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摘 要 黑曲霉 W$JJ 脂肪酶发酵上清液经硫酸铵沉淀、透析、GN8N Q29?,/’<2 W,<: W(’@ 阴离子交换层析和 Q29?,62X UL%Y 凝胶

过滤层析得到电泳纯的脂肪酶，纯化倍数为 %"Z%# 倍，活性回收率为 "J[。对纯化脂肪酶性质研究表明：该脂肪酶分子量约为

"Y \ J$AG，水解橄榄油的最适温度和最适 9E 分别为 JY]和 %Z$，在 7$]以下和 9E !Z$ \ MZ$ 之间有很好的稳定性。该脂肪酶

的水解活性对 I,! K 表现明显的依赖性，而 ^-! K 、W2! K 和 S-! K 对脂肪酶则有显著的抑制作用。在最适条件下水解 9*HH 的 <D

和 =D,X分别为 %Z"%DD’(_‘ 和 !YZM#!D’(_（D4-·D;）。其 *L端的 #Y 个氨基酸序列为 Q2/（U(._E4<）L&,(LQ2/L>?/LQ2/L>?/L‘2.L8<9LU(.L

‘2.LU(-L‘2.LH?2L8(,LU(-。
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脂肪酶（:/4,30(;(032/’( ,30(?06/’(,<2，NI "Z#Z#Z"，

甘油三酰酯水解酶）是一类能催化长链脂肪酸甘油

酯水解为甘油和长链脂肪酸（或者是此反应的逆反

应）的生物催化剂，在食品加工、新型生物材料合成、

精细化工、去污剂、皮革加工和造纸等诸多领域有着

广泛的应用［#］。黑曲霉脂肪酶因其具有良好的生物



安全性，催化水解（或合成）三酰甘油酯具有 !"、#"位
选择性［$ % &］，最适底物脂肪酸碳链长度为 ’( ) ’!$，

一直是传统食品加工中的重要食品添加剂［*］。近年

来，发现黑曲霉脂肪酶能酰基化多糖（纤维素）、分解

赭曲霉素 +，进一步拓宽了黑曲霉脂肪酶的应用领

域［(，,］。不同黑曲霉菌株产生的脂肪酶性质差异较

大［$，-，.］，甚至同一菌株也可以产生不同性质的脂肪

酶［!/，!!］。我们从含油土壤中分离到一株脂肪酶高产

菌株［!$］，经鉴定为黑曲霉。本文对该黑曲霉脂肪酶

的分离纯化、理化性质进行了研究。该脂肪酶具有

较好的温度稳定性和较宽的 01 稳定性，工业应用

前景广阔。2"端氨基酸序列的测定为脂肪酶基因的

克隆及大量表达奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 材料

脂肪酶高产菌株由本实验室从武汉市黄陂区浸

储油厂油污土壤中分离筛选得到。结合菌落（包括

菌丝体）形态、342+ 序列同源聚类分析和 567 序列

限制性内切酶（!"#!）酶切电泳图等特征，参照齐

祖同［!#］和 +889:;<［!&］等的方法鉴定并命名为黑曲霉

=/&&（$"%&’()**+" ,)(&’ =/&&）。

!"# 方法

!"#"! 脂肪酶的发酵生产：脂肪酶的发酵生产参照

陈晖等［!$］的报道。接种适量的黑曲霉 =/&& 孢子于产

酶 培 养 基 中（麦 芽 糖 !>*?，牛 肉 浸 膏 !>$*?，

（21&）$ 7@& />!?，A$1B@& />$?，CD7@& >,1$@ />/!?，

橄榄油乳化液 &?（-E-）），$-F $*/3EG<: 培养 -/H。

发酵培养物 &F -///3EG<: 离心 !*G<:，收集上清液。

!"#"# 硫酸铵沉淀：将 $*/GI 发酵上清液在冰浴中

边搅拌边缓慢加入硫酸铵粉末至 (/?饱和度，&F
静置 # ) &H。 离 心 收 集 沉 淀，重 新 溶 于 */GI
/>/$GJKEI 01(>* 的 1<;"1’K 缓冲溶液中，并用相同

的缓冲溶液彻底透析脱盐。

!"#"$ 离子交换层析：将上述经透析脱盐后的粗酶

液，高 速 离 心 收 集 上 清 液。加 到 已 用 />/$GJKEI

01(>* 的 1<;"1’K 缓冲溶液平衡的 4L+L 790HM3J;9
=M;N =KJO（$>/8G P $/8G）阴离子交换柱上，$*/GI / )
!GJKEI 的 2M’K 线性梯度洗脱。脂肪酶活性用平板

定性检测，收集合并有酶活性部分，冻干。

!"#"% 凝 胶 过 滤 层 析：790HMQ9R S",*（!>(8G P
(/8G）凝胶柱预先用 />/*GJKEI 01,>* 63<;"1’K 缓冲

溶液平衡。用相同的缓冲溶液 # ) *GI 充分溶解脂

肪酶冻干粉后上柱，并用相同缓冲液洗脱，收集有酶

活性部分。

!"#"& 蛋白质浓度的测定：采用 T3MQUJ3Q 法［!*］进行

测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

!"#"’ 脂肪酶活性的测定：滴定法参照 7MR9:M［!(］的

方法。在 &*F />/*GJKEI 01,>* 63<;"1’K $GGJKEI
’M’K$ 的条件下，将每毫升脂肪酶酶液水解橄榄油每

分钟释放出 !"GJK 游离脂肪酸定义为一个脂肪酶活

力单位（V）。比色法参照 AJ3Q9K［!,］的方法。脂肪酶

活性平板定性检测法参照 1<JK［!-］的方法。除特殊

说明之外，脂肪酶活性测定均采用滴定法。

!"#"( 脂肪酶分子量及纯度的检测：脂肪酶分子量

用 747"B+SL 法测定［!.］，分离胶浓度为 !$?。脂肪

酶的纯度用 1BI’ 进行检测。

# 结果与分析

#"! 黑曲霉 )*%% 脂肪酶的分离纯化

黑曲霉 =/&& 脂肪酶发酵液经过硫酸铵沉淀、

4L+L"790HM3J;9 =M;N =KJO 阴 离 子 交 换 层 析 和

790HMQ9R S",* 凝胶过滤层析等纯化步骤后，脂肪酶

纯化了 ,#>,! 倍，活性回收率为 #&?。其中 4L+L"
790HM3J;9 =M;N =KJO 阴离子交换层析柱效果最佳，仅

此一 步 就 纯 化 了 */ 倍（纯 化 效 果 见 表 !）。747"
B+SL 凝胶电泳显示纯化后的脂肪酶为单一条带，

由于黑曲霉脂肪酶均为单亚基分子［$，-，.］，因此黑曲

霉 =/&& 脂肪酶的分子量在 #* ) &/W4 之间（图 !）。

与报道的其它黑曲霉脂肪酶［$，-，.］分子大小基本相

同，但比活力远高于 6J3J;;<M:［-］报道的 !,/VEGD 和

XM: 1993Q9:［$/］报道的 ,$.VEGD。

表 ! 黑曲霉 )*%% 脂肪酶的纯化

+,-./ ! 0123435,6378 74 9:;/2<3..1: 83</2 )*%% .3;,:/

7N90
6JNMK M8N<Y<NZ

EV
6JNMK 03JN9<:

EGD
7098<U<8 M8N<Y<NZ

E（VEGD JU 03JN9<:）

[<9KQ
E?

BV3<U<8MN<J:
（UJKQ）

’3VQ9 9:\ZG9 ;JKVN<J: $,&* !/&>!/ $(>#, !// !
（21&）$7@& 0398<0<NMN<J: $(/- ,$>#- #(>/# .* !>#,
4L+L"790HM3J;9 =] =] !/,! />*. !-!/>$* #. (->(*

790HMQ9RS",* .## />&- !.&#>,* #& ,#>,!
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图 ! 黑曲霉 "#$$ 脂肪酶纯酶的

%&%’()*+ 凝胶电泳图

",-.! %&%’()*+ /0 123,0,45 6,1784
!：973:43；;：123,0,45 6,1784.

!"! 不同二价金属离子和 #$%& 对黑曲霉 ’()) 脂

肪酶活性的影响

向纯化后的黑曲霉 "#$$ 脂肪酶酶液中，分别加

入不同的二价金属盐离子和 +&<)，使其终浓度为

;99/6=>。同时以不加金属离子的酶液作为对照，测

定脂肪酶的活性，结果如图 ; 所示。?7; @ 和 A-; @ 能

提高脂肪酶的活力，尤其是 ?7; @ 作用最为明显，达

到 ;B;C。AD; @ 、"4; @ 和 ED; @ 对黑曲霉 "#$$ 脂肪酶

有显著的抑制作用，尤其是 "4; @ 和 ED; @ ，仅 保 留

$!C和 FGC的残余酶活力，这与 %2-,H737 报道的实

验结果一致［G］。?2; @ 和 +&<) 对黑曲霉 "#$$ 脂肪

酶活力的影响不明显。

图 ; 不同盐离子和 +&<) 对黑曲霉

"#$$ 脂肪酶活性的影响

",-.; +004IJ /0 K73,/28 I7J,/D8 7D5
+&<) /D 6,1784 7IJ,K,JL

!：I/DJ3/6；;：?7?6;；F：A-?6;；$：?2?6;；B：AD?6;；M："4?6;；N：ED?6;；

O：+&<).

!"* 黑曲霉 ’()) 脂肪酶的最适温度和温度稳定性

在 ;# P N#Q下分别测定脂肪酶的活力，结果见

图 F，脂肪酶作用的最适温度为 $BQ。将脂肪酶酶

液在不同温度（F# P MBQ）下保温 F#9,D，然后测定残

留脂肪酶活力，结果见图 F。此脂肪酶在 M#Q以下

较稳定，超过此温度，酶活性急剧下降。在 MBQ下

处理 F#9,D 后，脂肪酶残留活力仅为 $GR$#C。黑

曲霉 "#$$ 脂肪酶的温度稳定性明显高于已报道的

其它黑曲霉脂肪酶的温度稳定性：S79T//5,3, 纯化

的黑曲霉脂肪酶仅能在 B#Q 以下保持稳定［;］，而

U7JV,D,:/67/2 纯化的黑曲霉脂肪酶仅能在 $#Q以下

保持稳定［;!］。

!") 黑曲霉 ’()) 脂肪酶的最适 +, 和 +, 稳定性

在 1UFR# P !#R# 的缓冲液中测定脂肪酶的酶活

力，结果见图 $，脂肪酶作用的最适 1U 为 NR#。向上

述不同 1U 值的缓冲液中按照 ! W$（! =!）的比例加入

脂肪酶酶液，室温处理 $H，测定脂肪酶酶活力，结果

见图 $。脂肪酶在 1U;R# P GR# 的范围内保持性质

稳定，说明其酸稳定性较好。黑曲霉 "#$$ 脂肪酶的

1U 稳定性明显高于已报道的其他黑曲霉脂肪酶的

1U 稳定性：U7JV,D,:/67/2 纯化的黑曲霉脂肪酶在 1U
X O 的缓冲溶液中迅速失活，在 1U X G 的缓冲溶液

中瞬间失活［;!］；而 S79T//5,3, 纯化的黑曲霉脂肪酶

1U 稳定性更差，仅能在 BR# P NRB 的范围内保持稳

定［;］。

图 F 温度对黑曲霉 "#$$ 脂肪酶活力和稳定性的影响

",-.F +004IJ8 /0 J491437J234 /D 6,1784 7IJ,K,JL 7D5 8J7T,6,JL

图 $ 1U 对黑曲霉 "#$$ 脂肪酶活力和稳定性的影响

",-.$ +004IJ8 /0 1U /D 6,1784 7IJ,K,JL 7D5 8J7T,6,JL

!"- 不同有机溶剂对黑曲霉 ’()) 脂肪酶活性的

影响

将有 机 溶 剂 与 脂 肪 酶 酶 液 分 别 按 照 $#C 和

B#C（! =!）的比例混匀，;BQ下处理 ;$H 后测定脂肪

酶残留的酶活力，结果如图 B 所示。对醇类有机溶

剂而言，脂肪酶的失活作用随着碳链的增长而增加，

OG "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 ;##N，Y/6R;F，S/R!



因此在进行酯化反应或转酯反应时宜选用短链醇或

短链酯（如乙酸甲酯）作为反应底物。

!"# 黑曲霉 $%&& 脂肪酶对不同油脂的水解特异性

除蓖麻油外，脂肪酶水解不同油脂（橄榄油、豆

油、桐油、菜籽油、茶油、棉油、三油酸甘油酯）的能力

并未表现出明显的特异性，结果如图 ! 所示，可见本

脂肪酶是一种广谱脂肪酶。而脂肪酶水解蓖麻油能

力低的原因在于该蓖麻油酸值过高（大于 ""#$%），

抑制了脂肪酶的水解活力，而不是因为油脂中脂肪

酸碳链长度的差异造成的（上述油脂中主要脂肪酸

碳链均为 &’(）。

!"’ 黑曲霉 $%&&脂肪酶水解 ()** 米氏常数的测定

)#%*+ 纯 化 后 的 脂 肪 酶 在 )#)%**,-.+ /01#%
234560&- $%7 条 件 下 水 解 不 同 浓 度 的 /899（ 从

’#""**,-.+ 到 :)**,-.+），用比色法测定（!"$’);*）水

解产物 /89 的含量。利用双倒数作图法测得黑曲

霉 <)$$ 脂 肪 酶 水 解 /899 的 #* 和 $*=> 分 别 为

1#"1**,-.+ 和 :%#?’!*,-.（*4;·*@）（图 1）。

图 % 黑曲霉脂肪酶在不同有机溶剂中的稳定性

<4@A% BCCDEF ,C G=34,H5 ,3@=;4E 5,-GD;F5 ,;
% A &’()* <)$$ -4/=5D 5F=I4-4FJ

’：E,;F3,-；:：*DFK=;,-；"：=-E,K,-；$：/3,/=;,-；

%：:6/3,/=;,-；!：*DFKJ- =EDF=FD；1：DFKJ- =EDF=FDA

图 ! 黑曲霉脂肪酶水解不同油脂的底物特异性

<4@A! LHI5F3=FD 5/DE4C4E4FJ ,C FKD % A &’()*
<)$$ -4/=5D F, G=34,H5 ,4-5

’：,-4GD ,4-；:：5,JID=; ,4-；"：FH;@ ,4-；$：3=/D5DDM ,4-；

%：FD= ,4-；!：E,FF,; 5DDM ,4-；1：E=5F,3 ,4-；(：@-JED3,-F34,-D=FDA

!"+ 黑曲霉 $%&& 脂肪酶纯酶的 ,*-. 分析

将电泳纯的脂肪酶继续用 LD/K=MD> N61% 凝胶

过滤，连续分离 : 次后，收集峰尖部分的脂肪酶酶

液，浓缩后用反相高效液相色谱法（L&O6&’( 色谱

柱）检测脂肪酶酶液的纯度。检测结果显示为单一

对称峰，出峰时间为 :%#??*4;（实验室数据），说明制

备的纯酶可用于蛋白质 86末端测序。

图 1 黑曲霉脂肪酶水解 /899 的 +4;DPD=GD36QH3R 图

<4@A1 +4;DPD=GD36QH3R /-,F ,C /H34C4DM -4/=5D

!"/ 黑曲霉 $%&& 脂肪酶 )0末端氨基酸序列测定

经过 09+& 检测为单峰的脂肪酶，用 BM*=; 降

解法测定其 86末端的氨基酸序列。该 86末端氨基

酸序列与 2,3,554=; 报道的黑曲霉脂肪酶 86末端氨

基酸序列大部分同源［(］，与其他曲霉脂肪酶 86末端

氨基酸序列没有任何同源性（表 :）。

表 ! 不同曲霉脂肪酶 )0末端氨基酸序列比较

12345 ! )065789:24 289:; 2<9= >5?@5:<5
;A !"#$%&’(()" >(B 49(2>5

+4/=5D 86FD3*4;=- =*4;, =E4M 5DSHD;ED TDCD3D;ED5
% A &’()* <)$$ -4/=5D L（B，0）UL2L2+VB+W+<XW FK45 5FHMJ

% A &’()* -4/=5D LU2 ［?］

% A &’()* -4/=5D OUL2L2+VB+W<X+W ［(］

% A &’()* -4/=5D XU+V<Y+V8+W+<XWYXZ+X ［:］

% A +,*&)-. -4/=5D L92<X ［’!］

% A /*01,) -4/=5D 8X9+8B<+LX++L0+ ［::］

% A 2,*,.’3’+-. -4/=5D VZ922W+BV<[<YUW ［:"］

% A 45,6-. -4/=5D VZ922W+BV<[<YUW ［:"］

C 讨论

黑曲霉 <)$$ 菌株的产脂肪酶能力远高于本实

验室 分 离 到 的 其 他 真 菌 菌 株（ 7)&’+’55’-8 5/A，
9:’1/2-. 5/A，;-+/* 5/A 和其他 %.2)*(’55-. 5/A）的产

脂肪酶能力。采用响应面法优化发酵条件后，按照

脂肪酶国际酶活力单位定义［’!，’1］，黑曲霉 <)$$ 摇床

发酵实验结果为 ":#’%H.*+［’:］，高于已报道的其它

野生型黑曲霉菌株的产脂肪酶能力（’!#$H.*+ 和

:?#!H.*+）［:$，:%］，是一株脂肪酶高产菌株。

本实验中，未发现黑曲霉 <)$$ 产生脂肪酶同工

酶。追踪已报道黑曲霉产生同工酶的文献发现，在

这些实验中，原始材料多是直接从公司购买或者他

人馈赠的粗酶［’)，’’］。生产这些粗酶的原始出发菌株

的详细情况尚不明确，是否是由于工程菌菌株携带

有外源基因［:!］或者是由于黑曲霉寄生菌［:1］产生，有

待进一步验证。且上述黑曲霉脂肪酶同工酶的分子

??舒正玉等：黑曲霉 <)$$ 脂肪酶的分离纯化及酶学性质研究



量分别为 !"#"$%& 和 ’!#()%&，明显区别于已报道的

其他黑曲霉脂肪酶分子的大小［*，+，$］。

到目前为止，细菌脂肪酶 ,-* . 的结合位点和

,-* . 对脂肪酶的激活机理已基本清楚［*+］，但真菌脂

肪酶 ,-* . 的结合位点和 ,-* . 对脂肪酶的激活机理

尚未见文献报道 。脂肪酶活性对 ,-* . 的依赖性表

现出来的差异是否说明了脂肪酶在结构上存在差

异［*，$，*+］，有待进一步证实。

本实 验 中 纯 化 的 黑 曲 霉 /0’’ 脂 肪 酶 虽 然 与

1232445-6 分离纯化的黑曲霉脂肪酶 78末端氨基酸有

一定的同源性［+］，但该脂肪酶缺乏详细的理化性质报

道，仅报道的最适 9:（’;’ < );)）与黑曲霉 /0’’ 脂肪

酶存在较大的差异，因此在确定两者同源性大小时，

有必要对两者进行更长的氨基酸序列比较分析。
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