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高 !"# 产量啤酒酵母工业菌株的构建

曲 娜#，$，何秀萍#，郭雪娜#，刘 楠#，张博润#"

（中国科学院微生物研究所 北京 #%%%’%）

（中国科学院研究生院 北京 #%%%!6）

摘 要：二氧化硫在啤酒中具有抗氧化的重要功能，而在其形成过程中 FGH 激酶（!"##! 编码）起着非常重要的作

用。以二氧化硫产量较高的青岛啤酒酵母（ $%&&’%()*+&,- &,(,./-/%,）IH)4D 的总 JKF 为模板，用 GLM 方法克隆得到

!"##! 基因。为使目的基因在酿酒酵母中表达，以大肠杆菌4酿酒酵母穿梭质粒 I7N&D$ 为载体，以 0123 强启动子

为调控元件，构建了重组表达质粒 NGO，并转化酿酒酵母 IHD’。转化子在 IKP 添加亮氨酸、组氨酸和色氨酸的选

择性培养基上筛选鉴定，盐酸副玫瑰苯胺法测得转化子的 HQ$ 产量是受体菌的 $ 倍左右。在重组表达质粒 NGO 的

基础上添加铜抗性标记基因构建了重组表达质粒 NLGO，并转化青岛啤酒工业酵母菌株 IH)4&’，转化子在 I7GJ R
!88E12S L-HQ! 的选择性培养基上筛选鉴定，实验室条件下培养后，测得转化子 IH)4&’（NLGO）的 HQ$ 产量是受体菌

的 &T$ 倍。用该转化子在青岛啤酒厂进行小型发酵实验，结果表明在发酵结束时，IH)4&’（NLGO）转化子的 HQ$ 产

量是受体菌的 #T! 倍。因此，!"##! 基因的有效表达可以提高啤酒工业酵母的 HQ$产量。
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在啤酒生产过程中，有效控制 HQ$ 的产量对于

降低啤酒的氧化作用，提高啤酒的风味稳定性具有

非常重要的作用［# ］，由于发酵过程中，酵母代谢产

生的 HQ$ 不能够满足啤酒中应有的 HQ$ 含量，因此

在啤酒包装前需要人为的添加部分亚硫酸盐，但是

要从根本上解决啤酒氧化问题还是需要利用基因重

组的方法构建抗氧化的啤酒酵母。

HQ$ 是硫酸盐还原形成硫化物的中间产物，其

产生过程复杂，主要依赖于 & 个关键酶：F0G 硫化酶

（!"#& 编码），FGH 激酶（!"##! 编码），GFGH 还原

酶（ !"##" 编 码）。亚 硫 酸 盐 进 一 步 被 其 还 原 酶

（!"#D，!"##% 编码）还原形成硫化物，从而最终形

成甲硫氨酸和半胱氨酸。有研究表明，在强启动子

（如 4$0$" 或 4$0&% 启动子）的控制下，即使在具有

亚硫 酸 盐 还 原 酶 活 性 的 实 验 室 菌 株 中 过 量 表 达

!"##! 都可导致 HQ$ 的有效增加［#］。近些年来，对

于 HQ$ 形 成 相 关 酶 基 因 !"##!，!"##"，!"#D，

!"##% 等均有一些研究［$，&］，但是通过 !"##! 基因

在酿酒酵母中的高表达来构建抗氧化啤酒酵母工业

菌株的研究未见报道。

本实验室利用二氧化硫产量较高的青岛啤酒酵

母 IH)4D 作为供体菌，克隆其 !"##! 基因，通过重

组表达质粒在啤酒工业酵母中表达，为构建优良的

抗氧化抗老化啤酒酵母工程菌奠定基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌株和质粒：啤酒工业酵母 IH)4D 、IH)4&’
由青岛啤酒科研中心提供。大肠杆菌（ "-&’,(/&’/%
&)5/ ）JVD!（ -677!!，"5%&，W#"6，’-8M#5，(,&F1，
,98F1，:+(F6"，;’/4 #，(,5F1）、酿酒酵母（ $%&&’%()*+&,-
&,(,./-/%,）IHD’（!<#!，6(%&，;(7#，5,6$，’/-!）、质粒

I7N&D$（ %*7， =><&， ?,%-;4" @ &)5/ 穿 梭 载 体 ）、

NXL5$5、NYO) 均由本实验室保存。

$%$%# 主要试剂：溶菌酶和 MK.?* 购自华美生物工

程公司；蛋白酶 Z 购自上海 H.<=E< 公司；0@6 酶、0!
JKF 连接酶、限制性内切酶购自 0.Z.M. 公司；氨苄

青霉素购自北京鼎国生物技术发展中心；盐酸副玫

瑰苯胺购自北京通县育才精细化工厂。

$%$%& 培养基和培养条件：大肠杆菌 JVD!保存和

培养用 SP 培养基，筛选转化子用含有 D%#=28S 氨苄

青霉素的 SP 培养基［!］，&5[静置或振荡培养；酿酒

酵母 IHD’ 用 I7GJ 培养基［D］或麦芽汁培养基保存

和培养，转化子用含有色氨酸、亮氨酸、组氨酸的



!"# 选择培养基［ $］进行筛选鉴定，%&’静置或振荡

培养；啤酒工业酵母 !()*+& 用麦芽汁培养基培养，

转化子用含有 ,--./01 23(4, 的 !567 培养基筛选

鉴定，%&’振荡培养或 8%’静置培养。

!"# $%& 操作技术

图 ! 重组质粒 ’()*!+ 及重组表达质粒 ’,(和 ’-,(的构建

)9:;8 2.<=>?3@>9.< .A >BC ?C@.-D9<E<> F/E=-9G FH5I8, E<G >BC ?C@.-D9<E<> CJF?C==9.< F/E=-9G F6H，F26H

!"#"! 基因组 7"K 的提取：参照文献［L］进行 ! ;
"#$#%&’&(# !()*$ 总 7"K 的提取。

!"#"# 目 的 基 因 的 62M 扩 增：根 据 已 报 道 的

)*+8, 基 因 序 列［N］，设 计 相 应 的 引 物，分 别 引 入

*",M!和 -&.G"的酶切位点（用下划线标出）。上

游 引 物：$O*IPIPKKII22IPIK2K22KKIPP2IK2I*
+O；下 游 引 物：$O*IKIKKP2IIPKIPKPPIPPKIP
KKPK2P*+O。反应条件：Q,’ $-9<；Q,’ ,R=，$L’
%-9<，N%’ +-9<，%Q 次循环；N%’ 8$-9<。琼脂糖凝

胶电泳鉴定 62M 产物。62M 产物回收纯化参照文

献［,］。

!"#". 7"K 酶切与连接：酶切和连接参照产品说明

进行。

!"#"+ 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［&］，营养缺陷型菌

株 !($& 的转化子用含有色氨酸、亮氨酸、组氨酸的

!"# 平板筛选；啤酒酵母工业菌株 !()*+& 的转化子

用含有 ,--./01 23(4, 的 !567 平板筛选。

!"+ 酵母转化子培养液上清中二氧化硫含量测定

将受体菌和相应的转化子以相同的接种量接于

麦芽汁培养基中，%&’振荡培养 ,&B 或 8%’静置培

养 8RG，培养液上清中二氧化硫含量用盐酸副玫瑰

苯胺法测定［Q］。

!"/ 酵母转化子的稳定性检测

参照文献［8R］进行检测。

# 结果

#"! 基因克隆

#"!"! )*+8, 基 因 的 /01 扩 增：用 提 取 的 ! ;

Q+曲 娜等：高 (4% 产量啤酒酵母工业菌株的构建 ; 0微生物学报（%RRL）,L（8）



!"#"$%&%’" !"#$% 总 &’( 作为模板进行 )*+ 扩增，经

,-./的琼脂糖凝胶电泳，可看到一条约 0-012 的特

异性条带，其大小与 ()*03 的编码序列和终止子序

列相符。

!"#"! 重组质粒的构建：回收经 )!++!和 ,%-4"
双酶切的 )*+ 产物，插入载体 !567%8，构建重组质

粒 695:03（图 0），酶切分析表明重组质粒构建正

确。

!"! 重组表达质粒的构建

将来自重组质粒 695:03 的 ()*03 基因片段

与来源于 6;*<8< 的 ./00 启动子共同插入穿梭质

粒 !567%8，构建了重组表达质粒 6)9（图 0）。酶切

分析表明构建的质粒正确。

将来自重组质粒 695:03 的 ()*03 基因片段

与来源于 6)9 的 ./00 启动子和来源于 6=9# 的

12.0$(*3 铜抗性片断，共同插入穿梭质粒 !567%8，

构建了重组表达质粒 6*)9（图 0）。用相应的酶切

电泳检测，各片断大小与预期相符，证明该重组质粒

构建正确。

!"$ 酵母转化

将重组表达质粒 6)9 及空载体 !567%8 分别转

化酿酒酵母 !"%.，在含有亮氨酸、色氨酸、组氨酸

的 !’> 培养基上筛选转化子。

将重组表达质粒 6*)9 转化啤酒工业酵母 !"#$
7.，在含有 3??@ABC *D"E3 的 !5)& 培养基上筛选相

应转化子。

!"% !"##% 基因在实验室菌株 &’() 中的表达

将各菌株在 0,?C 麦芽汁培养基中培养 3.F，测

定培养上清液中 "E8 含量，可以看出转化子 !"%.
（6)9）的 "E8 产量是受体菌 !"%. 和空载体转化子

!"%.（!567%8）的 8 倍左右。受体菌 !"%. 和转化子

!"%.（!567%8）的 "E8 产 量 没 有 显 著 差 异，说 明

!567%8 转入受体菌对其 "E8 生成量没有显著影响，

所以转化子 !"%.（6)9）的 "E8 含量增加是重组质粒

上 的 ()*03基因表达的结果（表0）。转化子!"%.

表 # 转化子与受体菌的 ’*! 产量和生物量对比

:G2AH 0 *@?6GIJK@L @M NFH KDA6FJNH O@LNHLN GL4 2J@?GKK G?@LP

NFH O@LNI@A KNIGJL GL4 IHO@?2JLGLN KNIGJLK
"NIGJLK >J@?GKKB（P 4IQ RNBC） "DA6FJNH O@LNHLNB（?PBC）

!"%. 3-, S ,-,. T-, S 0-0
!"%.（!567%8） 3-, S ,-,< T-, S 0-7
!"%.（6)9） 7-U S ,-,8 00-3 S 0-8

:FH O@LNI@A KNIGJL !"%. GL4 IHO@?2JLGLN KNIGJLK !"%.（6)9），!"%.
（!567%8）RHIH ODANDIH4 JL R@IN GN 8.V M@I 3.FW ;GADHK GIH ?HGLK @M NFIHH
IH6AJOGNH4 ODANDIHK S KNGL4GI4 4HXJGNJ@LW

（6)9）、!"%.（!567%8）与受体菌 !"%. 的生物量没

有明显差异，说明质粒 6)9 、!567%8 转入受体菌没

有对其生物量产生明显影响（表 0）。

!"( +,-#% 基因在啤酒酵母工业菌株 &’./$) 中

的表达

!"("# 转化子的二氧化硫产量测定：分别接受体菌

!"#$7. 及转化子 !"#$7.（6*)9）$0，!"#$7.（6*)9）$
8（二者为同种质粒的不同克隆）于 0,?C 麦芽汁培

养基中，摇床培养 3.F，并对其上清进行 "E8 的含量

测定，结果表明转化子的 "E8 产量是受体菌的 7-8
倍（大约 30?PBC），同时转化子的生物量与受体菌没

有明显差异（表 8）。对转化子 !"#$7.（6*)9）$0 进

行遗传稳定性检测，在无选择压力条件下，连续传代

培养 08,F，仍有 .8/的转化子带有重组质粒。

表 ! 转化子与受体菌的 ’*! 产量和生物量对比

:G2AH 8 *@?6GIJK@L @M NFH KDA6FJNH O@LNHLN GL4 2J@?GKK G?@LP

NFH O@LNI@A KNIGJL GL4 IHO@?2JLGLN KNIGJLK

"NGJLK >J@?GKKB（P 4IQ RNBC） "DA6FJNH O@LNHLNB（?PBC）

!"#$7. .-U S ,-0 08-. S 0-,

!"#$7.（6*)9）Y 0 .-T S ,-8 30-7 S 8-3

!"#$7.（6*)9）Y 8 .-< S ,-0 3,-. S 0-.

:FH O@LNI@A KNIGJL !"#$7. GL4 IHO@?2JLGLN KNIGJLK !"#$7.（6*)9）$0，

!"#$7.（6*)9）$8 RHIH ODANDIH4 JL R@IN GN 8.V M@I 3.FW ;GADHK GIH ?HGLK
@M NFIHH IH6AJOGNH4 ODANDIHK S KNGL4GI4 4HXJGNJ@LW

!"("! 转化子的小型发酵实验：分别接受体菌 !"#$
7. 与转化子 !"#$7.（6*)9）Y 0 于 8<,?C 麦芽汁培

养基中，08V静置培养 0,4，每两天取 0,?C 样品用

来测定其二氧化硫含量；转化子的 "E8 产量从第 3
天开始上升，约第 . 天达最高峰（大约 0%-T?PBC），在

发酵末期（0,4）转化子的 "E8 产量是受体菌的 0-3
倍（大约 0,-3?PBC）（图 8）。

图 ! 受体菌与转化子在发酵不同时期的 ’*! 产量

#JPW8 *@?6GIJK@L @M NFH KDA6FJNH M@I?GNJ@L 2HNRHHL NFH F@KN KNIGJL GL4

NFH NIGLKM@I?GLN GN NFH 4JMMHIHLN NJ?H @M MHI?HLNGNJ@L

,3 Z[ ’G "4 ’5 W B6!4’ (%!#+7%+5+8%!’ 9%-%!’（8,,T）3T（0）



! 讨论

在啤酒酵母的二氧化硫形成过程中，主要依赖

于 ! 个关键酶，分别是由 !"#!、!"#"# 和 !"#"$
基因编码的 %&’ 硫化酶、%’( 激酶和 ’%’( 还原酶。

)*+,- 等［!］发现，在 !"#.（编码亚硫酸盐还原酶）突

变时，过量表达在自身启动子操纵下的 !"#"# 基因

能显著增加 (/0 的生成，但在野生型中过量表达该

基因则无此效果；然而，1*234567 等［"］发现，在强启

动子（如 $%&0$ 或 $%&!8 启动子）的控制下，即使在

具有亚硫酸还原酶活性的实验室菌株中过量表达

!"#"#，也可导致 (/0 的有效增加。这些研究表

明，过量表达 !"#"# 能够增加 (/0 的形成，但其效

果在很大程度上依赖于调控 !"#"# 的启动子。因

此，通过强启动子来控制 !"#"#，使其在啤酒酵母

中过量表达，从而获得高二氧化硫产量的啤酒酵母

工业菌株是可行的。

本研究中，利用 &’(" 强启动子来调控 !"#"#，

使其不仅在实验室菌株 9(.: 中有效表达，而且在啤

酒酵母工业菌株 9(;<!: 中也成功表达，得到了 (/0

产量较高的啤酒工业酵母。在该转化菌株的小型发

酵实验中，发酵 := 后，转化子 (/0 产量显著回落，而

受体菌没有明显变化，分析原因可能有以下两点：一

是由于转化子的重组质粒丢失，致使 (/0 产量降低；

另一原因是 (/0 浓度越高，其散失的速度就会越快，

结果导致转化子发酵上清夜中 (/0 含量降低。为了

进一步完善该研究，在下面的工作中，将采用整合型

表达载体进行宿主菌基因组修饰，以解决转化子遗

传稳 定 性 问 题。!<谷 氨 酰 半 胱 氨 酸 合 成 酶 基 因

’%$< ) 在工业啤酒酵母中高表达可以明显提高细胞

合成谷胱甘肽的能力［""］。而谷胱甘肽的含量与啤

酒酵母的抗老化密切相关。由于硫化氢（>0(）、谷

胱甘肽（?(>）、二氧化硫（(/0）在酵母体内属于同一

代谢途径，因此，通过 ’%$< ) 和 !"#"# 基因共表达，

来构 建 生 成 少 量 硫 化 氢（>0(）、大 量 谷 胱 甘 肽

（?(>）、适量二氧化硫（(/0）的抗老化、抗氧化啤酒

工业用酵母工程菌是可行的，也具有相当的理论和

实践意义。相关研究正在进行中。
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