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摘 要：乳酸菌的主要风味代谢物质包括丁二酮，乙醛以及各种氨基酸。利用基因工程和代谢工程的相关技术提

高乙醛和丁二酮产量，是当前乳酸菌研究的热点之一。乙醛的代谢调控主要是针对丝氨酸羟甲基转移酶的表达进

行调控，或是针对丙酮酸脱羧酶和 J3*K氧化酶的表达采用联合调控策略；而丁二酮的代谢调控则主要集中于乳
酸脱氢酶、J3*K氧化酶、!5乙酰乳酸合成酶和!5乙酰乳酸脱羧酶中任意两种关键酶基因间的联合调控，并且存在
进行乳酸脱氢酶，!5乙酰乳酸合成酶和!5乙酰乳酸脱羧酶 1种关键酶基因联合调控的可行性。
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乳酸菌（ !"#$%# "#%& ’"#$()%"，M3N）是一群能利用可发酵性
碳水化合物产生大量乳酸的革兰氏阳性细菌的通称［&］，除了

近年来用作口服疫苗载体之外，也是发酵食品中应用最为广

泛的菌种之一［$］。乳酸菌作为发酵菌种的几个重要指标是：

产酸能力，产香能力，蛋白质水解能力，产生带有粘性的胞外

多糖能力以及抑菌能力。而产香能力则主要是由风味代谢

物质的产量来决定的。

乳酸菌代谢物中与风味有关的物质主要有乙醛、丁二

酮、各种氨基酸特别是自然的芳香物质5丙氨酸等［1］。其中
乙醛是酸奶中的主要风味物质，但其不易作为最终产物被积

累下来，常被还原为乙醇。能够产生乙醛这种风味物质的乳

酸菌通常为嗜热菌，代表菌种为德氏乳杆菌保加利亚亚种

（ *"#$+’"#%!!,- &(!’),(#.%% O?.OPE ’,!/")%#,-）和嗜热链球菌
（0$)(1$+#+##,- $2()3+12%!,-），在产生乙醛的同时，也伴有丙酮和
丁二酮的生成，但这两种物质的浓度是非常低的；而丁二酮

与发酵稀奶油和发酵黄油等乳制品的风味形成有密切的关

系。一些乳酸菌可以利用柠檬酸生成丁二酮，这些乳酸菌为

嗜温菌，包括乳酸乳球菌丁二酮亚种（ *"#$+#+##,- !"#$%- O?.OPE
.=IQ:/ &%"#($4!"#$%- ） 和 明 串 珠 菌 肠 膜 亚 种
（*(,#+5+-$+#3(-(5$()+%&(-），但这些菌种发酵柠檬酸的产物中丁
二酮的产量很低［!］；游离氨基酸也可增强干酪的基本风味，

其含量则取决于菌种蛋白酶的活性［’］。

由于目前应用的乳酸菌基本上是野生菌株，其产生风味

物质的水平远远达不到消费者的要求。所以，近年来许多学

者希望利用遗传修饰等生物工程技术来改良现有的发酵菌

种和挖掘新的发酵菌种，从而选育出产香能力强的菌种来满

足消费者的需要，也能带来更好的经济效益和社会效益。乳

酸菌通常可以通过以下三种途径来增强乳制品的风味：一是

通过提高酸度和降低氧化还原电位为乳中酶促和非酶促反

应的发生提供适宜的条件，国外的一些学者曾利用这种策略

对风味代谢物质进行了调控，如 J+Q+O等［#］通过不同的氧气
含量来调节 J3*K氧化酶的活性；二是通过乳糖代谢和柠檬
酸代谢直接产生风味物质，目前大多数的外国学者是通过这

种调控策略来实现风味代谢物质产量的增加，国内学者则涉

猎不多；最后是通过分解乳蛋白质或乳脂肪产生肽、氨基酸

和挥发性成分，此种途径是国内学者进行风味物质调控的主

要手段。

! 乙醛的基因调控

乙醛是酸奶中主要的芳香物质。在酸奶发酵过程中，乙

醛可由丙酮酸脱羧酶或丙酮酸氧化酶催化直接产生；也可先

由丙酮酸脱氢酶催化生成中间产物乙酰辅酶 3 间接的产
生［"］。此外，乙醛还可由脱氧核酸醛缩酶催化胸腺嘧啶分解

生成乙醛和 15磷酸甘油醛，也有几种氨基酸可先转化成中间
代谢产物丙酮酸而最终生成乙醛，其中苏氨酸就可直接分解

生成甘氨酸和乙醛。研究发现上述多条乙醛合成代谢途径

可同时发挥作用，但是目前尚不清楚哪一种是合成乙醛的主

要途径［0］。保加利亚杆菌和嗜热链球菌都能够产生乙醛，以

前学者认为保加利亚杆菌由于没有乙醛还原酶，从而可以使

乙醛积累下来而不被还原为乙醇，故相较于嗜热链球菌具有

更高的产乙醛能力；而现在一些学者则持有相反的观点［)］，

并已开始对嗜热链球菌进行基因遗传修饰改造，使嗜热链球



菌乙醛产量有了大幅的提高。

!"! 利用 #$%&基因对乙醛产量的调控
酸奶工业常用菌株—嗜热链球菌中含有 !"#$ 基因，它

可编码丝氨酸羟甲基转移酶（!"#$），因 !"#$具有苏氨酸醛
缩酶（$%）活性，故 !"#$可催化苏氨酸分解为甘氨酸和乙
醛。

&’()*+等［,-］先通过含有 ./苏氨酸的培养基筛选出能够
产生乙醛的野生型嗜热链球菌，再利用此种菌株，通过基因

敲除技术来构建 !"#$ 基因缺失的突变株；另一方面将 !"#$
基因克隆到受强启动子控制的载体 012345 中，再转入菌株
中来获得 !"#$基因的过表达菌株。实验的结果表明 !"#$ 基
因缺陷菌株的生长速度和产酸能力较其亲本均有大幅度的

下降，而 $%活性几乎完全丧失，乙醛的产量达不到检测限；
而 !"#$基因过表达菌株的生长速率和产酸能力与其亲本基
本相同，乙醛的产量和 $%活性较其亲本却分别增加了 657
和 587。
由此可见，通过调节嗜热链球菌在发酵酸奶过程中产生

乙醛的关键酶—苏氨酸醛缩酶的活性，可以大大提高风味物

质乙醛的产量。同时发现通过这种调控手段还可增加叶酸

的产量，而叶酸是保加利亚乳杆菌生长所必需的因子［5］。

在前一实验的基础上，&’()*+等［,,］又对能够过表达 !"#$
基因的嗜热链球菌的生长特性、乙醛产量做了近一步研究，

同时就过表达 !"#$基因能够提高叶酸产量这一现象作了更
为细致的分析。他们发现过表达 !"#$ 基因的嗜热链球菌必
需有酪蛋白的增补才能和野生菌株有相同的生长速率和最

终 0"值，且酪蛋白的增补还可提高过表达 !"#$ 基因菌株的
乙醛产量。

!"’ 联合使用 !"# 和 $%&基因的过表达来调控乙醛的产量

%&’基因编码丙酮酸脱羧酶（9:;），该基因的过表达可以
使大量的丙酮酸脱羧生成乙醛，这种基因常存在于可动性发

酵单胞菌属（(#)*+*+,- )*./"/-）中，常用于构建产乙醇工程菌
株［,3］。

.<=等［,>］进行了 %&’ 基因的单一调控，他们首先将
(#)*.,’012 %,"),1中的 %&’ 基因克隆到一个穿梭质粒 0%?6-
中，再将该质粒转入乳酸乳球菌中，由于 %&’ 基因受强启动
子控制，故可在乳酸乳球菌中过表达。其结果表明能够过表

达 %&’ 基因的乳酸乳球菌的乙醛产量为 ,@>4 A -@>3BBCDE.，
而乙醇产量却为 ,5@-F A -@-- BBCDE.。由此可见 %&’ 基因的
单一调控无法大幅度提高乙醛的产量。

GCHI*J+等［,K］则进一步将来源于可动性发酵单胞菌属的
丙酮酸脱羧酶基因和来源于乳酸乳球菌的 1%L"氧化酶基
因在嗜热链球菌中由 H<+<H控制进行过表达，来实现葡萄糖
到乙醛的有效转化。由于 +*3 基因编码的 1%L" 氧化酶
（1CM）可使 1%L"转化为 1%LN，过表达此基因可以消耗大量

的 1%L"，进而可有效地阻止乙醛向乙醇的转化，进而大大提
高乙醛的产量。其具体操作是通过 9&O扩增获得 %&’ 基因
和 +*3 基因，然后再分别克隆到质粒 0126-K6 和 0126-3- 中
得到了含有 %&’基因的质粒 0124>--和含有 +*3 基因的质粒

0124>-,，并利用限制性内切酶对 0124>--和 0124>-,进行酶
切，随后将来自 0124>-,的 +*3 基因克隆到缺失一段基因的
0124>--中，获得了既具有 +*3 基因又含有 0:;基因的质粒
0124>-3。最后将上述 >个质粒分别转入 12F---乳球菌中，
于 #,4肉汤培养基 >-P过夜培养。
结果表明，可以过表达 9:;和 1CM的野生型菌株能够以

很高的葡萄糖利用效率（大约为 8-7），将葡萄糖转化为乙
醛。由于发酵过程中产生的乙醛最高浓度已经达到了

3,@>BBCDE.，远远高于嗜热链球菌对乙醛的最大耐受浓度
（FBBCDE.），所以他们采用了两步发酵法，即将生长阶段和上
述两种酶的过表达阶段相分离。

’ 丁二酮的基因调控

风味物质丁二酮是特定乳酸菌（例如乳酸乳球菌丁二酮

亚种）发酵柠檬酸盐的终产物之一。由于柠檬酸在牛乳中的

含量很低，进而导致在乳制品中丁二酮产量也相应较低，故

许多学者考虑利用基因工程的方法使菌种能够通过糖代谢

途径来增加丁二酮产量。丁二酮是由代谢中间产物!/乙酰
乳酸经氧化脱羧产生的，同时!/乙酰乳酸还可被!/乙酰乳酸
脱羧酶（%D:）催化或经非氧化脱羧生成乙偶姻。而!/乙酰乳
酸则是由两分子的丙酮酸在!/乙酰乳酸合成酶（%D+）的催化
下生成的，也有人认为丁二酮是乙酰辅酶 %和活性乙醛在丁
二酮合成酶的催化作用下形成的产物，但此酶从未被检测

到［,8］。

在丁二酮代谢途径中涉及到的关键酶有!/乙酰乳酸合
成酶（ ,"- 或 /"456 基因编码，）、乳酸脱氢酶（ "&7 基因编码）、

!/乙酰乳酸脱羧酶（,"&基因编码）以及辅助酶 1%L"氧化酶
（HCM基因编码）。已有很多学者就前 > 种酶进行了单一调
控，其结果如表 ,所示。

表 ! 产丁二酮菌株的单一基因调控
$(QD* , !<B0D* I*H* J*I=D(R<CH CS +RJ(<H+ 0JC:=;*: Q=R(H*:<CH*
T(U+ CS I*H* J*I=D(R<CH 9JC:=;R<CH CS Q=R(H*:<CH*

&CH+RJ=;R<CH R’* .:’V +RJ(<H
$’* 0JC:=;R<CH CS Q=R(H*:<CH* ’(+ HC
(00(J*HR <H;J*(+*，Q=R R’* 0JC:=;R<CH
CS!/(;*RCD(;R(R* <H;J*(+*+ 8-7［,5］

!;J**H<HI W<D: RU0* %D:V

+RJ(<H QU D*=;<H* +*D*;R<)*
;=DR=J*

-@6KBBCDE.［,4］

X)*J/*M0J*++<CH R’* I*H* CS
/"456 -@,BBCDE.［,6］（ (*JCQ<; ;CH:<R<CH）

由于野生型乳酸乳球菌丁二酮亚种的丁二酮产量在

-@-KBBCDE.左右，而以它作为评价标准则不难发现表中除了
%D:V菌株外，其他单一调控中的丁二酮产量均没有明显的提

高，故现在已有许多外国研究者进行了上述几种基因的联合

调控试验。

’"! ’"(基因和 )’"基因的联合调控
由于 "&7基因编码的乳酸脱氢酶（.:’）与 ,"- 基因编码

的!/乙酰乳酸合成酶（%D+）都能利用丙酮酸，而 %D+对丙酮酸
的亲和力与 .:’相比要小，故在没有过剩的丙酮酸积累时，
大量的丙酮酸将会生成乳酸而非!/乙酰乳酸［,F］，故应失活

5-,, Y%1 Y</U(H 10 ," Z E$’0, 8/’2*./*"*!/’, 9/+/’,（3--4）K4（5）



!"#基因，可使丙酮酸更多的生成!!乙酰乳酸。而 $!" 基因
的失活则可使大量的!!乙酰乳酸生成有益风味物质丁二酮
而不是乙偶姻。综上所述，此种调控策略既能增加!!乙酰乳
酸得生成量又能减小!!乙酰乳酸转化为乙偶姻的损失，故其
在理论上是最为有效的。

但近些年 "#$$%& 等［’(］的研究表明构建一个同时缺失

)*+和 ,+-活性的菌株是不太可能的。他们进而转向筛选具
有较低 ,+-活性的 )*+.菌株。首先利用 /01的诱变作用在
琼脂平板上从乳酸乳球菌丁二酮亚种中筛选出一些 )*+. 菌

株，再将上述菌株接种于 ,23)!’(琼脂培养基中，4(5有氧
条件下培养两天，再将筛选出的褐色菌落，于不含柠檬酸的

"67培养基中培养，并检测褐色菌落产!!乙酰乳酸的能力，
从中筛选出具有较低 ,+-活性的菌株。这些菌株产丁二酮
能力有所差异，最高产量为 (89::#*;,。而与通过 /01诱变
筛选 )*+.菌株的单一调控策略相比，丁二酮产量有了明显

的增加，但 ,+-活性的部分残留，使得丁二酮的产量仍不理
想，需做进一步的改进和优化。

!"! !"#基因和 $%&基因的联合调控
由 %&’ 基因编码的 /)23氧化酶（/#<）在有氧条件下能

够催化 /)23向 /)2= 的转化，从而可以有效的控制丙酮酸

的代谢途径［’(］，使其更多的流向不依赖 /)23的代谢途径，
进而生成大量的!!乙酰乳酸，同时也可有效的抑制依赖
/)23的丁二酮还原酶的活性，有利于丁二酮的积累。另有
实验表明柠檬酸也可抑制丁二酮还原酶的形成，使丁二酮不

能还原成乙偶姻［’>］。因为 ,+-是一种依赖于 /)23的酶，所
以过表达 %&’ 基因和缺失 !"#基因在提高丁二酮产量中的作
用是相似的［’’］，故通过过表达 %&’ 基因在理论上可以弥补上
一策略存在的不足。

基于此种想法，3?@%$-#*&A 等［’>］敲除菌株 "1>494 中的
$!"基因以获得 )*+. 菌株；再同时用嗜热链球菌中严格受

$BC)控制的 %&’ 基因构建成质粒 D/E’9((，最后将质粒
D/E’9((转入到 )*+.菌株中，得到目标菌株。将目标菌株接

种到 ’$@;, $BCB$的 1">F培养基中，有氧条件下过夜培养，结
果显示丁二酮的产量为 >89::#*;,，是目前通过各种基因调
控策略所得到结果中最为理想的，且由于 /GHI（ &-% $BCB$
J#$&K#**%+ %<DK%CCB#$ CLC&%:）体系已经很成熟，应用性也比较
好，故这种调控手段会比较容易推广应用［’4］。

!"# $%’基因和 $%&基因的联合调控
以上两种调控策略均是通过抑制丙酮酸其它代谢途径

中关键酶的方式，使丙酮酸流入到!!乙酰乳酸合成途径，来
增加!!乙酰乳酸的含量。此外，也可通过 $!( 基因的过表达
来增加!!乙酰乳酸的产量。 $!( 基因编码!!乙酰乳酸合成
酶，可以增加丙酮酸向!!乙酰乳酸的转化量，再通过 $!" 基
因的敲除来切断!!乙酰乳酸向乙偶姻的转化途径，同时在有
氧条件下培养，会有效的增加丁二酮的产量。

按此调控策略，7MB$+%**等［’N］构建了一株既过表达 $!( 基
因又缺失 $!"基因的菌株。他们采用正常条件下既不发酵
柠檬酸，也不产生丁二酮的野生型乳酸乳球菌 "1>494，敲除

其 $!"基因。由于此 )*+. 菌株不能在亮氨酸的变构激活作

用下催化!!乙酰乳酸生成乙偶姻，而是生成了亮氨酸和缬氨
酸，从而使其在不含缬氨酸而只含有亮氨酸的培养基上也能

生长。故可采用亮氨酸选择培养基来筛选 )*+. 菌株，最后

将能够过表达 $!( 基因的质粒转入筛选得到的 )*+. 菌株中，

获得目标菌株。经检测，其丁二酮的产量为 (8O4::#*;,，这
一结果相较于野生乳酸乳球菌丁二酮亚种丁二酮产量有了

近十倍的提高，但过表达 $!( 基因仍不能从 ,+-处竞争到大
量的丙酮酸从而导致最终丁二酮产量的不理想，但若在此同

时消弱 ,+-的活性，相信可以有效的改变丙酮酸的流向，使
丁二酮的产量有更为明显的增加。

!"$ $%’基因、%&(基因和 $%&基因的联合调控可行性探讨
上面论述中曾提到无法构造一株同时缺失 $!" 基因和

!"#基因的菌株，虽然 "#$$%&等［’(］已成功筛选出一株有较低
*+-活性的 )*+.菌株，但其丁二酮的产量并不理想，故可以通

过过表达 $!( 基因的方法，来对抗残存的 ,+-的活性。因为

7MB$+%**等［’N］已成功构建了一株过表达 $!( 基因的 )*+. 菌

株，证明这两种基因的联合调控是可以实现的；而 P*Q&&%%?M
等从不能利用柠檬酸盐的乳酸菌 "1>494中提取 $!( 基因，
然后将含有 $!( 基因的质粒转入乳酸乳球菌中，并在不同的
生理条件下进行该基因的诱导表达，再敲除 !"# 基因成功构
建了一株过表达 $!( 基因的 ,+-. 菌株。由此可见，联合上述

4个基因同时调控的策略是可行的，并具有重要的研究意义
和很大的实际应用价值。基于上述考虑，本实验室对三基因

的联合调控进行探索。目前，正在根据此种调节策略，对丁

二酮的代谢过程进行三基因联合调控，并取得了初步结

果［’O］。希望以本实验室保存的可利用柠檬酸的菌株为基础，

通过 /01琼脂平板来筛选 )*+. 菌株，再通过随机诱变筛选

具有较低 ,+-活性菌株，最后将 $!( 基因的质粒转化到该菌
株中，以此实现这 4个基因联合调控的目标。其中克隆自大
肠埃希杆菌（)(*#+,-*#-$ *&!-）的 $!( 基因的表达可有效抑制乙
偶姻生成，使其产量处于很低的水平。

# 结束语

对乳酸菌发酵过程中产生风味物质的相关研究是当前

美国和欧洲乳酸菌研究领域的一大热点。上述乙醛的基因

调控表明嗜热链球菌经过遗传修饰后，可以具有与保加利亚

乳杆菌相同的甚至更高的产乙醛能力，且调控后的乙醛产量

能够赋予酸奶制品更好的风味；而在丁二酮的二基因联合调

控策略中构建的高产菌株，其丁二酮产量相较于野生型产丁

二酮菌株都有 >(倍以上的提高，并且它们的生长条件及其
生长状态都没有发生变化。此外具有更大潜力的三基因联

合调控策略的可行性在上文中已得到了充分论述。相信随

着分子生物技术的飞速发展，在不久的将来，一定可以构建

出具有更强产香能力的食品级乳酸菌菌株，给人类带来巨大

的经济效益。

值得注意的是，有关转基因食品的安全性问题越来越受

到人们的关注。在食品级基因修饰菌的定义中，对涉及食品
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安全的标记基因、目的基因、表达载体和宿主菌均有明确的

规定［!"］。因此我们在乳酸菌风味代谢物质的基因调控研究

中，应该严格遵守有关规定，以确保遗传修饰菌株的安全性。

相信随着科学技术的发展和人们观念的变化，通过基因调控

得到的能够产生更多良好风味代谢物质的食品级乳酸菌，会

被越来越多的人所认识和接受。
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科学出版社新书推介

《生命科学新视野》（8 9 :册）

本系列丛书精选 ZFH7G%7D出版集团出版的 AD7)KH、U4DD7)J 3L%)%C)和 -D4/ -%H5CG7D’ ACK(’等系列中近
两年的部分综述文章（;==<;==@年），由国内专家（杜冠华、高福、李葆明、林志彬、刘斌、刘春明、瞿礼嘉、
王克夷、席真等）、ZFH7G%7D资深编辑、科学出版社科爱传播中心编辑合力筛选，以原文稍加中文注解的形
式，按专题编辑成册。版式新颖，借鉴期刊风格，每册书含部分彩印。本系列书将主要面向大学高年级

学生、教师、研究生以及科研工作者，供其参考和收藏。

本系列现已出版 Y册，每册汇集 ;=多篇综述文章。《生命科学新视野（*）：基因组学，转录组学与代
谢组学》主要涉及基因组学、转录组学、微阵列，以及代谢组学等内容。《生命科学新视野（;）：蛋白质与
蛋白质组学》主要涉及蛋白质与蛋白质组学的相关技术，比如质谱分析、分馏法、纳米结晶学等内容，另外还介绍了蛋白质组

学在生物医药领域的应用前景。《生命科学新视野（>）：细胞信号》主要涉及信号转导、信号通路、信号转导网络等内容。《生命
科学新视野（W）：植物生物技术》涉及植物基因工程、农作物改良、海洋植物、药物植物等内容。《生命科学新视野（<）：微生物
学》涉及系统生物学、微生物与人类疾病、噬菌体多样性、基因转移与进化、生物修复与生物强化、000型分泌系统等内容。《生
命科学新视野（@）：学习与记忆》涉及婴幼儿认知发育、语言学习、正常与异常的记忆系统、学习与记忆过程中的信号传导等内
容。《生命科学新视野（]）：化学生物学》主要涉及生物催化、生物转化等内容。《生命科学新视野（?）：药物发现》主要涉及疾病
机理、疾病模型、治疗技术及治疗策略等内容。《生命科学新视野（Y

############################################

）：药理学》涉及药理研究各方面的最新进展。
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