
FOOD & MACHINERY 第  42 卷第  9 期  总第  299 期  |  2026 年  9 月  |

α-淀粉酶的蛋白质工程及其主要应用研究进展
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摘要：α-淀粉酶是一类高效催化淀粉水解反应的糖苷水解酶，被广泛应用于食品、纺织、造纸等多个工业领域，尤其在淀

粉液化、烘焙改良和果汁澄清等食品加工过程中发挥着关键作用。然而，天然 α-淀粉酶普遍存在热稳定性差、耐酸性

弱及钙离子依赖性强等问题，严重制约其在复杂工业环境中的应用。近年来，蛋白质工程技术（包括定向进化、理性设

计和半理性设计）被广泛应用于 α-淀粉酶的结构优化与性能提升。文章系统综述了蛋白质工程在提升 α-淀粉酶热稳

定性和耐酸性方面的研究进展，并概括了其在高温淀粉液化、抗回生面包烘焙和低 pH 饮料澄清等场景中的应用成效。
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Research progress on protein engineering of α-amylase 

and its major applications
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Abstract: Alpha-Amylase is a glycoside hydrolase that efficiently catalyzes the hydrolysis of starch and is widely applied in various 

industrial fields such as food, textile, and paper industries. It plays a pivotal role particularly in food processing processes such as starch 

liquefaction, baking improvement, and juice clarification. However, natural α -amylases generally exhibit poor thermal stability, weak acid 

tolerance, and strong calcium ion dependency, which severely restrict their application in complex industrial environments. In recent years, 

protein engineering technologies, including directed evolution, rational design, and semi-rational design, have been extensively employed to 

the structural optimization and performance improvement of α-amylases. This article systematically reviews the research progress of protein 

engineering in enhancing the thermal stability and acid tolerance of α -amylases, and summarizes their application outcomes in high-

temperature starch liquefaction, anti-staling bread baking, and low-pH beverage clarification.

Keywords: α-amylase; protein engineering; thermostability; acid tolerance

α-淀粉酶隶属于糖苷水解酶 GH13 家族，是一种内切

型、钙离子依赖的金属酶，能够高效断裂底物分子内部的

α-1，4-糖苷键，是淀粉液化工艺中的核心生物催化剂。从

结构上看，α-淀粉酶普遍由 3 个结构组成（见图 1）：A 结构

域为典型的（β/α）8桶状结构（即 TIM 桶）构成催化核心；B

结构域通常为连接 A 域的可变环区，参与底物识别与稳

定性调节；C 结构域位于 C 端，为 β折叠结构，主要影响分

泌与酶的整体稳定性［1］。其催化中心包含 3 个保守残基

组成：天冬氨酸（Asp）作为亲核试剂，谷氨酸（Glu）作为质

子供体，另一天冬氨酸协助过渡态稳定，三者协同实现淀
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粉、糖原等底物的高效断裂，生成麦芽糖、葡萄糖与糊精等

产物［1-2］。凭借其高效、温和、可再生等特点，α-淀粉酶在纺

织［3］、洗涤剂［4］、食品［5］、医药［6］、造纸［7］和生物修复［8］等多个

行业中被广泛使用。在食品安全方面，欧洲食品安全局

（EFSA）已确认，来自非转基因 Aspergillus niger 等菌株生

产的 α-淀粉酶在规定使用条件下可安全用于食品工业［2］。

然而，不同行业对酶的性能要求存在显著差异。例

如，淀粉液化普遍采用喷射熟化工艺，要求酶制剂能在

105~110 ℃、高剪切、pH 5.8~6.5 条件下短时高效液化［9］，

而烘焙行业则需要 α-淀粉酶在淀粉糊化阶段（约 60 ℃）保

持活性，并在后期外壳温度接近 100 ℃时迅速失活，以避

免过度水解导致面包塌陷和组织破坏［10］。在此类苛刻工

艺条件下，天然 α-淀粉酶常表现出热稳定性差、酸耐受性

弱、钙离子依赖性强等不足，严重限制其工业适用性与经

济性。因此，筛选或构建更高效、稳定的 α-淀粉酶，以适应

严苛的工业反应条件、降低生产成本，成为工业界的重要

目标。考虑到从自然界中直接筛选兼具耐热性与耐酸性

的 α-淀粉酶存在高度不确定性与效率瓶颈，研究重心正逐

步向蛋白质工程方向转移。近年来，通过定向进化挖掘协

同突变组合，辅以计算驱动的理性或半理性设计，围绕 TIM

桶核心、B 区柔性环及酶表面电荷网络等关键结构进行精

准改造，成功获得了一系列在高温、酸性环境中仍保持高

活性与高稳定性的 α-淀粉酶突变体，为严苛的工业条件下

的淀粉深加工提供了高效可靠的生物催化解决方案［11］。

1　蛋白质工程
在实际工业生产中，天然酶的催化活性、选择性、稳

定性及溶解性等特性往往难以满足严苛的工艺要求。为

此，以定向进化、理性设计和半理性设计为代表的蛋白质

工程技术，被广泛用于优化 α-淀粉酶的催化性能。定向

进化模拟自然进化过程，无需对酶结构和功能有深入了

解，通过随机诱变（如易错 PCR、DNA 改组等）创造大量突

变体，随后进行高通量筛选获得具有优异性能的酶。然

而，该方法突变体库庞大、筛选效率低，因而建立高效筛

选体系至关重要［12］。理性设计则基于对蛋白质结构和功

能关系的深入理解，借助生物信息学和计算机辅助分析，

精确定位关键氨基酸残基并进行定点突变，从而改善酶

的理化性质［13］。该方法能够有针对性地提升酶的特定性

能（如热稳定性或催化效率），但前期需要较高的结构信

息依赖度和计算预测精度。理性设计的优势在于目标明

确、试验量小，适合进行结构机制明确的精确改造。半理

性设计综合了前两种方法的优点。通过对酶序列与结构

信息的分析，确定关键功能位点后在这些“热点”区域进

行饱和突变或组合突变，从而减少突变体数量并显著提

高筛选效率。常见策略包括基于序列保守性分析的位点

筛选以及基于结构建模的活性中心重设计［14-16］。半理性

设计在提升 α-淀粉酶的热稳定性、pH 耐受性及底物亲和

力等方面取得了广泛应用。然而，随着 α-淀粉酶结构—

功能关系的不断深入解析，理性设计逐渐成为近年来 α-

淀粉酶改造研究的主要发展方向。

1.1　提高热稳定性

在众多影响 α-淀粉酶工业应用性能的因素中，热稳定

性是制约其广泛应用的核心瓶颈。由于 α-淀粉酶常用于淀

粉液化、高麦芽糖浆制备等高温工艺，其对热的不稳定性

不仅限制了催化效率，还增加了细菌污染风险和能耗成

本［17］。因此，提升其热稳定性成为当前研究的重点方向。

蛋白质工程为此提供了两大思路：通过定向进化进

行随机突变和通过理性设计进行精准改造。定向进化策

略不依赖酶的三维结构信息，通过构建大规模突变库并

结合高通量筛选，能够发掘出非预期的有益突变。例如

Ruan 等［18］利 用 易 错 PCR 和 三 轮 筛 选 ，在 Bacillus 

licheniformis R-53 α-淀粉酶包含 8 000 个突变体的文库中

获得了双突变体 V296F/K418I。其最适温度由 60 ℃提升

至 65 ℃，比活性提高了 2.16 倍。结构分析显示，新增的氢

键和疏水相互作用增强了酶的刚性和热稳定性。类似

地，Pouyan 等［19］对 Bacillus cereus GL96 α-淀粉酶进行定

向进化得到突变体 D162K，其最适温度提高了 5 ℃，并在

80 ℃下仍能保持 40% 初始活性（而野生型在 70 ℃时几乎

完全失活）。此外，Wang 等［20］通过定向进化改造热嗜真

菌 Malbranchea cinnamomea 的 α - 淀 粉 酶 ，获 得 突 变 体

T226S，不仅最适温度提高了 5 ℃，55~65 ℃下的半衰期也

延长了 2.2~3.3倍。机制分析显示，突变后改善了酶表面疏

水—亲水平衡，结构更加稳定，底物结合模式得到优化。

这些案例共同凸显了定向进化的强大探索能力，即便是对

于无结构信息的酶，也能通过模拟自然选择找到提升稳定

性的有效位点。然而，该方法的成功高度依赖于庞大的筛

选工作量，其主要挑战在于构建高效的筛选体系。

相较于定向进化的随机性，理性设计策略可借助结

上角为（α/β）8TIM 桶状结构示意图

图 1　B. paralicheniformis α -amylase α -淀粉酶（PDB ID： 

6TP1）的三维晶体结构

Figure 1　The 3D crystal structure of Bacillus paralicheniformis 

α-amylase （PDB ID： 6TP1）
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构与序列信息，有针对性地对特定区域进行优化。从结

构层面看，α-淀粉酶的 TIM 桶结构具有“功能分工”特性，

稳定性相关突变多集中在 TIM 桶的“稳定面”、B 结构域以

及 中 央 β 链 区 域［11，21-22］。 例 如 ，Cui 等［23］将 Bacillus 

licheniformis 来源 α-淀粉酶 TIM 桶核心的极性残基 Q360

替换为疏水性 Cys，成功增强了局部疏水作用。突变体

Q360C 在 70 ℃ 、pH 8.5 下孵育 30 min 后残余活性提升

16%，比活性为野生型的 3倍。Wang等［24］通过理性设计对

Bacillus subtilis α-淀粉酶的 TIM 桶中央保守 β链位点 V260

进行疏水性优化，获得突变体 V260I，将最适温度从 63.2 ℃
提高到 70.3 ℃，半失活温度提升 4.9 ℃。该突变通过增强疏

水核心范德华力网络，提高了蛋白分子的结构刚性和整体

耐热性。 Zhu 等［25］通过理性设计在嗜热菌 Geobacillus 

stearothermophilus的 α-淀粉酶的结构核心 A区域中引入二

硫键，获得突变体 D125C/G192C，使其最适温度提高至

95 ℃，半衰期延长近 40 倍。机制分析表明，二硫键的引入

增强了酶分子的构象刚性和整体热稳定性，有效抑制了热

诱导的变性过程。除了基于三维结构，从序列层面分析嗜

热与中温蛋白的差异也为理性设计提供了宝贵线索。

Gangadharan等［10］研究发现，在嗜热蛋白中，赖氨酸（K）、精

氨酸（R）等带电或构象刚性的氨基酸含量更高。例如，Li

等［26］对 Pseudoalteromonas haloplanktis 来源的冷适应性

α -淀粉酶进行双点突变 S255K/S340P，其溶融温度提升

4.77 ℃，在 40 ℃孵育 80 min后残余活性提升2.6倍，且不影响

酶的最适温度和 pH，体现出良好的热稳定性与催化性能兼容

性。Zhai等［27］通过理性设计获得双突变体 N31R/T213R，使

Parageobacillus thermoglucosidasius α-淀粉酶在 80 ℃下的

半衰期延长 4.3 倍，比活性提高 59%，其热稳定性增强主要

归因于氢键网络加强与表面电荷分布优化。

综上，提升 α-淀粉酶热稳定性的策略各具特点且互

为补充。定向进化可以挖掘意料之外的协同突变位点，

而理性设计则能基于结构或序列信息进行精准改造。无

论是增强疏水作用、引入二硫键，还是优化表面电荷网

络，这些策略都在分子层面揭示了蛋白质热稳定性的根

本机制，为获得能胜任高温工业场景的工程化 α-淀粉酶

提供了坚实的理论支撑。

1.2　增强耐酸性

天然 α-淀粉酶往往缺乏良好的酸稳定性，限制了其

在酸性食品体系等生产环境中的直接应用。调整工艺 pH

不仅增加操作复杂度与生产成本，也可能影响最终产品

风味。因此，通过蛋白质工程提升 α-淀粉酶的酸耐受性

具有重要的工业价值。从分子机制上来看，α-淀粉酶的

pH-活性谱主要受以下因素调控：①  带电基团所引起的静

电效应；②  活性位点的动态构象变化；③  蛋白内部的疏

水作用［28］等。作为典型的糖苷水解酶，α-淀粉酶遵循双

取代“保留”机制，其催化效率高度依赖催化位点中亲核

体与质子供体残基的 pKa 值［9，29］。因此，提升酶在酸性条

件下性能的策略可归纳为两大方向：直接优化催化中心

的质子环境，以及间接增强酶在酸性条件下的结构稳定

性。直接调控催化位点周围微环境是其中最核心的策

略。作为遵循双取代“保留”机制的糖苷水解酶，α-淀粉酶

的催化效率高度依赖亲核体与质子供体残基的 pKa 值。

Wang 等［30］结 合 结 构 比 对 和 pKa 预 测 ，精 准 定 位 了

Bacillus subtilis α -淀粉酶催化口袋附近的 3 个关键位点

（Arg172、Ala270 和 Asn271），构 建 的 双 突 变 体 A270K/

N271H 成功将最适 pH 从 6.5 降至 4.5，且催化效率提高近

4 倍。证明通过精确修饰 α-淀粉酶催化残基的化学微环

境，可以调控其 pKa值，使其在更低的 pH 下仍能保持高效

的质子传递和催化功能，这是提升酸性条件下酶活性的

最直接途径。另一方面，增强酶分子在低 pH 下的整体或

局部结构稳定性，是保证其在酸性环境中维持活性的基

础。低 pH 环境易导致蛋白表面质子化，破坏原有的盐桥

和氢键网络，从而引起结构失稳和变性。对此，Huang

等［31］结 合 易 错 PCR 与 高 通 量 筛 选 技 术 ，对 Bacillus 

licheniformis α-淀粉酶进行随机突变，从 2 300 个突变体中

筛选获得了具备更高酸稳定性和热稳定性的突变体

G81R。在 pH 4.5 孵育 40 min 后该突变体仍保留 10% 活

性，而野生型已完全失活，且催化效率提升了 1.4 倍。结

构分析显示，突变体 G81R 通过引入正电荷残基，不仅增

强了局部 α-螺旋的稳定性，还间接降低了催化残基 pKa

值，同时提升了热稳定性与酸稳定性。 Song 等［32］则将

Rhizopus oryzae α-淀粉酶中关键位点替换为耐酸/耐热型

α-淀粉酶中常见的正电荷残基，增强了蛋白表面在极端酸

性条件下的静电稳定性，使酶最适 pH 由 5.5 降至 4.5，

pH 4.5 下的半衰期延长了 2.55 倍，55 ℃下的热稳定性提

高了 2.52 倍，同时催化效率提升 1.61 倍。结构分析表明，

突变体 V174R 的缬氨酸突变为带正电荷的精氨酸引入了

新的氢键和盐桥，增强了局部结构稳定性，从而显著提升

了 耐 酸 性 和 热 稳 定 性 。 此 外 ，Nie 等［33］针 对 Bacillus 

velezensis α-淀粉酶的 C 结构域进行了定点突变，构建的

突变体在 pH 2.0 下的酶活性提高了 2 倍。突变引入了更

多负电荷残基，增强了蛋白表面的静电稳定性，从而提升

了极端酸性条件下的结构完整性与催化活性。

综上，通过调控关键催化残基的 pKa 值以适应酸性

催化环境，同时优化分子内氢键网络、盐桥及表面电荷分

布以抵抗酸诱导的变性，可显著拓展 α-淀粉酶的应用 pH

范围，为突破其在复杂工业环境中的应用限制提供了清

晰的理论依据和实践路径。

2　α-淀粉酶在食品工业中的应用

目前，α-淀粉酶在食品行业中的主要应用有淀粉液

化［34］、面包抗老化［35］和饮料澄清［11］等。然而，天然酶的热

稳定性、pH 耐受性及对钙离子的依赖性等固有缺陷，严重

制约了其在现代食品工业严苛工艺条件下的应用效能。
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为此，蛋白质工程提供了强有力的改造工具，通过对酶分

子进行精准设计，不仅显著提升了其催化活性与工艺收

率，更赋予了其多重优良特性，极大地拓展了其应用边界。

2.1　淀粉液化

在淀粉糖工业中，液化是核心步骤，其工艺正朝着

105~110 ℃的超高温、连续化生产方向发展［21］。这一趋势

对 α-淀粉酶提出了三大核心要求：良好的热稳定性、高效

的催化能力以及对钙离子的非依赖性。早期工业常依赖

于从自然界筛选菌株，如 Ullah 等［36］从土壤中分离了

Pseudomonas aeruginosa IR-9 α-淀粉酶，Al-Dhabi 等［37］从

沙特阿拉伯贾赞地区分离了 Streptomyces sp. Al-Dhabi-46 

α-淀粉酶，Kohli 等［38］报道了源自 Bacillus subtilis S113 的

酸 性 α - 淀 粉 酶 。 这 些 天 然 酶 在 温 和 条 件（40~80 ℃ ，

pH 4.0~6.5）下表现出一定活性，但面对高温液化工艺则

迅速失活，无法满足现代工业需求。为此，蛋白质工程改

造成为提升 α-淀粉酶性能的关键手段。例如，Zhu 等［25］构

建的 α-淀粉酶双点突变体 D125C/G192C，成功引入二硫

键，显著增强了酶的结构刚性与稳定性，使其在 100 ℃下

连续反应 80 min 后仍能保持高活性和稳定构象。在玉米

淀粉的液化试验中，其液化产物浓度较野生型提高了

5.1 倍，显著增强了液化效率，并展现出工业高温液化所需

的优异耐热性能。此外，高温连续化生产不仅要求耐热，

还要求摆脱对稳定剂（如 Ca2+）的依赖以降低成本。Liao

等［39］开发的 α-淀粉酶突变体 K152H/A166C/E168H 通过多

位点协同突变，不仅使酶的最适温度从 90 ℃提升至 95~

100 ℃，且可在 90 ℃、以 1% 玉米淀粉为底物反应 120 min

时，突变体产生的麦芽低聚糖浓度较野生型提高约 1.1~

1.7倍。这些结果表明，该突变体不仅在 105 ℃下能够长期

维持高活性、实现高效液化和高糖产率，同时因其 Ca2+非

依赖特性，可显著降低工业生产中钙盐沉积带来的设备清

洗和维护成本，充分满足现代高温连续液化工艺的严苛要

求。综上，随着淀粉液化工艺不断向高温、高效、连续化方

向发展，构建兼具热稳定性、催化效率和操作适应性的工

程化 α-淀粉酶，将成为未来淀粉加工领域的研究重点和产

业发展趋势。

2.2　面包抗老化

在面包工业中，α-淀粉酶通常在和面阶段添加，通过

促进淀粉水解，生成糊精和低聚糖，为酵母提供发酵底

物，从而加快发酵速率、增强面团活性。更重要的是，α-淀

粉酶具备显著的延缓面包老化（抗回生）作用，可改善面

包组织结构、提升柔软度并延长保质期，因此被誉为理想

的“面包改良剂”［40］。虽然添加天然 α-淀粉酶能有效改善

面包品质。如 Trabelsi等［41］从 Bacillus subtilis US586 中提

取的酸性 α-淀粉酶能显著提升低筋小麦面团的延展性与

面包的蓬松度、弹性和风味，使面包硬度降低约 28%；弹

性与内聚性提高约 20%。Sondhi 等［42］研究发现，在面粉

中添加 α-淀粉酶可显著改善烘焙特性，面包比容约提高

2 倍、面包高度约增加 15%，同时硬度下降 32%、咀嚼性降

低 31%，使面包更加松软可口，风味与消费者接受度显著

提升。但工程化改造的 α-淀粉酶通过更精准的催化特性

调控，展现出更为卓越和可控的抗老化效果。例如，Zhu

等［25］通过理性设计开发的热稳定性突变体 D125C/G192C

能够在面团整个加工与烘焙阶段保持稳定，持续降解淀

粉，有效改善面包终产品质构并延缓硬化过程。在面包

贮藏期间，还能持续保持良好的弹性和口感，使面包弹性

保持率在贮藏 4 d 后提高约 35%，可食期延长 2~3 d，整体

口感与新鲜度显著优于对照组。同样，Wang 等［20］开发的

突变体 T226S 拥有更长的半衰期，能够在淀粉糊化过程

中持续水解，生成更多具有保湿性和抗老化作用的麦芽

三糖，从而有效限制直链淀粉的回生并减少水分迁移。

结果表明，添加该突变体的面包比容提高 17.8%，硬度降

低 35.6%，贮藏 4 d 后的感官评分显著高于对照组，整体柔

软性与保鲜性均得到明显改善。此类改造的优势在于

“全程护航”，确保酶在关键的淀粉糊化和凝胶形成阶段

仍能发挥作用。面包老化的根本原因是淀粉分子重结

晶。更精细的策略是调控酶的水解产物，生成特定的功

能性低聚糖。此外，Ruan 等［18］构建的双突变体 V296F/

K418I 则代表了另一种高效策略。该突变体能够在高温

阶段持续催化淀粉水解，生成短链麦芽低聚糖，从而抑制

淀粉分子的重新结晶（回生）过程，显著延缓面包老化。

与对照组相比，添加突变体酶的面包样品表现出显著的

品质提升：比容提高 21.3%，硬度降低 35.8%，贮藏 72 h 后

回生率下降 32%，含水率提高约 2.4%，整体柔软度与保湿

性均得到明显改善。综上，α-淀粉酶及其突变体在改善面

包品质、延长货架期方面展现出显著优势，未来研究可进

一步聚焦于 α-淀粉酶结构功能优化及其热稳定性提升，

以推动其在现代烘焙工业中的深度应用。

2.3　果汁澄清

在果汁工业中，淀粉是继果胶之后的第二大浑浊因

子，尤其在苹果、梨等原料中。α-淀粉酶的应用正从单纯

作为果胶酶的补充，扩展为果汁酶解体系中发挥协同作

用的关键酶之一［11］。早期应用中，Fincan 等［11］将 α-淀粉

酶应用于红苹果汁和绿苹果汁的处理，70 ℃反应 60 min

后，分别实现了 86% 和 83% 的淀粉降解率，显著提升了果

汁澄清度。Hossain 等［22］于 50 ℃下向苹果汁中添加 α-淀

粉酶处理 150 min 后，苹果汁的浊度（OD）下降了 54.18%，

展现出良好的果汁澄清效果。虽然证明了单独添加 α-淀

粉酶即可显著降低苹果汁浊度，证实了其作为澄清助剂

的有效性。然而，这种单一酶处理方式效率有限，且游离

酶难以回收，增加了成本。为此，Ozyilmaz 等［43］将 α-淀粉

酶、果胶酶和纤维素酶 3 种酶共固定于活化硅胶载体上，

形成具有协同作用的固定化酶体系。3 种酶协同作用，分

别降解淀粉、果胶和纤维素，使苹果、葡萄等果汁的浊度

降低幅度高达 57%~73%，远超单一酶制剂的效果。同时，
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固定化处理不仅提高了酶的热稳定性和操作稳定性，更

关键的是实现了酶的重复使用。该体系在连续使用 5~

6 次后仍能保持约 75% 的活性，显著降低了生产成本，为

连续化生产奠定了基础。未来研究可进一步聚焦于与其

他酶类的协同作用机制及其固定化策略优化，开发更高

效、低成本的共固定化技术，构建适用于连续化澄清工艺

的稳定生物反应器。

3　结论

蛋白质工程技术为 α-淀粉酶的性能优化提供了强有

力的工具。文章系统概述了针对 α-淀粉酶 TIM 桶结构、B

结构域柔性环及表面电荷网络等关键区域的研究思路与

典型成果，阐明了其在提升酶的热稳定性与酸稳定性方面

的作用机制。该系列研究为 α-淀粉酶在高温淀粉液化、面

包烘焙及酸性食品加工等严苛工艺条件下的应用推广提

供了理论依据。此外，通过消除钙离子依赖及构建多酶协

同催化体系等策略，工程化 α-淀粉酶的工业适应性与经济

性也得到了进一步提升。尽管成果显著，但面对未来工业

4.0时代对生物催化剂提出的更高要求，α-淀粉酶的性能仍

需持续迭代与突破。未来的研究重点可聚焦于以下方面：

首先，人工智能与生物信息学（如 AlphaFold、Rosetta）的深

度融合，将加速从序列到结构再到功能的预测，实现酶的

“从头设计”与精准改造。其次，深入解析 α-淀粉酶关键结

构域与功能残基的动态构效关系，将为理性设计提供更清

晰的靶点。再者，固定化技术、模块化酶系的构建以及与

其他酶的协同催化体系，将是推动 α-淀粉酶在连续化、智能

化生产中发挥更大作用的关键方向，进一步促进其在食品

工业中的绿色、经济与高效应用。
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