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(57)摘要

本发明涉及基因工程和蛋白质工程技术领

域，具体涉及一种新型脂肪酶突变体及其应用。

所述突变体的氨基酸序列为SEQ  ID  NO：4，包含

T63A、N103R、A176S三个突变位点。与野生型脂肪

酶相比，所述突变体在里氏木霉中的表达酶活提

高了40%，摇瓶发酵酶活为683  U/ml，取得了意料

不到的技术效果，有利于降低该酶的生产成本，

促进其在食品、饲料、医药等工业领域中的广泛

应用。
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1.一种脂肪酶突变体，其特征在于，所述突变体是氨基酸序列为SEQ  ID  NO：1的脂肪酶

的第63位氨基酸由Thr变为Ala，第103位氨基酸由Asn变为Arg，第176位氨基酸由Ala变为

Ser。

2.编码权利要求1所述脂肪酶突变体的基因。

3.如权利要求2所述的基因，其特征在于，所述基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO：3。

4.一种重组质粒，其特征在于，所述重组质粒携带有权利要求3所述的脂肪酶突变体基

因。

5.一种宿主细胞，其特征在于，所述宿主细胞携带有权利要求4所述的重组质粒，所述

的宿主细胞为里氏木霉（Trichoderma  reesei）。
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一种脂肪酶突变体

技术领域

[0001] 本发明涉及基因工程和蛋白质工程技术领域，具体涉及一种脂肪酶突变体及其应

用。

背景技术

[0002] 脂肪酶（Lipase,  EC  3.1.1.3）是一种常见的生物大分子物质，广泛存在于动植物

界，以及在真菌和细菌中，脂肪酶的作用是水解甘油三酯生成游离脂肪酸、二酸甘油酯、单

甘酯以及甘油，是一种具有高催化活性并且在生物技术领域用途十分广泛的生物催化剂。

脂肪酶是一种天然的水溶性生物大分子，但其催化底物是难溶于水的化合物，据报道，脂肪

酶在油－水界面上会被激活，从而水解水不溶性甘油酯的酯键，这种现象可以归因于这类

酶独特的结构特征。

[0003] 脂肪酶因其在酯水解、酯交换、醇解、酯化和氨解等方面的诸多应用而成为最重要

的工业酶制剂之一，由于其具备的多种特性通常用于不同的方面，如洗涤剂、食品、生物能

源、香料、药品以及精细化学品和农用化学品等多个领域。脂肪酶虽然不如淀粉酶和蛋白酶

的应用广泛，但却具有不可估量的开发潜力，从现在各行业对各种酶的需求程度上不难看

出，脂肪酶己经成为现代工业生产中不可缺少的一部分。脂肪酶因具有较好的位置专一性、

立体选择性而广泛应用于选择性生物催化。

[0004] 脂肪酶广泛存在于动、植物界，以及真菌和细菌中，具有较广的生物来源。通过查

阅文献可知，到目前为止己被发现的动物脂肪酶主要产生于动物的胰脏组织中，胰脂肪酶

和胃脂肪酶的活性分别于1834年和1854年相继被发现并报道。经过研究人员十几年的摸索

研究，1871年又有研究者发现并报道了植物种子中的脂肪酶活性，油料作物的种子是植物

中脂肪酶的主要聚集场所，相比其他器官和组织其脂肪酶含量具有明显优势，如油菜籽。相

比于动植物脂肪酶的研究，微生物脂肪酶活性被发现的时间相对较晚，1967年，中国科学院

微生物研究所的研究人员经过大量的筛选工作筛选到一株脂肪酶产量较高的解脂假丝酵

母菌株，又经过两年的研究工作后将其所产脂肪酶制成商品化酶制剂投放于市场中，经过

多年的研究与发展，脂肪酶的用途也越来越广泛。

[0005] 脂肪酶被称为是天然的生物催化剂，具有高效的催化作用，现在已经工业化使用

的大多数脂肪酶是由微生物发酵生产得来的。文献报道，自然界中约有2%（65个属）的微生

物可以产生脂肪酶，主要为细菌、真菌以及放线菌，其中真菌最多（33个属），细菌次之（28个

属），放线菌最少（4个属）。众多研究人员从不同来源的脂肪酶生产及其应用方面做了大量

的研究工作，在物理化学性质和催化性能等方面也进行了多方面的研究。

[0006] 微生物发酵生产脂肪酶是目前获取脂肪酶的主要途径，因其具备来源丰富，酶活

收率高，催化反应种类多，操作简便、生产周期短等特点而比产生于植物和动物的脂肪酶用

途更广泛。此外，微生物脂肪酶的生产不受季节波动的限制，可在廉价的培养基上有规律的

生长，因此与动植物脂肪酶相比其生产过程更稳定，生产成本也更低。但由于天然产生的脂

肪酶表达量低，不利于现代的工业化生产，而通过生物技术手段可以有效地提高脂肪酶的
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产量和改善酶学性质，是本领域的研究重点。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种新型脂肪酶突变体。与野生型相比，所述突变体的酶活

水平得到显著提高，有利于降低脂肪酶的生产成本。

[0008] 本发明一方面涉及一种脂肪酶，其氨基酸序列为SEQ  ID  NO：1。

[0009] 本发明一方面涉及一种脂肪酶突变体，是氨基酸序列为SEQ  ID  NO：1的脂肪酶的

第63位氨基酸由Thr变为Ala，第103位氨基酸由Asn变为Arg，第176位氨基酸由Ala变为Ser。

[0010] 上述脂肪酶突变体的氨基酸序列为SEQ  ID  NO：4.

[0011] 本发明还涉及编码上述脂肪酶突变体的基因。

[0012] 所述基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO：3。

[0013] 本发明还涉及携带有上述脂肪酶突变体编码基因的重组质粒。

[0014] 本发明还涉及携带有上述重组质粒的宿主细胞。

[0015] 所述宿主细胞为里氏木霉（Trichoderma  reesei）。

[0016] 本发明提供的脂肪酶突变体包含T63A、N103R、A176S三个突变位点，其在里氏木霉

中的表达酶活得到显著提高。本发明构建的重组表达所述脂肪酶突变体的里氏木霉工程

菌，其摇瓶发酵酶活达到683  U/ml，比重组表达野生型脂肪酶的工程菌提高了40%，取得了

意料不到的技术效果，从而有利于降低该酶的生产成本，促进其在食品、饲料、医药等工业

领域中的广泛应用。

具体实施方式

[0017] 本发明用到了遗传工程和分子生物学领域使用的常规技术和方法，例如

MOLECULAR  CLONING:  A  LABORATORY  MANUAL ,  3nd  Ed .  (Sambrook ,  2001)和CURRENT 

PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY  (Ausubel,  2003)中所记载的方法。这些一般性参考文

献提供了本领域技术人员已知的定义和方法。但是，本领域的技术人员可以在本发明所记

载的技术方案的基础上，采用本领域其它常规的方法、实验方案和试剂，而不限于本发明具

体实施例的限定。

[0018] 酶与试剂盒：DNA聚合酶购买自NEB公司，T4连接酶、限制性内切酶购自Fermentas

公司，质粒提取试剂盒及胶纯化回收试剂盒购自Omega公司，GeneMorph  II随机诱变试剂盒

购自北京博迈斯生物科技有限公司。

[0019] 本发明实施例中所述脂肪酶酶活的检测方法如下：

[0020] 1、酶活定义

[0021] 在pH为  7.5，40℃条件下，每分钟产生1  μmol可滴定脂肪酸所需的酶量为  1个酶

活力单位（IU）。

[0022] 该法主要以橄榄油乳化液作为底物溶液，聚乙烯醇作为乳化剂，其测定原理为脂

肪酶催化橄榄油产生脂肪酸，利用氢氧化钠滴定使酚酞变红，根据氢氧化钠的消耗量反应

脂肪酸含量。

[0023] 2、底物配置：

[0024] （1）称取聚乙烯醇（PVA）40g（精确至0.1g），加水800ml，在沸水浴中加热，搅拌，直
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至全部溶解，冷却后定容至1000ml，用干净的双层纱布过滤，取滤液备用。

[0025] （2）量取上述滤液150ml，加橄榄油50ml，用高速匀浆机处理6min（分两次处理，间

隔5min，每次处理3min）即得乳白色PVA乳化液，该溶液现用现配。

[0026] 3、具体测定方法为：

[0027] 取2个100  mL锥形瓶，分别为空白对照（A）和待测样品（B），两瓶分别加入4  mL底物

溶液和5  mL  NaHPO4‑KH2PO4  缓冲液（pH=7.5），再向对照瓶中加入少量高体积分数乙醇，在 

40℃水浴条件下预热5  min后将1  mL待测酶液加至两锥形瓶中，立即混匀计时，反应15  min

后向样品瓶中立刻补加等量乙醇终止反应，摇匀后取出。分别向2个锥形瓶中滴入少量酚酞

溶液，用0.05  mol/L  NaOH标准溶液滴定，将出现微红色并保持30  s不褪色作为滴定终点，

记录消耗  NaOH标准溶液的体积。

[0028] X  =[(V1  ‑  V2)  ×  c  ×  50×n]/(  0.05×15)。

[0029] X  ‑‑为样品酶活力，IU；

[0030] V1‑‑为  NaOH  标准溶液滴定样品时消耗量，mL；

[0031] V2‑‑  为NaOH  标准溶液滴定空白时消耗量，mL；

[0032] c  ‑‑为NaOH  标准溶液浓度，mol/L；

[0033] 50‑‑0.05mol/L的氢氧化钠溶液1ml相当于脂肪酸50μmol；
[0034] n‑‑为样品的稀释倍数；

[0035] 0.05‑‑氢氧化钠标准溶液换算系数；

[0036] 15为反应时间15  min，时间换算系数。

[0037] 下面结合具体实施方式，对本发明做进一步阐述。

[0038] 实施例1基因克隆

[0039] 申请人将来源于皱褶莫氏黑粉菌（Moesziomyces  rugulosus）的野生型脂肪酶基

因命名ZFCB，其氨基酸序列为SEQ  ID  NO:1。根据里氏木霉的密码子偏好性，对其进行密码

子优化，送华大基因进行基因合成。所述野生型脂肪酶ZFCB基因的核苷酸序列为SEQ  ID 

NO:2。

[0040] 设计上下游引物和反应条件，运用PCR技术克隆脂肪酶ZFCB基因片段。引物序列和

反应条件具体如下：

[0041] 上游引物1(F)：GTACGGTACCACGCCCCTCGTCAAGCGCCTGCC（下划线为KpnI酶切位点）；

[0042] 下游引物1(R)：CTGATCTAGATTAGGGCGTGACGATGCCGCTGCACG（下划线为XbaI酶切位

点）。

[0043] PCR条件为：98℃变性1min；98℃  变性10s，56℃  复性15s，72℃  延伸1min，30个循

环，72℃保温5min。野生型脂肪酶ZFCB基因全长972bp。

[0044] 实施例2  脂肪酶突变体的筛选与里氏木霉工程菌的构建

[0045] 申请人为了进一步提高野生型脂肪酶ZFCB的表达酶活，通过定向进化技术对该酶

的基因进行了大量突变的筛选。

[0046] 以优化后的脂肪酶基因为模板，利用引物上游引物1(F)和下游引物1(R)，用

GeneMorph  II随机突变PCR试剂盒（Stratagene）进行PCR扩增；胶回收PCR产物。所述PCR产

物即为随机突变得到的脂肪酶突变体基因片段。

[0047] 2.1表达质粒的构建
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[0048] 将野生型脂肪酶ZFCB基因片段和上述获得的PCR产物用限制性内切酶Kpn  I和Xba 

I进行双酶切，同样对木霉表达载体pKL用限制性内切酶Kpn  I和Xba  I进行双酶切。然后用

T4连接酶把双酶切产物即克隆基因和表达载体22℃连接过夜。最后，把连接产物导入大肠

杆菌DH5a，涂布于LB+Amp平板，37℃倒置培养。待转化子出现后，用牙签逐个挑至多个96孔

板，然后提取质粒用于里氏木霉转化。

[0049] 2.2里氏木霉原生质体制备

[0050] 接种里氏木霉菌丝于PDA平板上生长7天；切取直径约3cm的菌落置于约60ml  YEG

（0.5%酵母粉、1%葡萄糖）的液体培养基中，30℃，200  rpm振荡培养过夜；多层纱布过滤收集

菌丝；将菌丝置于盛有20  ml裂解酶液（0.2g/10ml，0.7  M  NaCl溶解，Sigma  L1412）酶解2h；

取出酶解液，轻轻摇晃，倒于三层灭菌擦镜纸过滤，收集滤液，3000  rpm，离心10  min；弃上

清，加5  ml  溶液2悬浮，然后3000  rpm，离心10  min；加适量溶液2悬浮分装（200  µl/管，108

个/ml）。

[0051] 2.3转化

[0052] 每个质粒  DNA取10  ul  加入到200µl原生质体中，接着加入50µl  25%PEG溶液轻轻

混匀，冰浴20min；然后加入2  ml  25%PEG，轻轻混匀，室温静置5min，把原生质体加到50  ml

左右熔化后冷却至45‑55℃的上层半固体培养基（0.1%MgSO4，1%KH2PO4，0.6%(NH4)2SO4，1%葡

萄糖，18.3%山梨醇，0.35%琼脂糖），轻轻混匀后倒入含100µg/ml潮霉素下层基础培养基平

板（2%葡萄糖，0.5%(NH4)2SO4，1.5%KH2PO4，0.06%MgSO4，0.06%CaCl2，1.5%琼脂），30℃黑暗培

养数天至转化子长出。

[0053] 上述获得的阳性转化子即为重组表达野生型脂肪酶ZFCB及其突变体的里氏木霉

工程菌株。

[0054] 2.4摇瓶发酵验证

[0055] 将上述构建得到的阳性转化子分别接种于MM发酵培养基（1.5%葡萄糖，1.7%乳糖，

2.5%玉米浆，0.44%(NH4)2SO4，0.09%MgSO4，2%KH2PO4，0.04%CaCl2，0.018%吐温‑80，0.018%

微量元素，0.018%聚丙二醇‑2000），30℃培养48h，然后25℃乳糖诱导培养72h。离心取发酵

上清液，进行脂肪酶酶活测定分析。

[0056] 结果显示，与重组表达野生型脂肪酶ZFCB的工程菌相比，本发明构建的重组表达

脂肪酶突变体的工程菌中，绝大多数菌株的发酵酶活没有明显变化，有8株菌的发酵酶活显

著下降，仅有2株菌的酶活明显提高。申请人将酶活最高的工程菌命名为里氏木霉ZFCB‑768

（Trichoderma  reesei  ZFCB‑768）。该菌株摇瓶发酵上清液中脂肪酶酶活高达683  U/ml，与

重组表达野生型脂肪酶ZFCB的工程菌提高40%，取得了意料不到的技术效果。

[0057] 实施例4  脂肪酶突变体序列的确定

[0058] 4.1  总DNA的提取

[0059] 将上述构建得到的酶活水平最高的里氏木霉ZFCB‑768过夜培养，取适量菌体置于

离心管中，13000  rpm离心5  min，弃上清；加入400μl抽提缓冲液（100  mM  Tris‑HCl，100  mM 

EDTA，250  mM  NaCl，1%SDS）；然后加100mg石英砂或玻璃珠，在珠打仪剧烈振荡2min左右；65

℃水浴20min后，加入200μl  10M  NH4AC，冰浴10min；13000rpm离心10min，取上清；加入2倍

体积的无水乙醇，‑20℃放置30min；13000  rpm离心10min，弃上清；用70%乙醇洗涤2次；晾

干，加入水溶解，于‑20℃保存。
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[0060] 4.2  测序分析

[0061] 利用实施例1中所述上下游引物进行PCR，扩增目的基因。PCR扩增条件为：94℃ 
3min；94℃  30S；56℃  30S，72℃  60S  30个循环；72℃  5min。利用凝胶回收试剂盒回收PCR

扩增产物。PCR回收产物做TA克隆，挑取阳性转化子送上海生工生物工程有限公司测序分

析。

[0062] 测序结果显示，从里氏木霉ZFCB‑768中扩增得到的脂肪酶突变体基因的核苷酸序

列为SEQ  ID  NO：3，其编码的氨基酸序列为SEQ  ID  NO：4。

[0063] 将野生型脂肪酶ZFCB与上述脂肪酶突变体的氨基酸序列进行比对发现，所述脂肪

酶突变体中包含四个突变位点，分别为T63A、N103R、A176S。

[0064] 本发明提供的脂肪酶突变体能显著提高其在里氏木霉中的表达量，有利于降低该

酶的生产成本，促进其在食品、饲料、医药等工业领域的广泛应用。
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