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微生物脂肪酶资源挖掘及其催化性能改良策略 
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（华中科技大学生命科学与技术学院，教育部分子生物物理重点实验室，武汉 430074） 

摘要：脂肪酶催化在食品、医药、化工、能源等领域发挥重要作用。开发新型微生物脂肪酶资源，

对脂肪酶进行修饰改良，是脂肪酶催化领域的重要研发内容。极端微生物和不可培养微生物脂肪酶

的发掘是获取新型工业催化剂的热点；体外定向进化、杂合酶、表面展示等蛋白质工程等分子生物

学技术手段为开发特定性质“新酶”提供了有力工具；生物印迹、pH记忆、定向固定化、交联酶晶体、

脂质体包埋等高效物理化学修饰方法拓宽了脂肪酶原有的催化性质。微生物脂肪酶资源挖掘及其改

良将推动脂肪酶的生物催化产业快速发展。 
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作为生物催化剂的微生物脂肪酶，由于其高度的

化学底物选择性 (chemoselectivity)、区域选择性

(regioselectivity)、对映体选择性 (enantiotopic selec-

tivity)[1]，能高效完成天然和非天然底物的专一性催

化反应；在得到高品质产品的同时，对环境友好，有

着传统化学催化剂不可比拟的优势，因而是“绿色化

学”倡导的优良工业催化剂。以高附加值手性化合物

为代表的生物催化已成为各大生物技术公司和化学

公司竞相研发的热点[2]。开发高活性、高选择性和高

稳定性的脂肪酶，是实现绿色化工，合成重要化工和

医药产品的重要保障。自然界中尚未充分发掘的微生

物资源为新型脂肪酶的获得提供了宝贵的酶源，发掘

潜在的微生物及其基因资源是当前的重要方向，是生

物催化的重要基础；运用生物学、物理化学方法对现

有脂肪酶进行修饰改造，获得优异性能的工业催化用

酶，是生物催化的关键。本文就微生物脂肪酶的资源

挖掘及其修饰改造策略作一综述，为脂肪酶更好地应

用于生物催化提供理论指导与技术支持。 
 

1  脂肪酶资源挖掘 

1.1  极端微生物脂肪酶 
极端微生物(extremophile)及其产生的酶类不仅

为生物科学提供基础研究素材[3]，而且对苛刻条件下

的工业生物催化过程有积极的实践意义[4]。由于极端

微生物培养条件苛刻，可以采用重组 DNA 技术在常
规宿主中表达极端酶，从而避开极端菌的直接培   
养[5]。Geobacillus sp.嗜热耐碱的脂肪酶 T1在以 pGEX
为载体，以 Escherichia coli BL21(De3)为宿主的原核
表达系统中得以可溶性表达[6]。通过脂肪酶 GST标签
的亲和层析纯化得到纯酶。其最适温度 70℃，最适
pH 9.0。在 65℃以下很稳定，在 pH 9.0 时半衰期为
5.25 h。该脂肪酶可应用到食品工业中脂肪酸的生产，
因为棕榈油和牛脂等在常温下为固态，只有在较高的

温度下才能呈液态，发生反应；而常规微生物脂肪酶

在较高的温度下易失活。Karadzic 等[7]从金属加工排

放液中分离出一株产胞外脂肪酶的 Pseudomonas 
aeruginosa 菌，该脂肪酶最适温度和最适 pH 分别为 
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70℃和 11，在 pH 4～11.5 范围内较稳定。在有机合

成和金属加工业中有广泛应用。 

1.2  不可培养微生物脂肪酶 
特定生境中只有一小部分微生物可用实验方法

分离培养，占绝大多数的不可培养微生物(uncultured 
microorganism)是地球上尚未开发的巨大资源[8]。宏基

因组(metagenome)技术绕过纯培养步骤，直接从生境
样品中获取遗传信息，提供更加全面的基因资源，从

而有效地提高了新酶的筛选效率 [9,10]。采用宏基因组

技术筛选脂肪酶有两种途径 -功能筛选和序列筛   
选 [11]。功能筛选途径即把来源于不可培养微生物的

DNA 克隆到大肠杆菌质粒中，构建宏基因组文库，
然后基于脂肪酶活性筛选获得微生物脂肪酶基因。序

列筛选途径以脂肪酶三联体活性中心(Ser-Asp-His)和
氧阴离子洞(oxyanion hole)区的保守序列设计引物，
以环境基因组 DNA 为模板，扩增脂肪酶基因片段，
然后用基因组步查 (genomic-walking)的方法克隆出
全长脂肪酶基因。Bell等[11]用基于序列筛选途径从新

西兰 Kairua Park 温泉环境基因组中克隆到一种新脂
肪酶基因，并在异源宿主大肠杆菌中实现表达。该脂

肪酶在氨基酸水平上与已知脂肪酶的最高同源性只

有 20%，在 70℃高温下仍能保持活力。Ranjan 等[12]

用基于构建宏基因组文库的途径从池塘不可培养微

生物基因组中筛选出 11 个独特的解脂酶，它们都具
有脂肪酶的活性中心保守区五肽 GXSXG。 

2  脂肪酶催化性能改良策略 

2.1  定向进化脂肪酶 
对酶分子的改造，一是基于序列的合理化设计方

案(sequential ration design)，如化学修饰、定点突变 
(site-directed mutagenesis) 等；二是利用基因的可操
作性，模拟自然界进化过程的非合理设计方案 (irra-
tional design)，如定向进化 (directed evolution)、杂合
进化 (hybrid evolution) 等[13]。酶分子的定向进化无

需了解酶的结构功能和催化机制等方面的信息，人为

地创造特殊的进化条件，模拟自然进化机制（随机突

变、基因重组和自然选择），在体外改造酶基因，并

定向筛选出所需性质的突变酶[14, 15]。脂肪酶的定向进

化即是通过基因突变、基因表达和高通量筛选技术获

得预期性质的突变酶，如提高酶活力、提高稳定性、

提高底物专一性和提高对映体选择性等。脂肪酶的定

向进化尤以提高对映体选择性研究得最多[16]。经过四

轮随机突变，P. aeruginosa 脂肪酶选择性水解外消旋
癸酸甲酯的对映选择率(E)从 1 提高到 11.3[17]。其它

微生物脂肪酶对外消旋癸酸甲酯的对映体选择性的

进化工程也取得了显著的效果（表 1）。 
 

表 1  定向进化脂肪酶选择性水解外消旋癸酸甲酯 
Table 1  Directed evolved lipase enantioselectivity on resolu-

tion of 2-methyldecanoic acid esters by hydrolysis 

Lipase Enantiomeric 
 ratio(E) Reference

Humicola lanuginosa  [18] 
Wild type 10  
Single mutation (Glu87Ala) in the lid 

region  
17  

   

Pseudomonas aeruginosa  [19] 
Wild type  1  
Random mutagenesis 11  
Random and saturation mutagenesis 26  

   

Geotrichum candidum  [20] 
Wild type Ι 32  
Wild type Π 10  
Hybrid 54  

 

2.2  杂合脂肪酶 
杂合酶是指把来自不同酶分子中的结构单元或

使整个分子进行组合和交换，产生酶杂合体，以改进

或创造酶的某种功能[21]。杂合酶的构建也为酶的结构

与功能之间的关系研究提供了模型。通过定向组合，

将白地霉脂肪酶ⅠN末端序列和白地霉脂肪酶ⅡC末
端序列在不同的位点融合，构建一系列杂合脂肪   
酶 [20]。以三油酸甘油酯和三辛酸甘油酯作为模式底

物，对杂合酶的底物特异性酶活力进行测定，确定酶

分子上影响底物结合和催化的序列。研究结果表明决

定白地霉脂肪酶Ⅰ对油酸甘油酯特异性的序列位为

349~406 的 58 个氨基酸。该区段氨基酸的置换显著
地改变了对短链脂肪酸底物（三辛酸甘油酯）的活力。

同时，最终优化的杂合酶选择性水解外消旋癸酸甲酯的

对映选择率比天然的脂肪酶Ⅰ和Ⅱ都要高（见表 1）。 
利用进化手段较容易构建出高度多样性的突变

基因库，酶的有利功能突变体常被埋没在众多的中性

突变和不利突变群中，因此建立高效的、有针对性的

高通量筛选体系是定向（杂合）进化最具挑战性的  

内容。 

2.3  表面展示脂肪酶 
表面展示技术借助锚定载体，将外源蛋白以融合

蛋白的形式展示在噬菌体、细菌或酵母的表面，使其

保持相对独立的空间构象和原有的生物活性[22]。不同

脂肪酶的底物特异性不一样。利用共展示技术，在同
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一宿主上同时展示两种脂肪酶，可以扩大其催化的底

物谱，更好地发挥其生物催化作用。Kobayashi 等[23]

以 CWB (cell wall-binding domain)为锚定蛋白，在 B. 
subtdis 宿主上同时展示了 B. subtdis 脂肪酶 B 和
Aspergillus oryzae脂肪酶。以 INP蛋白(ice-nucleation 
protein)为锚定蛋白，通过 INP–TliA融合蛋白的方式
在大肠杆菌表面成功展示了 Pseuodmonas fluorescens 
嗜热脂肪酶(TliA)。该展示的新型“固定化”脂肪酶，
可高效催化非水相体系中橄榄油的水解反应[24]。 

表面（共）展示技术开辟了表面催化剂的新领地，

是未来重点发展的催化剂，其瓶颈在于高效、兼容性

好的锚定载体的筛选。高效载体的开发必将推动表面

催化工程快速发展。 

2.4  生物印迹脂肪酶 
根据酶在有机溶剂中具有“刚性”结构的特点，利

用酶与印迹分子的相互作用，诱导、改变酶的构象，

制备具有结合该印迹分子及其类似物能力的“新酶”，
是修饰改造酶的一种方法[25]。水溶性脂肪酶在通常状

况下，活性位点被 “盖子” 结构覆盖，呈非活性状态。
当底物及其类似物介导的油水界面产生时，盖子打

开，呈活性状态。为了获得高效非水相脂肪酶，选择

适当两亲性的表面活性剂或底物类似物作为印迹分

子，待印迹分子与酶充分印迹接触后，将印迹分子-
酶复合物冷冻干燥，用非水溶剂洗脱印迹分子，形成

了活性中心开启的印迹酶，并且这种状态在有机溶剂

的刚性环境里仍能维持。选择不同结构的印迹分子诱

导，会产生结合部位构象不同的印迹酶，适应不同的

底物，从而催化活力比非印迹酶显著提高[26]。Fishman
等[27]用一系列脂肪酸和表面活性剂 Tween 20作为印
迹分子，制备有机相生物印迹脂肪酶，在非水相介质

中催化水解己酸甲酯反应。印迹脂肪酶的催化活力依

赖于脂肪酶类别、有机溶剂和印迹分子本身。辛酸印

迹的 Candida rugosa 脂肪酶的反应初速度与介质的
疏水性有关。将该印迹脂肪酶吸附于惰性载体 celite
上，制备成活力更高稳定性更强的脂肪酶。经辛酸印

迹和 Celite固定双重修饰的 Pseudomonas脂肪酶比游
离型脂肪酶催化活力高出 20倍。 

2.5  pH 记忆脂肪酶 
有机溶剂中酶分子表面的必需水只有在特定的

pH 和离子强度下，才能使酶分子活性中心周围的基
团处于最佳的离子化状态，从而有利于酶活性的表

现。所以有机溶剂中的酶活力与酶冷冻干燥或有机溶

剂沉淀前所在的缓冲掖的 pH 和离子强度密切相关，
其最适 pH 与水相中酶的最适 pH 是一致的。当酶分
子从水溶液转移到有机溶剂中时，它保持了原有的离

子化状态[28]。利用酶的 pH记忆特性可以提高有机相
中酶催化活力。利用皱褶假丝酵母（Candida rugosa）
pH 记忆脂肪酶在二甲基亚砜介质中催化乙烯基癸酸
和右旋糖苷的转酯反应，合成多聚右旋糖苷表面活性

剂。冷冻干燥前的脂肪酶在 pH 为 7.5 的磷酸盐缓冲
液中处于最适化离子状态，因而在非水相催化中表现

出高转酯效率[29]。 
对于生物印迹、pH 记忆修饰型脂肪酶，不够透

彻的“印迹”和“记忆”分子机理及其仅能在有机溶剂
中起催化作用制约了其进一步的发展与应用。因此阐

明脂肪酶分子构象诱导的细微变化与脂肪酶催化活

性的关系，研究不同印迹分子对脂肪酶活性的影响，

开发以水不溶性底物为代表的新型印迹分子，突破印

迹酶、记忆酶仅在有机介质中起催化活性作用的局

限，进而开发水相印迹酶、记忆酶，是大势所趋。 

2.6  脂质体包埋脂肪酶 
酶粉虽然在非水介质中能够催化反应，但是其催

化效率比水溶液中的酶低几个数量级，其中原因之一

是酶一般难溶于有机溶剂。虽然有些酶能直接溶解在

少数有机溶剂中．但是酶催化效率常常很低。双亲分

子共价或非共价修饰酶分子表面，可以增加酶表面的

疏水性，使酶均一地溶于有机溶剂，提高酶的催化效

率[30]。增加水溶性脂肪酶在疏水性有机介质中的溶解

性可显著提高脂肪酶的催化效率。通过混合脂肪酶和

脂溶液，收集并冷冻干燥所得沉淀即得脂质体包埋脂

肪酶。脂质体包埋脂肪酶不溶于水溶液但能很好地溶

解于有机溶剂，如苯、乙酸乙酯、异辛烷、异丙醚、

二甲基亚砜（DMSO）和乙醇等。脂分子亲水头与酶
分子亲水表面相互作用集结在一起，而脂分子的疏水

烃基端延伸到疏水有机溶剂中，增加了酶的溶解性。

一个酶分子约可以吸附 100~200个脂分子，酶蛋白含
量约占 8％~10%。经脂质体修饰的 Pseudomonas fragi 
脂肪酶催化(R, S)-苯乙醇与月桂酸的酯化反应，在 2 h
内能催化 R-苯乙醇全部转化成酯，而 S-苯乙醇几乎
不反应[31]。 

脂质体包埋技术面临的主要问题是包埋材料的

附着稳定性。作者运用固定化-脂质体包埋联用的方
法很好地防止了包埋材料脱落，制备的脂肪酶催化剂

不仅具有良好的有机溶剂溶解性，而且重复操作性也
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显著提高。 

2.7  交联脂肪酶晶体 
交联酶晶体(cross-linked enzyme crystal, CLES)

是固定化酶的延续和发展，是一种有发展潜力的固定

化方法。酶结晶本身就是一个分离纯化和固定化的过

程，双功能交联剂戊二醛对酶微晶进行交联，酶蛋白

既是催化剂又是载体，它提供非常高的酶浓度，不存

在传质阻碍。通常固定化酶中酶含量仅占 5%左右，
相同质量的交联酶晶体的催化活性比一般固定化酶

要高很多。高纯度的酶晶体催化剂具有超强稳定性，

可在有机溶剂、气相、超临界流体等非常规介质中表

现出高度立体选择性[32]。Burkholderia cepacia脂肪酶
交联晶体在离子液体[Bmim][PF6]非常规介质中高效
拆分(R, S)-1-苯基乙醇，2 h的转化率就高达 50%，对
映体过量值（enantiomeric excess, ee）达 99%，对映
选择率 E>1000；而游离脂肪酶转化率仅达 8%[33]。 

交联脂肪酶晶体集众多优点于一身，但其结晶过

程不易操作，成本也较高，克服这两点才可望应用于

工业催化。 

2.8  定向固定化脂肪酶 
酶的定向固定化技术可以将酶分子表面特定区

域的氨基酸直接或间接(通过某些化学试剂、空间手

臂)与载体偶联，实现酶分子活性中心背向载体，从

而有效地消除对大分子底物结合的空间障碍，提高催

化效率。在大多数情况下，影响酶活性中心的氨基酸

残基在固定化载体上的无序附着导致酶固定化后催

化活性部分丧失。定向固定化可使酶蛋白以有序的方

式附着于载体表面，减小无序态造成的酶蛋白结构变

形，使酶活力损失降低[34]。Mucor miehei 纯脂肪酶共

价固定于一系列环氧树脂上，再通过界面激活定向吸

附于十八烷基-Sepabeads系列树脂上制备成定向固定

化脂肪酶，在不同的温度和 pH条件下选择性水解(R, 

S)-2-丁酰 -2-苯乙酮。其中亚氨基二乙酸 -Sepabeads 

(IDA-Sepabeads)树脂定向固定化脂肪酶表现出最大

的对映选择率(E=59) [35]。 

定向固定化的核心技术是特异性载体的开发，筛

选与酶活性中心基团亲和力低的载体或对载体基团

进行定向修饰是该项技术的发展方向。 

3  结语和展望 

生物催化剂作为生物催化和转化的核心，尤其是

脂肪酶正受到越来越广泛和深入的研究开发。一方

面，发掘潜在的微生物及其基因资源，利用基因重组

表达和发酵技术大量制备脂肪酶；另一方面，利用蛋

白质工程手段、物理和化学方法对现有脂肪酶进行修

饰改造，以满足生物催化的要求。嗜极微生物和不可

培养微生物的脂肪酶，将会在工业生产中部分替代现

有的酶或作为新行业的催化剂。随着基因工程、结构

生物学和生物信息学的迅猛发展，利用分子进化等手

段获得最适特性的脂肪酶已经越来越被重视。作为分

子进化的一个分支，酶的定向进化（杂合酶）不仅能

使酶进化出单一优良的非天然特性，还能使酶的两个

或多个特性叠加，产生具有多项优良性能“集成” 的
新酶，极大地发展和丰富了生物催化剂来源。 

新型酶催化剂的获得应立足于明确的设计思路（图

1）。作者正以生物印迹技术为基础，通过 pH 记忆、脂
质体包埋等修饰改良技术的优化组合，进行新型脂肪酶

的创制研究；同时，所在课题组也正在开展脂肪酶的定

向进化和表面展示技术的研究。初步研究结果表明：基

于有理设计—定向进化的组合改造，分子生物学—物理
化学方法的统筹整合比单一的方法更具优势。 
 

 
 

图 1  生物催化剂的开发策略 
Fig. 1  Strategies for exploitation of biocatalyst. 
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Strategies for exploiting microbial lipase resource and improving lipase 
 biocatalyst—— A review  

Jinyong Yan, Yunjun Yan*  
(Key Laboratory of Molecular Biophysics, Ministry of Education, College of Life Science and Technology, 

 Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430074, China) 

Abstract: Lipase plays a very important role in food, pharmaceutical, fine chemical and bio-energy industries. Obtaining 
microbial lipase resource and improving their biocatalyst are important. Based on protein engineering and molecular 
techniques, directed evolution, hybrid enzyme, surface display give effective approaches to obtain novel lipase biocata-
lysts. By physical and chemical modification approaches such as bio-imprinting, pH memory, oriented immobilization, 
cross-linked enzyme crystal and lipid-coated enzyme, more broad and suitable characteristics of modified lipases are 
achieved. In conclusion, strategies for exploitation of microbial lipase resource and improvement of lipase biocatalyst will 
accelerate industrial application of lipase. 
Keywords: lipase; metagenome; directed evolution; bio-imprinting 
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