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芳香氨基酸转氨酶Aro9过表达增强酿酒酵母耐冻性能
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摘要：为提高酵母在冷冻环境的存活率，降低冷冻面团的品质劣变。本研究探究芳香氨基酸转氨酶（Aro9）在酵母抗

冻的作用，以期提高其在冷冻胁迫下的存活率。通过构建 aro9过表达菌株（LKF-1-Aro9）与 aro9敲除菌株（LKF-1-ΔAro9），

验证 Aro9 对酿酒酵母抗冻能力的影响。LKF-1 在 -20 ℃保存 2、5、10 和 15 d 存活率分别为 60.76%、56.40%、13.76%、8.63%。

LKF-1-Aro9 对应为 79.97%、67.03%、43.80%、29.30%。经 3 d 冻藏后，LKF-1，LKF-1-Aro9 和 LKF-1-ΔAro9 到达平台期

的时间分别为 14，12，21 h。扫描电镜结果显示，在 -20 ℃保存 7 d 后，LKF-1-Aro9 的细胞表面结构保持更为完整。此外，

在 -20 ℃保存 3 d 后 LKF-1 和 LKF-1-Aro9 经碘化吡啶（PI）染色后荧光强度分别为 4 096.00，3 336.67，在 -20 ℃保存后

LKF-1 的细胞膜比 LKF-1-Aro9 受到更大的破坏。同时 LKF-1 和 LKF-1-Aro9 胞内脯氨酸分别为 0.35 和 2.19 μg∙mg-1
。LKF-

1-Aro9 具有更多的脯氨酸对冷冻环境具有更好的耐受性。同时，LKF-1 和 LKF-1-Aro9 的经结晶紫染色 OD595 分别为 0.242 4

和 0.279 6，LKF-1-Aro9 分泌更多的生物膜对抗外界环境。实验表明，aro9 基因的过表达提高耐冻性作用与强化细胞膜和

生物膜、促进保护性物质脯氨酸的积累密切相关。
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Abstract: To improve yeast survival under freezing conditions and reduce quality deterioration of frozen dough, the role of 

aromatic amino acid aminotransferase (Aro9) in yeast cryotolerance was investigated. An aro9-overexpressing strain (LKF-1-Aro9) 

and an aro9 knockout strain (LKF-1-ΔAro9) were constructed to verify the effect of Aro9 on the freezing tolerance of Saccharomyces 

cerevisiae. The survival rates of LKF-1 after 2, 5, 10, and 15 days of storage at −20 ℃ were 60.76%, 56.40%, 13.76%, and 8.63%, 

respectively, whereas those of LKF-1-Aro9 were 79.97%, 67.03%, 43.80%, and 29.30%, respectively. After 3 days of frozen storage, 

the times required for LKF-1, LKF-1-Aro9, and LKF-1-ΔAro9 to reach the stationary phase were 14, 12, and 21 h, respectively. 

Scanning electron microscopy revealed that LKF-1-Aro9 maintained a more intact cell surface structure after 7 days of storage at 

−20 ℃ . Furthermore, after 3 days of storage at −20 ℃ , the fluorescence intensities of LKF-1 and LKF-1-Aro9 after propidium 

iodide staining were 4 096.00 and 3 336.67, respectively, indicating greater cell membrane damage in LKF-1 than in LKF-1-Aro9. 

After storage at −20 ℃ , the intracellular proline contents of LKF-1 and LKF-1-Aro9 were 0.35 and 2.19 μg·mg-1, respectively, 
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当前，冷冻面团行业正迎来快速发展阶段，市场

前景广阔。随着现代生活节奏不断加快，消费者对于

“即烤即食”类烘焙产品的需求显著增长，冷冻面团

逐渐成为家庭烘焙与餐饮企业的理想解决方案。尤其

在连锁烘焙店、咖啡厅、快餐店等经营场景中，冷冻

面团的应用能有效降低人工成本与原料损耗，大幅提

升整体运营效率 [1-4] 。然而，冷冻面团在加工与储存过

程中也面临技术挑战。其中，品质下降的主要原因是

冻结及储存期间冰晶的形成与重结晶，这一过程会对

面团中的关键成分造成负面影响。特别是在冷冻条件

下，酵母的存活率与活性容易降低，进而影响面团最

终的发酵性能与成品品质 [5-8] 。

不少学者提高酵母的耐冻性能，他们主要是通过

外援添加各种提取物（如雪蚤抗冻蛋白、鱼载脂抗冻

蛋白、海藻糖等）来提高酵母在冷后的存活率 [9-12] 。也

有学者通过分子生物学技术改造酵母菌提高其耐冻

性 [13-16] 。生物膜（Biofilm）是指由微生物（如细菌、

真菌、藻类等）及其分泌的胞外聚合物（Extracellular 
Polymeric Substances, EPS）附着在生物或非生物表面

所形成的复杂、结构化的微生物群落。这些胞外聚合物

主要由多糖、蛋白质、核酸和脂质组成，形成一个保护

性的基质，将微生物细胞黏附在一起并固定在特定表面

上。生物膜中的 EPS 为微生物提供了物理屏障。因此生

物膜能提高膜内微生物对恶虐环境的耐受性 [17-19] 。有报

道，生物膜也能提高微生物对高温环境的耐受性 [20,21] 。

在生物膜内微生物通过化学信号分子进行交流 [22-24] 。

2- 苯乙醇（2-PE）是酿酒酵母中的群体感应（QS）化

学信号分子，其刺激生物膜的形成。aro9 基因的缺

失降低了发酵早期 2-PE 的含量，减少了生物膜的形

成 [25,26] 。如果过表达 aro9 基因提高生物膜的量是否也

能提高酵母对冷冻环境的耐受性。

本研究以酿酒酵母 LKF-1 为出发菌株，借助同源

重组和 CRISPR/Cas9 技术，分别获得 aro9 过表达株

LKF-1-Aro9 与缺失株 LKF-1-ΔAro9，系统评价 aro9

基因在冷冻胁迫中的功能。通过比较三株菌在 -20 ℃
处理后的存活率、恢复生长、表面形貌、膜通透性、

细胞壁致密性、生物膜产量及胞内脯氨酸水平，明确

aro9 基因对酵母耐冻性的调控作用，为后续耐冷冻工

业菌株的精准构建奠定理论与材料基础。

1  材料与方法

1.1 菌株和培养基

1.1.1 菌株和质粒

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）LKF-01，
从法国乐斯福燕子牌鲜酵母分离所得。大肠杆菌

（Escherichia coli）DH5α 用于重组质粒克隆的扩增。

质粒 bRA66，由美国 Addgene 质粒保藏中心购得。质

粒 pAUR123-EGFP 和 pRCC-K，从武汉淼灵生物科技

有限公司购得。

1.1.2 培养基

YPD 培养基：葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，酵

母抽提物 10 g，加入 1 000 mL 蒸馏水调，节 pH
值为 7.0。

LB 培养基：蛋白胨 10 g，酵母抽提物 5 g，NaCl 
10 g，加入 1 000 mL 蒸馏水调，调节 pH 值为 7.0。

1.2 主要试剂和仪器

酵母碳源基础 YCB，北京酷来搏科技有限公司；

2×Rapid Taq Master Mix 和同源重组酶，南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；酵母基因组 DNA 提取试剂

盒、胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒、BCA 蛋白定量

分析试剂盒和脯氨酸含量检测试剂盒，生工生物工程

（上海）股份有限公司；限制性内切酶 SacI、EcoRV、

BplI，美国赛默飞世尔科技公司；1 mg∙mL-1 碘化吡啶

（PI）溶液，上海碧云天生物技术有限公司；DNA 
Marker Ⅲ分子量标准，天根生化科技（北京）有限

公司。

suggesting that the higher proline accumulation in LKF-1-Aro9 conferred greater tolerance to freezing stress. Additionally, crystal 

violet staining showed OD595 values of 0.242 4 and 0.279 6 for LKF-1 and LKF-1-Aro9, respectively, indicating that LKF-1-Aro9 

produced a thicker biofilm that better withstands adverse environmental conditions. In conclusion, overexpression of the aro9 gene 

effectively enhances freezing tolerance in S. cerevisiae. This improvement was closely associated with enhanced cell membrane 

integrity, increased biofilm formation, and elevated proline accumulation. 

Key words: Saccharomyces cerevisiae; freezing tolerance; aromatic amino acid aminotransferase (Aro9)
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表 1  引物名称及序列

Table 1 Primer names and sequences

引物 序列

U-F CCGGAACCTCTAATCATTCGC

U-R GATATCACCCGGGTTAGAGAGCTCGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACC

TEF1-F AACGACCGTACTTGCGAGCTCCCACACACCATAGCTTCAAAATG

TEF1-R GGCAGAACCAGCAGTCATTTAGATTAGATTGCTATGCTTTCTTTCTAA

D-F ACTAGTACGTCTCGAGATTATACCTCAAGCACGCAGAGAA

D-R AACGAACGAGACCTTAACCTACTAAA

aro9-F AAATGACTGCTGGTTCTGCCCC

aro9-R GCCCTTGCTCACCATGATATCACTTTTATAGTTGTCAAAAAATTCTTTTATGC

kanMX-F CGTTAGTATCGAATCGACAGCAGTATAGCGACCAGCATTC

kanMX-R CTGCGTGCTTGAGGTATAATCTCGAGACGTACTAGTTAGGGATAACAGGGTAATCAGCG

pAUR123-EGFP-F TCTAACCCGGGTGATATCATGGTGAGCAAGGGCGAGG

pAUR123-EGFP-R CTGTCGATTCGATACTAACG

pRCC-K-F TTTAGTAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTCACTTTTCGGGGAAATGTGC

pRCC-K-R GCGAATGATTAGAGGTTCCGGTACCTGCTGGCGTTTTTCCATAGG

N20-F TAACGCAGTTGCTCGATAATGTTTT

N20-R ATTATCGAGCAACTGCGTTAGATCA

U-cas9-F CCATCATTGGGGTAGGAAAC

U-cas9-R GGTTTAATCTTCACTGTTCAACTGAGTCGATGAGAGAGTGTA

D-cas9-F TACACTCTCTCATCGACTCAGTTGAACAGTGAAGATTAAACC

D-cas9-R GACCATTTAGTTGCTTAGAG

T100 PCR 仪，伯乐生命医学产品有限公司；

ECLIPSE E200 显微镜，日本尼康精机有限公司；

Multiporator 4308 多功能细胞电穿孔仪，Eppendorf 公
司；SYNERGY H1 酶标仪，美国伯腾仪器有限公司；

Thermo Scientific Apreo 2s 场发射扫描电镜，美国赛默

飞世尔科技公司；JXFSTPRP-4D 三维样品研磨仪，上

海净信实业发展有限公司；ZQZY-75BN 振荡培养箱，

上海知楚仪器有限公司。

1.3 引物的合成与设计

根据 GenBank 检索酿酒酵母 S288c 的基因组序列

（GCA_000146045.2）使用软件 Primer Premier 5.0 设

计引物，由北京六合华大基因科技有限公司合成，引

物具体信息见表 1

1.4 构建过表达aro9基因的酿酒酵母和缺失
aro9基因的酿酒酵母

aro9 过表达菌株（LKF-1-Aro9）的构建，采用

郑会会等报道的方法 [27] ，通过多片段同源重组系统构

建过表达菌株。以酿酒酵母 LKF-1 基因组 DNA 为模

板，使用引物 U-F/U-R、D-F/D-R、TEF1-F/TEF1-R 和

aro9-F/aro9-R 分别 PCR 扩增 rDNA 上游同源臂、下

游同源臂、TEF1 启动子及 aro9 基因编码区。以质

粒 pRCC-K 为模板，使用引物 kanMX-F/kanMX-R 和

pRCC-K-F/pRCC-K-R 分别扩增 KanMX 抗性表达盒与

Amp-ori 片段。以质粒 pAUR123-EGFP 为模板，使用

引物 pAUR123-EGFP-F/pAUR123-EGFP-R 扩增 EGFP
报告基因和终止子 ADH1。将上述扩增的上游同源臂、

EGFP-ADHt、KanMX 片段、下游同源臂及 Amp-ori 片
段进行重组。将该重组产物热激转化至大肠杆菌 DH5α，
涂布于含 100 μg∙mL-1 Amp 的 LB 平板，37 ℃培养后挑

取单克隆，使用引物 U-F 与 KanMX-R 进行 PCR 验证，

构建初级质粒。对验证正确的质粒进行 SacI 与 EcoRV
双酶切，再与 TEF1 启动子及 aro9 基因进行同源重组，

再次将重组产物热激转化入 DH5α，经 Amp 抗性筛选

后，以引物 TEF1-F 与 aro9-R 进行 PCR 验证。以正确

质粒为模板，使用引物 U-F/D-R 扩增线性化表达盒（结

构为：上游同源臂 -TEF1p-aro9-EGFP-ADH1t-TEF1p-
kanMX-TEF1t- 下游同源臂），电转导入酿酒酵母 LKF-1，
并在含 200 μg∙mL-1 遗传霉素（G418）的 YPD 平板上

筛选阳性克隆。进一步以引物 TEF1-F 与 pAUR123-
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EGFP-R 对阳性克隆进行 PCR 鉴定。将正确克隆接种

至 SC 培养基，30 ℃培养 24 h 后，于荧光显微镜下观

察（激发光 465~495 nm，发射光 512~558 nm，物镜

10×），可见明显绿色荧光，表明 ARO9-EGFP 融合蛋

白成功表达。最终将该菌株命名为 LKF-1-Aro9。
参照 Levi 等 [28] 报道的 CRISPR-Cas9 方法进行基

因敲除。以 LKF-1 基因组 DNA 为模板，使用引物

U-cas9-F/U-cas9-R 与 D-cas9-F/D-cas9-R 分别扩增 aro9
基因上游与下游同源臂，并通过重叠延伸 PCR 拼接为

完整修复片段。将针对 aro9 设计的 sgRNA 寡核苷酸

链 N20-F 与 N20-R 退火成双链，酶连至经 BplI 酶切的

质粒 bRA66 中，构建 CRISPR 敲除载体。将该质粒与

上述修复片段共电转至 LKF-1 中，于 200 μg∙mL-1 潮

霉素 - 半乳糖 YPD 诱导 Cas9，以 U-cas9-F/D-cas9-R 
PCR 验证 aro9 编码区完全缺失，得敲除菌株 LKF-1-
ΔAro9。

1.5 细胞冷冻胁迫及存活率测定

将野生型 LKF-1 与过表达菌 LKF-1-Aro9 以 5%
（体积分数）接种量接入 YPD，30 ℃，180 r∙min-1 振

荡培养 24 h。各取 1 mL 6 500 g 离心 3 min 收集菌

体，置于 -20 ℃冻存。设定 2、5、10、15 d 三个时间

点，室温静置解冻 10 min，加入 1 mL 常温生理盐

水，30 ℃孵育 1 h。取 0.1 mL 菌液与 0.9 mL 美蓝染液

（0.025 g 亚甲基蓝、0.042 g KCl、0.048 g CaCl2·6H2O、

0.02 g NaHCO3、1 g 葡萄糖，生理盐水定容至 100 mL）
混匀，室温染色 10 min，血球计数板镜检：蓝色为死

细胞，无色透明为活细胞，计算存活率 [29] 。

1.6 冷冻后菌体的生长曲线测定

LKF-1、LKF-1-Aro9、LKF-1-ΔAro9 三株均按 5%（体

积分数）接菌量于 YPD 中 30 ℃，转速为 180 r∙min-1 振

荡培养过夜。取 1 mL 菌液，6 500 g 离心 5 min 弃上清，

菌体在 -20 ℃静置 3 d。解冻后重悬于 1 mL YPD，

以 2%（体积分数）接种量转接新鲜 YPD，96 孔板

每孔 150 µL，30 ℃静置，酶标仪每小时记录 OD600，

绘制恢复生长曲线。

1.7 冷冻-扫描电镜形态

按1.5进行菌体培养、菌体收集和冻存。分为0 d（未

冷冻）与 -20 ℃ 7 d 两组。PBS 缓冲液洗涤后，加 2.5%
（体积分数）戊二醛 4 ℃固定 4 h。固定后，用 PBS 缓

冲液洗涤 3 次，然后 30%~100%（体积分数）乙醇梯

度脱水，每次 15 min，冷冻干燥后喷金，3 kV 观察表

面形貌。

1.8 膜通透性测定

按 1.5 进行菌体培养、菌体收集和菌体冻存 3 d。
用生理盐水调菌浓 OD600 值达到 1.0，取 100 µL 加

1 µL 1 mg∙mL-1 PI，避光孵育 10 min。孵育后荧光酶标

仪检测（Ex ：493 nm，Em ：636 nm）。

1.9 脯氨酸含量测定

按 1.5 进行菌体培养、菌体收集和菌体冻存 3 d。
分别使用生理盐水洗涤菌体 3 次。再加入锆石小珠，

使用球磨机破碎菌体。然后将破碎的菌体分成 2 份，1
份使用脯氨酸含量检测试剂盒测脯氨酸含量。另外 1
份使用 BCA 蛋白定量分析试剂盒测蛋白浓度。

1.10 生物膜的生物量测定

LKF-1、LKF-1-Aro9 两株均按 5%（体积分数）

接菌量于含有 100 μL YPD 培养基的 96 孔板中 30 ℃，

静置培养。24 h 后，倒去发酵液，再用 PBS 洗涤 96
孔板 3 次去除浮游的菌体。加入 0.05wt.% 结晶紫溶

液染色 30 min。染色后，倒去结晶紫，再用去离子水

清洗多余的结晶紫。晾干表面水分，每孔加入 100 μL 
95%（体积分数）乙醇静置 30 min，测 OD595 值。

1.11 数据分析

所有试验均重复 3 次，使用 Microsoft Office 2013
中 Excel 进行数据统计和显著性分析，数据表示为

平均值 ± 标准差，P  ＜ 0.05 被认为具有显著差异，

P ＜ 0.01 被认为具有极显著差异。

2  结果与讨论

2.1 aro9基因过表达菌株及敲除菌株鉴定结果

  经荧光显微镜观察，转化后的过表达菌株可见

均匀绿色荧光（图 1c），表明 ARO9-EGFP 融合蛋白

已在 LKF-1-Aro9 中成功表达；以 TEF1-F/pAUR123-
EGFP-R 进行 PCR 验证，扩增出 2 597 bp 的单一条

带（图 1a），与预期融合片段长度一致。进一步利用

CRISPR-Cas9 系统敲除野生型 LKF-1 的 aro9 基因，用

引物 U-cas9-F/D-cas9-R 检测，缺失株 LKF-1-ΔAro9 仅

得 200 bp 产物，大小等同于上下游同源臂之和，证实

aro9 编码区已被完全剔除。而野生型 LKF-1 的 PCR
产物为 1 742 bp，基因 aro9 与上下游同源臂序列长度

之和大小相同（图 1b）。
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图 1 鉴定 aro9 基因过表达菌株及敲除菌株

Fig.1 Identification of the aro9 overexpression and 

deletion strains 

注：a ：PCR 鉴 定 LKF-1-Aro9 菌 体 中 TEF1-aro9-egfp 基

因的结果；b ：PCR 鉴定 LKF-1-ΔAro9 菌体；c ：荧光显微镜下

的 LKF-1-Aro9 菌体中 aro9 基因的结果。M ：DNA marker III ；

CK ：LKF-1 ；1 ：LKF-1-Aro9 菌体；2 ：LKF-1-ΔAro9 菌体。

2.2 存活率

图 2 结果显示，在 -20 ℃冷冻 2、5、10 和 15 d
后，LKF-1-Aro9 的存活率分别为 60.77%、56.40%、

13.77%、8.63%。LKF-1-Aro9 的存活率分别为 79.97%、

67.03%、43.80%、29.30%。在各个时段 LKF-1-Aro9
的存活率均显著高于野生型 LKF-1，提示 aro9 基因可

提升酿酒酵母在冷冻胁迫下的生存能力。甘油、脯氨

酸和海藻糖是常见提高酵母抗冻能力的添加剂。因此

不少研究针对酵母对甘油、脯氨酸和海藻糖的代谢途

径进行改造提高酵母的耐冻能力。中国学者通过编辑

酵母菌海藻糖途径，提高海藻糖的合成量降低海藻糖

的降解。该酵母菌冷冻 7 d 后存活率达 70% 以上 [13] 。

日本学者对酿酒酵母菌中 fps1 基因敲除，降低菌体内

的甘油扩散到外周，从而将酵母冷冻 3 d 后其存活率

达 90% 以上 [14] 。也有日本学者筛选出突变的脯氨酸合

成酶的酵母，其冷冻 1 d 后其存活率达 60% 以上 [15] 。

aro9 过表达的酵母冷冻后的存活率优于突变的脯氨酸

合成酶的酵母。

图 2 -20 ℃下不同时间酵母菌的存活率

Fig.2 Survival rate of yeast cells after different storage times 

at −20 ℃

2.3 生长曲线测定结果

图 3 生长曲线显示，经 -20 ℃冻存 3 d 后重新接种，

LKF-1-Aro9，野生型 LKF-1 和 LKF-1-ΔAro9 到达平

台期的时间分别为 12、14 和 21 h。LKF-1-Aro9 最

先抵达平台期，野生型 LKF-1 次之，LKF-1-ΔAro9
最慢，提示冷冻过后过表达 aro9 的菌体活菌数最多、

缺失株最少，证实 Aro9 蛋白可显著提升酿酒酵母

的耐冻性。

图 3 LKF-1、LKF-1-Aro9 和 LKF-1-ΔAro9 菌株的生长曲线

Fig.3 Growth curves of LKF-1, LKF-1-Aro9, and 

LKF-1-ΔAro9 strains

2.4 扫描电镜结果

扫描电镜（图 4）显示，0 h 时，LKF-1（图 4a）
与 LK-1-Aro9（图 4b）菌体均光滑平整；-20 ℃冻

存 7 d 后，两者表面均出现颗粒状附着物（图 4c 和 d），
但 LKF-1-Aro9 的颗粒密度显著低于野生株 LKF-1，提

示 aro9 表达可抑制冷冻诱导的细胞壁 / 膜损伤产物堆

积，维持外壁完整性。不少报道增强细胞壁 / 膜能有

效提高酵母在冷冻环境下的存活 [6,8] 。扫描电镜结果也

支持这个观点。
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图 4 LKF-1 和 LKF-1-Aro9 在 -20 ℃冷冻不同时间

的扫描电镜结果

Fig.4 Scanning electron microscopy of LKF-1 and LKF-1-Aro9

 after different freezing durations at -20 ℃

注：（a）0 d 的 LKF-1 ；（b）0 d 的 LKF-1-Aro9 ；（c）-20 ℃

冷冻 7 d 后的 LKF-1 ；（d）-20 ℃冷冻 7 d 后的 LKF-1-Aro9。

2.5 细胞的通透性

PI 仅能穿透受损膜并与核内 DNA 结合发出红色

荧光。图 5 显示，LKF-1 和 LKF-1-Aro9 的荧光强度

分别为 4 096.00 和 3 337.67。在 -20 ℃冷冻后的荧光

强度 LKF-1 高于 LKF-1-Aro9，表明 LKF-1 的膜破损

更严重。aro9 基因表达强化了冷冻胁迫下酵母的膜结

构稳定性。这结果与扫描电镜的结果相符。Aro9 酶

能将苯丙氨酸脱氨基，脱氨基后可生成苯丙酮酸，后

者是合成生育三烯酚的前体。生育三烯酚属于维生

素 E 家族，具有脂溶性，其侧链中含有三个不饱和双

键，能够有效清除脂质自由基 [30] 。在冷冻条件下，酿

酒酵母细胞膜的流动性降低，导致膜内氧自由基浓度

升高 [31,32] 。生育三烯酚可嵌入细胞膜脂质双层中，清

除氧自由基，从而减轻细胞膜的过氧化损伤 [33] 。因此，

aro9 基因的过表达有助于酵母在冷冻胁迫下维持细胞

膜的完整性和功能。

图 5 菌体胞内的荧光强度

Fig.5 Intracellular fluorescence intensity of yeast cells 

注：*P  ＜  0.05。下图同。

2.6 脯氨酸含量

图 6 所示在 -20 ℃冷冻后胞内的脯氨酸含量，

LKF-1 和 LKF-1-Aro9 的胞内的脯氨酸的含量分别为

0.35 和 2.19 μg∙mg-1，LKF-1-Aro9 明 显 高 于 LKF-1。
aro9 基因表达提高酵母的胞内脯氨酸含量。aro9 基因

编码芳香族氨基酸转氨酶，主要催化色氨酸、苯丙氨

酸和酪氨酸的氨基转移反应 [34] 。该反应所转移的氨基

可为胞内脯氨酸的合成提供氨基来源 [35] 。而脯氨酸作

为一种重要的渗透保护剂，能够增强酵母对低温胁迫

的耐受性 [36-38] 。

图 6 菌体胞内的脯氨酸的含量

Fig.6 Intracellular proline content of yeast cells

2.7 生物膜的生物量

图 7 生物膜的生物量

Fig.7 Biofilm biomass 

生物膜能提高微生物对恶虐环境的抵抗性。图 7
所示结晶紫测定生物膜的含量。LKF-1 和 LKF-1-Aro9
的 OD595 分别为 0.242 4 和 0.279 6。静置培养 LKF-1-
Aro9 的生物膜量明显高于 LKF-1。aro9 基因表达加

强了酵母的生物膜的合成。aro9 基因所编码的酶是

艾氏途径（Ehrlich pathway）中合成 2-PE 的关键酶之

一 [39] 。2-PE 作为一种次级代谢产物，可能作为环境敏

感的信号分子，通过特定信号通路调控细胞形态。此外，

2-PE 对酿酒酵母生物膜的形成具有促进作用 [25,26] 。新

形隐球菌（Cryptococcus neoformans）在 -20 ℃冷冻
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24 h 后生物膜内的菌体存活率是浮游菌的 2 倍以上。

生物膜内的菌体对冷冻条件的敏感性显著低于浮游菌

体。生物膜的建立可能促进细胞间相互作用而提供环

境变化的保护，菌体外周基质则可能作为抵御应激条

件的屏障 [40,41] 。

3  结论

该研究通过构建 aro9 过表达菌株和 aro9 敲除菌

株，确认 aro9 基因能提高酿酒酵母抗冻能力。LKF-
1-Aro9 的生长延滞期短于野生型 LKF-1，而 LKF-1-
ΔAro9的延滞期则更长。扫描电镜结果显示，冻藏 7 d后，

LKF-1-Aro9 的细胞表面结构比野生型 LKF-1 保持更

为完整。此外，与野生型相比，LKF-1-Aro9 形成了更

大量的生物膜，PI 渗透率显著更低，同时胞内脯氨酸

的积累也更多。aro9 基因通过调控细胞膜通透性、促

进脯氨酸积累以及增强生物膜形成，多途径协同提高

酵母在冷冻处理后的存活率。这为开发耐冻酵母提高

开发奠定基础。
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