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研究报告 

来源于海洋细菌 Altererythrobacter luteolus SW109T 的 
新型酯酶 E29 的克隆表达及其酶学性质 
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摘  要：【目的】克隆表达一个来源于海洋细菌的酯酶 E29，并研究其酶学性质。【方法】从细

菌 Altererythrobacter luteolus SW109T 中筛选并扩增出一个酯酶基因，将其克隆至 pSMT3 载体

上，并将重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中进行异源表达，分析表达产物的酶学性质。【结

果】氨基酸序列分析结果表明，酯酶 E29 属于脂类水解酶第二家族(Family II)。酶学性质分析

结果显示，酯酶 E29 的最适反应底物为对硝基苯酚丁酸酯，最适反应温度为 45 °C，最适反应

pH 为 8.5；10 mmol/L 的 Co2+和 Mn2+及 15%的异丙醇和乙腈能强烈抑制酯酶 E29 的活性，1%
的 SDS 能使酶失活，甘油的存在能促进酶活性。【结论】酯酶 E29 是一个海洋来源的新型酯酶，

其具有较高的酶活力值、较宽的底物谱以及对部分有机溶剂和金属离子较好的耐受性，在工业

方面具有潜在的应用价值。 
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Abstract: [Objective] We cloned, expressed and characterized a novel esterase E29 from a marine 
bacterium. [Methods] An assumed esterase gene, which was predicted via the genome of 
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Altererythrobacter luteolus SW109T and amplified by PCR, was cloned into expression vector pSMT3. 
The recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21(DE3). Subsequently, E29 was 
obtained via heterogenetic expression and characterized. [Results] The amino acids sequence analysis 
revealed E29 represents a new member of Family II of lipolytic enzyme. According to biochemical 
characterization, the maximum hydrolysis activity was obtained using p-nitrophenyl butyrate as 
substrate, at 45 °C and pH 8.5. The activity of E29 decreased in solution containing 10 mmol/L Co2+ or 
Mn2+, or 15% isopropanol or acetonitrile. The esterase was inactivated in 1% SDS solution. The 
addition of glycerol can promote the activity of E29 strikingly. [Conclusion] E29 is a novel marine 
esterase. Due to its high enzyme activity, wide substrates selectivity as well as tolerance of some 
organic solvents and metal irons, E29 has potential application in industry. 

Keywords: Marine bacterium, Esterase, Characterization, Cloning and expression 

酯酶(EC3.1.1.2)是一类能够将脂类通过化学反

应分解为酸和醇的水解酶类。酯酶通常存在一个由

丝氨酸、组氨酸和天冬氨酸 3个氨基酸残基组成的

催化三角为其活性中心；其中，丝氨酸残基经常出

现在 GXSXG 这样一个保守的五肽序列中[1]。大部

分酯酶催化反应时不需要辅助因子参与，并且对反

应底物具有广泛性和一定的立体结构特异性[2]，这

些特性使其作为一种生物催化剂越来越受到人们

关注。如今，酯酶作为一种环境友好、经济并且清

洁的催化剂，在食品、造纸、精细化学合成以及医

疗诊断等领域扮演着越来越重要的角色[3]。工业上

应用的酯酶主要来源于不同的生物体内，特别是来

自于真菌和细菌[4]，这主要是由于微生物来源的酯

酶具有产量高、反应稳定、副产物毒性小及分子生

物学操作简单等优点。近年来，随着对酯酶极端反

应条件(高温、低温、耐酸、耐碱、耐盐、耐受有机

溶剂等)需求的日益增加，从极端环境中分离新型酯

酶也引发了人们的普遍关注[5-7]。 

海洋占据了地球表面积的 71%，孕育了丰富的
微生物资源，成为新型酯酶的一个巨大宝藏。

Altererythrobacter luteolus (Aba. luteolus，微黄交替
赤杆菌) SW109T 是一株从海洋环境中分离获得的

新种标准菌株，其对酯类具有良好的水解活性[8-9]。

基于全基因组序列的分析结果显示，菌株 SW109
具有一个假定的酯酶基因 e29[10]。本研究克隆表达

了 E29，根据氨基酸序列分析探知了其在酯酶家族
中的分类地位，并且从底物特异性、温度、反应 pH、

热稳定性、金属离子及有机溶剂耐受性等方面进行

了酶学性质研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
研究所用的实验菌株 Aba. luteolus SW109T是

从韩国海域水样样品中分离获得的一株细菌[9]，保

藏于韩国生物科学与技术研究所(Korea Research 
Institute of Bioscience and Biotechnology, KRIBB)，
由 Jung-Hoon Yoon 教授惠赠。Escherichia coli 
BL21(DE3)和 E. coli DH5α为本实验室保藏菌株。
质粒 pSMT3[11]由复旦大学李继喜教授惠赠。 

1.2  试剂和仪器 
限制性内切酶、蛋白 Marker、T4 连接酶均购

于 New England Biolabs公司(NEB)；DNA Marker
和 Primer STAR GXL DNA聚合酶购于宝生物工程
有限公司 (TaKaRa)；细菌基因组提取试剂盒
(Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit)购于 Axygen
有限公司；PCR产物回收试剂盒(Cycle-pure Kit)和
琼脂糖凝胶回收试剂盒(Gel Extraction Kit)购于
OMEGA 有限公司；胰蛋白胨和酵母提取物购于
OXIOD 有限公司；琼脂粉(Agar)购于 BIOSHARP
有限公司；对硝基苯酚酯和对硝基苯酚标准溶液购

于 Sigma-Aldrich 有限公司；其他相关试剂均购于
生工生物工程上海有限公司。Aba. luteolus SW109T

的全基因组序列是通过高通量测序技术(HiSeq2000
系统，Illlumina，美国)而获得[12]。 

PCR基因扩增仪(XP cycles)，杭州博日科技有
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限公司；微型离心机(MICROCL 17)和低温落地式中
型离心机(SL40R)，赛默飞世尔科技(中国)有限公
司；超声波细胞粉碎机(650Y)，上海比朗仪器制造
有限公司；Ni-NTA 亲和层析柱(BSP079)，生工生
物工程 (上海 )股份有限公司；核酸蛋白分析仪
(DU800)，贝克曼库尔特商贸(中国)有限公司。 

1.3  培养基和培养条件 
LB培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，

氯化钠 10，pH 7.0。2216培养基购于美国 BD公司。 
Aba. luteolus SW109T 培养条件为 30 °C、   

200 r/min，在 2216培养基中富集培养；E. coli BL21 
(DE3)和 E. coli DH5α培养条件为 37 °C、200 r/min，
在 LB培养基中富集培养。 

1.4  序列分析 
通过对全基因组序列及其注释分析，得到一个

假定的酯酶基因 (e29)，将其氨基酸序列通过
BLASTp 程序(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)进行比
对分析。基于 Neighbor-Joining 方法[13]，使用软件

MEGA 6.0构建系统发育树[14]。 

1.5  克隆表达与纯化 
采用细菌基因组提取试剂盒获得 Aba. luteolus 

SW109T的基因组 DNA，以其为模板进行聚合酶链
式反应(PCR)扩增目的基因片段。PCR 条件和体系
为 Primer STAR GXL DNA 聚 合 酶 说 明 书

(http://www.takara.com.cn/DownLoad/R050A.pdf)所推
荐。所用引物序列为 5′-TCGCGGATCCATGGGGCCG 
GAACGGCG-3′ (斜体下划线表示 BamH I酶切位点)
和 5′-TCCGCTCGAGTCAGCCTGCCGGCTCTTCC-3′ 
(斜体下划线表示 Xho I 酶切位点)。PCR 产物经过
BamH I和 Xho I双酶切后，克隆到同样酶切处理后
的表达载体 pSMT3 上，将重组质粒转入到 E. coli 
BL21(DE3)中富集培养。待培养液 OD600 达到 0.6
时，加入 0.5 mmol/L的 IPTG诱导表达，在 25 °C、
200 r/min条件下培养过夜。培养液在 4 °C条件下
5 000×g离心收集菌体，采用 Buffer A (500 mmol/L
氯化钠，10 mmol/L咪唑，20 mmol/L Tris-HCl，pH 
8.0)重悬菌体，并超声波破胞。溶液在 4 °C、12 000×g

高速离心 20 min后得到的上清液采用Ni-NTA亲和
层析柱纯化蛋白。采用 12% SDS-PAGE 检测洗脱
液。采用 Bradford的方法进行测定蛋白浓度，标准
品为小牛血清蛋白[15]。 

1.6  酶活性质分析 
标准反应体系(1 mL)：10 μL 0.1 mol/L对硝基

苯酚丁酸酯，980 μL 100 mmol/L Tris-HCl缓冲液
(pH 8.5)和 10 μL纯化后的酶液。使用核酸蛋白分
析仪(DU800)在 45 °C 下连续测定吸光值 A405变

化，并使用失活的酶液作为对照。一个酶活力单

位定义为每分钟从对硝基苯酚酯催化产生 1 μmol
对硝基苯酚所需要的酶量。将对硝基苯酚[16]标准

品用 100 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 8.5)配制成不
同浓度的标准系列，测定其在 45 °C、405 nm波长
下的吸光值[17]，绘制标准曲线，计算得到对硝基苯

酚消光系数为 13 208/(mol·cm)。 
1.6.1  底物特异性：分别在反应体系中加入终浓度

为 1 mmol/L不同链长度的对硝基苯酚酯(乙酸酯，
C2；丁酸酯，C4；己酸酯，C6；辛酸酯，C8；癸
酸酯，C10；十二酸酯，C12；十四酸酯，C14；十
六酸酯，C16)。 
1.6.2  最适反应温度及热稳定性：分别在 10、15、
20、25、30、35、40、45、50、55、60 和 65 °C
下连续测定吸光值 A405，分析酯酶的最适反应温

度。将纯化后的酶液分别保温在 10、20、30、40、
50和 60 °C条件下 1 h后测定酶活，分析酶的热稳
定性。 
1.6.3  最适反应 pH：分别在不同 pH条件下连续测定

吸光值(A348) 3 min，使用的缓冲液包括：100 mmol/L
柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液(pH 3.0−6.0)、100 mmol/L磷
酸二氢钾-氢氧化钠缓冲液(pH 6.0−7.5)、100 mmol/L 
Tris-HCl缓冲液(pH 7.5−9.0)和 50 mmol/L 2-环己胺
基乙磺酸-氢氧化钠缓冲液(pH 9.0−10.0)。 
1.6.4  动力学研究：采用不同浓度的对硝基苯酚丁

酸酯测定酯酶的活力，再通过 GraphPad Software
软件中的 Michaelis-Menten equation 来计算 Km和

Vmax
[18]。 
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1.6.5  金属离子耐受性：反应体系中分别加入   
10 mmol/L Ni2+、Co2+、Sr2+、Mg2+、Ca2+、Mn2+、

Cu2+、Ba2+和乙二胺四乙酸(EDTA)，测定酶活。 
1.6.6  有机溶剂及去垢剂耐受性：反应体系中分别

加入 15%的有机溶剂(异丙醇、乙腈、甲醇、乙醇、
丙酮、二甲基亚砜、二甲基甲酰胺和甘油)或 1%的
去垢剂(SDS、Triton X-100、吐温 20 和吐温 80)，
测定酶活。 

1.7  核苷酸序列登录号 
Aba. luteolus SW109T的酯酶基因 e29核苷酸序

列的 GenBank登录号为 KU057375。 

2  结果与分析 

2.1  序列分析 
通过对 Aba. luteolus SW109T的全基因组分析，

获得了一个长度为 573 bp 的开放阅读框(Open 
reading frame，ORF)，该 ORF 可编码一个大小为
191氨基酸的蛋白质，即 E29。通过 BLASTp比对
分析，发现与之氨基酸序列相似性最高的蛋白为来

源 Porphyrobacter sp. HL-46的 Arylesterase，序列一
致性为 71% (表 1)。 

1991 年 Arpigny 和 Jaeger[4]根据氨基酸序列一

级结构信息，将脂类水解酶分为 8 个家族[4]。将获

得的 E29及其相近的氨基酸序列构建系统发育树，
结果显示，E29与其他 6个氨基酸残基序列最相近
的蛋白位于同一分支上，均属于第二家族(Family II) 
(图 1)。进一步 ClustalW[13]对比分析结果揭示，E29

具有第二家族所特有的 GDSL序列[4]。 

2.2  酯酶 E29 的表达与纯化 
酯酶 e29 基因与表达载体 pSMT3 构建组成 

一个重组质粒，并将其转化至宿主 E. coli BL21(DE3)

中进行异源表达。通过计算得知酯酶 E29蛋白的分

子量为 21 kD。由于所使用的表达载体 pSMT3会在

表达产物的C端增加一个约为 13 kD的 Sumo (目的

是增加蛋白的可溶性表达量)，因此最终获得的蛋白

在 SDS-PAGE上显示约为 34 kD。图 2为经 Ni-NTA

亲和层析柱纯化后，不同浓度咪唑洗脱的流出液在

SDS-PAGE上的结果。 

2.3  酯酶 E29 的酶学性质 
使用不同侧链长度的对硝基苯酚酯进行酯酶

E29 底物特异性分析，结果如图 3 所示。当底物

为对硝基苯酚丁酸酯(C4)时，其水解反应活性最

高 [酶活力值为 150.12±2.60 U/mg， Vmax 为   

987.5 μmol/(L·min)，Km为 0.477 5 mmol/L]。从图

3 可知，酯酶 E29 对较短链的对硝基苯酚酯普遍

具有较好的水解能力，对对硝基苯酚十四酸酯

(C14)和对硝基苯酚十六酸酯(C16)也表现出一定

的降解作用。 

酯酶 E29 的反应温度和反应 pH 分别在

15−60 °C和 pH 2.0−10.0的范围内测定。结果显示，

E29的最适反应条件为 45 °C和 pH 8.5 (图 4和图 5)。

热稳定性实验结果表明，E29在 10−30 °C时能保持

良好的活性，而在 50 °C条件下大幅度失活(图 6)。     
 

表 1  E29 及其相似蛋白之间的比较 
Table 1  Comparison of E29 with its similar relatives 

蛋白名称 
Name of protein 

大小 
Size (aa) 

GenBank登录号 
GenBank accession No. 

来源 
Source 

一致性 
Identity (%)

E值 
E value

E29 191 KU057375 Altererythrobacter luteolus − − 

Arylesterase 249 WP_051930192 Porphyrobacter sp. HL-46 71 6e–89 

Arylesterase 193 WP_027443586 Porphyrobacter cryptus 70 5e–87 

Lysophospholipase 247 KPP91471 Erythrobacteraceae sp. HL-111 68 6e–84 

Arylesterase 244 WP_051698010 Erythrobacter litoralis 67 6e–84 

Arylesterase 232 WP_046903184 Altererythrobacter atlanticus 68 2e–83 

Arylesterase 243 WP_054119104 Porphyrobacter sp. AAP60 67 3e–83 
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图 1  E29 与其他脂类水解酶的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of E29 and other lipolytic enzymes 

注：括号内数字为 GenBank登录号；罗马数字代表分支上的蛋白所属的家族. 
Note: The numbers in the bracket denote the GenBank accession number; and the Roman numbers represent family of lipolytic enzyme 
which proteins on the branch belong to. 
 

在一些金属阳离子存在的条件下，酯酶 E29
能保持良好的酶学活性，特别是在 Sr2+存在时，

酶活力值有提高，在 10 mmol/L Ni2+、Ba2+、Mg2+

和 Ca2+存在情况下酶活力值几乎保持不变；然而

10 mmol/L的Co2+和Mn2+则会强烈地抑制酶活力值

(图 7)。酯酶 E29能耐受 1%的 Triton X-100；在 1% 
SDS存在情况下，酶完全失活；15%的异丙醇或乙
腈能强烈抑制酶活力值；在甘油存在的情况下，酶

活力值有一定幅度提高(图 8)。 
酯酶 E29与其他酯酶的酶学性质比较见表 2、3。 
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图 2  重组蛋白 sumo-E29 的 SDS-PAGE 图 
Figure 2  SDS-PAGE of recombinant sumo-E29 
注：1：150 mmol/L咪唑溶液洗脱的流出液；2：250 mmol/L咪

唑溶液洗脱的流出液；M：标准分子量蛋白Marker. 
Note: 1: Elution of 150 mmol/L imidazole; 2: Elution of 250 mmol/L 
imidazole; M: Marker.  

 

 
 

图 3  酯酶 E29 底物特异性结果图 
Figure 3  Substrate specificity of E29 
注：在 45 °C和 pH 8.5的条件下测定酶活力值，酯酶 E29对对

硝基苯酚丁酸酯(C4)的酶活为 100%. 
Note: The esterase activity of the purfied recombinant enzyme E29 
towards various chain lengths of p-NP esters was assayed at 45 °C 
and pH 8.5. The highest level of activity with the C4 substrate was 
taken as 100%. 

 
 

图 4  温度对 E29 催化活性的影响 
Figure 4  The activity of E29 under different temperatures 
注：以对硝基苯酚丁酸酯为底物，在 pH 8.5的条件下测定不同
温度下的酶活力值，将 45 °C下测得的酶活作为 100%. 
Note: Enzyme activity was determined with a series of 
temperatures at pH 8.5 using p-nitrophenol butyrate as substrate. 
The value obtained at 45 °C was defined as 100%. 
 

 
 
图 5  pH 对 E29 催化活性的影响 
Figure 5  The activity of E29 at different pH 
注：以对硝基苯酚丁酸酯为底物，45 °C条件下测不同 pH条件
下的酶活力值. 
Note: The activity was determined using p-nitrophenol butyrate as 
substrate. The assay was performed under 45 °C. 

 

 
 

图 6  E29 的热稳定性研究 
Figure 6  Thermostability of recombinant E29 
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图 7  二价阳离子对 E29 催化活性的影响 
Figure 7  Effect of metal ions on activity of recombinant 
E29 

 

 
 

图 8  去垢剂及有机溶剂对 E29 催化活性的影响 
Figure 8  Effect of detergents and organic solvents on 
activity of recombinant E29 
 

3  结论与讨论 

海洋是一个巨大的微生物资源宝库，蕴含着大

量的类型多样、功能未知的新型酶。近年来，关于

海洋微生物新型功能基因的分离与鉴定越来越受

到人们的重视。传统的新型酶筛选方法主要依据目

标酶的活性而开展。近年来，微生物基因组测序越

来越普遍，基于基因组序列直接寻找新型酶编码基

因已成为筛选工业催化剂的一种有效途径，这种分

析方法可称为 in silico分析。以往通过 in silico分析
已发现具有特殊性质的新型酯酶，甚至脂类水解酶

新家族[19-20]。酯酶 e29基因也是通过该技术发现的，
并由此开展了后续酶学性质研究。 
本研究以来源于 Aba. luteolus SW109T的新型

酯酶 E29为对象，通过克隆和异源表达方法获得了

可溶性表达产物，进一步采用 Ni-NTA 亲和层析柱

纯化，获得了重组酯酶 E29。序列分析和比对结果

显示，酯酶 E29属于脂类水解酶的第二家族。脂类

水解酶第二家族又称为 GDSL家族，该家族蛋白的

氨基酸序列中存在一个特有的 GDSL序列[1]，并且

比其他家族的蛋白 GXSXG五肽序列更靠近肽链的

N端[21]。作为脂类水解酶第二家族的新成员，酯酶

E29的氨基酸序列 N端第 11–14个氨基酸残基组成

了一个 GDSL 序列，第 13 位的丝氨酸是其催化活

性三角的组成部分，参与了酯类水解反应。 

通过酶底物特异性分析发现，酯酶 E29在降解

短链对硝基苯酚酯时具有良好的酶活力值，在对硝

基苯酚十四酸酯和对硝基苯酚十六酸酯存在的情

况下，也表现出一定的降解能力，显示了 E29具有

较宽的底物谱，这在其他已知酯酶中并不常见(表 2，

表 3)。酯酶 E29最适反应底物是对硝基苯酚丁酸酯，

在降解过程中酶活力值可达 150.12±2.60 U/mg，较

多数已分离的酯酶以同样方法测得的酶活高(表 2，

表 3)。酯酶 E29的最适催化温度为 45 °C，最适催

化 pH为 8.5，在温度较低(15、20 °C)情况下也具有

一定的酶活，这可能与该酶来源于海洋环境有关。

酯酶 E29具有良好的热稳定性，在 40 °C保温 1 h

情况下仍然具有 60 %以上的活性，这在海洋来源的

酯酶中并不常见(表 3)；其对部分金属离子、去垢剂

和有机溶剂具有良好的耐受性，增加了其使用范围

的广泛性。综上所述，酯酶 E29是一个较好的工业

应用候选酶，还可为以后工业应用酶的改造提供模

板及借鉴。 
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