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摘要：根据黑曲霉 %#!!脂肪酶 &’端氨基酸序列，运用生物信息学方法，找到与黑曲霉脂肪酶基因同源的候选基因

()!*)+。根据该基因序列，设计引物直接 ,-.扩增得到黑曲霉脂肪酶全长基因 !"#。 !"# 全长 / #!!01，含 "个内含
子，编码 2+$个氨基酸（含信号肽 2$个氨基酸），与其它脂肪酶基因没有明显同源性。将编码成熟脂肪酶的 !"# 连
接到 1342)5载体上得到重组表达质粒，转化大肠杆菌 672/（89"），诱导表达并纯化出目的蛋白。通过大量稀释和

83(3 :91;5<=>9 %5>? %@=A层析相结合的方法，变性后的纯化蛋白在体外实现再折叠复性。
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微生物脂肪酶作为一种重要的生物催化剂，广

泛应用于食品加工、精细化工、生物柴油、杀虫剂、

去污剂、以及生物修复等诸多领域［/］。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 -* ^ -/2等特点，一直是传统食品加工中的

重要食品添加剂［2］。本文以脂肪酶高产菌株黑曲

霉 %#!!（ :7;&6’*##27 "*’&6 %#!!）为出发菌株，直接
,-.扩增出编码脂肪酶蛋白（(G@）的基因 !"#，利用
大肠杆菌表达系统实现高效表达，并在体外实现包

含体蛋白的再折叠复活。结果报道如下：

> 材料与方法

> ?> 材料
黑曲霉 %#!! 由本实验室从土壤中分离并鉴

定［"］；< V ,%#* 8DC!、672/（89"）和 1342)5 质粒由本
实验室保存；限制性内切酶、.!= 酶、4! 8&( 连接
酶、1_8/)’4和 "’’%J@@ .(-3 -=<9 :9?试剂盒均购自
宝生物；4.[‘=@购自 [GWM?<=H9G公司；引物由上海生工
合成；&M’&4( 5H5<=>9 购自 B[(K3& 公司；83(3’
:91;5<=>9 %5>? %@=A购自北京鼎国。
>@A 基因组 BC7抽提和 :BC7合成
黑曲霉 %#!! 基因组 8&(的提取按照文献［!］
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进行；!"# 的提取按照 $!%&’( 试剂说明书操作；
)*"#的合成按照 +,-./(( !#01 0’23 435试剂盒说明
书进行。

!"# 脂肪酶全长 !"# 的克隆
根据 #67869 的核苷酸序列设计引物 .: ;,

#$<$$0$0$<<#0<<$$$<<#<$<+, 和 !: ;,
$$#$#<0#<<0#0$0<<###$0 +,，分别以黑曲霉
.=77基因组 *"#和 )*"#为模板，97> ;?@A；97>
:?@A；;8> :?@A；BC> :?@A；+= )@2)(3D；BC> ;?@A E0!
扩增全长 !"#。E0! 扩增产物与 FG*:6-$ 载体连
接，转化大肠杆菌 *H;!。阳性转化子验证后交北京
华大测序。

!"$ %&’()*+!"# 表达载体的构建和诱导表达
根据 #67869 核苷酸序列设计引物 .C ;, 0#

<0$#<0#<$<$0$0<#0$$00#0<$$<<#$+, 和 !C ;,
0# <##$$0 $$#$#<0#<<0#0$0<<###$0 +,，以
)*"#为模板，E0! 扩增不含信号肽编码序列的
!"#。用 $%& %和 ’()! %酶切 E0!产物和 F1$C6I载
体，纯化后用 $7*"#连接酶连接。将测序验证酶连
正确的重组质粒和 F1$C6I分别转化大肠杆菌 JKC:
（*3+）。重组大肠杆菌的诱导表达参照 "’LIM3A 公
司的 F1$表达系统操作手册进行。
!", 表达产物的分离纯化
参照 N%#3OF23DD@’A@D5$G操作手册。

!"- 包含体蛋白的复活
向纯化蛋白质溶液中加入适量 **$溶液至终

浓度为 :=??’(PK，室温过夜处理。将上述变性蛋白
质溶液用复性缓冲溶液（FHBQ; ;= ??’(PK $2@D-H0(，
:=R甘油，:R甘氨酸，C??’(PK 还原型谷胱甘肽P
:??’(PK氧化型谷胱甘肽）稀释 :==倍，蛋白质终浓
度小于 ;="M P?K。7>封口复性 :CS，然后开口复性
:CS。上述蛋白质复性溶液再用 *1#1 43FSI2’D3 .ID5
.(’T柱层析洗脱，收集含蛋白质的洗脱液。取部分
洗脱液用 ;=??’(PK FHBQ; $2@D-H0(，:=??’(PK 0I0(C
溶液透析过夜。

!". 脂肪酶活性的定性检测
脂肪酶活性定性检测方法参照文献［;］。

( 结果与分析

("! 引物设计的依据
分离纯化后的黑曲霉 .=77脂肪酶 "-端氨基酸

序列为 4（1，H）-U-4-$-4-$-K-*-1-K-N-K［+］，与 "0J%
蛋白质数据库 0#J89+7:（一未命名蛋白）"-端氨基
酸序列相同。该序列同时还具有丝状真菌脂肪酶

氧阴离子洞（’OVIA@’A S’(3）区和活性中心-<-W-4-W-
<-区的保守序列［8］（表 :），初步确定 0#J89+7:即为
脂肪酶。而产生该蛋白质的出发菌株 *+,&-./##0+
102/".&"+/+与 *+,&-./##0+ "/.&- 在分类学上高度同源。
基于上述特点，利用编码 0#J89+7: 蛋白质的基因
序列（#67869）设计引物 .:P!:和 .CP!C直接 E0!扩
增编码黑曲霉 .=77脂肪酶的全长 !"# 和成熟 !"#，
理论上应该可行。

表 ! 部分丝状真菌氧阴离子洞区和活性
中心区的保守序列

真菌名称 登录号
阴离子

氧区域

活性位

点区域

*+,&-./##0+ 102/".&"+/+ X"E 0#J89+7: UU#.!< <H4K<<

3&"/(/##/04 (5(#),/04 G*<K ##.99B:= UK#.!< <H4K<#

*+,&-./##0+ 6#!70+ ##Y:B9C: UU#.!< <H4K<#

*+,&-./##0+ )-58!& G*<K J##:C9:C UU#.!< <H4K<#

*+,&-./##0+ ,!-!+/1/(0+ ##Y:B9C= UU#.!< <H4K<#

9%/8)40()- 4/&%&/ E:9;:; Z%U.!< <H4K<<

9%/8),0+ :&#&4!- ##NB=:97 ZKU.!< <H4K<<

9%/8),0+ "/7&0+ J##+:;76 ZKU.!< <H4K<<

9%/8),0+ )-58!& ##.+C7=6 ZKU.!< <H4K<<

3&"/(/##/04 !##// ##E;9677 UK$.!< ;<=>;;

?%&-4)45(&+ #!"0./")+0+ Y;99;C UK4.!< <H4K<<

("( 脂肪酶全长基因 !"# 的克隆
以基因组 *"# 和 )*"# 为模板，.:P!: 为引

物，E0!扩增结果见图 :。扩增产物测序结果表明：
!"# 基因全长 :=77[F，含三个内含子（;7，7; 和
;:[F），)*"#全长 697[F，编码 C9B个氨基酸。该基
因序列已提交 "0J% 数据库 <3AJIA\，登录号为
*N87BB==。"0J%核酸数据库 J(ID5 检索，未找到与
!"# 基因有明显同源的其他脂肪酶基因序列，因此
!"# 基因是一个全新的基因。根据 !"# 基因序列概
念性翻译出的氨基酸序列分别与 *+,&-./##0+ 6#!70+，
?%&-4)45(&+ #!"0./")+0+，3&"/(/##/04 !##// 的脂肪酶氨
基酸序列有 7=R、;=R和 7=R的同源性。
("# 重组 %&’()*+!"# 表达载体的构建
以 )*"# 为模板，.CP!C 为引物 E0! 扩增的成

熟脂肪酶基因应为 6:+[F。酶切鉴定表明目的基因
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已经克隆到 !"#$%&载体中（图 $）。

图 ’ 基因组 ()*和 +()* ,-.扩增产物
’ ,-. !/012+3 4536 367 378!9&37 0: +()*，$ ,-. !/012+3 4536 367

378!9&37 0: 367 ;7<085+ ()*

图 $ !"#$%&及 !"#$%&=&<9双酶切电泳图
’ >&/?7/，$ !"#$%& 15;7@371 4536 !"#!和 $%&.!，A !"#$%&=&<9

15;7@371 4536 !"#!和 $%&.!

!"# 脂肪酶基因 !"# 在 $ $ %&#’ %&!’（()*）体内的
大量表达及表达产物的纯化

携带有 !"#$%& 载体和携带有重组 !"#$%&=’()
载体的 $ B %&)* CD$’（(7A）经 E,#F诱导表达后，细胞
裂解上清液、沉淀物（溶于 %809GD尿素中）H(H=,*F"
电泳结果如图 A。在 AI?(附近有一明显增强的蛋
白质条带（9&<7J），表明 ’() 基因在大肠杆菌中得到
了大量表达。纯化后的重组 *<9（9&<7K）略小于原始
菌株产生的脂肪酶蛋白质［A］，可能是原始菌株对其

产生的脂肪酶有一定的糖基化等侧链修饰作用［L］。

!"+ 重组脂肪酶包含体的复活
橄榄油=罗丹明 C脂肪酶定性检测结果表明：复

性后的 *<9 蛋白质不论是否用 -&-9$ 溶液透析，与
橄榄油、罗丹明 C作用后，在紫外线下均能呈现桔
红色荧光（图 J）。说明表达的 *<9 蛋白即是脂肪
酶，且脂肪酶复性过程中无需 -&$ M的参与。

* 讨论

在 )=氨基酸序列已知的情况下，常规的克隆基

图 A H(H=,*F"鉴定 &<9在大肠杆菌中的表达
> !/0375< 8&/?7/，’ 367 @2!7/<&3&<3 0: 367 +0<3/09 +799 9N@&37，$ 367

@2!7/<&3&<3 0: 367 /7+08O5<&<3 +799 9N@&37，A 367 !79973 :/&+350< 0: 367

+0<3/09 +799，J 367 !79973 :/&+350< 0: 367 /7+08O5<&<3 +799，K !2/5:571 *<9

图 J 罗丹明 C琼脂平板检测脂肪酶活性
-P 5<+92@50< O01N !/0375<@ 15@@09Q71 5< %809GD 2/7&，’ 367 792&37 :/08

&<50< +6/08&30;/&!6N，A 367 792&37 15&9NR71 &;&5<@3 ’I8809GD -&-9$

因方法是利用杂交探针，从 +()*文库中筛选克隆
脂肪酶基因，或用 .*-"的方法克隆脂肪酶基因，但
这两种方法均复杂繁琐。利用脂肪酶氧阴离子洞

和=F=S=H=S=F=区域的保守氨基酸残基设计引物，直
接 ,-.扩增获得目的基因片段，继而获得全长脂肪
酶基因，已有成功的先例［T，%］。本文正是基于脂肪

酶的上述特点，运用生物信息学方法，分析现有的

核酸数据库，找到与黑曲霉脂肪酶同源的候选基

因，设计引物直接 ,-.扩增得到目的基因。
!"#表达系统是最有潜力的大肠杆菌表达系

统，但其表达产物常常以无活性的包涵体形式存

在。本文利用大量稀释法结合 ("*" H7!6&/0@7 U&@3
U904层析法高效率地使大量表达的重组 *<9再折叠
复活。实验发现尽管黑曲霉 UIJJ脂肪酶的水解活
力高度依赖 -&$ M［A］，但没有 -&$ M 参与的情况下，变
性的重组 *<9依然可以再折叠复性。分析 ’() 核苷
酸序列也没有发现某些依赖 -&$ M 复活的脂肪酶基
因所具有的独特的重复序列［V，’I］。

黑曲霉脂肪酶基因的克隆和包涵体的复活为
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国内首次报道。本实验为进一步对黑曲霉脂肪酶

结构与功能研究及大规模生产奠定了基础。
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