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摘  要: 一株对多种有机溶剂具有良好耐受能力的产脂肪酶菌株 ZYB002 经分子鉴定为洋葱伯克

霍尔德菌。其产生的细胞结合脂肪酶最适温度为 65C, 最适 pH 为 8.0, 在低于 70C 和 pH 38.5

的范围内, 全细胞脂肪酶保持稳定。Ca2+、K+、Na+和 NO3
等离子对脂肪酶活性有激活作用, 而

Zn2+有抑制效应。全细胞脂肪酶对正丁醇有较强的耐受能力, 但曲拉通 X-100 对脂肪酶活性有强

烈的抑制效应。洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶良好的碱稳定性、热稳定性和有机溶剂

耐受性, 表明该全细胞脂肪酶具有重要的工业应用潜力。 
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Abstract: The lipase-producing strain ZYB002 with broad-spectrum organic solvent-tolerance was identi-

fied as Burkholderia cepacia complex by the recA sequence. The optimal pH and temperature for lipolytic 

activity of the cell-bound lipase from Burkholderia sp. ZYB002 was 8.0 and 65°C, respectively. It was stable 

at temperature up to 70°C and retained 79.2% of its original activity for 1 h. The lipase was highly stable in 

the pH range from 3.0 to 8.5 for 6 h. Ca2+, K+, Na+, NO3
, etc. ions stimulated its lipolytic activity, whereas 

Zn2+ ions caused inhibition. The cell-bound lipase was also relatively stable in n-butanol at a final concentra-

tion of 50% (V/V) for 24 h. However, the lipase was strongly inhibited in triton X-100 at a final concentra-
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tion of 10% (V/V). The cell-bound lipase with thermal resistance, alkaline resistance and organic solvent re-

sistance showed its’ great potential in various industrial application fields. 

Keywords: Burkholderia sp., Organic solvent tolerance, Whole-cell lipase, Biochemical characterization 

微生物脂肪酶是一类能催化长链脂肪酸甘油酯

水解或合成的酶类。除了可以催化水解反应和酯化

反应外, 微生物脂肪酶还可以催化醇解、氨解、酸

解、转酯和酯交换等多种反应。微生物脂肪酶催化

的化学反应具有严格的化学选择性、立体选择性和

位点选择性等优点, 因此已广泛应用于精细化工、

药物合成、生物柴油生产、造纸和皮革加工等诸多

领域[1]。 

作为一种非水相酶, 微生物脂肪酶催化的各种

化学反应基本上都是在各种有机溶剂体系中完成的, 

因此筛选和开发具有有机溶剂耐受性的微生物脂肪

酶, 对于提高脂肪酶的催化效率, 扩大脂肪酶的应

用领域, 具有积极的意义[2]。许多微生物在分泌胞外

脂肪酶的同时, 还能产生细胞结合脂肪酶, 定位于

细胞壁或者细胞膜的周质空间[3]。开发细胞结合脂

肪酶, 利用全细胞作为催化剂, 可以有效减少酶制

剂生产过程中的纯化工作, 降低生产成本; 同时细

胞结合脂肪酶由于受到细胞的保护作用 , 通常较 

自由脂肪酶具有更长的催化半衰期 [45]。利用细胞 

结合脂肪酶作为全细胞催化剂近年来受到了广泛的

关注。 

洋葱伯克霍尔德菌(Burkholderia cepacia com-

plex)脂肪酶具有良好的有机溶剂耐受性和优良的对

映体拆分能力, 是在有机合成领域应用最为广泛的

脂肪酶酶种之一[67]。洋葱伯克霍尔德菌细胞表面也

结合有脂肪酶, 利用其细胞结合脂肪酶及其立体选

择性催化活性, Yu 等将 D(L)-乙酸孟酯选择性水解

为 L-孟酯 , 转化率高达 50%, 操作稳定周期长于

400 h[8]。本试验室分离到一株耐受有机溶剂的产脂

肪酶菌株, 经分子鉴定为洋葱伯克霍尔德菌。本文

研究了该菌株细胞结合脂肪酶的基本酶学性质, 为

该菌株细胞结合脂肪酶的应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
ZYB002 菌株为本试验室从油污土壤中分离并

纯化保藏。橄榄油为市售化学纯, 各种有机溶剂均

为市售分析纯 , 各种生化试剂均购自大连 TaKaRa

公司。 

1.2  ZYB002 菌株的有机溶剂耐受性检测 
接 入 适 量 ZYB002 菌 株 甘 油 管 保 藏 菌 液 到

Luria-Bertani 液体培养基, 37C 过夜培养。过夜培养

物按体积浓度为 1%的接种量重新转接 Luria-Bertani

液体培养基, 并同时添加占总体积 10%的各种有机

溶剂到 LB 液体培养基中, 37C 培养 12 d, 每组有

机溶剂耐受性实验均设立对照(不接入种子菌体)。

与对照组相比, 培养液明显变浑浊作为生长的定性

指标。 

1.3  ZYB002 菌株的分子鉴定 
ZYB002 菌株基因组 DNA 的提取方法参照

Mahenthiralingam 等[9]。recA 基因的 PCR 扩增参照

Payne 等 [10]。正向和反向引物分别为 5′-GAA(G) 

A A G C A G T T C G G C A A - 3 ′和 5 ′ - G A G T C G AT 

GACGATCAT-3′。PCR 扩增程序为 95C 5 min; 94C 

30 s, 55C 30 s, 72C 1 min, 25 个循环; 72C 

10 min。PCR 扩增产物克隆到 pMD18-T 载体, 转化

E. coli DH5α, 阳性克隆交上海生物工程公司进行序

列测定。 

1.4  洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶的

发酵生产及细胞处理 
Luria-Bertani 液体培养基 37C 过夜活化的洋葱

伯克霍尔德菌 ZYB002 菌悬液按照 2% (V/V)的接种

量接种发酵培养基。发酵培养基组成成分(%, W/V)

为: 豆油 0.5, 豆粉 2.0, MnSO4·H2O 0.05, K2HPO4 

0.2, 橄榄油乳化液 3.3 (V/V), 吐温 80 1 (V/V), pH 

6.0, 玻璃珠 5 颗, 每瓶(250 mL)装液量 35 mL。

30C、250 r/min 培养 24 h。离心收集菌体, 用玻璃

珠和 0.9%的生理盐水打散并洗涤上述菌体沉淀 2

次, 然后重悬于 0.9%的生理盐水中。在盐离子对全

细胞脂肪酶活性的影响试验中, 生理盐水替换为无

菌蒸馏水。 

1.5  脂肪酶活力测定 
脂肪酶活力测定采用碱性滴定法[11]。60C、pH 

8.0 的条件下, 每毫升菌悬液每分钟催化橄榄油水解

产生 1 μmol 游离脂肪酸, 定义为 1 个脂肪酶活力单

位(U)。 



4 微生物学通报 2010, Vol.37, No.1 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2  结论与讨论 

2.1  ZYB002 菌株对不同有机溶剂的耐受能力 
ZYB002 菌株在各种有机溶剂中的生长情况见

表 1。ZYB002 菌株对苯、己烷及正庚烷均表现出良

好的耐受性, 但不耐受各类醇。同时, ZYB002 菌株

对不同有机溶剂的耐受能力与该有机溶剂的极性

(logP 值, 表 1 括号内数值)大小并无直接的对应关

系, 这可能与微生物耐受有机溶剂机制的多样性及

不同有机溶剂诱导耐受性相关基因表达的机制存在

差异有关[12]。ZYB002 菌株不能在各类醇中生长存

在 2 种可能性: (1) 各种醇抑制了菌体生长, 菌体处

于休眠状态, 未死亡; (2) 醇致使菌体死亡或裂解。

各类醇对 ZYB002 菌株生长的影响机理还有待进一

步深入研究。 

2.2  ZYB002 菌株的分子鉴定 
具有有机溶剂耐受性的洋葱假单胞菌 ZYB002

菌株 recA 基因序列聚类分析结果如图 1。ZYB002

菌株与洋葱伯克霍尔德菌群 (Burkholderia cepacia 

complex)有较高的同源性 , 尤其是与该菌群的Ⅰ型

基 因 型 亲 缘 关 系 较 近 , 因 此 将 该 菌 株 命 名 为

Burkholderia sp. ZYB002。 

2.3  温度对洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂

肪酶活性和稳定性的影响 
在 30C75C 下分别测定全细胞脂肪酶悬液的

活力, 结果见图 2A, 全细胞脂肪酶作用的最适温度

为 65C 。 将 全 细 胞 脂 肪 酶 悬 液 在 不 同 温 度

(50C75C)下保温 1 h, 然后测定残留脂肪酶活力, 

结果见图 2B。此全细胞脂肪酶在 70C 以下较稳定, 

超过此温度, 脂肪酶活性急剧下降。70C 下处理 1 h, 

残留脂肪酶活力仍高达 79.2%; 但 75C 下处理 1 h, 

残留脂肪酶活力仅为 44.4%。洋葱伯克霍尔德菌全

细胞脂肪酶的温度稳定性明显高于胞外脂肪酶的温

度稳定性。Pencreac'h 报道的洋葱伯克霍尔德菌胞外

脂肪酶在 70C 时的半衰期仅为 12 min[6]。 

2.4  pH对洋葱伯克霍尔德菌ZYB002全细胞脂肪

酶活性和稳定性的影响 
在 pH 210 的缓冲溶液中分别测定全细胞脂肪

酶悬液的酶活力, 结果见图 3A, 全细胞脂肪酶作用

的最适 pH 为 8.0。在不同 pH 条件下, 室温处理全

细胞脂肪酶悬液 6 h, 然后测定残留脂肪酶活力, 结

果见图 3B。在 pH 8.5 的情况下处理 6 h 后, 残余脂

肪 酶 活 力 达 9 5 % ,  说 明 洋 葱 伯 克 霍 尔 德 菌 全 

 
表 1  ZYB002 菌株对不同有机溶剂的耐受能力 

Table 1  The tolerance of ZYB002 strain to organic solvents 

菌株 
Strain 

甲醇 
Methanol 
(0.82) 

正戊醇 
Pentanol 

(1.3) 

苯 
Benzene 

(2.0) 

辛醇 
Octanol 

(2.9) 

己烷 
Hexane 

(3.5) 

正庚烷 
Heptane 

(4.0) 

ZYB002   +  + + 

注: 括号内的数字为该有机溶剂对应的 logP 值. 

Note: The number in the bracket denotes the logP value of the organic solvent. 

 

 

图 1  ZYB002 菌株 recA 基因序列聚类分析结果 
Fig. 1  Phylogenetic analysis of the ZYB002 strain using the recA sequence 

注: 括号内数字为 GenBank 登录号; 分支点数字为 bootstrap 的支持率. 

Note: The number in the bracket denotes the GenBank accession number and the number at every node denotes the value of bootstrap support. 
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图 2  温度对洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶活性(A)和稳定性(B)的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on activity (A) and stability (B) of the whole-cell lipase from Burkholderia sp. ZYB002 

 

 

图 3  pH 对洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶活性(A)和稳定性(B)的影响 
Fig. 3  Effect of pH on activity (A) and stability (B) of the whole-cell lipase from Burkholderia sp. ZYB002 

 
细胞脂肪酶具有较好的碱稳定性。pH 超过 9.0 的缓

冲溶液处理细胞悬液 6 h 后, 强碱致使细胞裂解, 原

始的细胞悬液逐步转变为粘稠的糊状物, 胞内脂肪

酶释放, 导致测定的残留脂肪酶活力超过 100%。 

2.5  不同盐离子对洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全

细胞脂肪酶活性的影响 
向全细胞脂肪酶悬液中分别加入不同的盐离子, 

使其终浓度为 2 mmol/L, 同时以不加盐离子的全细

胞脂肪酶悬液作为对照, 测定脂肪酶的活性, 结果

如图 4 所示。Ca2+、K+、Na+和 NO3
等表现为激活

效应, Zn2+表现为轻微的抑制效应。 

2.6  洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶对

不同有机溶剂的耐受能力 

将 各 种 有 机 溶 剂 与 全 细 胞 脂 肪 酶 悬 液 按 照

50% (V/V) 的比例混匀(吐温 80 和曲拉通 X-100 的浓

度为 10%), 25C 下处理 24 h 后测定脂肪酶残留的酶

活力, 结果如图 5 所示。全细胞脂肪酶对正丁醇的

耐受能力最强, 对曲拉通 X-100 的耐受能力最差。

全细胞对有机溶剂的耐受能力与全细胞脂肪酶对有

机溶剂的耐受能力是两个不同的概念和机制(如正

丁醇对细胞生长的影响和对全细胞脂肪酶稳定性的

影响)。细胞对有机溶剂的耐受能力与细胞膜表面的

外排泵(Efflux pumps)相关, 而全细胞脂肪酶对有机 

 

图 4  不同盐离子对洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002全细胞脂

肪酶活性的影响 
Fig. 4  Effect of salt ions on activity of the whole-cell lipase 
from Burkholderia sp. ZYB002  
Note: 1: MgSO4·7H2O; 2: K2SO4; 3: Na2SO4; 4: CaCl2; 5: 
(NH4)2SO4; 6: MnSO4·H2O; 7: ZnSO4·7H2O; 8: NaCl; 9: Na2CO3; 
10: NaNO3; 11: C6H5Na3O7·2H2O; 12: CH3COONa·3H2O; 13: 
None. 

 
溶剂的耐受能力与酶分子自身的结构有关。 

3  结语 

利用细胞结合脂肪酶作为催化剂, 在酶制剂自

身的分离纯化、酶制剂的稳定性及产物与酶制剂的

分离等方面, 较胞外脂肪酶具有很大的优越性。通

过优化洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞脂肪酶的

发酵培养基, 可以有效提高细胞结合脂肪酶的发酵 
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图 5  洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002全细胞脂肪酶对不同有

机溶剂的耐受能力 
Fig. 5  Effect of organic solvents on stability of the 
whole-cell lipase from Burkholderia sp. ZYB002 
Note: 1: Methanol; 2: Ethanol; 3: n-butanol; 4: n-pentanol; 5: 
n-octanol; 6: n-Heptane; 7: Benzene; 8: Toluene; 9: Acetone; 10: 
Tween 80; 11: Triton X-100. 
 
水平。初步优化洋葱伯克霍尔德菌 ZYB002 全细胞

脂肪酶的发酵工艺后, 细胞结合脂肪酶水解橄榄油

的酯解活力接近于 ZYB002 菌株胞外脂肪酶的活力, 

达 22.84 U/mL(实验室未发表数据)。同时, ZYB002

全细胞脂肪酶在酯合成反应中, 也表现出较高的工

业应用潜力(试验室初步数据)。洋葱伯克霍尔德菌

ZYB002 全细胞脂肪酶良好的碱稳定性、热稳定性

和有机溶剂耐受性, 表明其具有重要的工业应用潜

力。利用蛋白质工程技术优化脂肪酶蛋白的催化性

质, 通过细胞表面展示技术, 将优化后的脂肪酶蛋

白展示于有机溶剂耐受性细菌表面, 将进一步改良

和提高全细胞脂肪酶的催化性能, 推动全细胞脂肪

酶催化剂在工业生产中的大规模应用。 
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