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低温碱性脂肪酶产生菌的筛选及产酶培养基的优化 
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摘  要：以橄榄油为唯一碳源，从渤海湾盐碱地被油污染的土样中分离筛选出 1 株产低温碱性脂肪酶菌株 34-5，初步

酶学性质研究表明，该菌所产脂肪酶的最适温度为 25,℃，最适 pH 为 9.6．该菌的 16S rDNA 基因序列与伯克霍尔德氏

菌(Burkholderia)的同源性为 99%．摇瓶实验表明，该菌株最适产酶培养基为(g/L)：淀粉 10，黄豆饼粉 20，玉米浆 20，

K2HPO4 1，聚乙烯醇大豆油乳化液 20．其最高酶活为 6.87,U/mL． 
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Abstract：A bacterium which produces cold-adapted alkaline lipase was isolated from soil on a selective medium that con-

tained olive oil as the only source of carbon. The soil was collected from bay of Bohai. The optimal temperature and pH of 

the lipase were 25,℃ and pH 9.6， respectively. The sequence of 16S rDNA of strain 34-5 showed 99% homology to 

Burkholderia. The optimal medium for lipase production were determined as follows(g/L)：starch 10， bean flour 20，corn 

syrup 20， K2HPO4 1， emulsioned bean oil 20. The alkaline lipase activity reached maximal level of 6.87 U/mL. 
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脂肪酶(EC3.1.1.3，又称三酰基甘油酰基水解

酶)，是一种特殊的酯键水解酶，它能在油水界面催化

天然底物油脂(甘油三脂)水解，产生脂肪酸和甘油，

在水解过程中存在中间产物甘油单酯和甘油二酯，具

有高度的化学选择性和对应选择性．低温碱性脂肪酶

在 pH,8.0~10.5，温度 10~35,℃的范围内有高催化活

性，耐有机溶剂以及对热敏感等特点，因此在洗涤、食

品、制药、脂类加工、毛纺和低温环境修复等工业上有

着巨大的应用潜力．低温碱性脂肪酶最大的市场是洗

涤业，其主要功能是去除脏衣物、洗碟机上的油污以

及疏通堵塞的下水道[1]． 
自然界中许多微生物都产脂肪酶，目前发现细菌

中有 28 个属，放线菌有 4 个属，酵母菌有 10 个属，其

他真菌有 23 个属，共计达 65 个属的微生物能产脂肪

酶．尽管产脂肪酶的微生物很多，但用于商业化生产

的细菌很少，主要有：Burkholderia(伯克霍尔德氏

菌)、Achromobacter(无色杆菌属)、Bacillus(芽胞杆菌

属)、Chromobacterium(色杆菌属)、Alcaligenes(产碱

菌属)、Arthrobacter(节杆菌属)、Pseudomonas(假单

胞菌属)[2]．伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)所产脂

肪酶具有对长碳链甘油三酯(大于 C8)的水解性、转

脂性[3]、酯化性[4]、化学选择性、对应选择性、对溶剂的

耐受性、耐热性[5]等特点，该脂肪酶是过去 20 年工业

用酶研究的重点，许多源自 Burkholderia 的脂肪酶的
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酶学性质、催化结构[6-7]等得到了阐述，但是对该菌产

低温碱性脂肪酶的特性未见报道． 
本文从渤海湾盐碱地被油污染的土样中筛选产

低温碱性脂肪酶的菌株，并对其产酶条件进行研究． 

1 材料与方法 

1.1 土样来源 
渤海湾盐碱地天津惠鑫大豆油科技有限公司和

大港油田被油污染的土样． 
1.2 试剂与培养基 
1.2.1 试剂 
  聚乙烯醇橄榄油乳化液：取 20,g 聚乙烯醇加蒸

馏 水 约 1,000,mL ，水 浴 加 热 至 溶 ，冷 却 后 定 容 至

1,000,mL，配成 2％的聚乙烯醇溶液，双层纱布过滤

备用．将橄榄油与上述 2％的聚乙烯醇溶液以 1∶3
的比例混合．用高速组织捣碎机处理 6,min，分两次，

每次 3,min，间隔 5,min， 即成乳白色聚乙烯醇橄榄油

乳化液． 
  聚乙烯醇大豆油乳化液：将大豆油与上述 2％的

聚乙烯醇溶液以 1∶3 的比例混合．用高速组织捣碎

机处理 6,min，分两次，每次 3,min，间隔 5,min， 即成

乳白色聚乙烯醇大豆油乳化液． 
1.2.2 培养基 
  富集培养基(g/L)：酵母浸出粉 10， K2HPO4 1， 
MgSO4·7H2O 2，聚乙烯醇橄榄油乳化液 20， pH 9.5．  
  分离平板培养基(g/L)：K2HPO4 1， NaNO3 3， 
MgSO4·7H2O 0.5， FeSO4·7H2O 0.01，琼脂  20，pH 
9.5，经 121℃灭菌 20,min 后，降温至 50℃左右，加聚

乙烯醇橄榄油乳化液 20,g(该乳化液含 0.2%的维多

利亚蓝 B)． 
  复 筛 培 养 基 (g/L) ： 蛋 白 胨 40 ，蔗 糖 20 ， 
K2HPO4 1， MgSO4 ·7H2O 0.5， 大豆油 5，pH 9.5． 
  初筛测酶活平板(g/L)：甘氨酸-氢氧化钠缓冲液

(0.2,mol/L)900，琼脂 20，经 121,℃灭菌 20,min 后，

降温至 60,℃左右，加橄榄油乳化液 100,g(该乳化液

含 0.2%的维多利亚蓝 B)． 
  斜面培养基(g/L)：酵母浸出粉 5，蛋白胨 10，

NaCl 5，琼脂 20，pH 7.5． 
1.3 测酶活方法 

1.3.1 平板扩散法[8-9] 
平板扩散法又名维多利亚蓝透明圈法， 即在初

筛测酶活平板上打 4,mm 孔， 将酶液加入孔中培养

24,h，测其出圈大小以判断酶活力． 

1.3.2 分光光度法[10-11] 
溶液 A：90 mg p-棕榈酸硝基苯酯溶于 30,mL 异

丙醇中． 
  溶液B：450,mL,50,mmol/L 磷酸缓冲液(pH,8.0) ， 
并含有 1%的 Triton X-100．2.7,mL 基质溶液(由溶液

A 和溶液 B 按 1∶9 比例，缓慢混合，新鲜配制而成，

该 溶 液 至 少 可 稳 定 2,h)25,℃预 培 养 ，然 后 加 入

0.3,mL 稀释至一定程度的粗酶液，继续在 25,℃保温

15,min．然后-20,℃冷冻 15,min 终止反应． 
用分光光度计 400,nm 测定溶液中已释放对硝基

酚的数量(以不加酶的溶液作对照)．以 pH 8.0，25,℃
条 件 下 ，分 解 底 物 ( 对 棕 榈 酸 硝 基 苯 酯 ) 释 放

1,μmol/min 对硝基酚所需酶量定义为 1 个碱性脂肪

酶活力单位(U)，以 U/mL 表示. 
1.4 实验方法 
1.4.1 产脂肪酶菌株的分离 
  富集培养：取 1,g 土样直接加入 50,mL 富集培养

基中，26,℃，180,r/min 振荡培养，3,d 后取 5,mL 培养

液加入 50,mL 新鲜培养基中继续培养 3,d，如此重复

3 次后，进行平板分离． 
  平板分离：将富集培养液用无菌水梯度稀释至

10-3，用移液管取 10-3 的稀释液 0.1,mL 于分离平板

中，用涂布器连涂三块板，并标记．将涂布好的平板，

在 25,℃培养箱倒置培养 3,d 挑选出较大蓝色圈的单

菌落，进行编号，接种于斜面培养基，并对应点接到平

板上． 
  初筛：从分离后的斜面上分别接菌于初筛发酵培

养基，在 26,℃，180,r/min 的摇床中培养 36,h． 将发

酵液 4,℃、10,000,r/min 冷冻离心 10,min，取上清

液．用平板扩散法测酶活． 
  复筛：将菌接于装有 50,mL LB 培养基的 250,mL
摇瓶中，于 26,℃，180,r/min 下培养 12,h；在无菌条件

下，用移液管取 1,mL 菌液于装有 50,mL 复筛培养基

的 250,mL 摇瓶中，于 26,℃，180,r/min 下发酵培养

36,h， 将发酵液 4,℃、10,000,r/min 冷冻离心 10,min，

取上清液．用分光光度法测酶活． 
1.4.2 菌株的 16,S rDNA 序列测定 
  煮沸粗提 DNA 法提取 DNA，按照文献[12]进行

16S rDNA 序列 PCR 扩增， 上游引物为 5'-AGAGTT 
TGATCCTGGCTCAGG-3'；下游引物为 5'-AAGGAG 
GTGATCCAGCCGCA-3'．PCR 扩增产物交由宝生物

技术公司进行测序，序列通过 GenBank 中的 BLAST
检索进行同源性分析． 
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2 结果与讨论 

2.1 菌株筛选 
从被油污染的土样中分离出 430 株产脂肪酶的

菌株，进一步用平板扩散法检测有 52 株菌产碱性脂

肪酶，其中 8 株菌产低温碱性脂肪酶．复筛用分光光

度法测酶活，结果表明菌株 34-5 发酵液酶活性较高，

平板检测结果如图 1 所示(图 1 a、b、c 平板中第二排

的四个孔均为 34-5 菌所产脂肪酶，其他三排为其他

菌株；a、b、c 表示脂肪酶在不同 pH 和温度下的出圈

情况)．比较图 1 中 a、b 可知，该脂肪酶在 pH 9.6 时

的活性高于 8.0 时的活性．比较图 1 中 b、c 可知，菌

株 34-5 所产脂肪酶在 25,℃时的活性高于 35,℃时的

活性．通过平板扩散测酶活方法定性的研究结果表

明，34-5 菌株所产脂肪酶的最适温度为 25,℃，最适

pH 为 9.6，该脂肪酶是低温碱性脂肪酶． 
平板扩散测酶活方法是一种简便、灵敏、快速的

直观方法，可用于产碱性脂肪酶菌株的筛选，极大减

少初筛阶段测酶活的工作量． 

 
(a) pH8.0,25,℃         (b) pH9.6,25,℃      (c) pH9.6,35,℃ 

图 1 菌株 34-5初酶液在维多利亚兰 B琼脂平板上所形成的 
变色圈大小 

Fig.1 Size of rings formed on Victoria Blue agar plate  
with strain 34-5 enzyme solution 

2.2 菌株 34-5 的 16S,rDNA 测序结果 
所得 16S rDNA 基因序列长度大约为 1,500,bp， 

将菌株 34-5 的 16S rDNA 基因序列在 GenBank 核酸

数据库中进行比对，结果与伯克霍尔德氏菌(Burkho-
lderia)的同源性为 99%．该菌所产脂肪酶经初步研究

为低温碱性脂肪酶，与文献报道不一致．目前报道的

伯克霍尔德氏菌(Burkholderia)所产脂肪酶大多是高

温酶，对该菌产低温碱性脂肪酶未见报道．Pooja Ra-
thi[13]报道的 Burkholderia cepacia 所产脂肪酶的最适

温度为 50,℃， Jiangke Yan[14]报道的 Burkholderia 
cepacia strain G63 所 产 脂 肪 酶 的 最 适 温 度 为

40~70,℃，70,℃保持 1,h 时该酶能保持 98.3%的酶活，

Doo-Sang[1]报道的 Burkholderia sp.HY-10 所产脂肪

酶最适温度为 60,℃，pH 为 8.5，Chien-hung Liu[15]报

道的 Burkholderia sp.C20 所产脂肪酶的最适温度为

55,℃，pH 为 9.0． 
2.3 菌株 34-5 产酶条件的优化 

2.3.1 碳源对产酶的影响 
以复筛培养基为基础，改变不同的碳源及其含

量， 2%的接种量，26,℃，180,r/min 下发酵培养 36,h， 
将发酵液 4,℃， 10,000,r/min 冷冻离心 10,min，取上

清液．用分光光度法测酶活．结果如表 1 所示． 

表 1 碳源对菌株 34-5产酶的影响 
Tab.1 Effect of different additive carbon on lipase 

production by strain 34-5 

碳源 
酶活/ 

(U·mL－1
) 

碳源 
酶活/ 

(U·mL－1
)

蔗糖 1.0%(对照) 1.26 淀粉 0.5% 3.76 

蔗糖 0.5% 2.41 淀粉 1.0% 4.46 

蔗糖 1.5% 0.80 淀粉 1.5% 3.12 

葡萄糖 0.5% 0.78 糊精 0.5% 2.54 

葡萄糖 1.0% 1.09 糊精 1.0% 2.23 

葡萄糖 1.5% 0.24 糊精 1.5% 1.28 

结果表明，碳源为淀粉 1.0%时酶活最高，其酶活

为 4.46,U/mL． 
2.3.2 氮源对产酶的影响 
(1)单一氮源对产酶的影响 

氮源是微生物生长必不可少的一部分，选择合适

的氮源可以补充微生物生长过程中对氮元素的需求，

能够提供迅速而且容易利用含氮成分供微生物生长

利用．以上述优化培养基为基础，改变不同的氮源，采

用上述方法发酵测酶活．结果如表 2 所示． 

表 2 单一氮源对菌株 34-5产酶的影响 
Tab.2 Effect of different additive nitrogen on lipase  

production by strain 34-5 

氮源 
酶活/ 

(U·mL－1
) 

氮源 
酶活/ 

(U·mL－1
)

蛋白胨(对照) 4.53 酵母粉 3.28 

棉籽粉 2.72 牛肉膏 2.56 

尿素 3.12 豆饼粉 5.03 

NaNO3 1.89 玉米浆 4.29 

NH4NO3 1.63 KNO3 1.52 

NH4H2PO4 3.26 (NH4)2SO4 2.41 

结果表明，此菌株利用不同的氮源产低温碱性脂

肪酶差异较大．有机氮源以豆饼粉最佳，无机氮源以

NH4H2PO4 最佳． 
(2)复合氮源对产酶的影响 

考虑到不同的有机氮源和无机氮源对菌株产脂

肪酶的影响，将豆饼粉、蛋白胨、玉米浆、NH4H2PO4
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以不同的配比作为产酶培养基的混合氮源，采用上述

方法发酵测酶活．结果如表 3 所示． 

表 3 复合氮源对产酶的影响 
Tab.3 Effect of different additive nitrogen on lipase  

production by strain 34-5 

氮源 
酶活/ 

(U·mL－1
) 

氮源 
酶活/ 

(U·mL－1
)

4%豆饼粉 
(对照) 

5.11 4%蛋白胨 4.41 

2%豆饼+ 
2%玉米浆 

5.52 
2%蛋白胨+ 
2%玉米浆 

3.98 

3%豆饼+ 
1%玉米浆 

5.28 
3%蛋白胨+ 
1%玉米浆 

4.24 

2%豆饼粉+ 
2%NH4H2PO4 

3.08 
2%蛋白胨+ 

2%NH4H2PO4 
2.50 

结果表明，复合氮源为 2%豆饼粉+2%玉米浆时

产酶最高，产量为 5.52 U/mL．玉米浆是能迅速利用

的氮源，黄豆饼粉是能缓慢利用的氮源，发酵初期，玉

米浆是菌体发育、生长和繁殖所用的主要氮源，而缓

慢利用的氮源黄豆饼粉要在容易利用的氮源消耗差

不多时才被利用， 发酵中后期，菌体正常代谢和合成

产物所需的氮主要来自缓慢利用的氮源．缓慢利用的

氮源对延长次级代谢产物的分泌期、提高产物的产量

是有好处的．黄豆饼粉和玉米浆由于价格低廉、来源

广泛而成为理想的发酵原料． 
2.3.3 诱导剂对产酶的影响 

脂肪酶为诱导酶，需有脂肪作为诱导剂产酶． 
(1)油脂的种类对产酶的影响 

采用上述优化培养基，改变不同的油脂作为诱导

剂，采用上述方法发酵测酶活．结果如表 4 所示． 

表 4 油脂的种类对菌株 34-5产酶的影响 
Tab.4 Effect of different additive oils on lipase production 

by strain 34-5 

油脂的种类 
酶活/ 

(U·mL－1
) 

油脂的种类 
酶活/ 

(U·mL－1
) 

大豆油(对照) 5.50 三丁酸甘油酯 2.28 
橄榄油 4.12 棕榈油 3.05 
椰子油 4.41 花生油 1.84 
芥末油 3.89 葵花油 4.38 

结果表明，诱导剂为大豆油时酶活最高，酶活为

5.50,U/mL．以植物油作为诱导剂，菌株能高产脂肪

酶．据 Pooja Rathi[13]的报道，Burkholderia cepacia 的

最佳诱导剂为棕榈酸油，其次为椰子油、芥茉油和橄

榄油．此实验结果与文献报道有差异，可能是该实验

菌株筛选自被大豆油长期污染的土样，它更适合于分

解和利用大豆油．  

(2)大豆油的添加量对产酶的影响 
以大豆油为诱导剂，以不同的添加量加入上述优

化培养基中，采用上述方法发酵测酶活，结果如图 2 
所示． 

 

图 2 大豆油的添加量对菌株 34-5 产酶的影响 

Fig.2 Effect of different volumes of soybeanoil on lipase  

production by strain 34-5 

结果表明，大豆油的添加量为 1%时产酶最高，酶

活为 6.12,U/mL．随着油量的增加，产酶量降低．此结

果与 Gupta R[2]的报道相符，起始的油浓度影响脂肪

酶的产量，随着油的浓度增加，脂肪酶产量上升，但过

量的脂肪抑制脂肪酶的产生． 
2.3.4 聚乙烯醇大豆油乳化液对产酶的影响 

聚乙烯醇大豆油乳化液是含有表面活性剂的大

豆油，由于表面活性剂的存在，乳化液中的油珠呈更

小的微粒状态，小微粒更容易进入细胞膜诱导脂肪酶

的产生．本实验以 1%大豆油为诱导剂时作对照，以聚

乙烯醇大豆油乳化液作为诱导剂，分别以 2%、3%、

4%、5%的添加量加入上述优化培养基中， 采用上述

方法发酵测酶活．结果如图 3 所示． 

 

图 3 乳化液对菌株 34-5产酶的影响 
Fig.3 Effect of emulsion on lipase production by strain 34-5 

结果表明，以 3%乳化液为诱导剂时产酶最高，

2%乳化液为诱导剂时产酶次之．因为聚乙烯醇大豆

油乳化液含有表面活性剂，有利于油脂的分散，细胞

对其利用率高，因而减少了大豆油的用量．加 2%乳化
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液与加 3% PVA 乳化液时产酶相差不多，考虑到成

本，以 2%乳化液为诱导剂进行后续实验．目前报道的

产脂肪酶诱导剂大都是油脂类，关于乳化液作诱导剂

还未见报道． 
2.3.5 pH 对产酶的影响 

用 HCl 或 NaOH 在 3.0~14.0 范围内改变上述优

化培养基的 pH， 用上述方法发酵测酶活．结果如图

4 所示． 

 
图 4 pH对菌株 34-5产酶的影响 

Fig.4 Effect of different pH on lipase production by 
strain 34-5 

结果表明，pH 为 9.0 时产酶最高为 6.87 U/mL． 
一般来说，大多数脂肪酶在中性或者碱性条件下产

生，同时在中性或碱性条件下有最佳活力．经过初步

酶学性质研究该脂肪酶的最适 pH 为 9.6． 

3 结 论 

从渤海湾盐碱地取被油污染的土样，以橄榄油为

唯一碳源，维多利亚兰 B 为指示剂，筛选出产低温碱

性脂肪酶的菌株． 
对筛选出的菌株 34-5 进行初步酶学性质研究表

明， 该菌所产脂肪酶的最适温度为 25,℃，最适 pH
为 9.6．该菌的 16S rDNA 基因序列与伯克霍尔德氏

菌(Burkholderia)的同源性为 99%．摇瓶实验表明，该

菌株最适产酶培养基为(g/L)：淀粉 10，黄豆饼粉 
20，玉米浆 20，K2HPO4 1，聚乙烯醇大豆油乳化液

20，发酵最高酶活达 6.87,U/mL． 
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