
微生物学通报 Nov. 20, 2015, 42(11): 2143−2150 
Microbiology China © 2015 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.150338 
 

                           

基金项目：国家创新工程项目(No. ASTIP-IBFC08)；国家 863 计划项目(No. 2012AA022209D)；国家现代农业

产业技术体系建设专项项目(No. CARS-19-E24) 
*通讯作者：Tel：86-731-88998535； ：ibfclzc@189.cn 

收稿日期：2015-04-21；接受日期：2015-07-03；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2015-09-01 

研究报告 

一种耐热偏酸性 β-甘露聚糖酶基因克隆与高效表达 
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摘  要：【目的】克隆半纤维素降解高效菌株 Bacillus subtilis BE-91 的甘露聚糖酶基因并进行原

核表达，对表达产物进行酶学性质研究。【方法】采用 PCR 扩增法从 B. subtilis BE-91 菌株中克

隆 β-甘露聚糖酶基因，分别连接到 pEASY-E1 和 pET28a 载体，导入 Escherichia coli BL21(DE3)
进行诱导表达。用 DNS 法对工程菌株的胞内和胞外 β-甘露聚糖酶进行定量分析，选取胞外甘露

聚糖酶活力高的组分进行酶学性质研究。【结果】从 B. subtilis BE-91 菌株中克隆的 β-甘露聚糖酶

基因(GenBank 登录号：KP277209)在 E. coli 中获得高效表达，工程菌株 pEASY-man/BL 产胞外 β-
甘露聚糖酶的活性可达 229.1 IU/mL；该基因序列全长 960 bp，包含 319 个氨基酸的编码序列和

一个终止密码子；表达产物的最适反应温度为 65 °C，最适反应 pH 为 6.0，属于耐热偏酸性 β-
甘露聚糖酶；该酶稳定温度≤65 °C，稳定 pH 为 4.5−7.0；1 mmol/L 的 Cu2+、Mn2+、Zn2+、Ca2+对该

酶有激活作用，而 Ba2+和 Pb2+有强烈抑制作用。【结论】B. subtilis BE-91 拥有珍贵的 β-甘露聚糖

酶基因资源，其胞外表达产物的耐热偏酸性酶学性质在开发饲料添加剂方面具有潜在的应用前景。 
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Cloning and efficient expression of a thermostable and 
weak acidic β-mannanase gene 
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Abstract: [Objective] The β-mannanase gene (man) from Bacillus subtilis BE-91 which is an efficient 
strain for hemi-cellulose degradation was cloned and expressed  in Escherichia coli BL21(DE3) , then 
the enzymatic properties of the β-mannanase (Man) were studied. [Methods] The man was amplified 
from B. subtilis BE-91 by PCR, respectively linked to pEASY-E1 and pET28a, and finally expressed in 
E. coli BL21(DE3). After comparing the extracellular and intracellular β-mannanase activities from the 
gene engineering strains, the β-mannanase with highest activity was selected to study the enzymatic 
properties fully. [Results] The manA (GenBank: KP277209) was 960 bp in length, including a 
termination codon and encoded 319 amino acids. The highest activity of the extracellular β-mannanase 
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from pEASY-man/BL strain was 229.1 IU/mL. The optimal temperature and pH of the β-mannanase 
were 65 °C and 6.0. The catalytic activity of the enzyme was stable at no more than 65 °C and pH 
4.5−7.0 after being incubated for 30 min. It was promoted by Cu2+, Mn2+, Zn2+and Ca2+, while inhibited 
seriously by Ba2+ and Pb2+ at concentration of 1 mmol/L. [Conclusion] A precious β-mannanase gene 
has been excavated from B. subtilis BE-91, and its expression product with properties of 
thermostability and weak acidity may be available for feed additive. 

Keywords: Bacillus subtilis，β-Mannanase，Gene cloning，Prokaryotic expression，Enzymatic property 

β-甘露聚糖酶(β-Mannanase EC3.2.1.78)能以内

切方式水解 β-D-1,4-吡喃甘露糖苷键，其降解产物

的非还原末端为甘露糖，作用底物包括葡萄甘露聚

糖、半乳甘露聚糖及 β-甘露聚糖等[1]。目前已被广

泛应用于纺织、饲料、食品、造纸、医药及石油开

采等行业[2-5]。 
微生物来源的 β-甘露聚糖酶已有许多报道，例

如：芽孢杆菌、假单胞杆菌、弧菌，真菌里的黑曲

霉、木霉、青霉、梭胞菌、酵母、假蜜环菌和放线

菌中的链霉菌和诺卡氏菌等[6-9]。近年来，随着基因

组学和蛋白质组学技术的进步，大量 β-甘露聚糖酶

基因序列在 GenBank 登录，部分 β-甘露聚糖酶通过

不同方法已经获得了蛋白质的三维结构[10-11]，但由

于各行业需求的 β-甘露聚糖酶热稳定性、pH 耐受

性、底物嗜好等酶学特征均有不同程度的差异，因

此筛选适用于不同行业的新型 β-甘露聚糖酶制剂

仍是关注焦点之一[12]。 
项目组前期选育到一株半纤维素高效降解菌

株 Bacillus subtilis BE-91，其同时高产胞外木聚糖

酶(408 U/mL)和甘露聚糖酶(3 050 U/mL)的特征预

示着该菌在制浆造纸和饲料加工行业具备潜在的

应用前景[13-16]。本研究拟根据已在 GenBank 登录的

来源于 B. subtilis 的 β-甘露聚糖酶基因核心序列设

计引物，从 B. subtilis BE-91 中克隆 β-甘露聚糖酶

基因，并构建原核表达体系，对表达产物的酶学性

质进行研究，以期为开发新型 β-甘露聚糖酶制剂提

供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和载体 
实验所用菌株及载体详见表 1。 

表 1  菌株和载体 
Table 1  Strains and vectors 

菌株或载体 
Strains and vectors

主要特性 
Main properties 

来源 
Source 

B. subtilis BE-91 能高效降解半纤维素 
本项目组分离

与保存 

E. coli BL21(DE3) F–ompT hsdSB (rB
–mB

–) gal 
dcm (DE3) 

购自 Novagen

公司 

pET28a T7/lac，Kan+等 
购自 Novagen

公司 

pEASY-E1 
T7/lac，Amp+，N 端 6×His

等 

购自 TransGen

公司 

pET28a/BL 
携带 pET28a 空载体的工

程菌株 
本实验构建 

pEASY-man/BL 
携带 pEASY-man 重组质

粒的工程菌株 
本实验构建 

pET28a-man/BL 
携带 pET28a-man 重组质

粒的工程菌株 
本实验构建 

 
1.2  主要试剂 

KOD plus ver2.0、Hind Ⅲ、BamH Ⅰ、rTaq 和

dNTPs 购自 TOYOBO 生物科技有限公司；UNIQ-10

柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒(No. SK1201)购

自生工生物工程上海(股份)有限公司；琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公

司；DNA Marker Ⅲ购自天根生化科技(北京)有限公

司；蛋白质 Marker (No. SM0671)购自 Fermentas 公

司；魔芋胶(葡甘聚糖纯度>95%)购自成都路特实业

有限公司；其它常规生化试剂均为分析纯的国药集

团试剂。 
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1.3  培养基 
改良肉汤培养基[17]，LB 培养基(g/L)：胰蛋白

胨 10，酵母提取物 5，NaCl 10。 

1.4  菌种培养 
B. subtilis BE-91 菌种的活化及产酶：从本项目

组保存的斜面保藏菌挑取一环 B. subtilis BE-91 菌

种接种至 5 mL 改良肉汤培养基，充分摇匀，35 °C 
静置培养 5−6 h。稀释涂固体改良肉汤培养基平板，

35 °C 静置培养 18−20 h，分离单菌落。挑选典型菌

落接种于 5 mL LB 培养基，35 °C、180 r/min 培养

过夜，供基因组 DNA 提取。 
pEASY-man/BL 的诱导产酶：挑选 manA 基因

插入正确的转化子接种到含 100 mg/L Amp 的 5 mL 

LB 培养基，37 °C、220 r/min 培养 15 h。取 0.5 mL

菌液接种到含 100 mg/L Amp 的 50 mL LB 培养基

中，37 °C、220 r/min 培养。当 OD600 约为 0.6，添

加 IPTG 至终浓度 1 mmol/L，28 °C、120 r/min

诱导 21 h。 

pET28a-man/BL 的诱导产酶：挑选 manA 基因

插入正确的转化子接种到含 30 mg/L Kan 的 5 mL 

LB 培养基，37 °C、220 r/min 培养 15 h。取 0.5 mL

菌液接种到含 30 mg/L Kan 的 50 mL LB 培养基中，

37 °C、220 r/min 培养。当 OD600 约为 0.6，添加 IPTG

至终浓度 1 mmol/L，28 °C、120 r/min 诱导 21 h。 

1.5  manA 基因的扩增 
根据来源于芽孢杆菌的 β-甘露聚糖酶基因

EU918394 和 DQ309335 的核心序列用软件 Primer 

premier 5 设 计 引 物 。 正 向 引 物 F ： 5′- 
CGCGGATCCGCGCATACTGTGTCGCCTGTG-3′ 
(BamHⅠ 酶 切 位 点 ) ， 反 向 引 物 R ： 5′- 
CGCAAGCTTTCACTCAACGATTGGCGTTAAAG-
3′ (Hind Ⅲ酶切位点)。 

基因组 DNA 提取参照 UNIQ-10 柱式细菌基因

组DNA抽提试剂盒说明书进行。以B. subtilis BE-91

菌株基因组 DNA 为模板，用 F-R 引物扩增 manA

基因。扩增体系参照 KOD 试剂说明书，扩增条件：

95 °C 4 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，68 °C 1.5 min，

35 个循环；72 °C 10 min。用相同体积 ddH2O 代替

基因组 DNA 模板，其余扩增体系和扩增条件相同

的处理组作阴性对照。采用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测并回收 PCR 产物。 

1.6  表达体系的构建 
pEASY-man/BL 菌株构建：对 PCR 产物进行加

Ａ处理(反应体系为：10×Buffer 2 μL，rTaq 酶(1 U/μL) 

0.5 μL，dNTPs (2 mmol/L) 3 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 

1 μL，PCR 产物 13.5 μL，72 °C 保温 30 min。回收

man 加 A 产物后，与 pEASY-E1 进行连接，导入到

E. coli BL21(DE3)，通过含有 100 mg/L Amp 的选择

平板对重组子进行筛选。 

pET28a-man/BL 菌株构建：将 PCR 产物和质粒

分别进行双酶切，酶切体系为：DNA 16 μL，

10×Buffer 2 μL，BamH  Ⅰ 1 μL，Hind  Ⅲ 1 μL。回收

酶切目的片段后，构建重组质粒 pET28a-man，导

入到 E. coli BL21(DE3)，通过含有 30 mg/L Kan 的

选择平板对重组子进行筛选。 

1.7  β-甘露聚糖酶活力测定 
用 pH 6.5 的 0.025 mol/L 柠檬酸-0.05 mol/L 

NaH2PO4 缓冲液配制 0.5 g/L 魔芋胶，取适当稀释倍

数的酶液 1 mL 与 2 mL 预热的底物充分混匀，55 °C

反应 10 min，加 2 mL DNS 后沸水浴显色 2 min，

加 ddH2O 定容到 15 mL。以灭活的酶液做相同处理

为对照，测定 OD540 的吸光值。酶活力定义：底物

每分钟释放相当于 1 μmol 甘露糖的还原糖所需酶

量为 1 个酶活力单位(以 IU 表示)[18]。 

1.8  SDS-PAGE 电泳 
参照 Laemm1i 方法改进[19]。浓缩胶 5%，分离

胶 12%，考马斯亮蓝 R-250 染色显示蛋白带。以相

对迁移率为横坐标，蛋白质分子量的对数为纵坐标

作图，计算目标蛋白的表观分子量。蛋白质分子量

标准依次为：170、130、95、72、55、43、34、26、

17、10 kD。 

1.9  粗酶液性质的测定 
最适反应温度及最适 pH 测定：相同的反应体
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系在不同的温度梯度(50−70 °C，间隔 5 °C)反应，

其他条件按标准方法测定酶活力。用不同 pH 梯度

(pH 4.0−8.0，间隔 0.5)的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶

液配制底物，其它条件按标准方法测定酶活力。 

热稳定性及 pH 稳定性测定：将胞外粗酶液置

于各温度梯度(20−75 °C，间隔 5 °C)保温 30 min，

按标准方法测定剩余酶活力。将胞外粗酶液置于各

pH 梯度(pH 3.0−8.5，间隔 0.5)的 0.025 mol/L 柠檬

酸-0.05 mol/L Na2HPO4 缓冲液 4 °C 保温 30 min，按
标准酶活力测定方法测定剩余酶活力。 

金属离子对酶活力的影响：在胞外粗酶液中分

别添加 Cu2+、Mn2+、Ca2+、Zn2+、Al3+、K+、Mg2+、

Ba2+、Fe3+、Pb2+和 NH4
+至终浓度为 1 mmol/L，4 °C

保温 30 min，测定剩余酶活。设定不额外添加金属

离子的对照组酶活力为 100%，计算各金属离子条

件下的相对酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  manA 基因扩增 
以B. subtilis BE-91菌株基因组DNA (图1)为模

板，用 F-R 引物扩增目的基因。经 1%琼脂糖凝胶

电泳分析，目的片段大小为 960 bp (图 2)。 

2.2  重组子构建与检测 
结合质粒双酶切(BamH I和Hind Ⅲ)、质粒PCR

和菌落PCR 3种方法对阳性克隆子所含目的基因片

段进行检测，其目的片段大小基本一致，说明 

 
 
图 1  B. subtilis BE-91 基因组 DNA 电泳图 
Figure 1  Electrophoretogram of genomic DNA of B. 
subtilis BE-91 
Note: 1: Genomic DNA; M: DNA marker .Ⅲ  

 
 
图 2  manA 基因扩增电泳图 
Figure 2  Electrophoretogram of amplification of manA 
gene 
Note: manA: Product by PCR amplification; CK: Negative control; 
M: DNA marker .Ⅲ  
 
其插入片段正确(图 3)。 

将验证后的重组子进行核酸测序，并在

GenBank登录(登录号：KP277209)。该基因全长

960 bp，包含一个终止子和编码319个氨基酸。其注

释的蛋白质序列前端无信号肽，理论分子量为

36.2 kD，pI为5.35。将注释的蛋白质序列进行

BLASTp 比 对 ， 其 与 在 GenBank 登 录 的 4 个

β-1,4-Mannanase的氨基酸序列(WP_015715339.1、
WP_032727113.1和WP_038828152.1，B. subtilis；
AEO79931.1，Bacillus pumilus)一致性为100%，并

且包含一个糖基水解酶26家族的催化结构域，属于

GH26家族。 

2.3  β-甘露聚糖酶的表达 
用 IPTG 诱导表达基因工程菌株 pEASY-man/ 

 

图 3  重组子检测电泳图 
Figure 3  Electrophoretogram of recombinant detection  
Note: M: DNA marker ; 1: Double digestion of pET28aⅢ -man 
plasmid; 2: PCR of pET28a-man plasmid; 3: PCR of 
pET28a-man/BL; 4: Double digestion of pEASY-man plasmid; 5: 
PCR of pEASY-man plasmid; 6: PCR of pEASY-man/BL. 
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图 4  pEASY-man/BL 菌株(A)和 pET28a-man/BL 菌株(B) β-甘露聚糖酶的表达效果 
Figure 4  Expression of β-mannanase of strain pEASY-man/BL (A) and strain pET28a-man/BL (B) 

注：1: pEASY/BL 菌体蛋白; 2: pEASY-man/BL 菌体蛋白; 3: pEASY/BL 发酵液上清蛋白; 4: pEASY-man/BL 菌株发酵液上清蛋白; 5: 

pET28a/BL 发酵液上清蛋白; 6: pET28a-man/BL 发酵液上清蛋白; 7: pET28a-man/BL 菌体蛋白; 8: pET28a/BL 菌体蛋白; M: 蛋白质分

子量标准. 
Note: 1: Crude cell lysate of pEASY/BL; 2: Crude cell lysate of pEASY-man/BL; 3: Crude culture supernatant of pEASY/BL; 4: Crude 
culture supernatant of pEASY-man/BL; 5: Crude culture supernatant of pET28a/BL; 6: Crude culture supernatant of pET28a-man/BL; 7: 
Crude cell lysate of pET28a-man/BL; 8: Crude cell lysate of pET28a/BL; M: Protein molecular weight ladders. 
 
BL 和菌株 pET28a-man/BL，并对其表达的 β-甘露

聚糖酶进行 SDS-PAGE 电泳检测和酶活力分析。与

阴性对照菌株 pEASY/BL 和菌株 pET28a/BL 相比，

基因工程菌株 pEASY-man/BL 和菌株 pET28a-man/ 

BL 在 34−43 kD 相同位置出现了特异蛋白谱带(图

4)，与预测的重组蛋白质条带大小(38.5 kD)基本一

致，说明 man 基因在两个表达体系均获得表达。 

pEASY-man/BL 菌株诱导 10 h 产胞外 β-甘露聚

糖酶最高，其粗酶活为 229.1 IU/mL，是 pET28a- 

man/BL 菌株(4.2 IU/mL)的 54.5 倍(表 2)。 

表 2  不同基因工程菌株产 β-甘露聚糖酶的比较 
Table 2  Comparison of β-mannanase activity produced by 

different genetic engineer strains (Unit: IU/mL)   

时间 pEASY-man/BL pET28a-man/BL 

Time 
(h) 

胞内酶 
Intracellular  

胞外酶 
Extracellular

胞内酶 
Intracellular  

胞外酶 
Extracellular

8 12.3±0.07 185.6±1.97 30.2±0.07 4.0±0.09 

10 19.5±0.07 229.1±3.01 51.7±2.01 4.2±0.05 

12 8.6±0.10 192.4±4.23 64.3±1.87 3.6±0.07 

14 8.3±0.11 160.9±3.23 50.3±1.42 2.7±0.08 

2.4  β-甘露聚糖酶的酶学性质 
胞外酶的粗酶液性质分析结果如图 5 和表 3 所

示。不同温度条件下测定 β-甘露聚糖酶活力，相对

酶活的峰值出现在 65 °C (图 5A)，说明该酶最适反

应温度为 65 °C。将该酶置于不同温度下孵育 30 min

后，测定其剩余酶活力的结果显示(图 5B)，在

20−65 °C 保温时，剩余酶活力在 80%以上，可以认

为具有较好的热稳定性；当处理温度提高至 70 °C

以上，该酶迅速失活。 

不同 pH 条件下测定 β-甘露聚糖酶活力的结果

显示，其最适反应 pH 为 6.0 (图 5C)，pH 4.5−7.0

稳定性较好(图 5D)。因此，根据酶学性质理论，该

酶属于耐热偏酸性 β-甘露聚糖酶。 

由表 3 可以看出：1 mmol/L 的 Cu2+、Mn2+、

Zn2+、Ca2+、Mg2+和 Al3+均对 β-甘露聚糖酶有激活

作用，其中 Mn2+的作用最强；相同浓度的 K+、Fe3+

和 NH4
+对 β-甘露聚糖酶活力无明显作用，而 Ba2+

和 Pb2+对 β-甘露聚糖酶有强烈抑制作用。因此，在

实际应用中要防止 Ba2+、Pb2+等重金属离子污染。 
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图 5  温度和 pH 对 β-甘露聚糖酶活力的影响 
Figure 5  Effect of temperature and pH on β-mannanase activity 

注：A：最适温度曲线；B：稳定温度曲线；C：最适 pH 曲线；D：稳定 pH 曲线. 
Note: A: The optimum temperature curve; B: The thermal stability curve; C: The optimum pH curve; D: The pH stability curve. 
 
 

表 3  金属离子对 β-甘露聚糖酶活力的影响 
Table 3  Effect of different metal ions to β-mannanase 

activity 

金属离子 
Metal ions 

相对酶活力 
Relative activity 

(%) 

金属离子 
Metal ions 

相对酶活力 
Relative activity 

(%) 

Blank 100 Cu2+ 136±2.7 

K+  99±1.8 Mg2+ 107±1.0 

NH4
+ 101±1.4 Ba2+ 53±0.5 

Ca2+ 119±2.5 Pb2+ 64±0.9 

Zn2+ 115±2.7 Fe3+ 99±1.9 

Mn2+ 188±4.1 Al3+ 121±2.4 

3  结论与讨论 

本研究从半纤维素高效降解菌株B. subtilis 
BE-91克隆到一个耐热偏酸性β-甘露聚糖酶基因，

并进行了原核高效表达，pEASY-man/BL菌株产胞

外β-甘露聚糖酶活力最高达到229.1 IU/mL。据报

道，一种来源于地衣芽孢杆菌W10的甘露聚糖酶基

因用pET22b载体的原核表达，其甘露聚糖酶活力为

19.73 U/mL[20]。一种来源于链霉菌Streptomyces 
fradiaevar. k11的甘露聚糖酶基因用pET28a载体的

原核表达，其甘露聚糖酶活力仅为0.57 U/mL[21]。

一种来源于枯草芽孢杆菌A33的甘露聚糖酶基因用

pRSET-A载体进行原核表达，其甘露聚糖酶在菌体

中表达后部分以不溶性包涵体的形式存在，极少部

分以可溶性蛋白形式存在于表达细菌的细胞内[22]。
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因此，本研究对来源于B. subtilis BE-91的β-甘露聚

糖酶基因用pEASY-E1载体进行原核表达，与国内

外同类研究[23-24]相比，其检测到的胞外β-甘露聚糖

酶活力高几倍甚至数十倍之多，通过高密度培养、

表达条件优化等途径还有望进一步提高。 
本研究发掘的耐热偏酸性 β-甘露聚糖酶具备

在饲料工业的应用前景。该酶的稳定温度为 65 °C，

与其他微生物来源的 β-甘露聚糖酶 (Penicillium 
occitanis Pol6 为 40 °C；Bacillus circulans NT6.7 和

B. subtilis B36 均为 50 °C；Paenibacillus sp. DZ3 和

Neosartorya fischeri P1 均为 60 °C)[25-29]相比，其耐

热温度高。该酶的稳定 pH 为 4.5−7.0，其稳定 pH
属于偏酸性的酶学特性适宜动物肠道环境，适宜开

发成畜禽、水生动物饲料添加剂[12,30]。 
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