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源、运行机制、绩效评价等关键问题，为国家和省级层面制定

推广农业生态补偿制度提供参考依据。

４．３　建立多元化农业生态补偿途径，形成高效率的农业生态
补偿机制

应区分不同类型农业生态服务功能，相应地建立政府购

买与奖励、市场运作相结合的补偿途径，建立各级财政资金相

结合，企业、农户与消费者分担，多渠道融资的投入机制，建立

实物、技术、货币与政策相结合的综合性补偿形式，拓展财政

拨款、转移支付、生态项目建设、生态补偿税费征收等多样化

补偿渠道。

４．４　构建农业生态补偿长效保障机制，强化农业生态补偿宣
传教育

首先，建立农业生态补偿信息公开机制和公众参与机制，

确保农业生态补偿体系高效运作，并接受公众监督；其次，建

立农业生态补偿绩效考核机制，并纳入政府工作绩效考核范

畴，明确农业生态补偿的权、责、利；第三，充分发挥社会服务

组织作用，减少农业生态补偿实施成本；第四，建立农业生态

补偿的示范基地，实施农业生态补偿教育培训项目，强化农业

生态补偿宣传教育，夯实农业生态补偿实施的社会基础。
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超声波破碎法提取多食鞘氨醇杆菌中

１７β－雌二醇降解酶的优化及酶学性质
王　飞，张　丽

（南京理工大学环境与生物工程学院，江苏南京２１００９４）

　　摘要：采用超声波破碎多食鞘氨醇杆菌细胞壁的方法提取雌二醇降解酶，通过单因素条件研究确定各因素对超声
波破碎影响的高低，依据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计原则对破碎条件进行响应面回归模型分析（ＲＳＡ）。研究得到最佳条件
为：菌体浓度１８８ｍｇ／ｍＬ，破碎功率４００Ｗ，总破碎时间２９ｍｉｎ（超声３ｓ，间隔５ｓ），认为破碎功率对超声波破碎的影响
最大。预测破碎后得到的粗酶液总酶活力为１．４８４Ｕ，实际测得的粗酶液酶活力为１．４７７Ｕ。根据试验结果认为：采
用超声波破碎方法可以较好地提取氨肽酶，运用响应面分析法优化超声波破碎条件是可行的。
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　　近年来，甾体雌激素因其对生物体内分泌系统产生的种
种不利影响而引起人们的广泛关注［１－３］。甾体雌激素是一种

环境内分泌干扰物质（ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ－ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，
ＥＤＣｓ），是指能够进入生物体内的外源性物质，可干扰生物体
内天然激素的产生、释放、代谢、交互作用，从而对生物体正常

的体内激素平衡、代谢生长和行为产生干扰作用［４］。

１７β－雌二醇（Ｅ２）被认为是最具潜在影响、作用最强烈且在
水环境中普遍存在的一种甾体雌激素，当其质量浓度低至

ｎｇ／Ｌ级时仍可对水生生物繁殖、生态安全乃至人类健康造成
极大的潜在威胁［５－６］。目前雌激素污染的生物修复主要通过

从被污染的土壤与水质中分离筛选降解菌，再将其用于雌激

素的生物降解、修复［７－１２］。本研究采用超声波破碎 Ｅ２降解
菌细胞壁的方法提取Ｅ２降解酶，通过单因素条件研究、响应
面分析优化超声波破碎的最佳条件，旨在为 Ｅ２降解酶的研
究和Ｅ２降解途径的建立奠定初步的研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验菌株：多食鞘氨醇杆菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｕｌｔｉｖ

ｏｌｕｍ）ＥＤ４，能高效降解１７β－雌二醇，由笔者所在实验室分离
获得。

试验药品：１７β－雌二醇（１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２），纯度 ＞
９８％，购自美国Ｓｉｇｍａ。
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试验仪器：超净工作台，上海新苗医疗器械制造有限公

司；超声波细胞破碎仪，汕头市科毅仪器设备有限公司；ＨＣ－
３５１８高速冷冻离心机，科大创新股份有限公司中佳分公司；
ＤＳＸ－２８０Ａ手提式灭菌锅，上海申骋仪器科技有限公司；
７５２Ｎ分光光度计，上海精密科学仪器有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　菌体制备　从４℃冰箱中保存的ＬＢ斜面上挑取ＥＤ４
菌株，连续活化３代，按２％接种量，在３０℃条件下扩大培养
至对数生长期时取出，离心收集菌体沉淀（４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ
条件下离心２０ｍｉｎ）；用 ｐＨ值为７的磷酸缓冲溶液清洗、离
心，反复洗涤后用无机盐培养基将菌液稀释到Ｄ６００ｎｍ为约０．５
后，便制成菌悬液。

１．２．２　粗酶液的制备　将 ＥＤ４菌种进行产酶培养７２ｈ后，
冰浴条件下用超声波破碎细胞，３００Ｗ破碎４ｓ，间隔８ｓ，共
破碎３０ｍｉｎ；于１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下高速离心３０ｍｉｎ，收
集上清液即为粗酶液。

１．２．３　１７β－雌二醇降解酶活力的测定方法　先向２０ｍＬ试
管中加入 ９ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（含 １０ｍｇ／Ｌ
１７β－雌二醇），再加入１ｍＬ粗酶液，３０℃水浴中反应１ｈ后
加入０５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液终止酶反应。每个处理重复
２次。在一定温度和 ｐＨ值条件下，１ｍｉｎ内减少 １μｇ
１７β－雌二醇所需的酶量为１个酶活力单位，用Ｕ表示［１３］。

１．２．４　超声波破碎条件的确定　首先根据单因素试验确定
菌体浓度、破碎功率、破碎时间３个条件对超声波破碎的影
响，然后按Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ原理设计试验，以菌体浓度、破碎功
率、破碎时间为响应变量，根据单因素试验确定上下水平后，

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．７．１软件进行响应面优化分析。破碎
中用冰水浴冷却样品。

２　结果与分析

２．１　单因素超声波破碎条件
２．１．１　菌体浓度对超声波破碎提取１７β－雌二醇降解酶的
影响　在超声波破碎功率为 ３００Ｗ、超声破碎总时间为
２６ｍｉｎ（工作时间 ４ｓ，间隔时间 ６ｓ）的条件下，配置 ５０～
３５０ｍｇ／ｍＬ不同浓度的ＥＤ４降解菌菌体悬液进行细胞破碎。
由图１可以看出，当菌体浓度为２００ｍｇ／ｍＬ时，１７β－雌二醇
降解酶的酶活力最高，但是随着破碎体系中菌体浓度逐渐升

高，酶活力随之降低，这可能是当菌体浓度过高时，超声波破

碎难以形成空穴效应，产生的多余热量降低了破碎效率并破

坏了降解酶活性。

２．１．２　破碎功率对超声波破碎提取１７β－雌二醇降解酶的

影响　当菌体悬液浓度为２００ｍｇ／ｍＬ时，在１００～６００Ｗ的
范围内调节超声破碎功率，破碎２６ｍｉｎ（工作４ｓ，间隔６ｓ）。
图２结果表明，当破碎功率为３００Ｗ时，１７β－雌二醇降解酶
的酶活力最高；随着破碎功率的不断增加，降解酶活力逐渐下

降；破碎功率过低时，降解酶释放不完全而使酶活力较低；破

碎功率超过最佳值时，由于超声波空化现象而导致热能增加，

从而破坏了酶活性。

２．１．３　破碎时间对超声波破碎提取１７β－雌二醇的影响　
设菌体悬液浓度为２００ｍｇ／ｍＬ，超声破碎功率为３００Ｗ，破碎
时间分别为５、１２、１９、２６、３３、４０、４７ｍｉｎ（工作４ｓ，间隔６ｓ）。
图３结果表明，在菌体浓度和超声波破碎功率保持不变的前
提下，１７β－雌二醇降解酶的酶活力在破碎时间为２６ｍｉｎ时
达到最大值；随着破碎时间的增加，降解酶活力呈下降趋势。

可能随着时间的增加，超声产生的热量也逐渐增多，从而导致

酶活力下降。

２．２　超声波提取１７β－雌二醇降解酶条件的优化
以破碎功率、菌体浓度、破碎时间为响应变量，根据单因

素试验确定上下水平后，按Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ原理设计试验并进
行优化分析。各试验组的因素水平设计见表１，试验分组及
结果见表２。

表１　响应面分析试验的因素水平设计

水平

因素

Ａ：超声波破碎
功率（Ｗ）

Ｂ：超声波破碎
时间（ｍｉｎ）

Ｃ：细胞浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

－１　 ２００ １９ １５０
０ ３００ ２６ ２００
１ ４００ ３３ ２５０

　　运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．７．１软件对表２的数据进行回
归分析，以降解酶活力（Ｙ）为因变量，破碎功率（Ａ）、破碎时
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表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

试验组

水平

Ａ：超声波破
碎功率（Ｗ）

Ｂ：超声波破
碎时间（ｍｉｎ）

Ｃ：细胞浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

降解酶活力

（Ｕ）

１ －１ １ ０ １．０２８
２ ０ ０ ０ １．４３２
３ １ ０ １ １．３２９
４ １ ０ －１ １．３４６
５ ０ １ －１ １．２２９
６ －１ ０ １ １．１８６
７ １ －１ ０ １．１５９
８ ０ ０ ０ １．４５２
９ １ １ ０ １．３９２
１０ ０ －１ －１ ０．９６１
１１ ０ ０ ０ １．３８８
１２ －１ ０ －１ １．２１６
１３ ０ ０ ０ １．４２９
１４ ０ －１ １ １．３１９
１５ ０ ０ ０ １．４３２
１６ ０ １ －１ １．３２１
１７ －１ －１ ０ １．２７４

间（Ｂ）、菌体浓度（Ｃ）为自变量，建立回归方程如下：Ｙ＝１．４３＋
０．０６５Ａ－０．０１２Ｂ－３．０３６×１０３Ｃ＋０．１２ＡＢ＋３．２５×１０－３ＡＣ－
０．１７ＢＣ－０．０３２Ａ２－０．１８Ｂ２－０．１３Ｃ２。式中：Ｙ为降解酶活力
的预测值，Ａ、Ｂ、Ｃ分别为３个自变量的编码值。
　　从表３可以看出方程的总模型的 Ｐ＜０．００１，表明方程的
总模型对降解酶活性的影响极其显著；其中破碎时间的二次

项 Ｐ＜０．００１，表示破碎时间的二次项对降解酶活性的影响是
极其显著的；同时菌体浓度的二次项Ｐ＜０．０５，表明菌体浓度
二次项对降解酶活性的影响是显著的。回归模型各项的方差

分析结果表明，影响降解酶活性的各因素按影响大小排序为

破碎功率＞破碎时间＞菌体浓度，其中破碎功率的影响达到
极显著水平（Ｐ＜０．００１），Ｒ２Ａｄｊ＝９４．７０％（表 ４），失拟项为
０６６６１，不显著，说明回归方程拟合程度良好。
　　为了进一步研究相关变量间的交换作用，应用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．７．１软件绘制响应面曲线图进行可视化分析，３组
以降解酶活力为响应值的趋势图见图４至图６。用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．７．１软件进行分析，可以求得最适的提取条件为：
Ａ＝１．００、Ｂ＝０．４０、Ｃ＝－０．２４，即超声波破碎条件为功率
４００Ｗ、时间２９ｍｉｎ、菌体浓度为１８８ｍｇ／ｍＬ。在此条件下进

表３　回归方程的方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ０．３２ ９ ０．０３５ ３２．７９ ＜０．０００１
Ａ（功率） ０．０３４ １ ０．０３４ ３１．５１ ０．０００８
Ｂ（时间） ８．０１６×１０－４ １ ８．０１６×１０－４ ０．７４ ０．４１７７

Ｃ（菌体浓度） ５．１６１×１０－５ １ ５．１６１×１０－５ ０．０４８ ０．８３３３
Ａ２ ３．４４５×１０－３ １ ３．４５５×１０－３ ３．２０ ０．１１７０
Ｂ２ ０．１１ １ ０．１１ １０４．８７ ＜０．０００１
Ｃ２ ０．０５４ １ ０．０５４ ５０．１７ ０．０００２
ＡＢ ０．０５７ １ ０．０５７ ５３．０７ ０．０００２
ＡＣ ４．２２５×１０－３ １ ４．２２５×１０－５ ０．０３９ ０．８４８９
ＢＣ ０．０６５ １ ０．０６５ ５９．８６ ０．０００１
残差 ７．５６６×１０－３ ７ １．０８１×１０－３

失拟项 １．１３５×１０－３ ２ ５．６７６×１０－４ ０．４４ ０．６６６１
净误差 ６．４３１×１０－３ ５ １．２８６×１０－３

总离差 ０．３３ １６

表４　回归方程的可信度分析

项目
降解酶活力

平均值（Ｕ）
复相关系数的

平方Ｒ２（％）
校正后的

Ｒ２（％）
Ｙ的变异
系数ＣＶ

数值 １．２９ ９７．６８ ９４．７０ ２．５５

行预测破碎试验，可得酶活为１．４８４Ｕ，可信度为 ０．９９１。在
此条件下进行验证试验，最后得到酶活为 １．４７７Ｕ，证明预测
值与试验值基本一致。

３　结论

本试验研究了１株１７β－雌二醇高效降解菌的超声破碎
的优化条件。首先利用单因素试验确定了破碎时间、破碎功

率、菌体浓度等最佳破碎条件，然后用中心组合设计和响应面

分析法确定了影响因子的取值。优化后的破碎条件为破碎功

率４００Ｗ、破碎时间２９ｍｉｎ、菌体浓度１８８ｍｇ／ｍＬ。在此破碎

条件下，降解酶酶活力为１．４７７Ｕ，与预测值拟合良好，说明
该模型能很好地预测实际破碎情况。

参考文献：

［１］丁小东，朱明华．环境激素污染研究［Ｊ］．能源环境保护，２００６，
２０（４）：１３－１５．

［２］Ｇｒｏｓｓ－ＳｏｒｏｋｉｎＭＹ，ＲｏａｓｔＳＤ，ＢｒｉｇｈｔｙＧＣ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｆｅｍｉｎｉ
ｚａｔｉｏｎｏｆｍａｌｅｆｉｓｈｉｎＥｎｇｌｉｓｈｒｉｖｅｒｓｂｙｔｈｅＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔＡｇｅｎｃｙｏｆ
ＥｎｇｌａｎｄａｎｄＷａｌｅｓ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＨｅａｌｔｈＰｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ，２００６，
１１４（Ｓｕｐｐｌ１）：１４７－１５１．

［３］ＪｏｈｎｓｏｎＡＣ，ＳｕｍｐｔｅｒＪＰ．Ｒｅｍｏｖａｌｏｆｅｎｄｏｃｒｉｎｅ－ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｃｈｅｍｉ
ｃａｌｓｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００１，３５（２４）：４６９７－４７０３．

［４］ＫａｖｌｏｃｋＲＪ，ＤａｓｔｏｎＧＰ，ＤｅｒｏｓａＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｎｅｅｄｓｆｏｒｔｈｅｒｉｓｋ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｈｅａｌｔｈａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｄｏｃｒｉｎｅｄｉｓｒｕｐ
ｔｏｒｓ：ａｒｅｐｏｒｔｏｆｔｈｅＵ．Ｓ．ＥＰＡ－ｓｐｏｎｓｏｒｅｄｗｏｒｋｓｈｏｐ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌＨｅａｌｔｈＰｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ，１９９６，１０４（Ｓｕｐｐｌ４）：７１５－７４０．

—２１３— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期



［５］世界资源研究所，联合国环境规划署，联合国开发计划署，等．
１９９８－９９世界资源报告：全球环境指南［Ｍ］．北京：中国环境科
学出版社，１９９９．

［６］ＨｉｎｔｅｍａｎＴ，ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＣ，ＳｃｈｌｅｒＨＦ，ｅｔａｌ．Ｆｉｅｌｄｓｔｕｄｙｕｓｉｎｇｔｗｏｉｍ
ｍｕｎｏａｓｓａｙｓｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｓｔｒａｄｉｏｌａｎｄｅｔｈｉｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｔｈｅ
ａｑｕａｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，４０（１２）：２２８７－２２９４．

［７］任海燕，纪树兰，刘志培，等．１７α－乙炔基雌二醇降解菌的分离
鉴定及降解特性［Ｊ］．环境科学，２００６，２７（６）：１１８６－１１９０．

［８］ＨａｉｙａｎＲ，ＳｈｕｌａｎＪ，ＡｈｍａｄＮ，ｅｔａｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｏｆ１７α－ｅｔｈｙｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌｂｙＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．ＪＣＲ５［Ｊ］．Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ，２００７，６６（２）：３４０－３４６．

［９］ＦｕｊｉｉＫ，ＫｉｋｕｃｈｉＳ，ＳａｔｏｍｉＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ
ｂｙａｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅｉｎａ
ｓｅｗａｇｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｔｉｎＴｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，６８（４）：２０５７－２０６０．

［１０］ＦａｎＺ，ＣａｓｅｙＦＸＭ，ＨａｋｋＨ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅａｎｄｆａｔｅｏｆ
１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌａｎｄｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｓｏｉｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｏ
ｓｐｈｅｒｅ，２００７，６７（５）：８８６－８９５．

［１１］ＭｕｌｌｅｒＭ，ＰａｔｕｒｅａｕＤ，ＧｏｄｏｎＪＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｋｉｎｅｔｉｃｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｓｄｅｇｒａｄｉｎｇｎａｔｕｒａｌａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｅｓｔｒｏ
ｇｅｎｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１０，８５（３）：
６９１－７０１．

［１２］ＹｕＣＰ，ＲｏｈＨ，ＣｈｕＫＨ．１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏ
ｌａｔｅｄｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ，２００７，４１（２）：４８６－４９２．

［１３］纪建业．脂肪酶活力测定方法的改进［Ｊ］．通化师范学院学报，
２００５，２６（６）：５１－５３．

—３１３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期


