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固定化嗜热嗜碱土芽孢杆菌 T1脂肪酶的制备及 

其催化特性研究 
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摘要：以葡聚糖填料作为载体，采用共价结合法对嗜热嗜碱土芽孢杆菌T1脂肪酶进行固定化，在获得固定化酶制备的最佳方案

的基础上进一步考察固定化酶的催化特性。在单因素实验中，2-碘酰基苯甲酸终浓度 1.23%、固定化温度 50 ℃、固定化时间 2 h的条

件下效果最好，酶活力达到 50.25 U/mg 基质。利用该固定化酶催化橄榄油和甲醇进行醇解反应生成脂肪酸甲醇酯，60 h 后得率为

14.08%。同时，对固定化脂肪酶的热稳定性以及有机溶剂耐受性进行了研究，结果发现固定化 T1 脂肪酶在 60 ℃孵育 7 h 后依然保持

70%以上的酶活性；且除甲醇、乙醇外，固定化 T1脂肪酶在经过正丁醇、正丙醇、异丙醇处理后酶活力能够增加到 120%~140%。以

上催化特性研究的结果表明，该固定化酶具有催化甲醇生成生物柴油的潜力，具有良好的热稳定性和有机溶剂耐受性，是一种具有良

好工业应用前景的脂肪酶。。 
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Abstract: Using glucan as carrier, thermoalkaliphilic T1 lipase from Geobacillus sp. strain T1 was immobilized via covalent binding. The 

optimized conditions for enzyme preparation were established and catalytic properties of the immobilized T1 lipase were determined. In a 

single-factor experiment, specific activity of immobilized T1 lipase reached 50.25 U/mg matrix by using optimal conditions including 1.23% 

2-iodoxy benzoate, immobilization temperature of 50 ℃ and time for 2 h. Immobilized T1 lipase was used to catalyze the alcoholysis of olive 

oil and methanol, yielding 14.08% fatty acid methyl esters after 60 h. Meanwhile, the thermostability and organic solvent tolerance of the 

immobilized T1 lipase were also studied. The results indicated that  the immobilized T1 lipase could maintain more than 70% of its activity after 

a 7-h incubation at 60 ℃, and the activity increased to 120% to 140% after treatment with n-butanol, n-propanol, and isopropanol, in addition to 

methanol and ethanol. These results demonstrate that immobilized T1 lipase has a potential to catalyze the reaction involving methanol to 

produce biodiesel and exhibits good thermostability and organic solvent tolerance; therefore, it has potential for industrial application. 
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广泛存在于动植物和微生物、具有广谱催化能力

的脂肪酶已成为有机合成中重要的生物催化剂，它能

在油-水界面上催化水解、醇解、酯合成、酯交换、内

酯合成、多肽合成和高分子聚合物的合成，以及手性 
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化合物的拆分等反应[1]，其反应具有较高的底物专一

性、区域选择性或对映选择性[2]。在实际应用中，考

虑到游离酶具有反应后不能回收利用、产物中混杂酶

蛋白、分离纯化操作困难、且反应过程中热稳定性差

等不足[3]，使其难以实现大规模的工业化应用，从而

将酶进行固定化，即用固体材料或液体试剂等将其束

缚或限制在一定区域内，仍能保证其特有的催化能力

的一种方法[4]。至今研究较为透彻的固定化脂肪酶有

Novozym 435、Lipozyme TL IM、Lipozyme RM IM 和

脂肪酶 PS-C、CRL
[5]。宗敏华等[6]研究了固定化脂肪
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酶 Novozym 435 催化餐饮业废油脂转酯生产生物柴

油。刘元法等[7]研究了 Lipozyme RM IM 催化棕榈酸

和山茶油酸解反应生成甘油三酯。钱俊青
[8]
研究了 214

型离子交换树脂固定化假丝酵母脂肪酶(CRL)。鉴于

目前的脂肪酶酶制剂由于种类缺少、催化效率低及价

格等方面的限制和不足，继续筛选和获得能够用于生

产的酶制剂具有重要的意义。 

来源于嗜热嗜碱土芽孢杆菌的 T1 脂肪酶是一个

典型的耐热碱性脂肪酶，Leow 等[9]对该酶进行原核表

达并对其酶学性质进行了研究。目前对于该酶的固定

化及利用该酶催化反应合成生物柴油的应用方面还未

见有相关报道。本研究基于已有工作基础上，探究该

酶的固定化方案及固定化酶的催化特性，同时对该酶

催化醇解反应生成生物柴油的潜力进行评价，为进一

步扩大其应用范围奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器  

重组嗜热嗜碱土芽孢杆菌 T1 脂肪酶大肠杆菌表

达菌株由本实验室构建并保存，3C 蛋白酶由本实验室

表达并制备。氨苄抗生素、诱导剂 IPTG 均购于

Invitrogen 公司；异丙醇、正己烷、对硝基苯酚月桂酸

酯(pNPD)等均购于 Sigma 公司；葡聚糖基质购自 GE

公司；其他试剂均为市售国产分析纯。BCA蛋白定量

试剂盒购于上海生工生物工程有限公司。主要仪器有

Waters 2695 型高压液相色谱系统配备，Waters 2414

型示差检测器，Tecan Sunrise 酶标仪，超声破碎仪等。 

1.2  方法 

1.2.1  重组嗜热嗜碱土芽孢杆菌 T1 脂肪酶的

表达纯化 

1.2.1.1  菌株培养及破碎 

取构建好的大肠杆菌重组蛋白表达菌株，以5%的

接种量接种到5 mL LB培养基（Amp
+），37 ℃震荡培

养至OD为0.8~1.2，得种子液。按10%接种量接种于500 

mL LB培养基中（Amp
+），37 ℃培养2 h后，加入诱导

剂IPTG（终浓度0.2 mM），200 r/min、20 ℃震荡培养

18 h，离心（8000 r/min，10 min，4 ℃）收菌，沉淀菌

体用PBS溶液（预冷）重悬，超声破碎15 min (4 s/4 s)，

10000 r/min 离心15 min得破碎菌液上清。SDS-PAGE

电泳检测其纯度。 

1.2.1.2  纤维素的预处理与酶的纯化 

参照Lan
[10]等报道的方法进行微晶纤维素的预处

理，以及酶的吸附与纯化试验。 

1.2.1.3  酶切与电泳检测 

向吸附蛋白的纤维素中加入适量50 mM Tris-甘氨

酸缓冲液(pH 9.0)，加入1% 3C蛋白酶，及DTT（终浓

度1 mM），混匀后室温下震荡孵育，酶切4 h后离心取

上清，即为纯化后的T1蛋白。SDS-PAGE电泳检测其纯

度。 

1.2.2  固定化T1脂肪酶的酶活测定 

以10 mmol/L的pNPD为底物，采用分光光度法测

定固定化T1脂肪酶对pNPD的水解活力，略做改动[11]。

准确称取0.01 g固定化酶（含水量为1%），加入100 µL 
50 mM Tris-甘氨酸缓冲液(pH 9.0)，于50 ℃预热5 min，

然后再加入10 µL pNPD，反应5 min立即加入100 µL的

1% SDS终止酶促反应，10000 r/min离心1 min后取上清

测定其OD405。以基质载体代替固定化酶作为空白对照，

计算出固定化酶的酶活（U/mg基质）。 

1.2.3  T1 脂肪酶固定化条件优化 

1.2.3.1  最佳2-碘酰基苯甲酸（IBX）用量的确定 

精确称取基质 0.4 g，加入 1 mL经 50 mM Tris-

甘氨酸缓冲液(pH9.0)适量稀释后的酶液，混匀后，分

别加入一定量的 10% IBX，使其终浓度在 0.01%~2%

之间。于室温下摇床中震荡进行固定化反应，2 h后取

样，10000 r/min 离心 10 min 后取上清，采用 BCA蛋

白定量试剂盒测定其蛋白浓度，计算出酶液的蛋白吸

附量。载体的蛋白吸附量计算公式如下: 

1/)21( WXX 载体的蛋白吸附量  

注：X1：吸附前酶液的蛋白含量，mg；X2：吸附后酶液

的蛋白含量，mg；W1：加入载体的量，g。 

同时，固定化反应后基质用Tris-甘氨酸缓冲液洗

两次后，离心去除上层溶液，即得到固定化酶。于室

温下自然晾干后参照 1.3.2 的方法测定固定化酶的酶

活。 

1.2.3.2  最佳固定化反应温度 

在最佳 IBX 浓度下，分别于4 ℃、20 ℃、30 ℃、

40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃下固定化反应 2 h。分别计

算不同温度条件下所得固定化酶样品的载体蛋白吸附

量和固定化酶活，比较反应温度对固定化效果的影响。 

1.2.3.3  最佳固定化时间 

在上述得出的最佳IBX浓度和温度条件下，固定化

反应不同时间段（0.5 h、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h），

然后取样测定载体蛋白吸附量和固定化酶活，得出最

佳固定化时间。 

1.2.4  固定化T1脂肪酶的催化特性研究 

1.2.4.1  固定化T1脂肪酶的热稳定性研究 

取0.1 g处理好的固定化酶，60 ℃下每隔1 h取样。

按上述1.3.2的方法进行固定化酶活的测定，以未进行
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热处理的样品酶活作为100%，以此为参照计算其余各

组样品的相对酶活。 

1.2.4.2  固定化T1脂肪酶的有机溶剂耐受性研究 

取0.1 g处理好的固定化酶，分别加入1 mL不同的

有机溶剂（甲醇、乙醇、异丙醇、正丙醇、正丁醇），

处理2 h后。按上述1.3.2的方法进行固定化酶活的测定，

以未进行处理的样品酶活作为100%，以此为参照计算

其余各组样品的相对酶活。 

1.2.4.3  醇解反应实验 

醇解反应参照程振民和黄磊研究的转酯条件，略

做改动[12]。准确称量橄榄油4.5 g，甲醇0.16 g，置于50 

mL的具塞三角瓶中，30 ℃恒温水浴磁力搅拌器中搅拌

15 min。混匀后添加0.12 g固定化脂肪酶，开始酯交换

反应，定时取样，HPLC分析反应混合物的组成。 

1.2.5  HPLC 分析方法 

采用高效液相色谱法，条件为：色谱柱，

Phenomenex Luna 5u silico (2) 100 Å (250 mm×4.6 

mm)；流动相，正己烷-异丙醇（体积比15:1）；流速，

1.0 mL/min；柱箱温度，30 ℃；检测器温度，35 ℃；

进样量，10 µL。采用HPLC检测时，用外标法定量，

根据标样保留时间定性，记录产物中各物质峰面积。 

2  结果和讨论 

2.1  T1 脂肪酶的表达纯化 

 
图 1 T1 脂肪酶表达和纯化的 SDS-PAGE图 

Fig.1 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide (15%) gel 

electrophoresis image showing expression and purification of 

T1 protease 

注：M，Marker；1，发酵液；2，浓缩后的发酵液；3，

超声破碎后的离心上清液；4，纤维素吸附蛋白；5，3C 蛋白酶

酶切后的总蛋白；6，3C蛋白酶；7，T1纯化蛋白。 

由于所构建的表达载体在目的蛋白的基因序列

的上游带有 CBD 标签，而纤维素对 CBD 标签具有较

高的亲和力，因此可以用其对表达蛋白进行特异性吸

附，从而将表达的目的蛋白从破碎上清中进行分离纯

化，然后用 3C 蛋白酶特异性地切除 CBD 标签，从而

得到纯化后的目的蛋白。T1脂肪酶纯化效果如图 1，

由图可知 T1 纯化蛋白所在第 7 泳道有一个明显的蛋

白条带，证明本实验对 T1 脂肪酶进行表达纯化后得

到较纯的 T1脂肪酶，可以用于下一步的固定化操作。 

2.2  最佳 IBX 用量 

 

图 2 IBX浓度对载体蛋白吸附量和固定化 T1脂肪酶的酶活力的

影响 

Fig.2 Effects of 2-iodoxy benzoate (IBX) concentration on 

absorption capacity of the carrier protein and immobilized T1 

lipase enzyme activity 

2-碘酰基苯甲酸（IBX），是典型的高价碘试剂，

于 1994 年被Frigerio 发现。IBX 在固定化反应中既是

一个催化剂，又具有氧化性，能对酶蛋白造成损害，

所以需要优化确定一个合适的浓度，既能发挥催化作

用同时又不伤害酶本身。从图 2 可以看出，在 IBX 添

加量为 0.31%、0.62%、0.93%、1.23%、1.54%时，随

着 IBX 浓度的增加，载体的蛋白吸附量逐渐上升，到

1.23%后至最大值，此时的 1g 基质可以吸附 1.98 mg

目的蛋白。而相对酶活曲线一开始很低，随着 IBX 浓

度增加而逐渐上升，到某一浓度达到高峰，酶活力达

到了 29.45 U/mg。再增加 IBX 浓度，酶活会明显下降。

原因是 IBX 本身作为一种氧化剂，到达一定浓度后对

酶蛋白会造成氧化损伤，导致活力降低。由实验可知

当 IBX 浓度为 1.23%时，固定化效果最好。 

2.3  最佳固定化反应温度 

从图3可以看出，随着温度的变化，固定化T1脂肪

酶的活力呈现一个抛物线变化的趋势。从4 ℃到50 ℃，

固定化酶活力急剧上升，到50 ℃达到最大值。而载体

蛋白吸附量也随着温度的变化逐渐增加，至50 ℃达到

稳态状态。由此可知，T1脂肪酶固定化的最佳反应温

度是50 ℃。 

2.4  最佳反应时间 

由图 4 可以看出，从开始反应至 2 h 时，固定化

T1 脂肪酶的酶活随时间的增加而增大，在 2~4 h后所
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测数值无明显变化，在 4 h 之后所测数值甚至出现随

时间增大而减小的趋势，这表明基质与酶液发生吸附

固定化反应的过程中，2 h 时酶活力已经达到了最大

值，此时的固定化酶酶活力为 50.25 U/mg基质，载体

蛋白吸附的酶量也达到了 2.12 mg/g 基质。继续延长

反应时间，固定化酶的酶活力会下降。从载体蛋白吸

附量的维度分析，在反应 2 h后，载体和蛋白之间吸

附作用也达到了最大值，且至 6 h的时候数值都基本

保持不变。 

 
图 3 温度对载体蛋白吸附量和固定化 T1脂肪酶的酶活力的影

响 

Fig.3 Effects of temperature on absorption capacity of the 

carrier protein and immobilized T1 lipase enzyme activity 

 
图 4 反应时间对载体蛋白吸附量和固定化 T1脂肪酶的酶活力

的影响 

Fig.4 Effects of reaction time on absorption capacity of carrier 

protein and immobilized T1 lipase enzyme activity 

通过对 T1 脂肪酶的固定化进行单因素优化实验

得到最佳固定化条件为 IBX 终浓度 1.23%、固定化温

度 50 ℃、固定化时间 2 h，且在此条件下优化获得的

固定化酶活力为 50.25 U/mg 基质，载体蛋白吸附量为

2.12 mg/g 基质。黄磊等[12]制备了一种具有纳米-微米

复合孔结构的无机多孔材料-泡沫陶瓷，用硅烷偶联剂

对其进行表面改性处理后，经 1 h 的固定化，活力

1215.39 U/g。金杰等[13]以二氧化硅纳米材料为载体，

采用吸附法对脂肪酶进行固定化，作用 10 h后酶活力

约为 3867 U/g 载体，固定化酶的最适反应温度为

45℃。温小荣等[14]以大孔硅胶为材料，用碳化二亚胺

（EDC）将氨基化硅胶与Pancreas porcine 脂肪酶进行

共价固定化，在 EDC 与蛋白摩尔比为 50:1、载体与

粗酶质量比为 10:1、固定化 pH为 6.0，固定化时间为

8 h的优化条件下获得最大固定化酶酶活为86.67 U/g。

梁欣欣等[15]研究了交联剂三羟甲基磷(THP)，是以纯

棉浴巾栽体，聚乙烯亚胺（PEI）为吸附剂来进行固定

化脂肪酶的制备，固定化温度为 40 ℃酶活力最高，

达到 15.80 U/g。相当于其它脂肪酶的固定化，本实验

制备的固定化酶载体蛋白吸附量低、固定化时间短、

比酶活高，且可于较高温度下进行固定化。 

2.5  固定化 T1 脂肪酶的热稳定性 

 
图 5 固定化 T1脂肪酶的热稳定性 

Fig.5 Thermostability of immobilized T1 lipase 

固定化 T1 脂肪酶热失活曲线如图 5 所示，由图

可知，相对于游离的 T1脂肪酶，其固定化酶在 60 ℃

孵育 7 h后，相对酶活依然保持在70%以上，而游离

酶孵育 2 h 后，酶活迅速下降，至 7 h 后，相对酶活低

于 60%。表明所制备的固定化酶在 60 ℃条件下具有

良好的热稳定性，可以在反应体系温度较高的环境下

进行催化反应。 

2.6  固定化 T1 脂肪酶的有机溶剂耐受性 

 
图 6 固定化 T1脂肪酶的有机溶剂耐受性 

Fig.6 Organic solvent tolerance of immobilized T1 lipase 

有机溶剂耐受性相对酶活的数据如图 6 所示，可
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以看出，固定化酶经过正丁醇、正丙醇、异丙醇处理

后所测的酶活均比对照组高，相对酶活高达对照组

120%~140%；而经过甲醇、乙醇处理后所测的相对酶

活远远低于对照组，仅为对照组的 50%以下。有实验

可知此固定化酶在正丁醇、正丙醇、异丙醇 3 种有机

溶剂中具有非常好的耐受性，甚至经过有机溶剂处理

后，固定化酶的酶活力会有所增加。对于一般的未固

定化的酶来说，有机溶剂会使酶变性或使酶活力下降，

但是对本文研究制造的固定化酶来说，具有非常好的

有机溶剂耐受性。 

2.7  固定化 T1 脂肪酶催化醇解反应 

生物柴油，即长链脂肪酸单酯，是指利用各类动

物和植物油脂作为原料，与低碳醇如甲醇、乙醇等醇

类物质经过酯化反应改性，使其最终变成可供使用的

可再生燃料资源[16]。随着国内外工业的飞速发展，石

油能源消耗剧增且其资源有限，而生物柴油因其原料

易得、可再生性强、环保效益显著，引起了国际社会

的强烈关注。本文对制备的固定化 T1 脂肪酶催化醇

解反应生成生物柴油的潜力进行应用评估，结果如下： 

醇解反应 24 h 后，液相色谱法检测显示有 5种物

质存在，分别是甘油三酯、脂肪酸甲酯、1, 3-甘油二

酯、1, 2-甘油二酯、单甘油酯。其中，甘油三酯的量

最多，峰面积达到 89.86%，脂肪酸甲酯峰面积为

4.96%。甲醇醇解反应 60 h 后，液相色谱检测显示有

4 种物质存在，分别是甘油三酯、脂肪酸甲酯、1, 3-

甘油二酯、1, 2-甘油二酯。其中甘油三酯的量最多，

峰面积达到 77.51%，脂肪酸甲酯峰面积为 14.08%。

对比甲醇解反应 24 h 和 60 h的液相色谱检测结果显

示，甘油三酯的峰面积由 89.86%减少为 77.51%，脂

肪酸甲酯的峰面积由 4.96%增加为14.08%。峰面积代

表的是各种物质的得率，脂肪酸甲酯的量逐渐增加，

表明甘油三酯与甲醇不断反应，在反应 60 h后得率达

到 14.08%。表明本研究制备的固定化脂肪酶可以催化

醇解反应生成生物柴油。 

3  结论 

通过对 T1 脂肪酶的固定化进行单因素优化实验

得到最佳固定化条件为 IBX 终浓度 1.23%、固定化温

度 50 ℃、固定化时间 2 h，且在此条件下优化获得固

定化酶酶活力为 50.25 U/mg 基质，载体蛋白吸附量为

2.12 mg/g基质。同时对该固定化酶催化醇解反应生成

生物柴油的潜力进行应用评估，反应 60 h 后甲醇酯得

率达到 14.08%，表明本研究制备的固定化脂肪酶可以

催化醇解反应生成生物柴油。而且该固定化酶的有机

溶剂耐受性实验表明其具有较好耐受正丁醇、正丙醇

和异丙醇的能力。热稳定性实验中，在 60 ℃孵育 7 h

后，其相对酶活依然保持在 70%以上，表明其具有较

好的温度耐受性。本实验制备的固定化 T1 脂肪酶是

一种具有良好应用前景的脂肪酶。 
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