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摘 要： 酿酒酵母的发酵性能直接影响到酒的质量与生产成本。利用基因工程改良酿酒酵母可

提高其生产性能。基因改良酿酒酵母的研究和应用有：!增加酿酒酵母发酵性能的基因改良，如：

构建含 "&乙酰乳酸脱羧酶基因的低双乙酰工程酵母；含乙醇乙酰酶基因的高生香工程酵母；含糖

化酶、葡聚糖酶等基因的高发酵度工程酵母；高絮凝性工程酵母和嗜杀酵母。#增强或缺失酵母

自身基因的菌种改良，如构建高级醇低生成量的工程酵母和构建双乙酰低生成量的工程酵母。

（孙悟）
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对于液体酿造的啤酒和果酒来说，酿酒酵母是发酵

的灵魂和命脉，因为其发酵性能直接影响到酒的质量与

生产成本。生产上要求酿酒酵母不仅具有正常的生长繁

殖性能，而且要具有优良的发酵性能，特别是高级醇、双

乙酰等的生成量要低。因为这是提高酒的质量、降低生

产成本的关键，而质优价廉的产品不仅能够提高企业的

获利能力和市场竞争力，而且还能满足低价位需求的广

大农村市场。因此，对于酿酒酵母的发酵性能需要不断

改良，也就是在传统育种基础上进一步对酿酒酵母实施

基因改良。

随着 IJJK 年酿酒酵母全基因序列图的完成，利用

基因工程改良酿酒酵母就变得更容易，并成为当前基因

改良育种的主流。构建的工程酵母主要包括低双乙酰、

低高级醇、高生香、高发酵度、高絮凝性、高抗微生物污

染等单一或综合发酵性能的内容。因此，本文分析和综

合了基因改良酿酒酵母的研究和应用，希望能够推动啤

酒企业菌种的基因改良工作，提高我国酒类行业的技术

水平和产品质量。

I 增加酿酒酵母发酵性能的基因改良

这是指将外源基因转入酿酒酵母，给予菌种新的发

酵性能，达到增强菌种发酵性能和应用价值的目的。

I9I 构建含 "&乙酰乳酸脱羧酶基因的低双乙酰工程酵

母

对于增加了 "&乙酰乳酸脱羧酶基因（/MND）的工

程酵母，由于 /MND 基因所合成的 "&乙酰乳酸脱羧酶
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能够加速 !.乙酰乳酸转变成乙偶姻，从而减少了双乙

酰的生成量，显著缩短了啤酒的成熟时间。如，/0102(
3 等人将 4567 基因整合到酿酒酵母染色体上获得的

工程酵母，发酵结果表明，可显著降低双乙酰的生成量，

而其他发酵性能未发生改变8%9。郭文杰8!9、秦玉静8&9等人都

分别构建出含 4567 基因的工程酵母，发酵实验证实，

降低了啤酒中双乙酰含量，并缩短发酵周期 # : 以上。

其应用效果与 4567 基因生成的 !.乙酰乳酸脱羧酶量

直接相关。虽然工程酵母发酵实验结果非常好，但是上

述 4567 基因都来自细菌，存在生产的啤酒是否安全、

能否被消费者接受的问题，尚需做进一步的食品安全性

检验和经受长时间的检验，结果是企业在决定使用工程

酵母时非常谨慎。但作为酿酒酵母菌种基因改良的一种

途径，具有很好的研究价值。

%)! 构建含乙醇乙酰酶基因的高生香工程酵母

生香酵母主要属于产膜酵母和假丝酵母，是通过产

生乙醇乙酰酶将乙醇与有机酸反应生成各种酯，如乙酸

乙酯、己酸乙酯、乳酸乙酯等，从而提高酒的香味和口

感。因此，利用基因工程将产膜酵母或假丝酵母中的乙

醇乙酰酶基因用 ;7< 扩增出来，然后再转入企业的酿

酒酵母中，从而构建成含乙醇乙酰酶基因的高生香工程

酵母。这种工程菌特别适合酿造果酒，因为果汁中通常

含有各种有机酸，从而更有利于生成各种酯。初步研究

结果表明，工程酵母能够提高酒的香味和口感。

%)& 构建含糖化酶、葡聚糖酶等基因的高发酵度工程

酵母

由于酿酒酵母的发酵只能利用单糖等还原糖，而对

于多糖则很难利用。如果要生产超干型啤酒或果酒就需

要基本消耗完酒液中的碳水化合物，而基因工程方法构

建的菌种能够有效的解决。其技术路线是将已经清楚的

糖化酶基因转入到酿酒酵母中，构建成具有糖化和发酵

两种性能的工程酵母。例如，罗进贤等人将黑曲霉的糖

化酶 =4> ?6’4 和 @A.0% 因子的启动子—信号序列一

同构建到载体上，再通过载体将完整的基因表达系统转

入酿酒酵母 =<A%B 中，筛选得到的工程酵母在含 %" C
的淀粉培养液中发酵，淀粉转化率达到 DE)% C，酒精含

量达 #)E C8F9。

啤酒中的 ".葡聚糖会使酒体浑浊、泡沫持久力缩

短和挂杯力减弱，影响到啤酒的质量。所以采用含 ".葡

聚糖酶基因的工程酵母进行发酵，能消除啤酒中 ".葡

聚糖的不良影响。例如，G)HI2?JKILL8#9、黄兴奇8E9、任建8$9等

人分别将来自枯草芽孢杆菌*M) NOPQI,IN-等的 ".葡聚糖

酶基因克隆到酿酒酵母中，选育的工程酵母具有分解

".葡聚糖的能力，可使麦芽汁粘度降低而提高过滤速度

和麦芽汁收率，从而改善啤酒质量。但是，构建产 ".葡

聚糖酶的工程酵母时，必须避免 ".葡聚糖酶对酵母的

自溶作用，即选育低自溶的工程酵母，以达到提高啤酒

质量和生产低热量新型啤酒的目的。

%)F 构建高絮凝性工程酵母

絮凝性是选育酿酒酵母的一个重要指标，因为絮凝

性良好的菌种能够加速酒液的澄清，同时可防止发酵液

中菌种存在时间过长，导致细胞自溶而影响酒的质量。

因此，对细菌和酵母中絮凝能力强的菌种，采用基因工

程技术，将其相关的基因调出并转入到酿酒酵母中，构

建成高絮凝性的工程酵母。这不仅能够提高酒的质量，

而且能够简化工艺操作和降低生产成本。目前国内外有

一些通过原生质体融合方法来提高酵母絮凝性的研究8B，

D9，而采用基因工程方法的研究也正在开展，这更能针对

性地提高酿酒酵母的絮凝性。

%)# 构建嗜杀酵母

嗜杀酵母就是在酿酒酵母中引入对杂菌有抑制或

杀死作用的基因，以有效控制杂菌的污染。嗜杀酵母能

够更有效地维持液体纯种发酵，减少杂菌污染造成的危

害，并简化工艺操作。目前，对于嗜杀酵母已经有采用原

生质体选育菌种的例子8%"，%%9，而采用基因工程技术能够

获得嗜杀性能更强的工程酵母，这对于企业稳定生产来

说非常重要。

! 增强或缺失酵母自身基因的菌种改良

酿酒酵母的某些发酵性能对发酵酒来说是需要严

格控制的，如双乙酰、高级醇等不良发酵副产物，可采用

基因工程方法将相关基因进行缺失或降低活性，从菌种

开始实现对这些副产物的有效控制。

!)% 构建高级醇低生成量的工程酵母

高级醇俗称杂醇油，是啤酒和果酒发酵的主要副产

物，它能够形成酒的香气和风味，使酒口感柔和协调、酒

体丰满圆润，但高级醇含量过高，反而会影响到酒的风

味和口感，饮用后会“上头”，从而严重影响到酒的质量。

例如，当啤酒中高级醇含量超过 %"" 1R S 5、果酒中高级

醇含量超过 ##" 1R S 5 时，将使酒的口味和受欢迎程度

明显下降。高级醇主要包括异戊醇、活性戊醇、异丁醇和

正丙醇等，而异戊醇约占啤酒总高级醇的 #" C。研究表

明，啤酒中 B" C的高级醇是在主发酵期间形成的 8%!T%&9，

其中 $# C的高级醇来自糖代谢，!# C来自氨基酸脱羧

还原生成。所以控制高级醇生成的根本方法是对酿酒酵

母进行基因改良。

!)%)% 构建支链氨基酸转氨酶 （M74+）基因片段 K?0
&D，K?0 F" 缺失的工程酵母



!"#$ 能够切断或减弱氨基酸转变成 !%酮酸的能

力，从而减少缬氨酸到异丁醇、亮氨酸到异戊醇的生成，

#& ’()* 等人研究表明，异戊醇、活性戊醇和异丁醇受 )+
,- ./，),- 01 的影响显著 2345。!)*6)*789: 等人研究表明，

缺失 ),- ./，),- 01 的菌株能够显著降低异丁醇、双乙酰

含量，但对异戊醇含量的影响不显著23.5。;7,<)*8=* 等人

研究证实，从缬氨酸到异丁醇的代谢途径中丙酮酸脱羧

酶（>;"）是合成异丁醇的关键步骤 2305，而构建丙酮酸脱

羧酶活性降低的工程酵母能够降低异丁醇的生成量。

4&3&4 构建丙酮酸脱羧异构酶基因 ?;@1A1, 缺失的工

程酵母

通过同源重组的方法，将酿酒酵母中的 ?;@1A1,
基因 >"B 调出，进行基因改造后再转回原菌种，完成构

建 ?;@1A1, 基因缺失的工程酵母（本研究室正在做）。

工程酵母由于 ?;@1A1, 基因受到破坏而不能正常合成

丙酮酸脱羧异构酶，从而阻断了亮氨酸代谢生成异戊

醇，达到降低异戊醇的目的2305。

因此，构建 ),- ./，),- 01 和 ?;@1A1, 三个基因缺

失的工程酵母，发挥协同作用来降低酒中的异丁醇、异

戊醇和总高级醇含量。由于啤酒和果酒中高级醇生成后

就很难去除，所以要通过低高级醇生成量的工程酵母、

发酵工艺、培养基组成等优化，达到降低高级醇生成和

提高酒质量的目的。

4&4 构建双乙酰低生成量的工程酵母

双乙酰是啤酒的特殊成分，是形成啤酒风味的重要

物质，当含量过高时将产生令人不愉快的馊饭味。因此，

基因改良酿酒酵母是控制啤酒中双乙酰生成的根本途

径。

4&4&3 构建乙酰羧酸合成酶（#C#D）基因缺失或降低的

工程酵母

嘉 士 伯 酿 酒 酵 母 E!"##$%&’(#)! #"%!*)%+),!-!F含 有

乙酰羟羧合成酶基因的两种不同结构的等位基因，一种

类似于酿酒酵母的 G@H4 基因，另一种不同于酿酒酵母

基因 23I5。李艳等人采用同源重组等基因操作，取代菌种

中的 G@H4 基因，降低由 G@H4 基因编码的 #C#D 酶活性，

从而减少 !%乙酰乳酸的生成量。但 #C#D 又未完全失

活，与亮氨酸、缬氨酸等营养缺陷型菌株不同，它没有影

响到菌种的正常发酵性能。研究表明，基因 G@H4 缺失的

工程酵母发酵性能正常，而 #C#D 酶活性降低 JI K，啤

酒中双乙酰含量比原始菌株降低 .1 K23L5。

4&4&4 构建羟基乙酰同分异构还原酶基因（G@HI）高拷

贝数的工程酵母

增加酵母基因中 G@HI 的拷贝数，可提高羟基乙酰

同分异构还原酶（BG）的活力，加速 !%乙酰乳酸转化成

缬氨酸，以有效减少 !%乙酰乳酸生成双乙酰的量。例

如 ，;7MMN-*8 等 人 通 过 增 加 酵 母 单 倍 体 中 G@HI 的 拷 贝

数，提高 BG 酶活力 IO31 倍，使发酵过程中双乙酰含量

的峰值降低 I1 KOL1 K23J5。P79Q7)RS D 等人将 G@HI 基因

转投入酵母中表达，使啤酒中双乙酰含量比原始菌株降

低 I1 K，从而有效缩短啤酒的成熟时间23A5。比利时研究

人员用 G@HI 取代 G@H4，即达到降低 #C#D 酶活性，减少

!%乙酰乳酸的生成，以从根本上减少双乙酰的生成，又

促进生成的 !%乙酰乳酸更多地转变成缬氨酸，而进一

步降低了双乙酰的生成量。

. 讨论

利用外源基因构建的工程酵母，能够显著增加酿酒

酵母的发酵性能，但发酵生产的啤酒和果酒作为最终消

费产品，类似于转基因食品，其安全性尚需进一步检验，

特别是能否被消费者接受还需长时间的考验。而通过强

化酿酒酵母自身的优良发酵性能或弱化其不良发酵性

能的基因改良选育的工程酵母，由于改变的是酵母自身

的基因，而不是外源基因，所以一般不会影响到菌种的

原有发酵性能。所以这种优良工程酵母更容易被企业接

受和应用到生产实践。
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酵工业! "##$! "%&"’( "#)"*+
,$$- ./012345! 6789:35787! ;+ <7=5>/4?7)=7@7A+ 63B0C0=7D03/ 3C

20/1 >174D C:3E !"##$"%&’(#)! #)%)*+!+") 4F1=014 @> 181=)
D:3CG403/ 3C F:3D3F874D4,H-+ I3804J H3G:/78 3C K33B 7/B LG)
D:0D03/ M=01/=14，$NNO!%&*’($P)"Q+

,$"- ;+ RB1/+ S!T7/ L1B1:U18B1! 1D 78+ V/U38U1E1/D 3C
@:7/=J1B)=J70/ 7E0/3 7=0B 7E0/3D:7/4C1:7414 0/ DJ1 F:3)
BG=D03/ 3C CG418 78=3J384 BG:0/9 C1:E1/D7D03/ 0/ >174D,H-+
;FF8+ 60=:3@038+ W03D1=J/38+! "##$! QQ&*’( "NO)*##+

,$*- W1/U1/04D>!L0440E+ 61DJ3:B C3: :1BG=D03/ 3C CG418 3084 0/
78=3J380= @1U1:7914 7/B C33B F:3BG=D03/4,H-+ IXYV/D+ ;FF80+
Z[NNQ#\""+

,$\- ]0=?1/43/! H+ <0=J7:B! ^7::043/! M=3DD H+ 1D 78+ ;/ 0/U14D0)
97D03/ 3C DJ1 E1D7@3804E 3C U780/1 D3 043@GD>8 78=3J38 0/

!"##$"%&’(#)! #)%)*+!+"),H-+ H+ W038+ XJ1E+! $NN%! "P*&\#’(
"QPQ$)"QPQO+

,$Q- .A1:E7/41/!/08443/)D08891:/ Y!1D 78+ Y327:B B07=1DD>88144
@:121:_ >174D+ V/C8G1/=1 3C VST" 7/B 08UQ EGD7D03/4,H-+ H+
W740=+ 60=:3@078+ $NN%! "%( $PQ)$%*+

,$O- 李艳!铁翠娟，等+ 低双乙酰啤酒酵母工程菌的构建,H-+ 酿

酒! "##"! "N&O’( PP)PN+
,$P- ]0881E7/4 6+ .33441/4 R+ 1D 78+ ;EF80C0=7D03/ 1CC1=D 3C

VSTQ 91/1 3/ DJ1 F:3BG=D03/ 3C U0=0/78 B0?1D3/14 0/ !"#)
#$"%&’(#)! #)%)*+!+"),H-+ H+ ;E+ W:12+ XJ1E+! $N%P! \Q(
%$)%\+

,$%- 60DJ01G‘ M+ Z1044 ;M+ Y1/B7E 0/D19:7D03/ EG8D0F81 VSTQ
=3F014 7/B 181U7D1B D:7/4=:0FD03/ 0/ F38>F830B >174D,H-+
a174D! $NNQ! $$( *$$)*$O+

和 ;IVX^S 细菌鉴定试验，对 *$ 株有害菌进行了鉴定，

结 果 表 明 ， 它 们 很 可 能 是 分 属 于 ,"#-&."#+//0! .%)*+!，

,"#-&."#+//0! 1/"2-"%0’，,"#-&."#+//0! 1"%"#"!)+，,)03
#&2&!-&# 1!)04&’)!)2-)%&+4)!， ,)0#&2&!-&# #+-%)0’ 的乳

酸菌，以 $OM :]L; 序列分析的方法进行分析，同样得出

这 *$ 株腐败菌分属于同样 Q 个种的结论。而且，每一个

菌株用 ;IVX^S 细菌生理生化鉴定试验所得出的鉴定

结论，都在 $OM :]L; 序列分析中得到认证。在现代细

菌分类中，用传统的理化鉴定方法结合先进的基因分析

手段，会使菌种鉴定结果更为准确、可靠,Q-。在 *$ 株腐败

菌中，有 $Q 株为 ,"#-&."#+//0! .%)*+!，占 \%+\ b；O 株为

,"#-&."#+//0! 1/"2-"%0’，占 $N+\ b；Q 株为 ,"#-&."#+//0!
1"%"#"!)+，占 $O+$ b；,)0#&2&!-&# 1!)04&’)!)2-)%&+4)! 和

,)0#&2&!-&# #+-%)0’ 各有 " 株和 * 株，各占 O+Q b和 N+P
b。

从腐败菌对啤酒的污染程度如形成大量生物沉淀

来看，,"#-&."#+//0! .%)*+! 最为严重。腐败菌对啤酒的风

味产生较大的影响。污染了的啤酒其醇、酯类的量会有

较大幅度的变化，由于乳酸菌产生乳酸，因而污染酒的

总酸含量增加，同时由于乳酸菌在代谢过程会产生双乙

酰，因而使啤酒的双乙酰含量增加，从而使啤酒口感变

差。,"#-&."#+//0! .%)*+! 在啤酒腐败菌中所占的比例接近

Q# b，为污染啤酒的主要菌群，因此进一步研究它们的

营养需求、生长条件、代谢规律及与其他种群之间的相

互关系，对有效地控制啤酒腐败菌对啤酒的影响，保证

啤酒风味的纯正，具有十分重要的意义。

参考文献：

,$- 顾吉来+啤酒酵母及有害菌检查,X-+中国酿酒工业协会+
$NNO+$#$+

,"- 凌代文，东秀珠+乳酸菌分类鉴定及实验方法,6-+北京：中国

轻工业出版社，$NNN+$$%+
,*- 杜连祥，等+工业微生物学实验技术,6-+ 天津：天津科学技术

出版社，$NN"+$#"+
,\- 姜泊，张亚历，周殿元+分子生物学常用实验方法,6-+北京：人

民军医出版社，$NNO+$#P+
,Q- 汪恩涛，曲春枫，冯继东，等+ $OM :<L; 基因序列确定根瘤

菌的系统发育,H-+高技术通讯，$NNQ，（*）：QQ)QP+

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
（上接第 *$ 页）

田小群，鲁 欣，周世宁·啤酒腐败菌的分离鉴定及对啤酒的危害

贵州茅台入选第二届“中国十佳上市公司”
本刊讯："##Q 年 O 月 $O 日，$# 家优秀上市公司从国内 $*## 多家上市公司中脱颖而出，荣膺第二届“中国十佳

上市公司”称号。 其中，贵州茅台首次获得“中国十佳上市公司”的称号。

当选“十佳”的上市公司包括：长江电力、中集集团、招商银行、中兴通讯、万科股份、宝钢股份、贵州茅台、上港集

箱、中国石化、佛山照明。其中，中集集团、贵州茅台和佛山照明是首次入选的上市公司。

“上市公司十佳”评选活动的主办方上海证券报和东吴证券有限责任公司表示，当选“十佳”的企业都是主业突

出、信息披露公开透明、对投资者高度负责的上市公司，在目前国内上市公司普遍业绩不佳的情况下，这些企业代表

着中国资本市场发展的方向。

此次“中国十佳上市公司”是通过近 Q 万名个人投资者和近百家基金、证券公司等机构投资者的投票选举产生。
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