
第 35卷 第 4期 

2 0 0 4 年 7 月 

海 洋 与 湖 沼 
OCEANOI』OGIA ET LIMNOLOGIA SINICA 

Vo1．35．No．4 

July，2 0 0 4 

海洋微生物低温碱性脂肪酶的 

纯化与性质研究* 

董宏伟 孙 谧 王跃军 于建生” 
(中国水产科学研究院黄海水产研究所 青岛 266071；青岛科技大学化工学院 青岛 266042) 

(中国水产科学研究院黄海水产研究所 青岛 266071) 

”(青岛科技大学化工学院 青岛 266042) 

提要 以海洋微生物通过发酵制备的脂肪酶为材料，对该酶 的分离纯化 条件及理化性质进 

行 了研 究。在脂肪酶纯化中，采用氯仿萃取 、中空纤维柱超滤及 CM—Sepharose F F阳离子交换 

柱层析等技术对发 酵制备的脂肪酶进行 了纯化 ，结 果得 到达 到电泳纯 的脂肪酶。在脂肪 酶理 

化性质研究中，采用 SDS—PAGE电泳对该脂肪酶分子量进行测定，并在实验中以橄榄油为底物 

采用脂肪酶酸碱滴定测活法，对脂肪酶 的最适水解条件 、各种 因素对脂肪酶稳定性 的影响进行 

了研 究。结果显示，该脂肪酶分子量为(38．0±1)kD，最适水解温度为 35℃，最适 pH为 8．5，为 

一 低温碱性脂肪酶。该脂肪酶 可在 35℃ 以下、pH =4．0—9．0范围内保持 良好 的稳定性，与常 

见金属离子、化学试剂等的配伍性较好，并且具有 良好的耐盐及抗氧化性能。研究中还 以 

p-NPL(月桂酸对硝基苯酚酯)为底 物采用脂肪酶化 学发 光测 活法，对脂肪酶进 行 了酶促动力 

学的研 究。结果表 明，该脂肪酶在最适 条件下 值 为 7．805t~mol／L，V 为 1．2385mmol／(L· 

min)。通过对 Zn 抑制脂肪酶水解活性 的研 究，发 现 zn 对脂肪酶具有可逆抑制作用，从而 

筛选到该脂肪酶的可逆抑制剂 Zn 。 
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近年来，随着生物技术的发展，寻找具有全新 

性质的酶已成为国际酶制剂研究的热点(Chan— 

drasekaran，1997；Pooja et al，2001；Lee et al， 

1999；Lin et al，1996；Alquati et al，2002)。生 长 

在海洋这一独特环境中的海洋生物，特别是生活 

在极端环境下的海洋微生物和微藻，能产生丰富 

的极端酶。与陆地微生物所产生 的酶相 比，海洋 

酶具有更为独特的酶学性 质 ，引起 了国内外研究 

人员的极大关注。脂肪酶(甘油酯水解酶 ，E．C． 

3．1．1．3)是一类特殊的酯键水解酶，它能催化天 

然底物油脂(甘油三脂)水解 ，产生脂肪酸和甘油。 

因此，脂肪酶在 日用化工、海洋食品加工、化学工 

业以及利用海洋动物脂肪制备不饱和脂肪酸等领 

域具有广阔的应用前景(郑毅等，1999)。其中微 

生物产生 的脂肪酶 由于种类繁多，具有更广 的 pH 

值和温度的适应范围，以及对底物的专一性 ，又便 

于工业生产、获取高纯度制剂及在酶理论研究和 

实际应用中的独特地位 ，而得到广泛 的研究并 成 

为最具发展前途的酶(张树政 ，1984)。 

自20世纪 90年代初起，国际上相继开发出 

中温脂肪酶、高温碱性脂肪酶、中温碱性脂肪酶 

等，但脂肪酶酶学性质的研究仍无法满足现代化 

学工业的需求。因此从海洋筛选出具有独特酶学 

性质的脂肪酶，确实是微生物脂肪酶开发的一大 

进步，必将会对酶制剂工业带来新的生机和活力。 

国外已经开始对产脂肪酶海洋微生物进行了筛选 
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(Chandrasekaran，1997；Saovanee et al，1999；Zac— 

COne et al，2002)，但有关海洋微生物脂肪酶制备 

和性质方面的详细研究和海洋低温碱性脂肪酶的 

研究 尚未见报道 。我国海洋微生物脂肪酶研究起 

步较晚 ，仅 有杨从发等 (2000)从海水 、海 泥 、海洋 

生物的消化道分离到碱性脂肪酶产生菌的报道。 

由于海洋微生物存在海水培养和脂肪酶分离纯化 

困难等问题，限制了海洋脂肪酶在制备与应用方 

面的研究。 

邵铁娟等(2004)̈ 对从渤海底泥中筛选到的 

一 株产脂肪酶微生物进行了菌种鉴定及产脂肪酶 

发酵条件的研究。作者对该新型海洋微生物低温 

碱性脂肪酶进行 了纯 化 ，建立 了分离纯化方法并 

对该脂肪酶的理化性 质进行 了研究 ，以期为进一 

步研究脂肪酶的酶学特性 、结构与功能关系创造 

条件，同时也为海洋脂肪酶的工业化生产和推广 

应用奠定 良好 的基础。 

l 试剂和仪器 

聚乙烯醇(PVA，聚合度为 1750±50，天津市 

化学试剂三厂)；橄榄油[中国医药(集团)上海化 

学试剂公司]；蛋白电泳 Marker(上海丽珠东风生 

物技术有限公司)；其它化学试剂均为国产分析 

纯。SDS—PAGE垂直凝胶电泳仪(美国伯乐公司)， 

中空 纤 维 柱 (瑞 典 Amersham Bioseienee公 司 )， 

Alliance2690．PAD2996高效液 相色谱 系统 (美 国 

Waters公 司)。 

2 实验方法 

2．1 脂肪酶活性 的测定 

采用中华人民共和国行业标准(中华人民共 

和国轻工业部，1993)。脂肪酶水解活力单位 ：以 

脂肪酶水解油脂 ，每分钟 产生 1f tool脂肪 酸的酶 

量 ，定义为一个脂肪酶活力单位(u)。 

2．2 蛋白质浓度的测定 

采用 Lowry法进行测定(Lowry et al，1951)。 

2．3 SDS．PAGE 

按 Laemmli法进行 (Laemmli，1970)。 

2．4 氯仿萃取脱脂 

收集发酵上清液，加入氯仿(氯仿与发酵液的 

体积比为 5：100)，充分搅拌，于 4℃静置 30min。 

4000r／min离心 40min破乳 、去除杂蛋 白并收集上 

清液 。 

2．5 超滤浓缩 

经截留分子量为 100kD的中空纤维柱超滤， 

再 以截留分子量为 10kD的中空纤维柱浓缩 。 

2．6 阳离子交换柱层析 

以 CM Sepharose F F阳离子交换 层析柱对脂 

肪酶柱层析。分步收集洗脱液，并测定脂肪酶比 

活。 

2．7 脂肪酶 和 的测定 

以月桂酸对 硝基苯酚酯为底物 ，进行脂肪 酶 

活力的测定(高贵等，2002)；以 Lineweaver-Burk法 

进行 脂 肪 酶 和 的 测 定 (Sharma et al， 

2002)。 

3 结果与讨论 

3．1 海洋微生物脂肪酶的分离纯化 

3．1．1 氯仿萃取脱脂 为了消除发酵残余橄 

榄油对脂肪酶纯化影响，以氯仿为萃取剂对橄榄 

油萃取。氯仿 加入量对脂肪 酶活力 的影响见 
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图 1 萃取剂对发酵液脂肪酶活力的影响 

Fig．1 Effect Oil lipase activity of the supernatant by extractant 

如图 1所示，当氯仿加入量为 5ml(氯仿与发 

酵液体积 比为 5：100)时，脂肪酶 比活最高，达 

15828U／g，纯度比初始提高了 1．2倍。 

3．1．2 超滤浓缩 选取截留分子量为 100kD 

和 10kD的中空纤维柱对脂肪酶进行初步纯化(陈 

建平等 ，1998；Kamini et al，2000)。SDS—PAGE电 

泳及表 1数据表明，脂肪酶发酵液经超滤，去除部 

分杂蛋白，脂肪酶比活为 41288U／g，比氯仿处理 

后的脂肪酶纯度提高3．3倍。 

1)邵铁娟 ，孙 谧，于建生等，2004．适冷性海洋酵母的鉴定及其产脂肪酶条件的研究 
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3．1．3 阳离子交换柱层析 以 CM Sepharose F 

F阳离子 交换层析柱对超 滤浓缩脂肪 酶柱层析 ， 

经条件筛选的结果见图 2。测定分步收集液脂肪 

酶活性 ，24min开 始检测到脂 肪酶活 性 ；32min脂 

肪酶活性达到最大值，此时紫外检测器检测到最 
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大吸光值。因此图 1中第三个峰为脂肪酶洗脱 

峰。合并 30—34min收集组分并测定脂肪酶活力 

及蛋 白质含量 。表 1显示 ，经柱 层析脂肪酶 比活 

为206224U／g，纯度在超滤的基础上提高 了 5．0 

倍。 

0 l0 20 30 40 50 60 70 

图 2 脂肪酶的 CM Sepharose FF阳离子交换树脂纯化图谱 

Fig．2 The lipase were chromatographed on CM Sepharose FF 

— — 280nm紫外吸收 曲线 ；一●一相 对酶活曲线 ；一。一 NaCI浓度 变化曲线 

流速：1ml／min；检测波长：28Onto；上样缓冲液：pH 3．8，lOmmol／L柠檬酸 一1mmol／L磷酸氢二钠缓冲液； 

洗脱液：pH 3．8，lOmmol／L柠檬酸 一1mmol／L磷酸氢二钠缓冲液 + lmo~L NaCI 

表 1 脂肪酶纯化 结果 

Tab．1 Purification of lipase from culture supematant 
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烬 
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霞 

3．1．4 脂肪酶纯度及相对分子质量测定 将经 

CM Sepharose纯化的脂肪酶以 SDS．PAGE分析 ，结 

果为单一蛋白条带。纯化后的脂肪酶分子量由 

SDS．PAGE测定为(38±1)kD，结果见图 3。 

3．2 海洋微生物脂肪酶的理化性质研究 

3．2．1 温度 、pH对脂肪 酶活力的影响 选用 

pH =4—9．5的磷酸盐缓冲液．分别在 5—50℃下 

进行脂肪酶水解活力的测定。测定结果通过分析 

软件对实验数据进行分析处理作三维图，结果见 

图 4。 

由图4可知，该脂肪酶最适水解条件为：pH 

8．5、温度 35℃。当 pH=8．5、温度大于 35℃时 ，等 

舳 ∞ 们 加 O 
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图 3 纯 化脂肪酶 的 SDS—PAGE电泳模式图 

Fig．3 SDS—PAGE assay of purified lipase 

图4 温度和 pH值对脂肪酶活力的影响 

Fig．4 Effect of temperature and pH 0n lipase aetlvlty 

酶活曲线密集，脂肪酶活力迅速降低；在低温下脂 

肪酶随温度变化活力下降缓慢 ，5 oC仍具有活力， 

其相对酶活不低于 20％。因此该脂肪酶为低温 

碱性酶(史贤俊等，2001；Naeem et al，2001)。 

70 

40 

O 

3．2．2 温 度 、pH对脂肪酶稳定性 的影响 用 

不同pH的0．25mol／L磷酸盐缓冲液溶解脂肪酶， 

分别在23cc、30cc和35cc下静置，每隔 15min测定 

并计算脂肪酶保留活力，结果见图5。 
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图5 温度和 pH值对脂肪酶稳定性的影响 

Fig．5 Effect of temperature and H on lipase stability 

a．pH：3．0：b．pH ：4．0；c．pH ：5．0；d．pH ：7．0；e．pH ：9．0；f．pH ：10．0 

一 ●一 23℃ ：一 ▲一 30℃ ；一 。一 35℃ 

由图 5可知，温度低于 35℃时，该酶在 pH 

4．0一-9．0范围内放置90rain酶活损失不超过20％； 

于23℃下放置 90min，酶活损失不超过 10％，因此 

脂肪酶在低于35℃的低温下能够长时间保持酶活 

力，并且酶活稳定 pH范围为 4．0—9．0。 

3．2．3 海洋微生物脂肪酶 K ．和 的测定 

以月桂酸对硝基苯酚酯为底物，在 2．75ml pH 8．5 

缓冲液溶剂体系中加入 0．9998％(W／V)脂肪酶 

溶液 100 l和底物溶液 1501zl，于 35℃环境下进行 

水解反应，并计算脂肪酶的初反应速率。以底物 

浓度的倒数为横坐标，反应初速率的倒数为纵坐 

标作图，见图6。据图 6可以推算出该脂肪酶的 

K = 7．805Izmol／L，V = 1．2385mmol／(L‘rain)。 

3．2．4 常见金属离子对海洋微生物脂肪酶活力 

的影响 脂肪酶测活体系中加入各种金属离子， 

并保持测活反应体系中金属离子浓度为0．1mol／L， 
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图6 Lineweaver—Burk法测定脂肪酶 K 和 ⋯值 

Fig．6 K and V of lipase by Lineweaver-Burk plot 

以蒸馏水作对照 ，于 35℃、pH 8．5测定脂肪酶活 

力 ，结果见表 2。 

表 2 金属离子对脂 肪酶 活 力的影 响 

Tab．2 Effect of metal ions on lipase activity 
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由表 2知，当溶液含有 M 、IJi 时，脂肪酶 

活力提高 ，因此 Mg2 、̈  对脂 肪 酶具 有激 活作 

用；Ba 、ca 对脂肪酶活力没有显著影响；而 

Ph 、Ag 、Mn̈
、zn 、Fe 对脂肪酶具有抑制作 

用，其中以zn 的抑制作用最强，100retool／L的浓 

度就使脂肪酶活力完全丧失。 

3．2．5 常见化学试 剂对 海洋微生 物脂肪酶 的影 

响 鉴于脂肪酶在洗涤剂和化工等行业的应 

＼  
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避 
霞 
t"r- 

■ 一 

3 5 9 3 

用 ，因此有必要对一些 常见化学试剂对脂肪酶的 

影响进行研究。脂肪酶溶液中加入各种化学试 

剂，并 保 持 试 剂 的 浓 度 为：10mmol／L EDTA、 

10mmol／L SDS 、10％尿 素 、10％ Tris、10％ 吐 温 

一 40、10％乙二醇 、10％丙 三醇 和 1％ H1O，，以蒸 

馏水为对照于 4℃静置 30min。于 35℃ 、pH 8．5测 

定脂肪酶相对活力 ，结果见图 7。 

由图7知 ，常见化学试剂对脂肪酶具有 良好 

l 24 6 8 
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图 7 化学试 剂对脂 肪酶水解活 力的影响 

Fig．7 Effect of some chemical reagent on lipase activity 

的配伍性，其中多羟基化合物对脂肪酶活力没有 

显著影响，因此可能对脂肪酶具有保护作用；SDS 

对于脂肪酶的酶活具有一定激活作用，而非离子 

表面活性剂吐温 一40对脂肪酶的抑制效果显著。 

此外，当脂肪酶溶液中加入 10mmol／L的 EDTA 

时，脂肪酶的活性被抑制到 25．11％，由此可推测 

该脂 肪酶的活性 中心可能含有金属 离子(徐岩等 ， 

2001)。 

3．2．6 Zn 离子对海 洋微生物脂 肪酶可逆 抑制 

的特性 

实验一 ：取 5只试管加入脂肪酶溶液后再加 

入等 体 积 ZnSO 溶 液，保 持 其 浓 度 分 别 为 

5retool／L、10mmol／L、20mmol／L和 40mmol／L，于 4℃ 

下静置 30min。以蒸馏水作对照测定脂肪酶活力 ， 

结果见图 8。 

由图 8知 ，当 zn 浓度 达到 20mmol／L时脂肪 

酶的活力基本丧失 ，因此 Zn 完全抑制脂肪酶活 

力的最低浓度为 20mmol／L。 

实验二：在脂肪酶溶液中加入 ZnS04并保持 

浓度为 20mmol／L，将上述溶液在 4℃下静置 30rain 

100 

I 3 42 
， ⋯  

■ ．I ．_ll1 

0 5 l0 20 40 

ZnSO．的浓度 ／(retool L ) 

图 8 ZnSO4对脂肪酶活力的影响 

Fig．8 Effect of ZnSO4 on lipase activity 

后再加入等物质的量的 EDTA二钠盐。在 4℃下 

静置 30min并测 定脂肪酶 活力 ，脂 肪酶活力可 以 

恢复 74．2％。由此 可见 Zn 对脂肪 酶具有 可逆 

抑制作用。 

由以上实验结果推测 ，该海 洋脂肪 酶在催化 

活性中心位置可能具有络合金属离子的基团。当 

加入 zn 后，由于金属离子占据了活性中心位置 

O  O  O  O  O  O  0  O  
加 。 

∞ 踟 鲫 ∞ 加 O 
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而导致底物无法与活性中心结合，以致脂肪酶丧 

失催化能力。加 入适量 EDTA后 ，对脂 肪酶产生 

抑制效果的 zn 被 EDTA络合而与脂肪酶活性位 

点脱离，从而使脂肪酶催化活性得到恢复 。 

4 结语 

对海洋微生物脂肪酶分离纯化，本研究中打 

破传统脂肪酶纯化工艺，首次利用萃取消除诱导 

剂对脂 肪酶纯化 的影响 ，并 大大简化 了脂肪酶 的 

纯化工艺 。在酶学性 质研究 中，发现 该脂 肪酶为 

低温碱性 脂肪酶 ，并对 高浓度金 属 离子 (Pooja et 

al，2001)具有较强的耐受能力及 良好的抗 氧化性 

能等，究其原因，是由于产生该脂肪酶的微生物在 

长期的进化过程中，为适应海洋低温高盐的环境 

所致(Abel et al，1999)。特别要指出的是 ，本研究 

中筛选出对脂肪酶具有可逆抑制作用的 ZnSO ， 

这将可能在稳定脂肪酶活性方面发挥重要作用。 

以上种种特殊性 能 ，决定该脂肪酶将 作为一 种新 

型酶制剂在工业上具有广阔的应用前景。 

有关海洋微生物低温碱性脂肪酶蛋白结构和 

应用的研究尚在进行中，其结果以后将作进一步 
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PURIFICATIoN AND CH RACTERIZATIoN oF A LOW -TEM PERATURE ALK_ALINE 

LIPASE FRoM M_ARINE M ICRoORGANISM S 

DONG Hong—Wei，SUN Mi ，WANG Yue—Jun ，YU Jian—Sheng” 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Qingdao，2~07 1；College of 

Chemical Engineering，Qingdao University of Science and Technology，Qingdao，266042) 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Qingdao，26607 1) 

”(College ofChemical Engineering，Qingdao University ofScience and Technology，Qingdao，266042) 

Abstract A novel alkaline lipase was purified from a marine microorganism and the major physical and chemical 

characteristics of this alkaline lipase were studied and reported in this paper． 

Cell-free supernatant was prepared by centrifugation(4000r／min，60min)of culture broth．After excess olive 

oil was extracted from the supernatant by the chloroform，the whole solution was centrifuged and some denatured pro— 

teins were removed from the supernatant．The supematant was uhrafiltered using hollow fibers(100kD)，the uhrafil— 

trate was then concentrated by uhrafiltration using a hollow fiber cartridge of 10kD cut off．The condensed lipase was 

purified 16．3-fold by means of CM Sepharose FF cationic-exchange chromatography by an elution th a linear gradi— 

ent of lOmmol／L phosphate buffer(pH 3．8)containing 0．5mol／L NaC1．The purity of the purified lipase was con— 

firmed by the presence of a single band on SDS-PAGE．Th e relative molecular mass of this enzyme was determined to 

be(38．0±1)kD． 

By the titrimetric method using olive oil as the substrate，characterization of the alkaline lipase was made．Th e 

lipase showed maximum activity at pH 8．5 and 35℃ ．When the temperature of the reaction system rose。there was a 

rapid decline of lipase activity；however，lipolytic activity dropped slowly with declining temperatures．20％ of lipase 

activity still remained at pH 8．5 and 5℃ ．According to the data mentioned above．1ipase showed cold adapted and 

basophilic properties．In order to determ ine the K and V of the lipase，the lipolytic reaction was carried out using 

P—NPL as the substrate．Th e K and V of lipase under pH 8．5 and 35℃ were 7．805~mol／L and 1．2385mmol／ 

(L·min)，respectively．The enzyme was stable between pH 4．0 and 9．0 and at temperatures up to 35℃．In further 

studies，lipase showed good resistance to high salinities，the concentration of metal ions was up to lOOmmol／L．Fur— 

therm ore，lipase was compatible to some chemical regents．Th e lipase was stable in most polyhydroxy—compounds，in 

line with previous reports on lipases．Good resistance to the oxidant was also observed．Tween一40 could inhibit lipase 

activity significantly，while surfactant SDS could activate it．10mmol／L EDTA could inhibit lipase activity seriously， 

it was speculated that there would be some metal ions in the active site of the lipase．When EDTA was added to the 

lipase standard assay system，metal ion amount was restrained or EDTA may cover the active site，thus，inactivate 

the lipase．In the further studies，the effect of Zn and EDTA on lipase activity was studied．Th e data indicated that 

some essential amino acid residue，which plays a key role in the catalytic mechanism，might bind with Zn“ ，result— 

ing in lipase inactivation until Zn̈ was chelated by EDTA
．  

Key words Marine mi croorganism，Low-temperature alkaline lipase，Separation and purification，Characteriza— 

tion 
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