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施氏假单胞菌中不同细胞组分的脂肪酶合成 

活性研究 
 

辛璇，李晓凤，唐语谦 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本文以具有高合成活性的施氏假单胞菌为研究目标，采用超声破碎-溶剂提取等方法分离制备各细胞组分的粗脂肪酶，以

非水介质中的合成活性为表征指标，测定了在非水介质中不同条件下各细胞组分粗脂肪酶的活性变化。研究发现，施氏假单胞菌的细

胞质、细胞膜和细胞壁均含有合成反应活性的脂肪酶，且各合成活性在全细胞中所占的比例分别为 47.25%、22.70%和 30.05%。各细

胞组分脂肪酶催化反应平衡时间高于全细胞催化反应平衡时间。当培养时间为 48 h 和以大豆油为诱导剂时，各细胞组分的脂肪酶获

得最大的合成活性。根据上述研究结果，建立了具有合成活性的脂肪酶在施氏假单胞菌中的生产模型。本研究对深入揭示以施氏假单

胞菌为代表的全细胞催化剂的催化机理，促进高效全细胞生物催化剂的研发和应用均具有重要的参考意义。 
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Study of the Synthetic Activity of Lipase from Different Cell Components 

in Pseudomonas stutzeri 
XIN Xuan, LI Xiao-feng, TANG Yu-qian 

(School of Food Sciences and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: Using Pseudomonas stutzeri cells with synthetic activity, the crude lipases in different cell components were separated and 

obtained by ultrasonic destruction-solvent extraction, and the changes in the activities of lipases in different cell components under different 

conditions were determined. The results showed that the lipases with synthetic activity were localized in the cytoplasm, cell membrane, and cell 

wall of P. stutzeri cells, and the proportions of the corresponding synthetic activities in the whole cell were 47.25%, 22.70%, and 30.05%, 

respectively. The equilibrium time of the transesterification reaction catalyzed by lipases in the different components was higher than that for 

whole-cell catalysis. The lipases from different components showed the highest synthetic activity when the culture time was 48 h and soybean 

oil was used as the inducer. Based on the above study results, a production model of lipases in P. stutzeri cells was established. These results 

provide an important reference revealing the catalytic mechanism of whole-cell catalysis using P. stutzeri as a representative organism, and could 

promote the development and application of high-efficiency whole-cell biocatalysts. 

Key words: Pseudomonas stutzeri; enzyme localization; lipase; synthetic activity 

 

微生物脂肪酶（Lipase，EC.3.1.1.3），即三酰基甘

油酰基水解酶，可催化天然底物油脂水解生成脂肪酸、

甘油和甘油二酯或者单酯，而在非水介质中则催化该

反应的逆反应[1,2]。因此，微生物脂肪酶的水解活力和

合成活力是表征微生物脂肪酶特性的两个重要参数，

其中最常用的活性表征是脂肪酶的水解活性。通常， 

脂肪酶在水相中表现出较高的水解活性而在非水相中

则表现出较高的合成活性[3]。虽然以水解活性和合成

活性为标准的微生物脂肪酶的研究均有报道，但具有

合成活性的脂肪酶的全细胞催化研究还很少报道。 
全细胞催化（Whole-cell biocatalysis）属于生物催

化技术的一种，是指利用完整的微生物全细胞作为催

化剂进行化学转化的过程。与游离酶催化相比，全细

胞催化法避免了繁琐的酶分离纯化步骤和辅因子再生

等问题，从而提高生物催化效率和降低生产成本，无

疑具有工业化应用潜力。在全细胞催化的合成反应中，

起实质催化作用的是微生物细胞中的脂肪酶。微生物

脂肪酶按照在细胞中的不同位置可以分为胞外脂肪
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酶、胞内脂肪酶和胞连接脂肪酶。由于微生物来源的

脂肪酶一般属于胞外酶，所以胞外脂肪酶一直是研究

的热点，同时也是工业应用酶制剂的重要来源[4~6]。胞

内脂肪酶是指存在于细胞质中的脂肪酶，有研究报道

表明，胞内脂肪酶的生成量很少且不及胞连接脂肪酶

稳定性好，所以一直很少被研究报道[7,8]。而细胞连接

脂肪酶是指连接在细胞壁、细胞膜以及周质空间中的

脂肪酶，胞连接脂肪酶被认为是在全细胞催化中起主

要催化作用的酶[9,10]。因此，酶在细胞中的分布、酶

的表达水平以及在全细胞中各组分的酶所起的作用对

其稳定性和催化效率都有极大的影响，而且新酶的催

化特性的研究以及工业化提取目标酶均需要酶在细胞

中定位的信息。 
然而，迄今为止尚未见具有合成活性的脂肪酶在

施氏假单胞菌中定位的相关报道[11]。本研究在上述研

究的基础上，首次对具有合成活性的施氏假单胞菌脂

肪酶进行细胞定位及非水相中不同条件对其催化活性

影响的研究。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

施氏假单胞菌（Pseudomonas stutzeri），华南理工

大学食品安全与检测中心保藏菌种。 
黄酮类化合物、丙酸乙烯酯（VP），购自日本 TCI

公司；甲醇，色谱级，购自德国 Merck 公司；营养肉

汤培养基、酵母浸膏，购自广东环凯微生物科技有限

公司；吡啶，江苏强盛化工有限公司，分析纯；异辛

烷，广州化学试剂厂，分析纯；大豆油、橄榄油，购

自沃尔玛超市；Tris-HCl，购自上海缘聚生物技术有

限公司；Triton X-100，购自美国 Sigma 公司；硫酸铵、

磷酸氢二钾、硫酸镁、葡萄糖、吐温 20、吐温 60、吐

温 80、司班 60 以及司班 80 均为市售分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

waster 高效液相色谱仪，配备 600 控制器、2996
光电二极管阵列检测器、717 Plus 自动进样器。色谱

柱：4.6×250 mm (5 μm) Zorbax SB-C18 分析型色谱柱

（Agilent Technologies Co, Ltd, USA）；全温摇瓶柜：

HYG-A 太仓市实验设备厂；超净工作台：SW-CF-IF
上海博讯实业有限公司医疗设备厂；真空冷冻干燥机：

logJ-10D，北京四环科学仪器厂有限公司；TW-3021HR
冷冻离心机，安徽嘉文仪器装备有限公司；高速离心

机，Thermos；YXQ-LX 立式压力蒸汽灭菌锅；

HZQ-F100 全温气浴振荡培养箱；PHSJ-4A 型实验室

pH 计：上海精密科学仪器有限公司；移液枪（20 μL、
100 μL、200 μL、1 mL 和 5 mL）：德国 Eppendorf；
FA2204B 电子天秤：上海精密科学仪器有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  菌种的培养及全细胞催化剂的制备 
细菌种子液培养基：营养肉汤培养基。 
细菌发酵液：5.0 g/L（m/V）硫酸铵，1.0 g/L 磷

酸二氢钾，0.2 g/L 硫酸镁，5.0 g/L 酵母浸膏，5.0 g/L
大豆油。 

从试管斜面接 1-2 环菌种到细菌种子液培养基

中，在恒温气浴摇床（37 ℃，180 r/min）中培养 24 h，
活化后按 2%的接种量（V/V）接种到细菌发酵液中，

37 ℃、180 r/min，摇瓶培养 48 h。然后 10000 r/min
离心 5 min 后，弃去上清液，收集湿菌体，最后用蒸

馏水清洗三遍以除去残留在菌体表明的培养基。

-20 ℃预冻过夜后真空冷冻干燥 24 h 获得冻干的菌

体，碾磨成粉即可得到全细胞催化剂，并在 4 ℃冰箱

中密封储存备用。 
1.3.2  不同细胞组分脂肪酶的制备 

将冻干菌粉 [1% (m/V)]均匀分散到 20 mM 
Tris-HCl 缓冲溶液（pH 7.5）中，然后在冰水浴下进

行超声破碎（500 W，工作 2 s，停 2 s，共 8 min）处

理，利用环境扫描电镜（Scanning Electron Microscope，
SEM）观察超声破碎后的效果[7]。细胞破碎后，胞内

的粗酶蛋白经轻微的搅拌充分溶解到 Tris-HCl 缓冲溶

液中，然后将细胞破碎液在 4 ℃、15000 r/min 下离心

10 min，收集含有胞内酶蛋白的上清液，进行真空冷

冻干燥后获得的冻干粉即为细胞质组分[7,12]。将离心

后的沉淀均匀溶解到含有 1% (m/V) Triton X-100 的

Tris-HCl 缓冲溶液中，并轻微的搅拌，在 25 ℃中振

荡 5 h 以充分将膜连接酶释放到缓冲液中[13]。Triton 
X-100 是一种非离子型表面活性剂，它能结合并溶解

脂质，主要作用于内膜的磷脂双分子层释放细胞膜连

接酶到 Tris-HCl 缓冲溶液中。在 4 ℃、15000 r/min
下离心 10 min，收集的上清液，进行真空冷冻干燥后

获得的冻干粉即为细胞膜组分。最后将离心后的沉淀

溶解到 20 mM Tris-HCl 缓冲溶液（pH 7.5）中，搅拌

均匀，冷冻干燥后获得的冻干粉即为细胞壁组分[14]。 
1.3.3  全细胞及其各细胞组分合成反应活性的

表征 
根据前期的研究，选择以下最优的反应条件[15]：

在 10 mL 带塞三角瓶中加入 1.0 mL 吡啶-异辛烷[1:1 
(V/V)]、30 mM 黄酮类化合物、600 mM 丙酸乙烯酯，

混合均匀。加入 40 mg 全细胞及其各细胞组分催化剂
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开始反应，置于气浴恒温摇床上振荡（40 ℃，180 
r/min）。以不加催化剂为空白组。定时取样 100 μL，
15000 r/min 离心 5 min 后取 20 μL 上清液，用 60%甲

醇-水溶液稀释 50 倍，液相色谱自动进样器吸上清液

20 μL，供分析。 

合成活性 

38 

（1）反应初速度的计算 
根据反应初始阶段单位时间内产物的生成量来计

算初始反应速度： 
反应初速度 V0 (mmol/L·h)=Pt/t 
式中，Pt为反应后产物的浓度，mmol/L；t 为反应时间，h。 

（2）产率 Yield（%） 
根据反应后产物的生成量来计算产率： 
产率 Y(%)=[Pt/S0]×100% 
式中，Pt 表示反应后产物的浓度，mmol/L；S0 表示底物

黄酮类化合物的初始摩尔浓度，mmol/L。 

1.3.4  高效液相色谱（HPLC）分析 
仪器：Waters 高效液相色谱仪；配备 PDA 紫外

检测器；检测波长为 336 nm。色谱柱：4.6×250 mm，

5 μm Zorbax SB-C18 分析型色谱柱。分析条件：60%
甲醇-水溶液（含 0.1%乙酸）；流速：0.9 mL/min；柱

温：30 ℃；进样量：20 μL；底物和产物酯的保留时

间分别为 3.3 min 和 4.5 min。 
1.3.5  蛋白酶活力的测定 

按照改良的 Rahman R N[16]的蛋白酶活性测定的

方法，测定施氏假单胞菌发酵液、细胞质、细胞膜和

细胞壁中的蛋白酶的活力。将稀释后的酶液（1.0 mL）
转移到 10 mL 的离心管中，在 37 ℃下预热 5 min。然
后往预热后的酶液中加入 1.0 mL 的酪蛋白溶液（pH 
7.5）在 37 ℃下开始反应，待反应 10 min 后，加入

2.0 mL、0.4 M 三氟乙酸溶液终止反应然后继续在

37 ℃下保温 20 min。反应所得到的混合溶液在 12000 
r/min 下离心 10 min，取 1.0 mL 上清液，加入 5.0 mL、
0.4 M Na2CO3 溶液和 1.0 mL 福林酚-水溶液[1:3 
(V/V)]。振荡摇匀，在 37 ℃下保温发色 20 min，然后

在 660 nm 波长测定吸光度值。设置空白对照组时其

它步骤相同，只时在加入酶液后立即加入 2.0 mL、0.4 
M 三氯乙酸溶液在 37 ℃保温 5 min[17]。1 单位（U）

蛋白酶活性被定义为等同于 1 mL 酶液反应后释放出

0.5 μg 酪氨酸的量。利用酪氨酸标准曲线确定释放出

的酪氨酸的量。 

2  结果与讨论 

2.1  施氏假单胞菌不同细胞组分粗脂肪酶的 

 

  
图1 破碎前（a）后（b）施氏假单胞菌的细胞形态的SEM分析 

Fig.1 SEM analysis of P. stutzeri cell morphology before (a) and 

after (b) destruction 

细胞破碎是酶在细胞中定位的关键步骤，破碎方

法的相关参数的选择会影响到细胞破碎率以及目标酶

的酶活。如图 1 所示，这是利用环境扫描电镜对破碎

前后细胞的表面形态进行分析。图 1a 显示的是培养

48 h 后施氏假单胞菌正常的细胞形态图，呈现短棒状。

当细胞经过 500 W 的超声破碎处理后，可以清晰看到

细胞碎片（图 1b），说明超声波能完全破碎施氏假单

胞菌并且破碎效果良好。 
经超声波破碎后，用有机溶剂提取获得施氏假单

胞菌不同细胞组分的粗脂肪酶。将各细胞组分的粗脂

肪酶应用于黄酮类化合物和丙酸乙烯酯的催化反应

中，其中以完整的全细胞催化剂作为对照组，以不加

任何催化剂作为空白组。催化反应结果如表 1 所示，

细胞质、细胞膜和细胞壁组分的粗脂肪酶均显示出具

有催化黄酮酯合成的催化活性。在反应 24 h 时，以胞

内脂肪酶作为催化剂时催化黄酮酯合成获得最快的初

速度（0.88 mM/h）以及最高的产率（16.0%），其次

是以细胞壁和细胞膜组分中的粗脂肪酶作为催化剂

时。当全细胞催化剂作为对照组时，结果显示全细胞

的催化活性和催化效率远远高于细胞各组分的粗脂肪

酶，这表明经细胞破碎后全细胞中具有合成活性的脂

肪酶部分失去活性或者在破碎处理过程中丢失。曾有

研究报道，对天然连接在细胞结构上的酶进行提取可

能会导致此类酶部分或者全部失去活性[18]。因此，酶

活性的损失归因于胞内脂肪酶和胞连接脂肪酶经细胞

破碎后失去了细胞结构的保护，使其对更容易在反应

体系中降解[19]。确实，细胞膜的天然保护屏障作用在

全细胞催化中是非常重要的一个方面[20]。这也解释了

胞内脂肪酶和胞连接脂肪酶比游离酶在有机溶剂、高

温或者极端 pH 体系中更稳定的原因[21]。 
根据表 1 建立图 2，图 2a 指的是短棒状施氏假单

胞菌的剖面图，显示了具有合成活性的脂肪酶在施氏

假单胞菌中的分布，绿色区域以及红线分别指的是细

胞壁连接脂肪酶和细胞膜连接脂肪酶的分布区域，而 
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蓝色区域指的是胞内脂肪酶分布的区域。图 2b 描述了

各细胞组分的脂肪酶的合成活性所占的比例，结果显

示胞内脂肪酶、细胞膜连接脂肪酶和细胞壁连接脂肪

酶的合成活性在施氏假单胞菌全细胞中所占的比例分

别为 47.3%、22.8%和 29.9%。由于施氏假单胞菌细胞

被完全破坏，从其中充分提取细胞内脂肪酶，并且确

保脂肪酶的精确定位。这表明胞内脂肪酶参与黄酮酯

类化合物的合成并且在全细胞催化中起着重要的作

用，其次才是细胞连接脂肪酶。此前，由于细胞内脂

肪酶的含量少并且细胞连接脂肪酶优于细胞内脂肪酶

等优点，研究人员认为细胞结合脂肪酶在全细胞生物

催化中起主要作用，因此关于胞内脂肪酶的研究很少

有报道[7,8]。 
表1 全细胞及不同细胞组分合成活性的比较 a 

Table 1 Comparison of the synthetic activities of different cell 

components and whole cellsa 

39 

Catalysts V0/[mmol/(L·h)] Yield/% 

Noneb 0 0 

Intracellular lipase 0.88±0.03 16.0±0.84

Cell membrane-bound lipase 0.44±0.08 7.7±0.15 

Cell wall-bound lipase 0.67±0.02 10.1±0.65
Whole cellc 13.35±0.24 92.5±1.28

注：a表示施氏假单胞菌经含大豆油培养 48 h，反应时间

为 24 h；b表示不加催化剂作为空白对照组；c表示以全细胞为

对照组。 

 
图2 具有合成活性的脂肪酶在施氏假单胞菌中的分布（a）和

Fig. e 

2.2  

活性的影响 

，研究了来自不同细胞组分的脂肪酶

的合

各组分脂肪酶的合成活性在全细胞中所占的比例（b） 

2 Distribution of lipases with synthetic activity (2a) and th

proportion of the synthetic activity shown by lipases in the 

different cell components (2b) in the P. stutzeri cell 

反应时间对不同细胞组分脂肪酶的合成

如图 3 所示

成活性随着不同反应时间的变化。在起始反应阶

段（2 h），各细胞组分的脂肪酶均显示出合成活性。

随着反应时间的增加，由各细胞组分脂肪酶催化所得

的黄酮酯的产率均持续增加。当全细胞作为催化剂时，

产物产率在反应 24 h 就达到 92.5%，此后随着反应时

间的增加并无明显的增加。然而，以不同细胞组分的

脂肪酶作为催化剂时，在反应 36 h 到 48 h 时产率仍然

略有增加。即对全细胞催化黄酮酯合成反应来说 24 h
就达到了反应平衡。有趣的是，胞内酶和胞连接脂肪

酶从全细胞中剥落不仅造成合成活性的损失也改变了

生物反应达到平衡所需的时间。这种影响可能是由于

酶从其天然细胞位置剥落后损失，有效酶分子的量急

剧减少，因此在相同的反应时间下，形成酶-底物复合

物的数量少于由全细胞催化时的数量，导致产物产率

随着时间的增加而持续增加。总的来说，经比较，由

胞内脂肪酶催化所得的产率高于其他组分催化所得的

产率。 

 
图3 反应时间对不同细胞组分脂肪酶的合成活性的影响 

F  

2.3  培养时间对不同组分脂肪酶的合成活性

的影响 

ig.3 Effect of reaction time on the synthetic activity of lipases

from different cell components 

 
图4 培养时间对各组分脂肪酶的合成活性影响对比 

Fig. ses 

如图 4 所示 脂肪酶随着不

同培

4 Effects of culture time on the synthetic activity of lipa

from different components 

，研究了各细胞组分粗

养时间其合成活性的变化。随着培养时间的延长，
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三种组分的脂肪酶催化所得的产物产率的变化相似。

在初始培养阶段（12 h）各细胞组分的脂肪酶的合成

活性均被检测。直到培养时间 48 h 时，各细胞组分脂

肪酶的合成活性均随着培养时间的增加而增加，而且

在培养时间 36~48 h 时，产物产率有明显的增加。当

施氏假单胞菌的培养时间超过 48 h 时，各细胞组分的

脂肪酶催化所得的产率开始下降。然而，由细胞连接

脂肪酶催化所得的产率下降得比胞内脂肪酶催化所得

的产率更加显著。从研究结果表明，在三种细胞组分

的脂肪酶催化反应中，胞内脂肪酶显示的合成活性最

高，其次是细胞壁连接脂肪酶和细胞膜连接脂肪酶。

总的来说，所观察到的脂肪酶的催化活性与其生物合

成呈正相关。因此，48 h 是对于施氏假单胞菌产生胞

内脂肪酶和胞连接脂肪酶的最适培养时间。 

2.4  培养时间对不同组分蛋白酶的水解活性

40 

的影响 

 
图5 培养时间对不同组分蛋白酶的水解活性的影响 

F

蛋白酶 对于细胞

内包

性的影响 

ig.5 Effect of culture time on the hydrolytic activity of 

proteases from different components 

是微生物细胞中重要的水解酶，

括脂肪酶在内的其它种类酶蛋白的表达水平影响

较大，所以监测细胞各组分中蛋白酶的水解活性随着

培养时间的变化能够为脂肪酶的合成活性的变化提供

解析的依据。如图 5 显示了在不同培养时间下发酵液、

细胞质、细胞膜和细胞壁中蛋白酶的活性的比较。在

各细胞组分中的蛋白酶的水解活性比较低，这是因为

大多数的蛋白酶是外分泌酶，如在发酵液中观察到的

高蛋白酶活性所证实。在初始阶段（0~36 h）以及后

期阶段（96~144 h），发酵液中蛋白酶的水解活性都非

常高。虽然在培养时间 36 h 之前蛋白酶可能会水解脂

肪酶使其降解，但是由于脂肪酶在此阶段大量的产生

导致脂肪酶的含量仍然维持很高。在培养后期

（96~144 h），蛋白酶的产生量增加而脂肪酶的产生量

减少，导致细胞连接脂肪酶被蛋白酶水解，这解释了

在培养后期观察到的细胞连接脂肪酶的合成活性的降

低。此外，发酵液中的蛋白酶的水解活性在培养 36~48 
h 时显著下降然后在培养 48~96 h 时保持稳定。这与

脂肪酶的合成活性一致，表现为脂肪酶的合成活性在

相同的培养时间内先增加然后保持稳定。结合图 4 和

5，各细胞组分的脂肪酶的合成活性受培养期间多种因

素的影响，其中包括阳性因素（脂肪酶的生物合成速

率）和阴性因素（蛋白酶的生物合成速率）。 

2.5  诱导剂种类对不同组分脂肪酶的合成活

 
图6 诱导剂种类对施氏假单胞菌不同细胞组分脂肪酶的合成

Fig.6 Effect of different e synthetic activity of 

前期研究 剂对施氏假

单胞

活性的影响 

inducers on th

lipases in different components 

发现，以不同碳源作为诱导

菌催化黄酮酯合成反应的活性有着重要的影响
[15]。然而，不同诱导剂对完整全细胞催化的活力的影

响是通过对哪个细胞组分的脂肪酶的诱导合成影响尚

未明确。有研究报道，诱导剂的添加不仅能诱导脂肪

酶的产生，也可以作为一种补充碳源促进菌体的生长。

如图 6 所示，研究了大豆油、橄榄油、葡萄糖、吐温

20、吐温 60、吐温 80、司班 60 和司班 80 等不同的诱

导剂以及不添加诱导剂对施氏假单胞菌不同细胞组分

脂肪酶合成活性的影响。研究结果表明，当向培养基

添加植物油（大豆油和橄榄油）、Tween 系列化合物以

及 Span 系列化合物时，施氏假单胞菌全细胞及其各细

胞组分的脂肪酶的合成活性比未添加诱导剂时都有不

同程度的提高，进一步表明具有合成活性的脂肪酶属

于诱导酶类，需要添加诱导剂才能诱导其产生。然而

添加了常规碳源葡萄糖后培养的施氏假单胞菌全细胞

检测到的合成活性比未添加诱导剂时培养的还要低，

这可能是葡萄糖的加入对脂肪酶的合成具有阻遏作

用，导致脂肪酶的合成受阻，使得催化黄酮酯合成反

应的活性降低。Peter[22]等研究发现过高浓度的葡萄糖
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会导致微生物脂肪酶的合成下降，高浓度的葡萄糖会

形成代谢阻遏现象，使得 mRNA 的转录受阻，从而导

致了酶蛋白不能被翻译。如图 6 所示，上述诱导剂对

施氏假单胞菌不同细胞组分产脂肪酶的诱导效果的排

序为：大豆油>司班 60>吐温 20>吐温 60>吐温 80>橄
榄油>司班 80>葡萄糖。从研究结果看出，不同种类的

诱导剂对胞内酶催化活性的影响最大，其次才是细胞

壁连接脂肪酶和细胞膜连接脂肪酶，也就是进一步说

明诱导胞内脂肪酶的产生对全细胞催化起着重要的作

用。值得一提的是，有研究报道当各种油类或脂类物

质作为诱导剂或碳源时，培养的微生物具有同时产生

脂肪酶和生物表面活性剂（如脂多糖、糖酯和多糖藻

酸盐等）的能力[23]。这些生物表明活性剂能结合到细

胞外膜，通过静电作用与脂肪酶相互作用，把分泌到

发酵液中的脂肪酶保留在细胞表面形成细胞连接脂肪

酶[24,25]。这也解析了为什么不同诱导剂诱导的胞内脂

肪酶的合成活性高而其诱导产生的胞连接脂肪酶的合

成活性也高。从施氏假单胞菌不同组分脂肪酶的催化

效率来说，大豆油是培养施氏假单胞菌催化黄酮酯合

成的最佳诱导剂。 

2.6  具有合成活性的脂肪酶在施氏假单胞菌

中的生产模型 

 
图7 施氏假单胞菌中具有合成活性的脂肪酶的生产模型 

Fig.7 P i cells 

基于上述研究结果，建

肪酶

中具有合成活性的脂肪酶的生产模

型与

有关，也表明了脂肪酶

具有合成活性的施氏假单胞菌脂肪

位及非水相中不同条件对其催化活性的

影响

 T. Lipases as practical biocatalysts [J]. Current 

emical Biology, 2002, 6(2): 145-50 

roduction model of lipase with synthetic activity in P. stutzer

立一个具有合成活性的脂 合成与释放与菌体的物理状态

在施氏假单胞菌中动态生长的模型图如图 7 所

示。在初始培养阶段（12 h），少量的脂肪酶产生。随

着发酵的进行，营养物质不断被消耗以提供细胞生长

和脂肪酶产生的能量。因此，细胞数目不断增多，胞

内脂肪酶不断产生。但胞内脂肪酶并不是一直在细胞

质中累积，而是会转移到细胞膜和细胞壁上，并分泌

到培养基中。当培养时间为 48 h 时，各细胞组分的脂

肪酶数量达到最大值。在生长稳定期（48~96 h），此

时胞内的脂肪酶不断产生，部分分泌到胞外或是连接

到细胞表面成为胞连接脂肪酶，各细胞组分的脂肪酶

的数量维持稳定。在生长的后稳定期（96~120 h），碳

源被消耗到低于细胞生长和酶生产所需的基本水平，

细胞生长开始减慢。此阶段胞内酶的产生也受到了限

制，含量稍微下降，但大部分的胞内酶保留在细胞中

而不是分泌到发酵液中，这可能与能量限制的条件有

关[26,27]。然而胞连接脂肪酶的数量急剧减少，这可能

是因为发酵液中蛋白酶的含量增加水解了一部分胞连

接脂肪酶分子。 
施氏假单胞菌

解脂耶氏酵母（Yarrowia lipolytica）细胞中脂肪

酶的生产模型不同，该模型的胞内脂肪酶和胞连接脂

肪酶均释放到培养基中，在发酵后期仅剩下基本水平

的可溶性脂肪酶的存在[28]。Hooker[29]等研究证实了嗜

麦芽假单胞菌（Xanthomonas maltophila）的脂肪酶的

的生产在原核与真核细胞中有所不同。 

3  结论 

本研究首次对

酶进行细胞定

进行研究。研究结果表明，具有合成活性的脂肪

酶分布在施氏假单胞菌的细胞质、细胞膜和细胞壁中，

且其合成活性在全细胞中所占的比例分别为 47.3%、

22.8%和 29.9%。与全细胞催化相比较，各细胞组分脂

肪酶催化反应平衡时间高于全细胞催化反应平衡时

间，且各细胞组分的脂肪酶的合成活性远远低于全细

胞催化剂的合成活性，这主要是对天然连接在细胞结

构上的酶进行剥落会导致酶的活性降低甚至失去活

性。各细胞组分的脂肪酶的合成活性受培养期间多种

因素的影响，其中包括培养时间、诱导剂的种类和蛋

白酶的生物合成速率。当培养时间为 48 h 和以大豆油

为诱导剂时，各细胞组分的脂肪酶获得最大的合成活

性。本研究对深入揭示以施氏假单胞菌为代表的全细

胞催化剂的催化机理，促进高效全细胞生物催化剂的

研发和应用均具有重要的参考意义。 
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