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酿酒酵母乙醇脱氢酶Ⅱ基因反义干扰及对 

乙醇发酵的影响 
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摘要：通过构建酿酒酵母沉默表达载体 PURH-ADH2，使 ADH2 基因在 PGK 强启动子、CYC1 终止子在特定区域内进行干扰和

表达。采用 BamHI 和 XmalI 限制性内切酶对 SADH2 基因和 PURH 质粒进行双酶切，构建反义重组表达质粒 PURH-SADH2，通过高

效酵母转化法和电转法将重组质粒组件转化至酿酒酵母 SY01 细胞中，获得阳性克隆菌株 JY01。酿酒酵母 JY01 突变菌株与出发菌株

SY01 和 Y01 发酵试验结果相比，JY01 甘油脱氢酶酶活比出发菌株 Y01 与 SY01 分别下降了 16.31%和 13.5%；当酿酒酵母 Y01、SY01

和 JY01 菌株发酵 36~60 h 时，JY01 菌株甘油含量相比 Y01 分别下降了 16.34%、14.25%、14.89%；当酿酒酵母突变菌株发酵 48 h 时，

Y01、SY01 和 JY01 的乙醇浓度分别为 6.243 g/100 mL、7.145 g/100 mL 和 7.288 g/100 mL，酿酒酵母 JY01 发酵液乙醇量比比原始菌

株 Y01 乙醇含量提高了 14.33%。结果表明通过反义干扰 ADH2 基因 5’UTR 序列，能有效干扰酵母工程菌株 ADH2 转录与表达，削

弱甘油积累途径，促进乙醇代谢途径。 
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Abstract: The aim was to interfere with and repress the expression of the alcohol dehydrogenase II (ADH2) gene in a specific region by 

constructing a silencing expression vector PURH-ADH2. The silencing expression vector contained the ADH2 gene, a PGK strong promoter, 

and a CYC1 terminator. Using BamHI and XmaI restriction enzymes for the double digestion of the SADH2 and PURH plasmid, the antisense 

recombinant expression plasmid PURH-SADH2 was constructed. Through high-efficiency yeast transformation and electroporation, the 

recombinant plasmid components were transformed into Saccharomyces cerevisiae SY01 cells, and positive JY01 clone strains were obtained. 

Fermentation test results of the S. cerevisiae JY01 mutant strain compared with the original strains, SY01 and Y01, showed that 

glycerol-3-phosphate dehydrogenase activity decreased by 16.31% and 13.5%, respectively. When S. cerevisiae Y01, SY01, and JY01 were 

fermented for 36 h, 48 h and 60 h, the glycerol production of JY01 decreased by 16.34%, 14.25%, and 14.89%, respectively, compared with that 

in the original Y01 strain. After a 48-h fermentation, the ethanol concentrations of Y01, SY01, and JY01 were 6.243 g/100 mL, 7.145 g/100 mL, 

and 7.288 g/100 mL, respectively. The ethanol production of JY01 was 14.33% higher than that observed in the original Y01 strain. Results 

showed that the antisense interference of the ADH2 5′ UTR sequence can effectively interfere with ADH2 transcription and expression in 

engineered yeast strains, weaken glycerol accumulation pathways, and promote ethanol-metabolic pathways. 
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酿酒酵母中乙醇脱氢酶Ⅰ、乙醇脱氢酶Ⅱ、乙醇

脱氢酶Ⅲ、乙醇脱氢酶Ⅳ和乙醇脱氢酶Ⅴ等五个基因

与乙醇代谢相关，其中 ADH2 催化乙醇氧化为乙醛
[1~2]。当培养基中葡萄糖消耗殆尽时，ADH2 能够催化

乙醇生成乙醛，导致乙醇合成量的大大减少。当乙醇

作为唯一碳源时，缺少乙醇脱氢酶 II 活性的菌株生长

受到抑制，导致副产物甘油的积累[3]。甘油是酿酒酵

母乙醇代谢途径中的主要副产物,降低甘油生成，可以

提高乙醇的产率和原料的利用率。因此，干扰乙醇脱

氢酶Ⅱ途径产乙醛，可提高酵母乙醇的合成能力。酿

酒酵母 ADH1 和 ADH2 序列的相似性近达 90%，但

对底物的亲和力存在显著的差异性。大量研究表明，

ADH2 在葡萄酒的生物老化过程中起着关键的作用
[4]，如酿酒酵母在含有高浓度乙醇的介质中生长能够

产生大量的乙醛[5~7]。与 mRNA 互补或与其它 RNA 互

补的 RNA 分子统称之为反义 RNA。当反义 RNA 与

mRNA 特异性的互补结合，这在某种程度上抑制了

mRNA 的翻译。应用反义 RNA 是原核生物基因表达

调控的方式之一。近几年来经过人工操作合成反义

RNA，并将其导入细胞内形成二聚体 RNA 复合物，

实现阻断特定基因的转录和表达[8~9]。曹罗元[10]等应

用重叠延伸 PCR 融合甘油-3-磷酸脱氢酶基因和

KanMX 筛选标记基因，构建 pYES2.0-GPD1/KanMX

反义表达载体，获得的突变菌与原始菌株相比，甘油

脱氢酶比活力下降了 20.04%，乙醇合成量提高了

9.74%。本研究通过构建酿酒酵突变菌 SY01ADH2 基

因 5’UTR 互补的反义表达载体 PURH-SADH2，产生

与 ADH2mRNA 5’UTR 互补的反义 RNA，干扰了

ADH2 基因转录，削弱甘油积累途径，促进乙醇代谢

途径，为酵母菌的基因改良提供了积极的理论实践基

础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

菌株：酿酒酵母工程菌Y01（Saccharomyces 

cerevisiaeY01）和酿酒酵母突变菌SY01（Y01-GPD1

沉默突变菌）保存于福建师范大学农业部甘蔗遗传改

良 重 点 实 验 室 。 pSH65 质 粒 、 大 肠 杆 菌

DH5α(Escherichia.coil)、pUG6质粒由福建师范大学工

业微生物教育部工程研究中心黄建忠教授赠予。 

PURH 过表达质粒由福建师范大学农业部甘蔗遗

传改良重点实验室保存，该质粒带有 rDNA 片段，PGK

强启动子，CYC1 终止子以及 KanMX 抗性基因筛选标

记。pMD-19T 克隆载体从 Takara 公司购买所得。 

1.2  主要试剂 

限制性内切酶BamH I、Xma I（Xma I与Sma I酶

切位点一样，但酶切结果不一样，Xma I产生粘性末端，

Sma I产生平末端）购于NEB（北京）公司，T4 DNA

连接酶和Ex Taq高保真酶在Takara公司购买所得，PCR

扩增引物均由软件设计后送上海生工生物工程有限公

司合成。G418、zeocin购于BBI和Sigma公司，凝胶纯

化试剂盒购自Promega公司。 

1.3  主要仪器设备 

高速冷冻离心机（型号：H-2050R；公司：长沙

湘仪离心机仪器有限公司）；隔水式恒温培养箱（公司：

上海一恒科学仪器有限公司）；Real-Time PCR System

（型号：7500；公司：美国 Applied Biosystems）；

Thermal Cycler PCR仪（型号：2720；公司：美国Applied 

Biosystems）；超净台（型号：HJ-CJ-1D；公司：上

海苏净实业有限公司）；恒温摇床（型号：THZ-82A；

公司：国华企业）；紫外分光光度计（公司：上海美谱

达）；FID 检测器（公司：Agilent）；数显三用恒温水

浴箱（公司：上海朗比仪器有限公司）；台式高速离心

机（型号：D-37520；公司：美国 Thermo）。 

1.4  试验方法 

1.4.1  扩增引物的设计 

根据GenBank公布的酿酒酵母乙醇脱氢酶Ⅱ基因

序列，采用5’UTR 反义RNA设计原则，设计该菌株

ADH2基因5’UTR反义RNA序列。PCR扩增与酿酒酵

母Y01 ADH2 5’UTR互补的DNA序列（命名为SADH2

基因），通过BamH I、Xma I双酶切反向插入到表达

载体PURH，构成反义表达载体PURH-SADH2，在

F1/F2引物的5’端添加BamH I、Xma I限制性酶切位点

及保护碱基，设计引物F1、F2，用于扩增SADH2基因

片段。 

F1 5' CGGGATCCCATACAATCAACTATCAACT 3' 

F2 5' TCCCCCCGGGAATATTATCTTTTATTC 3' 

注：下划线部分为引物添加的酶切位点，粗体部分为酶切

位点的保护碱基。 

1.4.2  SADH2 基因扩增与克隆 

以提取的酿酒酵母 RNA 为模板，PCR 扩增体系

与程序如下：预变性：95 ℃（5 min）、变性：94 ℃

（30 s）、退火：56 ℃（30 s）、延伸:72 ℃（40 s）。

将扩增得到的片段胶回收纯化后与 pMD-19T 克隆过

夜连接并转化大肠杆菌 DH5α，涂布含氨苄青霉素的

LB 平板。挑取白色菌落，37 ℃，220 r/min，摇菌过
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夜，提取质粒进一步用酶切和测序鉴定。阳性重组质

粒命名为 PURH-SADH2。 

1.4.3  反义干扰表达质粒的构建与验证 

PCR 扩增获得乙醇脱氢酶Ⅱ5’UTR 互补的 DNA

序列 SADH2 片段，应用 BamH I、Xma I 双酶切反向

插入到表达载体 PURH 的 PGK 强启动子与 CYC1 终

止子之间，构成反义干扰表达载体 PURH-SADH2，如

图 1 所示。 

 

图 1重组质粒图谱 

Fig.1 Recombinant plasmid 

1.4.4  酿酒酵母 Y01、SY01、JY01 生长试验 

将 Y01、SY01、JY01 菌株于 YPD 固体培养基划

线培养，分离得到的菌落分别接种到 YPD 培养基中，

30 ℃，200~220 rpm，隔 2 h 取 2~3 mL 的菌液用于吸

光值检测，绘制其生长曲线。 

1.4.5  葡萄糖标准曲线的绘制 

精确称取葡萄糖 0.05 g 于 100 mL 的烧杯中，加

入蒸馏水搅拌直至充分溶解，转移到容量瓶中进行定

容并上下颠倒混匀，得葡萄糖标准溶液为 1.00 

mg/mL。以 OD540光度值为 Y 轴，葡萄糖含量值为 X

轴绘制标准曲线（图 2），回归方程：y=1.4265x+0.0225

（R
2
=0.9977）。 

1.4.6  发酵液残糖的测定 

每12 h在超净台取发酵液5 mL于玻璃试管中（20 

mL），添加 20%硫酸 5 mL 进行混匀，沸水浴反应

25~30 min 后立即用冷水冷却至室温，用 20% NaOH

溶液中和即停止反应，过滤后定容至10 mL，采用DNS

法[13]测定溶液中发酵残糖的浓度。 

1.4.7  甘油脱氢酶酶活测定 

在含有400 μg/mLG418的YPD平板上挑选阳性克

隆子，4000×g ，离心5 min收集菌体细胞，并用PBS

缓冲（pH 7.0）液清洗2~3次。采用超声波提取技术，

在800 W，工作3 s，停止2 s，50循环的体系下处理菌

体细胞获得粗酶液。向96孔板中加入检测反应液0.1 

mL(三乙醇胺磷酸缓冲液（pH=8；0.5%牛血清白蛋白；

0.18 mmol/L NADH；1 mmol/L二羟丙酮磷酸)
[10]，

37 ℃，5 min。再加入0.1 mL粗酶液，30 ℃放置5 min，

在340 nm波长下测定酶反应过程中的吸光值[7]。酶活

力单位的定义为在30 ℃条件下，1 min氧化1 μmoL 

NADH的酶量。 

1.4.8  甘油含量测定 

分别按照 5%接种量，将酿酒酵母菌株 Y01、SY01

与JY01三组平行样接至150 mL YPD液体培养基中进

行 30 ℃发酵，12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h 取

样，按照德国罗氏甘油检测试剂盒

（BioVision,Shanghai,China）说明检测甘油含量。 

1.4.9  乙酸、乙醇含量测定 

应用德国 Roche 乙醇检测试剂盒（BioVision, 

Shanghai,China）操作方法和气相色谱分别检测发酵液

中乙醇和乙酸的含量。将 Y01、SY01 与 JY01 菌株按

照 1:20 的比例加入到 150mLYPD 液体培养基中进行

30 ℃发酵（三组平行实验），测定 12~120 h 发酵培养

期间的乙醇含量，并于发酵结束后检测乙酸的含量。 

1.4.10  数据分析 

每组实验做三个平行，实验数据表示为mean±SE，

采用单向 ANOVA 法分析多组平均值的差异显著性，

并采用 Tukey 法进行多重范围检验。t 检验被用来评

估统计两组之间的差异显著性。P<0.05 表示实验数据

差异显著。 

2  结果分析 

2.1  SADH2 基因扩增与克隆 

根据酿酒酵母乙醇脱氢酶序列设计引物 F1、F2，

以酿酒酵母总 RNA 为模板进行 PCR 扩增，获得酿酒

酵母 ADH2 基因 5’UTR 反义组件 SADH2。电泳结果

表明，DNA 片段大小符合预设计反义组件 SADH2 的

片段大小为 318 bp（图 2）。为了进一步验证 SADH2

基因反义序列的准确性，将回收后的片段与 PMD-19T

克隆载体按一定的比例过夜连接，转化大肠杆菌进行

菌落 PCR 验证及测序，结果与预期大小一致（图 3）。 

2.2  PURH-SADH2 载体构建及验证 
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图 2 SADH2 PCR产物 

Fig.2 SADH2 amplification 

注：M：1000 DNA Marker；Lane1：SADH2 318 bp。 

 

图 3 菌液 PCR验证 

Fig.3 Bacterial PCR validation 

注：M: 1000 DNA Marker；Lane 1-4：SADH2 基因大小 318 

bp。 

 
图 4 PURH-SADH2 重组子酶切鉴定结果 

Fig.4 PURH-SADH2 digestion 

注：M: 10000 DNA Marker；Lane1: PURH-SADH2 质粒双

酶切，Lane2: PURH-SADH2 质粒 BamH I 单酶切。 

2.3  酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 生长曲线测

定 

 

图 5 PURH-SADH2重组子酶切鉴定结果 

Fig.5 PURH-SADH2 digestion 

注：M:10000 DNA Marker；Lane1: PURH-SADH2 质粒

Spe I/Sac II 双酶切；Lane2: PURH-SADH2 质粒 BamH I 单酶

切。 

 

图 6 PURH-SADH2重组子酵母基因组 PCR验证 

Fig.6 PCR verification of the PURH-SADH2 recombinant yeast 

genome 

注：M: 1000 DNA Marker；Lane 1~6：SADH2 基因大小为

318 bp。 

 
图 7 酿酒酵母 JY01、SY01、Y01生长曲线测定 

Fig.7 Culture curve of Saccharomyces cerevisiae JY01, SY01, 

and Y01 

提取载体 PURH-SADH2 质粒，采用 Bam HI 单

酶切与 Spe I/Sac II 双酶切鉴定，得到两条带大小与预 
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期相符（图 4、图 5）。以重组菌的基因组 DNA 为模

板，以 F1、F2 为引物 PCR 扩增目的片段（图 6），

扩增大小与预期一致。通过单双酶切比较，说明

PURH-SADH2 反义表达载体构建成功。 

接种酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 菌株于 YPD

培养基，30 ℃，220 r/min 培养，每隔 2 h 取样检测

OD600值。每组做三批实验取其平均值，以 OD600值为

Y 轴，时间为 X 轴来绘制标准生长曲线（图 7）。对

8~12 h 对数期平均比生长速率做 t-检验，发现 SY01

与 JY01 在 α=0.05 的 t<t 临界值，说明 Y01、SY01 经

ADH2 基因干扰沉默后，其生长性状不存在差异性。 

2.4  酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 发酵残糖测

定 

将 JY01、SY01、Y01 分别接种至 150 mL 的发酵

培养基中进行厌氧发酵。每 12 h 取发酵液，取 1 mL

预处理的发酵液于试管（10 mL）中，加入 1.5 mL 已

配制的 DNS 试剂混匀沸水显色后冷却，加蒸馏水定

容至 10 mL 充分摇匀，在 OD540 nm 波长处测定光密

度吸收值，三组平行取平均值，按葡萄糖标准曲线给

出的方程计算出相应的残糖量作图（图 8）。从图中

可以看出，出发菌株 Y01、SY01 在 72 h 时葡萄糖基

本消耗，而相对与出发菌株，突变株 JY01 的残糖一

直较高，葡萄糖的消耗速率也比较慢，糖耗时间长，

说明突变株 JY01 在一定程度上抑制了糖的代谢。 

 
图 8 酿酒酵母 JY01与 SY01发酵残糖量分析 

Fig.8 Residual sugar in JY01 and SY01 after fermentation 

2.5  酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 GPDH 酶活

检测 

采用 PEG/LiAc/ssDNA 方法将 PURH-SGPD1 重

组质粒转化到酿酒酵母 SY01 菌种中，并在含有

200~400 μg/mL G418 的 YPD 平板，30 ℃培养，2~5 d，

获得的阳性克隆子命名为 JY01。Y01、JY01 和 SY01

于发酵培养基中培养，在 12 h、24 h、36 h、48 h、72 

h 等阶段取三组平行样检测甘油-3-磷酸脱氢酶的比活

力，可通过检测 NADH 的变化量来测定甘油磷酸脱氢

酶酶活（图 9）。当发酵在 36 h 时，JY01 甘油脱氢酶

酶活相比 Y01 与 SY01 的甘油脱氢酶酶活分别下降

14.22%和 11.14%；当发酵在 72 h 时，JY01 甘油脱氢

酶酶活相比 Y01 与 SY01 的甘油脱氢酶酶活分别下降

了 16.31%和 13.5%。 

 
图 9酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01甘油脱氢酶比活力 

Fig.9 GPDH activity ratio of Saccharomyces cerevisiae Y01, 

SY01, and JY01 

注：*P<0.05（36h：t=4.836，p<0.01;72h:t=5.18,p<0.01）。 

2.6  酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 甘油含量

检测 

分别按照 5%接种量，将酿酒酵母菌株 Y01、SY01

与 JY01三组平行样接至 50 mL培养基中进行 30 ℃发

酵，12、24、36、48、60、72 h 取样按照德国罗氏甘

油检测试剂盒说明检测甘油含量（图 10）。当酿酒酵

母 Y01、SY01 和 JY01 菌株发酵 36~60 h 时，JY01 菌

株甘油含量相比 Y01 分别下降了 16.34%、14.25%、

14.89%，当发酵 36 h 时，酿酒酵母 JY01 菌株的甘油

含量比 Y01 菌株下降达到最大。 

 
图 10 酿酒酵母 Y01菌株、SY01与 JY01菌株甘油检测 

Fig.10 Determination of glycerol in Saccharomyces cerevisiae 

Y01, SY01, and JY01 
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注：#P<0.05。 

2.7  酿酒酵母 Y01、SY01 与 JY01 菌株乙酸、

乙醇含量检测 

应用德国 Roche 乙醇检测试剂盒操作方法，将

Y01、SY01 与 JY01 在同等条件下发酵培养（三组平

行实验），测定 12~120 h 发酵培养期间，每隔 12 h 取

样检测，结果如图 11。 

 
图 11 酿酒酵母 Y01、SY01与 JY01乙醇含量检测 

Fig.11 Determination of ethanol in Saccharomyces cerevisiae 

Y01, SY01, and JY01 

从图 11可得，当酿酒酵母突变菌株发酵 48 h时，

Y01、SY01 和 JY01 的乙醇浓度分别为 6.243 g/100 

mL、7.145 g/100 mL和 7.288 g/100 mL。酿酒酵母 JY01

发酵液乙醇量比原始菌株 Y01 乙醇含量提高了

14.33 %。 

 
图 12 酿酒酵母 Y01、SY01与 JY01乙酸含量检测 

Fig.12 Determination of acetate in Saccharomyces cerevisiae 

Y01, SY01, and JY01 

发酵结束后检测乙酸含量，突变株 JY01 的乙酸

合成量较出发菌株 Y01 降低了 13.87%。结果如图 12。 

3  结论 

酿酒酵母乙醇脱氢酶II是酿酒酵母中重要的乙醇

氧化酶，它能够将乙醇氧化成乙醛，经乙醛脱氢酶的

催化进一步转化为乙酸，最后进入三羧酸循环，为生

物体提供能量。在发酵培养过程中，当葡萄糖消耗殆

尽时，ADH2开始利用乙醇作为碳源，催化乙醇生成

乙醛，导致乙醇合成量的大大减少。因此，破坏ADH2

催化乙醇分解代谢反应能提高酿酒酵母合成乙醇的能

力。如王艳尊[2]等以酿酒酵母乙醇脱氢酶II基因缺陷型

YS2-△adh2为出发菌株，应用同源重组方法二次PCR

扩增，结合重叠延伸PCR构建乙醛脱氢酶Ⅵ（ald6）

基因敲除组件，成功获得基因缺失突变的

YS2-△adh2-△ald6菌株，与出发菌株相比，突变菌乙

醇产量提高了12.5%。但一些研究表明，绝大多数细

胞难以发生同源重组介导的基因敲除，基因敲除成功

的几率低且敲除突变菌株对渗透压非常敏感，不利于

酵母的生长；同时，由于基因拷贝数或基因同效，使

基因敲除后不能达到基因功能全无的效果。本研究通

过构建酿酒酵突变菌SY01ADH2基因5’UTR互补的反

义表达载体 PURH-SADH2 ，产生与 ADH2mRNA 

5’UTR 互补的反义RNA，应用反义RNA 技术对

ADH2基因5’UTR序列进行沉默，干扰ADH2催化乙醇

氧化为乙醛的反应，促进乙醇代谢途径，以获得高产

的乙醇突变菌株并能较好地保留该基因的代谢功能。

本研究通过BamHI和XmalI对SADH2和PURH质粒进

行双酶切，构建反义重组表达质粒PURH-SADH2，通

过高效酵母转化法和电转法[12]结合将线性化的重组

质粒组件转化至酿酒酵母SY01细胞中，经煮冻煮和蜗

牛酶酶解法结合破酵母细胞壁后，进行菌液PCR，获

得阳性克隆菌株（命名JY01）。突变菌株JY01与对照

菌Y01相比，甘油脱氢酶酶活（GPDH）下降幅度达到

16.31%；当发酵培养48h时，Y01、SY01和JY01等三

株菌株的乙醇浓度分别达到6.243 g/100 mL、7.145 

g/100 mL和7.288 g/100 mL，且JY01乙醇量比对照菌株

Y01提高了14.33%。实验结果表明，酿酒酵母乙醇脱

氢酶基因mRNA5’UTR的反义RNA能在某种程度上降

低酿酒酵母ADH2基因的转录水平，通过反义RNA技

术对特定基因进行沉默，为酿酒酵母菌株的基因改良

奠定了积极的理论实践基础。 
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