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耐有机溶剂脂肪酶产生菌的筛选及其酶学性质

肖素静， 曹艳， 孙磊， 何冰芳’
(南京_T-业大学制药与生命科学学院，江苏南京210009)

摘 要：以体积分数10％的甲苯等有机溶剂为筛选压力，从油污和污水等样品中筛选到一株产耐

有机溶剂脂肪酶的有机溶剂耐受茵LXl，经16 S rDNA序列分析，该菌株鉴定为Pseudomonas

aeruginosa。研究发现菌株LXl所产脂肪酶最适反应pH和温度分别为7．0和40℃，在较宽的

PH范围内(6．5～10．5)具有较高的稳定性；金属离子鏊合剂EDTA和Ba2+、Ca2+对LXl脂肪酶

活力均有明显的激活作用，推测该脂肪酶为金属激活酶。LXl脂肪酶在体积分数25％的疏水性和

亲水性有机溶剂中均具有较好的耐受性，在十六烷、十四烷、十二烷、正庚醇、正辛醇和正己醇体系

中半衰期显著延长到10 d以上，在DMF和DMSO体系中的半袁期为5 d以上，均高于在无溶剂

体系中的半衰期。展现了LX]脂肪酶在有机相生物催化中的良好应用前景。
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Isolation of an Organic Solvent-Tolerant Lipase Producing Strain

and Characterization of the Crude Lipase
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Abstract：This manuscript describes the isolation of LXl strain producing solvent--tolerant lipase

from areas contaminated by crude oil and chemicals under the screening pressure of 10％(v／v)

toluene．The isolate LXl was identified as Pseudomonas aeruginosa by the analysis of 16S rDNA

sequence．The optimal pH and temperature for lipase activity was 7．0 and 40℃，indicating the

characteristic of neutral and medium temperature lipase．High stability of LXl lipase was

observed under a wide range of pH(6．5—10．5)，and it was stable below 40℃．The chelating

agent EDTA and metal ions such as Ba2+．Ca2+had significantly activated the activity of LXl

lipase．This suggested that it could be a metal activated enzyme．LXl lipase showed good

tolerance in many kinds of 25％(V／V)hydrophilic and hydrophobic solvents．In the presence of

n-Hexadecane，n—Tetradecane，n-Dodecane，n—Octanol，n—Heptitol and n—Hexanol，the half-life

of LXl lipase was markedly prolonged to 10 d；Additionally，in the presence of propylene glycol，

DMF and DMSO，the half—life of LXl lipase was prolonged to 5 d，which were higher than the

half-life without organic solvents．These results indicated that LXl lipase has potential
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脂肪酶(1ipase，EC 3．1．1．3，甘油三酰酯水解

酶)是油一水界面上水解三酰甘油酯键的酶，其作用

的底物通常是水不溶性的。若将脂肪酶应用于有

机溶剂体系的生物催化中，有诸多优点[1]：1)底物

在有机溶剂中溶解度高；2)产物溶解在有机相中易

于回收；3)减少底物或产物对水相或两相界面中脂

肪酶的抑制；4)在有机相中能进行水解及相应的逆

反应。但是在有机溶剂中，大多数微生物的代谢功

能或酶活力受到抑制或失活，在有机介质中维持较

高的脂肪酶活性及脂肪酶催化底物的广泛性，是实

际生物催化过程中的难题。因此，开发天然耐有机

溶剂脂肪酶，在理论和工业应用上具有重要的意

义。

迄今为止，国内外已先后报道了耐有机溶剂脂

肪酶产生菌的筛选，所产脂肪酶的酶学性质及有机

溶剂耐受性能，如Pseudomonas aeruginosa I。ST一

03E引，Pseudomonas sp．strain$5E引，Pseudomonas

sp．AG一8‘4|，Bacillus sphaericus 205yⅢ和Bacil—

lus sp．strain 42 C 5J，Yarrowia sp．[6]和Serratia

marcescens ECUl010[71等。相关酶类的应用有了

许多突破性的进展，但也难以满足日益增长的工业

生物催化的需求。耐有机溶剂脂肪酶产生菌的多

样性，同工酶性能的多样性，及耐有机溶剂程度等

方面，仍具有进一步开发的潜力。

研究中以体积分数lo％的甲苯等有机溶剂为

筛选压力，从油污土样和污水等样品中筛选到一株

产脂肪酶的有机溶剂耐受菌LXl，对该菌株进行了

菌种鉴定，并就该菌株所产脂肪酶粗酶液的酶学性

质尤其是有机溶剂对脂肪酶稳定性的影响进行了

研究。

1材料与方法

1．1试剂与仪器

对硝基苯酚棕榈酸酯(p-Nitrophenylpalmi—

tate，pNPP)，对硝基苯酚(p-Nitrophenyl，pNP)，

Sigma公司提供；PowerWave XS酶标仪(Universal

Microplate Spectrophotometer)，美国BIO—TEK仪

器公司制；B10LOG全自动细菌鉴定仪，BI()LOG

公司制。

1．2培养基及培养条件

富集培养基：蛋白胨0．1 g／dL，玉米浆0．18 g／

dL，(NH。)2 S04 0．35 g／dL，KH2 PO。0．3 g／dL，

NaCl 0．25 g／dL，MgSO。0．1 g／dL，葵花籽油5 g／

dL；pH 7．0～7．2，30℃，150 r／min培养。

三丁酸甘油酯培养基：牛肉膏0．3 g／dL，蛋白

胨1．0 g／dL，NaCl 0．25 g／dL，三丁酸甘油酯o．5 g／

dL，琼脂1．8 g／dL；pH 7．o～7．2，进豆浆机乳化后

灭菌。

Rhodamin B培养基：酵母膏0．1 g／dL，玉米浆

0．5 g／dL，K2 HPO。0．1 g／dL，MgSOt·7H2 O

0．05 g／dL，橄榄油6 g／dL，Rhodamin B 0．002 4 g／

dI，(过滤灭菌后另加)，琼脂1．8 g／dl，；pH 7．0，进

豆浆机乳化后灭菌。

产酶发酵培养基：玉米浆2．0 g／dL，牛肉膏

1．0 g／dL，葡萄糖0．5 g／dL，K2 HPO。0．2 g／dL，

MgSO。·7H20 0．05 g／dL，菜籽油0．5 g／dL；pH

7．5。

培养条件：250 mL的三角瓶装液量为40 mL，

30℃，180 r／min培养48 h。

粗酶液制备：取1 mL发酵液于10 000 r／min，

4℃离心10 min，取上清液作为粗酶液。

1．3产脂肪酶的耐有机溶剂菌株的筛选

在富集培养基基础上分别加入体积分数10％

的环己烷，体积分数10％的甲苯，体积分数5％的

DMSO(二甲基亚砜)为筛选压力，加入适量不同来

源的土样，30℃，180 r／min进行富集培养；每2 d

转接一次，转接3次后稀释适当倍数涂布于三丁酸

甘油酯平板上，30℃培养24 h后，挑取透明圈大的

菌株在I。B平板上分离纯化，并转接于Rhodamin B

培养基上，在350 nm紫外光下观察，产脂肪酶的菌

株周围有桔红色的荧光圈，根据菌落与荧光圈大小

的比值，筛选能产生较高脂肪酶活力的菌株。然后

将候选菌株接种到产酶发酵培养基，发酵48 h后取

样测定上清液中脂肪酶活力。

1．4菌种鉴定

利用通用引物(BSF8／20，BSRl541／20)PCR扩

增其16 S rDNA序列，由上海英骏生物技术有限公

司测序，将该16 S rDNA序列提交GenBank数据库，

并采用BLAST进行分析。采用BIOL()G全自动细

菌鉴定仪对菌株进行鉴定，具体操作见文献[8—9]。

1．5脂肪酶活力的测定

1．5．1以pNPP为底物的分光光度法 用脂肪酶
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粗酶液催化对硝基苯酚棕榈酸酯(p-nitrophenyl—

palmitate，pNPP)的水解，用酶标仪在410 rim检测

反应10 min后生成的对硝基苯酚(pNP)的量。参

照文献[10]。

酶活力定义为：一个单位的脂肪酶活力定义为

每分钟催化对硝基苯酚棕榈酸酯(pNPP)分解释放

出1／umol对硝基苯酚(pNP)所需要的脂肪酶量，

文中以比活力(U／mL)表示。无特殊说明均采用此

法测定酶活力。

1．5．2 以橄榄油为底物的NaOH滴定法 以橄榄

油乳化液为底物，在一定pH及温度条件下反应

15 min，用滴定法测定产生的脂肪酸[HI。一个单位

的脂肪酶活力定义为每分钟催化底物(橄榄油)分

解释放出1 p．mol游离脂肪酸所需要的脂肪酶量。

1．6 LXl脂肪酶粗酶液的酶学性质

1．6．1 LXl脂肪酶的最适反应pH和pH稳定性

由于pNPP在强碱性条件下会自水解，采用以橄

榄油为底物的NaOH滴定法来考察I。X1脂肪酶的

最适反应pH。而脂肪酶的pH稳定性研究中将粗

酶液在不同pH的溶液中处理1 h后，用pH 7．0缓

冲液稀释到较优浓度后用分光光度法测定残留脂

肪酶活力。

1．6．2 LXl脂肪酶的最适反应温度及温度稳定性

将粗酶液与底物(pNPP)分别保温10 min，然后

混合，分别在对应温度下反应10 min，检测温度对

脂肪酶活力的影响。

脂肪酶的温度稳定性实验：将粗酶液分别在不

同温度处理1 h后，于40℃测定残留脂肪酶活力，

以4℃的酶活力为对照。

1．6．3 金属离子对LXl脂肪酶活力的影响 用

50 mmol／L的Tris—HCl缓冲液(pH 7．0)配制

20 mmol／I。的不同金属离子及EDTA溶液。并分别

与粗酶液按一定比例混合(金属离子终浓度分别为

1 mmol／L和10 mmol／I。)，在30℃保温1 h后测定

残留脂肪酶活力，以不添加金属离子体系中的酶活

力为对照。

1．6．4 LXl脂肪酶有机溶剂耐受性能检测 在粗

酶液中添加终体积分数为25％(0．5 mL有机溶剂／

1．5 mL酶液，总体积为4 mL的密封玻璃瓶)的各

种有机溶剂，30℃，150 r／rain条件下振荡，按一定

时间间隔取样测定各体系中残留脂肪酶活力。添加

疏水性有机溶剂样品的对照，为不加有机溶剂的原酶

液体系；添加亲水性有机溶剂样品的对照，为等体积

的pH 7．0磷酸缓冲液代替有机溶剂的酶液体系。

2结果与讨论

2．1 耐有机溶剂脂肪酶产生菌的筛选

实验中以不同体积分数的甲苯、环己烷、DMSO

为筛选压力，从油污土样和污水等样品中筛选到耐有

机溶剂极端微生物123株，建立了耐有机溶剂极端微

生物菌库，其中产脂肪酶活力较高的菌株有6株。经

过初步的发酵产酶条件优化，采用产酶培养基发酵

48 h后，菌株LXl所产脂肪酶活力可达到29．5 U／

mL。现有报道的耐有机溶剂Pseudomonas属菌株产

耐有机溶剂脂肪酶活力均很低，分别为0．78 U／

mL[2|，0．32 U／mL[3|。初步研究所获得的耐有机溶

剂脂肪酶活力显著高于上述脂肪酶活力，且初步研究

表明LXl脂肪酶对多种有机溶剂有较好的耐受性，

因此选择菌株LXl进行后续研究。

2．2菌种鉴定结果

该菌株扩增的1 557 bp的16 S rDNA序列经

BLAST比对，与Pseudomonas aeruginosa种的多

株菌相似度达99％；选取该种属的10个菌株的

16S rDNA序列，经ClustalX多序列联配，利用

MEGA3．1构建系统发育树。图1显示了相关假单

胞菌的进化地位，鉴于16 S rDNA的同源性比较结

果，菌株LXl鉴定为Pseudomonas aeruginosa，命

名为P$eudomonas aeruginosa LXl。

Pseudomonas aerugm‘osa strain Z ll AY548953

Pseudomonas aerugm’osa strain Z5 AY548952

Pseudomonas aerugm。osa strain MML22 1 2 EU344794

Pseudomonas aerugm‘osa strain SH6 EF432565

Pseudomonas aeruglnosa strain MG-P13 EU364810

Pseudomonas aeruginosa strain LP8 EUl95558

Pseudomonasaerugm。osa strainPTl2l EF51 5832

Pseudomonas aeruginosa isolate PAL l 06 DQ46406 l

Pseudomonas aeruginosa strain AL98 AJ24945l

Pseudomonas aeruginosa strain R285 EU090892

●风eudomonas aeruginosa LX 1

图1菌株LXl的16S rDNA系统进化树

Fig．1 Phylogenetic tree of 16S rDNA of strain LXI
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采用BIOLOG全自动细菌鉴定仪对其生理生

化性质进行了分析，结果表明菌株LXl与Pseudo—

mo咒as aeruginosa的相似度最高仅为0．23，可信度

较低，表明该耐有机溶剂菌株与数据库中典型铜绿

假单胞菌的生理生化性质有一定的差异，进化树分

析也表明该菌株处于选定范围内相同属种进化分

支的边缘。

2．3 LXI脂肪酶粗酶液的酶学性质

2．3．1 LXl脂肪酶的最适反应pH和pH稳定性

由图2可见，LXl脂肪酶在pH 6．5～7．0范围内

有较高酶活力，其最适反应pH为7．0，是中性脂肪

酶。LXl脂肪酶在较宽pH范围内(6．5～10．5)具

有较高的稳定性，见图3；在pH 12．0的缓冲体系中

仍能保持65％以上的残留活力，表明该脂肪酶有很

强的耐碱性。而Pseudomonas sp．S5脂肪酶[131仅

在pH 7．0～9．0有较好的稳定性；P．aeruginosa

LST一03脂肪酶[12]在pH 5．0～8．0范围内比较稳

定，稳定性范围都比较窄。本研究过程中所产脂肪

酶比较上述两种假单胞菌所产脂肪酶的pH稳定性

范围更广泛，可能为该类菌产生的同工酶。
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注：对照为pH 7．0时的酶活力。

图2脂肪酶的最适反应pH

Fig．2 Optimum pH of lipase

pH

注：对照为最高酶活力。
一。一50 mmol／L Citric acid-Citrate sodium(pH 3．0～6．01

^50 mmol／L Na2HPO。-KH2P04(pH 3．0～8．5)
一·一50 mmol／L Gly-NaOH(pH 8．6～10．6、

--V--50 mmol／L Na2HPO．一NaOH(pH 10．0N12．O)

图3脂肪酶的pH稳定性

Fig．3 pH stability of lipase

2．3．2 LXl脂肪酶的最适反应温度及温度稳定性

由图4可见，LXl脂肪酶在35～45℃反应时，具

有较高酶活力，其最适反应温度为40℃，在25℃

反应时，酶活力不足最适反应温度时的40％，表明

LXl脂肪酶为中温酶。由图5可见，LXl脂肪酶在

30～40℃处理1 h后有90％以上的活力，表明LXl

脂肪酶在40℃以下具有较好的热稳定性。而报道

的P．aeruginosa LST一03脂肪酶[1 2]在40℃处理10

rain后即明显失活，Pseudomonas sp．S5脂肪酶ll朝

在45℃和50℃的半衰期分别为2 h和1 h。进一

步证明了研究中筛选到的Pseudomonasaeruginosa

LXl所产脂肪酶与已报道的假单胞菌脂肪酶的差

异。
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温度／℃

注：对照为40℃时的酶活力。

图4脂肪酶的最适反应温度

Fig．4 Optimum temperature of lipase
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注：对照为4℃储存时的酶活力。

图5脂肪酶的温度稳定性

Fig．5 Thermal stability of lipase

2．3．3金属离子对LXl脂肪酶活力的影响 由图

6可见，1 mmol／L和10 mmol／L的Ca2+、Ba2+、

M92+和Li+体系对LXl脂肪酶活力都有一定的激

活作用，尤其是10 mmol／L的Ca2+和Ba2+体系使

I。X1脂肪酶活力分别提高了42．93％和46．98％；

而1 mmol／L和10 mmol／L的金属离子螯合剂

EDTA对该酶活力也有一定的促进作用，由此推测

LXl脂肪酶为金属激活酶。
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加
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O 20 40 60 80 lOO 120 140 160

脂肪酶相对活力／％

注：30℃保温1 h。以不添加金属离子体系中的酶活为对照。

图6金属离子对脂肪酶活力的影晌

Fig．6 Effect of metal ions on the activity of iipase

2．3．4 疏水性有机溶剂对I。X1脂肪酶稳定性的影

响 由表1可见，12种疏水性有机溶剂均使得LXl

脂肪酶的稳定性显著增强。在不添加有机溶剂的

对照样品中，LXl脂肪酶的半衰期仅为2 d，但在十

六烷、十四烷、十二烷、正己烷、正庚醇、正辛醇和正

己醇体系中该脂肪酶的半衰期均延长到10 d以上。

在其他5种疏水性有机溶剂中的半衰期也高于无

溶剂体系样品的半衰期。

表l 疏水性有机溶剂对脂肪酶稳定性的影响

Tab．1 Effect of hydrophobic organic solvents on the stability

of lipase

注：有机溶荆终体积分数为25％，30℃，150 r／min条件下

振荡。

2．3．5 亲水性有机溶剂对I。X1脂肪酶稳定性的影

响 图7表明，在体积分数25％的4种亲水性有机

溶剂体系中，LXl脂肪酶的稳定性比在水相中有所

增强。水相对照样品中，该脂肪酶的半衰期为4 d

(酶液中加入1／4体积的缓冲液，蛋白质浓度降低，

稳定性有所提高)，在丙二醇、DMF(二甲基甲酰胺)

和DMSO体系中半衰期约为5 d，LXl脂肪酶在丙

三醇体系中显示了很好的稳定性，可能与丙三醇对

生物大分子的保护功能有关。

琴
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注：有机溶剂终体积分数为25％·30℃保温。

图7 亲水性有机溶剂对脂肪酶稳定性的影响

Fig．7 Effect of hydrophilic organic solvents on the sta’

bility of lipase

亲水性有机溶剂易于夺取酶分子表面的“必需

水”，所以多数自然酶类在亲水性有机溶剂中不稳

定[14]。P．aeruginosa LST-03[121来源的脂肪酶在

多种有机溶剂中的稳定性显著提高，但活力并没有

提高。而来源于Pseudomonas sp． S5[13]和

B．sphaericus 205ycl51的脂肪酶，在疏水性有机溶剂

中的稳定性和活性都得到了提高，但是在亲水性有

机溶剂中活力却显著降低。Pseudomonas sp．Ap

8[43脂肪酶在亲水性有机溶剂中的活力有所提高，

但其在疏水性有机溶剂中的情况未见报道。研究

中筛选的Pseudomonas aeruginosa LXl脂肪酶在

部分亲水性和疏水性有机溶剂中的酶活力和稳定

性都有所增强，表明LXl脂肪酶在疏水性有机溶

剂一水的双相体系和亲水性有机溶剂～水的均相体系

的生物催化中具有较好的应用前景。

3 结 语

1)以体积分数10％甲苯等有机溶剂为筛选压

力，从油污土样和污水等样品中筛选到一株耐有机

溶剂产脂肪酶菌株LXl，根据16 S rDNA序列分

析，该菌株被鉴定为Pseudomonas aeruginosa，命名

为Pseudomonas aeruginosa LXl，所产脂肪酶活力

高达29．5 U／mI．，显著高于已报道的耐有机溶剂

Pseudomonas属菌株所产耐有机溶剂脂肪酶的活

力。

嗯鬣∞№u&K∞№勖办
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2)LXl脂肪酶的酶学性质研究表明：该脂肪酶

最适反应pH和温度分别为pH 7．0和40℃，在较

宽的pH范围内(6．5～10。5)具有较高稳定性。金

属离子鏊合剂EDTA和Ba2+，Ca2+等离子对LXl

脂肪酶活力有明显的激活作用，推测该脂肪酶为金

属激活酶。

3)LXl脂肪酶在体积分数25％的各种有机溶
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