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摘!要!细菌脂肪酶是一类广泛应用于工业领域的生物催化剂!具有重要的应用价值"迄今为止!
已有&个细菌脂肪酶的三维结构被阐明!/$个细菌脂肪酶的基因序列被测定和分析"作者综述了
细菌脂肪酶的分子结构#分泌和折叠过程及其催化机制"
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!!微生物脂肪酶%)?P@L<’XB/*.*.*/’甘油三酰
酯水解酶&是一类能催化长链脂肪酸甘油酯水解为
甘油和长链脂肪酸的酶类%或者是此反应的逆反
应&(.)*许多微生物脂肪酶还能催化酯化反应+酯
交换反应+醇解反应+酸解反应以及氨解反应
等(!Y/)*微生物脂肪酶具有界面激活%?6M<KC@E?@)
@EM?J@M?(6&的催化特点*结构上’绝大多数微生物
脂肪酶有一个盖子结构%)?F&’覆盖在脂肪酶活性中
心的上方(#)*

微生物脂肪酶资源丰富’具有在有机溶剂中稳
定性好+广泛的底物特异性+高度的位置选择性%K<0
=?(L<)<EM?J?MH&和异构体选择性%<6@6M?(L<)<EM?J?0
MH&+催化活性高而副反应少等特点(.)’因此被广泛
应用于食品加工+新型生物材料+生物传感器+生物
医学等领域(.Y!’")*一些细菌脂肪酶在极端环境%如
高温+低温等&下仍能保持良好的生物催化活性’引
起人们的特别关注*作者就细菌脂肪酶的分子结
构+分泌和折叠过程及其催化机制等进行综述*
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=!细菌脂肪酶的分子结构

=>=!细菌脂肪酶的氨基酸序列比较

,@<=<K!#Y""和3KP?=6H!%"比较了!!种不同细菌
脂肪酶的氨基酸序列#并根据这些细菌脂肪酶氨基
酸序列同源性的大小$保守序列的模体差异以及脂
肪酶生物学性质的不同#将细菌脂肪酶分为假单胞
菌脂肪酶%!"#$%&’&()"*+,)"#&$葡萄球菌脂肪酶
%-.),/0*&1&11$"*+,)"#&$芽胞杆菌脂肪酶%2)1+*3
*$"*+,)"#&等%大类’
除了构成脂肪酶活性中心的催化三联体氨基

酸序列高度保守外#不同类群的细菌脂肪酶氨基酸
序列之间同源性比较小#仅在少数区域存在一定的
保守序列#如第四条链+0末端一般含有能形成阴离
子氧洞%(ZH@6?(6;()<&的氨基酸残基(第五条链上
活性位点7<K残基附近的序列%7<K残基后可形成

!0螺旋结构的序列&(活性位点 3LP和 8?L残基附
近的序列等!&"’

=>?!细菌脂肪酶的二级结构
尽管不同来源的细菌脂肪酶在分子大小$水解

底物的特异性$氨基酸序列上差异较大#但是其空
间结构却非常相似#都具有相似的折叠方式)))!*

"水解酶折叠’!*"水解酶折叠是由1个平行的"
折叠片%".#"1&组成一个中心%第二个"折叠片为
反平行排列&’从第三个到第八个"折叠片之间分
别有!螺旋相连%!3#![&#排列在"折叠片的两
侧’"折叠片左手超螺旋扭曲#导致".和"1在空
间上以近于2$\的夹角相互交叉’!*"水解酶折叠
结构为各种脂肪酶的活性位点提供了一个稳定的

支架+催化三联体中携带有亲核基团的7<K残基#一
般位于""链后面(酸性氨基酸%3LP或>)-&残基一
般位于"&链后面(而 8?L残基一般位于最后一个"
链的后面%见图.@&!1"’不同细菌脂肪酶二级结构
的差别主要表现在"折叠片和!螺旋数量$"折叠
片扭曲的角度$!螺旋的空间分布位置等的差异%见
图.R#E#F&’

%@&

%R&

%E&

%F&

%@&典型的!*"水解酶折叠
!2"(%R&2)1+**$""$4.+*+"脂肪酶二级

结构!2"(%E&!"#$%&’&()"1#,)1+) 脂肪酶二级结构!.$"(%F&

5/6&’&4)1.#6+$’7+"1&"$’ 3GBB%2.1脂肪酶二级结构!.."

图=!不同细菌脂肪酶的!!"水解酶二级结构比较

)-2>=!@1.*-((.$.%,."(01.6.,"%*&$360$#,0#$.0"9"’"A

23"(01.:&,0.$-&’’-9&6.6
=>B!细菌脂肪酶的三级结构
自.22$年第一个微生物脂肪酶))) 8/+9&3

’$1&6’+#/#+脂肪酶的三维结构被测定以来#已有
超过.%个微生物脂肪酶的三维结构被阐明%检索

;MMP+**SSS*6ER?*6)T*6?;*=(J*<6MK<I(;MMP+**

SSS*)<F*-6?0LM-MM=@KM*F<(;MMP+**SSS*@-0QRE*
(K=#$"*$&*!$$%&#其中&个是细菌脂肪酶’所有已
测定三维结构的细菌脂肪酶均是由位于酶中央的"
折叠和包围在"折叠外面的!螺旋构成的近似球形
的蛋白质分子#相对分子质量为.2$$$#%$$$$’
活性中心由7<K$3LP%或>)-&和 8?L/个残基组成
催化三联体#7<K残基一般位于""链B末端高度保
守的五肽>]7]>中%]代表任意氨基酸残基#O@0

!!. 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



E?))-L保守五肽的第一个 >)H残基被 3)@残基代
替!"形成"转角0!螺旋模体#构成脂肪酶活性中
心的氨基酸残基并不直接暴露到溶剂当中"而是通
过一个狭窄的缝隙同酶分子表面相连#在酶分子
表面有一段!螺旋形成$盖子结构%覆盖在活性中
心的上方#在活性中心附近"脂肪酶有一个B@!̂ 结
合位点#B@!̂ 分别与脂肪酶主链上的#个羰基氧
原子和!个水分子相互作用"形成一个稳定的八面
体"有助于脂肪酶的激活和酶结构的稳定"但B@!̂

并不参与脂肪酶的催化作用&见图!!#与B@!̂ 相
互作用的#个羰基氧原子中有一个是以顺式肽键
&E?L0P<PM?F<R(6F!的形式存在"顺式肽键通过周围
的氢键网络&;HFK(=<6R(6F?6=6<MS(KQ!维持其结
构稳定#!"#$%&’&()"1#,)1+)脂肪酶在激活状态
下"还通过主链上的酰胺基氮原子 &D<-.& 和

>)-11!形成一个阴离子氧洞&(ZH@6?(6;()<!"以稳
定脂肪酶催化过程中形成的四面体中间复合物

&M<MK@;<FK@)?6M<KT<F?@M<!’."&".$Y..(#图中箭头代表

"链"卷曲结构代表!螺旋"小圆球代表潜在的B@
!̂

结合位点"右上角的!螺旋形成盖子结构覆盖在活
性中心上面#

图?!!"#$%&’&()")#*$+,(&") 脂肪酶CA衍射三维结

构图

)-2>?!@1.BDA60$#,0#$."(01.’-9&6.($"E!"#$%&’&()"

)#*$+,(&")#6-%201.CA$&3,""$*-%&0.6*.0.$A

E-%.*

?!细菌脂肪酶的分泌

所有已知的细菌脂肪酶都是胞外酶"因此细胞
内合成的脂肪酶在其分泌过程中"必须通过细胞膜
进行转运"依次通过质膜&EHM(P)@LT?ET<TRK@6<"
革兰氏阳性细菌!)周质间隙和外膜&P<K?P)@LT@6F
(-M<KT<TRK@6<!&革兰氏阴性细菌!#不同细菌通
常采用不同的分泌机制&见图/!*同一种细菌&如

2)1+**$""$4.+*+"!也可以采用不同的分泌系统分泌
具有高度同源的脂肪酶&D?P3和D?PO!’.!(#

?T&?66<KT<TRK@6<"内膜!"(T&(-M<KT<TRK@6<"外膜!"P
&P<K?P)@LT"周质间隙

图B!不同细菌脂肪酶分泌途径示意图!=B"

)-2>B!@1.6,1.E&0-,*-&2$&E"(01.6.,$.0-"%9&01<&36

#6.*:3’-9&6.6"(01.*-((.$.%0:&,0.$-&

?>=!4/F转运系统#4/F.G9"$0.$$

3OB&3G_0R?6F?6=E@LL<MM<!转运系统又称为

$型分泌途径"是由/种细胞包膜蛋白&<6J<)(P<
PK(M<?6!构成+内膜3G_酶&3G_@L<!)膜融合蛋白
&T<TRK@6<0C-L?(60PK(M<?6"‘[_!和外膜蛋白&(-M0
<KT<TRK@6<PK(M<?6"a‘_!#内膜3G_酶具有底
物特异性*‘[_蛋白通过一个面向周质间隙的大亲
水基团锚定在内膜上"而B0末端的结构域与外膜结
合#该转运复合物能促进内膜与外膜之间形成一
个粘着位点"继而形成一个横越周质间隙的管孔#
脂肪酶通过管孔直接分泌到细胞外的基质中"而无
需在周质间隙形成具有酶学活性的中间体&图/!#
采用这种途径分泌的脂肪酶如!"#$%&’&()":*$&3
6#"1#("脂肪酶和-#66).+)’)61#"1#("脂肪酶"+0末
端均缺乏相应的信号肽"而B0末端却均包含相应的
靶信号&M@K=<M?6=L?=6@)!&-#66).+);’)61#"1#("脂
肪酶B0末端的靶信号为 ’@)03)@0D<-!#该靶信号
及靶信号与B0末端的相对距离直接影响到脂肪酶
的分泌’"".!(#采用基因工程技术在!"#$%&’&()";
:*$&6#"1#("中大量表达多拷贝的 3OB转运基因"
可显著提高脂肪酶的分泌量’.#(#

?>?!通过内膜的分泌
大多数细菌采用%型分泌途径分泌脂肪酶#

采用%型分泌途径的细菌脂肪酶通过内膜分泌到
周质间隙的过程主要是在7<E0移位酶&7<EMK@6L)(0
E@L<!的作用下完成的&图/!#7<E0移位酶是一个多
亚基的蛋白质复合体"由一个可溶性的7<E3二聚
体和"个嵌入细胞内膜的亚基7<E5"X"U">"[组
成#!"#$%&’&()")#6$<+(&") 脂肪酶 +0末端的信
号肽序列"作为7<E0移位酶的潜在底物"同7<E0移位
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酶相互作用!从而指导脂肪酶的转运".!#$而2)1+*3
*$""$4.+*+"脂肪酶D?P3+0末端的信号序列中包含
有一个独特的成对精氨酸运输模体%GS?6@K=?6?6<
MK@6L)(E@M?(6T(M?C&!指导D?P3通过=).途径跨膜
转运"./#$

?>B!通过外膜的分泌
革兰氏阴性细菌脂肪酶通过内膜后!还要在周

质间隙中折叠成具有酶学活性的构象!才能采用相
应的分泌途径通过细胞外膜$

?*B*=!自动转运蛋白!3-M(MK@6LP(KM<K"介导的分
泌!自动转运蛋白是一个由.#个"折叠片构成的

"0桶状结构!插入细胞外膜!形成一个孔状通道%见
图/&$脂肪酶B0末端的结构域与自动转运蛋白具
有高度的同源性!在自动转运蛋白的介导下!脂肪
酶通过孔状通道!直接分泌到细菌细胞的表面"."#$

?*B*?!分泌子!L<EK<M(6"介导的分泌!分泌子介
导的分泌途径即为通常所说的%型分泌途径$分
泌子是由定位在内外膜上的.!种不同]EP蛋白质
亚基组成的多亚基复合体!其中]EP4蛋白在外膜
上形成了一个直径为2*"6T的孔状通道".%#%见图

/&$!"#$%&’&()")#6$<+(&") 脂肪酶就是采用这
种分泌途径分泌到细胞外的基质中$增加分泌子
在菌体内的拷贝数!!"#$%&’&()")*1)*+<#(#"细胞
外脂肪酶的分泌量可显著增加".&#$

B!细菌脂肪酶的折叠

采用$型分泌途径分泌的脂肪酶在细胞内合
成后!其B末端以未折叠的松散形式存在!并继续
以这种形式通过细胞内膜和外膜!分泌到细胞外的
基质中$直到B末端的结构域同基质中的B@!̂ 结
合后!在B@!̂ 离子的诱导下!脂肪酶才折叠成具有
酶学活性的构象".1#$
而采用%型分泌途径分泌的脂肪酶只有在周

质间隙中折叠成具有分泌能力的分子构象后!才能
进一步分泌到细胞外的基质中$错误折叠的脂肪
酶将被周质间隙的蛋白酶所降解$脂肪酶的折叠
过程!是在D?C蛋白和ULR蛋白的共同参与下完成
的%见图#&$

D?C%D?P@L<0LP<E?C?EC()F@L<L&蛋白是一种特殊
的分子间折叠催化剂!由 +0末端的跨膜疏水结构
域’B0末端的结构域和两者之间的一段具有高度可
变性且富含脯氨酸和丙氨酸的区域三部分组成$

+0末端结构域将D?C蛋白锚定在内膜上!阻止D?C
蛋白与脂肪酶以复合物的形式分泌到细菌的周质

间隙中(而突出在周质间隙中的B末端结构域决定

了D?C蛋白与对应的同源脂肪酶之间的特异性!是
与脂肪酶作用的功能性结构域$作为脂肪酶的空
间分子伴侣%LM<K?EE;@P<K(6<&!D?C蛋白与脂肪酶形
成一个稳定的复合物!降低脂肪酶的自由能!帮助
脂肪酶克服折叠途径中的能量障碍!提供脂肪酶折
叠成有酶学活性构象所需的空间信息$提高

!"#$%&’&()")#6$<+(&") 和2$6>/&*%#6+)<*$’)#
菌体细胞内D?C蛋白的表达水平!胞外脂肪酶的产
量显著增加".2#$脂肪酶分泌时!D?C蛋白将与脂肪
酶分离开来!参与下一个同源脂肪酶的折叠催化$
因此!D?C蛋白又是一个多通量的%T-)M?M-K6(J<K&催
化剂$周质间隙中的D?C蛋白是否直接参与了脂肪
酶的分泌以及是否还作为脂肪酶的抑制剂阻止脂

肪酶在周质间隙中发挥催化活性!还有待进一步深
入研究$
有些分泌到细胞外的脂肪酶在周质间隙中还

需要ULR蛋白催化形成二硫键$其中!二硫化物氧
化还原酶ULR3氧化半胱氨酸的巯基形成二硫键(
而二硫化物异构酶ULRB异构化被错误氧化的二硫
键$脂肪酶分子内二硫键的形成提高了脂肪酶对
温度’尿 素’蛋 白 质 水 解 酶 等 变 性 剂 的 稳 定
性".!!.2Y!.#$
此外!X)A;@MM@R?".2#和7;?R@M@"!!#报导B@!̂ 参

与了!"#$%&’&()")#6$<+(&") 脂肪酶的折叠$用

XUG3螯合B@!̂ 后!折叠的脂肪酶将变成松散状
态!同时!脂肪酶也将失去生物催化活性$

图H!#型分泌途径分泌的细菌脂肪酶在周质间隙的

折叠过程及其分泌机制示意图!=?"

)-2>H!@1.6.,$.0-"%&%*("’*-%29$",.66"(01.:&,0.$-&’

’-9&6.6E.*-&0.*:301.039.#6.,$.0-"%9&01<&3
-%9.$-9’&6E-,69&,.

H!细菌脂肪酶的催化机理

细菌脂肪酶活性中心具有与丝氨酸蛋白酶相

似的催化三联体!其催化机制也与丝氨酸蛋白酶十
分相似$,@<=<K"#!&#将羧基酯键的水解断裂过程分
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图I!细菌脂肪酶的催化机制!H"

)-2>I!J.&,0-"%E.,1&%-6E"(:&,0.$-&’’-9&6.6

为#个阶段!

H>=!酶与底物的结合
除了!"#$%&’&()")#6$<+(&") 脂肪酶"2)1+*3

*$""$4.+*+"脂肪酶等少数几种细菌脂肪酶外#绝大
多数细菌脂肪酶均具有界面激活的特性!界面激
活是由于脂肪酶活性中心区域结构重排的结果!
当没有油水界面时#脂肪酶的活性中心被盖子结构
覆盖#脂肪酶呈一种闭合型结构!一旦环境中有疏
水性物质存在时#盖子结构疏水一侧暴露到脂相
中#增强了酶与脂表面的疏水作用#盖子结构打
开$!/%#脂肪酶露出一个大的疏水表面$!#%#底物与活
性中心的催化残基结合!在活性中心附近的组氨
酸的参与下#活性中心的丝氨酸残基被激活#丝氨
酸残基羟基上的氢原子转移到组氨酸的咪唑环上#
丝氨酸残基的羟基氧原子对已被激活的底物羰基

碳原子发起亲核攻击见图"&@’!

H>?!四面体中间复合物的形成
在丝氨酸残基羟基氧原子的作用下#羰基双键

断裂#羰基氧原子携带上负电荷&阴离子氧’#而羰
基碳原子与#个其它原子键合#形成一个瞬间的四
面体中间复合物#见图"&R’!阴离子氧通过与两个
肽键的0+80基团相互作用而稳定(醇羟基的氧原子
通过与组氨酸提供的质子氢相互作用而稳定!

H>B!酰基A酶共价中间体复合物的形成
羰基碳原子继而发生螺旋扭转#形成一个螺旋

状的大偶极#阴离子氧与另外两个肽键的0+80基之
间形成氢键&阴离子氧洞’!而组氨酸咪唑环上从
丝氨酸羟基获得的质子氢被转移给酯键的醇羟基#
酯键断裂#释放游离的醇#同时羰基与质子化的丝
氨酸之间重新形成酯键!这样#就形成了一个稳定
的酰基0酶共价中间体复合物#见图"&E’!

H>H!脱酰基过程
组氨酸残基的咪唑环将从丝氨酸获得的质子

转移给酯键的醇羟基后#又从进入活性中心的水分
子中夺取质子#从而激活了水分子!水分子剩下的

a8)离子攻击同丝氨酸羟基共价结合的底物羰基

的碳原子#同时组氨酸再次将从水分子中获得的质
子转移给丝氨酸的阴离子氧#释放游离的羧基化合
物#见图"&F’!

_<M<KL<6$!"%研究了2种不同脂肪酶&酯酶’分子
表面的电荷与脂肪酶&酯酶’活力的关系#解释了脂
肪酶酶分子表面的静电电位在脂肪酶催化中的作

用#提出了*静电弹射模型+&<)<EMK(LM@M?EE@M@P-)M
T(F<)’的水解产物释放新机制!
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