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摘  要：【背景】酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是葡萄糖发酵产乙醇的重要菌株，然而在生物

乙醇发酵过程中，常会出现高乙醇浓度、高糖、高温和低 pH 等胁迫环境，从而影响酿酒酵母菌株

的发酵效果。【目的】获得乙醇耐受性及高温、高糖等相关耐受性能提高的优良菌株，并讨论驯化

菌株和出发菌株的高糖发酵乙醇性能。【方法】采用高浓度乙醇胁迫环境逐步驯化实验室保存的酿

酒酵母菌株(CICC 33068)，通过对比驯化菌株和出发菌株在高浓度乙醇、高糖、高温和低 pH 环境

中的生长曲线及高糖发酵乙醇性能，探讨驯化菌株的高耐受特性。【结果】相较于出发菌株，获得

的驯化菌株可在含 13%乙醇的液体培养基中生长，并保持完整的细胞生长周期和细胞形态，能耐

受葡萄糖浓度 450 g/L、温度 45 ℃和 pH 3.5。该驯化菌株能够在糖浓度 450 g/L、45 ℃和 pH 3.5
的环境下生长，糖醇转化率可达 79.22%，较出发菌株提高 7.72%，通过检测相关基因表达发现，该

菌株耐受性能提高与胞内海藻糖合成代谢上调相关。【结论】获得了具有耐受高浓度乙醇、高糖、高

温和低 pH 特性的优良酿酒酵母菌株，该菌株通过上调菌株胞内海藻糖合成代谢提高耐受性能，使

其发酵高浓度葡萄糖的能力显著高于出发菌株，可为后续其他菌株的驯化筛选提供研究基础。 

关键词：酿酒酵母；适应性驯化；高胁迫环境；耐受性；糖醇转化率 
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Abstract: [Background] Saccharomyces cerevisiae is an important microorganism in the 
fermentation of glucose to yield ethanol. However, high concentrations of ethanol and sugar, 
high temperature, low pH, and other highly stressful conditions often occur during the 
fermentation, which affect the fermentation efficiency of S. cerevisiae. [Objective] To obtain a 
S. cerevisiae strain with improved tolerance to high concentrations of ethanol and sugar and 
high temperatures and evaluate the fermentation performance of the domesticated strain in the 
case of high sugar levels. [Methods] A laboratory-preserved strain (CICC 33068) of S. cerevisiae 
was gradually acclimated to an environment of highly concentrated ethanol. The domesticated 
strain was compared with the original strain in terms of the growth curves and fermentation 
performance under high concentrations of ethanol and sugar, high temperature, and low pH for 
the evaluation of its tolerance. [Results] Compared with the original strain, the domesticated 
strain displayed a complete growth cycle and normal morphology in the broth medium with 13% 
ethanol. The domesticated strain was capable of growing in the presence of 450 g/L glucose and 
at 45 ℃ and pH 3.5, with the glucose-to-ethanol conversion rate of 79.22%, which was 7.72% 
higher than that of the original strain. The gene expression levels indicated that the improved 
tolerance was associated with the up-regulation of intracellular trehalose synthesis pathway. 
[Conclusion] A S. cerevisiae strain with improved tolerance to high concentrations of ethanol and 
sugar and high temperatures and low pH was obtained by environmental acclimation to high 
levels of ethanol. The domesticated strain outperformed the original strain in the fermentation 
with high glucose for ethanol production. The results demonstrate that adaptive acclimation could 
enhance the strain tolerance by upregulating intracellular trehalose synthesis. The findings 
provide fundamental data for subsequent domestication and screening of other strains. 
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; adaptive acclimation; high-stressed conditions; tolerance; 
glucose-to-ethanol conversion rate 
 

酵母菌株因其繁殖能力强、发酵时间短和

糖醇转化率高等特点被广泛应用于乙醇工业生

产[1]。在生物乙醇发酵过程中，常常会出现高

乙醇浓度、高糖、高温和低 pH 等高胁迫环境，

酵母菌株处于高胁迫环境时，细胞渗透压增加，

进而导致生长活力降低、细胞周期阻滞、发酵
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性能减弱，严重时可能会破坏酵母菌株骨架结

构，导致酵母菌株细胞死亡[2]。因此，获得对

高胁迫环境具有耐受性的酵母菌株对于提高生

物乙醇发酵效率至关重要。目前酿酒酵母菌株

的选育主要有自然选育、适应性驯化、诱变育

种及基因工程等方法。其中，适应性驯化通过

在选择性培养基中不断培养并选择高活力菌

株、增加菌株对特定环境的耐受性，最终获得

目标耐受性的微生物[3-4]，该方法具有定向获得

优良目标性状且不引入外源基因的优点，是筛

选耐受性菌株的重要途径。 
已有研究表明酿酒酵母菌株在胁迫环境中

胞内的海藻糖能够稳定细胞膜和细胞结构，从

而保护细胞不受外界伤害，并且酿酒酵母菌株

对高浓度乙醇[5-7]、高糖[8]及高温[9]等单种或多

种耐受性能的提高都伴随着胞内海藻糖含量的

提升。因此，提高海藻糖的含量可能提高酿酒

菌株的多种耐受性能。文献调研发现，通过非

基因编辑的方法获得酵母菌株的乙醇最高耐受

性为 11%[10]，在发酵后期仍会由于乙醇胁迫影

响发酵效率，因此，本研究拟通过高浓度乙醇

胁迫环境改变菌株胞内海藻糖的相关代谢，逐

步驯化实验室保存的酿酒酵母菌株，获得乙醇

耐受性及高温、高糖等相关耐受性能提高的优

良菌株，并讨论驯化菌株和出发菌株的高糖发

酵性能，为生物乙醇的生产提供优质菌株资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

出发菌株酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) 
CICC 33068 为实验室保藏菌株，−80 ℃保藏在

以葡萄糖为单一碳源的甘油冻存液中。 
1.1.2  培养基 

生长培养基(yeast extract peptone dextrose 

medium, YPD) (g/L)：葡萄糖 20.0，胰蛋白胨 20.0，
酵母提取粉 10.0，磷酸二氢钾 1.0，七水硫酸镁

0.5，115 ℃蒸汽灭菌 20 min。 
含乙醇培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，胰蛋白

胨 20.0，酵母提取粉 10.0，磷酸二氢钾 1.0，七

水硫酸镁 0.5，115 ℃蒸汽灭菌 20 min，待培养

基冷却后于超净工作台中加入一定体积的无菌

无水乙醇。 
高糖培养基(g/L)：胰蛋白胨 20.0，酵母提

取粉 10.0，磷酸二氢钾 1.0，七水硫酸镁 0.5，
分别添加相应的葡萄糖制成 300.0、350.0、
400.0、450.0 和 500.0 g/L 的高糖培养基，115 ℃
蒸汽灭菌 20 min。 

活化培养基(g/L)：葡萄糖 50.0，酵母提取

粉 5.0，磷酸二氢钾 5.0，硫酸铵 2.0，无水硫酸

镁 1.0，无水氯化钙 0.2，115 ℃蒸汽灭菌 20 min。 
葡萄糖发酵培养基(g/L)：酵母提取粉 5.0，

磷酸二氢钾 5.0，硫酸铵 2.0，无水硫酸镁 1.0，
无水氯化钙 0.2，分别添加相应的葡萄糖制成

160.0、240.0 和 320.0 g/L 的葡萄糖发酵培养基。

115 ℃蒸汽灭菌 30 min。 
发酵培养基(g/L)：南荻纤维素 100.0，酵母

提取粉 5.0，磷酸二氢钾 5.0，硫酸铵 2.0，无水

硫酸镁 1.0，无水氯化钙 0.2，115 ℃蒸汽灭菌

30 min。 
固体培养基配制时加入 20 g/L 琼脂粉。 

1.1.3  主要试剂和仪器 
三氯甲烷、异丙醇、配制培养基相关试剂，

国药集团化学试剂有限公司；TriQuick Reagent
和 1×TAE，北京索莱宝科技有限公司；RTⅢ 
All-in-One Mix、MonScriptTM dsDNase 和 qPCR
试剂盒，莫纳生物科技有限公司；琼脂糖和

StarStain Red Plus 核酸染料，生工生物工程(上
海)股份有限公司。 

恒温恒湿培养箱，上海森信实验仪器有限
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公司；恒温摇床，常州诺基仪器有限公司；冷

冻离心机，湖南湘仪离心机仪器开发有限公司；

光吸收全波长酶标仪，上海闪谱生物科技有限

公司；基因扩增仪，耶拿分析仪器股份公司；

实时荧光定量 PCR 仪，赛默飞世尔科技公司；

凝胶成像仪，伯乐公司；场发射扫描电镜，株

式会社日立制作所。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株适应性驯化方法 

将出发菌株单菌落接种于 YPD 液体培养

基中，28 ℃、160 r/min 恒温振荡培养 12 h 后

将菌液稀释至(1–5)×102 CFU/mL 并涂布于 YPD
固体培养基中，28 ℃恒温培养 2−3 d 后，挑取

单菌落接种于 2%含乙醇培养基中，于 28 ℃、

160 r/min 进行摇瓶培养，待菌液浑浊后稀释涂

布于 2%含乙醇固体培养基中，待菌落生长后即

获得耐 2%乙醇菌株。根据以上流程，逐步提高

液体培养基中所含乙醇的浓度，当培养基中乙醇

浓度低于 12%时，每进行一次驯化乙醇浓度提

高 2%；当培养基中乙醇浓度为 12%−13%时，每

进行一次驯化乙醇浓度提高 0.5%，最终获得耐

乙醇浓度达 13%的驯化菌株。驯化流程见图 1。 
1.2.2  菌株 26S rRNA 基因 D1/D2 区测序分析 

将驯化菌株及出发菌株单菌落分别接种于

YPD 液体培养基中，于 28 ℃、160 r/min 恒温振

荡培养 12 h 后进行梯度稀释并涂布于 YPD 固体

培养基，选取平板中菌落无粘连且均为单菌落的

样品送生工生物工程(上海)股份有限公司进行

26S rRNA 基因 D1/D2 区测序并分析鉴定菌株种

属。使用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂

盒提取基因组 DNA。使用酵母菌通用引物 NL1 
(5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′) 和

NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′)。PCR
反应体系(25 μL)：基因组 DNA (20‒50 ng/μL) 
0.5 μL、10×Buffer (with Mg2+) 2.5 μL、dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1 μL、酶 0.2 μL、forward primer 
(10 μmol/L) 0.5 μL、reverse primer (10 μmol/L) 
0.5 μL、ddH2O 19.8 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
4 min；94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 60 s，30 个

循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。菌株测序鉴定

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成，将获

得的序列使用 BLAST 程序将测序数据与数据

库中已有的真菌 26S rRNA 基因序列进行相似

性比较分析，采用 MEGA 11 软件计算序列相似

性并构建系统发育树。 
1.2.3  细胞形态的电镜观察 

将驯化菌株及出发菌株分别接种于 YPD
液体培养基中，28 ℃、160 r/min 恒温振荡培养

12 h 后，将菌液以 10%的接种量转接于 13%乙醇

的培养基中，28 ℃、160 r/min 恒温振荡培养 24 h
后，将菌液于 8 000 r/min、4 ℃离心 10 min 后弃

上清，菌体用磷酸缓冲液洗涤 3 次，8 000 r/min、 
 

 
 
图 1  菌株适应性驯化流程 
Figure 1  Process of adaptive domestication of strains. 
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4 ℃离心 10 min 后弃上清，加入 2.5%戊二醛

4 ℃过夜固定，离心弃上清，临界点干燥，真

空镀金，场发射扫描电镜观察[11]。试验中以无

乙醇胁迫的样品为对照。 
1.2.4  驯化菌株与出发菌株在高糖、低 pH 或

高温环境中的生长曲线检测 
驯化菌株及出发菌株分别接种于 YPD 液

体培养基中，于 28 ℃、160 r/min 恒温振荡培养

12 h 后，将菌液稀释至 OD600 值约 0.7，按 3%
接种量接种于不同葡萄糖浓度(300、350、400、
450 和 500 g/L)或不同 pH (3.5、4.5、5.5、6.5
和 7.5)的生长培养基中，28 ℃、160 r/min 恒温

振荡培养，每隔 2 h 取一次样，测量其 OD600

值，并绘制生长曲线。 
将驯化菌株及出发菌株分别接种于 YPD

液体培养基中，于 28 ℃、160 r/min 恒温振荡培

养 12 h 后，将菌液稀释至 OD600 值约 0.7，按

3%接种量接种于生长培养基中，置于 25、30、
35、40 和 45 ℃恒温振荡培养，每隔 2 h 取一次

样，测量其 OD600 值，并绘制生长曲线。 
1.2.5  驯化菌株及出发菌株的高浓度糖发酵性

能检测 
将驯化菌株及出发菌株分别接种于活化培

养基中，于 28 ℃、160 r/min 恒温振荡培养 12 h
后，以 10%接种量接入活化培养基中再次培养，

获得菌株种子液，将其稀释至 OD600 值 0.7 左右

进行后续的发酵试验。 
向三角瓶中加入 20 mL 葡萄糖发酵培养基，

115 ℃蒸汽灭菌 30min，以 7%接种量加入上述菌

株种子液，28 ℃、160 r/min 条件下发酵 144 h，
分别在 6、12、24、48、72、96、120 和 144 h 时

取上清液 0.2 mL，6 000 r/min 离心 5 min，将发

酵液过 0.45 μm 水系滤膜后，采用高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)
测定发酵液中的葡萄糖和乙醇浓度，检测条件

为：示差折光检测器(RI)，检测器温度 45 ℃；色谱

柱 Bio Rad Aminex HPX-87H (7.8 mm×300 mm)，柱
温 55 ℃，柱后冷却温度 30 ℃；流动相为 0.005 mol/L
的硫酸，流速 0.6 mL/min；进样体积 10 μL[7]。 
1.2.6  功能基因 qPCR 检测 

吸取 1 mL 酵母菌液于 1.5 mL 离心管中，

10 000 r/min、4 ℃离心 5 min，弃上清液，加入

1 mL TriQuick Reagent 吹打均匀，静置 5 min 后

加入 0.2 mL 三氯甲烷，剧烈振荡混匀，静置 5 min
后 10 000 r/min、4 ℃离心 15 min。吸取上清液约

500 μL 转入到新的 1.5 mL 离心管后加入 500 μL
异丙醇，静置 10 min，12 000 r/min、4 ℃离心

10 min，弃上清液，加入 1 mL 75%乙醇，摇匀，

12 000 r/min、4 ℃离心 5 min，弃上清液，等待

剩余乙醇挥发后得到菌株 RNA。 
将上述获得的菌株 RNA 稀释至 0.1 mg/mL。

在八连排管中依次加入 4 μL 的 5×RTⅢ All-in-One 
Mix，1 μL 的 MonScriptTM dsDNaswe，15 μL 样品，

最终体系为 20 μL。反应程序为：37 ℃ 2 min；
55 ℃ 15 min；85 ℃ 5 min。获得 cDNA。 

将逆转录后的 cDNA 和引物各稀释 10 倍，

使其最终浓度均为 10 μmol/L。以磷酸甘油醛脱

氢酶(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH)作为内参基因，RT-qPCR 中使用的引物

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，其序

列如表 1所示。RT-qPCR反应体系：forward primer  
 
表 1  实时荧光定量 PCR 过程中使用的引物 
Table 1  The primers used in real-time fluorescence 
quantitative PCR 
引物名称 
Primer 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product 
length (bp) 

TPS1-F CAACGAGGCCTTGZCTTTGC 152 
TPS1-R TGGCAGAGGAGCTTGTTGAG 
TPS2-F CTGCAGCTATTCCATCGGCA 158 
TPS2-R TCCATGATCCGCACTTAGAC 
GAPDH-F AGCTGTTGTCGTCCAAGGAG 148 
GAPDH-R CTTGAGCGGCATTTCGTGAG 
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(10 μmol/L) 0.5 μL、reverse primer (10 μmol/L) 
0.5 μL、2×qPCR Mix 10 μL、RNase-free water  
7 μL，cDNA 溶液(0.5‒10.0 ng/μL) 2 μL，最终反

应体系为 20 μL。RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 15 s，40 个循环。 
1.2.7  琼脂糖凝胶电泳 

称取 1 g 琼脂糖加入 100 mL 1×TAE，电热

炉加热煮沸至溶液清澈，冷却至 50−60 ℃加入

5 μL 的核酸染料，倒入制胶模中并在胶中插入

梳子，冷却获得琼脂糖凝胶，将琼脂糖凝胶放

入电泳槽中，用移液枪吸取 5 μL 的 Marker 和样

品分别加入凝胶样品泳道。电压设置为 160 V，

时间为 50 min。 
1.2.8  数据分析 

采用 SPSS 19 对数据进行统计分析，使用

GraphPad prism 9 软件进行图形绘制，基因表达

相对定量使用 2−ΔΔCt法。 

2  结果与讨论 
2.1  适应性驯化获得酿酒酵母菌的形态特征 

观察适应性驯化获得菌株的形态特征，并

与出发菌株进行对比。驯化菌株及出发菌株在

YPD 固体培养基中的形态如图 2 所示，培养相

同时间后驯化菌株的单个菌落直径较出发菌株

大，表明驯化菌株的生长速度更快，生长能力

更强。驯化菌株呈圆形高凸、乳白色、光泽度

较好、不透明、质地均匀、表面光滑、边缘整齐；

出发菌株呈圆形隆起、乳白色、光泽度一般、半

透明、质地均匀、表面光滑、边缘整齐。 
扫描电镜观察结果如图 3 所示，驯化菌株

及出发菌株在无乙醇胁迫下(图 3A、3B)，其细

胞表面较光滑，形态均呈规则的椭圆形，个体

形态比较饱满，与出发菌株相比驯化菌株有较

多出芽痕迹。在 13%乙醇胁迫环境下，出发菌

株细胞结构破碎，视野内不可见完整细胞结构

(图 3C)，原因是酵母菌株在高乙醇胁迫环境下，

细胞骨架变得疏松进而使细胞大小发生变化、

致使细胞表面出现褶皱，甚至破坏细胞结构，

细胞内容物泄漏[12]。驯化菌株芽痕数量较无乙

醇胁迫下无明显差异(图 3D)，虽然出现表面皱

缩、细胞壁塌陷、细胞彼此之间粘连的现象，

但仍具有完整的细胞结构和出芽功能，表明驯 
 

 
 
图 2  出发菌株和驯化菌株的菌落形态   A：出发菌株从平板培养皿正面观察，菌株呈圆形隆起、乳

白色、光泽度一般、半透明. B：出发菌株从平板培养皿背面观察. C：驯化菌株从平板培养皿正面观察，

菌株呈圆形高凸、乳白色、光泽度较好、不透明. D：驯化菌株从平板培养皿背面观察 
Figure 2  Colony morphology of original strains and domesticated strains. A: The front of original strain 
plate culture, the strain exhibits a rounded and elevated morphology, with a milky-white color and a moderate 
level of glossiness and semi-transparent. B: The back of original strain plate culture. C: The front of 
domesticated strain plate culture, the strain exhibits a circular and highly convex morphology, with a 
creamy-white color, displaying a good level of glossiness and opaqueness. D: The back of domesticated 
strain plate culture. 
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图 3  出发菌株和驯化菌株在扫描电镜下的形态特征   A：出发菌株在乙醇含量 0%的液体培养基中的

形态. B：驯化菌株在乙醇含量 0%的液体培养基中的形态. C：出发菌株在乙醇含量 13%的液体培养基

中的形态. D：驯化菌株在乙醇含量 13%的液体培养基中的形态 
Figure 3  Morphological characteristics of original and domesticated strains by scanning electron microscopy. 
A: The original strain with 0% ethanol content medium. B: The domesticated strain with 0% ethanol content 
medium. C: The original strain with 13% ethanol content medium. D: The domesticated strain was with 13% 
ethanol content medium. 
 
化菌株在 13%乙醇胁迫环境下的细胞功能和生

长性能仍然正常。 

2.2  出发菌株和驯化菌株的鉴定 
对出发菌株和驯化菌株进行 26S rRNA 基因

D1/D2 区序列测序，并构建了包括驯化菌株、出

发菌株及相关菌种在内的 26S rRNA 基因 D1/D2
区序列系统发育树，见图 4。驯化菌株与出发

菌株的遗传距离最近，表明驯化菌株与出发菌

株属于同一种属，且与酿酒酵母菌株的相似性

均为 100%。据此确定驯化菌株和出发菌株均属

于酿酒酵母菌株(Saccharomyces cerevisiae)，说

明驯化菌株为出发菌株驯化所得。 

2.3  驯化菌株的耐受性 
2.3.1  乙醇耐受性 

如图 5A 所示，在无胁迫环境下，驯化菌

株与出发菌株的生长期相似，在 0−2 h 处于延

滞期，2−12 h 处于对数生长期，12 h 后进入稳

定期，但驯化菌株在对数期的生长速率明显高 
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图 4  基于酵母菌的 26S rRNA 基因 D1/D2 序列构

建的系统发育树    括号中的序号为该菌株的

GenBank 登录号，分支点上数字代表该节点亲缘

关系置信度，标尺下部的数字指该长度的分支代

表基因组的遗传变异度 
Figure 4  Phylogenetic tree based on 26S rRNA gene 
(domain D1/D2) gene sequence of yeast. The 
sequence number in parentheses is the GenBank 
accession number of the strain, the number on the 
branch point represents the credibility of the genetic 
relationship, the number 0.20 at the bottom of the 
scale indicates that the length of the branch represents 
a genetic variation of 0.20 in the genome. 
 
于出发菌株的生长速率，并且稳定期驯化菌株

的 OD600 值明显高于出发菌株，表明驯化菌株

的生长能力强于出发菌株，原因是乙醇适应性

驯化过程改变了驯化菌株的能量代谢通路进而

提高了菌株的生长速率。 
如图 5B 所示，驯化菌株在 13%乙醇培养

基中生长有所延缓，经过一段时间后，其生长

速率稳定增长，菌株的生长状态良好，而出发

菌株在 13%乙醇培养基中无法生长，表明本研

究中驯化菌株的乙醇耐受性较出发菌株增强，

最高可耐受 13%乙醇浓度。由已有研究报道可

知，在不引入外源基因的条件下，对纯乙醇耐

受性较高的菌株为张士双[10]通过诱变选育获得

的高耐性突变菌株 YN81，该菌株在 11%乙醇培

养基中培养 36 h 后 OD600 值仍处于 0.15−0.20，表
明该菌株最高耐受乙醇浓度为 11%，低于本研

究所选育的菌株。本研究选育的驯化菌株在

13%乙醇培养基中生长状态良好，在培养 28 h
后 OD600 值最高达 1.06，其乙醇耐受性高于目

前已有酿酒酵母菌株。 
2.3.2  葡萄糖耐受性 

如图 6 所示，随着培养基中葡萄糖初始浓

度的不断提高，驯化菌株与出发菌株的生长都

有所延缓，且进入稳定期后的 OD600 值均出现

下降，但驯化菌株在稳定期的 OD600 值仍明显

高于出发菌株，表明体系中糖浓度过高时会影

响的菌株的生长，但对出发菌株的影响程度高

于驯化菌株。出发菌株在糖浓度为 300−350 g/L
时生长期无明显变化，当糖浓度高于 400 g/L 时

出发菌株无法生长，表明出发菌株最高耐糖浓度

为 350 g/L。驯化菌株在糖浓度为 300−400 g/L 仍

处于良好的生长状态，但随着糖浓度的增加，

其延滞期逐渐从 6 h 增长到 12 h，对数期逐渐

从 20 h 减少到 14 h，稳定期的 OD600 值随着糖

浓度的增加有所降低；在糖浓度为 450 g/L 时驯

化菌株生长较困难，但在 20 h 后仍表现出生长

能力；当糖浓度增加到 500 g/L 时驯化菌株无法

观测到生长，表明驯化菌株最高耐糖浓度可达

到 450 g/L。由此认为驯化菌株的耐高糖能力比

出发菌株提高 28.6%，说明菌株在经过耐乙醇

性能驯化的同时其耐糖能力也得到了提高，驯

化菌株在耐高浓度乙醇的同时还具备发酵高糖

底物生产生物乙醇的潜力。 
Yi 等[13]研究发现酵母菌株对高糖的耐受性

与乙醇耐受性息息相关，可能由于酵母菌株对乙

醇和葡萄糖的耐受性均与细胞内海藻糖的含量

有关。Zhang 等[14]采用耐乙醇及耐高糖的酿酒酵

母菌株 YF10-5 在 35% (质量体积分数)葡萄糖条 



 
1026 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 5  两株酵母菌株在不同乙醇含量液体培养基中的生长曲线   A：驯化菌株和出发菌株培养于乙醇

含量 0%的液体培养基中. B：驯化菌株和出发菌株培养于乙醇含量 13%的液体培养基中 
Figure 5  Growth curves of original and domesticated strains in liquid medium with different ethanol content. A: 
The domesticated strain and original strain were cultured in liquid medium with 0% ethanol content. B: The 
domesticated strain and original strain were cultured in liquid medium with 13% ethanol content. 
 

 
 

图 6  两株酵母菌株在不同葡萄糖含量液体培养基中的生长曲线   A：驯化菌株和出发菌株培养于 300 g/L
葡萄糖浓度的液体培养基中. B：驯化菌株和出发菌株培养于 350 g/L 葡萄糖浓度的液体培养基中. C：驯化

菌株和出发菌株培养于 400 g/L 葡萄糖浓度的液体培养基中. D：驯化菌株和出发菌株培养于 450 g/L 葡

萄糖浓度的液体培养基中. E：驯化菌株和出发菌株培养于 500 g/L 葡萄糖浓度的液体培养基中 
Figure 6  Growth curves of original and domesticated strains in liquid medium with different glucose 
concentrations. A: The domesticated strain and original strain were cultured in 300 g/L glucose medium. B: 
The domesticated strain and original strain were cultured in 350 g/L glucose medium. C: The domesticated 
strain and original strain were cultured in 400 g/L glucose medium. D: The domesticated strain and original 
strain were cultured in 450 g/L glucose medium. E: The domesticated strain and original strain were cultured 
in 500 g/L glucose medium. 
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件下进行发酵，其结果表明菌株 YF10-5 的乙醇

产量比出发菌株高 16%，并且参与海藻糖合成

的 TPS1 基因表达上调使细胞内海藻糖积累，促

使菌株 YF10-5 酵母菌株细胞抗应激能力和发酵

能力增强。海藻糖作为一种潜在的保护剂，当酵

母菌株在生长过程中受到环境胁迫时，海藻糖

的积累可保持质膜的完整性并稳定细胞中的蛋

白质，增强酵母菌株对环境因子的耐受能力[15]。 
2.3.3  高温耐受性 

如图 7 所示，培养温度为 25−45 ℃时，驯

化菌株及出发菌株均能生长，并且具有完整的

生长周期，但驯化菌株在稳定期的 OD600 值始

终高于出发菌株，表明驯化菌株在不同温度环

境中都具有较强的生长能力。 
分析出发菌株在不同培养温度下的生长曲

线可知，当培养温度低于 30 ℃时，出发菌株在

对数生长期的生长速率随着温度的升高而加

快，当培养温度高于 30 ℃时，由于出发菌株的

对数生长时期随温度的升高有所缩短，致使出

发菌株在稳定期的 OD600 值略微下降，因此认

为出发菌株的最适生长温度为 30 ℃。 
分析驯化菌株在不同培养温度下的生长曲

线可知，驯化菌株在不同培养温度下的生长期

相似；当培养温度为 30−45 ℃时，驯化菌株在

培养 8 h 后均进入稳定期且 OD600 值无明显差

异，表明在培养温度为 30−45 ℃时均适合驯 
 

 
 
图 7  两株酵母菌株在不同温度环境下的生长曲线   A：驯化菌株和出发菌株在 25 ℃环境中培养. B：

驯化菌株和出发菌株在 30 ℃环境中培养. C：驯化菌株和出发菌株在 35 ℃环境中培养. D：驯化菌株和

出发菌株在 40 ℃环境中培养. E：驯化菌株和出发菌株在 45 ℃环境中培养 
Figure 7  Growth curves of original and domesticated strains with different temperature environments. A: 
The domesticated strain and original strain were cultured at 25 ℃. B: The domesticated strain and original 
strain were cultured at 30 ℃. C: The domesticated strain and original strain were cultured at 35 ℃. D: The 
domesticated strain and original strain were cultured at 40 ℃. E: The domesticated strain and original strain 
were cultured at 45 ℃. 
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化菌株生长。由此可知驯化菌株适宜生长的温

度范围比出发菌株广，耐高温能力较出发菌株

强，表明驯化菌株耐乙醇性能提高的同时耐高

温性能也有所提高。 
2.3.4  低 pH 耐受性 

如图 8 所示，当培养基中 pH 6.5−7.5 时，

驯化菌株及出发菌株的生长期均无明显变化，

但在培养基 pH 3.5−5.5 时，驯化菌株的生长情

况明显优于出发菌株，并且驯化菌株在对数生

长期始终保持着较高的生长速度，因此到达稳

定期时驯化菌株的 OD600 值均高于出发菌株。 
相较于在 pH 6.5−7.5 才表现出完整生长周

期的出发菌株，驯化菌株在 pH 3.5−7.5 时均具

有良好的生长能力。出发菌株的延滞期随着 
pH 值的降低明显延长，且在对数生长期的生长

速率逐渐减慢，在 pH 4.5 时生长较困难，无法

表现出完整的生长周期，在 pH 3.5 时几乎无法

生长。驯化菌株在 pH 值低于 6.5 培养基中，延

滞期虽有略微延长，但其在对数生长期仍保持

着较高的生长速率，因此到达平稳期时 OD600

值无明显变化，耐酸 pH 值可达 3.5。徐伟等[16]

在 pH 2.3 和 4.8 的条件下培养获得的低 pH 耐受

性酵母菌株，通过透射电子显微镜观察发现低

pH 破坏了细胞膜对多种物质的通透性，降低细

胞膜的流动性，致使细胞膜完整性受损。本研

究中的酵母菌株在耐乙醇驯化的过程中可能通 

 

 
 
图 8  两株酵母菌株在不同 pH 液体培养基中的生长曲线   A：驯化菌株和出发菌株在 pH 3.5 环境中

培养. B：驯化菌株和出发菌株在 pH 4.5 环境中培养. C：驯化菌株和出发菌株在 pH 5.5 环境中培养. D：

驯化菌株和出发菌株在 pH 6.5 环境中培养. E：驯化菌株和出发菌株在 pH 7.5 环境中培养 
Figure 8  Growth curves of original and domesticated strains in liquid medium with different pH values. A: 
The domesticated strain and original strain were cultured in pH 3.5. B: The domesticated strain and original 
strain were cultured in pH 4.5. C: The domesticated strain and original strain were cultured in pH 5.5. D: The 
domesticated strain and original strain were cultured in pH 6.5. E: The domesticated strain and original strain 
were cultured in pH 7.5. 
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过调节自身细胞膜的构成成分来维持物质正常

的运输功能，因此酵母菌株在获得耐乙醇性能

的同时增强了对低 pH 环境的耐受性。 

2.4  驯化菌株葡萄糖发酵乙醇性能 
酿酒酵母菌可利用葡萄糖发酵乙醇，因此

通过高效液相色谱检测不同质量浓度葡萄糖发

酵培养基中葡萄糖和乙醇的含量，从而判断出

发菌株和驯化菌株发酵性能的强弱。 
如图 9A−9D 所示，在葡萄糖初始质量浓度

为 160 g/L 和 240 g/L 时，出发菌株和驯化菌株

均在 48 h 左右将葡萄糖消耗完全且产乙醇量

达到最高值，并且生产的乙醇浓度随着发酵底

物葡萄糖初始含量的增加而增加。在葡萄糖初

始质量浓度为 320 g/L 时(图 9E、9F)，驯化菌

株对葡萄糖的消耗量和乙醇的产量始终高于

出发菌株，发酵 144 h 时，驯化菌株剩余的

糖浓度为 105.6 g/L，出发菌株剩余的糖浓度为

119.64 g/L，驯化菌株发酵后最终的乙醇浓度为

86.67 g/L，较出发菌株的乙醇浓度 75.09 g/L 提

高 15.42%。 
在葡萄糖质量浓度为 160 g/L 和 240 g/L 时，

出发菌株和驯化菌株的乙醇产量和糖醇转化率

无显著差异，并且两株菌株均将底物葡萄糖消

耗完全，推测原因是底物不足，因此驯化菌株

无法展现良好的菌株发酵能力。当葡萄糖初始

质量浓度提高至 320 g/L 时，底物处于过量状

态，驯化菌株的最终乙醇产量高于出发菌株，

体现出优良的发酵性能。 

2.5  驯化菌株耐受性提高机制 
有研究报道[13,15,17-18]，酵母菌株对高糖的耐

受性与乙醇耐受性息息相关，菌株对乙醇、葡

萄糖的耐受性均与细胞内海藻糖的含量有关。

海藻糖作为一种保护剂，当酵母菌株在生长过

程中受到环境胁迫时，海藻糖的积累可保持质

膜的完整性并稳定细胞中的蛋白质等生物大分

子结构来提高酵母菌株对乙醇的耐受性，海藻

糖含量的增加可以提高酵母菌株在乙醇胁迫下

的存活率。因此本研究检测了出发菌株和驯化

菌株中海藻糖合成基因 TPS1 和 TPS2 的表达水

平，阐述适应性驯化提高酿酒酵母菌株乙醇耐

受性的相关途径。 
如图 10A 所示，本研究所用的引物可扩增

出单一目标产物，152 bp cDNA 片段是由 TPS1
引物扩增获得，158 bp cDNA 片段是由 TPS2 引

物扩增获得。对比出发菌株和驯化菌株中海藻

糖合成基因 TPS1 和 TPS2 相对表达水平发现

(图10B)，驯化菌株的海藻糖合成基因 TPS1 和

TPS2 的表达水平均显著高于出发菌株。驯化菌

株中 TPS1 及 TPS2 表达水平的提高说明酵母菌

株经过乙醇驯化后胞内海藻糖合成代谢上调。

这与 Divate 等[18]通过上调 TPS1 和缺失 NTH1，
增加了酵母菌株内的海藻糖积累，增强了重组

菌株的乙醇耐受能力的研究一致。表明本研究

驯化获得的耐乙醇菌株在高胁迫环境下可能

提高了细胞内海藻糖的合成代谢，进而通过海

藻糖的特性增强菌株对多种高胁迫条件的耐

受性。 

3  结论 
本研究通过高浓度乙醇胁迫环境适应性驯

化获得一株性状优良的高耐受性酿酒酵母菌

株，并讨论了其发酵性能和耐受性提高机制。

本研究获得的驯化菌株可在体积分数为 13%乙

醇的液体培养基中生长，并保持完整的细胞生

长周期和细胞形态，能耐受质量浓度 450 g/L
的葡萄糖溶液、温度 45 ℃和 pH 3.5。该驯化菌

株在糖浓度 450 g/L、45 ℃和 pH 3.5 的环境下

依然体现出了良好的生长特性和发酵性能，并

且糖醇转化率可达 79.22%，较出发菌株提高

7.72%。此外，本研究还初步探究了该菌株提高 
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图 9  两株酵母菌发酵不同葡萄糖浓度的性能   A：两株酵母菌株发酵 160 g/L 葡萄糖过程中糖和乙醇

浓度的变化. B：两株酵母菌株发酵 160 g/L 葡萄糖过程中糖醇转化率的变化. C：两株酵母菌株发酵 240 g/L
葡萄糖过程中糖和乙醇浓度的变化. D：两株酵母菌株发酵 240 g/L 葡萄糖过程中糖醇转化率的变化. E：

两株酵母菌株发酵 320 g/L 葡萄糖过程中糖和乙醇浓度的变化. F：两株酵母菌株发酵 320 g/L 葡萄糖过

程中糖醇转化率的变化 
Figure 9  Fermentation performance of original and domesticated strains with different glucose concentrations. A: 
Sugar and ethanol concentration of 160 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. B: 
Sugar-ethanol conversion rate of 160 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. C: 
Sugar and ethanol concentration of 240 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. D: 
Sugar-ethanol conversion rate of 240 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. E: 
Sugar and ethanol concentration of 320 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. F: 
Sugar-ethanol conversion rate of 320 g/L glucose fermented by domesticated strain and original strain. 



 
刘安 等 | 高耐受性酿酒酵母的适应性驯化选育与发酵 1031 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 10  出发菌株和驯化菌株中海藻糖合成基因 TPS1
和TPS2 表达水平检测   A：TPS1 和 TPS2 引物

qPCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图. B：TPS1 和

TPS2 在出发菌株和驯化菌株的相对表达水平. *: 
P<0.05 
Figure 10  Relative gene expression level of TPS1 
and TPS2 in original and domesticated strains. A: 
Agarose gel electrophoresis of qPCR amplified 
products with TPS1 and TPS2 primers. B: Relative 
expression of TPS1 and TPS2. *: P<0.05. 

耐受性能的机制，发现适应性驯化通过上调菌

株胞内海藻糖合成代谢提高耐受性能，可为后

续其他菌株驯化筛选提供研究基础。 
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