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摘要!为开发高效%绿色%低成本的脂肪酶应用于结构脂质的制备!从内源性"脂肪酶的来源%基因

序列%空间位阻$和外源性"底物空间结构%反应介质%固定化条件及反应 cY$两方面讨论了脂肪酶

位置选择性的影响因素& 脂肪酶催化特异性由内源性因素和外源性因素共同决定& 改变底物空间

结构%反应介质%固定化条件和反应 cY!常被用作提高脂肪酶催化性能的处理方式& 只有充分考虑

内外两方面因素的影响!才能充分提高脂肪酶的位置选择性和催化效率& 该综述有望为高选择性

脂肪酶的开发开辟新的研究方向!为后续结构脂质的高效合成提供启发性的研究思路&
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BB在当今1大健康2背景下$结构脂质相关产品的

市场前景十分广阔% 脂肪酶被广泛用于结构脂质制

备$但有些脂肪酶在催化过程中的位置选择性较差$

限制了高纯度产品的开发)生产效率的提高以及生产

成本的降低% 经过多年的研究积累$目前已建立了脂

肪酶的立体结构设计)定向诱变等方法以改变脂肪酶
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的催化特异性$拓宽了脂肪酶的应用范围% 基于此$

本文将从内源性和外源性两方面$系统探讨脂肪酶位

置选择性的影响因素$以期为后续新型脂肪酶的开发

和结构脂质的高效合成提供可借鉴的研究思路%

?@脂肪酶位置选择性的内源性影响因素

%7%B脂肪酶的来源

脂肪酶的位置选择性因其来源不同而存在差

异$目前工业中使用的脂肪酶大多来自于微生物%

已发现的产脂肪酶的细菌属主要有假单胞菌属)芽

孢杆菌属和链霉菌属$其次是毛孢子菌属)葡萄球菌

属)产碱杆菌属和节杆菌属'%(

$且大多数细菌产的

脂肪酶具有独特的底物选择性和位置特异性'! #&(

$

但这种催化特异性并不十分严格% 脂肪酶能够利用

具有相似性的底物$这种性质有利于形成生物体内

脂质结构的多样化'$(

%

研究表明$真菌中的樟绒枝霉 "V,.>*,9:;4,

:099,"5"4,#

'4(

)米根霉"';0$5!7-5*+$,4#

'3(

)丝孢酵

母菌"D*0:;5-!5*59 ĉ7S% #!#

'+(以及细菌中热噬淀

粉芽孢杆菌"I,:0..7-/;4*"5,"+.515*,9-(W4"%#

'2(

)

沙雷氏菌属"?4**,/0, ĉ7M&#

''(合成的脂肪酶能够

在甘油三酯"FHN#的 G; #%$& 位催化特异性水解反

应% 腐皮镰孢霉菌"T7-,*07"-5.,90SGI#

'%"(表现出

G; #% 位特异性% 即使有一部分脂肪酶的催化特异

性不强$但它们仍能对特定底物或反应位点表现出

倾向性$比如来自真菌属的 =,9<0<, ,9/,*:/0:, 脂肪

酶 H

'%%(

) 来自 H45/*0:;7" 的脂肪酶'%!( 和来自

?/,!;+.5:5::,.的脂肪酶'%&(

$虽然它们对 FHN上的 &

个酰基位点都有水解作用$但对 G; #! 位的脂肪酸

水解效率最高%

%7!B脂肪酶的基因序列

F9;<等'4(首次在巴斯德毕赤酵母中异源表达

来自嗜热子囊真菌 V,.>*,9:;4, :099,"5"4, 的

V:.0!G基因$得到重组蛋白 [g810cH$该蛋白在水解

FHN时表现出高的 G; #%$& 位选择性% d9_1T̂#

g/8̀R8/等'%$(对比了脂肪酶UgIH"bPWJP&&fbV#

和脂肪酶*HIH"bPWJP&!D,Q#的酶学性质$发现

二者具有相似的底物选择性$均对FHN的 G; #! 位

有明显的选择性% 氨基酸序列比对结果显示$二者

的序列同源性为 3+E% O/119R10等'%"(建立同源模

型$以禾谷镰刀菌分泌型脂肪酶 "SNI$与 SGI有

3+E序列同源性#的 &P结构作为最佳模板结构$建

立包含该序列的 &%3 个残基中的 !32 个残基的模

型$结果表明$SGI与 SNI有相同的 G; #% 位特异

性'%4(

$并发现 GT[2& 和 Ĥc!34 对酶的 G; #% 位催化

活性起关键作用%

%7&B脂肪酶的空间位阻

脂肪酶的空间位阻又称立体效应$指分子中某

些原子或基团彼此接近而引起的空间阻碍作用$是

决定脂肪酶催化活性的关键因素% KR/; 等'%3(研究

发现$脂肪酶gHO% 和 gHG% 的序列同源性为 $%E$

但gHG% 对于酰基甘油没有位置选择性$gHO% 表现

出 G; #%$& 位选择性% 进一步的氨基酸序列比对和

结构分析表明'%+(

$保守序列中不同氨基酸残基形成

了不同的空间位阻$最终影响了脂肪酶的位置选

择性%

综上所述$内源性影响因素的本质是编码脂

肪酶的基因序列不同$导致脂肪酶种类)空间位阻

不同% 目前$对于多种脂肪酶基因的克隆表达$已

有大量翔实的研究'%2(

$对这些研究数据进行分析

归纳有助于筛选出决定脂肪酶催化特异性的关键

基因序列$从而简化新脂肪酶的开发过程% 比如$

P/;0T1/等'%'(从芽孢杆菌基因组中筛选出潜在的

脂肪酶编码序列$并将相应的基因在酵母中过表

达$以此得到的脂肪酶 H10c! 催化效率得到显著提

高$且副产物生成量少% 另一方面$对于现有的脂

肪酶$也可以通过对编码关键基因进行定点突变

来优化脂肪酶的催化特性% 例如$N/0等'!"(对编

码脂肪酶"b,I#活性位点附近的环状区域的基因

序列进行突变$使底物结合袋的结构发生显著改

变$从而提高了对 G; #%$& 位的选择性%

A@脂肪酶位置选择性的外源性影响因素

!7%B底物空间结构

G8̀T0_等'!%(对 G; #%$& 位选择性米根霉脂肪

酶"dQI#结合位点进行改造$通过分子模拟发现$

底物 G; #! 位基团可以填充到 dQI活性位点上的

Y0̂间隙% 当 G; #! 位上取代基的柔性较大时$底

物与Y0̂间隙紧密结合且更易在 G; #% 位发生水解

反应!当 G; #! 位上的取代基是刚性结构时$底物与

Y0̂间隙的结合程度下降且更易在 G; #& 位发生水

解反应% 由此可见$G; #! 位上取代基的柔性直接

影响了dQI对底物的位置选择性%

!7!B反应介质

脂肪酶的1界面激活2模拟图如图 % 所示% 由

图 % 可知$脂肪酶的活性中心通常被一个由
!

#螺

旋组成的盖子结构所覆盖$当脂肪酶位于油 #水界

面$盖子结构就会被打开$暴露催化三联体的活性中

心$这是脂肪酶独特的1界面激活2性质% 脂肪酶所

处催化环境通过影响1盖子2的开放程度而影响酶的

催化活性'!! #!4(

% PR/; 等'!$(研究了溶剂对 (9a9A>.

$&4"固定化的*HIW#位置选择性的影响$结果发现$
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随着溶剂19<K"油水分配系数#的增加$脂肪酶的水

解活力增强$但对甘油分子中 G; #% 位羟基的选择性

减弱$对 G; #!位羟基的选择性有所增强%

PTI0./等'!4(使用微乳液液滴作为反应体系$

利用来自洋葱假单胞菌的脂肪酶"bG$非特异脂肪

酶#对三辛酸甘油酯进行水解和甘油解$结果表明$

bG在微乳液体系中$受水解反应和甘油解反应平衡

的影响$表现出了 G; #! 位特异性% 离子液体是生

物催化的反应介质之一$可以通过改变液体中阳离

子)阴离子和取代基的性质$来改变脂肪酶的催化水

解特性% NR9等'!3(研究了南极假丝酵母脂肪酶 W

在离子液体中催化的水解反应$发现两亲性的四铵

基离子液体通过内部传质限制作用和部分相分离影

响脂肪酶的催化效果% 此外$离子液体还能够增加

反应体系中的水活性$导致初始反应速率降低$诱导

期延长$最终使甘油酯的组成比例发生改变%

图 ?@脂肪酶的'界面激活(模拟图

!7&B固定化条件

目前$固定化处理已被证明是改进脂肪酶催化

特性的有效方法% 固定化方法的选择应基于生物催

化剂的整体活性)再生特性)固定化试剂的毒性)操

作稳定性和固定化处理的成本等因素% 针对不同的

应用场景应设计不同的固定化方法$主要包括吸附

法)共价法)包埋法和交联法% 在固定化过程中$不

同的处理条件对脂肪酶活性中心会产生不同的影

响$影响酶与底物或反应介质之间的相互作用$进而

改变脂肪酶的性质$例如稳定性)活性)位置选择

性等'!+ #!2(

%

G01aT0[/等'!'(研究发现$在不同的固定化条件

下$脂肪酶 FII在载体表面表现出不同的活性构

型$导致催化性质发生改变% M01̂9; 等'&"(研究发

现$表面活性剂F[0\9; 存在时$脂肪酶 XI以单体的

形式被固定化$当固定化处理过程中不添加 F[0\9;

时$XI以二聚体的形式被固定化$而 XI不同的存

在状态使其在载体表面暴露的活性中心不同$从而

在水解反应中表现出不同的对映选择性%

固定化处理不仅能够调控酶的催化性质$还能

够提高脂肪酶的可回收性)稳定性和活性$具有降低

生产成本)提高生产效率的优点$已经成为酶工业化

应用过程中非常重要的一步%

!7$B反应 cY

*/0等'&%(使用树脂作为载体固定米曲霉脂肪

酶$探索了酶催化棕榈油硬脂酸与油酸合成 QbQ

过程中反应时间)cY)水含量等反应条件对合成效

果的影响$结果发现$固定化液的 cY为碱性时会

使脂肪酶的区域特异性和合成活性有所增加% 可

见反应时的 cY会影响脂肪酶的位置选择性和

活性%

除本文讨论的几种常见影响因素外$一些新的

理论使得脂肪酶催化选择性的研究不再局限于传统

思路% 例如有研究表明$利用手性分子印迹纳米颗

粒构筑的手性微环境有助于提高催化剂的活性和立

体选择性'&!(

!将纳米材料与酶构建成复合材料$利

用纳米材料的表面拓扑结构)独特的光学)电学性质

等$可以调控酶的催化特性'&&(

!另外$通过化学修

饰$改变脂肪酶表面的带电性质或亲疏水性$也可改

变酶的对映选择性'&$ #&4(

%

D@总结与展望

脂肪酶的催化特异性由内源性和外源性因素共

同决定% 其中$内源性因素是决定脂肪酶位置选择

性和催化效率的本质因素$而调节反应介质)酸碱环

境等外源性因素是改善脂肪酶催化特异性的有效手

段% 因此$在后续研究过程中$若要利用脂肪酶制备

特定脂肪酸组成的结构脂质$应充分考虑脂肪酶的

种类及催化条件对其位置选择性的影响% 另外$精

细可控的合成技术和先进表征手段的开发和进步$

使得脂肪酶研究与其他学科之间的交叉发展成为可

能$有望为高选择性脂肪酶的开发开辟新的研究

方向%

在未来发展过程中$应充分利用蛋白质定向进

化技术)计算机模拟及蛋白质工程等技术手段$在开

发新的脂肪酶种类的同时从分子水平揭示决定脂肪

酶催化特异性的关键因素$进而建立一个载有脂肪

酶催化特异性信息的1代码库2$简化高选择性脂肪

酶的开发过程$从而实现突破性的进展%
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8̀/[/8\T[0A/\09; 9Z/\̀T[.9̂\/_1T10c/̂TZ[9. I,:0..7-

/;4*"5,"+.515*,9-(W4"% 'O(7OHcc1g08[9_091$ !"%3$

3!"3#& &%& #&%'7

''( ,PP,Y,*YH$ dHYJ,dd$ GgJ*YJ($ T\/17YT\T[919<9R^

TLc[T̂̂09;$ @0;T\088̀/[/8\T[0A/\09; /;] .91T8R1/[.9]T10;<9Z

/;T: ;̂ #%$& #[T<09̂T1T8\0aT\[0/8>1<1>8T[9110c/̂TZ[9.
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