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摘  要: 根据 GenBank 收录的 sikSAD 基因序列 , 采用反转录 PCR 技术从新疆雪莲(Sasussured 

involucrata Kar. et Kir)中克隆了 sikSAD 基因 , 并构建了 pYES2-sikSAD 大肠杆菌 /酵母穿梭表

达载体 , 通过电击法转化酿酒酵母 S288C 菌株 , 并利用 PCR 和 SDS-PAGE 对转化酿酒酵母

进行鉴定 , 最后通过低温胁迫和酒精胁迫进行抗性初步分析及方差分析。结果表明 : 低温胁

迫实验中 , 转 sikSAD 基因酿酒酵母在低温条件下仍能存活 , 并且在温度恢复到 28 °C 时能迅

速生长 , 生长状态良好 , 不饱和脂肪酸油酸的含量有明显的变化。酒精胁迫实验中 , 其能耐

受一定浓度的酒精 , 并且耐受能力比非转基因酿酒酵母提高了十几个百分点。可见 , 在低温

胁迫和高浓度酒精条件下 , 转新疆雪莲 sikSAD 基因酿酒酵母表现出了优良的活性和生长优势 , 

显示出较强的抗性特征 , 用分子手段改造酿酒酵母 , 为工业生产提供高质量的酿酒酵母奠定

实验基础。  
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Abstract: According to the sequence of sikSAD gene from GenBank, we cloned sikSAD gene from 
Sasussured involucrata Kar. et Kir though RT-PCR, and constructed the recombinant E. coli/Yeast shut-
tle vector pYES2-sikSAD. Then it was transformed into S288C yeast by electroportion method, PCR 
and SDS-PAGE analysis indicated that sikSAD had been integrated into the genome. That the recombi-
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nant vector had been transformed into yeast. Finally, we made preliminary analysis on the resistance 
and analysis of variance under low temperature stress and ethanol tolerance. The results suggest that the 
recombinant yeast pYES2-sikSAD can not only survive in low temperature but also grow well at 28 °C 
in the experiment of low temperature stress, the percentage of oleic acid have obvious change. In the 
experiment of ethanol tolerance, the recombinant yeast pYES2-sikSAD can tolerant certain concentra-
tion of ethanol, also the ability of tolerance increased more than 10 percentage compared with 
non-transformed yeast. The above testify that the recombinant yeast pYES2-sikSAD have more toler-
ance and excellent activity and growth advantage under the low temperature and high ethanol. This ex-
periment using molecular technology to reconstruct yeast which can provide the basement for producing 
Saccharomyces cerevisiae with higher quality in industry. 

Keywords: SAD, Saccharomyces cerevisiae, Low temperature, Ethanol tolerance 

据研究, 世界上大多数植物都存在△9 硬脂酰- 

ACP 去饱和酶(Stearoyl-ACP desaturase, SAD), SAD

是不饱和脂肪酸合成代谢过程中的关键酶 [1], 并在

脂肪酸饱和度调控中起关键作用。SAD 催化反应是

在第 9−10 碳原子之间形成第一个双键, 为不饱和脂

肪酸生物合成过程的第一步脱饱和, 直接调控膜脂

与贮脂中饱和与不饱和脂肪酸的比例[2]。随着生物

技术和植物抗寒工程的发展, 有关 SAD 硬脂酰脱饱

和酶的研究越来越深入。有关研究表明 SAD 硬酯酰

去饱和酶可以直接改变膜脂中不饱和脂肪酸的含

量, 并与植物的抗寒性存在明显的正相关关系[3]。目

前已经从蓖麻、大红花、黄瓜、油菜、菠菜、芫菁、

马铃薯、亚麻葡萄和芝麻等多种植物中克隆得到

SAD 的 cDNA 片段。Kodama 等[4]将酵母的 SAD 基

因编码的硬脂酰基辅酶 A 去饱和酶导入烟草, 研究

人员将菠菜的 SAD 基因导入烟草[5], 可提高烟草的

抗冻力。刘丹等[5]将 SAD 基因正向或反向插入到植

物转化载体 pBI121 中, 对转基因烟草的抗寒性分析

表明, 正向表达 SAD 基因的转基因烟草抗寒性明显

增强; 反向表达 SAD 基因的转基因烟草抗寒性明显

减弱。从以上研究得出, SAD 基因具有提高植物抗

寒性的功能。那么, SAD 基因是否能对酿酒酵母起到

类似的作用, 也是一个值得深入研究的问题。 

酿酒酵母菌作为真核模式生物和传统乙醇代谢

菌备受研究者的青睐。酿酒酵母菌(Saccharomyces 

cerevisiac)是一种革兰氏染色呈阳性的酵母样真 

菌 , 有 酒 酿 气 味 [6], 单 细 胞 生 物 , 最 适 生 长 温 度

25 °C−30 °C, 兼性厌氧型[7]具有易培养、生长代谢

速度快、兼性生长、单双倍体、生命周期适中等特

性[8]。酿酒酵母与其他研究对象相比具有以下优势: 

遗传背景清楚[9], 具有模式生物的特性[8], 具备高效

的体内重组特性 [10], 酿酒酵母基因组测序已经完

成 [11]。这些特性使酿酒酵母的基因工程和遗传学研

究变得更为方便有利。 

本实验从酿酒酵母 S288C 菌株入手, 运用分子

生物学手段将新疆雪莲 sikSAD 基因克隆至酵母/大

肠杆菌穿梭表达载体 pYES2 中, 并转化入酵母, 并

进行低温胁迫和酒精胁迫实验, 初步分析转 sikSAD

基因酵母的的低温抗性机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本试验所用大肠杆菌 DH5α、酵母 /大肠杆菌

穿梭载体 pYES2、酿酒酵母 S288C 菌株均保存

于 本 实 验 室 。 植 物 材 料 为 新 疆 雪 莲 组 培 苗 。

XhoⅠ、Hind III、 Nhe I、T4 ligase 和 Taq 酶均

购 于 宝 生 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 ; pGM-T 

载 体 购 于 北 京 天 为 时 代 公 司 ; DNA 琼 脂 糖 凝 胶

回 收 试 剂 盒 购 于 北 京 百 泰 克 公 司 。 培 养 基 为 酵

母 菌 尿 嘧 啶 合 成 缺 陷 型 培 养 基 SD-URA 培 养 基

含 培 养 酿 酒 酵 母 最 适 条 件 为 28 °C−30 °C 恒 温

培 养 [12]。  

1.2  sikSAD 基因的获得  
取无菌培养的新疆雪莲幼苗叶片 0.5 g, 采用
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TRNzol 总 RNA 提取试剂提取雪莲总 RNA 并反转

录[13]成 cDNA。根据 GenBank 收录的 sikSAD 基因序

列(登录号为 DQ516384), 利用 Premier 5.0 设计 PCR

特异性引物。sikSAD 上游: 5′-AAGCTTAACAATGG 

CTCTTCGGAT-3′ (Hind ); Ⅲ sikSAD 下游: 5′-CTCG 

AGTTCAGAGCTTCACCTGTCTAT-3′ (Xho I)。 

通 过 PCR 扩 增 得 到 sikSAD 基 因 。 反 应 体

系 : cDNA 0.5 μL, 10×Taq  buffer 2 μL, MgCl2 

(25 mmol/L) 1.2 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 0.5 μL, 上

下游引物(10 pmol/L)各 0.5 μL, ddH2O 补足至 20 μL; 

反应参数为: 94 °C 10 min; 94 °C 30 s, 55 °C 30 s, 

72 °C 1 min, 30 个循环; 72 °C 7 min。扩增完毕, 用

电泳检测后回收目的片段并纯化。将目的片段连接

PGM-T 载体 , 连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受

态细胞 [14]。在含有氨苄青霉素(Amp)的 LB 平板上

挑选菌落 , 碱裂解法小量提取质粒 [15], 用 XhoⅠ

和 Hind III 双酶切鉴定, 检测正确的重组质粒命名

为 pGM-T-sikSAD, 送交北京华大基因测序。 

1.3  sikSAD 酵母 / 大肠杆菌穿梭表达载体

pYES2-sikSAD 的构建 
提取 pGM-T-sikSAD 和酵母/大肠杆菌穿梭表达

载体 pYES2, 用 XhoⅠ和 Hind III 双酶切对其进行双

酶切, 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测, 回收。将从重组

T 载体上切下的经回收的目的片段和经双酶切回收

的载体 pYES2 片段 4 °C 连接后转化大肠杆菌

DH5α, 挑取白色菌落, 于 37 °C 摇菌, 提取质粒, 

PCR 和酶切鉴定。 

1.4  重组穿梭载体 pYES2-sikSAD 转入酿酒酵母

S288C 菌株 
将鉴定正确并已经线性化的 pYES2-sikSAD 质

粒用电击法 [16]转入酿酒酵母 S288C 菌株。挑取重

组酵母单菌落 , 接种至 SD-URA 培养基中 , 28 °C

培养过夜。用三冻三溶法提取酵母 DNA 并以此为

模板进行 PCR 鉴定 , 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测

结果。提取重组酵母总蛋白 , 4 °C 离心 10 min, 保

留上清 , 取少量进行 SDS-PAGE 分析。  

1.5  pYES2-sikSAD 重组酵母对低温胁迫的抗性

分析及脂肪酸含量测定 
在 无 菌 条 件 下 , 挑 取 转 pYES2-sikSAD 和

pYES2 酵母单菌落, 接种 SD-URA 液体培养基中, 
28 °C、200 r/min 振荡培养 20 h 左右。然后以 1%比

例 28 °C 活化 3−4 h, 使用细胞计数器计算菌液中酵

母数量, 使在 1 mL 的培养基中, 菌的数量达到一

致。将上述菌体 OD 值为 0.4 左右, 依次稀释至 105、

104、103、102、101 倍后用移液器各吸 1 μL 于 SD-URA
固体培养基上: 于 28 °C 过夜培养后观察; 20 °C、

10 °C 过夜培养后均于 28 °C 恢复 24 h 后观察; 4 °C
培养 3−4 周后 28 °C 过夜恢复培养后观察。观察比

较其形态差异。 

取 28 °C、20 °C、10 °C、4 °C 低温过夜培养后

的 转 pYES2-sikSAD 和 pYES2 酵 母 , 超 声 处 理

30 min 后, 用乙醚-石油醚法提取脂肪酸。送至新疆

农垦科学院分析测试中心测定。 

1.6  pYES2-sikSAD 重组酵母对酒精胁迫的抗性

分析及方差分析 
将空载酵母和重组酵母的数目调至 OD 值为

0.4。将上述菌体接种于含有 0、5%、10%、15%、

20%酒精的 1 mL 液体 SD-URA 培养基中 , 重组酵

母设计 3 个重复。28 °C 培养 4−5 h, 后将上述菌

体 100 μL 涂布于 SD-URA 固体培养基上 , 28 °C、

24 h 培 养 , 观 察 重 组 酵 母 和 空 载 酵 母 存 活 的 菌

数并比较形态差异。利用 SPSS16.0 统计分析软

件 , 分 析 15%−20%酒 精 度 间 菌 落 数 量 有 无 显 著

差 异 ; 分 析 0−20%酒 精 浓 度 间 菌 落 直 径 有 无 显

著差异。  

2  结果与分析 

2.1  sikSAD 基因的获得 
将提取雪莲总 RNA, 经 RT-PCR 后得到产物与

pGM-T 载体连接 , 转化大肠杆菌 , 提取质粒 , 经

PCR 和酶切鉴定, 均能得到一条约 1 197 bp 的条

带 , 与预期片段大小一致。此外上海生工的测序结

果也与前期预测的测序结果完全一致。表明目的基

因已成功构建到 pGM-T 载体上, 并成功转入了大肠

杆菌。 

2.2  sikSAD 酵母 / 大肠杆菌穿梭表达载体

pYES2-sikSAD 的构建 
提取 pGM-T-sikSAD 重组质粒及 pYES2 载体
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质粒用 Hind III、Xho I 双酶切后进行连接后进行

PCR 和酶切鉴定。如图 1、2 所示 , PCR 和酶切都

显示 1 197 bp 产物大小条带 , 说明已成功构建

pYES2-sikSAD 表达载体。  

2.3  重组穿梭载体 pYES2-sikSAD 转入酿酒酵母

S288C 菌株 
Nhe I 单酶切经过鉴定的 pYES2-sikSAD 重组

质粒及 pYES2 穿梭载体 , 得目的大小约 4 535 bp  

的条带(pYES2-sikSAD 重组质粒)以及一条大小约

为 6 000 bp 的条带(pYES2) (图 3), 与我们想要得到

的目的条带一致, 将重组载体及空载完全线性化以

便于电转化酵母 S288C。用特异性引物对转基因酵

母单克隆进行筛选鉴定(图 4)。对筛选出的重组酵母

提取总蛋白, 进行 SDS-PAGE 电泳(图 5), 可见在重

组酵母的上清和沉淀中均有 45.02 kD 左右的蛋白条

带, 可说明 sikSAD 已在酵母中正常表达。 
 

 

图 1  pGM-T-sikSAD PCR 鉴定 
Fig. 1  PCR identification of pGM-T-sikSAD 

注: M: Marker III; 1−7: pGM-T-sikSAD; 8: 阴性对照. 
Note: M: Marker III; 1−7: pGM-T-sikSAD; 8: Negative control. 

 

 

图 2  pYES2-sikSAD 大肠杆菌 /酵母穿梭表达载体的

PCR 和酶切鉴定 
Fig. 2  PCR and restriction enzyme digestion of the recom-
binant pYES2-sikSAD 
注: M: Marker III; 1: 阴性对照; 2−4: PCR 产物; 5: 质粒对照; 

6−8: 质粒酶切. 
Note: M: Marker III; 1: negative control; 2−4: PCR product of 
sikSAD; 5: pYES2-sikSAD plasmid; 6−8: The digestion of 
pYES2-sikSAD plasmid. 

 

图 3  pYES2-sikSAD 重组质粒及空载的单酶切线性化 
Fig. 3  Restriction enzyme Nhe I digestion of the recombi-
nant pYES2-sikSAD and pYES2 
注: M: Marker III; 1: pYES2 线性化酶切; 2−3: pYES2-sikSAD 重

组质粒线性化酶切. 
Note: M: Marker III; 1: pYES2 plasmid; 2−3: pYES2-sikSAD plasmid. 
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图 4  转基因酵母 PCR 鉴定 

Fig. 4  PCR detection of the transgenic yeast 
注: M: Marker III; 1: PCR 阴性对照; 2: pYES2 空载体对照; 3: sikSAD 阳性对照; 4−6: 转 pYES2-sikSAD 的 S288C 酵母. 
Note: M: Marker III; 1: Negative control; 2: pYES2 plasmid; 3: sikSAD plamid control; 4−6: pYES2-sikSAD transgenic yeast of S288C. 

 

 
图 5  pYES2-sikSAD 重组酵母提取蛋白进行 SDS 电泳检测 

Fig. 5  SDS-PAGE analysises of transgenic yeast 
注: M: 蛋白预染 Marker II; 1,2: pYES2 空载酵母上清; 3−5: pYES2-sikSAD 重组酵母上清; 6: pYES2 空载酵母沉淀; 7−9: pYES2-sikSAD
重组酵母沉淀. 
Note: M: Protein marker II; 1−2: pYES2 transgenic yeast; 3−5: pYES2-sikSAD transgenic yeast; 6: Sedimentation of pYES2 transgenic yeast; 
7−9: Sedimentation of pYES2-sikSAD transgenic yeast.  

 

 
图 6  转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体和转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体酵母的 28 °C 过夜培养 

Fig. 6  Growth of pYES2- sikSAD and pYES2 recombinant in 28 °C 
注: 上: 转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酵母; 下: 转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达空载体的酵母. 
Note: Up: pYES2-sikSAD transgenic yeast; Down: pYES2 transgenic yeast. 
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2.4   pYES2-sikSAD 重组酵母对低温胁迫的抗

性分析 
酿酒酵母的最适生长温度为 28 °C, 从图 6 中

可以看出, 在 28 °C 培养时, 重组酵母和空载酵母

的生长速度和菌落形态几乎没有差别。而在低于酿

酒酵母最适生长温度的 20 °C 及 10 °C 生长条件下, 

转 sikSAD 基因的酵母和转 pYES2 空载体的酵母, 

在细胞生长活性上表现出明显的差异。转 sikSAD

基因的酵母明显比转 pYES2 空载体的酵母活性高, 

生长状态好。20 °C、培养 24 h 后空载酵母较重

组酵母体积小 , 但两者在菌落数目上没有很大差

别 , 仍然处于一个数量级 (图 7)。而 10 °C 过夜培

养后 , 转 sikSAD 基因的酵母和转 pYES2 空载体

的酵母都没有生长 , 而 28 °C 恢复培养 24 h 后 , 

重 组 酵 母 明 显 在 数 目 和 体 积 上 都 占 有 绝 对 优  

势 , 转空载体酵母数量减少而且生长缓慢。空载酵

母低温下成活率显著降低(图 8)。在 4 °C 放置 3−4
周 后 , 重 组 酵 母 不 但 没 有 丧 失 活 性 , 还 有 所 增

殖。而空载酵母在这种条件下已经完全丧失活性

(图 9)。  
将提取的酵母油脂甲酯化后, 得到相应的脂肪

酸甲酯, 气相色谱分析酵母油脂的脂肪酸组成, 由

图 10 可知, 低温 28 °C、20 °C、10 °C、4 °C 处理后, 
转 sikSAD 基因的酵母和转 pYES2 空载体的酵母的

月桂酸、肉豆蔻酸、硬脂酸、亚油酸含量较标准样

品含量变化不大, 而棕榈酸含量明显高于标样，亚

麻酸含量明显低于标样, 不饱和脂肪酸油酸的含量

随温度的降低而下降, 重组酵母的脂肪酸中油酸含

量高于对照酵母, 尤其是在 20 °C 时, 重组酵母的脂

肪酸含量达到最大值。 
 

 

 

 

图 7  转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体和转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达 
载体酵母的 20 °C 低温耐受性试验 

Fig. 7  Growth of pYES2-sikSAD and pYES2 recombinant in 20 °C 
注: 上: 转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酵母; 下: 转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达空载体的酵母. A: 20 °C 24 h 培

养; B: 酵母形态. 
Note: Up: pYES2-sikSAD transgenic yeast; Down: pYES2 transgenic yeast. A: 20 °C 24 h; B: Configuration of transgenic yeast. 



程晨等: 转新疆雪莲去饱和酶基因 sikSAD 重组酵母低温和酒精耐受性分析 1653 

 

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

 

 

 
图 8  转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体和转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体酵母的 10 °C 低温耐受性试验 

Fig. 8  Growth of pYES2-sikSAD and pYES2 recombinant in 10 °C 
注: 上: 转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酵母; 下: 转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达空载体的酵母. A: 10 °C 过夜培

养; B: 28 °C 恢复培养 24 h; C:酵母形态. 
Note: Up: pYES2-sikSAD transgenic yeast; Down: pYES2 transgenic yeast. A: 10 °C 12 h; B: 28 °C 24 h; C: Configuration of transgenic 
yeast. 

 

 
图 9  转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体和转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体酵母 4 °C 低温耐受性试验 

Fig. 9  Growth of pYES2-sikSAD and pYES2 recombinant in 4 °C 
注: 上: 转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酵母; 下: 转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达空载体的酵母; A: 4 °C 3−4 周; B: 
28 °C 过夜恢复培养. 
Note: Up: pYES2-sikSAD transgenic yeast; Down: pYES2 transgenic yeast. A: 4 °C 3−4 w; B: 28 °C 12 h. 
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图 10  转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体和转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达 

载体酵母低温胁迫脂肪酸含量分析 
Fig. 10  Analysis fatty acid contents of pYES2-sikSAD and pYES2 recombinant in different temperature 

 
2.5  pYES2-sikSAD 重组酵母对酒精胁迫的抗性

分析及统计分析 
2.5.1  pYES2-sikSAD 重组酵母对酒精胁迫的抗性

分析: 使用同上的方法将重组酵母和空载酵母细胞

调至相同数量级, 将菌体分别接种于含有 0、5%、

10%、15%、20%酒精的液体 SD-URA 培养基中, 设

计 3 个重复, 28 °C 培养 4−5 h, 后涂布于 SD-URA 固

体培养基上, 28 °C 过夜培养。 

选出效果最明显的一组, 从图 11 中可以明显看 

出, 转 sikSAD 基因的酵母在含有 0−20%浓度的酒精

中都可以生长, 且表现出很高的活性, 直到 20%时

才失去活性, 而转 pYES2 空载体的酵母只在 0−10%
的酒精中还有存活。说明重组酵母对酒精的耐受性

有了很大的提高。 
2.5.2  pYES2-sikSAD 重组酵母对酒精胁迫的统计

分析: 将培养皿置于细胞计数器下计数, 得出表 1
中的数据。 

由表 1 和图 12 可以看出, 转 pYES2 空载体酵母 
 

 
图 11  转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体酵母和转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酒精耐受性试验

Fig. 11  Transgenic yeast lines under different alcohol stresses landscape orientation 
注: A: 转 pYES2 大肠杆菌/酵母穿梭表达空载体的酵母; B: 转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母穿梭表达载体的酵母. 酒精浓度依次为 0、

5%、10%、15%和 20%. 
Note: A: pYES2 transgenic yeast; B: pYES2-sikSAD transgenic yeast. Alcohol level: 0, 5%, 10%, 15% and 20%. 
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表 1  不同酒精浓度对转空载体酵母和重组酵母的直径及数目影响的数据统计 
Table 1  Data processing of transgenic yeast lines under different alcohol stress landscape orientation 

酒精浓度 
Alcohol concentration (%) 

pYES2 直径 
Diameter of pYES2 (cm) 

pYES2-sikSAD 直径
Diameter of 

pYES2-sikSAD (cm) 

pYES2 数目(个) 
Number of pYES2 

pYES2-sikSAD 数目(个) 
Number of pYES2-sikSAD 

0 0.05 0.03 * * 

5 0.14 0.05 * * 

10 0.28 0.11 59 * 

15 0 0.22 0 268 

20 0 0.36 0 72 

注: *: 表示数量很多, 遍及整个培养基. 
Note: *: The yeast extend all over the culture medium. 
 

 
图 12  不同酒精浓度下菌落直径对比 
Fig. 12  The diameter of yeast in different alcohol stress 
 
的菌落数量随酒精浓度的加大数量逐渐减少, 菌落

直径不断增大。转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母的

菌落数量和直径的变化与空载体酵母呈相同趋势 , 

但转 pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母能耐受 15%、20%

的酒精浓度, 而转 pYES2 空载体酵母则不能耐受。

从图 12 可以看出, 在 0−10%的酒精浓度下, 对照组

的菌落直径明显大于重复组的菌落直径。 
2.5.3  pYES2-sikSAD 重组酵母对酒精胁迫的方差

分析: (1) 分析 15%、20%酒精度菌落数量有无显著

差异。 

由 SPSS16.0 统 计分 析软 件 显示 结果 , 可 知

F=0.946, P=0.403>0.05, 可认为 5 种酒精浓度的转

pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母菌落数目差异不显著。

因为 0−10%无法计数, 只有 15%、20%计数, 计数因

素过少, 无法进行方差分析。 

(2) 分析 0−20%酒精度间转 pYES2-sikSAD 大肠

杆菌/酵母菌落直径有无显著差异。 

由 SPSS16.0 统 计分 析软 件 显示 结果 , 可 知

F=15.214, P=0.000<0.01, 可认为 5 种酒精浓度的转

pYES2-sikSAD 大肠杆菌/酵母菌落直径存在极显著

差异, 故须进行多重比较。选用 S-N-K 法作均数间

多重两两比较, 可知: 0、5%、10%的样本均数两两

之间均无显著差异。酒精浓度 0、5%、10%分别与

酒精浓度 15%、20%的样本均数均有显著差异。 

3  讨论 

相关研究表明, 膜脂不饱和脂肪酸含量必须维

持在较高水平, 植物才能生存。尽管植物体内存在

许多种去饱和酶, 但 SAD 催化的脂肪酸 Δ9 位的脱

饱和而引入第一个双键对植物膜在生理温度下, 由

凝胶态向液晶态转化是最重要的[16]。研究人员已经

证实, 植物中的 SAD 基因能直接提高植物膜脂不饱

和脂肪酸的含量, 但其能否在酿酒酵母中表现出类

似的特性, 还需进行深入研究。酿酒酵母是传统的

模式生物 [8]并且具有遗传背景清楚 [9], 具备高效的

体内重组特性[10]等优点。但因其实际发酵温度较高, 
发酵过程中较易有各种杂菌存活, 不利于葡萄酒的

酿制, 更不利于身体健康的发展, 从而给科研和生

产带来很大的困扰。 

本实验旨在初步分析新疆雪莲 sikSAD 基因在

酿酒酵母中的表达特性: 转基因酿酒酵母的耐低温

性能不仅得到了极大的提高, 其对酒精的耐受力也

得到了很大的提高。将 sikSAD 基因转化入酿酒酵母

可以看出其明显提高了酵母在低温环境下的活性及

成活率, 脂肪酸含量测定结果和很多报道中关于转

sikSAD 基因可以在低温下提高生物膜中不饱和脂肪

酸的含量, 提高生物的低温耐受力的研究结果是一
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致的, 但目前尚没有用新疆雪莲中 sikSAD 基因进行

转基因酵母研究的先例。同时重组酿酒酵母在酒精

耐受实验中 , 仍表现出比普通酿酒酵母明显优势 , 
能轻松耐受 15%甚至 20%的酒精浓度。酒精对生物

体造成伤害的原理主要是使生物体迅速脱水致死 , 
而重组酿酒酵母相比较空载酿酒酵母对酒精耐受高

出了十几个百分点。 
因此, 本实验表明, 通过转化新疆雪莲 sikSAD

基因来改良酿酒酵母的耐低温和酒精耐受性能是一

条可行的途径, 并且能促使酿酒酵母在工业生产上

发挥巨大的作用。 
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