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摘  要: 【目的】克隆产碱假单胞菌的脂肪酶基因, 实现其在大肠杆菌中异源表达并进行

酶学性质研究。【方法】通过基因文库构建和 PCR, 获得脂肪酶基因, 并以 pET30a(+)为

表达载体、E. coli BL21(DE3)为宿主菌 , 在大肠杆菌中进行异源表达 , 表达产物经

HisTrapTM 亲和层析柱纯化后进行酶学性质研究。【结果】从产碱假单胞菌中克隆得到一

个脂肪酶基因, 大小为 1 575 bp (GenBank 登录号为 JN674069)。该酶分子量为 55 kD, 最适

底物为 p-NPO, 最适反应温度和 pH 分别为 35 °C、pH 9.0。重组酶经 1 mmol/L 的 Cu2+处

理 30 min 可使酶活提高至 156%。在最适反应条件下重组酶的比活力为 275 U/mg, Km 和

Vmax 分别为 80 μmol/L 和 290 mmol/(min·g protein)。【结论】产碱假单胞菌脂肪酶基因的

克隆与表达不仅积累了脂肪酶基因的资源, 并为其在手性拆分中的应用奠定基础。 
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Cloning, expression and characterization of lipase from 
Pseudomonas alcaligenes 

SUN Miao-Miao  CHEN Hui  WU Jian-Ping  YANG Li-Rong* 
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Abstract: [Objective] The lipase gene of P. alcaligenes was cloned and expressed in Es-
cherichia coli, the enzymatic properties were characterized. [Methods] The lipase gene was 
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obtained by constructing the genomic library of P. alcaligenes and PCR. Then the gene over-
expressed in E. coli BL21(DE3) with plasmid pET30a(+). The recombinant lipase was purified 
with HisTrapTM affinity chromatography and the enzymatic properties were determined. [Re-
sults] A 1 575 bp lipase gene was attained (GenBank assession number: JN674069). The mo-
lecular weight of lipase was 55 kD, the optimal substrate of the lipase was p-NPO, the optimal 
temperature and pH were 35 °C and pH 9.0. The lipase activity was increased to 156% after 
treated by 1 mmol/L Cu2+ for 30 min. Under the optimum conditions, the specific activity, Km 
and Vmax of the enzyme were 275 U/mg, 80 μmol/L and 290 mmol/(min·g protein), respec-
tively. [Conclusion] The cloning and expressing of lipase provided the fundamental to the ap-
plication in chiral resolution. 

Keywords: Pseudomonas alcaligenes, Lipase, Cloning, Expression 

脂肪酶(EC3.1.1.1)是分解三脂酰甘油水解酶

类, 属于 α/β 折叠水解酶超家族, 一般包含活性

位点模序为G-[HYWV]-S-x-G, Ser 为活性位点, 并

与 His 和 Asp 构成典型的活性部位。目前对假单

胞菌脂肪酶归类于 Family I、Family II、Family IV、

Family V、Family VIII[1], 主要集中在 Family I 中, 

Jaeger[2]根据其氨基酸序列的同源性分为 I.1、I.2

和 I.3。假单胞菌脂肪酶由于其具有高立体选择

性、底物专一性以及区域选择性因而被广泛应用

于食品加工、药物合成和手性拆分, 如产碱假单

胞菌脂肪酶用于水解, 荧光假单胞菌脂肪酶用于

有机合成, 门多萨假单胞菌的脂肪酶用于洗涤剂

添加剂[3]。目前对消旋体药物的生物手性拆分已

经成为研究的热点, 如 DL-薄荷醇生物不对称拆

分, 已报道有洋葱假单胞菌脂肪酶 (Lipase-PS)[4]、

荧光假单胞菌脂肪酶 Amano AK[5]等。其优点在

于反应条件温和、少有副反应、能耗低且应用潜

力大。 

目前关于产碱假单胞菌脂肪酶/酯酶的基因

序列在 NCBI 中报道大约 19 种, 但酶之间的氨基

酸序列同源性较低, 进行酶学性质和功能鉴定的

研究也鲜见报道。实验室保藏的野生菌种产碱假

单胞菌(Pseudomonas alcaligenes X1)具备不对称

水解 DL-薄荷酯混合物中的 L-薄荷酯能力, 该菌

种分泌多种脂肪酶, 为获得具备专一性拆分制备

L-薄荷醇的脂肪酶及其基因序列, 本文构建野生

菌产碱假单胞菌的基因文库, 通过功能筛选, 成

功得到该脂肪酶基因(pal), 并实现其在大肠杆菌

中的高效表达。通过表达条件的优化和酶的纯化, 

考察脂肪酶(PAL)的酶学性质, 以及通过同源分

析构建进化树和酶结构分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 宿主 E. coli DH5α, E. coli 
BL21(DE3), 载体 pUC19、pET30a(+)为本实验保

存, 产碱假单胞菌由实验室筛选获得。 

1.1.2  主要试剂: 限制性内切酶 EcoRⅠ、XhoⅠ、

Sau3AⅠ、牛小肠碱性磷酸酶(CIAP), T4 DNA 连

接酶, Taq DNA 聚合酶, DNA Marker 均购自

TaKaRa 公司; DNA 凝胶回收试剂盒, 质粒提取

试剂盒购自 Axygen; 4-硝基苯酚(p-NP), 4-硝基苯

乙酸酯(p-NPA, C2), 4-硝基苯丁酸酯(p-NPB, C4), 

4-硝基苯辛酸酯(p-NPO, C8), 4-硝基苯月桂酸酯

(p-NPL, C12), 4-硝基苯棕榈酸酯(p-NPP, C16)均购

自 Sigma 公司。 
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1.1.3  筛选培养基(g/L): 酵母提取物 5.00, 胰化

蛋 白 胨 20.00, MgSO4 0.60, MgCl2 0.45, 于

0.1 MPa 压力下灭菌 20 min。接种前加入终浓度

为 0.1 g/L 氨苄青霉素, 0.5 mmol/L IPTG, 0.001%

罗丹明以及 0.3%的三丁酸甘油酯乳化液, 摇匀倒

平板。 

1.2  基因文库构建 
提取产碱假单胞菌基因组 DNA, 用 Sau3AⅠ

进行部分酶切后, 琼脂糖凝胶电泳回收 2−10 kb

的 DNA 片段。采用质粒抽提试剂盒提取质粒

pUC19, 用 BamHⅠ酶切后用去磷酸化酶(CIAP)

处理。回收的基因片段与处理后的载体经 T4 

DNA 连 接 酶 连 接 并 转 化 超 级 感 受 态 E. coli 

DH5α, 涂布筛选培养基, 构建基因文库。 

1.3  阳性克隆子筛选 
挑取有水解圈的阳性克隆子(pUC19-pal 质

粒)至含有氨苄青霉素(0.1 g/L)的 LB 培养基中, 

37 °C 培养至 OD600 达到 0.6 时加入 IPTG 诱导 6 h, 

离心细胞破碎后取上清拆分 DL-薄荷丙酸酯, 将

有拆分活力的阳性克隆子提取质粒进行测序。 

1.4  序列分析  
脂肪酶基因 pal 的蛋白质分子量及等电点预

测 采 用 Compute pI/Mw (http://web.expasy.org/ 

compute_pi/), 氨 基 酸 一 致 性 分 析 采 用

PSI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), 信号肽

序列预测采用 SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP/), 进化树分析使用 MEGA 4.1 软

件, ClustalX 1.83 分析其同源性。 

1.5  目标基因 pal 的克隆  
根据测序结果分析开放阅读框, 设计引物: 

F: 5′-CCGGAATTCGTTTCTTACATGTTGCTCA 
GCA-3′, R: 5′-CGCCTCGAGTGCATTCATTCAG 
AAACTGCCA-3′下划线分别为 EcoRⅠ, XhoⅠ酶

切位点, 以 pUC19-pal 为模板, 通过 PCR 扩增成

熟脂肪酶序列。PCR 条件为: 94 °C 2 min; 94 °C 

30 s, 56 °C 30 s, 72 °C 3 min, 共 30 个循环; 72 °C 

2 min。利用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切该片段, 克隆

至经 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切的 pET30a(+)后, 转

化至感受态细胞 E. coli BL21(DE3)。挑选阳性克

隆子, 提取质粒进行序列测定。 

1.6  重组 PAL 的诱导表达  
将重组菌 E. coli BL21(DE3)/pET30a(+)-pal

接种至 50 mL 含有卡那霉素(50 g/L)的 LB 培养基

中, 37 °C 培养至 OD600 达到 1.2, 加入终浓度为

0.3 mmol/L IPTG, 18 °C 诱导 10 h。 

1.7  重组 PAL 的纯化  
收集菌体, 用预冷的结合缓冲液 (50 mmol/L

磷酸钠缓冲液, 500 mmol/L NaCl, 20 mmol/L 咪

唑, pH 7.5) 洗涤菌体后悬浮菌体, 置于冰浴进行

超声波破碎, 4 °C, 12 000×g 离心 20 min, 获得含

His-tag-PAL 融合蛋白上清液。采用 HisTrapTMFF

亲和层析柱纯化, 纯化过程参照 GE healthcare 说

明书。将得到的酶液用脱盐柱(HisTrap Desalting, 

GE)进行脱盐处理, 用于酶学性质研究。纯化蛋白

通过 SDS-PAGE 电泳检测纯化效果。 

1.8  重组 PAL 酶活力和蛋白质浓度的测定 
1.8.1  对硝基苯酚法测 PAL 水解活力: 反应体

系总体积为 4 mL, 反应液包含 1 mmol/L p-NPO, 

50 mmol/L Gly-NaOH (pH 9.0)和乙醇, 即 p-NPO:

乙醇:Gly-NaOH=1:4:95 (V/V/V)。反应液经 35 °C

预热后, 加入适当酶液, 反应 3 min, 检测 p-NP

的生成, 检测波长为 405 nm。酶活单位定义为: 

每分钟分解 p-NPO 为 1 μmol p-NP 所需的酶量。 

1.8.2  PAL 对 DL-薄荷丙酸酯拆分活力研究: 取

诱 导 后 细 胞 破 碎 上 清 3 mL, 加 入 终 浓 度 为

25 mmol/L 的 DL-薄荷酯的 DMSO 混合物, 35 °C

反应 12 h, 用正己烷 1:1 萃取, 气相检测其拆分

活性。 
1.8.3  考马斯亮蓝法(Bradfrod 法)测定蛋白浓

度[6]: 使用 Bio-Red 公司蛋白试剂盒, 以 BSA 为
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标准蛋白, 测定在 595 nm 下的吸光值, 以 OD595

为横坐标, 蛋白浓度为纵坐标, 绘制蛋白浓度标

准曲线。 

1.9  PAL 酶学性质研究以及反应动力学常数

测定 
1.9.1  PAL 最适反应温度及热稳定性 : 在

10 °C−60 °C 之间测定酶活力, 以确定最适反应

温度。初始酶液在不同温度中保温 30 min, 冰上

冷却后采用 p-NPO 法测定酶活, 将处理 0 min 的

酶活为对照, 设定为 100%。 

1.9.2  PAL最适 pH及 pH稳定性: 配置 pH 范围

为 5.0−11.0 的 缓 冲 液 ( 其 中 pH 5.0−7.0 用

50 mmol/L 的醋酸-醋酸钠缓冲溶液, pH 7.0−9.0

用 50 mmol/L 的磷酸钠缓冲液, pH 9.0−11.0 用

50 mmol/L 的 Gly-NaOH 缓冲液), 35 °C 测定酶活, 

以酶活最高点的相对酶活力为 100%, 确定最适

pH。将酶置于上述缓冲液中, 4 °C 放置 20 h 后, 在

35 °C、50 mmol/L、pH 9.0 Gly-NaOH 的缓冲液中

反应测定酶活, 以酶活力最高点的相对酶活力为

100%, 确定 pH 稳定性。 

1.9.3  底物特性: 分别以不同链长的对硝基苯酚

酯(C2−C16)为底物 , 在标准体系中测定酶活力 , 

以最高酶活力为 100%。 

1.9.4  脂肪酶界面激活测定[7−8]: 采用橄榄油乳

化滴定法, 通过不断增加橄榄油乳液浓度, 检测

脂肪酶活性的变化。 

1.9.5  金属离子以及其他试剂对酶的影响: 分别

将终浓度为 1 mmol/L, 10 mmol/L 的金属离子和

适当浓度 PAL 混匀后冰浴 30 min, 在 50 mmol/L, 

pH 9.0 Gly-NaOH 缓冲体系中测定酶活力, 处理

前的酶活力为 100%。 

1.9.6  反应动力学常数 Km测定: 底物 p-NPO 的

浓度分别为 50、80、100、125 和 160 μmol/L 梯

度设置, 测定 PAL 在不同底物浓度下的反应初速

度 , 以确定酶的动力学常数。根据 Michaelis- 

Menten 方程, 通过双倒数作图法, 求出 Km 值。 

2  结果 

2.1  基因文库构建以及序列分析 
构建产碱假单胞菌基因文库, 经两轮筛选后

获得一株具备拆分制备 L-薄荷醇的阳性克隆子, 

包含 1 575 bp 的开放阅读框, 编码 524 个氨基酸, 

SignalP 预测结构表明 N 端含有 20 个氨基酸的 N

端信号肽序列。未切除信号肽的脂肪酶主要以无

活性的包涵体形式存在, 切除信号肽序列后, 克

隆 到 具 有活 性 的 成熟 脂 肪 酶 , 预 测 分 子量 为

55 kD 左 右 , 等 电 点 为 6.69 。 该 基 因 已 提 交

GenBank, 登录号为 JN674069。 

将 PAL 与 NCBI 的 PSI-BLAST 分析, 结果表

明 PAL 具有一个保守的脂肪酶功能域, 与寡养单

胞菌 SKA14 脂肪酶有 90%的相似性, 与来自野油

菜黄单胞菌 85-10, 糖多孢红霉菌 NRRL2338 和

加氏黄单胞菌 ATCC19865 分别有 57%, 55%和

47%的氨基酸序列一致性。进一步采用 ClustalX 

1.83 软件分析氨基酸序列同源性, 如图 1 所示: 

PAL 具有典型的脂肪酶催化中心 Ser133-Asp243- 

His271, 其中 Ser 位于保守五肽 Gly131-Ile132-Ser133- 

Tyr134-Gly135 中。此外预测 PAL 拥有 ATP 结合区

域, 一般存在于采用 ABC 分泌机制菌种中[9−10]。

PAL 与已报道的产碱假单胞菌脂肪酶的氨基酸序

列相似性很低, 为该种属脂肪酶的一种新酶。 

根据氨基酸序列构建进化树, PAL 与脂肪酶

家族 I 亲缘关系最近, 进一步与家族 I 中 7 个亚

家族进化树分析, 结果显示 PAL 与 I.3 亚家族处

于同一进化树上, 亲缘关系最近(图 2)。已报道

的 I.3 家族脂肪酶分子量一般大于 I.1 和 I.2 亚家

族, 缺乏 N 端信号肽序列和半胱氨酸, 且无分子

伴侣[11]。 



1584 微生物学通报 2012, Vol.39, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 1  PAL 与 Esterase-lipase 超家族代表成员保守氨基酸序列的对比 

Fig. 1  Alignment of conserved amino acid sequence between PAL and representative  
members of esterase-lipase superfamily  

Note: Amino acid residues belonging to catalytic triad were presented as filled circles (▼). These sequences share a conserved motif 
Gly-Ile-Ser-Tyr-Gly, containing a serine residue located at the putative active site. The aligned sequences are: PAL: Pseudomonas 
alcaligenes; EED39308: Stenotrophomonas sp. SKA14; EGD17472: Xanthomonas gardneri ATCC19865; CAJ22436: Xanthomonas 
campestris pv. 85-10; CAM00354: Saccharopolyspora erythraea NRRL2338; EFE84984: Streptomyces albus J1074. 

 
图 2  利用邻位相连法对 PAL 和 7 个亚家族的成员系统分析 

Fig. 2  Unrooted Neighbor-Joining phylogenetic tree of PAL and other 7 members of Family I 
Note: The tree was created by the program MEGA 4.1. Accession number were in the brackets. Bootstrap value was indicated at the 
respective nodes (1 000 replications). The scale bar measured the branch length and indicated the evolutionary distances. 
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2.2  重组 PAL 的表达与纯化 
重组菌 E. coli [pET30a(+)-pal]诱导表达经

SDS-PAGE 验证, 得到分子量大约为 55 kD 的重

组酶。目标蛋白表达量约为 1.4 g/L, 占细胞总蛋

白的 40%左右, 实现高效表达。如图 3 所示, 超

声细胞破碎后, PAL 主要存在上清中, 少量处于

细胞沉淀当中。重组 PAL 水解 p-NPO 的活力达

到 89 U/mL; 对 DL-薄荷丙酸酯拆分活力研究表

明, 重组 PAL 高对映体选择性水解 L-薄荷丙酸酯

为 L-薄荷醇, 当有效转化率达 100%时, eep 大于

99%。重组 PAL 和 His-Tag 组成的融合蛋白经纯

化脱盐处理后, 酶活达到 275 U/mg, SDS-PAGE

检测到单一条带如图 3 所示, 纯度达到 95%以上, 

纯化倍数为 4.7 倍, 酶回收率为 18.4%。 

2.3  PAL 酶学性质分析 
2.3.1  最适反应温度以及温度稳定性: 如图 4 所

示, 以 1 mmol/L 的 p-NPO 为底物, 测得 PAL 最适

反应温度为 35 °C, 与假单胞菌 KB700A[12], 假单胞

菌S5[13], 荧光假单胞菌MC50[14]的脂肪酶最适反应 

 
图 3  重组 PAL 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  Analysis of purified recombination PAL by 
SDS-PAG 
Note: 1: Precipitation of E. coli BL21(DE3)-pET-30a(+)-pal 
induced by IPTG for 10 h; 2: Supertanant of E. coli 
BL21(DE3)-pET-30a(+)-pal induced by IPTG for 10 h; 3: 
Whole cell of E. coli BL21(DE3)-pET-30a(+)-pal induced by 
IPTG for 10 h; 4: Purified protein PAL; M: Protein marker. 

温度一致。重组酶热稳定性研究表明该酶在 30 °C
以下具备较好的稳定性, 超过 40 °C 快速失活。当

温度大于 60 °C 时, 脂肪酶基本失活, 与报道的来

自于荧光假单胞菌 B68[15]脂肪酶热稳定性相一致。 

2.3.2  最适反应 pH 以及 pH 稳定性: 如图 5 所

示, 在最适反应温度下, 最适反应 pH 为 9.0, 且

在 pH 8.5−10.0 范围内相对酶活在 70%以上。在

pH 稳定性方面, PAL 在 pH 6.0−11.0 之间稳定

性较好, 维持 75%以上的酶活力, 与报道的类

产 碱 假 单 胞 菌 F-111[16] 脂 肪 酶 pH 稳 定 性

(pH 6.0−10.0)相似。 

 
图 4  温度对重组酶 PAL 活性的影响 
Fig. 4  Effects of temperature on the recombination 
PAL activity 

 
图 5  pH 对重组酶 PAL 活性的影响 
Fig. 5  Effects of pH on the recombination PAL activity 
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2.3.3  PAL 的底物特异性: 在 pH 9.0、35 °C 条

件下考察 PAL 对对硝基苯酚酯(C2−C16)的底物

特异性, 结果表明 PAL 最适底物为 p-NPO。PAL

对 C2、C4 底物的酶活分别仅为前者的 2%、4% 

(图 6)。 

2.3.4  PAL 界面活性: 如图 7 所示, 当橄榄油体

积比达到 1%时, PAL 出现明显的界面激活现象。 

2.3.5  金属离子对酶的影响: 表 1 为 1、10 mmol/L

金属离子的存在对重组脂肪酶催化活性的影响,  

 
图 6  重组脂肪酶 PAL 的底物特异性 
Fig. 6  Substrate specificity of the recombinant PAL 

 
图 7  PAL 界面激活效应: 橄榄油浓度增大对脂肪酶

催化活力的影响 
Fig. 7  Influence of olive oil concentration on PAL spe-
cific hydrolytic activity 

结果显示, 当浓度为 1 mmol/L 时, Cu2+、Mg2+、

Mn2+、Zn2+ 能明显增强酶的催化活力, 其中 Cu2+

对 PAL 的激活作用明显 , 残余活力是原来的

156%。大部分脂肪酶受 Zn2+ 抑制, 例如草莓假单

胞菌 22.39B[15]脂肪酶, Ca2+激活例如莓实假单胞

菌 IFO3458[18], 但 Zn2+对 PAL 有激活作用, 残余

酶活达 144%。当浓度达到 10 mmol/L, Co2+对酶

有激活作用, 残余酶活为 120%。1 mmol/L 和

10 mmol/L 的 EDTA 对酶活均无明显的作用, 这

一点与绿脓假单胞菌 EF2[19]脂肪酶一致。 
 

表 1  金属离子对脂肪酶 PAL 活性的影响 
Table 1  Effects of various metal ions on the  

activity of PAL 
相对活力 

Relative activity (%, x±s) 金属离子 
Metal ions 

1 mmol/L 10 mmol/L 

K+ (KCl) 74±0.4 107±0.5 

Na+ (NaCl) 106±0.9 94±0.6 

Ca2+ (CaCl2) 108±2.1 77±1.3 

Co2+ (CoCl2) 104±0.8 120±0.7 

Cu2+ (CuSO4) 156±3.7 61±1.1 

Mg2+ (MgSO4) 143±2.3 89±1.4 

Mn2+ (MnCl2) 132±1.5 54±0.7 

Zn2+ (ZnCl2) 144±2.9 92±2.1 

EDTA 96±2.5 74±0.8 
 
2.3.6  PAL反应动力学常数测定: 根据Michaelis- 

Menten 方程, 双倒数作图法测得 PAL 对 p-NPO

的动力学参数 Km 和 Vmax, 其值分别为 80 μmol/L, 

290 mmol/(min·g protein), 显示出对 p-NPO 较好

的亲和力。 

3  结论 

目前产碱假单胞菌脂肪酶的研究鲜见报道, 

且序列同源性较低, 甚至低于大多数来自不同物

种的同一家族的脂肪酶基因的序列一致性。大部

分产碱假单胞菌脂肪酶具备 N 端信号肽和二硫

键, 获得正确构型需要折叠蛋白的参与, 并通过
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GSP 分泌途径将成熟脂肪酶分泌到胞外[20]。本研

究通过构建基因文库, 成功克隆到产碱假单胞菌

脂肪酶的基因, 并实现其在 E. coli BL21(DE3)中

的高效表达。成熟 PAL 无 N 端信号肽和二硫键, 

预测保守五肽结构为 Gly131-Ile132-Ser133-Tyr134- 

Gly135, 与之前报道的脂肪酶亚家族 I.3 主要以

Gly-His-Ser-Leu-Gly 为保守的五肽结构不同。通

过氨基酸序列的对比, 预测含有 ATP 结合域, 该

区域一般存在于 ABC 分泌机制菌种中, 与所报

道的产碱假单胞菌脂肪酶的分泌方式不同。酶学

性质的研究表明, 该酶表现出对中长链底物的良

好适应性, 以及在较宽范围内 pH 稳定性, 但该

酶热稳定性差, 酶的热稳定性受很多因素影响, 

例如氨基酸组成、二硫键、疏水作用、离子对、

多聚体和 α-螺旋的双电极稳定化作用等。由于

PAL 没有半胱氨酸, 缺乏二硫键, 可能对该酶的

热稳定性方面存在一定的影响。在金属离子方面, 

脂肪酶的活力常受重金属离子 Co2+的强烈抑制, 

Zn2+、Cu2+、Mn2+轻微抑制, 但 Zn2+、Cu2+、Mn2+

可使 PAL 活力提高 1.3 倍以上, 10 mmol/L 的 Co2+

可将酶活提高 1.2 倍。在拆分活力方面的研究显

示, PAL 高对映体选择性水解 L-薄荷丙酸酯, 有

效转化率为 100%, eep 大于 99%。今后的工作主

要通过定向进化和酶的体外修饰等方法提高酶

的稳定性和选择性, 并选择合适的外分泌载体和

宿主实现 PAL 的外分泌表达, 为制备 L-薄荷醇奠

定基础。 
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