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随着生活水平的不断提高，肥胖在中国也开始成为影响人们健康的主要危险之一。目前市场上常

见的减肥产品主要是作用于大脑，通过抑制食欲减少食物的摄入，由于这类药可能产生大脑、心血管及

神经系统的副作用，不宜长期使用。瘦素（H6I.>B）是一种肥胖基因表达的多肽激素，也是通过食欲中枢

发挥作用，可以抑制食欲，提高代谢率，达到减肥的目的。因而另一类减肥药品脂肪酶抑制剂近年来受

到国内外重视。脂肪酶抑制剂可直接阻断人体对脂肪的吸收，它不需要通过影响中枢神经系统来抑制

人体的食欲，而是阻止脂肪在胃肠道的吸收。文献报道脂肪酶抑制剂可以不进入人体血管和神经系统，

对人体矿物质平衡以及骨质循环均无影响。同单一地调整饮食结构减肥相比，脂肪酶抑制剂除了可降

低体重，还对一些和肥胖相关的症状如高血压、高胆固醇和糖尿病有明显的改善作用。已发现这类产品

可以从水稻胚芽提取得到，也有报道从放线菌培养物和培养液中找到了脂肪酶抑制剂［0 J 1］。微生物是

多种抗生素（包括酶抑制剂）有较高的脂肪酶抑制的广泛来源［3 J %］，本研究所用菌种为自行分离获得的

一株芽孢杆菌（!"#$%%&’ -I)）H9 菌株，该菌株具活性，而淀粉酶抑制活性较低，同时未检测到蛋白酶抑制

活性，因而用该菌株开发减肥用品不会影响人体对必需营养物质的吸收，该菌株是适宜的高效脂肪酶

抑制剂生产菌［2］。而且细菌这种单细胞微生物作为生产菌株将比放线菌更易于操作，有更好的生产效

益。本研究主要考察该菌深层发酵条件对发酵液脂肪酶抑制活性影响，确定产生菌的最佳培养基和培

养条件，为进一步生产试验奠定基础。

& 材料和方法

&#& 菌株和试剂

菌种：芽孢杆菌（!"#$%%&’ -I)）H9，自行分离筛选自浙江工业大学校园土壤。实验所用试剂均是国产

化学纯和分析纯试剂。脂肪酶为浙江嘉善药厂产品。

&’( 培养基

种子培养基：每升含有牛肉膏 ",，蛋白胨 0$,，/:K( 1,，琼脂 #$,，IL 8G#；发酵培养基：每升含有乳糖

%,，蛋白胨 0$,，（/L!）# MN! %,，/:K( 1,，IL 8G#；以上均 0$0 OP: 高压蒸汽灭菌 #$=>B。

&’) 脂肪酶抑制活性测定

分别以 0 =H 原始培养基和发酵液滤液溶解 0 , 脂肪酶酶粉配制酶液，参照文献［0$］分别测定各样

品的脂肪酶活性，以脂肪酶活性的降低比例计量抑制活性的大小。脂肪酶活力单位：以 0, 酶粉在 !$Q
IL8G1 条件下，脂肪酶水解脂肪，每分钟产生 0 微克分子脂肪酸的酶量，为 0 个脂肪酶单位。



!"# 菌悬液的制备

菌种斜面加定量无菌生理盐水，接种环刮取菌苔，菌液倒入含有无菌水和玻璃珠的三角瓶中摇动直

至菌体细胞株均匀分布得菌悬液待用。

!"$ 摇床发酵液的制备

移取菌悬液到装有 !" #$ 培养液的 %&" #$ 三角瓶中，!"’ (&" )*#+, 培养 %- .，发酵液以滤纸过滤去

除菌体，滤液置 -’冰箱保存待测。

!"% 生物量测定

取 ("#$ 发酵液，离心，("&’干燥 % . 称干重，即为发酵液中的生物量。

& 结果和讨论

&’! 脂肪酶抑制剂产生菌 !"#$%%&’ /0 ’ $1 的培养基选择

&"!"! 碳源物质对 !"#$%%&’ /02 $1 发酵液脂肪酶抑制活性的影响：首先考察了碳源物质对脂肪酶活性

影响。以肉汤为基本培养基和参照，添加 (3不同碳源物质来考察各碳源物质对 !"#$%%&’ /02 $1 发酵液

脂肪酶抑制活性的影响，结果显示（表 (）添加乳糖的发酵液具有较高的脂肪酶抑制活性，而其他碳源物

质均未见抑制活性的提高，反而不如基本肉汤培养基，是否乳糖促进了脂肪酶抑制活性成分的形成，拟

或乳糖结构是抑制成分的组成结构，从而促进了发酵液抑制活性的提高，这些可在抑制成分的分离纯化

及结构分析后得到确定。

改变乳糖的添加量考察乳糖浓度对脂肪酶抑制活性的影响。结果显示（表 %）乳糖添加量 (3时同

比抑制活性最高。

表 ! 碳源对脂肪酶抑制活性的影响

碳源物质*(3
发酵液脂肪

酶活性*（4*5）
抑制率*3

初始肉汤 -!! 空白对照

无添加碳源 %6" !"7"

葡萄糖 !(8 %97:

蔗糖 -%& (7:

麦芽糖 !!! %!7(

乳糖 %(8 -"76

淀粉 -(8 !76

乙醇 !(8 %97:

甘油 !!! %!7(

表 & 乳糖添加量对脂肪酶抑制活性的影响

乳糖添加量

*（5*$）

生物量

*（5*$）

培养基脂肪

酶活性*（4*5）
发酵液脂肪

酶活性*（4*5）
抑制率*3

& (7% -99 !%& !"7-

(" (7& -&6 !"" !-7&

(& (78 --( !-% %%79

%" %7" -&6 !8& (67%

%& (7" -!! !:% :79

&"!"& 氮源选择：基础肉汤培养基的双有机氮源（牛肉膏和蛋白胨），对进一步生产实践来说，成本较

高，因而挑选 ;<-;=! 、（;<-）% >=- 、（;<-）! ?=-、尿素、蛋白胨、酵母膏和牛肉膏进行重组，考察有机氮源与

无机氮源、有机氮源与有机氮源的新组合的 (( 种双氮源培养基对发酵液抑制活性的影响，试验结果表

明（表 !），在含 (3 乳糖的培养基中添加蛋白胨和（;<- ）% >=- 组合显示出比其他组合更高的抑制活性，

虽然不及基础肉汤的氮源组合，但差距不是太大，而且以（;<- ）% >=- 替代牛肉膏可以大大节省发酵成

本。因而初步选定发酵培养基的组成为：每升培养基含 ("5 乳糖、("5 蛋白胨、!5（;<-）% >=- 和 &5 ;@AB。
分别改变蛋白胨和（;<-）% >=- 添加量，来考察氮源的浓度对脂肪酶抑制活性的影响。结果显示（表

-），蛋白胨添加量为 (7&3、（;<-）% >=- 添加量为 (3时同比抑制活性较高。
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表 ! 氮源对脂肪酶抑制活性的影响

氮源 !
"（#"$）

氮源 %
"（#"$）

生物量

"（#"$）

初始培养基脂肪酶活性

"（&"#）
发酵液脂肪酶活性

"（&"#）
抑制率

"’

牛肉膏 ( 酵母膏 !) )*+ (+( (%, !,*%
牛肉膏 ( 硫酸铵 !) !*( -%, -)+ (*.
牛肉膏 ( 磷酸铵 !) !*, --! ((( %-*,
牛肉膏 ( 尿素 !) )*/ (.% (,) !)*0
蛋白胨 !) 酵母膏 ( )*+ -(( (,+ !/*(
蛋白胨 !) 硫酸铵 ( !*) -00 %.% (/*,
蛋白胨 !) 磷酸铵 ( !*% -,) (%, %/*+
蛋白胨 !) 尿素 ( )*. -)+ (/, +*%
酵母膏 ( 硫酸铵 !) !*, --! -%, (*+
酵母膏 ( 磷酸铵 !) )*0 -!/ (!/ %-
酵母膏 ( 尿素 !) !*- -)) (%, !+*+

表 " 氮源的浓度对脂肪酶抑制活性的影响

氮源种类 浓度"（#"$） 生物量"（#"$） 初始培养基脂肪酶活性"（&"#） 发酵液脂肪酶活性"（&"#） 抑制率"’

, !*0 -,+ ((( %/*(

!) !*+ -00 (%, ()*-
蛋白胨 !, !*, -,) ()+ (!*,

%) %*) -%, (!/ %,*,

%, !*. -!/ (!/ %-*)

( !*/ -(( (-% %!*%

, !*, -,+ (,+ %!*+
硫酸铵 !) !*+ -,+ (%, %.*!

!, !*0 -,) ((( %,*.

%) %*) --! (,+ !+*.

表 # $%（!"）正交结果

编号 乳糖"’ 蛋白胨"’ 硫酸铵"’ 氯化钠"’ 抑制率"’
! )*+ !*) )*+ )*, -!*!
% )*+ !*, !*) )*+ (/*(
( )*+ %*) !*% !*) (/*/
- !*) !*) !*) !*) -%*.
, !*) !*, !*% )*, (!*.
0 !*) %*) )*+ )*+ (+*)
/ !*% !*) !*% )*+ (-*0
+ !*% !*, )*+ !*) %0*%
. !*% %*) !*) )*, (0*-
1! 0*% 0*% 0*) ,*+
1% ,*, ,*! ,*. ,*0
1( ,*, ,*. ,*( ,*+
2! %*)/ %*)/ %*) !*.(
2% !*+( !*/ !*./ !*+/
2( !*+( !*./ !*// !*.(
3 )*%- )*(/ )*%( )*)0

&’(’! 培养基的优化：考虑到培

养基各组成因子间的相互作用，

进一步对培养基组成进行正交

优 化，选 择 乳 糖、蛋 白 胨、

（45-）% 67- 和 489: 等 - 个因素，

每因素选择 ( 个水平，采用正交

表 $.（(- ）对培养基进行优化，结

果显示（表 ,）实验的最佳值为 -
号培养基，但理论最佳值是 ! 号

培养基，由于 ! 号培养基与 - 号

培养基的抑制率相差不大，因此

最终确定培养基组成：每升培养

基含 +# 乳 糖、!)# 蛋 白 胨、+#
（45-）% 67- 和 ,# 489:。进一步验

证理论最佳培养基抑制活性保

持在 -!’以上。
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!"! 脂肪酶抑制剂产生菌 !"#$%%&’ #$% &’ 培养条件选择

!"!"( 初始 !" 对菌株发酵液脂肪酶抑制活性的影响：考察了上述优化确定发酵培养基初始 !" 分别为

#、$、%、& 和 ’ 时的发酵液脂肪酶抑制活性，结果显示（图 (）初始 !" %)* 的发酵液脂肪酶抑制活性最高。

发酵培养基初始 !" 为 % 比较适宜。进一步考察发酵培养基起始 !" 分别为 $)#、$)&、%)*、%)+ 和 %)# 时

发酵液的脂肪酶抑制活性，结果显示（表 $），培养基初始 !"%)+ 时抑制活性比 !"%)* 要高一些，因此发酵

培养基的初始 !" 在 %)+ 最佳。

图 ( 初始 $) 对脂肪酶抑制活性的影响

表 * 初始 $) 对菌株发酵液脂肪酶抑制活性的影响

!" 生物量,（-,.） 发酵液脂肪酶活性,（/,-） 抑制率,0

$)# ()1 1$% +*)*

$)& ()1 1#* +1)$

%)* ()% +&1 1&)+

%)+ ()# +$* 21)(

%)# ()+ +$+ 2+)’

2#&（初始培养基）

图 ! 培养温度对脂肪酶抑制活性的影响

!"!"! 温度对菌株发酵液脂肪酶抑制活性的影响：分别考

察了 +$3、+&3、1*3、1+3和 1%3培养温度下发酵液脂肪

酶抑制活性，其他发酵条件为：摇瓶装量为 1*4.，接种量为

(4.，!" %)+，(#*5,467 条件下培养 +28。结果可知（图 +），温

度高于或低于 1*3时无论发酵液抑制率或者产生物量均下

降，因此最佳发酵温度为 1*3。

!"!"+ 接种量对菌株发酵液脂肪酶抑制活性的影响：在

1*4. 培养液中按不同接种量接入种子液，在 1*3，!"%)+，

(#*5,467 条件下培养 +28，测定各发酵液的脂肪酶抑制活性。

结果显示（图 1），当接种量为 20时其发酵液的抑制率明显

高于其它接种量，因此可以确定最佳接种量为 20。

!"!", 通气量对菌株发酵液脂肪酶抑制活性的影响：在 +#*4. 三角瓶中分别加入不同体积的培养基，

各接 20种子液，在 1*3，!"%)+，(#*5,467 培养 +28 后，测定各发酵液的酶活。结果显示（图 2），摇瓶装液

量为 2*4. 时其发酵液的抑制率最高可以达到 #+)10，因此可以确定最佳摇瓶装液量为 2*4.。

图 + 接种量对脂肪酶抑制活性的影响 图 , 培养基装量对脂肪酶抑制活性的影响
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! 结论

通过检测发酵液对脂肪酶的抑制活性大小确定 !"#$%%&’ !"# $% 产脂肪酶抑制剂的最佳发酵培养基

组成和培养条件为：乳糖 &’，蛋白胨 ()’，（*+,）- ./, &’，*012 3’4；发酵培养基的起始 "+ 值为 56-，接种

量 ,4，温度 7)8，-3)9$ 摇瓶装液量 ,)9$ 的条件下培养 -,: 可获得较高的抑制率，最高可以达到

3-674的抑制率。同时本研究采用的土壤中分离获得的 !"#$%%&’ !"# $% 菌株发酵液对脂肪酶有较强抑

制活性，有关抑制活性成分的分离纯化和物质鉴定工作正在研究中，对抑制剂成分的最终确定将会有助

于更深入地研究 !"#$%%&’ !"# $% 菌株产脂肪酶抑制剂的代谢过程规律。

致谢 本研究项目得到沈寅初先生的启发指导，在此表示衷心感谢。

参 考 文 献

［ ( ］ ;0<=>!?@ A +，+0B"C90@ D# EF=’:C G?@CH?2 0@> H=!I J0GC?H HF>BGC=?@ =@ ?KF!F !BKLFGC! CHF0C J?H - MF0H! N=C: /H=!C0# ()&*+"%
), -./ 01/*$#"+ 2/3$#"% 0’’)#$"-$)+，(OOO，"#（7）：-73 P -,7#

［ - ］ $F=!=FH D Q，RB@@=@’ S# E:0C =! C:F 2?@’TCFH9 FJJ=G0GM 0@> C?2FH0K=2=CM ?J ?H=!C0C，0 ’0!CH?@=@CF!C=@02 2="0!F =@:=K=C?H # ()&*+"%
), 4"1$%5 6*"#-$#/，-)))，$%（U）：357 P 353#

［ 7 ］ Q0GF ; R，V2?C@FH .，RBFHG=?2=@= W# .:?HCTCFH9 CHF0C9F@C >?F! @?C 0JJFGC 9=@FH02 K020@GF 0@> K?@F CBH@?<FH =@ ?KF!F 90@#
()&*+"% ), +&-*$-$)+，-))(，&!&（U）：(UO, P (U3)#

［ , ］ X!2FH # V=?90!! 2="0!F =@:=K=C?H B!FJB2 J?H CHF0C=@’ 0>="?!=CM# Y@=CF> !C0CF! "0CF@C，33,)O(5，(OOU#
［ 3 ］ Z0I0:0!:= # $="0!F =@:=K=C?H >FH=<F> JH?9 0 >FJ0CCF> H=GF ’FH9# Y@=CF> !C0CF! "0CF@C，33)7&7(，(OOU#
［ U ］ 徐成勇，诸葛健 # 微生物来源的酶抑制剂研究进展 # 微生物学报，(OOO，!%（-）：(&3 P (&5 #
［ 5 ］ 胡海峰，朱宝泉，龚炳永 # 微生物来源的胆固醇合成酶抑制剂! #抗生素 .XQXT&O-UT"的研究 #中国医药工业杂

志，(OO3，"’（((）：,&, P ,&& #
［ & ］ 孟晓峰，龚炳永，朱宝泉 # 微生物来源的甾体 3-T还原酶抑制剂：.XQXTO,T()5OTXX 的研究 # 中国抗生素杂志，

(OO5，""（U）：,)( P ,)7 #
［ O ］ 钟卫鸿，卢静亚 # 脂肪酶抑制剂产生菌的筛选 # 中国抗生素杂志，-))-，"(（((）：U,( P U,7#
［()］ 张树政 # 酶制剂工业 # 北京：科学出版社，(O&, #UU) P UU-#

)*+,- ./ )+012342, 5+6*+32 5./,7*7./8 .9 :7;<82 =/>707*.3 ?3.,+@7/4 )*3<7/

[:?@’ EF=:?@’! A=0? D=0@LB@
（7)%%/8/ ), !$)%)8$#"% "+3 9+:$*)+1/+-"% 9+8$+//*$+8，;./<$"+8 =+$:/*’$-5 ), >/#.+)%)85，?"+8@.)& 7())(,，7.$+"）

A08*3<@*：Z:F ?"C=9B9 9F>=B9 0@> JFH9F@C0C=?@! G?@>=C=?@! ?J C:F 2="0!F =@:=K=C?H "H?>BG=@’ !CH0=@
!"#$%%&’ !"# $% NFHF !CB>=F># Z:F ?"C=902 9F>=B9 N0! !F2FGCF> 0JCFH !=@’2F J0GC?H CF!C 0@> ?HC:?’?@02
CF!C 0! J?22?N!：20GC?!F )6&4，"F"C?@F (4，（*+,）- ./, )6&4，*012 )634，?H=’=@02 "+ 56-6 E=C:
,4（A\A）=@?GB2B9 =@ ,) 9$ 9F>=B9 =@ -3) 9$ J20!I，!"#$%%&’ !"# $% G?B2> HF0G: :=’: M=F2> ?J
2="0!F =@:=K=C?H 0JCFH -, : 0C 7)8 # Z:F :=’:F!C 2="0!F =@:=K=C?HM 0GC=<=CM =@ KH?C: G?B2> HF0G: 3-674 #
B2- C.3,8：$="0!F =@:=K=C?H，AF>=B9，%FH9F@C0C=?@! G?@>=C=?@!，!"#$%%&’ !"#

%?B@>0C=?@ =CF9：QH?LFGC RH0@CF> KM C:F .G=F@GF WF!F0HG: 1F@CFH ?J [:FL=0@’ Y@=<FH!=CM ?J ZFG:@?2?’M（-))())3-）

!1?HHF!"?@>=@’ 0BC:?H # ZF2：&UT35(T&&7-))35；%0]：&UT35(T&&7-)7&5；^T90=2：N:T_:?@’‘ !=@0# G?9
WFGF=<F> >0CF：((T((T-))-

&(3 微 生 物 学 报 ,7 卷




