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产碱假单胞菌碱性脂肪酶的克隆表达及酶学性质*

GeneCloning,ExpressionandCharacterizationofAn
AlkalineLipasefromPseudomonasalcaligenesPA飊9
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摘要:暰目的暱为获得可应用于酯类水解及合成的脂肪酶资源,本研究通过筛选分离得到能够水解长链脂肪酸酯

的脂肪酶产生菌,克隆表达其脂肪酶基因并研究脂肪酶的酶学性质。暰方法暱从环境中筛选分离出可水解三硬脂

酸甘油酯的菌株,利用16SrDNA对其进行分子鉴定,并扩增其脂肪酶基因和脂肪酶分子伴侣基因。以pET飊
22b(+)为表达载体,构建共表达重组质粒,转化EscherichiacoliBL21(DE3)进行异源表达,并对重组酶进行酶

学性质研究。暰结果暱经16SrDNA鉴定该菌株为产碱假单胞菌Pseudomonasalcaligenes。通过PCR成功克隆

到该菌的脂肪酶基因(lipPA飊9A)和脂肪酶分子伴侣基因(lipPA飊9B),并构建共表达重组质粒pET22b飊lipPA飊
9A飊9B,实现脂肪酶LIP飊9A的活性表达。酶学性质研究表明LIP飊9A的最适反应温度为35曟,最适反应pH 值

为10.5,最适反应底物为对硝基苯酚辛酸酯(pNPO);同时,LIP飊9A 还可以催化醇和羧酸发生酯化反应产生酯

类物质。暰结论暱LIP飊9A在碱性条件下具有较高活力,且可以催化酯化反应,在洗涤行业和酯合成领域具有一定

的应用价值。

关键词:产碱假单胞菌暋碱性脂肪酶暋共表达暋酯化
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Abstract:暰Objective暱Inordertoobtainthelipasethatcanbeappliedtothehydrolysisandsyn灢
thesisofesters,thealkalinelipase飊producingstrainsthathydrolyzelongchainfattyacidester
werescreenedandisolated.Therelatedgeneswereclonedandexpressed,andenzymecharac灢
terizationwasstudied.暰Methods暱Astrain,whichdegradedglyceroltristearate,wasisolated
fromtheenvironment,andidentifiedbasedon16SrDNAsequenceanalyses.Thenthelipase
geneandthelipasechaperonegenewereamplifiedbyPCR.ThetargetgeneslipPA飊9A and

lipPA飊9B wereintroduced into expression
vectorpET飊22b(+)andinducedforexpression
inEscherichiacoliBL21(DE3).Finally,thechar灢
acteristicsoftherecombinantenzymewerestud灢
iedindetail.暰Results暱Thestrainwasidentified
asthegenusofPseudomonasalcaligenesbyana灢
lyzingof16SrDNA sequence.Andthelipase
gene (lipPA飊9A)andlipasechaperonegene
(lipPA飊9B)werecloned.Theco飊expressionre灢
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combinantplasmidofpET22b飊lipPA飊9A飊9B wassuccessfullyconstructedandexpressedinE.
coliBL21(DE3).ThemaximumactivityofLIP飊9Awasobtainedat35曟,pH10.5,andpNPO
wasthemostsuitablesubstrate.Meanwhile,theactiveLIP飊9Acouldcatalyzefattyalcoholsand
fattyacidstogenerateesters.暰Conclusion暱LIP飊9Aisalipasewithrelativelyhighactivityinal灢
kalineconditionsandcancatalyzeesterificationreaction.Itscharacteristicsareofhighvaluein
thedetergentindustryandbiocatalyticapplications.
Keywords:Pseudomonasalcaligenes,alkalinelipase,co飊expression,esterification

0暋引言

暋暋暰研究意义暱脂肪酶(EC.3.1.1.3)又称为三酰基

甘油酰基水解酶,是催化甘油三酯分解成甘油和脂肪

酸的酯键水解酶[1]。脂肪酶除了能在油水界面催化

酯键的水解,还能催化酸解、醇解、氨解、转酯化以及

酯合成等反应[2],从而被广泛应用于食品加工、手性

拆分、洗涤和生物能源等领域。暰前人研究进展暱多数

从环境中获得的脂肪酶需要通过 DNA 重组技术实

现过表达,然而脂肪酶的过表达容易形成包涵体,如
Aamand等[3]对来自 Pseudomonascepacia 的胞外

脂肪酶LipA进行研究,发现 LipA 在缺乏脂肪酶分

子伴侣蛋白LimA的情况下只能产生无活性脂肪酶。

Jorgensen等[4]研究发现在洋葱伯克霍尔德菌lipB
基因对脂肪酶基因lipA 的活性表达是必需的。暰本
研究切入点暱从环境中筛选出可水解长链脂肪酸酯的

脂肪酶资源,研究酶的基本性质,降低酶的生产成本,
提高酶的转化效率。暰拟解决的关键问题暱以三硬脂

酸甘油酯为底物,从土壤中筛选出对长链脂肪酸酯具

有较高水解能力的野生菌,克隆其脂肪酶基因并实现

异源表达,再深入研究其酶学性质。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋样品:广西南宁市周边采集的富油土样。

暋暋菌株和载体:EscherichiacoliBL21(DE3)、

Escherichiacoli Rosetta(DE3)、E.coli Trans10、

pMD19飊T、pET飊22b(+)、pET飊30a(+)。

暋暋酶和试剂:限制性内切酶和PCR扩增聚合酶购

自大连 TaKaRa公司,T4DNA 连接酶购自 Toyobo
公司。质粒提取试剂盒、DNA 胶回收纯化试剂盒以

及PCR产物纯化试剂盒购自 BioFlux公司。IPTG
和X飊gal购自 Gibco公司,三硬脂酸甘油酯购自 TCI
公司,对硝基苯酚及对硝基苯酚酯底物购自sigma公

司,其他试剂均为国产分析纯。

暋暋筛选平板培养基(W/V):蛋白胨1%,酵母提取

物0.5%,NaCl1%,琼脂粉1.5%,底物乳化液1%,
维多利亚蓝B0.02%,参考文献[5]并作一定修改。

暋暋橄榄油乳化液:3%(V/V)的聚乙烯醇与橄榄油

以体积比3暶1混合均匀。

暋暋三硬脂酸甘油酯乳化液:取1g三硬脂酸甘油酯

溶于10mL3%(V/V)聚乙烯醇溶液中,溶解后再于

超声波破胞仪中乳化20min。

1.2暋方法

1.2.1暋高产脂肪酶野生菌的筛选

暋暋取5g土样加入50 mL 无菌水,摇床震荡20
min,制成菌悬液,过滤后梯度稀释上清液,并涂布橄

榄油平板于37曟培养48h进行初筛,再经三硬脂酸

甘油酯平板进行复筛,最后通过摇瓶发酵测定酶活

力,选择较高活力的菌株进行研究。

1.2.2暋野生菌株16SrDNA 鉴定及进化树构建

暋暋以筛选出的野生菌总DNA(DNA提取方法参考

文献[6])为模板,利用16SrDNA 为通用引物,进行

PCR扩增反应,扩增产物连接pMD19飊T载体后送测

序,将测序获得的16SrDNA 序列进行 BlastN 分

析,并用 MEGA6.0软件构建系统发育树。

1.2.3暋脂肪酶基因保守区序列的克隆

暋暋检索 Genbank数据库中已公布的产碱假单胞菌

脂肪酶基因序列,比对分析寻找序列保守区。设计简

并引物进行 PCR 扩增反应,扩增产物与pMD19飊T
载体连接后送测序。

1.2.4暋脂肪酶基因lipPA飊9A 的克隆与表达

暋暋比对分析保守区序列,设计扩增lipPA飊9A 的引

物。上游引物:5曚飊CCGGAATTCATGGGCCTGT灢
TCGGCTCCACCGGCTACACCAA飊3曚(下划线处为

EcoR 栺 限 制 性 酶 切 位 点 );下 游 引 物:5曚飊
CCCAAGCTTTCAGAGGCCGGCCAGCTTCA飊3曚
(下划线处为 Hind栿限制性酶切位点)。PCR产物

经EcoR栺和Hind栿双酶切后,与表达载体pSE380
连接构建成pSE飊lipPA飊9A 重组质粒并转入E.coli
BL21(DE3)中,挑选阳性克隆子接种于含有0.1mg/

mLAmp的 LB培养基,37曟培养至菌液 OD600 达

0灡6左右,加入终浓度为0.3mmol/L的IPTG 进行

诱导,在20曟条件下诱导培养20h,SDS飊PAGE分析

其表达产物并检测粗酶活。

暋暋脂肪酶酶活力测定方法[7飊8]:以异丙醇为溶剂,配
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制终浓度为20mmol/L的底物溶液作为母液;取10

毺L底物母液与180毺L反应缓冲液混匀加入1.5mL
离心管,预热5min;加入10毺L酶液,空白对照用相

应的缓冲液代替,在实验所需条件下反应10min后,
加入200毺L10%(V/V)三氯乙酸溶液终止反应,静
置5min;加入200毺L10%(W/V)的Na2CO3溶液显

色,混匀。用酶标仪于405nm 处测吸光值,参照标

准曲线计算酶活力。

暋暋脂肪酶酶活力单位(U)定义:每分钟分解底物释

放出1毺mol对硝基苯酚(pNP)所需的酶量。

1.2.5暋脂肪酶分子伴侣基因lipPA飊9B 的克隆表达

暋暋以筛选菌PA飊9的总 DNA 为模板,设计引物扩

增lipPA飊9B,上游引物:5曚飊CGCCATATGGTGAA灢
CAAGCCGCTGCTATT飊3曚(下划线处为 Nde 栺限

制性酶切位点);下游引物:5曚飊GGAAGATCTTCA灢
GAGTTTCTTTTCCCGGC飊3曚(下划线处为Bgl 栻
限制性酶切位点)。扩增产物经 Nde栺和Bgl栻双

酶切后,与 pET飊30a(+)连接构建重组质粒 pET飊
lipPA飊9B 并转入E.coliRosetta(DE3)中诱导表

达,表达产物命名为 LIP飊9B 并 进 行 SDS飊PAGE
分析。

1.2.6暋脂肪酶包涵体变复性验证

暋暋包涵体的变复性采用一次稀释法[9]。将包涵体

溶解于变性液,离心后取上清液进行稀释复性。用含

分子伴侣 LIP飊9B的复性缓冲液分别以25,50,75,

100,150和300倍稀释样品,同时以不含 LIP飊9B的

复性缓冲液稀释到相同倍数作为空白对照,4曟保存

1h。按1.2.4节下脂肪酶酶活力测定方法,以pNPP
为底物检测酶活力。

1.2.7暋lipPA飊9A 与lipPA飊9B 共表达重组质粒的

构建及诱导表达

暋暋lipPA飊9B 和lipPA飊9A 分别用限制性内切酶

BamH 栺和EcoR 栺、EcoR 栺和 Hind栿双酶切过

夜,胶回收目的片段连接pET飊22b(+)载体,先后串

联基因lipPA飊9A 和lipPA飊9B 构建共表达重组质

粒pET22b飊lipPA飊9A飊9B,其中两个基因5曚端均具

有rbs和信号肽序列,如图1所示。

图1暋重组质粒pET22b飊lipPA飊9A飊9B 的构建

暋暋Fig.1暋TheschematicofpET22b飊lipPA飊9A飊9B con灢
structionpattern

暋暋将共表达质粒pET22b飊lipPA飊9A飊9B 转入E.
coliBL21(DE3),挑选阳性克隆子接种于含有0.1
mg/mLAmp的 LB培养基,37曟培养至菌液 OD600

达0.6左右,加入终浓度为0.3mmol/L的IPTG进

行诱导,20曟、200r/min摇床培养20h。胞内外重

组蛋白表达情况用SDS飊PAGE检测,并以对硝基苯

酚棕榈酸酯(pNPP)为底物检测脂肪酶活力。

1.2.8暋重组酶LIP飊9A 酶学性质鉴定

暋暋(1)温度和pH 值对LIP飊9A酶活力的影响

暋暋以对硝基苯酚辛酸酯(pNPO)为底物,在pH 值

为7.0的反应缓冲液中,分别在20~65曟(间隔5曟)
下测定温度对酶活力的影响。在最适反应温度下,用

pH 值6.0~12.0(间隔0.5)的缓冲液(氢氧化钠飊柠

檬酸飊磷酸飊硼酸缓冲液,参考文献[10])稀释 LIP飊9A
适当倍数,测定pH 值对酶活力的影响。

暋暋(2)温度和pH 值对LIP飊9A稳定性的影响

暋暋热稳定性:以pNPO 为反应底物,将 LIP飊9A 分

别在25~55曟(间隔5曟)保温1h,在最适反应条件

下测定残余酶活力。

暋暋pH 值稳定性:以pNPO 为反应底物,用pH 值

5.0~11.0(间隔0.5)的缓冲液稀释 LIP飊9A 相同倍

数后,置于4曟保存24h,在最适反应条件下测定其

残余酶活力。

暋暋(3)LIP飊9A底物特异性测定

暋暋分别以不同链长的对硝基苯酚酯(C2~C16)为
底物在最适反应条件下测定重组酶酶活力,测定重组

酶的最适反应底物。

暋暋(4)金属离子对重组酶LIP飊9A活力的影响

暋暋用终浓度为5mmol/L的金属离子缓冲液稀释

重组酶LIP飊9A(总反应体系为200毺L),以不添加金

属离子的酶反应液为对照组,在最适反应条件下研究

金属离子对酶活力的影响。

暋暋(5)化学试剂对LIP飊9A活力的影响

暋暋按1%、5%和10%(W/V)的添加比例将非离子

型表面活性剂和离子型表面活性剂加到酶反应体系

中(总反应体系为200毺L,对照组不加表面活性剂),
在最适反应条件下测定相对残余酶活力。

暋暋取适量的EDTA、DTT和毬飊巯基乙醇按终浓度

1mmol/L、5mmol/L和10mmol/L加到酶反应体

系中(总反应体系为200毺L)。以未加化学试剂的为

对照组,在最适反应条件下测定相对残余酶活力。

暋暋将有机试剂(甲醇、乙醇、正丁醇、正己醇、1,2飊丙

二醇、丙三醇、甲苯、乙腈、丙酮、DMSO、DMF、三氯

甲烷、四氢呋喃、吡啶)以10%(V/V)的比例加到200

毺L的反应体系中,混匀。以不加有机试剂的酶反应

液为对照组,在最适反应条件下检测相对残余酶

活力。

暋暋(6)重组酶LIP飊9A酯化反应的检测

暋暋酯化反应:100mmol/L 醇、100mmol/L 酸、5
052 GuangxiSciences,Vol灡23No灡3,June2016



mL正己烷、10mg酶粉(反应体系5mL),35曟反应

10h,取1mL反应液8000r/min离心5min,取上

清液进行气相色谱分析,对照组不添加冻干酶粉。其

中,醇包括乙醇、丁醇、己醇和辛醇,酸包括乙酸和丁

酸。酯化率通过 GC测定醇的消耗量间接计算得出,
即酯化率Y =消耗醇的量/加入总醇的量暳100%。

暋暋气相色谱检测条件:气相色谱柱为 HP飊5,进样口

温度为240曟,压力为10.896psi,进样分流比为20暶
1,流速为1.2mL/min,检测温度从60曟开始,保留2
min,以每分钟20曟的速度升至240曟,检测器温度

为300曟。

2暋结果和分析

2.1暋高产脂肪酶产生菌的筛选

暋暋本实验利用三硬脂酸甘油酯为底物最终筛选到

6株可水解该底物的脂肪酶产生菌(图2)。通过摇瓶

发酵检测粗酶活力,最终筛选得到一株脂肪酶酶活力

最高的菌株,命名为PA飊9。

图2暋产脂肪酶菌株的筛选结果

暋暋Fig.2暋Resultofscreeninglipase飊producingmicroorgan灢
isms

2.2暋PA飊9的分子鉴定和进化树的构建

暋暋将所得的产脂肪酶菌株PA飊916SrDNA序列在

NCBI中 进 行 比 对 分 析,结 果 表 明 该 序 列 与

PseudomonasalcaligenesstrainNBRC14159的16S
rDNA一致性为99%,并构建系统发育树(图3),初
步鉴定PA飊9为Pseudomonasalcaligenes菌株。

2.3暋脂肪酶基因的克隆表达

2.3.1暋PA飊9脂肪酶基因保守区序列的克隆

暋暋利用简并引物成功克隆出一条约500bp的目的

片 段,Blast N 分 析 表 明 保 守 区 序 列 与 来 自

PseudomonasalcaligenesNBRC14159的假定脂肪

酶基因(putativelipase)一致性最高,同源性为99%,
可初步判断该片段属于脂肪酶。

图3暋菌株PA飊916SrDNA基因序列系统发育树

暋暋Fig.3暋Phylogenetictreederivedfrom16SrDNAgene

sequencesofstrainPA飊9

2.3.2暋PA飊9脂肪酶基因lipPA飊9A 克隆表达

暋暋根据保守区序列的比对分析,以 PA飊9总 DNA
为模板,扩增出约900bp的 DNA 片段,重组质粒

pSE飊lipPA飊9A 转入大肠杆菌诱导表达(图4),SDS飊
PAGE结果显示在菌体中重组蛋白条带明显,破胞上

清液没有重组蛋白表达条带,也检测不到脂肪酶活

力,因此推断lipPA飊9A 在大肠杆菌中表达为包

涵体。

暋 暋 M:Protein marker;a1:pET飊22b wholecelllysate;

a2:pSE飊lipPA飊9A wholecelllysate;a3:pSE飊lipPA飊9A cell

lysate暞ssupernatant

图4暋LIP飊9A的SDS飊PAGE分析

Fig.4暋SDS飊PAGEanalysisofLIP飊9A

2.4暋脂肪酶分子伴侣基因lipPA飊9B 的克隆表达

暋暋以PA飊9总 DNA 为模板,扩增lipPA飊9B 并构

建重组质粒pET飊lipPA飊9B,再转入E.coliRosetta
(DE3)进行诱导表达,并进行 SDS飊PAGE 分析(图

5)。结果表明lipPA飊9B 得到大量可溶性表达,大小

为38kDa左右。
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暋 暋 M:Protein marker;b1:pET飊22b wholecelllysate;
b2:pET飊lipPA飊9B wholecelllysate;b3:pET飊lipPA飊9Bcell
lysate暞ssupernatant

图5暋LIP飊9B的SDS飊PAGE分析

Fig.5暋SDS飊PAGEanalysisofLIP飊9B
2.5暋脂肪酶包涵体变性及复性研究

暋暋含有分子伴侣LIP飊9B的复性液对LIP飊9A 包涵

体蛋白的复性效果较好,不同稀释倍数均能检测到酶

活力且以50倍稀释倍数最佳,空白对照组均检测不

到脂肪酶活力。因此推断本实验所表达的 LIP飊9A
需要其特异的分子伴侣蛋白 LIP飊9B的帮助折叠才

能形成有活力的脂肪酶。

2.6暋共表达重组质粒pET22b飊lipPA飊9A飊9B 的构建

及诱导表达

暋暋从图6中可以看出,lipPA飊9A 和lipPA飊9B 均

获得表达,大小分别为38kDa和32kDa,与预期大

小相符合。在破胞上清液中,有一条很明显的 LIP飊
9B蛋白条带,而LIP飊9A 的可溶性表达量少,蛋白条

带不明显。通过检测其脂肪酶活力,胞外发酵液对

pNPP的水解活力为997U/L。因为可溶性表达量

很少,因此本实验以胞外重组酶 LIP飊9A 为研究对

象,将发酵液通过超滤浓缩并脱盐得到LIP飊9A 粗酶

液进行酶学性质研究。

2.7暋重组酶LIP飊9A的酶学性质

暋暋(1)最适反应温度和热稳定性

暋暋以pNPO 为反应底物时,LIP飊9A 最适反应温度

是35曟(图7a)。LIP飊9A 在4~35曟条件下酶活力

较稳定,相对残余酶活力能保持在80%以上;而在

35曟以上酶的残余活力迅速降低,热稳定性较差

(图7b)。

暋暋(2)最适反应pH 值和pH 稳定性

暋暋由图8a可知,以pNPO 为反应底物时,LIP飊9A
的最适反应 pH 值是 10.5。LIP飊9A 在 pH 值为

6.5~8.0缓冲液中稳定性较好,保存24h后的残余

酶活力仍保持在80%以上(图8b),LIP飊9A最适反应

pH 值以及pH 稳定性表明该脂肪酶在洗涤工业具有

一定的应用价值。

暋 暋 M:Protein marker;c1:pET飊22b wholecelllysate;
c2:pET22b飊lipPA飊9A飊9B wholecelllysate;c3:pET22b飊lip灢
PA飊9A飊9Bcelllysate暞ssupernatant

图6暋LIP飊9A和 LIP飊9B的SDS飊PAGE分析

Fig.6暋SDS飊PAGEanalysisofLIP飊9AandLIP飊9B

图7暋温度对重组酶LIP飊9A活性的影响

Fig.7暋Effectoftemperatureonrecombinantenzyme

暋暋(3)重组酶LIP飊9A的底物特异性

暋暋由图9可知,重组酶LIP飊9A 对对硝基苯酚乙酸

酯pNPA(2C)、对硝基苯酚丁酸酯pNPB(4C)、对硝

基苯 酚 己 酸 酯 pNPH(6C)、pNPO(8C)和 pNPP
(16C)都有一定的水解作用,且偏好水解长链脂肪酸

酯类底物,特别是对pNPO(8C)具有最高水解活力,
说明LIP飊9A在酯类水解反应中具有一定应用价值。

暋暋(4)金属离子对LIP飊9A活性的影响

暋暋由图10可知,Mn2+ 对酶活力的抑制作用比较强
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图8暋pH 值对重组酶LIP飊9A活性的影响

Fig.8暋EffectofpHvalueonrecombinantenzyme

图9暋重组酶LIP飊9A的底物特异性测定

暋暋Fig.9暋Substratespecificityoftherecombinantenzyme

LIP飊9A

图10暋金属离子对重组酶LIP飊9A活性的影响

暋暋Fig.10暋Effectofmetalionsonrecombinantenzyme

LIP飊9A

烈,K+ 、Ba2+ 、Fe3+ 、Mg2+ 和Ca2+ 对酶活力有轻微的

抑制作用,而Zn2+ 、Pb2+ 、Cu2+ 和 Co2+ 对 LIP飊9A 的

活力影响不大。

暋暋(5)化学试剂对LIP飊9A活性的影响

暋暋由表1中可以看出,1%、5%和10%(W/V)的非

离子型表面活性剂和离子型表面活性剂均对重组酶

LIP飊9A的具有强烈的抑制作用。
表1暋表面活性剂对重组酶LIP飊9A活性的影响

Table1暋EffectofdetergentsonrecombinantenzymeLIP飊9A

试剂
Detergent

浓度
Concentration(%)

Residue
activity(%)

None - 100
Non飊ionicdetergentTween20 1 0.89暲0.81

5 0.97暲0.82
10 1.79暲1.15

Tween80 1 2.06暲0.55
5 2.1暲2.44
10 6.54暲0.79

TritonX飊100 1 1.45暲1.37
5 3.72暲2.11
10 2.26暲2.22

Ionicdetergent SDS 0.1 10.80暲1.72
0.5 1.68暲0.64
1 1.19暲2.52

CTAB 0.1 9.59暲2.12
0.5 8.94暲5.90
1 5.73暲4.48

暋暋由图11可知,1~10mmol/L的 EDTA 对重组

酶LIP飊9A均有轻微的抑制作用,高浓度的 DTT 和

毬飊巯基乙醇强烈抑制 LIP飊9A 的活性。10%(W/V)
的丙酮和 DMSO 对 LIP飊9A 的活性没有明显影响,
其他有机试剂对重组酶 LIP飊9A 活性均有不同程度

的抑制作用。

暋暋(6)LIP飊9A的酯化反应

暋暋LIP飊9A能够催化醇和酸发生酯化反应,其中对

乙酸和己醇、辛醇的酯化率分别为5.1%和4.2%,对
丁酸和乙醇、丁醇以及己醇的酯化率分别为59.2%、

4.0%和5.3%。说明 LIP飊9A所具有酯化性质,在生

物催化领域具有一定的应用价值。

3暋结论

暋暋大多数细菌脂肪酶都是采用 GSP分泌途径进

行,通过 N端信号肽引导到达周质空间,然后在分子

伴侣蛋白的帮助折叠下形成活性蛋白[11]。本研究所

筛选到产碱假单胞菌就是以该方式分泌胞外脂肪酶,
这与之前已报道的通过构建基因文库所获得的PAL
分泌途径不同[12]。酶学性质研究表明,LIP飊9A 的最

适反应温度是35曟,在0~35曟稳定性较好;在弱碱
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图11暋化学试剂对重组酶LIP飊9A活性的影响

暋暋Fig.11暋Effectofchemicalsonrecombinantenzyme
LIP飊9A
性条件下较稳定且具有较高的最适pH 值10.5;偏
好水解长链脂肪酸酯类底物,最适底物是 pNPO
(8C);LIP飊9A可催化酸和醇的酯化反应。这些性质

表明该碱性脂肪酶 LIP飊9A 在生物催化领域中具有

潜在的应用价值,今后的工作主要是实现该酶大量活

性表达并通过分子改造技术或者固定化技术提高酶

的稳定性和有机溶剂耐受性,为在洗涤剂和催化合成

领域中的应用奠定基础。

参考文献:

[1]暋VERMAN,THAKURS,BHATTA.Microbiallipa飊
ses:Industrialapplicationsandproperties (areview)
[J].IntResJBiolSci,2012,1(8):88飊92.

[2]暋KAPOOR M,GUPTA M N.Lipasepromiscuityandits
biochemicalapplications [J].Process Biochemistry,

2012,47(4):555飊569.
[3]暋AAMANDJL,HOBSONA H,BUCKLEYCM,etal.

Chaperone飊mediatedactivationinvivoofaPseudomonas
cepacialipase[J].Molecular& GeneralGeneticsMGG,

1994,245(5):556飊564.
[4]暋JORGENSENS,SKOV K W,DIDERICHSENB.Clo灢

ning,sequence,andexpressionofalipasegenefrom
Pseudomonascepacia:Lipaseproductioninheterolo灢

goushostsrequirestwoPseudomonasgenes[J].Jour灢
nalofBacteriology,1991,173(2):559飊567.

[5]暋唐雪娇,苗时雨,吴丰鹏,等.产脂肪酶菌落的生物特性

研究[J].南开大学学报:自然科学版,2011,44(5):23飊
26.
TANGXJ,MIAOSY,WUFP,etal.Studyonbiologi灢
calcharacteristicsoflipase飊producingstrains[J].Acta
Scientiarum Naturalium Universitatis Nankaiensis,

2011,44(5):23飊26.
[6]暋姜淑梅,张龙,戴世鲲,等.一种简单、有效的适于 PCR

操作的放线菌 DNA 提取方法[J].生物技术,2007,17
(1):39飊41.
JIANGSM,ZHANGL,DAISK,etal.Aquickandef灢
ficient method for genomic DNA extraction from
Actionbacteria[J].Biotechnology,2007,17(1):39飊41.

[7]暋ZHENGX,CHU X,ZHANG W,etal.Anovelcold飊a灢
daptedlipasefromAcinetobactersp.XMZ飊26:Geneclo灢
ningandcharacterisation[J].Applied Microbiology &
Biotechnology,2011,90(3):971飊980.

[8]暋滕昆,张吉福,牛福星,等.脂肪酶活力测定中终止反应

方法的比较分析[J].广西科学,2014,21(2):115飊118.
TENGK,ZHANGJF,NIUFX,etal.Comparativea灢
nalysisofterminationreactionmethodsinlipaseactivity
assay[J].GunagxiSciences,2014,21(2):115飊118.

[9]暋郑小梅.不动杆菌脂肪酶与其特异折叠酶的相互作用与

功能研究[D].北京:中国农业科学院,2012.
ZHENGX M.TheInteractionandFunctionalAnalysis
oftheBacterialLipaseandItsSpecificFoldasefrom
Acinatobactersp.[D].Beijing:ChineseAcademyofAg灢
riculturalSciences,2012.

[10]暋瘙STLINGS,VIRTAMAP.A modifiedpreparationof
theuniversalbufferdescribedbyteorellandstenhagen
[J].ActaPhysiologicaScandinavica,1946,11(4):289飊
293.

[11]暋ROSENAUF,JAEGERKE.Bacteriallipasesfrom
Pseudomonas:Regulation of gene expression and
mechanismsofsecretion[J].Biochimie,2000,82(11):

1023飊1032.
[12]暋孙苗苗,陈辉,吴坚平,等.产碱假单胞菌脂肪酶的克隆

表达及酶学性质研 究 [J].微 生 物 学 通 报,2012,39
(11):1580飊1588.
SUN M M,CHEN H,WUJP,etal.Clonging,expres灢
sionandcharacterizationoflipasefromPseudomonas
alcaligenes [J].MicrobiologyChina,2012,39(11):

1580飊1588.

(责任编辑:米慧芝)暋暋

452 GuangxiSciences,Vol灡23No灡3,June2016


