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利用淀粉的酿酒酵母基因工程菌研究进展

廖昱泓，赵德刚

（贵州大学农业生物工程省级重点实验室，贵州 贵阳 ##""!#）

摘 要： 酿酒酵母是发酵工业的重要微生物，主要用于酒精、啤酒和面包工业。在酿酒酵母中已

表达的淀粉酶基因包括 !.淀粉酶基因和糖化酶基因。外源淀粉水解酶能在酵母中高效表达并分

泌，其主要因素在于：在构建载体时组入强启动子；酿酒酵母中带有合适的酵母受体系统；具有外

源淀粉酶蛋白的分泌信号；外源淀粉酶基因的遗传稳定性和生长介质。构建分解淀粉酿酒酵母已

取得相当大的进展，但在构建的多数菌株利用糊精及淀粉的能力仍然有限，而且降解速率较慢。

构建直接分解和利用淀粉的酵母工程菌，可简化工艺、节省能源和酶制剂、降低成本，有重要的应

用前景。（孙悟）
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47+"’20"：!"#$%$&’(’)$，as an important microbe in fermenting industry，is mainly applied in ethanol industry，beer brew-

ing and baking industry. The amylase gene expression in S.cerevisiae included !.>TL,>RC =C<C ><? R>FF;>DENLE<= C<PLTC
=C<C) +;C T>E< N>FG(DR N(D ;E=; CNNEFEC<FL CUVDCRRE(< ><? RCFDCGE(< (N CU(=C<(:R >TL,:T ;L?D(,>RC E< !"#$%$&’(’)$
are as follows：involvement of strong promoter in carrier construction；appropriate receptor system carried by !"#$%$&’(’*
)$；in possession of secretion signals of exogenous amylum hydrolase；genetic stability and growth medium of exogenous

amylase gene. Much progress had been achieved in the construction of S.cerevisiae. However，present techniques still lim-

ited the construction of multiple strains by amylum and dextrin and the degradation rate was comparatively low. The devel-

opment of yeast engineering strain with direct decomposition capability could simplify technical process， save energy and

zymin，and reduce production cost，which was of important application foreground.（Tran. by YUE Yang）

8*% 9(’$+：microbe；!"#$%$&’(’)$；genetic engineering strain；!.>TL,>RC =C<C；R>FF;>DENLE<= C<PLTC =C<C

酿酒酵母*!)##+)%,-.#$( #$%$&’(’)$-是发酵工业的

重要微生物W主要用于酒精、啤酒和面包工业。淀粉价格

低廉W是一种很有潜力的生物资源W发酵行业一直借助淀

粉酶来分解利用淀粉。但酒精酵母因缺乏水解淀粉酶类

不能直接利用淀粉W淀粉须先经蒸煮W经 !.淀粉酶液化W
再经酸解或糖化酶处理转变成葡萄糖等可发酵性糖后

才能被利用。改良菌种可获得能直接分解和利用淀粉的

酵母工程菌W可简化工艺、节省能源和酶制剂、降低成本W
有重要的应用前景。目前构建分解淀粉的酿酒酵母菌种

的方法有：酵母杂交育种、原生质融合技术、基因工程技

术。本文主要概述利用基因工程技术构建分解淀粉的酿

酒酵母及其应用。

% 利用淀粉的酿酒酵母工程菌的构建

目前在酿酒酵母 中 已 表 达 的 淀 粉 酶 基 因 包 括 !.
淀粉酶基因和糖化酶基因。

!.淀粉酶又称液化酶，最适 VA 为 #X$，稳定 VA 范

围为 #)2X2W霉菌 !.淀粉酶很耐酸W在 VA!)" 时仍有分解

淀粉 2" Y的活性。典型的 !.淀粉酶从内部无规则地切

断淀粉分子，属内切酶。它可随机作用于支链淀粉，糖原

的 !.%W5 糖苷键，对 !.%W$ 糖苷键不能水解，由于同时

对整个分子进行进攻，淀粉粘度下降很快。
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小麦、小鼠唾液腺和胰脏、人的唾液腺等动植物组

织!原核生物的解淀粉芽孢杆菌（!"#$%&’&()*+ ,(-#+./）和

淀 粉 脱 脂 假 单 孢 菌 "0/+*1’2$’.#/ #$%&’1+2#$’/##!低 等

真 核 生 物 施 旺 "3-45#..(’$%-+/ ’--(1+.6#&(/# 酵 母 及 不

同曲霉都含有 !$淀粉酶。近几年!用不同来源的 !$淀粉

酶基因构建啤酒酵母工程菌的研究不少。各种来源的

!$淀粉酶基因在啤酒酵母工程菌中的表达效率不尽相

同。%&’()*( 曾对 ++ 种不同来源的淀粉酶基因所编码的

!$淀粉酶的氨基酸序列进行比较，发现不同来源的淀粉

酶同源程度不同，酶活性有差异，但各种淀粉酶的氨基

酸序列都有 , 个同源区-+.。

耐高温 !$淀粉酶是淀粉水解中最重要的酶制剂之

一。目前工业上最常用的耐高温 !$淀粉酶来源于地衣

芽孢杆菌，其最适 /0 为 123 左右， 与目前最常用的来

源于黑曲霉的糖化酶的最适 /0（,234523）差别较大，淀

粉用淀粉酶水解后获得的液化液用于糖化前需要调整

/0 值，因此获得耐酸性的耐高温 !$淀粉酶对改进淀粉

转化工艺有重要意义。沈微、华国强等将嗜热古菌"0%7
2’-’--*/ ,*2(’/*/# 的胞外 !$淀粉酶结构基因插入酵母

菌表达载体中多克隆位点，重组质粒转入酿酒酵母中成

功表达出高嗜热 !$淀粉酶活性：具有较高的热稳定性，

且最适 /0,254523，与来源于黑曲霉的糖化酶的最适 /0
（,234523）相近，淀粉用淀粉酶水解后获得的液化液用于

糖化前不需要调整 /0 值-6.。

施旺酵母产的 !$ 淀粉酶具有最明显脱脂活力，即

!$+，1 糖苷键水解活力，这是葡萄糖淀粉酶催化活力的

一部分，可部分代替葡萄糖淀粉酶的功能。并且该酶可

在 13 7被不可逆灭活，可以方便地灭活，不影响后续工

艺。这在酿酒和面包工艺过程中显示出特殊的优点-8.。王

永吉、刘宏迪等从西方许旺酵母中克隆到 !$淀粉酶基

因，并利用其自身的启动下，将其克隆入表达载体中，转

化酿酒酵母，获得了高效表达并分泌 !$淀粉酶，水解利

用淀粉的啤酒酵母生产菌株-,.。

构建分解淀粉的酿酒酵母的另一方面工作集中于

将糖化酶基因引入酿酒酵母中。糖化酶即葡萄糖淀粉

酶，是一种外切型糖苷酶，从淀粉的非还原性末端依次

水解 !$+，, 糖苷键，切下一个个葡萄糖单元。对于支链

淀粉，当遇到分支点时，它也可以水解 !$+，1 糖苷键，由

此将支链淀粉水解成葡萄糖。

丝状真菌如黑曲霉 "8/9+2:(&&*/ .(:+2#，泡盛曲霉

"8/9+2:(&&*/ #5#$’2(# 和 扣 囊 拟 内 孢 霉（;.1’$%-’9/(/
,(<*&(:+2#）等都含有糖化酶 )9:; 基因。

黑曲霉是产生糖化酶的著名菌株。在产酶真菌中比

较而言，黑曲霉糖化酶具有较强的耐酸性和耐热性，

/0823，13 7，8 * 后，黑曲霉葡萄糖淀粉酶仍然具有 ,3
<以上的活力；它的最适反应温度为 53413 7，最适 /0

值 ,234523。

罗进贤等利用 =>? 基因启动子启动切除了 5@端非

编码的黑曲霉糖化酶 )9:;，减少了 5@端非编码区可能

形成的 %:; 二级结构对基因表达的影响，改造后的糖

化酶基因在酵母中表达与分泌水平、水解淀粉的能力都

高于未改造的糖化酶基因-5.。并将酵母 A& 转座子的 " 序

列，重组进入酵母整合型质粒，转化酿酒酵母， 实现了

稳定表达-1.。用固定化增殖活细胞包埋技术，制成具有糖

化酒化“双功能”含黑曲霉糖化酶 )9:; 基因的固定化

酵母，增强了大生产基因工程菌的糖化酒化能力。经淀

粉质料酒精工业规模生产，可降低酒精工业生产成本，

实现对传统工艺的改造和工业化应用-B.。

唐国敏等克隆了黑曲霉突变株的糖化酶 )9:;，实

现了糖化酶基因在酿酒酵母中的表达 -C.，并将糖化酶基

因连同酵母 ! 因子启动子及其分泌序列整合到酿酒酵

母的基因组内，实现稳定表达-D.。另外还进行了 9:; 对

多倍体的工业酵母的转化研究-+3.。为进一步提高表达分

泌水平，将酵母 A& 转座子的 " 序列重组进入酵母整合

型质粒，转化酿酒酵母-++.。

泡盛酒曲霉是能产生大量生淀粉分解酶类而又无

蛋白酶和葡萄糖苷酶活力的菌株，其糖化酶最适温度为

13 7，对食用乙醇和酒精饮料的生产工艺较为有利。王

永吉等克隆了泡盛曲霉糖化酶 E 基因，将其置于酵母烯

醇酶启动子和终止子之间，构建了表达载体，转化非营

养缺陷型酒精酵母，获得了能利用淀粉发酵产生酒精的

转基因酵母菌株-+6.。

扣囊拟内孢霉具有较强的糖化酶活性，并在 /0 值

为 6234B21 时完全吸附于生淀粉上，对生淀粉降解的最

适 /0 为 ,25，但对煮沸过的可溶性淀粉的水解 /0 为

525。该菌与酵母属亲缘关系较近。刘玉方、陈玉梅从扣

囊拟内孢霉中分离了糖化酶基因，构建直接利用淀粉的

酵母工程菌，使其在酿酒酵母中表达-+8.。

同时用来自酵母如糖化酵母 "3#--4#2’$%-+/ 1(#/67
/6(-*/#、施旺酵母、扣囊复膜孢酵母（3#--44#2’$%- ’9/7
(/,(<*&(:+2#）本身带有的糖化酶基因构建啤酒酵母工程

菌也有研究。

糖化酵母与酿酒酵母亲缘关系很近，在营养繁殖时

期能分泌糖化酶而能利用淀粉或糊精，使用这些菌株生

产时有浓重的令人不快的酚醛气味，不能用于生产。但

它产生的糖化酶比黑曲霉产生的糖化酶更不耐热，在发

酵后巴斯德处理过程中更易失活，这对低卡值啤酒在贮

藏中保持风味很重要。文立民等把糖化酵母的糖化酶基

因转入到经改造的酿酒酵母中，获得成功表达-+,.。

施旺酵母不但 !$淀粉酶，脱脂酶活性很高，其糖化

酶活性也很高。文立民等把施旺酵母糖化酶基因克隆到

酿酒酵母中获得了能降解生淀粉的克隆，而且有较高的

廖昱泓，赵德刚·利用淀粉的酿酒酵母基因工程菌研究进展
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发酵速率和酒精忍耐力.%#/。

在发酵生产中，淀粉酶或糖化酶不能完全水解淀

粉，只有两种酶同时作用，淀粉才得以完全糖化。0123456
及 78165 将糖化酵母的糖化酶基因和降解淀粉芽孢杆菌

的 !9淀粉酶基因转化酿酒酵母构建工程菌，发现两基

因可以融合表达，产生双功能淀粉酶，其水解效率比单

酶效率高。0123456 等人在 %::# 年用同一质粒共表达降

解淀粉芽孢杆菌的 !9淀粉酶基因、糖化酵母的糖化酶

基因和肺炎克氏杆菌的支链淀粉酶基因;使酿酒酵母可

以利用 :: <的熟淀粉;但不能利用生淀粉。=>4?@A8 也通

过 BCD 扩增的方法获得 !9淀粉酶和糖化酶的融合基

因；将其转化酿酒酵母，表达的双功能淀粉酶水解淀粉

效率比两种酶混合作用效率高。%::# 年，E(3856 将来自

枯草杆菌及小鼠胰腺的 !9淀粉酶基因和泡盛曲霉的糖

化酶基因克隆到酿酒酵母中，对淀粉酶基因和糖化酶基

因独立表达、同一质粒共表达及融合表达作了对比研

究，证明融合表达产物———双功能淀粉酶不仅水解可溶

性淀粉，而且水解生淀粉，水解淀粉效率最高。E8 借助

整合质粒和酵母乙醇脱氢酶启动子*0FG%-，将泡盛曲霉

的糖化酶基因和淀粉脱脂假单孢菌的异淀粉酶基因整

合到酿酒酵母染色体上，得到的转化子转化淀粉的效

率H:# <。由此可见，不同来源的淀粉酶基因和糖化酶基

因可融合表达双功能淀粉酶，一步水解淀粉产生葡萄

糖，缩短生产的糖化周期，降低外加淀粉酶的消耗。

罗进贤等人将切除了 #I端非编码区的黑曲霉糖化

酶 JF’0 与 大 麦 !9淀 粉 酶 基 因 重 组 构 建 重 组 表 达 质

粒，转化酿酒酵母，获得含 !9淀粉酶和糖化酶双基因的

酵母工程菌，在酵母 BKL 基因启动子和终止信号的调

控下，!9淀粉酶和糖化酶基因获得高效表达，:: <的表

达产物分泌至胞外.%$/。将地衣杆菌 !9淀粉酶与黑曲霉糖

化酶基因同时引入酿酒酵母，构建的工程菌在酶的表达

和分泌水平及降解淀粉的能力方面都很高，但淀粉水解

的速率仍较低.%M/。后来用酶学性质与黑曲霉糖化酶较接

近的大麦 !9淀粉酶取代细菌 !9淀粉酶，构建含大麦

!9淀粉酶和黑曲霉糖化酶双基因的酿酒酵母工程菌，实

现 !9淀粉酶和糖化酶的高表达和分泌，淀粉水解时间

从 $ 2*%" <淀粉-缩短至 NM >*%# <淀粉-.%O/。
唐国敏等用黑曲霉酸性 !9淀粉酶的 JF’0，构建了

由酵母醇脱氢酶*0FG%-启动子和终止子引导表达，酸性

!9淀粉酶自身信号肽序列引导分泌的表达元件，与黑曲

霉糖化酶 JF’0 的表达元件同时插入由酵母 3F’0 序

列引导同源整合型表达载体中，两个基因表达元件均整

合到酒精酵母染色体，获得双功能酒精酵母工程菌.%:/。

! 外源淀粉水解酶在酵母中高效表达与分泌的因素

!)% 所选择的启动子

一般在构建载体时要组入强启动子。经常使用的启

动子有糖酵解酶如 BKL（&9磷酸甘油酸激酶）P’Q%（烯

醇酶 %）KBF（&9磷酸甘油醛脱氢酶）、0FC%（乙醇脱氢酶

%）和 ER!%（信息素 !9因子）等基因的组成型启动子。诱

导型启动子如 BG"#（酸性磷酸酶 #）、半乳糖代谢途径

K0S%（半乳糖激酶）、K0S%"（TFB9F9半乳糖激酶）（半

乳糖 N9差向酶）等基因的启动子也被使用。但有时强启

动子启动外源基因转录会造成细胞中表达产物含量过

高，而对细胞形成伤害。对于胞外淀粉酶基因的表达，使

用组成型启动子优于诱导型启动子，因为酵母产生的组

成型淀粉酶将分泌到培养液中，避免了外源蛋白质在细

胞内积累而引起对细胞生长的抑制。

!)! 合适的酵母受体系统

由于大部分实验室所用的酿酒酵母中带有糖化酶

基因的抑制基因，因此需构建淀粉酶和它的抑制基因都

不存在的酵母作为受体菌。

!)& 外源淀粉酶蛋白的分泌信号

分泌信号是淀粉酶分泌、糖基化和折叠所不可缺少

的因素，在其分泌定位方面也起重要作用。用于酿酒酵

母工程菌构建研究的分泌序列通常来自其本身的分泌

蛋白的信号序列，如 !9因子前导肽序列，蔗糖酶、酸性

磷酸酯酶的信号肽序列。其主要功能是引导分泌蛋白从

细胞内转移到细胞外，并对蛋白质翻译后的加工起重要

作用。

!)N 外源淀粉酶基因的遗传稳定性

外源淀粉酶基因转化酿酒酵母，可随质粒自主复制

表达，也可随酵母染色体一起复制表达。由于在生产中

大量表达外源蛋白的过程不可能在选择培养基中进行，

因而表达载体在没有选择压力的情况下能否稳定保持

就很重要。

外 源 淀 粉 酶 基 因 在 细 胞 中 的 拷 贝 数 会 影 响 相 应

UD’0 总量，对于非整合型质粒来说，增加表达载体在

细胞中的拷贝数会提高相应 UD’0 总量。早期在构建

酵母表达载体时常用附加型质粒，这种载体的优点是其

拷贝数和转化频率都较高，但在有丝分裂过程中有一定

的丢失，稳定性稍差。使外源淀粉酶基因稳定遗传的最

有效方法是构建整合型质粒将其整合到酵母染色体上，

提高其遗传稳定性。

尽管整合型质粒一般都是单拷贝或少数几个拷贝

整合，携带的外源基因在酵母细胞中的拷贝数远小于附

加型的拷贝数，但当外源基因表达与细胞染色体 F’0
的复制相关连时，翻译产物在分泌途径中的后加工效率

会大大提高，因此整合型转化子的外源基因分泌有可能

与附加型质粒相当或更高。如果在整合型质粒上引入酵

母基因组的重复序列作为外源基因靶向整合所需的同

源序列，则有可能提高外源基因在酵母基因组中整合的



拷贝数，从而更进一步提高外源基因的表达水平。

已知酿酒酵母染色体 !"# 上含有数十个非随机分

布的 ! 序列，如果使用含 ! 序列的整合型质粒进行转化

就有可能获得多拷贝整合，有利于提高目的基因的表达

水平。

罗进贤、唐国敏等都曾将酵母 $% 转座子的 ! 序列

作为同源序列引入整合型质粒，转化工程菌后外源基因

获得高效表达，并高拷贝整合进宿主染色体，产物分泌

到胞外。获得的工程菌遗传稳定性高，淀粉水解和酒精

生产能力也很强&’，()。

*!"# 在酵母基因组中有 +,,-.,, 个重复单元，以

顺向串联方式排列，如以此作为整合位点，则给载体提

供了更多的整合机会，克服了通常整合型质粒一般都是

单拷贝或少数几个拷贝整合的局限，同时又保留整合型

质粒稳定性好的特点。唐国敏等在酵母整合型表达载体

中，插入酵母 *!"# 序列，获得同时表达胞外酸性 "/淀

粉酶和糖化酶的双功能酒精酵母工程菌，获得的工程菌

遗传稳定性高，淀粉水解和酒精生产能力也很强&+()。

012 将糖化酶基因克隆到啤酒酵母，对其以质粒形

式自主表达和随酵母染色体复制表达进行了对比研究，

结果证明糖化酶基因整合在酵母染色体上得到稳定表

达，表达效率随整合位置不同而有所改变。外源淀粉酶

基因的表达对啤酒酵母发酵特性产生一定的影响，其染

色体整合表达影响酵母自身的基因转录活性；自主表达

则与酵母竞争转录因子和转录酶，对啤酒酵母产生一定

的代谢负担，增加其蛋白合成的能耗。

.34 生长介质

56*7 对啤酒酵母工程菌中的重组质粒的遗传稳定

性研究发现：培养基组成影响酵母所携的重组质粒的稳

定性8只要酵母生长介质含葡萄糖，质粒稳定性就高。

张小里等在摇瓶培养条件下，研究了氮源对含重组

酿酒酵母生产 "/淀粉酶的影响。结果表明：分泌表达

"/淀粉酶不仅要求启动子作用，而且亦需要较为丰富的

培养基为蛋白质合成及分泌作支持。在葡萄糖去阻遏条

件下必须有天然氮源存在，基因表达才能被诱导。在酵

母膏、蛋白胨和玉米浆等几种天然氮源中，酵母膏诱导

分泌表达效果最好，另两种天然氮源亦可诱导分泌表

达，但天然氮源的添加浓度必须适中，以防止某些未知

组分抑制工程菌生长和基因表达&.,)。这些结果为工程菌

的大量培养积累了资料，期待通过发酵罐高密度培养并

结合氮源和碳源的适当流加，实现 "/淀粉酶的高效生

产。

9 讨论

虽然构建分解淀粉酿酒酵母的工作已取得相当大

的进展，但仍存在不少问题需要解决，构建的多数菌株

利用糊精及淀粉的能力是有限的，而且降解速率较慢。

由 于 表 达 的 淀 粉 酶 只 有 "/+，: 糖 苷 键 和 "/+，’ 糖 苷

键，而淀粉的快速、完全水解需要酵母菌能同时产生 "/
淀粉酶、糖化酶和脱脂酶，那么外源淀粉酶基因在酿酒

酵母中的表达量需要多高，各种水解酶需要怎样的组合

才能得到满意的协同糖化和发酵速率以及较高的淀粉

利用率都需要进一步探讨。从利用淀粉生产酒精方面考

虑，受体菌应选择乙醇耐受性高且发酵速度快、生活力

强的工业生产菌株，控制淀粉酶基因表达的酵母启动子

应是不受淀粉水解和发酵过程中产生的葡萄糖抑制的

高效组成型启动子，且表达框应多拷贝整合插入到酵母

染色体上，以便得到高产稳定的水解淀粉的菌株。淀粉

价格低廉、淀粉含量高的农作物在我国很多，构建直接

分解和利用淀粉的酵母工程菌，可简化工艺、节省能源

和酶制剂、降低成本，有重要的应用前景。
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上，温度每增加 # 8，体积增大约 2 9:；" 8以下，温度

每下降 # 8，体积减少约 & 9:。

"2# ;（< = <）的白酒体积变化量的规律：" 8以上，

温度每增加 # 8，体积增大约 &)# 9:；" 8以下，温度每

下降 # 8，体积减少约 ! 9:。

#&6 ;（< = <）的白酒体积变化量的规律：" 8以上，

温度每增加 # 8，体积增大约 & 9:；" 8以下，温度每下

降 # 8，体积减少约 ! 9:，但3%" 8以下，体积几乎不变

化。

$!1 ;（< = <）的白酒体积变化量的规律：" 8以上，

温度每增加 # 8，体积增大约 ! 9:；" 8以下，体积几乎

不变化。

&)2 现象透析

根据 &)& 的内容，我们就很容易理解这样的一种现

象。在冬季，人们对北方地区 #! ;*< = <- #"" 9: 白酒进

行净含量检测，往往检测的结果在 26" 9: 左右。我们知

道，北方地区冬季的平均气温一般在3#>3%# 8，所以，

对于在 !" 8下灌装的 #"" 9: 的白酒来说，若气温为36
8，则将会减少 !" 9: 左右，所以实际检测的结果为 26"
9: 左右，但应属合格产品。

2 应用实践

从分析结果来看，不同酒度的白酒，在不同的灌装

温度下，其净含量有不同的变化。%11# 年 %! 月 6 日，国

家技术监督局令第 2& 号《定量包装商品计量监督规定》

第七条标明：以体积标注的定量包装商品，应当为 !" 8
条件下的体积［&］。所以，在灌装时仅仅注意容量的控制

是不够的，还要与温度结合起来考虑。即使在夏天灌装

#! ;*< = <-的酒，净含量达到 #"2 9:，由于温度较高，所

以也可能存在计量不足的风险；在冬天灌装时，净含量

达到 #"! 9:，但由于温度较低，所以存在着过量灌装，

给企业形成损失。

所以，应多在春、秋两季灌装，或者说，将灌装的温

度控制在 !" 8左右，这样可便于企业操作；冬、夏两季

灌装时，要结合灌装时的温度，参照表 ! 的数据，进行灌

装生产，才能保证净含量符合要求。
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