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摘要: 本研究旨在从南极磷虾中筛选克隆获得胰白蛋酶基因(EsTRY), 构建重组表达载体 EsTRY-pCold-SUMO, 在

大肠杆菌中实现高效异源表达, 研究该酶对邻苯二甲酸酯类化合物(PAEs)的降解活性。南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)

的基因长 1350 bp, 编码 449 个氨基酸, 理论分子量(MW)为 47040.35 Da, 理论等电点(pI)为 4.90。结构分析表明, 

EsTRY 含有典型的催化三联体(Asp/Glu-Ser-His)及一个底物特异性结合位点, 属于丝氨酸蛋白酶家族。EsTRY 的酯

酶活性达到 18973 U/mL, 比酶活为 5802.15 U/mg。最适反应温度为 25 ℃, 最适 pH 为 7.0。酶催化降解实验表明, 

EsTRY 对 PAEs 有较强的降解能力, 15 min 内分别降解 13.2%、34.4%、63.5%、48.9%的 1 mmol/L DMP、DEP、

DPRP、DBP; 5 h 内降解率分别达到 39.4%、62.7%、86.8%、98.7%。本研究发现 EsTRY 对 PAEs 具有降解活性, 为

塑化剂污染的生物治理提供了新的潜在工具, 同时也为南极磷虾的高效利用与高值开发提供了科学依据。 
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南极磷虾(Euphausia superba)是南极海洋生

态系统中的关键基石物种, 其生物量估计为 3 亿~ 

5 亿吨, 是地球上数量最庞大的动物种群之一。南

极磷虾广泛参与南极海洋生态系统的物质与能量

流动, 并在全球生物地球化学循环中发挥着重要

作用[1]。南极海域独特的环境条件塑造了南极磷

虾酶高活性和耐低温的特性[2]。南极磷虾酶资源

的开发利用是突破传统低效利用模式的关键, 已

在食品、医药、洗涤等诸多领域展现出广阔的应

用前景。目前针对南极磷虾来源酶的开发利用仍

处于初级阶段, 已有研究主要集中于蛋白酶[3-7]、

羧肽酶[8]、谷氨酰胺转氨酶[9]、果糖-1,6-二磷酸醛

缩酶[10]、几丁质去乙酰化酶[11]等, 这些酶在低温

条件下表现出较高的催化活性, 为探索极端环境

下的生物催化机制提供了新思路与研究方向。 

胰蛋白酶(trypsin, EC 3.4.21.4)是一种丝氨酸

蛋白酶 , 能够特异性水解精氨酸 (Arg)和赖氨酸

(Lys)的羧基末端肽键, 并参与酶原激活的级联反

应[12-14]。胰蛋白酶不仅能够催化肽键水解, 还能

水解上述碱性氨基酸羧基末端形成的酰胺键和酯

键, 其对不同化学键的水解效率由高到低依次为

酯键、酰胺键、肽键，因此通常采用酰胺酶活性

和酯酶活性两种方法来评估胰蛋白酶的酶活性

(图 1、图 2)[15]。胰蛋白酶的催化活性中心依赖于

其活性中心的催化三联体(His、Asp、Ser), 其中

Asp 残基通过静电作用决定底物特异性, 胰蛋白

酶通过共价催化(酰基-酶中间体的形成)、过渡态

稳定及酸碱催化(His 质子转移)实现高效、特异性

的肽键水解[16]。 

胰蛋白酶已在多个领域展现了广泛的应用潜 
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图 1  南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)酯酶活测定原理 

Fig. 1  Principle of esterase activity assay for EsTRY 
 

 
 

图 2  南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)酰胺酶活测定原理 

Fig. 2  Principle of amidase activity assay for EsTRY 
 

力, 如食品加工(如蛋白质水解和脂质提取[17-21])、

医药研发(如胰岛素的生产[22-23]、抗冻肽制备[24-25]

和伤口愈合[26-28])以及环境技术(如生物修复[29-30])

等。Chi 等[31]研究表明邻苯二甲酸酯(phthalic acid 

esters, PAEs)对胰蛋白酶具有荧光猝灭作用, PAEs

与胰蛋白酶主要通过疏水相互作用形成胰蛋白酶- 

PAEs 复合物。胰蛋白酶可以水解羧基形成的酯

键, 具有降解 PAEs 的潜能。探究南极磷虾来源的

胰蛋白酶对 PAEs 的降解能力, 可为海洋、土壤

等环境中塑化剂的生物修复提供新策略。 

塑化剂主要用于高分子量聚合物材料, 以增

强其可塑性和柔韧性, 因此广泛应用于个人护理

产品、化妆品、卫生产品、塑料薄膜、染料、黏

合剂、包装材料、医疗设备、建筑材料等多个领

域[32]。其中, 邻苯二甲酸酯类(phthalic acid esters, 

PAEs)是应用最为广泛的增塑剂 , 约占全球塑化

剂总产量的 80%[33]。由于塑化剂在环境中难以自

然分解, 并易通过生物链累积, 其在生态系统和

人体健康方面的潜在风险已引起广泛关注。研究

表明, PAEs 污染物已在人类社区的 40 种不同的

人类生活环境介质(空气、污泥、食物和饮用水)

中被检测到 , 其中在地表水中的残留浓度高达 

500 mg/L[34]。在现有的降解方法中, 生物降解因

其高效、安全、清洁和环保的特点被认为是一种

理想的解决方案[35]。相比传统的微生物降解方法

(通常受限于环境适应性和降解率低等因素), 酶

降解方法因技术的不断改进(如异源表达系统的

创建)而展现出显著的优势。本研究基于南极磷

虾基因组和蛋白转录组生物信息学分析, 筛选并

鉴定了一种南极磷虾胰蛋白酶基因 (EsTRY), 并

在大肠杆菌 BL21 中实现了可溶性活性表达, 进

一步探究其酶学性质和对酯键类塑化剂的降解

能力。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究所使用的南极磷虾于 2022 年 10 月在

南极海域捕捞, 采用−80 ℃超低温冷冻贮存。 
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1.2  试剂和化学品 

限制性内切酶 BamH I、Hind III、2×Taq Mix 

DNA 聚合酶和 T4 DNA 连接酶均购自宝日医生物

技术(北京)有限公司。Nα-苯甲酰-L-精氨酸乙酯盐

酸盐购自上海麦克林生化科技股份有限公司。

N-α-苯甲酰-DL-精氨酰-4-硝基苯胺盐酸盐购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司。邻苯二甲酸二

甲酯(DMP)和邻苯二甲酸二丙酯(DPRP)均购自上

海源叶生物科技有限公司。邻苯二甲酸二乙酯

(DEP)和邻苯二甲酸二丁酯 (DBP)均购自国药集

团化学试剂有限公司。动物组织总 RNA 提取试剂

盒购自成都福际生物技术有限公司。FastKing 

cDNA 第一链合成试剂盒购自天根生化科技(北京)

有限公司。质粒快速提取试剂盒、普通琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒均购自 Omega Bio-Tek 公司。

所有其他化学品均为分析级。 

1.3  仪器 

ZQZY-C8V 恒温震荡培养箱(知楚仪器有限

公司)、SHP-250 生化恒温培养箱(上海精宏实验设

备有限公司)、071-851 定性梯度 PCR 仪(德国

Biometra 公司)、GS-680J 凝胶成像分析仪(上海培

青科技有限公司)、G154DS 高压蒸汽灭菌锅(厦门

致微仪器有限公司)、CR21G III 大型高速离心机

(日本 Hitachi 株式会社日立制作所)、VCF-1500

超声破碎仪(Sonics 索尼克斯公司)、CHB-100 恒

温金属浴 (杭州博日科技有限公司 )、 ORION 

Model 818 pH 计(美国奥立龙公司)、UV-2550 紫

外可见分光光度计(日本岛津公司)、LC-20A 高效

液相色谱仪(日本岛津公司)。 

1.4  胰蛋白酶基因 DNA 的克隆与重组载体构建 

1.4.1  南极磷虾 RNA 提取  采用 FOREGENE 动

物组织总RNA提取试剂盒, 按照其操作手册的标

准步骤提取南极磷虾的总 RNA。 

1.4.2  南极磷虾 cDNA 合成  根据天根 FastKing 

cDNA 第一链合成试剂盒的步骤合成南极磷虾

cDNA。 

1.4.3  EsTRY 基因克隆  以南极磷虾总 RNA 为

模板, 反转录合成 cDNA, 并进行转录组测序。根

据测序结果拼接胰蛋白酶的基因序列 , 并在

NCBI 库进行序列比对, 获得南极磷虾 EsTRY 的

完整基因序列。以南极磷虾 cDNA 为模板, 依据

转 录 组 测 序 数 据 分 别 设 计 正 向 引 物

(5ʹ-GATCCCATCATCACCATCATCA-3ʹ)和反向引

物 (5ʹ-AGCTTTTAATGGTGATGATGATGG-3ʹ), 进

行 PCR 扩增。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 

通过凝胶成像系统观察目标条带。从琼脂糖凝胶

中切下单一 DNA 条带并进行 DNA 胶回收, 随后

对回收产物进行基因序列验证。 

1.4.4  EsTRY重组载体构建  选择 pCold-SUMO

为表达载体, 根据大肠杆菌的密码子偏好性对目

的基因进行密码子优化。随后构建质粒图谱, 并

在 BamH I 和 Hind III 限制性内切酶位点之间插入

目的基因片段, 得到命名为 EsTRY-pCold-SUMO

的重组质粒。 

1.5  重组载体的表达 

1.5.1  质粒提取  从合成的重组菌中提取 EsTRY- 

pCold-SUMO 质粒, 对其进行验证和表达。质粒

提取按照 Omega快速质粒提取试剂盒的说明进行

操作。 

1.5.2  转化表达  将提取的质粒进行序列测定, 

并通过琼脂糖凝胶电泳验证其构建正确性。采用

热休克法将确认后的质粒转化入大肠杆菌感受

态细胞 RTS BL21 (DE3) chaprone 中。将携带重组

质粒 EsTRY-pCold-SUMO 的转化子接种于含有

100 μg/mL 氨苄霉素的 LB 液体培养基中 , 在

37 ℃、200 r/min 条件下培养 , 直到菌体密度

OD600 达到 0.6~0.8。随后加入 0.55 mol/L IPTG, 在

15 ℃诱导表达 24 h。 

1.6  胰蛋白酶粗酶液的制备 

收集诱导表达的大肠杆菌, 在 8000 r/min、

4 ℃离心 20 min 后回收菌体 , 使用 Tris-HCl 

(50 mmol/L, pH 8.0)洗涤 3 次并重悬。超声裂解

20 min, 破碎后的菌液于 4 ℃、10000 r/min 离心

90 min, 去除沉淀 , 收集上清液。所得上清经

0.22 μm 滤膜过滤后即为粗酶液。采用十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析蛋白

质的分子质量。蛋白浓度采用 Bradford 法测定。 

1.7  胰蛋白酶酶活测定 

重组胰蛋白酶的酯酶活性检测 [36]如下 : 将

100 µL 样品溶液与 900 µL 底物溶液[67 mmol/L, 
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pH 7.6 磷酸钠缓冲液, 含 0.25 mmol/L N-苯甲酰- 

L- 精氨酸乙酯 (N-Benzoyl-L-Arginine-Ethylester, 

BAEE)]在 25 ℃下混合在石英试管中。反应 5 min 

后, 用分光光度法监测 253 nm 处的吸光度变化。

一个酯酶活性单位(U)定义为每分钟使 A253 增加

0.001 的酶量。 

重组胰蛋白酶的酰胺酶活性测定[36]如下: 将

100 µL 样品溶液与 800 µL 检测缓冲液[50 mmol/L, 

pH 8.0 Tris-HCl 和 100 µL 10 mmol/L N-苯甲酰基- 

DL-精氨酰 -4-硝基苯胺盐酸盐 (N-benzoyl-DL- 

arginine-4-nitroanilide hydrochloride BAPNA)溶于

二甲基亚砜(DMSO)]。在 40 ℃反应 5 min, 用分

光光度法监测在 410 nm 处的吸光度变化, 以空

载体表达的粗酶液作为对照。一个酰胺酶活性单

位(U)定义为每分钟使 A410 增加 0.1 的酶量。 

1.8  生化特性 

为了检测温度对 EsTRY 活性的影响, 将底物

溶液在 15~40 ℃温度范围下预孵育 5 min, 随后

加入酶液启动反应。每个温度设定 3 个平行实验, 

测定相对酶活 , 以 25 ℃所测的最大酶活设为

100%进行相对酶活计算。为评估 pH 对 EsTRY 活

性的影响, 在 25 ℃下, 分别于 pH 4.0~11.0 的缓

冲液中检测酶反应 5 min。每个 pH 条件做 3 个平

行实验, 测定相对酶活, 并以 pH 为 7.0 条件下的

最大酶活设为 100%计算相对酶活。 

1.9  EsTRY 降解 PAEs 

1.9.1  底物浓度影响  分别配置浓度为 100 mmol/L

的 4 种邻苯二甲酸酯(PAEs)溶液, 包括邻苯二甲

酸二甲酯(DMP)、邻苯二甲酸二乙酯(DEP)、邻苯

二甲酸二丙酯(DPRP)和邻苯二甲酸二丁酯(DBP)。

在 1 mL 反应体系中分别添加终浓度为 1 mmol/L

和 2 mmol/L 的目标底物, 在 45 ℃、pH 9.0 条件

下反应 5 h, 每隔 1 h 取样一次, 采用高效液相色

谱(HPLC)检测 PAEs 的浓度变化。每种底物设置

3 个平行实验, 并以空载体表达的酶液作为对照

组, 测定各底物的降解率。 

1.9.2  温度对降解率的影响  将终浓度为 1 mmol/L

的 DMP、DEP、DPRP、DBP 分别在 25 ℃、35 ℃、

45 ℃, pH 9.0 条件下反应 5 h, 每隔 1 h 取样检测

PAEs 浓度。每组底物设置 3 个平行实验, 并以空

载体酶液作为对照组, 测定降解率。 

1.10  液相检测 

通过 HPLC 检测 DMP、DEP、DPRP 和 DBP

在反应体系中的残余量。色谱柱使用 Thermo-C18 

(150×4.6 mm), 紫外检测波长为 254 nm, 柱温为

30 ℃, 进样体积为 10 µL。流动相为乙腈和纯水。

DMP 和 DEP 的洗脱条件为 : 40%乙腈 , 流速

1 mL/min; DPRP 和 DBP 的洗脱条件为: 60%乙腈, 

流速 1 mL/min。 

2  结果与分析 

2.1  胰蛋白酶基因的克隆和生物信息学分析 

以南极磷虾 cDNA 为模板, 成功克隆并验证

了 EsTRY 基因。经琼脂糖凝胶电泳验证(图 3), 在

1400 bp 左右检测到明显条带, 与预测片段大小

相符。EsTRY 全长 1350 bp, 编码 449 个氨基酸, 分

子量为 47040.35 Da, 理论等电点为 4.90。449 个

氨基酸包括 38 个带正电荷残基(Asp+Glu), 28 个

带负电荷残基(Arq+Lys)。生物信息学分析显示, 

不稳定指数(II)为 34.14 (˂40), 表明 EsTRY 是稳

定蛋白。脂肪族指数为 66.97, 表明其可溶于脂

类。ProtScale 蛋白质疏水分析表明, EsTRY 亲水

性残基多于疏水残基 ,  总平均亲水性为−0.112, 

因此推测 EsTRY 具有较强的亲水性。糖基化分析

显示, EsTRY 具有 17 个 O-糖基化位点, 分别位于 
 

 
 

图 3  PCR 扩增条带 

Fig. 3  PCR amplification bands 
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59、104、159、161、162、164、165、170、171、

176、177、182、183、188、189、194、440 位, 但

无 N-糖基化位点。利用 NCBI Blast 比对发现, 

EsTRY 与挪威明虾来源的胰蛋白酶相似性最高

(72.69%), 其次依次为美洲螯虾来源的胰蛋白酶

(54.75%)、印度对虾来源的胰蛋白酶(51.02%)、斑

节对虾来源的胰蛋白酶(50.00%)和南美白对虾来

源的胰蛋白酶(49.21%) (图 4)。SOPMA 预测蛋白

二级结构表明, EsTRY 包含 7.57%的 α-螺旋和

21.60% 的 β- 折叠以及 70.82% 的无规卷曲。

CD-Search 蛋白结构预测表明, EsTRY 具有丝氨

酸、组氨酸和天冬氨酸组成的催化三联体。组氨

酸残基作为酸碱催化剂, 通过其咪唑环进行质子

转移, 使活性中心的丝氨酸残基的羟基氧原子质

子化, 从而增强其亲核性。根据蛋白家族分类标

准, EsTRY 属于丝氨酸蛋白酶家族(图 5)。 
 

 
 

图 4  南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)与其他物种的氨基酸序列对比 

Fig. 4  Amino acid sequences of Euphausia superba tryptic albuminase (EsTRY) compared with other species 
 

 
 

图 5  南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)保守结构域分析 

Fig. 5  Conserved domain analysis of Euphausia superba tryptic albuminase (EsTRY) 
 

2.2  重组表达载体构建表达 

通过密码子优化平台对 EsTRY 基因序列进行

适应性改造, 将宿主大肠杆菌低频密码子置换为

优势密码子。采用分子克隆技术构建重组表达系

统, 将 EsTRY 基因与 pCold-SUMO 原核表达载体

进行重组, 构建大肠杆菌特异性表达载体 EsTRY- 

pCold-SUMO。随后, 将 EsTRY-pCold-SUMO 重组

质粒转化至大肠杆菌 RTS BL21 (DE3) Chaprone。

采用 pCold-SUMO 载体配套引物进行菌落 PCR 鉴

定, 结果显示载体引物序列扩增的长度为 294 bp, 

插入目的基因片段为 1410 bp, 两者合计 1704 bp。

经凝胶电泳确认目标条带大小与理论值一致(图 6), 

最终获得重组工程菌 EsTRY-pCold-SUMO-RTS 

BL21。 
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图 6  琼脂糖凝胶验证重组表达结果 

Fig. 6  Validation of recombinant expression  
results on agarose gels 

 

将 EsTRY-pCold-SUMO-RTS BL21 工程菌扩

大培养, 在 15 ℃低温条件下诱导培养 24 h, 获得

粗酶液。通过 SDS-PAGE 对蛋白进行检测。结果

显示, EsTRY 的理论分子量为 60.62 kDa, 电泳图

显示在 60 kDa 附近存在特异性条带, 其迁移距离

与预测值一致(图 7), 表明成功实现了 EsTRY 蛋

白的可溶性表达。 
 

 
 

图 7  诱导后南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY) 

的 SDS-PAGE 蛋白电泳图 

M: 蛋白 marker; 泳道 1: EsTRY 裂解后沉淀; 泳道 2: EsTRY

裂解后上清; 泳道 3: pCold-SUMO 空载体裂解后上清. 

Fig. 7  SDS-PAGE protein electrophoresis of  
Euphausia superba tryptic albuminase (EsTR) after induction 

M: protein marker; lane 1: precipitation after EsTRY lysis;  
lane 2: supernatant after EsTRY lysis; lane 3: supernatant  

after pCold-SUMO empty vector lysis. 

2.3  EsTRY 酶活测定 

重组酶EsTRY的酯酶活性为 18973 U/mL, 比

酶活性为 5802.15 U/mg; 酰胺酶活性为 120.5 U/mL, 

比酶活性为 36.85 U/mg。与其他来源的胰蛋白酶

相比, 南极磷虾来源 EsTRY 酶活性处于中等偏上

水平。例如, 链霉菌胰蛋白酶 GM2938 的酯酶活

性为 1622.2 U/mL, 酰胺酶活性为 33.8 U/mL[36]; 

灰色链霉菌胰蛋白酶 (SGT) 的酰胺酶活性为

(177.85±2.83) U/mL[37], 而南极磷虾来源胰蛋白

酶 EsTrypsin-1 酰胺酶活为 0.101 U/mL[38]。人源

胰蛋白酶的酯酶酶活为 400 U/mL[39]。重组表达

于毕赤酵母 GS115 的弗氏链霉菌胰蛋白酶酰胺

水解比活性为 39.39 U/mg[40]。南极磷虾来源冷适

应胰蛋白酶 OUC Pp 20 酯酶活性为 (21.46± 

3.02) U/mg, 酰胺酶酶活为(2.40±0.35) U/mg[41]。 

2.4  EsTRY 基础酶学性质研究 

在 15~40 ℃的温度范围内, 测定温度对 EsTRY

酶活性的影响。结果表明, 在 15~25 ℃区间内, 

EsTRY 的催化效率随温度升高呈现逐渐增强, 并

在 25 ℃时达到最优。当温度超过 25 ℃后, 酶活

随温度上升显著降低(图 8a)。与其他来源的胰蛋

白酶相比, EsTRY 的最适温度明显偏低。例如, 人

源胰蛋白酶最适温度为 20 ℃, 牛源胰蛋白酶最适

温度为 35 ℃, 虾源胰蛋白酶最适温度为 40 ℃, 弗

氏链霉菌源胰蛋白酶和日本鳀源胰蛋白酶的最适

温度均为 45 ℃[40-41]; 虹鳟、鲻和远东拟沙丁鱼胰

蛋白酶的最适温度分别为 60 ℃、55 ℃和 50 ℃[3]; 

Xin 等[3]在南极磷虾基因组中克隆了一种低温胰

蛋白酶 OUC-Pp-20, 并在毕赤酵母中表达, 最适

反应温度为 25 ℃。EsTRY 的最适温度较常见胰

蛋白酶低 , 显示其在低温环境中具有较高活性 , 

表明其为一类典型的低温适应型胰蛋白酶, 具有

良好的冷适应特性。 

在最适温度 25 ℃下, 研究 pH (4.0~11.0)对

EsTRY 酶活性的影响。结果显示, EsTRY 的催化

效能具有明显的 pH 依赖性。在中性条件(pH=7.0)

时, 该酶的活性达到最高。然而在碱性条件(pH= 

7.0~11.0)下, 随 pH 升高, 其生物催化能力呈现显

著减弱趋势(图 8b), 推测与酶蛋白构象的稳定性

变化密切相关。例如 ,  人源胰蛋白酶最适 pH 
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图 8  南极磷虾胰蛋白酶(EsTRY)最适反应温度和 pH 

a. 最适反应温度; b. 最适反应 pH. 

Fig. 8  Optimum reaction temperature and pH of Euphausia superba tryptic albuminase (EsTRY) 
a. Optimum reaction temperature; b. Optimum reaction pH. 

 

为 9, 牛源胰蛋白酶最适 pH 为 8.5, 虾源胰蛋白酶

最适 pH 为 8.5, 弗氏链霉菌源胰蛋白酶最适 pH

为 9[40], 南极磷虾低温胰蛋白酶 OUC-Pp-20 最适

pH 为 8[3]。多数胰蛋白酶的最适 pH 值集中在 8

左右, 说明 EsTRY 的最适 pH 接近中性, 归类为

中性蛋白酶。 

2.5  EsTRY 对 PAEs 的水解活性验证 

2.5.1  液相检测  通过 HPLC 定量分析各底物在

反应体系中的浓度变化。在 45 ℃、pH 为 9 的条

件下, 检测 EsTRY 对 1 mmol/L DMP、DEP、

DPRP、DBP 的降解效果。DMP、DEP、DPRP、

DBP 的保留时间分别为 7.412、8.006、8.726 和

9.764 min。反应 1 h 后, 四种底物的峰面积出现不

同程度的下降, 浓度分别降低了 16.2%、46.8%、

69.8%和 63.6% (图 9), 表明 EsTRY 能够有效催化

DMP、DEP、DPRP 和 DBP 的降解反应。 

2.5.2  底物浓度影响   底物浓度(1 mmol/L 和

2 mmol/L)对于 EsTRY 降解 DMP、DEP、DPRP、

DBP 的效率存在一定影响。在相同反应温度和反

应时间下, 重组酶 EsTRY 处理 1~5 h 后, 1 mmol/L

底物浓度下各 PAEs 的降解率普遍略高于 2 mmol/L

的底物浓度。尽管在总降解量上, 2 mmol/L 的底

物浓度更高, 但在反应初期(15 min 内), 1 mmol/L

浓度表现出更高的降解效率。具体而言, 在反应

开始 15 min 内, 1 mmol/L DMP、DEP、DPRP 和

DBP 的降解率分别为 13.2%、34.4%、60.8%和

42.2%; 而 2 mmol/L 4 种底物的降解率分别为

16.3%、32.8%、55.0%和 38.9%。在 1 h 内, 1 mmol/L 

4 种底物的降解率分别提升 16.2%、46.8%、69.8%

和 63.6%, 2 mmol/L 4 种底物的降解率分别为

25.6%、49.6%、61.1%和 59.0%。在 5 h 内, EsTRY

对于 1 mmol/L PAEs 的降解率分别为 39.4%、

62.7%、76.5%和 76.7%; 2 mmol/L PAEs 的降解率

分别为 37.1%、58.0%、74.3%和 76.1% (图 10)。

综合而看, 虽然较高底物浓度(2 mmol/L)最终降

解量更大, 但低浓度底物在初期反应中具有更高

的降解效率, 可能与酶-底物结合效率及酶的饱和

度有关。随着反应时间的延长, 酶活性逐渐增强, 

较高浓度底物有助于提升总体降解量。此外, Chi

等[31]研究表明胰蛋白酶-PAEs 复合物的形成遵循

DMP>DEP>DBP 的亲和力顺序, 与侧链长度的顺

序相反。EsTRY 对 PAEs 的降解亦符合此规律。 

2.5.3  温度影响  温度对 EsTRY 催化不同底物

的降解活性具有显著影响。在 1 mmol/L 底物浓度

下, 对于 DMP 和 DEP, EsTRY 在 45 ℃下降解效

果最为显著, 反应 15 min 降解率分别达到 13.2%

和 34.4%, 1 h 降解率分别为 16.2%和 46.8%, 5 h

降解率进一步分别达到 39.4%和 62.7%。EsTRY

在 35 ℃时对 DPRP 降解率最高, 反应 15 min 降

解率达到 63.5%, 1 h 降解率为 69.8%, 5 h 降解率

进一步达到 76.5%。对于 DBP, EsTRY 在 25 ℃降

解率最高, 反应 15 min 降解率为 48.9%, 反应 1 h 
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图 9  在 45 ℃, pH 为 9 条件下 EsTRY 降解 1 mmol/L DMP、DEP、DPRP、DBP 1 h 的液相图 

a. EsTRY 降解 1 mmol/L DMP 1 h 的液相图; b. EsTRY 降解 1 mmol/L DEP 1 h 的液相图; c. EsTRY 降解 

1 mmol/L DPRP 1 h 的液相图; d. EsTRY 降解 1 mmol/L DBP 1 h 的液相图. 

Fig. 9  Liquid phase diagram of EsTRY degradation of 1 mmol/L DMP, DEP, DPRP, DBP for 1 h at 45 ℃, pH 9 
a. Liquid phase diagram of EsTRY degradation of 1 mmol/L DMP for 1 h; b. Liquid phase diagram of EsTRY  

degradation of 1 mM DEP for 1 h; c. Liquid phase diagram of EsTRY degradation of 1 mmol/L DPRP  
for 1 h; d. Liquid phase diagram of EsTRY degradation of 1 mmol/L DBP for 1 h. 

 

 
 

图 10  EsTRY 对于 1 mmol/L、2 mmol/L 底物的降解曲线 

a. EsTRY 对于 1 mmol/L 底物的降解曲线; b. EsTRY 对于 2 mmol/L 底物的降解曲线. 

Fig. 10  Degradation profiles of EsTRY for 1 mmol/L, 2 mmol/L substrates 
a. Degradation curve of EsTRY for 1 mmol/L substrate; b. Degradation curve of EsTRY for 2 mmol/L substrate. 

 

达到 79.9%, 反应 5 h 降解率高达 98.7%。对于

DPRP 和 DBP, 较低温度(如 25 ℃和 35 ℃)反而

更有利于其降解, 这与 EsTRY 的低温酶学特性相

一致, 进一步印证了其在低温条件下具有较高催

化活性(表 1~表 4、图 11)。表明在某些环境条件

下(如低温环境), EsTRY 可能在特定污染物的生

物降解中发挥更大作用, 具有在水产养殖和生态

修复等领域的应用潜力。 
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表 1  不同温度下 EsTRY 对 DMP 的降解率 

Tab. 1  Degradation rates of EsTRY for DMP at  
different temperatures 

% 

温度/℃ 
temperature 

反应时间/h reaction time 

0.25 0.5 1 2 3 4 5 

25 1.0 3.1 4.3 5.0 7.3 8.4 14.3

35 0.9 2.9 3.1 5.9 8.1 9.1 15.8

45 13.2 14.8 16.2 17.7 26.5 29.3 39.4

 
表 2  不同温度下 EsTRY 对 DEP 的降解率 

Tab. 2  Degradation rates of EsTRY for DEP at  
different temperatures 

% 

温度/℃ 
temperature 

反应时间/h reaction time 

0.25 0.5 1 2 3 4 5 

25 35.2 43.6 44.9 46.3 47.1 50.6 56.9

35 33.6 42.3 47.2 49.1 50.0 51.6 56.4

45 34.4 42.4 46.8 51.6 58.7 60.3 62.7

表 3  不同温度下 EsTRY 对 DPRP 的降解率 

Tab. 3  Degradation rates of EsTRY for DPRP at  
different temperatures 

% 

 反应时间/h reaction time 

0.25 0.5 1 2 3 4 5 

25 58.3 66.0 69.3 72.2 73.3 75.6 79.5

35 63.5 73.9 74.6 77.2 80.2 84.9 86.8

45 60.8 67.6 69.8 70.7 72.4 74.6 76.5

 
表 4  不同温度下 EsTRY 对 DBP 的降解率 

Tab. 4  Degradation rates of EsTRY for DBP at  
different temperatures 

% 

 反应时间/h reaction time 

0.25 0.5 1 2 3 4 5 

25 48.9 67.0 79.9 82.1 86.1 98.1 98.7

35 47.5 66.4 70.6 75.6 84.9 87.8 91.0

45 42.2 59.4 63.6 67.7 69.5 74.2 76.6

 

 
 

图 11  EsTRY 在 25 ℃、35 ℃、45 ℃下对 PAEs 的降解曲线 

a. EsTRY 在 25 ℃下对 PAEs 的降解曲线; b. EsTRY 在 35 ℃下对 PAEs 的降解曲线;  

c. EsTRY 在 45 ℃下对 PAEs 的降解曲线. 

Fig. 11  Degradation profiles of PAEs by EsTRY at 25 ℃, 35 ℃, 45 ℃ 

a. Degradation curve of EsTRY on PAEs at 25 ℃; b. Degradation curve of EsTRY on PAEs at 35 ℃;  

c. Degradation curve of EsTRY on PAEs at 45 ℃. 
 

3  讨论 

由于塑化剂通常不与聚合物基质发生化学键

合, 随着塑料产品的老化和降解, 塑化剂容易从

这些产品中逸出, 进入空气、水、土壤、污泥、废

水、生物群和食物链中, 尤其容易富集于高脂肪

含量的介质中, 从而成为广泛存在的污染物[42]。

PAEs 在环境中难以自然分解, 容易通过生物链蓄

积, 对生态环境及人体构成潜在威胁。环境中的

PAEs 会影响水生和陆生动物的繁殖, 导致其发育

和遗传异常[43]。目前, PAEs 被认定为第四类毒性

化学物质, 并且在我国的环境优先污染物黑名单

中列出了DMP、DBP和DOP三种 PAEs化合物[44]。 

多种微生物如芽孢杆菌属(Bacilus)、假单胞菌

属(Pseudomonas)、红球菌属(Rhodococcus)等都能

降解 PAEs, 其降解效率受 PAEs 侧链长度、环境

温度、pH 和污染物等因素影响[45-47]。Tang 等[48]

分离出根瘤菌(Rhizobium sp.) LMB-1, 能够有效

降解 PAEs, 该菌株在 45 h 内完全降解 DMP、

DEP、DMP 和 MEP, 具有良好的土壤修复潜力。

温度/℃ 
temperature

温度/℃ 
temperature
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Shariati 等 [49]分离出恶臭假单胞菌(Pseudomonas 

putida) ShA, 能够在 pH 7.0, 30 ℃下 22 h 内完全

降解 0.9 mmol/L 的 DEP。枯草芽孢杆菌属(Bacilus)

菌株 LUNF1 在 pH 8.0、30 ℃下 7 d 内对 0.5 mmol/L 

DBP、DEP 的降解率约为 90.0%和 14%[50]。假单

胞菌(Pseudomonas sp.) DNE-S1 在 pH 7.0、35 ℃

下 24 h 内对 2.25 mmol/L DEP 降解率达 97.8%[51]。

GRAS 枯草芽孢杆菌(Bacilus sp.) BJQ0005 在 pH 

7.5、37 ℃下 12 h 内对 0.72 mmol/L DBP 的降解

率约 98.0%, 其半衰期为 4.58 h, 该菌株在 5 d 能

够降解 90%的 4.5 mmol/L DEP、DBP[52]。尽管微

生物降解塑化剂的研究取得了一定的进展, 但整

体降解过程通常较为缓慢, 且受微生物种类、底

物结构及环境条件等多因素制约。 

除了微生物能够降解塑化剂外, 酶催化降解由

于其高度特异性和高效能, 在 PAEs 降解领域具有

广阔的应用前景。例如, 从戈登氏菌属(Gordonia)

放线菌中克隆并获得的脂酶 GoEst15, 在 pH 7.0、

30 ℃条件下, 1 h 内可降解 80%的 DBP (5 mmol/L)[53]。

从毛豆腐宏基因组中筛选出的低温适应性酯酶

Est1260, 在 pH 8.5, 0 ℃下, 5 h 内可完全降解

5 mmol/L 的 DMP、DEP 和 DBP[54]; 菌株 PAE-1

产生的水解酶在 30 ℃和 pH 8.0 下 12 h 内对

5 mmol/L 的 DBP 的降解率达到 98%[55]。硫还原

菌(sulfate-reducing bacteria)来源的酯酶 DeEst 在

pH 8.0, 55 ℃下, 1 h 内能够将 2 mmol/L DEP 水解

94.6%[56]。冷活性水解酶 DphB, 在 10 ℃下, 8 h

内降解完全 0.1 mmol/L DMP 和 DEP[57]; 嗜热放

线菌来源羧酸酯酶 TfCa, 在 50 ℃下孵育 1 h 后, 

完全降解 5 mmol/L 的 DEP[58]。来源于贝莱斯芽

孢杆菌 (Bacillus velezensis)的羧酸酯酶分别与

1 mmol/L DMP、DEP、DPRP 和 DBP 在 pH 7.0、

37 ℃下作用 5 h 后, 降解率分别达到 25%、50%、

94.8%和 88.4%[59]。相比之下 , 南极磷虾来源

EsTRY 对于 DMP、DEP、DPRP 和 DBP 的降解率

和速率处于中上水平, 显示出良好的 PAEs 降解

能力 , 具备在污染环境修复方面的重要应用潜

力。 

本研究成功实现了南极磷虾来源胰蛋白酶

EsTRY 在大肠杆菌中的可溶性表达。EsTRY 具有

较低的最适温度, 表明该酶在低温下具有较高的

活性。EsTRY 能有效降解 PAEs, 为开发新型、高

效且环保的塑化剂降解生物技术提供了理论支持

和实验依据。 
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Cloning and heterologous expression of Antarctic krill trypsin gene 
and its degradation of plasticizer 

ZOU Huaying1, TAN Jiahao1, WANG Fang2*, SONG Jia3, CHEN Mengyao1, XU Jiakun2* 

1. College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 
2. Key Laboratory of Sustainable Development of Polar Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Yellow 

Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 
3. College of Biological Engineering, Qingdao University of Science and Technology, Qingdao 266061, China 

Abstract: The objective of this study was to obtain the tryptic albuminase gene EsTRY from Antarctic krill 
(Euphausia superba) by screening and cloning, construct the recombinant expression vector EsTRY-pCold-SUMO, 
realize the high efficiency of heterologous expression in Escherichia coli, and reveal the degradation activity of 
this enzyme on phthalate esters (PAEs). The gene of trypsin EsTRY of Antarctic krill is 1350 bp in length, 
encoding 449 amino acids, with a theoretical molecular weight (MW) of 47040.35 Da and a theoretical isoelectric 
point (pI) of 4.90. Structural analysis revealed the presence of a catalytic triad (Asp/Glu-Ser-His) and a substrate- 
specific binding site, classifying EsTRY as a member of the serine protease family. The esterase activity of EsTRY 
was determined to be 18973 U/mL, with a specific enzyme activity of 5802.15 U/mg. The optimal reaction 

temperature was found to be 25 ℃, and the optimal pH was determined to be 7.0. Enzyme-catalyzed degradation 

experiments demonstrated that EsTRYpossessed the capacity to degrade phthalic acid esters (PAEs), with 13.2%, 
34.4%, and 63.5% of the 1 mmol/L of PAEs being degraded within 15 min, respectively. Furthermore, 48.9% of 
1 mmol/L DMP, DEP, DPRP, and DBP were degraded within 15 min, and the degradation rates reached 39.4%, 
62.7%, 86.8%, and 98.7% within 5 h, respectively. In this paper, we investigated the degradation activity of 
EsTRY on PAEs, which provides a new potential tool for the biological management of plasticizer pollution, as 
well as a scientific basis for the efficient utilization and high-value exploitation of Antarctic krill. 

Key words: Antarctic krill; trypsin; heterologous expression; degradation of plasticisers 
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