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摘要 运用生物信息学技术从嗜热脂肪芽孢杆菌(Geobacillus stearothermophilus) CICC 20156中克隆获得羧酸酯酶基因，构建
黑曲霉和毕氏酵母表达质粒，将重组质粒分别转化毕氏酵母 GS115和黑曲霉 pyrG 基因缺陷株 M54．SDS-PAGE和 Western
blot检测显示：携带 His标记的外源蛋白在转化真菌宿主中均获得了高效分泌性表达，毕氏酵母和黑曲霉表达的外源蛋白分
子质量均约为 29 ku，蛋白质浓度分别为 30.7 mg/L和 15.3 mg/L．生物学活性测定表明，毕氏酵母与黑曲霉表达的羧酸酯酶
单位蛋白酶活分别为 22 671 U/mg和 21 438 U/mg．酶学性质研究显示，两种表达系统表达的重组羧酸酯酶的酶学特性基本
一致，它们在 40～ 70℃范围内均显示较好的酶活性，最适反应温度为 60℃． 70℃处理 30 min，毕氏酵母和黑曲霉表达重组
羧酸酯酶残余酶活分别为 76.7%和 67.6%，显示出良好的热稳定性．在 pH 6.5～ 8.5的范围内显示较高酶活性，最适 pH为
8.0．上述研究首次实现了具有良好热稳定性的嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶在黑曲霉和毕氏酵母中高效异源分泌性表达，其
中毕氏酵母羧酸酯酶的产量要高于黑曲霉的酶产量，但考虑到重组黑曲霉表达外源性蛋白无需使用任何诱导剂，黑曲霉菌表

达热稳定性羧酸酯酶可能具有更好的应用前景．
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羧酸酯酶(carboxylesterases, CarEs, EC 3.1.1.1)
是一类能水解羧酸酯生成羧酸和醇的重要酶．除了

参与脂质的分解反应，在特定的非水相系统中，它

们还催化分解反应的逆反应：酯化合成和转酯反

应．羧酸酯酶广泛应用于各种生物化学和制药工

业，近年来其对环境毒物如农药马拉硫磷、对硫磷

等的生物降解作用也引起了人们很大关注[1-2 ]．

随着羧酸酯酶的应用越来越广泛，对该酶的热

稳定性也提出了更高要求．嗜热脂肪芽孢杆菌

(Geobacillus stearothermophilus)是具有嗜热性的革
兰氏阳性菌，其表达的酶具有较好的热稳定性，适

合于工业化生产及多方面实际应用的需要．本研究

从嗜热脂肪芽孢杆菌 CICC 20156中克隆获得羧酸
酯酶基因，构建重组真核质粒 pYG1.2-CarE 和
pPIC9K-CarE，将它们分别转化黑曲霉菌M54和毕
氏酵母 GS115，首次实现了热稳定性羧酸酯酶在黑
曲霉和毕氏酵母中的高效分泌性表达，同时我们对

该酶的酶学性质也作了初步研究．

1 材料和方法

1援1 材料

1援1援1 菌株和质粒．真核表达质粒 pYG1.2和黑曲
霉菌 pyrG 缺陷株 M54 由本室构建保存 [3-4]；质粒

pPIC9K、pPIC9(Invitrogen公司)和毕氏酵母 GS115
由同济大学疫苗研究所提供；嗜热脂肪芽孢杆菌

CICC 20156购自上海市工业微生物研究所；大肠
杆菌 DH5琢由本室保存．
1援1援2 主要试剂．融壁酶 Lywallzyme购自广东工
业微生物研究所；限制性内切酶和 T4 DNA连接酶
购自 Fermentas公司；his抗体购自生叉科技有限公
司；羊抗鼠 IgG购自上海神航生物科技有限公司；
尿嘧啶核苷购自 Sigma 公司；琢- 萘酚、琢-醋酸萘
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酯、固蓝 B盐购自国药集团；低分子质量蛋白质
标准购自 TaKaRa公司；质粒提取试剂盒和核酸回
收试剂盒购自 Tiangen公司；G418购自上海基峰
生物科技公司．

1援2 方法

1援2援1 嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶基因的获取．

a．引物设计．运用生物信息学技术根据
GenBank公布的嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶基因序
列设计以下核酸扩增引物．其中 P1和 P 2是用于
黑曲霉表达系统的 PCR扩增引物．P3、P4、P5和
P6是用于酵母表达系统的引物，由于酵母表达质
粒 pPIC9K 和羧酸酯酶基因序列中均含同样的
Xhol玉酶切位点 CTCGAG，故设计了两对扩增引
物以对该酶切位点进行定点同义突变，拟将该位点

改变为 CTCGAA．
P1: 5忆 CGTCTAGAAAGAGAATGATGAAAA-

TTGTTCCGCCG 3忆 (下划直线为 Xba玉酶切位点，
虚线为赖氨酸和精氨酸构成的 KEX2 位点)，P2:
5忆 CGGTTAACTCAATGGTGATGGTGATGGTGC -
CAATCTA ACGATTCAA 3忆 (下划直线为 Hpa玉酶
切位点，虚线为 6个组氨酸密码子组成的 His-tag).
P3: 5忆 CGCTCGAGAAAAGA GAGGCTG AAGCT-
ATGATGAAAATTGTTCCG 3忆 (下划直线为 Xhol玉
酶切位点，虚线为 KEX2 位点，波浪线为 KEX1
位点)，P4: 5忆 CGCGCGCATATTCGAGGACGCC-
TTCGTAC 3忆 , P5: 5忆 CGTCCTCGAATATGCGC -
GCGAGTATAAAA 3忆， P6: 5忆 CGGAATTCTTA -
ATGGTGATGGTGATGGTGCCAATCTAACGATT-
CAAG 3忆 (下划直线为 EcoR玉酶切位点，虚线为 6
个组氨酸密码子组成的 His-tag)．

b．PCR 扩增羧酸酯酶基因．取 2.5 mmol/L
dNTP 4 滋l，正、反向引物各 10 pmol，10 伊 缓冲液
5 滋l，模板 DNA(菌液)1 滋l，加水至总体积 49 滋l，
95℃变性 5 min，冰浴 3 min，加 PfuDNA 聚合酶
1 滋l，短暂离心混匀后执行 PCR 循环程序：95℃
变性 45 s，60℃退火 45 s，72℃延伸 90 s，循环 30
次，最后 72℃延伸 5 min．
1援2援2 重组质粒构建与基因转化试验．将 PCR产
物按试剂盒操作程序进行纯化，用限制性内切酶

Xba玉和 Hpa玉消化，与经相同酶消化的黑曲霉表
达质粒 pYG1.2连接，转化大肠杆菌 DH5琢，筛选
获得重组质粒 pYG1.2-CarE-his．由于酵母表达质

粒 pPIC9K含有 2个 Xhol玉的酶切位点，故实验中
用了 pPIC9作为过渡质粒．将 PCR产物按试剂盒
操作程序进行纯化,经纯化的片段首先用限制性内
切酶 Xhol玉/EcoR玉消化，然后与经相同酶消化的
过渡载体质粒 pPIC9连接，转化大肠杆菌 DH5琢，
筛选获得重组质粒 pPIC9-CarE-his，经测序确认后
从该重组质粒中用限制性内切酶 BamH玉/ EcoR玉
切下含羧酸酯酶基因的片段，并与相同酶消化的质

粒载体 pPIC9K连接，转化大肠杆菌 DH5琢，筛选
获得重组表达质粒 pPIC9K-CarE-his．有关感受态
大肠杆菌的制备、大肠杆菌的转化反应、克隆筛

选、质粒的抽提和扩增按相关试剂盒说明进行．重

组质粒经酶切鉴定后送交上海联合基因公司进行测

序. 重组质粒 pPIC9K-CarE-his转化毕氏酵母 GS115
采用电转化方法[5]，并用 G418筛选高拷贝克隆．
重组质粒 pYG1.2-CaE-his转化黑曲霉菌 pyrG基因
缺陷株采用原生质体 /聚乙二醇转化方法[6]．

1援2援3 重组羧酸酯酶的表达．将 PDA斜面培养基
上长出的重组黑曲霉菌孢子 5伊107接种于 100 ml
ACMS/N/P 培养基 [7]，于 30℃、250 r/min 摇动发
酵．不同时间取发酵液上清，无菌玻璃丝过滤．另

将重组质粒转化的毕氏酵母菌接种于MGY培养基
(1.34% YNB，1%甘油，4 伊 10-5%生物素)中，于
30℃、250 r/min摇动培养至 A 600=5；然后在 BMMY
培养基(1%酵母提取物，2%蛋白胨，100 mmol/L
磷酸钾缓冲液 pH6.0，1.34% YNB，4伊10-5%生物
素，0.5%甲醇)中诱导表达，不同时间取发酵液上
清．目标蛋白检测采用 SDS-PAGE和Western blot
进行，SDS-PAGE结果采用考马斯亮蓝染液显色检
测，重组菌表达蛋白经 SDS-PAGE 初步鉴定后，
将蛋白质转移到 PVDF膜上，先用抗 his IgG抗体
与之结合，然后用 HRP标记的羊抗鼠 IgG与之反
应，ECL显色曝光观察结果．
1援2援4 重组羧酸酯酶活性测定．采用 琢- 萘酚法[8]

测定羧酸酯酶活性．以 0.01 mol/L的 琢-萘酚为原
液，稀释成不同浓度，以 琢-萘酚浓度为横坐标，
以 A 值为纵坐标绘制标准曲线．酶活计算公式为：
酶活 /(U·ml－1) =根据 A 值计算的 琢- 萘酚量 伊稀
释倍数 / (保温时间伊酶液体积)．羧酸酯酶活力单
位定义：在 37℃，pH 7.0 的条件下，1 min 内从
0.03 mol/L的 琢-醋酸萘酯溶液中释放 1 滋mol的 琢-
萘酚所需的酶量为一个酶活单位．
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Fig. 2 SDS鄄PAGE analysis of the recombinant carboxylesterase
(a) Recombinant carboxylesterase production in medium samples of cultures(120 h) of transformed or non-transformed A.niger. 1: Protein molecular

mass marker. 2: pYG1.2-CarE transformed A. niger M54. 3: pYG1.2 transformed A.niger M54. 4: Non-transformed A.niger M54. (b) Recombinant

carboxylesterase production in medium samples of cultures of transformed or non-transformed Pichia pastoris GS115. 1: Protein molecular mass

marker. 2: 72 h cultures of pPIC9K transformed Pichia pastoris GS115. 3～5: 24 h, 48 h and 72 h cultures of pPIC9K-CarE transformed Pichia pastoris
GS115.

2援2 重组羧酸酯酶蛋白表达的检测

2援2援1 SDS-PAGE 检测重组羧酸酯酶表达．
SDS-PAGE 检测转化宿主菌发酵液上清中表达蛋
白，结果显示在分子质量 29 ku处出现一条较明显
的条带，而对照组 pYG1.2转化的黑曲霉菌M54和

pPIC9K转化的毕氏酵母 GS115发酵液上清均未见
此条带(图 2)．表达产物的分子质量与文献报道的
Geobacillus kaustophilus 羧酸酯酶分子质量十分接
近[9]．

tctagaaagagaATGATGAAAATTGTTCCGCCGAAGCCGTTTTTCTTTGAAGCCGGGGAGCGGGCGGTGCTGC

TTTTGCATGGGTTTACCGGCAATTCCGCCGACGTTCGGATGCTTGGGCGATTCTTGGAATCGAAAGGGT

ATACGTGCCACGCTCCGATTTACAAAGGGCATGGCGTGCCGCCGGAAGAGCTCGTCCACACCGGACCG

GATGATTGGTGGCAAGACGTCATGAACGGCTATCAGTTTTTGAAAAACAAAGGCTACGAAAAAATTGC

CGTGGCTGGATTGTCGCTTGGAGGCGTATTTTCTCTCAAATTAGGCTACACTGTACCTACACAAGGCATT

GTGACGATGTGCGCGCCGATGTACATCAAAAGCGAAGAAACGATGTACGAAGGTGTGCTCGAGTATGC

GCGCGAGTATAAAAAGCGGGAAGGGAAATCAGAGGAACAAATCGAACAGGAAATGGAACGGTTCAA

ACAAACGCCGATGAAGACGTTGAAAGCCTTGCAAGAACTCATTGCCGATGTGCGCGCCCACCTTGATT

TGGTTTATGCACCGACGTTCGTCGTCCAAGCGCGCCATGATGAGATGATCAATCCAGACAGCGCGAACA

TCATTTATAACGAAATTGAATCGCCGGTCAAACAAATCAAATGGTATGAGCAATCAGGCCATGTGATTAC

GCTTGATCAAGAAAAAGATCAGCTGCATGAAGATATTTATGCATTTCTTGAATCGTTAGATTGGcaccatcac

catcacca tTGAgttaac

2 结 果

2援1 嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶基因的克隆和序

列分析

将 PCR扩增获得的 DNA 片段分别插入质粒
pYG1.2和 pPIC9中，获得重组质粒 pYG1.2-CarE-his

和 pPIC9-CarE-his，对质粒 DNA 进行序列测定和
分析的结果显示(图 1)，两种重组质粒中插入片段
序列全长均为 780 bp，其中包括 744 bp嗜热脂肪
芽孢杆菌羧酸酯酶基因成熟肽编码序列以及引入的

限制性内切酶酶切位点、KEX位点和 His-tag．

Fig. 1 The sequence of the carboxylesterase gene of Geobacillus stearothermophilus CICC 20156
in the recombined plasmids pYG1.2鄄CarE鄄his

The sequence of carboxylesterase gene is highlighted in capital letters, the Xba玉 and Hpa玉 sites are underlined, the dotted line indicates the KEX2

site, the start codon and stop codon are in bold italics, and wave line indicated the His-tag composed of six histidine.

(a) (b)
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Fig. 3 Western blot analysis of the expression
of recombinant carboxylesterase in medium

samples of cultures of Pichia pastoris
GS115 and Aspergillus niger M54

1: Positive his-lcn6 control. 2: Protein molecular mass marker. 3: 96 h

cultures of pPIC9K transformed Pichia pastoris GS115. 4: 96 h cultures

of pPIC9K-CarE transformed Pichia pastoris GS115. 5: 120 h cultures

of pYG1.2-CarE transformed A.niger M54. 6: 120 h cultures of

non-transformed A.niger M54. 7: 120 h cultures of pYG1.2 transformed

A.niger M54.

2援2援2 Western blot检测重组羧酸酯酶表达．重组
菌表达蛋白经 SDS-PAGE初步鉴定后，将蛋白质
转移到 PVDF膜上，先用抗 his IgG抗体与之结合，
然后用 HRP标记的羊抗鼠 IgG与之反应，ECL显
色曝光观察结果．从图 3可以看出，重组黑曲霉菌
和毕氏酵母菌发酵上清在 29 ku处有和图 2相对应
的条带出现，而空菌和空质粒转化菌均无分泌性条

带出现，表明其为重组菌分泌性表达的嗜热脂肪芽

孢杆菌羧酸酯酶，而非黑曲霉和毕氏酵母本身表达

的羧酸酯酶．

2援3 重组羧酸酯酶活性的测定

应用 琢-萘酚法测定重组菌分泌性羧酸酯酶活
性，分别于不同培养时间取培养上清测定酶活，重

组毕氏酵母和黑曲霉菌的产酶曲线见图 4．重组
黑曲霉第 1天产酶活性很低，之后酶活性明显增
强，第 5天(120 h )酶活性达最高峰，最高酶活为
328 U/ml，随后酶活下降．毕氏酵母在培养前
2天，产酶量较低，之后酶活迅速升高，至第 4天
(96 h)达最高峰，最高酶活为 696 U/ml，是黑曲霉
表达的 2.12倍，之后酶活下降．
运用天能凝胶图像处理系统分析表明，黑曲霉

第 5天羧酸酯酶产量为 15.3 mg/L，单位蛋白质的
酶活为 21 438 U/mg；毕氏酵母第 4天羧酸酯酶产
量为 30.7 mg/L，单位蛋白的酶活为 22 671 U/mg．
可见，黑曲霉和毕氏酵母的单位酶活基本一致，毕

氏酵母表达酶活力高是由于其酶产量高所致．

2援4 重组羧酸酯酶的最适温度和热稳定性

重组羧酸酯酶的最适温度如图 5所示．在不同
温度(20～80℃ )条件下测定羧酸酯酶的活性，毕氏
酵母和黑曲霉表达系统表达重组酶的最适温度趋势

一致．结果显示,随着温度上升，重组羧酸酯酶活
性升高，至 60℃酶活达最高．70℃时还具有较高
酶活性，酶活性为最适反应温度的 50%以上．但
随着反应温度继续上升，酶活性显著下降，80℃时
几乎测不到酶活．

14.4

20.1

31

43
66.2
97.4

ku 1 2 3 4 5 6 7

Fig. 4 Activity of carboxylesterase produced by
recombinant fungi in different cultivation time

: Pichia pastoris; : Aspergillus niger.▲ ▲● ●

Fig. 5 The optimum temperature for
recombinant carboxylesterase
: Pichia pastoris; : Aspergillus niger.▲ ▲● ●

100
0

200
300
400
500
600
700
800

荫

▲

荫

荫

荫
荫

荫

▲
▲

▲
▲

▲

1 2 3 4 5 6
t(Cultivation time)/d

▲

20

0

120

荫

荫

荫

荫 荫

荫

▲

▲

▲

▲
▲

20 30 40 50 60 70
t/℃

40

60

80

100

▲

荫
80

970· ·



孙锦霞等：嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶的异源表达及酶学性质研究2010; 37 (9)

Fig. 8 pH stability of recombinant carboxylesterase
: Pichia pastoris; : Aspergillus niger.

Fig. 7 Effect of the pH on avtivity
of recombinant carboxylesterase

: Pichia pastoris; : Aspergillus niger.

Fig. 6 The thermostability of the recombinant CaEs
: Pichia pastoris treated for 10 min; : Pichia pastoris treated

for 30 min; : Aspergillus niger treated for 10 min; :

Aspergillus niger treated for 30 min.

将酶液分别在 40℃、 50℃ 、 60℃、 70℃ 、
80℃保温 10 min、30 min，通过测定羧酸酯酶的残
余酶活来反映酶的热稳定性，从图 6 所示结果可
见，毕氏酵母和黑曲霉表达系统表达重组酶的热稳

定性趋势一致．该酶在 60℃ (或以下)时相当稳定，
热处理对酶活影响较小，在 60℃随热处理时间延
长至 30 min，酶活略有下降但仍为未处理组酶活的
80%以上．70℃时处理 30 min后毕氏酵母表达羧
酸酯酶残余酶活为 76.7%，黑曲霉表达重组羧酸酯
酶残余酶活为 67.6%．随着温度进一步上升，酶活
急剧下降，80℃处理 10 min则几乎测不到酶活．

2援5 重组羧酸酯酶最适 pH值和 pH稳定性
采用不同 pH值的缓冲溶液来配制反应体系，

按羧酸酯酶的标准测定方法测定酶活．不同 pH值
反应体系对酶活的影响如图 7所示，由图 7可知，
毕氏酵母和黑曲霉产生的重组羧酸酯酶的最适反应

pH趋势基本一致．重组羧酸酯酶的最适反应 pH
为 8.0，二者在 pH7.0～8.5的反应体系中，重组羧
酸酯酶的相对酶活较高．当反应体系中 pH < 6.0和
pH > 9.0时羧酸酯酶活性急剧下降．
将酶液在不同 pH 值的缓冲液中 37℃保温

30 min，然后按标准方法测定酶活，结果如图 8所
示，从图 8中可看出重组羧酸酯酶在 pH 6.0～8.5
范围内比较稳定，酶活保持在 75%以上，在 pH <
6.0，pH > 9.0时酶活迅速下降．

3 讨 论

羧酸酯酶在生物化学、制药工业以及农药的生

物降解和环境保护等方面发挥重要作用，随着对羧

酸酯酶研究的进一步深入，其应用前景将更加广

泛．但羧酸酯酶不易获取和热稳定性差，限制了其

应用．本文首次报道运用毕氏酵母和黑曲霉菌两种

真菌表达系统，成功高效分泌性表达具有热稳定性

的嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶．

甲醇酵母表达系统是应用最广泛的酵母表达系

统．此类酵母易于操作培养，具有强有力的受甲醇

严格诱导调控的启动子 AOX1，表达菌株稳定，发
酵水平高，分泌能力强．本实验采用的分泌型表达

载体 pPIC9K一个重要特点是其携带的外源基因的
表达可抑制毕氏酵母自身蛋白的表达．SDS-PAGE
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结果也可以证实这一点，基因重组毕氏酵母发酵上

清中外源蛋白的表达非常高，占培养基中总蛋白

的绝大部分，为进一步纯化外源蛋白提供了很大

方便．

黑曲霉菌是一种不产生黄曲霉毒素的安全真

菌，它除了在生产各种真菌代谢物及酶类的发酵工

业上被广泛应用外，在应用于基因工程生产外源蛋

白质产物方面也受到很大重视．在本文研究中我们

应用了先前构建的黑曲霉菌表达系统[4]．该系统中

的基因工程宿主菌是通过紫外线照射突变法获得的

乳清酸核苷 -5忆-磷酸脱羧酶(pyrG)基因缺陷株黑曲
霉M54．该系统中的表达性质粒 pYG1.2是一穿梭
质粒，它既可以在大肠杆菌中复制，又可以整合到

曲霉菌染色体上，该质粒又是一种融合蛋白基因表

达载体，它包含黑曲霉葡萄糖淀粉酶(glaA )基因的
启动子和编码 glaA 前 498个氨基酸的基因片段，
而 glaA 基因启动子是丝状真菌表达载体中常用的
一种强启动子，我们将嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯酶

基因插入截短型 glaA 基因后面，这将有利于外源
基因的表达．

鉴于上述两种不同表达系统各自有其特点，本

课题通过基因工程手段将嗜热脂肪芽孢杆菌羧酸酯

酶基因分别转入毕氏酵母 GS115和黑曲霉 M54进
行表达．实验结果证实，羧酸酯酶在黑曲霉和毕氏

酵母中均获得高效分泌性表达．黑曲霉第 5天酶活
最高，为 328 U/ml．毕氏酵母第 4天酶活最高，为
696 U/ml，大约是黑曲霉表达酶活性的 2.12倍．经
测定和计算，本实验中重组黑曲霉羧酸酯酶单位酶

含量为 15.3 mg/L,单位蛋白的酶活为 21 438 U/mg；
重组酵母羧酸酯酶产量为 30.7 mg/L，单位蛋白的
酶活为 22 671 U/mg．虽然重组酵母菌酶产量明显
高于黑曲霉的产量，但两者的每毫克蛋白质的酶活

性却无明显差异．由此看来所测得的毕氏酵母羧酸

酯酶酶活较高的原因主要是由于其产量较高所致．

Delroisse 等 [10]曾将昆虫赤拟谷盗 (Tribolium
castaneum)的酯酶基因在毕氏酵母中表达，表达量
为 7 mg/L．Pesaresi等[11]在大肠杆菌中表达了铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) PAO1的羧酸酯
酶基因，单位蛋白酶活为 18 900 U/mg．Soliman
等 [12]从沙漠土壤中分离得到高温烷烃芽胞杆菌

(Geobacillus thermoleovorans)YN，将其羧酸酯酶基
因在大肠杆菌表达，单位蛋白酶活为 902 U/mg．
Maqbool等[13]将枯草杆菌羧酸酯酶基因在大肠杆菌

表达，单位蛋白酶活为 1 735 U/mg．可见，本实验
中重组表达的羧酸酯酶产量和酶活均是较高的．

决定酶使用效率的重要因素之一是酶的稳定

性，特别是工业用酶对酶的热稳定性提出了更高的

要求．Maqbool 等 [13]在大肠杆菌中表达枯草杆菌

(Bacillus subtilis)羧酸酯酶，在 pH7.0 条件下，于
10～40℃较稳定，但 45℃时酶活迅速下降，50℃
30 min完全失去活性．Mnisi等[14]将凝结芽孢杆菌

(Bacillus coagulans)羧酸酯酶基因在大肠杆菌表达，
其最适温度为 50℃，65℃以上酶活几乎消失．但
也有一些嗜高温的细菌能产生热稳定性较高的羧酸

酯酶，如 Park等[15]报道大肠杆菌表达的硫叶菌属

Sulfolobus solfataricus P1羧酸酯酶最适温度为 85℃ ,
80℃孵育 5天残余酶活为 41%．Soliman等[12]用大

肠杆菌表达的高温烷烃芽孢杆菌羧酸酯酶在 60～
65℃具有最大酶活性，在 70℃作用 1 h酶活未受明
显影响，但随温度进一步提高酶活迅速下降．本实

验表达的两种重组羧酸酯酶的最适温度为 60℃ ,
70℃时仍具有较高酶活性．该酶在 60℃时相当稳
定，热处理对酶活影响很小，70℃处理 30 min后
毕氏酵母表达羧酸酯酶残余酶活为 76.7%，黑曲霉
表达重组羧酸酯酶残余酶活为 67.6%．这些性质使
其具备了良好的应用特性．

本 文 研 究 完 成 后 我 们 看 到 了 不 久 前

Montoro-Garc侏a等[9]发表的一篇论文，该文报道对

Geobacillus kaustophilus HTA426的羧酸酯酶基因进
行了克隆并成功在大肠杆菌中进行了表达，随后又

对该酶性质作了探讨．基因序列比对发现，本研究

表达的重组羧酸酯酶与该报道羧酸酯酶之间存在

高度同源性，仅在第 326 位有 1 个碱基的差异
(C→T)，并由此造成编码氨基酸由前者的苏氨酸变
为后者的异亮氨酸．此外，两者的酶学性质包括热

稳定性、pH特性等方面同样存在高度的相似性．
该结果提示，Geobacillus stearothermophilus CICC
20156与 Geobacillus kaustophilus HTA426可能存在
高度关联性，同时也说明无论应用大肠杆菌、黑曲

霉或酵母表达高度同源的相同基因，只要蛋白质的

结构未受破坏，该蛋白质的性质就不会因宿主不同

而发生改变．

本研究应用两种表达系统表达的重组羧酸酯酶

的酶学特性基本一致．而从酶活性看，重组毕氏酵

母表达羧酸酯酶的产量要高于重组黑曲霉菌的酶产

量．但考虑到毕氏酵母表达外源性蛋白需要甲醇诱
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导，而甲醇具有一定的毒性，反之黑曲霉菌表达外

源性蛋白却无须应用任何诱导剂，因此黑曲霉菌表

达系统似乎显示出更好的应用前景．

我们在针对两种表达系统的引物设计中，均在

嗜热脂肪芽孢杆菌耐热羧酸酯酶的 C端加入连续 6
个组氨酸密码子(His-tag)作为标记物，这一方面是
出于表达蛋白检测的需要，另一方面也为羧酸酯酶

的进一步纯化(如需要)提供了方便的条件．
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Heterologous Expression and Characterization of The Carboxylesterase
From Geobacillus stearothermophilus

SUN Jin-Xia, LIU Zhong-Bin*

(Department of Pathogen Biology, Medical School, Tongji University Shanghai 200092, China)

Abstract The carboxylesterase gene of Geobacillus stearothermophilus CICC 20156 was cloned by
bioinformatics technology and then was inserted into the expression vectors pPIC9K and pYG1.2. The recombined
plasmids were transformed into yeast Pichia pastoris GS115 and Aspergillus niger M54 respectively. It was
revealed by SDS-PAGE and Western blot that the exogenous protein of about 29 ku with a His-tag each were
secreted by the transformed hosts into the external mediums. The concentration of recombinant carboxylesterase in
medium excreted by Pichia pastoris and A spergillus niger was 30.7 mg/L and 15.3 mg/L respectively. Bioactivity
assay indicated that the carboxylesterase activity was 22 671 U/mg for the enzyme expressed by Pichia pastoris and
21 438 U/mg for that expressed by Aspergillus niger. The research results also showed that both enzymes expressed
by the two kinds of hosts possess similar characteristic. The recombinant enzyme exhibited thermostability with
optimum temperature at 60℃ and remained 76.7%～67.6% activity even after incubation at 70℃ for 30 min. The
enzyme also showed a broader pH tolerance and the optimum pH for the enzyme activity was at 8.0. This is the
first report that the thermostable carboxylesterase of Geobacillus stearothermophilus was highly secretively
expressed in Aspergillus niger and Pichia pastoris. Though the amount of carboxylesterase excreted by recombined
Aspergillus niger was lower than that excreted by recombined Pichia. pastoris, the engineering Aspergillus niger
may still show a better perspective for potential applications in biotechnological industries, for no inducer is
needed to get crude carboxylesterases in the culture supernatants of it.
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enzymic properties
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