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摘 要：迄今为止已克隆了包括微生物和动植物在内的众多脂肪酶基因，测定了它们的核苷酸序

列，从而确定了这些酶的一级结构 ’作者重点就有关微生物脂肪酶的基因克隆、核苷酸及氨基酸序

列分析和基因表达等分子生物学内容作一综述 ’
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脂肪酶（U5 .’ " ’ " ’ . ’）是分解三脂酰甘油的水

解酶类，被水解底物三脂酰甘油的醇部分是丙三

醇，酸部分为水不溶的 "! 碳以上的长链饱和或不饱

和脂肪酸，水解反应发生的部位是三脂酰甘油的酯

键 ’其催化反应如下：

三脂酰甘油 V 水 "
脂肪酶

二脂酰甘油 V 脂肪酸

其中的二脂酰甘油可被进一步水解为一脂酰

甘油、甘油和游离脂肪酸 ’有关脂肪酶（W;O*KA）较确

切的定义是 !# 世纪 X# 年代由 DH%@YAH=%CC 等首先提

出的，他将能水解长链脂肪酸酯或水解油酸酯类的

酶类定义为脂肪酶 ’由于发现该定义易引起脂肪酶

和酯酶的混淆，ZG*+> 等随即将定义修改为一类能

催化特殊类型的酯键即三脂酰甘油的酯键水解的

酶；或者从催化作用的可逆性考虑将脂肪酶定义为

与高级脂肪酸和丙三醇所形成的三脂酰甘油的合

成、转酯和分解有关的酶类；或简言之脂肪酶是催

化油酯水解的一类酶的总称 ’按照国际生化联合会

的命名分类原则，脂肪酶编号：U5 .’" ’" ’ . ’；系统名

称：三脂酰甘油酰基水解酶；习惯名称：脂肪酶 ’
脂肪酶的一个最显著的特点是它不同于其它

多数水解酶的催化特性，即该酶催化的水解反应是

一种非均相体系，水溶性的酶在底物（水不溶性）和

水的界面上催化底物反应，对水溶性底物不起催化

作用 ’
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微生物脂肪酶作用于底物三脂酰甘油的方式

因酶的类型而异 ! "#$%&’ 曾比较了 () 种不同的微生

物脂肪酶，发现有 ) 种作用方式类型（见表 *），其

中，大多数脂肪酶作用于三脂酰甘油的初级位（*，)+
位）酯键；但葡萄球菌、黑曲霉和圆弧青霉等脂肪酶

无位置专一性，即能水解初级和次级位（(+位）的酯

键；白地霉脂肪酶则表现出另一种特殊的专一性，

即专一作用于油酸所形成的三脂酰甘油的酯键 !近
年来，不断有其它底物专一性的脂肪酶被发现，例

如，!"#$%&’()())*+ %&,)*+ 脂肪酶偏爱磷脂为底物，也

可以 水 解 脂 肪 酸 链 长 短 不 一 的 各 种 油 脂；相 反，

!"#$%&’()())*+ #*-.*+ 脂肪酶专一作用于短链脂肪酸

所形成的三脂酰甘油，而中、长链脂肪酸形成的三

脂酰甘油以及磷脂很难被水解 !
表 ! 各种微生物脂肪酶的主要作用类型

"#$%! "&’ (#)* +,-.’//)*0 "12’/ -3 ().,-$)#4 5)2#/’/ -*
67$/8,#8’/

底物专一性 脂肪酶来源

作用于 * 或 ) 位酯键

霉实假单孢菌、荧光假单孢菌、
解脂假丝酵母、巢子须霉、腐乳
毛霉、娄地青霉、少孢根霉、费雷
生刺枝霉、美丽异囊霉；

作用于 *、( 和 ) 位酯键 金黄色葡萄球菌、黄曲霉；

作用于油酸形成的酯键 白地霉

另外存在一类较特殊的脂肪酶，它仅作用于单

脂酰或二脂酰甘油，而对三脂酰甘油完全不起催化

作用，但它与三脂酰甘油 脂 肪 酶（ ,&-./0#1#0/2&%# #-+
3.42）一起使用时，能协助或加速三脂酰甘油的彻底

水解，被称为单+双脂酰甘油脂肪酶（5%6%+’-./0#1#0/+
2&%# #-3.42）! 例 如，来 源 于 微 生 物 真 菌 /.0),’’,*1
)#1.12.-",, 7+*89 和 3+$.-4,’’*+ (-&5#. 的脂肪酶 !

脂肪酶分子生物学的研究进展较快，到目前为

止已克隆了包括微生物和动植物在内的众多脂肪

酶基因，测定了它们的核苷酸序列，从而确定了这

些酶的氨基酸一级结构 !人胰脂肪酶（:;<）［*］、6%,7
5(1*)(- 1,.%., 脂肪酶（=><）［(］和 8.( )#09,9*1 脂肪

酶［)］等的蛋白晶体结构已经研究清楚 !对脂肪酶活

性中心的研究发现，?2&+"43+:-4 组成了一个有催化

作用的三联体，:;<、=>< 的立体结构也证明了这种

三联体的存在 ! 8.( )#09,9*1 脂肪酶的三联体是 ?2&+
@#A+:-4，即 @#A 取代了 "43!上述 ) 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

中心隐藏在蛋白质内部 ! :;<、=>< 的活性中心被一

个亲水性的短!+螺旋覆盖，8.( )#09,9*1 脂肪酶的

活性中心被两个平行的!+螺旋覆盖 ! B&C%D4E- 等证实

=>< 与底物作用时，覆盖活性中心的!+螺旋发生了

移动，从而暴露了活性中心，可以推测脂肪酶构象变

化导致了酶的活化 !

! 哺乳动物脂肪酶

从 /FG" 推导的人胰脂肪酶由 HI8 个氨基酸残

基组成，其中包括由 *I 个氨基酸残基组成的信号

肽［H］!该成熟蛋白一级结构分别与猪和狗胰脂肪酶

有 J8K和 L9K的同源性，其中猪和人胰脂肪酶中所

有 *H 个半胱氨酸都是保守的；人胰脂肪酶是一种糖

蛋白，这与其一级结构在 "46*IL有一个糖基化位点

是一致的，猪和狗胰脂肪酶的两个糖基化位点分别

在 "46*H9和 "46*IL !
人肝脏脂肪酶基因定位在第 *8 号染色体长臂，

从 /FG" 推导的酶蛋白由 HLI 个氨基酸残基组成，

计算相对分子质量 8) (HM，成熟蛋白 G 末端前面 ()
个氨基酸组成信号肽 !该脂肪酶与哺乳动物肝脏脂

肪酶、脂蛋白脂肪酶和胰脂肪酶等有两段相同的疏

水结构域：@#0+N0&+?2&+<2A+@#0 和 ?2&+（O）I+?2&，其中

@#0+N0&+?2&+<2A+@#0 被证明是结合脂肪的区域，表 (
列举了某些哺乳动物脂肪酶的底物结合区域 !

表 9 哺乳动物脂类水解酶的底物结合区域

"#$%9 :)*;)*0 67$/8,#8’/ <’0)-* )* (#==#4)#* 5)2#/’

动物脂肪酶 底物结合区域

人胰脂肪酶（:;<）
*HIG P : P Q @ : ? < @ " :
"*8J

猪胰脂肪酶（;;<）
*H8G P : P Q @ : ? < @ ? :
"*8L

狗胰脂肪酶（F;<）
*HLR P R < Q @ : ? < @ " :
P*8M

人肝脏脂肪酶（::<）
*)J: P : < Q @ S ? < @ " :
P*89

鼠肝脏脂肪酶（=:<）
*H9T P : < Q @ S ? < @ " :
P*8(

人脂蛋白脂肪酶（:<;<）
*(8G P : < < @ S ? < @ " :
"*)L

鼠脂蛋白脂肪酶（><;<）
*(8G P : < < @ S ? < @ " :
"*)L

牛脂蛋白脂肪酶（B<;<）
*(8G P : < < @ S ? < @ " :
"*)L

人胃脂肪酶（:@<）
*HLR < : S P @ : ? R @ N N
Q*8M

鼠舌脂肪酶（=<<）
*I)T Q : S P @ : ? R @ N N
Q*L8

9 细菌脂肪酶

有关细菌脂肪酶的分子生物学，尤其是假单孢
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菌属的研究最为深入，已测定了假单孢菌、葡萄球

菌、链霉菌和枯草杆菌等众多的细菌脂肪酶基因序

列和对应的氨基酸序列，其中某些基因已在相应的

宿主中得到了表达 ! 例如：!"#$%&’()())*+ %&,)*+ +*-+$
%&,)*+ 的脂肪酶基因已在 !"#$%&’()())*+ )#./(+*+ 和

0+)%1.,)%,# )(’, 中进行了表达研究，重组脂肪酶为具

有催化活性的胞外酶，克隆的 "#$ 片段长度为 % ! &
’(，"#$ 序列分析确定了脂肪酶基因的位置、核糖

体的结合位点、信号肽序列以及编码前蛋白 )*%+ 个

核苷酸的开放阅读框，在结构基因的 +’末端存在 +
个连续的终止密码子和转录终止信号［&］；克隆了来

源于 !"#$%&’()())*+ #*.1*+ 的脂肪酶基因，并在 0+2
)%1.,)%,# )(’,、3#),’’*+ +*-",’,+ 和 ! )#./(+*+ 中获得了表

达［,］；分 别 克 隆 了 来 源 于 4’)#’,51/1+ 61/,".,7,)#/+、
8+1*6(9(/#+ #1.*5,/(+#、8+1*6(9(/#+ 7.#5, 的脂肪酶

基因，并在相应的宿主菌中获得了表达 !
8+1*6(9(/#+ #’)#’,51/1+ -.) 产碱性脂肪酶，该

酶具有极好地去除脂肪污垢和适合洗涤条件的特

性，/012 等［3］将该酶的结构基因在各种宿主菌中进

行了表达，例如，3#),’’*+ ’,)%1/,7(.9,+、0+)%1.,)%,# )(’2
,、!".1$"(9&)1+ ’,:,6#/+、4+$1.5,’’*+ /,51.、;’*&:1.(9&)1+
’#)",+，但表达量都很低 !进一步的研究发现与脂肪酶

基因（405$）相邻被称之为辅助基因（4056）的 "#$ 片

段有关，4056 对 405$ 的表达起重要的作用，将 405$
和 4056 一起克隆到多拷贝质粒 578"%)& 中，在原宿

主菌中进行表达，脂肪酶产量比 8+1*6(9(/#+ #’)#’,2
51/1+ -.) 提高了近 9: 倍 !许多研究人员也发现了这

一影响脂肪酶基因表达的辅助基因，分别被称为

405;、40<= 和 40> 等 ! /012 将 8 #’)#’,51/1+、8 #1.*5,2
/(+#、8 5’*9#1 和 8 )1$#),# 脂肪酶辅助基因产物的

氨基酸序列进行了比较，发现有较高的同源性 !
来自于假单菌属 )3 个种或株的脂肪酶基因已

被克隆和测序，/04(?@A 根据氨基酸序列的同源性将

它们分为两组，这两组脂肪酶之间除了含有非常保

守的脂肪酶活性中心保守序列（./4B.C).D?@.C%./4B.）
之外，无任何相似之处 !

E@?F’?F 等在前人研究的基础上，具体确定了

8+ 5’*9#1 脂肪酶催化中心三组合 D?@.$25.;02 在一

级结构中的位置 !他们首先测定了 8+ 5’*9#1 G/) 脂

肪酶的编码基因序列，然后构建了一系列的突变菌

株，分别用其它氨基酸取代原催化中心三组合中的

某一氨基酸，测定这一系列突变菌株所产脂肪酶的

动力学常数，通过分析最后确定了 D?@H3，$25%9) 和

;02%H&三组合构成 8+ 5’*9#1 G/) 脂肪酶的活性催化

中心 !

8I44I> 等研究了 !"#$%&’()())*+ #*.1*+ 脂肪酶在

体内的加工过程 !许多 !"#$%&’()())*+ 属的脂肪酶已

被纯化，!"#$%&’()())*+ #*.1*+、!"#$%&’()())*+ %&,)*+ 的

脂肪酶基因序列也已经被测定 ! !"#$%&’()())*+ #*.1*+
基因编码一个相对分子质量为 3, ::: 的蛋白质（包

括信号肽），但从细胞外纯化的有活性的脂肪酶表

观相对分子质量为 H% :::，这可能是由于这个酶的

亲水部分与疏水部分结合导致了酶在 D"D.G$/J 时

的泳动速度降低，另外从细胞培养物上清液中可以

纯化到比较稳定的相对分子质量在9& ::: K 9, :::
的有活性的酶蛋白 !当 ! #*.1*+ 在肉汤培养基中于

+3 L培养时，, M 就可以从上清液中检测到相对分

子质量为H% :::的有活性的酶蛋白，H M它的含量达

到最大，此时相对分子质量为9& ::: K 9, :::的脂肪

酶开始出现 !继续温育含有细胞的培养液和不含细

胞的上清液，相对分子质量为H% :::的酶蛋白同步

降解，最 后 形 成 9& ::: K 9, :::的 脂 肪 酶 及 痕 量

H% :::的酶蛋白 !在整个转化过程中，用抗体可检测

到相对分子质量介于H% :::和9& ::: K 9, :::很宽

的弥散条带并具有酶活性，说明在H% :::脂肪酶加

工过程中，随机产生了不同相对分子质量的过度态

蛋白质，是一种多级的蛋白质加工过程 !
由 3#),’’,*+ +*-",’,+ 脂肪酶基因编码的酶蛋白一

级结构中不存在保守的五肽 /4B.C).D?@.C%./4B !通过

与其它微生物和哺乳动物脂肪酶序列的同源性比

较，3#),’’,*+ +*-",’,+ 脂肪酶中存在这样的保守五肽

$4N.C).D?@.C%./4B ! 普遍认为保守五肽中的 D?@ 是一

种亲核残基：参与水解机理的一个过程，是催化中

心三组合 D?@ O $25 O ;02 的成员之一；而 D?@ 侧翼的

/4B 在酶的催化过程中所起的作用不大，推测其作

用为增加保守五肽的柔韧性和减少空间障碍，以便

底物能与催化中心更好地结合和催化水解 !从保守

五肽中的第一个 /4B 被突变为 $4N 而不改变酶的活

性这一现象，就能解释上述的推测 !

! 真菌脂肪酶

<%,=(9*)(. 9,1%1, 脂肪酶由 %,* 个氨基酸残基

组成，相对分子质量为 %* 93%，这个酶的前体由 +,+
个氨基酸残基构成，其中 %9 个氨基酸组成信号肽，

3: 个氨基酸作为前肽部分 !天然酶在体内经修饰后

有两种活性组分，它们的碳水化合物质量分数分别

为 ))P和 9P !
>1(".,)%*9 和 >#’#)"(9&)1+ 各菌株分别具有编码

同源性很高的 =05N2? Q 和 =05N2? QQ 的不同脂肪酶基

因，而 ?#/6,6# )&’,/6.#)1# 具有 & 个不同的脂肪酶基

,* 食 品 与 生 物 技 术 第 %) 卷
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因，编码同源性在 !"#以上的 $ 个脂肪酶［!］，该现

象被称为脂肪酶基因的多态性 %随后，&’())* 等报道

了 !"#$%$" &’()*" 同一菌株具有 + , -" 个脂肪酶基

因，编码众多的同功酶，它们之间的同源性在 +"#
以上 %对 !"#$%$" &’()*" 所产各种脂肪酶同功酶的

分离纯化和性质研究表明，不同的同功酶具有不同

的生化性质和底物专一性 %各种不同基因的表达和

.或翻译后修饰直接导致了多种同功酶的存在 %
国内外已报道了数十种真菌脂肪酶的基因序

列，其中有些基因之间具有很高的同源性，另一些

却没有或只有很低的同源性 %已知基因序列的真菌

包括 +,%-).’/)& .%0,0%、10)2&%/,’. /"#$%$’.、3’.%/)4
5" 5"#’(%#)*"、!"#$%$" /65%#$&"/0"、70#%/%55%’. /".0.4
80&2%%、70#%/%55%’. /6/5)9%’.、70#%/%55%’. 0:9"#*’.、+,%4
-)9’*、1"5"/2).6/0* (0)2&%/,’.、;’*"&%’. ,020&)*9)&’.、

<*90&(%55’* )&6-"0 和 ="&&)>%" 5%9)562%/" 等霉菌和酵母

属种 %有些属内不同菌种的脂肪酶基因序列也已报

道，例如，根霉属 内 的 +,%-)9’* )&6-"0、+,%-)9’* "&4
&,%-’*（/01&*12：3455678$）、+,%-)9’* #%?0’*（/019
&*12：3&"-876:）、+,%-)9’* $050."&、+,%-)9’* @"?"#%/’*
等，这些基因所对应的成熟肽氨基酸序列之间最多

只有 7 个氨基酸的差别 %有些相同菌种但不同菌株

的脂肪酶基因序列也有差异，例如 10)2&%/,’. /"#4
$%$’.，其不同菌株 3;<< 87:-7、=><< 5"$""5、=>>?
@9$$5 和 =>>? @9$$5 等脂肪酶的一级结构之间有

差别，而且就目前所知每个菌株分别具有两个不同

的脂肪酶基因，但都具有很高的同源性［6］%另外，有

些不同的菌株具有完全相同的脂肪酶基因或蛋白

一级结构，反之，同一菌株能产性质和一级结构完

全不同的脂肪酶，例如 70#%/%55%’. /6/5)9%’. A/8+ 和

70#%/%55%’. 0:9"#*’. BC< 5"+-! 这两个不同菌株，

它们具有完全相同的碱性脂肪酶基因（/01&*12 登

录号分别为 345+785" 和 345!!:!$）%
作者采用 A<> 和 >;9A<> 技术分段扩增目的基

因片段，然后将所克隆并测序的基因片段进行拼

接，获得了多个完整的脂肪酶 )D=3 和 D=3 序列 %
其中：从同一个菌株 70#%/%55%’. /6/5)9%’. A/8+ 中克

隆并测定了两个完全不同的脂肪酶基因（/01&*12
登录号分 别 为 345+785" 和 345!!5-6），分 别 编 码

;’E*)FGHGF)0’(G GEI*J0 ?EI K 和 L(1(9ME*)FGHGF)0’(G GEI*J0，
前者的一级结构与其它脂肪酶的同源性很低，与最

接近的 3 5"#’(%#)*" 脂肪酶仅有5$ %:#的同源性，

说明是一种新的脂肪酶蛋白或基因，而后者的基因

或氨基酸序列与 70#%/%55%’. /".0.80&2%% N9-$" 的完

全相同；另外，利用扩增 A/8+ D=3 的一对引物，从

70#%/%55%’. 0:9"#*’. BC<5"+-! 的总 D=3 中扩增并

克隆 了 一 个 碱 性 脂 肪 酶 基 因（/01&*12 登 录 号

345!!:!$），该 D=3 基因与 A/8+ ?EI K 基因的序列完

全相同，说明不同菌种之间可能存在相同的脂肪酶

基因 %
31O(1E*1［-"］研究了当时已知序列的脂肪酶，指

出除了 7 A&"(% 和 + .%0,0% 脂肪酶外，其它所有的脂

肪酶都含有糖基化位点，=9P9; 或 =9P9Q（其中 P 为

除了 A’( 以外的任何氨基酸）%寡糖通过 =9乙酰9D9
氨基葡萄糖与 3J1 的氨基连接，或通过 =9乙酰9D9氨
基半乳糖与 Q0’ 或 ;R’ 的羟基连接 %但随着脂肪酶序

列不断地被发现，不含糖基化位点的脂肪酶越来越

多，例如，;’*"&%’. ,020&)*9)&’.、70#%/%55%’. /6/5)9%’.
等 %真核生物 L>=3 的成熟有一个剪接过程，一般

将对应于成熟的 >=3 中尚存的 D=3 序列称为外显

子，对应于切除的部分称为内含子 % 真菌脂肪酶基

因中内含子的数目各不相同，对于有内含子的脂肪

酶基因，其内含子的结构和剪接位置（表 8）与已确

定的丝状真菌非常类似［--］%
目前，国内外已报道了几十个真菌脂肪酶的基

因及氨基酸序列，其中有些基因或氨基酸序列之间

具有很高的同源性，另外一些序列之间却没有或只

有很低的同源性，但都没有一个整体的分析和研

究 %为了对真菌脂肪酶基因、蛋白质、结构与功能等

方面有更全面和完整的认识，以及对今后新发现的

基因或酶蛋白的归类，作者分析研究了几乎所有已

报道的真菌脂肪酶基因和氨基酸序列，包括作者等

最近 发 表 的 70# /6/5)9%’. A/8+ 和 70# 0:9"#*’.
BC<5"+-! 脂肪酶蛋白质一级结构，然后根据它们

蛋白质一级结构的同源性程度，对真菌脂肪酶氨基

酸序列进行了比较和分类，构建了真菌脂肪酶的系

统进化树，并对真菌脂肪酶的氨基酸和基因结构进

行了分析 %该分类研究工作目前在国内外均未见有
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表 ! !"# $%&"&’"()** "#$%& ’()* 基因的内含子结构和剪接位置

+,-.! /0)123 /145,)6 718915 893 :58;<56 <= 893 ’()* >353 =;<’ !"#*$*++*,& $%&"&’"()** "#$%&

内含子 !’"剪接位点 信号信点 间隔距离 # $% &’"剪接位点 长度 # $%

’ ( # ()*+*) )*+)(*+ , (())*( # * !-

’’ * # ()**() )*+))*+ , (+*)*( # + !&

真菌的一致性 ()./() 0(+)**+ 1 2 33 0*( 4 511

注：.，嘌呤碱核苷酸；0，嘧啶碱核苷酸；/，任意核苷酸；斜线表示剪接点 6
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