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摘  要 : 木质纤维素预处理过程中产生的有毒副产物严重影响了纤维素乙醇发酵，提高酿酒酵母抑制物耐受性是

提高纤维素乙醇发酵效率的有效方法。文中通过过表达 LCB4 基因，研究了重组菌株 S288C-LCB4 在乙酸、糠醛

和香草醛胁迫下的细胞生长和乙醇发酵性能。结果表明，LCB4 过表达菌株在分别含有 10 g/L 乙酸、1.5 g/L 糠醛

和 1 g/L 香草醛的平板中生长均优于对照菌株；在分别含有 10 g/L 乙酸、3 g/L 糠醛和 2 g/L 香草醛的液体乙醇发

酵过程中，重组菌株 S288C-LCB4 乙醇发酵产率分别为 0.85 g/(L·h)、0.76 g/(L·h)和 1.12 g/(L·h)，比对照菌株提

高了 34.9%、85.4%和 330.8%；且糠醛和香草醛胁迫下发酵时间分别缩短了 30 h 和 44 h。根据发酵终点发酵液代

谢物分析发现重组菌株比对照菌株产生了更多甘油、海藻糖和琥珀酸，这些物质有利于增强菌株的抑制物耐受性。

综上所述，LCB4 基因过表达可显著提高酿酒酵母 S288C 在乙酸、糠醛和香草醛胁迫下的乙醇发酵性能。 

关键词 : 乙醇发酵，LCB4，乙酸胁迫，糠醛胁迫，香草醛胁迫 
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Abstract:  By-products released from pretreatment process of lignocellulose seriously hinder the development of cellulosic 
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fuel ethanol. Therefore, the great way to increase the efficiency of cellulosic ethanol production is improvement of 

Saccharomyces cerevisiae tolerance to these inhibitors. In this work, the effects of LCB4 gene overexpression on cell growth 

and ethanol fermentation in S. cerevisiae S288C under acetic acid, furfural and vanillin stresses were studied. Compared to the 

control strain S288C-HO, the recombinant strain S288C-LCB4 grew better on YPD solid medium containing 10 g/L acetic 

acid, 1.5 g/L furfural and 1 g/L vanillin. Ethanol yields of recombinant strain S288C-LCB4 were 0.85 g/(L·h), 0.76 g/(L·h) and 

1.12 g/(L·h) when 10 g/L acetic acid, 3 g/L furfural and 2 g/L vanillin were supplemented into the fermentation medium 

respectively, which increased by 34.9%, 85.4% and 330.8% than the control strain S288C-HO. Meanwhile, ethanol 

fermentation time was reduced by 30 h and 44 h under furfural and vanillin stresses respectively. Further metabolites analysis 

in fermentation broth showed that the recombinant strain produced more protective compounds, such as glycerol, trehalose and 

succinic acid, than the control strain, which could be the reason for enhancing strain tolerance to these inhibitors from 

pretreatment process of lignocellulose. The results indicated that overexpression of LCB4 gene could significantly improve 

ethanol fermentation in S. cerevisiae S288C under acetic acid, furfural and vanillin stresses. 

Keywords:  ethanol fermentation, LCB4, acetic acid stress, furfural stress, vanillin stress 

纤维素燃料乙醇是替代化石资源的可持续能

源之一，与淀粉质或糖质原料燃料乙醇生产相比，

木质纤维素作为农业废弃物原料充足、成本低，

因此木质纤维素乙醇成为国内外生物能源研究的

热点[1]。然而木质纤维素原料在预处理过程中会

产生大量的有机酸类、呋喃类和酚类等副产    

物 [2-3]。这些化合物通过影响酵母细胞碳代谢过

程、增加细胞膜透性和破坏酶活性等途径抑制酵

母生长和乙醇发酵[4]。基因工程、随机诱变及代

谢工程等手段选育高耐受性、高效生产乙醇的工

业酿酒酵母是解决这一问题的主要方法[5-8]。其中

DNA 重组技术可以使特定的基因在酵母菌株中

过表达或敲除，是生物育种简单有效的方法之一。 

酿酒酵母中 LCB4 编码的长链鞘氨醇激酶[9]，

位于高尔基体和次级内体[10]，与膜结构相连，调

节长链鞘氨醇-1-磷酸 (Sphingoid long chain base 

phosphates，LCBPs) 的生物合成[11]。在哺乳动物细

胞中，LCBPs 是质膜脂类代谢具有生物活性的中间

代谢物，可以与 G-蛋白受体偶联，参与免疫细胞运

输[12]。同时，LCBPs 作为细胞中的第二信使，参与

细胞增殖、存活、运动和细胞骨架形成[13-14]。在酵

母中，细胞受到热激后，长链鞘氨醇 (Sphingolipid 

long chain bases，LCBs) 作为引起细胞周期阻滞

的信号分子大量激增，长链鞘氨醇激酶通过将 

LCBs 磷酸化为 LCBPs，使处于细胞周期阻滞状

态的热激细胞恢复正常 [15-16]。然而，目前关于

LCB4 基因过表达与酿酒酵母抑制物耐受性的关

系有待进一步研究。因此本文研究了 LCB4 基因

过表达对酿酒酵母模式菌株 S288C 抑制物耐受性

的影响，为进一步选育高抑制物耐受性乙醇发酵

酵母菌株提供理论和实验技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种  

大肠杆菌 DH5α，酿酒酵母模式菌株 S288C 

(本实验室保存)。 

1.2  培养基 

抑制物耐受性检测固体培养基：YPD 固体培

养基中分别添加终浓度为 10 g/L 乙酸、1.5 g/L 糠

醛和 1 g/L 香草醛，pH 4.5；抑制物耐受性检测液

体发酵培养基：在液体发酵培养基中分别添加终

浓度为 10 g/L 乙酸、3 g/L 糠醛和 2 g/L 香草醛，

及其混合添加，pH 4.5。其中 LB、YPD、酵母种

子培养基和液体发酵培养基详见文献[17]。  

1.3  构建重组菌株 S288C-LCB4 

利用引物 LCB4-F 和引物 LCB4-R (引物序列

见表 1) 从酿酒酵母 S288C 基因组中扩增获得目
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的 基 因 LCB4 ， 该 基 因 GenBank 登 录 号 为

NM_001183590.1。将所得 LCB4 基因片段克隆到

pHO 整合表达载体[18]。将验证正确的 pHO-LCB4

质粒经限制性内切酶 NotⅠ线性化后回收目的条

带，通过电转化法将 LCB4 基因同源整合到宿主

酵母 S288C 染色体 HO 位点[19]。通过含 G418 抗

生素 (固体培养基添加 300 μg/mL，液体培养基添

加 100 μg/mL) 的 YPD 培养基筛选，并经富集培

养后提取基因组作为模板，利用验证引物 LCB4-F

和 PG418-R 进行 PCR 初步验证。 

1.4  菌种活化、耐受性检测及乙醇发酵  

1.4.1  菌种活化   

将含有空载体的对照菌株 S288C-HO 及重组

菌株 S288C-LCB4 接种至种子培养基中进行活

化，30 ℃、150 r/min 条件下培养至对数期进行下

一步实验。 

1.4.2  重组菌株的耐受性检测    

将活化后的菌液 OD620 调至一致 (1.0)，以 5 倍

梯度稀释为 6 个浓度，依次取 2 μL 菌液点样于抑

制物耐受性检测平板，30 ℃倒置培养 24–36 h，观

察培养过程中菌株生长状况并拍照，具体方法参

见文献[20]。 

1.4.3  抑制物胁迫下的乙醇发酵    

比较对照菌株 S288C-HO 和重组菌株 S288C- 

LCB4 分别在抑制物单一和共同添加下的乙醇发

酵性能。发酵方法如下：菌株经活化后用种子培

养基调节 OD620 至 1.0，按接种量 10% (V/V) 接种

到含 90 mL 抑制物耐受性检测发酵培养基的  

250 mL 摇瓶中，30 ℃、150 r/min 条件下进行发

酵实验。每隔 6–12 h 定时取样，测定发酵液菌体、

残糖和乙醇浓度，每组进行 3 个平行实验。 

1.5  发酵参数及代谢物的测定 

不同抑制物添加下乙醇发酵过程中发酵液残

糖浓度、乙醇浓度、乙醇得率 (YE/CS)、乙醇产率

(PE/T) 以及发酵液代谢物 (甘油、海藻糖和琥珀

酸) 测定及分析方法参见文献[17]。 

1.6  RNA 提取及实时定量分析  

利用天根 RNAsimple 总 RNA 提取试剂盒分

别提取不添加抑制物条件下发酵过程中对照菌

S288C-HO 和重组菌 S288C-LCB4 对数期细胞的

总 RNA。参照文献[21]进行 RNA 反转录、RT- PCR

检测及基因相对表达量的分析。目的基因引物分

别为 rtLCB4-F 和 rtLCB4-R；管家基因 ALG9 作为

内参，引物分别为 rtALG9-F 和 rtALG9-R[22]。 

2  结果与分析 

2.1  LCB4 表达水平分析及重组菌株抑制物平

板耐受性检测 

为研究 LCB4 基因过表达能否提高酿酒酵母

S288C 抑制物耐受性，根据 1.3 方法构建了 LCB4

基因过表达重组菌株 S288C-LCB4。提取酵母转

化子基因组 DNA 作为模板，用引物 LCB4-F 和

PG418-R 进行 PCR 验证。LCB4 全长 1 875 bp，

PG418-R结合于其下游 G418编码基因的 ORF上，

距 LCB4 的 ORF 终点 500 bp，故验证时 PCR 产

物理论大小约为 2.3 kb，图 1 中阳性对照及目的

片段的条带与该理论值大小相吻合，表明重组菌

株 S288C-LCB4 构建成功。 

 
 

表 1  本文所用引物列表 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) 

LCB4-F AAACCCGGGATGGTGGTGCAGAAAAA
ACTT 

LCB4-R CCCTTAATTAACTACATGGATTCAAACT
CT 

PG418-R GGCCTCGAAACGTGAGTC 

rtLCB4-F CAAACTCTTCGCCGGATTTA 

rtLCB4-R AGGTACTGGTTCCGTCATCG 

rtALG9-F ATCGTGAAATTGCAGGCAGCTTGG 

rtALG9-R CATGGCAACGGCAGAAGGCAATAA 
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图 1  重组菌株 S288C-LCB4 的 PCR 分析验证 

Fig. 1  Verification of recombinant strain S288C-LCB4 
by PCR analysis. M: DNA marker (DL10000); 1: positive 
control; 2: target fragment (LCB4 + G418); 3: negative 
control. 
 

取未添加抑制物的发酵对数期重组菌株

S288C-LCB4 和对照菌株 S288C-HO 细胞进行

RT-PCR 检测，分析 LCB4 基因在 2 个菌株中的表

达量。结果显示 (图 2) LCB4 基因在 S288C-LCB4

中的相对表达量是对照菌株的 2.9 倍，表明 LCB4

基因在 S288C-LCB4 中成功过表达。 

进一步对获得的转化子进行抑制物耐受性评

价。检测了重组菌株与对照菌株分别在 10 g/L 乙

酸、1.5 g/L 糠醛和 1 g/L 香草醛抑制物平板上的

生长状况，结果如图 3 所示。在添加 10 g/L 乙酸

平板上，对照菌株在第 4 个稀释梯度基本不生长， 

 

 
 

图 2  S288C-HO 与 S288C-LCB4 菌株中 LCB4 基因的

表达量 

Fig. 2  Comparison of LCB4 expression between 
recombinant strain S288C-LCB4 and the control strain 
S288C-HO. 

 
 
 

图 3  基因 LCB4 过表达对酵母菌株 S288C 胁迫耐受

性的影响 

Fig. 3  Effect of LCB4 overexpression on stress 
tolerance of S. cerevisiae S288C. The yeast cell serial 
dilutions of 50–5–5 (from left to right) were spotted onto 
YPD solid medium with 10 g/L acetic acid, 1.5 g/L 
furfural or 1 g/L vanillin was supplemented and 

incubated at 30 ℃. 
 

重组菌株在第 6 个稀释梯度仍有生长，重组菌株

的生长状况明显优于对照菌株，乙酸耐受性显著

提高。在 1.5 g/L 糠醛和 1 g/L 香草醛单独添加下，

重组菌株和对照菌株的生长均受到抑制，但重组

菌株生长状态较好。 

平板耐受性检测结果表明，无论添加乙酸、

糠醛或香草醛，重组菌株生长的耐受性均高于对

照菌株。因此后续进一步研究了乙酸、糠醛和香

草醛单一胁迫下 S288C-LCB4 的乙醇发酵性能。 

2.2  抑制物胁迫对重组菌株 S288C-LCB4乙醇

发酵过程的影响  

2.2.1  重组菌株 S288C-LCB4 抑制物胁迫下乙醇

发酵性能  

乙酸胁迫下重组菌乙醇发酵性能：从图 4A

看出，在乙醇发酵过程中，重组菌株 S288C-LCB4

和对照菌株 S288C-HO 于 12 h 同时进入对数期，

但重组菌株生长速度更快，菌体浓度高，相比对

照菌株的菌液浓度提高了 9.3%。重组菌株葡萄糖消

耗速率及乙醇生成速率均高于对照菌株 (图 4B)，

耗糖时间比对照菌缩短了 12 h，重组菌株乙醇最

大浓度为 40.7 g/L (48 h)，比对照菌株提高了
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10.5%。表明重组菌株 S288C-LCB4 在含有 10 g/L

乙酸的发酵培养基中生长状态及乙醇发酵性能均

优于 S288C-HO。 

糠醛胁迫下重组菌乙醇发酵性能：3 g/L 糠醛

添加下(图 5A)，重组菌株 S288C-LCB4 的延迟期

比对照菌株 S288C-HO 缩短了 30 h，且最大菌液

浓度比对照菌株提高了 47.8%。葡萄糖消耗速率

及乙醇产率均高于对照菌株，相比对照菌株，重

组菌株提前 42 h 消耗完葡萄糖，乙醇最大浓度提

高了 21.7%，发酵时间缩短了 30 h (图 5B)。表明

在糠醛胁迫下，重组菌株生长及乙醇发酵性能均

明显优于对照菌株，LCB4 基因过表达提高了酵母

细胞对糠醛的耐受性。 

香草醛胁迫下重组菌乙醇发酵性能：S288C- 

LCB4 与 S288C-HO 在 2 g/L 香草醛胁迫下乙醇发

酵情况如图 6 所示。重组菌株比对照菌株提前   

24 h 进入对数期，且最大菌体浓度提高了 59.3%。

重组菌株耗糖速率显著提高，最大乙醇浓度比对

照菌提高了 56.2%，且发酵时间缩短了 44 h。重

组菌株 S288C-LCB4 香草醛耐受性显著增强。 

 

 

 
 

图 4  酿酒酵母 S288C-HO 与 S288C-LCB4 在 10 g/L 乙酸添加下的生长 (A)、残糖及乙醇浓度 (B) 的变化 

Fig. 4  The profiles of cells growth, residual sugar and ethanol during ethanol fermentation by S. cerevisiae S288C-HO 
and S288C-LCB4 when 10 g/L acetic acid was supplemented. (A) Growth curves. (B) Residual sugar and ethanol 
production. 

 

 

 
图 5  酿酒酵母 S288C-HO 与 S288C-LCB4 在 3 g/L 糠醛添加下的生长 (A)、残糖及乙醇浓度 (B) 的变化 

Fig. 5  The profiles of cells growth, residual sugar and ethanol during ethanol fermentation by S. cerevisiae S288C-HO 
and S288C-LCB4 when 3 g/L furfural was supplemented. (A) Growth curves. (B) Residual sugar and ethanol 
production. 
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重组菌株在抑制物胁迫下乙醇发酵性能比

较：重组菌株 S288C-LCB4 与对照菌株 S288C-HO

在乙酸、糠醛和香草醛胁迫下乙醇得率和乙醇产

率如表 2 所示。乙酸、糠醛和香草醛胁迫下重组

菌株乙醇得率比对照菌株分别提高 7.7%、22.6%

和 87.0%，乙醇产率分别提高 34.9%、85.4%和

330.8%，其中 2 g/L 香草醛胁迫下重组菌株乙醇

得率和乙醇产率提高最为明显。重组菌株提高了

菌株在乙酸、糠醛和香草醛胁迫下的乙醇发酵效

率，表明 LCB4 基因过表达提高了重组菌的乙酸、

糠醛和香草醛的胁迫耐受性。 

2.2.2  重组菌株在抑制物胁迫下发酵液中代谢物

的变化 

上述研究表明，相比对照菌株重组菌株

S288C-LCB4 乙酸、糠醛和香草醛的耐受性显著

提高。为研究重组菌株耐受性提高的机制对发酵

液中与抑制物耐受性相关的代谢物进行了检测 

(甘油、海藻糖和琥珀酸)，结果如图 7 所示。 

在 10 g/L乙酸胁迫下，重组菌株发酵液中甘油、

琥珀酸和海藻糖的含量分别比对照菌株提高了

32.7%、39.7%和 6.9%。乙酸的存在会导致胞内环

境酸化，细胞需要更多的 ATP 将 H+泵出细胞来维

持胞内正常的 pH[23-24]。琥珀酸含量的提高，促进

细胞 TCA 循环产生了更多的 ATP。甘油是乙醇发

酵过程中代谢副产物，大部分存在于细胞膜，具有

保护细胞的作用[25]。海藻糖不仅对细胞具有保护作

用，并且有助于提高酿酒酵母乙酸耐受性[26-27]。表

明细胞需要更多的 ATP 和保护性物质来应对乙酸对

细胞的毒性，因此 LCB4 过表达可以促进细胞产生更

多的甘油、琥珀酸来提高菌株对乙酸的耐受性。 

 

 
 

图 6  酿酒酵母 S288C-HO 与 S288C-LCB4 在 2 g/L 香草醛添加下的生长 (A)、残糖及乙醇浓度 (B) 的变化 

Fig. 6  The profiles of cells growth, residual sugar and ethanol during ethanol fermentation by S. cerevisiae S288C-HO 
and S288C-LCB4 when 2 g/L vanillin was supplemented. (A) Growth curves. (B) Residual sugar and ethanol 
production. 
 

 

表 2  抑制物胁迫下 LCB4 基因过表达对酿酒酵母 S288C 乙醇得率和产率的影响 

Table 2  Impact of LCB4 overexpression on ethanol yield and productivity of S. cerevisiae S288C with inhibitors 
supplemented 

Item 

10 g/L acetic acid 3 g/L furfural 2 g/L vanillin 

YE/CS 
(g ethanol/g glucose) 

PE/T 
(g ethanol/(L·h))

YE/CS 
(g ethanol/ 
g glucose) 

PE/T 
(g ethanol/ 

(L·h)) 

YE/CS 
(g ethanol/ 
g glucose) 

PE/T 
(g ethanol/ 

(L·h)) 
S288C-HO 0.39 0.63 0.31 0.41 0.23 0.26 

S288C-LCB4 0.42 0.85 0.38 0.76 0.43 1.12 
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重组菌株在 3 g/L 糠醛胁迫下，其甘油、琥

珀酸和海藻糖的含量分别比对照菌株提高了

21.5%、52.6%和 33.2%。糠醛抑制糖酵解途径和

TCA 循环，降低细胞内 NAD(P)H 浓度，造成细

胞 ROS 的积累导致细胞膜损伤[6-7]。细胞通过降

低细胞生长速率将 NADPH 和 ATP 用于细胞修复

而使细胞进入漫长的延迟期[4]。琥珀酸的增加可以

促进细胞产生大量的 ATP 和 NADPH，用于细胞损

伤后修复和生长消耗，NADPH 可以提供还原力

将糠醛还原为糠醇，达到解毒效果，琥珀酸还可

以参与到 γ-氨基丁酸 (γ-aminobutyric acid，GABA) 

途径，减弱糠醛造成的 ROS 积累[28]。甘油不仅具

有保护细胞的作用，还能在糠醛胁迫下维持细胞

内氧化还原平衡[25]。海藻糖的提高能在糠醛胁迫

下维持细胞膜、蛋白质和核酸等大分子物质的稳

定性[29]。表明细胞需要更多的还原力来应对糠醛

对细胞的毒性，因此 LCB4 过表达可以促进细胞

产生更多的琥珀酸来提高菌株对糠醛的耐受性。 

与对照菌株相比，在 2 g/L 香草醛胁迫下重

组菌株的甘油、琥珀酸和海藻糖的含量分别提高了

19.1%、64.5%和 60.8%。香草醛会导致细胞内 ROS

的积累，破坏线粒体，通过抑制核糖体组装而影

响翻译，细胞内以 NAD(P)H 为辅因子的还原酶可

以将香草醛转化成香草醇，降低香草醛的毒性[30]。

香草醛胁迫下，琥珀酸的生成促进了 TCA 循环产

生更多的 NAD(P)H 作为香草醛转化成香草醇的

还原力，且琥珀酸能够降低 ROS 的积累。海藻糖

作为酵母细胞内的能量储藏物质，在环境胁迫下通

过水解，为蛋白质复性和香草醛还原提供能量[29]。

因此 LCB4 过表达可以促进细胞产生更多的琥珀

酸和海藻糖来提高菌株对香草醛的耐受性。 

综上所述，基因 LCB4 过表达后，使菌株分泌

更多的保护性物质甘油和海藻糖，增加代谢中间物

琥珀酸的含量，通过维持细胞 pH 平衡、维持氧化

还原平衡或将抑制物转化为低毒物质，从而提高细

胞对抑制物 (乙酸、糠醛和香草醛) 的耐受性。 

2.2.3  抑制物混合添加对重组菌株乙醇发酵性能

的影响 

以上研究结果表明，重组菌株 S288C-LCB4

在乙醇发酵过程中对乙酸、糠醛和香草醛耐受性

均优于对照菌株 S288C-HO。而实际纤维素水解

液中存在抑制物种类较多且成分复杂，因此在单

一乙酸、糠醛和香草醛添加实验基础上，初步研

究了乙酸、糠醛和香草醛混合添加对重组菌株生

长及乙醇生成的影响 (图 8)。重组菌株在单一抑 
 

 

 

 
 

图 7  抑制物对重组菌株 S288C-LCB4 乙醇发酵胞外

代谢物的影响 

Fig. 7  Impact of inhibitors on extracellular metabolites of 
S. cerevisiae S288C-LCB4 during ethanol fermentation.  
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图 8  10 g/L 乙酸、3 g/L 糠醛和 2 g/L 香草醛及其混

合添加对重组菌 S288C-LCB4 生长及乙醇生成的影响 

Fig. 8  The profiles of cells growth and ethanol of     

S. cerevisiae S288C-LCB4 when 10 g/L acetic acid，3 g/L 

furfural, 2 g/L vanillin and their mixture were 
supplemented respectively.  
 
 

制物和混合抑制物胁迫下的细胞生长和乙醇生成

均低于对照空白组。与单一抑制物添加相比，抑

制物混合添加后重组菌生长和乙醇生成几乎完全

被抑制，而乙酸、糠醛和香草醛单独添加时达到

最大菌体浓度与对照组基本接近，乙醇生成分别

比对照组低 6.4%、21.2%和 13.5%。因此相比于

对照组，乙酸、糠醛和香草醛对重组菌生长的影

响基本一致，而 3 种抑制物混合添加对重组菌生

长的抑制率接近 90%，表明乙酸、糠醛和香草醛 3

种抑制物混合添加对重组菌株 S288C-LCB4 的生

长存在一定的协同抑制作用。 

3  结论  

酿酒酵母中 LCB4 编码长链鞘氨醇激酶，参

与细胞周期阻滞状态热激细胞的恢复。通过 DNA

重组技术将 LCB4 在酿酒酵母 S288C 中进行过表

达。对重组菌株 S288C-LCB4 进行了抑制物耐受

性评价，发现 S288C-LCB4 能够提高酿酒酵母在

含 10 g/L 乙酸、1.5 g/L 糠醛和 1 g/L 香草醛平板

的耐受性。在含 10 g/L 乙酸、3 g/L 糠醛和 2 g/L

香草醛的液体发酵中，重组菌株 S288C-LCB4 的

乙醇得率比对照菌株分别提高了 7.7%、22.6%和

87.0%，乙醇发酵产率提高了 34.9%、85.4%和

330.8%。研究结果表明基因 LCB4 过表达使重组

菌株在 3 种抑制物胁迫下，通过生成更多的保护

性物质，通过维持细胞 pH 平衡、氧化还原平衡、

生物大分子结构稳定性或将抑制物转化为低毒的

物质，提高重组菌 S288C-LCB4 对乙酸、糠醛和

香草醛的耐受性。该研究为选育高耐受性、高效

生产乙醇的工业酿酒酵母提供了新的研究方向和
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