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摘  要 : 氨基甲酸乙酯 (Ethyl carbamate，EC) 具有致癌性，广泛存在于酒精饮料中。我国的黄酒因 EC 含量高

而带来的食品安全问题越来越受到人们的关注。微生物酶法消除黄酒中的 EC 具有直接、高效的特性而被深入研

究。文中从黄酒中 EC 的形成机制、酸性脲酶研究现状、氨基甲酸乙酯水解酶研究现状等方面概述了微生物酶法

消除黄酒中 EC 的研究进展及存在的问题。并针对这些问题，提出了寻找新型氨基甲酸乙酯水解酶、Fe3+依赖型

双功能酸性脲酶食品级表达与定向进化及双酶并用将尿素和 EC 一起消除的策略。 

关键词 : 食品安全，氨基甲酸乙酯，微生物酶法，酸性脲酶，氨基甲酸乙酯水解酶，黄酒 

Advances in microbial enzymatic elimination of ethyl 
carbamate in Chinese rice wine 

Qingtao Liu1,2, Zhen Kang1,2, and Guocheng Du1,2 

1 The Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 

214122, Jiangsu, China 

2 Synergetic Innovation Center of Food Safety and Nutrition, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract:  Ethyl carbamate (EC), a carcinogenic and teratogenic chemical that is widely distributed in various alcoholic 

beverages, has attracted much attention. Microbial enzymatic degradation of EC in rice wine is always efficient and attractive. 

In this review, we summarize the research progress and problems of microbial enzymatic elimination of EC in rice wine from 

three aspects: the mechanisms of EC formation in rice wine, the research progress of acid urease, and the research progress of 

urethanase. Then, we propose the corresponding strategies to solve the problems: screening new urethanase with satisfied 

enzyme properties, food-grade expression and directed evolution of the bifunctional Fe3+-dependent acid urease and acid 

urease used in combination with urethanase to eliminate both urea and EC in rice wine. 
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氨基甲酸乙酯(Ethyl carbamate 或 Urethane，

简称 EC)，是一种具有遗传毒性及较强致癌性的

物质[1]，天然存在于多种发酵食品 (如酱油、食

醋、泡菜) 和酒精饮料 (如黄酒、白酒、葡萄酒

等、日本清酒、白兰地) 中[2-4]。2007 年国际癌症

研究机构 IARC (the International Agency for 

Research on Cancer) 将 EC 归类为 2A 类致癌物

质[5]。世界各国和国际卫生组织对酒中的 EC 浓

度都有严格的限量标准[2]。酒精饮料中因 EC 存在

而隐含的食品安全问题越来越受到人们的关注。

在酒精饮料中，黄酒的 EC 含量最高[6]，而黄酒基

本上都是我国所生产，这不仅限制了我国黄酒的

出口，同时也引起人们对其长期饮用所存在的安

全方面的担忧。消除黄酒中的 EC 有多种策略，

包括工艺优化、物理吸附、代谢工程策略改造酒

用酵母、生物酶法消除等。工艺优化法，一方面

通过对原材料的精炼及对发酵过程的控制 (如温

度、pH 控制及添加外源抑制剂等)，来减少因原

材料带入或菌种代谢及酶促反应所产生的 EC 的

前体物[7-10]，另一方面通过对发酵产品的后处理

过程进行优化 (如缩短灭菌的加热时间、加快灭

菌后的降温速度等)，来减少 EC 的形成[11-13]。该

过程繁琐，改变生产工艺及采用物理吸附还可能影

响酒的风味[3]。代谢工程策略主要是针对酿酒酵母

的改造，一方面减少细胞内尿素的生成[14-16]，另一

方面强化细胞对胞外尿素的吸收及利用[17-19]。该

方法仅是通过减少形成 EC 的前体物质来阻碍 EC

的形成，对已经形成的 EC 无法直接消除[20]。而

采用微生物酶法可直接降解尿素及 EC，其直接、

高效的特性使得其在解决酒精饮料因 EC 而带来

的食品安全问题中具有很大的优势[21]。文中从黄

酒中 EC 形成机制、酸性脲酶研究现状、氨基甲

酸乙酯水解酶研究现状等方面综述了微生物酶法

消除黄酒中 EC 研究进展及存在的问题，并对未

来黄酒中 EC 酶法消除提出针对性策略。 

1  黄酒中氨基甲酸乙酯形成机制 

EC 是由尿素、氨甲酰磷酸、瓜氨酸、焦碳

酸二乙酯和氰化物等前体物质与乙醇自发反应

而形成[21]。尿素、氨甲酰磷酸、瓜氨酸主要由原

材料带入及微生物 (酿酒酵母、乳酸菌等) 代谢

产生，氰化物则主要是在发酵过程中经酶促反应

形成，而焦碳酸二乙酯则是作为防腐剂而人为添

加[21]。这些前体物质中尿素是黄酒中形成 EC 的

最主要前体物质 [3]，其次是瓜氨酸 [22]。在黄酒

的煎酒过程中，尿素、瓜氨酸等前体物质在高

温条件下与乙醇快速反应而导致酒中 EC 大量

积累。 

黄酒中尿素一方面是由原材料带入，另一方面

主要是由酵母细胞在精氨酸代谢过程中产生[23]。

精氨酸在精氨酸酶 (Arginine hydrolase) 作用下

水解为鸟氨酸和尿素[24]。一般情况下，尿素再经

脲基酰胺酶作用而被分解为氨和 CO2。但由于尿

素为酵母菌的非偏好氮源，当培养基中存在偏好

氮源  (如谷氨酰胺及天冬酰胺) 时，由于 NCR 

(Nitrogen catabolite repression) 效应导致尿素无

法被及时分解，进而被尿素转运蛋白转运出细胞，

从而大幅增加黄酒中的尿素含量。黄酒中的瓜氨

酸主要来自于原材料引入[24]，另外瓜氨酸也是由

乳酸菌将精氨酸经 ADI 途径 (Arginine deminase 

pathway) 代谢而产生的中间产物[25]。目前为止，

对黄酒中 EC 的消除研究主要集中在消除形成 EC

的最主要的前体物尿素及直接消除 EC 上。 

2  当前用于消除黄酒中氨基甲酸乙酯的两

种酶 

应用于黄酒中 EC 消除的酶有两种，其一是

酸性脲酶，通过消除黄酒中的尿素来减少 EC 的

形成；另外一种就是氨基甲酸乙酯水解酶，它可

以直接降解 EC 生成氨、乙醇和二氧化碳 (图 1)。 
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图 1  酶法消除黄酒中 EC 

Fig. 1  Strategies for enzymatic elimination EC in rice 
wine. 

 

2.1  酸性脲酶 

2.1.1  酸性脲酶概述 

脲酶 (Urease, EC 3.5.1.5) 是世界上第一个

结晶酶[26]，可水解尿素生成氨、乙醇及二氧化碳 

(H2N-CO-NH2 + H2O → H2N-COOH + NH3 及 

H2N-COOH + H2O→H2CO3 + NH3)[27]。脲酶广泛

存在于植物、细菌、真菌中，已有很多年的研究

历史[28-30]。来自于刀豆的脲酶是第一个被发现的

含有 Ni2+的金属酶，随后越来越多的脲酶均被证

实其活性中心需要 Ni2+的参与[31-32]。脲酶由结构

亚基 (UreA，B，C) 及辅助亚基 (UreE，F，G，

D/H) 组成 (图 2)。其中来自幽门螺杆菌 Helicobacter 

pylori 的脲酶结构基因 ureA 为其他来源的脲酶 

ureA 与 ureB 的融合体，其辅助基因 ureH 的功能

与其他来源的脲酶辅助基因 ureD 的功能一致[33]。

脲酶的结构亚基 UreC 是催化亚基，所有的亚基

对于脲酶的活性表达均起到至关重要的作用，缺

一不可[30]。 

根据脲酶最适作用 pH 的不同，脲酶分为酸

性脲酶、中性脲酶及碱性脲酶[30, 34]。植物来源的

脲酶均为中性脲酶，酸性脲酶均发现于微生物中。

酸性脲酶因其能在酸性条件下发挥作用，从而能够

应用于酒精饮料中尿素的降解而引起了人们的关

注。1979 年，酸性脲酶在发酵乳杆菌 Lactobacillus 

fermentum 中首次被发现[35]。随后许多具有酸性

脲酶活力的胃肠道微生物被分离及鉴定[36-37]，许

多来自于乳酸菌类如嗜热链球菌 Streptococcus 

thermophilus[38-39] 、 唾 液 链 球 菌 Streptococcus 

salivarius[40]、轻型链球菌 Streptococcus mitior[41]、

罗伊氏乳杆菌 Lactobacillus reuteri [42]、L. fermentum[43]

等的酸性脲酶也得到了深入的研究。 

2.1.2  酸性脲酶应用现状 

目前来说，来自 L. fermentum 及运动节杆菌

Arthrobacter mobilis 的酸性脲酶均已商业化。来

自于罗伊氏乳杆菌 L. reuteri CICC6124 的酸性脲

酶，在乳酸乳球菌 Lactococcus lactis NZ9000 中

实现了食品级表达，在 3-L 发酵罐中通过分阶 

 

 
 

图 2  来自于不同微生物的脲酶基因簇 

Fig. 2  Structures of urease gene clusters in different microorganisms. 
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段控制 pH 及发酵过程中流加葡萄糖等策略获得

了脲酶的产量为 11 560 U/L，这是目前所报道的

食品级脲酶的最高产量[44]。虽然上述酸性脲酶均

能高效降解酒中的尿素，但其均需 Ni2+为其配体，

而 Ni2+的存在引起人们对其应用时安全方面的

担忧 (表 1)[3-4]。同时，食品级的酸性脲酶产量低 

(表 1)，这也限制了脲酶的工业化应用。近年来，

刘庆涛等 [45]发现并鉴定了来自于地衣芽孢杆菌

Bacillus paralicheniformis 9945A 的脲酶为 Fe3+依赖

型酸性脲酶，其以 Fe3+为配体时，在 pH 4.5 条件下，

其Km、Vmax分别为 28.2 mmol/L、73.5 μmol/(mg·min)。

将此脲酶添加于黄酒中 (6 U/mL)，在 37 ℃条件

下反应 50 h 后可消除 92%的尿素 (表 1)。此 Fe3+ 

依赖型脲酶的发现解除了 Ni2+依赖型脲酶应用时

安全方面的担忧，在未来工业化应用方面具有重

大的潜在价值。 

2.1.3  双功能酸性脲酶的发现 

杨广明等发现来自于普罗威登斯菌 Providencia 

rettgeri JN-B815 的酸性脲酶对 EC 具有水解作用，

研究者克隆出了该酸性脲酶的基因并实现了在大

肠杆菌中活性表达[48]。2015 年，杨宇清等[44]发现

来自于 L. reuteri CICC6124 的酸性脲酶对 EC 具

有水解作用，通过对黄酒中 EC 的降解分析发现，

该酶虽然耐乙醇、耐酸，但对黄酒中的 EC 几乎无

直接降解作用。可能的原因是脲酶对 EC 的底物亲

和力 (Km) 差，导致其对黄酒中低浓度的 EC 无法

降解。刘庆涛等[45]发现来自于 B. paralicheniformis 

9945A 的 Fe3+依赖型脲酶对 EC 也具有水解作用。

在 pH 4.5 条件下，该酶对 EC 的 Km、Vmax 分别为

958 mmol/L、15.2 μmol/(mg·min)，如此低的 EC

亲和力及催化效率导致其不能有效降解黄酒中的

EC。同时刘庆涛等也发现普罗威登斯菌 Providencia 

sp. LBBE 的脲酶对 EC 也具有水解作用。研究者

通过染色体步移技术[49]，从该菌基因组上获得了

脲酶基因簇的核苷酸序列，并实现了其在大肠杆

菌中活性表达[45]。具有 EC 降解能力的双功能酸性

脲酶的发现，为黄酒中 EC 降解提供了新的思路。 

2.1.4  酸性脲酶应用于黄酒中 EC 消除时存在的

问题 

应用酸性脲酶虽然能够高效消除黄酒中的尿

素，从而减少 EC 的形成。但由于尿素并非形成

EC 的唯一前体物质，且其对已经形成的 EC 无法 

 
表 1  不同来源的酸性脲酶性质比较 

Table 1  Comparison of the representative acid urease in different microorganisms 

Source Ion-dependent Expression host Urease activity (U/L) Urea elimination efficiency Reference

L. fermentum Nickel L. fermentum NP Addition of urease in sake and 
reaction at 15 °C for 2 d, all the urea 
were eliminated. 

[43] 

A. mobilis Nickel A. mobilis NP Addition of 0.09 U/mL urease in 
sake and reaction at 15 °C for 13 d, 
all the urea were eliminated. 

[36] 

Enterobacter sp. 
R-SYB082 

Nickel Enterobacter sp. 
R-SYB082 

2 504 Addition of 0.08 U/mL urease in rice 
wine and reaction at 37 °C for 2 d, 
85% urea were eliminated. 

[46] 

L. reuteri CICC6124 Nickel L. lactis NZ9000 11 560 Addition of 0.5 U/mL urease in rice 
wine and reaction at 20 °C for 2 h, 
all the urea were eliminated. 

[44, 47]

B. paralicheniformis 
ATCC 9945a 

Iron (Fe3+) E. coli NP Addition of 6 U/mL urease in rice 
wine and reaction at 37 °C for 50 h, 
92% urea were eliminated. 

[45] 

NP: not report. 
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降解，因而此种方法仅能减少黄酒中由尿素形成

的 EC；双功能酸性脲酶虽然对 EC 有水解作用，

但其对 EC 的底物亲和力差、催化效率低等问题

致使其不能直接降解黄酒中低浓度的 EC；另外食

品级宿主所生产的脲酶产量低，也限制了其应用。 

2.1.5  酸性脲酶未来研究方向 

酸性脲酶未来的研究方向，一方面集中在对

双功能酸性脲酶的底物特异性改造上。来自于

B. paralicheniformis 的酸性脲酶，因其为 Fe3+依赖

型脲酶，且耐酸、耐乙醇并能够降解黄酒中的尿

素而具有改造价值。脲酶的结构亚基 UreC 为催化

亚基，包含了脲酶的催化活性中心。利用同源建模

技术对 C 亚基进行 3D 结构模拟，利用 Discovery 

studio 等软件将底物 EC 对接到 UreC的活性口袋。

通过分子动力学模拟校正对接结果。通过分子对

接结果，对脲酶 C 亚基进行半理性设计改造，从

而提高其对 EC 的底物亲和力及催化效率 (图 3)。 

另一方面，酸性脲酶未来的研究方向集中在

对酸性脲酶的食品级高效制备上。提高脲酶在食

品级宿主中的表达量，有以下几点建议：其一， 

 

 
 

图 3  脲酶 UreC 亚基同源建模及分子对接结构图 (A：

UreC 3-D 结构图；B：脲酶催化活性中心；C：脲酶底物

结合口袋) 

Fig. 3  Homology modeling and molecular docking 
structure of UreC. (A) 3-D structure of UreC. (B) Catalytic 
sites of UreC. (C) Substrate binding pocket of UreC. 

优化脲酶基因簇各个基因间的核糖体结合位点 

(RBS)，确保所有基因均表达。脲酶基因簇由结构

基因及辅助基因构成 (图 2)，各个基因间存在交

互重叠的现象，这样就会导致异源表达整个基因

簇时，翻译的过程有可能会意外终止。而任何一

个基因的不表达均能导致脲酶失去活力 [30]。其

二，强化催化亚基 UreC 的表达，从而平衡脲酶

结构亚基 UreA、B、C 之间的表达量。文献报道，

在同一个操纵子中表达多个基因时，距离启动子

越远的基因表达量越低 [50]。而大部分脲酶均以

(UreABC)3 的组成结构发挥催化作用，UreC 表达

量的减弱会造成 UreA、B 的浪费，因此，有必要

强化 UreC 的表达。其三，与 Ni2+或 Fe3+转运蛋白

共表达。文献报道，Ni2+依赖型的脲酶与 Ni2+转

运蛋白共表达可显著提高脲酶的比酶活力[51-52]。

因此与 Fe3+转运蛋白共表达有可能会提高 Fe3+ 依

赖型脲酶异源表达时的酶活力。 

2.2  氨基甲酸乙酯水解酶 

2.2.1  氨基甲酸乙酯水解酶概述 

氨基甲酸乙酯水解酶 (英文名称为 urethane 

hydrolase 或 urethane amidohydrolase，urethanase)，

酶学委员会编号 EC 3.5.1.75。日本学者最早从事

EC 水解酶的研究。1990 年 Kobashi 等[53]在柠檬

酸杆菌 Citrobacter sp.中发现 EC 水解酶，并证实

其功能为降解 EC 生成氨、二氧化碳及乙醇，由

此便命名其为“urethanase”。因其所发现的 EC 水

解酶只能水解酰胺及氨基甲酸酯，而对有机酸酯

没有任何水解作用，他们推测 EC 水解酶属于酰

胺酶家族，并沿用至今。 

目前，尚没有 EC 水解酶水解 EC 机制的报道。

从 EC 分子结构来看，其存在酰胺键 (R-CO-NH-R) 

和酯键 (R-COO-R)，理论上来说，酰胺酶及酯酶家

族中的部分酶类均能对 EC 有水解作用 (图 4)。但

是，目前为止，已报道的具有 EC 降解能力的酶均属

于酰胺酶家族酶类，尚未有酯酶水解 EC 的报道。 
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图 4  EC 水解机制 

Fig. 4  The mechanism of EC hydrolysis. 

 

2.2.2  氨基甲酸乙酯水解酶的研究现状 

EC 水解酶来源广泛，酶学性质差异较大 (表 2)。

具有代表性的 EC 水解酶有两个：其一是 2006 年

Akutsu-Shigeno 等 [54]从马红球菌  (Rhodococcus 

equistrain TB-60) 中所发现并克隆的 EC 水解酶 

(GenBank: DD320008.1)。该酶在大肠杆菌中获得

了的活性表达。酶学性质分析发现，该酶虽然在

酸性条件下可以降解 EC，但对 EC 的底物亲和力

差  (Km=6.59 mmol/L)，催化效率低  (kcat/Km<   

0.01 L/(mol·s) 且在乙醇存在条件下不稳定，导致

其无法应用于酒中 EC 的降解[54]。其二是李京京

等[55]从小鼠胃中筛选出一株具有 EC 降解能力的

赖氨酸芽孢杆菌 Lysinibacillus fusiformis SC02。通

过对此菌株所产的 EC 水解酶进行蛋白纯化及 N

端测序，并基于 N 端测序信息，设计简并引物，

扩增得到了 EC 水解酶的基因序列  (GenBank 

Accession No. KU353448.1)，最终在大肠杆菌及

枯草芽孢杆菌中实现了该酶的活性表达。但该酶

乙醇耐受性差，在 5%的乙醇中即失去活力，同时

酸耐受性差，在低于 pH 6.0 的环境中不稳定等特

性限制了其应用。随后，刘晓慧等[55]将此 EC 水

解酶在大肠杆菌中进行了定向进化的改造。通过

计算机辅助设计的方法，获得了温度稳定性提高的

突变体，但该突变体的乙醇耐受性及耐酸性并没有

太大的变化，依然远不能达到其在黄酒中应用的需

求。其他来源的 EC 水解酶基因序列均未解析。 

2.2.3  氨基甲酸乙酯水解酶应用于黄酒中 EC 消

除存在的问题 

EC 水解酶应用于黄酒中 EC 消除时存在以下

问题：其一，EC 水解酶的乙醇耐受性及酸耐受性

差，难以在含有高浓度乙醇及酸性条件下保持稳

定 (表 2)。其二，EC 水解酶对 EC 的底物亲和力

及催化效率低，难以降解黄酒中痕量的 E C 

(100–750 µg/L)[6]，同时由于 EC 与尿素分子结构

相近，有些能够水解 EC 的酰胺酶对尿素也有水

解作用，导致尿素与 EC 之间存在底物竞争。由

于黄酒中尿素含量 (10–50 mg/L) 是 EC 含量的

100–1 000 倍左右，可能会造成尿素对 EC 竞争性

抑制而使得 EC 水解酶不能发挥作用。其三，EC

水解酶氨基酸序列尚未得到有效解析，目前仅 2 个 

 
表 2  不同来源的 EC 水解酶性质比较 

Table 2  Comparison of urethanase properties from different sources 

Source Optical pH Relative activity (%) Km (mmol/L) Reference 

Citrobacter sp. 6.0–8.0 8.9a 1.600 [53] 

Bacillus licheniformis sp.1013 4.5 54a 42.000 [56] 

Bacillus licheniformis IFO 12107 4.5 64a 0.170 [57] 

Micrococcus species 4.5 82a 0.078 [58] 

Rhodococcus equi TB-60 5.5 NP 6.590 [54] 

Rhodotorula mucilaginosa LBMAE-8 NP 40b NP [59] 

Penicillium variabile JN-A525 6.0 65b 27.200 [60] 

Klebsiella pneumoniae 7.5 10a 74.000 [61] 

Lysinibacillus fusiformis SCO2 7.0 10b 37.200 [55] 

The enzyme activity that measured in the absence of ethanol was considered as 100%. a: enzyme activity was measured in the 
presence of 20% (V/V) ethanol; b: enzyme activity was measured in the presence of 15% (V/V) ethanol; NP: not report. 
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EC 水解酶编码序列得以鉴定。这些缺点导致目前

所发现的 EC水解酶难以实际应用于黄酒中 EC 的

降解。 

2.2.4  氨基甲酸乙酯水解酶未来研究方向 

目前所鉴定出基因序列的两个 EC 水解酶不

耐乙醇及酸，致使其无法在黄酒中使用，因此筛

选新型 EC 水解酶至关重要。由于能够水解 EC 的

酰胺酶对尿素可能也有水解作用，可能导致黄酒

中存在的尿素对 EC 竞争性抑制，因此未来 EC 水

解酶筛选方向有两种：其一，筛选对尿素无水解

作用的耐乙醇耐酸的酰胺酶；其二，筛选对 EC

具有水解作用的耐乙醇耐酸的酯酶。另外筛选方

法上，也应该从传统的筛选 EC 水解酶产生菌转

移到利用生物信息学手段，从酶库中直接筛选具

有 EC 水解能力的酶。笔者已从 150 多个酯酶中

筛选到了一个耐乙醇且能降解 EC 的酯酶，后续

将对其作出应用评价。 

3  展望 

随着人们生活水平的提高，食品安全问题越

来越受到人们的关注。如何消除酒中具有致癌性

的 EC，已经成为一个世界性问题。目前为止，微

生物酶法 (酸性脲酶及 EC 水解酶) 在应用于黄

酒中 EC 及其前体物尿素的消除中，具有直接、

高效的优势。然而目前所发现的 EC 水解酶在酸

性或乙醇存在条件下不稳定以及酸性脲酶对 EC

底物亲和力低、产量低、Ni2+作为辅助因子而带

来的食品安全性问题，使得其尚无法在黄酒中应

用。针对这些问题，我们对黄酒中 EC 的酶法降

解提出了以下 3 个策略：1) 筛选新型 EC 水解酶，

即筛选对尿素无水解作用的耐乙醇耐酸的酰胺

酶或筛选对 EC 具有水解作用的耐乙醇耐酸的酯

酶。2) Fe3+依赖型双功能酸性脲酶的底物特异性

改造及食品级高效表达。一方面通过蛋白质工程

技术对双功能酸性脲酶进行定向进化，提高其对

EC 的亲和力及催化效率；另一方面，通过食品

级表达系统高效制备改造后的双功能酸性脲酶。

3) 酸性脲酶与 EC 水解酶并用彻底消除黄酒中

的 EC。黄酒煎酒前，使用酸性脲酶消除尿素，

减少在煎酒过程中 EC 的形成，同时也减少了成

品黄酒在储存过程中 EC 的再次形成；煎酒后，

使用 EC 水解酶  (或改造后的双功能酸性脲酶) 

对已经形成的 EC 直接消除  (目前所发现的 EC

水解酶暂时不能实现黄酒中 EC 的直接消除)，

从而解决黄酒因 EC 而存在的食品安全问题 

(图 1)。  
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