
天然产物研究与开发 Nat Prod Res Dev 2011，23: 512-516

文章编号:1001-6880(2011)03-0512-05

收稿日期: 2010-01-05 接受日期: 2010-04-20
基金项目: 国家高技术研究发展计划资助项目 ( 2003AA214061 ) ，

中国科学院知识创新工程重要方向性项 目 ( KSCX2-
YW-G-075)

* 通讯作者 Tel: 86-871-5190637; E-mail: zhenfang@ xtbg． ac． cn

诱变选育脂肪酶高产菌株及其酶学性质

邓 欣
1，方 真

1* ，张 帆
1，2，龙运多

1，曾虹燕
2

1
中国科学院西双版纳热带植物园昆明分部生物能源组，昆明 650223; 2

湘潭大学化工学院，湘潭 411105

摘 要:面包干酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) 为出发菌株，对其进行紫外和微波复合诱变，得高产突变菌株

DX213，高产突变菌株酶活力为 635 U /mL，为出发菌株的 1． 69 倍。菌株富集培养 5 代，遗传性状稳定。DX213
菌株的最优产脂肪酶条件为: 培养温度 30 ℃和培养液 pH 7． 5。酶学性质研究表明: 脂肪酶的最适温度 40 ℃、
最适 pH 为 7． 5、脂肪酶在 40 ℃以下稳定。Fe3 +

离子对脂肪酶有激活效应，当 Fe3 +
离子浓度为 0． 03 g /mL 时，脂

肪酶酶活力高达 720 U /mL。
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Mutation Breeding of High-yield Lipase Strain and Properties of Lipase
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Abstract: The mutation strain DX213 was obtained by UV and microwave treatment from Saccharomyces cerevisiae． Its
enzymatic activity was 635U /mL，enhanced by 69% ． The genetic characters were stable after enrichment culture for five
generations． The optimal conditions for producing lipase were culture temperature of 30 ℃ and pH of 7． 5． Enzymatic
properties were studied and found that the optimal temperature and pH for the lipase were 40 ℃ and 7． 5，respectively．
The enzymatic activity kept stable below 40 ℃ ． Fe3 + had an activating effect on lipase． The enzymatic activity went up to
720 U /mL when the Fe3 + concentration was 0． 03 g /mL．
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生物柴油作为石化燃料油的重要替代品，具有

可再生、易降解、含硫量低和有害物质排放量小等优

点，属环境友好型燃料。以植物油、动物油和废食用

油等为原料与低碳醇( 甲醇、乙醇、正丁醇等) 进行

酯交换反应，产物即为生物柴油 ( 脂肪酸甲酯) ，副

产物为甘油
［1-6］。发展生物柴油，原料是关键。一般

来说，植物油的价格占生物柴油生产成本的 70% ～
80%。中国人口众多，采用菜子油、大豆油、向日葵

油等可食用油为原料制备生物柴油是不可行的，小

桐子油不可食用但它与菜子油等可食用油有相似的

化学组成，以小桐子油为原料制备生物柴油的应用

和推广正是现阶段解决中国能源替代问题的最佳手

段
［7-11］。中国科学院西双版纳热带植物园采用转基

因技术对小桐子进行遗传改良研究，获得高产、高油

和抗逆的转基因小桐子优良品种-皱叶黑高桐，并在

云贵地区大规模种植，为生物柴油的产业化提供原

料。中国科学院西双版纳热带植物园生物能源组在

自身大量实验的基础上，提出超声波协同固定化脂

肪酶 催 化 酯 交 换 反 应 制 备 生 物 柴 油 新 工 艺

( CN101230320A) ［12］，该工艺具有能耗低、条件温

和、生物柴油收率高等优点。本文报道以面包干酵

母为出发菌株，经紫外和微波复合诱变，得高产脂肪

酸突变菌株 DX213 及其酶学性质，突变菌株 DX213
价格低廉，催化效果好，可重复使用，遗传稳定性好，

已在 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 保 藏，保 藏 编 号

CCTCCM 207082。

1 实验部分

1． 1 菌株与培养基

面包干酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) : 澳大利

亚宾那斯集团( Buns philp＆Company Limited) ，所用

试剂均为分析纯。



斜面培养基 ( g /L) : 土豆 200． 0、蔗糖 20． 0、琼

脂 20． 0、pH 自然。
复筛 培 养 液 ( g /L ) : 橄 榄 油 5． 0 mL，蛋 白 胨

4. 0、( NH4 ) 2SO4 3． 0、K2HPO4 2． 0、Mg2SO4·7H2O
1． 0。

平板分离培养基 ( g /L) : 蛋白胨 10． 0、橄榄油

10． 0 mL、( NH4 ) 2SO4 0． 5、NaCl 1． 5、K2HPO4 0． 3、
Mg2SO4·7H2O 0． 15、琼脂 20． 0，pH 7． 5。121 ℃灭

菌 20 min 后冷却到 60 ℃，加入无菌维多利亚蓝( 4
mg /100 mL) ，倒平板。
1． 2 产脂肪酶菌株的生长培养及粗酶液制备

称取 2 g 面包干酵母细胞置于 100 mL 无菌水

的三角瓶中，28 ℃培养 2 ～ 3 d。接种一环菌悬液于

斜面培养基上，30 ℃培养 2 ～ 3 d。从斜面培养基上

洗脱脂肪酶，置装有玻璃珠三角瓶中，振荡 25-30
min，使脂肪酶充分分散，离心分离，取上层清液，用

磷酸盐缓冲液调至 pH 7，得脂肪酶酶液。
1． 3 诱变选育

紫外线诱变: 量取酵母菌悬液 5 mL，加入无菌

培养皿中，以 30 W 的紫外照射仪于 30 cm 处照射，

设定不同的照射时间为不同的 UV 处理剂量。紫外

线照射后，暗修复 2 h。将诱变处理后的脂肪酶悬液

作梯度稀释，各样品进行活菌计数，并与对照组比

较，计算致死率。将目的菌液涂布于平板分离培养

基上，30 ℃培养 2 ～ 3 d。
微波诱变: 以脉冲频率为 2450 MHz 的 650 W

家用微波炉，分别对相同浓度和体积的酵母菌悬液

进行辐射处理。每次辐射 5 s 后使培养皿冷却，再

进行辐射，并将照射时间累计。设定不同的辐射时

间为不同的微波处理剂量，计算致死率。将目的菌

液涂布于平板分离培养基上，30 ℃培养 2 ～ 3 d。
筛选方法: 在平板分离培养基，挑取单个诱变后

显色圈直径大、色深的菌落进行摇瓶富集初筛、复

筛。
1． 4 出发菌株生长曲线

称取 2 g 面包干酵母细胞置于 100 mL 无菌水

的三角瓶中，30 ℃富集培养，定时取样抽滤，测滤出

液脂肪酶酶活，菌体用去离子水洗涤，冷冻干燥至恒

重，得到该菌种的生长曲线。
1． 5 酶活力测定

采用经典的橄榄油乳化法测定游离脂肪酶的酶

活力，在温度 30 ℃、pH 7． 5 条件下每分钟催化产生

1 μmol 油酸的酶量定义为一个酶活单位( U) 。

2 结果与讨论

2． 1 诱变育种

2． 1． 1 出发菌株生长曲线

出发菌株在富集培养液中生产脂肪酶进程见图

1。从图 1 可知，出发菌株在较短( 12 h) 停滞期后，

很快进入对数期( 12 ～ 48 h) ，后进入稳定期，生产脂

肪酶稳定期为 48 ～ 72 h，然后进入衰亡期。出发菌

株生产脂肪酶出现高峰与酵母生物量进入增长高峰

的时间一致，在 48 h 达酶活力高峰，为 375 U /mL。
富集培养超过 72 h，酶活力逐渐降低。主要是因为

菌体进入衰亡期，菌体新陈代谢衰退，酶活性降低之

故
［13，14］。

图 1 脂肪酶的生长曲线

Fig. 1 The growth curve of lipase strain

2． 1． 2 脂肪酶产生菌株诱变选育

为考察最适诱变条件，采用不同的 UV 和微波

诱变剂量对面包酵母进行复合诱变，所得致死率结

果见表 1 和表 2。结果表明，UV 照射 20 s 以及微波

辐射 30 s，面包酵母的致死率达到 99%以上。
紫外线诱变: 将致死率超过 99． 0% 的照射样

品，经平板分离培养初筛，挑选 HC 值( 水解透明圈

与菌落直径之比) 相对较大，显色圈较深的 5 株复

筛，结果发现正突变株 1 株，此正突变菌株 DX212
酶活为 465 U /mL，较出发菌株提高了 24%，选择

DX212 作为出发菌株进行微波诱变。
微波诱变: 以同样筛选方式对微波诱变进行初

筛、复筛。获得一株正突变株 DX213，其酶活力达

635 U /mL，较 DX212 提高了 36． 6%，为出发菌株的

1． 69 倍。
将 5 mL DX213 菌株于富集培养液中，每 48 h

转接一代至 5 代，每代接种培养测定酶活，结果为

( U /mL) : 625、610、635、645 和 620，可初步认为该菌

株具有较好的遗传稳定性。
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表 1 致死率与紫外照射时间

Table 1 Effect of UV irradiation time on lethal rate

时间 Time ( s) 0 5 10 15 20 25 30 35 40

致死率 Lethal rate ( % ) 0 50． 6 82． 7 96． 4 99． 3 99． 6 99． 8 99． 9 99． 9

表 2 致死率与微波照射时间

Table 2 Effect of microwave irradiation time on lethal rate

时间 Time ( s) 0 5 10 15 20 25 30 35 40

致死率 Lethal rate ( % ) 0 45． 3 63． 7 87． 6 95． 9 98． 8 99． 2 99． 7 99． 9

2． 2 诱变育种

温度和 pH 是微生物生存的重要外部环境，也

是影响微生物发酵的重要因素，接入 5 mL DX213
菌株于富集培养液中，120 rpm 振荡培养，对 DX213
菌株产酶培养温度和培养液初始 pH 值进行优化。
2． 2． 1 培养温度对菌株产酶的影响

温度是影响酶活性的重要因素之一，温度对酶

促反应的影响有两个方面: 一方面是当温度升高时

酶促反应速度加快; 另一方面由于酶本身是蛋白质，

随着温度升高逐步变性失活，从而降低酶的反应速

度。酶的最适反应温度是这两种过程平衡。在 pH
7． 5 下振荡培养 48 h，选取 5 ℃为梯度考察培养温

度对产酶的影响，结果见图 2。温度在 20 ～ 30 ℃
时，脂肪酶酶活力显著增加，培养温度 30 ℃时，培养

液脂肪酶活力最大 635 U /mL。温度超过 30 ℃，酶

活力逐渐降低。故最佳培养温度为 30 ℃。

图 2 温度对产酶的影响

Fig. 2 Effect of temperature on lipase production

2． 2． 2 pH 对菌株产酶的影响

pH 是影响酶活性的重要因素之一，酶活性的表

达与培养液的带电性有关，培养液带电性影响酶分

子的结构特异性，从而影响了酶的活性。DX213 菌

株在 30 ℃下不同初始 pH 值培养液中振荡培养 48
h，测定培养液中的脂肪酶活，结果见图 3。从图 3
可知，不同初始 pH 值培养液的脂肪酶活随 pH 值( 5
～ 7． 5) 的增加而增大，其中初始 pH 值为 7． 5 时，酶

活力最大，为 630 U /mL。pH 值超过 7． 5 时，脂肪酶

酶活力显著降低。因此，最佳产酶 pH 值为 7． 5。

图 3 pH 对产酶的影响

Fig. 3 Effect of pH on lipase production

2． 3 脂肪酶酶学性质

2． 3． 1 pH 值对酶活的影响

图 4 pH 对脂肪酶酶活力的影响

Fig. 4 Effect of pH on enzymatic activity

取 5 mL 游离脂肪酶酶液，不同 pH 值条件下测

定脂肪酶酶活，结果见图 4，从图 4 知，pH 5． 0 ～ 7． 5
时，酶活随 pH 值的增加而增大，pH 为 7． 5 时，脂肪

酶酶活最大，高达 645 U /mL。随 pH 值继续增大，

脂肪酶活力随着 pH 值的升高而降低，可能由于碱

条件激活了游离酶蛋白必需基团的电离，酶出现水

解、脱氨基和外消旋化等现象，从而降低酶活
［15-16］。

2． 3． 2 温度对酶活的影响

取 5 mL 游离脂肪酶酶液，不同温度条件下测定

脂肪酶酶活，结果见图 5，从图 5 知，在温度 25 ～ 40
℃时，酶活力随温度的增加而迅速增大，温度为 40
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℃时脂肪酶酶活力最大 650 U /mL。温度继续增大，

脂肪酶酶活力随着温度的升高而降低，可能由于较

高温度脂肪酶蛋白部分变性或结构特异性发生变

化，从而降低酶活。

图 5 温度对脂肪酶酶活力的影响

Fig. 5 Effect of temperature on enzymatic activity

2． 3． 3 脂肪酶热稳定性

图 6 脂肪酶热稳定性

Fig. 6 The thermal stability of the lipase

取 5 mL 游离脂肪酶酶液，在 40、45 ℃和 50 ℃
条件下将酶液保温，每隔 10 min 取保温酶液，在 pH
7． 5 磷酸缓冲溶液中，测定脂肪酶活，结果见图 6。
40 ℃保温 90 min 时其脂肪酶酶活力保持在 600 U /
mL，酶活力损失较少。45 ℃保温 50 min，其剩余酶

活力为原酶活力的 63． 8%，90 min 后剩余酶活力仅

为原酶活的 40%。50 ℃下脂肪酶的热稳定性较差，

50 min 时其剩余酶活力下降至原酶活力的 46. 9%，

90 min 后剩余酶活仅为原酶活的 31． 5%。结果可

知，脂肪酶的热稳定性一般，在低于 40℃ 温度下稳

定。
2． 3． 4 激活剂对脂肪酶的影响

添加激活剂如某些金属离子、多糖、戊醇和表面

活性剂于反应环境中可影响酶的氢键、静电作用、疏
水作用等，针对不同的酶可用不同的离子或化合物

来稳定酶的构象。Fe3 +
浓度对酶活力的影响见图

7。从图 7 可知，当 Fe3 +
浓度较低时，随着 Fe3 +

浓度

的增加，脂肪酶酶活力有较大幅度的提高，Fe3 +
浓度

为 0． 03 g /mL 时，脂肪酶酶活力高达 720 U /mL。但

当 Fe3 +
浓度继续增高时，Fe3 +

对脂肪酶的活性起到

抑制的作用，脂肪酶的酶活力反而下降。由此可知，

Fe3 +
浓度为 0． 03 g /mL 时，对游离脂肪酶的激活效

应最高。

图 7 Fe3 +
对脂肪酶酶活力的影响

Fig. 7 Effect of Fe3 + concentration on enzymatic activity

3 结论

3． 1 面包干酵母为出发菌株，对其进行紫外和微

波复合诱变，得高产突变菌株 DX213，高产突变菌株

酶活力为 635 U /mL，为出发菌株的 1． 69 倍。菌株

连续培养 5 代，遗传性状稳定。
3． 2 DX213 菌株的最优产脂肪酶条件为: 培养温

度 30 ℃和培养液 pH 7． 5。
3． 3 脂肪酶的最适温度 40 ℃、最适 pH 为 7． 5、脂
肪酶在 40 ℃以下稳定。Fe3 +

离子对脂肪酶有激活

效应，当 Fe3 +
离子浓度为 0． 03 g /mL 时，脂肪酶酶

活力高达 720 U /mL。
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