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摘  要: 洋葱伯克霍尔德菌脂肪酶是一类具有重要工业应用价值的优良脂肪酶之一。根据已公布

的洋葱伯克霍尔德菌基因组信息, 在传统的洋葱伯克霍尔德菌选择性培养基中添加适量的氨苄青

霉素和卡那霉素, 从植物根际的土壤中筛选洋葱伯克霍尔德菌。对获得的单菌落再用含罗丹明 B
指示剂的产脂肪酶定性检测平板检测, 从 4 个根际土壤中筛选到 35 株产脂肪酶的洋葱伯克霍尔德

菌, 阳性率达到 65%。其中 15 株对体积浓度为 10%的苯、己烷和正庚烷同时具有耐受性。用 recA
基因分子鉴定上述 15 株菌种, 全部属于洋葱伯克霍尔德菌菌群。 
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Abstract: Lipase from Burkholderia cepacia complex is one of the most versatile biocatalyst and is used 
widely in many biotechnological application fields including detergent additives, the resolution of racemic 
compounds, etc. Based on the known whole genomic information of B. cepacia, both ampicillin and kana-
mycin were added to the TB-T media, the traditional selective media, to screen B. cepacia complex strains 
from rhizosphere soil samples. The single colonies on the plates with the modified TB-T media were then 
qualitatively determined the ability to produced the extracellular lipase in the rhodamine B-olive oil agar 
plates. Thirty-five strains of lipolytic pseudo-B. cepacia complex were isolated and the positive rate of 
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lipolytic bacteria was 65%. Among them, 15 pseudo-B. cepacia complex strains with the tolerance to ben-
zene, n-hexane and n-heptane at the concentration of 10% (V/V) were selected and identified by the recA 
gene sequence. All of the 15 lipolytic bacteria belonged to the B. cepacia complex. 

Keywords: Directed screening, Lipase, Burkholderia cepacia complex, Organic solvent tolerance, 
Rhizosphere

脂肪酶(Lipase, EC 3.1.1.3)又名三酰甘油酯水
解酶, 是一类具有油-水界面激活独特特征的水解酶
类, 在油水界面能高效地催化三酰甘油酯的水解(或
合成)。广泛应用于精细化工、有机合成、 油脂深
加工、新型生物材料、生物传感器、去污剂添加剂

等领域[1]。 
利用有机溶剂耐受性细菌作为全细胞催化剂 , 

在非水相系统中催化生物转化, 具有重要的工业应
用价值[2]。从土壤、海底沉积物及深海等环境中已

分离出一批具有有机溶剂耐受性的细菌, 从已有的
报道来看, 这些细菌主要集中在Pseudomonas sp.、
Bacillus sp. 和 Rhodococcus sp. 等 3 大类[3]。许多

有机溶剂耐受性细菌还能分泌产生具有有机溶剂耐

受性的脂肪酶[4,5]。 通过细胞表面展示技术, 将具有
有机溶剂耐受性的脂肪酶固定于有机溶剂耐受性细

菌表面, 开发出极具应用价值的新型全细胞催化剂, 
将具有良好的工业应用前景。  

洋葱伯克霍尔德菌(Burkholderia cepacia com-
plex)脂肪酶在有机溶剂中具有优良的稳定性, 极强
的对映体拆分能力, 是在有机合成领域应用得最为
广泛的脂肪酶酶种之一[6−8]。利用传统的选择性培养

基筛选脂肪酶产生菌时, 由于对土样(或水样)进行
梯度稀释, 导致土样(或水样)中的非优势菌群不能
检出而漏筛。宏基因组技术虽然可以部分解决这个

问题, 但花费昂贵而且费时。本文以产脂肪酶洋葱
伯克霍尔德菌为例, 介绍利用基因组信息技术, 建
立起快速从植物根际高通量定向批量筛选到具有广

谱有机溶剂耐受性的产脂肪酶洋葱伯克霍尔德菌的

新方法。 

1  材料与方法 

1.1  土样采集及处理 
从福建省闽侯县上街镇周围农田中采集处于花

期的芝麻、玉米、豆角及空心菜的根际土壤。用质

量浓度为 0.9%的氯化钠溶液 10倍稀释, 250 r/min室

温振荡 30 min, 静置 10 min, 取上清涂布洋葱伯克

霍尔德菌选择性培养基筛选平板。 

1.2  洋葱伯克霍尔德菌菌株的分离筛选 
取上述处理的土壤悬浊液 200 μL直接涂布修改

的洋葱伯克霍尔德菌选择性筛选培养基(TB-T)平板
[9]。洋葱伯克霍尔德菌选择性筛选培养基组成成分

为 ( g / L ) :  琼脂 2 0 ,  葡萄糖 2 ,  L -天冬氨酸 1 ,  
NaHCO3 1, KH2PO4 0.5, MgSO4.7H2O 0.1, 台盼蓝
0.05,四环素 0.02, 氨苄青霉素 0.06, 卡那霉素 0.05, 
制霉菌素 0.05, pH 5.5。28°C培养 3 d~4 d。根据土
样的来源对每个平板上的菌落进行编号。来自芝麻

根际土壤的菌落编号为SIBX; 来自玉米根际土壤的
菌落编号为ZMBX; 来自豆角根际土壤的菌落编号
为VSBX; 来自空心菜根际土壤的菌落编号为
IABX。X为平板上的菌落数。 

1.3  洋葱伯克霍尔德菌菌株产脂肪酶定性鉴定 
将上述平板上的单菌落用牙签点接到脂肪酶定

性鉴定平板上。脂肪酶定性鉴定平板培养基组成成

分为(g/L): 琼脂 20, 蔗糖 2, 酵母膏 1, 蛋白胨 2, 
(NH4)2SO4 1, K2HPO4 1, MgSO4·7H2O 0.1, FeSO4⋅7H2O 
0.01, 12 mL橄榄油乳化液, 3 mL质量浓度为 0.1%的
罗丹明B溶液。30°C培养 4 d, 挑取有明显变色圈的
菌落在LB培养基上划线, 挑取单菌落, 进行下列实
验。 

1.4  洋葱伯克霍尔德菌菌株产脂肪酶能力的复筛 
挑取上述有明显变色圈的单菌落在LB液体培

养基中 37°C过夜培养。过夜培养物按体积浓度为 2%
的接种量接种发酵培养基。发酵培养基的组成成分

为 (g/L): 糊精 3, 牛肉膏 2, MgSO4·7H2O 0.75, 
K2HPO4 1.4, 豆油 12.5 mL, pH 8.11。30°C、250 r/min 
培养 24 h。收集发酵液, 12000 r/min离心, 收集上清
液测定酶活力。 

1.5  产脂肪酶洋葱伯克霍尔德菌菌株的有机溶剂

耐受性检验 
将定性检测有明显变色圈的单菌落接种 LB 液

体培养基, 37°C 过夜培养。过夜培养物按体积浓度
为 1%的接种量重新转接 LB液体培养基, 并同时添
加占总体积 10%的各种有机溶剂到 LB 液体培养基
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中, 37°C培养 1 d~2 d, 每组有机溶剂耐受性实验均
设立对照(不接入种子菌体)。与对照组相比, 培养基
明显变浑浊作为生长的定性指标。 

1.6  具有广谱有机溶剂耐受性的产脂肪酶洋葱伯

克霍尔德菌菌株的分子鉴定 
洋葱伯克霍尔德菌基因组 DNA 的提取方法参

照文献[10]。recA 基因的 PCR 扩增参照文献[11]。
正向和反向引物分别为 5′-GAA(G)AAGCAGTTCG 
GCAA-3′和 5′-GAGTCGATGACGATCAT-3′。PCR扩
增程序为 95°C 5 min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C  
1 min, 25个循环; 72°C 10 min。PCR扩增产物克隆
到 pMD18-T载体, 转化 E. coli DH5α, 阳性克隆交
上海生物工程公司进行序列测定。 

1.7  脂肪酶活力测定 
脂肪酶活力测定采用碱性滴定法[12]。45°C, pH 

8.0的条件下, 每毫升发酵液每分钟催化橄榄油水解
产生 1 μmol游离脂肪酸, 定义为 1个脂肪酶活力单
位(U)。 

2  结果与分析 

2.1  改良筛选技术的筛选效果 
随着对微生物脂肪酶的深入研究, 大部分微生

物脂肪酶的催化性质已有基本了解。根据实验目的

和需要, 有必要从环境中定向筛选特定脂肪酶产生
菌。传统的脂肪酶产生菌选择性培养基选择性差(仅
用罗丹明 B作为产生脂肪酶的定性指示剂), 而且要
对土样和水样进行梯度稀释, 导致样品中的非优势
菌群不能检出。本实验中, 结合洋葱伯克霍尔德菌
选择性筛选培养基和脂肪酶产生菌选择性筛选培养

基, 有效地提高了定向筛选效率。 
NCBI 基因组数据库中, 已登录有超过 21 个洋

葱伯克霍尔德菌菌株的全基因组序列。在所有已公

布的基因组序列中, 在第 2 条染色体上, 均有编码
脂肪酶的基因序列, 因此, 理论分析, 所有洋葱伯
克霍尔德菌菌株均有分泌脂肪酶的潜力。同时, 在
所有菌株的基因组序列中, 均有编码内酰胺酶(氨苄
青霉素抗性)和氨基糖苷磷酸转移酶(卡那霉素抗性)
的基因序列。因此, 用 TB-T选择性培养基筛选洋葱
伯克霍尔德菌时 ,  在原有成分的基础上 ,  再添加 
60 μg/mL 的氨苄青霉素和 50 μg/mL的卡那霉素。 

TB-T选择性培养基上长出的单菌落, 用含罗丹
明B的脂肪酶的定性检测平板检测结果表明: 大部

分菌株都能分泌产生脂肪酶(图 1)。用不含氨苄青霉
素和卡那霉素的TB-T选择性培养基初筛洋葱伯克
霍尔德菌, 其单菌落在脂肪酶定性检测平板上的阳
性率为 36%; 而用含氨苄青霉素和卡那霉素的TB-T
选择性培养基初筛洋葱伯克霍尔德菌 , 阳性率达
65%。这一比率明显高于其他筛选方法[13]。实验结

果也发现, 不同植物根系的阳性检出率有很大的差
异。本实验中, 以芝麻根系的阳性率最高。 
 

 
 
图 1  拟-洋葱伯克霍尔德菌在脂肪酶定性检测平板上的

检测结果 
Fig. 1  Production of lipases by pseudo-Burkholderia ce-
pacia complex strains on the selective media for lipolytic 
activity 
注: 图中*标示的菌落为阴性菌落. 
Note: Only a colony marked with * hadn’t the ability to hydrolyze 
olive oil. 
 

2.2  不同菌株产脂肪酶能力的比较 
通过罗丹明 B定性检测平板检出的阳性菌落发

酵产脂肪酶实验结果如表 1。从根系土壤中筛选到
的 35株拟-洋葱伯克霍尔德菌, 除 SIB034和 IAB003
菌株的发酵液未能测定到脂肪酶外, 其他菌株均能
分泌产生脂肪酶。与对照菌株 ZYB002(本实验室从
油污土壤中筛选得到)相比, 植物根系菌株产脂肪酶
的能力明显优于对照菌株, 最高达 5 倍(SIB005 菌
株)。SIB034和 IAB003菌株发酵液未能检测到脂肪
酶 , 可能是在该培养条件下 , 脂肪酶的产量过低 , 
而碱性滴定法检测的灵敏度没有罗丹明 B定性检测
法检测的灵敏度高的缘故。 

2.3  不同菌株有机溶剂耐受性差异检验 
在已公布的洋葱伯克霍尔德菌全基因组信息中, 

均有编码AcrAB-TolC外排泵(Efflux pump)等多种与
有机溶剂耐受性相关蛋白质的基因序列 [14] , 因此 , 
理论上洋葱伯克霍尔德菌对各种有机溶剂均有一定 
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表 1  不同拟-洋葱伯克霍尔德菌菌株产脂肪酶能力的比较 
Table 1  The lipase activity of the fermentation broth from Burkholderia sp. ZYB002 and pseudo-B. cepacia complex strains

菌株 
Strains 

脂肪酶活性 
Lipase activity (U/mL) 

菌株 
Strains 

脂肪酶活性 
Lipase activity (U/mL)

菌株 
Strains 

脂肪酶活性 
Lipase activity (U/mL)

ZYB002 7.0 SIB012 10.1 ZMB003 15.4 
SIB001 7.4 SIB013 10.3 ZMB004 12.1 
SIB002 15.7 SIB014 11.8 ZMB005 11.1 
SIB003 10.4 SIB034 0 ZMB007 4.2 
SIB004 15.7 VSB001 11.0 ZMB007-2 10.4 
SIB005 35.1 VSB003 13.8 ZMB008 6.4 
SIB006 15.8 VSB006 3.1 ZMB009 12.9 
SIB007 12.6 VSB012 13.5 ZMB010 9.5 
SIB008 6.8 VSB013 13.8 ZMB011 3.8 
SIB009 16.5 VSB017 7.0 IAB001 4.4 
SIB010 7.7 ZMB001 10.4 IAB003 0 
SIB011 11.7 ZMB002 6.2 IAB004 1.8 

 

表 2  拟洋葱伯克霍尔德菌菌株有机溶剂耐受能力的比较 
Table 2  The tolerance of different pseudo-B. cepacia complex strains to various organic solvents 

菌株 
Strains 

甲醇 
Methanol (−0.82) 

正戊醇 
Pentanol (1.3) 

苯 
Benzene (2.0) 

辛醇 
Octanol (2.9) 

己烷 
Hexane (3.5) 

正庚烷 
n-Heptane (4.0) 

ZYB002 − − + − + + 
SIB001 − − + − + + 
SIB002 − − + − − + 
SIB003 − − − − + + 
SIB004 − − + − − + 
SIB005 − − + − + + 
SIB006 − − + − + + 
SIB007 − − − − + + 
SIB008 − − − − + + 
SIB009 − − − − − + 
SIB010 − − − − + + 
SIB011 − − + − + + 
SIB012 − − + − + + 
SIB013 − − + − + + 
SIB014 − − + − + + 
SIB034 − − + − − + 
VSB001 − − − − + + 
VSB003 − − + − − + 
VSB006 − − + − + + 
VSB012 − − + − + + 
VSB013 − − − − + + 
VSB017 − − + − + + 
ZMB001 − − − − + + 
ZMB002 − − − − + + 
ZMB003 − − − − + + 
ZMB004 − − + − + + 
ZMB005 − − + − + + 
ZMB007 − − − − + + 

ZMB007-2 − − − − + + 
ZMB008 − − + − + + 
ZMB009 − − + − + + 
ZMB010 − − + − + + 
ZMB011 − − − − + + 
IAB001 − − − − + − 
IAB003 − − − − + + 
IAB004 − − + − − − 

注: 括号内的数字为该有机溶剂对应的 logP值. 
Note: The number in the bracket denotes the logP value of the organic solvent. 
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图 2  拟-洋葱伯克霍尔德菌菌株 recA 基因序列聚类分析结果 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of the pseudo-Burkholderia cepacia complex with lipolytic activity using Burkholderia recA sequences 
注: 括号内数字为 GenBank登录号; 分支点数字为 bootstrap的支持率. 
Note: The number in the bracket denotes the GenBank accession number and the number at every node denotes the value of bootstrap support. 

 

程度的耐受性。不同拟-洋葱伯克霍尔德菌菌株对各
种有机溶剂的耐受性检测结果如表 2。不同菌株对
各种有机溶剂的耐受性存在显著的差异。对醇类有

机物, 所有的菌株都没有耐受性; 而大部分菌株对
苯、己烷和正庚烷都表现出一定的耐受性。实验还

发现 , 有机溶剂的极性值(logP)大小与对细胞的毒
性大小并没有直接的对应关系。 

2.4  具有广谱有机溶剂耐受性的产脂肪酶洋葱伯

克霍尔德菌菌株的分子鉴定 
对苯、己烷及正庚烷同时具有耐受性的 16株拟

-洋葱伯克霍尔德菌用 recA 基因进行鉴定, 并随机
挑选另外 3 个菌株(SIB010, VSB003 和 ZMB007-2)
作为对照。上述 18个菌株的 recA基因序列(ZMB009
的 recA 基因序列未能获得 ), 对照标准菌株 B. 
cenocepacia ATCC17765的 recA基因序列聚类分析
结果如图 2。从图 2可以看出, 被鉴定的所有菌株均
属于 Burkholderia sp. 菌株。 

3  讨论 

本文以洋葱伯克霍尔德菌为例, 介绍了利用全

基因组信息, 修改传统的选择性培养基, 从环境中

高通量定向批量筛选广谱有机溶剂耐受性的产脂肪

酶洋葱伯克霍尔德菌。随着越来越多的微生物基因

组全序列的注释, 这种技术可以应用到所有特定目

标菌群(全基因组信息已注释的菌群)的高通量筛选, 

有效减少筛菌的工作量。         

不同微生物耐受有机溶剂的机制[3,15]、不同有机

溶剂对有机溶剂耐受性相关基因的诱导作用均存在

很大的差异[16]。实验中观察到的不同洋葱伯克霍尔

德菌菌株对各种有机溶剂的耐受性差异及不同洋葱

伯克霍尔德菌菌株对各种有机溶剂的耐受性与有机

溶剂的极性值(logP)无明显的对应关系 , 可能与上

述因素有关。 
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稿件书写规范 

论文中有关正、斜体的约定 

物种的学名：菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属以上
用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 

限制性内切酶：前 3个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如：BamH I、Msp I、Sau3A I等。 
氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 3个字母表示时, 仅第一个字母大写, 其余小写, 正体。碱基缩写

为大写正体。 
基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。  
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