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摘 要 利用重叠延伸 IG. 对扩展青霉脂肪酶（ILX）基因进行体外定点突变，构建了 [SS. 与随机突变体 /:R 叠加突变的重

组质粒 :9\R7SU/:RU[SS.。将该质粒电转化引入毕赤酵母（<#0"#+ =+&/(*#&）ZF77S，进行异源表达。实验结果表明：该叠加突变体

在毕赤酵母中获得了活性表达，得到表达产物脂肪酶 ILXU/:RU[SS.UZF。其表达量为 S$R,]4X，分别约为野生型脂肪酶 ILXUZF
（8!%,]4X）的 R7^，随机突变脂肪酶 ILXU/:RUZF（K!#,]4X）的 SS^；其比活力为 !"$K_7,]4C，与随机突变脂肪酶 ILXU/:RUZF 和野

生型脂肪酶 ILXUZF 的相仿。叠加突变脂肪酶 ILXU/:RU[SS.UZF 的最适作用温度为 "%‘，与野生型脂肪酶 ILXUZF 和随机突变

脂肪酶 ILXU/:RUZF 一致；其 >4 值为 #7_$‘，比野生型脂肪酶 ILXUZF 提高了 !_"‘，比随机突变脂肪酶 ILXU/:RUZF 提高了

$_R‘。表明叠加突变脂肪酶 ILXU/:RU[SS.UZF 的热稳定性有了进一步的提高。
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扩展青霉 !"#$# 是经多代诱变育种而获得的碱

性脂肪酶高产菌株，该脂肪酶可在碱性条件下分解

三酰甘油产生脂肪酸及甘油［%，&］。在洗涤添加剂、有

机合成、皮革毛皮脱脂、造纸、医药等工业上有着广

泛的应用。本课题组已完成对扩展青霉碱性脂肪酶

（!’(）基因的克隆和序列分析［)，*］，并实现了该基因

在大肠杆菌、酿酒酵母和毕赤酵母中的表达［+，,］。该

脂肪酶是中温酶，对热敏感，在实际应用中易失活，

而废纸脱墨、生物柴油制造等应用均需要稳定性高

的脂肪酶。提高该酶的热稳定性是该酶更好地应用

于生产实际的关键。目前，本课题组采用蛋白质工

程技术对该脂肪酶进行改造，以提高该脂肪酶的热

稳定性。本研究以扩展青霉脂肪酶单点突变体 -.#
（另文报道）为基础，引入 /++0 突变点，构建了叠加

突变体。本文报道了该突变体的构建及特性。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌种和质粒：!"#$"% &%’()*"’ 12%%+、.345-6789.:
! 2/、+ ; #)," <=.%>"’、.?@#%+ 等由本课题组保藏。

-.# 是由本课题组获得的含有一个突变点的随机突

变体（其表达产物脂肪酶最适作用温度与野生型脂

肪酶的一致，都为 )AB；其 -C 值为 *>D&B，比野生

型的提高了 %D+B）。

! "! "# 酶与试剂：限制性内切酶、<* EF? 连接酶为

<G/G0G 公司产品。!H0 所用试剂为上海生物工程

技术服务有限公司产品。其他化学试剂均为国产或

进口分析纯。

! "! "$ 培养基与酶活检验板：(3、I!E、JE、J1I、

JJI、I!@J 均按“KLM9:8=N-L 公司操作手册”推荐方

法配制或加以改良，橄榄油检验板为含 %D>O橄榄

油的琼脂板。

! "! " % 寡核苷酸引物：引物"：+PQ ?<? ?1H <<1
?<? <?H 1<? ?<1 Q )P；引物!：+PQ <1H ?11 ??<
<H1 ?<H <H? Q )P；引物#：+PQ 11< H<< HH< H<H
11< 11? 1< Q )P；引物$：+PQ HH? HH1 ?1? 11?
?1? HH? <H Q )P。其中引物"、引物!为 )P和 +P端
引物，引物#和引物$为突变引物，以上引物由上海

生物工程技术服务有限公司合成。

! "# 方法

! "# " ! 定点突变：利用重叠延伸 !H0 方法进行定

点突变：%第一轮基因片段的扩增：以 -.# 为模板，

分别 以"和#，!和$为 引 物，$+B &C9L；$*B
+>6-7，*#B *+6-7，A&B %C9L（%> 个循环）；$*B +>

6-7，+%B *+ 6-7，A&B %C9L（&> 个循环）；最后，A&B
延伸 %>C9L，获得大小分别为 &*>R. 和 ,%>R. 的基因

片段；&第二轮全长基因的扩增：低熔点琼脂糖凝胶

挖块法回收第一轮 !H0 扩增产物，并以此为模板，

以"，!为引物，$+B &C9L；$*B +>6-7，)AB *+6-7，
A&B $>6-7（+ 个循环）；$*B +>6-7，*+B *+6-7，A&B
$>6-7（)> 个循环），最后，A&B延伸 %>C9L，!H0 扩增

全长叠加突变体基因。

! "# "# 重组表达质粒的构建及转化：全长基因 !H0
产物经低熔点琼脂糖凝胶挖块法回收后，与经 +#)0
’线性化的载体 .345-6789.: ! 2/ 连接，转化 + ; #),"
<=.%>"’感受态钙细胞，蓝白斑筛选重组子并用酶切

鉴定法鉴定，筛选出的重组子经 +#)0"酶切切出脂

肪酶基因并用低熔点琼脂糖凝胶挖块法回收该片

段，再将此片段与经 +#)0"S去磷酸化的克隆载体

.?@#%+ 连接，转化 + ; #)," <=.%>"’感受态钙细胞，酶

切鉴定筛选重组表达质粒，并对其测序以确定突变

克隆。

! "# "$ EF? 序列测序：EF? 序列由宝生物工程（大

连）有限公司测定。

! "# " % 电转化酵母细胞 12%%+ 及筛选：.%,"线性

化 .?@#%+Q-.#Q/++0 后，电 转 化 至 宿 主 毕 赤 酵 母

12%%+，将转化物涂布于 JE 平板上，&#B培养 & T
)U，将在 JE 平板上生长的转化子用牙签点至 I!@J
板上，&#B培养 ) T *U，挑取 I!@J 板上透明圈大的

转化子进一步诱导表达。

! "# " & 转化子的诱导表达：用牙签将筛选到的酵

母阳性转化子挑至 J1I 培养基，&#B振荡培养 %, T
&>V 至 /0,>>为 & T , 时离心收集菌体，用 JJI 培养

基稀释至 /0,>> 为 %，每隔 &*V 添加 %D+O甲醇诱导

表达。

! "# " ’ 表达产物鉴定：用橄榄油检验板和灿烂绿

检测活性，2E2Q!?1’ 检测目的蛋白表达水平和相对

分子质量。

! "# " ( 酶活力测定：以橄榄油为底物，采用 FG@W
滴定法［A］。

! "# " ) 酶最适作用温度测定：以橄榄油为底物，在

&+ T ++B范围内每隔 +B反应 %>C9L，测定野生型脂

肪酶 !’(Q12、随机突变脂肪酶 !’(Q-.#Q12、叠加突

变脂肪酶 !’(Q-.#Q/++0Q12 酶活力，以相对活力对

温度作图，获得酶的最适作用温度。

! "# "* 酶热稳定性测定：将叠加突变脂肪酶（!’(Q
-.#Q /++0 Q12）、随机突变脂肪酶（!’(Q-.# Q12）和野

生型脂肪酶（!’(Q12）在 )> T *>B范围内，每隔 +B；
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在 !" # !$%范围内，每隔 &%进行热稳定性测定。

将各脂肪酶液在各温度下温浴 ’"()* 后，迅速转入

"%冰浴中放置 ’"()*，在最适作用温度条件下，测

定酶的活性。以未经温浴处理条件下所测得的酶活

为 &""+，将经过不同温度热处理后所测得的酶活

折合为相对剩余酶活力，对温度作图。相对剩余酶

活力为 $"+时所对应的温度为酶的 !( 值［,］。

! 结果

! "# 叠加突变基因的获得

以含有一个突变点的随机突变体 -., 的 /012 为

模板，采用重叠延伸 345 法引入第二个突变点 6$$57
第一轮 345 获得了大小分别为 8!9:. 和 9";:. 的两

个基因片段，第二轮 345 得到大约为 ,,":. 的引入

6$$5 突变点的全长双突变脂肪酶基因。

! "! 叠加突变表达质粒的构建及在毕赤酵母中的

表达

用 "#$5!酶切重组质粒 .<6=-.,=6$$5，将切下

的目的基因片段连入质粒 .2>,&$，构建重组质粒

.2>,&$=-.,=6$$5。经 %&?!@’()A!、"#$5!酶切

鉴定和 012 测序结果表明：.2>,&$=-.,=6$$5 确实

在单点突变体 -., 基础上引入了 6$$5，从而构建了

-., 与 6$$5 叠加突变脂肪酶表达质粒 .2>,&$=-.,=
6$$5。将 该 表 达 质 粒 通 过 电 转 化 引 入 毕 赤 酵 母

B<&&$，通过 C3>D 平板和摇瓶发酵筛选获得高表达

的叠加突变体表达菌 B<=.2>,&$=-.,=6$$5。

! "$ 叠加突变体的表达及特性

! "$ "# 叠加突变体的表达：摇瓶发酵叠加突变体表

达菌 .2>,&$=-.,=6$$5=B< &8"E，将其发酵液离心，

取上清液进行橄榄油琼脂板酶活分析，1F>A 滴定

法酶活测定及 <0<=32BG 分析。结果表明：（&）叠加

突变体在毕赤酵母中获得表达（H)I 7 &）。其表达蛋

白相对分子质量约为 8,J0，与野生型和随机突变体

的一致。（8）叠加突变体在毕赤酵母中获得活性表

达和正确修饰，表达蛋白具有与野生型相似的比活，

但表达量有所下降。与野生型及单点突变的随机突

变体相比，叠加突变脂肪酶 3GK=-.,=6$$5=B< 形成

的透明圈小，蛋白表达量有所下降（H)I 7 &，H)I 7 8）。

用 1F>A 滴 定 法 测 得 叠 加 突 变 脂 肪 酶 3GK=-.,=
6$$5=B< 在 最 适 作 用 温 度 下 的 发 酵 酶 活 为 $",
L@(K，约为野生型脂肪酶 3GK=B< 的 ,&+，随机突变

脂肪 酶 3GK=-.,=B< 的 $$+。但 比 活 力 为 8’";M&
L@(I，与随机突变脂肪酶 3GK=-.,=B< 和野生型脂肪

酶 3GK=B< 的相仿。

图 & 3GK=-.,=6$$5=B< 发酵上清液的 <0<=32BG
H)I7 & <0<=32BG F*FNOP)P ?Q Q-R(-*SFS)?* ?Q SE-

T?L:N-=(LSF*S N).FP- 3GK=-.,=6$$5=B<
&：*-IFS)U- /?*SR?N；8：3GK=B<；’：3GK=-.,=6$$5=B<；

!：3GK=-.,=B<；D：.R?S-)* (FRJ-R7

图 8 突变体脂肪酶的活性检测

H)I7 8 0-S-/S)?* Q?R F/S)U)SO ?Q (LSF*S N).FP-
46：*-IFS)U- /?*SR?N；&：3GK=B<；8：3GK=-.,=B<；

’：3GK=-.,=6$$5=B<7

! "$ "! 最适作用温度与热稳定性：在不同温度下进

行脂肪酶的酶活测定，结果表明叠加突变脂肪酶

3GK=-.,=6$$5=B< 的最适作用温度为 ’V%，与野生

型脂肪酶 3GK=B< 和随机突变脂肪酶 3GK=-.,=B< 的

一致。

将野生型脂肪酶 3GK=B<、随机突变脂肪酶 3GK=
-.,=B< 和叠加突变脂肪酶 3GK=-.,=6$$5=B< 在不同

温度下保温半小时后进行酶活测定，观察其热稳定

性（H)I 7’）。结果显示：野生型脂肪酶 3GK=B< 和随

机突变脂肪酶 3GK=-.,=B< 在 !"%下保温 ’"()*，酶

活丧失了 9$+和 ’,+，而叠加突变脂肪酶 3GK=-.,=
6$$5=B< 仍 保 留 ,;+ 的 酶 活。 在 !&% 下 保 温

’"()*，野 生 型 脂 肪 酶 3GK=B< 和 随 机 突 变 脂 肪 酶

3GK=-.,=B< 则丧失 ;"+以上的活性，而叠加突变脂肪

酶尚有 $"+的活性。计算结果表明：野生型脂肪酶

3GK=B<、随机突变脂肪酶 3GK=-.,=B< 和叠加突变脂

肪 酶 3GK=-.,=6$$5=B< 的 !( 值 分 别 为 ’,MV%、

!"M8%和 !&M"%。叠加突变脂肪酶 3GK=-.,=6$$5=B<
的 !( 值比野生型脂肪酶 3GK=B< 的提高 8M’%，比随

机突变脂肪酶 3GK=-.,=B< 提高 "M,%。可见，叠加突

变脂肪酶 3GK=-.,=6$$5=B< 的热稳定性比野生型和

单点突变的随机突变脂肪酶有了进一步的提高。

$ 讨论

酶的稳定性问题一直是科学研究和生产实践共

;V9蔡少丽等：6$$5 与 -., 叠加突变对扩展青霉脂肪酶热稳定性的改善



图 ! 野生型、随机突变体和叠加突变体表达产物的

热稳定性

"#$% ! &’()*+,-./#0#-1 +2 -’( 3#04 -15(，-’(
).64+*7*8-.6- .64 -’( 4+8/0(7*8-.6- 0#5.,(

同关注的问题，而稳定性的分子基础与蛋白质折叠

等问题的分子基础是紧密相关的，酶稳定性工程既

是商业关注的又是科学所感兴趣的［9］。稳定性好意

味着易保存（保存期长）、运输方便、使用效率高，意

味着应用范围的扩大，也意味着低成本和高产出。

目前应用的各种商业酶都不可避免地要讲稳定性。

扩展青霉脂肪酶的热稳定性问题一直是局限其应用

的一个重要问题。如何提高其热稳定性，目前国际

上主要从两个方面入手：一是从化学修饰角度改造，

二是从分子改性角度改造。本研究正是采用分子改

性手段对扩展青霉脂肪酶热稳定性进行改造的。在

对 :;< 与其他同源性较高的脂肪酶进行同源比较的

基础上，对其进行了三维结构的计算机模拟，模拟结

构显示 <1,== 可能位于!7螺旋处，如将其突变为 >)$，
可能会增加蛋白质的盐桥和氢键，稳定!7螺旋，提高

蛋白质的热稳定性。实验结果表明：相对于野生型而

言，(5? 单点突变使 !* 值提高了 @A=B；C==D 与 (5?
的叠加突变使 !* 值提高了 EA!B；叠加突变脂肪酶

的 !* 值比随机突变脂肪酶的提高了 FA?B。叠加突

变脂肪酶热稳定性进一步提高的原因可能是新形成

的 >)$ 含有一个胍基，比 <1, 有更高的 5C!值，在高温

下更能维持蛋白质的盐桥和氢键。

利用蛋白质工程手段改造脂肪酶热稳定性有多

个成 功 的 例 子。如 C+’6+ 等 利 用 蛋 白 质 工 程 使

D’#G+58, 6#H(8, 脂 肪 酶 热 稳 定 性 提 高 了 @=B［@F］。

I(JK1 通过易错 :LD 和 MN> O’8220#6$ 使"70.J-.*.,(
的最适温度提高了 @=B［@@］；>J’.)1. 使 P% ,8/-#00, 脂

肪酶的半衰期增加了 !FF 倍［@E］；:.0.JK.0 使 Q10.6.,(
QR<SSTU 的 !*增加了 !!B［@!］等等，可见，分子改造

是一个行之有效的提高酶的热稳定性的手段。

本研究得到的叠加突变脂肪酶的 !*比野生型

增加了 EA!B，是两个点突变叠加的结果。由于对

热稳定性有贡献的点突变对酶的热稳定性的提高具

有叠加作用［@T］，本研究的后续工作将进一步进行含

有多个热稳定性正向突变点的叠加体的构建，以进

一步提高该脂肪酶的热稳定性。
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