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白酒窖泥中蛋白酶产生菌的筛选及复配
马 特，宋连宝，赵 辉*

（黑龙江大学生命科学学院，农业微生物技术教育部工程研究中心，黑龙江 哈尔滨 150080）

摘  要：从优质白酒窖泥中分离筛选出8 株高产蛋白酶的兼性厌氧细菌，通过测定内肽酶、氨肽酶、羧肽酶酶活

力，最终筛选出3 株3 种蛋白酶活力相对较高的菌株HDS4、HDS6、HDS8，并对其进行形态观察、生理生化和 

1 6 S  r D N A鉴定，确定3  株菌分别为枯草芽孢杆菌（B a c i l l u s  s u b t i l i s）、解淀粉芽孢杆菌（B a c i l l u s 
amyloliquefaciens）、苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）。以接种量为基础，对3 株目的菌株进行复配，得到

的复配菌系3 种蛋白酶活力均比单一菌株高，3 种酶活力分别提高了8.907%、6.181%、8.781%。
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Abstract: Eight strains of facultative anaerobic bacteria with higher capacity to produce protease were isolated and screened 

from high-quality liquor pit mud. Out of the 8 strains, 3 strains producing higher endopeptidase, aminopeptidase and 

carboxypeptidase activities including HDS4, HDS6 and HDS8 were selected and identified by morphological, physiological 

and biochemical properties and 16S rDNA sequence analysis as Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, and Bacillus 
thuringiensis. Mixed-culture fermentation with the 3 strains yielded an increase of 8.907%, 6.181% and 8.781% in 

endopeptidase, aminopeptidase and carboxypeptidase activities compared with single-culture fermentation, respectively.
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白酒为中国特有的一种以高粱等谷物为原料，采用

大曲、小曲或麸曲为糖化发酵剂，经过发酵、蒸馏、贮

存勾兑而成的蒸馏酒[1]。窖泥是浓香型白酒酿造的基础，

是产生白酒中香味物质的功能菌生长繁殖的载体[2]。窖泥

中微生物的种类、数量、种群间的相互作用以及代谢的

多样性对白酒品质具有重要影响[3]。窖泥中的微生物可催

化原料进行一系列复杂的生化反应，能分解淀粉、脂肪

形成糖和氨基酸引发美拉德反应，生成香型白酒独特的

风味前驱物[4]。在白酒酿造过程中添加蛋白酶产生菌产生

蛋白酶，通过对原料中蛋白质的水解，不仅可以促进微

生物生长，而且还可形成白酒中醇类等风味物质，从而

使酒体更加丰满醇厚[5]。

1964年，Koaze等[6]首次发现大孢子黑曲霉突变体

（Aspergillus niger v. Tiegh）能产生两种不同的酸性蛋

白酶，即酸性蛋白酶A和酸性蛋白酶B，可用于白酒固

态发酵。陈飞等[7]从茅台镇酱香型白酒生产样品中分离

得到1 株白地霉（Geotrichum candidum），该菌株可应

用于白酒风味的提升。Kumae等[8]从酒曲中分离得到一

株产蛋白酶的芽孢杆菌，经鉴定为枯草孢杆菌（Bacillus 
subtilis）。Kumar等[9]从大曲中分离得到一株芽孢杆菌，
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通过紫外诱变后，可产生较高的蛋白酶酶活力，发酵

性能优良。Sumantha等 [10]从固态发酵米糠中得到一株

产中性蛋白酶的小孢根霉（Rhizopus microsporus NRRL 

3671），对其酶学性质进行研究，发现该菌株在60 ℃、

pH 7.0时得到最大酶活力。Su等[11]从盐碱地的土样中，分

离出一株新的曲霉（Aspergillus sp. FC-10），可产耐盐蛋

白酶。近几年许多研究者分别从富含蛋白的土壤样品、

海洋泥中的土样中，筛选出产蛋白酶的菌株，并对其进

行了鉴定[12-20]。

蛋白酶是催化水解蛋白质肽键的一类酶的总称[21]。

按其水解多肽的方式，可以将其分为内肽酶和外肽酶两 

类[22]。内肽酶将蛋白质分子内部切断，形成分子质量较小

的肽[23]。外肽酶从蛋白质分子的游离氨基或羧基的末端逐

个将肽键水解，而游离出氨基酸，前者为氨肽酶[24]，后者

为羧肽酶[25]。在白酒发酵过程中，3 种酶的协同作用，可

以使原料中的蛋白质水解更加充分，游离的氨基酸数量

增加，从而提高原料的利用率，并生成白酒中醇类等香

味物质。

本实验选取黑龙江省富裕老窖酒业有限公司的窖

泥，利用5 点取样法，从窖泥中分离、筛选高产蛋白酶

（内肽酶、氨肽酶、羧肽酶）的细菌，以期筛选3 种产蛋

白酶活性均较高的菌株，并对筛选出的菌株进行鉴定。

将筛选出的高产3 种蛋白酶的细菌进行菌株复配，以期提

高3 种蛋白酶活力，从而更好地发挥协同作用，达到提高

白酒发酵的原料利用率，促进菌体生长和提高白酒香气

的作用。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与培养基

从黑龙江省富裕老窖酒业有限公司的优质老窖池中

取样的窖泥。

DL2000DNA Marker、细菌基因组DNA试剂盒  

生工生物工程（上海）有限公司；脱脂奶粉 完达山乳

业有限公司；酪蛋白 北京奥博星生物技术有限公司。

分离和保藏培养基：脱脂奶粉10 g、可溶性淀粉

10 g、KH2PO4 0.3 g、MgSO4·7H2O 0.5 g、NaCl 1 g、琼

脂20 g，蒸馏水1 000 mL，121 ℃高压灭菌20 min[26]。

发酵培养基：可溶性淀粉5  g、牛肉膏5  g、蛋

白胨5 g、酵母膏2.5 g、KH2PO4 0.3 g、NaCl 1 g、

MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水1 000 mL，121 ℃高压灭菌

15 min[26]。

1.2 仪器与设备

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）仪 

德国Biometra公司；琼脂糖凝胶电泳仪 美国Bio-Rad

公司；UV755B紫外分光光度计、FA1004电子天平 上

海精密科学仪器有限公司；高速冷冻离心机 美国日立 

公司。

1.3 方法

1.3.1 样品采集

依据生态学原理，采用5 点法对酒厂的优质窖池中

的窖泥进行采集。取样自上而下，按4 层分别采集，同一

层面按中心部和周边部5 点取样，并混合均匀作为1 个样

品，在室温下进行采样，记好标记，无菌密封，4 ℃冰箱

保存。

1.3.2 产蛋白酶菌株的初筛

称取1 g窖泥加入到装有99 mL灭菌分离培养基的三

角烧瓶中，静置培养24 h，吸取富集菌液0.5 mL，进行不

同浓度梯度稀释，分别取0.1 mL涂布于分离培养基上，

每个梯度做3 个平行样，37 ℃倒置恒温培养24 h，产透明

圈的为目的菌株。根据其菌落形态不同进行简单归类，

并进行纯化保藏。

1.3.3 产蛋白酶菌株的复筛

测定初筛菌株的蛋白酶活力进行复筛。用发酵培养

基对目的菌株进行培养，离心后取上清液分别测定内肽

酶、氨肽酶、羧肽酶的活力。

内肽酶活力单位是指在38 ℃、pH 5.5条件下，1 min

内水解酪蛋白产生酪氨酸的酶量；氨肽酶活力单位是指

在50 ℃、pH 5.5条件下，1 min内水解酪蛋白产生酪氨酸

的酶量；羧肽酶活力单位是指在30 ℃、pH 6.6条件下，

1 min内水解乙酰酪氨酸乙酯产生酪氨酸的酶量。3 种酶

活力均采用紫外分光光度法测定[25,27-28]。

1.3.4 菌株形态学及生理生化鉴定

参照《伯杰细菌鉴定手册》，对筛选出高产蛋白

酶活力的菌株进行形态学描述和生理生化鉴定。生理生

化鉴定包括：甲基红（M.R.）实验、吲哚实验、脲酶

实验、乙酰甲醇（V.P.）实验、明胶液化、柠檬酸盐利

用实验、淀粉水解实验、过氧化氢实验、硝酸盐还原实

验、葡萄糖氧化发酵产酸产气实验、糖/醇（D-阿拉伯

糖、D-木糖、D-甘露醇）发酵产酸实验等，每个实验重

复3 次[29-30]。

1.3.5 菌株16S rDNA鉴定

1.3.5.1 提取细菌基因组DNA

细菌基因组DNA提取使用生工生物工程（上海）股

份有限公司细菌基因组DNA试剂盒。

1 6 S  r D N A通用引物设计如下：正向引物P 1：

5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’；反向引物P2： 

5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’。
1.3.5.2 PCR反应体系和程序

PCR扩增反应体系为：10×PCR Buffer（Mg2＋）

2.5 μL，dNTP Mixture 2 μL，P1 1 μL，P2 1 μL，DNA模板

1 μL，去离子水17.3 μL，Taq DNA聚合酶0.2 μL，共25 μL。
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PCR扩增反应程序：94 ℃预变性10 min；94 ℃变

性0.5 min，56 ℃退火1 min，72 ℃延伸1.5 min，循环

32 次；72 ℃终延伸8 min，4 ℃保存。

1.3.5.3 目的片段与载体连接

用TaKaRa连接试剂盒将回收产物连接至pMD19-T载

体上，4 ℃反应过夜，利用Tiangen公司质粒提取试剂盒

将载体与DNA片段进行连接，连接目的产物转化至DH5α
感受态细胞，保存重组阳性克隆，并进行扩大培养，提

取质粒，再次进行PCR扩增。

1.3.5.4 16S rDNA片段的测序与系统发育分析

将PCR产物送至生工生物工程（上海）股份有限公

司进行序列测定。再将测序所得到的16S rDNA序列与

GenBank数据库进行BLAST比对分析，通过MEGA软件

构建系统发育树。

1.3.6 菌株复配的研究

1.3.6.1 菌株的生长曲线

将筛选出的高产3 种蛋白酶的菌株HDS4、HDS6、

HDS8接种到发酵培养基中振荡培养，每隔2 h在660 nm

波长处测定菌液的光密度（OD660 nm）值，绘制菌体24 h

生长曲线，确定3 种菌株的最佳培养时间。

1.3.6.2 菌株复配 

将筛选出的高产3 种蛋白酶的菌株HDS4、HDS6、

HDS8进行最适接种量试验，并以最适接种量为基础，利

用发酵培养基，在37 ℃、pH 7.0、摇床转速为140 r/min

培养16 h，选择HDS4的接种量为1%、2%、3%，HDS6

的接种量为3%、4%、5%，HDS8的接种量为2%、3%、

4%，以复配后的菌体浓度为试验结果，做三因素三水平

的正交试验。

1.3.6.3 复配后3 种蛋白酶活力的比较

进行复配菌体的生长与产酶实验：在发酵培养基中

接种复配菌体，在37 ℃、pH 7.0、摇床转速为140 r/min

条件下振荡培养，每隔2 h取发酵液测定菌液的OD600 nm

值，同时离心后测定3 种蛋白酶活力，绘制菌体的生长

和产酶曲线，以考察菌体生长与酶活力之间的关系。同

时在培养16 h后对复配后菌系的3 种酶活力进行测定，并

进行单一菌株在最佳接种量条件下培养16 h后的酶活力实

验，对复配体系及单菌株发酵的酶活力进行对比。

1.4 菌体浓度的分析方法 

将菌悬液梯度稀释，利用平板菌落计数法测得菌落

数，并运用比色法测定菌液的OD600 nm值，根据单位体积菌

落数与OD600 nm值的相关性，从而回归推算出菌液浓度。

2 结果与分析

2.1 高产蛋白酶细菌的分离筛选

初筛菌共46 株，根据3 种酶活力高低比较，选出

8 株，酶活力见表1。菌株HDS6的内肽酶活力、HDS4

的氨肽酶活力和HDS8的羧肽酶活力相对较高，分别为

104.516、84.269、72.538 U/mL。

表 1 8 株菌的3 种蛋白酶活力比较

Table 1 Comparison of three enzyme activities in 8 strains

U/mL

菌种名称 内肽酶 氨肽酶 羧肽酶

HDS1 85.312±2.102 78.251±2.083 70.599±3.162

HDS2 90.715±2.162 57.254±2.301 63.173±6.943

HDS3 98.599±6.943 77.582±2.601 55.425±2.022

HDS4 95.969±1.817 84.269±1.552 70.793±1.801

HDS5 92.874±2.641 72.821±1.832 62.295±3.961

HDS6 104.516±2.772 80.574±1.084 70.387±1.704

HDS7 92.304±1.183 45.621±1.803 54.431±2.884

HDS8 88.301±1.800 78.837±3.103 72.538±2.256

2.2 菌株的鉴定

2.2.1 菌株的形态学观察及生理生化鉴定

对菌株HDS4、HDS6、HDS8进行形态学观察和生理

生化鉴定，结果见表2和表3，3 株菌可以初步鉴定为芽孢

杆菌属。

表 2 3 株菌的形态特征

Table 2 Morphological characteristics of three selected strains

菌种
名称

形状 颜色 光滑 湿度 边缘
革兰氏
染色

菌形
芽孢着
生位置

HDS4 圆 白 褶皱 湿润 整齐 ＋ 杆状 中间

HDS6 不规则 淡黄 褶皱 湿润 不整齐 ＋ 杆状 中间

HDS8 圆 白 褶皱 湿润 不整齐 ＋ 杆状 端生

注：＋. 阳性。下同。

表 3 3 株菌的生理生化实验结果

Table 3 Physiological and biochemical properties of three selected strains

菌种
名称

M.R. V.P. 吲哚
硫化
氢

硝酸
盐

柠檬
酸

明胶
过氧化
氢酶

好氧
性

氨基酸
脱羧酶

葡萄
糖

半乳
糖

乳糖 果糖 蔗糖 麦芽糖
酪素
水解

脲酶 七叶苷

HDS4 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ f ＋ o u o u o o ＋ － ＋

HDS6 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ f ＋ o u o u o o ＋ ＋ ＋

HDS8 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋    f ＋ o u o u o o ＋ ＋ ＋

注：－. 阴性；o. 产酸不产气；f. 兼性；u. 既不产酸也不产气；g. 产酸不产气。

2.2.2 菌株的16S rDNA鉴定及系统发育进化树

2 000 bp

1 000 bp

1 600 bp

750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

M 1 2 3

M. DL2000 DNA Marker；泳道1～3分别为菌株HDS4、HDS6、HDS8。

图 1 16S rDNA PCR扩增产物电泳分析

Fig.1 Electrophoresis analysis of 16S rDNA PCR amplified products



※生物工程	                            食品科学	 2016, Vol.37, No.07   149

以菌株HDS4、HDS6、HDS8的基因组为模板，经

PCR扩增，电泳检测，在1 000～2 000 bp处有明亮的特征

条带，见图1，序列的长度与测序的结果相符。

菌株HDS4、HDS6、HDS8的16S rDNA经测序，

其序列长分别为1 570、1 513、1 550 bp，与GenBank

数据库进行BLAST比对分析，利用DNAMAN软件绘

制菌株的系统发育树，结果见图2。结合形态学观察和

生理生化分析，可以确定菌株HDS4为枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis）、HDS6为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus 
amyloliquefaciens）、HDS8为苏云金芽孢杆菌（Bacillus 
thuringiensis）。
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图 2 菌株HDS4（A）、HDS6（B）、HDS8（C）系统发育树的构建

Fig.2 Phylogenetic trees of strains HDS4 (A), HDS6 (B) and HDS8 (C)

2.3 菌株的复配

2.3.1 3 株菌的生长曲线

将筛选出的高产3 种蛋白酶的菌株HDS4、HDS6、

HDS8接种到发酵培养基中振荡培养，由图3可知，菌

株HDS4的迟缓期为2～4 h，对数期为4～12 h，稳定

期12～16 h，衰亡期16～24 h；菌株HDS6的迟缓期为

2～4 h，对数期为4～14 h，稳定期14～18 h，衰亡期

18～24 h；菌株HDS8的迟缓期为2～4 h，对数期为

4～12 h，稳定期12～16 h，衰亡期16～24 h，综合3 株菌

的生长曲线，确定复配菌系的培养时间为14～16 h。
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图 3 3 株菌的生长曲线

Fig.3 Growth curves of HDS4, HDS6 and HDS8  

2.3.2 目的菌株的最适接种量
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图 4 接种量对目的菌株HDS4（A）、HDS6（B）、 

HDS8（C）生长的影响

Fig.4 Effect of inoculum amount on the growth of HDS4 (A), HDS6 (B) and 

HDS8 (C)

如图4所示，HDS4的最适接种量为2%，HDS6的最

适接种量为4%，HDS8的最适接种量为3%，其各自的菌

体浓度均达到最高。

2.3.3 目的菌株的复配

由表 4可知，确定目的菌株的复配最优组合为

A2B2C3，即以接种量分别为2%的HDS4，4%的HDS6， 
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4%的HDS8菌株进行菌株的混合复配。表5方差分析表

明，对试验结果的影响顺序依次为：HDS4＞HDS6＞

HDS8，HDS4的F＝8.7与F0.1(2,2)＝9接近，对试验结果影

响较为显著，HDS6、HDS8两个因素对试验结果影响不

显著。

表 4 目的菌株复配正交试验设计与结果

Table 4 Orthogonal array design with experimental results for the 

optimization of mixed starter cultures 

试验号
A HDS4
接种量/%

B HDS6
接种量/%

C HDS8
接种量/% 空列

菌体浓度/
（109 CFU/mL）

1 1（1） 1（3） 1（2） 1 3.425±0.104
2 1 2（4） 2（3） 2 5.273±0.213
3 1 3（5） 3（4） 3 3.921±0.075
4 2（2） 1 2 3 4.216±0.211
5 2 2 3 1 6.814±0.092
6 2 3 1 2 5.016±0.201
7 3（3） 1 3 2 3.262±0.112
8 3 2 1 3 3.081±0.105
9 3 3 2 1 3.015±0.045
k1 4.206 3.634 3.841
k2 5.349 5.056 4.168
k3 3.119 3.984 4.666

极差R 1.087 1.422 0.825
优化方案 A2B2C3

表 5 目的菌株复配正交试验结果方差分析

Table 5 Analysis of variance of orthogonal tests

因素 平方和 自由度 均方 F 显著性

A 7.456 2 3.728 8.700 较显著

B 3.292 2 1.646 3.828

C 1.035 2 0.518 1.204

误差 0.860 2 0.430

注：F0.1(2,2) ＝ 9。

2.4 复配后3 种蛋白酶活力的比较

2.4.1 复配菌体生长和产酶曲线的绘制
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图 5 复合菌株生长和产酶曲线

Fig.5 Growth and enzyme production curves of optimal mixed start culture

由图5可知，复配菌株快速进入对数期，自第16小

时以后，菌体生长逐渐进入稳定期。此时该菌株产内肽

酶、氨肽酶、羧肽酶的酶活力最大值，说明产蛋白酶活

力与菌体的生长成正相关，进入对数期即开始产酶，而

且酶活力不断增加。当进入稳定期以后，由于芽孢的生

成，酶活力有所下降。

2.4.2 蛋白酶活力的对比

以接种量分别为2% HDS4、4% HDS6、4% HDS8

菌株复配得到的复配菌株振荡培养16 h，由表6可知，

复配后的菌系内肽酶、氨肽酶、羧肽酶酶活力分别为

112.736、91.987、82.269 U/mL。同时进行3 株单菌在最

佳接种量（HDS4 2%、HDS6 4%、HDS8 3%）下的发酵产

酶实验，实验结果如表6所示，复配菌株的3 种酶活力均高

于单一菌株，较单一菌株的3 种酶活力最大值，内肽酶、

氨肽酶、羧肽酶分别提高了8.907%、6.181%、8.781%，说

明复配结果有意义。同时与已报道[25,27,31-34]的菌株产内肽酶

酶活力62.538、147.322 U/mL，产氨肽酶酶活力102.347、

23.825 U/mL，产羧肽酶酶活力86.535、117.523 U/mL相比，

该复配体系3 种酶活力总体水平均较高。

表 6 菌株复配前后蛋白酶活力的比较

Table 6 Comparison of protease activities of HDS4, HDS6, HDS8 and 

their combination

菌株 接种量/%
酶活力/（U/mL）

内肽酶 氨肽酶 羧肽酶

HDS4 2 92.964±1.817 86.632±1.023 71.639±1.072

HDS6 4 103.516±2.772 81.382±1.062 70.527±1.074

HDS8 3 90.382±1.204 80.833±3.293 75.628±2.526

复配菌株 A2B2C3 112.736±1.729 91.987±2.058 82.269±1.036

3 结 论

本实验从东北寒区优质白酒窖泥中筛选出内肽

酶、氨肽酶、羧肽酶活力均较高的菌株HDS4、HDS6、

HDS8，并经形态学、生理生化和16S rDNA鉴定，确定

菌株分别为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、解淀粉芽

孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、苏云金芽孢杆菌

（Bacillus thuringiensis）。以接种量为基础，以达到最大

菌体浓度为目的，对目的菌株进行复配，得到的复配菌

系3 种酶活力较于单一菌株的3 种酶活力均得以提高，其

分别提高了8.907%、6.181%、8.781%。

实验菌株均来源于白酒窖泥，能适应白酒发酵环

境，若应用于白酒发酵，在3 种蛋白酶的协同作用下，

可以大幅度提高原料的利用率，为白酒发酵体系中多种

微生物提供氨态氮，而且还可形成白酒中醇类等风味物

质，从而使酒体丰满醇厚，这对于白酒企业很有实际应

用价值。
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