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摘要!旨在为脂肪酶的改性及其工业化应用提供参考!基于黑曲霉'%%! 菌株通过\')扩增得到脂

肪酶基因!对该基因进行了生物信息学分析!并运用基因工程技术构建了毕赤酵母J*%%F 重组菌!

对该重组菌诱导产生的脂肪酶进行了纯化!分析了该脂肪酶的酶学性质!并通过单因素实验和响应

面实验对该重组菌产酶条件进行了优化% 结果表明&该脂肪酶基因片段长度为 G,& <X!理论分子质

量为 #%=E, C_1!其氨基酸序列中存在一个新的五肽基序)S*LJ'该脂肪酶最适反应温度和 XS分

别为 &"o和 &!具有良好的热稳定性和 XS稳定性'重组菌最佳产酶条件为 jId添加量 %"=F" 0L

"%"" 0LdQQj培养基中#$接种量 &=#]$每隔 !& 8添加 %]甲醇$培养时间 !=G ?!优化条件下所

得重组脂肪酶活性达到 EG=,! UA0L!是优化前的 %=E, 倍% 综上!经克隆$异源表达优化的重组脂

肪酶稳定性强$酶活性高%

关键词!黑曲霉'%%!'脂肪酶'毕赤酵母'生物信息学'克隆
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++微生物脂肪酶在水和非水环境中能催化多种化

学反应$具有重要的工业价值/% $!0

$其在食品*皮革

加工*化妆品*造纸和洗涤剂等/#0行业得到了广泛

应用$并且在生物传感器*农药和生物修复方面/&0

也有一定应用% 脂肪酶的特性受其结构的影响较

大/F $-0

% J>R2�TT97$_N0�6>97等/E0研究发现$五肽

基序是发挥脂肪酶活性的关键位点$其中任何氨基

酸残基的取代都会影响脂肪酶的催化性能% J>N

等/G0研究发现$丝氨酸"*9T#*天冬氨酸"(OX#和组

氨酸"S2O#的催化三联体是维持脂肪酶活性所必

需的%

对不同菌株脂肪酶基因的克隆与研究$不仅有

助于了解其结构与性质的关联性$还为脂肪酶的工

业化定向改造提供了基础$以期开发出使用条件更

温和的脂肪酶% 此外$通过异源表达脂肪酶基因$不

仅可以获得高产率的重组菌$且重组脂肪酶更易于

分离纯化% 黑曲霉是工程细菌靶基因的主要来

源/,0

$基因组测序显示其存在大量分泌表达的脂肪

酶基因/%"0

% 本研究对黑曲霉'%%! 脂肪酶基因进行

克隆$分析其生物信息学$并成功在毕赤酵母J*%%F

中实现了该基因的异源表达$同时对产酶体系进行

了优化$以期为脂肪酶的改性及其工业化应用提供

借鉴%

:;材料与方法

%=%+实验材料

%=%=%+菌株和质粒

黑曲霉'%%!"黑曲霉 #"EG- 的紫外诱变菌株#$

本实验室保存!毕赤酵母 J*%%F*质粒 X\M',m$生工

生物工程上海股份有限公司%

%=%=!+生化试剂和工具酶

XU'0$Z*.@N)M*Z

&

_I(连接酶*)I(提取试

剂盒$生工生物工程上海股份有限公司!INRM和 L(

Z1h$Z1C1T1d2N公司!.1ODZ1h \')*>X9TQ2Y$北京全

式金生物公司!_I(提取试剂盒*普通琼脂糖凝胶

_I(回收试剂盒*质粒小型提升试剂盒$天根生化

科技"北京#有限公司%

%=%=#+培养基和溶液

\_(固体培养基&马铃薯浸出粉 F 6AL$葡萄糖

!" 6AL$琼脂 %G 6AL$XS自然% \_d液体培养基&马

铃薯浸出粉 F 6AL$葡萄糖 !" 6AL$XS自然% Ld液

体培养基&蛋白胨 %" 6AL$酵母提取物 F 6AL$I1'3

%" 6AL$XSE=&% Ld固体培养基&蛋白胨 %" 6AL$酵

母提取物 F 6AL$I1'3%" 6AL$琼脂 %G 6AL$XSE=&%

Q_培养基& 酵母基础氮源"jId#%#=& 6AL$ 葡萄

糖 !" 6AL$ 琼脂 !" 6AL$ 质量浓度为 "=& 06AL经

过滤和净化的生物素 "=! 0LAL% dQQj培养基

"%"" 0L#&% 6酵母粉$! 6蛋白胨$"=! 0L"="!]

生物素$%" 0L磷酸盐缓冲液"XS-="#%

镍"I2#柱蛋白纯化洗脱剂"% """ 0L#&!=&!! G 6

ZT2O$!,=!! 6I1'3$ #"="& 6咪唑$%"" 6甘油$XS

Ga"$过滤除菌%

XS!=" bG=" 的 !F 00N3AL磷酸氢二钠 $柠檬

酸缓冲液 "% """ 0L#&E=",G 6磷酸氢二钠$用

% 0N3AL柠檬酸调节 XS分别至 !="*#="*&="*F="*

-a"*E="*G="%

聚乙烯醇"\̀(#溶液&&" 6\̀($加 G"" 0L水$

加热搅拌至完全溶解$冷却后定容至 % """ 0L$用多

层纱布过滤$所得滤液即 \̀(溶液%

橄榄油乳化液&取 \̀(溶液和橄榄油按照体积

比 #q% 混合$使用高速匀浆机处理 # 025$间隔 F 025

后再处理 # 025$得到橄榄油乳化液$现配现用%

磷酸盐缓冲液"XSE=F#&磷酸氢二钾 %=,- 6$

磷酸氢二钠 #,=-! 6$用水溶解并定容至 F"" 0L%

%=!+实验方法

%=!=%+引物设计

参照J95d15C 中黑曲霉脂肪酶基因的同源序

列"登录号为 iQe""%#,E&-&=!#$使用 *51XJ959设

计扩增基因的引物$其中上游引物 H序列为 Fk$

JJ((ZZ''(ZJZZ'ZZ'ZJJ'JJZZZJJ$#k"划线部分

为.@N)M酶切位点$在引物的 Fk端#$下游引物)序列

为 Fk$J'JJ''J''Z(Z(J'(J('('Z'ZJ((($#k

"划线部分为INRM酶切位点$在引物的 Fk端#% 上述

!种引物均由生工生物工程上海股份有限公司合成%

%=!=!+黑曲霉'%%! )I(的提取及\')扩增

按照)I(提取试剂盒的操作说明提取黑曲霉

'%%! 中总 )I($再采用逆转录 $聚合酶链")Z$

\')#反应合成@_I(% )Z$\')反应程序&将 %

(

L

基因组_I(清除试剂*!

(

LF 倍的基因组 _I(清

除缓冲液和 E

(

L总 )I(混合后在 &!o下反应

! 025$然后冷却至 &o$取 %"

(

L上述反应液*%

(

L

&E
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逆转录酶混合物*%

(

L)Z引物混合物*&

(

LF 倍反

应缓冲液混合物和 &

(

L无酶水混合后在 #Eo下逆

转录反应 %F 025$然后立即置于 GFo下反应 F O%

以@_I(为模板进行\')扩增"扩增条件&在 ,Fo

下初步变性 F 025$在 ,Fo下变性 % 025$在 -"o下

退火 % 025$在 E!o下延伸 % 025$以 ,Fo变性 % 025

到 E!o延伸 % 025 这个过程作为循环节完成 #" 个

循环$最终在 E!o下延伸 %" 025 以补齐末端#$扩

增产物用 %]琼脂糖凝胶电泳"电泳条件为 %"" *̀

!F 025#分离$以没有任何模板 _I(的 \')混合物

为阴性对照$ 黑曲霉脂肪酶基因序列 " iQe

""%#,E&-&=!#为阳性对照进行分析% 将电泳分离的

目的条带切下$装入离心管中$使用普通琼脂糖凝胶

_I(回收试剂盒回收目的条带$得到黑曲霉 '%%!

脂肪酶基因\')扩增产物%

%=!=#+脂肪酶的生物信息学分析

%=!=#=%+脂肪酶基因测序

将黑曲霉'%%! 脂肪酶基因\')扩增产物克隆

至 XU'0$Z载体)在基因克隆前$在脂肪酶基因序

列'段添加蛋白纯化标签 - p组氨酸"S2O#.$转化

大肠杆菌_SF

)

$用蓝白斑法筛选重组体$集落 \')

验证重组体$摇瓶培养验证阳性重组体$酶切提取质

粒$阳性载体的菌液送至北京华大基因公司进行序

列测定%

%=!=#=!+脂肪酶系统发育分析

利用d31OR工具对脂肪酶的基因序列进行相似

性分析$选取部分同源序列$利用 '3>OR13i进行同

源进化比较$构建系统发育树%

%=!=#=#+脂肪酶的氨基酸序列分析以及蛋白质二

级结构和三级结构的预测分析

通过软件 *51X6959将 %=!=! 中黑曲霉 '%%! 脂

肪酶0)I(翻译为氨基酸序列$用 d31OR在线工具

完成氨基酸序列同源比对% 通过在线软件"8RRXO&AA

;9<=9YX1OD=NT6AXTNRX1T10A#对黑曲霉 '%%! 脂肪酶

氨基酸序列进行分析$通过在线软件对脂肪酶蛋白

质二级结构" 8RRX&AA5XO1$X<23=M<@X=4TA@62$<25A

5XO1$1>N01R=X3AX169gAI\*(A5XO1$855=8R03#*

三级结构 " 8RRX&AAO;2OO0N?93=9YX1OD=NT6A*WM** $

Q̂ _.L=8R03# 及 信 号 肽 " 8RRXO&AAO9TV2@9O=

8913R8R9@8=?R>=?CAO9TV2@9=X8X1 *26513\$&=%#等信

息进行预测分析%

%=!=&+重组毕赤酵母 J*%%F $重组脂肪酶基因的

构建

使用Z

&

_I(连接酶通过 (Z克隆的方法将目

的基因连接到克隆载体中$将克隆载体导入大肠杆

菌感受态细胞$采用蓝白斑法在 Ld平板 "包含

M\ZJ*i$613*氨苄青霉素#上对转化子进行初步筛

选$并通过菌落 \')的方法对其进行验证$选择菌

落\')呈阳性的菌落$培养于Ld液体培养基"含有

氨苄青霉素#中$培养 %- 8$以质粒 X\M',m作为脂

肪酶基因的表达载体$通过双酶切方法成功构建表

达载体 X\M',m$重组脂肪酶基因% 通过电转化的

方法将 X\M',m$重组脂肪酶基因导入至毕赤酵母

J*%%F 中$通过菌落\')和 %] 琼脂糖凝胶电泳检

测$成功构建毕赤酵母 J*%%F $重组脂肪酶基因重

组菌%

%=!=F+重组脂肪酶的诱导表达与纯化

将阳性重组菌接种于dQQj培养基中"%"" 0L

dQQj培养基中添加 %" 0LjId#$在 #"o*!""

TA025下孵育 !& 8$之后每 !& 8添加 %]甲醇进行诱

导培养"诱导培养条件为预实验优化#$诱导培养E! 8

后取 ! 0L溶液$于 &o*%% """ TA025 离心 %" 025$

收集上清液"甲醇诱导上清液#% 为了验证重组脂

肪酶成功表达和鉴定甲醇诱导表达$向甲醇诱导上

清液中加入 !""

(

L的 Z'(溶液"F"" 6A!!E 0L#$

在&o下沉淀过夜$然后在 &o*%% """ TA025 下离

心 %" 025收集沉淀% 向沉淀中加入 !""

(

L丙酮洗

涤沉淀$然后在 &o*%% """ TA025 下离心 %" 025$

倒出上清液$将离心管置于 -"o下烘干 !" 025$随

后加入 !"

(

L% p3N1?256<>449T重悬溶解$沸水浴

F 025$进行 *_* $\(J."%!]分离胶*F]浓缩胶*

电压 %!" #̀分析$同时以无甲醇诱导作为对照%

重组脂肪酶的纯化&向上清液"甲醇诱导上清

液#中加入硫酸铵$使其达到 EF]的饱和度"硫酸铵

分 !" 次加入$每次待其完全溶解后再加入#$所有

硫酸铵加入后$&o保存过夜$在 %" """ TA025 下离

心 %" 025$得到蛋白沉淀% 用少量磷酸盐缓冲液重

新溶解蛋白沉淀$低温*- """ TA025 下离心 F 025$

除去沉淀$将上清液加入透析袋中$预留 %A! 空间$

&o透析$透析外液为磷酸盐缓冲液$中途更换 ! 次

磷酸盐缓冲液$透析 !& 8后得到粗酶液$&o短期保

存$ $!"o长期保存% 然后对粗酶液进行镍柱纯化

"因克隆前加入了 S2O标签$故可以被镍柱亲和吸

附$从而纯化*分离重组脂肪酶#% 镍柱纯化的具体

操作&取适量I2$IZ(树脂加入离心管中$以 # """

TA025离心 ! 025$倒出上清液$加入 ! 倍体积的

d25?256AW1O8缓冲液$充分混合后再以# """ TA025

离心 ! 025$去除上清液$得到预处理后的树脂% 将

粗酶液与d25?256AW1O8 缓冲液按体积比 %q% 混合$

将混合物与预处理后的树脂混合 #" 025% 将该混合

FE
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物以 # """ TA025离心 ! 025$去除上清液$用 ! 倍体

积的d25?256AW1O8 缓冲液洗涤树脂$再以 # """ TA025

离心 ! 025$去除上清液% 反复洗涤$直至洗涤液在

!G" 50处的吸光度达到基线值% 用 % 倍树脂体积

的洗脱剂洗脱蛋白"带S2O标签#$以 # """ TA025离

心 ! 025$仔细吸取保留上清$重复洗脱 ! 次$分别储

存洗脱液"纯化的酶液#%

%=!=-+脂肪酶活性检测

取 ! 个 F" 0L的 .T39509D9T烧瓶$分别标记为

对照烧瓶"(#和样品烧瓶"d#$向 ! 个烧瓶中分别

加入 & 0L橄榄油乳化液和 F 0L磷酸盐缓冲液$在

烧瓶(中加入 %F 0L,F]乙醇% 烧瓶 (和烧瓶 d

于 &"o水浴 %" 025 后$立即加入 % 0L酶液$计时

%F 025$立即向烧瓶d中加入 %F 0L,F]乙醇终止

反应% 取出烧瓶后$在 ! 个烧瓶中分别滴入 ! 滴酚

酞指示剂$用 "="F 0N3AL氢氧化钠标准溶液滴定至

#" O后呈红色不褪色$并记录烧瓶(和烧瓶 d消耗

的氢氧化钠标准溶液的体积$按公式"%#计算酶活

性$其中酶活性单位的定义为在一定的反应条件下$

每分钟水解橄榄油生成 %

(

0N3可滴定脂肪酸的量

定义为 % 个酶活性单位$用U表示%

Cg

"O样 $O空# p%"

$#

p)

I1̂S

p%"

-

#

pP "%#

式中&C为酶活性$U!O样为样品滴定氢氧化钠

消耗量$0L!O空为对照滴定氢氧化钠消耗量$0L!

#为反应时间$025!)

I1̂S

为氢氧化钠的浓度$0N3AL!

P为酶液的稀释倍数%

%=!=E+重组脂肪酶的酶学性质分析

重组脂肪酶最适温度的测定&以橄榄油乳化液

为底物$磷酸盐缓冲液为反应缓冲液$在 #" b-"o

范围内$以 Fo为间隔$按 %=!=- 的方法测定不同温

度下重组脂肪酶的活性$所有实验均重复 # 次% 将

不同温度下测得的最大酶活性设为 %""]$其他温

度下的酶活性测定值与其比较获得相对酶活性%

重组脂肪酶的温度稳定性测定&将重组脂肪酶

样品分多管"# 0LA管#$在 #F*&"*&F*F"o时分别水

浴 %*%"*#"*&F*-" 025后$冷却至室温$按 %=!=- 方

法测定酶活性% 将不同温度下未经孵育样品的酶活

性设为 %""]$不同温度下孵育样品的酶活性测定

值与其比较获得相对酶活性%

重组脂肪酶最适 XS的测定&以橄榄油乳化液

为底物$以不同 XS"XS!=" bG="#的 !F 00N3AL磷

酸氢二钠$柠檬酸缓冲液为反应缓冲液$在最适反

应温度下$按 %=!=- 的方法测定重组脂肪酶的活性%

所有实验重复 # 次% 将不同 XS下测得的最大酶活

性设为 %""]$其他 XS下的酶活性测定值与其比较

获得相对酶活性%

重组脂肪酶 XS稳定性的测定&将重组脂肪酶

样品分多管"# 0LA管#$在 XS! bG*&o条件下孵

育 &G 8$取出后按 %=!=- 的方法测定酶活性% 将不

同 XS下未经孵育样品的酶活性设为 %""]$不同

XS下孵育样品的酶活性测定值与其比较获得相对

酶活性%

<;结果与讨论

!=%+脂肪酶基因的克隆

对黑曲霉'%%! 脂肪酶基因\')扩增产物进行

%]琼脂糖凝胶电泳分析$结果如图 % 所示% 将经琼

脂糖凝胶纯化后的黑曲霉'%%! 脂肪酶基因\')扩

增产物连接到 XU'0$Z载体上$筛选培养阳性克

隆$提取质粒$并进行双酶切验证$结果如图 ! 所示%

+注&Q=_LF""" Q1TC9T!%=阴性对照!!=扩增产物!#=阳性

对照

+INR9&Q=_LF""" Q1TC9T! %=I961R2V9@N5RTN3! !=(0X3242@1R2N5

XTN?>@R! #=\NO2R2V9@N5RTN3

图 :;脂肪酶基因的$5A扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

F)BG:;$5A*?/+)1)4*&)%(/-%,C4&'+'4&-%/0%-'2)2

#*B*-%2'B'+$ %1+)/*2'B'('

+注&Q=_LF""" Q1TC9T! &=完整质粒 XU'0$Z$重组脂肪

酶基因! F=双酶切 XU'0$Z$重组脂肪酶基因

+ INR9& Q=_LF""" Q1TC9T! &=\31O02? XU'0 $Z $

T9@N0<2515R32X1O96959! F=XU'0$Z$T9@N0<2515R32X1O96959

?269OR9? <DINRM15? .@N)M

图 <;/\5?U@U重组脂肪酶基因克隆载体双酶

切产物琼脂糖凝胶电泳图

F)BG<;J+'4&-%/0%-'2)2#*B*-%2'B'+$ %1,%C7+',)B'2&)%(

/-%,C4&2%1/\5?U@U-'4%?7)(*(&+)/*2'

B'('4+%()(B K'4&%-

++由图 % 可知$黑曲霉脂肪酶基因\')扩增片段

长度约为 ,"" <X$符合预期% 由图 ! 可知$目的基因

成功插入到了载体中%

-E
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!=!+脂肪酶的生物信息学

!=!=%+脂肪酶基因序列

脂肪酶基因片段长度为 G,& <X$被命名为

32X1O9'̂ ($J95d15C登录号为 \̂F-!G,G=%% 该基因

有 !"% 个 (*!"% 个 Z*!F% 个J*!&% 个 '$ '与J的

总含量为 FF="#]% 该基因编码 !,E 个氨基酸$以

(ZJ为起始密码子$并以一个终止密码子结束% 该

基因序列与美国国家生物技术信息中心"I'dM#已

发表的黑曲霉脂肪酶基因序列"iQe""%#,E&-&=!#

相似度达 ,,=G,]% 因此$所获得的基因就是本研

究所需要的脂肪酶基因序列%

!=!=!+脂肪酶基因的系统发育

d31OR同源性检索结果表明$黑曲霉 '%%! 脂肪

酶基因与黑曲霉脂肪酶基因 "J95d15C 登录号为

iQe""%#,E&-&=!#具有高度同源性% 利用 Q.J(%%

软件中的Q1Y20>032C9328NN? 法对相似度较高的曲

霉脂肪酶氨基酸序列进行了系统发育分析$证实了

克隆获得的基因为黑曲霉'%%! 脂肪酶基因% \H10

"8RRX&AAX410=Y410=NT6A#工具证实了克隆获得的基

因是黑曲霉脂肪酶基因%

!=!=#+脂肪酶的氨基酸序列分析以及蛋白质二级

结构和三级结构预测

通过 在 线 软 件 " 8RRXO&AA;9<=9YX1OD=NT6A

XTNRX1T10A#对黑曲霉 '%%! 脂肪酶的氨基酸序列

进行了分析$结果表明&脂肪酶的理论分子质量

为 #%=E, C_1!预测的等电点为 &=F&!分子式为

'

%&%!

S

!%FG

I

#-G

^

&&E

*

%%

!不稳定性系数为 #&=F#$属于物

理性质稳定的蛋白质!疏水性平均值"J)(̀ j#为

"="-F$属于疏水性蛋白质!酸性氨基酸残基)天冬

氨酸"(OX# c谷氨酸"J3>#.的总数为 #%$碱性氨基

酸残基)精氨酸"(T6# c赖氨酸"LDO#.的总数为

%-$表明其为酸性蛋白质!!" 种氨基酸中丙氨酸

"(31#含量最高$为 %%=G]$其次是亮氨酸"L9>#$为

%"=&]!脂肪族指数为 G#=,E!体外半衰期为 #" 8$

在酵母中为 !" 8%

采用在线软件"8RRXO&AAO9TV2@9O=8913R8R9@8=?R>=

?CAO9TV2@9=X8X1 *26513\$&=%#分析脂肪酶的信号

肽位点$结果发现$% b%, 位氨基酸可能是该脂肪酶

蛋白的信号肽区域% 采用在线软件"* \̂Q($8RRX&AA

;;;=2<@X=4TAXT9?2@R=8R03#预测脂肪酶蛋白质二级结

构$结果发现$

#

$螺旋占 #&=#&]$

!

$折叠占

%F=&,]$无规卷曲占 F"=%E]% 该脂肪酶含有高比例

的
#

$螺旋$有助于维持其主体结构的稳定性/%%0

%

使用自动比较蛋白质建模服务器 *WM** $

Q̂ _L.$以蛋白质数据库中已知的脂肪酶三级结构

"\_d登录号为 -Ù I#作为模板$对目标蛋白质进

行同源建模$发现该脂肪酶蛋白质的三维结构与目

前已知的脂肪酶三维结构类似$具有 EE]的相似

性$说明建模结果较可靠% 通过序列比较发现$目标

蛋白质中存在一个五肽基序"%E% b%EF 位的氨基

酸#$这个基序在已知的脂肪酶中通常是 Ji*iJ和

(i*iJ

/,0

$而在本研究中这个五肽基序从J到)发

生突变$形成了 )S*LJ$在 \)̂ *MZ.数据库中搜索

32X1O9'̂ ($没有发现五肽基序 )S*LJ$说明 )S*LJ

是一个新的五肽基序% 五肽基序中氨基酸的不同$

可以作为区分脂肪酶类型的标志/%!0

% 五肽基序的

变化对脂肪酶的稳定性和活性有一定的影响$工业

上会对脂肪酶五肽基序进行修饰以改善其应用/%#0

%

分析发现$该脂肪酶的氧阴离子孔区为 `̀ (H)J*$

结构盖区为 *ZMmIWM(_L_$盖子结构在一定程度

上使脂肪酶更稳定% 模型分析证实了该脂肪酶的催

化三联体由丝氨酸" *9T#*(OX*S2O氨基酸残基组

成$并且预测的二硫键也得到了确认$二硫键有利于

脂肪酶结构的稳定/%&0

% 模型显示$该脂肪酶外部是疏

水的$内部是亲水的$有助于其在油水界面上的作用%

!=#+重组脂肪酶的诱导表达$纯化及 *_* $\(J.

的分析

按 %=!=F 方法$在接种量 &]条件下$对阳性重

组菌进行孵育*诱导培养*离心得到上清液$再经纯

化后得到重组脂肪酶% 诱导表达和纯化过程中重组

脂肪酶的 *_* $\(J.图谱见图 #$脂肪酶活性变化

见表 %%

+注&Q=蛋白质Q1TC9T!%=甲醇诱导上清液"经Z'(*丙酮处

理#! !=无甲醇诱导上清液"经Z'(*丙酮处理#! #=粗酶液!

&=纯化酶液"镍柱纯化#! F=甲醇诱导上清液

+INR9& Q=\TNR925 Q1TC9T! %=Q9R815N3$25?>@9? O>X9T51R15R

"RT91R9? ;2R8 Z'(15? 1@9RN59#! !=*>X9T51R15R;2R8N>R09R815N3$

25?>@R2N5 "RT91R9? ;2R8 Z'(15? 1@9RN59#! #='T>?9957D09

ON3>R2N5! &=\>T242@9? 957D09ON3>R2N5 "I2@N3>05 X>T242@1R2N5#!

F=Q9R815N3$25?>@9? O>X9T51R15R

图 =;诱导表达和纯化过程中重组脂肪酶的

V!VU$6[J图谱

F)BG=;V!VU$6[J),'(&)1)4*&)%(%1-'4%?7)(*(&+)/*2'

'E/-'22)%(/-%,C4&,C-)(B )(,C4&)%('E/-'22)%(*(,

/C-)1)4*&)%(

EE
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表 :;重组脂肪酶的活性变化

@*7+':;64&)K)&3 %1-'4%?7)(*(&+)/*2'5"6

样品 总体积A0L

酶活性A

"UA0L#

总活性AU

蛋白质质量浓度A

"06A0L#

总蛋白A06

比酶活A

"UA06#

纯化倍数 产率A]

甲醇诱导上清液 % """ E,=%E E, %--=-E &=EE & E-F=E# %-=-% %

硫酸铵沉淀后 -" F!-=-E #% -""="" !F="% % F""=&" !%="- %=!E #,=,!

透析后"粗酶液# G" #&-=-E !E E##=## ,=#E E&,=-E #-=,, !=!# #F=""

镍柱亲和层析后

"纯化酶液#

!" %E#=## # &--=-E %=%F !#="G %F"=!% ,="& &=#G

+注&蛋白质浓度测定采用d'(法

+INR9& Z89XTNR925 @N5@95RT1R2N5 ;1O?9R9T0259? <Dd'(09R8N?

++由图 # 可知$纯化后存在一条分子质量约为 ##

C_1的特征带$高于理论表达产物的分子质量 #%aE,

C_1$可能与重组脂肪酶的糖基化有关% 由表 % 可

知$重组脂肪酶的纯化倍数为 ,="& 倍$产率为

&a#G]$比酶活达到 %F"=!% UA06%

!=&+重组脂肪酶蛋白的酶学性质

按照 %=!=E 方法考察温度和 XS对重组脂肪酶

活性及稳定性的影响$结果分别见图 & 和图 F%

+

注&不同字母表示差异显著"0l"="F#% 下同

INR9& _2449T95R39RR9TO25?2@1R9O265242@15R?2449T95@9O"0l"="F#=Z89O109<93N;

图 >;温度对重组脂肪酶活性#*$和稳定性#7$的影响

F)BG>;J11'4&%1&'?/'-*&C-'%(&0'*4&)K)&3 #*$ *(,2&*7)+)&3 #7$ %1-'4%?7)(*(&+)/*2'

+

图 L;/W对重组脂肪酶活性#*$和稳定性#7$的影响

F)BGL;J11'4&%1/W%(&0'*4&)K)&3 #*$ *(,2&*7)+)&3 #7$ %1-'4%?7)(*(&+)/*2'

++由图 &1可见$该重组脂肪酶在 &"o时活性最

高$因此该酶的最适温度为 &"o% 由图 &< 可知$在

#F bF"o范围内孵育 -" 025时$酶活性保持在 G"]

以上$表明该重组脂肪酶具有良好的热稳定性$且在

&"o时酶活性保持在 ,"]以上$稳定性最佳%

由图 F1可见$该重组脂肪酶在 XS为 & 时活性

最高$因此该酶的最适 XS为 &="$这表明该酶是一

种酸性脂肪酶% 由图 F<可知$在 XS为 F 时孵育 &G

8$该重组脂肪酶活性保持在 G"]以上$表明该酶的

XS稳定性较好%

该重组脂肪酶稳定性较强可能与其外部疏水结

构密切相关$有研究表明$疏水性越强$其结构灵活

性越好$可以有效地控制其相对构象稳定性/%F0

% 同

时有研究也指出$添加组氨酸标签后$脂肪酶对热失

活具有更高的抵抗力/%-0

% 另外$该重组脂肪酶所表

现出的酶学性质可能与其五肽基序)S*LJ有关%

!=F+重组菌产酶条件优化

!=F=%+单因素实验

按 %=!=F 方法$以 jId添加量 %" 0L"%"" 0L

dQQj培养中#*接种量 &]*甲醇添加量 %]"每隔

GE
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!& 8#*诱导培养时间 E! 8 为固定条件$选择其中一

个因素为变量进行单因素实验$考察其对重组脂肪

酶活性的影响$结果见图 -%

+

+

图 N;重组菌产酶单因素实验结果

F)BGN;A'2C+&2%1&0'2)(B+'1*4&%-'E/'-)?'(&1%-'(.3?'/-%,C4&)%(73 &0'-'4%?7)(*(&2&-*)(

++由图 -1可知$随着培养时间的延长$重组脂肪

酶活性呈先升后降的趋势% 酶活性降低可能是由于

代谢产生的物质抑制了酶的产生%

jId是有效促进毕赤酵母 J*%%F 生长和抑制

其他菌株生长的成分% 由图 -< 可知$随着 jId添

加量的增多$重组脂肪酶活性也呈先升后降的趋势%

甲醇作为酶生产的诱导剂$对酶活性有直接影

响% 由图 -@可知$重组脂肪酶活性随着甲醇添加量

的增加先升高后降低$当甲醇添加量为 %]时达到

最大% 这是因为低浓度的甲醇可作为促进表达的诱

导剂$但甲醇本身具有一定的毒性$浓度过大$会对

细胞产生有害影响$进而抑制表达% 另外$甲醇浓度

过大$蛋白质逐渐展开并最终聚集$会导致蛋白酶

失活/%E0

%

由图 -?可知$重组脂肪酶活性随着接种量的增

加呈先升后降的趋势$在接种量为 &]时达到最大%

这是因为当接种量少时菌体量少$产酶量少$但当接

种量过大时$菌体量过多$菌体间隙变小$所能利用

的养分减少$氧气供应不足$导致产酶量降低%

!=F=!+响应面实验

在单因素实验的基础上$固定每隔 !& 8甲醇添加

量为 %]$以培养时间"-#*jId添加量",#*接种量

")#为因素$重组脂肪酶活性"C#为响应值$利用

_9O265$.YX9TR软件的dNY$d985C95模型设计三因素

三水平的响应面实验$对产酶条件进行优化$响应面实

验因素和水平见表 !$响应面实验设计及结果见表 #%

表 <;响应面实验因素和水平

@*7+'<;F*4&%-2*(,+'K'+2%1-'2/%(2'

2C-1*4'?'&0%,%+%B3

水平
-培养

时间A?

,jId添

加量A0L

)接种量A

]

$% ! G #

" # %" &

% & %! F

表 =;响应面实验设计及结果

@*7+'=;!'2)B(*(,-'2C+&2%1-'2/%(2'

2C-1*4'?'&0%,%+%B3

实验号 - , ) CA"UA0L#

% $% % " -!=&

! " " " EG=F

# $% " $% F&=G

& " " " EG=E

F " $% % -,=%

- % % " &,=,

E " " " EG=#

G $% $% " -"=-

, % " % &&=%

%" " " " EE=F

%% " % $% --=F

%! % $% " &%=#

%# " " " EG=,

%& % " $% #,=,

%F " $% $% -%=G

%- $% " % -!=!

%E " % % E&=-

,E
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++对表 # 数据进行拟合$得到多项回归方程&Cg

EG=#G $G=%"-c!=FE,c#=#G)c%=E"-,$"=G"-)c

"=!",)$!%=!,-

!

$#=F&,

!

$-=G&)

!

% 对回归方程

进行方差分析$结果见表 &%

表 >;方差分析

@*7+'>;6(*+32)2%1K*-)*(4'

来源 平方和 自由度 均方 / 0

模型 ! ,-,=-F , #!,=,- E#%=#, l"=""" %

- F!&=GG % F!&=GG % %-#=&F l"=""" %

, F#="F % F#="F %%E=FG l"=""" %

) ,%=%# % ,%=%# !"%=,, l"=""" %

-, %%=F- % %%=F- !F=-! "=""% F

-) !=F- % !=F- F=-E "="&G E

,) "=%- % "=%- "=#F "=FE" !

-

!

% ,"G=&G % % ,"G=&G & !#"=#! l"=""" %

,

!

F!=E- % F!=E- %%-=,- l"=""" %

)

!

%,-=,, % %,-=,, &#-=-F l"=""" %

残差项 #=%- E "=&F

失拟项 %=,, # "=-- !=!E "=!!! #

纯误差 %=%E & "=!,

总和 ! ,E!=G% %-

++结果表明$该模型的决定系数".

!

#为 "=,,G ,$

校正决定系数".

!

(?B

#为 "=,,E -$说明该模型的可信

度与拟合程度都较为良好% 由表 & 可知$模型达到

极显著水平"0l"="%#$失拟项的0值为 "=!!! #$不

显著$说明回归模型与真实值的拟合程度好% 一次

项对重组脂肪酶活性影响均极显著"0l"="%#$且

影响大小顺序为 -s)s,$交互项 -,的影响极显

著"0l"="%#$-)的影响显著"0l"="F#$,)的影响

不显著"0s"="F#$二次项影响均极显著"0l"="%#%

对模型求极大值$结果表明$当培养时间 !=G! ?*

jId添加量 %"=-E 0L*接种量 &=!-]时$重组脂肪

酶活性最大$在此条件下理论预测值为 E,=,G UA0L%

为方便实际操作$将上述工艺条件调整为培养时间

!=G ?*jId添加量 %"=F" 0L*接种量 &=#]$在调整

后的工艺条件下进行 # 次平行实验$所得重组脂肪

酶的活性分别为 E,=%E*EG=##*E,=!E UA0L$平均值

为 EG=,! UA0L$与理论预测值相差较小$表明该模

型有效% 综上所述$该模型可用于毕赤酵母J*%%F $

32X1O9'̂ (产脂肪酶体系的优化% 另外$与优化前

"jId添加量 %" 0L*未添加甲醇诱导*接种量 &]#

的重组脂肪酶活性"&&=%" UA0L#相比$优化后重组

脂肪酶的活性大幅提高%

=;结;论

本研究采用 )Z$\')方法从黑曲霉 '%%! 中

克隆了脂肪酶基因 32X1O9'̂ ($并对其进行了测序

"J95d15C登录号为 \̂F-!G,G=%#% 序列分析表明$

该基因长度为 G,& <X$包含一个非编码序列$编码

!,E 个氨基酸分子$分子质量为 #%=E, C_1% 氨基酸

序列分析发现了一个新的五肽基序 )S*LJ% 运用

基因工程技术构建了毕赤酵母重组菌 "J*%%F $

32X1O9'̂ (#$脂肪酶基因 32X1O9'̂ (在毕赤酵母

J*%%F 中成功表达% 该重组脂肪酶的最适反应温度

为 &"o$在 #F bF"o的范围内稳定$最适反应 XS

为 &="$最佳保存 XS为 F="% 通过单因素实验和响

应面实验确定重组菌产酶的最优条件为培养时间

!=G ?*jId添加量 %"=F" 0L"%"" 0LdQQj培养

基中#*接种量 &a#]*每隔 !& 8甲醇添加量 %]$在

此条件下重组脂肪酶活性为 EG=,! UA0L$是优化前

重组脂肪酶活性的 %=E, 倍% 可见$经本实验克隆*

异源表达优化的脂肪酶稳定性强*酶活性高$可为脂

肪酶工业化改造及应用提供理论指导与实践参考%
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