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研究报告 

分别利用产甘油假丝酵母抗逆转录因子CgSTB5和CgSEF1

对酿酒酵母菌株糠醛耐受改造 
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摘  要：【背景】纤维素是生物转化解决能源问题的主要原料之一，其水解物中存在严重影响抑制

菌株生长的糠醛，需脱毒才可应用于发酵，提高菌株耐受性是解决纤维素水解液实际生产应用的

关键。【目的】酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是主要的纤维素水解液发酵工业菌株，但糠醛耐

受性较低，通过分子改造获得具有高糠醛耐受性的菌株。【方法】利用新获得的产甘油假丝酵母

(Candida glycerinogenes)的相关抗逆转录因子 CgSTB5、CgSEF1 和 CgCAS5，通过分子技术进行   

S. cerevisiae 改造，考察其对酿酒酵母糠醛耐受性的影响，并尝试应用于未脱毒纤维素乙醇发酵。

【结果】单个表达 CgSTB5 和 CgSEF1 的酿酒酵母，通过菌株点板实验表明菌株的糠醛耐受性提高

25%以上，并且摇瓶发酵结果显示糠醛降解性能明显提高，生长延滞期明显缩短，S. cerevisiae 

W303/p414-CgSTB5 的未脱毒纤维素乙醇发酵生产效率提高 12.5%左右。【结论】转录因子 CgSTB5

和 CgSEF1 均能对提高酿酒酵母糠醛耐受性起到重要作用，并且有助于提高酿酒酵母菌株未脱毒

纤维素乙醇发酵性能。 
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Abstract: [Background] Cellulose is one of the main raw materials for biotransformation to solve energy 
problems. Furfural, existing in the cellulose hydrolysate, which seriously affects the growth inhibition of 
strains, must be detoxified before it can be applied in fermentation. Therefore, improving the strain 
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tolerance of furfural is the key to solve the practical production application of cellulose hydrolysate. 
[Objective] Saccharomyces cerevisiae is a major industrial strain of cellulose hydrolysate fermentation, 
but it could not tolerant high furfural, and the strain with high furfural tolerance was obtained by molecular 
modification. [Methods] In this study, the furfural relevant transcription factors obtained from Candida 
glycerinogenes, CgSTB5, CgSEF1 and CgCAS5, were performed to modify S. cerevisiae to investigate 
their effects on furfural tolerance and apply to the ethanol fermentation of undetoxified cellulose. 
[Results] Expression of CgSTB5 or CgSEF1 could increase the furfural tolerance more than 25% in the 
spot plate experiment. The furfural degradation performance was significantly improved. The growth 
retardation period was shortened. The production efficiency of undetoxified cellulosic ethanol 
fermentation with S. cerevisiae W303/p414-CgSTB5 was increased by about 12.5%. [Conclusion] Both 
CgSTB5 and CgSEF1 could improve furfural tolerance in S. cerevisiae, which contribute to the improvement 
of the fermentation performance of undetoxified cellulosic ethanol in S. cerevisiae. 

Keywords: Candida glycerinogenes, Saccharomyces cerevisiae, furfural tolerance, transcription factors, 
cellulose hydrolysis solution 
 

生物质纤维素是世界上最丰富的可再生有机

资源，为“绿色发酵”提供了可能性，当前被广泛研

究的用纤维素水解液生产生物质乙醇是改善能源

结构的有效途径[1]。然而水解过程中形成的副产物

对微生物发酵有严重的影响，其中糠醛是最为重要

的醛类抑制因子[2]，必须经脱毒降毒后方可使用，

是阻碍生物质纤维素大规模发酵应用的关键问题，

因此，获得能够耐受高浓度糠醛的酵母菌株是绿色

发酵生产的主要途径之一。 

当前的研究表明，酿酒酵母对于糠醛耐受多与

NADPH 的调控有关，其中有 300 多个基因在应激

作用下得到了诱导表达[3]，但通过对酿酒酵母菌这

些基因进行改造后，菌株糠醛耐受能力并未很好地

实现预期目标[4]。 

前 期 研 究 发 现 ， 产 甘 油 假 丝 酵 母 (Candida 

glycerinogenes)具有极高的糠醛胁迫耐受性[5-6]。转

录因子可调控多基因表达，通过表达不同的转录

因子来实现提高菌株的耐受性是一种较新的育种

策略，但截至目前，关于糠醛抗性转录因子的研究

还很有限。C. glycerinogenes 在糠醛胁迫下 3 个转

录因子的转录水平大幅上调，分别为 CgSTB5、

CgSEF1 和 CgCAS5，过表达后菌株糠醛耐受性明显

提高。经过NCBI数据库比较分析，来源于S. cerevisiae

的 ScSTB5 和 ScSEF1 与 CgSTB5 和 CgSEF1 虽相似

性不高，但有明显保守区。本研究通过在酿酒酵母

中分别表达 C. glycerinogenes 的抗性转录因子基因 

CgSTB5、CgSEF1 和 CgCAS5，考察转录因子对重

组菌株糠醛耐受性及高糠醛下乙醇发酵性能的影

响，以期为以未脱毒纤维素水解液为底物发酵提供

优良的菌株资源和新的思路。  

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

研究中所使用的菌株 Escherichia coli JM109、

Saccharomyces cerevisiae W303-1A 、 Candida 

glycerinogenes WL2002-5、Saccharomyces cerevisiae 

W303/p414、Saccharomyces cerevisiae W303/p414- 

CgSTB5 、 Saccharomyces cerevisiae W303/p414- 

CgSEF1 、 Saccharomyces cerevisiae W303/p414- 

CgCAS5 为本实验构建菌株。设计的引物序列如

表 1 所示。 

1.2  主要试剂和仪器 

酵母膏和蛋白胨，Oxoid 公司；实验用各种限

制性内切酶和 Ex Taq DNA 聚合酶，TaKaRa 公司；

质粒小量抽提试剂盒、胶回收试剂盒、柱回收试剂

盒和酵母 DNA 提取试剂盒，生工生物工程(上海)

股份有限公司。多功能酶标仪、琼脂糖凝胶电泳仪、

液相色谱柱，Bio-Rad 公司；凝胶成像仪，Alpha 

Innotech 公司。所用引物由无锡天霖技术有限公司

合成。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primers name 

序列 

Sequence (5′→3′) 

酶切位点 

Restriction site 

CgCAS5-F CTAAGTTTTCTAGAACTAGTGGATCCatgatgtcatcttctcctcc BamH I 

CgCAS5-R GGGCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTtgtaagtattttctctcggtatc Sma I 

CgSTB5-F ttttctagaactagtggatccATGAGTCTCGTTCACGATCAACAC BamH I 

CgSTB5-R atcgaattcctgcagcccgggCTAAAACTCTAGTGAGTGTAGATATTCGATG Sma I 

CgSEF1-F ttttctagaactagtggatccATGTCTTTGAATATCACAAACAAGAGAA BamH I 

CgSEF1-R atcgaattcctgcagcccgggTCAATTCCAGCTCAAGGACTGTAG Sma I 

RT-ScREX4-F GCCTCCGAAAGCAATCCTACCTC 

RT-ScREX4-R TTCGAGGGGCATATTGGGTTGTAC 

RT-ScDIP5-F TGGCTTGGCGTACATGAATGTGTC 

RT-ScDIP5-R TTGAGCACGGCAGGCTTTATCG 

RT-ScGSH1-F CTTGACAGCATCCATCAGGACCAG 

RT-ScGSH1-R AGCCAGTTTCGCCTCTTTGTCTTC 

RT-ScOLE1-F CTACTACGCTGTCGGTGGTGTTTC 

RT-ScOLE1-R CCATTTAGCGGACCCTTCAACGG 

 

1.3  培养基与培养条件 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨 10.0，

NaCl 10.0。 氨 苄 青 霉 素 抗 性 平 板 需 额 外 添加  

100 µg/mL Amp。 

色氨酸缺陷培养基(g/L)：葡萄糖 20.000，YNB 

6.700，尿嘧啶 0.020，腺嘌呤 0.020，除色氨酸外

其他氨基酸 0.076。 

YPD 培养基(g/L)：酵母粉 10.0，蛋白胨 20.0，

葡萄糖 20.0。 

发酵培养基 YPG (g/L)：酵母粉 10.0，蛋白胨

20.0，葡萄糖 100.0。 

固体培养基加入琼脂 20.0 g/L。 

发酵培养条件：250 mL 三角瓶 50 mL 装液

量，30 °C、200 r/min 振荡培养，初始接菌 OD600

值为 0.25。 

1.4  基因改造 

以 C. glycerinogenes 基因组 DNA 为模板[7]，

PCR 扩增基因片段 CgSTB5、CgSEF1 和 CgCAS5，

双酶切后连接 p414 载体，构建重组质粒(图 1)用于

在 S. cerevisiae 中表达。 
 

 
 
图 1  重组表达质粒 p414-CAS5、p414-STB5 和 p414-SEF1 示意图 
Figure 1  The recombinant plasmids of p414-CAS5, p414-STB5 and p414-SEF1 
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将 重 组 质 粒 p414-STB5 、 p414-SEF1 和

p414-CAS5 采 用 醋 酸 锂 法 [8] 转 化 酿 酒 酵 母

W303-1A 感受态细胞。以色氨酸作为营养缺陷标

记筛选获得重组菌，挑选转化子，划线纯化培养，

并利用酵母 DNA 提取试剂盒提取重组菌的基因组

DNA，采用表 1 中对应的引物对 CgSTB5、CgSEF1

和 CgCAS5 的表达进行 PCR 鉴定。 

1.5  相关基因表达 RT-PCR 分析 

30 °C、200 r/min 条件下用 YPD 培养基摇瓶培

养重组菌，12 h 后转接含有 2 g/L 糠醛的 YPD 培

养基，30 °C、200 r/min 培养 10 h。酵母总 RNA

提取方法参见文献[9]。RT-qPCR 反应体系与条件

参见南京诺唯赞试剂盒说明书。引物序列见表 1。

数据分析参照文献[10]。 

1.6  重组菌耐受敏感性比较 

重组菌株用 YPD 培养基于 30 °C、200 r/min

培养 12−16 h 后，10 000×g 离心 1 min 收集菌体，

并用生理盐水洗涤细胞 2−3 次，按 10%接种量分别

接入含 2 g/L 糠醛的 YPD 培养基中，30 °C、200 r/min

摇瓶培养 10 h，调整到相同的初始 OD600 值为 1.0，

10 倍比依次稀释，点种于含 2 g/L 糠醛的 YPD 平

板，30 °C 培养 2 d，方法参照文献[11]。 

重组菌在 YPD 培养基中转接 2 次，30 °C、  

200 r/min 培养 10−12 h 至对数生长中后期，10 000×g

离心 1 min 收集菌体，转接至装有 50 mL YPD 的

250 mL 三角瓶中，并分别添加 1.5 g/L 和 2 g/L 糠

醛，30 °C、200 r/min 下培养 54 h，每 6 h 取样用

于代谢产物分析。 

1.7  重组菌未脱毒纤维素水解液乙醇发酵 

利用甘蔗渣进行纤维素水解液的制备方法参

考文献[12]，未脱毒纤维素水解液经 HPLC 检测含

有约 100 g/L 葡萄糖和 1.5 g/L 糠醛。重组菌在 YPD

培养基中转接 2 次，培养 10−12 h 后 10 000× g 离心   

1 min 收集菌体，转接至装有 50 mL 未脱毒纤维素

水解液的 250 mL 三角瓶中，30 °C、100 r/min 条

件下培养 54 h，每 6 h 取样用于代谢产物分析。 

1.8  葡萄糖和乙醇含量的测定 

葡萄糖和乙醇的含量通过 HPLC 进行检测，

测定方法参照文献[13]。  

2  结果与分析 

2.1  S. cerevisia 重组菌株的糠醛耐受性改造 

以 C. glycerinogenes 基因组 DNA 为模板，采

用 PCR 方法扩增获得了转录因子基因 CgSTB5、

CgSEF1 和 CgCAS5，并构建重组酵母表达质粒

p414-STB5、p414-SEF1 和 p414-CAS5，构建过程

如图 2 所示。重组酵母表达质粒 p414-STB5、

p414-SEF1 和 p414-CAS5 经醋酸锂法转化酿酒酵

母 W303 后，通过色氨酸缺陷型抗性平板筛选，获

得了 3 个成功表达转录因子的重组菌株 S. cerevisiae 

W303/p414-CgSTB5、S. cerevisiae W303/p414-CgSEF1

和 S. cerevisiae W303/p414-CgCAS5。经 RT-qPCR 验

证 CgSTB5、CgSEF1 在重组菌中得到顺利表达(图 3)。 

 

 
 
图 2  酵母基因改造电泳图 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of genetic modification 
注：M：DNA Marker 2503。A：目的片段的 PCR 扩增：1：CgSTB5

基因的扩增片段；2：CgSEF1 基因的扩增片段；3：CgCAS5 基

因的扩增片段。B：p414 重组质粒的双酶切验证：1：重组质粒 

p414-STB5 (BamH I+Sma I)；2：重组质粒 p414-CAS5 (BamH 

I+Sma I)；3：重组质粒 p414-SEF1 (BamH I+Sma I)  

Note: M: DNA Marker 2503. A: Target PCR products: 1: PCR 
product of CgSTB5 fragment; 2: PCR product of CgSEF1 
fragment; 3: PCR product of CgCAS5 fragment. B: Restriction 
analysis of plasmid p414: 1: Plasmid p414-STB5 (BamH I+Sma I); 
2: Plasmid p414-CAS5 (BamH I+Sma I); 3: Plasmid p414-SEF1 
(BamH I+Sma I) 
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图 3  CgSTB5 和 CgSEF1 基因 RT-qPCR 产物电泳图 
Figure 3  Agarose gel electrophoresis of RT-qPCR fragment 
of CgSTB5 and CgSEF1 
注：M：DNA Marker 2503。A：1：片段 CgSTB5；2：对照。

B：1：片段 CgSEF1；2：对照 

Note: M: DNA Marker 2503. A: 1: CgSTB5 fragment; 2: Control. 
B: 1: CgSEF1 fragment; 2: Control 
 

2.2  不同转录因子重组菌对糠醛的耐受性 

出发菌株可在 1.5 g/L 糠醛的平板上缓慢生

长，如图 4 的点板耐受性试验所示，在 2 g/L 糠醛

浓度条件下，出发菌株几乎不生长，而表达 CgSTB5

和 CgSEF1 的菌株表现出明显的生长优势，重组菌

的糠醛耐受性提高了 25%以上。 

重组菌株在含 1.5 g/L 和 2 g/L 糠醛的 YPD 培

养基中的摇瓶培养结果(图 5)表明，与原始菌株相

比，重组酿酒酵母在糠醛压力下具有明显的生长优

势。在 1.5 g/L 糠醛压力下(图 5A)，表达 CgSTB5

和 CgSEF1 的菌株仅在 6 h 后即开始快速生长，  

36 h 时接近最高生物量，而对照菌株前 12 h 生长

受到抑制，48 h 才完成菌体生长；在 2 g/L 糠醛压

力条件下(图 5B)，表达 CgSTB5 和 CgSEF1 的重组

菌株生长趋势明显优于对照菌株。 
  

 
 

图 4  重组菌对 2 g/L 糠醛的敏感性 
Figure 4  The tolerance assay of recombinant S. cerevisiae 
to 2 g/L furfural 

通过对 2 种糠醛浓度培养过程中糠醛含量的检

测(图 5C、5D)，S. cerevisiae W303/p414-CgSTB5 和

S. cerevisiae W303/p414-CgSEF1 糠醛降解速率

远高于对照菌株，分别提前 12 h 和 6 h，而表达

CgCAS5 的菌株在糠醛条件下无论生长还是分解

性能均未有提高。这一结果表明，酿酒酵母重组菌

S. cerevisiae W303/p414-CgSTB5 和 S. cerevisiae 

W303/p414-CgSEF1 不仅提高了糠醛耐受性，而且

具有更优良的糠醛降解能力。 

2.3  重组菌糠醛耐受相关基因转录水平 

转录因子通过调节耐受性相关的基因表达，进

而 改 善 菌 株 的 耐 受 性 。 核 糖 体 功 能 相 关 基 因

ScREX4、细胞转运相关的膜基因 ScDIP5、细胞抗

氧化相关的谷胱甘肽合成基因 ScGSH1 和膜组成相

关的脂肪酸合成基因 ScOLE1 是细胞耐受性的相关

基 因 。 在 高 糠 醛 压 力 条 件 下 ， S. cerevisiae 

W303/p414-CgSTB5 和 S. cerevisiae W303/p414- 

CgSEF1 相较于对照菌株，4 个相关基因的上调均十

分显著(图 6)，其中表达 CgSTB5 的菌株其 ScDIP5

和 ScGSH1 的相对表达量上调均超过 10 倍，表达

CgSEF1 的菌株其 ScREX4、ScDIP5 和 ScGSH1 的相

对表达量上调均超过 5 倍，然而 S. cerevisiae 

W303/p414-CgCAS5 相对表达水平均低于对照菌

株，与前面菌株的耐受性结果一致。以上结果表明，

酿酒酵母表达 CgSTB5 和 CgSEF1 具有良好的糠醛

耐受性是基于转录因子 CgSTB5 和 CgSEF1 对核糖

体相关代谢途径、细胞膜转运途径、谷胱甘肽和脂

肪酸合成相关途径的调控及糠醛降解能力等多方

面共同作用的结果。 

2.4  重组 S. cerevisiae 未脱毒纤维素乙醇发酵

性能 

为了考察重组 S. cerevisiae 未脱毒纤维素乙醇

发酵性能，利用未脱毒纤维素水解液进行乙醇发酵

(图 7)，S. cerevisiae 单表达 CgSTB5 和 CgSEF1 的重

组菌株相比对照菌均具有生长优势，并且表达

CgSTB5 的重组菌株达到乙醇产量最高值的时间相 
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图 5  糠醛压力下重组菌株生长曲线(A、B)和糠醛降解(C、D) 
Figure 5  Growth curves (A, B) and furfural degradation (C, D) of recombinant strains under furfural stress 
注：A、C：1.5 g/L 糠醛；B、D：2.0 g/L 糠醛 

Note: A, C: 1.5 g/L furfural; B, D: 2.0 g/L furfural 
 

 
 

图 6  不同重组酵母糠醛压力响应基因表达水平差异 
Figure 6  Expression levels of furfural stress-related 
genes in the S. cerevisiae mutants  

比对照菌株提前 6 h，即乙醇生产效率提高 12.5%，

而且乙醇产量提高 9%。上述结果表明，与对照菌

株相比，S. cerevisiae W303/p414-CgSTB5 在未脱毒

纤维素水解液乙醇发酵中优势明显。 

3  讨论与结论 

赵鲜仙等[4]报道了利用 ADH7 启动子精细调

控表达 MSN2 酿酒酵母菌株对糠醛耐受的研究，使

酿酒酵母糠醛耐受明显提高，但未涉及应用于糠醛

抗性发酵产品性能的研究。吴宇等[14]通过酿酒酵

母过表达自身的谷氨酰胺合成酶基因 GLN1 提高

了糠醛耐受的同时，发酵乙醇含量提高了 5.3 倍，

但糠耐受浓度为 1.55 g/L 时乙醇产量为 8.64 g/L。本

文采用异源表达高糠醛耐受菌株 C. glycerinogenes 
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图 7  未脱毒纤维素水解液乙醇发酵 
Figure 7  Ethanol fermentation by undetoxified lignocellulosic hydrolysate  
注：A：生长曲线；B：乙醇积累 

Note: A: Growth curve; B: Ethanol accumulation 
 

的转录因子，使 S. cerevisiae 糠醛耐受能力提高到

2 g/L，乙醇产量大于 40 g/L。通过表达 CgSTB5、

CgSEF1、CgCAS5 的酿酒酵母重组菌株 S. cerevisiae 

W303/p414-CgSTB5 、 S. cerevisiae W303/p414- 

CgSEF1、S. cerevisiae W303/p414-CgCAS5，表明

S. cerevisiae W303/p414-CgSTB5 、 S. cerevisiae 

W303/p414-CgSEF1 菌株在 2 g/L 糠醛压力作用下，

生长延滞期缩短，并且通过降解糠醛使得耐受能力

有明显提升。经 RT-qPCR 分析，在糠醛压力下，

转录因子 STB5 和 SEF1 对于核糖体相关功能基因

ScREX4、谷氨酰胺转运蛋白基因 ScDIP5、谷胱甘

肽相关基因 ScGSH1 及编码饱和与不饱和脂肪酸

转换相关 ScOLE1 的调控都有一定程度的上调。有

许多研究证实 ScSTB5 作为转录因子的锌簇激活

剂，被称为 S. cerevisiae 中的多药抗性基因调控因

子之一[15]，通过调控磷酸戊糖(Pentose Phosphate，

PP)途径维持基础通量，提供核苷酸前体，以满足

有 氧 生 长 所 需 的 NADPH[16] 。 本 实 验 中 表 达

CgSTB5 的酿酒酵母中 ScDIP5 和 ScGSH1 上调尤

其显著，这表明转录因子 STB5 通过调整细胞膜转

运机制和提高细胞氧化还原代谢能力来抵御外界

高糠醛条件压力胁迫 [17-18]。SEF1 是一种新型的

Cys6Zn2 DNA 结合蛋白，其在缺铁环境中通过激

活铁吸收基因的转录，在 Candida albicans 的毒力

中起着至关重要的作用 [19]，并且是被推测编码  

C. albicans 中 GTP 环醇酶Ⅱ和核黄素合成酶的转

录因子[20]。本实验中表达 CgSEF1 的酿酒酵母其

ScGSH1 表 达 上 调 最 为 明 显 ， 其 余 3 个 基 因

ScREX4、ScDIP5 和 ScOLE1 的表达也显著上调，

展现出转录因子 SEF1 多基因调控的特性，通过细

胞膜、核糖体和氧化还原代谢途径共同作用，提高

细胞对糠醛胁迫的耐受性[17-18,21]。酿酒酵母对纤维

素水解醛类抑制因子的脱毒及耐受涉及多基因、多

层次、复杂的相互作用。 

本研究通过来源于产甘油假丝酵母的转录因

子 CgSTB5 和 CgSEF1 对 S. cerevisiae 进行应用改

造，显著提高了菌株的糠醛耐受和降解能力，提

高了 S. cerevisiae 未脱毒的纤维素水解液发酵乙醇

的性能，可节约资源、降低成本。本研究为提高

酿酒酵母糠醛耐受性提供了新的基因资源和思

路，也为进一步挖掘 C. glycerinogenes 抗逆基因提

供了借鉴思路。 
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