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胆固醇氧化酶发酵研究

韩振芳 ,陈　亮 ,王　武
(无锡轻工大学生物工程学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 对从土壤中筛选到的菌株 DGC-007进行 UV诱变 ,选育到菌株 DGC-048.对影响突变

株产酶的条件进行了优化 ,初步确定了 DGC-048合适的产酶摇瓶培养基组成 .在发酵温度

为 30℃ ,培养基起始 p H7. 5～ 8. 0的条件下 ,接种量 10% ,发酵 48 h,产酶可达 350μmo l /

( min· L ) .
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胆固醇是一种动物性甾醇 ,是构成动物细胞膜的必需组分 .就食品而言 ,胆固醇普遍存

在于动物性食品中 .胆固醇对人体有一系列生理生化功能 ,但近年来医学研究表明 ,食品中

高含量的胆固醇对人体健康有不良影响
[ 1]
,而胆固醇的氧化产物之一胆甾 -4-烯 -3-酮能作为

治疗心血管疾病和抗肥胖等的药剂
[ 2, 3 ]

,因此开发一种专一性氧化胆固醇为胆甾 -4-烯-3-酮

的胆固醇氧化酶 ( COD)具有重要的意义 .

1　材料与方法

1. 1　菌种

　　短杆菌 DGC-048(本实验室保藏号 ) .

1. 2　培养基和培养方法

1. 2. 1　筛选平板培养基　酵母膏 0. 05 g /dL ,碳源底物 0. 1 g /dL,硫胺 0. 2 g /d L,琼脂 2

g /dL; pH7. 5.

1. 2. 2　斜面培养基　牛肉膏 0. 3 g /d L,蛋白胨 1 g /d L, NaCl 0. 5 g /dL ,琼脂 2 g /d L;

pH7. 5.

1. 2. 3　种子培养基　牛肉膏 0. 3 g /dL,蛋白胨 1 g /d L, NaCl 0. 5 g /dL; pH 7. 5.

1. 2. 4　摇瓶培养基　胆固醇 0. 05 g /dL,葡萄糖 2 g /d L, 酵母膏 0. 75 g /d L, NaCl 0. 1

g /dL , CH3COONH4 0. 2 g /dL, K2 HPO4 0. 02 g /d L, Mg SO4 5 mg /d L, FeSO4 1 mg /dL, CaCl2

0. 01 g /d L,表面活性剂 w 0. 5 g /dL; pH 7. 5.

1. 2. 5　发酵培养方法　斜面→种子培养液→发酵液 .装液量都为 250 mL的三角瓶装 30
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m L培养液 , 30℃ , 220 r /min,种子液培养 12 h,以 10%接种量 ,发酵培养 48 h.

1. 3　实验方法

1. 3. 1　菌种筛选方法　土样经稀释后 ,涂布于筛选平板培养基上 ,于 30℃培养 4 d后 ,挑

取有光圈的细菌进行摇瓶发酵培养 .取培养液加入等体积乙酸乙酯 ,静置萃取过夜 .取上层

萃取液点样 ,在 GF254薄板上作薄层层析分析 .展开剂: V (三氯甲烷 )∶V (乙醚 ) = 4∶ 1.显色

剂: 0. 3%的 2, 4-二硝基苯肼与 30%的浓硫酸-乙醇溶液 .

1. 3. 2　紫外线诱变　取约 10
8
/mL细胞浓度的菌悬液于 15 W紫外灯 25 cm处照射 50 s.

1. 3. 3　胆固醇氧化酶测定方法　 1个酶活力单位定义为 ,在 37℃和 pH7. 5的条件下 ,每分

钟氧化胆固醇产生 1μmol胆甾-4-烯 -3-酮所需的酶量 .

测定方法:取 0. 2 mL发酵液或上清液 ,用含 0. 05%的 Tri tonX-100, pH7. 5, 0. 1 mol /L

的磷酸钾缓冲液稀释 10倍后测定 , 37℃保温 3 min,加入同温预热过的 1%胆固醇-乙醇溶

液 100μL, 37℃振荡 ,精确反应 15 min,立即加入 1 mol /L氢氧化钠 -乙醇溶液和 5 mL环

己烷 ,振荡 30 s,静置萃取 2 h,吸取 1 mL上层萃取液于刻度试管中用无水乙醇定容至 5

m L,在 241 nm处进行紫外测定 .

　　 1酶活力单位 (μmol / ( min· L) )= ( O. D. E- O. D. O )÷ 0. 035 48× 125÷ 384÷

15× 1 000

O. D. E 反应后紫外吸收值

O. D. O 反应前紫外吸收值

0. 035 48 胆甾 -4-烯-3-酮紫外吸收标准曲线斜率

125 稀释倍数

384 胆甾 -4-烯 -3-酮相对分子质量

15 反应时间 ( min)

1 000 测算体积单位为升

2　结果与讨论

2. 1　产胞外胆固醇氧化酶菌株的筛选

从土壤中筛选出 21株在筛选平板培养基上呈现光圈的菌株 ,将这些菌株接种发酵 ,取

其发酵液在 GF254薄板上作薄层层析分析 .从薄层层析结果得知 ,其中有些菌株可产胞外胆

固醇氧化酶 ,将胆固醇专一性氧化为胆甾 -4-烯-3-酮 .测定其发酵液酶活力可知 , DGC-007

菌株的酶活力达 60μmo l /( min· L) ,选取 DGC-007作为进一步诱变的出发株 .

2. 2　紫外线诱变后高产胆固醇氧化酶菌株的选育

将经 UV处理 50 s的悬浮液涂布平板培养 ,挑选光斑与菌落直径比大的菌落 40个 ,接

种发酵 ,取发酵液测定酶活力 .筛得菌株 DGC-048产酶活力最高 ( 100μmol / (min· L) ) .选

取 DGC-048作发酵研究 .

2. 3　碳源的选择

研究中选取了几种常见的碳源 ( 10 g /L ) ,替代摇瓶培养基 (未加胆固醇 )中的葡萄糖 .从

表 1所列的试验结果可见 ,葡萄糖是产酶的最适碳源 .

2. 4　氮源的选择

用不同种类的氮源取代培养基 (末加胆固醇 )中的有机氮源和无机氮源 ,添加量分别为:
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有机氮源 0. 5% ,无机氮源 0. 2% .表 2中所列结果说明 ,最好的有机氮源为酵母膏 ,无机氮

源为 CH3 COONH4 .

表 1　碳源对产酶的影响

碳源　 酶活力 /(μm ol / ( min· L) )

葡萄糖 104

麦芽糖 64

甘油 89

蔗糖 61

甘露醇 42

山梨醇 0

柠檬酸钠 38

不加碳源对照 51

表 2　氮源对产酶的影响

氮源 酶活力 / (μmol /( min· L) )

( NH4 ) 2 SO4 35. 5

N H4NO3 23. 3

N H4Cl 25. 7

CH3COONH4 86

NaNO 3 25. 6

KNO3 26. 9

蛋白胨 62. 4

酵母膏 87

不加氮源对照 0

图 1　胆固醇添加时间对产酶的影响

2. 5　胆固醇添加时间的确定

在胆固醇氧化酶发酵时加入诱导剂可提高产酶 ,

且诱导剂添加时间对产酶也有一定的影响 .笔者对诱

导剂添加的最适时间作了研究 .

胆固醇添加量为 0. 05% ,结果见图 1.

图 1表明 ,胆固醇在接种时同时加入 ,酶产量有

较大的提高 ,也可减少染菌机会 ;同时 ,胆固醇对菌株

产酶也起到诱导作用 .

2. 6　表面活性剂对产酶的影响

表面活性剂及其它促进剂可通过改变细胞壁、细胞膜的通透性而促进胞外酶的分泌 .根

据文献 [4, 5] ,选择了表面活性剂 w和表面活性剂 A添加到发酵液培养基中进行产酶实验 .

由于在培养过程中发现表面活性剂 A强烈抑制菌体生长 ,故只研究了表面活性剂 w对产酶

的影响 .结果见表 3.

表 3　表面活性剂对产酶的影响

表面活性剂 w
添加量 /%

相对总酶活力 /
%

相对胞外酶活力 /
%

0 100 48. 1

0. 05 104. 8 52. 9

0. 1 114. 2 60. 9

0. 2 128. 5 71. 2

0. 5 153. 8 77. 6

1 63. 9 66

　　从表 3可知 ,在不加表面活性剂 w的情

况下 ,菌株所产酶除一部分分泌到培养基中

以外 ,还有相当一部分结合在细胞膜表面 .加

入表面活性剂 w对菌株产酶有很大促进作

用 ,提高了菌株合成胆固醇氧化酶的能力及

分泌到胞外的酶量 .关于表面活性剂 w作为

促进剂的机理还有待探讨 .

2. 7　 pH对产酶的影响

研究了发酵起始 pH对产酶的影响 ,起始 pH超出菌体生长的适宜 pH范围 ,将直接影

响菌体生长繁殖和酶的合成 .研究的结果见图 2.可见 ,起始 pH为 5. 4时 ,菌体基本上不产

酶 ;起始 pH为 6. 0时 ,菌体产酶也较低 ;起始 pH在 6. 5～ 8. 5范围内 ,产酶得到提高 ,但最

适起始 pH是 7. 5～ 8. 0.

粗酶液酶活力受反应体系 pH值的影响也得到研究 ,酶反应最适 pH为 7. 5, pH低于 7

或高于 8,酶活呈明显下降 .

2. 8　通气量对产酶的影响

　　用改变摇瓶的装液量来调节控制通气量 .在 250 mL三角瓶中装入不同体积的发酵培
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养基 ,观察菌体产酶情况 .结果见图 3.

图 2　发酵液起始 p H对产酶的影响　　　　　图 3　通气量对产酶的影响　　　

　　图 3表明 ,摇瓶装液量以 10%左右为宜 ,装液量过大或过小 ,不仅影响酶的合成 ,而且

图 4　接种量对产酶的影响

也影响酶的渗透 .

2. 9　接种量对产酶的影响

　　以培养 13 h的发酵液为种子液 ,接入不同量

的菌种 ,视察菌体产酶情况 .结果见图 4.

　　图 4表明 ,接种量以 10%左右较为适宜 .提高

接种量 ,酶量未见增加 .

2. 10　培养温度对产酶的影响

分别考察了 25, 28, 30, 34, 37℃培养 48 h的

情况 ,结果见图 5.

　　图 5表明 ,菌体培养温度在 34℃时 ,其产酶

量、葡萄糖利用率都是最佳的 ,但此时分泌到胞外的酶活力下降 ,从酶提取方面考虑 ,该菌的

培养温度在 28～ 30℃是较适宜的 .

2. 11　产酶时间的择定

在研究确定的最适条件下培养若干小时取样 ,分别测定其 pH,胞内、胞外酶活力 ,结果

见图 6.

　　图 6表明 ,在培养到 48 h时 ,酶活力可达到最大值 ,然后随培养时间的延长 ,酶活力稍

有下降 ,此时发酵液的 pH基本趋平 .

图 5　培养温度对产酶的影响　　　　　　　　　　　图 6　发酵曲线　　　　
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3　结　　论

研究了一种简易而有效的筛选产胆固醇氧化酶菌株的方法 .利用这种方法筛得短杆菌

产生株 ,所产的胆固醇氧化酶可部分分泌到胞外 ,能直接将胆固醇氧化生成胆甾 -4-烯-3-酮 ,

而后者具有治疗心血管疾病和抗肥胖等作用 .经薄层层析方法检测 ,此酶在氧化胆固醇的过

程中不产生其它胆甾类副产物 .本研究初步探明了胆固醇氧化酶生成的各种条件 ,包括培养

基主要成分、促进因子、底物添加时间、培养条件和产酶最适时间等 ,可供后续研究作为参

考 .
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Studies on the Cholesterol Oxidase Fermentation

HAN Zhen-fang, CHEN Liang ,W ANG Wu
( School of Bioengineering , Wuxi Univ ersity of Light Indust ry , Jiangsu Wux i 214036)

Abstract: A ex t racellular cholesterol oxidase producing bacteriun strain ( DGC-007) w as

isolated f rom soi l and muta ted th rough UV ligh t radiation. The mutant DGC-48 w as

obtained. The ef fects of fermentation conditions on cholesterol oxidase production w ere

studied and opo timized. The enzyme yield of 350U /L was obtained when the mutant w as

cultured under the fo llowing condi tions: tempenature, 30℃ ; ini tial pH 7. 5～ 8; inoculum

size, 10% ; fermentation period, 48 h.

Key words: cho lestero l ox idase; fermenta tion; cholest-4-en-3-one

22


