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摘要　微生物脂肪酶是商品化脂肪酶的主要来源，并广泛应用于诸多工业领域。与其他微生物
脂肪酶相比，细菌脂肪酶催化反应的类型更多、活性更高、稳定性更好，其中又以假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）脂肪酶的性能最为优越。作为性能最为优越、应用最为广泛的一类脂肪酶，假单胞
菌属脂肪酶研究一直是脂肪酶领域的热点。就假单胞菌属脂肪酶的分子生物学研究进展进行归

纳和述评，包括基因资源挖掘及克隆、基因表达调控及分泌机制、活性过表达策略、蛋白质结晶及

３Ｄ结构解析、蛋白质工程，并对其未来研究方向做出展望，以期为后续研究提供有益参考。
关键词　假单胞菌属　脂肪酶　基因表达调控
中图分类号　Ｑ８１４．９

收稿日期：２０１５０４２２　　修回日期：２０１５０４３０
 深圳市创新基金（ＪＣＹＪ２０１２０８３１１１１６５７８６４），国家“８６３”计划
（２０１１ＡＡ０２Ａ２０４）资助项目
通讯作者，电子信箱：ｙａｎｙｕｎｊｕｎ＠ｈｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　脂肪酶（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＥＣ３．１．１．３）

属于α／β型水解酶超家族，广泛存在于各种动物、植物

和微生物中［１］。它们在油水界面上能催化长链酰基甘

油水解为脂肪酸和二酰基甘油、一酰基甘油或甘油，而

在微水相或非水相中能催化多种化学反应，如酯化反

应、转酯反应、醇解反应、氨解反应、酸解反应等，催化

的反应具有高的化学选择性、区域选择性和／或立体选

择性［２４］。由于微生物脂肪酶具有资源丰富、催化活性

多样、遗传操作简单、产量较高、不随季节波动的稳定

供应、生产周期短、生产成本低、稳定性好等优点，因此

已成为商品化脂肪酶的主要来源，并被广泛应用于食

品、饮料、油脂、洗涤剂、饲料、纺织、皮革、新型材料、精

细化工、医药、化妆品、造纸、环境治理、生物能源等诸

多工业领域［５８］。而在各种来源的微生物脂肪酶中，以

细菌脂肪酶催化反应的类型最多、活性最高、稳定性最

好，其中又以假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）脂肪酶的性能

最为优越［４，９１０］。

　　假单胞菌属细菌是一类革兰氏阴性菌，属于γ变形

杆菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。由于该属细菌广泛存在于自然

界中，在微生物学发展早期就能观察到它们的存在，并一

直成为科研人员的热门研究对象。该属细菌种类繁多、

功能类群多样，有些是动物或植物病原体，如铜绿假单胞

菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、丁香假单胞菌（Ｐ．ｓｙｒｉｎｇａｅ）；有些对

某些植物病害具有防治作用，如荧光假单胞菌（Ｐ．

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、防御假单胞菌（Ｐ．ｐｒｏｔｅｇｅｎｓ）、绿针假单胞菌

（Ｐ．ｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ）、橘黄假单胞菌（Ｐ．ａｕｒａｎｔｉａｃａ）；有些具

有生物降解能力，如产碱假单胞菌（Ｐ．ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、门多

萨假单胞菌（Ｐ．ｍｅｎｄｏｃｉｎａ）、恶臭假单胞菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）；

有些能引起食物腐败，如荧光假单胞菌、莓实假单胞菌

（Ｐ．ｆｒａｇｉ）、隆德假单胞菌（Ｐ．ｌｕｎｄｅｎｓｉｓ）［１１１３］。尽管假

单胞菌属细菌分布广泛、功能类群多样，但大多能分泌脂

肪酶以分解脂类物质供自身新陈代谢所需。作为性能最

为优越、应用最为广泛的一类脂肪酶，对假单胞菌属脂肪

酶在基因资源挖掘及克隆、基因表达调控及分泌机制、活

性过表达策略、蛋白质结晶及３Ｄ结构解析、蛋白质工程

等分子生物学研究方向上做了大量的研究工作，本文就

这些研究方向进行归纳和述评，并对其未来研究方向进

行展望。

１　基因资源挖掘及克隆

　　假单胞菌属脂肪酶基因的挖掘及克隆主要通过以

下两种方法。

　　一种是基于基因组文库构建、活性筛选的方法，包

括两种技术，即可培养微生物的基因组文库和不可培
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养微生物的宏基因组文库。采用基因组文库克隆微生

物基因起始较早，已有多个研究小组克隆到假单胞菌

属脂肪酶基因［１１，１４２０］。宏基因组文库是一种能从不可

培养微生物中克隆新基因的有效手段，据报道不可培

养微生物超过原核生物总量的９９％［２１］。为从这一巨

大资源中克隆新的假单胞菌属脂肪酶基因，Ｈａｒｄｅｍａｎ

和Ｓｊｏｌｉｎｇ［２１］、Ｋｈａｎ和Ｊｉｔｈｅｓｈ［２２］分别对海底沉积物和土

壤开展了相关研究工作并取得了预期结果。

　　另一种是基于ＰＣＲ的方法，包括两种技术，即基于

基因组步移（ｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ）的二步法克隆基因全长

和基于已报道假单胞菌属脂肪酶基因侧翼保守序列设

计引物的一步法克隆基因全长。二步法首先也需要根

据现有假单胞菌属脂肪酶基因的保守序列设计引物克

隆到部分基因序列，然后根据这一序列采用基因组步

移ＰＣＲ即可获得基因全长［２３２５］。随着数据库中假单胞

菌属基因组序列和脂肪酶基因序列的日益增多，基于

一步法克隆基因全长的研究越来越多［４，１０，２６３１］，并表现

出简单、快捷、成本低等优势。

２　基因表达调控及分泌机制

　　截止目前，已克隆了大量假单胞菌属脂肪酶基因，

但对其表达调控机制的研究仍处于探索性阶段，主要

集中在基于 ＮｔｒＢ／Ｃ蛋白超家族的双组分系统（ｔｗｏ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｙｓｔｅｍ）［３２３５］、基于酰基高丝氨酸内酯（ａｃｙｌ

ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃｔｏｎｅｓ，ａｃｙｌＨＳＬ）的群体感应系统（ｑｕｏｒｕｍ

ｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ）［３２，３６］、Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号转导系统（Ｇａｃ／

Ｒｓｍｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ）［３６３９］、渗透压感应双组分

系统ＥｎｖＺ／ＯｍｐＲ［４０］和精氨酸代谢调控因子ＡｒｇＲ［４１］对

脂肪酶基因的表达调控（图１）。从图１可知，只有Ｇａｃ／

Ｒｓｍ信号转导系统的调控机制被阐明，通过途径①“Ｇａｃ／

Ｒｓｍ信号转导系统→ＱＳ系统→ＮｔｒＢ／Ｃ蛋白超家族→脂

肪酶”间接激活脂肪酶基因转录（发现于铜绿假单胞菌

中［３１３７］，图２）或通过途径②“Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号转导系统→
脂肪酶”直接激活脂肪酶基因翻译（本课题组发现于防

御假单胞菌中［３９］，图３）。然而，Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号转导系统

还通过其他未知途径对脂肪酶基因的表达进行微调，如

抑制铜绿假单胞菌脂肪酶基因ｌｉｐＡ的转录（图２）、激活

防御假单胞菌脂肪酶基因ｌｉｐＡ的转录（图３），虽然它们

不占主导作用，但是调控的分子机制值得进一步研究。

基于上述分析并结合相关文献［３９，４２］，我们对Ｇａｃ／Ｒｓｍ信

号转导系统激活假单胞菌属脂肪酶基因表达的调控机制

提出以下假设：当假单胞菌属细菌拥有基于ａｃｙｌＨＳＬ的

ＱＳ系统时，主要通过途径①激活脂肪酶基因转录；当假

单胞菌属细菌缺乏基于ａｃｙｌＨＳＬ的ＱＳ系统时，主要通

过途径②激活脂肪酶基因翻译。

图１　调控假单胞菌属脂肪酶基因表达的调控因子
Ｆｉｇ．１　Ｓｅｖｅｒａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｉｐａｓｅｇｅｎｅｓ

Ｓｏｌｉｄｌｉｎｅ：Ｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅ：Ｉｎｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；
Ａｒｒｏｗ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ；Ｂａｒ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

图２　铜绿假单胞菌中Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号
转导系统对ｌｉｐＡ表达的调控

Ｆｉｇ．２　ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｈｅ
Ｇａｃ／Ｒｓｍｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍｉｎＰ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

Ｓｏｌｉｄｌｉｎｅ：Ｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅ；Ｉｎｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；
Ａｒｒｏｗ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ；Ｂａｒ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ；Ｄｏｕｂｌｅｌｉｎｅ：Ｐｈｙｓｉｃａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

图３　防御假单胞菌中Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号
转导系统对ｌｉｐＡ表达的调控

Ｆｉｇ．３　ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｈｅＧａｃ／Ｒｓｍ
ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｉｎＰ．ｐｒｏｔｅｇｅｎｓ

Ｓｏｌｉｄｌｉｎｅ，ｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅ，ｉｎｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ａｒｒｏｗ，
ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ；ｂａｒ，ｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ；ｄｏｕｂｌｅｌｉｎｅ，ｐｈｙｓｉｃａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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　　假单胞菌属细菌是一类革兰氏阴性菌，主要通过

两种途径分泌胞外脂肪酶（表１）［６，３２］。ＴｙｐｅＩ型分泌

途径：脂肪酶Ｃ端信号序列首先被 ＡＢＣ输出子特异性

识别，然后通过ＡＢＣ蛋白复合体形成的通道直接分泌

到胞外。ＴｙｐｅＩＩ型分泌途径：脂肪酶前体 Ｎ端信号肽

首先被内膜（质膜）上的多亚基蛋白复合体 Ｓｅｃ装置识

别并进入周质，此过程伴随信号肽的切除；然后在同源

折叠酶Ｌｉｆ和二硫键形成蛋白 Ｄｓｂ的作用下折叠成正

确构象并形成二硫键，此过程中错误折叠的脂肪酶将

被周质蛋白酶所降解；成熟脂肪酶最后在 Ｘｃｐ分泌子

的介导下通过外膜分泌到胞外。

表１　假单胞菌属脂肪酶的分泌途径

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｃｒｅｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｉｐａｓｅｓ

Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓ Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓ
Ａｃｃｅｓｓｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｌｉｐａｓｅｓ

ＴｙｐｅＩ
ＡＢＣ输出子：由内膜 ＡＴＰ酶、膜融合蛋白
ＭＦＰ和外膜蛋白ＯＭＰ组成

Ｃ端信号序列，不被切除 无
荧光假单胞菌

ＳＩＫＷ１脂肪酶

ＴｙｐｅＩＩ
内膜Ｓｅｃ装置：由多个亚基组成；内外膜Ｘｃｐ
分泌子：由≤ １４个蛋白质组成

Ｎ端信号肽，被切除 Ｌｉｆ、Ｄｓｂ
铜绿假单胞菌

ＰＡＯ１脂肪酶

３　活性过表达策略

　　脂肪酶的大量活性表达一直是困扰科研人员的难

题，其原因主要有两：其一，宿主细胞常常没有与异源

脂肪酶相对应的分泌系统，大量表达的异源脂肪酶容

易对宿主细胞产生较大毒性而过早死亡，或者为避免

毒害宿主细胞而形成无活性包涵体；其二，多数脂肪酶

需要在同源折叠酶的作用下才能形成正确构象的活性

蛋白质，而异源宿主细胞常常没有对应的折叠酶［４３］。

由于假单胞菌属脂肪酶的优越性，人们对其活性过表

达开展了一系列研究，归纳起来主要有以下几种策略。

３．１　脂肪酶基因与同源分泌系统基因簇共表达

　　Ａｈｎ等［４４］将荧光假单胞菌 ＳＩＫＷ１的脂肪酶基因

ｔｌｉＡ及同源ＡＢＣ输出子基因簇ｔｌｉＤＥＦ在假单胞菌属菌

株中共表达，研究了同源分泌系统对假单胞菌属细菌

产脂肪酶的影响。结果表明，共表达 ｔｌｉＤＥＦＡ显著性优

于单独表达ｔｌｉＡ，其中同源表达ｔｌｉＤＥＦＡ效果最好，是同

源表达ｔｌｉＡ的６９倍；同源共表达显著性优于异源共表

达，但同源表达 ｔｌｉＡ不一定优于异源表达 ｔｌｉＡ；ＴｌｉＤＥＦ

介导的ＴｌｉＡ分泌具有温度依赖性，ＴｌｉＤＥＦ在培养温度

高于３０℃时丧失分泌功能。然而，并不是所有同源共

表达都优于异源共表达。Ｓｏｎｇ等［４５］的研究表明，

ｔｌｉＤＥＦＡ在黏质沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）中共表达

显著性优于同源共表达，可能是因为 ＴｌｉＤＥＦ介导的

ＴｌｉＡ分泌在黏质沙雷氏菌中没有生长阶段依赖性，能

持续表达并分泌 ＴｌｉＡ直至稳定生长期。对于 ＴｙｐｅＩＩ

型分泌途径分泌的脂肪酶，ｘｃｐ基因簇的过表达能增加

脂肪酶的产量［４６４７］。

３．２　脂肪酶基因与同源折叠酶基因共表达

　　多数假单胞菌属脂肪酶表达后，需要在同源折叠

酶的作用下才能形成活性蛋白质，它们的异源表达经

常形成无活性包涵体。大量研究表明，假单胞菌属脂

肪酶基因与同源折叠酶基因的共表达能很好地克服这

一瓶颈［１５，２９，４８５０］。Ｏｍｏｒｉ等［４８］以假单胞菌属菌株１０９

的脂肪酶操纵子 ｌｉｐＬ／ｌｉｍＬ为研究对象，系统研究了表

达宿主、启动子、基因拷贝数及其组合对ｌｉｐＬ／ｌｉｍＬ共表

达的影响。结果显示：在弱启动子 ｔａｃｌａｃＵＶ５的控制

下，同源表达产脂肪酶的效果是原始菌株的７．１倍；在

强启动子Ｔ７的控制下，铜绿假单胞菌中异源表达产脂

肪酶的效果是原始菌株的１３倍；ｌｉｐＬ和／或ｌｉｍＬ基因拷

贝数的组合也会影响脂肪酶产量，其中（ｌｉｐＬ）３ｌｉｍＬ组

合最优，其产脂肪酶的效果是原始菌株的 ６７倍。因

此，表达宿主适配性、启动子强弱、共表达基因的拷贝

数及组合都是影响脂肪酶产量的主要因素。

３．３　脂肪酶表面展示

　　Ｌｅｅ等［５１５２］利用铜绿假单胞菌外膜蛋白ＯｐｒＦ成功

将ＴｌｉＡ展示在大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＸＬ１０Ｇｏｌｄ和

恶臭假单胞菌ＫＴ２４４２表面，与大肠杆菌表面展示系统

相比，恶臭假单胞菌表面展示系统在酶活力、有机溶剂

耐受性、温度稳定性、手性拆分能力等方面表现出更大

优势。Ｊｕｎｇ等［５３５４］利用丁香假单胞菌冰核蛋白 ＩＮＰ将

ＴｌｉＡ成功展示在大肠杆菌 ＪＭ１０９和恶臭假单胞菌

ＧＭ７３０表面，恶臭假单胞菌表面展示系统也全面优于

大肠杆菌表面展示系统。

３．４　脂肪酶基因在酵母中表达

　　与大肠杆菌、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）表
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达系统相比，巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）表达系统
具有无可比拟的优势［５５］，作为异源宿主也常常被应用

于表达原核基因。Ｊｉａｎｇ等［２３］、王海燕［５５］、Ｙａｎｇ等［２７］

利用巴斯德毕赤酵母作为异源宿主成功实现了荧光假

单胞菌脂肪酶基因的表达和分泌，这是因为该类脂肪

酶属于Ｉ．３亚家族，无需同源折叠酶等辅助因子的帮助
就能折叠成活性构象。

４　蛋白质结晶及３Ｄ结构解析

　　脂肪酶３Ｄ结构在理论方面有助于解释催化机制
和研究构效关系，在工程技术方面可以辅助蛋白质工

程。到目前为止，有三个假单胞菌属脂肪酶的３Ｄ结构
被解析。

　　Ｂｏｓｔｏｎ等［５６］解析了门多萨假单胞菌脂肪酶的３Ｄ
结构（ＰＤＢＩＤ：２ＦＸ５），并基于结构分析研究了点突变
对脂肪酶活力的影响，认为增加甘油三酯底物的酰基

链结合是提高脂肪酶活力的关键。Ｓｉｂｉｌｌｅ等［５７］在此基

础上，通过ＮＭＲ分析和分子动力学模拟提出了降低脂
肪酶的分子柔性是提高其稳定性的基础。

　　Ｎａｒｄｉｎｉ等［５８］解析了铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１脂肪酶
（ＰＡＬ）开放构象的３Ｄ结构（ＰＤＢＩＤ：１ＥＸ９），根据结构
分析得出酰基口袋大小、ｓｎ２结合口袋大小及相互作用
是ＰＡＬ具有区域和立体选择性的决定性因素。
　　Ａｎｇｋａｗｉｄｊａｊａ等［５９］解析了假单胞菌属菌株 ＭＩＳ３８
脂肪酶（ＰＭＬ）及其铂结合 Ｓ４４５Ｃ突变体封闭构象的
３Ｄ结构（ＰＤＢＩＤ：２Ｚ８Ｘ、２Ｚ８Ｚ），发现 ＰＭＬ有两个盖子
结构（Ｌｉｄ１和Ｌｉｄ２）。基于结构分析得出了盖子结构的
开放机制，即Ｌｉｄ１在开放构象时，Ｃａ２＋结合到Ｃａ１有助
于Ｌｉｄ１定位于开放构象；Ｌｉｄ１在封闭构象时，Ｃａ１消
失、Ｌｉｄ１的结构和位置发生巨大改变；Ｌｉｄ２在开放构象
时形成一个螺旋状发夹结构，而在封闭构象时不形成

该发夹结构并覆盖活性位点。为研究Ｃａ２＋结合位点对
ＰＭＬ活力和稳定性的重要性，该研究小组解析了两个
突变体 Ｄ１５７Ａ和 Ｄ３３７Ａ的 ３Ｄ结构（ＰＤＢＩＤ：２ＺＪ６、
２ＺＪ７），结果表明活性位点的完全开放需要 Ｃａ１、Ｃａ２位
点，Ｃａ２、Ｃａ３位点有助于 ＰＭＬ的稳定［６０］。该研究小组

又根据 ＰＭＬ不同构象的 ３Ｄ结构（ＰＤＢＩＤ：２ＺＶＤ、
３Ａ６Ｚ、３Ａ７０）结合分子动力学模拟研究了 ＰＭＬ的界面
激活机制，结果表明Ｃａ１的功能类似于钩子，有助于稳
定Ｌｉｄ１的完全开放构象和引发Ｌｉｄ２的随后开放［６１］。

５　蛋白质工程

　　蛋白质工程以基因工程为基础，根据蛋白质的结

构和功能，通过基因的人工定向改造获得性质改变的

蛋白质以满足人类需求。蛋白质工程主要有三种技

术，分别为理性设计（ｒａｔｉｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ）、非理性设计
（ｉｒｒａｔｉｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ）和 半 理 性 设 计 （ｓｅｍｉｒａｔｉｏｎａｌ
ｄｅｓｉｇｎ）［６２］。
５．１　理性设计
　　理性设计需要蛋白质的３Ｄ结构和功能信息，通过

分析结构与功能的关系确定需要突变的氨基酸残基，

最后利用定点突变技术达到突变氨基酸残基的目

的［６３］。Ｓａｎｔａｒｏｓｓａ等［６４］通过理性设计定点突变了莓实

假单胞菌脂肪酶（ＰＦＬ）盖子区的３个极性氨基酸残基，
Ｔ１３７和Ｔ１３８的突变增加了 ＰＦＬ对 Ｃ８底物的相对活
力和ＰＦＬ的温度稳定性，而 Ｓ１４１的突变破坏 ＰＦＬ的

稳定。

５．２　非理性设计
　　非理性设计又称为定向进化或体外分子进化，不
需要蛋白质的３Ｄ结构和功能信息，通过模拟自然进化

随机突变目的基因，定向筛选后获得预期的改良蛋白

质［６５］。Ｊｕｎｇ等［５３］利用非理性设计随机突变 ｔｌｉＡ，通过
三丁酸甘油酯平板筛选得到４个水解活力增高的 ＴｌｉＡ
突变体（Ｔ４８、Ｔ５４、Ｔ６１和Ｔ６８）。Ｆｕｊｉｉ等［６６］随机突变铜

绿假单胞菌脂肪酶基因，通过油酰基２萘酰胺（ｏｌｅｏｙｌ

２ｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｄｅ）水解活力筛选得到５个酰胺水解酶活
力增高的突变体，其中３个突变位点（Ｆ２０７Ｓ、Ａ２１３Ｄ和
Ｆ２６５Ｌ）影响酰胺水解酶／酯酶活力比；这些突变位点的
组合进一步提高酰胺水解酶活力，其中 Ｆ２０７Ｓ／Ａ２１３Ｄ

组合的活力最高；３Ｄ结构模拟显示这些突变位点远离
活性中心而靠近蛋白质表面的Ｃａ２＋结合位点。
５．３　半理性设计
　　半理性设计是理性设计与非理性设计的结合，融
合了理性设计和非理性设计的优点，需要蛋白质的３Ｄ
结构或功能信息。一般来说，半理性设计包括４种方

案：对特定氨基酸残基进行随机突变、随机突变与定点

饱和突变同时进行、随机突变筛选突变位点后进行定

点饱和突变、利用计算方法进行半理性设计和组合设

计［６２］。Ｃａｒｂａｌｌｅｉｒａ等［６７］采用组合活性中心饱和试验

（ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｓａｔｕｒａｔｉｏｎｔｅｓｔ，ＣＡＳＴ）的策略定
向筛选到一个具有高度对应选择性的铜绿假单胞菌脂

肪酶突变体（Ｌｅｕ１６２Ｐｈｅ）。Ｎａｋａｇａｗａ等［６８］利用随机突

变和饱和突变相结合的策略定点突变 Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ脂
肪酶底物结合位点的所有氨基酸残基，鉴定出残基

Ｌｅｕ２５２是提高酰胺水解酶活力的热点，Ｍｅｔ或Ｐｈｅ替换
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Ｌｅｕ２５２显著性增加该脂肪酶的酰胺水解酶活力而酯酶

活力不受影响，其中三联突变体（Ｆ２０７Ｓ／Ａ２１３Ｄ／

Ｍ２５２Ｆ）的酰胺水解酶活力是原始酶的２８倍。

　　可以预期，随着脂肪酶３Ｄ结构解析的日益增多，

理性设计和半理性设计将会成为脂肪酶蛋白质工程的

首选技术。

６　展　望

　　假单胞菌属脂肪酶性能优越、应用范围广泛，在生

物转化领域具有非常重要的作用，一直是脂肪酶研究

领域的热点对象。虽然已在前文所述分子生物学研究

方向上开展了大量研究，并取得了丰硕成果，但是在工

业化生产、基因资源挖掘及克隆、蛋白质结晶及３Ｄ结

构解析、生产系统构建等方向仍需大量而深入的研究，

具体研究内容见表２。

表２　假单胞菌属脂肪酶的未来研究方向

Ｔａｂｌｅ２　ＦｕｔｕｒｅｒｅｓｅａｒｃｈｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｉｐａｓｅｓ

Ｒｅｓｅａｒｃｈｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈｃｏｎｔｅｎｔｓ

工业化生产 基因表达调控机制、基因工程菌构建、发酵条件优化

基因资源挖掘及克隆
极端环境微生物脂肪酶基因、宏基因组筛选不可培养微生物脂肪酶基因、基因组数据库中的脂肪

酶基因、蛋白质工程改造现有脂肪酶基因

蛋白质结晶及３Ｄ结构解析 解释催化机制、研究构效关系、辅助蛋白质工程

生产系统构建 用于不同来源脂肪酶的表达与分泌
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