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摘 要：餐厨垃圾中含有难降解油脂，易发生酸败，进而造成环境污染。【目的】从餐厨垃圾中

筛选高效产脂肪酶菌株，优化其产酶条件，并评价其胞外产物在餐厨垃圾中的油脂降解潜力。

【方法】采用中性红培养基从食堂泔水中分离筛选产脂肪酶菌株，并结合形态学特征及 16S rRNA

基因序列进行鉴定；通过单因素试验和响应面法优化脂肪酶产酶条件；分析脂肪酶性质及胞外聚

合物(extracellular polymeric substances, EPS)的乳化性能。【结果】从泔水样品中获得 1 株产脂肪酶能

力强且具有生物表面活性的菌株 C24202，鉴定为嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia)。

响应面优化结果显示，其最佳发酵条件为：乳糖 10.0 g/L、酵母膏 7.5 g/L、乳化大豆油 40.0 g/L、

FeSO4 8.0 g/L、温度 34 ℃、初始 pH 6.5、培养 72 h，此时脂肪酶活力达(229.64±2.17) U/mL，为优

化前的 2.55 倍。该脂肪酶最适温度为 60 ℃，在 50 ℃下孵育 6 h 仍保留 50.70% 的活性。菌株产

生的 EPS 具有良好的乳化性能，其 EI24 值为 46.92%，红外光谱分析表明其可能为聚合型糖脂肽

类生物表面活性剂。【结论】该菌株兼具产耐热脂肪酶和生物表面活性剂的能力，在油脂降解及
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含油废水处理领域具有良好的应用前景。

关键词：餐厨垃圾；嗜麦芽寡养单胞菌；耐热脂肪酶；生物表面活性剂；产酶优化

Isolation and characterization of a lipase- and biosurfactant-
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Abstract: Kitchen waste contains recalcitrant lipids that are prone to rancidification and can cause 
environmental pollution. [Objective] To isolate efficient lipase-producing strains from kitchen 
waste, optimize their enzyme production conditions, and evaluate the lipid-degrading potential of 
their extracellular products in kitchen waste. [Methods] Lipase-producing strains were isolated from 
canteen swill via the neutral red medium and identified based on morphological characteristics and 
16S rRNA gene sequences. Lipase production conditions were optimized through single-factor 
experiments and response surface methodology. The properties of the lipase and the emulsification 
performance of extracellular polymeric substances (EPS) were analyzed. [Results] A strain 
designated C24202, exhibiting strong lipase- and biosurfactant-producing activity, was isolated and 
identified as Stenotrophomonas maltophilia. The fermentation conditions were optimized as 
follows: lactose 10.0 g/L, yeast extract 7.5 g/L, emulsified soybean oil 40.0 g/L, FeSO4 8.0 g/L, and 
incubation at 34 ℃ and initial pH 6.5 for 72 h. Under these conditions, the lipase activity reached 
(229.64±2.17) U/mL, representing a 2.55-fold increase compared with the pre-optimization level. 
The lipase exhibited an optimal temperature of 60 ℃ and retained 50.70% of its activity after 
incubation at 50 ℃ for 6 h, demonstrating good thermal stability. The EPS produced by strain 
C24202 showed strong emulsifying capacity, with an EI24 value of 46.92%. FTIR analysis suggested 
that the EPS may be polymeric glycolipopeptide-type biosurfactants. [Conclusion] Strain C24202 
possesses dual capabilities of producing thermostable lipase and biosurfactants, demonstrating 
promising potential for lipid degradation and the treatment of oil-containing wastewater.
Keywords: kitchen waste; Stenotrophomonas maltophilia; thermostable lipase; biosurfactant; 
optimization of enzyme production conditions

餐厨垃圾是城市有机固体废物的主要组成

部分，具有产量大、油脂和蛋白质含量高、易

腐败发酵等特点，其无害化与资源化处理已成

为当前环境领域面临的严峻挑战[1-2]。这类垃圾
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主要来源于餐饮服务单位、企事业食堂和家庭

厨房，其复杂的物理化学性质给传统处理工艺

带来了巨大压力[3]。其中，高含量的动植物油脂

不仅是导致垃圾腐败发臭和滋生致病菌的主要

原因，还会在后续的生物处理(如厌氧消化或堆

肥)过程中形成疏水屏障，严重阻碍氧气传递、

微生物接触以及营养物质的均匀分布，最终导

致处理效率低下、产物品质不佳[3-4]。

目前，餐厨垃圾的主流处理技术包括厌氧产

沼、好氧堆肥和饲料化等，这些技术的效能高度

依赖微生物对有机质，尤其是对油脂的高效降

解[5-6]。然而，油脂在垃圾中常以包裹态或大油滴

形式存在，且与水相分层明显，使微生物及其分

泌的酶难以有效接触并分解底物。因此，仅依靠

混合或搅拌等传统物理手段，或依赖普通降解菌

株，通常难以实现油脂的深度、快速去除[7]。

在油脂降解过程中，微生物分泌的胞外酶

系与代谢产物发挥着核心作用。脂肪酶(三酰甘

油酰基水解酶，EC 3.1.1.3)是催化油脂水解的关

键酶，能在油-水界面将甘油三酯分解为易吸收

的脂肪酸和甘油[8]。更为重要的是，许多高效降

解菌还能同步分泌生物表面活性剂等胞外聚合

物(extracellular polymeric substances, EPS)。这些

物质可显著降低界面张力，将大油滴乳化为微

米级甚至纳米级胶束，从而大幅增加脂肪酶的

作用比表面积，脂肪酶与生物表面活性剂的协

同作用共同构成了微生物突破“界面壁垒”、高

效降解油脂的生化基础[9]。

基于上述认识，研究前沿主要围绕 2 类功

能菌株展开：一是挖掘高产脂肪酶菌株(如芽孢

杆菌属、沙雷氏菌属等)，以强化核心催化环

节[10-12]；另一类是开发高效产表面活性剂菌株

(如假单胞菌属等)以改善底物可及性[13-14]。然

而，在成分复杂、物性多变的餐厨垃圾实际环

境中单一功能的菌株常因缺乏完整的降解链条

而表现受限。近年来，已有研究关注脂肪酶与

生物表面活性剂在油脂降解过程中的协同作用，

并尝试通过多功能微生物或协同体系提升复杂含

油体系的处理效果[15]。因此，筛选兼具“强乳化” 

(预处理)和“强酶解” (核心降解)双重功能的微生物

资源，构建自驱式、一体化的油脂降解系统，被

认为是提升餐厨垃圾生物处理效率的潜在突破口。

本研究着眼于这一关键需求，从餐厨垃圾

原生环境中定向筛选具有较强耐热性的脂肪酶

并同步产生具有乳化活性生物表面活性剂的菌

株，对其耐热脂肪酶与表面活性剂的双重功能

进行表征，并通过发酵优化显著提升其产酶效

能，以期为开发适用于餐厨垃圾高效生物降解

的微生物制剂或酶制剂提供新的核心资源与理

论依据。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　样品来源

餐厨垃圾样品采集自广西壮族自治区南宁

市西乡塘区广西民族大学思源湖校区东食堂和

西食堂的泔水桶。

1.2　培养基

乳化液制备：将橄榄油与 2% 聚乙烯醇(PVA-

124)溶液按体积比 1:3 混合后形成初乳液，置于超

声波细胞破碎仪中，以 300 W 处理 10 min 形成均

质乳白色液体。

富集培养基 (g/L)：大豆油 20.0，蛋白胨

10.0，酵母粉 5.0，氯化钠 5.0，pH 7.0。

中性红培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏

50.0，NaCl 2.5，琼脂 15.0，橄榄油乳化液 10.0，

1.6% 中性红溶液体积分数 1%，pH 7.3。

LB 种子培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

浸粉 5.0，NaCl 10.0。

基本发酵培养基(g/L)：橄榄油乳化液 5.0，

蛋白胨 10.0，K2HPO4 1.0，KH2PO4 0.5。

除特别说明外，各培养基初始 pH 采用自然

pH。

1.3　产脂肪酶菌株筛选

1.3.1　初筛

取 5.0 g 广西民族大学思源湖校区的餐厨垃圾
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样品，加入 50 mL 无菌水，于 30 ℃、180 r/min

培养 2 h。取 2 mL 上清液接种于 20 mL 以大豆油

为唯一碳源的富集培养基中，在 30 ℃、180 r/min

条件下培养 5 d 进行富集，并于培养第 3 天补加

1% 大豆油进行驯化。随后，取 2 mL 培养物转

接至新鲜培养基进行继代培养，共驯化 5 个周

期，每个周期于第 3 天补加的大豆油浓度依次

递增 1%。取最终驯化液 5 mL，用无菌水进行

10 倍梯度稀释至 10‒7。分别取各梯度稀释液

100 μL 涂布于中性红初筛平板，在 30 ℃培养

24 h。挑选因水解油脂产酸而使菌落及周围培养

基变为红色的单菌落，在固体富集培养基上划

线纯化，30 ℃培养后备用。

1.3.2　复筛

将纯化菌株接种至种子培养基，在 30 ℃、

180 r/min 培养 16 h 后，以体积分数为 3% 的接种

量接种至 50 mL/250 mL 的基本发酵培养基中，

在相同条件下培养 24 h 后于 4 ℃、12 000 r/min

离心 10 min，取上清测定酶活力，筛选其中产

酶能力强的菌株进行后续试验。

1.4　菌株生长特性的测定

将菌株接种于基本发酵培养基中，分别设置

不同温度(25−45 ℃，梯度为 5 ℃)、不同初始 pH 

(5.0−9.0，梯度为 1.0)及不同 NaCl 浓度(1%−7%，

梯度为 2%)，培养后测定并比较菌株在不同条件

下的相对生长水平，以表征其生长特性。

1.5　酶活力测定方法

对硝基苯酚酯 (p-nitrophenyl phosphate, p-

NPP)在脂肪酶作用下水解，生成的对硝基苯酚

(p-nitrophenol, p-NP)在 410 nm 处具有特征吸收

峰，其吸光度可用于定量酶活力。底物溶液制

备方法如下[16]：将 30.0 mg p-NPP 溶于 10 mL 异

丙醇中(50 ℃水浴溶解，记为 A 液)；将 207.0 mg

脱氧胆酸钠和 100 mg 阿拉伯树胶溶于 90 mL 

0.1 mol/L PBS (pH 8.0)中(热水搅拌，记为 B 液)。

按 1:9 的比例混合 A 液和 B 液，并充分混匀。

反应体系中加入 0.1 mL 粗酶液和 2.4 mL 底物溶

液，空白对照管则先将 0.1 mL 粗酶液与 0.1 mL 

4 mol/L TCA 混合孵育 5 min 灭活，再与 2.4 mL

底物混合。所有反应管在 50 ℃水浴中反应

15 min 后置于冰浴 5 min 终止反应，随后于

4 ℃、8 000 r/min 离心 5 min，取上清 200 µL 于

410 nm 处测定吸光度。

1.6　对硝基苯酚标准曲线绘制

将 0、10、20、30、40、50、60、70 μL 的

5 mmol/L 对硝基苯酚(p-NP)溶液分别加入各试

管，以 50 mmol/L PBS (pH 8.0)定容至 2.5 mL；

后续测定方法同 1.5 节。

1.7　酶活力计算

酶活力单位定义：在一定条件下，以每分钟

产生 1 μmol 对硝基苯酚(p-NP)所需的酶量为一个

脂肪酶活力单位(U)。酶活计算如公式(1)所示。

Y =
xV1 N
V2t

                   (1)

式中：Y 为酶活(U/mL)；x 为体系中 p-NP 浓度

(μmol/L)；V1为反应液体积(mL)；N 为待测液稀释

倍数；V2为粗酶液体积(μL)；t 为反应时间(min)。

1.8　产脂肪酶菌株的鉴定

参照《常见细菌系统鉴定手册》 [17]对菌株

进行形态学鉴定，随后使用 DNA 提取试剂盒

[生工生物工程(上海)股份有限公司]进行分子生

物学鉴定，使用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGA 

TCMTGGCTCAG-3′ )和 1492R (5′-GGTTACCTT 

GTTACGACTT-3′)以及 2×Taq PCR MasterMix 对

菌株的 16S rRNA 基因序列进行 PCR 扩增，

PCR 反应体系与扩增程序参考林清钰[11]。扩增

产物由生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。

将获得的 16S rRNA 基因序列在 NCBI GenBank 数

据库中进行 BLAST 比对，下载比对结果中得分

较高的参考菌株序列，并利用 MEGA 5.0 软件采

用邻接法(neighbor-joining)构建系统发育树。

1.9　产酶条件的优化

以基本发酵培养基为基础，通过单因素试

验分别考察碳源(葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、
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可 溶 性 淀 粉)、 氮 源 [(NH4)2SO4、 NH4Cl、

NH4H2PO4、NaNO3、牛肉膏、酵母膏]、诱导剂

(芝麻油、菜籽油、花生油、橄榄油、大豆油)、无

机盐(CaCl2、MnSO4、FeSO4、MgSO4、KH2PO4、

K2HPO4)、初始 pH (6.0−9.0，间隔 0.5)、培养温

度(26−36 ℃，间隔 2 ℃)、接种量(1%−5%)及发

酵时间(24−96 h)等因素对菌株产脂肪酶活力的

影响，以确定各因素的最适水平[18]。基于单因

素试验结果，采用 Plackett-Burman 设计筛选影

响脂肪酶活力的显著因素(表 1)。随后，根据 PB

试验中显著因素的回归系数方向开展最陡爬坡

试验，以确定响应面优化的中心点。以最陡爬

坡试验获得的最佳区域为中心，构建基于 Box-

Behnken 设计(RSM-BBD)的响应面试验(表 1)，

建立数学模型并预测最优发酵条件。最终结合

单因素试验、PB 设计及响应面分析结果，确定

以脂肪酶活力为响应值的最优发酵参数，并在

预测条件下进行验证实验，以评估模型的可靠

性与适用性。

1.10　温度对脂肪酶的影响

菌株发酵结束后，于 4 ℃、12 000 r/min 离

心 20 min，收集上清液并通过 0.45 μm 滤膜过滤

得到粗酶液。将粗酶液在 30−90 ℃ (间隔 10 ℃)

孵育 15 min 以评估最适温度，热稳定性测定在

相同温度范围内进行，孵育 2、4、6 h 后取样测

定残余活性。

1.11　生物表面活性剂的定性筛选

菌株产生的生物表面活性剂活性通过油置

换分析 (oil displacement assay, ODA)法测定[19]。

具体操作如下：在培养皿中加入 20 mL Milli-Q

水，滴加 200 μL 经苏丹 III 染色的植物油，使其

在水面形成均匀油膜。随后将 20 μL 细胞游离上

清液(cell-free supernatant, CFS)或对照(ddH2O)轻

轻滴加于油膜中央。若出现明显透明光晕，则

表明样品具有生物表面活性剂活性。

1.12　乳化活性定量测定

将 5 mL 大豆油与 5 mL CFS 加入带刻度的

洁净玻璃试管中，使用旋涡振荡器充分振荡

2 min。样品于室温静置 24 h 后，记录乳化层高

度[13]。乳化能力以乳化指数(emulsification index, 

EI24)表示，其计算如公式(2)所示。

EI24 =
hemulsion

htotal
×100% (2)

1.13　生物面活性剂的粗提及其FTIR分析

发酵得到的培养液于 4 ℃、8 000 r/min 离心

20 min，收集上清液。将上清液与 75% 乙醇溶

液按体积比 1:1 混合，静置过夜，随后，于

4 ℃、5 000×g 离心 15 min 收集沉淀。弃去上清

后，用蒸馏水洗涤沉淀 2 次，并在 70 ℃下干燥

3 h。采用傅里叶变换红外光谱仪(ThermoFisher 

Scientific 公司) 和衰减全反射 (attenuated total 

reflection, ATR)技术，对分离得到的生物表面活

性剂进行傅里叶变换红外光谱(Fourier transform 

infrared spectroscopy, FTIR)分析。测定范围为

4 000−600 cm−1。

1.14　数据处理

实验数据采用 Design-Expert (Trial v13.0)、

Origin 2024、IBM SPSS Statistics 27 进行统计分析

与绘图。其中组间差异显著性水平设定为 α=0.05。

表1　实验因素与水平设置

Table 1　 Experimental factors and corresponding 

level settings

Test

Plackett 
Burman

Box-
Behnken

Factor

Lactose (g/L)

Yeast extract (g/L)

Soybean oil (g/L)

FeSO4 (g/L)

Initial pH

Temperature (℃)

Time (h)

Inoculum size (%)

Yeast extract (g/L)

FeSO4 (g/L)

Initial pH

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

A

B

C

Variant

8

6

30

6

6.0

32

48

0.5

5

5

6.0

Coded levels

0

7.5

7.5

6.5

1

10

8

40

8

7.0

34

72

1.0

10

10

7.0
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2　　结果与分析结果与分析

2.1　产脂肪酶菌株的筛选与鉴定

从餐厨垃圾样品中，经大豆油富集培养、

中性红平板初筛及发酵液酶活复筛，获得一株高

产脂肪酶菌株，命名为 C24202。该菌株在初筛平

板上可产生明显的颜色反应，其接种区域周围的

中性红指示剂由橙黄色变为淡红色，初步表明该

菌株具有产酸水解油脂的能力(图 1B)。进一步测

定其发酵上清液的酶活力为(90.05±1.96) U/mL。

对菌株 C24202 进行了系统鉴定，其在 LB 平板

上的菌落呈白色至淡黄色，表面光滑凸起，边

缘整齐(图 1A)。革兰氏染色显示其为红色杆状细

菌，确定为革兰氏阴性菌(图 1C)。基于 16S rRNA

基因序列的分析表明，该序列与 NCBI 数据库中

嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia) 

W8-2 菌株的相似性最高，达 99.93%。基于该序

列构建的系统发育树也显示其与该种聚为一支

(图 1D)。据此，将菌株 C24202 鉴定为嗜麦芽寡

养单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia)，并已保

藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心(CGMCC)，

保藏号为 CGMCC 29872。

2.2　菌株 C24202 的生长特性及其胞外

脂肪酶的温度特性

菌株 C24202 在不同环境条件下的生长测定

结果见图 2。该菌株在 25−40 ℃和 pH 5.0−9.0 范

围内均能生长，其最适生长条件为 35 ℃和 pH 6.0 

(图 2A、2B)。耐盐性测定显示，菌株在 NaCl 浓

度≤3% 时生长良好，浓度>5% 时生长被强烈抑

制(图 2C)。综上所述，菌株 C24202 表现为中

温、偏酸、中度耐盐菌株。

菌株 C24202 脂肪酶粗酶液的最适反应温度

为 60 ℃ (图 2D)。在 30−60 ℃范围内，酶活力

随温度升高显著增强；超过最适温度后，酶活

A B C

D

10 μm

Stenotrophomonas sp. JD203 (4488.1)
0.02

94
70

99

98

6162
98

98

33

C24202
Stenotrophomonas maltophilia W8-2 (MG905289.1)
Pseudomonas sp. A8 (2015c) (KT316391.1)
Stenotrophomonas sp. CS18 (KR780373.1)
Bacterium L72 (KU221423.1)
Stenotrophomonas sp. L167 (AM913974.1)
Stenotrophomonas sp. bmh-3 (FJ493144.1:)
Pseudomonas sp. strain SZ037 (KU986663.1)
Bacterium strain BS1495 (MK824683.1)
Stenotrophomonas strain W8-7 (MG905294.1)
Pseudomonas hibiscicola KJ53 (MF356673.1)

图1　菌株C24202筛选及鉴定结果

Figure 1　Screening and identification of strain C24202. A: Colony morphology of strain C24202 on LB agar 

plate; B: Color reaction of strain C24202 on neutral red agar plate; C: Gram-staining result of strain C24202; D: 

Phylogenetic tree of strain C24202 based on 16S rRNA gene sequence.
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力迅速下降。该脂肪酶表现出较宽的温度适应

范围，在 30−90 ℃条件下均能维持较高活性，

即使在 90 ℃时仍可保留约 70% 的最大酶活。热

稳定性分析结果表明(图 2E)，该脂肪酶在中温

条件下具有较高稳定性。在 30 ℃和 40 ℃下孵

育 6 h 后，其相对活性仍高于 50.00%；在 50 ℃

孵育 6 h 后，酶活性仍保持在 50.70%，而在

60 ℃下相对活性降至 34.74%。相比之下，在

70 ℃以上高温条件下，酶活性随孵育时间迅速

下降，在 80 ℃和 90 ℃下孵育 2 h 后分别降至

22.44% 和 18.11%，4 h 后几乎完全失活。

2.3　菌株 C24202 产生物表面活性剂的

能力及特性分析

采用油置换分析(ODA)法对菌株 C24202 的

无菌发酵上清液(CFS)进行定性检测，结果如

图 3 所示。未滴加 CFS 时染色油相在 Milli-Q 水

表面形成均匀连续的油膜(图 3A)；而滴加 CFS

后，油膜迅速被排开并发生破裂，形成清晰且

扩展的扩散圈(图 3B)，表明该菌株的胞外代谢

产物能够显著降低油-水界面张力，呈现典型的

表面活性剂行为。相比之下，滴加等体积

ddH2O 仅因液滴重力在油膜表面产生短暂凹陷，

未引起油膜破裂或形成稳定扩散圈(图 3C、3D)，

从而证实该界面活性效应来源于菌株 C24202 的

特异性代谢产物。

进一步通过乳化指数(EI)对 CFS 的乳化能力

进行定量评价，实验组在静置后形成稳定的三

相结构，包括上层黄色清油、中层白色乳状层

及下层棕色 CFS (图 3E)，表明发生了显著乳化

作用；而对照组则呈现明显的油水两相分离，

几乎无乳化层形成(图 3F)。实验组 24 h 乳化指

数(EI24)为 46.92%，说明近一半的油水体系在静

置 24 h 后仍保持乳化状态。综上所述，菌株

C24202 的发酵产物不仅能够通过降低界面张力

引发表面铺展效应，还可形成稳定乳状液，兼

具良好的表面活性和乳化性能，符合生物表面
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图2　菌株C24202的生长特性及脂肪酶的温度特性

Figure 2　 Growth characteristics and temperature characteristics of lipase in strain C24202. A: Growth at 

different temperatures; B: Growth at different initial pH values; C: Growth at different NaCl concentrations; D: 

Optimal temperature for lipase; E: Temperature stability of lipase.
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活性剂的典型特征。

FTIR 光谱在 3 432.19 cm−1 处显示一个宽

峰，表明存在羟基(−OH) (图 3G)。1 637.75 cm−1

处 的 伸 缩 振 动 峰 对 应 于 − C=O 伸 缩 振 动 ，

2 925.00 cm−1 处则对应于羧基−C−O 伸缩振动。

此外，在 1 052.46 cm−1 处出现了 2 个伸缩振动

信号。根据 Jadhav 等[20]的研究，这证实了糖脂

结构中存在 C=O。官能团半定量分析表明

(图 3H)，样品中酰胺键(Amide I)与 C−O−C 的峰

面积均显著高于−CH2，且两者与−CH2 的比值分

别达 2.20 和 1.97，提示该生物表面活性剂可能

含有丰富的酰胺键和糖苷键。综上所述，菌株

C24202 产生的生物乳化剂主要由脂肽结构并伴

有少量糖脂组成，具有典型的双亲性特征，可

能属于聚合型糖脂肽类生物表面活性剂。

2.4　菌株 C24202 产脂肪酶条件的单因

素优化结果

2.4.1　培养基成分的优化

如图 4 所示，在碳源的单因素优化中乳糖

对脂肪酶产量的促进作用最为显著，但与可溶

性淀粉之间差异不大，表明该菌株具有较宽泛

的碳源利用谱(图 4A)，其最适浓度为 10.0 g/L 

(图 4B)。氮源方面，酵母膏作为有机氮源能够

显著提高产酶效率(图 4C)，最优浓度为 8.0 g/L 

(图 4D)。诱导剂在脂肪酶合成中发挥关键作用，
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图3　菌株C24202胞外表面活性产物功能表征和检测

Figure 3　Functional characterization and detection of extracellular surface active products of strain C24202. A: 

Initial oil film state (blank control); B: Oil film rupture and diffusion after adding sterile fermentation supernatant 

(CFS); C: Oil film state before adding ddH2O; D: Oil film state after adding ddH2O (negative control); E: 

Experimental group: soybean oil+CFS; F: Control group: soybean oil+ddH2O; G: Infrared analysis of strain CFS; 

H: Semi-quantitative analysis of functional groups of strain CFS.
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本研究以大豆油为最佳诱导剂(图 4E)，其最适

用浓度为 40.0 g/L (图 4F)。无机盐试验表明，

CaCl2、MnSO4 和 MgSO4 对脂肪酶产生具有抑

制作用，K2HPO4 和 KH2PO4 几乎无影响，而

FeSO4 能显著促进脂肪酶(图 4G)。由图 4H 可知，

无机盐的最佳添加浓度为 8.0 g/L。

2.4.2　培养条件的优化

如图 5 所示，为明确培养条件对菌株脂肪
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图4　菌株C24202产脂肪酶培养基成分的单因素优化

Figure 4　Single-factor optimization of the lipase production medium composition of strain C24202. A: Carbon 

source type; B: Carbon source concentration; C: Nitrogen source type; D: Nitrogen source concentration; E: 

Inducer type; F: Inducer concentration; G: Inorganic salt type; H: Inorganic salt concentration. Data are mean±SD 

(n=3), different letters indicate significant differences P<0.05.
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酶产量的影响，分别对接种量、发酵时间、培

养温度及初始 pH 进行了单因素优化。结果显

示，当接种量为 1% 时酶活性最高(图 5A)。发

酵时间以 72 h 为最适条件，可使酶活力达到峰

值(图 5B)。培养温度对产酶也具有显著影响，

34 ℃为最优温度(图 5C)。此外，初始 pH 为 7.0

时产酶水平最高(图 5D)。

2.5　基于 Plackett-Burman 试验的显著

因素筛选

在确定各因素的适宜浓度后，采用 Plackett-

Burman 设计对影响菌株产脂肪酶活性的关键变

量进行筛选(表 2)。结果(表 3)表明，酵母膏(X2)、

FeSO4 (X4)及初始 pH (X5)对酶活性具有显著正向

影响 (P<0.05)，而其余因素的影响均不显著

(P>0.05)。所建立的 PB 模型显著有效(F=19.88，

P<0.05)，且拟合度较高(R2=0.981 5)，说明模型

能够较好地反映各因素对响应值的影响。基于

上述结果，将酵母膏、FeSO4 和 pH 作为关键因

素用于后续响应面优化试验，其余组分浓度保

持不变。对 PB 试验数据进行多元线性回归拟合

后，得到脂肪酶活力的回归方程如下：

Y=113.11+0.140X1+11.82X2−0.371 7X3+8.69X4+

4.51X5+3.67X6−3.15X7+0.828 3X8 (3)

2.6　响应面法优化脂肪酶生产条件

以酵母膏(A)、FeSO4 (B)和初始 pH (C)为自

变量，构建 Box-Behnken 响应面试验，试验设

计及测定结果见表 4。不同试验组合下的酶活性

存在显著差异。基于试验数据，对三因素与响

应值进行二次多元回归拟合，得到脂肪酶活力
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Figure 5　Single-factor optimization of lipase production culture conditions for strain C24202. A: Inoculum size; 

B: Fermentation time; C: Fermentation temperature; D: Initial pH. Data are mean±SD (n=3), different lowercase 

letters indicate significant differences (P<0.05).
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的二次多项式模型如下：

Y=234.23−1.29A+20.92B−0.57C−14.71AB+

4.51AC+0.40BC−27.43A2−27.43B2−22.33C2 (4)

主效应分析表明(表 5)，B 及其二次项 B2 极

显著(P<0.001)，C2 也显著(P=0.003 5)，为主要影

响因素。交互作用中仅 AB 项显著(P=0.027 5)，

提示酵母膏与 FeSO4 存在协同效应。响应面与

等高线图(图 6)显示最优酶活性集中于中等酵母

膏浓度、较高 FeSO4 浓度及中性偏碱 pH 区间，

且 A−B 交互作用最强，B−C 交互作用较弱。

2.7　响应面模型的验证

根据响应面优化结果，并结合单因素优化实

验，本研究保持部分恒定发酵条件为：乳糖

10.0 g/L，大豆油 40.0 g/L，发酵时间为 72 h，

接种量为 1%，发酵温度为 34 ℃。在 Design 

Expert 软件得出酵母膏 7.26 g/L、FeSO4 浓度为

8.14 g/L，在 pH 为 6.45 的最优组合下预测脂

肪酶活的理论值最高为 236.98 U/mL。根据实

表2　Plackett-Burman实验结果

Table 2　Results of the Plackett-Burman experiment

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

X1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

1

−1

1

−1

X2

1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

1

−1

−1

X3

−1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

1

−1

X4

1

−1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

−1

X5

1

1

−1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

−1

X6

1

1

1

−1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

−1

X7

−1

1

1

1

−1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

X8

−1

−1

1

1

1

−1

1

1

−1

1

−1

−1

Enzyme activity (U/mL)

146.15±3.19

122.31±2.55

109.94±1.72

131.81±1.68

101.85±4.26

102.04±5.76

92.29±3.09

118.35±7.02

101.48±3.64

129.47±6.65

111.37±1.83

90.33±10.19

表 3　Plackett-Burman实验的方差分析结果

Table 3　Analysis of variance (ANOVA) for the Plackett-Burman model

Source

Model

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

Residual

Total

Sum of squares

3 116.20

0.235 2

1 676.55

1.66

905.85

243.72

161.19

118.69

8.23

58.78

3 174.9

Degrees of freedom

8

1

1

1

1

1

1

1

1

3

11

Mean square

389.52

0.235 2

1 676.55

1.66

905.85

243.72

161.19

118.69

8.23

19.59

F-value

19.88

0.012

85.57

0.084

46.23

12.44

8.23

6.06

0.42

P-value

0.016

0.919 7

0.002 7**

0.790 1

0.006 5**

0.038 7*

0.064 1

0.090 8

0.56

Significance

Significance

Significance

Significance

Significance

R2=0.981 5; R2
adj=0.932 1; *: P≤0.05; **: P≤0.01.
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际将调整酵母膏为 7.5 g/L、FeSO4 为 8.0 g/L，

在 pH 为 6.5 进 行 验 证 试 验 ， 测 得 酶 活 为

(229.64±2.17) U/mL，与理论值之间的相对误差

为 3.1%，证实了优化工艺的可靠性。

3　　讨论讨论

本研究从餐厨垃圾中筛选得到的菌株

C24202 被鉴定为嗜麦芽寡养单胞菌。该菌属在

自然界中分布广泛，已报道的功能多样，包括

生物降解与植物促生等，提示其在环境中扮演

着积极的生态角色[21]。本研究发现，菌株

C24202 的生长条件为 35 ℃、pH 6.0 且可耐受

3% NaCl (图 2A−2C)，与餐厨垃圾典型的酸化、

含盐及中温环境高度契合，体现了其对该特定

生态位的良好适应性。

在单因素优化实验中，碳源筛选结果

(图 4A、4B)显示乳糖可显著提升脂肪酶产量，

其效果明显优于葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和可溶性

淀粉。例如，在 Limtongozyma siamensis DMKU-

WBL1-3 菌株中，乳糖诱导的脂肪酶产量达

355.6 U/mL，而葡萄糖仅为 177.8 U/mL，蔗糖

为 251.8 U/mL，可溶性淀粉为 170.4 U/mL[22]。

这一差异主要源于碳分解代谢抑制 (carbon 

catabolite repression, CCR)机制：在脂类诱导物

表5　RSM-BBD设计的方差分析

Table 5　ANOVA of RSM-BBD

Source

Model

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

Residual

Lack of fit

Pure error

CV (%)

R2

Adjusted R2

Sum of squares

19 057.12

13.26

3 500.75

2.63

864.95

81.18

0.648

3 168.31

7 943.12

2 099.26

786.95

359.28

427.675 6

5.57

0.960 3

0.909 4

Degrees of freedom

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

Mean square

2 117.46

13.26

3 500.75

2.63

864.95

81.18

0.648

3 168.31

7 943.12

2 099.26

112.42

119.76

106.918 9

F-value

18.83

0.118

31.14

0.023 4

7.69

0.722 1

0.005 8

28.18

70.65

18.67

1.12

P-value

0.000 4**

0.741 3

0.000 8**

0.882 7

0.027 5*

0.423 6

0.941 6

0.001 1**

<0.000 1**

0.003 5**

0.440 1

Significance

Significant

Not significant

*: P≤0.05; **: P≤0.01.

表4　RSM-BBD设计结果

Table 4　The design and results of RSM-BBD

Number

1

2

3

4

5

6

7

8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

YE (g/L)

5

10

5

10

5

10

5

10
7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

FeSO4 (g/L)

5

5

10

10

7.5

7.5

7.5

7.5
5

10

5

10

7.5

7.5

7.5

7.5

7.5

pH

6.5

6.5

6.5

6.5

6.0

6.0

7.0

7.0
6.0

6.0

7.0

7.0

7.0

6.5

6.5

6.5

6.5

Enzyme activity 
(U/mL)

123.50±4.66

148.62±2.19

207.52±1.69

173.82±3.20

191.82±1.28

181.95±1.25

177.98±1.96

186.13±2.62
153.07±0.85

181.33±3.68

154.80±3.68

184.67±1.04

231.82±0.86

245.58±0.60

234.20±0.34

218.52±3.08

241.03±0.77

1796



田小东 等 || 微生物学报, 2026, 66(4)

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

存在时，葡萄糖作为优先碳源会被迅速利用，

导致 cAMP 水平下降并抑制诱导物摄取，从而

下调脂酶基因(如 lip2)的表达[23-24]；相比之下，

乳糖等非优先糖类碳源不会触发 CCR，因此支

持更高的酶产量。

在氮源筛选(图 4C、4D)中，酵母膏表现最

佳，最适浓度为 7.5 g/L。酵母膏富含氨基酸、

维生素和微量元素，不仅为菌体提供蛋白质合

成所需的营养，还可能通过特定氨基酸或肽类

上调分泌途径相关基因的表达[25]。在油脂诱导

实验(图 4E、4F)中，40.0 g/L 乳化大豆油可显著

增强脂肪酶活性，推测这与油–水界面提供的底

物接触微环境及油脂水解产物(如游离脂肪酸)作

为信号分子上调脂肪酶基因表达有关。大豆油

的脂肪酸组成可能更易被该菌株识别，从而触

发更强的诱导效应[3,26]。差异显著性分析(图 4E)

显示其他植物油诱导能力相近，说明该菌株对

多种油脂具有较强的生理适应性。无机盐添加

实验(图 4G、4H)表明，8.0 g/L FeSO4 可显著促

进脂肪酶产量，这与 Hasan-Beikdashti 等[27]的研

究结果一致。值得注意的是，本菌株的最适

FeSO4 浓度偏高，可能与 C24202 长期暴露于餐

厨垃圾高盐环境所形成的生态适应性有关[28-29]，

具体机制仍需进一步研究。

在本研究的优化流程中，Plackett-Burman 

(PB)筛选结果显示酵母膏、FeSO4 和 pH 对脂肪

酶产量具有显著正效应(P<0.05)，因此被选为后

续优化因素。然而，在响应面法(RSM)阶段，最

优响应并未出现在 PB 设定的高水平组合(酵母

膏 10.0 g/L、FeSO4 8.0 g/L、pH 7.0)，而是位于中

间区域(酵母膏 7.5 g/L、FeSO4 7.5 g/L、pH 6.5)。

这一现象反映了 PB 设计的固有限制：PB 基于

线性假设，仅能识别主效应，无法捕捉二次曲

率或因素间交互作用；而 RSM 通过二阶多项式
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图6　RSM-BBD优化的等高图和3D图

Figure 6　RSM-BBD optimized contour maps and 3D maps.
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模型能够揭示变量与响应之间更真实的非线性

关系。因此，即便某因素在 PB 中呈现正效应，

其最优水平在 RSM 中仍可能位于设计空间中

部，以避免高浓度条件下可能出现的“过量抑

制”或协同/拮抗效应。类似现象在多项研究中均

有报道，例如 Pseudomonas aeruginosa IKW1 的

糖脂肽优化中 PB 确认 Fe 的正效应，而 RSM 进

一步揭示 Fe-Ni 交互及二次效应，使最优 Fe 浓

度从 PB 的高水平降至 0.125 mg/L，产量提升

3.54 倍[30]；在 Serratia sp. EST4 的酯酶优化中，

PB 筛选出的 pH 与蛋白胨虽呈正效应，但 RSM

中显著的 pH (P<0.000 1) 和 pH- 蛋白胨交互

(P=0.008 5)使最优条件定位于 pH 8.0 和蛋白胨

1.5%[31]。这些结果共同强调了 PB 与 RSM 在工

艺优化中的互补性：PB 适用于快速筛选关键变

量，而 RSM 则通过捕捉非线性与交互作用精确

定位最优条件，从而显著提升优化效率与目标

产物产量。

已有研究表明，大多数来源于中温菌的脂

肪酶最适反应温度集中在 30−45 ℃，且在 50 ℃

以上其酶活性或稳定性明显下降[32-33]。相比之

下，本研究中菌株 C24202 产生的脂肪酶在

60 ℃时仍表现出较高的酶活性，并在 50 ℃处理

6 h 后仍保留 50.70% 的残余活性，显示出更宽

的有效作用温度范围和较强的热稳定性。该特

性赋予其在餐厨垃圾高温处理过程中潜在的应

用优势，既有利于加速油脂水解，也可降低高

温条件下杂菌污染的风险。此外，菌株 C24202

产的脂肪酶展现出显著的耐热特性，该现象可

能与其分泌的生物表面活性剂有关。已有研究

表明，生物表面活性剂能够在 Thermomyces 

lanuginosus 脂肪酶周围形成保护性微环境，从

而增强其热稳定性[34]。Ortiz 等[35]发现槐糖脂(一

种典型的生物表面活性剂)能有效保护牛血清白

蛋白免受热变性或展开的影响，使其在 70 ℃条

件下仍能保持螺旋结构。

生物表面活性剂的乳化能力测定及红外光

谱生化表征结果表明，C24202 的胞外聚合物

(EPS)中含有界面活性的成分。已有研究指出，

EPS 中的生物表面活性剂可通过乳化脂质液滴

促进油脂生物降解[36]。在此基础上，对于同时

产生脂肪酶与生物表面活性剂的菌株，其双重

功能可能受群体感应机制的调控。例如在

Burkholderia arboris JYK2 中，当培养基仅含甘

油时不表达脂肪酶，而在含脂肪酸的培养基中

脂肪酶分泌被显著诱导[37]，与本研究中油脂诱

导机制高度一致。进一步的 FTIR 分析结果提

示，该界面活性物质可能为糖基化脂肽类化合

物，此类分子由于同时具备肽链的构象稳定性

与糖基的强亲水性，常表现出对高温、高盐等

极端环境条件的良好耐受性[38-39]。

已有研究表明，脂肪酶与生物表面活性剂

在油脂代谢过程中存在协同增强效应，主要体

现在 2 个方面：(1) 在底物层面，生物表面活性

剂能够降低油-水界面张力，将大油滴分散为稳

定的小乳滴，使更多油脂分子暴露于界面，从

而提高脂肪酶对底物的可及性并加速水解过

程[40-41]；(2) 在酶构象层面，生物表面活性剂可

诱导或稳定脂肪酶的开放构象，促进界面激活，

使油脂底物更高效地进入酶活性口袋，从而进

一步提升水解效率[42-43]。这种双重协同机制不

仅揭示了脂肪酶与生物表面活性剂在油脂降解

中的互补作用，也凸显了其在微生物驱动的油

脂代谢与环境生物修复中的重要应用价值。本

研究仅明确了菌株 C24202 具备脂肪酶分泌与生

物表面活性剂活性，尚未直接验证其协同效应。

未来研究将结合酶学实验、分子机制解析及实

际废水体系验证，系统探索脂肪酶与生物表面

活性剂在油脂降解过程中的潜在协同机制，以

进一步揭示其作用规律，同时该研究将为高效

微生物除油技术的开发提供理论支撑。

尽管嗜麦芽寡养单胞菌属中包含临床条件

致病菌株，主要在免疫功能低下患者中引发机

会性感染[44]。然而，已有研究表明，其环境分

离株在致病性及毒力因子组成方面通常表现出

显著差异[45-46]，并在现有生物安全分级体系中
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多被归入较低风险等级，提示其在合理管理条

件下用于环境功能研究和工程化应用具有可行

性。然而，针对其在规模化环境应用(如餐厨垃

圾生物处理)中的潜在使用，仍有必要系统评估

可能存在的生物安全隐患，包括对敏感人群的

偶然暴露风险以及对本地微生物群落结构的潜

在生态影响。未来研究可通过环境来源低毒力

菌株的筛选、比较基因组学层面的风险基因识

别、应用前风险评估与过程监测，以及结合基

因编辑与合成生物学手段对潜在毒力相关基因

进行精准调控并引入生物安全模块，在保障安

全性的同时强化油脂降解等功能性状，从而推

动该菌由“条件致病菌”向“安全高效细胞工厂”

的可控转化[47]。

4　　结论结论

本研究从广西餐厨垃圾中分离得到一株具

有双重功能的嗜麦芽寡养单胞菌 C24202，其核

心特征在于可同步分泌耐热脂肪酶与生物表面

活性剂，构成了比单一组分(脂肪酶或生物表面

活性剂)更高效的胞外油脂降解系统。通过系统

的发酵优化，将脂肪酶产量提升至 229.64 U/mL，

较原始水平提高了 2.55 倍。该脂肪酶展现出了

优异的工业酶属性，其最适作用温度为 60 ℃，

且在 50 ℃下处理 6 h 后仍能保留 50.70% 的酶活

力，显示出很好的热稳定性。同时，研究证实

该菌株所产的胞外聚合物具有显著的表面活性

与乳化能力。综上所述，菌株 C24202 将耐热脂

肪酶的催化功能与生物表面活性剂的乳化功能

集于一体，这一“酶-乳化剂”协同系统使其在非

均相油脂降解中具备独特优势。本研究不仅为

餐厨垃圾等油脂废物的生物处理提供了一株极

具潜力的微生物资源菌，其耐热脂肪酶的高效

制备也为后续的酶学性质深入研究、分子机制

解析及工业应用开发奠定了坚实基础。
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