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摘  要 : 由于乙醇耐性受多基因控制，因此需要从全基因组水平进行改造以期得到高乙醇耐受的突变体。文

中分别使用紫外诱变、等离子体诱变及人工转录因子 3 种方法对工业酿酒酵母 Sc4126 进行改造，获得了乙醇

耐性提高的突变体，并比较了 3 种方法的正突变率。人工转录因子文库转化的方法获得了最多数量的乙醇耐性

突变体，高出紫外诱变和等离子体诱变方法 1~2 个数量级，且遗传稳定。研究结果表明，人工转录因子技术

可以用于对工业酿酒酵母快速进行基因组工程改造。 

关键词 : 人工转录因子文库，紫外诱变，介质阻挡等离子体诱变，乙醇耐性，酿酒酵母  
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Abstract:  Ethanol tolerance is related to the expression of multiple genes, and genome-based engineering approaches are 

much more efficient than manipulation of single genes. In this study, ultraviolet (UV) mutagenesis, dielectric barrier 
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discharge (DBD) air plasma mutagenesis, and artificial transcription factor (ATF) technology were adopted to treat an 

industrial yeast strain S. cerevisiae Sc4126 to obtain mutants with improved ethanol tolerance. Mutants with high ethanol 

tolerance were obtained, and the ratio of positive mutants was compared. Among the three approaches, the rate of positive 

mutation obtained by ATF technology was 10- to 100-folds of that of the two other methods, with highest genetic stability, 

suggesting the ATF technology promising for rapid alteration of phenotypes of industry yeast strains for efficient ethanol 

fermentation. 

Keywords:  artificial transcription factor (ATF) library, ultraviolet (UV) mutagenesis, dielectric barrier discharge (DBD) air 
plasma, ethanol tolerance, Saccharomyces cerevisiae 

酿酒酵母的乙醇耐性对于超高浓度发酵及连

续发酵过程中保持较高的细胞活性非常重要。但酿

酒酵母乙醇耐性机制复杂，与乙醇耐性相关的基因

有 200 多个[1-2]，依靠传统的单基因操作或局部代

谢支路改造很难得到理想的表型，因此本实验考虑

使用人工转录因子 (锌指蛋白文库) [3-4]来获得工业

酿酒酵母的高乙醇耐受突变体，并比较其与传统

的物理化学诱变方法的正突变率及遗传稳定性等

指标。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和培养基 

工业酿酒酵母 Sc4126，本实验室保存。 

YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，

酵母粉 10；固体培养基添加 2％ (V/V) 琼脂粉。 

SD 基本培养基 (g/L)：葡萄糖 10，不含氨基

酸的酵母氮碱 (YNB) 6.7。 

人工转录因子相关实验固体和液体培养基分

别添加 300 μg/mL 和 100 μg/mL 的 G418。 

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 100，蛋白胨 8，酵

母粉 6。 

所有摇瓶培养条件为 30 ℃，150 r/min。平板

均在 30 ℃下培养 2~5 d。 

1.2  方法 

1.2.1  三种育种方法处理菌体 

紫外诱变 (UV) 参考文献[5]处理菌体，选取合

适照射时间使存活率在 50％与 10％左右。等离子

体诱变 (Plasma) 参考文献[6]处理菌体，选取合适

处理时间使存活率在 50％和 10％左右。人工转录

因子 (ATF) 文库 由韩国 ToolGen 公司 Jin-Soo 

Kim 教授提供 [4]，结构如图 1 所示。电转锌指蛋白

文库质粒到 Sc4126 中，筛选使用 G418。 

 

图 1  人工转录因子文库主要元件 

Fig. 1  Key elements of the artificial transcription factor 
library (ATF). 

1.2.2  乙醇耐性突变株的筛选和验证 

YPD 培养基过夜活化宿主菌 Sc4126 后添加无

水乙醇使终浓度达到 20％ (V/V) 培养不同时间涂

布 YPD 平板，选择无菌落长出时对应的处理时间

T0 来作为耐性筛选条件。 

将 3 种方法得到的突变株用 YPD 培养基从各

自的平板上完全洗下来，加入无水乙醇至终浓度

20％ (V/V)，乙醇冲击 T0 时间后涂布含 10％乙醇的

YPD 平板。 

复筛时将每种育种方法得到的突变株中菌落

最大的挑出，在 YPD 中过夜培养后调整菌株 OD600

至相同数值，一方面点滴 10％ (V/V) 乙醇平板和普

通 YPD 平板，另一方面以 20％ (V/V) 接种量转接

到含 20％ (V/V) 乙醇的 SD 基本培养基冲击 1~5 h 计

算存活率，从而定性和定量评估突变体乙醇耐受性。 

1.2.3  突变株遗传稳定性验证 

在每种突变方法获得的突变株中随机选取 15
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个突变体，接入 YPD 培养基 24 h 培养后以 1％ 

(V/V) 接种量接至新鲜 YPD 中，如此传代 10 次。

将最后一次传代的菌体与活化培养的元代突变株

调至相同的 OD600 值，进行两组验证：一组稀释合

适倍数涂布含 10％ (V/V) 乙醇 YPD 平板，培养 3 d

后计算菌落形成单位 (CFU)；另一组分别接入含 8％ 

(V/V) 乙醇的发酵培养基中培养 36 h 后，测量

OD600。如果在两组实验中，最后一次传代的突变

株与元代突变株的结果差异均在 40％以上，则认为

此突变株发生了回复突变。 

2  结果与分析 

2.1  三种改造方法菌体处理条件的确定 

确定了乙醇时间 T0 为 2.5 h。人工转录因子文

库使用了两种效应域：激活域 (Gal4 转录因子) 和

抑制域 (Ume6 转录因子)[4]。根据两种物理诱变存

活曲线，考虑到过高的致死率容易导致高比例的负

突变[5]，选择存活率接近 50％和 10％的处理时间进

行后续实验，即紫外诱变分别选择 45 s和 90 s处理，

等离子体诱变分别选择 1.5 min 和 3.5 min。 

2.2  三种育种方法效果比较 

每种方法出发菌落数都在 10 000 株以上，通过

足够大的样本量保证结果有统计意义。一般微生物

的自发突变率仅有 10−6~10−8 [7]，如表 1 所示，几种

育种方法效率达到 10−4 以上，其中人工转录因子文

库技术正突变率更是高达 10−2，比自发突变率高了

至少 4 个数量级，也高出紫外诱变和等离子体诱变

1~2 个数量级。在两种人工锌指蛋白文库中，锌指

序列后接抑制元件 Ume6 的突变比率比后接激活域

Gal4 的高 26％，推测可能原因是与乙醇耐性相关的

天然锌指蛋白多是通过抑制靶基因表达发挥功能，

这与 Ume6 抑制元件功能相似，因此导入这类锌指

蛋白的菌株更易筛选得到乙醇耐性提高的表型[8-9]。 

进一步对每种方法得到的菌落直径最大的突

变体进行了乙醇耐受的定性与定量测试。图 2 为乙

醇平板点滴实验结果，在 10％ (V/V) 平板上对照

菌只能生长 1~2 个稀释梯度，而突变株均可以生长

3~4 个稀释梯度。如图 3 所示 20％ (V/V) 乙醇冲击

实验结果，3 种方法获得的突变株较对照乙醇耐受

性有了显著提高。以 1 h 为例，UV 诱变、ATF 方

法和等离子体诱变得到的突变体分别较对照存活

率提高了 23.4％、19.1％和 14.5％，3 种方法均达

到了提高乙醇耐性的目的。 

2.3  三种育种方法获得的突变株遗传稳定性

比较 

在每组 15 个突变株中，紫外诱变组有 7 个发

生回复突变，等离子体诱变组有 4 个，而人工转录

因子组只有 1 个回复，远低于物理诱变，说明人工

转录因子方法得到的突变株较两种物理诱变方法

有遗传稳定的特点。 

表 1  三种诱变方法效率比较 

Table 1  Efficiency of three mutagenesis approaches 

using S. cerevisiae Sc4126 

Method 
Number of 

total 
colonies 

Number of 
positive 
colonies 

Rate of 
positive 
colonies 

UV-45 s 12 830 19 1.49×10−3 

UV-90 s 11 450 12 1.05×10−3 

Plasma-1.5 min 10 270 5 4.87×10−4 

Plasma-3.5 min 11 580 10 8.64×10−4 

ATF-Gal4 11 780 98 8.32×10−3 

ATF-Ume6 10 500 117 1.11×10−2 

 

图 2  突变体乙醇耐性的比较  

Fig. 2  Analysis of ethanol tolerance of mutants on YPD 
plates (A) and YPD plates with 10% (V/V) ethanol 
supplement (B). 
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图 3  紫外诱变 (UV)、等离子体诱变 (Plasma) 和人工

转录因子方法 (ATF) 筛选到的突变体在 20％ (V/V)乙

醇冲击下细胞存活率曲线 

Fig. 3  Viability of mutants obtained by UV treatment, 
plasma mutagenesis and ATF screening under 
ethanol-shock treatment at the concentration of 20% (V/V). 

3  结论与展望 

利用人工转录因子 (人工锌指蛋白) 文库技术

成功获得 200 余株乙醇耐性提高的工业酿酒酵母，

正突变率高达 10−2，相比紫外诱变、介质阻挡等离

子体诱变，具有正突变率高且回复突变率低的优

点。人工转录因子手段还可以进行酿酒酵母其他胁

迫耐性表型的改造，如耐高温和高渗等。获得好的

微生物突变体后，可考虑使用诱导型启动子来控制

效应域的转录，从而控制基因转录的强度和表达时

间，达到对生长和代谢的协同控制。 
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