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摘要：【目的】本研 究 拟 克 隆 新 型 的 黑 曲 霉（ !./0’+&**1. -&+0’）脂 肪 酶（J2 A N$ N$ NA）基 因，实 现 其 在 大 肠 杆 菌

（ 2."30’&"3&$ "(*&）的高效表达，并对表达产物进行系统的酶学性质分析，为该脂肪酶的工业化生产及应用奠定

基础。【方法】通 过 O2P 和 PDGO2P 克 隆 脂 肪 酶 基 因，并 将 其 开 放 式 阅 读 框（QPH）克 隆 入 融 合 表 达 载 体

6JD-#;；表达产物经 0>G;*;98+E 纯化后对 R>6S 进行酶学性质分析，并通过圆二色谱进行结构分析。【结果】成

功地从 ! = -&+0’ H%!! 中克隆了一个新型的脂肪酶基因 *&/4，获得了该基因的全基因组序列和 @T0( 序 列

（UE:S;:K：HV&A1-#B、HV&A1-##），并实现了其在 2 = "(*& 中的高效表达。R>6S 分子量约为 !A N% KT;，最适底物

为 60O2（2#），酶学动力学常数 5? W & N"# ??8<3R，最适反应温度为 &%X，最适 6Y 为 1 N%；该酶能在 !%X条件

下保持稳定，在 1%X条件下处理 $ 5 后残余酶活仅为 $# N#Z；该酶对 2;- F 敏感，当脂肪酶经 - ??8<3R 2;- F 处

理 $ 5 后，酶活提高了 - N1 倍。圆二色谱分析表明，该酶在 2;- F 处理前后具有明显的结构变化。【结论】新型

! = -&+0’ 脂肪酶 *&/4 基因的克隆不仅积累了脂肪酶基因资源，而且为高效基因工程菌的构建及规模化应用

奠定基础；对 R>6S 的酶学性质分析表明，该酶在食品和油酯化工等领域具有广阔的应用前景。
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脂肪 酶（J2 A N$ N$ NA）是 重 要 的 工 业 用 酶，广 泛

应用 于 食 品、油 脂 化 工、洗 涤 以 及 医 药 等 行 业［$G-］。

作 为 黑 曲 霉（ !./0’+&**1. -&+0’）的 胞 外 分 泌 物，! =
-&+0’ 脂肪酶具有良好的生物安全性，被美国食品药

品管理 局 认 定 为 公 认 安 全 级（UE:E9;<<L PE*;9[E[ (+
/;\E，UP(/）。因 此，! = -&+0’ 脂 肪 酶 是 食 品 工 业 中

首选的脂肪酶品种［A］。与其它微生物源的脂肪酶相

比，! = -&+0’ 脂肪酶在最适 6Y（6Y ] B）和 底 物 特 异

性等酶学性质上均具有特殊性。因此，该类脂肪酶

在前体药物的合成和手性化合物的拆分等领域也具

有广阔的应用前景。但目前，! = -&+0’ 脂肪酶还 未

规模化生产，从而限制了该类脂肪酶的应用。良好

的脂肪酶基因资源和脂肪酶高效表达的基因工程菌

是获得脂肪酶规模化生产的重要前提。

目前，部分 ! = -&+0’ 脂肪酶已经被纯化并进行

了酶学性质分析［! ’ $%］。然而，由于菌株来源、培养条

件以及检测条件等方面的差异，所纯化的脂肪酶在

分子量（A$ ^ 1& KT; ）和 酶 学 性 质（如 最 适 6Y W - N%
^ 1 N1）等方面具有非常大的差异，很难单 纯 从 酶 学

性质方面描述 ! = -&+0’ 脂肪酶的酶谱。因此，从“分

子钟”水平（酶基因和氨基 酸 序 列）来 阐 述 ! = -&+0’
脂肪酶将会更加准确，且具有可比性。

本实验室通过脂肪酶纯化、0G端序列 分 析 以 及

简并引物 设 计 等 手 段 成 功 地 克 隆 了 ! = -&+0’ H%!!



的首个脂肪酶基因 !"#$，并实现了其在 % ! &’!" 中的

高效 表 达［""］。 为 进 一 步 丰 富 脂 肪 酶 基 因 资 源，为

$ ! (")*+ 脂肪酶基因工程菌的构建及酶的规模化制

备奠定基础，本研究在 $ ! (")*+ 基因注释的基础上，

克隆了第二个新的 $ ! (")*+ #$%% 脂肪酶基因 !"#,，

并实现了其在 % ! &’!" 中的高效表达。表达产物经

纯化后，对其底物特异性及动力学常数、最适温度、

&’ 和 ()* + 敏感性以及构象变化等酶学性质进行了

系统的研究，为该脂肪酶的工业化生产及应用奠定

基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株：$ ! (")*+ #$%% 为本实验室保存，详 见

文献［""］。 % ! &’!" ,’-!、./*"（,01）为本实验室保

存。

! "! "# 主要 试 剂：限 制 性 内 切 酶、2% ,34 连 接 酶、

-./ 聚合酶等购自宝生物工程（大连）有限公司。质

粒提取试剂盒、5(6 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒

等购 自 27)89:8 公 司。%;硝 基 苯 磷 酸 二 钠（ &355;
3)）、%;硝 基 苯 乙 酸 酯（&354，(*）、%;硝 基 苯 丁 酸 酯

（&35.，(%）、%;硝 基 苯 辛 酸 酯（&35(，(<）、%;硝 基 苯

癸酸酯（&35(，("$）、%;硝基苯月桂酸酯（&35/，("*）

和 %;硝基苯棕榈酸酯（&355，("=）购自 >79?) 公司。

! "# 基因克隆

以 $ ! (")*+ #$%% 菌 株 总 ,34 为 模 板，以 上 下

游的保守序列为引物 5"（-@;(2(44A4A242((2A(;
4(2A;1@）和 5*（-@;(2A44((22((22AAA424A;1@），

并 通 过 5(6 扩 增 了 !"#, 基 因 的 基 因 组 片 段

（A:8.)8B 登录号：#C-1=*<D）。以 &4.3E:（-@;(20$1
2$23A(2((4A(4((2A(2((A4;1@，45*" F7G:）和

&4.0HI（-@;(23$$220(24(A4A(422(4(2442;1@，
%&’6" F7G:）为引物通过 62;5(6 扩增 !"#, 基因的

H,34 序列（A:8.)8B 登录号：#C-1=*<<）。

试验 以 $ ! (")*+ #$%% 菌 丝 球 为 材 料，采 用

2J7KIL 试 剂 盒（A7MHIL）抽 提 总 634，具 体 操 作 详 见

A7MHIL 公 司 产 品 说 明。 H,34 第 一 链 的 合 成 采 用

6:N:JG47E #7JFG >GJ)8E H,34 >O8GP:F7F Q7G（#:J?:8G)F）
试 剂 盒。 5(6 体 系 为：每 -$ #/ 体 系 中 包 含

*$$#?ILR/ E325、$ S" ??ILR/ 引 物、" S- ??ILR/
T9(L*、" U 267 ,34 聚 合 酶。反 应 程 序：V%W 变 性

% ?78；V%W 1$ F，-=W -$ F，D*W " ?78，共 1$ 循 环，

D*W = ?78。5(6 产 物 通 过 4R2 克 隆 方 式 连 接 在

&T,"<;2 F7?&L: 载体（2)Q)6)）构建成质粒 &T,;/7&。

插入片段由上海 X8N7GJI9:8 公司进行序列分析。

质粒 &T,;/7& 由 45*"和 %&’6"酶 切 并 连 入

同样 经 双 酶 切 的 &02*<;) 构 建 成 /7&. 和 载 体 中 的

’79;G)9 融合表达的质粒 &02;/7&，并经 ()(L* 介导转

化入 % ! &’!" ./*"（,01）。

! "$ 脂肪酶的诱导表达与纯化

在 *$W 下，由 *$$ #?ILR/ X52A 诱 导 % ! &’!"
（&02;/7&）"$ P 后，离心收积菌体，并用 " Y 5.> 缓冲

液（&’ Z D S%）悬 浮 菌 体。 菌 体 经 超 声 波 破 碎 和

,3)F: X 处 理 后，离 心 获 得 含 ’7F;G)9;/7&. 融 合 蛋 白

上清 液。’7F;G)9;/7&. 融 合 蛋 白 经 过 37;49)JIF: 柱

（4?:JFP)? X8H !）纯化，用 "-[ 的甘油保存备用。纯

化蛋白通过 >,>;54A0 电泳检测其分子量。

! "% 脂肪酶活测定和底物特异性分析

脂肪酶活的测定采用 &355 法［"*］。酶活单位定

义为：在 %-W 条件下，" Y 5.>（&’ Z D S%）缓 冲 液 中，

每分钟降解 "#?IL 底物所需的酶量定义为 " 个单位

（U）。反 应 动 力 学 常 数 8? 值 的 测 定：底 物 &35(;
(<、&35(;("$ 和 &35/ 的浓度分别为 " S*-、* S-、- S$、

"$ S$ 和 *$ S$#?ILR/。并 通 过 一 定 量 的 脂 肪 酶 测 定

其在该浓度下的酶活，并通过双倒数作图，求出 8?
值。蛋白质 的 定 量 采 用 .J)E\IJE 法，并 以 牛 血 清 白

蛋白为标准。

! "& 温度、’( 和离子敏感性测定

脂肪酶最适温度、温度稳定性、最适 &’、()* + 依

赖性测定依照 文 献［""，"1 ] "%］进 行。温 度 稳 定 性

测定时，将脂 肪 酶 保 育 在 一 定 温 度 下（%$W、-$W 和

=$W）" P，并 检 测 其 残 余 酶 活。在 ()* + 和 0,24 敏

感性测定时，将其保育在一定浓度溶液中 " P，并检

测残余酶活。

! ") 多重比较及系统发育分析

反映 $ ! (")*+ 脂肪酶及相近脂肪酶的系统发育

关系的发育树在 T0A41 S" 软件的辅助下构建；各数

据的计算采用 Q7?^J) *;&)J)?:G:J 模 型，并 通 过 邻 接

法（3:79PMIJ;_I78789）计 算［"-］。各 序 列 间 的 多 重 比 较

在 .7I0E7G 软 件（3IJGP ()JIL78) >G)G: U87N:JF7GO）辅 助

下，采用 (L^FG)L ‘ 程序进行。

! "* 圆二色光谱分析

圆二色光谱分析在日本 C)FHI C;<"$ 型光谱分析

仪中进 行。 蛋 白 质 样 品 缓 冲 液 为 磷 酸 缓 冲 液（&’
D S%），样品浓度在 $ S$- a $ S*#9R#/ 范围内。比色池

光径为 $ S" H?，狭 缝 选 择 " 8?。测 量 参 数 为：温 度

1DW，分 辨 率 $ S* 8?，响 应 时 间 $ S *- F，扫 描 速 率

*$$ 8?R?78，扫描波长范围为 *$$ 8? a 1$$ 8?，每个

=V$" C7)89B: b)89 :G )L ! R $&96 :"&+’;"’!’)"&6 <"("&6（*$$V）%V（<）



样品扫描 ! 次。

! 结果

! "# !"#$ 基因的克隆

根据基因注释，在 % " &"’() # 号和 $ 号 染 色 体

中存在着 % 个开放式阅读框（&’(）。对该编码序列

的二级结构分析表明它们具有典型的脂肪酶特征，

属于 脂 肪 酶 超 家 族 成 员（ )*+,-. -/+.01,2*)3）（图 #）。

位于 $ 号染 色 体 上 的 &’( 区 段 即 为 本 室 所 克 隆 的

首个脂肪酶基因 !"#%［##］。本研究以 % " &"’() # 号染

色体 该 &’( 上 下 游 保 守 区 段 为 引 物，通 过 45’ 和

’6745’ 扩增，分 别 获 得 了 % " &"’() (899 第 二 个 脂

肪酶 基 因 !"#$ 的 完 整 基 因 组 序 列 和 :;<= 序 列

（>.?@,?A 登 录 号：(B$!C%DE、(B$!C%DD）。 所 克 隆 的

!"#$ 基因包含 9 个外显和 ! 个内含子。该基因 &’(
长为 DFE G+，编码 %FD 氨基酸（图 # 和图 %7=）。

% " &"’() 脂肪 酶 H*+@ 和 已 报 道 其 它 种 属 脂 肪

酶氨基酸序列的系统发育分析表明供试脂肪酶分为

三群。所克隆的脂肪酶 H*+@ 与 H*+= 在系统发育上

共同聚在群!，但 其 氨 基 酸 序 列 相 似 性 仅 为 CEI，

且分别聚为不同的两个亚群。群"主要由其它种属

的脂肪酶构成；群#由 % " *)+,-(、% " ./0"’-1/2 和 3 "
-!!"" 的脂肪酶组成（图 %7@）。

图 # ! $ %&’’ 脂肪酶 ()*+ 和 ! $ "#$%& ,+- .#/ "00 相关序列的多重比较

(*J " # =)*J?2.?K L1 ,2*?L ,:*M -.N/.?:.- L1 % " &"’() (899 )*+,-.- ,?M KO. 0.),K.M -.N/.?:.- L1 % " &"’() 5@P $#!QDD " (899：% " &"’() (899；5@P：% "

&"’() 5@P $#!QDD " 4/K,K*R. ,2*?L ,:*M- L1 % " &"’() 5@P $#!QDD *M.?K*:,) KL H*+@ L1 % " &"’() (899 ,0. +)LKK.M ,- MLK- " PL)*M GLS.- 0.+0.-.?K :L?-.0R.M

?/:).L+O*)*: +.?K,7+.+K*M. 2LK*1（>)37T,,7P.07T,,7>)3）"（!）*?M*:,K.- KO. ,2*?L ,:*M 0.-*M/.- G.)L?J*?J KL KO. :,K,)3K*: K0*,M（P.07U*-7=-+），,?M（ " " "）

*?M*:,K.- ,2*?L ,:*M 0.-*M/.- G.)L?J KL KO.“)*M”ML2,*? "

! "! ()*+ 诱导表达及纯化

脂肪酶 !"#$ 和 U*-7K,J 组成融合蛋白经 V46> 诱

导后，表 达 产 物 经 <*7,J,0L-. 柱 纯 化 后，通 过 P;P7
4=>W 检 测 其 分 子 量（图 !）。 凝 胶 扫 描 结 果 表 明，

!"#$ 基 因 在 4 " 5*!" 中 获 得 了 高 效 表 达，表 达 产 物

H*+@ 约占总蛋白量的 98I；细胞裂解液的初始酶活

约 为 #C! XY2J，经 <*7,J,0L-. 纯 化 后，酶 活 达

#!E8 XY2J，酶活回收率约 #%I。克隆的脂肪酶 H*+@
大小约为 9! Q8 A;,，比理论预测的分子量 98 Q8 A;,
略大（U*-7K,J 为 % A;,）。

! "/ ()*+ 的底物特异性

本试验以具有不同碳链长度的 +<4 酯为底物，

检测了 H*+@ 的底 物 特 异 性（图 9）。如 图 所 示，H*+@
的适宜底物为中碳链脂肪酸酯且底物范围较窄。其

最适碳链长度为 5D，62 值为 $ QFD 22L)YH，但对 5#8
和 5#% 底物的酶活仅为 #F Q!I 和 !D QCI，62 值 分

别为 98 Q%E 和 ## QDF 22L)YH（ 表 #）。 该 酶 对 +<44
（5#C）和 +<47<,（酯 酶 的 检 测 底 物）的 活 力 均 较 低

（D Q#I和 #C Q8I）。

! "’ ()*+ 对钙离子的依赖性

部分脂肪酶在其活性中心具有 5,% Z 结合位点，

表现为明显的 5,% Z 依赖性，其活性受到 5,% Z 和离子

敖合剂的影响［#C］。为检测 H*+@ 对 5,% Z 离子的依赖

性，本 研 究 将 H*+@ 用 不 同 浓 度（8 Q$、# Q8 和 % Q8
22L)YH）的 5,% Z 离 子 处 理 # O 后 检 测 其 酶 活（图 $7
=）。如图所示，H*+@ 经 8 Q$ 22L)YH 的 5,% Z 处理后酶

活即有显著的变化，当用 % 22L)YH 5,% Z 处理脂肪酶

# O 后，酶活提高了 % QC 倍。W;6= 能抑制 H*+@ 的活

性，当用 % 22L)YH W;6= 处理 # O 后，残余酶活仅为

CE Q$I（图 $7@）。结果表明 % " &"’() H*+@ 活性中心

具有 5,% Z 离 子 结 合 位 点，表 现 为 明 显 的 5,% Z 激 活

作用。
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图 ! ! " "#$%& 脂肪酶基因 ’#() 的结构（#）及其与已报道相近种属脂肪酶的系统发育关系（$）

!"# $% &’()*’)(+ ,- ! $ "#$%& ’#() #+.+（/）0.1 2345,#+.4 0.0546"6 ,. 07"., 0*"1 6+8)+.*+ ,- ! $ "#$%& 5"206+6 0.1 ’3+ (+50’+1（9）$ :;<:=：:>,. ,- ’#() $

图 % &’($ 基因表达产物的 )*)+,#-. 分析

!"# $? &@&<A/B: ,- C"29 +>2(+66+1 ". * $ +,’# $ D：70(E+(，C：*+55

5460’+，&：6)2+(.0’0.’，!：-5,F<’3(,)#3，G：F063".#，:：+5)’",. -(,7 H"<

0#0(,6+ *,5)7. 62+*"-"*0554 *02’)(+1 +.I47+6 $

本 研 究 通 过 圆 二 色 光 谱 技 术 分 析 了 C"29 受

J0% K 激活前后 的 构 象 变 化（图 L）。由 图 L 可 见，在

波长 %MM N %OM .7 的范围内 C"29 具有典型的!<螺旋

峰（%MP .7 峰和 %%% .7 峰）。经 J0% K 诱导后，光谱图

发生了显著 的 变 化。这 主 要 是 由 于 J0% K 诱 导 了 蛋

白质!<螺旋的数目和位置的变化，以及由于"<折叠

的重构和增加（与 J0% K 结合形成活性中心），"<折叠

峰（%;O N %;Q .7）增大后与!<螺旋峰的重叠造成的。

图 / 脂肪酶 &’($ 对不同碳链长度的底物的相对酶活

!"# $ = /*’"R"’4 ,- C"29 ’,F0(1 1"--+(+.’ 2HA +6’+( 6)S6’(0’+6 $

PTM; U"0.#E+ V0.# +’ 05 $ W !+-. /#+&,0#,’,$#+. 1#"#+.（%MMT）=T（P）
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表 ! 脂肪酶 "#$% 对底物的特异性

!"#$% & ’(#)*+"*% ),%-./.-.*0 1/ *2% $.,")% "-*.3.*0 1/ 4.,5
’(#)*+"*% 678（771$84） 97":8［!71$8（7.; 7<）］

=> ?@A> BC @DA
=&E CE @FG &DC @CG
=&F && @>A BB @BC

图 & 脂肪酶 "#$% 在不同 ’() *（+）和 ,-.+（%）浓度处理

后的酶活

H.< I? J-*.3.*0 1/ 4.,5 .;-(#"*%K .; K.//%+%;* -1;-%;*+"*.1; 1/ ="F L ";K

MN!J )1$(*.1;) I J：J-*.3.*0 1/ $.,")% "/*%+ .;-(#"*%K .; ="F L )1$(*.1; /1+

& 2；5：J-*.3.*0 1/ $.,")% "/*%+ .;-(#"*%K .; MN!J )1$(*.1; /1+ & 2 I

图 / 脂肪酶 "#$% 在 ’() * 处理前（+）和处理后（%）的圆二色光谱图对比

H.< I D =.+-($"+ K.-2+1.)7 1/ 4.,5 I J：O;*+%"*%K #0 ="F L ；5：!+%"*%K #0 F 771$84 ="F L /1+ & 2 I

0 1& "#$% 具有一定的温度稳定性

本研究在不同 ,P 条件下检测了脂肪酶的活性

（图 G）。由图可见，4.,5 最适 ,P 为 ,P Q D @E，在偏

图 2 脂肪酶 "#$% 在不同 $3 值下的酶活

H.< I G 4.,")% "-*.3.*0 -2%-R%K (;K%+ K.//%+%;* ,P 3"$(% I

图 4 脂肪酶 "#$% 的最适温度（+）及温度稳定性（%）测定

H.< I > S,*.7"$ *%7,%+"*(+%（J）";K *%7,%+"*(+% )*"#.$.*0 1/ 4.,5（5）I
J：4.,")% "-*.3.*0 -2%-R%K (;K%+ K.//%+%;* *%7,%+"*(+%；5：T%7".;.;<
"-*.3.*0 "/*%+ .;-(#"*%K (;K%+ K.//%+%;* *%7,%+"*(+% /1+ & 2 I
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酸的环境 下，该 酶 能 够 保 持 较 好 的 活 性。 当 !" #
$ %& 时，酶活下降到最高酶活的 ’( %)*。

脂肪酶最适温度测定表明，在 +,- . (&-的范

围由，/0!1 的 最 适 反 应 温 度 为 ,&-（图 )23）。/0!1
具有一定的温度稳定性，当在 ’&-下处理 4 5 后，脂

肪酶活没有显著变化，但在 ,&-处理 4 5 后，脂肪酶

活为 初 始 酶 活 的 (6 %(*，而 在 (&- 下 仅 为 4) %)*
（图 )21）。本结果与 "7890:0;<=7<> 等［?］报道（在 ’&-

下稳 定）相 一 致，但 比 @>A057B7 等［(］报 道 的 脂 肪 酶

（最适温度为 6& . 6?-）更稳定。

! 讨论

作为传统 的 工 业 用 酶，目 前 已 有 多 个 ! C "#$%&
脂肪酶 被 纯 化，并 对 之 进 行 了 酶 学 性 质 研 究［’ 4&］。

然而，由于 菌 株 来 源，培 养 方 式 以 及 实 验 条 件 的 差

别，不同研究者所纯化的 ! C "#$%& 脂肪酶很难进行

相互比 较。据 文 献 记 载［’ D (］，! C "#$%& 分 泌 物 中 可

能包 含 6 种 脂 肪 酶，其 大 小 分 别 为 6, %&、6, %& 和

’? %) ;E7，且在 底 物 特 异 性 等 酶 学 性 质 方 面 存 在 区

别；另据 F<;<B:G 和 HIB:J:KI92/<BI:8I 等［)，4?］研究，! C
"#$%& 菌株中可能存在分子量分别为 64 ;E7、’6 ;E7
和 (, ;E7 的 6 种脂肪酶。综合上述文献，仅能初步

判断 ! C "#$%& 中存在多种脂肪酶，且酶学性质具有

较大的 差 异。为 克 服 这 一 现 状，在 克 隆 了 首 个 ! C
"#$%& 脂肪酶基因 ’#(! 的基础上［44］，本研究成功地克

隆了第二个 ! C "#$%& 新 型 脂 肪 酶 基 因 ’#()，该 酶 与

’#(! 的氨 基 酸 相 似 性 仅 为 (?*。 本 研 究 所 获 得 的

脂肪酶在酶学性质上均有别于已报道的脂肪酶。尽

管 /0!1 的分子量与 F<;<B:G 等［)］所纯化的脂肪酶相

近（约 ’6 ;E7），但在最适 !"（!"( %& 和 ? %&）、底物特

异性（L) 和 L4&）等性质上均有明显的区别。

目前，商品化 ! C "#$%& 脂肪酶均为包含多种脂

肪酶和其它杂蛋白的粗制品且目前研究获得的工艺

参数均为多种酶共同作用的结果，准确度低。表达

单一脂肪酶的基因工程菌可有效地获得脂肪酶的纯

品，且制备效率高。本研究基于 ! C "#$%& 基因注释

等生物信息 学 手 段，通 过 FLM 和 MN2FLM 克 隆 了 新

的 ! C "#$%& 脂肪酶基因，并实现了其在 * C +,’# 中的

高效表达。该酶在酸性环境中良好的水解能力，表

明该酶可 应 用 于 食 品 行 业 中 特 殊 油 酯 类 物 质 的 水

解，以及 食 品 风 味 改 良［4 D 4&］。 同 时，/0!1 所 表 现 出

的对辛酸酯 类（L)）等 中 等 碳 链 长 度 底 物 的 良 好 适

应性极大地拓展了其在油脂化学特别是结构性脂质

合成中的应用领域［+，4)］。脂肪酶 ’#() 基因的克隆不

仅积累了脂肪酶基因资源，而且为高效基因工程菌

的构建及规模化应用奠定基础；对 /0!1 的酶学性质

分析表明该酶在食品、医药和油酯化工等领域具有

广阔的应用前景。
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