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专论与综述 
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摘  要：脂肪酶广泛应用于食品、药物、生物燃料、诊断、生物修复、化学品、化妆品、清洁剂、

饲料、皮革和生物传感器等工业领域，微生物脂肪酶是商品化脂肪酶的重要来源。高温、酸性、碱

性和有机溶剂等恶劣的工业生产环境使得脂肪酶的进一步工业应用受到限制，获取稳定性好的脂肪

酶成为打破这一限制的关键环节。本文重点对提高微生物脂肪酶稳定性的策略进行了综述：挖掘极

端微生物脂肪酶资源；利用定向进化、理性设计和半理性设计等蛋白质工程策略改造脂肪酶；利用

物理吸附、封装、共价结合和交联等酶的固定化技术提高脂肪酶的稳定性；利用物理/化学修饰、表

面展示以及多种改良策略相结合提高脂肪酶的稳定性。结合作者前期对酶工程的研究发现，新型酶

催化剂的获得应该基于明确的设计思路，结合多种改造方法，基于定向进化-理性设计、定向进化-

半理性设计、蛋白质工程-酶的固定化、蛋白质工程-物理/化学修饰、酶的固定化-物理/化学修饰等

组合改造，比单一的改造方法具有更高的效率。 

关键词：微生物脂肪酶，极端脂肪酶，稳定性，蛋白质工程，酶的固定化 

Recent advances in stability studies of microbial lipase 
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Abstract: Lipases are widely used in industries, such as food, pharmaceuticals, biofuels, diagnostics, 
bioremediation, chemicals, cosmetics, detergents, feed, leather and biosensors and so on, microbial lipases 
are the most important source of commercial lipases. The harsh industrial production environments, e.g. 
high temperature, acidity, alkalinity and organic solvents, limit the further industrial application of lipases, 
to obtain stable lipases becomes a key link to break this limitation. This paper focuses on the main 
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strategies to improve the stability of lipases are as follow: Excavating extreme microbial lipase resources; 
Using protein engineering strategies, such as directed evolution, rational design and semi-rational design 
to modify lipases; Utilizing immobilization technologies of enzymes such as physical adsorption, 
encapsulation, covalent bonding and cross-linking to improve the stability of lipases; Taking advantage of 
physical/chemical modification, surface display, and a combination of multiple improvement strategies to 
increase lipases stability. Combined with the author's previous research on enzyme engineering, it was 
found that the acquisition of new enzyme catalysts should be based on clear design ideas and combined 
with a variety of modification methods: combined modification methods based on directed 
evolution-rational design, directed evolution-semi-rational design, protein engineering-enzyme 
immobilization, protein engineering-physical/chemical modification and enzyme 
immobilization-physical/chemical modification, etc., which are more efficient than single modification 
method. 

Keywords: Microbial lipases, Extreme lipases, Stability, Protein engineering, Immobilization of enzymes 

脂 肪 酶 (triacylglycerol acylhydrolases ， EC. 

3.1.1.3)属于 α/β 型水解酶超家族，该超家族酶的活

性依赖于亲核的 Ser-His-Asp 催化三联体，其中 Ser

一般位于酶中心的五肽基序 GxSxG 上，然而有些

脂肪酶的 Ser 位于 GSDL 基序上，这类脂肪酶为

α/β/α 型，不同于 α/β 型水解酶，α/β/α 型水解酶具

有相对独特的属性；作为一类具有多种催化能力的

酶，脂肪酶在微水相或非水相环境中能催化多种化

学反应，例如三酰甘油酯以及其他一些水不溶性酯

类的水解、酯化、转酯化、醇解及酯类的逆向合成

反应，还表现出磷脂酶、溶血磷脂酶、胆固醇酯酶、

酰肽水解酶等活性，且其催化活性一般不需要辅因

子[1]。独特的性质以及高效的生物/化学转化能力，

使得脂肪酶在食品、药物、生物燃料、诊断、生物

修复、化学品、化妆品、清洁剂、饲料、皮革和生

物传感器等工业生产中有着广泛应用，成为了继蛋

白酶和淀粉酶之后的三大重要工业用酶之一[2-3]。据

统计，从 2015 年至 2020 年，全球脂肪酶市场的复

合增长率约为 6.5%，到 2020 年其产值将达到    

5.9 亿美元；由于人们对健康、饮食习惯以及即将

到来的高科技食品和饮料行业的认识不断提高，全

球脂肪酶市场将以更快的速度增长[4]。 

脂肪酶广泛存在于动植物和微生物中，由于微

生物种类多、生长周期短、易于进行遗传操作、具

有比动植物更广的作用 pH、温度范围以及底物专

一性等，而且微生物脂肪酶比动植物脂肪酶具有更

好的有机溶剂耐受性[5]，一般都是分泌型的胞外酶，

生产成本低，适合于工业化大生产和获得高纯度样

品。因此，微生物脂肪酶是工业用脂肪酶的重要   

来源[6-7]。 

目前许多商业脂肪酶稳定性差，在高温、酸性、

碱性和有机溶剂等恶劣的工业环境下容易快速失

活，不能满足工业需求，因此，如何获得适合工业

应用的高稳定性脂肪酶成为了研究热点之一。随着

生物信息学和分子生物学技术的不断发展，研究者

们通过发掘极端微生物脂肪酶，利用定向进化、酶

的固定化、物理/化学修饰和表面展示等技术手段拓

展了脂肪酶原有的催化性质，尤其是稳定性，使其

能更好地满足工业需求。 

本文主要对微生物脂肪酶的稳定性研究进行综

述，以期让更多研究者了解到工业微生物脂肪酶稳定

性研究的进展，并为他们提供新的研究思路，以加速

高稳定性微生物脂肪酶资源的挖掘，并通过脂肪酶稳

定性的改良推动脂肪酶的生物催化产业快速发展。 

1   极端微生物脂肪酶 

来源于极端环境微生物的酶大多与其宿主有

相似的适应性，例如，来源于(超)嗜热微生物的酶

大多具有较好的热稳定性，来源于嗜盐微生物的酶

大多能耐受高盐环境，来源于嗜碱微生物的酶则大

多能耐受碱性环境等。因此，从极端环境微生物分

离能耐受恶劣因素的脂肪酶成为了一种行之有效
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的方法。 

1.1  (超)嗜热脂肪酶 

嗜热酶(thermophilic enzymes)通常来源于嗜热

微生物或超嗜热微生物[8-9]，产嗜热脂肪酶最重要的

2 个微生物属是 Bacillus 和 Geobacillus[10-11]；另外

一个重要来源是能在更恶劣的环境下生存的古生

菌，比如最适生长温度为 100 °C 的 Pyrococcus 

furiosus。部分芽孢杆菌脂肪酶在高于 60 °C 时仍能

保持稳定，来源于Bacillus thermoleovorans和Rhizopus 

oryzae 的脂肪酶在 70−75 °C 时仍然能正常发挥功

能；而来源于古生菌 Pyrococcus horikoshii 的脂肪酶

在 95 °C 仍保持稳定的结构[12]。由于(超)嗜热微生

物极端且昂贵的培养条件，导致以其为来源获取嗜

热脂肪酶时一般很少用嗜热菌本身来生产酶。随着

分子生物学技术的发展，这些(超)嗜热酶现已被克

隆并在异源宿主中表达，例如大肠杆菌、枯草芽孢

杆菌和巴斯德毕赤酵母等[13]。 

研究发现工业所需酶的热稳定性和耐酸碱度

大多时候是密切相关的。来源于 Bacillus sonorensis 

4R 超嗜热耐碱脂肪酶 80 °C 的半衰期为 150 min，

90、100、110 和 120 °C 的半衰期依次为 121.59 、

90.01 、70.01 和 50 min；在 80 °C 和最适 pH 9.0 的

条件下保温 2 h 仍稳定[14]。来源于嗜热 Geobacillus 

thermodenitrificans AV-5、最适反应温度和最适 pH

为 65 °C 和 9.0，以及在 pH 10.0 的条件下最高活性

和稳定性只损失 15%和 2.6%的脂肪酶，可以用于制

取 生 物 柴 油 [15] 。 Sun 等 [16] 分 离 自 嗜 热 真 菌

Neosartorya fischeri P1 的脂肪酶 LIP09 则表现出较

高的热稳定性(最适反应温度为 60 °C，50 °C 保温

30 min 仍保留 96%活性)和对酸性环境的耐受性(最

适 pH 为 5.0，在 pH 3.0−7.0、40 °C 保温 1 h 仍保留

90%以上活性)，优良的特性使得 LIP09 成为了食品

和饲料工业的潜在候选酶。此外，热稳定性好的脂

肪酶一般对有机溶剂也有较强的耐受性，来源于

Bacillus licheniformis SCD11501 的脂肪酶在 55 °C

和 75 °C 的半衰期分别为 150 min 和 60 min，无论

在疏水(正己烷)还是亲水(二甲基亚砜)存在的环境

下仍然能保持较好的活性，表明其既可催化水解反

应也可催化合成反应[17]。还有一些来源于嗜热菌的

脂肪酶能同时耐受高温、酸性、碱性和有机溶剂，

例如，Golaki 等[18]从嗜热菌 Cohnella sp. A01 中克

隆得到脂肪酶 3646，最适反应温度和最适 pH 分别

为 70 °C 和 8.5，在 pH 8.5−10.0 保温 180 min 仍然

高度稳定，此外，该酶还耐受有机溶剂、洗涤剂、

金属离子和抑制剂，这一系列的特殊属性表明，其

可以应用于洗涤剂和皮革行业。Bakir 等[19]从嗜热

菌 Anoxybacillus flavithermus HBB 134 的发酵产物

中纯化得到最适反应温度和最适 pH 分别为 50 °C

和 9.0 的脂肪酶，甘油、山梨醇和甘露醇能提高其

热稳定性，且其对丙酮、乙酸乙酯和二乙醚高度稳

定，较高的热稳定性和对碱性环境及有机溶剂的耐

受性赋予了该酶广泛的工业应用前景。 

1.2  嗜盐脂肪酶 

嗜盐菌(halophiles)是指能在高盐环境下生长的

微生物，包括古生菌、细菌和真核生物。根据它们

对 盐 的 耐 受 程 度 可 以 分 为 3 类 ： 轻 度 嗜 盐      

(0.2−0.5 mol/L 盐浓度)、中度嗜盐(0.5−2.5 mol/L 盐

浓度)和极端嗜盐(>2.5 mol/L 盐浓度)微生物[20]。根

据 Sani 等[13]的定义，对 NaCl 的耐受浓度达 1%−6%、

6%−15%和 15%−30%的脂肪酶依次为低耐盐脂肪

酶、中度嗜盐脂肪酶和极端嗜盐脂肪酶。在极端微

生物中，作为具有潜在生物技术意义的脂肪酶生产

者——嗜盐菌，构成了一组越来越受关注的微生

物，因为由其产生的极端酶不仅在较宽的盐浓度范

围内仍能保持活性，而且对高温、低温和有机溶剂

也有较强的耐受性，从而为在极端条件下运行的不

同工业过程提供了可能性。 

Ishikawa 等[21]从 668 种商品盐样品中分离出了

97 种产生脂肪酶的菌株，对其中两种具有高脂肪酶

活性菌株的 16S rRNA 基因序列分析结果表明，它

们分别与嗜盐假单胞菌和反硝化嗜盐菌具有较近

的亲缘关系；来自这两株菌的脂肪酶其最适反应温

度为 50−60 °C，最适 pH 和最适盐浓度分别为

8.0−9.0 和 20% NaCl；不仅如此，其在 40−70 °C、
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pH 7.0−10.0 和 15%−30%的盐浓度下仍能保持活性，

表明它们具有较好的热稳定性和高盐稳定性。Ai 等[22]

从自贡古盐井分离得到的菌株 Chromohalobacter 

canadensis 中克隆得到脂肪酶 LipS2，该酶的最适反

应温度和最适pH分别为55 °C和8.5，在2.5−3.5 mol/L 

NaCl 浓度下具有较高活性，且其热稳定性和 pH 稳

定性与盐浓度密切相关，在 3 mol/L NaCl 浓度下这

两个稳定性最好；不仅如此，该酶对甲醇、乙醇、

乙酸乙酯和丙酮具有较高的耐受性，而且苯、正己

烷和非离子表面活性剂能提高其活性。Neagu 等[23]

则分别从中度嗜盐菌 Marinococcus halophilus JCM 

2472 和耐盐菌 Marinococcus halophilus S3-6 中克隆

得到能转化生物柴油工业中产生废弃甘油的脂肪

酶，该酶在 15−70 °C、pH 8.0−10.0 和 0−3 mol/L NaCl

浓度范围内均有活性，且最适反应温度和最适盐浓

度为 60 °C 和 1 mol/L NaCl，表明其有较好的热稳

定性和盐耐受性。Ghati 等[24]则从印度热泉中分离

得到既耐热又耐盐的 Bacillus cereus 菌株 AGP-03，

并从中克隆得到既耐热又耐酸碱且耐受苯的脂肪

酶，该酶在 pH 5.5−10.0、30−80 °C、3%−11% NaCl

浓度下仍能保持活性，且最适 pH、最适反应温度

和最适盐浓度分别为 8.5、55 °C 和 4.5% NaCl；此

外，苯的极高稳定性使该酶成为潜在的生物催化

剂，可用于非水基生物技术工艺中。Esakkiraj 等[25]

则从 Halobacillus sp. AP-MSU 8 纯化得到耐盐和耐

碱的脂肪酶，该酶的最适 pH、最适反应温度和最

适盐浓度分别为 9.0、40 °C 和 2.5 mol/L NaCl，表

面活性剂聚乙二醇和吐温-20 能提高该酶的活性。

上述来源于嗜盐菌的嗜盐脂肪酶不仅能耐受不同

的盐浓度，还具有较好的热稳定性以及对有机溶剂

的耐受性，这些显著特征赋予了其具有用于苛刻的

工业/生物技术应用的巨大潜力。 

1.3  嗜冷脂肪酶 

嗜冷菌(psychrophiles)是指生活在地球寒冷环

境中的微生物，其能在−20−0 °C 环境下存活，高于

30 °C 时不能正常生长，主要分布于海底、高山、

洞穴和极地地区。嗜冷酶(psychrophilic enzymes)通

常来源于嗜冷微生物，指在 0−30 °C 范围内比嗜温

酶有更高催化活性和相对较差热稳定性的酶[26]。

生活在具有多重压力因子(例如深海水下的低温和

高压及海水中的高盐浓度和低温等)环境下的许多

嗜冷菌，赋予了来源于其酶相似的耐受性。嗜冷脂

肪酶在低温下的高催化活性、高对映选择性以及对

高盐、高压，尤其是有机溶剂的耐受性，使得这些

生物催化剂在包括洗涤剂(冷洗)生产在内的各种工

业中的应用成为可能，例如食品工业(发酵、奶酪制

造、面包店、肉嫩化)、环境生物修复(消化器、堆

肥、石油或异种生物应用)和精细化学品合成(手性

中间体的有机合成)等[13]。 

Salwoom 等 [27] 从 嗜 冷 菌 Pseudomonas sp. 

LSK25 克隆得到冷适应脂肪酶 LSK25，该酶在

5−30 °C 和 pH 6.0−8.0 范围内均有活性，最适反应

温度和最适 pH 分别为 30 °C 和 6.0，且正庚烷、正

己烷、正十六烷、二甲苯和甲苯能显著提高该酶的

活性(提高约 350%)，二甲亚砜和甲醇对其活性几乎

没有影响，表明该酶对有机溶剂有较好的耐受性。

Ganasen 等[28]从南极 Pseudomonas 中克隆得到脂肪

酶 AMS8，该酶在较广的 pH 范围内仍能保持稳定，

其最适反应温度为 30 °C，最适 pH 为 10.0，30 °C

和 40 °C 半衰期分别为 4 h 和 2 h；此外，二甲基亚

砜、戊烷、正十烷、正十三烷、正十四烷和正十六

烷都能在不同程度上提高其活性，且甲醇、乙醇、

异丙醇和几烷均不能改变 AMS8 的二级结构，表明

该酶对碱和有机溶剂均有较好的耐受性。Ji 等[29]则

从嗜冷菌 Yersinia enterocolitica KM1 中克隆得到嗜

冷脂肪酶并进行异源表达，该酶在 15−60 °C、pH 

5.0−11.0 均有活性，最适反应温度和最适 pH 分别

为 25 °C 和 7.5；此外，Mg2+、10%的乙醇、乙烷、

甲醇和乙腈能激活其活性。Maharana 等[30]从南极洲

菌株 Rhodotorula sp. Y-23 分离得到嗜冷脂肪酶，该

酶在 pH 5.0 和−20 °C 有较好的稳定性，在 pH 8.0

和 35 °C 有较高活性，在 50 mmol/L Fe3+、20 mmol/L 

EDTA-Na、20 mmol/L 脱氧胆酸钠、1% (体积比) 

H2O2 和几乎所有 50% (体积比)的有机溶剂中都能



1962 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

保持稳定；此外，该脂肪酶与市售的洗涤剂相容，

向其中添加脂肪酶可增加脂质降解性能，使其成为

洗涤剂配方中的潜在候选者。 

1.4  碱性、酸性脂肪酶 

根据 Madigan 等[31]的定义，嗜碱菌(alkaliphiles)

是指在 pH 10.0−11.0 环境下生长的微生物。然而文

献中广泛报道的碱性脂肪酶则是指最适 pH 高于 8.0

的脂肪酶。碱性脂肪酶不仅来自嗜碱微生物，如 1.1

和 1.2 所述，来源于(超)嗜热和嗜盐微生物的许多脂

肪酶在碱性条件下也具有较好的稳定性。Tambekar

等[32]从嗜盐-嗜碱菌 Pseudomonas aeruginosa DHT12

的发酵产物中分离得到热稳定性和 pH 稳定性较好

的碱性脂肪酶，其最适 pH 和最适反应温度为 9.0

和 60 °C，该菌产生的酶在皮革、肥皂和洗涤剂、

制药、生物燃料、油脂化学、食品和纺织品等许多

行业中都具有广阔的应用前景。Ji 等[33]则从嗜冷菌

Yersinia enterocolitica KM1 发酵产物中分离纯化得

到碱性嗜冷脂肪酶，该酶的最适 pH 为 9.0，在

0−60 °C 均具有活性，最适反应温度为 37 °C，而且

能被 Ca2+以及 10%的乙醇、二甲亚砜、甲醇和乙腈

激活。上述特性使得该酶可能在低温洗涤剂和生物

催化领域有着广泛的应用前景。许多商业产品(例如

肥皂粉、用于表面除油和清洁玻璃的产品)的配方中

都包含脂肪酶，例如常见的包含脂肪酶的商业洗涤

剂有：碧浪洗衣液、汰渍洗衣液、澳洲 Sunlight 清

新进口洗洁精、德国汉高 Dixan 保护洗衣液、澳洲

Surf 洗衣粉、欧洲 Wheel 汽车轮胎清洁剂、印度

Nirma 洗涤剂等。用于洗涤剂配方的所有脂肪酶在

碱性区域均具有最佳 pH 值(介于 8.0−12.0 之间)。

由于向这些产品中添加脂肪酶的主要目的是去除

油脂污渍，因此脂肪酶的主要目标是羧酸，其更易

溶于碱性环境。此外，最终产品通常是含有表面活

性剂和盐的制剂，因此一般这类酶还能耐受表面活

性剂和一定的盐浓度[34]。尽管洗衣业在碱性脂肪酶

的工业应用上占很大份额，但这类酶在工业中还有

许多其他用途，例如从外消旋体制备对映体纯化合

物、酯的合成、多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty 

acid，PUFA)浓缩和生物柴油合成等[13]。 

嗜酸菌(acidophiles)是指在高酸性条件下(通常

为 pH 2.0 或更低)生长的微生物，广泛分布于三域

系统中[31]，其能在低 pH 条件下生存主要归因于将

质子从细胞内部泵出，从而保证细胞内的 pH 维持

在中性的能力。因此，即使在大量水解酶/脂肪酶(EC 

3.1.1.3)中也很难发现酸性脂肪酶(在低 pH 值下具有

最佳催化作用的酶)，从而导致对低 pH 下具有高稳

定性中性酶的研究更为普遍[13]。 

表 1 列出了近几年文献报道的分离得到的稳定

性较好的微生物脂肪酶及其应用。 

2  利用蛋白质工程技术提高脂肪酶的稳定性 

蛋白质工程(protein engineering)是指以蛋白质分

子的结构规律及其生物功能的关系作为基础，通过化

学、物理和分子生物学的手段进行基因修饰或基因合

成，对现有蛋白质按照特定的需要(包括酶的活性、

稳定性、反应过程中对离子强度的需求、pH 等方面

性质)进行改造，或制造一种新的蛋白质，以满足人

类对生产和生活的需求[50]。来源于极端微生物、耐

受性较强的脂肪酶虽然具备对各种恶劣环境的抗逆

能力，但是原始菌株较低的产酶量限制了其在工业领

域进行大范围应用。为了满足对酶需求不断增加的各

类工业生产，研究者一方面从自然界筛选符合要求的

酶，一方面利用蛋白质工程技术来改造天然酶，使其

更好地适应工业应用环境[51]，增强酶的稳定性是蛋

白质工程技术研究的重要内容。目前利用蛋白质工程

技术提高脂肪酶稳定性的策略主要有 3 种：定向进

化、理性设计以及二者相结合的半理性设计。 

2.1  定向进化 

定 向 进 化 (directed evolution) 是 指 首 先 使 用   

物理/化学诱变或者易错 PCR (error-prone PCR)等方

法对目标基因进行随机诱变构建突变体库，经过高

通量筛选得到性能提高的突变体，然后再利用体外

重组的方法将这些正向突变进行重组，进而筛选出

目标性状大幅度提高的突变体的方法[52]。定向进化

通常用于设计提高稳定性的酶[53]。 
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表 1  近几年文献报道的稳定性好的微生物脂肪酶及其应用举例 
Table 1  Examples of stable microbial lipases and their applications reported in recent years 
菌株 

Strains 

最适温度 

Optimal temperature (°C)

最适 pH 

Optimal pH

耐受性 

Tolerance 

应用 

Application 

文献 

Reference
Haloferax mediterranei  60 7.0 Surfactant, Various  

detergents 
Synthetic polypeptides,  
detergent additives  

[35] 

Bacillus atrophaeus 70 9.0 Xylene   [36] 

Staphylococcus aureus 60 12.0 Oxidants, Anions and  
non-ionic surfactants 

Washing industry  [37] 

Bacillus sonorensis 80 9.0 Mannitol  Bio-detergent  [14] 

Geobacillus 
thermodenitrificans 

65 9.0  Biodiesel production [15] 

Serratia marcescens 50 8.0 Organic solvent, Oxidant Detergent additive and  
production of biodiesel  

[38] 

Acinetobacter sp. 50 8.0 H2O2, Tween-80,  
Triton X-100 

Synthesis reaction of organic 
solvent and high temperature

[39] 

Aspergillus niger 50 5.0 Polar organic solvent  Organic synthesis food and 
pharmaceutical industry 

[40] 

Pseudomonas sp. 50 8.2 Triton X-100, EDTA Biodiesel production [41] 

Pseudomonas reinekei 40 9.0 Organic solvents with  
lgP ≥ 2.0  

Biodiesel production,  
detergent formulations and  
biodegradation of oil 

 
[42] 
 

Staphylococcus aureus 52 11.0 Most of the inorganic salts 
and detergents  

Biotechnological and  
industrial applications 

[43] 

Bacillus licheniformis 55 9.5 n-hexane, DMSO Promoting both hydrolytic as 
well as synthetic reactions 

[17] 

Thermotoga maritima 70  7.5 DL-dithiothreitol (DTT), 
Reduced glutathione  

 [44] 

Trichosporon coremiiforme 50  10.0 Triton X-100, Tween-20, 
Glycerol 

 [45] 

Bacillus thermoamylovorans 60 8.0   [46] 

Talaromyces thermophilus 60  9.5 Ca2+, K+, Na +  [47] 

Talaromyces thermophilus 60  9.5   [48] 

Geobacillus sp. EPT9 55  8.5   [49] 
 

Korman 等 [54]利用定向进化的方法对来源于

Proteus mirabilis 的脂肪酶进行改造，得到了一个包

含 13 个 突 变 位 点 的 突 变 体 Dieselzyme 4 ，

Dieselzyme 4 在 50 °C 的半衰期是野生型的 30 倍；

不仅如此，其在 50%甲醇中的半衰期是野生型的  

50 倍。Liu 等[55]则利用易错 PCR 和高通量筛选技术

改造 Penicillium cyclopium 脂肪酶，得到了包含    

2 个突变位点的突变体 L41P/G47I，再结合定点突

变技术构建了单点突变体 L41P 和 G47I，结果表明

L41P、G47I 和 L41P/G47I 在 45 °C 的半衰期分别是

野生型的 7、13 和 9 倍，而且 3 个突变体的最适反

应温度比野生型高 5 °C。Veno 等[56]也利用易错 PCR

和 高 通 量 筛 选 技 术 ， 对 来 源 于 Staphylococcus 

epidermidis AT2 的脂肪酶 rT-M386 进行改造，得到

了 50 °C 活性是野生型 5 倍的单点突变体 G210C，

G210C 的最适反应温度比野生型高 20 °C，50 °C 的

半衰期则是野生型的 15 倍；此外，rT-M386 只在部

分极性溶剂(lgP<1)中有活性，而 G210C 在极性和

非极性溶剂中都有活性。Zhang 等[57]利用两轮易错

PCR 对来源于 Candida antarctica 的脂肪酶进行改

造，得到了 70 °C 半衰期是野生型 20 倍的突变体。

此外，Goomber 等[58]利用易错 PCR 技术得到了稳

定性提高 6 倍、最适反应温度提高 15 °C 的 Bacillus

脂肪酶突变体 Gln121-Arg。He 等[59]结合定向进化

和一种修饰膜印迹试验对 Rhizomucor miehei 脂肪

酶进行改造，得到了稳定性和乙醇耐受性显著提高

的突变体酶。上述系列研究表明，利用定向进化手

段可以得到稳定性显著提高的突变体脂肪酶。 
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2.2  理性设计 

理性设计(rational redesign)是指在较为清楚地

了解蛋白质的结构、功能和相关性质分子机制的基

础上，先从理论层面上对蛋白质分子中特定氨基酸

位点的改变进行设计，然后利用定点突变的方法在

蛋白质中引入这些突变位点[60]。 

Chopra 等[61]在生物信息学分析和分子模型的

基础上，利用重叠 PCR 技术构建了 Bacillus 脂肪酶

突变体 Arg153-His，该突变体 60 °C 的热稳定性是

野生型的 72 倍，其稳定性的提高主要来源于额外

形成的氢键。Gihaz 等[62]利用理性诱变，通过掺入

庞大的芳香族残基以占据溶剂通道并诱导芳香族

相互作用，从而实现核心区域更好的包装，得到了

稳定性是野生型 Geobacillus stearothermophilus T6

脂肪酶 81 倍的突变体酶。Li 等[63]利用 3 种理性设

计的方法，得到了稳定性提高 5.5 倍、最适反应温

度提高 10 °C 的 Candida rugosa 脂肪酶突变体

Asp457Phe；此外，他们利用多重算法对 Rhizomucor 

miehei 脂肪酶进行多轮改造，得到了最适反应温度

提高 14.3 °C、稳定性是野生型 12.5 倍的突变体   

酶[64]。Ishak 等[65]在通过对晶体结构进行比较分析

的基础上，对来源于 Geobacillus zalihae HT1 的热

稳定脂肪酶 TI 分子中形成氢键和离子相互作用的

位点进行突变，得到了对二甲亚砜、甲醇和正己烷

等有机溶剂有更强耐受性的突变体酶。Kumar 等[66]

利用定点突变的方法，对分子表面的两个单点突变

进行组合，得到稳定性是野生型 168 倍的突变体脂

肪酶 LipR5，该结果表明位于分子表面提高稳定性

的突变位点具有累加效应。Li 等[67]则通过组合不同

区域的二硫键，得到了解链温度分别提高 22.53 °C

和 31.23 °C 的突变体。Wu 等[68]在计算机模拟的基

础上，于 Stenotrophomonas maltophilia 脂肪酶分子

中高柔性区域引入了一对盐桥，得到了 50 °C 半衰

期是野生型 900 多倍的突变体酶。Zhang 等[69]通过

分子动力学模拟，对 Yarrowia lipolytica 脂肪酶进行

定点突变，得到了最适反应温度提高 5 °C、半衰期

提高约 70%的突变体酶。Zhao 等[70]利用多序列比

对以及二硫键模拟，最终得到了 55 °C 和 60 °C 稳

定性分别提高 102.5 倍和 20 倍的突变体酶。上述利

用理性设计得到的稳定性显著提高的突变体脂肪

酶相较于野生型酶具有更广泛的工业应用价值。 

2.3  半理性设计 

大量研究数据表明控制蛋白质某种性质的位

点可能仅仅局限于序列的某一小部分，例如对底物

的特异选择性或酶活力取决于活性中心区域，而酶

的稳定性等性质却主要和酶的外围位点或活性中

心附近位点密切相关，因此需要将理性设计和定向

进化结合：先利用随机突变确定决定目标性状的位

点，再理性地选定一些位点进行重组或饱和突变，

进一步提高酶目标性状的改造效率，该方法即为半

理性设计(semi-rational design)[60]。在蛋白质结构比

较和序列比对的基础上，再借助计算机模拟，可以

在很大程度上剔除有害或中性突变，从而实现在缩

小突变体库的前提下获取更多有利突变。 

Wen 等[71]结合定向进化、理性设计和半理性设

计，对来源于 Yarrowia lipolytica 的脂肪酶 Lip2 进

行改造，得到了稳定性提高 7 倍的突变体酶。Zhang

等[72]先利用高通量筛选得到包含 2 个突变位点的突

变体，再对这 2 个位点进行饱和诱变，得到了稳定

性显著提高的突变体脂肪酶。Yedavalli 等[73]结合高

通量筛选和定点突变，得到了对二甲基亚砜耐受性

增强的脂肪酶突变体。Tian 等[74]结合定向进化和饱

和诱变，对 Thermomyces lanuginosus 脂肪酶进行改

造，得到了对甲醇耐受性显著提高的突变体酶。Dror

等[75]结合理性设计和高通量筛选，将 Geobacillus 

stearothermophilus 脂肪酶分子表面的带电氨基酸残

基替换为疏水氨基酸残基，得到了稳定性提高约  

87 倍的突变体酶，同时还提高了其对甲醇的耐受性。 

3  利用酶的固定化技术提高脂肪酶的稳定性 

除了蛋白质工程技术，酶的固定化也是提高脂

肪酶稳定性的常用策略之一。当脂肪酶加入到反应

介质中时一般是以溶解的状态存在，这就难以实现

对其进行回收；此外，在反应进程中，一些参数非
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预期的变化，例如温度和 pH 等的变化可能会导致

酶的变性或者失活[76]。然而，大多数酶在多轮催化

反应后仍然能保持活性，具有较高的回收利用价

值，回收利用酶的方法之一就是将其固定在不可溶

的基质上；此外，固定酶往往比溶解状态的酶有更

高的稳定性，可以在极端的环境下发挥功能且有着

更高的转化效率[77]。根据酶与载体之间的相互作

用，酶的固定方法可以分为物理方法和化学方法。

在物理方法中，酶与载体之间主要形成氢键和范德

华力等较弱且可逆的相互作用；在化学方法中，酶

与载体之间则是通过形成共价键联系在一起且不

可逆[76]。 

3.1  物理方法固定脂肪酶 

3.1.1  吸附作用 

在吸附固定化方法中，酶分子通过范德华力、

疏水相互作用、氢键和离子键吸附在载体表面，该

方法用的载体大多数为阳离子和阴离子交换树脂、

活性炭、硅胶、氧化铝、可控孔径玻璃、陶瓷、天

然材料如纤维素和琼脂糖以及一些工业残留物。大

多数研究者在文献中重点强调纳米复合材料的使

用，因为其结合了各种材料的优势，是用来进行酶

固定的理想材料。吸附固定过程简单、成本低，只

需要两步即可完成，因此，该方法是近年来研究最

多的脂肪酶固定方法之一。 

Zare 等[78]将 Candida rugosa 脂肪酶(CRL)固定

在铬对苯二甲酸乙二醇酯 MIL-101 和分别由氨基、

三氯三嗪氨基和戊二醛氨基修饰的铬对苯二甲酸

乙二醇酯 MIL-101 上，这 4 种固定方法都显著提高

了该酶的 pH 稳定性，且固定在三氯三嗪氨基和戊

二醛氨基修饰的铬对苯二甲酸乙二醇酯 MIL-101 上

酶的热稳定性得到了显著提高，此外固定在 4 种材

料上的脂肪酶储存 35 d 仍然能保持 80%−90%的酶

活，表明通过吸附固定可以显著提高 CRL 的储存

稳 定 性 。 de Almeida 等 [79] 将 纯 化 的 Candida 

viswanathii 脂肪酶(最适反应温度和最适 pH 分别为

45 °C 和 4.0)固定在辛基琼脂糖上使其热稳定性提

高了 60 倍，不仅如此，经过 4 轮对硝基苯基棕榈

酸酯水解后还能保留 100%的活性，固定化 Candida 

viswanathii 脂肪酶在酸性 pH 下有较好的稳定性和

活性，以及对有机溶剂的耐受性和卵磷脂水解活

性，表明其在纺织业、食品、制药工业和化学合成

领域具有广泛的应用前景。Gao 等 [80]将来源于

Burkholderia ambifaria 的脂肪酶 YCJ01 固定在苯氨

基丙基三甲氧基硅烷修饰的中孔介质二氧化钛上，

固定化后上清液中脂肪酶活性降低与固定化酶活

性的比值达到 2.2，说明固定化后的脂肪酶分子表

现出明显的超活化；此外，固定化 YCJ01 不仅表现

出显著提高的 pH 稳定性和热稳定性以及较高的乙

酸肉桂脂合成效率，重复使用 10 轮后还能保持出

色的操作稳定性。有研究者[81-83]分别利用不同的策

略和材料，通过吸附固定的方法在不同程度上提高

了脂肪酶的稳定性。 

3.1.2  封装和诱捕 

在封装固定中，酶保留在有孔径且允许底物和

产物通过的聚合物结构中。与吸附不同，封装可以

避免酶与反应体系直接接触，从而使得由于培养基

中溶剂的性质引发的失活效应最小化，此外该方法

允许酶在相对长的时间内保持稳定，并且没有必要

从培养基中提取酶；这两种固定方法的主要问题是

难以控制会使酶浸出以及底物和产物在载体内扩

散的孔径大小，且难以实现大规模的应用 [84]。

Omay[85]在 2014 年比较了固定脂肪酶的两种物理方

法，结果表明两种固定方法都能提高脂肪酶的稳定

性和活性，但是用封装法能恢复 76%的活性，而吸

附法是 41%，即封装法比吸附法更有效。 

Rehman 等[86]利用封装法将 Penicillium notatum

脂肪酶(PNL)固定在硅聚体上，不仅提高了其活性

和更广 pH 范围内的催化效率，还显著提高了其热

稳定性；固定化的 PNL 表现出一系列有使用价值的

特性，使其在许多不同的化学过程中有着广泛的应

用潜力。Jin 等[87]在无水体系利用封装法将脂肪酶

r27RCL 固定在分别由丙基、辛基和十八烷基功能

化的中孔氧化硅中，由于脂肪酶 r27RCL 的表面环

与介孔氧化硅材料中的烷基基团之间的疏水相互
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作用激活了该酶，从而显著提高了其酯化活性、正

己烷中的热稳定性和有机溶剂耐受性；此外，固定

在十八烷基功能化氧化硅上的 r27RCL 重复使用  

5 轮仍然不丧失活性和对映选择性，上述结果表明

固定在该介质上的 r27RCL 在非水条件下是非常有

吸引力的生物催化剂。Mohtar 等[88]则利用封装法将

Geobacillus sp.脂肪酶 ARM 喷雾干燥固定在糊化西

米淀粉上，固定化的 ARM 在 60−80 °C 有较高的活

性，半衰期为 4 h；在 pH 6.0−9.0 的范围内均有活

性，10 °C 的半衰期为 9 个月。上述特性表明，喷

雾干燥固定化脂肪酶具有广阔的工业应用前景，特

别是在食品加工领域。有研究者[89-91]分别利用不同

的方法、载体，通过封装固定提高了不同脂肪酶的

稳定性。 

3.2  化学方法固定脂肪酶 

3.2.1  共价结合 

在共价结合这种固定方法中，酶与载体之间以

共价键的方式结合，酶分子的侧链氨基酸，即含有

有利于形成共价键的官能团(羟胺、羧基、咪唑和酚

类化合物)的氨基酸残基，例如赖氨酸、半胱氨酸或

天冬氨酸和谷氨酸残基等与载体材料之间发生化

学反应形成共价键[92]。因为共价键是一种强的化学

键，共价固定使酶与载体紧密结合，保证了酶结构

的刚性，这种刚性可以保证酶分子的结构在遇到

热、有机溶剂和极端 pH 等环境时不发生变化，从

而保证了其稳定性。然而，共价结合可以改变酶分

子的活性中心，从而导致其失活。要避免这种情况

的发生，就需要通过活化反应对载体表面进行修

饰，提供与酶分子的官能团发生相互作用更活跃的

官能团[93]。 

Branco 等[94]将来源于超嗜热古生菌 Pyrococcus 

furiosus 的脂肪酶(PFUL)，分别共价结合在醛活化

的琼脂糖(含有 DTT，pH 7.0)和乙醛琼脂糖(pH 10.2)

上，结果发现固定在乙醛琼脂糖上的 PFUL 最适反

应温度高达 90 °C，且在 70 °C 保温 48 h 仍然非常

稳定。Rios 等[95]将 Pseudomonas fluorescens 脂肪酶

PFL 分别共价结合在乙醛基-辛基和辛基活化的琼

脂糖珠子上，结果发现在 pH 5.0、7.0 和 9.0 以及部

分有机溶剂存在的环境下，固定在辛基琼脂糖上的

(PFL)稳定性更好，而 Ca2+能显著提高固定在乙醛

基-辛基琼脂糖上的 PFL 稳定性。Gao 等[96]将来源

于 Candida antarctica 的脂肪酶 B (CALB)固定在单

分散核壳磁性有机硅纳米花上显著提高了该酶的

pH 稳定性。该方法为提高脂肪酶的催化活性和稳

定性开辟了一条新的途径，并可能在各种以脂肪酶

为基础的工业过程中具有潜在的应用前景。有研究   

者[97-100]分别利用不同的载体，通过共价结合固定的

方式实现了对脂肪酶稳定性的提高。 

3.2.2  交联 

交联固定的过程是由称为交联剂的物质完成

的，该交联剂含有 2 个末端，能与溶解酶分子表面

氨基酸的特殊基团形成分子内和分子间交联，最终

形成交联酶[101]。将酶加入含有交联剂的媒介中就

能形成交联酶、交联酶晶体、交联酶聚合物以及交

联喷雾干燥酶。由于排除了固体支持物，交联酶的

主要优点是高度催化的酶活性、高稳定性和低生  

产成本，该过程有可能获得更强大和稳定的工业 

用酶。 

Guajardo 等[102]通过交联酶聚合物的方式固定

了 Candida antarctica 脂肪酶(CALB)，显著提高了

其稳定性，保存 14 d 活性丝毫无损，该方法固定的

脂肪酶的转化效率比其他商业固定化 CALB 高

30%，且重复使用 6 轮之后活性也未损失。Rehman

等[103]分别以戊二醛和琥珀酸 N-羟基琥珀酰亚胺作

为交联剂固定 Pencillium notatum 脂肪酶(PNL)，不

仅提高了 PNL 对碱性 pH 的耐受性和最适反应温

度，还显著提高了其热稳定性，结果表明这种新型

的脂肪酶具有潜在的工业应用价值。Zhang 等[104]

利用交联固定的方研制了新型生物相容性表面活

性剂活化磁性脂肪酶(CLEAs)，吐温-80 活化的磁

CLEAs 表现出较好的贮存稳定性，且表面活性剂活

化磁 CLEAs 可应用于连续生产生物柴油。有研究

者[105-107]分别利用不同的载体，通过交联固定的方

式实现了对脂肪酶稳定性不同程度的提高。 
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4  提高脂肪酶稳定性的其他方法 

除了单独使用上述蛋白质工程和酶的固定法，

研究者们还经常结合多种方法来提高脂肪酶的稳

定性。Blanco 等[108]通过疏水相互作用将脂肪酶固

定到一种大孔径、表面含有辛基的无定形氧化硅

上，在体系中加入 PEG 及饱和盐溶液，显著提高了

该 酶 的 稳 定 性 。 Cao 等 [109] 则 通 过 在 Yarrowia 

lipolytica 脂肪酶的催化体系中加入 β-环糊精来提高

该酶对甲醇的耐受性。Jayawardena 等[110]则利用聚

蔗糖、苯甲酸酐和聚乙二醇对分别来源于 Candida 

antarctica 和 Humicola lanuginosa 的脂肪酶分子上

的氨基进行修饰，显著提高了二者在乳胶漆乳液中

的长期稳定性和热稳定性。 

Kajiwara[111]利用右旋糖酐将来源于 Candida 

cylindracea 的商用脂肪酶赖氨酸残基中的 ε-胺与羰

基基团结合，使得脂肪酶周围的微环境在有机溶剂

存在的情况下更加亲水，从而能进一步提高该酶在

有机溶剂中的稳定性。Li 等[112]利用各种聚乙二醇

功能离子液体对 Candida rugosa 脂肪酶进行修饰，

显著提高了该酶的催化活性、热稳定性、有机溶剂

耐受性以及对橄榄油水解反应中温度和 pH 值变化

的适应性，尤其是[HOOCEPEG350Im][H2PO4]修饰

后，将其 50 °C 的稳定性提高了 5 倍，对 60%的二

甲亚砜的耐受性提高了 13 倍，对 5%甲醇耐受性提

高了 3.4 倍。  

Moura 等 [113] 利 用 酵 母 表 面 展 示 的 方 法 将

Candida antarctica 脂肪酶锚定在酵母细胞壁上，不

仅提高了游离酶的最适反应温度和 pH 值，还提高

了其热稳定性和对有机溶剂的耐受性。Yuzbasheva

等[114]利用细胞壁蛋白 YlPir1p 通过 N-末端融合变

体 在 酵 母 细 胞 表 面 展 示 解 脂 耶 氏 酵 母 脂 肪 酶

Lip2p，结果发现展示酶对有机溶剂和清洁剂的稳定

性显著高于游离酶。 

Khan 等[115]结合理性设计和共价固定，显著提

高了嗜温 Bacillus subtilis 脂肪酶的热稳定性。

Matsumoto 等[116]通过在转酯反应中先用羧酸和全

氟羧酸对脂肪酶进行预处理，实现了酶催化活性和

热稳定性的提高。Zaak 等[117]结合化学修饰和酶的

固定化，用聚乙烯亚胺和戊二醛修饰固定化脂肪

酶，也不同程度提高了该酶的稳定性。 

5  总结与展望 

作为生物催化剂的微生物脂肪酶正在受到越

来越广泛和深入的研究，但是大多数自然资源的脂

肪酶稳定性较差，在恶劣的工业环境下容易快速失

活，不能满足生产需求。为了得到能满足各种工业

应用的脂肪酶，一方面，发掘潜在的微生物及其基

因资源，尤其是极端环境微生物资源，利用基因重

组、异源表达及发酵技术大量制备稳定性好的脂肪

酶；另一方面，蛋白质工程手段(包括定向进化、理

性设计和半理性设计策略)、酶的固定化、物理/化

学修饰以及表面展示等技术的应用，不仅能使酶的

稳定性显著提高，还能使酶的两个或者多个特性产

生叠加效应，产生多项催化性能显著提高的新酶，

极大地发展和丰富生物催化剂的来源。 

新型酶催化剂的获得应该基于明确的设计思

路，结合多种改造方法。早期，我们利用 DNA 

shuffling 技术和定点突变对 3 个高度同源但分别来

源于嗜热、嗜温和嗜冷微生物且适应不同温度的蛋

白酶 WF146、Sphericase 和 S41 进行重组筛选，与

传统研究结果相反，发现来源于嗜冷酶 S41 和嗜温

酶 Sphericase 的结构元件能提高嗜热酶 WF146 的稳

定性，对这些结构元件进行一系列的重组后，得到

了 80 °C 和 85 °C 稳定性分别提高约 4.5 倍和 13 倍

且 Tm 值提高 5.5 °C 的嗜热突变体酶[118]；此外，本

团队成功分离到嗜热蛋白酶 WF146 自降解产物，

通过在自降解位点引入刚性最强的氨基酸残基 Pro

构建突变体 N63P、N66P 和 N63P/N66P，结果发现

这 3 个突变体都在不同程度上提高了嗜热蛋白酶

WF146 的热稳定性，其中双突变体 N63P/A66P 在

80°C 的半衰期是野生型酶的 2.8 倍[119]；通过深入

研究 Ca2+在 WF146 蛋白酶加工成熟过程中的作用，

发现 Ca2+对 WF146 蛋白酶的活性、加工成熟过程
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及稳定性都具有重要作用。通过圆二色谱法分析，

我们发现当除去溶液中的 Ca2+后，WF146 蛋白酶酶

原的结构变得不稳定，该结果表明 Ca2+具有维持

WF146 蛋白酶结构稳定性的作用，酶原分子通过结

合 Ca2+形成稳定结构而保证加工成熟过程的顺利

进行[120]。不仅如此，现阶段作者正结合理性设计、

半理性设计、酶的固定化等修饰改良技术的优化组

合，进行高度相似但适应不同温度的微生物脂肪酶

的创新研究。前期结果表明，基于定向进化-理性设

计、定向进化-半理性设计、蛋白质工程手段-酶的

固定化、蛋白质工程手段-物理/化学修饰、酶的固

定化-物理/化学修饰等组合改造比单一的改造方法

具有更高的效率。 
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