
食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 2 期

刘 兰，等： 脂肪酶抑制剂产生菌的筛选和鉴定研究论文

肥胖是由于人们生活水平的提高随之而来的

“文明病”之一，尤其是欧美发达国家大多数人患有
肥胖及其因肥胖带来的一系列如高血压、高血脂等
心血管疾病；肥胖的人群逐年增加，其中一些国家

摘要：通过对不同地点采集样品，分离纯化得到的不同单菌落，再进行发酵培养，并以其产物是否
对脂肪酶具有抑制活性作为筛选指标，从 2013 株野生菌中筛选到一株产脂肪酶抑制活性较高的
菌株 Sf16。 对菌株 Sf16的菌落、气生菌丝、孢子丝及孢子的形态特征和在不同碳源培养基上的生
长表现的特征以及一些生理生化方面特性进行观察， 并对菌株的 DNA 进行提取并扩增 16S
rDNA，通过对后者序列测定、数据库同源搜索和比对，进而构建菌株的系统进化树。通过形态学和
分子生物学手段对产脂肪酶抑制剂菌株 Sf16进行初步鉴定，结果确定其为 Streptomyces sp.。
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Abstract： We collected many samples from different locations，then isolated and purified single
colony. By fermentation，the products whether have lipase inhibition activity as a screening
indicator. We find a good strain Sf16 after we cultured 2013 wild strains. The morphological
characteristics of colony，aerial hyphae，sporothrix and spores and the growth performance
characteristics in different carbon sources medium of strain Sf16，as well as some physiological and
biochemical characteristics were observed. Extract the DNA，amplified and determined the
16SrDNA.Then homology search in database，compared and constructed the phylogenetic tree.
Inhibitor-producing strain Sf16 preliminary identification by means of morphological and molecular
biology techniques，the result is Streptomyces sp.
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也先后报道了青少年肥胖超过警戒线。 由于肥胖疾
病的日益严重和广泛，人们对于减肥药物的关注也
日益加强。 但是由于早期药物机理的不确切及其减
肥理念的不科学，导致很多消费者付出了很多不必
要的代价。 如临床表明，化学类减肥药物有中枢神
经毒副作用 [1]，相应的减肥药物也不得不退出市场。
所以目前消费者正在期待一种科学的、安全有效的
减肥药物和减肥机理的出现，因为任何时候人们对
健康和美的追求都是不会停止的。 肥胖机理研究表
明，食物中的脂肪在胃蛋白酶作用下糜化，在胰脂
肪酶及肝脏和胆囊分泌物的协助消化作用下，脂肪
最终水解成甘油和脂肪酸，脂肪酸和甘油在小肠处
吸收入体内。 正常人一天的能量需求所需要的脂肪
量一般在 50 g 左右，如果超过此限量，那么没有作
为能量消耗的水解产物就会被人体吸收到体内重

新合成脂肪，以脂肪的形式累积。 脂肪酶抑制剂正
是抑制脂肪酶发挥水解活性，使得过量的脂肪在肠
道内无法水解成小分子水解物，从而不被人体吸收
储存， 可不同程度地封锁脂肪在体内积累的路径，
可从根本上避免肥胖的产生，也可极大程序地改善
目前减肥药物市场的不乐观；另外对于肥胖患者而
言， 可以在脂肪酶水解活性受到抑制的基础上，开
展健康的耗能活动即可消耗人体原本积累的脂肪，
进而使得高效而健康的减肥理念成为现实。 多年以
来，中国国内脂肪酶抑制剂主要集中于植物提取物
[2-5]方面的研究，存在成本高，得率少，环境污染大等
诸多不足。 而微生物产物 [6-7]方面的研究比较少，但
是微生物技术强大的生命力和低耗高产的特点对

于脂肪酶抑制剂的开发和生产具有广阔的前景。 作
者主要是根据脂肪酶水解产物的特性进行设计筛

选产脂肪酶抑制剂的菌株， 从而快速从 2013 株野
生菌中筛选到一株产脂肪酶抑制活性较高的菌株

Sf16， 通过菌株的鉴定， 结果确定为 Streptomyces
sp.。

1.1 实验材料
1.1.1 土壤 土样采集于广西大学校园内食品厂
附近、农场实验田等不同地点。
1.1.2 培养基 高氏Ⅰ分离培养基 （组分 g/L）：可
溶性淀粉 20，NaCl 0.5，KNO3 1，K2HPO3·3H2O 0.5，
MgSO4·7H3O 0.5，FeSO4·7H2O 0.01，K2Cr2O7 0.25，琼

脂 15；pH 7.2~7.4。
1.1.3 试剂 脂肪酶：SIGMA 公司；Taq 酶、dNTP：
TAKARA 公司； 可溶性淀粉等其他常用化学试剂：
均为国产分析纯。
1.1.4 仪器 MEITLER 电子精密分析天平： 德国
MEITLER公司；SPX-250型生化培养箱： 上海跃进
医疗器械厂 ；HVE-50 全自动立式灭菌锅 ： 日本
HIRAYAMA；SKY-211B全温度恒温培养摇床、超净
工作台：上海苏坤公司；OLYMPUS 显微：日本镜奥
林巴斯；Micropipette 移液器：Socorex 公司；DNA 水
平电泳仪 ： 大连捷迈科贸 ；PCR 扩增仪 ： 德国
Biometra公司；化学发光荧光凝胶成像系统：基因有
限公司；Thermo Scientific Multiskan Go 全波长酶标
仪：芬兰赛默飞世科技。
1.2 方法
1.2.1 菌株分离培养 将采集的土样稀释至适当
浓度，利用高氏Ⅰ培养基为分离培养基，置于 28 ℃
生化培养箱培养，并分离单菌落。 挑取单菌落在 50
mL 的 EP 管中进行液体培养，离心取上清液，以改
良平板扩散法进行初步筛选。 由于不同菌株代谢产
物对脂肪酶的抑制作用不一致，而脂肪酶的水解产
物会使添加有一定浓度底物和指示剂的平板产生

不同的颜色和直径大小不同的透明圈。 挑取阳性菌
株进行 250 mL 摇瓶液态发酵培养，离心取上清液，
利用改进铜皂法进行复筛，得到产脂肪酶抑制剂的
菌株。
1.2.2 菌株生长形态学 将筛选得到的遗传稳定
的产脂肪酶抑制剂菌株 Sf16，在高氏Ⅰ培养基上生
长至对数期。 对其形态学进行分析，通过观察菌株
在平板上的单菌落、 基内菌丝和气生菌丝的颜色、
生长形态； 以及利用显微镜观察菌株 Sf16 的孢子、
插片气生菌丝的形态。并对菌株 Sf16 在不同碳源培
养基上的生长特征和生理生化进行观察 [8]。 综合上
述鉴定试验的数据和信息，参考中国科学院微生物
研究所放线菌分类组编写的 《链霉菌鉴定手册》对
菌株 Sf16 进行初步鉴定。
1.2.3 菌株 Sf16 的分子生物学 参照文献[9]对需
要鉴定的 Sf16 总 DNA 进行提取， 以总 DNA 为模
板，以通用引物 self1492R 和 self27F 为引物，进行
16S rDNA 的 PCR扩增。 PCR扩增体系见表 1，PCR
扩增条件 [10]参数见表 2。 扩增产物通过上海生物工
程有限公司测序 。 测序结果提交至 NCBI 进行

材料与方法1
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BLAST 同源序列搜索与比对， 选取菌株 16S rDNA
碱基覆盖率 100%， 相似性 99%的相关属和种的 18
个菌株的 16S rDNA序列，利用 MEGA4软件进行比
对处理，再通过 NJ计算法构建系统发育树[11-13]。

表 1 PCR 反应体系
Table 1 PCR reaction system

表 2 PCR 反应参数
Table 2 PCR reaction parameters

2.1 菌株形态观察
对所筛得的菌株 Sf16 进行形态观察，发现其孢

子丝直，柔曲至 2~3 圈松敞螺旋形，孢子卵圆形至
椭圆形。 高氏Ⅰ号培养基上，气生菌丝由白色变为
灰色，基内菌丝由白到淡黄至浅褐红色。 在马铃薯
块上生长气丝丰茂，絮状，白色至灰色。 基丝好，地
衣状，乳脂黄色。薯块变为红苍色。淀粉水解弱或者
可疑。 明胶可以液化，液化前后颜色不变，不会褐
变，无色素或者少量黄色素。 Sf16 的菌株在高氏Ⅰ
号培养基上气生菌丝和基内菌丝、孢子形态及气生
菌丝体形态见图 1。
2.2 菌株生理生化特征
菌株 Sf16 在不同碳源培养基上的培养特征见

表 3，生理生化特征见表 4。

图 1 菌株 Sf16 的菌落气生菌丝（a）、基内菌丝（b）、孢子形
态（c）（400×）及气生菌丝体形态（d）（400×）
Fig. 1 Aerial hyphae （a）、substrate mycelium （b）、Spore
morphology （c） （400× ） and aerial mycelium morphology
（d）（400×） of Sf16
表 3 Sf16 菌株在各种不同的培养基上的培养特征

Table 3 Culture characteristics of Sf16 in a variety of
different medias

表 4 菌株 Sf16 的生理生化特征
Table 4 Physiological and biochemical characteristics of

Sf16

2.3 菌株 Sf16的分子生物学分析
对菌株的总 DNA 和 16SrDNA 通过琼脂糖凝胶

电泳， 初步测得 Sf16 总 DNA 的大小为 48.5 kb 左
右，其 16S rDNA 的大小为 1.2~1.5 kb。 通过测序进
一步确定，菌株的 16SrDNA扩增后的测序结果为含
有 1 316 bp 个碱基长的序列， 序列登录号为 lcl|
15273。 总 DNA 和 16SrDNA 以及 Marker 的琼脂糖
凝胶电泳见图 2。

试 剂 终浓度 加入体积/μL
底物 DNA模板 1.5
10×PCR 缓冲液 1× 5
25 mmol/L MgCl2 2.5 mmol/L 5
10 mmol/L dNTP 0.2 mmol/L 1

10 μmol/L 上游引物 0.6 μmol/L 3
10 μmol/L 下游引物 0.6 μmol/L 3

5 U/μL Taq 酶 0.05 U/μL 0.5
ddH2O 31
总体积 50

循环 延伸

34 72 ℃ 8 min

预变性 扩增

94 ℃ 2 min 94 ℃ 30 s—55 ℃
30 s—72 ℃ 2 min

结果与分析2

培养基 基内菌丝 气生菌丝 可溶性色素

高氏合成一号琼脂 黄色 白色 粉红色

燕麦粉琼脂(ISP) 白色 白色 无

无机盐淀粉琼脂(ISP) 淡黄色 白粉色 浅粉色

马铃薯块 白色 黄色 微棕色

克氏一号 淡黄带粉色 白粉色 无

蔗糖硝酸盐琼脂 灰褐色 黑色 无

酵母精麦芽精琼脂 淡黄色 金黄色 无

特征 结果

D-甘露醇 +

L-鼠李糖 +

L-阿拉伯糖 +

蔗糖 +

棉子糖 -

肌醇 +

特征 结果 特征 结果

明胶液化 + 酪氨酸水解 -

牛奶凝固 - 硝酸盐还原 +

牛奶胨化 - 类黑色素产生 -

淀粉水解 + D-葡萄糖 +

纤维素生长 + D-木糖 -

H2S产生 + D-果糖 -
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从自然界中的动植物中提取人类所需的物质，
具有相对成本高，污染大且有季节和数量限制。 而
微生物具有宜培养、 快速的生长和增殖等优点，将
会是未来药物、酶制剂等领域的强大生产者。 且目
前国内大规模利用微生物工业生产脂肪酶抑制剂

鲜有报道。 Sf16菌株在高氏Ⅰ号培养基上气生菌丝
为白色，菌落为圆形，显微镜下孢子为卵圆形或者
椭圆形，孢子丝有直、柔曲和螺旋形；纤维素上生长
但是不分解，不水解络氨酸；能利用葡萄糖、淀粉等
多种碳源。 通过形态和生理生化及分子方面鉴定，
初步鉴定其为产脂肪酶抑制剂的链霉菌属的

Streptomyces sp.。

用 MEGA4 软件，进行同源多序列比对，选择邻
接法进行计算， 构建 Sf16 的 16SrDNA 系统发育学
地位进化树，原始树见图 3。
通过菌株 Sf16 的生长形态、不同培养基上的培

养特征和生理生化特征，以及序列测定和 16S rDNA
相似性比对结果， 构建系统发育树， 菌株 Sf16 与
Streptomyces sp.的同源性达到 99%，初步鉴定其为
链霉菌属的 Streptomyces sp.。 图 2 菌株 Sf16 的基因琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2 Gene by agarose gel electrophoresis of Sf16

图 3 菌株 Sf16 的系统发育学地位
Fig. 3 Phylogenetic status of Sf16

结 语3
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科 技 信 息
研究发现生物炼制产品木聚糖和甘露聚糖可作为食品包装材料

《食品科技动态》（Trends in Food Science & Technology） 杂志刊登一项未来用于可持续食品包装材料的未来生物
精炼产品-木聚糖和甘露聚糖的研究。
研究发现，植物细胞壁多糖中含有丰富的木聚糖和甘露聚糖，可从农业和林业副产品中大量提取。 木聚糖和甘露

聚糖具有成膜性和生物降解性，可作为目前食品包装材料中石油产品的替代品。 屏障性能、机械耐久性和热性能是确
定木聚糖和甘露聚糖可用作食品包装材料的主要因素。 研究表明，采用木聚糖、甘露聚糖制成的薄膜和涂层具有较低
的氧气和油脂渗透性，在某些情况下，还具有相对较高的抗拉强度。木聚糖、甘露聚糖的化学结构，混合聚合物的使用，
添加增强性纳米颗粒材料影响材料的性能。

［信息来源 ］Kirsi S. Mikkonen,Maija Tenkanen, Sustainable food -packaging materials based on future biorefinery
products: Xylans and mannans[J].2012,28(12):90-102.

欧盟修订食品添加剂双乙酸钾相关规定

据欧盟网站消息，1 月 17 日欧盟委员会发布 （EU）No 25/2013 号法规， 修订了食品添加剂双乙酸钾（potassium
diacetate）相关的规定。
欧盟委员会认为，双乙酸钾是乙酸钾与乙酸的等分子化合物，将双乙酸钾的使用方法参照乙酸钾来执行不会对

人体健康产生影响。 基于此，欧盟委员会决定将法规附件中的双乙酸钾（E262）纳入乙酸钾（E261），将 E261 细分为 E
261（i）-乙酸钾、E 261（ii）-双乙酸钾。

［信息来源］食品伙伴网. 欧盟修订食品添加剂双乙酸钾相关规定 [EB/OL]. (2013-1-18). http://www.foodmate.net/
news/yujing/2013/01/222465.html.
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