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摘 要：采用 567 技术扩增啤酒工业酵母 89 中的羟酸还原异构酶基因 :;%$，构建了整合载体

9:<=$6，整合转化 89，通过铜抗性筛选转化子，所得的转化子的羟酸还原异构酶的活力明显高于对

照菌株 89，转化子产生的双乙酰的量比原始菌株降低了 2#> (
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!=乙酰乳酸是啤酒发酵中酵母细胞体内缬氨

酸生物合成的中间产物，也是使啤酒产生异味（馊

酸味）的双乙酰的前体物 ( 酵母在形成缬氨酸的过

程中会产生过量的!=乙酰乳酸，这是由于催化!=乙
酰乳酸的一个碳原子转移到邻位碳原子还原成二

羟基异戊酸的乙酰羟酸还原异构酶（7:）的效率非

常低，使得双乙酰前体物质积累，而双乙酰是影响

啤酒口味及熟化期长短的关键（阈值"# ( - ZJ ^ ;）(
%L’’+@FIW+ 等报道了 :;%$ 在啤酒工业酵母中的表

达，转 化 子 中 双 乙 酰 的 产 生 比 亲 株 降 低 4#> 左

右［-，!］，国内尚未见到这方面研究的报道 (作者报道

了 :;%$ 在啤酒工业酵母中整合表达的研究 (

D 材料与方法

D ED 实验材料

D (D (D 菌种和质粒- 实验用菌株和质粒见表 - (
D ( D ( F 培 养 基 和 工 具 酶 - ;D 培 养 基 按 常 规 配

制［"］，使用前根据需要加入 -##!J ^ Z; ?Z< 或 $#

!J ^ Z; XIS (酵母菌及酵母转化子用 9N5_ 培养基［2］

配制 ( 实验所用的限制性内切酶、X2 _)? 连接酶、

5RF、?’]+’L@I 5H&V<H+S+VI 均 购 自 上 海 华 美 公 司 (
P&FSHIE@ 杂交试剂盒 _:C _)? ;+WI’L@J +@Y _ISIQSL&@
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!"# 购自 $% 公司 &
表 ! 菌种与质粒

"#$%! &’(#)*+ #*, -.#+/),+

菌种和

质粒
基因型 来源

! " #$%&
’()!

’()!**!%*#++,- ,’-.+. /0#1+
02-1+ 34/1-, 5,&6+ /0%1+

作者所在实
验室提供

/0 野生型
作者所在实
验室提供

012) 17).805.+.13
作者所在实
验室提供

24%+5+ 67289:;<4;=+5%>+ ?"@AB 教 授
提供

2%>1 17).+.13
作者所在实
验室提供

0125)4 17).805.+.13 9+:+6;8+
<=>)

来自本研究

! %0 方法

! &0 &! 转化 ! " #$%& 和啤酒工业酵母方法+ 转化 ! "
#$%& ’()!用 4C4D< 法，转化啤酒工业酵母采用醋酸

锂完整细胞转化法［*］&
! &0 &0 啤酒工业酵母 /0 总 ’E6 的提取方法+ 见

文献［*］&
! &0 &1 引物合成与 =48 扩增+ 根据文献［)］报道的

19F) ’E6 的序列设计 =48 反应的引物 &
)G端引物：

)G5H46HH6>44>HH4>66H664H>>H>66H53G
!

?*7( 1
3G端引物：

)G546HH>4H644>466>6>HH4>46H>46H 53G
!
@*%1

=48 扩增以啤酒工业酵母总 ’E6 为模板，)I

"9 =48 反应混合液中含 +I 倍缓冲液 )"9，JE>=（<
77KD L 9）<I"9，+< &)"7KD L 9 引物各 <"9，模板 <"9，

2MN 酶 <"9，用无菌水调整至 )I"9& -* O 变性 )
7"@，加入 2MN 酶 &循环参数：-* O变性 *I P，)< O退

火 < 7"@，.< O延伸 3 7"@，共 3I 个循环 & .< O保温

+) 7"@ 使产物延伸完全 &
! &0 &2 羟酸还原异构酶（81）的测定+ 收获对数生

长期的酵母细胞，用 I &I) 7KD L 9 >Q"P5(4D（2( .&)）缓

冲液洗涤 < 次，冰浴 +I 7"@ 后超声波破碎，离心收

集上清液为粗酶液 &酶活的测定方法见文献［,］&蛋

白质含量用考马斯蓝染色法测定，以牛血清白蛋白

作为测定参照标准［.］& 酶活定义为：一个羟酸还原

异构酶单位相当于在规定条件下每小时氧化 +"7KD
的 E6’=( 时所需的酶量 & 底物的制备：用- &,< 79
I&3 7KD L 9 ECR( 水解 I & 3S 79!5CTB#KDCT#C#B B#UVD BP5
#BQ（6DJQ"TU），水解过程中持续震荡 ) 7"@&
! &0 &3 WKN#UBQ@ XDK##"@A 操作方法 按 ’1H ’E6 9C5
XBD"@A C@J ’B#BT#"K@ !"# 中的有关说明进行 &
! &0 &4 双乙酰含量测定+ 见文献［S］&

0 实验结果

0 %! 重组质粒 56-738 的构建

在酵母转化实验中，最常用的选择标记是某种

特定的营养缺陷型，但大多数生产用啤酒酵母的染

色体具有多倍性，很难获得营养缺陷型突变株，并

且在啤酒生产中采用营养缺陷型酵母菌株很可能

会影响酵母的发酵性能和啤酒风味，因而依靠营养

缺陷型互补来筛选生产用啤酒酵母转化子是不可

行的 &这就需要导入的 ’E6 带有可选择的显性遗传

标记 &可用于酵母转化实验的显性遗传标记很多，

其中最为常见的是来源于细菌的 H*+S 抗性基因，

但 H*+S 价格昂贵 & 酵母对铜产生抗性是由 4;=+5
%>1 基因调控的，此基因来源于酵母，在野生和实验

室酵母中都存在 & 一般而言，所有的酿造用酵母都

对铜敏感，所以作者以铜抗性为显性选择标记构建

整合型质粒，尽量避免引入其它非酵母基因，且筛

选所用试剂 4NWR* 较便宜 &
整合型穿梭质粒 012) 经 ?*7(1 酶切和碱性磷

酸酶处理后，用 >*’E6 连接酶将 =48 扩增产物< &,
YX 大小的 19F) 基因片段以及来源于质粒 24%+5+
的 I &*3 YX 4;=+ 启动子片段和来源于质粒 2%>1 的

I &- YX %>1 片段一起连接到 012) 的 ?*7(1 酶切位

点上（见图 +），转化 ’()!，将转化子分别转移至含

有四环素和氨苄青霉素的平板上培养，挑取 672Q、
>B#P 菌落提取质粒，进行酶切分析可知 3 条 ’E6 片

段以两种方向插入到 012) 质粒中 & 19F) 基因和铜

抗性基因使用的均是自身的启动子，因而无论以那

个方向插入到 012) 质粒中，两个基因都能正确表

达 &选用如图 + 所示的插入方向做进一步研究，命名

为 0125)4，酶切分析见图 <，与预期结果一致 & 此质

粒的构建解决了转化生产用啤酒酵母后的筛选问

题，它带有来源于 24%+5+ 和 2%>1 的铜抗性基因

（4;=+5%>+），因此可以依据酵母对铜抗性的提高有

效地筛选酵母转化子 &
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图 ! 重组质粒 "#$%&’ 的构建

()*+! ,-. /012345/3)01 06 3-. 4./078)1913 $:927); "#$%&’

!"!#$% & !"#$" 相 对 分 子 质 量 标 准；’" ()*+,- & %&’.)；/"

()*+,- & ()*0)

图 < 重组质粒 "#$%&’ 酶切分析

()*+< =.234)/3)01 .1;015/:.92. ;)*.23)01 06 3-. 4./078)%
1913 $:927); "#$%&’

<+< 啤酒工业酵母转化子 =# 酶活的测定

用 +)*) 酶切重组质粒 ()*+,-，使其在 10%/ 基

因内部线性化，然后转化 2(，由于 2( 最高能在含

有 3 4456 & 7 -89:3 的 (;<# 固体培养基平板上生

长，因此选用含有 , 4456 & 7 -89:3 的 (;<# 固体培

养基筛选转化子 "从所得转化子中挑选 / 个转化子

测定 0) 酶活力，从表 ’ 可知，转化子的 0) 酶活明显

高于受体菌 2(，选 ()+,! 做进一步的研究 "
< +> 啤酒工业酵母转化子 ?053-.41 @:033)1* 分析

用 ()*0)+<=8)) 酶切 ()*, 质粒，低熔点胶回收

’ "/ >? 的片段制备成探针 "提取转化子和受体菌的

总 #$% 染色体，经 +)*) 酶切后，分别与探针进行

958@ABCD 杂交 "该探针的 #$% 片段均来源于细菌，与

酵母染色体没有同源性，只有当 ()*+,- 整合到酵母

染色体上才会有杂交信号，实验结果见图 / "探针与

转化子的经 +)*) 酶切的染色体杂交后有阳性杂交

带，位置在 E "3 >? 左右，而与受体菌 2( 染色体杂交

没有出现阳性杂交带，与预期结果一样，说明在转

化子中 ()*+,- 成功地整合在酵母染色体的 10%/
基因位点上 "

表 < 啤酒工业酵母转化子 =# 酶活性

,98+< =# 9/3)A)3B 06 3491260479132

酵母菌 0) 酶活 &（#456 &（A·4F））

2( !"G!

()+,! ’"!/

()+,’ ’"G,

()+,/ !"HH

< +C 啤酒工业酵母转化子的稳定性测试

由于工业化生产中不易建立选择压力，因而啤

酒工业酵母转化子在非选择培养条件下的保持情

况，对其在工业生产中的进一步应用是十分必要

的 "将啤酒工业酵母转化子在无选择压力的完全培

养基（(;<#）中连续培养 !G I，每隔 ! I 取样检测转

化子的铜抗性表型，结果见图 3 "
从图中可以发现，转接 !G I 后转化子的铜抗性
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的表型几乎 !""#存在，这说明质粒整合在酵母的

染色体上能够较为稳定地存在，为酵母基因工程菌

在啤酒工业中的运用提供了基础 $

%$ 总 &’% 被 !"#( 酶切后的琼脂糖凝胶电泳；)：*+,-./01 23+-
杂交

!$ 转化子 4(56!；7 $转化子 4(567；8 $ 啤酒酵母；

9$!&’% : $%&;"标记

图 ! "#$% 基因整合的 &’()*+,- ./’) 杂交验证

0123! 4*+ &’()*+,- ./’))1-2 *5.,16178)1’- ’9 !"#% 2+-+
1-)+2,8)1’-

图 : 啤酒工业酵母转化子的稳定性

0123: &)8.1/1)5 ’9 1-)+2,8)1;+ ),8-<9’,=8-) ’9 .,+>+,’<
5+8<) ?@ 1- 8.<+-A+ ’9 <+/+A)1;+ B,+<<(,+

C 3% 啤酒发酵液中双乙酰质量浓度的变化曲线

选用 4(56! 进行啤酒发酵，测定发酵液中双乙

酰含量的变化，结果见图 6 $可以看到在整个发酵过

程中，4(56! 产生双乙酰的量比较低，其双乙酰峰值

比原始菌株 <4 降低了 6"#，嫩啤酒的双乙酰含量

比 <4 降低了 9"# $

图 % 啤酒发酵过程中双乙酰含量变化曲线

0123% 0123 % D18A+)5/ B,’6(A)1’- ’9 1-)+2,8)1;+ ),8-<9’,E
=8-) @"E%F 8-6 A’-),’/ <),81- ?@ 6(,1-2 9+,=+-E
)8)1’-

! 讨 论

从上述结果可以看出，通过基因重组手段将

(=>6 基因整合在啤酒工业酵母的染色体上，增加

(=>6 基因的拷贝数，能有效地降低啤酒发酵过程中

双乙酰的产生，但可能是整合到酵母染色体上的拷

贝数太少，没能达到 >?33@1,/2@ 等报道的效果［!］，以

后的研究应考虑 (=>6 基因多拷贝串联整合表达或

将 (=>6 基因置于强组成型启动子后加强表达 $近年

来国内外已有研究者将来源于细菌的!5乙酰乳酸

脱羧酶 %=&A 的基因引入啤酒酵母中，构建得到

%=&A 酶活高、能快速将!5乙酰乳酸转化成乙偶姻，

从而降低双乙酰产生的啤酒酵母工程菌，在发酵实

验中 双 乙 酰 产 生 量 可 以 比 亲 株 降 低 6"# B
CC#［D B !!］$但啤酒是一种广泛饮用的饮料，用带有

来源于细菌的 %=&A 基因的工程菌生产的啤酒是否

安全，是否适于饮用，是否能被消费者接受还需要

很长时间的实践证明 $作者尝试利用来源于酵母自

身的 &’% 对啤酒酵母进行基因修饰改良，从食用安

全性的角度出发，希望能促进啤酒酵母工程菌在工

业化生产中早日得到应用 $
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