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饲用耐酸抗蛋白酶 β–甘露聚糖酶的筛选分离及酶学性质
 

张文会，孙同韦，张会图，王海宽，王洪彬，路福平 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，工业酶国家工程实验室，天津市工业微生物重点实验室， 

天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：β–甘露聚糖酶作为饲料添加剂，不仅可以有效降解并消除饲料中的抗营养因子，还可以进一步增强动物的免

疫反应并调控动物胃肠道中的微生态平衡．然而目前已发现的大部分 β–甘露聚糖酶的酸稳定性差，并且容易被动物肠

道中的蛋白酶所降解，因此很难在实际应用中发挥理想的效果．本研究从一株高产蛋白酶的枯草芽孢杆菌(Bacillus 

sublitis)中分离纯化到一种新型 β–甘露聚糖酶，并对其酶学性质进行了研究；结果显示：该酶的最适作用温度为 50,℃，

最适催化 pH 为 5.5，Zn2+、Co2+、Cu2+、Fe3+对该酶有明显的激活作用．稳定性研究表明：采用 pH 2.0 的酸性缓冲液处理

1,h 后，残余酶活仍能保持 70%,以上；进一步采用 20,U/mL 的猪胰蛋白酶处理 2,h，残余酶活仍在 60%,以上，表明该酶

不仅具有较好的酸稳定性，还对来源于猪胰腺的蛋白酶具有一定的抗性．这些研究结果显示：该酶作为一种新发现的

β–甘露聚糖酶，在饲料行业中具有较好的研究前景和应用价值． 

关键词：β–甘露聚糖酶；枯草芽孢杆菌；纯化；酶学性质 
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Screening of Acid-and-protease-resistant β-mannanase for Feed and the 

Characterization of the β-mannanase 

ZHANG Wenhui，SUN Tongwei，ZHANG Huitu，WANG Haikuan，WANG Hongbin，LU Fuping 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，National Engineering Laboratory for 

Industrial Enzymes，Tianjin Key Laboratory of Industrial Microbiology，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：β-mannanases，which can be used as feed additives could not only eliminate the antinutritional factors in feed，but 

also enhance animal immune response and balance the micro-ecology of animal gastrointestinal tract. However，most of the 

previously reported β-mannanases hardly show satisfactory efficacy in practical application due to their poor acid stability

and susceptibility to digestive proteases. In the present research，a novel β-mannanase was isolated from the fermentation 

broth of a Bacillus subtilis strain，which can simutaneously overproduce proteases. The purified β-mannanase exhibited op-

timal activity at 50,℃ and pH 5.5. It can also be activated by the metal ions of Zn2+，Co2+，Cu2+ and Fe3+. In addition，the β-

mannanase showed high acid stability and resistance to trypsin digestion. After one hour incubation in the acid buffer(pH 

2.0)and a succession of two-hour treatment with porcine pancreatic protease(20,U/mL)，the remained activities of the β-

mannanase still reached more than 70%, and 60%, of the highest activity. These superior properties make the newly isolated β-

mannanase a good candidate for feed additive.  

Key words：β-mannanase；Bacillus sublitis；purification；enzymatic properties 
 

近年来，随着人们环保意识的增强以及绿色饲料

的兴起，对 β–甘露聚糖酶在饲料工业的应用已成为

一个新的研究热点[1]．甘露聚糖占饲料中非淀粉多糖

的 30%,，是目前大量应用的玉米/豆粕型饲料中主要

的抗营养因子[2]．它们能结合大量的水分，使采食动

物消化道中食糜的体积增大、黏度增加、养分与消化
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道内源酶的作用降低、营养物质的消化率下降，造成

动物生长受阻、饲料转化率降低，从而使其代谢受到

抑制[3]．在饲料中添加甘露聚糖酶能有效消除它们的

抗营养作用，提高动物的生产性能[4]．另外，添加 β–

甘露聚糖酶后，在动物体内能够产生甘露寡糖，可进

一步刺激和增强动物的免疫反应，调控动物胃肠道微

生态环境，促进有益菌生长，抑制有害菌黏附 [ 5 ]． 

目前已发现的 β–甘露聚糖酶种类很多，其中不乏催

化性能优良的高比活 β–甘露聚糖酶[6–8]．而真正应用

于饲料添加剂的 β–甘露聚糖酶则为数不多，并且很

难发挥理想效果．究其原因，是由于大部分 β–甘露聚

糖酶的酸稳定性较差，难以耐受单胃动物消化道中的

强酸环境以及消化道中由酸性至中性的变化过程；另

外也有一些 β–甘露聚糖酶由于受到消化液中蛋白酶

的降解作用而迅速失活[9]．因此，寻找具有耐酸、抗

蛋白酶特性的新型 β–甘露聚糖酶是解决这一问题的

关键所在． 

本研究以寻找适合用于饲料添加剂的新型 β–甘

露聚糖酶为目标，从一株可大量分泌表达蛋白酶的枯

草芽孢杆菌(Bacillus sublitis)TCCC11286 中筛选分

离到一种具有耐酸抗蛋白酶特性的 β–甘露聚糖酶． 

1 材料与方法 

1.1 菌种 

枯草芽孢杆菌(Bacillus sublitis)TCCC11286，本

实验室保藏． 

1.2 主要试剂 

胰蛋白酶，上海伯奥公司；角豆胶、甘露糖，

Sigma 公司；其他试剂均为国产分析纯． 

从国内 3 个商家所购买的 β–甘露聚糖酶酶粉分

别标记为 A、B、C． 

1.3 培养基 

β–甘露聚糖酶产生菌筛选培养基(g/L)：角豆胶

5，蛋白胨 2，酵母浸出物 2，KH2PO4 1，MgSO4·7H2O 

0.25，琼脂 2． 

牛奶筛选培养基(g/L)：牛肉膏 5，蛋白胨 10，

NaCl 5，脱脂奶粉 30，琼脂 20，pH 7.0～7.2． 

LB 培养基(g/L)：酵母浸出物 5，胰蛋白胨 10，

NaCl 10． 

摇瓶发酵培养基(g/L)：魔芋粉 10，酵母膏 2，

MgSO4 0.3 ，FeSO4 0.01 ，K2HPO4 2 ，NaCl 1 ，

(NH4)2SO4 5，吐温 80 1，pH 7.0～7.2． 

1.4 蛋白酶及 β–甘露聚糖酶产生菌的筛选 

蛋白酶产生菌的筛选：通过 LB 固体培养基三区

划线将来自实验室的枯草芽孢杆菌菌株在 37,℃培养

24,h，进行纯化和活化．将平板上长出的单菌落依次

点接到牛奶筛选培养基上，37,℃培养 24,h，产生蛋白

酶的菌落周围将会出现透明圈，保存透明圈较大的 

菌株． 

β–甘露聚糖酶产生菌的筛选：将初筛得到的蛋白

酶产生菌株依次点接到牛奶筛选培养基上、β–甘露聚

糖酶产生菌筛选培养基上，37,℃培养 24,h，将 0.1%,

刚果红溶液倾倒于长出菌落的筛选平板上，10～

15,min 后倒去刚果红溶液，用 l mol/L 的 NaCl 溶液

反复冲洗 2～3 次；然后加入 l mol/L NaCl 溶液静置

15,min 后倒掉，此时，产生 β–甘露聚糖酶的菌落周围

将会出现透明圈，保存透明圈较大的菌落． 

1.5 β–甘露聚糖酶酶活的测定 

β–甘露聚糖酶能将甘露聚糖降解成寡糖和单

糖．具有还原性末端的寡糖和有还原基团的单糖在

沸水浴条件下可以与 DNS 试剂发生显色反应．反应

液颜色的强度与酶解产生的还原糖量成正比，而还原

糖的生成量又与反应液中 β–甘露聚糖酶的活力成正

比．因此，通过分光比色测定反应液颜色的强度，可

以计算反应液中 β–甘露聚糖酶的活力． 

酶活单位定义：在 pH 5.5、50,℃条件下，每分钟

内底物降解释放 1,µmol D–甘露糖所需要的酶量为 1

个酶活单位 U． 

酶 活测定 ：取 0.5,mL 适当稀释的 酶 液 加入

1.5,mL 0.5%,角豆胶溶液，50,℃保温 20,min，加入

2,mL DNS，沸水浴 10,min，冷却至室温后用去离子水

定容至 15,mL；空白对照：0.5,mL 适当稀释的酶液加

入 2,mL DNS，50,℃保温 20,min，加入 1.5,mL 角豆胶

溶液，沸水浴 10,min，冷却至室温后用去离子水定容

至 15,mL．在波长 550,nm 的条件下测定吸光度． 

1.6 β–甘露聚糖酶的纯化 

1.6.1 粗酶液的制备 

将枯草芽孢杆菌 TCCC11286接种于发酵培养基

的摇瓶中，37,℃、170,r/min 培养 48,h．将发酵液在

4,℃、12,000,r/min 离心 10,min，收集上清液，即为粗

酶液． 

1.6.2 硫酸铵盐析 

采用分步盐析法．粗酶液中添加(NH4)2SO4 至

50%,饱和度，4,℃静置过夜，4,℃、8,000,r/min 离心

20,min，弃沉淀；上清液继续添加(NH4)2SO4 至 80%,
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饱和度，4,℃静置过夜，离心，沉淀备用． 

1.6.3 阴离子交换层析 

将沉淀用 pH 5.5 的乙酸–乙酸钠缓冲液溶解，透

析袋透析脱盐，上样至已用乙酸–乙酸钠缓冲液平衡

过的 Hitrap Q HP阴离子柱(5,cm×5,cm)上，阶段洗

脱．用含有 1,mol/L NaCl 的磷酸缓冲液以 0～100%,

的梯度进行洗脱，流量为 0.5,mL/min，收集洗脱峰，

测定各管的 β–甘露聚糖酶活性．合并较高酶活性的

收集液，透析，并利用超滤管进行浓缩． 

1.6.4 凝胶过滤层析 

将离子交换层析后的 β–甘露聚糖酶的活性组分

收集浓缩，然后上样至预先用乙酸–乙酸钠缓冲液平

衡好的分子筛(Superdex 200 10/300,GL)上，用相同

的缓冲液进行洗脱，流量为 0.5,mL/min，收集浓缩含

有 β–甘露聚糖酶活性组分．对各步纯化组分进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测． 

1.7 β–甘露聚糖酶酶学性质的测定 

1.7.1 最适反应温度及温度稳定性 

采用 pH 5.5 的乙酸–乙酸钠缓冲液配制 β–甘露

聚糖酶活性测定反应体系，将反应体系分别置于

30～75,℃的温度下进行酶促反应，测定其酶活力．酶

活力最高的温度为最适反应温度，其酶活力设为

100%,，计算其他温度下的相对酶活力．将酶液分别

置于 30～75,℃处理 60,min 后，测定酶活力，以 0,℃

下处理的 β–甘露聚糖酶酶活力定为 100%,，计算各温

度处理后的相对酶活力，分析其温度的稳定性． 

1.7.2 最适反应 pH 及 pH 稳定性 

采用 pH 2～12 的 0.2,mol/L 的缓冲液(pH 2.0～

8.0,Na2HPO4–柠檬酸，pH 9～10 甘氨酸–NaOH，pH 

11.0～12.0,Na2HPO4–NaOH)配制 β–甘露聚糖酶的催

化反应体系，将反应体系于 50,℃反应 15,min 后测定

酶活力，酶活力最高的 pH 为最适 pH，其酶活力设为

100%,，计算其他 pH 条件下的相对酶活力．采用 pH 

2～12 的不同的缓冲液处理酶液 1,h 后，测定酶活

力，以酶活力最大的 pH 下的酶活力设为 100%,，计算

各 pH处理下的相对酶活力，分析其 pH 的稳定性． 

1.7.3 不同金属离子与化学试剂对 β–甘露聚糖酶稳

定性的影响 

分别用 1,mmol/L 和 5,mmol/L 的金属离子溶液

及其他化学试剂溶解酶解底物，测定酶活力，以未添

加任何金属离子和化学试剂的底物下测得的酶活力

为 100%,，计算加入金属离子和其他化学试剂下的相

对酶活力，研究金属离子和其他化学试剂对该酶活力

的影响． 

1.8 β–甘露聚糖酶的耐酸抗蛋白酶测试 

将纯化后的 β–甘露聚糖酶与市面上的商业酶

(编号 A、B、C)进行耐酸抗蛋白酶比较实验．1,mL 酶

液加入到 9,mL 50,mmol/L pH 2.0 的甘氨酸–盐酸缓

冲液中，37,℃、120,r/min 孵育 1,h，测定酶活力，以未

处理过的酶活力定为 100%,，计算各酶液处理后的相

对酶活力，分析其稳定性．各取上述孵育液 1,mL，加

入到含有 0.1%,胰蛋白酶的 9,mL 20,mmol/L pH 5.5乙

酸–乙酸钠缓冲液中，37,℃继续孵育 2,h，测定酶活

力．以未经胰蛋白酶处理过的上述孵育液酶活力定为

100%,，计算其处理后的相对酶活力，分析其稳定性． 

2 结果与分析 

2.1 蛋白酶和 β–甘露聚糖酶产生菌的筛选 

蛋白酶产生菌的筛选结果如图 1(a)所示，产蛋

白酶的菌落周围会形成透明圈．β–甘露聚糖酶产生

菌的筛选结果如图 1(b)所示，产 β–甘露聚糖酶的菌

落周围会形成透明圈． 

 

 (a) 产蛋白酶菌株的筛选  (b) 产 β–甘露聚糖酶菌株的筛选 

图 1 产 β–甘露聚糖酶和蛋白酶菌株的筛选 

Fig. 1 Isolation of strains producing the new β-mannanase

and protease 

2.2 β–甘露聚糖酶的纯化 

将枯草芽孢杆菌 TCCC11286 摇瓶发酵，收集粗

酶液，利用 80%,的硫酸铵盐析离心后上清液中的 β–

甘露聚糖酶酶活力最低，透析液在过阴离子交换柱时

出现 3 个峰，并且只有第 2 个峰收集液测到 β–甘露

聚糖酶的酶活力，将收集液经过凝胶过滤层析纯化

后，比酶活由 560,U/mg 提高到 8,232.6,U/mg，纯化倍

数达到 14.7倍，回收率为 47%,．SDS-PAGE 结果如图

2 所示．由图 2 可以看出，纯化后的 β–甘露聚糖酶是

相对分子质量为 3.7×10
4 的单一条带． 

2.3 β–甘露聚糖酶酶学性质分析 

将 β–甘露聚糖酶纯酶液分别在不同 pH 的缓冲

体系中测定其酶活力，以 pH 为横坐标，相对酶活力
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为纵坐标绘制曲线，结果如图 3 所示，β–甘露聚糖酶

的最适 pH 为 5.5，且在 pH 2.0～10.0范围内，酶活力

保持在 60%,以上．因此 β–甘露聚糖酶在 pH 2.0～

10.0 之间比较稳定，有比较宽的 pH 稳定范围，有很

好的耐酸特性．该酶比已报道的酶更具有酸、碱稳 

定性[10]，这一特点更有利于该酶在饲料添加剂中的 

使用． 

 

    M. 蛋白质 Marker；1. 透析液；2. 离子交换层析液； 

3. 凝胶过滤层析液 

图 2 各个纯化步骤样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳 

Fig. 2  SDS-PAGE of the mannanase sample in each pu-

rification procedure 

 

图 3 β–甘露聚糖酶的最适 pH及 pH稳定性 

Fig. 3  The optimal pH and pH stability of the new β-

mannanase 

在不同的温度(30～70,℃)下测定 β–甘露聚糖酶

纯酶液的酶活力，并计算相对酶活力．以温度为横坐

标，相对酶活力为纵坐标绘制曲线，结果如图 4 所

示．结果表明：β–甘露聚糖酶的最适反应温度为

50,℃，且在 30～60,℃范围内，酶活力保持在 60%,以

上，在 60,℃以上 β–甘露聚糖酶的酶活力降到 40%,以

下．该酶的最适温度与大部分的来源于枯草芽孢杆

菌的 β–甘露聚糖酶相似，而 B.,subtilis 168 的最适反

应温度却是 37,℃
[11]．β–甘露聚糖酶的温度稳定性有

利于饲料添加剂的保存与运输． 

 

图 4 β–甘露聚糖酶的最适温度及温度稳定性 

Fig. 4 The optimum temperature and thermal stability of 

the new β-mannanase 

不同浓度的化学试剂及金属离子对 β–甘露聚糖

酶活性的影响结果如图 5 所示．对于不同金属离子

和化学试剂对 β–甘露聚糖酶活性的影响结果表明：

金属离子 Hg
2+和 Ag

+、表面活性剂 SDS、吐温 20、聚

乙二醇辛基苯基醚(Triton X-100)对该 β–甘露聚糖酶

有 不同程 度 上 的 抑 制 作 用 ，Na
+、Ni

2+、K
+、Ca

2+、

Mg
2+、Ba2+、Pb2+、乙二胺四乙酸(EDTA)对该酶的酶

活力基本没有影响，Mn
2+、Zn2+、Co2+、Cu2+、Fe3+对该

酶有明显的激活作用．作为饲料添加剂，这一特性有

利于抵抗胰蛋白酶和胃蛋白酶[12–14]． 

 

图 5 不同浓度的化学试剂及金属离子对 β–甘露聚糖酶

活性的影响 

Fig. 5 Effects of metal ions and chemical reagents on the 

activity of the new β-mannanase 

2.4 β–甘露聚糖酶的耐酸抗蛋白酶测试 

用分离纯化到的 β–甘露聚糖酶进行耐酸抗蛋白

酶的测试，并与国内所售的 3 种 β–甘露聚糖酶进行

比较，结果如图 6 所示．枯草芽孢杆菌 TCCC11286

产的 β–甘露聚糖酶耐酸相对酶活力在 70%,以上，抗

蛋白酶相对酶活力在 60%,以上，均高于其他 3 种 β–

甘露聚糖酶．因此，枯草芽孢杆菌 TCCC11286 合成

的 β–甘露聚糖酶的耐酸抗蛋白酶活性较优，该酶在

饲料添加剂的应用中具有很大的潜能． 
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图 6 β–甘露聚糖酶的耐酸和抗蛋白酶实验结果 

Fig. 6  Acid and protease resistance experiment of the 

new β-mannanases 

3 结 论 

本研究从一株高产蛋白酶的枯草芽孢杆菌中分

离纯化到一种新型 β–甘露聚糖酶，其最适反应温度

为 55,℃，最适 pH 为 5.5，在 pH 2～10 的范围内稳定

性较好，Zn2+、Co2+、Cu2+、Fe3+对该酶有明显的激活

作用，此外，其具有良好的耐酸抗蛋白酶的特性，因

此 Bacillus subtilis TCCC11286 所合成的 β–甘露聚糖

酶是非常有价值的饲料添加剂原料，可进行深入研

究，以实现 β–甘露聚糖酶的工业化应用．虽然该酶的

酶活力距离应用的要求还有一定的差距，但可以通过

优化发酵条件或者诱变育种和结合分子手段构建高

效表达的工程菌提高产量，以达到实际应用的目的． 
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