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短小芽孢杆菌耐碱性 β￣甘露聚糖酶基因的异源表达及其酶学
特性
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摘要:【目的】 本研究报道了一种新颖的耐碱性 β￣甘露聚糖酶基因的异源表达并研究其酶学特性ꎬ为其工业

应用奠定基础ꎮ 【方法】 通过基因同源性分析以及染色体步移技术ꎬ从短小芽孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２ 中克隆得到甘露

聚糖酶基因 (ｍａｎＢ)ꎮ 然后分别将 ｍａｎＢ基因在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)和枯草芽胞杆菌 ＷＢ８００Ｎ 中进行表达ꎬ
并研究其酶学特性ꎮ 【结果】 克隆得到的 ｍａｎＢ基因序列有一个含 １１０４ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码一种含有 ３６７
个氨基酸的甘露聚糖酶(ＭａｎＢ)ꎮ 经预测其蛋白序列 Ｎ 末端有一个含有 ３１ 个氨基酸的信号肽ꎮ 将 ＭａｎＢ的

氨基酸序列进行同源性分析ꎬ发现其与来源于短小芽孢杆菌 ＣＣＡＭ０８００６５ 的甘露聚糖酶具有很高的一致

性ꎬ可以推测ＭａｎＢ属于糖苷水解酶家族 ２６ꎮ ｍａｎＢ基因在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中成功地表达ꎬ得到甘露聚糖

酶最高酶活为 １１０２１ ３ Ｕ / ｍＬꎮ 与其它甘露聚糖酶比较ꎬＭａｎＢ 在碱性条件下表现出较高的稳定性ꎬ在
ｐＨ６ ０ － ９ ０ 之间酶活相对稳定ꎮ 纯化后的 ＭａｎＢ比活可达４１９１ ± １０７ Ｕ / ｍｇꎮ 酶反应动力学参数 Ｋｍ 和 Ｖｍａｘ

分别为 ３５ ７ ｍｇ / ｍＬ 和 １４ ９ μｍｏｌ / (ｍＬｍｉｎ)ꎮ 同时ꎬ在枯草芽胞杆菌 ＷＢ８００Ｎ 中也成功地实现了重组蛋白

ＭａｎＢ的分泌表达ꎮ 【结论】 β￣甘露聚糖酶基因成功实现异源表达ꎬ并得到其酶学性质ꎮ 本文是首次报道从

臭豆腐卤液中分离菌株ꎬ克隆表达甘露聚糖酶ꎬ并描述其酶学特性ꎮ ＭａｎＢ在碱性条件下的酶活稳定性ꎬ使得

其在工业应用中具备较高的潜在应用价值ꎮ
关键词:短小芽孢杆菌ꎬβ￣甘露聚糖酶ꎬ基因克隆ꎬ酶学特性ꎬ枯草芽孢杆菌表达
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　 　 半纤维素是一系列线性的或带支链的异型多聚

糖ꎬ包括己糖(如葡萄糖ꎬ甘露糖和半乳糖)ꎬ戊糖

(如木糖和阿拉伯糖)以及糖酸[１]ꎮ 软木和硬木中

的半纤维素分别主要为甘露聚糖和木聚糖[２]ꎮ β￣甘
露聚糖的主链是由 β￣１ꎬ４￣糖苷键连接而成的 Ｄ￣吡
喃甘露糖(或甘露糖和葡萄糖的混合物)ꎬ还有可能

含有由 α￣１ꎬ６￣糖苷键连接的半乳糖支链[３]ꎮ 存在

于软木中的甘露聚糖主要为半乳葡萄甘露聚糖ꎬ其
含有甘露糖ꎬ葡萄糖和半乳糖残基的比例为 ３:１:１ꎻ
而硬木中的甘露聚糖主要为葡甘露聚糖ꎬ其中甘露

糖和葡萄糖残基的比例通常为 ３:１[４]ꎮ 甘露聚糖的

彻底水解需要几种酶的共同协作才可以完成ꎮ 首



Ｊｉａｊｉｅ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

先ꎬ外切 β￣１ꎬ４￣甘露聚糖酶(ＥＣ ３ ２ １ ７８)将 β￣１ꎬ
４￣糖苷键连接而成的甘露糖主链降解[５]ꎻ然后由此

释放 出 的 甘 露 寡 糖 再 由 β￣甘 露 聚 糖 酶 ( ＥＣ
３ ２ １ ２５)ꎬα￣半乳糖苷酶(ＥＣ ３ ２ １ ２２)ꎬβ￣葡萄

糖苷酶(ＥＣ ３ ２ １ ２１) 和乙酰甘露聚糖酯酶 ( ＥＣ
３ １ １ ６)进一步地水解成甘露糖[６]ꎮ β￣甘露聚糖

酶是水解甘露糖和异聚甘露醇中 β￣１ꎬ４￣Ｄ￣甘露糖苷

键的关键酶ꎬ并由此释放出低聚甘露糖ꎮ 根据氨基

酸序列和疏水集团聚类分析ꎬ可以将大多数 β￣葡萄

糖苷酶归类到糖苷水解酶家族 ５、２６ 和 １１３[３]ꎮ 内

切 β￣１ꎬ４￣甘露聚糖酶在基础研究ꎬ生物材料转化和

各种工业应用中都能发挥重要的作用ꎬ如软木纸浆

的漂白ꎬ食品及饲料添加剂和开采石油等[７ － ９]ꎮ 在

造纸工业中ꎬ内切 β￣１ꎬ４￣甘露聚糖酶与木聚糖酶协

同作用ꎬ可以提高纸浆的亮度[１０]ꎮ 在动物饲养中ꎬ
内切 β￣１ꎬ４￣甘露聚糖酶可以减少饲料中的抗营养因

子———甘露聚糖聚合物[１１]ꎮ β￣甘露聚糖酶还可以

应用于处理即溶咖啡时的咖啡废物回收ꎮ
日益增长的对可再生资源重复利用的需求ꎬ使

得 β￣甘 露 聚 糖 酶 吸 引 了 众 多 工 业 领 域 的 目

光[１２ － １３]ꎮ 近几年ꎬ已有人报道过利用重组大肠杆菌

生产甘露聚糖酶[１４ － １６]ꎮ 而对于将甘露聚糖酶在枯

草芽孢杆菌中表达的报道很少ꎮ 这也是由于利用枯

草芽胞杆菌作为宿主菌有一定的限制性:(１)枯草

芽孢杆菌自身产生的分泌蛋白可以识别并降解异源

重组蛋白ꎻ(２)重组的枯草芽孢杆菌表达系统具有

不稳定性[１７]ꎮ 以上这些障碍可以通过构建蛋白质

缺陷菌株和导入 Ｔｈｅｔａ 型复制质粒来克服ꎮ
我们曾经通过富集培养的方法从臭豆腐卤液中

筛选出六株菌株[１８]ꎬ其中有一株具备高甘露聚糖水

解能力的短小芽孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２ꎮ 在本研究中ꎬ我们

从短小芽孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２ 中克隆得到 β￣甘露聚糖酶

基因ꎬ在大肠杆菌中进行了表达ꎬ得到酶活较高的

β￣甘露聚糖酶ꎮ 还进一步研究了其酶活特性ꎬ包括

酶的稳定性ꎬ最适反应温度ꎬ最适反应 ｐＨ 等ꎮ 并

且ꎬ在枯草芽孢杆菌表达系统中ꎬ利用可诱导的启动

子 Ｐｇｒａｃꎬ实现了 β￣甘露聚糖酶的分泌表达ꎮ 这是

对来源于短小芽孢杆菌的甘露聚糖酶及其酶活特性

的首次报道ꎮ 并且ꎬ所得的甘露聚糖酶的两个重要

特性(碱性条件下的稳定性和在枯草芽胞杆菌中分

泌表达)ꎬ都显示了其潜在的研究价值ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株及质粒:本研究中用到的菌株和质粒详

细信息见表 １ꎮ

表 １. 本研究中所用到的菌株与质粒
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１ １ ２　 主要试剂与仪器:本研究用到的细菌基因组

提取试剂盒ꎬ细菌质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒

均购自于 Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎮ ＴａＫａＲａ ＬＡ ＰＣＲＴＭ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔꎬ Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅꎬ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和 ＢａｍＨ Ｉ 等限制性内切酶均购自于大

连宝生物公司ꎮ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ 购于 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公

司ꎮ ＩＰＴＧ、氨苄青霉素、卡那霉素和氯霉素购于

Ａｍｒｅｓｃｏ 公司ꎮ 商品甘露聚糖酶 ＥＣＯＮＡＳＥ ＭＰ １０００

由里氏木霉分泌ꎮ 角豆胶购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 电热恒

温培养箱购于上海跃进医疗器械厂ꎮ 核酸电泳仪购

于北京六一仪器厂ꎮ 恒温摇床购于华利达公司ꎮ
ＰＣＲ 仪购于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎮ 凝胶成像系统购于

ＳＹＮＧＥＮＥ 公司ꎮ ｐＨ 计购于上海雷磁仪器厂ꎮ
１ １ ３　 引物与培养基:本研究中所用的引物及其序

列见表 ２ꎮ 引物设计使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ ０ 软件ꎮ
引物于生工生物工程股份有限公司(上海)合成ꎮ

表 ２. 本研究中所用到的引物

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′) Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ / ｋｂ

１６ｓ￣Ｕ ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ １ ２

１６ｓ￣Ｄ ＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣ １ ２

ｍａｎ￣Ｕ１ ＴＧＣＴＳＡＧＣＡＡＡＡＴＹＧＣ ０ ３

ｍａｎ￣Ｄ１ ＧＴＴＴＴＲＡＡＲＴＣＴＣＫＧＴＴ ０ ３

ｍａｎ￣Ｕ ＡＴＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＣＡＴＴＴＧＴＴＴＡ １ ０

ｍａｎ￣Ｄ ＴＣＡＣＴＣＡＡＣＧＡＴＴＧＧＣＧＴＴＡＡＡ １ ０

ｐＥＴ２８￣ｍａｎ￣Ｕ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＣ １ ０

ｐＥＴ２８￣ｍａｎ￣Ｄ ＣＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＣＴＣＡＡＣＧＡＴＴＧＧＣＧ １ ０

ｐＥＴ３２￣ｍａｎ￣Ｕ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＣ １ ０

ｐＥＴ３２￣ｍａｎ￣Ｄ ＧＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＴＣＡＡＣＧＡＴＴＧＧＣＧ １ ０

ｐＥＴ４２￣ｍａｎ￣Ｕ ＣＧＣＡＴＡＴＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＣＡＴＴ １ ０

ｐＥＴ４２￣ｍａｎ￣Ｄ ＧＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＣＴＣＡＡＣＧＡＴＴＧＧＣＧ １ ０

ｐＨＴ４３￣ｍａｎ￣Ｕ ＧＣＡＴＧＧＡＴＣＣＣＡＴＡＣＴＧＴＧＴＣＧＣＣＴＧＴＧＡＡＴ １ ０

ｐＨＴ４３￣ｍａｎ￣Ｄ ＧＣＡＴＧＡＣＧＴＣＴＣＡＣＴＣＡＡＣＧＡＴＴＧＧＣＧＴＴＡＡＡ １ ０
∗Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄꎬ ａｎｄ Ｒ ＝ Ａ / Ｇꎬ Ｓ ＝ Ｃ / Ｇꎬ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔꎬ Ｋ ＝ Ｇ / Ｔ

　 　 ＬＢ 培养基的成分包括:１％ 的氯化钠ꎬ１％ 的胰

蛋白胨ꎬ０ ５％的酵母粉ꎬ用去离子水配制ꎬ于 １２１ ℃
高压灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１ ２　 β￣甘露聚糖酶的基因克隆

首先ꎬ将短小芽孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２ 于 ＬＢ 培养基中

过夜培养ꎮ 第二天取适量菌液ꎬ用 Ａｘｙｇｅｎ ＡｘｙＰｒｅｐ
细菌基因组 ＤＮＡ 小量试剂盒提取其基因组 ＤＮＡꎮ

接着ꎬ基于 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中四种来源于典型

芽孢杆菌的 β￣甘露聚糖酶基因保守序列(图 １)ꎬ设
计简并引物 ｍａｎ￣Ｕ１ / ｍａｎ￣Ｄ１ꎬ扩增得到 Ｎｓｉｃ￣２ 中甘

露聚糖酶基因的部分序列ꎮ 扩增条件为:９５ ℃
５ ｍｉｎꎻ９４ ℃３０ ｓꎬ５２ ℃３０ ｓꎬ７２ ℃４０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ
７２ ℃１０ ｍｉｎꎮ 扩增产物于华大基因进行测序ꎮ

然后ꎬ通过染色体步移和巢式 ＰＣＲꎬ用 ＴａＫａＲａ
ＬＡ ＰＣＲＴＭ ｉｎ ｖｉｔｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 扩增得到完整的 β￣甘
露聚糖酶基因序列(ｍａｎＢ)ꎬ并进行测序ꎮ ＰＣＲ 扩增

条件为:９５ ℃５ ｍｉｎꎻ９４ ℃３０ ｓꎬ５６ ℃３０ ｓꎬ７２ ℃８０ ｓꎬ

３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 将扩增产物与 ｐＭＤ１９￣Ｔ
ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ 于 １６ ℃ 下过夜连接ꎬ得到质粒 ｐＭＤ￣
ｍａｎＢꎬ并转化到感受态的大肠杆菌 ＤＨ５α 中ꎮ
１ ３　 β￣甘露聚糖酶基因在大肠杆菌中的表达及重

组蛋白纯化

以 Ｎｓｉｃ￣２ 的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ分别用三对引物

ｐＥＴ２８￣ｍａｎ￣Ｕ/ ｐＥＴ２８￣ｍａｎ￣ＤꎬｐＥＴ３２￣ｍａｎ￣Ｕ/ ｐＥＴ３２￣ｍａｎ￣Ｄ
和 ｐＥＴ４２￣ｍａｎ￣Ｕ/ ｐＥＴ４２￣ｍａｎ￣Ｄ 扩增 ｍａｎＢ基因ꎮ 扩增

产物分别与载体 ｐＥＴ￣２８ａꎬｐＥＴ￣３２ａ 和 ｐＥＴ￣４２ａ 进行

重组(图 ２)ꎮ 重组质粒转化到感受态的大肠杆菌

ＢＬ２１ 中ꎮ 大肠杆菌的制备和质粒转化方法参见分子

克隆实验指南第三版[１９]ꎮ 重组菌 (ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣
ｍａｎＢꎬＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ￣ｍａｎＢ 和 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣４２ａ￣ｍａｎＢ) 在

含有适当浓度抗生素(浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 的卡那霉

素或 １００ μｇ / ｍＬ 的氨苄青霉素)的 ＬＢ 培养基中进

行过夜培养ꎮ 培养至适当菌液浓度(ＯＤ６００≈０ ５)时ꎬ在
２０ ℃条件下用０ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ诱导培养１６ ｈꎮ
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诱导培养后收集菌体ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 剩

余全部菌体进行超声破碎并用镍柱纯化系统 Ｎｉ￣ＮＴＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 进行纯化[２０]ꎮ 纯酶用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法

测定酶蛋白的浓度ꎮ

图 １. 序列比对

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍａｎｎａｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ. Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｂｌｕｅ ｂｏｘｅｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｒｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｂｏｌｄｆａｃｅｓ.

图 ２. 大肠杆菌和枯草芽孢杆菌表达载体的构建

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ.

１ ４　 β￣甘露聚糖酶活性测定

利用 ３ꎬ５￣二硝基水杨酸法(即 ＤＮＳ 法)来测定

β￣甘露聚糖酶(ＭａｎＢ)的活性ꎮ 首先用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
磷酸盐缓冲液配制浓度为 ５ ｇ / Ｌ 的角豆胶溶液

(ｐＨ７ ０)ꎮ 取 ９００ μＬ 角豆胶溶液与 １００ μＬ 适当稀

释的酶液混合ꎬ于 ４０ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎬ孵育后立即以

０ ５ ｍＬ ＤＮＳ 试剂终止反应ꎮ 然后ꎬ将混合液于沸水

浴中孵育 １０ ｍｉｎꎬ流动水下迅速冷却至室温ꎮ 最后

在分光光度计波长 ５４０ ｎｍ 下ꎬ测定混合液的光密

度ꎮ 本实验设 ３ 次平行实验ꎮ 空白对照的反应体系
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中只有 ９００ μＬ 角豆胶溶液ꎬ用 ＤＮＳ 处理后再加入

１００ μＬ 适当稀释的酶液ꎮ 酶活单位用 Ｕ 表示ꎮ １ Ｕ
定义为在 ４０ ℃条件下ꎬ每分钟释放 １ μｍｏｌ 还原糖

所需的酶量ꎮ
１ ５　 酶学性质的研究

对纯化后的酶进行酶学性质的研究ꎮ β￣甘露聚

糖酶的最适反应温度是在 ｐＨ７ ０ 的条件下测定的ꎬ
分别测定其在 ３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５ 和 ７０ ℃
下反应的酶活ꎮ 最适反应 ｐＨ 是在 ４０ ℃的条件下

测定的ꎬ分别测定其在不同 ｐＨ 值(２ ０ － １０ ０)的缓

冲液中反应的酶活ꎮ 热稳定性是将酶于不同温度

(３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５ 和 ７０ ℃)下ꎬ分别保温

１５、３０、６０ 和 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ在 ｐＨ７ ０ 的条件下测定其

残余酶活ꎮ ｐＨ 稳定性是在 ４０ ℃条件下ꎬ将酶预先

在不同 ｐＨ 的缓冲液中保温 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ测定其残余

酶活ꎮ 热稳定性和 ｐＨ 稳定性的测定均以初始酶活

为 １００％ ꎬ测定其保温后的相对酶活ꎮ 金属离子和

化学试剂对酶活的影响是在 ４０ ℃ 条件下测定的ꎮ
在反应体系中分别加入不同浓度的相应试剂ꎬ利用

ＤＮＳ 法测定酶活ꎮ 实验中以没有添加任何金属离子

和化学试剂的反应体系为空白对照ꎮ 此外ꎬ还测定了

β￣甘露聚糖酶对蛋白酶的抵抗力ꎮ 将 β￣甘露聚糖酶

分别与胃蛋白酶(ｐＨ２ ０ꎬ１０ μｇ / ｍＬꎬ以 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
的甘氨酸￣盐酸缓冲液配制)ꎬ胰蛋白酶( ｐＨ７ ０ꎬ１０
μｇ / ｍＬꎬ以 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐缓冲液配制)和蛋

白酶 Ｋ(ｐＨ７ ０ꎬ１０ μｇ / ｍＬꎬ以 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐

缓冲液配制)于 ３７ ℃反应 ２ ｈꎬ用 ＤＮＳ 法测定其反

应酶活ꎮ 以未加入蛋白酶的反应体系为空白对照ꎮ
上述实验均重复 ３ 次ꎬ每次均设 ３ 个平行样品ꎮ ３
次测定的平均值作为最终酶活ꎮ
１ ６　 β￣甘露聚糖酶基因在枯草芽孢杆菌中的表达

以 Ｎｓｉｃ￣２ 的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用引物

ｐＨＴ４３￣ｍａｎ￣Ｕ / ｐＨＴ４３￣ｍａｎ￣Ｄ 扩 增 ｍａｎＢ 基 因ꎬ 与

ｐＨＴ４３ 载体(含有可诱导启动子 Ｐｇｒａｃ)进行重组ꎬ
得到重组质粒 ｐＨＴ４３￣ｍａｎＢ(图 ２)ꎬ并转化到感受态

的枯草芽孢杆菌 ＷＢ８００Ｎ 中ꎮ 重组菌株(ＷＢ８００Ｎ￣
ｐＨＴ４３￣ｍａｎＢ)于 ３７ ℃下ꎬ在含有 １５ μｇ / ｍＬ 氯霉素

的 ＬＢ 培养基中过夜培养ꎮ 培养至适当菌液浓度

(ＯＤ６００≈０ ５)时ꎬ在 ３７ ℃条件下用 ０ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＩＰＴＧ 诱导培养 ２４ ｈꎮ 诱导培养后收集菌液ꎬ进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ

２　 结果和分析

２ １　 ｍａｎＢ基因克隆与序列分析

利用简并引物 ｍａｎ￣Ｕ１ / ｍａｎ￣Ｄ１ 扩增得到一段

长度为 ２５０ ｂｐ 的基因片段ꎬ其序列与短小芽孢杆菌

(ＣＣＡＭ０８００６５)来源的 ＧＨ ２６ β￣１ꎬ４￣ｍａｎｎａｎａｓｅ 相

似度很高ꎮ 通过巢式 ＰＣＲ 和染色体步移ꎬ扩增得到

一段长度为 １４２１ ｂｐ 的基因片段ꎮ 对基因序列

(ｍａｎＢꎬＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ:ＫＣ４３６３１４)进行

分析ꎬ其序列含有一个 １１０４ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码

３６７ 个氨基酸ꎬ起始密码子为 ＡＴＧꎬ推测有一个核糖

体结 合 位 点 ( ＡＡＧＧＡＡ)ꎬ ＧＣ 含 量 为 ４２％ ꎮ 经

ＳｉｇｎａｌＰ Ｓｅｒｖｅｒ 推测ꎬ其蛋白序列 Ｎ 末端有一段 ３１ 个

氨基酸的信号肽且第 ３１ 个和 ３２ 个氨基酸之间为信

号肽酶切位点(图 ３￣Ａ)ꎮ 经 ＢＬＡＳＴｐ 预测其蛋白含

有一个糖苷水解酶家族 ２６ 的催化区域ꎮ 系统发育

树(图 ４ ) 显示其氨基酸序列与短小芽孢杆菌

ＣＣＡＭ０８００６５(ＡＥＯ７９９３１ １)和枯草芽孢杆菌 ＷＹ３４
(ＡＤＷ７８２５９ １)来源的甘露聚糖酶氨基酸序列非常

相近ꎮ 经 ＥｘＰＡＳｙ 预测ꎬ蛋白 ＭａｎＢ 的分子量约为

４１ ５ ｋＤａꎬｐＩ 值为 ６ ０ꎮ 我们推测序列比对中保守

的氨基酸区域可能与蛋白的稳定性及催化功能相

关ꎮ 利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ｓｅｒｖｅｒ 预测 ＭａｎＢ的三维结

构ꎬ发现其催化区域有一个(β / α) ８ ￣ｂａｒｒｅｌ 折叠ꎬ这
是糖苷水解酶家族 ２６ 蛋白中的保守结构(图 ３￣Ｂ)ꎮ
Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｚ￣２ 来源的甘露聚糖酶催化谷氨酸残基

(Ｇｌｕ１６７ 和 Ｇｌｕ２６６ ) [１４] 与 ＭａｎＢ 的催化谷氨酸残基

(Ｇｌｕ１９８和 Ｇｌｕ２９７)如图 ３￣Ｂ 所示ꎮ
２ ２　 重组蛋白在大肠杆菌中的表达及其纯化

本研究中ꎬ利用大肠杆菌表达载体 ｐＥＴ￣２８ａꎬ
ｐＥＴ￣３２ａ 和 ｐＥＴ￣４２ａ 来表达外源蛋白ꎮ 将重组质粒

ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢꎬｐＥＴ￣３２ａ￣ｍａｎＢ 和 ｐＥＴ￣４２ａ￣ｍａｎＢ 转化

到大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) / ｐＬｙｓ 中ꎬ以获得重组蛋白

(ＭａｎＢ)ꎮ 若将 ｍａｎＢ在不同的温度下诱导表达ꎬ以
ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ 重组菌株为例ꎬ将其在 ３７ ℃下

诱导表达时ꎬ无法检测到甘露聚糖酶活性ꎬ重组蛋白

几乎表现为包涵体ꎻ在 ３０ ℃下诱导表达时ꎬ可以检

测到微量的甘露聚糖酶活性(图 ５￣Ｂ)ꎮ 若将其在

２０ ℃下诱导培养 ２ ｈꎬ则在菌体裂解液的上清中可

以明显检测到甘露聚糖酶活性ꎮ 若将诱导时间延长

至 ６ ｈꎬ菌体裂解液上清中甘露聚糖酶活性可达
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图 ３. 氨基酸保守序列比对及酶的三维结构

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭａｎＢ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｉｓ

ｅｎｚｙｍｅ (Ａ) Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ＭａｎＢａｎｄ ｓｏｍｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｍａｎｎａｎａｓｅ ｗｅｒｅ ａｌｉｇｎｅｄ ｗｉｔｈ ＦＡＳＴＡ ａｎｄ

ＧＥＮＥＤＯＣ. Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ β￣

ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｚ￣２ (ｐｏｓｉｔｉｏｎ １６７ａａ ａｎｄ ２６６ａａ) [１４] ａｒｅ ｂｏｘｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｆｉｇｕｒｅ. (Ｂ) Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭａｎＢ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ (Ｇｌｕ１９８ꎬ Ｇｌｕ２９７) .

３１８ ６ Ｕ / ｍＬꎮ 当诱导时间延长至 １６ ｈꎬ菌体裂解液

上清中的甘露聚糖酶酶活可达最高值ꎬ为 １１０２１ ３
Ｕ / ｍＬꎮ 而将没有整合有 ｍａｎＢ基因的 ｐＥＴ 空载体转

化到大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) / ｐＬｙｓ 中进行表达ꎬ是无

法检测到甘露聚糖酶活性的ꎮ 没有经 ＩＰＴＧ 诱导的

重组菌株经培养后ꎬ也无法检测到甘露聚糖酶活性ꎮ
由此证明ꎬ甘露聚糖酶基因成功地在大肠杆菌中获

得了表达ꎮ
将 ＭａｎＢ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ如图 ５ 所示ꎬ所

得重组蛋白大小与预测的 ＭａｎＢ大小十分相近(图 ５￣
Ａ)ꎮ 由于载体 ｐＥＴ￣３２ａ 中融合有一个 １０９ 个氨基

酸的硫氧还蛋白标签ꎬ所以重组菌株 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ￣
ｍａｎＢ 表达的重组蛋白 ＭａｎＢ 与其它两株重组菌相

比ꎬ分子量较大ꎬ约为 ５４ ｋＤａꎮ
经 ＤＮＳ 法测定ꎬ３ 种重组菌株 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣

ｍａｎＢꎬ ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ￣ｍａｎＢ 和 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣４２ａ￣ｍａｎＢ

所表达的甘露聚糖酶酶活分别为 １１０２１ ３ Ｕ / ｍＬꎬ
４５２４ ３ Ｕ / ｍＬ 和 ６５３９ ９ Ｕ / ｍＬꎮ 将 ５０ ｍＬ 重组菌株

ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ 表达的重组蛋白经镍柱纯化ꎬ测得纯

酶比活为 ４１９１ ３ Ｕ / ｍｇꎮ 与粗酶液相比ꎬ纯化得率

为 ５ ４％ ꎬ纯度提高 ２７ 倍ꎮ 纯酶液经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

析ꎬ可以看到分子量大小与预测相一致的单一条带
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图 ４. 系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｒｏｏｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭａｎＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ. Ｔｈｅ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ

ＣｌｕａｔａｌＷ ａｎｄ ＭＥＧＡ ４ ０ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ β￣ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｓｕｐｐｏｒｔ ｗａｓ
ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ １０００ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｅｔ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ.

图 ５. 大肠杆菌和枯草芽孢杆菌表达的重组蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ (Ａ) ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ＭａｎＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ.

Ｌａｎｅ Ｓꎬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ ｌａｎｅ １ꎬ ２ꎬ ３: ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３) / ｐｌｙｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ￣ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａꎬ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ( ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ )ꎻ ｌａｎｅ ４ꎬ ５ꎬ ６: ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＢＬ２１

(ＤＥ３) / ｐｌｙｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ￣ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３２ａꎬ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ (ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ￣ｍａｎＢ )ꎻ

ｌａｎｅ ７ꎬ ８ꎬ ９: ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＢＬ２１ ( ＤＥ３) / ｐｌｙｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ￣ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣４２ａꎬ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ａｎｄ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ (ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣４２ａ￣ｍａｎＢ) . (Ｂ) ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ Ｅ.

ｃｏｌｉ (ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ １６ ｈ) . Ｌａｎｅ Ｓꎬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ ｌａｎｅ １ꎬ ２ꎬ ３: ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ (３７ｏＣꎬ ３０ｏＣ ａｎｄ ２０ｏＣ)ꎻ ｌａｎｅ
４ꎬ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＭａｎＢ . (Ｃ) ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＷＢ８００Ｎ. Ｌａｎｅ Ｓ: ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ ｌａｎｅ １ꎬ ２ꎬ ３ꎬ

４: ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＷＢ８００Ｎ￣ｐＨＴ４３ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ￣ｖｅｃｔｏｒꎬ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ.

(约 ４２ ０ ｋＤａ)(图 ５￣Ｂ)ꎮ
２ ３　 纯化后的重组甘露聚糖酶酶学性质

由于 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ 表达的甘露聚糖酶酶

活最高ꎬ所以我们以它表达的重组蛋白为例ꎬ研究其

纯酶的酶学特性ꎮ
如图 ６ 所示ꎬ纯化后的蛋白 ＭａｎＢ在 ｐＨ６ ０ 条件

下酶活最高ꎬ且在 ｐＨ６ ０ － ９ ０ 之间酶活较高ꎬ仍能

保留最高酶活 ７５％以上的活性ꎮ 在 ｐＨ６ ０ － ８ ０ 之

间ꎬ其酶活表现出高度的稳定性ꎮ ＭａｎＢ的最适反应

温度为 ４０ ℃ꎮ 将其在 ４０ ℃孵育 １ ｈ 后ꎬ仍能保留

初始酶活的 ９０％ 以上ꎮ 将其在 ７０ ℃孵育 ９０ ｍｉｎꎬ
其酶活几乎为零ꎮ

不同的金属离子或化学试剂对酶活的影响见表

３ꎮ 浓度较低(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)的金属离子ꎬＭｇ２ ＋ 、 Ｋ ＋ 、
Ｎｉ２ ＋ 和 Ｃｏ２ ＋ 对酶活稍有抑制或没有影响ꎬＺｎ２ ＋ 可以

稍微提高酶活ꎮ 当金属离子浓度较高时(５ ｍｍｏｌ / Ｌ
和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬＭｇ２ ＋ 可以明显地抑制酶活ꎮ 不同浓

度(１ ｍｍｏｌ / Ｌ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 Ｃａ２ ＋ 和

Ｍｎ２ ＋ 都可以提高酶的活性ꎮ 浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

Ｃｕ２ ＋ 、Ｎｉ２ ＋ 和 Ｃｏ２ ＋ 都可以严重地降低酶的活性ꎮ 异

丙醇、吐温 － ８０、吐温 － ２０ 和 ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 对酶活没

有明显影响ꎮ ＳＤＳ 可以完全地抑制酶活性ꎮ 还原剂

ＤＴＴ 可将酶活提高为原来的 １５４％ ꎮ 甲醇和二甲基

亚砜可以强烈抑制酶活ꎮ
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图 ６. ＭａｎＢ的酶学性质

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＭａｎＢ(Ａ) Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ＭａｎＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙｅｄ ａｔ ４０ｏＣ ｉｎ ｂｕｆｆｅｒｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ｐＨ２ ０ － １０ ０.

(Ｂ) Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭａｎＢａｃｔｉｖｉｔｙ. Ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ａｔ ４０ｏＣ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ｉｎ ｂｕｆｆｅｒｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ｐＨ２ ０ － １０ ０. (Ｃ) Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ＭａｎＢａｃｔｉｖｉｔｙ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ｐＨ７ ０. (Ｄ) Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭａｎＢ . Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓ.

表 ３. 不同的金属离子或化学试剂对 ＭａｎＢ酶活的影响

Ｔａｂｌｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓꎬ ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ＭａｎＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｍｅｔａｌｉｏｎｓ ｏｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ / ％ ａ

１ ｍｍｏｌ / Ｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎｏｎｅ １００ ０ １００ ０ １００ ０
Ｍｇ２ ＋ ９０ ４ ± ２ １ ７８ ５ ± ２ ７ ６７ ２ ± １ ９
Ｃａ２ ＋ １２５ ３ ± ２ ０ １１９ ０ ± ２ ８ １１５ ３ ± ２ １
Ｋ＋ ９４ ７ ± ２ ６ ９５ ９ ± ２ ７ ９８ ５ ± ２ １
Ｃｕ２ ＋ ７８ ５ ± ３ １ ７０ ９ ± １ ９ ６９ ２ ± ２ ９
Ｚｎ２ ＋ １０３ ０ ± ３ ５ ９９ １ ± ２ ９ ９７ ５ ± ２ ５
Ｎｉ２ ＋ ９８ ７ ± １ ９ ９７ １ ± ２ ２ １１ ９ ± ０ ９
Ｍｎ２ ＋ １０１ ８ ± ２ ９ １０９ ５ ± ２ ２ １１０ ０ ± １ ０
Ｃｏ２ ＋ ９７ ３ ± ２ ４ ９６ １ ± ２ ７ ２９ ７ ± １ ２
ＳＤＳ ０ ０１ ± ０ ０１ ＮＤ ＮＤ
ＤＴＴ １３７ ３ ± ２ ６ １４８ ２ ± １ ９ １５４ ５ ± １ ３
Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ / ％
Ｎｏｎｅ １００ ０
Ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ９４ ９ ± ２ １
Ｔｗｅｅｎ￣８０ ９８ ７ ± ２ ９
Ｔｗｅｅｎ￣２０ ９５ １ ± ３ ０
ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ ９０ ３ ± １ ９
Ｍｅｔｈａｎｏｌ ８０ １ ± ２ ４
ＤＭＳＯ ６３ ０ ± ２ ８

ａ: Ａｌｌ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌꎬ Ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬ Ｔｗｅｅｎ￣
８０ꎬ Ｔｒｉｔｏｎｘ￣１００ꎬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ＤＭＳＯ ｗｅｒｅ ａｔ １％ (Ｖ / Ｖ).
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　 　 如表 ４ 所示ꎬＭａｎＢ对几种中性蛋白酶都表现出

强烈的抗性ꎮ 将其分别与胰蛋白酶和蛋白酶 Ｋ 于

ｐＨ７ ０ 下孵育 ２ ｈ 后ꎬ仍能保留初始酶活的 ９５ ４％
和 ６６ １％ ꎮ 然而ꎬ将其与胃蛋白酶于 ｐＨ２ ０ 下孵育

２ ｈ 后ꎬ其酶活几乎为零ꎮ

表 ４. 不同的蛋白酶对 ＭａｎＢ酶活的影响

Ｔａｂｌｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ＭａｎＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｐｒｏｔｅａｓｅｓ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ / ％ ａ

Ｎｏｎｅ １００ ０
Ｐｅｐｓｉｎ ０ ４ ± ０ １
Ｔｒｙｐｓｉｎ ９５ ４ ± ２ ７
Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ ６６ １ ± １ ４

ａ: Ａｌｌ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.

通过改变底物角豆胶的浓度ꎬ利用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋ 双倒数法(图 ７)ꎬ测定 ＭａｎＢ的酶反应动力学参数

Ｋｍ 和 Ｖｍａｘ分别为３５ ７ ｍｇ / ｍＬ 和１４ ９ μｍｏｌ / (ｍＬｍｉｎ)ꎮ

图 ７. 双倒数曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ.

２ ４　 ｍａｎＢ在枯草芽孢杆菌中的表达

与大肠杆菌表达系统相比ꎬ枯草芽胞杆菌表达

系统可以有效地将重组蛋白分泌到细胞外ꎮ
我们利用大肠杆菌￣枯草芽胞杆菌穿梭载体

ｐＨＴ４３ꎬ将 ｍａｎＢ 在枯草芽孢杆菌中表达ꎮ 载体

ｐＨＴ４３ 的强启动子 Ｐｇｒａｃ 由启动子 ｇｒｏＥＳＬ 与其下游

的乳糖操纵子融合而成ꎬ使其可以通过 ＩＰＴＧ 来诱

导蛋白的表达ꎮ 将 ｍａｎＢ基因整合于 Ｐｇｒａｃ 的下游ꎬ
并在枯草芽胞杆菌 ＷＢ８００Ｎ 中进行表达ꎮ ＩＰＴＧ 诱

导表达 ２４ ｈ 后ꎬ菌体裂解液中甘露聚糖酶酶活可达

４１３ ３ Ｕ / ｍＬꎬ而培养液上清中甘露聚糖酶酶活可达

３８９ ３ Ｕ / ｍＬꎬ约为总酶活的 ９４％ꎮ 在未经 ＩＰＴＧ 诱导

的培养液或携带 ｐＨＴ４３ 空载体的枯草芽胞杆菌

ＷＢ８００Ｎ 培养液中ꎬ无法检测到甘露聚糖酶酶活ꎮ 可

以证明ꎬ甘露聚糖酶成功地在枯草芽胞杆菌 ＷＢ８００Ｎ
中得到表达ꎮ 重组蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ分子量约

为 ４２ ｋＤａꎬ与预测大小相一致(图 ５￣Ｃ)ꎮ

３　 讨论

臭豆腐是大家熟知的中国传统发酵食物ꎮ 之前

有文献报道过ꎬ臭豆腐在发酵过程中会产生氨气ꎬ导
致 ｐＨ 升至 ８ ０ 到 ９ ０ 之间ꎬ属于碱性发酵ꎮ 芽孢杆

菌通常会参与臭豆腐的发酵[６]ꎮ 本文中ꎬ从臭豆腐

卤液中分离出一株具有强甘露聚糖水解能力短小芽

孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２ꎬ将 Ｎｓｉｃ￣２ 中编码甘露聚糖酶的基因

克隆出来ꎬ成功地在大肠杆菌和枯草芽孢杆菌中进

行了表达ꎬ且重组蛋白的酶活相对于原宿主短小芽

孢杆菌发酵液的甘露聚糖酶酶活(１０ ２ Ｕ / ｍＬ)均有

明显提高ꎮ 在枯草芽孢杆菌表达系统中ꎬ甘露聚糖

酶可以分泌表达ꎬ但表达水平和酶活却远低于其在

大肠杆菌中的表达ꎮ 我们以前报道的将 ｍａｎＢ于枯

草芽孢杆菌中表达ꎬ也同样检测到较低的酶活[２１]ꎮ
鉴于重组菌 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ 中甘露聚糖酶酶活

最高ꎬ我们以此为例来研究酶学性质ꎮ
目前ꎬ已有一些文献报道过不同芽孢杆菌来源

的甘露聚糖酶的性质 (表 ５ )ꎬ包括环状芽孢杆

菌[２２ꎬ３１]ꎬ 地 衣 芽 孢 杆 菌[１６]ꎬ 枯 草 芽 孢 杆

菌[１２ꎬ１５ꎬ２３ － ２４ꎬ３０ꎬ３２ － ３３]和嗜热脂肪芽孢杆菌[２５]ꎮ 它们

的酶活(从 ４ ９ 到 ８３００ Ｕ / ｍｇ)ꎬ最适反应 ｐＨꎬ最适

反应温度和酶反应动力学参数都明显不同ꎮ 由于检

测甘露聚糖酶活性时常用的底物角豆胶具有粘稠的

特性ꎬ难于配制ꎬ有人推测一些报道中酶活差异大有

一部分是由配制底物的方法不同引起的[１６]ꎮ
但对于短小芽孢杆菌来源的甘露聚糖酶的重组

表达及酶学性质的详细描述ꎬ还无人报道ꎮ 重组菌

ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣２８ａ￣ｍａｎＢ 表达的甘露聚糖酶纯化后ꎬ测
定其最适反应温度为 ４０ ℃ꎬ与之前报道过的芽孢杆

菌 Ｍ５０[２６] 和 Ｂ３６[２３] 相似ꎬ比环状芽孢杆菌 ＮＴ ６ ７
(５０ ℃) [３１]ꎬ枯草芽孢杆菌 Ｂ２３(５０ ℃) [３４]ꎬ嗜热脂

肪芽 孢 杆 菌[２５] 和 类 芽 孢 杆 菌 ＢＭＥ￣１４[２７] 低

(６０ ℃)ꎬ比多粘类芽孢杆菌稍高(３７ ℃) [２８]ꎮ 其热

稳定性与来源于多粘类芽孢杆菌[２９]ꎬ芽孢杆菌
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Ｊｉａｊｉｅ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

Ｍ５０[２６]和 ＷＹ３４[１２] 中的甘露聚糖酶( < ５０ ℃) 相

似ꎮ ＭａｎＢ 的最适反应 ｐＨ 为 ６ ０ꎬ 与 芽 孢 杆 菌

ＷＹ３４[１２]ꎬ环状芽孢杆菌 ＮＴ ６ ７ [３１]ꎬ 芽孢杆菌

ＢＳ５[３２]和芽孢杆菌 ＭＡＦＩＣ￣Ｓ１１[３３] 来源的甘露聚糖

酶相似ꎮ 与其它的芽孢杆菌甘露聚糖酶差异较大ꎮ
如芽孢杆菌 Ｚ￣２ 来源的甘露聚糖酶最适反应 ｐＨ 为

４ ０[３０]ꎬ芽孢杆菌 Ｂ３６ 来源的为 ６ ４[２３]ꎬ芽孢杆菌

ＪＡＭＢ￣７５０ 来源的为 １０ ０[３５]ꎮ

表 ５. 不同芽孢杆菌来源的甘露聚糖酶的性质

Ｔａｂｌｅ ５. Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｍａｎｎａｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.

Ｓｔｒａｉｎｓ ＧＨ ｆａｍｉｌｙ Ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｏｐｔｉｍａｌ ｏｒ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｐＨ Ｒｅｆ.

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＷＹ３４ － ８３０２ ４ Ｕ / ｍｇ Ｋｍ ７ ６ ± ０ ２ ｍｇ / ｍＬ / Ｖｍａｘ ９７０ ± １０ ３ Ｕ / ｍｇ ６ ０ [１２]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＷＬ￣３ ２６ ５９００ Ｕ / ｍｇ ＮＤ ６ ０ [１５]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＤＳＭ１３ ａｎｄ ＤＳＭ８７８５ ２６ １５６０ Ｕ / ｍｇ Ｋｍ １７ ５ ｍｇ / ｍＬ / Ｖｍａｘ ４５３００ Ｕ / ｍｇ ６ ０ － ７ ０ [１６]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ ＣＧＭＣＣ １４１６ ５ ４８１ ５５ Ｕ / ｍｇ ＮＤ ７ ６ [２２]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂ３６ － ９２７ ８４ Ｕ / ｍｇ ＮＤ ６ ４ [２３]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＭ￣３９ ２６ ４ ９ Ｕ / ｍＬ ＮＤ ＮＤ [２４]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ５ １００ Ｕ / ｍｇ Ｋｍ ２ ｍｇ / ｍＬ / Ｖｍａｘ ４００ Ｕ / ｍｇ ５ ５ － ７ ５ [２５]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｚ￣２ ２６ ４０ Ｕ / ｍＬ Ｋｍ １０ ２ ｍｇ / ｍＬ / ｋｃａｔ ３６７２ Ｓ － １ ４ ５ [３０]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ ＮＴ ６ ７ ２６ ９０２ ５ Ｕ / ｍｇ － ６ ０ [３１]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＢＳ５ － ７９７８ Ｕ / ｍｇ － ６ ０ [３２]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＡＦＩＣ￣Ｓ１１ － ３７０６ Ｕ / ｍｇ Ｋｍ ８ ｍｇ / ｍＬ / Ｖｍａｘ２００００ Ｕ / ｍｇ ６ ０ [３３]
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂ２３ － ２１５ ３ Ｕ / ｍｇ － ７ ０ [３４]

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｎｓｉｃ￣２ ２６ ４１９１ ± １０７ Ｕ / ｍｇ Ｋｍ ３５ ７ ｍｇ / ｍＬ / Ｖｍａｘ １４ ９ μｍｏｌ / (ｍＬｍｉｎ) ６ ０ － ９ ０ Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ

∗ＮＤ: ｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅꎬ ＧＨ ｆａｍｉｌｙ: ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ (ＧＨ) ｆａｍｉｌｙ.

　 　 酶的性质决定了它的应用价值ꎬ而最适反应 ｐＨ
是其应用的关键影响因素ꎮ 通常情况下ꎬ酸性甘露

聚糖酶主要应用于食品和饲料工业中ꎬ而中性和碱

性甘露聚糖酶主要应用于咖啡萃取ꎬ石油钻探ꎬ洗涤

剂ꎬ纺织品和纸浆工业中[３６]ꎮ 在以前的报道中ꎬ细
菌ꎬ放线菌和真菌来源的甘露聚糖酶最适 ｐＨ 在酸

性到中性之间ꎬ如来源于芽孢杆菌 ＳＡ￣２２ 的甘露聚

糖酶 ( ６ ５ ) [３７]ꎬ 来 源 于 类 芽 孢 杆 菌 ＢＭＥ￣１４
(４ ５) [２７]ꎬ来源于解凝乳类芽胞杆菌(４ ０) [２４]ꎬ来源

于环状芽孢杆菌 ＮＴ ６ ７[３１]ꎮ 通常ꎬ真菌来源的甘露

聚糖酶在酸性到中性 ｐＨ 范围内比较稳定ꎬ如来源

于草酸青霉菌 ＧＺ￣２ 的甘露聚糖酶(４ ０) [３８]ꎮ 也有

少数报道真菌甘露聚糖酶当 ｐＨ 升至 ８ ５ 时酶活也

能保持稳定ꎮ 对于如纸浆生产这种需要酶在碱性条

件下发挥作用的工业中ꎬ最适 ｐＨ 在酸性到中性之

间的甘露聚糖酶的应用就受到了很大的限制ꎮ 我们

表达的甘露聚糖酶 ＭａｎＢ在 ｐＨ６ ０ 到 ９ ０ 之间酶活

稳定ꎬ可以保留最大酶活的 ７０％ 以上ꎮ 即使 ｐＨ 升

至 １０ ０ꎬ其还可以保留最大酶活的 ４０％左右ꎮ 这个

特性使其在很多工业应用中具有很好的应用价值ꎮ
我们的数据表明ꎬＤＴＴ 可以明显地提高 ＭａｎＢ的

活性ꎬ而 Ｃｕ２ ＋ 可以明显地降低其活性ꎮ 由于重金属

离子可以与硫氢根离子结合ꎬ形成硫醇盐ꎮ 由此可

以推测在 ＭａｎＢ 的活性位点上可能有硫氢根离子ꎮ
而 ＤＴＴ 可以将蛋白中的硫氢根基团进行还原ꎮ 由

此可以进一步证明 ＭａｎＢ的活性位点中有硫氢根基

团ꎮ
很多文献报道过甘露聚糖酶在大肠杆菌中表

达[１４ － １６]ꎬ却少有甘露聚糖酶于枯草芽孢杆菌中表达

的报道ꎮ 同时ꎬ由于基因 ｍａｎＢ来源于芽孢杆菌ꎬ在
淀粉酶信号肽的作用下ꎬ我们利用枯草芽孢杆菌表

达载体来分泌表达外源蛋白ꎮ 与大肠杆菌相比ꎬ枯
草芽孢杆菌不会分泌毒素ꎬ没有致病性ꎬ被公认为安

全无毒的微生物ꎮ 它的蛋白质分泌机制可以将重组

蛋白直接分泌到发酵液中ꎬ还具有易于基因操作ꎬ周
期短ꎬ适于大规模生产蛋白的工业应用等优点[１７]ꎮ
虽然大肠杆菌也可以在细胞周质中表达重组蛋白并

将其分泌ꎬ但其分泌特性远不如枯草芽孢杆菌[１７]ꎮ
有文献报道克隆出地衣芽孢杆菌 ＤＳＭ１３ 中的 β￣甘
露聚糖酶基因ꎬ并将其在大肠杆菌中表达[１６]ꎮ 但是

大部分重组蛋白都在细胞周质中ꎬ只有一小部分可

以在培养液中检测到ꎮ 我们成功地将甘露聚糖酶在

枯草芽孢杆菌中表达ꎬ并且在培养液上清中检测到

了大部分重组蛋白(约占所有重组蛋白的 ９４％ )ꎮ

４５４１
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影响重组蛋白表达水平主要有以下几个因素:转录

效率ꎬｍＲＮＡ 稳定性ꎬ翻译的效率和蛋白的稳定性ꎮ
枯草芽孢杆菌表达的甘露聚糖酶酶活远小于大肠杆

菌中表达的甘露聚糖酶ꎮ 这可能是由于重组蛋白的

折叠不正确或枯草芽孢杆菌释放的外源蛋白可以识

别并降解异源蛋白ꎮ
总结本研究的工作ꎬ从臭豆腐卤液中富集得到

六个菌株ꎬ并将其中具有强甘露聚糖酶代谢能力的

菌株(短小芽孢杆菌 Ｎｓｉｃ￣２)分离ꎬ从中克隆出甘露

聚糖酶基因ꎬ将其成功地在大肠杆菌和枯草芽孢杆

菌中表达ꎮ 还将甘露聚糖酶纯化ꎬ研究了纯酶的酶

学性质ꎮ 与其它甘露聚糖酶相比ꎬＭａｎＢ在 ｐＨ６ ０ －
９ ０ 的条件下酶活稳定ꎮ ＭａｎＢ在碱性条件下的稳定

性使得其在很多工业中表现出潜在的应用价值ꎮ 未

来我们将会把研究重点放在其用于纸浆工业中的应

用ꎬ并研究其功能与结构之间的关系ꎮ 除此之外ꎬ还
会进一步优化 ｍａｎＢ在枯草芽孢杆菌中的表达策略ꎮ
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ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ＧＨ２６ ｍａｎｎａｎ ｅｎｄｏ￣１ꎬ ４￣β￣
ｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓꎬ ２０１０ꎬ ９: ２０.

５５４１



Ｊｉａｊｉｅ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

[１７] Ｋｉｍ ＪＨꎬ Ｈｗａｎｇ ＢＹꎬ Ｒｏｈ Ｊꎬ Ｌｅｅ ＪＫꎬ Ｋｉｍ Ｋꎬ Ｗｏｎｇ ＳＬꎬ
Ｙｕｎ Ｈꎬ Ｌｅｅ ＳＧꎬ Ｋｉｍ ＢＧ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰａｐｒＥꎬ ＰａｍｙＥꎬ
ａｎｄ ＰＰ４３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｆｏｒ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ａｎｄ
ｓｔａｐｈｙｌｏｋｉｎａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ.
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２００８ꎬ １３(３):
３１３￣３１８.

[１８] Ｗｅｉ Ｗꎬ Ｍａ Ｊꎬ Ｇｕｏ Ｓꎬ Ｗｅｉ ＤＺ. Ａ ｔｙｐｅ Ｉ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ ｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ Ｎｗｓ￣ｂｃ５ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｓｔｉｎｋｙ ｔｏｆｕ ｂｒｉｎｅ:
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｐｒｏｃｅｓｓ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ ４９(１１): １８９３￣１９０２.

[１９] Ｓａｍｂｒｏｏｋ ＪＦꎬ Ｒｕｓｓｅｌ ＤＷ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ: Ａ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ. Ｔｈｉｒｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ. Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒꎬ
ＮＹ: Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓꎬ ２００１.

[２０] Ｃａｉ ＸＨꎬ Ｍａ Ｊꎬ Ｗｅｉ ＤＺꎬ Ｌｉｎ ＪＰꎬ Ｗｅｉ Ｗ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ａｌｋａｌｉｎｅ￣ａｄａｐｔｅｄ ｌｉｐａｓｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｒｏｍ ｓｔｉｎｋｙ ｔｏｆｕ ｂｒｉｎｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｆｏｒ ｂｉｏｄｉｅｓｅｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ａｎｔｏｎｉｅ
ｖａｎ Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋꎬ ２０１４ꎬ １０６(５): １０４９￣１０６０.

[２１] Ｇｕｏ Ｓꎬ Ｔａｎｇ ＪＪꎬ Ｗｅｉ ＤＺꎬ Ｗｅｉ Ｗ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｓｈｕｔｔｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ２４(４): ４３１￣４３９.

[２２] Ｌｉ Ｙꎬ Ｙａｎｇ ＰＬꎬ Ｍｅｎｇ Ｋꎬ Ｗａｎｇ ＹＲꎬ Ｌｕｏ ＨＹꎬ Ｗｕ ＮＰꎬ
Ｆａｎ ＹＬꎬ Ｙａｏ Ｂ. Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ β￣ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｉｒｃｕｌａｎｓ ＣＧＭＣＣ １４１６. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １８(１): １６０￣１６６.

[２３] Ｌｉ ＹＮꎬ Ｍｅｎｇ Ｋꎬ Ｗａｎｇ ＹＲꎬ Ｙａｏ Ｂ. Ａ β￣ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂ３６: ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ. Ｚｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔ Ｆｕｒ Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈｕｎｇ Ｓｅｃｔｉｏｎ Ｃ￣Ａ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００６ꎬ ６１(１１ / １２): ８４０￣８４６.

[２４] Ｐａｓｏｎ Ｐꎬ Ｋｙｕ ＫＬꎬ Ｒａｔａｎａｋｈａｎｏｋｃｈａｉ Ｋ. Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｕｒｄｌａｎｏｌｙｔｉｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｂ￣６ ｘｙｌａｎｏｌｙｔｉｃ￣ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｔｈａｔ ｄｅｇｒａｄｅｓ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ
ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ７２ (４): ２４８３￣
２４９０.

[２５] Ｔａｌｂｏｔ Ｇꎬ Ｓｙｇｕｓｃｈ Ｊ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ｂｅｔａ￣ｍａｎｎａｎａｓｅ ａｎｄ ａｌｐｈａ￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９０ꎬ ５６(１１): ３５０５￣３５１０.

[２６] Ｃｈｅｎ ＹＰꎬ Ｌｏｎｇ ＪＥꎬ Ｌｉａｏ ＬＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＱꎬ Ｙａｎｇ Ｊ. Ｓｔｕｄｙ
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｍａｎｎａｎａｓｅ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｍ５０. Ａｃｔａ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０００ꎬ ４０ ( １ ): ６２￣６８. ( ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ)
陈一平ꎬ 龙健儿ꎬ 廖连华ꎬ 张运强ꎬ 杨嘉. 芽孢杆菌

Ｍ５０ 产生 β￣甘露聚糖酶的条件研究. 微生物学报ꎬ
２０００ꎬ ４０(１): ６２￣６８.

[２７] Ｆｕ ＸＹꎬ Ｈｕａｎｇ ＸＬꎬ Ｌｉｕ ＰＦꎬ Ｌｉｎ Ｌꎬ Ｗｕ ＧＢꎬ Ｌｉ ＣＪꎬ Ｆｅｎｇ
ＣＦꎬ Ｈｏｎｇ ＹＺ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ
ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＢＭＥ￣１４. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ２０(３): ５１８￣５２４.

[２８] Ｓｔｏｌｌ Ｄꎬ Ｓｔåｌｂｒａｎｄ Ｈꎬ Ｗａｒｒｅｎ ＲＡＪ. Ｍａｎｎａｎ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ ｆｉｍｉ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９９ꎬ ６５(６): ２５９８￣２６０５.

[２９] Ｃｈｏ ＫＭꎬ Ｈｏｎｇ ＳＹꎬ Ｌｅｅ ＳＭꎬ Ｋｉｍ ＹＨꎬ Ｋａｈｎｇ ＧＧꎬ Ｋｉｍ
Ｈꎬ Ｙｕｎ ＨＤ. Ａ ｃｅｌ４４Ｃ￣ｍａｎ２６Ａ ｇｅｎｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｌｙｍｙｘａ ＧＳ０１ ｈａｓ ｍｕｌｔｉ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｉｎ ｔｗｏ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ７３(３): ６１８￣６３０.

[３０] Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｙａｎ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｔａｎｇ Ｗ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ β￣ｍａｎｎａｎａｓｅ
ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｚ￣２. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ
４０(３): ３６８￣３７４.

[３１] Ｐｉｗｐａｎｋａｅｗ Ｙꎬ Ｓａｋｕｌｓｉｒｉｒａｔ Ｓꎬ Ｎｉｔｉｓｉｎｐｒａｓｅｒｔ Ｓꎬ Ｎｇｕｙｅｎ
ＴＨꎬ Ｈａｌｔｒｉｃｈ Ｄꎬ Ｋｅａｗｓｏｍｐｏｎｇ Ｓ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β￣
ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ ＮＴ ６ ７. ＳｐｒｉｎｇｅｒＰｌｕｓꎬ
２０１４ꎬ ３: ４３０.

[３２] Ｌｉ ＲＫꎬ Ｃｈｅｎ Ｐꎬ Ｎｇ ＴＢꎬ Ｙａｎｇ Ｊꎬ Ｌｉｎ Ｊꎬ Ｙａｎ Ｆꎬ Ｙｅ ＸＹ.
Ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ β￣
ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ.
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１５ꎬ ６２ (１):
６４￣７０.

[３３] Ｌｖ ＪＮꎬ Ｃｈｅｎ ＹＱꎬ Ｐｅｉ ＨＬꎬ Ｙａｎｇ ＷＨꎬ Ｌｉ ＺＭꎬ Ｄｏｎｇ Ｂꎬ
Ｃａｏ ＹＨ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ β￣
ｍａｎｎａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＡＦＩＣ￣Ｓ１１ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ
１６９(８): ２３２６￣２３４０.

[３４] Ｚｈｏｕ ＨＹꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｎｉｅ Ｘꎬ Ｙａｎｇ ＷＪꎬ Ｗｕ ＹＹ.
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｎｎａｎａｓｅ Ｍａｎ２３ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂ２３. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓꎬ ２０１３ꎬ １２: ７８.

[３５] Ｔａｋｅｄａ Ｎꎬ Ｈｉｒａｓａｗａ Ｋꎬ Ｕｃｈｉｍｕｒａ Ｋꎬ Ｎｏｇｉ Ｙꎬ Ｈａｔａｄａ Ｙꎬ
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