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一种鉴定多糖水解酶类及其产生菌的新方法
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摘 要：利用曲里苯蓝能与多糖形成复合物的原理，建立起一种简便、快捷、灵敏的筛选多糖水解酶类及其产生菌

的平板鉴定方法。曲里苯蓝对供试微生物无毒害作用，不影响酶的活性，并可高温灭菌。其最适浓度在 %F%%2G ’
%F%&G（H5I）之间。可用于纤维素水解酶类、淀粉水解酶类、甘露聚糖酶、普鲁兰酶等多糖水解酶，与传统方法相
比，该方法不仅有着同样高的灵敏度，而且能够提高筛选效率，避免污染问题，同时适合于多种多糖底物。但不能

用于木聚糖酶和菊粉酶的检测。
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多糖水解酶类是自然界中广泛分布的酶类，几乎每种生

物———动物、植物、藻类、细菌、古细菌、真菌，甚至噬菌体中

都发现这类酶的存在。微生物来源的多糖水解酶类已成为

工业酶制剂中应用范围最广、产量最高的酶类，各种新型的

多糖水解酶以及多糖水解酶的新用途也不断被发现和报道。

近年来多糖水解酶的研究已引起更加广泛的关注。

为筛选水解多糖的微生物及对多糖水解酶进行分子水

平上的操作，完善的、快速有效的平板筛选技术显得非常必

要。已有多种传统的基于酶与底物作用的平板筛选技术，这

些方法基本上都是基于多糖的溶解性［&］、多糖的成胶性［$］、

多糖与染料形成可溶或者不溶的交联复合物［0，!］、多糖与染

料形成复合物［2］等为基础建立起来的。但这些方法大部分

仍然存在很多缺点，如容易造成污染和菌株的死亡、显色时

间长、鉴定方法烦琐和分辨力不强等。一些新的筛选技术如

交联底物法，制作过程复杂，商品化试剂成本高难以满足大

规模筛选的要求。

本实验室建立了一种新的鉴定方法，利用曲里苯蓝

（3-KL7= ,4A)，又名锥虫蓝）与多糖类分子结合生成蓝色复合
物的特性，以及多糖底物经相应的水解酶水解后蓝色褪去，

出现透明水解圈的原理来鉴定多糖水解酶及其产生菌，可以

快速鉴定多种水解酶。用此种方法已从各种环境中筛选到

一系列产多糖水解酶的菌株，并为快速克隆和表达多种相关

基因提供了便利［#］。本文以常用的几种典型多糖底物为实

验材料，总结了这一鉴定方法及其适用范围，以飨读者。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 供试质粒和菌株：大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）(M2!，本

室保藏，用于质粒的转化，质粒为分别带有!1淀粉酶、纤维素
酶基因、甘露聚糖酶基因、木聚糖酶基因、普鲁兰酶基因、菊

粉酶基因的大肠杆菌表达质粒。

!"!"# 主要试剂和药品：酵母提取物（N8E<C），蛋白胨
（N8E<C），琼脂粉（日本进口分装），曲里苯蓝（O<>+7），菊粉
（O<>+7），木聚糖（O<>+7），魔芋精粉（四川魔芋粉厂），可溶性
淀粉（上海生化试剂公司），普鲁蓝（PA44A47=，华中科技大学康
建雄教授赠送），羧甲基纤维素（上海生化试剂公司）。淀粉

酶，普鲁兰酶由诺维信公司提供。其它试剂等均为国产分析

纯。

!"!"$ 培养基和培养条件：基础培养基采用 Q.培养基中加
氨苄青霉素。培养基中各种多糖底物的浓度按 &G（H5I）添
加。曲里苯蓝的浓度、每平皿培养基的厚度以及灭菌条件等

参照文献［"］确定的方法，每皿培养基使用量为 &2+Q5皿左右
（":%++），曲里苯蓝的最适浓度为 %F%&G。培养基灭菌压力
为 20 ’ &%%RP7，灭菌时间为 0%+<=。平板放置 0"S过夜培养。

!"# 分子生物学操作
参照文献［9］方法进行。

!"$ 曲里苯蓝法对不同多糖水解酶产生菌的灵敏度检测
将含相应水解酶基因的质粒转化大肠杆菌 (M2!，获得

可水解相应多糖底物的转化菌株，以只转化 LTU&9质粒的大
肠杆菌为负对照分别点接在含曲里苯蓝的底物平板上，菌落

长出后，比较测量平板上的透明圈的大小。

!"% 曲里苯蓝法与传统鉴定方法比较灵敏度检测
选取相同体积的 $、!、9、&#倍不同稀释倍数的酶液，分别

点加在含和不含曲里苯蓝的相应底物平皿上（&2+Q5皿）。于
0" S保温 ! ’ #@，观察水解圈清晰度并分别与传统鉴定方法
的水解圈比较以判定其灵敏度。



!"# 曲里苯蓝对多糖水解酶产生菌生长的影响
以枯草芽胞杆菌、酿酒酵母和黑曲霉为供试菌种，分别

稀释到合适的菌浓度，涂布接种在含和不含曲里苯蓝的相应

底物平皿培养基上，并在最适温度下培养 !" # "$%，对单菌落
进行记数，并观察曲里苯蓝是否影响菌生长。

$ 结果

$"! 曲里苯蓝法对不同多糖水解酶产生菌的灵敏度检测
分别以羧甲基纤维素、魔芋精粉、可溶性淀粉、普鲁蓝、

菊粉、木聚糖为纤维素酶、甘露聚糖酶、淀粉酶、普鲁兰水解

酶、菊粉酶、木聚糖酶的水解底物。以上几种多糖水解酶的

曲利苯蓝染色法的结果见图 &所示，表达纤维素酶、甘露聚
糖酶、淀粉酶、普鲁兰水解酶的大肠杆菌转化子周围有清晰

可见的水解透明圈。对照无透明圈。而曲里苯蓝对木聚糖

酶和菊粉酶的鉴定效果不佳，转化子周围无明显透明圈。以

上结果表明曲里苯蓝法可适用于纤维素酶、甘露聚糖酶、淀

粉酶、普鲁兰水解酶等 "种多糖水解酶。

图 ! 曲里苯蓝法对多糖水解酶及产生菌的影响
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$"$ 曲里苯蓝法与传统鉴定方法的灵敏度比较
选取相同体积的 !、"、$、&E倍不同稀释倍数的多糖水解

酶液，分别点加在含和不含曲里苯蓝的相应底物平皿上

（&F9GH皿）。于 IJK保温 " # E%，观察水解圈清晰度并分别与
传统鉴定方法的水解圈比较，以判定其灵敏度。纤维素酶、

甘露聚糖酶、!<淀粉酶、普鲁兰水解酶的传统鉴定方法分别
为刚果红染色法、刚果红染色法、碘<淀粉染色法和酒精沉淀
法。实验结果表明（图 !所示为其中 !个稀释度的酶液的水
解圈），曲里苯蓝法和传统鉴定方法相比，其相同酶液浓度下

的两种供试平板上的水解圈直径相同，两者的清晰度没有明

显差异，稀释度越低，水解圈直径越小。从而证明曲里苯蓝

的灵敏度与传统鉴定方法的灵敏度相同。

图 $ 曲里苯蓝法与传统鉴定方法的灵敏度比较
’()* ! @195-3,: L(0% 0%, ;,2;(0(M(0(,; 1. 0345-2 678, 9,0%1: -2:
03-:(0(12-7 (:,20(.4 9,0%1:; 1. 5174;-//%-3(:,<:,)3-:(2) ,2=49,;* >：
/,7787-;,；?：!<-947-;,；@：9-22-;,；A：587787-2-;,* +%, 7,.0 L-;
0345-2 678, 9,0%1:；+%, 3()%0 L-; 03-:(0(12-7 (:,20(.4 9,0%1:;；&，!
:(780(12 3-0(1 ,2=49, ;1780(12；!，$ :(780(12 3-0(1 ,2=49, ;1780(12*

$"% 曲里苯蓝对多糖水解酶产生菌生长的影响
许多有机物质能影响生物的生理活性而对生物有害。

以枯草芽胞杆菌、酿酒酵母和黑曲霉为供试菌种，检测曲里

苯蓝对多糖水解酶产生菌生长的影响。实验结果表明（图

I），在相同生长条件下，I种供试菌种均能旺盛的生长，培养
基中是否含曲里苯蓝不影响菌落记数的结果，菌落形态和大

小也相同，因此曲里苯蓝的存在不影响菌的生长和代谢。本

实验室还将曲里苯蓝法应用于毕赤酵母、解脂酵母等其他菌

种，均未发现曲里苯蓝影响菌种生长的情况。

图 % 曲里苯蓝对多糖水解酶产生菌生长的影响
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! 讨论

纤维素是自然界中分布最广、含量最多的一种多糖，由

不分支的葡萄糖残基通过!!"，#!糖苷键连接成的长链分子。
一般有 $%%%个残基以上。甘露聚糖作为半纤维素的第二大
组分分布广泛，来源丰富，聚合度比较大。普鲁兰多糖为无

分枝链的线性结构无定型多糖，聚合度在 &%% ’ (%%%个葡萄
糖残基左右。淀粉的聚合度也比较高，因此，实验表明上述 #
种多糖水解酶均可以应用曲里苯蓝染色法作为鉴别方法。

木聚糖则是一类分子结构变化范围很大的多糖，不同来源的

木聚糖的结构和组成均不同。菊粉是 )!呋喃果糖以!!&，
"!糖苷键连结而成的多聚果糖，聚合度一般在 *%左右，聚合
度小，分子量偏小，无法与曲里苯蓝形成稳定的复合物结构，

因此使用曲里苯蓝没有明显效果。

和其他方法比较，本方法的主要优点有：底物不需要特

殊处理过程；可鉴别的酶种类丰富；对菌种无毒无害，可持续

培养；灵敏可靠，简单快速，成本低；在基因克隆和表达过程

中便于挑取表达目的蛋白的单菌落，避免传统方法中需加溶

液在平板上造成的菌落间污染和死亡；应用范围广，改变了

传统方法的限制。这种便利的筛选条件，使糖苷水解酶基因

成为基因工程操作中的一类标记基因成为可能。

本实验证实，曲里苯蓝染色法适用于多种聚合度较高和

均一的多糖底物，由于材料来源问题，本实验采用了一些常

见的多糖为实验材料，本方法的适用范围应该更广。
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