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摘 要： 老化和双乙酰含量是影响啤酒风味的重要因素，其制约了啤酒生产技术的发展，影响

企业提高产品质量和经济效益。笔者从啤酒中双乙酰的合成、降低啤酒中双乙酰含量、提高啤酒

抗老化能力几个方面对抗老化、低双乙酰啤酒酵母的研究进展进行了综述。（孙悟）
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双乙酰是啤酒中的主要风味物质，它在发酵过程中

产生，是酵母代谢的主要副产物，由于双乙酰的口味阈

值很低（0.10 mg/L）[1]，当它在啤酒中的含量超过该阈值

时就会产生一种令人不愉快的酸馊味，严重影响啤酒的

口味和质量。随着现代工艺技术的不断发展，不少厂家

采用高温发酵、缩短发酵周期的方法，降低啤酒自身的

还原能力，双乙酰的问题就突显出来了。

氧化是导致啤酒风味老化的主要原因之一。目前，

采用的选育抗老化菌株的方法除了有通过改进酿造工

艺及采用先进设备及装置以外，采用分子生物学手段来

选育高效表达抗氧化剂（如二氧化硫、谷胱甘肽、SOD）

的啤酒酵母菌株，能更有效地改善啤酒的老化问题。

1 双乙酰的合成

双乙酰在啤酒中形成的途径有很多，主要是由 α-

乙酰乳酸脱羧氧化而成。双乙酰的前驱物质 α- 乙酰乳

酸是酵母合成缬氨酸时的中间产物。α- 乙酰乳酸在酵母

细胞内形成，经过细胞膜、细胞壁渗透到细胞外经非酶

促作用氧化脱羧形成双乙酰，双乙酰再在酵母体内还原

酶的作用下被还原成 2,3- 丁二醇。

2 关于降低啤酒中双乙酰含量的策略

2.1 减少 α- 乙酰乳酸的生成

首先要选择优质的酵母菌种，控制酵母使用的代

数，保持较高的活力。同时要保证酵母中 α- 氨基酸的含

量，防止过多的缬氨酸在酵母体内累积，从而就可以减

少 α- 乙酰乳酸的生成[2]。

2.2 利用 α- 乙酰乳酸脱羧酶的作用，加速 α- 乙酰乳酸

的分解

在发酵过程中加入 α- 乙酰乳酸脱羧酶，主要是利

用 α- 乙酰乳酸脱羧酶支路代谢途径，可使 α- 乙酰乳酸

快速降解为乙偶姻(3- 羟基- 2- 丁酮)，从而大大地减少

了由 α- 乙酰乳酸生成双乙酰的数量，从而在发酵过程

中大大降低了双乙酰的峰值，缩短了发酵时间。彭智辉

等人[3]曾提出过利用 α- 乙酰乳酸脱羧酶和葡萄糖氧化

酶共同催化降低双乙酰的构想，并从理论上论证了其可

行性，至于实际应用还有待于进一步研究。

2.3 利用基因工程技术

随着分子生物学研究的深入和基因工程的发展，目

前国内外已有大量的研究人员对基因重组酵母工程菌
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株的构建进行了探索和研究，并取得了一些显著的成

就。目前所采用的基因工程手段来降低双乙酰生成的方

法主要是：减弱 !- 乙酰乳酸合成酶的活性；提高缬氨酸

生物合成途径以后的酶活，使 " - 乙酰乳酸在未转变为

双乙酰之前就被迅速转化为其他物质。

日本的 Sone[4]等人将产气肠杆菌的 #- 乙酰乳酸脱

羧酶基因导入啤酒酵母中，芬兰的 Suihko 等人(1990

年)和 Blomqvist(1991年)等构建了含土生克雷伯氏菌或

产气肠杆菌 ALDC 基因的重组啤酒酵母菌株[4]。发酵实

验证明，重组菌株比对照菌株的双乙酰总含量有明显的

降低，而其他生理指标，例如发酵速度、生长情况和絮凝

沉降等都和对照基本相同，同时发酵时间也大大缩短。

基因重组技术目前尚未完全实现工业化，一个很重要的

原因是用引入来源于细菌的相应基因的酵母工程菌生

产出的啤酒是否安全，是否能被消费者接受，还需要一

定时间的实践证明，但是自克隆技术的开展为解决这一

问题开辟了一条全新的道路。

自克隆技术是指利用来源于酵母本身的目的基因

来构建酵母工程菌，不引入其他任何的外源 DNA 片段，

因此具有生物安全性。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- 缬氨酸生物合成途径，从而降低双乙酰的形成成

为可能。研究发现，缬氨酸生物合成途径中的酶主要是

由 ILV 基因控制的，其中 ILV2、ILV3、ILV5与双乙酰的

含量水平关系密切，$- 乙酰乳酸合成酶 (AHAS) 就是

ILV2基因的产物。Cesey和 M assehelein等对乙酰羟基

合成酶和同分异构还原酶的基因进行了研究[1]，并将乙

酰羟酸同分异构还原酶基因(ILV5)在酵母染色体中整合

取代乙酰羟酸合成酶基因(ILV2)，从而在降低合成酶基

因拷贝数的同时，也提高了同分还原异构酶基因的拷贝

数。经过这种方法改造得到的啤酒酵母中乙酰羟酸合成

酶的活性降低，而同分异构还原酶的活性却大幅度提

高，从而其产生双乙酰的能力也大幅度降低，达到降低

双乙酰含量和缩短啤酒后酵期的目的。Villa等人 [5]及

Villanueba等人[6]用携带 ILV5基因的质粒转化啤酒酵

母，所获得的啤酒酵母工程菌中的双乙酰生成量比受体

菌降低约 70 % ；而单独转化 ILV3的酵母，双乙酰浓度

则降低了约 40% ；当 ILV3和 ILV5同时在酵母细胞中

高效表达时，双乙酰生成量降低了约 60% 。李艳等人[7]

通过构建 ILV2整合性质粒，并采用同源重组将携带丧

失了 ILV2功能的线性化质粒整合至啤酒酵母染色体

上，所得到的转化菌的双乙酰含量比原始菌株降低约

30% 。在上述的相关研究报道中，虽然啤酒酵母中双乙

酰的含量都有不同程度的降低，但是他们的操作过程都

是依赖于酵母质粒完成的，而酵母质粒一般都是由大肠

杆菌- 酵母穿梭质粒衍生而来的，因此获得的酵母工程

菌细胞中还含有外源大肠杆菌的 DNA 和细菌抗药性标

识基因，而这些基因的敲出是酵母菌在用于大规模工业

化生产前必须解决的问题。

M ithieux等人[8]在 1995年通过共转化方法将多拷

贝 ILV5基因片段串联整合到啤酒酵母染色体上，获得

了双乙酰含量降低了约 60% 、遗传稳定的工业酵母菌

株，由于在最后获得的工程菌中没有细菌基因，只增加

了酵母本身 ILV5基因的拷贝数，这种利用酵母本身

DNA 对啤酒酵母进行的遗传修饰，实现了真正意义上

的自克隆。张吉娜等人[9]用两侧具有 ILV2同源序列的

DNA 片段转化青岛啤酒酵母，使该酵母染色体上与酿

酒酵母同源的等位基因 ILV2内部 DNA 片段被铜抗性

基因（CUP1）和 γ- 谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（GSH1）

所取代，获得的酵母工程菌 α- 乙酰乳酸合成酶活力明

显降低，双乙酰含量也比原始菌株降低了约 25% ，由于

整个遗传操作过程中涉及的铜抗性标识基因 CUP1和

γ- 谷氨酰半胱氨酸合成酶基因 GSH1均来自于啤酒酵

母自身，没有任何外源基因的涉入，因此所构建的酵母

菌株具有生物安全性，所获得的自克隆啤酒酵母工程菌

具有重要的应用价值。

2.4 利用激光诱变选育低双乙酰的啤酒酵母

用激光照射酵母菌，可以通过产生光、电、热、压力

和电磁效应的综合作用，直接或间接地影响酵母菌，引

起细胞 DNA 或 RNA 改变，导致酶的激活或钝化，进而

引起细胞分裂和细胞代谢活动的改变。用激光对啤酒酵

母进行诱变处理，经过发酵，检测发酵液中双乙酰的含

量，从而选育出双乙酰含量低的啤酒酵母菌株。曾经也

有人利用紫外线来诱变啤酒酵母，也选育出了双乙酰含

量较低的啤酒酵母菌株[10]。

3 关于提高啤酒抗老化能力的策略

风味稳定性作为啤酒的重要质量指标之一，从 20

世纪 70年代开始就受到国外学者的关注[11]。啤酒酵母

是影响啤酒风味稳定性的重要因素之一，主要是因为酵

母在啤酒发酵过程中会产生一些反式二烯醛类化合物，

这些被认为是啤酒产生老化味的物质或者前驱物质，同

时啤酒包装后在运输和贮存过程中会产生一些令人不

愉快的不新鲜味，即老化味。啤酒酵母自身也会产生一

些抗老化的还原型物质，例如还原型谷光甘肽（GSH1）

和超氧化物岐化酶。目前抗老化措施主要包括：

3.1 利用紫外线诱变

江南大学的李崎等[12]人对一株啤酒酵母青②进行

紫外线诱变，在蛋氨酸浓度为 l5g/ L 的耐性平板上筛选

获得一株菌株，然后在 11℃、稀释率为 0.035 h的条件

下对上述菌株进行高浓度蛋氨酸(20 g/ L)连续驯养，然

后分离得到一株菌株。连续发酵几代后检测发现该菌中

GSH 含量明显高于一般的菌株，且遗传性稳定，而其他

常规指标和品尝风味则基本一致。
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3.2 基因工程技术方法

基因工程手段可以从根本上解决啤酒抗老化的问

题。目前，采用基因工程手段选育抗老化啤酒酵母的思

路基本上都是使啤酒酵母在发酵过程中过量地生成一

些特定的抗氧化剂,例如还原型谷胱甘肽（GSH）、二氧化

硫等。由于二氧化硫含量不宜太高，并且啤酒研究人员

对于来自于酵母代谢产生的二氧化硫一直有赞成和反

对两种不同的观点，因此生产上是否应该通过提高二氧

化硫含量解决啤酒老化问题还有待于进一步探讨。谷胱

甘肽作为酵母自身代谢产生的小分子短肽，并不会影响

啤酒的风味和口感；相反，作为一种生物活性物质，其存

在还可提高啤酒的保健功能，因此高产谷胱甘肽啤酒酵

母菌种的选育也越来越受到人们的重视。酵母细胞内谷

胱甘肽由 γ- 谷氨酰半胱氨酸合成酶(GSH1)和谷胱甘肽

合成酶(GSH2)相继催化的两个反应合成，其中 GSH1编

码的 γ- 谷氨酰半胱氨酸合成酶催化的是限速步骤。酵

母细胞内的 GSH1活性不高，因此通过自克隆技术提高

限速步骤的反应活性，便可以提高酵母细胞合成谷胱甘

肽的能力，达到增强啤酒的抗老化能力的目的，还可以

提升啤酒的保健功效。

近年来，我国学者在这方面做了一些研究，也取得

了一定的成果。中国科学院微生物研究所酵母分子遗传

与育种研究室首先使用携带 GSH1基因的酵母大肠杆

菌穿梭质粒，使 GSH1基因在啤酒酵母中高效表达，所

构建工程菌中谷胱甘肽含量比对照菌提高了 50 % [13]。

在此研究基础上，他们又采用同源重组技术，将来自啤

酒酵母 YSG - 26 的 GSH1 基因整合至青岛啤酒酵母

YSF31的乙酰乳酸合成酶基因 ILV2内部，在破坏 ILV2

基因的同时，也增加了 GSH1基因的拷贝数，100L 发酵

罐的中试结果表明，新构建的啤酒酵母工程菌中不但谷

胱甘肽含量提高了 34% ，同时双乙酰的含量也有了明

显的降低[9]。所酿制的啤酒陈化以后，经专家品评，得到

一致好评。由于在构建过程中所涉及的基因均来自啤酒

酵母本身，并没有其他外源基因的摄入，因此所构建菌

株具有生物安全性。

在啤酒酿造过程中，啤酒酵母生成的谷胱甘肽可分

泌一小部分到细胞外，与氧化性物质反应，从而保护啤

酒中的老化前体物质不被氧化，以达到延长啤酒保鲜期

的作用。由于分泌到胞外的谷胱甘肽只占啤酒酵母生成

的谷胱甘肽的一小部分，因此其抗老化的能力也是有限

的，为此我们在寻求一种更好的途径来解决啤酒老化的

问题。SOD 即超氧化物歧化酶，是生物体内防御氧化损

伤的一种十分重要的生物酶。由于 SOD 具有清除体内

O2- 的能力，能较好地抵御氧自由基和其他氧化物自由

基对细胞质膜的毒性，在机体保护方面起重要作用，因

此在啤酒抗老化方面有较大的研究价值。虽然 SOD 是

一种胞内的酶，但是通过基因工程手段调控 SOD 的分

泌表达，将更有助于提高啤酒的抗老化能力。中科院微

生物所酵母分子遗传与育种实验室正在进行这项工作，

希望在啤酒抗老化的研究方面有所突破。

4 展望

随着现代社会人们生活水平的不断提高，对于啤酒

这一休闲生活饮品的口感风味等的要求也越来越高。生

产出深受广大消费者喜爱，又安全美味的啤酒是啤酒工

作者始终追求的目标。随着分子生物学技术突飞猛进的

发展，采用遗传修饰等分子育种技术选育性能优良的啤

酒酵母菌的研究已得到了广泛的应用，特别是自克隆技

术在啤酒酵母菌种改良方面的应用，由于在整个工程菌

的构建中，没有任何外源基因的参与，因此这种工程菌

生产出来的啤酒更容易被广大的消费者所接受。

参考文献：

[1] 秦玉静，高东，刘巍峰.啤酒生产中双乙酰形成的分子遗传学

及其控制[J].工业微生物，1999，29(2)：40- 44.

[2] 任永新，崔进梅.降低微型自酿啤酒双乙酰含量[J].中国啤酒，

2000，（8）：.

[3] 彭智辉，林炜铁，冯杰龙.酶共催化降低啤酒中双乙酰含量的

研究设想[J].酿酒科技，2001，（1）：66- 67.

[4] 陈乃用.α- 乙酰乳酸脱羧酶加速啤酒成熟的研究进展及应用

[J].工业微生物，2001，(3)：54- 57.

[5] VillaK D,LeeS.JAm SocBrew Chem,Controlofvicinal

diketoneproductionbybrewer’syeast.I.EffectsofILV5and

ILV3geneamplificationonvicinaldiketoneproductionand

ILV enzymeactivity[J].1995,53(2)：49- 53.

[6] VillanuebaK D,GoossensE,M asscheleinC A.JAm Soc

Brew Chem,Subthresholdvicinaldiketonelevelsinlagerbrew-

ingyeastfermentationsbymeansofILV5geneamplification

[J].1990,48(3)：111- 114.

[7] 李艳,铁翠娟,王正祥,等.低双乙酰啤酒酵母工程菌的构建

[J].酿酒,2002,29(6)：77- 79.

[8] M ithieuxS M ,W eissA S.Tandem integrationofmultipleILV5

copiesandelevatedtranscriptioninpolyploidyeast[J].

1995,11：311- 316.

[9] 张吉娜,何秀萍,郭雪娜,等.低双乙酰抗老化啤酒酵母工程

菌的构建[J].生物工程学报,2005,21(6):942- 946.

[10] 汪志君，高庆，等.紫外诱变筛选低高级醇和双乙酰含量的

啤酒酵母[J].中国酿造，2005，（5）：13- 17.

[11] HashimotoN . Brewingscience. Bristol：StonebridgePress，

1981.

[12] 李崎，潘学启，顾国贤.选育抗老化啤酒酵母提高啤酒风味

稳定性的研究[J].生物工程学报，2004，20（6）：912- 917.

[13] FanX Y,HeX P,GuoX N,etal.Increasingglutathionefor-

mationbyfunctionalexpressionofthegammaglutamylcysteine

synthetasegeneinSaccharomyces cerevisiae[J].Biotechnol

Lett,2004,26：415- 417.

母 茜，王肇悦，张博润，任正隆·关于抗老化低双乙酰啤酒酵母的研究进展 85


