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摘  要：【目的】高级醇是白酒微量香气成分中的重要组成部分，但是高级醇含量过高会对酒的

品质产生不利影响，而白酒中的高级醇主要是在酒精发酵过程由酵母产生的，因此酿酒酵母高级

醇合成相关蛋白的研究对于控制高级醇产生具有重要意义。【方法】以诱变得到的低产高级醇酿

酒酵母菌株 ARTP5 和原始酿酒酵母菌株 CF4 为研究对象，比较两株酵母的胞内蛋白组差异，寻

找高级醇合成相关蛋白。【结果】与原始菌株 CF4 相比，诱变菌株 ARTP5 高级醇产量降低了 20%，

有 45 个胞内蛋白表达量差异 2 倍以上，通过 MALDITOF-MS 质谱鉴定出 29 个，主要包括碳源

和能量代谢、胁迫反应过程、蛋白翻译和折叠过程、氨基酸代谢和高级醇代谢等途径的蛋白，其

中ARTP5菌株表达上调的支链氨基酸代谢合成途径的 ILV5蛋白和表达下调的高级醇合成途径中

的 ADH1 蛋白与诱变菌株 ARTP5 高级醇降低具有一定相关性。【结论】与高级醇合成具有一定

相关性蛋白的发现对于酿酒酵母酒精发酵过程高级醇的合成机制的解析以及白酒酿造过程高级

醇产量的控制有重要意义。 

关键词：白酒，酿酒酵母，高级醇，双向电泳，胞内蛋白组 
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Comparative intracellular proteomics analysis of a low higher 
alcohols producing Saccharomyces cerevisiae mutant and 

different expression of higher alcohols  
synthesis related proteins 
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(The Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan 
University, Center for Brewing Science and Enzyme Technology, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] Higher alcohols is an important part of liquor trace aroma components, but 
higher alcohols will have negative effects on wine flavor as well as the quality when its content is too 
high. Higher alcohols in liquor are mainly produced by yeast during alcoholic fermentation and 
alcoholic fermentation is mainly processed by Saccharomyces cerevisiae, it means that looking for 
higher alcohol synthesis functional proteins is of great importance for liquor production. [Methods] 
Two-dimensional electrophoresis was used to compare the differences of intracellular proteins between 
the Saccharomyces cerevisiae mutant ARTP5, whose higher alcohols production is much less than the 
origin strain, and the origin strain CF4. Comparative analysis of the two strains’ intracellular proteomic 
differences helps to find higher alcohols synthesis functional proteins. [Results] Compared with the 
origin strain CF4, the higher alcohols production of mutant strain ARTP5 was reduced by 20% and it 
indicates that 45 spots (expression ratio≥2) were expressed differently. Among them, 29 proteins were 
identified by MALDITOF MS-mass spectrometry, including proteins in carbohydrate and energy 
metabolism, stress response, protein translation and folding, amino acids metabolism, higher alcohol 
metabolism progress, etc. It is amazing to find out that the protein ILV5 involved in branched chain 
amino acid metabolism was up-regulated and the protein ADH1 involved in higher alcohol synthesis 
was down-regulated in strain ARTP5 compared with those in strain CF4, this could possibly be the 
reason that the higher alcohols production decreased in strain ARTP5. [Conclusion] The finding of the 
higher alcohols synthesis related protein ILV5 and ADH1 has important significance for the revealing 
of higher alcohol synthesis mechanism in Saccharomyces cerevisiae alcohol fermentation process. 

Keywords: Liquor, Saccharomyces cerevisiae, Higher alcohols, Two-dimensional electrophoresis, 
Intracellular proteomics 

高级醇是白酒微量香气成分中的重要组成部

分，是白酒 3 大主要类型风味物质醇、酸、酯的重

要组分。适当的高级醇含量不仅提供丰富饱满的口

感，更是形成某些酯的基础物质，形成酯类特有的

香气。但是高级醇含量过高会使酒生冲爆辣、刺激

性强，而且味苦[1]。并且，高级醇是对人体有害的

物质，毒害性与麻醉作用都比乙醇强[1]。白酒中的

高级醇主要是在酒精发酵过程由酵母产生的[2]，因

此对酿酒酵母高级醇合成相关蛋白的研究具有很

重要的意义。 

对于酿酒酵母的高级醇合成途径的研究已经

很清楚了，主要为氨基酸分解代谢途径(Ehrlich 途

径)[3-4]和糖代谢合成途径(Harris 途径)[5-6]。目前许多

学者已经对参与 Ehrlich 途径和糖代谢合成途径的

许多酶进行了研究，Yoshimoto 等 [7]、Verstrepen
等[8]、Lilly 等[9-10]、Styger 等[11-12]的研究发现 ATF1、
IAH1、BAT1 基因的表达对高级醇合成有促进作用，

而 BAT2、EHT1、ADH3、THI3 基因的表达对高级

醇合成有抑制作用，并且 Zhang 等[13]和 Zhang 等[14]

分别进行了 ATF1 与 IAH1 和 ATF1 与 BAT2 基因的

调控构建了低产高级醇的酵母菌株。关于高级醇代

谢的研究还主要集中于高级醇合成途径中各反应
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酶的编码基因的研究，然而高级醇合成途径比较复

杂， Ehrlich 途径和 Harris 途径有许多分支，如由

乙酰乳酸合成双乙酰、乙偶姻和 2,3-丁二醇等分支

途径，从基因水平对整个代谢网络进行高级醇合成

相关蛋白的研究不仅很耗时费力，而且会有一定局

限性。而蛋白组学是从蛋白质水平研究生命活动，

能够反映研究对象全部蛋白质的表达模式及功能

模式，这是基因组和转录组不具有的优势。采用大

规模、高通量、高灵敏度的基于质谱分析技术的蛋

白质组学技术手段，通过比较分析蛋白组差异，可

以找到表型差异相关功能蛋白，这对于高级醇合成

相关蛋白的研究是一个新的探索。 
酿酒酵母 CF4 菌株是本实验室筛选得到的一

株低产高级醇酿酒酵母，通过常温常压等离子体诱

变和筛选得到一株高级醇产量降低了 20%的酿酒

酵母菌株 ARTP5，通过进行 ARTP5 菌株与原始菌

株 CF4 的胞内蛋白组差异比较，分析与其高级醇产

量降低有关的蛋白，就有可能发现对高级醇合成有

重要影响的蛋白和基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌株：原始菌株 CF4：本实验室从酒曲中筛

选得到的酵母菌株。诱变菌株 ARTP5：CF4 经常温

常压等离子诱变后筛选得到的低产高级醇酵母菌株。 

1.1.2  试剂：IPG 胶条(pH 3.0−10.0，18 cm，线性)、

两性电解质 IPG 缓冲液、两性电解质 Bio-Lyte (pH 

3.0−10.0)为美国 GE 公司产品。矿物油为 Bio-Rad

公司产品。非干扰性蛋白浓度测定试剂盒 2-D Quant 

Kit、二硫苏糖醇(DTT)、溴酚蓝、N,N,N',N'-四甲基

乙二胺(TEMED)、硫脲、碳酸氢铵(NH4HCO3)、α-

氰基-4-羟基肉桂酸(HCCA)、胰蛋白酶、乙腈(CAN)，

乙醇、异戊醇、异丁醇、2-辛醇(色谱纯)，购自 Sigma

公司。低熔点琼脂糖、尿素、三氟乙酸(TFA)、蛋

白酶抑制剂、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵(APS)、

十二烷基硫酸钠(SDS)、丙烯酰胺、3-[3-胆固醇氨

丙基 )二甲氨基 ]-1-丙磺酸 (CHAPS)、碘乙酰胺

(IAA)、考马斯亮蓝 G-250 为生工生物工程(上海)

股份有限公司产品。其他试剂均为分析纯试剂，国

药集团试剂公司。 

1.1.3  培养基：YPD 培养基(%)：葡萄糖 2，蛋白

胨 2，酵母提取物 1。发酵培养基：称取 500 g 糯

米，30 °C 浸泡 2 d 后蒸熟，依次加水 1 L，糖化酶

(50 000 U/L)，液化酶(20 000 U/L)，酸性蛋白酶

(10 000 U/L)各 200 μL，60 °C 水浴，间歇搅拌，保

温 10 h (第 5 h 左右再加上述 3 种酶各 200 μL)，将

米饭糖化液纱布过滤后离心(5 000 r/min，5 min)，

除去沉淀，上清液用去离子水将糖度调节至为 10° 

Bx 后 1×105 Pa 灭菌 30 min 作为发酵培养基使用。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株培养：从斜面挑一环健康的酵母菌株

CF4 或 ARTP5，接种到装有 50 mL YPD 培养基的

三角瓶中进行培养，30 °C、200 r/min 培养 16 h，

之后将种子液以相同的接种量(1×106 CFU/mL)接入

装有 100 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶中，然后

装用浓硫酸封闭的发酵栓并称重，置于 30 °C 培养

箱中静置恒温培养，每隔 12 h 取出，摇匀称重并记

录失重，当 12 h 失重<0.2 g 时，停止培养。 

1.2.2  乙醇含量测定：乙醇采用液相色谱法测定，

色谱条件为：分离柱 Bio-Rad 87H 色谱柱，示差折

光检测器，流动相 0.05 mmol/L H2SO4，流速为

0.6 mL/min，进样量为 10 μL，柱温 60 °C，波长为

215 nm，保留时间为 25 min。 

1.2.3  高级醇测定：将发酵菌悬液离心取上清，采

用 GC 法测高级醇[15]。 

1.2.4 蛋白质提取：发酵至 48 h 取 100 mL 酵母培养

液离心(6 300 r/min，15 min)，弃上清。用 100 mL

超纯水悬浮洗涤菌体，离心(6 300 r/min，15 min)，

重复 3 次得菌体沉淀。用 2 mL 细胞裂解液(7 mol/L

尿素、2 mol/L 硫脲、质量分数 4% CHAPS)悬浮酵

母细胞，加入 20 μL 蛋白酶抑制剂。冰浴超声破碎

(3 s/2 s) 30 min，尽量低温，完毕后离心(12 000 r/min，

30 min，4 °C)。TCA-丙酮沉淀：将上清液转移到
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50 mL 离心管中，加入 10 倍体积 TCA-丙酮溶液沉

淀蛋白，−20 °C 放置过夜，离心(12 000 r/min，

30 min，4 °C)。用−20 °C 预冷丙酮悬浮洗涤沉淀，

将沉淀颗粒打散，使溶液成乳浊液形态存在，−20 °C

放置 1 h，离心(12 000 r/min，30 min，4 °C)，重复

3 次，得蛋白质沉淀。将得到的沉淀敞口置于−20 °C，

使沉淀中残留的丙酮挥发干净。将蛋白质沉淀溶于

1 mL 上样水化缓冲液(7 mol/L 尿素、2 mol/L 硫脲、

质量分数 4% CHAPS、65 mmol/L DTT、质量分数

1% pH 3.0−10.0 的 IPG 缓冲液)中，振荡使蛋白溶解

后离心(12 000 r/min，30 min)，取上清，Bradford

法测定蛋白浓度[16]，−20 °C 冷冻待用。 

1.2.5  双向电泳：按照 GE 公司的《双向电泳操作

手册》进行水化上样、等电聚焦、平衡，以及第二

向 SDS-PAGE 电泳。简要步骤如下：按 800 μg 蛋

白的上样量，测定出蛋白质浓度，计算出需要的稀

释体积。干胶条在含有蛋白质样品的上样水化液中

水化过夜。水化过夜后的胶条转移到等电聚焦仪

器，设定程序进行等电聚焦，结束后立即进行平衡。

采用两步平衡法，IPG 胶条先后在平衡液 I 和平衡

液 II 中平衡。进行第二向电泳，当溴酚蓝条带移至

凝胶底部时结束。采用改良胶体考马斯亮蓝 G-250

染色法对蛋白质进行染色[7]。脱色后的双向电泳凝

胶 用 GE 公 司 的 凝 胶 电 泳 图 像 分 析 系 统

ImageMaster LabScan 对其进行扫描分析。利用 GE

公司 Image Master 2D Platinum 7软件进行图像分析

处理，选取诱变菌株 ARTP5 与原始菌株 CF4 表达

量差异≥2且P<0.05的蛋白点进行质谱鉴定(P值用

来反应诱变菌株 ARTP5 与原始菌株 CF4 对应蛋白

点表达量差异显著性)，P<0.05 保证了蛋白点表达

量差异的统计学可靠性。 

1.2.6  蛋白鉴定与分析：选取的蛋白质点经切点、

酶解、肽段回收、点靶等步骤，采用 Autoflex 

speedTM MALDI-TOF-TOF 质谱仪(Bruker Dalton)

进行质谱分析，UV 波长 355 nm，重复速率 200 Hz，

加速电压 20 000 V，最优质量分辨率 1 500 Da。扫

描质量范围为 700−3 200 Da，收集信号。胰酶自切

峰为质谱仪校正内标。实验样品质谱图以默认模式

获得。数据库检索：利用 Biotools (Bruker Dalton)

软件搜索 Mascot 数据库，寻找相匹配的蛋白质；

利用 UniProt 数据库进行蛋白功能查询。 

2  结果与分析 

2.1  低产高级醇的诱变菌株与原始菌株发酵性

能的差异 
比较了两株酵母的生长曲线发现诱变菌株

ARTP5 与原始菌株 CF4 的生长趋势比较一致(图

1)，均在 24 h 进入了稳定期，然后菌体量保持在

1.5×108 CFU/mL。以 CO2 失重表征发酵力，120 h

发酵基本结束(图 1)。诱变菌株 ARTP5 与原始菌株

CF4 高级醇合成趋势也比较一致，正丙醇、异丁醇、

异戊醇一直在累积，主要是在 0−72 h 内合成。发酵

到 48 h，两株酵母的正丙醇、异丁醇、异戊醇合成

速率都比较高，在此时提取两株酵母的胞内蛋白

进行差异蛋白组分析更可能发现高级醇合成相关

蛋白。 

乙醇是酿酒酵母一个重要发酵性能指标，而正

丙醇、异丁醇、异戊醇是酿酒酵母酒精发酵过程产 
 

 
 
图 1  诱变菌株ARTP5与原始菌株CF4生长曲线和CO2

失重变化曲线 
Figure 1  The growth curve and CO2 weight loss curve of 
the mutant strain ARTP5 and the origin strain CF4 
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图 2  诱变菌株 ARTP5 与原始菌株 CF4 正丙醇、异丁

醇和异戊醇产量 
Figure 2  Producion of propanol, isobutanol and isoamylol 
by the mutant strain ARTP5 and the origin strain CF4 

生的主要高级醇，进行诱变菌株 ARTP5 与原始菌

株 CF4 发酵产乙醇、正丙醇、异丁醇、异戊醇性能

的比较。如图 2 所示，诱变菌株 ARTP5 正丙醇、

异丁醇、异戊醇产量在发酵结束时分别是 7.27、14.14

和 44.99 mg/L，分别比原始菌株 CF4 降低了 20%、

19.4%和 21.5%，并且乙醇产量升高了 4.4%，这说

明诱变菌株 ARTP5 是一株发酵性能优良的酿酒

酵母。 

2.2  低产高级醇的诱变菌株与原始菌株的胞内

蛋白表达差异 
在发酵到 48 h 时提取诱变菌株 ARTP5 与原始

菌株 CF4 的胞内蛋白，进行二维电泳分析两株酵母

胞内蛋白组差异。通过比较两株酵母胞内蛋白的二

维电泳图谱发现，两株酵母胞内蛋白的表达具有一

定的差异，表达量差异≥2 且 P<0.05 的蛋白共有

45 个(图 3)，其中在 ARTP5 菌株中表达被上调的蛋 
 

 
 

图 3  诱变菌株 ARTP5 和原始菌株 CF4 胞内蛋白的二维电泳图谱 
Figure 3  2-D electrophoresis images of the mutant strain ARTP5’s and the origin strain CF4’s intracellular proteome 

注：A：原始菌株 CF4；B：诱变菌株 ARTP5. 原始菌株 CF4 与诱变菌株 ARTP5 表达量差异≥2 的胞内蛋白用数字标出. 
Note: A: The origin strain CF4; B: The mutant strain ARTP5. The intracellular proteins whose expression difference is more than or equal to 
2 times between the mutant strain ARTP5 and the parent strain CF4 are marked by numbers. 
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白有 33 个，表达被下调的有 12 个。 

2.3  诱变得到的低产高级醇酵母与原始菌株的

胞内蛋白表达差异分析 
通过结合二维电泳技术结合 Image Master 2D 

Platinum 7 软件进行分析发现，诱变菌株 ARTP5 与

原始菌株CF4表达量差异≥2的胞内蛋白(图3)共有

45 个，通过 MALDITOF-MS 质谱鉴定出 27 个(表
1)。与原始菌株 CF4 相比，通过质谱鉴定出的蛋白

中诱变菌株 ARTP5 表达上调的有 20 个，主要是碳

源和能量代谢、胁迫反应过程、蛋白翻译和折叠过

程、氨基酸代谢等途径的蛋白，而表达下调的蛋白

有 7 个，主要是碳源和能量代谢和高级醇代谢等途

径的蛋白。 

与原始菌株 CF4 相比，诱变菌株 ARTP5 碳源

和能量代谢途径的蛋白表达发生了很大的变化，有

7 个胞内蛋白(2 个 ENO1 异构体、3 个 TDH1 异构

体、PdhB、Exg1p)表达被上调。有研究表明烯醇酶

(Enolase)对糖酵解和糖异生途径的代谢流有促进作

用，并且不同的 Enolase 异构体具有不同的动力学

特性[17]。TDH1 蛋白是糖酵解途径的甘油醛-3-磷酸

脱氢酶，是糖酵解途径的一个关键酶，3 个 TDH1
异构体的表达上调促进了糖酵解代谢，为细胞应对

诱变提供充足能量和合成相关代谢物提供前体。

PdhB 蛋白是 TCA 循环中的丙酮酸脱氢酶的亚基，

而丙酮酸脱氢酶是 TCA 循环的限速酶，它的表达

上调有助于为 ARTP5 菌株合成应对诱变相关蛋白

提供能量。Exg1p 蛋白是葡聚糖酶，与细胞壁水解

有关。诱变菌株 ARTP5 胁迫途径有 5 个蛋白

(Ahp1p、3 个 HSP26 异构体、Hsp26p)表达上调，

与抗氧化相关的 Ahp1p 蛋白与热激蛋白的表达上

调有助于 ARTP5 菌株细胞修复诱变造成的损伤。

诱变菌株 ARTP5 与原始菌株 CF4 翻译和折叠途径

的差异胞内蛋白(FPR1、AaceriAFL200Wp、Prefoldin 
dubunit 5, putative)均被上调，其中 FPR1 蛋白参与

蛋白折叠过程的顺反异构化，AaceriAFL200Wp 蛋

白参与转录过程，还有一个蛋白(Prefoldin dubunit 
5，putative)与蛋白折叠有关，这些蛋白表达的上调

可能与合成应对诱变相关蛋白有关。氨基酸代谢与

高级醇代谢息息相关，与原始菌株 CF4 相比，诱变

菌株 ARTP5 氨基酸代谢途径中有 2 个蛋白(GDH、

ILV5)表达上调，GDH1 蛋白催化谷氨酸发生转氨反

应，它的表达上调促进了氨基酸的代谢，而 ILV5
蛋白作为支链氨基酸合成途径中的酶，对高级醇的

合成可能有重要影响。诱变菌株 ARTP5 还有 3 个

胞内蛋白(PHO3、CLC1、BMH2)表达被上调，PHO3
蛋白参与含磷化合物的代谢过程，CLC1 蛋白是细

胞内膜的重要组分，BMH2 蛋白在酵母芽孢形成过

程发挥重要作用。 
与原始菌株 CF4 相比，诱变菌株 ARTP5 碳源

和能量代谢中有 3 个胞内蛋白(2 个 ENO1 异构体、

TDH3)表达被下调。奇怪的是 Enolase 的不同异构

体 2 个被上调，2 个被下调，有研究发现 Enolase

不同异构体表达上的调控可以调节糖酵解的代谢

流[17]，而 ARTP5 菌株 Enolase 的不同异构体也有可

能是调节糖酵解的代谢流的缘故，从而为应对诱变

提高能量和代谢中间体。文献[18]报道 TDH1 蛋白

只有在稳定期和热激的情况下才表达，而 TDH2 蛋

白在热激情况下表达被抑制，这说明蛋白 TDH1 和

TDH3在ARTP5菌株表达分别上调和下调很可能是

因为诱变胁迫所导致的。高级醇代谢途径中的

ADH1 蛋白在诱变菌株 ARTP5 中表达被下调，而

ADH1 蛋白是催化醛合成对应醇的醇脱氢酶，它的

表达下调与诱变菌株 ARTP5 高级醇产量的降低可

能有很大的关联。诱变菌株 ARTP5 还有 1 个功能

未知的胞内蛋白(Hypothetical protein，conserved)表
达被下调。 

2.4  基于诱变菌株ARTP5与原始菌株CF4胞内

蛋白组差异的高级醇合成相关蛋白分析 
高级醇的合成途径主要为氨基酸分解代谢途

径(Ehrlich 途径)[3-4]和糖代谢合成途径[5-6]，氨基酸

分解代谢途径是指支链氨基酸通过转氨作用合成

α-酮酸，然后再合成相应高级醇，而糖代谢合成途

径是指通过葡萄糖经糖酵解分解合成丙酮酸后合

成 α-酮酸，或通过中间产物合成 α-酮酸，然后再合 
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表 1  诱变菌株 ARTP5 与原始菌株 CF4 表达量差异≥2 的胞内蛋白的 MS 鉴定结果 
 Table 1  MS identification result of the intracellular proteins whose expression was found to be different between 

 the mutant strain ARTP5 and the origin strain CF4 

编号 
Spot number 

蛋白名称 
Protein name 

简介 
Description 

比值 
Ratio (ARTP5/CF4) 

等电点 
pI 

分子量 
Mr 

Carbohydrate and energy metabolism 

Glycolysis/Gluconeogenesis 

8 ENO1 Enolase 3.15±0.048a 6.16 46 802.11

23 ENO1 Enolase − a 6.16 46 802.11

39 ENO1 Enolase 0b 6.16 46 802.11

40 ENO1 Enolase 0b 6.16 46 802.11

10 TDH1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2.58±0.024 a 8.59 35 691.90

14 TDH1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase1 2.89±0.032 a 8.29 35 749.94

27 TDH1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase − a 8.59 35 691.90

44 TDH3 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0b 6.25 35 733.63

TCA cycle 

31 PdhB Pyruvate dehydrogenase E1-beta subunit − a 5.21 40 067.67

Other 

21 Exg1p Glucan 1,3-beta-glucosidase I/II − a 4.57 51 310.97

Stress response 

29 Ahp1p Peroxiredoxin type-2 − a 5.01 19 114.67

22 HSP26 Heat shock protein 26 − a 5.31 23 909.71

25 HSP26 Heat shock protein 26 − a 5.31 23 909.71

26 HSP26 Heat shock protein 26 − a 5.31 23 909.71

28 Hsp26p Heat shock protein 26 − a 5.31 23 909.71

Protein translation and folding 

17 FPR1 FK506-binding protein 1 3.9±0.075 a 5.72 12 157.87

35 AaceriAFL200Wp Sequence-specific DNA binding RNA 
polymerase II transcription factor activity − a 5.82 69 068.56

24 Prefoldin dubunit 5, putative Protein folding − a 8.84 17 691.33

Amino acids metabolism 

5 GDH1 NADP-specific glutamate dehydrogenase 1 3.52±0.053 a 5.68 49 552.02

7 ILV5 Ketol-acid reductoisomerase 2.06±0.018 a 9.10 44 368.46

Higher alcohol metabolism 

38 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 0b 6.21 36 849.17

41 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 0b 6.21 36 849.17

37 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 0b 6.21 36 849.17

(待续)
 



2414 微生物学通报 Microbiol. China 2015, Vol.42, No.12 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(续表)

Other 

19 PHO3 Constitutive acid phosphatase 2.9±0.073 a 4.52 52 777.77

20 CLC1 Clathrin light chain − a 4.31 25 472.30

33 BMH2  − a 4.82 31 167.51

42 Hypothetical protein, 
conserved  0b 8.42 90 786.70

注：a：表达上调的蛋白；b：表达下调的蛋白. 0：此蛋白在 CF4 菌株中表达，ARTP5 菌株中未表达；−：此蛋白在 ARTP5 菌株中表

达，CF4 菌株中未表达. 表中各蛋白 P 值均<0.05 保证了各蛋白表达量差异的统计学可靠性. 
Note: a: Up-regulated proteins; b: Down-regulated proteins. 0: There was expression of the protein in the strain CF4, with no expression in 
the strain ARTP5; −: There was expression of the protein in the strain ARTP5, with no expression in the strain CF4. P-value of every protein 
in the table is not higher than 0.05, it was considered to guarantee high statistical confidence of differential expression. 
 
成相应的高级醇。 

支链氨基酸代谢与高级醇代谢紧密相关，在

Ehrlich 途径中支链氨基酸与高级醇可以相互转化，

而 ILV5 蛋白是丙酮酸合成 α-酮酸途径中的酮酸还

原异构酶(Keto-acid reductoisomerase，图 4)，因此

ILV5 蛋白很可能对氨基酸合成和高级醇合成具有

重要影响。ILV5 蛋白对高级醇合成的作用还未明

确，有研究发现啤酒酵母 ILV5 基因的过表达会提

高正丙醇、异丁醇和异戊醇 3 种高级醇的产量[19]，

但有研究表明巴斯德酵母 ILV5 基因过表达并未对

正丙醇、异丁醇、异戊醇、活性戊醇产量造成明显

影响[20]，还有学者进行了酿酒酵母 ILV5 与 ILV2、

ILV3 等基因同时过表达对高级醇合成影响的研

究[21]，结果发现这些基因共同过表达提高了异丁醇

的含量，因此 ILV5 蛋白的表达有可能对高级醇的

合成有促进作用。ILV5 蛋白在诱变菌株 ARTP5 中

表达量是原始菌株CF4的 2.06倍，ARTP5菌株 ILV5

蛋白表达上调有可能对其高级醇的合成有促进作 
 

 
 

图 4  酿酒酵母高级醇和支链氨基酸合成途径
[20,23] 

Figure 4  The biosynthetic pathway of higher alcohols and branched chain amino acid in S. cerevisiae[20,23] 
Note: Dashed arrows are used when one or more intermediates or reactions are omitted. Dash-dot arrows are used to indicate the proteins 
catalyze corresponding reactions. KB: α-Ketobutyrate; AHB: α-Aceto-α-hydroxybutyrate; DHMV: α,β-Dihydroxy-β-methylvalerate; KMV: 
α-Keto-β-methylvalerate; AL: α-Acetolactate; DHIV: α,β-Dihydroxy-isovalerate; KIV: α-Keto-isovalerate; RI: α-Acetohydroxyacid 
reductoisomerase. 



王国正等: 低产高级醇酿酒酵母突变菌株的差异蛋白组分析及高级醇合成相关蛋白的差异表达 2415 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

用，进一步关于 ILV5 蛋白的研究有助于对 ARTP
菌株高级醇的控制以及揭示其 ILV5 蛋白对高级醇

合成影响以及高级醇的调控。 
高级醇代谢途径中的ADH1蛋白是催化醛合成

对应醇的醇脱氢酶(图 4)，醇脱氢酶在醇的合成中扮

演重要的角色，ADH1 蛋白不仅是催化乙醛合成乙

醇反应的主要酶，并且在高级醇合成途径中同样发

挥重要作用，有研究表明蛋白 ADH1、ADH2、

ADH3、ADH4、ADH5 和 SFA1 都可以完成高级醇

合成途径中醛向醇的转化[22]，并且通过敲除发现

ADH3 基因对高级醇合成的贡献要比 ADH1 基因

大[11]。与原始菌株 CF4 相比，诱变菌株 ARTP5 的

ADH1 蛋白表达被下调，这很可能是 ARTP5 菌株高

级醇产量降低的主要原因之一，ADH1 蛋白对高级

醇合成的影响有待进一步研究。 

3  结论 

高级醇作为白酒微量香气成分的重要组成部

分对白酒品质具有重要贡献，但是高级醇含量过高

会严重影响白酒口感，并且高级醇含量过高对人体

有一定毒害作用[1]。然而白酒中的高级醇主要是在

酒精发酵过程由酵母产生的[2]，酿酒酵母高级醇合

成相关蛋白的研究对于酿酒酵母高级醇合成机制

的认识以及白酒生产过程高级醇产量的控制具有

重要意义。本文通过从蛋白组学水平比较诱变得到

的低产高级醇酵母 ARTP5 与原始菌株 CF4 的胞内

蛋白组差异，通过分析差异表达的胞内蛋白与高级

醇合成的相关性寻找高级醇合成相关蛋白。研究发

现，由于 ARTP5 菌株是由原始菌株 CF4 诱变得到

的，ARTP5 菌株糖酵解、TCA 循环、胁迫反应、

蛋白折叠和翻译、氨基酸代谢途径的部分蛋白的表

达上调，这可能与细胞应对诱变所造成的过氧化胁

迫等损伤进行的代谢调控有关。此外，诱变菌株

ARTP5 支链氨基酸代谢合成途径的 ILV5 蛋白表达

上调，高级醇合成途径中的 ADH1 蛋白表达下调。

ADH1 蛋白参与催化醛合成对应高级醇的反应，有

研究表明 ADH1 基因的敲除会降低高级醇的产

量[11]，因此 ADH1 蛋白表达下调很可能是诱变菌株

ARTP5 高级醇产量降低的主要原因。支链氨基酸代

谢与高级醇代谢紧密相关，在 Ehrlich 途径中支链

氨基酸可以通过转氨作用合成高级醇，蛋白 ILV5
催化的反应是丙酮酸合成支链氨基酸途径和丙酮

酸合成高级醇途径所共有的，因此 ILV5 蛋白很可

能对高级醇合成有重要作用，研究发现 ILV5 蛋白

对高级醇合成可能有促进作用[19,21]，ARTP5 菌株

ILV5 蛋白表达上调与其高级醇降低是否有关有待

进一步研究，进一步关于 ILV5 基因的研究有助于

揭示其对高级醇合成影响以及高级醇的调控。这种

通过蛋白组学方法分析高级醇合成相关蛋白对于

代谢物合成机制的研究有重要的指导意义，进一步

关于 ILV5 蛋白和 ADH1 蛋白对高级醇合成的影响

的研究有助于推进酿酒酵母高级醇合成相关蛋白

的研究、酿酒酵母高级醇合成代谢调控机制的认识

以及白酒酿造过程对高级醇的控制。 
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