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脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶对酿酒酵母己酸 

乙酯合成的影响 
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(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津市微生物代谢与发酵过程控制技术工程中心， 

天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：己酸乙酯作为浓香型白酒的特征性风味物质，主要是在发酵后期由窖泥微生物产生的己酸与酵母产生的乙

醇在大曲中酯化酶的作用下生成的，而酿酒主体微生物酿酒酵母(S. cerevisiae)的产己酸乙酯能力很低．本研究从酿酒

酵母具有外源脂肪酸摄入能力入手，通过构建酿酒酵母脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶基因(FAA1、FAA2、FAA3、FAA4、

FAT1)敲除和过表达菌株，研究了脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶对酿酒酵母摄入外源己酸生成己酰辅酶 A 进而合成己酸

乙酯的影响．玉米浓醪发酵实验结果表明，α5-ΔFAA3 菌株己酸乙酯产量提高了 23.8%，过表达 FAA4 菌株己酸乙酯产

量提高了 32.1%，进而通过 FAA3 敲除同时过表达 FAA4 得到菌株α5-FAA4ΔFAA3，其己酸乙酯产量达到了

17.34 mg/L，比出发菌α5 提高了 57.4%．该研究有效提高了酿酒酵母利用外源己酸合成己酸乙酯的能力，为通过酿酒

酵母强化浓香型白酒中己酸乙酯的生成奠定了基础． 
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Effect of Fatty Acid Acyl-CoA Synthetase on the Synthesis of Ethyl  

Caproate in Saccharomyces cerevisiae 

HE Yahui，MA Yanrui，XUE Xingxiang，DU Yongjing，CHEN Yefu， 

GUO Xuewu，XIAO Dongguang 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Engineering Research  

Center of Microbial Metabolism and Fermentation Process Control，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Ethyl caproate，as the main flavor substance of Luzhou-flavor Baijiu，is mainly produced through esterification of 

caproic acid produced by pit mud microorganisms and ethanol produced by yeast in the late fermentation stage，but the ethyl 

caproate produced by main microorganism Saccharomyces cerevisiae is very low．According to the intake ability of Sac-

charomyces cerevisiae to exogenous fatty acids，this research has studied the effects of fatty acid acyl-CoA synthetase on 

caproic acids absorption and the synthesis of ethyl caproate in Saccharomyces cerevisiae by constructing knockout and over-

expressing strains of acyl coenzyme A gene(FAA1，FAA2，FAA3，FAA4 and FAT1)through genetic engineering．The experi-

mental results of concentrated mash fermentation of corn showed that the ethyl caproate of FAA3 knockout strain increased 

by 23.8% ，and ethyl caproate of FAA4 overexpressing strain increased by 32.1% ．Then FAA3 knockout with the overexpres-

sion of FAA4 was used to obtain strain α5-FAA4ΔFAA3，and its ethyl caproate content reached 17.34 mg/L，which was

57.4%  higher than that of the starting strain α5．This study has effectively improved the ability of S．cerevisiae to synthesize 

ethyl caproate using exogenous caproic acid，and built a foundation for strengthening the production of ethyl caproate in

DOI:10.13364/j.issn.1672-6510.20180512 



    

·14·                                                               天津科技大学学报  第 35 卷  第 2 期 

 

Luzhou-flavor Baijiu with S．cerevisiae． 

Key words：Luzhou-flavor Baijiu；ethyl caproate；Saccharomyces cerevisiae；FAA3；FAA4 

 

中国白酒与白兰地、伏特加、威士忌、朗姆酒和

金酒并称世界著名的六大蒸馏名酒[1]．根据风味特征

的不同，中国白酒可分为 4 种主要香型：清香型、浓

香型、酱香型和米香型，其中浓香型白酒占据了中国

白酒市场的 70% [2-3]．己酸乙酯是浓香型白酒的主要

特征风味物质，其含量的多少直接决定了浓香型白酒

的风味品质． 

传统浓香型白酒发酵过程中，己酸乙酯主要是

在发酵后期由窖泥微生物中的己酸菌产生的己酸在

大曲中酯化酶的作用下与酿酒酵母产生的乙醇发生

酯化反应生成的[4-5]．其中的己酸菌属于厌氧菌，生

活在窖泥内部，因此其产生的己酸要参与生成己酸乙

酯的过程就要渗透到窖泥的外层到发酵醅中去，这会

增加粮耗并且延长发酵周期，同时窖泥还会生成一些

不良的风味物质如土臭素等，对浓香型白酒品质产生

负面影响[6]． 

在酿酒酵母(S. cerevisiae)中己酸乙酯可以经醇

乙酰基转移酶催化己酰辅酶 A 与乙醇生成己酸乙 

酯[7-8]，而此时其前体物质己酰基辅酶 A 的浓度是其

生成的一个重要限制因素[9]．有研究[10]表明添加外源

脂肪酸可以提高乙基酯的产量．酿酒酵母在利用外

源脂肪酸的时候主要是通过脂酰辅酶 A 合成酶的作

用，将外源脂肪酸以酰基辅酶 A 的形式摄入胞内，进

而增加了胞内酰基辅酶 A 的浓度，然后再经醇乙酰

基转移酶作用生成相应的酯．例如，中链脂肪酸乙酯

(己酸乙酯、辛酸乙酯、癸酸乙酯)通过增加前体中链

脂肪酸(MCFAs)的含量，使得中链脂肪酸乙酯含量

升高，即在一定范围内，高浓度的 MCFAs 可以促进

乙基酯的生成[11]．在实际生产中，将培养的己酸菌液

加入发酵曲中作为生产己酸乙酯的前体物质，能够 

显著增加己酸乙酯的产量，并且缩短发酵周期，降低

成本． 

酿酒酵母中的脂酰辅酶 A 合成酶的基因有

FAA1 — FAA4 、FAT1 — FAT2
[12-14]．Leber 等 [15]证 明

FAA1、FAA2、FAA3 和 FAT1 参与外源游离脂肪酸

(FFA)的吸收活化用于脂肪酸以及脂肪酸乙酯的合

成，FAA2 基因可以将外源脂肪酸直接吸收活化为酰

基辅酶 A 的形式并运入过氧化物酶体，降解形成乙

酰辅酶 A．Asano 等[16]报道，敲除 FAA1 基因的清酒

酵母可较大幅度地提高己酸乙酯的产量，这是由于

FAA1 基因控制绝大部分长链脂肪酸的吸收，敲除

FAA1 后，长链脂肪酸活化为长链酰基辅酶 A 的量减

少，减轻了对乙酰辅酶 A 羧化酶的抑制，使得己酸乙

酯的生成量有所提高．Faergeman 等[17]研究表明，酿

酒酵母对外源长链脂肪酸进行代谢之前，需要先通过

酰基辅酶 A 合成酶 Faa1p 和 Faa4p 吸收和活化，以

及 Fat1p 转运蛋白的参与．敲除 FAA1 和 FAA4 基因

后，酵母酰基辅酶 A 的水平下降了 10% ．Knoll 等[18]

曾报道过酿酒酵母体内的 3 种酰基辅酶 A 合成酶基

因 FAA1 、FAA2 、FAA3 ，将 其 编 码 的 蛋 白 Faa1p 、

Faa2p、Faa3p 分别在缺乏酰基辅酶 A 合成酶的大肠

杆菌(E. coli)内表达，实验表明 Faa1p 倾向于利用

C12∶0—C16∶0 脂肪酸(12～16 个碳的脂肪酸)；

Faa2p 利用范围是 C7∶0—C17∶0 脂肪酸；Faa3p 倾

向利用 C16∶0 和 C18∶0 脂肪酸．研究[19]表明，通

过同时异源表达产氨短杆菌(Brevibacterium ammoni-

agenes)的Ⅰ型脂肪酸合成酶系统过表达 FAA1，从而

提高酰基 CoA 含量，并在此基础上过表达 WS/DGAT

基因，脂肪酸乙酯的产量提升了 6.3 倍．由此看出，

酯酰辅酶 A 合成酶对酿酒酵母中己酸乙酯的生成量

有一定影响． 

本研究构建了脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶基因

FAA1—FAA4、FAT1 的敲除和过表达菌株，并根据添

加己酸发酵结果构建了 FAA3 敲除同时过表达 FAA4

菌株α5-FAA4ΔFAA3，旨在增强酿酒酵母利用外源己

酸生成己酸乙酯的能力． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株和质粒 

本实验所用的所有菌株和质粒见表 1，大肠杆菌

(E. coli)DH5α、酿酒酵母(S. cerevisiae)AY15 的单倍

体α5 均为天津科技大学天津市工业微生物重点实验

室保藏．质粒 Yep352、pUG6 为本实验室保藏． 

1.1.2 培养基及培养条件 

YEPD 培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，酵母

浸粉 10． 

LB 培养基(g/L)：葡萄糖 10，氯化钠 10，酵母浸

粉 5． 

以上两种培养基，自然 pH，固体培养基加 20 g/L

琼脂，115 ℃高压灭菌 15 min． 
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一级种子液：糖度为 8 Brix 的玉米水解液，酵母

浸粉 5 g/L． 

二级种子液：糖度为 12 Brix 的玉米水解液，酵

母浸粉 5 g/L． 

发酵培养基：60 g 玉米粉按 1﹕3(g﹕mL)的料

水比加水，70 ℃糊化 20 min，加 30 μL 淀粉酶，85～

90 ℃液化 90 min，加适量营养盐和酸性蛋白酶及

90 μL糖化酶，55～60 ℃糖化 20 min 后待用． 

1.1.3 试剂与仪器 

  淀粉酶(2.9×10
5

U/mL)、糖化酶(1.0×10
5

U/mL)、 

限制性内切酶、DNA 连接酶、rTaq 聚合酶、RNA 提

取试剂盒、质粒精提试剂盒、PCR 纯化回收试剂盒及

荧光定量 PCR试剂盒，宝生物工程(大连)有限公司；

卡那霉素(KanMX)，美国 Merck公司． 

所用仪器主要有 PCT-200 型 PCR 仪、高速离心

机、水浴锅、电子天平、DYY-4c 型电泳仪、照胶仪、

移液枪、DL 102x 型电热鼓风干燥箱、StepOneplus
TM

 

实时荧光定量 PCR(Real-time PCR)仪、安捷伦 7890

型气相色谱、安捷伦 1260 型高效液相色谱． 

表 1 实验所用质粒和菌株 

Tab. 1 Strains and plasmids used in this study 

类别 名称 特性 

E. coli DH5α supE44ΔlacU169(φ80lacZΔM15)hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relA 

α5 Haploid yeast strain from AY15 

α5ΔOPI1 OPI1∷loxP-KanMX-loxP 

α5ΔFAA1 FAA1∷loxP-KanMX-loxP 

α5ΔFAA2 FAA2∷loxP-KanMX-loxP 

α5ΔFAA3 FAA3∷loxP-KanMX-loxP 

α5ΔFAA4 FAA4∷loxP-KanMX-loxP 

α5ΔFAT1 FAT1∷loxP-KanMX-loxP 

α5-FAA1 FAA1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA1-PGK1t 

α5-FAA2 FAA2∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA2-PGK1t 

α5-FAA3 FAA3∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA3-PGK1t 

α5-FAA4 FAA4∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA4-PGK1t 

α5-FAT1 FAT1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAT1-PGK1t， 

α5O-FAA1 OPI1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA1-PGK1t， 

α5O-FAA2 OPI1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA2-PGK1t， 

α5O-FAA3 OPI1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA3-PGK1t， 

α5O-FAA4 OPI1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAA4-PGK1t， 

菌株 

α5O-FAT1 OPI1∷loxP-KanMX-loxP-PGK1p-FAT1-PGK1t， 

Yep352-PGK1 Apr，containing the PGK1p-PGK1t expression cassette 

pUG6 Kanr，loxP-KanMX-loxP cassette 

Yep-PF1 Apr，PGK1p-FAA1-PGK1t 

Yep-PF2 Apr，PGK1p-FAA2-PGK1t 

Yep-PF3 Apr，PGK1p-FAA3-PGK1t 

Yep-PF4 Apr，PGK1p-FAA4-PGK1t 

质粒 

Yep-PFAT1 Apr，PGK1p-FAT1-PGK1t 

 

1.2 实验方法 

本实验采用酵母基因同源重组基因改造方法，同

时结合载体构建技术将相应基因连接到载体 Yep352

上，然后在酿酒酵母α5 基因组的相应位置上做相关

基因的敲除和过表达，并筛选得到重组菌株． 

1.2.1 引物 

本实验所用引物均通过 Primer 5.0 软件设计获

得，酿酒酵母基因序列均从 NCBI 数据库获得．引物

由金唯智生物科技有限公司合成． 

1.2.2 重组质粒 Yep-PF1 的构建 

将纯化 后 的 FAA1 片段用 BglⅡ酶切连入

Yep352-P，构建表达载体 Yep-PF1，构建过程如图 1

所示．其余几个基因的载体构建与此方法相同． 

1.2.3 酵母转化 

将准备好的待转片段使用醋酸锂转化法转化到

酿酒酵母α5 中，在含 100 μg/mL G418 的 YEPD 平板

上涂布，30 ℃培养 2 d，然后对平板上的单菌落进行

筛选验证． 

1.2.4 发酵验证 

从斜面上挑取 1 环菌种接种到 5 mL 一级种子

液，30 ℃静置培养 24 h，再按照 10% 的集中量将一级

种子液接种到 45 mL 二级种子液中，30 ℃静置培养
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16～17 h，再按照 10% 接种量接种到发酵培养基进行

发酵，每隔 12 h 进行 CO2 失重测定．每个样品做 3

个平行样． 

 

图 1 重组质粒 Yep-PF1的构建 

Fig. 1 Construction of plasmid Yep-PF1 

1.3 分析方法
[20]

 

1.3.1 发酵数据测定 

每隔 12 h 对发酵样品进行 CO2失重测定，采用

斐林试剂法测定样品中残还原糖的量，酒精计比重法

测发酵完样品酒精度． 

1.3.2 己酸乙酯的测定 

发酵结束后对发酵液进行蒸馏，对蒸馏样进行气

质联用(GC-MS)分析．将酒样稀释到体积分数 12% ，

取 8 mL 样品于 20 mL 螺口顶空进样瓶，加入 3 g 

NaCl 后，再放入搅拌子，用封口膜封好．样品在恒温

磁力搅拌器中 60 ℃平衡 10 min，将萃取头插入瓶内

顶空吸附 40 min．萃取后将萃取头插入 GC-MS 系统

进样器，250 ℃解吸附 5 min．GC-MS 检测条件：色谱

柱为 HP-5MS(60 m×0.32 mm×0.25 μm)石英毛细

管柱；进样口温度 250 ℃；载气为高纯氦气，流量

1 mL/min；起始柱温 40 ℃保持 3 min，以 9 ℃/min 升

至 116 ℃，保持 4 min，再以 9 ℃/min 升至 260 ℃，保

持 5 min；不分流进样．质谱仪条件：离子源为 EI 源，

离子源温度 230 ℃，电子能量 70 eV，四极杆温度

150 ℃，接口温度 280 ℃，电子倍增器电压 1 280 V，

扫描范围 m/z 为 40～450． 

1.3.3 脂肪酸的测定 

脂肪酸的测定首先将其衍生化为易挥发的甲酯

再用 GC-MS 进行分析．衍生条件：取 30 mL 发酵上

清液，加入 6 mL氯仿–甲醇溶液(体积比为 2﹕1)，充

分振荡 30 s，4 ℃、5 000 g 离心 10 min，氯仿相氮气

吹干后加入 0.5 mol/L NaOH-CH3OH 溶液 1 mL，

65 ℃保温 30 min，室温冷却后加入 BF3-CH3OH溶液

1 mL，70 ℃保温 2 min 后，冷却至室温，加入 1 mL 

正己烷振荡萃取，同时加入适量饱和 NaCl 溶液和无

水 Na2SO4 除水，最后吸取正己烷层过膜后待测[21]. 

GC-MS 检测条件：色谱柱 HP-5MS(60 m×0.32 mm

×0.25 μm)石英毛细管柱；进样口温度为 250 ℃；载

气为高纯氦气，流量 1 mL/min；柱温起始为 200 ℃保

持 0 min，以 2 ℃/min 升至 230 ℃，保持 0 min，再以

8 ℃/min 升至 260 ℃，保持 15 min；分流比 1﹕1 进

样. 质谱仪条件：离子源 为 EI 源 ，离子源温度

230 ℃，电子能量 70 eV，四极杆温度 150 ℃，接口温

度 280 ℃，电子倍增器电压 1 280 V，扫描范围 m/z 为

40～450． 

1.3.4 实时荧光定量 PCR(Real-time PCR) 

对重组菌株相应基因的表达水平采用实时荧光

定量 PCR 测定．重组菌株用 YPD 液体 30 ℃、

180 r/min 摇床培养 12 h，用酵母 RNA 试剂盒提取

mRNA，以 mRNA 为模板，采用反转录试剂盒合成互

补脱氧核糖核酸(cDNA)，以 cDNA 为模板，对 FAA4

基因进行实时荧光定量 PCR．实时荧光定量 PCR 反

应条件：95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，40 个循环. 

以肌动蛋白基因 ACT1 为内参基因． 

1.4 数据分析 

每个样品做 3 个平行样，应用 SPSS 11.0 和

Origin 8.0软件对实验数据进行差异显著性分析． 

2 结果与讨论 

2.1 出发菌的耐己酸实验 

由于高浓度的脂肪酸会对酿酒酵母的生长产生

抑制，在不影响酵母生长的条件下，为确定合适的己

酸添加浓度，进行了出发菌α5 耐己酸实验．选定在

YEPD 平板中添加不同浓度的己酸，将 30 ℃过夜摇

床培养的酵母菌稀释一定倍数涂布于平板上，观察长

势，己酸添加量分别为 0% 、0.005% 、0.01% 、0.02% ，

结果如图 2 所示．选定体积比 0.01% 作为己酸添加 

浓度． 

2.2 脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶基因的敲除对己酸乙

酯产量的影响 

  本实验通过用 loxP-KanMX-loxP 片段替代了对

应的酰基辅酶 A 合成酶基因，得到对应的敲除菌株 

α5�FAA1-4 和α5�FAT1；通过把对应的过表达盒敲
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入到对应的酰基辅酶 A 合成酶基因位点，得到对应

的过表达菌株．以下以敲除 FAA2 为例阐述重组菌株

的构建过程．以酿酒酵母α5 基因组为模板，PCR 扩

增得到 FAA2 基因的上、下游同源臂片段 FA(482 bp)、

FB(512 bp)．以 pUG6 质粒为模板，PCR 扩增得到

KanMX 片段(1 613 bp)．其电泳结果如图 3 所示，

PCR 扩增的特异性条带大小与目标片段大小一致，

结果正确，扩增产物经 PCR纯化回收或切胶回收． 

 

(a) 0%                     (b) 0.005%                      (c) 0.01%                     (d) 0.02% 

图 2 出发菌α5 菌株的耐己酸实验 

Fig. 2 Tolerance test of α5 strain to caproic acid 

 

M. DL5000 DNA marker；1. PCR 得到的 FA 片段；2. PCR 得到的 FB

片段；3. PCR 得到的 KanMX 片段 

图 3 重组片段 FA、FB、KanMX PCR  

Fig. 3 PCR of the recombinant fragment FA，FB，KanMX 

在含有 1 000 mg/L G418抗性的 YEPD 平板上筛

选重组突变菌．在 30 ℃培养的抗性板上挑取转化子

进行 PCR 验证．以出发菌株α5 的基因组为阴性对

照，FAA2 基因缺失菌株基因组为模板，分别对突变

菌的上、下游进行 PCR 定点验证，结果如图 4 所

示．由图 4 可见：得到 784 bp 和 1 587 bp 大小的特异

性条带，与预期大小一致．阴性对照无条带，说明

FAA2 敲除菌株α5�FAA2构建成功． 

基因敲除后自身会导致中短链脂肪酸乙酯产量

变化，为排除其对后续添加己酸发酵实验的干扰，进

行了敲除菌株玉米浓醪液态发酵实验作为空白对照，

结果如图 5 所示．突变株相较于出发菌株的脂肪酸

乙酯产量变化都很小(小于 0.5 mg/L)． 

 

M. DL5000 DNA marker；1. 重组菌上游定点验证；2. 对照菌上游定

点验证；3. 重组菌下游定点验证；4. 对照菌下游定点验证 

图 4 突变株α
 

5∆FAA2 PCR 定点验证 

Fig. 4 PCR verification of the mutant strain α
 

5∆FAA2 

 

图 5 突变株在不添加己酸时的脂肪酸乙酯产量 

Fig. 5 Comparison of fatty acid ethyl esterse production 

without adding caproic acid of mutant strains 

添加己酸经玉米醪发酵后检测的中链脂肪酸乙

酯(FAEEs)和游离脂肪酸(FFAs)产量结果如图 6 

所示． 

从图 6 中可以看出：FAA3 基因敲除菌α5�FAA3
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在添加己酸发酵后，己酸乙酯产量相较于出发菌α5

提高了 23.8% ，产量提高了约 2.6 mg/L．辛酸乙酯和

癸酸乙酯产量也分别提高了 50.0% 和 25.5% ．推测

FAA3 基因能够将己酸活化为己酰辅酶 A 并送入过

氧化物酶体中进行降解，因为在有些可以利用脂肪酸

作为碳源的菌中，Faa3p 倾向于将 C16∶0 和 C18∶0

的脂肪酸经过几次的 β 氧化最终变成乙酰 CoA 进入

TCA 循环，因此这个过程也会对己酰 CoA 产生一定

的降解作用，则敲除 FAA3 基因有助于提高己酰辅酶

A 的积累．游离的饱和脂肪酸会显著影响白酒的品

质，突变株中长链脂肪酸 C16∶0 的产量提高了

67.5% ．这也说明酵母确实有摄入外源脂肪酸的能

力，证明了实验的可行性． 

 

(a) 中链脂肪酸乙酯 

 

(b) 游离脂肪酸 

图 6  出发菌和突变株在添加己酸后的中链脂肪酸乙酯

和游离脂肪酸的产量 

Fig. 6  FAEEs and FFAs yield after adding caproic acid of 

α5 strain and mutant strains 

2.3 脂肪酸酰基辅酶 A 合成酶基因的过表达对己酸

乙酯产量的影响 

为了进一步研究各基因对己酸摄入的作用，分别

构建了酰基辅酶 A 合成酶基因用 PGK1 强启动子在

原位点过表达菌株α5-FAA1—α5-FAA4、α5-FAT1 和

以 OPI1 为敲除整合位点的过表达菌株α5O-FAA1—

α5O-FAA4、α5O-FAT1(其中 OPI1 是肌醇负调控基

因，敲除 OPI1 能够提升风味酯的产量，所以选择此

位点)．玉米浓醪液态发酵空白对照实验结果如图 7

所示． 

从图 7(a)中可知：与出发菌α5 相比，突变菌α5-

FAA1—α5-FAA4、α5-FAT1 己酸乙酯等中链脂肪酸

乙酯的产量都有一定量的浮动，但变化量很小，可忽

略不计．由图 7(b)可知：α5O-FAA1 菌株己酸乙酯有

一定量的提高，但变化量在 1.0 mg/L 以下，变化量 

较小． 

 

(a) 直接过表达菌株 

 

(b) 以 OPI1 为整合位点过表达菌株 

图 7 出发菌和单过表达菌在不添加己酸时的脂肪酸乙

酯产量 

Fig. 7 Fatty acid ethyl esters yield without adding caproic 

acid of α5 strain and single overexpressing strains

  经添加己酸发酵后，己酸乙酯结果如图 8 所示，

相较于出发菌α5，FAA4 过表达菌株α5-FAA4 中己酸

乙酯产量提高了 32.1% ，增加了约 3.5 mg/L，辛酸乙

酯和癸酸乙酯产量也分别提高了 61.5%和 47.9%. 

α5O-FAA4 中己酸乙酯产量提高了 20.7% ，辛酸乙酯

也提高了 12.7% ．结果表明 FAA4 基因过表达能够较

大幅度地提高对己酸的摄入，增加前体己酰辅酶 A

的含量． 

游离脂肪酸结果如图 9 所示，α5-FAA4 的长链

脂肪酸 C16∶0 和 C18∶0 的产量分别增加了 174%

和 77%；α5O-FAA4 的长链脂肪酸 C16∶0 和 C18∶

0 的产量分别增加了 125% 和 86% ． 
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(a) 直接过表达菌株 

 

(b) 以 OPI1 为整合位点过表达菌株 

图 8  出发菌和单过表达菌在添加己酸后的脂肪酸乙酯

产量 

Fig. 8  Fatty acid ethyl esters yield after adding caproic

acid of α5 strain and single overexpressing strains

 

(a) 直接过表达菌株 

 

(b) 以 OPI1 为整合位点过表达菌株 

图 9  出发菌和单过表达菌在添加己酸后的游离脂肪酸

产量 

Fig. 9  FFAs production after adding caproic acid of α5

strain and single overexpressing strains 

2.4 敲除 FAA3 同时过表达 FAA4 对己酸乙酯产量

的影响 

为了进一步提高己酸摄入，增加己酸乙酯生成

量，构建了用 PGK1 强启动子过表达 FAA4 同时敲除

FAA3 的重组菌株α5-FAA4ΔFAA3．玉米浓醪液态发

酵空白对照实验结果如图 10 所示．相较于出发菌

α5，重组菌α5-FAA4ΔFAA3 中己酸乙酯、辛酸乙酯和

癸酸乙酯都有一定量的提升，但变化量都很小． 

 

图 10 出发菌和重组菌在不添加己酸时的脂肪酸乙酯产

量 

Fig. 10 Fatty acid ethyl esters production without adding 

caproic acid of α5 strain and recombinant strains

  经添加己酸发酵后，中链脂肪酸乙酯和游离脂肪

酸结果如图 11 所示． 

 

(a) 脂肪酸乙酯 

 

(b) 游离脂肪酸 

图 11 出发菌和重组菌在添加己酸后的脂肪酸乙酯和游

离脂肪酸产量 

Fig. 11 Fatty acid ethyl esters and FFAs production after

adding caproic acid of α5 strain and recombinant 

strains 
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  重组菌中己酸乙酯产量达到了 17.34 mg/L，相比

于出发菌α
 

5 提高了 57.4% ，辛酸乙酯和癸酸乙酯也

分别提高了 106% 和 48% ．其长链脂肪酸 C16∶0 和

C18∶0 的产量分别提高了 219% 和 119% ．结果表

明，敲除 FAA3 和过表达 FAA4 能够显著提高己酸摄

入，增加己酸乙酯的生成量． 

  基于上述结果，测定了出发菌α5 与重组菌α5-

FAA4、α5O-FAA4、α5-FAA4ΔFAA3 中 FAA4 基因的

表达水平，并与其己酸乙酯产量作对比，结果见表 2.  

  重组菌株α5O-FAA4、α5-FAA4 和α5-FAA4ΔF-

AA3 的 FAA4 基因表达量分别是出发菌株α5 的 3.6、

9.1 和 10.7 倍；且随着 FAA4 基因表达量的提高，己

酸乙酯产量也有相应的提高．这证明 FAA4 基因过表

达能够提高己酸的摄入，增加己酸乙酯生成量． 

表 2 出发菌和重组菌中的 FAA4 基因表达水平和己酸

乙酯产量 

Tab. 2 FAA4 gene expression level and ethyl caproate 

production of α5 strain and recombinant strains 

 

菌株 基因表达水平 己酸乙酯产量/(mg·L
-1)

α5 1.0±0.08 11.02±0.39 

α5O-FAA4 3.6±0.15 13.71±0.40 

α5-FAA4 9.1±0.31 14.56±0.45 

α5-FAA4ΔFAA3 10.7±0.39 17.34±0.50 

2.5 重组菌株的发酵性能 

  进一步测定工程菌α5-FAA4ΔFAA3 在玉米水解

液中的生长和发酵性能(生物量、CO2 失重、残糖、酒

精度)，与α5 比较，评价其生长发酵性能．如图 12 

所示． 

 

              (a) 生长速率                         (b) CO2 失重 

图 12 出发菌和重组菌的生长发酵特性 

Fig. 12 Growth fermentation characteristics of α5 strain and recombinant strain 

  α5-FAA4ΔFAA3 与出发菌α5 相比，生长速率相

近，在 14 h 达到了稳定期，α5-FAA4ΔFAA3最终生物

量略有升高．重组菌发酵速率也有所提高，最终 CO2

失重量一致．残糖和酒精度无显著差异(表 3)．综上

所述，重组菌的生长速率、生物量、酒精度及 CO2 失

重方面的发酵性能相对于出发菌株来说略有提升． 

表 3 出发菌和重组菌发酵后的酒精度和残糖 

Tab. 3  Alcohol content and residual sugar after fermen-

tation of α 5 strain and recombinant strain 

 

菌株 酒精度 残糖/Brix 

α5 14.6±0.11 2.57±0.14 

α5-FAA4ΔFAA3 14.8±0.13 2.24±0.16 

3 结 语 

  提高己酸乙酯的含量是中国浓香型白酒的主要

研究方向之一，其中主要有两个途径：一是提升白酒

酵母的产酯能力，二是在酿造工艺通过添加外源己酸

来增加己酸乙酯的含量．本研究是通过将两种方式

结合，构建了重组菌α5-FAA4ΔFAA3，提高了白酒酵

母对外源己酸的摄入能力，进而增加了己酸乙酯合成

所需己酰辅酶 A 的量，从而促进了己酸乙酯的生

成．其中敲除菌株中单敲 FAA3 菌株己酸乙酯提高较

明显，过表达菌株中单过表达 FAA4 菌株己酸乙酯提

高较明显，进而构建了过表达 FAA4 同时敲除 FAA3

的重组菌α5-FAA4ΔFAA3，其己酸乙酯生成量达到了

17.34 mg/L，相较于原菌α5 提高了 57.4% ．能够显著

提高酿酒酵母在酒精发酵阶段利用外源己酸生成己

酸乙酯的能力． 
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