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摘   要：【目的】本论文研究酿酒酵母 srp4039 突变基因对酵母细胞异丁醇耐受性的影响。【方法】

首先，以酿酒酵母野生型 W303-1A 和突变株 EMS39 染色体 DNA 为模板克隆野生型 SRP40 基因

和 srp4039 突变基因；然后，将野生型 SRP40 基因和 srp4039 突变基因分别连接到质粒 YCplac22
上，构建质粒 YCplac22-SRP40 和 YCplac22-srp4039。将质粒 YCplac22-SRP40、YCplac22-srp4039

以及 YCplac22 空质粒分别转化入野生型酿酒酵母 W303-1A 中，分别得到 W303-1A-SRP40 工程

菌、W303-1A-srp4039 工程菌和 W303-1A-control 工程菌。将 3 株工程菌分别置于含 1.0%异丁醇、

1.3%异丁醇、8.0%乙醇和 0.5%异戊醇的 CM 培养基中进行发酵，测定细胞密度(OD600)和生长情

况，并计算 2–10 h 的比生长速率(μ)。将 3 株工程菌于 55 °C 热激 4 min 后做稀释实验(dilution)，
观察它们在平板上的生长情况。最后，对野生型 SRP40 基因、srp4039 突变基因的氨基酸序列进行

生物信息学分析。【结果】在不含异丁醇(0%异丁醇)的培养基中，3 株工程菌无明显差异。在含

1.0%异丁醇和 1.3%异丁醇的 CM 培养基中，发酵 24 h 工程菌 W303-1A-srp4039 的细胞密度分别是

工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.12 倍和 1.06 倍，是工程菌 W303-1A-control 的 1.10 倍和 1.10 倍；工

程菌 W303-1A-srp4039 的比生长速率(μ)分别是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.07 倍和 1.10 倍，是对

照菌 W303-1A-control 的 1.10 倍和 1.10 倍。在含 8.0%乙醇和 0.5%异戊醇的 CM 培养基中，发酵

24 h 工程菌 W303-1A-srp4039 的细胞密度分别是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.12 倍和 1.01 倍，是

对照菌 W303-1A-control 的 1.17 倍和 1.07 倍；工程菌 W303-1A-srp4039 的比生长速率(μ)分别是工

程菌 W303-1A-SRP40 的 1.37 倍和 1.07 倍，是对照菌 W303-1A-control 的 1.31 倍和 1.09 倍。工程
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菌 W303-1A-srp4039 在热激后生长仍优于其他 2 株菌。生物信息学分析发现，Srp4039 蛋白与硅藻

的胸膜蛋白-1 具有相似的结构。【结论】本研究发现酿酒酵母 srp4039 突变基因能够提升细胞的异

丁醇耐受性，此外对提升细胞的乙醇耐受性、异戊醇耐受性和耐热性也有一定的作用。同时，我

们发现 Srp4039 蛋白与硅藻的胸膜蛋白-1 具有相似的结构，说明其可能具有胸膜蛋白-1 的功能，

推测该蛋白在细胞壁维持方面有作用。这些研究将为提高酿酒酵母对乙醇、异丁醇、异戊醇和高

温等的抗逆性提供新思路。 

关键词：酿酒酵母；SRP40；异丁醇；乙醇；耐受性  
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SHAO Wenju, LU Shangkun, ZHANG Aili* 
School of Chemical Engineering and Technology, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China 

Abstract: [Objective] In this study, the effect of the mutant srp4039 gene on isobutanol tolerance of 
Saccharomyces cerevisiae was studied. [Methods] Firstly, the wild-type SRP40 gene and the mutant 
srp4039 gene were respectively cloned from the chromosome DNAs of the wild-type strain W303-1A 
and the mutant EMS39 of S. cerevisiae. Then, SRP40 and srp4039 were respectively ligated to 
YCplac22 to construct the recombinant plasmids YCplac22-SRP40 and YCplac22-srp4039. The 
obtained recombinant plasmids and the YCplac22 empty plasmid were respectively transformed into the 
wild-type strain W303-1A to construct the engineering strains W303-1A-SRP40, W303-1A-srp4039, and 
W303-1A-control. The three engineering strains were then fermented in the complete media containing 
1.0% isobutanol, 1.3% isobutanol, 8.0% ethanol, and 0.5% isoamyl alcohol, respectively. The cell 
density (OD600) was measured, and the specific growth rate in 2–10 h was calculated. The three 
engineering strains were heated at 55 °C for 4 min and then diluted for observation of cell growth on the 
plate. Finally, the amino acid sequences of SRP40 and srp4039 were analyzed by bioinformatics tools. 
[Results] In the medium without isobutanol (0% isobutanol), the three strains showed no significant 
difference. After fermentation for 24 h in the complete media containing 1.0% isobutanol and 1.3% 
isobutanol, W303-1A-srp4039 showed the cell density 1.12 and 1.06 times that of W303-1A-SRP40, and 
1.10 and 1.10 times that of W303-1A-control, respectively; the specific growth rate of 
W303-1A-srp4039 was 1.07 and 1.10 times as high as that of W303-1A-SRP40, and 1.10 and 1.10 times 
as high as that of W303-1A-control, respectively. After fermentation for 24 h in the complete media 
containing 8.0% ethanol and 0.5% isoamyl alcohol, W303-1A-srp4039 showed the cell density 1.12 and 
1.01 times that of W303-1A-SRP40, and 1.17 and 1.07 times that of W303-1A-control, respectively; 
W303-1A-srp4039 showed the specific growth rate 1.37 and 1.07 times as high as that of 
W303-1A-SRP40, and 1.31 and 1.09 times as high as that of W303-1A-control, respectively. Moreover, 
W303-1A-srp4039 still grew better than the other two strains after heat shock. The bioinformatics 
analysis showed that Srp4039 protein had a similar structure to the pleuralin-1 of diatom. [Conclusion] 
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We found that the srp4039 mutant gene can enhance the tolerance of S. cerevisiae to isobutanol, and 
plays a role in enhancing the tolerance to ethanol, isoamyl alcohol, and heat. Srp4039 protein has a 
similar structure with the pleuralin-1 of diatom, which indicates that Srp4039 protein may have the 
function of pleuralin-1 and play a role in cell wall maintenance. These findings will provide new ideas 
for improving the tolerance of S. cerevisiae to ethanol, isobutanol, isoamyl alcohol, and high 
temperature. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; SRP40; isobutanol; ethanol; tolerance 
 
 

随着能源日益匮乏和环境问题逐渐加剧，

生物异丁醇作为清洁能源备受瞩目。异丁醇

相较乙醇有着更高的能量密度、低吸湿性和低

蒸汽压，有望成为替代乙醇的第二代生物燃 
料 [1]。酿酒酵母由于其简便的遗传操作、在低

pH 下生长的能力、对噬菌体的免疫力以及易

于分离的特性 [2]，并且自身可以通过 Ehrlich
途径合成异丁醇 [3]，因此常作为产异丁醇的底

盘菌株。 
在酿酒酵母中，异丁醇作为缬氨酸合成通

路的副产物产生，所以在酿酒酵母中的产量并

不高。近年来，很多研究者通过对酿酒酵母异

丁醇合成代谢通路进行疏通优化，实现了酿酒

酵母异丁醇产量的提高。研究者主要通过对酿

酒酵母异丁醇合成代谢通路中所需的基因过表

达[4]，或者对副产物途径的基因进行敲除[5]，并

对基因过表达或敲除的菌株维持辅因子平   
衡 [6]，实现碳流量最大化地流向异丁醇合成路

径，从而提高异丁醇产量。随着异丁醇产量的

提高，其对细胞的毒害也加大，较高的异丁醇

浓度会抑制细胞生长甚至造成细胞死亡，因此

限制了酿酒酵母产异丁醇所能达到的最高产

率 [7]。为了使酿酒酵母获得更高的异丁醇产

量，提升酿酒酵母对异丁醇的耐受性是很有

必要的。有研究表明，在提升酿酒酵母异丁

醇耐受性的同时，也会提升酿酒酵母异丁醇

的产量 [8]。  

近年来，多种手段用于提升酿酒酵母对异

丁醇的耐受性。热休克蛋白具有稳定细胞膜和

参与蛋白质折叠、装配等作用[9]。在醇的压力

下，酵母细胞会产生热休克蛋白来做出应激，

从而增加酿酒酵母对醇类的耐受性[10]。通过对

热休克蛋白家族基因 HSP 表达量进行调整，可

以增加酿酒酵母对异丁醇的耐受性[11]。对酿酒

酵母诱导氮饥饿的 GLN3 基因进行缺失，可以

消除酿酒酵母对氮饥饿的控制反应，同时也能

提高酿酒酵母对异丁醇的耐受性 [8]。酿酒酵母

对异丁醇的耐受机理较为复杂，且尚未有一个

统一的认知，在复杂的耐受机制尚未揭示的情

况下，通过适应性进化可以有效提高酿酒酵母

对异丁醇的耐受性[12–13]。相对于适应性进化，

诱变技术具有突变率高、突变范围广和操作简

单等特点，已经成为创制新品种的重要手段。

通过物理方法 (如紫外照射、等离子体处理

等)[14–15]或者化学诱变剂 [16]对原始菌株进行诱

变，再通过表型筛选，可以实现菌株快速进化

获得目标菌株。 
本课题组前期通过甲基磺酸乙酯(EMS)对

酿酒酵母 W303-1A 进行随机诱变，筛选出一株

在 3%异丁醇培养基上生长良好的酿酒酵母突

变株 EMS39[17]，为了探究该突变菌株高异丁醇

耐受性的分子机制，我们对该突变株进行了全

基因组测序。测序结果表明，SRP40 基因上含

有多个突变。为了探究 SRP40 基因突变是否会



 

 

 

邵文举等 | 微生物学报, 2022, 62(3) 1153 

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

对酿酒酵母异丁醇耐受性产生影响，本研究首

先以突变株酿酒酵母 EMS39 和野生型酿酒酵

母 W303-1A 的染色体 DNA 为模板扩增出

srp4039 突变基因和野生型 SRP40 基因，然后将

srp4039 突变基因和野生型 SRP40 基因分别连接

到质粒载体 YCplac22 上并导入酿酒酵母

W303-1A 中，通过将工程菌置于不同异丁醇浓

度下生长并比较比生长速率，研究 SRP40 基因

突变对酿酒酵母异丁醇耐受性的影响。同时，

我们研究了 SRP40 基因突变对酿酒酵母乙醇、

异戊醇和热激抗性的影响。 

1  材料与方法 
1.1  材料和试剂 

本研究所用的菌种和质粒如表 1 所示。 
1.1.1  YPD 液体培养基 

10 g/L 酵母提取物，20 g/L 蛋白胨，20 g/L
葡萄糖，蒸馏水定容，pH 自然，121 °C 灭菌

20 min。 
1.1.2  YPD 固体培养基 

10 g/L 酵母提取物，20 g/L 蛋白胨，20 g/L
葡萄糖，15 g/L 琼脂粉，蒸馏水定容，pH 自然，

121 °C 灭菌 20 min。 
1.1.3  LBA 液体培养基 

5 g/L 酵母提取物，10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L 
NaCl，蒸馏水定容，pH 值为 7.5，121 °C 灭菌

20 min 后添加终浓度为 100 μg/mL 氨苄青霉素。 
1.1.4  LBA 固体培养基 

5 g/L 酵母提取物，10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L 
NaCl，15 g/L 琼脂粉，蒸馏水定容，pH 值为 7.5，
121 °C 灭菌 20 min 后添加终浓度为 100 μg/mL
氨苄青霉素。 
1.1.5  完全选择培养基(CM) 

6.7 g/L 无氨基酸酵母氮源(yeast nitrogenbase 
without amino acids)，20 g/L 葡萄糖，2 g/L 除

去标记氨基酸的氨基酸混合物，pH 值为 5.6，
固体培养基添加 2%琼脂，pH 值为 6.5，蒸馏水

定容，121 °C 灭菌 20 min。 
含异丁醇、乙醇或异戊醇的完全选择培养

基：在完全选择培养基中加入体积分数为 1.0%、

1.3%的异丁醇或 8.0%的乙醇、0.5%的异戊醇。 

1.2  引物 
本文所用到的引物均由北京奥科鼎盛生物

科技有限公司合成，具体如表 2 所示。 

 
表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Features Sources 

E. coli DH5α   Host of gene cloning [18] 

W303-1A MATα leu2-3, 112 ura3-1 trp1-92 his-11, 15 ade2-1 can1-100 [19] 

EMS39 Unknown mutant Laboratory preservation 

W303-1A-control W303-1A, containing plasmid YCplac22 This study 

W303-1A-SRP40 W303-1A, containing plasmid YCplac22-SRP40 This study 

W303-1A-srp4039 W303-1A, containing plasmid YCplac22-srp4039 This study 

Ycplac22 Ampr TRP1 [20] 

Ycplac22-srp4039 Ampr TRP1 This study 

Ycplac22-SRP40 Ampr TRP1 This study 
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表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) Restriction site 

SRP40-U GGGCCCGAATTCCTACGTCGTCCTCTTCACTT EcoRⅠ 

SRP40-D GTACACAGGAGAATTCTTTAC EcoRⅠ 

SRP40+&-400.LOWER1-1 AAGATGACGATGACCCGCT None 

SRP40+&-400.LOWER1-2 CCGACGAGATCAAAGAGG None 

M13 Forward GTAAAACGACGGCCAGT None 

M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC None 
The underline indicates restriction enzyme sites. 

 
1.3  srp4039 基因序列克隆 

将保藏于–80 °C 条件下的突变型酿酒酵母

EMS39 接种在 YPD 固体培养基上，置于 30 °C
下活化培养 48 h，挑取单菌落接种到 5 mL YPD
液体培养基中，置于 30 °C、200 r/min 下过夜

培养 16 h 后，13 000 r/min 离心 30 s 收集菌体

并提取突变型酿酒酵母 EMS39 染色体 DNA。

以提取的突变型酿酒酵母 EMS39 染色体 DNA
为模板，SRP40-U、SRP40-D 为引物扩增 srp4039

基因，扩增条件为 94 °C 5 min；94 °C 30 s，55 °C 
30 s，72 °C 2.5 min，30 个循环；72 °C 10 min。
琼脂糖凝胶电泳验证条带是否正确，PCR 产物

进行酚氯仿纯化。 

1.4  SRP40 基因序列克隆 
将保藏于–80 °C 条件下的野生型酿酒酵母

W303-1A 接种在 YPD 固体培养基上，置于

30 °C 下活化培养 48 h，挑取单菌落接种到 5 mL 
YPD 液体培养基中，置于 30 °C、200 r/min 下

过夜培养 16 h 后，13 000 r/min 离心 30 s 收集

菌体并提取野生型酿酒酵母 W303-1A 染色体

DNA。以提取的酿酒酵母 W303-1A 染色体

DNA 为模板，SRP40-U、SRP40-D 为引物扩增

SRP40 基因，扩增条件为 94 °C 5 min；94 °C   
30 s，58 °C 30 s，72 °C 2.5 min，30 个循环；

72 °C 10 min。琼脂糖凝胶电泳验证条带是否正

确，PCR 产物进行酚氯仿纯化。 

1.5  YCplac22-SRP40 和 YCplac22-srp4039

表达载体构建及鉴定 
在扩增 SRP40、srp4039 基因时，上下游引

物引入了 EcoRⅠ酶切位点，所以用 EcoRⅠ分

别对质粒载体 YCplac22 和 SRP40、srp4039 基因

片段进行酶切，酶切反应置于 37 °C 30 min，酶

切完成后将酶切产物置于 60 °C 5 min，对限制

性内切酶进行热失活。酶切后的载体和基因片

段经 T4 连接酶过夜连接 16 h，将连接体系全

部转入感受态大肠杆菌 DH5α，细胞涂布于

LBA 固体培养基，置于 37 °C 培养 24 h。随

机挑取单克隆接种于 3 mL LBA 液体培养基

中，置于 37 °C、200 r/min 过夜培养 14 h，      
13 000 r/min 离心 30 s 收集菌体并以 CTAB 法提

取质粒。用 EcoRⅠ对提取的质粒进行酶切，酶

切后的质粒进行琼脂糖凝胶电泳筛选阳性克

隆。将阳性克隆转入感受态大肠杆菌 DH5α，涂

布于 LBA 固体培养基，置于 37 °C 培养 24 h。
挑取单克隆接种于 5 mL LBA 液体培养基中，

置于 37 °C、200 r/min 过夜培养 14 h，取适量菌

液送至北京奥科鼎盛生物科技有限公司测序。 

1.6  YCplac22-SRP40 和 YCplac22-srp4039

重组质粒转化酿酒酵母 
从培养基上挑取酿酒酵母单菌落接种到  
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5 mL YPD 液体培养基中，置于 30 °C、200 r/min
过夜培养 16 h 后，13 000 r/min 离心 30 s 收集

菌体。菌体用 1 mL无菌水水洗 2次后收集菌体，

再用 1 mL 无菌水重悬混匀后取 100 μL 离心收

集菌体用于转化。采用醋酸锂法转化酿酒酵母

细胞，体系为 50% PEG4000 240 μL、LiAc    
36 μL、ss-DNA 50 μL、ddH2O 32 μL、质粒 DNA 
2 μL。体系高速振荡混匀后 42 °C 水浴 30 min，
13 000 r/min 离心 30 s 收集菌体完全弃去上清

液，用 100 μL 无菌水重悬菌体，将细胞涂布在

省缺色氨酸的 CM 固体培养基上，置于 30 °C
培养 3–4 d。 

1.7  耐醇性测试 
挑取省缺色氨酸的 CM 固体培养基上的酿

酒酵母单菌落，接种至 5 mL 省缺色氨酸的 CM
液体培养基中，置于 30 °C、200 r/min 过夜培

养 16 h，吸取适量菌液测量该发酵种子液在波

长 600 nm 处的吸光值 ODx，发酵初始 OD600 值

设为 0.65，取发酵种子液体积 Vx 转接至 40 mL
含不同异丁醇、乙醇和异戊醇浓度的省缺色氨

酸的 CM 液体培养基中振荡混匀。发酵种子液

体积 Vx 计算(公式 1)： 
Vx=40·OD 初始/(ODx–OD 初始)       (公式 1) 
发酵置于 30 °C、200 r/min 条件下，发酵

前 12 h 每隔 2 h 取 1 次样测量 OD600 值，24 h
后每隔 1 d 取 1 次样测量 OD600 值。 

1.8  耐热性测试 
挑取省缺色氨酸的 CM 固体培养基上的酿

酒酵母单菌落，接种至 5 mL 省缺色氨酸的 CM
液体培养基中，置于 30 °C、200 r/min 过夜培

养 16 h 后测量其 OD600 值，取适量菌液稀释至

OD600=1，稀释后总体积为 1 mL。将稀释至

OD600=1 的菌液混匀后取 200 μL 置于 55 °C 热

激 4 min，热激后的菌液取 2 μL 以 10 的倍数梯

度稀释，依次得到 OD600 为 10–1、10–2、10–3、

10–4、10–5 的菌液。取梯度稀释后各个浓度的菌

液 5 μL 由高到低点到省缺色氨酸的 CM 固体培

养基上，静置晾干后置于 30 °C 培养 2 d。 

1.9  比生长速率计算 
比生长速率(μ)计算选取细胞生长的对数

期，选取 2 h 和 10 h 的值来进行比生长速率(μ)
的计算(公式 2)。 

μ=(lnX2–lnX1)/(t2–t1)             (公式 2) 
其中 X1、X2 代表 t1、t2 时的细胞密度。 

1.10  耐异丁醇工程菌遗传稳定性实验 
将 1.6 得到的异丁醇耐受性较好的工程菌

接种于省缺色氨酸的 CM 液体培养基中，连续

传代 5 次。每次传代均在 30 °C、200 r/min 培

养 24 h。传至第 5 代后，按照方法 1.7 进行重

复实验。 

1.11  生物信息学分析 
利用 ExPASy 网站上的 ProtParam 工具在线

分析目的蛋白的理化性质 (https://web.expasy. 
org/protparam/)；利用 SOPMA (https://npsa-prabi. 
ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/nps
a_sopma.html)和 I-TASSERL (https://zhanglab. 
ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)网站在线预测

分 析 蛋 白 的 二 级 结 构 和 三 级 结 构 ； 利 用

SuperPose (http://superpose.wishartlab.com/) 对

蛋白的三级结构进行比对。 

2  结果与分析 
2.1  SRP40 和 srp4039 基因序列克隆及

YCplac22-SRP40 和 YCplac22-srp4039 表达

载体构建 
以提取的突变型酿酒酵母 EMS39 和野生

型酿酒酵母 W303-1A 染色体 DNA 为模板，

SRP40-U/SRP40-D 为引物进行扩增，得到预期

大小的目的片段，srp4039 和 SRP40 基因片段大

小均为 2 183 bp，结果如图 1 所示。将 SRP40 和 
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图 1  SRP40、srp4039 基因及质粒 YCplac22-SRP40、YCplac22-srp4039 构建 
Figure 1  SRP40, srp4039 gene and construction of plasmid YCplac22-SRP40, YCplac22-srp4039. A: 
electrophoretogram of SRP40 and srp4039 gene. M: DNA marker; lane 1: SRP40 gene; lane 2: srp4039gene. B: 
plasmid verified eletrophoretogram of YCplac22-SRP40 and YCplac22-srp4039. M: DNA marker; lane 3: 
YCplac22 vector and SRP40 gene; lane 4: YCplac22 vector and srp4039 gene. 
 
srp4039 基因片段与质粒载体 YCplac22 连接后，

转化感受态大肠杆菌 DH5α，涂布于 LBA 固体

培养基，随机挑取单克隆培养并提取相应质粒，

EcoRⅠ单酶切筛选出正确重组子，结果如图 1
所示，SRP40 和 srp4039 基因片段大小为 2 183 bp，
YCplac22 载体片段大小为 4 832 bp。 

2.2  YCplac22-srp4039 测序 
为了确定 srp4039 基因片段上的突变位点，

将筛选出的阳性克隆重新转化感受态大肠杆菌

DH5α，细胞涂布于 LBA 固体培养基上，挑取单

克隆接种于 LBA 液体培养基过夜培养，取一部

分菌液提取质粒后酶切验证，验证为正确克隆

后将剩余菌液取适量送往公司测序。测序引物

分别为 M13 Forward、SRP40+&-400.LOWER1-1、
SRP40+&-400.LOWER1-2、M13 Reverse，测序

结果与 W303-1A 基因组的 SRP40 基因做对比。

测序结果和比对结果表明，srp4039 (NMDC 登

记号：NMDCN0000NMU)开放阅读框(ORF)共   
1 160 bp，从起始密码子 ATG 到终止密码子

TAA 共有 5 个突变：其中 4 个为碱基替换突变，

1 个为碱基缺失。SRP4039 ORF 序列中 570、  
711 bp 处 2 个碱基替换突变为同义突变，442 bp
处 1 个碱基替换突变造成相应的氨基酸突变为

S148P。1 018 bp 处的 1 个碱基缺失造成移码突

变，1 050 bp 处的 1 个碱基替换突变位于移码

突变中。srp4039 中 1 018 bp 处的碱基缺失造成

翻译提前终止，使得翻译的氨基酸残基数目比

野生型 SRP40 基因氨基酸残基数目少 34 个。 

2.3  耐受性测试 
2.3.1  耐异丁醇测试 

将质粒 YCplac22 、 YCplac22-SRP40 和

YCplac22-srp4039 分别转化酿酒酵母 W303-1A

细胞，得到 W303-1A-control、W303-1A-SRP40

和 W303-1A-srp4039 3 株工程菌。将这 3 株菌分

别接种到 5 mL 省缺色氨酸的 CM 液体培养基

中，过夜培养后，以初始 OD600=0.65 转接至   

40 mL 含有 0%、1.0%、1.3% (V/V)异丁醇的省缺

色氨酸的 CM 液体培养基中。发酵置于 30 °C、

200 r/min 条件下，发酵前 12 h 每隔 2 h 取 1 次

样测量 OD600 值，24 h 后每隔 1 d 取 1 次样测量
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OD600 值，以时间为横坐标，以细胞密度为纵坐

标绘制菌株生长曲线。如图 2A 所示，在 0%异

丁醇浓度下，3 株工程菌在发酵的 24 h 内的生

长差异很小，在 24 h 后，工程菌 W303-1A-srp4039

的细胞密度低于工程菌 W303-1A-SRP40 和对

照菌 W303-1A-control。如图 2C 所示，在 1.0%

异丁醇浓度下，工程菌 W303-1A-srp4039 在发酵

的 108 h 内细胞密度都明显高于工程菌 W303- 

1A-SRP40 和对照菌 W303-1A-control，而工程

菌 W303-1A-SRP40 和对照菌 W303-1A-control

的细胞密度差异不大，且在 24 h 后工程菌

W303-1A-SRP40 细 胞 密 度 略 低 于 对 照 菌

W303-1A-control。3 株菌株都在 24 h 达到稳

定期，发酵到 24 h，工程菌 W303-1A-srp4039

的细 胞 密 度 是 工 程 菌 W303-1A-SRP40 的   

1.12 倍，是对照菌 W303-1A-control 的 1.10 倍。

如图 2E 所示，在 1.3%异丁醇浓度下，工程菌

W303-1A-srp4039 在发酵的前 24 h 内细胞密度

要高于 W303-1A-SRP40 和 W303-1A-control，

而 W303-1A-SRP40 和 W303-1A-control 菌株的

细胞密度差异不大，且 W303-1A-SRP40 菌株的

细胞密度在发酵前 24 h 内略低于 W303- 

1A-control 菌株。发酵进行到 24 h，W303-1A- 

srp4039 和 W303-1A-control 菌株达到最高细胞

密度，24 h 后逐渐出现衰减；W303-1A-SRP40

菌株细胞密度在 24 h 后出现略微增高后趋于稳

定。发酵到 24 h，工程菌 W303-1A-srp4039 的细

胞密度是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.06 倍，

是对照菌 W303-1A-control 的 1.10 倍。 

将各个菌株 2 h 和 10 h 测得的细胞密度代

入公式：μ=(lnX2–lnX1)/(t2–t1)，可得出各菌株的

比生长速率(μ)。如图 2B 所示，在 0%异丁醇

浓度下，工程菌 W303-1A-srp4039 的比生长速

率是工程菌 W303-1A-SRP40 和对照菌的  

1.02 倍，3 株工程菌的比生长速率几乎无差异。

如图 2D 所示，在 1.0%异丁醇浓度下，工程菌

W303-1A-srp4039 的比生长速率是对照菌的  
1.10 倍，是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.07 倍，

而工程菌 W303-1A-SRP40 与对照菌的比生长

速率差异不大。如图 2F 所示，在 1.3%异丁醇

浓度下，工程菌 W303-1A-srp4039 的比生长速率

是对照菌和工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.10 倍。 
在无异丁醇下进行发酵时，3 株工程菌在

24 h 前生长曲线几乎重合，说明 3 株工程菌生

长差异不大，并且到发酵后期，工程菌 W303- 
1A-srp4039 的细胞密度要低于其他 2 株菌。当添

加了 1.0%和 1.3%异丁醇进行发酵时，工程菌

W303-1A-srp4039 的细胞密度要高于其他 2 株

菌，这说明 srp4039 突变基因能够提高酿酒酵母

对异丁醇的耐受性。工程菌 W303-1A-srp4039

的比生长速率在 1.0%和 1.3%异丁醇浓度下，都

要高于工程菌 W303-1A-SRP40和对照菌 W303- 
1A-control，说明工程菌 W303-1A-srp4039 在异

丁醇抑制下仍能保持较快的生长速率，也进一

步说明工程菌 W303-1A-srp4039 的异丁醇耐受

性要优于其他 2 株菌。 
2.3.2  耐乙醇、异戊醇测试 

将 3株工程菌分别接种到 5 mL省缺色氨酸

的 CM 液体培养基中，过夜培养后，以初始

OD600=0.65 转接至 40 mL 含有 8.0%乙醇(V/V)
和 0.5% (V/V)异戊醇的省缺色氨酸的 CM 液体

培养基中。发酵置于 30 °C、200 r/min 条件下，

发酵前 12 h 每隔 2 h 取 1 次样测量 OD600 值，

24 h 后每隔 1 d 取 1 次样测量 OD600 值，以时间

为横坐标，以细胞密度为纵坐标绘制菌株的生

长曲线。如图 3A 所示，在 8%乙醇浓度下，工

程菌 W303-1A-srp4039 在发酵的 108 h 内细胞密

度都明显高于工程菌 W303-1A-SRP40 和对照

菌 W303-1A-control，而工程菌 W303-1A-SRP40 
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图 2  菌株 W303-1A-control、W303-1A-SRP40 和 W303-1A-srp4039 生长和比生长速率情况 
Figure 2  Growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and 
W303-1A-srp4039. A, B: growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and 
W303-1A-srp4039 in 40 mL CM minus tryptophan without isobutanol. C, D: growth and specific growth rates 
of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039 in 40 mL CM minus tryptophan+1.0% 
isobutanol. E, F: growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and 
W303-1A-srp4039 in 40 mL CM minus tryptophan+1.3% isobutanol. μ: specific growth rates. Data are 
presented as mean value and standard deviations of three independent biological replicates. 
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和对照菌 W303-1A-control 的细胞密度在发酵

24 h 内 差 异 很 小 ， 在 24 h 后 工 程 菌

W303-1A-SRP40 细 胞 密 度 略 高 于 对 照 菌

W303-1A-control。3 株菌株的细胞密度都在

24 h 后逐渐走向衰减，发酵到 24 h，工程菌

W303-1A-srp4039 的 细 胞 密 度 是 工 程 菌

W303-1A-SRP40 的 1.12 倍 ， 是 对 照 菌

W303-1A-control 的 1.17 倍。如图 3C 所示，在

0.5%异戊醇浓度下，工程菌 W303-1A-srp4039

和 W303-1A-SRP40 在发酵的 108 h 内细胞密度

都略高于对照菌 W303-1A-control，而工程菌

W303-1A-srp4039 和 W303-1A-SRP40 在发酵的

108 h 内细胞密度差异较小。3 株菌株的细胞密

度都在 24 h 后逐渐走向衰减，发酵到 24 h 时，

工程菌 W303-1A-srp4039 的细胞密度与工程菌

W303-1A-SRP40 无 明 显 差 异 ， 是 对 照 菌

W303-1A-control 的 1.05 倍。 
如图 3B 所示，在 8.0%乙醇浓度下，工程

菌 W303-1A-srp4039 的比生长速率是对照菌的

1.31 倍，是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.37 倍。 
 

 
 

图 3  菌株 W303-1A-control、W303-1A-SRP40 和 W303-1A-srp4039 生长和比生长速率情况 
Figure 3  Growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039. 
A, B: growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039 in   
40 mL CM minus tryptophan+8.0% ethanol. C, D: growth and specific growth rates of strains W303-1A-control, 
W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039 in 40 mL CM minus tryptophan+0.5% isoamyl alcohol. μ: specific 
growth rates. Data are presented as mean value and standard deviations of three independent biological replicates. 
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如图 3D 所示，在 0.5%异戊醇浓度下，工程菌

W303-1A-srp4039 的比生长速率是对照菌的

1.09 倍，是工程菌 W303-1A-SRP40 的 1.07 倍。 
此结果表明，srp4039 突变基因对提高酿酒

酵母乙醇和异戊醇耐受性也有一定的作用，在

提升酿酒酵母乙醇耐受性方面有着较为明显的

作用，而在提升异戊醇耐受性方面效果较小。 
2.3.3  耐热性测试 

将 3株工程菌分别接种到 5 mL省缺色氨酸

的 CM 液体培养基中，过夜培养后测其 OD600

值，各取适量菌液稀释至 OD600=1。取稀释至

OD600=1 的菌液 200 μL，55 °C 热激 4 min，热

激后的菌液取 2 μL 梯度稀释，取各个梯度浓度

的菌液 5 μL 点到省缺色氨酸的 CM 固体培养基

上。如图 4A 所示，在无热激条件下，3 株工程

菌的生长差异不大，说明 3 株工程菌的起始浓

度一致。如图 4B 所示，在 55 °C 热激 4 min 条

件下，3 株工程菌受到了不同程度的抑制，但

工程菌 W303-1A-srp4039 的生长要优于其他   
2 株菌。在 10–3 稀释倍数下，对照菌 W303-1A- 
control 无菌落长出，工程菌 W303-1A-SRP40
菌落较为稀少，而工程菌 W303-1A-srp4039 有比

较密集的菌落长出，这说明 srp4039 突变基因也

能够提高酿酒酵母的耐热性。 

2.4  耐异丁醇工程菌遗传稳定性实验 
对耐异丁醇的工程菌 W303-1A-srp4039 进

行遗传稳定性实验，结果如图 5 所示，经过    
5 次传代，工程菌 W303-1A-srp4039 在 1.0%异丁

醇浓度下，生长仍优于工程菌 W303-1A-SRP40、
W303-1A-control，所以工程菌 W303-1A-srp4039

遗传稳定性良好，多次传代后仍能保持稳定  
遗传。 

2.5  Srp40、Srp4039 蛋白生物信息学分析

结果 
2.5.1  Srp40、Srp4039 理化性质 

根据 ExPASy 网站在线分析结果表明，

Srp40 蛋白的分子式为 C1522H2437N457O750S2，相

对分子质量为 39 202，理论等电点为 4.25，为

酸性蛋白。Srp40 蛋白共含 386 个氨基酸，其中

含量最高的为丝氨酸，占总氨基酸的 46.6%，

其次为谷氨酸和天冬氨酸，占比为 10.4%和

9.6%；带负电荷的残基总数(Asp+Glu)为 77 个，

带正电荷的残基总数(Arg+Lys)为 37 个。不稳

定指数为 109.7 (>40)，为不稳定蛋白。亲水指

数为 19.77，亲水性平均值为–1.366，为亲水蛋

白。Srp4039 蛋白的分子式为 C1363H2181N407O699S2，

相对分子质量为 35 518，理论等电点为 4.09，
为酸性蛋白。Srp4039 蛋白共含 352 个氨基酸， 

 

 
 
图 4  菌株 W303-1A-control、W303-1A-SRP40 和 W303-1A-srp4039 耐热性情况  
Figure 4  Heat resistance of strains W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039. A: strains 
W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039 were not treated by heat shock; B: strains 
W303-1A-control, W303-1A-SRP40 and W303-1A-srp4039 were heated at 55 °C for 4 min. 
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图 5  传代稳定性实验 
Figure 5  Progeny stability verification. 
 
其中含量最高的为丝氨酸，占总氨基酸的 49.7%，

其次为谷氨酸和天冬氨酸，占比为 11.1%和

9.9%；带负电荷的残基总数(Asp+Glu)为 72 个，

带正电荷的残基总数(Arg+Lys)为 28 个。不稳

定指数为 118.65 (>40)，为不稳定蛋白。亲水指

数为 18.89，亲水性平均值为–1.368，为亲水蛋

白[21]。Srp40、Srp4039 理化性质如表 3 所示。上

述结果表明，Srp40 和 Srp4039 蛋白均为不稳定

的酸性亲水蛋白。 
2.5.2  Srp40、Srp4039 蛋白结构预测 

SOPMA 预测二级结构结果显示，Srp40 和

Srp4039 蛋白的二级结构均由 α-螺旋、β-转角、

延伸链和无规则卷曲组成。Srp40 和 Srp4039 蛋

白的二级结构具体组成如表 4 所示。I-TASSERL
预测的 Srp40、Srp4039 蛋白三级结构如图 6 所

示，其中 Srp40 蛋白模型信任值 C-score=–0.96，

TM-score=0.59±0.14，Srp4039 蛋白模型 C-score= 
–0.92，TM-score=0.6±0.14。将 Srp4039 蛋白三

级结构模型与 PDB 库中的蛋白模型进行比对，

结果发现，Srp4039 蛋白与硅藻的胸膜蛋白-1 具

有相似的结构，利用 SuperPose 对 Srp4039 蛋白

和硅藻的胸膜蛋白-1 结构比对得出的总 RMSD
值为 4.29，说明 2 个蛋白较为相似。上述结果

表明，2 个蛋白结构相似，可能具有相似的功

能，而硅藻的胸膜蛋白-1 在组成硅藻细胞壁方

面有作用[22]，我们推测工程菌 W303-1A-srp4039

所具有的耐受性可能与细胞壁维持有关。 

3  讨论与结论 
酵母在遭受异丁醇胁迫时，会改变多种基

因的表达水平或者生理状态来抵抗或者适应异

丁醇压力。但酿酒酵母异丁醇耐受机制较为复

杂，许多与异丁醇耐受性相关的基因尚未揭示，

通过物理或化学随机诱变的方式来获得异丁醇

耐受性菌株，再通过基因组测序和逆向工程的

方法，筛选出一些与异丁醇耐受性相关的突变

基因。 
EMS 是一种烷基化剂，通过 A-T 转化为

G-C 诱导点突变 [23]。EMS 诱变应用领域广泛，

在植物育种方面尤为突出[24–25]。除了植物育种

外，EMS 诱变也常被用于提升菌株的产酶活

性[16,26–27]。EMS 诱变同样适用于耐受醇类的菌

株筛选。通过 EMS 随机诱变，再通过表型筛选，

可得到醇类耐受菌株。Mobini-Dehkordi 等[28]

利用 EMS 对一株商业酿酒酵母进行了诱变，在 
 
表 3  Srp40、Srp4039 蛋白理化性质 
Table 3  Physicochemical properties of Srp40 and Srp4039 proteins 

Names 
Molecular 
weight 

pI Negatively charged 
residues 

Positively charged 
residues 

Instability 
index 

Aliphatic 
index 

GRAVY 

Srp40 39 202 4.25 77 37 109.7 19.77 –1.366 
Srp4039 35 518 4.09 72 28 118.65 18.89 –1.368 
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表 4  Srp40 和 Srp4039 蛋白二级结构组成 
Table 4  Secondary structural composition of Srp40 
and Srp4039 proteins 

Names 
α-helix/
% 

Extended 
strand/% 

β-turn/% 
Random 
coil/% 

Srp40 16.32 4.66 3.89 75.13 

Srp4039 19.89 2.84 2.27 75.00 

 

 
 
图 6  Srp40 和 Srp4039 蛋白三级结构 
Figure 6  The tertiary structure of Srp40 and Srp4039 
proteins. A: Srp40; B: Srp4039. 
 
分离的众多突变株中，有 6 株可在添加 10% 
(V/V)乙醇的固体需氧低蛋白胨(ALP)培养基上

生长，这是 EMS 应用于分离耐高浓度乙醇的酿

酒酵母突变株的首次报道。同样的机理也可用

于耐受异丁醇酿酒酵母菌株的筛选。本课题组

前期利用 EMS 对酿酒酵母进行随机诱变，并在

逐渐提高异丁醇浓度的培养基上进行筛选，成

功获得一株可耐受 3%异丁醇的酿酒酵母突变

株 EMS39[17]。后续我们通过基因组测序发现酿

酒酵母突变株 EMS39 的 SRP40 基因上含有多

个突变，我们扩增出该突变基因并连接到质粒

载体上，然后将重组质粒转入酿酒酵母中，得

到工程菌 W303-1A-srp4039。通过在含有异丁

醇、乙醇和异戊醇的培养基中进行发酵，结果

表明，工程菌 W303-1A-srp4039 对异丁醇、乙

醇和异戊醇均有一定的耐受性。此外，工程菌

W303-1A-srp4039 还表现出良好的耐热性，耐高

温的酿酒酵母对工业生产生物燃料有较大实用

价值。有研究表明，酵母 Srp40 是 Nopp140 的

功能同源物[29]，Nopp140 家族蛋白在核糖体的

生物合成和核质转运中发挥作用，在核糖体生

物发生过程中，Nopp140 被认为有助于组装小

核仁核糖核蛋白 (snoRNP)复合物 [30]。在缺乏

SnoRNPs 的核仁中 RNA 聚合酶Ⅰ的转录会被

抑制，这使得 rRNA 修饰和转录之间产生了反

馈机制 [31]，而缺失 SRP40 基因的菌株会造成

snoRNAs 减少 [32]。SRP40 突变基因也可能对

snoRNAs 造成影响，进而影响 RNA 聚合酶，而

RNA 聚合酶的改变能够提高酵母的耐受性[33]。 
通过生物信息学对 Srp40 和 Srp4039 蛋白理

化性质和结构进行预测，结果表明 Srp40 和

Srp4039 蛋白均为不稳定的酸性亲水蛋白，且两

者的理化性质差异较小。Srp4039 蛋白与硅藻的

胸膜蛋白-1 具有相似的结构，所以 Srp4039 蛋白

与硅藻的胸膜蛋白-1 可能具有相似的功能。硅

藻的胸膜蛋白-1 在组成硅藻细胞壁方面有作

用，Srp4039 蛋白也可能在细胞壁组成方面有作

用。酿酒酵母细胞壁在维持胞内渗透压、防止机

械损伤和维持细胞形态等方面有重要作用[34]。

酿酒酵母细胞壁的维持能够使酿酒酵母获得良

好的抗逆性和细胞活性[35–37]。Srp4039 蛋白可能

通过改变细胞壁组成或结构的稳定，提高酿酒

酵母的醇类耐受性和热激抗性。 
本研究构建了 2 个重组质粒 YCplac22- 

SRP40和YCplac22-srp4039，其中YCplac22-srp4039
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质粒带有 srp4039 突变基因，YCplac22-SRP40
质 粒 带 有 野 生 型 SRP40 基 因 。 将 质 粒

YCplac22-SRP40、YCplac22-srp4039和 YCplac22
分别导入酿酒酵母 W303-1A 中，得到工程菌

W303-1A-SRP40、W303-1A-srp4039 和 W303- 
1A-control。将 3 株工程菌分别置于含有 1.0%，

1.3%异丁醇或者 8.0%乙醇、0.5%异戊醇的省缺

色氨酸的 CM 液体培养基中进行发酵对比，结

果发现，工程菌 W303-1A-srp4039 无论是在何种

醇类环境下，相比对照均具有较好的生长表现。

此外，本研究还将 3 株工程菌在 55 °C 下热激  
4 min 后进行稀释实验，发现工程菌 W303-1A- 
srp4039 也具有一定的耐热性。上述结果表明，

突变基因 srp4039对提高酿酒酵母的抗逆性具有

一定的作用。最后，我们对 Srp4039 蛋白的氨基

酸序列进行了生物信息学分析，发现 Srp4039

蛋白与硅藻的胸膜蛋白-1 具有相似的结构，而

硅藻的胸膜蛋白-1 在细胞壁的组成方面有作

用，根据蛋白相似的结构具有相似的功能，我

们推测 W303-1A-srp4039 所具有的耐受能力可

能与细胞壁维持有关。 
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