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!"#$%&’"’() %* +’’$ ,()-./)01-(2 30#04-1-)5 45
6’(’)-70115 8%9-*5-(2 !(9:/)$-01 +$’;-(2 <’0/) ;-)= >-2=
61:)0)=-%(’ 3%()’()

蒋 凯&，李 崎&"，顾国贤&

RS9+T U73&，VS W3&" 7C4 TX T6(FY37C&

江南大学工业生物技术教育部重点实验室，无锡 !&K&!!
3"% 4%2 5+6(*+/(*2 (- 7$8)&/*#+, .#(/%0"$(,(12，9#$#&/*2 (- :8)0+/#($，;()/"%*$ <+$1/=% >$#?%*&#/2，@)A# !&K&!!，!"#$+

摘 要 根据同源重组的原理，将来源于啤酒酵母工业菌株 T$" 的!F谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（B;C&）和筛选标记 4+$ 取

代质粒 :1RF< 中 &IZ 0G+9 内部约 "K$/: 的 G+9 片段，构建重组质粒 :1UT。以 :1UT 为模版，HJ1 得到以 &IZ 0G+9 为整合位点

包含 B;C& 和 4+$ 的基因片段 &IZ 0G+9：：（4+$FB;C&）。用此片段转化啤酒酵母工业菌株 T$"，通过 TK&I 抗性筛选得到啤酒

酵母工程菌。实验室小试表明，工程菌的谷胱甘肽含量比受体菌株提高 &#[#\，啤酒的抗老化能力得到了显著提高，而常规

指标没有发生显著变化。连续传代 < 次后胞内 TZE 含量基本不变遗传稳定性良好。由于表达!F谷氨酰半胱氨酸合成酶的基

因来源于受体菌株自身，是通过自克隆技术改造工业啤酒酵母的一次有益的尝试。
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在啤酒生产过程中，由于原料、生产工艺和酵母

等的影响，啤酒的风味老化不可避免。啤酒的风味

老化已经成为近年来研究的热点［& ^ I］。啤酒中的自

由基活性很高，自由基反应构成网状结构涵盖了大

部分老化反应，具有风味活性的羰基化合物很多通

过自由基反应形成［< ^ I］。谷胱甘肽（TZE）作为重要

的抗氧化物质，可以和许多氧自由基发生非酶促反

应，对平衡不同亚细胞环境的氧化还原势能［M，&$］，维



持啤酒酵母体内的氧化还原环境具有重要作用［!!］；

酵母中 "#$ 含量丰富，而在啤酒生产时酵母代谢分

泌一部分 "#$ 可以显著提高啤酒的抗风味老化能

力，延长啤酒的风味保鲜期［%，&］。

在 "#$ 的合成过程中，!’谷氨酰半胱氨酸合成

酶（"#$"）受到 "#$ 的反馈抑制，由 "#$"催化的

反应是 "#$ 生物合成过程的限速步骤［% ( )，!*］。通过

提高相应基因 !"#! 的拷贝数来增强 "#$"的活

性，则可以提高 "#$ 的生成量。

酵母基因组中核糖体 +,-（.+,-）有 !** / %**
个重复单元，以此为整合位点可以提高整合拷贝数，

在酿酒酵母（" 0 $%&%’()(*%）中已有应用［!%，!&］。本研究

通过构建以 !1# .+,- 为整合位点包含 !"#! 基因

和 +*, 基因的转化片段，与工业啤酒酵母染色体中

与酿酒酵母同源的 !1# .+,- 发生同源重组，获得

"#$ 生成量显著提高的重组菌株。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 与 质 粒：大 肠 杆 菌（ -)$.%&($.(* $/0(）

+$2#、345678 载体（59:;<.=>?9 公司产品）由沈微副教

授惠赠，工业啤酒酵母（ "*$$.*&/12$%) $%&%’()(*%）菌株

"*& 本实验室保藏；3@+!1’A #;B3C? D?E<=. 购自宝生

物工程（大连）有限公司（AF8FGF）。

!"!"# 主要试剂：限制性内切酶、A) +,- 连接酶、

购自宝生物工程（大连）有限公司（AF8FGF）；碱性磷

酸酶（65-4）、#H3?. 345 +,- 聚合酶、质粒抽提试剂

盒购自上海生工生物工程有限公司；46G 4H.;I;EF<;=9
@;9; 8;<、"?C JK<.FE<;=9 @;9; 8;< 购自上海华舜生物工

程有限公司；酵母提取物和蛋白胨为 LML5+ 公司产

品；遗传霉素（")!1）、"#$ 还原酶、,-+4$、+A,N、

-A4 等购自 #;>BF 公司；除特别注明外，实验用各种

试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 培养基：ON 培养基按照文献［!)］配制，固体

和液体培养基在需要时加入硫酸卡那霉素至 2*$>P
BO 或 氨 苄 青 霉 素 至 !** $>PBO。培 养 酵 母 菌 用

QJ4+ 培养基按照文献［!2］配制。发酵用麦汁培养

基采用全麦芽糖化制得，酒花添加量 *R1 >PO［%］。

!"#"# 基 因 操 作：大 肠 杆 菌 转 化 按 氯 化 钙 法 进

行［!)］。啤酒酵母染色体 +,- 的提取及啤酒酵母的

遗传转化按文献［!2］的方法进行。46G 产物纯化，

从琼脂糖凝胶回收 +,- 以及质粒的提取等操作按

照各个公司提供的说明书进行。常规基因操作均参

考文献［!)］。

!"#"$ 引物设计和 46G 扩增：

（!）啤酒酵母 !1# .+,- 的扩增：根据 "?9NF9S
公布的酿酒酵母的 !1# .+,- 序列，设计引物：

4.+,-*!：2T’"6AA"A6A6---"-AA--"66’&T；
4.+,-*%：2T’6AA"AA-6"-6AAAA-"AA66’&T。
以 "*& 的染色体 +,- 为模板，进行高保真 46G

扩增。46G 反应参数为：7)U )*V，2%U !B;9 !*V，
W%U %B;9 !*V，重复 &* 个循环后 W%U !2B;9 使产物

延伸完全。

（%）卡那基因 +*, 的扩增：根据 345678 载体全

序列 设 计 引 物：4SF9*!：2T’-66"!66778A"6--""
-"-A""6"666--6’&T；4SF9*%：2T’--AA!6!878--
"A"-"""-"66-6""AA"’&T。 画 线 部 分 分 别 为

-$/G"和 "*$"的酶切位点。以经 -$/G"线性化

的 345678 载体为模板，进行高保真 46G 扩增。46G
反应参数为：7)U )*V，X7U !B;9 %*V，W%U %B;9 !*V，
重复 &* 个循环后 W%U !2B;9 使产物延伸完全。

（&）!’谷氨酰半胱氨酸合成酶基因 !"#! 的扩

增：根据 "?9NF9S 公布的酿酒酵母的!’谷氨酰半胱

氨酸合成酶基因（!"#!）序列，设计引物：4>VY5*!：

2T’-66!6!878"-A--"AA-A"66-66-"A"6’&T；
4>VY5*%： 2T’-66!6!878---A""66--A-AA6A-6"A
"’&T。其中，画线部分为 "*$ 5 的酶切位点。以 "*&
的染色体 +,- 为模板，进行高保真 46G 扩增。46G
反应参数为：7)U )*V，XXU !B;9 &*V，W%U %B;9 &*V，
重复 &* 个循环后 W%U !2B;9 使产物延伸完全。

!"#"% +,- 测序：将 46G 扩增得到的 !"#! 末端加

- 处理后，与 3@+!1’A #;B3C? D?E<=. 连接得到质粒

3"Z’! 用于测序。测序采用 #F9>?. 双脱氧末端终止

法，由上海生工生物工程有限公司完成。

!"#"& 重组质粒的构建：将 !1# .+,- 与 3@+!1’A
#;B3C? D?E<=. 连接得到质粒 3GZ’2 用 -$/ G"与 "*$
"酶切，与同样酶切的 +*, 片段 连 接，得 到 质 粒

3G8’%。将经过测序验证的 3"Z’! 中的 !"#! 用 "*$
"酶切后，插入到质粒 3G8’% 的 "*$"酶切位点，得

到质粒 3G8"。

!"#"’ 目的片段的获得：以构建好的质粒 3G8" 为

模板，采用 4.+,-*!、4.+,-*% 一对引物进行高保真

的 46G 扩 增。46G 反 应 参 数 为：7)U )*V，2%U
!B;9&*V，W%U &B;9，重复 &2 个循环后 W%U !2B;9 使

产物延伸完全。

!"#"( 重组菌的遗传稳定性分析：从新鲜转化的平

板上挑取单菌 落 转 接 在 QJ4+ 斜 面 上，&*U 培 养

)1Y。然 后 转 接 至 2BO QJ4+ 培 养 基 中，&*U、%**
.PB;9培养，每 %)Y 转接 ! 次，共转接 2 次。取菌液涂

%W*! 8.(,%)% 9/5&,*0 /4 :(/;%$.,/0/<2 生物工程学报 %**W，D=CR%&，,=RX



布 !"#$ 平板，%&’培养后挑取单菌落，分别点种

!"#$ 和含 (&&!)*+, -./0 的 !"#$ 平板，通过计数

测定重组菌的遗传稳定性。

!"#"$ 重组工业酵母的酿造实验：

（/）实验室规模发酵实验：将啤酒酵母接种于

/&+, 麦汁培养基，(1’培养 (2；吸取 /+, 至 3+, 麦

汁培养基，((’培养 (2；全部接入 1&+, 麦汁培养

基，/3’培养 (2；培养液全部接入 (1&+, 麦汁，//’
发酵 42，4’后酵 /&2。

图 / 重组质粒 567- 的构建

89):/ ;<=>?@AB?9<= <C @DB<+E9=F=? 5GF>+92 567-

（(）啤酒老化相关指标的测定：细胞内及啤酒中

谷胱甘肽参照文献［(］测定。$##H 的测定参照文

献［/4］，I6J# 的测定参照文献［1］。其他常规指标

按照参照文献［/K］进行检测。

# 结果与讨论

#"! 重组质粒的构建

卡那基因（!"#）是一种来自细菌的基因，编码

一种非活性酶（氨基糖苷酸转移酶）。该基因在酵母

中表达能使酵母对遗传霉素 -./0 产生抗性，本研究

中采用该抗性作为显性选择标记筛选转化子。

用 $%&6"与 ’"%"酶切 56LM1，与同样酶切的

!"# 片段连接，转化大肠杆菌 $H1#后在 J+5@M7F=@

双抗 ,N 平板筛选得到转化子，经鉴 定 得 到 质 粒

567M(。用 ’"%"酶切质粒 5-LM/，得到 (’)/ 片段，

插入到质粒 567M( 的 ’"%"酶 切 位 点，得 到 质 粒

567-（图 /）。酶切验证可以看出质粒 567- 构建正

确（图 (），/0O @$PJ 内部约 %.& E5 的片段被 (’)/

%K&/蒋 凯等：构建高产谷胱甘肽啤酒酵母基因工程菌提高啤酒抗老化能力的研究



与 !"# 取代。$%&! 与 "#$%& 有两种连接方式，得

到的两个质粒 "#$’%! 和 "#$’%& 均可以进行后续

实验。

图 & 重组质粒 "#$’ 的酶切、()# 验证图

*+,-& .+,/01+23 "411/530 436 ()# 434780+0 29 "740:+6 "#$’
!：!.;<=&’#6" > ()*## :45?/5；&："#$’%!=()*##；@："#$’%
!= %")#；A："#$’%!=()*## > %")#；B："#$’%!=()# C+1D (5.;<；

E："#$’%&=()*##；F："#$’%&=%")#；G："#$’%&=()*## > %")

#；H："#$’%&=()# C+1D (5.;<；!I：!.;<=&’#6 " :45?/5 -

!"! 目的片段的获得及酵母菌的转化

!"!"# 目的片段的获得：用 (5.;<I!、(5.;<I& 一对

引物 ()# 得到的大小约 BEEI J" 的 .;< 片段 !GK
5.;<：：（ !"#%$%&!）。此 片 段 两 端 包 含 酵 母 !GK
5.;< 的序列，内部具有 ’A!G 抗性片段 !"# 和$%谷
氨酰半胱氨酸合成酶基因 $%&!。

!"!"! 啤酒酵母的转化：纯 化 !GK 5.;<：：（ !"#%
$%&!）扩增片段，醋酸锂法转化酵母菌株 ’I@，在含

&II%,=:L ’A!G 的 MN(. 平板筛选重组子。使该基

因片段与 !GK 5.;< 发生同源重组（图 @）。

图 @ 啤酒酵母工程菌的构建

*+,-@ )23015OP1+23 29 1D/ 5/P2:J+3431 +36O015+47
J5/C+3, 8/401

!"!"$ 转化子的验证：重组子 .;< 水平上的鉴定

采用 ()# 的方法。在含 ’A!G 的选择性平板上生长

出的菌落经划线分离获得单菌落后，命名为 K’!，

K’& 等。 以 重 组 子 染 色 体 .;< 为 模 板，引 物

(5.;<I! 和 (5.;<I& 扩 增 长 度 约 BQF?J 的 !GK
5.;<：：（!"#%$%&!）基因片段（图 A），说明转化子的

!GK 5.;< 基因内部已经整合有卡那基因（!"#）与$%
谷氨酰半胱氨酸合成酶基因（$%&!）。从图 A 中可

以看到，在 !QF?J 处均有一条带，说明重组酵母染色

体存在多个 !GK 5.;< 拷贝，转化片段只与其中部分

发生重组。

将 K’! 转接至 MN(. 培养基中，@IR、&II5=:+3
培养 AGD，以新鲜培养基为对照，测定培养液的 ’KS
含量。K’! 能够较多的生成 ’KS（数据未列出），故

以此重组菌进行进一步试验。

图 A 重组菌的 ()# 分析

*+,-A ()# 434780+0 29 1D/ 15430925:4310
!：!.;<=&’#6" > ()*## :45?/5；& T F：()# "526OP10 29 1D/
15430925:4310；G：()# "526OP1 29 ’I@；H：1D/ 3/,41+U/ P231527；!I：

!.;<=&’#6" :45?/5 -

!"$ 重组菌的遗传稳定性分析

将重组菌株 K’! 和受体菌株 ’I@ 在无 ’A!G 选

择压力的条件下，连续转接 B 次，统计生长的菌落

数。结果表明在含 &II%,=:L ’A!G 的 MN(. 平板上

受体菌 ’I@ 不能生长，工程菌 K’! 全部可以生长，

表明重组菌具有较强的遗传稳定性。

!"% 啤酒酵母工程菌的酿造实验

!"%"# 酵母合成谷胱甘肽能力的分析：按照 !Q&QG
（!）中的方法进行小试实验。主酵期间每天取样，测

定酵母细胞内和发酵液中 ’KS 的含量。图 B 显示，

随着发酵过程的进行，胞内 ’KS 含量逐步增加，但

发酵液中 ’KS 含量的却是逐渐减少。这可能是因

为随着发酵过程的进行，’KS 延缓了自由基反应而

自身消耗掉一部分。因此虽然 $%&! 基因的拷贝数

增加使得工程菌胞内 ’KS 的合成量提高，但反映到

发酵液中 ’KS 的净含量却是逐渐降低。第 E 天主

酵结束时发酵液中 ’KS 含量，啤酒酵母工程菌 K’!
比受体菌 ’I@ 高 !EQEV，酵母细胞内 ’KS 含量 K’!
则比 ’I@ 高 EIQ@V。工程菌相比受体菌胞外 ’KS
的含量的增加幅度不如胞内大，可见通过提高啤酒

酵母 ’KS 的分泌能力来提高啤酒的抗老化能力还

是具有广阔的研究前景。

!"%"! 对啤酒抗老化能力的影响：对发酵 !I6 后的

成品啤酒进行分析。工程菌 K’! 发酵后啤酒的理
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图 ! 啤酒酵母工程菌和受体菌胞内外谷胱甘肽

含量的比较

"#$%! &’( #)*+,-(../.,+ ,)0 (1*+,-(../.,+ -2)*()* 23
456 23 *’( +(-278#),)* 9*+,#) ,)0 ’29* 9*+,#)

:)*+,-(../.,+ 456 -2)*()* 23 *’( +(-278#),)*（ ! ）；

:)*+,-(../.,+ 456 -2)*()* 23 *’( ’29*（"）；;1*+,-(../.,+ 456
-2)*()* 23 *’( +(-278#),)*（#）；;1*+,-(../.,+ 456 -2)*()* 23
*’( ’29*（$）%

化指标如真正发酵度、双乙酰、酒精度等与受体菌

4<= 基本相同（表 >），说明基因工程菌的发酵性能并

未发生明显的变化。而老化相关指标，如表征老化

物质（羰基化合物）含量的 &?@ 降低了 >=ABC，表征

啤酒抗老化能力（自由基清除能力）的 DEE6 清除

量、&F@E 值则分别升高了 >GAHC和 >!AHC，与感官

品评相关性良好的 5: 则增加了 =HA!C，可见啤酒的

抗老化能力增强显著，而风味稳定性也得到了明显

的提高。

表 ! 啤酒酵母工程菌和受体菌成品啤酒分析

"#$%& ! ’(#%)*+* ,- $&&. ,- .&/,0$+(#(1 *1.#+( #(2
3,*1 *1.#+(（0&#(4 567，! 8 9）

E,+,7(*(+ 4<= 54>
&?@ <AIJ K <A<<=H <AI! K <A<<LL

M,N2+ 9*,.#)$
DEE6O9-,P()$#)$
Q/,)*#*RS（7$ST）

=>A!! K <AJH =GA>I K <A=<

U,+,7(*(+ &F@E <ABLL K <A<LL <AJGH K <A<=H
5: IGA!J K <AGG =GAH! K <A!I

V2.2+S（;?V） !A! !AL
U6 LAI= LAI>

D#,-(*R.S（7$ST） <A<B <A<J
F2/*#)( &2*,. U2.RU’()2.S（7$ST） >BH >B=
U,+,7(*(+ "(+7()*,*#2) 0($+(( H!A=! HLAJH

;*’,)2.SC（!S!） =A!> =A!J
".2--/.,*#2)SC GJAJ< B>A<=

W+#$#),. (1*+,-*SC（!S!） >>A>< >>A<<

9 讨论

应用基因工程手段可以在不改变其他发酵性能

的基础上对啤酒生产菌株进行改良，具有较好的实

际应用前景。啤酒酵母工业菌株一般为原养型多倍

体菌株，需要有适合的酵母显性选择标记来筛选目

的转化子，而使用同源重组的方法可以提高基因表

达的稳定性。目前已有通过在!O乙酰乳酸合成酶内

部插入 "#$> 来构建抗老化啤酒酵母工程菌的研

究［I］。与利用低拷贝整合载体相比，本研究以酵母

基因组中核糖体 DX@ 为整合位点，利用 +DX@ 具有

一定重复单元这一特点使 "#$> 拷贝数增加，456
的表达量增加更为显著，较受体菌提高 H<A=C。这

也为建立一套适合工业啤酒酵母的基因操作策略打

下基础。目的基因 "#$> 也来自受体菌株自身，使

得工程菌的安全性得到一定程度的保证。而 %&’
则对啤酒酵母是一个外源基因，因此工程菌还需要

对其进行敲除才可以应用到实际生产中。

456 结构上带有一个活性巯基，可以清除体内

的自由基；但正常情况下其不会大量产生，只有通过

相应方法如紫外诱变解除 456 对 456"的反馈抑

制，或者提高 "#$> 的拷贝数才可以实现。啤酒中

含有的 B<< 多种有机和无机化合物中许多物质具有

抗氧化功能［B］，可以作为啤酒中潜在的内源抗氧化

剂，它们很大一部分由麦芽和酒花带入，另一部分来

自发酵阶段酵母的代谢。提高啤酒内源性抗氧化物

质含量可以克服外加抗氧化剂引起的对啤酒风味协

调性的破坏。谷胱甘肽是酵母自身在代谢过程中产

生的小分子短肽，其不会影响啤酒原有的风味和口

感［I，=］。

随着对啤酒酵母细胞中谷胱甘肽代谢途径研究

的深入，相关调控基因不断发现，跨膜分泌机理逐渐

阐明［><］，使得在分子水平上对工业酵母进行改造成

为可 能。通 过 强 化 456 合 成 酶 系 可 以 提 高 胞 内

456 含量，如何使其分泌到胞外也是需要解决的问

题之一。456 是啤酒酵母中硫代谢网络中的一个中

间产物，提高其产量的同时还要考虑其他产物，如二

氧化硫、硫化氢、二甲基硫等对啤酒风味影响较大的

化合物变化。最后，工程菌应用的安全性还需要进

一步检验，这样生产的啤酒才会为消费者所接受，最

终由生产企业应用到生产实践中。

致 谢 感谢江南大学工业生物技术教育部重点实

验室沈微副教授、许正宏教授在实验过程中给予的

指导和帮助。
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