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摘要:研究Tup1 基因对酿酒酵母 (Saccharomyces
 

cerevisiae)细胞耐高糖性状的影响。利用Cre/loxP系统

对单倍体细胞中的转录因子Tup1 基因进行敲除,单倍体细胞复倍后研究基因缺失菌株的性状变化。结果表

明,Tup1 基因缺失虽然减弱了菌株的呼吸能力,但却增强了菌株在高浓度葡萄糖培养基中的生长和发酵能

力。Tup1 基因可能通过调节酿酒酵母细胞呼吸强度来调控细胞的高糖应激反应。
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0 引言

  酿酒酵母(Saccharomyces
 

cerevisiae)是重要的

工业生产菌株,在工业应用中会面临各种各样的环境

压力。高糖环境是酿酒酵母在乙醇发酵过程中常遇

到的一种压力条件,筛选耐高糖酿酒酵母菌株,研究

酿酒酵母耐高糖机制,了解耐高糖性状与基因表达、
调控的关系,对选育、改造优良菌株和提高工业生产

效率意义重大。Tup1 基因是一个普遍抑制因子,负
责调节酿酒酵母在不同环境下的转录表达,有研究发

现敲除Tup1 基因后,明显解抑制的基因不少于300
个[1]。由4个Tup1和1个Ssn6亚基组成的Tup1􀆼
Ssn6复合体是最早被识别的共阻遏复合体之一[2,3]。
酿酒酵母Tup1蛋白由713个氨基酸组成,从功能上

分为3个蛋白􀆼蛋白互作区域,不同区域参与不同基

因的 转 录 调 控[4]。Lin 等[5]利 用 基 因 缺 失 研 究

Mig1、Tup1 和Ssn6 对酵母葡萄糖抑制作用的影

响,发现Tup1 基因与其他两个基因不同,缺失后对

酵母解除葡萄糖抑制麦芽糖利用的能力有负作用。

Han等[6]研究发现调节糖酵解和糖原异生转录所需

的3,5􀆼二磷酸磷脂酰肌醇激酶受Tup1 基因抑制。
丛建国等[7]利用生物信息学研究Tup1 基因网络的

非线性行为特征,基因缺失突变芯片数据显示,Tup1
对13号染色体上的基因是激活而不是抑制作用。

Rizzo等[8]利用 MNase􀆼ChIP􀆼chip法对酿酒酵母野

生菌株和Tup1Δ菌株的核小体进行测序分析,首次

获得Tup1蛋白在染色质上的结合位置。最新研究

发现,Tup1 基因参与白色念珠菌毒性相关基因的表
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达调控[9],Rania等[10]发现Tup1 基因表达量与新设

计合成的抗白色念珠菌药物SR的活性之间存在正

相关性,为今后抑制白色念珠菌及其他依赖Tup1 基

因的真菌感染药物设计提供参考。在前期研究中,本
研究团队对筛选获得的耐高糖酿酒酵母突变菌株进

行转录组测序分析[11],PheNetic网络分析结果显示,

Tup1 基因是突变菌株突变性状的主要诱发因子之

一,在互作网络中直接或间接影响众多其他基因。本

研究通过测定Tup1 基因缺失菌株在高糖培养基中

的生长和发酵情况,更准确地了解Tup1 基因对酿酒

酵母耐高糖性状的影响,为后续研究酿酒酵母耐高糖

机制和酿酒酵母菌株改造提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种和质粒

  Saccharomyces
 

cerevisiae
 

UV02_HG(以下简称

UV02_HG)为本研究团队以甘蔗糖厂废弃物中筛选

的酿酒酵母菌株为出发菌株紫外诱变获得。Saccha-
romyces

 

cerevisiae
 

UV02_ HGΔTup1(以 下 简 称

UV02_HGΔTup1)为缺失Tup1 基因的 UV02_HG
菌株。pUG6和pSH65质粒保存于国家非粮生物质

能源工程技术研究中心。

1.1.2 培养基

  酵母膏胨葡萄糖(YPD)培养基:胰蛋白胨2%,
酵母提取物1%,葡萄糖2%,固体培养基添加2%

 

琼

脂粉;G418在液体培养基中的终浓度为200
 

μg/

mL,在固体培养基中的终浓度为300
 

μg/mL;
 

Zeo-
cin的使用浓度为50

 

μg/mL。
 

  葡萄糖梯度培养基:胰蛋白胨2%,酵母提取物

1%,葡 萄 糖 浓 度 梯 度 分 别 为20%(YP20)、30%
(YP30)、40%(YP40)。

  产孢培养基:酵母粉0.25%,葡萄糖0.1%,KCl
 

0.18%,NaAc
 

0.82%,琼脂粉2%。

1.1.3 酶与试剂

  PCR 试 剂、DNA
 

marker、限 制 性 内 切 酶 为

TaKaRa公司产品;Yeast
 

extract,Trytone为 OX-
OID产品;抗生素、SDS、EDTA、This·HCl、山梨醇

购自上海生工生物工程有限公司;TTC为Sigma公

司产品;Tris饱和酚为Solarbio公司产品;蜗牛酶购

自上海源叶生物科技有限公司。

1.1.4 主要仪器设备

  超净工作台型号为苏州净化SW􀆼CJ,PCR仪型

号为 Biometra
 

Tpersonal
 

P,分 光 光 度 计 型 号 为

Bechman
 

coulter
 

DU800,电 转 化 仪 型 号 为 BTX
 

ECM630,显微镜型号为Nikon
 

80i,高效气相色谱仪

型号为 Agilent
 

6890N,离心机型号为 HETTICH
 

Mimiko
 

200R,凝胶成像系统为Biometra。

1.2 方法

1.2.1 Tup1 基因敲除

  酿酒酵母单倍体(MATa型和 MATα型)细胞制

备参照文献[12],阳性重组子PCR验证参照文献

[13],单倍体细胞杂交复倍及抗性消除参照文献[14,

15]。敲除组件扩增引物名称和序列见表1(小写碱

基是目的基因读码框两侧同源序列,大写碱基是

pUG6质粒上loxP两端序列)。基因缺失菌株PCR
验证引物见表2。
表1 扩增敲除组件PCR引物

Table
 

1 PCR
 

primers
 

of
 

amplification
 

of
 

knockout
 

components

引物名称
Name

 

of
 

primers
引物序列(5'􀆼3')
Sequence

 

of
 

primers
 

(5'􀆼3')

Tup1
 

Kan􀆼F ttcacgccaagttacctttcgcacaccactactctttttctatt􀆼
gCCAGCTGAAGCTTCGTACGC

Tup1
 

Kan􀆼R
cacaggaaaaggaggggaagggatgaatggtgaggaaa􀆼
gtaactgGCATAGGCCACTAGTG-
GATCTG

表2 PCR验证引物

Table
 

2 PCR
 

primers
 

of
 

verification

引物名称
Name

 

of
 

primers
引物序列(5'􀆼3')
Sequence

 

of
 

primers
 

(5'􀆼3')

Tup1􀆼A CCTCTATCTGTCCTTCTG

Tup1􀆼D GAACCGCAATATTCAGAAAC

Kan􀆼B GGATGTATGGGCTAAATG

Kan􀆼C TCGACATCATCTGCCCAGATG

1.2.2 不同浓度葡萄糖固体培养基上的生长情况

  计算活化的新鲜菌液细胞浓度,每株取约1×
109

 

个细胞离心收集菌体,用无菌水重悬,使细胞初始

浓度为1×109
 

cells/mL,再将浓度分别稀释至1×
108,1×107,1×106,1×105,1×104

 

cells/mL,每个

浓度吸取2
 

μL菌悬液,分别点到不同浓度葡萄糖固

体培养基上,30°C培养2
 

d,观测菌株生长情况。

1.2.3 测定YPD培养基中的生长曲线

  计算活化的新鲜菌液细胞浓度,每株取约1.5×
107

 

个细胞转接至5
 

mL
 

YPD培养基中,摇床培养

(30°C,180
 

r/min),每隔4
 

h取样,用细胞计数法测

定各菌株的生长曲线。
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1.2.4 测定YP40培养基中的生长和发酵曲线

  计算活化的新鲜菌液细胞浓度,每株取约1.5×
108

 

个细胞转接至50
 

mL
 

YP40培养基中,摇床培养

(30°C,200
 

r/min),每隔4
 

h取样,用细胞计数法测

定菌株的生长曲线,气相色谱测定乙醇发酵曲线。

1.2.5 测定细胞相对呼吸强度

  参 照 文 献[16],用2,3,5􀆼三 苯 基 氯 化 四 唑

(TTC)法 测 定 细 胞 的 相 对 呼 吸 强 度。按 照 1%
(V/V)的接种量将活化的新鲜菌液接入5

 

mL
 

YPD
或YP40培养基中,30°C,180

 

r/min
 

培养至对数生长

期时离心收集菌体,转接至10
 

mL
 

YPD或YP40培

养基中,调整菌液浓度至OD600=1.0,向菌液中加入

TTC(终浓度为0.5
 

mg/mL),30°C,180
 

r/min
 

培养

6
 

h后取5
 

mL离心收集菌体,用1
 

mL
 

95%乙醇重

悬,剧烈震荡(约10
 

min)使细胞破壁,12
 

000
 

r/min
离心10

 

min,测定上清液在480
 

nm下的吸光值,以
出发菌株的呼吸强度为100%,根据测定结果计算每

株菌的相对呼吸强度。

2 结果与分析

2.1 基因缺失菌株PCR验证

  以筛选的阳性重组子DNA为模板,用Tup1􀆼A、

Kan􀆼B、Kan􀆼C、Tup1􀆼D引物进行PCR扩增验证,如
图1所示,两对引物在 MATa型和 MATα型单倍体

DNA中分别扩增到大小约为300
 

bp的片段,片段送

测序公司测序后证实目的基因片段缺失成功。

2.2 基因缺失菌株性状测定

  通过PCR验证的单倍体基因缺失菌株,复倍和

消抗后,进行性状测定。

2.2.1 不同浓度葡萄糖固体培养基上的生长情况

  如图2所示,对不同浓度梯度细胞在固体培养基

平板上生长形成的菌落大小、菌落数量进行分析,发
现基因缺失菌株 UV02_HGΔTup1 在 YPD培养基

上的生长情况不如出发菌株 UV02_HG,在 YP20、

YP30和YP40培养基上的生长情况优于出发菌株。
说明Tup1 基因缺失后,酿酒酵母细胞在YPD培养

基上的生长受到抑制,但对高糖环境的适应能力却得

到增强。

2.2.2 在YPD中的生长曲线

  如图3所示,在 YPD培养基上,基因缺失菌株

UV02_HGΔTup1 的生长速率和最大细胞数都比出

发菌株UV02_HG低,这与在YPD固体平板上的生

长情况一致,说明Tup1 基因的缺失影响了酵母细胞

的正常生长。

  M.DL2000
 

DNA
 

marker;1.MATa型,Tup1􀆼A和Kan􀆼B
引物扩增产物;2.MATa型,Kan􀆼C和 Tup1􀆼D引物扩增产

物;3.MATα型,Tup1􀆼A和 Kan􀆼B引物扩增产物;
 

4.MATα
型,Kan􀆼C和Tup1􀆼D引物扩增产物

  M.DL2000
 

DNA
 

marker,1.MATa
 

type,product
 

ampli-
fied

 

by
 

primers
 

Tup1􀆼A
 

and
 

Kan􀆼B,2.MATa
 

type,product
 

amplified
 

by
 

primers
 

Kan􀆼C
 

and
 

Tup1􀆼D,3.MATα
 

type,

product
 

amplified
 

by
 

primers
 

Tup1􀆼A
 

and
 

Kan􀆼B,4.MATα
 

type,product
 

amplified
 

by
 

primers
 

Kan􀆼C
 

and
 

Tup1􀆼D
图1 PCR验证基因缺失

Fig.1 PCR
 

verification
 

of
 

gene
 

missing

1.菌株UV02_HG,2.菌株UV02_HGΔTup1
1.Strain

 

UV02_HG,2.Strain
 

UV02_HGΔTup1
  图2 菌株UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在不同浓度

葡萄糖培养基上的生长情况

  Fig.2 Growth
 

situation
 

of
 

strains
 

UV02_ HG
 

and
 

UV02_HGΔTup1
 

in
 

solid
 

medium
 

under
 

different
 

glucose
 

concentration

2.2.3 在YP40中的生长和发酵曲线

  在 YP40 培 养 基 中,基 因 缺 失 菌 株 UV02_

HGΔTup1 前期生长速率高于出发菌株,28
 

h后生

长速率降低,最大细胞数为7.43×108
 

cells/mL,略
小于出发菌株的最大细胞数7.60×108

 

cells/mL(图

4)。基因缺失菌株在YP40培养基中乙醇发酵能力
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也略优于出发菌株,最高乙醇产率平均达15.30%
(图5)。

  图3 菌株 UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在 YPD培

养基中的生长曲线

  Fig.3 Growth
 

curves
 

of
 

strains
 

UV02_HG
 

and
 

UV02_

HGΔTup1
 

in
 

medium
 

of
 

YPD
 

  图4 菌株 UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在YP40培

养基中的生长曲线

  Fig.4 Growth
 

curves
 

of
 

strains
 

UV02_HG
 

and
 

UV02_

HGΔTup1
 

in
 

medium
 

of
 

YP40
 

  图5 UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在 YP40培养基

中的乙醇发酵曲线

  Fig.5 Ethanol
 

fermentation
 

curves
 

of
 

strains
 

UV02_HG
 

and
 

UV02_HGΔTup1
 

in
 

medium
 

of
 

YP40

2.2.4 相对呼吸强度检测

  用TTC法测定在YPD和YP40培养基中处于

对数生长期的两菌株的呼吸强度,测定结果如图6和

7所示。在 YPD培养基中,菌株 UV02_HGΔTup1
的呼吸强度是 UV02_HG的20.0%,在 YP40培养

基中升高至88.2%。

  图6 菌株 UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在 YPD培

养基中的相对呼吸强度

  Fig.6 Relative
 

respiration
 

intensity
 

of
 

strains
 

UV02_

HG
 

and
 

UV02_HGΔTup1
 

in
 

medium
 

of
 

YPD

  图7 菌株 UV02_HG和 UV02_HGΔTup1 在YP40培

养基中的相对呼吸强度

  Fig.7 Relative
 

respiration
 

intensity
 

of
 

strains
 

UV02_

HG
 

and
 

UV02_HGΔTup1
 

in
 

medium
 

of
 

YP40

3 讨论

3.1 Tup1基因对酿酒酵母耐高糖性状的影响

  Tup1 基因缺失后,菌株在YP40培养基中28
 

h
前生长速率较快,28

 

h后有所降低,发酵能力整体提

高,这与呼吸强度降低是相符的,乙醇发酵后期,无氧

环境更有利于乙醇产量提高[17],说明生长后期菌株

更偏向厌氧发酵。但该结果与之前研究中突变菌株

生长和发酵能力提高,呼吸强度降低,Tup1 基因表

达量却上调的结果[11]相比,存在矛盾。Green等[18]

通过微列阵技术分析了野生酿酒酵母菌株和Tup1
基因保守序列区5个定点突变体的基因表达情况,发
现5个突变体解抑制的对象不同,表达上调的基因数

量不等;又通过Suc2、Spi1、Hsp12 这3个基因在

143



投稿系统网址:http://gxkx.ijournal.cn/gxkxyxb/ch

Tup1Δ及5个定点突变体中表达量的对比,发现

Tup1Δ菌株比点突变的突变株解抑制作用更强。可

见,酵母细胞自身表达调控是一项牵一发而动全身的

精细工程,前期研究中的突变菌株是经紫外诱变筛选

获得,Tup1 基因表达量上调这一因素的影响可能被

其他基因突变的作用抵消或覆盖,本研究只对Tup1
基因进行缺失,影响因素相对单一,所以菌株性状的

改变与Tup1 基因的缺失有直接关系,可见Tup1 基

因缺失对酿酒酵母耐高糖性状有正向作用。

3.2 Tup1基因对酿酒酵母呼吸强度的影响

  转录因子Tup1 与Cyc8(Ssn6)形成复合体,正
常生长条件下参与酿酒酵母超过300个基因的转录

调控,涉及多种代谢途径,包括孢子形成及减数分裂、
蛋白转运、高渗应激、葡萄糖代谢、淀粉及氧的利用、

DNA 修 复 等[19,20]。Wang等[21]研 究 发 现,Cyc8􀆼
Tup1 复合体和Dbp2 联合作用抑制一系列基因表

达,GO富集分析显示这些基因主要集中在糖质新

生、细胞呼吸和对碳源的选择利用上。本文中菌株

UV02_HGΔTup1 在 YPD培养基中的呼吸强度严

重降低,影响了细胞的正常生长,而在高糖环境下其

呼吸强度明显提高,可能是由于在高渗压力下的应激

反应中,Tup1 基因的缺失诱发其他调控因子对细胞

呼吸进行补偿。接下来的工作中可以利用转录组测

序和蛋白互作等方法深入研究Tup1 基因对酿酒酵

母呼吸途径的调节,呼吸强度变化与酿酒酵母耐高糖

性状的具体关系,以及在Tup1 缺失的情况下高渗应

激反应如何补偿酵母细胞呼吸强度。

4 结论

  Tup1 基因缺失显著降低正常生长条件下酿酒

酵母细胞的呼吸强度。在高糖环境下,Tup1 基因缺

失细胞呼吸强度有所恢复,菌株生长速率和发酵乙醇

产率优于出发菌株,由此可以推断,Tup1 基因参与

调控细胞呼吸,高糖压力下Tup1 基因缺失可能诱发

其他呼吸补偿途径来调控细胞的高糖应激反应。
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Abstract:The
 

effect
 

of
 

Tup1
 

gene
 

on
 

the
 

high
 

glucose
 

tolerance
 

of
 

Saccharomyces
 

cerevisiae
 

cells
 

was
 

stud-
ied.The

 

Cre/loxP
 

system
 

was
 

used
 

to
 

knock
 

out
 

the
 

transcription
 

factor
 

Tup1
 

gene
 

in
 

haploid
 

cells,and
 

the
 

trait
 

changes
 

of
 

gene
 

deletion
 

strain
 

were
 

studied
 

after
 

the
 

haploid
 

cells
 

were
 

doubled.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

respiration
 

ability
 

of
 

the
 

strain
 

was
 

weakened
 

while
 

the
 

growth
 

and
 

fermentation
 

ability
 

in
 

the
 

high􀆼
concentration

 

glucose
 

medium
 

were
 

enhanced
 

when
 

the
 

Tup1
 

gene
 

was
 

deleted.The
 

Tup1
 

gene
 

may
 

regulate
 

the
 

hyperglycemic
 

stress
 

response
 

of
 

cells
 

by
 

regulating
 

the
 

respiratory
 

intensity
 

of
 

Saccharomyces
 

cerevisiae
 

cells.
Key

 

words:Saccharomyces
 

cerevisiae,Tup1,gene
 

deletion,hyperglycemic
 

stress
 

response,high􀆼glucose􀆼toler-
ance,trait

 

changes

责任编辑:符支宏

343


