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葡萄酒苹果酸!乳酸菌精氨酸代谢研究概况

李 华，梁新红，郭安鹊，黄德成
（西北农林科技大学葡萄酒学院 杨凌 (.#.$$）

摘 要：葡萄酒苹果酸9乳酸菌的精氨酸代谢会导致葡萄酒中氨基甲酸乙酯含量的增加，从而严重影响葡萄酒的饮

用安全性。近年来研究表明，葡萄酒苹果酸9乳酸菌的精氨酸代谢途径是精氨酸脱亚氨基酶途径（)B+<A<A3 C3<;<A7,3
=7-DE7F，简称 )GH 途径）。系统分析苹果酸9乳酸菌的 )GH 途径、精氨酸转运机制、)GH 途径酶的调节等方面的研究

进展，阐明葡萄酒苹果酸9乳酸菌的精氨酸代谢对酿造优质葡萄酒具有重要的理论和实际意义。
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葡萄酒酿造中，在酒精发酵结束后，一般要进行苹果酸9
乳酸发酵（J74K47L-<L M3B;3A-7-<KA，JN6）。JN6 是在苹果酸9乳
酸菌（J74K47L-<L O7L-3B<7，JNP）的作用下，将双羧基的 N9苹果

酸脱羧基转变成单羧基的 N9乳酸的过程。JN6 在降低葡萄

酒酸度、改善葡萄酒风味和增加葡萄酒微生物稳定性等方面

具有重要意义，是生产优质红葡萄酒和部分白葡萄酒必须进

行的工艺［.，#］。有关葡萄酒 JNP 降酸的研究虽然很多，但是

对 JNP 降酸之外的其它生物学特性的研究却较少。近年来

的研究表明，JN6 结束后 JNP 的精氨酸代谢对葡萄酒质量有

重要影响［# ’ .!］，尤其是 JNP 的精氨酸代谢会导致中间代谢

物瓜氨酸的分泌，瓜氨酸和乙醇自发反应生成致癌物氨基甲

酸乙酯，严重影响葡萄酒的饮用安全性。国外对葡萄酒 JNP
的精氨酸代谢研究日益重视，而国内在这方面的研究至今未

见报道。

" 苹果酸!乳酸菌精氨酸代谢途径

"#" 苹果酸!乳酸菌精氨酸代谢途径概况

直至 #$ 世纪 /$ 年代，研究者仍对 JNP 的精氨酸代谢途

径存 有 争 议。Q*3A,LD 等［.0］提 出，酒 明 串 珠 菌（ !"#$%&%’(%$
%"&%’，后来经重新分类，定名为 )"&%$%$$#’ %"&*）的精氨酸代谢

途径是尿素循环途径：精氨酸在精氨酸酶（)B+<A7,3）的作用下

转化成 鸟 氨 酸 和 尿 素，随 后 鸟 氨 酸 在 鸟 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶

（RBA<-D<A3 -B7A,L7BO7;F47,3）的作用下转化成瓜氨酸；尿素在脲

酶（SB37,3）的作用下生成氨和二氧化碳。但 N<* 等［/，.$，.0］在

葡萄酒 JNP 的精氨酸代谢实验中发现，在整个细菌培养过

程中并没有检测到尿素，并且在细菌的无细胞抽提物中也没

有检测到精氨酸酶和脲酶的活力。因此，可以肯定 JNP 对

精氨酸的降解不是尿素循环途径。在实验中，他们也发现，

精氨酸经布氏乳杆菌（ !+$(%,+$*--#’ ,#$.&"/*）降解后生成的瓜

氨酸又被细胞同化，并且随着瓜氨酸含量的降低，鸟氨酸含

量上升。这表明，瓜氨酸是鸟氨酸的前体，而不是鸟氨酸的

降解物。并且在酒类酒球菌（)"&%$%$$#’ %"&*）、! T ,#$.&"/* 等

的无细胞抽提物中，检测到了与 JNP 的精氨酸代谢有关的 &
个 关 键 酶：精 氨 酸 脱 亚 氨 基 酶（)B+<A<A3 C3<;<A7,3，)GH；
:U&@0@&@"）、鸟 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶（RBA<-D<A3 -B7A,L7BO7;F47,3，
R2U；:U#@.@&@&）和 氨 基 甲 酰 激 酶（U7BO7;7-3 V<A7,3，UQ；

:U#@(@#@#）［/，.$］。根据以上实验结果，N<* 等结合其它研究者

对发酵乳制品和发酵肉制品等中分离的异型发酵乳酸菌，如

奶酪发酵剂乳酸乳球菌（ !+$(%$%$$#’ -+$(*’ ,*O,=T -+$(*’）［."］和

发酵肉制品中的清酒乳杆菌（!+$(%,+$*--#’ ’+0"）［.$，.(］的精氨酸

代谢途径的研究，提出了葡萄酒 JNP 的精氨酸代谢途径，即

精氨酸脱亚氨基酶途径（)B+<A<A3 C3<;<A7,3 =7-DE7F，简称 )GH
途径）（图 .）。

图 " 葡萄酒苹果酸!乳酸菌的精氨酸代谢途径
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按照 )GH 途径，.;K4 精氨酸（减去分泌的瓜氨酸）在理论

上可以生成 #;K4 氨、.;K4 鸟氨酸、.;K4)2Y 和 .;K4 二氧化碳，

这种化学计量关系在 ) T %"&*、! T ,#$.&"/* 和希氏乳 杆 菌

（!+$(%,+$*--#’ .*-1+/2**）等［0，%］JNP 的精氨酸代谢中均得到证



实。同时，该途径也解释了 !"#$%&’ 等提出的 ()* 精氨酸代

谢产生的鸟氨酸、氨和二氧化碳的原因。在其它相关研究中

也发现了其它 ()* 的精氨酸降解产物中氨、鸟氨酸的相似

的化学计量关系。

在精氨酸代谢中，除了形成氨和鸟氨酸外，还有少量中

间代谢物瓜氨酸分泌到培养基中。(+,- .# /,."0- 等［1，23］研

究发现，在一定 45 值下，()* 分泌瓜氨酸的量和培养基中精

氨酸的初始量存在线性回归关系，在 45678 时，! 9 "#$%&’()
:;:<6 的线 性 回 归 方 程 为：瓜 氨 酸 分 泌 率 = > ?7??6（ @
?7??1）A ?7?B6（ @ ?7??B）C 精 氨 酸 降 解 率，相 关 系 数 , =
?732，斜率为精氨酸<瓜氨酸转化率。* 9 +’&) (:D 和 * 9
+’&) )E222 的精氨酸<瓜氨酸转化率分别为 671F @ ?72F和

673F @ ?7BF，相关系数均为 ?738。但有趣的是，! 9 %),-.(/))
GH::1B3? 在精氨酸降解完后，能对分泌的瓜氨酸重新吸收

利用［26］。瓜氨酸的积累和分泌机制目前尚不十分清楚，极有

可能是因为 /H:（!I?J = A B17KLMNOEP）在热动力学上不利于

其催化瓜氨酸的降解，即精氨酸由 GQR 水解形成瓜氨酸（反

应 2）速率比 /H: 作用于瓜氨酸形成鸟氨酸和氨基甲酰磷酸

（反应 B）的速率快；也有人提出瓜氨酸分泌可能是因为瓜氨

酸合成和分解反应之间能量的解偶联作用，特别是细胞生长

到稳定期之后，细胞生长逐渐减慢或停止，而培养基中精氨

酸过量，精氨酸降解产生的 GHS（反应 6）不被细胞利用而积

累，因此抑制了 /H: 的活性。这在对 0 9 ,.$1)2 的 GQR 途径中

间代谢物 GHS 对 /H: 抑制作用研究中已得到证实［2K］。精氨

酸经 GQR 途径降解且分泌瓜氨酸的现象在其它来源的乳酸

菌中也有报道［21，B?，B2］。因此，由 GQR 途径降解精氨酸的微生

物具有形成及分泌瓜氨酸的特点。这对葡萄酒酿造具有重

大意义，因为分泌的瓜氨酸可以和乙醇自发反应生成氨基甲

酸乙酯，而氨基甲酸乙酯是一种具有基因致癌作用的物质。

!"# 编码 $%& 途径酶的基因结构及功能

法国的 TU0+V- 等［BB］最先对从发酵肉制品中分离出来的

! 9 2.3’ 的编码 GQR 途径酶的基因结构和功能进行了分析。

最近，国外许多研究者对葡萄酒 ()* 的编码 GQR 途径酶的基

因（编码 GQR、/H:、:! 的基因分别为 .($4、.($5、.($6）进行了

克隆、测序和表达研究。其中研究比较清楚的是 * 9 +’&)、植

物乳杆菌（ !.$1+".$),,#2 7,.&1.(#8）和 ! 9 %),-.(/)) 的 .($ 基因

簇，它们和 ! 9 2.3’ 的 .($ 基因簇具有很高的同源性［B6 W B8］：

* 9 +’&) 的 .($ 基因簇分别编码 GQR（X2K--，XY72LQ-），/H:
（6K2--，6371LQ-）和 :!（626--，6XLQ-）；! 9 %),-.(/)) 的 .($ 基

因簇分别编码 GQR（X21--，XY7BLQ-），/H:（6X6--，6176LQ-）和

:!（621--，6678LQ-）；而 ! 9 2.3’ 的 .($ 基因簇分别编码 GQR
（X?3--， X87?LQ-），/H:（ 66Y--， 6Y71LQ-）和 :!（ 62B--，
667BLQ-）。! 9 %),-.(/)) 的 .($4 和 * 9 +’&) 的 .($4 有 Y?F 的同

源性，和 ! 9 2.3’ 的 .($4 有 88F 的同源性；! 9 %),-.(/)) 的 .($5
与 * 9 +’&) 的 .($5 有 YYF 的同源性；! 9 %),-.(/)) 的 .($6 和

* 9 +’&) 及 ! 9 2.3’ 的 .($6 同源性分别为 81F 和 8XF 。 ! 9
7,.&1.(#8 和 ! 9 %),-.(/)) 的 .($6 的同源性大约为 Y87KF ，! 9
7,.&1.(#8 和 * 9 +’&) 的 .($6 的同源性大约为 86F。序列分

析表明，编码 GQR 途径酶的基因组都是成簇存在的，其顺序

为 .($4、.($5、.($6。ZE,[’#,$ \PE[ 研究证明了这 6 个基因在同

一操 纵 子 结 构 中，分 别 是 6 个 完 整 的 开 放 阅 读 框（/4#$
,#-.+$V ],-O#，/^_）。在 ! 9 %),-.(/)) 的 .($456 基因簇中，只

有一个启动子，位于第一个 /^_ 的上游，转录起始位点在

> 2?保守序列后的 22 个核苷酸内，每个基因的上游都有典

型的核糖体结合位点；在第三个 /^_ 的终止密码子处有转录

终止子。

虽然 ! 9 2.3’、* 9 +’&) 和 ! 9 %),-.(/)) 等的 .($ 基因簇存

在于同一操纵子结构中，但它们所含的基因数并不完全相

同。* 9 +’&)［BK］具 有 转 录 调 节 因 子 家 族 受 体 蛋 白（ &G(S
,#&#4[E, 4,E[#+$，:^S）的基因 +(9BB3。+(9BB3 和 .($4 之间碱基

长度为 2?2\4；在 * 9 +’&) 的 .($6 基因下游有编码精氨酸转

运蛋白的基因 .($:。在 ! 9 %),-.(/)) 中则没有发现 .($: 基

因，但其 .($4 的上游有 +(9BB3 基因的 *;<。 ! 9 2.3’［BB］中有

编码转氨酶的 .($= 基因，但在 * 9 +’&) 和 ! 9 %),-.(/)) 中则没

有此基因。* 9 +’&) 和 ! 9 %),-.(/)) 的 .($ 基因在大肠杆菌中

进行了表达，GQR、/H: 和 :! 的酶活性都相当高。利用 -,& 基

因簇的简并引物合成的特异性标记探针与 ()* 的基因进行

杂交，检测到 .($ 基因簇的菌株能降解精氨酸，而缺少 .($ 基

因簇的菌株不能降解精氨酸［B2，BK］。这就从分子角度进一步

证实了“()* 的精氨酸代谢途径”是 )+" 等提出的 GQR 途径，

而不是尿素循环途径。

# 精氨酸转运机制

#"! $%& 途径中的精氨酸’鸟氨酸反向转运能量机制

精氨酸只有从胞外转运到胞内后，才能在 GQR 途径酶的

作用下进行降解。()* 对精氨酸的转运是通过精氨酸<鸟氨

酸反向转运机制实现的，精氨酸的跨膜运输不消耗能量，但

精氨酸<鸟氨酸反向转运的启动则需要能量［K，2?，2B］。

对从鱼中分离出来的 ! 9 7,.&1.(#8 和从乳品中分离的

! 9 "#$%&’() 的精氨酸代谢研究发现，在不加可发酵性糖的合

成培养基中，不能通过 GQR 途径来促进细菌生长［2?］。在 * 9
+’&) /‘ZR 和 ! 9 "#$%&’() :;:<6 的精氨酸代谢研究中也发现

了类似的现象［2K］：只有培养基中含有一定量的葡萄糖时，细

菌才能进行精氨酸代谢而产生鸟氨酸、瓜氨酸和氨。因此，

推测只有在可发酵性糖提供能量的情况下，细菌细胞才可启

动精氨酸<鸟氨酸反向转运机制，细胞才能吸收精氨酸。一

旦细胞启动了精氨酸<鸟氨酸反向转运机制，以后的精氨酸

跨膜运输则不需要额外的能量。精氨酸<鸟氨酸反向转运的

驱动力是由精氨酸<鸟氨酸的浓度梯度提供的，这与其特异

的透性酶有关［2B］。这是精氨酸代谢对环境适应性和细菌生

长的积极效应。

#"# 编码精氨酸’鸟氨酸反向转运蛋白相关基因研究

精氨酸从胞外向胞内运输是在精氨酸<鸟氨酸反向转运

蛋白的作用下进行的。Q+aEP 等［BK］首先对 * 9 +’&) 编码精氨

酸转运蛋白（G,&Q）的 .($: 基因进行了分子克隆和表达。研

究表明，* 9 +’&) 有编码 G,&Q 蛋白的两个 .($: 位点（.($:2 和

X88 )R 5"- ’1 ., 9 N4$1. >)$(+")+,+-)$. 0)&)$.（B??8）X8（X）



!"#$!）。 !"#$! 基因的 "#$ 为 %&’()*，编码 +,+ 个氨基酸残

基，分子量为 (%-./。% 0 &’() 的 123.! 氨基酸序列和 * 0 +!,’
的 123. 蛋白有很高的同源性（++4相同性、,54相似性）。利

用 6#7.89:#! 程序序列分析发现，此蛋白有 %+ 个跨膜区。

!"#$% 基因的 "#$ 为 %+!;)*，编码 +<( 个氨基酸残基，分子量

为 (!-./。!"#$% 位于 !"#$! 起始密码子上游区，和地衣芽孢

杆菌（ -!#)../+ .)#0’()1&"2)+）的 !"#$ 的氨基酸序列有同源性

（(,4相同性，<+4相似性）。用 6#7.89:#! 程序序列分析发

现它 有 %! 个 跨 膜 区。此 两 个 基 因 位 点 的 基 因 簇 结 构 为

!"#3-4$% $! 。每个 !"#$ 基因上游都有典型的核糖体结合位

点。在 !"#$% 和 !"#$! 起始密码子上游没有发现精氨酸阻遏

或类似 =#6 蛋白结合位点。用 #986=# 技术对 !"#$ 基因的

表达进行了研究，表明在 % 0 &’() 中 !"#$% 和 !"#$! 是组成型

表达，且发现了 !"#48!"#$!、!"#$% 8!"#$! 的多顺反子 >#?1，

在 !"#$% 8!"#$! 之间有发夹结构，所以 !"#48!"#$% 的 >#?1 量

比 !"#$% 8!"#$! 的 量 多，它 们 的 转 录 不 受 精 氨 酸 的 调 控。

12@A/［!+］在 * 0 0).5!"6)) B%C 的基因中也克隆出了 !"#$ 基因，

但该基因只有一个位点，而不是两个。在 :DC 整个生长期

123. 蛋白都存在于膜上，这有利于精氨酸的吸收，使 % 0 &’()
更适应于葡萄酒的胁迫环境［!，!<，!;］。

! 精氨酸代谢和酶合成的调节

研 究 发 现，:D$ 结 束 后，% 0 &’()、* 0 7/#0(’") 和 * 0
0).5!"6)) 等对果糖和精氨酸的代谢并不是同时进行的。果糖

耗完后，:DC 才开始降解精氨酸。这表明果糖或其代谢产物

抑制了精氨酸吸收或降解［%5，%(，!%］。也有研究表明，增加培养

基中葡萄糖的浓度，瓜氨酸的分泌量增加［%’］。这说明糖代谢

对精氨酸降解有抑制作用，极有可能是糖发酵产生的 196 抑

制了 "9= 的 作 用。在 * 0 +!,’［%<］和 *!#8&#&##/+ .!#8)+ EF)E*0
.!#8)+ :D&［!’］的精氨酸代谢中也发现了糖对 1.G 途径酶的抑

制作用。糖对 1.G 途径酶的抑制机理目前尚不十分清楚。

因为 !"# 操纵子的代谢抑制受 !"#3 上游的 =#7 元件控制，碳

代谢抑制需要 =3*1 蛋白和磷酸烯醇式丙酮酸磷酸转移酶系

（6HIE*HI@AIJ *K2FL/M@ *HIE*HIM2/AEN@2/E@ EKEM@>，69O），通过建立

* 0 +!,’ 的 98+!突变体，证实了 * 0 +!,’ 的精氨酸代谢受葡萄

糖的抑制。

在 :DC 中，1.G 途径酶同时被精氨酸诱导，% 0 &’()、* 0
7/#0(’") 和 * 0 0).5!"6)) 中都发现了精氨酸对 1.G 途径酶的共

诱导作用［,，;，%(，!&］。9IAIA 等［!&］在利用 #986=# 技术研究 % 0
&’() 的 1.G 途径酶的转录诱导时发现，当培养基中缺乏精氨

酸时，几乎检测不到 1.G、=P 的活性；当培养基中加入精氨酸

后，酶活性大幅度提高，其中 "9= 酶活性增加了 %;+ 倍。研

究同 时 发 现，调 节 蛋 白 =#6 也 受 精 氨 酸 的 诱 导。在 * 0
0).5!"6)) 中也有类似的现象。这说明精氨酸可诱导 1.G 途径

酶的合成。

精氨酸代谢操纵子调控的分子机理目前还不十分清楚。

在 % 0 &’() 的 !"# 基 因 簇 中 发 现 有 编 码 =#6 的 基 因

&"1!!’［!&］，有点类似于乳糖操纵子的调节基因；但葡萄糖和精

氨酸对操纵子调控的细节，还需进一步研究。

葡萄酒是一种复杂的培养基，其组成和环境条件（如糖、

O"!、*Q、乙醇等）如何协同影响 1.G 酶的合成与表达，还有待

于进一步研究。

" 研究精氨酸代谢的意义

"#$ 分类学意义

根据《伯杰氏细菌鉴定手册》，*’/# 0 &’() 为精氨酸阴性，

即不分解精氨酸［!!］。但大量的研究表明，*’/# 0 &’() 能够不

同程度地按 1.G 途径降解精氨酸，只有 *’/#&(&+8&#+ 的其它种

类为精氨酸阴性。这表明 *’/# 0 &’() 同该属的其它细菌在降

解精氨酸方面存在着根本的差异。 *’/# 0 &’() 的 1.G 途径支

持了 .R3-E 把 *’/# 0 &’() 重新定名为新种的提议。同时，1.G
途径也否定了 CIFJMIA 用细菌精氨酸代谢来区分酒类酒球菌

和异型发酵乳杆菌的观点［%(］。

"#% 生物学意义

精氨酸代谢是一个产能过程，且与细菌的生长相偶联。

因此 :DC 可以在胁迫环境下具有更强的生命力。另外，1.G
途径产生的氨可以提高环境的 *Q 值，使 1.G 途径有保护细

菌免受高酸伤害的作用。这对于在低 *Q 下细菌的生长繁殖

具有重要的生理学意义。

"#! 对葡萄酒酿造的影响

精氨酸是葡萄汁和葡萄酒中主要的氨基酸，能通过 1.G
途径降解精氨酸的菌株比不能降解的菌株更能适应葡萄酒

的胁迫环境。但 :DC 对精氨酸的降解使葡萄酒的品质下

降。

首先，精氨酸的代谢会导致瓜氨酸的分泌，而瓜氨酸是

氨基甲酸乙酯的前体，所以 :DC 的精氨酸代谢会使葡萄酒

中氨基甲酸乙酯含量增加，降低了葡萄酒的饮用安全性。因

为 :DC 的 精 氨 酸 代 谢 及 瓜 氨 酸 分 泌 具 有 菌 株 特 异

性［(，;，’，%5，!,］，在进行葡萄酒 :DC 降酸时，应选择没有精氨酸

代谢或代谢中没有瓜氨酸分泌的菌株，也就是说，1.GS "9=T

或 1.G 酶活高、"9= 活力低的菌株不能用于生产，以尽量降

低葡萄酒中氨基甲酸乙酯的含量。

其次，有一些 :DC 是腐败菌，它们的精氨酸代谢释放出

大量的氨，从而导致酒的 *Q 上升 % 至 ! 个单位［,，;，%&］。在葡

萄酒经 O"! 处理后，葡萄酒微生物生长受到抑制，葡萄酒体

系处于生物稳定状态。:D$ 结束后，:DC 通过 1.G 途径对精

氨酸的降解，使酒液 *Q 升高，可增强其抵抗葡萄酒低酸环境

的保护机制，并通过 1.G 途径中底物水平磷酸化获得能量，

增强其在胁迫环境中的竞争力［&%］，使葡萄酒的生物稳定性受

到破坏，并且其代谢产物（如醋酸）损害葡萄酒的风味。因

此，:DC 精氨酸代谢的研究对酿造高品质的葡萄酒有重要意

义。

& 研究展望

目前，我国研究者已逐渐认识到了葡萄酒 :DC 精氨酸

代谢在葡萄酒工业中的重要性。作者（!55%）首次分离筛选

(,,李 华等：葡萄酒苹果酸8乳酸菌精氨酸代谢研究概况 0 U微生物学报（!55,）+,（+）



出了我国优良的 ! ! "#$% 菌株，对其进一步的研究发现，"#$
后的葡萄酒中精氨酸含量仍然很高（% & ’()*+#）［,-］，这无疑

增加了 ! ! "#$% 经 ./0 途径产生氨基甲酸乙酯的可能性。氨

基甲酸乙酯是一种具有基因致癌作用的物质，国际癌症研究

所（0123415267158 .*319: ;74 <3=3549> 71 ?51934，0.<?）把氨基甲

酸乙酯对人类的致癌毒性归为 -@ 群，已经引起了国际酿酒

界的高度关注。加拿大和美国早在 -( 世纪 A( 年就已经对它

的含量加以严格的限制；而目前我国对葡萄酒中氨基甲酸乙

酯的含量还没有做出限定。法国和阿根廷已经完成 ! ! "#$%
和 & ! ’%()*+,%% 的 *+- 簇基因全序列测序（.993==671 B7=!分别

为 .$(-CCD, 和 .ED-’C’D）（>22F：++GGG! 19H6 ! 18)! 16>! *7I），这

将为我国 "#@ 的精氨酸代谢研究提供更多的信息。

虽然对 "#@ 的精氨酸代谢研究已经引起了各国的高度

重视，但在葡萄酒生产中还需采取有效措施降低由 "#@ 精

氨酸代谢产生的氨基甲酸乙酯。因此，今后应加强对如下几

个方面的研究：!研究影响 "#@ 精氨酸代谢分泌瓜氨酸的

环境因素，并对这些因素进行最优化控制，最大程度限制

"#@ 的瓜氨酸分泌量；"研究葡萄汁和葡萄酒不同成分对

"#@ 精氨酸代谢的影响；#研究 "#@ 的精氨酸代谢动力学

机理；$进一步研究 "#@ 精氨酸代谢及其酶的调控机理；%
利用分子育种技术选育 ./0J 或 ./0 酶 活 低 的 "#@ 用 于

"#$，以便于在葡萄酒酿造中有效控制 "#@ 的精氨酸代谢，

提高葡萄酒的质量。
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