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摘!要!对芽孢杆菌!$$3!0甘露聚糖酶进行了产酶条件优化"初步纯化及其酶学性质的研究#条

件优化结果$.5"6%78槐豆胶!!6%78蛋白胨!培养温度为3$9!!"$:8三角瓶装液量为/$:8!
其他因素影响不大#此最 佳 产 酶 条 件 下!嗜 热 芽 孢 杆 菌!$$3.!;的 产 酶 水 平 平 均 为3.52!<%

:8!比原来提高了#$倍#培养液离心得到上清液!经硫酸铵沉淀!=>?;,7>@A0!$$分子凝胶过滤

和BC4C纤维素离子交换!酶比活达到/!!<%:6!纯化了!#523倍!收率为#"5.D#该酶的最适

反应温度为/$!1$9&反应的最适?E 值为"51!%5$&?E 值稳定 范 围 为35$!25$#金 属 离 子

+6!F 和GF 对酶略有激活作用#适当浓度的 +6!F 不仅对酶有激活作用!还对酶的热失活具有保

护作用#
关键词!嗜热芽孢杆菌!$$3$!0甘露聚糖酶$发酵优化$酶学性质
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!!!0.!30B0甘露聚糖酶!又称为!0甘露聚糖酶!是

一类能够 水 解 含 有!0.!30B0甘 露 糖 苷 键 的 甘 露 寡

糖"甘露多糖的内切水解酶!它属于半纤维素酶类#
甘露聚糖作为半纤维素第二大组分!在自然界中广

泛分布在 豆 科 植 物 的 胚 乳 和 一 些 植 物 胶 中#丰 富

的甘露聚糖资源为!/甘露聚糖酶的研发带来空间$
在食品保健%._!&方面!它水解甘 露 聚 糖 产 生 的 低 聚

糖为 功 能 性 糖 类!在 胃 肠 中 不 能 被 消 化!但 可 以 被

人体和动物体中有益细菌吸收!由此改善肠道内菌

群组成!增进消 化 系 统 功 能’在 造 纸 工 业 上!!/甘 露

聚糖酶的添加可以改进纸浆的漂白工艺!减少对环

境的污染%#_3&’在饲料工业中!!/甘露聚糖酶可以对

抗豆类和麦类饲料中!/甘露聚糖的抗营养作用!从

而消 除 其 所 引 起 的 不 良 作 用!改 善 猪"鸡 等 家 禽 的

生长形状%"_/&#!/甘露聚糖酶来源广泛!在动物"植

物"微生物中都发现有该酶的存在#已报道的产!/
甘 露 聚 糖 酶 的 微 生 物 类 群 包 括$细 菌 中 的 芽 抱 杆

菌%10..&"假单胞菌%.!&"弧菌%.#&!真菌里 的 曲 霉%.3&"木

霉%."&"酵 母%.%&和 放 线 茵 中 的 诺 卡 氏 放 线 菌%./&等#
作者报道了嗜热芽孢杆菌!$$3产!/甘露聚糖酶发

酵条 件 的 优 化"初 步 纯 化 和 酶 学 性 质!为 该 酶 的 基

因克隆和实际应用提供科学依据#

B!材料与方法

BCB!菌种

嗜热芽孢杆 菌!$$3!作 者 实 验 室 分 离 并 保 藏!
此菌在"$9生长良好!而#/9生长不良#

BC;!培养基

.$‘无机盐溶液(6)8*$*,!EaO33$’GE!aO3
#’\,\(!#’b>=O3$5.’*,!\O#!"#

种子培养基(6)8*$酵母抽提物"’蛋白胨.$’

*,\(.$#
发酵培养 基$在 无 机 盐 溶 液 基 础 上!添 加.5"

6)78槐豆胶作 为 碳 源!!6)78蛋 白 胨 为 氮 源!?E
/5$#

BDE!发酵条件优化

考察不同碳氮源对菌株产酶能力的影响!并采

用正交实验 设 计 考 察 环 境 因 子 对 菌 株 产 酶 能 力 的

影响!选 取 四 因 子 三 水 平 进 行 正 交 实 验 设 计!!"$
:8三角瓶摇瓶培养!见表.#

BD=!酶的分离和纯化

培养.!;的培养液于1$$$V):PL离心3:PL!
取上清液#在上 清 液 中 缓 慢 加 入 硫 酸 铵 至#$D饱

和度!$9过夜#.!$$$V):PL离心!$:PL!去除杂

蛋白质!于 上 清 液 中 补 加 硫 酸 铵 至 饱 和 度1$D!

$9过 夜!收 集 沉 淀#溶 于 少 量 的 ?E"51!$5.
:’()8醋酸钠缓冲液 中!对?E"51!$5.:’()8醋

酸 钠 缓 冲 液 透 析 过 夜#上 述 酶 液 过 =>?;,7>@
A0!$$凝 胶 过 滤 柱!样 品 加 量 !D!流 速 $5!"
:8):PL!每管收集.:8#BC4C纤维素柱层析!
上 步 收 集 的 酶 液 加 入 到 经 ?E 15$!$5. :’()8
*,!EaO30*,E!aO3平衡的BC4C纤维素柱上端!
用缓 冲 液 洗 脱 至 0!1$L: 不 变!开 始 用$5":’()8
*,\(进行梯度洗脱!分部收集!测定酶活#蛋白质

质量分数的测定采用考马斯亮蓝法%.1&#
表B!正交设计各因素水平表

F&?DB!)&,0"$&%*’.G.’9"("$01"2"%&’.HI.$-:.%0

因 素 水平. 水平! 水平#

0 发酵温度)9 0. 3$ 0! 3" 0# "$

! 装液量):8 !. #$ !! "$ !# /$

1 接种体积分数)D 1. . 1! .5" 1# !

2?E值 2. % 2! / 2# 1

!由于还要考虑0"!!0"1!0"2的交互作用!
所以选择正交表8!/(#.#*#

BDJ!酶活力测定

!/甘露聚糖酶活性分析用槐豆胶作底物#反应

混合液体中含有.5":8用$5.:’()8的醋酸钠缓

冲液(?E"51*配 制 的 槐 豆 胶 溶 液("6)8*和$5.
:8适当稀释的 发 酵 上 清 液#该 混 合 液 于/$9保

温.$:PL!用#!"0二硝基水杨酸(B*=*法%!$&测定反

应 产 生 的 还 原 糖#酶 单 位 定 义 为$每 分 钟 释 放.

":’(还原糖(相当于甘露糖*的酶量为一个酶活力

单位%.2&#

BDK!酶学性质

考察温度和?E值对酶的稳定性和酶活力的影

响!金属离子 对 酶 活 的 影 响 都 按 文 献%.$&进 行!根

据实际情况稍作调整#

;!实验结果

;DB!嗜热芽 孢 杆 菌;<<=产!7甘 露 聚 糖 酶 发 酵 条

件优化

;DBDB!不同碳 源 对 产 酶 的 影 响!以.).$体 积 的

.$倍无机盐溶液为基础!.$6)8蛋白胨为氮源!分

别以槐豆胶(=P6:,公司*"葡 萄 糖"半 乳 糖"可 溶 性

淀粉"甘露糖"玉米粉 "果胶"黄原胶(质量浓度均为

.$6)8*为碳 源 进 行 摇 瓶 发 酵 试 验!其 中 槐 豆 胶 最

有利 于 产 酶!.!; 取 样 测 定 酶 活 达 到 ..5%#/
<):8!大约是以葡萄糖为碳源的1倍!可见此酶是

一种诱导 型 酶#另 外 果 胶 和 黄 原 胶 也 是 较 好 的 产
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酶诱导物!

;DBD;!不同氮 源 对 产 酶 的 影 响!以.".$体 积 的

.$‘无机盐溶液为基础#.6"8槐豆胶为碳源#分别

添加酵母膏$尿 素$豆 饼 粉$酪 素$硫 酸 铵$氯 化 铵$
酵母抽提 物%O@’P7公 司&$蛋 白 胨%质 量 浓 度 均 为

.$6"8&为氮 源 进 行 摇 瓶 发 酵 试 验#结 果 表 明 牛 肉

膏#酵 母 膏 和 蛋 白 胨#种 有 机 氮 源 都 有 利 于 产 酶#

.!;取样测定酶活达到2512!<":8!

;DBDE!碳 氮 源 配 比 对 产 酶 的 影 响!以 上 实 验 表

明#培养基中 的 碳 氮 源 对 菌 株!$$3的 产 酶 有 明 显

的影 响#为 此#对 有 利 于 产 酶 的 槐 豆 胶 和 蛋 白 胨 的

添加量进行了考察!结果表明#当槐豆胶质量浓度

从"6"8增至."6"8时#酶活力由./5//<":8增

加至#15!.<":8#而蛋白胨则影响不大!当 槐 豆

胶质 量 浓 度 继 续 增 加 时#培 养 基 黏 度 增 加#不 利 于

菌体 生 长#产 酶 水 平 下 降#因 此 选 择 在 无 机 盐 溶 液

基础上#添加.5"6"78槐豆胶#!6"78蛋白胨作为

菌株!$$3产!0甘露聚糖酶的摇瓶发酵培养基!

;DBD=!环境因素对产酶的影响!试验结果经方差

分 析 后 表 明#装 液 量 的 改 变 对 酶 活 力 有 明 显 的 影

响!在装液量不改变的前提下#接种量和?E 值 对

试验 结 果 无 显 著 影 响#但 接 种 量 改 变 时#其 与 发 酵

温度有交互作用%3$5$"%!#%&4"5.3#3$5$"%3#%&4
35"##3$5$.%!#%&4.$52!#3$5$.%3#%&425."&#由

方差分析及各因子的各水平5 值大小选取 最 佳 工

艺为’0取0!#!取!.#1和2两因素对酶活力影响

不显著!0"!有显著交互作用#所以对0和!作交

互分析!通过交互作用表分析#应选取0.!##与 方

差分析的结果相矛盾#但单因子所取水平要服从交

互作用 所 取 水 平#所 以 摇 瓶 发 酵 产 酶 的 最 佳 工 艺

为’0.!#1$2$%下标为$时表示可以任选&#即发酵

温度为3$9#接 种 体 积 分 数 在 任 选 的 情 况 下 可 选

取.D#装液量为/$:8#?E值在任选的情况下可

选取/5$#因为大多数细菌发酵的?E值位于%5"!
/5"之间!

产酶条 件 优 化 最 终 结 果’在 无 机 盐 溶 液 基 础

上#添加.5"6"78槐豆胶作为碳源#!6"78蛋白胨

为氮源#发酵温度为3$9#接种量在任选的情况下

可选取.D#装液量为/$:8%!"$:8三角瓶&#?E
值在任选的情 况 下 可 选 取/5$#在 此 最 佳 工 艺 条 件

下摇瓶发酵的平均酶活为3.52!<":8!

;D;!!/甘露聚糖酶的分离纯化

在 酶 的 纯 化 过 程 中#采 用 了 硫 酸 铵 沉 淀 和

=>?;,7>@A0!$$层析的方法!经硫酸铵纯化后#酶

的 比 活 力 提 高 了!5.%倍#收 率 为/!5// D!经

=>?;,7>@A0!$$凝胶过 滤 柱 层 析 和BC4C纤 维 素

离子交换柱 层 析 后#酶 的 比 活 力 提 高 了!#523倍#
收率为#"5.D#见表!!

表;! 嗜热芽孢杆菌!/甘露聚糖酶的纯化

F&?D;!4#$-(-,&0-"%"(!/:&%%&%&9.($":!"#$%%&’;<<=

纯化步骤 体积":8 总酶活"<
总蛋白质
质量":6

比酶活"
%<":6&

得率"D 纯化倍数

粗酶 !"$ !".! 1#5# #$5.% .$$ .5$
硫铵沉淀 .# .1!1 !"51 %"5!2 /!5// !5.%

=>?;,7>@A0!$$ !$ .$#$ $5%% ."% "%5# "5./

BC0"! 2 #%. $5" /!! #"5. !#523

;DE!!/甘露聚糖酶的酶学性质

;DEDB!温度对酶活力和酶的稳定性的影响!酶的

温度作用范围"$!2$9#最 适 温 度 是/$!/"9#

3$9保温#;后酶活没有下降("$9酶的半衰期为

2$:PL##;后还剩余!$D(%$9保温酶活迅速下

降##$:PL就降为原来的3$D#在更高的温度保温

时酶活下降的更迅速#见图.!

;DED;!?E值对 酶 活 力 和 酶 的 稳 定 性 的 影 响!在

?E"5$!%5$时 酶 活 达 到 最 大#并 出 现 一 平 台#在

?E35$!25$范 围 内 比 较 稳 定#当?E 值 低 于35$
或高于25$时#稳 定 性 下 降#可 能 此 条 件 影 响 了 酶

的正确折叠#见图!!

图B!温度对!/甘露聚糖酶稳定性的影响

)-2CB!L((.,0"(0.:I.$&0#$."%01.90&?-’-03"(!/:&%7

%&%&9.($":!"#$%%&’;<<=
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图;!IM值对!/甘露聚糖酶酶活和热稳定性的影响

)-2C;!L((.,0"(IM"%01.&,0-G-03&%*90&?-’-03"(!/

:&%%&%&9.($":!"#$%%&’;<<=

;DEDE!金属离子对甘露聚糖酶活性的影响

.!不同金属离子对酶活性的影响"以未加金属

离子的酶液 的 酶 活 力 为.$$D#不 同 离 子 对 酶 的

影响见表3#结 果 表 明$在 正 常 条 件 下$$5.:’(%8
的 +6!F 和GF 对甘露聚糖酶有激活作用&相同浓度

b>!F$\’F$+L!F 和 cUF 对 酶 有 抑 制 作 用$相 同 浓

度4(#F 和\K!F 对酶有强烈的抑制作用#
表=!金属离子对!/甘露聚糖酶活力的影响

F&?D=!L((.,0"(:.0&’-"%9"%01.&,0-G-03"(!/:&%%&%&9.

($":!"#$%%&’;<<=

金属离子 相对活性%D 金属离子 相对活性%D

R’LMWV>> .$$5$$ GF .$/5#%

\,!F 2$53! *,F 215/%

b>!F //5.# 8PF 2/5##

+L!F %%53# 4(#F ##5"#

\K!F /5"1 +6!F ..!51"

cUF "%5%/ \’F 1#5!$

!!!!不同浓度的+6!F 对酶活性的影响及其对酶

热失活的保护作用"+6!F 浓度在$5$"!$53:’(%8
时对酶激活作用有加强趋势#适当浓度的 +6!F 不

仅 对 酶 有 激 活 作 用$还 对 酶 的 热 失 活 具 有 保 护 作

用$+6!F 的 存 在 能 将 酶 的 耐 热 温 度 提 高!$ 9$

%$9保温#;的酶活不变$/$9时酶的半衰期接近

.;$1$9保温#$:PL后酶活就降至原来的!"D$
见图##

图E!在 82;N 的存在下!/甘露聚糖热稳定性

)-2CE!F1.$:"90&?-’-03"(!/:&%%&%&9.($":!"#$%%&’

;<<=A-01.H-90.%,."(82;N

E!讨!论

不同来源 的 酶 的 酶 学 性 质 有 所 不 同#地 衣 芽

孢杆菌*G0!/!/甘露聚糖酶’.$(最适作用温度%$9$
最适作用?E值25$$温度和稳定范围分别为3$9
和%5$!25$$受 +6!F)\,!F)b>!F 和*P!F 的激活#
枯草芽孢杆菌X+2%$!分泌的!/甘露聚糖酶’2(最适

温度和最适?E值分别为"$9和"51#该酶在?E
%5$!15$且温度为"$9以下时稳定#8PF 对该酶

没有激活 作 用#作 者 所 报 道 的!/甘 露 聚 糖 酶 最 适

作用温度/$!1$9$最适作用?E值"5$!%5$$在

?E35$!25$范 围 内 稳 定$适 当 浓 度 的 +6!F 不 但

对 酶 有 激 活 作 用$而 且 对 酶 的 热 失 活 具 有 保 护 作

用#在 +6!F 的 存 在 下$该 酶 在%$9保 温%;酶 活

不变#可见$嗜热芽孢杆菌!$$3!/甘露聚糖酶在起

作用温度和?E值方面优于其他来源的同种酶#
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