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Armillariella tabescens EJLY2098 β-甘露 
聚糖酶 atMAN47 的纯化及酶学性质分析 
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摘  要: 以魔芋精粉为唯一碳源, 对假蜜环菌(Armillariella tabescens) EJLY2098 进行培养, 诱导

其产生 β-甘露聚糖酶。经 DEAE−阴离子交换层析后, 分离纯化出 β-甘露聚糖酶 atMAN47。酶学

性质分析: 该酶分子量约为 47 kD, 酶的最适反应温度为 50°C, 在 pH 5.0~6.5之间该酶的稳定性较

好; Na+ 和 Ba2+ 对该酶有激活作用, 用 TLC 对酶产物分析, 表明该酶为内切 β-甘露聚糖酶。该酶

为偏酸性的内切甘露聚糖酶, 适合发展为饲料的酶制剂, 具有良好的应用前景。 
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Purification and Characterization of β-mannanase 
atMAN47 from Armillariella tabescens 

HE Yan-Xi  SONG Ying  CAO Hong  LIU Da-Ling  YAO Dong-Sheng* 
(Institute of Microbial Biotechnology, Jinan University, Guangzhou, Guangdong 510632, China) 

Abstract: Armillariella tabescens EJLY2098 was induced to produce β-mannanase with konjac fine flour 
(Amorphopallus rivieri) as single carbon source. This induced enzyme was then purified using DEAE ion 
exchange chromatography and named atMAN47. Zymologic analysis showed that the molecular weight of 
this β-mannanase was approximately 47 kD. The enzyme was stable when pH ranged from 5.0 to 6.5 and 
could be activated by Na+ and Ba2+. With an optimal temperature of 50°C. Action mode analysis of TLC re-
vealed that the enzyme belonged to the endo-β-mannanase family. Being a meta-acid endo-β-mannanase, it 
was suitable to be applied to feed industry with a promising future as an enzyme preparation. 
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β-甘露聚糖酶(β-1,4-D-mannan mannanohydrolase, 
EC 3.2.1.78), 即β-1,4-D 甘露聚糖酶, 属于半纤维素酶
类 [1], 是一类能够水解含 β-1,4-D-甘露吡喃糖苷键
的甘露寡糖和甘露多糖的内切酶。β-甘露聚糖酶已
被广泛应用于食品、医药、饲料、造纸、纺织印染、

石油开采、精细化工及生物技术等诸多领域[2−4]。 
假密环菌(Armillariella tabescens)为白蘑科的可

食用真菌, 寄生于树干基部或根部, 引起多种树木
腐病, 并有一定药用价值。本实验室先前的研究表
明: Armillariella tabescens是一个能分泌甘露聚糖酶
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的新菌种, 已经从 Armillariella tabescens EJLY2098
分离到两个有甘露聚糖酶活性组分, 并且纯化出分
子量为 78.9 kD β-甘露聚糖酶[5]。本文则主要报道从

该菌株Armillariella tabescens EJLY2098的菌液上清
中分离纯化得到的另一个分子量的偏酸性的内切 β-
甘露聚糖酶 atMAN47, 并对其进行酶学性质分析。 

1  实验材料与方法 

1.1  菌种与培养 
Armillariella tabescens EJLY2098 为本实验室 

保藏。 
一级培养基(W/V): 蛋白胨 1%, 土豆汁 25%, 魔

芋精粉[6]1%, KH2PO4 0.3%, MgSO4·7H2O 0.15%, 维
生素 B1少许; 培养条件为 26.5°C, 160 r/min振荡培
养 6 d。二级培养基(W/V): 蛋白胨 1%, 土豆汁 25%, 
魔 芋 精 粉 2%, KH2PO4 0.3%, MgSO4·7H2O 
0.15%(W/V), 维生素 B1 少许; 培养条件为 26.5°C, 
180 r/min振荡培养 4 d。三级培养基(W/V): 蛋白胨
1%, 土豆汁 25%, 魔芋精粉 2%, KH2PO4 0.3%, 
MgSO4·7H2O 0.15%, 维生素 B1 少许; 培养条件为
27°C, 200 r/min振荡培养 3 d。 

1.2  酶的纯化 
经三级培养的发酵液于 4°C、5000 r/min 离心 

30 min 除菌体和残渣, 上清冻干, 将冻干品溶于少
量的 pH 5.0 含 0.02 mol/L醋酸钠−0.02 mol/L醋酸
缓冲液计算回收率[7]。采用 AKTA explorer-100蛋白
质纯化系统将上清过 DEAE－SepharoseTM Fast Flow
阴离子交换柱, 收集产物, 测定酶活和蛋白含量。 

1.3  甘露聚糖酶的活力测定 
测活方法按文献[7]略作修改; 酶活力单位定义

(U): 在上述条件下, 每分钟底物被酶解产生 1 μmoL
还原糖(以甘露糖计)所需酶量定义为 1 个酶活力单
位。蛋白浓度用 Bradford 法测定, 以牛血清蛋白制
标准曲线。 

1.4  atMAN47 的酶作用产物分析 
参照文献[8]报道方法 ,  多糖酶解后用硅胶薄 

层层析 (TLC)方法分析产物。以甘露糖和麦芽糖 
(2 mg/mL)的混合液 2 μL 作标准, 另取经过柱层析
峰 V收集物的反应液 15 μL点于已活化的 TLC薄层
层析板上。以正丁醇: 乙醇: 水=5: 3: 2混合溶液作
展开剂, 展完后用 50%硫酸(浓硫酸: 纯水=1: 1)喷
洒薄板, 于 110°C烘干 3 min显色。 

1.5  atMAN47 的酶学性质分析 
1.5.1  酶分子量: 采用变性不连续聚丙烯酰胺凝胶
电泳(SDS-PAGE 电泳法), 参考文献[9]的方法: 分
离胶质量分数为 14%, 浓缩胶质量分数为 5%, Tris- 
HCl 缓冲体系 , 考马斯亮蓝 R-250 染色。最后用
AlphaEaseFCTM 软件分析β-甘露聚糖酶 atMAN47
的分子量。 
1.5.2  温度和 pH 对酶活力的影响 : 在不同温度
(30°C~80°C)的水浴中按常规法测定酶活力, 以未处
理的酶液活力为 100%, 计算不同温度下处理的各
组酶的相对活力。以不同 pH(3.0~9.0)缓冲液配制魔
芋精粉溶液, 按常规法测定 atMAN47 的酶活力。  
以未处理的酶液活力为 100%, 计算各组酶的相对
活力。 
1.5.3  酶的 pH 稳定性和热稳定性: 在 pH 5.5条件
下, 将酶液在不同的温度(30°C~80°C)下保温 30 min, 
按常规法测定酶活力 , 以未处理的原酶液活力为
100%, 计算各组酶的相对活力。酶液与上述不同
pH(3.0~8.0)缓冲液于 60°C, 保温 30 min后, 按常规
法测定酶活力, 以未处理的原酶液活力为 100%, 计
算各组酶的相对活力。 
1.5.4  金属离子对酶活力的影响: 酶促反应体系中
分别加入终浓度为 2×10−3 mol/L 的各种金属离子, 
按常规法测定酶活力 , 以未处理的原酶液活力为
100%, 计算各组酶的相对活力。 

2  实验结果及分析  

2.1  β-甘露聚糖酶 atMAN47 的纯化 
用产酶培养基培养 Armillariella tabescens 

EJLY2098 产 β-甘露聚糖酶, 并进行分离纯化。将 

菌液上清冻干粉重新用缓冲液 (0.02 mol/L 醋酸 

−0.02 mol/L 醋酸钠缓冲液)溶解后经 4°C, 10000 r/min

离心 30 min, 利用 AKTA explorer-100纯化系统, 进

行一次阴离子交换层析纯化后, 即得到了 4 个具有

酶活力的峰: 峰 , Ⅰ 峰 , Ⅱ 峰 , Ⅲ 峰 , Ⅴ 结果如图 1。

经过 SDS-PAGE电泳分析, 峰Ⅴ为电泳纯的一条带, 

结果如图 2所示。 

2.2  atMAN47 的酶作用产物分析 
以魔芋精粉为底物反应后, HPTLC分析结果如

图 3。酶解的产物为连续的甘露寡糖, 具有内切的 β-
甘露聚糖酶特性, 说明该酶为内切的 β-甘露聚糖酶。 
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图 1  DEAE-SephsroseTM Fast Flow 阴离子层析洗脱曲线 
Fig. 1  Elution curve of DEAE-SepharoseTM Fast Flow ion exchange chromatogram 

注: : OD280; : 酶活力(U/mL); : NaCL浓度(mol/L). 
Note: : OD280; : Enzyme activity (U/mL); : NaCl densitiy (mol/L). 

 

 

图 2  atMAN47 SDS-PAGE 电泳(银染) 
Fig. 2  SDS-PAGE on purification of atMAN47 
注: 1: Marker; 2: 原液; 3: 峰 ;Ⅰ  4 : 峰 ;Ⅱ  5: 峰 ;Ⅲ  6: 峰 ;Ⅳ  7: 峰Ⅴ. 
Note: 1: Marker; 2: Crude enzyme; 3: PeakⅠ; 4: Peak ;Ⅱ  5: Peak 

; 6Ⅲ : Peak ; 7Ⅳ : Peak Ⅴ. 
 

 
图 3  酶解产物的高效薄层层析分析 
Fig. 3  HPTLC of enzymolied production by β-mannanase 
注: 1: 麦芽糖和甘露糖; 2: β-甘露聚糖酶 atMAN47. 
Note: 1: Maltose and mannan; 2: β-mannanase atMAN47. 
 

2.3  β-甘露聚糖酶 atMAN47 酶学性质分析 
2.3.1  分子量分析: 对峰Ⅴ的 β-甘露聚糖酶组分经
SDS-PAGE 电泳后 , 用 AlphaEaseFCTM 软件分析

atMAN47 的分子量约为 47 kD, 对其进行酶活力测
定, 测定结果显示具有β-甘露聚糖酶活性。电泳结
果如图 4所示。 

 
图 4  atMAN47SDS-PAGE 电泳  
Fig. 4  SDS-PAGE of β-mannanase atMAN47  
注: 1: Marker; 2: 原液; 3: 峰Ⅴ. 
Note: 1: Marker; 2: Crude enzyme; 3: PeakⅤ. 
 
2.3.2  温度和 pH 对酶活力的影响、酶的热稳定性

和 pH 稳定性: 如图 5a pH值为 5.5时具有最高酶活
力, 到 pH值 9.0时, 酶活力等于零。从图 5b反应温
度在 40°C~70°C 时该酶具有较高的活性, 该酶的最
适反应温度为 50°C。由图 6a 可以看出 , 在 pH 
5.0~6.5之间 β-甘露聚糖酶 atMAN47的稳定性较好。
从图 6b可以看出, 30°C~60°C区间酶的稳定性最好。
70°C时, 酶活力已经降到 30°C时酶活性的 10%, 到
80°C基本失活。 
2.3.3  金属离子对 atMAN47 酶活力的影响: 加入
终浓度为 2×10-3 mol/L 的各种金属离子后经测活发
现, 如图 7 所示: Na+和 Ba2+对酶起激活作用; K+、

Mg2+、Ca2+、Fe2+和 NH4
+对酶有抑制作用, Cu2+、Co2+、

Ni2+和 Pb2+, 对酶有完全抑制作用。 

3  讨论 

β-甘露聚糖酶的分离纯化大多是利用硫酸铵沉
淀 ,  再经过离子交换 ,  分子筛等层析技术多步骤 , 
才可以分离得到电泳纯的产品。但是, 如果在总蛋 
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图 5  pH(a)和温度(b)对 β-甘露聚糖酶 atMAN47 的活力的影响 
Fig. 5  Effect of pH (a) and temperature (b) on activity of β-mannanase atMAN47 

 

 

图 6  β-甘露聚糖酶 atMAN47 的 pH (a)和温度(b)的稳定性 
Fig. 6  Effect of pH (a) and temperature (b) on β-mannanase atMAN47 stability 

 

 

图 7  金属离子和 NH4+对 β-甘露聚糖酶 atMAN47 酶活力的影响 
Fig. 7  Effect of metal ion and NH4+on β-mannanase atMAN47 activity 

 
白中含有多种蛋白质, 而且相互之间的分子量, 等
电点或者理化特征比较相似, 尤其是天然菌产生的
蛋白质, 更是由于每次培养条件的不可能完全相同, 
这就更加大了分离纯化的难度[10,11]。本论文的目的

之一就是将Armillariella tabescens EJLY2098产生的
β-甘露聚糖酶组分之一分离纯化出来, 先后尝试了
1) 分子筛 Sephadex G-25、疏水层析与离子交换组
合方案; 2) 分子筛 Sephadex G-25、离子交换与分子
筛 Sephadex G-75 组合方案; 3) 单独使用离子交换

层析。3 种方案对目的蛋白酶进行分离纯化。最后
确定在方案 3 的纯化条件下, 实现了 β-甘露聚糖酶
组分的分离纯化。 

真菌 Armillariella tabescens EJLY2098分泌的β-

甘露聚糖酶有 2个活性峰, 其中 1个组分(79 kD)已

完成了纯化和酶学性质的分析[11]。本实验的工作为

从该菌株分离纯化的第 2个β-甘露聚糖酶(47 kD)。

本文仍然采用了 DEAE 弱阴离子交换层析, 但与黄
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小葵 79 kD 蛋白的纯化工艺相比, 省去了样品的硫

酸铵沉淀和透析两个处理步骤。考虑到离子交换层

析本身可以浓缩富集样品的特点, 我们将 47 kD 蛋

白的纯化工艺设计为用诱导的培养基上清过 DEAE

阴离子交换层析, 简化了纯化步骤, 使工艺更加简

单、易操作。为了得到理想的蛋白纯化效果, 与黄

小葵的纯化工艺比较, 在柱层析的具体实验参数方

面, 更换了纯化的缓冲体系, 改变了层析的 pH 值, 

但仍然采用了阶段洗脱的洗脱方式。结果用含 0.5 

mol/L NaCl的 pH 5.0的醋酸缓冲液洗脱时得到了电

泳纯的甘露聚糖酶 47 kD蛋白。实验结果表明该酶

酶 活 力 最 适 作 用 pH 为 5.0~6.5, 在 温 度 为

30°C~60°C, pH 5.0~6.5之间时该酶的稳定性较好。

畜禽类动物体温一般为 37°C~40°C 左右, 小肠 pH

为 5.8~6.0, 所以该酶有饲用的潜在价值[12,13]。该结

果为用基因工程方法高效表达重组 β-甘露聚糖酶, 

分子体外定向进化改造该酶提供了新的材料, 并为

构建有完整自主知识产权生产 β-甘露聚糖酶的菌株

和半纤维素酶类的系列研究做了重要的基础工作[14]。 
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