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摘要:【目的】筛选性能良好的产碱性甘露聚糖酶的菌株，对菌株进行多项分类鉴定，分离纯化所产甘露聚糖
酶并进行性质研究。【方法】利用碱性魔芋粉培养基分离纯化产甘露聚糖酶的嗜碱菌，通过形态特征观察、
生理生化测定、16S rRNA 序列分析等实验确定菌株的分类地位。利用硫酸铵沉淀、阴离子交换层析和分子
筛层析得到电泳纯的酶，分析了酶的最适温度、最适 pH、温度和 pH 稳定性、NaCl 以及金属离子等的耐受性。
【结果】从我国内蒙古碱湖样品中分离得到一株产碱性甘露聚糖酶的菌株 HMTS15，经过多项分类鉴定显示
其是与 Bacillus agaradhaerens DSM 8721 不同的新菌株。菌株 HMTS15 所产的甘露聚糖酶反应的最适 pH 为
10. 0，最适温度75 ℃。【结论】多项分类结果鉴定菌株为 Bacillus agaradhaerens HMTS15。该菌株产生的碱性
甘露聚糖酶与同类其他来源的酶相比具有更好的热稳定性和 pH 适应性，有进一步的研究价值。
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甘露聚糖是地球上含量仅次于木聚糖的一类半

纤维素，广泛存在于木材和各种植物组织中
［1］。甘

露聚糖是通过 β-1，4-D-甘露糖连接成线状多聚体，
在多糖的侧链上主要有葡萄糖基、半乳糖基等取代
基，从而形成甘露聚糖、葡甘露聚糖、半乳甘露聚糖
等
［2］。β-甘露聚糖酶能够水解甘露聚糖、葡甘露聚
糖、半乳甘露聚糖等以 β-1，4-D-甘露吡喃糖为主链
的甘露聚糖，是甘露聚糖水解中最关键的一类

酶
［1］。目前细菌［3］、真菌［4］、植物［5］、动物［6］来源的
甘露聚糖酶均已得到了不同程度的研究，并将其广

泛应用于食品、医药、造纸、饲料、石油破胶及精细化
工等领域

［7］。
目前已有低成本、高活力的甘露聚糖酶成功的

应用于工业生产，而饲料业、造纸业、石油破胶等行

业中，不仅需要高活力的酶，还需要酶在酸性环境、
碱性环境或高温条件下保持稳定的酶学特性。极端
微生物来源的甘露聚糖酶由于能够在特定的苛刻条

件下保持稳定并发挥较大的酶活而引起了研究者们

极大的兴趣
［3］。本文主要就生产碱性 β-甘露糖酶

的极端微生物进行分离筛选，从内蒙古哈马太盐碱

湖中筛选到了一株产碱性甘露聚糖酶性质良好的菌

株 HMTS15。对菌株 HMTS15 进行了多项分类的研
究，对其所产甘露聚糖酶进行分离纯化并对纯酶的

性质进行了研究。该菌株所产的甘露聚糖酶在高
温、高盐、碱性条件下具有较高的酶活，并且表现出
来较好的温度稳定性和广泛的 pH 稳定性，为工业
用酶的开发以及极端来源甘露聚糖酶嗜极机制的后

续研究提供了材料和科学依据。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种和培养基:嗜碱菌 HMTS15 为本实验室
分离自中国内蒙古哈马太盐碱湖(盐度 8. 5%，pH
为 9. 93 )。 基 础 培 养 基: Yeast extract 5 g，
Polypeptone 5 g，K2HPO4 1 g，MgSO4. 7H2O 0. 2 g，
NaCl 50 g，蒸馏水900 mL，高温灭菌后加入灭过菌
的 10% Na2CO3100 mL。产酶培养基:在基础培养基
中加入瓜尔豆胶5 g /L，其余成分同基础培养基，高
温灭菌后加入无菌的 10% Na2CO3。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:瓜尔豆胶购自美国西格玛
奥德里奇公司;槐豆胶购自美国西格玛公司;Protein
Assay 试剂盒购自美国 Bio-Rad 公司。Axioskop 40
相差显微镜购自德国 ZEISS 公司;DU800 分光光度
计购自美国贝克曼公司;AKTA FPLC 快速蛋白液相
色谱系统购自美国安玛西亚公司;Bio-Rad PowerPac
200 蛋白电泳仪购自美国伯乐公司;PCR 仪购自德
国 Eppendorf 公司。
1. 2 菌株多项分类鉴定
1. 2. 1 形态学特征:KOH 法确定菌株的革兰氏反
应。相差显微镜观察菌体形态、大小。
1. 2. 2 生长特征:在4 ℃ － 50 ℃范围内测定菌株
HMTS15 在各个温度下的生长量;在最适生长温度
下，测定菌株在不同 pH 培养基中的生长量;在最适
生长温度和最适 pH 条件下，测定不同 NaCl 浓度下
菌株的生长量。菌株的生长量以 OD600表征。
1. 2. 3 生理生化特征:参照文献方法［8］测定了
HMTS15 菌株的氧化酶、过氧化氢酶、酯酶、酪素、淀
粉酶、明胶水解、硫化氢产生、吲哚产生以及硝酸盐
和亚硝酸盐还原性质。
1. 2. 4 糖醇利用:在基础培养基中加入10 g /L的糖
醇，接种后振荡培养2 d后测定菌液吸光度(OD600 )，

与基础培养基相比较，吸光值加倍或更多为阳性，吸

光值增加不足 1 倍为弱阳性，其余为阴性。
1. 2. 5 16S rRNA 基因序列分析:使用细菌 16S
rRNA 基因通用引物进行菌落 PCR，引物序列如下:
27f: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGG-3'; 1492r: 5'-
ACGGCAACCTTGTTACGAGTT-3'。 PCR 产 物 送 测
序，将得到的序列用 GenBank 中的 BLAST 进行比对
分析。

1. 2. 6 DNA 的 G + C mol%含量测定:基因组 DNA
的提取参照 Kim［9］所述方法进行，G + C mol%含量
测定采用热变性温度法(Tm 值法)。
1. 3 酶的检测
1. 3. 1 甘露聚糖酶活力的测定: DNS 法测定酶
活
［10］，底物为 0. 5% 的槐豆胶，反应时间10 min。酶
活力单位定义为:每分钟释放1 μmol甘露糖所需的
酶量。
1. 3. 2 蛋白含量测定:使用 Bio-Rad Protein Assay
试剂盒进行测定，以牛血清蛋白为标准蛋白。
1. 3. 3 SDS-PAGE:参照汪家政等［11］的方法。
1. 3. 4 活性电泳:蛋白样品无需煮沸直接上样。按
常规电泳方法在4 ℃环境中电泳。完毕后漂洗。之
后将胶覆盖于含 0. 5% 魔芋粉的固体培养基表面，
60 ℃保温15 min左右，取出后将固体培养基置于
0. 1%的刚果红溶液中染色10 min，再转入1 mol /L
的 NaCl 溶液中清洗。背景为红色，甘露聚糖酶存在
的区域显示为一条无色透明条带。
1. 4 酶的分离纯化
1. 4. 1 粗酶液制备:将新鲜菌液按 1%的接种量接
入500 mL产酶培养基中，37 ℃、200 r /min摇瓶培养
66 h，11000 × g离心10 min，上清即为粗酶液。
1. 4. 2 (NH4 ) 2 SO4 沉淀:粗酶液中加入硫酸铵至

80%饱和度，4 ℃静置过夜。10000 × g 离心15 min，
将沉淀溶解于 pH 8. 0 的50 mmol /L Tris-HCl 缓冲
液，HiTrap desalting 脱盐柱脱盐。
1. 4. 3 离子交换层析:将脱盐后的酶液加到用
50 mmol /L pH 8. 0 的 Tris-HCl 充分平衡的 DEAE 阴
离子交换柱上(DEAE 柱料为 GE 公司产品)，然后
用 Tris-HCl 缓冲液平衡，之后用 0 － 1. 0 mol /L NaCl
(50 mmol /L Tris-HCl pH 8. 0)进行梯度洗脱，流速
为2 mL /min，合并含有甘露聚糖酶活力的组分。
1. 4. 4 凝胶过滤:将上述所得活力组分用超滤离心
管浓缩至 500 μL。然后将样品加到 50 mmol /L pH
8. 0 的 Tris-HCl 预平衡的 Superdex 200 10 /300 GL
柱(GE 公司产品)进行分子筛层析，用相同的缓冲
液洗脱，流速为0. 5 mL /min。
1. 5 酶的性质研究
1. 5. 1 最适反应 pH:用50 mmol /L不同 pH 的缓冲
液(pH4. 0 － 8. 0 Na2HPO4-柠檬酸，pH8. 0 － 8. 5 Tris-
盐酸，pH8. 5 － 10. 5 甘氨酸-NaOH，pH11. 0 － 12. 0
Na2HPO4-NaOH)分别配制不同 pH 的底物溶液，按
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标准方法测定酶活。以酶活力最高者为 100%。
1. 5. 2 最适反应温度:分别在35 ℃、40 ℃、45 ℃、
50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃、70 ℃、75 ℃、80 ℃、85 ℃
下按照标准方法测定酶活。以酶活力最高者为
100%。
1. 5. 3 酶的 pH 稳定性:将酶液分别在50 mmol /L
不同 pH 的缓冲溶液(同 1. 5. 1)中室温放置4 h，按
标准方法测定残余酶活。以初始酶活为 100%。
1. 5. 4 酶的温度稳定性:将酶液分别在 55 ℃、
60 ℃、65 ℃ 温度下保温 30 min、60 min、90 min、
120 min，按标准方法测定残余酶活。
1. 5. 5 NaCl 浓度对酶活性的影响:底物溶液中加
入不同浓度 NaCl，按标准方法测定残余酶活。以不
含 NaCl 底物反应酶活为 100%。
1. 5. 6 金属离子和其他化合物对酶活性的影响:酶
液中分别加入终浓度为2 mmol /L的不同金属离子，
5 mmol /L和 10 mmol /L EDTA 和 SDS，40 ℃ 保温
1 h，按标准方法测定残余酶活。以初始酶活为
100%。
1. 5. 7 酶动力学测定:以不同浓度的槐豆胶为底
物，按照标准方法测定酶活力。根据产物的量计算
反应初速度，将不同底物的浓度和测定的反应初速

度采用 GraphPad Prism 5. 0 软件进行双曲线非线性
回归分析，获得 Km 值和 Vmax。

图 1 菌株 HMTS15 细胞形态(1000 × )
Fig． 1 Phase contrast micrograph of strain HMTS15

showing the cell morphology (1000 × ) . Bar，5 μm.

2 结果和分析

2. 1 菌株分离与形态学特征
菌株 HMTS15 为不规则短杆状(图 1)，大小为

2. 0 μm － 5. 0 μm × 0. 5 μm － 1. 0 μm，革兰氏阳性。
菌落呈圆形，乳黄色，表面平坦，边缘不整齐。
2. 2 菌株生长特性
菌株 HMTS15 能在 pH7. 0 － 11. 0 的条件下生

长，最适生长 pH 为 9. 5;生长的温度范围为10 ℃ －
45 ℃，最适生长温度 37 ℃ ; 最高能耐受 18% 的
NaCl，在含有 8% NaCl 条件下生长量最高。
2. 3 菌株生理生化特性与糖醇利用
菌株 HMTS15 能够分解淀粉、酪蛋白，不能分解

明胶、Tween20、Tween40、Tween60、Tween80。氧化酶、
触媒、硝酸盐还原结果为阳性，硫化氢产生、吲哚产生
试验结果为阴性。HMTS15 能够利用可溶性淀粉、蔗
糖、麦芽糖、果胶、果糖、甘露聚糖、木糖、木聚糖、支链
淀粉和甘露醇，不能利用乳糖和纤维素。(表 1)

表 1 HMTS15 菌株与近缘标准菌株形态学

和生理学差异比较

Table 1 Different morphological and physiological

characteristics of strain HMTS15 and related species

Characteristics
Stains designations

1 2 3
Temp. range for growth (℃ ) 10 －45 10 －45 15 －45
pH range for growth 7. 0 －11. 0 8. 0 －11. 0 8. 0 －11. 0
NaCl range for growth (%，w / v) 0 －18 0 －16 0 －16
Hydrolysis of Starch + + －
Gelatin － + +
Tween40 － + +
Tween60 － + +
Utilization of
Lactose － w ND
Cellulose － + ND
Mol% G + C 40. 0 39. 2 42. 4

Strains designations: 1． strain HMTS15; 2． B． agaradhaerens DSM8721
［12］; 3，B． clarkia DSM8720［12］． + positive， － negative，w weak，
ND no data．

2. 4 基于 16S rRNA 基因的系统发育分析
菌株 HMTS15 与 Bacillus 属成员具有较高的序

列相似性，用 Neighbor-Joining 方法构建系统发育树
表明与 Bacillus agaradhaerens DSM8721 亲缘关系最
近，相似性达到了 99. 2% (图 2)。
2. 5 菌株基因组 DNA 的 G + C mol%含量
通过测定得到 HMTS15 菌株 DNA 的 Tm 值为

69. 9 ℃，从而计算出 G + C mol%为 40. 0。
2. 6 酶的分离纯化
阴离子交换柱 DEAE-sepharose fast flow 进行层

析分离时目的组分在 NaCl 浓度为 0. 4 － 0. 5 mol /L
之 间 洗 脱 下 来。最 终 电 泳 纯 的 酶 比 活 达 到
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图 2 基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 HMTS15 与相关菌株的系统发育树
Fig． 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the relationships between strain

HMTS15 and related species． Accession numbers are shown in parentheses． The number at each branch point represents

the bootstrap percentages． Bar，0. 5% substitutions per nucleotide position．

644. 67 U /mg，纯化了 11. 7 倍，收率达到 24. 8%。
纯化过程的电泳图见图 3。

图 3 纯化过程 SDS-PAGE 以及活性电泳图
Fig． 3 SDS-PAGE and Native-PAGE of samples from different steps of

purification． 1． Culture supernatant; 2． DEAE-sepharose; 3． first

Superdex 200; 4． second Superdex 200; 5． Native-PAGE with activity

overlay．

2. 7 甘露聚糖酶性质
菌株 HMTS15 产生的甘露聚糖酶的最适反应

pH 与温度分别为 10. 0 (图 4-A)和 75℃ (图 4-B);

在55 ℃和60 ℃保温120 min酶活基本没有丧失，在

65 ℃保温酶失活较快，30 min后残余酶活接近 60%
(图 4-C);该酶在 pH6. 5 － 11. 0 的范围内都具有较
好的稳定性，常温放置4 h残余酶活超过 65% (图 4-
D);对 NaCl 有一定耐受性，15% NaCl 中残余酶活
超过 50% (图 4-E)。EDTA 对酶活性有强烈的抑制
作用，Mg2 +、Ca2 +

对酶活有一定的激活作用，SDS 对

酶活的影响不显著(表 2)。

表 2 金属离子、EDTA、SDS 对酶活的影响

Table 2 Effect of metal ion，EDTA and SDS on

activity of the mannanase from strain HMTS15
Metal ion / agent Relative activity /%
FeSO4 49. 99 ± 8. 59
MnCl2 38. 02 ± 9. 35
MgCl2 103. 17 ± 2. 61
CaCl2 108. 9 ± 6. 96
ZnSO4 81. 66 ± 11. 07
AgNO3 23;09 ± 13. 06
HgCl2 29. 37 ± 1. 59
PbSO4 100. 08 ± 6. 59
(CH3 COO) 2 Pb 70. 03 ± 6. 51
EDTA(5mmol) 31. 79 ± 15. 6
EDTA(10mmol) 37. 07 ± 10. 98
SDS(5mmol) 87. 08 ± 4. 47
SDS(10mmol) 95. 18 ± 4. 18

以槐豆胶为底物时，菌株 HMTS15 所产甘露聚糖
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图 4 各种因素对菌株 HMTS15 甘露聚糖酶的影响
Fig． 4 Effect of some factors on the activity and stability of the mannanase from strain HMTS15． (A) pH profile; (B) Temperature profile; (C)

Thermal stability; (D) pH stability; (E) NaCl tolerance．

酶的 Km 为2. 7 mg /mL，Vmax值为725 μmol /(mg·min)。

3 讨论

随着甘露聚糖酶在实际生产生活中的应用越

来越广，各种来源的甘露聚糖酶的研究持续升温。
近年来关于甘露聚糖酶的研究很多，细菌来源的

甘露聚糖酶中最适 pH 中性和偏酸性的甘露聚糖
酶研究的较多，而碱性甘露聚糖酶相对研究较少，

但是碱性甘露聚糖酶在洗涤剂
［13］、造纸［3］等工业

实际应用中具有中性和酸性甘露聚糖酶无可比拟

的优势。嗜碱芽胞杆菌是碱性甘露聚糖酶的重要
来源，本研究报告分离自我国内蒙古盐碱湖的产

甘露聚糖酶的菌株 HMTS15 即属于嗜碱芽胞杆菌
属，其系统发育分析表明菌株 HMTS15 与 Bacillus
agaradhaerens 的亲缘关系最近，并且具有同 B．
agaradhaerens DSM 8721 相似的一系列特征，包括
革兰氏染色、菌落形态、菌株形态、糖醇的利用、(G
+ C)mol%等。这些基本特征都表明菌株 HMTS15
同 DSM8721 菌株属于同一种。但是其与 DSM
8721 菌 株 相 比 也 存 在 一 些 明 显 的 差 异: B.
agaradhaerens DSM8721 不能在 pH 7. 0 生长，而菌
株 HMTS15 可 以 在 pH7. 0 的 条 件 下 生 长; B．

agaradhaerens DSM8721 可以水解明胶、Tween40 和
Tween60，可以利用纤维素，但是菌株 HMTS15 不
能水解和利用上述物质。因此，菌株 HMTS15 可
能代表 Bacillus agaradhaerens 中与 DSM 8721 不同
的新菌株。

1987 年 Akino T［14 － 15］
首次报道了 Bacillus sp．

AM001 产生的胞外碱性甘露聚糖酶，此后又有多种
不同的来源于嗜碱芽胞杆菌的碱性甘露聚糖酶被报

道，包 括 Bettiol［16］ 等 申 请 专 利 的 来 自 Bacillus
agaradhaerens 的甘露聚糖酶，Ma Yanhe［3］等报道的
来自 Bacillus sp． N16-5 的甘露聚糖酶，Takeda N［17］

等报道的来自 Bacillus sp． strains JAMB-602 的甘露
聚糖酶和 Hatade［14，18］ 等报道的来自 Bacillus sp．
JAMB-750 的甘露聚糖酶。本文所研究的甘露聚糖
酶的性质同已报道的酶性质有一定的优越性，具体

数据比较见表 3．
由表中数据我们可以看出，来自 HMTS15 菌株

的甘露聚糖酶在最适温度、最适 pH、温度稳定性
和 pH 稳定性上都优于或者接近于同类的其他酶，
在造纸和制浆工业展示了非常好的应用潜力。此
外，该甘露聚糖酶高的最适反应 pH 和良好的 pH
耐受性也是研究酶分子嗜碱机理的一个很好的资

源。
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表 3 代表性碱性甘露聚糖酶性质比较
Table 3 Overview of various characteristics of Alkaline β-mannanase

Organism pH opt pH stability Temp． ( opt． ) Thermal stability
B． sp． AM001 9. 0 7. 0 － 9. 0 65 ℃ 60 ℃ a

8. 5 8. 0 － 9. 0 60 ℃ 50 ℃ a

B. agaradhaerens 8 － 10 ND 60 ℃ ND
B. sp. N16 － 5 9. 5 8. 5 － 10b 70 ℃ 60℃
B. JAMB-602 9 6 － 11c 65 ℃ The half-life was 2 h at 55 ℃ and 27 min at 60 ℃
B. sp. JAMB-750 10 6. 0 － 10. 5d 55 ℃ The half-life was 117 min at 50 ℃ and 65 min at 60 ℃
Strain HMTS15 10 7. 0 － 11 75 ℃ 60 ℃

a. The enzyme solutions were incubated at various temperatures for 30 min． b. The enzyme solutions were incubated in various buffers at 50 ℃ for 60 min．
c. The enzyme was preincubated at the indicated pH buffers either at 40 ℃ for 30 min or 4 ℃ for 24 h． d. The enzyme was preincubated at the indicated
pH buffers either at 40 ℃ for 30 min．

该酶对 NaCl 有比较好的耐受性，15% NaCl 存
在的条件下还有超过 50%的残余酶活，在同类碱性
甘露聚糖酶中这一性质报道很少。NaCl 对酶活的
影响在嗜盐菌来源的酶中报道的 较 多，比 如

Wang［19］等报道的来自近海的 Pantoea agglomerans
所产甘露聚糖酶在1 mol /L的 NaCl(约 5. 8% )存在
的条件下酶活无损失;Meenakshi［20］等报道的来自
印度拉贾斯坦邦沙漠的 Bacillus sp． MG-33 所产甘
露聚糖酶在3 mol /L NaCl(约 17. 4% )存在的情况下
残余酶活超过 50% ;Mudau［21］等报道的来自晒盐场
的 Scopulariopsis candida strains LMK004 和 LMK008
所产的甘露聚糖酶在 NaCl 浓度 15%的条件下残余
酶活分别为 50%和 80%。本文所报道的酶在耐盐
性方面同已报道的酶相比也有一定的优势。还有一
个比较有趣的现象是该菌最适的生长 NaCl 浓度为
8%，而该菌所产的甘露聚糖酶的酶活却随着 NaCl
浓度的增加而降低。这可能与菌的生长环境和长期
的进化有关。该菌分离自内蒙古的盐碱湖，取样时
湖水的盐度为 8. 5%，由于内陆湖的盐度同降雨量
蒸发量等直接相关，一年四季中变化量较大，所以不

论是菌还是酶在进化过程中都形成了较为宽广的

NaCl 适应性，该菌在 0 － 8% NaCl 的条件下都生长
较好，而该酶在 0 － 8% NaCl 存在的条件下残余酶活
也都超过 70%。
该酶已经做了质谱鉴定，得到了部分氨基酸的

序列，目前正在根据氨基酸的序列设计简并引物调

取该酶的基因以便进行深入的研究。
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Purification and characterization of mannanase from an
alkaliphilic mannanase producing bacterium HMTS15
Tingting Liao1，2，Lei Zhai1，2，Chenghua Gao1，2，Yanfen Xue1，Yanhe Ma1*
1 Lab of Extremophiles，Institute of Microbiology，Chinese Academy of Science，Beijing 100101，China
2 Graduate School of Chinese Academy of Science，Beijing 100049，China

Abstract:［Objective］ To isolate and identify an alkaliphilic mannanase producing bacterium，purify and characterize
mannanase thereof．［Methods］Mannanase-producing alkaliphilic bacterium HMTS15 was isolated by alkaline agar with
konjak from water sample of Hamatai Lake in Inner Mongolia，China． The morphological，biochemical and physiological
characteristics and 16S rRNA gene were analyzed to identify the taxonomic position of strain HMTS15． Mannanase
produced by strain HMTS15 was purified by four steps including (NH4 ) 2 SO4 precipitation，cellulose DEAE-sepharose，
twice Superdex 200． The enzyme properties including optimal temperature，optimal pH，thermal stability，pH stability，
NaCl tolerance，metal ion tolerance，EDTA and SDS tolerance were tested．［Results］ Strain HMTS15 was Gram-positive
rod． Its growth pH ranged from 7. 0 to 11. 0 and growth temperature ranged from 10 ℃ to 45 ℃ ． The G + C content of the
DNA was 40 mol% ． Phylogenetic analvses based on 16S rRNA gene sequence comparisons indicated that strain HMTS15
was a member of Bacillus． The extracellular mannanase from strain HMTS15 was purified as a single band with molecular
weight of about 45 kD on SDS-PAGE． The optimal catalytic activity was showed at 75 ℃ and pH 10． The mananase was
stable up to 60 ℃ and retained about 60% residual activity at 65 ℃ for 30 min． The ions Fe2 +

，Mn2 +
，Co2 +
，Zn2 +
，

Ag +
，Hg2 + and EDTA inhibited the acitivity of the mannanase．［Conclusion］ Polyphasic taxonomy revealed that strain

HTMS15 was a new member of Bacillus agaradhaerens． The alkaline mannanase produced by strain HMTS15 hold the
valuable property in stability at high temperature and broad range of pH．
Keywords: Alkalophilic Bacillus，Alkaline mannanase，polyphasic taxonomy，purification，properties
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