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摘要：从筛选出的产低温脂肪酶的菌株发酵液中，经硫铵沉淀、疏水色谱和阴离子交换色谱纯化得到电泳纯酶。酶

的最适作用温度为 "%&，#&以下仍可保持 "%’左右的相对酶活；在 ()%*+ , +*+ 的范围内有较高活力，其最适作用

() 为 -*+；对热很敏感，在 .#&保温 /#012 活性即全部丧失，具有典型的低温脂肪酶特征；酶催化不需要金属离子的

参与，结构中可能含有二硫键。在 "%&，()+*# 测得酶水解反应的 !0 值为 "*.% 3 !#4 %05678，"09:值为 %*"!00567（8·

012）。
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脂肪酶能够催化脂类化合物的水解，合成和脂

交换，具有高度的位点选择性和立体选择性［!］。是

一种重要的工业酶类。广泛应用于油脂水解、食品

风味和香味改进、医药生产、皮革绢纺脱脂、低等油

脂改性和作为洗涤剂与化妆品的添加剂等［"］。近

年来低温脂肪酶的发现，更是为该酶的用途提供了

广阔的空间。

同中温脂肪酶相比，低温脂肪酶在低温下仍然

可以保持相当高的活力。<T(1E2R［/］等的研究表明，

静止嗜冷杆菌（A35,62$:8,4&2 *77$:*%*3）@!# 所产生的

低温脂肪酶在 # &时仍保留酶活的 "#’左右。低

温脂肪酶的主要特征是低温条件下具有较高的转

化系数 aV9P 及生理系数 aV9P7a0 和较低的热稳定

性［>］，因此广泛应用于皮革、造纸等行业中，可减少

加热和冷却的步骤，节约能源，保护环境。同时在

食品、啤酒等工业中，低温脂肪酶在较低温度下很

快失活，避免了长时间高温灭活而影响食品、啤酒

的质量与风味。

目前国内对低温脂肪酶研究甚少，仅有中国海

洋大学［%］等几所科研单位有过报道，.8,*%%=3 属所产

低温脂肪酶的研究尚未有文献报道。本文对低温

脂肪酶进行了纯化，并对其酶学性质进行了初步研
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究。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：嗜冷枯草芽孢杆菌（ !"#$%%&’ ()*#)+!
()$%&’）由中科院微生物所王建军提供。

!"!"# 主要仪器和试剂：丁酸对硝基苯酚酯（"!
#$%）、牛血清蛋白（%&’）、标准 ()"*+, 均购自 &)-.*
公司，蛋白电泳 /*01,0（中国科学院生物化学所）。

其它化学试剂均为国产分析纯。23!4456 型紫外!
可见分光光度计（日本 &78/’9:2 公司）7)"0,";.

6<=65 型疏水层析柱和 7)"0,";. 6<=65 型 > ?? 阴离

子交 换 柱（美 国 ’.,0+@*0. %)A+B),CB,+ 公 司）?$DE
（美国 ’.*+@*. $@*0.*B)* F)AG,B@ 公司）。

!"!"$ 培养基组成：普通 D% 培养基：每 D 含 65- 胰

化蛋白胨，H- 酵母提取物，H- 氯化钠。

!"!"% 发酵条件：I5J下，4450=.)C 摇床培养 KL@。

!"# 蛋白质浓度的测定

考马斯亮蓝法进行测定［<］，以 %&’ 为标准蛋

白。

!"$ 脂肪酶活性的测定方法

H55!D 的反应体系中含有 H5..A(=D 的 ;0)+!7E(
缓冲液，655!.A(=D 的丁酸对硝基苯酚酯（"!#$%）底

物溶液和酶溶液（5M6.-=.D N 45.-=.D）。底物溶于

H.D乙腈 中，加 入 45.D 异 丙 醇，缓 缓 加 入 KOH.D
H5..A(=D，"7LM5 的 ;0)+!7E( 缓冲 液 配 成 反 应 液。

每 P55!D 反应液加入 655!D 粗酶液，在 4HJ 保温

65.)C 后，加入 6.D 无水乙醇中止反应。在实验条

件下，每分钟生成 6!.AD 对硝基苯酚为一个活力单

位，对硝基苯酚的测定采用分光光度法［O］。

!"% &’&()*+, 凝胶电泳

D*,..() 法进行［L］，分离胶浓度为 64Q，积层胶

浓度为 HQ，45.’ 不连续垂直板电泳电泳 H@ 左右。

考马斯亮蓝 R!4H5 染色。

!"- 硫铵沉淀法纯化蛋白

摇瓶 培 养 KL@ 后 的 菌 液 KJ，H5550=.)C 离 心

45.)C，取上清液 455.D 放置冰水浴上，收集硫铵饱

和度 K5Q N <5Q 之 间 沉 淀 下 来 的 蛋 白，用 K5.D
H5..A(=D ;0)+!7E( 溶解后放 S 45J冰箱中储存。

!". 疏水色谱

配 制 溶 液 ’（ H5..A(=D，"7LM5 ;0)+!7E( T

6..A(=D 9;; T 6.A(=D（#7K）4 &UK）和溶液 %（H5..A(=
D ;0)+!7E(（"7LM5）T 6..A(=D 9;;），用 5MKH!. 的滤

膜滤 过，取 硫 酸 铵 透 析 液 经 5MKH!. 滤 膜 滤 过 取

65.D上样。用溶液 ’ 洗脱三个柱体积（<5.D）后，

改用增加溶液 % 的洗脱梯度洗脱，流率为 4.D=.)C，

用 234L5进行检测，收集峰值洗脱液，检测脂肪酶活

力，将有活力的样品管放 S 45J冷冻保存。

!"/ 阴离子交换柱纯化蛋白质样品

配 制 溶 液 ’（ H5..A(=D，"7LM5 ;0)+!7E( T
6..A(=D 9;;）和溶液 %（H5..A(=D，"7LM5 ;0)+!7E( T
6..A(=D 9;; T 6.A(=D #*E(），用 5MKH!. 的滤膜滤

过，取 经 疏 水 色 谱 处 理 并 透 析 除 盐 过 的 粗 酶 液，

5MKH!. 滤膜滤过后上样 65.D，用溶液 ’ 洗脱 I 个

柱体积 后，改 用 溶 液 % 的 洗 脱 梯 度 洗 脱，流 率 为

4.D=.)C，用 234L5检测，收集峰值洗脱液，检测脂肪

酶活力，将有活力的样品脱盐后放 S 45J冷冻保存。

# 结果

#"! 低温脂肪酶的分离纯化

发酵上清液经过硫酸铵沉淀，$@,CV( &W",0A+, 疏

水柱色谱和 >?? 阴离子交换色谱 I 步纯化，获得

$’XY 电泳纯的酶，原上清液蛋白总含量为 I6MK.-，
总酶活为 <L452，纯化后蛋白总含量为 5MOLH.-，总

酶活为 6L462，纯化倍数为 65MO 倍。结果见表 6，

&9&!$’XY 电泳图谱见图 6。

表 ! 脂肪酶纯化结果图

纯化步骤
蛋白含量=

.-

酶活=

2

活性回收

率=Q

蛋白回收

率=Q

纯化

倍数

上清液 I6MK <L4 655 655 6

疏水色谱 KMI6 KOL O5M6 6IMO HM64

阴离子交换 5MOLH 6L4 4<MO 4MH 65MO

上清液经硫铵沉淀、疏水层析、阴离子交换柱

纯化后，&9&!$’XY 电泳显示为一条带，纯化后的低

温脂肪酶分子量为 <519 左右。

#"# 低温脂肪酶的性质

#"#"! 不同温度下脂肪酶活力：丁酸对硝基苯酚

酯底物溶液置于 5J N <5J不同温度下保温 I5.)C，

加入酶液反应 65.)C，按标准测定方法测定酶活，结

果如图 4 所示。

脂肪酶的最适温度为 4HJ左右，在 5J左右仍

能保持 45Q左右的活力，I5J以上酶活下降速度很
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快。从这些特征中可以看出该酶是一株典型的低

温脂肪酶［!］，其在高温下活力丧失很快。

图 " 纯化脂肪酶的 #$#%&’() 电泳图

图 * 温度对酶活力的影响

!"!"! 温度对脂肪酶稳定性的影响：+,--./01 的

2345, 的 6789%3:/ 缓冲液中加入 "; 的酶液，在不同

温度下分别温浴 "+-8<，=,-8<，>+-8<，?,-8<，@+-8<，

!,-8<，加入底物反应液，按标准方法测定同一温度

下不同时间点的酶活，绘制曲线，如图 = 所示。可

以看出，在 *+A和 =+A下，脂肪酶活力随时间丧失

较慢，"B 后仍能保留 4,C以上活力，而在 +,A，活

力很快丧失，"B 后保留酶活不足 +,C。该酶在较低

温度下可保持较高活力，较高温度下活力很容易丧

失，符合低温脂肪酶的基本特征。

图 = 温度对脂肪酶稳定性的影响

!"!"# 不同 23 下脂肪酶活力：用 23 值 +54 D 45*
的磷酸缓冲液和 23 值 ?5! D !5" 的 6789%3:/ 缓冲液

为反应体系，*+A进行酶反应，用标准酶活测定方法

进行酶活测定，结果如图 > 所示。该酶属于弱碱性

脂肪酶，在磷酸缓冲液中其最适 23 为 @54；而在

6789%3:/ 缓冲液中最适 23 为 454；在酸性条件下，脂

肪酶活力丧失很快，至 23 为 +54 时，脂肪酶活力降

至 *,C以下。与 6789%3:/ 缓冲液相比，磷酸缓冲液

更适宜酶促反应，对于磷酸缓冲液体系，23 值在

@54 左右相对比较稳定，而在 23 值低于 @5> 以后，

相对活力随 23 值变化较大。6789%3:/ 缓冲液中酶

活受 23 影响较大，最高酶活出现在 23454 左右。

图 > 23 值对脂肪酶活力的影响

!"!"$ 23 对脂肪酶稳定性的影响：不同 23 的磷

酸缓 冲 液 中 加 入 "; 酶 液，*+A 分 别 温 浴 "+-8<，

=,-8<，>+-8<，?,-8<，@+-8<，!,-8< 后，按标准方法测

定脂 肪 酶 活 力，绘 成 曲 线，如 图 + 所 示，该 酶 在

23@54、2345, 时酶活下降较慢，而在 23?5, 时迅速

下降，结合图 > 验证了该酶是弱碱性脂肪酶。

图 + 23 对脂肪酶稳定性的影响

!"!"% 不 同 金 属 离 子 对 脂 肪 酶 活 力 的 影 响：

+,--./01 2345, 的 6789%3:/ 缓冲液中加入 *--.01
的不同金属离子或化学试剂，加入 "; 的酶液，*+A
温浴 =,-8<，按标准方法测定酶活，结果如表 * 所

示，还原剂 $66 对脂肪酶活力影响很大，说明其中

可能含有二硫键。EF* G 、:.* G 、#<* G 对该酶活影响不

大，而 :H* G 、E<* G 能强烈地抑制酶活，可能是由于这

些离子与酶活性中心的巯基基团相结合，进而引起

酶失活。I<* G 、’/= G 对脂肪酶活力影响不大。)$6’
对酶的活力影响很小，表明酶在结构和功能上不需

要金属离子作为辅因子。

!"!"& 低温脂肪酶 !-JK和 "- 的测定：以丁酸对硝

基苯酚酯为底物，*+A进行脂肪酶水解反应，以底物

浓度倒数为横坐标，反应初速率的倒数为纵坐标作

图，由图 ? 得出该脂肪酶的

"- L *5?+ M ",N *--./01，!-JK L +5*"--./0（1·-8<）。
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表 ! 金属离子对脂肪酶活力的影响

!"#$%& ’#()%*+# ),%*+*%-（.）

/0 )11*%*0$（,0$%20(） 34454

6 7880(9: ;"7 6 <=5=

6 7880(9: >?7 6 @A5@

6 7880(9: >07 6 <B54

6 7880(9: ;$7 6 =35<

6 7880(9: C$7 6 B=53

6 7880(9: !(D 6 B=5B

6 7880(9: E$7 6 <D5<

6 7880(9: FGH! 34454

6 3880(9: GHH =45A

" 讨论

本实验利用中科院微生物所提供的适冷菌株，

对其所产低温脂肪酶进行了纯化，并对其酶学性质

进行了一些初步研究。由于实验所纯化酶量较小，所

以采用了丁酸对硝基苯酚酯为底物的酶活测定方法，

与常用的滴定法相比，该法用量小，灵敏度高。

酶学性质证明该酶是典型的低温弱碱性脂肪

酶，在 4I依然可以保持 7@.左右的活力，与先前国

内文献所报道的低温脂肪酶相比，低温时活力更

高。实验证明该酶在较高温度，例如 @4I下酶活会

图 J 双倒数酶动力学曲线

迅速下降，有利于该酶的工业应用，但是与工业上

普遍应用的脂肪酶相比，酶活较低，分析可能是纯

化过程酶活损失较大。
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