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　　摘要：以海泥、海水为样品，经初筛、复筛得到１株脂肪酶高产菌ＦＳ１１９，测得酶活为１７．８Ｕ／ｍＬ。通过形态学、生
理生化特征及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，鉴定菌株ＦＳ１１９为液化沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ），对液化沙雷氏菌 ＦＳ１１９进
行物理化学合成诱变，筛选出１株高产诱变菌株ＦＳ１１９－１，该菌株遗传性能稳定，酶活达到２４．９Ｕ／ｍＬ，为原始菌株的
１．４倍。该低温脂肪酶的最适反应温度为３０℃，０℃时仍然有酶活；最适 ｐＨ值为９，酸碱稳定性良好；Ｋ＋、Ｃａ２＋、
Ｍｇ２＋、Ｂａ２＋对脂肪酶的活性有明显促进作用，Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、ＥＤＴＡ对脂肪酶活性有严重抑制作用。
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　　脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ，ＥＣ３．１．１．３），又称甘油三酰酯水解酶，是
一类重要的工业酶，可以在油水界面上催化甘油三酯生成脂

肪酸和甘油，以及甘油一酯和甘油二酯；广泛存在于动物、植

物各种组织及微生物中，是最早研究的酶类之一［１］。低温

酶［２］的定义是最适酶活温度在３０℃左右，在０℃左右仍有一
定的催化活性。低温酶主要是低温微生物生产，它们长期生

活在低温环境中，例如南极、北极以及海洋底部等极端环境

中［３］。相比较中高温脂肪酶，低温脂肪酶的优势是在低温条

件下（０～３０℃）具有极高的催化活力和较低的热稳定性［４］；

在工业上的优势在于酶的活化能和反应最适温度较低，可以

节约资源、保护环境。低温脂肪酶具有高效、可低温下作用、

作用周期短等优势［５］，在应用上具有中高温脂肪酶无法取代

的优越性，因此在食品［６］、轻纺［７］、化妆品［８］、洗涤剂［９］、有机

合成［１０］、环境治理［１１］以及医药［１２］等领域有广泛的应用前景。

微生物脂肪酶种类多，作用温度及ｐＨ值范围比动、植物脂肪
酶广［１３－１４］，底物专一性高，且便于工业生产以获得较高纯度

的酶制剂，已成为工业生产脂肪酶的主要来源。

本研究通过对海泥样品中微生物的分离筛选，获得１株
产低温脂肪酶耐冷菌株；该菌株在低温下具有较高的活性，为

提高该菌株的产酶量，应用物理化学合成诱变即紫外（ＵＶ）
诱变与硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变，并且研究了其酶学性质。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　试验菌株液化沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）

ＦＳ１１９筛选自黄海大连长海县海域的海泥和海水样品，后经
诱变得到高产诱变菌株ＦＳ１１９－１，现由辽宁省海洋微生物工
程技术研究中心保藏。

１．１．２　试剂及培养基　橄榄油聚乙烯醇乳化液［１５］：取４％聚
乙烯醇和橄榄油按３∶１的比例混合均匀，于１００００ｒ／ｍｉｎ乳
化３ｍｉｎ，暂停５ｍｉｎ而后继续乳化３ｍｉｎ。
　　富集培养基［１６］：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１％，Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，ＮａＣｌ
０．０５％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１％，酵母
膏０．５％，橄榄油０．５％，ｐＨ值自然。
　　平板分离培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１％，Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，
ＮａＣｌ０．０５％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１％，
琼脂２％，ｐＨ值为８．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。橄榄油聚乙烯醇
乳化液１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，取１２ｍＬ橄榄油聚乙烯醇乳化液
加入到１００ｍＬ上述培养基中即为油脂同化培养基。
　　纯化培养基：牛肉膏０．３％，蛋白胨１．０％，ＮａＣｌ０．５％，
琼脂２．０％，ｐＨ值８．０。

种子培养基：蛋白胨１．０％，酵母膏０．５％，ＮａＣｌ０．１％，
ｐＨ值８．０。

初始发酵培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１％，Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，葡萄糖 ０．５％，橄榄油 １．０％，ｐＨ值
自然。

斜面保藏培养基：牛肉膏 ０．３％，蛋白胨 １％，ＮａＣｌ
０．５％，琼脂２．０％，ｐＨ值８．０。
１．１．３　仪器与设备　ＬＤＺＸ－４０ＢＩ立式压力蒸汽灭菌锅：上
海申安医疗器械厂；ＬＴＩ－７００恒温培养箱：上海爱郎仪器有
限公司；ＨＺＰ－２５０全温振荡培养箱：上海精宏实验设备有限
公司；ＨＤ－１３６０超净工作台：北京东联哈尔仪器制造有限公
司；ＡＬ－２０４电子天平：梅特勒 －托利多仪器有限公司；
ＲＤＹ－ＳＰ１Ｚ型核酸电泳仪：北京荣阳静电科技有限公司。
１．２　方法
１．２．１　菌株的筛选　（１）富集培养：取１ｇ泥样或１ｍＬ水样
于２０ｍＬ带有玻璃珠的无菌水中，使沉积物悬浮，取悬浮液
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１ｍＬ接种到１００ｍＬ的富集培养基三角瓶中，２０℃１５０ｒ／ｍｉｎ
培养３ｄ后转接４００μＬ浑浊的菌液到新鲜的液体富集培养
基中，连续富集３轮；（２）菌株的初筛：取０．１ｍＬ富集菌液梯
度稀释后涂布平板分离培养基进行初筛，２０℃培养３～７ｄ后
观察透明圈的大小；（３）菌株的纯化：挑取初筛培养基上菌落
周围变色圈大的菌落，稀释涂布于纯化培养基上进一步纯化，

得到纯化的单菌落；（４）菌株的复筛：将单菌落点种于分离培
养基上，２０℃培养３ｄ，测量透明圈直径大小；将透明圈直径
最大的菌株接入种子培养基中１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，再以６％
的接种量接到初始发酵培养基中，在不同温度下测定其发酵

液酶活力。

１．２．２　菌株的鉴定　（１）形态学特征：参照文献［１７－１８］，
在菌落生长的平板上观察单菌落的形状、大小、透明度、颜色、

边缘和表面特征。采用革兰氏染色、芽孢染色、荚膜染色和鞭

毛染色，用光学显微镜观察菌体形状特征。（２）生理生化特
征：参照文献［１７－１８］，对ＦＳ１１９菌株进行生理生化鉴定，包
括接触酶试验、葡萄糖氧化发酵试验、运动型试验、Ｍ．Ｒ和
Ｖ．Ｐ试验、柠檬酸盐试验、明胶液化试验、酯酶（油脂、Ｔｗｅｅｎ
８０）试验、ＫＯＨ拉丝试验、好氧性试验、氧化酶试验、吲哚试
验、硫化氢试验、淀粉试验、脲酶试验。（３）菌株１６ＳｒＤＮＡ序
列分析：利用ＵＮＩＱ－１０柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒提
取ＦＳ１１９菌基因组ＤＮＡ。以菌株 ＦＳ１１９基因组 ＤＮＡ为模板
进行ＰＣＲ扩增，而后将ＰＣＲ产物交由上海生工生物工程有限
公司测序，将测序结果提交到ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ序
列比对，利用ＭＥＧＡ软件构建系统发育树。
１．２．３　脂肪酶活力测定　采用ＮａＯＨ滴定法［１９］进行低温脂

肪酶的筛选和酶活的测定；同时，选用 ｐ－ＮＰＰ比色法进行
验证。

碱滴定法测定脂肪酶酶活：发酵液经１００００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液测酶活。取３个１００ｍＬ锥形瓶，分别加入
４ｍＬ聚乙烯醇橄榄油乳化液，５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为８的
磷酸盐缓冲液，其中１个锥形瓶作为对照样，提前加入９５％
乙醇１５ｍＬ，于３０℃水浴锅中预热５ｍｉｎ。向３个锥形瓶中
加入１ｍＬ酶液，立即混匀计时１０ｍｉｎ，向２个样品瓶中加入
１５ｍＬ９５％乙醇终止反应。向３个锥形瓶中滴加３滴酚酞作
为指示剂，用０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液滴定水解产生的游离脂
肪酸，根据酶活公式计算酶活。酶活定义：１ｍＬ酶液于
３０℃、ｐＨ值８的条件下，水解脂肪１ｍｉｎ生成１μｍｏｌ的脂肪
酸所需要的酶量定义为１个酶活力单位。

ｐ－ＮＰＰ法［２０－２１］，脂肪酶１个单位的定义是：在 ｐＨ值为
８、３０℃条件下，作用１０ｍｉｎ，１ｍｉｎ分解对硝基棕榈酸酯释放
１μｍｏｌ对－硝基酚（ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ）所需的酶量。
１．２．４　紫外线－硫酸二乙酯复合诱变　（１）紫外线（ＵＶ）诱
变：取５ｍＬ菌悬液转于内径９０ｍｍ的装有灭菌转子的培养
皿中，将平皿置于紫外灯正下方１８ｃｍ处的磁力搅拌器上，先
将整个平皿照射１ｍｉｎ后，打开皿盖，开动磁力搅拌器［２２］，每

隔５ｓ定时取出菌液，于冰浴中保存１ｈ；分别取未照射的空
白液和照射不同时段的菌液０．１ｍＬ涂布于平板上，每个梯度
涂布３个平板，用黑色胶袋包好于２０℃培养箱中培养３６ｈ，
计算致死率（诱变后未存活的总细胞数与未诱变存活的总细

胞数的百分比）和正突变率（产量高于出发菌株产量的数量

与诱变后存活的细胞数目的百分比），通过最高的正突变率

选出最佳的紫外照射时间。

（２）硫酸二乙酯诱变：吸取５ｍＬ菌悬液于大试管中，加
入体积分数２％的硫酸二乙酯（ＤＥＳ）５ｍＬ，在２０℃水浴条件
下振荡，设定不同处理时间［２３］。用０．８５％生理盐水适当稀释
后涂布于油脂同化培养基上，每个平板上有４０～５０个菌落为
宜。置于２０℃恒温培养箱中培养３６ｈ，根据生长出的菌落数
计算致死率。

（３）紫外线－硫酸二乙酯复合诱变：根据紫外线与硫酸
二乙酯单独诱变结果，确定最佳的紫外线照射时间和硫酸二

乙酯处理时间，进行复合诱变。即将紫外线在最佳时间照射

后，取诱变液２ｍＬ，立即加入硫酸二乙酯诱变剂，再继续进行
诱变［２４］。稀释后涂布于油脂同化培养基上，用黑纸包好，于

２０℃条件下恒温培养３６ｈ，根据透明圈直径与菌落直径比值
大小和发酵培养酶活的测定初步挑选产酶高的菌株。

（４）遗传稳定性测定：对紫外线与硫酸二乙酯复合诱变
筛选出的产酶最高的菌株进行连续５代传代培养，测定其酶
活，并比较前后酶活力变化，确定诱变菌种的遗传稳定性。

１．２．５　粗酶液的制备　发酵液于 ４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液作为粗酶液。向粗酶液中加入硫酸铵至
１０％饱和度，４℃放置１ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，向上清
液继续加入硫酸铵至 ８０％ 饱和度，４℃ 放置 ２４ｈ，
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液溶解并透析过
夜，直至除去ＮＨ４

＋，经硫酸铵脱盐的低温脂肪酶用于酶初步

性质研究。

１．２．６　酶学性质研究
１２．６．１　酶最适作用温度　分别测定酶液在０、５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５℃条件下的相对酶活，做 ３组平行
试验。

１．２．６．２　酶的热稳定性　将酶液分别置于０、５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５℃条件下处理１ｈ，测定脂肪酶相对
酶活，做３组平行试验。
１．２．６．３　酶最适作用ｐＨ值　在酶最适作用温度下，分别在
ｐＨ值为６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、１０、１０．５。Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲体系中测定脂肪酶相对酶活，做３组平行试验。
１．２．６．４　酶的ｐＨ值稳定性　将酶液分别置于ｐＨ值为２．０、
２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、
９．０、９．５Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲体系中处理２４ｈ，测定脂肪酶相对酶
活，做３组平行试验。
１．２．６．５　金属离子与 ＥＤＴＡ对酶活影响　在酶最适作用条
件下，向酶反应体系中各加入各种金属阳离子 Ｎａ＋、Ｋ＋、
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｚｎ２＋、Ｂａ２＋及乙二胺四乙
酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ），使各反应体系中
金属离子终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，测定脂肪酶相对酶活，做３组
平行试验。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选
对海水、海泥样品初筛和复筛，得到７株具有脂肪酶活力

的菌株，测量透明圈直径大小，结果见表１。获得１株直径比
最大的菌株ＦＳ１１９。在不同的温度（１５、２０、２５、３０、３５、４０℃）
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测定其发酵液酶活力。由表２可知，菌株ＦＳ１１９在２０℃时酶
活均达到最高，故此可以初步确定其为低温菌，最适培养温度

为２０℃。
表１　菌落透明圈直径比

序号 菌株编号
透明圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ） 直径比

菌株１ ＦＳ１０２ ３７．５ １７．５ ２．１４
菌株２ ＦＳ１１９ ３１．５ ８．５ ３．７１
菌株３ ＦＳ２０１ ２８．０ １５．０ １．８７
菌株４ ＦＳ２０２ ３０．０ １５．０ ２．００
菌株５ ＦＳ３１１ ２８．０ １６．０ １．７５
菌株６ ＦＳ３１５ １４．０ １０．０ １．４０
菌株７ ＦＳ３１６ １４．０ ７．０ ２．００

表２　菌株ＦＳ１１９在不同温度下的发酵液酶活

温度

（℃）
酶活（Ｕ／ｍＬ）

碱滴定法 ｐ－ＮＰＰ法
１５ ４．３ ０．９
２０ １７．８ ７．４
２５ １２．９ ５．２
３０ ８．７ ４．０
３５ ４．９ １．８
４０ １．８ ０．５

２．２　菌株ＦＳ１１９的鉴定
２．２．１　菌株ＦＳ１１９形态学特征　菌株 ＦＳ１１９菌落经革兰氏
染色，由图１可知，菌落呈圆形菌落、呈乳白色、不透明、圆形
稍突起，边缘整齐，表面光滑、湿润、黏稠、易挑起、质地较均

匀，菌落各部分颜色一致；经光学显微镜观察菌株ＦＳ１１９为革
兰氏染色阴性菌，菌体直杆状，单个或成对排列，两端较平直，

端圆，直径为０．５～０．８μｍ，长０．９～２．０μｍ，无芽孢，有荚膜
和鞭毛，能运动。

２．２．２　生理生化特征　参照《细菌系统鉴定手册》对菌株进

行生理生化试验，结果见表３。由表３可知，菌株 ＦＳ１１９生理
生化特征为：接触酶试验、葡萄糖的氧化发酵试验、运动型试

验、Ｍ．Ｒ和Ｖ．Ｐ试验、柠檬酸盐试验、明胶液化试验、酯酶（油
脂、Ｔｗｅｅｎ８０）试验结果均为阳性；ＫＯＨ拉丝试验、好氧性试
验、氧化酶试验、吲哚试验、硫化氢试验、淀粉试验、脲酶试验

结果均为阴性。由生理生化试验结果可初步鉴定其为液化沙

雷氏菌。

表３　菌株ＦＳ１１９生理生化特征

项目 菌株反应

ＫＯＨ拉丝 －
好氧性 －
接触酶 ＋
氧化酶 －
葡萄糖的氧化发酵 ＋
运动型 ＋
吲哚 －
Ｍ．Ｒ和Ｖ．Ｐ试验 ＋
柠檬酸盐 ＋
硫化氢 －
明胶液化 ＋
淀粉 －
酯酶（油脂、Ｔｗｅｅｎ８０） ＋
脲酶 －

　　注：“＋”阳性反应；“－”阴性反应。

２．２．３　１６ＳｒＤＮＡ序列分析和系统发育树的构建　对菌株
ＦＳ１１９进行１６ＳｒＤＮＡ序列鉴定，用细菌基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒提取基因组 ＤＮＡ，将提取到的基因组 ＤＮＡ作为模版进
行ＰＣＲ扩增。扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，结果显示ＰＣＲ
扩增产物序列长度为１４２３ｂｐ。将菌株 ＦＳ１１９的１６ＳｒＤＮＡ
序列输入ＧｅｎＢａｎｋ，与ＦＳ１１９的１６ＳｒＤＮＡ相似性高的菌株的
１６ｓｒＤＮＡ序列进行同源性比较，对比结果用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行多
序列匹配比对，通过 ＭＥＧＡ软件进行系统发育树分析，计算
出序列的系统进化距离，构建系统发育树，结果见图２。
２．３　菌株ＦＳ１１９的复合诱变
２．３．１　菌株ＦＳ１１９紫外线（ＵＶ）诱变　出发菌株ＦＳ１１９经紫
外线照射不同时间的致死曲线如图３所示，紫外线照射不同
剂量下的诱变效果如图４所示。由图３、图４可知，随着照射
时间的延长，负变率逐渐增大，不变率逐渐降低。照射时间为

３０ｓ时正变率最高，为４１％。确定紫外照射３０ｓ为最佳诱变
剂量，此时致死率达８７％。
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２．３．２　菌株 ＦＳ１１９硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变　出发菌株
ＦＳ１１９经硫酸二乙酯处理不同时间的致死曲线如图５所示，
硫酸二乙酯诱变不同剂量下的诱变效果如图６所示。由图
５、图６可知随着照射时间的延长，负变率逐渐增大，不变率逐
渐降低。反应时间为３０ｍｉｎ时正变率最高，为４３％。确定紫
外照射３０ｍｉｎ为最佳诱变剂量，此时致死率达９２％。
２．３．３　菌株ＦＳ１１９紫外线与硫酸二乙酯复合诱变　将紫外

照射时间为３０ｓ筛选得到的高产菌株作为二次出发菌株，制
成菌悬液，选择致死率为９２％的处理剂量继续进行诱变，即
用体积分数２％的ＤＥＳ处理３０ｍｉｎ，经油脂同化培养基培养，
筛选出透明圈直径与菌落直径比值大的菌株复筛，经反复筛

选，最终获得１株高产诱变菌株 ＦＳ１１９－１（图７），其透明圈
直径与菌落直径比为５．２１，其酶活达到２４．９Ｕ／ｍＬ，将其与
原始菌株对照，其直径比和酶活均约为原始菌株的１．４倍。

２．３．４　菌株ＦＳ１１９－１遗传稳定性　高产诱变菌株ＦＳ１１９－１在
斜面上分别传代１０次后分别发酵培养，测定摇瓶培养基中摇瓶
发酵测酶活。由图８可知，菌株ＦＳ１１９－１在传代至第１０代时，
仍能保持一个稳定的脂肪酶产量，说明此菌株遗传性能稳定。

２．４　酶学性质研究
２．４．１　酶最适作用温度　由图９可知，酶的最适反应温度为
３０℃，３０℃后酶活力逐渐下降，０～４０℃酶活力保持在５０％
以上，０℃有５１％的相对酶活，符合低温酶特性，在较短的时
间产生大量脂肪酶。

２．４．２　酶的热稳定性　由图１０可知，脂肪酶在较低的温度
（０～４０）℃下能保持良好的稳定性，超过４０℃后酶活力迅速
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下降。４０℃以上的温度使酶变性失活，５５℃处理１ｈ可使酶
活力完全丧失，表明该酶具有热不稳定性。

２．４．３　酶最适作用ｐＨ值　由图１１可知，酶的最适反应 ｐＨ
值为９，在ｐＨ值为７～９时，有５０％以上的活性，表明该酶属
于碱性脂肪酶。

２．４．４　酶的ｐＨ值稳定性　由图１２可知，低温脂肪酶在ｐＨ值
为４．０～９．５下能保持良好的稳定性，这符合碱性脂肪酶的特性。

２．４．５　金属离子及螯合剂对酶活的影响　由表４可知，Ｋ＋、
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｂａ２＋对脂肪酶的活性有明显促进作用；Ｃａ２＋是酶
活性发挥所必需的［２５］，沈永强等研究表明 Ｃａ２＋和脂肪酸生
成的皂钙促进了酶反应进行［２６］，也有人推测 Ｃａ２＋是脂肪酶
的组成成分［２７］；Ｎａ＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋对脂肪酶活性有微弱抑
制作用，残留酶活保持在８０％以上；Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、ＥＤＴＡ对脂
肪酶活性有严重抑制作用，残留酶活在３０％以下，可能是由
于这些离子与酶中心的巯基基团结合，进而引起酶失活。

３　结论

本试验从黄海大连长海县海域的海泥和海水样品中初筛

表４　金属离子及螯合剂对酶活力的影响

金属离子 相对酶活（％）
对照 １００．０
Ｎａ＋ ９０．７
Ｋ＋ １２５．８
Ｃａ２＋ １１５．６
Ｍｇ２＋ １２０．９
Ｆｅ２＋ ８６．３
Ｃｕ２＋ ８．１
Ｍｎ２＋ ２８．９
Ｆｅ３＋ ８７．５
Ｚｎ２＋ ９２．６
Ｂａ２＋ １０９．４
ＥＤＴＡ ０．０

到７株产低温脂肪酶菌株，对其进行酶活测定复筛，得到１株
酶活较高菌株 ＦＳ１１９，２０℃为其最佳培养温度，属于低温酶
类。并对其进行形态学、生理生化特征、１６ＳｒＤＮＡ序列分析，
鉴定菌株 ＦＳ１１９为液化沙雷氏菌，大连海域未见有关此属菌
株海洋产低温脂肪酶的报道。通过对液化沙雷氏菌ＦＳ１１９的
物理化学合成诱变，即紫外（ＵＶ）诱变与硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱
变，筛选出１株高产诱变菌株 ＦＳ１１９－１，该菌株遗传性能稳
定，酶活达到２４．９Ｕ／ｍＬ，为原始菌株的１．４倍。对高产诱变
菌株ＦＳ１１９－１的酶学性质初步研究表明，该低温脂肪酶的最
适反应温度为３０℃，０℃时仍有酶活，热稳定性比较差；最适
ｐＨ值为９，酸碱稳定性良好；Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｂａ２＋对脂肪酶
的活性有明显促进作用，Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、ＥＤＴＡ对脂肪酶活性有
严重抑制作用，该酶在碱性条件下较为稳定，初步判断为碱性

脂肪酶。
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热环境视角下的城市间最小生态安全距离研究

杨　浩１，２，孟　娜３，张　辉２

（１．北京市社会科学院，北京１００１０１；２．北京大学经济学院，北京１００８７１；３．北京师范大学政府管理学院，北京 １００８７５）

　　摘要：划定城市间“最小生态安全距离”作为研究城镇化进程中治理城市间复合污染问题的全新思路，对实施城
市可持续发展战略具有重要意义。基于热环境视角通过解析３种假设情景来揭示城市间“最小生态安全距离”的表
现形式与实质内涵，并据此构建测量方法及理论模型对北京与天津２个典型城市进行模拟检验。研究结果显示：
２００３—２０１３年北京市和天津市城市热岛区域呈现出逐年接近、连片发展的空间分布格局。１０年间，北京市和天津市
的城市热岛面积迅速扩大，由２００３年的１０９６．９８、３７０．３２ｋｍ２，增加到２０１３年的８１８８．０６、４５６７．５４ｋｍ２；京津２地城
市间的热环境“最小生态安全距离”衰减明显，由２００３年的８０．７６ｋｍ锐减到２０１３年的１．４４ｋｍ。最后提出了建设城
市通风走廊、科学规划城市绿地系统、利用科技手段减少热污染排放的对策建议。
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　　在２０１４年３月的全国环境保护工作会议中国家环保部
首次提出了“最小生态安全距离（ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｆｏｒｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｕｒｉｔｙ，ＭＤＥＳ）”的概念。这是我国城镇化进程
中治理城市间复合污染问题的全新思路，包含了生态保护、安

全底线、资源承载力和环境容量的综合性概念。但迄今为止，

学术界对于“最小生态安全距离”的实质内涵还缺乏较为明

晰的界定。城市热环境作为城市生态系统的重要组成部分，

随着城市化进程的加快，城市人口的快速增加，城市建筑密度

的大幅提升，以城市热岛效应为代表所引发的一系列热环境

负面效用逐渐成为人们关注的焦点。现阶段城市热环境问题

已经不是单纯的气候环境问题，而是影响城市化进程和城市

生态环境良性发展的重大阻碍［１－６］。因此，测量基于热环境

视角的城市间最小生态安全距离，不仅能够为设置城市发展

的“刚性界限”和“生态安全底线”提供理论依据，还能够为解

决城市集中发展所显现出来的城市群热环境冲突和叠加等新

型环境问题提供科学参考。

１　相关研究综述

划定城市增长边界是解决城市空间蔓延带来热岛效应的

有效手段。自２０世纪７０年代美国俄勒冈州划定第一条城市
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