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摘要:【目的】探究木糖发酵典型菌株休哈塔假丝酵母在己糖和戊糖发酵中的转录谱及差异，筛选出与木糖
利用和乙醇发酵代谢途径及调控相关的关键性酶和功能蛋白质基因。【方法】应用新一代高通量测序技术
454 GS FLX Titanium 分别构建了休哈塔假丝酵母木糖、葡萄糖发酵的 cDNA 文库，并进行 De novo 转录组的
表达序列标签大规模测序和序列比较分析，进而挖掘出该酵母中参与木糖代谢和乙醇发酵的相关基因。
【结果】分别对木糖和葡萄糖发酵样本进行二分之一 RUN 测序并各自得到 60 万条 reads，序列平均长度
400 bp。共拼接得到 7250 条(木糖)和 7168 条(葡萄糖) contigs，并利用 BLAST 对木糖样品和葡萄糖样品中
的 2421 个基因( contig)和 2456 个基因( contig)进行了功能注释和 GO 分类。通过两个文库间的序列对比分
析，共发现 158 个基因属于差异表达状态(P ＜ 0. 05)。基于经典的糖酵解及乙醇发酵途径筛选出与木糖乙
醇发酵相关的候选基因，并且比较分析其转录水平的差异。【结论】基于大规模转录谱测序和比较分析首次
筛选出休哈塔假丝酵母中参与木糖代谢和乙醇发酵的基因群，可为后续的分子生物学及代谢调控研究提供
基础数据。
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木糖是木质纤维原料中含量仅次于葡萄糖的糖

平台化学物，含量可达到原料的 18% － 30% 以

上［1 － 2］，因此木糖的高效利用是木质纤维资源生物

炼制大规模商业化生产的关键环节之一 ［3 － 5］。休

哈塔假丝酵母 (Candida shehatae)具有良好的木糖

或混合糖共发酵产乙醇的能力，最高乙醇得率可以

达到 0. 35 － 0. 41g 乙醇 / g 消耗糖［6 － 7］，同时较其它

的天然微生物菌株而言还具有更好的耐抑制物发酵

能力，因而它是最具有工业化应用前景的木糖发酵

菌株之一。

目前，对于休哈塔假丝酵母分子生物学及代谢

网络的了解仅限于少数几个基因，如木糖还原酶、木

糖醇脱氢酶，尚无基因组测序和转录组比较的相关

研究报道，其糖代谢网络、调控节点及分子机制尚不

清楚［8］。本文应用 454 GS FLX Titanium 高通量测

序技术，首次分别构建了休哈塔假丝酵母发酵单一

木糖、葡萄糖的 cDNA 文库，并且对转录谱进行大规

模 EST( expressed sequence tag)测序，在此基础上拼
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接、比较、分析和筛选出与酵母细胞中木糖代谢、葡

萄糖代谢及乙醇发酵相关的潜在基因，为后续的相

关研究提供基础数据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌种:休哈塔假丝酵母 C． shehatae NL02，来

源于美国 ATCC 22984，经南京林业大学生物化工研

究所木糖长期驯化后保藏。

1. 1. 2 培养基:①酵母活化培养基( g /L):木糖或

葡萄糖 10. 0，蛋白胨 3. 0，酵母浸膏 5. 0;②增殖培养

基( g /L):木糖或葡萄糖 20. 0，蛋白胨 3. 0，酵母浸

膏 5. 0;③发酵培养基( g /L):采用适量浓度的单一

木糖、葡萄糖为碳源，添加硫酸铵 5. 0，磷酸二氢钾

3. 0，硫酸镁 0. 5 作为无机氮源并以柠檬酸缓冲液调

节 pH 5. 0 － 6. 0。

1. 1. 3 主要试剂和仪器:Trizol 试剂购自 Invitrogen

公司。mRNA 纯化试剂盒购自 Qiagen 公司。cDNA

Synthesis System Kit 和 AMPure Bead 购自 Roche 公

司。454 GS FLX Titanium 测序仪是 Roche 公司产

品。

1. 2 酵母糖发酵及细胞收集［14］

在 250mL 三角瓶中加入 50mL 活化培养基并以

0. 25 μm封口膜封口，经 121℃灭菌25 min后冷却至

30℃。由试管斜面接入菌种，于 30℃、170 r /min条

件下进行摇荡培养至对数生长期后期，于 3050 × g

离心5 min回收酵母，立即用液氮冷冻，存于 － 80℃

备用。

1. 3 酵母 RNA 提取和反转录

采用 Trizol 试剂分别提取发酵液中的酵母总

RNA，以 Oligotex mRNA kit 分离纯化 mRNA;以

2 μg mRNA 为模板，用氯化锌进行随机断裂后采

用 cDNA Synthesis System Kit 反转录合成 cDNA 并

对其 进 行 扩 增 和 末 端 补 平，扩 增 条 件: 70℃，

10 min; 25℃，10 min; 42℃，60 min; 16℃，2 h;

16℃，5 min;采用 AMPure Bead 去除体系中小于

300 bp的片段。

1. 4 文库构建和测序

应用高通量测序平台 454 GS FLX Titanium 对

cDNA 样品测序。5 μg双链 cDNA 片段的两端添加

特异性衔接子 A 和 B，变性为单链连接到磁珠上，经

emPCR 富集后，置于 PicoTiterPlate 板上，上机测

序［9］。

1. 5 序列拼接和转录本表达量计算

采用 GS-FLX Software 去除衔接子区域和低质

量序列、屏蔽 PCR 引物，测序的 EST 序列以 Trinity

Software 进行拼接。通过 BWA 软件将原始 read 数

据与拼接转录本序列进行比对，采用 cufflink 软件计

算得到木糖和葡萄糖样本各自拼接转录本的表达

量。根据拼接 Contig 计算每个转录本的丰度(表达

量)，并以 FPKM ( fragments per kilobase of exon per

million fragments mapped)衡量每条转录本的表达

量。

1. 6 功能注释、分类和代谢途径分析

使用 blastx 程序将拼接所得的长度大于200 bp

的 Contigs 与 Gene Ontology 数据库所下载得到的非

冗余序列进行同源比对 ( E 值 ＜ 1e － 3 )，并采用

blast2go 分析流程 ( http: / /www． blast2go． org /) 对

BLAST 分析结果进行 GO 数据库的转录本功能注释

分析［10 － 12］。 GO 数据库包括 GenPept、Swissprot、

PIR、PDF、PDB 和 NCBI RefSeq 的序列信息资源。

根据 Gene Ontology(GO)数据库的信息，对序列(按

分子功能、细胞组分、生物学过程)进行分类［13］;根

据 KEGG pathway 数据库的信息，对序列参与的代谢

途径进行注释。对所有注释信息整理，搜索与木糖

代谢和乙醇发酵相关的基因。

2 结果

2. 1 休哈塔假丝酵母糖发酵性能的比较分析

前期摇瓶振荡发酵结果显示［14］，休哈塔假丝酵

母发酵葡萄糖时的糖利用速率和乙醇浓度等重要生

产性能指标都明显高于木糖，但是乙醇得率却低于

木糖。其中，在葡萄糖中的乙醇发酵浓度可以达到
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61. 9 g /L，对应的乙醇得率为 75. 2% ;而木糖发酵产

乙醇浓度最高值为45. 7 g /L，糖利用率和乙醇得率

分别为 94. 8%和 87. 3%，具有进一步提升及生产应

用的潜力［15 － 17］。结合当前对 P． stipitis 等木糖发酵

近缘菌株的细胞学研究可以推测:造成两种单糖发

酵性能差异的主要成因之一与 C． shehatae 细胞膜

上葡萄糖和木糖跨膜转运体系的差异有关［18 － 19］，即

酵母细胞膜上负责木糖跨膜转运的载体蛋白质为低

亲和性蛋白，属于易化扩散具有转运速率饱和性的

限制。因而即使木糖的跨膜转运为被动运送，但是

受到环境木糖浓度的调控，当培养基中木糖浓度超

过一定阈值时，其转运速率受载体蛋白的限制并不

能提高;同时，受细胞内其它某些酶或活性蛋白质的

表达水平的限制，最终导致木糖的利用速率和乙醇发

酵浓度下降。基于以上可知，筛选和弄清限制木糖代

谢的关键酶或蛋白质，进而疏通乙醇发酵通路是提高

休哈塔假丝酵母生产性能的基础和关键。酵母菌等

真核细胞的表达调控主要在转录水平［20 － 21］，因此开

展转录谱研究是发现这些关键基因的有效手段。

2. 2 EST 测序与序列分析

采用 454 GS FLX Titanium 高通量测序技术分

别对葡萄糖、木糖培养条件下的休哈塔假丝酵母的

转录组进行测序，分别获得 60 万条 reads，平均长度

为400 bp。所得高通量测序数据提交至 GenBank

Sequence Read Archive( SRA)，登录号 SRA053160。

通过 Trinity 软件进行拼接，获得:葡萄糖有 7250 条

Contigs，木糖有 7168 条 Contigs。

通过 BLAST 搜索比对，分别对木糖样品和葡萄

糖样品中的 2421 个基因 ( contig)和 2456 个基因

( contig)进行了功能注释。通过对 BLAST 分析结果

进行 GO 数据库的转录本功能注释分析，分别获得

了休哈塔假丝酵母在木糖样本和葡萄糖样本中的

contig 的 GO 分类信息。对木糖样本中的 2421 个基

因( contig)进行注释，共得到 23099 个功能，其中

12549 个归入生物学过程 ( biological process)，4850

个归入分子功能 (molecular function)，5725 个归入

细胞组分( cellular component);对葡萄糖样本中的

2456 个基因( contig)进行注释，共得到 23860 个功

能，其 中 12849 个 归 入 生 物 学 过 程 ( biological

process )，4977 个 归 入 分 子 功 能 ( molecular

function )，6034 个 归 入 细 胞 组 分 ( cellular

component)。在 GO 分类体系中分子功能、生物学

过程和细胞组分 3 个大的类别被划分为更为详细的

42 个小的类别，这一分类结果显示了休哈塔假丝酵

母在不同糖代谢中基因表达谱的总体情况(图 1)。

2. 3 代谢途径分析

通过与 KEGG pathway 数据库比对，对休哈塔

假丝酵母的 contig 进行生物通路的注释分析，其中

在木糖样品中共有 890 条 Contig 被注释为 405 种蛋

白质(酶)，在葡萄糖样品中共有 755 条 Contig 注释

为 395 种蛋白质(酶)。根据 KEGG 注释结果，可以

关联到糖代谢及乙醇生成的 5 大代谢途径，分别为:

糖跨膜转运、糖酵解途径、磷酸戊糖途径、丙酮酸途

径、TCA 循环途径和乙醇生成步骤。

2. 4 差异表达基因分析

通过将葡萄糖样品和木糖样品的原始测序数据

比对到拼接文件，并计算得到各自的基因表达谱，基

于此结果进一步计算两样本的基因差异表达的程

度。最终发现 158 个基因属于差异表达状态(P ＜

0. 05)，根据绝对值［log2(木糖的 FPKM 值 /葡萄糖

的 FPKM 值)］可分为 5 大类表达量不同的差异基

因，其中在木糖中高效表达的差异基因有 74 个，在

葡萄糖中高效表达的差异基因有 84 个(表 1)。

基于上述结果，仅针对细胞内糖跨膜转运、糖酵

解、磷酸戊糖途径、三羧酸循环和乙醇发酵等代谢途

径，共同筛选出转录谱差异分析的候选基因如下:

XYL1、XYL2、PCK、DLD、ICL、GDH2、PFK、TDH、

GPM、HXK、GLK、ALD、MDH、UGA2 和 UGA22。以

各基因表达量的相对差异构建出休哈塔假丝酵母糖

代谢和乙醇发酵的代谢调控转录谱如图 2 所示。结

果显示，在木糖发酵体系中，XYL1、XYL2、GDH2、

PFK、TDH、GPM、HXK 和 GLK 基因被木糖诱导高效

转录;而在葡萄糖发酵体系中，PCK、DLD、ICL、ALD、

MDH、UGA2 和 UGA22 基因被葡萄糖诱导高效转

录。
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图 1． 注释 Contig 的 GO 分类

Figure 1． Gene Ontology(GO) classification of annotated contigs．

表 1． 高丰度表达的差异基因
Table 1． Differentially expressed genes with high level in xylose or glucose fermentation

Differentially expressed valuea
Contig sequences

Xylose Glucose

≥5 21 26
4 － 5 18 15
3 － 4 32 38
2 － 3 3 4
0 － 1 0 1
Total 74 84

a = log 2 (FPKM1 /FPKM2) ． FPKM( fragments per kilobase of exon per million fragments mapped)means the gene expression frequency．
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图 2． 休哈塔假丝酵母糖发酵产乙醇的基因转录谱［24］

Figure 2． Comparison of the transcript profile of sugar fermentation to ethanol between xylose and glucose in Candida shehatae． A． xylose entry pathway
including 2 genes: XYL1，xylose reductase; XYL2，xylitol dehydrogenase; B． glucose entry pathway including 2 genes: HXK，hexokinase; GLK，
glucokinase;C． glycolysis and fermentation pathway including 6 genes: PFK，phosphofructokinase; TDH，phosphoglyceraldehyde dehydrogenase;
GPM，phosphoglycerate mutase; PCK，phosphoenlopyruvate carboxykinase; ALD，aldehyde dehydrogenase; DLD，dihudrolipoyl dehydrogenase;D．
tricarboxylic acid cycle pathway including 5 genes: ICL，isocitrate lyase; UGA2，UGA22，succinate glyceraldehyde dehydrogenase; GDH，glutamate
dehydrogenase; MDH，malic dehydrogenase．
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3 讨论

休哈塔假丝酵母细胞内已经具备了较完备的糖
发酵产乙醇的功能蛋白质和催化酶的基因及代谢网
络，具有葡萄糖乙醇发酵的生产能力［22 － 23］。目前亟
需解决的关键问题是如何调控上述基因在木糖发酵
体系中的高效表达，进而提高其发酵木糖产乙醇的
生产性能［24 － 25］。

本研究结果显示，相对于基因芯片及其它同类
转录谱研究技术而言，454 高通量测序技术具有测
序片段长、测序数据量大、高覆盖度、信息丰富、实验
周期短等优势，可以为休哈塔假丝酵母糖代谢和乙
醇发酵的转录谱研究提供更加可靠和完整的数据;
同时，基于转录谱大规模测序的比较分析方法更适
宜于筛选和挖掘未知酵母等微生物中与糖类代谢和
乙醇生物合成代谢相关的关键基因和差异基因。

通过大规模的转录谱测序从休哈塔假丝酵母中
初步筛选出 158 个与葡萄糖和木糖发酵产乙醇代谢
相关的差异性表达基因。在此基础上，结合 GO 数
据库和 KEGG 数据库注释进一步发掘出 15 个与木
糖代谢和乙醇生成相关的重要差异基因:木糖还原
酶、木糖醇脱氢酶、NAD-依赖型谷氨酸脱氢酶、磷酸
果糖激酶、磷酸甘油醛脱氢酶、磷酸甘油酸变位酶、
己糖激酶、葡萄糖激酶、乙醛脱氢酶、二氢硫辛酸脱
氢酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧(化)激酶、异柠檬酸裂
合酶、苹果酸脱氢酶、琥珀酸甘醛脱氢酶。其中，受
木糖诱导高效表达的基因有 XYL1、XYL2、GDH2、
PFK、TDH、GPM、HXK 和 GLK 基因;被葡萄糖诱导
转录的基因是 PCK、DLD、ALD、ICL、MDH、UGA2 和
UGA22 基因。

木糖还原酶和木糖醇脱氢酶是酵母内负责催化
木糖进入磷酸戊糖途径的必需酶，实际测定 XYL1
和 XYL2 基因的表达受木糖诱导，这与前期文献报
道吻合。磷酸烯醇式丙酮酸羧(化)激酶主要参与
催化磷酸烯醇式丙酮酸至草酰乙酸的反应，而二氢
硫辛酸脱氢酶为丙酮酸脱羧酶复合体的固有酶组
分，它们均直接负责催化丙酮酸脱羧生成乙酰辅酶
A 进 入 三 羧 酸 循 环; ALD、ICL、MDH、UGA2 和
UGA22 基因均与三羧酸循环有关。转录谱分析结
果也表明，PCK、DLD、ALD、ICL、MDH、UGA2 和
UGA22 等 7 种基因在葡萄糖中的表达量均高于木

糖，这从转录水平上可以解释造成酵母发酵葡萄糖
与木糖的性能差异:PCK 等基因的高效转录可以将
葡萄糖的代谢中间产物快速导入三羧酸循环，但却
不导向乙醇发酵途径。因此，休哈塔假丝酵母总体
上表现为对葡萄糖利用的速率快，但乙醇得率反而
低于木糖。

本文基于转录谱大规模测序的数据，目前只是
针对细胞内糖跨膜转运、糖酵解、磷酸戊糖途径、三
羧酸循环和乙醇发酵代谢途径进行了差异基因的比
较分析，仅占筛选所得 158 个基因总数的约 10%，
后续还需要对剩余更多的基因进行功能研究和信息
发掘。在此基础上，结合实时定量 PCR 等技术可进
一步研究上述基因受各种环境因子影响下的定量表
达规律及转录调控机制，进而构建出它们的分子调
控网络。这将为后续戊糖发酵产乙醇酵母等微生物
菌株的转录组学、分子生物学及代谢工程等相关研
究提供基础数据。
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Transcript profile of converting xylose and glucose to
ethanol by Candida shehatae

Xujie Xiong1，2，3，Peng Cai1，2，3，Yong Xu1，2，3* ，Qiang Yong1，3，Shiyuan Yu1，3

1 College of Chemical Engineering，Nanjing Forestry University，2 Jiangsu Key Lab of Biomass-based Green Fuels and
Chemicals，3 Key Laboratory of Forest Genetics ＆ Biotechnology MEC，Nanjing 210037，China

Abstract:［Objective］We detected and analyzed transcript profile differences between hexose and pentose fermentation
by Candida shehatae，a typical xylose fermenting yeast strain． On this basis，the encoding genes of key enzymes and
functional protein were screened for discovering candidates of metabolism and regulation． ［Methods］To discover the key
genes of xylose metabolism and ethanol fermentation in Candida shehatae，we performed a new high throughout de novo
transcriptome sequencing technology on Roche 454 GS FLX Titanium platform． Two cDNA libraries were constructed and
sequenced for xylose and glucose fermentation for comparison of its expressed sequence tags differences． ［Results］Second
sequencing run resulted in 600000 reads with the average length of 400bp for each cDNA library． We got 7250 and 7168
contigs by assembly，and annotated 2412 and 2456 unique genes by BLAST and Gene Ontology analysis for xylose and
glucose respectively． By comparison，we identified 158 genes as different expression genes candidates at p ＜ 0. 05 for
xylose metabolism and ethanol fermentation in Candida shehatae． ［Conclusions］ The group genes for xylose metabolism
and ethanol fermentation in Candida shehatae was discovered by using transcript profile sequencing and comparison． It will
provide fundamental data for the relative research on molecular biology and metabolic regulation．
Keywords: Candida shehatae，xylose metabolism，ethanol fermentation，transcript profile，expressed sequence tag
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