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新颖深海微生物酯酶 EstC11 的酶学性质及其在手性 
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摘  要：【背景】手性乙酸苏合香酯是重要的手性香料产品，在食品及精细化工等领域都有重

要的应用。酶催化不对称合成手性乙酸苏合香酯产品具有极好的工业应用前景。【目的】研究

酯酶 EstC11 的基本酶学性质及其在制备手性乙酸苏合香酯中的应用。【方法】对来自西太平洋

深海热液口芽孢杆菌 Bacillus sp. CX01 中的新颖微生物酯酶基因 EstC11 进行克隆、表达及酶学

性质鉴定。通过对 pH、温度、有机溶剂等反应条件的优化提高酯酶手性拆分乙酸苏合香酯的

光学纯度。【结果】酯酶 EstC11 的最适反应 pH 为 8.5，最适温度为 25 °C，一些金属离子和有

机溶剂对酯酶 EstC11 的水解活性具有不同程度的抑制作用。通过对反应条件的优化，在最适

反应条件下(pH 9.0 50 mmol/L Tris-HCl，20 °C，50 mmol/L 底物浓度)反应 3 h 后，(R)-乙酸苏

合香酯的光学纯度达 98%，得率为 39%。【结论】通过对酯酶拆分条件的优化，手性拆分乙酸

苏合香酯生成(R)-乙酸苏合香酯的光学纯度明显提高，为酯酶 EstC11 在工业化上的应用奠定了

基础。 
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Characterization of a novel deep-sea microbial esterase EstC11 for 
enantioselective resolution of (±)-1-phenylethl acetate 
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Abstract: [Background] Chiral phenylethl acetate is a crucial chiral flavor compound and possesses 
important applications in the fields of food and fine chemicals. The enzymatic synthesis of chiral 
phenylethl acetate is of great industrial application prospect. [Objective] To characterize a novel 
microbial esterase EstC11 for enantioselective resolution of (±)-1-phenylethl acetate. [Methods] A 
microbial esterase EstC11 identified from the deep sea of Western Pacific Ocean was cloned, 
expressed, and characterized. The optical purity of chiral product (R)-1-phenylethl acetate generated 
through enzymatic kinetic resolution was increased by optimizing the conditions of enzymatic 
reactions, such as pH, temperature and organic solvents. [Results] The optimum pH and temperature 
of EstC11 were 8.5 and 25 °C, respectively. Some metal ions and organic solvents could inhibit the 
hydrolytic activity of EstC11. Under the optimum reaction conditions (pH 9.0, 50 mmol/L Tris-HCl, 
20 °C, 50 mmol/L substrate concentration), the optical purity of (R)-1-phenylethl acetate reached 
98% with the yield of 39% after 3 h. [Conclusion] The optical purity and yield of (R)-1-phenylethl 
acetate were dramatically improved after the optimization of enzymatic reaction conditions. Thus, 
our study laid the foundation for the application of esterase EstC11 in industry. 

Keywords: Deep-sea microorganism, Esterase, Kinetic resolution, (R)-1-phenylethl acetate 

手性化合物在精细化工、食品及医药等领域都

具有重要的应用[1]。通常，手性化合物的合成可以

通过传统的化学方法合成，但是化学合成需要有毒

有机溶剂及重金属的参与，对环境及人类产生严重

的危害，破坏产品的品质，并且通过化学合成得到

的手性化合物光学纯度较低[2]。例如，在 300 °C
下利用 PbZn/Al2O3 作为催化剂制备(R)-乙酸苏合

香酯的光学纯度仅为 32%[3]。另一种手性化合物的

合成是通过生物催化剂的方法，与传统的化学合成

相比，酶法选择性拆分消旋体化合物，具有高立体

专一性和区域选择性、副反应少、产率高、产物光

学纯度好以及反应条件温和的优点，所以是一种被

广泛认可的拆分方法[4-5]。现代蛋白质工程技术也

可以提高酶催化的活性、稳定性和立体选择性[6-7]。 
手性香料是一类重要的化合物，其不同对映体

可显示出不同的香气特征、香气强度以及不同的生

物活性[8-10]。例如，(S)-(+)-香芹酮具有芫荽的香味，

而(R)-(–)-香芹酮则具有留兰香的香味[8-9]。乙酸苏

合香酯的香味与所含对映体比例有密切关系[11]，

不同对映体过量值(e.e.)的手性乙酸苏合香酯具有

不同的香味，因此在香精等行业具有重要的应用。

例如，对 e.e.为 81%的(R)-乙酸苏合香酯具有杏香

和苹果香，而 e.e.为 78%的(S)-乙酸苏合香酯则具

有鳄梨的青香和草莓酱香。这两种香料的来源除

了天然精油，也可采用生物合成或不对称合成技

术获取[12-15]。 
酯酶(EC 3.1.1.1)是一类广泛应用于清洁剂和

食品加工行业的水解酶。由于很多酯酶催化的酯

化、转酯或水解反应在消旋体的动力学拆分中具有

高对映选择性，而在制药工业和化学工业中也具有
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重要的应用[7,16]。酯酶催化的酶反应之所以会表现

出高对映选择性是由于对两种相反对映体的水解

速率不同。应用酯酶合成手性化合物的另一个优点

是在酶催化反应过程中不需要辅酶的参与[17]。 
本研究对来自西太平深海热液口的一株芽孢

杆菌的酯酶 EstC11 基因进行了克隆、表达，对其

酶学性质及在拆分制备手性乙酸苏合香酯的应用

进行了研究，为酯酶 EstC11 在工业化上的应用奠

定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5α、 E. coli 
BL21(DE3)和载体 pET28a(+)均为本实验室保存；

芽孢杆菌 Bacillus sp. CX01 从西太平洋深海热液

口样品中筛选获得。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

DNA 凝胶回收试剂盒，Omega 公司；限制性

内切酶，Thermo Fisher Scientific 公司；T4 DNA
连接酶和 Taq DNA 聚合酶，北京全式金生物科技

有限公司；对硝基苯酚乙酸酯(pNPC2)、对硝基苯

酚丁酸酯(pNPC4)、对硝基苯酚己酸酯(pNPC6)、
对硝基苯酚辛酸酯(pNPC8)、对硝基苯酚癸酸酯

(pNPC10)、对硝基苯酚十二酸酯(pNPC12)，生工

生物工程(上海)股份有限公司；乙酸苏合香酯，上

海阿达玛斯试剂有限公司；其他试剂均为分析纯。 
PCR 仪，美国伯乐生命医学产品公司；摇床，

上海世平实验设备有限公司；高压灭菌锅，日本松

下电器有限公司；冷冻离心机，德国贝克曼有限公

司；超声破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；

酶标仪，瑞士 Tecan 公司；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。 

1.2  方法 
1.2.1  酯酶 EstC11 基因序列分析 

通过生物信息学手段对基因组进行注释，确定

酯酶 EstC11 的开放阅读框。氨基酸一致性分析通

过 PSI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)进行

分析。利用 ClustalW 1.81c 对测序后的基因进行拼

接，软件 DNAMAN 进行同源性分析。酯酶基因的

理论蛋白质分子量及等电点采用 Compute pI/Mw 
(http://web.expasy.org/compute_pi/)来预测。 
1.2.2  酯酶基因的克隆及表达载体的构建 

根据酯酶基因序列，利用 Primer Preimer 5 软

件设计引物如下：上游引物：5′-CACGGATCCATG 
AAACGAACAGACAAAAAGCC-3′ ( 下 划 线 为

BamH I 酶切位点)；下游引物：5′-CATCTCGAGTTA 
CACGCCGGCACGGAA-3′ (下划线 Xho I 酶切位

点)。以 Bacillus sp. CX01 总 DNA 为模板进行 PCR
扩增。PCR 反应体系：模板 2 μL，上、下游引物   
(10 μmol/L)各 1 μL，T4 连接酶(5 U/μL) 0.5 μL，

dNTPs (2 mmol/L) 2.5 μL，Buffer 2.5 μL，双蒸水补

足至 25 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，

51 °C 30 s，72 °C 2 min，32 个循环；72 °C 10 min，

冷却到 18 °C。0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产

物，并切胶回收。经 BamH I、Xho I 双酶切后与载体

连接，将重组质粒转入感受态 E. coli DH5α，筛选阳

性克隆送至上海美吉生物医药有限公司进行测序。 
1.2.3  酯酶 EstC11 的表达、纯化 

将重组质粒转入 E. coli BL21(DE3)中，涂布于

50 μg/mL 的卡那霉素 LB 平板[18]，培养 20 h 后挑选

单菌接种于含卡那霉素的 LB 液体培养基中，培养

至 OD600 为 0.85 左右，加 IPTG 至终浓度 0.2 mmol/L，

22 °C 培养 16 h。4 °C、4 000 r/min 离心 20 min 收

集菌体，用 30 mL (50 mmol/L，pH 7.4) Tris-HCl
缓冲液重悬菌体，超声破碎(超声 4 s 停 6 s)，4 °C、

10 000 r/min 离心 15 min，收集上清。将上清液转

移至预先用 50 mmol/L pH 7.5 的 Tris-HCl 缓冲液

平衡的镍柱中，用 40 mmol/L 的咪唑洗脱杂蛋白，

300 mmol/L 的咪唑洗脱目的蛋白。脱盐 Sephadex 
G25 柱脱盐。纯化的蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电

泳检测。 

1.2.4  酯酶酶学性质鉴定 
采用对硝基苯酚法测定酯酶EstC11活力，500 μL
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的反应体系：50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液 485 μL，

酶液(稀释 10 倍) 5 μL，对硝基苯酚酯 5 μL，以不

加酶液的反应为空白对照，反应 5 min 后测定酶活

力。酶活力单位定义：1 min 内水解对硝基苯酚酯

释放 1 μmol/L 对硝基苯酚所需的酶量定义为一个

酶活力单位。通过比较酯酶对不同长度酰基对硝基

苯酚酯(C2–C12)的水解活性确定酯酶最适作用底

物。通过测定酯酶 EctC11 在不同 pH (pH 6.0−8.0
为 50 mmol/L PBS；pH 8.0−9.5 为 50 mmol/L 
Tris-HCl；pH 梯度为 0.5)缓冲液中酶活力确定酯酶

的 最适 pH， 以酶活力最 高点的相对 酶活力为

100%，其 pH 稳定性则是通过将酯酶置于不同 pH 
(6.0−10.0，pH 梯度为 1.0)缓冲液中处理一定时间

后测定其残余酶活力来确定的。在不同温度下

(10−45 °C，温度梯度为 5 °C)测定酯酶 EstC11 的

酶 活 力 来 研 究 酯 酶 的 最 适 反 应 温 度 ， 将 酯 酶

EstC11 在不同温度(30−50 °C)下处理，每隔 15 min
测一次酶活力以检测酯酶的温度稳定性。将酯酶与

终浓度为 2 mmol/L 和 10 mmol/L 的不同金属离子

(Na+、Zn2+、Co2+、Li+、Cu2+、K+、Ca2+、Al3+、

Fe2+、Mn2+、Mg2+、Ba2+)混合，处理 3 h 后测定残

余酶活力确定金属离子对酯酶活力的影响。为研究

表面活性剂和有机溶剂对酯酶活力的影响，将酯酶

置于浓度为 0.1%、0.5%的表面活性剂[十二烷基硫

酸钠(SDS)、十二烷基苯磺酸钠(SDBS)、吐温-20、

吐温-80、三聚磷酸钠]或 30%和 50%有机溶剂[丙
酮、乙腈、二甲基亚砜(DMSO)、甲苯、庚烷、异

辛烷、己烷、乙醇、正癸醇]中处理 3 h，对硝基苯

酚测定其残余酶活力，以未加入表面活性剂或有机

溶剂的反应体系中的酯酶活力为 100%作为对照。 
1.2.5  酯酶 EstC11 拆分(±)-乙酸苏合香酯条件的

优化 
为研究 pH 对酯酶 EstC11 拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响，在不同 pH (6.0−9.5)的反应体系中加入

10 mg 粗酶粉和 50 mmol/L (±)-乙酸苏合香酯，在

37 °C 下反应 2 h 后乙酸乙酯萃取，手性气相色谱检

测有机相。反应体系在不同温度下反应 2 h 后，手

性气相色谱检测以确定温度对酯酶 EstC11 拆分(±)-
乙酸苏合香酯的影响。有机溶剂对酯酶 EstC11 拆分

(±)-乙酸苏合香酯的影响是通过在反应体系加入

10% (体积比)有机溶剂，在 20 °C 下反应 2 h 后气

相色谱手性柱检测来确定的。表面活性剂对酯酶

EstC11 拆分乙酸苏合香酯的影响则是通过向反应

体系中加入 0.1%的表面活性剂，在优化条件下

(20 °C，pH 9.0 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液)反应 2 h
后，样品进行气相色谱检测。在优化条件下(20 °C，

pH 9.0 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液)，向反应体系中

加入 10 mg 酯酶 EstC11 粗酶粉，20−100 mmol/L
底物(±)-乙酸苏合香酯，反应 2 h 后样品用于 GC
检测，确定酯酶 EstC11 拆分(±)-乙酸苏合香酯的最

适底物浓度。为研究反应时间对酯酶 EstC11 拆分

(±)-乙酸苏合香酯的影响，在优化条件下(20 °C，

pH 9.0 Tris-HCl 缓冲液)，每隔一段时间取出 500 μL
用乙酸乙酯萃取，无水硫酸钠除水，气相色谱手性

柱检测。气相色谱仪 9790 II 配置有 112-6636 
CYCLOSIL-B 手性毛细管柱[30 m×0.25 mm ID，

0.25 μm 膜厚(df)]和 H2 flame 离子检测器。手性气

相色谱条件：载气氮气的流速为 1.2 mL/min，进样

口、检测口温度为 250 °C (初温 100 °C，10 °C /min
的速度升温至 250 °C 并保留 10 min)。以十二烷作

为内标，计算得率(Y)和对映体过量值(e.e.)。 
e.e.=([S- 乙 酸 苏 合 香 酯 ]−[R- 乙 酸 苏 合 香

酯])/([S-乙酸苏合香酯]+[R-乙酸苏合香酯])； 
Y=A/A0。 

e.e.和 Y 分别表示乙酸苏合香酯的对映体过量

值和 S-乙酸苏合香酯的得率。A 和 A0 表示反应前

后 S-乙酸苏合香酯的量。 

2  结果与分析 

2.1  酯酶的基因序列分析 
酯酶基因 EstC11 全长 717 bp，编码 239 个氨

基酸残基，EstC11 的理论蛋白分子量为 29.3 kD，

等电点为 5.62。NCBI 比对结果显示：EstC11 基

因 序 列 与 来 自 Bacillus 的 Rhamnogalacturonan 
acetylesterase 基因具有 96%的相似性，与来自
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Bacillus paralicheniformis 的 Rhamnogalacturonan 
acetylesterase 基因有 95%的相似性，与来自 Bacillus 
licheniformis 的 Rhamnogalacturonan acetylesterase、

Bacillus swezeyi 的 Rhamnogalacturonan acetylesterase、

Bacillus subtilis 的 Hypothetical protein B4069_0705
序列相似性分别为 94%、75%和 64%。 

2.2  酯酶表达纯化 
构建的表达载体 pET28a(+)-EstC11 转入感受

态 E. coli BL21(DE3)，并实现了高效表达。纯化后，

SDS-PAGE 凝胶电泳结果显示单一目的条带大约

为 29 kD，说明 EstC11 与理论值大小一致(图 1A)。 

2.3  酯酶酶学性质 
2.3.1  最适底物 

比较酯酶 EstC11 水解不同长度酰基的对硝

基苯酚酯 pNPC2−C12，结果如图 1B 所示。说明

酯酶 EstC11 对长链对硝基苯酚酯特异性差，而对

短链对硝基苯酚酯的作用效果较好，最佳底物是

pNPC2，即对硝基苯酚乙酸酯，其酶活力值为

124.5 U/mg。 
2.3.2  最适 pH 和 pH 稳定性 

pH对重组酯酶EstC11活力的影响结果见图2A。

在 50 mmol/L 的 Tris-HCl pH 8.5 时，酯酶 EstC11 
 

 
图 1  酯酶 EstC11 的蛋白表达(A)和底物特异性(B)  
Figure 1  Expression (A) and substrate specificity (B) of EstC11 
注：1：IPTG 诱导后的 E. coli BL21(DE3) pET28-EstC11 蛋白上清；2：IPTG 诱导后的 E. coli BL21(DE3) pET28-EstC11 总蛋白；

3：纯化的 EstC11. 
Note: 1: Protein supernatants of EstC11 after IPTG induction; 2: Total proteins after IPTG induction; 3: Purified EstC11.  

 

       
图 2  pH 对酯酶 EstC11 活力(A)和稳定性(B)的影响 
Figure 2  Effect of pH on the activity (A) and stability (B) of EstC11 
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的酶活力最高，pH 值在 7.5–8.5 之间有较高的酶活

力。当 pH 低于 7.5 时，其酶活力迅速降低。酯酶

EstC11 在不同 pH 缓冲液中的稳定性见图 2B。pH
在 7.0−9.0 时酶活力较稳定，处理 8 h 后残余活力在

80%以上。在 pH>9.0 时，酶活力丧失较为明显。 
2.3.3  最适温度和温度稳定性 

酯酶 EstC11 在低于 40 °C 时酶活力保持较高，

处理 90 min 后残余酶活力仍保持 85%以上。随着

处理温度的升高，酯酶残余酶活力逐渐下降，当温

度高于 45 °C 时酶活力急剧降低(图 3A)，在 50 °C
处理 90 min 后残余酶活力为 20% (图 3B)，说明酯

酶在低于 40 °C 时稳定性较好。 
2.3.4  金属离子、表面活性剂、有机溶剂对酯酶

EstC11 活力的影响 
金属离子对酶活力的影响见图 4A。与对照相

比，Mn2+、Fe2+、Cu2+、Co2+、Zn2+、Ni2+等金属

离子对酯酶催化对硝基苯酚乙酸酯的活力有强烈

的抑制作用；Na+、Ca2+、Mg2+、Li+、K+等对酯酶

EstC11 酶活力的影响很小。不同的表面活性剂处

理酯酶 EstC11，以未添加任何离子或表面活性剂

的反应体系中的酶活力为 100%作为对照。在室温

下孵育 3 h 后测定残余酶活力，结果见图 4B。三

聚 磷 酸 钠 对 酶 活 力 具 有 明 显 的 激 活 作 用 ， 而

Tween-20 和 Tween-80 对酶活力具有不同程度的抑

制作用，并且随着浓度增加抑制作用增强。SDS

和 SDBS 对 CX-11 的酶活力具有强抑制性。如图

4C 所示，在 10% (体积比)的浓度下，绝大多数有

机溶剂对酯酶 EstC11 都有不同程度的抑制作用。

在高浓度[50% (体积比)]下，酯酶 EstC11 在正己烷

中保持较高的酶活力，残余酶活力为 50%以上。

以上结果说明该酯酶能够耐有机溶剂。 

2.4  酯酶 EstC11 拆分乙酸苏合香酯条件优化 
2.4.1  pH 对酯酶 EstC11 拆分(±)-乙酸苏合香酯的

影响 
如图 5A 所示，在 pH 6.0−9.0 之间随 pH 升高

e.e.不断增大，酯酶 EstC11 在 pH 9.0 时 e.e.最高，

达 90%，此时得率为 45%。pH 继续升高，e.e.变化

不大。因此，EstC11 拆分乙酸苏合香酯的最适 pH

为 9.0。 
2.4.2  反应温度对酯酶EstC11拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响 
从图 5B 可以看出，在 20 °C 时 e.e.最高为 89%，

随着温度的升高 e.e.不断降低，因此酯酶 EstC11

拆分(±)-乙酸苏合香酯的最适温度为 20 °C。 
2.4.3  有机溶剂对酯酶EstC11拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响 
从表 1 可以看出，在 10% (体积比) DMSO 存

在的情况下，e.e.明显提高(P<0.05），而其他绝大

多数有机溶剂的存在都降低了酯酶 EstC11 的立体

选择性。 
 

       
 

图 3  温度对酯酶 EstC11 活力(A)和稳定性(B)的影响  
Figure 3  Effect of temperature on the activity (A) and stability (B) of EstC11 
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图 4  金属离子(A)、表面活性剂(B)和有机溶剂(C)对酯酶 EstC11 活力的影响 
Figure 4  Effect of metal ions (A), surfactants (B) and organic solvents (C) on the hydrolysis activity of esterase EstC11 

 

     

     
图 5  pH (A)、温度(B)、底物浓度(C)和反应时间(D)对酯酶 EstC11 拆分(±)-乙酸苏合香酯的影响 
Figure 5  Effect of pH (A), temperature (B), substrate concentration (C) and reaction time (D) on the kinetic resolution of 
(±)-1-phenylethyl acetate 
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表 1  有机溶剂对酯酶 EstC11 水解拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响 
Table 1  Effect of organic solvents on the kinetic resolution 
of (±)-1-phenylethyl acetate by esterase EstC11 

Organic solvents e.e. (%) Y (%) 

Control 86.0±1.1 46.0±1.9 

DMSO 91.0±1.8 40.0±1.3 

Acetone 46.0±0.4 68.0±0.6 

Acetonitrile 29.0±0.5 62.0±0.9 

Isooctane 47.0±1.2 79.0±2.1 

n-Hexane 51.0±2.1 85.0±3.2 

n-Heptane 45.0±1.6 84.0±2.4 

Methylbenzene 9.0±0.3 80.0±0.7 

Decanol 39.0±0.8 77.0±1.3 

Ethanol 47.0±1.1 63.0±2.1 
 
 

2.4.4  表面活性剂对酯酶 EstC11 拆分乙酸苏合香

酯的影响 
在优化条件下(20 °C，pH 9.0 Tris-HCl 缓冲液)

向反应体系中加入终浓度为 50 mmol/L 的底物(±)-
乙酸苏合香酯，0.1% (质量体积比)的表面活性剂

(Tween-20、Tween-80、TritonX-100、三聚磷酸钠)，
加入 10 mg 酯酶 EstC11 粗酶粉反应 2 h 后，样品

用于气相色谱检测，结果见表 2。从表 2 可以看出，

与对照相比，在表面活性剂存在的情况下，e.e. 
(94%±3%)和 Y (47%±2%)基本没有变化(P>0.05)。 

 
 

表 2  表面活性剂对酯酶 EstC11 水解拆分(±)-乙酸苏合

香酯的影响 
Table 2  Effects of surfactants on the kinetic resolution of 
(±)-1-phenylethyl acetate 

Surfactants e.e. (%) Y (%) 

Control 93±1.5 47±2.1 

0.1% Tween-20 94±0.8 45±1.2 

0.1% Tween-80 94±0.4 47±0.9 

0.1% TritonX-100 94±1.3 47±2.4 

0.1% Sodium tripolyphosphate 91±2.1 49±3.4 

0.5% Sodium tripolyphosphate 94±1.6 46±2.1 

1% Sodium tripolyphosphate 93±2.4 46±3.3 

2.4.5  底物浓度对酯酶EstC11拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响 
从图 5C 中可以看出，底物浓度为 40 mmol/L 时

e.e.达到 95%，得率为 37%，而底物浓度为 50 mmol/L
时 e.e.为 94%，得率却达到 46%。综合考虑，      
50 mmol/L 为酯酶 EstC11 选择性水解(±)-乙酸苏合

香酯的最适底物浓度。 
2.4.6  反应时间对酯酶EstC11拆分(±)-乙酸苏合香

酯的影响 
从图 5D 中可以看出，随着反应时间的延长 e.e.

逐渐升高。反应 3 h 后 e.e.变化不明显，因此酯酶

EstC11 催化(±)-乙酸苏合香酯的最适反应时间是  
3 h，最适反应条件下酯酶 EstC11 催化拆分(±)-乙
酸 苏 合 香 酯 制 备 的 (R)- 乙 酸 苏 合 香 酯 的 e.e. 为

98%，得率为 39%。 

3  讨论与结论 

乙酸苏合香酯是一种重要的食品用手性香料，

它们的香味特征与其对映体构型及对映体含量有

关。因此，对这类手性香料进行拆分不仅对香料的

鉴定、食品分析和食用香精的开发奠定重要的基

础，而且对香料科学的基础研究也具有重要的意

义。乙酸苏合香酯具有强烈的青香香味，其香味与

所含对映体比例有关。如(S)-(-)-乙酸苏合香酯带有

鳄梨的青味和草莓酱的香味；而(R)-(+)-乙酸苏合

香酯带有杏香、苹果香和草莓酱香味[1,6]。利用微

生物酯酶/脂肪酶通过拆分反应高效地制备高光学

纯度的手性产品，与传统的有机合成相比具有产物

光学纯度高、对环境污染小和无重金属残留等巨大

技术优势。海洋环境是挖掘新颖微生物和微生物工

业 酶 的 重 要 来 源 。 公 颜 慧 等 从 海 洋 假 单 胞 菌

Pseudomonas antitumoralis HUP007 中分离鉴定得

到的酯酶 EstP8 可以选择性地水解乙酸苏合香酯，

在共溶剂 DMSO 的存在下，所制备的(R)-乙酸苏合

香酯的 e.e.可达 98%[19]。在本研究中，从西太平洋深

海芽杆胞菌 Bacillus sp. CX01 中分离鉴定得到的

新颖酯酶 EstC11 同样可以选择性地水解乙酸苏合

香酯，经系统地优化后制备的(R)-乙酸苏合香酯的
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光学纯度可达 98%；酯酶 EstC11 选择性水解拆分

(±)-乙酸苏合香酯的最适底物浓度可达 50 mmol/L。

Liang 等分离鉴定的酯酶 BSE01281 可以通过转酯

反应产生(R)-乙酸苏合香酯，其 e.e.达到 99%，转

化率 42%[20]。但所需反应时间较长(需 96 h)，而本

研究中反应 2 h 后 e.e.就可达 98%。因此，新型深

海微生物酯酶 EstC11 为我们开发的又一高效的生

物催化剂，在催化制备手性乙酸苏合香酯以及其它

手性药物中间体/手性化工产品方面具有较好的产

业化前景。 
在拆分优化过程中，发现得率和(R)-乙酸苏合

香酯的光学纯度不能同时达到较高的水平，可能

是由于温度、pH 等对 R、S 两种构型的水解速率

影响是一样的，可以同时加快或减慢两种构型的

水解速率。在后续研究中，可以对酯酶进行空间

结构分析，再结合定点突变技术挖掘鉴定与酯酶

某些特性相关的功能氨基酸残基，获得满足人类

需要的工业酶。 
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