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摘  要: 诱变、驯化等传统手段获得理想性状的酵母菌株, 其性能在传代和保存过程中很容易发

生性状丢失现象。从表观遗传学的角度出发, 初步探讨酵母菌株在传统的诱变、驯化等育种过程

及其性状丢失的表观遗传的分子机理。采用驯化等手段选育耐乙醇酵母, 并通过无压力方式传代, 
研究此过程中酵母乙醇耐受性状遗传的稳定性与耐受相关的 pro1、tps1、sod1 基因启动子区域结

合组蛋白上 H3K4 甲基化水平的关系。结果表明酵母乙醇耐受性状的变化受到酵母表观遗传控制。

控制表观遗传的修饰过程易受环境改变的影响, 因此经过选育获得的乙醇耐性性状遗传的不稳定

性可能与表观遗传分子机理密切相关。 
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The study of epigenetic mechanism of ethanol tolerance  
genetic instability of yeast 
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Abstract: The improved yeast strains obtained through classical breeding methods, such as the muta-
tion and the acclimatization, easily lost their acquired characteristics during the process of passage or 
conservation. We investigated the epigenetic molecular mechanism of genetic instability about the yeast 
acquired traits. The relationship between the genetic stability of ethanol tolerance and the change of 
H3K4 methylation level of promoters of pro1, tps1, sod1 was studied in the process of yeast strain 
breeding for improving ethanol tolerance or passage of improved strains without ethanol stress. The 
results showed that the genetic stability of ethanol tolerance was regulated by epigenetic variation of 
some genes in the yeast. The genetic instability of acquired traits of yeast might result from its epige-
netic variation of relative genes because many environmental factors influenced on the epigenetic mo-
lecular modification in cells. 
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高乙醇浓度对酵母菌作用的机理十分复杂, 其

耐受性状不是由一个或数个基因控制, 而是涉及到

大量的基因及其相关的代谢途径, 其具体机理还不

完全清楚[1−3]。如酿酒酵母乙醇耐受性的机制与其响

应热、氧化等逆境的反应有相通之处, 许多参与乙

醇应激基因同样参与抗氧化、热保护等多种抗逆境

反应。例如, 在乙醇胁迫下, 应激多种逆境产生保护

物质有关基因出现表达变化。乙醇毒性诱导活性氧

产生, 为了减少活性氧对细胞的破坏, sod1、sod2、

ctt1、ahp1、grx1、grx4 等与抗氧化有关的基因被激

活。当环境中存在高浓度乙醇时, 受乙醇胁迫, 酿酒

酵母会对乙醇产生应激反应, 这可能需要消耗大量

能量, 因此与能量代谢相关的基因 glk1(Glucokinas)、
tdh1(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
isozyme 1)、ald4 (acetaldehyde dehydrogenase 4)、

cit2 (cytosolic citrate synthase)等基因表达会上调 , 

用于调动细胞合成与抵抗环境变化所需的物质[4]。 

目前依赖遗传信息和分子生物学操作工具的理

性育种方法如基因工程、代谢工程等, 还主要用于

生物体系简单的基因分子改造, 提高耐性这类多基

因控制性状, 可能需要对细胞进行多个基因共同改

造。由于缺乏相关的遗传学知识和工具, 用目前的

分子生物学技术还很难实现, 传统的驯化、诱变等

手段对于提高多基因控制的性状尽管费时费力, 但

还是目前行之有效的方法。在乙醇对酵母细胞本身

的作用机制完全阐明以前, 人们很难通过高效理性

的方法来提高抗性等方面的性能。但是经过诱变、

驯化等手段获得高性能菌株, 其性能在传代和保存

过程中很容易发生性状丢失的现象。特别是在保存

过程中, 细胞几乎处于不生长的状态, DNA 序列发

生改变的几率较小, 但是经过长期保存的酵母菌株, 

其性能往往与保存前发生较大的差异, 其分子机理

用传统的遗传学观点还很难解释。本研究从表观遗

传学的角度出发 , 初步探讨酵母菌株在传统的诱

变、驯化等育种过程中的表观遗传的分子机理变化, 

对诱变后菌株遗传性状易于变化的原因提出一种新

的解释。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与引物 
耐高温酿酒酵母菌株, 购于中国微生物菌种保

藏管理委员会普通微生物中心。本文 PCR 所用引物

序列见表 1。 
 

表 1  本研究中所使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

碳源引物名称
Primers 

引物序列 
Sequences (5′→3′) 

Forward GGTCTCAAACATGATCTGGG 
β-actin 

Reverse GGGTCAGAAGGACTCCTATG 

Forward CATTAAGCATGTTTTG Promoter 
of pro1 Reverse TTTTAACGGATCACAA 

Forward GGGCCTATACGGTGAA Promoter 
of tps1 Reverse ACCCGATGCAAATGAG 

Forward CGCTACAGACAGGCGTTAA Promoter 
of sod1 Reverse ACCCGATGCAAATGAGAC 

Forward GCTATTGGGCAGGGTA 
pro1 

Reverse TGGCATCTGGGTTTGT 

Forward AAGCAGGCTAACAAAC 
tps1 

Reverse TCAGGAAGATGGGTAC 

Forward AGCAGTCGCAGTGTTA 
sod1 

Reverse AGTGAGGACCAGCAGA 
 

1.2  培养基及耐乙醇菌株选育方法 
本实验通过传统的诱变驯化育种方法, 选育具

备乙醇耐受性有提高的菌株。我们以耐高温酿酒酵

母菌株作为出发菌株进行选育。以培养中含有 7%、

9%、11%、13%等系列乙醇浓度(V/V)的平板作为筛

选耐乙醇酵母的条件。为了降低平板培养基中的乙

醇挥发, 采用透明胶带先将培养皿封住, 然后再将

平板放置在密封袋内密封培养。通过提高培养环境

中温度和乙醇的浓度, 将酵母在平板上生长出菌落

的时间可作为衡量细胞耐受性的标志之一。是在同

等条件下, 最先生长出菌落的的菌株, 耐受性能最

好, 即在相同的温度和乙醇浓度条件下, 菌落生长

出来的天数越短, 菌株的耐受性越强。 
采用生长期细胞浓度约为 107 个 /mL 的酵母 , 

3 500 r/min 离心 10 min 去除液体培养基, 沉淀物用

生理盐水洗涤 2 次, 并用等量生理盐水稀释配制菌

悬液; 2 mL 酵母菌悬液平铺到一个无菌培养皿中, 
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在磁力搅拌条件下, 放置在紫外灯下 10 cm 处照射

5 min; 转入到无菌试管中, 置冰上冰浴 1 h, 最后

取出诱变后的酵母菌悬液涂布到筛选平板上进行

培养。 

1.3  酵母 H3K4 三甲基化 CHIP 检测 
实验流程 : 甲醛处理细胞 , 收集细胞 , 超声破

碎, 加入目的蛋白的抗体, 与靶蛋白-DNA 复合物相

互结合, 加入 Protein A, 结合抗体-靶蛋白-DNA 复

合物并沉淀, 对沉淀下来的复合物进行清洗, 除去

一些非特异性结合, 洗脱, 得到富集的靶蛋白-DNA

复合物, 解交联, 纯化富集的 DNA 片断, PCR 分析。

试剂盒采用罗氏 Nimblegen 产品, 具体步骤参考产

品说明书。 

1.4  目标基因表达的 RT-PCR 检测 
酵母 RNA 的提取采用 Invitrogen RNA 提取试

剂盒。采用 Revert Aid TM First Strand cDNA Syn-

thesis Kit (Fermentas), 将细胞总 RNA 反转录合成第

一链 cDNA。然后根据目的基因的上游引物及下游

引物, 以第一链 cDNA 为模板进行 25 μL 体系 PCR

扩增检测。扩增产物在 1%琼脂糖凝胶中 4 V/cm

电泳 40 min, 凝胶成像系统中检测目的条带。以

β-ACTIN 为内参, 在 β-ACTIN 表达量相同的情况

下, 检测其它基因表达量变化。半定量 PCR 采用

SYBR green I (Invitrogen)方法测定。 

2  结果与讨论 

2.1  原始出发菌株的耐乙醇性能及驯化研究 
本实验中, 采用液体培养基中添加 14%的乙醇

来驯化筛选酵母 , 菌株耐乙醇的性能用菌株在含

14%乙醇的固体培养基中菌落可见的时间长短来

判定。 

原始出发菌株 F1、F2、F3 经过诱变后, 在含

14%乙 醇 的 液 体 培 养 基 中 30 °C 培 养 3 d 后 ,  取

1 mL 接种到 14%乙醇新固体培养基中, 再次培养。

经过多次培养后取样, 然后凃无乙醇平板, 挑单菌

落重新接种到含有 14%浓度乙醇的培养基中培养。

通过测定菌体的生长延迟期研究不同驯化程度菌

株对乙醇耐受性的差异。结果表明(图 1), 原始出发 

 

图 1  原始出发菌株的耐乙醇性能在驯化过程中的变化 
Fig. 1  The variation of ethanol tolerance of original strain 
in the process of acclimatization 
Note: 7: the stains were acclimatized after 7 times passage; 3: The 
stains were acclimatized after 3 times passage; 0: Starting strains. 
 
菌株在含 14%乙醇浓度的培养中长出可见菌落需要

8 d 以上, 而经过 7 次传代驯化后其延迟期缩短到

3−4 d。 

2.2  驯化后菌株耐乙醇性状遗传稳定性的研究 
如果经过驯化的菌株, 其 DNA 序列在驯化过

程中发生突变, 然后经过环境的选择获得生长优势, 

那该菌株在一定传代时期内抗性应该保持相对的稳

定。为了研究经过驯化后的菌株乙醇抗性的遗传稳

定性, 我们将上面经过多次驯化获得的具有较好乙

醇抗性的 20 株菌株, 在无乙醇压力的固体平板上传

代培养。分别通过 5 代和 10 代单菌落挑选的传代后, 

进行其抗乙醇的抗性研究。根据其生长延迟期的变

化研究其抗性的遗传稳定性。 

20 株酵母抗性遗传稳定性的实验结果见图 2, 

经过 5 次传代后的酵母, 大约有 3 株抗性降低至基

本与出发菌株相似, 大约 10 株菌株的抗性下降, 还

有 6 株细胞的抗性显著降低。经过 10 代培养后可以

看到, 只有 3 株(7、8、16)还具有较好的乙醇抗性, 其

他菌株的乙醇抗性显著降低或消失。 

基因结构的稳定性是生物生存的基础, 实验结

果表明, 酵母细胞经过驯化获得的抗性表型虽然具

有一定的遗传特性, 但是具有遗传不稳定性。如果

在驯化过程中其抗性是通过基因突变和环境选择获

得, 菌株在无压力的环境中基因突变效率应远低于

我们实验中抗性形状消失的速率。应用传统的通过

基因突变的遗传学观点解释经过驯化后获得抗性性

状消失的机理有一定的难度。
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图 2  酵母乙醇抗性传代稳定性的研究 
Fig. 2  The genetic stability of yeast ethanol tolerance in the process of passage 

 

2.3  酵母驯化过程中表观遗传特性的研究 
表观遗传学主要的分子机理包括 DNA 甲基化、

组蛋白的修饰等, 这些修饰在体内存在可逆的变化

过程, 这种可逆修饰使得基因表达可以受激素、饮

食以及药物等外界因素的调控, 并具有一定的遗传

性。由于在酵母细胞中很少有 DNA 甲基化的现象发

现, 本实验就驯化对酵母组蛋白的修饰进行了初步

研究。 

组蛋白的修饰主要是赖氨酸或精氨酸残基氨基

上的甲基化和乙酰化, 这是一个可逆的动态过程。

染色质活性区域均有去甲基化 DNA 和高水平的乙

酰化组蛋白, 相反在染色质非活性区域, 有甲基化

DNA 和高水平的去乙酰化组蛋白。其中, H3K4 甲基

化是芽殖酿酒酵母染色质处于激活状态利于基因表

达的一个重要标志[5−6]。H3K4 甲基化对激活基因表

达的研究表明, 基因启动子区域 H3K4 的三甲基化

有利于基因转录的激活。  

本研究初步采用染色质免疫共沉淀(ChIP)来研

究与酵母耐性相关的基因 pro1、tps1、sod1 启动子

区域与其结合的 H3K4 甲基化的状况[4]。 

首先比较了乙醇驯化处理筛选酵母与出发菌株

抗性相关基因 pro1、tps1、sod1 启动子区域结合组

蛋白 H3K4 甲基化的差异。我们对上述实验获得的

前 10 株菌的 ChIP 检测结果如图 3 所示(PCR 相对定  

 

 

 

图 3  经过 5 次和 10 次传代后酵母细胞 pro1、tps1、sod1
启动子区域 H3K4 甲基化分析 
Fig. 3  The methylation analysis of H3K4 on the promoters 
of pro1、tps1、sod1 after 5 and 10 times passage 
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量分析, 实验值为菌株的表达量与出发菌株表达量

的比值), 经过驯化后的细胞中与 pro1、tps1 基因启

动子区域结合的 H3K4 甲基化水平高于出发菌株细

胞[4]。比较经过 5 代无压力培养后维持乙醇抗性和

抗性显著降低的菌株相关基因启动子区域甲基化水

平的差异发现, 大部分抗性降低的菌株其与抗性相

关的基因启动子区域的甲基化水平也明显降低。经

过 10 代无压力培养筛选的菌株显现出类似的实验

结果, 即高乙醇耐受性的菌株, 基因 pro1、tps1 启

动子区域结合的 H3K4 的甲基化水平高于乙醇耐受

性降低的菌株。sod1 基因始终维持在较高的水平, 

其启动子结合区的 H3K4 甲基化水平始终较高。实

验结果表明(图 4), 抗性相关基因的激活状态可能与

该基因启动子区域结合的 H3K4 的甲基化水平较高

有关。 
 

 

图 4  pro1、tps1、sod1 表达水平的对比 
Fig. 4  Comparison of pro1, tps1, sod1 expression level in 
different strains 

 
大量的研究表明, H3K4 的甲基化标志着其结合

基因具有调控活性, 而这些甲基化位点主要存在于

活性基因的启动子区域, 研究表明完全激活的启动

子与 H3K4 甲基化有密切的关系[8−11]。本实验应用

ChIP 检测到乙醇耐受菌株的乙醇抗性相关基因启

动子区域结合的 H3K4 的甲基化水平高于出发菌株, 

表明酵母在驯化过程中体现的一些遗传性状的改变

可能更多与其表观遗传特性相关。而表观遗传性状

的稳定性受环境的影响较大, 相关的甲基化酶、多

甲基化酶的活性调控与环境变化有极大关系, 因此

实验中通过驯化获得的耐受性菌株, 其性状在正常

状态下经过多次传代, 改进的性状会发生改变甚至

消失的现象。 

在传统的育种过程中, 我们常常会遇到经过选

育后获得的高性能菌株其性状较容易衰退的现象。

除与细胞内质粒表达量及丢失有关外, 很多观点认

为获得的性状消失与相关基因的突变有较大关系。

本工作通过对酵母乙醇抗性表观遗传学的初步研究

表明, 菌株的选育步骤中一些环境因子可能会造成

基因表观遗传的改变, 如组蛋白的甲基化、乙酰化

修饰、DNA 甲基化等。这些表观遗传分子的改变同

样会改变菌株的遗传特性及经过筛选获得的所需性

状。但是此类性状的获得并不涉及基因序列的改变, 
遗传稳定性远低于基因改变导致的遗传稳定性, 因

此当环境改变后, 该性状经过一定时间后菌株相关

性状可能会发生改变。 

环境因子的改变有可能导致许多基因的表观遗

传分子发生修饰, 因此对于由多基因控制的如耐性

等相关性状, 在选育过程中发生表观遗传改变的几

率会更高。本实验结果表明, 经过传统选育手段获

得的菌株, 其性状的改变及遗传不稳定性的分子机

理可能是源于表观遗传特性。而控制表观遗传性状

的 DNA 甲基化、组蛋白修饰等过程受到环境因素的

影响较大, 因此环境的改变会导致遗传性状的变化, 

即使是在低温保存过程中酵母生长基本受限, DNA

发生突变的几率较小。本研究只检测了 3 个基因的

表观遗传特性, 研究表明, 与乙醇等耐受相关的基

因达到 200 多个, 因此通过基因芯片等技术可以检

测更多基因的表观修饰位点, 更能显示酵母乙醇抗

性性状的分子表现遗传机理。 
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