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技 术 与 方 法

酯酶产生菌株的分离筛选

覃拥灵!，" 何海燕!，" 李 楠! 陈山岭! 梁智群!#

（广西大学生命科学与技术学院 南宁 #$%%%&）! （河池学院化学与生命科学系 宜州 #&’$%%）"

摘要：利用溴甲酚紫染色法和发酵测酶活的方法，从土壤中筛选出一株酯酶高产菌株 ()!。对 ()! 进行形态特征

及 #*+, -./0 基因两侧的内转录间隙进行序列分析推测该菌株为灰绿犁头霉（!"#$%$& ’(&)*& +&’,-）。经过紫外诱

变处理，得到 ! 株正突变株 ())!，在适合条件下，酶活达到 #+*1’2345，比出发菌株提高了 !%&*$6。传代实验表明

())! 具有良好的遗传稳定性。
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酯酶（AGHI-BGI，AC$*!*!*!）是重要的工业酶类，

水解酯类产生相应的酸和醇，在有机相中可以完成

酯化、转酯、酯交换等反应，而且大多数反应具有不

对称选择性，可以专一性制备用化学法难以合成的

手性化合物，如液晶、光学活性药物及其前体，广泛

应用于食品工业、医药行业、日用化工业、军事业和

生物防护等领域［! [ &］。

微生物种类繁多，生长周期短、易于分离和诱

变、可工业化大规模培养，利用微生物发酵是工业

化生产酯酶的良好途径。目前，国内外对于酯酶在

生物转化方面的研究报道较少，获得高酶活的酯酶

产生菌有广阔的应用前景。作者从含油土壤中筛

选出产酯酶菌株，对其进行了形态特征、分子生物

学鉴定，并利用紫外诱变选育到一株遗传性状稳定

的酯酶高产菌株。

: 材料与方法

:;: 主要仪器和试剂

\0C])0/^"9"! 高速冷冻离心机（美国 \BK_4B=
公司）；2V9!’%! 紫外分光光度计（日本 ,@:)0.(2
公司）；$"% L@ )IHI-（)IHHNI- H<NIJ< 公司）；./0 )B-_I-

（TB]B‘B 公司）；aC‘ 纯化试剂盒（TB]B‘B 公司）；:T,
引物（大连宝生物工程公司合成）；?CPKNI-T) 型 aC‘
仪（\:b9‘0.）；水平电泳仪（北京六一仪器公司）；
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!"# $%&’( )* 型凝胶成相系统（+,-.*/$）。

试剂均为国产分析纯试剂。

!"# 土样

分别采集炼油厂、牛奶厂、肉联厂和食堂排污

口等富含油脂环境的土样。

!"$ 培养基

富集培养基：（012 ）3 4-2 35，067# 89:5，(54-2·

;13- 89:5，<13=-2 35，乙酸乙酯 3:>?，琼脂 38 5，定

容 @?。初 筛 平 板 培 养 基：酵 母 膏 @85，溴 甲 酚 紫

89825，三醋酸甘油酯 A8>?，琼脂 385，B1 值 ;98，定

容 @?。 复 筛 培 养 基：蔗 糖 385，（012 ）3 4-2 :5，

<31=-2 @5，(54-2·;13- 89:5，C"4-2·;13- 898@5，酵

母膏 @85，定容 @?。=$/ 培养基按文献［:］配制。灭

菌条件：89@(=6，38>DE。

!"% 菌种筛选

!"%"! 初筛：@5 土样溶于 @8>? 无菌生理盐水，振

荡 :>DE，制成悬浮液。稀释到一定倍数，准确移取

89@>? 稀释悬液涂布于富集培养基平板，置于 A3F
培养 AG。挑单菌落初筛平板划线分离，直至分出纯

菌株，并转接到 =$/ 斜面培养基。

!"%"# 复筛：无菌状态下，将 @8>? 无菌水移入 =$/
斜面菌种制成孢子液。准确量取 @>? 孢子液转入

复筛 培 养 基 中，A3F、@H8IJ>DE，培 养 2KL，发 酵 液

H888IJ>DE 离心 @8>DE，分别收集菌体和上清液，上

清液 2F保存备用；

菌体 H888IJ>DE 离心 @8>DE，无菌生理盐水洗涤

两次，收集菌体。加入适量石英砂研磨破碎菌体，

用 B1H9A =+4 缓冲液 2F下浸提菌体 32L，H888IJ>DE
离心 @8>DE，收集菌体浸提液 2F保存备用。

测定发酵上清液和菌体浸提液的酶活，筛选出

酯酶高产菌株，确定菌株产酶部位。

!"& 发酵液酶活测定

参照禹邦超等多种形式酯酶总活力的混合底

物分光光度测定法进行测定［H］。

酶活力单位定义：每小时生成 #!>%#".0=（".萘
酚）为 @ 个活力单位（@M）。

!"’ 菌种形态学观察

依据菌落形态特征，菌丝的生长情况以及孢子

的形状大小等特征做出初步鉴定。

!"( 总 )*+ 的提取

参照 (D&L6"#N%E 等总 $0/ 的提取方法进行［;］。

提取的总 $0/ 用 ;8O（PJP）乙醇洗涤沉淀 3 次，晾

干后溶于适量 ’Q（B1K98），R 38F保存备用。

!", -./ 扩增

=7* 引物按 SLDT" 等报道设计［K］。引物 ,’4@ 的

序列为：:U.’77!’/!!’!//77’!7!!.AU，引物 ,’42
的序列为：:U.’77’77!7’’/’’!/’/’!7.AU，由大连

宝生 物 工 程 公 司 合 成。=7* 扩 增 体 系 为：3) !7
VWXX"I @39:!?，3>>%#J? G0’= 39:!?，:!>%#J? ,’4@ 引

物 89:!?，:!>%#J? ,’42 引 物 89:!?，真 菌 总 $0/
3!?，?/ ’6Y 酶 89A!?，加 GG13- 补足 3:!?。反应条

件为：Z2F，@>DE；Z:F，38N，::F，A8N，;3F，@9:>DE，

A8 个循环；;3F，:>DE。

!"0 序列测定和同源性比较

利用 ’6<6*6 琼脂糖凝胶 $0/ 纯化试剂盒回收

=7* 产物，将 =7* 产物送上海基康生物技术公司测

序，利用 +?/4’ 软件对测序结果与 !"E+6E[ \ Q(+?
\ $$+] \ =$+ 公布的已知的基因序列进行序列的

同源性比对分析［Z，@8］。

!"!1 紫外诱变处理

紫外诱变条件及操作见文献［@@］，照射时间分

别为 8N、38N、28N、H8N、K8N、@88N、@38N，@28N。以未经

紫外线照射处理的菌悬液涂布平板作为对照组计

算致死率，以 M^ 的照射时间为横坐标，致死率为纵

坐标，做致死率曲线。

诱变突变株筛选：以致死率达 Z8O以上的照射

时间为诱变剂量处理菌悬液并涂布平板，避光培养

2KL 后从筛选平板上选取黄色变色圈大的菌落取菌

种一环接种至种子液培养基，A3F，@H8IJ>DE 培养

32L；按 @8O 接 种 量 把 种 子 液 接 入 发 酵 液，A3F，

@H8IJ>DE 培养 2KL 后测酶活。

!"!! 遗传稳定性实验

将筛选到的菌株接种于 =$/ 培养基上传代，每

代都在相同的发酵培养条件下培养，共传 K 代，测定

其酶活。

# 结果

#"! 菌种初筛和复筛

初筛平板培养基中的溴甲酚紫指示剂的变色

范围为 =1 值 H9K _ :93，颜色由紫!黄。酯酶把初

筛平板培养基中的三醋酸甘油酯水解得到乙酸，培

养基 B1 值下降，以溴甲酚紫指示剂黄色变色圈直
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径和菌落直径之比作为酯酶产生菌的初筛依据。

结果如图 ! 和图 " 所示。

图 ! #$! 在 %&’ 培养基的菌落情况

图 " #$! 在初筛培养基变色圈情况

初筛培养基分离筛选出 !" 株产酯酶活力较高

的菌株，编号为 #$!!#$!"。复筛实验表明，黄色

变色圈直径和菌落直径之比值越大的菌种，发酵液

酶活越高，添加有溴甲酚紫的初筛平板培养基以黄

色变色圈直径和菌落直径之比作为初筛模型可以

快速准确的筛选出产酯酶菌株。筛选到一株酯酶

酶活较高的菌株 #$!，#$! 菌丝生长迅速，黄色变色

圈直径和菌落直径之比值较大，酶活为 "()*+,-./。

初筛和复筛的实验结果见表 !。以 #$! 菌株作为

出发菌株进行紫外诱变处理，选育高酶活的菌株。

摇瓶复筛实验只测到发酵上清液有酶活，胞体

破碎浸泡液无酶活，判断该菌所产酯酶为胞外酶。

!"! 菌种鉴定

!"!"# 菌落形态特征：根据菌落形态特征及光学显

微镜下观察孢子和子实体的形态，菌落在 %&’ 培养

基平板上呈浅蓝绿色，菌丝生长迅速，顶端膨大；孢

子囊与中轴基合成卵形，囊轴为圆锥型；孢子表面

光滑，较多，小圆形，成堆时为绿色。

!"!"! 菌株 012 位点的序列测定及其同源性比较：

以 #$! 的基因组 &3’ 为模板，通过 %45 扩增其 012
位点。扩增产物用 !)"6的琼脂糖凝胶电泳，78 染

色后，紫外灯下切下约 +99:; 的 %45 扩增产物，试

剂盒回收。%45 产物进行序列测定［!"］。

表 # 菌种初筛和复筛结果

菌株
变色圈直径 <菌体直径

（=.）

酶活

（,-./）
菌丝生长情况

#$! >)(+ <!)+" ? ")>( "()*+ @ @ @ @

#$" >)A" <!)*9 ? ")9* "+)"B @ @ @ @

#$> >)B( <!)*" ? ")9" "+)!" @ @ @ @

#$B >)>" <!)+A ? ")9! "A)++ @ @ @

#$A ")C" <!)A( ? !)(A ">)>" @ @ @

#$+ ")*A <!)BC ? !)(B "")*( @ @ @

#$* ")*" <!)B( ? !)(> "!)BA @ @ @

#$( ")++ <!)B* ? !)(! "!)9> @ @ @

#$C ")AB <!)BA ? !)*A "9)!! @ @ @

#$!9 ")B* <!)B" ? !)*B !C)"" @ @

#$!! ")>* <!)>C ? !)*! !()(* @ @ @

#$!" ")"( <!)>* ? !)++ !*)+A @ @

序列测定表明，#$! 菌株 012 位点长 AC!:;。利

用 8/’21 软件与 DEF8GFH @ 7$8/ @ &&8I @ %&8 中

已知的基因序列进行序列的同源性比对分析，结果

表明，#$! 与 报 道 的 犁 头 霉 菌（ !"#$%$& ’(&)*&）

（DEF8GFH 号为 ’I"(*!>A）具有极高的同源性，012 位

点有 C*6以上的同源性。依据菌株 012 位点的序列

分析结果，结合菌落形态观察，菌落在马铃薯和酯

酶选择初筛培养基平板上呈浅蓝绿色，推测 #$! 菌

株为灰绿犁头霉（!"#$%$& ’(&)*& +&’,-）［!>］。

!"$ 紫外诱变致死率曲线

随着紫外照射时间的延长，平板上的菌落数逐

渐减少，即致死率逐渐增大，当时间达到 !99J 时无

菌落生长，其致死率为 !996；时间为 (9J 时，致死率

为 C+)(6。紫外诱变的致死率曲线如图 > 所示。

本实验取 (9J 的照射时间进行紫外诱变。

图 > 紫外诱变致死曲线
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!"# 紫外诱变结果

实验结果表明，以酶活为 !"#$%&’() 的 *+, 为

出发菌株，经紫外诱变得到 ,- 株正突变菌株，编号

为 *++,.*++,-，黄色变色圈直径扩大，黄色变色圈

直径和菌落直径之比值也有所增加，菌丝生长速度

更快，酶活提高，其中 *++, 酶活提高到 /"#$%&’
()，提高了 ,-0#12。结果见表 !。说明紫外诱变后

*++, 产酶酶活有明显提高，以 *++, 菌株作为实

验菌株，进行遗传稳定性实验。

表 ! 紫外诱变实验结果

菌株
变色圈直径 3菌体直径

（4(）

酶活

（&’()）
菌丝生长情况

*++, /#%" 3,#50 6 !#5! /"#$% 7 7 7 7 7 7

*++! /#," 3,#5% 6 !#%0 /,#!/ 7 7 7 7 7

*++1 /#-% 3,#50 6 !#%, 05#10 7 7 7 7 7

*++0 /#-! 3,#51 6 !#%- 0"#5% 7 7 7 7 7

*++/ 0#5$ 3,#5! 6 !#/5 0$#1% 7 7 7 7

*++% 0#51 3,#51 6 !#// 0/#"5 7 7 7 7

*++$ 0#"$ 3,#5, 6 !#/0 0!#,! 7 7 7 7

*++" 0#"! 3,#5- 6 !#/1 10#/% 7 7 7

*++5 0#", 3,#5! 6 !#/, 11#/$ 7 7 7

*++,- 0#$" 3,#5, 6 !#/- 1!#$% 7 7 7

!"$ 紫外诱变遗传稳定性实验

*++, 菌株的酶活为 /"#$%&’()，" 次传代后酶

活为 /$#0$&’()，为母代菌株酶活的 5$#"2，代间酶

活差异不大，证明 *++, 经紫外诱变后遗传性状稳

定，结果见表 1。

表 % 紫外诱变正突变菌株遗传稳定性实验结果

传代 传代 , 传代 ! 传代 1 传代 0 传代 / 传代 % 传代 $ 传代 "

酶活

（2）
55#! 55 5"#" 5"#$ 5"#$ 5"#/ 5"#0 5$#"

% 讨论

从含油土壤中取样，以酯类为唯一碳源，添加

指示剂溴甲酚紫作为筛选平板，以筛选平板上指示

剂的黄色变色圈直径和菌落直径之比作为初筛依

据；以多种形式酯酶总活力的混合底物分光光度测

定法进行发酵液酶活测定复筛，该方法可以对发酵

液酶活进行准确的微量分析，建立了一套酯酶产生

菌快速准确的筛选模型。

分离筛选得到产酯酶的菌株 *+,，经形态特

征、分子生物学鉴定为灰绿犁头霉（ !"#$%$& ’(&)*&
89:;(）。 经 过 紫 外 诱 变，得 到 一 株 酶 活 达 到

/"#$%&’() 的酯酶高产菌株 *++,，遗传性状稳定，

适合应用于酯酶的工业化生产。

今后研究重点应该放在灰绿犁头霉发酵生产

酯酶培养条件的优化，菌种的分子定向改良以进一

步提高其产酶量和酶活、酯酶的分离提取纯化方法

上。
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