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重组米根霉脂肪酶的酶学性质及其
催化水解

!

鱼油富集 ＤＨＡ的研究
朱东奇１，李道明１，王卫飞２，杨　 博３，王永华１
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摘　 要：米根霉脂肪酶（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ ｌｉｐａｓｅ）是一种具有广泛用途的工业化脂肪酶，对重组米根霉
脂肪酶（ｒＰｒｏＲＯＬ）的酶学性质进行考察，发现其水解甘油三酯时具有明显的ｓｎ － １，３位置专一性；
催化二十碳五烯酸（ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）酯化时其活力分别为催化油酸酯化活力的
３７． ４２％和８％。

!

鱼油是天然ＥＰＡ ／ ＤＨＡ主要来源之一，在
!

鱼油中ＤＨＡ含量为１２． １％。１３ Ｃ核
磁共振波谱分析表明，

!

鱼油中ＤＨＡ主要分布在甘油酯的ｓｎ － ２位，利用重组米根霉脂肪酶（ｒＰｒｏ
ＲＯＬ）催化

!

鱼油部分水解富集其中的ＤＨＡ时，得到的１，２ －甘油二酯中ＤＨＡ的含量可以达到
１９． ７％，甘油单酯中ＤＨＡ的含量可以达到２５． ２％，ＤＨＡ的回收率为６５． ６％。表明ｒＰｒｏＲＯＬ脂肪酶
具有水解

!

鱼油富集ＤＨＡ的应用潜能。
关键词：重组米根霉脂肪酶；水解；
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鱼油；ＤＨＡ
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　 　 米根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ）脂肪酶广泛应用于食 品和油脂加工领域，野生型的Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ脂肪
酶由三段组成：一段由２６个氨基酸组成的信号肽序
列，一段由９７个氨基酸组成的前肽序列和一段由
２６９个氨基酸组成的成熟肽序列。前肽序列处于信
号肽序列和成熟肽序列之间，前肽序列非常重要，能
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辅助成熟肽序列蛋白的折叠和酶的分泌，同时前肽
序列能增强酶的活性和热稳定性；信号肽序列会影
响成熟肽序列蛋白的折叠。野生型米根霉脂肪酶因
其表达量少、酶活低等缺点限制了其在食品和油脂
化工领域的应用。因此，国内外学者在米根霉脂肪
酶基因克隆及在不同微生物中表达等方面做了大量
的研究以获得高产量和高活力的重组米根霉脂肪
酶［１ － ２］。重组米根霉脂肪酶在催化醇解反应制备生
物柴油中显示较好的稳定性［３］，并可用于制备中链
结构脂、人乳脂、甘油二酯等具有特殊功能的酯类物
质［４］。然而，目前对于重组米根霉脂肪酶在催化油
脂水解、富集ＤＨＡ方面的报道较少。本研究使用的
脂肪酶是将天然的米根霉脂肪酶信号肽序列去除，
在前序列肽羧基端添加由２８个氨基酸组成的先导
序列后，得到的重组米根霉脂肪酶（ｒＰｒｏＲＯＬ），其表
达量和催化油脂水解的活力大大提高。

#

鱼是一种重要的海洋经济鱼类，其年产量约
为海洋鱼类总渔获物的２０％，是年捕捞量排在前１０
位的海洋鱼类之一。在中国、俄罗斯、南非、智力、秘
鲁等地均有分布。秘鲁

#

鱼是世界上最大渔业资
源，每年捕量达到５００ ～ １ ０００万ｔ，占秘鲁总起捕量
的８０％。

#

鱼中油脂含量高（湿基含油量约为５％
～８％），

#

鱼油富含二十碳五烯酸（ＥＰＡ，Ｃ２０∶ ５）和
二十二碳六烯酸（ＤＨＡ，Ｃ２２∶ ６），是深海鱼油保健食
品加工的重要原材料。天然

#

鱼油中的ＤＨＡ含量
一般在４． ３％ ～ １８． ４％的范围内，以其为原料进行
深加工时可以通过物理化学法或生物法对ＤＨＡ进
行分离纯化。常用的工艺为将天然鱼油乙酯化，然
后通过分子蒸馏和尿素饱和等方法将乙酯型的
ＤＨＡ、ＥＰＡ纯化到一定浓度［５］。此外，根据天然鱼
油中脂肪酸分布特点及脂肪酶的选择性，可以通过
酶促水解或醇解的方式获得甘油酯型的高ＥＰＡ、
ＤＨＡ产物，所得甘油酯产品中一般以甘油二酯和单
甘油酯为主，甘油三酯含量较少［６ － ７］。

本文以含有一个来自米根霉的先导序列的重组
米根霉脂肪酶（ｒＰｒｏＲＯＬ）为研究对象，考察其催化
油脂水解时的位置专一性和催化脂肪酸酯化时脂肪
酸特异性。利用超导核磁共振（６００ Ｍ）对ＤＨＡ在
#

鱼油甘油酯中的位置分布进行分析；根据ＤＨＡ在
甘油酯中的分布特点，以重组米根霉脂肪酶（ｒＰｒｏ
ＲＯＬ）为催化剂，催化

#

鱼油限制性水解富集ＤＨＡ。
为酶法富集海洋鱼油中ＤＨＡ提供参考。
１　 材料与方法
１． １　 主要材料与试剂

#

鱼油：舟山新诺佳生物工程有限公司提供。

ｒＰｒｏＲＯＬ［Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ脂肪酶前肽基因序列与成
熟肽基因序列（ＰｒｏＲＯＬ）在重组Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ中表
达］，实验室自制［４］。氘代氯仿，核磁级，购于Ｓｉｇｍａ
－ Ａｌｄｒｉｃｈ（中国）有限公司。３７种脂肪酸甲酯混合
标准品（ＣＡＳ ｎｏ． １１３ ４７８８５ － Ｕ）、甘油二酯（１５％的
１，２ －甘油二酯和８５％的１，３ －甘油二酯，ＣＡＳ ｎｏ．
２５６３７ － ８４ － ７）、甘油三酯（ＣＡＳ ｎｏ． １２２ － ３２ － ７）、
甘油单酯（ＣＡＳ ｎｏ． １１３ ４７８８５ － Ｕ）及三油酸甘油酯
标准品：购于Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ（中国）有限公司。正
己烷、异丙醇、甲酸均为色谱纯。石油醚、三氟化
硼—乙醚、乙酸、甲醇、氢氧化钠、氢氧化钾均为分
析纯。　
１． ２　 主要仪器设备

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５型高效液相色谱仪（配备Ｗａｔｅｒｓ
２４１４型示差检测器）：美国Ｗａｔｅｒｓ公司；气相色谱
仪：安捷伦７８９０Ａ；超导核磁共振谱仪：德国Ｂｒｕｋｅｒ
公司；ＢＳ２０１Ｓ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ精密天平：赛多利斯（上海）
贸易有限公司；ＤＦ －１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌
器：巩义市予华仪器有限公司。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 ｒＰｒｏＲＯＬ的位置选择性分析

称取１． ００ ｇ三油酸甘油酯于２５ ｍＬ的锥形瓶
中，加入０． ２ ｍＬ磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７），添加３０ Ｕ ／ ｇ
的ｒＰｒｏＲＯＬ（相对于油的质量），置于恒温磁力搅拌
器（４０ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ）中反应１０ ｍｉｎ。每分钟取样于
－ ２０ ℃冰箱保存。反应结束后，取１ ｍＬ反应混合
物于１０ ０００ × ｇ下离心５ ｍｉｎ，取上层油相０． ０２ ｍＬ
于２ ｍＬ ＥＰ管中，加入０． ５ ｇ的无水硫酸钠，１ ｍＬ的
流动相（正己烷∶异丙醇∶甲酸＝ １５ ∶ １ ∶ ０． ００３，体积
比），于１０ ０００ × ｇ离心１ ｍｉｎ，取０． ８ ｍＬ上层有机
相进行高效液相色谱分析水解产物中甘油酯和脂肪
酸的组成，通过对比标准样品的保留时间确定酶促
三油酸甘油酯水解反应中各组分的出峰位置。
１． ３． ２　 ｒＰｒｏＲＯＬ的脂肪酸特异性分析

将３３． ４９ ｍｍｏｌ的甘油与１６． ７４ ｍｍｏｌ的等摩尔
脂肪酸加入２５ ｍＬ的具塞锥形瓶中，并加入５０ ｍｇ
的ｒＰｒｏＲＯＬ和３７０ μＬ磷酸盐缓冲液（０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ ７），于４０ ℃下反应１０ ｍｉｎ。反应结束后，离心，
取一定量的上层油样（准确记录质量）加入到含２５
ｍＬ异丙醇的１００ ｍＬ锥形瓶中，然后加入两滴１％
的酚酞溶液，再用ＫＯＨ滴定，记录消耗的ＫＯＨ体
积；剩余油相转入分液漏斗中，加入４ ｍＬ ３０％ ＫＯＨ
－乙醇溶液，混匀，再加入１０ ｍＬ正己烷萃取，去掉
下层，倒出上层于２５ ｍＬ的圆底烧瓶中，将正己烷于
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３０ ℃旋蒸除掉后，对得到的甘油酯混合物进行甲酯
化，气相色谱检测脂肪酸甲酯的组成，每种脂肪酸的
转换程度计算为［８］：

Ｃｎ ＝
ＡＶ０ － ＡＶｔ
ＡＶ０

× Ｆｎ （１）
其中，ＡＶ０ 和ＡＶｔ 分别为０时间和ｔ时间的酸

价，Ｆｎ为酰基甘油中各脂肪酸的摩尔百分比。
通过不同脂肪酸结合到甘油的程度来计算脂肪

酸的竞争因子（α），从竞争因子（α）的大小即可评
价ｒＰｒｏＲＯＬ的脂肪酸特异性，竞争因子（α）其倒数
（１ ／ α）称为底物专一性常数（ｋｃａｔ ／ Ｋｍ），用于评价
脂肪酶的脂肪酸特异性。将Ｒａｎｇｈｅａｒｄ等［９］提出的
反应底物的竞争因子用于描述脂肪酶的脂肪酸特异
性。α的计算公式为：

α ＝
ｌｏｇ（Ａ０ ／ Ａｔ）
ｌｏｇ（Ｂ０ ／ Ｂ ｔ） （２）

式中，Ａ０和Ｂ０分别代表底物Ａ和底物Ｂ在０
时间的浓度，Ａｔ和Ｂｔ分别代表底物Ａ和底物Ｂ在ｔ
时间的浓度。在本研究中，通过测定酯化反应产物
中脂肪酸组成来间接反映ｒＰｒｏＲＯＬ的脂肪酸特异
性，在公式（１）的基础上，酯化反应体系中脂肪酸的
竞争因子可表示为：

α ＝ ｌｏｇ（１ － Ｃｒｅｆ）ｌｏｇ（１ － Ｃｎ） （３）
式中，Ｃｒｅｆ和Ｃｎ分别表示参照脂肪酸和待考察

脂肪酸结合到甘油上的结合率。
１． ３． ３　

#

鱼油中ＤＨＡ位置分析
利用超导核磁共振对

#

鱼油中ＤＨＡ在甘油酯
中的位置分布进行分析，参考文献［１０］中分析鱼油中
脂肪酸组成及位置分布的检测方法，将２００ ｍｇ的

#

鱼油溶于６００ μＬ的ＣＤＣｌ３，然后转移到核磁管中，
利用１３Ｃ核磁共振波谱（ＮＭＲ）进行检测。
１． ３． ４　 ｒＰｒｏＲＯＬ催化

#

鱼油水解
将１０ ｇ

#

鱼油与１０ ｇ磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７）加
入到５０ ｍＬ的具塞锥形瓶中，置于恒温磁力搅拌器
中并预热到反应温度（４０ ℃），添加３０ Ｕ ／ ｇ底物油
的ｒＰｒｏＲＯＬ，每隔一段时间取样分析反应混合物的
组成。
１． ３． ５　 水解产物组成分析

利用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）分析
#

鱼油水解
产物，高效液相色谱为配备Ｗａｔｅｒｓ ２４１４示差折光检
测器的ｗａｔｅｒｓ２６９５系统；色谱柱为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｌｕｎａ
Ｓｉｌｉｃａ （２）（４． ６ ｍｍ ｉ． ｄ． × ２５０ ｍｍ，５ μｍ ｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓｉｚｅ），流动相为正己烷∶异丙醇∶甲酸＝ １５∶ １∶ ０． ００３

（体积比），色谱柱温为３０ ℃，流动相流速为１． ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ。物质的出峰顺序为：甘油三酯、脂肪酸、
１，３ －甘油二酯、１，２（２，３）－甘油二酯、１（３）－甘油
单酯、２ －甘油单酯，不同组分利用标准品进行定性，
各个组分含量按面积归一化法进行计算。ｒＰｒｏＲＯＬ
的位置选择性可通过１，２（２，３）－甘油二酯与
１，３ －甘油二酯的比值来确定。
１． ３． ６　 甘油酯中脂肪酸组成分析

甘油酯分离：反应结束后，离心，取上层油样，将
２０ μＬ油样用毛细管点在层析板（１００ ｍｍ × ２００ ｍｍ，
０． ２０ ～０． ２５ ｍｍ）底部距边缘约１． ５ ｃｍ处。将点好的
层析板置于装有展开剂的层析缸中展开，展开剂为石
油醚∶乙醚∶乙酸（体积比）＝ ８０∶ ２０∶ ２，展开后将层析
板从层析缸中取出，在通风橱中晾干，用０． １％的２，
７ －二氯荧光素染色，然后在２５４ ｎｍ紫外灯下观察酰
基甘油酯和脂肪酸所对应的条带。将各对应的条带
从层析板上刮下进行甲酯化，以检测脂肪酸组成。

样品甲酯化：采用快速甲酯化方法，将经薄层色
谱（ＴＬＣ）分离得到的甘油酯条带和脂肪酸条带刮下
后置于５０ ｍＬ的圆底烧瓶中，加入５ ｍＬ ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
的ＮａＯＨ －甲醇液，置于７５ ℃水浴中回流皂化反应
１０ ｍｉｎ。取出适当冷却２ ｍｉｎ后，再加入３ ｍＬ １４％
的ＢＦ３ －乙醚甲醇溶液，７５ ℃恒温水浴反应５ ｍｉｎ，
使甲酯化完全。取出冷却，加入正己烷２． ５ ｍＬ，轻
轻摇荡促进甲酯在正己烷中溶解。加入饱和食盐水
溶液，使正己烷上升至瓶口。静置、分层，取上层正
己烷相于离心管中，并加入少量无水硫酸钠除水后，
进行气相色谱分析。

气相色谱（ＧＣ）分析：采用Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色
谱进行分析；色谱柱：ＦＦＡＰ（３０ ｍ × ０． ２５ ｍｍ ｉ１ｄ ×
０． ２０ μｍ）；载气：Ｎ２，流量１． １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，压力０． ５
ＭＰａ；燃气：Ｈ２，流量３８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，压力０． ２５ ＭＰａ；助
燃气：空气，流量３５０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，压力０． ５ ＭＰａ；柱前
压：２０ ｐｓｉ，分流比３０ ∶ １；进样量１ μＬ；进样口温度
２５０ ℃，检测器温度３００ ℃。程序升温方法：１７０ ℃
维持２ ｍｉｎ，以５ ℃ ／ ｍｉｎ升温至２００ ℃维持２ ｍｉｎ，
１０ ℃ ／ ｍｉｎ升温至２３０ ℃维持４０ ｍｉｎ。计算采用面
积归一化法。
２　 结果与分析
２． １　 ｒＰｒｏＲＯＬ的位置选择性分析

天然的ＲＯＬ在水解甘油三酯时，具有显著的
ｓｎ － １，３位专一性，因此可以用于甘油二酯的制备
和结构脂质的定向合成。重组ＲＯＬ（ｒＰｒｏＲＯＬ）活力
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更高，但分子结构的改变，可能会影响其位置专一
性；本研究以三油酸甘油酯为底物，通过分析ｒＰｒｏ
ＲＯＬ在短时间内的水解产物考察其位置专一性，结
果如图１所示。

图１　 ｒＰｒｏＲＯＬ水解三油酸甘油酯
由图１可知，ｒＰｒｏＲＯＬ催化水解反应１０ ｍｉｎ后

的产物组成为：８７． ５９％的甘油三酯；０． ２８％的１，
３ －甘油二酯；７． ４８％的１，２（２，３）－甘油二酯；
０． ２４％的２ －甘油单酯和４． ４２％的脂肪酸；没有检
测到１（３）－甘油单酯。在催化水解反应起始后１０
ｍｉｎ内１，２（２，３）－甘油二酯与１，３ －甘油二酯的比
值从最初１ ｍｉｎ时的３． ２８［１，２（２，３）－甘油二酯
１． ３１％，１，３ －甘油二酯０． ４％］升高到１０ ｍｉｎ时的
２６． ７１［１，２（２，３）－甘油二酯７． ４８％，１，３ －甘油二
酯０． ２８％］。这是由于ｒＰｒｏＲＯＬ催化三油酸甘油酯时
先将甘油三酯中ｓｎ － １和ｓｎ － ３位的脂肪酸水解，
生成大量的１，２ －甘油二酯，这表明ｒＰｒｏＲＯＬ在催
化水解甘油三酯时表现出明显的１，３位专一选
择性。　
２． ２　 ｒＰｒｏＲＯＬ的脂肪酸特异性分析

天然的ＲＯＬ脂肪酶对中长链脂肪酸具有很好
的催化活性，特别是对Ｃ８ ～ Ｃ１８的脂肪酸。对ＲＯＬ
脂肪酶进行重组可以提高其催化活力，也可能会改
变其对不同脂肪酸的催化活性。本研究以等摩尔量
的１１种脂肪酸的混合物为底物，与甘油进行酯化反
应，通过分析不同脂肪酸酯化的程度来计算脂肪酸
的竞争因子（α），从α的大小即可评价ｒＰｒｏＲＯＬ的
脂肪酸特异性，α的倒数（１ ／ α）称为底物专一性常
数（ｋｃａｔ ／ Ｋｍ），用于评价脂肪酶的脂肪酸特异性，结
果如图２所示。

由图２可以看出，ｒＰｒｏＲＯＬ催化中链脂肪酸辛
酸（Ｃ８∶ ０）与甘油反应其竞争因子的倒数（１ ／ α）可
以达到０． ７８１ ４，催化长链脂肪酸棕榈酸（Ｃ１６∶ ０）与
甘油反应其竞争因子的倒数（１ ／ α）可以达到
０． ８４９ ３，催化长链脂肪酸ＥＰＡ、ＤＨＡ与甘油反应其

图２　 ｒＰｒｏＲＯＬ对脂肪酸的专一性常数
竞争因子的倒数（１ ／ α）仅可以达到０． ３７４ ２和０． ０８。
ｒＰｒｏＲＯＬ对中长链脂肪酸如辛酸（Ｃ８ ∶ ０）、癸酸
（Ｃ１０∶ ０）、月桂酸（Ｃ１２∶ ０）、肉豆蔻酸（Ｃ１４∶ ０）、棕榈
酸（Ｃ１６∶ ０）、油酸（Ｃ１８∶ １）、亚油酸（Ｃ１８∶ ２）、亚麻酸
（Ｃ１８∶ ３）等选择性较强，而对ＥＰＡ、ＤＨＡ的选择性
较弱，特别是对ＤＨＡ的选择性很弱，其对ＥＰＡ和
ＤＨＡ的酯化活力分别为其催化油酸酯化活力的
３７． ４２％和８％。

#

鱼中含有大量的Ｃ１８和Ｃ１６脂
肪酸，因此，可以利用ｒＰｒｏＲＯＬ对不同脂肪酸的特异
性来水解

#

鱼油富集ＤＨＡ。
２． ３　

!

鱼油甘油酯中ＤＨＡ位置分析
１３Ｃ ＮＭＲ法分析脂肪酸的位置分布是一种无损、

快速、准确的方法，Ｔｅｎｇｋｕ Ｍｏｈａｍａｄ Ｔｅｎｇｋｕ － Ｒｏｚａｉｎ
ａａｎｄ［１０］等通过１３Ｃ ＮＭＲ方法分析了金枪鱼油中ＥＰＡ
和ＤＨＡ在甘油三酯中的位置分布，具有良好的准确
性。本研究用６００ ＭＨｚ的超导核磁共振波谱仪对

#

鱼油进行１３Ｃ波谱分析，结果如图３所示。

图３　 １３ Ｃ ＮＭＲ分析
!

鱼油各脂肪酸的位置分布
　 　 注：Ｓａｔ，饱和脂肪酸；Ｍｏｎｏｕｎｓａｔ，单不饱和脂肪酸。
利用ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ软件对

#

鱼油甘油酯１３Ｃ波谱
进行处理，发现１３． ９８％的ＥＰＡ分布在ｓｎ － １，３位，
３． ３９％的ＥＰＡ分布在ｓｎ － ２位，６． ３８％的ＳＤＡ（十
八碳四烯酸，Ｃ１８∶ ４）分布在ｓｎ － １，３位，２． ９７％的
ＳＤＡ分布在ｓｎ － ２ 位，５． ７８％的ＤＨＡ 分布在
ｓｎ － １，３位，６． ３６％的ＤＨＡ分布在ｓｎ － ２位。

#

鱼
油中ＤＨＡ主要分布在甘油三酯骨架的ｓｎ － ２位上，
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而ＥＰＡ、ＳＤＡ、饱和脂肪酸（Ｓａｔ）、单不饱和脂肪酸
（Ｍｏｎｏｕｎｓａｔ）则随机分布在甘油三酯的骨架上。可
以利用具有ｓｎ － １，３位置专一性的脂肪酶水解

#

鱼
油的ｓｎ － １，３位脂肪酸，将ＤＨＡ富集在１，２ －甘油
二酯和单甘油酯中。
２． ４　 ｒＰｒｏＲＯＬ催化水解

!

鱼油富集ＤＨＡ的研究
由ｒＰｒｏＲＯＬ水解三油酸甘油酯可知，ｒＰｒｏＲＯＬ

具有明显的ｓｎ － １，３位置专一性。核磁共振波谱分
析

#

鱼油中甘油酯中脂肪酸的位置分布，发现ＤＨＡ
主要分布在甘油骨架的ｓｎ － ２位。本研究利用
ｒＰｒｏＲＯＬ水解

#

鱼油的ｓｎ － １，３位脂肪酸，将ＤＨＡ
富集在１，２ －甘油二酯和甘油单酯中，结果如图４
所示。

图４　 ｒＰｒｏＲＯＬ水解
!

鱼油
由图４可以看出，在反应开始的１ ｈ内，

#

鱼油
水解迅速，产生大量的脂肪酸和１，２ －甘油二酯。
随着反应的进行，到６ ｈ时基本达到平衡，此时产
物中含有：甘油三酯（３９． ３８％），１，２ －甘油二酯
（３０． ９３％），１，３ －甘油二酯（１． １６％），２ －甘油单酯
（２． １６％），１（３）－甘油单酯（０． ４４％），脂肪酸
（２６． ０６％）。将水解产物利用ＴＬＣ分离后，利用ＧＣ
分析分离得到１，２ －甘油二酯和甘油单酯的脂肪
酸组成，发现１，２ －甘油二酯中ＤＨＡ含量达到
１９． ７％，单甘酯（主要为２ －单甘酯）中ＤＨＡ含量
达到２５． ２％，较未水解

#

鱼油中ＤＨＡ（１２． １％）的
含量有大幅提升，分别是其１． ６３倍和２． ０８倍，
ＤＨＡ的回收率可以达到６５． ６％。这主要是因为
#

鱼油中ＤＨＡ主要分布在ｓｎ － ２位，当ｓｎ － １，３
位专一脂肪酶ｒＰｒｏＲＯＬ作用于

#

鱼油时，ＤＨＡ在
水解产生的大量的１，２ －甘油二酯和甘油单酯中
得以富集。
３　 结论

本研究考察了重组米根霉脂肪酶（ｒＰｒｏＲＯＬ）的
位置特异性和脂肪酸选择性，发现ｒＰｒｏＲＯＬ水解三
油酸甘油酯时具有显著的ｓｎ － １，３位置专一性，且
其催化ＥＰＡ和ＤＨＡ酯化时其活力分别为催化油酸

酯化活力的３７． ４２％和８％。１３ Ｃ ＮＭＲ分析结果表
明，

#

鱼油中ＤＨＡ主要分布在甘油骨架的ｓｎ － ２
位，将ｒＰｒｏＲＯＬ应用于水解

#

鱼油富集ＤＨＡ研究表
明，水解６ ｈ后，反应基本达到平衡，此时产物中含
有：甘油三酯（３９． ３８％），１，２ －甘油二酯（３０．
９３％），１，３ －甘油二酯（１． １６％），２ －甘油单
酯（２． １６％），１（３）－单甘酯（０． ４４％），脂肪酸
（２６． ０６％）。气相色谱分析表明，水解产生的１，２ －
甘油二酯中ＤＨＡ含量达到１９． ７％，单甘酯（主要为
２ －甘油单酯）中ＤＨＡ含量达到２５． ２％，较未水解
#

鱼油中ＤＨＡ（１２． １％）的含量有大幅提升，ＤＨＡ
的回收率可以达到６５． ６％。ｒＰｒｏＲＯＬ水解

#

鱼油富
集ＤＨＡ具有一定的研究价值与前景，本研究为将来
ｒＰｒｏＲＯＬ应用于水解

#

鱼油富集ＤＨＡ提供了依据。
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