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摘  要 

脂肪酶是生物柴油生产的关键酶，为了降低生物柴油的研发成本，本研究从餐厅油脂污染处和自然环境

中筛选得到了含脂肪酶菌；然后对其进行了紫外以及高温诱变。对诱变后的脂肪分解菌利用罗丹明B固
体培养基对其活性进行了鉴定；利用p-NP法测定了活性；筛选得到了相对活性最高的脂肪分解菌，最后，

通过16 s测序鉴定了富含脂肪酶菌的菌种或菌属，为进一步生物柴油的开发提供了实验基础。 
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Abstract 
Lipase is the key enzyme in biodiesel production. In order to reduce the development cost of bio-
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diesel, lipase-rich strains were screened from the restaurant grease contamination and natural 
environment, and then the lipase-rich strains were mutagenized by UV and high temperature. The 
activity of the mutated lipolytic bacteria was identified by using Rhodamine B solid medium, and 
determined by P-NP method. Finally, the species or genus of lipase-rich strains were identified by 
16 S sequencing, which provided an experimental basis for the further development of biodiesel. 
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1. 引言 

柴油作为能源物质，在各行各业具有广泛的需求。随着石油不断的开采，自然资源逐渐消耗，为了

扩大柴油的来源，利用秸秆、地沟油等生物质作为生物柴油的原料已得到广泛的关注，这些原料来源广、

制作工艺简单，污染小、成本低，并且可实现废物的重新利用。而生物柴油的制备需要将这些不同的原

料通过生物或生物酶降解，生成醇类和脂肪酸，最后在脂肪酶的作用下发生酯化反应生成脂肪酸甲酯或

脂肪酸乙酯(即生物柴油) [1] [2]。在脂肪的降解生成脂肪酸以及最后的脂肪酸与醇类发生酯化反应中，脂

肪酶起到关键的作用[3] [4]。目前常用的脂肪酶主要依赖国外进口，为降低生物柴油的研发成本，富含脂

肪酶菌的研究成为研究热点[5] [6] [7] [8]。本研究拟从环境中筛选富含脂肪酶的细菌，为生物柴油的研发

提供关键原料。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

甘油三酯，K2HPO4，KH2PO4，酵母膏，蛋白胨，葡萄糖，罗丹明 B 均购至本泽试剂公司，对硝基苯

酚(p-nitrophenol, p-NP)和 4-硝基苯基棕榈酸酯(4-nitrophenyl palmitate, p-NPP)购自百灵威科技有限公司，

均为分析纯级。 

2.2. 仪器 

UV-1800PC 紫外可见分光亮度计为上海美谱达仪器有限公司产品；SZX-3 水浴振荡器，YX-280B 型

高压蒸汽灭菌器为江阴滨江医疗设备厂生产；J2-21 高速冷冻离心机为美国贝克曼(Beckman)公司产品。 

2.3. 方法 

2.3.1. 溶液配制 
1) 样品菌富集培养基制备：取酵母膏 0.5 g，蛋白胨 1 g，葡萄糖 2 g，蒸馏水 100 mL，混匀，分装

4 个三角烧杯内，高压灭菌备用。 
2) 液体选择培养基制备：取 K2HPO4 0.15 g；KH2PO4 0.05 g；MgSO4 0.05 g；1 g/L FeSO4 0.1 mL；

甘油三酯 1.5 g，蒸馏水 100 mL，加热混匀，分装 2 个三角烧杯内，每个 20 mL，高压灭菌。固体选择培

养基是在液体培养基中加入 1.5 g/100mL 琼脂粉。 
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3) 脂肪分解菌富集培养基：酵母膏 0.2 g/L，氯化钠 0.5 g/L，磷酸氢二钠 3.5 g/L，磷酸二氢钾 1.5 g/L，
七水硫酸镁 0.5 g/L，橄榄油 10 mL，用蒸馏水定容至 1000 mL，121℃灭菌 20 min。 

4) 脂肪分解菌发酵培养基：葡萄糖 5.0 g/L，蛋白胨 2 g/L，尿素 6.0 g/L，三水磷酸氢二钾 1.0 g/L，
硫酸铵 1 g/L，七水硫酸镁 0.5 g/L，三丁酸甘油酯 10.0 mL，用蒸馏水定容至 1000 mL，115℃灭菌 15 min。 

2.3.2. 样品采集 
在餐厅油脂污染处取样约 10 g，加入 0.9%生理盐水 40 mL，25℃，悬浮 5 h。在富集培养基中接种

液体样品 1 mL，37℃，220 r/min，震荡培养直到浑浊。取 0.1 mL 富集后的菌液，接种到脂肪分解菌选择

培养基中初筛，37℃，220 r/min，震荡培养直至浑浊。取液体选择培养基菌液 10 mL 接种到固体选择培

养基中。37℃，培养直到出现透明圈。在无菌条件下，挑取固体选择培养基的菌落，接种到液体选择培

养基中进行复筛，37℃，220 r/min，震荡培养直到浑浊，该菌为 0 号菌。 

2.3.3. 诱变菌株 
1) 诱变：取 0 号菌 1 mL 加入 1 mL 液体选择培养基，放入培养皿中，暴露在 20 W 紫外灯下，每隔

10 min 取样接种于固体培养基中，共取 6 次，避光 37℃，培养直到出现菌落。 
2) 高温诱变培养：将固体培养基先置于 37℃培养两天，再在 80℃环境下培养 1 h，培养直到出现明

显单菌落。 
3) 诱变菌扩大培养：挑取固体培养基中 60 min 和 50 min 范围内紫外高温诱变的单菌落，分别接种

于 10 管液体富集培养基中，1 管为空白对照组(未接菌)，于 37℃，220 r/min，震荡培养直到浑浊。 
4) 诱变菌固体培养基筛选 
第 3、6、9、10 管中出现浑浊，于是将这四管的菌分别接种到固体培养基上，诱变前的 0 号菌作为

空白。发现 3 号菌无菌落产生，6、9、10 号有菌落生成，可用于后续研究。 

2.3.4. 自然菌选择 
实验室内发现空白选择培养基上有菌落形成，周围有透明圈，具有分解脂肪能力，故将其命为 11 号

菌。 

2.3.5. 菌种鉴定 
将 0，6，9，10 和 11 号菌送测序公司 16 s 测序，进行菌种鉴定。 

2.3.6. 细菌生长曲线绘制 
1) 诱变菌活化：取 0、6、9、10、11 号固体培养基中产生透明圈最大的菌落作为最终筛选得到的菌

种，分别将其接种到富集培养基进行培养活化。 
2) 富含脂肪酶菌生长曲线绘制：配制 200 mL 选择培养基 5 瓶，分别接种 0、6、9、10、11 号菌各

0.5 mL。每隔一定时间取各菌液 3 mL，在 600 nm 处测定菌液的吸光度，绘制备选菌生长曲线。 

2.3.7. 固体培养基的脂肪酶活性鉴定 
按照参考文献[3]的方法在选择培养基中加入 0.5 g/L 罗丹明 B，制作固体选择培养基。分别将 5 种菌

接种，37℃培养。5 种菌均有透明圈产生。说明备选菌均有脂肪酶产出。 

2.3.8. 酶活力测定 
按照参考文献[9]的方法脂肪酶活性测定。将 p-NP 溶于 Tris-HCl 缓冲溶液(0.05 mol/L、pH 8.0)，

配成 1 mg/mL 的标准贮液。稀释成 10 mg/mL 的标准工作液。按照表 1 配制 p-NP 标准液，绘制标准

曲线。 
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Table 1. Preparation method of p-NP standard solution 
表 1. p-NP 标准溶液配制方法 

p-NP 终浓度(μg/mL) 0 1 2 4 6 8 10 

10 μg/mL p-NP (mL) 0 1 2 4 6 8 10 

0.05 mol/L Tris-HCl (mL) 10 9 8 6 4 2 0 

 
将 0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0) 2.1 mL、200 mL p-NP (7.5 mmol/L，溶剂为甲醇)和 100 mL 酶

样加入 EP 管中。40℃水浴中反应 10 min 后置于冰水浴中，加入 100 mL 乙醇终止反应。405 nm 测定吸

光度。对照对硝基苯酚标准曲线计算浓度，按公式(1)计算酶活性： 

( )1U mLX cV tV− ′⋅ =                               (1) 

式中：X，脂肪酶活性，U·mL−1；c，对硝基苯酚浓度，mmol·mL−1；V，反应液总体积，mL；V ′，酶液

的用量，mL；t，作用时间，min。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 细菌诱变 

取 0 号菌暴露在 20 W 紫外灯下，每隔 10 min 取样接种于固体培养基中，共取 6 次，培养 40 h 长出

菌落，结果见图 1。 
 

 
Figure 1. Induced mutation results 
图 1. 诱变结果 

3.2. 诱变菌固体培养基筛选结果 

取诱变 50~60 min 后的菌落分别在 10 管液体富集培养基经培养后 3、6、9、10 管中出现浑浊，将这

四管的菌和诱变前的 0 号菌液接种到固体培养基上，结果如图 2 所示。3 号菌无菌落产生，0、6、9、10
号有菌落生成。 

3.3. 菌种测序鉴定结果 

0，6，9，10 和 11 号菌 16 s 测序结果均为 Burkholderia contaminans (或同属)。 
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Figure 2. Screening results of mutagenic bacteria soli medium 
图 2. 诱变菌固定培养基筛选结果 

3.4. 富含脂肪酶菌生长曲线绘制  

各菌的菌生长曲线见图 3。各菌的 0~50 h 为延滞期，50~70 h 为指数生长期，70 h 后为延滞期和衰退

期。0 号菌和 11 号菌生长速率最快，但速度下降较快，可能是由于营养不足导致，进一步通过活性考察

确定哪一个菌更好。 
 

 
Figure 3. Growth curve of various screening bacteria 
图 3. 各种筛选菌的生长曲线 

3.5. 固体培养基的脂肪酶活性鉴定结果 

分别将各菌接种于 0.5 g/L 罗丹明 B 固体选择培养基，37℃培养，结果如图 4 所示。5 种菌均有荧光

圈产生，具有脂肪酶产生。6 号菌和 10 号菌酶活性较好。 
 

 
Figure 4. Indentification results of lipase activity in rhodamine B medium 
图 4. 罗丹明 B 培养基上的脂肪酶活性鉴定结果 
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3.6. 酶活性测定结果 

1) p-NP 标准曲线制作： 
p-NP 标准曲线见图 5。y = 0.0818x − 0.0261，r2 = 0.9893。通过此直线方程可进一步测定酶活性。 

 

 
Figure 5. Calibration curve of p-NP 
图 5. p-NP 标准曲线 

 

2) 各筛选菌酶活性测定结果： 
各菌的吸光度及 p-NP 浓度和脂肪酶活性结果如表 2 所示。 

 
Table 2. Lipase activity of screening bacterias (n = 3) 
表 2. 筛选菌的脂肪酶活性(n = 3) 

备选菌 0 号 6 号 9 号 10 号 11 号 

吸光度值 0.501 0.582 0.786 1.433 0.589 

P-NP 浓度(μg/mL) 6.50 7.44 9.79 17.25 7.52 

酶活性(IU/mL) 0.118 0.134 0.175 0.31 0.135 
 

根据表 2 测定的结果得到的酶活性见图 6。结果显示 10 号菌脂肪酶活性最高。 
 

 
Figure 6. Lipasen activity of screening bacteria 
图 6. 筛选菌的脂肪酶活性 
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4. 结论 

结合上述产酶菌生长曲线和酶活性测定结果可得出，10 号菌的酶活力和生长速率在三种诱变菌中最

高。选取 10 号作为目的菌用于后续研究。 
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