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摘  要: 采用富集培养的方法从黄豆种子中分离出 17 株内生菌菌株, 利用刚果红染色法筛选出 3

株产 β-甘露聚糖酶的内生菌。摇瓶培养并分别测定其酶活力, 其中一株酶活力较高, 达 54.59 U/mL。

经生理生化性质测定及 16S rDNA 序列分析, 鉴定为枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis。酶学性质分析

发现, 该酶最适作用温度和 pH 分别为 30 °C−50 °C 和 7.0, 在 50 °C 保温 2 h 酶活仍保留 68%, pH 

5.0−9.0 条件下保温 1 h 酶活仍保留 64%以上; Zn2+、Ca2+、Co2+、Ba2+、K+对该酶有激活作用, 其

中以 Ca2+的激活作用最为明显, 使酶活提高了 31%, Mn2+和 EDTA 对该酶有抑制作用。 
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Abstract: Seventeen endophtye strains were isolated from soybean seeds by enrichment culture, and 
three endophyte strains producing β-mannanase were screened using Congo red dye method. By the 
shaking-flask culture, a strain of bacterium with the highest enzyme activity of 54.59 U/mL was ob-
tained, and it was identified as Bacillus subtilis by the analysis of morphological, physiological and 
biochemical characteristics and 16S rDNA sequences. Enzymic properties of the β-mannanase revealed 
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that the optimal temprature and pH were 30 °C−50 °C and 7.0, respectively. The enzyme activity still 
remained 68% when the enzyme was treated at 50 °C for 2 h; and more than 64% enzyme activity was 
remained after 1 h treatment at pH 5.0−9.0. In addition, the enzyme can be activated by Zn2+, Co2+, 
Ba2+, K+, and Ca2+ which has the most significant effect on the enzyme activity to improve 31% of ac-
tivity. But, Mn2+ and EDTA could inhibite the enzyme activity. 

Keywords: β-mannanase, Soybean, Bacillus subtilis, Enzymatic properties 

β-甘露聚糖酶(β-1,4-D-mannanmann-ohydrolase, 

EC3.2.1.78)被广泛应用于饲料、食品行业、造纸废

水处理和石油行业等[1−3]。近年来随着豆类产品在食

品和饲料中得到广泛应用, 甘露聚糖的抗营养作用

受到关注[4]。 

虽然 β-甘露聚糖酶的应用前景广阔, 但目前的

低产量和高成本限制了其应用的范围和规模, 能改

变这种状况的最佳途径之一是筛选和培育高产 β-甘

露聚糖酶的菌株[5]。目前国内外有许多关于筛选产

β-甘露聚糖酶菌株的报道, 但大多限于从土壤或水

体中分离的菌株[6−9]。自 1898 年 Vogl 从黑麦草种子

内分离出第一株内生真菌以来[10], 植物内生菌作为

一种新的微生物资源受到了广泛关注。有研究显示, 

从植物内生菌分离的生物活性物质中有 51%是以前

没有发现的化合物, 这对开拓生物活性物质来源的

新领域具有重大的意义[11−12]。自然界中甘露聚糖主

要存在植物种子中, 如田菁、黄豆和刺槐豆种子及

魔芋的块茎中甘露聚糖含量都超过 20%[13], 理论上

这些高含甘露聚糖的植物组织内可能存在产 β-甘露

聚糖酶的内生菌株, 但国内外未见相关报道。本研

究从黄豆种子的内生菌中筛选出产 β-甘露聚糖酶的

菌株, 并对其酶学特性进行了初步研究, 为该酶以

后在实际中应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试样品 
成熟的黄豆种子购于超市。 

1.2  试剂 
瓜豆胶、魔芋粉、槐豆胶购于郑州世纪美食品

添加剂有限公司, 酵母膏、蛋白胨、3,5-二硝基水杨

酸(DNS)、苯酚、NaOH、Na2SO3、NaClO、无水乙

醇购于新乡市化玻站, 菌株 JM109 为本实验室保藏, 

DNA 凝胶回收试剂盒、Taq 酶购于北京鼎国昌盛生

物技术有限公司。 

1.3  培养基 
参照董桂清等人[8]报道的培养基配方并做调整。 
富 集 培 养 基 (W/V): 魔 芋 粉  0.5%, 瓜 豆 胶 

0.5%, MgSO4 0.03%, KCl 0.5%, (NH4)2SO4 0.5%, 
K2HPO4 0.2%, 琼脂 0.5%, pH 7.0−7.2, 1×105 Pa 灭

菌 20 min。 

分 离 培 养 基 (W/V): 瓜 豆 胶  0.5%, MgSO4 
0.03%, K2HPO4 0.2%, NaCl 0.1%, (NH4)2SO4 0.5%, 
琼脂 1.5%, pH 7.0−7.2, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

种子培养基(W/V): 瓜豆胶  1%, 酵母膏 0.5%, 
蛋 白 胨 0.5%, MgSO4 0.03%, KCl 0.1%, FeSO4 

0.001%, K2HPO4 0.2%, pH 7.0−7.2, 1×105 Pa 灭菌

20 min。 

活化培养基(W/V): 酵母膏 0.5%, 蛋白胨 0.5%, 
NaCl 0.5%, pH 7.0−7.2, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

摇瓶发酵培养基(W/V): 瓜豆胶  1%, 酵母膏 
0.2%, MgSO4 0.03%, FeSO4 0.001%, K2HPO4  

0.2%, NaCl 0.1%, (NH4)2SO4 0.5%, Tween-80 0.1%, 
pH 7.0−7.2, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.4  黄豆种子内生细菌的分离和产酶菌的筛选 
1.4.1  黄豆种子内生菌的提取: 将黄豆种子于 30 °C

催芽 24 h, 按照周怡等[15]的方法对黄豆种子进行表

面消毒。将表面消毒的黄豆种子置于灭菌研钵中充

分研磨, 加适量无菌水混匀后静置 20 min, 取上清

液 1 mL 加入富集培养基 , 32 °C、180 r/min 培养

48 h。取 1 mL 富集培养液, 进行梯度稀释后均匀地

涂布在分离培养基平板上, 32 °C 倒置培养过夜, 根

据菌落的颜色和形态挑取单菌落进行纯化培养。接

种于固体种子培养基斜面 4 °C 保存备用。 

1.4.2  产酶菌株的初筛: 将筛选得到的单菌落点接

于分离培养基平板上, 倒置培养 24 h 后, 用 1.0 g/L
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刚果红溶液染色 30 min, 产 β-甘露聚糖酶的菌落周

围形成黄色的水解圈, 背景是红色, 水解圈的大小

可以初步检测酶活的高低。 
1.4.3  菌株的复筛: 将初筛得到的菌株接入摇瓶发

酵培养基中, 37 °C、180 r/min 摇床培养 72 h 后用

DNS 法测定酶活[14], 作为进一步筛选的依据。 
1.4.4  培养方法和粗酶液的制备: 将斜面保藏的菌

种接入到活化培养基中, 37 °C、180 r /min 培养 12 h,
按 3%的比例接种到种子培养基中, 37 °C、180 r/min 
培养 12 h, 然后将种子按 3%的比例接入发酵培养基

中, 37 °C、180 r/min 培养 72 h, 收集发酵液 , 4 °C、

5 000 r/min 离心 10 min, 收集上清液为粗酶液。 

1.5  甘露聚糖酶活力测定 
1.5.1 甘露糖标准曲线的绘制: 按照蒙海林 [14]的方

法绘制甘露聚糖标准曲线。 

1.5.2  甘露聚糖酶活力测定: 以 1% (W/V)的槐豆胶

作为底物 (用 0.2 mol/L、pH 7.0 的磷酸钠缓冲液

配制), 在 0.9 mL 底物中加入 0.1 mL 粗酶液 , 置

50 °C 水浴反应 5 min, 加入 DNS 试剂 2 mL, 沸水浴

2 min 显色, 然后以流水迅速冷却, 用蒸馏水定容至

25 mL。以不加粗酶液的空白液调零, 在 540 nm 处

测定吸光度。 

上述反应条件下, 每分钟释放 1 μmol/L 相当于

β-甘露糖的还原糖基所需要的酶量为 1 个酶活力单

位(U)。 

1.6  菌株的鉴定 
按照黄俊丽[16]的方法和条件提取本实验分离菌

株 HD1 基因组 DNA 并进行 PCR 扩增。PCR 产物经

琼脂糖凝胶电泳回收纯化后与载体 pMD19-T 连接, 
转化至大肠杆菌 JM109。由上海联合基因公司完成

HD1 的 16S rDNA 部分序列测序, 采用 BLAST 软件

在 GenBank 上进行同源性比较, 以 ClustalW 进行序

列多重比对后, 用 MEGA 4.0 构建系统发育树, 并结

合其生理生化特征进行鉴定。 

1.7  β-甘露聚糖酶酶学性质研究 
1.7.1  温度对酶活力的影响: 摇瓶发酵后提取粗酶

液, 分别在 30 °C、40 °C、50 °C、60 °C、70 °C 下

测定 β-甘露聚糖酶的酶活力。每个处理做 3 个平行, 
重复 3 次, 以下试验处理相同。 

1.7.2  温度对酶活稳定性的影响: 将粗酶液分别置

于 30 °C、40 °C、50 °C、60 °C 恒温水浴中分别保

温 30、60、90、120 min 后, 在 50 °C 测定残留酶活

力(以未经处理的酶液作对照)。 

1.7.3   pH 对酶活力的影响 :  用 pH 3.0−10.0 
(pH 3.0−6.0, 0.2 mol/L Na2HPO4-0.2 mol/L NaH2PO4 

缓 冲 液 ; pH 7.0−8.0, 0.2 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液 ; 

pH 9.0−10.0, 0.2 mol/L 甘氨酸-氢氧化钠缓冲液)的

缓冲液配制不同 pH 值的底物, DNS 法测定 β-甘露聚

糖酶的酶活力。 

1.7.4  pH 对酶活稳定性的影响 : 将等量酶液和

pH 5.0−9.0 的缓冲液混合并置于 50 °C 恒温水浴中

保温 1 h, 调 pH 为 7.0 后测定残留酶活力(以未经处

理的酶液作对照)。 

1.7.5  离子与 EDTA 对酶活力的影响: 将酶液与等

量离子或 EDTA 溶液混合, 使相应的离子或 EDTA

浓度达到 2 mmol/L, 于 50 °C、pH 7.0 保温 30 min

后, 测定金属离子或 EDTA 存在下的 β-甘露聚糖酶

的酶活力(以未经处理的酶液作对照)。 

2  结果与分析 

2.1  黄豆种子内生菌的分离与产酶菌株的初筛 
黄豆种子表面消毒后共分离出 17 株内生菌菌

株, 分别命名为 HD1−HD17。根据刚果红染色后生成

透明圈的大小筛选出 3 株产 β-甘露聚糖酶的内生菌

菌株, 分别为 HD1、HD8 和 HD12, 如图 1 所示。 
 

 

图 1  β-甘露聚糖酶水解圈 
Fig. 1  Hydrolyzed circle caused by β-mannanase 
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2.2  产酶菌株的复筛 
将初筛菌株进行摇瓶发酵产酶实验 , 测其酶

活力 , HD1、HD8 和 HD12 平均分别为 54.59、9.70

和 13.72 U/mL。其中菌株 HD1 平均酶活力明显优于

菌株 HD8 和 HD12 的酶活力, 为本研究的供试菌株, 

如图 2 所示。 

2.3  HD1 菌株的鉴定 
提取菌株 HD1 基因组 DNA, 通过 PCR 得到菌

株 HD1 的 16S rDNA, 如图 3 所示。由上海联合基

因 公 司 测 得 HD1 的 16S rDNA 部 分 序 列 长 度 为  
 

 
图 2  复筛菌株的酶活力  
Fig. 2  Enzyme activity of secondary screening strains  

1 472 bp, GenBank 登录号为 HQ329104。BLAST 比

对发现 HD1 的 16S rDNA 序列与芽孢杆菌属细菌相

似度最高, 用 ClustalW 软件与该属已鉴定的菌株进

行多重比对后, 用 MEGA 4.0 构建系统发育树, 如

图 4 所示, 菌株 HD1 与枯草芽孢杆菌 B. subtilis 关系

最近, 同源性达 99%。参照东秀珠等《常见细菌系

统鉴定手册》和《伯杰氏细菌鉴定手册》, 并结合

HD1 的形态特征、培养特征及生理生化指标测定等

表型鉴定结果(表 1), 初步将 HD1 菌株鉴定为枯草芽

孢杆菌 Bacillus subtilis。 
 

 

图 3  HD1 的 16S rDNA 扩增产物电泳图 
Fig. 3  Electrophoresis of amplification of 16S rDNA of HD1 
Note: M: Marker; 1: Amplification of 16S rDNA. 

 
表 1  HD1 的生理生化特征 

Table 1  The physiological and biochemical characteristics 0f HD1 
测定项目 

Items 
菌株特性 

Characteristics 
测定项目 

Items 
菌株特性 

Characteristics
测定项目 

Items 
菌株特性 

Characteristics 
形状 
Shape 

杆状 
Rod 

甲基红 
Methyl red 

− 水解淀粉 
Hydrolysis of starch 

+ 

孢子 
Spore 

+ 硫化氢产生 
Production of H2S 

− 明胶液化 
Gelatin liquefaction 

+ 

革兰氏染色 
Gram stain 

+ 卵磷脂酶 
Lecithinase 

− 水解酪素 
Hydrolysis of casein 

+ 

过氧化氢酶 
Catalase 

+ 15 °C 生长 
Growth at 15 °C 

+ 利用木糖 
Usage of xylose 

+ 

V-P 反应 
V-P reaction 

+ 50 °C 生长 
Growth at 50 °C 

+ 利用甘露糖 
Usage of mannose 

+ 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ 7% NaCl 生长 
Growth at 7% NaCl 

+ 利用葡萄糖 
Usage of glucose 

+ 

酪氨酸分解 
Decomposition of tyrosine 

− 10% NaCl 生长 
Growth at 10% NaCl 

+ 利用阿拉伯糖 
Usage of arabinose 

+ 

柠檬酸盐利用 
Usage of citrate 

+ pH 5.7 生长 
Growth at pH 5.7 

+   

吲哚产生 
Indole production 

− pH 6.8 生长 
Growth at pH 6.8 

+   

Note: +: Denote positive reaction; –: Denote negative reaction. 
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图 4  菌株 HD1 的 16S rRNA 基因系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree for 16S rRNA sequence of HD1 

Note: Bar: 1% nucleotide divergence. Those in parentheses are the GenBank accession number. 
 

2.4  β-甘露聚糖酶酶学性质 
2.4.1  温度对酶活力的影响: 每种酶都有其最适的

作用温度, 不同温度下对酶活力测定结果表明 , 该

酶在 30 °C−60 °C 都具有较高的酶活力, 但在 70 °C
酶活力几乎完全丧失, 如图 5 所示。经 SPSS11.0 软

件分析, 该酶的酶活力在 30 °C−50 °C 之间无显著

性差异, 表明该酶的最佳作用温度为 30 °C−50 °C。 

2.4.2  温度对酶稳定性的影响: 由表 2 可以看出, 该

酶在 30 °C−50 °C 下保温 30 min 酶活基本上不损失, 
保温 2 h 酶活仍保留 68%以上; 但 60 °C 保温 30 min

酶活已下降 60%以下, 保温 2 h 酶活基本丧失。由此

可知该酶在 30 °C−50 °C 范围内酶活力具有较好的

稳定性, 这就为该酶在中低温环境中的应用打下了

基础。 

2.4.3  pH 对酶活力的影响 : 不同 pH 值对酶活

力的影响如图 6 所示 , 该酶的最适 pH 为 7.0, 在

pH 5.0−9.0 都具有较高的酶活力。 

2.4.4  pH 对酶稳定性的影响: 由图 7 可知, 该酶在

pH 5.0−8.0 下保温 1 h 酶活基本上不损失; 在 pH 9.0  

 

图 5  温度对酶活力的影响曲线  
Fig. 5  Effect of temperature on enzyme activity  
 

下保温 1 h 残留酶活力仍有 64%。这就说明该酶不

仅有宽泛的 pH 使用范围, 并且在 pH 5.0−9.0 范围

内稳定性强 , 为该酶在更广泛领域的应用提供了

前提。 
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表 2  温度对酶稳定性的影响 
Table 2  Effect of temperature on enzyme stability 

残留酶活力 
Relative enzyme activity (%) 温度 

Temperature (°C) 
30 min 60 min 90 min 120 min

30 96.76 89.63 81.63 72.69 

40 95.90 84.87 73.87 68.10 

50 96.33 88.21 70.21 68.72 

60 93.34 57.04 12.11  5.56 

 

 
图 6  pH 对酶活力的影响曲线 
Fig. 6  Effect of pH on enzyme actility 
 

 

图 7  pH 对酶活稳定性的影响 
Fig. 7  Effect of pH on enzyme stability 

 

图 8  离子与 EDTA 对酶活力的影响 
Fig. 8  Effect of ion and EDTA on enzyme activity 
 

2.4.5  离子与 EDTA 对酶活力的影响: 结果如图 8
所示, 添加 Zn2+、Ca2+、Co2+、Ba2+、K+对该酶具有

激活作用 , 其中以 Ca2+的激活作用最为明显 , 达

131%; 而 Mn2+和 EDTA 对该酶有强烈的抑制作用。

Fe2+、Cu2+、Mg2+、Na+对酶活没有明显的影响。 

3  讨论 

目前, 植物内生菌研究已经成为应用微生物研

究的热点[17], 最初主要集中于拮抗菌的筛选, 近几

年更关注于产生物活性物质菌株的分离, 但在产酶

菌株筛选方面国内外还未见相关报道, 本研究首次

在富含甘露聚糖的黄豆种子中分离到产 β-甘露聚糖

酶的内生菌株, 初步鉴定为枯草芽孢杆菌, 说明内

生菌和植物之间存在相互依存的关系。这就为拓宽

植物内生菌的应用范围, 为更多内生菌资源的开发

提供了新的思路和理论依据。该内生菌产生的 β-甘

露聚糖酶最适反应温度为 30 °C−50 °C, 且酶活力稳

定, 在 pH 5.0−9.0 比较宽的范围都有较高的酶活性

和稳定性, 表明该酶属于中性 β-甘露聚糖酶, 这些

特性为其在饲料工业、食品行业和环保等方面的应

用奠定了基础。本研究分离的内生菌与同类产中性

β-甘露聚糖酶的初始菌株相比酶活相对较高 [6], 有

较好的研究和应用价值。虽然该酶的酶活力距离应

用的要求还有一定的差距, 但可以通过诱变育种和
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结合分子手段构建高效表达的工程菌, 或者优化发

酵条件提高产量, 以达到实际应用的目的。 
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