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摘  要: 【目的】利用筛选培养基, 从肉牛瘤胃液中分离筛选产乙酰酯酶的细菌菌株, 并
研究菌株的产酶特征。【方法】利用厌氧培养技术, 以木质素为唯一碳源, 筛选并驯化所

得菌株。根据菌株 16S rDNA 序列分析、革兰氏染色、伊红美蓝培养基培养、甲基红试验

和柠檬酸盐利用试验, 鉴定菌株。采用对-硝基苯乙酯测定酶活力。【结果】筛选得到产乙

酰酯酶活力较高细菌菌株 RB1, 初步鉴定为 Escherichia coli。菌株 RB1 的生长曲线表明, 
0−42 h 为菌株的延迟期, 42−60 h 为菌株的对数期, 60−66 h 为菌株的稳定期, 66−86 h 为菌

株的衰亡期。菌株所产乙酰酯酶最适温度为 40 °C, 最适 pH 为 8.0, 在最适温度与 pH 条

件下, 培养基中添加玉米秸秆粉, 乙酰酯酶最高酶活力达到 0.52 U/mL。【结论】筛选获得

产乙酰酯酶的细菌菌株 RB1, 其乙酰酯酶活力高于已报道的菌株, 是一株具有研究和应

用潜力的产乙酰酯酶的菌株。 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen acetylesterase-producing strain and 
to investigate its characteristics. [Methods] Anaerobic culture technique was used in screening 
and acclimatization of strain, and alkali lignin was a sole carbon source. The strain was identi-
fied by analyzing the sequence of 16S rDNA, Gram staining, Eosin Methylene Blue test, 
Methyl red test, and citrate utilization test. Acetylesterase was determined by ethyl 
p-nitrobenzoate. [Results] Acetylesterase-producing strain RB1 was isolated from rumen fluid 
of beef. It was identified as Escherichia coli. The growth curve showed that 0−42 h was lag 
phase, 42−60 h was log phase, 60−66 h was stationary phase, and 66−86 h was death phase. 
The optimum temperature for the acetylesterase was 40 °C, and the optimum pH was 8.0. The 
highest enzyme activity was 0.52 U/mL under optimum temperature and pH, and corn stover 
powder as a carbon source. [Conclusion] Strain RB1 was an acetylesterase-producing strain 
with application potential. 

Keywords: Acetylesterase, Isolation, Identification, Enzyme characteristics 

半纤维素是仅次于纤维素的第二大类植物多

糖, 由木糖、阿拉伯糖等单元构成的不均一多糖。

在大多数植物细胞壁中, 半纤维素以木聚糖为骨

架, 木糖残基的 C-2 或者 C-3 均有不同程度乙酰

化, 大约每 10 个木糖残基就有 7 个被乙酰化[1]。

由于其结构复杂性, 导致其降解比纤维素困难, 
半纤维素降解涉及到多种酶的协同作用, 例如, 
β-内切木聚糖酶、β-木糖苷酶、乙酰酯酶等。乙

酰基的存在导致内切木聚糖酶水解作用被抑制, 
乙酰酯酶(Acetylesterase, EC 3.1.1.6)在半纤维素

降解过程, 水解木糖残基的乙酰酯键, 将半纤维

素的部分侧链水解去除, 减小木聚糖主链降解时

酶作用的空间位阻效应。在木质纤维素糖化过程

中, 乙酰酯酶与其他半纤维素酶具有协同作用, 
优化乙酰酯酶和木聚糖酶的协同作用, 可以提高

糖 化 效 率 [2] 。 产 乙 酰 酯 酶 的 微 生 物 主 要 有

Penicillium 属[3]、Neocallimastix 属[4]、Trichoderma
属、Aspergillus 属、Streptomyces 属、Fibrobacter
属等[5]。具体微生物例如 Penicillium notatum [3]、

Neocallimastix frontalis [4]、Trichoderma reesei、
Aspergillus awamori 、 A. niger 、 A. oryzae 、

Schizophyllum commune、Fibrobacter succinogenes [6], 
大多数为真菌, 只有少数为细菌。目前关于半纤

维素酶系的研究集中于降解半纤维素主链的木

聚糖酶和 β-1,4 木糖苷酶[1], 而对降解侧链的酶例

如乙酰酯酶研究较少, 这主要是由于乙酰酯酶在

天然微生物中含量低, 缺乏适宜底物[5], 导致对

乙酰酯酶的研究工作相对于纤维素酶系和木聚

糖酶较晚。本研究从肉牛瘤胃液筛选降解木质素

厌氧微生物工作过程中, 得到一株产乙酰酯酶细

菌菌株, 研究了该菌株所产乙酰酯酶的酶学特

征, 旨在为乙酰酯酶的应用提供一定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料 
瘤胃液收集于吉林省皓月集团新鲜屠宰的肉

牛, 存放于预先灭菌保温瓶, 迅速带回实验室, 

四层纱布过滤, 滤液作为筛选菌株的微生物来

源。所用化学试剂均为分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  培养基 : 富 集 培 养 基 (1 L): 缓 冲 液 A 

165 mL, 缓冲液 B 165 mL, 无细胞瘤胃液 170 mL, 

NaHCO3 5.0 g, 蛋白胨 1.0 g, 酵母浸膏 1.5 g, 葡

萄糖 1.0 g, L-半胱胺酸盐酸盐 1.5 g, 0.1 g/L 刃天

青溶液 1.0 mL, 调节 pH 7.0。 

缓冲液 A: 每 100 mL 含有 KH2PO4 0.3 g、
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(NH4)2SO4 0.3 g、NaCl 0.6 g、CaCl2·2H2O 0.04 g、

MgSO4·7H2O 0.06 g;  
缓冲液B: 每100 mL含有K2HPO4·3H2O 0.4 g。 

无细胞瘤胃液是将新鲜瘤胃液 8 000 ×g 离心

10 min 所得到的上清液。 

筛选培养基(1 L): 缓冲液 A 165 mL, 缓冲液

B 165 mL, 无细胞瘤胃液 170 mL, NaHCO3 5.0 g, 

碱木质素粉 1.0 g, 琼脂 20 g, 0.1 g/L 刃天青溶液

1.0 mL, 调节 pH 7.0。在筛选培养基中添加放线

菌酮(0.05 g/L)和制霉菌素(200 U/mL)抑制真菌生

长, 分离细菌菌株。 

驯化培养基(1 L): 缓冲液 A 165 mL, 缓冲液

B 165 mL, 无细胞瘤胃液 170 mL, 碱木质素粉

1.0 g, L-半胱氨酸盐酸盐 1.5 g, 0.1 g/L 刃天青溶

液 1.0 mL, 调节 pH 7.0。以上所有培养基均在

1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.2.2  筛选方法: 样品富集: 将收集新鲜瘤胃液

置于预先灭菌的保温瓶, 四层纱布过滤, 滤液作

为筛选菌种来源。取 1 mL 瘤胃液接种于 9 mL 富

集培养基, 制成 10−1 稀释液, 厌氧瓶内充入氮气

和 CO2, 39 °C 厌氧培养箱内恒温培养 3 d。 

筛选: 取富集后的培养液用无菌水分别稀释

至 10−2、10−4 和 10−6 倍, 涂布于筛选培养基平板, 

充入氮气和 CO2, 密封, 置于厌氧培养箱内 39 °C

恒温培养 3 d。待长出菌落后, 选取稀释倍数最高

的平板, 挑取单菌落于筛选培养基上反复划线培

养, 得到单菌落。 

驯化培养: 将筛选得到单菌落, 接种于装有

70 mL 驯化培养基的厌氧发酵瓶内, 瓶内充入氮

气和 CO2, 39 °C 厌氧培养箱培养, 培养 3 d 转接

至新鲜培养基内, 转接一次为一代。 

1.2.3  菌株分子生物学鉴定: 菌种鉴定委托生工

生物工程(上海)有限公司完成。具体方法如下: 

SK1201-UNIQ-10 柱式细菌基因组 DNA 抽提试

剂盒提取基因组 DNA, PCR 扩增 16S rDNA, 上

游引物: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 下

游引物: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′, PCR

扩增体系为: 细菌总基因组 10 pmol, 10 μmol/L

上下游引物各 1 μL, dNTPs (10 mmol/L each) 1 μL, 

Taq 酶(5 U/μL) 0.25 μL, 10×Taq reaction buffer 

5 μL, 加入 ddH2O 补足 50 μL。回收 PCR 产物, 测

序, 利用 BLAST 软件分析序列结果, 与 GenBank

的已知基因序列对比, 绘制系统发育树。 

1.2.4  菌株特征: 进行了菌株的革兰氏染色试

验、伊红美蓝培养基培养、甲基红试验和柠檬酸

盐利用试验。 

1.2.5  菌株生长曲线测定: 将驯化后得到的单菌

落, 接种于装有 100 mL 完全培养基的厌氧发酵瓶

内, 从接种后每隔 2 h 测定 630 nm 处的吸光度值。 
1.2.6  乙酰酯酶酶活力动态与酶活力测定: 采用

完全培养基, 加入粉碎至 40 目的玉米秸秆粉

(10 g/L), 接种 RB1, 厌氧培养箱 39 °C 培养, 每

天取样测定乙酰酯酶活力。同时以不接种 RB1

的同步培养的培养基作为空白对照。乙酰酯酶活

力测定方法: 将不同发酵时间的发酵液 4 °C、

2 000 ×g 离心, 上清即为粗酶液。粗酶液稀释 6

倍, 底物为 2 mmol/L 对-硝基苯乙酯, 50 mmol/L

磷酸钠缓冲液(pH 7.0)。向 50 μL 粗酶液中加入

100 μL 磷酸钠缓冲液和 50 μL 底物, 39 °C 反应 30 

min, 在 415 nm 波长处测定吸光度[7]。1 个酶活力

单位(U)定义为 1 mL 酶液在 1 min 内从底物生成

1 μmol 对-硝基苯所需要的酶量。每个处理均设

置 3 个重复试验。 

1.2.7  乙酰酯酶最适 pH 及 pH 稳定性: 使用

50 mmol/L 柠檬酸钠缓冲液(pH 4.0−5.0), 50 mmol/L

磷酸钠缓冲液(pH 6.0−8.0)和 50 mmol/L 甘氨

酸-NaOH 缓冲液(pH 9.0−10.0)代替 1.2.6 中所使

用缓冲液, 其他条件相同, 测定在各个 pH 条件

下乙酰酯酶活力, 计算相对酶活力[7]。乙酰酯酶

pH 稳定性测定参考文献[7]。 
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1.2.8  乙酰酯酶最适温度及温度稳定性 : 以

20 °C、25 °C、30 °C、35 °C、40 °C 和 45 °C 代

替 1.2.6 中的反应温度, 其他条件相同, 测定在各

个温度条件下的乙酰酯酶活力, 计算相对酶活

力[7]。乙酰酯酶温度稳定性测定时将粗酶液置于

40 °C 恒温条件下, 分别在 1、3、5、7 和 9 h 后

测定酶活力, 测定方法参照文献[7]。 

1.2.9  金属离子对乙酰酯酶活力影响: 金属离子

对酶活力影响的实验方法参照文献[7]。 

2  结果与讨论 

2.1  菌种筛选 
将第一次采用筛选培养基培养后得到的单菌

落 , 反复划线培养 , 得到的单菌落依次命名为

RB1、RB2、RB3、RB4、RB5 和 RB6。将这些

单菌落采用驯化培养基进行驯化培养, 培养 16

代后保藏。本文详细研究了菌株 RB1 所产乙酰酯

酶特征。 

2.2  菌株 RB1 的鉴定 
2.2.1  菌株分子生物学鉴定: 为确定 RB1 菌株种

属, 分析该菌株的 16S rDNA, 对其 16S rDNA 扩 

增, 测序, 将测定结果与 GenBank 中已知序列对

比。通过 BLAST 在 NCBI 数据库中搜索, 构建系

统发育树, 结果如图 1 所示。菌株 RB1 16S rDNA
序列与 Escherichia coli 的同源性达到 99%以上, 
初步确定 RB1 为 Escherichia coli。根据文献报道, 
产乙酰酯酶的微生物主要有Penicillium notatum [3]、

Neocallimastix frontalis [4]、Trichoderma reesei、
Schizophyllum commune、Aspergillus awamori、
A. niger、A. oryzae、Fibrobacter succinogenes [6], 
大部分为真菌。而关于细菌产乙酰酯酶的报道相

对较少, 本文研究了细菌菌株 RB1 所产乙酰酯酶

的性质。 
2.2.2  菌株 RB1 特征: 革兰氏染色结果表明, 

RB1 为革兰氏阴性, 杆状细菌。菌株 RB1 在伊红

美蓝培养基上的特征为紫色、光滑、湿润的圆形

菌落(图 2)。菌株 RB1 甲基红试验结果为阳性

(图  3)。柠檬酸盐利用试验结果表明, 菌株 RB1

不能利用柠檬酸盐, 在该培养基上不生长。以上

试验结果均为 Escherichia coli 的典型特征。 

2.3  菌株生长曲线 
RB1 菌株生长曲线如图 4 所示。0−42 h 为菌 

 

 
图 1  菌株 RB1 16S rDNA 序列的系统发育树 

Fig. 1  Phylogenic tree based on 16S rDNA sequences of strain RB1 
注: 括号中的序号代表序列 GenBank 中登录号; 分支点数字代表步长值; 标尺代表序列间分歧度. 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap 
values on neighbor-joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.000 2 represents sequence divergence. 
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图 2  菌株 RB1 伊红美蓝试验 
Fig. 2  Eosin Methylene Blue test of RB1 

 
图 3  菌株 RB1 甲基红试验 
Fig. 3  Methyl red test of RB1 
注: A: 未接种 RB1 培养基; B: 接种 RB1 未加甲基红; C: 接

种 RB1 加入甲基红. 

Note: A: Medium; B: Medium+RB1; C: Medium+RB1+Methyl red. 

 
图 4  RB1 生长曲线 
Fig. 4  Growth curve of strain RB1 

株的延迟期, 42−60 h 为菌株的对数期, 60−66 h 为

菌株的稳定期, 66−86 h 为菌株的衰亡期。菌株

RB1 生长曲线与 Escherichia coli 好氧条件下生长

曲线差异较大, 原因可能如下: 本文的试验是在

严格厌氧条件下进行的, Escherichia coli 是兼性

厌氧菌, 在好氧条件下, 通过呼吸作用产能, 而

在厌氧条件下, 通过发酵作用产能, 厌氧条件导

致其产能效率较低, 生长缓慢。 

2.4  乙酰酯酶活力动态变化 
RB1 乙酰酯酶活力动态变化如图 5 所示。液

体深层培养期间, RB1 乙酰酯酶活力变化趋势是, 

先增大, 在培养至第 3 天时, 达到最高酶活力, 

为 0.47 U/mL, 到第 4 天时开始下降。菌株 RB1

所产乙酰酯酶活力高于曹阳春等报道的瘤胃厌

氧真菌 Neocallimastix frontalis 所产乙酰酯酶活

力[4], Neocallimastix frontalis 所产乙酰酯酶活力

最高为 0.165 U/mL。菌株 RB1 在最适 pH 8.0、最

适合温度 40 °C 条件下, 培养时添加玉米秸秆粉, 

乙酰酯酶最高酶活力达到 0.52 U/mL, 这与文

献报道的 Streptomyces sp. PC22 所产乙酰酯酶

比较, 活力较高, Streptomyces sp. PC22 以桦木

木聚糖(Birchwood xylan)为碳源培养, 最高酶

活力达到 0.3 U/mL 左右[8], 出现在第 3 天, 然 

 

图 5  乙酰酯酶活力动态 
Fig. 5  Time courses of acetyl esterase production 
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后开始下降, 产乙酰酯酶的趋势与 RB1 相似。

秸秆粉可能是菌株 RB1 产乙酰酯酶的一种诱导

物。Yue 等研究了瘤胃厌氧真菌 Neocallimastix 

sp. YQ2 所产乙酰酯酶特征[9], 乙酰酯酶最高酶活

力达到0.018 U/mL, 低于RB1所产乙酰酯酶活力。 

2.5  乙酰酯酶最适 pH 及 pH 稳定性 
pH 对酶活力影响如图 6A 所示。菌株 RB1

所产乙酰酯酶的最适pH为8.0, 适合pH范围较窄, 

在 pH 7.0 时, 相对活力只有 30%, 而 pH 9.0 时, 

相对活力只有 2%。乙酰酯酶的 pH 耐受范围较窄

(图 6B), 将乙酰酯酶与不同 pH 缓冲液在 39 °C 条

件下保温 1 h 后测定酶活力, 发现在 pH 6.0 条件

下酶相对活力只有 4%, 而在 pH 7.0 条件下酶相

对活力只有 30%左右, pH 9.0 条件下保温 1 h 后, 

酶几乎完全失活。 

Streptomyces sp. PC22 所产乙酰酯酶的最

适 pH 为 6.5−7.0 [8], 低于 RB1 所产乙酰酯酶的最

适 pH。Basaran 和 Hang 关于 Candida guilliermondii

乙酰酯酶的研究表明, 最适合 pH 为 7.5 [6], 略低

于本研究菌株所产乙酰酯酶。Blum 等将厌氧真

菌 Orpinomyces sp. PC-2 的产乙酰酯酶基因转入

大肠杆菌, 重组大肠杆菌表达乙酰酯酶, 最适 pH

为 9.0 [10], 高于本文研究的乙酰酯酶。Degrassi

等研究了 Bacillus pumilus 所产乙酰酯酶, 最适

pH 为 8.0 [11], 与菌株 RB1 所产乙酰酯酶的相同。

Schizophyllum commune 所产乙酰酯酶的最适 pH

为 7.7 [12], 与菌株 RB1 的接近。不同来源乙酰酯

酶表现出不同的最适 pH。 

菌株 RB1 乙酰酯酶的 pH 耐受范围较窄, pH

从 8.0 上升到 9.0, 酶活力迅速丧失。Streptomyces 

sp. PC22 所产乙酰酯酶从 pH 5.0 到 pH 9.0 基本稳

定, pH 耐受范围较宽[8], Candida guilliermondii 

乙酰酯酶在 pH 5.8−8.0 之间基本稳定[6], Schizo-

phyllum commune 乙酰酯酶在 pH 6.2−8.5 之间酶

活力保持正常[12]。 

2.6  乙酰酯酶最适温度及温度稳定性 
温度对乙酰酯酶活力影响如图 7A, 从图中

可以看出, RB1 乙酰酯酶最适温度为 40 °C。瘤胃

厌氧真菌 Orpinomyces sp. PC-2 乙酰酯酶的最适

温度为 30 °C [10], 菌株 RB1 乙酰酯酶最适温度为

40 °C。同样来源于瘤胃的微生物, 不同种微生物

所产乙酰酯酶的最适温度差别较大。乙酰酯酶的

温度耐受性试验结果如图 7B, 在 40 °C 恒温条件

下, 保温不同时间后测定酶活力, 发现在 40 °C 
 

   
图 6  pH 对酶活性影响(A)及乙酰酯酶 pH 稳定性(B) 

Fig. 6  Effect of pH on enzyme activity (A) and stability of enzyme under different pH (B) 
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图 7  温度对酶活力影响(A)及乙酰酯酶温度稳定性(B) 

Fig. 7  Effect of temperature on enzyme activity (A) and stability of enzyme under different temperature (B) 
 

保温 7 h 后, 酶仍然保持 60%以上的酶活力。

Chungool 等对 Streptomyces sp. PC22 所产乙酰酯

酶研究结果表明, 最适合温度为 50 °C [8], 高于菌

株 RB1 产乙酰酯酶。Streptomyces sp. PC22 所产

乙酰酯酶能够耐受 60 °C 温度。RB1 乙酰酯酶活

力较高, 但是最适温度和 pH 范围较窄, 对于应

用于生产实际还需要进一步研究。 

2.7  金属离子对乙酰酯酶活力影响 
金属离子对酶活力的影响如表 1 所示。从表

1 可以看出, K+、Fe2+、Ca2+、Fe3+对乙酰酯酶活

性具有激活作用, 激活作用尤其明显的是 Fe2+, 
酶相对活力达到 362%, 而试验中其他金属离子

均抑制乙酰酯酶活力, Zn2+几乎使酶完全失活。 
Halgašová 等研究了金属离子对 Schizophyllum 

commune 所产乙酰酯酶活力影响[12], 0.1 mmol/L 
Cu2+和 Fe2+抑制酶活力, 酶活力下降 17%左右, 
0.5 mmol/L Mn2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+抑制乙酰酯酶

活力, 抑制作用最强的是 Fe2+, 酶活力下降 70%
左右, 1 mmol/L Mn2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+明显抑制

酶活力, 酶活力下降 85%, 尤其是 Cu2+, 使酶完

全失活。而本文研究的乙酰酯酶, K+、Fe2+、Ca2+、

Fe3+对乙酰酯酶活性具有激活作用, Ni2+、Zn2+、

Co2+抑制作用较明显, 两种来源的乙酰酯酶, Zn2+ 

都抑制其酶活力, 对于 Schizophyllum commune 乙

酰酯酶 Fe2+有明显抑制作用, 而对 RB1 来源乙酰

酯酶则 Fe2+具有较强激活作用, Fe2+对于两种来

源的乙酰酯酶作用方式不同。Degrassi 等研究

Bacillus pumilus 乙酰酯酶, 10 mmol/L Fe3+、Cu2+、

Zn2+、Mn2+、Co2+、Ca2+明显抑制其活力, 抑制作

用最强的是 Fe3+、Cu2+和 Zn2+ [11]。对于 RB1 所产

乙酰酯酶, Fe3+具有激活作用, Cu2+具有一定抑制

作用, 但是仍能保持 70%左右酶活力, 而 Zn2+则

完全抑制乙酰酯酶活力。Yue 等研究了金属离子

对瘤胃厌氧真菌。Neocallimastix sp. YQ2 所产乙

酰酯酶活力的影响, 发现 Fe2+对乙酰酯酶具有明

显抑制作用[9]。综合文献报道及本文研究结果, 
即使是来源于瘤胃微生物所产乙酰酯酶, Fe2+表现

出激活或者抑制作用, 而 Zn2+均表现为抑制作用。 

3  结论 

从肉牛瘤胃液中分离得到一株产乙酰酯酶细

菌菌株 RB1, 分析其 16S rDNA 序列, 革兰氏染

色、伊红美蓝培养基培养、甲基红试验和柠檬酸

盐利用试验, 初步确定 RB1 为 Escherichia coli。

菌株产酶动态为先逐渐增高, 第 3 天酶活力达到

最高, 然后开始下降。该菌株所产乙酰酯酶最适 
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表 1  金属离子对乙酰酯酶活性影响 
Table 1  Effect of metal ions on the activity of  

acetyl esterase 
金属离子 
Metal ions 

相对酶活力 
Relative activity (%) 

Ni2+ 18 
Mg2+ 69 
Zn2+ 0 
K+ 121 

Fe2+ 362 
Cu2+ 72 
Co2+ 21 
Ca2+ 111 
Mn2+ 99 
Fe3+ 128 
CK 100 

 
温度为 40 °C, 最适 pH 为 8.0, 最高酶活力达到

0.52 U/mL, 通过与发表文献对比, 该菌株所产乙

酰酯酶活力相对较高。乙酰酯酶与其他半纤维素

酶协同作用, 在木质纤维素的生物降解、造纸制

浆、反刍动物粗饲料加工等领域具有广泛的应用

前景[13]。本研究筛选得到的菌株 RB1 初步鉴定为

Escherichia coli, 据文献报道 , Escherichia coli 
O157-H7 在好氧与厌氧条件下, 存活时间长短不

同, 在厌氧条件下, 存活时间更长, 在好氧与厌

氧条件下, 与其他微生物的竞争能力不同, 在厌

氧条件下, 竞争能力更强[14]。本研究得到的菌株也

应该进行好氧与厌氧条件下产酶活力及存活能力

的对比试验, 为菌株的进一步应用提供理论基础。 
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