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摘要!为了提高华根霉脂肪酶在大豆油水解制备脂肪酸中的应用效果!通过理性设计的方法改造脂

肪酶的脂肪酸特异性& 对突变酶的酶学性质进行了研究!并通过单因素实验优化脂肪酶催化水解

大豆油的反应条件& 结果表明'利用定点突变技术获得了一系列脂肪酸特异性改变的脂肪酶!其中

突变酶BdI增强了对不饱和长链脂肪酸的特异性!并且对 E%M??"L#($的水解活力相比野生型

提高了 !8$! 倍#所有突变酶的最适温度和最适 NB均为 ,"=和 '8"!与野生型脂肪酶一致#得到脂

肪酶催化水解大豆油的最适反应条件为反应时间 !, Q%水油质量比 #g#%加酶量 -"" KcP"以油质量

计$%NB'8"%温度 ,"=!在最适反应条件下!野生型酶催化大豆油水解率仅为 '"D!而突变酶BdI

由于增强了对长链不饱和脂肪酸的底物特异性!对大豆油水解率提高到 .'D&
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;;脂肪酸是油脂化工中最基础+使用最为广泛的

原料之一)#*

' 天然油脂水解是获得游离脂肪酸的

#!#
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重要途径之一' 脂肪酸的生产方法主要有皂化法+

水解法+蒸汽裂解法以及酶水解法)!*

&其中酶水解

法由于具有反应条件温和+不饱和脂肪酸不易被氧

化+副产物少的优势&成为脂肪酸制取方法的研究热

点)& %,*

' 不同类型+不同碳链长度及不同比例的脂

肪酸具有不同的功能' 短链脂肪酸可作为饲料添加

剂&促进动物生长)-*

' 中链脂肪酸广泛应用于医

药+保健食用油及养殖业)(*

' 长链饱和脂肪酸如棕

榈酸和硬脂酸&主要用于生产作为乳化剂的脂肪酸

盐)$*

&广泛存在于猪+牛和羊等动物油中&各类饱和

脂肪酸质量分数之和通常在 ("D以上)'*

' 长链不

饱和脂肪酸在代谢中具有广泛的生理活性&用于健

康保健). %#"*

' 植物油中不饱和脂肪酸含量较高&如

大豆油+菜籽油和油茶籽油中不饱和脂肪酸含量分

别为 ',8&,D+$$8$"D和 '#8,&D

)## %#!*

'

脂肪酶 $ GW32964P469OW:4Q6UW:42AO& I3N2AO& /L

&8#8#8&%是一类甘油三酯水解酶&在油水界面催化

酯键的水解或合成&是"绿色#油脂加工制造的重要

工业酶)#& %#-*

' 植物油是制备长链脂肪酸最重要的

来源&但是多数脂肪酶对不饱和脂肪酸的催化效率

低&或倾向于水解中链脂肪酸&因此应用于长链不饱

和脂肪酸含量更高的植物油水解时降低了其原料利

用率)#(*

' 例如&@4VOA等)#$*研究显示&利用单一商品

酶$M:V:Z61,&-+I3N:Z61OGI%Ja和I3N:Z61Oea%

Ja%催化水解大豆油的水解率低于 -"D&复配不同

底物特异性的脂肪酶 $ I3N:Z61Oea %Ja 和

M:V:Z61,&-%将水解率提高到 '"D以上' 虽然复合

酶的催化效率显著提高&但是目前的研究未能从本

质上解决植物油水解率低的难题&如提高酶对不饱

和脂肪酸的底物特异性&提高长链脂肪酸特异性等&

从而进一步提高植物油水解率'

根霉脂肪酶由于具有高度的位置选择性+立体

选择性和高效性&被广泛应用于油脂加工业中' 本

文以提高酶法水解大豆油的水解率为目标&通过理

性设计华根霉$I4)1(E*%,4)$'$%)%%脂肪酶$eLI%突

变位点&以期获得长链不饱和脂肪酸特异性提高的

突变酶&考察突变酶的酶学性质与底物特异性!考察

脂肪酶催化水解大豆油的最适反应条件!在最适反

应条件下&比较野生型与突变酶催化大豆油水解的

能力&考察脂肪酶的脂肪酸特异性对大豆油水解率

的影响'

:;材料与方法

#8#;实验材料

#8#8#;菌株与质粒

.@,(6)[a#".&由本实验室提供!重组质粒

N?JL.j%I<C+重组毕赤酵母 SH##-cN?JL.j%

I<C&由本实验室构建!巴斯德毕赤酵母 &@E#%!(")%

SH##-&购自J>V3XW:PO>公司'

#8#8!;主要试剂

?W31OHG@eBH$?WO13]%+:E$ J+L)3 JJ+?#6J&大

连宝生物公司!E3:AN3> 纯化试剂盒&杭州博日科技

有限公司!氨苄青霉素钠+S,#' 硫酸盐&上海生工生

物工程有限公司!福临门一级大豆油&中粮福临门食

品营销有限公司!对硝基苯酚酯系列底物(对硝基苯

酚乙酸酯$E%M?@%&对硝基苯酚丁酸酯$E%M?E%+

对硝基苯酚戊酸酯$E%M?C%+对硝基苯酚辛酸酯

$E%M?L%+对硝基苯酚月桂酸酯$E%M?I%+对硝基

苯酚豆蔻酸酯$E%M?a%和对硝基苯酚棕榈酸酯

$E%M??%&H3P12%@4UW39Q+@4T2@OA2W+GLJ!色谱纯

正己烷&L24OU:> I2\:W2X:W3OAIXU8!#,D三氟化硼甲

醇溶液& H3P12%@4UW39Q!GIL硅胶板 $ !" 91f

!" 91%!脂肪酸甲酯混合标准样品&H3P12%@4UW39Q'

#8#8&;主要培养基及溶液

IE液体培养基$# I%(#" P胰蛋白胨&- P酵母

提取物&#" PM2L4&#!#=高压灭菌 !" 13>&固体培

养基时加入 !" P琼脂粉'

)?+液体培养基$# I%(!" P胰蛋白胨&#" P酵

母提取物&!" P葡萄糖&##-=高压灭菌 &" 13>&固

体培养基时加入 !" P琼脂粉'

a+固体培养基$# I%(#&8, P)ME&, f#"

%,

P

生物素&!" P葡萄糖&!" P琼脂粉&##-=高压灭菌

&" 13>'

EaS)培养基$# I%( !" P胰蛋白胨&#" P酵母

提取物&#" P甘油&#"" 11:4cINB(8" 磷酸钾缓冲

液&#&8, P)ME&, f#"

%,

P生物素&##-=高压灭菌

&" 13>'

Eaa)培养基$# I%( !" P胰蛋白胨&#" P酵母

提取物&#"" 11:4cINB(8" 磷酸钾缓冲液&#&8, P

)ME&, f#"

%,

P生物素&##-=高压灭菌 &" 13>'

-" fG@/琼脂糖凝胶电泳缓冲液(三羟甲基氨

基甲烷$GW3A%!,8! P&冰醋酸 -8. 1I& "8- 1:4cI乙

二胺四乙酸$/+G@%#" 1I$NB'8"%&双蒸水定容至

#"" 1I'

#8#8,;仪器与设备

?Le仪+离心机&/NNO>U:WT!电泳仪+凝胶成像

仪&EJb%e@+!分光光度仪!超声波清洗机!B)I%

L组合式摇床&d32>PIO! M%/C@?氮吹仪&bWP2>:0

12X:3>!('."M气相色谱仪&@P34O>XGO9Q>:4:P3OA'

!!#
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#8!;实验方法

#8!8#;表达华根霉脂肪酶突变体的毕赤酵母重组

菌株的构建

根据华根霉脂肪酶晶体结构分析和类似结构脂

肪酶晶体结构比较&从增加口袋亲水性+增加位组两

个方面选择突变位点&设计引物$见表 #%&利用全质

粒?Le技术进行定点突变和组合突变' 以重组质

粒 N?JL.j%I<C 为模板&利用各个突变位点 $除

@##(RcJ!'#*以外%对应的上下游引物进行 ?Le

扩增&获得各脂肪酶突变基因片段' 将琼脂糖凝胶

电泳验证正确的 ?Le产物进行 :E$ J处理&利用

E3:AN3>纯化试剂盒进行产物纯化' 纯化后的产物

通过 ,!=热激转化至 .@,(6)[a#". 中&在 IE固体

培养基$含 #""

!

Pc1I氨苄青霉素 %上 &$=生长

#" Q后挑取转化子&接种于 IE液体培养基$含 #""

!

Pc1I氨苄青霉素 %中 &$=培养 #" Q&提取质粒'

转化子经L)3 JJ酶切验证正确后送至金唯智生物科

技有限公司测序&获得序列正确突变的质粒

N?JL.j%I<CI!'-d+N?JL.j%I<CG!'(d+N?JL.j%

I<CBdI+N?JL.j%I<C@##(R和 N?JL.j%I<CJ!'#*'

以突变质粒 N?JL.j%I<C@##(R为模板&利用突变

位点J!'#*的上下游引物进行 ?Le扩增&按照上述

方法 获 得 正 确 的 组 合 突 变 质 粒 N?JL.j %

I<C@##(RcJ!'#*'

将突变质粒经 ?#6J酶切线性化后电转入毕赤

酵母SH##- 中&在 a+培养基$含 !-"

!

Pc1IS,#'

硫酸盐%上 &"=生长 & U 后挑取转化子&接种于

)?+液体培养中 &"=培养 #( Q&提取基因组&利用

N?JL.j序列引物 -v@bk# 和 &v@bk# 进行 ?Le&鉴

定阳性转化子&具体方法参考文献)#'*'

表 :;突变位点所需的引物及/=UH[9序列引物

引物 序列

I!'-d*R GGGL@LLGLG@GLSLGS@GL@LL@@@LLG@LGGGSSG@GG@@LS

I!'-deC LSGG@@G@LL@@@SG@SSGGGSSGS@GL@SLS@G@S@SSGS@@@

G!'(d*R LGGGL@LLGLG@GLSLGS@GL@LGG@L@@G@LGGGSSG@GG@@LS@@SS

G!'(deC LLGGLSGG@@G@LL@@@SG@GGSG@@SGS@GL@SLS@G@S@SSGS@@@S

BdI*R GGL@LLGLG@GLSLGS@GL@LL@@GG@@LLG@LGGGSSG@GG@@L

BdIeC SGG@@G@LL@@@SG@SSGG@@GGSSGS@GL@SLS@G@S@SSGS@@

@##(R*R SGSSG@LG@@GGLLGGL@S@@SLGSS@GG@LGS@L@GSSGLGGL@L

@##(ReC SGS@@S@LL@GSGL@SG@@GLL@SLGGLGS@@SS@@GG@SG@LL@L

J!'#**R @LGLG@GLSGGLLGGGL@LLGLGGGGSLGS@GL@LGG@@LLG@L

J!'#*eC SG@SSGG@@SGS@GL@SL@@@@S@SSGS@@@SS@@LS@G@S@SG

-v@bk# S@LGSSGGLL@@GGS@L@@SL

&v@bk# SL@@@GSSL@GGLGS@L@GLL

;注(*R8T:W_2WU!eC8WOVOWAO'

#8!8!;重组毕赤酵母基因工程菌株的发酵培养

将重组菌株划线于 )?+固体培养基$含 !-"

!

Pc1IS,#' 硫酸盐%上&&"=生长 & U&挑取单菌落

接种至含 !- 1IEaS)培养基的 #"" 1I锥形瓶中&

&"=+!"" Wc13> 振荡培养 #( Q&将含有菌体的

EaS)培养基 ,= ( """ Wc13> 离心 #" 13>&收集菌

体转接至含 #"" 1IEaa)培养基的 -"" 1I锥形瓶

中&加入 #8-D 甲醇诱导表达蛋白&!'= !"" Wc13>

振荡培养&每隔 !, Q 补给 #D甲醇&培养 $! Q 后将

发酵液 ,=+( """ Wc13>离心 !" 13>&收集上清液'

#8!8&;脂肪酶的分离纯化及酶学性质测定

将 #8!8! 收集得到的上清液经 "8!!

!

1微孔滤

膜过滤后采用镍柱亲和层析方法纯化得到目的

蛋白'

脂肪酶水解活力的测定方法参见文献)#.*'

酶活的定义为(在一定 NB和温度条件下每分钟产

生 #

!

1:4对硝基苯酚的酶量为一个脂肪酶水解酶

活国际单位'

以不同烷基碳链长度的对硝基苯酚脂肪酸酯

$E%M?@&L!!E%M?E&L,!E%M?C&L-!E%M?L&

L'!E%M?I&L#!!E%M?a&L#,!E%M??&L#(%为底

物&在 NB'8" 和温度 ,"=下检测突变酶的脂肪酸

链长特异性'

在不同的温度$!" <("=%下按标准方法测定

酶液的脂肪酶活力&以最高酶活为相对酶活 #""D&

研究温度对突变酶活力的影响' 经过不同温度

$!" <("=%下保温 # Q 后测定酶液的脂肪酶活力&

不保温的酶活力作为对照计算残余酶活力&考察温

度对突变酶稳定性的影响'

分别配制 "8"- 1:4cI的磷酸盐缓冲液 $ NB

(8- <'%+"8"- 1:4cI的 GW3A%BL4缓冲液$NB' <

.%+"8"- 1:4cI的碳酸盐缓冲$NB. <#"%&将酶液

分别加在上述不同 NB的缓冲液中&在标准条件下

测定脂肪酶活力&以最高酶活为相对酶活 #""D&研

&!#
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究 NB对突变酶活力的影响' 酶液在上述不同 NB

的缓冲液中于 !-=保温 # Q 后测定酶液的脂肪酶

活力&不保温的酶活力作为对照计算残余酶活力&考

察 NB对突变酶稳定性的影响'

#8!8,;华根霉脂肪酶水解大豆油

每份样品称取 - P大豆油&将一定量的 -"

11:4cI磷酸钾缓冲液加入 -" 1I三角瓶中& 超声

使底物充分乳化后&加入适量的脂肪酶&振荡分散均

匀&一定温度下水解&反应一定的时间后加入 #" 1I

.-D乙醇终止反应&测定水解产物的酸值' 酸值测

定方法参照SEcG-"".8&$-!""&'

#8!8-;大豆油水解率的计算

原料 大 豆 油 皂 化 值 的 测 定 参 照 SEcG

--&,-!""''

水解率p$=Q

"

%=Q%c$?Q%=Q% f#""D

式中( =Q

"

为水解后样品的酸值!=Q+ ?Q分别为

原料大豆油酸值和皂化值'

#8!8(;脂肪酶水解大豆油产生的游离脂肪酸组成

分析

脂肪酶在水油质量比为 #g#+加酶量为 -"" KcP

$以油质量计%+NB为 '8"+温度为 ,"=的反应条件

下水解大豆油 ! Q' 用硅胶S薄层色谱法分离反应

后油脂样品中各组分&两步展开法为苯 %乙醚 %乙

酸乙酯%乙酸$'"g#"g#"g#%和己烷 %乙醚 %甲酸

$'"g!"g!%&在碘蒸气下显色' 将分离得到的游离

脂肪酸置于 #" 1I具塞比色管中&加入 # 1I!D

B

!

Hb

,

%甲醇溶液&'"=水浴 &" 13>&取出比色管&

冷却至室温&加入 ! 1I正己烷&充分混匀&加入饱和

M2L4溶液至瓶口&剧烈振摇&静置离心分层&收集上

层正己烷相&加入适量的无水硫酸钠&氮吹浓缩进样

分析'

SL条件(+E%R2]色谱柱$&" 1f!-"

!

1f

"8!-

!

1%!进样量 #

!

I!分流比 -"g#!进样口温度

!!-=!载气为氮气&流速 &" 1Ic13>!氢气流速 ,-

1Ic13>!空气流速 ,-" 1Ic13>!程序升温&#'"=保

持 #8- 13>&以 #"=c13>升到 !#"=&保持 ! 13>&然

后以 -=c13>升到 !!"=保持 - 13>!火焰离子化检

测器 $*J+%&温度 !-"=' 每个样品检测时间

#&8- 13>'

在安捷伦SL('."M气相色谱仪工作站上采用

面积归一化法计算大豆油脂肪酸组成及含量'

<;结果与讨论

!8#;华根霉脂肪酶突变位点设计及突变酶的底物

特异性

酶底物结合口袋中氨基酸的亲疏水性以及侧链

基团大小等因素可能会影响脂肪酶的底物特异

性)!" %!#*

' 因此&针对华根霉脂肪酶底物结合口袋设

计突变位点&从增加口袋亲水性的角度设计 & 个突

变体&包括I!'-d+G!'(d以及在序列B!', 和I!'-

中间插入一个亲水氨基酸d&突变体命名为BdI!从

增加空间位阻的角度设计 & 个突变位点&包括

@##(R+J!'#*和 @##(RcJ!'#*' 脂肪酶 eLI的三

维结构模拟图见图 #'

由图 #@可知&H#$!++!&# 和 B!', 为脂肪酶催

化三联体&盖子结构位于脂肪酶活性中心的上方&

@##( 位于盖子结构上&J!'#+I!'- 和G!'( 位于底物

结合口袋中' 由图 #E可知&R##( 和 *!'# 增加了

空间位阻&d!'-+d!'( 和增加的一个 d则增加了口

袋亲水性'

;;;;;;

;注(@8脂肪酶eLI突变前结构!E8脂肪酶eLI突变后结构' 所有的突变位点均标记' 盖子结构为 G##" <G#!&!催化三联

体为 H#$!++!&# 和B!',!突变前位点为@##(+J!'#+I!'- 和G!'(!突变后位点为R##(+*!'#+d!'-+d!'( 和d插入'

图 :;脂肪酶VH̀ 的三维结构模拟图

;;不同突变酶的脂肪酸链长特异性见表 !' 由表

! 可知&相较于野生型脂肪酶而言&突变酶 BdI对

长链脂肪酸的特异性增强&其中对E%M??$L#(%的

特异性最高&水解活力提高至野生型的 !8$! 倍' 突

,!#
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变酶@##(R和I!'-d均对E%M??$L#(%的特异性

最高&水解活性分别是野生型的 #8!$ 倍和 #8-" 倍'

突变酶J!'#*拓宽了水解脂肪酸链长范围&增加了

对E%M?@$L!%的水解活性&对 E%M?I$L#!%的特

异性最高&水解活性是野生型的 ! 倍' 另外&突变酶

I!'-d+G!'(d+BdI+@##(R+@##(RcJ!'#*无法水

解E%M?E$L,%&并且所有的突变酶对 E%M?L

$L'%的水解活性均降低了' 通过对华根霉脂肪酶

底物结合口袋定点突变获得了一系列脂肪酸特异性

改变的突变酶&尤其是获得了对长链脂肪酸特异性

增强的突变酶'

表 <;不同突变酶的脂肪酸链长特异性

EM?

脂肪酶比酶活c$Kc1P%

eLI I!'-d G!'(d BdI @##(R J!'#* @##(RcJ!'#*

L! " " " " " #"'8&& h$8$. "

L, #&"8-( h#'8-' " " " " #$#8&# h#8", "

L- #"'8-" h!8#$ #($8'! h#8", #('8"& h&8," #-.8## h#8(" #!$8-# h&8"$ ##.8#$ h"8-! #--8"' h"8..

L' !&"8.# h&!8"- "!'8,' h"8"" #!&8"! h.8'$ #"&8#! h(8$. #!'8.' h##8#, #!!8&& h#&8.( "'"8,( h!.8('

L#! #,$8.! h,8'. "!"8&# h##8-( ##&8&. h!-8-& !'$8'' h#.8-' "--8.' h'8,, &"'8.& h-8#. #'!8,. h,8#!

L#, #(&8". h$8'' "(&8"! h-8-. #$,8"- h!8&' !&-8&& h#"8$' #!'8,& h(8-& !""8(" h-8#. !&&8!# h##8-,

L#( #$#8&- h$8"( !--8.! h#8(' #&(8"! h&"8.' ,((8#, h!!8&$ !#$8(& h!8,. #".8!- h&&8## #,,8'' h!,8&!

;;为了考察脂肪酶对饱和及不饱和长链脂肪酸的

底物特异性&以富含该类甘油三酯的大豆油作为底

物进行测定' 首先测定了大豆油的脂肪酸组成&其

含有 #&8$$D饱和脂肪酸$棕榈酸 ##8#.D&硬脂酸

!8-'D%& 以及 '(8!&D 不饱和脂肪酸 $油酸

!-8!#D&亚油酸 -,8($D&亚麻酸 (8&,D%' 脂肪酶

催化水解大豆油的脂肪酸特异性见表 &'

由表 & 可知&突变酶BdI增强了对不饱和脂肪

酸的特异性&水解不饱和脂肪酸的活力是饱和脂肪

酸的 #8,- 倍&而野生型水解不饱和脂肪酸的活力仅

是饱和脂肪酸的 #8#" 倍' 突变酶BdI对不饱和脂

肪酸特异性更强&因此可以预期BdI对大豆油的水

解率将会高于野生型酶' 另外&突变酶 G!'(d+

J!'#*和@##(RcJ!'#*增强了对饱和脂肪酸的特

异性&水解饱和脂肪酸的活力分别是不饱和脂肪酸

的 #8!"+#8$' 倍和 #8&, 倍&这几种脂肪酶突变体将

更加适用于饱和脂肪酸含量高的动物油脂'

表 ?;脂肪酶催化水解大豆油的脂肪酸特异性

脂肪酸
相对含量cD

eLI I!'-d G!'(d BdI @##(R J!'#* @##(RcJ!'#*

棕榈酸 &"8#" h#8"& &(8"! h!8-$ &(8,. h"8#$ !(8&- h#8!- &,8$& h"8$( ,"8.( h"8', ,&8!' h"8#'

硬脂酸 #$8&" h"8!. #,8-, h"8'. #'8#$ h"8#& #,8," h"8'( #&8$! h"8"( !#8$& h!8(. #&8.! h#8$,

油酸 #-8'. h"8,. #.8!& h#8,' !"8-" h"8,$ !(8#' h#8!. !"8.. h"8&! $8$$ h&8-$ !8$, h"8,"

亚油酸 #(8#( h"8&& #$8'. h"8,& #"8.. h"8#! !#8'' h#8"' #$8.' h"8!' -8#" h#8-! (8(" h#8!'

亚麻酸 !"8-, h"8". #!8&! h!8," #&8'- h"8&. ##8#. h"8!- #!8-( h"8#" !!8,, h#8-$ &&8,( h"8$$

!8!;温度对脂肪酶活力和稳定性的影响"见图 !$

;;;;;

图 <;温度对脂肪酶活力#7$和稳定性#J$的影响

;;由图 !@可知&所有突变酶催化反应的最适温

度均为 ,"=&与野生型的最适温度一致' 在 !" <,"

=范围内&突变酶 G!'(d的水解活力能够保持在

',D以上&其他突变酶在 !"=时均能保留 (-D以上

的活力' 但是当温度高于 ,"=后&酶蛋白逐渐变

性&所有突变酶的活力均显著下降&当温度升至

-!#
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("=时&突变酶BdI的活力仍保留在 !"D左右&其

他突变酶的活力均下降至 #"D以下' 由图 !E可

知&在 ,-=时&突变酶 BdI和 J!'#*的活力能保持

在 '"D左右&只有突变酶 @##(R 的活力下降至

-"D左右&而其他突变酶活力则保留在 (.D <$-D

之间' 当温度超过 --=时&突变酶活力快速下降'

实验结果说明温度对突变酶的稳定性有较大的

影响'

!8&;NB对脂肪酶活力和稳定性的影响"见图 &$

NB影响酶的构象&也影响与催化有关基团的解

离状况及底物分子的解离状态' 酶的活力受环境

NB的影响&在一定 NB下&酶表现最大活力&高于或

低于此 NB&酶活力降低' 由图 &@可知&所有突变

酶催化反应的最适 NB均为 '8"&与野生型的最适

NB一致' NB范围在 $8- <.8" 之间&只有突变酶

BdI和J!'#*活力能保持在 -"D以上&其他突变酶

在 NB.8" 时活力均低于 -"D' NB小于 $8- 和 NB

大于 .8" 的情况下&酶活力下降明显&说明反应 NB

显著影响突变酶的活力' 由图 &E可知&所有突变

酶均在最适 NB'8" 下稳定性最好' 突变酶 G!'(d

相对于野生型稳定性较差&在 NB$8- <'8- 之间酶

活力才能保持在 ("D以上&而其他突变酶在 NB$8"

和 NB.8" 时也能保留 -"D以上的活力' 在 NB小

于 $8" 和 NB大于 .8" 的情况下&稳定性极速减弱&

只有突变酶 J!'#*在 NB#"8" 时还能保持 !!D的

活力'

;;;;;;

图 ?;/>对脂肪酶活力#7$和稳定性#J$的影响

!8,;脂肪酶水解大豆油条件优化

由于突变酶的最适温度和最适 NB与野生型脂

肪酶一致&而且温度及 NB稳定性差异不大&因此选

择野生型脂肪酶为研究对象&研究反应时间+水油质

量比+加酶量+NB和温度对脂肪酶催化水解大豆油

反应的影响&结果见图 ,'

;;

;注(@反应条件为 NB'8"+水油质量比 #g#+加酶量 -"" KcP$以油质量计%+温度 ,"=!E反应条件为 NB'8"+加酶量 -"" KcP

$以油质量计%+温度 ,"=+反应时间 !, Q!L反应条件为 NB'8"+水油质量比 #g#+温度 ,"=+反应时间 !, Q!+反应条件为水

油质量比 #g#+加酶量 -"" KcP$以油质量计%+温度 ,"=+反应时间 !, Q!/反应条件为 NB'8"+水油质量比 #g#+加酶量 -"" KcP

$以油质量计%+反应时间 !, Q'

图 A;反应条件对脂肪酶催化大豆油水解反应的影响

;;由图 ,@可知&大豆油的水解率前期随着反应 时间的延长不断增加&反应到 !, Q 时&水解率增大

(!#
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到 '"D以上&!, Q 后水解率趋于平缓&因此以下大

豆油反应时间确定为 !, Q' 加水量是决定水解反应

化学平衡的重要因素之一' 由图 ,E可知&当水油

质量比为 #g, <#g! 时&水解率从 -'8(D迅速增加到

$.8'D&水油质量比在 #g! <!g# 之间时&水解率增

长幅度趋于平缓&水油质量比在 #g# 时水解率达到

最大值 '!8#D&但是水油质量比在 &g# 时水解率稍

微有些下降&因此确定水油质量比为 #g#' 由图 ,L

可知&水解率随加酶量的增加而迅速增大&当加酶量

超过 -"" KcP$以油质量计%后&水解率增加缓慢'

由图 ,+可知& NB'8" 时水解率达到最大&为 '"D&

这也是脂肪酶反应的最适 NB' 由图 ,/可知&野生

型在 &" <("=范围内有较高的水解活性&水解率均

在 --D以上&反应温度为 ,"=时水解率达到 '"D'

温度升高能够增强底物的乳化效果&使酶与底物充

分接触&加快反应速率&促进大豆油的水解!随着温

度的升高&脂肪酶的失活速率加快&当温度超过酶的

最适温度后&脂肪酶的变性失活速率增大程度大于

反应速率增大程度&此时会表现出催化水解率下降

的现象'

由以上结果确定脂肪酶催化大豆油水解的最适

反应条件(反应时间 !, Q&水油质量比 #g#&加酶量

-"" KcP$以油质量计%&NB'8"&反应温度 ,"='

!8-;不同突变酶催化大豆油水解能力比较

在野生型脂肪酶催化大豆油水解的最适反应条

件下&考察突变酶催化大豆油水解的能力&结果见

图 -'

图 B;野生型及突变酶催化大豆油水解反应能力的对比

;;由图 - 可知&突变酶 G!'(d与野生型脂肪酶催

化大豆油的水解率接近&为 '!D' 突变酶 @##(R+

J!'#*+@##(RcJ!'#*催化大豆油水解的能力弱于

野生型&水解率低至 $"D左右' 突变酶I!'-d水解

能力略高于野生型&水解率达到 ''D' 突变酶BdI

催化大豆油水解的能力最高&达到 .'D左右' 由于

大豆油中不饱和脂肪酸含量高&占 '"D以上&而突

变酶BdI对长链不饱和脂肪酸特异性相比长链饱

和脂肪酸特异性更强&因此催化水解大豆油的能力

显著提高' 另外&对饱和脂肪酸特异性高的突变酶

可以应用于饱和脂肪酸含量较高的油脂水解&如棕

榈油+黄油和椰子油等&也可以选择具有不同脂肪酸

特异性的突变酶进行复配&提高脂肪酶在油脂加工

行业中的应用价值'

?;结;论

本文根据华根霉脂肪酶的结构分析&从增加亲

水性和增加空间位阻两个角度设计突变&获得了对

不饱和脂肪酸特异性提高&以及对长链脂肪酸催化

活性更高的突变体&并对酶学性质进行了研究' 在

单因素实验条件下&确定了脂肪酶催化大豆油水解

的最适反应条件为(反应时间 !, Q&水油质量比

#g#&加酶量 -"" KcP$以油质量计%&NB'8"&温度

,"='在最适反应条件下&野生型酶催化大豆油水

解率仅为 '"D&而突变酶 BdI由于增强了对不饱

和脂肪酸的底物特异性&对大豆油水解率提高到

.'D' 本研究通过定点突变理性设计获得了高效水

解大豆油的脂肪酶突变体&在油脂加工行业中具有

潜在的应用价值'

参考文献!

)#* 于艳艳&郭莹&陈克云8工业脂肪酸结晶分离方法概况

)[*8科技信息&!"#"$!'%(#", %#"-8

)!* 朱培基8脂肪酸生产技术发展概况)[*8粮食与油脂&

!"""$#%($ %'8

)&* GBKab&bk/ME

0

IIj a8E3:92X246A3A( 2A5AX23>2\4O

1OXQ:U T:WXQONW:U59X3:> :TO1:443O>XOAXOWA)[*8H�*R%

[&!""'& #&,$#c!%(,, %,$8

),* abE@e@jd@aH@eJ/& j@He@j/ea@MHB@BJ e&

MbHe@GJa& OX248/>Z612X39NWO%Q6UW:46A3A:TQ3PQ T2X

9:>XO>XU23W6_2AXO_2XOW2A2NWOXWO2X1O>XT:W2>2OW:\39U30

POAX3:>)[*8J>X[/>V3W:> eOA&!"#!&($!%(,$- %,'"8

)-* 刘松珍&张雁&张名位&等8肠道短链脂肪酸产生机制及

生理功能的研究进展 )[*8广东农业科学&!"#&&,"

$##%(.. %#"&8

)(* 刘梦芸&赵豪斌&邓伶俐&等8中链脂肪酸在鸡养殖中的

应用研究进展)[*8中国家禽& !"#(&&'$#-%(,& %,$8

)$* B/J+/eG?& RbI*S@MSH a8J1NW:VOU AXO2W2XO9:10

N:3X3:> 2>U 1OXQ:U :TNW:U59X3:> XQOW:T(/?#$'#!-. )?*8

!""$ %"- %".8

)'* 魏永生&郑敏燕&耿薇&等8常用动+植物食用油中脂肪

酸组成的分析 )[*8食品科学& !"#!& && $ #( %(

#'' %#.&8

).* Ee/MM@[G& H@I/aM&HJMLI@Je@[& OX248

!

%I3>:0

4O>39293U A5NN4O1O>X2X3:> 2>U 9:>VOWA3:> X:$ %& 4:>P%

9Q23> N:465>A2X5W2XOU T2XX6293UA3> Q512>A)[*8?W:AX20

P42>U3>AIO5^:X/AAO>X*2XX6@93UA&!"".& '"$!%('- %.#8

)#"* B@eRbb+[&L@G/eHbME8+3OX2W6(/'3# %& N:465>0

$!#

!"#' 年第 ,& 卷第 #" 期;;;;;;;;;;;;;中;国;油;脂



A2X5W2XOU T2XX6293UA2>U 3>T42112X3:>)[*8I3N3U GO9Q>:4&

!""(& #'($ %#"8

)##* 丁新杰8精炼对大豆油和菜籽油中有益微量组分的影

响)+*8郑州(河南工业大学& !"#-8

)#!* 李静&王永&杨耀东&等8棕榈油与常见食用油脂肪酸组

分的比较分析)[*8南方农业学报&!"#(& ,$ $#!%(

!#!, %!#!'8

)#&* jeJHBM@H B& j@e@MGBMS8I3N2AOA2>U 43N2AO%

92X246ZOU OAXOW3T392X3:> WO29X3:>A3> >:>2:5O:5A1OU32

)[*8L2X24eOV&!""!& ,,$,%(,.. %-.#8

)#,* H@MGbH I+&LbKGJMBb[@&C/MGKe@H ?8*W:1_20

XOW%3> %:34X::34%3> %_2XOWO154A3:>AX::NX313ZOXQO

NW:U59X3:> :TT2XX6293UA5A3>P3:>3943̀53UA3> 139O442W

A6AXO1A)[*8E3:XO9Q>:4?W:P&!"#-& &#$(%(#,$& %#,'"8

)#-* a@eGJM/II/a&BKIGj8j3>OX39A:T2964XW2>ATOWWO290

X3:>A3> :WP2>391OU3292X246AOU \6<#$G)G# #$!#",!),# 430

N2AOE)[*8EE@%?W:XO3> HXW59X&#..-& #!-#$!%(#.# %

#.$8

)#(* )KkR& kK)& kJ@be8I3N2AOATW:1XQOPO>5AI4)1(F

E*%( 9Q2W29XOW3AX39A& O]NWOAA3:>& NW:XO3> O>P3>OOW3>P2>U

2NN4392X3:>)[*8?W:PI3N3U eOA&!"#(& (,(-$ %('8

)#$* @IC/H [&CJ/Je@M&LKMB@@&OX248L:1\3%43N2AOT:W

QOXOW:PO>O:5AA5\AXW2XOA( 2>O_2NNW:29Q T:WQ6UW:46A3A:T

A:6\O2> :345A3>P13]X5WOA:T\3:92X246AXA)[*8eA9@UV&

!"#,& ,$#,%(('(& %('('8

)#'* 王乐乐8华根霉$I4)1(E*%,4)$'$%)%%脂肪酶的基因克

隆+表达&纯化和酶学性质研究)+*8江苏 无锡(江南

大学&!""'8

)#.* LBJbKH B& RKRG8J11:\343Z2X3:> :T<#$G)G# "*3(%#

43N2AO:> 9Q3X:A2> _3XQ 29X3V2X3:> :TXQOQ6UW:]64PW:5NA

)[*8E3:12XOW324A&!"",&!-$!%(#.$ %!",8

)!"* [b/eS/ee+&B@@H a[8@4XOW2X3:> :T9Q23> 4O>PXQ AO0

4O9X3V3X6:T2I4)1(E*%G'6'/#"43N2AOXQW:5PQ A3XO%U3WO9X0

OU 15X2PO>OA3A)[*8I3N3UA&#..,& !.$(%( &$$ %&',8

)!#* jI/JMee& jJMSS& abe/@Ke@& OX248@4XOWOU 2964

9Q23> 4O>PXQ ANO93T393X6:TI4)1(E*%G'6'/#"43N2AOXQW:5PQ

15X2PO>OA3A2>U 1:4O9542W1:UO43>P)[*8I3N3UA&#..$&

&!$!%(#!& %#&"8

讣;告

山东省粮油科学研究所原所长+高级工程师&第六届山东省人大代表+中国粮油学会原理事+油脂专

业分会顾问&温士谦先生&因病医治无效&于 !"#' 年 . 月 #! 日下午 - 时在济南不幸逝世&享年 .' 岁'

温士谦先生是天津市人&生于 #.!" 年 . 月&#.,, 年 ( 月上海大同大学化工系毕业' 参加工作后历

任(育发化学制造厂技术员+天津公营事业管理处技士+青岛中国食油公司第二油厂技术员+齐鲁公司青

岛植物油厂助理工程师+副工程师+青岛植物油厂副课长+青岛食品工业公司科长+山东省工业厅和轻工

业厅工程师+山东省粮食厅工业处工程师+山东省粮油科学研究所工程师+高级工程师+所长' #.'- 年 #!

月加入中国共产党' #.." 年 #! 月退休'

温士谦先生是我国老一辈油脂与植物蛋白科学研究与实践的开拓者之一' 一生著述+成果颇丰&据

不完全统计&其先后在.化学世界/.化学工程/.油脂科技/.粮油食品科技/.中国油脂/和.中国粮油学

报/等刊物上发表有关油脂与植物蛋白方面的学术论文多达 -" 多篇&出版专著.植物油生产工艺基础知

识/&译著.油脂加工工艺学/&是一位著作等身的油脂与植物蛋白方面的科技专家'

温士谦先生 !" 世纪 -" 年代中期参加设计并在青岛建成我国第一套花生预榨 %浸出生产线&-" 年

代起改造山东省人力铁榨油厂生产工艺设备等多项' $" 年代先后设计建成浸出油厂多处&并研制成功

[)型米糠浸出器&'" 年代取得"食用脱脂花生粉及其膨化食品#"花生蛋白炼乳#"棉籽分离蛋白#"浓缩

大豆磷脂生产工艺及设备的研究#等获得省部级科技进步奖的成果多项' #..! 年起享受国务院政府特

殊津贴'

温士谦先生四十余年的职业生涯完全贡献给了我国的油脂工业&退休后还一直关注我国油脂科技事

业的发展&我们永远缅怀他为中国油脂科技进步做出的突出贡献'

中国粮油学会油脂分会
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