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酒酒球菌(Oenococcus oeni)胁迫适应性反应机制 

赵文英, 李华*, 王华  
(西北农林科技大学葡萄酒学院, 杨陵 712100) 

摘要：苹果酸-乳酸发酵有利于提高葡萄酒品质, 为了获得高活性的直投式酒酒球菌发酵制剂, 从生

理和分子生物学的角度理解该菌种胁迫耐受性增强的机制是必要的。本文就酒酒球菌利用苹果酸-

乳酸发酵和膜结合的 H+-F0F1-ATP 酶以维持细胞内环境的稳定和能量供给; 胁迫适应过程中细胞膜

组分的调整; 小热休克蛋白 Lo18 等胁迫蛋白及其相应的基因的表达和调控等方面进行了综述。胁 

迫适应性反应机制的研究对发酵剂菌株的筛选、发酵剂的制备及其他工程菌株的构建具有重要意义。 
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在葡萄酒酿造过程中 , 由于葡萄原料含酸量偏

高而常常面临着降酸的问题。苹果酸－乳酸发酵

(Malolactic fermentation, MLF)是葡萄酒生产中一种
主要的生物降酸方法, 并且, 根据现代葡萄酒酿造基
本原理, MLF也是酿造优质干型葡萄酒必须进行的工
艺环节 [1]。不同的苹果酸-乳酸菌(Malolactic bacteria, 
MLB)菌种酿酒特性不同, 能够适应葡萄酒环境、较专
一地进行 MLF、并对酒质有增益作用的主要是酒酒球
菌(Oenococcus oeni, O.oeni)[2]。 

在传统葡萄酒酿造过程中, 人们通过各种各样的
方法来诱导自然 MLF, 但自然 MLF 启动随机, 任何延
迟都可能导致葡萄酒质量的改变。因为葡萄酒的恶劣生

境严重影响着乳酸菌的存活和生长, 如低 pH(一般≤
3.5), 高乙醇含量[一般为 12％(V/V)], 一定的游离 SO2

含量, 低温(18~20℃)及营养物质缺乏等[3,4]。使用筛选

的 MLB 菌株作为发酵剂来接种葡萄酒, 可以通过添加
足够量的MLB, 以减缓由于MLB数量不足所带来的发
酵缺陷。但实践发现从自然 MLF 的葡萄酒中分离出的
酒酒球菌, 经实验室培养基的培养增殖后, 重新接种到
葡萄酒中却能丧失其原有的生存能力[14]。接种葡萄酒 
后的菌体存活率一般在 0.01％~1％之间, 而且刚开始

存活的细菌也会逐渐丧失活性, 不能正常启动 MLF。发
酵剂在接种前, 必须在添加有葡萄酒的培养基中预培
养 2~3d, 方能有效地提高该菌株的接种存活率。这种活
化发酵剂的方式是一种适应性的步骤, 不能让乳酸菌
增殖, 相反, 还能减少活菌数[3,4]。我们把从山东烟台地

区筛选出的酒酒球菌菌株 SD-2h 通过改良型 ATB 培
养基[ATB 培养基+SO210mg/L, 无水乙醇 11％(V/V), 
pH3.2]驯化培养和葡萄汁培养基扩大培养后, 直接将
菌体接种葡萄酒 , 结果表明 MLF 能顺利进行 , 且
MLF速率随接种量的增加而加快[5]。用葡萄酒代替葡

萄汁进行扩大培养, 能获得更好的发酵效果。在扩大
培养过程中, 培养液 pH、温度、乙醇含量、营养状
况对直接接种后 MLF效率都存在影响[6]。葡萄酒微生

物学家们做了许多基础研究来探索 O.oeni 在葡萄酒环
境中的存活机制, 同时, 人们需要发展直投式葡萄酒乳
酸菌发酵剂的生产技术, 获得发酵活力强, 活菌数高, 
在接种葡萄酒时可以直接使用, 无须中间继代培养和
预培养过程的商品化发酵制剂。因此, O.oeni胁迫适应
性机制的研究备受关注。 

本文将从能量供给、细胞膜组分调整、胁迫蛋白合

成等三方面, 对 O.oeni 在恶劣葡萄酒生境条件下形成
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的胁迫适应性机制进行综述。 

1  MLF 与膜 H+-F0F1-ATP 酶 

酒精发酵结束后的葡萄酒是O.oeni的不良生长基质, 
O.oeni不仅需要增强对低 pH值, 酒精及 SO2的抗性, 而
且要从营养物质匮乏的葡萄酒中通过物质代谢获取生长

所需的能量。而MLF在增强抗逆性和供给能量方面发挥
着重要作用。对于 O.oeni, Cox 和 Henick-Kling[7]早已提

出 MLF 本身并不产能, 而是通过质子推动力(Proton 
motive force, pmf)的形成, 促使膜上的 H+-ATP 酶合成
ATP的。在葡萄酒酸性条件下, 苹果酸主要以 一价苹果
酸根离子的形式存在, 该离子在苹果酸通透酶的作用下, 
被转运至细胞内。由于苹果酸在脱羧反应中消耗了一个

质子, 所以细胞内 pH 值增加。细胞质碱性化导致跨膜
pH 梯度(△pH)(细胞内 pH 值高)的产生。同时由于带电
的苹果酸根离子的摄入和不带电的乳酸的流出, 形成了
电化学梯度(△Ψ), 两者结合就产生了跨膜的质子推动
力(pmf)。pmf驱动膜上的 H+-F0F1-ATP酶产生 ATP[9](图
1)。实验已证实[7]MLF 期间 O.oeni 具有较高的 ATP 产  
生量, 而且利用H+-ATP酶的抑制剂能阻止ATP的合成。 

 

图 1  苹果酸－乳酸发酵能量产生机理模式图 

Fig. 1  Model of energy derivation from malolactic fermentation. 
 
另外, 由于葡萄酒中 pH 很低, 膜 H+-ATP 酶耦合

ATP 的水解, 将质子排出细胞, 对维持质子推动力, 和
保持细胞内环境稳定都是很有利的。从长期 pH 2.6 培
养条件下分离得到的抗酸的 O.oeni突变体 LoV8413发
现具有很高的膜 H+-ATP 酶活性 [8]。与之相对应的

H+-ATP酶活性缺陷的O.oeni突变体, 在 pH 5.3条件下, 
生长速率约为野生菌株的 46%∼86%, 在 pH3.2 条件下, 
不能生长, 且显著死亡。而且研究发现这些突变菌株在
强酸条件下, 没有苹果酸乳酸活性[11]。所以, O.oeni膜
H+-ATP酶不仅控制着细胞内的 pH, 在抗酸机制中也发

挥着重要作用, 而且对细胞的生长是必需的。 
O.oeni H+-ATP酶是典型的 F1F0-ATP酶。这个多

聚酶就具有双重作用, 既可以用质子合成 ATP, 也可以
反过来利用 ATP 水解产生的能量将质子泵出细胞[10]。

而编码苹果酸乳酸酶的操纵子在H+-ATP酶缺陷的突变
体中没有被转录, 与苹果酸乳酸基因表达有关的编码
LysR-型调控蛋白的 mleR基因也没有被转录。这便从分
子水平上说明了 H+-ATP 酶活和 MLF 代谢之间有一定
的关联[11]。但 Fortier[10]提出 ATP酶的活性不直接受苹
果酸代谢的影响 , 而受介质 pH 的影响强烈。

O.oeniIOB84.13在 pH 3.5培养条件下, 24h后 H+-ATP
酶的总活性达到最大, 是 pH 5.3条件下 H+-ATP酶活的
1.6倍, 这表明在低 pH培养条件下, H+-ATP酶被逐渐诱
导增加。介质 pH越低, atp mRNA的合成量越大, 同时
基因的调控发生在转录水平上[10]。所以, O.oeni在酸胁
迫条件下, 能通过诱导膜 H+-ATP 酶的活性, 以增强菌
株的耐酸性, 同时, 膜 H+-ATP 酶的活性越强, MLF 活
性也会越强, 这为 O.oeni 在葡萄酒环境中的生长提供
了能量保障。由于葡萄酒中的其他胁迫因素,如 SO2, 脂
肪酸, 铜离子, 对膜 H+-ATP 酶具有较强的抑制作用, 
所以会使细菌的生长和 MLF 受阻[12]。故 O.oeni 膜
H+-ATP 酶活性可认为是细胞生理状态及进行 MLF 的
良好指示物。 

2  环境胁迫对 O.oeni 细胞膜组分的影响 

细菌的细胞膜包围在有机体的外表面, 将其与外
界环境隔离开。很多膜蛋白以各种方式结合或镶嵌在脂

类双分子层中, 行使着各种重要的生理功能。脂类双分
子层一方面为膜提供了一个结构基础和膜上蛋白质合

适的微环境, 另一方面他们本身也参与了许多膜的功
能[19]。细菌的脂肪酸组成在很多情况下取决于其生长 
的环境, 所以其种类和数量是多变的。Garbay 等[13]研 
究发现在含有葡萄酒的培养基条件下, O.oeni的整体脂
肪酸含量下降了。而且多种胁迫因素都能致使 O.oeni
膜磷脂与蛋白比例的明显下降。不仅细胞膜的磷脂含量

下降了, 而且更重要的是膜蛋白含量增加了近五倍。而
且蛋白/磷脂比值越高, 菌体的接种存活率就越高[14]。  

2.1  乙醇胁迫与膜组分的调整 
细胞膜的物理特性和流动性需要不断的调整, 因

为这决定着膜的完整性及膜通透酶的活性, 从而影响
着 O.oeni 细胞生长代谢能的产生。细胞膜的流动性是
细胞的重要的特征, 它同时受到环境的影响和细胞的
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调控。当细胞调控不能补偿环境影响时, 细胞膜就会发
生生理变化, 引起生长停滞甚至死亡。 

O.oeni 乙醇耐受性是影响接种存活率的重要因素
之一。乙醇对膜的毒害作用主要表现在破坏了水相双电

层, 与水分子竞争膜极性位点, 选择性地结合在膜蛋白
的极性区域。乙醇增加了细胞膜的通透性, 使得质子或
其他离子的透过率增强, 导致质子推动力分散, 能量转
化效率降低。而且, 膜通透性的增加还会影响到膜内 pH
的稳定或导致重要代谢物的丢失。因此, 接种后造成
MLF启动失败的原因可以解释为乙醇协同低 pH值共同
作用的结果[15~17]。Graca da Silveira 等[16]认为接受 8% 
(vol/vol)乙醇胁迫处理的细胞比没有接受胁迫处理的细
胞表现出了较强的乙醇耐受性, 因为受乙醇胁迫处理
后的 O.oeni, 其细胞膜完整性增强了, 通透性降低了[17], 
且其细胞膜流动性降低了[16]。膜组分分析表明接受 8% 
(V/V)乙醇胁迫处理的细胞, 细胞膜磷脂总量减少了[16], 
且膜中乳杆酸(lactobacillic acid (C19cyc11))的含量增
加了[22]。O.oeni 对乙醇的适应性反应在很大程度上是
基于乙醇对细胞膜物化特性的调整, 通过调整膜组分
不断固化细胞膜而增加其完整性, 进而增强细胞在该
介质中的生存能力[19, 20]。其中, 乳杆酸在增强乙醇耐受
性方面所发挥的作用值得进一步探讨。另外, 经乙醇胁
迫适应后的细胞, 其代谢能力增强了。它们比没有进行
乙醇胁迫处理的细胞, 能更有效的降解苹果酸和产生
ATP[18]。这可能与细胞膜的完整性增强有关。由此可看

出, 经乙醇胁迫处理的 O.oeni 不仅提高了对乙醇的耐
受性, 而且增强了细胞代谢功能, 尤其是 MLF的能力。
但遗憾的是, 至今没有葡萄酒处理与其他单因素胁迫
(如 pH胁迫)处理对细胞膜完整性影响的报道。 

2.2  酸胁迫与膜组分的调整 
在乳酸菌中, 酸的耐受性可以在两个明显的生理

阶段得到增强。(1) 在指数生长期: 细胞在非致死酸性 
条件下能诱导产生适应性胁迫反应; (2) 在进入稳定期
后: 耐酸性增加是因为诱导了通用压力蛋白。相对于乙
醇胁迫, 酸胁迫对细胞膜影响的研究要少的多。降低培
养基的 pH值, O.oeni 显著增加了细胞膜中乳杆酸的含
量[21]。Drici-Cachon 等[7]研究了三株 O.oeni在不同 pH
条件下 , 膜脂肪酸的变化情况 , 结果表明 pH 对

Lo107(强嗜酸菌)和 Lo8413(中性嗜酸菌)的调整幅度较
大, 而对 LoATCC 23277(弱嗜酸)的调整幅度较小, 且
脂肪酸的不饱和度随 pH的变化而变化。这些研究只停
留在培养基 pH 值对细胞膜组分的影响, 并没有揭示出

接种葡萄酒后 MLF 活性, 及冻干存活率与细胞膜组分
之间的联系, 因此有待加强该领域的研究。 

3  胁迫蛋白的合成 

有研究表明[37], 利用酸适应的方法能提高 O.oeni
对 SO2的耐受性, 这可能与酸胁迫诱导胁迫蛋白的合成
有关。细菌在利于其生存的条件下(例如丰富的营养, 适
宜生长的温度, pH 值, 渗透压以及氧化还原电势等), 
会尽可能地阻遏冗余或非必需蛋白的表达, 加速合成
生长必需的细胞组分; 如果生存环境发生了变化, 不利
于其生存时(例如不适合生长的物化条件, 营养不足等), 
即在胁迫环境条件下, 细菌会将用于生长的资源转而
用于合成那些可以抵御压力环境, 修复损伤的蛋白[39]。

而对 O.oeni 进行胁迫适应性反应机制的研究, 就是要
找到这些在胁迫条件下发挥关键性作用的蛋白。 

3.1  小热休克蛋白 Lo18 和相应的基因 
O.oeni在热(42℃), 酸(pH 3), 乙醇(12% (V/V))休

克处理后, 小热休克蛋白(heat shock protein, Hsp)Lo18
能被大量诱导, 并且在生长稳定期也能被诱导产生[23]。

O.oeniLo18 相应的基因(hsp18), 编码了由 148 个氨基
酸所组成的多肽, 其分子量为 16938 Da。将 Lo18纯化
并分析氨基酸序列后发现 , 它同丙酮丁醇梭杆菌
(Clostridium acetobutylicum)Hsp18 的组成非常接近[24]。

由于原核生物的小分子量热休克蛋白同脊椎动物眼睛

晶体的 α-晶体蛋白有相同的保守序列 , 所以
O.oeniLo18可能参与了变性蛋白的重折叠。实验发现[25]

即使是在 60℃条件下, O.oeni的 Lo18仍能阻止柠檬酸
合成酶和乳酸脱氢酶的聚集。这说明 Lo18确实具有分
子伴侣的功能。研究者发现随着温度的升高, Lo18与膜
结合的数量会增大[36]。而且在乙醇和苯乙醇存在的条件

下, O.oeni 诱导产生的 Lo18 能通过直接作用于细胞膜
磷脂来调整细胞膜的特性, 有助于保持膜的完整性[26], 
从而增强了 O.oeni 对葡萄酒环境的适应性。实验表明
在 pH3.0条件下, 具有较高的MLF活性并且 Lo18的诱
导量较大的 O.oeni 静息细胞, 在接种葡萄酒后的生长
速率和苹果酸消耗率也都很高[35]。 所以, Lo18是 O.oeni
在适应胁迫环境过程中发挥重要作用的一种胁迫蛋白。 

3.2  其它胁迫蛋白及其基因表达 
O.oeni 的其他胁迫蛋白及其基因的表达正不断被

发现及报道。它们包括：ClpX[27]; TrxA[23,28]; FtsH[29]; 
ClpLP[30]; OmrA[31];GroESL 和  DnaK[32]; 研究者发
现 O.oeni 在胁迫适应性反应阶段, 这些胁迫基因的表达
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模式有所不同, 并且这些胁迫蛋白不仅在胁迫条件下发
挥作用, 而且在周期生长阶段也发挥着特定的作用。 

在前期研究 O.oeni 胁迫反应的机制时, 多是让细
胞在短时间内接受一种胁迫因素来进行的。但 O.oeni
接种到葡萄酒中后 , 接受到的是多种胁迫的影响。
Beltramo 等[33]利用反转录定量 PCR技术, 比较了不同
培养条件及在接种葡萄酒后, O.oeni多种胁迫基因的表
达情况。与 pH 5.3的培养条件相比, 在 pH 3.5条件下, 
O.oeni大幅增加了 clpL2, clpL 1(编码蛋白酶 Clp家族成
员), hsp18(编码 Lo18) 和 trxA(编码硫氧还蛋白)的表
达水平。这些基因并不像以前描述[23,24]的那样只是在短

暂胁迫后产生, 而是酸胁迫环境增加了这些基因的基
础表达水平, 因此, 低 pH 条件下培养所得的菌体, 在
接种到模拟葡萄酒中后, 菌体的存活率大大提高了。不
难看出, 处于胁迫适应状态的 O.oeni 需要利用胁迫基
因的大量表达, 合成分子伴侣和蛋白酶, 从而得以在葡
萄酒环境中生存生长[38]。另外, 实验也表明 O.oeni 存
在着胁迫交叉保护现象, 因为经酸胁迫处理的细胞接
种葡萄酒后, 增强了对乙醇(11%, V/V), 低温 18℃(相
对于 30℃)及营养困乏等胁迫的抗性。 

3.3  胁迫基因的表达调控 
O.oeni IOB 8413 (ATCC BAA-1163) 基因组的序

列分析表明[34], 在大多数主要的分子伴侣基因的上游

存在着 ctsR基因, 但没有发现可替代性 σ因子的基因序

列, 而且也没有找到其他的胁迫反应调控蛋白基因, 如

hrcA。O.oeni 是第一例 dnaK 和 groESL 受 CtsR 蛋白  

调控, 而非 HrcA蛋白调控的菌种。由此可看出, O.oeni

同其他类似的革兰氏阳性细菌在胁迫基因调控机制上

存在着差异。由 CtsR调控的 O.oeni胁迫基因表达模式

和水平不同, 这可能与诱导因素有关, 也可能在转录后

的水平上存在着其他的调节机制, 如 clpX mRNA的 5΄

末端被鉴定有一长的非翻译序列, 这可能与 mRNA 稳

定性或控制翻译有关[32]。这样, 鉴定调控子(Regulon)

的数目, 并通过分析特异性的基因突变体对胁迫适应

的影响, 进而研究这些调控子对 O.oeni 在葡萄酒中存

活的贡献以及对抗冷冻干燥特性的影响, 便成了今后

工作的重点。总之, 这些研究必将对理解 O.oeni的细胞

生理起到举足轻重的作用。 

4  研究展望 

O.oeni胁迫适应性机制的研究应获得以下目标: (1)
发展生化和分子手段以筛选高耐受性的菌株 ; 由于

O.oeni 菌株间存在着固有胁迫抗性的差异, 因此筛选
出固有胁迫抗性强的菌株是进行直投式发酵剂生产的

首要条件。通过测定待选菌株的苹果酸乳酸活性, ATP
酶活性以及 Lo18 的表达量, 可作为快速筛选发酵剂菌
株的一种新策略。并且随着胁迫机制的深入研究, 有望
找到更为准确可靠的分子指标。(2) 发展生化和分子 
手段来评估细胞是否完全适应胁迫环境 , 并可应用
于胁迫环境。由于 MLF 的启动和发酵速率决定于菌
密度、细胞生理状态和特定的 MLF 活性, 而通过诱
导 O.oeni 菌株的适应性胁迫反应无疑会增强该菌株
对后续胁迫的抗性 , 从而可以提高它在接种葡萄酒
后的存活率及发酵活性 , 而胁迫因素通常会影响菌
体的生物量。因此 , 在发酵剂制备过程中, 找到适当
的生化或分子学指标来判定细胞的适应性是非常必要

的。另外, 至于发酵剂的保藏, 胁迫处理能否增强菌株
的抗冷冻干燥性, 并使其在保藏期间保持活性, 应作为
今后一个的研究方向。(3) 异源表达 O.oeni 的胁迫相
关基因来构建工程菌株, 使工程菌株具有耐酸、耐乙
醇、耐冷冻干燥等特性。这在微生物育种方面具有诱

人的发展前景。 
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Adaptive Stress Response Mechanisms of Oenococcus oeni ——A Review  

Wenying Zhao, Hua Li*, Hua Wang  
(College of Enology, Northwest University of Agriculture＆Forestry, Yangling 712100, China) 

Abstract: Three main mechanisms for stress tolerance response of O. oeni were addressed in the review. Activation of 
MLF and membrane-bound H+-F0F1-ATPases activity were utilized to maintain the intracellular environment and to con-
trol the energetic status of Oenococcus oeni; Cell membrane compositions and fluidity were adjusted to compensate for 
the various stresses environmental effects; In addition to a small heat shock protein Lo18, many other stress proteins and 
corresponding genes were also found to be involved in the Oenococcal adaptive stress responses. CtsR-dependent gene 
regulation systems were demonstrated in Oenococcus oeni. A better understanding of Oenococcus oeni stress adaptive 
response mechanisms should play an important role in screening of highly tolerant strains, mastering the characterization 
of malolactic starters and rationalizing industrial processes of preparing wine malolactic starter. Furthermore, Oenococcus 
oeni stress genes also could be used for constructing engineer strains with new properties. 
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