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研究报告 

渤海沉积物产脂肪酶细菌的筛选及其多样性分析 
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(1. 兰州交通大学化学与生物工程学院  甘肃 兰州  730070) 
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摘  要：【目的】从渤海沉积物中分离筛选产脂肪酶细菌，分析其物种多样性，增加人们对渤

海生态系统中产脂肪酶菌多样性的认识，获取高效产脂肪酶菌株，为海洋产脂肪酶微生物的挖

掘提供菌群资源。【方法】分别将 8 个渤海沉积物样品梯度稀释涂布至吐温-80 筛选平板和三丁

酸甘油酯筛选平板，选择性分离产脂肪酶细菌；分析基于 16S rRNA 基因序列的系统发育关

系，揭示这些细菌的分类地位和遗传多样性；利用对硝基苯酚法测定胞外脂肪酶活性，筛选

出高效产脂肪酶菌株。【结果】从 8 个渤海沉积物样品中分离获得 51 株产脂肪酶细菌，这些

菌株隶属于Bacteroidetes、Proteobacteria和 Firmicutes三个门的 8个属，其中Pseudoalteromonas 

(35.2%)、Marinobacter (23.5%)和 Sulfitobacter (17.6%)是优势菌群；脂肪酶酶活性实验表明所

有测定菌株都能够分泌脂肪酶，菌株 70623 分泌的脂肪酶酶活最高，为 42.4 U/mL。【结论】渤海

沉积物中可培养产脂肪酶细菌类群较为丰富，Pseudoalteromonas、Marinobacter 和 Sulfitobacter
菌株是优势菌群，测定菌株所产胞外脂肪酶能力不同，获得了一株高效产脂肪酶菌株

Marinobacter sp. 70623。 
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Abstract: [Objective] To uncover the diversity of cultivable lipase-producing bacterial isolated from 
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the sediments of Bohai Sea and expand our knowledge on lipase-producing bacteria. Through 
screening efficient lipase production strains to expanding the marine lipase-producing microorganism 
resources. [Methods] The lipase-producing bacteria were isolated by using tween-80 plate and 
tributyrin plate from 8 sediment samples of the Bohai Sea. The diversity of these bacteria was 
evaluated through phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene sequences. Using the 
p-nitrophenol method to detect extracellular lipase activity and select high lipase producing strains. 
[Results] A total of 51 lipase-producing strains were isolated from 8 sediment samples. The isolates 
were classified into 8 genera of three phyla including Bacteroidetes, Proteobacteria, and Firmicutes, 
with Pseudoalteromonas (35.2%), Marinobacter (23.5%) and Sulfitobacter (17.6%) as the dominant. 
Enzyme activity test showed that all the strains were able to secrete lipase, and a lipase-producing 
strain Marinobacter sp. 70623 possesses the highest lipase activity of 42.4 U/mL. [Conclusion] The 
cultivable lipase-producing bacteria isolated from the sediment of Bohai Sea are abundant with 
Pseudoalteromonas, Marinobacter and Sulfitobacter bacteria as the dominant groups, all the tested 
strains possess lipase activity, and the highest lipase activity producing strain Marinobacter sp. 
70623 was obtained in this study. 

Keywords: Marine sediment, Lipase-producing bacteria, Diversity, Enzyme activity, Bohai Sea 

脂肪酶是甘油酯水解酶[1]，隶属于羧基酯水解

酶类，能够将甘油三酯水解成甘油和脂肪酸，广泛

存在于动物、植物和微生物中[2-3]。动植物体内的脂

肪酶含量少且活性低，使用受限[4]。微生物脂肪酶

的种类多、来源广，具有比动植物脂肪酶更广的 pH、

温度作用范围和底物的专一性类型，以及较高的催

化活性和稳定性[5]，是当代酶工业最受瞩目的酶种

之一[6]。脂肪酶已被广泛应用于食品、石油、化工、

洗涤行业、日用化学合成、生物制药、造纸、废物

处理[7-9]、生物柴油和皮革生产等行业[10]，是重要

的工业用酶。目前用于脂肪酶生产的微生物大多来

源于陆地或淡水环境，而随着工业发展其不能满足

对脂肪酶不同特征需求的多样性[11]。地球表面的

2/3 以上由海洋沉积物覆盖，这些沉积物中存在着

大量的产多种酶及代谢产物的微生物。因此，寻找

并开发海洋来源的产脂肪酶微生物，利于发现新型

脂肪酶产生菌种并为酶工业的大量生产提供丰富

的菌群资源。 

海洋微生物作为产酶资源，正在成为一个新的

研究热点。目前，国内外关于脂肪酶产生菌的报道

多来自极地[12]和深海海泥中[13]，脂肪酶微生物大都

属 于 假 单 胞 菌 (Pseudomonas) 、 气 单 胞 菌 属

(Aeromonas)[14-15]等，对于浅海沉积物中产脂肪酶微

生物则关注较少。本研究根据渤海独特的地理、气

候及环境特征，从其海底表面沉积物中筛选产脂肪

酶的菌株，以期系统发掘海洋微生物资源，解决工

业生产脂肪酶来源的问题。渤海位于中国大陆东部

的最北端，是一个半封闭的陆缘浅海，平均水深小

于 20 m，海域面积 77 284 km2，被富集的环渤海经

济圈工业区包围，是我国重要的经济鱼虾蟹生产海

洋系统[16]。渤海三面环陆，其海水交换能力较差，

沉积物类型大部分为泥沙和软泥质，受人类活动影

响较大，而水体环境的改变会引起渤海沉积物生物

多样性的变化[17]。基于此，本文研究了渤海沉积物

中可培养产脂肪酶细菌，并通过基于 16S rRNA 基

因序列的系统发育关系分析，揭示这些细菌的分类

地位和遗传多样性；利用对硝基苯酚法测定胞外脂

肪酶活性，筛选出高效产脂肪酶菌株，增加人们对

渤海生态系统中产脂肪酶菌多样性的认识，为海洋

产脂肪酶微生物的挖掘提供菌群资源，对于开发海

洋功能性微生物资源具有一定的借鉴作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器：酵母提取物、蛋白胨，美

国 Thermo Fisher Scientific 公司；对硝基苯酚棕榈

酸酯，美国 Sigma-Aldrich 公司；细菌基因组 DNA

提取试剂盒，天根生化科技有限公司。PCR 仪，杭
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州晶格科学仪器有限公司；电泳仪，北京市六一仪

器厂；凝胶成像仪，北京友华照钦医疗器械有限公

司 Bio-Rad 生命科学授权代理商；恒温培养摇床、

电热恒温水槽，上海一恒科技有限公司；小型高速

冷冻离心机，德国 Thermo Fisher 公司；酶标仪，深

圳市华德维康科技有限公司。 

1.1.2  培养基：初筛培养基(吐温-80 筛选培养基，

g/L)：葡萄糖 20.0，酵母提取物 5.0，蛋白胨 5.0，

氯化钙 1.0，吐温-80 10.0，琼脂 15.0，天然陈海水 1.0，

pH 自然，1.0×105 Pa 灭菌 20 min。三丁酸甘油酯培养

基(g/L)：三丁酸甘油酯 10.00，NaCl 39.45，KNO3 1.00，

MgSO4·7H2O 10.45，MgCl2·6H2O 6.90，KCl 2.10，

CaCl2·6H2O 1.50，K2HPO4 0.05，NaHCO3 0.02，NaBr 

0.05，痕量金属离子溶液 2.00 mL，琼脂粉 18.00，天

然陈海水 1.00，pH 7.2−7.5，1.0×105 Pa 灭菌 30 min。

痕量金属离子溶液(g/L)：EDTA·2Na 5.20，FeCl2·4H2O 

1.50，CoCl2·6H2O 0.19，MgCl2·4H2O 0.10，ZnCl2 

0.07，H3BO3 0.06，NaMoO4·2H2O 0.04，CuCl2·2H2O 

0.02，柠檬酸铁铵 3.00。2216E 培养基(g/L)：酵母

提取物 2.5，蛋白胨 5.0，琼脂 15.0 (固体培养基)，

天然陈海水 1.0，pH 自然，1.0×105 Pa 灭菌 20 min。

发酵培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，酵母提取物 5.0，蛋

白胨 5.0，氯化钙 1.0，吐温-80 10.0，天然陈海水 1.0，

pH 自然，1.0×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  样品采集 

沉积物样品采集自 2014 年 9 月中国科学院烟

台海岸带研究所渤海航次，去除表面可能被污染的

样品，收集没有被污染的表层沉积样品。样品通过

无菌操作储存在无菌自封袋内，表层沉积物温度和

pH 值原位测定。采样船上用干冰低温保存样品，

返回实验之后，用于菌株筛选的样品于−4 °C 保存。 

1.3  产胞外脂肪酶细菌的选择性分离及保藏 

称取 1 g 沉积物样品，用无菌海水以 10 倍稀释梯

度稀释至 10–6，混匀后取 100 µL (10–2−10–6)的稀释样

品涂布于吐温-80 筛选培养基平板上，置于 20 °C 培

养，待脂肪酶筛选培养基上出现明显白色沉淀圈时，

根据菌落形态、颜色、大小等表型差异，选择能够在

吐温-80 为底物的培养基中产生沉淀圈的不同形态的

菌落，在新的筛选培养基平板上划线纯化，之后使用

2216E 液体培养基扩大培养至对数期，取 1 mL 菌液，

加入终浓度为 20%的甘油，保藏于−80 °C [18-19]。 

1.4  菌株基因组 DNA 的提取 

将所有纯化后的菌株接种至 2216E 液体培养基

中，待生长至对数期后收集菌体，使用细菌基因组

提取试剂盒提取所有菌株的基因组 DNA，提取方法

及流程按照试剂盒要求操作。提取后用 NanoDrop

检测 DNA 纯度，检测合格的 DNA 样品于−20 °C

冷冻保存待用。 

1.5  16S rRNA 基因的扩增及序列测定 

选用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F/1492R

扩增所有菌株的 16S rRNA 基因序列[11]，引物序列、

PCR 反应体系及条件参照参考文献[18]，PCR 扩增产

物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测合格后送北京奥科鼎

盛生物科技有限公司测序[20-21]。测序得到的序列提交

至 NCBI 数据库，登录号为：KY244042−KY244060

及 KY272021−KY272052。 

1.6  菌株系统发育分析 

将测得的 16S rRNA 序列在 NCBI 进行 BLAST

程序在线比对，并从 GenBank 中下载相似性最高近

缘物种的模式菌株序列，使用 MEGA 5.0 的 Clustal

程序比对后，并选择邻接法(Neighbor-Joining method)

构建系统进化树，选择 Kimura two-parameter model，

自展值设定为 1 000[22-23]，并通过 MEGA 5.0 计算所

有菌株之间及菌株与模式菌株之间的相似性。 

1.7  脂肪酶酶活的测定 

1.7.1  对硝基苯酚标准曲线的制作：称取对硝基苯

酚(p-Nitrophenol，pNP)溶解于 5 mL 异丙醇中，使

其终浓度为 1 mmol/L，再用 50 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)配成不同浓度的对硝基苯酚(pNP)溶液，分

别测定 405 nm 下吸光度，绘制吸光度-浓度关系

标准曲线。 

1.7.2  对硝基苯酚棕榈酸酯 (p-Nitrophenylpal-   

mitate，PNPP)底物溶液的配制：配制溶液 A (30 mg 

PNPP 溶解于 10 mL 异丙醇中)和溶液 B (0.1 g 阿
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拉伯树胶和 0.4 mL Triton X-100 溶解于 90 mL      

50 mmol/L Tris-HCl pH 8.0 缓冲液中)，将溶液 A 和

溶液 B 混合搅拌，直到完全溶解[24]。 

1.7.3  脂肪酶活力的测定：使用对硝基苯酚法测

定脂肪酶酶活。分别将活化后的菌体接种到发酵

培养基中，20 °C、180 r/min 摇床培养，2 d 后取

适量发酵液 12 000 r/min 离心 15 min，上清即为

粗酶液[25]，向 300 µL 粗酶液中加入 60 °C 预热的

700 µL PNPP 底物溶液，60 °C 反应 20 min，于

405 nm 下测吸光度。脂肪酶活力单位(U)定义为：

在以上条件下，每分钟释放 1 µmol 对硝基苯酚

(pNP)所需要的酶量为 1 U。 

1.7.4  菌株在吐温-80平板上沉淀圈的测定：将各菌

株在 2216E 固体活化培养基上进行划线，倒置于

28 °C 培养 24 h，然后挑取单菌落点种至吐温-80 平

板上，20 °C 培养 6 d，观察脂肪酶沉淀圈的大小，

分别测量沉淀圈直径和菌落直径的大小，并计算其

比值。 

1.7.5  菌株在三丁酸甘油酯平板上水解圈的测定：

将各菌株在 2216E 固体活化培养基上进行划线，倒

置于 28 °C 培养 24 h，然后挑取单菌落点种至三丁

酸甘油酯平板上，25 °C 培养 3 d，观察脂肪酶水解

圈的大小，分别测量水解圈直径和菌落直径的大

小，并计算其比值。 

1.7.6  模式菌株 Marinobacter sp. EF10[5]的阳性对

照实验：为了突出本实验筛选脂肪酶菌株在酶活力

上的优势，在实验中增加了阳性对照实验，选取的

阳性对照模式菌株 Marinobacter sp. EF10[5]是分离

自南大西洋深海沉积物中的一株产脂肪酶细菌，由

哈尔滨工业大学威海分校海洋学院实验室提供。分

别利用对硝基苯酚法和吐温-80 平板沉淀圈法对模

式菌株 Marinobacter sp. EF10[5]进行酶活力测定。 

1.7.7  温度对产脂肪酶菌株 70623 的酶活影响：

以对硝基苯酚棕榈酸酯(PNPP)为底物，将产脂肪

酶菌株 70623 粗酶液置于 20−90 °C 温度梯度，以

10 °C 为间隔测酶活，确定不同反应温度对酶活力

的影响。 

2  结果与分析 

2.1  渤海海底表层样品的特点 

8 个站点海底表层沉积物样品的采集地点、海水

深度、温度和 pH 如图 1 和表 1 所示。8 个站点中水

深最深的是 N4 (36 m)，从表 1 可以看出温度与水深

有关系，水深越深温度越低，最低温度为 10.66 °C，

各样品的 pH 均是中性偏碱，最大 pH 为 8.19。 

2.2  沉积物样品中产脂肪酶细菌 

每个沉积物样品取 3 个重复，分菌前将 3 个样

品合并再称量样品进行分离。在初筛培养基稀释度

为 10−1−10−4 的涂布平板上培养后长出大量的菌落，

根据菌落形态、颜色、大小等表型差异，选择能以

吐温-80 为底物培养基中产生脂肪酶生成脂肪酸钙

盐沉淀圈的不同菌落，经分离纯化后得到 51 株产

脂肪酶细菌。 
 

 
 

图 1  渤海沉积物位点分布图 
Figure 1  Geographic location of sampled sediment 
stations in Bohai Sea 
 

表 1  站点信息 
Table 1  Characteristics of the sampling stations 

站点 

Station

站点坐标 

Station location 
(E, N) 

深度 

Depth (m) 

温度 

Temperature 
(°C) 

pH

BH25 117.95°, 38.95° 8.10 22.18 8.19

BH12 117.95°, 38.55° 9.90 21.62 8.17

BH8 118.55°, 38.35° 14.80 19.91 8.09

N4 120.83°, 39.21° 36.00 10.66 7.92

R6 120.63°, 38.23° 25.00 16.83 7.98

P2 119.49°, 37.96° 15.00 19.66 8.07

PLB1 120.15°, 38.36° 15.00 17.12 7.98

E6 121.50°, 37.70° 18.00 19.50 8.05
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2.3  产脂肪酶细菌多样性 

将测序得到的菌株的 16S rRNA 基因序列在

NCBI 进行 BLAST 程序在线比对后，可以得出细菌

的分类，结果显示，51 株菌分别隶属于 Bacteroidetes、

Proteobacteria 和 Firmicutes 三个门的 8 个属。除了

菌株 70642 属于 Bacteroidetes 的 Salegentibacter，

菌株 70201、70204、70208、70212、70617、70618、

70646 和菌株 70619、70634 属于 Firmicutes 的

Bacillus 和 Staphylococcus 之外，其余的菌株都隶属

于 Proteobacteria 的 Pseudoalteromonas 、

Marinobacter 、 Sulfitobacter 、 Photobacterium 、

Shewanella ， 其 中 Pseudoalteromonas (35.2%) 、

Marinobacter (23.5%)和 Sulfitobacter (17.6%)是优势

菌群。对分离自各个站点菌株的分类地位统计如

图 2 所示，18 株属于 Pseudoalteromonas 的菌株在

7 个不同站点(除站点 E6 外)的沉积物样品中均有分

布，分离自站点 BH8、N4、E6 的细菌各只有一株，

分别属于 Shewanella、Photobacterium、Salegentibacter
属。在不同站点和不同水深的沉积物里的细菌数量

是不同的，在较深的站点 P2 (15 m)和 PLB1 (15 m)，

产脂肪酶细菌的物种多样性较为丰富，其中站点 P2

的 14 株属于 Bacillus (1 株)、Staphylococcus (2 株)、

Sulfitobacter (3 株 ) 、 Marinobacter (3 株 ) 、

Pseudoalteromonas (5 株)，在所有站点中细菌物种

多样性最丰富，站点 PLB1 有 11 株，菌株数量仅次

于站点 P2，其菌株分布于 Bacillus、Sulfitobacter、

Marinobacter、Pseudoalteromonas 四个属。在最浅

的站点 BH25 (8.1 m)和最深的站点 N4 (36 m)，主要

的产脂肪酶细菌属是 Pseudoalteromonas，另外各有

一株属于 Bacillus 和 Photobacterium。分离自站点

E6 的 6 株分布于 Salegentibacter、Sulfitobacter、

Marinobacter 三个属，站点 R6 的 4 株属于 Bacillus、

Marinobacter、Pseudoalteromonas 三个属，站点 BH8

的 4 株属于 Bacillus、Shewanella、Pseudoalteromonas
三个属，站点 BH12 菌株物种多样性最小，其菌株

分布于两个属：Marinobacter 和 Pseudoalteromonas。 

基于菌株的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育

树如图 3 所示，共有 18 株菌属于 Pseudoalteromonas，

其 中 1 1 株 之 间 相 似 性 为 1 0 0 % ， 它 们 与

Pseudoalteromonas halopanktis LMG 2852T 的相似

性最高为 100%；70206 和 70207 与 Pseudoalteromonas 
spongiae JCM 12884T 相似性为 100%，70214 与

70206 和 70207 进化关系非常亲近，处于同一分

支上，与 Pseudoalteromonas spongiae JCM 12884T

相似性为 99.9%；70211 与 Pseudoalteromonas 

distincta KMM 638T 相似性为 100%；70203 与

Pseudoalteromonas prydzensis ACAM 620T 在进化树

上聚为一个小分支，其相似性为 99.6%；这些

Pseudoalteromonas 属的细菌进化关系非常接近，形

成了最大的细菌类群。70609 与 Photobacterium 
 

 
图 2  渤海沉积物中的产脂肪酶细菌的百分比丰度 

Figure 2  Relative percentage abundances of the phylogenetic groups of cultivable lipase-producing bacteria recovered from 
sediment samples of Bohai Sea 
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图 3  渤海沉积物中产脂肪酶细菌的 16S rRNA 基因 NJ 系统发育树 

Figure 3  Neighbor-Joining tree of the lipase-producing bacteria isolated from eight sampled sediment stations in the Bohai 
Sea based on their 16S rRNA gene sequences 

注：粗体是本文筛选的产脂肪酶菌株；序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示置信度(>50%)；标尺表示 100

个核苷酸中有 5 个被替换. 

Note: The boldfaced strains are lipase-producing bacteria isolated in this study; The accession number is shown in parenthesis; Numbers at 
the branch points indicated the bootstrap values (>50%); The scale bar cooresponds to 0.05 substitution per nucleotide position. 
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angustum 68T 相似性为 99.8%；70202 与 Shewanella 

aquimarn SW-120T 相似性为 100%；有 12 株属于

Marinobacter 属，它们的进化关系接近，形成了

Marinobacter sediminum R65T 和 Marinobacte 

rguineae M3BT、Marinobacter lipolyticus SM19T 这

三个细菌种的姊妹群；有 9 株属于 Sulfitobacter 属

的细菌的进化距离很近，与 Sulfitobacte rpontiacus 

ChLG10T 的相似性较高，为 99.8%。细菌 70634 和

70619 与 Staphylococcus epidermidis LMG 10474T 相

似性为 100%；属于 Salegentibacter 的细菌 70642

与 Salegentibacter mishustinae KMM 6049T相似性最

高为 99.9%；属于 Bacillus 属的细菌有 7 株，其进

化关系接近，其中 70204 与 Bacillus simplex LMG 

1160T 相似性为 99.8%；70201 和 70208 与 Bacillus 

malacitensis CR-95T 相 似 性 为 100% ； 70646 与

Bacillus aquimaris TF-12T 相似性最高为 99.4%；

70212 与 Bacillus megaterium NBRCT 相似性最高为

99.9%; 70617 与 70618 相似性为 100%，其与 Bacillus 

halosaccharovorans E33T 相似性最高为 99.8%。 

2.4  产脂肪酶细菌胞外脂肪酶酶活 

根据方法制作对硝基苯酚标准曲线，得到标

准曲线方程为：y=0.022 5x+0.056 5；对 51 株菌进

行液体发酵培养，通过对硝基苯酚法测得粗酶液

与 PNPP 底物作用后在 405 nm 下的吸光度，再通

过标准曲线方程换算酶活值，如表 2 所示。筛选

到菌株的酶活在 2.6−42.4 U/mL 的范围内，多数

Pseudoalteromonas 和 Marinobacter 属细菌的酶活相

对较高，酶活值超过了 10 U/mL，Pseudoalteromonas
属细菌 70621 的酶活值为 21.93 U/mL，是该属细菌

酶活最高菌株；Marinobacter 属的两株细菌 70604、

70623 的酶活分别为 37.23 U/mL 和 42.4 U/mL，是

所有筛选到的产脂肪酶细菌中酶活值较高和最高

的菌株。其它属的菌株酶活相对较低，其酶活值都

低于 10 U/mL，其中，Staphylococcus 属的细菌酶活

最低，最低酶活值为 2.6 U/mL。 

2.5  产脂肪酶细菌的沉淀圈 

产脂肪酶菌株在 2216E 培养基平板划线纯化后

得到单菌落，单菌落点种至吐温-80培养基平板，

6 d 后观察到明显的脂肪酶沉淀圈，说明菌株分泌

的脂肪酶分解了吐温-80，沉淀圈越大说明酶解能力

越强。测量所有菌株产生沉淀圈直径和菌落直径大

小，并计算其比值(P/C)(表 2)。 

由于初筛培养基是吐温-80 培养基，因此经筛选

分离到的 51 株产脂肪酶细菌均能在吐温-80平板上产

生沉淀圈，但所筛选到的菌株分泌的脂肪酶对吐   

温-80的分解能力不尽相同。从表 2 可以得出，有 18 株

细菌对吐温-80的分解能力较低，其 P/C 低于 2，这些

菌株主要是 Bacillus、Sulfitobacter、Photobacterium、

Salegentibacter、Staphylococcus 属；多数菌株对吐

温-80具有较强的分解能力，其 P/C 大于 2，这些细

菌主要属于 Pseudoalteromonas 和 Marinobacter 这

两个属，其中 Pseudoalteromonas 属的 70210 对吐

温-80的分解能力最强，其 P/C 最大，为 5.8。 

2.6  产脂肪酶细菌的水解圈 

产脂肪酶菌株在 2216E 培养基平板划线纯化后

得到单菌落，单菌落点种至三丁酸甘油酯培养基平

板，3 d 后观察到明显的脂肪酶水解圈，说明菌株

分泌的脂肪酶分解了三丁酸甘油酯，水解圈越大说

明酶解能力越强。测量所有菌株产生水解圈直径和

菌落直径大小，并计算其比值(H/C)(表 2)。经筛选

分离到的 51 株产脂肪酶细菌均能在三丁酸甘油酯

平板上产生水解圈，说明其具有降解三丁酸甘油酯

的能力。同样，所筛选到的菌株分泌的脂肪酶对三

丁酸甘油酯的分解能力不尽相同。多数菌株对三丁

酸甘油酯的分解能力较低，其 H/C 低于 2，这些菌

株主要属于 Pseudoalteromonas、Photobacterium、

Sulfitobacter、Bacillus 和 Salegentibacter 属，有 10 株

细菌对三丁酸甘油酯的分解能力较高，其 H/C 大于

2，这些菌主要属于 Marinobacter 属，少数分布于

Pseudoalteromonas 、 Sulfitobacter 、 Bacillus 和

Salegentibacter 属，其中 Marinobacter 属的 70623

对三丁酸甘油酯的分解能力较强，其 H/C 较大，为

2.67；Bacillus 属的 70212 对三丁酸甘油酯的分解

能力最强，其 H/C 最大，为 3.25。 
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表 2  渤海沉积物产胞外脂肪酶细菌产脂肪酶活性分析 
Table 2  Analysis of the extracellular lipases produced by strains screened from the Bohai Sea sediments 

门 

Phylum 

属 

Genus 

菌株 

Strain 

登录号 

Accession number

酶活 

Enzyme activity (U/mL)

沉淀圈直径/菌落

直径 P/C 

水解圈直径/菌落

直径 H/C 
Proteobacteria Pseudoalteromonas 70203 KY244044 5.35 3.14 2.00 

  70206 KY244046 5.47 3.37 1.19 

  70207 KY244047 7.05 3.38 1.60 

  70210 KY244050 12.01 5.80 1.67 

  70211 KY244051 8.60 2.67 2.00 

  70213 KY244053 10.33 4.60 1.67 

  70214 KY244054 12.54 3.56 1.43 

  70600 KY244055 20.91 2.70 1.59 

  70605 KY244059 11.08 2.8 1.71 

  70606 KY244060 11.65 2.56 1.57 

  70607 KY272021 10.98 2.40 2.80 

  70612 KY272025 20.29 3.57 1.17 

  70621 KY272034 21.93 3.88 1.43 

  70631 KY272037 13.02 2.78 1.29 

  70632 KY272038 14.04 3.50 1.57 

  70639 KY272043 10.67 2.36 1.83 

  70643 KY272047 21.88 3.63 2.40 

  70645 KY272049 17.03 3.13 2.50 

 Marinobacter 70209 KY244049 5.83 4.14 1.43 

  70601 KY244056 11.50 2.80 1.27 

  70602 KY2440657 9.82 2.25 2.00 

  70604 KY244058 37.23 3.83 1.43 

  70608 KY272022 15.09 3.00 1.63 

  70610 KY272024 11.43 2.00 2.00 

  70623 KY272035 42.40 3.4 2.67 

  70637 KY272041 16.36 2.6 1.75 

  70638 KY272042 18.85 2.17 2.50 

  70640 KY272044 15.20 2.67 2.20 

  70644 KY272048 11.72 1.56 1.75 

  70648 KY272052 10.93 2.83 1.50 

 Sulfitobacter 70613 KY272026 3.40 1.43 2.00 

  70614 KY272027 6.09 1.40 2.40 

  70615 KY272028 3.45 1.88 2.00 

  70616 KY272029 3.46 1.50 1.38 

      (待续)



伍朝亚等: 渤海沉积物产脂肪酶细菌的筛选及其多样性分析 1663 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

      (续表)

  70620 KY272033 3.50 1.86 1.25 

  70627 KY272036 3.46 1.38 1.67 

  70635 KY272040 3.44 2.00 2.50 

  70641 KY272045 3.41 2.00 1.67 

  70647 KY272051 3.82 1.14 1.56 

 Shewanella 70202 KY244043 6.53 2.29 1.33 

 Photobacterium 70609 KY272023 5.83 4.14 1.71 

Firmicutes Bacillus 70201 KY244042 5.19 1.17 1.27 

  70204 KY244045 4.24 1.11 1.86 

  70208 KY244048 3.76 1.17 1.12 

  70212 KY244052 2.89 1.13 3.25 

  70617 KY272030 3.44 1.67 1.43 

  70618 KY272031 5.30 2.00 1.54 

  70646 KY272050 4.66 1.4 1.28 

 Staphylococcus 70619 KY272032 2.60 1.33 1.20 

  70634 KY272039 2.76 1.20 2.33 

Bacteroidetes Salegentibacter 70642 KY272046 6.72 1.33 1.67 

注：沉淀圈直径/菌落直径：产脂肪酶菌株在吐温-80 平板上沉淀圈菌落直径比值；水解圈直径/菌落直径：产脂肪酶菌株在三丁酸甘

油酯平板上水解圈菌落直径比值. 

Note: P/C: The ratio of the precipitation zone diameter versus the colony diameter of a colony on tween 80 plate; H/C: The ratio of the 
hydrolytic zone diameter versus the colony diameter of a colony on three butyric acid glyceride plate. 
 

2.7  模式菌株 Marinobacter sp. EF10[5]的酶活 

利用对硝基苯酚法和吐温-80 平板沉淀圈法相

结合测定模式菌株 Marinobacter sp. EF10[5]的脂肪

酶活性。结果显示，模式菌株 Marinobacter sp. 

EF10[5]在吐温-80平板上能够产生白色沉淀圈，测得

其沉淀圈直径与菌落直径比值(P/C)为 1.23，利用对

硝基苯酚法测定其酶活为 6.04 U/mL，与本文分离

到的菌株酶活对比，其比本文分离到的同一属

(Marinobacter)产脂肪酶细菌的酶活低，相对于本文

Pseudoalteromonas 属的脂肪酶菌株的酶活也较低，

相对本文其他属的大部分产脂肪酶的菌株酶活也

较低，说明本文从渤海沉积物中分离筛选到的产脂

肪酶菌株的酶活力相对较高，对于开发海洋微生物

脂肪酶资源具有一定的借鉴作用。 

2.8  产脂肪酶菌株 70623 在不同温度条件下的

酶活 

以对硝基苯酚棕榈酸酯(PNPP)为底物，将产脂

肪 酶 菌 株 Marinobacter sp. 70623 粗 酶 液 置 于

20−90 °C 温度梯度，以 10 °C 为间隔测酶活，确定

不同反应温度对酶活力的影响，结果如图 4 所示，

菌株 70623 在 20−60 °C 条件下随温度的增加酶活

逐渐增强，在 60 °C 时酶活最高，之后随温度升高

酶活迅速下降。  

 

 
 

图 4  温度对脂肪酶产生菌 70623 酶活力的影响 
Figure 4  Effect of temperatures on enzyme activity of the 
lipase-producing strain of 70623 
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3  讨论 

细菌脂肪酶是一类广泛应用于工业领域的生

物催化剂，具有重要的应用价值。脂类水解酶广

泛存在于动物、植物和微生物中，由于动植物脂

肪酶作用底物的范围窄，体外活性和产量都很低，

所 以 现 在 工 业 上 所 用 的 脂 肪 酶 都 来 源 于 微 生   

物[26]。据统计，大约有 65 个种属的微生物可以

产生脂肪酶，包括细菌、酵母、放线菌及其他真

菌 [27]。微生物脂肪酶的商业化生产主要是通过

Rhizopus delemar、Aspergillus niger、Geotrichum 
candidum 、 Candida rugosa 和 Chromabacterium 
viscosum 等真菌、酵母和细菌的发酵获得[28-29]。

海洋中蕴含着丰富的微生物资源，海洋微生物逐

渐成为新型酶制剂的重要来源，多种海洋微生物

如细菌、放线菌和真菌能够产生活性酶[30]。 

本文选用吐温-80选择培养基，从 8 个渤海沉

积物样品中筛选出 51 株产脂肪酶菌株，通过对其

16S rRNA 基因的系统发育分析，51 株细菌属于 3 个

门的8个属，包括Proteobacteria的Pseudoalteromonas、
Marinobacter 、 Sulfitobacter 、 Photobacterium 、

Shewanella，Firmicutes 的 Bacillus、Staphylococcus，

Bacteroidetes 的 Salegentibacter ， 其 中

Pseudoalteromonas (35.2%)、Marinobacter (23.5%)

和 Sulfitobacter (17.6%)是优势菌群。说明吐温-80

平板用于筛选作用于较短碳链底物的脂肪酶和酯

酶，产作用于短碳链的脂肪酶的菌株多样性丰富。

徐宇丽等用吐温-80 选择培养基从新疆天山冻土  

筛 选 到 17 株 产 低 温 脂 肪 酶 细 菌 ， 分 布 于

Pseudomonas 、 Duganella 、 Brevundimonas 、

Chryseobacterium、Arthrobacter 和 Rhodococcus 六个

属[1]，与本文筛选到的产脂肪酶细菌在属的水平上

完全不相同，可能是陆地和海洋中的各种环境条件

的差异，导致了陆源与海洋生态系统中物种的多

样性不同。本文筛选到产脂肪酶优势菌群主要是

Pseudoalteromonas 细菌与 Zhang 等从南太平洋环

流 区 深 海 海 水 中 分 离 到 产 脂 肪 酶 优 势 菌 群 为

Pseudoalteromonas 和 Alteromonas 属[31]相似，它

们 都属于 Gammaproteobacteria 细菌。据报道，

Gammaproteobacteria 是各种酶主要的产生菌[31]，国

内 外 同 行 的 研 究 表 明 Proteobacteria ， 特 别 是

Gammaproteobacteria 细菌是亚南极地区乔治王岛

和中国南海、胶州湾沉积物中产蛋白酶细菌的优

势菌，同时 Pseudoalteromonas 菌株也在这些样点

被分离到，而且也是中国南海沉积物中的优势菌

群[18-19,32]。这些研究说明了 Pseudoalteromonas 产

酶细菌广泛存在于海洋的不同环境中。Zhang 等分

离 到 的 Shewanella 、 Marinobacter 、 Bacillus 、

Staphylococcus 产脂肪酶细菌[31]在本文中也被分离

到，而本文分离到的 Sulfitobacter、Photobacterium、

Salegentibacter 产脂肪酶细菌之前未见报道。 

通过比较 8 个不同取样点细菌，分离自站点

BH25、BH12、BH8、E6 的脂肪酶菌株多样性相

对较少，可能是这些站点位于渤海的近岸海域，

受人类活动的影响及环渤海经济圈的工业化不断

密集产生大量污染物质排入渤海沿海海域，造成

了严重的环境污染，引起近岸水体和沉积物环境

发生富营养化，生物多样性降低[33]。位于渤海较

中央处 P2、PLB1 站点，其分离到的细菌在属水

平上多样性较为丰富，这可能是该站点受渤海与

南黄海物质与能量交换较大，而养殖业等人类干

预的影响较少造成产脂肪酶细菌的多样化。而在

水深较深、温度最低的两个站点(N4、R6)分离到

的脂肪酶菌株主要是 Pseudoalteromonas 细菌，与

之前报道的产酶 Pseudoalteromonas 细菌具有较强

的适冷性相关[34]。 

通过对筛选到的菌株的胞外脂肪酶酶活测定，

结果得出多数 Pseudoalteromonas 和 Marinobacter
属细菌的酶活相对较高，酶活值超过了 10 U/mL，

其在吐温-80 平板上产生的沉淀圈与菌落直径比值

也较大，其 P/C 大于 2；其它 6 个属的菌株产生

的酶活相对较低，酶活值都低于 10 U/mL，其在

吐温-80 平板上产生的沉淀圈与菌落直径比值也相

对较小，除了 Shewanella 的菌株 70202 的 P/C 为 2.29

外，其余的 P/C 均小于 2，表明了 Pseudoalteromonas
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和 Marinobacter 是渤海沉积物中主要的产脂肪酶细

菌。近几年来，有越来越多的研究报道从海洋环境

中分离得到产脂肪酶菌株，如郝文惠等从南极深海

沉积物中分离到产脂肪酶芽孢杆菌 XZ18 的最高产

酶量为 4.65 U/mL[27]；邵铁娟等从 2 000 多份渤海

海区海水海泥样品中分离获得一株新型脂肪酶高

产菌株 Yarrowia lipolytica bohaisea-9145，最高酶活

达 25.6 U /mL[35]；王全富等从鄂霍次克海域沉积物

样品(lv39-06-06-04-18H)分离筛选到菌株 Bacillus 

sp. 130 产脂肪酶活性最高，其活性达到 42 U/mL[36]，

而本文筛选到的 Marinobacter 属的细菌 70623 产脂

肪酶酶活最高，达到 42.4 U/mL，在 20−60 °C 条件

下可以检测出随温度的增加酶活逐渐增强，最适产

酶温度为 60 °C，确定其为中温脂肪酶产生菌，有

较好的开发应用价值。目前新的一项研究报道来自

于 Bakir 等[37]从土耳其的天然温泉中筛选到 22 株

能够产脂肪酶菌株，其中有一株属于中温脂肪酶

产生菌株 Anoxybacillus flavithermus HBB 134 的

产酶能力最高。作者采用同样的方法，即对硝基

苯酚法，在相同的条件下测定菌株 Anoxybacillus 

flavithermus HBB-134 在 30−80 °C 不同温度下的酶

活，结果得到，在温度 30−45 °C 条件下随温度的增

加酶活逐渐增强；在温度为 45 °C 时酶活最高，为

79.96 U/mg；45 °C 之后的酶活逐渐降低，在 60 °C

时的酶活降为 40.52 U/mg。与本文筛选到的高效产

脂肪酶菌株 Marinobacter sp. 70623 相比，它们的共

同点是均为中温脂肪酶产生菌株，不同点是两者的

最 优 产 酶 温 度 不 同 ， Anoxybacillus flavithermus 

HBB-134 的最适产酶温度为 45 °C，Marinobacter sp. 

70623 的最适产酶温度为 60 °C。此外，两者在最适

产 酶 温 度 下 的 最 高 酶 活 也 不 同 ， Anoxybacillus 

flavithermus HBB-134 的最高酶活(79.96 U/mg)高于

Marinobacter sp. 70623 的最高酶活(42.4 U/mL)，但

在 温 度 为 60 °C 时 ， Anoxybacillus flavithermus 

HBB-134 的酶活(40.52 U/mg)低于 Marinobacter sp. 

70623 的酶活(42.4 U/mL)，表明不同来源的中温脂

肪酶菌株代谢产酶的能力有所差异，但它们的酶活

相对较高，具有良好的开发应用前景。 

本文采用 3 种方法测定脂肪酶活力，对硝基苯

酚法测定脂肪酶活力是以对硝基苯酚棕榈酸酯

(PNPP)为底物，使发酵粗酶液与底物发生显色反

应，然后采用分光光度计法进行测定。以对硝基苯

酚作为标准物，绘制标准曲线，根据测出的光密度

值和标准曲线计算出酶活值。该方法的优点是能够

精确地、定量地测定脂肪酶活力值，是测定脂肪酶

活性一种常用的方法，缺点是该方法实验周期长，

实验中所用到药品试剂多、成本高。三丁酸甘油酯

水解圈法是以三丁酸甘油酯为碳源，脂肪酶能够以

三丁酸甘油酯为底物，在具有分泌脂肪酶菌落的周

围形成透明的水解圈，达到鉴别目的。该方法的优

点是可以直接观察水解圈的有无来确定菌株是否

具有脂肪酶活性，方便又快捷，缺点是配制三丁酸

甘油酯培养基所要的药品试剂多，价格成本高。吐

温-80 平板沉淀圈法测定脂肪酶活力的原理是在

Ca2+存在的条件下，脂肪酶能够以吐温-80为底物，

在具有分泌脂肪酶菌落的周围形成白色的 Ca2+复

合白色沉淀颗粒，从而与非分泌的脂肪酶菌落相区

分，达到鉴别效果。该方法的优点是吐温-80培养基

不使用植物油和指示剂，可以替代相关的油剂培养

基使用，在成本上较为经济。缺点是该方法仅适合

初筛脂肪酶使用，只能定性鉴别出脂肪酶活性，不

能测定酶活力的大小。因此，通常情况下，采用吐

温-80 平板沉淀圈法和对硝基苯酚法结合测定脂肪

酶活力，吐温-80平板沉淀圈法用于脂肪酶的初步定

性鉴别，对硝基苯酚法则可以进一步地测定其酶活

力的大小。此外，通过模式菌株的阳性对照实验表

明：本文从渤海沉积物中分离筛选到的产脂肪酶菌

株的酶活力相对较高，对于开发海洋微生物脂肪酶

资源具有一定的借鉴作用。 

海洋的高盐、高压、寡营养和无光照等特殊生

态环境决定了海洋微生物种类的多样性和特殊性，

因而造成了具有独特的代谢途径和遗传背景，并且

能够产生具有独特结构和功能的酶类物质。本文从

渤海 8 个沉积物站点分离到 51 株产脂肪酶细菌，
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属于 3 个门的 8 个属，其中 Pseudoalteromonas 

(35.2%) 、 Marinobacter (23.5%) 和 Sulfitobacter 

(17.6%)是优势菌群，而筛选到的 Sulfitobacter、

Photobacterium、Salegentibacter 产脂肪酶细菌为首

次报道，这些研究结果丰富了浅海微生物的脂肪酶

资源，增加了研究者们对渤海生态系统中产脂肪酶

细菌多样性的认识和了解，为工业生产脂肪酶提供

了重要的菌群资源。本文获得了一株高效产脂肪酶

菌株 Marinobacter sp. 70623，为挖掘海洋产脂肪酶

细菌及新脂肪酶具有一定的借鉴作用。 
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