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摘要　从假单胞菌ＰｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａａｎｔｉｔｕｍｏｒａｌｉｓＨＵＰ００７基因组中克隆了一个１０４１ｂｐ的酯酶基因
ＥｓｔＰ８，编码的蛋白具有３７７个氨基酸残基。在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中实现酯酶 ＥｓｔＰ８的高效异源
表达和纯化。ＥｓｔＰ８为脂肪酶家族Ⅳ中的一员，具有 ＨＧＧＧ保守序列。ＥｓｔＰ８最适底物为对硝基
苯酚乙酸酯（ｐＮＰＯ），最适温度和 ｐＨ分别为５０℃和８．０。ＥｓｔＰ８催化 ｐＮＰＯ水解反应的活性、
Ｖｍａｘ和Ｋｍ分别达到１０５．１９Ｕ／ｍｇ、８９．４μＭ／ｍｉｎ、１．１４４ｍＭ。ＥｓｔＰ８在ｐＨ７．０～８．０范围内具有良好
的ｐＨ稳定性；在４℃时，酯酶相对活力为４１．７８％，在１０～４０℃内具有很好温度稳定性。ＥｓｔＰ８对
大部分金属离子有很好的耐受性，低浓度的 Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋对该酶的活性有激活作用。辛烷、
庚烷、甲苯、丙酮、ＤＭＦ等有机溶剂对ＥｓｔＰ８的活性同样具有激活作用。酯酶ＥｓｔＰ８还可以通过水
解拆分高效地制备手性（Ｒ）１苯基乙醇；添加有机溶剂可以很好地促进该酯酶的光学选择性和产
率，在共溶剂甲苯的存在下，所制备的（Ｒ）１苯基乙醇的 ｅ．ｅ．和产率可达９１％和１８％；在共溶剂
ＤＭＳＯ的存在下，所制备的（Ｓ）乙酸苏合香酯的 ｅ．ｅ．和产率可达９８％和６０％。酯酶 ＥｓｔＰ８在手
性生物催化等诸多工业领域有很好的应用潜力。
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　　酯酶是一类可以将酯类水解成酸类和醇类的水解

酶。酯酶主要来源于动物的胰脏，高等植物及微生

物［１２］。酯酶属于 α／β折叠水解酶超家族［３］。催化中

心一般由丝氨酸、天冬氨酸和组氨酸组成［４］。丝氨酸

通常位于活性位点基序 ＧＸＳＸＧ中［５６］。微生物酯

酶是一种重要的工业酶，能催化酯的合成、转酯和水解

等反应［７９］，具有反应条件温和、催化活性高、选择性

强、产物易于分离回收等优点，可广泛地应用于食品加

工、精细化工、手性化合物合成以及环境治理等工业

领域［２，４，１０１７］。

　　微生物脂肪酶分为１５个家族，假单胞菌酯酶主要

集中在脂肪酶家族Ⅰ。脂肪酶家族Ⅳ是激素敏感脂肪

酶（ＨＳＬ），与哺乳动物的ＨＳＬ的氨基酸序列相似［１８?１９］。

尽管许多家族Ⅳ的脂肪酶基因被报道，但是对其酶学

性质的报道却很少［２０２１］。

　　含芳香基的光学醇是手性药物合成中重要的手性

中间体。微生物酶法拆分手性醇是获得单一对映体手

性醇的一种重要途径［８，２２］。光学纯α苯乙醇在药物和

精细化工中具有重要的应用价值。例如，光学纯 α苯

乙醇可通过抑制吸收来降低胆固醇水平，光学纯 α苯

乙醇由于具有温和的花香气味还被广泛应用于香料行

业［２３］。为获得具备专一性拆分制备光学纯 α苯乙醇

的酯酶，本研究对ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｎｔｉｔｕｍｏｒａｌｉｓＨＵＰ００７的
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全基因组进行测序，克隆了酯酶 ＥｓｔＰ８的编码基因，并
在大肠杆菌中实现了ＥｓｔＰ８的重组表达，对其酶学性质
和在手性催化中的应用进行了研究，为其工业化应用

奠定了良好的基础。

１　材料与方法

１．１　材　料
１．１．１　菌株、质粒　大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）和载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）均为本实验室保存。
假单胞菌 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｎｔｉｔｕｍｏｒａｌｉｓＨＵＰ００７由本实验
室从中山大学校园土壤样品中筛选获得。

１．１．２　试　剂　主要试剂：限制性内切酶ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ
等购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶和
ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自北京全式金生物科技有限公司；
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；质
粒提取试剂盒购自上海捷瑞生物科技有限公司；Ｎｉ
ＳｅｐｈｒａｏｓｅＴＭ６ＦａｓｔＦｌｏｗ和 ＰＤ１０脱盐柱购自 ＧＥ
ＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公司；乙酸苏合香酯购自上海
阿达玛斯试剂有限公司，产品编号９０９３６Ａ；其他试剂皆
为分析纯。

１．１．３　仪　器　ＰＣＲ仪：美国伯乐 Ｓ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ；摇床：上海世平叠加式摇床 ＰＪＳ２０１２Ｒ；冷冻离
心机：德国ＢｅｃｋｍａｎＡｌｌｅｇｒａＸ３０Ｒ；酶标仪：瑞士 Ｔｅｃａｎ
ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ；高压灭菌锅：日本松下 ＭＬＳ３７８１Ｌ
ＰＣ；超声破碎仪：宁波新芝生物科技股份有限公司
ＳＣＩＥＮＴＺⅡＤ；冷冻干燥机：宁波新芝生物科技股份有
限公司；气相色谱仪：浙江福立分析仪器有限公司；ｐＨ
计：德国ＳａｒｔｏｒｉｕｓＤＢ１０。
１．２　方　法
１．２．１　酯酶ＥｓｔＰ８基因序列分析　利用生物信息学手
段对基因组进行注释，确定酯酶 ＥｓｔＰ８的开放阅读框，
信号肽序列采用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）进行预测，预测氨基酸一致性
分析采用 ＰＳＩＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ）。ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８１ｃ对测序后的基因进行拼接，软件
ＤＮＡＭＡＮ分析同源性，软件 ＭＥＧＡ５构建进化树。酯
酶基因的理论蛋白质分子量及等电点采用ＣｏｍｐｕｔｅｐＩ／
Ｍｗ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）来预测。
１．２．２　酯酶基因的克隆及载体构建　ＥｓｔＰ８成熟肽利
用软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设计引物如下：上游引物：５′
ＣＡＴＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＣＴＧＧＣＧＴＣＧＡＧＣＡＣ３′下游引物：
５′ＣＡＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＴＣＡＡＡＴＧＣＡＣＴＴＴＣＡＧＣＧＣＣＴＣ

３′，下划线部分分别为 ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ酶切位点。以

ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｎｔｉｔｕｍｏｒａｌｉｓＨＵＰ００７的总 ＤＮＡ为模板，
ＰＣＲ扩增成熟酯酶序列。具体过程：９５℃预变性５ｍｉｎ，
９５℃变性３０ｓ，５５～６５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，进行
３２个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物并割
胶回收。ＰＣＲ产物经 ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ双酶切后与载体
ｐＥＴ２８ａ（＋）连接，转化至感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α。
将重组菌涂布到筛选平板，３７℃培养２４ｈ，挑选阳性克
隆，提取质粒并进行序列测序。

１．２．３　酯酶ＥｓｔＢ５的表达和纯化　将测序正确的重组
质粒ｐＥＴ２８（＋）ＥｓｔＰ８转入 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，将
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）涂布到１００ｍｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ平
板，３７℃培养过夜后，挑取单菌落于含卡那霉素 ＬＢ液
体培养基中进行培养。取样测定菌体浓度达到 ＯＤ６００
为０．８左右时，加入０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在２２℃诱导１６～
２０ｈ。４℃离心收集菌体，用预冷的５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ８．０的
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液冲洗菌体并重悬浮，置于冰上超声破
碎，将破碎完的菌体裂解液在４℃下９０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，将 １０ｍｌ上清转移到 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｐＨ７．５的
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液预先平衡的镍柱中，用４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑缓冲溶液冲洗杂蛋白，用３００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑缓冲溶
液洗脱目的蛋白。得到的酶溶液用脱盐柱脱盐。取全

菌体、上清和沉淀用１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ进行凝胶电泳
检测。

１．２．４　酯酶活性测定　酯酶活性测定采用比色法，酶
活力单位定义为每分钟水解 ｐＮＰＯ为１μｍｏｌｐＮＰ所
需要的酶量。蛋白浓度采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定，以牛血清
蛋白为标准蛋白。

１．２．５　酯酶ＥｓｔＰ８的底物特异性　以不同长度酰基的
对硝基苯酚酯（Ｃ２Ｃ１２）为底物，在标准条件下测定
ＥｓｔＰ８最适底物的相对活性，以不加酶的作为对照组。
１．２．６　酯酶ＥｓｔＰ８的最适反应温度及温度稳定性　利
用ｐＮＰ法在１０℃～７０℃之间测定酯酶 ＥｓｔＰ８酶活力，

确定最适温度，以酶活力最高点的相对酶活力为

１００％。将酶溶液于不同温度（１０℃ ～６０℃）处理不同
时间，每隔１５ｍｉｎ测一次酶活，以不处理的酶活力为对
照，设为１００％。
１．２．７　酯酶 ＥｓｔＰ８的最适 ｐＨ及 ｐＨ稳定性　配制不
同ｐＨ（６．０～９．５）缓冲液（其中６．０～８．０为５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ；８．０～９．５为５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ），室温条件下反
应５ｍｉｎ，测定酶活力，以酶活力最高点的相对酶活力为
１００％，确定最适 ｐＨ。将酶溶液置于不同 ｐＨ缓冲液

６３
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中，４℃处理１２ｈ，测定残余酶活力，以不做处理的酶活

力为１００％，探究酯酶ＥｓｔＰ８的ｐＨ稳定性。
１．２．８　金属离子对酶的影响　将终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ、
５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ的金属离子（Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、
Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｋ＋）与适当浓度的 ＥｓｔＰ８混匀，室温处理
１ｈ，在５０℃，ｐＨ８．０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲体系中测定残余酶活
力，处理前的酶活力为１００％。
１．２．９　有机溶剂及表面活性剂对酯酶ＥｓｔＰ８活性的影
响　将不同终浓度的有机溶剂、表面活性剂与适当浓
度的酯酶ＥｓｔＰ８混匀，室温条件下处理３ｈ，在最适条件

下测定酶活力。以未做任何处理的酶活力为１００％。
１．２．１０　酯酶ＥｓｔＰ８水解拆分乙酸苏合香酯　将１０ｍｇ
的粗酶粉和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的底物加入到５００μｌＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ８．０）中，３７℃反应６ｈ，乙酸乙酯１∶１
萃取，无水 Ｎａ２ＳＯ４除水，进行手性气相色谱检测。色
谱条件：进样口、检测口２５０℃（初温 １００℃，１０℃／ｍｉｎ
升温至２５０℃并保留１０ｍｉｎ）。计算转化率（ｃ）和对映
体过量值（ｅ．ｅ．）。在上述体系中加入１０％的有机溶剂
（甲苯、异辛烷、庚烷、正己烷等）同样条件下反应６ｈ，
进行手性气相检测并计算转化率及对映体过量值，考

察有机溶剂对 ＥｓｔＰ８催化乙酸苏合香酯手性拆分的
影响。

２　结果与讨论

２．１　酯酶ＥｓｔＰ８的序列分析
　　酯酶基因ＥｓｔＰ８全长１０４１ｂｐ，编码３３７个氨基酸残
基，ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件分析表明其 Ｇ＋Ｃ含量５９％。
ＥｘＰＡＳｙ分析显示该酯酶含有大小为２２个氨基酸残基
的信号肽。切除信号肽后的酯酶由３１５个氨基酸残基
组成，理论蛋白质分子量为３６．５ｋＤａ，等电点为８．１０。
ＮＣＢＩ比 对 结 果 显 示：ＥｓｔＰ８基 因 序 列 与 来 自
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．２５０Ｊ和Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｓｓｅｌｉｉ的假定α／

β水解酶基因有 ９８％的相似性，与来自 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．ＧＭ６７的假定酯酶有 ９４％相似性，与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｂａｔｕｍｉｃｌ的假定 α／β水解酶具有９４％的相似性，与来
自 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＧＭ５５的假定酯酶、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｌｕｔｅａ的假定 α／β水解酶、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖｉｒｉｄｉｆｌａｖａ的假
定α／β水解酶序列相似性分别为 ９３％、８９％和 ８８％
（图１）。虽然ＥｓｔＰ８与这些序列的相似性很高，但它们
均来自全基因组测序，并没有进行过系统的酶学性质

研究。ＥｓｔＰ８编码区蛋白质序列及结构分析结果表明：
ＥｓｔＰ８属于脂肪酶家族Ⅳ，具有脂肪酶家族Ⅳ特征序列

ＨＧＧＧ［１６，１８］。与所有水解酶类似，ＥｓｔＰ８具有α／β水解

酶折叠结构域，催化中心由Ｓｅｒ１８０、Ａｓｐ２７７、Ｈｉｓ３０７组成，其

中Ｓｅｒ１８０位于脂肪酶特征序列 Ｇｌｙ１７８Ｇｌｎ１７９Ｓｅｒ１８０Ｖａｌ１８１

Ｇｌｙ１８２（ＧＸＳＸＧ）中［２４］，是组氨酸水解酶最保守的区域，

也是水解机制所必需的序列。采用 Ｍｅｇａ５软件的邻接

法对ＥｓｔＰ８进行系统树分析，构建进化树如图２所示。

２．２　酯酶ＥｓｔＰ８的表达纯化

　　成功构建的表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）ＥｓｔＰ８，转入感

受态Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），并实现在 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）

中的高效表达。通过 ＮｉＮＴＡ柱纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ检测

显示单一目的蛋白条带大约为３６．５ｋＤａ（图３），说明

ＥｓｔＰ８与理论大小一致。

２．３　酯酶ＥｓｔＰ８的底物特异性

　　ＥｓｔＰ８对不同长度酰基的对硝基苯酚酯活性如表

１，该酶能催化Ｃ２Ｃ１０链的对硝基苯酚酯，催化短链酯

的活性高于中链和长链酯。ＥｓｔＰ８最佳的作用底物是

对硝基苯酚乙酸酯 Ｃ２（ｐＮＰＯ）。以 ｐＮＰＯ为底物，酯

酶ＥｓｔＰ８的活性达到 １０５．１９Ｕ／ｍｇ，Ｋｍ和 Ｖｍａｘ分别为

１．１４４ｍｍｏｌ／Ｌ、８９．４μＭ／ｍｉｎ。
表１　酯酶ＥｓｔＰ８的底物特异性

Ｔａｂｌｅ１　ＳｕｂｓｔｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＥｓｔＰ８

Ｓｕｂｓｔｒａｔｓ
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｕ／ｍｇ）
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ（％）

ｐＮＰａｃｅｔａｔｅ（Ｃ２） １０５．１９±５．２８ １００

ｐＮＰｂｕｔｙｒａｔｅ（Ｃ４） ４３．１１±３．２３ ４１

ｐＮＰｈｅｘａｎｏａｔｅ（Ｃ６） ３４．２２±１．８１ ３３

ｐＮＰｃａｐｒｙｌａｔｅ（Ｃ８） １６．６７±０．９９ １６

ｐＮＰｄｅｃａｎｏａｔｅ（Ｃ１０） ５．２６±０．３１ ５

２．４　酯酶ＥｓｔＰ８的最适ｐＨ和ｐＨ稳定性

　　ｐＨ对重组酯酶 ＥｓｔＰ８活性的影响见图 ４ａ，在

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲体系中，ＥｓｔＰ８在ｐＨ８．０时活

性最高，ｐＨ值在７．０～９．５之间时 ＥｓｔＰ８有较高的酶活

性。当ｐＨ低于７或高于 ９时，ＥｓｔＰ８活性迅速降低。

ＥｓｔＰ８用不同ｐＨ的缓冲液处理２２ｈ后，ｐＨ在８．０时酶活

性较稳定（图４ｄ），ｐＨ９．０时酶活性残余５０．３５％。而在

过酸或过碱条件下，酶活力丧失则较为明显。

２．５　酯酶ＥｓｔＰ８的最适温度及温度耐受性

　　在最适反应 ｐＨ条件下测得酯酶 ＥｓｔＰ８催化水解

ｐＮＰＯ反应最适温度为 ５０℃（图 ４ｃ），酯酶 ＥｓｔＰ８在

４℃时残余酶活力达４１．７８％，在２０℃酶残余活力达到
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图１　ＥｓｔＰ８全序列比对图

Ｆｉｇ．１　ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＥｓｔＰ８
Ｎｏｔｅ：Ａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｆｉｌｌｅｄｃｉｒｃｌｅｓ（↓）．ＴｈｅｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｈａｒｅａｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆＧｌｙＧｌｎＳｅｒ

ＶａｌＧｌｙ，ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｅｒｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｌｏｃａｔｅｄａｔｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅａｃｔｉｖｅｓｉｔｅ．ＴｈｅａｌｉｇｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅＥｓｔＰ８；ＷＰ＿００８０２０１７３．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．

ＧＭ５５；ＷＰ＿０４００６３４７５．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ＿ｂａｔｕｍｉｃｉ；ＷＰ＿０５７７１５３２６．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ；ＷＰ＿００８０３７８１８．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＧＭ６７；

ＷＰ＿０２８６８９８７４．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ＿ｍｏｓｓｅｌｉｉ；ＷＰ＿０５０７０３６８６．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｓｓｅｌｉｉ；ＡＡＢ８９５３３．１：ＡｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓｆｕｌｇｉｄｕｓＤＳＭ４３０４；

ＡＡＣ３８１５１．１：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｂ１１１；ＡＣＶ５９８７９．１：Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓｓｕｂｓｐ．ＡｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓＤＳＭ４４６
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图２　酯酶ＥｓｔＰ８系统进化树

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｅｓｔｅｒａｓｅｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｗｉｔｈＭＥＧＡｖ５．０ｕｓｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈ

图３　酯酶ＥｓｔＰ８的蛋白表达、纯化

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥｓｔＰ８
１：ＰｒｏｔｅｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆＥｓｔＰ８ａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ３：ＰｕｒｉｆｉｅｄＥｓｔＰ８；４：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
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８９．４８％，温度大于５０℃时酶活性急剧下降。ＥｓｔＰ８在０

～５０℃经不同时间处理保持稳定的酶活力，随着处理

温度的升高，ＥｓｔＰ８残余酶活力逐渐下降，当温度高于

５０℃时酶活性急剧降低（图４ｃ）。在 ６０℃处理 １５ｍｉｎ

后，基本完全失活（图４ｃ）。

图４　ｐＨ与温度对ＥｓｔＰ８的活性及稳定性的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｓｔＰ８
（ａ）ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｓｔＰ８　（ｂ）ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＥｓｔＰ８　（ｃ）ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｓｔＰ８　（ｄ）Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＥｓｔＰ８ｅｎｚｙｍｅｓａｃｔｉｖｉｔｙ

２．６　不同浓度金属离子对酯酶ＥｓｔＰ８水解活性的影响

　　不同浓度的金属离子对酶活性的影响见表２：在最

适条件下测定酶活，１ｍｍｏｌ／ＬＣｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋对

ＥｓｔＰ８具有明显的激活作用，分别达到对照的１１８．５０±

０．３１５％、１３１．８９±０．０１７％、１７５．３５±０．０９３％、当浓度

达到１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋对 ＥｓｔＰ８酶活性产生明

显的抑制，分别为对照的３８．５３±０．０７６％和１１．４０±

０．０２９％。Ｋ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋对酶活性影响较小。本部分

结果表明酯酶 ＥｓｔＰ８对多种金属离子具有很好的耐

受性。

表２　金属离子对酶水解活力的影响

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＰ８

ｍｅｔａｌｉｏｎｓ
Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ（％，ｘ±ｓ）

１ｍｍｏｌ／Ｌ １０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｍｅｔａｌｉｏｎｓ

Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ（％，ｘ±ｓ）

１ｍｍｏｌ／Ｌ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ Ｃｏｎｔｒｏｌ １００

Ｋ＋ １０４．８２±０．１２８ １０３．５０±０．０８１ Ｃａ２＋ １０４．０８±０．０４８ １２２．０１±０．１４

Ｍｎ２＋ １３１．８９±０．０１７ １２１．０１±０．０７９ Ｚｎ２＋ １７５．３５±０．０９３ １１．４０±０．０２９

Ｃｕ２＋ １１８．５０±０．３１５ ３８．５３±０．０７６ Ｍｇ２＋ １１３．１０±０．１６６ ７７．２９±０．０５２

２．７　有机溶剂、表面活性剂及变性剂对酯酶 ＥｓｔＰ８水
解活性的影响

　　１０％的异辛烷、庚烷、１，４二氯六环、甲苯、丙酮和
ＤＭＦ能够不同程度地促进 ＥｓｔＰ８活性，其中丙酮和
ＤＭＦ的促进作用比较明显，分别达到对照的１４０．９２±
０．０６１％、１７７．３６±０．０８３％ （表３）。甲醇、乙醇、二氯
甲烷、乙腈、ＤＭＳＯ对 ＥｓｔＰ８的活性具有不同程度的抑
制作用，乙醇和乙腈的抑制作用较强；加入１０％浓度的

上述溶剂，残余酶活力分别为３５．０１±０．０１９％和２７．１０

±０．０４３％。随着有机溶剂浓度的升高，对 ＥｓｔＰ８的抑

制作用加强，但在９０％的异辛烷和庚烷中 ＥｓｔＰ８的残

余酶活力仍保留对照的５０％以上，因此 ＥｓｔＰ８对异辛

烷及庚烷具有很强的耐受性。０．１％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００、

Ｔｗｅｅｎ８０、Ｔｗｅｅｎ２０能对 ＥｓｔＰ８产生不同程度的抑制

作用。
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表３　有机溶剂对酶活力的影响

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｏｍｅｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＰ８

Ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓ
Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ（％，ｘ±ｓ）

１０％ ２０％ ５０％ ９０％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００％

Ｍｅｔｈａｎｏｌ ７８．０３±０．０９４ ４１．０４±０．０２２ ３２．９５±０．０２７ 

Ｅｔｈａｎｏｌ ３５．０１±０．０１９ ２０．４６±０．０２１  

Ｉｓｏｏｃｔａｎｅ １２２．２２±０．０５４ １２０．８０±０．０３６ ５４．９２±０．０４６ ５０．０２±０．０３９

Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ７７．０２±０．０６３ ３２．４１±０．０５２  

Ｈｅｐｔａｎｅ １１５．２５±０．０５ ７３．４６±０．０５０ ９２．１９±０．０６８ ５９．８４±０．０１６

１，４Ｄｉｏｘａｎｅ １１６．１５±０．０３ ６１．２４±０．０５０  

Ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ １３０．９５±０．０４２ ４７．９４±０．０５７ ５５．５５±０．０６６ ６．３２±０．０５６

Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ２７．１０±０．０４３ ４２．８８±０．０１８  

Ａｃｅｔｏｎｅ １４０．９２±０．０６１ ６２．２４±０．０９  

ＤＭＦ １７７．３６±０．０８３ ８０．７２±０．０３３  

ＤＭＳＯ ８５．０６±０．０３ ９７．７１±０．１３２ ３５．８４±０．０３７ 

　　表面活性剂对酯酶水解活性的影响见表４。
表４　表面活性剂对酯酶水解活力的影响

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＰ８

ｃｈｅｍｉｃａｌｒｅａｇｅｎｔ
Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ（％，ｘ±ｓ）

０．１％ ０．５％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００ ７９±０．０４８ ８９±０．０５４

Ｔｗｅｅｎ８０ ５８±０．０６９ ５４±０．０７８

Ｔｗｅｅｎ２０ ７５±０．０５７ ４４±０．０３８

２．８　酯酶ＥｓｔＰ８水解拆分制备手性１苯基乙醇及有机

溶剂对拆分的影响

　　ＥｓｔＰ８能高对映选择性水解乙酸苏合香酯制备手

性（Ｒ）１苯基乙醇，有效转化率（ｃ）为３９％，产物 ｅ．

ｅ．值（ｅ．ｅ．ｐ）达７８％。研究表明反应体系中加入１０％

（ｖ／ｖ）的甲苯、丙酮、庚烷、正己烷等有机溶剂均能够

提高产物（Ｒ）１苯基乙醇 ｅｅｐ值，分别达到 ９１％、

８６％、８６％、８５％。而在 １０％ ＤＭＳＯ存在的情况下，

底物（Ｓ）乙酸苏合香酯的 ｅ．ｅ．ｓ达到９８％，转化率提

高至６０％（表５）。本部分结果表明酯酶 ＥｓｔＰ８具有

很高的拆分制备（Ｒ）１苯基乙醇等手性化合物的能

力，添加有机溶剂可以提高该酯酶的光学选择性和

产率。

表５　有机溶剂对酯酶ＥｓｔＰ８水解拆分（±）

乙酸苏合香酯的影响

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ（±）１ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌ

ａｃｅｔａｔｅｂｙｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＰ８

Ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓ（１０％） ｅ．ｅ．ｓ（％）ｅ．ｅ．ｐ（％） ｃ（１００％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５０ ７８ ３９

Ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ２０ ９１ １８

Ａｃｅｔｏｎｅ ５８ ８６ ４０

Ｈｅｐｔａｎｅ ７０ ８６ ４５

Ｉｓｏｏｃｔａｎｅ ７５ ８４ ４７

１，４Ｄｉｏｘａｎｅ ７７ ８３ ４８

Ｈｅｘａｎｅ ５６ ８５ ４０

ＤＭＳＯ ９８ ６４ ６０

ＤＭＦ ７４ ７８ ４９

３　结　论

　　ＥｓｔＰ８属于脂肪酶家族Ⅳ，具有脂肪酶家族Ⅳ保守

序列ＨＧＧＧ［１６，１８］。与其他低温酯酶相比较，ＥｓｔＰ８具有

更好的温度稳定性（表５）。ＥｓｔＰ８的最适反应温度为

５０℃。４℃时，酯酶 ＥｓｔＰ８的相对活力为 ４１．７８％。

ＥｓｔＰ８在４０℃处理６０ｍｉｎ后残余酶活力保持在８０％以

上，５０℃处理６０ｍｉｎ后的残余酶活力仍然保持在６０％

１４
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以上。ＥｓｔＰ８的最适ｐＨ为８．０，ｐＨ在７．０～８．０之间酶

活力稳定。ｐＨ９．０时残余酶活力为５０．３５％。低浓度

的Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋等对酯酶具有明显的激活作用，而

Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋对酶活性影响较小。异辛烷、庚烷、１，４

二氯六环、甲苯、丙酮和 ＤＭＦ等有机溶剂也能够促进

酶活，且ＥｓｔＰ８对异辛烷和庚烷等有机溶剂具有很强的

耐受性，浓度为９０％时残余酶活力仍然保持在５０％以

上。因此，ＥｓｔＰ８在有机溶液中催化酯交换作用来改变

低价脂肪性能，生产一些重要的多不饱和脂肪酸及生

物柴油工业等方面都具有潜在的应用价值［２５］。ＥｓｔＰ８

与其它低温酯酶酶学性质的比较见表６。

表６　酯酶ＥｓｔＰ８及其他低温酯酶酶学性质比较

Ｔａｂｌｅ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥｓｔＰ８ｗｉｔｈｏｔｈｅｒｃｏｌｄａｃｔｉｖｅｅｓｔｅｒａｓｅｓ

酯酶名称 菌株来源 最适底物 最适温度 最适ｐＨ 相对酶活力 参考文献

ＥｓｔＰ８ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｎｔｉｔｕｍｏｒａｌｉｓ Ｃ２ ５０℃ ８．０ ４２％（４℃） 本研究

ＥｓｔＳ９Ｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ． Ｃ４ ３５℃ ９．０ ４０％（１０℃） ［２６］

Ｅｓｔ２３４９ Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａｓｐ． Ｃ２ ４５℃ ８．５ ２４％（１０℃） ［２７］

Ｅｓｔ０１ ＢｉｏｇａｓＳｌｕｒｒｙＭｅｔａｇｅｎｏｍｉｃＬｉｂｒａｒｙ Ｃ４ ２０℃ ８．０ ４３％（１０℃） ［２８］

ＥｓｔＣ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ｃ５ ３５℃ ８．５９ ２５％（１０℃） ［２９］

ＥｓｔＴＢ１１ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ． 短链 ２５℃ ８．５ ３６％（０℃） ［３０］

　　ＥｓｔＰ８具有高对映选择性水解乙酸苏合香酯的能

力，能够专一性拆分制备手性（Ｒ）１苯基乙醇。其有

效转化率为３９％，ｅ．ｅ．ｐ为７８％。低浓度的甲苯、丙酮、

异辛烷、正己烷等有机溶剂对ＥｓｔＰ８的对映选择性具有

明显的影响。在 １０％甲苯存在的情况下，ｅ．ｅ．ｐ达到

９１％；而在１０％ ＤＭＳＯ存在的情况下，底物（Ｓ）乙酸苏

合香酯的 ｅ．ｅ．ｓ达到９８％，转化率提高至６０％。Ｌｉａｎｇ

等［３１］研究的酯酶ＢＳＥ０１２８１在优化后通过水解乙酸苏

合香脂制备（Ｒ）１苯基乙醇的 ｅ．ｅ．可以达到９９％，但

底物（Ｓ）乙酸苏合香酯的ｅ．ｅ．为９５％，转化率为４９％。

因此ＥｓｔＰ８在手性化工产品的制备具有重要的潜在应

用价值。

　　综上所述，酯酶ＥｓｔＰ８是一种新型的低温微生物酯

酶，具有耐金属离子、耐有机溶剂的特性；酯酶ＥｓｔＰ８能

通过选择性水解乙酸苏合香酯来制备手性（Ｒ）１苯基

乙醇，不同有机溶剂的加入可以极大促进该酯酶拆分

的光学选择性和产率。本工作所鉴定的酯酶 ＥｓｔＰ８具

有良好的产业化应用前景。
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