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椰果内生枯草芽孢杆菌YZ-21产β-甘露聚糖酶
的纯化及酶学性质研究

张建新,郭祥瑞,穆广亚,冯军厂,常绪路

(河南师范大学 水产学院,河南 新乡453007)

摘 要:[目的]分离纯化来源于内生枯草芽孢杆菌 YZ-21的β-甘露聚糖酶,并研究其酶学性质.[方法]

采用乙醇沉淀法、硫酸铵盐析法、聚乙二醇(PEG)/硫酸铵[(NH4)2SO4]双水相体系进行分离与纯化,在此基

础研究 它 的 酶 学 性 质.[结 果]比 较 3种 纯 化 方 法,最 优 方 法 为 双 水 相 萃 取 法,在 双 水 相 体 系 为 16%
(NH4)2SO4、18% PEG2000、2% NaCl条件下,纯化倍数最高可以达到3.06,酶回收率达到99.26%;酶学性质

研究表明,β-甘露聚糖酶的最适反应pH为7.0,最适的反应温度是40℃,pH稳定性在3.0~7.0,热稳定范围

在35~55℃之间;Ca2+,Ba2+,Mg2+,K+,Co2+ 对酶都有激活作用,而 Ca2+ 激活作用最强,Cu2+,Na+,Zn2+,

Mn2+,EDTA对酶有抑制作用.[结论]利用双水相萃取法较好纯化了β-甘露聚糖酶,酶学性质良好,可以广泛

应用于饲料添加剂、纸浆漂白和食品加工等领域.
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β-甘露聚糖酶作为一种内切水解酶[1-2],可以降解β-1-4甘露糖苷键,在动物饲料中,作为饲料添加剂,
可以消除抗营养因子,促进动物消化道的吸收,有利于动物的生长[3-4];在食品行业,可用于果汁澄清;在造

纸行业中,能降低对环境污染,改善纸的质量.总之,β-甘露聚糖酶应用于多个行业,有着十分重要的

作用[5-6].

β-甘露聚糖酶在动物、植物和微生物中广泛存在[7],在动物来源的β-甘露聚糖酶中,软体动物较为常见,

如紫贻贝类[8-9];植物来源的β-甘露聚糖酶存在于储藏器官(魔芋球茎[10-11])和种子(南欧紫荆[12]);微生物

来源的β-甘露聚糖酶主要发现于细菌中的枯草芽孢杆菌[13]、假单胞菌[14]和真菌中曲霉属等[15].β-甘露聚糖

酶的纯化和酶学性质研究对于酶的应用很重要,刘恒霞[16]对BacillussubtilisYH12产生的β-甘露聚糖酶

利用层析技术进行分离纯化,纯化倍数为7.1倍,酶活回收率为27.3%;pH6.5、温度55℃是最适的反应条

件.朱劼[17]对黑曲霉(Aspergillusniger)WM20-11所产的β-甘露聚糖酶进行了层析纯化研究,纯化倍数达

到15.8,收率2.2%;最适的pH是3.5,反应温度70℃.
本研究从海南椰果中分离得到的一株产β-甘露聚糖酶内生枯草芽孢杆菌YZ-21,优化发酵工艺后的产

酶水平能达到126.45U/mL,是初始酶活的5倍左右,具有很好的应用潜力[18].为进一步研究其酶学性质,
通过用乙醇沉淀法,硫酸铵盐析和双水相萃取法进行了分离纯化,得到最优的纯化方法,纯化倍数和收率均

较高,为该β-甘露聚糖酶进一步研究及在工业上的应用奠定了基础.
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1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 菌 种

本实验室从海南椰果中分离的内生枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)YZ-21[9].
1.1.2 主要试剂和仪器

乙醇、聚乙二醇2000、苯酚、3,5-二硝基水杨酸、酒石酸钾钠、NaOH,(NH4)2SO4,NaCl,(Na)2SO3 均为

分析纯,购自新乡市世纪元公司.
JW-2130HR高速冷冻离心机:杭州嘉文仪器有限公司;HK-6D恒温水浴箱:上海恒实科技有限公司;

UV-8602紫外可见分光光度计:岛津仪器杭州有限公司.
1.1.3 培养基

参照张吨[19]发酵培养基配方.
1.2 方 法

1.2.1 粗酶液的制备

将菌种过夜培养后转接到发酵培养基中,培养72h,离心后的上清液即为粗酶液,保藏于4℃冰箱待

用[20-21].
1.2.2 酶活力的测定

用pH7.0的磷酸缓冲液配置质量分数为1%槐豆胶作为底物缓冲液,将底物缓冲液与粗酶液按体积

1∶1混合,在50℃的水浴锅中反应5min,反应结束后立即取出冰水浴,加2mL的DNS试剂终止反应,沸
水浴5min,自来水冲洗,最后用蒸馏水定容,在540nm波长处测定吸光度.蛋白质含量测定方法

1.2.3 酶的纯化

乙醇沉淀:参照穆广亚等[18]采用的乙醇沉淀法.
硫酸铵盐析:参照向冰冰[22]的盐析方法,测上清液和沉淀酶活力,然后绘制盐析曲线.
双水相萃取:参照孟玲[23]所用的双水相萃取方法.萃取率的计算参照向冰冰[22]的方法,并使用超微量分

光光度计参照张龙翔[24]于A280nm处对蛋白含量进行测定.
1.2.4 酶学性质研究

最适反应温度及热稳定性.把粗酶液在不同的温度下反应5min,540nm处测定吸光度,计算酶活.确定

酶的最适温度[25],将粗酶液在30℃、35℃、40℃、45℃、50℃中分别保温30min、60min、90min、120min,
然后与底物混合,将没有处理的粗酶液作为CK对照.

最适pH及pH稳定性[26].分别以不同pH(3.0~10.0)配置的缓冲液底物,在最适的反应温度下,测定酶

活.用不同pH的缓冲液与等量粗酶液混合,置于最适的温度,孵育30min,调整pH为7.0,测定酶活,没有

处理的粗酶液作为对照.
金属离子和EDTA对酶活的影响[27].将金属离子或EDTA和粗酶液按照体积1∶1混合,在最适的温

度条件下反应30min,然后测酶活,将未加金属离子的酶活设置为100%.
底物特异性.将纯化酶分别与魔芋精粉、瓜豆胶、槐豆胶反应测定其酶活,以最高酶活为100%.

2 结果与分析

2.1 酶的分离纯化

2.1.1 乙醇沉淀法

把预冷的乙醇和粗酶液混匀,不断用玻璃棒搅拌直至白色絮状沉淀出现后,放置4℃冰箱静置过夜,离
心后收集沉淀,分别测定沉淀和上清酶收率,结果如图1所示.随着乙醇比例的不断上升,上清的酶收率一直

处于直线下降状态,当乙醇比例上升到140%时,酶收率低至3.79%,此时酶活处于失活状态;整体看来,上
清酶收率在乙醇浓度较低的条件下,酶收率相对较高,沉淀酶活没有明显变化,最高达12.59%.所以,乙醇沉
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淀法不适合该酶的分离纯化.
2.1.2 硫酸铵盐析法

用硫酸铵盐析法处理粗酶液时,使用不同饱和度的硫酸铵溶液,由图2可以看出,硫酸铵饱和度在20%
和40%之间时,上清液的酶收率保持在80%以上;当硫酸铵饱和度在50%和80%之间时,上清酶收率由

80.43%迅速下降至45.26%.而沉淀酶的收率,一直处于平缓的水平,硫酸铵盐析也不适合该酶的纯化.

2.1.3 双水相萃取法

比较盐种类对酶分配系数Ke、酶萃取率Ce、总蛋白分配系数 Kp、蛋白萃取率Cp 用量的影响,结果如

表1所示,当选择的盐种类为硫酸铵时,酶萃取率是最高的,达66.87%,蛋白萃取率为22.75%,因此,该酶双

水相体系中最适盐种类为(NH4)2SO4.
表1 盐种类对酶分离的影响

Tab.1 Effectsofmetalsaltsconcentrationontheenzymeseparation

盐种类 R Ke Ce/% Kp Cp/%

MgSO4 0.58 0.27 13.74 0.87 11.86

KH2PO4 0.33 0.69 28.80 1.96 19.55

K2HPO4 0.35 4.07 58.85 3.47 54.94

盐种类 R Ke Ce/% Kp Cp/%

NaH2PO4 0.92 0.64 37.14 0.38 25.77

Na2HPO4 0.03 1.57 14.64 2.21 6.41

(NH4)2SO4 0.38 5.19 66.87 0.76 22.75

  设置不同质量分数的PEG2000,和质量分数16%(NH4)2SO4 构成双水相,PEG用量对酶分配系数

Ke、酶萃取率Ce、总蛋白分配系数 Kp、蛋白萃取率Cp用量的影响,结果如表2所示,PEG质量分数为

18%时,酶萃取率达到97.79%;PEG质量分数在18%~20%之间,酶萃取率较高,PEG质量分数高于

20%时,酶收率开始降低,从而,我们分析,PEG质量分数较低时,(NH4)2SO4 的盐析作用占主导,酶主要

分配在双水相的上相中,随着PEG质量分数的升高,双水相间的黏度也增大,从而导致两相之间,分子不

易转移.
表2 PEG质量分数对酶分离的影响

Tab.2 EffectsofPEGconcentrationontheenzymeseparation

PEG质量分数/% R Ke Ce/% Kp Cp/%

16 0.47 11.13 92.17 0.59 21.65

18 0.52 16.00 97.79 0.92 32.05

20 0.72 13.25 95.18 0.63 31.26

PEG质量分数/% R Ke Ce/% Kp Cp/%

22 0.25 12.06 93.65 0.71 35.22

24 0.56 8.33 90.18 1.66 48.24

  根据前面的条件探索,PEG2000最佳质量分数为18%,因此将PEG调整至最佳质量分数,然后使用

14%~22%不同质量分数的(NH4)2SO4 进行双水相组合 检 测 纯 化 效 果,结 果 如 表3所 示,16%的

(NH4)2SO4 酶萃取率最高达98.80%,增加(NH4)2SO4 的质量分数,酶萃取率反而逐渐下降.
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表3 硫酸铵质量分数对酶分离的影响

Tab.3 Effectsof(NH4)2SO4concentrationontheenzymeseparation

(NH4)2SO4
质量分数/%

R Ke Ce/% Kp Cp/%

14 0.97 11.29 88.27 1.02 52.84

16 0.79 105.00 98.80 2.49 67.59

18 0.69 38.83 96.83 3.88 75.31

(NH4)2SO4
质量分数/%

R Ke Ce/% Kp Cp/%

20 0.64 21.13 93.11 2.51 69.57

22 0.56 19.75 91.74 1.93 54.30

  18%质量分数的PEG2000和16%的(NH4)2SO4 为双水相的最佳质量分数,在此基础上添加不同质量

分数的NaCl,测定NaCl对于分离效果的影响,从表4可以看出,质量分数为2%的NaCl,酶萃取率最高为

99.26%.
表4 氯化钠质量分数对酶分离的影响

Tab.4 EffectsofNaClconcentrationontheenzymeseparation

NaCl质量分数/% R Ke Ce/% Kp Cp/%

0 1.00 7.14 86.88 5.55 84.73

1 0.93 32.27 97.39 4.62 81.08

2 0.91 148.00 99.26 4.81 81.36

3 0.95 65.67 98.42 4.70 81.69

4 1.00 5.39 84.36 3.86 79.42

2.2 纯化方法对酶分离的影响

比较硫酸铵盐析、乙醇沉淀、双水相萃取3种纯化方法对β-甘露聚糖酶纯化的影响,结果如表5所示,采
用双水相萃取法酶活力、回收率、纯化倍数都是最高,因此,该酶最适合的纯化方法为双水相萃取法.通过以

上研究,最优的双水相体系为质量分数16% (NH4)2SO4、18%PEG2000、2%NaCl,酶萃取率高达99.26%,
纯化倍数达到3.06.

表5 不同纯化方法对β-甘露聚糖酶纯化的影响

Tab.5 Effectsofdifferentpurificationmethodsonβ-mannanasepurification

纯化步骤 总蛋白质量/mg 总酶活/U 比活/(U·mg-1) 回收率/% 纯化倍数

粗酶液 20.64 125.37 11.26 100 1

乙醇沉淀 3.62 15.67 10.93 12.5 0.97

硫酸铵盐析 2.74 22.57 24.36 18 2.16

PEG/(NH4)2SO4 9.36 124.12 34.47 99 3.06

2.3 酶学性质研究

2.3.1 温度对酶活性和稳定性的影响

如图3所示,该酶最适的反应温度为40℃.如表6所示,该酶在35~55℃范围之间,酶活性相对稳定,
在40℃和45℃分别孵育2h,相对酶活达到73.8%和70.9%.但是在60℃的条件下处理30min,相对酶活

明显降低,只为46.7%.
表6 不同温度处理对β-甘露聚糖酶稳定性的影响

Tab.6 Theeffectsoftemperatureonβ-mannanasestability

T/℃
相对酶活/%

30min 60min 90min 120min

35 95.2 82.7 76.2 69.3

40 95.6 88.5 80.4 73.8

45 87.3 84.3 73.5 70.9

T/℃
相对酶活/%

30min 60min 90min 120min

50 76.4 71.5 70.9 66.2

55 75.5 70.6 68.2 65.7

60 46.7 30.2 17.1 10.4
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2.3.2 pH对酶活性和稳定性的影响

结果图4所示,pH 在4.0~7.0时,酶活性逐渐上升,pH 为7.0时,β-甘露聚糖酶的活性最高,达到

26.58U/mL,之后,酶活性逐渐下降.不同的pH对酶稳定性的影响,如图5所示,pH在5.0~8.0之间时,相
对酶活较高,且处在稳定水平.

2.3.3 金属离子和EDTA对β-甘露聚糖酶活的影响

如图6所示,对β-甘露聚糖酶有促进作用的是Ca2+,Ba2+,Mg2+,K+,Co2+,且Ca2+的激活作用最强,
与对照组相比,提高了近63.2%;EDTA和剩余的5种金属离子对该酶有抑制作用,尤其是Cu2+,Zn2+,

Mn2+对β-甘露聚糖酶该酶的抑制作用最明显.
2.3.4 β-甘露聚糖酶的底物特异性

结果如图7所示,β-甘露聚糖酶与不同底物的特异性,当底物为瓜豆胶时,酶活最高,将其酶活定义为

100%,并对魔芋粉和槐豆胶的相对酶活进行测定,当底物为魔芋粉时,相对酶活为46.53%;底物为槐豆胶

时,相对酶活较低,仅能达到32.61%.

3 结 论

本文采用乙醇沉淀法、硫酸

铵盐析 法、聚 乙 二 醇(PEG)/硫

酸铵[(NH4)2SO4]双水相体系

进行分离与纯化,最终得到质量

分 数 为 18%PEG2000,16%
(NH4)2SO4,2% NaCl的 双 水

相萃取法效果显著,纯化倍数达

3.06,酶收率高达99.26%.进而

对它的酶学性质进行研究,结果

发现该β-甘露聚糖酶的最适温

度是40℃,在35~55℃的条件

下热 稳 定 性 较 好,该 酶 最 适 的

pH 为7.0,在pH5.0~8.0稳定性较好,适合一些动物的肠胃环境;金属离子Ca2+,Ba2+,Mg2+,K+,

Co2+对酶有激活作用,而Ca2+激活作用最强,Cu2+,Na+,Zn2+,Mn2+,EDTA对酶有抑制作用.
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4 讨 论

β-甘露聚糖酶在工业

上的应用十分广泛,利用

分离纯化技术得到纯的甘

露聚糖酶并对其酶学性质

进行研究有十分重要的意

义.从椰果分离的内生芽孢

杆菌YZ-21分泌的β-甘露

聚糖酶对半乳甘露聚糖的

底物专一性较好[18],瓜豆

胶作底物相比魔芋粉和槐

豆胶,有更多的应用范围.
一般的β-甘露聚糖酶底物

为魔芋粉,它属于葡萄糖

甘露聚糖,而瓜豆胶属于

半乳甘露聚糖[1],目前发

现的瓜豆胶底物专化性高

的β-甘露聚糖酶报道较少,该酶可用纸浆漂白.造纸用的软木中含有较高的半乳甘露聚糖,不易漂白,添加β-
甘露聚糖酶后,不仅可以使漂白效果更好,而且也降低对环境的污染,所以用瓜豆胶作底物,能更好地应用于

工业生产[28].在饲料的一些组成成分中,大豆、玉米等植物中都含有甘露聚糖,甘露聚糖在动物肠道内不利

于动物的消化,甘露聚糖作为饲料中的抗营养因子,对动物的健康不利,从而在饲料添加剂中加入β-甘露聚

糖酶,可以降低消化道内容物的黏度,促进动物的消化吸收,从而提高饲料利用率,而且可以防止致病菌的侵

染,提高成活率.另外,在水产等饲料制作中通常要求在90℃以上的高温条件制粒,要求有很好热稳定性,否
则酶很容易失活,不能充分发挥它的作用.该酶在60℃以上热稳定较差.因此,我们需要通过分子生物学手

段来改善热稳定性和酶活性,以提高其应用价值[29].
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Purificationandpropertiesofβ-mannanseproduced
byBacillussubtilisYZ-21incoconutfruit

ZhangJianxin,GuoXiangrui,MuGuangya,Fengjunchang,ChangXulu

(CollegeofFisheries,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:[Objective]Theaimofthisstudyistoisolateandpurifyβ-mannanasefromendogenousBacillussubtilisYZ-
21,andfurtherstudyitsenzymaticproperties.[Method]Ethanolprecipitationmethod,ammoniumsulfatesaltingoutmethod,

polyethyleneglycol(PEG)/ammoniumsulfate[(NH4)2SO4]dualaqueousphasesystemwereusedforseparationandpurifi-
cation.Onthisbasis,itsenzymaticpropertieswerestudied.[Result]Theoptimalpurificationmethodwasfinallyobtainedby
thetwo-aqueousphaseextractionmethod.Theoptimaltwo-aqueousphasesystemwas16% (NH4)2SO4,18%PEG2000,and
2% NaCl.Underthiscondition,thepurificationfactorcouldreach3.06,theenzymerecoveryratereached99.26%.Theopti-
malreactionpHofβ-mannanaseis7.0,theoptimalreactiontemperatureis40℃,thepHstabilityrangeis3.0-7.0,andthe
thermalstabilityrangeisbelow60℃;Ca2+,Ba2+,Mg2+,K+,Co2+haveactivationeffects,whileCa2+hasthestrongestac-
tivationeffect,andCu2+,Na+,Zn2+,Mn2+andEDTAhaveinhibitoryeffectsonenzymes.[Conclusion]Usingaqueoustwo-

phaseextraction,β-mannanasewaspreferablypurified,whichhasgoodenzymaticproperties,canbewidelyusedinfeedaddi-
tives,pulpbleaching,foodprocessingandthelike.

Keywords:β-mannanase;Bacillussubtilis;purification;enzymaticproperty
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