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酒类酒球菌 .*/0 基因的克隆及其在酿酒酵母中的表达
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摘 要：苹果酸通透酶具有协助苹果酸6乳酸发酵（GH2）的重要功能。以酒类酒球菌（!"#$%$%%&’ $"#(）优良菌系
!"#$%$%%&’6H006IJ6"3的总 J.)为模板，用 KLM方法克隆到苹果酸通透酶基因 )*"+，构建了重组质粒 NOG<’0K。序
列分析表明克隆到的基因序列与已报道的序列同源性为 ::P。为使目的基因在酿酒酵母中表达，以大肠杆菌6酿
酒酵母穿梭质粒 Q;N8F"为载体，以 +,-7强启动子和 ./07终止子为调控元件，构建了重组表达质粒 Q;N<’0K，并
转化酿酒酵母（12%%324$)5%"’ %"4"6(’(2"）QIF$。酵母转化子用含有亮氨酸、组氨酸和色氨酸的 Q.O平板筛选鉴定。获
得的转化子在添加了 H6苹果酸（F+1H）的培养基中培养 !R；取培养液上清用 SKHL检测，结果显示重组转化子 QIK的
培养液中 H6苹果酸剩余含量均低于空载体转化子 QI8F"，因此所得酵母重组转化子对苹果酸的转运能力有所提高。
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在葡萄酒酿造过程中，有效降酸在增加葡萄酒

风味和微生物稳定性、提高葡萄酒质量等方面起到

重要作用，是优质干红葡萄酒生产的必经步骤［7］。

由于酿酒酵母自身没有生物降酸功能，生产上通常

利用乳酸菌———主要是酒类酒球菌（!"#$%$%%&’ $"7
#(）在酿酒酵母（ 12%%324$)5%"’ %"4"6(’(2"）乙醇发酵之
后进行苹果酸6乳酸发酵（GH2）来降酸。因此，构建
具有降酸功能的酿酒酵母重组菌株可使乙醇发酵和

苹果酸6乳酸发酵由重组酵母单独完成，缩短葡萄酒
的酿造周期。同时也避免了乳酸菌在苹果酸6乳酸
发酵过程中产生不必要的代谢副产物，减少细菌引

发的葡萄酒酸败。

GH2主要由苹果酸6乳酸酶来完成，将 H6苹果酸
降解为 H6乳酸和 LU"。苹果酸通透酶是苹果酸转运

蛋白，起着协助 GH2的重要功能。有研究表明，由
于酿酒酵母本身缺乏苹果酸转运蛋白，只转入苹果

酸6乳酸酶基因（)*".）的酿酒酵母重组菌株降解外
源苹果酸的效率不高［"］。近些年来，国外对于 GH2
相关酶基因［8 V F］，以及来自粟酒裂殖酵母的苹果酸

通透酶基因 8.97的克隆和表达有一些研究［5，9］，但
是将酒类酒球菌的苹果酸通透酶基因转入酿酒酵母

的研究未见报道。

本实验将我国自行筛选的酒类酒球菌优良菌系

作为供体菌，克隆其苹果酸通透酶基因（)*"+），通
过重组表达质粒在酿酒酵母中进行表达，为探索酿

酒酵母重组菌株的降酸途径、方式以及构建优良的

降酸酿酒酵母工程菌奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：酒类酒球菌 H006IJ6"3（!"#$7
%$%%&’6H006IJ6"3）由西北农林科技大学葡萄酒学院
提供。大 肠 杆 菌 JSF!（ ’&:;!!，"*2%， W75:，
3’;M79，4"% )7，"#; )7，<54):5，=3(67，4"* )7）、酿
酒酵母 QIF$（8.>!，&428，=4:7，*"&"，3(’!）、质粒
Q;N8F"（2):，?@.8，Q03,-69 ( %$*( 穿梭载体）、NO’*6
,DB=N- G78、N%L9"9、N;)67均由本实验室保存。
!"!"# 工具酶、抗生素和试剂：溶菌酶和 M.3,0 购
自华美生物工程公司；蛋白酶 X购自上海 I3@+&@公
司；+A& 酶、/! J.) 连接酶、限制性内切酶购自
/3X3M3公司；氨苄青霉素购自北京鼎国生物技术发
展中心。分析纯 H6苹果酸购自北京化学试剂公司，
色谱纯 H6苹果酸购自 I=+<3公司。
!"!"$ 培养基和培养条件：酒类酒球菌用 )/O培养



基［!］"" # "$%静置培养；大肠杆菌 &’(!保存和培养
用 )*培养基，筛选转化子用含有 (+",-.)氨苄青霉
素的 )*培养基［/］，$0%静置或振荡培养；酿酒酵母
完全培养基为 123&培养基［4+］，转化子用含有色氨
酸、亮氨酸、组氨酸的 15*选择培养基［4+］进行筛选
鉴定，"!%静置或振荡培养。
!"# $%&操作技术
!"#"! 基因组 &56 的提取：参照文献［!］进行
!"#$%$%%&’7)8879&7":总 &56的提取。
!"#"# 目的基因的 3;<扩增：根据已报道的 ()"* 基
因序列［$］，设计相应的引物，分别引入 +%$<#和 ,-##的
酶切位点（用下划线标出）。上游引物 3.=83)：(>7
?;?66@@;6@?66@?;@@@@6@@6;?6?@ 7$>；下游引物
3.=83<：(>7@;??@6;;6@@6?6;666;@?;6@;66? 7$>。
反应条件：/A% (.BC；/A% A+D，(E% ".BC，0"%

$.BC，共 "/次循环；0"% 4(.BC。琼脂糖凝胶电泳鉴定
3;<产物。3;<产物回收纯化参照文献［/］。
!"#"’ &56酶切、连接与测序：酶切和连接参照产
品说明进行。序列测定由上海 9:C,FC公司完成。
!"#"( 大肠杆菌转化与质粒提取：参照文献［/］进
行。

!"’ 酵母转化
酵母转化采用醋酸锂转化法［44］，转化子用含有

色氨酸、亮氨酸、组氨酸的 15*平板筛选。参照文
献［4"］进行转化子的营养缺陷型和交配型鉴定。
!"( 酵母转化子培养液上清中 )*苹果酸含量测定
将转化子以相同的接种量接于添加了 (,-)

)7苹果酸的123&和含 $种氨基酸（亮氨酸、组氨酸、
色氨酸）的 15* 培养基中，"!%振荡培养 AG，取上
清，用高效液相色谱（’3);）检测 )7苹果酸含量。标
样 )7苹果酸（9B,.:）为 A+.,-)，色谱柱是型号为 5H7
I=8FDB= ("4++J的 3K8CF.8C8L柱。检测结果用外标法
进行计算，即标样面积-样品面积 M 标样浓度-样品
浓度。

# 结果和讨论

#"! 基因克隆和序列分析
#"!"! ()"* 基因的 3;< 扩增：用提取的 !"#$%$%.
%&’7)8879&7":总 &56 作为模板进行 3;< 扩增，经
4N"O的琼脂糖凝胶电泳，可看到一条约 +N/(PQ 的
特异性条带，其大小与预期相符。

#"!"# 重组质粒的构建、酶切验证及测序分析：回
收经 +%$<#和 ,-##双酶切的 3;<产物，插入载体
R*=H8DISBRT U4$，构建重组质粒 R*U.=83（图 4），并对

其进行酶切验证。测序结果在 ?8C*:CP 中进行比
较，与已发表的序列［$］同源性为 //O。其中 4"E位
由报道的 6变为 @，$!4 位由报道的 @变为 ?，E"A
位由报道的 ?变为 @，但是这 $个碱基均位于密码
子的第 $位，因此所编码的氨基酸并未发生改变。
#"# 重组表达质粒的构建
将来自重组质粒 R*U.=83 的 ()"* 基因片段，

与来源于 RV;0"0 的 */,4 启动子和来源于 R2674
的 0124终止子，共同插入穿梭质粒 12R$("，构建
了重组表达质粒 12R.=83（图 4）。由于在 12R$("，
*/,4 启动子片段和目的基因片段上各有 4 个
23#G$酶切位点，用该酶消化重组表达质粒可以得
到 $个片段。电泳结果片段大小与预期相符。证明
各片段均正确插入。

#"’ 酵母转化和转化子鉴定
将重组表达质粒 12R.=83及空载体 12R$(" 分

别转化酿酒酵母 19(!，在含有亮氨酸、色氨酸、组氨
酸的 15*培养基上筛选。从获得的重组转化子中
随机挑选 $个（记为 1934，193"，193$）与空载体转
化子 19$("一同进行营养缺陷型和交配型鉴定。
营养缺陷型鉴定：由于转化子弥补了受体菌的

尿嘧啶缺陷，因而可在含有 $种氨基酸（亮氨酸、色
氨酸、组氨酸）的 15*培养基上生长。受体菌则只
在含上述 $种氨基酸及尿嘧啶的 15*培养基上才
能生长（表 4）。
交配型鉴定：由于受体菌 19(!是!交配型，转化

不应使其发生改变，所以转化子的交配型应与受体菌

一致。鉴定结果表明转化子与受体菌均与标准交配

型的 :型菌株交配并生孢，证明是!交配型（表 4）。

表 ! 酵母转化子营养缺陷型和交配型鉴定
@:Q=8 4 6HLFTSFRKBI :CG .:TBC, TWR8 T8DT FX W8:DT TS:CDXFS.:CTD

9TS:BCD
6HLFTSFRKBI T8DT U:TBC, TWR8 T8DT

15*Y)8HY@SR Y’BD 15*Y)8HY@SR Y’BDYZS: ! :
19(! [ Y [ Y
19$(" Y Y [ Y
1934 Y Y [ Y
193" Y Y [ Y
193$ Y Y [ Y

#"( !"#$ 基因的表达对细胞转运 )*苹果酸能力的
影响

通过对酵母转化子培养液上清进行 ’3);检测
（表 "），可以看出重组表达质粒的转化子 193培养液
上清中 )7苹果酸剩余含量比对照（空载体转化子
19$("）要低，)7苹果酸相对降低率在 123&培养基中
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最高可达 !"#$$%，在含有 &种氨基酸的 ’()培养基
中最高可达 !"#&*%。以上结果初步表明 !"#$ 基因

进行了功能性的表达，将培养基中的 +,苹果酸转运到
细胞内，使得培养液中的 +,苹果酸含量降低。

图 ! 重组质粒 "#$%&’(及重组表达质粒 )*"%&’(的构建
-./0! 123456785.23 29 5:; 6;82<=.3>35 ?@>4<.A ?)B<@;C >3A 5:; 6;82<=.3>35 ;D?6;44.23 ?@>4<.A ’E?<@;C

表 + 酵母转化子培养液中 ,-苹果酸含量的检测分析
F>=@; " G;5;85.23 >3A >3>@H4.4 29 +,<>@>5; 8235;35 .3 87@576; 47?;63>5>35 29 H;>45 56>34926<>354

I56>.34
’ECG ’() J +;7 J K.4 J F6?

L3.5.>@ 8235;35
M（</M+）

N;4.A7>@ 8235;35
M（</M+）

G62? 6>5;
M（%）>

12<?>6>5.O; A62?
6>5;M（%）=

L3.5.>@ 8235;35
M（</M+）

N;4.A7>@ 8235;35
M（</M+）

G62? 6>5;
M（%）>

12<?>6>5.O; A62?
6>5;M（%）=

’IC! P*** QRQ$ S#*" &#$S P*** QRR* R#T* P#"&
’IC" P*** Q&"! !&#PT !*#SQ P*** Q&S& !"#PQ !!#*R
’IC& P*** Q"!" !P#SR !"#$$ P*** Q&!" !&#SR !"#&*
’I&P" P*** QTQ! &#!T U P*** Q$!S !#RR U

>0 +,<>@>5; A62? 6>5; V（L3.5.>@ 8235;35,N;4.A7>@ 8235;35）ML3.5.>@ 8235;35 W !**%；=0 +,<>@>5; 82<?>6>5.O; A62? 6>5; V（N;4.A7>@ 8235;35 .3 87@576; 47?;63>5>35 29
’I&P",N;4.A7>@ 8235;35 .3 87@576; 47?;63>5>35 29 ’IC）MN;4.A7>@ 8235;35 .3 87@576; 47?;63>5>35 29 ’I&P" W !**% 0

由于酿酒酵母在完全培养基 ’ECG 上生长较
快，代谢也较旺盛，因此从结果可以看出用 ’ECG培
养后，培养液上清中 +,苹果酸的剩余量较少。
据报道，+,苹果酸可以通过简单扩散的方式缓

慢进入酿酒酵母细胞，而 !"#$ 基因的表达产物作为
膜结合转运蛋白，可以提高酿酒酵母转运外源 +,苹
果酸的能力［&，R］。本文首次将我国自行筛选的酒类

酒球菌 !"#$ 基因转入酿酒酵母，获得的重组转化子

对培养液中 +,苹果酸的转运能力与空载体转化子
相比有所提高，但是由于苹果酸通透酶只是转运蛋

白，不参与代谢活动，因此，实际的降酸效果并不十

分明显。如果使苹果酸通透酶与苹果酸,乳酸酶协
同作用，将会大大降低培养液中的 +,苹果酸含量。
因此进行苹果酸通透酶基因与苹果酸,乳酸酶基因
在酿酒酵母中共转化和共表达的研究，可以促使酿

酒酵母重组菌株进行完全的生物降酸。
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