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摘  要：【目的】克隆源于海鲍内脏中一株不动杆菌 Acinetobacter sp.的酯酶基因 estA，并对其

进行重组表达和性质研究。【方法】利用分子生物学技术克隆出酯酶基因 estA 并构建

pPICZα-C-estA 重组表达载体，并通过电转化方法将重组质粒转入毕赤酵母 X33 中；通过甲醇

诱导培养重组菌获得重组酯酶，并对重组酯酶进行生化表征。【结果】克隆得到的 estA 基因序

列全长 912 bp，编码 304 个氨基酸；重组 X33 发酵上清液中酯酶酶活力达到 1 200 U/L，重组

酯酶的分子量约为 33.7 kD；酶学性质研究表明重组酯酶催化底物对硝基苯乙酸乙酯水解反应

的最适 pH 和温度为 8.0 和 40 C，在 pH 8.0−10.0 温度及小于 60 C 时具有较好的稳定性。【结

论】成功克隆了海洋来源的不动杆菌酯酶基因并在 Pichia pastoris 中实现了高效表达。 
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Expression and characterization of an alkaline esterase from 
marine Acinetobacter sp. 
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Abstract: [Objective] The gene encoding estA in a strain of Acinetobacter sp. screened from abalone 
visceral was cloned and expressed in Pichia pastoris. [Methods] The estA gene was amplified and 
integrated into the genome of P. pastoris X33 via the pPICZα-C vector. The recombinant estA was 
expressed into the culture medium, and the recombinant protein were purified and characterized. 
[Results] The estA gene of 912 bp was cloned. After induced with methanol, recombinant esterase 
reached 1 200 U/L with weight of 33.7 kD. The optimum pH and temperature of recombinant 
esterase were 8.0 and 40 C, respectively. Furthermore, this esterase exhibited remarkable stability at 
pH between 8.0−10.0 and under 60 C. [Conclusion] The gene of estA from Acinetobacter sp. was 
successfully cloned and expressed in P. pastoris. 
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酯酶(Esterase，EC 3.1.1.1)是具有催化水解酯

的一类水解酶的总称，可用于酯化、转酯、酯交换

等反应，广泛存在于动物、植物和微生物体内[1-2]。

目前，由于微生物资源丰富且利于大规模发酵生

产，微生物酯酶是酯酶的主要来源之一。酯酶属于

丝氨酸水解酶家族的成员，作为生物催化剂可催化

不同类型底物的水解和合成反应。酯酶能够水解或

合成酰基碳链长度小于 10的甘油酯类，对于酰基

碳链长度大于 10 的甘油酯类则没有催化活性[3]。

同时，酯酶催化的反应还具有反应条件温和、反应

介质的选择性大、产物易分离纯化且酶本身易于回

收等优点[4]。目前，微生物酯酶已得到广泛关注，并

且主要应用于食品、农业、医药、污水处理等领域。 

海洋占地球表面积 71%，是地球上最大的生态

系统，微生物资源丰富。海洋具有耐盐、耐压、耐

低温等特性，在极端环境中生存的微生物在生物材

料和生物催化剂中具有新的丰富的潜在功能，使得

海洋微生物所产的酶与陆源性微生物所产的酶相

比，具有更为独特的酶学性质和应用前景[5]。产酯

酶微生物在自然界中分布十分广泛，国外在这个领

域的相关研究报道较多，但国内并不多见。在已报

道的可产生酯酶的微生物中，野生型菌株的产酶能

力较低，同时此类酯酶又因其温度和 pH稳定性局

限而不适用于工业化生产。因此，从海洋微生物中

筛选出独具特性的酯酶就成为开发新型工业酶制

剂首要解决的问题[6-7]。 

不动杆菌为革兰氏阴性球杆菌，产生的酯酶具

有对酯类的转酯性、水解性、对应选择性和对溶剂

的耐受性等特点。野生型的不动杆菌能生产酯酶，

但产酶量较低，为了提高 estA 的表达量，本文采

用毕赤酵母表达系统，将去掉自身信号肽的 estA

基因克隆至甲醇诱导型表达载体 pPICZα-C中，并

电转化到毕赤酵母 X33 中获得高效表达酯酶的基

因工程菌。此外，对该重组菌所产的酯酶进行分离

纯化及酶学性质研究。 

1  材料 

1.1  菌株和质粒 

不动杆菌(Acinetobacter sp.)为本实验室从海

洋鲍鱼内脏中分离的菌株；大肠杆菌(Escherichia 

coli) TOP10，毕赤酵母 X33，pPICZα-C质粒购自

Invitrogen (USA)。 

1.2  限制性内切酶及试剂 

质粒提取试剂盒购自上海生工生物工程有限

公司；胶回收试剂盒、2×Taq PCR mastermix购自

TIANGEN公司；限制性内切酶、T载体及 T4 DNA

连接酶均购自 TaKaRa公司；三丁酸甘油酯为 J & K 

Chemical公司产品；对硝基苯酚(p-NP)、对硝基苯

乙酸酯均购自 Sigma公司。 

1.3  培养基 

LB培养基、LLB培养基、YPD培养基、BMG

培养基及 BMMY 培养基配制均按照 Invitrogen 公

司毕赤酵母操作手册进行。筛选培养基参照参考 

文献[8-9]。 

2  方法 

2.1  菌株的筛选及鉴定 

将鲍鱼内脏破碎并适当稀释后涂布于筛选培

养基上，30 C恒温培养 36−72 h，观察菌落周围

的透明圈情况，出现透明圈的菌株即为产酯酶的菌

株。从中筛选到一株能降解三丁酸甘油酯且透明圈

较大的菌株，命名为 Strain A，并用细菌鉴定 16S 

rDNA通用引物 27F和 1492R进行分析。获得的序

列委托 Invitrogen公司进行测序。 

2.2  酯酶基因的克隆 

为获得相应目的基因片段 estA，根据该菌株的

16S rDNA鉴定结果，在 NCBI上找到该类菌酯酶

的核苷酸保守序列并设计引物。上游引物 estF：

5′-CGGAATTCAATTCGGACACCCAGTCAAT-3′，

含 EcoR I 酶切位点与保护碱基(下划线标注)， 

下游引物 estR：5′-CCTCGAGGTTA GTCACGATC 

GAGTGCAT-3′，含 Xho I 酶切位点与保护碱基。

引物合成由生工生物工程上海有限公司合成。以不
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动杆菌 Strain A 基因组为模板，estF 与 estR 为引

物进行 TD-PCR，扩增目的基因。扩增条件为：94 C 

5 min；94 C 30 s，66 C 30 s，72 C 1 min (20个

循环，每个循环降 0.5 C)；94 C 30 s，57 C 30 s，

72 C 1 min (10个循环)；72 C 10 min。PCR结束后

进行 1%琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯照射下将目的

条带割胶回收。 

2.3  表达载体的构建 

将获取的目的片段用限制性内切酶 EcoR I与

Xho I 双酶切后，并同时用相同的酶处理质粒

pPICZα-C，将酶切后的目的片段与质粒用 T4 DNA

连接酶 4 C连接过夜，转化至大肠杆菌 Top10感

受态细胞中。复苏后涂布于含 Zeocin 抗性(浓度  

25 mg/L)的平板上，37 C培养过夜。第 2天挑取

转化子进行 PCR验证。将阳性克隆子接入 5 mL LB

液体中，37 C培养过夜。提取验证获得的阳性转

化子的质粒，用 EcoR I与 Xho I双酶切验证，条带

正确后委托上海 Invitrogen公司进行测序。 

2.4  酯酶的表达与纯化 

将构建好的重组质粒 pPICZα-C-estA 经 Sac I

线性化后，通过电转化方法转入毕赤酵母 X33 感

受态中。转化物涂布于YPD (Zeocin浓度 100 mg/L)

平板上，30 C培养 48 h。挑选转化子利用特异引

物和毕赤酵母通用引物进行菌落 PCR 筛选阳性转

化子。挑取阳性克隆接种于 BMG培养基中，28 C、

200 r/min培养过夜，8 000 r/min离心 10 min收集

菌体，再用 BMMY 培养基重悬细胞后 28 C、   

200 r/min培养 5 d，每隔 24 h添加甲醇至 0.5%浓

度，从而诱导重组酯酶的表达。 

诱导表达后的酯酶第一步先经饱和度为 60%

的硫酸铵盐析，4 C放置过夜后，10 000 r/min离

心 10 min，倒掉上清液，将沉淀溶解在缓冲液(pH 8.0

的 50 mmol/L Tris-HCl)中，过夜透析。由于酯酶的

等电点在 4.5 左右，所以选用 DEAE-Sephadex 阴

离子交换柱进行初步分离纯化，DEAE 先经     

50 mmol/L pH 8.0的 Tris-HCl缓冲液平衡，上样后

用 0−0.5 mol/L 的 NaCl 梯度洗脱，最后根据分子

筛原理选用葡聚糖凝胶 G75 对目的蛋白进行进一步

纯化，SDS-PAGE电泳检测纯化后的蛋白条带[10-11]。 

2.5  酯酶酶活的测定 

参照文献[12]采用 p-NP 比色法测酶活，底物

为对硝基苯乙酸乙酯(pNPC2)，将 pNPC2用乙腈溶

解，使其终浓度为 10 mmol/L。总反应体系为 1 mL，

先将 20 μL 10 mmol/L 底物加入到 50 mmol/L   

pH 8.0的磷酸缓冲液中预热，再加入 100 μL酶液，

于 40 C准确反应 15 min后于 404 nm测定其吸光

度值。以灭活的酶液为空白，每分钟分解对硝基苯

乙酸乙酯释放出 1 μmol对硝基苯酚所需的酶量定

义为 1个酶活力单位，以 U表示。 

2.6  SDS-PAGE 蛋白电泳 

分别将重组转化子和空载诱导培养 3 d，取上

清液按文献[13]进行 12% SDS-PAGE蛋白电泳，考

马斯亮蓝染色，脱色液脱色后检测目的蛋白条带。 

2.7  重组酯酶的酶学性质 

2.7.1  酶的最适作用温度：取一定量的酶液，分别

放在 30−60 C (间隔 5 C)水浴中反应，用 p-NP比

色法测定其在不同温度下的酶活力。将最高酶活定

义为 100%计算其相对酶活。 

2.7.2  酶的最适作用 pH：配制不同 pH 的磷酸氢

二钠-磷酸二氢钠缓冲液(pH 5.5−9.0)，向酶反应体

系中添加不同 pH的缓冲液(每隔 0.5个 pH单位为

一个梯度)，在最适反应温度下，p-NP比色法测定

其在不同 pH 下的酶活力。将最高酶活定义为

100%，计算其相对酶活。 

2.7.3  酶的温度稳定性：将一定量的酶液，分别放

置在 30−80 C (间隔 10 C)的水浴锅内保温，放置

3 h后在最适反应温度和反应 pH值的条件下，用

p-NP比色法测定其在不同温度下的残余酶活。 

2.7.4  酶的 pH 稳定性：在 pH 3.0−10.0 (每隔 1.0

个 pH单位为一个梯度)的不同 pH缓冲液范围内，

将酶液按比例分别与不同的甘氨酸 -氢氧化钠   

缓冲液(pH 10.0)磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液    



1788 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(pH 6.0−9.0)和醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 3.0−5.0)混

合，使其达到预定的 pH。室温放置 5 h后，在最

适反应温度和最适反应 pH 下用 p-NP 比色法测定

其在不同 pH下的残余酶活。 

3  结果与分析 

3.1  菌株的 16S rDNA 鉴定结果 

测序得到 Strain A 菌株的 16S rDNA 序列为  

1 612 bp，NCBI BLAST 进行序列比对后利用

MEGA 5 软件构建 A 菌株的系统发育树，如图 1

所示。结果表明 Strain A菌株与 Acinetobacter sp. 

CIP 56.2 菌株 (GenBank 登录号 JQ638585.1)和

Acinetobacter sp. strain MN33 (GenBank 登录号

FM213385.2)菌株序列的相似性最高为100%，初步

判定为 Acinetobacter sp.菌属。 

3.2  酯酶基因的克隆 

以 Strain A的基因组为模板扩增酯酶基因，产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 2所示，

可见在 750−1 000 bp左右有一条较亮的条带，大

小与目的片段长度一致。Invitrogen 测序结果分析

表明该条基因全长为 912 bp (GenBank 登录号

KJ019019)，编码 303 个氨基酸，预测该蛋白分子

量大小约为 33 kD (http://www.expasy.org/)。在线

预测该蛋白信号肽表明前 119个氨基酸为信号肽

序列(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)。为了

防止信号肽影响可溶性蛋白的顺利表达，引物设计

时已去除该段序列。将该蛋白的氨基酸序列与其它

相关蛋白进行比对(图3)，发现 estA与Acinetobacter 

sp. CIP 110321 酯 酶 基 因 (GenBank 登 录 号

WP_016162427.1)氨基酸序列相似性 99%，而与

Acinetobacter guillouiae 酯酶 (GenBank 登录号

WP_004818371.1)一致性只有 65.46%，相比之下

estA含有更多的亮氨酸和组氨酸位点，组氨酸、丝

氨酸和天冬氨酸可以组成催化三联体，催化水解反

应的进行。同多数酯酶一致，本研究中的 estA 序

列含有 α/β 水解酶家族的五肽保守区域 GXSXG 

(下划黑框所示)[14]以及天门冬氨酸和组氨酸活性

位点。 

3.3  酯酶的诱导表达与纯化 

Alon R. N.等[15]报道了 Acinetobacte lwoffii菌

株来源的酯酶在大肠杆菌中进行异源表达，表达后

只有经过纯化才能获得有活性的酯酶。然而，重组该

EstA酯酶蛋白在 P. pastoris中的表达几乎未见报道。 

在本研究中，按照方法 2.2.3 构建重组质粒

pPICZα-C-estA，重组质粒经 EcoR I与 Xho I双酶

切验证，线性化后转入毕赤酵母细胞。在毕赤酵母

X33中的 AOX1启动子的转录调控下 EstA成功获 
 
 
 

 
 
 

图 1  Strain A 菌株的系统进化树分析 
Figure 1  Phylogenetic tree of strain A based on 16S rDNA sequence homology 
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图 2  酯酶基因的 PCR 扩增 
Figure 2  Analysis of PCR production of estA gene in 1% 
agarose gel  
注：M：250 bp DNA ladder marker；1：estA基因 PCR产物. 

Note: M: 250 bp DNA ladder marker; 1: PCR production of estA 
gene. 
 

得胞外表达。选取一株转化子进行发酵条件优化，

最适的初始 pH为 7.0，最适细胞诱导 OD600为 2.0，

最适的甲醇添加浓度为 1%。在最佳的发酵诱导条

件下，摇瓶诱导 72 h后，发酵上清液酯酶酶活力

为 1 200 U/L。SDS-PAGE蛋白电泳表明 EstA蛋白

条带分子量接近 33 kD。如图 4所示，泳道 2中有

两条较亮的条带，其中最亮的那条为重组酯酶。本

次实验中的重组酯酶蛋白能以大约 1 200 U/L的酶

活在毕赤酵母中表达，比文献[15]中大肠杆菌表达

的酯酶酶活提高了 600 U/L，且杂蛋白条带较少。 

为了更好地对该重组酯酶进行理化性质研究，

对该重组菌的发酵液进行分离纯化。预实验中先将

发酵液进行不同饱和度的硫酸铵沉降，结果表明在

硫酸铵饱和度达到 60%时上清液的酶活最低，后

续实验选用 60%硫酸铵饱和度。硫酸铵沉淀后的

酶液透析袋除盐，经 DEAE 阴离子交换柱交换，

产生两个蛋白峰，p-NP 测定酯酶活性后，收集酯 

 
 

图 3  酯酶与其它相关蛋白的比对 
Figure 3  Amino acid sequence alignment of esterase with other related proteins 

注：黑色方框处为保守的区域，深色背景为完全一样的区域，灰色背景的是相似区域. 

Note: Black box indicate amino acids constituting the conservative region. Identical and similar amino acids are shaded in black and gray, 
respectively. 
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图 4  SDS-PAGE 分析发酵上清液 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of fermentation 
supernatant 
注：M：蛋白质分子量标准(低)；1：空载发酵液；2：诱导 3 d

后的发酵液. 

Note: M: Protein molecular weight marker; 1: Control 
supernatant; 2: Fermentation supernatant for 3 d. 
 

酶比活较高峰的酶液，继续用 Sephadex G-75对目

标蛋白进一步进行分离纯化。每步纯化后都进行

SDS-PAGE蛋白电泳验证。将每一步的纯化回收结

果绘制成纯化回收表，如表 1所示。纯化后的酯酶

呈现一条单一的蛋白条带，如图 5所示。 

3.4  重组酯酶酶学性质研究 

以 50 mmol/L磷酸氢二钠-磷酸二氢钠为缓冲

体系，对硝基苯乙酸酯(pNPC2)为底物，研究不同

pH、不同温度对重组酯酶酶活的影响。酯酶最适

 
 

图 5  SDS-PAGE 分析纯化后酯酶 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of purified esterase 
注：M：蛋白质分子量标准(低)；1：纯化后酯酶. 

Note: M: Protein molecular weight marker; 1: Purified esterase. 
 

反应温度实验(图 6A)表明，重组酯酶与对硝基苯

乙酸酯的最适作用温度为 40 C，温度高于 45 C

时不利于酶活的测定。温度稳定性实验表明，在温

度低于 60 C时该重组酯酶很稳定，放置 3 h后仍

保持着 85%以上的酶活力。而在 80 C保温 3 h酶

活力仅剩原活力的 20%左右，结果显示该重组酯

酶在温度低于 60 C时稳定性较好，有较宽的温度

承受范围(图 6 B)。最适反应 pH实验中(图 6 C)，

酯酶最适反应 pH为 8.0。在 pH 8.0−10.0范围内该

酯酶酶活力保持在 90%−100%左右，而在 pH 

3.0−4.0时相对酶活力只有 20%−50% (图 6 D)，说

明该酯酶在碱性条件下很稳定，为碱性酯酶。 

 

表 1  重组酯酶纯化表 
Table 1  Purification of the recombinant esterase 

纯化步骤 

Purification step 

酶活 

Enzyme activity 
(U/L) 

总蛋白 

Total protein 
(mg/L) 

比活 

Specific activity 
(U/mg) 

纯化倍数 

Purity (fold) 

回收率 

Yield 
(%) 

发酵液 

Crude extract 
1 310.89 172.46 7.60 1.00 100 

脱盐 

Desalting 
2 043.05 215.57 9.48 1.25 31.17 

DEAE离子交换 

DEAE ion-exchange 
281.91 10.72 26.30 3.46 13.79 

G-75凝胶过滤 

G-75 gel-filtration 
137.23 5.03 27.28 3.59 10.47 
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图 6  重组酯酶酶学性质分析 
Figure 6  Effect of temperature and pH on activity and 
stability of the recombinant esterase 
注：A：酶反应最适作用温度；B：酶最适作用 pH；C：酶的

温度稳定性；D：酶的 pH稳定性. 

Note: A: Effects of temperature on enzyme activity; B: Effects of 
pH on enzyme activity; C: Effects of temperature on enzyme 
stability; D: Effects of pH on enzyme stability. 

4  讨论 

巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统是

近几年发展起来的较为完善的，被广泛用来表达外

源蛋白的甲醇营养型表达系统，具有很多表达外源

蛋白的优势[16]。本研究从鲍鱼内脏中筛选到一株

产酯酶的不动杆菌，并将酯酶基因在毕赤酵母 X33

中表达，甲醇诱导后上清液酶活力为 1 200 U/L，

比原始菌株酶活提高了 8倍，表明毕赤酵母对不动

杆菌 Strain A来说是一个有效的酯酶表达系统。海

洋来源微生物酯酶的最适反应温度一般大于    

40 C，最适 pH一般大于 8.0，如 Kim Y. O.等[17]

发现的 Acinetobacter venetians V28酯酶最适作用

温度为 40 C，最适反应 pH 9.0；Luo Z. H.等[18]从

海岸沉积物中筛选到的 Fusarium 菌属中筛到的酯

酶最适反应温度为 50 C，最适反应 pH 8.0；Zhu Y.

等[19]利用宏基因组文库的方法从东太平洋 3 191 m

的深海地区筛到的酯酶基因表达后最适反应温度

为 60 C，最适反应 pH 8.0。而本研究中表达的酯

酶具有较低的最适反应温度和较高 pH。对该重组

酯酶进行温度和 pH 的研究表明该酯酶为碱性酯

酶，最适作用 pH和温度分别为 8.0和 40 C。具有

耐碱性和较好的耐热性，当温度为 70 C条件下，

保温 3 h后酶活力还能保持 60%。这些性质表明该

酶具有潜在的工业应用价值，本研究为今后酯酶的

研究奠定了理论基础。 
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