
第 38 卷 第 1 期 江西师范大学学报( 自然科学版) Vol． 38 No． 1
2014 年 1 月 Journal of Jiangxi Normal University( Natural Science) Jan． 2014

收稿日期: 2013-09-20
基金项目:江西省青年科学基金( 20122BAB214011) 资助项目．
作者简介:黎小军( 1979-) ，男，江西南康人，讲师，主要从事应用微生物与基因工程技术方面的研究．

文章编号: 1000-5862( 2014) 01-0014-05

产脂肪酶菌株的筛选、鉴定与产酶条件优化
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摘要: 以橄榄油为唯一碳源，采用平板变色圈法，从土壤中筛选到 1 株脂肪酶高产菌 XYU-6，经生理生化

试验鉴定及 16S rDNA 序列分析，XYU-6 被鉴定为洋葱假单胞菌( Burkholderia cepacia) ．设计单因素试验，

对其产酶条件进行优化，优化后的培养条件为: 葡萄糖 1. 00%，蛋白胨 2. 00%，豆油 1． 00%，KH2 PO4

0. 35%，K2HPO4 0． 15%，MgSO4 0． 05%，初始 pH值为 7． 0，培养温度 30 ℃，培养 48 h，酶活可达 24． 1 U·

mL －1，是优化前的 1． 65 倍．
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0 引言

脂肪酶全称为三酰基甘油酰基水解酶，是一种

重要工业酶类，除了能水解甘油与脂肪酸形成的酯

键外，还能催化一系列的反应，如酯水解、酯合成、酯
交换、氨解等，在食品、洗涤、制革、饲料、油脂加工、
有机合成、生物能源、对映体拆分和工具酶等领域应
用十分广泛［1-4］．脂肪酶催化反应具有选择性高、产
物光学纯度高、副反应少、反应条件温和、绿色环保
等特点［4-5］，这使得脂肪酶在手性化合物的合成特

别是手性药物的制备中具有独特的优势，并已成为

制备光学纯手性药物的重要技术手段． 脂肪酶广泛
存在于自然界中的各种生物体内［6］，其中来源于微

生物的脂肪酶种类最多，且与动植物来源的脂肪酶

相比，具有更广的温度和 pH 值适应范围，是目前工
业用脂肪酶最重要来源［1，6-7］，其中假单胞菌脂肪酶

因其对手性醇及其酯具有较高的立体选择性和天然

耐受有机溶剂等性能被广泛用于有机合成［8-9］．
本文以橄榄油为唯一碳源，采用平板变色圈法，

从土壤中筛选到 1 株脂肪酶高产菌 XYU-6，经鉴定
为洋葱假单胞菌，并通过单因素实验对该菌株的产

酶条件进行了优化，获得其最佳产酶发酵条件，为后

续产脂肪酶菌株的应用奠定基础．

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 试剂和药品 橄榄油为国药集团化学试剂
有限公司产品，对硝基苯酯( C2，C4，C6，C8，C10，
C12，C16 ) 购于上海百灵威公司; 基因组提取试剂
盒、PCＲ 扩增试剂盒和 PCＲ 产物纯化试剂盒均为
Axygen公司产品; 其它均为市售分析纯试剂．
1． 1． 2 培养基 ( i) 富集培养基 / ( g·L －1 ) : 橄榄油

10 mL，( NH4 ) 2SO4 5． 0 g，NaCl 0． 5 g，MgSO4·7H2O
0． 5 g，K2HPO4 3． 5 g，KH2PO41． 5 g，调 pH 值为 7． 0．

( ii) 平板筛选培养基 / ( g·L －1 ) : 橄榄油20 mL，
蛋白胨 10 g，牛肉膏 5 g，葡萄糖 3 g，PVA 10 g，NaCl
5 g，吐温-80 5 mL，琼脂 15 g，溴百里香酚蓝质量分
数为0． 01%，调 pH 值为 7． 0．
( iii) 种子培养基: LB培养基．
( iv) 发酵培养基 / ( g·L －1 ) : 葡萄糖 10． 0 g，酵

母膏 20． 0 g，K2HPO4 3． 5 g，KH2PO41． 5 g，MgSO4·
7H2O 0． 5 g，橄榄油质量分数为 1%，pH 值为 7． 0．

1． 2 方法

1． 2． 1 土壤采集 采自新余市各地富含油脂的土
壤 64 份．



1． 2． 2 产脂肪酶微生物的筛选 富集培养: 取 1 g
土样溶解于 25 mL 无菌水中，于 150 r·min －1条件

下振荡 30 min; 取 2 mL上清液加到 50 mL富集培养
基中，于 30 ℃、180 r·min －1条件下振荡培养 48 h;
取 2 mL转入 50 mL新鲜富集培养基中进行第 2 次
富集，在同样条件下富集 48 h，然后进行第 3 次
富集．
脂肪酶产生菌的分离: 将富集培养的菌液适当

稀释后涂布于平板筛选培养基上，30 ℃静置培养
48 h．然后测定平板上菌落的直径和菌落周围黄色
变色圈的直径，根据两者比值的大小进行菌株活力

初筛，选择比值大的菌株进行发酵培养，并用碱式滴

定法测定其脂肪酶活力．
复筛: 选择初筛得到的脂肪酶活力相对较高的

菌株，接种于发酵培养基中，于 30 ℃、150 r·min －1

摇床上振荡培养 48 h，8 000 r·min －1离心 10 min，
取上清液和细胞分别测定其脂肪酶酶活力，选择酶

活最高的菌株进行生理生化和分子鉴定及后续的产

酶条件优化．
1． 2． 3 菌株的鉴定 菌株的形态观察和革兰氏染
色参照文献［10］进行，生理生化试验参照文献［11］
进行．
菌株的分子鉴定采用 16S rDNA 序列分析，菌

株 XYU-6 基因组的提取、16S rDNA 序列的 PCＲ 扩
增以及核苷酸测定参照文献［12］进行． 选择 16S-8
( 序列为 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') 和 16S-
1510( 序列为 5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3') 作为
PCＲ的上下游引物，以基因组 DNA 为模板，PCＲ 扩
增 16S rDNA序列，PCＲ 产物经 PCＲ 纯化试剂盒纯
化后送上海生工生物工程有限公司测序．
1． 2． 4 底物特异性研究 以不同碳链长度的对硝
基苯酚酯( C2，C4，C6，C8，C12，C16) 为底物，对所筛
选到的菌株 XYU-6 进行了底物谱分析． 反应体系
为: 对硝基苯酚酯( 终浓度为 0． 1 mmol·L －1 ) 与乙

醇的混合溶液 100 μL，pH 值为 8． 0，50 mmol·L －1

的 Tris-HCl缓冲液 800 μL，稀释一定倍数的菌悬液
100 μL，于 30 ℃条件下反应 5 min，在 405 nm 下测
定反应液的吸光值变化［13］．对照反应中 Tris-HCl 缓
冲液代替菌悬液．
1． 2． 5 发酵条件优化 设计单因素试验，对发酵培
养基中 C 源、N 源、诱导剂种类、培养基初始 pH 值
和培养温度等因素进行优化．
1． 2． 6 酶活的测定 发酵液中脂肪酶酶活的测定

参考碱式滴定法，以聚乙烯醇( PVA) 橄榄油乳化液
( 橄榄油与 PVA体积比为 1∶ 3) 为底物，参照国家标
准 GB /T 23535—2009 进行． 酶活力单位的定义
为: 30 ℃、pH 值为 8． 0 条件下，以每分钟产生
1 μmoL脂肪酸所需的酶量为 1 个活力单位( U) ．

2 结果与分析

2． 1 菌株的筛选

通过富集培养、初筛、复筛，以溴百里香酚蓝为
指示剂，从土壤筛选出了 6 株酯水解酶活力较高
( ＞ 5 U·mL －1 ) 的菌株，结果见表 1，其中的菌株
XYU-6 活力最高，达到 14． 6 U·mL －1 ．

表 1 产脂肪酶微生物筛选结果

菌株编号 酶活 / ( U·mL －1 ) 微生物分类

XYU-2 7． 9 细菌

XYU-6 14． 6 细菌

XYU-13 8． 6 霉菌

XYU-17 10． 2 细菌

XYU-25 5． 3 霉菌

XYU-39 8． 4 细菌

2． 2 菌株 XYU-6 的鉴定

2． 2． 1 菌落形态与生理生化特征 对活力最高的
菌株 XYU-6 进行了形态与生理生化鉴定．菌株呈短
杆状，大小为 0． 8 ～ 1． 0 μm × 1． 5 ～ 3． 0 μm; 菌落呈
白色，略带黄色，不透明，圆形，菌落表面湿润光滑，

边缘整齐．菌株 XYU-6 的生理生化特征如表 2．根据
形态和生理生化特征，可初步确定菌株 XYU-6 属于
伯克霍尔德氏菌属( Burkholderia) ．
表 2 菌株 XYU-6 的生理生化特征检测结果

试验名称 结果 试验名称 结果

革兰氏染色 － 过氧化氢酶 +
反硝化 － 氧化酶 +
淀粉水解 + 明胶水解 －
精氨酸双水解酶 － 脲酶 +
葡萄糖 + 阿拉伯糖苷酶 +
甘露糖 + 麦芽糖 －

N-乙酰氨基葡萄糖 + 葡萄糖酸钾 +
甘露醇 + 蔗糖 +

注:“+”为阳性，“－”为阴性．

2． 2． 2 基于 16S rDNA序列的系统发育分析 从菌
株 XYU-6 基因组 DNA 中扩增获得一段大小为
1 496 bp的 16S rDNA序列，并提交到 GenBank，登录
号为 KF408387． 经 Blast 分析，与 GenBank 中 Burk-
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holderia cepacia16S rDNA的相似率最高，达 99% ．将
菌株的 16S rDNA序列 Clustal W 软件进行比对，然
后利用 MEGA 5 软件中的 Kimura 2-Parameter 模型
计算遗传距离，再用 Neighour-Joining 法构建系统发

育树［14-15］，结果见图 1． 结合菌株形态学特性，可基
本确定 XYU-6 菌株为洋葱假单胞菌( Burkholderia
cepacia) ，命名为 Burkholderia cepacia XYU-6．

图 1 基于 16S rDNA序列的系统发育树

2． 3 产酶类型的确定

由于水解酯键的可能是脂肪酶也可能是酯酶，

而酯酶和脂肪酶最大的区别在于偏好底物的链长不

同，脂肪酶比较偏向于水解碳链较长的酯类( ＞ 10

个碳原子) ，而酯酶偏向于水解碳链较短的酯类

( ＜ 10 个碳原子) ［16］．为了确定 XYU-6 产的酯键水
解酶为脂肪酶还是酯酶，对不同碳链长度的对硝基

苯酚酯( C2，C4，C6，C8，C12，C16 ) 进行了底物谱实
验．结果表明，该酶对 C16 的酶活达到最高，且随着
底物碳链长度的延长其活性越高( 见图 2 ) ，据此可
初步判断此酶为脂肪酶．

图 2 XYU-6 对不同碳链长度对硝基苯酯的相对活力

2． 4 产酶条件优化
2． 4． 1 培养基碳源的优化 以 1%的葡萄糖、蔗
糖、麦芽糖、甘露醇、可溶性淀粉和糊精作为碳源进
行最适碳源的筛选，结果如图 3 所示． 由图 3 可知，
以葡萄糖为碳源酶活最高，而以麦芽糖为碳源酶活

最低，这与文献报道的洋葱假单胞菌不利用麦芽糖

的特性相符．

图 3 不同碳源对菌株 XYU-6 产酶的影响

2． 4． 2 培养基氮源的优化 在获得最佳碳源的基础
上( 1%的葡萄糖) ，分别以 2%的氯化铵、硫酸铵、硝
酸钠、尿素、蛋白胨、酵母膏和玉米浆为氮源进行最适
氮源的筛选( 见图 4) ．结果表明该菌以蛋白胨为氮源
时酶活最高，以硝酸钠为氮源时酶活最低; 该菌比较

容易利用有机氮源，且氨态氮易于被该菌株利用．
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图 4 不同氮源对菌株产酶的影响

2． 4． 3 诱导剂的选择 添加 1%的不同油脂( 橄榄
油、茶油、菜籽油、豆油和桐油) 作诱导剂，考察不同
诱导剂对产酶的影响，结果见图 5． 由图 5 可知，添
加油脂作为诱导剂能有效提高产酶水平，说明该脂

肪酶为诱导酶，且使用豆油做诱导物与用橄榄油效

果相当．考虑到成本，使用价格较便宜的豆油作为诱
导剂比较合适．

图 5 不同诱导剂对菌株产酶的影响

2． 4． 4 培养基初始 pH 值的优化 在优化的培养
基基础上，调节发酵培养基的初始 pH 值，考察了不
同 pH值对菌株产酶的影响，结果见图 6． 该菌株在

图 6 培养基初始 pH值对菌株产酶的影响

pH值为 6． 5 ～ 7． 5 时产酶状况较为良好，pH 值 7. 0
为培养基最优初始 pH值．
2． 4． 5 培养温度的优化 考察了培养温度对菌株
产酶的影响，结果见图 7．该菌株的最适产酶温度为
30 ℃，且该菌株在 28 ～ 37 ℃时脂肪酶活力都比较
高; 低于 30 ℃时，随着温度的升高酶活越高，高于
30 ℃时，酶活开始下降．

图 7 不同培养温度对产酶的影响

3 结论

从新余等地采集含油污土样 64 份，通过富集培
养、初筛、复筛，以溴百里香酚蓝作为指示剂，筛选出
了酶活力大于 5． 0 U·mL －1的菌株 6 株，其中 XYU-
6 酶活最高，达到 14． 6 U·mL －1 ． 结合菌株形态学
特性、生理生化特征和 16S rDNA 序列分析，菌株
XYU-6 确定为洋葱假单胞菌( Burkholderia cepacia) ．
对 Burkholderia cepacia XYU-6 产脂肪酶条件进行了
优化，优化培养条件为: 葡萄糖 1. 00%，蛋白胨
2. 00%，豆油 1. 00%，K2HPO4 0． 35%，K2HPO4

0. 15%，MgSO4 0. 05%，初始 pH值为 7. 0，培养温度
30 ℃，培养 48 h，酶活可达 24． 1 U·mL －1，是优化

前的 1. 65 倍．
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The Screening and Identification of a Lipase-Producing
Strain and Its Culture Condition Optimization

LI Xiao-jun，XIE Lian-ping，LIU Jian-hong，ZHU Ting-ting，LIU Ｒong
( School of Medicine and Life Sciences，Xinyu University，Xinyu Jiangxi 338004，China)

Abstract: A lipase producing strain XYU-6 was isolated from the soil by the method of flat discolor circle with olive
oil as sole carbon source． XYU-6 was identified as Burkholderia cepacia by 16S rDNA sequencing and its biochemi-
cal and physiological characteristics． The optimal conditions，glucose 1． 00%，peptone 2． 00%，soya-bean oil
1． 00%，KH2PO4 0． 35%，K2HPO4 0． 15% and MgSO4 0． 05% were obtained through one-factor experimental de-
sign． Furthermore，the highest lipase activity 24． 1 U·mL －1was achieved under the optimum conditions with initial
pH 7． 0，culture temperature 30 ℃ and culture time 48 h． These results indicated that the lipase activity was im-
proved 1． 65 fold compared to the original conditions．
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