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摘要:【目的】克隆解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)脂肪酶 LIP4 和 LIP5 的 cDNA 序列，研究其基因结构，并
实现其在毕赤酵母中的功能表达，以探讨其酶学性质。【方法】利用反转录 PCR 首次扩增 LIP4 和 LIP5 的编
码基因，用 SignalP 3. 0 分析其基因序列，然后分别构建胞内表达载体 pPIC3. 5K-Lip4、pPIC3. 5K-Lip5 和胞外
表达载体 pPIC9K-Lip4、pPIC9K-Lip5，将其转入毕赤酵母 GS115 中表达，以 NTA 树脂纯化酶蛋白，研究其酶
学性质。【结果】cDNA 序列测序结果显示两者均不含内含子，酶蛋白的氨基酸序列中含有典型脂肪酶的活
性三联体结构和五肽保守区;酶学性质研究表明，两者的最适底物均为癸酸(C8)对硝基苯酚酯，最适 pH 为
7. 0，最适温度为 40℃，但 LIP4 对 pH 和温度更敏感;两者均能被 Ca2 +

激活，且 LIP5 还能为 Mg2 +
激活，但均

被 Hg2 +、乙二胺四乙酸(EDTA)和苯甲基磺酰氟(PMSF)强烈抑制。【结论】首次克隆了解脂耶氏酵母脂肪
酶 LIP4 和 LIP5 编码基因，实现了其在毕赤酵母中的活性表达，并初步研究了其酶学性质，为上述脂肪酶的
应用及进一步深入研究解脂耶氏酵母脂肪酶家族奠定了基础。
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解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)是非常规酵
母中具有代表性的一种

［1］，自 20 世纪 60 年代开始
应用于工业生产以来，已逐步扩展到广泛工业领域，

且具有较大的医药应用潜力
［2］。虽然上世纪 90 年

代解脂耶氏酵母被开发为一个新的酵母表达系统并

成功表达了不同来源的蛋白
［3］，且它的应用也越来

越广泛，但其基础研究仍然较为薄弱。我国对此酵
母的报道则更少，仅限于生物柴油合成

［4］、废水处

理
［5］
等应用方面。

解脂耶氏酵母脂肪酶基因家族的特异性是其众

多独特性质之一。据报道，解脂耶氏酵母脂肪酶基因

家族迄今为止有 8 个成员，目前仅对脂肪酶 LIP2［6］、

LIP7 和 LIP8 ［7］有较多报道，并对它们各自不同的性
质做了一些探索性研究。利用 LIP2 作为模式蛋白研
究了解脂耶氏酵母糖基化类型及程度

［8］、信号肽切除

机制
［6］，以及其在手性拆分

［9 － 10］、生物转化［4］、废物

处理
［5］
等方面的应用;而其它脂肪酶则鲜有报道。

LIP2 在对 2-溴代苯乙酸酯类(可用于前列腺素、青霉
素及噻唑等合成)物质的手性拆分能力较强，拆分 2-

溴代领甲基苯乙酸酯(用于合成止痛药及非太累血管

紧张素 II 受体拮抗剂的前体)的 E 值 = 250，是现有
唯一能拆分此手型物质的 Burkholderia cepacia 脂肪
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酶的 58 倍(E = 4. 3)［10］。本实验室 LIP2 在 10L 发酵
罐的蛋白产量已达到 7g，且比活力高达 6000 U /mg。
这使得 LIP2 极具商业化前景。对根据各自 DNA 序
列推测的氨基酸序列进行比对发现，解脂耶氏酵母脂

肪酶家族成员之间的同源性较低。因此，有必要对其
脂肪酶家族的其他成员进行研究，以系统了解解脂耶

氏酵母脂肪酶家族的特异性，为其应用奠定理论基

础。目前，本实验室正系统研究该脂肪酶家族 8 个脂
肪酶的结构和功能，前期已就脂肪酶 LIP1 做了有关
报道
［11］，本文在此基础上对脂肪酶 LIP4 和 LIP5 进行
了研究。
由于解脂耶氏酵母脂肪酶家族成员较多，因

此从野生菌株中得到单一脂肪酶较为困难，且分

离过程费时费力。同属半子囊菌纲的非常规酵
母———毕赤酵母( Pichia pastoris)表达系统已成功
表达了诸多真核来源的外源基因，且解脂耶氏酵

母脂肪酶 LIP2［12］、LIP7 和 LIP8［13］均已在其中成
功实现功能表达。因此，利用该表达系统表达解
脂耶氏酵母单一脂肪酶是一个很好的选择。本研
究运用反转录 PCR 首次克隆了解脂耶氏酵母脂肪
酶 LIP4 和 LIP5 的 cDNA 序列，在毕赤酵母中进行
活性表达，并以 NTA 树脂纯化酶蛋白，研究其酶学
性质，以期为深入了解解脂耶氏酵母脂肪酶家族

特性奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
解脂耶氏酵母 CGMCC 2. 1405 菌株由中国科学

院微生物研究所赠送; E． coli DH5α、毕赤酵母
GS115 菌株、pPIC3. 5K 和 pPIC9K 质粒均为本实验
室保存。限制性内切酶、pMD18-T simple 试剂盒和
DNA 酶联试剂盒购自 TaKaRa 公司; TRIzol 购自
Invitrogen 公司; cDNA 合 成 试 剂 盒 ( First Strand
cDNA Synthesis Kit) 购自 Fermentas 公司; Ni-NTA
agarose 购自 QIA GEN 公司;凝胶回收试剂盒购自
Omega 公司;酵母基础氮源(含硫酸铵 /无氨基酸
Yeast Nitrogen Base)购自 BD 公司。D-生物素、D-山
梨醇(D-Sorbitol) 购自 Sigma 公司。其它化学试剂
均购自国药集团化学试剂有限公司。LB 培养基及
毕赤酵母发酵培养基 BMGY、BMMY 的配制参照
Invitrogen 公司操作手册。

1. 2 基因组 DNA 的抽提和 cDNA 合成
解脂耶氏酵母基因组 DNA 的抽提参照文献

［14］，RNA 的提取参照 TRIzol 试剂说明书，cDNA
合成参照 First Strand cDNA Synthesis Kit 说明书。
1. 3 脂肪酶全长基因 Lip4 和 Lip5 的克隆及信号
肽的预测

根据基因 AJ549517 和 AJ549518 分别设计 2 对
引物:lip4 － 5': GCGAATTCATGGCAGGGTTCAACTT
CACTTTCGG， lip4 － 3': TAAGCGGCCGCTTAATG
GTGATGATGGTGGTGGTTTGATTTACTGATCCG
GGTGG 和 lip5 － 5': GCGAATTCATGAAGTTCTCGG
CTACCCTTCTGTTCTG， lip5 － 3': AAGCGGCCGC
TTAATGATGGTGATGGTGGTGACAGTCTCCACC
AATGTATATGAAGTAG(下划线部分为限制性酶切
位点识别序列，斜体部分为起始密码子或终止密码

子，黑体部分为 His6 编码序列)。分别以解脂耶氏
酵母基因组 DNA 和 cDNA 为模板，95℃ 5 min;95℃
1 min，60℃ 1 min，72℃ 1 min 20 s，30 个循环;72℃
10 min，PCR 扩增 Lip4 和 Lip5 全长序列。PCR 产物
经纯化后，与 pMD18-T simple 连接得到克隆载体 T-
Lip4、T-Lip5，转化 E． coli DH5α。双酶切验证，阳性
转化子提交天一辉远公司测序。
获得的全长基因序列以 SignalP 3. 0 在线软件

(http: / /www． cbs． dtu． dk / Services / SignaLP /) 进行
信号肽预测

［15］。
1. 4 表达质粒的构建和重组转化子的诱导表达
用限制性内切酶 EcoRI 和 NotI 分别酶切经测

序验证的克隆载体 T-Lip4 和 T-Lip5，酶切产物中的
目的片段经胶回收试剂盒纯化后，与同样经 EcoRI
和 NotI 双酶切的 pPIC3. 5K 质粒连接，转化 DH5α，
得到 毕 赤 酵 母 胞 内 表 达 质 粒 pPIC3. 5K-Lip4、
pPIC3. 5K-Lip5;采用同样方法构建毕赤酵母分泌表
达质粒 pPIC9K-Lip4、pPIC9K-Lip5。
质粒 pPIC3. 5K-Lip4 和 pPIC9K-Lip4 用 SacI 线

性化，质粒 pPIC3. 5K-Lip5 和 pPIC9K-Lip5 以 PstI 线
性化，乙醇回收后，用电转化方法分别将 4 种线性化
质粒导入 P． pastoris GS115 中，电击参数为: C =
25 μF，PC = 200 ohm，V = 1. 5 kV。毕赤酵母重组转
化子的筛选鉴定及诱导表达参照 Invitrogen 公司
Multi-copy Pichia Expression Kit 操作手册。
1. 5 脂肪酶蛋白的分离纯化
脂肪酶蛋白经 Ni-NTA 层析柱纯化的方法参照
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QIAexpressionTM
操作手册。

1. 6 蛋白质电泳
SDS-PAGE 电泳参照文献［16］。低分子量标准

蛋白购于 Fermentas 公司。将诱导表达液离心，收集
上清，流经 Ni-NTA 层析柱，先用 NTA-0 洗脱液
(20 mmol /L Tris-HCl、0. 5 mol /L NaCl、pH 7. 0)洗去
未特异结合于柱上的杂蛋白，随后以 NTA-30 洗脱
液(20 mmol /L Tris-HCl、0. 5 mol /L NaCl、pH 7. 0、
30 mmol /L咪唑)再次清洗，最后用 NTA-200 洗脱液
(20 mmol /L Tris-HCl、0. 5 mol /L NaCl、pH 7. 0、
200 mmol /L咪唑)将与 His6 特异结合的目的蛋白洗
脱下来，将 NTA-200 洗脱液用 NTA-0 溶液透析，经
超滤浓缩至 0. 5 mL。
1. 7 蛋白质浓度的测定
蛋白质浓度测定参照文献［17］，以牛血清蛋白

为标准蛋白。
1. 8 酶活力测定
酶 活 力 测 定 采 用 分 光 光 度 法

［18］，将 含

10 mmol /L pNP 酯 的 乙 腈 溶 液、无 水 乙 醇 和
50 mmol /L Tris-盐酸(pH 8. 0)缓冲液，按照 1 ∶ 4 ∶ 95
的体积比配制成底物溶液，3 mL 底物溶液中加入
100 μL 酶液 40℃反应 10 min，于 410 nm 测定 OD。
1 个酶活单位定义为每分钟释放 1 μmol 对硝基苯
酚(pNP)所需的酶量。
1. 9 酶学性质研究
1. 9. 1 底物链长特异性: 配制 10 mmol /L 含不同
碳链长度羧酸的对硝基苯酚(C2、C4、C6、C8、C10、
C12、C14、C16、C18)乙腈溶液，然后加入 4 倍体积的
无水乙醇和 95 倍体积的 pH 8. 0 Tris-盐酸缓冲液作
为底物溶液，加入酶液 40℃ 反应 10 min，测定
OD410。根据不同底物的水解酶活确定酶的链长特
异性。随后的酶学性质均用最适碳链长度底物
测定。
1. 9. 2 最适温度及最适 pH: 通过测定不同温度
(20℃、30℃、35℃、40℃、45℃、50℃、55℃、60℃、
65℃ )下的酶活力，以确定酶的最适催化温度，每个
温度 3 个重复，取均值。通过测定不同 pH 范围
(3. 0 － 11. 0 ) 下的酶活力，以确定酶的最适反应
pH，所用 pH 缓冲液为: pH3. 0 － 6. 0 为柠檬酸-柠
檬酸钠缓冲液，pH6. 0 － pH8. 0 为 Tris-盐酸缓冲液，
pH8. 0 － pH10. 0 为 甘 氨 酸-氢 氧 化 钠 缓 冲 液，
pH10. 0 － pH11. 0 为磷酸氢二钠-氢氧化钠缓冲液。

每个 pH 值测 3 次酶活，取均值。
1. 9. 3 温度稳定性及 pH 稳定性: 将酶液置于最适
pH 溶液中，在不同温度下放置 2 h，然后直接加入
到“1. 8”所述的底物溶液中，40℃下反应 10 min，测
定其酶活力，以考察其温度稳定性;将酶液置于不同

的 pH 溶液中，在最适温度下放置 2 h，加入上述底
物溶液中，40℃下反应 10 min，测定其酶活力，以确
定 pH 稳定性。
1. 9. 4 金属离子和抑制剂对酶活力的影响: 在最
适温度和最适 pH 下，向酶液中分别加入 1 mmol /L
不同金属离子(Ca2 +、Zn2 +、Cu2 +、Fe2 +、Hg2 +、Mg2 +、
Ni2 +、Co2 + )或抑制剂乙二胺四乙酸( EDTA)、二硫
苏糖醇(DTT)、苯甲基磺酰氟(PMSF)，处理 1 h。然
后测定其酶活力，以确定不同金属离子和抑制剂对

酶活力的影响。

2 结果

2. 1 脂肪酶全长基因 Lip4 和 Lip5 的克隆及信号
肽的预测

分别以解脂耶氏酵母基因组 DNA 和 cDNA 为
模板，以 lip4 － 5' / lip4 － 3'或 lip5 － 5' / lip5 － 3'为引
物进行 PCR 扩增。扩增产物经测序与序列比对表
明，两个基因中均无内含子，其全长分别为 1221 bp
和 1113 bp，对应编码 406 个和 370 个氨基酸。与
NCBI 上的序列比对无碱基突变。在其氨基酸序列
中均含有丝氨酸水解酶的保守五肽 Gly-His-Ser-
Leu-Gly 序列和催化三联体结构，两者的催化三联体
分别为 LIP4:Ser228 -Asp293 -His353; LIP5:Ser233 -Asp301 -
His360。经 SWISS-MODEL 建模发现两者与典型脂肪
酶结构相似，推测两者有脂肪酶活性，故将其克隆入

毕赤酵母表达载体中，纯化得到单一蛋白后，对其酶

学性质进行研究以验证上述推测。
两者与解脂耶氏酵母脂肪酶家族中其它成员在

氨基酸序列水平上的同源性见表 1。由表 1 可知，
脂肪酶 LIP4 与 LIP7 的同源性最高，达 50. 8%，与脂
肪酶 LIP8 的同源性也较高，达 48. 5%，与脂肪酶
LIP1 的同源性最低，仅为 7. 6% ;而脂肪酶 LIP5 与
脂肪酶 LIP2 的同源性最高，达 40. 3%，与脂肪酶
LIP1 的同源性最低，仅为 4. 1%。
经 SignalP3. 0 预测(参数选择:organism group:

Eukaryotes;method:Neural networks、Hidden Markov
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models;graphics:GIF; output format: standard) 发现，
两个酶蛋白可能均有信号肽，脂肪酶 LIP4 有信号肽
的可能性为 50%，信号肽切割位点在第 25 个和第

26 个氨基酸之间;脂肪酶 LIP5 有信号肽的可能性
为 99. 7%，信号肽切割位点在第 23 个氨基酸和第
24 个氨基酸之间。

表 1 脂肪酶 LIP4 和脂肪酶 LIP5 与解脂耶氏酵母脂肪酶基因家族其它成员同源性的比较
Table 1 Identities between LIP4 /LIP5 and other lipases of Y． lipolytica

Protein LIP1 LIP3 LIP2 LIP4 LIP5 LIP7 LIP8
LIP4 7. 6% 11. 4% 34. 9% 100% 33. 8% 50. 8% 48. 5%
LIP5 4. 1% 8. 1% 40. 3% 33. 8% 100% 36. 3% 39. 7%

LIP2，LIP7 and LIP8 protein sequences were already known( by cDNA sequences)［6 － 7］ ． Protein sequences of LIP1 and LIP3 were predicted using their
DNA sequences ［19］ ．

2. 2 表达质粒的构建及重组转化子的筛选、鉴定
四种表达载体 pPIC3. 5K-Lip4、pPIC9K-Lip4、

pPIC3. 5K-Lip5 和 pPIC9K-Lip5 的双酶切均有一条
1 － 1. 5 kb的条带，与脂肪酶基因大小相一致，表明
表达载体构建是成功的，且表达载体的测序结果也

进一步证实载体构建的正确性。
四种表达载体通过电转化毕赤酵母 GS115 感

受态细胞后，涂布到 MD 平板上，利用组氨酸缺陷型
进行筛选。随机挑选 MD 平板上的克隆子，抽提其
基因组 DNA，分别以 lip4 － 5' / lip4 － 3'和 lip5 － 5' /
lip5 － 3'为引物，经 PCR 扩增出目的片段大小的转
化子为阳性转化子。根据所用载体及所表达的基
因，将所表达的蛋白质分别命名为 3. 5K-LIP4、9K-
LIP4、3. 5K-LIP5 和 9K-LIP5。
2. 3 脂肪酶基因在毕赤酵母 GS115 中的表达及
纯化

将分泌型转化子(GS115-9K-LIP4 和 GS115-9K-
LIP5)挑至含罗丹明 B 和橄榄油的平板上，每隔12 h
添加 0. 5 mL 甲醇进行诱导。观察平板上水解圈大
小，挑选水解圈大、出现时间早的转化子进行摇瓶诱
导发酵。将 2 L 诱导表达液离心，收集上清，经纯化
和透析，超浓缩后，得到 0. 5 mL 纯化液。两种胞内
表达型转化子 GS115-3. 5K-LIP4 和 GS115-3. 5K-
LIP5 的发酵细胞经高压细胞破碎仪(20 kpi)破碎
后，离心收集上清进行纯化、透析及超浓缩，操作与
胞外表达型转化子相同。将 4 种工程菌的纯化样品
进行 SDS-PAGE 分析，结果见图 1。图 1 中显示，两
种胞内表达型转化子 GS115-3. 5K-LIP4 和 GS115-
3. 5K-LIP5 的发酵上清均未纯化出目的蛋白，而两
种分泌型转化子 GS115-9K-LIP4 和 GS115-9K-LIP5
的发酵液均纯化得到了目的蛋白，其大小分别约为

50 kDa 和 45 kDa。

图 1 纯化后脂肪酶的 SDS-PAGE 分析
Fig． 1 SDS-PAGE analysis of purified lipases． A: 1． Protein

marker; 2． Purification of 9K-LIP4 by His-Bind; 3: Purification of

3. 5K-LIP4 by His-Bind． B: 1． Protein marker; 2． Purification of

3. 5K-LIP5 by His-Bind; 3: Purification of 9K-LIP5 by His-Bind．

2. 4 酶学性质的测定
分别用含不同碳链长度的对硝基苯酚酯为底

物，检测了脂肪酶 9K-LIP4 和 9K-LIP5 的活力，结果
见图 2。结果显示，两种脂肪酶均对辛酸(C8)对硝
基苯酚酯表现出最高水解活力，对癸酸(C10)对硝
基苯酚酯的水解活性也较高，且两者均偏好水解中

短链对硝基苯酚酯(C4 － C10)。其最适底物均为中
链脂肪酸酯，而对 C14 以上的底物水解活性很低。

脂肪酶 9K-LIP4 和 9K-LIP5 的最适 pH 和最适
温度见图 3-A。由图 3-A 可知，两者在 pH7. 0 活力
最高，分别达 7. 6 U /mg 和 4. 4 U /mg，但在 pH 低于
5. 0 和高于 9. 0 时，活力均迅速下降。图 3B 是在
pH7. 0 下测定的两者最适温度情况。可见，两者均
在 40℃时活力最高，分别达 10. 2 U /mg 和 5. 1 U /
mg;且在 30 － 50℃之间均保持较高活力( ＞ 3. 0 U /
mg)。脂肪酶 9K-LIP4 和 9K-LIP5 的 pH 和温度稳
定性见图 4。由图 4-A 可知，脂肪酶 9K-LIP4 和 9K-
LIP5 在 pH6. 0 － 8. 0 时均能保持 60%以上的活力，

脂肪酶 9K-LIP4 对环境 pH 的变化比 9K-LIP5 似乎
更敏感些。由图 4-B 可见，在 35 － 45℃范围内，两
者均保持 60%以上的活力。
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据文献报道，二价金属离子对多种脂肪酶均有

促进或抑制效应
［20 － 21］。因此，本文检测了多种二价

金属离子对解脂耶氏酵母脂肪酶 LIP4 和 LIP5 的影
响，结果见图 5。由图 5 可知，脂肪酶 9K-LIP4 和
9K-LIP5 均能被 1mmol /L 的 Ca2 +

激活，其中 Ca2 +
对

9K-LIP4 的促进效果更加明显，使其相对活力提高
53%，但对 9K-LIP5 的激活作用有限，仅能将其相对
活力提高 25% ;而 Mg2 +

对这两种脂肪酶的影响效

果恰恰相反，9K-LIP5 在 1 mmol /L 的 Mg2 +
溶液中相

对活力达到了 145%，而 9K-LIP4 的相对活力却略
微有下降，为 89% ;Cu2 +、Ni2 +

对两种酶均表现出抑

制作用，但对酶 9K-LIP4 的抑制作用比酶 9K-LIP5
的抑制作用更强些;Hg2 +

对两种脂肪酶均有很强的

抑制作用，作用 1 h 后其残余酶活均低于 20%。此
外，还考察了抑制剂对两种重组脂肪酶的影响。在
选用的 3 种抑制剂中，EDTA 对酶活力影响最小，基
本可以忽略;但 PMSF 和 DTT 对两者的抑制作用非
常明显。经 DTT 处理后，9K-LIP4 的残余酶活下降
为 33%，9K-LIP5 的残余酶活仅为初始的 18%，这
可能与 DTT 拥有较强的还原力有关，DTT 处理后能
将脂肪酶的二硫键还原成巯基，而二硫键对脂肪酶

三维结构的稳定和维持发挥着重要作用，二硫键的

破坏可导致脂肪酶活力明显降低。PMSF 为丝氨酸
蛋白酶抑制剂，结果显示，它能导致两种脂肪酶活力

全部丧失。原因是 PMSF 通过与蛋白酶活性中心的
丝氨酸残基结合，并使其磺酰化而起到抑制作用，而

脂肪酶是一类丝氨酸水解酶，因此 PMSF 能导致其
酶活完全丧失。

图 2 脂肪酶 LIP4 和 LIP5 的底物特异性
Fig． 2 Chain length specificity of LIP4 and LIP5 on pNPs．

图 3 脂肪酶 LIP4 和 LIP5 的最适 pH 及最适温度
Fig． 3 The optimal pH and temperature of LIP4 and LIP5．

图 4 脂肪酶 LIP4 和 LIP5 的 pH 及温度稳定性
Fig． 4 The pH and temperature stability of LIP4 and LIP5．

8731



赵鹤云等: 解脂耶氏酵母脂肪酶 LIP4 和 LIP5 在毕赤酵母中的异源表达及酶学性质 ． /微生物学报(2011)51(10)

3 讨论

解脂耶氏酵母是具有很高研究价值的非常规酵

母，随着其表达系统的成功构建及不断应用，其基础

研究也越来越受到重视。解脂耶氏酵母脂肪酶基因
家族不同于诸多酵母的脂肪酶基因家族，成员之间

同源性低，性质差异大，这可从目前已报道的脂肪酶

LIP2、LIP7 和 LIP8 可见一般，而对家族中其它脂肪
酶基因的性质知之甚少。为此，本研究克隆了解脂
耶氏酵母脂肪酶基因 Lip4 和 Lip5，并通过异源表达
得到单一脂肪酶 LIP4 和 LIP5，研究了其酶学性质，
这对系统分析、了解解脂耶氏酵母脂肪酶家族功能、
代谢方式等均有积极意义。

图 5 金属离子和抑制剂对脂肪酶活力的影响
Fig． 5 Effects of metal ions and inhibitors on enzyme activity．

本文采用反转录 PCR 首次得到了脂肪酶 LIP4
和 LIP5 的 cDNA 序列，与以解脂耶氏酵母基因组
DNA 为模板克隆的脂肪酶 Lip4 和 Lip5 全长比对，
其没有内含子，编码的酶蛋白氨基酸序列中有丝

氨酸水解酶的保守五肽和催化三联体，并经初步

三维建模发现其与典型脂肪酶的结构相似，将其

表达，经酶学性质测定，证实两者均为脂肪酶。
利用毕赤酵母表达脂肪酶 LIP4 和 LIP5，对其

进行纯化后研究了 LIP4 和 LIP5 的酶学性质，结果
显示，LIP4 与 LIP5 的最适底物均为癸酸(C8)对硝
基苯酚酯，且更偏好于水解中短链对硝基苯酚酯;

最适 pH 为 7. 0，最适温度为 40℃，脂肪酶 LIP4 对

pH 和温度要更敏感些。两者应均属常温中性脂
肪酶。两者均能被 Ca2 +

激活，LIP5 还能为 Mg2 +
激

活;其活力均能被 Hg2 +、PMSF、DTT 强烈抑制。但
已报道解脂耶氏酵母脂肪酶 LIP2 最适底物是
C14，最适温度 40℃，最适 pH 为 8. 0，在 25℃时最
稳定，有机溶剂耐受性也较强，常用去污剂对其活

力的影响不大
［21］;脂肪酶 LIP1 最适底物为 C4，最

适温度为 45℃，最适 pH 为 8. 5;脂肪酶 LIP7 和
LIP8 的最适底物分别为 C6 和 C10，最适温度分别
为 40℃ 和 45℃，最适 pH 均为 8. 0［7，13］。由此可
见，解脂耶氏酵母脂肪酶家族成员在基本酶学性

质上差异是显著的(表 2)。

表 2 解脂耶氏酵母脂肪酶基因家族成员之间性质比较
Table 2 Comparison of properties of lipases from Y． lipolytica

Lipases Optimal pH Optimal temperature /℃ Chain length specificity Activator Inhibitors
LIP4 7 40 C8 Ca2 + Hg2 + 、Cu2 + 、Ni2 + 、PMSF、DTT
LIP5 7 40 C8 Ca2 +

，Mg2 + Hg2 + 、Ni2 + 、PMSF、DTT
LIP1 8. 5 45 C4 NDa ND
LIP2 8 40 C14 Ca2 +

，Mg2 +
，Tween 80，Span 65 Zn2 +

，Cu2 +
，Ni2 +
，SDS

LIP7 8 40 C6 ND ND
LIP8 8 45 C10 ND ND

NDa
，not determined．
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Fickers 等［7］曾将脂肪酶 LIP2、LIP7 和 LIP8 三
个胞外脂肪酶基因同时敲除，发现此突变菌株仍能

在以三油酸甘油酯或三丁酸甘油酯为唯一碳源的平

板上缓慢生长，但检测不到胞外脂肪酶活性。本研
究将 Lip4 和 Lip5 全长基因克隆至毕赤酵母胞内表
达，在其发酵上清液中没有发现目的蛋白。可能的
原因是:①预测的信号肽不是真正的信号肽，导致它
们没有被分泌到胞外;②此信号肽在表达系统中不
适用;③预测的信号肽是真正的信号肽，但不能将蛋
白定位到胞外，而是将其定位在胞内某细胞器中。

本实验结果结合之前 Pignede 等的研究工作提示，
LIP4 和 LIP5 的信号肽很可能是将其定位在胞内某
细胞器中发挥脂肪酶作用，后续研究将构建这两种

脂肪酶的缺失突变株，以期解答上述问题。
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Heterologous expression and characterization of Yarrowia
lipolytica lipase 4 and lipase 5 in Pichia pastoris

Heyun Zhao，Xiao Xiao，Li Xu，Yun Liu，Yunjun Yan*

Key Laboratory of Molecular Biophysics of the Ministry of Education，College of Life Science and Technology，Huazhong
University of Science and Technology，Wuhan 430074，China

Abstract:［Objective］ To clone cDNA sequences of lipase 4 (LIP4) and lipase 5 (LIP5)，analyze gene structures and
express them in Pichia pastoris so as to investigate their enzymatic characteristics． ［Methods］ We first cloned cDNA
sequences of LIP4 and LIP5 by reverse transcription PCR and analyzed their gene structures by SignalP 3. 0． Then，
intracellular expression vectors pPIC3. 5K-Lip4，pPIC3. 5K-Lip5 and inducible secretion vectors pPIC9K-Lip4，pPIC9K-
Lip5 were constructed． All vectors were transformed into Pichia pastoris GS115 by electroporation，resulting in a series of
engineered strains． After fermentation and NTA-Ni resin purification，the enzymatic properties of LIP4 and LIP5 were
examined． ［Results］ The cloned cDNA sequences revealed that there was no intron in both of Lip4 and Lip5． The two
lipases both contained catalytic triads and conserved GHSLG motifs． Their optimal substrate，pH，temperature were
respectively pNP-caprylate ( C8)，7. 0 and 40°C． The activities of LIP4 and LIP5 were 10. 16 U /mg and 5. 1 U /mg，
respectively． It was found that LIP4 was more sensitive to the variations of pH and temperature than LIP5． LIP4 and LIP5
could both be stimulated by Ca2 +

，besides LIP5 could also be activated by Mg2 + ． They were both strongly inhibited by
Hg2 +
，Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) and Dithiothreitol (DTT) ． ［Conclusion］The cloning of Lip4 and Lip5，

expression in P． pastoris and characterization of their properties would offer a solid basis for their large-scale production
and future application． In addition，the results also enriched the data for a systematic research on the lipase gene family of
Y． lipolytica．
Keywords: Yarrowia lipolytica，lipase 4，lipase 5，enzymatic characteristics，lipase gene family
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