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啤酒酿造中，双乙酰是影响啤酒生产熟化期长短及其风味的主要因素。存在于多种细菌中的!4乙

酰乳酸脱羧酶（:;!<"<"<9，简称!48=>;）［"］能将双乙酰的前体!4乙酰乳酸直接转化为对啤酒风味没有

影响的乙偶姻，从而大大降低啤酒中双乙酰的含量，缩短啤酒熟化期。但所有的啤酒酵母菌不产生此

酶。虽然在发酵过程中添加此酶是一个解决的途径，但解决问题的根本是将!"#$基因引入到啤酒酵

母菌中。国外已开展这方面的研究［#，1］，本研究组曾用随机克隆的方法获得了枯草芽孢杆菌!48=>;基

因［!］，本文报道了枯草芽孢杆菌!"#$基因在工业用啤酒酵母中的表达研究结果。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

啤酒酵母 工 业 菌 株（%&’’(&)*+,’-.’-)-/0.0&-）?@149、12’*30>A9!及 质 粒 BCD9、DEF!（DG;"5：：

8=>;）［!］均为本实验室保存或构建。质粒D;H"4"（B:D19"：;G?"4HI"）由JKLM*教授惠赠［9］。

!"# 培养基

B:?>及B:?>N;-OP!培养基用于酵母菌的培养［6］。=E及=EN8QD／I*R培养基用于12’*30菌

株及转化子的保存和培养［3］。

!"$ 质粒的提取、酶切、连接和./"(*&转化

均按文献［6］进行。

!"% 酵母菌转化

采用完整细胞转化法［6］，在含3QQ&’／=;-OP!的B:?>平板上筛选转化子。

!"& 酵母转化子铜抗性测定

将酵母菌受体及转化子在无菌水中饥饿#"!S后，分别点种于含不同浓度;-OP!的B:?>平板上，

#5T培养!5S，观察生长情况。

!"’ !(乙酰乳酸脱羧酶活性测定

酵母菌?@149及转化子在含不同浓度;-OP!的B:?>培养基中培养#!S，离心收集菌体，按文献［#］

方法测定酶活。一个酶活单位定义为：DA3($，1$T条件下，每分钟产生"#Q&’乙偶姻所需要的酶量。

!") 发酵液中双乙酰含量的测定

将?@149及!4乙酰乳酸脱羧酶活性较高的重组菌株活化，接一环菌体于#Q=麦芽汁中，#9T静置培



养!"#后，将培养液转接于$%&’麦芽汁中，!()静置培养!"#，将菌液转接到含!"%&’麦芽汁的三角

瓶中，$!)静置培养$(*。每隔"+#取样分析，按文献［+］方法测定双乙酰含量。

! 结果

!"# 重组表达质粒的构建

分别用!"#,-／$%&.-和$%&.-／’"%-酶切质粒/01$2$，用低熔点琼脂糖凝胶分别回收%3"456的

()*$启动子片段和%3756的+,-片段，两片段在8"9:;连接酶作用下重新连接，然后用绿豆核酸酶

处理产生平末端，低熔点琼脂糖凝胶回收$3456片段。用!"#,-／$%&.-酶切质粒/<="，低熔点琼脂糖

凝胶回收约!56、含枯草芽孢杆菌./0(基因的9:;片段。整合型穿梭载体>-/(经!"#,-酶切线性

化，碱性磷酸酶处理。按图$所示构建了重组质粒/0;$2$%和/01;!2$。在/0;$2$%中，./0(基因

的表达受()*$启动子的控制，但它的筛选标记是)1.4，要求转化的酵母受体必须是尿嘧啶营养缺陷

型，才能有效筛选转化子，因此该重组质粒不能用来直接转化工业生产菌株。质粒/01;!2$的构建解

决了筛选标记问题，它带有来源于/01$2$的铜抗性基因（()*$2+,$）。由于大多数工业用啤酒酵母

菌对铜较敏感，因此可以依据铜抗性的提高有效筛选酵母转化子。

图$ 酵母菌表达型重组质粒的构建

!"! 重组质粒的酶切验证

用限 制 性 内 切 酶!"#,-分 别 酶 切 重 组 质 粒

/0;$2$%和/01;!2$，电 泳 检 测 发 现/0;$2$%经

!"#,-酶切给出约!3"56的插入片断和(3(56的

线形 载 体 片 断；/01;!2$酶 切 后 同 样 有 一 个 约

!3"56的插入片断，同时还有两个约43756和!3756
的片断，但没有空载体的线形片断（图!），表明铜抗

图! 重组质粒的酶切验证

$?>-/(／!"#,-；!?/0;$2$%／!"#,-；
4?/01;!2$／!"#,-；"?!9:;／3456"?

性基因内有!"#,-的识别位点，这与文献报道是一致的［(］。

!"$ 酵母转化子铜抗性测定

采用完整细胞转化法将重组质粒/01;!2$转化啤酒生产酵母菌株@A42(。由于@A42(最高能在含

B&&CD／’0EFG"的>H@9平板上生长，因此选择含I&&CD／’0EFG"的>H@9用于转化子的生长。从

I&&CD／’0EFG"平板上随机挑选(%个转化子，编号为>8$#(%，按方法所述测其铜抗性。结果表明转

化子均能在含+&&CD／’0EFG"的>H@9平板上生长，而受体菌株@A42(在+&&CD／’0EFG"平板上不能
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生长。受体菌与部分转化子的抗铜谱见图!。

图! 受体菌及转化子铜抗性比较

"#$%%&’／()*+,-；.#/%%&’／()*+,-#

!"# 转化子中!$乙酰乳酸脱羧酶活性的测定

从上述铜抗性的转化子中随机挑选五个转化子012、012$、0134、01!5和0154，按+*678&等方

法测定"(9)酶活性［3］。由于转化子中!"#$基因的表达受):;2启动子的控制，因此测定了在不同

)*+,-浓度的0<;9中培养的细胞的"(9)酶活性。由表2结果可以看出，原始菌株;=!>5在任何)*>

+,-浓度下都没有"(9)酶活性，而转化子的"(9)酶活性明显受不同浓度的)*+,-的诱导。在检测

范围内，当)*+,-浓度为34!%&’／(时，转化子酶活性达到最高；而当培养基中没有添加)*+,-时，细胞

表现的"(9)酶活性可能为组成性表达产物或培养基本身所含的微量)*3?诱导所致。上述结果表明，

枯草芽孢杆菌!"#$基因已被成功引入到工业用啤酒酵母;=!>5中，并且实现了功能性表达。

表% 硫酸铜浓度对酵母菌株"(9)酶活性的影响

硫酸铜浓度／（!%&’／(）

">乙酰乳酸脱羧酶活性／（:／(菌液）

;=!>5 012 012$ 0134 01!5 0154

4 4 4#!- 4#!2 4#!2 4#!- 4#!4

5 4 4#@/ 4#$A 4#@@ 4#/3 4#@@

24 4 2#A- 2#A2 2#/$ 3#4! 2#A2

25 4 !#-5 !#5@ !#!2 !#@A !#$@

34 4 -#A2 5#3- -#/@ 5#@2 5#5!

图- 啤酒发酵过程中双乙酰变化曲线

—!—;=!>5；—"—01!5#

!"& 啤酒发酵液中双乙酰含量的变化曲线

按方法所述测定了不同发酵时间原始菌株;=!>5
及01!5"(9)酶活性较高的转化子01!5发酵液中

双乙酰含量（图-）。结果表明，在整个发酵过程中，发

酵液中双乙酰含量都比较低，发酵$#@B，就可以使发

酵液中双乙酰含量降低到口味阀值（4C2!%D／(）以下，

而作为对照的原始菌株产生的双乙酰量要高的多，需

要较长的发酵时间（约23B）才将双乙酰降到阀值以

下。可见通过基因重组技术构建的啤酒酵母工程菌

在发酵过程中可使啤酒的熟化时间缩短近一半，从而

极大的提高了设备的利用率。
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! 讨论

啤酒生产中，双乙酰含量是决定熟化期长短的重要因素之一，有多种途径可以降低啤酒中双乙酰的

含量，如限制其前体物质—!!乙酰乳酸的合成，"#$%&’()等曾对酵母菌中参与缬氨酸和异亮氨酸合成的

相关基因进行了详尽的研究，以期控制啤酒酵母中!!乙酰乳酸的产生［*］。但该途径的限制有可能会影

响支链氨基酸的合成。将!"#$基因引入到啤酒酵母中，可能是减少双乙酰的生成一条更有效的途

径。本研究将枯草芽孢杆菌的!"#$基因通过整合型载体引入到工业用啤酒酵母中，可以将双乙酰的

生成量明显降低，缩短了啤酒熟化时间；采用铜抗性筛选标记便于对转化子进行有效筛选；而整合型载

体的使用可以保证重组菌株的遗传稳定性，该研究为工业用酵母菌种的改良提供了一条可借鉴的有效

途径，具有广泛的应用前景。
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