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摘 要：从 #$$$多份渤海海区海水海泥样品中分离获得一株新型脂肪酶高产菌株 J’I:=K+:78%!4，经鉴定为适冷性
海洋酵母（!"##$%&" ’&($’)*&+"）。菌株在以豆饼粉、棉籽饼粉和花生粕作为碳氮源并添加 $L4M花生油的培养基中能
较好地生长产酶，最适产酶温度 #" N %O，产酶周期为 #2I。所得脂肪酶的最适反应温度为 24O，最适 PQ 1L4，PQ!L$
R 8L$范围内稳定，热稳定性差。该酶与常见金属离子和化学试剂的配伍性较好，受表面活性剂 K*K的激活，且具
有良好的耐盐及抗氧化特性，是一种新型的海洋低温碱性脂肪酶，在洗涤剂行业特别是冷洗行业中具有良好的应

用前景。
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海洋具有十分丰富的微生物资源，海洋微生物

分泌的酶与陆源性微生物所产的酶相比，具有更为

独特的酶学性质和应用前景，引起了国内外研究人

员的极大关注。现阶段关于何为真正的海洋微生物

仍有争论，但一般认为，分离自海洋环境，其正常生

长需要海水，并可在寡营养、低温条件下生长的微生

物可视为严格的海洋微生物。然而有些分离自海洋

的微生物，其生长不一定需要海水，但可产生不同于

陆地微生物的代谢物或拥有某些特殊的生理性质

（如盐耐受性、液化琼脂等），也被视为海洋微生

物［%，#］。生活寒冷环境如极区、洋底等地区的嗜冷

性或适冷性微生物为适应环境而产生的低温酶与嗜

中温或嗜高温的同类酶相比，一般在 $ R 2$O范围
内具有高 ,,:E值和催化效率以及热稳定性差的特
性。这些特性可能是由分子间非共价键作用力减弱

导致酶分子具有异常的分子柔性所引起的。除此之

外，目前尚未发现对低温酶的低温催化活性和热不

稳定性起决定性作用的因子［2 R 4，8，%$］。

但由于海洋独特的环境，包括高盐、高压、低营

养、低温等，造就了海洋微生物有别于陆生微生物的

许多特异性，如不易培养、形态多样且在保藏和移种

过程中很容易死亡等，不利于海洋微生物研究和开

发的深入，限制了海洋微生物资源的开发和利用。

现阶段人们常运用分子生物学手段对微生物 /*03

进行多样性分析以确定其种属分类［"，5］。现阶段研

究的低温脂肪酶主要来源于海洋鱼类和微生物，目

前只有少数几篇关于嗜冷性海洋细菌 -.)+/#$0"+*1#
&22$0&&. J%$产低温脂肪酶的报道［2，!］。微生物脂肪
酶的商业化生产主要是通过 3/&4$(5. 61’12"#，7.8
(1#9&’’5. :&91#，;1$*#&+/52 +":6&652，<":6&6" #59$."
和 </#$2"0"+*1#&52 =&.+$.52 等真菌、酵母、细菌的发
酵来获得的［1］。本文报道了一种新型海洋低温碱性

脂肪酶的产酶菌株的鉴定、产酶条件的优化及部分

理化性质的研究。

* 材料和方法

*-* 材料
*-*-* 采集渤海海域海水、海泥样品 #$$$多份。
*-*-. 富集培养基：每升含蛋白胨 4T，酵母浸膏
4T，UQ#VW! !T，XTKW! $L4T，橄榄油 4T，以 0:#QVW! 调

节 PQ为 "L4 R 5L$。
*-*-/ 初筛培养基：每升含蛋白胨 4T，酵母浸出粉
2T，琼脂 #$T，三丁酸甘油酯 #L4T，PQ5L1，%#%O
2$-=@ 灭菌后高速匀浆乳化后倒平板备用。
*-*-+ 复筛培养基：每升含豆饼粉 2$T，麦麸 #$T，
（0Q!）# KW! #T，橄榄油 4T，U#QWV! 4T，UQ#VW! %T，
XTKW! $L4T，PQ为 "L4 R 5L$。

*-*-, 产酶优化初始培养基：每升含蛋白胨 2$T、牛



肉浸膏 !"#、$%!&’( !#、)#*’( "+,#，橄榄油 ,#，以
-.!%&’( 调节 /%为 0+, 1 2+"。
!"!"# 试剂和仪器：聚乙烯醇（&34，聚合度 52," 6
,"）购自天津市化学试剂三厂；橄榄油购自上海医药
（集团）上海化学试剂公司；其它生化试剂或化学试

剂均为进口或国产分析纯。

*&*7!,"8型生化培养箱购自上海跃进医疗器
械厂；*97:;型超净工作台购自中外合资苏州安泰
空气技术有限公司；<=>=:?@ABC0孔梯度 &:<仪购自
美国 *D<4D4EF-F公司。
!"$ 脂肪酶活性测定
根据中华人民共和国行业标准（中华人民共和

国轻工业部，5CCG）进行。在测定条件下，以每分钟
分解底物（橄榄油）释放出 5!H=@ 游离脂肪酸所需
的酶量定义为 5个脂肪酶活力单位（I）。
!"% 菌种鉴定
!"%"! 菌株常规分类学测试：常规分类方法按照文
献［0］进行测定。
!"%"$ !0* BJ-4 J5KJ!区域序列测定及分析：参考
文献［2］并根据实验室条件稍加修改。
!"& 脂肪酶理化性质研究
脂肪酶发酵液经氯仿萃取、超滤及 :)7*A/L.7

B=MA NN阳离子交换柱层析纯化得到电泳纯脂肪酶，
并对其进行以下理化性质研究。具体分离纯化方法

见文献［!!］。
!"&"! 温度、/% 对脂肪酶活性的影响：用 /% ( 1
C+,的磷酸盐缓冲液，分别在 , 1 ,"O下进行脂肪酶
水解活力的测定。

!"&"$ 温度、/%对脂肪酶稳定性的影响：脂肪酶溶
解于不同 /%的 "+!,H=@KP磷酸盐缓冲液中，分别在
!GO、G"O和 G,O下静置，每隔 G"HQR测定并计算脂
肪酶残留活性。

!"&"% 常见金属离子和化学试剂对脂肪酶活性的
影响：在酶反应液中分别加入不同浓度的金属离子

和化学试剂，放置 G"HQR后以蒸馏水为对照在最适
反应条件下测定酶活力。

$ 结果和讨论

$"! 土样分离结果
经过初筛，从 !""" 多个海泥样品中分离得到

5C0"株产脂肪酶菌株，经复筛发现 0S"株产脂肪酶
的能力很弱（ T 5IKHP），5!,G 株产脂肪酶的能力一
般（5 1 5,IKHP），!2株产酶能力较强，最高产酶菌株
为 8=L.QMA.7C5(,，达 !,+0IKHP。

$"$ 产酶菌种鉴定
$"$"! 形态特征与生理生化特征：菌株 8=L.Q*A.7
C5(,在平板上于 !,O培养 !(L 后，菌落奶酪状，奶
白色，不返光，边缘波浪状，有树根状隆起；细胞卵

形，大小为（!+" 1 ,+,）!H U（G+" 1 5,+"）!H；单极全
壁芽殖；!,O麦芽汁液体静置培养 GV后有环、岛形
成，无醭膜；无掷孢子的产生；可形成假丝酵母型

（:.RVQV. W?/A）假菌丝；其它生理生化特征见表 5。
海洋菌株 8=L.Q*A.7C5(, 的各项生理生化特征

基本与陆源 ! X "#$%"&#’() 相同，但也有一些其特有的
性质如能同化甘油、耐中盐、液化明胶及能在 "O生
长等。)=BWQ.根据微生物的最适生长温度和生长的
上下限不同，将低温微生物分为适冷菌（&M?YLB=WB=7
/L）和嗜冷菌（&M?YLB=/LQ@A）。适冷菌是指在 "O能够
生长，但最适生长温度在 !" 1 G"O之间，极限生长
温度在 ("O的一类微生物。这些菌主要分布在南、
北极以及大洋底部等温度较低的区域。根据 )=BWQ.
对低温微生物定义和文献［0］可初步将 8=L.Q*A.7
C5(,确定为适冷性海洋解脂耶罗氏酵母（ !)**%+#)
"#$%"&’#()）。

表 ! ’()*+,-*./!&0主要生理生化特征
D.>@A 5 DLA H.Z=B /L?MQ=@=#QY.@ .RV >Q=YLAHQY

!!

.@ YL.B.YWABQ[.WQ=R =\ WLA MWB.QR

!!

]WAHM <AM^@W ]WAHM <AM^@W

!!

E@^Y=MA _ ]R^@QR ‘

!!

E.@.YW=MA ‘ *=@^>@A MW.BYL ‘

!!

P7*=B>=MA ‘ J7a?@=MA ‘

!!

*^YB=MA ‘ J7E@^Y=M.HQRA ‘

!!

).@W=MA ‘ J74B.>QR=MA ‘

!!

:A@@=>Q=MA ‘ <Q>=MA ‘

!!

DBAL.@=MA ‘ P7<L.HR=MA ‘

!!

P.YW=MA ‘ )AWL.R=@ ‘

!!

)A@Q>Q=MA ‘ P74B.>QR=MA ‘

!!

<.\\QR=MA ‘ FWL.R=@ _

!!

)A@A[QW=MA ‘ E@?YAB=@ _

!!

FB?WLBQW=@ _ %AbVAY.RA ‘

" !!

7)AWL?@7J7E ‘ NABHARW.WQ=R =\ :.B>=L?VB.WA ‘

!!

<Q>QW=@ ‘ IWQ@Q[.WQ=R =\ -QWB.WA ‘

!!

E.@.YWQW=@ ‘ EB=cWL QR dQW.HQR7\BAA HAVQ^H ‘

!!

J7).RRQW=@ _ */@QWWQR# =\ .B>^WQR _

!!

J7E@^YQW=@ ‘ N=BH.WQ=R =\ .H?@=QV Y=H/=^RV ‘

!!

*.@QYQR ‘ %?VB=@?MQM =\ ^BA. _

!!

J P7P.YWQY .YQV _ EA@.WQR @Qe^A\.YWQ=R _

!!

*^YYQRQY .YQV _ EB=cWL .W G2O ‘

!!

:QWBQY .YQV _ EB=cWL .W "O _

]R=MQW=@ ‘
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!"!"! 核酸序列分析：将 !"#$%&’$()*+, -./ 0123大
亚基单位 1*41- 区域序列结果在国际核酸数据库
（#556：447778 9:;% 8 9<=8 9%# 8 >"?4;<$/5）中进行同源序列
的搜索得到与菌株 ! 8 "#$%"&’#()（3@AA,)BC*）序列匹
配率为 +)+4+),。一般而言，两菌株的同源率为
*DDE时，可初步确定为同一种；当同源率 F ))E，可
初步确定为准新种；若实验菌株与亲缘关系最近的

菌株的同源率在 ))E G *DDE之间，它们的关系要
视不同的情况而定。因而初步可将实验菌株确认为

! 8 "#$%"&’#()，这与用常规鉴定的方法得到的结果是
一致的。但 @’<< 等［-A］曾报道不同的种在 -.& 0123
区域具有极高的序列同源性从而不能加以区分。

!"# 产酶条件研究
为适应工业化生产的需求，采用紫外、亚硝基胍

诱变等手段复合诱变将菌株逐步驯化至能在淡水培

养基中生长产酶后进行产酶条件研究，相关实验及

诱变机制另行撰文发表。

!"#"$ 氮源对产酶的影响：在无含氮化合物的初始
培养基中加入 AE 不同有机氮源和无机氮
源［H，**，*-，*+，*)］，接种发酵一定时间后测定酶活（图 *）。

图 $ 氮源对脂肪酶产量的影响
@%>8* IJJ’:5 "J 9%50">’9 /"K0:’ "9 <%6$/’ 60"LK:5%"9

结果表明，添加有机氮源的产酶效果较无机氮

源要好。豆饼粉、棉籽饼粉由于价格低廉、来源广泛

且对培养基 6M影响小而成为理想的发酵原料。尿
素对菌株 ! 8 "#$%"&’#() !"#$%&’$()*+,的产酶存在严
重的抑制作用，与 N’0$0L" 等［**］报道的尿素能极大
地促进 ! 8 "#$%"&’#() .H*产脂肪酶相反，这种差异可
能是由菌株对溶氧的需求不同引起的。

!"#"! 碳源对产酶的影响：在氮源优化基础上加入
-E不同碳源［H，**，*A，*+，*H］，接种发酵一定时间后测酶
活（图 -）。

图 ! 碳源对脂肪酶产量的影响
@%>8- IJJ’:5 "J :$0;"9 /"K0:’ "9 <%6$/’ 60"LK:5%"9

油脂类碳源的产酶效果明显优于碳水化合物类

碳源［**］。选用的 , 种工业原料都是菌株产酶的理
想碳源，以花生粕最佳。该菌种的发酵周期远远短

于目前已报道的菌种，-D G -.#为稳定产酶期，这一
优良性状可能与海洋菌特殊的代谢途径有关，大大

降低了脂肪酶的产业化生产的成本。

!"#"# 诱导剂对产酶的影响：在碳氮源优化培养基
中加入一定浓度不同诱导剂，接种发酵 -A# 后测活
（图 A）。

图 # 诱导剂对脂肪酶产量的影响
@%>8A IJJ’:5 "J %9LK:’0 "9 <%6$/’ 60"LK:5%"9

*CO"09 ’=;0P" "%<；-C&K9J<"7’0 /’’L "%<；AC&’/$=’ "%<；+CQ’J%9’ 6’$9K5

"%<；,CN<P:’0"< 50%;K5P0$5’；.CO0KL’ /"P;’$9 "%<；BCO0KL’ 6’$9K5 "%<；

HCR<%?’ "%< 8

所选的各种诱导剂对产酶均有一定的促进作

用，且长链脂肪酸较短链脂肪酸更为有效。DC,E添
加量最为适宜，当油脂添加量过高时对产酶存在一

定的抑制作用［H，*-，-D］。

!"#"% 培养温度对产酶的影响：以改良的液体培养
基，在不同温度下发酵培养，定期取样测活（图 +）。

*)B. 期 邵铁娟等：!"#$%/’$()*+,海洋低温碱性脂肪酶研究



结果表明菌株产酶温度范围较广，以 !" # $%最宜，
利于脂肪酶产业化的发酵控制和节约能源。

图 ! 温度对脂肪酶产量的影响
&’()* +,,-./ 0, /-12-34/53- 06 7’248- 23095./’06

经上述产酶条件优化后，适冷性海洋酵母 :0;
<4’8-4;=$*>分泌的脂肪酶活性达 !??@A1B，远高于现
有的摇瓶条件下低温碱性脂肪酶的活性［!$］。

"#! $%&’()*’+,-!.脂肪酶理化性质研究
"#!#- 温度、2C对脂肪酶活性及稳定性的影响：实
验表明该脂肪酶最适作用 2C为 DE>，最适反应温度
?>%，当温度大于 ?>%活性迅速降低，而在低温下
脂肪酶活性稳定，>%仍具有 !FG以上的相对酶活，
表现出低温碱性脂肪酶的特性［?，*，=，$F］。低温下该酶

在 2C*EF H =EF 范围内具有良好的稳定性。:0;
<4’8-4;=$*>脂肪酶与南极细菌 !"#$%&’()$*+& ,--’(,.,"
:$F低温脂肪酶具有相同的最适作用温度（?>%左
右）、低温下的高催化活性（>%保留 !FG残留活性）
及明显的热不稳定性（"F%半衰期为 !1’6），而与嗜
温细菌 !"+/0’-’1)" )+&/2,1’") 的中温脂肪酶的特性
明显不同（最适作用温度 I "F%、!F%时酶活为 F、
"F%半衰期为 $!F1’6）［?，*］。现已报道的各种常见不
同微生物来源的脂肪酶一般具有较高的作用温度及

碱性条件下活性不高等特征［$$ H $*］。:0<4’8-4;=$*>脂
肪酶能在低温和碱性条件下发挥最高活性的特点，

为该酶成为优良的洗涤剂添加酶奠定了基础。

"#!#" 洗涤剂中常见金属离子和化学试剂对海洋
微生物脂肪酶酶活的影响：许多微生物脂肪酶活性

在低浓度（$1107AB）的 +JKL和某些金属离子的存
在下就会受到抑制［$!，$*］。研究结果表明，高浓度

（$FF1107AB）的 M4N、B’N、O4! N、P(! N等常见洗涤剂
离子对该脂肪酶活性没有影响或有一定的促进作

用。Q6! N引起的抑制效应可能是由于金属离子改变
了酶活性部位的构象而引起的［$!，$>］。当加入等物质

的量的 +JKL将 Q6! N鏊和除去后可使脂肪酶活性恢

复 R*E!G（表 !）。

表 " 常见金属离子及化学试剂对脂肪酶活力的影响
K4S7- ! +,,-./ 0, P-/47 T068 469 .<-1’.47 3-4(-6/8 06 7’248- 4./’U’/V

P-/47 ’06 03

0/<-3 .<-1’.47 3-4(-6/8
O06.-6/34/’06 W-74/’U- 4./’U’/VAG

M4N

:4! N

B’ N

O4! N

P(! N

P6! N

&-? N

Q6! N

Q6! N

@3-4

K3’8

XJX

+JKL

Y7V.07

Y7V.-3’6-
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此外，常见化学试剂与该脂肪酶具有良好的配

伍性。阴离子表面活性剂 XJX（$F1107AB）能提高脂
肪酶的催化活性（提高了 !>E>G），而 $GC!Z! 对酶

活没有明显的影响（具 D=E>G的残留活性），目前尚
没有脂肪酶这方面性质的报道。海洋酶具有的抗氧

化和耐盐特性可能与海洋菌株适应高盐、高压、低温

的海洋环境有关［$"，$R］。

综上所述，海洋酵母 :0<4’8-4;=$*> 分泌的胞外
脂肪酶是一种新型的低温碱性脂肪酶，它具有的低

温、碱性、抗氧化、为表面活性剂活化及生产成本低、

产酶周期短等特性使其具有良好的产业化和应用前

景，进一步开拓了海洋微生物资源的利用领域。
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