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摘   要：【目的】克隆表达浸麻类芽孢杆菌(Paenibacillus macerans)的葡甘露聚糖降解酶，研究其

性质和功能，丰富葡甘露聚糖降解酶资源，了解浸麻类芽孢杆菌降解葡甘露聚糖机制。【方法】

检索浸麻类芽孢杆菌的葡甘露聚糖降解酶基因，构建重组菌株，表达纯化重组酶，系统研究其功

能及在降解葡甘露聚糖中的作用。【结果】克隆表达了 5 个葡甘露聚糖降解酶组分。结果显示

PmMan1 和 PmMan2 为内切 β-甘露聚糖酶，PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3 为外切 β-葡萄糖苷酶。

其中 PmGlc1 只能水解 pNPβGlc，PmGlc2 能水解二糖和人参皂苷的 β-1,6-葡萄糖苷键，而 PmGlc3
对 β-葡萄糖苷键的选择性较为广泛。PmMan1、PmMan2、PmGlc2 和 PmGlc3 能够降解葡甘露寡

糖，PmMan1 和 PmMan2 可以降解葡甘露聚糖。共同降解葡甘露聚糖时，PmGlc2 和 PmGlc3 与

PmMan2 具有协同效应，且 PmGlc3 与 PmMan2 的协同作用更为显著。【结论】从浸麻类芽孢杆菌

中获得了 4 种葡甘露聚糖降解酶，阐明了该菌葡甘露聚糖降解酶系成员的作用，丰富了酶资源和

理论研究成果的同时，为酶法制备活性葡甘露寡糖提供了有效工具。 

关键词：浸麻类芽孢杆菌；β-甘露聚糖酶；β-葡萄糖苷酶；葡甘露聚糖 
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Abstract: [Objective] We cloned, expressed, and characterized the glucomannan-degrading 
enzymes from Paenibacillus macerans, aiming to enrich the glucomannan-degrading enzyme 
resources and decipher the mechanism of glucomannan degradation by P. macerans. 
[Methods] We retrieved the glucomannan-degrading enzyme genes and constructed 
recombinant strains to express the recombinant enzymes. The roles of the purified proteins in 
the degradation of glucomannan were then studied. [Results] We cloned and expressed five 
glucomannan-degrading enzymes, among which PmMan1 and PmMan2 were 
endo-β-mannanases, and PmGlc1, PmGlc2, and PmGlc3 were exo-β-glucosidases. PmGlc1 
only hydrolyzed pNPβGlc, and PmGlc2 hydrolyzed β-1,6-glucosidic bonds in disaccharides 
and ginsenosides. PmGlc3 hydrolyzed a wide range of β-glucosidic bonds. PmMan1, PmMan2, 
PmGlc2, and PmGlc3 degraded glucomannan oligosaccharides, and PmMan1 and PmMan2 
degraded glucomannan. In the degradation of glucomannan, PmGlc2 and PmGlc3 had 
synergistic effects with PmMan2, and the synergistic effect was more significant between 
PmGlc3 and PmMan2. [Conclusion] We obtained four glucomannan-degrading enzymes from 
P. macerans and clarified the role of the enzymes in glucomannan degradation. The findings 
enrich the enzyme resources and theoretical research achievements and provide an effective 
tool for enzymatic preparation of active glucomannan oligosaccharides. 
Keywords: Paenibacillus macerans; β-mannanase; β-glucosidase; glucomannan 
 
 

葡甘露聚糖是一种可溶性半纤维素类多糖，

在自然界中含量丰富[1-2]。几个世纪以来，人们

一直食用葡甘露聚糖，尤其是魔芋葡甘露聚糖

(konjac glucomannan, KGM)[3]。KGM 由 D-葡萄

糖和 D-甘露糖按 1.0:1.4–1.0:1.6 的比例通过

β-1,4-糖苷键形成主链，在葡萄糖和甘露糖的C-3
或 C-6 位可能存在分支[4]。除大分子 KGM 外，

其降解形成的低分子量的 KGM 产物也具有某

些生理活性，如免疫调节、抗氧化、促进益生菌

的生长等[5]，可开发为功能食品。酶解法因其生

物相容性、选择性和有效性被广泛用于降解

KGM 等多糖。 
β-甘露聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶是葡甘露聚

糖生物降解所需要的酶类。β-甘露聚糖酶是酶解

葡甘露聚糖的核心酶，其作用位点是葡甘露聚糖

主链的 β-1,4-甘露糖苷键，产物为葡甘露寡糖[6-7]。

β-葡萄糖苷酶的作用位点是葡萄糖苷键或葡萄

糖-甘露糖苷键。目前，β-葡萄糖苷酶与 β-甘露

聚糖酶协同降解 KGM 的报道较少。使用复合酶

水解 KGM 能降低酶的使用成本，提高水解效

率，具有重大的应用价值。因此寻找具有优良性

质的 KGM 降解酶意义重大。 
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微生物是寻找多糖降解酶的重要来源。浸麻

类芽孢杆菌(Paenibacillus macerans)[8]广泛存在

于接触半纤维素的环境如反刍动物瘤胃[9]中，从

中可能发现新的葡甘露聚糖降解酶。本研究验证

了浸麻类芽孢杆菌能够降解代谢 KGM，对 NCBI
数据库检索表明该菌含有多个葡甘露聚糖降解

酶基因。因此，在研究中重组表达了这些酶组分，

系统研究了其性质和功能，并分析了各组分在降

解 KGM 中的作用。为开发葡甘露寡糖产品和研

究 KGM 的结构提供了重要的工具，同时丰富了

β-甘露聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器 

即用型无缝克隆试剂盒购自于生工生物工

程(上海)股份有限公司。槐二糖(Glc-β-1,2-Glc)、
昆 布 二 糖 (Glc-β-1,3-Glc) 、 纤 维 二 糖

(Glc-β-1,4-Glc)和龙胆二糖 (Glc-β-1,6-Glc)购自

上海阿拉丁生化科技股份有限公司。pNPαMan、
pNPβMan、pNPαAraf、pNPαArap、pNPαXyl、
pNPβXyl 、 pNPαGlc 、 pNPβGlc 、 pNPαGal 、
pNPβGal、pNPαFuc、pNPαRha 和魔芋胶购自上

海源叶生物科技有限公司。碳酸钠、醋酸钠、冰

乙酸、正丁醇、氯化钠等购自北京化工厂。葡甘

露寡糖购自湖北帝柏化工有限公司。 
PCR 仪 ETC-811 (东胜兴业科学仪器有限公

司)、酶标仪 Infinite F50 (帝肯)、立式压力蒸汽

灭菌器 HVE-50 (平山制作所)、高效液相(HPLC)
系统 LC-20Ai (岛津 )、高效阴离子色谱 (high 
performance anion chromatography, HPAEC) 
ICS-5000+ (赛默飞世尔科技有限公司)。 
1.1.2  样品、菌株和载体 

浸麻类芽孢杆菌 ATCC 8244 购自北京百欧

博 伟 生 物 技 术 有 限 公 司 ， Escherichia coli 
BL21(DE3)感受态细胞和 pET-28a(+)购自生工生

物工程(上海)股份有限公司。 
1.2  浸麻类芽孢杆菌降解葡甘露聚糖的研究 

在 50 mL 以魔芋胶为唯一碳源的培养基(魔
芋胶 5 g/L，磷酸氢二钾 7 g/L，磷酸二氢钾 2 g/L，

硫酸铵 2 g/L，柠檬酸钠 0.5 g/L，硫酸镁 0.1 g/L)
中按 1%接种量(体积比)加入浸麻类芽孢杆菌，

于 30 °C 条件下振荡培养，分别在 0、12、24、
36、48、72 h 取样。利用高效凝胶渗透色谱法(high 
performance gel permeation chromatography, 
HPGPC) (系统：岛津高效液相 LC-20Ai；检测器：

示差折光检测器；色谱柱：TSK-gel G3000PWXL)
检测魔芋胶在降解过程中分子量分布的变化，利

用比浊法测定菌体生长量，绘制生长曲线。 

1.3  葡甘露聚糖降解酶基因序列分析 
通过 NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 

cdd/wrpsb.cgi)查找浸麻类芽孢杆菌中葡甘露聚

糖降解酶的基因序列，预测基因序列的所属家

族，并与 CAZy 数据库里相应家族中已表征的酶

通过 Clustal Omega 软件(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 
clustalo/)进行氨基酸序列同源性分析对比[10]。 

1.4  重组菌株的构建 
将活化后的浸麻类芽孢杆菌接种于LB培养

基，培养 12 h 后取 1–5 mL 新鲜菌液，使用

TIANamp Bacteria DNA 试剂盒提取基因组

DNA。根据目的基因序列设计特定的引物扩增

目的基因，引物序列见表 1。通过无缝克隆方法

将目的基因与 pET-28a(+)载体连接，并将连接产

物转入 E. coli BL21(DE3)感受态细胞中，筛选阳

性克隆，测序正确后置于–80 °C 保存。 

1.5  重组酶的表达、纯化及鉴定 
37 °C 条件下，培养重组菌至 OD600 为

0.6–0.8。加入 IPTG (终浓度 0.5×10–3 mol/L)于
16 °C 下继续诱导表达 16 h。5 000 r/min 离心  
10 min，收集菌体，重悬于破碎缓冲液中。使

用细胞破碎仪裂解细胞，4 °C、12 000 r/min 
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表 1  目的基因引物序列 
Table 1  Primer sequences of target genes 
Genes Primers Sequences (5′→3′) 
pmman1 pmman1-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGCGATTCGTCGAGGCGGAG 

pmman1-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATTCCGGAATCAGCTCATA 
pmman2 pmman2-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGAATTCGTTAGCGCCTTAT 

pmman2-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATGGTGAAATTAGTTTGGC 
pmman3 pmman3-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGCAAACGATCAATACGGCGC 

pmman3-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTAATATAGCTTCGGCAGCTTTAC 
pmglc1 pmglc1-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGCCGGGACAAATGCCGAACAG 

pmglc1-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATTTCCCCGACGGGCTTCCGAC 
pmglc2 pmglc2-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGTTGGTTTACAAGGACAGCA 

pmglc2-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTAACCCTCCCGCACAAAAAACTT 
pmglc3 pmglc3-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGAGTTATCCTTATAAAAACCC 

pmglc3-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTAGCGGATACTGAACCGGCTGAT 
pmglc4 pmglc4-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCTTGGAAGGGTTTGCTGAATTC 

pmglc4-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTACACTTGCTTAAACTCGAT 
pmglc5 pmglc5-F GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGGCATCGGTTGCAAAAACGA 

pmglc5-R ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTATATATTTTGGTTTTGCGTTTCA 
 

离心 30 min，收集上清液。通过 Ni-NTA 亲和

层析柱获得目的蛋白[11]。采用聚丙烯酰胺凝胶

电泳法(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis, SDS-PAGE)检测酶的纯度

和分子量[12]，考马斯亮蓝法测定酶蛋白浓度。 

1.6  重组酶糖基选择性的分析 
以 pNPαMan 、 pNPβMan 、 pNPαAraf 、

pNPαArap、 pNPαXyl、 pNPβXyl、 pNPαGlc、
pNPβGlc、 pNPαGal、 pNPβGal、 pNPαFuc 和

pNPαRha 为底物分析重组酶的糖基选择性。向

200 μL 20×10–3 mol/L 的 pH 7.0 磷酸盐缓冲液反

应体系中加入 0.5×10–3 mol/L 的 pNP-糖苷底物

和 0.5×10–6 mol/L 的重组酶。37 °C 反应 5 min
后立即加入 50 μL 0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反

应。测定 405 nm 波长处吸光值，通过标准曲线

计算酶活力，分析重组酶水解不同 pNP-糖苷的

能力。 
1.7  重组葡萄糖苷酶水解葡二糖能力的测定 

以 不 同 键 型 的 β- 葡 二 糖 ， 如 槐 二 糖

(Glc-β-1,2-Glc)、昆布二糖(Glc-β-1,3-Glc)、纤维

二糖 (Glc-β-1,4-Glc)和龙胆二糖 (Glc-β-1,6-Glc)
为底物分析重组 β-葡萄糖苷酶的键型选择性。

向 200 μL 20×10–3 mol/L 的 pH 7.0 磷酸盐缓冲液

反应体系中加入 0.5×10–3 mol/L 二糖底物和

0.5×10–6 mol/L 酶液。37 °C 反应 12 h，100 °C
加热 5 min 后 12 000 r/min 离心 5 min，取上清，

使用 0.22 μm 滤膜过滤，通过高效阴离子色谱

(HPAEC)检测酶解产物。 
HPAEC 系统为 Dionex ICS5000+，分析柱为

Carbo PACTM PA200 (3 mm×250 mm)阴离子交换

色谱分析柱，检测器为脉冲安培检测器，流动相

A 为水，B 为 1 mol/L 氢氧化钠，C 为 1 mol/L 醋

酸钠。柱温 35 °C，流速 0.5 mL/min，上样量 25 μL。 
1.8  重组葡萄糖苷酶水解人参皂苷能力的

测定 
人参皂苷含有多种葡萄糖苷键，是研究葡萄

糖苷酶选择性的良好底物。本研究选择了人参皂

苷 Rb1、Rd、Gyp XVII 和 Re，对重组葡萄糖苷

酶的选择性进行分析。200 μL 20×10–3 mol/L 的

pH 7.0 磷酸盐缓冲液反应体系中包括 0.5×10–3 mol/L
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的人参皂苷底物和 0.5×10–6 mol/L 的重组酶。

37 °C 反应 12 h 后加入等体积水饱和正丁醇进行

萃 取 ， 取 上 层 。 利 用 薄 层 层 析 (thin layer 
chromatography, TLC)法鉴定酶解产物。展层剂

为正丁醇:乙酸乙酯:水=4:4:1 (体积比)，显色剂

为 5%硫酸-乙醇溶液。 

1.9  重组酶水解葡甘露寡糖能力的测定 
以葡甘露寡糖(甘露糖和葡萄糖以 β-糖苷键

连接而成的聚合度在 2–10 之间的混合物)为底物研

究重组酶降解寡糖的能力。向 200 μL 20×10–3 mol/L

的 pH 7.0 磷酸盐缓冲液反应体系中加入 40 μg

寡糖和 0.1×10–9 mol/L 重组酶。37 °C 反应 12 h，

100 °C 加热 5 min 后 12 000 r/min 离心 5 min，

取上清。利用薄层层析法鉴定酶解产物。展层剂

为正丁醇:冰乙酸:甲醇:水=5:14:2:1 (体积比)，显

色剂为 5%硫酸-乙醇溶液。 

1.10  重组酶水解葡甘露聚糖能力的测定 
以魔芋胶为底物研究重组酶降解葡甘露聚

糖的能力。向 500 μL 20×10–3 mol/L 的 pH 7.0 磷

酸盐缓冲液反应体系中加入 1 mg 魔芋胶和

1×10–9 mol/L 重组酶。35 °C 反应 12 h，100 °C
加热 5 min 后 12 000 r/min 离心 5 min，取上清。

用二硝基水杨酸(dinitrosalicylic acid, DNS)法测

定反应后样品中还原糖含量[13]。 

1.11  酶学性质分析 
以葡甘露寡糖为底物研究重组酶 PmMan1

和 PmMan2 的酶学性质，以 pNPβGlc 为底物研

究重组酶 PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3 的酶学性

质。重组酶的最适 pH 测定范围为 2.0–11.0。pH 
2.0–6.0 使用醋酸-醋酸钠缓冲液；pH 6.0–8.0 使

用磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液；pH 8.0–11.0
使用甘氨酸-氢氧化钠缓冲液，缓冲液浓度均为

20×10–3 mol/L。把最高的酶活力定义为 100%，

其他 pH 条件下测得的酶活力与之对比。pH 稳

定性测定时，把各 pH 条件下孵育前的重组酶测

得的酶活力定义为 100%，孵育后的酶活力与孵

育前进行对比。最适温度测定范围为 20–90 °C，

使用 20×10–3 mol/L 的 pH 7.0 磷酸盐缓冲液，把

重组酶在最适温度下的酶活定义为 100%，其他

温度下的酶活与其相比。热稳定性研究中，反应

总体系在不同的温度下分别孵育 0、0.5、1、2、
4、6、8、12 h，把未在相对应温度下孵育的重

组酶测得的酶活力定义为 100%，孵育后的重组

酶测得的酶活与之比较。 

1.12  组合酶降解魔芋葡甘露聚糖 
根据重组酶对葡甘露寡糖和葡甘露聚糖的

降解结果，以 PmMan2 为核心酶，使用不同组

合方式降解魔芋胶(表 2)，研究重组酶在共同降

解葡甘露聚糖中发挥的作用。方法同 1.10。 

2  结果与分析 
2.1  浸麻类芽孢杆菌降解葡甘露聚糖 

如图 1 所示，魔芋胶在浸麻类芽孢杆菌降解

过程中，含量逐渐减少且分子量逐渐降低，48 h
后被彻底降解。浸麻类芽孢杆菌的生长曲线与魔

芋胶分子量变化过程一致，该菌在 24–48 h 期间

快速生长，48 h 后由于碳源魔芋胶耗尽，菌体几

乎不再生长。结果表明浸麻类芽孢杆菌含有能够

表达葡甘露聚糖降解酶的基因。 
 

表 2  酶解魔芋胶的组合方式 
Table 2  Combinations of recombinases to degrade 
konjac gum 
Groups PmMan2 PmMan1 PmGlc2 PmGlc3 
1 + – – – 
2 + + – – 
3 + – + – 
4 + – – + 
5 + + + – 
6 + + – + 
7 + – + + 
8 + + + + 
+: Inclusion of enzyme in the system; –: Absence of enzyme 
in the system. 
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图 1  浸麻类芽孢杆菌降解魔芋胶 
Figure 1  Degradation of konjac gum by 
Paenibacillus macerans. A: Analysis of degradation 
products by HPGPC. B: The growth curve of 
Paenibacillus macerans. The error bar represents the 
standard deviation of at least three independent 
repeats of data. The same below. 
 
2.2  浸麻类芽孢杆菌葡甘露聚糖降解酶基

因的生物信息分析 
NCBI 数据库中检索到浸麻类芽孢杆菌中含

有 3 个假定的 β-甘露聚糖酶，分别命名为

PmMan1 (GenBank: MUG24820) 、 PmMan2 
(GenBank: KFN10059) 和 PmMan3 (GenBank: 
MUG24039)及 5 个假定的 β-葡萄糖苷酶，分别

命名为 PmGlc1 (GenBank: MUG23209)、PmGlc2 

(GenBank: MUG25318) 、 PmGlc3 (GenBank: 
MUG25541)、PmGlc4 (GenBank: MUG22456)和
PmGlc5 (GenBank: MUG23236)。PmMan1 未鉴

定出其所属糖苷酶家族，PmMan2 属于糖苷水解

酶家族 113 (GH113)，PmMan3 属于 GH26，
PmGlc1、PmGlc2、PmGlc3、PmGlc4 和 PmGlc5
均属于 GH3。 

将上述酶的序列分别与相应家族中 5 个已

报道的氨基酸序列进行比对，结果见表 3[14-19]。

PmMan2 和 PmMan3 分别与 Bacillus sp. N16-5

和 Paenibacillus sp. BME-14 中能够水解魔芋胶

的 β-甘露聚糖酶 BaMan113A 和 PsMan26B 相似

度最高，推测 PmMan2 和 PmMan3 在水解葡甘

露聚糖中将发挥重要作用。PmGlc1 与 Acetivibrio 

thermocellus ATCC 27405 来源的 BglB 相似度最

高，BglB 可以水解 pNPβGlc、pNPβXyl、水杨

苷和熊果苷等糖苷，推测 PmGlc1 可能具有水解

糖苷类物质的能力。与 PmGlc2、PmGlc3、PmGlc4

和 PmGlc5 相似度最高的酶都是 β-1,3/1,4 葡萄糖

苷酶，因此推测这 4 种葡萄糖苷酶也可能具有水

解葡甘露聚糖或寡糖中 β-1,3/1,4 葡萄糖苷键的

活性。 

2.3  重组酶的异源表达、纯化及鉴定 
以提取的浸麻类芽孢杆菌总基因组为模板，

以表 1 中序列为引物，成功扩增出目的基因

pmman1、pmman2、pmman3、pmglc1、pmglc2

和 pmglc3，pmglc4 和 pmglc5 未能成功扩增。将

获得的目的基因与载体连接后转化至 E. coli 

BL21(DE3)中，成功构建了 6 个重组菌株。获得

纯酶后，SDS-PAGE 检测结果如图 2 所示，

PmMan1、PmMan2、PmMan3、PmGlc1、PmGlc2

和 PmGlc3 在 E. coli BL21(DE3)中实现了可溶性

表达，且纯度较高，重组蛋白的分子量与理论分

子量基本一致。 
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表 3  重组酶氨基酸序列比对 
Table 3  Comparison of the amino acid sequences of recombinases 
Enzymes GenBank No. Sources Similarity (%) References 
PmMan2 AML27062 Bacillus sp. N16-5 58.33 [14] 
PmMan3 ACS92711 Paenibacillus sp. BME-14 41.88 [15] 
PmGlc1 ABN52488 Acetivibrio thermocellus ATCC 27405 38.79 [16] 
PmGlc2 AAO78673 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 41.02 [17] 
PmGlc3 ALJ47754 Bacteroides ovatus ATCC 8483 35.22 [18] 
PmGlc4 ABL78891 Thermofilum pendens Hrk 5 39.59 [19] 
PmGlc5 ABL78891 Thermofilum pendens Hrk 5 34.92 [19] 

 

 
 

图 2  重组酶的 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  Analysis of recombinases by SDS-PAGE. Line M: Protein molecular weight markers; Line 1: 
Culture lysate before IPTG induction; Line 2: Culture lysate after IPTG induction; Line 3: Supernatant of the 
bacteria lysate; Line 4: Purified enzyme. 
 

2.4  重组酶的功能研究 
2.4.1  重组酶对 pNP-糖苷底物的选择性 

以 12 种 pNP-糖苷为底物，分析上述 6 种重

组糖苷酶的选择性，结果见表 4。表中结果显示，

PmMan1 和 PmMan2 不能水解提供的任何 pNP-糖

苷底物，包括 pNPαMan 和 pNPβMan，分析其可 

能为内切甘露聚糖酶或其底物为一定聚合度的甘

露寡糖。PmMan3 对 pNPαGal 有水解功能，可能

同时具有外切 α-半乳糖苷酶的活性。PmGlc1、
PmGlc2 和 PmGlc3 均能专一水解 pNPβGlc，表明

这 3 种酶可能具有外切 β-葡萄糖苷酶的活性。其

中，PmGlc1 比酶活最高，为 780 U/mg。 
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表 4  重组酶对不同 pNP-糖苷底物的比酶活 
Table 4  Specific activity of recombinases on different pNP glycoside substrates (U/mg) 
Substrates PmMan1 PmMan2 PmMan3 PmGlc1 PmGlc2 PmGlc3 

pNPαMan – – – – – – 

pNPβMan – – – – – – 

pNPαAraf – – – – – – 

pNPαArap – – – – – – 

pNPαXyl – – – – – – 

pNPβXyl – – – – – – 

pNPαGlc – – – – – – 

pNPβGlc – – – 782±26.40 2.23±0.14 3.11±0.09 

pNPαGal – – 23.9±1.39 – – – 

pNPβGal – – – – – – 

pNPαFuc – – – – – – 

pNPαRha – – – – – – 
–: Not detected. 
 

2.4.2  重组 β-葡萄糖苷酶对 β-葡二糖底物的选择性 
以不同连接方式的葡二糖为底物，进一步分

析葡萄糖苷酶 PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3 的键

型选择性。如图 3 所示，PmGlc1 不能水解任何

β-葡二糖；PmGlc2 能够微弱水解龙胆二糖，为

外切 β-1,6-葡萄糖苷酶；PmGlc3 可以水解槐二

糖、昆布二糖和龙胆二糖，为选择性广泛的外切

β-葡萄糖苷酶。PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3 对

纤维二糖均无活性。 
2.4.3  重组葡萄糖苷酶对人参皂苷底物的选择性 

以含有葡萄糖链的人参皂苷 Rb1、Rd、Gyp 
XVII 和 Re 为底物研究重组葡萄糖苷酶对人参

皂苷的选择性。人参皂苷结构及其转化结果如图

4 所示，PmGlc1 不能水解人参皂苷。PmGlc2 只 
 

 
 

图 3  HPAEC 分析重组 β-葡萄糖苷酶对二糖底物的作用 
Figure 3  Effects of recombinant β-glucosidase on disaccharide substrates by HPAEC. 
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图 4  TLC 检测重组 β-葡萄糖苷酶转化人参皂苷的功能 
Figure 4  Analysis of the function of β-glucosidase on ginsenosides by TLC. Line 1: Substrate before 
conversion; Line 2: Product after conversion. 
 
能微弱水解 Rb1 生成 Rd，与上述水解葡二糖的

结果一致，表明 PmGlc2 是专一性较好的 β-1,6-
葡萄糖苷酶。PmGlc3 可以完全水解 Rb1 和 Rd
并分别生成 Gyp XVII 和 F2，同时可以继续微弱

水解 Gyp XVII 生成 F2。这表明 PmGlc3 为外切

β-1,2/6-葡萄糖苷酶，且水解 β-1,2-糖苷键的能力

较强，这与其水解葡二糖的结果一致。 
2.4.4  重组酶降解葡甘露寡糖 

以葡甘露寡糖为底物，分析 6 种重组酶降解

寡糖的能力，葡甘露寡糖是甘露糖和葡萄糖以 β-
糖苷键按一定比例随机连接而成的聚合度在

2–10 之间的混合物。结果如图 5 所示，PmMan1、
PmMan2、PmGlc2 和 PmGlc3 均能降解葡甘露寡 

 
 

图 5  TLC 检测重组酶转化葡甘露寡糖的产物 
Figure 5  TLC analysis of the products of 
glucomanosaccharides converted by recombinases. 
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糖，而 PmMan3和 PmGlc1不能水解葡甘露寡糖。

PmMan1 作用于聚合度较小的底物，而 PmMan2
作用于聚合度较大的底物，PmGlc2 和 PmGlc3 能

作用于聚合度较小的葡甘露寡糖以释放葡萄糖。 
2.4.5  重组酶降解葡甘露聚糖 

使用 6 种重组酶分别降解魔芋胶，通过 DNS
检测释放的还原糖量，分析重组酶对葡甘露聚糖

的水解能力。结果如表 5 所示，PmMan2 对葡甘

露聚糖的水解能力约为 PmMan1 的 2 倍，而

PmMan3 无法水解魔芋胶。而在 PmGlc1、PmGlc2
和 PmGlc3 的反应体系中，未能检测出还原糖的

增加，表明 PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3 不能水

解魔芋胶为代表的高或大分子量葡甘露聚糖。 
综合上述结果，PmGlc1 仅对 pNPβGlc 活性

较高，而对葡二糖、人参皂苷、葡甘露寡糖和葡

甘露聚糖均无活性，分析其为芳基-β-葡萄糖苷

酶。PmMan3 只能作用于 pNPαGal，对葡甘露寡

糖和葡甘露聚糖均无水解活性，不作用于甘露糖

苷类物质，初步鉴定为外切 α-半乳糖苷酶，本

文不再对其进行深入研究。 

表 5  DNS 法检测重组酶对魔芋胶的比酶活 
Table 5  Specific activity of recombinases on konjac 
glucomannan by DNS 
Recombinases Specific activity (U/mg) 

PmMan1 2.67±0.28 
PmMan2 5.24±0.31 
PmMan3 – 
PmGlc1 – 
PmGlc2 – 
PmGlc3 – 
–: Not detected. 
 

2.5  重组酶的酶学特性表征 
2.5.1  最适 pH 值和 pH 稳定性 

研究结果(图 6)显示，PmMan1、PmMan2、
PmGlc2 和 PmGlc3 的最适 pH 为 6.0，PmGlc1
的最适 pH 为 7.0。4 °C 孵育 24 h 后，一般酶活

力保持在初始酶活的 60%以上为酶在该 pH 条件

下稳定性较好。PmMan1 和 PmMan2 在 pH 
4.0–10.0 的范围内稳定性较好；PmGlc1 在 pH 
5.0–10.0 的范围稳定性较好；PmGlc2 和 PmGlc3
均在 pH 5.0–9.0 的范围稳定性较好。 

 

 
 

图 6  重组酶的最适 pH 和 pH 稳定性曲线 
Figure 6  Optimum pH and pH stability curves of recombinases. ■: HAc-NaAc buffer; ●: NaH2PO4-Na2HPO4 
buffer; ▲: NaOH-Gly buffer. 
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2.5.2  最适温度和温度稳定性 
研究结果(图 7)显示，PmMan1 和 PmMan2

的最适温度为 50 °C，PmGlc1、PmGlc2和 PmGlc3
的最适温度分别为 50、45 和 40 °C。 

PmMan1 只在 35 °C 条件下具有较好的稳定

性，45 °C 孵育 0.5 h 后活力不足初始酶活的

50%，4 h 后活力完全丧失。PmMan2、PmGlc1、
PmGlc2 和 PmGlc3 在 35–40 °C 具有一定的稳定

性，孵育 12 h 后酶活力保持在 50%以上(图 8)。由

此可知，浸麻类芽孢杆菌葡甘露聚糖降解酶温 

 
图 7  重组酶的最适温度曲线 
Figure 7  Optimum temperature curves of recombinases. 

 
图 8  重组酶的温度稳定性曲线 
Figure 8  Temperature stability curves of recombinases. 
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度耐受能力较弱，在 35 °C 左右条件下稳定性

较好。 

2.6  重组酶组合降解葡甘露聚糖 
以魔芋胶为底物酶活力最高的 β-甘露聚糖

酶 PmMan2 为核心酶，分析其与另外 3 种酶协

同降解葡甘露聚糖的作用。结果如图 9 所示，

PmMan1 和 PmMan2 同时作用魔芋胶未能显示

协同增效，可能是由于 2 个酶都属于内切 β-甘
露聚糖酶，竞争性结合底物的结合位点，无法有

效促进葡甘露聚糖的降解。PmGlc2 和 PmGlc3
与 PmMan2 都显示有协同作用，可能因为两者

能够水解 PmMan2 所释放的葡甘露寡糖。

PmGlc2 为专一性较好的 β-1,6-葡萄糖苷酶，

PmGlc3 底物选择性比 PmGlc2 更广泛，除 β-1,6-
葡萄糖苷键外还可以水解 β-1,3-葡萄糖苷键，因

此加入 PmGlc3 比加入 PmGlc2 释放的还原糖量

更多，与 PmMan2 的协同作用更明显。综上所

述，PmMan2 和 PmGlc3 在降解葡甘露聚糖中发

挥重要作用。 
 

 
 

图 9  重组酶协同降解魔芋胶 
Figure 9  Synergistic effects of recombinases on 
degradation of konjac gum. The error bar represents 
the standard deviation of at least three independent 
repeats of data. 

3  讨论与结论 
葡甘露聚糖酶主要存在于微生物中，由文献

报道可知，类芽孢杆菌属是产葡甘露聚糖酶较多

的一类细菌[20-21]。Hu 等[22]从魔芋甘露聚糖培养

基中发现并鉴定出 6 种可以高效降解魔芋甘露

聚糖的多黏类芽孢杆菌。浸麻类芽孢杆菌是类芽

孢杆菌属中降解多糖能力较强的物种之一[23]，

但是目前关于其降解葡甘露聚糖和葡甘露聚糖

降解酶系的研究未见报道。本研究以魔芋葡甘露

聚糖为唯一底物培养浸麻类芽孢杆菌，发现该菌

可以完全降解葡甘露聚糖，因此，浸麻类芽孢杆

菌中可能含有新的降解葡甘露聚糖的酶。NCBI
数据库中检索到该菌基因组中共注释有 3 个假

定的 β-甘露聚糖酶和 5 个 β-葡萄糖苷酶基因。

本研究中共克隆表达出 3 种 β-甘露聚糖酶

PmMan1、PmMan2 和 PmMan3 及 3 种 β-葡萄糖

苷酶 PmGlc1、PmGlc2 和 PmGlc3，并利用一系

列的苯基糖苷、人参皂苷、葡二糖、葡甘露寡糖

和多糖为底物系统研究了这些重组酶的底物专

一性。研究表明，PmMan1、PmMan2 对所有的

pNP-糖苷底物均无活性，但能降解葡甘露寡糖

和葡甘露聚糖，分析其可能为内切葡甘露聚糖

酶。PmMan3 只能降解 pNPαGal，不能降解葡甘

露寡糖和葡甘露聚糖，鉴定其为外切 α-半乳糖

苷酶；PmGlc1 对 pNPβGlc 活性较高，而对葡二

糖、人参皂苷、葡甘露寡糖和葡甘露聚糖均无活

性，分析其为芳基-β-葡萄糖苷酶。PmGlc2 和

PmGlc3 能降解 pNPβGlc、葡二糖、人参皂苷及

葡甘露寡糖，分析其可能为外切-β-葡萄糖苷酶。

综合以上结果，从浸麻类芽孢杆菌中获得了 4 种

新的葡甘露聚糖降解酶，分别为 PmMan1、
PmMan2、PmGlc2 和 PmGlc3，在降解葡甘露聚

糖中发挥重要作用。 
目前，关于微生物中 β-1,4-甘露聚糖酶的研
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究较多。地衣芽孢杆菌中的一种 β-1,4-甘露聚糖

酶能降解魔芋葡甘露聚糖和刺槐豆胶，产物主要

为不同聚合度的甘露寡糖(M2–M6)及甘露糖，以

甘露戊糖(M5)为底物时，其水解能力较弱，产物

是 M2 和 M3[24]。北里孢菌属中的一种内切 β-1,4-
甘露聚糖酶对葡甘露聚糖的降解产物也主要为

甘露二糖、三糖和四糖，且对半乳甘露聚糖的降

解能力高于葡甘露聚糖[25]。除 β-1,4-甘露聚糖酶

外，半乳糖苷酶和葡萄糖苷酶等在降解甘露聚糖

尤其杂甘露聚糖中也发挥重要的作用。WANG
等[26]的研究发现，α-半乳糖苷酶和甘露聚糖酶共

同作用可使半乳甘露聚糖的降解效率提高 3 倍。

Margolles-Clark等[27]发现 2种半乳糖苷酶与甘露

聚糖酶和甘露糖苷酶共同水解半乳甘露聚糖时

效率最高。但关于葡萄糖苷酶降解葡甘露聚糖及

葡甘露聚糖酶系的研究却少之又少。2002 年邓

立红[28]使用黑曲霉发酵液降解魔芋葡甘露聚糖

时，分析了水解过程中产物的变化，推测发酵液

中的 β-甘露聚糖酶、β-甘露糖苷酶和 β-葡萄糖苷

酶可能在水解魔芋葡甘露聚糖时具有协同作用。

2013 年 Mikkelson 等[29]从里氏木霉中克隆表达

出 1 种甘露聚糖酶和 2 种葡聚糖酶，其中甘露聚

糖酶对葡甘露聚糖的活性与本研究的 PmMan2
较为接近，这 3 种酶均能一定程度水解魔芋葡甘

露聚糖，但未对三者之间的协同作用进行研究。 
本研究克隆表达了浸麻类芽孢杆菌的葡甘

露聚糖降解酶，并对其中降解葡甘露寡糖和葡甘

露聚糖效果较好的 4 种酶进行了不同组合，分析

了其在降解葡甘露聚糖中的作用。研究发现，同

时使用 PmMan1 和 PmMan2 降解魔芋胶，未产

生协同作用。而 Han 等[30]的研究发现来源于嗜

热厌氧细菌的Man5A和Man5B在降解葡甘露聚

糖时具有协同作用。可见不同来源和种类的葡甘

露聚糖酶之间存在不同的相互作用。本研究发现

PmGlc3 虽然不能水解葡甘露聚糖，但其能显著

促进 PmMan2 降解葡甘露聚糖，表明 PmMan2
和 PmGlc3 之间具有协同作用。 

本研究的成果不仅丰富了葡甘露聚糖酶系，

在以后的深入研究中，利用这些酶可以分析葡甘

露聚糖的精细结构和制备活性葡甘露寡糖，促进

葡甘露聚糖的理论和应用研究。 
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