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一株脂肪酶产生菌的筛选鉴定
及其酶学性质研究①
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摘要:分离筛选脂肪酶高产菌株,为生物降解富含油脂的工业及生活污水提供菌种资源.从校园食堂附近土壤中分

离微生物,结合中性红油脂平板筛选法与三丁酸甘油酯平板透明圈法筛选脂肪酶高产菌株.根据菌株形态特征、生

理生化特性以及分子生物学特征鉴定高产菌株,进而利用酸碱滴定法定量测定脂肪酶酶活,探究该菌株产生脂肪

酶的最适酶促反应温度、pH值等酶学性质.研究结果表明,筛选获得的脂肪酶产生菌SLB-1为革兰氏阳性芽孢杆

菌;硝酸盐还原呈阳性,能够水解淀粉和液化明胶;基于16SrDNA的系统发育分析结果表明SLB-1菌株与登录号

为NR116240甲基营养型芽孢杆菌(Bacillusmethylotrophicus)处于同一最小分支,故将SLB-1菌株鉴定为甲基营

养型芽孢杆菌,命名为B.methylotrophicusSLB-1,该菌株产脂肪酶的最适培养时间是24h,酶促反应的最适温度

为30℃,最适pH值为7.0.本研究分离鉴定了脂肪酶产生菌BacillusmethylotrophicusSLB-1,且由该菌所产生的

脂肪酶为中性常温酶.
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近年来,随着食品加工业与餐饮业的迅速发展,富含油脂的生活污水已成为水体的重要污染源.据
不完全统计,每年餐饮业排放的未经处理的废水达上亿吨,且有不断上升的趋势[1].污染水体成分复杂,

主要以胶体形式存在,化学需氧量(COD)与生化耗氧量(BOD)相对较高,富含油脂、纤维素等有机

物[2-3].不经处理直接排放的废水,不仅会引起水体富营养化,破坏水体自净能力,给环境治理带来恶

劣影响[4-6],而且废水中的有害微生物也会成为疾病的传播源,严重威胁人们的身心健康[1].近年来,

国内外主要采用物理、化学、物化和生物技术等方法对含油污水进行处理[2],其中,采用微生物降解含

油废弃物的研究逐渐增多[7-8].微生物能够利用油脂作为生长所需营养,并在脂肪酶等多种酶系的催化

作用下,将其水解为甘油、脂肪酸等代谢产物[9].在此过程中,脂肪酶作为一种高效解脂酶,具有重要的

研究与开发应用价值.
脂肪酶(LipaseEC.3.1.1.3),即酰基甘油水解酶(Acylglycerolhydrolases)广泛存在于动植物及微生
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物[10],是一类具有多种催化能力(解脂、酯交换和酯合成等)的酶[11-12].由于微生物产生的脂肪酶种类繁

多、来源广泛(据不完全统计,自然界中已有65个属的微生物能够产生脂肪酶[13-14]),且具有高效的底物

专一性、便于工业大规模生产和较高纯度酶制剂的获取等优势[15-16],因此工业上普遍采用培养微生物生产

脂肪酶.尽管脂肪酶产生菌屡有报道,如荧光假单胞菌、不动杆菌、黑曲霉、扩展青霉、假丝酵母和涅斯捷

连科氏菌[17-18],且目前市场上已经存在利用微生物生产的酶制剂商品[19],但总体来说,脂肪酶高产菌株

的数量还是十分有限的[7],且适用于工业大规模生产的菌株甚少.因此,从环境中筛选出具有高活力、耐受

性强和酶学性质稳定的脂肪酶生产菌株,对实际生产中应用脂肪酶降解油脂的意义重大.
本研究从校园土壤中分离微生物,并通过中性红油脂平板筛选法与三丁酸甘油酯平板透明圈法筛选脂

肪酶高产菌株.同时以脂肪乳化液为原料,利用酸碱滴定法对高产菌株的酶学性质进行初探,为后续进一

步提高脂肪酶产量并进行工业化生产提供研究基础.

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 土壤采集

用于分离筛选脂肪酶产生菌的土壤采自西南大学楠园学生二食堂附近.

1.1.2 培养基

初筛培养基(中性红油脂培养基)[20]:牛肉膏3.0g,蛋白胨10.0g,NaCl5.0g,琼脂20.0g,猪油

20.0g,中性红16.0g,蒸馏水1000mL,pH值为7.0,121℃灭菌20min;复筛培养基[11]:100g/L
的三丁酸甘油酯(用体积比为3%的聚乙二醇溶液配制)100mL,Tris-HCl缓冲液(pH=8.0)900mL,琼

脂20.0g,121℃灭菌20min;产酶基础培养基:蛋白胨10.0g,蔗糖5.0g,脂肪乳化液10.0g,硫酸

铵1.0g,硫酸镁0.5g,磷酸氢二钾2.0g,蒸馏水1000mL,121℃灭菌20min;种子培养基:马铃薯

200.0g,葡萄糖20.0g,蒸馏水1000mL,pH值自然,121℃灭菌20min;菌株活化培养基:马铃薯

200.0g,葡萄糖20.0g,琼脂15.0g,蒸馏水1000mL,pH值自然,121℃灭菌20min.

1.1.3 主要试剂与仪器

基因组 DNA 提取试剂盒 PrepManUltraSamplePreparationReagent购自美国 ABI公司;DNA

marker2000、rTaq酶、dNTP、PCR引物、10×PCRBuffer和 Mg2+均购自生工生物工程(上海)股份有限

公司;细菌生理生化检测鉴定管购自广东环凯微生物科技有限公司;PCR仪购自美国ABI公司;恒温摇

床、电泳仪购自北京六一仪器厂;普通显微镜购自奥林巴斯公司;三丁酸甘油酯、聚乙二醇2000、

(NH4)2SO4、MgSO4、K2HPO4 和NaCl等均为国产分析纯.

1.2 方 法

1.2.1 脂肪酶产生菌分离与筛选的方法

1.2.1.1 脂肪酶产生菌的分离

称取含菌土样0.5g混悬于49.5mL含有玻璃珠的生理盐水中,作为10-2g/mL稀释度,振荡混匀

(约30min).静置后,将上清液作连续10倍梯度稀释,取10-2,10-3,10-4,10-5g/mL等4种不同质量浓

度稀释液200μL涂布于PDA培养基,每个稀释度2次重复,28℃倒置培养48h,挑取生长较快的菌株划

线接种至初筛培养基,每隔12h观察一次,将菌落周围发生红色显色带的菌株进行纯化并保种.

1.2.1.2 脂肪酶产生菌的筛选

将初筛确定的脂肪酶生产菌株在PDA平板上划线活化后,接种于产酶基础培养基中,于30℃ 条件

下以180r/min的转速振荡培养72h,并以10000r/min的转速离心10min后获取发酵上清液,用三丁

酸甘油酯平板透明圈法[11]检测脂肪酶活,即:用直径为5mm的打孔器在复筛培养基上打孔,取50μL
目标菌株发酵上清液注入孔中,28℃培养5d,观察培养液周围是否有透明圈,并根据透明圈的大小判
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定酶活强弱.

1.2.2 脂肪酶产生菌菌种鉴定的方法

1.2.2.1 菌体培养特征、形态的观察

将筛选获得的脂肪酶产生菌SLB-1接种至PDA培养基,28℃培养18~24h,观察单菌落的大小、形

状、颜色、透明度和色泽等特征.同时,将培养24h和96h的细菌分别进行革兰氏染色和芽孢染色,具体

操作方法参照文献[21].

1.2.2.2 生理生化反应特征的检测

参照文献[22-23]所述的方法进行硝酸盐还原、淀粉水解、明胶液化、葡萄糖产气和过氧化氢酶实验

等生理生化特性的测试.

1.2.2.3 分子生物学特征检测

使用PrepManUltraSamplePreparationReagent(AppliedBiosystems,USA)试剂盒提取目标菌株基

因组,并以其为模板,采用细菌16SrDNA 通用引物27F (5􀆳-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3􀆳)和

1492R(5􀆳-GGCTACCTTGTTACGACTT-3􀆳)进行PCR扩增,PCR扩增体系为:ddH2O15.9μL,10×

PCRBuffer2.5μL,Mg2+(1.5mmol/L)1.5μL,dNTP(10mmol/L)2.0μL,Primer-F(10μmol/L)

1.0μL,Primer-R(10μmol/L)1.0μL,模板1.0μL,rTaq酶0.1μL.PCR反应条件为:95℃预变性

5min;94℃变性30s,53℃退火45s,72℃延伸1min,共30个循环;最后72℃ 延伸10min.扩增产物

用1%琼脂糖凝胶电泳分离后,送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序.将获得的基因序列拼接后用

BLAST程序(http://blLast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行同源性比较分析,下载同源性较高的序列,

用Clustal1.83软件进行同源性分析,并用 MEGA4.0软件邻接法(Neighbor-joiningmethod)进行1000
次步长计算,构建系统发育树[24-25].

1.2.3 脂肪酶酶学性质的研究

1.2.3.1 脂肪酶酶活定量测定方法

参考文献[26]中所述的酸碱滴定法测定脂肪酶酶活,具体操作方法为:用体积比为3%的聚乙二醇溶

液制备含100g/L的三丁酸甘油酯乳化液.取该底物乳化液5mL,加入4mL0.025mol/L的磷酸缓冲液

(pH=7.0)组成反应体系,置于40℃水浴中保温5min,加入1mL发酵上清粗酶液开始精确计时,继续

保温15min后取出,立即加入95%的乙醇15mL终止酶反应,以加入高温灭活酶液为对照.将酶促反应后

的底物与对照分别加入15mL蒸馏水稀释,并加入3滴酚酞指示剂,用0.05mol/L的NaOH溶液滴定水

解产生的游离脂肪酸.根据两者耗碱量的差值计算酶活大小.脂肪酶酶活单位定义为:一定条件下,每分钟

产生1μmol脂肪酸所需的酶量定义为1个酶活单位(U).酶活的计算公式为:

U=(V-V0)×M/(t×n)

式中:U 为酶活,V 为滴定样所消耗的NaOH体积(mL),V0 为滴定空白样所消耗的NaOH体积(mL),

t为反应时间(min),n为酶液体积(mL),M 为滴定用的NaOH溶液的浓度(mol/mL).

1.2.3.2 脂肪酶酶学性质研究

1)产酶最适培养时间:将脂肪酶产生菌SLB-1接种于产酶基础培养基,分别振荡培养12,24,48,

72,96h后,以10000r/min的转速离心10min,取各上清液作为粗酶液测定酶活,确定菌株产酶最适

培养时间;

2)酶促反应的最适温度与最适pH 值:将脂肪酶产生菌SLB-1接种于产酶基础培养基中振荡培养

24h后,以10000r/min的转速离心10min,上清液即为粗酶液.分别设置酶促反应温度为20,25,30,35,

40,45℃,酶促反应pH值为5.0,6.0,7.0,8.0,9.0,测定不同的温度及不同pH值条件下的酶活,确定酶

促反应的最适温度与最适pH值.
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2 结果与分析

2.1 脂肪酶产生菌分离筛选的结果

从采集的含菌土壤样品中分离获得11个细菌分离株,分别命名为SLB-1-SLB-11.其中SLB-3
(图1(a)),SLB-4,SLB-6,SLB-7,SLB-11共5株细菌在初筛平板上能够生长,但无显色反应;其余6株细

菌在初筛平板上生长良好,且均能发生显色反应,但各菌株所产脂肪酶酶活有所差异,SLB-2菌株在初筛

平板上显淡红色,其脂肪酶酶活较弱(图1(b)),SLB-1菌株在初筛平板上颜色最红,表明该菌株所产脂肪

酶酶活最高(图1(c)).选择初筛获得的6株脂肪酶产生菌进行复筛,结果显示SLB-1菌株上清液周围出现

明显的透明圈,培养5d后透明圈直径可达(29.8±0.2)mm(图2),而其他菌株无透明圈产生或产生透明

圈较小,由此表明SLB-1菌株上清液中的脂肪酶具有较高酶活,且由该菌株所产脂肪酶酶活较为稳定,故

选取SLB-1菌株进行后续研究.

图1 不同分离株在中性红油脂培养基上的菌落特征

图2 SLB-1菌株发酵上清液在

三丁酸甘油酯平板上的酶活检测

2.2 脂肪酶产生菌菌种鉴定的结果

2.2.1 脂肪酶产生菌的形态及生理生化特征

将获得纯培养的SLB-1菌株接种于PDA培养基,于

28℃下倒置培养24h,菌落呈乳白色,较透明,圆形,

边缘整齐,蜡质,表面光滑(图3(a)).菌株SLB-1革兰

氏染色呈蓝紫色,为革兰氏阳性菌(图3(b)),芽孢染色

后,菌体中央有椭圆形绿色芽孢(图3(c)).生理生化检

测结果表明脂肪酶产生菌SLB-1菌株硝酸盐还原呈阳

性,能够水解淀粉和液化明胶(表1).结合对菌株SLB-1
的形态及培养特征观察结果,判断脂肪酶产生菌SLB-1
为芽孢杆菌属菌株.
2.2.2 脂肪酶产生菌基于16SrDNA的系统发育分析

以脂肪酶产生菌SLB-1基因组 DNA为模板,使用

16SrDNA通用引物PCR扩增,获得一条长度为1457bp的目的片段.将测序后的16SrDNA序列提交

GenBank,获得登录号为KX421201.使用MEGA4.0软件,根据16SrDNA序列采用邻接法构建SLB-1菌

株的系统发育树,结果显示菌株SLB-1与登录号为NR116240甲基营养型芽孢杆菌Bacillusmethylotro-
phicus(又名Bacillusvelezensis[27])处于同一最小分支(图4),且序列同源性高于99%.结合形态学和生理

生化特征及16SrDNA序列的系统发育分析结果,鉴定该菌株为甲基营养型芽孢杆菌(Bacillusmethyl-
otrophicus),命名为B.methylotrophicusSLB-1.
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图3 SLB-1菌株的菌落及菌体形态特征

表1 SLB-1菌株主要生理生化特征

测试项目 结果 测试项目 结果 测试项目 结果

甘露糖 - 蛋白胨水水解 - 阿拉伯糖 -

西蒙氏 - 硝酸盐还原 + 木糖 -

半固体琼脂 + 淀粉水解 + 葡萄糖磷酸盐 -

葡萄糖产气 + 明胶液化 + 过氧化氢酶 +

  注:+为阳性;-为阴性.

图4 SLB-1菌株基于16SrDNA序列的系统发育树

图5 培养时间对SLB-1菌株产脂肪酶酶活的影响

2.3 B.methylotrophicusSLB-1产脂肪酶的

酶学性质

2.3.1 SLB-1菌株产酶的最适培养时间

SLB-1菌株产脂肪酶酶活整体呈现先上

升后下降的趋势,在0~24h期间,发酵上

清液中脂肪酶酶活逐渐升高,培养24h时脂

肪酶酶活达到峰值5.67U/mL,随后随着培

养时间的延长,脂肪酶酶活呈下降趋势(图

5),故初步确定24h为该菌株产脂肪酶的最

5第5期       徐伟芳,等:一株脂肪酶产生菌的筛选鉴定及其酶学性质研究



适培养时间.

2.3.2 酶促反应的最适温度

SLB-1菌株所产脂肪酶酶促反应的最适温度测定结果表明,该酶最适作用温度为30℃,其酶活达到

13.22U/mL.超过30℃后,脂肪酶酶活力急剧下降,直至45℃时,脂肪酶完全失活(图6),该实验结果表

明该脂肪酶为常温酶,且其对酶促反应温度极为敏感.由此结果可知,在研究SLB-1菌株产酶最佳时间时,

由于选用酶促反应温度为40℃,导致即使在最适培养时间24h,酶活亦仅为5.67U/mL.
2.3.3 酶促反应的最适pH值

SLB-1菌株所产脂肪酶酶促反应的最适pH值研究结果表明,该酶酶促反应的最适pH值为7.0,其酶

活可达21.22U/mL,酶促反应pH值为8.0时,酶活仅为5.22U/mL(图7),该结果表明SLB-1菌株产生

的脂肪酶属于中性脂肪酶.

图6 酶促反应温度对SLB-1
菌株产脂肪酶酶活的影响

图7 酶促反应pH值对SLB-1
菌株产脂肪酶酶活的影响

3 讨 论

含油污水是一种量大而面广的污染源,利用微生物对油脂降解进而治理含油污水是一种经济、高效且

环保的可行办法[28].本研究以猪油和三丁酸甘油酯为底物,从西南大学食堂附近富含油脂的土壤中筛选获

得一株脂肪酶产生菌SLB-1,根据其形态学特征、生理生化特性及基于16SrDNA的系统发育分析,将其

鉴定为甲基营养型芽孢杆菌(Bacillusmethylotrophicus).产生脂肪酶的微生物在自然界分布广泛,尤其是

在种植大豆等农作物的富含植物油脂或食堂、厨房等附近排放废弃油脂的土壤或水体内更容易筛选出脂肪

酶活高产菌株[29].近几十年来,随着脂肪酶在工业上的广泛运用,能够产生脂肪酶的微生物也不断被发现.
其中,有关枯草芽孢杆菌[30-31]与假单胞菌属菌株[32]生产脂肪酶的研究报道颇多,但有关甲基营养型芽孢

杆菌产生脂肪酶却鲜见报道.
一般来说,细菌脂肪酶大多数为中性或碱性脂肪酶,且在pH值为4~11、温度为30℃~60℃的条件

下具有良好的稳定性[33-34],这与本研究的SLB-1菌株所产脂肪酶酶学性质实验结果一致,该菌株培养时

间为24h时上清液中脂肪酶酶活最高,其最适反应温度为30℃,最适反应pH值为7.0,属于常温中性脂

肪酶.该菌株在30℃、pH=7.0条件下的脂肪酶酶活为21.22U/mL,略高于伍康荣等筛选的铜绿假单胞

菌(Pseudomonasaeruginosa)在最佳培养基条件下的脂肪酶酶活(8.293U/mL)[32]以及张博等从土壤中筛

选的假单胞菌属(Pseudomonassp.)菌株在最适产酶条件下发酵脂肪酶所产生的酶活(15.5U/mL)[35].本
研究以猪油与三丁酸甘油酯为油脂来源筛选得到脂肪酶生产菌SLB-1菌株,并对其脂肪酶的部分酶学性质

进行探究,为后续优化SLB-1菌株产生脂肪酶的发酵条件奠定了前期研究基础,亦将有利于利用该菌株进

行富含油脂工业废水及生活污水的环境治理.
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ResearchonScreeningandIdentificationofaLipase-Producing
BacterialStrainandItsEnzymaticProperties

XU Wei-fang, HUANGTao-yang, ZHOU Min,
FANG Xiang, WANG Fei, LIUFeng-dan, XIE Jie

SchoolofBiotechnology,SouthwestUniversity/StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,Chongqing400715,China

Abstract:Inordertoscreenoutefficientlipase-producingmicroorganisms,whichcanbeusedinthetreat-
mentofoilywatergeneratedfromindustryandoil-richwastewaterdischargeofdailylife,microorganisms
wereisolatedfromthesoilcollectedfromtheareasaroundacampuscafeteria,andhigh-yieldlipase-produ-
cingstrainswerescreenedbytheneutralredgreaseplatescreeningmethodandthetributyrintransparent
circlemethod.Then,ahigh-yieldlipase-producingstrainwasidentifiedbasedonitsmorphological,physi-
ologicalandbiochemicalcharacteristicsandmolecularanalysis.Moreover,enzymaticpropertiesoflipase,

includingenzymaticreactiontemperature,pHandsoon,wereexploredthroughtheacid-basetitration
methodforthequantitativedeterminationofthelipaseactivity.Theresultsindicatedthatthehigh-yieldli-

pase-producingstrainSLB-1wasscreenedout.SLB-1wasastrainofGram-positiveBacillus,capableof
hydrolyzingstarchandliquefyinggelatin.Phylogeneticanalysisresultsbasedonthe16SrDNAsequences
indicatedthatSLB-1existedinthesameminimumcladewithB.methylotrophicus (accessionNumber:

NR116240).Therefore,SLB-1strainwasidentifiedtobeB.methylotrophicus,whichwasnamedasB.
methylotrophicusSLB-1.TheoptimalincubationtimeforB.methylotrophicusSLB-1toproducelipase
was24h,theoptimaltemperatureoftheenzymaticreactionwas30℃,andtheoptimumenzymaticreac-
tionpHvaluewas7.0.Inthestudy,ahigh-yieldlipase-producingstrainB.methylotrophicusSLB-1was
isolated,andthelipaseproducedbythisstrainwasaneutral-pHandroom-temperatureenzyme.
Keywords:lipase-producingbacteria;screening;strainidentification;enzymaticproperty
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