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摘　要：海洋芽孢杆菌发酵产生的酯酶ＢＳＥ１经分离纯化后，以对硝基苯磷酸酯（ＰＮＰＰ）为底物，对电泳纯ＢＳＥ１
的催化性质、催化动力学和热失活动力学进行了研究．催化动力学研究表明，金属离子对ＢＳＥ１的活性影响显著，
其中Ｃａ２＋的激活作用最强，为混合型激活作用；而Ｂａ２＋的抑制作用最为明显，为非竞争性抑制作用．ＢＳＥ１的酶
促反应动力学符合米氏方程，其中Ｋｍ＝８．１５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１，Ｖｍａｘ＝０．９７ｍｍｏｌ·ｍｇ
－１·ｍｉｎ－１．采用连续模型对ＢＳＥ

１在７０℃的热失活动力学进行模拟，求得酶的失活速率常数ｋ１＝１．４１，ｋ２＝０．２８．
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　　酯酶（ｅｓｔｅｒａｓｅ）广义上是指具有催化水解酯键
能力的一类水解酶的统称，而通常所说的酯酶往往

是指羧酸酯酶（ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，Ｅ．Ｃ．３．１．１．１），主
要是能够催化水解脂肪酸族及芳香族酯类的化合

物，α萘酚酯和对硝基苯酯类物质也是其特异性较
高的底物，其催化活性随碳链的增加而降低，当碳

链增到Ｃ８时活性几乎全部消失．微生物酯酶、脂肪
酶作为生物催化剂，可催化不同类型底物的水解和

合成反应，广泛应用于医药、化工、食品等行

业［１，２］，尤其是在医药化工［３］和有机合成反应

中［４～６］，具有明显的优越性．
目前，来源于海洋微生物的酯酶研究较

少［７，８］，海洋微生物酯酶催化反应动力学相关的研

究更是鲜有报道．本实验室从海洋微生物中，筛选
出一株产酯酶的芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．），并对该新
型海洋微生物酯酶ＢＳＥ１进行了分离纯化和性质研
究，发现 ＢＳＥ１为嗜热碱性酯酶，在食品工业，以
及在香精、香料等食品添加剂中，有广泛的应用价

值．在此基础上对电泳纯ＢＳＥ１的催化动力学和失
活动力学进行了系统的研究，以期为阐明酶的结构

与功能的关系和酶作用机理的研究提供数据，探寻

最有利的反应条件，以最大限度地发挥酶催化反应

的高效率，为海洋微生物酯酶的工业化生产和推广

应用奠定良好的基础．因此，对 ＢＳＥ１的动力学研
究具有重要的理论意义和实践意义．

１材料和方法
１．１材料

ＢＳＥ１：电泳纯的磷酸酯酶，酶活力为５５０Ｕ／
ｍｇ；对硝基苯磷酸酯（ＰＮＰＰ）为美国 ＢＢＩ产品；其
它化学试剂均为进口或国产分析纯．
１．２方法
１．２．１ＢＳＥ１的测活方法［９］　　将２０μＬ酶液加到
２ｍＬ含０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸ＮａＯＨ缓冲液（ｐＨ１０．０）
和１７ｍｍｏｌ／Ｌ底物ＰＮＰＰ的反应体系中，６０℃保温
３ｍｉｎ，然后用２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液终止反应，用
２０μＬ热失活的酶液代替样品作为空白对照，在光
波长４０５ｎｍ下测定吸光值．产物对硝基苯酚的摩
尔消光系数按１８７５０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１计算．酯酶活
力单位的定义为：在上述条件下，每分钟 ＢＳＥ１催
化ＰＮＰＰ水解产生１μｍｏｌ对硝基苯酚的酶量，定义
为一个活性单位．
１．２．２ＢＳＥ１的酶促反应动力学　　实验用不同反
应温度和ｐＨ值的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ３～
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７）和０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸ＮａＯＨ缓冲液（ｐＨ８～１３）条
件下测定ＢＳＥ１的活性，确定温度和 ｐＨ对反应速
率的影响；改变测活体系中底物 ＰＮＰＰ的浓度，在
最适反应条件下，测定酶促反应速率的变化，利用

数据拟合软件ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１．３求得米氏常数Ｋｍ和
最大反应速率Ｖｍａｘ；在测活体系中添加不同种类的
１ｍｍｏｌ／Ｌ的金属离子，实验不同金属离子对ＢＳＥ１
活性的影响；改变反应体系中的Ｃａ２＋、Ｂａ２＋浓度和
底物浓度，测定酶促反应的初速度，并以Ｌｉｎｅｗｅａｖ
ｅｒＢｕｒｋ双倒数法作图，判断其效应机理．

１．２．３ＢＳＥ１的失活反应动力学　　在７０℃时保温
不同的时间，测定并计算 ＢＳＥ１的保留活性，构建
ＢＳＥ１在７０℃时的连续失活动力学模型，对ＢＳＥ１
的连续失活模型进行分析，研究其热失活规律．

２结果和分析
２．１ＢＳＥ１的催化动力学研究
２．１．１温度和ｐＨ对反应速率的影响　　温度和ｐＨ
对ＢＳＥ１催化 ＰＮＰＰ的反应速率的影响显著，ＢＳＥ
１的最适反应温度为６０℃（图１），最适ｐＨ＝１０．０．

图１温度和ｐＨ值对ＢＳＥ１酶活力的影响
Ｆｉｇ．１ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｐＨｏｎｅｓｔｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

２．１．２酶促反应时间进程　　为确定酶促反应的最
佳时间，作酶促反应时间的进程曲线．准确测定反
应不同时间下的吸光度，绘制反应时间

!!

吸光度

值曲线（图２）．由图１可知，在前１０ｍｉｎ内酶活力
与反应时间具有很好的线性关系，利用软件 Ｃｕｒｖｅ
Ｅｘｐｅｒｔ１．３将１０ｍｉｎ的实验数据选择公式Ｙ＝ａ＋ｂ
·Ｘ进行数据拟合，最终求得拟合系数 ａ＝
０．００９７３，ｂ＝０．０７９４１，得 到 回 归 方 程 Ｙ ＝
０．００９７３＋０．０７９４１Ｘ，相关系数ｒ＝０．９９７１９．

图２酶促反应时间进程曲线
Ｆｉｇ．２Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

２．１．３动力学参数的确定　　研究发现，反应速率
与底物浓度呈典型的米氏曲线关系（图 ３）：当
ＰＮＰＰ浓度较低时，反应速率近乎直线上升，但随
ＰＮＰＰ浓度的增大，酶促反应速率增加变慢．当
ＰＮＰＰ浓度增加到１７ｍｍｏｌ／Ｌ时，反应速率趋近于

图３ＰＮＰＰ浓度对反应速率影响
Ｆｉｇ．３ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＮＰＰｏｎｔｈｅＢＳＥ１ａｃｔｉｖｉｔｙ

最大值，说明 ＢＳＥ１催化 ＰＮＰＰ水解反应遵循
ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ方程式．利用软件ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１．
３对实验数据选择公式Ｙ＝ａ·Ｘ／（ｂ＋Ｘ）进行数据
拟合，求得拟合系数ａ＝０．９７，ｂ＝８．１５，即 ＢＳＥ１
催化ＰＮＰＰ水解反应的Ｋｍ＝８．１５ｍｍｏｌ／Ｌ和Ｖｍａｘ＝

０．９７ｍｍｏｌ·ｍｇ－１·ｍｉｎ－１．
２．２金属离子对动力学的影响
２．２．１金属离子对ＢＳＥ１的活性影响　　通过不同
种类的金属离子对 ＢＳＥ１的酶活影响研究发现，
Ｃａ２＋对ＢＳＥ１有很好的激活作用，而Ｂａ２＋对其有明
显的抑制作用；Ｃａ２＋在浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，具有最
大激活作用，酶活提高２５０％（图４），降低或者再
增大Ｃａ２＋的浓度，对ＢＳＥ１的激活作用均减弱；随
着Ｂａ２＋浓度的增大，ＢＳＥ１的酶活不断降低，Ｂａ２＋
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图４ＣａＣｌ２对ＢＳＥ１的酶活性影响
Ｆｉｇ．４ＥｆｆｅｃｔｏｆＣａＣｌ２ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢＳＥ１

浓度≥１ｍｍｏｌ／Ｌ时酶活损失严重，在１ｍｍｏｌ／Ｌ浓
度下仅能保留１０％～２０％的活性（图５）．

图５ＢａＣｌ２对ＢＳＥ１的酶活性影响
Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆＢａＣｌ２ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢＳＥ１

２．２．２Ｃａ２＋对ＢＳＥ１的激活作用动力学　　准确测
定并计算不同底物浓度和不同 Ｃａ２＋浓度时的酶促
反应速率，实验结果以ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数作图
（图６）．研究发现：加入激活剂Ｃａ２＋后，随着Ｃａ２＋

图６Ｃａ２＋对ＢＳＥ１的激活作用

Ｆｉｇ．６ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｓｆｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａ２＋ｏｎＢＳＥ１

ＴｈｅｏｆＣａ２＋（１～４）：０、０．２５、０．５、１ｍｍｏｌ／Ｌ

对酶的激活作用的增强，使得Ｖｍａｘ增大，而Ｋｍ值降
低，其效应为混合型激活作用．

２．２．３Ｂａ２＋对ＢＳＥ１的抑制作用动力学　　准确测
定并计算不同底物浓度和不同 Ｂａ２＋浓度时的酶促
反应速率，实验结果以ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数作图
（图７）．研究发现：Ｂａ２＋对酶的抑制作用，使得Ｋｍ

图７Ｂａ２＋对ＢＳＥ１的抑制作用
Ｆｉｇ．７ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｓｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢａ２＋ｏｎＢＳＥ１

ＴｈｅｏｆＢａ２＋（１～４）：０、０．１、０．２５、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

值不变，Ｖｍａｘ随着 Ｂａ
２＋浓度的增加而下降，双倒数

作图直线相交于横轴，其效应为非竞争性抑制

作用．

３ＢＳＥ１的热失活动力学
对ＢＳＥ１的热稳定性研究发现，ＢＳＥ１在≤６０

℃条件下性质稳定；在７０℃时，活性损失较为明
显．为了进一步研究ＢＳＥ１的热失活情况，对其在
７０℃的热失活动力学进行了研究，为 ＢＳＥ１在食
品中的潜在应用奠定基础．
３．１模型构建

酶的失活是一个非常复杂的过程，即使失活遵

循一级反应动力学，失活的机理也未必清楚．有
时，酶在结构上发生一些变化，可能并不完全失去

催化能力，却影响了它的比活力．人们很早就提出
失活一般是多步过程，或是串联，或是平行，或两

者交错［１０］．我们采用连续模型对 ＢＳＥ１的失活过
程进行模拟，即将ＢＳＥ１的失活过程看作不是一个
阶段，而是通过一个中间过渡态进行的，发生下列

过程：
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其中Ｅｄ、Ｅｄ１和Ｅｄ２为完全失活的“死酶”，α１、α２是
Ｅ１、Ｅ２对Ｅ的相对活力，ｋｉ为反应速率常数．

在此模型的基础上，作如下假定：

１．时间ｔ＝０时，Ｅ１、Ｅ２的浓度ｃＥ１＝０、ｃＥ２＝０．
２．Ｅ到 Ｅ１到 Ｅ２是不可逆反应，这样 ｋ－１＝０、

ｋ－２＝０；当ｔ趋于∞时，所有的酶都变成Ｅ２的形式，

且它是稳定的，则ｋｄ２＝０．
３．没有平行失活现象，这样ｋｄ＝０、ｋｄ１＝０．
通过以上假设，将时间 ｔ时 Ｅ的浓度记为 ｃｔ，

则总酶的残存活性α（ｔ）可记为如下公式［１１］．

　　α（ｔ）＝（ｃＥ＋α１ｃＥ１＋α２ｃＥ２）／ｃ０＝（１＋
α１ｋ１－α２ｋ２
ｋ２－ｋ１

）ｅｘｐ（－ｋ１ｔ）＋
（α２－α１）ｋ１
ｋ２－ｋ１

ｅｘｐ（－ｋ２ｔ）＋α２ （公式１）

３．２模型拟合结果
利用以上酶失活的连续模型，用数据拟合软件

ＤａｔａＦｉｔ８．０对７０℃时酶的失活实验数据选择公式
Ｙ＝ａ·ｅｘｐ（ｂ·Ｘ）＋ｃ·ｅｘｐ（ｄ·Ｘ）＋ｅ进行拟合
（图８），求得ａ＝０．７７，ｂ＝－１．４１，ｃ＝０．０６，ｄ＝－
０．２８，ｅ＝０．１７与公式１相比较求得拟合参数 α１＝
０．２２，α２＝０．１７，ｋ１＝１．４１，ｋ２＝０．２８．其中散点和
曲线分别代表实验值和计算值．图７表明，二者的
拟合效果良好，说明所选择的模型是适合的．

图８ＢＳＥ１的热失活效应
Ｆｉｇ．８ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒｍａｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｎＢＳＥ１

通过对实验结果和拟合参数的研究，得到如下

结论：第一，α１、α２均小于１，说明在加热过程中
ＢＳＥ１的中间态Ｅ１和终态 Ｅ２的活性均小于原酶 Ｅ，
存在酶热失活现象；第二，α１和 α２相差不大，表明
Ｅ１和Ｅ２的活性差别不大，ＢＳＥ１的保留活性趋于稳
定；第三，ＢＳＥ１的失活速率常数 ｋ１明显大于 ｋ２，
这表明ＢＳＥ１的两步失活过程中，第一步失活速率
要快，ＢＳＥ１的失活主要集中在第一步，在２ｈ的
加热过程中，随着时间的延长失活速率变小，酶趋

于稳定．
通过ＢＳＥ１的热失活模型研究发现，此连续模

型很好的模拟了ＢＳＥ１的失活过程，结果表明：在
７０℃时，酶的第一步失活速率较大，酶的活性损失
比较严重，随后酶趋于稳定，在 ＜７０℃时，ＢＳＥ１
能得到很好的应用．

４讨　　论
目前，对不同微生物来源酯酶的酶学性质以及

动力学研究都已有相关报道，其中芽孢杆菌来源的

酯酶研究较多．Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓ酯酶（ＢＣＥ）［１２］的
最适温度６０℃，最适ｐＨ＝８．５，ＢＣＥ能很好的催化
短中链的对硝基苯酯．Ｃａ２＋能使 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＲＲＬ１７８９酯酶［１３］的活性提高２０％，但是此酯酶并
不属于金属酶，在结构上与丝氨酸蛋白酶家族类

似．来源于ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｌｗｏｆｆｉｉＩ６Ｃ１酯酶［１４］的最适

温度为３７℃，最适 ｐＨ８．０，Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋等
金属离子是它的强抑制剂．与以上微生物酯酶相比
较，ＢＳＥ１具有较高的最适反应温度和 ｐＨ值，属
于嗜热碱性酯酶；金属离子对酶活影响显著，

１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｃａ２＋能使酯酶活性提高２５０％，Ｂａ２＋是
其强抑制剂；在催化ＰＮＰＰ时的Ｋｍ＝８．１５ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｖｍａｘ＝０．９７ｍｍｏｌ·ｍｇ

－１·ｍｉｎ－１，具有自己独特的
催化性质．

我们主要研究了酯酶ＢＳＥ１水解底物 ＰＮＰＰ的
催化动力学和热失活动力学，探讨了ＢＳＥ１的最适
反应条件和金属离子对其动力学的影响，并成功构

建热失活动力学模型．研究表明ＢＳＥ１能很好的催
化ＰＮＰＰ，抑制类型显示，Ｃａ２＋为混合型激活作用，
Ｂａ２＋为非竞争性抑制作用．利用连续失活模型对
ＢＳＥ１的失活动力学进行模拟发现，两步失活模型
能够很好的模拟酶失活过程，相关系数大于０．９９．
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