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摘  要: 乙酸是木质纤维素类生物质水解液中的常见毒性抑制物，选育乙酸耐受性好的酿酒酵母菌株，有

利于高效利用木质纤维素类生物质，发酵生产生物燃料和生物基化学品。目前对酿酒酵母抗逆性的研究多

集中在转录水平，但对转运 RNA (Transfer RNA， tRNA) 在耐受性中的作用研究较少。在对酿酒酵母抗逆

性研究过程中发现，一些转运 RNA 基因在耐受性好的酿酒酵母菌株中转录明显上调。本文深入分析了精

氨酸 tRNA 基因 tR(ACG)D 和亮氨酸 tRNA 基因 tL(CAA)K 过表达对酿酒酵母耐受木质纤维素水解液的影响。

结果表明，在 4.2 g/L 乙酸胁迫条件下进行乙醇发酵时，过表达 tL(CAA)K 的菌株生长和发酵性能均优于对

照酵母菌株，乙醇生产强度比对照菌株提高了 29.41%，但过表达 tR(ACG)D 基因的菌株生长和代谢能力较

对照菌株明显降低，体现了不同 tRNA 的不同调控作用。进一步分析发现，过表达 tL(CAA)K 的重组酵母

菌株乙酸耐受性调控相关基因 HAA1、MSN2 和 MSN4 等胁迫耐受性相关转录因子编码基因的转录水平上调。

本文的研究为选育高效利用木质纤维素资源进行生物炼制的酵母菌株提供了新的改造策略，也为进一步揭

示酿酒酵母 tRNA 基因表达调控对抗逆性的影响提供了基础。 

关键词: 酿酒酵母，乙酸胁迫， tRNA，木质纤维素类生物质，乙醇发酵  
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Abstract:  Acetic acid is a common inhibitor present in lignocellulosic hydrolysate. Development of acetic acid tolerant 

strains may improve the production of biofuels and bio-based chemicals using lignocellulosic biomass as raw materials. 
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Current studies on stress tolerance of yeast Saccharomyces cerevisiae have mainly focused on transcription control, but the 

role of transfer RNA (tRNA) was rarely investigated. We found that some tRNA genes showed elevated transcription levels in 

a stress tolerant yeast strain. In this study, we further investigated the effects of overexpressing an arginine transfer RNA gene 

tR(ACG)D and a leucine transfer RNA gene tL(CAA)K on cell growth and ethanol production of S. cerevisiae BY4741 under 

acetic acid stress. The tL(CAA)K overexpression strain showed a better growth and a 29.41% higher ethanol productivity than 

that of the control strain. However, overexpression of tR(ACG)D showed negative influence on cell growth and ethanol 

production. Further studies revealed that the transcriptional levels of HAA1, MSN2, and MSN4, which encode transcription 

regulators related to stress tolerance, were up-regulated in tL(CAA)K overexpressed strain. This study provides an alternative 

strategy to develop robust yeast strains for cellulosic biorefinery, and also provides a basis for investigating how yeast stress 

tolerance is regulated by tRNA genes. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, acetic acid stress, tRNA, lignocellulosic biomass, ethanol fermentation 

木质纤维素类生物质材料具有来源广泛、储

量丰富、价格低廉，而且其生物炼制与粮食和耕

地无竞争关系等优势，因此，研究木质纤维素类

生物质的生物炼制对社会可持续发展具有重要意

义[1]。木质纤维素类生物质原料在酶解产生可发

酵糖之前需要首先进行预处理，这一过程经常产

生多种对发酵微生物生长和代谢具有抑制作用的

物质，包括弱酸类、酚类和呋喃醛类抑制物等，

其中乙酸是木质纤维素类生物质预处理过程产生

的主要抑制物[2]。乙酸进入细胞后可造成胞内酸

化，对酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 等发酵

微生物产生毒性，抑制其生长和发酵[3]。酿酒酵

母广泛用于木质纤维素生物炼制相关研究，利用

酿酒酵母生产纤维素乙醇引起了国内外的广泛关

注。研究表明，毒性浓度的乙酸抑制酿酒酵母多

个关键的代谢过程，存在复杂的耐受性调控机 

制 [4]。目前提高乙酸胁迫条件下发酵性能的方法

包括菌株驯化和遗传改造，以及过程工程手段 

(例如添加金属离子) 等[5]，其中驯化的缺点是需

要的时间长，而且菌株性能可能不够稳定；而添

加化学物质存在增加成本等问题。因此，研究酿

酒酵母乙酸耐受性的分子机制，并进一步通过代

谢工程改造提高酿酒酵母环境胁迫耐受性，对于

选育高效发酵木质纤维素原料水解液生产生物燃

料和化学品的菌株具有重要意义。 

目前对酿酒酵母乙酸耐受性机制的研究多集

中在转录调控，但蛋白翻译对环境胁迫的适应也

有重要影响，其中转运 RNA (Transfer RNA，tRNA) 

的丰度是影响胁迫条件下选择性翻译的重要因  

素[6]。研究发现，tRNA 丰度不受 mRNA 丰度影

响，即细胞可以改变其 tRNA 丰度选择性地影响

特定转录物的翻译速率，以增加在不同胁迫条件

下所需蛋白的水平[7]。但是，对于乙酸胁迫条件

下 tRNA 丰度调控酵母代谢和细胞生长的研究还

未见报道。 

本课题组前期研究表明，过表达组蛋白 H4

甲基转移酶编码基因 SET5 提高了酿酒酵母的乙

酸耐受性[8]，并在与对照菌株的比较转录组分析

结果中发现大量差异表达的 tRNA 基因。本文对

其中两个 tRNA 基因进行了分析，并探讨了作用

机理，为进一步选育高效利用木质纤维素水解液

进行生物转化的重组酵母提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 和酿酒酵母

模式菌株 S. cerevisiae BY4741 由本实验室保存。 

1.2  培养基 

LB 培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母粉 5，

NaCl 10，琼脂粉 20 (配制固体培养基时添加)；

YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖 20，酵母粉 10，蛋白

胨 20，琼脂粉 20 (配制固体培养基时添加)；液体

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 100，酵母粉 4，蛋白

胨 3 (未调 pH，初始 pH 为 5.8)。 
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乙酸胁迫条件下酿酒酵母乙醇发酵培养基：

在液体发酵培养基中添加终浓度为 4.2 g/L 的乙酸 

(未调 pH，初始 pH 为 3.5)。 

1.3  构建重组酵母菌株 

委托北京擎科生物科技有限公司分别将所选

择的 2 个 tRNA 基因 tR(ACG)D 基因片段和

tL(CAA)K 基因片段克隆至 pHO 整合表达载体 

(酶切位点为 PacⅠ和 Xma )Ⅰ [9]，并转化大肠杆菌

E. coli DH5α。将提取的表达质粒经 NotⅠ酶切线

性化，然后使用化学转化方法[10]转化到宿主酿酒

酵母 BY4741 中，利用含 G418 抗生素 (固体培养

基添加 300 μg/mL) 的抗性 YPD 平板筛选得到目

的基因过表达的阳性酿酒酵母重组菌株，并经培

养后提取其基因组作为模板，利用验证引物

BHO-F (5′-AAATGGCGTCGTACGACTGTAATTGC 

TTTT-3′) 和 BHO-R (5′-GCGCGCAAATTAAAGC 

CTTCGAGCGTCCCA-3′) 进行 PCR 验证。将获

得的 PCR 产物经过测序验证，选择正确的酿酒酵

母转化子进行后续分析。 

1.4  菌种活化、耐受性检测及乙醇发酵 

1.4.1  菌种活化 

将野生型酵母菌株 BY4741、含有空载体的对

照 酵 母 菌 株 BHO 及 重 组 酵 母 菌 株 BHO- 

tR(ACG)D 和 BHO-tL(CAA)K 接种至 YPD 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  乙醇发酵性能评价 

比较野生型菌株 BY4741、对照菌株 BHO、

重组菌株 BHO-tR(ACG)D 和 BHO-tL(CAA)K 分

别在乙酸胁迫条件下的生长和乙醇发酵性能。发

酵方法如下：菌株经活化后，当最终 OD600 为 0.1

时接种至含 100 mL 乙酸耐受性检测液体发酵培

养基的 250 mL 摇瓶中，30 ℃、150 r/min 条件下

培养。每隔 12 h 取样，测定发酵过程中菌体生物

量、残糖、乙醇和甘油浓度，每批实验每个菌株

进行 3 次独立重复实验，每次实验设置 3 个平行

得到一致的实验结果。 

1.5  发酵参数及代谢物的测定 

乙醇发酵过程中残糖浓度、乙醇浓度、乙醇

得率 (YE/CS)、乙醇生产强度 (PE/T) 以及甘油的测

定及分析方法参见文献[11]。 

1.6  RNA 提取及实时定量分析 

利用 Magen 酵母 RNA 提取试剂盒分别提取

4.2 g/L 乙酸胁迫条件下发酵过程中重组菌株

BHO-tR(ACG)D、 BHO-tL(CAA)K 和对照菌株

BHO 对数生长中期 (48 h) 细胞的总 RNA。参照

TSINGKE GoldenstarTM RT6 cDNA Synthesis Kit 

Ver.2 试剂盒方法将提取的 RNA 反转录为 cDNA；

Real-time PCR 参照 2×T5 Fast qPCR Mix (SYBR 

Green Ⅰ) 试剂盒方法进行，将所得数据进行基

因相对表达量的分析，选择 ALG9 作为管家基因

内参[12]。本文使用的实时定量引物见表 1。 

1.7  胞内氨基酸检测 

采用全自动高速氨基酸分析仪 (Hitachi L-8900，

日本) 测定酿酒酵母细胞内氨基酸组成。收集在

乙酸胁迫条件下液体发酵培养基中生长到对数中

期 (48 h) 的酵母细胞，在 4 ℃、3 000×g 离心    

5 min 收集细胞。经无菌蒸馏水洗涤 2 次后，将细

胞颗粒悬浮于 800 μL 100 mmol/L HCl 溶液中。然

后将 500 μL 0.5 mm 直径的玻璃珠加入悬浮液中，

在–20 ℃预冷的金属模块中于 50 Hz 下，匀浆 110 s，

停止 10 s，振荡重复 5 次。在 12 000×g、4 ℃离心

5 min 后，将 400 μL 上清液与 200 μL 16.7% (W/V) 

磺基水杨酸充分混合，并在 4 ℃孵育 1 h。将混合

物在 15 000×g、4 ℃下离心 30 min，收集上清液，

用 1 mol/L NaOH 调 pH 至 1.70–2.20。上清液经 

0.22 μm 滤膜过滤后上样分析。最终氨基酸含量采

用细胞干重 (DCW) 进行归一化处理。细胞经两

次洗涤，并在 45 ℃孵育超过 48 h，用于测定每个

样品的 DCW。 
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表 1  本文所用的 RT-qPCR 引物序列 
Table 1  RT-qPCR primers used in this study 

Primer names Primer sequences (5′–3′) 

rt-tL(CAA)K-F TTGTTTGGCCGAGCGGTCTA 

rt-tL(CAA)K-R ACGATACCTGAGTATTCCCACAGTT

rt-ALG9-F GGAATTATTGCCTTCTGCCGTTGC 

rt-ALG9-R AGACCCAGTGGACAGATAGCGTAG

rt-HAA1-F GTGTGGGCGAAGTTAGCGTTCC 

rt-HAA1-R TGCAGCGGTTGCGGTTGTAC 

rt-PMA1-F CCGTCGGTGCTGCTTACTTGG 

rt-PMA1-R ACAGTGTATGGTTCGTGCAAGGAC

rt-MSN2-F GCTGGGGTTACGAAGGAAAGAAGG

rt-MSN2-R TGGGACAAATGTGACAGTGGAACG

rt-MSN4-F TCTCAAGTCATCTCCGGCTCAGG 

rt-MSN4-R TTTAGCGGCAGCAGAGGCATTATC

rt-CAR1-F CGAACAGATTCCCCTTGACC 

rt-CAR1-R TATCAGCGTGGGCGTCTATC 

rt-PRO3-F TGTGCGGTGGTGTCCTACTCAG 

rt-PRO3-R AAGCCGTAGCAGCATCCATGTTC 

rt-ADY2-F TTCAGCCTTCGCGTTGACGAC 

rt-ADY2-R AGCACAACCGACGACAACATTAGG

rt-JEN1-F CGTGGTTGTCTGCGGCTTGG 

rt-JEN1-R GGTGATGTCCTTGGTTGGTCTGTC 

rt-PUT1-F TCATGTGTCGGTACTTGGCAGTTG 

rt-PUT1-R AGCACCACGAACCAGTTTCAGC 

rt-TRM4-F GCTGCTCCTGGCTCCAAAACTG 

rt-TRM4-R TCTTCTGGCATCGGCATCATTAGC 

rt-RPL22A-F GTCGGTAACTTGGGTAACGCTGTC 

rt-RPL22A-R ACCAGAGAACTTGGCAGTGGAAAC

 

2  结果与分析 

2.1  乙酸胁迫条件下 tRNA 基因差异表达分析 

对 SET5 基因过表达酵母菌株和对照菌株在

乙酸胁迫下的转录组进行比较分析，发现大量转

录有差异的 tRNA 基因，具体见表 2。 

由表 2 可以看出，大量转运 RNA 基因在 SET5

过表达菌株中转录水平发生明显变化，其中，表

达水平提高最显著的 tRNA 基因是编码精氨酸

tRNA 的基因 tR(ACG)D，其将 CGU、CGC 以及

CGA 密码子解码为精氨酸。研究表明，该基因是

非必需基因，其缺失突变体在低葡萄糖 (0.025%葡 

表 2  乙酸胁迫条件下 SET5过表达菌株中转录水平显

著变化的 tRNA 基因 
Table 2  The tRNA genes show significant changes at 
the transcription level in SET5 overexpression strain 
under acetic acid stress 

Genes Log2 Fold change P value Description

tR(ACG)D 6.02 0.000 tRNA-Arg

tL(CAA)K 4.73 0.032 tRNA-Leu

tG(GCC)D2 4.02 0.000 tRNA-Gly

tG(GCC)O1 3.67 0.001 tRNA-Gly

tK(UUU)P 3.20 0.012 tRNA-Lys 

tT(AGU)H 3.05 0.022 tRNA-Thr 

tI(AAU)I1 2.88 0.040 tRNA-Ile 

TRT2 2.76 0.000 tRNA-Thr 

tR(ACG)L 2.20 0.014 tRNA-Arg

tN(GUU)F 2.02 0.014 tRNA-Asn

tN(GUU)P 1.87 0.000 tRNA-Asn

tR(UCU)G3 1.84 0.000 tRNA-Arg

tH(GUG)E2 1.75 0.000 tRNA-His 

tG(GCC)G1 1.64 0.012 tRNA-Gly

tQ(UUG)D3 1.63 0.003 tRNA-Gln

tE(UUC)C 1.62 0.000 tRNA-Glu

tE(UUC)J 1.30 0.004 tRNA-Glu

tN(GUU)N1 1.29 0.000 tRNA-Asn

TGA1 1.26 0.006 tRNA-Ala 

tA(UGC)E 1.24 0.046 tRNA-Ala 

tD(GUC)B 1.13 0.011 tRNA-Asp

tW(CCA)P 1.03 0.000 tRNA-Trp 

tG(GCC)P1 –1.23 0.022 tRNA-Gly

tR(ACG)J –1.27 0.007 tRNA-Arg

tV(AAC)E2 –1.29 0.014 tRNA-Val 

tV(AAC)K1 –1.84 0.013 tRNA-Val 

tG(GCC)D1 –5.12 0.004 tRNA-Gly

tL(UAG)J –5.27 0.002 tRNA-Leu

 
萄糖) 的营养条件下生长缓慢[13]。此外，编码亮

氨酸 tRNA 的基因 tL(CAA)K 也明显上调。该基因

也是非必需基因，在还原剂 1,4-二硫苏糖醇的作

用下，其缺失突变体的生长速度快于野生型[13]。

有研究报道，在过氧化氢胁迫条件下，m5C 甲基

转移酶 Trm4p 响应胁迫，增加了带有 m5C 修饰的

tRNALEU(CAA)的比例，表明氧化胁迫诱导的 tRNA

甲基化修饰对翻译过程的重编程作用[14]。但是，
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目前对乙酸胁迫条件下 tRNA 基因转录变化的研

究还未见报道。已知 SET5 编码组蛋白 H4 甲基转

移酶[15]，但对其如何调控 tRNA 基因的转录水平

还没有研究报道。本研究发现在乙酸胁迫条件下，

SET5 过表达引起 tRNA 基因转录的变化，提示该

组蛋白修饰酶对乙酸胁迫的调控可能和 tRNA 基

因表达量的变化有关。 

2.2  重组菌株的乙酸耐受性和乙醇发酵性能 

为了研究特定 tRNA 基因的过表达是否影响

酿酒酵母的乙酸耐受性，构建了分别过表达

tR(ACG)D 和 tL(CAA)K 基因的重组菌株。在无胁

迫的条件下，过表达菌株生长表型和发酵性能与

对照菌株无明显差别，表明过表达基因 tR(ACG)D、

tL(CAA)K 没有影响菌株的正常生长  (结果未显

示)。对所获得的重组菌株进行抑制物耐受性评

价，由图 1A 可得，在乙酸浓度为 4.2 g/L 的胁迫

条件下 (未调 pH，初始 pH 为 3.50)，过表达基因

tL(CAA)K 菌株的生长速度明显快于对照菌株，表

明过表达 tL(CAA)K 能够促进酵母菌株乙酸胁迫

条件下的生长。由于添加乙酸的同时也会造成发

酵环境 pH 的降低，因此添加乙酸对菌株生长造

成的胁迫影响可能是分子态乙酸导致的，也可能

是低 pH 的环境导致的。测量发酵液中添加 4.2 g/L

乙酸时的初始 pH 值为 3.5，并进行了用 HCl 调初

始 pH 值 3.5 条件下的发酵实验，观察到菌株生长

并未表现出延滞期，且生长状态无差别。综上可

知，在 4.2 g/L 乙酸胁迫下，初始 pH 3.50 的酸性

环境对菌株生长无影响，是分子态乙酸产生了主

要胁迫 (结果未显示)。 

葡萄糖消耗以及乙醇产生如图 1B、1C 所示，

重组菌株 BHO-tL(CAA)K 的葡萄糖消耗速率及乙

醇生产强度均快于对照菌株。96 h 结束发酵时，

tL(CAA)K 基因过表达菌株基本消耗完葡萄糖，而

对照菌株和 tR(ACG)D 基因过表达菌株仍有大

量葡萄糖残余  (表 3)。菌株 BHO-tL(CAA)K 的

乙醇产量为 42.49 g/L，高于对照菌株的乙醇产量

32.94 g/L；但菌株 BHO-tR(ACG)D 生成的乙醇量

只有 23.11 g/L，低于对照组。分析发酵 96 h 的乙

醇生产强度，对照菌株 BHO 为 0.34 g/(L·h)，而过

表达 tL(CAA)K 后乙醇生产强度达到 0.44 g/(L·h)，

提高乙醇生产强度达 29.41%，表明重组菌株

BHO-tL(CAA)K在含有 4.2 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对照菌株。 

对重组酵母和对照菌株乙醇发酵副产物甘油

浓度进行分析，在 4.2 g/L 乙酸胁迫下，重组菌株

BHO-tL(CAA)K 发酵液中甘油含量比对照菌株提

高了 22.3% (图 1D)。甘油作为乙醇发酵过程中的

主要代谢副产物之一，其生物合成有助于细胞的

氧化还原平衡和高渗胁迫耐受性，也和氧化胁迫

等其他胁迫耐受性有关[16]，推测 tL(CAA)K 过表

达可能调控碳代谢中甘油的合成，提高乙酸胁迫

条件下酵母的发酵效率。 

2.3  过表达 tL(CAA)K 菌株关键基因的实时定量

分析 

已知多个基因的表达和乙酸耐受性密切相

关，包括乙酸耐受性调控相关基因 HAA1[17-18]、

质子转运蛋白基因 PMA1[19]等，本文选择了和乙

酸耐受性相关的已报道关键基因进行了实时定量

分析，结果如图 2 所示。在重组菌株中，tL(CAA)K

基因的相对表达量是对照菌株的 17.5 倍，证明

tL(CAA)K 基因在重组菌株中成功过表达。重组菌

株 BHO-tL(CAA)K 中与乙酸耐受性机制相关的基

因 HAA1、MSN2、MSN4、ADY2、JEN1 转录水平

上调，分别是对照菌株的 2.5、1.2、5.0、2.6、     

2.4 倍。转录因子 Haa1p 可以调控约 80%的乙酸耐

受性基因的激活[17-18]，也能直接调控 MSN4[18]。过

表达 HAA1 可提高酿酒酵母的乙酸耐受性[20]。研

究表明，MSN2 和 MSN4 编码的胁迫相关转录因子

也和酿酒酵母乙酸耐受性相关[21]，因此这 3 个关键

转录因子编码基因过表达对提高乙酸耐性起到关

键作用，推测 tL(CAA)K 通过上调 HAA1、MSN2 和

MSN4 这 3 个关键的转录因子提高重组酵母的乙酸 
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图 1  酿酒酵母 BY4741、BHO 与 BHO-tR(ACG)D、BHO-tL(CAA)K 在 4.2 g/L 乙酸添加下的生长 (A)、残糖 (B)

及乙醇浓度 (C)、甘油产量 (D) 的变化 
Fig. 1  The profiles of cell growth (A), residual sugar (B), ethanol production (C) and glycerol production (D) of     
Saccharomyces cerevisiae strains BY4741, BHO, BHO-tR(ACG)D and BHO-tL(CAA)K when 4.2 g/L acetic acid was 
supplemented. 
 
表 3  乙酸胁迫下分别过表达 tR(ACG)D、tL(CAA)K 对酿酒酵母 BY4741 乙醇发酵的影响 
Table 3  Effects of overexpressing tR(ACG)D or tL(CAA)K on ethanol production by Saccharomyces cerevisiae under 
acetic acid stress 

Strains Si (g/L) Sf (g/L) Sc (g/L) Emax (g/L) YE/S (g/g) Y (%) YE/T (g/(L·h)) 

BY4741 98.07 20.43 78.24 33.46 0.43 0.84 0.35 

BHO 97.46 24.51 73.03 32.94 0.45 0.88 0.34 

BHO-tR(ACG)D 96.42 43.46 53.64 23.11 0.43 0.84 0.24 

BHO-tL(CAA)K 95.96 3.80 92.11 42.49 0.46 0.90 0.44 

Fermentation time: 96 h; Si: initial glucose concentration; Sf: the sugar concentration when fermentation was finished; Sc: 
consumed sugar; Emax: maximal ethanol concentration; YE/S: ethanol yield, g(ethanol)/g(glucose/sugars); Y: ratio of ethanol 
yield to the theoretical value of 0.511 g (ethanol)/g (glucose); YE/T: ethanol productivity. 4.2 g/L acetic acid was added. 
 

耐受性。由 PMA1 编码的质膜 ATPase 是胞质酸碱

度和质膜电位的主要调节因子之一，可以将质子

泵出细胞以恢复胞内的 pH[19]。已有报道表明，

PMA1 的过表达增强了酿酒酵母对各种类型胁迫的

耐受性[19]。但是在本研究中，未发现 PMA1 转录水

平有明显变化，提示 tL(CAA)K 过表达提高耐性的

机制和质子转运无关。本课题组前期研究表明，

羧酸转运蛋白编码基因 ADY2和 JEN1的敲除也可

以增强酿酒酵母对乙酸的耐受性[22-23]。在乙酸胁

迫条件下，BHO-tL(CAA)K 与对照菌株相比，PMA1 
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图 2  乙酸胁迫下重组酵母中 tL(CAA)K 和其他关键基因的转录水平与对照菌株的比较 
Fig. 2  Transcription levels of tL(CAA)K and other key genes in the recombinant yeast overexpressing tL(CAA)K under 
acetic acid stress when compared to the control strain. *: P≤0.05. **: P≤0.01. tL(CAA)K: leucine tRNA (tRNA-Leu); 

HAA1: transcriptional activator gene involved in adaptation to weak acid stress; PMA1: plasma membrane P2-type 
H+-ATPase gene, pumps protons out of cell, major regulator of cytoplasmic pH and plasma membrane potential; MSN2: 
and MSN4: genes encoding stress-responsive transcriptional activator; CAR1: arginase gene, catabolizes arginine to 
ornithine and urea; PRO3: gene encoding delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase, catalyzes the last step in proline 
biosynthesis; ADY2: acetate transporter gene required for normal sporulation; JEN1: gene encoding 
monocarboxylate/proton symporter of the plasma membrane; PUT1: proline oxidase gene. 
 
转录无显著差异，而 ADY2 和 JEN1 的转录提高，

推测重组菌株乙酸耐受性提高和阻止乙酸吸收无

关。另外，有文献报道，促进酵母细胞将乙酸转

化为乙酰辅酶 A 可达到解毒作用[24]，但是，检测

发酵液中乙酸的浓度未发现重组菌株和对照菌株

的差异 (数据未显示)，因此推测重组菌株乙酸耐

受性提高和进一步转化利用无关。 

Car1p 参与酿酒酵母降解精氨酸，能催化精

氨酸水解为鸟氨酸和尿素，在尿素循环中起到重

要作用。研究表明，敲除 CAR1 可以提高酿酒酵

母的乙醇耐受性[25]。过表达 CAR1 是否提高酿酒

酵母菌株的乙酸耐受性有待深入研究。本研究中

检测到过表达 tL(CAA)K 菌株中 CAR1 的转录水平

提高了 8.4 倍，可能对于重组菌株乙酸耐受性提

高有积极作用，有待进一步验证。同时也观察到

在过表达 tL(CAA)K 的菌株中编码脯氨酸合成酶

的基因 PRO3 转录水平表达上调，该基因编码的

酶在胞内脯氨酸的合成的最后一步起关键作用[26]。

另外，转录水平提高最显著的基因 PUT1 编码脯

氨酸氧化酶，在催化线粒体内脯氨酸降解中发挥

重要作用，将脯氨酸氧化为 δ1-吡咯啉-5-羧酸盐，

最终降解为谷氨酸参与三羧酸循环，为菌株生长

供能[26]。目前线粒体中的脯氨酸降解机理尚未阐

明，PUT1 过表达与酵母乙酸耐受性的关系目前

还没有研究报道，值得进一步深入分析。由于以

上氨基酸合成和降解酶基因转录发生明显变化，

我们检测了胞内氨基酸的含量，结果将在下文进

一步讨论。 

2.4  过表达 tL(CAA)K 菌株在乙酸胁迫下的胞内

氨基酸检测 

氨基酸代谢和酿酒酵母乙酸耐受性有密切关

系[4]，有研究表明，酿酒酵母吸收赖氨酸和抵抗

氧化胁迫耐受性相关[27]。由于氨基酸代谢和蛋白

翻译密切相关，因此对乙酸胁迫下酵母菌株胞内
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的氨基酸含量进行了检测，探究 tRNA 过表达对

氨基酸代谢的影响。由图 3 可看出，丙氨酸、精

氨酸和甘氨酸等含量在过表达 tL(CAA)K 的菌株

中比对照菌株低，而重组菌株中亮氨酸、脯氨酸

和谷氨酸等含量上升。其中胞内氨基酸含量发生

显著变化的为：天冬氨酸含量显著下降 (P≤0.05)，

鸟氨酸含量显著上升 (P≤0.01)。在乙酸等抑制物

存在的条件下，细胞产生氧化胁迫造成蛋白质变

性，而脯氨酸和带电荷的氨基酸 (如精氨酸和谷氨

酸) 可以抑制蛋白质的变性，有助于细胞恢复正常

的生理代谢功能，是良好的应激保护物质[26]。在

转录水平检测到脯氨酸合成酶基因 PRO3 和脯氨

酸氧化酶基因 PUT1 转录水平均上调，而重组菌

株胞内脯氨酸含量上升，提示 PUT1 编码的脯氨

酸降解酶没有发挥作用，推测 Put1p 可能存在转

录后或者翻译后调控，导致其酶活不一定提高，

且脯氨酸降解过程发生在线粒体，细胞器区格化

水平可能也存在调控的机制。本研究提示，后续

需要深入进行蛋白水平和酶活水平的分析，全面

揭示相关的分子机制。鸟氨酸是由 CAR1 编码的

精氨酸酶催化精氨酸水解生成的，重组菌株

BHO-tL(CAA)K中CAR1转录水平提高 (图2) 可能

催化精氨酸水解为鸟氨酸，这与胞内氨基酸检测结

果中精氨酸含量下降、鸟氨酸含量显著提高一致，

因此推测鸟氨酸含量的提高可能是菌株乙酸耐受

性提高的重要影响因素之一。研究表明，天冬氨酸 

 

 
 
图 3  酿酒酵母 BHO 与 BHO-tL(CAA)K 在添加 4.2 g/L 乙酸条件下的胞内氨基酸含量 
Fig. 3  The intracellular amino acid content of S. cerevisiae strains BHO and BHO-tL(CAA)K when 4.2 g/L acetic acid 
was supplemented. (A) The content of amino acid is less than 1×104 mol/g DCW. (B) The content of amino acid is higher 
than 1×104 mol/g DCW. *: P≤0.05. **: P≤0.01. 
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的积累可有效增强乳酸菌的弱酸胁迫耐受性[28]，

而本研究结果中重组酵母天冬氨酸含量下降与菌

株胁迫耐受性提高是否有关仍需进一步探究。 

本文为首次报道特定 tRNA 基因过表达能提

高乙酸耐受性。目前尚不清楚 tRNA 丰度的变化如

何调控菌株乙酸胁迫耐受性，深入的机理分析还有

待进一步研究。除 tRNA 丰度外，研究还表明在逆

境胁迫下，tRNA 可裂解成不稳定的片段、空载

tRNA 和 tRNA 的修饰等都与生物应激反应中细胞

整体代谢的基因表达调控有着密切的关系[6,29]。在

前期研究中发现，亮氨酸 tRNALeu(CAA)甲基化酶基

因缺失提高了酿酒酵母短暂过氧化氢冲击胁迫的

敏感性[14]，本文报道了特定 tRNA 基因过表达提高

了酿酒酵母在长期乙酸胁迫条件下的生长和乙醇

发酵性能。目前不清楚该 tRNA 表达量的提高和其

甲基化是否共同影响酿酒酵母的乙酸耐受性，此

外，菌株中 tRNA 表达量变化如何影响生长也值得

进一步探究。理解相关分子机理，有利于在翻译调

控水平定向调控菌株的胁迫耐受性，构建高效发酵

菌株，提高木质纤维素类生物质的生物转化效率。 

3  结论 

过表达酿酒酵母编码亮氨酸转运 RNA 的

tL(CAA)K 基因能显著提高酿酒酵母细胞对乙酸的

耐受性，提高乙酸胁迫条件下的乙醇产率，从而

改善发酵性能，且胞内天冬氨酸含量显著下降，

鸟氨酸含量显著提高，同时催化精氨酸水解为鸟

氨酸的 Car1p 编码基因转录水平提高。此外，与

乙酸耐受性相关的关键转录因子基因 HAA1、

MSN2 和 MSN4 转录水平也上调。本文的研究结果

为进一步研究不同 tRNA 基因表达量变化对酿酒

酵母环境胁迫耐受性的影响提供了基础，也为利

用 tRNA 基因构建高效发酵菌株提供了新的思路。 
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