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《生物智造与大健康》专栏

［编者按］随着大健康领域的发展，以全方位多途径开发食物资源的需求逐渐增加，践行“大食物观”，为“国之大者”保

驾护航，要主动向耕地草原森林海洋、向植物动物微生物要热量、要蛋白。同时，随着“健康中国 2030”战略的稳步推进，人

们对健康的关注与日俱增，大健康产业已呈蓬勃发展态势。合成生物学将有望催生下一次生物技术革命。采用合成生物

学技术，特别是通过医药食品微生物基因组设计与组装、组分合成途径设计与构建等，可将可再生原料转化为重要医药食

品组分、功能性食品添加剂和营养化学品。

本刊本期推出《生物智造与大健康》专栏。该专栏的 4篇文章涉及“脂肪生物合成酶应用”“淀粉生物合成酶设计”“纳

米技术创新”“食品安全风险与减控”等方面，在一定程度上反映了本领域所关心的关键科学技术问题和前沿进展。
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脂肪酶在鱼油加工中应用的研究进展

胡阳，李婉婷，毛相朝
（中国海洋大学 食品科学与工程学院，山东 青岛 266003）

摘 要：富含ω⁃3多不饱和脂肪酸（ω⁃3PUFA）的功能性脂质因其在大脑功能和视力发展等方面具有特殊的

营养和生理功效，被广泛应用在食品和药品等领域。鱼油是ω⁃3PUFA的主要来源。脂肪酶因其具有高催化

活性及催化特异选择性而被广泛应用于选择性制备不同结构的功能脂质、改善天然脂质的结构及提供特殊

的生理活性。本文综述了酶催化技术在鱼油加工过程中应用的研究进展，分析了酶法制备ω⁃3PUFA乙酯、

ω⁃3PUFA⁃2⁃单酰甘油、富含ω⁃3PUFA的特定结构三酰甘油和磷脂的优越性，讨论了酶催化酯化、酯交换和水

解反应在生产各种富含ω⁃3PUFA的功能性脂质过程中的溶剂组成和反应条件等主要影响因素。最后，总结

了酶催化技术在用鱼油加工制备功能性脂质过程中存在的主要挑战，并提出进一步研究的重点方向。
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0 引言

随着人们健康管理意识的提高，近些年对补充

营养品的需求呈指数增加，其中，对ω⁃3多不饱和

脂肪酸（polyunsaturated fatty acid，PUFA）的需求尤

为显著。ω⁃3PUFA是末端双键出现在甲基端第三

号碳（n⁃3）上的多不饱和脂肪酸，具有减少炎症、缓

解抑郁症、预防心血管疾病和阿尔茨海默病及降低

患糖尿病和部分癌症风险的功效［1-2］。此外，

ω⁃3PUFA对孕妇健康及婴儿的神经和视觉发育也

很重要［3］。α⁃亚麻酸（18∶3，n⁃3，α⁃linolenic acid，
ALA）、二十碳五烯酸（20∶5，n⁃3，eicosapentaenoic
acid，EPA）、二 十 二 碳 五 烯 酸（22∶ 5，n⁃3，
docosapentaenoic，DPA）和二十二碳六烯酸（22∶6，
n⁃3，docosahexaenoic acid，DHA）是 ω⁃3PUFA中对

人类健康最具积极作用的 4种脂肪酸，其化学结构

如图 1所示。ALA可通过食用植物种子和植物油

摄入，EPA和DHA则需通过人体代谢由ALA转化

合成，但其转化速率较低。因此，世界卫生组织等

国际权威机构推荐将EPA和DHA作为外源性功能

食品补充剂，成年人适宜的摄入量为250~500 mg/d，
孕妇及哺乳期妇女适宜的摄入量为 300 mg/d［4-5］。
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DHA（22∶6）DPA（22∶5）
图 1 ALA、EPA、DPA、DHA化学结构示意图。

Fig. 1 Schematic diagram of the chemical structures of
ALA, EPA, DPA and DHA

鱼油是一种传统水产品加工过程中的副产

物，通常被制成鱼粉用作鱼饲料。随着 ω⁃3PUFA
营养健康价值的挖掘，鱼油现已成为天然长链

ω⁃3PUFA尤其是 EPA和DHA的主要来源，是一种

极具营养价值的工业产品［6］。由于鱼的种类不

同，EPA和 DHA在鱼总脂质中的含量也不同，其

质量分数通常为 5%~26%。然而，由于饮食习惯、

远离海洋的地理位置及经济限制等，大多数人不

能通过食用鱼肉摄入足够的 ω⁃3PUFA。另外，单

纯依靠食用鱼摄入足够的 ω⁃3PUFA易导致胆固

醇、饱和脂肪酸和一些污染物的过量摄入，这可能

会引起其他健康隐患［7-8］。因此，学者们基于海洋

鱼类的加工副产物——鱼油等开发出了浓缩、精

炼的海洋ω⁃3PUFA营养补充剂。

对海洋鱼类进行提取、分离、精炼之后可以得

到含 ω⁃3PUFA的三酰甘油（triacylglycerol，TAG），

TAG中 EPA和 DHA的质量分数大约分别为 18%

和 12%［9］。为了满足医药和营养产业的需求，通过

分子蒸馏、尿素络合、超临界流体萃取和酶富集等

方法对鱼油进行加工，可以进一步将 ω⁃3PUFA浓

缩富集，使其质量分数提高到 50%~90%［10］。在这

个过程中，TAG中的部分或全部脂肪酸从甘油骨

架上脱离，以游离脂肪酸（free fatty acid，FFA）、脂

肪酸酯或酰基甘油的形式富集。当前，工业化富

集 ω⁃3PUFA最常用的方法是分子蒸馏。首先，

TAG和乙醇在温度为 80~90 ℃下反应生成脂肪酸

乙酯（fatty acid ethyl ester，FAEE），随后，在温度为

140~160 ℃下真空蒸馏得到不同沸点的脂肪酸酯。

但是，分子蒸馏过程存在一些问题，如需要较高的

温度、额外的能量消耗，并可能伴随着高温引起的

ω⁃3PUFA氧化、聚合和降解，以及难以分离 EPA、
DHA和其他分子结构相似的物质等［11］。超临界流

体萃取法虽然可以避免 ω⁃3PUFA氧化、聚合和降

解等现象的发生，但存在设备复杂昂贵、高压操作

及高能耗等问题［12］，难以工业化应用。近年来，鱼

油的酶法改性技术迅速发展，已经成为制备富含

ω⁃3PUFA产品的重要方法之一。与其他方法相

比，酶法改性技术具有反应条件（环境温度和大气

压力）温和、底物特异性强及转化效率高等优点，

是一种“绿色加工”的方法［13］。脂肪酶（lipase）是

一类可以催化水解、醇解、转酯、酯化和酸解等酯

类反应的酶，在食品加工、化学和医药等领域中应

用广泛［14］。不同的脂肪酶展现出不同区域和脂肪

酸的选择性，这一特性可以用于制备特定结构的

功能性酯类、生产新型脂质、制备富含ω⁃3PUFA的

功能性食品等，使其在食品产业中备受关注。此
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外，脂肪酶固定化技术可以进一步改善脂肪酶的

催化活性、稳定性和可操作性，赋予其重复使用

性，使得脂肪酶制剂在大规模制备富含 ω⁃3PUFA
的特定结构脂质方面成为可能［15］。

目 前 ，市 面 上 富 含 ω⁃3PUFA 的 产 品 大 多

以 FAEE的形式存在。然而，研究表明相较于

FAEE，以磷脂（phospholipid，PL）或 TAG形式存在

的ω⁃3PUFA甘油酯的消化效率更高［16-17］。脂肪

酶 能够高效催化合成制备特定结构的三酰甘

油（structured triacylglycerol，STAG），如 ω⁃3PUFA
占据甘 油 骨 架 立 体 特 异 性 编 号（stereospecific
numbering，sn）特定位置的 TAG、仅在甘油骨架 sn⁃2
位置存在ω⁃3PUFA的2⁃单酰甘油（2⁃monoacylglycerol，
2⁃MAG）和甘油骨架所有位置均结合 ω⁃3PUFA的

TAG。磷脂酶能够催化ω⁃3PUFA取代磷脂酰胆碱

甘油骨架 sn⁃1和 sn⁃2位基团的反应，制备富含

ω⁃3PUFA的特定结构 PL，进一步提升大脑等部位

对 ω⁃3PUFA的利用率［18］。相较于其他方法，基于

酶催化反应的生物催化技术已经成为生产富含

ω⁃3PUFA 的 TAG 及在特定位置含 ω⁃3PUFA 的

STAG和 PL的有效方法。因此，本文综述了目前

酶催化技术在鱼油加工中应用的研究进展，阐明

了用脂肪酶等将鱼油转化为 FAEE、2⁃MAG、STAG
和 PL等具有特定健康促进作用的脂类衍生物的

生物转化过程，重点评述了酶催化技术在特定结

构酯类合成过程中的角色。最后，探讨了酶催化

技术在当前鱼油加工应用中所面临的关键挑战、

未来应用前景和发展方向。

1 ω‑3多不饱和脂肪酸乙酯的合成

脂肪酸乙酯（FAEE）是最为常见的商品化

ω⁃3PUFA产品，也是合成其他特定结构脂质的中

间体［19-20］。脂肪酶能够以乙醇作为酰基受体将在

鱼油中提取的 TAG转化为ω⁃3多不饱和脂肪酸乙

酯（ω⁃3 polyunsaturated fatty acid ethyl ester，
ω⁃3PUFA⁃EE）。图 2为酶催化 TAG醇解反应制备

ω⁃3PUFA⁃EE的示意图，在这个过程中，TAG依次

被醇解为二酰甘油（diacylglycerol，DAG）、MAG及

甘油，同时释放 FAEE。YOON等［21］利用普通变形

杆菌（Proteus vulgaris）的脂肪酶（lipase K80）催化

鲱鱼油进行醇解反应，在水的质量分数为 20%的体

系中可以转化合成质量分数为82%的ω⁃3PUFA⁃EE。
水含量是影响酶催化制备 ω⁃3PUFA⁃EE的重要因

素之一。在不含水的体系中，游离脂肪酶 K80仅
能催化转化少量的 ω⁃3PUFA⁃EE。当脂肪酶 K80
被固定在疏水性树脂颗粒上时，所形成的固定化

脂肪酶 K80（ImmK80）则能够直接在无水的体系

中，通过一步添加乙醇，反应转化合成质量分数高

达 86% 的 ω⁃3PUFA⁃EE［22］。固定化过程可以改善

脂肪酶的稳定性和催化性能，提高脂肪酶对乙醇

的耐受性，简化脂肪酶转化过程，提高其转化效

率。此外，分批补加乙醇，控制体系中乙醇浓度能

有效避免乙醇引起酶的不可逆失活，这是提高酶

催化转化效率的有效方式［23］。
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H2C-O-C-R3

O
O
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甘油骨架 ω⁃3PUFAR1 R2 R3脂肪酶

图 2 酶催化 TAG醇解反应制备ω⁃3PUFA⁃EE的示意图

Fig.2 Schematic illustrating the enzymatic transesterification
reaction of a triglyceride with ethanol as acyl acceptor

(ethanolysis) to produce ω⁃3PUFA⁃EE
除了上述的一步醇解过程，脂肪酶催化 TAG

转化为 FAEE的反应也可以分两步进行，即先催化

TAG水解得到 FFA，FFA和乙醇在脂肪酶的作用

下酯化生成相应的 FAEE。AGUILERA⁃OVIEDO
等［24］对比了采用商品化固定化脂肪酶 Novozym
435一步醇解和两步催化安康鱼肝油两种方法制

备 ω⁃3PUFA⁃EE的效果，发现 Novozym 435一步醇

解鱼油制备 ω⁃3PUFA⁃EE的产率为 63%；相同的

酶，采用先水解再酯化两步催化的方法可将

ω⁃3PUFA⁃EE的产率提高到 85%。利用不同来源

脂肪酶对底物选择性不同的特性，两步催化法

可以制备富含特定脂肪酸的 ω⁃3PUFA⁃EE。如

YAN等［25］先用脂肪酶 NS81006醇解鱼油，将 TAG
中大部分脂肪酸转化为 FAEE，超过 80% 的 DHA
以甘油酯的形式保留下来；分离之后，再利用
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Novozym 435 把剩余的脂肪酸甘油酯（主要成

分为 DHA甘油酯）催化转化为 FAEE，从而使二

十 二 碳 六 烯 酸 乙 酯（docosahexaenoic acid ethyl
esters，DHA⁃EE）的最终转化率达到 80%~100%。

相较于一步醇解，两步酶催化醇解方法可以将

乙 酯 中 ω⁃3PUFA 的 质 量 分 数 从 34% 提 高 至

41%。类似的，CASAS⁃GODOY等［26］采用解脂耶

氏酵母（Yarrowialipolytica）中的脂肪酶（YLL2）、

疏棉状嗜热丝孢菌（Thermomyceslanuginosus）中

的脂肪酶（YLL）、皱褶假丝酵母（Candida rugosa）

中 的 脂 肪 酶（CRL1、CRL3 和 CRL4）水 解

ω⁃3PUFA⁃EE，相较于 CRL1、CRL3和 CRL4，YLL
和YLL2对DHA表现出更好的鉴别能力。用YLL2
处理 FAEE混合物纯化，可以得到最高质量分数分

别为 90%和 77%的ω⁃3PUFA⁃EE和DHA⁃EE。
脂肪酶的固定化不仅可以提高脂肪酶的稳

定性，增强其对乙醇的耐受性及降低其使用成本，

还能通过载体的性质改变脂肪酶催化的选择性。

MORENO⁃PÉREZ等［27］选取了阴离子载体（Duolite
A568）和 两 种 疏 水 载 体（Lewatit VPOC1600、
Sepabeads C18），分别通过离子吸附和物理吸附固

定化南极洲假丝酵母脂肪酶 B（Candida antarctica
lipase B，CALB）、棉 毛 嗜 热 丝 孢 菌 脂 肪 酶

（Thermomyces lanuginose lipase，TLL）和米黑根毛

霉脂肪酶（Rhizomucor miehei lipase，RML），用于催

化沙丁鱼油醇解。相较于阴离子载体，疏水载体

固定化脂肪酶表现出更好的稳定性、催化活性和

选择性。基于疏水载体 Sepabeads C18的固定化

脂肪酶对 EPA和DHA表现出良好的选择性，在最

终形成的乙酯混合物中，EPA⁃EE与DHA⁃EE的比

值高达 29.0。此外，固定化脂肪酶载体的改性能

够进一步改善固定化脂肪酶的性能。如采用聚乙

二醇（polyethylene glycol，PEG）修饰聚氨酯纳米载

体可以改善固定化TLL对 pH和温度的耐受性及对

底物的选择性［28］。采用 PEG 6000修饰聚氨酯，可

以使载体固定化的脂肪酶在 28 ℃下催化沙丁鱼油

醇解，得到的EPA⁃EE与DHA⁃EE的比值高达 31.8。
类似的，采用聚乙烯亚胺（polyethyleneimine，PEI）
修饰载体能够为固定化脂肪酶提供一个相对疏水

的环境，从而引起脂肪酶的超活化行为，在稳定酶

构象的同时提升脂肪酶的活性［29］。采用质量分数

为 20% 的 PEI进行修饰即可引起脂肪酶的超活

化，使 EPA⁃EE或 DHA⁃EE的产量提升至少 4倍，

EPA⁃EE与DHA⁃EE的比值可达到 45.8。固定化酶

易分离且具有一定机械强度的特性使其可以构建

填充床生物反应器。KUO等［30］以商品化固定化酶

Novozym 435作为催化剂建立了超声辅助的填充床

生物反应器，当反应液流速为 1.0 mL/min、DHA和

EPA浓度共为100 mmol/L时，实现了99%的转化率。

利用脂肪酶催化醇解反应制备 ω⁃3PUFA⁃EE
所使用的溶剂也是影响催化效率的一个主要因

素。除了常用的环己烷和叔戊醇等有机溶剂，构

建绿色替代溶剂和无溶剂的催化体系是酶法制备

ω⁃3PUFA⁃EE 的 一 个 重 要 发 展 方 向 。 如

MORENO⁃PEREZ等［31］构建了无溶剂反应体系催

化沙丁鱼油的醇解，避免了有机溶剂的使用。另

一个思路则是利用超临界 CO2等绿色替代溶剂。

超临界CO2流体能够加速反应物间的传质过程，从

而加快反应速度。此外，通过合理的试验设计，基

于超临界 CO2流体的催化体系可以避免高浓度乙

醇对脂肪酶催化活性的抑制，最终使 FAEE的转化

率达到 86%［32］。

2 富含ω‑3PUFA的 2‑单酰甘油的合成

根 据 脂 肪 酸 的 立 体 特 异 位 置 ，单 酰 甘 油

（monoacylglycerol，MAG）可以分为 1⁃单酰甘油、

3⁃单酰甘油（脂肪酸占据甘油骨架外侧碳）和 2⁃单
酰甘油（脂肪酸占据甘油骨架中间碳），其结构如

图 3［33］所示。脂肪酸在MAG甘油骨架上所处的位

置显著影响人体吸收消化脂肪酸的过程。在天然

鱼油中，ω⁃3PUFA大多分布在甘油骨架 sn⁃2位［34］。

2⁃MAG更易形成胶束，不和钙、镁等矿物质皂化的

特性使得 2⁃MAG相较于 1⁃MAG、3⁃MAG更易被吸

收［35］。因此，富含 ω⁃3PUFA的 2⁃MAG往往表现出

极高的营养和医用价值，在食品和营养行业中备受

关注。如 2⁃MAG的参与可调节痛觉、炎症、食欲及

脂质代谢的内源性大麻素的合成和降解［36］。富含

ω⁃3PUFA的 2⁃MAG具有潜在的健康益处，可以预

防高血压，改善免疫系统，以及治疗冠心病和癌症

等［37-38］。基于以上优点，富含 ω⁃3PUFA的 2⁃MAG
在功能食品和药品领域具有广阔的应用前景。
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图 3 不同单酰甘油结构示意图

Fig. 3 Structural illustration of different monoglycerides
利用脂肪酶催化转酯反应制备含ω⁃3PUFA的

2⁃MAG是一种高效、经济及环境友好的方法。转

酯反应是指催化剂催化酯类上的脂肪酸被醇、酸

或其他形式的酯置换，形成新的酯和新的醇、酸或

酯的反应（酯+醇、酸或其他酯→新酯+新醇、新酸

或新酯）。例如，乙醇作为酰基供体置换鱼油甘油

骨架上的脂肪酸的反应是一种典型的转酯反应，

也被称为 TAG的乙醇解反应。具有 sn⁃1，3⁃立体选

择性的脂肪酶能够直接催化 TAG醇解，制备含

ω⁃3PUFA的 2⁃MAG（见图 4）。在具有 sn⁃1，3⁃立体

选择性的 CALB催化沙丁鱼油所生成的产物中，

2⁃MAG的含量是 1⁃MAG的 5.6倍［39］。MUÑÍO等［40］

对比了具有 sn⁃1，3⁃选择性催化活性的固定化脂肪

酶 D（来 源 于 Rhizopus oryzae，固 定 在 Accurel
MP1000上）和 Novozym 435催化鱼肝油和金枪鱼

油醇解制备 2⁃MAG的效果。结果显示：固定化脂

肪酶 D催化生成 2⁃MAG的产率高于 Novozym 435
的产率。在脂肪酶D的催化体系中，由于脂肪酶D
的底物选择性，2⁃MAG的产量在达到平衡后保持

恒定，而在 Novozym 435催化体系中，2⁃MAG的产

量先增高，然后随着时间的延长逐渐下降。商品

化脂肪酶 Lipozyme 435（固定化 CALB）也表现出

sn⁃1，3⁃特异催化活性。在最优的条件下（乙醇与

油的质量比为 3∶1，Lipozyme 435的质量分数为

8%）催化 2 h后，得到 2⁃MAG的质量占比达 27% 的

产品，采用乙腈或正己烷为溶剂经过进一步的低

温结晶可将 ω⁃3PUFA在 2⁃MAG中的质量分数分

别提高到 81.13%和 74.29%［41］。

除了利用乙醇等一元醇作为酰基受体，甘油

等多元醇也被用于甘油解 TAG制备富含ω⁃3PUFA
的 2⁃MAG。甘油作为底物可以避免其他醇酯（如

乙醇酯）的形成，降低后续 2⁃MAG分离纯化的难

度。SOLAESAÁ等［42］以甘油作为酰基供体制备

2⁃MAG，当沙丁鱼油与甘油摩尔比增加到 3∶1时，

Lipozyme 435催化鱼油水解产物中 2⁃MAG的质量

分数高达 67%。在经过两步分子蒸馏之后，最终

产品中 2⁃MAG的纯度可进一步提高至 91%。此

外，脂肪酶也可催化 ω⁃3PUFA⁃EE进行甘油解，将

ω⁃3PUFA⁃EE转化为更易吸收的ω⁃3多不饱和脂肪

酸⁃2⁃单酰甘油（ω⁃3 polyunsaturated fatty acid ⁃ 2 ⁃
monoacylglycerol，ω⁃3PUFA⁃2⁃MAG）。如 Novozym
435可以将 ω⁃3PUFA⁃EE骨架上的 ω⁃3PUFA转移

到甘油骨架中，得到 EPA和DHA质量分数分别为

5.5% 和 74.6% 的 2⁃MAG混合物［43］。不同的脂肪

酶 催 化 DHA⁃EE 甘 油 解 的 活 性 不 同 ，固 定 化

CALB，在 37 ℃下需 4 h才能转化合成质量分数为

90%的二十二碳六烯酸单酰甘油（docosahexaenoic
acid⁃monoacylglycerol，DHA⁃MAG），而在相同的温

度下，固定化 RML仅需 15 min即可转化合成质量

分数为 98%的DHA⁃MAG［44］。

图 4 sn⁃1,3⁃立体选择性脂肪酶催化 TAG醇解

制备 2⁃MAG示意图

Fig. 4 Schematic illustrating the enzymatic ethanolysis
reaction of a triglyceride to synthesize 2⁃monoglyceride

using a sn⁃1,3⁃regioselective lipase
在脂肪酶催化醇解制备 2⁃MAG的过程中，酰

基在甘油骨架上不可控地从一个位置转移到另外

一个位置可能导致 1⁃MAG的生成。酰基转移现象

有利于提高 TAG的醇解程度，但同时也会引起产

品纯度的降低。目前还没有方法可以完全抑制酰

基转移的发生，但优化酶催化反应条件可以有效

降低酰基转移反应速率。其中，温度是影响酰基

转移反应速率的重要参数之一。相较于持续较高

温度的处理方法，脂肪酶在高温催化一段时间后，

将体系温度维持在较低水平的处理方法能够显著

抑制酰基转移的发生［45］。另外，反应溶剂的极性

也是影响酰基转移反应速率的一个重要参数。非

极性溶剂的使用往往使脂肪酶催化 TAG醇解中的

酰基转移过程以较快的速度进行［46］。因此，乙醇
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作为 TAG醇解反应中的酰基受体，近年来被用作

反应介质以构建无溶剂催化体系，抑制非必要酰

基转移反应的发生［47-48］。相较于其他溶剂，超临

界 CO2作为反应溶剂则可以提高脂肪酶醇解鱼油

合成MAG的速率［49］。

在反应体系中，水含量是影响脂肪酶催化效

率的重要因素之一。水分子可以和脂肪酶上部分

基团的羧基和巯基结合，引起脂肪酶构象的改变，

从而影响其催化性能［50］。在水含量适宜时，脂肪

酶中芳香族氨基酸残基的翻动能够使亲脂性底物

更容易达到催化活性位点，从而加速 ω⁃3PUFA和

醇类的进一步反应［51］。LIU等［52］将解脂耶氏酵母

脂肪酶（Yarrowialipolytica lipase，LIP2）固定化在氨

基化 SiO2⁃Fe3O4壳核粒子上，构建了反胶束催化体

系。反胶束催化体系的形成使水相中 LIP2的活性

中心朝向有机疏水相，引起 LIP2的界面现象。因

此，在反胶束催化体系中，固定化 LIP2的催化活性

可提升至 382%。值得注意的是，在制备 2⁃MAG的

催化体系中，水含量过高可能会导致酯类水解的

副反应，从而使产品中的 ω⁃3PUFA以 FFA的形式

存在，降低了 2⁃MAG的回收率。 PAWONGRAT
等［53］发现在脂肪酶 AK催化金枪鱼油甘油解制备

2⁃MAG的体系中，当水的质量分数为 4% 时，产物

中 2⁃MAG 的产率为 24.6%，2⁃MAG 中 ω⁃3PUFA
（主要为 EPA和DHA）的质量分数高达 56.0%。进

一步研究发现，当在催化体系中不添加水且把固定

化脂肪酶AK进行不同程度的脱水处理时，固定化

脂肪酶AK催化金枪鱼油甘油解的活性随着剩余水

含量的减少而降低［54］。因此，水含量也是脂肪酶催

化鱼油制备 2⁃MAG的重要因素，适当的水含量有

利于提高酶的活性，提高产物中 2⁃MAG的含量。

3 结构三酰甘油的合成

结 构 三 酰 甘 油（structured triacylglycerol，
STAG）通常是指甘油骨架上不同位置分布有特定

脂肪酸的 TAG［55］。脂肪酸在 TAG甘油骨架所处位

置的不同使其具有不同的生理功效和吸收性能。

如短链脂肪酸（< C8）和中链脂肪酸（C8~C12）体积

小、溶解度大，可以直接通过门静脉运输，因此中

短链脂肪酸占据甘油骨架外侧位置的 TAG表现出

更好的吸收利用率［56］。STAG的生物合成对于广

泛开发功能性脂质具有重要意义。脂肪酶相较于

其他化学催化剂，在修饰合成 STAG的过程中具有

许多优点，如避免使用极端 pH和温度，防止天然

全顺式脂肪酸中双键的迁移等［57］。

STAG的定向合成可以生产 ω⁃3PUFA含量更

高的 STAG，获得更为优质的 TAG产品，如纯度和

产量更高的ω⁃3PUFA产品（见图 5）。通过一定的

合成途径，脂肪酶可以催化合成DHA占据甘油骨

架所有 sn位置的 STAG，从而最大限度地富集产品

中的 DHA。MORENO⁃PEREZ等［19］利用固定化脂

肪酶催化 FAEE和甘油酯转酯反应富集 DHA，这
是一个复杂的酶催化过程，受到脂肪酶的种类、载

体的性质和温度的影响。当 CALB固定化在疏水

性 载 体 C18⁃Sepabeads 上 时 ，DHA 三 酰 甘 油 酯

（docosahexaenoyl triacylglycerol）的产率可达 80%

以上。ZHANG等［34］构建了两步反应酶法制备富

含 EPA和 DHA的 STAG。第一步，将商品化脂肪

酶 AY“Amano”400SD用于选择性水解鱼油中的

饱和脂肪酸，鱼油中 EPA和 DHA的质量分数从

19.30% 和 13.09% 分别提升至 25.95% 和 22.06%；

第二步，将用Novozym 435催化第一步得到的产物

和源自鱼油的、富含 EPA和 DHA的 FAEE进行转

酯反应，产物中多不饱和脂肪酸 TAG的质量分数

可达 97.62%，进一步富集 EPA和 DHA。此外，在

第二步中，其他来源的 ω⁃3PUFA也可以用于制备

STAG，从而降低整体生产成本，提高产品品质。

类似的，两步法也被用于制备高价值的 STAG［58］。

固定化脂肪酶填充床反应器的使用可以进一步提

高两步法酶催化的效率［59］。

酶催化技术的发展促进了针对人体健康和婴

儿吸收设计功能性产品的开发，如具有特殊结构、

功 能 的 STAG，特 别 是 含 有 EPA 和 DHA 的

STAG［60］。ω⁃3PUFA占据甘油骨架 sn⁃1或（和）sn⁃3
位、饱和中链脂肪酸占据 sn⁃2位的 STAG（见图 5），

由于其和人乳 TAG结构功能类似而备受关注。

LIU等［61］利用商品化脂肪酶，即 Novozym 435和

Lipozyme RM IM，通过两步催化合成了 ω⁃3PUFA
占据甘油 sn⁃1或（和）sn⁃3位、棕榈酸占据 sn⁃2位的

STAG，最终产品中棕榈酸、DHA和 DPA的质量分
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数分别为 51.60%、30.10% 和 5.30%。这种 STAG
可以提供人乳中的主要脂肪酸（棕榈酸），同时提

供幼儿发育所需的DPA、DHA等重要脂肪酸，可以

作为功能性成分用于配制商业婴儿配方奶粉。利

用 TLL催化棕榈酸和鱼油进行内酯化反应，最终

获得EPA、DHA和花生四烯酸占据 sn⁃1或（和）sn⁃3
位 、sn⁃2 位 棕 榈 酸 质 量 分 数 高 达 75.98% 的

STAG［62］。固定化脂肪酶 Lipozyme RM IM具有立

体选择性及中长链脂肪酸底物选择性，在合成

STAG的过程中表现出优异的催化活性。在最优

的条件下（Lipozyme RM IM的质量分数为 7.00%，

TAG与油酸摩尔比为 1∶3，温度为 65 ℃），利用

Lipozyme RM IM在无溶剂反应体系中催化 TAG和

油酸酸解，可以将 TAG sn⁃1和 sn⁃3位中多不饱和

脂肪酸的总质量分数从 70.20% 提高到 90.90%，将

油 酸 的 质 量 分 数 从 24.49% 降 低 至 6.95%［63］。

Lipozyme RM IM的稳定性使该固定化脂肪酶在使

用 16次后仍无活性损失。酶法制备甘油 sn⁃1和
sn⁃3位富含ω⁃3PUFA、sn⁃2位含有中长链脂肪酸的

STAG已在功能食品领域表现出良好的应用潜力。

（a）所有 sn位均为EPA/DHA的三酰甘油

（b）sn-1和 sn-3位为EPA/DHA的三酰甘油

（c）sn-2位为EPA/DHA的三酰甘油

图 5 不同特定结构三酰甘油的结构示意图

Fig. 5 Schematic representation of the structure of
triacylglycerol with different specific structures

在天然鱼油 TAG中，ω⁃3PUFA通常占据甘油

sn⁃2位置。酶催化制备中短链脂肪酸占据甘油

sn⁃1或（和）sn⁃3位、ω⁃3PUFA占据甘油 sn⁃2位的

STAG 是 提 高 TAG 吸 收 率 的 有 效 途 径 。 如

SCHMID等［64］利用具有 sn⁃1，3⁃区域选择性的脂肪

酶首先催化鱼油中 TAG水解，制备 2⁃棕榈酸单甘

油酯（2⁃monopalmitin，2⁃MP），随后催化 2⁃MP和油

酸酯化，形成 1，3⁃油酰⁃2⁃棕榈酰甘油酯。HAMAM
等［65］则利用连续填充塔固定化Lipozyme IM催化鱼

油和癸酸高效制备 STAG。值得注意的是，脂肪酸

存在的形式是酶催化制备 STAG的重要影响因素。

对于用海洋源含ω⁃3PUFA的 TAG（EPA和DHA的

总质量分数高达 60%）制备 STAG的酶催化反应，以

游离ω⁃3PUFA和ω⁃3PUFA⁃EE作为酰基供体时，合

成 STAG的酶催化反应速率并没有显著差异。然

而，以游离ω⁃3PUFA作为酰基供体时，体系中酰基

迁移速率是以ω⁃3PUFA⁃EE为酰基供体时的 5倍，

因此使用游离ω⁃3PUFA作为酰基供体导致产品中

目标特定 STAG的含量较低［66］。近期研究结果表

明，在利用 Lipozyme 435和Lipozyme RM IM催化制

备 STAG的过程中，以 ω⁃3PUFA⁃EE作为酰基供体

制备 STAG的速率更高［67］。因此，ω⁃3PUFA⁃EE可

能更适宜作为底物用以制备 STAG。
类似于 2⁃MAG酶的催化制备过程，酰基迁移

是影响目标特定 STAG产率的重要因素。影响酰

基迁移过程的因素有许多，脂肪酶的种类是影响

因素之一。sn⁃1，3⁃选择性较低的脂肪酶催化制备

STAG时往往需要更长的反应时间，从而导致酰基

迁移［68］。对于固定化脂肪酶催化制备 STAG的过

程而言，载体的表面性质能够促进酰基迁移。研

究表明，当固定化酶载体为亲水性载体时，固定化

酶载体往往会为酶提供酸性或者碱性的微环境，

从而促进脂肪酶催化制备 STAG过程中酰基的转

移［69］。酰基转移过程是一个热力学过程，在实际

反应中很难完全停止。将酶催化反应的温度控制

在一个相对较低的水平可以有效抑制酰基转

移［45］。另外，在酶催化体系中，酶添加量和水含量

也是影响酰基转移的重要因素。CHENB等［66］发

现水的质量分数为 3.0%，酶的质量分数为 6.0%

时，制备 STAG时的酰基转移率最低，约为 2.6%。

4 磷脂的合成

磷脂（PL）是一种具有两亲特性的极性酯类，
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通常由亲酯性脂肪酸和亲水性磷酸组成［70］，这种

两亲特性使 PL在水中的溶解度更高，通常表现出

更高的代谢效率和营养价值［71］。PL是细胞膜的

重要组成部分，最新研究表明，PL不仅为细胞膜提

供结构支撑，还在代谢过程中起到信号化合物的

作用［72］。此外，基于 PL构建的脂质体是递送药物

的理想载体，PL已经在食品、日化和医药等领域中

获得广泛应用，且特定结构 PL已经成为当前的热

点研究对象［73-74］。

海洋 ω⁃3磷脂（ω⁃3PL）因其 EPA和 DHA含量

较高，是当前 PL的主要来源，对大脑健康有着重要

作用，大多从南极磷虾等海洋生物中提取获得［75］。

然而，不同极性基团和脂肪酸组成的磷脂通常展

现出不同的健康促进效率［76］。特异性酶催化水

解、转酯和转磷脂酰等反应是制备 ω⁃3PUFA占据

甘油骨架 sn⁃1或（和）sn⁃2位的特定结构 PL，并改

善其理化和营养性质的有效方法［77-78］。根据酶作

用位点的不同，常用于制备特定结构 PL的酶主要

包括特异性 1，3⁃脂肪酶、磷脂酶 A1（phospholipase
A1，PLA1）、磷脂酶 A2（phospholipase A2，PLA2）和

磷脂酶D（phospholipase D，PLD）［79］。图 6为相应脂

肪酶和磷脂酶催化磷脂作用位点示意图。

图 6 脂肪酶、磷脂酶A1、磷脂酶A2、磷脂酶C和

磷脂酶D催化位点示意图

Fig. 6 Schematic representation of catalytic sites of lipase,
phospholipase A1 (PLA1), phospholipase A2 (PLA2),
phospholipase C (PLC) and phospholipase D (PLD)
PLA1和特异性 1，3⁃脂肪酶能够催化 PL甘油

骨架 sn⁃1位脂肪酸的转酯和水解过程，从而制备

出 sn⁃1位特定组成的特定结构 PL。MARSAOUI
等［80］利 用 固 定 化 RML 催 化 大 豆 卵 磷 脂 和

EPA⁃EE、DHA⁃EE的转酯反应，将 EPA和 DHA整

合在 PL上，在优化后的条件下，固定化 RML催化

反应 24 h后，合成 PL中EPA和DHA的整合率高达

45.7%。PL极性头部增强其水溶性，同时也使 PL

与脂肪酶的亲和性降低，从而影响脂肪酶催化特

定结构 PL的转化速率。如RML在催化EPA、DHA
与磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）、磷脂酰乙

醇胺（phosphatidylethanolamine，PE）、磷脂酰肌醇

（phosphatidylinositol，PI）和 磷 脂 酰 丝 氨 酸

（phosphatidylserine，PS）酸解反应时表现出不同的

催化活性，RML转化 PC时活性最高，其后依次为

PI、PE和PS［81］。PLA1被用于在无溶剂体系中催化

PC与DHA⁃EE和EPA⁃EE混合物进行转酯反应，制

备富含DHA和EPA的特定结构PC，在 55 ℃下反应

24 h后，DHA和 EPA的最大整合率达到 30.7%［82］。

ZHAO等［83］进一步优化了水含量、温度和酶用量等

参数，将固定化 PLA1催化 PC与DHA和EPA反应，

使制备富含 ω⁃3PUFA的特定结构 PC的产率提高

到 57.4%。新型纳米载体（如 SiO2/阳离子聚合物

纳米复合物）的使用能够有效提高 PLA1的固定化

载量和活性，从而进一步提高富含DHA和 EPA的

特定结构 PC的产量，同时降低副产物的产量［84］。

尽管固定化 PLA1表现出对环境改变的耐受性和

重复使用性，但因固定化 PLA1的微环境与游离

PLA1的不同，故水含量对其催化反应的影响较为

显著。降低固定化 PLA1催化的水解反应，同时提

高酶催化转酯反应的活性，目前仍然是一个挑战。

除了 sn⁃1，3⁃特异性的脂肪酶，能够特异性识

别甘油 sn⁃2位脂肪酸并催化其转酯的脂肪酶鲜有

报道［85］。猪胰腺 PLA2是制备 sn⁃2位为 ω⁃3PUFA
的特定结构 PL最常用的酶［86］。然而，猪胰腺

PLA2在 Ca2+存在且水活度大于 0.2时才有催化活

性。在催化过程中，甲酰胺可以作为 PLA2的活化

剂，以改善 PLA2催化制备富含 DHA的结构 PL的
活性［87］。值得注意的是，为了避免后续水解反应

的发生，需要将甲酰胺在合成反应的初始阶段从

体系中分离出来，从而提高结构 PL的产率。此

外，将猪胰腺 PLA2基因导入工程菌株中，利用微

生物表达 PLA2进行 1⁃酰基⁃2⁃DHA⁃PS的合成，可

以解决动物器官来源猪胰腺 PLA2的安全、质量和

成本等方面的问题，在大规模应用中具有极好的

应用前景［88］。

亲水头部基团不同的磷脂往往表现出不同的

生理功能。PS含有一个丝氨酸亲水头部基团和两

条疏水脂肪酸链，是细胞膜中重要的功能组分，对

大脑神经系统和视网膜功能的正常发挥至关重
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要，在功能性食品和医药应用中具有较高价

值［89-90］。PLD可以催化磷脂酰基转移反应，使 PC
的亲水胆碱基团转换为糖基、萜烯基和乙胺醇基

等衍生物，合成新型 PL［91-92］。例如，SONG等［93］利

用 PLD催化制备磷脂酰葡萄糖，通过优化有机溶

剂、水含量、底物比例、pH和温度等因素，提高了

磷脂酰葡萄糖产率。在最优条件下，经过 PLD催

化反应 1.5 h后，磷脂酰葡萄糖的产率达到 95% 以

上。MAO等［94］克隆并表达了用新型 PLDa2催化

DHA⁃PC，并将其转化为DHA⁃PS，转化率接近100%。

5 结论与展望

在过去的数十年中，随着蓝色经济的发展和

对 ω⁃3PUFA产品需求的增加，海洋来源的副产物

被开发，用来制备富含 DHA和 EPA的产品，预计

在不久的将来会成为功能食品发展的新趋势。鱼

油是富含 EPA和DHA等的ω⁃3PUFA的主要来源，

鱼油的改性加工是获得具有营养价值、生物活性

得到改善的结构脂类的主要手段。目前，以 FFA
和乙酯形式存在的ω⁃3PUFA产品可以通过物理和

化学方法制备，但其稳定性差，生物利用率低，并

非人体理想的ω⁃3PUFA补充剂。随着对酶作用机

制了解的日益深入，海洋来源酶挖掘和异源表达

的发展，以及提高反应效率、制备特定结构功能性

脂质需求的不断增加，基于脂肪酶和磷脂酶的酶

加工技术逐渐成为ω⁃3PUFA甘油酯等功能性结构

脂质制备的重要方法。如前文所述，酶催化的酯

化、转酯和水解等反应已被应用于选择性制备富

含 ω⁃3PUFA的 FAEE、2⁃MAG、STAG和 PL等更稳

定、更具生物可利用性的功能性脂质产品。

然而，利用酶法制备功能性脂质的技术仍处

于发展的早中期阶段，酶制剂的价格仍然较为昂

贵，催化过程仍需高温、有机溶剂等不利于生产营

养产物的条件。发掘具有优越催化活性、选择性

的酶制剂，开发新型反应体系，优化合理反应工艺

仍是实现特定结构ω⁃3PUFA脂质生物合成的主要

努力方向。首先，结合海洋微生物资源，进一步开

发新型脂肪酶和磷脂酶，解析其结构和催化机制，

通过蛋白质工程、定向进化等先进生物技术改善

酶的催化活性、稳定性和选择性，是丰富可用于功

能性脂质加工工具酶的重要途径。其次，深入探

索固定化酶技术，开发金属有机框架、石墨烯和纳

米粒子等新型固定化载体，研究定向固定、多酶级

联、自组装等固定化酶策略，稳定酶的结构，改善

酶对底物的选择性及对环境变化的耐受性，赋予

酶重复使用性，降低酶法加工的操作成本，从而实

现海洋ω⁃3PUFA脂质的大规模、持续制备。最后，

探索现有商用酶的最佳反应体系，构建适合不同

脂肪酶、磷脂酶的无溶剂体系，建立 Pickering乳液

等多相催化体系，开发离子液体、超临界流体等新

型反应溶剂，筛选适合金属离子等的酶激活剂，从

而提高反应效率，降低设备成本，实现功能性脂质

的高效合成。

随着生物学、化学、物理学、材料科学、计算机

科学及工程学等交叉学科的协作发展，基于高效、

高选择性脂肪酶的酶加工技术逐渐成为合成高价

值功能脂类的重要方法。这种绿色、高效、可持续的

功能性海洋ω⁃3PUFA脂质加工技术将是高质量食

品和人类健康领域的重要发展方向，将在不久的未

来成为ω⁃3PUFA产品生产的普遍方法。
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Advances in the application of lipase in fish oil processing
HU Yang, LI Wanting, MAO Xiangzhao

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: Functional lipids rich in ω⁃3 polyunsaturated fatty acids (ω⁃3PUFA) are widely used in food and
medicine because of their special nutritional and physiological effects in brain function and vision development.
Fish oil is the main source of ω⁃3PUFA. Lipases have been used as unique enzymatic tools to selectively prepare
functional lipids, improve the structure of natural lipids and provide specific bioactivities, due to their efficient
catalysis and selectivity. In this review, recent research progress on lipase catalysis used for fish oil processing
was presented and discussed, analyzing the superiority of enzymatic catalysis in the production of
health⁃promoting lipids enriched in ω⁃3PUFA in the formation of ethyl esters, 2⁃monoacylglycerols, structured
triglycerides and structured phospholipids. The main factors, e.g., solvent composition and reaction conditions,
on the esterification, transesterification and hydrolysis reactions catalyzed by lipase was also discussed in the
production of ω⁃3PUFA⁃rich lipids. Finally, the main challenges in the application of enzymatic catalysis
technique in the production of functional lipids from fish oil were summarized, and the crucial directions for
future research in this field was proposed.
Key words: enzymatic catalytic technique; lipase; fish oil; omega⁃3 polyunsaturatedfatty acid; functional lipid
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