
·综述与专论· 2020, 36(11):173-179

生物技术通报
BIOTECHNOLOGY    BULLETIN

收稿日期 ：2020-02-11
基金项目 ：国家自然科学基金面上项目（81072616），福建省自然科学基金面上项目（2017J01442）
作者简介 ：蔡玉贞，女，硕士，研究方向 ：酶工程 ；E-mail ：2968128035@qq.com
通讯作者 ：唐良华，男，博士，教授，研究方向 ：酶工程 ；E-mail ：biotlh@fjnu.edu.cn

脂肪酶是一种可以在水 / 油界面上将长链三酰

基甘油酯水解为二酰基甘油酯、单酰基甘油酯、甘

油和游离脂肪酸的酶。大部分的脂肪酶都具有 α/β
水解酶折叠的结构特征，活性位点是由 Ser-His-Asp 
/ Glu 组成的催化三联体，但与大多数丝氨酸蛋白酶

不同，该活性位点被包埋在酶分子的结构内部。

脂肪酶的活性位点附近结构大多呈口袋的形状，

因此根据脂肪酶底物结合口袋的形状，可将脂肪酶

分为 3 个种类 ：（1）具有疏水性的裂缝状结合口袋

的脂肪酶；（2）具有隧道状的结合口袋的脂肪酶；（3）

具有漏斗状的结合口袋的脂肪酶［1］（图 1）。大部分

的脂肪酶都含有“盖子”结构，该结构一般是由一

至两个两亲性的 α 螺旋或者是一段 loop 构成［2］。在

水相中，脂肪酶的“盖子”呈“闭合”状态，活性

中心被“盖子”遮挡，脂肪酶表现出极低的催化活

性甚至没有催化活性。而在水 / 油界面中，脂肪酶
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的“盖子”呈“开放”构象，酶被“激活”，原本被

“盖子”覆盖的活性中心被暴露出来，底物因此能够

进入酶的底物结合口袋，与催化位点结合，相应的

催化反应得以进行。

脂肪酶具催化高效性和广泛的底物特异性，且

进行催化反应的条件温和、安全，这使其在工业应

用中备受青睐，不管是在医疗领域还是在食品、化

工领域，人们对脂肪酶催化能力的期待越来越高。

由于酶的活性中心对脂肪酶的催化活性起着至关重

要的作用，因此催化活性中心附近，即催化位点或

底物结合口袋成为了脂肪酶改造的热点区域。
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C

A ：Rhizomucor miehei lipase（RML） 裂 缝 状 结 合 口 袋 ；B ：Candida rugosa 
lipase（CRL）隧道状结合口袋 ；C ：Candida antarctica lipase B（CALB）漏

斗状结合口袋

图 1 三类脂肪酶底物结合口袋的三维立体结构

1 脂肪酶底物结合口袋的改造策略

目前对脂肪酶的改造都是利用蛋白质工程。蛋

白质工程的方向主要有定向进化，半理性设计以及

理性设计。定向进化存在突变体筛选效率低和筛选

工作量过于庞大等缺陷 ；而半理性设计和理性设

计，则是在序列信息、结构信息和催化机制等已有

的蛋白质信息的基础上，通过定点突变或是缩减密

码子表、迭代饱和突变等方案大幅缩小突变体文

库、提高优良突变体获得的机率。因而，目前在

酶的底物选择性、催化活性和热稳定性改造等方

面，半理性设计和理性设计是相对主流的改造策略 
（表 1）。

改造酶的催化活性和稳定性的着眼点主要在于

改变酶分子内部的氢键、范德华力、疏水作用、离

子键、二硫键和 π 环体系的非经典相互作用等。在

底物结合口袋范围内，影响脂肪酶催化活性的主要

因素是关键氨基酸的体积大小，亲 / 疏水性大小，

氨基酸残基之间的各种相互作用，而本文讲述的大

多数改造底物结合口袋的半理性设计和理性设计均

是以氨基酸的侧链大小、亲 / 疏水性以及 π 环体系

相互作用等为出发点进行的。

1.1 理性设计

1.1.1 改变底物结合口袋中氨基酸残基侧链的大

小 由于组成脂肪酶底物结合口袋的氨基酸的侧链

大小可以影响底物进入口袋的空间位阻，进而影响

酶与底物的结合，因此它们对脂肪酶的底物选择性、

底物的进入和底物的释放均有着紧密的联系。一般

可利用小侧链氨基酸替代底物结合口袋内的氨基酸

以降低酶活性位点处的空间位阻，进而增加酶与底

物的结合或相互作用，从而影响酶的酶学性质，如

底物链长的偏好、立体选择性和位置选择性［3］。这

一理性设计策略，事实上已被广泛应用［4］。

Brundiek 等［5］对南极假丝酵母脂肪酶 A（Candida 
antarctica lipase A，CALA）短链脂肪酸选择性相关

区域，即其酰基结合口袋进行改造。选择 CALA 初

级酰基结合口袋处的 G237 进行理性设计，以期达

到提高 CALA 对中长链脂肪酸（C6-C12）的特异

性的目的。与野生型 CALA 相比，突变体 G237V 和
G237Y 对 pNP- 丁酸和 pNP- 己酸的水解活性显著提

高，其中 G237Y 对 pNP- 己酸的水解活性是野生型

的 3 倍。突变体 G237V 和 G237Y 都增加了底物结合

主隧道的空间位阻，导致了中长链脂肪酸底物被分

流到另一个可替代的结合口袋中，从而增加了酶对

中长链脂肪酸的特异性。

Zhao 等［6］对从链霉菌 W007 菌株中分离的脂

肪 酶 MAS1 进 行 了 结 构 分 析 后 发 现， 在 MAS1 的

底物结合口袋中存在 8 个具有较大侧链的氨基酸

（F39、D137、H108、F153、Q201、V202、V203 和

V233），并且可能会影响脂肪酶 MAS1 的催化功能。
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表 1 脂肪酶底物结合口袋改造策略及成果

改造策略 脂肪酶 酶性质的改变 突变位点 突变结果 参考文献

理

性

设

计

改变氨基酸

侧链大小

Malassezia globosa lipase（MgMDL2） 位置选

择性

F278

E282

F278A 和 E282A 获得水解三酰甘油的能

力

［3］

Candida Antarctica lipase A（CALA）

 
底物链

长偏好

G237 G237V 和 G237Y 对 pNP-C4 ：0 和

pNP-C6 ：0 水解活性显著提高，其中

G237Y 对 pNP-C6 ：0 的水解活性高 WT

的 3 倍

［5］

Lipase from Streptomyces sp. strain W007

（MAS1）

底物链

长偏好

H108

F153

V233

H108A、F153A 和 V233A 对 pNP-C8 的

kcat/Km 分别是 WT 的 2.3、2.1、1.4 倍 ；

对 pNP-C16 的比活分别比 WT 提高了

3.0、2.2、2.0 倍

［6］

Candida antarctica lipase B（CALB） 立体选

择性

W104 对 heptan-4-ol 和 nonan-5-ol 的 kcat/Km 分

别提高了 270 倍和 5 500 倍

［8］

改变底物结合

口袋的亲、

疏水性

Rhizopus chinensis lipase（RCL） 底物链长、不饱

和脂肪酸偏好

H284

L285

突变体 HQL（H284 和 L285 之间插入

Q）和 L285Q 对 p-NPP（C16）的催化活

性分别为 WT 的 2.72 倍和 1.5 倍 ；HQL

水解不饱和脂肪酸的活性是饱和脂肪酸

1.45 倍，而 WT 只有 1.10 倍

［7］

Geobacillus zalihae lipase（T1 lipase） 对映选

择性

Q114 Q114M 催化（R，S）- 布洛芬与油酸醇

的选择性酯化反应中 E 值为 WT 的 
3.2 倍

［9］

Geobacillus zalihae lipase（T1 lipase） 催化活性 Q114 Q114L 催化的丁酸薄荷酯的酯化反应的

转化率能够达到 92％ 
［10］

增加 π 环体系

的非经典相互

作用

Rhizomucor miehei lipase（RML） 催化活性 P209

L258

对硝基苯酯（C6）的比活提高了 3.98 倍 ［14］

半

理

性

设

计

定点饱和诱变 Candida rugosa lipase（LIP2） 底物链

长偏好

L132 L132A 和 L132I 的底物特异性表现出向

中长链的脂肪酸转移

［15］

组合活性中

心饱和突变

（CAST）/ 简

并密码子

NDT

Candida Antarctica lipase A（CALA） 对映选

择性

F233 以 2- 苯基丙酸对硝基苯基酯为底物的

催化反应中，F233G 的 E 值高达 259

［16］

迭代饱和突变

（ISM）

Bacillus subtilis lipase（Lip A） 热稳定性 R33/D34/K35

K112/ M134

Y139/I157

以 4- 硝基苯基辛酸酯底物测得两个最

佳突变体（M134D/I157M/Y139C/K112D/

R33Q/D34N/K35D）和（M134D/I157M/

Y139C/K112D /R33G）的 T50
60 分别

为 89℃和 93℃，远高于 WT（T50
60 为

48℃）

［17］

ISM/ 简并密

码子 NDT

Candida antarctica lipase B（CALB） 立体选

择性

W104/L144

V149/V154

I189/V190

A281/A282

（V149D/I189V/V190C/A281G/A282V）对

2- 苯基丙酸对硝基苯酯的 kcat / Km 为 WT

的近 277 倍，突变体（W104C/L144Y/

V149I/V154I/A281C/A282F）对 R-2- 苯基

丙酸对硝基苯酯的活性比 WT 高 15 倍

［18］

理性聚焦迭

代定点诱变

（FRISM）

Candida antarctica lipase B（CALB） 对映选

择性

W104/ D134

Q157/I189 
V190/ A281

A282

突变体（A281G/A282V/V190C）、

（Q157L/I189A）、

（W104/I189）、（W104A/I189M/V190C/

D134L）对各自的最佳对映体的选择性分

别高达 95%、94%、95% 和 91%

［19］
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因此，Zhao 等［6］利用丙氨酸分别替换这 8 个氨基

酸，期望通过减小底物结合口袋的空间位阻以提高

脂肪酶的催化活性。通过筛选得到较好的突变体

H108A、F153A 和 V233A，以 pNP-C8 为底物测得它

们的 kcat/Km 分别是野生型的 2.3、2.1、1.4 倍。这 3

个突变体链长偏好由中短链转变为了中长链。它们

对 pNP-C16 的比活分别比野生型提高了 3.0、2.2、2.0

倍。一般来说增大脂肪酶底物结合口袋处的氨基酸

空间位阻，会降低其对长链脂肪酸的选择性，但是

也有例外［7］。

南 极 假 丝 酵 母 脂 肪 酶 B（Candida antarctica 
lipase B，CALB）具有一个立体专一性的口袋，该口

袋由 Thr42、Ser47 和 Trp104 构成。由于该立体专一

性口袋空间的局限，导致其只对取代基不大于乙基

的仲醇具有较高的立体选择性。为提高 CALB 对具

有大取代基的仲醇的选择性，Magnusson 等［8］构建

突变体 Trp104Ala，以增大该结合口袋的空间。突变

体 Trp104Ala 对 4- 庚醇和 5- 壬醇的底物特异性分别

提高了 270 倍和 5 500 倍。

1.1.2 改变底物结合口袋的亲、疏水性 蛋白质的

结构特征是其亲水 / 疏水性的作用的平衡结果 ：蛋

白质中大部分的非极性氨基酸侧链因避开水向蛋白

质的内核聚集，而在外层的大部分是亲水性氨基酸，

蛋白质的这种结构在水溶液中非常稳定。疏水作用

有助于肽链的折叠，因此蛋白质结构的稳定性在很

大程度上受疏水作用的影响。由于脂肪酶的底物结

合口袋呈疏水性，因此维持甚至是提高脂肪酶底物

结合口袋的疏水性能够增加其对底物酯的结合、选

择性［9］及口袋的稳定性，从而导致脂肪酶的催化活

性和热稳定性等方面的提高。

Wahab 等［10］通过定点突变用疏水性的 Leu 和

Met 替代 Geobacillus zalihae 脂肪酶（T1 脂肪酶）氧

阴离子洞处的 Q114，以丁酸薄荷酯的酯化反应为模

型，评估了野生型和突变体的催化效率。最终发现

酶的突变体 Q114L 的转化率可达 92％，而野生型只

有 84.6％。这是由于局部的疏水性的增加增强了疏

水键、范德华力等相互作用，使酶能更长时间地保

持催化位点附近有活性的结构形状。

通过增加底物结合口袋的亲水性也能够提高脂

肪酶对长链脂肪酸的选择性。江传欢等［7］为了提高

华根霉（Rhizopus chinensis）脂肪酶对长链脂肪酸和

不饱和脂肪酸的特异性，分别将底物结合口袋中的

L285、T286 突变成谷氨酰胺，并且另构建一突变体

HQL ：在 H284 和 L285 之间插入一个谷氨酰胺，以

增加该位置的亲水性。结果表明，突变体 HQL 对

长链脂肪酸的特异性增强了，其对 p-NPP（C16）的

催化活性为野生型的 2.72 倍，且其水解不饱和脂肪

酸的活性是饱和脂肪酸 1.45 倍，而野生型只有 1.10

倍。而 L285Q 在不同链长脂肪酸的底物中，对 p-NPP

（C16）的催化活性最高，是野生型的 1.5 倍。

1.1.3 增加 π 环体系的非经典相互作用 脂肪酶中

芳香族氨基酸除了能够与周围的氨基酸形成疏水相

互作用之外，还能形成非经典的相互作用，如 π-π、

C-H…π，N-H…π，O-H…π 和阳离子…π 相互作用［11］。

芳香族氨基酸残基之间的相互作用在蛋白质的热稳

定性和结构稳定性方面起着重要的作用［12-13］。疏

绵 状 嗜 热 丝 孢 菌 脂 肪 酶（Thermomyces lanuginosus 
lipase，TLL）、疏绵状嗜热丝孢菌 DSM 10635 脂肪酶

（Thermomyces lanuginosus DSM 10635 lipase，Lip）、

米根霉脂肪酶（Rhizopus oryzae lipase，ROL）和米黑

根毛霉脂肪酶（Rhizomucor miehei lipase，RML），具

有高度的结构同源性。Ding 等［14］构建了上述 4 个脂

肪酶的双突变体 ：TLL（P207F/L259F），Lip（P207F/

L259F），ROL（P210F/L258F）和 RML（P209F/L258F），

它们对中长链的对硝基苯酯的比活分别提高了 7.13

倍（C6）、2.94 倍（C8）、6.16 倍（C6）、3.98 倍（C6）。

以脂肪酶 RML 为例，P209 和 L258 都位于 RML 的

酰 基 口 袋 的 底 部，RML 双 突 变 体（P209F/L258F）

中 的 Phe209 破 坏 了 Pro209 与 Arg178 之 间 的 氢 键

相互作用，与 Phe215 形成了新的 π-π 键堆积相互

作用，这个 π-π 相互作用有助于稳定“盖子”在

开放构象中的结构，增加结合口袋对偏好底物的

接受，从而提高 RML 突变体 P209F/L258F 的催化 
活性。

1.2 半理性设计

半理性设计结合了理性设计与定向进化两种改

造策略的优点，在酶分子结构信息的基础上，合理

选择一至多个氨基酸作为突变靶点，通过不同简并

性的氨基酸密码子表构建小的突变文库，降低了筛
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选工作量，提高了分子改造的效率。

Yen 等［15］分别对皱褶假丝酵母脂肪酶（Candida 
rugosa lipase，LIP2） 底 物 结 合 口 袋 中 的 L132 和

G450 进行定点饱和诱变，以研究这两个氨基酸对

LIP2 底物特异性的影响。LIP2 的野生型对短链的脂

肪酸表现出很高的选择性，而突变体 L132A 和 L132I
的底物特异性则表现出向中长链的脂肪酸转移，这

说明 L132 对 LIP2 的底物特异性具有很重要的作用。

在单位点饱和突变的基础上，结合应用简并密码

子、计算机预测和高通量筛选等技术的组合活性中

心饱和突变（Combinatorial active-site saturation test，

CAST）则是一种更高效的突变策略。Engström 等［16］

为了提高南极假丝酵母脂肪酶 A（Candida antarctica 
lipase A，CALA）对 α- 取代酯的对映体选择性和催

化活性，以 2- 苯基丙酸对硝基苯基酯为底物，进

行计算机对接分析，在底物结合口袋中选出了 4 个

可能对 CALA 的对映选择性影响较大的氨基酸。在

CAST 基础上利用简并氨基酸密码子 NDT，构建了

两个组合突变文库 ：文库 FI（Phe149 和 Ile150）和

文库 FG（Phe233 和 Gly237）。在文库 FI 中筛选出

活性和对映选择性都得到提高的最佳突变体 F233G，

其 E 值高达 259，而且发生了对映体选择性的逆转。

Reetz 等［17］于 2007 年首次提出迭代饱和突变

（Iterative saturation mutagenesis，ISM）策略 ：选择脂

肪酶活性位点中的多个位点，对其分别进行饱和突

变、逐代循环 ；每个位点可以由 1-3 个氨基酸组成。

每个位点包含的氨基酸的选择可以是临近氨基酸之

间的组合，而位点之间的选择可以跨脂肪酶的酰基

口袋和醇基口袋进行选择。Wu 等［18］为了筛选出能

够对 α- 取代羧酸酯进行动力学拆分并具有高立体选

择性的南极假丝酵母脂肪酶 B（Candida antarctica 
lipase B，CALB）突变体，他们将醇基结合口袋的相

关氨基酸残基两两分成一个位点，位点 A ：Trp104 / 
Ser105、位点 D ：Ala281 / Ala282 ；酰基结合口袋的

相关氨基酸残基分为位点 B ：Leu144 / Val149、位点

C ：Ile189 / Val190、位点 E ：Val154 / Gln157。利用

NDT 密码子简并性对这 5 个位点进行迭代饱和诱变

（ISM），通过“A → D → B → E”的突变途径筛选

出立体选择性逆转的最佳 R- 选择性突变体 RG401 ；

通过“D → C → B”突变途径筛选出了最佳的 S- 选

择性突变体 SG303。其中 SG303 对 2- 苯基丙酸对

硝基苯酯的 kcat/Km 值是野生型的近 277 倍，突变体

RG401 对 R-2- 苯基丙酸对硝基苯酯的活性比野生型

高 15 倍。在 ISM 的基础上，Xu 等［19］提出了聚焦

合理迭代位点特异性突变（Focused rational iterative 
site-specific mutagenesis，FRISM）策略，通过使用高

度缩减的氨基酸字母表在特定位点上构建小型突变

体文库，再进行迭代突变。利用这一策略，Xu 等［19］

分别对 CALB 的酰基和醇基结合口袋进行改造，获

得了 4 个立体选择性高度互补的突变体 ：Mutant-
RacidRalco、Mutant-SacidRalco、Mutant-RacidSalco 和

Mutant-SacidSalco，它们对各自最佳对映体的选择性

皆高于 90%。以上策略的运用需要了解酶的结构、

催化机制和大量前期实验成果的积累作为基础，因

此这项技术更适用于结构与功能已经被解析得较为

透彻的酶的改造。迭代饱和诱变策略除了能够用于

提高对映体选择性外，还能用于脂肪酶的热稳定性

的改造［17］等。

2 展望

在脂肪酶的分子结构中，能够影响其催化活性

等理化性质的因素主要有范德华力、离子键、氢键、

盐桥、疏水相互作用、二硫键、芳香环相互作用、

氨基酸残基大小等。针对底物结合结构进行改造也

有导致酶活性下降甚至失活的风险。在这些影响因

素中，疏水相互作用和氨基酸残基大小常常是理性

设计的考虑范围，而盐桥和二硫键更适合于在脂肪

酶的表面进行改造以提高其稳定性。受限于目前对

酶的结构与功能的解析尚不够全面的现状，在底物

结合口袋范围内，欲综合地运用以上这些影响因素，

对酶的结构进行改造，以大幅改善酶的诸多催化性

质，尚是一个较大的挑战。

随着越来越多酶分子改造研究资料的积累，酶

的结构与功能之间的关系会越来越清晰，酶分子的

改造也会更为容易。在可预期的一段时间内，针对

酶的活性中心、底物结合口袋的改造仍然是目前研

究的热点。一方面，要更加重视高通量筛选方法的

构建，来推进定向进化策略的应用 ；另一方面，也

要通过更多酶分子高级结构的精确解析、计算机软

件更为准确的模拟以及分子对接等，提升理性设计
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及半理性设计策略应用的效率。2016 年，Nature 发

表的“The coming of age of de novo protein design”一

文表明蛋白质设计时代的来临。借助计算机的辅助

可以对蛋白质进行局部的设计改造，也可以进行全

蛋白设计。在信息技术飞速发展的当今，在蛋白质

物理和能量理论基础上发展出了许多算法，如蒙特

卡罗（Monte Carlo，MC）算法及其衍生算法。基于

Metropolis MC（MMC） 算 法 的 Rosetta 服 务 器、 基

于副本交换（Replica exchange MC，REMC）算法的

QUARK 服务器等被用于改造酶的活性中心［20-21］、

蛋白质结构预测、蛋白质从头设计。甚至人工智能（机

器学习、深度学习等）也被应用于酶工程［22］。因此，

值此计算机设计在蛋白质工程方面应用的迅猛发展

时代，如能将计算机辅助设计技术、人工智能灵活

应用于酶的底物结合口袋的改造，将加快酶分子进

化的效率与进程，更好地适应酶在各方面应用中的

不同需求。
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