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工业生物技术                                                               

不依赖油水界面激活的黑曲霉脂肪酶突变体的构建 

陈的 1，舒正玉 1，薛龙吟 1，林瑞凤 1，吴继光 1，蒋咏梅 1，李欣 1，林跃鑫 1,2，黄建忠 1 
1 福建师范大学工业微生物教育部工程研究中心 福建省现代发酵技术工程研究中心 福建师范大学生命科学学院，福州 350108 
2 宁德师范学院，宁德 352100 

摘  要: 为获得不依赖油水界面激活的黑曲霉脂肪酶 (ANL) 突变体，在生物信息学分析基础上，对黑曲霉脂肪酶盖子

结构域两侧铰链区的氨基酸残基进行了置换突变，获得两个黑曲霉脂肪酶突变体 (ANL-Ser84Gly 和 ANL-Asp99Pro)。

对不同浓度对硝基苯丁酸酯的水解活性检测结果表明：ANL-Ser84Gly 的催化活性仍依赖油水界面，而 ANL-Asp99Pro

的催化活性不再依赖油水界面。底物特异性检测结果表明：较 ANL 而言，ANL-Ser84Gly 的比活力显著降低，其水解

对硝基苯棕榈酸酯、对硝基苯豆蔻酸酯、对硝基苯月桂酸酯和对硝基苯癸酸酯的比活力分别降低了 29.8％，53.1％，

60.1％和 77.1％；而 ANL-Asp99Pro 水解对硝基苯棕榈酸酯的比活力提高了 2.2 倍。铰链区的突变破坏了突变体蛋白质

分子 ANL-S84G 与 ANL-D99P 的二级结构作用力，使突变体分子的二级结构域更趋不稳定，从而导致了突变体分子的

热稳定性显著降低。不依赖油水界面激活的脂肪酶突变体的构建，将有利于深入了解脂肪酶界面激活的分子机制。 

关键词 : 黑曲霉，脂肪酶，盖子结构域，界面活性，重叠延伸聚合酶链式反应  
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Abstract:  Based on previous bioinformational analysis results, two Aspergillus niger lipase (ANL) mutants, ANL-Ser84Gly 
and ANL-Asp99Pro were constructed to screen ANL mutants with oil-water interface independence. ANL-Ser84Gly still 
displayed a pronounced interfacial activation, while ANL-Asp99Pro displayed no interfacial activation. The specific activity of 
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ANL-Ser84Gly towards p-nitrophenyl palmitate (-myristate, -laurate and -decanoate) decreased by 29.8% (53.1, 60.1 and 77.1, 
respectively) than that of ANL, while the specific activity of ANL-Asp99Pro towards p-nitrophenyl palmitate increased by 
2.2-fold. The mutation in the hinge region at both sides of the lid domain also destabilized various secondary structure factors of 
ANL-S84G and ANL-D99P, which resulted in a substantial decrease in thermostability. The achievement to construct oil-water 
interface-independent ANL mutants would help to further understand lipase interfacial activation mechanism. 

Keywords:  Aspergillus niger, lipase, lid domain, interfacial activation, overlap extension polymerase chain reaction 

脂肪酶 (Lipase，EC3.1.1.3) 又称为甘油三酰酯

水解酶，能有效地催化三酰基甘油酯水解为甘油和

游离的脂肪酸。脂肪酶活性中心的催化部位通常是

由天冬氨酸或谷氨酸、丝氨酸和组氨酸组成的催化

三联体 [1]。通常情况下，大多数脂肪酶的活性中心

都被一种称为“盖子”的结构所覆盖，阻止了底物

与活性中心的直接结合。盖子结构具有多样性，有

的仅由 1 个单一的 α-螺旋构成，有的由 2 个 α-螺旋

构成，还有的仅由 1 个 Loop 环构成，少数脂肪酶无

盖子结构 [2-3]。在油-水界面，脂肪酶盖子结构域构

象发生改变，暴露出脂肪酶的活性中心，底物进入

活性中心，脂肪酶的催化活性被激活。脂肪酶的催

化活性在油水界面大幅度提高的现象称为界面激

活 [4-5]。受界面激活催化特性的影响，底物的团聚

状态一定程度上影响脂肪酶的催化效率。为了获得

不依赖界面激活的脂肪酶突变体，科研人员设计

和构建了一系列“无盖型”或“开盖型”脂肪酶突

变体。 

根据已解析的枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis 脂

肪酶 A 和南极假丝酵母 Candida antarctica 脂肪酶 B

的 3D 结构，结合其催化特性[6-7]，可以推测：具有

“盖子”结构域和界面激活特性并不是鉴别脂肪酶

和酯酶的恰当标准 [8]，脂肪酶在没有盖子结构域的

情况下依然可以表现出催化活性。Miled 等利用基

因工程手段缺失人胃脂肪酶  (Human pancreatic 

lipase，HPL) 的“盖子”结构域后获得的脂肪酶突

变体，其催化活性较野生型人胃脂肪酶显著降低[9]。

此外，盖子结构域还与脂肪酶的其他酶学性质相关，

如对映体选择性、链长特异性和热稳定性等[10-12]。 

正因为脂肪酶盖子结构域对于维持其正常功能

非常重要，因此利用基因工程手段构建“开盖型”

脂肪酶突变体是十分必要的。Carrièr 等利用人胃脂

肪酶的盖子结构域置换猪胰脂肪酶  (Guinea pig 

pancreatic lipase related protein 2，GPLRP2) 对应结

构域后获得的猪胰脂肪酶突变体，其盖子结构具有

永久开盖型构型，同时该突变体不再依赖油水界面

激活[13]。这一结果表明，脂肪酶具有的界面激活特

性不仅与盖子结构域的存在有关，其他结构因子 

(如：盖子结构两侧铰链区的氨基酸残基等) 对于稳

定盖子构型的开或关有着重要的作用。Brzozowski

等报道疏棉状嗜热丝孢菌 Thermomyces lanuginosa

脂肪酶中位于盖子结构域第一个铰链区的 Arg84

对于触发脂肪酶界面活性具有重要的作用[14]。类似

的实验结果在米黑根毛霉 Rhizomucor miehei 脂肪酶

中也得到了证实：位于该脂肪酶盖子结构域第一个

铰链区的 Ser84对触发该脂肪酶界面活性也具有重要

的作用[15]。 

微生物脂肪酶和酯酶均属于 α/β 水解酶折叠家

族，均能催化酯键的断裂，二者的三级结构具有高

度的相似性，但仅脂肪酶表现出界面激活的催化特

性。在先前的工作中，我们对比了黑曲霉脂肪酶 

(Aspergillus niger lipase，ANL) 和黑曲霉阿魏酸酯

酶一级结构和 3D 结构的异同。在一级结构上，二者

的氨基酸残基序列相似性达 36％；在 3D 结构上，

二者的盖子结构域存在显著差异。在活性中心的上

方，黑曲霉脂肪酶和黑曲霉阿魏酸酯酶均可形成一

段 α-螺旋，但黑曲霉阿魏酸酯酶该 α-螺旋的位置较

黑曲霉脂肪酶对应结构的位置而言，更远离活性中



862    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             June 25, 2011  Vol.27  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

心。我们预测这一结构差异可能与二者的催化特性

差异之间存在一定的关联性。进一步分析该 α-螺旋

两侧铰链区的氨基酸残基序列，我们预测位于 ANL

盖子结构域第一铰链区的 Ser84 和第二铰链区的

Asp99 对于盖子结构域的开或闭构型可能发挥了决

定性的作用[16]。本实验分别用黑曲霉阿魏酸酯酶多

肽链中与黑曲霉脂肪酶的 Ser84 和 Asp99 相对应的氨

基酸残基置换 Ser84 和 Asp99，构建 2 个黑曲霉脂肪

酶突变体：ANL-Ser84Gly 和 ANL-Asp99Pro，并测

定了这 2 个突变体的部分酶学性质。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 
1.1.1  菌株和质粒 

克隆宿主 Escherichia coli DH5α，表达宿主

Pichia pastoris GS115 及质粒 pPIC9K-lipanl 均为本

实验室保存 (lipanl 为黑曲霉脂肪酶成熟肽的编码

基因序列)[16]。 

1.1.2  酶和试剂 

高保真 Pfu DNA 聚合酶购自 Sangon 生工生物

工程  (上海) 有限公司；各种限制性内切酶和 T4 

DNA 连接酶均购自 TaKaRa 宝生物工程 (大连) 有

限公司；系列 4-硝基苯羧酸酯均购自 Sigma 公司；

甲醇和甘油酯为市售分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  黑曲霉脂肪酶基因引入突变位点 

通过重叠延伸聚合酶链式反应对黑曲霉脂肪酶

基因进行定点突变，引入突变位点。基于毕赤酵母

密码子偏爱性设计的用于 DNA 定点突变的引物见

表 1。重叠延伸聚合酶链式反应中使用的 PCR 引物、

模板、PCR 扩增条件及产物大小见表 2。用 EcoRⅠ

和 NotⅠ酶切 PCR 扩增获得的引入突变位点后的

lipanl 全长基因，然后将其连接到经同样酶切后的

pPIC9K 上。重组 pPIC9K-lipanl-S84G 和 pPIC9K- 

lipanl-D99P 转化 E. coli DH5α，DNA 测序检验引入

突变位点的正确性。

 
表 1  本实验中使用的 PCR 系列引物 
Table 1  PCR primers used in this study 

Name of primers Sequence of primers (5′−3′) Tm (°C) 

lipanl-F GCGAATTCCATCACCATCACCATCACAGTGTCTCGACTTCCACGTTGG 73.2 

lipanl-R CGGCGGCCGCTTATAGCAGGCACTCGGAAATC 72.3 

lipanl-S84G-F CGAGGCAGTGGTACCATCAAG3 61.9 

lipanl-S84G-R CTTGATGGTACCACTGCCTCG3 61.9 

lipanl-D99P-F TCCTGCAACCAAACGATGACC 60.0 

lipanl-D99P-R GGTCATCGTTTGGTTGCAGGA 60.0 

Underlined nucleotides: restriction endonuclease site. Italicized nucleotides: His-tag encoding sequence. Bold nucleotides: the mutated sites. 
 
表 2  重叠延伸 PCR 反应中使用的引物、模板、PCR 扩增条件及产物大小 
Table 2  Primer pairs, templates and PCR programs used for lipanl mutagenesis and the resulting PCR products 

Mutation position Primer pairs Templates Annealing 
temperature (°C) 

Name and size (bp)
of PCR product 

lipanl-F/lipanl-S84G-R pPIC9K-lipanl 56.9 lipanl-SGU (287) 

lipanl-S84G-F/lipanl-R pPIC9K-lipanl 56.9 lipanl-SGD (583) lipanl-S84G 

lipanl-F/lipanl-R Mixture of lipanl-SGU and lipanl-SGD 57 lipanl-S84G (849) 

lipanl-F/lipanl-D99P-R pPIC9K-lipanl 55 lipanl-DPU (333) 

lipanl-D99P-F/lipanl-R pPIC9K-lipanl 55 lipanl-DPD (537) lipanl-D99P 

lipanl-F/lipanl-R Mixture of lipanl-DPU and lipanl-DPD 57 lipanl-D99P (849) 
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1.2.2  P. pastoris GS115 的转化、脂肪酶基因的诱导

表达和脂肪酶的纯化 

P. pastoris GS115 的转化、脂肪酶基因的诱导表

达和脂肪酶的纯化均参照文献[16]。重组脂肪酶经

Endoglucosidase H 处理、Sephadex G-75 凝胶柱纯化

及冻干。重组黑曲霉脂肪酶蛋白质浓度的测定参照

Bradford 法[17]。 

1.2.3  脂肪酶活性的测定 

脂肪酶活性的平板定性检测方法参照 Hiol 等的

平板检测方法[18]，本实验以三丁酸甘油酯作为脂肪

酶活性的定性检测底物。 

脂肪酶活性的分光光度计检测法参照 Kordel 等

的检测方法[19]，使用的缓冲液为 0.05 mol/L His-HCl 

(pH 6.5)，45 ℃进行测定。在该反应条件下，每 1 min

从对应 4-硝基苯羧酸酯上释放出 1 μmol 对硝基苯酚

作为 1 个脂肪酶活力单位 (U)。 

为检测黑曲霉脂肪酶及其突变体界面激活效

应，参照 Martinelle 等所报道的方法[20]，测定黑曲

霉脂肪酶及其突变体水解不同浓度的 4-硝基苯丁酸

酯的催化活力曲线。水解温度为 25 ℃，使用的缓冲

液为 0.05 mol/L His-HCl (pH 6.5)。 

1.2.4  温度对黑曲霉脂肪酶及其突变体稳定性的影响 

55 ℃下温育黑曲霉脂肪酶及其突变体，在

0~60 min 的不同时间间隔内，分别检测残余脂肪酶

酶活。将初始脂肪酶酶活定义为 100％。 

2  结果 

2.1  脂肪酶编码基因的定点突变 
微生物脂肪酶和酯酶具有相似的 α/β 水解酶折

叠结构，活性中心的催化位点均由 Ser-His-Asp/Glu

三联体构成[21]。尽管脂肪酶和酯酶均能催化三酰甘

油酯水解为脂肪酸和甘油，或是此反应的逆向合成，

但只有脂肪酶具有独特的界面激活特性，而酯酶不

具有此特性。在先前的研究中，我们对比了黑曲霉

脂肪酶和黑曲霉阿魏酸酯酶的 3D 结构，并且预测黑

曲霉脂肪酶盖子结构域两侧的铰链区影响脂肪酶盖

子的构型。进一步分析黑曲霉脂肪酶盖子结构域两

侧的氨基酸残基序列和黑曲霉阿魏酸酯酶对应的氨

基酸残基序列，筛选出黑曲霉脂肪酶盖子结构域两

侧的 2 个氨基酸残基：Ser84 和 Asp99，对脂肪酶盖子

的构型可能具有决定性的作用[16]。为了验证该预测，

将黑曲霉脂肪酶中的 Ser84 和 Asp99 分别用黑曲霉阿

魏酸酯酶中对应的 Gly 和 Pro 残基置换，构建黑曲

霉脂肪酶突变体 ANL-S84G 和 ANL-D99P。 

利用表 1 中的引物对表 2 中的 PCR 反应体系及

反应条件进行 PCR 扩增。PCR 扩增产物经限制性内

切酶酶切后插入表达质粒 pPIC9K 。重组质粒

pPIC9K-lipanl-S84G 和 pPIC9K-lipanl-D99P 经测序

验证阅读框的正确性及突变位点氨基酸残基的正确

引入。突变氨基酸残基引入位点对应的碱基序列见

图 1，测序结果表明在突变位点已成功引入置换的

氨基酸残基。 

2.2  黑曲霉脂肪酶及其突变体的诱导表达及纯化 
将 pPIC9K-lipanl 、 pPIC9K-lipanl-S84G 和

pPIC9K-lipanl-D99P 三个基因，分别导入到 P. Pastoris 

GS115 表达菌株中进行诱导表达，获得的重组脂肪

酶具有相同的相对分子量，大约为 35 kDa (图 2A)。

将 20 µL 重组脂肪酶用三丁酸甘油酯平板定性检测，

在 ANL、ANL-S84G 和 ANL-D99 点样区周围，形

成了清晰的水解圈 (图 2B)。 

2.3  黑曲霉脂肪酶及其突变体的底物特异性及热

稳定性检测 
ANL-S84G 和 ANL-D99P 表现出了和 ANL 明

显不同的底物特异性和热稳定性。水解系列 4-硝基

苯羧酸酯实验结果表明：较 ANL 而言，ANL-S84G

的比活力显著降低，降低幅度从 29.8％到 76.5％不

等；而 ANL-D99P 水解 4-硝基苯棕榈酸酯的比活力

上升了 2.2 倍 (表 3)。ANL-S84G 的比活力显著降

低可能是由于该突变导致重组脂肪酶 ANL-S84G

形成了相对稳定的闭盖构型。Brzozowski 等认为

T. lanuginosa 脂肪酶在闭盖构型状态下，Arg84 与 



864    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             June 25, 2011  Vol.27  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

 

图 1  lipanl, lipanl-S84G 和 lipanl-D99P 的序列比对 
Fig. 1  Sequence alignment of lipanl, lipanl-S84G and lipanl-D99P. 

     

图 2  黑曲霉脂肪酶及其突变体的纯化和平板定性检测  
Fig. 2  Purification and qualitative activity detection of A. niger lipase and A. niger lipase mutants. (A) SDS-PAGE analysis of the 
purified A. niger lipase and A. niger lipase mutants, M: protein markers. (B) Qualitative activity detection of A. niger lipase and A. 
niger lipase mutants on tributyrin-agar plate. 
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表3  黑曲霉脂肪酶及其突变体对系列4-硝基苯羧酸酯的水解活性  
Table 3  Specific activity of A. niger lipase and A. niger lipase mutants towards series of p-nitrophenyl esters 

 p-nitrophenyl decanoate 
(U/mg) 

p-nitrophenyl laurate 
(U/mg) 

p-nitrophenyl myristate 
(U/mg) 

p-nitrophenyl palmitate 
(U/mg) 

ANL 66.3 67.6 110.0 29.2 

ANL-S84G 15.2 27.0 51.6 20.5 

ANL-D99P 64.6 78.7 129.1 63.0 

 

Asp57 可形成氢键。在油水界面，Arg84 与结构重排

后的 Cys268 之间形成新的氢键，这一变化诱发了脂

肪酶盖子结构的开启，并激活了脂肪酶的活性[14]。

根据该假说可以推测，黑曲霉脂肪酶的 Ser84 与

T. lanuginosa 脂肪酶上的 Arg84 在脂肪酶分子中所处

的位置相同，因此，在诱导脂肪酶构型转变过程中，

发挥了类似的功能。黑曲霉脂肪酶上的 Ser84 被 Gly

置换后，这一过程破坏了氢键的形成并将导致

ANL-S84G 突变体形成相对稳定的闭盖构型，在油

水界面，ANL-S84G 能形成有效激活构型分子的比

率将降低，ANL-S84G 的比活力也因此降低。较 ANL

而言，ANL-D99P 催化 4-硝基苯棕榈酸酯的比活力

提高了 2.2 倍，而对 4-硝基苯月桂酸酯和 4-硝基苯

肉豆蔻酸酯的比活力基本保持不变 (表 3)。黑曲霉

脂肪酶上位于盖子结构域第二铰链区的 Asp99 被 Pro

置换后形成的脂肪酶突变体，扩大了盖子结构的伸

展空间，使其活性中心能容纳更大的底物分子，因

此，对长链脂肪酸酯的比活力有所提高。 

上述分析，理论上解释了 S84G 和 D99P 的突

变，增加了 ANL-S84G 与 ANL-D99P 盖子结构域及

其两侧铰链区的柔韧性，导致其催化活性的降低或

提高。此外，S84G 和 D99P 的突变，可能会破坏突

变体 ANL-S84G 与 ANL-D99P 的二级结构作用力，

使突变体分子的二级结构域更趋不稳定，从而导致了

其热稳定性的显著降低 (图 3)。55 ℃下温育 15 min，

ANL-S84G 和 ANL-D99P 分别失去了 85.1％和

94.0％的初始酶性，而 ANL 在相同情况下仅失去

15.6％的初始酶活。S84G 和 D99P 的突变，对脂肪

酶活性和热稳定性影响的分子机制还有待进一步深

入研究。 

 

图 3  黑曲霉脂肪酶及其突变体的热稳定性检测 
Fig. 3  Effect of temperature on the stability of A. niger lipase 
and A. niger lipase mutants. 
 
2.4  4-苯硝基丁酸酯浓度对于黑曲霉脂肪酶和黑

曲霉脂肪酶突变体的影响  
4-硝基苯丁酸酯 (p-nitrophenyl butyrate，pNPB) 

在水溶液中是部分可溶的，因此常用其作为研究脂

肪酶界面激活的底物。为了将 pNPB 的自身水解控

制在最小程度内，本实验中使用的缓冲溶液为

His-HCl (pH 6.5)。实验结果表明，ANL 和 ANL-S84G

表现出了明显的界面激活效应 (图 4A 和 4B)，而

ANL-D99P 没有表现出界面激活效应 (图 4C)。尽管

ANL-S84G 表现出界面激活效应，但其水解的动力

学曲线和 ANL 相比，存在明显不同。正如上文所提

到的，按照 Brzozowski 假说，ANL-S84G 突变体的

盖子结构应该保持相对稳定的“闭盖”构型，但实

验结果依然具有界面激活特性。因此，除了 Arg84

机制，ANL-S84G 应该还存在其他机制触发盖子结

构的开盖。D99P 位点的突变可能改变了 ANL-D99P

盖子结构域第二铰链区的 β 折叠的相对位置，从而

产生了不依赖于油水界面激活的催化特性。 
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图 4  pNPB 浓度对黑曲霉脂肪酶及其突变体水解活性的影响. (A) ANL. (B) ANL-S84G. (C) ANL-D99P 
Fig. 4  Influence of pNPB concentration on the specific hydrolytic activity of A. niger lipase and A. niger lipase mutants. The arrow 
indicates the solubility limit of pNPB. (A) ANL. (B) ANL-S84G. (C) ANL-D99P. 
 

3  讨论 

为了获得不依赖界面激活的脂肪酶突变体，先

前开展了大量探索性工作，基本都集中在对组成盖

子结构本身的氨基酸残基进行突变。Miled 等通过缺

失盖子结构域的方法获得的人胃脂肪酶突变体，其

催化动力学虽然较天然脂肪酶分子表现出明显的差

异，但并没有获得预期的开盖型突变体分子 [9]。

Carrièr 等则通过脂肪酶分子之间相互置换盖子结构

域，获得永久开盖的猪胰脂肪酶突变体[13]。本实验

则通过蛋白质大分子结构与功能之间的对应关系，

建立起脂肪酶与酯酶催化特性的差异性与对应结构

的差异性之间的联系，结合生物信息学分析结果，

对黑曲霉脂肪酶盖子结构两侧铰链区的氨基酸残基

进行突变，获得了一个不依赖油水界面激活的黑曲

霉脂肪酶突变体 (ANL-D99P)。ANL-S84G 虽然依然

保持界面激活的催化特性，但其催化动力学曲线与

野生型 ANL 已发生显著性改变。本实验结果说明，

脂肪酶的界面激活除了与脂肪酶的盖子结构本身有

关外，盖子结构域之外的其他结构成分 (如盖子结

构两侧铰链区的氨基酸残基) 也参与了油水界面脂

肪酶构型的改变。进一步对脂肪酶盖子结构域更多

的氨基酸残基进行定点突变和叠加突变，筛选更多

的脂肪酶突变体，有可能获得性能更优良的脂肪酶

突变体。同时，不依赖油水界面激活的脂肪酶突变

体的构建，有利于进一步深入阐明脂肪酶界面激活

的分子机制。 
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