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摘要!裂殖壶菌甘油三酯合成和水解的过程中!脂肪酶起着重要的作用& 根据同源性分析结果!筛

选得到裂殖壶菌脂肪酶基因 ?2;C!& 以9+M@为模板获得 ?2;C! 脂肪酶基因!将其连接到 N?JL.j

载体上!得到重组质粒 N?JL.j%?2;C!!并在毕赤酵母中表达#系统分析了重组脂肪酶"HXP4!N$的

底物特异性& 结果表明'?2;C! 脂肪酶基因在毕赤酵母中成功表达#裂殖壶菌脂肪酶 HXP4!N 的最适

底物为对硝基苯酚月桂酸酯" E%M?I$!其最适 NB为 $8-!最适反应温度为 &-=& 综上所述!脂肪

酶 HXP4!N在裂殖壶菌细胞内对甘油三酯中长碳链脂肪酸的水解起着重要的作用&

关键词!裂殖壶菌#脂肪酶基因#毕赤酵母#底物特异性
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;;脂肪酶$I3N2AO&/8L8&8#8#8&&三酰基甘油酰

水解酶%属于
!

0

"

水解酶家族&是一类可在油水界

面上催化天然油脂底物水解或合成的生物催化剂&

是具有活性中心%S%k%H %k%S%区的保守五

肽序列)# %!*

&在油脂加工+精细化工+纺织+制药+食

品工业+皮革+洗涤剂等多个领域得到广泛应用)&*

'

裂殖壶菌$?,4)1(,4K!")*/%是一种单细胞异养微

藻&由于胞内可积累高安全性+高纯度的油脂&被认

为是目前工业化生产二十二碳六烯酸$+B@%最理

想菌株之一), %-*

' 目前关于裂殖壶菌的研究主要集

中在高产菌株的筛选+发酵条件的优化和诱变育种

& 个方面&对其胞内脂质代谢的调控机制还不了解&

这阻碍了裂殖壶菌生产 +B@的进一步发展)( %$* '

LQ2>P等)'*研究结果表明&裂殖壶菌发酵后期脂肪

酸合成酶$*@H%产物$L

#!

<L

#'

%会被优先水解&从

而促使聚酮合成酶$?jH%产物$L

!"

<L

!!

%在胞内得

到有效富集' 上述现象可能涉及裂殖壶菌胞内的特

异性脂肪酶参与' 为探究裂殖壶菌脂肪酶基因的性

.!#

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



质&本文通过基因序列分析&筛选了 # 个脂肪酶基

因&对其进行了克隆和表达&系统分析了其酶学性

质&以期在分子水平阐释裂殖壶菌发酵后期脂质迁

移的分子机制&进一步发掘裂殖壶菌脂肪酶潜在工

业应用价值'

本课题组前期初步筛选了裂殖壶菌 ?,4)1(,4KF

!")*/AN8H&# 胞内若干可能的脂肪酶编码基因).*

'

本文根据脂肪酶基因序列同源性分析&确定了以

?2;C! 作为研究对象&利用反转录得到了 ?,4)1(,4KF

!")*/AN8H&# 脂肪酶基因的9+M@片段&以9+M@为

模板经?Le克隆扩增得到目的基因&并构建重组质

粒 N?JL.j%?2;C!&电转法转入毕赤酵母得到重组

酵母转化子&实现了裂殖壶菌脂肪酶的外源性表达'

最后&本文研究了重组脂肪酶 HXP4!N的酶学性质&确

定了其底物特异性' 为解释裂殖壶菌在发酵后期脂

质返耗的分子机制提供了参考依据'

:;材料与方法

#8#;试验材料

大肠杆菌 .%,4'"),4)# ,(6)+B-

,

+毕赤酵母

&),4)# E#%!(")%Ha+##('&江南大学国家工程实验室!

表达载体 N?JL.j&美国 J>V3XW:PO> 公司!裂殖壶菌

?,4)1(,4K!")*/AN8H&#&美国标准菌种收藏中心!高

保真?T5 酶+G

,

+M@连接酶+限制性内切酶 .,(eJ

和 A(!J+质粒提取试剂盒&上海生工公司!eM@3A:&

宝生物$大连%有限公司!*2AXd52>XeGj3X$_3XQ P+0

M2AO%&天根生化科技$北京%有限公司!H)EeSWOO>

H5NOW13]&伯乐生命医学产品$上海%有限公司!不同

碳链长度的对硝基苯酚酯&美国 H3P12公司!其他常

规试剂&国药集团!引物&苏州泓迅生物科技有限

公司'

大肠杆菌&IE培养基培养!酵母转化子&)?+

和罗丹明 E培养基筛选!酵母&EaS)和 Eaa)培

养' 实验用培养基参照 J>V3XW:PO> 公司酵母表达

手册'

LO>XW3T5PO-,#-e高速冷冻离心机&德国艾本德

股份公司!电穿孔仪&美国 E3:%e2U 公司!G#""?Le

扩增仪+电泳仪+SO4+:]kei凝胶成像仪&伯乐生命

医学产品$上海%有限公司'

#8!;试验方法

#8!8#;裂殖壶菌9+M@的制备

裂殖壶菌eM@的提取(将 "8! P的菌丝体加入

到预冷的研钵中研磨&移入已灭 eM@酶的 #8- 1I

离心管中&按照 G:X24eM@提取试剂盒方法提取'

第一链 9+M@$反转录反应%按照 *2AXd52>XeGj3X

$_3XQ P+M2AO%试剂盒说明书进行&得到的 9+M@于

%'"=保存'

#8!8!;裂殖壶菌脂肪酶基因克隆

根据裂殖壶菌脂肪酶基因序列设计引物上游引

物( -v%L@SLS@@GGL@GSS@LLSLS@GSLLS@L0

LLLL@SG%&v和下游引物(-v%G@@GGLSLSSL0

LSLGL@@GGGGLS@L@SLSGL@GL@%&v&以裂殖壶

菌 ?,4)1(,4K!")*/AN8H&# 9+M@为模板进行 ?Le扩

增&?Le反应条件(.,=预变性 - 13> 后&分别于

.,=变性 &" A&("=退火 &" A和 $!=延伸 # 13>&共

&& 个循环&最后在 $!=延伸 #" 13>' ?Le产物经

凝胶电泳鉴定正确后纯化回收存于%!"=备用'

#8!8&;重组质粒 N?JL.j%?2;C! 的构建

将 N?JL.j质粒和目的基因?Le产物用 .,(eJ

和 A(!J进行双酶切&纯化后用 G

,

+M@连接酶连接

酶切产物&置于 #(=过夜&然后用 L2L4

!

转化法转

入 .@,(6)+B-

,

&在含 !-

!

Pc1IYO:93> 的 IE培养

基平板上涂板&&$=培养 !" Q' 挑取过夜培养后的

阳性转化子提取质粒&进行双酶切及.,(eJ单酶切

鉴定' 将阳性质粒送苏州泓迅生物科技有限公司

测序'

#8!8,;毕赤酵母的转化和转化子的筛选

#8!8,8#;毕赤酵母的转化

将构建成功的重组质粒 N?JL.j% ?2;C! 和

N?JL.j用限制性内切酶 ?#4J单酶切线性化&用

?Le产物纯化试剂盒纯化后&用电转化法转化到

&),4)# E#%!(")%Ha+##('' 重组转化子的筛选鉴定及

诱导表达参照 J>V3XW:PO> 公司的 a54X3%L:N6&),4)#

/]NWOAAA3:> j3X操作手册进行'

#8!8,8!;转化子的筛选

将电转后的酵母吸到 #8- 1I离心管&冰上放置

#- 13>' 将离心管放到 &"=培养箱中孵育 # Q后涂

布于a+平板&&"=培养 ,' Q 后挑取a+平板上的

转化子进行菌落?Le验证&将阳性转化子用罗丹明

E平板进行初筛)#"*

' 参照橄榄油乳化法)##*

&以中

长碳链甘油三酯$aLG%为底物&在 NB$8-+&$=条

件下反应 #! Q&用高效液相色谱$B?IL%进行定性

检测'

#8!8-;裂殖菌重组脂肪酶基因的表达+纯化和酶学

性质分析

#8!8-8#;重组酵母菌的诱导表达

重组酵母菌的诱导表达参考 j:TTO4等)#!*的方

法' 将重组转化子和对照菌$N?JL.j转化的 &),4)#

E#%!(")%Ha+##(' 菌株%接种于 !" 1IEaS)培养基

中&!-" Wc13>培养至 B:

(""

达到 ! <($!" <!, Q%'

& """ 3 离心 - 13> 收集菌体&再将其重悬浮于

"&#
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Eaa)培养基中&稀释至 B:

(""

约为 #8"&继续振荡

培养&每隔 #! Q加 "8-D甲醇$终浓度%进行诱导表

达&将发酵液 #& """ Wc13>&离心 #- 13> 取上清液&

获得粗酶液&同时测定粗酶液的酶活&确定最佳发酵

时间' 采用对硝基苯酚法测定脂肪酶活性)#&*

&以对

硝基苯酚月桂酸酯$E%M?I%为底物&在试验条件下

反应 #" 13>&用酶标仪测吸光度&根据标准曲线计算

酶活' 酶活力定义为试验条件下&每分钟分解底物

产生 #

!

1:4对硝基苯酚定义为一个酶活单位'

#8!8-8!;重组脂肪酶分离纯化

重组脂肪酶的纯化参照报道的方法进行)#,*

'

将粗酶液用截留相对分子质量为 #" ^+2的半透膜

进行浓缩&随后加入终浓度为 -"" >1:4cI的 M2L4'

将上述酶液加到用 -" >1:4cI的 NB'8" GW3A%BL4

缓冲液平衡的B3AXW2N

Ga

*2AX*4:_M3亲和层析柱纯

化&经过透析袋脱盐+超滤管浓缩后经聚丙烯酰胺凝

胶电泳$H+H %?@S/%验证)#-*

'

#8!8-8&;重组脂肪酶的活性分析

为确定温度和 NB对重组脂肪酶活性的影响&

取 #8!8-8! 中 !-"

!

I纯化的酶液&以 E%M?I为底

物&分别测定在 NB$8-+"8"- 1:4cI的 GW3A%BL4

中&重组脂肪酶在不同温度条件下$!-+&"+&-+,"+

,-+-"+ --=% 的酶活' 定义最适温度下酶活为

#""D&计算其他温度条件下的相对酶活' 在 "8"-

1:4cIGW3A%BL4+&-=条件下&分别测定不同缓冲液

体系中脂肪酶的活性' 定义最适 NB下的酶活为

#""D&计算其他 NB条件下的相对酶活力)#(*

' NB

设定为 -8"+(8"+$8"+$8-+'8"+.8"&缓冲体系分别

为(NB- <$为柠檬酸 %磷酸钠缓冲液&NB$8- <.

为GW3A%BL4'

#8!8-8,;重组脂肪酶的底物特异性分析

为测定重组脂肪酶对不同碳链长脂肪酸的偏好

性&以对硝基苯酚丁酸酯$L

,

&E%M?E%+对硝基苯酚

辛酸酯$L

'

&E%M?L%+对硝基苯酚月桂酸酯$L

#!

&

E%M?I%+对硝基苯酚豆蔻酸酯$L

#,

&E%M?a%+对

硝基苯酚棕榈酸酯$L

#(

&E%M??%+对硝基苯酚硬脂

酸酯$L

#'

&E%M?H%为底物&在 NB$8-+&-=条件下

反应 #" 13>&用酶标仪在 ,"- >1测吸光度&根据标

准曲线计算酶活' 以测定酶活最高时的底物酶活为

#""D&计算其他底物的相对酶活'

<;结果与讨论

!8#;裂殖壶菌脂肪酶基因序列分析及克隆

通过基因序列以及氨基酸同源性分析&从裂殖

壶菌基因组中初步筛选了 # 个脂肪酶 HXP4!N&该脂

肪酶基因含有脂肪酶活性中心 %S%+%H %H %

S%区的保守五肽序列' 通过脂肪酶 HXP4!N 与酿酒

酵母脂肪酶的氨基酸序列对比结果表明( ?2;C! 与

已经报道的酿酒酵母 GP4&N+GP4,N+GP4-N 的氨基酸

序列分别有 !#D+!,D和 #.D的相似性&不同物种

之间脂肪酶编码产物同源性极低&该脂肪酶没有被

研究开发' 这些性质预示着该酶可能具有潜在的特

殊性质'

以eM@为模板&经过反转录和 ?Le扩增&获得

约为 # &"" \N大小的条带' 构建克隆载体&+M@测

序表明目的基因插入成功' 扩增产物与原始序列对

比表明(克隆得到的 ?2;C! 基因大小 # !." \N&不含

内含子&编码 ,&" 个氨基酸&编码一个相对分子质量

为 ,$8$ ^+2大小的蛋白'

!8!;重组质粒 N?JL.j%?2;C! 的构建

用限制性内切酶 .,(eJ和 A(!J分别对质粒

N?JL.j和?Le产物进行双酶切&回收约 .8& ^\ 的

N?JL.j质粒和 #8& ^\目的基因片段' 产物纯化后

进行连接&随后转化到 +B-

,

感受态细胞中' 提取

重组质粒&分别用 .,(eJ和 A(!J双酶切以及 .,(e

J单酶切后进行琼脂糖凝胶电泳分析&得到条带为

# &"" \N大小片段&电泳结果显示正确$见图 #%&测

序结果表明插入基因全长为 # !." \N&与拟克隆的

?2;C! 序列一致' 以上试验结果表明(表达载体

N?JL.j%?2;C! 构建成功'

;注(a8+M@ a2ŴOW! #8.,(e J和 A(!J双酶切产物!

!8.,(eJ单酶切产物'

图 :;重组质粒/=UH[9F&=">< 酶切验证

!8&;毕赤酵母的转化以及阳性克隆筛选

重组质粒 N?JL.j%?2;C! 经 ?#4J线性化后经

纯化 试 剂 盒 纯 化& 电 转 染 到 &),4)# E#%!(")%

Ha+##('&电转条件为电压 ! """ C+电阻 ,""

"

+脉

冲时间 #" 1A' 涂布于 a+平板&&"=培养 ,' Q'

使用 N?JL.j通用引物 NS@?Y

,

@%AÒec*进行菌

落?Le验证$见图 !%&结果与预期相符' 将阳性克

隆用罗丹明 E平板进行初筛&选取了活性较高的菌

#&#
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株' 以aLG为底物&参照 #8!8,8! 通过高效液相色

谱进行定性检测' 试验结果如图 & 所示' 由图 & 可

看出&重组脂肪酶催化反应一定时间后&有脂肪酸生

成&表明该重组脂肪酶具有脂肪酶活性' 作为下一

步摇瓶培养的出发菌种'

;注(a8+M@a2ŴOW!#8空载菌株菌落 ?Le!! <(8阳性克

隆菌株菌落?Le'

图 <;阳性克隆菌落=HV验证

;注(#8甘三酯!!8脂肪酸!&8#&! %甘二酯!,8#&& %甘二酯'

图 ?;脂肪酶活性的高效液相色谱图

!8,;重组酵母诱导表达及脂肪酶活性测定

将 #8!8-8# 粗酶液冷冻干燥&测定酶活&结果见

图 ,' 由图 , 可以看出&重组酵母菌分泌的脂肪酶

活性随发酵时间延长而增加&诱导发酵 ', Q 后&发

酵液中酶活达到最大' 这是由于随着发酵时间的延

长&菌体密度不断增加&发酵液中的重组酶蛋白含量

逐渐增加&酶活逐渐升高' 当发酵时间超过 ', Q

后&培养基中碳源和氮源的消耗殆尽&菌体密度达到

最大&重组酶蛋白分泌减少&部分重组脂肪酶被分

解&脂肪酶活性降低'

图 A;发酵时间对重组脂肪酶活性的影响

!8-;重组脂肪酶的 H+H %?@S/分析

重组酵母 Ha+##('cN?JL.j%?2;C! 发酵上清

液按照 #8!8-8! 的方法纯化后&最终收率为 #"F!D'

样品经 H+H %?@S/分析&结果如图 - 所示' 由图 -

可以看出&H+H %?@S/电泳后&在约,$F$ ^+2的位置

有蛋白条带&与目的蛋白条带大小相符'

;注(a8蛋白a2ŴOW!#8纯化后的重组脂肪酶'

图 B;重组脂肪酶聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

!8(;重组脂肪酶的酶学性质

!8(8#;重组脂肪酶的最适 NB

不同来源的脂肪酶具有不同的最适反应条件&

根据 #8!8-8&&测定不同 NB和不同温度对酶活的影

响&结果如图 ( 所示'

;;;

图 C;温度和/>对重组脂肪酶酶活的影响

!&#

LBJM@bJIH @M+*@GH;;;;;;;;;;;;;;!"#' C:4F,& M:F#"



;;由图 ($@%可以看出&在 NB$8- 条件下&!- <&-

=&重组脂肪酶的活性逐渐上升!温度高于 &-=后

脂肪酶活性逐渐下降&结果表明重组脂肪酶最适反

应温度 &-=' 由图 ( $E%可以看出&在 &-=条件

下&NB在 - <$8- 之间&随着 NB的升高&重组脂肪

酶的活性逐渐升高&当 NB大于 $8- 时&脂肪酶活性

急剧下降&说明重组脂肪酶的最适 NB为 $8-'

!8(8!;重组脂肪酶的底物特异性

按 #8!8-8, 进行重组脂肪酶的底物特异性分

析&结果如图 $ 所示' 由图 $ 可以看出&重组脂肪酶

HXP4!N对不同的对硝基苯酚的选择性差异较大&重

组脂肪酶对中长碳链$L

'

+L

#!

%有较好的作用&最适

底物为对硝基苯酚月桂酸酯 $E%M?I%&酶活为

#"F." Kc1I&其次为对硝基苯酚辛酸酯$E%M?L%'

当碳链长度大于 #! 时&重组脂肪酶活性显著降低'

与L

,

+L

#,

+L

#(

+L

#'

相比&脂肪酶 HXP4!N 对 L

#!

的酶活

力高出 & <, 倍'

图 W;重组脂肪酶的底物特异性

?;结;论

本文通过同源性分析&筛选了裂殖壶菌中的 #

个脂肪酶基因 ?2;C!' 通过反转录法获得9+M@&并

成功在毕赤酵母中表达' 通过活性平板及液相定性

证明重组脂肪酶 HXP4!N 有脂肪酶活性&对硝基苯酚

法确定了最佳发酵时间为 ', Q&最适反应温度为

&-=&最适 NB为 $8-&重组脂肪酶的最适底物为对

硝基苯酚月桂酸酯$E%M?I%&重组脂肪酶对不同碳

链长度的活性由高到低依次是 L

#!

+L

'

+L

#(

+L

#,

+L

,

+

L

#'

' 上述结果表明重组脂肪酶在裂殖壶菌细胞内

对甘油三酯中长碳链脂肪酸的水解起着重要的作

用&为解释裂殖壶菌在发酵后期脂质返耗的分子机

制提供了参考依据'
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