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可降解氨基甲酸乙酯的酯酶异源表达与分子改造 

摘 要 

氨基甲酸乙酯（ethyl carbamate，EC）是一种广泛存在于发酵食

品中的 2A 类致癌物质，难以被传统理化方法有效去除，而酶法由于

可以直接降解 EC 而被认为是有效的消减策略。目前报道的 EC 水解

酶主要为酰胺酶，但多数酰胺酶存在 EC 与前体物质尿素的底物竞争

效应，导致 EC 降解效率受限。近年来酯酶被报道具有 EC 水解活性，

因其水解酯键时不受尿素竞争效应的干扰而在研究中得到广泛关注。

本论文主要研究内容和结果如下： 

（1）酯酶的挖掘与性质表征。本研究在 NCBI 数据库中挖掘出

4 个在 pH 4.5 及 7.0 条件下均具有 EC 降解能力的酯酶（ES1、ES5、

ES8 和 ES9），实现了它们在大肠杆菌中的可溶性表达，并对其进行

了纯化及酶学性质表征。结果表明，ES1、ES5、ES8 和 ES9 最适温

度分别为 70 ℃、70 ℃、55 ℃及 55 ℃，ES1、ES5、ES9 最适 pH 值

呈碱性，ES8 呈中性；4 种酶在体积分数 10%乙醇存在条件下，可分

别保持 50.48%、48.44%、42.60%及 33.59%左右的酶活力。4 种酶在

pH 4.5 条件下对 EC 的 Km 值分别为 210.7、213.8、256.2 mmol/L 及

127.2 mmol/L，kcat/Km值分别为 214.31、203.20、161.46 L/（mmol·s）

及 257.43 L/（mmol·s）。 

（2）酯酶的理性设计改造。研究基于序列一致性回归策略对中

性酯酶ES8进行理性设计，通过定点突变得到V129S、V161L和 I229M，
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并 经 组 合 突 变 后 得 到 V129S/I229M 、 V161L/I229M 和

V129S/V161L/I229M，突变体的比酶活力分别为 WT 的 1.56、1.45、

5.17、3.66、6.90 和 5.68 倍。酶学表征显示，在 pH 4.5 的酸性环境下，

V129S/I229M 具有突变体中最佳的催化速率与底物亲和力，分别较

WT 提升 655.08%和 52.99%，但其在酸性与高温环境下的稳定性未明

显改善，而 V161L 在 pH 4.0 下残余酶活力达到 WT 的 1.46 倍，表明

其酸稳定性则得到显著增强。分子对接与分子动力学模拟结果显示，

V129S/I229M 的催化速率与亲和力提升可能是由于酶与底物间的氢

键相互作用力增加、底物通道亲水性提高、催化活性中心疏水性增强

和酶的催化三联体附近残基柔性提高；V161L 氢键分析结果表明，位

于 α 螺旋结构的 L161 与位于 Loop 结构的 F166 间形成新的氢键，这

可能会稳固柔性区域的构象，且分子动力学模拟结果同样显示 V161L

的突变大幅减少突变体的构象波动，因此 V161L 的酸稳定性增强的

可能原因是其稳固了酶在酸性环境中的催化构象。 

（3）构建二硫键提高酯酶稳定性。本章通过在线服务器 Disulfide 

by Design 2 与 Discovery Studio 2023 软件对酯酶 V129S/I229M（简称

Est8-CE）进行二硫键预测，并结合分子动力学模拟的 RMSF 结果确

定在柔性区域构建二硫键位点 Q149C-F157C（简称 Est8-CES1）与

L212C-L242C（简称 Est8-CES2）。通过实验表征出 Est8-CE 及其突变

体的酶学性质，结合底物结合构象分析与分子动力学模拟对突变体的

稳定性提升机制进行解析。研究结果表明 Est8-CES1 与 Est8-CES2 的

热稳定性与酸稳定性得到明显提升，二者在 80 ℃下的半衰期分别是
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Est8-CE 的 8.14 倍与 3.14 倍，且在酸性环境下均具有较 Est8-CE 更高

的相对酶活力。分子动力学模拟的轨迹分析结果显示二硫键的引入显

著降低了 Est8-CE 的 RMSD 与 RMSF，表明突变体的结构稳定性得

到增强；此外，结合酶与底物的分子作用力分析结果推测突变体与底

物间减少的氢键相互作用与催化区域的刚性增强是造成其底物亲和

力与催化速率降低的原因。 

 

关键词：氨基甲酸乙酯；酯酶；序列一致性回归策略；催化速率；二

硫键 
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HETEROLOGOUS EXPRESSION AND MOLECULAR 

ENGINEERING OF AN ETHYL CARBAMATE-

DEGRADING ESTERASE 

ABSTRACT 

Ethyl carbamate (EC) is a Group 2A carcinogen commonly found in 

fermented foods, especially in alcoholic beverages. It is difficult to remove 

using traditional physical or chemical methods. Enzymatic degradation of 

EC is seen as an effective strategy due to its direct breakdown. Most EC-

hydrolyzing enzymes reported so far are amidases, but substrate 

competition between EC and urea limits their efficiency. Esterases, 

however, show promise as they lack this competition during ester bond 

hydrolysis, thus attracting attention for EC removal. The main research 

content and findings of this study are summarized as follows: 

(1) Discovery and characterization of esterases. In this study, four 

esterases (ES1, ES5, ES8, and ES9) with EC-degrading activity at both pH 

4.5 and pH 7.0 were mined from the NCBI database. These enzymes were 

successfully expressed in a soluble form in Escherichia coli, purified, and 

subjected to comprehensive enzymatic characterization. The results 

indicated that the optimal temperatures for ES1, ES5, ES8, and ES9 were 
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70 ℃, 70 ℃, 55 ℃, and 55 ℃, respectively; while the optimal pH values 

for ES1, ES5, and ES9 were alkaline, ES8 exhibited a neutral optimum. All 

four enzymes showed markedly reduced stability at temperatures above 45 ℃ 

or at pH values below 5.0. In the presence of 10% (v/v) ethanol, their 

residual activities were approximately 50.48%, 48.44%, 42.60%, and 

33.59%, respectively. At pH 4.5, the Km values for EC were determined to 

be 210.7, 213.8, 256.2, and 127.2 mmol/L for ES1, ES5, ES8, and ES9, 

respectively, with corresponding kcat/ Km values of 214.31, 203.20, 161.46, 

and 257.43 L/(mmol·s). Structural analysis suggested that the relatively 

narrow substrate channel entrance of ES9 might hinder EC entry, thereby 

limiting its maximum reaction rate, while its high EC affinity could be 

attributed to stronger hydrogen-bond interactions between ES9 and EC. 

(2) Rational design modification of esterases. A “sequence regression 

consistency strategy” was employed to rationally redesign the substrate-

binding pocket of the neutral esterase ES8 to enhance its substrate affinity 

and catalytic rate toward EC. Through site-directed mutagenesis, the single 

mutants V129S, V161L, and I229M were generated, and their 

combinatorial mutations yielded V129S/I229M, V161L/I229M, and 

V129S/V161L/I229M, which exhibited 1.56-, 1.45-, 5.17-, 3.66-, 6.90-, 

and 5.68-fold increases in enzyme activity relative to the wild type (WT), 

respectively. Enzymatic characterization revealed that under acidic 

conditions (pH 4.5), the V129S/I229M mutant achieved the highest 
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catalytic rate and substrate affinity among the mutants, with increases of 

655.08% and 52.99% compared to WT; however, its stability under acidic 

and high-temperature conditions was not significantly improved. In 

contrast, the V161L mutant displayed a residual activity at pH 4.0 that was 

1.46 times that of WT, indicating markedly enhanced acid stability. 

Molecular docking and molecular dynamics simulations suggest that the 

improvements in catalytic rate and affinity observed in V129S/I229M may 

result from increased hydrogen-bond interactions between the enzyme and 

substrate, enhanced hydrophilicity of the substrate channel, and increased 

flexibility of residues near the catalytic triad facilitating the transition state. 

Furthermore, hydrogen-bond analysis of V161L indicates that the mutation 

fosters the formation of a new hydrogen bond between an α-helical residue 

L161 and an adjacent loop residue F166, thereby stabilizing the flexible 

region; molecular dynamics simulations also demonstrate that the V161L 

mutation substantially reduces conformational fluctuations, which likely 

underlies its enhanced acid stability. 

(3) Construction of disulfide bonds to enhance esterase stability. 

Disulfide bond prediction for the V129S/I229M mutant (termed Est8-CE) 

was performed using the online server Disulfide by Design 2 and 

Discovery Studio 2023, and combined with RMSF results from molecular 

dynamics simulations, two disulfide bond sites were identified within 

flexible regions: Q149C–F157C (designated Est8-CES1) and L212C–
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L242C (designated Est8-CES2). The enzymatic properties of Est8-CE and 

its mutants were characterized experimentally, and analyses of substrate-

binding conformations along with molecular dynamics simulations were 

used to elucidate the mechanisms underlying the observed stability 

enhancements. The results indicated that both Est8-CES1 and Est8-CES2 

exhibited significantly improved thermal and acid stabilities, with half-

lives at 80 ℃ that were 8.14-fold and 3.14-fold greater than that of Est8-

CE, respectively, and higher relative enzyme activities under acidic 

conditions. Trajectory analyses from molecular dynamics simulations 

revealed that the introduction of disulfide bonds markedly reduced the 

RMSD and RMSF of Est8-CE, indicating enhanced structural stability. 

Additionally, the reduction in hydrogen-bond interactions between the 

mutant enzymes and the substrate, along with increased rigidity in the 

catalytic region, appears to contribute to a decrease in substrate affinity and 

catalytic rate. 

Sibao Zhu (Biology and Medicine) 

Supervised by Qingtao Liu 

 

KEY WORDS: ethyl carbamate, esterase, sequence consensus regression 

strategy, catalytic rate, disulfide bond  
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第 1 章 绪论 

1.1 氨基甲酸乙酯概述 

1.1.1 氨基甲酸乙酯危害性 

氨基甲酸乙酯（ethyl carbamate，EC），又名尿烷、乌拉坦，是一种广泛存在

于发酵食品中的酯类有毒有害物质，对人体具有潜在的致癌性，主要在发酵食品

的储藏和运输过程中形成[1]。该物质最初被用做抗肿瘤药物以抑制细菌和小鼠肿

瘤细胞的生长[2]，但在之后美国国家毒理学计划（NTP）根据动物实验数据将 EC

指定为“潜在致癌物”。NTP 的研究表明 EC 会在啮齿动物通过接触的不同途径

在不同的组织部位诱发肿瘤，而啮齿动物口服 EC 会导致淋巴瘤、白血病和包括

肺、肝、乳腺和皮肤等多个器官部位的癌症[3]。随着研究的不断深入，EC 的致癌

性机理被报道，即细胞色素 P450 氧化的 EC 会导致 DNA 链损伤，从而引发癌

症，且在对酒精饮料中的 EC 进行研究时，发现乙醇会进一步增加 EC 的致癌风

险[4]。1987 年，EC 被国际癌症研究机构（international agency for research on cancer，

IARC）列为 2B 类致癌物，之后经研究者们对其致癌性进一步分析，此机构于

2007 年从新将 EC 评估升级为 2A 类致癌物[5]，由此可见 EC 的对人体健康危害

性与降低其在食品中含量的必要性。 

自 1943 年 EC 被证实具有致癌性风险以来，目前学术界对其致癌机理已有

深入的研究与报道[6]。研究表明，EC 主要在人体内通过被细胞色素 P450 氧化进

而破坏 DNA。EC 的致癌机制如下，发酵液中的 EC 进入细胞内的代谢途径主要

有以下三种：（1）约 5%的 EC 在人体中以尿液的形式被排出，而 90%左右的 EC

被肝脏酯酶分解为无毒的乙醇、NH3 和 CO2，随后经人体代谢排出，在此途径中

的 EC 无致癌性；（2）约 0.5%的 EC 经线粒体 P450 的氧化下转化为中间代谢物，

这些代谢物经过进一步的转化后可以形成环氧乙烯基甲酸甲脂，此环氧化物会与

DNA 结合并造成其加聚，从而引起癌变；（3）剩余极少量的 EC 可通过 P450 转

化为 N-羟基氨基-甲酸乙酯，并在铜离子存在的条件下分解成 NO、O2，经过一

系列的化学变化最后引发 DNA 损伤，影响特定碱基发生改变[7]。除已经得到解

析的细胞色素 P450 氧化 EC 损伤 DNA 途径外，Yang 等人[8]报道了 EC 的另一条
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铁死亡代谢机制的致癌途径，研究发现由于细胞内 EC 的摄入导致红细胞核因子

2 失活（Nrf2）与谷胱甘肽(GSH)的耗竭。 

图 1-1 氨基甲酸乙酯的致癌机制[6] 

Figure 1-1 Carcinogenic mechanism of ethyl carbamate[6] 

1.1.2 氨基甲酸乙酯的形成途径 

发酵食品中与乙醇生成 EC 的前体物质主要有五种，分别为尿素、氨甲酰磷

酸、瓜氨酸、焦碳酸二乙酯与氰化物[9]。在实际的工业生产过程中形成 EC 的主

要前体物质为尿素，其次为氰化物与瓜氨酸，三种来源的前体物质形成的 EC 占

生成总量的 90%以上[10]。 

（1）尿素来源 

尿素作为 EC 的主要前体物质，其主要包含两个来源[11, 12]。一方面是在发酵

过程中原材料所自身携带的尿素，包括在原料种植过程中施加的氮肥与发酵中添

加的含有尿素的其他辅料；另一方面在酵母细胞的发酵过程中，其会通过自身的

精氨酸代谢途径合成尿素。在细胞中的尿素通常会利用尿素水解酶进行分解，然

而在生产过程中往往因为发酵介质中含有酵母偏好氮源而导致尿素水解酶活性

被抑制，产生了氮代谢物阻遏效应（nitro catabolite repression，NCR），细胞中的

尿素无法得到有效的分解，然后在尿素渗透酶的作用下被排入发酵液中，自发与

乙醇反应形成 EC（H2NCONH2＋C2H5OH→H2NCO2C2H5＋NH3）。 

（2）氰化物来源 

在许多的酒精饮料中，氰化物与乙醇形成 EC 的机制得到了解析。氰化物的

来源主要包含两个方面[13, 14]，一是由发酵原料中的生氰糖苷经一系列的反应生

成得到；二是在发酵与蒸馏过程中，介质内含有的尿素被分解后产生氰化物。 
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（3）瓜氨酸来源 

经近年来的研究报道，瓜氨酸与乙醇也可以形成 EC[15, 16]。其机制为微生物

在发酵后期的苹果酸-乳酸发酵过程中乳酸菌将发酵液中的剩余精氨酸进行降解

生成瓜氨酸，但瓜氨酸与乙醇反应形成的 EC 含量较低，占总体生成量较少。 

（4）其他来源 

在酒精饮料中，氨甲酰磷酸、焦碳酸二乙酯也可以形成 EC。20 世纪 70 年

代初，氨甲酰磷酸就被发现可以与乙醇反应可以形成 EC，但在实际生产中其 EC

生成量极低，不作为 EC 主要前体物质[17]。焦碳酸二乙酯最早被用于葡萄酒中杀

菌，但在后续研究中发现其会与乙醇形成 EC，被禁止在发酵中使用[18]。 

1.1.3 氨基甲酸乙酯的检测方法 

EC 在食品和酒精饮料中的含量范围较大，通常低至几 ng/L 高至几百 μg/L。

由于样品中可能存在干扰物质，因此需要使用高灵敏度的方法进行定量检测。以

下是几种常用的 EC 检测方法： 

（1）气相色谱法（GC）是测定 EC 的常用方法，通常使用氨基甲酸丙酯或

氨基甲酸丁酯作为内标[19]。GC 法具有较高的灵敏度和选择性，适用于食品和酒

精饮料中 EC 的定量分析。 

（2）气相色谱质谱联用法（GC-MS）是国际上公认的 EC 检测方法，具有

高灵敏度和良好的复现性[20]。刘俊等人[21]开发了一种基于顶空固相微萃取（HS-

SPME）气相色谱质谱联用（GC-MS）的自动快速检测方法，适用于黄酒中 EC 的

测定。 

（3）气相色谱串联质谱法（GC-MS/MS）具有更高的灵敏度和准确性[22]。

Hamlet 等[23]建立了一种正离子化学电离 GC-MS/MS 方法，用于测定面包中的 EC

含量。以此方法对家用和商品小麦面包的 50 个样品进行检测分析，结果显示其

检测限为 0.6 μg/L。 

（4）傅里叶变换红外光谱法（FTIR）结合偏最小二乘回归法可用于核果酒

中 EC 的快速分析。与 GC-MS/MS 相比，FTIR 的检测不涉及前端色谱分析，通

常会降低检测灵敏度。但 FTIR 的检测速度仅需 2 分钟即可检测到低至 7.5 μg/L[24]，

且无需复杂的样品前处理，操作简便。然而，其较低的准确性被多数用于大批量

样品的定性筛选。 
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（5）高效液相色谱荧光法（HPLC-FLD）是一种灵敏的 EC 检测方法。HPLC-

FLD 在检测 EC 的精准度方面不如 GC-MS 高，但由于其成本较低，在很多的实

验室中得到使用，常用于白酒与葡萄酒中 EC 的检测。Chen 等人[25]开发了基于

EC 与 9-羟基吨（9-xanthydrol）在酸性介质中反应生成荧光物质 1-黄蒽酮（1-

xanthyluretane）的检测方法，在 10-500 μg/L 范围内线性关系良好。该方法与 GC-

MS 比较结果无显著差异，适用于酒精饮料中 EC 的快速筛选。 

（6）表面增强拉曼光谱法（SERS）已用于研究 EC 检测分析。一些研究人

员使用金纳米粒子基底作为 SERS 放大器来检测酒精饮料中的 EC 浓度，其检测

限低至 0.1 μg/L[26, 27]。银纳米粒子也可以用作 SERS 放大器，并已用于检测 EC

浓度范围广泛的酒精饮料[28]。尽管 SERS 有望成为一种快速的 EC 检测方法，但

仍需要继续努力优化 SERS 放大器，以确保分析结果具有可重复性。 

1.1.4 氨基甲酸乙酯的限定标准 

世界卫生组织食品添加剂联合专家委员会（Joint Expert Committee for Food 

Additives，JECFA）指出，酒精饮料在 EC 摄入的比例中含量较高，所以如黄酒、

清酒、白兰地、白酒、葡萄酒等发酵酒精饮料中 EC 的存在和含量引起了各个国

家的重视[29, 30]。为保障酒类的饮用安全，国际卫生组织与世界许多国家对进出口

食品中的 EC 含量在一定范围内进行了约束并制定了严格的标准[31, 32]。例如在

2020 年，加拿大规定了蒸馏酒、清酒、白兰地中 EC 的最大含量分别为 150、200、

400 μg/L[33]。在国际进出口市场中一些欧美国家对我国出口的黄酒中 EC 的限定

含量为 100 μg/L，但目前国内生产的黄酒中 EC 含量仍然较高（100-750 μg/L）

[34, 35]，且尚无有效的方法直接降低食品中 EC 的含量，这不仅限制了我国酒类的

外销，还会影响国内的酒精饮料消费者身体健康。 

1.2 发酵食品中氨基甲酸乙酯消减策略研究现状 

1.2.1 代谢工程选育低产尿素的酵母 

由于尿素是 EC 的主要前体物质，所以基于对酿酒酵母的尿素合成途径的解

析，利用代谢工程对酿酒酵母中生产、转运和利用尿素的通路进行改造[36-39]，如

通过筛选精氨酸酶缺陷型的突变体来减少降解精氨酸所产生的尿素；敲除转运和

代谢精氨酸的基因；强化细胞利用和吸收尿素的基因；弱化瓜氨酸和尿素向外转

运的基因，但这些方法无法处理除尿素以外的底物生成的 EC 且针对单一菌种的
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改造也无法适应部分发酵食品中混合发酵的情况。 

1.2.2 生产工艺降低氨基甲酸乙酯的形成 

尿素作为 EC 的主要前体物质，要精选发酵的原料或对原料进行预处理，控

制发酵过程中尿素的带入[40]。例如通过细加工（如精炼和水洗）来减少原料中 EC

的前体物质含量。另外针对另一个生产 EC 的前提物质氰化物，可以通过对发酵

过程中的温度、pH、发酵时间等进行优化以此减少 EC 的形成。此外国外多采用

二次蒸馏或多次蒸馏的方法对发酵后得到的酒精饮料进行降低 EC 含量，而国内

一般通过减少灭菌的时间、以吸附材料截留 EC 以减少酒精饮料中的 EC 含量，

但这些处理方法并不完善，有的会降低成品的营养含量，有的会影响酒精饮料的

风味，还有的对于 EC 的消减不完全和效率低下。 

1.2.3 酸性脲酶降解尿素 

酸性脲酶则更加直接地针对 EC 前体物质尿素进行分解，即利用酸性脲酶直

接将尿素水解成无毒的乙醇、二氧化碳和氨。目前主要应用在降低黄酒与葡萄酒

中的 EC 含量，使尿素含量降低了 95%以上[41]。酸性脲酶可以有效减少 EC 的前

体物质尿素，从而达到控制 EC 含量的目标，目前很多国家允许向酒精类饮料中

添加脲酶[42]，但它却无法降解已经合成的 EC。 

1.2.4 氨基甲酸乙酯水解酶 

EC 水解酶是一种直接以 EC 作为底物进行降解的酶类，目前根据水解 EC 官

能键的不同分为酰胺类水解酶与酯类水解酶，但截止目前报道的绝大多数 EC 水

解酶皆为酰胺类水解酶。如 1990 年，Kobashi 等人 [43]首次在柠檬酸杆菌

（Citrobacter sp.）中发现了一种具有 EC 水解活性的酰胺酶。随后，研究者们从

不同来源的微生物中陆续发现了多种 EC 水解酶，并对其酶学性质进行了研究。

2006 年，Akutsu-Shigeno 等人[44]从马红球菌（Rhodococcus equi TB-60）克隆了

具有 EC 水解活性的脲酶基因，并在大肠杆菌中实现了活性表达。2020 年，Masaki

等人[45]发现来源于假丝酵母（Candida parapsilosis）的酰胺酶在乙醇环境下表现

出较好的 EC 水解活性，其在 20%乙醇中仍能保持 73%的活性。2022 年 Dong 等

人[46]发现一株来自于醋酸钙不动杆菌（Acinetobacter calcoaceticus）的酯酶同样

具有 EC 水解活性。而在降解 EC 的策略中，与其他降解酒精饮料中 EC 的方法

相比，EC 水解酶具有直接高效地将 EC 水解为安全无害物质的优势，例如研究
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报道 EC 水解酶可将成品米酒与酱油中的 EC 降低 15%-50%[33, 47, 48]，国内外亦有

很多研究人员希望对该类酶可以进行有效得到食品级异源表达，但目前仅有 14

个具有 EC 降解作用的酶得到鉴定及表征，其中包含 7 个酰胺酶[33, 44, 45, 49-52]、6

个脲酶[53-58]和1个酯酶[46]。尽管EC水解酶在降解EC方面具有潜在的应用价值，

但其在工业中的广泛应用仍面临诸多挑战，主要原因之一即为EC水解酶降解EC

过程中会与EC前提物质尿素产生底物竞争效应，而发酵环境中的尿素含量是 EC

的上百倍，这就导致 EC 往往无法得到有效降解，而 2022 年 Dong 等人[46]报道

的酯酶具有 EC 水解活性，因其通过断裂酯键进行水解 EC，所以在水解过程中

不存在尿素的底物竞争效应，在实际的 EC 降解过程中具有重大应用价值。 

图 1-2 氨基甲酸乙酯的消减策略 

Figure 1-2 Reduction strategy of ethyl carbamate 

1.3 酯酶概述 

酯酶（EC 3.1）在自然界中分布广泛，具有专一性强、反应条件温和与底物

谱广等优势，并且酯水解反应一般不需要辅因子的参与，具备较好的稳定性。酯

酶根据分解后的产物性质被细分为四组，包括羧酸酯水解酶（EC 3.1.1），硫酯水

解酶（EC 3.1.2），磷酸单酯水解酶（EC 3.1.3）与磷酸二酯水解酶（EC 3.1.4）[59]。

羧酸酯水解酶的底物是由羧酸与醇经缩合得到的酯类化合物，而根据羧酸酯水解

酶的底物特异性，其主要又被分为羧酸酯酶（EC 3.1.1.1）与甘油三酯水解酶（EC 

3.1.1.3）；一般狭义认为酯酶专指羧酸酯酶，而甘油三酯水解酶则被称为脂肪酶，
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二者都可以催化断裂羧酸与醇形成的酯键[60]。大部分的酯酶都属于 α/β 水解酶超

家族，含有由 8 条基本平行的 β 折叠片与围绕蛋白中心的 5 条 α 螺旋组成的典

型折叠结构，并且通常含有一个在空间上相互靠近的“催化三联体”（Ser-His-Asp）

行使催化功能[61]。 

1.3.1 酯酶水解原理 

羧酸酯酶（EC 3.1.1.1）的水解过程主要由四部分组成：首先当酯酶处于游离

态时，亲核残基丝氨酸和组氨酸形成一条氢键，而酸性残基天冬氨酸与组氨酸之

间也形成一条氢键，即催化三联体通过组氨酸与其他两个残基间形成氢键网络使

丝氨酸得到活化，使其羟基氧原子具备较强的亲核能力；之后活化丝氨酸的羟基

对底物羰基进行亲核攻击，随后组氨酸与天冬氨酸间形成氢键，并由组氨酸接收

丝氨酸羟基的一个质子形成“氧阴离子空穴”；此时丝氨酸与底物间形成四面体

中间体，丝氨酸羟基的氧负离子继续进攻底物羰基导致底物的一部分与丝氨酸释

放的质子间形成醇，而另一部分则会与丝氨酸形成酰基-酶复合物；最好组氨酸

激活水分子，使其进行亲核攻击酰基-酶复合物的羰基并将其水解，与此同时组

氨酸还会向丝氨酸返回一个质子，使底物从中间体状态得到释放形成酸[59]。 

图 1-3 酯酶的水解机制[62] 

Figure 1-3 The mechanism of esterase catalysis[62] 

1.3.2 酯酶在水解氨基甲酸乙酯中的应用 

截止至 2021 年研究发现的 EC 水解酶皆为通过断裂酰胺键而降解 EC，而在

2022 年 Dong 等人[46]发现来源于 A. calcoaceticus 的酯酶也具有 EC 水解酶活性，

其比活力达 68.31 U/mg，并且在 60%的乙醇环境中 20 ℃保温 1 h 仍保留 40%的

酶活力，将酯酶纯化后应用在白酒中可使 EC 浓度降低 50 μg/L 以上，在酒精饮



安徽工程大学硕士学位论文 

8 

 

料中表现出较高的应用潜力。 

酯酶虽然在白酒中具备明显降解 EC 含量的效果，但多数的发酵食品（如黄

酒）中的环境除乙醇浓度高外仍有 pH 值较低的问题，且目前报道的酯酶对环境

中的 EC 消减不完全，其在白酒中降解 12 h 后 EC 含量仍有 60%（>150 μg/L），

未能将食品中的 EC 含量降低至出口限定标准以内（<100 μg/L）。尽管新报道的

酯酶由于不会在水解过程中产生EC与尿素的底物竞争作用而被认为具有应用在

工业生产中的潜力，但其仍存在一定的局限性，例如其催化效率低和耐酸性差等

[63]。因此可以通过基因挖掘而获取到具有优良酶学性质的可降解氨基甲酸酯的

酯酶，或者对已经鉴定表征的具有 EC 水解活性的酯酶进行分子改造以获得优良

突变体。 

1.4 酶催化速率改造策略 

1.4.1 定向进化 

定向进化是一种模拟自然进化过程的酶改造策略，通过引入随机突变和高通

量筛选，获得具有改进性能的酶突变体[64, 65]。其优点在于无需深入了解酶的结构

功能关系，适用于未知结构的酶或复杂酶系统。Schnettler 等人[66]以定向进化为

策略改造非金属依赖性磷酸三酯酶 P91，通过结合液滴微流控的超高通量筛选技

术将 P91 的活性提高 360 倍，使其催化效率与自然进化的金属依赖性磷酸三酯

酶相当。Liu 等人[67]通过对拟除虫菊酯水解酯酶进行随机诱变获得两个良性单点

突变体 A171V 与 D256N，将两个位点结合后获得突变体 M2，其相较与 WT 催

化速率提升 2.46 倍，对底物拟除虫菊酯水解率达 98%。定向进化无需深入了解

酶的结构与功能的关系，适用于复杂结构与功能关系的酶，但由于其工作量较大

的缺点，突变体库通常包含数百万个突变体，筛选过程耗时且成本较高，所以需

要建立起高效合理的筛选方法才能得到良性突变体，无法对所有酶适用。 

1.4.2 理性设计 

理性设计是一种基于酶的结构功能关系和催化机制的精准改造策略，通过计

算机模拟和分子动力学分析，理性设计可以精确地引入突变，从而提升酶的亲和

力与催化速率[68, 69]。其操作流程包括：（1）结构分析，通过酶的晶体结构（PDB）

或建模软件（如 SWISSMODEL）获得酶的 3D 结构。（2）计算模拟，利用分子

动力学（molecular dynamics simulation，MD）模拟和能量计算，识别潜在的突变
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位点。（3）定点突变，通过计算机辅助设计工具（如 Rosetta、Discovery Studio）

设计突变位点，并进行实验验证。例如 Liu 等人[70]以来源于赖氨酸芽孢杆菌

（Lysinibacillus fusiformis SC02）具有 EC 水解活性的酰胺酶为研究对象，采用计

算机辅助设计构建突变体 Q328C，其在 40 ℃下的半衰期是 WT 的 7.46 倍。Li 等

人[71]基于氨基甲酸酶 UMG-SP2 的晶体结构为导向进行理性设计得到突变体

A141G，其较 WT 相比对底物聚氨酯的活性提高 30.7 倍。理性设计可以精准、

高效的显著提升酶的稳定性和催化速率，但因为其需要对酶的结构功能关系有深

入了解，且计算模拟的准确性依赖于结构数据的质量，所以在实际的蛋白质改造

中的成功率较低，所获得的多数突变体皆为负向突变。 

1.4.3 半理性设计 

半理性设计结合了定向进化和理性设计的优点，通过理性选择突变位点并结

合高通量筛选，显著提高了筛选效率和突变体的质量[72, 73]。其设计步骤包括：（1）

位点选择，通过序列比对、结构分析和计算模拟，选择潜在的突变位点。（2）饱

和突变，在选定位点引入饱和突变（如 NNK 密码子），构建“小而精”的突变文

库。（3）高通量筛选，利用高通量筛选方法，快速筛选出具有改进性能的突变体。

例如刘庆涛等人[55]通过位点饱和突变的半理性设计，筛选并改造具有 EC 水解活

性的脲酶中酶活影响较高的氨基酸位点，其最佳突变体 L253P/L187N 的底物亲

和力提升 49%，催化速率提升 1027%。康婷婷等人[74]以半理性设计的方法显著

提高了来源于 Agrobacterium tumefaciens d3 的 EC 水解酶 AmdA 的催化活性，其

首先通过多序列比对得到酶活力提高 375%的突变体 G195A，之后研究者对催化

三联体周围位点进行饱和突变获得酶活性提高 53%的突变体 I97L，最后将两个

突变位点进行组合得到酶活力提高至 518%的突变体 I97L/G195A。半理性设计结

合了定向进化和理性设计的优点，具有较高的筛选效率以及更多样的突变体。尽

管如此，其仍需要一定的结构信息和计算资源支持，另外由于需要高通量筛选方

法以进行筛选，所以在改造过程中仍需要考虑到酶的作用机制以建立起合适的筛

选方法。 

1.5 酶的稳定性提升策略 

目前对酶的稳定性提高策略主要包含：（1）定向进化筛选高稳定性突变体，

例如通过筛选耐受高温、酸性环境或有机溶剂的突变体，可以获得在苛刻条件下
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仍保持催化效率，稳定性得到提高的酶[75, 76]；（2）融合已知稳定性高的酶结构域

片段，对于同源性高且稳定性差异显著的蛋白，在替换不到 20%的氨基酸就足以

明显改变酶的稳定性[77]；（3）针对酶结构进行优化疏水核心和引入二硫键，

Sutthibutpong 等人[78]通过在木聚糖酶 XynA 中研究疏水相互作用、氢键与二硫键

对其热稳定性影响发现，二硫键对酶的稳定性提升效果最为显著。二硫键是由蛋

白质中两个空间上相近的 Cys 的巯基基团所形成的共价键，其对蛋白质的空间

折叠、催化活性和稳定性具有极其重要的影响[79]。目前的诸多研究表明，在蛋白

质中引入二硫键可以稳定其内部的柔性区域，降低蛋白质的整体构象熵从而提高

稳定性[80, 81]。例如，Kanaya 等人[82]通过定点突变，将 WT 核糖核酸酶 H 中原为

Cys13 与 Asn44 的位点改为 Cys44，通过设计出二硫键，使突变体的熔解温度(Tm)

达 62.3 ℃，比 WT 提高了 11.8 ℃；在无变性剂条件下，突变体的展开自由能和

变性曲线中点分别增加了 2.1–2.8 kcal/mol 和 0.36–0.48 M，从而极大地增强了其

热稳定性和构象稳定性。此外，在 NAD⁺依赖性甲酸脱氢酶（FDH）中，由于天

然半胱氨酸（Cys）的氧化会引起酶失活，Zheng 等人[83]采用定点突变策略，在

Ala10 与 Cys23 以及 Ile239 与 Cys262 之间引入新的二硫键，从而消除了 FDH 中

天然游离 Cys 的氧化，结果显示突变体显著增强了耐酸性，在 60 ℃下其半衰期

增加了 6.7 倍，与此同时催化效率也提高了 1.4 倍。考虑到二硫键对蛋白质稳定

性的增强作用尤为显著，因此通过在蛋白质中引入二硫键来提高酶稳定性是一种

行之有效的策略。 

1.6 本课题的研究意义与主要研究内容 

1.6.1 研究意义 

目前报道的 EC 水解酶主要为酰胺酶，其存在对底物的亲和力差、催化效率

低、耐酸性或耐醇性差等问题致使其不能直接降解发酵食品中的 EC[33]。酯酶作

为新报道具有 EC 水解活性的水解酶，因其在反应过程中不存在 EC 与尿素与底

物竞争效应而被关注并研究，但其在酸性环境下无法正常发挥酶活性且催化速率

远远无法达到工业使用的要求，因此筛选并改造出一个耐酸耐乙醇且可以有效水

解 EC 的高活性酯酶对消除发酵食品中的 EC 至关重要。 

本研究通过对已报道的唯一一个 EC 水解酯酶的蛋白质序列为依据[46]，筛选

并改造出具有较好的 EC 亲和力以及在酸性环境下较高的催化速率的新型 EC 水
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解酶，为未来解决发酵食品和酒精饮料中的 EC 问题提供新方法。同时 EC 水解

酶研究尚浅，在酸性条件下不稳定的特性使得其无法应用于发酵食品和酒精饮料

中 EC 的降解，通过对酯酶理性设计的进一步研究，解析出其突变体在酸性环境

下催化速率提升的机制，也为其他的 EC 水解酶的改造提供参考。 

1.6.2 主要研究内容 

本文主要研究内容如下: 

(1)基于已知序列的 EC 水解酯酶，利用 NCBI 数据库进行基因序列比对，挖

掘出可能有 EC 降解活力的新型 EC 水解酯酶，经全基因合成并在大肠杆菌中可

溶性表达后，表征出具有高 EC 水解活性的酯酶酶学性质。 

(2)通过序列比对，挖掘氨基酸序列与蛋白功能的关系，基于序列一致性回归

策略指导酯酶进行理性改造；利用同源建模和分子对接进行酶与底物的作用力分

析，此外针对改造的底物通道进行亲疏水性分析以观察 EC 对底物通道的继续偏

好，之后利用分子动力学模拟来探究酯酶底物亲和力与催化速率提升的机制原理。 

(3)为进一步提升酯酶的稳定性，通过多重计算方法结合分子动力学的 RMSF

结果，在酯酶的高柔性区域中构建二硫键以使其空间结构在不同的极端环境更加

稳定；通过酶学性质表征分析二硫键在酯酶稳定性提升的功能，以分子动力学模

拟与分子间作用力分析阐释二硫键提升酯酶稳定性的机理。 

图 1-4 本文技术路线图 

Figure 1-4 Technology roadmap for this paper 
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第 2 章 可降解 EC 的酯酶挖掘与酶学性质表征 

2.1 引言 

EC 是发酵食品中的致癌性物质，而使用 EC 水解酶对其进行直接降解是目

前较为直接有效的消减策略[6, 84]。EC 水解酶包含酰胺酶与酯酶两类，其中多数

酰胺类 EC 水解酶由于会在水解过程中会与环境内高含量的 EC 前体物质尿素发

生底物竞争反应而无法有效的降解 EC；而 EC 水解酯酶催化断裂 EC 中的酯键

而非酰胺键，不会与其前体物质发生底物竞争，所以被视为降解发酵食品中 EC

的一种有效的新方法[85]。但目前仅有一个可降解 EC 的酯酶得到报道[46]，为获得

高降解活力的新型 EC 水解酯酶与丰富 EC 水解酯酶酶库，本章从 NCBI 数据库

中通过基因挖掘获取新酶并进行性质表征。 

2.2 实验材料 

2.2.1 菌株与质粒 

实验所用菌株与质粒见表 2-1 与表 2-2。 

表 2-1 实验菌株 

Table 2-1 Experimental strain 

菌株 基本描述 来源 

E. coli BL21（DE3） 空载菌株，卡那霉素抗性，T7 启动子 实验室保藏 

E. coli BL21/pET30a-es1 含有 pET30a-es1 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es2 含有 pET30a-es2 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es3 含有 pET30a-es3 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es4 含有 pET30a-es4 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es5 含有 pET30a-es5 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es6 含有 pET30a-es6 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es7 含有 pET30a-es7 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es8 含有 pET30a-es8 质粒的工程菌株 本论文构建 

E. coli BL21/pET30a-es9 含有 pET30a-es9 质粒的工程菌株 本论文构建 
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表 2-2 实验质粒 

Table 2-2 The list of experimental plasmid 

质粒 基本描述 来源 

pET30a-es1 用于过表达酯酶 ES1 的质粒 

苏州金唯智生物科技

有限公司全基因合成 

pET30a-es2 用于过表达酯酶 ES2 的质粒 

pET30a-es3 用于过表达酯酶 ES3 的质粒 

pET30a-es4 用于过表达酯酶 ES4 的质粒 

pET30a-es5 用于过表达酯酶 ES5 的质粒 

pET30a-es6 用于过表达酯酶 ES6 的质粒 

pET30a-es7 用于过表达酯酶 ES7 的质粒 

pET30a-es8 用于过表达酯酶 ES8 的质粒 

pET30a-es9 用于过表达酯酶 ES9 的质粒 

2.2.2 主要材料与试剂 

表 2-3 实验试剂 

Table 2-3 Experimental reagent 

试剂名称 试剂规格 生产厂家 

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG） AR 生物工程（上海）有限公司 

硫酸卡那霉素 AR 生物工程（上海）有限公司 

氨基甲酸乙酯（EC） AR 生物工程（上海）有限公司 

尿素 AR 生物工程（上海）有限公司 

Bradford 法蛋白浓度测定试剂盒 - 生物工程（上海）有限公司 

感受态制备试剂盒 - 生物工程（上海）有限公司 

HisTrapTM HP 5 mL 亲和层析柱 - 思拓凡生物科技有限公司 

HiTrapTM 5 mL 脱盐柱 - 思拓凡生物科技有限公司 

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺（SDS-

PAGE）凝胶配制试剂盒 
- 碧云天生物科技有限公司 

蛋白质 Marker - 碧云天生物科技有限公司 

胰蛋白胨 BR 英国 Oxoid 公司 

酵母提取物 BR 英国 Oxoid 公司 

琼脂粉 BR 国药集团化学试剂有限公司 
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续表 2-3 实验试剂 

Table 2-3 (continued) Experimental reagent 

2.2.3 主要仪器与设备 

表 2-4 实验仪器 

Table 2-4 Experimental instrument 

仪器名称 型号 生产厂家 

蛋白纯化仪 ÄKTA go 思拓凡生物科技有限公司 

全波长酶标仪 SpectraMax ABS 美谷分子仪器有限公司 

凝胶成像系统 MINI Space 100 上海天能生命科学有限公司 

冷冻离心机 H1750R 湖南湘仪实验仪器有限公司 

生化培养箱 ZQZY-88BES 上海知楚仪器有限公司 

紫外-可见光分光光度计 UV-5500PC 上海元析仪器有限公司 

金属浴 SE 22331 Hamburg 德国 Eppendorf 公司 

超声破碎仪 JY92-IIDN 宁波新芝生物科技有限公司 

蛋白电泳槽 Mini-PROTEAN Tetra Bio-Rad Laboratories 

2.2.4 培养基与溶液配制 

Luria-Bertani（LB）培养基：5 g/L 酵母粉、10 g/L 胰蛋白胨、10 g/L NaCl，

固体培养基另加 15 g/L 琼脂粉。 

终止剂：25 g 三氯乙酸用超纯水溶解并定容至 250 mL； 

显色剂 I：15 g 苯酚和 0.625 g 亚硝基铁氰化钠，用超纯水溶解并定容至 250 

mL； 

试剂名称 试剂规格 生产厂家 

无水乙醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

氯化钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

Triton X-100 BR 国药集团化学试剂有限公司 

乙二胺四乙酸（EDTA） AR 国药集团化学试剂有限公司 

金属盐（MgSO4、CuSO4、ZnSO4、

FeCl3、CaCl2、BaCl2、CoCl2、LiCl） 

AR 国药集团化学试剂有限公司 

硼砂 AR 国药集团化学试剂有限公司 

Tris AR 国药集团化学试剂有限公司 
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显色剂 II：13.125 g NaOH 和 7.5 mL NaClO 溶液，用超纯水溶解并定容至

250 mL。 

TBE 缓冲液 10×母液：Tris 108 g/L，EDTA 7.44 g/L，硼酸 55 g/L。 

卡那霉素（Kan）溶液：称取 0.5 g 卡那霉素，将其充分溶解在适量无菌水

中，然后定容至 10 mL，通过 0.22 μL 滤膜进行过滤，于-20 ℃贮藏。 

2.3 实验方法 

2.3.1 基于生物信息学的酯酶基因挖掘 

以文献报道的来源于醋酸钙不动杆菌 Acinetobacter calcoaceticus（Genbank 

No. BAC55927.1）的酯酶氨基酸序列信息为依据，通过美国国家生物技术信息中

心（National Center for Biotechnology Information，NCBI）数据库的 BLASTp 程

序对酯酶进行比对。选择序列相似性靠前的 80 条序列，使用 MEGA11 软件进行

氨基酸序列比对，并使用邻近法搭建酯酶进化树；距离模型选用 p-distance，检

验次数设置为 1000 次。由于氨基酸序列相似性越高，则其具有 EC 降解活性的

可能性越高；同时，为了兼顾序列之间的多样性，我们以序列相似性 80%为阈值，

选取了与查询序列相似性大于等于 80%的 9 个序列，分别命名为 ES1-ES9。 

2.3.2 ES1-ES9 重组质粒构建 

酯酶基因经密码子优化、全基因合成，及通过 NdeI 及 XhoI 双酶切连接的方

法构建重组表达质粒 pET30a-es1-pET30a-es9，此部分内容均由苏州金唯智生物

科技有限公司完成。将重组表达质粒通过化学转化的方法将其转化进入 E. coli 

BL21（DE3）感受态细胞中，并涂布于含 50 μg/mL 硫酸卡那霉素的 LB 固体平

板，于 37 ℃过夜培养，阳性转化子即为酯酶异源重组表达菌株。苏州金唯智生

物科技有限公司构建的质粒均在 C 端与组氨酸标签融合，以便于通过亲和层析

进行蛋白纯化。 

2.3.3 大肠杆菌感受态细胞的制备与转化 

（1）感受态细胞的制备 

于 LB 固体培养基中划线 E. coli BL21（DE3）菌株培养获得单菌落；单菌落

培养 10-12 h 为种子液，按 1%体积接入扩大培养至 OD600 nm 为 0.4 左右；低温下

离心菌液并于冰中静置 10 min；离心收集菌体，使用预冷的 0.1 mol/L CaCl2 重悬

低温静置 40 min；再次离心，倒出上清液，菌体使用含 15%甘油的 0.1 mol/L 的



安徽工程大学硕士学位论文 

16 

 

CaCl2 溶液重悬；静置 10 min 后分装并于-80 ℃保存。 

（2）大肠杆菌感受态细胞的转化 

吸取 10 μL合成得到的质粒与 100 μL大肠杆菌感受态细胞混匀，随后在42 ℃

水浴锅下热激 70 s 并立即冰浴 5 min，再加入 500 μL LB 无抗液体培养基 37 ℃

活化培养 1 h。活化结束后涂布于相应的含 50 μg/mL 卡那霉素抗性平板，37 ℃

静置培养 12 h 后得到阳性转化子，并送至上海生工生物工程有限公司进行核苷

酸测序。 

2.3.4 重组酯酶的表达及蛋白纯化 

挑取重组表达菌株单菌落，接种至含 50 μg/mL 硫酸卡那霉素的 LB 液体培

养基，于 37 ℃、200 rpm 条件下振荡培养至 600 nm 下 OD 值为 0.5-0.6 后，加入

终浓度 1 mmol/L IPTG 诱导表达，在 30 ℃、200 rpm 培养 8 h。取诱导发酵后菌

液 25 mL 于 8000 rpm 离心 5 min 收集清洗菌体，加入 10 mL 磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline，PBS；20 mmol/L，pH 7.0）重悬菌体。在冰浴条件下

通过超声波破碎仪（900 W）破碎细胞。破碎条件如下：功率 30%，超声 2 s、间

隔 3 s，30 min。超声破碎液经 8000 ×g 离心 30 min 后收集上清液，即为粗酶液。

粗酶液经过 0.22 μm 水系醋酸纤维膜后，使用 HisTrapTm 纯化柱通过 Ni-NTA 亲

和层析法在 ÄKTA 纯化仪中进行纯化，先使用 5-10 倍柱体积的超纯水洗去保存

液，然后用 5-10 倍柱体积的结合缓冲液（20 mmol/L PBS 缓冲液，pH 7.4）预平

衡后将蛋白样品装入柱中。镍柱重新平衡后，非特异性结合蛋白使用 10%洗脱缓

冲液（20 mmol/L PBS 缓冲液，500 mmol/L 咪唑，pH 7.4）洗脱，之后使用 60%

洗脱缓冲液洗脱出目标蛋白。洗脱液使用 HiTrapTm 脱盐柱进行脱盐处理，使用

脱盐缓冲液（20 mmol/L，PB 缓冲液，pH 7.4）平衡后上样，继续洗脱收集脱盐

蛋白用于后续分析。在 10%SDS-PAGE 凝胶上观测纯化酶的表观分子量与均一

性。使用改良型 Bradford 试剂盒测定纯化蛋白的浓度。 

2.3.5 重组酯酶的酶活力测定 

每分钟分解底物 EC 产生 1 μmol NH4
+所需酶量为 1 个酶活力单位。根据

Berthelot 反应显色法[54]，在波长 625 nm 条件下测定吸光值计算酶活。吸取 350 

μL 含 340 mmol/L EC 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液（pH 4.5，20 mmol/L，对照组

为柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液）于 1.5 mL 离心管中，在一定温度（如 37 ℃）保温
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5 min 后，加入 50 μL 经过适当稀释的酶液，在相同温度下反应 20 min 后，立即

加入 200 μL 终止剂终止反应，混匀后依次加入 200 μL 显色剂Ⅰ、200 μL 显色剂

Ⅱ，混匀，37 ℃继续保温显色 20 min。显色结束后于 625 nm 处测定吸光值，铵

根离子标准曲线公式为 Y=366.9x-22.27（R2=0.9983），Y 为铵根离子浓度 /

（μmol/L），x 为吸光值。酶活力计算公式如下： 

式中：ΔOD625 为样品与空白对照的吸光值之差；k 为铵根离子标准曲线的斜

率；n 为酶液的稀释倍数；20 为反应时间 20 min；50×10-6 为反应中所用的酶液

体积（L）。 

2.3.6 重组酯酶的酶学性质测定 

为测定重组酯酶的最适反应温度，将纯化后的酶液在不同温度（20、25、30、

35、40、45、50、55、60、65、70、75、80 ℃）条件下测定酶活力，将最高酶活

力定义为 100%，计算相对酶活力，其中测得酶活力最大值对应的温度即为 EC

水解酯酶的最适反应温度。 

为测定重组酯酶的热稳定性，将纯化后的酶液分别置于 20、25、30、35、40、

45、50、55、60、65、70、75、80 ℃保温 1 h，迅速加热或冷却至所对应的最适

反应温度后，在最适反应温度及 pH 4.5 条件下测定残余酶活力，以未保温处理

的酶活力定义为 100%，计算剩余酶活力。 

为测定重组酯酶的最适 pH 值，分别配制 20 mmol/L 柠檬酸-磷酸氢二钠缓

冲液（pH 3.0-8.0）、20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0-9.0）和 20 mmol/L Gly-

NaOH 缓冲液（pH 9.0-10.0），将底物 EC 与缓冲液混合配制成浓度为 340 mmol/L

的底物缓冲液；在相对应的 pH 值及最适反应温度条件下测定酶活力，以最大酶

活力为 100%计算相对酶活力，确定该酶的最适 pH 值。 

为测定重组酯酶的 pH 值稳定性，将纯酶分别置于上述不同 pH 值的缓冲液

中，于 4 ℃冷藏处理 6 h 后，在最适反应条件下测定残余酶活力，以未经冷藏处

理的酶液活力为 100%，计算相对酶活力。 

为测定重组酯酶的乙醇与氯化钠耐受性，将纯化的酶液加入含底物的不同体

积分数的乙醇（0%-40%）溶液中，于最适反应条件下测定酶活力，以考察不同

625

-6

ΔOD
U L

20 50 10

k n 


 
酶活力/（ / ）

 
（2-1） 
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体积分数乙醇溶液对酶活力的影响；将酶液加入到含底物不同质量浓度（0%-20%）

的氯化钠溶液中，在最适反应条件下测定残余酶活力，考察酶对氯化钠的耐受性。 

为测定金属离子和化学试剂对重组酯酶酶活力的影响，将酶与终浓度为 1 

mmol/L 的不同金属离子（Mg2+、Cu2+、Zn2+、Fe3+、Ca2+、Ba2+、Co2+、Li+）以

及终浓度为 0.1 mmol/L（0.1%）的化学试剂金属离子螯合剂乙二胺四乙酸

（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）和 Triton X-100 混合，于 37 ℃保温 5 

min，之后在最适反应条件下测定酶的残余酶活力，以未添加金属离子和化学试

剂时的酶活力为 100%，计算相对酶活力。 

为了考查酯酶在酸性条件下对 EC 的亲和力及催化活力，将纯化的酯酶与不

同终浓度（10-1000 mmol/L）的 EC 反应，在 pH 4.5 及最适反应温度条件下测定

酶的初始反应速率，采用 Graph Pad 拟合计算酶对 EC 的 Km 和 Vmax（酶促反应

最大速度）。kcat（催化常数）计算公式为 kcat=Vmax/[E]，其中[E]为酯酶的摩尔浓

度。 

2.3.7 酯酶结构建模与结构分析 

通过 trRosetta（https://yanglab.qd.sdu.edu.cn/trRosetta/）对酯酶进行基于深度

学 习 和 同 源 模 板 的 结 构 建 模 ， 获 得 酯 酶 三 维 结 构 。 采 用 COACH

（https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu//COACH/）在线工具预测酯酶与 EC 结合位

点。使用 Discovery Studio 2023 软件中的 CDOCKER 程序对酯酶与底物进行分子

对接，获得酯酶与 EC 复合物 3D 结构。用 PyMoL 软件对获得的酯酶三维结构进

行比对，获得均方根差值（root mean square deviation，RMSD），分析酯酶结构差

异。采用 PyMoL 软件通过 Wizard-Measurement 的方法，测量底物通道最宽或最

窄处所对应的氨基酸残基末端原子间的距离，在 NCBI 中的 PubChem 网站

（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）下载 EC 的原子结构，采用 ChemDraw 软件

计算 EC 分子的尺寸大小。采用 PyMoL 软件分析酯酶活性口袋氨基酸组成，以

计算酯酶底物通道与活性口袋中氨基酸的净电荷与亲水指数。蛋白质净电荷计算

公式为： 

Q＝（nR－nD＋nK＋nH）×1.602×10-19 （2-2） 

式中：Q 是蛋白质的净电荷/C；nR 是精氨酸残基的数量；nD 是天冬氨酸残

基的数量；nK 是赖氨酸残基的数量；nH 是组氨酸残基的数量。 
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根据 20 种氨基酸残基的亲水指数进行统计酶的底物通道与活性口袋氨基

酸组成的亲水指数。采用 PyMoL 软件分析酯酶与 EC 之间形成的氢键相互作用

力。 

2.3.8 数据分析 

所有实验数据皆为三次平行实验得出，数据结果采用平均值±标准偏差表示。

采使用 Microsoft Office Excel 2016 软件处理数据，数据统计和图表绘制使用

Origin 9.8 软件。 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 酯酶挖掘与序列分析 

来自于醋酸钙不动杆菌 A. calcoaceticus（GenBank No. BAC55927.1）的酯酶

具有 EC 水解酶活力，且其降解 EC 为无毒的氨、乙醇及 CO2
[46]。本研究以该酯

酶氨基酸序列为模板，进行 BLASTp 搜索，对获得的蛋白序列构建系统进化树

（图 2-1）。选择了与模板序列相似度在 80%以上的 9 个蛋白（分别命名为 ES1-

ES9），进行氨基酸比对分析。来自于不动杆菌 Acinetobacter sp. NBRC 110496

（WP_043970715.1）的 ES9 与模板酯酶氨基酸序列相似度为 81.2%。目前结构

得到解析的酯酶中，来源于恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida IFO12996 的酯酶

（PDB no. 1ZOI）与 ES9 具有最高的氨基酸相似度（70%），通过 COACH 对 ES9

蛋白 EC 结合位点进行预测，结果显示，结合位点大约位于蛋白分子的中间，距

底物通道入口 12 Å，由 7 个氨基酸残基组成（Trp31、Leu33、Thr98、Val124、

Phe166、Phe203、Val229）（图 2-2）。序列比对结果显示，9 个酯酶都含有“Ser97-

Asp227-His256”催化三联体及 α/β 水解酶超家族大多数成员具有的保守区序列

G-H-S97-T-G（图 2-2）。选取 1-9 号代表性的酯酶为研究对象，进行下一步的实验

分析。 
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图 2-1 酯酶序列系统进化树 

Figure 2-1 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of esterases 

 

注：黑色五角星代表催化活性位点，黑色三角代表底物结合位点。 

图 2-2 酯酶氨基酸序列比对结果 

Figure 2-2 Amino acid sequence alignment of esterases 

2.4.2 重组酯酶的表达、EC 降解能力鉴定及纯化 

9 株重组大肠杆菌经诱导发酵及超声破碎后，进行酶活力测定和重组蛋白表

达分析。酶活力测定结果表明（图 2-3），除 ES6 及 ES7 仅对 EC 具有极其微弱

酶活力外，其余 7 个酯酶对 EC 均具有水解作用，且 ES1、ES5、ES8 和 ES9 在

pH 4.5 及 pH 7.0 条件下均具有相对较高的酶活力；以尿素为底物进行酶活力测

定发现，9 种酯酶均未显示酶活力，结果表明酯酶对尿素无水解作用。SDS-PAGE

分析结果显示（图 2-4A、B），与不含酯酶的重组大肠杆菌相比，9 种重组大肠杆

菌的细胞裂解液上清和沉淀样品都在 30 kDa 附近均出现了条带，与重组酯酶分

子质量理论值（ES1-ES9：30.95、30.99、30.96、30.96、30.98、30.90、31.01、31.06、
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30.97 kDa）基本相符，由此说明 ES1-ES9 全部在 E. coli BL21（DE3）细胞内实

现了可溶性表达，但 ES4 表达量较少（图 2-4A、B）。因此，选定 ES1、ES5、

ES8 和 ES9 进行进一步的 Ni-NTA 亲和层析纯化，结果如图 2-4C 所示，蛋白胶

上显示为单一条带，因此 4 种酯酶均得到了良好的纯化。 

图 2-3 不同 pH 值条件下的重组大肠杆菌粗酶液以 EC 为底物时的酶活力 

Figure 2-3 Activities of crude recombinant esterases toward EC at different pH conditions 

 

注 a,b,c：M.标准分子质量蛋白，N.不含酯酶基因的对照菌株，S.大肠杆菌的细胞破碎上清液，

P.大肠杆菌的细胞破碎沉淀。 

图 2-4 重组大肠杆菌诱导发酵后胞内蛋白和纯化酯酶 SDS-PAGE 图。（A）重组酯酶 ES1-

ES4 生产菌；（B）重组酯酶 ES5-ES9 生产菌；（C）重组大肠杆菌经发酵后的纯化蛋白。 

Figure 2-4 SDS-PAGE patterns of intracellular proteins and purified esterases from recombinant 

E. coli after induced fermentation. (A) Recombinant esterase ES1-ES4-producing bacteria; (B) 

Recombinant esterase ES5-ES9-producing bacteria; (C) Purified proteins from recombinant E. 

coli after fermentation. 

2.4.3 重组酯酶的酶学性质分析 

2.4.3.1 最适反应温度和温度稳定性 

在不同温度（20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75 ℃和 80 ℃）

条件下测定了 4 种酯酶的活力，结果如图 2-5A 所示。ES1 和 ES5 的酶活力从
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20-70 ℃一直在增加，在 70 ℃时达到峰值，因此它们的最适温度均为 70 ℃，远

远高于来源于根瘤农杆菌 Agrobacterium tumefaciens d3[50]（55 ℃）的酰胺酶和副

地衣芽孢杆菌 Bacillus paralicheniformis[55]（50 ℃）的双功能脲酶；在反应温度

高于 70 ℃后，酶的蛋白结构可能被破坏导致酶活力大幅度降低；ES8 与 ES9 最

适温度均为 55 ℃，高于来源于米曲霉 Aspergillus oryzae[45]的酰胺酶（40 ℃）；其

中 ES8 随着温度的升高，酶活性丧失较慢，在 70 ℃时酶活力降低至 50%左右，

而 ES9 在温度仅升高 5 ℃的情况下，酶活力降低至 50%左右；重组酶 ES1 与 ES5

在 50-70 ℃范围内相对活性在 50%以上，而重组酶 ES8 在 45-70 ℃范围内，ES9

在 45-60 ℃范围内相对活性在 50%以上。 

4 种酯酶分别在不同温度下孵育 1 h 后在最适反应温度及 pH 4.5 条件下检测

其残余酶活力，结果显示（图 2-5B），4 种酯酶均在温度低于 40 ℃时较稳定，经

处理后其酶活性均可保持 90%以上，当温度高于 45 ℃后酶活力下降明显，表明

4 种酯酶在温度高于 45 ℃后空间结构受到较大程度影响。4 种酯酶在 65 ℃保温

1 h，酶活性仍残余约 50%，表现出比可降解 EC 的酰胺酶及脲酶更好的热稳定性

[49, 50, 52, 55]。 

图 2-5 温度对酯酶活力的影响。（A）最适反应温度；（B）温度稳定性。 

Figure 2-5 Effect of temperature on enzyme activity of esterases. (A) Optimum reaction 

temperature; (B) Temperature stability. 

2.4.3.2 最适反应 pH 值和 pH 值稳定性 

分别在 pH 3.0-8.0 条件下测定 4 种酯酶的酶活力，测定结果表明（图 2-6A），

在 pH 3.0-7.0 条件下，随着 pH 值的升高，酶活力逐渐提升，ES8 在 pH 7.0 下的

酶活力最高，为中性酶；而 ES1、ES5 与 ES9 均为碱性酶，其随着 pH 值上升到
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8.0 的过程中，酶活性也一直处于上升状态。当 pH 6.0-8.0 时，4 种酯酶的活性均

可以保持 80%以上，表明在接近中性的条件下可以较好的释放酶活力；当 pH 值

大于 8.0 时，由于更换缓冲液（20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0-9.0 和 20 mmol/L 

Gly-NaOH 缓冲液，pH 9.0-10.0），4 种酯酶以 EC 为底物时的酶活力均无法测定

出，推测更换的缓冲液会影响测定酶活力时的显色反应。在 pH 4.5 条件下 ES1、

ES5、ES8 与 ES9 相对酶活力分别为 79.19%、64.22%、69.96%、50.99%，4 种酯

酶均具有超过 50%的相对酶活力，相较于酰胺类 EC 水解酶本研究挖掘出的酯酶

可以在 pH 4-5 条件下发挥更好的活性[33, 44, 45, 49-52]。 

将酯酶在不同 pH 值条件下 4 ℃保温 6 h 后测定酶活力，结果如图 2-6B 所

示，当酯酶在 pH 值为 7.0-8.0 时，4 种酯酶的残余酶活力均保持在 90%以上，当

pH 值低于 7 或大于 8 时，残余酶活力明显下降；ES1、ES5、ES8 与 ES9 经 pH 

4 条件下处理后，分别可保持 68.65%、42.68%、43.80%、19.87%左右的酶活力；

相较于酰胺类 EC 水解酶 [33, 44, 45, 49-52]及来源于解淀粉芽孢杆菌 Bacillus 

amyloliquefaciens JP-21 的中性脲酶[56]，ES1 表现出更好的酸稳定性。以上结果表

明，所获得的 4 个重组酯酶在 pH 6.0-8.0 内具有较好的反应活性以及稳定性，适

用于弱酸、中性及弱碱等发酵食品中 EC 降解方面的应用。许多发酵食品（如黄

酒、酱油等）的 pH＜5.5，因此应用于此类发酵食品中 EC 降解时，需要对酯酶

的结构进行进一步的修饰，以改善其在酸性条件下的稳定性及催化活性等[86]。 

图 2-6 pH 对酯酶活力的影响。（A）最适反应 pH；（B）pH 稳定性。 

Figure 2-6 Effect of pH on enzyme activity of esterases. (A) Optimum reaction pH; (B) pH 

stability. 

2.4.3.3 乙醇与氯化钠对酶活力的影响 

EC 较多形成于高乙醇或高盐环境的发酵食品中，因此通过测定不同浓度乙
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醇与 NaCl 环境对酯酶活性的影响，以表征其是否具有在实际工业应用中的潜力。

乙醇浓度对 EC 水解酯酶活性的影响如图 2-7A 所示。当乙醇体积分数为 10%时，

ES1、ES5、ES8 与 ES9 的相对酶活力分别为 50.48%、48.44%、42.60%、33.59%，

当乙醇体积分数为 20%时，其相对酶活力分别为 40.98%、36.03%、27.97%、22.72%，

表明 4 种酯酶均具有一定的乙醇耐受性。ES1 与来源于赖氨酸芽孢杆菌

Lysinibacillus fusiformis SCO2[49]的突变体（21.03%）相比，在 20%的乙醇环境下

ES1 有着其 2 倍的相对酶活力（40.98%），表现出一定的乙醇耐受性，而 ES9 在

含乙醇的环境下则酶活性降低较快，结合之前其温度及 pH 值稳定性结果，推测

ES9 对环境耐受性较低，结构较不稳定。 

由图 2-7B 可知，当氯化钠质量分数为 5%时，ES1、ES5、ES8 与 ES9 的相对

酶活力分别为 24.09%、20.41%、16.11%、10.73%，当氯化钠质量分数高于 5%时，

4 种酯酶对 EC 基本失去催化活力，表明 4 种酯酶耐盐性均较差，不具有应用于

高盐发酵食品中 EC 降解的潜力。 

图 2-7 乙醇和 NaCl 对酯酶活力的影响。（A）不同乙醇浓度下的相对酶活力；（B）不同

NaCl 浓度下的相对酶活力。 

Figure 2-7 Effect of ethanol and NaCl on esterase activity. (A) Relative enzyme activity at 

different ethanol concentrations; (B) Relative enzyme activity at different NaCl concentrations. 

2.4.3.4 金属离子和化学试剂对酶活力的影响 

不同的金属离子与化学试剂对酯酶的酶活性的影响，结果如图 2-8 所示，所

检测的大多数金属离子对酯酶活力均有一定的抑制作用。经 Cu2+处理后，ES1、

ES5、ES8 及 ES9 的相对酶活力分别为 12.11%、2.31%、34.69%、37.07%，说明

Cu2+对 ES5 的抑制效应相比 ES1、ES8 及 ES9 较强。经 Fe3+处理后，ES1、ES5、

ES8 及 ES9 的相对酶活力分别为 5.81%、5.15%、1.78%、9.98%。经 Co2+处理后，
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ES1、ES5、ES8 及 ES9 的相对酶活力分别为 4.79%、7.57%、3.46%、3.39%，结

果表明 Cu2+、Fe3+、Co2+均可显著抑制 4 种酯酶的活性，而 Zn2+对 ES1 有小幅度

的激活作用，可激活 26.49%的酶活力，推测 Zn2+和酯酶 ES1 结合后可能会形成

更稳定的复合物。 

在 EDTA 存在的情况下，酶活力依然在 90%以上，证明 4 种酯酶为非金属依

赖型酶或金属离子包埋在酯酶深处无法被螯合出。在表面活性剂 Triton X-100 存

在时，ES1、ES5、ES8 及 ES9 分别可保持 91.03%、111.92%、67.86%、84.35%

的酶活力，说明表明活性剂 Triton X-100 对 ES5 有小幅度激活作用，对 ES1 及

ES9 影响不大，对 ES8 活力有一定的抑制作用。 

图 2-8 金属离子与化学试剂对酯酶活力的影响 

Figure 2-8 Effects of metal ions and chemical reagents on esterase activity of esterases 

2.4.3.5 重组酯酶的动力学参数测定 

鉴于大多发酵食品（如黄酒、酱油等）均偏酸性（pH＜5.0），因此本研究检

测 4 种酯酶在酸性（pH 4.5）条件下的动力学参数。以 EC 为底物，在 pH 4.5 条

件下测定重组酶在 10-1000 mmol/L EC 浓度下的初始反应速率，然后由 Graph Pad

将初始反应速率与对应的底物浓度拟合计算，得到 ES1、ES5、ES8 和 ES9 的酶

促反应参数。结果表明（表 2-5），ES1、ES5、ES8 和 ES9 的 Km 值分别为（210.7

±9.3）、（213.8±8.92）、（256.2±11.02）、（127.2±6.53）mmol/L；Vmax值分别为

（87.54±4.19）、（84.14±4.96）、（79.91±3.64）μmol/（min·mg）和（63.44±

2.96）μmol/（min·mg）；kcat/Km 值分别为（214.31±23.24）、（203.20±21.47）、

（161.46±17.43）L/（mmol·s）及（257.43±23.89）L/（mmol·s）。酰胺类 EC
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水解酶在 pH＜5.0 条件下无催化活性，它们在最适 pH 条件下对 EC 的 Km为 0.87-

37.2 mmol/L[33, 44, 49-52]。来源于 B. paralicheniformis[55]的双功能酸性脲酶在 pH 4.5

条件下对 EC 的 Km 及 kcat/Km 值分别为 1018 mmol/L 及 440 L/（mmol·s），因此

与该酸性脲酶相比，本研究中重组酯酶具有较高的 EC 亲和力，但重组酯酶催化

效率 kcat/Km 值与酸性脲酶相比较低。文献未报导来自于 A. calcoaceticus 的模板

酯酶在酸性（pH 4.5）条件下的动力学参数值[46]。 

以上结果表明通过基因挖掘得到的酯酶对酸性条件（pH 4.5）下对 EC 具有

较弱的亲和力及催化效率，但从对尿素的非降解的底物特异性和一定程度的乙醇

耐受性来看，酯酶作为一种新的 EC 水解酶仍具有良好的应用前景。因此后续可

对重组酯酶进行定向改造以提高其在酸性条件下对 EC 的亲和力和催化效率。 

表 2-5 重组酯酶的动力学参数 

Table 2-5 Kinetic parameters of the recombinant esterase 

酶种类 

动力学参数 

Km/

（mmol/L） 

Vmax/（μmol/

（min·mg）） 
kcat/s-1 

kcat/Km/ 

L/（mmol·s） 

ES1 210.7±9.3 87.54±4.19 45.15±4.19 214.31±23.24 

ES5 213.8±8.92 84.14±4.96 43.44±4.96 203.20±21.47 

ES8 256.2±11.02 79.91±3.64 41.36±3.64 161.46±17.43 

ES9 127.2±6.53 63.44±2.96 32.74±2.96 257.43±23.89 

2.4.4 结构分析揭示酯酶动力学参数差异潜在机制 

底物通道形状与大小、活性口袋氨基酸的疏水性与净电荷等效应均对酶的底

物特异性、最大反应速率等产生一定的影响[87-92]。将酯酶氨基酸序列分别提交至

trRosetta网站进行蛋白质结构建模得到 4种酯酶的蛋白三维结构（图 2-9，A-D），

用 PyMol 对获得的酯酶进行结构分析，发现以 ES1 为模板进行比对时，ES5、

ES8 和 ES9 的 RMSD 值分别为 0.26、0.45 Å 和 0.49 Å，均小于 0.5 Å，表明 4 种

酯酶在高级结构中表现出高的相似性。底物通道入口分析显示，ES1 与 ES5 的入

口处被氨基酸残基分隔成两部分；ES8 通道入口处形状不规则；ES9 的通道入口

较为规整，呈椭圆形，没有氨基酸残基凸起阻碍底物进出，因而可能更有利于底

物的结合与释放[87, 89]。然而经过对底物通道最宽距离的测量发现，ES9 的底物通

道相较于另外 3 种酯酶最宽的直径缩短了 1.3-5.1 Å；对底物通道最窄距离测量
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结果显示（ES1 及 ES5 取底物通道占比最大口袋测量结果），ES9 的底物通道相

较于另外 3 种酯酶最窄的直径缩短了 2.2-3.4 Å。EC 的三维分子结构尺寸分别为

8.74、6.07 Å 与 4.62 Å 左右（图 2-9E），ES9 的底物通道入口最宽与最窄距离分

别为 6.9 Å 及 5.2 Å（图 2-9D），因此 EC 只能沿着特定取向进入 ES9 活性口袋，

而对于其它 3 个酶来说，EC 可能沿着更多不同的取向进入活性口袋，由此可能

影响了 ES9 对 EC 的最大反应速率[87, 89, 90]。 

对形成酯酶活性口袋的氨基酸残基计算净电荷与亲水指数。4 种酯酶活性口

袋内的净电荷相同，均为 3.204×10-19 C。酯酶 ES1、ES5、ES8 和 ES9 活性口袋

氨基酸的亲水指数分别为 30.3、30.9、30.4、25.1，亲水指数越大疏水性就越强，

所以 ES9 催化环境亲水性强于其它 3 个酯酶。在水解酶的催化水解反应中，亲

水性氨基酸残基有利于与底物形成更多的氢键相互作用，从而固定底物在催化反

应中的空间位置、促进酶对底物的催化作用[92]。使用 Discovery Studio 2023 软件

对酯酶 ES8 及 ES9 分别与底物 EC 进行分子对接，用 PyMOL 软件分析酯酶与

EC 复合物结构。结果显示（图 2-9，F-G），酯酶 ES8 与 S97 之间形成 1 对氢键，

而 ES9 分别与 S97 及 H256 均形成 1 对氢键，较强的氢键相互作用可能使得 ES9

更易与 EC 进行结合，致使 ES9 对 EC 的亲和力较高[88, 91, 92]。 
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图 2-9 重组酯酶的三维结构及 ES8 和 ES9 与 EC 分子对接结构图。（A）、（B）、（C）、（D）

分别为 ES1、ES5、ES8 与 ES9 的底物通道展示；（E）底物 EC 的长宽高测量；（F）、（G）

分别为 ES8、ES9 与底物 EC 的分子对接结构。 

Figure 2-9 Three-dimensional structures of recombinant esterases andmolecular docking structures 

of ES8 and ES9 with ethyl carbamate. (A), (B), (C), and (D) Show the substrate channels of ES1, 

ES5, ES8, and ES9, respectively; (E) The length, width, and height measurements of substrate EC; 

(F) and (G) The molecular docking structures of ES8, ES9, and substrate EC, respectively. 

2.5 结论 

（1）本研究从 NCBI 数据库中挖掘到 4 种具有 EC 降解作用的酯酶（ES1、

ES5、ES8 和 ES9），并实现了它们在重组大肠杆菌 BL21（DE3）中的异源表达，

经测定其 EC 水解活性选定四个在 pH 4.5 与 pH 7.0 下均具有较高活力的 ES1、

ES5、ES8 和 ES9 进行进一步酶学性质表征。 

（2）4 种酯酶最适 pH≥7.0，它们 pH 4.0-5.0 条件下均有活力；其中在 pH 

4.0 条件下 ES1 的稳定性最强，在此条件下 4 ℃放置 6 h 后可保持 68.65%的残余

酶活力。4 种酯酶对低浓度的乙醇具有一定的耐受性，ES1 对乙醇耐受性最强，

它在乙醇体积分数 10%时，可保持 50.48%左右的酶活力，因此具有应用于低酒

精度酒精饮料中 EC 降解的潜力。4 种酯酶不具有高盐耐受性，当氯化钠质量浓

度高于 5%时，酯酶基本失去活力。4 种酯酶在 pH 4.5 条件下对 EC 的亲和力（Km

＞100 mmol/L）及催化效率（kcat/Km＜300 L/（mmol·s））均较低，不利于它们对
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酸性环境中低含量 EC 的降解。未来可通过蛋白质工程技术，对酯酶进行定向改

造，获得在酸性条件下 EC 亲和力及催化效率提高的酯酶，以促进其在实际反应

体系中的应用。 

（3）对酯酶进行结构分析推测，ES9 相对较小的底物通道可能影响了 EC 的

进入，从而影响了 ES9 对 EC 的最大反应速率；而 ES9 高的 EC 亲和力可能归因

于 ES9 与 EC 之间强的氢键作用力。 

本研究获得了具有一定的乙醇耐受性、酸耐受性且 EC 降解活性的酯酶，不

仅丰富了 EC 水解酶酶库，也为未来控制低酒精度酒精饮料中 EC 含量提供了新

方法。 
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第 3 章 理性设计提升酯酶的底物亲和力与催化速率 

3.1 引言 

通过结合统计学而提出的“回归一致突变”假说在近些年酶的催化活性提升

改造中得到验证[93, 94]。在该假说中，给定位置上残基的相对频率反映了该位置上

每个残基对某些酶性质的相对重要性，在酶的长久进化中，同一位点的氨基酸残

基不断改变并趋于某些特定的氨基酸残基，这些残基可能给酶带来更高的活性或

更强的环境耐受性等，由于针对酶的一级序列进行分析，所以此策略对未得到结

构解析的酶进行改造具有更大的优势。基于在之前研究中酯酶 ES8 酶学性质表

征结果，其具有改造和投入实际应用的潜力，所以本研究首次将序列一致性回归

策略应用于 EC 水解酶 ES8 的改造，通过对其进行理性设计，获得了具有较高催

化速率与酸耐受性的突变体，之后利用分子对接与分子动力学模拟分析了突变体

的分子间作用力及稳定性变化，解析造成突变体催化速率得到提升的机制，为发

酵食品中 EC 的含量控制提供一种方法，同时也为其他酶的改造提供一定参考。 

3.2 实验材料 

3.2.1 菌株与质粒 

本章使用的菌株与质粒见 2.2.1。 

3.2.2 主要材料与试剂 

表 3-1 实验试剂 

Table 3-3 Experimental reagent 

试剂名称 试剂规格 生产厂家 

KOD OneTMPCR Master Mix - 东洋纺(上海)生物科技有限公司 

DpnI - Thermo Fisher Scientific 

DNA 柱纯化试剂盒 - Thermo Fisher Scientific 

考马斯亮蓝 R-250 BR 上海生物工程有限公司 

TAE 缓冲液贮存液（50×） - 上海生物工程有限公司 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

31 

 

3.2.3 主要仪器与设备   

表 3-2 实验仪器 

Table 3-4 Experimental instrument 

仪器名称 型号 生产厂家 

聚合酶链式反应（polymerase 

chain reaction，PCR）扩增仪 
Mastercycler nexus 德国 Eppendorf 公司 

注：未列出与前面章节重复仪器 

3.2.4 培养基和溶液配置 

本章所使用培养基与溶液见 2.2.4。 

3.3 实验方法 

3.3.1 同源建模与突变位点选取 

AlphaFold3 具有原子级别的高精度结构预测技术，其在处理复杂蛋白结构中

具有显著优势。在 AlphaFold3 服务器（https://alphafoldserver.com/）中上传 ES8

的蛋白质序列进行同源建模，并使用服务器自带程序进行模型的评估。 

以底物对接后的蛋白复合物为分析依据，使用 Discovery Studio 2023 软件选

择形成底物通道的所有氨基酸残基作为突变候选位点。使用 ConSurf 服务器

（https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php）计算突变候选位点的氨基酸残基频率，

选择保守性较低的位点突变为频率次高的残基[93]。 

3.3.2 突变酶重组表达工程菌株构建 

3.3.2.1 ES8 的质粒提取 

接种 ES8 单菌落于含有卡那抗性的 LB 液体基中，37 ℃，220 rpm 培养 12 

h，离心收集 2 mL 菌液收集菌体，并使用质粒 DNA 小量抽提试剂盒提取 ES8 质

粒。 

3.3.2.2 PCR 扩增引入突变基因 

（1）引物设计 

根据 ES8 的质粒序列设计相关突变引物（表 3-3）： 
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表 3-3 PCR 引物序列 

Table 3-3 PCR primer sequence  

引物名称 引物序列 (5′→3′) 

V129S-F TCCTCTTATGTCAAAGACTGAGAACAACC 

V129S-R TCTCAGTCTTTGACATAAGAGGAGGAACA 

L146F-F TCGACGACTTCCAGAACCAGCTATT 

F146F-R TGGTTCTGGAAGTCGTCGAATACTT 

Y158F-F CTCACAGTTCTTCTACGATGTTCCTG 

Y158F-R AACATCGTAGAAGAACTGTGAGCGAT 

V161L-F CTACTACGATCTTCCTGCTGGCCCTT 

V161L-R GGCCAGCAGGAAGATCGTAGTAGAAC 

W184F-F TATTCTTAACTTCTGGCGCCAGGGCAT 

W184F-R CTGGCGCCAGAAGTTAAGAATAACAG 

I229M-F AGATGATCAGATGGTTCCTATTGAAAT 

I229M-R CAATAGGAACCATCTGATCATCTTCGC 

注:突变位点已使用下划线标出 

3.3.2.3 突变基因的 PCR 扩增与纯化 

以 3.3.2.1 中提取出的 ES8 质粒为模板，使用 KOD OneTM PCR Master MIX

高保真酶和携带突变位点的引物进行 PCR 扩增，扩增条件如下：98 ℃预变性 5 

min；98 ℃变性 10 s；引物 60 ℃退火 5 s；68 ℃延伸 32 s；15 个循环；68 ℃再

延伸 5 min；4 ℃保存。PCR 扩增体系（50 μL）见表 3-4。 

表 3-4 PCR 扩增体系 

Table 3-4 PCR amplification system 

试剂 体积（μL） 

KOD OneTM PCR Master MIX 25 

上游引物 0.75 

下游引物 0.75 

基因模板 1 

ddH2O 22.5 

质粒模板经 PCR 扩增后，取 5 μL 产物以 1%的琼脂糖凝胶进行电泳，确定
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目的条带位置正确后，在 PCR 产物中加入 1 μL DpnI 酶，于 37 ℃消解 3-4 h。消

解结束后使用 DNA 柱纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化，经再一次核酸胶验证

条带正确后热激转化于 E. coli BL21（DE3）的感受态细胞中，活化后涂布于含有

卡那霉素的抗性平板中，经 37 ℃静置过夜培养后，挑取阳性转化子制作种子液

并送往上海生物工程有限公司测序验证。 

3.3.3 ES8 及其突变体的表达与纯化 

本章 ES8 及其突变体的表达与纯化方法见 2.3.4。 

3.3.4 ES8 及其突变体酶活力测定 

本章酶活力测定方法见 2.3.5。 

3.3.5 ES8 及其突变体的酶学性质表征 

本章酶学性质表征方法见 2.3.6。 

3.3.6 催化速率与底物亲和力提升机制分析 

使用 PyMol 2.6 软件对突变后的酶与底物的对接复合物进行分子间作用力分

析，包括氢键的展示与键长的测量；使用 Discovery Studio 2023 软件对酶复合物

进行分子动力学模拟。经对 ES8 及突变体的底物复合物赋予 charmm36 力场后，

将其于 Explicit Periodic Boundary 模式下溶剂化在一个立方体的水盒子中，蛋白

质位于立方体中心，距离盒子的边缘 7 Å，之后进行动力学模拟，条件如下：能

量最小化 2000 步，升温至 310.5 K，平衡 500 ps，采样 100 ns，步长 50 ps。模拟

后的结果在 Analyze Trajectory 流程进行轨迹分析（包括 RMSD 与 RMSF），参数

如下：Molecular Scope 选择 Intermolecular（between molecular）；RMSD Reference 

参数选择 First Frame；Atom Group 与 Atom Group to Fit 参数设置为 Backbone，

对分析后的数值使进行数据处理与折线图绘制。 

3.3.7 数据处理与分析 

使用 Microsoft Excel 软件绘制表格，Origin 2021 软件绘制折线图，GraphPad 

Prism 8.0 拟合非线性曲线，借助 Python 软件调节分子对接模型的颜色、透明度

及对比度，使用 Adobe Illustrator 软件进行图片的拼接标注等。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 基于序列一致性回归策略的理性设计 

3.4.1.1 突变位点选取 
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首先使用 AlphaFold3 在线服务器将酯酶 ES8 蛋白序列进行同源建模，得到

一个具有较好的可信度蛋白模型，服务器对蛋白模型分析显示，97%的氨基酸残

基处于最佳区域（Very high，pIDDT>90）,另外 3%的残基处于可信区域（Confident，

90>pIDDT>70），本研究以此模型作为参考进行蛋白质结构分析。 

使用 Discovery Studio 2023 软件将底物 EC 对接至 ES8 的底物活性口袋，并

选取所有参与形成底物通道与活性口袋的氨基酸残基（图 3-1A）。由于形成 ES8

的底物通道与活性口袋的氨基酸残基多数具有较高的保守性，利用 ConSurf 服务

器分析 ES8 的氨基酸残基的出现频率与保守性（图 3-1B）。图 3-1B 的结果显示，

30 个残基中，一半残基位于 α 螺旋上，另外近一半残基位于 Loop 上，一个位于

β 折叠上。ES8 中 97 和 256 位氨基酸残基是酯酶的催化三联体残基，且均具有

较高的保守性，它的突变会直接导致酶活性丧失，此外还存在部分高保守性残基

也会影响蛋白质的催化活性或蛋白质的正确折叠，不合适作为分子改造的突变位

点。综合上述因素的考虑，选择氨基酸残基出现频率<50%的位点作为突变位点

[93]，即 129、146、158、161、184 和 229 位点。 

使用 ConSurf 服务器的分析结果结合选取的突变位点制作氨基酸频率热图，

结果如图 3-1C 所示。在氨基酸频率 10%-50%范围内，突变位点的当前氨基酸残

基均为其所有氨基酸频率的最高值，但也仍有其他氨基酸残基在自然进化中具有

较高的频率。在蛋白质的不断进化与演变中，位点中多变的氨基酸残基赋予了酶

各式各样的功能，部分酶环境耐受性强、部分酶催化速率高、以及部分酶的底物

亲和力强等[94]。经对蛋白模型进行分析，所选突变位点 V129、L146 与 I229 位

于底物通道部分，而 Y158、V161 与 W184 位于催化活性中心（图 3-1D）。针对

在酶的底物通道与活性口袋区域所选出的六个位点具有较高的可能性提高 ES8

的底物亲和力与催化速率，所以在突变位点中选取当前位点残基外频率最高的氨

基酸残基进行理性突变，改造获得具有更好底物催化速率与亲和力的良性突变体。 

3.4.1.2 突变体的构建 

构建单点突变体 V129S、L146F、Y158F、V161L、W184F 与 I229M，对其

诱导表达后纯化，并对所有单点突变体进行比酶活力测定。SDS-PAGE（图 3-2A）

显示突变体都得到了较好的纯化，L146F的比酶活力与WT无明显差异，而Y158F

与 W184F 的比酶活力明显下降，仅为 WT 比酶活力的 19.6%与 39.5%，推测其
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突变后的 Phe 侧链较大，影响到酶的催化构象；V129S、V161L 与 I229M 的比酶

活力为 WT 的 1.56、1.45 倍和 5.17 倍，结果表明 229 位点突变显著增强了 ES8

的催化效率。由于 I229M 突变体的酶活性提升较为显著，所以以其为模板构建

组合突变体 V129S/I229M、V161L/I229M 与 V129S/V161L/I229M，并经测序验

证及纯化后测定组合突变体的比酶活力，图 3-2B 数据表明，以 I229M 为模版的

组合突变体在其基础上比酶活力均得到了不同程度的提升，V129S/I229M、

V161L/I229M 与 V129S/V161L/I229M 的比酶活力分别为野生型（WT）的 3.66、

6.90 倍与 5.68 倍。 

图 3-1 突变位点选取策略。（A）底物通道位点选取；（B）形成通道的位点残基结构与保守

性分析；（C）候选位点中残基频率统计；（D）候选位点所在的结构位置。 

Figure 3-1 Mutation site selection strategy. (A) Substrate channel site selection; (B) Residue 

structure and conservation analysis of channel-forming sites; (C) Residue frequency statistics in 

candidate sites; (D) Structural positions where candidate sites are located. 
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注 a：M 为 DNA marker，1-10 泳道分别为 WT、V129S、L146F、Y158F、V161L、W184F、

I229M、V129S/I229M、V161L/I229M、V129S/V161L/I229M。 

图 3-2 ES8 及其突变体纯酶蛋白胶图与比酶活力测定。（A）ES8 及其突变体的纯化酶蛋白

胶图；（B）纯化后的 ES8 及其突变体的比酶活力测定。 

Figure 3-2 SDS-PAGE of ES8 and its mutants pure enzyme, with specific enzyme activity assay. 

(A) Protein gelogram of purified enzyme from ES8 and its mutants; (B) Specific enzyme activity 

assay of purified ES8 and its mutants. 

3.4.2 酶学性质表征 

将得到的 6 个良性突变体进行酶学性质测定并与 WT 的酶学性质进行比较

分析。最适反应温度结果显示（图 3-3A），WT 与三个单突变体 V129S、V161L

和 I229M 的最适反应温度均为 55 ℃，随后经组合突变后得到的 V129S/I229M、

V161L/I229M 与 V129S/V161L/I229M 的最适反应温度同样为 55 ℃；六个突变体

在 40 ℃-60 ℃下均保持着 40%以上的相对酶活力，显示出较宽泛的反应温度区

间以及对不同温度环境下的适应性。在对突变体的热稳定性测定结果中（图 3-

3B），突变体 V161L 的热稳定相较于 WT 显著提高，在 70 ℃保温半小时后仍保

持 86.5%的残余酶活力，且 161 位点的加入使突变体 V161L/I229M 的热稳定性

也得到了显著的提升，I229M 在 70 ℃下残余酶活力 25.8%，而 V161L/I229M 在

此环境下的相对酶活力为 65.8%，即 V161L/I229M 的残余酶活力提升至 I229M

残余酶活力的 255%。 

最适反应 pH 测定数据表明（图 3-3C），所有的突变体的最适反应 pH 值仍

与 WT 的最适 pH 值相同为 pH 7.0，且在 pH 5.0-8.0 范围内，突变体与 WT 均保

持 80%以上的酶活性，显示出较宽泛的 pH 反应区间；I229M 与 V161L 在 pH 4.0

的条件下仍保持 78.9%与 75.6%的相对酶活力，而 WT 在此条件下的相对酶活力

仅为 61.7%，这使得改造后的耐酸突变体在大多数发酵食品的偏酸环境下（如黄

酒中 pH 值为 4.0-5.0）仍具有较高的 EC 降解活性。pH 稳定性结果表明（图 3-



安徽工程大学硕士学位论文 

37 

 

3D），在pH 7.0-8.0下，酯酶ES8及其突变体均能保持较高的残余酶活力(>90%)，

而在 pH 4 的酸性环境下 V161L 的残余酶活力是突变体中最高达 64.1%，而 WT

残余酶活力仅为 43.8%。结合 V161L 在最适反应 pH 测定中在 pH 4-6 下保留

75.6%-89.4%的相对酶活性分析，其具有所有突变体中最佳的酸耐受性。 

图 3-3 温度与 pH 对酯酶的活力影响。（A）最适反应温度；（B）温度稳定性；（C）最适反

应 pH；（D）pH 稳定性。 

Figure 3-3 Effect of temperature and pH on esterase activity. (A) Optimum reaction temperature; 

(B) Temperature stability; (C) Optimum reaction pH; (D) pH stability. 

不同乙醇浓度对酶活力的影响如图所示（图 3-4A），六个突变体与 WT 的下

降趋势相同，但 V161L 在乙醇浓度为 0%-30%的环境下，相对酶活性较 WT 提

升了 5%-10%；在乙醇稳定性测定中（图 3-4B），所有酶的残余酶活力趋势几近

相同，在乙醇浓度低于 20%的环境下均能保持 50%以上的残余酶活力，测定数据

表明突变并未对酶的乙醇稳定性造成显著影响。不同 NaCl 浓度对酶活力的影响

如图 3-4C 所示，在 NaCl 浓度超过 10%后，ES8 及其突变体几乎完全丧失酶活

力。 
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图 3-4 乙醇和 NaCl 对酯酶活力的影响。（A）不同乙醇浓度下的相对酶活力；（B）不同乙

醇浓度下的残余酶活力；（C）不同 NaCl 浓度下的相对酶活力。 

Figure 3-4 Effect of etanol and NaCl on esterase activity. (A) Relative enzyme activity at different 

ethanol concentrations; (B) Residual enzyme activity at different ethanol concentrations; (C) 

Relative enzyme activity at different NaCl concentrations. 

酶动力学参数测定结果如表 3-7 所示，所有突变体的催化速率较 WT 均得到

了提高，突变体 V129S、V161L、 I229M、V129S/I229M、V161L/I229M 和

V129S/V161L/I229M 的催化速率分别是 WT 的 1.80、1.28、3.98、6.55、4.59 与

5.22 倍。单点突变体中 V129S 的 Km 值降低至 196.13±9.98 mmol/L，相较于 WT

的 Km 值降低了 23.45%，表明其底物亲和力得到提升，而其与催化速率提升最大

的单突变体 I229M 结合后，双点突变体 V129S/I229M 具有着最佳的底物亲和力

与最大的催化速率，其 Km 值为 120.44±12.74 mmol/L，与 WT 相比其 Km 值降低

了 52.99%、催化速率提升了 655.08%。V161L/I229M 具有着所有突变体中最大

的转化数为 230.41 s-1，是 WT 转化数的 557.08%，这可能是由于其在酸性环境下

具有较好耐受性有关，但 V161L/I229M 的底物亲和力较差导致其催化速率低于

V129S/I229M 和 V129S/V161L/I229M（表 3-7）。 

表 3-7 ES8 及其突变体的动力学参数 

Table 3-7 The apparent kinetic parameters of ES8 and its variants 

ES8 及其突变体 

动力学参数 

Vmax/(μmol/(

min·mg)) 
Km/(mmol/L) kcat /s-1 

kcat/Km 

L/（mmol·s） 

WT 79.91±3.64 256.22±11.02 41.36±1.92 161.46±17.43 

V129S 110.25±5.32 196.13±9.98 57.04±2.75 290.91±27.56 

V161L 134.71±3.99 336.31±11.27 69.73±2.07 207.34±18.37 

I229M 370.84±6.09 298.08±12.41 191.95±3.15 644.13±25.39 
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续表 3-7 ES8 及其突变体的动力学参数 

Table 3-7 (continue) The apparent kinetic parameters of ES8 and its variants 

综合各单突变体与组合突变体的催化速率与酶学性质分析，相较于 WT 的

酶学性质，129 位点的突变主要提高了底物亲和力，161 位点的突变主要提升了

热稳定性与酸稳定性，229 位点的突变则主要显著提高了催化速率，而在组合突

变体中双突变体 V129S/I229M 具有最佳的底物亲和力与催化速率；后续将进一

步分析每个位点所引起的分子间作用力与疏水性变化，以解析位点的突变对催化

速率与稳定性的提升机制。 

3.4.3 底物亲和力与催化速率及稳定性提升机制分析 

为了解析出突变体底物亲和力、催化速率与稳定性增强的分子机制，本研究

通过分子对接分析了突变体前后的分子间作用力变化。分子对接结果表明（图 3-

5），WT 在活性中心的催化三联体 S97 与底物 EC 存在氢键相互作用，形成一对

键长 2.2 Å 的氢键（图 3-5A），而 129 位点由 Val 突变为 Ser 后，其与底物间的

氢键作用力的类型及数量与 WT 保持相同，但键长缩短为 1.9 Å（图 3-5B）；I229M

的氨基酸残基与底物 EC 间形成了三对氢键，分别为底物 EC 作为氢键受体与供

体 S122 间形成键长 1.5 Å 的氢键，另外两对则是以底物 EC 作为氢键供体与受

体 D227 与 V230 间形成的两对氢键，其键长分别为 2.6 Å 与 2.1 Å（图 3-5C）； 

V129S/I229M 的氢键数量与 I229M 相同为三条氢键，但其中催化三联体残基 S97

与底物 EC 间形成了两条氢键，键长分别为 2.3 Å 与 2.5 Å，另外一条氢键为 EC

与 M229 残基之间形成，键长 2.4 Å（图 3-5D）。氢键是决定酶与底物结合强度的

主要相互作用之一，同时质子转移途径通常也由氢键参与形成，所以氢键作用力

的强弱会极大影响酶的底物亲和力与催化速率[95]。根据分子对接的结果分析，推

测 V129S 与底物间较短的键长增强了酶与底物间的相互作用力，可能是造成底

ES8 及其突变体 

动力学参数 

Vmax/(μmol/(

min·mg)) 
Km/(mmol/L) kcat /s-1 

kcat/Km 

L/（mmol·s） 

V129S/I229M 246.03±4.67 120.44±12.74 127.35±2.42 1057.69±19.00 

V161L/I229M 445.15±6.86 311.17±14.77 230.41±3.57 740.64±24.17 

V129S/V161L/I229M 321.16±5.85 197.15±8.87 166.22±3.03 843.11±34.16 
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物亲和力提高的原因，而 I229M 与底物间形成三条氢键，大幅度增强了酶与底

物间的结合作用，稳定了酯酶的催化构象加快了其催化速率。V129S/I229M 相较

于两个单点突变体，其不仅具有与催化三联体 S97 之间的氢键，而且与 I229M 同

样具有三对氢键，这些分子间作用力的变化在提高了酯酶的底物亲和力同时也大

幅度增强了催化速率[96]。 

通过比较 129 与 229 位点突变前后的亲疏水性变化以分析催化速率的提升

原因。如图所示（图 3-5，E-F），129 位点的突变明显提高底物通道区域的亲水

性，底物 EC 具有亲水的氨基基团，底物通道的亲水性增强有利于吸引 EC 进入

通道从而更快与催化三联体结合并进行水解；而 V129S 与 I229M 结合后，

V129S/I229M 的催化活性中心区域由低疏水性转变为高疏水性（图 3-5，G-H），

其催化中心的疏水性得到显著增加，一个疏水性更强的催化环境能够更好地稳定

反应过渡态，通过增强非极性相互作用降低过渡态的能量，进一步促进底物转化

为产物。通过突变改造底物通道与催化中心的亲疏水性，以此实现酶与底物更快

的结合速度与过渡态更低的能量，提升酶的水解速率。 

图 3-5 ES8 及其突变体的分子间作用力与亲疏水性分析。（A）、（B）、（C）、（D）分别为

WT、V129S、I229M 和 V129S/I229M 与底物 EC 的分子对接；（E）ES8 的 129 位点 Val 残

基表面；（F）V129S 的 129 位点 Ser 残基表面；(G)ES8 的催化口袋；（H）V129S/I229M

的催化口袋。 

Figure 3-5 Analysis of intermolecular forces and hydrophilicity of ES8 and its mutants. (A), (B), 

(C), and (D) Molecular docking of WT, V129S, I229M, and V129S/I229M with the substrate EC; 

(E) Surface of Val at site 129 of ES8; (F) Surface of Ser at site 129 of V129S; (G) Catalytic pocket 

of ES8; (H) Catalytic pocket of V129S/I229M. 

使用分子动力学模拟分析突变体构象变动，对 WT 及其所有突变体进行了

100 ns 时间尺度的分子动力学模拟。均方根偏差（root mean square deviation，
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RMSD）反映蛋白质整体构象相对于初始结构的平均偏差，用于评估模拟过程中

结构的稳定性，从图 3-6A 的 RMSD 结果表明，WT 与突变体在 50 ns 后均表现

出稳定的趋势；所有的突变体相较于 WT 的 RMSD 值均更高，表明突变体的整

体柔性更大，这也为突变体的酶活力增加提供依据。其中 I229M 的 RMSD 值最

高（0.40 nm），与其在单突变体中比酶活力提升最显著的结果一致，引入 V129S

突变后，V129S/I229M 的 RMSD 值降至 0.35 nm，表明其结构刚性得到增强，且

比酶活力也得到进一步提升，实现了催化速率与稳定性的协同优化。均方根波动

值（root mean square fluctuation，RMSF）表示原子柔性的大小，即每个原子在一

定时间范围内相对其平均位置的相对偏差，它在一定程度上可以表征蛋白质稳定

性的变化，是评价蛋白质局部区域柔性的重要参数[97, 98]。在图 3-6B 的 RMSF 结

果中，三个单点突变体均有显著的局部 RMSF 峰值，其中 I229M 在 170-190 位

点的 RMSF 波动值明显增加，其在此区域内的 RMSF 均值达到 3.125 nm，推测

局部区域的高柔性是 I229M 催化速率显著提升的原因之一；而 V129S/I229M 在

催化三联体附近的氨基酸残基也具有明显的 RMSF 波动值增加，尤其是 S97 位

点附近的残基位点（95-107）具有显著的波动值提升，底物通道与催化三联体附

近的氨基酸残基 RMSF 波动值大幅度提升而导致活性相关区域的柔性增加，可

能是造成突变体催化速率大幅度提升的一个关键因素。 

RMSD 结果（图 3-6B）分析表明 161 位点突变可以显著增加酶的结构稳定

性，V161L/I229M 与 V129S/V161L/I229M 的 RMSD 值与 WT 相近，相较于未加

入 V161L 突变的 I229M 与 V129S/I229M 的 RMSD 值显著降低。在 RMSF 结果

中催化速率最高的 V129S/I229M 在催化三联体附近位点（95-107，223-235，252-

264）具有明显的波动，而 V161L 的突变则使 V129S/V161L/I229M 的波动值较

未突变前降低 0.03-0.18 nm，显著提升催化区域的稳定性，使酶在酸性环境中也

可以保持其催化构象。分子动力学模拟表明，V161L 突变通过引入新的氢键相互

作用（V161L 与 F166 间，图 3-6C），显著增强了底物通道附近 Loop 区域（残基

162-171）的刚性（图 3-6B）。图 3-6A 显示在分子动力学模拟稳定后，

V129S/V161L/I229M 的 RMSD 值（0.28 nm）较双突变体 V129S/I229M（0.35 nm）

进一步降低，且其催化三联体邻近残基（95-107）的 RMSF 波动值减少 0.03-0.18 

nm（图 3-6B），表明 V161L 突变通过稳定局部构象优化了酶活性的结构基础[99]。 
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图 3-6 分子动力学模拟与 V161L 分子间作用力。（A）、（B）100 ns 下的分子动力学模拟轨

迹分析结果 RMSD 与 RMSF；（C）161 位点的突变前后的分子间作用力变化。 

Figure 3-6 Molecular dynamics simulation and intermolecular force of V161L. (A) and (B) 

Results of molecular dynamics simulation trajectory analysis at 100 ns RMSD and RMSF; (C) 

Changes in intermolecular forces before and after mutation at site 161. 

3.5 结论 

（1）在这项研究中，我们尝试通过应用序列一致性回归策略结合酶的底物

通道结构进行改造以提升 EC 水解酯酶的性质。基于上述理性设计，本研究通过

定点突变得到酶活力提高的突变体 V129S、V161L、I229M、V129S/I229M、

V161L/I229M 和 V129S /V161L/I229M，其比酶活力分别为 WT 的 1.56、1.45、

5.17、3.66、6.90 倍和 5.68 倍。 

（2）酶学性质表征结果显示，在 pH 4.5 的酸性环境下 V129S/I229M 较 WT

催化速率与底物亲和力分别提升 655.08%和 52.99%，而在 pH 4.0 条件 4 ℃放置

6 h，V161L 的残余酶活力是 WT 的 1.46 倍，结果显示其酸稳定性明显提高。 

（3）为阐明底物亲和力与催化速率及稳定性提高的可能机制，研究对 WT

及其突变体进行分子对接与分子动力学模拟，结果显示 V129S/I229M 的催化速

率与亲和力提升是由于酶与底物间的氢键相互作用力增加、底物通道亲水性提高、
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催化活性中心疏水性增强和酶的催化三联体附近残基柔性提高促进底物的过渡

态转变造成的；而 V161L 通过增加与底物通道附近 Loop 区域的分子间作用力，

稳定催化中心的局部构象从而提高酶在极性环境中的稳定性。 
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第 4 章 基于多重计算策略构建二硫键提高酯酶稳定性 

4.1 引言 

影响酶分子稳定性的主要因素包括盐桥、氢键、疏水堆积、二硫键等，二硫

键可以降低酶分子的熵值，提高酶分子的刚性，是稳定酶结构最关键的因素[62]。 

本 研 究 旨 在 向 之 前 上 一 节 中 得 到 的 高 催 化 速 率 酯 酶 突 变 体

V129S/I229M(Est8 catalytic enhanced mutant，Est8-CE)的蛋白分子表面引入成对

半胱氨酸形成二硫键，利用 Discovery Studio 2023 软件与 Disulfide by design 2.0

服务器结合 RMSF 结果进行潜在二硫键预测，寻找位于分子表面中柔性较高区

域，且更容易形成二硫键的潜在突变位点，将其定点突变成半胱氨酸，通过增加

表面蛋白间的分子间作用力以此提高酶稳定性。使用 trRosetta 和 AlphaFold3 服

务器进行蛋白质结构的同源建模，经过结构比对与分子对接，对酶-底物复合物

进行二硫键预测。 

4.2 实验材料 

4.2.1 菌株与质粒 

表 4-1 实验菌株 

Table 4-1 Experimental strain 

菌株 基本描述 来源 

E. coli BL21/pET30a-est8-ce 
含有 ES8 突变质粒 pET30a-es8-

V129S/I229M 的工程菌株 
本论文构建 

 

表 4-2 实验质粒 

Table 4-2 The list of experimental plasmid 

质粒 基本描述 来源 

pET30a-es8-V129S/I229M 
用于过表达酯酶 ES8 突变体

V129S/I229M 的质粒 
本论文构建 
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4.2.2 主要材料与试剂 

表 4-3 实验试剂 

Table 4-3 Experimental reagent 

试剂名称 试剂规格 生产厂家 

DTNB（Ellman 试剂）（5,5-二

硫代-双-(2-硝基苯甲酸)） 
BR 生物工程（上海）有限公司 

4.2.3 主要仪器与设备 

本章所使用主要仪器见 2.2.3 与 3.2.3。 

4.2.4 培养基与溶液配制 

本章所使用培养基见 2.2.4 与 3.2.4。 

4.3 实验方法 

4.3.1 突变位点的选择 

以突变体 Est8-CE 的蛋白序列为依据，利用 AlphaFold3 服务器进行蛋白质

同源建模预测，模拟出其晶体结构，随后由 Discovery Studio 2023 优化，利用

Ramachandran 图对所得结构进行了验证。对得到的 Est8-CE 进行分子动力学模

拟，具体过程见 3.2.2，模拟的轨迹结果经分析后计算均方根波动，确定改造的柔

性区域以提高 Est8-CE 在酸性及乙醇环境下的结构刚性。 

分别通过 Disulfide by design 2.0 服务器与 Discovery Studio 2023 软件对同源

建模得到的 Est8-CE 蛋白结构基于二硫键的形成原则进行预测，Disulfide by 

design 2.0 服务器通过结合几何约束、能量函数、B 因子分析和残基深度等多维

度条件，预测可能形成且具有稳定性的二硫键，而 Discovery Studio 2023 软件基

于如下参数进行二硫键预测并给出打分：能量变化、温度因子变化、氨基酸间隔、

氨基酸埋藏深度、体积变化、Coil-Coil 之间与 Chi3 角度变化等。通过以上两种

二硫键的预测方法，经结构预测得到的两组符合在其蛋白结构中形成的拟二硫键。 

在预测得到的拟二硫键位点中，对来源于 Disulfide by design 2.0 服务器预测

的结果以能量值进行排序，根据 Disulfide by design 2.0 服务器对来自于不同蛋白

质的 1505 个二硫键的键能计算，90%的二硫键键能小于 2.176 kcal/mol，所以筛

除键能大于 2.176 kcal/mol 的拟二硫键位点；对来源于 Discovery Studio 2023 软

件的预测结果以综合评分作为标准，选取分数大于 90 的拟二硫键位点作为参考。 

在酶的稳定性提升策略中，一个不容忽视的点就是酶的稳定性与催化速率间
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的“取舍效应”（trade-off effect）[100]，为尽可能减少酶的催化活性受到的影响，

即对突变位点的选择尽可能避免具有较高的保守性，尤其是部分位点中的残基在

酶的结构中作为催化功能与结构支撑的主要组成部分。为避免酶的活性大幅度降

低甚至失活，使用 ConSurf 服务器预测蛋白质中的残基位点的保守性，对得到的

拟二硫键中包含结构残基或功能残基的高保守位点进行筛除。 

准确预测柔性区域是通过二硫工程提高蛋白质稳定性的关键，通过在 310.15 

K 下进行 100 ns 的 MD，鉴定了 WT 蛋白的柔性区域，然后通过引入二硫键将这

些柔性区域定向固化。为了确定柔性区域内二硫键插入的位置，使用 Disulfide by 

design 2.0 服务器与 Discovery Studio 2023 软件进行综合识别并结合柔性区域进

行综合选取合适的二硫键进行构建，Disulfide by design 2.0 服务器可在

http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD2/index 上获得。 

4.3.2 质粒的提取与 PCR 扩增 

本章质粒提取与 PCR 扩增方法见 3.3.2，引物如下表： 

表 4-4 PCR 引物序列 

Table 4-4 PCR primer sequence  

引物名称 引物序列 (5′→3′) 

Q149C-F GACCTTCAGAACTGTCTATTCAAGAATCGCTCAC 

Q149C-R CTTGAATAGACAGTTCTGAAGGTCGTCGAAAAAT 

F157C-F TCGCTCACAGTGTTACTACGATCTGCCTGC 

F157C-R GGCAGATCGTAGTAACACTGTGAGCGATTC 

L212C-F CACGGAGGACTGTAAGAAGATTAAGATCCC 

L212C-R TAATCTTCTTACAGTCCTCCGTGAAATCTG 

L242C-F GTGCTGAATGTGTTCAGAACGGCAAACT 

L242C-R GTTCTGAACACATTCAGCACTCAACTTC 

注:突变位点已使用下划线标出 

4.3.3 酶的表达与纯化 

本章酶的表达与纯化方法见 2.3.4。 

4.3.4 引入二硫键的鉴定 

采用 Ellman 试剂 5,5'-二硫代-双-[2-硝基苯甲酸]（DTNB）检测游离巯基。

当半胱氨酸中的游离巯基存在时，它们与 DTNB 反应，生成 2-硝基-5-硫代苯甲
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酸（TNB）。该反应在 412 nm 处产生最大吸收峰。因此，412 nm 处的吸光度可

作为蛋白质中游离巯基存在的可靠指标。为了评估突变体中二硫键的形成，在相

同浓度下，对 Est8-CE 和突变体中游离巯基的含量进行了测定。如果突变体显示

出与 Est8-CE 相同水平的游离巯基，这表明与引入的半胱氨酸对成功形成了二硫

键。相反，突变体中游离巯基水平的增加表明无法形成二硫键。 

为了进行二硫键检测，将 1 mg/mL 纯酶溶液与 5 mL 0.1 mmol/L DTNB 分析

溶液混合。37 ℃孵育 10 min，在 412 nm 处测定反应混合物的吸光度。 

4.3.5 酶活性测定 

酶活性测定方法见 2.3.5。 

4.3.6 酶学性质测定 

酶的最适反应温度、最适反应 pH、pH 稳定性、乙醇耐受性、乙醇稳定性与

酶动力学参数测定方法见 2.3.5。 

为了评估 Est8-CE 突变体的热稳定性，测定了 Est8-CE 及突变体在 70 ℃下

的半衰期 T1/2。将纯化后的酶样品在不同时间间隔的高温下孵育，检测剩余酶活

性。不加热酶反应体系作为对照（100%），酶活性降低一半所需的时间记录为 T1/2。 

4.3.7 突变体的分子动力学模拟及结构分析 

分子动力学参数及轨迹分析方法见 3.3.6。 

4.3.8 数据处理与分析 

数据处理分析方法见 3.3.7。 

4.4 结果与讨论 

4.4.1 二硫键位点选取策略 

Est8-CE 的三维结构由 AlphaFold3 构建，随后由 Discovery Studio 2023 进行

优化。模型结构的Ramachandran图数据表明 99.8%的残基位于有利区和允许区，

这说明 Est8-CE 结构的合理性和可信性。 

确定酶结构中的柔性区域可以为二硫键的构建提供选点依据，在分子动力学

模拟中对运动轨迹分析得出的 RMSF 是量化单个氨基酸灵活性的有效参数，而

较高的 RMSF 值表明酶结构在此区域的刚性较差。在这项研究中，针对酯酶 Est8

（第 2 章中的 ES8）与高催化速率突变体 Est8-CE（第 3 章中的 V129S/I229M）

的分子动力学结果，RMSF 显著增加的区域被确定为灵活性增强的区域。这些区
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域被指定用于进一步分析和潜在的进化改进，在之前的研究中的催化速率提升机

制分析得出，通过增加催化三联体附近区域的柔性可以有效增加酶的催化速率，

图 4-1A 显示了 Est8 与 Est8-CE 的 RMSF 结果间存在 5 个 RMSF 显著增加区域，

分别为 91-116、131-179、197-231、236-244 与 249-263，其中 91-116、197-231 与

249-263 三个区域分别包含催化三联体之一，为避免使酶的活力降低，这三个区

域不宜进行二硫键改造，而 131-179 与 236-244 被指定为需要改进的柔性区域

（图 4-1B）。 

图 4-1 蛋白内柔性区域选取与所其处结构。（A）Est8 与 Est8-CE 的分子动力学 RMSF 结

果；（B）131-179 与 236-244 的结构位置。 

Figure 4-1 Selection of flexible regions in proteins and their structures. (A) Molecular dynamics 

RMSF results of Est8 and Est8-CE; (B) Structural positions of 131-179 and 236-244. 

为提升 131-179 与 236-244 区域的结构刚性，筛选区域内更符合二硫键特征

与结构的拟突变位点，我们使用 Disulfide by Design 2.0 与 Discovery Studio 2023

软件对分别来源于 trRosetta 与 AlphaFold3 服务器同源建模得到的酯酶 Est8-CE

结构模型进行潜在的二硫键预测，对两种预测结果分别以能量与得分进行排序，

选取在 Disulfide by Design 2.0 结果中能量低于 2.176 kcal/mol 与在 Discovery 

Studio 2023 中得分大于 90 的二硫键，并对结果中包含催化残基位点与结构残基

位点的高保守位点进行排除，如表所示为二硫键筛选后的预测结果。在预测出的

9 对二硫键中，有两对二硫键重复出现，分别是 Q149-F157 与 L212-L242，表明

在 Est8-CE 中这两个二硫键更有可能形成，结合 Est8-CE 在 131-179 与 236-244

两个区域的高柔性，故我们选取 Q149-F157 与 L212-L242 位点构建二硫键突变

体 Es8-CES1 与 Es8-CES2 进行进一步的数据分析。 
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表 4-5 预测的二硫键能量与得分 

Table 4-5 Predicted disulfide bond energy and scores 

Disulfide by Design 2.0 Discovery Studio 2023 

拟二硫键 能量/kcal·mol-1 拟二硫键 得分 

L212-L242 0.61 L212-L242 97.76 

S177-V180 0.86 Y158-G188 95.27 

Q149-F157 1.89 Q149-F157 93.81 

Y158-G188 1.98 A40-A263 93.23 

- - E11-S64 93.19 

由图 4-2 可知，筛选的两个拟二硫键位点均位于构成 Est8-CE 中的主要构象

支撑的 α-螺旋结构中，图中显示二硫键 Q149C-F157C 位于由 P139-K152（Helix1）

与 R154-P165（Helix2）位点区域形成的两段长 α-螺旋结构中间，而 L212C-L242C

位于 T209-K214（Helix3）与 I232-L242（Helix4）的两段较短的 α-螺旋结构内侧，

且二硫键 Q149C-F157C 连接的 α-螺旋结构靠近底物通道，这可能对维持酶在酸

性或乙醇环境下的构象稳定性具有重要作用。使用 Discovery Studio 2023 进行虚

拟氨基酸突变及稳定性评估，结果表明 Es8-CES1 与 Es8-CES2 突变体均表现出

优异的稳定性，巩固了其进一步提高稳定效果的可能。 

注：Helix1（P139-K152）；Helix2（R154-P165）；Helix3（T209-K214）；Helix4（I232-L242） 

图 4-2 突变位点及改造区域结构 

Figure 4-2 Mutation sites and altered regional structure 
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表 4-6 Discovery Studio 2023 的虚拟氨基酸突变结果 

Table 4-6 Virtual amino acid mutation results 

突变体 能量（Kcal/mol） 影响 

Est8-CES1 -2.06 STABILIZING 

Est8-CES2 -1.17 STABILIZING 

4.4.2 Est8-CE 及其突变体的酶学性质表征 

利用突变体引物进行定点诱变，构建了 Est8-CES1 和 Est8-CES2 突变体。随

后，通过 SDS-PAGE 分析证实这些突变酶在大肠杆菌 BL21 中成功表达并进行纯

化，图 4-3A 显示蛋白基本实现可溶性表达，沉淀中含量较少，纯化条带显示均

一无其他杂带表明纯化良好(图 4-3B)。使用 Ellman 试剂验证突变体中引入的半

胱氨酸对的形成，如图 4-3C 所示，EST8-CE 和突变体都显示出相当水平的游离

巯基浓度，这表明在引入的半胱氨酸对之间成功形成了二硫键。比酶活力测定结

果显示（图 4-3D），突变体 Est8-CES1 较 Est8-CE 的比酶活力提高 21%，而 Est8-

CES1 降低 22%。 

图 4-3 Es8-CE 及其突变体的蛋白胶图与游离巯基及比酶活力测定。（A）细胞破碎上清与沉

淀胶图，M 标准分子质量蛋白，S 破碎上清，P 破碎沉淀；（B）纯化酶蛋白胶图；（C）游

离巯基测定；（D）比酶活力测定。 

Figure 4-3 Protein gel map of Es8-CE and its mutants with free sulfhydryl and specific enzyme 

activity assays.(A) Cell-broken supernatant and precipitation gelogram, M standard molecular 

mass protein, S broken supernatant, P broken precipitate; (B) purified enzyme protein gelogram; 

(C) free sulfhydryl group assay; (D) specific enzyme activity assay. 
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为了确定 Est8-CE 和突变体的最佳温度，在 20-80 ℃范围内测量相对酶活力。

如图 4-4A，EST8-CE、Est8-CES1 与 Est8-CES2 的最适反应温度为 55 ℃、65 ℃

与 55 ℃, 在 65 ℃时 EST8-CE 的相对酶活性显著降低至 49%，相比之下 Est8-

CES1 与 Est8-CES2 在此条件下相对酶活性为 100%与 80%；Est8-CES1 在 65 ℃

前相对酶活性近乎呈线性上升，当反应温度提升至 70 ℃后酶活性降低至 47%，

表明其在 70 ℃下催化构象受到较大的破坏，而 Est8-CES2 在 50-65 ℃的温度范

围内始终保持 80%以上的相对酶活性表明其具有较宽的高活性温度反应区间。

温度半衰期测定结果显示（图 4-4B），在 80 ℃下 Est8-CE、Est8-CES1 与 Est8-

CES2 的半衰期分别为 7 min，57 min 与 22 min；突变体不仅在较高温度下活性

更高，而且在高温下也具有较好的稳定性，Est8-CES1 与 Est8-CES2 的半衰期达

到了 Est8-CE 的 8.14 倍与 3.14 倍，结果证明二硫键构建有效增强了酶在高温下

的稳定性。 

图 4-4 温度对酶活力的影响。（A）最适反应温度；（B）80 ℃下的半衰期。 

Figure 4-4 Effect of temperature on enzyme activity. (A) Optimum reaction temperature; (B) Half-

life at 80 ℃. 

为了研究 Est8-CE 和突变体的最佳 pH，在 3.0-8.0 的 pH 范围内测量了酶活

性。如图 4-5A 所示，EST8-CE 和 Est8-CES2 的最适 pH 值均为 7.0，而 Est8-CES1

的最适 pH 降低为 5.5。EST8-CE、Est8-CES1 和 Est8-CES2 在 pH 4.5-8.0 的较宽

泛范围内均具有 70%的相对酶活力，可以较好的适应不同的酸碱环境；值得注意

的是，与 EST8-CE 和 Est8-CES2 相比，Est8-CES1 在 4.0-5.5 的弱酸范围内保持

了几乎最大的相对酶活性，表现出较好的酸耐受性。pH 稳定性结果显示（图 4-

5B），Est8-CES1 在 pH 7.0 下稳定性最好，而 EST8-CE 和 Est8-CES2 为 pH 8.0；

此外 Est8-CES1 在 pH 3.0-7.0 的酸性环境下具有三者中最佳的稳定性，其在 pH 

4.0 与 pH 5.0 下 4 ℃放置 6 h 后仍具有 73%与 83%的残余酶活力，而 Est8-CE 在
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相同 pH 环境下仅有 49%与 67%的残余酶活性。实验数据表明 Est8-CES1 在酸性

环境下可以保持较好的稳定性。 

图 4-5 pH 对酶活力的影响。（A）最适反应 pH；（B）pH 稳定性。 

Figure 4-5 Effect of pH on enzyme activity. (A) Optimum reaction pH; (B) pH stability. 

如图 4-6A 所示，在 10%的乙醇浓度下，三个酶均具有 60%以上的相对酶活

力，而在 10%-40%（v/v）的乙醇浓度下，两个突变体较 Est8-CE 的相对酶活性

均获得了明显的提升，如在 20%乙醇浓度下，Est8-CES1 Est8-CES2 与保留 49%

与 32%的相对酶活力，是 Est8-CE 的 2.72 倍与 1.78 倍。乙醇稳定性结果如图 4-

6B 所示，Est8-CES2 整体与 Est8-CE 趋势相同，乙醇稳定性未得到显著提升，而

Est8-CES1 在 0%-40%的乙醇环境下，其始终保持着 50%以上的残余酶活力，Est8-

CE 在 40%乙醇环境下仅有 36%的残余酶活力。图 4-6 表明 Est8-CES1 具有较好

的乙醇耐受性，在低酒精度的酒精饮料中具有可直接应用的潜力，此外实验结果

还表明构建二硫键可以有效增加酶对极端环境的抗逆性[101]。 

图 4-6 乙醇对酯酶活力的影响。（A）不同乙醇浓度下的相对酶活力；（B）不同乙醇浓度下

的残余酶活力。 

Figure 4-6 Effect of etanol on esterase activity. (A) Relative enzyme activity at different ethanol 

concentrations; (B) Residual enzyme activity at different ethanol concentrations. 
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在 10-1000 mmol/L 的 EC 浓度下测定 Est8-CE 和突变体的动力学参数。所有

数据均通过非线性回归拟合。如表 4-6 所示，突变体与 EST8-CE 的 Vmax和 Km 值

存在显著差异，Est8-CES1的Vmax为 386.78±9.41 μmol/(min·mg)， 相较于EST8-

CE 的 246.03±4.67 μmol/(min·mg) 提高至 157.22%，Est8-CES2 的 Vmax与底物

亲和力较 Est8-CE 均有明显降低，导致其催化速率显著下降。Est8-CES1 显著的

Vmax提升表明，在 Est8-CE 中引入二硫键增加了其在酸性环境下的催化速度，推

测与其酸耐受性加强有关，但 Est8-CES1 的底物亲和力显著降低，其 Km达到 Est8-

CE 的 1.94 倍，表明蛋白刚性的增强导致亲和力与催化速率降低，推测影响了催

化区的柔性。综上所述 Est8-CES1 的 Vmax 显著高于 EST8-CE，但由于其亲和力

大幅降低导致催化速率仍低于 Est8-CE，而 Est8-CES1 的动力学性能均较差，导

致其催化速率显著降低。 

表 4-6 Est8-CE 及其突变体动力学参数 

Table 4-6 The apparent kinetic parameters of Est8-CE and its variants 

4.4.3 亲和力降低与稳定性提升机制解析 

实验表明，突变体与 Est8-CE 在不同条件下的稳定性方面存在明显差异，尤

其是 Est8-CES1 在热稳定性、酸稳定性与乙醇稳定性三个方面均有所提高，但对

底物的亲和力有明显的降低。为了深入了解突变体亲和力与稳定性差异的机制，

从分子间作用力和 MD 模拟轨迹分析的两方面对其进行了分析。 

分子对接结果如图 4-7 所示，Est8-CE（4-7A）、Est8-CES1（4-7B）和 Est8-

CES2（4-7C）与底物 EC 间分别形成 3、2 和 2 条氢键相互作用力，且每个酯酶

中皆包含一条与催化三联体中 S97 形成的氢键。其中 Est8-CE 具有三条氢键且其

中两条是与 Ser97 间形成，所以其具有着三个酯酶中最好的底物亲和力，而 Est8-

CES1 与 Est8-CES2 与底物间的分子间作用力相似，皆是 W31 与 S97 各与底物

Est8-CE 及其

突变体 

动力学参数 

Vmax/(μmol/(

min·mg)) 
Km/(mmol/L) kcat /s-1 

kcat/Km 

L/（mmol·s） 

Est8-CE 246.03±4.67 120.44±12.74 127.35±2.42 1057.69±19.00 

Est8-CES1 386.78±9.41 234.54±10.72 200.22±4.85 853.68±25.42 

Est8-CES2 214.54±5.88 177.89±8.77 111.06±4.24 624.32±15.39 
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形成一条氢键。Est8-CES1 的两个氢键长度分别是 2.5 Å 与 2.7 Å，而 Est8-CES2

的氢键长度为 2.1 Å 与 2.4 Å，在同类型的氢键相互作用下，酶-底物间较短的氢

键键长会使酶的亲和力更高，所以Est8-CES2有着比Est8-CES1更低的Km值[93]。

Est8-CES1 和 Est8-CES2 的蛋白模型显示成功在 α-螺旋结构中构建二硫键，二硫

键 C149-C157（图 4-7B）与 Q212-F242（图 4-7C）各将两段 α-螺旋结构连接在

一起；在蛋白质结构中 α-螺旋是最重要的刚性结构，同时其在蛋白质折叠中也会

引导其他结构域的折叠，在 Est8-CES1 中二硫键 C149-C157 通过连接两个靠近

底物通道的 α-螺旋结构，从而稳固催化通道以及蛋白内部的催化活性口袋，有利

于酶抵抗酸性、高温或高乙醇浓度的外部环境[102-104]。Est8-CES1 在外部的极端

环境中表现出较好的稳定性，并且由于其在酸性环境下结构稳定导致 Vmax 也得

到了显著提升，推测可能是由于构建的二硫键强化了蛋白整体结构的刚性造成的。

Est8-CES2 同样连接着两段 α-螺旋结构，但构建的二硫键距离活性中心较远（图

4-7C），无法有效稳固酶的催化构象，导致 Est8-CES2 在各类环境下的稳定性差

于 Est8-CES1，但其底物亲和力高于 Est8-CES1，表明 Est8-CES1 中二硫键 C149-

C157 在稳定催化活性中心的同时也会减慢底物与酶活性中心的结合。 

图 4-7 Est8-CE 及其突变体的蛋白结构与分子对接。（A）、（B）、（C）分别为 Est8-CE、

Est8-CES1、Est8-CES2 与底物 EC 的分子对接。 

Figure 4-7 Protein structure and molecular docking of est8 CE and its mutants. (A), (B), (C) 

Molecular docking of Est8-CE, Est8-CES1 and Est8-CES2 to substrate EC. 

如图 4-8A 所示，RMSD 值越低表明结构越稳定，二硫键突变体 Est8-CES1

与 Est8-CES2 的 RMSD 值较 Est8-CE 明显降低，Est8-CE 在动力学模拟 50 ns 后

RMSD 值趋于平稳至 0.33 nm，而 Est8-CES1 与 Est8-CES2 在仅 30 ns 的分析动

力学模拟结构就趋于稳定，二者的 RMSD 值各稳定在 0.18 nm 与 0.24 nm，相较
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于与 Est8-CE 各降低 45%与 27%的蛋白整体波动幅度。图 4-8A 结果表明二硫键

的构建不仅使突变体在动力学模拟中 RMSD 值大幅降低，而且显著减少突变体

进入平稳期时间，有效增加了酶的整体结构稳定性。 

RMSF 同样值被用于评估蛋白质稳定性，是评价蛋白质局部区域柔性的重要

参数[105, 106]。如图 4-8B 所示，在 100 nm 的分子动力学模拟中，Est8-CES1 与 Est8-

CES2 的 RMSF 平均值相较于 Est8-CE 分别降低了 31%与 22%，而针对局部区域

的柔性分析表明，在两个突变体中分别构建的二硫键对两个高柔性区域均有显著

的柔性降低作用；在高柔性区域 131-179 与 236-244 中，Est8-CES1 与 Est8-CES2

在 131-179 区域的平均 RMSF 值比 Est8-CE 低 54%与 58%，而在 236-244 区域则

降低 59%与 62%。在蛋白结构中高柔性区域中引入二硫键有效地提升了蛋白质

在酸性、乙醇环境及高温下的稳定性，但柔性的降低也使酶的催化速率下降，在

催化三联体位点附近的区域（95-107，223-235，252-264）柔性也出现了降低，

尤其在 S97 附近的位点，两个突变体在 95-107 位点区域的平均 RMSF 值仅为

Est8-CE 的 38%（图 4-8B）。催化区域的柔性降低一方面导致突变体与底物间的

氢键相互作用力减少，亲和力降低，另一方面催化口袋的较强刚性不利于底物的

结合与释放，导致突变体的催化速率都呈降低结果，但突变体的整体构象稳定性

得到了提升，这使得酯酶在实际的发酵生产中面对极端环境（酸性、乙醇及高温）

具有更好的稳定性，可以较好的发挥降解 EC 的功能[11, 107]。 

图 4-8 Est8-CE 及其突变体的分子动力模拟轨迹分析结果。（A）RMSD;（B）RMSF。 

Figure 4-8 Results of molecular dynamics simulation trajectory analysis of Est8-CE and its 

mutants. (A) RMSD; (B) RMSF. 
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表 4-7 ES8-CE 及其突变体柔性区域的平均 RMSF 值 

Table 4-7 Mean RMSF values for ES8-CE and its mutants flexible regions 

柔性区域 
平均 RMSF 值（nm） 

Est8-CE Est8-CES1 Est8-CES2 

95-107 1.6 0.6 0.6 

131-179 2.4 1.1 1.0 

223-235 1.8 1.3 1.4 

236-244 3.2 1.3 1.2 

252-264 1.7 1.3 1.7 

4.5 结论 

（1）在上一节中通过理性设计的突变体 Est8-CE 具有显著提升的催化速率，

但其在极端环境下的稳定性较差，无法较好的发挥 EC 降解功能。本章通过在线

服务器 Disulfide by Design 2 与 Discovery Studio 2023 软件对酯酶 Est8-CE 进行二

硫键预测，并结合分子动力学模拟的结果确定在柔性区域构建的二硫键位点

Q149C-F157C 与 L212C-L242C。 

（2）通过实验表征出 Est8-CE 及其突变体的酶学性质，结合底物结合构象

分析与分子动力学模拟对突变体的稳定性提升机制进行解析。实验数据表明突变

体 Est8-CES1（Q149C-F157C）与 Est8-CES2（L212C-L242C）在极端环境下的稳

定性得到了明显的提升，在热稳定性方面 80 ℃条件下 Est8-CES1 和 Est8-CES2

的半衰期分别是 Est8-CE 的 8.14 倍与 3.14 倍，在 pH 4.0 的酸性环境下 4 ℃放置

6 h 后 Est8-CES1 的残余酶活力是 Est8-CE 的 1.49 倍，而在 20%乙醇条件下 Est8-

CES1 的残余酶活力高达 Est8-CE 的 2.72 倍。分子动力学的轨迹分析结果表明二

硫键的引入显著降低了 Est8-CE 的 RMSD 与 RMSF，证明突变体的结构稳定性

得到增强，有望于在极端环境下进行使用；而分子间作用力分析展示突变体与底

物间减少的氢键相互作用与催化区域的刚性增强是造成其底物亲和力与催化速

率降低的原因。 
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第 5 章 结论与展望 

5.1 结论 

EC 作为 2A 类致癌物质，在近些年广泛受人们的关注，而针对 EC 的降解方

法也有大量学者进行研究报道。酶法消减发酵食品中 EC 具有直接高效、条件温

和、环境友好等优点，在实际的工业生产中具有重要的应用价值；但目前得到报

道的 EC 水解酶因酸耐受性差、乙醇耐受性差以及底物催化速率低等问题在工业

生产中无法实现应用。本论文根据目前唯一报道的来源于醋酸钙不动杆菌的 EC

水解酯酶进行基因挖掘，并针对性质较优的 ES8 进行催化速率改造与稳定性改

造，以期得到在酸性环境下催化速率与稳定性提高的突变体，扩充目前的 EC 水

解酶库以及为 EC 水解酶的工业应用提供参考。主要研究结论如下： 

（1）通过对来源于 A. calcoaceticus 中具有 EC 降解活性的酯酶序列在 NCBI

数据库中进行基因挖掘，得到 4 个在 pH 4.5 与 pH 7.0 下的具有较高 EC 水解活

力的酯酶 ES1、ES5、ES8 与 ES9 并进行酶学性质表征。酶学性质结果表明挖掘

得到的四个新型EC水解酯酶在低浓度乙醇与酸性环境中仍具有水解EC的活力，

其中 ES8 在酸性环境下耐受性较好，而 ES9 因其与底物 EC 间具有更强的氢键

相互作用力所以底物亲和力更强。 

（2）研究通过理性设计对基因挖掘获得的酯酶 ES8 进行底物亲和力与催化

速率改造，根据选取形成 ES8 底物结合口袋的氨基酸位点，以保守性分析结合序

列一致性回归策略选取改造位点进行定点突变。本研究通过定点突变得到酶活力

提升的突变体 V129S、V161L、 I229M、 V129S/I229M、V161L/I229M 和

V129S/V161L/I229M。突变体的酶学性质结果显示，V129S/I229M 较 WT 催化速

率与底物亲和力分别提升 655.08%和 52.99%，而 V161L 在酸性环境下具有 WT 

1.5 倍的残余酶活力。为阐明突变体催化速率与底物亲和力及酸稳定性提高的可

能机制，研究对 WT 及其突变体进行分子对接与分子动力学模拟，解析出亲和力

与催化速率提升可能是由于酶与底物间的氢键相互作用力增加、底物通道亲水性

提高、催化活性中心疏水性增强和酶的催化三联体附近残基柔性提高促进底物的

过渡态转变造成的，而酸稳定性的提高原因可能是通过增加 α 螺旋结构与底物通
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道附近 Loop 区域的氢键相互作用力，稳定催化中心的局部构象。 

（3）研究通过构建蛋白表面 α-螺旋结构间的二硫键，成功使 ES8 的突变体

V129S/I229M（Est8-CE）的多项稳定性明显提高。研究通过在线服务器 Disulfide 

by Design 2 与 Discovery Studio 2023 软件结合分子动力学模拟的结果确定在柔性

区域构建的二硫键位点 Q149C-F157C 与 L212C-L242C。通过实验表征出 Est8-

CE 突变体的酶学性质，结合底物结合构象分析与分子动力学模拟对突变体的稳

定性提升机制进行解析。实验数据表明突变体在不同环境下的稳定性均有所提升，

其中突变体 Est8-CES1 的 80 ℃半衰期、pH 4.0 与 20%乙醇环境的稳定性分别是

Est8-CE 的 8.14 倍、1.49 倍与 2.72 倍。使用分子动力学模拟分析蛋白结构变化，

轨迹分析结果表明二硫键的引入显著降低了 Est8-CE 的 RMSD 与 RMSF，证明

突变体的结构稳定性得到增强，有望于在极端环境下进行使用；而分子间作用力

分析突变体与底物间减少的氢键相互作用与催化区域的刚性增强可能是造成其

底物亲和力与催化速率降低的原因。 

5.2 展望 

（1）本研究中挖掘出的酯酶虽然不会水解 EC 的前体物质尿素，但其可能

会水解酒精饮料中的其他酯类，进而影响酒精饮料的风味。未来的研究可对酯酶

的底物特异性进行测定，并通过结构改造和定向突变优化该酶的底物特异性，降

低对非目标酯类的水解作用。 

（2）尽管本研究得到催化速率与底物亲和力显著提升的酯酶突变体，但其

底物亲和力相较于其他 EC 水解酶仍然较低，导致无法应用在微量 EC 的降解。

未来有必要结合其他设计策略，利用计算机对 EC 水解酶从头设计，构建出具有

更好底物亲和力与催化速率的 EC 水解酶。 

（3）本研究得到酯酶 Est8-CES1 具有在酸性及乙醇环境下较好的稳定性，

但目前尚未在食品中实际应用和检测。未来可进一步将该酶用于酒精饮料中的

EC 降解实验，以验证其在工业生产条件下实现 EC 降解的可行性和实际效果。 
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