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摘  要：【目的】研究酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)工业菌株 Mbp1 基因的功能，探讨 Mbp1

基因对酿酒酵母乙醇发酵性能的影响。【方法】以酿酒酵母 MF1015 为出发菌株，用 PCR 方法构

建 Mbp1 基因敲除组件 Loxp-KanMX-Loxp，将敲除组件转化两种配型的酿酒酵母单倍体，通过单

倍体复倍获得敲除 Mbp1 基因的二倍体突变菌株，研究突变菌株形态变化及乙醇发酵特性。【结

果】敲除 Mbp1 基因后突变菌株生长曲线无显著变化，出芽率降低，细胞体积增大 19.2%，对饥

饿更敏感，较早出现假菌丝。甘蔗糖蜜在静置条件下发酵，突变菌株的乙醇产量明显低于野生型；

在 130 r/min 的条件下发酵，突变菌株和野生型发酵液中的乙醇产量基本相同。【结论】Mbp1 基

因缺失使酿酒酵母的乙醇发酵能力下降并影响细胞的形态分化。 
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Abstract: [Objective] To study the function of Mbp1 gene, including the effects of Mbp1 gene 

mutation on ethanol fermentation of Saccharomyces cerevisiae. [Methods] The Loxp-KanMX-Loxp 

was constructed and transformed into haploid Saccharomyces cerevisiae MATa and MATα. After 

haploid mating test, the diploid mutant was selected. Ethanol fermentation and physiological studies of 

the mutant were performed and compared with those of the wild type strain. [Results] The growth rate 

of the mutant was similar to that of the wild strain; the budding rate of mutant strain is lower than that 
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of the parent strain during the fermentation before 48 h; the mutant is approximately 19.2% bigger than 
the parent strain in cell volume and was more sensitive to nutrient starvation; in addition, 
pseudomycelium was also observed in the mutant. The ethanol production and sugar utilization ability 
of the mutant is slightly lower than that of the parent strain. The ethanol production level of mutant 
strain is lower than that of the wild strain in static culture, while there is no different between the 
mutant strain and the wild strain in agitated culture at 130 r/min. [Conclusion] Mbp1 is involved in 
fermentability and morphogenesis of Saccharomyces cerevisia. 

Keywords: Mbp1 gene, Gene-knockout, Ethanol-fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Appearance 

甘蔗糖蜜是蔗糖生产中主要的副产物，可被酿

酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)作为碳源发酵生

产燃料乙醇。用甘蔗糖蜜生产燃料乙醇存在的问题

是发酵效率低，对酿酒酵母乙醇发酵相关基因和代

谢途径进行改造，可以提高发酵效果。但是，在进

行改造前，需要了解酿酒酵母的乙醇发酵相关基因

和代谢途径。 
研究发现，酿酒酵母细胞从 G1 期到 S 期的转

变过程主要受到转录复合物 MBF 和 SBF 的调控[1]。

MBF 由 Mbp1p 和 Swi6p 组成，SBF 由 Swi4p 和

Swi6p 组成。其中，MBF 通过 Mbp1p 蛋白结合至

其所调控基因的 ACGCG 序列后起始调控[2]，SBF

通过 Swi4p 结合所调控基因的 CACGAAAA 序   

列[3]。Horak 等[4]的研究发现 MBF 和 SBF 还会结合

到与 G1/S 期有关基因的启动子区域，从而影响到

G1/S 期这一转变过程中的 DNA 复制、出芽过程、

蛋白合成、纺锤极体复合物的形成、线粒体功能活

性以及转录等；此外这两种转录因子还会结合到其

他转录因子的启动子区域，影响细胞周期的其他过

程。Bean 等[5]通过分别敲除 Mbp1 和 Swi4，以及同

时敲除 Mbp1 和 Swi4 来研究 MBF 和 SBF 之间的重

叠功能，但他们的研究仅仅是从检测其他基因的表

达量是否有所改变入手，对于生理方面的研究也仅

仅是对比敲除前后细胞体积的变化。Hussein 等[6]

以白色假丝酵母(Canidia albicans)为研究对象，通

过同样的敲除方式从基因表达量、菌株细胞大小及

假菌丝形成等方面入手，探究两种转录因子对菌株

的作用。已有的文献中，尚未见有关于 Mbp1 基因

(ORF 编号为 YDL056W)缺失对酿酒酵母工业菌株

发酵生产乙醇是否产生影响的报道，酿酒酵母工业

菌株 Mbp1 基因在发酵生产乙醇方面的功能有待于

研究。本研究以酿酒酵母 MF1015 为出发菌株，敲

除 Mbp1 基因后，通过研究 Mbp1 基因缺失菌株发

酵甘蔗糖蜜生产乙醇的性能及生长形态的变化来

探讨酿酒酵母工业菌株 Mbp1 基因的功能。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  培养基：YEPD 液体培养基(g/L)：酵母粉

10.0，蛋白胨 20.0，葡萄糖 20.0 (固体培养基加琼脂

粉 20.0)；McClary 产孢培养基(g/L)：葡萄糖 1.0，
NaAc 8.2，KCl 1.8，酵母粉 2.5，琼脂粉 20.0；蔗

糖发酵培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨 20.0，
蔗糖 230.0，蔗糖与其他组分分开灭菌；糖蜜发酵

培养基：12.74 oBe (或 29.9 oBe)糖蜜，尿素 0.2% (质
量比)，磷酸 0.02% (质量比)，用 72%的硫酸调节 pH
至 3.8−3.9。 
1.1.2  药品和试剂：rTaq 酶及其相关试剂购自

TaKaRa 公司；G418 购自 Sigma 公司；氯化三苯基

四氮唑(TTC)购自上海晶纯试剂有限公司；博莱霉

素(Zeocin)购自于 Invitrogen；蜗牛酶和 SDS 购自生

工生物工程有限公司。细胞裂解液：TritonX-100 2% 
(体积比)，SDS 1% (质量体积比)，NaCl 100 mmol/L，
Tris-HCl (pH 8.0) 10 mmol/L，EDTA 1 mmol/L。 
1.1.3  菌种和质粒：酿酒酵母菌种 MF1015 由广西

科学院生物科学与技术研究中心筛选获得；质粒

PSH65 和 pUG6 为广西科学院生物科学与技术研究

中心保存。 
1.1.4  引物：引物由 Invitrogen 公司合成(表 1)。其
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中：Mbp1 基因敲除组件 Loxp-KanMX-Loxp 扩增引

物为 R 和 F，MAT 基因座确认引物为 MATF、MATa

及 MATα，Loxp-KanMX-Loxp 完整性验证引物为

Ka、Kb、Kc及Kd，Mbp1基因开放阅读框(YDL056W)

完整性验证引物为 056wa、056wb、056wc 及 056wd。 

1.2  实验方法 
1.2.1  Mbp1 基因敲除：酿酒酵母 MF1015 基因组

的提取按照文献[7]；MF1015 单倍体的制备参照文

献[8-9]；单倍体细胞筛选参照文献[10-11]；利用

TIANprep Mini Plasmid Kit 试剂盒提取 pUG6 质粒；

利用 Nco I 对 pUG6 进行单酶切并通过琼脂糖凝胶

电泳验证，酶切体系参照说明书。 

利 用 R/F 引 物 对 扩 增 Mbp1 敲 除 组 件

Loxp-KanMX-Loxp，具体方法参照文献[12-13]。用

敲除组件分别转化两种配型单倍体酵母(MATa 型和

MATα 型)，具体方法参照文献[14]。转化子的筛选

及验证参考文献[15]。 

1.2.2  MATa 型和 MATα 型杂交复倍：MATa 型和

MATα型杂交复倍参考文献[16]并稍作修改，具体步

骤为：过夜活化菌种，取约 2×106 个 MATa 型转化

子细胞和 1×107 个 MATα 型转化子细胞充分混匀，  

8 000 r/min 离心 3 min，去上清；取适当 YEPD 液

体培养基重悬细胞，30 °C 静置培养 3–4 h 后，用灭

菌的 0.45 μm 硝酸纤维素膜过滤，5 mL YEPD 过滤

冲洗滤膜；将滤膜贴在含 8%葡萄糖的 YEPD 平板

上，30 °C 培养 3–5 h，用 5 mL YEPD 液体培养基

洗脱菌体，8 000 r/min 离心 3 min，稀释涂板，30 °C

培养 2–3 d 后观察菌落生长情况；随机挑取单菌落

进行 PCR 或产孢验证。  

1.2.3  G418 抗性标记去除：去除 G418 抗性标记的

具体方法参考文献[15]。 

1.2.4  生长曲线以及出芽率测定：接种量为

1×106个/mL 的野生型菌株与突变菌株于 2%葡萄糖

的 YEPD 培养基中，每隔 8 h 取样，于显微镜下用

血球计数板对细胞总数和出芽细胞数进行计数，绘

制生长曲线并计算出芽率。出芽率=出芽细胞数/细

胞总数。 

1.2.5  发酵实验：蔗糖发酵、甘蔗糖蜜发酵及残糖 
 

表 1  引物序列表 
Table 1  The list of primers 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

注释 
Notes 

R gtgcttaacattccgagacacaacgtaaatcccagaaacacaagc 
GCAGGTCGACAACCCTTAAT 

Upstream of YDL056W 
Upstream Loxp 

F cagtatatggatacatgtaaagttcctctatttatgtatatttta 
GCCACTAGTGGATCTGATATCACC 

Downstream of YDL056W 
Downstream of Loxp 

MATF AGTCACATCAAGATCGTTTATGG Downstream of MATF 

MATa ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG Within of MATa 

MATα GCACGGAATATGGGACTACTTCG Within of MATα 

Ka CAGCATCCATTAGCCGTTAG Upstream of YDL056W 

Kb ATTCCGACTCGTCCAACATC Within of kanmx 

Kc AGGTCTAGAGATCTGTTTAGCTTGC Within of kanmx 

Kd CACAGAAAAAGCACTGCTTACTG Downstream of YDL056W 

056wa ATGGAATACCTGCAAGATAC Upstream of YDL056W 

056wb TGCAATAACACTTGTGGTAG Within of YDL056W 

056wc GGATCTACGAGGGGAAGCAG Within of YDL056W 

056wd CACTGTCTTGGGTGACGACG Downstream of YDL056W 

注：小写字母表示与 Mbp1 基因同源的部分，大写表示扩增筛选标记的引物. 
Note: The lowercase indicate homology with gene, while the capital letters indicate homology with the resistance marker. 
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含量测定的具体方法参考文献[17-18]；呼吸强度测

定参考文献[19]，呼吸强度以 OD490 值表示。 

1.2.6  细胞体积及假菌丝的检测：细胞体积检测

参考文献 [20-21]。假菌丝检测：将过夜活化的

MF1015-WT 和 MF1015-ΔYDL056W 稀释后涂布于

YEPD 平板上，在 30 °C 培养箱中连续倒置培养

3−4 d 后观察菌落形态，并挑取菌体进行镜检。 

2  结果与分析 

2.1  Mbp1 突变菌株验证结果 
挑取 G418 筛选平板上的阳性克隆，扩大培养

并提取基因组 DNA，进行 PCR 扩增，结果(图 1)
显示：引物对 Ka-Kb，Kc-Kd 增产物的大小分别为

1.4 kb 和 1.7 kb ；用引物对 056wa-056wb ，

056wc-056wd 扩增，无条带显示。由此说明敲除了

Mbp1 基因。 

对单倍体进行复倍，挑单菌落，利用 PCR 验证。

交配型，获得二倍体突变菌株后利用半乳糖诱导 
 

 
 

图 1  单倍体转化子的琼脂糖凝胶电泳验证 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis verification of 
haploid transformants 
注：M：DL2000 分子量标准；1：Ka-Kb 引物 PCR 产物；2：

Kc-Kd 引物 PCR 产物；3：056wa-056wb 引物扩增结果；4：

056wc-056wd 引物扩增结果. 
Note: M: DL2000 marker; 1: Ka-Kb primers PCR amplification 
products; 2: Kc-Kd primers PCR amplification products; 3: 
056wa-056wb primers PCR amplification result; 4: 056wc-056wd 
primers PCR amplification result. 

消除 G418 抗性标记并且进行产孢验证，其产孢结

果为正常产孢(图 2)。 

2.2  Mbp1 基因缺失对生长形态的影响 
2.2.1  生长曲线及出芽率：通过测定生长曲线发

现，突变菌株和野生型菌株菌液浓度均在 32 h 左

右达到最大值(约为 1.7×108 个/mL)，之后便进入

稳定期。 

野生型和突变菌株的出芽率结果(图 3)显示，在

各个检测时间点突变菌株的出芽率皆低于野生型

菌株。 
2.2.2  细胞体积：细胞流通过流式细胞仪时，流式

细胞仪发出的激光照射细胞而发生散射，前向角散

射(FSC)光的强度与细胞大小成正比。流式细胞仪 
 

 
 

图 2  突变菌株二倍体产孢培养 
Figure 2  Diploid of mutants spore culture 

 

 
 
图 3  野生型和突变菌株的出芽率 
Figure 3  Bud ratio of wild-type and mutant strains 
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显示 10 000 个细胞中野生菌株和突变菌株的平均

FSC 分别为 988 261.955 和 1 177 935.460，以平均

FSC 信号强度表示细胞体积，通过计算发现突变菌

株的平均体积比野生菌株大 19.2%。 

2.2.3  假菌丝形成：野生型菌株和突变菌株在 YPD
平板上培养 3−5 d 后，单菌落形态会发生明显的差

别：野生型菌株菌落形态光亮圆滑(图 4A)；而突变

菌株单菌落从菌落周边开始出现褶皱形态，最终布

满整个菌落(图 4B)。分别挑取菌落周边少量菌体进

行镜检，发现野生型菌株仍然为单细胞状态，没有

假菌丝形成(图 4C)；而大部分突变菌株细胞出现了

假菌丝，菌体呈杆状(图 4D)。 

2.3  Mbp1 基因缺失对乙醇发酵的影响 
2.3.1  乙醇产量和可发酵总糖的利用：用蔗糖发酵

或用糖蜜发酵时，突变菌株乙醇产量均比野生型菌

株有所降低(图片未显示)。在以蔗糖作为碳源发酵

时，野生型菌株和突变菌株的总糖变化趋势接近一

致，且都在 40 h 后趋于稳定。野生型菌株和突变菌

株的蔗糖培养基初始总糖分别为约 26.30%±0.76%

和 25.90%±0.33%，发酵终点时(56 h) 总糖分别为

0.110%±0.001%和 0.110%±0.004%，两菌株糖利用

率基本相同，均为 99.6% (图 5)。 
 

 
 

图 4  野生型和突变菌株的单菌落和单细胞形态 
Figure 4  Single colony and single cell morphology of 
wild-type and mutant strains 
注：A：野生菌株单菌落形态；B：突变菌株单菌落形态；C：

野生菌株单细胞形态；D：突变菌株单细胞形态. 
Note: A: Wild-type colony single morphology; B: Mutant strains 
single colony morphology; C: Wild-type single cell morphology; D: 
Mutant strains single cell morphology. 

 
 

图 5  30 °C 野生型和突变菌株蔗糖和糖蜜发酵总糖  
曲线 
Figure 5  Total sugars curves for sucrose fermentation of 
wild-type and mutant strain at 30 °C 
注：–●–，–▲–：蔗糖乙醇发酵；–○–，–∆–：糖蜜乙醇发酵. 
Note: –●–, –▲–: Sucrose fermentation; –○–, –∆–: Molasses 
fermentation. 
 

在以甘蔗糖蜜作为碳源发酵时，野生型菌株和

突 变 菌 株 的 初 始 可 发 酵 性 总 糖 分 别 为

19.55%±0.26%和 19.87%±0.14%，当到达发酵终点

时 (64 h) 发 酵 液 中 的 可 发 酵 性 总 糖 分 别 为

3.37%±0.07%和 3.88%±0.15% (图 5)。野生型菌株对

糖的利用率约为 82.8%，而突变菌株对糖的利用率

为 80.5%。 

2.3.2  呼吸强度及其对乙醇产量的影响：呼吸强度

测定结果(表 2)显示 130 r/min 条件下野生型菌株的

呼吸强度是突变菌株的 6.06 倍；静置条件下为 1.53

倍。以甘蔗糖蜜发酵培养基进行发酵，检测发酵液

乙醇浓度，发酵 71 h 后，摇床转速为 0 时，突变菌

株发酵液中乙醇浓度比野生型菌株的低 4%；摇床

转速为 130 r/min 时，野生型菌株及突变菌株的乙醇

产量基本相同(图 6)。 
 

表 2  呼吸强度测定结果 
Table 2  Respiration intensity measurement results 

转速 
Rotate speed (r/min) 菌株 

Strains 130 0 

Wild type 1.31±0.34 0.616±0.04 

Mutant 0.21±0.02 0.403±0.02 



罗贞贞等: 酿酒酵母 Mbp1 缺陷型菌株的构建及其乙醇发酵特性 2113 

 

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

 
 
图 6  糖蜜乙醇发酵曲线 
Figure 6  Molasses fermentation curves of wild-type and 
mutant 
 

3  讨论 

酿酒酵母细胞从 G1 期到 S 期的转变过程会受

到转录复合物 MBF 调控[1]。酵母假菌丝的形成是与

MAPK 调控途径相关的，是菌株对饥饿环境的一种

反应[22]。Hussein 等[6]研究发现，以白色念珠菌为出

发菌株在敲除 Swi4、Swi6 后发现有假菌丝形成，单

独敲除 Mbp1 后没出现假菌丝，而本研究单独敲除

Mbp1 后，突变菌株出现了假菌丝，这一结果可能

是菌株不同造成的。Bean 等[5]通过敲除 Mbp1 后发

现突变菌株体积比野生型体积大 20%，并且认为体

积的增大是与出芽率提高相一致的。本研究检测细

胞体积和出芽率的差别，发现突变菌株体积比野生

型大 19.2%，但出芽率比原始菌小，表明细胞体积

的增大与出芽率并无直接关系。 

Horak 等[4]和 Pham 等[23]研究发现 MBF 与线粒

体功能有很大的关系，MBF 会结合到与线粒体功能

相关基因的启动子上，从而影响线粒体的功能。此

外，Kuyper 等[24]的研究显示在木糖发酵试验中氧含

量过于丰富时，酵母会在线粒体呼吸和乙醇发酵之

间竞争糖分解产生的 NADH，从而降低乙醇产量。

本研究结果显示在摇床转速为0和130 r/min的条件

下突变菌株的呼吸强度均受到不同程度影响，在摇

床转速为 0 时突变菌株乙醇产量比野生型的低，由

此可以推测 Mbp1 的缺失突变影响线粒体的呼吸功

能进而影响突变菌株的发酵性能。 

本研究以酿酒酵母 MF1015 为出发菌株，将

Mbp1 基因敲除组件转化两种不同配型的单倍体细

胞，利用同源重组的方法实现目的基因 Mbp1 的敲

除，最终通过单倍体杂交复倍，转化质粒 pSH65，
经半乳糖诱导后消除筛选标记，最后通过传代丢失

pSH65。本研究只需转化 1 次 pSH65 质粒便可实

现酵母基因组内同源染色体上筛选标记的去除，与

一般直接利用二倍体酵母敲除基因相比，既节约了

时间，又大大提高了敲除的成功率。 
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