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摘要：华根霉（!"#$%&’( )"#*+*(#( ’’(’’)!$"$!"）细胞破碎液经硫酸铵分级盐析、*+,-./0 1,2+3456, 77 疏水层析、89:90
1,2+3456, 77 离子交换层析和 1,2+3;,< ="$$ 凝胶层析得到两种脂肪酶同功酶：>?2" 和 >?2!。1810*:=9 显示其亚基

分子量分别为 @AB!C8 和 %AB#C8。>?2" 和 >?2! 的最适反应 2D 和最适反应温度相近，分别为 EB$、EB@ 和 #$F、%@F。

但底物专一性差异明显：>?2" 对 &G* 脂肪酸酯的长链脂肪酸有较高的专一性，>?2! 对 &G* 脂肪酸酯的短链脂肪酸

专一性较好；>?2" 对三油酸甘油酯表现 "，%0位置特异性，而 >?2! 没有位置选择性。"HH5/I> 的 ’3! J 、)K! J 对 >?2"、

>?2! 有较好的激活作用；181 强烈抑制酶活力。>?2"、>?2! 在环己烷、正己烷、正庚烷和异辛烷（%$L ,I,）中稳定性

良好。
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微生物脂肪酶具有重要的工业应用价值。目前

许多广泛应用的真核微生物商品脂肪酶制剂［" a %］包

含多种脂肪酶活性组分，即脂肪酶同功酶。根霉属

微生物（!"#$%&’( 62]）是脂肪酶的重要生产菌。早

期研究发现一些根霉也能产多种不同形式性质各异

的脂肪酶［# a &］。由于来源不同、生产方式及批次不

同，脂肪酶制剂中同功酶的组成比例存在较大差异，

使得酶制剂在生物催化反应中缺少可重复性，反应

结果常常难以预测。因此，对于脂肪酶同功酶进行

分离纯化及酶学性质进行研究不仅有利于指导脂肪

酶的工业应用，更为有目的的选择性生产脂肪酶提

供理论依据。

真核微生物脂肪酶同功酶的产生具有不同的机

制，在 B0*6#60 2’9%(0 脂肪酶同功酶产生过程中至

少涉及 N 个基因［N］，而根霉产生的不同形式脂肪酶

一般认为主要是单一基因翻译后修饰和蛋白质部分
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水解的产物，这些不同形式的脂肪酶在蛋白特性、催

化特性以及不同脂肪酶活性组分的定位等方面存在

一定差异［!］，对根霉微生物脂肪酶进行研究及不同

催化特性的脂肪酶的发现不仅有助于加深对根霉微

生物脂肪酶代谢合成的理解和选择性地进行生产；

也可进一步拓展脂肪酶在不同工业领域的应用。

本研究室在前期研究中从酿造浓香型大曲酒的

酒曲中筛选到 " 株华根霉（!"#$%&’( )"#*+*(#(）##$##
%&’"’&"，其全细胞脂肪酶具有很强的催化短链芳

香酯合成能力［(］。研究发现其催化酯合成能力主要

由胞膜脂肪酶活性组分所表现［"’］。进一步研究［""］

表明该华根霉胞内可能存在多种脂肪酶活性组分或

脂肪酶同功酶。本文对华根霉胞内脂肪酶进行分离

纯化和基本酶学性质研究，为更好的研究、应用及生

产华根霉脂肪酶进行初步的理论探讨。

! 材料与方法

!"! 菌种

华根霉（!"#$%&’( )"#*+*(#( ##$##%&’"’&"）。

!"# 发酵培养基

葡萄糖 "’)，豆饼粉 *’)，蛋白胨 +’)，#,#-& +)，

./01* "23)，橄榄油 &’)，定容至 "4，56323，灭菌待

用。

!"$ 主要试剂与仪器

789/:-;0958,<=>9 + ??、@ABA;0958,<=>9 ??、

0958,C9D E"’’、蛋 白 低 分 子 量 标 准 试 剂 均 购 自

BF9<>8,F；对 硝 基 苯 酚 丙 酸 酯（ &;/GH<=589/:-
5<=5G=/,H9、&I7#J）、对 硝 基 苯 酚 棕 榈 酸 酯（ &;
/GH<=589/:- 5,-FGH,H9、&I7#"+）等 一 系 列 酯 均 购 自

0G)F, 公司；超滤膜（截留分子量为 "’K@）购自美国

%G--G5=<9；牛血清白蛋白购自中国医药集团上海化学

试剂公司；其它试剂都为分析纯。冷冻离心机 JL"3
购自 0G)F, 公司，凝胶成像系统购自 MN1;OB@ 公司。

!"% 摇 瓶 发 酵 培 养：取 ’2+F4 孢 子 密 度 为

"’! 个PF4 的华根霉孢子悬液接种于装有 J’F4 发酵

培养基的 &3’F4 三角瓶，J’Q，"3’<PFG/ 振荡培养

*!8。

!"& 脂肪酶活力的测定

参照文献［"&］，以 &I7#"+ 为底物，每分钟释放

"/F=- 对硝基苯酚的酶量定义为 " 个脂肪酶水解酶

活国际单位。

!"’ 蛋白浓度的测定

参照 4=R<:［"J］，以牛血清白蛋白为标准，绘制标

准曲线。

!"( 脂肪酶的分离纯化

!"("! 硫酸铵盐析：将液氮研磨破壁后的胞内酶液

在冰 浴 中 进 行 *’S T U’S 硫 酸 铵 分 级 盐 析，

"3’’’<PFG/离心 J’FG/，收集蛋白沉淀物。

!"("# 789/:-;0958,<=>9 + ?? 疏 水 层 析：将 步 骤

"2U2" 得到的蛋白沉淀物用 ’2’3 F=-P4 56U23 的磷

酸钾缓冲复溶后进行 789/:-;0958,<=>9 + ?? 疏水层

析（!"2+VF W &’VF），平衡缓冲液为含 "2+F=-P4 硫酸

铵的 ’2’3 F=-P4 56U23 的磷酸钾缓冲。用硫酸铵浓

度梯度差为 ’2*F=-P4 的 ’2’3F=-P4 56U23 的磷酸钾

缓冲阶段洗脱吸附蛋白，最后用 6&1 洗脱，收集脂

肪酶活性组分。

!"("$ @ABA;0958,<=>9 ?? 阴离子交换层析：将上述

步骤得到的酶液调整离子强度和 56 后进行 @ABA;
0958,<=>9 ?? 离子交换层析（!"2+VF W &’VF），平衡

缓冲液为 ’2’&F=-P4 56!2’ 的磷酸钾溶液，用 I,#-
浓度梯度为 ’F=-P4 T ’2JF=-P4 的 ’2’&F=-P4 56!2’
的磷酸钾缓冲阶段洗脱吸附蛋白，收集脂肪酶活性

组分。

!"("% 0958,<C9D E"’’ 凝胶层析：将步骤 "2U2J 得到

的酶液用 ’2’3F=-P4 56!2’ 的磷酸钾缓冲透析后进

行 0958,<C9D E"’’ 凝胶层析（!"2+VF W +’VF）。平衡

和洗脱缓冲液都为 ’2’3F=-P4 56!2’ 的磷酸钾缓冲。

!"("& 0@0;7BEA：0@0;7BEA 方法参考文献［"*］，其

中分离胶浓度为 "&S，浓缩胶浓度为 3S。

!") 脂肪酶基本酶学性质的研究

!")"! 56 对脂肪酶活力和稳定性的影响：将酶液

分别加在不同 56（56+2’ T "’2’）的缓冲液中，按标

准方 法 测 脂 肪 酶 活 力，以 最 高 酶 活 为 相 对 酶 活

"’’S。将酶液用不同 56（+2’ T "’2’）的缓冲液稀

释，&3Q保温 "8，测残余酶活，以未保温的酶液的酶

活力为 "’’S。

!")"# 温度对脂肪酶活力和稳定性的影响：在不同

的温度（&’Q T +’Q）下按标准方法测定脂肪酶活

力。酶液在不同的温度下（&’Q T +’Q）分别保温

"8，迅速冷却，按标准方法测残余脂肪酶活力，以未

保温的酶液的酶活力为 "’’S。

!")"$ 脂肪酶的脂肪酸链长专一性：以不同脂肪酸
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链长的 !!" 脂肪酸酯为底物，在标准条件下测定

#$%& 和 #$%’ 对这些酯的水解活力，以酶活力最高值

为相对酶活 &(()。

!"#"$ 脂肪酶的位置选择性：*+# 反应体系中加入

&+# 三油酸甘油酯和 ,+# 酶液，,(-下 &*(./+$0 反

应 12，产物用 *+# 正己烷和异丙醇（1 3 &" /"）萃取，

4"#5 检测分析条件参考文献［&*］，确定水解产物。

!"#"% 金属离子、蛋白酶抑制剂、表面活性剂对脂

肪酶活力的影响：酶反应体系中加入不同的上述化

合物，67- 下保温 6(+$0，各种化合物的终浓度为

&++89/#，测残余酶活，以不加化合物的反应液为空

白。

!"#"& 脂肪酶的有机溶剂稳定性：参考文献［&:］的

方法作了修改，酶液中加入 6()（" /"）的不同有机

溶剂，67-下 &*(./+$0 振荡 &2，按标准方法测残余酶

活，以不加有机溶剂的酶液的酶活力为空白。

’ 结果与分析

’"! 脂肪酶的分离纯化

经过 液 氮 研 磨 后 的 细 胞 破 碎 液 用 (;(*+89/#
%47;* 的磷酸钾缓冲液溶解抽提得到胞内脂肪酶粗

酶液。粗酶液经过 ,() < 7() 硫酸铵分级盐析、

"2=0>9?@=%2A.8B= CC 疏水层析得到两个脂肪酶活性

组分 C& 和 C’。两组分分别通过 DEFE?@=%2A.8B= CC
离子交换层析（所得组分命名为 D& 和 D’）、@=%2AG=H
I&((凝胶 过 滤 层 析 得 到 样 品 #$%& 和 #$%’。通 过

@D@?"FIE 检测，两个样品均显示一条带（图 &），说

明纯化后的两个脂肪酶样品 #$%& 和 #$%’ 均为单一

组分，已 达 到 电 泳 纯。用 JKA0L$L> 80= 软 件（MNO?
PFD）对 @D@?"FIE 进行分析，计算得到脂肪酶 #$%&
和 #$%’ 的分子量分别为 *1;’QD 和 61;,QD，与其它

已报道的 #$%&’!() B%R［&7］脂肪酶分子量都不相同。

C& 经分离纯化后的脂肪酶样品 #$%& 的纯化倍数为

’&;(:，C’ 经分离纯化后的脂肪酶样品 #$%’ 的纯化

倍数为 &6;&&，纯化结果如表 & 所示。根据上述纯化

结果，初步推测 #$%& 和 #$%’ 是两种华根霉脂肪酶同

功酶。在根霉微生物中存在脂肪酶同功酶并且分子

量差异较大的文献报道很少。

’"’ () 对脂肪酶活力和稳定性的影响

不同来源的根霉脂肪酶的最适反应 %4 有差

异［:，&:，&S，&1］，一般为中性。根据图 ’ 所示的研究结

果，#$%& 和 #$%’ 的最适反应 %4 略有差异，分别为

S;( 和 S;*，较其它根霉脂肪酶更偏碱性一些。由图

’ 容易发现反应 %4 显著影响脂肪酶活力。#$%& 在

%47;( 和 %4&(;( 的酶活力分别为最大值的 ,()和

6’)。

图 & 各步分离产物的电泳图谱

& 脂肪酶 #$%’，’ #$%’ 对应 DEFE 洗脱活力峰，6 标准蛋白，, #$%’

对应苯基洗脱活力峰，* #$%& 对应苯基洗脱活力峰，: #$%& 对应

DEFE 洗脱活力峰，7 脂肪酶 #$%&

表 ! 脂肪酶的分离纯化结果

纯化步骤
总酶活

/T
总蛋白

/+U
比活

/（T/+U）
回收率

/)
纯化

倍数

细胞破碎粗酶液 ’,1 ,*: (;:: &(( &;(
硫酸铵分级盐析 S6;, S’;, &;(& 66;,1 &;*6

"2=0>9 @=%2A.8B= CC（C&） ’*;6 ,;&S :;(* &(;&: 1;&7
"2=0>9 @=%2A.8B= CC（C’） 7;’* &;*& ,;71 ’;1& 7;’:
DEFE @=%2A.8B= CC（D&） &(;& &;’: S;(( ,;(: &’;&’
DEFE @=%2A.8B= CC（D’） 6;:’ (;*6 :;S6 &;,* &(;6*
@=%2AG=H I&((（#$%&） ’;61 (;&7’ &6;1 (;1: ’&;(:
@=%2AG=H I&((（#$%’） (;*, (;(:’ S;:* (;’’ &6;&&

图 ’ %4 对 #$%、#$%’ 活力的影响

磷酸盐缓冲：%4: < 7，V.$B?459 缓冲：%47 < 1，碳酸盐缓冲：%41 < &(

由图 6 所示的 %4 对脂肪酶稳定性的影响结

果，#$%& 在 %4S;( 稳定性最好，在 %47;( < S;7 下保

持 &2 后残余酶活高于 7*)，而在 %4 W 7 的情况下，

酶活迅速降低；#$%’ 在 %4S;* 稳定 性 最 高，在 %4
7;* < S;7下保持 &2 后残余酶活高于 7S)，但在 %4
W 7;* 的情况下，酶活明显下降，说明 %4 对脂肪酶

稳定性的影响也较为明显。我们发现两脂肪酶同功

酶 #$%& 和 #$%’ 对 %4 比较敏感，这可能是酶的分离
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纯化过程中酶活回收率较低的原因之一。

图 ! "# 对 $%"、$%"& 稳定性的影响

!"# 温度对脂肪酶活力和稳定性的影响

温度对两脂肪酶同功酶活力和稳定性的影响结

果如图 ’、( 所示。由图 ’ 可知，$%") 和 $%"& 的最适

反应温度有所不同，分别为 ’*+和 !(+。在 ,*+时

$%") 的残余酶活为酶活最大值的 &&-，而 $%"& 完全

失活。温度对脂肪酶的稳定性研究结果表明（图

(），$%") 和 $%"& 在低于 ’*+下保温后仍保持原有活

力的 .*- 以上，说明两同功酶具有一定的耐温能

力；但温度高于 ’*+，酶活下降明显，说明温度对两

脂肪酶同功酶的稳定性有较大的影响，从整体情况

来看，温度对 $%") 和 $%"& 的影响基本相似。

图 ’ 温度对 $%"、$%"& 活力的影响

图 ( 温度对 $%"、$%"& 稳定性的影响

!"$ 脂肪酶的脂肪酸链长专一性

不同来源的微生物脂肪酶的催化作用底物有差

异，但通常底物专一性较高。不同脂肪酸链长专一

性的脂肪酶在乳制品等工业中具有不同的应用价

值。分别以不同脂肪酸链长的 !/0 脂肪酸酯为底

物，对两脂肪酶同功酶的脂肪酸链长专一性进行研

究，结果如表 & 所示，$%") 和 $%"& 对 !/0 脂肪酸酯

的脂肪酸链长专一性差异明显。$%") 对 !/01), 的

水解活力最高，但对短链的脂肪酸酯完全没有水解

活力，表明 $%") 对 !/0 脂肪酸酯的长链脂肪酸有较

高的底物专一性。$%"& 对 !/01, 的水解活力最高，

对长链的 !/0 脂肪酸酯也具有一定的水解活力。

但很明显，脂肪酶 $%"& 对 !/0 脂肪酸酯的短链脂肪

酸专一性较高。在分离纯化过程中，脂肪酶活力的

测定都是以长链的 !/01), 为底物，这可能是 $%"&
酶活回收率较低的原因之一。

表 ! %&’( 和 %&’! 的脂肪酸链长专一性

底物
脂肪酸

碳链数

相对酶活（-）

$%") $%"&
!/01! ! * .&2,
!/01, , * )**
!/01. . &2’* 3&2*
!/01)& )& .’2* !’2.
!/01), ), )** )42,

!") 脂肪酶的位置选择性

根霉脂肪酶大多具有高度的 )，!5位置特异性，

因而常用于油脂的加工，以提高油脂的品质。通过

特定的脂肪酶催化含不同类型的脂肪酸酯的水解将

产生特定的水解产物脂肪酸，可推测三甘酯的结构。

以三油酸甘油酯为底物，对脂肪酶 $%") 和 $%"& 的位

置选择性进行研究。由表 ! 所示的研究结果，发现

$%") 和 $%"& 的水解产物中 )，&（&，!）5二油酸甘油

酯，)，!5二油酸甘油酯的浓度差异明显。$%") 的水

解产物中 )，&（&，!）5二油酸甘油酯的浓度是 )，!5二
油酸甘油酯的 )* 倍以上，表明 $%") 强烈作用于三

油酸甘油酯的 )，! 位酯键，是 )，! 位置特异性脂肪

酶，此研究结果与大多数根霉脂肪酶具有 )，! 位置

特异性的研究结果相符［),，&*，&)］。而且 &5单甘酯的

含量也相对较高，少量 )5单甘酯的产生可能是酰基

转移的结果［&&，&!］。

与大多数根霉脂肪酶具有 )，! 位置特异性的研

究结果不同，$%"& 不仅能水解三油酸甘油酯的 )，!
位酯 键，还 能 水 解 其 & 位 酯 键，这 与 6 1 789:;<
=%8>［).］的研究结果一致。两同功酶的位置特异性差

异明显，这在脂肪酶同功酶的研究报道中很少见。

上述研究结果进一步说明，这两种脂肪酶同功酶催

化特性差异显著。

!"* 不同化合物对脂肪酶活力的影响

由表 ’ 所示的研究结果，?=@A 对 $%")、$%"& 活

力没有明显影响，说明 $%")、$%"& 是非金属酶，在催

·(’*)·&**3 年 !’（,） 微 生 物 学 通 报



化过程中不需要金属离子的参与。实验浓度下，

!"# $ 、%&# $ 对 ’()*、’()# 活力均表现出促进作用，表

面活性剂 +,+ 强烈抑制 ’()*、’()# 的活力，-.# $ 对

’()* 活力基本没有影响而对 ’()# 活力抑制较明显。

表 ! "#$% 和 "#$& 对三油酸甘油酯的位置选择性

反应产物
峰面积/ 浓度（0&10’）

’()* ’()# ’()* ’()#
*，23二油酸甘油酯 456* 2656# 656*7 6568
*，#3二油酸甘油酯 96564 8*568 65*8 65*#

*3单甘酯 *586 #58# 65662# 6566:#
#3单甘酯 452# 75#9 656*78 65669:

表 ’ 不同化合物对 "#$%、"#$& 活力的影响

化合物
浓度

（*00;<1’）

相对酶活（/）

’()* ’()#
空白 = *66 *66
>!< * *6* ?9

%&+@7 * *28A9 **6
!"!<# * *** A6 **9
!B+@7 * 47 A4 4?
-.+@7 * *6*A6 :#
C,DE * *6: *68
+,+ * #*A6 2*
F%+G * **6 ?#

&() 脂肪酶的有机溶剂稳定性

良好的有机溶剂稳定性使脂肪酶在非水相催化

中具有良好的应用潜力。因此，考察了 ’()* 及 ’()#
在不同的有机溶剂中的稳定性，得到表 : 所示的研

究结果。由表 : 可知，极性较大的有机溶剂对 ’()*
及 ’()# 的活力有显著影响，极性较小的有机溶剂对

’()* 及 ’()# 的活力基本没有影响，并且异辛烷对

’()* 及 ’()# 的酶活均有一定的活化作用，此研究结

表 * "#$% 及 "#$& 的有机溶剂稳定性

有机溶剂
相对酶活（/）

’()* ’()#
空白 *66 *66
甲醇 8:52 8?56
乙醇 752* #658
丁醇 75:# **58
甲苯 2957 ??59

环己烷 *66 ??
正己烷 *6* *66
正庚烷 **7 *62
异辛烷 *#6 *#259

果与 EHI< J(;<［*8］的研究结果相似。从研究结果来看，

’()* 及 ’()# 在非水相催化中具有一定的应用潜力。

! 讨论

本 文 对 华 根 霉（ !"#$%&’( )"#*+*(#( !!D!!%3
#6*6#*）胞内脂肪酶进行分离纯化，得到两种脂肪酶

活性组分，推测两组分是两种脂肪酶同功酶，并且两

同功酶的分子量和催化特性差异比较显著，这在关

于根霉属微生物脂肪酶的研究报道中比较少见。可

能有助于我们加深对该菌株脂肪酶代谢合成的理

解，并且两同功酶可能是由不同基因编码的。

通过研究这两种脂肪酶同功酶的酶学性质，我

们发现两种脂肪酶的催化特性特别是在底物选择性

和位置选择性方面具有明显的差异，这为指导华根

霉的工业应用提供了理论基础。

由于脂肪酶同功酶催化特性的差异，对该菌株

脂肪酶发酵机制的进一步研究，进而实现脂肪酶发

酵的调控，选择性的生产不同应用目的的脂肪酶，无

论在理论研究还是在实际生产中都具有重要意义。
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