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摘要： 四甲基吡嗪又名川芎嗪，是白酒中重要的风味成分，但其在白酒酿造过程的形成机制尚
不明晰。 为了探索白酒固态酿造体系中四甲基吡嗪的合成机制，作者从白酒细菌曲中分离得到
一株产四甲基吡嗪菌株 B. subtilis S12， 并对细菌曲固态培养条件下四甲基吡嗪的合成机制进
行了探究。结果表明：固态条件下 B. subtilis S12合成四甲基吡嗪分两步来进行：第一步，在全细
胞催化下细菌利用底物合成四甲基吡嗪的前提物质 3-羟基丁酮， 同时氨基酸残基在氨基酸脱
氢酶作用下生成氨；第二步，3-羟基丁酮和氨在热动力作用下生成四甲基吡嗪。
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Abstract： Tetramethylpyrazine （TTMP） also known as 1igustiazine，is a key flavor of Chinese
liquor. To clear the formation mechanism of TTMP in Chinese liquor，the formation mechanism of
TTMP in bacterial Qu was explored with a single strain of B. subtilis S12 under simulated
conditions of bacterial Qu preparation. The results revealed that the synthesis of TTMP can be
divided into two stages：the 3 -hydroxy -2 -butanone and ammonia are mainly synthesized by B.
subtilis S12 firstly；then the acetoin and ammonium ion undertake chemical reaction and produce
2，3，5，6-TTMP under high temperature in the thermal power stage. The results signified that high
temperature was favorable for increasing TTMP production.
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四甲基吡嗪（tetramethylpyrazine，TTMP）又名川
芎嗪（1igustiazine），是中药川芎治疗心脑血管疾病
的有效成分之一，临床上已广泛应用于治疗缺血性
心脑血管疾病及慢性心衰、肾衰等并且取得了良好
的疗效。 从 1962 年第一次报道通过微生物法生产
吡嗪类物质开始 [1]，科研工作者就开始了吡嗪类物
质合成机制的探索。 到目前为止，关于吡嗪类物质
的合成机制主要有两种：（1） 对于烘焙食品，吡嗪类
物作为风味物质，主要由糖和氨基酸类物质通过美
拉德反应形成[2-5]。 在烘焙过程中，所用基质中的 pH
环境和不同的氨基酸源对吡嗪类物质的合成与积
累有重要的影响[6]；（2）对通过微生物法来合成吡嗪
类物质过程，由于发酵状态的不同，其生产功能机
制有比较大的差异：对液态发酵生产吡嗪类物质来
讲，微生物通过代谢调控积累 3-羟基丁酮和外加铵
盐来提高四甲基吡嗪的含量，并提出了四甲基吡嗪
的代谢途径 [7-9]；而对通过微生物固态发酵生产四甲
基吡嗪机制的研究却进展缓慢，虽然有很多传统发
酵食品利用固态发酵法提高产品中吡嗪类物质的
含量 [10]，并且发现发酵后加热温度对吡嗪类物质的
含量影响很大 [11]，但是对通过发酵法生产包含四甲
基吡嗪在内的吡嗪类物质的研究主要集中在通过
优化发酵条件来提高产量 [8]，对吡嗪类物质的形成
机制研究较少，目前研究较清楚的是我国的酿醋工
艺，其研究表明加热、煎煮条件下和陈化过程所发
生的美拉德反应是香醋中川芎嗪主要来源[12]。

白酒酿造不仅是一个典型的固态发酵过程，而
且是一个开放式的高温过程：从制曲、堆积到入池
发酵，各个环节都有大量微生物的参与，在工艺上，
无论是酱香型酒还是芝麻香型酒，都存在高温制曲
和堆积过程，如果此过程温度偏低，酒体中吡嗪类
物质含量下降，说明提高温度有利于吡嗪类物质的
产生。 但是，在制曲过程中，自然状态下最高温度也
只有 60 ℃左右，而 Maillard 反应产生吡嗪类物质的
的最佳温度在 120~180 ℃[13]。因此，关于白酒中吡嗪
类化合物是否通过美拉德反应来产生仍是一个颇
有争议的话题[14]。前期研究结果表明：在酿造的不同
阶段，细菌曲中 TTMP含量最高。由于细菌曲是多菌
种混合发酵过程，为简化研究模型，作者以细菌曲
中分离到的高产四甲基吡嗪菌株 B. subtilis S12 为
研究对象，通过用单一的 B. subtilis S12模拟细菌曲
培养过程，来实现探索 TTMP合成机制的目的。

1.1 主要试剂
2，3，5，6-四甲基吡嗪（2，3，5，6-tetramethylpy-

razine），3-羟基丁酮 （3-hydroxy-2-butanone），2-乙
酰基吡啶（2-acetylpyridine），庚酮（heptanone）均为
色谱纯，美国 Sigma Aldrich 公司产品；谷氨酸、苯丙
氨酸、酪氨酸、亮氨酸、苏氨酸、乙醇和氯化钠：均为
分析纯，国药集团化学试剂有限公司（上海）产品。
1.2 菌种

B. subtilis S12：作者所在本实验室筛选并保藏。
1.3 培养基

营养肉汤培养基：牛肉膏 5 g，蛋白胨 10 g，氯
化钠 5 g，加水至 1 000 mL，pH 调至 7.2，于 121 ℃
湿热灭菌 20 min。

斜面培养基：葡萄糖 5 g，蛋白胨 10 g，牛肉膏
5 g，氯化钠 5 g，加水至 1 000 mL，pH 调至 7.2，于
121 ℃湿热灭菌 20 min。

麸皮固体培养基：麸皮 700 g，花生米粉 300 g，
加水 1 000 mL， 混匀分装后 121 ℃湿热灭菌 20
min。
1.4 培养条件

种子液培养条件：从新鲜斜面上挑取一环菌落
至营养肉汤培养基中 （每 100 mL 摇瓶装 20 mL 培
养基），于 37 ℃、150 r/min 下培养 24 h。

发酵培养条件：将培养好的种子液，按体积分
数 2%的接种量接入麸皮固体培养基（每 250 mL 摇
瓶装 50 g培养基）中，37 ℃下培养 48 h。
1.5 3-羟基丁酮及 TTMP的提取

称取 5 g 样品，加入 50 mL 体积分数 12%的乙
醇，浸泡 10 min，再超声波处理 30 min，离心，收集
上清。 吸取 5 mL 提取液到 15 mL 顶空瓶中， 加入
1.5 g NaCl 和 1 μL 的庚酮（内标），混匀，50 ℃下萃
取 40 min， 通过气相色谱-质谱仪进行 3-羟基丁酮
和四甲基吡嗪质量分数的测定，每个样品重复 3次。
1.6 粗酶液的制备

将枯草芽孢杆菌 S12 接种于牛肉膏蛋白胨培
养基中，37 ℃、150 r/min 培养。 取培养 24 h 的发酵
液，8 000 r/min 冷冻离心 15 min， 上清液作为胞外
粗酶液。 收集上述发酵液离心所得的菌体，生理盐
水洗涤两次后，将其悬浮于 0.2 mol/L PBS 缓冲（pH
7.2）中，超声波破碎。破碎条件为：功率 300 W，破碎
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时间 8 min，冰水浴环境，工作 2 s 停 4 s。 将破碎液
12 000 r/min离心 15 min，取上清液作为胞内粗酶液。
1.7 分析方法
1.7.1 3-羟基丁酮和 TTMP 含量测定 3-羟基丁
酮和四甲基吡嗪含量采用 GC-MS 进行测定， 参照
优化后的文献方法 [15]，进样口温度为 250 ℃，He 为
载气，流量为 1 mL/min。程序升温：50 ℃恒温 2 min，
以 10 ℃/min 的速度升温至 230 ℃，保持 15 min。EI
电离源，温度为 220 ℃，电子能量 70 eV，扫描范围
50~500。通过建立 3-羟基丁酮和四甲基吡嗪的标准
曲线，进行定量分析。
1.7.2 蛋白酶活力测定 蛋白酶活力测定参照文
献方法[16]。称取 2.5 g样品，加入 50 mL缓冲液（乳酸
缓冲液 pH 3.0；磷酸缓冲液 pH 7.5；硼砂缓冲液 pH
10.5），在 40 ℃水浴中浸出 30 min，离心，收集上清
液。 准确吸取酶浸出液 1 mL，注入 10 mL离心管中
（一式 3份），在（40 ℃）水浴中预热 5 min，准确加入
体积分数 2%酪蛋白溶液 1 mL，计时，保温 10 min，
立刻加入 2 mL 0.4 mol/L 三氯醋酸， 以沉淀多余的
蛋白质，中止反应。 15 min后离心分离（或过滤）。准
确吸取上层清夜 1 mL， 注入试管中加入 5 mL 0.4
mol/L 碳酸钠溶液和 1 mL Folin 试剂， 摇匀， 在 40
℃水浴加热 20 min 显色。 以空白试液为对照，在
680 nm波长下测定试样的光密度，取 3次平均值。

酶活力定义为：1 g 绝干样品， 在一定温度和
pH 值条件下，1 min 水解酪素产生 1 μg 酪氨酸为
一个酶活力单位。
1.7.3 氨基酸脱氢酶活力测定 L-谷氨酸脱氢酶
活力测定 [17]：以 NAD+为辅酶测定 GDH 酶活性测定
反应体系为：6 mmol/L NAD+，100 mmol/L 谷氨酸，
160 mmol/L 甘 氨 酸 ，1.8 mol/L NaCl，4.2 mmol/L
EDTA，pH 9.0。 测定 GDH 催化辅酶 NAD+还原所引
起的光吸收值在 340 nm 波长处的变化。 每分钟催
化 1 μmol NAD+还原所需的酶量定义为一个酶活力
单位（U）。 单位酶活=酶活/蛋白浓度。

苯丙氨酸脱氢酶 [18]：反应体系为：200 μL 粗酶
液加入到 2 mL 20 mmol 磷酸缓冲液（含 0.1 mol 苯
丙氨酸，pH 7.0），反应 5 min 后，取 1.5 mL 混合液，
加入 1.5 mL 质量分数 1% FeCl3，614 nm 处测定吸
光值变化。 每分钟催化 1 μmol 苯丙氨酸所需的酶
量定义为一个酶活力单位（U）。

1.7.4 氨（铵）质量分数的测定 样品中铵（氨）质
量分数的测定参照弓晓峰等[19]的方法。 称取 1 g 固
体样品于三角瓶中， 加入质量分数 20% NaCl 溶液
10 mL，振荡 30 min 后，离心。 吸取 50 μL 上清液液
于 25 mL 比色管中， 加水稀释至 20 mL 左右后，加
入 1 mL 酒石酸钾钠溶液 ，1.5 mL 质量分数 20%
NaOH 溶液，充分摇动，静置 15 min 后加入 0.5 mL
纳氏试剂，边加边摇动，然后定容至刻度。 一段时间
后用分光光度计于 390 nm 处测定吸光度。

2.1 固态条件下Maillard反应对 TTMP合成贡献
率分析

关于 TTMP的合成目前有两种机制：（1）葡萄糖
和氨基酸通过 Maillard 反应可以产生吡嗪类物
质[20]；（2）3-羟基丁酮和铵盐通过化学反应能够产生
TTMP，且提高温度利于反应的正向进行[21]。

在细菌曲培养过程中，微生物生长代谢产生大
量的热量，如果不进行控温，温度能达到近 60 ℃，
而美拉德反应在 60 ℃即可以进行。 作者以细菌曲
培养模式作为研究对象， 以产 TTMP含量最高的菌
株 B. subtilis S12为对照，对固态制曲阶段 TTMP 合
成是否主要以 Maillard反应生成进行研究。 实验分
为 3 组，第一组在麸皮培养基中添加葡萄糖和氨基
酸、第二组在麸皮培养基中添加葡萄糖和磷酸氢二
铵，第三组中只接种枯草芽孢杆菌 S12，作为对照。 3
组实验分别于 37 ℃（48 h）和 37~60 ℃培养（37 ℃
培养 24 h 后，60 ℃继续培养 24 h）， 测定 TTMP 质
量分数，结果如图 1所示。

根据结果可知，在只加葡萄糖和氨基酸的实验
组中 TTMP质量分数非常低：在 37 ℃和 37~60 ℃两
种培养模式下 TTMP 质量分数分别为 1.8 mg/kg 和
2.1 mg/kg； 葡萄和磷酸氢二铵实验组 TTMP 质量分
数分别为 2.4 mg/kg 和 2.3 mg/kg。 而在接种 B.
subtilis S12后培养产生的 TTMP质量分数高达 65.4
mg/kg和 319.73 mg/kg，分别是葡萄糖和氨基酸组的
36 倍和 152 倍。 这表明在此培养过程和温度条件
下， 通过单纯的 Maillard 反应产生的 TTMP 质量分
数很低， 即此过程中 TTMP的合成主要产生途径不
是 Maillard反应的结果。

结果与讨论2
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图 1 不同基质对 TTMP 产生的影响
Fig. 1 Effect of ground substance on TTMP synthesis

3-羟基丁酮和铵合成 TTMP 的时主要通过添
加外加铵盐的方式来强化四甲基吡嗪的合成 [22-24]，
这就是目前关于 TTMP合成的另外一种途径： 液态
发酵条件下细菌在发酵过程中首先要代谢产生
TTMP 的前体物质 3-羟基丁酮 [25]，然后 3-羟基丁酮
和铵盐反应生成 TTMP[26-27]。测定了 B.subtilis S12固
态培养条件下，随温度和培养时间 3-羟基丁酮质量
分数变化情况，结果如图 2所示。 由图 2可知，随着
培养的进行，3-羟基丁酮质量分数逐步上升， 在 24
h左右达到最大值， 最高质量分数达到 7.5 g/kg（37
℃）。 此外，不同温度下，37 ℃时 3-羟基丁酮质量分
数最大， 随着温度的升高，3-羟基丁酮合成量逐渐
下降，当温度达到 60 ℃时，细菌基本不生长，几乎
检测不到 3-羟基丁酮质量分数变化。 值得注意的
是：24 h后℃呈下降趋势， 这主要由于一部分 3-羟
基丁酮合成了 TTMP，同时 3-羟基丁酮可在 2，3-丁
二醇脱氢酶作用下还原成 2，3-丁二醇 [28]。 因此，如
果可以在曲中发现氨（铵离子），并且能证明 3-羟基
丁酮和氨基酸不能反应生成 TTMP， 就可以证明细
菌曲中 TTMP 的形成应该主要是通过 3-羟基丁酮
和氨（铵盐）缩合而形成。

图 2 不同培养温度下 3-羟基丁酮质量分数变化
Fig. 2 Content of 3 -hydroxy -2 -butanone at different

temperature

2.2 制曲过程中 TTMP合成时曲中 N 源的存在形
式及其来源

前期我们对酿酒各阶段中吡嗪类物质的变化
规律发现，同一培养温度下，多粮曲中四甲基吡嗪
含量明显高于纯小麦曲，推测这主要是多粮曲中添
加了豌豆 ， 提高氮质量分数的结果 。 Besson 和
Larroche 等人 [29-30]通过在培养基中外加氨基酸和铵
盐的方式来提高发酵产吡嗪类物质的含量。 为了研
究 TTMP合成中 N的掺入方式，以 3-羟基丁酮为底
物（20 mg/mL），分别与氨基酸和铵盐（磷酸氢二铵）
（30 mg/mL）作用，在 37 ℃和 60 ℃下反应 1 h，检测
TTMP质量分数。

图 3 显示， 在 37 ℃和 60 ℃条件下，3-羟基丁
酮和氨基酸反应后几乎检测不到 TTMP，3-羟基丁
酮和铵盐反应后 TTMP 吡嗪质量分数分别为 17.8
μg/mL 和 516.7 μg/mL，这说明在此温度条件下，3-
羟基丁酮和氨基酸反应不能产生四甲基吡嗪，而是
和铵盐（磷酸氢二铵）反应产生 TTMP。

图 3 氮源对 TTMP 合成的影响
Fig. 3 Effect of nitrogen source on the synthesis of TTMP

从图 4 可知，随着曲堆积时间的增加，曲中氨
的浓度逐渐增加，在 37 ℃条件下，氨质量分数高达
12 g/kg， 但是 60 ℃条件下最高质量分数在 25 h 左
右获得，质量分数为 4.5 g/kg。 该结果表明：曲中存
在高质量分数的氨物质。 在制曲过程中没有添加外
源的氨源，因此氨的来源只能由细菌代谢产生。

因此，作者提出一个假设：细菌应该是以氨基
酸为底物通过脱氨作同获得氨，然后游离态氨与 3-
羟基丁酮反应进而合成 TTMP。 这就需要验证两个
过程的存在：（1）B. subtilis S12 固态培养过程中将
蛋白分解为氨基酸残基 ； （2） 氨基酸残基在 B.
subtilis S12合成的脱氨酶的作用生成氨。
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图 4 枯草芽孢杆菌 S12 培养过程氨质量分数变化
Fig. 4 Changing profile of ammonia in bacterial qu

cultured with B.subtilis S12

为验证以上假设的正确性， 作者对 B.subtilis
S12 的蛋白酶及氨基酸脱氢酶的酶活性进行了测
定。 B.subtilis S12的蛋白酶活性的分析结果结果如
图 5 所示。 从图 5 可知，在 37 ℃条件下，B. subtilis
S12的碱性蛋白酶活力最高， 每克样品中活力达到
464.36 U，其次是中性蛋白酶（383.04 U/g），酸性蛋
白酶活力最低（114.76 U/g）。 这表明 B. subtilis S12
固态培养过程中存在着高浓度的蛋白酶，用于实现
将蛋白和肽段水解成氨基酸残基。 此外，与 37 ℃相
比，经 60 ℃作用后，蛋白酶活力明显降低，碱性蛋
白酶活力仅为 37 ℃下的 21.9 %， 中性和酸性蛋白
酶活力也相应的降低 。 这说明 60 ℃高温下 ，B.
subtilis S12的蛋白酶活性受到抑制。

图 5 枯草芽孢杆菌 S12 蛋白酶活力
Fig. 5 Protease activity of B.subtilis S12

由于在对培养基中氨基酸质量分数进行测定
时发现苯丙氨酸和谷氨酸质量分数较高， 因此，作
者主要测定了苯丙氨酸和谷氨酸脱氢酶活性，结果
如图 6 所示。 根据实验结果可知，37 ℃下谷氨酸脱
氢酶和苯丙氨酸脱氢酶活性分别为 209 U/mg 和
161 U/mg，而 60 ℃下脱氢酶活性很低，说明高温下

酶的活性受到抑制。 此外，通过测定 B. subtilis S12
培养过程中铵（氨）质量分数发现，前期铵（氨）积累
很少，18 h后开始大量合成，当 24 h后改为 60 ℃培
养，铵（氨）质量分数变化不大，这主要是酶活受到
抑制所致。

图 6 不同温度下氨基酸脱氢酶活性

Fig. 6 Activity of amino acid dehydrogenase at 37 ℃ and
60 ℃

结果证明：B. subtilis S12 固态培养过程中首先
将蛋白分解为氨基酸残基，然后在 B. subtilis S12 分
泌的脱氢酶作用下将氨基酸脱氢生成氨， 进而为
TTMP的合成提供了充足的 N 源。
2.3 TTMP合成热反应研究

上述研究结果发现，B. subtilis S12 固态培养过
程中四甲基吡嗪是微生物代谢产物 3-羟基丁酮和
氨缩合反应而成。 但是可以明显地发现：高温能明
显强化 3-羟基丁酮和氨缩合产生 TTMP，这是否表
明：3-羟基丁酮和氨的缩合反应是化学缩合反应，
而不是微生物及酶参与的酶催化反应呢。 为此，以
3-羟基丁酮和铵为底物， 分别在不同温度下反应，
研究温度对 TTMP含量的影响，结果如图 7所示。
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图 7 温度对 TTMP 合成的影响
Fig. 7 Effect of temperature on TTMP synthesis

由图 7 可知，随着时间的延长，TTMP 质量分数
呈增加趋势。 37 ℃时，TTMP质量分数增加很慢，4 h
后质量分数增加了 245.34 μg；60 ℃作用下，TTMP

反应速率很快，1 h后达到 1 594.28 μg，随后反应速
率逐渐下降，反应 4 h 后四甲基吡嗪质量分数是 37
℃下的 12 倍， 说明 3-羟基丁酮和铵离子通过非酶
反应就可以合成 TTMP，且高温下合成速率加快。

以上结果表明：在 B. subtilis S12固态培养过程
中， 葡萄糖和氨基酸不能直接通过 Maillard 反应合
成 TTMP，需经微生物的代谢，在酶的作用下产生前
体物质 3-羟基丁酮和氨， 再进一步缩合反应生成
TTMP，缩合反应是一热力学反应。

因此，B. subtilis S12 发酵中 TTMP 的合成是由
酶与热动力学反应联合作用的结果，即：第一阶段，
微生物生长代谢过程中，在一系列酶的作用下产生
3-羟基丁酮和氨； 第二阶段，3-羟基丁酮和氨进一
步缩合生成四甲基吡嗪， 此阶段为热力学反应，高
温利于反应的进行。根据该结论，作者对 TTMP的合
成途径进行了构建如图 8所示。

ALS/AHAS：乙酰乳酸合成酶；NOD：非酶催化的氧化脱羧作用；ALDC：乙酰乳酸脱羧酶；BDH：2，3-丁二醇脱氢酶；AoSD ES：3-
羟基丁酮脱氢酶系统；GDH：谷氨酸脱氢酶

图 8 TTMP 的酶/热动力学耦合催化合成过程
Fig. 8 Synthesis of TTMP base on enzyme and thermo-kinetics coupling

2.4 B. subtilis S12产 TTMP的原位反应验证
上述结果显示：3-羟基丁酮质量分数在 24 h 达

到最大值， 同时氨质量分数在 18~24 h也有明显的
增加。 因此在 B. subtilis S12 培养过程中， 选择前
24 h 为 37 ℃培养用于实现前体物质的积累；24 h
后提高温度，用于加快前体物质的缩合反应，结果

如图 9 所示。 由图 9 可知：前 24 h TTMP 质量分数
变化很少，24 h 后 TTMP 开始逐步合成； 且温度越
高 ，TTMP 生成速度越快 ， 合成量越多 ；60 ℃下
TTMP质量分数为 307.99 mg/kg，是 37 ℃下的 5 倍。
在前期对菌株的生理生化实验发现，B. subtilis S12
在 60 ℃时不能生长， 如果 3-羟基丁酮到 TTMP 合

13
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成是酶促，60 ℃下 TTMP 质量分数应该较 37 ℃低。
因此， 这也进一步说明了 B. subtilis S12 培养过程
中，3-羟基丁酮和氨缩合成 TTMP过程为非酶反应。

图 9 温度对 B. subtilis S12 中 TTMP 合成的影响
Fig. 9 Effect of temperature on TTMP production of B.

subtilis S12

研究表明 B. subtilis S12固体培养温度下，以葡

萄糖和氨基酸为底物通过 Maillard 反应不能产生四
甲基吡嗪，3-羟基丁酮和氨基酸不能合成四甲基吡
嗪，只有 3-羟基丁酮和氨相互作用才能合成四甲基
吡嗪。

在固态发酵条件下，Bacillus subtilis S12 代谢
产生 3-羟基丁酮，分泌蛋白酶将蛋白质降解为氨基
酸，并在氨基酸脱氢酶（如谷氨酸脱氢酶和苯丙氨
酸脱氢酶）将氨基酸脱氢得到氨，实现氨基酸到氨
的转化，氨和 3-羟基丁酮通过缩合作用合成四甲基
吡嗪，因此氨基酸脱氢酶是合成 TTMP 的关键酶。

固态条件下四甲基吡嗪的合成为两阶段酶/热
力学联合作用过程：在第一阶段在全细胞催化下细
菌利用底物合成四甲基吡嗪的前提物质 3-羟基丁
酮，在氨基酸脱氢酶作用下生成氨；第二阶段 3-羟
基丁酮和氨在热动力作用下生成四甲基吡嗪。 其中
温度对第二阶段 TTMP 合成影响很大，高温利于反
应的进行。
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