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摘  要: 低温脂肪酶在低温条件下仍具有较高活性，在食品添加剂、洗涤添加剂及有机合成等产业具有非常

独特的应用前景。从低温菌株中分离低温脂肪酶基因是开发新的低温脂肪酶的有效手段。首先利用油脂同化平

板与三丁酸甘油酯-维多利亚蓝平板从冰川土样中筛选分离获得一株具有较高脂肪酶活性的真菌，18S rDNA 鉴

定其属于青霉属，命名为 Penicillium sp. XMZ-9。根据真菌脂肪酶多序列比对获得的保守区，设计简并引物，

利用降落 PCR 与染色体步移的方法从 Penicillium sp. XMZ-9 中克隆到 2 个完整的脂肪酶基因，分别记为 LipA

与 LipB。LipA 全长 1 014 bp，无内含子，编码 337 个氨基酸。而 LipB 全长 1 232 bp，cDNA 长 1 122 bp，含

有 2 个内含子，编码 373 个氨基酸。将两基因的 cDNA 序列克隆到 pET30a (+) 载体上，转化大肠杆菌 Escherichia 

coli BL21 (DE3)。经低温诱导表达后，LipA 大部分表达为包涵体，包涵体经复性后具有脂肪酶活性，并表现

出低温适应性；LipB 则大部分表达为可溶性蛋白，Ni-亲和层析柱纯化后，其亦具有低温脂肪酶活性。青霉菌

株 XMZ-9 的获得与低温脂肪酶的克隆表达研究，为研究低温菌株与低温酶的适冷机制提供了宝贵的资源，也

为进一步开发利用低温脂肪酶奠定了基础。 
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Gene cloning, expression and characterization of two  
cold-adapted lipases from Penicillium sp. XMZ-9 

Xiaomei Zheng, Ningfeng Wu, and Yunliu Fan  

Biotechnology Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract:  Cold-adapted lipases are attractive biocatalysts that can be used at low temperatures as additives in food 
products, laundry detergents, and the organic synthesis of chiral intermediates. Cold-adapted lipases are normally found in 
microorganisms that survive at low temperatures. A fungi strain XMZ-9 exhibiting lipolytic activity was isolated from the 
soil of glaciers in Xinjiang by the screening plates using 1% tributyrin as the substrate and Victoria blue as an indicator. 
Based on morphological characteristics and phylogenetic comparisons of its 18S rDNA, the strain was identified as 
Penicillium sp. The partial nucleotide sequences of these two lipase related genes, LipA and LipB, were obtained by 
touchdown PCR using the degenerate primers designed according to the conservative domains of lipase. The full-length 
sequences of two genes were obtained by genome walking. The gene lipA contained 1 014 nucleotides, without any intron, 
comprising one open reading frame encoding a polypeptide of 337 amino acids. The gene lipB comprised two introns (61 
bp and 49 bp) and a coding region sequence of 1 122 bp encoding a polypeptide of 373 amino acids. cDNA sequences of 
both lipA and lipB were cloned and expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). The recombinant LipA was mostly 
expressed as inclusion bodies, and recovered lipase activity at low temperature after in vitro refolded by dilution. 
Differently, the recombinant LipB was expressed in the soluble form and then purified by Ni-NTA affinity chromatography 
Column. It showed high lipase activity at low temperature. These results indicated that they were cold-adapted enzymes. 
This study paves the way for the further research of these cold-adapted lipases for application in the industry. 

Keywords:  Penicillium, lipase, gene cloning, inclusion body, in vitro refolding 

脂肪酶 (EC 3.1.1.3) 是一类重要的工业用

酶，广泛存在于动物、植物和微生物中[1]。与动、

植物脂肪酶相比，微生物脂肪酶具有底物广谱

性，并且具有更广的 pH 与温度作用范围，更适

合于工业化大生产和获得高纯度样品，从而使微

生物脂肪酶成为工业用脂肪酶的重要来源[2]。 

低温脂肪酶在低温下仍具有较高活性，使其

成为近年来研究的热点[3]。这类酶进化出了更高

的结构柔韧性，尤其是在活性位点附近，往往使

其具有较低的活化能，从而酶在低温环境下更容

易发挥催化作用，提高对底物的利用率[4]。此外，

低温脂肪酶的结构柔韧性使其在高温条件下的

热稳定性相对于中温酶要差一些[3]。但正是这些

特点使低温脂肪酶在食品添加剂、洗涤添加剂及

有机合成等产业中具有非常独特的应用前景[5-7]。

在食品行业，可作为低温添加剂改善食品的风

味；在洗涤行业，可在冷水中仍具有较好的去油

污的效果等等[8-10]。低温脂肪酶往往存在于那些

常年生活在如冰川、深海、南极甚至冰箱等低

温环境中的低温微生物中[10-14]。目前，低温脂

肪酶多来源于细菌与酵母，来源于真菌的还非常

少见[3]。 

本研究从冰川土样中分离获得一株具有较

高脂肪酶酶活的青霉菌 Penicillium sp. XMZ-9。

利用 TAIL-PCR 等方法从 Penicillium sp. XMZ-9

基因组中克隆到 2 个完整的脂肪酶相关基因：
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LipA 与 LipB；并将两基因的 cDNA 序列在大肠

杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3) 中得到了高效

表达。经体外复性或亲和纯化等方法纯化后，对

2 个重组酶进行温度适应性测定。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

青霉菌 Penicillium sp. XMZ-9 由本实验室从

冰川土壤中分离并鉴定；E. coli Top10、E. coli 

BL21 (DE3) 与表达质粒 pET30a (+) 均由本实

验室保存；克隆质粒 pEASY-T3 载体购自北京全

式金生物技术有限公司。 

1.1.2  工具酶与试剂 

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA

聚合酶、染色体步移试剂盒均购自 TaKaRa 公司；

DNA 凝胶回收试剂盒与 RNA prep pure 植物 (真

菌) 总 RNA 提取试剂盒购自天根生物技术公司；

蛋白定量试剂盒购自 Bio-Rad 公司；Ni-NTA 树

脂购自 QIAGEN 公司；丙烯酰胺、N, N′-亚甲叉

丙烯酰胺、IPTG 购自 Sigma 公司；酵母提取物、

蛋白胨购自 Oxford 公司；其他化学试剂均为国

产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  产脂肪酶菌株的筛选 

我们从新疆冰川低温土样中进行了低温

微生物的富集培养与分离鉴定。用富集培养基 

(1％ (V/V) 橄榄油，0.5％ (W/V) 蛋白胨与 0.5％ 

(W/V) NaCl) 对土样在 25 ℃下低温富集培养后，

将过夜培养物稀释后涂布于含有 1％ (V/V) 橄

榄油的琼脂平板中。将划线后的单菌落在含有

1％ (V/V) 三丁酸甘油酯与维多利亚蓝的脂肪酶

筛选平板上进行产脂肪酶活性的定性检测。根据

降解透明圈的大小，我们选取了产脂肪酶真菌

XMZ-9进行后续研究。通过菌落形态与18S rDNA

的分子鉴定来鉴定真菌 XMZ-9 的种属分类。 

1.2.2  青霉菌基因组 DNA 与 RNA 的提取 

青霉菌基因组 DNA 的提取按照文献[15]进

行；其总 RNA 的提取则按照 RNA prep pure 植物 

(真菌) 总 RNA 提取试剂盒说明书操作。 

1.2.3  青霉菌脂肪酶基因及 cDNA 序列的克隆 

从 GenBank 数据库中下载不同真菌脂肪酶

的蛋白序列，使用 ClustalW 软件[16]进行多序列

比对分析确定真菌脂肪酶的保守区 (FHGGG 与

GFSAGG)。依据所得的保守区与青霉菌密码子

的偏爱性设计简并引物 lipPF 与 lipPR (表 1)。以

Penicillium sp. XMZ-9 基因组 DNA 为模板，利用

简并引物进行降落 PCR，扩增两保守区之间的基

因序列。降落 PCR 的条件为：首先 94 ℃预变性

5 min；然后 20 个降落循环：94 ℃ 变性 30 s，

退火温度从 65℃开始，此后每个循环降落 0.5 ℃，

至 55℃，72 ℃延伸 30 s；再次 20 个循环：94 ℃

变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s；最后

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物回收后连接到

pEASY-T3 载体进行序列测定与分析。 

为获得完整的基因全长，以已知序列为模

板向上下游方向分别设计 3 个嵌套的特异引物 

(表 1)，然后用染色体步移试剂盒进行染色体步

移。针对 LipA 基因的上游序列克隆所用引物为

lipAFsp1、lipAFsp2、lipAFsp3；针对 LipA 基因的

上游序列克隆所用引物为 lipARsp1、lipARsp2、

lipARsp3；针对 LipB 基因的上游序列克隆所用引

物为 lipBFsp1、lipBFsp2、lipBFsp3；针对 LipB

基因的上游序列克隆所用引物为 lipBRsp1、
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lipBRsp2、lipBRsp3。将所得的各个基因的上下

游片段与已知序列用 Vector NTI Suite 9.0 

(InforMax, Gaithersburg, MD, USA) 软件进行拼

接。全基因序列在 NCBI 网站利用 BLAST X 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 进行相似

性比对研究。用 DS Gene 软件预测完整的开放阅

读框，并利用 Gene Finder 软件  (http://www. 

bioscience.org/urllists/genefind.html) 分析基因中

的外显子与内含子。 

表 1  基因克隆与表达所用引物 
Table 1  Primers used for gene cloning and 
expression in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

lipPF GTGGTGTAYTTYCAYGGBGG 

lipPR CAGGTTGCCRCCSGCRCTRTC 

lipAFsp1 CACACTTGGTGCCGCTAC 

lipAFsp2 AAACCGGTGCTCGACACT 

lipAFsp3 GGCTGTAATGGTGAGCGT 

lipARsp1 ACGCTCACCATTACAGCC 

lipARsp2 GTGTCGAGCACCGGTTTC 

lipARsp3 GTAGCGGCACCAAGTGTG 

lipBFsp1 GGTGGGTGTTTGGTGGACTA 

lipBFsp2 TTTCTGCAAGCGAGTTGTCC 

lipBFsp3 GGACCTTGTCGCATTTGATG 

lipBRsp1 CATCAAATGCGACAAGGTCC    

lipBRsp2 CATGGACAACTCGCTTGCAG 

lipBRsp3 GGCTAGTCCACCAAACACCC 

lipAFm gaattcATGGCCTCGTCTCGTTGG T 

lipARm gcggccgcAATAATACATGGAAAGT

lipBFm gagctcATGGCCTCTCAAACTGTAG

lipBRm ctcgagCTTGAACTTGAACTTATC 

Olig (dT) TTTTTTTTTTTTTTTTTT  
Note: Y represents C or T; B represents C, G or T; R 
represents A or G; S represents C or G. Restriction sites are 
denoted in lowercase. 

以 5 μg 总 RNA 为模板，用反转录酶 Rever 

Tra Ace 和引物 Oligo-dT 进行反转录反应，获得

cDNA的第一链。以 lipAFm (含 EcoRⅠ酶切位点) 

与 lipARm (含 NotⅠ酶切位点) 及 lipBFm (含

SacⅠ酶切位点) 与 lipBRm (含 XhoⅠ酶切位点) 

为引物进行 PCR，扩增两基因带酶切位点修饰的

全长 cDNA。PCR 产物回收后连接到 pEASY-T3

载体进行序列测定与分析。 

1.2.4  重组表达载体的构建与诱导表达 

用相应的限制酶酶切测序正确的 pEASY-T3

重组质粒，将目的基因的酶切片段与同样酶切处

理的表达质粒 pET30a (+) 进行连接。将验证正

确的重组表达质粒 pET-lipA、pET-lipB 及空表达

质粒 pET30a (+) 分别转化 E. coli BL21 (DE3)。

将转化菌株过夜活化后，以 1％的接种量转接至

50 mL 含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基中，

振荡培养约 2 h，当 OD600 达到 0.6 后，加入 20 μL 

l mol/L IPTG 在 16 ℃下进行低温过夜诱导表达。

将 50 mL 菌液高速离心弃上清，菌体用 5 mL 

50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液重悬，加入

PMSF (终浓度为 0.1 mmol/L)，进行超声波破碎

细胞，15 000 r/min 离心 20 min，破碎后的上清

液为破碎上清即可溶性的重组酶液，沉淀为包涵

体的粗提物。分别加入等体积 2×SDS-PAGE 上样

缓冲液，沸水浴 5 min，进行浓度为 12％ 

SDS-PAGE 电泳检测。 

1.2.5  重组蛋白的亲和纯化 

首先用 10 mL 平衡缓冲液  (50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)，10 ％甘油与 0.5 mol/L NaCl) 

平衡亲和层析树脂 Ni-NTA 柱，然后加入破碎上

清的样品，再分别加入 10 mL 含有 0、20、100、

200 mmol/L 咪唑的洗脱缓冲液进行洗脱并收集
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相应洗脱液。取 50 μL 穿透峰及各洗脱液进行

SDS-PAGE 电泳检测。收集纯度较好的洗脱液在

50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) 中进行过夜透析，

除去洗脱液中的咪唑。 

1.2.6  包涵体蛋白的变性与复性 

用 1 mL 50 mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 缓冲

液洗涤包涵体的粗提物 2 次，然后分别用 1 mL 

2 mol/L 与 4 mol/L 尿素洗涤沉淀，除掉可能的杂

蛋白，最后将沉淀重溶于 500 μL 8 mol/L 尿素

变性液，37 ℃过夜孵育使沉淀充分溶解。变性

后的蛋白用复性缓冲液  (50 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)，10％甘油与 1％甘氨酸) 进行不同倍数

稀释，4 ℃孵育 12 h，进行稀释复性并摸索合适

的稀释倍数。 

1.2.7  重组脂肪酶的活性测定 

脂肪酶活性检测采用分光光度计比色法检

测对硝基酚的生成量[17]。底物母液为 500 μmol/L

对硝基辛酸酯的乙醇溶液。标准的反应条件为

100 μL 的底物母液溶于 1.8 mL 50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0) 中，35 ℃预热 5 min 后再加入

100 μL 检测酶液，准确反应 10 min，然后加入

0.5 mL 10％三氯乙酸溶液终止反应，再加入

0.5 mL 10％碳酸钠溶液显色。高速离心去除沉淀

后，410 nm 下测定脂肪酶酶催化产生的对硝基

酚的光吸收值。一个脂肪酶酶活单位 (1 U) 定义

为在 pH 8.0，35 ℃条件下，每分钟释放 1 μmol/L

对硝基酚所需的酶量。对照反应为在相同条件下

加入等量已灭活的酶液。每个反应均做 3 个平行

样，取平均值作为最终酶活值。 

1.2.8  脂肪酶温度适应性的测定 

在 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) 缓冲液和不

同温度 (0~60 ℃) 下测定脂肪酶活性，根据相对

酶活值来确定最适温度。将酶液先在 40 ℃、50 ℃

与 60 ℃下处理不同的时间梯度 2、5、10、20、

40、60、80、100 min，再测定残留酶活值以检

测酶蛋白的温度稳定性。 

2  结果 

2.1  产脂肪酶菌株的筛选 
通过富集培养从新疆冰川低温土样中分离

到 5 株低温真菌。根据降解透明圈的大小，选取

了产脂肪酶活性最高的真菌 XMZ-9 进行后续研

究。菌落形态与 18S rDNA 的分子鉴定表明

XMZ-9 为青霉属 Penicillium。其 18S rDNA 在

GenBank 数据库的登录号为 FJ973461。 

2.2  青霉菌脂肪酶基因及 cDNA 序列的克隆

与分析 
以 Penicillium sp. XMZ-9 基因组 DNA 为模

板，利用简并引物 (lipPF 与 lipPR) 降落 PCR，

扩增到一个大小约为 220 bp 的片段。PCR 产物

经序列测定与比对分析发现其包括 2段相似性为

60％且大小相差 6 bp 的基因片段。用 BLAST X

进行序列比对表明其中一个基因片段与来源于

棒曲霉 Aspergillus clavatus NRRL 1 的脂肪酶相

似性为 79％；另一基因片段与来源于费氏新萨托

Neosartorya fischeri NRRL 181 的酯酶相似性为

86％。 

根据已获得的两段基因片段设计了向上、下

游方向的特异引物 (表 1)，利用染色体步移试剂

盒扩增获得了两基因片段的侧翼序列 (图 1)。经

基因拼接与序列分析表明已获得 2个编码脂肪酶

的完整基因，分别记为 LipA 与 LipB (GenBank

数据库的登录号分别为 FJ973462 与 FJ973463)。

随后，利用 RT-PCR 从 Penicillium sp. XMZ-9 总
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RNA 中扩增到 2 个基因的全长 cDNA 序列。 

脂肪酶结构基因 LipA 全长 1 014 bp，无内含

子，编码 337 个氨基酸和 1 个终止密码子，成熟

蛋白理论分子量 38.39 kDa。蛋白序列比对结果

表明与黑曲霉 Aspergillus niger strain CBS 513.8

脂肪酶 LipP (GenBank Accession No. A2Q8U6) 

的一致性最高为 68％。用 SignalP 3.0 Server 信号

肽预测表明其 1~22 aa 为信号肽。而脂肪酶结构

基因 LipB 全长 1 232 bp，cDNA 长 1 122 bp，含

有 2 个内含子，分别为位于+538~+598 (61 bp) 的

内含子序列与位于+917~+966 (49 bp) 的内含子

序列。该基因编码 373 个氨基酸和 1 个终止密码

子，成熟蛋白理论分子量 41.63 kDa。蛋白序列

比对结果表明与 N. fischeri NRRL 181 的酯酶 

(GenBank Accession No. A1DL68) 的一致性最高

为 75％。用 SignalP 3.0 Server 信号肽预测表明其

无信号肽。 

2.3  青霉菌脂肪酶的诱导表达 
以 cDNA 为模板，以 lipAFm 与 lipARm 为

引物进行 PCR 扩增到目的基因 LipA；以 lipBFm

与 lipBRm 为引物进行 PCR 扩增到目的基因

LipB。测序无误后，分别克隆至表达载体

pET30a (+)，构建表达重组质粒 pET-lipA 与

pET-lipB。在 E. coli BL21 (DE3) 中的诱导表达

发现，经 IPTG 诱导后，基因 lipA 基本表达为不

可溶的包涵体 (40 kDa，图 2，Lane 2)；而基因

lipB 则大部分表达为可溶的蛋白形式 (43 kDa，

图 2，Lane 5)。 

2.4  活性重组酶 LipA 与 LipB 的获得 
由于重组酶 LipA 大部分表达为不可溶的包

涵体，因此采用了尿素变性与稀释复性的方法

来获得其活性脂肪酶。经 50 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)、2 mol/L 与 4 mol/L 尿素洗涤沉淀去除

杂蛋白后，用8 mol/L 尿素可将包涵体完全变性。 

 

 

图 1  青霉菌脂肪酶染色体步移电泳图 
Fig. 1  Genome walking results of Penicillium lipases. (A) genome walking results of LipA. (B) genome walking 
results of LipB. M: 1 kb standard protein molecular weight markers; 1,3,5,7: the 2nd PCR results in genome walking 
processes; 2,4,6,8: the 3rd PCR results in genome walking processes; 1,2,5,6: the PCR results using No.2 AD primer; 
3,4,7,8: the PCR results using No.4 AD primer. 
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图 2  SDS-PAGE 电泳检测重组青霉菌脂肪酶 LipA
与 LipB 在大肠杆菌中的表达 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of recombinant LipA and 
LipB expressed in E. coli. M: standard protein molecular 
weight markers; 1,2: lysate supernatant (1) and cell 
pellet (2) of transformed bacteria harboring pET-lipA; 
3,4: lysate supernatant (3) and cell pellet (4) of 
transformed bacteria harbouring empty vector 
pET30a(+); 5,6: lysate supernatant (5) and cell pellet (6) 
of transformed bacteria harboring pET-lipB. 

变性后的样品可达到电泳纯的纯度，如图 3A 所

示。通过不同的稀释倍数进行稀释复性发现稀释

50 倍时，其酶活可达到 15.72 U/mL。 

相对而言，重组酶 LipB 大部分表达为可溶

的形式，利用 Qiagen 的 His-标签蛋白亲合层析

柱进行了纯化，含有 100 mmol/L 与 200 mmol/L

咪唑的洗脱液洗脱效果较好，透析浓缩后，可达

到电泳纯，如图 3B 所示；纯化的 LipB 酶活可达

到 7.34 U/mL。 

2.5  重组脂肪酶酶LipA与LipB的温度适应性 
重组酶 LipA与 LipB最适温度的酶活性测定

结果表明，两者水解对硝基辛酸酯的最适反应温

度分别为 30 ℃与 40  (℃ 图 4)。LipA 在温度低于

30 ℃时，随着温度升高酶的活性逐步上升，在

10 ℃与 20 ℃时相对酶活性达到 28.18％与

60.11％；高于 30 ℃酶活力下降，到 60 ℃只有 

 

 

图 3  纯化的重组青霉菌脂肪酶 LipA 与 LipB SDS- PAGE 电泳图 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified recombinant LipA and LipB. (A) the recombinant LipA protein, expressed 
in E. coli and dissolved in 8 mol/L urea, was analyzed by SDS-PAGE. M: standard protein molecular-weight markers; 
1: purified inclusion body containing LipA; 2: cell pellet of transformed bacteria harboring pET-lipA. (B) the 
recombinant LipB protein, recovered at various points in the purification process, was analyzed by SDS-PAGE. 
M: standard protein molecular weight markers; 1: lysate supernatant of transformed bacteria harboring pET-lipB; 
2: purified LipB after dialysis and concentration.  
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最大活力的 37.23％；在 20 ℃到 50 ℃的条件下

仍具有 50％以上的酶活。LipB 在温度低于 40 ℃

时，随着温度升高酶的活性逐步上升，在 10 ℃

与 20 ℃时相对酶活性可分别达到 31.27％与

56.99％；高于 40 ℃酶活力迅速下降，到 60 ℃时

只有最大活力的 18.91％；在 20 ℃到 50 ℃的条

件也保持有 50％以上的酶活。 

热稳定性实验中，酶活性测定结果表明，重

组酶 LipA 与 LipB 的热稳定性都不是很好，但相

对而言，LipA 的热稳定性略好于 LipB (图 5)。

在低温条件 40 ℃下，LipA 与 LipB 保温 100 min

后相对酶活仍具有 85.26％与 79.03％。但随温度

的提高，脂肪酶的活性下降较为明显。在 50 ℃

下，LipA 与 LipB 保温 100 min 后相对酶活分

别只具有 30.85％与 23.57％。在 60 ℃下，LipA

与 LipB 保温 10 min 后相对酶活明显下降至

23.32％与 31.55％。保温 100 min 后相对酶活分

别只具有 11.66％与 6.09％。 

 

图 4  重组脂肪酶 LipA 与 LipB 酶反应最适温度 
Fig. 4  Influence of temperature on lipase activity. 
Activity of LipA (filled square) and LipB (filled 
triangle) was assayed at pH 8.0 and a range of different 
temperatures using p-NP decanoate as substrate.  

 

图 5  重组脂肪酶 LipA 与 LipB 酶反应热稳定性 
Fig. 5  Thermostability of purified LipA (filled) and 
LipB (empty). The recombinant LipA and LipB were 
incubated in 50 mmol/L Tris-HCl buffer (pH 8.0) at 
40 °C (square), 50 °C (triangle), and 60 °C (downward- 
pointing triangle) for the indicated periods of time, and 
enzymatic activity was measured using p-NP decanoate 
as substrate. 

3  讨论 

低温微生物主要分布于冰川、高山及南极等

终年保持低温的环境中。产脂肪酶低温微生物

多为细菌与酵母，产脂肪酶低温真菌中还非常少

见[2]。早在 1961 年，Alford 与 Pierce[18]就从冷冻

的食物样品中分离到一些嗜冷真菌如解脂假丝

酵母 Candida lipolytica、白地霉 Geotrichum 

candidum 与娄地青霉 Pencillium roqueforti 能产生

低温脂肪酶，但未进行深入的研究。Mayordomo

等[19]从构巢曲霉 Aspergillus nidulans WG312 中

纯化了一低温脂肪酶，其最适温度为 40 ℃，但

其产量有限，限制了其应用，此外并未进行基因

克隆与表达研究。本文从冰川土样中分离得到菌

株 Penicillium sp. XMZ-9。利用低温微生物可特

异性地表达分泌低温酶的特性[20]，在 25 ℃下富

集培养，并通过三丁酸甘油酯与维多利亚蓝的筛
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选平板上的降解圈筛选出了具有较高脂肪水解

活性的 Penicillium sp. XMZ-9。 

从自然界中筛选得到的脂肪酶产生菌中，脂

肪酶基因受到较为严谨的调控，因此脂肪酶的生

产量较少，即使通过诱变发酵后也难以满足市场

的需求[21]。利用基因工程技术，从脂肪酶产生菌

中克隆脂肪酶基因并进行异源或同源重组表达

是有效的解决办法[21]。本文中通过对已有真菌脂

肪酶的多序列比对，发现了 2 个真菌源脂肪酶的

保守区：氧阴离子洞 FHGGG 与催化活性位点

G(F/S)S(A/V)GG。设计简并引物，利用降落 PCR，

直接从基因组中克隆到了 2个相似性较低的脂肪

酶基因片段。随后通过染色体步移的方法成功克

隆了 2 个脂肪酶基因。由此可见，采用这一策略

是行之有效的获得完整未知基因方法[22]。 

真菌脂肪酶基因中内含子的数目各不相同，

对于有内含子的脂肪酶基因的内含子的结构和

剪接位置与已确定的丝状真菌都非常类似[15]，

例如长度一般小于 100 bp， 5′-剪接位点为

GTRNGT，3′-剪接位点为 YAG (R：嘌呤碱核苷

酸，Y：嘧啶碱核苷酸，N：任意核苷酸 )。

Penicillium sp. XMZ-9 的基因 lipA 没有内含子，

但 lipB 中存在 2 个内含子，分别为 61 bp 与 49 bp

的内含子序列，在其末端都具有内含子典型的剪

接位点序列 5′-GTGAGT-3′与 5′-TAG-3′。 

pET 表达系统是应用最为广泛的大肠杆菌

表达系统，但其表达产物往往形成无活性的包涵

体，如来源于黑曲霉 A. niger F044 的脂肪酶

Anl[23]。本文中来源于 Penicillium sp. XMZ-9 的 2

个脂肪酶在 pET 表达系统中，一个表达为包涵

体，一个则正常表达为可溶的蛋白，可推断是否

表达为包涵体可能更取决于目的基因的本身。 

低温脂肪酶是指最适催化反应温度在 30 ℃

左右，在低温下仍具有一定活性的脂肪酶 [20]。

经最适温度与温度稳定性测定，发现重组脂肪酶

LipA 与 LipB 的反应最适温度在 30℃~40 ℃之

间，在 20 ℃时相对酶活均超过 50％，并且在

高温下温度稳定性不好，这都与低温脂肪酶的基

本特征相一致。可初步判定得到的 2 个基因为低

温脂肪酶基因，这也是与菌株的原始生长环境相

一致。 

低温脂肪酶以其独特性质具有广阔的应用

前景。本文从同一青霉菌中克隆获得 2 个相似性

较低的脂肪酶基因，并在大肠杆菌中进行了异源

表达与纯化。温度适应性测定表明 2 个重组酶为

低温脂肪酶。本实验室也继续探索采用酵母或黑

曲霉表达系统来进行分泌表达，期望获得更好的

低温脂肪酶表达工程菌，为下一步的开发应用奠

定基础。 
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