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摘 要：【目的】通过在大肠杆菌中异源表达，获得一种来源于灰色链霉菌(Streptomyces griseus)

的新型酯酶 EstE，并系统评估其热稳定性、碱稳定性以及不同添加剂(金属离子、去垢剂和有机

溶剂)对酶活性的影响，以探索其在工业应用中的潜力。【方法】对灰色链霉菌中酯酶基因 estE 进

行人工优化，合成编码相同氨基酸序列的酯酶基因 estE'，将其与载体 pET-28b(+)连接后，构建含

该酯酶基因的重组质粒。通过 IPTG 诱导表达，采用 Co2+亲和层析纯化得到酯酶 EstE，随后利用

对硝基苯酚法对该酶的酶学性质进行鉴定，并对其进行生物信息学分析。【结果】EstE 由 289 个

氨基酸组成，分子量约为 31.6 kDa，属于 GDS(L)家族，其催化三联体由 Ser16、Asp194、His224 构

成。该酶的最适温度和最适 pH 分别为 40 ℃和 pH 8.5，以对硝基苯酚乙酸酯为底物时催化活性最

高，比酶活为 61.03 U/mg。在热稳定性方面，酯酶 EstE 在 40 ℃和 100 ℃条件下的半衰期分别为

156.11 h 和 2.67 h；在碱稳定性方面，其在 pH 8.5 下孵育 100 h 后，仍能维持 80% 以上的相对酶

活性。在有机溶剂耐受性方面，当存在 30% DMSO 时，其酶活基本不变。【结论】通过异源表

达，成功获得了一种来源于灰色链霉菌的新型酯酶 EstE。该酶具有优异的催化特性、热稳定性、

碱稳定性和有机溶剂耐受性，为其在工业领域中的应用奠定了基础。
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Abstract: [Objective] This study characterized a novel esterase EstE from Streptomyces griseus by 
heterologous expression in Escherichia coli and systematically evaluates its thermostability, 
alkaline stability, and the effects of various additives (metal ions, detergents, and organic solvents) 
on its enzymatic activity to explore its potential for industrial applications. [Methods] We 
synthesized the gene estE' encoding the same amino acid sequence as the native gene by optimizing 
the original sequence of estE from S. griseus. We then constructed the recombinant plasmid 
carrying the optimized gene by ligating the gene into the pET-28b(+) vector. The esterase EstE was 
then expressed under the induction of IPTG and purified via Co2+ affinity chromatography. 
Furthermore, the enzymatic properties of the purified EstE were determined by the p-nitrophenol 
method, and bioinformatics analysis was performed for this enzyme. [Results] EstE consisted of 
289 amino acid residues, with a molecular weight of 31.6 kDa. It belonged to the GDS(L) family, 
with Ser16, Asp194, and His224 forming its catalytic triad. The enzyme showed the optimal activity at 
40 ℃ and pH 8.5, with the highest catalytic efficiency (specific activity of 61.03 U/mg) observed 
in the case of p-nitrophenyl acetate as a substrate. EstE demonstrated robust thermostability, with 
the relative activity of 50% after 156.11 h of incubation at 40 ℃ and 2.67 h of incubation at 
100 ℃ . Moreover, it showed excellent alkaline stability, with the relative activity exceeding 80% 
after incubation at pH 8.5 for 100 h. In addition, this enzyme exhibited excellent tolerance to 
organic solvents, maintaining stable activity in the presence of 30% DMSO.[Conclusion] A novel 
esterase EstE from S. griseus is successfully obtained through heterologous expression, 
demonstrating excellent catalytic properties, thermostability, alkaline stability, and organic solvent 
tolerance, positioning it as a promising candidate for industrial applications.
Keywords: hydrolase; heterologous expression; thermostability; alkaline stability

酯酶(EC 3.1.1.X, esterase)广泛分布于动物、

植物和微生物中，在水相中能够催化酯键的水

解反应，将脂类分解成脂肪酸和醇；在非水相

中则催化酯化或转酯反应生成酯键[1-2]。酯酶在

结构上隶属于 α/β 水解酶超家族，具有由 Ser-

His-Asp 构成的催化三联体，其中亲核氨基酸

Ser 残基通过氢键与 His 相连。由于酯酶在催化

底物水解和合成时不需要辅助因子，并且在催

化反应中具有化学选择性、立体特异性和区域

专一性等优点，使其被广泛应用于精细化工、

药物合成、生物修复等领域[3-4]。基于酯酶氨基

酸序列同源性和部分生化特征，1999 年 Arpigny
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和 Jaeger[5]首次将细菌酯酶分为 8 大家族：true 

lipase (Family I)、 GDS(L) Family (Family II)、

Family III、 Hormone-sensitive lipase (HSL 

Family/Family IV)、Family V−VIII。近年来，随

着基因组测序和蛋白质功能的深入研究，微生

物酯酶已被扩展至 Family XXI[2,6-7]，其中，

GDS(L) Family 酯酶并不表现出传统的 GXSXG

基序，而是显示出包含活性位点丝氨酸残基的

GDSL 基序。此外，GDS(L) Family 的一个亚群

被划分为 SGNH 水解酶，该亚群成员在 4 个保

守块 I、 II、 III 和 V 中分别具有保守的 Ser、

Gly、Asn 和 His 残基。值得一提的是，II 区中

的保守 Gly 与 III 区中的保守 Asn 协同作用，作

为氧阴离子空穴的质子供体，参与催化过程中

的质子转移；而位于 V 区的碱性 His 则通过去

质子化作用，增强了活性位点丝氨酸的亲核性，

从而促进了酶催化反应的进行，这一系列精细

的分子机制共同构成了 GDS(L)家族中 SGNH 水

解酶亚群独特的催化特性[7]。

酶作为一种生物催化剂，具有催化效率高、

环境友好等优点。工业生产常面临严苛的反应

条件，如高温、强碱和有机溶剂等恶劣环境，

这些条件往往会严重损害酶的催化活性，从而

极大地限制了酶在工业中的应用[8-9]。因此，开

发具有优良热稳定性、碱稳定性和有机溶剂耐

受性的酯酶具有重要的理论和现实意义。尽管

酯酶存在于几乎所有生物中，但与动植物酯酶

相比，来自微生物的酯酶具有催化活性多样、

产量高、遗传操作简单、供应稳定以及生长速

度快等优点，因此微生物酯酶是工业应用酯酶

的主要来源[4]。链霉菌是一类存在于土壤中的革

兰氏阳性菌，可产生包括酯酶在内的大量具生

物活性的次级代谢产物。然而，截至目前，只

有极少数的链霉菌酯酶被分离鉴定，且表现出

独特的酶学性质，如较高的有机溶剂耐受性、

耐碱性、耐高温或嗜冷性等[10-11]。因此，链霉

菌可以作为开发具有优良酶学特性的新型酯酶

的理想来源。本研究以灰色链霉菌(Streptomyces 

griseus)酯酶 EstE 为研究对象，人工合成酯酶基

因 estE′，构建含该基因的重组质粒并成功实现

其在大肠杆菌中的异源表达。随后采用 MEGA

和 AlphaFold 对酯酶 EstE 进行系统发育分析和

结构预测；进一步利用对硝基苯酚法对酯酶

EstE 的底物特异性、最适 pH、最适温度、热稳

定性、碱稳定性等酶学性质进行系统鉴定，旨

在挖掘一种具有优良酶学性能的新型链霉菌

酯酶。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株和质粒

克隆宿主菌大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α

及含有氯霉素(chloramphenicol, Cam)抗性的表达

宿主菌 E. coli Rosetta(DE3)均购自生工生物工程

(上海)股份有限公司。目的基因 estE 为灰色链霉

菌染色体基因座 SGR_RS31360 所对应的酯酶基

因，优化后的目的基因 estE′由南京金斯瑞生物

科技有限公司人工合成，同时利用携带卡那霉

素(kanamycin, Kan)抗性的质粒 pET-28b(+)构建

重组表达质粒 pET-28b(+)-estE′用于酯酶的异源

表达。

1.2　主要试剂

对硝基苯酚 (p-nitrophenol, pNP)及不同链

长 的对硝基苯酚酯类 [ 对硝基苯酚乙酸酯

(p-nitrophenyl acetate, pNPA2)、对硝基苯酚丁酸

酯(p-nitrophenyl butyrate, pNPB4)、对硝基苯酚己

酸酯 (p-nitrophenyl caproate, pNPC6)、对硝基苯

酚辛酸酯(p-nitrophenyl caprylate, pNPC8)、对硝

基苯酚奎酸酯(p-nitrophenyl caprate, pNPC10)、对

硝 基 苯 酚 月 桂 酸 酯 (p-nitrophenyl laurate, 

pNPL12)、对硝基苯酚豆蔻酸酯 (p-nitrophenyl 

myristate, pNPM14)、 对 硝 基 苯 酚 棕 榈 酸 酯

(p-nitrophenyl palmitate, pNPP16)]均购自 Sigma-

Aldrich 公司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒

均购自 Axygen 公司；Co2+亲和层析树脂购自

TaKaRa 公司；层析柱、异丙基硫代半乳糖苷
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(IPTG)、Brandford 试剂、三羟甲基氨基甲烷

(Tris)以及其他试剂均购自生工生物工程(上海)股

份有限公司。

1.3　生物信息学分析

从 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)下载

EstE 氨 基 酸 序 列 (WP_003970591)， 利 用

BLASTp 进行 EstE 氨基酸序列相似性检索并下

载相似性序列，运用 ClustalW 和 ESPript 3.0 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)进

行氨基酸多重序列比对分析；运用 MEGA 7.0

邻接法将从 NCBI 下载的来源于其他 8 个酯酶家

族的氨基酸序列以及 EstE 氨基酸序列一起构

建系统发育树。利用 AlphaFold (https://www.

alphafold.ebi.ac.uk/)对 EstE 进行三维结构建模，

使用 PyMOL 对生成的三维结构模型进行分析。

1.4　重组质粒 pET-28b(+)-estE′的构建

将人工设计合成的酯酶基因 estE′和表达载

体 pET-28b(+)分别用 Nde I 和 Xho I 双酶切，酶

切条件为 37 ℃、6 h。酶切后的产物通过琼

脂糖凝胶电泳分离，并进行胶回收。随后将

纯化后的目标基因 estE′与载体 pET-28b(+)的

酶切产物混合，16 ℃连接过夜，构建重组质粒

pET-28b(+)-estE′。将连接产物转化入大肠杆菌

感受态细胞 E. coli DH5α，在含有 Kan 抗性的

LB 平板上 37 ℃倒置培养过夜。挑选转化后的

阳性单克隆菌株在 37 ℃下进行摇瓶培养，并提

取质粒，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定，随后送生

工生物工程 (上海)股份有限公司进一步测序

验证。

1.5　重组酯酶 EstE 的异源表达及分离

纯化

将测序验证正确的重组质粒 pET-28b(+) -

estE'转化入表达菌株 E. coli Rosetta(DE3)，构建

重组工程菌 Rosetta(DE3) pLysS/pET28b-estE′ ，

并通过含 Kan 和 Cam 双抗的 LB 固体培养基

筛选出抗性重组工程菌。随后挑取单菌落至

装有 5 mL 双抗的 LB 液体培养基中，37 ℃、

225 r/min 培养过夜。吸取 1 mL 菌液至含双抗的

100 mL LB 液体培养基中，37 ℃、225 r/min 摇

床培养至 OD600 达到 0.4−0.6。向培养物中加入

诱导剂 IPTG 至终浓度为 0.1 mmol/L，在 20 ℃、

180 r/min 摇床中低温诱导表达 20−24 h。随后

4 ℃、5 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，超声波

破碎 30 min (超声破碎仪参数：工作时间 1 s，

间隔时间 2 s，功率 87 W)。破碎后菌液 4 ℃、

5 000 r/min 离心 5 min，上清液加入含 Co2+树脂

的亲和层析柱中充分混匀，30 min 后用缓冲液

冲洗去除杂蛋白，最后用洗脱缓冲液洗脱与层

析柱结合能力强的目的蛋白，得到羧酸酯酶

EstE。利用 12% 的聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)检测酯酶的纯化效果。蛋白质浓度的测定

采用 Bradford 法，以牛血清白蛋白为标准品。

1.6　重组酯酶 EstE 的酶学性质鉴定

酯酶 EstE 可以催化底物对硝基苯酚酯类水

解，并在 410 nm 处生成有特异性吸收峰的产物

对硝基苯酚(pNP)。利用紫外-可见光分光光度计

监测吸光值在对应波长处的变化，并通过测定

反应体系中 pNP 的释放量，确定重组酯酶 EstE

的酶活性。将 Tris-HCl 缓冲液(pH 8.5，980 μL)、

pNPA2 (10 μL)和纯化酯酶 EstE (10 μL)混合均匀

后，置于 25 ℃水浴锅中温育 5 min，立即测定

OD410。以未添加酶的反应物为对照，所有平行

实验均独立重复 3 次。

1.6.1　底物特异性

在 25 ℃、pH 8.5 条件下，检测 EstE 对不同

碳链长的对硝基苯酚酯类(C2−C16)的水解活性，

并根据对硝基苯酚标准曲线计算酶活。所测得

的酶活最大值所对应的对硝基苯酚酯类为该酶

的最适底物。一个酶活单位(U)定义为在 pH 8.5

和 25 ℃条件下，单位时间内每产生 1 μmol 对硝

基苯酚所需要的酶量。

1.6.2　pH 对酶活性的影响

在 25 ℃条件下，以 pNPA2 为底物测定在不

同 pH 条件下 EstE 的酶活性。缓冲液包括
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50 mmol/L 柠檬酸缓冲液(pH 5.5−7.0)、50 mmol/L 

Tris-HCl 缓 冲 液 (pH 7.0 − 9.0) 和 50 mmol/L 

K2HPO4-KOH 缓冲液(pH 9.0−10.5)。以所测得的

最适 pH 条件下的酶活力为 100%，计算其他 pH

缓冲液中的相对酶活。为检测酯酶 EstE 的碱稳

定性，将 EstE 置于 4 ℃、pH 8.5 条件下孵育一

段时间后，以 pNPA2 为底物，并在 pH 8.5 和

25 ℃条件下，检测其残余酶活力，以未经碱处

理的酶活力定义为 100%，计算不同碱处理时间

下的相对酶活。

1.6.3　温度对酶活性的影响

在 pH 8.5 条件下，以 pNPA2 为底物，设置

温度梯度为 10−65 ℃，采用标准反应体系测定

酯酶 EstE 的最适反应温度，以测定的最适温度

下的酶活力为 100%，计算其他温度下的相对酶

活。为进一步检测酯酶 EstE 的热稳定性，酶分

别在 40 ℃和 100 ℃孵育一段时间后，以 pNPA2

为底物，并在 pH 8.5 和 25 ℃条件下，采用标准

检测体系检测其残余酶活力，将未经热处理的

酶活力定义为 100%。随后以剩余酶活性的对数

ln E/E0 与时间(t)作图，计算 EstE 的热失活动力

学参数[12]。

1.6.4　不同添加剂对酶活性的影响

为检测金属离子和化学试剂对 EstE 活性的

影响，向标准反应体系中分别添加一定浓度的

金属离子 (KCl、NaCl、LiCl、CoCl2、ZnSO4、

CaCl2、NiSO4、BaCl2、MnCl2、CuCl2、MgCl2、

HgCl2、AlCl3)、有机溶剂 [N,N-二甲基甲酰胺

(N, N-dimethylformamide, DMF)、 二 甲 基 亚 砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)、甲醇、乙醇、乙

腈、丙酮]、去垢剂 [十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)、十二

烷基磺酸钠 (sodium dodecyl sulfate, SDS)、吐

温 -20 (Tween-20)、吐温-80 (Tween-80)、聚乙二

醇辛基苯基醚(triton X-100)]，在 25 ℃、pH 8.5

条件下，以 pNPA2 为底物反应 5 min 后检测

EstE 残余酶活，以不添加任何化学试剂的 EstE

活性为 100%。其中，金属离子的检测浓度为

1 mmol/L 和 10 mmol/L，有机溶剂的检测体积分

数分别为 15% 和 30%，去垢剂的检测体积分数

分别为 0.1% 和 1%。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　酯酶基因 estE 的优化及合成

将灰色链霉菌染色体 (NC_010572)基因座

SGR_RS31360 所编码的酯酶基因命名为 estE。

该基因在染色体上核苷酸序列起始位点为

7 453 938，终止位点为 7 454 807，全长 870 bp，

所编码蛋白质全长 289 个氨基酸，预测其分子

量为 31.6 kDa。在 GenBank 中蛋白质的编号为

WP_003970591，将其命名为酯酶 EstE。由于该

基因 G+C 含量高，占比为 73.8%，这使其在大

肠杆菌中异源表达受到限制。因此，本研究以

大肠杆菌偏爱密码子代替链霉菌密码子和降低

G+C 含量两方面对酶基因 estE 进行优化。优化

后酯酶基因命名为 estE'，其基因长度和所编码

的氨基酸序列保持不变，但与原始序列相比，

G+C 含量从 73.8% 降至 64.3% (表 1)。

2.2　酯酶 EstE 的生物信息学分析

为鉴定 EstE 在分子水平上的家族亲缘关系，

对已建立的 8 个细菌酯酶家族的 22 个代表性成

表1　酯酶基因estE人工优化前后的核苷酸序列比

较表

Table 1　The comparison of nucleotide composition 

of estE′ and estE

核苷酸
Nucleotide

腺嘌呤A

胞嘧啶C

鸟嘌呤G

胸腺嘧啶T

C+G

A+T

优化前(estE)
Before optimization

计数
Count

107

319

323

121

642

228

占比
Proportion
(%)

12.3

36.7

37.1

13.9

73.8

26.2

优化后(estE′)
After optimization

计数
Count

122

227

332

189

559

311

占比
Proportion
(%)

14.0

26.1

38.2

21.7

64.3

35.7
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员与 EstE 的氨基酸序列一起进行发育树分析。

结果显示 EstE 在分子发育树上属于酯酶 Family II 

(图 1A)。进一步对该家族的酯酶进行多重序列

比对(图 1B)，EstE 氨基酸序列中含有 SGNH 家

族水解酶特异性 4 个保守片段(I、II、III 和 V)，

其中包含特征性残基 (Ser、Gly、Asn 和 His) 

4 个。活性位点 Ser16 位于区域 I 的 GDS 基序

中，DXXH 基序位于区域 V 中。区域 II 和 III

中的保守残基(Gly、Asn)参与了氧阴离子空穴的

形成[13]。进一步基于 AlphaFold 构建 EstE 的三

图1　EstE的系统发育及序列分析。A：EstE (◆)系统发育分析(使用MEGA 7.0邻接法模型建立系统发育

树，所有序列均从NCBI数据库检索得到，分支上的数字表示1 000次自举法检验的可靠性百分比)；B：使

用ClustalW和ESPript对EstE及相关SGNH家族水解酶的序列比对分析[黑色方框表示4个保守序列区块(I、

II、III和V)，黑色三角形表示每个保守区块中的特征氨基酸，催化三联体和氧阴离子空穴分别用红色和绿

色三角形表示]。

Figure 1　Phylogenetic and sequence analysis of EstE. A: Phylogenetic analysis of EstE (◆) (The tree was 

constructed using the neighbor-joining method in MEGA 7.0, and all sequences were retrieved from the NCBI 

database; Numbers on branches indicate bootstrap support values from 1 000 replicates); B: Sequence alignment 

analysis of EstE with related SGNH family hydrolases using ClustalW and ESPript (Conserved sequence blocks 

(I, II, III, and V) and characteristic residues are indicated by black boxes and triangles, respectively; The catalytic 

triad and oxyanion hole are highlighted with red and green triangles, respectively).
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维结构(图 2A)，EstE 是一种球形蛋白，由 11 个

α-螺旋紧密围绕由 7 条 β-链组成的 β-片层形成。

Ser16 位于 α1 螺旋上，Asp194 位于 α9 和 α10 中间，

His224 位于 α10 螺旋上，它们在空间上聚集形成

位于三维结构表面凹槽中的催化三联体。此外，

对 EstE 的静电势进行分析(图 2B)，代表正电荷

的蓝色区域和负电荷的红色区域几乎相等地覆

盖在蛋白质表面，表明其表面正负电荷分布较

为均匀[14]。

2.3　酯酶 EstE 的表达及纯化

重组大肠杆菌工程菌 Rosetta(DE3) pLysS/

pET28b-estE'低温诱导表达 20−24 h 后，通过离

心收集菌体并进行破碎。得到的 EstE 粗酶液经

Co2+亲和层析柱纯化后，纯化产物进行 12% 

SDS-PAGE 分析。结果显示在靠近 35 kDa 处有

一条明显的主条带(图 3)。酯酶 EstE 的分子量理

论计算值为 31.6 kDa，由于重组质粒上含有 6 个

His 标签，含该标签的 EstE 分子量约为 32.5 kDa，

与蛋白质电泳条带基本一致。由此可见，酯酶

EstE 成功在大肠杆菌中实现了异源表达，并获

得了高纯度的蛋白产物。

2.4　酯酶 EstE 的最适底物

以不同碳链长度(C2−C16)的对硝基苯酚酯为

底物，检测酯酶 EstE 的酶活性并计算比活力。

结果如图 4 所示， EstE 偏好水解短链酯类

(C2−C4)，其最适反应底物为 pNPA2 (C2)，且随

着碳链长度的增加，EstE 的相对酶活力逐渐降

低。当底物碳链长度大于 6 (C6−C16)时，EstE 的

相对酶活力均低于 10% (图 4A)；以 pNPA2 和

pNPB4为底物时，EstE的比酶活分别为 61.03 U/mg

和 32.46 U/mg (图 4B)。

2.5　酯酶 EstE 的最适 pH 和碱稳定性

在 25 ℃条件下，以不同 pH 值的缓冲液

(pH 5.5−10.5)测定 EstE 的酶活性。结果显示，

EstE 的最适 pH 为 8.5，在 pH 7.5−10.5 范围内，

酶活力能保持在 60% 以上(图 5A)。进一步对

EstE 的碱稳定性进行鉴定，结果如图 5B 所示，

在 pH 8.5 条件下孵育 24 h 后，EstE 的相对酶活

图2　EstE三维结构和表面静电势分析。A：AlphaFold预测的EstE三维结构模型[绿色表示α-螺旋，红色表

示β-折叠，黄色表示无规卷曲，洋红色表示催化三联体(Ser16、Asp194、His224)]；B：通过PyMOL分析的

EstE表面静电势(蓝色和红色区域分别代表正电荷和负电荷分布)。

Figure 2　The 3D structure and surface electrostatic potential analysis of EstE. A: The 3D structure of EstE 

predicted by AlphaFold (Alpha helices, beta sheets, and random coils are colored green, red, and yellow, 

respectively; The catalytic triad (Ser16, Asp194, His224) is shown in magenta); B: Surface electrostatic potential of 

EstE analyzed by PyMOL (Blue and red regions represent positive and negative charges, respectively).
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性为 95%；继续孵育至 100 h，EstE 仍保持 80%

以上的相对酶活性。

2.6　酯酶 EstE 的最适温度和热稳定性

为了测定温度对酯酶活性的影响，在 pH 

8.5 条件下检测了不同温度(15−65 ℃)下 EstE 的

酶活性变化。结果表明，EstE 在 40 ℃时表现出

最大活性。在 15−40 ℃范围内，EstE 的相对酶

活性随着温度升高而逐步增加；在 40−65 ℃范

围内，EstE 的酶活性则随着温度升高而逐渐下

降(图 6A)。为了评估 EstE 的热稳定性，分别将

EstE 置于 40 ℃和 100 ℃的金属浴中进行热处

理，并每隔一段时间测量酶活性。结果显示，

在 40 ℃温育 22 h 后，EstE 的相对酶活性为

90%；在 100 ℃水浴中处理 4 h 后，EstE 仍保留

50% 以上的相对酶活性。热失活动力学计算表

明，EstE 在 40 ℃和 100 ℃条件下的半衰期分别

为 156.11 h 和 2.67 h，表明 EstE 具有优异的热

稳定性(图 7A、7B)。

2.7　不同添加剂对 EstE 酶活性的影响

在 pH 8.5、25 ℃条件下，研究了不同浓度

的金属离子、有机溶剂及去垢剂对酯酶 EstE 酶

活性的影响。结果表明：(1) 金属离子中，K+、

Ca2+ 和 Ba2+ 对 EstE 具有激活作用，分别为

119.44% (1 mmol/L) 和 167.69% (10 mmol/L)、

140.94% (1 mmol/L) 和 155.99% (10 mmol/L)、

121.20% (1 mmol/L) 和 153.80% (10 mmol/L)；

Mg2+和 Mn2+对酶活性几乎无影响，而 Hg2+对酶

活性有强抑制作用；Zn2+、Al3+、Ni2+和 Cu2+在

图3　酯酶EstE的SDS-PAGE分析。泳道M：标准

标记蛋白；泳道1：EstE细胞裂解液；泳道2：EstE

细胞裂解液的上清液；泳道3：纯化的EstE。

Figure 3　 SDS-PAGE of EstE. Lane M: Standard 

marker proteins; Lane 1: Cell lysate of EstE; Lane 2: 

Supernatant of cell lysate of EstE; Lane 3: Purified EstE.

图4　EstE的底物特异性及比酶活。A：EstE的比酶活；B：EstE的底物特异性。不同字母表示显著性差异

(P<0.05)。

Figure 4　Substrate specificity and specific enzyme activity of EstE. A: Specific enzyme activity of EstE; B:

Substrate specificity of EstE. Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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低浓度(1 mmol/L)时激活酶活性，而在高浓度

(10 mmol/L)时抑制酶活性(图 8A)；(2) 低浓度去

垢剂(0.1%)对 EstE 酶活性具有激活作用，而高

浓度去垢剂对 EstE 酶活性具有抑制作用，其中

EstE 对 Tween-20 的耐受性显著，相对酶活性分

别为 115.56% (0.1%) 和 85.48% (1%) ( 图 8B)；

图5　不同pH对酯酶EstE活性的影响。A：EstE的最适pH值[在50 mmol/L不同缓冲液中测定酯酶活性：柠

檬酸钠缓冲液(pH 5.5−7.0，■)，Tris-HCl缓冲液(pH 7.0−9.0，●)和KH2PO4-KOH缓冲液(pH 9.0−10.5，▲)]；

B：EstE的pH稳定性[EstE在Tris-HCl缓冲液(pH 8.5)中孵育100 h，未经处理的EstE酶活性定义为100%]。

Figure 5　Effects of different pHs on enzyme activity of EstE. A: The optimal pH of esterase EstE (The activity 

was determined in 50 mmol/L buffers: sodium citrate buffer (pH 5.5−7.0, ■), Tris-HCl buffer (pH 7.0−9.0, ●), 

and KH2PO4-KOH buffer (pH 9.0−10.5, ▲)); B: The pH stability of EstE (The enzyme was incubated in Tris-HCl 

buffer (pH 8.5) for 100 h, and the activity of untreated EstE was defined as 100%).

图6　不同温度对酯酶EstE活性的影响。A：EstE的最适温度[在Tris-HCl缓冲液(pH 8.5)中，以不同温度

(15−65 ℃)测定酶活性，误差条表示标准差(n=3)]；B：EstE在40 ℃下孵育26 h的热稳定性；C：EstE在

100 ℃下孵育10 h的热稳定性。

Figure 6　Effects of different temperatures on enzyme activity of EstE. A: The optimal temperature of EstE (The 

activity was determined in Tris-HCl buffer (pH 8.5) at various temperatures (15 − 65 ℃ ) and the error bar 

represents the standard deviation (n=3)); B: Thermostability of EstE at 40 ℃ for 26 h; C: Thermostability of EstE 

at 100 ℃ for 10 h.
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(3) EstE 对有机溶剂 DMF、DMSO 和甲醇的耐

受性显著，在 DMF (15% 和 30%)的存在时，相

对酶活性分别为 107.86% 和 68.99%；在甲醇

(15% 和 30%)中，相对酶活性分别为 91.58% 和

68.44%；DMSO 对酶活性几乎无影响，相对酶

活性分别为 103.65% 和 98.67% (图 8C)。

3　讨论与结论　讨论与结论

本研究通过对来源于灰色链霉菌的酯酶基

因 estE 进行人工优化成功实现了其在大肠杆菌

中的异源表达，并采用生物信息学分析和对硝

基苯酚法对其家族分类、结构模拟及酶学性质

进行了系统鉴定。在酯酶异源表达方面，通过

降低 G+C 含量和以大肠杆菌偏好性密码子替代

链霉菌密码子的优化策略，对编码酯酶基因碱

基的序列进行优化，成功解决了链霉菌次级代

谢产物酯酶在大肠杆菌中表达困难的问题，为

链霉菌酯酶的功能研究提供了有力的工具和平

台。系统发育树分析表明，酯酶 EstE 属于 GDS(L) 

Family (Family II)家族。在三维结构方面，尽管

酯酶 EstE 的核心具有 α/β 水解酶折叠特性，但

与典型的由 8 条平行 β-链组成的 β-片核心折叠

不同，EstE 的中心 β-片仅由 7 条 β-链组成，这

一特征与来自枯草芽孢杆菌的 LipA 和变铅青链

霉菌 TK24 的 EstA 相似[14-15]。进一步将酯酶

EstE 与其他同族酯酶的生化特性进行比较(表 2)，

在底物特异性方面，Est804、Lip29 和 Est29 偏

好水解长链底物，而 EstE 与 AaSGNH1 和 Ali5

相似，偏向于水解短链底物；在比酶活方面，

EstE 的比酶活最高，为 61.03 U/mg，高于该家

族其他成员；在最适温度方面，EstE 在 40 ℃时

表现出最大酶活性，与 Ali5 和 Est804 相似；在

最适 pH 方面，大多数 GDS(L)家族的酯酶最适

pH 偏碱性，EstE 在 pH 8.5 时活性最佳[19]。

在嗜热酶挖掘方面，目前研究人员主要集

中在从嗜热细菌中寻找和鉴定新型耐热酯酶作

为潜在的商业生物催化剂[20-21]。近年来，研究

发现一些中温菌来源的酯酶也具有出色的热稳

图7　40 ℃和100 ℃条件下EstE的热失活动力学。A：40 ℃下EstE的热失活动力学；B：100 ℃下EstE的

热失活动力学。EstE相对酶活性的对数与时间的线性关系(ln E/E0，其中E0和E分别表示未经热处理的初始

酶活性和在40 ℃或100 ℃下不同时间热处理后的剩余酶活性)。

Figure 7　Thermal inactivation kinetics of EstE at 40 ℃ and 100 ℃. A: Thermal inactivation kinetics at 40 ℃; 

B: Thermal inactivation kinetics at 100 ℃ . The linear relationship between time and the logarithm of relative 

enzyme activity of EstE (ln E/E0, where E0 and E represent the initial enzyme activity without heat treatment and 

the residual enzyme activity after heat treatment for different times at 40 or 100 ℃, respectively).
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定性。例如，Yuan 等分离鉴定的来源于海洋链

霉菌 W007 的酯酶 MAS1 在 60 ℃下孵育 1 h 后

仍保持 80% 以上的相对活性[22]。进一步地，

Wang 等[2]、Fang 等[11]、Chang 等[14]发现了来自

中温变铅青链霉菌 TK24 的 3 种热稳定性酯酶，

在 100 ℃下，EstC 和 EstA 分别孵育 8 h 和 6 h

时均可保留 50% 的酶活，EstF 在 100 ℃的半衰

期为 2.86 h。本研究发现从灰色链霉菌中分离鉴

定的酯酶 EstE 在 40 ℃和 100 ℃条件下的半衰期

分别为 156.11 h 和 2.67 h，进一步证明了链霉菌

图8　金属离子、去垢剂和有机溶剂对EstE酶活性的影响。A：不同金属离子(1 mmol/L和10 mmol/L)对

EstE活性的影响；B：不同去垢剂(0.1%和1%)对EstE活性的影响；C：不同有机溶剂(15%和30%)对EstE活

性的影响。字母表示组间差异具有统计学意义(P<0.05)。

Figure 8　Effects of metal ions, detergents and organic solvents on enzyme activity of EstE. A: Influences of 

different metal ions (1 mmol/L and 10 mmol/L) on EstE; B: Influences of different detergents (0.1% and 1%) on 

EstE; C: Influences of various organic solvents (15% and 30%) on EstE. Letters indicate statistical significance 

among groups (P<0.05).
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可以作为新型热稳定性酶的来源。在稳定性方

面，酯酶 EstE 在 pH 8.5 条件下孵育 24 h 后，

EstE 相对酶活性为 95%，继续孵育至 100 h，仍

保持 80% 以上的相对酶活性。EstE 优异的碱稳

定性和热稳定性使其在洗涤剂和皮革工业中具

有潜在应用价值[14,23]。此外，EstE 对多种单价

和二价金属离子、不同类型的去垢剂和有机溶

剂具有一定耐受性，这为 EstE 在精细化工、药

物合成、生物修复等领域的应用提供了可能

性[24]。综上所述，通过优化密码子成功克服了

酯酶等次级代谢产物在大肠杆菌中表达的难题，

并拓宽了嗜热酶的来源。此外，酯酶 EstE 展现

出优异的催化效率、热稳定性、碱稳定性和有

机溶剂耐受性，使其在生物修复、造纸制浆和

生物燃料等复杂工业领域具有广泛的应用前景。
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酯酶
Enzyme

AaSGNH1

Ali5

Est804

Lip29
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来源
Source

Aphanizomenon flos-aquae

Altererythrobacter ishigakiensis

Metagenomic library in pesticide degradation
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