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摘  要：蛋白酶 A(EC 3.4.23.6)是酿酒酵母中重要的蛋白酶，与酶原激活、生孢等多种生理功能密切相关．在酒类酿

造过程中往往会发生蛋白酶 A 外泌进而影响发酵产品质量的现象．研究胁迫条件下蛋白酶 A 的外泌及其调控机制，

对于酿酒酵母菌种选育和酒类产品质量控制具有重要的理论指导意义．本文主要对蛋白酶 A 外泌机制和蛋白酶 A 外

泌对酒类酿造影响的相关研究进行综述． 
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Extracellular Secretion of Saccharomyces cerevisiae Proteinase A  

and Brewing-a Review 
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(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Key Laboratory of Industrial 

Microbiology，College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Proteinase A(EC 3.4.23.6)，the major protease in Saccharomyces cerevisiae，plays an essential role in zymogens

activation，sporulation and other physiological processes in vivo. Extracellular secretion of proteinase A often occurs during 

alcoholic fermentation，and finally has important impacts on the quality of fermented products. The research on extracellular 

secretion of proteinase A and its regulatory mechanism under stress conditions can significantly benefit yeast strain im-

provement and the quality control of the liquor products. In this paper，we review the research history and developments on 

the mechanism of extracellular proteinase A secretion，and the impact of extracellular proteinase A secretion on alcohol brew-

ing is also addressed.  
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酿酒酵母是重要的真核模式生物，蛋白酶 A 是

酿酒酵母中主要的蛋白酶，对于酿酒酵母具有重要的

生理生化作用．蛋白酶 A 不仅参与正常代谢条件下

多种胞内酶和蛋白因子(如转录激活因子)的成熟和

激活过程，更与多种胁迫应答相关．如在氮饥饿胁迫

条件下，蛋白酶 A 可分解液泡内多余蛋白质促进多

倍体酵母生孢；而在乙酸胁迫条件下，蛋白酶 A 则参

与线粒体降解而引起酵母细胞凋亡[1-3]． 

酿酒酵母还是酒精饮品发酵生产所必需的微生

物菌种．不同酒精饮品生产工艺条件下，酿酒酵母会

面临不同的胁迫环境，蛋白酶 A 的分泌会对这些发

酵产品的品质产生重要影响．如啤酒发酵后期，蛋白

酶 A 的外泌会分解泡沫阳性蛋白，降低啤酒泡持性，

对纯生啤酒的泡沫质量产生不利影响[4-5]．在葡萄酒

发酵过程中，酿酒酵母蛋白酶 A 外泌可分解出更多

的氨基酸，加速酒酒球菌的苹果酸-乳酸发酵进程[6]；

而对于葡萄酒产品(如白葡萄酒)而言，蛋白酶 A 的

外泌则可有效水解酒体中的蛋白质，从而避免储存过

程中蛋白质聚集沉淀形成非生物浑浊而影响产品感

官质量[7]．黄酒发酵过程中，蛋白酶 A 的外泌则可更
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多地将发酵醪中的蛋白质分解为氨基酸，促进发酵进

程，提高产品中氨基酸含量．因此，探明不同胁迫条

件下酿酒酵母蛋白酶 A 的外泌及调控机制，对于特

定发酵产品菌种选育和产品质量控制具有重要的理

论指导意义． 

1 酿酒酵母蛋白酶 A简介 

蛋白酶 A(EC 3.4.23.6)是酵母中第一个被研究

的酶，其特性与哺乳动物胃蛋白酶、组织蛋白酶 D 和

E 以及人的血管紧张肽原酶相似[8]，是一种天冬氨酸

蛋白酶，由 PEP4 基因编码，定位于酵母细胞液泡

内，活性中心为 Asp
32

-Thr-Gly-Ser 及 Asp
215

-Thr-Gly-

Ser
[9]．PEP4 基因由 2,146,bp 碱基组成，临近酵母染

色体 XVI 的 GAL4 端，该基因通过转录翻译形成蛋

白酶 A 前体，即前蛋白酶 A 原(preproPrA)
[10]．前蛋

白酶 A 原是由 405 个氨基酸残基组成的单体蛋白，

包括氨基端信号肽、前肽、活性蛋白酶 A，相对分子

质量约为 4.4×10
4[11]． 

2 蛋白酶 A结构 

  一级结构：成熟的酵母蛋白酶 A(PrA)由 329 个

氨基酸及 7.5%的中性糖(甘露糖)和 1%的葡萄糖胺、

半乳糖胺组成[12]．329 个氨基酸残基中有 2 个二硫

桥，分别位于 46～51、252～285 位(即 preproPrA 的

122～127、328～361 位)的半胱氨酸残基之间．Asn-

67 和 Asn-266 为 PrA 的 2 个糖基化位点(即

preproPrA 的 Asn-144、Asn-345)，连接方式为 N–连 

接[13–14]，其活性中心为 Asp
32

-Thr-Gly-Ser 及 Asp
215

-

Thr-Gly-Ser
[9，13]． 

二级结构：酵母蛋白酶 A 与其他天冬氨酸蛋白

酶空间结构相似，二级结构形式主要为 β–折叠，另有

10 个小的右手 α–螺旋以及发夹结构[15]． 

三级结构：酵母蛋白酶 A 的 329 个氨基酸残基

折叠形成 2 个拓扑学相似的叶片状结构域，2 个结构

域拥有同一个中心轴，穿过含有天冬氨酸残基的活 

性位点平面．这种结构特点与其他天冬氨酸蛋白酶

(如胃蛋白酶、肾素、组织蛋白酶 D)相似，即都具有 

2 个结构域[15]．酵母蛋白酶 A 的三级结构如图 1 

所示[15]． 

 

图 1 酿酒酵母蛋白酶 A三级结构示意图 

Fig. 1 Tertiary structure of Saccharomyces cerevisiae pr-

oteinase A 

3 蛋白酶 A的生理作用 

  蛋白酶 A 对于酵母细胞具有重要的生理生化作

用，能催化细胞内蛋白质水解，特别是在氮缺乏、孢

子形成时，蛋白酶 A 能通过水解蛋白质为孢子新蛋

白合成提供氨基酸来源[1]．在液泡中，酵母蛋白酶 A

参与多种酶的转录后加工．通过对蛋白酶 A 编码基

因 PEP4 进行突变，例如插入突变、无义突变、错义

突变的研究发现，酵母蛋白酶 A 不仅对自身的加工

成熟过程起到重要作用，还参与液泡中其他液泡酶的

成熟和激活过程．如蛋白酶 B 前体及其酶原被蛋白

酶 A 切割成熟后进一步对羧肽酶 Y 前体进行加工，

蛋白酶 A 也可以直接切割羧肽酶 Y 前体并使其成 

熟[16]． 

另外，蛋白酶 A 也与氨肽酶Ⅰ、核糖核酸酶、碱

性磷酸酶、海藻糖酶的成熟激活有关[17]．蛋白酶 A 在

酵母细胞代谢中起到重要作用，在营养缺乏的条件

下，如果酵母细胞缺乏蛋白酶 A 和蛋白酶 B，那么酵

母合成蛋白质的能力下降 85%以上，并导致酵母死亡

率大幅增加[2]． 

酵母细胞内的蛋白酶 A 的作用活性需要保持在

适当的范围，活性太高不利于酵母的正常生理功

能．因此，酵母细胞质中存在蛋白酶 A 的专一性抑制

剂——小分子蛋白 IA3．IA3 的作用是在酵母细胞中

的液泡酶泄露的情况下，IA3 能够起到安全保护的作

用，防止蛋白酶 A 降解细胞质中的必要蛋白质；IA3

还能调节酵母细胞内蛋白酶 A 的作用程度，保证蛋

白酶 A适当地发挥其生物功能[18]． 

浙江大学的刘晓杰[19]研究了蛋白酶 A 缺失对工

业啤酒酵母菌株的一些生理功能的影响．研究表明：

酵母蛋白酶 A 的敲除明显影响酵母胞内某些糖代谢

关键酶的酶活表达和胞内 ATP积累；在低氮条件下， 
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蛋白酶 A 的缺失使得酵母胞内仍积累大量粗蛋白，

同时酵母丙酮酸激酶酶活始终处于较低水平；在抗逆

性上，蛋白酶 A 的缺失使得酵母对乙醇、过氧化氢、

低氮的耐受能力显著下降；针对啤酒发酵，蛋白酶 A

的缺失使得发酵所得的酒体中含有大量粗蛋白，所得

产品过滤难度增加；同时，突变后的酵母菌株在环境

胁迫条件下的存活能力较对照明显降低． 

4 蛋白酶 A液泡分选途径 

蛋白酶 A 是液泡蛋白酶，主要在液泡内起作用，

正常代谢条件下蛋白酶 A 被运输至液泡．其具体分

泌过程是，前蛋白酶 A 原(preproPrA)在粗面内质网

合成后，先经过内质网的修饰和折叠，再运输到高尔

基体，最终被定向运输至液泡并在液泡中形成成熟的

蛋白酶 A(PrA)．在内质网中，前蛋白酶 A 原在其 2

个糖基化位点上完成核心糖基化修饰，其 N 端由 22

个氨基酸残基组成的信号肽被切除[11]． 

在内质网中被修饰后的前蛋白酶 A 原被运输到

高尔基体．在高尔基体中，糖链延伸形成相对分子质

量约为 5.2×10
4 的蛋白酶 A 原(porPrA)

[20]． 

蛋白酶 A 原最终在反面高尔基体网络(TGN)被

分选运输至液泡，并在到达液泡后被激活，由 54 个

氨基酸残基组成的前肽被切除，最后形成相对分子质

量约为 4.2×10
4 的活性蛋白酶 A

[11]．TGN 中可溶性

蛋白向液泡的定向运输需要分选信号(sorting signal)

的导向作用，可溶性蛋白自身携带的分选信号被

TGN 上受体膜蛋白识别并特异性结合，进而生成网

格蛋白包被膜泡(转运膜泡)被运送至晚期内体，最终

被输送至液泡．Klionsky 等[11]利用检测融合蛋白酶

活力的方法确定了蛋白酶 A 的信号因子和细胞定

位．将不同长度的 PEP4 基因 N 端序列融合上完整

的 SUC2 基因(蔗糖酶基因)，融合蛋白既能表现出蔗

糖酶酶活力，其定位又受到蛋白酶 A 前肽分选信号

的控制，据此可根据胞内外蔗糖酶活力作为蛋白酶 A

细胞定位的标准．当融合蛋白包含 PEP4 基因的 N

末端 90、137、404 个氨基酸序列时，只能在细胞内检

测到融合蛋白的蔗糖酶活力，进一步研究确定了在

PEP4 基因的 N 末端 76 个氨基酸前 22 个氨基酸序

列是信号肽，其余 54 个氨基酸残基组成的前肽则包

含液泡分选信号[11]． 

Westphal 等[21]同样利用检测融合蛋白的方法确

定了在成熟蛋白酶 A 的基因序列上同样包含有液泡

导向的分选信号因子，尽管导向能力比较弱；该研究

还表明了蛋白酶 A 前肽对其表达与成熟有着不可替

代的作用．缺乏信号序列，前蛋白酶 A 原无法完成在

内质网中的正确折叠而被降解．本研究室[22]对蛋白

酶 A 的前肽序列进行了研究，结果表明 54 个氨基酸

的前肽序列缺失，胞内外皆检测不到蛋白酶 A 酶活；

表明前肽序列不仅仅含有蛋白酶 A 液泡分选信号，

同时对其活性折叠至关重要． 

液泡分选信号与信号受体蛋白特异性结合是完

成液泡运输的必要条件．蛋白酶 A 液泡分选的信号

受体蛋白可能有多种，除了与羧肽酶 Y 共用一种信

号受体蛋白 VPS10 外，还发现一种类似哺乳动物 6–

P–甘露糖受体–MRL1
[23]．Westphal 等[21]发现如果敲

除 VPS10 基因，仍会有 85%的蛋白酶 A 进入液

泡．而过表达 VPS10 基因则能够抑制由于过表达

PEP4 基因而导致的蛋白酶 A错误分选现象．从另一

个反面验证，对于敲除了 VPS10 基因的重组菌株，那

么少量的过表达 PEP4 基因则会导致酵母蛋白酶 A

分选载体的饱和，导致液泡外分泌．然而当 VPS10 基

因和 MRL1 基因双缺失，仍有 20%的蛋白酶 A 被运

送至液泡，暗示还存在两者之外的其他液泡分选机

制．研究[21]表明，除了与羧肽酶 Y 共用一种信号受

体蛋白 VPS10 外，蛋白酶 A 定向运输到液泡有 2 种

蛋白分选途径：Vps10P 依赖途径和非 Vth1P/Vth2p/ 

vps10P依赖途径． 

5 胁迫条件下蛋白酶 A外泌途径 

蛋白酶 A 在以往被认为不从活细胞中释放出

来，在培养基中能检测到被认为是因为细胞自溶而被

释放出来．然而，1970 年 Maddox 和 Hough
[24]以及

1983年 Dreyer等[25]证实了胞内蛋白水解酶可从活酵

母细胞壁泄漏．1986 年，Rothman 等[26]研究证实，蛋

白酶 A 过量表达会使得液泡分选系统过饱和，导致

很大一部分蛋白酶 A 被分泌至细胞外部空间． 

  现在，蛋白酶能从活细胞中泄漏的观点已经被普

遍接受．许多研究表明这种现象是由于发酵液中营

养缺乏造成的，但是，相对分子质量约为 4.2×10
4 的

蛋白酶 A 从细胞壁泄漏的机制到目前为止仍不完全 

清楚． 

1999年，Kondo等[27]总结了前人的研究成果，推

断了在啤酒酿造这种胁迫生长条件下蛋白酶 A 的分

泌途径(图 2)． 
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图 2  胁迫条件(啤酒酿造)蛋白酶 A 从活酵母细胞中的

分泌示意图 

Fig. 2  Excreting of proteinase A from live cells under 

stress condition(beer brewing) 

研究结果指出酵母在胁迫条件下蛋白酶 A 可能

通过默认途径(default pathway)被错误地运输出活细

胞，而不是像在正常代谢过程中那样，被准确地从高

尔基体运输到液泡．非活性的蛋白酶 A 前体被分泌

到酵母细胞外，并在合适的条件下可能通过自催化加

工转变成活性的成熟形式，进而降解发酵液中的泡沫

阳性蛋白．如果液泡定位系统过载或不能识别分泌

蛋白，这些分泌蛋白则通过非选择性的默认途径——

组成型分泌(constitutive secretory)被分泌至胞外．组

成型分泌是真核细胞中一种主要的分泌型蛋白和膜

蛋白运输方式，一直被认为是有别于调节型分泌

(regulated secretory)和液泡运输的一种非选择性膜泡

运输方式，无需特定的信号识别模式来引导分泌[28]. 

以往的研究多集中在编码蛋白酶 A 的基因(PEP4)自

身的信号肽或分选信号对其细胞内运输的影响，研究

的重心是以液泡为终点的液泡运输途径，而胁迫条件

下蛋白酶 A 细胞内运输和外泌机理研究国内外鲜有

报道． 

我们推测蛋白酶 A 的外泌可能是通过胞吐作用

实现的．具体来说就是酵母细胞内新合成的蛋白酶

A 酶原进入内质网后进行修饰、加工、折叠和组装，

然后进入高尔基体进行进一步的修饰与加工．成熟

态的蛋白酶 A 先被囊泡裹入形成分泌泡，然后与细

胞质膜接触、融合并向外释放被裹入的蛋白，这种分

泌过程称之为胞吐作用．在酵母细胞中存在 2 种胞

吐作用方式，即在组成型分泌活动中，胞吐作用是自

发进行的，但是在调节型的细胞中，胞吐作用必须有

信号的触发[29–30]． 

酿酒酵母在胁迫条件下为适应环境变化胞内会

生成应激蛋白，但与此同时也会分泌胞外蛋白作为特

定信号载体或分泌蛋白酶来应对环境的变化[31–33]． 

有报道[27]表明，酿酒酵母胞内蛋白酶 A 的含量水平

与培养基中的碳源、氮源的水平有关．例如在培养过

程中氮源的缺乏会导致蛋白酶 A 过度表达，甚至分

泌到细胞外．在酿酒酵母生长过程中的指数生长期，

由于含糖量较高，蛋白酶 A 的含量水平很低；而在细

胞进入稳定期以后，由于含糖量降低，蛋白酶 A 的含

量开始较快地增加[34]． 

营养物缺乏时活细胞也会分泌蛋白酶 A，Wolff

等[35]在 PEP4 过量表达的营养缺乏培养基中检测到

成熟的相对分子质量约为 4.2×10
4 的蛋白酶 A 和相

对分子质量约为 4.3×10
4 的拟蛋白酶 A，后者由蛋白

酶 A 酶原不完全水解而成． 

在营养生长条件下，蛋白酶 A 与另一种蛋白酶

(蛋白酶 B)负责细胞内 40%的蛋白水解反应，而在生

孢条件下，这 2 种蛋白酶负责细胞内 80%～90%的蛋

白水解反应[2]．很显然，蛋白酶 A 的细胞内含量水平

与培养基营养胁迫条件有关． 

酿酒酵母一般胁迫应激反应(GSR)的产生是由

氧胁迫、pH 胁迫、热胁迫、渗透压胁迫和氮源缺乏等

环境压力造成的．研究[36]显示，酿酒酵母的胁迫应激

反应(GSR)会上调 200 个基因及相关蛋白，以此完成

一些细胞功能的改变． 

Causton 等[37]利用 DNA 芯片技术探讨了酿酒酵

母在不同培养条件下，如不同温度、溶氧、营养成分、

pH 和渗透压条件下基因的表达量差异．Marks 等[38]

研究葡萄酒酵母在葡萄酒发酵过程中的基因表达，发

现一些基因在发酵过程中表达量提高，如发酵胁迫应

答相关基因，例如高渗抗性、高乙醇浓度和抗氧化压

力等有关． 

Alexandre 等[39]研究了在酒精胁迫的条件下不同

特性的酵母菌株有关基因表达的差异．PrA 外泌作为

酵母胁迫应激反应的一种表现，肯定也受到某种细胞

信号的调控．信号调控直接体现在通路上相关基因

表达量的变化．Rossignol 等[40]利用 DNA 微阵列技

术研究了葡萄酒酵母在复水活化前后过程中相关基

因表达谱的变化情况．此研究中将 PEP4 基因作为酵

母氮源利用相关基因，并且专门研究了酵母复水活化

过程中 PEP4 基因表达情况的变化过程．该学者监控

了葡萄酒酵母复水活化过程，论述了酵母自身吸收利

用外界氮源与 PEP4 基因表达程度的关系． 

对分泌蛋白的研究有助于揭示酿酒酵母胁迫应

答 机 理 和 胁 迫 条 件 下 的各种 生命活 动 的 分 子 机

制．并且，酿酒酵母在工业发酵生产时会面临各种胁
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迫环境，蛋白酶 A 的分泌对相关发酵产品的发酵进

程和最终产品质量同样影响重大，揭示酿酒酵母胁迫

条件下蛋白酶 A 的分泌机理对发酵行业具有重要的

理论指导意义． 

6 蛋白酶 A与酒类酿造 

酿酒酵母是酒精饮品的发酵菌种，在各种酒类酿

造过程的各个阶段，酿酒酵母都面临不同的胁迫环

境，蛋白酶 A 表达水平调节及外泌与否作为胁迫应

答的一种表现，自然与各种酒类酿造密不可分．如前

所述，对于葡萄酒产品而言，蛋白酶 A 的外泌有利于

提高葡萄酒的澄清度，提高酒体稳定性和感官质量；

也可以分解出更多的氨基酸，加速酒酒球菌的苹果

酸–乳酸发酵进程．在黄酒发酵过程中，蛋白酶 A 的

外泌则可提高产品中氨基酸含量，进一步提高黄酒的

营养品质． 

由于蛋白酶 A 是影响啤酒泡沫稳定性的直接因

素，因此与蛋白酶 A 关系最为密切的是啤酒．本文重

点介绍近些年来有关蛋白酶 A 与啤酒泡沫，尤其是

纯生啤酒泡沫稳定性关系的研究进展． 

Meussdoerffer 等[41]通过在不同条件下对酵母蛋

白酶 A 进行保温然后测定其酶活性发现，pH 5.5 条

件下 45,℃保温 2,h 后蛋白酶 A仍很稳定，在 25,℃条

件下 pH 5～6时保温 48,h 后也很稳定．蛋白酶 A 对

热比较稳定这一特性可能是造成纯生啤酒存放过程

中泡沫衰减的一个主要原因． 

Kondo 等[42]通过实验室规模和工业化生产大规

模啤酒发酵，发现发酵液中的蛋白酶 A 活力呈现逐

渐升高的态势．当发酵液中的营养物质，尤其是氮源

不足时，蛋白酶 A 活力快速升高．Kondo等[42]还发现

蛋白酶 A 能够从活的酵母细胞中向发酵液中分泌，

并非是之前认为的啤酒发酵液中的蛋白酶 A 全部是

来源于死酵母裂解进而释放．比较这 14 株酵母分泌

的蛋白酶 A 能力发现，不同的酵母菌株产生的蛋白

酶 A 不同，相应的二代、三代或更高代数的酵母产生

的蛋白酶 A 是最初使用酵母的 2 倍或 3 倍．说明了

酵母菌株活力的高低直接影响细胞外分泌蛋白酶 A

的量，因为二代、三代或更高代数的酵母活力要明显

低于初代酵母，这也是酒类酿造过程中尽量不要选择

多次回收的酵母的原因[42]． 

降低啤酒中蛋白酶 A 的活力主要有 2 种方法：

一是筛选低蛋白酶 A 活力突变株，二是添加蛋白酶

A抑制剂． 

(1)筛选低蛋白酶 A 活力突变株 

采用诱变方式 ，筛选 低 蛋 白 酶 A 活力突变

株．2007 年，珠江啤酒科研中心的王德良等[43]采用

NTG 和 EMS 复合诱变，以酸性血红蛋白为筛选方法

筛选得到了 1 株 PrA 降幅达 20%以上的突变株，且

具有良好的泡沫稳定性与发酵性能．2008 年，新疆农

业大学的傅力等[44]采用 NTG 和 EMS 连续诱变，通

过酸变性血红蛋白平板筛选得到 1 株产 PrA 活力降

低了 19.83%的啤酒酵母突变菌株．该菌株发酵性能

良好，中试生产的啤酒泡沫更为细腻、持久．2009

年，新疆农业大学的陈旭等[45]采用 EMS 对啤酒酵母

进行化学诱变，利用酸变性血红蛋白平板筛选得到 5

株低产 PrA 的菌株．通过发酵实验最后确定了 1 株

在发酵力、双乙酰还原能力和风味物质等综合指标保

持了亲株的优良性状且 PrA 活力最低的突变株． 

2011 年，江南大学的李刚等[46]分别采用紫外诱变和

近年来兴起的 N
+离子束注入诱变试图选育低 PrA 的

啤酒酵母菌株，最后比对了 2 种诱变手段所获突变株

PEP4 基因的突变位点及效率，发现 N
+离子束注入诱

变所获突变株的 PrA 降幅没有紫外诱变的明显． 

  利用基因工程手段，筛选低蛋白酶 A 活力突变

株．目前，国内外均有报道使用基因工程手段对编码

酵母PrA 的 PEP4 基因进行分子改造，以获得 PrA 活

力降低的酵母菌株．江南大学的郝俊光等[47]将 Cre/ 

LoxP 报告基因挽救系统和 PCR 介导的基因中断技

术相结合，采用缩进式先后成功敲除了酿酒酵母 2 个

PEP4 等位基因，然后将报告基因 KanMX 剔除，使突

变菌株中不含任何外源基因，获得了基因安全性高的

PrA 缺陷突变株．新疆农业大学的周建中等[48]采用

基因敲除技术获得了 1 株 PEP4 基因突变的工业酿

酒酵母，经初步的酶活测定，该酵母 PrA 已失活，有

效地提高了啤酒的泡持性．浙江大学的王肇悦等[49]

采用 PCR 介导的基因敲除法，构建了 1 株 PrA 缺陷

型啤酒酵母菌株，该菌株不再表达 PrA，且酒体各项

理化指标均达到国家优级啤酒标准．此外，2008 年张

强等[50]采用同源重组技术构建了 1 株 PrA 低表达且

能产 β–葡聚糖酶的酿酒酵母菌株，对其遗传稳定性、

生长性能、发酵力、凝聚性、热死灭温度等几个重要

的生理指标进行了测试，并对发酵液进行了 PrA 活

性、β–葡聚糖酶活性的测定和研究．结果表明重组菌

株在低表达 PrA 的基础上产生了较高活性的 β–葡聚
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糖酶，且该菌株小试生产所酿造的啤酒酯香突出、苦

味较重，啤酒泡持性从 202,s 增加到 274,s，其他各项

理化指标均达到国家优级标准．中科院北京微生物

研究所的刘喜凤等[51]自克隆酿酒酵母的糖化酶基因

GAI，将其替代 PEP4 基因的部分序列，从而达到中

断 PEP4 基因目的的同时过表达糖化酶基因 GAI，得

到了 1 株低表达 PrA 高产糖化酶的重组菌株．该重

组菌株无 PrA 活性，且糖化酶活力高达 91.69,U/mL，

大幅提高了啤酒泡持性与发酵度．相比于之前的研

究大多都是敲除PEP4 基因的 1 个等位基因，本实验

室[52]充分考虑出发菌株的特性，利用多重基因中断

技术敲除了工业啤酒酵母菌株 PEP4 基因的 2 个等

位基因，重组菌株蛋白酶 A 活力明显降低，啤酒泡沫

稳定性从最初的 212,s 提高到了 244,s．本研究室还

构建 PEP4 基因前肽缺失同时 SOD 基因过表达的重

组菌株，结果重组菌株蛋白酶 A 活力下降 20.4%，啤

酒泡持性增加 13.8%(结果待发表)． 

(2)添加蛋白酶 A抑制剂 

江南大学田亚平等[53]采用大豆为原料，提取制

备了蛋白酶 A 的抑制剂，采用分子筛层析和聚丙烯

酰胺凝胶电泳对粗提取液进行分离和分析，发现抑制

剂的主要成分是相对分子质量约为 5×10
3 的蛋白

质．在啤酒中添加抑制剂的应用实验中，这种抑制剂

对其中的蛋白酶显示出一定的抑制效果． 

田亚平等[54]还采用热水抽提、乙醇分级沉淀等

步骤从灵芝发酵全粉中初步筛得 1 种粗蛋白酶 A 抑

制剂；进一步采用 superdex-200 和 ACA44 凝胶层析

方法对其进行分离和组成分析，发现相对分子质量约

为 3.8×10
4 的蛋白质部分有较强抑制效果，一定条件

下抑制率可达 71%；应用实验中发现抑制剂的添加能

明显提高纯生啤酒的泡沫稳定性． 

杨毅等 [ 5 5 ]从灵芝中 提取的 相 对 分 子 质 量 为 

1.8×10
4～3.7×10

4 的蛋白酶 A 抑制剂 L(多糖和 

蛋白质复合物)，其抑制效果较明显，且对啤酒的 

非生物稳定性无明显影响，具有广泛应用的价值和 

前景． 

徐春等[56]从灵芝真菌中分离提取出 1 种可用于

抑制纯生啤酒中蛋白酶A 活性的抑制剂，添加适量的

此种抑制剂可使纯生啤酒的泡沫稳定性明显提高． 

李泉[57]以马铃薯汁为原料分离提取出了 1 种蛋

白酶 A 抑制剂．这种抑制剂在纯生啤酒中能够对蛋

白酶 A 起到较强的抑制作用，有利于提高纯生啤酒

的泡沫稳定性． 

 

7 展 望 

对于蛋白酶 A 的分泌途径，尤其是胁迫条件下

蛋白酶 A 外泌机制，至今仍没有较为清晰的认识．蛋

白酶 A 几乎关系到所有酿酒过程，探明其外泌机制，

从调控蛋白酶 A 外泌的角度出发来调控酒类酿造过

程，可为提升啤酒、葡萄酒等酒类产品品质提供新的

可能性．从液泡分选机制入手，通过蛋白互作等蛋白

质组学研究手段，或许能够找出胁迫条件下导致 PrA

外泌的根本原因，丰富 PrA 外泌途径细节，为调控蛋

白酶 A 外泌找到更多控制靶点． 
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