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短小芽孢杆菌 β-1，4-甘露聚糖酶的酶学性质及其在干酪乳杆
菌中的表达
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摘要:【目的】干酪乳杆菌广泛的应用于食品加工和饲料行业，本研究拟构建表达甘露聚糖酶的重组干酪乳
杆菌并进行相关评价。【方法】利用干酪乳杆菌表达载体 pELX1 和 pELSH，将短小芽孢杆菌的 β-1，4-甘露
聚糖酶成熟肽的基因克隆到上述两个载体中，构建的重组质粒电转化到干酪乳杆菌宿主中，分别构建能够胞
内表达和分泌表达甘露聚糖酶的重组干酪乳杆菌。【结果】重组干酪乳杆菌菌株经培养后，胞内表达的 β-
1，4-甘露聚糖酶在重组细胞总蛋白中最高可达 23 U /mg，分泌表达培养基上清的 β-1，4-甘露聚糖酶最高达
到 8. 8 U /mL。【结论】本研究首次实现了甘露聚糖酶在干酪乳杆菌中的表达，结果表明该重组干酪乳杆菌
具有较大的应用前景，值得进一步研究。
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甘露聚糖是由 β-1，4-D-吡喃甘露糖连接而成的
线状多聚体，是半纤维素的重要组成部分，广泛存在
于自然界中。在许多植物如魔芋、椰子及多种植物
胶(槐豆胶、瓜尔胶等 ) 中都含有大量的甘露聚
糖［1］。但人和大部分家畜均不能分泌降解甘露聚

糖的酶类，至今仅有小部分甘露聚糖作为食品凝胶
使用，大部分尚未被有效的开发利用。内切 β-1，4-
D-甘露聚糖酶(EC． 3. 2. 1. 78)能随机的切断葡萄-

甘露聚糖，半乳-甘露聚糖和甘露聚糖等的 β-1，4-糖
苷键，生成的甘露寡糖能进一步被 β-甘露糖苷酶降
解成甘露糖。甘露寡糖和甘露糖广泛地应用于饲
料、食品和医药当中，因此研究 β-D-甘露聚糖酶对
开发利用甘露聚糖至关重要［2］。

随着基因工程技术的发展和应用，多种不同来
源的 β-甘露聚糖酶基因已经被成功地从细菌和真
菌中克隆并在相应的表达系统中进行了表达试验。

研究比较多的表达宿主主要有两个，分别是大肠杆
菌( Escherichia coli ) 和巴斯德毕赤酵母 ( Pichia
pastoris)表达系统［3 － 8］，这两类表达系统对于大规模

表达纯化 β-甘露聚糖酶，测定酶学性质等特性意义
重大，但是通过这两种宿主表达的重组酶安全性不
能得到完全有效的保证。还有一类研究较少的是枯
草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)表达系统［9 － 10］，枯草芽

孢杆菌作为一种食品级的菌株用于外源表达的宿主
菌被广泛地应用到基因的克隆及过量表达，相比于
前述两种表达系统，枯草芽孢杆菌表达系统的安全
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性好。乳酸菌作为外源蛋白表达宿主菌，比枯草芽
孢杆菌有优势。干酪乳杆菌( Lactobacillus casei)作
为乳酸菌的一员，是公认的安全菌株 ( generally
regarded as safe，GＲAS)，通过食品级表达载体重组
表达的酶无需纯化即可用于饲料添加剂等食品级用
途［11］。不仅如此，干酪乳杆菌是肠道微生物菌群的
主要菌株，能够耐受机体的防御机制，其在进入机体
后可以在肠道内大量存活，起到调节肠内菌群平衡、
促进机体消化吸收，同时某些菌株被证实具有高效
降血压、降胆固醇，抗过敏，增强机体免疫等益生功
能，因此研究干酪乳杆菌表达系统意义重大［12］。

本实验利用基因工程的方法从短小芽孢杆菌
(Bacillus pumilus) 中克隆 β-1，4-甘露聚糖酶基因
(ManB)的成熟肽编码序列，将该基因克隆到乳酸
菌表达载体 pELX1 中，并在大肠杆菌和干酪乳杆
菌中进行了目标蛋白表达试验，并测定分析了大

肠杆菌重组表达的 ManB 的酶学性质。同时，以乳
酸乳球菌( Lactococcus lactis)的分泌蛋白 USP45 的
信号肽( SPUSP45 )为分泌信号构建了干酪乳杆菌分
泌表达载体 pELSH，并实现了 ManB 在干酪乳杆菌
中的分泌表达，并测试了表达 ManB 的重组干酪乳
杆菌在以魔芋精粉为唯一碳源的培养基中的生长
状况。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养基:菌株和质粒见表 1。
干酪乳杆菌菌株在 MＲS 培养基中 37 ℃静置培养，
大肠杆菌和短小芽孢杆菌在 Luria-Bertani(LB)培养
基中 37 ℃振荡培养。选择培养基添加 100 μg /mL
的氨苄青霉素或 10 μg /mL 的红霉素。

表 1． 本研究所用菌株和质粒
Table 1． Bacterial strains，plasmids utilized in this study

Strains or plasmids Description Sources

Strains

Lb． casei MCJΔ1 Transformation /Expression host ［13］

B． pumilus β-1，4-Mannanase (ManB) gene CCTCC AB94044

Lc． lactis MG1363 Secreted protein USP45 signal peptide ( SPusp45 ) Bright Dairy ＆ Food Co．，Ltd．

E． coli JM109 Transformation /Expression host TaKaＲa ( Japan)

Plasmids

pELX1 Cloning / expression vector ［13］

pELSH Secretion expression vector / the SPusp45 was cloned into pELX1 This work

pELX1-man ManB was cloned into pELX1 This work

pELSH-man ManB was cloned into pELX1 This work

1. 1. 2 主要试剂和仪器:限制性内切酶、T4 DNA
连接酶、DNA Marker 和 Protein Marker 购自美国
Fermentas 公司;Taq DNA 聚合酶、Pfu DNA 聚合酶
和 dNTPs 购自北京全式金生物技术有限公司;小量
质粒 DNA 提取试剂盒和小量 PCＲ /酶切产物回收试
剂盒购自美国 Omega 公司;抗 His-Taq 抗体购自碧
云天生物技术研究所，辣根过氧化物酶底物显色试
剂盒购自美国 Bio-Ｒad 公司;Protein Assay 试剂盒购
自美国 Bio-Ｒad 公司;镍柱购自德国 QIAGEN 公司;
D-甘露糖购自国药集团化学试剂有限公司;魔芋精
粉购自湖北惠葡生化科技有限公司;细胞电转仪购

自德国 Eppendorf 公司，高压细胞破碎仪购自德国
Siemens 公司。
1. 2 引物设计

根据 GenBank 公布的序列定位目的基因序列
号如下:短小芽孢杆菌 β-1，4-甘露聚糖酶(ManB)基
因(GenBank No． JF791253. 1)，乳酸乳球分泌蛋白
USP45 的基因(GenBank No． M60178. 1)。将 ManB
基因在在线网站( http: / /www． cbs． dtu． dk / services /
SignalP /)上预测信号肽序列，截掉信号肽序列，以
此为模板设计引物，同时设计构建干酪乳杆菌分泌
表达载体 pELSH 的系列引物(表 2)。
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表 2． 本研究所用引物序列
Table 2． Primers Sequence utilized in this study

Primers Sequences (5'→3')
Nco I-man-F CATGCCATGGCATACTGTGTCGCCTGTGAATC
Kpn I-man-Ｒ CCGGGGTACCTCATTCAACGATTGGCGTTAAAG
EcoＲ I-PSlpA-F CCGGGAATTCAAGCGGTAGGTGAAATATTAC
PSlpA-Ｒ CATGTGGTCTTTTCCTCCTTG
SOE-SPusp45-F CAAGGAGGAAAAGACCACATGAAAAAAAAGATTATCTCAGCTA
Xho Ι-SPusp45-Ｒ GGCCCTCGAGGTTTGTGTCAGCGTAAACACC
Xho Ι-MCS-F GGCCCTCGAGCACCATCATCATCATCATGAC
BamH I-T-Ｒ GGCCGGATCCAGCTTGCGTTTGATTTTC

1. 3 重组质粒构建
1. 3. 1 提取总 DNA:按照如文献［14］所述方法提
取短小芽孢杆菌和乳酸乳球菌的总 DNA。
1. 3. 2 分泌表达载体 pELSH 的构建:用引物对
EcoＲ I-PSlpA-F / PSlpA-Ｒ 以质粒 pELX1 为模板进
行 PCＲ 扩增得到嗜酸乳杆菌 SlpA 基因的启动子序
列(PslpA)，用引物对 SOE-SPusp45-F /Xho Ι-SPusp45-
Ｒ 以乳酸乳球菌的总 DNA 为模板 PCＲ 扩增得到
SPusp45 的 DNA 序列［15］，将上述两个扩增得到的
DNA 片段用 SOE PCＲ( splicing overlapping extension
PCＲ)［16］的方法扩增得到 PslpA-SPusp45 融合 DNA
片段，试剂盒回收该片段后用 EcoＲ I 和 Xho Ι 双酶
切后，备用;用引物对 Xho Ι-MCS-F / BamH I-T-Ｒ 以
pELX1 为模板 PCＲ 扩增得到包括 His-tag、多克隆位
点(multiple cloning site，MCS)和转录终止子的一段
DNA 片段，试剂盒回收该片段后用 Xho Ι 和 BamH I
双酶切，备用;将 pELX1 载体用 EcoＲ I 和 BamH I
双酶切后，胶回收大片段 DNA，备用。将上述 3 个
片段进行 3 片段酶连，转化大肠杆菌，挑选正确克隆
命名为 pELSH。
1. 3. 3 pELX1-man 和 pELSH-man 的构建:用引
物对 Nco I-man-F /Kpn I-man-Ｒ 以短小芽孢杆菌的
基因组为模板进行 PCＲ 扩增 manB 基因的 DNA 片
段，用 Nco I /Kpn I 双酶切后连接到 Nco I /Kpn I 双酶
切的质粒载体 pELX1 和 pELSH，筛选正确克隆分别
命名为 pELX1-man 和 pELSH-man。
1. 4 干酪乳杆菌的电转化

按照文献报道［13］的方法制备干酪乳杆菌
MCJΔ1 感受态细胞和干酪乳杆菌的电转化。
1. 5 β-甘露聚糖酶在大肠杆菌和干酪乳杆菌蛋白
表达的鉴定

将大肠杆菌和干酪乳杆菌转化子分别在含相应
抗生素的培养基中培养至对数生长后期，11200 × g

离心 5 min 收集细胞，用 1 /10 体积的 0. 1 mol /L 的磷
酸盐缓冲液 (0. 0802 mol /L K2HPO4，0. 0198 mol /L
KH2PO4，pH7. 4)重悬细胞，高压细胞破碎仪破碎细
胞，以携带空载体 pELX1 的重组菌为阴性对照，点
样进行 SDS-PAGE 电泳及 Western blotting 分析，用
抗 His-Taq 的抗体检测目标蛋白。Western blotting
方法同文献报道的方法［13］。

收集重组大肠杆菌细胞，压力破碎后，4 ℃ 下
11200 × g 离心 10 min 取上清液，过镍柱，用不同浓
度的咪唑缓冲液洗脱蛋白，SDS-PAGE 分析。
1. 6 β-甘露聚糖酶酶活测定

用 0. 1M 的乙酸-乙酸钠缓冲液 ( pH5. 5)配制
0. 5%的魔芋精粉，常温下不停搅拌 30 min 成均匀
胶体状。将重组干酪乳杆菌破碎细胞总蛋白上清液
用乙酸-乙酸钠缓冲液 ( pH5. 5)稀释至合适倍数，
50 ℃保温 10 min。在 25 mL 比色管中加入 2 mL
0. 5%的魔芋精粉溶液，同样在 50 ℃保温 10 min，加
入 2 mL 保温的稀释好的酶液，精确计时 30 min，加
入 5 mL DNS 溶液，沸水浴 10 min，定容至 25 mL，测
定波长 540 nm 下的吸光值。以先加 DNS，后加酶液
同样保温 30 min 的反应管为对照组调零。

以甘露糖储备液制作标准曲线，根据标准曲线
计算酶活性，甘露聚糖酶活的定义为在 pH5. 5，
50 ℃下，每分钟产生 1 μmol 甘露糖所需的酶量定
义为一个酶活单位 U。
1. 7 β-甘露聚糖酶的酶学性质分析

最适温度和温度稳定性:将酶液置于 30、40、
50、60、70 和 80 ℃上述温度下保温，每 30 min 取样
测定酶活力，观察不同温度对酶促反应的影响。

最适 pH 和 pH 稳定性:配制 pH3. 0 － 10. 0 范围
缓冲液，50 ℃条件与相应粗酶液混合反应测定其酶
活，观察最适 pH;将酶液加入上述缓冲液中 50 ℃条
件下保温 30 min，取样适当稀释，测定酶活力，观察
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其在不同 pH 条件下的稳定性。
1. 8 重组干酪乳杆菌不同生长时期 β-甘露聚糖酶
蛋白量的表达测定

收集不同细胞浓度下的重组的干酪乳杆菌细
胞，7000 × g 离心收集细胞，用 PBS 缓冲液重悬，高
压破碎，用乙酸-乙酸钠缓冲液( pH5. 5)稀释总蛋白
至合适浓度，测定菌体总蛋白的甘露聚糖酶酶活性，
同时用 Protein assay 试剂盒检测总蛋白的蛋白浓
度，计算重组干酪乳杆菌发酵液中甘露聚糖酶的总
酶活量和单位总蛋白中甘露聚糖酶的酶活性。
1. 9 重组干酪乳杆菌对魔芋精粉为唯一碳源的
利用

以宿主干酪乳杆菌为对照，同时选择胞内表达
和分泌表达 β-甘露聚糖酶的重组干酪乳杆菌在
MＲSK 培养基(用 0. 5%的魔芋精粉替代 MＲS 培养
基中的葡萄糖)中，37 ℃振荡培养，取样测定细胞密
度和培养基中的糖的还原性末端的浓度。

2 结果

2. 1 β-1，4-甘露聚糖酶(ManB)基因在大肠杆菌和
干酪乳杆菌中的表达

前期实验证实克隆有增强型绿色荧光蛋白
( eGFP)基因的重组质粒 pELX1-eGFP 能使携带该
质粒的重组大肠杆菌 JM109 中大量表达 eGFP 蛋
白［13］。因此在本实验中，将含有重组质粒 pLEX1-
man 的大肠杆菌 JM109 菌体总蛋白 ( whole cell
protein，WCP)进行 SDS-PAGE 分析并过镍柱纯化，
观察目的蛋白 ManB 的表达并且纯化得到单一的
ManB 蛋白(结果未显示)。

重组质粒 pLEX1-man 转化干酪乳杆菌 MCJΔ1
感受态细胞，挑取阳性克隆转接至 100 mL MＲS 培
养基中，培养过夜。离心收集细胞后压力破碎，总蛋
白进行 SDS-PAGE(图 1-A)和 Western blotting(图 1-
B)分析。从 SDS-PAGE 凝胶上无法看到目标条带，
通过 Western blotting 的方法，用抗 His-tag 的抗体杂
交证实 ManB 在干酪乳杆菌中特异性的表达。取不
同生长阶段的重组干酪乳杆菌，破碎细胞，取细胞破
碎液测定 ManB 的酶活，发现随着细胞的生长，在重
组干酪乳杆菌发酵液中 ManB 总量稳步上升(图 2-
A)，单位细胞总蛋白中最高的 ManB 酶活达到 23
U /(mg·WCP)(图 2-B)。

基于分泌表达载体 pELSH 构建重组质粒
pELSH-man，电转化至干酪乳杆菌中，挑选阳性克隆
重组子诱导培养，检测上清液 ManB 的酶活。结果
显示，在细胞浓度 OD600≤3. 4 时，上清液中 ManB 的
酶活随着细胞生长而增高，在 OD600 = 3. 4 时达到最
高，酶活为 8. 8 U /mL(图 3)。之后随着细胞浓度的
增高，ManB 的单位发酵液酶活下降，其原因可能是
由于发酵液 pH 值的降低导致 ManB 降解，或生长后
期部分细胞破裂释放的蛋白酶降解引起。

图 1． SDS-PAGE ( A ) 和 Western blotting ( B ) 分析
ManB 在干酪乳杆菌 MCJΔ1 中的胞内表达
Figure 1． Expression of ManB in Lb． casei MCJΔ1 by SDS-PAGE

and Western blotting． ( A) represent SDS-PAGE，M，marker;

lane 1 － 2，whole protein of transformants of pELX1，pELX1-

man． ( B) represent Western blotting analysis，which suggested

both recombinant proteins were expressed specifically． M，marker;

lane 3 － 4，whole protein of transformants of pELX1，pELX1-

man．

2. 2 ManB 的酶学性质
2. 2. 1 最适反应温度和温度稳定性:实验结果表明
ManB 的最适温度为 50 ℃，60 ℃下酶活力为 50 ℃
的 70%，60 ℃以上随着温度升高酶活力迅速下降
(图 4-A)。50 ℃以下较为稳定，保温 3 h，保留酶活
力在 90%以上，60 ℃以上，随着时间延长，酶活迅速
下降，60 ℃保温 3 h 后，保留酶活力只有 25%，70 ℃
保温 2 h 几乎完全丧失(图 4-B)。
2. 2. 2 最适反应 pH 与 pH 稳定性:pH 为 5. 5 时酶
促反应活性最高(图 5-A)，但 pH 为 6 时酶的稳定性
最好，保温 30 min 后仍有 95% 的酶活保留，在
pH5 － 8范围内处理 30 min 后酶活力均保留 70%以
上，pH ＜ 5 或 pH ＞ 8，酶较不稳定(图 5-B)。
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图 2． ManB 在干酪乳杆菌 MCJΔ1 中的胞内表达量
Figure 2． The intracellular expression quantity of ManB in Lb．

casei MCJΔ1． (A) represent the whole intracellular expression

ManB activity in culture of Lb． casei MCJΔ1 transformant by

pELX1-Man vector． (B) represent the ManB activity in an unit

WCP of Lb． casei MCJΔ1 transformant by pELX1-Man vector．

图 3． ManB 在干酪乳杆菌 MCJΔ1 的分泌表达
Figure 3． Secreted expression of ManB in Lb． casei

MCJΔ1．

2. 2. 3 不同的金属离子对 ManB 酶活性的影响:
结果如表 3 所示，Na +、Co2 +和 Ni2 +等对酶促反应有
促进作用，Ag +、Hg + 和 SDS 对酶有明显的抑制作
用。

图 4． ManB 的最适反应温度(A)和温度稳定性(B)
Figure 4． The optimum temperature (A) and thermal stability

(B) of ManB．

表 3． 金属离子对 ManB 酶活力的影响
Table 3． Effects of various metal ions on ManB activity

Metal ions Concentration /(mmol / L) Ｒelative activity /%
Control 1 100

K + 1 102

Mn2 + 1 95

Na + 1 113

Ca2 + 1 105

Mg2 + 1 101

Co2 + 1 110

Ba2 + 1 103

Al3 + 1 104

Ni2 + 1 114

Cu2 + 1 104

Li + 1 105

Fe3 + 1 99

Zn2 + 1 91

Hg + 1 2

Ag + 1 5
EDTA 1 98
SDS 1 32

2. 3 重组干酪乳杆菌利用魔芋精粉生长状况
以宿主菌株( Lb． casei MCJΔ1)为对照，胞内表
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图 5． ManB 最适反应 pH(A)与 pH 稳定性(B)
Figure 5． The optimum pH (A) and pH stability (B) of ManB．

达的重组干酪乳杆菌( pELX1-man-MCJΔ1) 和分泌
表达重组干酪乳杆菌( pELSH-man-MCJΔ1) 在以魔
芋精粉为唯一碳源的 MＲSK 培养基(0. 5% 的魔芋
精粉替代 MＲS 培养基中的葡萄糖)中培养时的生长
曲线。结果显示，受碳源制约，干酪乳杆菌在 MＲSK
培养基中生长量不高。分泌表达菌株生长至最高的
浓度时 OD600仅达 0. 8 左右，而对照组和胞内表达组
较为类似(图 6-A)。ManB 是内切甘露聚糖酶，不能
有效的将甘露寡糖进一步分解成甘露糖。因此，测
定培养基中糖的还原性末端浓度可反映实际的酶活
情况。结果表明，分泌组培养基中魔芋精粉在 15 h
后已经被完全分解成甘露寡糖(图 6-B)，胞内组则
不能有效的分解培养基中的甘露聚糖。从分泌组的
生长曲线可以得出，干酪乳杆菌 MCJΔ1 不能高效的
利用甘露寡糖为碳源生长。

3 讨论

甘露聚糖酶作为一种重要的半纤维素酶，其对
降解半纤维素具有重要的意义。研究表明甘露聚糖
酶作为饲料添加剂，能够明显提高饲料利用率［2］，

图 6． 重组干酪乳杆菌在 MＲSK 培养基的生长曲线(A)

和培养基上清的糖还原性末端浓度(B)
Figure 6． The growth curve (A) and the reducing end concentration

of suger ( B ) in supernatant of recombinant Lb． casei MCJΔ1 in

MＲSK medium．

甘露聚糖酶还可用来分解食物中的甘露聚糖，产生
功能性糖类，由此可改善人体和动物肠道中的菌群
组成，调节消化系统的功能减轻肥胖［17 － 18］，因而甘
露聚糖酶研究逐渐受到重视。多年来，包括从产酶
菌种的筛选、诱变和纯化，到利用基因工程技术在大
肠杆菌和毕赤酵母等进行异源表达甘露聚糖酶都进
行了广泛的研究。但是正如前言所述，大肠杆菌和
毕赤酵母表达的甘露聚糖酶的安全性还无法完全保
证，毕赤酵母表达系统至今都没有被批准用于食品
级蛋白表达，大肠杆菌作为机会致病菌，更不适用于
食品级表达。大肠杆菌表达系统由于研究较为深
入，背景清晰，是研究甘露聚糖酶的良好的表达宿
主，但大肠杆菌中，蛋白表达量低，蛋白易形成包涵
体，导致后续纯化过程复杂，产业化生产困难大。

乳酸菌有用于食品生产的悠久历史，其中的多
种乳酸菌被证实是对人类有益的益生菌［19］。随着
分子生物学研究的进展，通过基因工程技术改造乳
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酸菌，在乳酸菌细胞内或者胞外积累对人体有益的
物质，对开拓乳酸菌新的应用前景意义重大。本文
将来源于 B． pumilis 的 β-1，4-甘露聚糖酶 (ManB)
基因在大肠杆菌和干酪乳杆菌进行了表达，首次报
道了甘露聚糖酶在干酪乳杆菌中的胞内表达，通过
测定大肠杆菌表达的 ManB 的酶学性质，表明该酶
具有良好的耐热性和温度稳定性，与报道的结果一
致［20］。

本研究同时构建了以乳酸乳球菌分泌蛋白
USP45 的信号肽为分泌信号的干酪乳杆菌分泌载
体。在干酪乳杆菌中分泌表达 ManB 蛋白的同时，
也证实了 USP45 的信号肽在干酪乳杆菌中的有效
性。此外，分泌表达结果显示，重组干酪乳杆菌在以
甘露聚糖酶为唯一碳源的培养基中能将甘露聚糖有
效的分解成甘露寡糖，显示了益生菌和益生源配合
作为动物肠道健康应用方向上的潜力和广阔的应用
前景。
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Characterization of β-1，4-mannanase from Bacillus
pumilus and heterologous expression in Lactobacillus casei

Yexia Zou，Jinzhong Lin，Xuemei Bu，Lulu Jiang，Zhengjun Chen* ，Xiangyang Ge*

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，Hubei Province，
China

Abstract:［Objective］ Lactobacillus casei is widely used in food production and feed industry． The aim of this study was
to construct the recombinant expression mannanase Lb． casei． ［Methods］ The mature peptide gene of β-1，4-mannanase
from Bacillus pumilus was cloned into expression vectors pELX1 and pELSH， then electroporated into Lb． casei，
establishing an intracellular and a secretion expression mannanase Lb． casei respectively． ［Ｒesults］After incubation，the
specific activity of β-1，4-mannanase was 23 U /mg whole cell protein for intracellular expression and 8. 8 U /mL for
secretion expression in supernatant． ［Conclusion］Mannanase gene expression in Lb． casei provides application prospect
and deserves further study．
Keywords: β-1，4-mannanase，enzyme property，Lactobacillus casei，intracellular / secretion expression
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