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摘要： 【目的】克隆芽孢杆菌HJ14的酯酶基因EstZ1并利用大肠杆菌表达得到相应的酯酶，分析重组酯

酶的酶学性质和对邻苯二甲酸二乙酯(Diethyl phthalate, DEP)的降解。【方法】特异性扩增酯酶基因

EstZ1并对其全长测序，分析其氨基酸序列。利用pEASY-E2表达系统将EstZ1转化到Escherichia coli
BL21(DE3)中完成异源表达。根据组氨酸标签纯化EstZ1，研究其酶学性质并利用HPLC和LC/MS检测系

统定性分析其对DEP的降解。【结果】EstZ1全长903 bp，编码300个氨基酸残基，蛋白分子量33.84 kDa。
EstZ1氨基酸序列分析结果显示，与NCBI数据库收录的HSL-like家族酯酶相似度最高可达到98%。酶学性

质分析结果显示，EstZ1可水解碳链长度较短的p-NP底物，最适底物为p-NPC4 (p-NP butyrate)。EstZ1的
最适pH和最适温度分别为9.0和50 °C，并且在pH 7.0–9.5 和40–70 °C范围内保持50%以上的酶活，为耐热

碱性酯酶。EstZ1对多数金属离子和化学试剂保有良好的抗性。EstZ1可将DEP水解生成相应的单酯和

醇。【结论】本文报道了Bacillus sp. HJ14来源的酯酶基因并对其在大肠杆菌中表达获得的重组酶的酶学

性质进行研究，EstZ1具有良好的碱性pH耐受性和热稳定性，能够部分降解DEP，本研究对邻苯二甲酸

酯类的生物降解有一定的参考意义。
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酯酶(Esterase，EC 3.1.1.x)是指能够催化酯键

水解的一类水解酶。根据其作用的底物类型可以

把酯酶分为脂肪酶(Triacylglycerol lipase，E.C.3.

1.1.3)、羧酸酯酶(Carboxylesterase，EC 3.1.1.1)和

芳香酯酶(Arylesterase，EC 3.1.1.2)等[1]。习惯意

义上的酯酶是除脂肪酶以外能够水解酯键的水解

酶。酯酶的空间结构属于α/β水解酶折叠，包含了

6个α螺旋(αA-αF)和8个不同的β折叠(β1-β8)，

Ser通常是其活性位点，位于保守的五肽结构域内

(GXSXG) [ 2 ]。在酯酶的分子结构中还存在二硫

键，由4–5个半胱氨酸形成，对于保持活性中心的

稳定具有重要作用。对于分泌型的羧酸酯酶C-末
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端还含有由His-X-Glu-Leu (HXEL)组成的信号

序列[3]。

酯酶广泛存在动物、植物和微生物体内，其

中微生物来源的酯酶分布最为广泛，包括细菌、

真菌和放线菌的多个属种[4–6]。特别是来自极端环

境的微生物，如嗜热、嗜酸碱和嗜盐等微生物，

它们在长期进化过程中形成了对极端环境的良好

抗性，这些嗜极微生物蕴含了丰富的嗜极酶，是

发掘酯酶的良好材料。酯酶因其耐热性在食品工

业、洗涤行业和废弃物处理等方面的应用潜力收

到越来越多的关注[7]。

邻苯二甲酸酯类化合物(Phthalate esters, PAEs)
作为改变塑料柔韧性和可塑性的添加剂在增塑剂

市场中占主导地位， P A E s 被世界卫生组织

(WTO)认定为是一种内分泌干扰物(Endocrine-
disrupting chemicals, EDCs)，长期接触会对动物生

殖系统造成严重的危害。生物降解是影响邻苯二

甲酸酯类(Phthalate esters, PAEs)在环境中的行为

和归宿的重要途径 [ 8 ] 。在以往的研究中，对

PAEs生物降解的过程、机理以及微生物的代谢特

性有了一些了解，许多微生物对PAEs及其代谢的

中间产物有降解能力 [ 9 – 1 1 ]。Mathur和Rouatt将
DEHP和DOP作为唯一碳源分离出Marcescens、
Serratia等菌，其初级降解产物为邻苯二甲酸和相

应的醇，这些初级降解产物可被其他微生物继续

降解，最后转化成CO2和水[12]。自然环境中邻苯

二甲酸酯类降解菌普遍存在，在已经报道的研究

中，PAEs降解菌的来源有土壤 [13–14]、水体沉积

物[15–16]、活性污泥[17–18]和固体废弃物[19–20]等。在这

些研究中关于酯酶直接作用来降解PAEs，特别是

具有较好的热稳定性并且对PAEs有水解活性的酯

酶很少，然而高温环境下PAEs污染的情况却很普

遍，例如农业生产使用塑料薄膜覆盖促进作物生

长，这样的密闭环境在夏季可达到50 °C甚至更

高；还有在垃圾处理时常用到堆肥的方法，堆肥

的过程通常会达到很高的温度才能发生预想的生

化反应[21]。所以研究和开发耐高温并且对PAEs有
水解活性的酯酶具有重要的实际意义。

随着分子生物学技术的不断革新，建立高通

量筛选模型，对目标菌株进行全基因组测序，通

过定向进化技术对酶的特性进行改造，获得高效

表达的基因工程菌，已成为酶制剂开发应用的重

要手段[22–23]。本研究菌株Bacillus sp. HJ14筛选自

盐碱土壤，从中克隆得到HSL-like家族酯酶基因

EstZ1，成功利用大肠杆菌表达并研究其酶学性

质，旨在挖掘极端环境下具有应用潜力的酯酶。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    实验菌株和载体：基因来源菌株Bacillus
sp.  HJ14为本实验室筛选；表达宿主菌E .  coli
BL21 (DE3)购于Novagen公司；载体和克隆宿主

菌pEASY-E2载体和Trans-I感受态细胞购自北京全

式金公司。

1.1.2    主要试剂：ExTaqDNA聚合酶、dNTPs、

DNA Marker均购自TaKaRa公司；蛋白Marker购

自Fermentas公司；对硝基苯酚乙酸酯(p-NPC2)、

对硝基苯酚丁酸酯(p-NPC4)、对硝基苯酚己酸酯

(p-NPC6)、对硝基苯酚辛酸酯(p-NPC8)、对硝基

苯酚癸酸酯(p-NPC10)、对硝基苯酚月桂酸酯(p-

NPC12)购自Sigma公司；Nickel-NTA agarose购自

Qiagen公司；邻苯二甲酸二乙酯(AR)和邻苯二甲

酸二乙酯标品(99%)购自百灵威公司；正己烷、乙

酸乙酯、甲醇等有机溶剂均为色谱纯，购自

Merck LiChrosolv公司；基因组和质粒提取试剂盒

购自Omega公司。

1.1.3    实验仪器：PCR扩增仪(Bio-Rad)；离心机

(Eppendorf)；凝胶成像仪(Bio-Rad)；核酸电泳仪

(Bio-Rad)；蛋白电泳仪(Amersham Bioscience)；

酶标仪(Bio-Rad)；超声波细胞破碎仪(宁波新芝科

技有限公司)；移液器(Eppendorf)；气质联用仪
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(GC/MS)(Agilent GC7890A/MS5975C)；高效液相

色谱仪(HPLC)(Agilent 1100)；超高效液相色谱串

联三重四级杆质谱仪 (UPLC-TQ-MS)(Waters

AcQuity，Waters Xevo TQ-S)。

1.2    序列分析

分别使用BLASTn和BLASTp在线分析程序

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/)分析DNA和蛋

白序列；信号肽预测使用软件SignalP 4.0[24]；进化

树构建运用邻接法，使用分子进化遗传分析软件

MEGA(version 6.0) [ 2 5 ]；多序列比对使用软件

ESPript；蛋白结构预测分析使用软件VADAR[26]；

二硫键预测使用软件DIANNA1.1[27]。

1.3    EstZ1的克隆和转化

根据Bacillus sp. HJ14全基因组测序及基因片

段注释结果，针对EstZ1设计引物并由华大基因公

司合成(Forward: 5′-AACTTAGAAGAACAAATC

AAAATC GC-3′；Reverse: 5′-AGGTCTCTGTT

CAAACGC-3′)。以Bacillus sp. HJ14基因组为模板

扩增EstZ1基因片段，扩增条件为：94 °C 90 s，

94 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 2 min，28个循环；

94 °C 30 s，44 °C 30 s，72 °C 100 s，7个循环；

72 °C 10 min。

将扩增产物连接到pEASY-E2载体上并转化克

隆宿主菌Trans-I (方法可见说明书)，过夜培养并

提取阳性克隆子混合质粒(方法可见说明书)，得

到重组质粒pEASY-E2-EstZ1。将重组质粒转化表

达宿主BL21(DE3)，培养后测序验证。

1.4    目标蛋白的表达与纯化

将含有重组质粒的E. coli BL21 (DE3)菌株和

只含有pEASY-E2空质粒的E. coli BL21 (DE3) 菌

株，以1/1000的接种量接种于含Amp (100 μg/mL)

的新鲜LB液体培养基中，在37 °C的恒温摇床中

培养16 h，转速180 r/min；再以1/100的接种量将

活化的新鲜菌液转接到含Amp (100 μg/mL)的新鲜

LB液体培养基中，快速振荡2–3 h，OD600大约在0.6

时加入终浓度为0.4 mmol/L的IPTG，继续在20 °C

和140 r/min转速下培养约20 h诱导表达。收集菌

体并用适量的50 mmol/L McIlvaine 缓冲液(pH 7.0)

悬浮菌体后，在冰水混合物水浴下超声波破碎菌

体。将破碎的菌体于4 °C、12000 r/min条件下高速

离心得到大肠杆菌胞内表达的粗酶。利用Nickel-

NTA Agarose纯化粗酶得到目的蛋白，并对纯化

蛋白验证(SDS-PAGE)和定量(Bradford法)。

1.5    EstZ1酶学特性测定

纯化重组酶E s t Z 1采用对硝基苯酚法 ( p -

nitrophenol)进行活性测定：总体系为500 μL，含

有420 μL pH 7.5的50 mmol/L缓冲液，30 μL 10 mmol/L

底物p-NPC4和50 μL适当稀释倍数的酯酶EstZ1。

底物和缓冲液在反应温度下预热2 min后加入酶液

反应5 min，最后加入0.1 mmol/L的Na2CO3终止反

应，在405 nm波长下测定OD值。使用的缓冲液为：

50 mmol/L McIlvaine 缓冲液(pH 5.0–8.0)、50 mmol/L

Tris-HCl(pH 7.0–9.0)、50 mmol/L硼砂-NaOH(pH

9.0–11.0)。酶活单位定义为一定条件下每分钟水

解底物p-NPC4生成1 μmoL对硝基苯酚所需要的

酶量。

EstZ1的底物特异性：将纯化酶在37 °C、pH 7.0

的缓冲液中和50 mmol/L不同碳链长度的p-NP底物

进行酶促反应；EstZ1的最适pH：将适当稀释的

纯化酶EstZ1在37 °C下和pH 2.0–11.0范围内进行

酶促反应；EstZ1的最适温度：将适当稀释的纯化

酶EstZ1在pH 9.0下，于0–95 °C范围内进行酶促反

应；EstZ1的pH稳定性：将适当稀释的纯化酶

EstZ1加入pH 2.0–11.0的缓冲液中，在37 °C下耐

受1 h，然后在pH 9.0和37 °C下进行酶促反应，以

未处理的稀释酶液作为100%；EstZ1的温度稳定

性：将适当稀释的纯化酶EstZ1分别在37、60和

80 °C耐受1 h，耐受酶液在pH 9.0和37 °C下进行

酶促反应，同样以未处理的稀释酶液作为100%；

EstZ1对金属离子和有机试剂的抗性：在反应体系
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中加入终浓度为1 mmol/L的Ag+、K+、Ca2+、K+、

Fe 2 +、Zn 2 +、Mg 2 +、Na+、Mn 2 +、Fe 3 +、Pb 2 +、

Ni2+、Co2+、Cu2+、Hg2+、Al3+、EDTA、SDS、β-

mercaptoethanol和终浓度为1% (V/V)的Triton X-100、

Tween-80、Methylalcohol、Alcohol和Acetone在

pH 9.0和37 °C下进行酶促反应，以不加任何物质

的反应体系作为100%。

1.6    EstZ1对邻苯二甲酸二乙酯(DEP)的降解产物

分析

在10 mmol/L pH 9.0的Tris-HCl缓冲液中加入

终浓度为50 mg/mL的DEP和纯化的重组酯酶EstZ1

5 U，总反应体积1 mL，以不加酶相同处理作为

对照组。在50 °C的水浴锅中反应2 h，用100 μL 1

mol/L HCl终止反应，用等体积的乙酸乙酯萃取，

回收下层的乙酸乙酯蒸发干净，用等体积的甲醇

重新定容，产物样品用HPLC和UPLC-MS分析。

HPLC检测条件：色谱柱选用Agilent zorbax SB-Aq

(4 .6  mm× 250  mm，5  μm)，流动相：乙腈，

H3PO4水溶液 (0.1%)，进样量5 μL，柱温30 °C，

流速1 mL/min，检测器 (DAD)，检测波长230 nm。

UPLC检测条件：色谱柱选用Agilent Zorbax SB-

C18 (4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相：乙腈，

CH3COOH水溶液 (0.1%)，进样量2 μL，柱温30 °C，

流速0.6 mL/min检测器(PDA)，检测波长210 nm。

ESI-MS采用正负离子模式检测，检测条件同

上所述。

2    结果和分析

2.1    菌株和基因登录号

菌株B a c i l l u s  s p .  H J 1 4和E s t Z 1基因在

GenBank数据库的登录号分别为KC787602和

KU680808。

2.2    基因克隆和序列分析

利用PCR扩增得到酯酶基因(EstZ1)全长，共

903 bp，编码300个氨基酸残基，蛋白理论分子量

33.84 kDa，不含信号肽。系统发育进化树分析结

果(图1)显示EstZ1属于HSL-like酯酶家族。与

NCBI数据库收录的酯酶基因进行多序列比对结果

(图2 )显示E s t Z 1预测含有催化三残基分别是

Ser145、Asp240和His270。将EstZ1与已发表的耐

热酯酶EstS1进行蛋白二级和三级结构的比较发现

在可能影响酯酶热稳定性的因素中，EstZ1的脯氨

酸残基和甘氨酸残基数与EstS1相近，α-螺旋含量

高于EatS1，此外EstZ1还含有EstS1没有的二硫

键，这些都可以从一定程度上证明EstZ1的耐热属

性，但只是利用生物信息学进行预测的结果，今

后还需要利用实验进行验证(表1)。

2.3    蛋白表达和纯化

重组质粒pEASY-E2-EstZ1成功转化表达载体

大肠杆菌BL21(DE3)并表达，为胞内表达，无胞

外酶活性。细胞破碎得到EstZ1粗酶，经Nickel-

NTA树脂纯化，得到纯化蛋白，纯化蛋白浓度为

2.68 mg/mL。纯化蛋白进行12%的SDS-PAGE分

析，结果显示目的蛋白大小与理论分子量大小一

致(图3)。

2.4    EstZ1的酶学特性

2.4.1    底物特异性及动力学参数：Km米氏常数，

反应了酶与底物的亲和能力，Km值越小表示与底

物亲和能力越强，Kcat为反应常数，Kcat/Km值是表

征酶对底物的催化效率，比值越高说明酶对该底

物的选择性越强。表2结果表明EstZ1的最适底物

是p-NPC4，Km和Kcat/Km值分别为0.14 mmol/L和

161.07/s。

2.4.2    最适pH和pH稳定性：EstZ1的最适pH为

9.0(图4-A)，在pH 7.0–9.0处理1 h酶活仍保持

60%以上(图4-B)，在pH 9.0时的100%绝对活力值

为(17.94±0.38) U/mL。
2.4.3    最适温度和温度稳定性：EstZ1的最适温度

为50 °C (图4-C)，在40–70 °C酶活仍保持50%以
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图 1.  EstZ1的系统进化树分析

Figure 1.   Phylogenetic analysis of EstZ1. The tree was built by the Neighbor-Joining method with a JTT matrix-
based model. Bootstrap analysis of 1000 replicates was conducted, and values above 50% are shown. GenBank
accession numbers or protein IDs are shown at the end of each name. The number on branch point means similarity.
Scaleplate could be considered as the difference between two sequences.
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图 2.  EstZ1的多序列比对分析

Figure 2.   Multiple sequence alignment of EstZ1. Sequences retrieved from the NCBI server were aligned in
CLUSTAL W and rendered using ESPript output. Sequences are grouped according to similarity. EstZ1 from Bacillus
sp.HJ14; 3AIK from Ferroplasma; KPN14852 from Bacillus sp. NH7I_1; AAG09918 from Bacillus pumilus;
KOO40129 from Bacillus okuhidensis; KOS02876 from Paenibacillus polymyxa; five-pointed star indicate amino
acid residues belonging to the catalytic triad.

表1.  影响EstZ1耐热性的可能因素

Table 1.  Possible factors contributing to protein
thermotolerance

Factor
Value

EstZ1 EstS1

helix residues% 34 31.91

Pro residues% 8.67 9.5

Gly residues% 5.67 7.2

No. of Cys residues/disulfide bonds 4/1 2/0

表2.  EstZ1的动力学参数

Table 2.  Kinetic parameters of recombinant EstZ1.

Substrates Km/
(mmol/L)

Vmax/
(U/mg) Kcat/ (/s) Kcat/Km

[L/(s·mmol)]

p-NPC2 0.62±0.16 34.76±4.18 61.63±7.41 99.40

p-NPC4 0.14±0.03 12.72±0.64 22.55±1.14 161.07

p-NPC6 0.20±0.04 4.12±0.28 7.30±0.49 36.50

p-NPC8 0.28±0.10 3.07±0.40 5.45±0.71 19.46

p-NPC10 0.50±0.47 1.70±0.69 3.02±1.23 6.04
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上。EstZ1在37 °C、60 °C和80 °C处理1 h，80 °C
下半衰期为20 min，其余温度下1 h后活性保持

80%以上(图4-D)。
2.4.4    金属离子和有机试剂抗性：如表3显示，

Fe3+，Al3+，EDTA，TritonX-100对EstZ1的活性有

部分促进(大约11.1%–46.5%)；Na+，Pb2+，Mn2+，

Ni2+，Cu2+，methyl alcohol，acetone对EstZ1的活

性影响较小(保持在88.0%–105.5%)；Co2+，Hg2+，

SDS，β-mercaptoethanol，Tween-80，Ethyl
alcohol对EstZ1的活性有部分抑制(大约15.3%–
78.8%)。其中可破坏二硫键的β-mercaptoethanol对
EstZ1有强烈抑制，说明二硫键对于EstZ1的稳定

性和活性有较大影响。

2.5    EstZ1对邻苯二甲酸二乙酯的降解

H P L C 分析结果显示邻苯二甲酸二乙酯

(DEP)标品的保留时间为5.080 (图5-A)，产物中除

图 3.  纯化酶EstZ1的SDS-PAGE分析

Figure 3.   Purification of EstZ1. Lane 1: total proteins
of E. coli BL21(DE3) with blank vector pEASY-E2;
Lane 2: total proteins of E. coli BL21(DE3) harboring
the recombinant plasmid pEASY-E2-EstZ1; Lane 3:
purified EstZ1; Lane M: protein molecular weight
marker.

图 4.  纯化酶EstZ1的酶学特性

Figure 4.   The enzymatic characteristics of purified EstZ1. A: Effect of pH on EstZ1 activity. Reactions were
performed in different buffers with the concentration of 50 mmol/L range from 5.0–11.0 (McIlvaine buffer for pH
5.0–8.0, Tris-HCl buffer for pH 7.0–9.0 and Borate buffer for pH 9.0–11.0) at 37 °C, respectively. B: pH stability of
EstZ1. The enzyme was incubated for 1 h in buffers of various pH values (pH 2.0–12.0) at 37 °C. C: Effect of
temperature on EstZ1 activity was determined using p-NPC4 as substrate in the temperature range of 0 °C to 95 °C in
Tris-HCl buffer (50 mmol/L, pH 9.0). D: Thermostability of EstZ1. The enzyme was incubated for 1 h at 37 °C, 60°C
and 80 °C.
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了在相同的保留时间出现峰还出现了新的峰，表

明产物中除了DEP (分子量222)还有新物质生成

(图5-B)。酯酶水解邻苯二甲酸酯类的降解途径为

酯键逐个水解或者同时水解(图6)，所以DEP的可

能降解产物有邻苯二甲酸单乙酯(MEP，分子量

194)和邻苯二甲酸(PTH，分子量166)。LC/MS的
分析结果显示，可以得到加Na +的分子离子峰

m/z为245(图7-A)，减H+的分子离子峰m/z为193
(图7-B)，根据分子量推算可以推测出EstZ1水解

DEP可生成MEP。

表3.  金属离子和化学试剂对EstZ1的活力影响

Table 3.  Effect of various metal ions and chemical
agents on enzyme activity

Reagents Concentrate     Relative activity/%

None 0 mmol/L         100.0±0.4

Ag+ 1 mmol/L         113.2±0.7

Ca2+ 1 mmol/L         93.1±0.1

K+ 1 mmol/L         85.8±0.4

Fe2+ 1 mmol/L         111.2±0.3

Zn2+ 1 mmol/L         34.0±0.2

Mg2+ 1 mmol/L         91.5±0.4

Na+ 1 mmol/L         103.0±0.2

Mn2+ 1 mmol/L         93.7±0.3

Fe3+ 1 mmol/L         146.5±0.0

Pb2+ 1 mmol/L         88.0±0.1

Ni2+ 1 mmol/L         103.1±0.9

Co2+ 1 mmol/L         84.7±0.1

Cu2+ 1 mmol/L         105.5±0.4

Hg2+ 1 mmol/L         39.7±0.1

Al3+ 1 mmol/L         128.3±0.3

EDTA 1 mmol/L         125.8±0.2

SDS 1 mmol/L         60.4±1.0

β-mercaptoethanol 1 mmol/L         21.2±0.1

Triton X-100 1% V/V         111.1±0.1

Tween-80 1% V/V         67.1±0.7

Methylalcohol 1% V/V         91.4±0.5

Alcohol 1% V/V         75.1±0.4

Acetone 1% V/V         95.4±0.5

图 5.  HPLC分析结果

Figure 5.   The results of HPLC analyses. A: DEP
standard sample. B: The results of DEP degradation
after incubation with EstZ1.

图 6.  酯酶对邻苯二甲酸酯水解

Figure 6.   Degradation of PAEs by esterase.
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3    讨论

本研究得到了来自Bacillus sp. HJ14的酯酶

EstZ1并研究了其酶学性质和对环境激素类化合物

邻苯二甲酸二乙酯 ( 常用作增塑剂 ) 的降解。

EstZ1表现出对底物对硝基苯酚酯类的较强活性并

可将邻苯二甲酸二乙酯(DEP)水解生成邻苯二甲酸

单乙酯(MEP)和相应的醇。综上，EstZ1的酶学性

质和应用实验表明EstZ1是一个能够降解增塑剂的

新型耐热HSL-like家族酯酶。

从EstZ1的序列分析中发现，EstZ1存在类环

境激素敏感脂肪酶(Hormone-sensitive lipase, HSL-

like)的保守结构域表明它属于环境激素敏感脂肪

酶或者酯酶家族[28]。环境激素敏感酯酶包括了脂

肪酶和羧酸酯酶，类似于哺乳动物的环境激素敏

感脂肪酶，这个家族的耐热酶在生物催化方面具

有巨大的潜力。底物动力学参数显示EstZ1对p-

NPC2和p-NPC4有着较高的活性，对pNPC6和p-

NPC8的活力很低，当碳链长度大于10时基本没有

酶活，与已报道的HSL-like家族酯酶E25[29]性质相

似，然而来自Alicyclobacillus acidocaldarius的

HSL-like家族酯酶Est2[30]的酶促反应速率随着碳链

长度的增加而变快。EstZ1的最适温度为50 °C

与E25一样，低于Est2的70 °C，但是对EstZ1热稳

定性的研究中发现其有着很强的耐热性，在60 °C

下耐受一小时酶活还剩余80%以上，在80 °C下的

半衰期为 2 0  m i n ，这样耐热性要好于来自

Archaeoglobus fulgidus DSM4304的耐热酯酶Est-

AF[31]、来自Aspergillus fumigatus的酯酶EstQ[32]和

来自Sulfobacillus acidophilus DSM10332的酯酶

EstS1[33]。目前为止我们知道EstZ1是耐热性质非

常好的HSL-like家族酯酶。此外，EstZ1还表现出

了广阔的pH (5.0–11.0)范围，与E25 (6.0–11.0)相

似，高于Est2 (5.6–8.0)。综上EstZ1表现出的耐热

性和嗜碱性与已报道的HSL-like家族酯酶以及耐

热酯酶性质大致符合，这使得EstZ1在环境激素类

化合物或污染物的生物降解中具有着别的HSL-

like家族酯酶无法比拟的优势。

根据先前的研究，酯酶是一类催化合成或者

水解酯键的水解酶，并且HSL-like家族酯酶与哺

乳动物HSL在生物催化方面有着相似的功能。结

合这两方面我们试着用EstZ1来降解被当做增塑剂

广泛应用于各个行业的邻苯二甲酸二乙酯(DEP)，

结果表明EstZ1可以将DEP水解成邻苯二甲酸单乙

酯(MEP)和相应的醇。但是值得注意的是EstZ1只

能水解DEP的1个酯键，而对邻苯二甲酸单乙酯

(MEP)没有活性，并不能将其水解生成邻苯二甲

酸(PTH)。在已报道的其他家族酯酶降解苯二甲酸

酯类的研究中大多数酯酶仅能水解一个酯键，例

如，来源于Fusarium sp. DMT53的酯酶仅能水解

对苯二甲酸二甲酯(DMT)的1个酯键，而对于对苯

图 7.  LC/MS分析结果

Figure 7.   The results of LC-MS analyses. A: DEP (m/z
245) which detected in the products. B: MEP (m/z 193)
which also detected in the products.
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二甲酸单甲酯(MMOL/LT)则没有水解活性，不能

水解单酯[34]。少数可以同时水解2个酯键，Ding等[35]

克隆表达的酯酶CarEW，可将邻苯二甲酸二异丁

酯(DiBP)水解生成邻苯二甲酸单丁酯(MiBP)，又

进一步将MiBP水解生成邻苯二甲酸(PTH)，所以

对于EstZ1水解DEP的分子机制我们尚不清楚，同

时EstZ1能否水解其他种类的底物还需要进一步深

入。另外，我们还可以尝试利用分子定向进化技

术定向改造EstZ1来提高其稳定性和抗性，以便在

实际应用中获得更大前景。
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Cloning, heterologous expression and characterization of a
thermostable esterase from Bacillus sp. HJ14 for diethyl-phthalate
degradation

Zheng Peng, Junmei Ding, Yunjuan Yang, Junjun Li, Yuelin Mu, Zunxi Huang*

College of Life Sciences, Yunnan Normal University, Engineering Research Center of Sustainable Development and Utilization of
Biomass Energy, Ministry of Education, Key Laboratory of Yunnan for Biomass Energy and Biotechnology of Environment, Key
Laboratory of Enzyme Engineering, Kunming 650500, Yunnan Province China

Abstract: [Objective] A thermostable esterase EstZ1 from Bacillus sp. HJ14 able to degrade diethyl-phthalate (DEP)
was heterologously expressed in Escherichia coli BL21(DE3) and characterized. [Methods] Full-length EstZ1 was
obtained based on specific amplification and genome sequencing, and amino acid sequence of EstZ1 was analyzed.
EstZ1 was expressed in Escherichia coli BL21(DE3) using the pEASY-E2 expression system. EstZ1 was purified to
electrophoretic homogeneity by Ni2+-NTA metal chelating affinity chromatography, and the enzyme was
characterized. The degradation products from DEP were detected by high-pressure liquid chromatography and
electrospray ionization mass spectrometry. [Results] The 903 bp full-length EstZ1 encoded 300 amino acid residues
(EstZ1: 33.84 kDa). EstZ1 showed the highest identity of 98% with hormone-sensitive lipase (HSL)-like family in
NCBI databases. The optimal temperature and pH was 50 °C and 9.0, respectively, with p-NP butyrate as the best
substrate. Meanwhile, it was stable between 40 and 70 °C, pH 7.0 to 9.5. Most of metal ions, chemical agents had little
impact. DEP could partially be degraded by EstZ1 to its corresponding monoalkyl and alcohol. [Conclusion] Our
findings may serve as reference for phthalate esters degradation.
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