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摘  要：大曲是中国传统白酒生产中的关键糖化发酵剂，研究大曲糖化酶及其协同应用对酿酒工业

的现代化升级具有重要意义。然而，单纯针对大曲体系开展酶资源挖掘，面临着目标范围广泛、工

作量大、适用性不足等挑战。基于此，本研究通过对白酒发酵过程的宏蛋白质组及宏基因组数据进

行解析，筛选出 17 种优势淀粉糖化酶蛋白并依据其基因序列设计引物，成功从大曲中克隆出细菌、

真菌和昆虫来源的 8 种淀粉糖化酶基因。本研究成功表达了象牙色克罗彭施泰特氏菌(Kroppenstedtia 
eburnea)来源的 α-1,4-葡萄糖苷酶 KeGA5 及微小根毛霉(Rhizomucor pusillus)来源的 α-淀粉酶

RpAM11，其中 KeGA5 为 K. eburnea 功能酶异源表达的首次报道。KeGA5 和 RpAM11 的最适反应

温度分别为 55 °C 和 75 °C，最适 pH 分别为 5.0 和 7.0–8.0，且在 50 °C 以下和 pH 5.0–8.0 范围内表

现出较好的稳定性。白酒发酵过程中的温度和乙醇浓度对酶活性影响显著，但对稳定性影响较小；

发酵产生的酸性环境对酶活性和稳定性均有较大影响。此外，KeGA5 和 RpAM11 在水解多种含有

α-1,4-葡萄糖苷键的底物时表现出协同作用，尤其对可溶性淀粉和糊精显示出最高水解活性。高粱底

物孵育实验表明，重组酶组合在释放麦芽糖、葡萄糖和葡萄糖醛酸方面的效果与大曲粗酶体系相似。

本研究提出了大曲糖化酶理性挖掘及功能特性研究的新策略，为未来白酒工业中功能酶制剂和菌酶

混合制剂的开发提供了科学参考。 

·食品生物技术· 
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Abstract: Daqu plays a role as an agent of saccharification and fermentation in the traditional 
production of Baijiu. Investigating the saccharifying enzymes in Daqu and their synergistic 
applications is vital for the modernization of the brewing industry. However, the enzyme resource 
mining focusing solely on Daqu faces challenges such as a broad target range, heavy workload, and 
limited applicability. To address these issues, we mined 17 dominant starch-saccharifying enzymes 
from the metaproteomic and metagenomic data of the Baijiu fermentation process and designed 
primers based on their gene sequences. A total of eight starch-saccharifying enzyme genes, 
originating from bacteria, fungi, and insects, were successfully cloned from Daqu. Additionally, an 
α-1,4-glucosidase KeGA5 from Kroppenstedtia eburnea and an α-amylase RpAM11 from 
Rhizomucor pusillus were successfully expressed, with KeGA5 representing the first reported 
functional enzyme from K. eburnea. KeGA5 and RpAM11 demonstrated the highest activities at 
55 °C and 75 °C and pH 5.0 and 7.0–8.0, respectively. Both enzymes exhibited good stability below 
50 °C and within the range of pH 5.0–8.0. The temperature and ethanol concentration in the 
fermentation process of Baijiu significantly affected enzyme activities but had little impact on 
enzyme stability, while the acidic environment had considerable impacts on the activities and 
stability of both enzymes. Furthermore, KeGA5 and RpAM11 exhibited synergistic effects in 
hydrolyzing the substrates containing α-1,4-glucosidic bonds, with the highest hydrolytic activity 
observed on soluble starch and dextrin. The incubation experiment with sorghum as the substrate 
demonstrated that the pure enzyme combination had similar effects to the Daqu crude enzyme 
system in releasing maltose, glucose, and glucuronic acid. This study presents a novel strategy for 
the rational exploration and functional characterization of saccharifying enzymes in Daqu, 
providing scientific insights for developing enzyme preparations and microorganism-enzyme 
mixtures in the future Baijiu industry. 
Keywords: saccharifying enzymes in Daqu; Baijiu fermentation; multi-omics; heterologous 
expression; enzymatic properties; synergistic effect 
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在亚洲国家的传统酿造实践中，人们利用

谷物等粮食制作酒精饮料和含酒精的食品时，

常采用“多菌多酶”混合培养物作为糖化发酵

剂，展现了鲜明的民族特色[1-2]。中国的大曲是

其中的典型代表，它主要由小麦等原料经开放

式自然固态发酵制成，能够为白酒发酵体系提

供丰富的酶系和微生物群落[3]。大曲不仅有效

促进了淀粉等大分子物质的分解，还推动后续

多种生化反应，从而赋予产品独特的风味和品

质[4-5]。深入探究大曲中的糖化酶及其协同应用

效果，不仅有助于加深对大曲微生物代谢和酶

促反应的理解，也为传统酿酒工艺的科学创新

与优化提供了依据。 
传统的大曲糖化酶系研究主要依赖于对大

曲来源菌株产酶特性的分析[6-7]。然而，培养法

不仅耗时耗力，且无法涵盖绝大多数微生物[8]，

也难以复现微生物在大曲环境中的原位表达模

式。工业研究中常用的大曲生化指标(糖化力、

液化力等)虽能评估某些糖化酶的酶学性能，但

仅反映多种酶的综合作用，难以对特定酶类进

行表征[9]。随着现代生物技术的发展，组学技

术为大曲研究提供了大量生物数据，极大地丰

富了对大曲系统的认知。Huang 等[10]通过宏转

录组学技术，在中温大曲升温和顶温阶段，观

察到糖酵解、淀粉代谢和丙酮酸代谢等途径中

关键酶基因的表达上调，并从顶温阶段样本中

鉴定出 932 种潜在表达的碳水化合物活性酶。

Zhu 等[11]通过多组学分析研究了 6 轮成熟高温

大曲中的糖化功能菌群，发现 23 种真菌和 5 种

细菌能够分泌与主要碳水化合物代谢相关的13种

糖苷水解酶，主要来源包括扣囊复膜孢酵母

(Saccharomycopsis fibuligera)、米曲霉(Aspergillus 
oryzae)、紫红曲霉(Monascus purpureus)和壮观

丝衣霉(Byssochlamys spectabilis)等。另一项研

究指出，α-淀粉酶(EC 3.2.1.1)和 α-1,4-葡萄糖水

解酶(EC 3.2.1.3)是低温大曲中最主要的淀粉糖

化酶，两者的蛋白质丰度占比超过 95%，主要

由横梗霉菌属(Lichtheimia)贡献[12]。这些研究展

现了大曲体系中糖化酶系的多样性及来源的复

杂性，但并未将数据转化为实用的生物资源，

也未探讨这些酶在白酒发酵过程中的适应性及

协同作用。 
异源表达技术为酶的后续功能研究和应用

开发提供了可能。赵海团队通过对大曲宏转录

组数据的分析和挖掘，从顶温阶段(62 °C)样本

中克隆了若干新型糖化酶基因并成功实现异源

表达，主要包括 α-淀粉酶(EC 3.2.1.1)[13]、α-葡
萄糖苷酶(EC 3.2.1.20)[14]及 β-1,3-1,4-葡聚糖酶

(EC 3.2.1.73)[15]等，拓展了大曲糖化酶系的研究

途径。然而，由于大曲发酵和白酒发酵是白酒

酿造生态体系中 2 个关键但相对独立的环节，

其生境特征(温度、总酸、乙醇浓度等)迥然不同，

仅针对大曲发酵环节开展酶资源挖掘，可能面

临着目标范围广、工作量大及适用性不足等问

题。基于此，本研究从大曲应用场景——白酒

发酵过程酒醅的多组学数据中提取出具有丰度

优势的大曲淀粉糖化酶蛋白，并通过异源表达

技术系统考察其酶学性质、底物谱及协同效应，

建立了大曲糖化酶理性挖掘及功能特性研究的

新策略，以期为酿酒体系的工业优化提供理论

支撑和资源储备。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

中温大曲和清蒸整粒高粱来自四川省泸州

市某酒厂；大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、
BL21(DE3)菌株及 pET28a(+)质粒，枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis) WB600 菌株及 pMA5 质

粒 均 由本实验室保存； 3,5- 二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)、十二烷基硫酸

钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、乙二胺四乙酸

(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)等分析

纯试剂均购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；质粒小提试剂盒、一步法克隆试剂盒均购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；可溶性

淀粉、支链淀粉等底物均购自上海源叶生物科
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技有限公司；土壤 DNA 试剂盒购自 Omega 公

司；色谱纯糖类标准品、硅胶板 F254 均购自

Sigma-Aldrich 公司。 
BPS-500CL 恒温恒湿箱购自上海一恒科学

仪器有限公司；HCB-1300V 超净工作台购自青

岛海尔股份有限公司；ME20A 电子分析天平购

自 Mettler-Toledo 公司；NanoDrop 2000 微量紫

外可见分光光度计、Multiskan Sky 全波长酶标

仪均购自 ThermoFisher Scientific 公司；C1000 
PCR 仪、Gel Doc XR+凝胶成像系统均购自

Bio-Rad 公司；Sub System 70 电泳槽购自 Labnet
公司；Mini-300 电泳仪购自 Major Science 公司；

5804R 冷冻离心机购自 Eppendorf 公司；

MLS-3751L-PC 高压蒸汽灭菌锅购自 SANYO
公司；GCMS-QP2020 气相色谱质谱联用仪购自

Shimadzu 公司。 

1.2  组学数据采集及挖掘 
1.2.1  酒醅采集 

实验组酒醅按清蒸前原料质量的 12%添加

大曲，不添加大曲的酒醅作为对照组。将酒醅

按每罐 2 kg 分装至玻璃发酵容器，覆盖双层聚

乙烯薄膜并用橡皮筋固定，随后加盖。将容器

置于培养箱内控温培养 28 d，前 20 d 温度设定

为 28 °C，后 8 d 温度调为 24 °C。分别在发酵 0、
2、4、8、12、20、28 d 取样，取样前充分混匀。

取样后的酒醅直接舍弃，不再继续用于发酵和

取样。样品使用液氮冷冻，随后转移至−80 °C
保存。 
1.2.2  样品制备及测序 

使用土壤 DNA 试剂盒提取酒醅 DNA，通

过 1% (质量体积比)琼脂糖凝胶电泳及微量紫

外可见分光光度计检测 DNA 纯度和浓度。采用

SDT [4% (质量体积比) SDS，100 mmol/L 二  
硫苏糖醇，100 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6)，     
1 mmol/L 蛋白酶抑制剂]裂解法提取酒醅蛋白

质，采用 BCA 法在 OD562 处进行蛋白质定量。

每份样品取适量蛋白质，采用过滤辅助蛋白质

组制备方法进行胰蛋白酶酶解，再采用 C18 固

相萃取小柱对酶解肽段进行脱盐处理，随后冻

干并复溶[16]。DNA 和蛋白质样品由上海美吉生

物医药科技有限公司分别进行宏基因组和宏蛋

白质组测序。 
1.2.3  生物信息学分析及数据挖掘 

构建宏基因组数据的非冗余基因集，利用

Proteome Discoverer 2.2 软件对宏蛋白质组的

原始数据进行数据库搜索，将肽段与自建的基

因组数据库匹配，以得分最高的序列作为鉴定

结果，假发现率(false discovery rate, FDR)阈值

设定为不超过 1%[17]。所有搜库鉴定到的蛋白

质序列通过 KEGG 数据库进行注释。不同样品

中蛋白质表达量分析采用归一化方法进行。将

实验组与对照组间丰度差异倍数大于 2 (包含

对照组丰度为 0 导致差异倍数无法计算 )的  
蛋白作为筛选对象。在组学数据中，真核生物

来源的核酸序列常因内含子移除等原因缺乏

完整性，因此需借助 NCBI 数据库获取参比编

码序列，并进行引物设计(首尾端序列有碱基重

叠时，以自有数据中的碱基替换)。引物序列见

表 1。 
本研究中活性表达的淀粉糖化酶基因序列

数 据 已 提 交 至 国 家 微 生 物 科 学 数 据 中 心

(http://nmdc.cn/)，编号为 NMDCN00060A7 (kega5)
和 NMDCN00060A8 (rpam11)。 

1.3  重组酶制备及功能特性研究 
1.3.1  淀粉糖化酶基因的克隆、表达及纯化 

以大曲 DNA 为模板，采用上述引物对目的

片段进行扩增。经琼脂糖凝胶电泳检测，切下

符合目标长度的条带回收纯化。采用大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21(DE3)和枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis) WB600 这 2 种表达体系，对

通过测序验证的糖化酶基因进行异源表达(对
于真核生物来源的基因，需将外显子拼接序列

进行基因合成)。 
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表 1  淀粉糖化酶的引物设计 
Table 1  Primer design of starch-saccharifying enzymes 
Number Forward primer sequences (5ʹ→3ʹ) Reverse primer sequences (5ʹ→3ʹ) 

1 ATGGCGTCCCTCGTTGCTG TCACTGCCAACTATCGTCAAGAATGG 
2 ATGAACCCGTCGATAAAGGCTTGTG TTAAGCAGCAGGAGAGCCAG 
3 ATGGTGAAGATCAGCATAAATCCCATCTC TCACCGTCCCGTGCCATAG 
4 ATGAAGAGCCTTTTCTCTACAGCAGC CTAAGCAACAGGCTTGCCACTATGAG 
5 ATGGGATTGGAGAAAAAGCCGTACTT TCACTCCACCGTCTCCATTTTCACT 
6 ATGGACATCAAAATTAATAAGACAGATGACAG CTATTTGAAACTCACCTGTGCAG 
7 ATGACGATGTTGACCAAGCCCTTCCT CTACTGAATGGTCAGCTCCACCG 
8 ATGCTCAGCTTCGCGGC TTACCACTTAAGAACCCAGTCACTGC 
9 ATGAAAAAAAGCACAAAACTACTTTC CTATTGAATTGAAATAAGATCTTTTAAGGTG 
10 ATGAGGAAACTTTCTCCTATTCTCTTTG CTAATGGAAAGTGATGGTAAACTTGGAAT 
11 ATGAAATTCAGCATCTCTCTTTCGGC TTAAGCAGAGGTGAAGATAGCCGGAAGT 
12 ATGAAATTCCCAACGTCCATCGCGTT TTACAGCACAATCACGGCAGACATGG 
13 ATGAAGGCGACTATTGCTTTGG TTACAATTTAGCGTTAACGTGGATAG 
14 ATAACCAAAATGAAGCTTCTATTGG TTAACCCTGTTTTGCGTTCACAT 
15 ATGAAGTTTTCTATTCTCACCTTATCCAC TTATGAAGAAGTGGTAAAGATAGCAG 
16 ATGCACCTTCGATCATTCTCAATCCT TTATTTCCCACAGATACCGCTTCCTC 
17 ATGAAGTCCCTCCTCTGCTGCT CTAGTGCTTGTAGATATCCGAGTCAAAGT 

 
粗酶液通过 Ni-NTA 重力柱进行亲和层析，

利 用 不 同 咪 唑 梯 度 的 缓 冲 液 (50 mmol/L 
NaH2PO4，300 mol/L NaCl，10–500 mmol/L 咪

唑 ， pH 8.0) 进 行 洗 脱 ， 收 集 洗 脱 液 进 行

SDS-PAGE 检测分析蛋白质纯化效果，确定最

适咪唑洗脱浓度。合并所有带有单一目的酶蛋

白质的洗脱液，采用截留分子量为 10 kDa 的透

析袋置于 PBS 溶液中过夜透析，其间数次更换

PBS 溶液。量化制备时，采用 30 kDa 超滤管在

4 °C、4 000 r/min 条件下浓缩蛋白质。 
1.3.2  淀粉糖化酶 KeGA5 和 RpAM11 的

酶学性质分析 
在最适温度和 pH 条件下，将 200 μL 适当

稀释的纯酶液加入 800 μL 1% (质量体积比)可
溶性淀粉溶液中，水浴反应 20 min 后，使用

DNS 法检测生成的还原糖[18]。以同体积梯度浓

度的葡萄糖溶液作同样处理，建立标准曲线。

酶液经热灭活后作为对照，计算酶活时需扣除

对照的吸光度值。每 min 释放出 1 μmol 还原糖

所需的酶量定义为 1 个酶活单位(U)。 
于不同温度(10–90 °C)条件下测定酶活，以

确认其最适反应温度。于不同 pH (2.0–11.0)、
最适温度条件下测定酶活，以确认其最适反应

pH。于不同乙醇浓度(0–30%)、最适温度、最适

pH 条件下测定酶活，以确认乙醇浓度对酶活的

影响。将最适条件下的酶活设定为 100%。 
分别在不同温度(20–90 °C)条件下孵育 30 min，

然后在最适条件下测定酶活。分别在不同温度

条件下孵育不同时长，再在最适条件下测定酶

活。分别在不同 pH (2.0–11.0)条件下孵育 30 min，
再在最适条件下测定酶活。分别在不同乙醇浓

度(0–30%)条件下孵育 30 min，再在最适条件下

测定酶活。将孵育后的最高酶活定义为 100%。 
在反应体系中分别添加 NaCl、NH4Cl、

NiCl2、KCl、CaCl2、CuSO4、CoCl2、FeCl2、

MnCl2、BaCl2、ZnSO4、MgCl2、FeCl3、AlCl3、

SDS、EDTA，终浓度分别为 1 mmol/L 和      
10 mmol/L。于 37 °C 条件下孵育 30 min，在最
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适条件下测定酶活。将未添加化学试剂的体系

酶活设定为 100%。 
1.3.3  淀粉糖化酶 KeGA5 和 RpAM11 的

底物谱及协同效应研究 
取 50 mg/L 的 KeGA5 和 RpAM11 溶液，将

3 种组合(KeGA5、RpAM11、KeGA5+RpAM11)，
分别与 1% (质量体积比)底物溶液(可溶性淀

粉、直链淀粉、支链淀粉、糖原、糊精、α-环
糊精、β-环糊精、γ-环糊精、蔗糖、海藻糖)混
合，在 60 °C、pH 6.0 下反应 20 min。将孵育后

的最高酶活定义为 100%。协同程度(degree of 
synergy, DS)计算公式为 DS=Y1+2/(Y1+Y2)，Y1+2

为 2 种酶共同作用时的还原糖释放量，Y1 和 Y2

分别为单独作用时的释放量[19]。 
每种组合分别与 200 μL 0.5% (质量体积

比)的底物溶液(另含普鲁兰糖、麦芽五糖、麦芽

四糖、麦芽三糖、麦芽二糖、麦芽糖、纤维二

糖)混合，在 50 °C、pH 6.0 下反应 24 h。酶解

产物经热灭活，离心收集上清，根据文献方法

进行薄层层析色谱(thin layer chromatography, 
TLC)分析[20]。 

1.3.4  大曲淀粉糖化酶对高粱底物的孵育

实验 
取适量曲粉与 PBS 溶液充分混合，离心取

上清，通过 0.22 μm 滤膜除菌，制备大曲粗酶

液(每 mL 对应 0.3 g 大曲可溶组分)。将 KeGA5
和 RpAM11 适当稀释并过滤除菌，制备终浓度

均为 50 mg/L 的混合重组酶液。取 3 g 过 40 目筛

的糯高粱，加入 46 mL 水，115 °C 灭菌 15 min，
制备液态无菌糊化高粱。将其作为底物，分别

与 1 mL大曲粗酶和 1 mL混合重组酶液在 28 °C
下孵育 14 d，以无菌 PBS 溶液为对照。采用气

相 色 谱 质 谱 联 用 (gas chromatography-mass 
spectrometry, GC-MS)技术结合衍生化处理[21]，

对第 0、3、7、14 天孵育体系热灭活上清中的

糖类物质进行定量检测。 

2  结果与分析 
2.1  基于白酒发酵组学数据的淀粉糖化

酶基因挖掘 
如图 1A 所示，白酒发酵过程中的主要淀

粉糖化酶为 α-淀粉酶(EC 3.2.1.1)、α-1,4-葡萄糖

苷酶(EC 3.2.1.3)和 α-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.20)，
且它们在实验组中的丰度显著高于对照组，凸

显出大曲来源酶在糖化过程中的核心作用。实

验组中上调的优势 α-淀粉酶主要来源于微小根

毛霉 (Rhizomucor pusillus)、坚脆嗜热子囊菌

(Thermoascus crustaceus) 、埃默森罗萨氏菌

(Rasamsonia emersonii) 和 分 枝 横 梗 霉

(Lichtheimia ramosa) (图 1B)。α-1,4-葡萄糖苷酶

和 α-葡萄糖苷酶同样主要来源于丝状真菌，前

者主要来自紫红曲霉(Monascus purpureus)、奇

孢根霉(Rhizopus azygosporus)和 L. ramosa，后

者主要来自疏棉状嗜热丝孢菌 (Thermomyces 
lanuginosus) 、 宛 氏 拟 青 霉 (Paecilomyces 
variotii)、R. emersonii 和 L. ramose (图 1C、1D)。
这些发现印证了丝状真菌在大曲糖化功能中的

关键贡献[6,22]。此外，研究还检测到 4 种昆虫源

的 α-淀粉酶(图 1B)。适度控制曲虫数量不仅有

助于维持大曲香气，还能在大曲贮存 1–2 个月

时提升大曲糖化力[23]。本研究通过组学数据分

析，为适量曲虫对大曲淀粉糖化功能及白酒发

酵的积极影响提供了理论依据。 
在细菌糖化酶中，象牙色克罗彭施泰特氏

菌(Kroppenstedtia eburnea)来源的 α-1,4-葡萄糖

苷酶以及发酵粘液乳杆菌 (Limosilactobacillus 
fermentum)来源的 α-葡萄糖苷酶在实验组中的分

布更优。K. eburnea 属于高温放线菌科，是一种

常见于高温环境的好氧细菌[24]。L. fermentum 是

乳酸菌重要菌种之一，属兼性厌氧细菌，广泛

存在于发酵食品及人体肠道中[25]。这 2 种细菌

均为成熟大曲微生物群落中的高丰度成员，被

认为具有酿造功能[7,26]，其分泌淀粉糖化酶的能

力可能有助于它们在大曲这一淀粉质环境中发

挥重要作用。 



 
 

杨阳 等 | 基于白酒发酵过程多组学数据挖掘大曲淀粉糖化酶及其协同应用效果解析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2107 

 

 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2108 

 
 

图 1  白酒发酵过程中淀粉糖化酶系蛋白质的丰度动态变化及组间差异倍数   A：淀粉糖化酶系主要

成员丰度概览。B–D：基于 EC 3.2.1.1 (B)、EC 3.2.1.3 (C)、EC 3.2.1.20 (D)标准化丰度的聚类热图。热

图中的每行单独代表一种蛋白质。物种来源的不同大类以不同颜色进行区分(丝状真菌：黑色；酵母菌：

橙色；细菌：红色；昆虫：紫色)。差异倍数为实验组(EG)与对照组(CG)蛋白质总丰度的比值。 
Figure 1  Dynamic changes in the abundance of proteins in the starch-saccharifying enzyme system during 
the Baijiu fermentation and fold differences between groups. A: Overview of the abundance of key members 
of the starch-saccharifying enzyme system. B–D: Cluster heatmaps of normalized abundance based on EC 
3.2.1.1 (B), EC 3.2.1.3 (C), and EC 3.2.1.20 (D). Each row in the heatmap represents a single protein. 
Different colors indicate different major categories of species origin. Filamentous fungi: Black; Yeast: 
Orange; Bacteria: Red; Insects: Purple. The fold difference is the ratio of the total protein abundance in the 
experimental group (EG) to that in the control group (CG). 

 
基于对白酒发酵过程酒醅样品的多组学数

据分析，共筛选出 17 个淀粉糖化酶基因，包括

7 个 α-淀粉酶编码基因、5 个 α-1,4-葡萄糖苷酶

编码基因及 5 个 α-葡萄糖苷酶编码基因。其中

13 个基因来源于丝状真菌，2 个来源于昆虫，  
2 个来源于细菌。由于真核生物来源拼接序列

的不完整性，在系统发育分析中，真菌和昆虫

来源的基因需使用 NCBI 数据库中的完整参比

序列，细菌来源的基因则使用自有序列。如图 2
所示，3 类淀粉糖化酶基因在系统发育树上各自

形成了独立的聚类，且每个聚类内部基因的聚集

趋势进一步反映出不同来源物种间的亲缘关系。 
2.2  淀粉糖化酶基因的克隆验证及异

源表达 
以大曲 DNA 为模板进行 PCR 扩增，扩增

结果如图 3 所示。对疑似目的条带进行切胶后 
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图 2  基于 17 条淀粉糖化酶基因同源性分析构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree constructed based on the homology analysis of 17 starch-saccharifying enzyme 
genes. 
 

 
 

图 3  17 条淀粉糖化酶基因的扩增   泳道 M：DNA 分子量标准；泳道 1−17：1−17 号基因扩增结果。 
Figure 3  Amplication of 17 starch-saccharifying enzyme genes. Lane M: DNA marker; Lane 1−17: 
Amplified results of genes number 1−17. 
 

 

纯化及测序，确认成功获得 8 条目的基因，验

证了基于白酒发酵过程组学数据挖掘大曲基因

的可行性。根据 NCBI 数据库进一步比对，这

些序列分别来源于分枝横梗霉 (Lichtheimia 
ramosa，4、11、15 号)、象牙色克罗彭施泰特

氏菌(Kroppenstedtia eburnea，5 号)、疏绵状嗜

热丝孢菌(Thermomyces lanuginosus，7 号)、发

酵粘液乳杆菌(Limosilactobacillus fermentum， 
9 号)、微小根毛霉(Rhizomucor pusillus，11 号)、
谷蠹(Rhyzopertha dominica，14 号)。 

随后重点对分别在 B. subtilis WB600 和  
E. coli BL21(DE3)中实现活性表达的 5 号和  
11 号基因展开研究。5 号基因长 1 974 bp，编码

657 个氨基酸，理论分子质量为 74.04 kDa，属于

GH15 家族，与 K. eburnea 来源的 α-1,4-葡萄糖苷

酶 (GenBank 登录号： WP_076526446.1) 具 有

97.72%的序列一致性。目前尚未见关于其详细

表征的报道。编号中的“WP”前缀表明该序列是

从多个不同物种来源的同源基因中推导出来，

并且在 NCBI RefSeq 数据库中具有非冗余的特

征[27]。根据 SignalP 和 TMHMM 的预测，该酶

无信号肽和跨膜螺旋，提示其主要在细胞内发

挥作用。11 号基因长 1 416 bp，编码 471 个氨

基酸，理论分子质量为 51.77 kDa，属于 GH13
家族，与 R. pusillus 来源的 α-淀粉酶(GenBank
登录号：AGJ52081.1)[28]具有 98.73%的序列一
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致性。该酶预测含有长为 21 个氨基酸的信号

肽，缺乏明显的跨膜螺旋结构，表明其可能通

过信号肽识别被分泌到细胞外。基于其来源及

功能特性，5 号和 11 号基因分别被重新标记为

kega5 和 rpam11。 
SDS-PAGE 分 析 结 果 显 示 ， 纯 化 后 的

KeGA5 和 RpAM11 分别在 70 kDa 和 50 kDa 左

右呈现单一蛋白质条带，与其理论分子量一致

(图 4)。其中，RpAM11 在实验组中的表达丰度

明显高于对照组，其对应蛋白质片段的标准化

丰度在两组间的差异倍数分别为 6.33 和 15.33，
且在整个白酒发酵过程中均能检测到(图 1B)。
作为本研究中大曲贡献的主要 α-淀粉酶蛋白之

一，RpAM11 在未来的工业生产中具有通过强

化表达提升大曲糖化力的潜力，弥补大曲糖化

效率不足、产酒率低等问题。 

2.3  基于酶学性质探讨淀粉糖化酶在

白酒发酵中的潜在适应性和影响因素 
2.3.1  最适温度和温度稳定性 

KeGA5和 RpAM11的最适反应温度分别为

55 °C 和 75 °C (图 5A)，在 50 °C 以下均表现出

良好的稳定性(图 5B)。根据酶活的动态保留情

况，KeGA5 在 50 °C 处理 6 h 后，残余酶活超

80%；但在 55 °C 和 60 °C 条件下，其半衰期仅

分别约 60 min 和 10 min。相比之下，RpAM11
的温度稳定性更佳，在 55 °C 处理 6 h 后，残余

酶活仍保持在 72%左右(图 5C、5D)。 
2.3.2  最适 pH 和 pH 稳定性 

KeGA5 的最适反应 pH 为 5.0，其酶活在

pH 4.0–9.0 的范围内保持相对稳定。RpAM11
的最适反应 pH 为 7.0–8.0，其酶活在 pH 3.0–8.0
的范围内保持相对稳定(图 5E、5F)。 

在大曲发酵过程中，酒醅 pH 值通常先降

后升，最终稳定在 6.0–7.0 之间，这对 KeGA5
和 RpAM11 的稳定性几乎不构成影响。然而，

在白酒发酵初期，由于活跃的乳酸菌，乙酸、

乳酸等有机酸含量迅速增加，酒醅 pH 下降至

3.5–4.0 并持续至发酵结束[29-30]。在这种酸性环

境下，KeGA5 的活性和稳定性均受到较大影

响。相比之下，RpAM11 受酒醅 pH 降低的影

响较小，更适合在白酒发酵的酸性环境中发挥

功能。 
 

 
 

图 4  KeGA5 (A)和 RpAM11 (B)的 SDS-PAGE 分析   泳道 M：蛋白质分子量标准；泳道 1：含空载

质粒的宿主菌破碎液上清；泳道 2：含重组质粒的宿主菌破碎液上清；泳道 3：纯化后的重组酶。 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of KeGA5 (A) and RpAM11 (B). Lane M: Protein marker; Lane 1: 
Supernatant from host bacteria lysate containing empty vector; Lane 2: Supernatant from host bacteria lysate 
containing recombinant plasmid; Lane 3: Purified recombinant enzyme. 
 



 
 

杨阳 等 | 基于白酒发酵过程多组学数据挖掘大曲淀粉糖化酶及其协同应用效果解析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2111 

 

 
 

图 5  KeGA5 和 RpAM11 的酶学性质   A：最适温度；B：温度稳定性；C：KeGA5 在不同温度下酶

活的动态变化；D：RpAM11 在不同温度下酶活的动态变化；E：最适 pH；F：pH 稳定性；G：乙醇浓

度对酶活的影响；H：乙醇浓度对稳定性的影响。 
Figure 5  Enzymatic properties of KeGA5 and RpAM11. A: Optimal temperature; B: Thermal stability;  C: 
Dynamic changes in enzyme activity of KeGA5 at different temperatures; D: Dynamic changes in enzyme 
activity of RpAM11 at different temperatures; E: Optimal pH; F: pH stability; G: Effect of ethanol 
concentration on enzyme activity; H: Effect of ethanol concentration on stability. 
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2.3.3  乙醇浓度对酶活及酶稳定性的影响 
乙醇作为白酒发酵的主要产物和介质，其

浓度能够直接或间接影响酶的构象和动态行
为，进而调节酶的活性与稳定性。KeGA5 和
RpAM11 的活性均随乙醇浓度升高而下降，在
乙醇浓度低于 3%和高于 15%时，两者的活性受
到相似程度的抑制(图 5G)。然而，乙醇浓度对
两者稳定性的影响差异显著。KeGA5 在 30%乙
醇浓度下处理 30 min 后，残余酶活降至约 45%，
而在相同条件下，RpAM11 仍能保持 90%以上
的活性。特别是在 5%–30%的乙醇浓度范围内，
RpAM11 的活性接近甚至高于无乙醇环境下的
水平(图 5H)。这表明 RpAM11 对乙醇具有较强
的耐受性，并可能通过影响酶活性位点附近的
三维结构，增强了其与底物的结合能力。 

在白酒发酵中后期，酒醅的乙醇浓度常会

达到约 15%的平台期。在这一乙醇浓度下，虽

然 KeGA5 和 RpAM11 的酶活受到一定程度的

抑制，但两者仍能保持较高的稳定性，有利于

糖化功能的维持。 
2.3.4  金属离子及化学试剂对酶活的影响 

金属离子作为许多酶活性中心的关键辅

基，在酶催化中起重要作用。例如，Ca2+通常

能激活 α-淀粉酶的催化活性，同时提高其热稳定

性并延长酶的半衰期[31]。对于 KeGA5，1 mmol/L
的 Co2+能显著增强其活性(164%)，而其他金属

离子和化学试剂大多对其酶活具有抑制作用，

尤其在 Cu2+、Mn2+、Fe3+和 Al3+浓度为 10 mmol/L
时，KeGA5 酶活几乎完全被抑制(图 6A)。对于

RpAM11，10 mmol/L 的 Ca2+ (156%)、Co2+ 

(177%)和 Mn2+ (252%)能显著提升其活性，但  
1 mmol/L 的 Ca2+对其酶活有轻微抑制效果

(90%)。此外，10 mmol/L 的 Ni+、Fe2+、Zn2+、

Fe3+、Al3+显著抑制 RpAM11 活性，其中 Fe2+、

Fe3+、Al3+抑制效果最强(图 6B)。 
2.4  淀粉糖化酶的底物谱及协同效应研究 

表 2 列出了 KeGA5 和 RpAM11 对不同多糖

 
图 6  金属离子和化学试剂对 KeGA5 (A)和 RpAM11 (B)的影响 
Figure 6  Impacts of metal ions and chemical reagents on activity of KeGA5 (A) and RpAM11 (B). *: 
P<0.05; **: P<0.01. 
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表 2  单酶与双酶对不同多糖底物的水解效果 
Table 2  Hydrolysis effect of single and dual enzymes on different polysaccharide substrates 
Substrate KeGA5 RpAM11 Relative activity in 

synergy (%) 
Degree of 
synergy Specific 

activity (U/mg) 
Relative activity 
(%) 

Specific activity 
(U/mg) 

Relative 
activity (%) 

Soluble starch  7.61±0.26 13.17±0.45 25.90±0.56 44.84±0.96  99.76±0.59 1.72 
Amylose  0.09±0.04  0.16±0.07 24.28±0.42 42.03±0.72  90.56±0.96 2.15 
Amylopectin  0.12±0.04  0.20±0.07 23.84±0.28 41.27±0.49  94.52±0.59 2.28 
Glycogen  0.09±0.04  0.16±0.07 15.91±0.94 27.54±1.62  72.30±1.15 2.61 
Dextrin 11.03±0.51 19.10±0.89 25.42±0.39 44.00±0.67 100.00±0.60 1.58 
α-cyclodextrin ND – ND – – – 

β-yclodextrin ND –  1.06±0.11  1.84±0.18   9.32±0.07 5.07 
γ-cyclodextrin ND – 20.81±0.22 36.03±0.39  83.79±1.15 2.33 
Sucrose ND – ND – – – 

Trehalose ND – ND – – – 

The highest enzyme activity in all reaction systems is defined as 100%. ND: Not detected; –: Cannot be calculated. 
 

 

底物的水解效率。KeGA5 在处理糊精和可溶性淀

粉时表现出较高的水解效率(13.17%–19.10%)，但
对支链淀粉、直链淀粉和糖原的水解效率较低

(0.16%–0.20%)。这种差异可能是由于糊精和可

溶性淀粉的糖链较短，提供了更多非还原性末

端，使其更易与酶活性部位结合。此外，环糊

精因其独特的环状结构缺乏非还原性末端，外

切酶 KeGA5 无法发挥作用。相比之下，RpAM11
对直链淀粉、可溶性淀粉、糊精和支链淀粉的

水解效率均较高(41.27%–44.84%)。RpAM11 对

环糊精的水解能力则取决于糖链的长度，仅对

糖链最长的 γ-环糊精表现出较好的水解效果

(36.03%)。 
在水解释放还原糖的底物体系中，还观察到

双酶之间显著的协同效应(协同程度：1.58–5.07)。
这一结果与 Wong 等[32]使用双酶组合消化玉米

和小麦淀粉颗粒的研究结果类似。具体表现为，

内切酶 RpAM11 通过随机水解线性或环状分子

内部的 α-1,4-葡萄糖苷键，生成更多的非还原

性末端，为外切酶 KeGA5 提供了更多结合位

点，从而增强糖化效果。 
在 TLC 分析中，除了使用前述可水解的底

物外，还加入了一些无法通过 DNS 法测定水解

效率的多糖底物。如图 7 所示，RpAM11 能够

水解麦芽五糖和麦芽四糖等低聚糖，主要产物

为麦芽糖，同时生成少量的单糖和三糖。KeGA5
则通过水解麦芽糖生成葡萄糖。当 RpAM11 和

KeGA5 共同作用时，能够将可溶性淀粉、直链

淀粉、支链淀粉、糖原、糊精、β-环糊精、γ-
环糊精等含有 α-1,4-葡萄糖苷键的大分子多糖

水解得更加彻底。 
2.5  淀粉糖化酶在高粱糖化中的应用

效果 
在白酒生产中，向摊晾后的高粱原料中添

加曲粉，标志着糖化发酵阶段的开始。本研究

在典型发酵温度下，以无菌糊化高粱为底物，

考察了大曲粗酶及重组糖化酶组合 (KeGA5+ 
RpAM11)在 14 d 孵育中的糖化效果。结果显示，

重组糖化酶组合在糖类物质释放效果上与大曲

粗酶相似，表明 α-淀粉酶和 α-1,4-葡萄糖苷酶

在白酒发酵糖化过程中起关键作用(图 8A、8B)。
图 8C 展示了最终的酶解情况，大曲粗酶和重组

酶组合在葡萄糖、麦芽糖和葡萄糖醛酸的释放

上均表现出良好催化效果。此外，大曲粗酶能

显著增强果糖、阿拉伯糖、木糖、鼠李糖和半

乳糖醛酸的释放，而重组酶组合效果较弱。 
 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2114 

 

 
 

图 7  单酶与双酶水解不同多糖底物的 TLC 分析   M：麦芽低聚糖标准；G1–G5：葡萄糖、麦芽糖、

麦芽三糖、麦芽四糖、麦芽五糖。“+”代表体系中存在；“–”代表体系中不存在。 
Figure 7  TLC analysis of hydrolysis of different polysaccharide substrates by single and dual enzymes.  
M: Maltooligosaccharide standard; G1–G5: Glucose, maltose, maltotriose, maltotetraose, and maltopentaose, 
respectively. +: Existence in the system; –: Absence in the system. 
 

3  讨论与结论 
作为一种复杂而传统的生物酶制剂，大曲

酶资源的解析和开发对传统白酒产业的可持续

发展具有重要意义。本研究通过白酒发酵过程 
酒醅的多组学数据筛选，成功从大曲 DNA 中获 
得 8 个淀粉糖化酶基因，实现了 α-1,4-葡萄糖

苷酶 KeGA5 及 α-淀粉酶 RpAM11 的活性表达，

其中 KeGA5 为 K. eburnea 功能酶异源表达的首

次报道。 
α-淀粉酶和 α-1,4-葡萄糖苷酶的最适温度

通常在 37–60 °C 之间。例如，从某中温大曲中鉴

定出的 α-淀粉酶 NFAmy13A[33]和 NFAmy13B[13]，

最适温度分别为 60 °C 和 40 °C。本研究中的

RpAM11 在 75 °C 下表现出最佳活性，显示出

在高温发酵过程中的应用潜力。在大曲发酵过

程中，曲心的最高温度可达 65 °C[34]，虽然低于

RpAM11 的最适反应温度，但这一温度已对酶

的稳定性构成挑战，尤其是当发酵温度超过

55 °C 时，2 种酶的活性均会显著下降。在白酒

发酵过程中，温度通常维持在 15–35 °C 之间，

最佳发酵温度为 25–30 °C，这远低于 KeGA5
和 RpAM11 的最适反应温度，导致它们的酶活

性仅能发挥出 10%–30%。值得注意的是，在酱

香型白酒生产中的堆积发酵阶段，酒醅温度可

逐步升高至 45 °C 或更高 [ 3 5 ]，这有助于将

KeGA5和 RpAM11的活性提升至常温条件下的

3 倍以上，因此堆积发酵可能是增强大曲糖化

效率的重要环节。总的来说，在白酒生产中，

精确控制发酵温度至关重要。在较高的大曲发 
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图 8  不同反应时间下大曲粗酶和重组酶组合孵育糊化高粱的产物分析   A：单糖类产物含量分析；

B：二糖类产物含量分析；C：终体系中糖类产物含量差异分析。 
Figure 8  Analysis of products from gelatinized sorghum incubated with crude enzymes from Daqu and 
recombinant enzyme combinations at different reaction times. A: monosaccharide product content analysis; 
B: disaccharide product content analysis; C: analysis of the differences in the sugar product content of the 
final system. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 
酵温度下，需注意保持糖化酶的稳定性；而在

较低的白酒发酵温度下，应确保糖化酶活性得

到最大限度地发挥。 
研究发现，外切酶 K e G A 5 和内切酶

RpAM11 在水解含 α-1,4-葡萄糖苷键的多种底

物时表现出协同效应，尤其对可溶性淀粉和糊

精显示出最高相对酶活(99.76%–100.00%)，对

β-环糊精上显示出最高协同程度(5.07)。由于

RpAM11 是胞外酶，而 KeGA5 是胞内酶，因此

在大曲发酵体系中，两者的协同作用存在传质 
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瓶颈。具体而言，RpAM11 等胞外酶将淀粉水

解为麦芽糖等小分子物质，这些产物需通过

ABC 转运系统[36]、磷酸转移酶系统[37]等途径跨

膜进入微生物细胞，才可能被 KeGA5 等胞内酶

进一步水解。在这一阶段，麦芽糖等产物可能

更易被能生成相应胞内酶的微生物代谢利用。

当大曲被投入白酒发酵体系后，许多大曲来源

的微生物大量死亡并发生裂解，导致胞内酶被

释放至外部环境。在这种无膜转运限制的条件

下，RpAM11 和 KeGA5 更易相互作用，呈现出

与本研究类似的协同效果。同时，这些协同生

成的小分子产物也能被更广泛的微生物类群摄

取和利用。 
酶液孵育实验表明，大曲粗酶及重组酶组合

(KeGA5 和 RpAM11)均能稳定地促进高粱底物

的糖化反应，显著提升葡萄糖含量(从约 35 mg/L
增加至约 120 mg/L)。随着孵育时间延长，葡萄

糖含量趋于稳定。这可能与产物抑制效应等有

关，即生成的葡萄糖等产物会在较高浓度下与

酶结合，抑制酶的活性[38]。大曲粗酶还能显著

降低蔗糖含量，同时提高果糖含量，提示其可

能含有蔗糖水解酶。此外，麦芽糖在孵育过程

中显著增加(最高值达 880–1 000 mg/L)，但在大

曲粗酶组中随时间增加有所下降，且未见转化

为葡萄糖，可能涉及某些酶将麦芽糖或葡萄糖

转化为其他物质。因此，相比大曲粗酶，重组

酶组合更有利于维持蔗糖及麦芽糖的水平。 
Zheng 等[12]研究发现，低温大曲为白酒发

酵初期贡献了 90%的 α-淀粉酶和 99%的 α-1,4-
葡萄糖苷酶，在糖化过程中发挥了重要作用。

此外，Wang 等[39]发现这 2 种酶在小曲白酒发酵

过程中对乙醇生成具有协同效应，表明它们对

提高出酒率也密切相关。本研究表明，重组酶

组合在释放麦芽糖、葡萄糖和葡萄糖醛酸方面

与大曲粗酶表现相近，但在释放果糖、阿拉伯

糖、木糖、鼠李糖和半乳糖醛酸方面存在明显

差距。不同的糖类物质在参与特定代谢反应时，

可能会影响发酵产品的风味。单一的糖化酶制

剂难以满足白酒生产的复杂需求，因此，开发

混合酶制剂甚至菌酶制剂，是有效补充白酒发

酵体系中酶系和菌系的重要手段。通过优化重

组酶组合的成分，有望实现对大曲糖化酶系功

能的替代。 
综上所述，本研究基于白酒发酵多组学数

据，建立了大曲糖化酶理性挖掘及功能特性研

究新策略，强调了糖化酶酶学性质及其协同作

用在白酒发酵复杂底物降解中的重要性，为未

来白酒工业中酶制剂和菌酶混合制剂开发提供

了科学参考和资源支撑。需要指出的是，尽管

本研究已收集到一定数量的糖化酶基因和活性

表达的酶种类，但仍需进一步拓展。未来，应

扩大糖化酶的收集范围，构建更为全面的酶资

源库，以更好地适应白酒发酵的复杂需求。 
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