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豆豉中 β-甘露聚糖酶高产菌的分离、鉴定
及其酶学性质
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摘要:通过对传统曲霉型豆豉菌群分离纯化,结合刚果红显色及 DNS 筛选法,共得到高产 β-甘露聚糖酶

且形态学差异较大的细菌 4 株、真菌 1 株,其中真菌的酶活力为 2 016 U·mL - 1 .经过序列鉴定与比对,细
菌鉴定为芽孢杆菌属(Bacillus)不同种,真菌为黑曲霉(Aspergillus niger).酶学性质研究表明:黑曲霉的最

适温度和 pH值分别为 60 ℃和 5. 0;4株芽孢杆菌最适作用温度和 pH值范围为 40 ~55 ℃和 6. 0 ~7. 0,其中

1株芽孢杆菌在 65 ℃时保温 240 min或在 pH值为 9. 0时保留 30 min,残留相对酶活仍可达 61. 4%或 84. 3% .
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0 引言

豆豉是一种以大豆为主要原料,经过发酵而制

成的传统调味副食品.依据制曲微生物的不同,豆豉

主要可分为曲霉型、毛霉型、细菌型等类别,各类豆

豉外在呈现为不同的营养风味[1],其中一个重要原

因是各类豆豉微生物分泌酶系的差异. 而豆豉发酵

微生物产酶往往以蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等主酶系

为主,过去许多研究也针对豆豉产主酶系的微生物

进行了报道[2-3] .近年来,一些研究者利用高通量测

序技术等研究了豆豉发酵中的微生物区系[4-5],发
现豆豉微生物种类往往比预期复杂得多,这就意味

着豆豉发酵中的一些功能酶没有得到充分挖掘.
甘露聚糖是半纤维素主要成分之一,在自然中

蕴含丰富.显然,若能借助 β-甘露聚糖酶使其得到

充分开发,将带来巨大的社会和经济效益. 就 β-甘
露聚糖酶的来源来看,虽然植物、动物及微生物中都

普遍存在,但微生物来源的 β-甘露聚糖酶具有提取

简单、低成本、高稳定性、高活性等诸多优点,故备受

国内外研究者的关注,而研究的重点领域包括产酶

菌株的选育、产酶条件的优化及酶基因的克隆表达、
改造等方面,其中筛选性能良好的产甘露聚糖酶的

菌株一直是探索的重要方向[6],如孙会忠等[7]从牡

丹内生菌中筛选出 1 株高酶活的产酶菌株,也有研

究者从碱湖中筛选出产碱性甘露聚糖酶的菌种

Bacillus agaradhaerens.然而,鲜见关于从豆豉发酵

菌群中筛选出产 β-甘露聚糖酶菌株的报道.
本文以不同发酵期的豆豉为材料,基于分离纯

化后的微生物,对其中产 β-甘露聚糖酶的菌株进行

了筛选、鉴定,并对高产菌株的粗酶液的基本性质进

行了探究,以期丰富产 β-甘露聚糖酶的微生物遗传

资源,并为后续 β-甘露聚糖酶基因的克隆、改造奠

定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料与设备

1. 1. 1 实验材料 豆豉样品采自南昌稻香园调味

食品有限公司,采集阶段为发酵 1、3、6、10 d,样品采

集完毕后装入灭菌自封袋并尽快运回实验室,于 4
℃条件下保存备用.
1. 1. 2 实验试剂  生理盐水,刚果红,DNS 试剂,
柠檬酸缓冲液,Na2HPO4,NaH2PO4,K2HPO4 .
1. 1. 3 培养基  筛选平板培养基( g·L - 1):魔芋
胶 5. 00,NH4Cl 5. 00,KH2PO4 1. 00,MgSO4 0. 10,琼
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脂 20. 00,pH值 6. 0;细菌种子培养基(g·L - 1):魔
芋胶 5. 00,酵母抽提物 50. 00,蛋白胨 10. 00,氯化钠

5. 00,自然 pH值;细菌发酵培养基(g·L - 1):魔芋

胶 5. 00,酵母抽提物 50. 00,蛋白胨 10. 00,KH2PO4
5. 00,MgSO4 0. 25,自然 pH 值[9];真菌种子培养基

(g·L - 1):魔芋胶 5. 00,酵母提取物 5. 00,蛋白胨

10. 00,葡萄糖 10. 00,pH 值 6. 0;真菌发酵培养基

(g·L - 1):酵母膏 13. 00,(NH4 ) 2SO44. 00,魔芋胶

5. 00,FeSO4·7H2O 0. 01,CaCl2 0. 50,K2HPO47. 54,
KH2PO4 0. 23,pH 值 6. 0[10];BHI 培养基与 PDA 培

养基为购置的成品,灭菌后分别添加纳他霉素(0. 1 g·
L - 1)及氯霉素(0. 025 g·L - 1) [11] .
1. 1. 4 实验仪器 电子天平,pH 计,移液器,酶标

仪,电泳仪,凝胶成像仪,超净工作台,高压蒸汽灭菌

锅,恒温培养箱,恒温水浴锅,恒温摇床,PCR 仪,高
速离心机.

1. 2 方法

1. 2. 1 菌株的分离纯化 称取 4 个发酵阶段的豆

豉各 5 g,分别加入 50 mL 生理盐水,摇床振荡

30 min,取适宜稀释度的菌液分别涂布在 BHI 或
PDA固体培养基上,用于细菌或真菌的分离. 细菌

于 36 ℃培养 24 h,真菌 30 ℃培养 72 h.挑出若干单

菌落再次分离划线,直至得到单菌落.
1. 2. 2 菌株的初筛与复筛 将各阶段的细菌点接

于筛选平板中,另按同一布局点接于 BHI 平板中备

用.培养 16 h后,对筛选平板进行刚果红染色及生

理盐水脱色.按形态差异,每个形态各挑选出透明圈

直径(H)与菌落直径(C)比值较大的 4 ~ 5 株,再次

点接筛选平板复筛,确定同一形态中最高酶活的细

菌株.由于真菌种类较少且大多数都有扩散生长、产
色素的特性,故采用种子液的摇瓶发酵法对其筛选.
1. 2. 3 产酶菌株的摇瓶发酵 挑取复筛后的细菌

株及分离得到的真菌,分别接入不同的种子培养基.
细菌于种子液中培养 12 h后,接入发酵培养基继续

发酵 16 h后离心得到粗酶液.真菌于种子培养基中

培养 72 h后离心得到上清,在按下述方法测定酶活

力后,选取最高酶活的菌株转入真菌发酵培养基培

养96 h,离心后得到发酵上清液.
1. 2. 4 β-甘露聚糖酶活力的测定 ( i)甘露糖标准

曲线的绘制:参照文献[12]的方法绘制标准曲线,
每组 3 个平行. 以甘露糖浓度(mg·mL - 1)为横坐

标 x,吸光度值为纵坐标 y,绘制标准曲线;( ii) β-甘
露聚糖酶活力测定:参照文献[13]的方法适当修

改,取粗酶液 20 µL 与 80 µL 0. 5%的魔芋胶溶液

(Na2HPO4 -柠檬酸缓冲液配制,pH值为 6. 0)充分混

匀并短暂离心,置于 55 ℃水浴反应 30 min 加入

100 µL DNS沸水浴 10 min,冷却后定容至 1. 0 mL
测定 OD540,以蒸馏水代替酶液作为对照组;( iii) β-
甘露聚糖酶活力计算:酶活力定义为在所选取的反

应条件下,以每分钟水解底物产生相当 1 µmol D-甘
露糖所需要的酶液量定义为 1 个酶活力单位(U·
mL - 1),具体计算方法参照文献[14].
1. 2. 5 高酶活菌株的鉴定 利用试剂盒提取复筛

得到的各菌株的基因组 DNA,通过 27F / 1492R 及

ITS1 / ITS4 2 对引物分别对细菌、真菌的基因保守片

段进行 PCR扩增,具体条件参照文献[15],扩增完

毕使用 1%的琼脂糖凝胶电泳检查 PCR 产物质量

后,送至上海生工测序. 同源性序列比对分析用

NCBI中的 BLAST 软件进行分析,采用 MEGA 软件

对各菌株进行系统发育分析,系统发育树的构建采

用 Neighbor-joining法.
1. 2. 6 酶学性质研究 ( i)最适反应温度:分别在

25、35、45、55、65、75 ℃下按照标准方法测定粗酶液

的酶活,以酶活力最高者为 100% ;( ii)酶的温度稳

定性:将酶液分别在 35、45、55、65 ℃温度下保温不

同时长,按标准方法测定残余酶活;( iii)最适反应

pH值:用 0. 1 mol·L - 1柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液及

1 / 15 mol·L - 1 K2HPO4 -NaH2PO4 分别配制不同 pH
值的底物溶液,按标准方法测定酶活.以酶活力最高

者为 100% ;(iv)酶的 pH 值稳定性:将酶液分别于

不同 pH 值的缓冲溶液(同( iii))中于 30 ℃放置

1 h,按标准方法测定残余酶活,以初始酶活为

100% .每组 3 个平行,取平均值计算相对酶活力.

2 结果与分析

2. 1 菌株的分离纯化

稀释涂布后,4 个发酵阶段(编号分别为 A、B、
C、D)菌群总数存在较大差异,其中发酵前期较高

(约 107 cfu·mL - 1). 各阶段菌落形态种类大致相

当,其中以芽孢菌属典型特征(表面粗糙、不透明、
褶皱、乳白或褐色)的菌落为大多数,而真菌则主要

包括曲霉状真菌、部分毛霉状真菌及少量酵母菌.

2. 2 产酶细菌株的初筛、复筛

每个发酵阶段各选择分离单菌株(40 株)进行

点板初筛(见图 1(a)和图 1(b)).初筛中选择每个

形态 HC(H / C)值的前 4 ~ 5 株,共 18 株进入复筛

(见图 1(c)).复筛中最终确定每个形态 HC 值最高
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的细菌株,各形态 HC 值的最高株分别为 A-8、B-3、
B-6、C-3(见表 1),其中 B-3 的 HC 值为 6. 84,故选择

这 4 株细菌进行后续研究.

表 1 产较大水解圈的细菌 HC 值比较

 编号 HC 值  编号 HC 值  编号 HC 值  编号 HC 值

 A-4 3. 73  B-3 6. 84  C-3 3. 59  D-5 2. 89
 A-8 4. 82  B-6 4. 16  C-19 3. 93  D-14 3. 65
 A-14 5. 94  B-21 4. 75  C-26 5. 18  D-22 5. 81
 A-17 3. 25  B-28 3. 06  C-31 4. 57  D-37 6. 40

 B-33 6. 41  C-36 5. 37

        (a)BHI平板         (b)刚果红平板初筛         (c)刚果红平板复筛

图 1 产酶细菌株初筛及复筛

2. 3 摇瓶发酵与 β-甘露聚糖酶活力的测定

实验结果表明,甘露糖含量与吸光度 OD540值标

准曲线方程为 y = 1. 001 6x - 0. 009 8,且相关性

(R2 =0. 999 5)良好(见图 2),满足后续酶活力测定

的要求.

图 2 甘露糖标准曲线

  将各真菌接入种子液发酵后,结合标准曲线,通
过 DNS法筛选出 1 株最高酶活的真菌 Fu-2,该株真
菌及 4 株细菌形态如图 3 所示. 通过对 4 株细菌及
该株真菌酶活进行测定发现:就细菌来看,B-3 酶活
最高(1 845 U·mL - 1),与筛选平板结果基本一致,
而从整体来看,真菌的发酵液酶活更高,达到2 016 U·
mL - 1(见图 4).
2. 4 高产酶菌株的分子鉴定

PCR扩增结果表明:4 株细菌 16S 保守区域的
PCR产物均为明亮单一条带,约为 1 500 bp, 真菌
的 ITS扩增产物大小约为 600 bp(见图 5).

基于序列与 GenBank 中相关细菌菌株的对应
序列比较的结果,建立系统发育树(见图 6).分析表
明:4 株细菌均属于 Bacillus属,但分属于不同种.其
中 A-8 菌株与 Bacillus tequilensis 相似程度最高,
B-3、B-6、C-3 则分别与 Bacillus. Velezensis、Bacillus.
subtilis 和 B. licheniformis 同源性最高. 另外,根据
BLAST在线分析结果,最高酶活的真菌鉴定为黑曲
霉(Aspergillus niger).

图 3 5 株高产酶菌株的基本形态特征
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图 4 高产菌株酶活力的比较
图 5 PCR产物电泳图

图 6 细菌株的 16S rDNA系统进化树

2. 5 酶学性质研究

通过对比不同温度下相对酶活力发现:不同来

源酶的最适宜反应温度为 40 ~ 60 ℃ (见图 7(a)),
且均呈先升后降趋势,其中黑曲霉的相对酶活力在

60 ℃时达到最高.就各不同 pH 值下各菌株酶活力

的表现来看,细菌来源的相对酶活力最适 pH 值为

6. 0 ~ 7. 0,且在 pH 值为 4. 0 ~ 8. 0 时大致仍保留

80%以上的酶活力(见图 7(b));黑曲霉的最适 pH
值则约为 5. 0,且在碱性条件下相对酶活下降明显.

而就酶的稳定性来看,不同细菌间差异化明显.
其中菌株 B-6 的温度与 pH 值稳定性均为最佳,其
在 65 ℃时保温 240 min 及在 pH 值 9. 0 时保留

30 min,残留的相对酶活仍分别达 61. 4%与84. 3% .
而 A-8、B-3来源的酶的温度与 pH值稳定性均较弱,
酶活在 65 ℃及 pH值 3. 0 时尤其下降明显(见图 8
(a)和图 8(b)).另外,就黑曲霉而言,其温度与 pH
值稳定性则整体表现一般.

          (a)最适反应温度                    (b)最适反应 pH值

图 7 温度及 pH值对菌株甘露聚糖酶活力的影响
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          (a)温度稳定性                     (b)pH值稳定性

图 8 温度及 pH值对各菌株甘露聚糖酶稳定性的影响

3 讨论

由于 β-甘露聚糖酶在诸多工业领域中扮演重

要角色,因此很多研究者对其从不同角度展开了大

量研究,特别是产酶菌株的筛选与改良方向.本文通

过从豆豉发酵环境中进行产酶菌株的筛选,最终获

得了 5 株高产 β-甘露聚糖酶菌株并进行了分子鉴

定,同时对不同菌源的粗酶液的基本性质进行了比较.
由于土壤、海洋及湖泊等环境中菌种资源丰富,

过去很多研究者倾向于从该类生镜中筛选高酶活的

菌株,如李云程等[16]对海洋中细菌、真菌及放线菌

产 β-甘露聚糖酶进行了筛选,得到 1 株酶活较高的

芽孢杆菌. 黄俊丽等[17]从土壤中筛出 1 株酶活为

50. 36 U·mL - 1的假单胞菌,周芳等[14]则从土壤中

筛选出酶活为 1487 U·mL - 1的芽孢杆菌.本文通过

借鉴前人优化后的培养基,共得到 5 株高酶活的菌

株,且均在 1 200 U·mL - 1以上,4 株芽孢杆菌酶活

力与周芳等[14]的研究数据大致相当,而高于其他大

部分报道.而就黑曲霉来看,以往大部分学者往往采

用固态发酵进行产酶试验,与以往利用突变或基因

工程的部分黑曲霉液体发酵相比,本研究与其仍有

一定差异[18-19] . 需要指出的是,由于酶活方法的定

义及具体试验条件不同,故这也是许多研究酶活力

数据存在较大差异的重要原因.
另一方面,较高酶活力往往只是筛选产酶菌株

的一个重要指标,良好的应用前景往往需考虑酶在

不同环境中的稳定性.为此,本文针对不同产酶菌株

的酶液的基本性质进行了探索.可以发现,真菌的在

偏酸偏热的环境中达到最高酶活,而芽孢杆菌最高

酶活更集中于温和的中性环境,这与之前的一些报

道类似[14,17,20] .同时,部分芽孢菌株来源的酶液(如
B-6、C-3)在许多温度及酸碱度区间内均能保持较高

酶活力,这说明其或许更能耐受严酷环境,可能具有

较好的应用开发价值.此外,本文虽筛选到了一些高

产 β-甘露聚糖酶菌株,但可培养法往往只能在特定

培养基中筛选出易于培养的菌株,很多难于培养菌

株的 β-甘露聚糖基因资源未能得到有效挖掘,未来

有必要结合宏基因组策略进行更为广泛的筛选,并
针对现有的产酶菌株进一步地改造.
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The Isolation,Identification of β-Mannanase High-Yield Strains from
Douchi and β-Mannanase Characterization

ZHAO Wenpeng,LI Hao,WANG Xiaolan*

(College of Life Science,Key Laboratory of the Conservation and Sustainable Utilization for Subtropical Plant Resources of Jiangxi Prov-
ince,Jiangxi Normal University,Nanchang Jiangxi 330022,China)

Abstract:In this study,by microbial isolation and purification of traditional Aspergillus-type douchi,and following
with Congo Red staining and DNS colorimetric methods,a total of four bacterial strains and one fungal strain with
high β-mannanase and morphological differences are obtained with a highest enzyme activity of 2 016 U·mL - 1 for
fungal strain,respectively. Through sequence identification and comparison,bacteria are identified as different spe-
cies of Bacillus and fungi as Aspergillus niger. The results of enzymatic properties show that the optimum temperature
and pH of Aspergillus niger are 60 ℃ and 5. 0,respectively. And the optimum temperature range of four Bacillus
strains is from 40 ℃ to 55 ℃ and pH range of four Bacillus strains is from 6. 0 to 7. 0,among which one Bacillus
strain keeps at 65 ℃ for 240 min or pH 9. 0 for 30 min,and the residual relative enzyme activity is 61. 4% or
84. 3% .
Key words:β-mannanase;douchi;isolation and screening;enzymatic properties
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