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摘要：【目的】研究目的基因ＹＢＲ ０１９Ｃ 缺失对酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ）菌株糖代谢和乙醇发酵的影

响。【方法】以酿酒酵母野生菌 ＮＦ１００２ 为出发菌株，选择 ２ 号染色体上的基因ＹＢＲ ０１９Ｃ 为目的基因，以质粒

ｐＵＧ６ 和 ｐＵＧ６６ 为模板进行 ＰＣＲ，构建带有 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ系统的酿酒酵母ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因敲除组件，并转化酿酒酵

母 ＮＦ１００２，利用筛选标记 Ｋａｎ ｒ和 Ｂｌｅ ｒ与ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因进行同源重组，筛选ＹＢＲ ０１９Ｃ 双倍体缺陷型菌株。利

用蔗糖和甘蔗糖蜜为碳源，对突变菌进行发酵特性的研究。【结果】成功获得ＹＢＲ ０１９Ｃ 双倍体缺陷型菌株 ＮＦ-

ｙｂｒ。碳源同化实验表明，突变株和野生菌均能利用葡萄糖和蔗糖，不能利用乳糖和木糖；但相比野生菌，突变株

利用棉子糖和麦芽糖的能力有所下降，而且完全不能利用半乳糖。蔗糖发酵实验表明：突变株 ＮＦ-ｙｂｒ与野生菌

株相比，在发酵终点乙醇浓度提高 １０．７％，发酵周期有所延长。按目前甘蔗糖蜜乙醇生产的发酵工艺，突变株

在 ３０℃发酵 ７２ｈ的醪液乙醇含量为 １２．５２％，低于野生菌的 １３．８９％。【结论】ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因的缺失影响了菌株

对糖份的利用，导致乙醇发酵能力不及野生菌。本研究为菌株高效快捷的基因改造提供了参考。
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  【研究意义】随着石油资源的日益匮乏，石油价格
的不断上涨，以及人们对环境问题的日益关注，许多
国家开始选择燃料乙醇作为可持续替代燃料。我国
在 ２００１ 年已公布车用乙醇汽油国家标准并正式批准
在国内发展燃料乙醇试点［１］，多个省市推广使用乙醇
汽油，乙醇汽油的产业迅速蓬勃发展。目前，国内燃
料乙醇的生产工艺主要采用微生物发酵法，以淀粉质
和糖 蜜 废 液 等 糖 质 原 料 为 碳 源，以 酿 酒 酵 母
（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ）等微生物发酵生产乙
醇，然而在发酵过程中存在高酒精浓度、高温酸性、高
糖、高渗透压、易污染等环境条件，大大抑制了酿酒酵
母的生长和发酵能力，从而降低酿酒酵母产乙醇的效
率［２］。因此在基因组学和生物信息学的基础上，利用
现代分子生物学、遗传学技术在分子水平上改造酿酒
酵母菌株，是改善酿酒酵母生理生化特性、提高菌株
的葡萄糖利用率、发酵速率及乙醇耐受度最有效的途
径之一。【前人研究进展】酿酒酵母作为分子生物学
研究的三大模式生物之一，对许多基因的转录调控相
关问题的研究具有其它生物无可比拟的独特优势。

１９９６ 年，酿酒酵母全基因组测序完成，人类第一次获
得了真核细胞生物基因组的完整核苷酸序列，标志着
酿酒酵母基因组学和生物信息学进入了全面发展的

时代［３］。比较基因组学（Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ）是
基于基因组图谱和测序，通过对已知的基因和基因组
结构进行比较，来了解基因的功能、表达机理和物种
的进化［４］。近年来，研究者已趋向于从基因组水平上
对菌株进行快速改造，并从调控子组学［５］、代谢组
学［６］等方面入手，对菌株功能进行精细、高效的改造。
随着功能基因组学的发展，酿酒酵母功能基因组学的
研究也日益向工业化方向发展。通过对酿酒酵母基
因突变体的系统鉴定，科学家发现基因序列微小的改
变能导致相应的基因功能的改变。因此通过对酿酒
酵母功能基因组学的研究，找到其基因水平上存在的
差异，并运用基因工程手段构建新的菌株，提高生物
乙醇的生产效率，对生物乙醇的发展具有重大的意
义。Ｓｔａｍｂｕｋ 等［７］比对 ５ 株工业上用于甘蔗乙醇发
酵酵母菌株的全基因组序列，分析它们的基因拷贝数
变异，发现 ５ 株菌株中调控 ＶＢ６ 和 ＶＢ１ 生物合成的
端粒基因 ＳＮＯ 和ＳＮＺ 都有显著的扩增，这些基因拷
贝数的增加使酵母菌能够在微生物供应有限并且糖

浓度很高的环境下生长。随着研究的深入，基因敲除
技术也在不断地发展和完善，其中 ｌｏｘＰ-Ｍａｒｋｅｒ-ｌｏｘＰ

序列组件和 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ系统已被广泛应用于酿酒酵母
基因功能的分析［８］。宋浩雷等［９］利用 ｌｏｘＰ-Ｍａｒｋｅｒ-
ｌｏｘＰ序列组件和 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ 系统对酿酒酵母 ｓｆａ１ 基
因进行敲除，乙醇产量提高 ８％，Ｔａｋａｇｉ 等［１０］采用基

因敲除方法，增加 Ｌ-脯氨酸的积累，促进酵母酒精耐
受性的提高。通过自主研发，我们从甘蔗糖蜜废液选
育出产酒能力和生产速率不同的系列酿酒酵母菌

株［１ １］，并进行了全基因组测序。通过对其全基因组
序列进行比对分析，运用高性能计算机、相关生物软
件和现有基因数据库对菌株进行比较基因组学和功

能基因组学的研究，从基因组水平上对酿酒酵母乙醇
代谢进行分析，找出它们的表达差异点，构建了初步
识别的酿酒酵母糖蜜乙醇发酵相关调控基因数据库。
由此识别出酿酒酵母甘蔗糖蜜乙醇发酵的关键调控

基因，这些基因的发现为甘蔗糖蜜乙醇发酵高产酿酒
酵母菌株的改造提供了重要的信息。ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因
是与糖代谢相关的重要调控基因之一，它位于酿酒酵
母二号染色体，其编码的酶蛋白 ｇａｌ１０ 具有差向异构
酶和变旋酶双重酶功能，前者能将 ＵＤＰ-半乳糖转化
为 ＵＤＰ-葡萄糖，与半乳糖代谢相关；后者能催化葡
萄糖和半乳糖在α型和β型之间转换。同时 ｇａｌ１０
也和氨基糖代谢和核苷酸糖代谢相关［１２］。【本研究
切入点】本研究从数据库中选择表达差异基因中的

ＹＢＲ ０１９Ｃ 作为改造目的基因，利用 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ 系统两
种筛选标记 Ｋａｎ ｒ和 Ｂｌｅ ｒ与野生菌 ＮＦ１００２ 染色体

ＤＮＡ发生同源重组，构建ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因双倍体缺
陷型菌株 ＮＦ-ｙｂｒ。【拟解决的关键问题】通过碳源同
化实验和甘蔗糖蜜乙醇发酵实验，研究ＹＢＲ ０１９Ｃ 基
因的缺失对菌株糖份利用和乙醇发酵的影响，为对菌
株进行高效快捷的基因改造提供参考。

１ 材料与方法

１．１ 材料

１．１．１ 菌种和质粒

  酿酒酵母 ＮＦ１００２ 和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）ＤＨ５α由国家非粮生物质能源工程技术研究中
心保藏。酿酒酵母 ＮＦ１００２ 是从甘蔗糖厂糖蜜废液
中分离得到。质粒 ｐＵＧ６ 和 ｐＵＧ６６ 分别携带 Ｋａｎ ｒ

和 Ｂｌｅ ｒ抗性基因，两端带有 ｌｏｘＰ位点，购自宝赛生物
科技有限公司。

１．１．２ 主要试剂

  ｒＴａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ 公司，Ｇ４１８ 购自上海生工
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生物工程有限公司，Ｚｅｏｃｉｎ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，其
它试剂均为国产分析纯；引物由上海英骏公司合成，
序列测定由 ＴａＫａＲａ 公司完成。甘蔗糖蜜来自广西
凭祥市丰浩酒精有限公司，锤度 ８３．５°Ｂｘ，总糖含量

４９．５％（Ｗ／Ｖ），非发酵糖含量 ４．２９％（Ｗ／Ｖ）。

１．１．３ 引物设计

  根据引物设计的原则和要求，设计了 ５ 对引物
（表 １），其中引物 Ｌ１、Ｌ２ 含有 ４４ｂｐ、４５ｂｐ 序列，分别
与ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因上下游序列同源，另外的 ２０ｂｐ、

２２ｂｐ 序列是扩增筛选标记的正反向引物。

１．１．４ 培养基

  （１）ＹＰＤ培养基：蛋白胨 ２０ｇ／Ｌ，酵母粉 １０ｇ／Ｌ，
葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ，固体培养基添加 ２０ｇ／Ｌ 琼脂粉；（２）筛
选培养基：在 ＹＰＤ 培养基中添加终浓度为 １５０μｇ／

ｍＬ的 Ｇ４１８ 或 １０μｇ／ｍＬ的 Ｚｅｏｃｉｎ；（３）发酵培养基：
蛋白胨 ２０ｇ／Ｌ，酵母粉 １０ｇ／Ｌ，蔗糖 ２０ｇ／Ｌ；（４）甘蔗
糖蜜培养基：将甘蔗糖蜜稀释至一定锤度，添加

０·２％（Ｗ／Ｗ）尿素和 ０．０２％（Ｗ／Ｗ）磷酸，用浓

Ｈ２ ＳＯ４调节 ｐＨ 值至 ３．８～４．０，现配现用。

１．２ 方法

１．２．１ 酿酒酵母 ＮＦ１００２ 基因组 ＤＮＡ的提取

  挑取单菌落接种于 ２０ｍＬ ＹＰＤ 培养基，２８℃摇
瓶培养过夜，取 １０ｍＬ 菌液并离心 （５０００ｒ／ｍｉｎ，

５ｍｉｎ），收集菌体。提取 ＮＦ１００２ 基因组 ＤＮＡ［１３］，通
过琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．２ ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因的 ＰＣＲ验证

  以酿酒酵母 ＮＦ１００２ 基因组 ＤＮＡ 为模板，用引
物 ＹＢＲ１ 和 ＹＢＲ２ 进行 ＰＣＲ，ＰＣＲ 条件为 ９５℃
２ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ、５５℃ ３０ｓ、７２℃ １．５ｍｉｎ）×３０ 个循
环，７２℃ １０ｍｉｎ。通过琼脂糖凝胶电泳检测分析

ＰＣＲ产物。

１．２．３ 质粒 ＤＮＡ的制备

  用 ＣａＣｌ２法制备大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，分
别转化质粒 ｐＵＧ６ 和 ｐＵＧ６６［１４］。挑取克隆子，液体
培养，用试剂盒提取质粒 ＤＮＡ并进行酶切验证。

１．２．４ 基因敲除组件的构建

  以 ｐＵＧ６ 质粒 ＤＮＡ为模板，用引物 Ｌ１-Ｌ２ 进行

ＰＣＲ扩增ＹＢＲ ０１９Ｃ基因敲除组件 ｙｂｒ-１。ＰＣＲ条件
为 ９５℃ ２ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃ ２ｍｉｎ）×３０
个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。纯化回收目的片段，送 ＴａＫａ-
Ｒａ公司测序。

１．２．５ ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因的敲除

１．２．５．１ 基因敲除组件的转化 制备酵母感受态细
胞，使用醋酸锂转化方法［１５］转化 ｙｂｒ-１ 到酿酒酵母

ＮＦ１００２ 中。转化得到的菌体用 １ｍＬ １ｍｏｌ／Ｌ 的山
梨醇静置培养 １ｈ 后离心去除上清液，用 １ｍＬ ＹＰＤ
重悬菌体，２８℃培养 ３～ ４ｈ。离心去除上清液，用

０·５ｍＬ ＹＰＤ 重悬细胞，涂布含有 １５０μｇ／ｍＬ Ｇ４１８
的 ＹＰＤ平板上，２８℃培养 ２～３ｄ。

表 １ 引物序列

Ｔａbｌｅ １ Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 设计原则与要求 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｄｅｓｉｇｎ

Ｌ１ ５’-ＧＣＴＧＧＣＡＡＡＴＣＡＧＧＡＡＡＡＴＣＴＧＴＡＧＡＣＡ
ＡＴＣＴＴＧＧＡＣＣＣＧＴＡＡＧｃａｇｃｔｇａａｇｃｔｔｃｇｔａｃｇｃｔ-３’

大写字母：与ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因上游序列同源；
小写字母：扩增筛选标记的正向引物
Ｔｈｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ：Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ＹＢＲ ｇｅｎｅ
Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ：Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ

Ｌ２ ５’-ＧＣＴＡＧＴＡＴＴＧＴＡＧＡＡＴＣＴＴＴＡＴＴＧＴＴＣＧＧＡ
ＧＣＡＧＴＧＣＧＧＣＧＣＧＡＧｇｇｃｃａｃｔａｇｔｇｇａｔｃｔｇａｔａｔｃ-３’

大写字母：与ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因下游序列同源；
小写字母：扩增筛选标记的反向引物
Ｔｈｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ：Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ ＹＢＲ ｇｅｎｅ
Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ：Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ

ＹＢＲ１ ５’-ＣＡＧＧＡＡＡＡＴＣＴＧＴＡＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＧＡＣＣＣＧ-３’
扩增ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ＹＢＲ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＹＢＲ２ ５’-ＣＡＣＡＣＡＣＴＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＴＡＡＴＴＧＡＧＡＡＴＧＧ-３’
扩增ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ＹＢＲ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ａ ５’-ＴＧＴＧＡＡＣＡＣＴＧＴＡＴＡＧＣＣＡＧＴＣＣＴＴＣＧＧ-３’
位于ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因上游
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＹＢＲ ｇｅｎｅ

Ｂ ５’-ＣＣＡＡＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＧＣ-３’
位于ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因下游
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＹＢＲ ｇｅｎｅ

ＫａｎＣ ５’-ＧＴＴＡＴＴＣＡＴＴＣＧＴＧＡＴＴＧＣＧＣＣＴＧＡＧＣ-３’
位于 Ｋａｎ ｒ 基因
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｋａｎｒ ｇｅｎｅ

ＫａｎＤ ５’-ＣＧＣＣＡＧＡＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＡＡＡＣＡＴＧＧＣＡＡ-３’
位于 Ｋａｎ ｒ 基因
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｋａｎｒ ｇｅｎｅ

ＢｌｅＣ ５’-ＴＴＴ ＧＣＡ ＣＴＧ ＣＣＧ ＧＴＡ ＧＡＡ ＣＴ ＣＣＧ-３’
位于 Ｂｌｅ ｒ 基因
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｌｅｒ ｇｅｎｅ

ＢｌｅＤ ５’-ＣＧＡ ＡＴＴ ＧＣＴ ＴＧＣ ＡＧＧ ＣＡＴ ＣＴＣ ＡＴＧ-３’
位于 Ｂｌｅ ｒ 基因
Ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｌｅｒ ｇｅｎｅ

０１１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



１．２．５．２ 克隆子的 ＰＣＲ 验证 挑取转化平板上较
大的菌落，接种于含有 １５０μｇ／ｍＬ Ｇ４１８ 的 ＹＰＤ 液
体培养基中，于 ２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床培养过夜。收
集菌体，提取菌体基因组 ＤＮＡ 作为模板，用引物 Ａ-
ＫａｎＣ和 Ｂ-ＫａｎＤ 进行 ＰＣＲ 验证，ＰＣＲ 条件为 ９５℃
２ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃ ２ｍｉｎ）×３０ 个循环，

７２℃ １０ｍｉｎ。纯化回收目的片段，并送 ＴａＫａＲａ公司
测序。

１．２．５．３ 另一条等位基因的敲除 以获得的

ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因单倍体敲除菌株为出发菌株，利用质
粒 ｐＵＧ６６ 构建带有 Ｂｌｅ ｒ 抗性标记的基因敲除组件

ｙｂｒ-２，并转化ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因单倍体敲除菌株，敲除
另一条等位基因，获得ＹＢＲ ０１９Ｃ 双倍体基因缺失菌
株 ＮＦ-ｙｂｒ。

１．２．６ 突变株 ＮＦ-ｙｂｒ遗传稳定性试验

  挑取 ＰＣＲ 验证正确的突变株单克隆，接种于含
有 １５０μｇ／ｍＬ Ｇ４１８ 的 ＹＰＤ液体培养基中，于 ２８℃、

１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床培养过夜。继续转接于同样的

ＹＰＤ液体培养基，于 ２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ 的摇床培养过
夜，如此传代 １０ 次。收集第 １０ 代菌体，提取菌体基
因组 ＤＮＡ作为模板，使用引物 Ｌ１-Ｌ２、Ａ-ＫａｎＣ、Ｂ-
ＫａｎＤ、Ａ-ＢｌｅＣ、Ｂ-ＢｌｅＤ进行 ＰＣＲ验证。ＰＣＲ条件为

９５℃ ２ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ、５５℃ ３０ｓ、７２℃ １．５ｍｉｎ）×３０
个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。

１．２．７ 突变株 ＮＦ-ｙｂｒ碳源同化实验

  将活化菌株接种至 ＹＰＤ 培养基，培养至对数期
菌龄，取 ２ｍＬ 菌液，１２，０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ 离心，弃上
清液，加 ２ｍＬ无菌蒸馏水洗涤菌体 ３ 次，最后收集菌
体悬浮于同体积的无菌蒸馏水中。按文献［１６］的生
长图谱方法进行菌株的碳源同化实验，考察各种糖份
的利用能力。

１．２．８ 突变株 ＮＦ-ｙｂｒ生长曲线的测定

  菌株于 ＹＰＤ培养基 ３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下培养过夜
活化 ２ 次，再培养至对数生长期菌龄，菌数 １０８个／

ｍＬ，接种于 ＹＰＤ培养基，定时取样，用血球计数板计
数，绘制生长曲线。

１．２．９ 突变株 ＮＦ-ｙｂｒ 在蔗糖中的乙醇发酵

  菌株用 ＹＰＤ 培养基培养过夜活化 ２ 次，再培养
至对数期菌龄，菌数 １０８个／ｍＬ，接种于蔗糖发酵培
养基，在 ３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵至菌浓度达 ２×
１０８个／ｍＬ，再静止发酵至终止。定时取样测定发酵
液的乙醇浓度。

１．２．１０ 突变株 ＮＦ-ｙｂｒ在甘蔗糖蜜中的乙醇发酵

  将活化菌株接种至 ＹＰＤ 培养基培养至对数期
后，接种于甘蔗糖蜜培养基进行糖蜜酒精发酵，按目

前甘蔗糖蜜酒精生产的发酵工艺进行。菌液接种于

１００ｍＬ的 ２５°Ｂｘ甘蔗糖蜜培养基，接种量 ５％，培养

１２ｈ后补料同体积、５５°Ｂｘ 的甘蔗糖蜜培养基启动酒
精发酵。发酵前 ２４ｈ 均以 １８０ｒ／ｍｉｎ 摇动，此后静置
发酵至 ７２ｈ，定时抽样测定醪液的菌数、乙醇浓度、总
糖含量以及还原糖含量。

１．２．１１ 乙醇浓度的测定

  以乙腈为内标，采用气相色谱法测定酒精含量。
发酵液 １２０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ 离心，取上清液 ０．６ｍＬ，
加入等量 １０％乙腈，补蒸馏水至 ２．０ｍＬ 体积，上气
相色谱仪测定，根据乙醇和乙腈的峰面积计算酒精含
量（％，Ｖ／Ｖ）。酒精含量（％，Ｖ／Ｖ）＝（乙醇峰面积／
乙腈峰面积）×０．９９３６，式中：０．９９３６ 为换算常数，根
据同一条件下测定乙醇和乙腈的标准曲线回归方程

求得。

  气相色谱条件：ＦＩＤ 检测器，加热口温度 ２５０℃，
柱箱温度 １００℃，检测器温度 ３２５℃，以氮气为载气，
进样口分流比 ５０∶ １，氮气总流量 ７０．５ｍＬ／ｍｉｎ，检
测器氢气流量 ４０ｍＬ／ｍｉｎ，空气流量 ４５０ｍＬ／ｍｉｎ。

１．２．１２ 糖含量测定

  取发酵醪液 ０．２ｍＬ 于 ２ｍＬ 离心管中，加入

１·８ｍＬ蒸馏水和 ５ｍｇ 碱性醋酸铅，反复倒置摇匀，

１２０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ离心，取上清 ０．１ｍＬ，用 ＤＮＳ 法
测定还原糖。另取上清液 １．０ｍＬ，加入 １００μＬ ６ｍｏｌ／

Ｌ 盐酸，摇匀，７０℃ 水解 １５ｍｉｎ，冰水浴冷却，加

１２０μＬ ２０％的 ＮａＯＨ 溶液中和，离心，取上清液

１００μＬ，用 ＤＮＳ法测定总糖。ＤＮＳ 法测定还原糖按
美国能源部的方法［１７］进行。

２ 结果与分析

２．１ 构建的基因敲除组件

  分别以质粒 ｐＵＧ６ 和 ｐＵＧ６６ 为模板，用 Ｌ１-Ｌ２
引物 ＰＣＲ 扩增 ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因敲除组件 ｙｂｒ-１ 和

ｙｂｒ-２，琼脂糖凝胶电泳检测分析结果（图 １）显示，大
小分别为 １６９７ｂｐ 和 １２６８ｂｐ，与预计片段大小相符。
对基因敲除组件进行测序，通过比对发现，测序结果
与引物和 ｐＵＧ６、ｐＵＧ６６ 已知基因序列完全一致。

２．２ 克隆子验证

  挑取 Ｇ４１８ 平板和 Ｚｅｏｃｉｎ 平板上的克隆子单菌
落，液体培养后提取基因组 ＤＮＡ 作为模板，分别用

Ａ-Ｂ、Ｌ１-Ｌ２、ＹＢＲ１-ＹＢＲ２、Ａ-ＫａｎＣ、Ｂ-ＫａｎＤ 和 Ｌ１-
Ｌ２、ＹＢＲ１-ＹＢＲ２、Ａ-ＢｌｅＣ、Ｂ-ＢｌｅＤ 两组引物进行

ＰＣＲ验证，琼脂糖凝胶电泳检测分析结果（图 ２）显
示，获得了预计目的条带。图 ２（ａ）表明 ｙｂｒ１ 敲除组
件与目标基因ＹＢＲ ０１９Ｃ 发生了正确的同源重组；图
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２（ｂ）表 明 ｙｂｒ２ 敲 除 组 件 与 另 一 条 等 位 基 因

ＹＢＲ ０１９Ｃ 发生了正确的同源重组。对突变株连续传
代 １０ 次后，提取基因组 ＤＮＡ 作为模板，用引物 Ｌ１-
Ｌ２、Ａ-ＫａｎＣ、Ｂ-ＫａｎＤ、Ａ-ＢｌｅＣ 和 Ｂ-ＢｌｅＤ 进行 ＰＣＲ
验证，琼脂糖凝胶电泳检测分析结果（图 ２ｃ）显示，获
得了预计目的条带，表明所构建的突变株遗传稳定。

图 １ ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因敲除组件 ｙｂｒ-１ 和 ｙｂｒ-２ 电泳图

  Ｆｉｇ．１ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆＹＢＲ ０１９Ｃ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃａｓ-
ｓｅｔｔｅｓ ｙｂｒ-１ ａｎｄ ｙｂｒ-２

  Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｌ１：ｙｂｒ-１，１６９７ｂｐ；Ｌ２：ｙｂｒ-２，

１２６８ｂｐ．

图 ２ 克隆子 ＰＣＲ验证电泳图

Ｆｉｇ．２ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

  （ａ）Ｍ１：λ-ＨｉｎｄⅢｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；Ｌ１：Ａ-Ｂ，

３４００ｂｐ，２６１５ｂｐ；Ｌ２：ＹＢＲ１-ＹＢＲ２，２１００ｂｐ；Ｌ３：Ｌ１-Ｌ２，

１６９７ｂｐ；Ｌ４：Ａ-ＫａｎＣ，１５５７ｂｐ；Ｌ５：Ｂ-ＫａｎＤ，１４２７ｂｐ．

  （ｂ）Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；Ｌ１：Ｌ１-Ｌ１，１６９８ｂｐ，１２６８ｂｐ；Ｌ２：

ＹＢＲ１-ＹＢＲ２；Ｌ３：Ａ-ＢｌｅＣ，１３２０ｂｐ；Ｌ４：Ｂ-ＢｌｅＤ，７８１ｂｐ．

  （ｃ）Ｍ：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；Ｌ１：Ｌ１-Ｌ１，１６９８ｂｐ，１２６８ｂｐ；Ｌ２：

Ａ-ＢｌｅＣ，１３２０ｂｐ；Ｌ３：Ｂ-ＢｌｅＤ，７８１ｂｐ；Ｌ４：Ｂ-ＫａｎＤ，１４２７ ｂｐ；Ｌ５：

Ａ-ＫａｎＣ，１５５７ｂｐ．

２．３ 突变株 ＮＦ-ｙbｒ对糖的同化能力

  野生菌株 ＮＦ１００２ 和突变菌株 ＮＦ-ｙｂｒ的碳源同

化实验结果（表 ２）显示，对测定的葡萄糖、蔗糖、棉子
糖、麦芽糖、乳糖、半乳糖和木糖等 ７ 种糖份，突变株
和野生菌一样，均不能同化乳糖和木糖，能完全同化
葡萄糖和蔗糖。野生菌对棉子糖和麦芽糖也能完全
同化，对半乳糖能大部分同化。而突变株不能同化半
乳糖，对棉子糖的同化能力下降，对麦芽糖只能部分
同化。

２．４ 突变株 ＮＦ-ｙbｒ 生长曲线的测定

  野生菌株 ＮＦ１００２ 和基因突变菌株 ＮＦ-ｙｂｒ的生
长曲线如图 ３ 所示，两株菌的整个生长周期的趋势一
致，培养至 ２４ｈ，两株菌的菌数均达到最大，但突变株
生长速度明显比野生菌要慢，整个生长周期的菌数都
比野生菌要低，突变株的最大菌数为 １．７５×１０８个／

ｍＬ 与野生菌的 ２．８８ × １０８ 个／ｍＬ 相比，降低了

０．４ 倍。

图 ３ ＮＦ１００２ 和 ＮＦ-ｙｂｒ生长曲线

Ｆｉｇ．３ Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＮＦ１００２ ａｎｄ ＮＦ-ｙｂｒ
—■—：ＮＦ１００２；—●—：ＮＦ-ｙｂｒ．

２．５ 突变株 ＮＦ-ｙbｒ 发酵产乙醇分析

  以蔗糖为碳源，野生型出发菌株 ＮＦ１００２ 和突变
株 ＮＦ-ｙｂｒ 的乙醇发酵曲线如图 ４ 所示。出发菌

ＮＦ１００２ 发酵乙醇产量更高，发酵至 ４８ｈ 乙醇浓度达
到最大值 １４．０８％。随后乙醇浓度逐渐下降，至发酵
终点 ７２ｈ，受高浓度乙醇的毒性影响，乙醇产量降至

１２．３６％。尽管突变株的发酵速率比出发菌低，但其
乙醇浓度随着发酵时间的推移一直在升高，至发酵终
点 ７２ｈ达到 １３．６８％，比野生型菌株高 １０．６９％。

表 ２ 野生菌 ＮＦ１００２ 和突变株 ＮＦ-ｙbｒ 碳源同化实验结果

Ｔａbｌｅ ２ Ｃａｒbｏｎ ｍｅｔａbｏｌｉｓｍ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ＮＦ１００２ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ＮＦ-ｙbｒ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

葡萄糖
Ｇｌｕｃｏｓｅ

蔗糖
Ｓｕｃｒｏｓｅ

棉子糖
Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ

麦芽糖
Ｍａｌｔｏｓｅ

乳糖
Ｌａｃｔｏｓｅ

半乳糖
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ

木糖
Ｘｙｌｏｓｅ

ＮＦ１００２ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ０ ＋＋ ０
ＮＦ-ｙｂｒ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ０ ０ ０

  注：“＋＋＋”表示能完全同化，“＋＋”表示能大部分同化，“＋”表示只能部分同化，“０”表示不能同化。

  Ｎｏｔｅ：“＋＋＋”：Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ；“＋＋”：Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｊｏｒ ｐａｒｔｌｙ，“＋”：Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍｉｎｏｒ ｐａｒｔｌｙ，“０”：Ｕｎ-ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．

２１１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



图 ４ ＮＦ１００２ 和 ＮＦ-ｙｂｒ发酵产乙醇曲线

Ｆｉｇ．４ Ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ１００２ ａｎｄ ＮＦ-ｙｂｒ

—■—：ＮＦ１００２；—●—：ＮＦ-ｙｂｒ．

２．６ 突变株 ＮＦ-ｙbｒ在甘蔗糖蜜中的生长情况

  突变菌株和野生菌株在甘蔗糖蜜中的生长情况
（图 ５）与在 ＹＰＤ中的生长情况大致相同，ＮＦ１００２ 和

ＮＦ-ｙｂｒ 均在发酵 １２ｈ 后菌数达到最大值，分别为

３·５６×１０８个／ｍＬ和 ２×１０８个／ｍＬ，之后菌数快速下
降。培养至 ４８ｈ，菌数基本保持不变。与野生菌

ＮＦ１００２ 相比，突变株 ＮＦ-ｙｂｒ 的最大菌数仅为野生
菌的 ５６％。

图 ５ ＮＦ１００２ 和 ＮＦ-ｙｂｒ在甘蔗糖蜜中的生长曲线

  Ｆｉｇ．５ Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＮＦ１００２ ａｎｄ ＮＦ-ｙｂｒ ｉｎ ｓｕｇａｒ-

ｃａｎｅ ｍｏｌａｓｓｅｓ

—■—：ＮＦ１００２；—●—：ＮＦ-ｙｂｒ．

２．７ 突变株利用甘蔗糖蜜发酵产乙醇的能力

  比较突变株与野生菌株在发酵温度 ３０℃、发酵
时间 ７２ｈ下发酵甘蔗糖蜜产乙醇的结果（图 ６）显示，
突变株的产乙醇的能力比野生菌要低。ＮＦ１００２ 和

ＮＦ-ｙｂｒ 发酵 ７２ｈ 的醪液乙醇含量分别为 １３．８９％
（Ｖ／Ｖ）和 １２．０１５％（Ｖ／Ｖ）。对照野生菌 ＮＦ１００２ 残
留总糖和残留还原糖含量分别为 ３．９５％和 ２·９６５％，
突变株 ＮＦ-ｙｂｒ 的残留总糖含量和残留还原糖含量
分别为 ４．８２％和 ４．００５％，均比野生菌残糖含量高。

  图 ６ ＮＦ１００２ 和 ＮＦ-ｙｂｒ发酵甘蔗糖蜜醪液酒精含量及

残糖含量

  Ｆｉｇ．６ Ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ-
ｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ＮＦ-１００２ ａｎｄ ＮＦ-ｙｂｒ ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ ｓｕｇａｒｃａｎｅ

ｍｏｌａｓｓｅｓ

３ 讨论

  伴随着研究技术进步，生物信息时代的到来，尤
其是计算机技术作为一种生物学研究手段的广泛应

用，酿酒酵母乙醇相关基因的代谢调控机理的研究深
入到基因组学的层次。在全基因组测序以及序列比
对分析的基础上，我们构建了初步识别的酿酒酵母糖
蜜乙醇发酵相关调控基因数据库。本研究从数据库
中初步选择与基础代谢相关的ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因作为
改造目的基因，从发酵糖蜜酒精工业用酿酒酵母菌株

ＮＦ１００２ 出发，利用 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ 系统在 ＰＣＲ 基础上构
建了 ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因双倍体缺失菌株 ＮＦ-ｙｂｒ。

ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因编码的酿酒酵母二磷酸尿核苷差向异
构酶，是 Ｌｅｌｏｉｒ 途径上的关键酶［１８］。人体中若是差
向异构酶发生突变将导致代谢半乳糖的缺陷［１ ９］。碳
源同化实验结果也表明突变株 ＮＦ-ｙｂｒ 不能利用半
乳糖，说明ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因已被正确替换。而且突变
株对棉子糖和麦芽糖的吸收利用受到基因敲除的影

响。ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因的缺失还导致突变株生长缓慢，

Ｔａｋａｇｌ Ｈ 等［２０］报道，ＰＲＯ１ 基因敲除后突变株对乙
醇的耐受性提高，同时酵母生长速率减慢，可见基因
敲除对细胞生长有一定的影响。酿酒酵母利用蔗糖
发酵乙醇，尽管乙醇产量没有明显下降，但发酵周期
有所延长。利用甘蔗糖蜜发酵乙醇时，发酵液中的高
浓度底物和酒精对酵母的生长和发酵会产生抑制作

用［２１］，加之基因敲除的影响，突变株 ＮＦ-ｙｂｒ 对甘蔗
糖蜜的适应性需要更长的时间，对其中糖份的利用能
力不如野生菌株，乙醇的产量也不及野生菌株。由此
可见，在酵母菌株乙醇代谢途径上，ＹＢＲ ０１９Ｃ 基因
是一个不可或缺的调控因子，该基因的缺失，影响了
菌株对糖份的利用。
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  对不同发酵性能的系列酿酒酵母菌株进行全基
因组测序，进行比较基因组学和蛋白组学分析，找出
它们的表达差异点，进行功能分析，构建数据库，根据
数据库提供的信息，有针对性地选择拟改造基因，结
合 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ基因敲除系统，可以快捷地对酵母菌株
进行改造。本研究也证实，该研究方法是可行的，为
菌株高效快捷的基因改造提供了参考。从基因组学
的角度研究工业酵母菌乙醇发酵功能，提高生物乙醇
生产效率，将是乙醇燃料研究领域的一个重要方向。
我们下一步将在此研究基础上，从数据库中筛选更多
基因进行改造，以期获得具有工业应用价值的酿酒酵
母工程菌。

参考文献：

［１］ 李苗苗，于淑娟．甘蔗生产燃料乙醇的发展现状及前景
展望［Ｊ］．酿酒科技，２００７，６（５）：１１１-１１３．
Ｌｉ Ｍ Ｍ，Ｙｕ Ｓ Ｊ．Ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｆｕｅｌ
ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｇａｒｃａｎｅ［Ｊ］．Ｌｉｑｕｏｒ-ｍａｋｉｎｇ Ｓｃｉ-
ｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，６（５）：１１１-１１３．

［２］ Ｂａｓｓｏ Ｌ Ｃ，ｄｅ Ａｍｏｒｉｍ Ｈ Ｖ，ｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ Ａ Ｊ，ｅｔ ａｌ．
Ｙｅａｓｔ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｅｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｂｒａｚｉｌ［Ｊ］．
ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ Ｒｅｓ，２００８，８（７）：１１５５-１１６３．

［３］ 周璐，李越中，李健．酿酒酵母基因组学研究进展［Ｊ］．生
命科学，１９９９，２（１１）：８７-９１．
Ｚｈｏｕ Ｌ，Ｌｉ Ｙ Ｚ，Ｌｉ Ｊ．Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１９９９，２（１１）：８７-９１．

［４］ 李伟，印莉萍．基因组学相关概念及其研究进展［Ｊ］．生
物学通报，２０００，１１（３５）：１-３．
Ｌｉ Ｗ，Ｙｉｎ Ｌ Ｐ．Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，１１（３５）：１-３．

［５］ Ｏｍｕｒａ Ｆ，Ｆｕｊｉｔａ Ａ，Ｍｉｙａｊｉｍａ Ｋ，ｅｔ ａｌ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ
ｙｅａｓｔ Ｐｕｔ４ ｐｅｒｍｅａｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｌａｇｅｒ ｙｅａｓｔ
ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒａｌｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２００５，６９：１１６２-１１７１．

［６］ Ｒａａｂ Ｒ Ｍ，Ｔｙｏ Ｋ，Ｓｔｅｐｈａｎｏｐｏｕｌｏｓ Ｇ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｇｉ-
ｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．Ａｄｖ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｅｎｇ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００５，１００：１-
１７．

［７］ Ｓｔａｍｂｕｋ Ｂ Ｕ，Ｄｕｎｎ Ｂ，Ａｌｖｅｓ Ｓ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｆｕｅｌ
ｅｔｈａｎｏｌ ｙｅａｓｔｓ ｃｏｎｔａｉｎ ａｄａｐｔｉｖｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１ ａｎｄ Ｂ６ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．
Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓ，２００９，１９：２２７１-２２７．

［８］ Ｗｅｎｄｌａｎｄ Ｊ．ＰＣＲ-ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ
ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ Ｇｅｎｅｔ，
２００３，４４：１１５-１２３．

［９］ 宋浩雷，郭晓贤，王艳尊，等．敲除 ｓｆａ１ 基因提高酿酒酵
母乙醇合成能力的研究［Ｊ］．微生物学通报，２００７，３４
（３）：４２１-４２５．

Ｓｏｎｇ Ｈ Ｌ，Ｇｕｏ Ｘ Ｘ，Ｗａｎｇ Ｙ Ｚ，ｅｔ ａｌ．Ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｓｆａ１
ｇｅｎｅ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａ ，

２００７，３４（３）：４２１-４２５．
［１０］ Ｔａｋａｇｉ Ｈ，Ｍａｔｓｕｉ Ｆ，Ｋａｗａｇｕｃｈｉ Ａ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｌｆ-ｃｌｏｎｉｎｇ ｓａｋｅ ｙｅａｓｔｓ ｔｈａｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ
ｐｒｏｌｉｎｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉ，Ｂｉｏｅｎｇ，２００７，１０３：３７７-３８０．

［１１］ 陆琦，张穗生，吴仁智，等．三株甘蔗糖蜜酒精高产酵母
菌株的筛选［Ｊ］．广西科学，２０１０，１７（４）：３６８-３７２，３７６．
Ｌｕ Ｑ，Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｓ，Ｗｕ Ｒ Ｚ，ｅｔ ａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｈｉｇｈ-
ｙｉｅｌｄ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ａｌｃｏｈｏｌ ｆｅｒ-
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｍｏｌａｓｓｅｓ ［Ｊ］．Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉ-
ｅｎｃｅｓ，２０１０，１７（４）：３６８-３７２，３７６．

［１２］ Ｍａｊｕｍｄａｒ Ｓ，Ｇｈａｔａｋ Ｊ，Ｍｕｋｈｅｒｊｉ Ｓ，ｅｔ ａｌ．ＵＤＰｇａｌａｃｔｏｓｅ
４-ｅｐｉｍｅｒａｓｅ ｆｒｏｍ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ：Ａ ｂｉｆｕｎｃ-
ｔｉｏｎａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｗｉｔｈ ａｌｄｏｓｅ １-ｅｐｉｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］．Ｅｕｒ
Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２００４，２７１（４）：７５３-７５９．

［１３］ Ｃｈｅｎｇ Ｈ Ｒ，Ｊｉａｎｇ Ｎ．Ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｒａｐｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｙｅａｓｔｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｌｅｔｔ，
２００６，２８：５５-５９．

［１４］ 萨姆布鲁克 Ｊ，拉塞尔 Ｄ Ｗ．分子克隆试验指南［Ｍ］．第
３ 版．北京：科学出版社，２００２：９６-９９．
Ｓａｍｂｒｏｏｋ Ｊ，Ｒｕｓｓｅｌｌ Ｄ Ｗ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ ｌａｂｏｒａ-
ｔｏｒｙ ｍａｎｕａｌ［Ｍ］．Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｐｒｅｓｓ，２００２：９６-９９．

［１５］ Ｇｉｅｔｚ Ｒ Ｄ，Ｗｏｏｄｓ Ｒ Ａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ［Ｍ］．
［ｓ．ｌ．］：［ｓ．ｎ．］，２００２，３５０：８７-９６．

［１６］ 杜连祥，路福平．微生物学实验技术［Ｍ］．北京：中国轻
工业出版社，２００５：１６６．
Ｄｕ Ｌ Ｘ，Ｌｕ Ｆ Ｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｃｈｉｎａ Ｌｉｇｈｔ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｐｒｅｓｓ，２００５：１６６．

［１７］ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｎｅｗａｂｌｅ Ｅｎｅｒｇｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ （ＮＲＥＬ）．
Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｍ］．［ｓ．ｌ．］：Ｌａｂｏ-
ｒａｔｏｒｙ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，Ｌａｐ- ００６，ＮＲＥＬ Ｇｏｌｄｅｎ
Ｃｏ，１９９６．

［１８］ Ｓｃｏｔｔ Ａ，Ｔｉｍｓｏｎ Ｄ Ｊ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅＳａｃｃｈａｒｏ-
ｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｕｔａｒｏｔａｓｅ／ＵＤＰ-ｇａｌａｃｔｏｓｅ
４-ｅｐｉｍｅｒａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｇａｌ ｌ０Ｐ［Ｊ］．ＦＭＥＳ Ｙｅａｓｔ Ｒｅｓ
２００７，７：３６６-３７１．

［１９］ Ｔｉｍｓｏｎ Ｄ Ｊ．Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｔｙｐｅⅢ ｇａｌａｃｔｏｓｅｍｉａ［Ｊ］．ＩＵＢＭＢ Ｌｉｆｅ，２００６，５８：８３-８９．

［２０］ Ｔａｋａｇｉ Ｈ，Ｔａｋａｏｋａ Ｍ，Ｋａｗａｇｕｃｈｉ Ａ，ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌ-
ｐｒｏｌｉｎｅ ｏｎ ｓａｋｅ ｂｒｅｗｉｎｇ ａｎｄ ｅｔｈａｎｏｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［Ｊ］．Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉ-
ｏｌ，２００５，７１（１２）：８６５６-８６６２．

［２１］ Ｇｕ Ｙ Ｓ，Ｑｉａｏ Ｍ，Ｚｈｏｕ Ｑ，ｅｔ ａｌ．Ｈｙｐｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｌ-
ｃｏｈｏｌ ｕｓｉｎｇ ｙｅａｓｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ
ｍｏｌａｓｓｅｓ ｍｅｄｉｕｍ［Ｊ］．Ｔｓｉｎｇｈｕａ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ-
ｇｙ，２００１，６（３）：２２５-２３０．

（责任编辑：陈小玲）  

４１１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４


