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米糠耐热脂肪酶的提取及粗酶特性初探

刘春伶1,2，潘碧晖2，邓媛元2，钟立煌2，张雁2，唐小俊2，周鹏飞2，张名位1,2，刘光2*

（1.广东海洋大学食品科技学院，广东湛江 524088）（2.广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所，农业

农村部功能食品重点实验室，广东省农产品加工重点实验室，广东广州 510610）

摘要：米糠脂肪酶使米糠发生酸败，常规热处理方法难以完全灭活米糠内源脂肪酶。为评价米糠中耐热脂肪酶

的存在，该研究以湿热稳定化处理的米糠为原料，考察表面活性剂类型及浓度对米糠粗酶液脂肪酶活性影响，进一

步比较两种脂肪酶特性，曲拉通 - 磷酸盐米糠脂肪酶（TRBL）和磷酸盐米糠脂肪酶（PRBL）。采用 10 mmol/L 表

面活性剂提取粗酶液脂肪酶活性显著升高，其中曲拉通组效果最优。对比 TRBL 和 PRBL 性质发现，PRBL 最适反

应温度和 pH 值分别为 30 ℃和 7.0 ；而 TRBL 最适反应温度超过 100 ℃，且具有较好耐热性，其最适反应 pH 值为 3.0

和 7.0 ；两种粗酶液脂肪酶水解不同碳链的底物无显著特异性；Ba2+
和 Zn2+ 都能激活粗酶液脂肪酶活性，但 Ba2+

对

TRBL 脂肪酶活性激活作用远高于 PRBL 组；K+
和 Fe3+

分别对 PRBL 和 TRBL 脂肪酶活性具有最大抑制作用；相比

于 PRBL，TRBL 具有更好的有机溶剂耐受性，且甲醇对 TRBL 脂肪酶活性具有激活作用。研究证明了稳定化米糠

中存在能耐受温度和有机溶剂的脂肪酶，为深入挖掘新型米糠脂肪酶提供了理论依据。

    关键词：米糠；脂肪酶；表面活性剂；酶学特性

    文章编号：1673-9078(2024)10-173-180                                                   DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2024.10.1002

Extraction of Heat-resistant Lipase from Rice Bran and Preliminary 

Investigation on the Characteristics of Crude Enzyme

LIU Chunling1,2, PAN Bihui2, DENG Yuanyuan2, ZHONG Lihuang2, ZHANG Yan2, TANG Xiaojun2, 

ZHOU Pengfei2, ZHANG Mingwei1,2, LIU Guang2*

(1.College of Food Science and Technology, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China)
(2.Sericultura & Agri-Food Research Institute, Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Key Laboratory of 
Functional Foods, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangdong Key Laboratory of Agricultural Products 

Processing, Guangzhou 510610, China)

Abstract: Rice bran lipase can make rice bran go rancid, and conventional heat treatment methods are difficult to 

completely inactivate endogenous lipase in rice bran. In order to evaluate the presence of heat-resistant lipase in rice bran, 

the present study was carried out to investigate the effects of surfactant type and concentration on the lipase activity of rice 
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米糠是稻谷加工副产物，年产量约 1 200 万 t。
米糠营养丰富，其包含蛋白质、粗纤维、脂肪 [1-4] ，

以及 γ- 谷维素 [5-8] 。目前我国米糠多用作动物饲料，

高值化加工占比低，仅为 15%，这造成了极大的副

产物资源浪费 [9] 。

米糠保藏过程中易发生酸败变质，影响了其高

值化利用 [10,11] 。米糠中不仅含有十分丰富的油脂而

且还含有高活性的内源脂肪酶，酶会在其中产生作

用，油脂迅速分解成游离脂肪酸，导致米糠的酸价

上升，氧化变质。灭活米糠内源脂肪酶是延缓米糠

变质的有效手段，目前，热处理被认为具有较好的

灭活米糠脂肪酶的效率。Yu 等 [12] 比较了 11 种处理

方式对米糠稳定化进行处理，发现热处理方式最佳，

其中湿热处理法（121 ℃，20 min）具有最高的米

糠脂肪酶灭活效率，稳定化米糠残余脂肪酶活性仅

为 10.73%。但同时也反映出，即便 121 ℃的高温也

难以完全灭活米糠脂肪酶，意味着米糠中可能存在

耐热性较好的脂肪酶。

目前，关于米糠脂肪酶的分离鉴定已有系列报

道。例如，Yu 等 [13] 从米糠中分离得到脂肪酶，其最

适温度为 40 ℃，最适 pH 值为 7.5，且该酶在低于

50 ℃，pH 值在 7.0~7.5 时具有良好的稳定性。Chen
等 [14] 从米糠中提取出来两种新型的脂肪酶，其脂肪

酶Ⅰ的最适反应温度为 35 ℃，脂肪酶Ⅱ的最适反

应温度为 50 ℃。Yasuo 等 [15] 分离的米糠脂肪酶，其

最适反应温度为 27 ℃，该酶较稳定时的 pH 值范围

为 5.0~9.5，温度为 30 ℃。Bhardwaj 等 [16] 从米糠中

分离的米糠脂肪酶，其最适反应温度达 80 ℃。目前，

分析对已有研究报道的米糠脂肪酶分析发现，其最

适反应温度不超过 80 ℃，对于高温米糠脂肪酶的

研究未见报道。脂肪酶的本质是蛋白质，理论上

121 ℃的高温处理足以使大多数脂肪酶变性失活，然

而 121 ℃高温处理后的米糠中仍残留约 10% 的脂

肪酶活性，这提示米糠中可能存在尚未被发现且耐

热性良好的脂肪酶。近期，Yu 等  [17] 研究发现，使

用纤维素酶水解米糠能够提高米糠脂肪酶活性，

证明米糠中存在结合态脂肪酶，因此，项目组推

测米糠耐热脂肪酶可能也是以结合态形式存在，

故尚未被研究报道。

基于此，本研究拟以湿热处理的稳定化米糠为

原料，通过不同溶剂从稳定化米糠原料中提取粗酶

液，并对其酶学特性进行评价，以期明确其耐热性质，

研究结果为丰富米糠内源脂肪酶学术内涵奠定基础。

1  材料与方法

1.1 实验材料与试剂

新鲜米糠，购于广东海纳农业有限公司；考马

斯亮蓝（G250）溶液，Biosharp 公司；4- 硝基苯基

月桂酸酯（pNPL），美国 Sigma 公司；其余试剂均

为分析纯，购于天津市大茂化学试剂厂。

1.2 仪器与设备

YZM-M60X70BI 脉动真空压力蒸汽灭菌器，广

州市豪尔生医疗设备有限公司；Tecan GENios 酶标

仪，瑞士 Tecan 有限公司；PB-10 精密 pH 计，梅特

勒 - 托利多仪器（上海）有限公司；PH-030A 干燥

箱，上海一恒科学仪器有限公司；BLH-3500（降温

型）全自动精米机，日本凯特公司。

bran’s crude enzyme solution using the rice bran stabilized by the wet heat treatment as the raw material, and further compare 

the characteristics of the two lipases, Triton x-100 rice bran lipase (TRBL) and phosphate rice bran lipase (PRBL). The lipase 

activity of the crude enzyme solution extracted with 10 mmol/L surfactant increased significantly, with the Triton x-100 group 

exhibiting the best effect. Comparison on the properties of TRBL and PRBLrevealed that the optimal reaction temperature 

and pH of PRBL were 30 ℃ and 7.0, respectively, whilst the optimal reaction temperature of TRBL was over 100 ℃ and it 

had good heat resistance, with the optimal reaction pH of being 3.0 and 7.0; The two crude liquid lipases had no significant 

specificity in the hydrolysis of substrates with different carbon chains; Ba2+ and Zn2+ could activate the lipase activity of 

the crude liquid enzymes, but the activation effect of Ba2+ on the activity of TRBL was much higher than that of the PRBL 

group. K+ and Fe3+ had the greatest inhibitory effect on the lipase activities of PRBL and TRBL, respectively; TRBL had 

better tolerance to organic solvents than PRBL, and methanol had an activating effect on TRBL’s lipase activity. The study 

proved that there were lipases that could tolerate temperature and organic solvents in stabilized rice bran, which provides a 

theoretical basis for in-depth exploration of novel rice bran lipases.

Key words: rice bran; lipase; surfactant; enzymatic properties
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1.3 方法

1.3.1 米糠稳定化

将新鲜的米糠于 121 ℃湿热蒸汽下处理 1 min，
得到稳定化的米糠，然后将米糠经粉碎机进行粉碎，

粉碎过后继续过 40 目筛，混匀，最后将米糠储存

于 -80 ℃备用。

1.3.2 米糠粗酶液提取

1.3.2.1 不同的表面活性剂对米糠粗酶液的提取

选择曲拉通 X-100、SDS 和 CTAB 等三种表面

活性剂对米糠脂肪酶进行提取，将三种不同类型的

表面活性剂添加到 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液中，配置

成 1、5 和 10 mmol/L 的表面活性剂磷酸盐缓冲液，

并按照下述方法对米糠粗酶液进行提取：准确称量

2.00 g 米糠，分别加入 10 mL 上述缓冲液，混匀，

将其置于磁力搅拌器中以 120 r/min 的转速搅拌提取

40 min。随后，在离心机中以 8 000 r/min 的转速离

心 10 min，收集上清液，并用 10 kDa 超滤离心管

进一步浓缩获得不同提取液，随后对提取液进行

脂肪酶活性测定，确定合适的表面活性剂类型及

浓度。

1.3.2.2 缓冲液及曲拉通对米糠粗酶液的提取

采用 0.1 mol/L pH 值 7.0 的磷酸钠缓冲液

和 0.1 mol/L pH 值 7.0 的磷酸钠缓冲液（含 10 mmol/L
曲拉通缓冲溶液）按照 1.3.2.1 所述方法提取米糠

脂肪酶粗酶液，分别获得磷酸盐曲拉通提取粗酶液

（TRBL, Triton x-100 Rice Bran Lipase）和磷酸盐提

取粗酶液（PRBL, Phosphate Rice Bran Lipase），置

于 4 ℃冰箱备用。

1.3.3 米糠粗酶液脂肪酶活性的测定

参考相关文献 [18,19] 的方法，粗酶溶液的脂肪酶

活性的测定采用 4- 硝基苯酚（pNP，P-nitrophenol）
法，并稍作改动。分别配制溶液 A ：0.10 g 4- 硝基

苯基月桂酸酯（pNPL，4-Nitrophenyl Laurate）溶于

30 mL 异丙醇；溶液 B ：0.40 g 曲拉通 X-100、0.10 g
阿拉伯树胶溶于 90 mL pH 值 7.0 磷酸盐缓冲液。取

0.40 mL A 液与 6.00 mL B 液混合均匀后加入 0.40 mL 粗

酶液于 35 ℃水浴反应 40 min，冰浴 2 min，随后，

4 ℃下 8 000 r/min 离心 5 min，最后取上清液于 410 nm
测定吸光值。取另一份米糠粗酶液于沸水浴中，灭

酶 20 min 后进行如上操作作为空白。采用 pNP 制

作标准曲线，一个脂肪酶活性单位被定义为每克样

品每小时水解 PNPL 生成 pNP 的量。脂肪酶活力由

下式求得：

R=
A410×n×V

k×t×m（1-M）×139.11
×1000                     （1）

式中：

R——脂肪酶活性，U/g ；

A410——样品吸光值；

n ——稀释倍数；

V——反应体系的总体积，mL ；

k——对硝基苯酚标准曲线斜率；

139.11——对硝基苯酚相对分子质量；

t——反应时间，h ；

m——样品质量，g ；

M——样品水分含量，%。

1.3.4 米糠粗酶液脂肪酶性质测定

1.3.4.1 最适反应温度及温度稳定性

米糠粗酶液脂肪酶最适反应温度的测定：参照

上述脂肪酶活性测定方法配制好反应体系，并置于

20~100 ℃条件下孵育 5 min，测定 410 nm 处吸光值，

测定粗酶液的酶活性。

米糠粗酶液脂肪酶温度稳定性的测定：将 200 μL粗

酶液置于一定温度下孵育 1 h，按照 1.3.3 所述方法

测定脂肪酶温度稳定性。

1.3.4.2 最适反应pH值

选择50 mmol/L柠檬酸–柠檬酸钠（pH值 3.0~5.0）
和 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液（pH 值 6.0~8.0）对米

糠粗酶液脂肪酶的最适反应 pH 值进行测定，反应

体系参照所述方法配制。

1.3.4.3 底物特异性

选择不同碳链长度的对硝基苯酚酯包括 C2（4-
硝基苯基乙酸酯）、C4（4- 硝基苯基丁酸酯）、C6（4-
硝基苯基己酸酯）、C8（4- 硝基苯基辛酸酯）、C10
（4- 硝基苯基葵酸酯）、C12（4- 硝基苯基月桂酸酯）、

C14（4- 硝基苯基肉豆蔻酸酯）、C16（4- 硝基苯基

棕榈酸酯）C18（4- 硝基苯基硬脂酸酯）评价米糠

粗酶液中脂肪酶底物特异性，参考 1.3.3 所述方法，

以不同底物替代对硝基苯酚月桂酸酯进行底物特异

性测定。

1.3.4.4 金属离子耐受性

选用 CuCl2、AlCl3、MnSO4、FeSO4、FeCl3、
NaCl、KCl、MgSO4、CaCl2、BaCl2、ZnSO4 等 11
种金属离子进行粗酶液金属离子耐受性测定，用磷

酸盐缓冲液配制 10 mmol/L 的金属离子溶液，pH
值为 7.0，将浓度为 10 mmol/L 的金属离子溶液与粗
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酶液按 1:1（V/V）混合均匀后在最适温度下孵育 1 h，
参照 1.3.3 所述方法测定粗酶液脂肪酶活性。以不

添加金属离子溶液的组别作为对照组。

1.3.4.5 有机溶剂耐受性

选用甲醇、乙醇、异丙醇、丁醇、正己烷、氯仿、

丙酮、乙醚等 8 种有机溶剂进行粗酶液有机溶剂耐

受性测定，将体积分数为 30%（V/V）的有机溶剂

与粗酶液按 1:1（V/V）混合均匀后在最适温度下孵

育 1 h，参照 1.3.3 所述方法测定粗酶液脂肪酶活性。

以不添加有机溶剂的组别作为对照组。

1.4 数据处理 

本文中的指标测定均重复三次，数据以均值 ±

标准差表示，组间差异比较采用 SPSS 24.0 统计软

件中单因素方差分析，并进行 Duncan 检验，显著

性水平为 P＜0.05，图表中不同字母表示该水平下

的差异显著性。

2  结果与分析

2.1 表面活性剂对米糠粗酶液中脂肪酶活性
影响

豆类、玉米和小麦等谷物中存在膜结合脂肪酶，

通过表面活性剂能够提取得到 [20] 。因此，本研究选

择了非离子型表面活性剂曲拉通、阴离子型表面活

性剂 SDS 和阳离子型表面活性剂 CTAB 等三种典型

表面活性剂从稳定化米糠中提取粗酶液，利用磷酸

盐缓冲溶液提取的粗酶液活性作为对照 100%，其

脂肪酶活性结果如图 1 所示。

图 1 不同类型表面活性剂提取的粗酶液脂肪酶活性比较

Fig.1 Comparison of lipase activity of crude enzyme solution

 extracted by different types of surfactants

注：图中同一浓度下字母完全不同时，表示样品之间存

在显著性差异（P＜0.05）。

由图 1 可见，当表面活性剂浓度低于 1 mmol/L

时，提取液中脂肪酶相对酶活变化表现不一，曲拉

通和 CTAB 的添加能够提高粗酶液中脂肪酶活性，

而 SDS 的添加则影响了粗酶液脂肪酶活性。继续提

高表面活性剂浓度至 10 mmol/L 后发现，三种表面

活性剂提取的粗酶液其脂肪酶活性都显著提升，其

中曲拉通组提升幅度最大，提取液中脂肪酶相对酶

活性提升了 5 倍。这一结果表明，米糠中也存在着

膜结合脂肪酶，使用 10 mmol/L 曲拉通能够提取得

到最高的脂肪酶活性。O’connor 等 [20] 评价了不同表

面活性剂对小麦膜结合脂肪酶活性影响，结果发现

使用曲拉通提取得到的粗酶液脂肪酶活性较高。因

此，选择 10 mmol/L 曲拉通提取的粗酶液进行后续

酶学特性研究。

2.2 不同米糠粗酶液脂肪酶的最适反应温度
和温度稳定性

采用曲拉通磷酸盐和磷酸盐从稳定化米糠中分

别提取得到粗酶液 TRBL 和 PRBL，对其脂肪酶最

适反应温度进行了测定，结果如图 2 所示，由图 2a
可得，不同缓冲液提取得到的粗酶液其脂肪酶最适

反应温度差异明显，其中，PRBL 的活性随着温度

的升高呈现先升高后降低的趋势，最适反应温度为

30 ℃，继续升高温度，活性迅速下降，但也未见完

全失活，100 ℃时仍残留约 30% 的相对酶活性；而

TRBL 的活性随温度升高则呈现先升高后降低再升高

的趋势，两个波峰对应的温度分别为 30 ℃和 100 ℃，

说明 TRBL 中可能存在两个以上的脂肪酶，其中一

个与 PRBL 中脂肪酶相同，最适反应温度为 30 ℃，

而另一个则表现出了较好的耐热性，最适反应温度

超过 100 ℃，且后者可能为膜结合脂肪酶，需要使

用表面活性剂才能够提取得到。对比两组粗酶液脂

肪酶活性发现，TRBL 脂肪酶活性明显高于 PRBL
组，在 100 ℃、pH 值 7.0 条件下，测得 PRBL 和

TRBL 相对酶活性分别为 28.54% 和 303.99%。进一

步对两组样品进行了热稳定性分析，由图 2b 可见，

两组粗酶液中脂肪酶随着温度升高，其热稳定性呈

现相反的趋势，其中 TRBL 的脂肪酶随温度升高，

其相对酶活性不断提高，在 100 ℃孵育 1 h 后，其

脂肪酶残余活性仍高达 71%，表现出了较好的耐热

性；而 PRBL 的脂肪酶则随温度升高，其相对酶活

性总体呈现下降趋势，耐热性远远低于 TRBL 组。

从已有文献得到，米糠来源脂肪酶的最适反应

温度通常集中在 30~50 ℃范围内
 [13,14,21] ，Bhardwaj

等  [16] 报道的米糠耐热脂肪酶的最适反应温度为
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80 ℃，而更高温度的米糠耐热脂肪酶则未见报道。

本研究结果发现，TRBL 脂肪酶最适反应温度超过

100 ℃，这可能与膜结合脂肪酶具有更稳定的结构

有关，100 ℃都难以使其变性失去活性。

图 2 不同米糠粗酶液中脂肪酶的最适反应温度（a）

及温度稳定性（b）测定

Fig.2 Determination of optimum reaction temperature (a) 

and thermal stability (b) of lipase in different rice bran crude 

enzyme solutions

2.3 不同米糠粗酶液脂肪酶的最适反应pH值

溶液 pH 对不同米糠粗酶液脂肪酶活性影响结

果如图 3所示，PRBL的脂肪酶最适反应 pH值为 7.0，
属于中性脂肪酶，在酸性条件下活性保持较好，pH
值 3.0 时，仍保留 50% 以上活性。余诚玮等从米糠

中分离了脂肪酶，其最适反应 pH 值为 7.5，并且在

pH 值 7.0 及 pH 值 7.5 时最为稳定 [1] ；Chen 等 [14] 从米

糠中提取分离得到两种脂肪酶，脂肪酶Ⅰ和脂肪酶

Ⅱ的最适反应 pH 值均为 7.0 ；Rajeshwara 等 [22] 从脱

脂米糠中分离脂肪酶，其最适反应 pH 值为 7.5，这

些结果表明，米糠脂肪酶的最适反应 pH 值一般集

中在中性或弱碱性条件，本研究 PRBL 脂肪酶最适

反应 pH 值与已有研究相符。

而 TRBL 的最适反应 pH 值与 PRBL 不同，当

pH值低于5.0时，随着pH值的增加其活性逐渐降低，

而当 pH 值大于 5.0 时，则随着 pH 值增加其活

性呈现逐渐升高的趋势，也即 pH 值 5.0 时活性

最低，而 pH 值 3.0 和 pH 值 7.0~8.0 范围内表现

出了较大的酶活性，且组间无显著差异。pH 值3.0
和 pH 值 7.0~8.0 范围内都表现出了较好的活性

可能与 TRBL 中存在多个脂肪酶，且具有不同

的最适反应 pH 值有关，这与 TRBL 最适反应温

度存在两个峰的研究结果相匹配。

图 3 pH 值对 PRBL 和 TRBL 的脂肪酶活性影响

Fig.3 Effect of pH value on lipase activity of PRBL and TRBL 

2.4 不同米糠粗酶液脂肪酶的底物特异性

不同的脂肪酶对底物具有不同的催化特异性，

而催化底物反应速率的快慢与酶和底物分子的结构

相关 [23] 。米糠粗酶液催化不同碳链长度的底物，其

水解活性如图 4 所示。

由图 4 可知，PRBL 和 TRBL 对不同链长的底

物均具有水解能力。其中 PRBL 对碳链长度为 12
的 4- 硝基苯酚月桂酸酯的水解活性最强，但与碳链

长度为 8 的底物水解活性无显著性差异（P＞0.05），
而对其余碳链长度的 4- 硝基苯酯底物的水解活性均

显著低于 4- 硝基苯酚月桂酸酯的水解活性，也即

PRBL 对中链底物的水解活性相对于短链和长链底

物会更突出一些。

而 TRBL 对碳链长度为 4、8、10、12 的底

物具备较高的水解活性，且四者之间无显著性差

异（P＞0.05），其中对 C4（4- 硝基苯酚丁酸酯）具

有最高的水解活性，而对其余碳链长度底物的水解

活性则显著低于 4- 硝基苯酚丁酸酯和 4- 硝基苯酚

月桂酸酯，也即 TRBL 对中链和短链底物比长链底

物具有更好的水解能力。两种粗酶液对不同碳链长

度的 4- 硝基苯酯具有水解活性，这可能与其都含有

较宽的底物选择性有关，从而对所有链长的底物都

具有一定的水解活性。
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图 4 PRBL 和 TRBL 脂肪酶的底物特异性

Fig.4 Substrate specificity of PRBL and TRBL lipases

注：图中字母完全不同时，表示样品之间存在显著性差

异（P＜0.05）。

2.5 金属离子对不同米糠粗酶液的脂肪酶活
性影响

图 5 金属离子对脂肪酶活性的影响

Fig.5 Effect of metal ions on lipase hydrolysis activity

注：图中同种酶字母完全不同时，表示样品之间存在显

著性差异（P＜0.05）。

金属离子可以与脂肪酶活性位点上带负电的氨

基酸残基相结合，从而激活或者抑制酶活性  [24] 。不

同金属离子对米糠粗酶液的脂肪酶活性影响结果

如图 5 所示，由图 5 可见，添加 Fe2+、Fe3+、Na+

对 PRBL 脂肪酶活性无显著影响，而 Cu2+、Al3+、

Mn2+、Mg2+、Ca2+、K+ 对 PRBL 脂肪酶活性有轻微

的抑制作用，其中 K+ 活性抑制作用最大，40% 的

脂肪酶活性被抑制 [25]，而 Ba2+、Zn2+ 则表现出了激

活脂肪酶酶活性的作用，其酶活性分别提高了 8.91%
和 22.86%。张萌等  [26] 从盐湖中分离得到嗜盐脂肪

酶，该脂肪酶粗酶性质研究表明 , 金属离子 Ba2+、

Fe2+、Cu2+ 对酶具有激活作用，酶活性也有不同程

度的提高。

对 于 TRBL， 其 脂 肪 酶 活 性 在 Na+、Mg2+、

Ca2+、Ba2+、Zn2+ 存在下能够被显著激活，其中 Ba2+

的激活效果最佳，其相对酶活性提高 1.3 倍；Cu2+、

Al3+、Fe2+ 和 Fe3+ 对 TRBL 脂肪酶具有明显抑制作用，

其中 Fe3+ 对脂肪酶活性抑制作用最大，达 69%。此

外，Mn2+、K+ 对 TRBL 的酶活性影响不显著。舒正

玉等 [27] 研究金属离子对黑曲霉 F044 脂肪酶的影响，

发现 Ca2+ 和 Mg2+ 能提高脂肪酶的活力。而 Sugihara
等 [28] 研究发现，Zn2+ 对黑曲霉脂肪酶有显著的抑制

作用，仅保留 2% 的残余酶活力。也就是说，金属

离子对脂肪酶活性的影响并无一致规律性，会伴随

着脂肪酶的来源而有所差异。

金属离子对 PRBL 和 TRBL 中脂肪酶活性影

响差异较大，如 Fe3+ 对 PRBL 无活性影响，但却

对 TRBL 脂肪酶活性具有最大的抑制作用；而 K+ 对

TRBL 脂肪酶活性基本无影响，但对 PRBL 脂肪酶

活性具有最大抑制作用。除了差异，也存在相似的

作用，如 Ba2+ 和 Zn2+ 都能够激活两者的酶活性，但

从激活效果方面看，Ba2+ 对 TRBL 脂肪酶活性激活

作用远远高于 PRBL 组。这些结果表明，两个组分

中存在着性质差异较大脂肪酶。

2.6 有机溶剂对不同米糠粗酶液的脂肪酶活
性影响

脂肪酶的催化水解必须发生在油水界面上，一

些有机溶剂能够影响这种界面水解反应，从而激活

或抑制脂肪酶活性 [29] 。不同有机溶剂对米糠粗酶液

的脂肪酶活性影响结果如图 6 所示，由图 6 可知，

相比于 TRBL，PRBL 中脂肪酶在所选的 8 种有机溶

剂中都表现出了极大的活性抑制作用，残留相对酶活

性都不超过 10%，在丙酮影响下，完全失去活性。

而对比于 PRBL，TRBL 则表现出了较好的有

机溶剂耐受性，活性不受异丙醇和丁醇影响，且在

甲醇存在下，活性能够被轻微激活，相对酶活提

高 28% ；乙醇、正己烷、氯仿、丙酮和乙醚等 5 种

有机溶剂对 TRBL 脂肪酶活性有负面影响，但影响

有限，除了丙酮和氯仿外，其他组残留活性都超过

50%。丙酮虽然是所选溶剂中对 TRBL 脂肪活性抑

制作用最大的有机溶剂，但相对于 PRBL 组，其活

性残留率仍有 20%。H-Kittikun 等 [30] 的研究发现，

纯化的脂肪酶 EQ3 活性受异丙醇影响较小，异丙醇

处理后其活性仍保留 80%，但不耐受其他有机溶剂，

如在乙醇和甲醇的影响其酶活性降低至 2%~8%，几

乎完全失去活性。来自蒙特利假单胞菌 TKU009 的

脂肪酶具有较好有机溶剂耐受性，在异丙醇、丙酮

和乙醇中保留了 50%~75% 的活性，在甲醇中则保
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留了 80% 的活性 [31] ，与本研究的脂肪酶有相似的有

机溶剂耐受性

图 6 脂肪酶在有机溶剂中的耐受性

Fig.6 Stability of lipase in organic solvents

注：图中同一组中不同字母表示样品之间存在显著性差

异（P＜0.05）。

3  结论

选用磷酸盐缓冲液和曲拉通磷酸盐缓冲液从稳

定处理的米糠中提取得到 PRBL 和 TRBL 脂肪酶粗

酶液，两种粗酶液中脂肪酶特性表现出较大差异。

相比于 PRBL 组，TRBL 具有更高的最适反应温度

和更好的耐热性；PRBL 脂肪酶对中链底物的水解

活性较短链和长链底物更优，而 TRBL 脂肪酶则对

中、短链底物更具有偏好性；5 种金属离子能够激

活 TRBL 脂肪酶，而只有 Ba2+ 和 Zn2+ 两种金属离子

能够同时对两个组分中脂肪酶活性具有激活作用；

有机溶剂对 PRBL 脂肪酶活性影响较大，而 TRBL
则表现出较好的有机溶剂耐受性。研究结果为进一

步深入挖掘新型米糠脂肪酶提供理论依据。
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