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褶皱假丝酵母脂肪酶催化反应条件的研究 
 

陈贵佺，郑二丽 

（广州市凯虹香精香料有限公司，广东广州 510550） 

摘要：本文研究了褶皱假丝酵母脂肪酶的催化反应条件。通过单因素试验研究了温度、缓冲液 pH 值、酶的浓度对酶活性的影

响，并通过正交设计实验对单因素得到的结果进行优化，得到了褶皱假丝酵母脂肪酶的最适反应条件，即温度 55 ℃、缓冲液 pH 值

6.0、酶的浓度 100 mg/mL，在此条件下，获得的 100 mg/mL CRL 酶的活力为 39.78 mU，CRL酶适合在 60 ℃以下温度环境中进行反

应，并且适合保藏在 pH 值 5.0~7.0的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液中。 
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Abstract: In this paper, the activity of Candida Rugosa lipase (CRL) in catalyzing hydrolysis reaction was investigated through single 

factor experiment. And the optimal reaction conditions for CRL catalyzed hydrolysis were obtained as follows: temperature 55 ℃, buffer pH 6.0, 

and enzyme concentration 100 mg/mL. Under these conditions, the activity of 100 mg/mL CRL was 39.78 mU. CRL was suitable for catalysis 

at temperatures below 60 ℃and was stable when stored in buffer solution at pH values of 5.0~7.0. 
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脂肪酶是一类可以催化甘油三醋合成和分解的酶

的总称，主要水解由甘油和 12个碳原子以上的不溶性

长链脂肪酸形成的甘油酯[1]。它同时还可以催化酯交

换反应，广泛分布于动物、植物和微生物组织和器官

中[2]。天然底物是油脂，具有对油/水界面的亲和力，

能在油/水界面上催化酯水解或醇解、醋合成、酯交换、

内酷合成、多酯合成、高聚物合成及立体异构拆分等

有机合成反应，广泛应用于皮革、皮毛、绢纺、食品、

医药等行业，特别在洗涤剂、油脂化学、有机化工、

制药等领域有着重要的作用[3]，是目前被重点研究的

酶催化剂。脂肪酶可以用于催化酯交换反应、生物表

面活性剂的合成[4]、多酯合成[5]、聚合物的合成[6]和药

物的合成等，尤其是利用某些脂肪酶的立体专一性，

催化旋光异构体的拆分[7]和手性药物的合成[8]成为酶

工程领域研究的新热点。因而脂肪酶及其改性制剂在

食品与营养、日用化学工业、油脂化学品工业、农业

化学工业、造纸工业、洗涤和生物表面活性剂的合成、

以及药物合成等许多领域得到了广泛应用。褶皱假丝

酵母脂肪(Candida rugosa lipase，CRL)广泛应用于化

工制药、油脂、食品等传统与现代工业，是目前全世

界工业应用最广泛的商品化脂肪酶之一。 
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本文通过研究褶皱假丝酵母脂肪酶的催化反应活

性并获得了它的最适反应条件，目的是进一步扩展该

种脂肪酶的应用领域。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

高效液相色谱仪 HP1100，安捷伦公司；褶皱假丝

酵母脂肪酶(Candida rugosa lipase，CRL)，Sigma公司；

阿魏酸，国药集团公司；阿魏酸乙酯，盐城朗德公司；

柠檬酸、磷酸氢二钠，汕头市西陇化工厂。 

1.2  方法 

1.2.1  不同 pH值阿魏酸乙酯溶液的配制 

分别称取阿魏酸乙酯 0.0045 g于试剂瓶中，加入

20 mL pH值为 4.0、6.0、8.0 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓

冲液，微型漩涡混合仪振荡10 min 即得所需溶液。 

1.2.2  酶液的制备 

分别称取一定质量的 CRL 脂肪酶，加入 20 mL

一定 pH 值的缓冲液，微型漩涡混合仪混合均匀后，

4 ℃，10000 r/min 离心 20 min，于 4 ℃下保存，用时

取其上清液。 

1.2.3  CRL酶活的测定 

本实验的酶活采用 HPLC 法来测定，色谱条件：

流动相为甲醇:水:冰醋酸=30:69.5:0.5 (V:V:V)，流速
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0.9 mL/min，紫外检测器，检测波长318 nm，色谱柱

为 ODS-C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)，柱温为室温，

进样量为 20 μL。 

取 100 mg/mL的酶液250 μL放入 EP 管中，于一

定温度的恒温水浴中保温 3 min，然后加入 250 μL阿

魏酸乙酯溶液，55 ℃温度下精确反应 10 min 后取出，

立即加入 250 μL 冰乙酸。在上述色谱条件下进行测

定。以 250 μL煮沸失活的酶液为空白样，其它的步骤

与上述相同。 

酶活定义：在一定温度，一定 pH 值条件下，每

分钟生成1 µmol阿魏酸所需酶量定义为1个酶活力单

位(U)。 

酶活力(U/mL)=W×Df×1000 /194.19×10×0.25 

注：W：酶解反应产生的阿魏酸量(mg)；Df：表示稀释度；

1000：将 mg转化成µg所乘的系数；194.19：表示阿魏酸的分

子量(mg/mmol)；10：反应时间；0.25：与底物反应的待测酶液

量。 

1.2.4  CRL酶的热稳定性和 pH稳定性 

用不同 pH 值(3.0~9.0)的缓冲液将 CRL 酶配制

成 100 mg/mL 的酶液，室温放置 24 h，然后回调 pH

值至 6.0 测定残留酶活。在测定酶的热稳定性时，

将浓度为 100 mg/mL的酶液分别放置于不同的温度

(20~80 ℃)下 60 min，取出后调节温度至 55 ℃，然

后在此温度下测定酶活。 

2  结果与分析 

2.1  温度对酶活的影响 

酶对温度的敏感性一般都很强，适当提高反应的

温度，可提高酶的活性，有助于反应向正反应方向进

行。另一方面，过高的反应温度，对酶的空间结构影

响较大的，使酶活降低并减少酶的使用寿命，促使酶

的反应速度不是增大反而减小。温度对脂肪酶 CRL

催化反应的影响如图 1 所示。 

 
图 1 温度对酶活的影响 

Fig.1 Effect of temperature on enzyme activity 

由图 1 可以看出，在较低的温度范围内，随着温

度的逐渐升高，反应速度也逐步升高，意味着酶的活

性也逐渐升高，当反应温度达到 55 ℃时，酶的活性

达到了最高值，符合一般动力学规律。当温度继续升

高，催化反应速度又开始降低，酶的活性下降。由此

看出：（1）随着温度的升高，底物分子运动加快，外

扩散阻力减少，催化反应速率加快；（2）CRL 脂肪

酶在以磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液为反应体系中的催

化反应最适温度为55 ℃。 

2.2  pH值对酶活的影响 

 
图 2 pH 值对酶活的影响 

Fig.2 Effect of pH on enzyme activity 

如图 2 所示随着 pH 值的增加，酶的活性呈先增

强后减弱的趋势，当 pH值在 5.0~6.0时，酶的活性强

度随着 pH值的增加而增强，当 pH值超过 6.0 后，酶

的活性强度随着 pH 值的增加反而减弱。有资料显示

脂肪酶分子上有许多酸性、碱性氨基酸的侧链基团[9]，

它随着 pH 值的变化处于不同的解离状态，直接影响

了底物的结合和进一步反应，进而影响酶的活性，即

pH值的改变将引起酶构象的变化，导致酶的催化活力

改变。因此选择该酶作用的最适pH值为 6.0。 

2.3  酶浓度对酶活的影响 

 

图 3 酶浓度对酶活的影响 

Fig.3 Effect of enzyme concentration on activity 

如图 3 显示了酶的添加浓度对酶活的影响，由图

可知酶的活性随着酶浓度的增加而增强，但当酶的添

加在低浓度范围(酶浓度≤100 mg/mL)时酶活的强度

与其成正线性关系，之后随着浓度的继续添加，酶活
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的增长强度趋于平缓，因此该反应的最佳酶添加浓度

为 100 mg/mL。 

2.4  正交试验对实验结果进行优化 

本实验采用正交实验来确定 CRL 酶的最佳催化

条件，正交试验设计是研究多因素多水平的又一种设

计方法，它是根据正交性从全面试验中挑选出部分有

代表性的点进行试验，这些有代表性的点具备了“均匀

分散，齐整可比”的特点。正交试验设计是一种高效率、

快速、经济的实验设计方法称为正交试验设计法。其

特点为：①完成试验要求所需的实验次数少。②数据

点的分布很均匀。③可用相应的极差分析方法、方差

分析方法、回归分析方法等对试验结果进行分析，引

出许多有价值的结论。对酶催化过程需考虑的主要因

素：温度，酶浓度和缓冲液 pH 采用正交设计方法进

行优化设计实验，其正交设计方案及结果如表1。 

表 1 正交实验结果 

Table 1 Orthogonal experimental result 

实验号 

因素 

A(温度

/℃) 
B(pH) C[酶浓度/(g/L)] 酶活/(mU) 

1 1(50) 1(5) 1(50) 16.58 

2 1 2(6) 2(100) 24.85 

3 1 3(7) 3(150) 21.7 

4 2(55) 1 2 33.78 

5 2 2 3 40.92 

6 2 3 1 18.51 

7 3(60) 1 3 22.02 

8 3 2 1 37.31 

9 3 3 2 23.92 

K1 63.13 72.38 72.40  

K2 93.21 103.08 82.55  

K3 83.25 64.13 84.64  

k1 21.04 24.13 24.13  

k2 31.07 34.36 27.52  

k3 27.75 21.38 28.21  

R 6.71 10.23 4.08  

根据表 1，对实验结果进行分析：各因素对酶活

影响的主次顺序为酶浓度>反应温度>pH 值，最优组

合是 A2B2C3。 

综合分析后，得出 CRL催化反应的最适条件为：

温度 55 ℃，pH值 6.0，酶浓度 150 mg/mL，从经济

上考虑酶浓度取 100 mg/mL为最佳。在此最优的实验

条件即温度 55 ℃、pH 值 6.0、酶浓度 100 mg/mL，

进行验证实验，测定获得的该酶活力为 39.78 mU，因

此实验获得的最适条件可取。 

2.5  酶催化反应的热稳定性 

 
图 4 酶的热稳定性 

Fig.4 Thermal stability of the enzyme 

从图 4 可以看出，反应温度从 20 ℃升高到 40 ℃

时，酶的活性强度基本不变，只是略有下降，当温度

达到 40 ℃之后，酶的活性下降幅度增大，并且温度

达到 80 ℃时，酶基本失活分析原因温度太高破坏了

酶的蛋白质结构，使其失去活性。因此，CRL酶适合

在 60 ℃以下温度环境进行催化反应。 

2.6  酶催化反应的 pH值稳定性 

 
图 5 酶的 pH 稳定性 

Fig.5 pH stability of the enzyme 

从图5可以看出，酶在pH值5.0~7.0的缓冲溶液中

保存较稳定，酶的活性略有下降，而在pH≤5.0或pH

≥8.0的缓冲液中储存时，酶活性的下降幅度较大，特

别在pH≥8.0的缓冲液中储存时，酶活性基本失活。这

表明此酶在弱酸性环境中比较稳定，但对强酸较为敏

感，对碱则更为敏感。 

3  结论 

本文通过单因素以及正交试验研究得出 CRL 催

化反应的最适条件为：温度 55 ℃，pH值 6.0，酶浓度

100 mg/mL，并且在此最适条件下进行验证实验，得

出 100 mg/mL CRL酶的酶活为39.78 mU；CRL酶适

合在 60 ℃以下温度环境中进行反应，并且适合保藏

在 pH值 5.0~7.0 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液中。 
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