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摘  要 : 选育高乙醇耐性的酿酒酵母菌株对提高燃料乙醇的发酵效率具有重要意义。锌指蛋白广泛存在于多

种生物中，对基因的转录和翻译起重要的调节作用。利用人工设计的锌指蛋白可定向设计锌指序列及其排列顺

序，实现对细胞内多个基因的全局调控。由于与环境胁迫反应相关的基因很多，因此可利用人工锌指蛋白技术

获得耐受性提高的微生物重组菌。文中将人工锌指文库转入到酿酒酵母模式菌株 S288c，选育了具有高乙醇耐

受性的重组菌株 M01，并分离了与乙醇耐受性提高相关的人工锌指蛋白表达载体 pRS316ZFP-M01，转入工业

酿酒酵母 Sc4126，在含有不同浓度乙醇的平板上，工业酵母 Sc4126 的重组菌株表现出显著的耐受性提高。在

高糖培养基 (250 g/L) 条件下进行乙醇发酵，发现重组菌的乙醇发酵效率明显快于野生型，发酵时间提前 24 h，

且发酵终点乙醇浓度提高 6.3％。结果表明人工锌指文库能够提高酵母的乙醇耐受性，为构建发酵性能优良的

酵母菌种奠定了基础。 

关键词 : 酿酒酵母，人工锌指蛋白，乙醇耐受性，乙醇发酵 
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Breeding of robust industrial ethanol-tolerant  
Saccharomyces cerevisiae strain by artificial zinc finger  
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Abstract:  Breeding of robust industrial Saccharomyces cerevisiae strains with high ethanol tolerance is of great 
significance for efficient fuel ethanol production. Zinc finger proteins play important roles in gene transcription and 
translation, and exerting control on the regulation of multiple genes. The sequence and localization of the zinc finger motif 
can be designed and engineered, and the artificial zinc finger protein can be used to regulate celluar metabolism. Stress 
tolerance of microbial strains is related to multiple genes. Therefore, it is possible to use artificially-designed zinc finger 
proteins to breed stress tolerant strains. In this study, a library containing artificial zinc finger protein encoding genes was 
transformed into the model yeast strain S288c. A recombinant strain named M01 with improved ethanol tolerance was 
obtained. The plasmid in M01 was isolated, and then transformed into the industrial yeast strain Sc4126. Ethanol tolerance 
of the recombinant strain of Sc4126 were significantly improved. When high gravity ethanol fermentation using 250 g/L 
glucose was performed, comparing with the wild-type strain, fermentation time of the recombinant strain was decreased by 
24 h and the final ethanol concentration was enhanced by 6.3%. The results of this study demonstrate that artificial zinc 
finger proteins are able to exert control on stress tolerance of yeast strains, and these results provide basis to construct 
robust industrial yeast strains for efficient ethanol fermentation. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, artificial zinc finger protein, ethanol tolerance, ethanol fermentation 

利用可再生生物质资源生产生物燃料，是解

决我国能源短缺问题的重要途径，但目前生物燃

料的生产效率还有待提高。发酵终产物乙醇浓度

偏低，导致后续精馏能耗过高，是影响燃料乙醇

工业化生产的一个关键因素。此外，原料水解过

程中产生的多种抑制物 (如乙酸、糠醛等) 对细

胞生长和发酵的抑制，也是影响发酵效率的主要

因素[1-2]。选育对高浓度乙醇和乙酸等抑制物具

有较好耐受性的工业酵母菌株，可提高菌种的

细胞活性和发酵性能，因此近年来引起了普遍

的关注[3-6]。 

影响酵母菌乙醇耐受性的基因有很多[7-9]，

如热休克蛋白和海藻糖合成相关基因，细胞能量

代谢相关基因，氨基酸合成及转运相关基因，细

胞壁及细胞质膜成分合成基因，以及糖转运蛋白

基因等。利用关键途径的代谢工程改造与全基因

组重组技术相结合的手段，成功构建了胁迫耐性

和发酵效率均提高的基因工程菌株，提高了工业

酿酒酵母的逆境抗性和发酵性能[10-11]，但由于胁

迫耐受性受多基因控制，目前提高酿酒酵母乙醇

耐受性的有效方法是通过基因组改组 (Genome 

shuffling)，全局转录工程  (Global transcription 

machine engineering，gTME) 等基因组工程改造

手段，以实现对相关基因的全局调控[6,12-14]。 
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锌是影响酵母细胞生长和代谢的重要金属

元素，除了作为辅酶影响酶活性，锌还可结合多

种蛋白和核酸，并对其结构的维持和调节功能具

有重要作用[15]。锌指蛋白是含锌蛋白质中最常见

的一种，在转录和翻译过程中起到至关重要的作

用，可调控多种重要的细胞代谢途径。生物信息

分析表明，酿酒酵母基因组中含有 31 个锌指蛋

白，其中一些锌指蛋白，如 MSN2、MSN4、CRZ1

等对乙醇耐性具有调节作用[16-17]，但很多其他锌

指蛋白的功能还不清楚。利用人工合成的锌指蛋

白在细胞中表达，可实现对细胞中多个基因的同

时调控，从而实现对代谢的多效调节[18-20]。已证

明人工锌指蛋白基因在酵母中的表达可提高酵

母菌的耐药性[19]，但人工锌指蛋白在工业酿酒酵

母菌株选育中的应用还没有报道。 

本文将人工锌指蛋白基因文库转化到酿酒

酵母模式酵母 S288c 中，成功选育了乙醇耐性提

高的重组菌 M01，并进一步获得了乙醇耐性和高

糖发酵性能提高的工业酵母重组菌。 

1  材料与方法 

1.1  微生物菌种和培养基 
大肠杆菌 DH5α，酿酒酵母模式菌株 S288c，

以及乙醇工业酵母 Sc4126，本实验室保存。 

YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，

酵母浸粉 10；LB 培养基 (g/L)：蛋白胨 10，酵

母浸粉 5，NaCl 10；种子培养基 (g/L)：葡萄糖

30，酵母浸粉 4，蛋白胨 3；发酵培养基 (g/L)：

葡萄糖 250，酵母浸粉 12，蛋白胨 10。 

大肠杆菌转化子培养加入氨苄青霉素，终浓

度为 100 μg/mL，酵母菌转化子的筛选利用 G418，

终浓度为 200 μg/mL (S288c 宿主) 或 300 μg/mL 

(Sc4126 宿主)。 

1.2  方法 
1.2.1  人工锌指文库的转化与乙醇耐性提高的

重组菌的获得 

人工锌指基因文库由韩国 ToolGen 公司提

供[19]。为筛选乙醇耐性提高的重组菌株，实验首

先确定了出发菌株 S288c 在 20％乙醇冲击时细

胞活性的变化，在含有 20％乙醇的 YPD 液体培

养基中接种 S288c，30 ℃、150 r/min 摇床培养，

在 2 h、3 h、4 h 时分别取样，涂布于 YPD 固体

培养基中培养 24 h，确定使菌体全部死亡的最短

冲击时间。若重组菌株在同样冲击条件下可以存

活，说明其乙醇耐受性提高，这样可以使更多耐

性提高的重组菌得到富集，达到初步筛选的目

的。接着对转化子进行进一步筛选，将转化子用

含有 20％乙醇的 YPD 液体培养基中，150 r/min、

30 ℃处理 3 h，然后涂布于含有 10％乙醇的 YPD

固体培养基中，30 ℃培养。为筛选耐性较强的转

化子，将各转化子在 YPD 液体培养基中，30 ℃、

150 r/min 摇床培养 12 h 后，取菌液进行点板实

验，在乙醇终浓度为 0％、6％、8％、10％ (V/V)

的 YPD 固体培养基上，30 ℃培养，从而筛选得

到乙醇耐性提高的酿酒酵母重组菌 M01，耐性实

验至少重复 3 次。 

1.2.2  人工锌指蛋白的序列分析及功能验证 

按照参考文献[21]所示的方法提取重组菌

M01 中的质粒 DNA，并转化大肠杆菌，提取含

有人工锌指蛋白的载体 pRS316ZFP-M01。同时

以其作为模板，利用设计的引物 Zinc-4-F2 

(5′-CACCAAGTGTAAGCCTATCCCTGAC-3′) 和

Zinc-4-R2 (5′-GCGGACCTCTGAGTTGATGCTG 
TAA-3′) 扩增人工锌指蛋白基因片段，并进行测
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序分析 (Invitrogen，上海)。人工锌指蛋白基因

序列已提交 GenBank (Accession No. JX982113)。 

1.2.3  相关人工锌指蛋白对工业酵母的乙醇耐

受性的影响 

采用电转化方法，将 pRS316ZFP-M01 载体

转入工业酵母 Sc4126，利用 1.2.1 中的点板方法

比较转化子与野生型菌株之间的乙醇耐受性差

异。实验重复 3 次，得到可重复性的结果。 

1.2.4  工业酵母转化子乙醇发酵性能研究 

利用 Sc4126 重组菌株和野生型菌株进行高

糖发酵，分别接种到装有 50 mL 种子培养基的

250 mL 三角瓶中，30 ℃培养 16 h。然后以 10％

的接种量接种到装有 100 mL 发酵培养基的

250 mL 三角瓶中，150 r/min、30 ℃发酵。每隔

12 h 取样测定菌体浓度 (OD620) 和残糖含量，待

残糖含量低于 20 g/L 时改为每 6 h 取样，然后离

心取上清液，稀释适当倍数后按参考文献方法测

量还原糖和乙醇的含量[22]。发酵实验重复 3 次，

得到一致的结果。 

2  结果与分析 

2.1  以酿酒酵母 S288c 为宿主的高乙醇耐性

重组菌的筛选 
本实验室前期将人工锌指蛋白文库直接转

化工业酵母 4126，在 20 000 个转化子中获得了

约 200 个乙醇耐性提高的重组菌株，但乙醇发酵

性能与野生型相比没有明显提高，而且在不含高

浓度乙醇的平板上，重组菌生长速率明显弱于野

生型。因此选择对乙醇敏感的模式酵母 S288c 作

为宿主进行研究。结果表明，在 20％高浓度乙醇

冲击后，筛选得到耐性可能提高的转化子，选取

长势较快的 4 株转化子进一步比较，结果见图 1。

在不含乙醇的平板上，重组菌已经表现出了比较

强的生长优势，而在含有 6％~10％的乙醇平板

上，重组菌的生长优势更加明显 (图 1)。 

2.2  与乙醇耐受性提高相关的人工锌指蛋白

序列分析 
挑取耐性提高的 4 号酵母重组菌 (命名为

M01) 提取载体，获得了含有人工锌指蛋白的表

达载体 pRS316ZFP-M01。利用该载体为模板，

扩增出含有锌指蛋白基因的目标片段，氨基酸序

列分析结果表明，耐性提高的重组菌中锌指蛋白

是四锌指蛋白，均为 Cys2His2 型锌指，其中含

有 4 个 CX2-4CX3FX5LX2HX3-5H (X 代表任意氨基

酸) 型基序，分别为 Zinc 1、2、3、4 (图 2)。通

过序列比对发现，pRS316ZFP-M01 中编码锌指

基 序 的 序 列 分 别 与 已 知 的 锌 指 蛋 白 基 因

ZNF189、FAM92A1、GRCH37 和 ZNF314 的锌指

基序相似[23]，但这些锌指基序在工业酵母中识别

和控制的基因，以及从而导致的调控机理还不清 

 

图 1  酿酒酵母 S288c 的高乙醇耐性重组菌的筛选 
Fig. 1  Screening of ethanol tolerant recombinant 
strains of S288c. 
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图 2  人工锌指蛋白氨基酸序列分析 
Fig. 2  Analysis of amino acid sequences of the 
artificial zinc finger protein.  

楚，目前我们正在对人工锌指蛋白的作用机理进

行进一步的研究。 

2.3  工业酵母中人工锌指蛋白作用的比较 
2.3.1  固体培养基上转化子与野生型之间的耐

受性差异 

将 pRS316ZFP-M01 转入乙醇发酵性能较好

的工业酵母 Sc4126 中，得到的转化子 Sc4126z

在含有 0％、8％、10％ (V/V) 的乙醇和 5 g/L 乙

酸的固体平板上进行生长比较，结果见图 3。可

以看出 Sc4126 的转化子在 10％乙醇的胁迫下耐

性明显提高，在 5 g/L 乙酸的平板上也可以表现

出细胞生长明显好于野生型菌株，这说明人工锌

指基因确实可以提高酵母菌对多种环境胁迫因

素的耐受性。但将该载体转化另外一株工业酵母

菌 Sc6525，获得的转化子耐性并未得到改善 (结

果未显示)，表明耐受性的改变与酵母菌的遗传

背景有关。类似的现象在韩国学者利用同样的人

工锌指蛋白基因文库进行癌细胞研究时也发现

过[24]，作者将人工锌指蛋白基因 F2840-p65 同时

转入 293 细胞和 Hela 细胞中，并进行基因芯片

分析，发现该基因虽然在两种细胞中可调控一些

类似的基因群的表达，但一些基因的调控方式在

两个细胞中也存在差异，推测染色质的结构以及

DNA 含量的不同可能是导致差异的原因。 

2.3.2  转化子的高糖发酵结果 

由于在固体培养基上 Sc4126 的重组菌

Sc4126z 与野生型相比，乙醇耐性表现出了明显

提高，因此选择该重组菌进行高糖乙醇发酵实

验，结果见图 4。由图 4A 可以看出，在相同接

种量的情况下，重组菌与野生型生长趋势基本一

致，重组菌株生长略好于野生型。由图 4B 中可

以看出，与野生型相比，重组菌的最终乙醇产量

为 85.28 g/L，而野生型的最终乙醇产量为

80.19 g/L，重组菌比野生型的乙醇产量高 6.3％；

培养基中残糖的变化，两个菌株也表现出显著差

异，在发酵进行 60 h 后，重组菌培养基中的葡萄

糖基本完全消耗，而此时野生型培养基中的残糖

量高达 23.19 g/L，即使延长发酵时间残糖也无法

完全消耗 (图 4B)。 

 

图 3  含人工锌指蛋白的工业酵母Sc4126重组菌环境

胁迫耐受性提高 
Fig. 3  Stress tolerance was improved by artificial zinc 
finger protein in industrial yeast strain Sc4126. Upper 
panel: Sc4126; lower panel: Sc4126z. 
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图 4  高糖发酵中菌体浓度 (A)、乙醇和还原糖浓度的变化 (B)  
Fig. 4  Cell growth (A), ethanol production and glucose consumption (B) of the yeast strains under high concentration 
substrate condition. 

目前对人工锌指蛋白作用机理的研究还不

够深入。人工锌指蛋白可结合基因组上多个DNA

位点，这些位点通常是基因的启动子区域，同一

锌指蛋白可同时上调某些基因的表达和抑制某

些基因的表达，从而实现对基因组全局水平的调

控[23]。本实验室近期的研究发现，锌对酿酒酵母

乙醇发酵过程中乙醇耐受性和乙酸、高温等耐受

性都具有保护作用[22,25]，但这种保护作用是否与

锌指蛋白参与的调控相关还不清楚，目前正在进

行深入的机理研究，从而寻找可能的提高乙醇耐

性的目标基因，进行进一步理性的代谢工程改

造。本文的结果表明，利用人工锌指蛋白可提高

酿酒酵母的乙醇耐性，获得高乙醇耐性的工业酵

母重组菌。对耐性提高的工业酵母重组菌进行进

一步的分析，将揭示人工锌指蛋白对细胞代谢的

调控机制，为定向改造工业酵母菌株，提高燃料

乙醇的生产效率奠定基础。 
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