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摘要　生物乙醇作为一种可再生的清洁能源，正在引起人们的广泛关注。酿酒酵母是乙醇生产
中最常用的发酵菌株，但是乙醇耐受性往往成为限制酿酒酵母菌乙醇产量的重要因素。选育耐

受高浓度乙醇的酵母菌株对于提高乙醇产率具有重要意义。然而传统的菌株改良方法具有育种

周期长，突变方向不定等缺点。主要综述了近年来国内外对酿酒酵母菌耐受乙醇的分子生物学

机理方面的研究成果，进而总结了提高酿酒酵母乙醇耐受性的基因工程、代谢工程。
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　　近年来，随着全球环境不断恶化，能源危机日益严

重，石油资源日渐紧缺，迫使人们把目光转到绿色可再

生的清洁能源上。生物乙醇作为一种绿色可再生新能

源，正逐步成为各国能源发展的方向。积极推进和发

展这种绿色可再生生物能源产业已经迫在眉睫。

　　酿酒酵母菌株是最初的也是最主要的工业乙醇生

产应用的微生物，酿酒酵母具有发酵速度快、产乙醇浓

度高的优良特性，然而乙醇发酵的成功与否取决于酵

母菌株在发酵过程中对各种环境压力的耐受能力。这

包括对发酵初始高浓度糖的渗透压耐受性，以及对发

酵终产物乙醇及副产物有机酸的耐受性。然而在发酵

的过程中不断增加的乙醇浓度所产生的压力是限制乙

醇生产和最终阻止乙醇发酵的最重要因素［１］。因为乙

醇对酵母细胞存在很大毒害作用，迄今，研究证明乙醇

能抑制酿酒酵母糖酵解中关键酶的酶活［２］，诱导产生

活性氧［３４］；通过引起细胞膜磷脂和麦角甾醇成分的变

化而影响质膜的流动性［５７］；还可以增加质膜 Ｈ＋

ＡＴＰａｓｅ酶的活性，它对于控制细胞的 ｐＨ值及转运机

制是至关重要的［５，８］；增加质膜渗透性的非特异性，导

致跨膜化学电势不平衡等等［９１０］。这些影响最终抑制

了酵母发酵过程中细胞的存活率和乙醇产率。选育耐

受高浓度乙醇的酿酒酵母菌株是提高乙醇产率的基本

保障。虽然研究工作者们积累了较多关于酿酒酵母乙

醇耐受机理方面的研究成果，但是由于酿酒酵母的乙

醇耐受机制非常复杂，当前选育技术仍然以从自然界

中直接筛选分离为主。本文结合酿酒酵母乙醇耐受分

子机制的研究进展综述了提高其乙醇耐受性的策略与

方法。

１　提高酿酒酵母乙醇耐受性的传统方法

　　传统的菌种改良方法主要包括从自然界中直接筛

选分离高产耐高浓度乙醇酵母菌种，或者通过诱变育

种、原生质体融合、杂交技术获得性状优良的酵母菌

种。在这方面我国的研究人员取得了较多成果，例如

彭源德等［１１］从自然界中分离得到４株能在４０℃生长

良好的耐高温酿酒酵母菌，进而通过紫外诱变获得了

一株能在４０℃高温耐受１６％ｖｏｌ乙醇浓度的优良菌株

Ｓ１３２。但是传统的诱变技术具有育种周期长，突变的

方向不定，有益突变的几率很小等缺点。１９９４年以后

人们开始利用结合传统诱变与细胞融合技术的一种新

型育种技术———基因组改组技术（Ｇｅｎｏｍｅｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）对

微生物细胞进行基因组重组，从而大幅度提高微生物

细胞的正向突变频率及正向突变速度，使得人们能够

在较短的时间内获得高效的正向突变菌株。陆筑凤

等［１２］通过基因组改组技术获得了耐受１６％ｖｏｌ乙醇的

酿酒酵母，耐乙醇能力比野生型提高了 ３３％。Ｔａｏ

等［１３］通过对 Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＺ５ＤΔＧＰＤ２进行三轮基因组

改组来提高其发酵性能，获得表型良好的菌株 Ｓ．
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ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＳＺ３１，该菌株和亲本菌株相比乙醇产量提高

到８％。进一步分析显示，Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＳＺ３１菌株乙醇

产量增加的主要原因是菌株自身乙醇耐受性的增强。

但是由于酿酒酵母乙醇耐受分子机制的复杂性，传统

的提高酵母乙醇耐受性的方法都具有一定的盲目性。

　　随着分子生物学研究手段的不断进步，近年来从

基因水平、表达和转录水平揭示乙醇耐受性的分子机

制研究越来越多，同时在实验室阶段提高酿酒酵母乙

醇耐受性的基因工程手段、全转录工程手段受到越来

越多的关注。

２　提高酿酒酵母乙醇耐受性的基因工程

　　１９９９年Ｗｉｎｚｅｌｅｒ等［１４］对酿酒酵母２０２６个基因的

开放阅读框做单敲除实验，首先开创了基因组水平分

析影响乙醇耐性因素的方法。Ｔｅｉｘｅｉｒａ等［１］通过化学

基因组学鉴定出２５４个基因与酿酒酵母乙醇耐受性有

关，其中包括１２１个新发现的基因。他们用 ＧＯＴｏｏｌＢｏｘ

ｓｏｆｔｗａｒｅ软件分析这２５４个基因，发现它们大多和胞内

组织合成，细胞转运有关，特别是液泡ｐＨ值、过氧化物

酶、内涵体、细胞骨架、及转录机制等方面。而所揭示

的基因在两个报道中并不完全一致，这可能是因为酿

酒酵母培养条件的不同或者遗传背景的不同，造成这

些基因重复水平低［１５］。以上研究结果显示了酿酒酵母

乙醇耐性在分子水平上涉及到许多基因以及它们之间

的相互作用；说明其乙醇耐受分子机制的复杂性，以下

将对酿酒酵母菌的乙醇耐受机制及其在实验室阶段提

高其乙醇耐受性的基因工程作详细介绍。

２．１　过表达海藻糖合成酶基因提高乙醇耐受性

　　海藻糖是由两分子葡萄糖通过 αα１１糖苷键连

接而成的一种非还原性二糖［１６］。酿酒酵母菌株的乙醇

耐受性与细胞内的海藻糖含量有关，在乙醇耐受性酵

母菌株中高浓度乙醇刺激会引起细胞内海藻糖的积

累，同样积累高浓度海藻糖的细胞可以耐受外界环境

中高乙醇浓度。这可能是因为在乙醇压力反应中海藻

糖的功能是作为化学分子伴侣，它可以防止蛋白质的

错误折叠［１７１９］。Ｔａｏ等［１３］发现在用１０％乙醇刺激 Ｓ．

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＺ５和Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＳＺ３１时，与海藻糖合成有

关的基因ＴＰＳ１，ＴＰＳ２，ＴＰＳ３和ＴＳＬ１表达水平都有所提

高。除此之外，编码酸性海藻糖酶基因ＡＴＨ１和编码中

性海藻糖酶基因 ＮＴＨ１表达水平都上调。Ａｌｅｘａｎｄｒｅ

等［２０］也发现乙醇刺激可以诱导 ＮＴＨ１和 ＡＴＨ１的上调

表达。研究表明乙醇压力可以同时诱导编码海藻糖合

成酶和降解酶基因的表达，来帮助酵母菌调节细胞内

海藻糖含量抵御外界乙醇压力。２０１２年 Ｍｏｏｎ等［２１］在

酿酒酵母内异源表达白色链霉菌的海藻糖合成基因

ＳＡＬｃ，重组菌株显示出较高的乙醇耐受性和乙醇产量，
可以耐受１０％ｖｏｌ的乙醇，产量为 ３９ｇ／Ｌ乙醇比对照菌

高６％。因此过表达海藻糖合成酶基因可以提高酿酒
酵母乙醇耐受性。

２．２　过表达细胞膜成分合成基因提高乙醇耐受性

　　高浓度乙醇会破坏细胞壁和细胞膜的完整性和功
能，从而影响细胞的存活力。Ｏｇａｗａ等［２２］研究发现乙

醇刺激可以同时诱导甘露糖蛋白代谢基因 ＴＩＰ１、糖原
蛋白代谢基因 ＳＥＤ１、细胞壁组织有关基因 ＨＳＰ１５０的
上调表达，这些基因都与细胞壁成分的完整性有关。

说明了细胞壁的完整性与其乙醇耐性相关。

　　麦角固醇是酿酒酵母细胞膜的主要固醇类，它在
调整细胞膜的组件脂类和蛋白质的平衡间扮演着重要

的角色［２３］。Ｔｅｉｘｅｉｒａ等［１］通过化学基因组学鉴定发现

参与麦角固醇合成有关的 ＥＲＧ２和 ＥＲＧ２４基因在乙醇
刺激下表达量会发生变化，使细胞膜麦角固醇含量发

生变化。Ｋｕｂｏｔａ等［２４］研究 ＥＲＧ２，ＥＲＧ３，ＥＲＧ５，ＥＲＧ６，
ＥＲＧ２４，ＥＲＧ２８麦角固醇合成有关基因敲除突变株不能

在乙醇胁迫条件下生长。油酸、棕榈油酸是酵母细胞

膜成分的重要不饱和脂肪酸，它们可以改变细胞膜的

流动性和变形性，适宜程度的流动性是细胞维持正常

生理功能的必要条件［２５２８］。油酸、棕榈油酸是经过同

一个细胞膜代谢脱氢酶基因 ＯＬＥｌ对硬脂酸和棕榈酸
的氧化作用和依赖 ＮＡＤＨ的去饱和作用形成的［１５］。

为了研究不饱和脂肪酸与酿酒酵母乙醇耐受性间的关

系，Ｋａｊｉｗａｒａｔ等［２９］在酿酒酵母中过量表达基因 ＯＬＥｌ，
使突变菌株乙醇耐受性增加。但用乙醇刺激野生型酵

母菌株时，ＯＬＥｌ基因的 ｍＲＮＡ转录水平并没有明显变
化，这可能是因为细胞内不饱和脂肪酸的含量与 ＯＬＥｌ
基因的ｍＲＮＡ的稳定性和翻译水平有关［３０］。研究结

果表明，增加细胞内油酸、棕榈油酸不饱和脂肪酸的含

量可以有效改善酿酒酵母的乙醇耐受性。

２．３　过表达氨基酸代谢基因提高乙醇耐受性
　　研究发现当酿酒酵母细胞在３０℃下用２０％（ｖ／ｖ）
乙醇处理９小时后几乎所有的细胞都会死亡，当向培

养基中添加氨基酸时有５７％的细胞仍然可以存活，表
明添加氨基酸能显著提高酿酒酵母菌体的耐乙醇能

力［１５］。随后对细胞质膜蛋白质的组成成分和质膜流动
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性进行分析，发现这些氨基酸参与了细胞膜蛋白质的

合成，并且可能改变了酿酒酵母细胞在面临乙醇压力

时的质膜流动性［１５］。在酿酒酵母发酵过程中脯氨酸扮

演着重要的角色，它可以保护细胞抵御外界的温度胁

迫，氧化胁迫等，还可以增加蛋白质的稳定性［３１３２］。

Ｔａｋａｇｉ等［３３］通过将 ＰＲＯ１Ｄ１５４Ｎ基因替换酿酒酵母野生
型菌株的脯氨酸合成酶基因ＰＲＯ１，得到了因为脯氨酸
积累而具有更高乙醇耐受性的突变株。同时Ｙｏｓｈｉｋａｗａ
等［３４］发现敲除酿酒酵母的 ＰＲＯ１基因，突变株比野生
型菌株对乙醇浓度更加敏感。但是最新研究结果显示

大量脯氨酸的积累会抑制酵母细胞的生长速率，因此

为了使酵母细胞耐受更高浓度的乙醇，并且维持较好

的生长情况，需要把细胞内脯氨酸的量维持在一定范

围之内［２５］。色氨酸被认为是另一种和提高酿酒酵母乙

醇耐受性密切相关的氨基酸。敲除色氨酸合成酶基因

ＴＲＰ１，ＴＲＰ２，ＴＲＰ３，ＴＲＰ４，ＴＲＰ５都会导致酵母细胞对

乙醇浓度更加敏感，同时过表达色氨酸合成酶基因

ＴＲＰ１，ＴＲＰ２，ＴＲＰ３，ＴＲＰ４，ＴＲＰ５或者色氨酸通透酶基
因ＴＡＴ２都可以增加酿酒酵母的乙醇耐受性［３５］。

２．４　过表达Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ酶提高酵母乙醇耐受性
　　Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ酶在质子泵上扮演着一个非常重要的
角色，并且在真核生物包括单细胞有机体内是高度保

守的。酿酒酵母细胞的Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ酶通过把细胞质的
质子转运到管腔内使液泡酸化，这个功能在维持细胞

内的ｐＨ值方面是非常重要的［３６４１］，另外许多全基因组

分析显示酵母细胞的 ＶＡＴＰａｓｅ和许多胁迫耐受有关，
比如乙醇胁迫［１５、４２４３］，有机酸的胁迫［４４４５］等。Ｔｅｉｘｅｉｒａ
等［１］构建了编码Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ酶基因敲除的突变株和野
生型相比对乙醇更敏感。２０１０年 Ｈａｓｅｇａｗａ等［４６］研究

发现在底层酿酒酵母菌株中过表达 Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ酶有关
基因 ＤＢＦ２，ＶＭＡ４１／ＣＹＳ４／ＮＨＳ５和 ＲＡＶ２，重组菌株比
亲本菌株有更高的乙醇耐受性，在高糖浓度发酵时有

更高的发酵速率。

２．５　一些其它受关注的基因与乙醇耐受性的关系

　　酿酒酵母菌的乙醇耐受机制非常复杂受多基因控
制。除了上面介绍的一些基因外，还有其它基因和提

高酿酒酵母乙醇耐受性有关。Ｖｏｏｒｓｔ等［４７］和 Ｂｅｔｚ
等［４８］的研究表明 Ａｓｒ１ｐ（Ａｌｃｏｈｏｌｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｉｎｇ／ＰＨＤ
ｆｉｎｇｅｒ１ｐｒｏｔｅｉｎ）可能与乙醇耐受性有关。最近，Ｄｉｎｇ
等［４９］用８％乙醇刺激酿酒酵母细胞后通过 ＲＴＰＣＲ显
示ＡＳＲ１基因表达量不断增加，刺激２小时后达到一个

峰值。这一结果也通过下面实验得到了验证，用荧光

显微镜检测Ａｓｒ１ｐ的Ｃ末端带有绿色荧光标签的荧光

水平，绿色荧光标签显示乙醇刺激会引起Ａｓｒ１ｐ在细胞
核中的积累。同时 ＡＳＲ１基因敲除菌株较野生型菌株
对乙醇浓度更加敏感。推测在乙醇胁迫下 Ａｓｒ１ｐ在核
内积累的原因可能是其参与一个复杂的信号转导途

径［１５］。热激因子（ＨＳＦｓ）是一系列和胁迫调节有关的
热休克蛋白（ＨＳＰｓ），在胁迫条件下热休克蛋白作为一

种分子伴侣帮助蛋白质的正确折叠但本身并不参与蛋

白质的折叠。Ｗａｔｓｏｎ等［５０］最初的研究显示热激处理

酿酒酵母细胞可以诱导合成热休克蛋白，同时可以提

高酵母细胞的乙醇耐受性。随后对乙醇压力下酿酒酵

母全基因组分析显示有１４个热休克蛋白 ＨＳＰ基因表
达上调３．４～２１．５倍，大量热休克蛋白 ＨＳＰ基因表达

水平的变化暗示蛋白质的正确折叠对于酵母乙醇耐受

的重要性［１］。目前很多学者通过细胞全基因转录组学

分析研究揭示了许多与酿酒酵母菌的乙醇耐受性机制

相关的基因，但是无法区分发生变化的基因与乙醇耐

受性的因果关系，基因的转录水平或者蛋白表达水平

的变化可能是乙醇胁迫下细胞的被动反应，而不是乙

醇耐受性提高的原因［１５］。因此不能通过单一基因敲除

或者过表达来有效地提高酿酒酵母的乙醇耐受性。

３　提高酿酒酵母乙醇耐受性的代谢工程

　　酿酒酵母的乙醇耐受性与许多基因有关，但是某
些单个酿酒酵母相关基因的敲除或者过表达，并不能

有效地提高其乙醇耐受性。更有效的提高酿酒酵母乙

醇耐受性的方法应该是同时调节细胞内多种基因的表

达。Ａｌｐｅｒ等［５１］首先提出“全局转录工程”的概念

（ｇｌｏｂａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｍａｃｈｉｎｅｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｇＴＭＥ），全局

转录工程是一种全新的改进细胞表型的定向进化方

法，通过易错ＰＣＲ等技术对细胞中转录元件进行突变
修饰，使细胞的转录在整体水平上发生改变，有利于由

多种基因调控的性状得以改进［５２］。２０１０年赵心清
等［５３］通过ＳＰＴ３定向进化提高酿酒酵母乙醇耐性，通过
易错 ＰＣＲ建立了 ＳＰＴ３突变基因文库并转化 Ｓ．

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＡＴＣＣ４１２６。从突变酵母转化子中筛选到可以
耐受１０％乙醇浓度的酿酒酵母突变株Ｍ２５。研究表明
运用全局转录工程改善酿酒酵母乙醇耐性等受到多基

因协调调控的性状是一个简便高效的手段。

４　结论与展望

　　酿酒酵母乙醇耐受机理研究成果的不断涌现使研

７０１
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究者们在提高酿酒酵母的乙醇耐受性方面取得了一定

的成绩。但是由于酿酒酵母的乙醇耐受性受多基因控

制，这些基因间相互作用关系复杂，其表达量和表达方

式受环境影响很大［１５］，单一的基因工程操作并没有取

得很好的效果。从代谢工程入手利用全局转录方法来

提高酿酒酵母乙醇耐受性是一种颇有前景的策略。随

着基因组学、蛋白质组学等技术的不断发展，使我们可

以从综合和总体的角度，在分子水平上来研究酿酒酵

母在各种环境压力下的耐受机制。随着研究的不断深

入将会涌现出更多新的酿酒酵母乙醇耐受性机理研究

成果，为我们获取提高酵母乙醇耐受性和发酵乙醇产

量的新策略奠定理论基础，推动生物质乙醇生产的

发展。
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