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Abstract 
A strain A-16 producing thermostable acid lipase was isolated from the soil of the refinery. By us-
ing the lipase-producing strain A-16 as starting strain, a mutant strain UE-03 with high activity of 
lipase were obtained and selected by the compound mutation breeding of ultraviolet (UV) and 
ethyl methyl sulfonate (EMS), the activity of lipase produced by that strain reached 17695.6 U/mL, 
and it was about 73.6% higher than that of the starting strain; the genetic stability experiment 
showed that the mutant UE-03 had a better genetic stability after 5 times of subculture. The fer-
mentation conditions of mutant strain UE-03 producing lipase were investigated, the optimum re-
sults of initial pH 4.0, temperature 45℃, tween-80 0.15% (w/v) were obtained by single-factor test. 
On this basis, by using response surface methodology to optimize the fermentation conditions, the 
suitable fermentation parameters were initial pH 4.28, culture temperature of 46.8℃, tween-80 0.15% 
(w/v), and the acid lipase activity was up to 19339.5 U/mL after optimizing. The study provided ex-
cellent strains and technology reference for the further development and utilization of the strain. 
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摘  要 

从炼油厂附近土壤中筛选得到一株产耐高温酸性脂肪酶菌株A-16，通过紫外线(UV)和甲基磺酸乙酯

(EMS)的复合诱变选育，获得1株产脂肪酶活力较高的突变株UE-03，产脂肪酶活力为17695.6 U/mL，
比原始菌株提高了73.6%，将UE-03连续传代培养5次，产酶能力稳定。对突变株UE-03产酶条件进行了

探讨，通过单因素试验筛选出最适初始pH4.0，温度为45℃，吐温-80添加量为0.15% w/v；在此基础上

采用响应面分析法优化产酶条件，得到适宜产酶条件为：pH 4.28，温度46.8℃，吐温-80添加量0.15% 
w/v，经优化后菌株产酶活力达到19339.5 U/mL，为该菌株进一步开发利用提供优良菌种和技术参考。 
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1. 引言 

脂肪酶又称三酰基甘油水解酶(EC 3.1.1.3)，是一类能在油水界面或非水相系统中催化酯类物质发生水

解、酯化、酯交换以及合成等化学反应的生物催化剂，广泛存在于动植物和微生物中，其中微生物脂肪酶

是工业用脂肪酶的主要来源。脂肪酶被广泛应用于食品、医药、化妆品、饲料、生物柴油制备等领域，但

很多工业用脂肪酶在实际生产中由于耐热或耐酸性能差而失活，或酶作用的最适温度和 pH 值不在生产要

求范围内而受限制。目前，酸性脂肪酶在国内还没有工业化，对酸性脂肪酶的需求依然依赖于进口[1]-[4]。
因此，获得一株性状优良、适合工业生产需求的高产脂肪酶菌株已成为脂肪酶应用研究开发的关键，在加

紧寻找野生型高产脂肪酶菌株之外，诱变育种也是获得高产脂肪酶菌株的一种有效手段[5] [6]。 
诱变育种是利用物理或化学诱变剂诱发微生物基因突变，改变遗传结构与功能，然后采用简单、快

速和高效的筛选方法，从中筛选出产量高、性状优良的突变株[7] [8]。本研究以产脂肪酶菌株 A-16 为出

发菌株，通过紫外线(UV)和甲基磺酸乙酯(EMS)的复合诱变选育，获得产脂肪酶活力显著提高且传代稳

定性良好的突变株，并对其进行产酶条件优化，为该菌株的工业化生产提供实验指导。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 菌种 
以橄榄油为单一碳源，通过溴甲酚紫平板初筛和三丁酸甘油酯琼脂平板鉴定法从含油土壤中分离并

保存的野生型产耐高温酸性脂肪酶菌株 A-16，作为出发菌株。 

2.1.2. 试剂 
橄榄油，西班牙原装进口；吐温-80，英国进口；甲基磺酸乙酯(EMS)，SIGMA 公司；聚乙烯醇

(PVA-1750)，国药集团化学试剂有限公司；溴甲酚紫，硫代硫酸钠均为国产分析纯。 
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2.1.3. 主要仪器 
Eppendorf 5417R 台式高速冷冻离心机，德国产品；SW-CJ-2F 型双人双面净化工作台，苏州净化设

备有限公司；DK-8D 型电热恒温水槽，上海精宏实验设备有限公司；HZQ-F160 全温振荡器，哈尔滨东

联电子有限公司；99-1 型大功率磁力搅拌器，常州国华电器有限公司。 

2.1.4. 培养基 
斜面培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，蛋白胨 10.0，K2HPO4 1.0，NaCl 1.0，(NH4)2SO4 2.0，MgSO4∙7H2O 1.0，

琼脂 15.0，橄榄油 10.0 mL/L，pH 5.0。 
溴甲酚紫平板筛选培养基[9]。 
种子培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，K2HPO4 1.0，NaCl 1.0，(NH4)2SO4 1.0，MgSO4∙7H2O 1.0，葡萄糖 15.0，

橄榄油 10.0 mL/L，pH 5.0。 
发酵培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母膏 10.0，蔗糖 10.0，(NH4)2SO4 2.0，K2HPO4 1.0，NaCl 1.0，

MgSO4∙7H2O 1.0，橄榄油 10.0 mL/L，pH 5.0。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 菌株活化 
按照无菌操作的要求，将低温冰箱(−80℃)保存的产耐高温酸性脂肪酶菌株 A-16 进行划线传代培养，

然后选取Hc值[10] (菌落水解圈直径与菌落直径之比)较大的菌落接种到种子培养基中，于 45℃、180 r/min
摇床培养 24 h。 

2.2.2. 菌悬液的制备 
移取 1 mL 新鲜培养物于盛有 9 mL 无菌生理盐水(0.6%)的培养皿中，加入无菌玻璃珠振荡 20 min。

然后配制菌悬液，并用血球计数板计数，调整菌体浓度为 106~107 CFU/mL。 

2.2.3. 紫外诱变 
超净工作台内，照射前开启紫外灯预热 20 min。取 10 mL 菌悬液于直径为 9 cm 的无菌培养皿中，放

入 2 cm 长无菌转子，将培养皿置于磁力搅拌器上，紫外灯功率为 30 W，照射垂直距离为 20 cm，分别照

射 60、90、120、150、180、210、240s。照射结束后在红光照射下操作，将紫外照射过的菌悬液和未经

紫外照射的菌悬液分别进行梯度稀释(10−4~10−6)，移取各梯度稀释液 0.1 mL 涂布于平板筛选培养基，每

种稀释液涂 3 个平板，用黑布包裹，置于 45℃暗箱中培养 48 h，观察菌落生长情况并计算不同 UV 照射

条件下的致死率和正变率。 
致死率(%) = (诱变前菌落数 − 诱变后菌落数)/诱变前菌落数 × 100% 
正变率(%) = Hc 值增大的菌落数/诱变后菌落总数[11]-[14]。 

2.2.4. 甲基磺酸乙酯(EMS)诱变 
选取经紫外线照射后酶活最高的突变株为出发菌株，按 2.2.2 节方法制备菌悬液。取 5 mL 菌悬液，加

入 15 mL 磷酸缓冲液和不同体积的 EMS 溶液，使 EMS 终浓度分别为：1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、3.0%。

在 45℃、180 r/min 下分别振荡处理 10、15、20、25、30 min 后，立即取 5 mL 处理液于无菌试管中，加入 1 
mL 25%硫代硫酸钠溶液终止反应。对菌体进行稀释后，涂布于平板筛选培养基上，45℃培养 48 h，并以没

有经过 EMS 处理的菌液作对照。根据对照平板上的菌落数，计算致死率和正变率[15] [16]，计算方法同上。 

2.2.5. 突变菌株的筛选 
初筛：将诱变后长出的菌落以点种方式转接到平板初筛培养基上，以出发菌株为对照，计算各突变
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株 Hc 值，挑选高于同批对照菌株 Hc 值的突变株供复筛备用。 
复筛：挑取初筛得到的突变株接种于种子培养基中，45℃、180 r/min 培养 24 h 后，按 2% (V/V)接种

量接种到发酵培养基中，45℃、180 r/min 条件下培养 48 h，测酶活，筛选出高产脂肪酶突变株。 

2.2.6. 酶活力测定 
按 GB/T 23535-2009 [17]测定。酶活力单位定义为：1 mL 液体酶，在 40℃和 pH 7.5 条件下，每分钟

水解橄榄油产生 1 μmol可滴定的脂肪酸，即为 1 个酶活力单位(U)，以 U/mL 表示。 

2.2.7. 突变株的遗传稳定性测定 
将产脂肪酶最高的突变株连续 5 代传代培养，将各子代突变株转接到发酵培养基中，测其产脂肪酶

能力的稳定性。 

2.3. 产酶条件优化 

以相对酶活为指标，研究发酵条件初始 pH 值、温度以及吐温-80 添加量对菌株产酶的影响，每个试

验点做 3 个平行，试验结果用平均值±标准偏差表示。在单因素试验的基础上，以 pH 值(A)、温度(B)以
及吐温-80 添加量(C)为变量，相对酶活为响应值，设计了 3 因素 3 水平共 17 个试验点的响应面分析试验

[9]。实验因素与水平见表 1。 

3. 结果与分析 

对产脂肪酶菌株 A-16 进行酶学性质研究，结果发现：该酶的最适温度为 50℃、pH 4.5，并且在 70℃
范围内热处理 1 h 后酶活力还保持在 78%以上；同时该酶在酸性环境中保温 1 h 后可保持 70%以上的酶活

力。因此，说明该酶具有良好的热稳定性以及在酸性条件下稳定性较好。 

3.1. 紫外诱变结果 

菌株 A-16 经紫外诱变处理后，致死率、正突变率与照射时间的关系见图 1。 
由图 1 可知：致死率随着紫外照射时间的延长而逐渐增大，但正变率并不是随着照射时间的延长而增大

的，在照射时间 180 s 内，正变率随着照射时间的延长而增大，当超过 180 s 后，正变率逐渐降低。因此，选

择照射时间为 180 s。将诱变处理后的菌悬液经平板初筛，摇瓶复筛，得到 12 株产酶活力高于原始出发菌株

的突变菌株。通过对这 12 株正突变株的遗传稳定性测定，结果见表 2，由表 2 可知，突变株 U-08 相对酶活 
 
Table 1. Factors and the level of response surface experiment 
表 1. 响应面试验因素与水平 

因素 
水平 

−1 0 1 

温度( ℃) 35 45 55 

pH 值 3.5 4.5 5.5 

吐温-80% (w/v) 0.05% 0.1% 0.15% 

 
Table 2. The results of UV mutagenesis strains 
表 2. 紫外诱变菌株的筛选结果 

突变株 U-01 U-02 U-03 U-04 U-05 U-06 U-07 U-08 U-09 U-10 U-11 U-12 

相对酶活(%) 118.4 118.6 115.2 117.6 119.3 119.8 113.5 121.8 116.8 120.1 118.6 121.5 
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最高，较原始菌株提高了 21.8%，且酶活力为 12415.5 U/mL。以 U-08 突变株为出发菌株进行 EMS 诱变。 

3.2. 甲基磺酸乙酯诱变结果 

以菌株 U-08 为出发菌株，采用不同浓度的 EMS 处理不同时间，菌株致死率、正突变率随处理时间

的变化见图 2。 
由图 2 可以看出，菌株对甲基磺酸乙酯诱变极为敏感，致死率随着 EMS 浓度的增大及处理时间的延

长而逐渐增加，当 EMS 终浓度在 2.5%、3%时，处理 10 min 致死率达到 80%，处理 20 min 菌体几乎无

存活。但正变率与 EMS 浓度以及处理时间并不满足线性关系，当 EMS 终浓度为 1%、1.5%时，菌株的

正变率都随着 EMS 处理时间的延长而增加；当 EMS 终浓度为 2%时，菌株的正变率随着 EMS 作用时间

的延长先上升后下降；当 EMS 终浓度为 2.5%、3%时，菌株的正变率都随着 EMS 作用时间的延长而降

低。综合 EMS 在不同诱变条件下对出发菌株的诱变效果，选择 EMS 终浓度为 2%，作用时间为 20 min，
此时正突变率达到最大值。将诱变处理后的菌悬液经平板初筛，摇瓶复筛，得到 8 株 Hc 值高于出发菌株

的突变菌株，对其遗传稳定性测定，结果见表 3，由表 3 可知，突变株 UE-03 相对酶活最高，较原始菌

株提高了 73.6%，且酶活力为 17695.6 U/mL。 

3.3. 突变株 UE-03 的遗传稳定性 

将选育到的突变株 UE-03 在斜面培养基上连续 5 次传代培养，并转接到发酵培养基培养 48 h，观察

各子代产脂肪酶能力的稳定性，结果见图 3。 
 

 
Figure 1. The effect of different mutation time on mutagenic rate and death ratio 
图 1. 不同照射时间对正变率和致死率的影响 

 

 
Figure 2. Mutagenic effects of different EMS concentrations 
图 2. 不同 EMS 浓度的诱变效果 
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由图 3 可以看出 UE-03 突变株经过 5 次连续传代后，产脂肪酶活力无显著差异，说明其具有良好的

遗传稳定性。 

3.4. 不同初始 pH 值对菌株产酶的影响 

不同的 pH 值对菌体的生长和发酵产酶影响较大，将 UE-03 菌株在不同 pH 值(3.0~7.0，间隔一个 pH
单位)、45℃、180 r/min 条件下培养 48 h 后，离心，取上清液测脂肪酶活力，以初始 pH 4.0 时的发酵液

酶活为基准，计算相对酶活，结果如图 4 所示。从图 4 中可以看出，pH 值 4. 0 时，菌体产酶量达到最大。 

3.5. 不同温度对产酶的影响 

温度也是影响菌体生长和产脂肪酶的重要因素之一。将菌体分别置于不同温度下(30℃~60℃，间隔

5℃)培养，以发酵温度为 45℃时的发酵液酶活为基准，计算相对酶活，结果见图 5。由图 5 可知，菌株

在 45℃时，相对酶活最高。 
 
Table 3. The results of EMS mutagenesis strains 
表 3. EMS 诱变菌株结果 

突变株 UE-01 UE-02 UE-03 UE-04 UE-05 UE-06 UE-07 UE-08 

相对酶活(%) 155.1 168.6 173.6 157.9 169.5 171.8 173.3 161.8 

 

 
Figure 3. The stability of mutant No.UE-03 
图 3. UE-03 的遗传稳定性 

 

 
Figure 4. The effect of pH on the production of lipase from UE-03 
图 4. pH 对 UE-03 产脂肪酶的影响 
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3.6. 表面活性剂吐温-80 添加量对菌株产酶的影响 

由于表面活性剂具有增加细胞膜的通透性作用，因此在培养基中加入表面活性剂可以促进菌体产脂

肪酶。在最佳温度、pH 条件下，研究不同吐温-80 添加量对菌体产酶的影响。以培养基未添加吐温-80
时的发酵液酶活为基准，计算相对酶活，结果如图 6。从图 6 可以看出，吐温-80 添加量在 0%~0.15% w/v
时，尽管相对酶活有所升高，但对菌体产酶影响不大。 

3.7. 响应面法优化实验 

根据单因素试验条件，pH 值(A)、温度(B)以及吐温-80 添加量(C)为变量对菌株产酶影响比较显著。

因此，以 pH 值(A)、温度(B)以及吐温-80 添加量(C)为变量为变量，菌株相对酶活为响应值，用 Design 
Expert8.0 Trial 软件通过中心组合法寻求最优发酵工艺参数[18]，实验设计及结果见表 4，方差分析见表

5，根据回归方程作出不同因子的响应面分析图见图 7。 
试验数据使用 Design-Expert8.0 Trial 软件进行二次回归拟合后，得到以下回归方程：Y = 105.88 + 

2.28A − 2.75B + 2.18C − 2.35AB + 0.47AC − 0.13BC − 8.00A2 − 7.34B2 + 0.70C2，式中：Y 为相对酶活；A
为温度；B 为初始 pH；C 为吐温-80 添加量。 

运用 Design Expert8.0 Trial 软件进行回归分析，回归方程的方差分析见表 5，由表 5 可知，模型的 P
值<0.0001，说明模型显著。同时模型中自变量一次项 A，B，C，二次项 AB，A2，B2显著(α = 0.01)。模 
 

 
Figure 5. The effect of temperature on the production of lipase from UE-03 
图 5. 温度对 UE-03 产脂肪酶的影响 

 

 
Figure 6. The effect of tween-80 concentration on the production of lipase 
from UE-03 
图 6. 吐温-80 添加量对 UE-03 产脂肪酶的影响 

60

70

80

90

100

30 35 40 45 50 55 60

温度/℃

相
对
酶
活
（

%
）

80

90

100

110

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002

吐温-80（w/v）

相
对
酶
活
（
%）



产耐高温酸性脂肪酶菌株 A-16 的诱变选育及其发酵条件优化 
 

 
22 

 
(a)                            (b)                             (c) 

Figure 7. The three-dimensional chart of response surface analysis; interact of (a) temperature and pH; (b) temperature and 
tween-80; (c) pH and tween-80 
图 7. 响应面立体分析图；(a) 温度和 pH 交互作用；(b) 温度和吐温-80 添加量交互作用；(c) pH 和吐温-80 添加量交

互作用 
 
Table 4. The design and results of response surface experiments 
表 4. 响应面试验设计及结果 

试验号 温度(℃) pH 值 吐温-80 (w/v) 相对酶活(%) 

1 55 4.5 0.05% 98.92 ± 0.02 

2 55 5.5 0.1% 86.83 ± 0.16 

3 45 3.5 0.05% 98.61 ± 0.13 

4 45 4.5 0.1% 105.4 ± 0.06 

5 45 4.5 0.1% 106.7 ± 0.12 

6 45 5.5 0.15% 99.62 ± 0.14 

7 35 5.5 0.1% 87.05 ± 0.22 

8 35 3.5 0.1% 89.57 ± 0.21 

9 55 3.5 0.1% 98.73 ± 0.16 

10 45 3.5 0.15% 103.67 ± 0.08 

11 45 4.5 0.1% 105.39 ± 0.11 

12 45 5.5 0.05% 95.07 ± 0.11 

13 45 4.5 0.1% 106.52 ± 0.05 

14 35 4.5 0.15% 98.16 ± 0.13 

15 35 4.5 0.05% 94.35 ± 0.17 

16 55 4.5 0.15% 102.92 ± 0.10 

17 45 4.5 0.1% 105.39 ± 0.10 
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型失拟项的 P 值>0.05，说明模型选择合适。因此可用该回归方程代替试验真实点对实验结果进行分析[9]。
同时，由软件分析得到模型的校正决定系数 R2 = 0.9884，说明该模型最多只有约 1.16%的变化不能用此模

型来解释。本实验偏差系数(CV)为 1.08%，其值较低，能由该模型解释，进一步说明模型拟合优度较好[19]。 
对回归方程进行分析，得出最佳产酶条件(见表 6)为：pH 4.28，温度 46.8℃，吐温-80 添加量 0.15% w/v，

相对酶活为 109.29%。采用最优发酵条件进行产酶实验，重复三次，相对酶活为(109.27 ± 0.16)%，与模

型预测值接近，说明该模型较可靠。 

4. 结论 

随着现代蛋白质工程技术的快速发展，基因改造已经用于菌种选育，但传统的理化因素诱变育种方

法具有简便、快速、高效等优点，因而在实际生产中仍被广泛使用。本研究以实验室保藏的产耐高温酸

性脂肪酶菌株 A-16 作为出发菌株，通过紫外线和 EMS 的复合诱变选育，得到 1 株产脂肪酶活力较高的

突变株 UE-03，其产脂肪酶活力为 17695.6 U/mL，比原始菌株提高了 73.6%。对于生产菌株来说，只有

具备良好的遗传稳定性才能在工业生产上广泛应用，本文所筛选到的突变株 UE-03 连续 5 代传代培养后

发现产酶较稳定。试验结果表明紫外线和 EMS 的复合诱变可以显著提高菌株产脂肪酶能力，同时也表明

了传统的理化因素诱变在微生物诱变育种中效果较显著。 
 
Table 5. Analysis of variance 
表 5. 方差分析表 

变量 平方和 自由度 均方 F 值 Pr>F 

A-温度 41.72 1 41.72 36.29 0.0005 

B- pH 60.56 1 60.56 52.67 0.0002 

C-吐温-80 37.93 1 37.93 32.99 0.0007 

AB 22.00 1 22.00 19.13 0.0033 

AC 9.025E-003 1 9.025E-003 7.850E-003 0.9319 

BC 0.065 1 0.065 0.057 0.8188 

A2 269.14 1 269.14 234.10 <0.0001 

B2 226.84 1 226.84 197.31 <0.0001 

C2 2.08 1 2.08 1.81 0.2208 

回归 685.82 9 76.20 66.28 <0.0001 

剩余 8.05 7 1.15   

失拟 6.26 3 2.09 4.65 0.0858 

误差 1.79 4 0.45   

总和 693.86 16    

注：Prob > F 值小于 0.05 表明模型或考察因素影响显著；Prob > F 值小于 0.01 说明影响极显著。 
 
Table 6. Optimum conditions of response surface optimization  
表 6. 响应面优化最佳条件 

试验 pH 温度℃ 吐温-80(w/v) 相对酶活(%) 

1 4.28 46.8 0.15% 109.29 
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通过单因素试验和 Box-Benhnken 响应面分析法对 UE-03 菌株发酵条件进行了优化，得到优化发酵

条件为：pH 4.28，温度 46.8℃，吐温-80 添加量 0.15% w/v，相对酶活为 109.29%，在最优发酵条件下，

产酶活力达到 19339.5 U/mL，为该菌株工业化生产提供优良菌种和技术参考。 
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