在 !("#"#)*’ "#$%&%’中的表达
-=F>G 1 (GHGIJ>J2JKL 2GBGL GM’IGLLGN AB !1"#"#0+’ "#$%&%’

9KFLHI=HG OGBG PJNAB2 9JKIPG 7GQGIGBPG
9H=IPR "S,TU>=LG 2+)%&&.’ &%)3,0%4#-"%’ 10

,TU>J2>KPJLAN=LG 5’6,-/%&&.’ 0%/,- /$
.G>>K>JLG VBNJS#S1，)S2>KPJB=LG (-7%0%+ )3-1’+083,"% /1

VBNJS#S1，)S2>KPJB=LG 2+)%&&.’ ’.$8%&%’ //
VBNJS#S1，)S2>KPJB=LG *’,.9#"#0+’ 4&.#-,’),0’ /!
#S2>KPJLAN=LG :+083#"#0+’ +&$%&%0,+0’ /)

.=IFJMUTGHRU>PG>>K>=LG 5),8#$+)8,- ;1&%0." /#
7=QQABJLG "S2=>=PHJLAN=LG (’)3,-%)3%+ )#&% /5
4=PHJLG #S2=>=PHJLAN=LG ( + )#&% /5，/&，/6

4=P’GITG=LG ( + )#&% /&
WU>JLG WU>JLGALJTGI=LG :+083#"#0+’ )+"6,’8-%’ /0

WU>K>JXAB=LG : + )+"6,’8-%’ /0
WU>JLG’GITG=LG : + )+"6,’8-%’ /0
WU>JLGALJTGI=LG ( + )#&% 5
WU>K>JXAB=LG ( + )#&% 5
-I=BL=>NG>=LG ( + )#&% 5
-I=BLXG>J>=LG ( + )#&% 5

Y=BBJLG 8RJL’RJT=BBJLG ALJTGI=LG ( + )#&% 5
,I=FABJLG 4S=I=FABJLG ALJTGI=LG ( + )#&% !$

4SIAFK>JXAB=LG ( + )#&% !$
-I=BL=>NG>=LG ( + )#&% !$

4SIAFK>JLGS#S’RJL’R=HG G’ATGI=LG ( + )#&% !$
-I=BLXG>J>=LG ( + )#&% !$

如何提高外源基因的表达与活性水平是构建高性能 ! +

"#$%&%’工程菌的关键。虽然已经建立了包括如上所述的质

粒载体在内的许多载体，但是由于野生型 ! + "#$%&%’ 具有多

种抗生素抗性，限制了许多以抗性基因表达作为筛选标记的

广宿主质粒作为载体。另一方面，基因整合系统可提高外源

基因的表达，但因工程菌株的不稳定性、其强大的修复系统

以及相关的基因转移方法效率低等而很难建立。目前，

&+)!［!1］、%0+!（冰核化基因）［!/］和 /46（绿色荧光蛋白基因）［!!］

等用于基因转录和启动子功能分析的报告基因，以及 ! +

"#$%&%’中可作为交换或基于同源整合工具的特异的可移动
因子，如 <= !"1$56（类似于 <=#）［!)］和一些转座子如 -B#、

-B#$1和小 YK噬菌体等［!#］，均可用于载体的构建，为建立基

因整合系统提供了新的手段。

对 ! + "#$%&%’ 的改造，就整体而言，研究者们试图从代谢

工程学的角度，通过遗传改造的一些方法，实现对代谢流的

度量与控制，从而提高工程菌的性能。例如，为代谢半纤维
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素水解后释放的戊糖，需要将所缺乏的戊糖代谢途径的酶基

因导入 ! ! "#$%&%’（表 "）。#$%（&#’(）、)*%（&#’(）、+,))-./0/
（ &#’%1）、+,))-./0/（ &#’"2/）、+,))-./0/ （ &#’-3"）、
+,))-"24"（&#’(）和 +5"3" 等便是携带了戊糖代谢途径的
! ! "#$%&%’ 工程菌株［4，-/］。对 +,))-"24"（&#’(）进一步改造产
生的 +5"3"［-0］，其基因组整合了代谢木糖和阿拉伯糖所需酶
基因，该工程菌株更耐酸，对其发酵稀释的玉米秸杆酸解物

的性能的研究表明乙醇产量达 2(6（787）［-2］。

! 结论

燃料乙醇的应用对新能源开发和环境改善具有潜在的

巨大作用。生物乙醇工业有效利用纤维素类物质并从中获

利的前景也是乐观的。! ! "#$%&%’ 作为乙醇产率高的天然微
生物，具有巨大的开发潜力。从以上综述可以看出，关于 ! !
"#$%&%’ 的碳源和能量的代谢网络，耐性和遗传改造的研究已
经全面展开。随着生物化学和分子生物学研究技术（如"- )9
:$;和-" *9:$;、同源基因和异源基因的克隆与表达、基因整
合系统等）的不断发展，构建可直接利用纤维素类等农业副

产物高效生产乙醇的优良 ! ! "#$%&%’ 工程菌的前景越来越光
明。就基础理论研究而言，! ! "#$%&%’ 所具有的一些特殊的糖
代谢和能源代谢方式，如糖吸收（<1=）、<=>;、类何伯烷的合
成以及 +?@!介导的 :+?@在糖降解途径与呼吸链间的穿
梭，虽然是其代谢的微细环节，但可能与其耐性和能量耗散

有密切关系，是改造 ! ! "#$%&%’ 的理论依据。就 ! ! "#$%&%’ 在
乙醇生产的应用而言，从代谢工程学的角度出发，通过加入

或修饰一些性能，如对乙醇和抑制物的耐性，水解纤维素或

半纤维素，耐热性，简化所需营养成分补给和糖转运等，选择

性地提高其性能，为实际生产提供更优良的菌株。但这仅仅

是乙醇生产工艺中的发酵这一个环节，现阶段，乙醇所带来

的能量效应甚至还不能补足乙醇生产过程的能耗。因此，为

实现乙醇作为新能源的真正价值，还需要从降低能耗的角度

出发，对其生产工艺进行改进。总之，从基因调控的水平上

将新加入的代谢途径与原有的代谢途径协调、提高外源基因

的表达水平以及相应生产工艺的智能与模式化控制等将是

今后研究的重点问题。与国外的研究相比，国内对该菌的研

究刚刚起步，国外诸多的研究数据已经为我们提供了很好的

依据，! ! "#$%&%’ 作为优良的产乙醇菌值得我们的关注。
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