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① 降解胆固醇的芽孢杆菌 T12-1的培养条件研究①
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摘　要　以胆固醇为惟一碳源和能源,从食肉动物雪豹肠道分离出一株胆固醇降解酶活力较高的 T 1221菌

株,初步鉴定为好气性芽孢杆菌。经实验确定, 其胆固醇降解酶产生的最适宜条件为培养温度 32℃,培养基

pH 6. 5～ 7。用 250 mL 三角瓶装 60 mL 培养基,振荡培养 10 h,培养基中酵母膏含量为 5 gõL - 1、胆固醇含量

为 1 gõL - 1、吐温 80含量 1 mLõL - 1, 其胆固醇降解酶活力可达 3. 61×10- 3 ΛUõmL - 1。
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Abstract　A n bacteria l st ra in that u t ilized cho lestero l as so le carbon and energy sou rces w as

iso la ted from a variety of Ca rn ivore in testines. T he ex tracellu lar enzym es of degrading

cho lestero l by B acillus sp. N o. T 1221 w as 3. 61×10- 3 ΛU õmL - 1 in the cu ltu ra l m edium

w h ich con ta ined (gõL - 1) the fo llow ing: N H 4NO 3 1. 0, KH 2PO 4 0. 25, M gSO 4õ7H 2O 0. 25,

FeSO 4õ7H 2O 0. 001, cho lestero l 1, yeast ex tract 5, Tw een80 1 mL , pH 6. 5～ 7. T he cu ltu re

w as grow n at 32℃ fo r 10 h1
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胆固醇是所有动物细胞膜的重要组成成分,故为人体所必需[1 ]。胆固醇主要靠自体合成,

少量需要从食物中补充。人体从食物中吸收胆固醇,反馈抑制体内的合成,以达到胆固醇代谢

的平衡。但如从食物中吸收过多,超过人体对胆固醇调节代谢平衡的能力,则可造成胆固醇在

体内的堆积,出现高脂血症,从而引发一系列疾病[2 ]。

胆固醇降解酶催化反应特异性很强,故用胆固醇氧化酶降解食品中的胆固醇,不干扰人体

代谢、不影响食品风味,无副作用[3 ]。工业所用的胆固醇氧化酶制剂,通常都是从微生物提取。

T uffit [4 ]从土壤中分离出降解胆固醇的菌株后,人们先后从节杆菌[5 ]、诺卡氏菌[6 ]、短杆菌[7 ]、

链霉菌[8 ]、假单胞杆菌[9 ]和红球菌[10 ]中分离出胆固醇氧化酶。

胆固醇氧化酶 (cho lestero l ox idase EC1. 1. 3. 6. )催化胆固醇与氧反应生成胆甾烯酮和过

氧化氢 (这是微生物降解胆固醇的第一步反应)。这种胆固醇氧化酶不仅可用来降解肉、蛋、奶
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食品中的胆固醇,检测食物或血清中的胆固醇含量,在化学合成中催化类固醇激素前体物质的

生成,用于细菌鉴定[5 ] ,还可通过转基因技术,用来培育抗棉铃虫植物[6 ]。

为了寻找可降解食品中胆固醇的微生物,本实验从北京动物园食肉动物雪豹的肠道中,分

离和筛选出一株胞外胆固醇酶活力较高的细菌T 1221,经鉴定为好气性芽孢杆菌。用发酵后离

心的上清液降解蛋黄中的胆固醇,效果显著。经动物实验鉴定, T 1221菌株在食品中应用安全

无毒。

1　材料与方法

111　菌种及培养

好气性芽孢杆菌 T 1221,分离自北京动物园食肉动物雪豹肠道。

112　培养基

发酵和种子培养基 (gõL - 1 ) : N H 4NO 3 1. 0; KH 2PO 4 0. 25; M gSO 4õ7H 2O 0. 25; FeSO 4

0. 001;胆固醇 1;醇母膏 5;吐温 1 mL , pH 7. 0 121℃, 15 m in 灭菌。

斜面接种种子培养基, 32℃摇床培养 6 h,然后按 3%体积比接入发酵培养基,培养 10 h。

113　胆固醇的测定

发酵培养基中胆固醇的测定参照王慧云方法[7 ]。根据发酵培养基中胆固醇的减少量来确

定降解胆固醇的活力。仪器为上海产 722分光光度计。

胆固醇降解酶活力的测定: 用 pH 7. 0的磷酸缓冲液 (10 mmo lõL - 1)配制成 1%的标准胆

固醇溶液,取 400 ΛL ,于 37℃水浴中预热 3 m in,加入粗胆固醇降解酶液 (即去除菌体的培养

基) 50 ΛL ,保温 5 m in 后,迅速加入 3 mL 邻苯二甲醛溶液 (1 L 冰醋酸溶解 100 m g 邻苯二甲

醛)终止反应,然后加入 2 mL 浓硫酸摇匀后静止。用分光光度计测其在 590 nm 的吸光值。

胆固醇降解酶活力单位定义: 上述反应条件下,每分钟催化 1 Λmo l胆固醇降解所需的胆

固醇降解酶量定为 1个胆固醇降解酶活力单位 (U n it)。

2　结果和讨论

211　测定培养基中胆固醇浓度的标准曲线

为了方便实验中胆固醇测定的吸光值和胆固醇含量间的换算,根据在发酵培养基中使用

的胆固醇浓度,用本实验室自己研制的溶解胆固醇的方法,把 1‰浓度的胆固醇用水稀释为

0. 01% , 0. 02% , 0. 03% ,⋯的系列浓度,绘制成的标准曲线 (如图 1)。图中可以看到,除 0. 06%

和 0. 1%的 2个胆固醇浓度的吸光度值稍有偏离模拟直线外,其他数据接近模拟直线的期望

值,胆固醇和吸光度值量效关系明显。

212　胆固醇降解酶的培养条件试验

21211　培养基初始 pH 对活性的影响　用HC l和N aOH 溶液将发酵培养基调成不同的 pH ,

灭菌后接入种子液, 32℃培养; 测定离心除菌体后的上清液的胆固醇降解酶活力 (以下均为去

除菌体的上清液)。从结果 (图 2)可以看出,培养基在 pH < 5或 pH > 9. 5时活力极低, pH 7. 5

左右时活力最高, pH < 6或 pH > 9. 5活力下降,因此培养基初始选择在 7. 5左右。

2. 212　胆固醇降解酶产生过程　在 pH 7. 0的发酵培养基中,接入种子液,不同时间取样测定
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胆固醇降解酶活力及菌体生长量 (图 3) ,结果表明,菌株在 5 h 进入对数生长期, 8 h 进入稳定

期, 9 h 活性达到最高。说明该菌对数生长期中、后期开始表现活性,进入稳定期后期活性达到

最高值。

图 1　测定胆固醇浓度的标准曲线 图 2　培养基 pH 值对产胆固醇

降解酶的影响

21213　培养温度对产胆固醇降解酶的影响　发酵培养基接种后,分别在 27, 32, 37和 42℃下

振荡培养,测定其胆固醇降解酶活力及菌生长。结果是 32℃胆固醇降解酶活力最高,菌体生长

最好,低于 32℃或超过 37℃,胆固醇降解酶活力均会下降 (图 4)。

21214　通气量对产胆固醇降解酶活力的影响　于 250 mL 三角瓶中分装入 45, 60, 75, 90 mL

发酵培养基,接入种子液,培养后测定胆固醇降解酶活力 (图 5)。在 250 mL 三角瓶中装 60 mL

培养基胆固醇降解酶活力较高, 75 mL 和 90 mL 相近,胆固醇降解酶活力大大下降。说明通气

量对 T 1221的降解胆固醇的活性影响很大。

图 3　胆固醇降解酶的产生过程 图 4　培养温度对胆固醇降解酶活力的影响

21215　菌龄对胆固醇降解酶的影响　由于该菌生长较快,因此应试验种子液菌龄对产胆固醇

降解酶活力的影响。将培养 4, 5, 6, 7, 8, 9 h 的种子液接入发酵培养基中, 32℃培养 10 h,测定

降解胆固醇的活力 (图 6) ,种子液培养菌龄 6 h 时发酵液活力最高,超过 7 h 发酵液中的胆固

醇降解酶活力略有降低。

21216　发酵培养基成分对产胆固醇降解酶活力的影响　发酵培养基在选择培养基中添加了

酵母膏和吐温来缩短发酵周期,因此对培养基中的酵母膏、吐温、胆固醇这三者的含量作最佳

配比研究,有利于提高发酵培养基的胆固醇降解酶活力,这 3 个因素所选水平分别为酵母膏
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4, 5, 6 g,胆固醇 1. 0, 1. 5, 2. 0 g,吐温 0. 5, 1. 0, 1. 5 mL。对这 3个因素选用一个三因素三水平

的正交表 (表 2)来进行分析如下。

图 5　通气量对胆固醇降解酶活力的影响 图 6　菌龄对胆固醇降解酶活力的影响

表 2　正交实验设计及结果

试　号
水 平 因 素

A (酵母膏) B (胆固醇) C (吐温) D

胆固醇降解酶活力　

×10- 3 ΛUõmL - 1

1 1 1 1 1 3. 26

2 1 2 2 2 2. 91

3 1 3 3 3 2. 35

4 2 1 2 3 3. 61

5 2 2 3 1 2. 91

6 2 3 1 2 3. 01

7 3 1 3 2 1. 09

8 3 2 1 3 1. 82

9 3 3 2 1 1. 09

K 1 8. 52 7. 96 8. 09 7. 26 T = 22. 05

K 2 9. 53 7. 64 7. 61 7. 01

K 3 4. 00 6. 45 6. 35 7. 78

R 5. 53 1. 51 1. 74 0. 77

①从表中各因子的 K 值来看,因子A 中以A 2 的 K 值最高,B 中为B 1, C 中为C1,所得结

论是为获得最高的胆固醇降解酶活力,发酵条件应选醇母膏含量为 5 gõL - 1、胆固醇 1 gõL - 1、

吐温 0. 5 mLõL - 1,即A 2B 1C1 最好。

②通过极差R 值得出R A > R C> R B ,所以醇母膏是影响产胆固醇降解酶活力的主要因子,

吐温影响小些为次要因子,胆固醇的影响最小。
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表 3　方差分析

方差来源　　 平方和 自由度 均方 F①

A 5. 78 2 2. 89 52. 55

B 0. 43 2 0. 22 3. 91

C 0. 54 2 0. 27 4. 91

误差 0. 11 2 0. 06

总平方和 6. 85 8

　①查表得 F 0. 05 (2, 2) = 19. 00, F 0. 01 (2, 2) = 99. 00

方差分析 (表 3)表明,由 FA > F 0. 05 (2, 2) 得知A 差异显著,也即酵母膏的含量对产胆固

醇降解酶活力影响大。显著因子A 选取最高的水平A 2;因子B , C 无显著性差异,这与极差分

析一致,B , C 可任选。本实验选用了B 1C1。

经过极差分析和方差分析, A 2B 1C 1 应为最佳组合,试验中无此组合,经进一步试验,证实

A 2B 1C1 并非最佳结合,A 2B 1C 1 组合的胆固醇降解酶活力< A 2B 1C2 的胆固醇降解酶活力。即选

定A 2B 1C2,此胆固醇降解酶活力可达 3. 61×10- 3 ΛUõmL - 1。

4　结论

①用邻苯二甲醛快速检验发酵培养基中胆固醇降解酶活力方法是合适的。

②菌龄、温度、培养基成分和酸碱度、通气量,对芽孢杆菌 T 1221 的胆固醇降解酶活力的

产生都有一定影响。

③选出了培养基的最佳组合是醇母膏 5 gõL - 1、胆固醇 1 gõL - 1、吐温 80 1 mo lõL - 1。
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