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摘　要：结构脂质是一类将具有特殊生理功能的脂肪酸结合到甘油三酯骨架上特定位置重新组合生成的新型脂质。

酶法催化合成结构脂质具有反应条件温和，能耗低，分离纯化工艺简单，以及可以合成特定酰基位置上的功能性

脂肪酸而受到重视。工业上随着酯酶使用次数的增加，酯酶催化活力显著下降，导致目标结构脂质产量降低。本

文综述了近年来国内外关于酯酶催化合成结构脂质酯酶结构改变、活性变化和催化活性下降机理，酶活性下降主

要是因为分子间强相互作用或弱相互作用破坏酶催化活性中心，本研究可为解决酶法合成结构脂质面临的酯酶活

力降低的技术瓶颈提供参考。
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Abstract： Structured  lipids  are  a  new  class  of  lipids  recombined  by  combining  fatty  acids  with  special  physiological
functions at specific positions on the triglyceride backbone. Enzymatic catalyzed synthesis of structured lipids has attracted
attention due to its mild reaction conditions, low energy consumption, simple separation and purification process, and the
ability to synthesize functional fatty acids at specific acyl positions. However, with the increase of use times of lipases in
industry, the catalytic activity of lipase decreases significantly, resulting in a decrease in the production of target structural
lipids.  This  paper  reviews  the  structure  change,  activity  change  and  decreasing  catalytic  activity  mechanisms  of  lipase-
catalyzed  synthesis  of  structured  lipids  in  China  and  outside  China  in  recent  years.  It  found that  the  decrease  of  enzyme
activity  is  mainly  due  to  the  destruction  of  the  catalytic  active  center  by  strong  or  weak  intermolecular  interaction.  This
study  provides  a  reference  for  solving  the  technical  bottleneck  of  reducing  lipase  activity  in  the  enzymatic  synthesis  of
structured lipids.
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结构脂质被称为未来油脂，其特点是将具有特

殊生理功能的脂肪酸结合到甘油三酯中特定位置，重

新组合生成新型脂质，这种脂质具有天然油脂的性

质，在人体内消化、分解、释放的热量比一般油脂少，

并可以最大限度地发挥各种脂肪酸的生理功能和营

养价值，因此备受人们关注[1]。结构脂质为特定食用

和营养目的而设计，是一种特殊的甘油三酯，可以将

天然油脂甘油骨架上的脂肪酸如月桂酸、肉豆蔻酸、

棕榈酸、硬脂酸等饱和脂肪酸，油酸、亚油酸、亚麻

酸及 DHA 和 EPA 等不饱和脂肪酸按特定需要优化

组合成天然油脂不存在的脂质分子，改善天然油脂的

营养功能，满足不同消费群体的营养要求，扩大油脂

的应用范围，也促进油脂学科的发展[2]。结构脂质在

食品方面的应用包括人造奶油、起酥油等烘焙油脂

方面，用于人乳替代脂，用于低能量油脂及脂肪替代

物[3]。已经上市的结构脂质产品包括母乳脂肪替代

物、可可脂替代物、中长链甘油三酯、甘油二酯、食

用油、多不饱和脂肪酸浓缩物等[4]。

在结构脂质合成方面，酶法合成表现出产物特

异性高、安全性好、反应条件温和、副产物少、对环

境友好等优点，在实践中得到大量应用[5−6]。然而随

着市场规模的扩大，酶法大规模合成结构脂质也暴露

出较多问题，其中最主要的问题就是脂肪酶使用寿命

短，酶活降低，严重影响工业化大规模生产[5]。近年

来许多国内外学者在酶法催化机理上做了大量的工

作，却忽略了催化活性降低的原因。因此本文概述了

近年来脂肪酶合成结构脂质过程中，溶剂分子对脂肪

酶结构的影响，分析其催化活性下降的机制，希望可

以为油脂工业酶法合成结构脂肪过程中酯酶活性下

降的技术难题提供理论依据。

 1　结构脂质的酶法合成
结构脂质的制备方法包括化学合成法和酶法合

成法。酶法由于具有反应条件温和，能耗低，分离纯

化工艺简单，以及可以合成特定酰基位置上的功能性

脂肪酸等优点，酶法酯交换合成在结构脂质研究中应

用越来越受到重视[6]。酶法合成克服了化学法的缺

陷（化学法催化剂毒性大、反应温度高、反应随机性

强、选择性差、后期分离纯化产物困难），通过特异性

的固定化脂肪酶选择性地催化合成结构脂质，以满足

不同领域的需求[7−8]。酶法催化合成结构脂质包括酸

解反应、酯化反应、酯交换反应等[9−11]。结构脂质的

合成反应体系成分复杂，产物中主要包括甘油三酯、

甘油二酯、甘油一酯、游离脂肪酸和脂肪酸酯等，因

此需要采用合适的技术方法来分离纯化，以期获得纯

度较高的产品，结构脂的分离纯化中已逐渐得到应用[1]。

酶法合成具有催化专一性、立体结构专一性，可

以根据需求对目标产品实现精确控制，设计出具有特

定生理功能的定向结构脂质，这些特点使得酶法合成

在结构脂质研究应用中引起了人们的广泛关注[12]。

自 2006 年第一款酶法合成的类母乳结构 1-3-二油

酸-2-棕榈酸甘油三酯（O-P-O）产品问世以来，已相继

有上千种酶法合成的结构脂质产品上市销售。然而，

酯酶使用寿命短，生产成本高，且随着使用次数的增

加，酯酶催化活力显著下降，最终失活，导致目标结构

脂质产量降低，副产物增多，严重影响工业化大规模

生产[13]。如何有效保持酯酶催化活力，是酶法合成结

构脂质所面临的主要技术瓶颈。

为克服酯酶活性降低，目前国内外油脂工作者

大量尝试利用响应曲面法[14−15]、单因素法[16−17] 以及

动力学模型[18] 等研究各反应因素对酯酶活性的作

用，试图建立各反应因素与酯酶活性的相关作用关

系，寻找出酯酶活性最佳的反应条件。如 Pacheco
等[19] 研究通过分析外界因素（如温度、底物摩尔比、

酶剂量等）对葵花籽油与游离软脂酸酯化反应中各产

物浓度变化，建立动力学方程，求解出酶催化过程中

米氏常数 Km 和反应速率 Vmax 等参数，证实酶促酯

交换反应遵循“Ping-Pong Bi-Bi”机制，得到最佳反应

条件。然而，在最佳反应条件下只能短时间内提高目

标结构脂质产量，随着反应进行，酶活下降，产量降

低。因此，分析酶活的下降原因是关键。

 2　酶法合成结构脂质的催化机理研究
近年来，国内外学者利用 X 射线衍射、蛋白质

结晶、圆二色谱、傅里叶红外光谱、紫外、荧光等方

法，探索酶法酯交换反应过程中酯酶催化活性中心的

微观结构，研究酯酶催化反应过程的性质，推测其催

化机理。

郭诤等[20] 综述了脂肪酶催化中心的三重态结

构，不同来源的脂肪酶催化中心具有相似或相同的特

征区域 his-x-y-gly-z-ser-w-gly 或 y-gly-his-ser-w-gly
（w，x，y，z 指非特异性氨基酸），脂肪酶氨基酸残基

His、Ser 和其他氨基酸残基（如 Glu、Asp）构成脂肪

酶催化活性中心的三重态。Joseph 等[21] 和 Kokkinou
等[22] 也表明，酯酶催化活性中心是由丝氨酸、组氨

酸、天冬氨酸（或谷氨酸）组成的三联体，三联体的稳

定有利于催化反应的进行，同时这种三重态结构相当

保守，任何氨基酸被修饰或替换，都会导致酯酶失

活。孟枭[23] 研究了脂肪酶对手性伯醇和手性伯酸的

立体分子识别机理，发现洋葱假单胞菌脂肪酶

Pseudomonas cepacia lipase （PCL）对不同伯醇酯底

物的立体识别符合 PCL-Tyr29-OH 对手性伯醇通过

Oγ
alc （alc：alcohol moiety）底物氢键识别的定量机理；

对米霉 Rhizomucor miehei lipase （RML）手性酸酯底

物的立体识别表明，环 β1-β2-asp61 在 RML 表面上，

Arg61-λ2 的静电作用极大地限制了酶分子适应不同

底物的灵活性，从而实现了手性酸的立体识别。X 射

线衍射晶体学表明[24−25]，酯酶催化过程具有特殊的

油-水催化界面现象。当酯酶处于非活性状态时，酯

酶三重态的活性中心隐藏在 V 形结构中，形成由亲

水基团组成的“氧阴离子孔”亲电区，其表面被疏水

氨基酸残基形成的 α-螺旋结构盖覆盖。当酯酶与油
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水界面接触时，催化活性位点上“盖子 Lid”打开，活

性中心暴露，酶被激活。Ghanem[26] 通过大量实验研

究推测，在酯酶与底物结合的过程中，三重态结构中

亲核丝氨酸残基上的羟基氧原子攻击甘油三酯键上

的羰基碳，形成四面体过渡中间体 I，导致酯键断裂，

甘油三酯的醇基部分解离，剩余的脂肪酸部分与亲核

丝氨酸生成酰化酯酶复合物有关，然后酰化酯酶复合

物与 H2O 结合形成另一个四面体中间体 II，该中间

体解离生成产物并释放酶以完成催化过程，催化机理

如图 1 所示。

目前，酶法酯交换反应机理的研究主要集中在

从酯酶微观结构的变化揭示酶法酯交换反应的可能

过程，酯酶催化的关键是酯酶催化前后的构象变化，

以及过渡态中间体的形成和解离。仅通过实验手段

观察脂肪酶的微观结构变化无法彻底解释酶促反应

的机理，近年来随着计算机模拟计算技术（分子动力

学模拟 MM 及量子化学 QM）的发展，从原子水平上

研究酶催化机制变得越来越容易。有结果表明，酶催

化分子模拟能够准确模拟酶催化过程中酶的构象变

化和原子间的相互作用，可以准确模拟酶催化过程中

各原子的瞬间运动轨迹及其能量变化参数，准确模拟

酶催化反应过渡态四面中间体（Transitional tetrahe-

dral intermediate）的形成和解离[27]。Świderek 等[28]

应用 QM/MM 理论对 L-乳酸脱氢酶催化反应机理

进行了研究，结果表明，H-的转移是丙酮酸盐转化为

L-乳酸盐反应的限速步骤，反应能垒为 168.37 kJ/mol，

底物与 L-乳酸脱氢酶的活性中心之间存在着较强的

静电作用，形成准船式构象的过渡态中间体。伴随着

过渡态中间体的形成，底物上羰基的极性逐渐增强，

有利于 H-的转移，进而发生催化反应。Chen 等[29]

结合 MM 及 QM 测定了铜锌超氧化物歧化酶催化

歧化超氧阴离子自由基的反应的基态底物、过渡态

中间体及终产物的结构构型，探讨催化反应中各因素

对 O2-进攻酶活性中心 Cu2+形成过渡态中间体复合

物的影响，观察反应过程中的能量变化，进而阐明其

催化机制。

 3　酯酶催化活性下降的影响因素

 3.1　有机溶剂

有机溶剂脂溶性分配系数 Partition coefficient
（Log P）、极性、官能团和溶剂分子结构等关键因素

决定了酯酶分子周围的微环境，影响酯酶的三级和二

级结构，进而影响酯酶催化活性。

近年来研究有机溶剂对酯酶结构的影响，进而

导致酶催化活性降低的报道，如表 1 所示。Yang 等[30]

报道南极假丝酵母脂肪酶 A（Candida  antarctica
lipase A, CALA）在极性有机试剂中活性降低主要是

因为水分子与蛋白质表面之间氢键丢失，增加酯酶

β-折叠含量，降低 α-螺旋含量，从而导致反应后期的

酯酶结构更不稳定。Sadaf 等[31] 发现丁醇和乙醇导

致 Penicillium chrysogenum lipase 脂肪酶三级结构

发生变化，并伴随红移，酯酶蛋白极性增强。Li 等[32]

揭示甲醇、丙酮、四氢呋喃等极性溶剂通过氢键与活

性中心相互作用，从而破坏南极假丝酵母脂肪酶 B
（Candida antarctica lipase B, CALB）催化活性中心，

活性降低，在正己烷（log P 值高）等无极性有机溶剂

中能维持催化活性。必需水的损失有时是酶失活的
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图 1    脂肪酶合成结构脂质的催化机理

Fig.1    The reaction mechanism of structured lipid synthesis catalyzed by lipase
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一个可能原因。在有机溶剂中，极性有机分子取代

水，侵入脂肪酶的活性位点，导致脂肪酶结构的破坏

和催化活性的降低[32]。Dachuri 等[33] 发现酯酶 Pro-
teus mirabilis 和 Pseudomonas mandelii 在二甲基亚

砜（DMSO）、甲醇和乙醇中，官能团电荷干扰表面氨

基酸排列，影响结构稳定进而导致活性降低。Jiang
等[34]、Haque 等[35] 观察到酯酶的活性与催化位点的

“盖子”结构有关，“盖子”的开闭状态直接影响到酯

酶活性，动力学检测在辛醇中酯酶“盖子”打开的速

率比在水中快。Secundo 等[36] 报道酯酶活性在有机

溶剂中降低可能是由于嵌合体酶具有较低比例的开

放形式的酶分子，阻碍底物和酶活性位点的接触。

综上，酯酶在有机溶剂中催化活性降低与催化

活性中心结构的改变有关，而催化活性中心结构的改

变与有机溶剂极性、电荷官能团、分子结构息息相关

（图 2）。极性有机分子侵入到酯酶催化活性位点，拉

开催化活性氨基酸的距离，同时阻碍底物和酯酶之间

的接触，进而无法形成过渡态四面中间体，导致活性 降低；酯酶在非极性有机分子中表现更高的催化活性

 

表 1    有机溶剂对脂肪酶结构的影响及催化活性降低相关机制

Table 1    The effects of organic solvents on the structure of lipase and the related mechanism of catalytic activity reduction

脂肪酶 有机试剂 方法 结构变化 活性变化 机制 参考文献

Candida
antarctica
lipase A

乙腈、丙酮、
乙醇、乙酯，

正庚烷

傅里叶红外
光谱

用乙腈或丙酮处理CALA，α-
螺旋含量增加，无规线圈含量
减少。然而，当用乙酯处理
时，发现α-螺旋含量减少，β-

折叠含量增加

α-螺旋含量的降低可能会
影响CALA的活性位点，

从而对其活性产生
重要影响

β-折叠物含量的增加可归因于
水分子与蛋白质表面之间氢
键相互作用的丧失，从而导致
处理后的CALA具有更不稳定

的结构

Yang等[30]

Penicillium
chrysogenum

lipase

极性和非极性
有机溶剂

圆二色性和
本征荧光光谱

天然脂肪酶由一个主要的α-
螺旋结构组成，该结构在极性
和非极性溶剂中均保持不变，
丁酸乙酯除外，丁酸乙酯的

活性降低，结构被破坏

在己烷存在下（log P=3.5），螺
旋含量增加（~85% α-螺旋），

表明脂肪酶的
结构稳定性增强

在二氯甲烷存在下观察到显
著的荧光猝灭，可能是由于表
面色氨酸残基埋藏在蛋白的
疏水核心中。丁醇和乙醇导
致脂肪酶三级结构发生显著

变化，并伴随红移

Sadaf等[31]

Candida
antarctica
lipase B

非极性溶剂如
氯仿、环戊烷、
己烷；极性溶
剂如甲醇、丙
酮、四氢呋喃

分子动力学
模拟和量子
力学模拟

在有机溶剂中，CALB的整体
构象是稳定的。在非极性溶
剂中，活性中心的构象保持

稳定

氯仿、环戊烷、己烷等非极性
溶剂保持活性中心的稳定性，
而在极性溶剂中，溶剂分子进
入活性中心并与活性中心发

生强烈的相互作用

甲醇、丙酮、四氢呋喃等极性
溶剂通过氢键与活性中心相
互作用，从而破坏活性中心。
活性位点区域的构象变化是
影响CALB活性的主要因素

Li等[32]

PML （Proteus
mirabilis） and

Lip S
（Pseudomonas

mandelii）

极性溶剂如二
甲基亚砜、甲
醇和乙醇

荧光光谱

在PML和Lip S之间，最大酶
活性所需的构象灵活性不同，
表明PML和Lip S在每种有机
溶剂中的构象可获得最大酶

活性

极性有机溶剂如DMSO甲醇
和乙醇，会导致PML和Lip

S的构象变化，从而增加构象
灵活性；由于有机溶剂中构象
的灵活性增加，PML和Lip

S的结构变得不稳定

PML和Lip S的构象变化是由
于表面不同氨基酸排列不同，
在DMSO存在下构象相似，但
在甲醇和乙醇中构象不同

Dachuri等[33]

Y. lipolytica
lipase

甲醇和己烷
分子动力学

模拟
脂肪酶在甲醇中的构象

变化较大
Ser274-Asn288和Thr106-His126等

区域与lid区域相互作用
Y. lipolytica脂肪酶的闭合机制
是在甲醇中的“盖子”运动

Jiang等[34]

Double mutant
porcine

pancreatic lipase

乙醇、甲苯、
辛醇

分子动力学
模拟

Asp250Val和Glu254Leu突变体
在较高温度下表现出“盖子”

打开

Asp250Val和Glu254Leu在保持
“盖子”处于闭合状态中的重

要作用

在辛醇中酯酶“盖子”打开的
动力学比在水中快，非极性溶
剂有利于“盖子”的开放构造

Haque等[35]

chimeric C.
rugosa LIP1/lid3

氯乙基-2-羟基
己酸酯、甲醇、
醋酸乙烯酯与
6-甲基-5-庚烯-

2-醇

醇解反应
与野生型相比，嵌合C. rugosa
LIP1/lid3的活性和对映选择

性更低

在有机溶剂中，与野生型相
比，嵌合体C. rugosa LIP1/

lid3对氯乙基-2-羟基己酸酯
与甲醇的醇解反应和醋酸乙
烯酯与6-甲基-5-庚烯-2-醇的
醇解反应的活性和对映选择

性都较低

活性的降低可能是由于嵌合
体酶具有较低比例的开放形
式的酶分子，阻碍了对酶活性

位点的接触

Secundo等[36]

Burkholderia
cepacia lipase

（BCL）

叔戊醇、叔丁
醇、石油醚、正
己烷和异辛烷

傅里叶红外
光谱，CD

在选择性有机溶剂和RTIL
中，BCL的二级结构发生了一

些改变

BCLα螺旋含量的降低可能
影响脂肪酶活性位点

α-螺旋含量越低，活性位点的
“开放”构象越高，从而更容易

接近底物
Liu等[37]

Geobacillus
zalihae T1 lipase

甲醇、乙醇、丙
醇、丁醇和戊
醇）和水的混

合物

分子动力学
模拟

骨架原子结构偏差阐明水/有
机溶剂混合物在降低溶剂极
性时对蛋白质平衡状态的动

态影响

有机溶剂Mt-OH、Et-OH和Pr-
OH中形成更多氢键，蛋白质
内氢键的增加最终与蛋白质

的稳定性相关

在有机溶剂体系中，活性口袋
四面体中间填料的距离变化
不守恒，这可能导致催化氢键
网络的弱点，很可能导致催化

活性下降

Maiangwa等[38]

 

极性分子 (甲醇) > 非极性分子 (正己烷) 
强电荷官能团 (C = O) > 弱电荷官能团
分子结构：末端碳原子 > 中间碳原子

盖子Lid

催化三联体

图 2    有机溶剂分子对脂肪酶结构的影响

Fig.2    Influence of organic solvent molecules on the
structure of lipase

注：酶蛋白分子来源南极假丝酵母脂肪酶 B（CALB，ID:1LBS，
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do）。
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和催化稳定性，不易失活。脂肪酶在极性、强电荷官

能团有机溶剂中更容易导致活性降低。

 3.2　离子液体

离子液体（Ionic liquids，ILs），是指由特定的有

机阳离子与无机或有机阴离子构成的，在室温或近室

温下呈液态的熔盐体系。与有机溶剂相比，离子液体

体系可以提高脂肪酶的活性、稳定性和选择性，保护

脂肪酶的二级结构[33]。但是，脂肪酶的活性、稳定性

和二级结构也可能受到离子液体性质的影响，如疏水

性、阳离子和阴离子类型、极性和粘度等。离子液体

具有低饱和蒸汽压、不易燃、疏水性和可设计性等特

殊性质，作为一种新型溶剂，它们广泛应用于酶催化

反应中。常见的阴阳离子液体如图 3 所示[39]。

近年来研究离子液体对酯酶结构的影响，进而

导致酶催化活性降低的报道，如表 2 所示。Liu 等[37]

发现离子液体中阴离子选择对酯交换活性的影响远

大于阳离子选择，且室温离子液体二级结构的改变是

导致其催化活性降低的直接原因。Lau 等[40] 观察到

分子大、空间要求高的离子不容易穿透酶蛋白质基

质，需要许多分子间氢键的解离来产生部分新的氢

键，维持酶活性。Dabirmanesh 等[41] 报道随着离子

液体浓度的变化，酶 Bacillus amyloliquefaciens 和酶

Bacillus  lichiniformis 的催化活性和稳定性都会降

低。Pavlidis 等[43] 研究形成强氢键的离子液体，尤其

是阴离子，可能会解离维持 α-螺旋和 β-折叠结构完

整性的氢键，蛋白质全部或部分展开，导致酯酶活性

降低。在离子液体 [BMIM][dca] 中，CALB 的交联

酶聚集体的催化活性是在叔丁醇离子液体中的两倍，

而游离型酯酶在叔丁醇离子液体中不可逆地失活，原

因是叔丁醇离子液体中形成强氢键的离子液体，阴离

子液体发挥关键作用，解离酯酶维持 α 螺旋和 β-折
叠结构完整性的氢键[43]。Qin 等[45] 实验研究表明，

脂肪酶结构与离子液体性质之间存在相关性，表明随

着在离子液体中浸泡时间的增加，Novozym 435 的

α-螺旋含量减少，β-折叠含量增加。

总之，酯酶在离子液体中催化后期活性降低与

维持，取决于离子液体与酯酶蛋白之间相互作用形成

的氢键的解离与否。无机或有机阴离子由于静电相

互作用，诱导酶蛋白二级结构发生改变，在催化过程

中扮演着重要角色。

 3.3　超临界二氧化碳流体

不同类型的酶，如脂肪酶、磷酸酶、脱氢酶、氧

化酶、淀粉酶等，适合在 SC-CO2 中进行反应[48]。在

高压下暴露于二氧化碳中的酶的稳定性和活性取决

于酶的种类、溶液中的水含量以及反应系统的压力、

温度、时间和流速[49]。脂肪酶的三维结构在极端条

件下可能发生显著变化，导致其变性并随之失去活

性。如果条件适宜，酶蛋白原始晶体结构可能会很大

程度上保留下来。但微小的结构变化仍可能会导致

酶活性、特异性和稳定性发生改变，转换成另一种活

性蛋白状态。

近年来研究 SC-CO2 对酯酶结构的影响，进而导

致酶催化活性降低的报道，如表 3 所示。Habulin 等[50]

阐述超临界二氧化碳 SC-CO2 分子和酶 Pseudomonas
fluorescens，Rhizopus javanicus，Rhizopus niveus，porc-
ine pancreas and Candida rugosa 之间发生相互作用，

发现 SC-CO2 插入到酶和水分子之间，导致酯酶催化

活性降低。Chen 等[51] 发现在大多数高压处理中，脂

肪酶活性显著增强取决于 α-螺旋含量改变。Aucoin
等 [52] 研究发现 Lipozyme IM20 在重复暴露于 SC-
CO2 和低降压率后表现出最佳的活性。Melgosa 等[53]

报道 SC-CO2 处理可以通过构象变化和结构改变来

影响酶的活性，高温和强压力以及长暴露时间导致活

性损失。

综上所述，酯酶在超临界二氧化碳表现出更佳

的结构稳定性，主要取决于超临界流体分子对酯酶结
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图 3    常见离子液体阴阳离子结构示意图

Fig.3    Schematic diagram of the anion and cation structures of common ionic liquids
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表 2    离子液体对脂肪酶结构的影响及催化活性降低相关机制

Table 2    The effects of ionic liquids on the structure of lipase and the related mechanism of catalytic activity reduction

脂肪酶 离子液体 方法 结构变化 活性变化 机制 参考文献

Burkholderia
cepacia lipase

（BCL）

[OMIM][Cl]，[EMIM][TfO]，
[BMIM][Cl]，[OMIM][BF4]，

[BMIM][CH3SO3]，
[EMIM][Cl]，

[NMP][CH3SO3]，
[HMIM][TfO]，

[HMIM][CH3SO3]，
[BMIM][PF6]，

[BMIM][OH]，[EMIM][PF6]，
[HMIM][Cl]，[BMIM][Tf2N]，

[BMIM][BF4]，
[OMIM][PF6]，

[EMIM][BF4]，[HMIM][PF6]
and [OmPy][BF4]

傅立叶红外
光谱

室温离子液体中的
BCL二级结构发生部

分改变

阴离子对酯交换活性的
影响远大于阳离子

[EMIM][Tf2N]会压缩酶
RTIL的天然结构，从而阻

止其展开
Liu等[37]

Candida
antarctica
lipase B

[BMIM][NO3]，
[BMIM][lactate]，
[EMIM][Et SO4]

and [Et NH3][NO3]

傅立叶红外
光谱

结构相似的离子液体
对酶的行为有很大不

同

分子大、空间要求高的离
子不容易穿透蛋白质基
质，需要许多分子间氢键
解离来产生一些新的氢

键，维持活性

分子大、空间要求高的离
子不容易穿透蛋白质基
质，需要许多分子间氢键
的解离来产生部分新的

氢键，维持酶活性

Lau等[40]

Bacillus
amyloliquefacie
ns and Bacillus
lichiniformis

[BMIM][Cl]，[HMIM][Cl] 差示扫描量热
法和荧光

与中温酶相比，嗜热酶
更稳定

随着离子液体浓度的变
化，酶的活性和稳定性都

会降低

根据解淀粉芽孢杆菌和
地衣芽孢杆菌热展开过
程中获得的热谱图，

[HMIM][Cl]的抗聚集能
力强

Dabirmanesh
等[41]

Rhizopus oryzae
NRRL 3562

1-Hexadecyl-3-
methylimidazolium bromide

（（C16 MIM）Br）

紫外可见光谱
和圆二色谱

在低表面活性剂浓度
下，导致β-折叠物含量
增加和α-螺旋降低的

结构变化

高浓度下的失活与光谱
所描述的更大结构变化
相关。等温滴定量热研
究表明，这种结合在本质
上是自发的，涉及非共价

相互作用

高的熵负值表示疏水域
的暴露和结构刚性的增
加，与表面活性剂存在时
活性位点更易接近和刚

性相关

Adak等[42]

Candida rugosa,
Chromobacteriu
m viscosum and
Thermomyces

lanuginosa

Water-in-ionic liquid （W/IL）
microemulsions/1-butyl-3-

methylimidazolium
hexafluorophosphate

（[BMIM]PF6）

傅立叶红外光
谱和圆二色谱

与迄今为止用于各种
生物催化反应的其他
微多相介质相比，在新
体系中，来自C. rugosa、

C. viscosum和T.
lanuginosa的脂肪酶表
现出更高的催化性能

和操作稳定性

与传统有机溶剂相比，
W/IL微乳液中酶的稳定
性增强，易于从反应体系
中分离产物，酶的可重复
使用性好，以及离子液体

独特的溶剂性质

将酶分子包埋在W/IL微
乳液中形成的水微滴中，
表明基于IL的反应系统

为酶提供保护环境

Pavlidis等[43]

Candida
antarctica
lipase B

tert-Butyl alcohol，
[BMIM][BF4]，
[BMIM][PF6]，

[BMIM][lactate]，
[BMIM][NO3]，

[Et3Me N][Me SO4]

傅立叶红外光
谱

BMIM[dca]中α-螺旋
和β-折叠含量的损失

在含有二氰酰亚胺、烷基
硫酸盐、硝酸盐和乳酸阴
离子的离子液体中溶解

CALB，反应至少比
[BMIM][BF4]慢十倍。
[Et3Me N][Me SO4]是例
外，溶解的CALB在该溶

剂中保持其活性

在[BMIM][dca]中，
CALB的交联酶聚集体的
活性是叔丁醇中的两倍，
而游离酶在叔丁醇离子
液体中不可逆地失活。
形成强氢键的离子液体，
尤其是阴离子，可能会解
离维持α-螺旋和β-折叠结
构完整性的氢键，导致蛋
白质全部或部分展开

Pavlidis等[43]

Candida
antarctica
lipase B

water-immiscible ionic liquids
（ILs），1-ethyl-3-

methylimidizolium bis
（trifluoromethylsulfonyl）-

imide and
butyltrimethylammonium

bis（trifluoromethylsulfonyl）
imide

圆二色谱和荧
光光谱

在50 °C的水和己烷培
养基中培养4 d后，

CALB的剩余活性损
失超过75%，这与α-螺
旋和-链二级结构的巨

大变化有关

在所研究的两个ILs中观
察到的CALB的稳定与维
持50%的初始α-螺旋含量
和增强-链有关。此外，内
在荧光研究清楚地表明，
在水和己烷介质中，经典
酶的去折叠是如何随时

间发生

酶在两种ILs中的培养相
关的结构变化可能归因
于紧凑而活跃的酶构象，
从而提高在非水环境中

的稳定性

De等[44]

Candida
antarctica
（Novozyme

435）

[BMIM][BF4]，
[HMIM][BF4]，
[OMIM][BF4]，

[BMIM][PF6]，[HMIM][PF6]，
[OMIM][PF6]，
[EMIM][Tf2N]，
[BMIM][Tf2N]，
[HMIM][Tf2N]，
[OMIM][Tf2N]，

[BMMIM][Tf2N]，
[HMMIM][Tf2N]，
[OMMIM][Tf2N]，
[BMIM][N（CN）2]，
[HMIM][N（CN）2]，

[BMIM][OAc]

傅立叶红外
光谱

随着浸泡时间增加，α-
螺旋含量降低，β-折叠

含量增加

酶435在[BF4]、[PF6]和
[TF2N]基离子液体中浸泡
24 h后，保留约5%、40%
和100%的空白样品活性，
揭示离子液体性质的初始
酶活性与疏水性（log P）、
极性（Et）、氢键碱性（B）
和粘度有关。初始酶活
性随log P值增加而增加，
随ENT值降低而降低

初始酶活性在较窄的范
围内（0.24~0.26）随b值的
增加而增加，然后随b值
的增加而持续下降。对
于基于[Tf2N]的离子液
体，初始酶活性随粘度增
加而增加，而在基于[BF4]
和[PF6]的离子液体中发
现了不利关系。诺维信
435α-螺旋含量的降低可
能会影响脂肪酶活性位
点。α-螺旋含量越低，底
物越容易接近脂肪酶的

活性部位

Qin等[45]
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构的保护。反应后期酶活性降低主要是因为超临界

二氧化碳高温和强压下引起二级结构变化，SC-
CO2 分子插入到酶和结晶水分子之间，酶无法通过

催化活性三联体和底物形成过渡态四面中间体，导致

酯酶催化活性降低。

 3.4　微水相

由于脂肪酶油水界面的催化性质，少量的水有

利于酶催化反应的进行。一方面，水分子参与酶天然

构象中所有的非共价键间的相互作用，包括氢键、静

电作用、疏水相互作用和范德华力。另一方面，反应

体系中存在着少量的水时可以增加酶的水化程度，在

结构上增加酶的柔韧性，提高酶活[54]。一定量的水分

子有利于催化过渡态四面中间体的形成，维持“氧负

离子洞 Oxyanion hole”，促进反应 [54]。如 Jamir 和
Seshagirrao[55] 发现微水相中有序二级结构有助于稳

定热变性酶的构象。但是，微水相中，脂肪酶与溶剂

分子相互作用后，酶蛋白二级结构和氢键的改变可能

导致其催化水解活性和结构稳定性发生变化。如洋

葱伯克霍尔德菌脂肪酶在水相中放置 2 h 后，结构稳

定性改变，显示出明显的有序二级结构（α-螺旋到 β-
折叠）降低，导致在表面活性剂叶黄素 AT50 和二羧

酸存在下酯酶催化活性显著下降[56]。脂肪酶二级结

构中 α-螺旋结构域通常位于酶的表面，对环境因素

敏感，易在微水相体系中被破坏；β-折叠结构域往往

位于酶的内部，与外界环境因素的接触较少，因此，β-
折叠结构域比 α-螺旋结构域更具保守性。在微量水

相中，脂肪酶的有序二级结构的减少可能引起脂肪酶

的逐渐失活。

 4　总结及展望
脂肪酶在催化过程中其结构稳定性极易受外界

环境因素（反应溶剂、反应时间、反应温度、反应压

力、水分含量、底物分子）的影响，外界环境因素主要

通过强相互作用或弱相互作用（静电相互作用、氢

键、疏水相互作用或范德华力）破坏酶催化活性关键

位点，无法形成过渡态四面中间体，导致催化效能降

低，最终引起酶活下降（图 4）。
然而，外界环境因素形成关键作用力破坏酶与

底物形成过渡态中间体；外界环境因素作用酯酶的结

构影响产物过渡态中间体形成；外界环境因素通过影

响酯酶活性中心构象改变及“氧负离子洞”亲电区电

子环境变化，从而导致酯酶的催化活性下降。这些关

于酶促酯交换合成结构脂质中外界环境因素和酯酶

蛋白作用导致催化活性下降深层次的问题还有待进

一步研究。

为了增强酯酶合成结构脂质的催化稳定性，解

决酶法合成结构脂质面临的酯酶活力降低的技术瓶

续表 2
脂肪酶 离子液体 方法 结构变化 活性变化 机制 参考文献

Candida
antarctica lipase

B （CALB）

[HOOCMMIM][Cl]，
[HOOCEMIM][Cl]，
[HOOCBMIM][Cl]，

[HOOCBMIM][H2PO4]，
[HOOCMMIM][PF6]

傅立叶红外光
谱，圆二色谱
和衰减总反射

FTIR

与天然酶相比，所有修
饰酶的α-螺旋含量均

较高

改性在水相中获得更高
的活性和催化效率，而含
有更多潮向阳离子的

ILs改性导致了更高的改
性程度和活性

修饰增强脂肪酶的稳定
性，尤其是带有疏水性阳
离子的离子液体，而接枝
到脂肪酶上的疏水性阴
离子有助于提高脂肪酶
的热稳定性和对有机溶

剂的耐受性

Ru等[46]

Aspergillus
niger lipase

[C4MIM]Cl，[C6MIM]Cl，
[C8MIM]Cl，[C10MIM]Cl

and [C12MIM]Cl

荧光和圆二色
光谱

在0.3%（v/v）的
[C10MIM]Cl和

[C12MIM]Cl水溶液中
暴露脂肪酶，不受IL浓
度的影响，会导致脂肪
酶二级结构发生变化，
表明其椭圆度降低

[CnMIM]基于Cl的ILs可
以对脂肪酶的活性（增
强、维持甚至抑制）和结
构构象施加不同的行为，
取决于阳离子烷基链长

度及其相对浓度

具有自聚集特性的ILs引
起蛋白质结构的不可逆
变化，导致蛋白质展开

Nascimento
等[47]

 

表 3    超临界二氧化碳对脂肪酶结构的影响及催化活性降低相关机制

Table 3    The effect of supercritical carbon dioxide on the structure of lipase and the related mechanism of catalytic activity reduction

脂肪酶 超临界流体 条件/方法 结构变化 活性变化 机制 参考文献

Pseudomonas
fluorescens，Rhizopus
javanicus，Rhizopus

niveus，porcine
pancreas and Candida

rugosa

超临界二氧化碳
（SC-CO2）

100 bar，40 oC 后期结构稳定性降低 活性下降

SC-CO2分子和酶之间
的相互作用；SC-CO2
插入到酶和水分子之

间

Habulin[50]

Candida rugosa
lipase（CRL）

亚临界或超临界
二氧化碳

傅立叶变换红外光谱
和荧光发射光谱

α-螺旋含量改变
在大多数高压处理中，
脂肪酶活性显著增强

超临界流体对其酶刚
性结构的保护 Chen[51]

Lipozyme IM20
SC-CO2，加压/减压循
环、减压速率和暴露

酶催化活性 -

Lipozyme IM20在重复
暴露于SC-CO2和低降
压率后表现出最佳活

性

提取固定化基质中的
抑制成分 Aucoin[52]

Palatase 20000 L，
Lipozyme CALB L，

Lipozyme RM IM and
Lipozyme 435

SC-CO2
荧光发射光谱，扫描电
子显微照片，红外光谱

蛋白结构发生改变，
形态改变

高温度和强压力以及
最长的暴露时间导致

活性损失

SC-CO2处理可以通过
构象变化和结构改变

来影响酶的活性
Melgosa[53]
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颈，未来可通过基因编辑、蛋白质工程、化学修饰、

设计两相反应体系、固定化技术和稳定剂介质工程

等方法，修饰酯酶催化活性中心不稳定氨基酸残基结

构来提高酯酶结构稳定，防止酶活下降，保持酶的长

期高效利用，将在一定程度上降低成本，推动酶法合

成结构脂肪的工业化进程。
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图 4    外界环境和脂肪酶活性降低的关联分析

Fig.4    Correlation analysis between the external environment and the reduction of lipase activity
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