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奶牛瘤胃微生物元基因组文库中脂肪酶的筛选与酶学

性质 
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摘  要: 利用含有三油酸甘油酯的脂肪酶选择性筛选培养基, 从奶牛瘤胃微生物元基因组文库 15 360 个克隆中, 筛选

得到了 18 个脂肪酶阳性克隆, 其插入片段大约为 60 kb, 并且各个克隆的插入片段各不一样。利用 p-NPP 法对脂肪酶克

隆的脂肪酶活性分析, 表明均具有大小不等的脂肪酶活性。底物特异性分析表明 Lipase6、Lipase7 和 Lipase8 分别对 C16

底物(对硝基苯棕榈酸酯)、C12 底物(对硝基苯月桂酸酯)和 C16 底物(对硝基苯棕榈酸酯)水解能力最强。Lipase 6、Lipase 

7、Lipase 8 的脂肪酶最适 pH 为 7.5; Lipase8 的脂肪酶活性半衰期随反应温度的升高而缩短, 70oC 时能达到 30 min。本

研究所筛选的脂肪酶具有不同的底物特异性和较好的热稳定性, 这对于工业化生产具有一定的应用潜力。 
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Abstract: Using lipase segregation agar containing trioleoylglycerol, we obtained 18 lipase positive clones by screening from a 
metagenome library of dairy rumen microflora containing 15 360 clones. The average insert size of lipase positive clones was about 
60 kb. Lipase enzyme activity analysis by p-NPP method indicated that Lipase6, Lipase7 and Lipase8 had higher lipolytic activities 
to substrates of p-nitrophenyl palmitate (C16), p-nitrophenyl alaurate (C12) and p-nitrophenyl palmitate (C16) respectively. The 
optimum pH of Lipase 6, Lipase 7 and Lipase 8 were 7.5. The halflife period of Lipase 8 with the value of 15 min in 70oC decreased 
with the increase of temperature. In conclusion, the lipases screened in this study had different substrates specificity and good thermo 
stability, which laid a basis for large-scale industrial application. 
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脂肪酶(EC 3.1.l.3)是一类重要酯键水解酶, 能

催化如下反应 : 甘油三酯+水→甘油+游离脂肪酸 , 

脂肪酶的最适反应底物为长链脂肪酸(C≥10)形成

的酯, 而酯酶的最适反应底物为短链脂肪酸(C≤8)

形成的酯。由于脂肪酶具有很好的有机溶剂稳定性、

较宽的底物范围、对映异构选择性等特点, 使得它

在食品、化工和医药行业有着广泛的应用[1]。因此, 

有必要利用各种技术方法筛选和分离新的脂肪酶。

传统的分离脂肪酶的方法是通过纯培养微生物和活

性筛选的方式来寻找新的脂肪酶。但在自然环境中, 

只有 1%的微生物可以纯培养, 所以纯培养的方法得

到的脂肪酶是很有限的[2]。  

元基因组是指某一特定的环境中全部微生物的

总 DNA, 元基因组技术是将样品中的总 DNA 提取

出来后, 利用适宜的载体克隆到宿主细胞中以构建

成元基因组文库, 再从中筛选新的活性物质或基因

的技术[3]。目前已利用元基因组技术筛选到了新的

脂肪酶/酯酶、蛋白酶、淀粉酶、氧化酶、几丁质酶、

核酸酶、色素、抗菌及抗肿瘤活性物质等, 而且这

些新的生物活性物质已部分用于工业化生产中[4]。 

在元基因组技术中, 文库的建立有很多种方法, 

其中细菌人工染色体(BAC)文库具有插入片段大、转

化效率高的优点, 可将复杂的基因或基因家族, 包

括基因的远程顺式作用元件一并转入受体生物中 , 

所以不仅使转化的基因在一定范围内接近于在自然

菌株中的状态, 减少了转化基因沉默的可能性, 而

且可以进行基因时空表达的研究, 有可能找到相互

作用的基因簇, 从而对未培养微生物的代谢和相互

作用有一个更加深入的认识[5]。 

本研究利用中国荷斯坦奶牛瘤胃微生物元基因

组 BAC文库, 从中筛选具有水解三油酸甘油酯的脂

肪酶克隆, 最终得到了 18 个脂肪酶克隆, 并对脂肪

酶克隆的酶学性质进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
Escherichia coli TransforMax EPI300贮存于中

国科学院微生物所; 对硝基苯酚(p-NP)、对硝基苯乙

酸酯(C2)、对硝基苯月桂酸酯(C12)、对硝基苯豆蔻

酸酯(C14)、对硝基苯棕榈酸酯(C18)(p-NPP)和对硝

基苯硬脂酸酯(C18)均购自于 Sigma; 三油酸甘油酯

购自于 Fluka; Bradford蛋白浓度测定试剂盒购自于

Bio-Rad; Hind Ш、NotⅠ、EcoRⅠ购自于 TaKaRa。 

奶牛瘤胃微生物 BAC 文库由本研究室与中国

科学院微生物所联合构建。该文库是提取 2 Mb荷斯

坦奶牛瘤胃微生物 DNA后, 经 Hind III不完全酶切

获得 50~100 kb DNA 片段, 将其连接在 pCC1BAC

载体上, 转化 E. coli EPI300后而得到的。该文库的

平均插入片段 54.5 kb, 共保存 15 360个克隆, 空载

体率小于 2%, 库容 837 Mb [6]。 

1.2  筛选脂肪酶阳性克隆 
1.2.1  脂肪酶选择性筛选培养基[7] 

LB 固体培养基配制好后加入 1% 三油酸甘油
酯, 利用均质器进行乳化, 待三油酸甘油酯形成微
滴后, 经 121°C、20 min高温高压灭菌后, 再加入经无
菌过滤后的 0.001%罗丹明 B和 12.5 μg/mL 氯霉素。 
1.2.2  筛选[8] 

将保存在 384板上的 BAC克隆, 分别影印到脂
肪酶选择性筛选培养平板上。37°C恒温培养 24~48 h
后, 将平板放在 254 nm 的紫外灯上观察, 有荧光的
菌落判断为脂肪酶阳性克隆, 并以 Escherichia coli 
TransforMax EPI300作为阴性对照。 
1.2.3  脂肪酶阳性克隆插入片段大小的鉴定  

利用碱裂解法分别小量提取 18 个脂肪酶阳性
克隆质粒, 用限制性内切酶 Hind III完全酶切, 酶切
体系为:  5 μL BAC质粒 DNA, 2 μL 10×Hind III 酶
切缓冲液, 2 μL 0.1% BSA, 0.5 μL 10 U/μL Hind III, 
加水至 20 μL, 37°C温育 4 h, 1%琼脂糖凝胶电泳。 
1.2.4  脂肪酶阳性克隆限制性酶切图谱  

利用限制性内切酶 NotⅠ对 18个脂肪酶阳性克
隆的质粒进行酶切分析 , 并利用限制性内切酶
EcoRⅠ对 Lipase4和 Lipase9进行酶切分析, 酶切体
系同上。37°C温育 4 h, 1% 琼脂糖凝胶电泳。 

1.3  脂肪酶活性测定  
1.3.1  脂肪酶提取 

挑取 18 个脂肪酶阳性克隆, 分别接种到 50 mL 
LB液体培养基中, 37oC过夜培养。10 000×g、4oC离
心5 min, 弃上清, 用50 mmol/L Tris·HCl缓冲液(pH 8.0, 
含 10 mmol/L CaCl2)清洗 2次后, 加入 4 mL 50 mmol/L 
Tris·HCl缓冲液(pH 8.0, 含 10 mmol/L CaCl2)将菌体重
悬, 冰上超声破碎(300 W, 超声 4 s, 间隔 4 s, 总共  
10 min)。将超声后菌液离心(12 000 × g, 2 min, 4oC), 
收集上清, 一部分用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒测
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蛋白含量, 另一部分分装后置于−80oC中保存。 
1.3.2  对硝基苯棕榈酸酯法测定脂肪酶活性[9] 

用 Tris·HCl缓冲液配制 8 mmol/L对硝基苯棕榈
酸酯(p-NPP), 取 980 μL加到 2 mL离心管中, 置于
25°C中保温 5 min, 加入 20 μL 脂肪酶提取液, 继续
保温 5 min, 然后加入 0.5 mL 3 mol/L HCl终止反应, 
离心后取出 333 μL 上清液, 加入到 1 mL 2 mol/L 
NaOH溶液中, 用分光光度计测定 405 nm波长下吸
光值。利用煮沸后的上清液作为空白对照。以对硝基

苯酚(p-NP)稀释不同倍数做标准曲线。脂肪酶活性:   
1 U/mg相当于 1 mg 脂肪酶 1 min释放 1 μmol p-NP。 

1.4  脂肪酶的底物特异性[10] 
根据测得的阳性克隆脂肪酶活性数据, 挑取酶

活性高中低 3个克隆, 即 Lipase6、Lipase7、Lipase8, 
分别以对硝基苯乙酸酯 (C2)、对硝基苯月桂酸酯
(C12)、对硝基苯豆蔻酸酯(C14)、对硝基苯棕榈酸酯
(C16)和对硝基苯硬脂酸酯 (C18)作为水解的底物 , 
代替 1.3.2 脂肪酶测定方法中的 p-NPP, 来测定脂肪
酶活性。 

1.5  脂肪酶的最适 pH 
选取阳性克隆 Lipase6、Lipase7 和 Lipase8, 分

别以 0.2 mol/L 磷酸缓冲液(pH 5.0、6.0、7.0、8.0), 
0.05 mol/L Tris·HCl 缓冲液 (pH 8.5)和 0.05 mol/L 
甘氨酸-氢氧化钠缓冲液(pH 9.5、10.5)作为酶反应的
缓冲液, 利用 p-NPP法测定酶活性。 

1.6  脂肪酶的热稳定性 
挑取 Lipase8, 在不同温度(50°C、60°C和 70°C)

中保温 0 min、15 min、30 min、60 min、90 min和
120 min后取样, 迅速冷却至室温, 利用 p-NPP法测
定脂肪酶活性。 

2  结果与分析  

2.1  脂肪酶的筛选 
2.1.1  脂肪酶阴性克隆表型 

利用脂肪酶选择性筛选培养基, 根据荧光颜色

的变化, 从瘤胃微生物 BAC文库的 15 360个克隆中

筛选得到了 18 个脂肪酶阳性克隆 , 定义为

Lipase1~Lipase18, 见图 1。重新利用脂肪酶选择性

筛选培养基复筛上述 18个克隆, 均具有稳定的水解

底物的能力。 
 

 
 

图 1  部分脂肪酶阳性克隆的荧光图 
Fig. 1  Partial lipase positive clones. “−”: negative control; 
“1−7”: Lipase1−Lipase7. 
 

2.1.2  脂肪酶克隆插入片段大小 
对筛选得到脂肪酶阳性克隆 , 小量提取质粒 , 

经限制性内切酶 Hind III 酶切后, 琼脂糖凝胶电泳
鉴定插入片段大小。脂肪酶克隆的质粒提取量比较

少, 经琼脂糖凝胶电泳鉴定, 见图 2。18个脂肪酶克
隆插入片段大小均为 60 kb左右。 
2.1.3  脂肪酶阳性克隆酶切图谱 

利用限制性内切酶Not I对 18个脂肪酶阳性克隆
的质粒进行酶切分析, 并利用限制性内切酶 EcoR I
对 Lipase4 和 Lipase9 进行酶切分析(图 3)。从 Not I
酶切图谱A可以看出, 除 Lipase4和 Lipase9外, 其他
克隆均具有不同的酶切图谱, 各个克隆间具有不同
的 DNA 片段。从 EcoR I 酶切图谱 B 看出, Lipase4
和 Lipase9 的酶切图谱不同, 这些结果表明共筛选得
到了 18个不同的脂肪酶克隆。 

2.2  脂肪酶酶活性 
利用 p-NPP法测定 18个脂肪酶阳性克隆酶活性, 

结果见图 4, Lipase7酶活性最高, 达到 1069.55 U/mg; 

Lipase8 酶活性次之; 依次是 Lipase17、Lipase18、 
 

 
图 2  脂肪酶阳性克隆插入片段电泳分析 
Fig. 2  Electropherogram of lipase positive clones’ insert. M1, M2: DNA markers; 1−18: Lipase1−Lipase18. 
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图 3  脂肪酶阳性克隆限制性酶切图谱 
Fig. 3  Electropherogram of digested lipase positive clones. (A) Not  enzyme digested mapsⅠ . (B) EcoR I enzyme digested maps. M: 
DNA marker; 1−18: Lipase1−Lipase18. 
 

 

图 4  脂肪酶阳性克隆酶活性 
Fig. 4  Enzyme activities of lipase positive clones. 
 

Lipase5、Lipase4、Lipase2 和 Lipase6, 而其他的脂

肪酶克隆活性都较低, 但仍具有不同程度的酯键水

解能力。 

2.3  脂肪酶的底物特异性 
利用含不同脂肪酸碳链长度的酯类作为反应的

底物, 测定脂肪酶活性, 见图 5。Lipase6 对 C16 的

底物 (对硝基苯棕榈酸酯 )水解能力最强 , 能达到

1933.42 U/mg, 其次是 C12(对硝基苯月桂酸酯)、

C14(对硝基苯豆蔻酸酯)和 C18(对硝基苯硬脂酸酯)

的底物; Lipase7 对 C12 的底物水解能力最强, 酶活

性达到 3782.49 U/mg, 其次是 C16、C14、C18和 C2

的底物; Lipase8 对 C16 的底物水解能力最强, 酶活

性能达到 2309.02 U/mg, 其次是 C12、C14 和 C18

的底物。这 3 种脂肪酶克隆对 C2 的底物(对硝基苯

乙酸酯)水解能力很小或几乎没有水解能力。  

 
 

图 5  脂肪酶阳性克隆的底物特异性 
Fig. 5  Substrate specificity of Lipase positive clones. 
 

2.4   脂肪酶的最适 pH 
选择脂肪酶阳性克隆 Lipase6、 Lipase7 和

Lipase8, 利用不同 pH的缓冲液体系测定酶活性, 见

图 6。当 pH在 6.0~10.0之间时, 各个克隆均具有水解

酯的能力, 而脂肪酶克隆的最适 pH均为 7.5。 

2.5  脂肪酶热稳定性 
选择 Lipase8 在 50oC、60oC 和 70oC 下, 保温

0~120 min后测定酶活性, 结果见图 7。随着温度的升

高, 脂肪酶活性逐渐降低, 酶半衰期逐渐缩短。温度在

50oC时, 脂肪酶的半衰期为 80 min; 温度在 70oC时, 

脂肪酶酶活性能维持 120 min, 半衰期为 30 min。 

3  讨论 

元基因组学技术是一种不依赖于微生物纯培养

的方法, 利用此技术能筛选到大量的新的酶类、抗 
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图 6  脂肪酶阳性克隆最适 pH 
Fig. 6  Optimum pH of lipase positive clones. 

 

图 7  脂肪酶克隆的温度稳定性 
Fig. 7  Thermo stability of Lipase clones. 
 

生素和其他有价值的活性物质。近年来, 越来越多

的研究者利用此方法来发掘新的脂肪酶。Ranjan 等

以 pUC19 载体构建了池塘微生物元基因组文库, 平

均插入片段 3.8 kb, 筛选得到 11 个脂肪酶阳性克  

隆[11]。Lee 等利用 fosmid 载体构建了森林表层土微

生物元基因组文库, 该文库有 33 700 个克隆, 平均

插入片段 35 kb, 从中筛选后得到了 8个具有脂肪酶

特性的克隆子[12]。本研究利用前期构建的瘤胃微生

物 BAC文库(平均插入片段 54.5 kb, 15 360个克隆), 

通过三油酸甘油酯平板筛选得到了 18 个脂肪酶阳

性克隆。与其他文库中筛选的脂肪酶克隆相比, 本

研究筛选得到的脂肪酶克隆, 含有更大的插入片段

(约 50 kb), 这对于后续的脂肪酶基因簇、基因调控

和基因间的相互作用的研究至关重要。 

Tirawongsaroj等从一个泰国热泉微生物元基因组

文库中筛选得到了一个脂肪水解酶(EST1)克隆, 底物

特异性分析表明其对脂肪酸短链(C4 和 C5)和长链

(C14和 C16)酯类均具有水解活性[13]。本研究筛选得到

的脂肪水解酶对C12和C16长度的酯类具有很强的特

异性。与 Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111[14]和

Bacillus pumilus B26[15]分泌的脂肪酶相比, 底物范

围更广。 

最适 pH 和温度稳定性是酶学性质中重要的测

试指标。本研究筛选得到的脂肪酶 pH 范围广, pH 

6~10 之间均具有活性, 但最适 pH 7.4, 说明本研究

筛选得到的是中性脂肪酶, 与 Pseudomonas putida 

ATCC 795 相同[16]。脂肪酶的热稳定性的判断常根

据某一温度下酶活性丧失所用的时间或酶活性丧失

一半时所用的时间即半衰期来判断。嗜冷枯草芽孢

杆菌脂肪酶在 60oC下保温 30 min丧失活性, 半衰期

为 15 min[17], 芽孢杆菌属分泌的脂肪酶在添加乙二

醇、山梨醇等稳定剂的情况下, 在 70oC时活性能维

持 150 min[18]。本研究筛选得到的 Lipase8在不加稳

定剂的情况下, 50oC条件下能保持大于 120 min的活

性, 半衰期为 80 min。70oC 条件下仍能保持长达  

120 min的活性, 半衰期能达到 30 min, 这些性质更

有利于应用到工业热加工生产中。 
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