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热稳定性伯克霍尔德菌脂肪酶 A突变体的筛选
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摘要:【目的】为更好地提高伯克霍尔德菌 ZYB002 脂肪酶 LipA 在 TMP 纸浆造纸工艺中的应用，有必要利用
蛋白质工程技术，提高其热稳定性。【方法】基于 B-factor 值筛选 LipA 多肽链中潜在的突变位点，利用迭代
饱和诱变技术，构建突变文库，筛选热稳定性提高的突变体。【结果】利用上述方法，从 4 个突变文库中分别
筛选到在 55℃下，半衰期较野生型脂肪酶 LipA 分别提高了 1. 8 倍、3 倍、2. 2 倍和 1. 7 倍的脂肪酶突变体。
【结论】基于 B-factor 值选择突变位点，利用迭代饱和突变技术，快速筛选到热稳定性有显著提高的突变体。
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微生物脂肪酶( Triacylglycerol acylhydrolase，EC
3. 1. 1. 3)作为一种重要的工业生物催化剂，已广泛
应用于工业、农业、制药等诸多领域。在一些应用领
域，如造纸，对微生物脂肪酶的热稳定性具有较高的
要求。尽管极端微生物脂肪酶资源及其应用已有较
多报道，但受其催化活性及其催化特异性的局限，目
前鲜有极端脂肪酶被大规模地应用于生产［1］。利用
蛋白质工程技术，对现有脂肪酶资源进行改造，提高
脂肪酶的稳定性，依然是当前的主流技术之一。

利用定向进化技术，筛选热稳定性酶分子已有
较多成功的报道［2 － 3］，但该技术涉及到对庞大突变
基因文库的高通量筛选，目前依然存在巨大的挑战。
近年来，以蛋白质分子晶体结构的 B 值(B-factor)高
低作为筛选准则，快速确定影响脂肪酶热稳定性的
潜在氨基酸残基;继而利用蛋白质工程技术改造脂
肪酶分子，筛选热稳定性脂肪酶突变体，获得了较好
的效果。Ｒeetz 等(2006)利用 B-FIT 这一策略对枯

草芽胞杆菌( Bacillus subtilis)脂肪酶 LipA 进行改
造，仅从 8000 个转化子中，即筛选到在 55℃下半衰
期较野生型脂肪酶提高了 490 倍的突变体［4］。该方
法的有效性，在构建其他脂肪酶热稳定性突变体中，
也得到了很好的验证［5 － 6］。

本课 题 组 自 主 筛 选 到 的 伯 克 霍 尔 德 菌
(Burkholderia sp． ZYB002)脂肪酶 LipA 在机械浆造
纸工艺中，能有效控制树脂障碍的产生［7］。进一步
提高脂肪酶 LipA 的热稳定性，是提高脂肪酶使用效
果，将其更好地应用于造纸工艺中的先决条件(机
械浆温度高达 80℃ )。本文报道以 B-factor 值作为
筛选准则，构建热稳定性 LipA 突变体的初筛结果。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株与载体:Burkholderia sp． ZYB002 菌株
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由本实验室从油污土壤中分离［8］;该菌株胞外脂肪
酶 LipA 编码基因由本实验室克隆，并提交 NCBI 核
酸数 据 库 (登 录 号 为: EU768869 )。表 达 载 体
pACYC-lipA-lipB 及重组菌株 E． coli BL21 ( DE3 )-
pACYC-lipA-lipB 由本实验室构建并保存。
1. 1. 2 工具酶、引物及试剂:PrimeSTAＲ HS DNA
Polymerase，Dpn I 限制性内切酶及标准分子量的

DNA Marker 均购自宝生物工程 (大连)有限公司;
Wizard SV Gel and PCＲ Clean-Up System 试剂盒购自
普洛麦格(北京)生物技术有限公司;脂肪酶底物 4-
硝基苯月桂酸酯 ( p-Nitrophenyl laurate)购自 Sigma
(美国)公司;氯霉素购自鼎国生物技术有限公司;
其他试剂均为市售分析纯。本实验使用的引物如表
1 所示。

表 1． 本实验使用的简并性 PCＲ 引物
Table 1． Sequence of the NNK primers used for PCＲ

Primer code Mutant amino acid residue Sequence(5'→3') Annealing temperature /℃
BF1F
BF1Ｒ

Glu35
CGGCATCCAGNNKGACCTGCAACAGAACGGTGCGACC
CTGTTGCAGGTCMNNCTGGATGCCGTACCAATACTCG

64

BF2F
BF2Ｒ

Phe221
CCGACGCTCTCCGTGNNKGGCGTCACGGGTGCG
CGCACCCGTGACGCCMNNCACGGAGAGCGTCGG

57

BF3F
BF3Ｒ

Val220
CGACGCTCTCCNNKTTCGGCGTCACGGGTGCGACGG
GTGACGCCGAAMNNGGAGAGCGTCGGCTGGATCGCC

57

BF4F
BF4Ｒ

Leu218
TCCAGCCGACGNNKTCCGTGTTCGGCGTCACGGGTG
CCGAACACGGAMNNCGTCGGCTGGATCGCCGTGCCG

57

1. 2 Burkholderia sp． ZYB002 脂肪酶 3D 结构模
型的构建及其突变位点的选择

选取 PDB 数据库中的洋葱伯克霍尔德菌脂肪
酶 3LIP 作为模板，构建并评估 Burkholderia sp．
ZYB002 脂肪酶 LipA 的 3D 结构模型。分子模型具
体构建方法如下:比对脂肪酶 3LIP 和 LipA 多肽链
的氨基酸序列，确定存在的氨基酸差异性位点。在
YASAＲA 软件中，实现 3LIP 蛋白结构的可视化;利
用该软件的 SWAP 功能，将 3LIP 与 LipA 多肽链差
异性位点的氨基酸残基，逐一替换为 LipA 对应的氨
基酸残基，获得 LipA 3D 结构的初始模型。在
AMBEＲ03 力场下对初始模型进行优化并评估模型
质量［9］。

利用 B-FITTEＲ 软件分析 3LIP 晶体中，具有较
高 B-factor 值的氨基酸残基及其在多肽链中的位
置［10］。比对 LipA 与 3LIP 多肽链氨基酸残基序列，
在 LipA 多肽链中，选择与 3LIP 多肽链中具有较高
B-factor 值的氨基酸残基所在位置及类型相同的氨
基酸残基作为潜在突变位点。
1. 3 文库的构建

以质粒 pACYC-lipA-lipB 为模板，利用表 1 中的
引物对，PCＲ 扩增全长质粒。 PCＲ 扩增程序为:
95℃ 5 min;95℃ 30 s，57℃退火 30 s(构建 Glu35突
变体文库时，退火温度为 64℃ )，72℃延伸 6 min，25
个循环;72℃补平 6 min。PCＲ 扩增产物经电泳鉴定

后，加入 1 μL Dpn I (25 μL PCＲ 扩增产物) 37℃酶
切 2 h 后，再次加入 1 μL Dpn I 37℃酶切 2 h，胶回
收目的片段。回收目的片段转化 E． coli BL21
(DE3)感受态细胞。随机挑取 400 个转化子到新的
LB 抗性平板 (含 50 μg /mL 氯霉素)，作为突变文
库，37℃倒置培养 24 h 后，抗性平板保存于 4℃，以
便后期筛选。
1. 4 突变文库多样性和质量的评价

从文库 A(Glu35)中随机挑取 40 个转化子送交
生工生物工程(上海)股份有限公司测序，测序结果
与野生型脂肪酶 LipA 的基因序列进行比对，从而分
析突变文库的质量和多样性。
1. 5 lipA 的诱导表达

将转化子挑到装有 800 μL LB 培养基 (含
50 μg /mL的氯霉素)的 2 mL EP 管中，以 1 mmol /L
IPTG 诱导 E． coli BL21(DE3)-pACYC-lipA-lipB 的表
达。30℃，220 r /min 诱导培养 16 h 后，6021 × g 离心
5 min，收 集 E． coli 菌 体。用 pH 7. 4 20 mmol /L
Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲溶液洗涤菌体一次，并重新
用 800 μL 相同的缓冲溶液悬浮菌体。悬浮菌体依
次在 － 20℃ 和 37℃ 中反复冻融 5 － 6 次后，4℃
13548 × g 离心 10 min，收集上清液，作为粗酶液，进
行后续分析实验。
1. 6 脂肪酶酶活的测定

脂肪酶酶活的测定采用比色法［11］。酶学反应体
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系组成如下:20 mmol /L pH7. 4 的 Na2HPO4-NaH2PO4

缓冲溶液 2870 μL，粗酶液 30 μL，10 mmol /L 4-硝基
苯月桂酸酯 100 μL。在上述反应体系及 40℃条件
下，摩尔消光系数(410 nm)为0. 015 L /(cm·μmol)。
在上述条件下，每分钟释放1 μmol对硝基苯酚所需要
的酶量定义为 1 个酶活单位(U)。
1. 7 热稳定性提高的脂肪酶突变体的筛选

取 100 μL 粗酶液转移到另外一个 1. 5 mL EP
管中，55℃下热处理粗酶液 12 min 后，迅速冰浴冷
却终止热变性。室温下静置 30 min，测定粗酶液经
热处理后的残余酶活，并与野生型 Lip A 在相同条
件下残留的酶活进行比较，筛选出残余酶活大于野
生型脂肪酶的突变体，进行复筛。
1. 8 脂肪酶 T50

12的测定
T50

12值是指脂肪酶在特定温度下处理 12 min 后
残余酶活为 50% 时对应的温度。具体测量方法如
下:以 40℃时脂肪酶的残余酶活作为 100%，分别测
定脂肪酶在不同温度下(45 － 70℃ )处理 12 min 后的
残余酶活。绘制温度对残余酶活图，计算 T50

12值［12］。
1. 9 脂肪酶 t1 /2的测定

t1 /2值是指脂肪酶在特定温度下处理一段时间
后残余酶活为 50% 时对应的时间。具体测量方法
如下:以最适温度下脂肪酶的酶活作为 100%，分别
测定并计算出脂肪酶在 55℃下处理不同时间后的

残余酶活。以处理时间为横坐标，以 ln(% 残余酶
活)为纵坐标，绘制时间- ln(% 残余酶活)图，据图
计算 t1 /2值

［2，13］。

2 结果和分析

2. 1 突变位点的选择
Burkholderia sp． ZYB002 脂肪酶 LipA 的 3D 分

子结构模型如图 1-A，β-折叠位于 LipA 3D 分子结
构的中央，α-螺旋围绕在 β-折叠的周围，分子结构
特点符合 α /β—水解酶的 3D 结构特点。 Ser87、
Asp264和 His286构成了活性中心的催化三联体，催化
三联体之间能形成稳定的氢键(图 1-B)。

PDB 数据库中，已收录有多个 Burkholderia
cepacia 脂肪酶 LipA 的晶体数据。通过 3D 结构评
估，选择 3LIP 作为筛选高 B-factor 值氨基酸残基的
晶体模型。比对本实验使用的 LipA 分子与 3LIP 分
子多肽链的氨基酸残基差异性发现，在 3LIP 分子多
肽链中，具有较高 B-factor 值的前 20 个氨基酸残基，
与本实验使用的 LipA 脂肪酶分子的多肽链，仅 2 个
氨基酸残基之间存在差异 ( Ile218 / Leu218和 Thr137 /
Ser137);不相同的这 2 个氨基酸残基，从极性分类来
看，其实是相同(或一致)的。本文选取的 4 个突变体
在 LipA 分子 3D 结构模型中的位置如图 1-C。

图 1． LipA 3D 结构模拟图及突变位点在 3D 分子结构中的位置
Figure 1． The 3D structure model of the LipA and the sites chosen for saturation mutagenesis． A: 3D structure model of LipA; B: The hydrogen bond

between the catalytic triad of LipA; C: 3D structure model of LipA display the sites chosen for saturation mutagenesis．

2. 2 突变文库质量评价
随机从 Glu35突变文库中挑选 40 个转化子对

lipA 基因进行序列分析，并与野生型基因序列进行
比对。除了 3 个转化子的测序结果失败之外，其余
37 个转化子在相应位置(Glu35 )均实现了突变。32

个转化子在相应位置突变的氨基酸类型及数量如图
2-A，另外 5 个转化子为异常的插入突变。32 个转

化子的氨基酸型突变覆盖范围为 70%。
2. 3 不同突变文库中正突变类型及效应

从每个文库中，随机挑取 400 个转化子进行诱
导表达、裂解、粗酶液经热处理后进行残余酶活的测
定，并与野生型脂肪酶进行比较。凡是残留酶活大
于野生型脂肪酶的转化子均进行基因序列分析，突
变体的突变氨基酸残基的种类如表 2。从图 3 和表
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2 可以看出，筛选出的阳性突变体残余酶活均高于
野生型的 5% － 40%。

图 2． 脂肪酶 LipA E35位点饱和突变文库中氨基酸种

类、分布及插入突变类型
Figure 2． Experimental amino acid distributions and insertion

mutation of the saturated mutation library for lipase LipA E35 site．

A: The type and distribution of amino acids from mutation library

E35 ． Stop codons of E． coli are represented by the sign of asterisk;

B: The sequences alignment among various mutants which contain

multiple primer insertions．

图 3． 定点突变后突变子的残余酶活
Figure 3． Ｒesidual activity of mutants by site directed

mutagenesis．

2. 4 野生型脂肪酶及其突变体 T50
12的测定

野生型脂肪酶与阳性突变体的 T50
12测定结果

如图 4。野生型 LipA T50
12为 51℃，突变体 LipA-E35

P 的 T50
12为 54℃，LipA-F221 D 为 57℃，LipA-V220 E

为 54. 6℃，LipA-L218 E 为 55. 4℃。
2. 5 野生型脂肪酶及其突变体 t1 /2的测定

野生型脂肪酶与脂肪酶阳性突变体的 t1 /2测定结
果如图 5。野生型 LipA 的 t1 /2为 5. 20 min，突变体
LipA-E35P 的 t1 /2为 9. 60 min，LipA-F221 D 为15. 70 min，

LipA-V220 E 为 11. 48min，LipA-L218 E 为 8. 75 min。

表 2． 不同突变文库中筛选出的突变体
Table 2． Variants screening from different mutant libraries

Library Mutational type Increase rate of residual activity /% Library Mutational type Increase rate of residual activity /%

E35 G 12. 27 ± 1. 78 V220 S 12. 18 ± 1. 92

E35 P 37. 08 ± 0. 49 V220 P 16. 50 ± 2. 86

F221 S 17. 20 ± 1. 56 V220 W 24. 77 ± 2. 55

F221 H 17. 49 ± 1. 26 V220 D 24. 45 ± 0. 76

F221 G 20. 40 ± 0. 54 V220 E 36. 36 ± 0. 25

F221 P 24. 10 ± 0. 73 L218 F 5. 05 ± 0. 14

F221 N 26. 98 ± 0. 2 L218 I 7. 93 ± 0. 67

F221 E 36. 52 ± 1. 18 L218 N 11. 18 ± 0. 59

F221 D 42. 72 ± 1. 74 L218 T 15. 71 ± 1. 58

V220 T 11. 06 ± 0. 88 L218 D 19. 16 ± 1. 71

V220 Q 11. 51 ± 2. 60 L218 E 38. 20 ± 2. 51

V220 A 14. 24 ± 0. 34

2. 6 脂肪酶突变体稳定性提高的分子机制分析
利用 YASAＲA 软件对野生型脂肪酶 LipA 和 4

个阳性突变体的 3D 结构进行分析，建模如图 6 所
示。比较突变前后，氨基酸残基的溶剂可接近面积

发现，突变体在突变部位的氨基酸残基的溶剂可接
近面积均有显著的增大(表 3)。对于 LipA-V220 E 突
变体而言，在 E220 -G222 -V223之间形成了 3 个氢键，而
野生型脂肪酶 LipA 在此部位仅形成 2 个氢键。
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图 4． 野生型脂肪酶及其突变体 T50
12的测定

Figure 4． The T50
12 of wild type lipase and mutants．

图 5． 野生型脂肪酶及其突变体 t1 /2的测定

Figure 5． The t1 /2 value of wild type lipase and mutants．

图 6． 野生型脂肪酶及其脂肪酶突变体突变部位氨基酸残基的溶剂可接近表面积模型图
Figure 6． The 3D structure model for solvent accessible surface area of a specific amino acid residue between the

wild type lipase and lipase mutants． A: LipA-F221 D; B: LipA-V220 E; C: LipA-L218 E．

3 讨论

对于尚未有晶体数据的酶分子，如何筛选潜在

突变位点，存在诸多不确定性。本文基于氨基酸序
列比对和结构比对的基础筛选潜在突变位点，获得
了较好的效果。从构建的突变文库中，均筛选到热
稳定性有明显提高的脂肪酶 LipA 突变体。解析晶
体结构时，由于各个脂肪酶分子结晶条件的差异性，

导致不同晶体中，高 B-factor 值氨基酸残基所存在
的位置及种类存在显著的差异(如 5LIP 和 3LIP 之
间)。我们分别对 9 个 B． cepacia LipA 的晶体数据
进行逐一评估［14］，同时，结合分析 B-factor 值时对晶

体特点的要求［10］，最终选择 3LIP 晶体数据作为本

实验分析 LipA 突变位点的模板。

利用 NNK 简 并 性 引 物 构 建 饱 和 突 变 文
库［15 － 17］，虽然简单易行但易产生大量冗余密码子，

导致文库中氨基酸的不均等分布，同时还存在表达
宿主菌对密码子的偏好性等问题［16 － 17］。在对 E35

文库评价实验过程中，我们也观察到相同的现象，不
同氨基酸密码子的分布呈现严重的不均匀性(图 2-
A)。在我们挑取的 40 个转化子测序中，尽管氨基
酸类型突变覆盖率只有 70% (14 种氨基酸残基 /20

种氨基酸残基)，但考虑到我们对每个基因组文库
挑取了 400 个转化子进行初筛，而且在其他文库中
也筛选到其他类型的氨基酸残基(如 His、Asn 和
Gln，见表 2)，因此可以推测，我们筛选的转化子至
少覆盖了 90%以上的氨基酸类型。与此同时，在对
突变体测序中发现，相当一部分脂肪酶突变体，为插
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入型突变(图 2-B)。进一步优化 PCＲ 扩增条件、优 化引物，对提高文库质量，是必要的。

表 3． 野生型 LipA 和脂肪酶突变体突变部位氨基酸残基的溶剂可接近表面积
Table 3． The solvent accessible surface area of the specific amino acid residue

Type of amino acid residue F221 D221 V220 E220 L218 E218

Solvent accessible surface area (2 ) 196. 66 233. 39 96. 41 264. 02 127. 67 259. 24

Val220和 Phe221这 2 个突变位点位于 β-turn 上，
筛选获得的突变体类型及效应与 Guruprasad 等人
(2000)基于 β-turn 结构处氨基酸残基偏爱性的统
计结果高度吻合［18］，说明筛选到的氨基酸残基类型
有助于 β-turn 构象的稳定。LipA-E35 P 稳定性的提
高得益于 Pro 降低了多肽链骨架的构象熵［19 － 20］。
此外，F221D、V220E 和 L218E 3 个突变体均由非极
性氨基酸残基突变为极性氨基酸残基，突变后的氨
基酸残基的溶剂可接近面积较原始氨基酸残基有显
著提高，有助于脂肪酶突变体在溶剂中的稳定。为
进一步提高脂肪酶的稳定性，在后续实验中，将继续
进行多个突变位点的迭代饱和诱变，继续优化其他
β-turn 构象，增加脂肪酶分子中的盐桥数量等。

值得关注的是:在 LipA 分子中，具有较高 B-
factor 值的氨基酸残基密集分布于 β3 和 β4 这 2 个
二级结构成分上。事实上，与其他脂肪酶 3D 结构
(如 Pseudomonas aeruginosa 脂肪酶 LipA)比较分析
发现，β3 和 β4 这 2 个二级结构成分，并不是维持脂
肪酶 3D 构象的必需成分［21］。分子动力学模拟显
示，β3 和 β4 仅仅发挥了稳定 α9 构象的功能［22］。
在我们同期的其他实验中发现，缺失 β3 和 β4 这 2
个二级结构成分，严重影响脂肪酶 LipA 的活性(实
验室未发表数据)。作为维持脂肪酶 3D 构象的非
必需二级结构成分，如何影响脂肪酶 LipA 的活性和
稳定性，其作用的分子机制还有待深入调查。
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Screening for mutants with thermostabe lipase A from
Burkholderia sp． ZYB002
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Abstract:［Objective］We improved the thermostability of LipA from Burkholderia cecapia ZYB002 by protein engineering
technology to expand the application of lipase LipA． ［Method］ On the basis of B-factor value of lipase LipA，series of
potential mutation hotspots were selected for iterative saturation mutagenesis and the corresponding small mutation gene
libraries were then constructed to screen the hyperthermal variants． ［Ｒesults］ From the above mutation libraries，we
obtained a series of mutants whose enzyme half-life at 55℃ increased by 1. 7 to 2. 2-fold． ［Conclusion］B-factor iterative
test (B-FIT) is feasible to mutate thermostable strains．
Keywords: thermostability，B-factor，saturation mutagenesis，lipase LipA，Burkholderia sp．
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