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摘 要： 对清香型大曲中可能存在的淀粉代谢相关酶类及各自催化作用进行全面分析，并从 Brenda数据库中搜
索酿酒相关的淀粉水解酶，了解不同来源淀粉水解酶类的酶学特征，并从基因组角度分析酿酒微生物合成的淀粉代
谢酶类，对酿酒微生物有更深入的认识，为选育理想的酿酒微生物提供理论依据。
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Abstract: The enzymes related to starch metabolism possibly-existed in Fen-flavor Daqu and their catalysis were analyzed comprehensively. Be-

sides, starch hydrolytic enzymes related to liquor-making were searched from Brenda database to compare the enzymatic characteristics of en-

zymes from different sources. At the same time, starch metabolic enzymes from the synthesis of liquor-making microbes were analyzed in ge-

nomic levels in order to know more about liquor-making microbes.
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酒曲是我国酿酒技术的重大发明， 是白酒生产的传

统用曲，是世界上最早的一种多种微生物的复合酶制剂，
也是迄今最为复杂的主要靠感官评价的生物制剂。 清香

型大曲用于酿造汾酒等著名的清香型白酒，一般以大麦、
豌豆和井水为原料踩制而成，是我国古老的曲种之一。其

中大麦营养丰富， 尤其淀粉含量高， 适合多种微生物生

长，但纤维素含量高，曲坯质地过于疏松，有上火快、退火

快的缺点；而豌豆含蛋白质高，淀粉少，粘性大，与大麦配

合使用，可克服其上火快、退火快、成熟快的缺点[1]。 清香

型大曲的一个特点是自然接种， 充分利用制曲原料及制

曲环境中的微生物，因而微生物种类较多。清香型大曲的

制作工艺主要包括原料粉碎混合、拌和踩曲、入房排列、
上霉、晾霉、潮火、大火、后火等过程，众多的微生物在制

曲过程中，先后交替生长繁殖，合成不同的代谢产物，最

后共同作用于酿酒过程。 淀粉质原料酿酒的原理是在淀

粉酶的作用下，使淀粉降解转化为还原糖，然后由酵母菌

将还原糖转化为乙醇，同时产生各种香气成分。 因此，淀

粉水解酶是酒曲中最为重要的水解酶类， 直接影响原料

的转化率及出酒率[2]。 从大曲的制作过程看，涉及到的淀

粉水解酶种类较多，微生物来源不同，可以是分泌型的胞

外酶，也可能是菌体死亡释放的胞内酶，是个相当复杂的

酶制剂。 本研究则是利用生物信息学的方法充分挖掘数

据库， 从蛋白及基因组水平分析清香型大曲涉及的微生

物及淀粉水解酶类， 以期深入了解影响酿酒大曲淀粉转

化的因素，为大曲的研究提供必要的科学信息，加速大曲

的专业化发展。

1 清香型白酒大曲涉及的微生物及淀粉水解酶

对于汾酒微生物的研究，自 1965 年汾酒试点工作对

清茬曲、红心曲和后火曲 3 种大曲中微生物种类、数量及

消长规律做了大量分析，及后续的研究发现，汾酒大曲中

的微生物主要有：酵母属，包括酿酒酵母、汉逊酵母、假丝

酵母、拟内胞霉等；霉菌属，包括曲霉、根霉、梨头霉和毛

霉等；细菌类，包括乳酸菌、醋酸菌、芽孢杆菌等。
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汾酒大曲中涉及的淀粉水解酶类较多 （见图 1），大

致可以分为两类，一类是使淀粉大分子降解为小分子的，
如 α-淀粉酶、糖化酶、β-淀粉酶、脱支酶以及麦芽糖淀

粉酶等；另一类是能水解淀粉类底物，同时还能使还原糖

分子减少的，如 α-葡萄糖苷酶、葡聚糖分支酶和葡聚糖

转移酶。 各种酶的特点如下。

α-淀粉酶：系统名为 4-α-D-葡聚糖水解酶，又称液

化淀粉酶、内切淀粉酶和淀粉糊精酶，能从淀粉长链内部

切成短链的糊精，使淀粉糊化物的粘度迅速降低。
糖化酶： 系统名为淀粉-1,4-α-D 葡聚糖水解酶，或

称作 α-1,4-葡萄糖苷酶， 糖化型淀粉酶和葡萄糖淀粉

酶。 能把淀粉从非还原性末端水解 α-1.4 葡萄糖苷键产

生葡萄糖， 也能缓慢水解 α-1.6 葡萄糖苷键而转化为葡

萄糖。
β-淀粉酶： 系统名为 α-1,4 葡聚糖麦芽糖水解酶，

又称外切型淀粉酶， 它是从淀粉的非还原性末端以麦芽

糖为单位顺次分解 α-1,4 糖苷键， 同时使切下的麦芽糖

还原性末端的葡萄糖残基构型转变成 β 型，故称为 β-淀

粉酶。 β-淀粉酶不能水解 α-1,6 糖苷键，也不能跨越 α-
1,6 糖苷键， 水解作用在 α-1,6 键前 2～3 个葡萄糖残基

处停止。
脱支酶： 是专一性水解支链淀粉或糖原的 α-1,6 糖

苷键， 从而将侧支切下形成长短不一的直链糊精的一类

酶。 根据其作用方式可分为间接脱支酶和直接脱支酶。
间接脱支酶包括寡-1,6-葡糖苷酶和淀粉 α-1,6-葡

萄糖水解酶。 寡-1,6-葡糖苷酶，也称低聚葡萄糖苷酶，能

内切水解 α-淀粉酶作用于淀粉和糖原形成的异麦芽糖

和糊精中的 α-1,6-糖苷键。 淀粉 α-1,6-葡萄糖水解酶，
系统名为糖原磷酸化酶糊精 6-α-葡萄糖水解酶， 糖原

分解时先由糖原磷酸化酶催化， 从直链或支链淀粉的非

还原端开始逐个切割淀粉链上的 α-1，4-糖苷键，产生葡

萄糖-l-磷酸， 形成含有单个葡萄糖残基的极限糊精，极

限糊精中单个葡萄糖残基的 α-1,6 糖苷键可由该酶水

解。
直接脱支酶根据对底物的专一性分为异淀粉酶和支

链淀粉酶(普鲁兰酶)两类。 异淀粉酶，系统名为糖原-6-
葡聚糖水解酶， 能水解支链淀粉分支点的 α-1,6-糖苷

键，但不能水解由 2～3 个葡萄糖残基构成的侧支。 普鲁

兰酶，系统名为普鲁兰-6-葡聚糖水解酶，亦称支链淀粉

酶、淀粉-1,6-葡萄糖苷酶。 能专一性地切开支链淀粉分

支点中的 α-1,6-糖苷键，切下整个分支结构，形成直链

淀粉。 I 型普鲁兰酶可特异性水解普鲁兰糖和具有分支

结构 α-1,6-糖苷键；II 型普鲁兰酶既能水解普鲁兰糖和

其他具有分支的 α-1,6-糖苷键，又能水解线性和分支结

构的 α-1,4-糖苷键。 异普鲁兰酶，系统名为普鲁兰-4-葡

聚糖水解酶，又称异支链淀粉酶，对淀粉作用较弱。 新普

鲁兰酶，系统名为普鲁兰-4-D-葡聚糖水解酶，能有效水

解普鲁兰糖和少量淀粉， 在一个活性中心能水解和转移

α-1,4-糖苷酶和 α-1,6-糖苷键。
α-葡萄糖苷酶： 可从低聚糖类的非还原端切开 α-

1,4-糖苷键，释放葡萄糖，或将游离的葡萄糖基转移到另

一类底物形成 α-1,6-糖苷键，从而得到非发酵性糖。
生麦芽糖 α-淀粉酶：俗称麦芽糖淀粉酶，全称 1,4-

α-D-葡聚糖-α-麦芽糖基水解酶， 是一类水解 α-1,4-
D-葡萄糖苷键的内切淀粉酶， 作用于淀粉及相关多聚

糖、寡糖，产物为 α-麦芽糖。 麦芽糖单位从淀粉链的非还

原末端按顺时针方向被水解下来。 麦芽糖淀粉酶非常独

特，不同于典型的淀粉酶，它不但可快速水解利用直链淀

粉或环状糊精， 也能少量利用支链淀粉， 具有多底物特

性；而且还具有转糖基作用[3]。
磷酸化酶：系统名为磷酸 α-D-葡萄糖转移酶，淀粉

的水解除了水解途径外，还有磷酸解途径。淀粉磷酸解作

用使磷酸根和产物葡萄糖结合在一起产生磷酸葡萄糖，
主要的酶为淀粉磷酸化酶。磷酸化酶依据底物不同，可分

为淀粉磷酸化酶、麦芽糖磷酸化酶和糖原磷酸化酶等。
1，4-α-葡聚糖分支酶：能将直链淀粉转化为支链淀

粉， 根据其产物不同又分为糖原分支酶和支链淀粉分支

酶。 支链淀粉分支酶又叫 Q 酶，Q 酶可以把直链淀粉改

造成支链淀粉， 即从直链的任意一个 α-1,4-糖苷键切

断， 并把这段转移到直链上的任意一个葡萄糖残基的 6

羟基处形成 α-1,6-糖苷键，即形成一个支链。

图 1 淀粉代谢相关酶类
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4-α-葡聚糖转移酶：将 1,4-α-葡聚糖转移到其他葡

萄糖或葡聚糖受体上。
淀粉水解过程涉及的酶类较多， 但目前酿酒行业主

要考虑的只有液化酶（即 α-淀粉酶）和糖化酶，其他酶类

则关注很少，随着酶学研究及应用的不断深入，发现酒曲

微生物可能提供的淀粉酶远不止于此。 如管斌在研究大

麦制麦过程中淀粉酶变化动态时发现， 不同品种大麦原

料 α-淀粉酶、β-淀粉酶和极限糊精酶差异较大，其中 β-
淀粉酶酶活最大，其次是 α-淀粉酶，极限糊精酶最差。酿

酒大曲中的淀粉酶也有制曲原料的贡献， 即大麦和豌豆

产生的淀粉酶[4]。 刘长虹等人在研究少根根霉对酵子馒

头品质影响时发现，酵子的 β-淀粉酶酶活为 25.5，α-淀

粉酶的酶活只有 8.7； 通过优化条件得到少根根霉 M-2

的 β-淀粉酶和 α-淀粉酶分别达到 48 和 17.3，说明少根

根霉产生的 β-淀粉酶要高于 α-淀粉酶[5]。很多微生物通

过发酵能产生 β-淀粉酶,如蜡状芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌、环状芽孢杆菌、多粘芽孢杆菌、假单胞菌等[6]。
麦芽糖淀粉酶是一种新型的酶制剂， 主要用于淀粉

及食品烘焙工业。 国外关于微生物来源的麦芽糖淀粉酶

的研究已经向分子生物学水平深入进行，Kim Do Yeon

等将 1 株 Bacillus subtilis SUH4-2 的麦芽糖淀粉酶基因

在 B.subtilis 168 中表达并对其启动子功能进行研究 [7]；
Park K H 等研究了来源于嗜热脂肪芽孢杆菌的麦芽糖淀

粉酶的转糖基作用方式与机理[8]。 麦芽糖淀粉酶主要来

源于芽孢杆菌和放线菌， 如枯草芽孢杆菌、 地衣芽孢杆

菌、蜡状芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、栖热菌属、嗜热放

线菌等。 1961 年，首次报道了普鲁兰酶的产生菌产气气

杆菌( Aerobacter aerogenes)，后在多种微生物中发现有普

鲁兰酶产生，多为芽孢杆菌[9-10]。

2 清香型大曲微生物源淀粉水解酶的酶学特征

Brenda 是德国科隆大学生物化学研究院维护的酶

学数据库，包含酶的来源、酶分子特征及酶学性质等方

面的综合酶学信息系统，是酶学研究的重要资源。 本研

究搜索了 Brenda 数据库中关于淀粉水解酶的 信 息，将

酿酒大曲中涉及的微生物及其淀粉水解酶的酶学信息

整理见表1。
从表 1 可以看出，产 α-淀粉酶的微生物主要有芽孢

杆菌、乳杆菌和曲霉属的微生物，其中芽孢杆菌最多，如

淀粉液化芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、环状

芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和漠海威芽孢杆

菌。 芽孢杆菌产 α-淀粉酶的最适 pH 值范围在 2～8 之

间，多数酶在 pH5 以下都能保持酶的稳定性，因此，芽孢

杆菌可能是酿酒环境中 α-淀粉酶的重要来源之一。乳酸

菌中的解淀粉乳酸细菌可直接利用淀粉质原料发酵，不

必进行糖化， 如乳杆菌中食淀粉乳杆菌和食木薯乳杆菌

均能产生 α-淀粉酶， 一般乳酸菌的耐酸能力比较强，其

α-淀粉酶在 pH4 的环境下易保持稳定。 曲霉属的某些菌

株如黑曲霉和米曲霉菌株产生的 α-淀粉酶最适 pH 值

略高一点，为 4～7。
对于 β-淀粉酶，高等植物来源的研究较多。 产生 β-

淀粉酶的微生物也较多，如芽孢杆菌中的蜡状芽孢杆菌、
巨大芽孢杆菌等，其最适 pH 值范围为 4.2～7，最适温度

较低，可以适合在酿酒环境中利用。生麦芽糖淀粉酶也叫

α-麦芽糖酶，其来源有芽孢杆菌和乳酸菌，是酿酒环境

中数量较多的微生物，酶的最适 pH 值为 4～6.5。
糖化酶是酒曲中重要的酶系， 一般主要是丝状微生

物产生。 从 Brenda 数据库中搜索也主要是丝状微生物，
如黑曲霉属微生物、根霉属和毛霉属微生物。尤其黑曲霉

菌株最适 pH 值较低， 多在 3.5～5 之间，pH 值稳定范围

在 3～7 之间，较符合酿酒环境，因而是重要酿酒微生物。
根霉菌的菌株最适 pH 值也较低，可达 4～4.5，可提供有

效的糖化酶。
作用于支链淀粉的脱支酶中，异淀粉酶产生菌不多，

与酿酒相关的微生物中只发现多株淀粉假单胞菌能合

成，其 pH 值稳定范围为 2.5～7.5；普鲁兰酶的产生菌较

多，主要是芽孢杆菌，酶的 pH 值稳定性在 4～11，在酿酒

环境中作用还需要进一步考察。 寡-1，6-葡萄糖苷酶作

用于异麦芽糖和糊精中的 α-1，6-糖苷键，其主要来源于

芽孢杆菌，最适 pH 值范围在 5～7.2，在酿酒环境下的酶

活可能要有所限制。 产生淀粉-α-1，6-糖苷酶的微生物

较少，在 Brenda 数据库中发现，与酿酒相关的微生物只

有酿酒酵母。该酶作用于淀粉磷酸化酶得到的极限糊精，
但由于酿酒微生物中通过磷酸化酶途径降解淀粉比较

少，极限糊精少，故淀粉-α-1，6-糖苷酶不属酒曲中主要

酶类。
α-葡萄糖苷酶可释放葡萄糖，也可将葡萄糖转移给

其他受体降低葡萄糖浓度， 其在酿酒中的作用还需进一

步考察。能合成 α-葡萄糖苷酶的微生物较多，如黑曲霉、
芽孢杆菌、根霉、乳酸菌和酿酒酵母。 其中黑曲霉来源的

pH 值稳定范围较低，达到 4.3～6；酿酒酵母来源的最适

pH 值也较低，为 4.2。 芽孢杆菌、乳酸菌和根霉菌产生的

最适 pH 值略高一点。
能将直链淀粉转化为支链淀粉的分支酶则是酒曲中

不希望出现的酶，Brenda 数据库搜索后发现， 该酶主要

由芽孢杆菌产生，最适 pH 值较高，但最适温度较低，在

酿酒环境中是否起作用还需进一步考察。
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3 清香型大曲微生物基因组编码的淀粉水解酶分析

酒曲培制过程中环境条件不断发生变化， 酒曲中的

微生物的代谢调节也会发生相应的调整，合成不同产物。
酿酒原料中淀粉降解涉及酶类较多， 为了解酒曲微生物

产生的淀粉降解酶。 本研究从 NCBI 数据库中搜索了酒

曲相关微生物的基因组序列， 但 NCBI 数据库中没有从

酒曲来源的微生物菌株， 在其他来源的菌株中筛选应用

环境接近的有 4 株菌，即 Aspergillus niger 513.88 是工业

葡萄糖淀粉酶生产菌株，Aspgergillus niger ATCC1015 是

1 株 柠 檬 酸 生 产 菌 株 ，Bacillus subtilis subsp. natto
BEST195 是 纳 豆 发 酵 生 产 的 商 用 菌 株，Bacillus subtilis
subsp. subtilis str. SC-8 则是从传统的豆酱制品分离的。

张秀红，马 冰，孔 健，赵景龙·清香型大曲淀粉水解酶系解析
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图 2 酿酒微生物编码的 α-淀粉酶的进化分析
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这 4 株菌中淀粉降解酶类分析结果见表 2。
从表 2 可以看出， 不同来源的两株黑曲霉基因组编

码的淀粉水解酶类相差较大， 如柠檬酸产生菌 A. niger
ATCC 1015 居然编码了 8 个 α-淀粉酶， 另外还有 1 个

淀粉-α-1，6-葡萄糖苷酶有利于极限糊精中降解，2 个

α-葡萄糖苷酶可释放葡萄糖也可转移葡萄糖；产酶菌株

A. niger 513.88 编码了 3 个分泌型的 α-淀粉酶和 1 个糖

化酶，都是淀粉降解主要酶类，另外还有 1 个 α-葡萄糖

苷酶。 另外， 两株菌都编码了降低还原糖或单糖浓度的

酶，如 A. niger ATCC 1015 编码了糖元分支酶，可把直链

淀粉转化为支链淀粉，α-1，3-葡聚糖合成酶减少可利用

的还原糖或单糖， 海藻糖磷酸合成酶则由葡萄糖通过合

成海藻降低单糖浓度；A. niger 513.88 编码了海藻糖合成

途径需要的海藻糖 6-磷酸合成酶和 α-α-海藻磷酸合成

酶。
来自豆酱和纳豆的芽孢杆菌编码的淀粉水解酶类也

不尽相同，但两株菌均编码了普鲁兰酶、6-磷酸-α-葡萄

糖苷酶， 前者编码了麦芽糖磷酸化酶水解麦芽糖得到葡

萄糖， 后者则编码了糖原磷酸化酶； 另外， 来自豆酱的

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SC-8 编 码 了 α-淀 粉

酶液化淀粉， 寡-1,4-1,6-α-葡萄糖苷酶继续降解 α-淀

粉酶作用于淀粉后形成的糊精中的 α-1，6-糖苷键，麦芽

糖淀粉酶则可直接作用于淀粉生成 α-麦芽糖；来自于纳

豆 的 Bacillus subtilis subsp. natto BEST195 还 编 码 了 糖

苷转移酶； 两株芽孢杆菌编码的降低还原糖浓度的酶类

比较相似，均有糖元分支酶形成支链淀粉，只是纳豆芽孢

杆菌还编码了糖原合成酶。
鉴于很多菌株都编码了 α-淀粉酶，甚至有的菌株还

编码了多个 α-淀粉酶，本研究对这些酶分子的分子量和

等电点（表 3）及其进化关系（图 2）做了进一步分析。
从表 3 可看出，Aspgergillus niger ATCC1015 合成的

8 个 α-淀粉酶等电点和分子量均不相同，等电点分布在

4.08～6.36 之间；Aspergillus niger 513.88 合成的 3 个 α-
淀粉酶中有 2 个，GI 号为 134080476 和 134075230 编码

的是完全一样的。 从图 2 可以看出，芽孢杆菌的 α-淀粉

酶 pH 值较高，单独成为一个分支，其他黑曲霉的 α-淀

粉 酶 位 于 两 边 ，Aspgergillus niger ATCC1015 的 8 个

Aspgergillus niger ATCC1015 分为 3 组，350631148 编码

的与 Aspergillus niger 513.88 编码的 134079016 为一组，
350636595 编 码 的 单 为 一 分 支 ，Aspergillus niger 513.88

剩下的 2 个酶分子完全一样，自然为一组。从进化图还可

以看出，各酶分子的进化距离与等电点距离很相近，说明

α-淀粉酶进化或起作用与等电点关系密切。

（下转第 53页）
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4 展望

大曲是中国的第五大发明， 是中国白酒工艺独特的

具体表现， 其中微生物种类繁多， 分泌的酶更是多种多

样。仅淀粉代谢相关酶类就有很多种，这些酶类协同作用

完成淀粉到乙醇的转变， 但也有个别酶类使还原糖逆向

合成二糖、非还原糖甚至支链淀粉，降低淀粉的转化率和

利用率。大曲酶活的研究不必局限于液化酶和糖化酶，加

入其他降解酶类如支链淀粉酶、普鲁兰酶等，尤其 α-葡

萄糖苷酶、分支酶和其他二糖合成酶等，才能深入理解酿

酒过程的代谢过程。
大曲是制酒的糖化发酵剂，不仅是复合酶制剂，还是

发酵剂，含有重要的酿酒功能微生物。大曲中的酶组分不

仅直接影响白酒的产量与品质， 同时也是大曲微生物组

成的间接表示。 大曲研究可通过对大曲微生物的深入研

究来优化酒曲酶活及酶组分。目前，各大数据库中大曲微

生物及酶的信息非常少，迫切需要各界同仁共同关注，深

入研究大曲中的功能微生物、特征微生物等，开展基因组

测序，在基因组水平上优化基因资源及代谢过程，选育出

理想的微生物菌种资源， 为酒曲的专业化发展及质量控

制奠定基础。
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3.3 两种工艺中各花色素苷组分的相对百分含量的大

小趋势不尽相同， 这可能与带皮渣酒精发酵的时间和程

度有关，因为酒精对花色素的溶解有一定的影响。
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