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产 β-mannanase内生菌的诱变育种和酶学特性研究 
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摘要：以实验室筛选的产 β-甘露聚糖酶的黄豆内生菌 Bacillus subtilis HD-1（54.6 U/mL）为出发菌株，分别采用紫外线，硫酸

二乙酯，紫外线-光复活和紫外线-硫酸二乙酯对其进行诱变，结果表明，以紫外线-硫酸二乙酯复合诱变效果最好，获得一株高产 β-

甘露聚糖酶的突变菌株 Bacillus subtilis UD-20，酶活达 89.5 U/mL，比出发菌株提高了 63.9%，遗传性能稳定。该 β-甘露聚糖酶的最

适反应温度和 pH 分别为 50 ℃和 7.0，该酶在 50 ℃以下，pH 5.0~8.0 之间稳定性较好，属于中性酶。亚铁离子和钴离子对酶有较强的

激活作用，相对酶活分别提高了 13.2%和 31.7%，但锰离子对酶有强烈的抑制作用，相对酶活仅有对照组的 55.6%；金属离子钾、钙、

钴和钡都能增强酶热稳定性，其中钴离子的增强效果最为明显，残余酶活约是对照组的 1.5倍。 
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Abstract: The mutagenic effects of the ultraviolet ray, diethyl sulfate's single f actor and ultraviolet-diethyl sulfate compound 

mutagenesis on Bacillus subtilis HD-1 (54.6 U/mL) were studied. Results of enzyme activity showed that ultraviolet -diethyl sulfate 

compound mutagenesis was better. A mutant strain, named Bacillus subtilis UD-20 with high-level β-mannanase production was obtained 

after ultraviolet -diethyl sulfate compound mutagenesis from Bacillus subtilis HD-1 which was an endophytic bacteria screened from 

soybean seeds. The β-mannanase activity of Bacillus subtilis UD-20 increased 63.9% compared with that of the original strain Bacillus 

subtilis HD-1 (54.6 U/ml) and was stable during the generations. The optimal temperature for β-mannanase activity was 50 ℃ and the 

enzyme was stable up to 50 ℃. The optimal pH for enzyme activity was 7.0 and the enzyme demonstrated broad pH stability within a 

pH range of 5.0~8.0. The β-mannanase activity was activated by Fe2+ (113.2%) and Co2+ (131.7%), but strongly inhibited by Mn2+ 

(55.6%). The β-mannanase stability was increased by K+, Ca2+, Ba2+, among which Co2+ (150%) showed the best effect on the enzyme 

stability. 
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β-甘露聚糖酶（β-1,4-D-mannanase）是一种广谱

诱导型多功能半纤维素酶类，已经被广泛应用于食品、

饲料、医药、造纸等诸多领域，成为一种极其重要的

工业酶制剂[1]。但目前的低产量和高成本严重限制了

β-甘露聚糖酶的应用[2]，因此，通过诱变育种来选育

高产 β-甘露聚糖酶的菌株是非常必要的。廖晓霞等[3] 
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通过紫外诱变使米曲霉 U180-26 的产酶能力比出发菌

株提高了 3.1 倍，王永等[4]利用紫外线、硫酸二乙酯和
60Co-γ 复合诱变处理，使蜡样芽孢杆菌 SKS4360产异

甘露聚糖酶的酶活提高 1.0 倍，采用物理诱变剂和化

学诱变剂交替处理，能够充分利用了各种诱变剂的不

同理化特性和不同作用方式，从而扩大诱变幅度，提

高了诱变效率。 

国外有报道产 β-甘露聚糖酶的内生菌，包括内生

真菌[5]和内生细菌[6~7]，但没有专门对内生菌产酶特性

进行深入研究。本实验室从黄豆种子中分离 3 株能够

产生 β-甘露聚糖酶的内生菌，其中一株枯草芽孢杆菌
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HD-1 酶活为 54.6 U/mL[8]。本文将从内生菌 HD-1 出

发，采用多种诱变剂对其进行诱变，筛选出高产、稳

产 β-甘露聚糖酶的突变菌株，并对该菌株所产β-甘露

聚糖酶的酶学特性进行深入研究，为其后续研究和生

产应用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  出发菌株 

出发菌株是由本实验室筛选的一株产β-甘露聚糖

酶黄豆内生菌HD-1[8]，酶活为54.6 U/mL，被鉴定为枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)HD-1（GenBank登录号为

HQ329104）。 

1.1.2  试剂 

曲利苯蓝（trypan blue）购于sigma公司，硫酸二乙

酯购于成都贝斯特试剂有限公司，瓜豆胶购于苏州欧

宏化工科技有限公司，3,5-二硝基水杨酸(DNS)购于北

京索莱宝科技有限公司，其它试剂为进口或国产分析

纯。 

1.1.3  培养基 

斜面培养基(g/L)：瓜豆胶 10，酵母膏 5，蛋白胨 

5，硫酸镁 0.3，琼脂 15；活化培养基(g/L)：酵母膏 5，

蛋白胨 5，氯化钠 5；分离培养基(g/L)：在斜面培养

基中加入0.01%的曲利苯蓝（trypan blue）；种子培养

基(g/L)：瓜豆胶 10，酵母膏 5，蛋白胨 5，氯化钾 1，

磷酸氢二钾 2，硫酸镁 0.3；发酵培养基(g/L)：瓜豆胶 

10，酵母膏 2，磷酸氢二钾 2，硫酸镁 0.3，氯化钠 1，

硫酸铵 5，吐温80 1；以上培养基用1 mol/L的HCl或

NaOH调节pH为7.0~7.2，121 ℃湿热灭菌20 min。 

1.2  方法 

1.2.1  产β-甘露聚糖酶内生菌的诱变育种 

出发菌株生长曲线：将甘油保藏的菌种HD-1接种

于活化培养基，活化后转接到种子培养基，再以2%的

接种量接种于发酵培养基，每隔2 h取一次样，于600 nm

处测吸光度，以OD 600为纵坐标，培养时间为横坐标

作图，得到出发菌株生长曲线。 

紫外线诱变：根据出发菌株的生长曲线，选择对

数中前期的菌液制成菌悬液，参照施巧琴等[9]人的方法

对其进行紫外线诱变，将菌悬液放在紫外灯下，距离

30 cm处照射不同时间，进行梯度稀释涂平板，每个梯

度做3个重复，37 ℃培养12 h，计算并统计死亡率。 

硫酸二乙酯诱变：硫酸二乙酯诱变参照施巧琴等[9]

人的方法进行，先用1 %的硫酸二乙酯处理菌悬液不同

时间，再用不同浓度的硫酸二乙酯处理菌悬液，以确

定硫酸二乙酯的最佳处理时间和处理计量。按照紫外

线诱变的方法计算死亡率，制作死亡率曲线和筛选优

势突变菌株。 

紫外线-光复活诱变：紫外线-光复活诱变参照施巧

琴等[9]人的方法进行，菌悬液经紫外线照射后，暴露在

日光中光复活一定时间，接着用更大剂量的紫外线照

射，然后再让其光照复活，经过多次紫外线-光照复活

交替处理，可以增加变异率，提高变异幅度。 

紫外线-硫酸二乙酯复合诱变：紫外线-硫酸二乙酯

复合诱变参考文献[9~10]提供的方法，综合紫外线和硫酸

二乙酯单因子诱变结果，确定复合诱变最佳方案，先

用紫外线处理菌悬液一段时间，再用适当浓度的硫酸

二乙酯处理一段时间。用黑布包裹于4 ℃冰箱过夜放

置，红光下稀释涂平板，筛选高产、稳产β-甘露聚糖酶

的突变菌株。 

β-甘露聚糖酶高产突变菌株初筛、复筛及遗传稳定

性研究：菌体计数以后，参照文献[10~11]的方法进行初

筛，挑取水解圈直径大、透明度高的菌落接入斜面培

养基，进行保藏。将经过初筛获得的正突变菌株接种

于发酵培养基，37 ℃，180 r/min震荡培养72 h，DNS

法测酶活。将筛选的高产突变菌株UD-20传代7次，以

第一代酶活为100%，DNS法测各代酶活，分析传代结

果。 

1.2.2  β-甘露聚糖酶酶活测定 

参照文献[12~13]的方法加以改动，在25 mL的刻度

管中加入 0.9 mL 1.0%的槐豆胶底物(用 0.1 mol/L，pH 

7.0 的磷酸缓冲液配制)中和 0.1 mL适当稀释的酶液，

50 ℃水浴准确反应 5 min，迅速加入 2 mL DNS终止

反应，沸水浴 5 min 充分显色，流水迅速冷却至室温，

用蒸馏水定容至 25 mL，540 nm 测吸光度，该方法又

叫 DNS 法。 

β-甘露聚糖酶酶活力定义，在以上反应条件下，

每分钟产生相当于 1 μmol D-甘露糖的还原糖基所需

要的酶量定义为 1 个酶活性单位(U/mL)。 

1.2.3  β-甘露聚糖酶酶学特性研究 

（1）温度对β-甘露聚糖酶的影响：最适反应温度

测定：将酶-底物（用pH 7.0，0.2 mmol/L的磷酸钠缓冲

液配置）反应体系在不同温度(30~70 ℃)下水浴反应5 

min后，DNS法测定酶活，以最高酶活为100%；温度稳

定性测定：将酶液于不同温度(30~70 ℃)水浴锅中，保

温处理不同时间后，再将酶-底物反应体系于50 ℃水浴

反应5 min后，DNS法测残余酶活。 

（2）pH对β-甘露聚糖酶的影响：最适pH的测定：

用pH 4.0~10.0缓冲液配制底物，再将酶-底物反应体系

于50 ℃水浴反应5 min后，DNS法测酶活，以最高酶活

为100%；pH稳定性的测定：将酶液与前述不同pH缓冲
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液混合后，40 ℃处理30 min，再将酶-底物反应体系于

50 ℃水浴反应5 min后，DNS法测残余酶活。 

（3）金属离子对β-甘露聚糖酶的影响：利用4.0 

mmol/L的金属离子分别与酶液按1:1的比例混合，使其

终浓度分别为2.0 mmol/L，对照组用蒸馏水代替金属离

子，测定金属离子对酶活的影响；另外，利用4.0 mmol/L

的金属离子分别与酶液按1:1的比例混合，其终浓度分

别为2.0 mmol/L，对照组用蒸馏水代替金属离子，50 ℃

保温30 min，DNS法测剩残余酶活，检验金属离子对酶

稳定性的影响。 

2  结果与分析 

2.1  产β-甘露聚糖酶内生菌的诱变育种结果 

2.1.1  出发菌株生长曲线 

 
图1 菌体OD600随培养时间的变化 

Fig.1 Changes of microbial OD600with culture time 

从图1可以看出，出发菌株HD-1摇床培养6~8 h达

到对数中期，10~12 h达到稳定期，6 h左右的菌活力最

强，不产生芽孢，利于诱变。选取此时的菌液进行适

当稀释，制成单细胞菌悬液进行诱变。 

2.1.2  紫外线诱变结果 

 

图 2 紫外线诱变死亡率曲线 

Fig.2 The curve of death rate after UV exposure time 

由图2可以看出，出发菌株为芽孢杆菌，对UV照

射的耐受性较强，紫外处理6 min致死率才达到99.5%，

根据育种工作者长期研究和实践经验[9]，较大的处理剂

量有利于筛选到产量提高幅度大的菌株。为减少筛选

工作量和保证有较好的诱变效果，本文选择6 min为最

佳照射时间；初筛和复筛结果显示，有6个突变菌株酶

活提高幅度超过20%，占筛选菌株的6%，最高酶活比

出发菌株提高了37%。 

2.1.3  硫酸二乙酯诱变结果 

 

图 3 硫酸二乙酯诱变时间死亡率曲线 

Fig.3 The death rate curve of DES induction time 

 
图 4 不同 DES 剂量致死率和正突变率的曲线 

Fig.4 The forward mutation rate and death rate curve of DES 

treating dosage 

由图 3 可知，出发菌株对硫酸二乙酯也有较强的

耐受性，1%的硫酸二乙酯处理 50 min，其致死率才达

到 98.2%，由图 4可知，随着DES 处理剂量加大，正

突变率也在增加。但硫酸二乙酯水溶液 40 ℃的半衰

期为 30 min，而出发菌株的最适培养温度为37 ℃，

要保证 99%致死率和较高的正突变率，本实验选择

1.6%的 DES 处理 40 min。初筛和复筛结果显示 DES

单因子诱变效果不如紫外线，正突变率较低，仅有2%

的突变菌株酶活提高幅度达到 20%，最高酶活比出发

菌株提高了 38%。 

2.1.4  紫外线-光复活诱变结果 

紫外线照射后，光复活能使一些接近死亡的菌体

存活下来，但代谢失调现象将得不到回复，从而将突

变体保留下来，提高了突变率。但是初筛和复筛结果

显示，经过紫外线光复活诱变后其酶活仅比出发菌株

提高33%（图5），差于紫外线单因子诱变结果，没有

达到预期效果。 
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图 5 紫外线-光复活诱变部分菌株酶活 

Fig.5 The activity of strains after UV-VIS compound mutation 

2.1.5  紫外线-硫酸二乙酯复合诱变结果 

 
图 6 图 DES-UV 复合诱变部分菌株酶活 

Fig.6 The enzyme activity of strains after UV-DES compound 

mutation 

 
图 7 UV-DES 诱变部分菌株的水解圈情况 

Fig.7 The clear circle of some strains after UV-DES compound 

mutation 

初筛和复筛结果（图 6 和图 7）显示紫外线-硫酸

二乙酯复合诱变效果明显好于前面几种诱变方法，水

解圈增大显著，酶活力大幅度提高；有 8%的突变菌

株酶活提高幅度在 20%以上，其中 UD-20 的酶活(89.5 

U/mL)比出发菌株 HD-1 提高了 63.9%，把它作为高产

突变菌株继续研究。 

2.1.6  高产突变菌株 UD-20 遗传稳定性研究 

UD-20 遗传稳定性研究结果显示，传代 7 次酶活

稳定在 98.5%~101.9%之间，无显著差异，说明其遗传

性能稳定。 

表 1 稳定性实验结果 

Table 1 The results of genetic stability 

传代次数 相对酶活/% 差异显著性 

1 100.0 ± 2.6 a(0.05) A(0.01) 

2 100.9 ± 2.1 a A 

3 101.9 ± 5.1 a A 

4 99.0 ± 0.4 a A 

5 100.2 ± 1.0 a A 

6 98.5 ± 3.5 a A 

7 101.3 ± 0.2 a A 

2.2  β-甘露聚糖酶酶学性质研究 

2.2.1  温度对β-甘露聚糖酶的影响 

 
图8 不同反应温度对酶活的影响 

Fig.8 The effect of temperature on β-mannanase activity 

 
图 9 不同反应温度对酶稳定性的影响 

Fig.9 The effect of temperature on β-mannanase stability 

温度对酶活的影响如图8所示，该酶的最适反应温

度为50 ℃，在40~60 ℃之间均有较高的酶活（>80%）。

温度对酶稳定性的影响如图9所示，该酶在50 ℃时相

当稳定，保温120 min后仍有80 %的残余酶活；60 ℃保

温60 min后酶活仍有63%的残余酶活。说明该酶属于中

温型酶，热稳定性较好，为其进一步在生产中的应用

奠定了基础。 

2.2.2  pH对β-甘露聚糖酶的影响 

pH对酶活和酶稳定性的影响如图10所示，该酶的

最适反应pH为7.0，在pH 5.0~8.0之间酶活维持在80%以

上；该酶在pH 5.0~8.0之间保温60 min，酶活均在80%
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以上。说明该酶不仅有宽泛的使用范围，并且在pH 

5.0~8.0之间具有较好的稳定性，为该酶的进一步推广

应用提供了保障。 

 
图 10 不同 pH 对β-甘露聚糖酶酶活和酶稳定性的影响 

Fig.10 The effect of pH on β-mannanase activity and stability  

2.2.3  金属离子对β-甘露聚糖酶的影响 

 

图 11 金属离子对酶活性的影响 

Fig.11 The effect of metal ions on β-mannanase activity 

 
图 12 金属离子对酶稳定性的影响 

Fig.12 The effect of metal ions on β-mannanase stability 

金属离子对酶活的影响如图11所示，亚铁离子和

钴离子对酶有明显的激活作用，分别使酶活提高了

13.2%和31.7%；但是锰离子对酶有极强的抑制作用，

其它浓度的离子对酶活影响不大。金属离子对酶热稳

定性的影响图12所示，金属离子钾、钙、镍、钴和钡

能增强酶的热稳定性，其中以钴离子的增强效果最为

明显，酶活约为对照组的1.5倍。通过添加离子来提高

酶的热稳定性，对该酶的进一步推广应用具有重要的

现实意义。 

3  结论 

3.1  复合诱变能使各种诱变剂产生协同效应，从而扩

大突变位点范围，效果往往好于单因子诱变[14]，本文

以实验室筛选的产 β-甘露聚糖酶的黄豆内生菌 HD-1

为出发菌株，分别采用了单因子诱变和复合诱变对其

进行处理，最终以紫外线-硫酸二乙酯复合诱变效果最

好，获得一株高产 β-甘露聚糖酶的突变菌株 Bacillus 

subtilis UD-20，酶活达 89.5 U/mL，比出发菌株提高

了 63.9%，遗传性能稳定。 

3.2  高产突变菌株UD-20所产β-甘露聚糖酶的最适反

应温度和pH分别为50 ℃和7.0，该酶在50 ℃以下，pH 

5.0~8.0之间稳定性较好，属于中性β-甘露聚糖酶。亚铁

离子和钴离子对该酶有较强的激活作用，但同浓度的

锰离子对酶有强烈的抑制作用。酶的失活是限制酶制

剂工业生产和应用的重要因素，添加保护剂是目前工

业上提高酶稳定性的最重要手段。本文研究证实，添

加金属离子钾、钙、钴和钡都能增强β-甘露聚糖酶的热

稳定性，其中钴离子的增强效果最为显着，残余酶活

约是对照组的1.5倍。添加金属离子提高酶热稳定性的

研究，为该酶的进一步生产应用提供了理论依据，也

为其他酶制剂的稳定化提供参考依据。 

3.3  近20多年来，已从不同植物的内生菌及其代谢产

物中发现了多种新奇生物活性物质[15]，枯草芽孢杆菌

UD-20来源于植物内生菌，所产β-甘露聚糖酶应该具有

与众不同的特性，下一步还要对该菌株的最佳培养基，

培养条件以及酶的底物特异性和水解产物做深入地研

究，为其进一步工业化生产奠定基础。 
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