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摘 要 用来源于啤酒酵母的!I谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（7=?"）和铜抗性基因（!@A"）取代质粒 9UNI!中"I乙酰乳酸合成
酶基因（ :4B!）内部约 !X7@.的 Y*8片段，构建成重组质粒 9VFP。限制酶酶切质粒 9VFP后获得在基因 7=?"和 !@A"两端含有
:4B!序列的 #X$@.的 Y*8片段。用此片段转化啤酒酵母 ZDE7"，得到铜抗性高的转化子。并通过 RF0和"I乙酰乳酸合成酶
（8O8D）活性测定筛选到酵母工程菌。小试实验结果表明酵母工程菌谷胱甘肽含量比受体高 7[\，而双乙酰含量是受体的
G%\。其他发酵指标并没有发生改变。中试实验表明酵母工程菌发酵周期缩短 73，而且成品啤酒的保鲜时间延长 %$\。由
于 Y*8操作过程中没有外源基因介入，因此啤酒酵母工程菌为生物安全的自克隆菌株，具有重要的实际应用价值。
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双乙酰是啤酒中的主要风味物质，在啤酒中的

阈值很低，当啤酒中双乙酰的浓度超过阈值时，就会

产生一种不愉快的馊酸味。双乙酰是由酵母菌异亮

氨酸I缬氨酸生物合成途径中的中间产物"I乙酰乳
酸渗透到胞外经非酶促氧化脱羧反应生成的。一般

在啤酒发酵后期还原双乙酰需要约 % _ "$3的时间，
因而双乙酰的形成与消除是啤酒风味成熟的重要限

速步骤。随着对酵母形成双乙酰机理及其分子遗传

学的逐渐了解，通过基因工程的手段修饰异亮氨酸I
缬氨酸生物合成途径，从而降低双乙酰的形成成为



可能［!］。 !"#"基因编码的!#乙酰乳酸合成酶活性
与双乙酰前体!#乙酰乳酸的含量水平密切相关。

"#谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（ $%&!）所编码
的"#谷氨酰半胱氨酸合成酶是谷胱甘肽合成途径
中的限速步骤，增强"#谷氨酰半胱氨酸合成酶的活
性可以增加谷胱甘肽的形成量，可以提高啤酒的抗

老化能力［"］。

重组 $%&技术的飞速发展为通过基因工程技
术改良工业酵母菌提供了极大的便利。在酵母菌遗

传修饰中，根据是否引入外源基因，重组菌株被分为

自克隆和非自克隆菌株。自克隆菌株中不含有任何

外源 $%&片段，因此是生物安全的。本文通过自克
隆技术构建了低双乙酰抗老化的啤酒酵母工程菌，

并对其发酵特性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒
大 肠 杆 菌 $’(!［ ’())** #*+,+!,-

（$./ *+,0#1!(）-’.2!3 /0,&! 01.&! 23/&-, 4-5#!
/0*&!］用于质粒的构建。酿酒酵母（ %+,,-+/673,0’
,0/085’5+0）45(.（ 9:;! <*6! *0("# 6，!!" -5’*# (!-
4/)!#3!- (/+6# ("）由本实验室保存。啤酒酵母
（%+,,-+/673,0’ ,0/085’5+0）4576! 由青岛啤酒集团提
供。质粒 4)86("（ +7)= >=:6）是大肠杆菌9酵母菌
穿梭载体［6］。质粒 :;<=>?@A8B 1!6#［*］、含有 !"#" 基
因的质粒 8C0#"［(］和含有 $%&!的质粒 8D7#"［,］均由
本实验室保存。

!"# 培养基和工具酶
C:培养基按常规配制［3］，使用前根据需要加入

(/%E9FC氨苄青霉素。培养酵母菌用 4)G$培养基
和 4%:培养基按常规配制［.］。限制酶、H* $%& 连
接酶，?<( $%& 聚合酶均购自华美公司。
!"$ %&’ 操作
大肠杆菌转化按氯化钙法进行［3］。啤酒酵母总

$%&的提取及啤酒酵母的遗传转化按文献［.］的方
法进行。

!"( 引物合成与 )*+扩增
根据文献报道的 @>?! 基因序列［-］设计引物：

G!，(I#JJ&&D&HJHJDJH&H &JDHDJ&H&HDHHJ#6I 和
G"，(I#JD&DHJD&J&HJHDHHDH&JH&HJJDJHH#6I，划
线部分为 A2*&和 %+*’的识别位点。以 4576! 的
总 $%&为模板，进行高保真的 GJ2扩增。GJ2反应
参数为：-*K变性 */>，(,K退火 !FAL，3"K延伸
"FAL，6/个循环；3"K延伸 !(FAL。

!", !-乙酰乳酸合成酶（’.’/）活性测定

!#乙酰乳酸合成酶活性的测定采用细胞通透测
定法［!/，!!］。

!"0 遗传稳定性分析
将待测菌在 4)G$斜面上活化，然后转到 (FC

4)G$培养基中（没有选择压力），".K培养，每 "*M
转接 !次，共转接 ( 次后，取菌液涂布 4)G$平皿，
".K培养至长出单菌落。分别挑取 !//个单菌落于
无菌水中，饥饿 *M 后，分别接种在 4)G$ 及含
*FFN;9C J<5O* 的 4)G$ 培养基平皿上，".K培养
*.M，测定单菌落对硫酸铜的抗性。
!"1 小试及中试发酵实验
!"1"! 小试实验：将酵母菌接入 (FC 麦芽汁培养
基，"(K培养 !"M，以 !/P的接种量接种于 !/FC麦
芽汁培养基，"(K培养 6,M，培养液全部接于 "3/FC
麦芽汁中，-K静置培养 !/Q。
!"1"# 中试实验：前期培养同上，在 "3/FC麦芽汁
中，"(K培养 6,M，然后将培养液接入 "///FC 大三
角瓶，"/K培养 6,M，接至 !//C 发酵罐中。启发后
!/K培养，当糖度降到 "R,时，降温到 /K后储存。
!"2 发酵性能测定
细胞内谷胱甘肽含量测定按文献［,］进行。其

他发酵指标按文献［!"］方法进行检测。双乙酰的测
定方法采用蒸馏法和气相色谱法进行测定［!"］。

# 结果

#"! !"#!基因的克隆和表达
以 4576! 的总 $%& 为模板，GJ2 扩增出大小

!R!ST的 @>?! 基因。GJ2 产物直接插入到质粒
:;<=>?@A8B 1!6#的 &51?&位点，得到质粒 81J+G。用
B)1’和 %+*’酶切质粒 81J+G，将得到的 @>?!插
入到穿梭载体 4)86(" 中，构成质粒 84J+G。用
84J+G转化实验室酵母菌株 45(.，在含有 C=<、’A>
和 H@8的 4%:培养基上筛选转化子。铜抗性测定
结果表明在含有 6FFN;9C J<5O* 的 4)G$ 中，45(.
与转化子都能生长；而在 ( U -FFN;9C J<5O* 的

4)G$中，只有转化子能够生长，45(.不能生长。可
见 GJ2扩增到的 @>?!基因能够在酵母菌中表达，
使细胞产生对硫酸铜的抗性，可以用作酵母转化的

筛选标记。

#"# 重组质粒的构建和酵母菌的转化
#"#"! 重组质粒 8VJD的构建：用 A2*&和 %+*’酶
切质粒 84J+G 得到 @>?! 基因，用 %+*’和 CD+’
酶切质粒 8D7#"得到 $%&!，上述两基因插入到质粒
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图 ! 重组质粒 "#$%的构建
&’() ! $*+,-./0-’*+ *1 .20*34’+5+- "65,3’7 "#$%

"89:;的 !"#! 和 $%&"位点，获得质粒 "#$%（图
!）。酶切分析表明重组质粒 "#$%构建正确（图 ;）。
该重组质粒中 ’();基因内部约 ;<=>4的 ?@A片段
被 *+,!和 -./!替换。

图 ; 质粒 "#$%的酶切验证图
&’() ; ?’(2,-’*+ "5--2.+, *1 "65,3’7 "#$%

!：35.>2.；;：.&#"；=：!&0B"；C：123D"；E：!"#!；F：.&2"；G：.&#"H .&2")

!"!"! 酵母菌的转化：用 456"和 ,78"酶切重组
质粒 "#$%得到一个 F<I>4大小的 ?@A片段。此片
段含有铜抗性基因 *+,!和#:谷氨酰半胱氨酸合成
酶基因 -./!，两端含有 ’();基因的 EJ端和 =J端序
列。用此 ?@A片段转化啤酒酵母 KL&=!，使该片段
与染色体在 ’();位点发生同源重组（图 =）。通过
细胞对硫酸铜的抗性筛选到转化子。

!"# 转化子的验证
!"#"$ M$D 扩增验证：以受体和转化子的总 ?@A
为 模 板，用 引 物 #8N;:! （ EJ:%$A%%AO$$O%%
$OO$A%OO%$O%O$O:=J）和 *+,! 的引物 M;，进行
M$D扩增，结果在受体中没有扩增出任何 ?@A 片
段，而在挑选的 = 个转化子中，都扩增出了大小为
!<=>4的 ?@A片段（图 C）。说明在转化子的染色体
上，铜抗性基因和#:谷氨酰半胱氨酸合成酶基因已
经插入到了 ’();基因内部。
!"#"! ABAL酶活测定：ABAL酶活测定结果表明，
在转化子中 ABAL的酶活性明显降低，只有受体的
EIP（表 !）。可见转化子中部分 ’();基因被破坏。
相应转化子被命名为 O;。
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图 ! 啤酒酵母工程菌的构建
"#$% ! &’()*+,-*#’( ’. */0 +0-’12#(3(* )*+3#(

图 4 用引物 56789:和 &;<:9<8对受体菌和
转化子进行 <&=分析

"#$% 4 <&= >(3?@)#) ’. */0 *+3().’+13(*) 3(A /’)*
:：:B2 ?3AA0+ 13+B0+；8 C 4：<&= D+’A,-*) ’. */0 *+3().’+13(*)；

E：<&= D+’A,-* ’. FG"!:；H：*/0 D’)#*#I0 -’(*+’? %

表 ! 转化子和受体菌的 "#"$酶活比较

%&’() ! "#"$ &*+,-,+. /0 1/2+ &34 5)*/6’,3&3+ 2+5&,3

F03)* )*+3#() >J>G )D0-#.#- 3-*#I#*@（,K1$ D+’*0#(）
FG"!: 4L:M
N8 8L!!

789 转化子的遗传稳定性分析
按方法中 :LH一节所述，分别挑选 FG"!:、N8的

单菌落各 :OO个，在无菌水饥饿后分别接种在不同

的培养基上，8MP培养 4M/后检测生长情况。受体
菌 FG"!:的 :OO个单菌落在 FQ<R培养基上全部生
长，而在含有 411’?K6 &,GS4 的 FQ<R培养基上均不
能生长。啤酒酵母工程菌 N8 的 :OO 个单菌落在
FQ<R培养基和含 411’?K6 &,GS4 的 FQ<R培养基上
都能生长。结果表明啤酒酵母工程菌具有很强的遗

传稳定性。

78: 啤酒酵母工程菌发酵实验
78:8! 小试实验：按材料和方法中所述进行小试实
验，每两天取样检测，发现第 H 天啤酒酵母工程菌
N8的谷胱甘肽含量峰值比受体 FG"!:的高 !4T，而
啤酒酵母工程菌发酵液中的双乙酰含量比受体的

低，啤酒酵母工程菌株 N8 双乙酰的峰值是受体的
UET（图 E）。可见 !"#:基因拷贝数的增加使谷胱
甘肽合成提高；而 $%&8 基因的破坏，使 >J>G 酶活
性明显降低，导致双乙酰合成的减少。转化子的其

他发酵指标如絮凝性、!9V氨基酸同化率、真正发酵
度等与受体基本相同（表 8）。由 &S8 减重实验和真

正发酵度的检测结果可以看出，啤酒酵母工程菌的

发酵速度和发酵度基本没有发生改变，说明基因

$%&8的敲除没有影响酵母的繁殖速度。

图 E 啤酒酵母工程菌和受体菌的谷胱甘肽含量和
双乙酰含量的比较

"#$% E N/0 -’(*0(* ’. WGJ 3(A A#3-0*3? ’. */0
+0-’12#(3(* )*+3#( 3(A /’)*

WGJ -’(*0(* ’. */0 /’)*（!）；WGJ -’(*0(* ’. */0 +0-’12#(3(*

)*+3#(（"）；*/0 A#3-0*3? -’(*0(* ’. /’)*（#）；*/0 A#3-0*3?

-’(*0(* ’. */0 +0-’12#(3(* )*+3#(（$）%

表 7 其他发酵指标的检测
%&’() 7 ;)56)3+&+,/3 <5/0,()2

<+’.#?0) FG"!: N8
&S8X0#$/* +0A,-#($K（$K6） ::LOE :OLOU
"?’--,?3*#’(KT M4LYO MMLYO
!9V931#(’ 3-#A 3))#1#?3*#’(KT E!L4O E!LUO
=03? A0$+00 .0+10(*3*#’(KT HYL4O HYLOO

78:87 中试实验：按方法所述在青岛啤酒集团进行
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中试实验。用蒸馏法进行双乙酰测定［!"］，当双乙酰

含量降到 #$%&’()时，降温到 #*进入后发酵期，实
验结果表明啤酒酵母工程菌比 +,-.!提前 ./进入
后发酵期。用代巴比妥酸（012）测定羰基化合物法
检测啤酒的抗老化能力，结果表明啤酒酵母工程菌

的抗老化能力是受体菌的 !$%倍。其中啤酒酵母工
程菌的 012 值为 ""%$3#，而受体菌的 012 值为
!%!$4"。各种风味物质在发酵后期用高压气相色谱
进行了测定，啤酒酵母工程菌与受体菌没有明显区

别（表 .）。经过陈化以后，经专家品评，一致认为啤
酒酵母工程菌所产啤酒风味优于受体菌。

表 ! 各种风味物质的检测
"#$%& ! ’(#%)*+* ,- #.,/# 0,/1,2(3*

56789:;<(（&&()） +,-.! 0"
=>?67?@: A:B7C7: 3$4! D$#E
FGC@: AB;GAG; .#$D" ..$43
H<7IJG@: A:B7C7: %$4" %$.%
H<7A&@: A:B7C7: 3K$!4 3#$E!
H<7A&@: AB;GAG; !$D! "$"3
FGC@: BA?67AG; #$#3 #$!"
FGC@: 7BG@:AG; #$." #$""

! 讨论
在酿酒酵母中!>乙酰乳酸合成酶（2L2,）催化

双乙酰前体!>乙酰乳酸的合成。在啤酒酵母的染色
体上，有两个编码 2L2,的等位基因，一个与酿酒酵
母同源，另一个与卡尔斯伯酵母同源。本研究通过

同源重组使青岛啤酒酵母染色体上与酿酒酵母同源

的等位基因 !"#" 内部 MN2 片段被 $%&! 基因和
’()!基因所取代，获得 2L2,酶活力明显降低的啤
酒酵母工程菌。在发酵过程中双乙酰合成量的减

少，不但改进了啤酒风味而且缩短了发酵周期。同

时在 !"#"基因内部插入的 ’()!基因，导致啤酒酵
母工程菌的 O,L含量增加。由于 O,L是水溶性的
小分子多肽，在啤酒发酵期间，酵母细胞生成的部分

O,L能分泌到发酵液，加之在发酵后期，部分酵母细
胞发生自溶，这也能使部分 O,L释放到发酵液中，
因此在成品啤酒中的 O,L含量也就相应增加，能使
成品酒的保鲜时间适当延长。

啤酒是一种成分复杂的发酵产品，其独特的风

味特征是由其中的各种化合物之间保持微妙的平衡

所赋予的，任何一种物质过多或过少，都有可能打破

这种平衡，影响啤酒的风味。啤酒是一种广泛饮用

的饮料，利用遗传修饰的啤酒酵母发酵生产的啤酒，

其生物安全性是个重要的问题。本研究利用自克隆

技术，有针对地对啤酒酵母进行遗传修饰，使其获得

了优良特性，但并没有改变其他的生理生化特征及

发酵性状。而且整个遗传操作过程中涉及到的铜抗

性筛选标记基因 $%&!和">谷氨酰半胱氨酸合成酶
基因 ’()! 均来源于啤酒酵母 +,-.! 本身，没有任
何外源基因的参与，所以具有生物安全性。获得的

基因工程菌具有重要的应用价值。
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