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脂肪酶氨基酸及其二联体与最适温度的相关性分析
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摘　要：基于３４条微生物脂肪酶序列，用多元逐步回归法分析了影响脂肪酶最适温度的氨基酸及
其二联体。结果表明：与最适温度呈正相关性的氨基酸是Ｙ，负相关性的有Ｉ、Ｓ、Ｋ；呈正相关性的
氨基酸二联体有ＩＲ、ＫＳ、ＮＹ、ＳＡ、ＳＴ和ＹＲ，负相关性的有ＤＫ、ＤＹ、ＩＳ、ＫＡ、ＷＳ、ＹＳ和ＱＩ。通过
对相关性氨基酸二联体在耐热和不耐热脂肪酶中空间位置的分析发现：与最适温度呈正相关性的
氨基酸二联体多数位于α－螺旋区，且分布在酶蛋白表面；而呈负相关性的多数位于β－折叠区和无
规则卷曲区，一般分布于酶蛋白内部，并常出现在多肽链的Ｎ或Ｃ端。
关键词：脂肪酶；氨基酸二联体；热稳定性；最适温度；多元逐步回归法
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　　脂肪酶（Ｌｉｐａｓｅ，ＥＣ　３．１．１．３）早已广泛应用于
洗涤剂、食品、造纸、香料、医药、纺织、废物处理、化
妆品、有机合成和生物柴油等领域［１－２］。由于多数
天然脂肪酶不耐高温，从而限制了它们在高温生物
加工环境中的应用。为了提高脂肪酶热稳定性，定
点突变［３］和定向进化［４］等蛋白质工程技术已被用

于酶热稳定性的改造。
目前，采用耐热与不耐热蛋白质之间基因序列

或晶体结构的比对等方法，掌握了一些影响蛋白质
热稳定性的因素［５–６］。由于各种蛋白家族拥有不同
的热稳定机制，且测定的晶体结构数量有限，所以
很难获得统一的策略来提高蛋白质热稳定性。热
稳定性并没有一个明确的定义或指标，通常是指蛋
白质在一定温度下保持其空间构象的能力。该情
况导致在对热稳定性指标的选择上存在诸多可能

性，如采用蛋白质半衰期温度或来源微生物最适生
长温度。对于半衰期温度，在酶学性质文献中很少
报道，数据难以收集；采用最适生长温度表示酶热
稳定性，很难反映酶本身的特定属性，且存在很大
差距。酶热稳定性是酶蛋白的一种属性，而酶最适
温度（Ｔｏｐｔ）在一定程度上反映了该属性［７］，且Ｔｏｐｔ数
据在文献中常见报道，因此我们选用脂肪酶最适温

度作为酶热稳定性的指标。

Ａｎｆｉｎｓｅｎ的蛋白质折叠原理指出蛋白质空间
结构信息完全包含在其氨基酸序列之中［８］。一直
以来人们就认为蛋白质热稳定性与其氨基酸组成

有关［９］，同时受氨基酸之间相互作用的影响［４］。基
于这种认识，作者拟采用多元逐步回归法分析脂肪
酶氨基酸及其二联体与酶Ｔｏｐｔ的相关性。由此分析
结果不仅能确定与脂肪酶热稳定性相关性氨基酸，
而且还可以从有代表性的脂肪酶晶体结构中找到

相关性氨基酸二联体所处的空间位置。通过分析
相关性氨基酸在耐热和不耐热脂肪酶中的空间位

置，能为脂肪酶热稳定机制的阐明、热稳定性的蛋
白质工程改造等奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　脂肪酶最适温度数据库的构建
从Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ蛋白质数据库中收集微生物脂

肪酶序列，然后查阅相关文献来查找对应的脂肪酶
最适温度（Ｔｏｐｔ），经过筛选和整理，获得了３４个具
备最适温度数据的脂肪酶序列，见表１。

表１　Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ中３４个脂肪酶的实测最适温度及计算最适温度

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｍｅａｓｕｒｅｄ　ａｎｄ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ　ｏｆ　３４ｌｉｐａｓｅｓ　ｉｎ　Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ

序列号 来源微生物 Ｔｏｐｔ／℃
氨基酸最优回归方程

Ｔｃａｌ／℃ Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）
二联体最优回归方程

Ｔｃａｌ／℃ Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）

Ｑ２ＱＦＸ１　 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｏｒｙｚａｅ　 ３７　 ２９．８１　 ７．１９　 ３６．４　 ０．６

Ｐ６１８７１　 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｎｉｖｅｕｓ　 ３５　 ２７．９３　 ７．０７　 ３５．２６ －０．２６

Ａ３ＦＭ７３　 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　 ３５　 ４１．５３ －６．５３　 ３５．１８ －０．１８

Ｐ１９５１５　 Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏｒ　ｍｉｅｈｅｉ　 ６０　 ４５．７２　 １４．２８　 ５９．９　 ０．１

Ｏ５９９５２　 Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ　 ４５　 ３７．９７　 ７．０３　 ４５．５５ －０．５５

Ｐ７９０６６　 Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ　 ３５　 ４５．４７ －１０．４７　 ３８．０１ －３．０１

Ｐ１７５７３　 Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｎｄｉｄｕｍ　 ３５　 ４４．７７ －９．７７　 ３４．１３　 ０．８７

Ｑ０２３５１　 Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｈｅｔｅｒｏｓｐｏｒｕｍ　 ４７．５　 ３８．６１　 ８．８９　 ４４．０７　 ３．４３

Ａ８ＱＭ１０　 Ａｎｔｒｏｄｉａ　ｃｉｎｎａｍｏｍｅａ　 ３７　 ３６．４　 ０．６　 ３５．７４　 １．２６

Ａ７ＵＭ９５　 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ　ｐｕｌｌｕｌａｎｓ　 ３５　 ４３．５８ －８．５８　 ３４　 １

Ｑ５ＸＴＱ４　 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ　 ３２．５　 ３８．２９ －５．７９　 ２９．５４　 ２．９６

Ｑ９Ｐ４５１　 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｃｙｃｌｏｐｉｕｍ　 ２５　 ３３．０５ －８．０５　 ２７．４１ －２．４１

Ｑ７Ｚ９Ｋ８　 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ａｌｌｉｉ　 ２５　 ３７．１２ －１２．１２　 ２５．５ －０．５

Ｑ０ＺＡＸ７　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　Ｆ０４４　 ４５　 ３９．７７　 ５．２３　 ４７．１２ －２．１２

Ｂ８ＹＩＥ６　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　Ｆ０４４　 ５０　 ５０．１１ －０．１１　 ４８．３２　 １．６８

Ｑ９Ｐ８Ｆ７　 Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ　 ４０　 ３３．１６　 ６．８４　 ４０．０９ －０．０９

Ｑ８７２Ｌ４　 Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ　 ４０　 ４６．４４ －６．４４　 ４１．１９ －１．１９
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续表１

序列号 来源微生物
Ｔｏｐｔ／

℃

氨基酸最优回归方程

Ｔｃａｌ／℃ Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）
二联体最优回归方程

Ｔｃａｌ／℃ Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）

Ｑ８７２Ｌ３　 Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ　 ４５　 ４４．６６　 ０．３４　 ４６．９２ －１．９２

Ｐ２０２６１　 Ｃａｎｄｉｄａ　ｒｕｇｏｓａ　 ３７．５　 ３４．３１　 ３．１９　 ３９．１２ －１．６２

Ｑ５ＧＭＩ６　 Ａｒｘｕｌａ　ａｄｅｎｉｎｉｖｏｒａｎｓ　 ３０　 ３９．８１ －９．８１　 ３０．６３ －０．６３

Ｑ９ＥＶ８６　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｒａｇｉ　 ２９　 ３５．４２ －６．４２　 ２９．９４ －０．９４

Ｐ２２０８８　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ　 ５７．５　 ５５．５２　 １．９８　 ５８．３５ －０．８５

Ｐ２６８７６　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　 ５０　 ４０．２３　 ９．７７　 ５１．３ －１．３

Ｐ２６５０４　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ　 ５０　 ４０．０７　 ９．９３　 ４８．２　 １．８

Ｑ２ＴＰＶ１　 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｘｙｌｏｓｕｓ　 ４５　 ４０．３３　 ４．６７　 ４４．５９　 ０．４１

Ｑ９３ＭＷ７　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｒｉｍｏｓｕｓ　 ５５　 ４６．４９　 ８．５１　 ５３．０３　 １．９７

Ｑ９３Ｊ０６　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ　 ５０　 ４９．５５　 ０．４５　 ５２．６ －２．６

Ｑ９Ｓ２Ａ５　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ　 ２５　 ４１．３６ －１６．３６　 ２４．２３　 ０．７７

Ｐ３７９５７　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ　 ３５　 ３７．４４ －２．４４　 ３２．７３　 ２．２７

Ｑ７９Ｆ１４　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ　 ３７　 ３８．０８ －１．０８　 ３６．８４　 ０．１６

Ｑ９Ｌ６Ｄ３　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　 ５５　 ５５．６７ －０．６７　 ５５．３４ －０．３４

Ｏ６６０１５　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　 ６２．５　 ５７．７５　 ４．７５　 ６１．３６　 １．１４

Ｑ５９２６０　 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｃａｔｅｎｕｌａｔｕｓ　 ６０　 ５５．５３　 ４．４７　 ５８．９８　 １．０２

Ｐ４０６００　 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ　 ３７　 ３７．４５ －０．４５　 ３７．６３ －０．６３

　注：Ｔｏｐｔ为实测最适温度；Ｔｃａｌ为计算最适温度；Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）为实测与计算最适温度之差值。

１．２　与脂肪酶最适温度相关的氨基酸
采用ＤＮＡＭＡＮ软件（６．０版本）计算各条脂肪

酶序列中的氨基酸含量。以氨基酸百分含量为自
变量，对应的Ｔｏｐｔ为因变量，用ＳＡＳ软件（８．１版本）

中的逐步回归法进行分析，从而找到与脂肪酶最适
温度有显著相关性的氨基酸。根据最优回归方程，

可获得脂肪酶的计算最适温度（Ｔｃａｌ）。

１．３　与脂肪酶最适温度有关的氨基酸二联体
利用Ｄｅｌｐｈｉ语言编程计算各条脂肪酶序列中

的氨基酸二联体个数；基于１．２中获得的相关性氨
基酸，利用Ｐｙｔｈｏｎ语言编程从所有氨基酸二联体
中筛选出含相关性氨基酸的二联体；用ＳＡＳ软件
（８．１版本）中的逐步回归法对氨基酸二联体个数与
最适温度进行多元逐步回归分析，找到与脂肪酶最
适温度有显著相关性的氨基酸二联体。根据氨基
酸二联体最优回归方程，可获得脂肪酶的计算最适
温度（Ｔｃａｌ）。

２　结果与讨论

２．１　脂肪酶最适温度数据库的分析
我们发现源自于同一种微生物的不同脂肪酶

具有各自的最适温度，如 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ
的Ｑ９３Ｊ０６和 Ｑ９Ｓ２Ａ５，最适温度分别为５０ ℃和

２５℃［１０］，类似情况也发生在 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
Ｆ０４４，Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ，Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ和Ｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ，见表１。这些现象表明，
微生物最适生长温度并不能作为脂肪酶热稳定性

的指标。从有关文献中可知酶的最适温度与热稳
定性同步［９］，虽然以最适温度作为热稳定性指标也
存在因测量方法不同引起的误差，但该指标同半衰
期温度或最适生长温度等指标相比已有了很大改

善，且具有易在文献中查到的优越性。

２．２　氨基酸的最优回归方程
以脂肪酶氨基酸百分含量为自变量，对应的

Ｔｏｐｔ为因变量，经过多元逐步回归法分析得到氨基
酸最优回归方程。根据Ｆ－检验，方程中每个变量均
达到显著水平（Ｐｒ＜０．１５），而所得回归方程是高度
显著的（Ｐｒ＜０．００１）；回归方程中各回归系数保留
小数点后面二位有效数字。

　　Ｔｃａｌ＝５１．６－４．０７［Ｉ］－２．８６［Ｋ］－１．２８［Ｓ］＋
　　　　７．０２［Ｙ］（Ｒ＝０．４９） （１）

　　由方程（１）可见，与脂肪酶最适温度有相关性
的氨基酸是Ｉ、Ｋ、Ｓ和 Ｙ。其中呈正相关性的氨基
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酸是Ｙ，呈负相关性的有Ｉ、Ｋ和Ｓ。计算每个脂肪
酶的Ｔｃａｌ，并与文献中查到的Ｔｏｐｔ相比较，结果如表

１所示。其中有４个脂肪酶的计算结果与实验数据
的差距较大（｜Δ（Ｔｏｐｔ－Ｔｃａｌ）｜＞１０℃）。

２．３　氨基酸二联体的最优回归方程
以脂肪酶氨基酸二联体个数为自变量，对应的

Ｔｏｐｔ为因变量，经过多元逐步回归法分析得到氨基
酸二联体最优回归方程。方程中每个变量均达到
显著水平（Ｐｒ＜０．１５），而所得回归方程是高度显著
的（Ｐｒ＜０．０００　１）；回归方程中各回归系数保留小
数点后面二位有效数字。

　　Ｔｃａｌ＝４９．１６＋４．１８［ＩＲ］＋４．８８［ＫＳ］＋６．０２
［ＮＹ］＋１．０２［ＳＡ］＋１．６２［ＳＴ］＋３．４５［ＹＲ］－
４．４８［ＤＫ］－３．４１［ＤＹ］－３．７８［ＩＳ］－２．７１［ＫＡ］

－４．４９［ＱＩ］－１１．３５ ［ＷＳ］－３．４３ ［ＹＳ］（Ｒ ＝
０．９８） （２）

　　由方程（２）可见，与脂肪酶最适温度呈正相关
性的氨基酸二联体有ＩＲ、ＫＳ、ＮＹ、ＳＡ、ＳＴ和 ＹＲ，
呈负相关性的有 ＤＫ、ＤＹ、ＩＳ、ＫＡ、ＱＩ、ＷＳ和 ＹＳ。
将每个脂肪酶的Ｔｃａｌ与文献中查到的Ｔｏｐｔ相比较
（表１）。结果表明氨基酸二联体最优回归方程的准
确性较高。

２．４　相关性氨基酸二联体的分析
由方程（２）可知，当正相关性氨基酸二联体增

加、负相关性氨基酸二联体减少时，脂肪酶热稳定
性将提高。从１３种氨基酸二联体组成上发现，一
种氨基酸对热稳定性的影响会因邻近氨基酸不同

而改变，如Ｉ在ＩＲ中起到有利影响，在ＩＳ和ＱＩ中
起到不利影响，在 Ｋ、Ｓ和 Ｙ中也存在该现象。这
说明一种氨基酸与邻近氨基酸的相互作用以及在

蛋白质中的不同位置均可能对热稳定性有影响［１１］。
对脂肪酶热稳定性有利的氨基酸二联体ＹＲ和

ＮＹ，推测是精氨酸与天冬酰胺之间形成的氢键和
酪氨酸之间形成的疏水作用的原因；ＳＴ和ＳＡ可能
是由于极性较强的苏氨酸或较小侧链的丙氨酸所

起的作用；ＫＳ可能是由于赖氨酸和丝氨酸之间形
成的氢键作用；ＩＲ是由于含有带正电荷能形成盐键
的精氨酸。起不利作用的氨基酸二联体 ＷＳ和

ＹＳ，推测是由于Ｓ的柔性作用或由于Ｙ和 Ｗ 都有
增加构象空间位阻作用的较大侧链；ＱＩ可能是含有
在高温条件下会发生脱氨基作用的谷氨酰胺，其它
负相关性的氨基酸二联体ＤＫ、ＤＹ、ＩＳ和 ＫＡ可能
与它们在空间中的位置有关。

２．５　氨基酸二联体空间位置的分析
选择两个最适温度相差较大的脂肪酶晶体结

构进行比对分析。其中：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ 嗜
热脂肪酶（ＰＤＢ：２ＬＩＰ），最适温度为５７．５ ℃［１２］；

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ常温脂肪酶（ＰＤＢ：１ＩＳＰ），最适温
度为３５℃［１３］。采用ＰＹＭＯＬ软件处理，分别标注
了Ｐ．ｃｅｐａｃｉａ脂肪酶（ＰＣＬ）和Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ脂肪酶
（ＢＳＬ）晶体结构中与热稳定性相关的氨基酸二联体
的空间位置（图１和图２）。比对后发现，在ＰＣＬ中
比ＢＳＬ多４个正相关性的二联体，少３个负相关性
的二联体；在这两个结构中，与酶热稳定性呈正相
关性的氨基酸二联体多数位于α－螺旋区，反之呈负
相关性的氨基酸二联体多数位于β－折叠片和无规
则卷曲区域。在嗜热ＰＣＬ晶体结构中，呈正相关性
的Ｓ１３６　Ｔ１３７、Ｎ１７８　Ｙ１７９、Ｓ２４４　Ｔ２４５、Ｓ２７１　Ａ２７２和Ｉ３０８　Ｒ３０９分
别位于第５、７、９、１０和１１个α－螺旋区；而呈负相关
性的Ｄ３　Ｙ４、Ｄ２１　Ｋ２２、Ｙ２０７Ｓ２０８和Ｉ２１８Ｓ２１９分别位于不同
的β－折叠片和无规则卷曲区域（图１）。在常温ＢＳＬ
晶体结构中，呈正相关性的 Ｋ２３　Ｓ２４、Ｎ４８　Ｙ４９和 Ｎ１３８

Ｙ１３９分别位于第１、２和４个α－螺旋区；而呈负相关
性的Ｙ１２９　Ｓ１３０和 Ｑ１５０Ｉ１５１位于第５和第６个β－折叠
片，Ｄ４３　Ｋ４４和 Ｋ１１２　Ａ１１３则位于不同的无规则卷曲区
域（图２）。有报道称（－螺旋区能增加蛋白质结构的
刚性，蛋白质结构的刚性越强，就越不容易散链［１４］。

酶活性中心Ｓｅｒ８７－Ｈｉｓ２８６－Ａｓｐ２６４；正相关性氨基酸二联体：Ｓ１３６

Ｔ１３７、Ｎ１７８　Ｙ１７９、Ｓ１８１　Ａ１８２、Ｓ２３０　Ｔ２３１、Ｓ２４４　Ｔ２４５、Ｓ２７１　Ａ２７２、Ｓ２７９　Ｔ２８０

和Ｉ３０８　Ｒ３０９；负相关性氨基酸二联体：Ｄ３　Ｙ４、Ｄ２１　Ｋ２２、Ｙ２０７Ｓ２０８和

Ｉ２１８Ｓ２１９

图１　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ嗜热脂肪酶（ＰＤＢ：２ＬＩＰ）

的晶体结构

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　ｌｉｐａｓｅ　ｆｒｏｍ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ

　　尽管脂肪酶氨基酸序列的同源性相差很大，但
其空间结构却具有高度的相似性，均属于α／β结构
水解酶家族，该结构的β－折叠片在中间被α－螺旋包
围［１５］。结合上述对嗜热ＰＣＬ和常温ＢＳＬ中与热稳
定性相关性氨基酸二联体位置的分析得出结论：与
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酶活性中心Ｓｅｒ７７－Ｈｉｓ１５６－Ａｓｐ１３３；正相关性氨基酸二联体：Ｋ２３

Ｓ２４、Ｎ４８　Ｙ４９、Ｓ１３１　Ａ１３２和Ｎ１３８　Ｙ１３９；负相关性氨基酸二联体：Ｗ３１

Ｓ３２、Ｄ３４　Ｋ３５、Ｄ４３　Ｋ４４、Ｋ１１２　Ａ１１３、Ｙ１２９Ｓ１３０、Ｑ１５０Ｉ１５１和Ｙ１６１Ｓ１６２

图２　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ常温脂肪酶（ＰＤＢ：１ＩＳＰ）的晶体

结构

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ　ｌｉｐａｓｅ似乎这

是中温脂肪酶ｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ

酶热稳定性呈正相关性的二联体多数分布在酶蛋

白的表面；反之呈负相关性的二联体多数位于酶蛋
白内部，与先前报道的文献相一致［１６］。由图１和图２

中可见，呈负相关性的氨基酸二联体常位于脂肪酶
多肽链的Ｎ或Ｃ端。有人将Ｎ或Ｃ端缩短或在蛋
白链的两端引入突变，其热稳定性有不同程度的提
高［１７］。在ＢＳＬ的Ｎ和Ｃ端有４个负相关性的二联
体 Ｗ３１Ｓ３２、Ｄ３４　Ｋ３５、Ｑ１５０Ｉ１５１和Ｙ１６１Ｓ１６２，而ＰＣＬ只有

２个负相关性的二联体Ｄ３　Ｙ４和Ｄ２１　Ｋ２２在Ｎ端。于
是，我们推测采用蛋白质工程技术改造脂肪酶的Ｎ
或Ｃ端能提高脂肪酶的热稳定性。

３　结　语

从３４条微生物脂肪酶序列出发，采用计算分
子生物学分析了影响脂肪酶最适温度的氨基酸及

其二联体；并通过比对嗜热脂肪酶（ＰＤＢ∶２ＬＩＰ）和
常温脂肪酶（ＰＤＢ∶１ＩＳＰ）的晶体结构，确定了与最
适温度相关性氨基酸二联体的空间位置。本研究
结果能为脂肪酶热稳定机制的阐明、脂肪酶热稳定
性的蛋白质工程改造等奠定理论基础。
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