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摘  要: 从内蒙古锡林浩特地区盐湖菌种样品分离获得一株嗜盐脂肪酶高产菌, 结合生理生化试

验和 16S rDNA 序列分析结果, 鉴定并命名为 Haloterrigena thermotolerans Z4。该菌最适生长 NaCl
浓度为 3.5 mol/L, 最高生长温度为 60°C, 属于嗜盐耐热古生菌。粗酶性质研究表明, 金属离子

(Ba2+、Fe2+、Cu2+)对酶有激活作用, 酶活不同程度的提高了 20%~30%; 该酶受 EDTA 的抑制, 酶
活下降了 20%, 受 PMSF 的完全抑制。该酶对 NaCl 有较高的依赖专一性, 至少需要 0.5 mol/L NaCl
维持活性并且高浓度 NaCl 可以提高其耐热水平。醇类物质对于提高酶的热稳定性有一定作用, 丙三

醇效果最好。该酶对短链底物对硝基苯酚丁酸酯(p-NPB)的最适水解条件为：pH 8.0、70°C、3.5 mol/L 
NaCl; 而对长链底物对硝基苯酚十六酸酯(p-NPP)的最适水解条件为：pH 8.0、80°C、2.5 mol/L NaCl。 
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Abstract: A halobacteria strain Z4 producing extracellular halophilic lipase screened from Hypersaline lakes 
of Inner Mongolia was identified as Haloterrigena thermotolerans. The crude lipase from Z4 was partially 
characterized using p-NPB. The activity of crude lipase was markedly increased 20%~30% by metal ions 
(Ba2+,Fe2+,Cu2+), but was obviously decreased 20% by EDTA. The lipase was completely inhibited by PMSF. 
The activity and heat resistance of enzyme was increased by NaCl, suggesting that the enzyme has strong 
dependence and specificity on NaCl. The thermostability of the crude enzyme was increased by alcohols, the 
glycerin is the best one. The optimum conditions for the crude lipase hydrolyzing p-NPB were followed: 3.5 
mol/L NaCl, 70°C and pH 8.0, and the optimum conditions for the crude lipase hydrolyzing p-NPP were 
followed: 2.5 mol/L NaCl, 80°C and pH 8.0. 
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随着工业生物技术的不断发展, 脂肪酶在工业

生物技术领域的应用逐渐成为研究的热点, 脂肪酶

广泛应用于洗涤剂、食品、医药、制革、纺织及废

物处理等领域[1]。脂肪酶按其作用特点主要可以分

为碱性脂肪酶、酸性脂肪酶耐热脂肪酶和低温脂肪

酶, 而来自嗜盐古生菌的嗜盐脂肪酶却鲜见报道。

嗜盐古生菌是生长在盐湖、盐碱湖、盐沼、死海和

盐场等高盐环境中的一类微生物, 它是极端微生物

的一个重要成员, 嗜盐古生菌最显著的生理特征是

生长依赖高浓度 NaCl, 生长最适盐浓度为 3 mol/L~ 

4 mol/L NaCl[2]。嗜盐古生菌产生的酶能在高盐的条

件下维持高活性和稳定性, 而普通的酶在这种条件

下失去活性, 正是由于嗜盐酶的这种独特性质, 来

自于嗜盐古生菌的酶成为生物化学和酶学等基础研

究中非常令人感兴趣的材料。 

Baratti等 2006年首次报道了来源于嗜盐古生菌

Natronococcus sp. TC6的嗜盐脂肪酶[3], 而来源于嗜

盐古生菌 Haloterrigena thermotolerans 的嗜盐脂肪

酶的相关研究并未见国内外文献报道。本研究室从

盐湖分离到一株嗜盐脂肪酶高产嗜盐古生菌

Haloterrigena thermotolerans Z4, 并首次对其分泌

的胞外嗜盐脂肪酶性质进行了初步研究, 为进一步

开展嗜盐脂肪酶的应用研究奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌种 
Haloterrigena thermotolerans Z4分离自内蒙古

锡林浩特地区盐湖样品, 样品由中科院微生物研究
所马延和教授惠赠。 

1.2  培养基  
种 子 培 养 基 (g/L) ： NaCl 200.0, KCl 2.0, 

MgSO4·7H2O 20.0, FeSO4·7H2O 0.04, 酪蛋白氨基酸 

7.5, 酵母粉 10.0, 柠檬酸三钠 3.0, pH 7.5  

发 酵 培 养 基 (g/L)： NaCl 200.0, KCl 2.0, 

MgSO4·7H2O 20.0, FeSO4·7H2O 0.04, 酪蛋白氨基

酸 7.5, 酵母粉 10.0, 柠檬酸三钠 3.0, 橄榄油 10.0, 
pH 7.5 

筛 选 培 养 基 (g/L) ： NaCl 200.0, KCl 2.0, 
MgSO4·7H2O 20.0, FeSO4·7H2O 0.04, 酪蛋白氨基酸
7.5, 酵母粉 10.0, 柠檬酸三钠  3.0, 橄榄油  10.0, 
若丹明 B 1.0, pH 7.5 

1.3  脂肪酶活力测定 
发酵液于 4°C、12000 r/min、离心 15 min, 上清

液即为粗酶液, 供酶学性质研究使用, 酶活力测定
以 p-NPB为底物参照文献[4]方法进行。 

溶液 A：176 μL p-NPB溶于 10 mL异丙醇, 4°C
保存; 溶液 B：pH 8.0, 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液
(可根据需要调整 pH)。使用时将溶液 A与溶液 B按
1：9的体积比配制成 3.6 mL底物反应液, 并在底物
反应液中加入 3.5 mol/L NaCl, 加入 400 μL粗酶样
品, 37°C反应 10 min, 在 410 nm测定吸光值。 

脂肪酶酶活单位的定义：每分钟释放 1 μmol对
硝基苯酚所需的酶量定义为一个酶活单位。 

1.4  菌种鉴定 
1.4.1  生理生化实验：按照《伯杰氏细菌鉴定手册》

(第九版)方法进行碳源利用试验、过氧化氢酶试验、
硫化氢试验、吲哚试验、硝酸盐和亚硝酸盐还原试

验等试验。 
1.4.2  16S rDNA 序列扩增：PCR 扩增利用古生菌
通用引物： 

5′-ATTCCGGTTGATCCTGC-3′ 
5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCAG-3′ 
扩增条件：95°C 5 min; 95°C 45 s, 50°C 45 s, 

72°C 90 s, 30个循环; 72°C 10 min。PCR产物测序由
上海生工完成。 

1.5  粗酶性质研究 
1.5.1  酶最适作用温度：于不同温度按 1.3 方法测
定脂肪酶活力, 以相对酶活绘制温度-酶活曲线。 
1.5.2  酶最适作用 pH：以不同 pH缓冲液配制底物
反应液, 按 1.3方法测定脂肪酶活力, 以相对酶活绘
制 pH-酶活曲线。 
1.5.3  酶最适作用盐浓度：配制不同 NaCl浓度的底
物反应液, 按 1.3方法测定脂肪酶活力, 以相对酶活
绘制盐浓度-酶活曲线。由于粗酶液含有 3.5 mol/L
的 NaCl, 所以考查无 NaCl 条件下的酶活时需将粗
酶液用 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液透析除去 NaCl, 
而其他NaCl浓度条件下使用未透析的粗酶液, 粗酶
液中的 NaCl浓度已计算在内。 
1.5.4  金属离子及抑制剂对酶活力的影响：在    
10 mL 未透析除盐的粗酶液中分别加入金属离子 
(20 mmol/L)、 PMSF(1 mmol/L)、 EDTA 二钠盐    
(30 mmol/L)、SDS(5%, W/V)和 DMSO(10%, V/V), 室
温静置 30 min 后取 400 μL 在最适条件下(70°C、  



16 微生物学通报 2009, Vol.36, No.1 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

3.5 mol/L NaCl、pH 8.0)测定脂肪酶活力, 以不含添
加物的粗酶酶活为 100%, 计算相对酶活。 
1.5.5  不同浓度 NaCl 对酶热稳定性的影响：将分别

含 3.5 mol/L NaCl和 0.5 mol/L NaCl的粗酶液 10 mL
在不同温度保温 1 h 后取 400 μL 在最适条件下
(70°C、3.5 mol/L NaCl、pH 8.0)测定酶活, 绘制温度-
酶活曲线。 
1.5.6  醇类对酶热稳定性的影响：在 10 mL未透析
除盐的粗酶液中添加醇类(5% V/V), 在 70°C水浴静
置 1 h后取 400 μL在最适条件下(70°C、3.5 mol/L 
NaCl、pH 8.0)测定酶活, 以未加醇类的粗酶经同样
条件处理为对照, 以初始粗酶酶活为 100%, 计算相
对酶活。 
1.5.7  不同浓度的 NaCl、KCl 和 NaBr 对脂肪酶活

力的影响：用 pH 8.0的缓冲液配制以 p-NPB为底物
的反应液 , 在底物反应液中分别加入不同浓度的
NaCl、KCl和 NaBr, 取 400 μL未透析除盐的粗酶在
70°C测定脂肪酶活力, 绘制酶催化曲线。 
1.5.8  脂肪酶底物作用特性：pH 8.0 条件下, 考查
脂肪酶对短链底物对硝基苯酚丁酸酯(p-NPB)和长
链底物对硝基苯酚十六酸酯(p-NPP)的水解活力, 绘
制酶催化曲线。 

2  结果 

2.1  产嗜盐脂肪酶菌株的筛选鉴定 
通过平板初筛和摇瓶复筛获得一株脂肪酶高产

菌 Z4, 其生长和产酶关系见图 1。从图 1 中可以看

出, Z4 菌株在对数生长期就可以检测到胞外嗜盐脂

肪酶的活性, 随着菌体密度的增加, 发酵液上清的

嗜盐脂肪酶活性逐渐增强, 到达稳定期时活性最高。 

对Z4菌株的进一步研究表明, 该菌在高盐培养

基上生长良好, 菌落表面光滑, 边缘整齐, 红色。革

兰氏染色阴性, 镜检为杆状。该菌好氧或兼性厌氧, 

生长温度范围为 30°C~60°C, 最适生长温度为 42°C; 

适宜生长 pH 范围 6.0~9.0, 最适生长 pH 7.0; 在  

0.5 mol/L~5.2 mol/L NaCl 范围内均能生长, 最适生

长浓度为 3.5 mol/L。该菌仅能较好的利用蔗糖、果

糖, 淀粉水解试验、明胶水解试验、酪素降解试验、

硝酸盐还原试验呈阳性; 吲哚试验、过氧化氢酶试

验、硫化氢试验呈阴性。Z4菌株 16S rDNA 全长序

列为 1581 bp(GenBank 登录号 EU557270), 与菌株 

 
 

图 1  生长曲线及酶活测定 
Fig. 1  Enzyme activity in the culture supernatant during 
growth of Z4 at 37°C 
 
Haloterrigena thermotolerans 10R(GenBank 登录号
AY994199)的同源性为 99%, 结合生理生化特性 , 
鉴定并命名为 Haloterrigena thermotolerans Z4。 

 
2.2  粗酶性质研究 
2.2.1  酶最适作用条件：Z4 脂肪酶性质(图 2)研究

表明, 以 p-NPB为底物, 其最适作用条件为 pH 8.0、

70°C和 3.5 mol/L NaCl。该酶最适反应温度较高, 在

50°C~90°C 高温范围内保持较高活性 ; 在 pH 

3.0~6.0的酸性条件下有微弱酶活, pH 10~12时几乎

无酶活。 

该酶透析除盐后失去活性, 将经过透析除盐的

粗酶在不同的盐浓度条件下静置 7 d, 以 24 h为间隔

取样测定酶活仍然无活性, 表明该酶在无盐条件发生

不可逆变性。该酶在低于 0.5 mol/L NaCl条件下无活

性(表 1), 至少需要 0.5 mol/L NaCl维持其活性, 说明

Z4脂肪酶属于嗜盐脂肪酶兼有耐热性质但不耐碱。 

2.2.2  金属离子及抑制剂的影响：实验结果显示(表

2), 金属离子 Ba2+、Fe2+和 Cu2+对酶具有激活作用, 

酶活不同程度地提高了 20%~30%, 金属离子的促进

作用可能是由于金属离子与酶结合对酶的最佳活力

构象起到稳定作用 , 从而提高酶催化活性 [5]; 该酶

受丝氨酸脂肪酶抑制剂 PMSF 的完全抑制, 判断该

酶与已报道的大多数脂肪酶一样具有以丝氨酸为活

性中心的催化三元组; 该酶亦受到 EDTA、SDS 和

DMSO的抑制, 酶活不同程度地下降了 20%~30%。 
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图 2  pH、温度和 NaCl浓度对酶活的影响 
Fig. 2  Effect of pH, temperature and NaCl concentrations on lipolytic activity 

 

表 1  不同 NaCl 浓度对酶活力的影响 
Table 1  Effects of different concentrations  

on lipolytic activity 

NaCl浓度 
NaCl concentration(mol/L) 

0 0.35 0.4 0.5 

酶活 
Enzyme activity(U/mL) 

0 0 0 7 

 

表 2  添加剂对酶活力的影响 
Table 2  Effects of different factors on lipolytic  

activity from Z4 

添加剂 
Additives 

浓度 
Concentration 

相对酶活 
Relative enzyme(%) 

对照 
Control 

− 100 

Ba2+ 20 mmol/L 120 

Fe2+ 20 mmol/L 130 

Cu2+ 20 mmol/L 119 

K+ 20 mmol/L 99 

Mn2+ 20 mmol/L 100 

Mg2+ 20 mmol/L 100 

Zn2+ 20 mmol/L 100 

Ca2+ 20 mmol/L 100 

EDTA 30 mmol/L 80 

SDS 5%(W/V) 70 

PMSF 1 mmol/L 0 

DMSO 10%(V/V) 75 

 
2.2.3  不同浓度 NaCl 对酶热稳定性的影响：将不同

NaCl浓度的粗酶在不同温度静置 1 h后取样在最适
条件下测定酶活, 结果表明(图 3), 该酶在 4°C~80°C
范围内具有较好的稳定性, 90°C时酶活力迅速下降, 
且含有低浓度NaCl的粗酶随温度升高, 酶活力下降
更快, 结果表明高浓度NaCl对提高酶的热稳定性可
以起到一定作用。 
2.2.4  醇类对酶热稳定性的影响：添加醇类的粗酶 

 
 

图 3  粗酶热稳定性 
Fig. 3  Thermostability profile of lipolytic activity of the 
crude lipase 
 
在 70°C条件下保温 1 h后, 取样测定酶活, 结果显

示(表 3), 醇类对提高脂肪酶的热稳定性有一定的作

用, 其中丙三醇的效果最好, 这种稳定机理可能是

多羟基醇类通过共价键连接到酶分子表面, 形成一

层覆盖层, 起到对酶的保护作用, 有利提高酶的热

稳定性, 或是醇类减少了介质的介电常数加强了酶

分子的疏水作用, 这类物质与水分子结合, 降低水

的活度, 使酶蛋白受水分子的影响减少[6]。 

2.2.5  不同浓度的 NaCl、KCl 和 NaBr 对酶活力的

影响：嗜盐酶需要 NaCl或者 KCl维持活性[7], 实验

已经证明 Z4脂肪酶至少需要 0.5 mol/L NaCl维持活

性, 在 70°C、pH 8.0 条件下, 比较了不同浓度的

NaCl、KCl和 NaBr对维持脂肪酶活性的作用, 结果

表明(图 4), 除了 NaCl可以维持 Z4脂肪酶催化活性

外, KCl亦可维持其催化活性, 但效果不及NaCl; 单

独添加 NaBr 不能起到维持活性的作用。由此推断

Z4脂肪酶对 NaCl有较高的依赖专一性。 
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表 3  醇类物质对粗酶热稳定性的影响 
Table 3  Effects of alcohols on thermostability  

of crude lipase 

名称 
Title 

添加量 
Concentration(%) 

相对酶活 
Relative en-

zyme(%) 
对照 
Control 

0 79 

甘露醇 
Manicol 

5.0 51 

乙二醇 
Ethylene alcohol 

5.0 84 

丙三醇 
Glycerin 

5.0 94 

1,2-丙二醇 
1,2-Propylene glycol 

5.0 90 

聚乙二醇 2000 
Polyethylene glycol 2000 

5.0 81 

聚乙二醇 4000 
Polyethylene glycol 4000 

5.0 89 

聚乙二醇 6000 
Polyethylene glycol 6000 

5.0 92 

聚乙二醇 8000 
Polyethylene glycol 8000 

5.0 89 

 

 
 

图 4  NaCl、KCl 和 NaBr 对脂肪酶活力的影响 
Fig. 4  Effect of NaCl、KCl and NaBr concentrations on 
lipolytic activity 
 
2.2.6  脂肪酶底物作用特性：考查了 Z4脂肪酶对长
链底物  p-NPP(对硝基苯酚十六酸酯 )和短链底物
p-NPB(对硝基苯酚丁酸酯)的酯解活力, 结果表明, 
Z4嗜盐脂肪酶对 p-NPP 的最适作用条件为 pH 8.0、
80°C和 2.5 mol/L NaCl(图 5), 对 p-NPB的最适作用
条件为 pH 8.0、70°C和 3.5 mol/L NaCl(图 6), 且在
最适条件下对长短链底物的水解活力相近, 分别为
13 U/mL和 14 U/mL。 

3  结论 

迄今为止仅有文献报道 Haloterrigena thermotol- 
erans 嗜盐古生菌的生理生化特点[8], 并未见对其产 

 
 

图 5  脂肪酶对 p-NPP 的水解活力 
Fig. 5  Enzyme activity of hydrolysis of p-NPP 
 
 

 
 

图 6  脂肪酶对 p-NPB 的水解活力 
Fig. 6  Enzyme activity of hydrolysis of p-NPB  
 
物研究的相关报道 , 本文首次对 Haloterrigena 
thermotolerans Z4 嗜盐古生菌嗜盐脂肪酶进行了研
究, Haloterrigena thermotolerans Z4 发酵产酶达到
12500 U/L, 远高于已报道的 Natronococcus sp. TC6
嗜盐古生菌产酶水平(50 U/L)。Z4 菌株嗜盐脂肪酶
兼有耐热特点, 而且高浓度NaCl对于提高其耐热水
平有一定作用, 该酶对 NaCl 有较高的依赖专一性,
至少需要 0.5 mol/L NaCl 维持其活性, 在无盐条件
下发生不可逆变性。Z4菌株嗜盐脂肪酶可以在更广
的盐浓度范围内维持高活性, 而且具有更高的作用
温度 , 为其在更苛刻的环境中发挥作用提供了条
件。Z4菌株嗜盐脂肪酶的发现不仅丰富了脂肪酶种
类而且为生物化学和酶学研究提供了新的材料。 
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