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枯草芽孢杆菌中性"$甘露聚糖酶的产生及性质
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提 要 由土壤中分离出一株产中性"$甘露聚糖酶的枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’’&()$%$’），编号

)*"+%’。该菌在液体培养条件下，产生中性"$甘露聚糖酶。多糖能作为碳源，而单糖不能作

为碳源；有机氮源优于无机氮源。产酶最适培养基组成：魔芋粉,-，牛肉蛋白胨和酵母膏各

!-。产酶最适培养条件：培养基起始./&01，(12，振荡培养(+3。以槐豆胶为底物，培养

滤液中性"$甘露聚糖酶活力为"+45／67。酶在./10%#!%0%和1%2下稳定；作用最适条件

为./+0%和1%2；水解魔芋粉和槐豆胶均产生寡聚糖。
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甘露聚糖为参与维持人体正常肠道条件的双歧杆菌和乳细菌的一种最好的生长因

子［!］。这一发现促进了对"$甘露聚糖酶的研究。国内继马延和［’］、田新玉［(］和杨文

博［,，1］报道嗜碱芽孢杆菌（9:;<:=.3=:=>!"#$%%&’?.@）和地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’%$#*+,$-
./01$’）所产碱性"$甘露聚糖酶（9:;<:=AB"$6<AA<A<?B）的研究之后，我们研究了枯草芽孢

杆菌（!"#$%%&’’&()$%$’）)*"+%’中性"$甘露聚糖酶（CBDEF<:"$6<AA<A<?B）的产生。该菌在

液体培养条件下产酶迅速，培养周期短，并且所产酶在中性条件下具有将甘露聚糖水解生

成寡聚糖的能力。本文报道该菌中性"$甘露聚糖酶的产生及一般性质。

! 材料和方法

!@! 菌种

枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’’&()$%$’）)*"+%’，本实验室中分离得到。菌在含蛋白胨

!-，牛肉膏、酵母膏、葡萄糖和氯化钠均为%01-的琼脂斜面培养基上，(12培养!’3后

使用。

!@" 液体种子的制备

’1%67三角瓶装(%67含魔芋粉、牛肉蛋白胨和酵母膏均为!-的液体培养基（起

始./#0%），!G!%1H<灭菌(%6=A，接种斜面菌一环，(12旋转式摇床上振荡（’&%F／6=A）

培养!’3后使用。

!@# 酶的制备

’1%67三角瓶装(%67含魔芋粉,-，牛肉蛋白胨和酵母膏均为!-的液体培养

基（起始./&01），同上灭菌后接液体种子悬液!0167，同上条件培养(+3。培养滤液即
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为中性!!甘露聚糖酶溶液。

!"# 中性!$甘露聚糖酶活力的测定

吸取"#$%槐豆胶（&’()*公司产品）胶状液（以"#"$)+,／-，./0#"磷酸缓冲液为溶

剂配制）"#1)-于试管中，$"2水浴中预热$)’3，加入适当稀释的酶液"#4)-，保温

4")’3。采用&+)+(5’［0］试剂法测定水解产生的还原糖。

在上述条件下，每分钟由底物释放出4")+,还原糖（以甘露糖计）所需酶量定义为一

个酶活力单位（67）。

表! 碳源对产酶的影响

8*9,:4 ;<<:=>+<?*@’+AB=*@9+3B+A@=:B+3>C:.@+DA=>’+3+<3:A>@*,!!)*33*3*B:

碳源及用量

E*@9+3B+A@=:／%

田菁粉

&:B9*3’**33*9’3*
.:@BF#"

槐豆胶

-+=AB>9:*3
(A)"#$

魔芋粉

G+3H*I.+JD:@
K#"

对照

E+3>@+,

酶活力

L=>’?’>5／（67／)-）
F1 $0 10 4"

表% 酵母膏用量对产酶的影响

8*9,:F ;<<:=>+<=+3=:3>@*>’+3B+<5:*B>:M>@*=>

+3>C:.@+DA=>’+3+<3:A>@*,!!)*33*3*B:

酵母膏用量

N:*B>:M>@*=>／%
" "#O$ "#$" "#P$ 4#"" 4#O$

酶活力

L=>’?’>5／（67／)-）
4Q KO 0" Q4 10 10

& 结果和讨论

&R! 酶的产生条件

&R!R! 碳源对产酶的影响：分别以不同量的单糖和甘露聚糖为碳源进行产酶实验。试验

结果表明，甘露糖、半乳

糖、葡萄糖和阿拉伯糖

K种单糖作为碳源，该

菌不产酶。选每种聚糖

最适用量的酶活力数据

列于表4。魔芋粉效果

最佳，当用量为K%时，酶活力达1067／)-。

&R!R& 氮源对产酶的影响：比较了不同量的$种有机氮源和K种无机氮源对产酶的影

响。选每种氮源最适用量的酶活力数据列于表O。除尿素外，其它有机氮源优于无机氮

源。最适氮源为牛肉蛋白胨。在酶大量生产中，兼顾生产成本，可选择铵盐作为氮源。

表& 氮源对产酶的影响

8*9,:O ;<<:=>+<?*@’+AB3’>@+(:3B+A@=:B+3>C:.@+DA=>’+3+<3:A>@*,!

!
!!!!

!)*33*3*B:

氮源及用量

S’>@+(:3B+A@=:／%
酶活力

L=>’?’>5／（67／)-）

氮源及用量

S’>@+(:3B+A@=:／%
酶活力

L=>’?’>5／（67／)-

!!

）

尿素7@:*"#4 0F （S/K）O&TK"#F!! P$
谷氨酸钠&+D’A)(,A>*)*>:4#" QO S/KE,"#F!! P$
多胨U+,5.:.>+3:4#" Q1 S/KSTF"#F!! P$
大豆蛋白胨&+5>+3:4#" 1" （S/K）O/UTK"#F!! P1
牛肉蛋白胨V::<.:.>+3:4#" 10 E+3>@+, "F4

&R!R% 酵母膏用量对产酶的影响：试验不同量酵母膏对产酶的影响。由表F可以看出，

随着酵母膏用量的增加，酶活力相应增高。用量为4%时，酶活力最高。

&R!R# ./对产酶的影响：将培养基起始./调至不同值，进行培养。结果见表K。产酶

适宜起始./为Q#"#1#"；最适为Q#$。

&R!R’ 温度对产酶的影响：于不同温度

条件下进行培养。由表$可见，产酶适

宜温 度 范 围 较 宽（FF#FP2），最 适 为

F$2。
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!!"!# 产酶时间过程：于不同培养时

间取样，测定酶活力。表"结果表明，

该菌 产 酶 迅 速，培 养 周 期 短。培 养

#$%酶活力已达&’()／*+，为最高

酶 活 力 ,"()／*+ 的 &,-。 培 养

."%达到最高峰。比文献报道枯草

芽孢杆菌［’，/］产中性!0甘露聚糖酶、

嗜碱芽孢杆菌［#，$］产碱性!0甘露聚糖

酶培养时间均短。

!!! 酶的一般性质

!!!!" 酶作用最适12：于不同12
条件下进行酶反应。图#结果表明，

酶作用适宜12为343""43，最适为

12"45。

!!!!! 酶作用最适温度：于不同温度

条件下进行酶反应。由图$可以看

出，酶作用适宜温度为&36"336；

最适温度为356。

表$ 12对产酶的影响

789:;& <==;>?@=12@A?%;1B@CD>?E@A

@=A;D?B8:!0*8AA8A8F;

培养基起始12
(AE?E8:12

"45"43’45’43/45/43,45,43#545

酶活力

G>?EHE?I／（()／*+）
"& ’$ /5 /’ ,& ," ,# "5 $5

表% 温度对产酶的影响

789:;3 <==;>?@=?;*1;B8?DB;@A?%;1B@CD>?E@A

@=A;D?B8:!0*8AA8A8F;

培养温度

!／6
$3 $/ .5 .. .3 .’ &5

酶活力

G>?EHE?I／（()／*+）
&" ’# /$ ,$ ," ,& 3#

表# 产酶的时间过程

789:;" 7E*;>@DBF;@=A;D?B8:

A;D?B8:!0*8AA8F;1B@CD>?E@A

培养时间

!／%
" #$ #/ $& .5 ." &5

酶活力

G>?EHE?I／（()／*+）
$& &’ ’# // ,# ," ,"

图# 12对酶作用的影响

JEK!# <==;>?@=12@A?%;;ALI*;8>?EHE?I
图$ 温度对酶作用的影响

JEK!$ <==;>?@=?;*1;B8?DB;@A?%;;ALI*;8>?EHE?I

!!!!& 12对酶稳定性的影响：将酶于不同12的缓冲液中，&56保温&%。图.测定结

果表明，酶稳定12范围较宽，为345"#545。

!!!!$ 温度对酶稳定性的影响：酶于5453*@:／+，12"45的磷酸缓冲液中，在不同温度

保温#3*EA。由图&测定结果可以看出，该酶热稳定性较差，"56保温#3*EA，酶活力仅剩

余$$-。

!!!!% 酶水解魔芋粉和槐豆胶：取543-的魔芋粉和槐豆胶胶状液（用蒸馏水配制，调

12"45）#5*+于试管中，各加纯酶"5()，&36保温#"%。水解液除去残渣及剩余多糖并浓

缩后经硅胶板层析。层析结果表明，该酶水解甘露聚糖生成寡聚糖。
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图! 酶的"#稳定性

$%&’! ())*+,-)"#-.,/*0,12%3%,4-)*.546*

图7 温度对酶稳定性的影响

$%&’7 ())*+,-),*6"*81,98*-.,/*0,12%3%,4-)*.546*

致谢 周慧玲教授鉴定菌种，特此致谢。
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