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液泡蛋白酶 B 对酿酒酵母高温乙醇发酵效率的影响 
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摘  要：【目的】提高酿酒酵母的高耐温性，从而提高菌株在高温下的乙醇发酵性能。【方法】利

用染色体整合过表达酿酒酵母液泡蛋白酶 B 编码基因 PRB1。【结果】在 41 °C 高温条件下进行乙

醇发酵，过表达 PRB1 基因的重组酿酒酵母菌株可在 31 h 内消耗全部的葡萄糖，而对照菌株在

相同时间内仅消耗不到一半的葡萄糖。【结论】利用蛋白酶 B 基因过表达可构建耐高温酿酒酵母

菌株，提高在高温条件下乙醇的发酵效率。 
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Effect of vacuolar proteinase B on high temperature ethanol 
fermentation of Saccharomyces cerevisiae 
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ZHAO Xin-Qing*  BAI Feng-Wu 
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Abstract: [Objective] To improve thermal tolerance of Saccharomyces cerevisiae strains for efficient 
ethanol fermentation under high temperature. [Methods] Vacuolar proteinase B encoding gene PRB1 
was integrated into the genome of S. cerevisiae, and cell growth and ethanol fermentation of the 
recombinant strain were compared with those of the control strain carrying the empty plasmid at 41 °C. 
[Results] PRB1 overexpressing strain consumed glucose completely in the fermentation broth within 
31 h, whereas high residual glucose was detected in the fermentation broth of the control strain (35 g/L, 
about 40% of the total sugar amount) at 23 h and the glucose level was not changed until 31 h. 
[Conclusion] Overexpression of vacuolar protease B encoding gene improved yeast thermal tolerance 
and ethanol production under high temperature. The robust strain developed in this study has provided 
basis to further improve thermal tolerance and efficiency of high-temperature ethanol fermentation of 
the industrial strains and reduce the production cost of fuel ethanol. 
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近年来，燃料乙醇已经作为大规模生产和应用

的可再生清洁能源在国内外被普遍使用，但生产成

本高的问题是燃料乙醇工业化生产的瓶颈。因此，

提高燃料乙醇生产的经济性，一直是国内外学者研

究的重点。酿酒酵母是常用的乙醇发酵生产菌株，

经过遗传改造的酿酒酵母菌株，可有效发酵纤维素

水解液中的多种可发酵糖[1]。因此，利用来源丰富、

廉价、可再生的纤维素原料进行纤维素乙醇的生

产，也普遍使用酿酒酵母。但是，酿酒酵母在发酵

过程中会受到多种胁迫条件的影响，包括高温、高

浓度乙醇以及纤维素原料水解产生的毒性抑制物

等[2-4]。此外，在利用纤维素原料进行同步糖化发酵

过程中，纤维素酶的最适温度一般在 50 °C 左右，

而 酵 母 菌 的 最 适 生 长 温 度 和 发 酵 温 度 通 常 在

30−37 °C，这种最适温度的显著差异阻碍了同步糖

化发酵的有效进行[5-6]。因此，提高酵母菌的耐热性

以及高温胁迫条件下的发酵性能，不仅可以减少发

酵过程中冷却水的使用量，节省工业生产成本，还

可以大大提高同步糖化发酵效率及纤维素乙醇生

产的经济性。 

酵母细胞中的液泡在 pH 的调节以及代谢调控

等方面发挥重要的生理作用，而液泡中的蛋白酶对

液泡的生理功能至关重要，其中研究较多的有蛋白

酶 A 和蛋白酶 B 等[7]。本文中研究的液泡蛋白酶 B 

(Prb1p)是类似于枯草杆菌蛋白酶家族的一种丝氨

酸蛋白酶，由 PRB1 基因编码[8-9]。国内学者曾报道，

酿酒酵母液泡蛋白酶 A 的缺陷可导致细胞的抗氧

化胁迫能力下降[10]，但对于 Prb1p 与胁迫反应的关

系研究较少，该酶蛋白与高温胁迫的关系还未见报

道。研究发现，PRB1 基因受到转录因子 Yap1p 和

Zap1p 的调节，在其启动子区域也找到了这两个转

录因子的保守结合基序[11-12]。Zap1p 及 Yap1p 均是

胁迫条件响应的转录因子，分别与锌浓度缺乏条件

下基因的转录及氧化胁迫条件下基因的转录有

关[11-12]。由于 PRB1 基因受这两个转录调节因子的

调控，推测 PRB1 基因所编码的蛋白可能与细胞的

胁迫耐受性有关。此外，最新研究发现，Prb1p 具

有组蛋白 H3 链 N 末端的内切酶的活性[13]，可能参

与广泛的基因表达调控过程。但是，PRB1 基因的

过表达对酿酒酵母发酵性能的影响还没有相关报

道。因此，本文通过将 PRB1 基因进行过表达，研

究该基因对酵母细胞胁迫耐受性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  微生物菌种及培养基 
大肠杆菌 DH5α、酿酒酵母模式菌株 S288c 及

乙醇发酵工业酵母菌株 Sc4126，由本实验室保存。 

YPD 液体培养基(g/L)：蛋白胨 20，葡萄糖 20，

酵母浸粉 10。YPD 固体培养基(g/L)：YPD 液体培

养基中添加终浓度为 20 g/L 的琼脂粉。酵母菌种子

培养基(g/L)：葡萄糖 30，酵母浸粉 4，蛋白胨 3。

乙醇发酵培养基(g/L)：葡萄糖 85，酵母浸粉 4，蛋

白胨 3；添加乙酸发酵时，使用前加入乙酸至终浓

度为 5 g/L。LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母浸粉

5，氯化钠 10。固体培养基为 LB 液体培养基中，

加入终浓度为 20 g/L 的琼脂粉。 

1.2  过表达蛋白酶B基因PRB1的重组酿酒酵母

的构建和转化 
以酿酒酵母 S288c 基因组为模板，利用引物

PRB1-F (5′-CCCCCCGGGATGAAGTTAGAAAATA 
CTC-3′)和 PRB1-R (5′-CCCTTAATTAATTAAATAA 
TATTCAATT-3′)扩增得到 PRB1 基因，然后将 PRB1
基因与 pHO 整合表达载体[14]连接后转化到大肠杆

菌 DH5α 中，通过含 100 mg/L 氨苄青霉素的平板筛

选得到转化子。随后将确定含有目的基因的质粒用

Not I 酶切线性化后转化到工业酿酒酵母 Sc4126 中，

转化子的筛选利用真菌抗生素 G418，终浓度为

300 mg/L (固体)或 100 mg/L (液体)。提取转化子的

基因组，利用引物 PRB1-F (5′-CCCCCCGGGATG 
AAGTTAGAAAATACTC-3′)和 G418-R (5′-AGCCG 
TTTCTGTAATGAAGGAG- 3′)进行 PCR 验证。 

1.3  重组菌的遗传稳定性分析 
将重组菌株在 YPD 斜面上活化后，按文献[15]
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方法进行遗传稳定性分析。 

1.4  重组菌株在高温条件下的生长和发酵评价 
1.4.1  重组菌株与对照菌株的耐受性比较：本文使

用的载体为整合表达载体，整合在酿酒酵母的 HO

位点，该位点整合不影响菌株在 30 °C 条件下的生

长和发酵[16-17]。在前期实验过程中未发现出发菌株

和含有 pHO 空载体的菌株在生长和发酵上存在差

异 。 将 对 照 菌 株 Sc4126-HO 和 重 组 酿 酒 酵 母

Sc4126-PRB1 菌株接种到含有 50 mL 种子培养基的

250 mL 摇瓶中，30 °C、150 r/min 培养过夜。分别

取菌液，测其在 620 nm 处吸光值 OD，用灭菌后的

蒸馏水调节 OD 值至相同；对调节后的菌液按 10

倍梯度稀释，取 2 µL 点样于对照 YPD 平板，于

30 °C 静置培养；此外，为了测菌株的高温耐受能

力，将未添加胁迫因素的 YPD 平板置于 43 °C 培养，

待菌落长出后观察对比并拍照。实验至少重复 3 次，

得到一致的结果。 

1.4.2  在 41 °C 条件下的高温摇瓶发酵实验：把对

照 酵 母 菌 株 Sc4126-HO 和 重 组 酿 酒 酵 母

Sc4126-PRB1 接种到含有 50 mL 种子培养基的

250 mL 三角瓶中，培养 16−20 h 至 OD620 值达到相

同水平。然后从种子培养基中取 5%样品分别接种

到装有 100 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶中，置

于 41 °C、150 r/min 条件下发酵。在相同的时间点

取样，取菌液适当稀释后用酶标仪测定菌液在

620 nm 下的吸光值来确定菌体含量，离心后取上清

检测剩余葡萄糖、乙醇及甘油含量。摇瓶发酵实验

重复 2 次，得到一致的结果。 

1.5  葡萄糖浓度、乙醇浓度、生物量及代谢物的

测定 
乙醇得率、生物量得率和乙醇产率的计算参考

文献[18]进行。 

发酵液中葡萄糖、乙醇和甘油用高效液相色谱

进行分析，分离条件为：Aminex HP-87H 有机酸分

析柱 (300 mm×7.8 mm；Bio-Rad，Hercules)，

0.005 mol/L H2SO4 为流动相，流速 0.5 mL/min，进

样量 20 μL，柱温 50 ºС，示差折光检测器温度 50 ºС。 

1.6  RNA 提取及实时定量分析 
PRB1 过表达菌株和对照菌株对数生长期的总

RNA 采用 TransGen Biotech 试剂盒提取，经 TaKaRa 

PrimeScriptTM RT Reagent Kit 试 剂 盒 反 转 录 为

cDNA 后，采用 SYBR® Premix ExTaqTM II (Tli 

RNaseH Plus)试剂盒进行了实时定量分析。PRB1 的

RT-PCR 引物为 rtPRB1-F (5′-GCGGTGTCACGTC 

CTATGTT-3′)和 rtPRB1-R (5′-TCGTCGTTAAGTGG 
GATGGTT-3′)，并以管家基因 ACT1 作为内参，其

引物为 ACT1-F (5′-GCCGAAAGAATGCAAAAGG 
A-3′)和 ACT1-R (5′-GGAAGGTAGTCAAAGAAGC 

CAAGA-3′)。实时定量 PCR 在 Rotor-Gene RG-3000 
(Corbett Research，Australia)荧光定量 PCR 系统中

进行，反应条件为：95 °C 2 min；95 °C 10 s，56 °C 

20 s，72 °C 20 s，40 个循环。定量结果分析采用

TC2−ΔΔ 法。 

2  结果与讨论 

2.1  重组菌株验证及传代稳定性实验验证 
提 取 重 组 菌 株 及 对 照 菌 株 的 基 因 组 ， 以

PRB1-R 引物和 G418-F 引物进行 PCR 验证，过表

达菌株中得到目的片段，而对照菌株中没有目的片

段，证明含有 PRB1 的重组菌株已成功构建(结果未

显示)。同时，将得到的重组菌株进行传代稳定性实

验，在无抗性平板上传代 5 次后，随机挑取的 100
个单菌落均在抗性平板上正常生长，证明重组菌株

具有良好的稳定性。 

2.2  重组酿酒酵母 Sc4126-PRB1 在高温胁迫条

件下的平板生长比较 
将重组菌株 Sc4126-PRB1 与对照菌株在高温

胁迫条件下进行点板实验比较，结果见图 1。可以

得出 Sc4126-PRB1 的菌株与空载对照菌株在 30 °C

条件下的 YPD 平板上没有生长差异，说明 PRB1

基因过表达不会影响菌株的正常生长。由高温条件

培养的平板可以看出，过表达 PRB1 基因可以提高

酵母菌株的高温耐受性，这对于提高菌株在高温条 
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图 1  高温胁迫条件下的重组菌株与对照菌株的耐

受性对比 
Figure 1  Effect of over-expression of PRB1 on cell growth 
of S. cerevisiae Sc4126 under high temperature 

件下的乙醇发酵具有重要的意义，因此后续进一步

研究了高温条件下重组酿酒酵母乙醇发酵性能。 

2.3  重组菌株在 41 °C 高温条件下的乙醇发酵 
在 39、40、41、42 及 43 °C 条件下比较对照菌

株和 PRB1 过表达菌株的生长，结果表明，在 39 °C
条件下，重组菌株与对照菌株的生长没有差别；

40−42 °C 时，PRB1 过表达重组菌株的生长明显好

于对照菌株；在 43 °C 条件下的发酵结果表明，两

株菌的生长情况相似，均受到明显抑制(结果未显

示)。由于 41 °C 条件下的发酵结果能显著的表明

PRB1 基因过表达对于菌株高温耐受性的提高，因 
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图 2  PRB1 过表达菌株 Sc4126-PRB1 菌株与对照菌株 Sc4126-HO 在 41 °C 高温条件下乙醇发酵性能比较 

Figure 2  Ethanol fermentation of the PRB1 over-expressing strain Sc4126-PRB1 at 41 °C in comparison with that of 
the control strain Sc4126-HO 

注：A：过表达 PRB1 基因对酵母菌株在 41 °C 条件下生长的影响；B：过表达 PRB1 基因对菌株在 41 °C 条件下消耗葡萄糖的影响；

C：过表达 PRB1 基因对菌株在 41 °C 条件子下乙醇产量的影响；D：过表达 PRB1 基因对菌株在 41 °C 条件下甘油积累的影响. 

Note: A: Effect of over-expression of PRB1 on cell growth of S. cerevisiae at 41 °C; B: Effect of over-expression of PRB1 on sugar 
consumption of S. cerevisiae at 41 °C; C: Effect of over-expression of PRB1 on ethanol production of S. cerevisiae at 41 °C; D: Effect of 
over-expression of PRB1 on glycerol accumulation of S. cerevisiae at 41 °C. 
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图 3  不同温度条件下 PRB1 基因的相对表达量的比较 
Figure 3  The relatively expression of PRB1 under different conditions of the PRB1 over-expressing strain Sc4126-PRB1 in 

comparison with the control strain Sc4126-HO 
注：A：在 41 °C 发酵时 PRB1 基因的相对表达量；B：在 30 °C 发酵时 PRB1 基因的相对表达量. 
Note: A: Relatively expression of PRB1 at 41 °C; B: Relatively expression of PRB1 at 30 °C. 
 
此选择 41 °C 作为发酵温度比较两株菌的高温耐

性，结果见图 2。图 2A 为细胞生长的比较，可以

看出，Sc4126-PRB1 菌株在高温条件下，菌体生长

远好于对照菌株，在 23 h 时 OD620 值达到对照菌

株的近 1.5 倍。图 2B 及图 2C 为菌株发酵过程中测

得 的 残 糖 量 及 乙 醇 产 量 的 变 化 ， 可 以 看 出

Sc4126-PRB1 重组菌的葡萄糖的消耗速度及乙醇终

产量均高于空载菌株。重组菌株在发酵 27 h 时已经

将葡萄糖完全消耗，而对照菌株在发酵 31 h 时还剩

35 g/L 葡萄糖，即使延长发酵时间也无法将糖完全

消耗。甘油是酿酒酵母胁迫条件下细胞合成的保护

性物质之一[19]，虽然高温条件胁迫下，过表达 PRB1

的重组菌株甘油产量高于对照菌株(图 2D)，但由于

过表达 PRB1 的菌株生物量较高，按照平均每 OD620

生物量来计算，未发现过表达 PRB1 菌株与对照的

差别，因此，推断过表达 PRB1 菌株高温耐性提高

与甘油的合成无关。由于高温可引起细胞内蛋白的

变性[20]，而 Prb1p 可以通过降解蛋白而帮助细胞清

除变性的蛋白，因此推测 PRB1 过表达提高高温耐

性的原因与突变体内有害变性蛋白可及时清除有

关。本文结果说明 PRB1 基因过表达会提高发酵过

程中菌体高温的耐受性，提高菌株的生长及发酵

性能。 

2.4  实时定量 PCR 分析 
为了证明在重组菌株中 PRB1 的表达水平的确

提高，利用高温发酵实验(41 °C)及正常温度(30 °C)

发酵实验中两株菌的对数生长期细胞进行了实时

定量 PCR 分析。图 3A 为高温条件下对数期样品的

实时定量分析结果，重组菌株中 PRB1 基因的相对

表达量是对照菌株的 1.47 倍。图 3B 为正常温度条

件下对数期样品的实时定量分析结果，重组菌株中

PRB1 基因的相对表达量是对照菌株的 1.57 倍。结

果表明 PRB1 基因的确在重组菌细胞中过量表达，

推测该基因的过表达很有可能是重组菌高温发酵

效率提高的原因。 

Prb1p 参与多种细胞内关键代谢酶的降解[21]；

此外，Prb1p 也参与其自身及其他蛋白水解酶如

PrA 和 CpY 的成熟过程[22]。作为液泡(溶酶体)蛋

白酶的一种，Prb1p 可能对其他错误折叠或失去功

能的酶进行降解[23-24]，保证细胞的活性和正常功能

的行使，并进一步促进氨基酸的循环。因此 PRB1

基因所编码的蛋白可能参与细胞的胁迫耐受性应

激反应。本文结果也显示，过表达 PRB1 基因可以

提高酿酒酵母的高温耐性，使菌株在高温条件下的

获得良好的乙醇发酵性能。 
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3  结论 

(1) 液泡蛋白酶 B 基因 PRB1 过表达可以提高

酿酒酵母的高温耐性。 
(2) 过表达 PRB1 基因的重组菌株在 41 °C 表现

出良好的乙醇发酵性能，可完全消耗培养基中的葡

萄糖，而对照菌株只能消耗部分葡萄糖。 

本研究为首次报道过表达液泡蛋白酶 B 基因可

提高酿酒酵母的高温耐性。本文的研究结果为进一

步提高酿酒酵母在高温下的乙醇发酵效率，节约工

业生产中冷却水的使用，降低生产成本，提高燃料

乙醇工业生产的经济效益提供了参考。 
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