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摘  要 : Mig1 和 Snf1 是酿酒酵母葡萄糖阻遏效应的两个关键调控因子。为了提高酿酒酵母工程菌同时利用葡萄

糖和木糖的能力，分别对 MIG1 和 SNF1 基因进行了单敲除和双敲除，并通过摇瓶发酵实验和 RNA-Seq 转录组分

析，初步揭示了 Mig1 和 Snf1 可能影响葡萄糖和木糖共利用表达差异基因的层级调控机制。研究结果表明，MIG1

单敲除对混合糖的共利用影响不大；SNF1 单敲除会加快混合糖中木糖的利用而且葡萄糖和木糖可以被同时利用，

这可能归因于 SNF1 单敲除会解除对一些氮分解代谢阻遏基因表达的抑制，从而促进了细胞对氮源营养的利用；

进一步敲除 MIG1，会解除更多氮分解代谢阻遏基因表达的抑制，以及一些碳中心代谢途径基因表达上调。虽然

MIG1 和 SNF1 双敲除菌株利用葡萄糖加快而利用木糖变慢，但是葡萄糖和木糖可以被同时利用，进而加快乙醇

的积累。综上所述，MIG1 和 SNF1 的敲除导致氮分解阻遏基因表达上调，有助于促进葡萄糖和木糖的共利用；

解析 Mig1 和 Snf1 对氮分解阻遏基因的层级调控作用，为进一步提高葡萄糖和木糖的共利用提供新的靶点。 

关键词 : 酿酒酵母，葡萄糖阻遏，MIG1，SNF1，RNA-Seq，氮分解代谢阻遏 
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Effect of MIG1 and SNF1 deletion on simultaneous utilization 
of glucose and xylose by Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract:  Mig1 and Snf1 are two key regulatory factors involved in glucose repression of Saccharomyces cerevisiae. To enhance 

simultaneous utilization of glucose and xylose by engineered S. cerevisiae, single and double deletion strains of MIG1 and SNF1 

were constructed. Combining shake flask fermentations and transcriptome analysis by RNA-Seq, the mechanism of Mig1 and Snf1 

hierarchically regulating differentially expressed genes that might affect simultaneous utilization of glucose and xylose were 

elucidated. MIG1 deletion did not show any significant effect on co-utilization of mixed sugars. SNF1 deletion facilitated xylose 

consumption in mixed sugars as well as co-utilization of glucose and xylose, which might be due to that the SNF1 deletion resulted 

in the de-repression of some genes under nitrogen catabolite repression, thereby favorable to the utilization of nitrogen nutrient. 

Further deletion of MIG1 gene in the SNF1 deletion strain resulted in the de-repression of more genes under nitrogen catabolite 

repression and up-regulation of genes involved in carbon central metabolism. Compared with wild type strain, the MIG1 and SNF1 

double deletion strain could co-utilize glucose and xylose, and accelerate ethanol accumulation, although this strain consumed 

glucose faster and xylose slower. Taken together, the MIG1 and SNF1 deletions resulted in up-regulation of genes under nitrogen 

catabolite repression, which could be beneficial to simultaneous utilization of glucose and xylose. Mig1 and Snf1 might be involved 

in the hierarchical regulatory network of genes under nitrogen catabolite repression. Dissection of this regulatory network could 

provide further insights to new targets for improving co-utilization of glucose and xylose.  

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, glucose repression, MIG1, SNF1, RNA-Seq, nitrogen catabolite repression 

利用可再生的木质纤维素生物质生产生物燃

料和生物基化学品是解决全球可持续发展所面临

的资源和环境问题的重要途径之一。木质纤维素主

要由纤维素 (38%–50%)、半纤维素 (23%–32%) 和

木质素 (15%–30%) 组成[1]。当前工业条件下，

木质纤维素经过预处理技术解离出纤维素和半

纤维素，随后被纤维素酶等水解成微生物可发酵

的糖类[2]，水解液中木糖的含量仅次于葡萄糖。

目前，如何实现木糖的高效转化以及与葡萄糖的

共利用依然是阻碍木质纤维素类生物质经济性

利用的主要关键因素。 

自然界中有许多微生物包括细菌、真菌和酵

母菌可以利用木糖，而酵母菌由于具有较强的工

业应用属性，引起人们的广泛关注。利用木糖的

酵母菌主要可以分为两大类：一类是以树干毕赤

酵母 Pichia stipitis 为代表的天然利用木糖的酵母

菌，另一类是携带外源木糖代谢途径的酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 工程菌。然而，葡萄糖

阻遏效应 (Glucose repression) 在酵母菌糖代谢调

控中普遍存在。无论是天然菌[3]还是工程菌[4–5]，

在利用葡萄糖和木糖的混合糖时都表现出葡萄

糖的优先利用现象，也就是说，木糖只有在葡萄

糖耗尽后才开始被利用，从而导致发酵过程的总

糖转化率和生产强度降低。在混合糖条件下酿酒

酵母工程菌不能速效利用木糖的原因之一可能

是由于葡萄糖抑制木糖代谢所需基因的表达，葡

萄糖对这些基因表达抑制作用的解除或缓解有

利于促进混合糖条件下木糖的利用效率。有研究

表明，酿酒酵母工程菌的一些糖转运蛋白可以非

特异地转运木糖，例如 Hxt7，但在葡萄糖存在条

件下 HXT7 的表达受抑制，从而限制混合糖条件

下木糖的转运和利用[6]。Wahlbom 等[7]通过研究



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

56 

化学诱变获得的木糖代谢能力提高的突变工程

菌中基因表达水平的变化，发现该突变株中一些

参与糖转运、初始木糖代谢和磷酸戊糖途径的基

因表达加强，而且突变株在木糖唯一碳源条件下

葡萄糖阻遏效应关键抑制因子 MIG1 的表达水平

也降低，但未明确指出表明 MIG1 是否直接参与

葡萄糖抑制木糖代谢的调控。de Figueiredo Vilela

等[8]通过进化工程 (Evolutionary engineering) 获得

木糖代谢效率提升的菌株，与出发菌株相比，该

进化菌的 HXT2 (编码低亲和力己糖转运蛋白) 和

TAL1 (编码磷酸戊糖途径非氧化阶段的转醛酶) 表

达水平均升高。另一方面有研究表明，MIG1 的

敲除能部分缓解工程菌中葡萄糖对木糖代谢的抑

制作用，提高木糖在葡萄糖保持低水平的限碳或限

氮连续发酵时的发酵能力[9–10]。另外，呼吸缺陷菌

株经过工程改造和进一步的适应性进化后，木糖

的发酵能力得到提高，这可能与经由 Snf1/Mig1

的葡萄糖感应和阻遏调控途径受到扰动有关[11]。

虽然以上研究表明葡萄糖阻遏木糖代谢所需基

因的表达可能是在混合糖条件下工程菌不能速

效利用木糖的原因之一，另一方面也表明解除或

扰动葡萄糖阻遏效应的关键因子可能有助于实

现葡萄糖和木糖的共利用。然而，尚无研究报道

明确指出 MIG1 和/或 SNF1 如何影响混合糖条件

下木糖代谢所需基因的表达调控。 

关于酿酒酵母的葡萄糖阻遏效应已经有大

量的研究[12–15]。MIG1 和 SNF1 是葡萄糖阻遏效

应的两个关键因子。MIG1 基因编码一个含有 2 个

C2H2 锌指结构的蛋白，可以结合到一些基因的启

动子区域，在葡萄糖存在的条件下抑制这些基因

的转录，例如麦芽糖、蔗糖和半乳糖代谢相关的

酶基因[16–17]。Mig1 受 Snf1 的负调控。SNF1 编

码一个蛋白激酶，是碳代谢中的中心调节因子，

可用于解除葡萄糖对次级碳源的阻碍作用，如麦

芽糖、半乳糖、蔗糖等。在葡萄糖存在的条件下，

Snf1 的活性受到抑制[18–19]。在没有葡萄糖或葡萄

糖浓度很低的条件下，Snf1 磷酸化 Mig1，使细

胞核中的 Mig1 转移到细胞质中，不能再结合到

基因启动子上抑制基因的转录表达，从而导致葡

萄糖所抑制基因的表达解抑制[20–21]。因此，葡萄

糖阻遏效应可以归结为 3 个连续的负调控步骤：

葡萄糖抑制 Snf1 的活性，Snf1 抑制 Mig1 转录抑

制因子的功能，Mig1 抑制靶基因的转录。 

本实验利用前期构建的一株可以利用木糖

的酿酒酵母工程菌株 W32N55a，通过同源重组技

术分别对葡萄糖阻遏效应中的关键基因 SNF1 和

MIG1 基因进行单敲除和双敲除，然后评价了敲

除菌株对葡萄糖和木糖共利用的性能，并利用转

录组测序 (RNA-seq) 技术分析了在低浓度混合

糖条件下 MIG1 和 SNF1 单敲除和双敲除对全基

因组水平上基因表达谱的影响。发现 SNF1 的敲

除以及与 MIG1 的双敲除有利于葡萄糖和木糖的共

利用，初步揭示了 Mig1 和 Snf1 在负调控氮分解阻

遏基因中的作用，同时，为进一步提高葡萄糖和木

糖的共利用提供了依据和线索。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

本文所用菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  引物 

根据 Saccharomyces Genome Database (SGD，

ID：S000003003) 中报道的酿酒酵母中 MIG1 基

因序列，设计两对同源臂片段扩增引物 F1、R1 和

F2、R2；根据质粒 pYES2/CT-ZGO-ZeoR 中 ZeoR

表达框，设计引物 F3、R3；敲除验证引物 F4、

R4。根据 SGD (ID：S000002885) 中报道的酿酒

酵母中 SNF1 基因序列，设计两对同源臂片段扩

增 引 物 F 5 、 R 5 和 F 6 、 R 6 ； 根 据 质 粒

pRS313-ZGO-KanR 中 KanR 表达框，设计引物 F7、

R7；敲除验证引物 F8、R8。引物由生工生物工程 

(上海) 股份有限公司合成。本文所用引物见表 2。 
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表 1  本研究使用的酿酒酵母菌株和质粒 

Table 1  S. cerevisiae strains and plasmids used in this study 

Strains and plasmids Characteristics Source 

S. cerevisiae strains   

W32N55a MATa , PsXR, PsXDH, ScXK Provided by Yin Li lab at Institute of 
Microbiology, Chinese Academy of Sciences 

W32N55a ( △mig1 0) W32N55a (mig1::ZeoR) This study 

W32N55a ( △snf1 0) W32N55a (snf1::KanR) This study 

W32N55a (mig1& △snf1 0) W32N55a (mig1::ZeoR, snf1::KanR) This study 

Plasmids 

pYES2/CT-ZGO-ZeoR Plasmid carrying ZeoR gene This lab 

pRS313-ZGO-KanR Plasmid carrying KanR gene This lab 

PsXR: xylose reductase from P. stipitis; PsXDH: xylitol dehydrogenase from P. stipitis; ScXK: xylulokinase from S. cerevisiae. 
 

 
表 2  本研究所用引物 

Table 2  Primers used in this study 

Primer Sequence (5′–3′) Restriction site 

F1 GAGAAACTCCAGAGTGGCGT  

R1 CGGGGTACCATCAACGTTAGACACTTGTG KpnⅠ 

F2 CGCGGATCCCCCACACATGGACTGATACG BamHⅠ 

R2 TGACGAGACAACCAACCACC  

F3 CGGGGTACCCATATGCCCACACACCATAG KpnⅠ 

R3 CGCGGATCC GATATCAGCTTGCAAATTA BamHⅠ 

F4 AGTACTCATTAACGAAGAC  

R4 TCCTGCTCCTCGGCCACGAAGT  

F5 CCACATGACGCAAGTAACTT  

R5 CGGGGTACCTTGTTGTTACTGCTCATGTT KpnⅠ 

F6 AAATATGCGGCCGCATGGAATTAGCCGTTAACAG NotⅠ 

R6 TGGCAGCATGATTTGATATC  

F7 CGGGGTACC CCCGGGCGTACGCTGCA KpnⅠ 

R7 AAATATGCGGCCGC CGGCCGATCGATGAATTCG NotⅠ 

F8 TGCGCATTCGTGTCCAAACA  

R8 GCATCAACAATATTTTCACC  
 

 

1.1.3  主要试剂和仪器 

Taq DNA 聚合酶、Pfu DNA 聚合酶、限制性

内切酶、T4 DNA 连接酶购自北京全式金生物技

术有限公司；蛋白胨、酵母提取物购自英国 Oxoid

公司；博来霉素、G418 购自北京索莱宝公司；

葡萄糖、木糖购自北京国药集团有限公司。核酸

电泳仪、凝胶成像系统购自美国 Bio-Rad 公司；

PTC100 型 PCR 仪购自美国 M J Research 公司等。 

1.2  方法 

1.2.1  SNF1 和 MIG1 基因同源重组 DNA 片段的

构建 

MIG1 基因敲除同源片段的构建过程如图 1A

所示。以 W32N55a 菌株基因组为模板，用引物

对 F1/R1 和 F2/R2，分别扩增 MIG1 基因两端同

源臂 mig1-up 和 mig1-down，各 500 bp 左右。以

质粒 pYES2/CT-ZGO-ZeoR 为模板，用引物对 
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图 1  MIG1 和 SNF1 基因敲除同源片段的构建过程 

Fig. 1  Working flow for MIG1 and SNF1 disruption cassette construction. 
 
 

F3/R3 扩增基因 ZeoR 表达框，大小为 1 200 bp

左右。用限制性内切酶 KpnⅠ和 BamHⅠ将相应

片段分别酶切，用 T4 DNA 连接酶将获得的片段

mig1-up、ZeoR、mig1-down 连接起来获得 MIG1

基因敲除同源片段“mig1-up-ZeoR-mig1-down”，并

用引物对 F1/R2 扩增此片段，大小约为 2 200 bp。 

SNF1 基因敲除组同源片段的构建过程如图

1B 所示。以 W32N55a 菌株基因组为模板，用引

物对 F5/R5 和 F6/R6，分别扩增 SNF1 基因两端

同源臂 snf1-up 和 snf1-down，各 500 bp 左右。以

质粒 pRS313-ZGO-KanR 为模板，用引物对 F7/R7

扩增基因 KanR 表达框，大小为 1 500 bp 左右。

用限制性内切酶 KpnⅠ和 NotⅠ将相应片段分别

酶切，用 T4 DNA 连接酶将片段 snf1-up、KanR、

snf1-down 接起来获得 SNF1 基因敲除同源片段

“snf1-up-KanR-snf1-down”，并用引物对 F5/R6 扩

增敲除同源片段，大小约为 2 500 bp。 

敲除同源片段构建过程中各片段的合成都

采用高保真的 pfu DNA 聚合酶。 

1.2.2  酵母细胞培养，基因组提取和 PCR 

参考文献[22–24]进行操作。 

1.2.3  SNF1 基因和 MIG1 基因敲除同源片段的

转化及克隆子筛选 

采用 LiAc/SS-DNA/PEG 高效酵母转化法[25]，

将 MIG1 基因敲除同源片段转化至酿酒酵母

W32N55a 感受态细胞中。转化后的菌液涂布在含

100 μg/mL 博来霉素的 YPD 平板 (酵母膏 2%、

蛋白胨 2%，葡萄糖 2%，琼脂 2%) 上，30 ℃培

养 2–5 d 单菌落出现。将 SNF1 基因敲除同源片

段转化至酿酒酵母 W32N55a 感受态细胞中。转

化后的菌液涂布在含 200 μg/mL G418 的 YPD (酵

母膏 1%，蛋白胨 2%，葡萄糖 2%，琼脂糖 2%) 平

板上，30 ℃培养 2–5 d 单菌落出现。将 SNF1 基

因敲除同源片段同时转化至已经敲除掉 MIG1 的
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酿酒酵母 W32N55a (mig1∆0) 感受态细胞中，转

化后的菌液涂布在含 100 μg/mL 的博来霉素和

200 μg/mL G418 的 YPD 平板上，30 ℃培养 2–5 d

单菌落出现。 

1.2.4  克隆子验证 

将平板上出现的单菌落，挑选至 YPD 液体

培养中，提取基因组，用 Taq DNA 聚合酶进行

PCR 验证。用引物对 F4/R4 验证 MIG1 基因敲除

菌，用引物对 F8/R8 验证 SNF1 基因敲除菌，用

这两对引物验证双敲菌株。 

1.2.5  发酵实验 

将亲本菌株和敲除菌株在相同的条件下进

行代谢评价。发酵条件分别为：YP 培养基 (酵母

膏 2%、蛋白胨 2%)，5%混合糖和 10%混合糖 (葡

萄糖∶木糖=1∶1)，30 ℃，初始接种量为 0.5 OD，

250 mL 三角瓶中发酵体系为 80 mL、200 r/min。 

1.2.6  转录组测序和数据分析 

按照 5%混合糖发酵条件培养细胞，取 9 h 处的

细胞送至北京金唯智公司进行转录组测序并分析表

达差异基因。基因功能注释和途径分析采用 SGD 的

途 径 数 据 库  (http://pathway.yeastgenome.org/) 。

YEASTRACT 在线数据库用来预测可能参与调

控表达差异基因的关键转录因子[26]。 

1.2.7  葡萄糖、木糖、乙醇含量的测定 

发酵液中的葡萄糖、木糖、乙醇含量利用 HPLC

进行测定。采用装有示差折光检测器的安捷伦 HPLC

检测仪器，伯乐 Aminex HPX-87H 分析柱，流动相使

用 0.005 mol/L 硫酸，流速为 0.6 mL/min，温度 63 ℃。 

2  结果与分析 

2.1  SNF1 和 MIG1 基因敲除菌的构建 

2.1.1  同源重组 DNA 片段的构建 

以酿酒酵母 W32N55a 基因组为模板，用 PCR

分别扩增 MIG1 和 SNF1 基因上、下游同源臂片

段，结果如图 2A 所示；ZeoR 和 KanR 抗性基因片

段结果如图 2B 所示；SNF1 基因敲除的同源片段

“snf1-up-KanR-snf1-down”以及MIG1基因敲除的同

源片段“mig1-up-ZeoR-mig1-down”结果如图 2C 所

示。经过测序结果正确。这样，获得的 DNA 片

段可以用于相应目标基因的敲除。 

2.1.2  克隆子验证 

用引物对F4/R4进行PCR鉴定筛选出W32N55a 

( △mig1 0) 的单克隆，用引物对 F8/R8 进行 PCR 鉴

定 筛 选 出 W32N55a ( △snf1 0) 和 W32N55a 

(mig1& △snf1 0) 的单克隆，电泳结果如图 3 所示。

这些结果表明目标突变菌株被成功构建。 

 

 
 

图 2  同源重组 DNA 片段的构建 

Fig. 2  Construction of homologous recombination DNA fragments. (A) M: DNA marker; 1: snf1-up; 2: snf1-down;   
3: mig1-up; 4: mig1-down. (B) M: DNA marker; 1: ZeoR; 2: KanR. (C) M: DNA marker; 1: snf1-up-KanR-snf1-down;    
2 200bp; 2: mig1-up-ZeoR-mig1-down. 
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图 3  阳性克隆子的验证 

Fig. 3  Screening for positive clones. (A) M: marker; 
lane 1–2: W32N55a (snf1Δ0), PCR with primer F8 and 
R8; lane 3–5: W32N55a (mig1Δ0), PCR with primer F4 
and R4. (B) M: marker; lane 1–3: W32N55a (mig1& 
snf1Δ0), PCR with primer F8 and R8.  

 
2.2  发酵结果分析 

对原始菌 W32N55a、单敲除菌株 W32N55a 

( △mig1 0) 和 W32N55a ( △snf1 0)、双敲除菌株

W32N55a ( △mig1&snf1 0) 进行发酵，并测定发

酵过程中发酵液葡萄糖、木糖、乙醇含量的变化。

对于 5%混合糖中的葡萄糖消耗而言，从图 4A 的

发酵曲线可以看出，与原始菌相比，MIG1 敲除

菌降低，SNF1 敲除菌基本不变，双敲除菌显著

加快。根据表 3 中的发酵参数比较，原始菌株的

最大葡萄糖消耗速率和最大葡萄糖比消耗速率分

别为(3.05±0.33) g/(L·h) 和(2.65±0.29) g/(L·h·OD)，

MIG1 敲除菌相应的发酵参数分别降低为原始菌

株的 0.76 倍和 0.70 倍，而 MIG1 和 SNF1 双敲除

菌相应的发酵参数分别提高到原始菌株的 1.28 倍

和 1.24 倍。Klein 等曾报道[27]，MIG1 敲除菌的

葡萄糖代谢能力下降，延滞期变长，导致混合糖

的综合利用速度变慢。这与我们的结果相似。而

且，SNF1 的敲除可能在某种程度上消除了 MIG1

敲除对葡萄糖消耗的负面影响，甚至让葡萄糖代

谢更好。 

对于 5%混合糖中的木糖利用而言，从图 4B

的发酵曲线可以看出，在 0–3 h 内，原始菌可以

代谢木糖，似乎没有受到葡萄糖的抑制，当 3 h

以后，细胞似乎受到葡萄糖抑制效应的影响，不

再代谢木糖，直到 9 h 以后才继续代谢木糖，此

时混合糖中残余的葡萄糖只剩下约 3 g/L。与原始

菌相比，MIG1 敲除菌对混合糖中木糖的利用表

现类似的代谢趋势，表明 MIG1 的敲除对解除葡

萄糖对木糖的抑制作用没有作用。而 SNF1 敲除

菌的木糖利用在 6–9 h 没有停滞，表明 SNF1 的

敲除可能有助于解除葡萄糖对木糖代谢的抑制

作用。与 SNF1 敲除菌相似，MIG1 和 SNF1 双敲除

菌木糖的利用在 6–9 h 没有明显的停滞，但木糖利

用速率明显变慢，原始菌株的最大木糖消耗速率和

最大木糖比消耗速率分别为(2.23±0.04) g/(L·h) 和

(1.94±0.03) g/(L·h·OD) (表 3)，双敲除菌的相应发

酵参数降低为原始菌株的 0.44 倍和 0.43 倍，进

一步说明葡萄糖对木糖抑制作用在某种程度上

的解除可能归功于 SNF1 的敲除而不是 MIG1；总

体而言，该菌利用木糖的速度与原始菌株相比明

显变慢。 

对于 5%混合糖发酵最终的乙醇生产性能而

言 (图 4C)，MIG1 敲除会降低代谢葡萄糖产生乙

醇的速率，其最大乙醇生产速率和最大乙醇比生

产速率分别降低为原始菌株的 0.80 倍和 0.74 倍。

曾有研究表明，MIG1 敲除提高混合糖利用的能

力有限，只有在特定的低水平葡萄糖条件下的限

碳或限氮连续发酵中才能实现[9–10]。在我们利用

丰富氮源培养的条件下，没有观察到 MIG1 敲除

对木糖代谢和混合糖利用的促进效应，这可能与

所采用的发酵条件不同有关。由于葡萄糖和木糖

利用的叠加效应，SNF1 敲除菌与原始菌相比乙

醇的生产速率相当。MIG1 和 SNF1 双敲除菌的乙

醇生产速率加快，最大乙醇生产速率和最大乙醇

比生产速率分别提高到原始菌株的 1.08 倍和   

1.11 倍，这可能与 SNF1 敲除后部分解除了葡萄糖

对木糖利用的延滞同时促进了葡萄糖的代谢能力

有关，MIG1 在其中的作用比较复杂，尚难以分 
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图 4  原始菌和敲除菌混合糖发酵 

Fig. 4  Evaluation for mixed xylose and glucose fermentation. (A, B, C) glucose consumption, xylose consumption and 
ethanol production profiles using 5% mixed sugar. Data represent the mean and standard error of duplicate cultures 
grown on each source. 
 
 
 

析。另外，对于最终糖醇转化率，即乙醇产率而

言 (表 3)，敲除菌株与原始菌株之间并没有发现

明显的差异。因此，MIG1 和 SNF1 的双敲除能够

促进葡萄糖和木糖共利用，主要体现在提高混合

糖产生乙醇的效率方面。 

当将混合糖浓度提到 10%时，与 5%混合糖

的发酵结果相比，敲除菌对发酵产生的影响程度

明显降低。从表 3 中可以看出，敲除菌和原始菌

的大部分发酵参数没有明显的差异，只有 MIG1

和 SNF1 双敲除的最大葡萄糖比消耗速率降低为

原始菌株的 0.82 倍，而最大木糖比消耗速率提高

到原始菌株的 1.23倍。这个结果表明MIG1和 SNF1

的双敲除对葡萄糖和木糖共利用也受不同糖浓度

的影响，具体的机理尚待研究。 

2.3  转录组测序分析敲除菌的基因表达差异 

为了从全基因组转录水平上解析 MIG1 和

SNF1 单敲除和双敲除对酵母共利用葡萄糖和木糖

产生影响的可能原因，我们对 5%混合糖发酵 9 h

的酵母细胞进行了转录组测序分析，并以相同发

酵条件下的原始菌株 W32N55a 为对照，分析了

敲除菌中发生明显表达差异的基因，并结合 SGD

数据库的基因功能注释和途径分析 (图 5)，对这些

基因可能影响的细胞代谢途径进行探究。与原始

菌株比，敲除菌中发生明显表达差异的基因数量

情况如下：MIG1 敲除菌有 12 个基因 (上调表达

的 8 个，下调表达的 4 个)；SNF1 敲除菌有 25 个 

(上调表达的 23 个，下调表达的 2 个)；MIG1 和

SNF1 双敲菌株有 47 个 (上调表达的 41 个，下调

表达的 6 个)。其中，MIG1 敲除菌与 MIG1 和 SNF1

双敲除菌没有共享的表达上调基因，SNF1 敲除

菌与 MIG1 和 SNF1 双敲除菌共享 20 个表达上调

基因，MIG1 和 SNF1 双敲除菌特有 21 个表达上

调基因。整体而言，MIG1 和 SNF1 的敲除导致更

多的基因表达发生上调，也就是说这些基因的转录

可能是受 MIG1 或 (和) SNF1 直接或间接抑制的，

敲除 MIG1 和 SNF1 则解除了这些抑制，从而使细

胞更有利于共利用葡萄糖和木糖。 

通过进一步考察表达差异基因的功能注释

和途径分析，可以更清晰地了解在混合糖条件下

可能受 MIG1 和 SNF1 调控的基因和途径。MIG1
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敲除菌中上调和下调的基因功能如图 5B 所示。

上调的基因与细胞壁成分、色氨酸的降解、细胞

核 mRNA 输出、葡萄糖转运、热激转录因子、蛋

白折叠、精氨酸吸收以及甘氨酸代谢有关，这些

基因可能直接或间接受 MIG1 的抑制。下调的基

因与锌的转运、蛋白的合成和降解以及呼吸生长

调控有关，这些基因可能是直接或间接受 MIG1

的激活。需要注意的是，编码低亲和力高转运性

能的葡萄糖转运蛋白基因 HXT1 在 MIG1 敲除菌

中表达上调。曾有报道指出[28]，HXT1 在葡萄糖

浓度较低时被 Rgt1 阻遏，Mig1 并不是 HXT1 的

调控蛋白，另外，其他葡萄糖转运蛋白基因

HXT2/HXT3/HXT4 是由 Mig1/Mig2 和 Rgt1 共同

阻遏调控。由于 MIG1 敲除菌中只有 HXT1 表达

上调，而其他葡萄糖转运蛋白基因表达未发生明

显变化，意味着这一结果可能是由非 MIG1 敲除

的因素造成的。重新审视基因组测序分析的取样

点 (图 4A，9 h) 时，发现 MIG1 敲除菌的残留葡

萄糖浓度为 10 g/L左右，明显高于原始菌株的 3 g/L

左右。因此，与原始菌株相比，高水平的残留葡

萄糖浓度可能造成了 MIG1 敲除菌中 HXT1 表达

的解抑制。另外，高水平的残留葡萄糖浓度还可

能造成 MIG1 敲除对基因表达的影响被高水平残

留葡萄糖的调控所掩盖，其具体情况尚待研究。

但是从分析混合糖条件下影响木糖代谢变化相

关的基因表达差异的角度，我们可以忽略葡萄糖

残留浓度的影响，而认为所有样品都是在有葡萄

糖的情况下进行比较。 

SNF1 敲除菌中明显上调表达的基因有 23 个，

其中 20 个基因在 MIG1 和 SNF1 双敲除菌中表达

也明显上调 (图 5A)，而在 MIG1 敲除菌中表达

没有发生明显变化 (图 5B)。这一比较结果说明

这 20 个基因可能是受 Snf1 特异负调控，而不受

Mig1 的调控。也就是说，只要 SNF1 被敲除，这

20 个基因的表达就会被解抑制。非常有趣的是，

这 20 个基因明显富集在与氨基酸 (主要包括精

氨酸、脯氨酸和丝氨酸) 和其他氮源 (尿囊素、

尿素和氨) 的吸收和降解相关的途径 (图 5C)，

而这些基因是氮分解代谢物阻遏 (NCR) 基因，

受氮源的营养水平调控[29-30]。精氨酸可以作为酵 

 
表 3  原始菌和敲除菌发酵参数的比较 

Table 3  Comparison of fermentation parameters between wild type and gene deletion strains 

Conditions 5% mixed glucose and xylose 10% mixed glucose and xylose 

Strains WT mig1∆ snf1∆ mig1&snf1∆ WT mig1∆ snf1∆ 
mig1&snf1

∆ 
Maximum glucose 
consumption rate, g/(L·h) 

3.05±0.33 2.31±0.12 2.79±0.29 3.89±0.22 2.12±0.01 2.12±0.02 2.12±0.00 2.06±0.00

Maximum specific glucose 
consumption rate, 
g/(L·h·OD) 

2.65±0.29 1.86±0.10 2.27±0.24 3.30±0.19 0.23±0.01 0.22±0.00 0.21±0.00 0.19±0.00

Maximum xylose 
consumption rate, g/(L·h) 

2.23±0.04 1.95±0.19 2.31±0.01 0.98±0.01 0.71±0.01 0.80±0.01 0.90±0.01 0.76±0.01

Maximum specific xylose 
consumption rate, 
g/(L·h·OD) 

1.94±0.03 1.58±0.15 1.88±0.01 0.83±0.00 0.07±0.00 0.08±0.00 0.09±0.00 0.08±0.00

Ethanol productivity, g/(L·h) 1.01±0.02 0.81±0.01 1.03±0.03 1.18±0.15 1.24±0.01 1.28±0.01 1.27±0.03 1.33±0.01

Specific ethanol 
productivity, g/(L·h·OD) 

0.46±0.07 0.34±0.10 0.40±0.07 0.51±0.01 0.16±0.00 0.14±0.00 0.16±0.00 0.15±0.00

Ethanol yield, g/g 0.37±0.00 0.36±0.00 0.37±0.00 0.38±0.00 0.37±0.00 0.36±0.00 0.37±0.00 0.38±0.00

Data represent the mean and standard error of duplicate cultures grown on each source. 
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图 5  表达差异基因的功能和参与途径示意图 

Fig. 5  Gene function and pathway mapping of differentially expressed genes. (A) Venn diagram among differentially 
expressed genes in W32N55a (mig1Δ0), W32N55a (snf1Δ0) and W32N55a (mig1&snf1Δ0)  by comparing with wild 
type strain W32N55a. (B) Up- and down-regulated genes in W32N55a (mig1Δ0) compared with wild type strain 
W32N55a. (C) Overlapped up-regulated genes in W32N55a (snf1Δ0) and W32N55a (mig1&snf1Δ0) compared with wild 
type strain W32N55a. (D) Unique up- and down-regulated genes in W32N55a (snf1Δ0) and W32N55a (mig1&snf1Δ0) 
compared with wild type strain W32N55a. Red: up-regulated; Green: down-regulated. 
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母偏好的氮源，在 Can1、Car1 和 Car2 以及 Pro3

的作用下产生脯氨酸；脯氨酸由 Put4、Put1 和

Put2 的作用下转化为谷氨酸，再由 Gdh2 作用降

解为氨和 α-酮戊二酸，α-酮戊二酸可以经由 TCA

循环进入碳中心代谢，而氨又可以进入氨基酸代

谢。另外，丝氨酸在 Agp1 和 Cha1 的作用下降解

为氨和丙酮酸，丙酮酸进入碳代谢途径进而生产

乙醇。与原始菌株相比，SNF1 敲除菌可以更快

利用木糖可能与胞内更丰富的氮源有关。综上所

述，氮分解代谢物阻遏基因表达上调，可能更有

利于细胞吸收更多的氮源，从而使细胞积累更多

的氨，更有利于细胞的基础代谢，比如蛋白质合

成前体——氨基酸的积累；同时这些氨基酸和氮

源降解的产物又与碳中心代谢途径相连，可能影

响细胞的糖代谢，其分子机理尚待研究。 

在 MIG1 和 SNF1 双敲除菌中发现的 41 个表

达上调的基因，除了在 SNF1 敲除菌中也发现表

达上调的 20 个基因外，还有 21 个基因。这 21 个

基因在 MIG1 敲除菌中表达未发生明显变化，说

明这 21 基因，可能是受 Snf1 和 Mig1 共同负调

控的作用。也就是说，单独敲除 MIG1 和 SNF1

中的任何一个，都不会影响这 21 个基因的表达，

当同时敲除这两个转录因子时，这 21 个基因的

表达就会被解抑制。代谢途径分析没有发现明显

的富集。不过，在 Snf1 调控功能缺失的基础上，

MIG1 的敲除会进一步导致参与氨基酸吸收和降

解途径的个别基因表达上调，包括 DIP5、BAP2、

ARO9、ARO10、GAD1 和 ASP3-1 (图 5D)。另外，

还包括磷酸戊糖途径中的 SOL4 和 GND2 以及参

与线粒体丙酮酸合成的 CYB2，其他上调基因还

包括一些与膜结构蛋白相关的基因。以上结果暗

示，在 SNF1 敲除的基础上，MIG1 的敲除可能造

成细胞对其他氨基酸氮源的偏好，同时影响到磷

酸戊糖途径和线粒体丙酮酸代谢，从而造成细胞

更倾向于快速利用葡萄糖，同时虽然木糖的利用

速度降低，但并不会受到抑制，表明葡萄糖对木

糖代谢的抑制作用部分得到缓解，而且最终导致

代谢混合糖积累乙醇的速度变快。 

2.4  Mig1 和 Snf1 对差异表达基因的层级调控 

利用 YEASTRACT 可以分析可能参与表达

差异基因调控的转录因子，从而有助于解析在混

合糖条件下 Mig1 和 Snf1 如何调控氨基酸和氮源

代谢进而影响葡萄糖和木糖的共利用 (图 6)。结

果发现 SNF1 敲除菌与 MIG1 和 SNF1 双敲除菌共

有的 20 个表达上调基因均受 Gln3 调控 (P-value

小于 0.000 1)；另外，GAT1 编码调控 NCR 基因

表达的转录激活因子，其转录水平也上调。Gln3

和 Gat1 是 NCR 基因表达必需的转录激活因子，

并且 Snf1 位于基因表达层级的上游来调控 Gln3

的活性[31]。之前的诸多研究指出 Snf1 只在葡萄

糖缺乏的条件下才起作用[9,12]。然而 Nicastro 等

最新的研究表明[32]，Snf1 可以在有葡萄糖存在的

条件下起调控作用，SNF1 的敲除会造成细胞吸

收和代谢氨基酸的能力加强，而且这种现象在葡

萄糖浓度低  (2%) 的条件下比高浓度  (5%) 时

更为明显。也就是说，即便在葡萄糖存在的条件

下，Snf1 存在某种活性形式可以参与氨基酸和氮

源代谢相关基因的抑制调控，这种相应的 Snf1

形式我们界定为 Snf1in，在原始菌株中，混合糖

条件下 Snf1in 可能抑制 Gln3 的活性，从而抑制这

些 NCR 基因的表达。相应地，受葡萄糖代谢影

响的 Snf1 形式我们界定为 Snf1dp。 

另一方面，经过 YEASTRACT 分析，MIG1

和 SNF1 双敲除菌特有的 21 个表达上调基因均受

Gcn4 的调控，Gcn4 是参与调控氨基酸合成基因

表达的转录激活因子。这 21 个基因的负调控可

能是通过两条路径来实现，一条是经由不受葡萄

糖代谢影响的 Snf1in 形式，在原始菌株中，混合

糖条件下 Snf1in 会抑制 Gcn4 的活性，从而抑制这

21 个基因的表达；另一条是通过 Mig1 对这 21 个基



 
 

蔡艳青 等/敲除 MIG1 和 SNF1 基因对酿酒酵母共利用葡萄糖和木糖的影响 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

65

因的抑制作用，Snf1dp 是 Mig1 上游层级的负调控

因子，在葡萄糖存在的条件下不具有活性。基于

以上分析，MIG1 敲除菌中，由于 Snf1in 的存在，

会抑制 Gln3 和 Gcn4 的活性，因此受这两个转录

因子激活的基因水平不会发生变化；SNF1 敲除

菌中，Gln3 和 Gcn4 的活性得到解抑制，因此，

受 Gln3 激活的 20 个基因表达上调，而受 Gcn4

激活的 21 个基因，由于依然受 Mig1 的抑制，其

表达水平未发生明显变化；当在 SNF1 双敲除菌

中继续敲除 MIG1 时，Mig1 对这 21 个基因的抑

制得到解除，从而基因表达发生上调。至于以上

层级调控的具体细节以及 Snf1in 在葡萄糖存在条

件下的形式尚待研究。 

基于以上分析，在混合糖发酵条件下，一方

面不受葡萄糖代谢影响的 Snf1in 具有活性，通过

抑制转录激活因子 Gln3 和 Gcn4 的功能，分别经

由 Snf1in-Gln3 和 Snf1in-Gcn4 途径抑制两部分参

与氨基酸吸收和降解等功能基因的表达；另一方

面，由于葡萄糖的存在，受葡萄糖代谢影响的 Snf1dp

处于非活性状态，不能够磷酸化失活 Mig1，因此

Mig1 也可能抑制经由 Snf1in-Gcn4 途径所抑制的那

部分基因的表达，其中包括磷酸戊糖途径氧化阶

段的两个基因——SOL4 (6-磷酸葡萄糖酸内酯酶) 

和 GND2 (编码 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶) (图 6)。

无论是单敲除 SNF1 还是双敲除 SNF1 和 MIG1，

与原始菌株相比，木糖的利用在 3–9 h 之间都没

有明显地被延滞 (图 4B)，而且只要 SNF1 被敲除，

经由 Snf1in-Gln3 途径抑制的基因表达发生上调，

这表明经由 Snf1in-Gln3 途径抑制的这些参与氨基

酸吸收和降解功能的基因 (图 5、图 6)，其表达

的解抑制是实现葡萄糖和木糖的同步利用所必

需的。与单敲除 SNF1 相比，SNF1 和 MIG1 双敲

除菌的葡萄糖代谢速率明显加快 (图 4A，表 3)，

而木糖代谢速率大大降低 (图 4B，表 3)，与此同

时，由于 MIG1 也被敲除，经由 Snf1in-Gcn4 途

径抑制的基因表达发生上调 (图 5、图 6)，说明

这些基因很可能参与细胞对葡萄糖和木糖代谢

流的控制。另外，SNF1 和 MIG1 双敲除能够加

快乙醇的积累 (图 4C，表 3)，从而改善葡萄糖  

和木糖的共利用，这可能主要归功于葡萄糖 

 

 

 
图 6  Mig1 和 Snf1 对表达差异的基因不同层级的调控 

Fig. 6  Mig1 and Snf1 in a hierarchical regulatory network for regulating differentially expressed genes. Snf1in: Snf1 
analog independent of glucose metabolism; Snf1in: Snf1 analog dependent of glucose metabolism. 
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代谢能力的大幅度加快。虽然曾有研究表明[7–8]，

磷酸戊糖途径相关基因表达上调有利于促进木

糖代谢，但是在 SNF1 和 MIG1 双敲除菌中，表达

上调的 SOL4 和 GND2 以及其他经由 Snf1in-Gcn4

途径抑制的基因所起的作用依然有待进一步  

研究。 

3  结论 

以酿酒酵母工程菌株 W32N55a 为出发菌株，

通过同源重组技术分别对葡萄糖阻遏效应中的

关键基因 SNF1 和 MIG1 基因进行单敲除和双敲

除，评价了敲除菌株共利用葡萄糖和木糖的性

能。在低浓度混合糖条件下 MIG1 单敲除对混合

糖的共利用影响不大，SNF1 单敲除明显提高了

木糖的利用效率，MIG1 和 SNF1 双敲除明显促进

葡萄糖的利用效率同时可以以较慢的速度共利

用木糖，从而积累乙醇的效率得到提高；当混合

糖浓度提高到 10%时，MIG1 和 SNF1 的单敲除

效应变得不明显，MIG1 和 SNF1 双敲除的效应依

然很明显，但影响程度已经明显低于低浓度混合

糖的情况。我们利用转录组测序技术分析了在低

浓度混合糖条件下 MIG1 和 SNF1 单敲除和双敲

除对全基因组水平上基因表达谱的影响。SNF1

单敲除后，一些氮分解代谢物阻遏基因表达明显

上调，这可能是导致 SNF1 单敲除菌利用木糖效

率提高的主要原因。MIG1 和 SNF1 双敲除菌除

了上述 SNF1 单敲除对转录组产生的影响外，还

会进一步导致参与氨基酸分解代谢相关的基因

表达上调，可能是造成双敲除菌倾向于更快利用

葡萄糖但同时可以共利用木糖的主要原因。我们

的研究结果暗示了 Snf1 可能以依赖于葡萄糖代

谢和不依赖于葡萄糖代谢这两种形式参与 NCR

基因的层级调控，这些研究发现将有助于进一步

提高酿酒酵母工程菌共利用葡萄糖和木糖的   

效率。 
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