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敲除 REG1 同时过表达 SNF1 基因对工业面包酵母 

不加糖面团发酵的影响 
 

林雪，张翠英，柏晓雯，徐佳，刘小二，肖冬光 

（工业微生物教育部重点实验室，天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457） 
摘要：研究了蛋白磷酸酶 PP1 调节亚基编码基因 REG1 缺失同时蛋白激酶基因 SNF1 过表达对工业面包酵母麦芽糖代谢和不加

糖面团发酵的影响。比较分析 REG1 缺失同时 SNF1 过表达转化子 BYKPS-R 和亲本菌株 BY14α、REG1 缺失突变株 BYK-R 的 MAL

基因 mRNA 水平、麦芽糖酶和麦芽糖通透酶活力、麦芽糖代谢水平、不加糖面团发酵力，以及基本生长性能，结果表明，敲除 REG1

同时过表达 SNF1 能够显著提高麦芽糖代谢相关基因转录和酶活力，有效减弱葡萄糖阻遏，从而使面包酵母的麦芽糖消耗速率（葡萄

糖被完全消耗完之前）较 BY14α和 BYK-R 分别提高了 18.59%和 4.40%，不加糖面团发酵力分别提高了 12.51%和 3.22%。在 REG1

基因缺失的基础上，过表达 SNF1 可以进一步提高面包酵母的麦芽糖代谢和不加糖面团发酵水平，同时不影响面包酵母菌株生长性能，

因此转化子 BYKPS-R 具备潜在的工业应用价值，同时该研究为快速发酵面包酵母菌株的选育奠定基础。 
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of Industrial Baker’s Yeast in Lean Dough 
LIN Xue, ZHANG Cui-ying, BAI Xiao-wen, XU Jia, LIU Xiao-er, XIAO Dong-guang 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology, Ministry of Education, Tianjin, Tianjin Industrial Microbiology 
Key Laboratory, College of Biotechnology of Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: The effects of REG1 (regulatory subunits of protein phosphatase type 1 PP1) deletion with protein kinase gene SNF1 

overexpression on the maltose metabolism and lean dough fermentation by industrial baker’s yeast were investigated by analysis of the MAL 

mRNA expression, maltase and maltose permease activities, maltose metabolism and leavening ability in lean dough. The basic growth 

characteristics of REG1 deletion with SNF1 overexpression strain BYKPS-R, the parental strain BY14α, and the REG1 deletion strain BYK-R 

were also studied. REG1 deletion with SNF1 overexpression had significant effects on increasing MAL gene expression and enzyme activity, and 

relieving glucose repression, thereby enhancing the maltose utilization efficiency (increase of 18.59% and 4.40% compared with the strains 

BY14α and BYK-R, respectively, at the point of glucose exhaustion), and lean dough leavening ability (12.51% and 3.22% increases compared 

with the strains BY14α and BYK-R, respectively). On the background of REG1 deletion, overexpression of SNF1 further improved maltose 

metabolism and leavening ability of industrial baker’s yeast in lean dough. Moreover, overexpression of SNF1 did not affect growth in REG1 

deleted yeast. This strain has potential for application. This study lays a foundation for the breeding of fast-fermenting baker’s yeast. 
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面包酵母是发酵面食制作过程中重要的微生物发

酵剂和疏松剂，其发酵性能的好坏直接影响着面食产

品的质量。馒头、花卷等不加糖的面食是中国最典型 
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的发酵面团蒸食，是我国北方小麦生产地区人们的主

要食物，大约有 70%的小麦面粉是用来制作馒头、花

卷等。随着人们生活水平的提高，面包也会普遍以咸

面包为主，制作过程中面团不加糖或低糖。麦芽糖是

不加糖面团中含量最为丰富的可发酵糖[1]，因此酵母

的麦芽糖代谢能力成为影响不加糖面团发酵力的关键

因素，也是衡量面包酵母产品质量最根本的性能指标

之一。但是，不加糖面团中还含有少量的葡萄糖、果

糖等，葡萄糖的存在对面包酵母的麦芽糖代谢存在阻
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遏作用，即“葡萄糖效应”，导致在不加糖面团中出现

产气速度下降、发酵周期延长的现象[2]。因此，解除

或者减弱葡萄糖阻遏作用是提高面包酵母麦芽糖代谢

水平和不加糖面团发酵力的一条有效途径。 
SNF1 基因编码的 Snf1 蛋白激酶是碳代谢的中心

调节因子，可用于解除葡萄糖对次级碳源的阻遏作用，

如麦芽糖、半乳糖、蔗糖等[3]。Snf1 蛋白激酶通过抑

制阻遏因子 Mig1 与次级碳源代谢相关基因启动子的

结合，起始受葡萄糖遏阻基因的转录。在高含量葡萄

糖环境中，上游蛋白磷酸酶 PP1 通过对 Snf1 脱磷酸来

抑制 Snf1 的活性，使下游阻遏因子发挥功能，从而抑

制 MAL 等基因的转录[4]。我们之前的研究表明，PP1
编码基因（GLC7-REG1）的破坏能够有效缓解葡萄糖

阻遏，提高面包酵母的麦芽糖代谢和不加糖面团发酵

力[5]。同时也有研究表明，细胞核内 Snf1 的磷酸化是

缓解葡萄糖阻遏的关键调节环节[6]。因此，本研究利

用质粒 Yep352 和磷酸甘油酸激酶基因 PGK1 的启动

子，在敲除蛋白磷酸酶 PP1 调节亚基编码基因 REG1
的基础上过表达 SNF1 基因，通过分析转化子 mRNA、

酶活水平、发酵和生长性能，尝试获得高麦芽糖代谢

和不加糖面团发酵力的快速发酵工业面包酵母菌株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒 
面包酵母工业菌株 BY14α（ Saccharomyces 

cerevisiae，面包酵母野生型工业菌株 BY14 的 α型单

倍体）、REG1 缺失突变株 ΔREG1（MAT α，ΔREG1：
loxP）、大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、pUG6 质粒

和 Yep352 质粒，以上均由天津科技大学天津市工业

微生物重点实验室保藏。携有酿酒酵母 3-磷酸甘油酸

激酶基因（PGK1）强启动子的 pPGK1 质粒 [7]由

Stellenbosch 大学的 Bauer F 教授惠赠。 
1.1.2  培养基 

酵母完全培养基（YEPD medium）：葡萄糖 20 g/L，
酵母粉 10 g/L，蛋白胨 20 g/L，pH 6.0； 

Luria-Bertani 培养基（LB medium）：蛋白胨 10 
g/L，酵母粉 5 g/L，氯化钠 10 g/L； 

糖蜜培养基（cane molasses medium）：10~12 Brix
糖蜜，硫酸铵 0.5 g/L，酵母粉 5 g/L，pH 5.0； 

混合糖液体模拟面团培养基（glucose-maltose 
LSMLD medium）[8]：葡萄糖 5 g/L，麦芽糖 33.25 g/L，
硫酸铵 2.5 g/L，尿素 5 g/L，磷酸二氢钾 16 g/L，磷酸

氢二钠 5 g/L，硫酸镁 0.6 g/L，烟酸 22.5 mg/L，泛酸

5 mg/L，维生素 B1 2.5 mg/L，维生素 B6 1.25 mg/L，
维生素 B2 1 mg/L，叶酸 0.5 mg/L。 
1.1.3  酶与化学试剂 

酵母基因组提取试剂盒和质粒提取试剂盒购自

Solarbio 公司；限制性内切酶、T4DNA 连接酶、Pfu 
DNA 聚合酶和 dNTP 购自宝生物工程(大连)有限公

司；PCR 产物回收试剂盒(Cycle Pure Kit)购自 Omega
公司；EASYspin 酵母 RNA 快速提取试剂盒购自博凌

科为公司；对硝基苯基-α-D-吡喃半乳糖苷与对硝基苯

酚购自 Sigma 公司；碳酸钠购自天津市永大化学试剂

开发中心；酵母粉、蛋白胨、葡萄糖等其余试剂购自

天津市北方天医化学试剂厂。化学试剂均为分析纯。 

1.2  引物设计与合成 

本实验所用引物由北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司合成，酶切位点以斜体表示。 
表1 本试验所用引物 

Table 1 Primers used in the current study 

引物 引物序列(5’→3’) 

Kan-F CGCGGATCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC 

Kan-R CGCGGATCCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG 

SNF1-F CCGCTCGAGATGAGCAGTAACAACAACACAAAC

SNF1-R CCGCTCGAGTCAATTGCTTTGACTGTTAACGG

PGK-F ACATGCATGCTCTAACTGATCTATCCAAAACTGA

PGK-R ACATGCATGCTAACGAACGCAGAATTTTC 

MAL61-F AGTTTCCTGGCAAATCGG 

MAL61-R GTCCCACGGCAATCATAC 

MAL62-F TACCTCCGTTTGTTTGCG 

MAL62-R AGGACCATTGTGAGACCC 

ACT1-F ATTGATAACGGTTCTGGT 
ACT1-R AATTGGGTAACGTAAAGTC 

1.3  SNF1 基因的克隆 

利用试剂盒，提取面包酵母 BY14α染色体 DNA
为模板，用引物SNF1-F和SNF1-R，用高保真Pfu DNA
聚合酶进行 PCR 扩增，反应条件：95  ℃ 5 min；94  ℃

40 s，56 ℃ 1 min，72  2 min℃ ，循环 30 次，72  10 ℃

min。PCR 产物按照 PCR 产物回收试剂盒说明书的要

求进行纯化回收。 

1.4  质粒的构建 

以pUG6质粒为模板，使用引物Kan-F和Kan-R进
行PCR扩增KanMX片段，纯化回收约1.6 kb的KanMX
片段后用BamHI酶切，与同样BamHI酶切的Yep352质
粒连接，获重组质粒Yep-K。XhoI酶切SNF1片段，将
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其插入至PGK1强启动子(PGK1P)与终止子(PGK1T)之
间的XhoI酶切位点，获重组质粒pPS；以重组质粒pPS
为模板，用引物PGK-F和PGK-R进行PCR扩增片段

PGK1P-SNF1-PGK1T，SphI酶切后与同样SphI酶切的

质粒Yep-K连接，获得重组质粒Yep-KPS。 

1.5  面包酵母转化与转化子的验证 

酵母转化采用醋酸锂转化法[9]。转化后的细胞涂

布于含有800 μg/mL G418的YEPD培养基，30 ℃培养

48 h，PCR验证，获得分别含有重组质粒Yep-K和

Yep-KPS的转化子BYK-R和BYKPS-R。 

1.6  鲜酵母的制备 

挑取一环酵母菌接种于50 mL的YEPD液体培养

基中，静置培养24 h；以10%接种量接入糖蜜培养基，

30 ℃、180 r/min培养24 h；离心（5000 r/min，5 min，
4 ℃）洗涤两次后收集菌体，备用。 

1.7  基因表达水平的测定 

使用酵母RNA快速提取试剂盒提取酵母的

mRNA。然后用两步法SYBR Green I qRT-PCR试剂盒

（with ROX；TIANGEN，China），实时定量PCR
（qRT-PCR）方法，以ACT1为内参基因，分别用引物

MAL61-F/MAL61-R和MAL62-F/MAL62-R分析基因

MAL61、MAL62相对表达量。取三个平行样的平均值

作为实验结果。 

1.8  酶活力的测定 

1.2 g鲜酵母于混合糖液体模拟面团培养基中，

30 ℃静置培养1 h，取样1 mL，用磷酸二氢钾-氢氧化

钠缓冲液洗涤2次后，于匀浆管中重悬；装入1.5 g直径

0.5 mm的Sigma玻璃珠，盖好管盖，置于Precellys 24
匀浆机（5500 r/min，4 ℃，16 s，5循环）匀浆，离心

后取上清液即为粗酶液。按照参考文献[10]的方法分别

进行麦芽糖酶和麦芽糖通透酶活力测定。麦芽糖酶活

力单位为每分钟每毫克蛋白释放对硝基苯酚的微摩尔

数[μmol/(min·mg)]。麦芽糖通透酶活力表示为每分钟

每 毫 克 干 重 菌 体 吸 收 麦 芽 糖 的 纳 摩 尔 数

[nmol/(min·mg)]。取三个平行样的平均值作为实验结

果。 

1.9  残糖的测定 

1.2 g鲜酵母接种于混合糖液体模拟面团培养基

中，30 ℃静置培养4 h，每隔一定时间间隔取样。葡萄

糖与麦芽糖含量测定采用高效液相色谱法，采用

Aminex® HPX-87H（Bio-Rad，Hercules，Calif.）分离

柱，0.6 mL/min，5 mmol/L H2SO4作为流动相，65 ℃
条件下测定[11]。Time span为葡萄糖与麦芽糖浓度各自

消耗一半所用时间的时间差。取三个平行样的平均值

作为实验结果。 

1.10  不加糖面团发酵力的测定 

面团发酵力根据食用酵母生产国标方法测定。280 
g面粉（利达标准粉），150 mL水，4 g氯化钠，9 g鲜
酵母（含水量75%）。在30 ℃±0.2 ℃条件下快速均匀

搅拌5 min，放入发酵仪，记录30 ℃下120 min内的CO2

产生量。取三个平行样的平均值作为实验结果。 

1.11  转化子的遗传稳定性测定 

用传代的方法考察随机挑取的转化子BYK-R和

BYKPS-R的遗传稳定性。将BYK-R和BYKPS-R在

YEPD液体培养基中进行传代15代，并取1、5、10和
15代进行不加糖面团发酵力测定。 

1.12  比生长速率的测定 

挑取一环酵母菌接种于5 mL YEPD液体培养基

中，30 ℃、180 r/min培养16 h；将酵母细胞和培养基

以一定比例混合于孔板中，使用全自动生长曲线分析

仪（Type 11001-F09，China）测定生长曲线。对数期

内，以菌株的干重ln值为纵坐标，时间为横坐标绘图，

所得斜率即为平均比生长速率µ (h-1)。实验重复三次

取平均值为实验结果。 

1.13  生物量的测定 

取1.0 g左右的湿菌体称重为M1 (g)，于85 ℃烘干至

恒重，重量为M2 (g)，干物质含量/%=(M2/M1)×100。生

物量为每升培养基所获菌体干重。取三个平行样的平

均值作为实验结果。 

1.14  数据统计分析 

每组实验重复3次取平均值，结果以平均值±标准

偏差表示，并使用Student’s t-test对转化子与亲本菌株

之间差异进行分析，（p<0.05）视作有显著差异。 

2  结果和讨论 

2.1  转化子的构建和鉴定 

2.1.1  目的基因的克隆和鉴定 
PCR扩增目的基因后，反应产物用0.8%的琼脂糖

凝胶电泳分析。结果表明扩增得到的片段大小与SNF1
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目的基因理论大小一致（图1）。 

 
图1 目的基因的验证 

Fig.1 Verification of target gene 

注：M代表5000 bp DNA Marker；1代表目的基因SNF1（引

物为SNF1-F和SNF1-R）。 

2.1.2  表达重组子的构建、筛选与鉴定 
按照1.3和1.4的方法，获得重组质粒Yep-K和

Yep-KPS，PCR验证结果图2。 

 
图2 重组质粒的验证 

Fig.2 Verification of recombinant plasmid 

注：M代表5000 bp DNA Marker；1~3代表片段KanMX验

证结果（模板分别为Yep352、Yep-K和Yep-KPS，引物为Kan-F

和Kan-R）；4~6代表重组片段“PGK1P+SNF1+PGK1T”验证结

果（模板分别为Yep352、Yep-K和Yep-KPS，引物为PGK-F和

PGK-R）；7代表PGK1与SNF1基因方向验证结果（模板

Yep-KPS，引物为PGK-F和SNF1-R）。 

由图2可以看出，以Yep-K和Yep-KPS为模板分别

扩增得到1613 bp的KanMX片段，而阴性对照载体

Yep352为模板则无法获得该条带（泳道1~3）；以

Yep-KPS 为模板扩增得到 3673 bp 的重组片段

“PGK1P+SNF1+PGK1T”，而阴性对照Yep-K和Yep352
为模板则无法获得该条带（泳道4~6）。综上结果表明

质粒Yep-K和Yep-KPS构建成功，并且PGK1强启动子、

终止子的方向与SNF1基因方向一致（3415 bp，泳道

7）。 
2.1.3  面包酵母重组菌株的构建 

将精提后的质粒Yep-K和Yep-KPS分别导入工业

面包酵母突变株ΔREG1中，在含有800 μg/mL G418的
YEPD培养基上筛选阳性转化子BYK-R与BYKPS-R。
酵 母 质 粒 提 取 后 分 别 以 引 物 Kan-F/Kan-R 和

PGK-F/PGK-R验证转化子，电泳结果如图3。 

 
图3 转化子的验证 

Fig.3 Verification of transformants 

注：M代表5000 bp DNA Marker；1，2代表片段KanMX验

证结果（模板分别为BYK-R和BYKPS-R酵母质粒，引物为Kan-F

和Kan-R）；3，4代表重组片段“PGK1P+SNF1+PGK1T”验证结

果（模板分别为BYK-R和BYKPS-R酵母质粒，引物为PGK-F

和PGK-R）。 

由图3可以看出，转化子BYK-R和BYKPS-R分别

获得一条1613 bp的KanMX条带（泳道1，2）；转化子

BYK-R无法获得3673 bp的“PGK1P+SNF1+PGK1T”

扩增片段，而转化子BYKPS-R获得该目的大小条带

（泳道3，4），该结果证明转化子BYK-R为含有Yep-K
质粒的重组面包酵母菌株，转化子BYKPS-R确为含有

Yep-KPS质粒的重组面包酵母菌株。 

2.2  基因表达水平和酶活力测定 

2.2.1  MAL62 和 MAL61 基因的 mRNA 水平 
酵母利用麦芽糖需要三类基因产物，典型的为：

MAL61编码的麦芽糖通透酶、MAL62编码的麦芽糖酶

及MAL63编码的正调节蛋白。麦芽糖通透酶是转运麦

芽糖的关键酶，负责将麦芽糖运输至胞内；麦芽糖酶

是水解麦芽糖的关键酶，将胞内麦芽糖水解为葡萄糖，

进入糖酵解途径，供细胞利用。因此，通过检测与麦

芽糖代谢最直接相关的MAL62和MAL61基因的转录

水平，探究过表达SNF1对面包酵母麦芽糖代谢的影

响。 
按照1.7的方法，使用Actin1（ACT1）基因为内参，

检测MAL62和MAL61基因的mRNA水平，结果如图4。 
由图4可以看出，转化子BYKPS-R中MAL62和

MAL61基因的表达量较亲本菌株BY14α分别提高了

72.00%和41.00%，表明敲除REG1同时过表达SNF1对
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MAL62和MAL61基因的转录水平有显著影响[12]；较

BYK-R分别提高了16.22%和17.50%，表明在REG1缺
失的基础上，过表达SNF1能进一步提高MAL62和
MAL61基因的mRNA水平。 

 
图4 不同菌株MAL62和MAL61基因的相对表达量 

Fig.4 Relative expression levels of MAL62 and MAL61 in 

different strains 

注：转化子BYK-R的性能参数与REG1突变株ΔREG1差异

不大（未标注数据），表明空白质粒Yep-K的转化对菌株性能没

有影响。文中直接使用BYK-R作为参照菌。 

2.2.2  麦芽糖酶和麦芽糖通透酶活力 
按照 1.8 的方法分别测定麦芽糖酶和麦芽糖通透

酶活力，结果如图 5。 

 
图5 不同菌株的麦芽糖酶和麦芽糖通透酶活力 

Fig.5 Maltase and maltose permease activities of different strains 

由图5可以看出，转化子BYKPS-R的麦芽糖酶和

麦芽糖通透酶活力分别达到3.18 μmol/(min·mg)和1.54 
nmol/(min·mg) ，较 BY14α分别提高了 144.62% 和

48.07%，说明敲除REG1同时过表达SNF1对面包酵母

的麦芽糖酶和麦芽糖通透酶水平有显著影响；较

BYK-R分别提高了13.57%和25.20%，表明在REG1缺
失的基础上，过表达SNF1能进一步提高麦芽糖酶和麦

芽糖通透酶活力。缺失REG1基础上过表达SNF1进一

步减弱了对MAL基因的转录抑制，从而促进麦芽糖利

用相关蛋白的合成，这与Sun等人的研究结果一致[10]。 

2.3  发酵性能测定 

2.3.1  液体模拟面团培养基中的发酵测定 
按1.9的方法，通过HPLC测定混合糖LSMLD培养

基中葡萄糖和麦芽糖消耗曲线，结果如图6所示。 

 
图6 LSMLD培养基中不同菌株的葡萄糖和麦芽糖残糖浓度 

Fig.6 Concentrations of residual glucose and maltose in cultures 

of different strains in LSMLD medium 

由图6可以看出，在葡萄糖和麦芽糖为碳源的模拟

面团培养基中，三株菌株都能够快速利用葡萄糖，且

在90 min左右葡萄糖消耗殆尽。在葡萄糖消耗的同时，

不同菌株的麦芽糖消耗水平有所不同。在葡萄糖被完

全消耗完之前，亲本菌株BY14α和BYK-R的麦芽糖利

用率分别为15.22%和17.29%，过表达SNF1转化子

BYKPS-R的麦芽糖利用率为18.05%，较BY14α和
BYK-R分别提高了18.59%和4.40%。转化子BYKPS-R
的Time span值较BY14α和BYK-R分别降低了15.61%
和4.42%（表2）。综上结果表明，敲除REG1同时过表

达SNF1能有效提高面包酵母的麦芽糖代谢，且在敲除

REG1明显减弱葡萄糖阻遏的基础上，过表达SNF1进
一步减弱了葡萄糖阻遏作用，从而提高面包酵母的麦

芽糖代谢水平。 
表2 模拟面团和不加糖面团中的性能参数 

Table 2 Data from LSMLD medium and lean dough 

菌株 Time span/h 发酵力/[mL CO2/(g CDW·h)]

BY14α 2.05±0.14 355.63±4.23 

BYK-R 1.81±0.11 387.62±5.12 
BYKPS-R 1.73±0.12* 400.11±5.22* 

注：从液体模拟面团培养基中计算 Time span 数值；从不

加糖面团中计算发酵力。使用Student’s t-test对转化子BYKPS-R

与对照菌株之间差异进行分析，（p<0.05）视作有显著差异（*p 

<0.05，n=3）。 

2.3.2  不加糖面团中的发酵测定 
按 1.10 方法，用发酵仪测定菌株在不加糖面团中

的 CO2产气量。结果如图 7。 
由图 7 可以看出，在不加糖面团中，三株菌株都

能迅速释放 CO2，且都能达到 1175 mL 的 CO2产气量，

但是产气速率有明显差异。转化子 BYKPS-R 的产气能
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力最强，在发酵 60 min 时，产气量达到 930 mL，较

BY14α和 BYK-R 分别提高了 130 mL 和 30 mL，并且

达到最大产气量的时间较 BY14α 和 BYK-R 分别提高

了 20 min 和 10 min。根据单位干重的菌体在单位时间

内产生 CO2的体积数确定面团发酵力，结果如表 2。转
化子 BYKPS-R 的发酵力达到 400.11 mL CO2 /(g 
CDW·h)，比 BY14α 和 BYK-R 分别提高了 12.51%和

3.22%。综上结果表明，敲除 REG1 同时过表达 SNF1
能显著提高面包酵母的不加糖面团发酵性能，且在

REG1 缺失的基础上，过表达 SNF1 能进一步提高不加

糖面团发酵力。此外，按照 1.11 的方法，对 BYKPS-R
的第 1、5、10 和 15 代转化子进行不加糖面团发酵，

发酵力没有显著差异（未标注数据），即随机挑取的

转化子菌株 BYKPS-R 连续传代 15 代之内没有出现回

复突变的情况。由此可得出，SNF1 基因过表达的转化

子 BYKPS-R 遗传性能稳定。 

 
图7 不加糖面团中不同菌株的CO2产气量 

Fig.7 CO2 production by different strains in lean dough 

2.4  生长性能的测定 

表3 不同菌株的生长性能参数 

Table 3 Growth properties of different strains 

菌株 比生长速率/h-1 生物量/(g CDW/L 糖蜜)

BY14α 0.24±0.03 7.66±0.23 

BYK-R 0.23±0.04 7.53±0.22 

BYKPS-R 0.27±0.04* 7.85±0.26 

注：使用Student’s t-test对转化子BYKPS-R与对照菌株之间

差异进行分析，（p<0.05）视作有显著差异（*p <0.05，n=3）。 

在工业生产中，稳定的生长性能对菌株来说尤为

重要。按照1.12和1.13的方法，分别测定三株菌株在

YEPD培养基中的比生长速率和糖蜜培养基中的生物

量，结果如表3。敲除REG1菌株的比生长速率和生物

量较亲本菌株BY14α有所下降，但是差异并不明显

（*p>0.05）；转化子BYKPS-R的比生长速率较BY14α
和BYK-R分别提高了12.50%和17.39%，生物量分别提

高了2.48%和4.25%，综上结果说明过表达SNF1基因可

以促进面包酵母细胞的生长速率，但对生物量的影响

不显著。 

3  结论 

3.1  在酵母菌中，许多基因的表达都受到葡萄糖的控

制和调节，如糖原异生作用（如FBP1和PCK1）和次

级碳源的吸收利用（如MAL和SUC）等的相关基因。

葡萄糖进入细胞后，生成6-磷酸葡萄糖的同时激活

Reg1-Glc7（蛋白磷酸酶PP1），蛋白磷酸酶对Snf1蛋白

激酶脱磷酸作用，抑制Snf1激酶活性，因此蛋白磷酸

酶PP1的破坏可以有效减弱对Snf1蛋白激酶的失活效

应。Snf1蛋白在解除葡萄糖阻遏效应的调节过程中发

挥极其重要作用，它通过阻止转录抑制因子Mig1与目

的基因启动子的结合，促进次级碳源代谢相关基因的

表达。Treitel等研究发现，在SNF1基因缺失突变中，

MAL基因的转录受到抑制[13]。我们的研究进一步表明

Snf1在调节次级碳源代谢、提高次级碳源代谢相关基

因的转录水平中起重要作用。 
3.2  本文比较分析亲本菌株BY14α、转化子BYK-R和
BYKPS-R的MAL62和MAL61基因mRNA水平，麦芽糖

酶和麦芽糖通透酶活力，发酵过程中麦芽糖代谢水平，

不加糖面团发酵力，以及基本生长性能，结果表明，

转化子BYKPS-R的MAL基因（MAL62和MAL61）转录

水平和酶活力（麦芽糖酶和麦芽糖通透酶）较亲本菌

株BY14α显著调高，说明敲除REG1同时过表达SNF1
对麦芽糖代谢相关基因表达和酶活力有显著影响。

BYKPS-R的葡萄糖阻遏作用较BY14α有所减弱，这种

阻遏作用的缓解提高了面包酵母的麦芽糖利用能力，

说明敲除REG1同时过表达SNF1对提高次级碳源（麦

芽糖）的代谢水平有影响。BYKPS-R的不加糖面团产

气能力较BY14α有显著提高，说明敲除REG1同时过表

达SNF1对提高面包酵母的不加糖面团发酵力有显著

影响，确证缓解葡萄糖阻遏和快速的从葡萄糖代谢转

向麦芽糖代谢，可以有效提高面包酵母的不加糖面团

发酵能力[14]，同时确证面包酵母的不加糖面团发酵力

和麦芽糖酶、麦芽糖通透酶活力密切相关[15]。与亲本

菌株BY14α相比，BYKPS-R的比生长速率虽然提高，

但是生物量提高不明显，说明敲除REG1同时过表达

SNF1对面包酵母菌株的生长性能影响不显著。相对于

转化子BYK-R，BYKPS-R的MAL基因mRNA水平、麦

芽糖酶和麦芽糖通透酶活力、麦芽糖代谢水平、不加

糖面团发酵力均有不同程度提高，生长速率虽有提高，

但是生物量提高不明显，说明在REG1基因敲除的基础

上，过表达基因SNF1可以进一步提高面包酵母的麦芽

糖代谢和不加糖面团发酵水平，同时不影响面包酵母
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菌株生长性能，这些特征对面包酵母菌株的生产应用

具有重要的经济意义，同时为快速发酵面包酵母菌株

的选育奠定了基础。 
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