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摘　 要: 基于在 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 全基因组序列注释的 １５ 个脂肪酶基因ꎬ进行脂肪酶基因合成与

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 异源表达ꎬ获得 １１ 个产脂肪酶阳性克隆ꎬ其中酶活力最高为 １.５ Ｕ / ｍＬꎮ 经初步酶学分析ꎬ结果表明

重组表达脂肪酶普遍具有耐热性、耐碱性的特征ꎬ最适温度范围为 ５０~ ９０℃ ꎬ最适 ｐＨ 范围为 ８.５ ~ ９.５ꎮ 其中ꎬＬｉｐＰ 最适

温度为 ９０℃ ꎬ远高于目前已知脂肪酶的最适温度ꎻＬｉｐＱ 最适温度为 ５０℃ ꎬ最接近洗涤工业的中温温度ꎻ其他脂肪酶最适

温度为 ７０℃或 ８０℃ ꎬ均属耐热脂肪酶ꎮ

关键词: 木霉ꎻ脂肪酶ꎻ原核表达ꎻ耐热性

ＤＯＩ:１０.１９５８６ / ｊ.２０９５￣２３４１.２０１８.００３９
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９０℃ ａｎｄ ｐＨ ８. ５ ~ ９. ５. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＬｉｐＰ ｗａｓ ９０℃ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ａｌｌ ｋｎｏｗｎ
ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓꎬ ａｎｄ ＬｉｐＱ ｓｈｏｗｅｄ ｏｐｔｉｍａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ５０℃ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｉｎｄｕｓｔｒｙ.
Ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｌｉｐａｓｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ｌｉｐａｓｅꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｏｐｔｉｍａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｔ ７０℃ ｏｒ ８０℃ .

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａꎻ ｌｉｐａｓｅꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｈｅａｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 脂肪酶(ＥＣ ３.１.１.３)被认为是最重要的商业

酶之一ꎬ可在油水界面上催化甘油三酯水解释放

甘油二酯、长链脂肪酸( >８ 碳)和甘油[１]ꎮ 在水

解过程中ꎬ脂肪酶与甘油酰基结合形成脂肪酶酰

基复合物ꎬ然后将酰基转移到水的－ＯＨ 上ꎻ而在

非水性催化条件下ꎬ脂肪酶将羧酸酰基转移至亲

核化合物上[２]ꎮ 根据蛋白质结构的相似性ꎬ脂肪

酶属于 α / β 水解酶家族ꎬ其中催化三联体(通常



为丝氨酸、组氨酸、谷氨酸或天冬氨酸)和氧离子

空穴是催化反应的关键[３]ꎬ此外ꎬ盖子结构、底物

亲和性也与活性位点的结合能力有着紧密关系ꎮ
脂肪酶广泛存在于微生物、植物和动物中ꎬ其

中ꎬ细菌脂肪酶、真菌脂肪酶因具有产量高、易操

作等特点ꎬ一直是研究和应用的重点ꎮ 研究表明ꎬ
细菌和酵母来源的脂肪酶可在高温下保持较高的

酶活力ꎬ如来源于 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、嗜热芽

孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ)和酵母(Ｋｕｒｔｚｍａｎｏ￣
ｍｙｃｅｓ ｓｐ.)的脂肪酶ꎬ最适温度在 ６０~７５℃ [４ꎬ５]ꎮ

木霉(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ)具有显著的木质纤维素

降解能力ꎬ能产生多种水解酶、裂解酶和辅助酶ꎬ
包括纤维素酶、木聚糖酶、几丁质酶、漆酶、脂肪酶

等[６]ꎬ而且木霉是酶制剂产业的重要表达系统之

一[７]ꎮ 目前ꎬ已完成了 １３ 株木霉菌株的基因组测

序[８ꎬ９]ꎬ其中绿色木霉[１０]、里氏木霉[１１]、哈茨木

霉[１２]和 Ｔ. ｇａｍｓｉｉ[１３] 的基因组序列分析结果表

明ꎬ木霉普遍具有多个脂肪酶基因[１４]ꎮ 本课题组

在前期研究中筛选获得了 １ 株脂肪酶酶活力较高

的木霉菌株 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５[１５]ꎬ本研究

依据该菌株的全基因组测序结果ꎬ注释了 １５ 个脂

肪酶基因ꎬ以此进行基因合成和原核异源表达ꎬ并
对脂肪酶的酶学性质进行初步研究ꎬ以期为耐热

脂肪酶的开发利用提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株与质粒

大肠杆菌感受态细胞 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＴｒａｎｓＩ
和 ＢＬ２１(ＤＥ３)均购自北京全式金生物技术有限

公司ꎻ质粒 ｐＥＴ￣３０ａ( ＋)载体购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎮ

１.２　 溶剂和底物配制

异丙基硫代 β￣Ｄ￣半乳糖苷 ( ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣
ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ)、硫酸卡那霉素、 ＬＢ
培养基等配制方法均参考孙乔乔等[１６]的配方ꎮ

底物配制:Ａ 液:取固体对硝基苯酚棕榈酸酯

( ｐ￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐａｌｍｉｔａｔｅꎬ ｐＮＰＰ ) ８ ｍｍｏｌ 溶 解 于

１０ ｍＬ异丙醇中ꎬ温热溶解ꎬ于 ４℃保存ꎬ有效期为

１ 周ꎻ Ｂ 液:用蒸馏水配制 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ加

０.２２ ｇ阿拉伯胶ꎬ用盐酸调至 ｐＨ ８(视具体情况而

定)ꎬ于 ４℃保存ꎬ有效期为 １ 周ꎮ 按照 １ ∶９ 的比

例混合 Ａ 液和 Ｂ 液ꎬ制成底物溶液ꎮ

１.３　 脂肪酶基因分析

利用 ＫＯＧ / ＫＥＧＧ / ＧＯ 数据库对全基因组测

序结果进行注释ꎬ 获得脂肪酶基因ꎮ 再利用

Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １０ 软件 (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司) 对

ｃＤＮＡ 序列进行翻译并获得推导氨基酸序列ꎬ分
析等电点和蛋白质分子量ꎬ然后利用 ＳｉｇｎａｌＰ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ)线上软

件预测信号肽长度ꎬ最后利用 ＢｌａｓｔＰ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / )分析序列相似性ꎮ
同 时ꎬ 利 用 Ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )完成预测脂肪酶的同源建模以及与

ＰＤＢ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / )中序列的比

对ꎬ并采用 ＭＥＧＡ ６ 和 ＣｌｕｓｔａｌＸ １.８１ 构建系统发

育树ꎬ进行蛋白质聚类分析ꎮ

１.４　 脂肪酶基因合成与原核表达

根据 ＡＣＣＣ３０４２５ 全基因组序列ꎬ经数据库注

释获得了 １５ 个脂肪酶基因 ｃＤＮＡꎬ以此为基础ꎬ
手动删除信号肽ꎬ选择合适酶切位点ꎬ删除原有终

止密码子ꎬ将所需合成的成熟肽链的 ＤＮＡ 序列信

息交至上海捷瑞生物工程有限公司ꎬ以合成密码

子优化的适合原核表达的核苷酸序列ꎮ 对合成产

物以及 ｐＥＴ３０ａ( ＋)质粒进行 ＥｃｏＲⅠ与 ＸｈｏⅠ双

酶切后ꎬ使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶进行连接(２０℃ 过

夜)ꎮ 将连接产物 ｐＥＴ３０ａ ( ＋)￣ｌｉｐ 热激转化至

Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞中ꎬ获得 ｐＥＴ３０ａ
(＋)￣ｌｉｐ￣ＢＬ２１ꎬ挑单菌落验证阳性克隆ꎮ 再利用

ＩＰＴＧ 诱导菌株表达ꎬ并通过超声波破碎获得脂肪

酶粗酶液[１６]ꎮ

１.５　 重组脂肪酶的酶学性质分析

１.５.１　 ｐＮＰＰ 法测定脂肪酶酶活力 　 按照 ｐＮＰＰ
法测定脂肪酶酶活力ꎬ于 ３７℃反应 １５ ｍｉｎ 后ꎬ加
入 ２ ｍＬ 无水乙醇终止反应ꎬ随后 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ２ ｍｉｎ 取上清液ꎬ于 ４１０ ｎｍ 处测定吸光度(ＯＤ
值)ꎬ进而计算重组脂肪酶的活性[１５]ꎮ １ 个脂肪

酶活性单位(Ｕ)定义为在一定的反应条件下ꎬ每
分钟分解 ｐＮＰＰ 生成 １ μｍｏＬ 对硝基酚(ｐ￣Ｎｉｔｒｏ￣
ｐｈｅｎｏｌꎬｐＮＰ)所需的脂肪酶酶量[１６]ꎮ
１.５.２　 酶学性质分析 　 酶活粗筛:按照 １.５.１ 分

别测定重组酶酶活力ꎮ
最适反应 ｐＨ:保持 Ａ 液不变ꎬ用不同 ｐＨ

(７.０、８.０、８.５、９.０、９.５ 和 １０.０)的 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液配制 Ｂ 液ꎮ 其他步骤同 １.５.１ꎮ

１３５王宇洲ꎬ等:Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 脂肪酶基因的原核表达及其酶学性质的初步研究



最适反应温度:在酶的最适 ｐＨ 条件下ꎬ于不

同温度(４０℃、５０℃、６０℃、６５℃、７０℃、８０℃、９０℃
和 ９５℃)中测定酶活力ꎮ 其他步骤同 １.５.１ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 脂肪酶基因分析

经 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 基因组序列分

析ꎬ共注释获得 １５ 个脂肪酶编码基因(表 １)ꎮ
Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １０ 软 件 分 析 结 果 表 明 菌 株

ＡＣＣＣ３０４２５ 的脂肪酶分子量在 ５５ ~ ７０ ｋＤａ 之间ꎬ
其中 ＡＣＣＣ３０４２５＿８５１９ 基因编码的脂肪酶分子量

最大ꎬ高达 ６８.８ ｋＤａꎬ而 ＡＣＣＣ３０４２５＿５７４４ 编码的

脂肪酶分子量最小ꎮ 脂肪酶的等 电 点 处 于

４.０~６.０之间ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ 线上软件确定所有脂肪酶

均为胞外分泌ꎮ
基于 Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 数据库的 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ有 １１ 个

脂肪酶与已知序列的相似性低于 ５０％ꎬ其中有 ５
个低于 ４０％ꎻ而于 ＰＤＢ 数据库中序列比对ꎬ有 １０
个脂肪酶与已知序列的相似性低于 ４０％ꎬ其中有

３ 个低于 ３０％ꎮ 结合 ２ 个数据库的比对结果ꎬ有 ５

个脂肪酶基因(表 １ 中下划线标注)在酶学性质

和结构比对方面都具有一定的新颖性ꎮ

２.２　 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５脂肪酶的聚类分析

将 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 的 １５ 个脂肪酶

基因与相似序列以最大相似法构建聚类关系树

(图 １)ꎮ 结果表明ꎬ菌株 ＡＣＣＣ３０４２５ 的脂肪酶与

哈茨 木 霉 ( Ｔ. ｈａｒｚｉａｎｕｍ ) 和 贵 州 木 霉 ( Ｔ.
ｇｕｉｚｈｏｕｅｎｓｅ)来源的脂肪酶的同源性更高ꎬ其中脂

肪酶 ＡＣＣＣ３０４２５＿２７１４ 更接近于 Ｔ. ｌｉｘｉｉ 来源的脂

肪酶ꎮ

２.３　 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 重组脂肪酶的酶

学性质分析

Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 的 １５ 个脂肪酶基因

经密码子优化后分别与载体 ｐＥＴ３０ａ( ＋)连接以

构建重组质粒ꎬ并在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细

胞中表达ꎮ
２.３.１　 脂肪酶酶活力筛选　 按照 １.５.１ 测定重组

脂肪酶酶活力ꎬ结果表明ꎬ共有 １１ 个阳性克隆产

脂肪酶ꎬ 分别为 ＬｉｐＡ、 ＬｉｐＢ、 ＬｉｐＣ、 ＬｉｐＤ、 ＬｉｐＨ、
ＬｉｐＩ、ＬｉｐＫ、ＬｉｐＬ、ＬｉｐＭ、ＬｉｐＰ、ＬｉｐＱꎬ具体酶活力见

表 １　 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 的脂肪酶基因分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５.

脂肪酶基因编号 脂肪酶
ｃＤＮＡ
(ｂｐ)

信号肽
(ａａ)

成熟肽
(ａａ)

蛋白质分子量
(ｋＤａ) 等电点

序列相似性(％)

Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ ＰＤＢ
ＡＣＣＣ３０４２５＿１１１６６ ＬｉｐＡ １ ７２８ １９ ５５７ ６０.５ ５.１５ ５０ ３６

ＡＣＣＣ３０４２５＿１０２０９ ＬｉｐＢ １ ６６８ １８ ５３８ ５８.５ ５.７０ ４１ ３２

ＡＣＣＣ３０４２５＿４７８６ ＬｉｐＣ １ ７０１ １７ ５５０ ６０.７ ６.１９ ２８ ２９

ＡＣＣＣ３０４２５＿２４９２ ＬｉｐＤ １ ７０４ ２２ ５４６ ６０.４ ５.３０ ３５ ３２

ＡＣＣＣ３０４２５＿２５０９ ＬｉｐＥ １ ７１３ ２５ ５４６ ５９.６ ６.０３ ３４ ３３

ＡＣＣＣ３０４２５＿４９５９ ＬｉｐＦ １ ７０７ １９ ５５０ ５９.７ ４.５８ ５０ ５０

ＡＣＣＣ３０４２５＿４９１０ ＬｉｐＧ １ ３５９ １９ ４３４ ４５.９ ４.４４ ５３ ３１

ＡＣＣＣ３０４２５＿２７１４ ＬｉｐＨ １ ３１７ ２３ ４１６ ４４.１ ４.５１ ６１ ５７

ＡＣＣＣ３０４２５＿４５５６ ＬｉｐＩ １ ７１３ １９ ５５２ ６０.０ ５.２９ ５４ ５７

ＡＣＣＣ３０４２５＿５７４４ ＬｉｐＪ １ ０２３ １５ ３２６ ３４.７ ４.４７ ４０ ５２

ＡＣＣＣ３０４２５＿９４７４ ＬｉｐＫ １ ６６２ １９ ５３５ ５８.３ ６.０６ ３８ ２８

ＡＣＣＣ３０４２５＿８５１９ ＬｉｐＬ １ ９３８ ２３ ６２３ ６８.８ ５.３０ ３４ ２２

ＡＣＣＣ３０４２５＿６５３１ ＬｉｐＭ １ ８４２ ３１ ５８３ ６２.７ ５.２４ ６６ ３８

ＡＣＣＣ３０４２５＿１４７１ ＬｉｐＰ １ ６６８ ２０ ５３６ ５８.２ ５.１１ ４２ ３１

ＡＣＣＣ３０４２５＿７７５ ＬｉｐＱ １ ７０７ ２０ ５４９ ６０.０ ４.５９ ４６ ４９

２３５ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



图 １　 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 脂肪酶的聚类分析

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５.

表 ２ꎮ 其中ꎬＬｉｐＰ、ＬｉｐＫ、ＬｉｐＨ、ＬｉｐＭ、ＬｉｐＱ、ＬｉｐＤ 的

酶活力均高于 ０.１ Ｕ / ｍＬꎬＬｉｐＢ 的酶活最低ꎬ而其

他 ４ 个克隆未产脂肪酶ꎮ
２.３.２　 最适反应 ｐＨ　 在 ３７℃、不同 ｐＨ 条件下测

定 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 重组脂肪酶酶活力ꎮ
如图 ２ 所示ꎬＬｉｐＢ 最适 ｐＨ 为 ８.５ꎬＬｉｐＡ、ＬｉｐＨ 最

适 ｐＨ 为 ９. ０ꎬ 而 ＬｉｐＣ、 ＬｉｐＤ、 ＬｉｐＩ、 ＬｉｐＫ、 ＬｉｐＬ、
ＬｉｐＭ、ＬｉｐＰ 和 ＬｉｐＱ 的最适 ｐＨ 均为 ９.５ꎮ 当 ｐＨ<
８.５ 时ꎬＬｉｐＬ 失去活性ꎻ当 ｐＨ>１０. ０ 时ꎬＬｉｐＡ 和

ＬｉｐＢ 的相对活性低于 ６０％ꎻ而其他脂肪酶均保持

着 ６０％以上的相对活性ꎮ 因此ꎬＴ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣ￣

ＣＣ３０４２５ 脂肪酶普遍具有耐碱性ꎬ即在碱性条件

下可保持较高的酶活力ꎮ

表 ２　 重组脂肪酶活性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｉｐａｓｅｓ.

脂肪酶
酶活力
(Ｕ / ｍＬ) 脂肪酶

酶活力
(Ｕ / ｍＬ)

ＬｉｐＰ ０.１９ ＬｉｐＬ ０.０８
ＬｉｐＫ ０.１３ ＬｉｐＡ ０.０８
ＬｉｐＨ ０.１３ ＬｉｐＣ ０.０６
ＬｉｐＭ ０.１３ ＬｉｐＩ ０.０３
ＬｉｐＱ ０.１３ ＬｉｐＢ ０.０１
ＬｉｐＤ ０.１０

３３５王宇洲ꎬ等:Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 脂肪酶基因的原核表达及其酶学性质的初步研究



图 ２　 ｐＨ 对 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 重组脂肪酶酶活力的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｉｐａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５.
Ａ:具有特性的酶 ＬｉｐＡ、ＬｉｐＢ、ＬｉｐＨꎻＢ:性质相近的酶 ＬｉｐＣ、ＬｉｐＩ、ＬｉｐＭ、ＬｉｐＰꎻＣ:性质相近的酶 ＬｉｐＤ、ＬｉｐＫ、ＬｉｐＬ、ＬｉｐＱꎮ

２.３.３　 最适反应温度　 在最适 ｐＨ、不同温度的条

件下测定脂肪酶酶活力ꎮ 结果如图 ３ 所示ꎬＬｉｐＱ
为中温酶ꎬ最适温度为 ５０℃ꎬ当温度高于 ６０℃时ꎬ
其酶活力急剧下降ꎮ 其他脂肪酶均属高温脂肪

酶ꎬ最适温度在 ７０ ~ ９０℃ꎮ 其中ꎬＬｉｐＰ 的最适温

度为 ９０℃ꎬ且在中温环境也保持 ５０％以上的相对

活性ꎻＬｉｐＡ、ＬｉｐＬ 的最适温度为 ７０℃ꎻ而其他脂肪

酶的最适温度均为 ８０℃ꎮ
２.３.４　 最适条件下测定酶活力　 如图 ４ 所示ꎬ重
组脂肪酶在最适条件下的酶活力ꎬ相较于标准条

件均有明显提高ꎮ 如在标准条件下酶活力最低的

ＬｉｐＢꎬ在最适条件下其酶活力提高了 ８７ 倍ꎻＬｉｐＰ
酶活力仍为最高ꎬ在最适条件下其酶活力提高了

８ 倍ꎬ高达 １.５ Ｕ / ｍＬꎮ 最适温度为 ８０℃的脂肪酶

在最适条件下的酶活力普遍在 ０.８ ~ １.２ Ｕ / ｍＬ范
围内ꎮ

３　 讨论

筛选具有特殊性质的脂肪酶一直备受研究领

域和工业应用领域的关注ꎬ微生物来源的脂肪酶

最适温度普遍在 ３０ ~ ５０℃之间ꎬ温度过高会导致

脂肪酶结构变性至失活ꎬ国内单志文等[１７]在 ２００１
年首次筛选到 １ 个来源于 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｒａｇｉ 的脂

肪酶ꎬ其最适温度为 ６５~７０℃ꎬ具有耐热性ꎮ
在实际应用中ꎬ脂肪酶参与的工业催化反应

过程大多需要较高的反应温度ꎬ尤其是替代化石

能源的生物柴油的生产工艺的研究ꎮ 近年来ꎬ人
们一直在挖掘耐热以及超耐热酯酶 /脂肪酶ꎬ通常

是先在热泉和笼屉等高温环境下筛选嗜热菌株ꎬ
再对嗜热微生物中的脂肪酶基因进行克隆、异源

表达ꎬ亦或构建突变体ꎬ从而改良酶学性质ꎬ如来

自嗜热细菌[１８] 、短梗霉[１９] 、假单胞菌[２０] 、芽孢杆

４３５ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



图 ３　 温度对 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 的重组脂肪酶酶活力的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｉｐａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５.
Ａ:具有特性的酶 ＬｉｐＰ、ＬｉｐＱ、ＬｉｐＡ、ＬｉｐＬꎻＢ:性质相近的酶 ＬｉｐＩ、ＬｉｐＫ、ＬｉｐＭꎻＣ:性质相近的酶 ＬｉｐＢ、ＬｉｐＣ、ＬｉｐＤ、ＬｉｐＨꎮ

图 ４　 脂肪酶在标准条件酶活和最适反应条件下的酶活力

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｌｉｐａｓｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.

菌[２１ꎬ２２]等嗜热微生物[２３] 的耐热酯酶 /脂肪酶基

因重组表达后的最适反应温度往往在 ６０ ~ ７５℃ꎬ
此外ꎬ来自嗜热古细菌的酯酶[２４] 的最适反应温度

为 ９０℃ꎬ此为迄今国内发现的最适反应温度最高

的酯酶ꎬ然而超耐热脂肪酶的研究近来鲜有报道ꎮ
本研究首次报道了基于基因组序列分析的木

５３５王宇洲ꎬ等:Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 脂肪酶基因的原核表达及其酶学性质的初步研究



霉 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ 脂肪酶的系统研究ꎬ来源

于 Ｔ. ｌｅｎｔｉｆｏｒｍｅ ＡＣＣＣ３０４２５ 的脂肪酶 ＬｉｐＰ 最适温

度为 ９０℃ꎬ是目前已知的最适反应温度最高的脂

肪酶ꎮ 此外ꎬ本研究还发现了多个具有耐碱性

(ｐＨ ８.５~９.５)、耐热性(７０~９０℃)的脂肪酶ꎬ为脂

肪酶的基础研究和潜在应用提供了宝贵的材料ꎮ
这些性质各异的木霉脂肪酶具有很好的应用前景

和开发潜能ꎬ需要通过更加高效的表达系统进行

表达和纯化ꎬ以便在酶学的结构功能上进行更深

一步的研究ꎮ
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