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摘要：实验室筛选到的一株丝孢酵母 !"#$%&’(&"&) %&’ 脂肪酶经过硫酸铵沉淀和一系列的层析步骤分离纯化到电泳
纯。对纯酶的酶学性质研究表明，此酶的分子量为 "( )*，&+为 &, (-.，最适作用温度 /$0，最适作用 &,为 (-$。随
后利用不同的化学修饰剂对酶蛋白进行修饰，通过酶催化活力的改变对位于酶活性位的氨基酸残基进行分析，结

果表明酶活性位可能含有组氨酸、丝氨酸和谷氨酸（或天冬氨酸）。最后，对此酶的氨基酸成分进行了分析，结果表

明，此酶分子中天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸含量高，两种碱性氨基酸精氨酸、赖氨酸及组氨酸的含量

也比较高，而脯氨酸、色氨酸的含量相对较低。
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近年来，有关脂肪酶分子水平上的研究有了很

大进展。迄今为止，已克隆了包括微生物和动植物

脂肪酶在内的许多脂肪酶基因，测定了它们的核苷

酸序列，确定了它们的氨基酸一级结构［! ] 3］。不同

微生物脂肪酶的分子量差别极大，从 !# )* ] 35$ )*
不等，等电点大多在 &, 3-. ] X-.之间［/ ] 5］。另外，
即使同一菌株也会产生多种脂肪酶（即同工酶），它

们的分子量差别可能很大，且等电点也会出现较大

差别［. ] (］。2<M><;=<［X］采用高压液相层析（凝胶色
谱）分离德氏根霉脂肪酶，发现在 6*64聚丙烯酰胺
双向凝胶电泳上存在 !$种酶蛋白，它们的分子量均
为 3(X$$*，等电点范围在 &, /-5 ] .-$。,>EDCG=4
<<［!$］等从黑曲霉 A’(-"5#44;’ )#5-" 发酵液中分离和纯

化到了两个脂肪酶同工酶（!和"），它们的相对分
子质量分别为 3! )*和 !X )*，等电点分别为 &, /-$
和 &, 3-#，酶学性质也各不相同。,@OD4^D<%D<［!!］等
从米赫根毛霉 B%#@&?;$&" ?#-%-# 中分离出两种具有
脂肪酶活性的糖蛋白，它们的糖基化程度不相同。

两种形式的酶具有类似的氨基酸组成，并具有相同

的一级结构，是来源于根毛霉的同一脂肪酶基因，

只是以后的蛋白质加工或糖基化作用有所不同，导

致了某些性质的改变。由此看来脂肪酶分子的分

子量、等电点以及各种酶组分之间都存在着一定的

联系，要探讨这种联系就需要将酶分离纯化，并对

其酶学性质和酶分子的氨基酸组成等进行研究，以

便更好地了解脂肪酶的一级序列和三维结构，从而
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搞清楚脂肪酶在水解和合成反应过程中的催化作

用机制及特殊结构和功能间的关系。

对脂肪酶活性中心的研究发现，!"#$%&’$()& 组
成了有催化作用的三联体，人胰脂肪酶（(*+）、米赫
根毛霉 !"#$%&’(%) &#*"*# 脂肪酶（,-+）的立体结构
也证明了这种三联体的存在［./］。地霉 +*%,)#("’&
&’0 脂肪酶的三联体稍有不同，是 !"#$123$()&，即 123
取代了 %&’。上述 4 种脂肪酶中，活性中心丝氨酸
残基的侧链构象在空间结构方面与丝氨酸蛋白酶

的非常相似，所不同的是脂肪酶的活性中心隐藏在

酶蛋白分子内部。脂肪酶的活性中心是丝氨酸残

基，在正常情况下 (*+、,-+ 的活性中心被亲水性
的短!$螺旋覆盖，而 +*%,)#("’& &’0 脂肪酶的活性中
心被两个平行的!$螺旋覆盖［.4 5 .6］。关于丝孢酵母
脂肪酶活性中心的结构，未见文献报导，本论文主

要对丝孢酵母 -)#("%.%/%)0 &’0 7$.. 碱性脂肪酶经
纯化后的酶学性质及活性位点的化学修饰进行了

研究。

! 材料与试剂

!"! 仪器
()89:;) <<*$=/高速冷冻离心机，>"2?)@98A#冷藏

层析柜，*;9#B9:)9 多功能电泳仪，上海瑞丽分离仪
器厂的超滤器，*;9#B9:)9 层析系统，美国 CD! 冷冻
干燥仪，德国 EF*% 高速匀浆器，德国 GE,DH-%D
水浴振荡器。

!"# 试剂
I)AJ"2 *$4，I)AJ"2 *$.K，LE%E$!"’;9M"N %$<K，

G-$!"’;9M"N G$<K，!9’;9M"N 1$/<，牛血清白蛋白，
!L!，低分子量标准蛋白（分子量范围 .66KK$O6=KK），
两性电解质载体（’( 4P<$.K）均为 !)JB9产品，橄榄
油为西班牙进口分装。

!"$ 培养基
菌种为实验室筛选到的丝孢酵母 -)#("%./%)%1

&’0 7$..。
!"$"! 富集培养基（JQ+）：酵母膏 /PK，橄榄油 <PK，
>/(*H6 .PK，-J!H6（=(/H KP.，（R(6）/ !H6 .PK，R9G2

KP<，’( SPK、’( =P<和 ’(OP<
!"$"# 平板初筛培养基（ JQ+）：（R(6）/ !H6 .PK，

>/(*H6 .PK，>G2 KP<，-J!H6·=(/H KP.，琼脂 .< 5 /K，

’( OP<，中性红（指示剂）< 滴，TK U*9 灭菌 4KB)@。

取橄榄油与 /KJQ+聚乙烯醇以 . V 4的比例混合，用
高速搅拌机搅拌乳化 SB)@，灭菌后取 ./B+加入到
.KKB+上述培养基中，即为初筛培养基。
附中性红变色范围：OPS!TPK，黄色!红色

!"$"$ 复筛培养基（JQ+）：黄豆粉 /K，玉米浆 /K，蔗
糖 .K，橄榄油 .K，（R(6）/ !H6 .PK，>/(*H6 /PK，

-J!H6·=(/H KP.，’( SPK，TK U*9灭菌 4KB)@。

# 方法

#"! 脂肪酶活力测定
按照 79B9M9 等人［.<］的橄榄油底物乳化法进行

测定。在 6KW，’( TPK 对橄榄油底物水解反应
.KB)@，每分钟产生 ."BA2脂肪酸所需的酶量定义为
一个单位（F）。
#"# 蛋白质含量测定
参照 +AX#Y等人［.S］的 CA2)@$酚法测定，以牛血清

蛋白为标准蛋白。

#"$ %&%聚丙烯酰胺凝胶电泳（%&%’()*+）
按 Z"["# 等人［.=］的方法进行。分离胶浓度

=P<\，浓缩胶浓度 4\。
#", 酶的分离提纯
#","! 蛋白质溶液的浓缩、除盐：稀溶液的浓缩采
用截留分子量 <KKK的超滤膜进行超滤或进行冷冻
干燥。除盐采用 !"’;9M"N 1$/< 层析法或利用截留
分子量为 .KKKK L的透析袋透析除盐。
#","# 硫酸铵沉淀：在丝孢酵母 7$..经离心除去
菌体的粗酶液中加入硫酸铵至 .K\饱和度，静置至
出现沉淀，<KKK#QB)@ 离心 /KB)@ 弃沉淀，向上清液
里继续加入硫酸铵至 6<\饱和度，静置过夜，TKKK
#QB)@离心 /KB)@收集沉淀。
#","$ !"’;9M"N 1$/<层析除盐：将上一步得到的沉
淀用少量蒸馏水溶解后，上 !"’;9M"N 1$/<柱（/PS :B
（4K :B），以 ’( TPK KPK/ BA2Q+磷酸氢二钠$磷酸二
氢钠缓冲液洗脱（在 /TK@B处用紫外检测仪进行检
测），收集蛋白峰并浓缩。

#",", I)A$J"2 *$4K 层析：将从经 1$/< 除盐后的酶
液经浓缩后上 I)A$J"2 *$4K 柱（/PS:B ] .KK :B），以
’( TPK的 KPK/磷酸盐缓冲液洗脱，合并含有脂肪酶
酶活的洗脱液，并超滤浓缩。

#","- LE%E$!"’;9M"N %$<K层析：将上一步洗脱下
来的含酶组分经过超滤浓缩后，再用 ’( OPK 的浓
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!"#$%&’(缓冲液调至洗脱 )& 值，上 *+,+%-.)/01.2
,%34柱（5678 9 54 78）上，以 )& :;4的 4;4<8=(>?的
!"#$%&’(缓冲液洗脱，并在洗脱达 <个柱体积（大约
<<38?）时，用含有 4;5@0’(的同样缓冲液进行洗脱，
收集有酶活的洗脱液，进行浓缩。

!"#"$ ’A%-.)/01.2 ’%34层析：将上述浓缩后的洗
脱液加样到 ’A（-.)/01.2 ’%34 柱（5;678 9 54 78）
上。以含有 @0’( 的 )& 6;B 的 4;45 磷酸盐缓冲液
洗脱，@0’( 浓度梯度为 48=(>? C 4;D8=(>?。收集具
酶活的洗脱液并浓缩。

!"#"% E#=F.(%F.( G%<4 层析：将酶液加到 E#=F.(%F.(
G%<4（<;678 9 <44 78）柱上，以 )& D;3 的 4;458=(>?
!"#$%&’(缓冲液洗脱，收集并浓缩具酶活的洗脱液。
以上每一步层析后都用 -*- 聚丙烯酰胺凝胶

电泳进行检测。

!"& 最适反应条件测定
分别改变反应的温度或 )&值，按照标准酶活

测定方法进行测定。

!"$ 酶的热稳定性和 ’(稳定性测定
将酶液分别在 B4H、34H、64H、I4H水浴中保

温，每隔一定时间取样，冰浴冷却，然后按照标准酶

活测定法测定。

将酶液与不同 )&缓冲液以一定比例混合，BH
冰箱放置过夜后，将酶液的 )&调至最适反应 )&，
然后按上述方法测定脂肪酶活力。

) 结果

)"* 菌种鉴定
)"*"* 液体培养特征：麦芽汁培养基 5DH静置培
养 BD/，培养液较清，液面上形成一层醭膜，没有气
泡不发酵。

)"*"! 菌落形态：麦芽汁平板接种，5DH，I1，菌落
白色，较大，表面平燥，有放射性菌丝线，边缘呈细

微毛边，54H，<31后菌落长满平板。
)"*") 个体形态：马铃署固体培养基划线接种后，
斜插入一盖片，5DH培养 31，显微镜下观察盖片上
菌丝形态，有较长的真菌丝，菌丝有隔膜，在菌丝的

末尾一端有许多横隔膜，把菌丝切成条砖形，断裂成

单个细胞，排列成一左倾一右倾的细胞断链，即成节

孢子，亦有芽殖，为多边芽殖。无八叠式细胞群。

)"*"# 孢子鉴定：不形成子囊孢子，不形成掷孢子，
也不形成冬孢子及担孢子，显微镜下观察有大量节

孢子，也有少量厚壁孢子。节孢子经电镜观察大小

为 54!8 C I4!8 9 J4!8。
由以上特征，据《酵母菌分类学》（王利编，<:DB

年版），可知该菌为真菌门，半知菌亚纲，从梗孢目，

隐球酵母种，丝孢酵母属（!"#$%&’(&"&)）。
)"! 酶的分离纯化
)"!"* -.)/01.2 G%J4层析：经过硫酸铵沉淀已经除
去大量的杂蛋白的酶液在经 -.)/01.2 K%53 除盐后
过 E#=F.( G%J4凝胶柱。这一步可除去绝大部分大分
子量蛋白，但是分子量在 B4444*以内的小分子量
的杂蛋白及色素和所需要的脂肪酶蛋白峰仍无法

分开。经过这一步层析，酶蛋白被纯化了 B;3D倍。
)"!"! *+,+%-.)/01.2 ,%34层析：用 *+,+%-.)/01.2
,%34进行层析时，在 )& D;4时，酶组分为穿过峰，在
)& :;4时，酶液能够被吸附到柱上，表明酶蛋白的
等电点在 )& D;4和 :;4之间。将酶液在 )& :;4时
进行层析，下限缓冲液为 4;4<8=(>?的 !"#$%&’(缓冲
液，上限为含 4;58=(>? @0’(的同样缓冲液。在洗脱
体积为 <:48? C 5548?时，当盐浓度为 4;<8=(>?时，
就可将酶组分洗脱下来。

)"!") ’A%-.)/01.2 ’%34层析：上步得到的酶液经
此步层析后可得到两种蛋白的等电点和分子量都

比较相近的蛋白质，含酶组分在洗脱体积为 <:48?
C 5J48? 的位置出现，此时 @0’( 的浓度大约为
4;38=(>?。
)"!"# E#=F.( G%<4层析：上步酶液经此分子筛层析
后，可出现两个完全分开的蛋白吸收峰，其中一个峰

具有脂肪酶活性，初步表明此 L%<<脂肪酶已被纯化。
)"!"& -*-%聚丙烯酰胺凝胶电泳：将经上述多次层
析得到的洗脱液经冷冻干燥成酶粉，然后进行 -*-%
G,K+及等电聚焦电泳（M+N）检验，呈现单一的蛋白
带，证明此酶已达到电泳纯（图 <）。并通过计算，得
知此酶的分子量为 5D O*。经等电聚焦电泳得知 )M
为 )& D;I。
)") 化学修饰剂对酶活力的影响
利用一些化学修饰剂对酶蛋白进行修饰，通过

酶催化活力的改变对酶活力中心的氨基酸组成进

行分析。由表 <可知，@E-、G*G、@E-N、K(P=20(对L%<<
脂肪酶的活力影响不大，而修饰组氨酸的 *+G’、修饰
丝氨酸的 GA-N和修饰两种酸性氨基酸谷氨酸和天
冬氨酸的QRS使酶完全失活，表明酶活力中心可能
含有组氨酸、丝氨酸和谷氨酸（或天冬氨酸）。
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图 ! !"#$%&’(&"&) "#$%&!! 脂肪酶的 ’(’&)*+, 电泳图谱

表 ! 化学修饰剂对 !"#$%&’(&"&) "#$ %&!!脂肪
酶活力的影响

被修饰的

氨基酸残基

化学

修饰剂

浓度

（--./01）

缓冲液

（23--./01）

时间

（-45）

相对酶活

（6）

无 无 7)8 #9:;3 !3 !33
<=> ?8’ 3;3! 醋酸缓冲液 #9@;3 !3 :2
94" (,)A !3 7)8 #9 B;: C :;3 !3 3
’D= )E’F !3 7)8 #9G;3 !3 3
1>" )() !3 7)8 #9G;3 !3 !33

+/H0*"# IJ7 B3 7)8 #9B;2 !3 K
<>= ?8’F !3 7)8 #9:;3以上 !3 L:
*=M +/>.NO/ K3 硼酸缓冲液 #9:;2 !3 LG

’() !"#$%&’(&"&) "#$ %&!!脂肪酶的氨基酸组成
于不同时间将 !"#$%&’(&"&) "#$%&!!脂肪酶水解

后，应用氨基酸自动分析仪测得的结果经外推法计

算可得酶组分的氨基酸组成见表 K。
表 * !"#$%&’(&"&) "#$ %&!!脂肪酶的氨基酸组成

氨基酸 残基数0-./酶 残基百分含量

*’) PK !K;!G
<9J : P;3@
’,J P! !!;GL
+1Q K2 L;2!
+1% K3 G;B3
*1* K: !3;B2
A%’ !! @;!:
R*1 PK !K;!G
S1, !3 P;:3
1,Q 2 !;L3
<J% @ !;2K
<%J B K;K:
)9, 2 !;L3
1%’ !2 2;G3
9S’ !B B;3L
*J+ !K @;2B
)JT P !;!@

) 小结

在酶的纯化过程中，经前几步的纯化首先除去

分子量及等电点与所要得到的酶组分差别较大的

杂蛋白，于最后一步将分子量及等电点相近的两种

蛋白用分辩率较高的 84.MD/ )&!3来进行层析，这样
才将 !"#$%&’(&"&) "#$%&!!脂肪酶纯化到电泳纯。
用化学修饰剂对 !"#$%&’(&"&) "#$%&!!脂肪酶的

酶活性中心的修饰结果表明，如同大多数脂肪酶分

子一样，!"#$%&’(&"&) "#$ %&!! 脂肪酶的酶的活性中
心可能也含有组氨酸，丝氨酸和谷氨酸（或天冬氨

酸）组成的三联体。

从许多酶的氨基酸组成来看，等电点的高低以

及耐碱性的强弱与其碱性氨基酸的含量并无直接

的关系。丝孢酵母 !"#$%&’(&"&) "#$%&!!脂肪酶分子
中的天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸含

量高，两种碱性氨基酸精氨酸、赖氨酸及组氨酸的

含量也比较高，而脯氨酸、色氨酸的含量相对较低。

从此酶的酶学性质来看，在碱性条件下较稳定，这

和其分子中碱性氨基酸的组成和含量应该存在一

定的内在联系，还有待于进一步的研究结果证明。
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