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Thermoanaerobacter sp. X514 嗜热脂肪酶 LipTX 的

异源表达与酶学性质研究 
 

魏涛，杨昆鹏，郏未未，毛多斌 

（郑州轻工业学院食品与生物工程学院，河南郑州 450002） 

摘要：本文克隆表达了来源于嗜热细菌 Thermoanaerobacter sp. X514 的嗜热脂肪酶 LipTX 基因(Teth514_0029)，利用亲和层析纯

化了脂肪酶 LipTX，并详细研究了该脂肪酶的酶学性质。采用 PCR 技术扩增脂肪酶 LipTX 基因，克隆到载体 pET15b 中，构建重组

载体 pET15b-LipTX；将重组载体转入大肠杆菌 BL21（DE3）中并利用 IPTG 诱导表达目的蛋白，经 70 ℃热处理和 Ni-NTA 亲和层析

两步纯化，得到纯化的重组酶。SDS-PAGE 结果表明，脂肪酶 LipTX 分子量为 28 ku。酶学性质研究表明，该酶最适反应温度和 pH

分别为 70 ℃和 7.5；通过水解底物特异性和动力学实验，发现 LipTX 可以水解不同长链酰基（C8-C12）的对硝基苯酚酯底物，对硝基

苯酚癸酸酯是该酶最适合底物；同时该酶能够水解链长在 C4到 C16范围的三甘油酯底物，其中以甘油三丁酸酯为底物的酶活力最高。

该酶对非极性有机溶剂（甲醇、乙醇、丙酮、DMF、DMSO 和正己烷和氯仿）和变性剂（SDS、Tween-20 和 TritonX-100）具有较强

的抗性，因此在生物催化和有机化学合成中具有广阔的开发应用前景。 
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Heterologous Expression and Enzymatic Properties of Lipase LipTX from 

Thermophilic Bacterium Thermoanaerobacter sp. Strain X514 
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Abstract: The gene coding for a thermostable lipase LipTX (Teth514_0029) from thermophilic bacterium Thermoanaerobacter sp. strain 

X514 was cloned and the lipase LipTX was purified using affinity chromatography. The gene coding for lipase LipTX was amplified using 

polymerase chain reaction (PCR) method, and cloned into a pET15b vector, which was used to construct the recombinant plasmid 

pET15b-LipTX. The constructed pET15b-LipTX was transformed into host Escherichia coli BL21 (DE3) to express the recombinant enzyme 

via isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) induction. The purified recombinant enzyme was obtained after heat treatment and 

nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) affinity chromatography. The sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

result showed that the relative molecular mass of lipase LipTX was approximately 28 ku. Study of the enzymatic properties indicated that 

LipTX displayed optimal activity at 70 ℃ and pH 7.5. Substrate specificity and kinetics experiments showed that LipTX could hydrolyze 

p-nitrophenyl ester (pNP-ester) substrates with different acyl chain lengths (from C8 to C12), and the most suitable substrate was pNP-decanoate. 

Additionally, this enzyme could hydrolyze triacylglycerols with long acyl chains (from C4 to C16) and showed the strongest enzymatic activity 

with tributyrin as the substrate. Furthermore, the recombinant lipase LipTX was found to have strong resistance to non-polar organic solvents 

(methanol, ethanol, acetone, N,N-dimethylformamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO), hexane, and chloroform) and denaturants (sodium 

dodecyl sulfate (SDS), Tween-20, and Triton X-100). These results demonstrate that the lipase LipTX has a broad application prospect for 

biocatalysis and organic synthesis. 
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脂肪酶（Lipases，EC3.1.1.3，又称三酰基甘油水

解酶）属于 α/β水解酶家族，能够催化长链脂肪酸甘 
油酯水解为甘油和长链脂肪酸，广泛应用于精细化工、

食品加工、医药工业、皮革制造、制浆造纸和环境治

理等领域[1~4]。脂肪酶的种类繁多，在动物、植物和微

生物中普遍存在。由于与动植物脂肪酶相比，微生物

脂肪酶作用 pH 及温度范围较广、稳定性及活性高、

对底物特异性强，便于工业化生产获得高纯度酶制剂
[5]。工业酶通常需要在高温或有机相条件下发生催化

反应，中温酶在极端条件下的应用受到限制，因此开

发耐高温和有机溶剂抗性的新型脂肪酶已经成为新的

研究热点[6,7]。一般将来源于极端嗜热古菌和嗜热细菌

的耐高温酶称为嗜热酶，与中温酶相比，嗜热酶在热

稳定、有机溶剂抗逆性和催化速率等方面具有独特的

优势，一经发现就受到学术界的广泛关注[8,9]。到目前

为止，越来越多的嗜热酶，如脂肪酶、酯酶、蛋白酶、

淀粉酶和木聚糖酶等不断从嗜热菌中被发现与利用
[10,11]。 

嗜热细菌Thermoanaerobacter sp. X514于2002年
在美国科罗拉多皮申斯盆地 2000 米地下首次发现，该

菌是一种嗜热极端厌氧微生物，其最适生长温度为

70 ℃[12]。根据基因组测序和序列分析结果，嗜热细菌

Thermoanaerobacter sp. X514 基因组中含有多个预测

的脂肪酶基因，这些脂肪酶并没有进行分离纯化及其

酶学性质鉴定的研究，其中包括 Teth514_0029。通过

NCBI Blast 分析，发现 Teth514_0029 与已报到脂肪酶

的氨基酸序列相似性较低（约 30%以下），暗示该酶

可能是一种新型脂肪酶。此外，由于嗜热菌生长条件

较为严格，生长速度缓慢，要想得到大量的嗜热酶，

仅仅靠培养野生菌远远不够。随着基因工程技术的不

断发展，现在可以将嗜热酶基因克隆和表达，使其在

一些中温宿主中表达，从而可以在常温下得到大量的

嗜热酶。本研究将来自 Thermoanaerobacter sp. X514
的脂肪酶基因Teth514_0029在大肠杆菌中进行异源表

达，并详细研究其酶学性质，以期为生物化工和食品

化工提供新型微生物脂肪酶资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种与质粒 

菌株 Escherichia coli BL21(DE3)、E. coli DH5α 和

大肠杆菌表达质粒 pET15b 为本实验室保存。 
1.1.2  工具酶与试剂 

限制性内切酶（NdeI 和 SalI）、高保真 Pyrobest

酶和 T4 DNA 连接酶购自 TAKARA 生物科技公司；

质粒提取试剂盒和 PCR 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

北京 TIANGEN 公司；Ni-NTA 亲和层析柱，购自 GE 
Healthcare 公司；对硝基苯酚酯和甘油三酯购自美国

sigma 公司；其他试剂均为进口或国产分析纯。 
1.1.3  主要仪器 

QYC 211 恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公

司；LDZX 型立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器

械厂；pH 计，德国赛多利斯股份公司；DYY-6C 型电

泳仪，北京市六一仪器厂；Y92-Ⅲ超声波细胞粉碎机，

宁波新芝生物科技股份有限公司；UV-2600 系列紫外

可见分光光度计，上海尤尼柯仪器有限公司；

BLOO1790 PCR 仪，德国 Eppendorf 公司；台式高速

离心机，德国 Eppendorf 公司；凝胶成相系统，Syngene
公司；3730XL DNA 测序仪，美国 Applied Biosystem
公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  脂肪酶 LipTX 序列分析 
利用 GenBank 和 MBGD（Microbial Genome 

Database for Comparative Analysis）得到 Teth514_0029
的氨基酸序列，利用 The NCBI BLASTP 和 CLUSTAL 
W 2.1 软件，对 Thermoanaerobacter sp. X514 脂肪酶

LipTX (Teth514_0029)及其相关蛋白进行氨基酸序列

同源分析。 
1.2.2  脂肪酶 LipTX 的基因克隆 

根据 GenBank 中脂肪酶 LipTX (Teth514_0029)的
氨基酸序列，利用 Primer 5.0 软件设计引物如下：上

游引物：5’-GCCCATATGGTTAAGCTGATAATCAA 
G-3’ ；下游引物： 5’-GATGTCGACTCACCTCTT 
CAAAAAGGAAAC-3’，加下划线的部分分别表示限

制性内切酶 NdeI 和 SalI 的酶切位点。所设计引物由

上 海 生 工 公 司 合 成 。 以 提 取 嗜 热 细 菌

Thermoanaerobacter sp. X514 基因组 DNA 为模板，

PCR 方法扩增脂肪酶 Teth514_0029 基因。扩增条件：

94 ℃预变性 5 min，94 ℃预变性 30 s，52 ℃延伸 30 s，
72 ℃延伸 2 min，共 30 个循环，4 ℃保存。将扩增得

到的目的基因片段经 NdeI 和 SalI 双酶切后与同样双

酶切的 pET15b 质粒连接，构建重组质粒 pET15b- 
LipTX 并送上海生工公司测序。 
1.2.3  重组蛋白 LipTX 的表达及纯化 

将重组质粒 pET15b-LipTX 转化到 E. coli BL21 
(DE3) 感受态细胞中，涂布至含 100 mg/L 氨苄青霉素

和 34 mg/L 氯霉素的 LB 固体培养基上，37 ℃培养

12~16 h。挑取阳性转化子单菌落于 5 mL LAC 液体培
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养基中，培养 12 h；按 2%接种量接种至 200 mL LAC
液体培养基中，37 ℃、180 r/min 振荡培养 2~3 h；加

入 IPTG 至终浓度 0.2 mmol/L 诱导表达蛋白，于 37 ℃
诱导培养 4 h。离心收集菌体，加入 20 mL 破壁缓冲

液（20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0、20 mmol/L NaCl），
超声波（功率 400 W，超声时间 5 s，间隔 5 s，超声

次数 60 次）破碎菌体后，70 ℃热处理 30 min；4 ℃，

12000 r/min 离心 10 min，上清即为 LipTX 粗酶液。采

用 Ni-NTA 琼脂糖亲和层析进行 LipTX 的进一步纯

化，并利用 SDS-PAGE 凝胶电泳来检测纯化效果。蛋

白质浓度用考马斯亮蓝比色 Bradford 方法测定。 
1.2.4  脂肪酶酶活力的测定 

分别采用酸碱滴定法和p-NPA法测定脂肪酶的水

解活性[13,14]。1 个酶活力单位定义为：在 70 ℃和 pH 7.5
条件下，每分钟水解底物生成 1 µmol 的脂肪酸或对硝

基苯酚所需的酶量作为 1 个活力单位(U)。 
1.2.5  重组脂肪酶 LipTX 的酶学性质表征 
1.2.5.1  动力学参数测定 

在 70 ℃和 pH 7.5 条件下，测定不同对硝基苯酚

酯底物浓度（0.2~20 mmol/L）时的反应初速度，用

Lineweaver-Burk 作图法：1/V-1/[S]作图，得到动力学

曲线，得到脂肪酶 LipTX 的 Km、kcat 和 kcat/Km 值。

对硝基苯酚酯底物包括：对硝基苯基乙酸酯

（pNP-acetate）、对硝基苯基丁酸酯（pNP-butyrate）、
对硝基苯基辛酸酯（pNP-caprylate）、对硝基苯酚癸酸

酯（pNP-decanoate）、对硝基苯基月桂酸酯（pNP- 
laurate）、对硝基苯基肉豆蔻酸酯（pNP-myristate）和

对硝基苯基棕榈酸酯（pNP-palmitate）为反应底物。 
1.2.5.2  底物特异性 

测定底物包括不同碳链长度的甘油三酯和对硝基

苯酚酯，其中甘油三酯包括：甘油三丁酸酯

（Tributyrin）、甘油三己酸酯（Tricaproin）、甘油三辛

酸酯（Tricaprylin）、甘油三癸酸酯（Tricaprin）、甘油

三月桂酸酯（ Trilaurin ）、甘油三肉豆蔻酸酯

（Trimyristin）和甘油三棕榈酸酯（Tripalmitin），配制

相同浓度底物（10 mmol/L），于标准反应体系中测定

酶活，测得脂肪酶 LipTX 的底物特异性。 
1.2.5.3  最适反应温度和 pH 

最适反应温度：通过测定 20~90 ℃范围内，酶催

化水解对硝基苯酚癸酸酯（10 mmol/L）底物的活性变

化。缓冲体系为 50 mmol/L 的磷酸钠缓冲液（pH 7.5），
反应时间为 20 min。热稳定性：测定相同浓度酶在不

同温度（70、75 和 80 ℃）下保温不同时间的残余酶

活力。 
以对硝基苯酚癸酸酯为底物，在不同 pH

（4.0~10.0）的缓冲液下测酶活性的变化。所用缓冲

液为 50 mmol/L 的柠檬酸钠缓冲液（pH 3.0~4.0）、醋

酸钠缓冲液（pH 4.5~6.0）、磷酸钠缓冲液（pH 6.5~8.0）、
Tris-HCl 缓冲液（pH 8.5~9.0）和 3-环己胺基丙磺酸

（CAPS）缓冲液（pH 9.0~10.0）。 
1.2.5.4  有机溶剂、金属离子、变性剂及抑制剂对酶

活力的影响 
在 70 ℃和 pH 7.5 条件下测定体积分数为 20%或

50%的不同有机溶剂对酶活性的影响。有机溶剂包括

甲醇、乙醇、丙酮、N,N-二甲基甲酰胺（DMF）、二

甲基亚砜（DMSO）、苯酚、甲苯、二甲苯、氯仿和正

己烷。酶液与有机溶剂处理 1、24、和 72 h 后，检测

其残余活力。 
在 70 ℃和 pH 7.5 条件下测定不同金属离子

（Ni2+、Mg2+、Zn2+、Mn2+、Co2+、Ca2+、Pb2+和 Cu2+）

对酶活力的影响。反应体系为 1 mL，底物对硝基苯酚

癸酸酯浓度为 10 mmol/L， 金属离子在体系中的终浓

度为 5 mmol/L。 
在 70 ℃和 pH 7.5 条件下测定体积比为 1%和 5%

变性剂（Tween 20、Tween 80 和 SDS）以及 5 mmol/L
抑制剂（EDTA、PMSF 和 DTT）对酶活性的影响，

反应时间为 30 min。 
1.2.6  数据分析 

采用 Excel 2010 进行数据处理，所有实验重复三

次，结果采用平均值±标准偏差形式表示 

2  结果与讨论 

2.1  脂肪酶 LipTX 氨基酸序列分析 

NCBI Blast 分析结果表明，嗜热脂肪酶 LipTX 与

Thermoanaerobacterium saccharolyticum 、

Caldanaerobacter subterraneus、Dehalobacter restrictus 
和Clostridium cellulolyticum中同源脂肪酶氨基酸序列

存在 58~74%的相似性。利用软件 Clustal W2.1 比对脂

肪酶LipTX及其同源序列，结果如图1所示，LipTX 具
有脂肪酶的保守催化三联体序列，即 Ser18- 
Asp211-His214；此外，LipTX 及其同源序列具有

GDSI/L 保守结构域。 

2.2  脂肪酶 LipTX 基因克隆及表达 

以Thermoanaerobacter sp. X514基因组DNA为模

板，PCR 扩增达到与预期大小相符的目的基因片段

（726 bp）。经 PCR 方法鉴定阳性克隆后，对目的基

因 LipTX 进行基因测序，证明嗜热脂肪酶 LipTX 成功

克隆到载体 pET15b。重组质粒 pET15b-LipTX 在大肠



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.11 

94 

杆菌 BL21(DE3)表达后，经超声波破壁、70 ℃热处理

和 Ni-NTA 柱亲和层析，得到纯化重组脂肪酶 LipTX，

分子量大小为 28 ku，结果如图 2 所示。纯化后脂肪酶

LipTX 酶活比活力达到 2069.23 U/mg，纯化倍数达到

6.18 倍，如表 1 所示。 

表1 脂肪酶LipTX的纯化过程 

Table 1 Purification of the lipase LipTX from Thermoanaerobacter sp. strain X514 

纯化步骤 总蛋白/mg 总活力/U 比活力/U/mg) 纯化倍数 产率/% 

全细胞蛋白 36.92 12364.02 334.89 1 100 

热处理后粗蛋白 20.11 9864.12 490.51 1.46 79.78 

Ni-NTA 纯化蛋白 3.83 7921.32 2069.23 6.18 64.06 

 
图1 LipTX的序列比对及同源性分析 

Fig.1 Multiple sequence alignment for LipTX and its homologs 

注：右边序号代表氨基酸的位置；阴影部分为保守序列；“*”、“:”和“.”分别代表保守的和半保守氨基酸位点；“■”代表催化活性

中心；LipTX：Thermoanaerobacter sp. X514 (ABY91353)；LipCS：Caldanaerobacter subterraneus (WP_022588599)；LipTS：

Thermoanaerobacterium saccharolyticum (WP_045412175)；LipDR：Dehalobacter restrictus (WP_025206083)；LipSS：Saccharibacillus 

sacchari (WP_037292120)；LipCC：Clostridium] cellulolyticum (WP_015926558) 

表2 脂肪酶LipTX水解对硝基苯酚酯底物的动力学参数 

Table 2 Kinetic parameters of the purified lipase LipTX for hydrolysis of various pNP-esters 

底物（对硝基苯酚酯） kcat/s-1 Km/μM kcat/Km/(s-1·mM-1) 

对硝基苯基乙酸酯(C2) 14.62±14.52 168.22±21.64 86.91 

对硝基苯基丁酸酯(C4) 27.34±5.02 120.11±15.26 227.62 

对硝基苯基辛酸酯(C8) 41.13±7.62 22.93±4.25 1793.72 

对硝基苯酚癸酸酯(C10) 89.55±4.27 9.82±3.03 9119.14 

对硝基苯酚月桂酸酯(C12) 40.32±4.83 6.82±2.03 5912.02 

对硝基苯基肉豆蔻酸酯(C14) 30.11±1.24 4.42±1.04 6812.21 
对硝基苯基棕榈酸酯(C16) 19.82±2.12 3.51±0.93 5646.72 

2.3  脂肪酶 LipTX 酶学性质的研究 

2.3.1  脂肪酶 LipTX 的动力学 
在 70 ℃、50 mmol/L 磷酸钠缓冲液（pH 7.5）中

测定 LipTX 水解不同对硝基苯酚酯底物的动力学。如

表 2 所示，脂肪酶 LipTX 偏好于中长链（C8-C12）的

底物，且最适底物为对硝基苯酚葵酸酯（C10），其催

化催化效率是硝基苯基乙酸酯（C2）底物的 105 倍。

当酰基链长小于 10 时，kcat 值或 Km 值分别随着链长

的增加而增加或降低。 
在 70 ℃、50 mmol/L 磷酸钠缓冲液（pH 7.5）中

测定LipTX对于甘油三酯的底物特异性。如图 3所示，
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LipTX 能够水解 C4 到 C16 的甘油三酯底物，其最适

底物为甘油三丁酸酯，随着甘油三酯底物链长的增加，

其催化活力降低。此外，LipTX 催化橄榄油底物的比

活力为 23 U/mg，其能够水解橄榄油底物也证实该酶

属于真正意义上的脂肪酶。 

 
图2 SDS-PAGE检测重组蛋白在E. Coli BL21中的表达和纯化 

Fig.2 SDS-PAGE analysis of the expression and purification of 

the recombinant lipase in E. coli BL21 

注：M，蛋白 Marker；1，菌体超声破碎后全蛋白；2，

热处理后上清粗蛋白；3，Ni-NTA 柱亲和层析纯化后蛋白。 

 

图3 脂肪酶LipTX水解甘油三酯底物的特异性 

Fig.3 Substrate specificity of LipTX towards different 

triacylglycerols 

2.3.2  脂肪酶LipTX最适反应温度与热稳定性 
温度对酶活的影响包括两方面内容：酶的最适温

度和热稳定性。在 20~90 ℃温度范围内研究脂肪酶

LipTX 的活力变化情况，如图 4 所示，LipTX 最适合

反应温度为 70 ℃，且在低于最适温度的较宽范围

（50~80 ℃）内具有 50%以上的活性。目前已报到的

嗜热脂肪酶主要存在 Bacillus 和 Pseudomonas 属中
[15,16]，最适反应温度在 50~60 ℃之间，LipTX 最适反

应温度为 70 ℃，使得该酶有可能成为研究酶耐热机

制的重要实验材料。 
热稳定性实验表明，在最适反应温度 70 ℃处理

120 min，具有 90%以上活性；80 ℃处理 60 min，仍

然保持 50%以上的活性（如图 5），说明该酶的热稳定

性非常强。 

 
图4 脂肪酶LipTX最适反应温度 

Fig.4 Optimum temperature of the lipase LipTX 

 
图5 脂肪酶LipTX热稳定性 

Fig.5 Thermostability of the lipase LipTX 

注：分别在 70 ℃（▲）、75 ℃（■）和 80 ℃（♦）条件下

测定酶在不同保温时间下的残余活力。 

2.3.3  脂肪酶 LipTX 最适反应 pH 
在固定反应温度 70 ℃，应用不同范围 pH 缓冲液

检测酶活力随 pH 的变化情况。如图 6 所示，脂肪酶

LipTX最适pH为7.5，并在pH 6.0~8.5范围内具有50%
以上的活性，表明该脂肪酶为弱碱性脂肪酶。 

 
图6 脂肪酶LipTX最适反应pH 

Fig.6 Optimum pH of the lipase LipTX 

2.3.4  有机溶剂、金属离子、变性剂和抑制剂

对脂肪酶 LipTX 酶活力的影响 
脂肪酶有机溶剂的抗性在其工业生产中具有重要



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.11 

96 

应用价值。选择常见有机溶剂，研究脂肪酶 LipTX 在

其中的活力变化情况。将一定量酶液与 20%或 50%的

多种待测有机溶剂在室温保温 1、24 和 72 h，检测其

残余活力。如表 3 所示，20%或 50%甲醇、乙醇、丙

酮和 DMF 对 LipTX 酶活力有 5.98~48.02%的激活作

用；DMSO、正己烷和氯仿对 LipTX 酶活力影响不大；

苯酚、甲苯和二甲苯对 LipTX 酶活力具有较大抑制作

用。到目前为止报道的抗有机溶剂脂肪酶还较少，Hun
报道了 Bacillus sphaericus 205y 脂肪酶活力在正己烷

和庚烷中分别提高了 2.9 和 3.5 倍[13]。LipTX 在多数

有机溶剂中比较稳定，这使其在有机合成及相关领域

具有很大的应用潜力。 
检测不同金属离子（5 mmol/L）对酶活的影响，

包括 Ni2+、Mg2+、Zn2+、Mn2+、Ba2+、Ca2+、Co2+和

Cu2+。结果如表 4 所示，Ca2+和 Mg2+对酶活具有明显

激活作用，LipTX 酶活力分别提高了 34.32%和

29.21%；Ni2+、Ba2+、Zn2+、Co2+和 Cu2+对酶活具有明

显抑制作用，相对酶活分别降至原来的 78.32%、

62.39%、52.01%、32.12%和 28.04%。5 mM 的金属螯

合剂 EDTA 对酶活也没有明显影响，说明该酶不属于

金属依赖型的酶。丝氨酸抑制剂 PMSF 对 LipTX 酶活

力的抑制作用(为起始酶活的 21.87%)，表明 LipTX 属

于丝氨酸水解酶。在 5 mmol/L 还原剂 DTT 作用下，

该酶保持 38.04%活性；变性剂 SDS、Tween-20 和

TritonX-100（1%或 5%，m/V）对脂肪酶 LipTX 活性

无影响。 
表3 有机溶剂对嗜热脂肪酶LipTX酶力的影响 

Table 3 Effect of organic solvents on the activity of LipTX 

有机溶剂 
浓度

(V/V)/% 

相对酶活/% 

1 h 24 h 72 h 
对照 0 100 100 100 

甲醇 
20 148.02±3.10 142.24±4.18 125.42±1.16

50 129.10±4.49 127.52±3.21 118.02±4.45

乙醇 
20 133.54±4.78 130.12±2.54 120.18±5.39

50 125.21±1.32 115.32±6.84 112.21±2.32

丙酮 
20 128.84±1.10 115.35±3.27 108.21±4.38

50 121.21±3.25 119.38±2.87 115.32±3.57

DMF 
20 108.21±1.38 105.98±3.32 98.38±5.45

50 94.32±3.54 87.32±5.28 81.32±2.21

DMSO 
20 98.21±2.39 90.20±3.01 84.31±3.09
50 95.02±1.12 88.80±4.21 80.21±3.56

氯仿 
20 90.30±2.20 81.87±1.54 70.20±3.36

50 81.30±3.57 72.01±3.36 51.32±4.28

正己烷 
20 90.32±2.30 84.84±3.21 74.01±6.08

50 85.32±3.20 79.45±4.40 69.32±3.87

苯酚 
20 93.01±3.08 54.07±5.32 29.09±3.32

50 90.07±2.30 38.64±2.74 15.70±4.27

甲苯 
20 99.91±3.02 65.95±4.65 32.04±5.32

50 97.01±5.30 57.08±3.12 25.32±5.38

二甲苯
20 98.07±2.30 45.07±2.32 15.08±2.38
50 95.01±4.20 31.07±4.32 11.01±3.65

表4 金属离子、变性剂和抑制剂对脂肪酶LipTX酶活力影响 

Table 4 Effect of metal ions, detergents and inhibitors on the 

enzyme activity of the lipase LipTX 

金属离子或抑制剂 浓度/(mmol/L) 相对酶活/% 

对照 0 100 

Ca2+ 5 134.32±3.39 

Mg2+ 5 129.21±4.97 

Mn2+ 5 103.37±2.84 

Ba2+ 5 62.39±5.64 

Ni2+ 5 78.35±7.97 

Zn2+ 5 52.01±2.32 

Co2+ 5 32.12±3.35 

Cu2+ 5 28.04±1.39 

EDTA 5 105.87±2.35 

DTT 5 38.04±3.09 

PMSF 5 21.87±4.39 

SDS 5 95.47±2.32 

Tween-20 5 101.03±3.08 

TritonX-100 5 90.87±5.12 

3  结论 

3.1  本文将来源于嗜热细菌 Thermoanaerobacter sp. 
X514 嗜热脂肪酶 LipTX(Teth514_0029)在大肠杆菌

BL21(DE3)中成功克隆表达，IPTG 诱导后的目的蛋白

经 70 ℃热处理和 Ni-NTA 柱亲和层析，得到纯化重组

酶，SDS-PAGE 结果表明该脂肪酶分子量约 28 ku。 
3.2  该脂肪酶的最适反应温度和 pH 分别为 70 ℃和

7.5，并且具有较高的热稳定，80 ℃处理 60 min 仍然

保持 50%以上的活性。 
3.3  底物特异性和动力学实验表明该酶偏好水解长

链酰基（C8-C12）的对硝基苯酚酯底物，最适底物为

对硝基苯酚癸酸酯；该酶能够水解链长在 C4到 C16范

围的三甘油酯底物，最适底物为甘油三丁酸酯（C4）。 
3.4  金属离子 Ca2+和 Mg2+对该酶活力分别提高

34.32%和 29.21%，该酶对有机溶剂（甲醇、乙醇、丙

酮、DMF、MSO、正己烷和氯仿）和变性剂（SDS、
Tween-20 和 TritonX-100）表现出较强的抗性。 
3.5  与其他已报到脂肪酶相比，脂肪酶 LipTX 具有耐

热和对有机溶剂抗性强的特性，在生物催化合成中具
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有广阔的开发应用潜力，同时也有利于微生物脂肪酶

研究领域的扩展及其耐热机制的进一步研究。 
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