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摘要：单宁酶是一种水解酶，被称为单宁酰基水解酶，可作用于可水解单宁的酯键并产生没食子酸。单宁酶有

多种来源。来自微生物，特别是曲霉属真菌的单宁酶已被用于食品、酿造和制药行业。尽管众所周知放线菌能

产生多种工业酶，但放线菌的单宁酰水解酶活性鲜有报道。这篇文章论述了从喀拉拉邦西高止山脉慕那尔的娑

罗森林中分离出的链霉菌的单宁酸酶活性。根据形态特征和 16s rDNA 同源性分析，该分离物被鉴定为奇异链

霉菌 TBGS10。该分离物在平板试验、深层和固态发酵条件下均表现出良好的单宁酶活性。高压液相色谱法测

定了以腰果苹果渣为基质通过固态发酵产生的具有重要工业价值的中间产物没食子酸。提取物观察到没食子酸

（gallic acid，GA）含量为 142.624 g/mL，保留时间为 2.506 min。利用根据 NCBI-GenBank 中类似链霉菌序列

设计的特异引物，对菌株 TBGS10 的单宁酶基因进行了 PCR 扩增。 

关键词：奇异链霉菌；单宁酶；高效液相色谱法；没食子酸生产；固态发酵 

1. 引言 
单宁酰基水解酶，通常称为单宁酶（Tannin acyl hydrolase，TAH，EC.3.1.1.20），是一种常用于

降解单宁的生物催化剂[1]。这些多功能酶广泛应用于食品工业、化妆品、制药、制革、动物饲料和环

境污染控制[2]。单宁酶广泛用于速溶茶、果汁、啤酒和橡子酒的生产中[3]。单宁酸是许多植物和食品

（如茶叶、水果、坚果等）中天然存在的多酚化合物。这种酶催化复合单宁、没食子丹宁、鞣花酸

和没食子酸酯中的酯键和缩酚键的水解，该反应释放没食子酸和葡萄糖作为副产物。没食子酸具有

广泛的应用，例如可用作摄影和印刷油墨中的显影剂、商业化生产抗微生物药物甲氧苄啶的前体分

子以及食品防腐剂。此外，没食子酸具有广泛的生物活性，如抗氧化、抗菌、抗病毒、镇痛等[4]。单

宁酶的巨大生物催化潜力主要用于生产没食子酸，其工业需求量估计为每年 8000 t[5]。 

单宁酶广泛应用于食品工业，用于生产速溶茶以及改善果汁、啤酒和葡萄酒等饮料的口味和外

观。通过施用单宁酶可以减少果汁的苦味和浑浊的形成。用这种酶对饲料进行脱鞣可以提高动物饲

料的质量。最近，乳酸菌（lactic acid bacteria，LAB）已被用来利用富含多酚化合物的农业废物作为

深层发酵中的营养物和能量来源来生产单宁酶[6]。利用这些生物资源生产单宁酶在食品工业中具有潜
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在的应用价值[7]。为了通过发酵经济高效地生产单宁酶，基质是最重要的考虑因素。腰果苹果渣是热

带地区最普遍的农业废物之一，可用作单单宁酶生产的廉价基质。 

单宁酶主要由微生物通过固态发酵（solid-state fermentation，SSF）或深层发酵（submerged 

fermentation，SmF）产生。固态发酵比深层发酵成本低、产量高、酶活性高、操作简便、耗水量

低，因此更受青睐[8]。低价值的农用工业废料被广泛用作单单宁酶生产的基质。由于下游工艺简单，

酶产量稳定，微生物比其他来源更多地被用于单宁酶的工业生产[9]。单宁酶是一种重要的酶，但由于

对生产培养基、基质利用和下游加工缺乏足够的了解，尚未对其进行太多探索。识别潜在的产生单

宁酶的微生物和具有成本效益的基质将降低市场上酶的成本。在所有其他微生物中，真菌是这种酶

最主要的生产者，尤其是曲霉属和青霉属[10]。除真菌外，许多细菌种类也被报道能产生这种酶，但

产生单宁酶的放线菌却鲜有报道。本研究强调从印度喀拉拉邦慕那尔的娑罗森林中分离出的产生单

宁酶的链霉菌。 

2. 材料和方法 

2.1. 单宁酶产生的筛选 

土壤样本采集自印度喀拉拉邦慕那尔的娑罗森林的不同地点。通过系列稀释和使用 ISP2 培养基

的展板法，从土壤样本中分离出放线菌。在含有 1%单宁酸作为基质的淀粉酪蛋白琼脂（starch casein 

agar，SCA）培养基上，对分离出的培养物进行单宁酰水解酶活性筛选。培养物在 28 ℃ ± 2 ℃下培养

5 天 [11]。使用在含 1%单宁酸的淀粉酪蛋白琼脂培养基上培养五天的孢子悬浮液（1 × 108 个

spores/mL）制备诱导接种物，并接种到 200 mL含 1%单宁酸的淀粉酪蛋白肉汤（starch casein broth，

SCB）中，以评估深层分批发酵下单宁酶的产量。烧瓶在 28 ℃ ± 2 ℃下培养七天，并以 120 rpm 的转

速持续搅拌。每隔 24 h 取样 1 mL，在 4 ℃下以 10,000 rpm 离心 15 min，获得无细胞上清液。使用罗

丹明分光光度法测定细胞外单宁酶活性[12]。 

2.2. 菌株的鉴定 

根据细胞形态、孢子方向、培养特征、生化分析和 16S rDNA 同源分析，对分离出的菌株

TBGS10 进行了鉴定。菌落特征和碳水化合物利用在 ISP 培养基上进行：ISP1、ISP2、ISP3、ISP4、

ISP5、ISP6、YEME、燕麦琼脂和蛋白胨-酵母-铁琼脂[13]。使用扫描电子显微镜分析菌株的孢子方

向。图像由 Carl Zeiss EVO 18 扫描电子显微镜记录，放大 4600 倍，加速电压为 5 kV。使用倾斜盖玻

片培养法[14]检查孢子链形态，并在倒置相衬显微镜（Nikon Optophot）下观察。使用通用引物 8-27F

和 1495R扩增 16S rDNA基因，以基因组 DNA为模板进行分子鉴定。使用 Murray和 Thomson于 1980

年描述的苯酚-氯仿方法提取基因组 DNA[15]。扩增的基因经过纯化和测序。利用 BLAST 搜索程序在

NCBI 中搜索序列相似性。最大似然法根据泊松校正距离模型[16]，使用 MEGA6 软件[17]分析系统发生

关系。系统发生树中特定支系的可靠性是通过 1000 次重复的引导分析确定的。 

2.3. 单宁酶基因的扩增 

从 NCBI 数据库中检索链霉菌属的单宁酶基因序列；从保守区域挑选特异引物，并通过外包给

Integrated DNA Technologies公司（IDT，加拿大）来合成。设计了四种引物用于扩增单宁酶基因（表

1）。PCR使用 Bio-Rad热循环仪（S 1000™）按以下方案进行：98 ℃ 1 min，35 个循环：98 ℃ 10 s，

60 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，最后 72 ℃延长 10 min。扩增产物在 1% EtBr-琼脂糖凝胶中分离。按照生产商

的说明，使用Nucleospin PCR清理试剂盒（Macherey-Nagel，德国）对 PCR产物进行纯化，并在ABI 
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Prism DNA 分析仪上按照 Sanger 测序协议使用相同的 PCR 引物进行测序。核苷酸序列使用 ExPASy

翻译工具（https://web.expasy.org/translate/）进行翻译。系统发生关系分析如前所述。 

表 1. 用引物 primer 3 软件设计的正向和反向引物清单。 
Table 1. List of forward and reverse primers designed with primer 3 software. 

Primer Sequence 

STANF1 5′-ACACCTCCTTCTTCGATGGG-3′ 

STANR1 5′-GTAACTGCACAGGTCGCG-3′ 

STANF2 5′-ATGGGAAAGCAATGAGACGG-3′ 

STANR2 5′-CGGCTGTAGGTGATCTTCGA-3′ 

STANF3 5′-GGAAAGCAATGAGACGGCCT-3′ 

STANR3 5′-CTGGGTGGGGATGTACTGG-3′ 

2.4. 腰果苹果渣固态发酵生产单宁酶 

将 5 g干燥的腰果苹果渣粉末放入 250 mL的锥形烧瓶中，用矿物盐溶液（0.5% w/v NH4Cl、0.1% 

w/v MgSO4.7H2O 和 0.1% w/v NaNO3）浸润，初始 pH 值为 5。烧瓶经 121 ℃高压灭菌器灭菌 20 min

后冷却至室温。将奇异链霉菌 TBGS10 的种子接种物（1 × 107 spores/mL 的孢子悬浮液）加入基质

中，在 30 ℃下培养 5 天。 

2.5. 使用高压液相色谱法检测单宁酶 

通过 HPLC分析了奇异链霉菌 TBGS10从腰果苹果渣中生产没食子酸的效率。用于 HPLC分析的

样品是按照 El Sohafy等[18]的方法制备的。将发酵后的腰果苹果渣过滤以分离菌丝，煮沸 5 min，然后

用 5 mL 25%的盐酸在水浴中处理 25 min。混合物用正丁醇萃取，减压干燥，溶于甲醇[18]。用甲醇配

制没食子酸（Sigma）标准溶液，浓度为 1 mg/mL[19]。使用 HPLC（岛津，日本）和 UV/VIS 检测器

（Prominance SPD M20 A 二极管阵列检测器）对没食子酸进行定量。数据采集和仪器控制使用岛津

实验室解决方案 5.73 版。化合物在岛津 C-18 通用色谱柱（250 mm × 4.6 mm，5 μm）上分离。流动

相为 70:30 水和 1 mL/min（Spectrochem，印度，HPLC 级）。流速为 1 mL/min，进样量为 10 μL。泵

由 LC 6 AD 系统接口（CBM-20A）和高压可调体积动态混合器组成。分析在室温（25 ℃）下进行，

化合物的检测波长为 280 nm。分析样品在进样前分别用 0.22 μm过滤器（密理博）过滤。在与标准没

食子酸（Sigma-Aldrich）相同的保留时间内，测量样品的峰面积。 

3. 结果 

3.1. 粗单宁酶产生的筛选 

在 ISP2 培养基上，采用展板法从土壤样本中分离出 105 个放线菌。在对单宁酶进行筛选时，在

含有 1%单宁酸的淀粉酪蛋白琼脂平板上，分离菌 TBGS10 的菌落周围形成了一个清晰的区域，表明

由于水解单宁酸而产生了阳性单宁酶（图 1）。培养时间对细胞外单宁酶的产生起着至关重要的作

用。单宁酶产生的时间历程观察表明，菌株 TBGS10 在培养 48 h时单宁酶产生量最大（7.26 U/mL）

（图 2）。在细菌的对数生长阶段，酶的产量最大。 
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图 1. SCA 板显示菌落周围的水解区域。 

Figure 1. SCA plate showing the zone of hydrolysis around the colony. 

 
图 2. TBGS10 分离株在深层分批发酵下产生胞外单宁酶。 

Figure 2. Extracellular tannase production by the isolate TBGS10 under submerged batch fermentation. 

烧瓶在 28 ℃ ± 2 ℃下培养七天，并以 120 rpm 的转速不断搅拌，每隔 24 h 抽取 1 mL 样品，测定

单宁酶活性。 

3.2. 放线菌分离株的鉴定 

根据显微形态观察表明，该菌株为革兰氏阳性、含芽孢的放线菌。TBGS10 菌株的形态和生化特

征见表 2。在倒置相差显微镜（Nikon Optiphot）下使用倾斜盖玻片培养法观察孢子链形态，如图

3(A)所示。扫描电子显微镜下的孢子链呈螺旋状，一条链上有 20 多个孢子，孢子表面光滑（图

3(B)）。在大多数 ISP培养基中，气团颜色呈灰褐色至灰褐色（图 3(C)），反面菌落颜色呈灰黄色，

而在燕麦琼脂中，菌落呈深褐色。该分离菌在蛋白胨-酵母-铁琼脂中产生黑色素。该分离菌利用 D-

葡萄糖、L-阿拉伯糖、D-果糖、中肌醇、D-甘露糖醇和蔗糖等碳水化合物，但只在纤维素、L-鼠李

糖和 D-木糖中观察到微量生长。该分离物在蛋白胨-酵母-铁琼脂中产生黑色素。16s rDNA 测序结果

为 1417 bp 的核苷酸，已存入核酸数据库（登录号：OK445685.1）。BLAST 相似性检索显示，该菌

株与不同的奇异链霉菌株的同源性为 99.15%至 99.88%。图 4 是利用 MEGA6 软件的 Tamura-Nei 模型

和最大似然法构建的系统发育树。根据多相法，该分离物被鉴定为奇异变形链霉菌。 

 

 



⾷品营养化学 第 1卷 第 3期（2023） 5/11 

表 2. 分离株 TBGS10 的形态和生化特性。 
Table 2. The morphological and biochemical characters of isolate TBGS10. 

Morphological characters  

Colonies Grey rough colonies 

Aerial mass color Greyish-to-greyish brown 

Reverse colony color Greyish-yellow 

Melanin pigments Positive 

Spore chain Spirals with more than 20 spores 

Spore surface morphology Smooth 

Biochemical characters  

Gram staining Gram-positive 

Carbohydrate utilization  

D-glucose +++ 

L-arabinose +++ 

D-fructose ++ 

Meso-inositol +++ 

D-mannitol +++ 

Sucrose +++ 

Cellulose + 

L-rhamnose + 

D-xylose + 

 
图 3. 照片显示了奇异链霉菌 TBGS10 的微观和培养特征。(A)显示奇异链霉菌 TBGS10 孢子链形态的显微照片；(B)扫描电

子显微镜显示孢子表面形态；(C)在 ISP 培养基上生长（7 天）。 
Figure 3. The photographs show the microscopic and cultural characteristics of Streptomyces mirabilis TBGS10. (A) 
Microphotograph showing spore chain morphology of S. mirabilis TBGS10; (B) Scanning Electron Microscopy showing Spore 
surface morphology; and (C) Growth (7 days) on ISP medium. 

 
图 4. 基于 16S rRNA基因序列的系统发育树，显示分离物 TBGS10 的关系（构建于 2023 年 8 月 30日）。 

Figure 4. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences, showing relationships of isolate TBGS10 (constructed on 30 August 2023). 

 NR_112356.1:16-1433 S. olivochromogenes strain NBRC 13067

 NR_025664.1:1-1407 S. olivochromogenes strain DSM 40451

 NR_112483.1:18-1435 S. olivochromogenes strain NBRC 3178

 MN795642.1:49-1466 S. fagopyri strain QMT-28

 NR_180995.1:47-1464 S. fagopyri strain QMT-28

 NR_108867.1:18-1435 S. kaempferi strain I37

 NR_114494.1:49-1465 S. mirabilis strain ATCC 27447

 MT760571.1:1-1406 S. mirabilis strain JCM 4551

 OK445685.1 S. mirabilis strain TBGS10

 NR_041137.1:19-1436 S. mirabilis strain NBRC 13450

 NR_115357.1:1-1407 S. mirabilis strain CSSP107

 NR_041086.1:18-1435 S. griseoruber strain NBRC 12873

 NR_115370.1:2-1419 S. griseoruber strain CSSP408

 LC497890.1:12-1426 S. justiciae 3R004

 NR_170501.1:48-1465 S. cyaneochromogenes strain MK-45

 NR_164920.1:21-1437 S. lutosisoli strain NEAU-QTH3-11

 NR_151948.1:28-1444 S. rhizosphaerihabitans strain JR-35

 NR_043228.2:30-1447 S. alboniger strain DSM 40043

 NR_112253.1:4-1417 S. alboniger strain NBRC 12738

 AY845349.1:30-1447 S. alboniger

 NR_115382.1:4-1419 S. alboniger strain CSSP432

 NR_178491.1:47-1464 S. hundungensis strain MBRL 251

 NR_041165.1 S. megasporus strain NBRC 14749
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进化历史是 Tamura-Nei 模型的最大似然法推断的 [20]。图中显示的是具有最高对数似然

（−3049.3097）的树。分支旁显示了相关类群聚类的树的百分比。启发式搜索的初始树是通过将

Neighbor-Join 和 BioNJ 算法应用于使用最大复合似然法（Maximum Composite Likelihood，MCL）估

算的成对距离矩阵，并选择具有较高对数似然值的拓扑结构而自动获得的。该树是按比例绘制的，

分支长度以每个位点的取代数来衡量。分析涉及23个核苷酸序列。该树以巨孢子虫菌株NBRC 14749

（NR_041165.1）为根。所有含有空白和缺失数据的位置都被剔除。最终数据集中共有 1392 个位

置。进化分析在 MEGA6 中进行[17]。 

3.3. 单宁酶基因的扩增和鉴定 

引物 STANF1 5′-ATGAGACGACTTCTGACTGTCCT-3′和 STANR1 5′-TCAGTGCCGGGACGGG-

3′在 PCR 反应中的扩增效果较好，并进行了测序。对得到的核苷酸序列（1404 bp）进行了翻译（图

5），并进行了同源性检索。奇异链霉菌 TBGS10单宁酶与奇异变形链霉菌菌株 NBC_01472的单宁酶

/阿魏酰酯酶家族 α/β水解酶（核酸数据库：MCX4615223.1）和链霉菌 S1D4-20的单宁酶/阿魏酰酯酶

家族 α/β 水解酶（核酸数据库：QDN54811.1）具有高度相似性（99.78%）。在用最大似然法构建的

系统发育树中，这些单宁酶也与奇异链霉菌 TBGS10 聚类（图 6）。 

 
图 5. 奇异链霉菌 TBGS10 单宁酶的氨基酸翻译序列。 

Figure 5. Translated amino-acid sequences of Streptomyces mirabilis TBGS10 tannase. 

 
图 6. 显示与奇异链霉菌 TBGS10 相似的不同单宁酶氨基酸序列的最大似然树（构建于 2023 年 8 月 30 日）。 

Figure 6. Maximum likelihood tree showing phylogenetic amino acid sequences of different tannases similar to S. mirabilis TBGS10 
(constructed on 30 August 2023). 

采用基于泊松校正模型的最大似然法推断了进化历史 [16]。图中显示的是具有最高对数似然

（−2690.2172）的树。分支旁显示了相关类群聚类的树的百分比。启发式搜索的初始树是通过将

Neighbor-Join和 BioNJ算法应用于使用 JTT模型估算的成对距离矩阵，然后选择对数似然值较高的拓

扑结构自动获得的。该树是按比例绘制的，分支长度以每个位点的取代数来衡量。分析涉及 12 个氨

基酸序列。所有含有空白和缺失数据的位置都被剔除。最终数据集中共有 447 个位置。进化分析在

MEGA6 中进行[17]。 
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 KUM84658.1 tannase S. pseudovenezuelae

 KUM67630.1 tannase S. griseorubiginosus100

53

72

85

89

99

75

48

0.02



⾷品营养化学 第 1卷 第 3期（2023） 7/11 

3.4. 使用高压液相色谱法检测单宁酶 

高压液相色谱分析显示，在所述条件下分离效果良好，在标准没食子酸中观察到了清晰的峰

值。对发酵腰果苹果渣的乙醇提取物进行了分析，并与标准品进行了比较。结果发现，提取物中的

没食子酸含量为 142.624 µg/mL（保留时间为 2.506 min），而标准品的含量为 1000 µg/mL（保留时间

为 2.506 min）。GA的色谱图见图 7。结果证实了奇异链霉菌 TBGS10 培养物从干腰果苹果渣中生产

没食子酸的效率。 

 
图 7. 发酵腰果苹果渣的标准没食子酸和乙醇提取物的 HPLC 分析。 

Figure 7. HPLC analysis of standard gallic acid and ethanol extracts of fermented cashew apple bagasse. 

4. 讨论 
单宁酸是植物合成的多酚类次级代谢产物，在植物生长调节和抵御昆虫、微生物和螨虫攻击方

面发挥着重要作用[21]。相反，单宁酶会沉淀土壤中的酶，从而延迟土壤腐殖质的形成[22]。它还是一

种抗营养因子，会降低动物食物的消化率[23]。单宁酶是属于酯酶家族的一种酶，可催化水解单宁的

没食子酰酯键，并产生没食子酸这一重要副产品。没食子酸在食品中被广泛用于合成食品防腐剂，

在制药业中被广泛用于合成抗菌药物[24]。 

微生物是单宁酶最重要的来源，因为它们能持续产生稳定的酶。青霉 [25]和曲霉 [26]等真菌被证明

是单宁酶的潜在来源。在过去的几年里，大多数具有单宁酶活性的微生物筛选计划主要局限于真

菌。寻找新的、不同的单宁酶降解微生物的工作日益增多。放线菌是众所周知的酶生产源。最近，

从放线菌中获得高产有商业价值的单宁酶的可能性引起了研究人员的注意；然而，这方面的研究报

道很少。在本研究中，从慕那尔的娑罗森林中分离出的奇异链霉菌 TBGS10 是单宁酶的有效来源。

在指数生长阶段产生最多的酶是非常有利的。内生链霉菌 AL1L 的单宁酶产量在培养 48 h 时为 6.96 

U/mL[21]，与我们的结果几乎相似。而链霉菌属 SKA1 在培养第 5 天可产生 8.50 U/mL 单宁酶[9]，链霉

菌属 AT13 在使用统计实验设计的优化条件下，培养第 5 天可产生 18.12 U/mL 单宁酶[27]。单宁酶是

一种可诱导的酶；单宁酶的特性会因分离来源、物种和生产基质的不同而不同。翻译后修饰仅限于

细菌单宁酶，但真菌和酵母也会发生糖基化。微生物产生的单宁酶的特性因培养环境和糖基化模式

而异[28]。 

农工部门的废品可用作各种药用和工业用酶的生物合成介质[29]。选择合适的生物质来生产单宁

酶至关重要。在喀拉拉邦，腰果农用工业在当地经济中发挥着重要作用。大部分腰果苹果会在地里

变质，或者饮料行业会丢弃 40%（重量比）的腰果苹果渣作为最终产品[30]，这是一种廉价的固态发
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酵基质来源。选定的农业废弃物可添加或不添加各种矿物质源，用于酶的生产。在不添加矿物质的

实验中，酶的产量微乎其微。添加矿物质可增加固体培养基的含水量，这对控制酶的产生也至关重

要。离子和辅助因子对单宁酶活性的影响已有报道。Kar 等在 2003 年指出了二价金属离子可增强根

瘤菌单宁酶活性的情况[31]。 

没食子酸是单宁酶水解单宁酸产生的一种重要工业中间体[32]。以前曾有报道称，曲霉菌属可将

单宁酸水解为没食子酸[33]。其他细菌，如肺炎克雷伯氏菌和棒状杆菌属本研究采用选择性和间接方

法—HPLC—测定了固态发酵产生的单宁酸酶[34]。将单宁酸作为基质注入 HPLC[35]，发现其中含有

142.624 µg/mL 的 GA。从单宁酸中水解出的 GA必须等于与单宁酶活性相对应的 GA。 

奇异链霉菌 TBGS10 的单宁酶基因与其他链霉菌株的单宁酶/阿魏酰酯酶家族 αβ 水解酶有相似之

处。关于链霉菌单宁酶基因的基因组数据很少见报道，也没有人关注过。单宁酶基因的分子分析为

单宁酶的分子克隆和大规模生产开辟了道路。它有助于指导单宁酶的应用，并可作为基因修饰的基

础理论。 

5. 结论 
本研究表明奇异链霉菌TBGS10是单宁酶的有效来源。在最佳培养条件下，该菌株大量产生酶。

通过测量中间产物没食子酸来测定单宁酶是一种简单而有效的方法。利用现有技术纯化单宁酶是繁

琐且耗能的；因此，这种酶尚未得到充分开发。腰果苹果渣是通过固态发酵生产单宁酶的合适且廉

价的基质。 
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