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摘  要 : 卤醇脱卤酶 (Halohydrin dehalogenase) 不仅对于含氯污染物的生物降解、净化环境具有重要意义，而

且在手性医药中间体合成中也是一种重要的生物催化剂，但其数量较少。采用基因挖掘在基因组数据库中获得

一种来自运动替斯崔纳菌 Tistrella mobilis KA081020-065 的新型卤醇脱卤酶基因 HheTM，将该基因克隆、表达

在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中，利用镍柱亲和层析将该酶进行纯化并研究了其酶学性质。HheTM 是一种同源四

聚体；最适温度为 50 ℃；不同的 pH 缓冲液对其活性有较大影响；在碱性、30 ℃以下的条件下稳定性高。在

氰根离子存在的条件下，HheTM 能够催化(S)-4-氯-3-羟基丁酸乙酯合成(R)-4-氰基-3-羟基丁酸乙酯，为酶法合

成阿托伐他汀关键中间体提供了一种新的卤醇脱卤酶。 

关键词 : 卤醇脱卤酶，运动替斯崔纳菌， (R)-4-氰基 -3-羟基丁酸乙酯  
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Expression and characterization of a novel halohydrin 
dehalogenase from Tistrella mobilis KA081020-065 

Lei Wang1,2, Jing Yuan2, Peiyuan Yao2, Lihua Cheng3, Meixian Xie3, Rongrong Jia3,  
Huijin Feng2, Min Wang1, Qiaqing Wu2, and Dunming Zhu2 

1 Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology, Ministry of Education, College of Biotechnology, Tianjin University of 
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Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 
3 Hebei Chengxin Co., LTD, Shijiazhuang 051130, Hebei, China 

Abstract:  Halohydrin dehalogenase is of great significance for biodegradation of the chlorinated pollutants, and also 
serves as an important biocatalyst in the synthesis of chiral pharmaceutical intermediates. A putative halohydrin 
dehalogenase (HheTM) gene from Tistrella mobilis KA081020-065 was cloned and over-expressed in Escherichia coli 
BL21 (DE3). The recombinant enzyme was purified by Ni-NTA column and characterized. Gel filtration and SDS-PAGE 
analysis showed that the native form of HheTM was a tetramer. It exhibited the highest activity at 50 °C. The nature and pH 
of the buffer had a great effect on its activity. The enzyme maintained high stability under the alkaline conditions and below 
30 °C. HheTM catalyzed the transformation of ethyl(S)-4-chloro-3-hydroxybutyrate in the presence of cyanide, to give 
ethyl (R)-4-cyano-3- hydroxybutyrate, a key intermediate for the synthesis of atorvastatin. 

Keywords:  halohydrin dehalogenase, Tistrella mobilis, ethyl(R)-4-cyano-3-hydroxybutyrate 

卤醇脱卤酶 (EC 4.5.1.X) 又叫作卤代醇环

氧酶或卤代醇卤化氢裂解酶[1]，与卤代烷脱卤酶

和卤代酸脱卤酶一样，卤醇脱卤酶对于含氯污

染物的生物降解、净化环境具有重要意义。卤

醇脱卤酶催化反应时不需要任何辅酶，通过分

子内亲核取代机制催化碳-卤键断裂进行脱卤反

应，邻卤醇转化为相应的环氧化物并释放出卤

化氢 (图 1)，可用于手性的环氧化物的合成[2-3]；  

 
 

图 1  卤醇脱卤酶催化邻卤醇脱卤反应和环氧化物

开环反应 
Fig. 1  The dehalogenation of a vicinal halohydrin and 
epoxide ring opening by halohydrin dehalogenase. 

在亲核试剂 (CN–，N3
–，NO2

–，SCN–，OCN–，

HCOO–等) 存在的条件下，继续催化环氧化物

开环反应[4-6]，合成一系列光学纯的 β-取代醇[4]，

因此，卤醇脱卤酶也是一类在有机合成中非常

重要的生物催化剂。 

1968年首次以 2,3-二溴丙醇作为唯一碳源，从

土壤中分离出产卤醇脱卤酶的微生物菌株——黄

杆菌 Flavobaterium sp.[7]，随后人们从土壤和淡

水沉积物中相继筛选得到多种产卤醇脱卤酶的

微生物，但来源于微生物的卤醇脱卤酶仅有 10

余种。根据序列同源性，卤醇脱卤酶通常被分

为 HheA、HheB、HheC 3 类[8]，研究较多的卤

醇脱卤酶包括来源于节杆菌 Arthrobacter sp. AD2

的卤醇脱卤酶 HheA-AD2[9-11]，来源于棒状杆菌

Corynebacterium strain N-1074 的卤醇脱卤酶
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HheA和 HheB[12]，来源于土壤杆菌 Agrobacterium 

strain NHG3 的卤醇脱卤酶 DehB[13-14]，来源于

分枝杆菌 Mycobacerium sp. strain GP1的卤醇脱

卤酶 HheB-GP1[8]，以及来源于放射形土壤杆菌

Agrobacterium radiobacter AD1 的卤醇脱卤酶

HheC[8]等。其中，卤醇脱卤酶 HheC 和

HheA-AD2的蛋白晶体结构已经被解析，结果显

示两种酶均为四聚体[15-16]。进一步对其反应机

理推断，认为卤醇脱卤酶是通过催化三联体丝

氨酸-酪氨酸-精氨酸 (S-Y-R) 进行脱卤反应和

开环反应[17-18]。根据其蛋白质的三级结构信息

并结合模拟计算，对两种卤醇脱卤酶都已进行了

分子改造[10,19-20]。目前报道的卤醇脱卤酶分子量

大小为 20–35 kDa，在 pH 8.0–9.5范围内保持较

高的活性，最适的温度范围为 40–50 ℃，并且

某些金属离子 (如 Cu2+、Zn2+、Hg+等) 会抑制

其活性[1]；卤醇脱卤酶已应用于(R)-4-氰基-3-羟

基丁酸乙酯 (Ethyl(R)-4-cyano-3-hydroxy-butyrate，

(R)-HN) 的生物催化合成中[20-21]，而(R)-HN 是合

成阿托伐他汀[22] (Atorvastatin，商品名 Lipitor，

年销售额百亿美元的降血脂处方药) 手性侧链

的关键中间体。 

由于卤醇脱卤酶数量较少，并且同一类卤

醇脱卤酶之间的序列同源性很高，所以寻找与

已有 3 类卤醇脱卤酶同源性低的新一类卤醇脱

卤酶具有重要意义。本文通过基因数据挖掘 

(Genome mining)，获得一种来源于运动替斯崔

纳菌[23] Tistrella mobilis KA081020-065 的新型

卤醇脱卤酶 HheTM，根据序列同源性分类，该

酶不属于已有的 3 类卤醇脱卤酶。我们将该酶

进行了表达纯化，并对其酶学性质进行了研究。

为了进一步确认该酶是一种新的卤醇脱卤酶，

利用该酶进行生物催化(S)-4-氯-3-羟基丁酸乙酯 

(Ethyl(S)-4-chloro-3-hydroxybutyrate， (S)-ECHB) 

的脱氯反应，反应过程中添加亲核试剂 CN–，

获得了阿托伐他汀的关键中间体(R)-HN。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株及主要试剂 

pET-32a(+) 质粒购自 Novagen 公司；

FastDigest 限制性内切酶购自 Fermentas 公司；

蛋白胨和酵母提取物均购自 BD公司；Bradford 

BCA 蛋白浓度试剂盒购自康为世纪公司；考马

斯亮蓝 R250 购自 Solarbio 公司；(S)-4-氯-3-羟

基丁酸乙酯、(R)-4-氰基-3-羟基丁酸乙酯等试剂

均购自国药集团。 

1.1.2  主要仪器 

蛋白纯化仪：ÄKTA purifier 10，所用层析

柱均为 GE公司；APV 2000高压匀浆破碎仪购

自德国 APV 公司；RC6+高速冷冻离心机购自

Thermo 公司；气相色谱仪 Agilent 7890A 购自

Agilent公司。 

1.2  目的基因的合成 
在美国国立生物技术信息中心 (NCBI) 数

据库  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) 中

以 “halohydrin dehalogenase” 或 “halohydrin 

hydrogen-halide-lyase”为检索词进行检索，得到

可能的卤醇脱卤酶相关信息。通过 BioEdit分析

软件的 ClustalW 多序列比对，分析候选的卤醇

脱卤酶的保守序列，最终确定一种来源于运动替

斯崔纳菌 Tistrella mobilis KA081020-065 的卤醇

脱卤酶 (GenBank登录号为 AFK51877.1) 为研究

对象，将此卤醇脱卤酶命名为 HheTM。通过在线

的 jcat 密码子优化程序 (http://www.jcat.de) 对

HheTM的原始基因序列进行了针对E. coli中表达
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的密码子优化，在 C端加上 6×His标签，目的基

因由上海旭冠生物科技发展有限公司合成。 

1.3  目的蛋白的表达纯化 
目的基因构建至 pET-32a(+) 载体的 NdeⅠ

(346 bp) 和 Hind Ⅲ酶切位点之间，重组质粒转

化 E. coli BL21 (DE3) 感受态细胞。将成功转化

的单克隆接种于 20 mL含有终浓度 100 μg/mL氨

苄青霉素的 LB液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min

培养过夜，然后转接到 800 mL 的 LB 培养基 

(100 μg/mL氨苄青霉素) 中，培养至OD600为 1.0左

右，向培养基中添加 IPTG至终浓度为 0.1 mmol/L，

25 ℃诱导 10 h；于 4 ℃、6 000×g离心 15 min

收集菌体。用 4 ℃预冷的缓冲液 A (50 mmol/L 

Na2HPO4-NaH2PO4，pH 7.5，500 mmol/L NaCl) 

洗涤菌体一次，收集菌体进行破碎或–20 ℃保存。 

上述菌体用缓冲液 A 重悬，4 ℃高压匀浆

破碎。12 000 r/min离心 30 min，收集上清液，

用 0.45 μm的滤膜过滤，Ni-NTA柱纯化。先用

缓冲液 A 洗涤，再用缓冲液 B (50 mmol/L 

Na2HPO4-NaH2PO4，pH 7.5，500 mmol/L NaCl，

500 mmol/L 咪唑) 进行梯度洗脱。选择梯度为

50 mmol/L、75 mmol/L、200 mmol/L咪唑，收

集 200 mmol/L 咪唑的洗脱峰。所得纯酶用

Amicon Ultra-15超滤管 (截留分子量：10 kDa) 

浓缩，缓冲液 C (50 mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，

pH 7.5) 脱盐后，用于后续的酶学性质检测。蛋

白质浓度用 BCA试剂盒检测，使用牛血清白蛋

白作为标准蛋白。 

1.4  酶学性质测定 
1.4.1  分子量和酶活性测定 

卤醇脱卤酶HheTM在溶液中的聚集状态通过

凝胶层析和 SDS-PAGE 来进行确定。所用层析柱

为 Superdex 200 10/300 GL。流动相为 20 mmol/L

磷酸盐缓冲液，150 mmol/L NaCl，pH 7.2，流

速为 0.5 mL/min。蛋白的分子量大小通过和标

准蛋白的保留体积进行计算得到，标准蛋白为：

Ovalbumin (43.0 kDa)，Conalbumin (75.0 kDa)，

Conalbumin (158.0 kDa)，Ferritin (440.0 kDa)，

Thyroglobulin (669.0 kDa)。 

以 (S)-ECHB 作为底物进行酶活的检测，

(S)-ECHB在卤醇脱卤酶作用下生成(S)-3,4-环氧

丁酸乙酯 (Ethyl(S)-3,4-expoxybutyrate，(S)-EEB)。

缓 冲 液 为 Na2HPO4-NaH2PO4 (50 mmol/L ，     

pH 8.0)，1 mL反应体系中，包括 40 mmol/L的

底物(S)-ECHB以及合适的酶量，30 ℃条件下反

应 10 min，加入 50 µL 1 mol/L盐酸终止反应，

等体积乙酸乙酯萃取，所得有机相用无水硫酸

钠干燥后进行气相色谱分析。一个酶活单位 (U) 

定义为每分钟消耗 1 µmol底物(S)-ECHB所需的

酶量。气相色谱检测条件为：Agilent 7890A，色

谱柱 19091J-413 HP-5 (30 m×0.32 mm×0.25 µm)，

FID检测温度 220 ℃，升温程序：80 ℃保持 3 min，

20 /min℃ 升高到 160 ℃保持 1 min。此气相条件

下得到的(S)-ECHB 和(S)-EEB 的保留时间分别

为 2.3 min和 4.4 min。 

1.4.2  最适 pH及 pH稳定性 

HheTM的最适反应 pH通过在不同 pH的缓冲

液中测定酶的活力确定。缓冲液分别为 50 mmol/L

的 Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液  (pH 6.0–8.0)，

Tris-H2SO4缓冲液 (pH 8.0–9.0)，Glycine-NaOH

缓冲液 (pH 9.0–10.0)，Na2HPO4-NaOH缓冲液 

(pH 10.0–11.0)。空白对照为不添加酶的反应，每

个 pH 值的实验均设置空白对照。以所测定不同

pH 缓冲液中的最高酶活作为 100%酶活对照，其

他 pH条件下所测酶活以对照酶活的百分比表示。 

HheTM的 pH稳定性是将酶在不同 pH的缓
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冲液 (如上所述) 中，于 25 ℃条件下孵育 24 h，

然后测定酶残余活力，以不同 pH下最初的酶活

为 100%酶活对照。 

1.4.3  最适温度及热稳定性 

HheTM 的最适反应温度通过测定底物

(S)-ECHB在 Na2HPO4-NaH2PO4 (50 mmol/L，pH 

8.0) 缓冲液中不同温度  (20–70 ) ℃ 下的酶活

来确定。空白对照为不添加酶的反应，每个温

度的实验均设置空白对照。以所测的不同反应

温度下最高酶活为 100%酶活 (对照)，其他温度

条件下所测酶活以对照酶活的百分比表示。 

HheTM的热稳定性是用Na2HPO4-NaH2PO4 

(50 mmol/L，pH 8.0) 缓冲液配制适宜浓度的酶

液，在不同温度下分别孵育不同时间，然后检

测残余酶活力。以不同温度下最初的酶活为

100%酶活对照。 

1.4.4  底物特异性和动力学分析 

HheTM 的底物特异性通过替换反应体系中

的底物(S)-ECHB为(R)-ECHB、1,3-二氯-2-丙醇

(1,3-Dichloro-2-propanol, 1,3-DCP)、4-氯-3-羟基

丁腈 (4-Chloro-3-hydroxybutyronitrile)，浓度均

为 40 mmol/L，按照 1.4.1中酶活检测方法进行

测定，底物 1,3-DCP 和 4-氯-3-羟基丁腈的检测

采用相应的气相色谱分析方法进行，以底物

(S)-ECHB的酶活为 100%对照。1,3-DCP及其环氧

产物的气相色谱分析条件为：Agilent 7890A，色谱

柱 19091J-413 HP-5 (30 m×0.32 mm×0.25 µm)，FID

检测温度 220 ℃，升温程序：50 ℃保持 1 min，

10 /min℃ 升高到 100 ℃保持 1 min。1,3-DCP及

其环氧产物的保留时间分别为 4.1 min和 2.3 min。

4-氯 -3-羟基丁腈检测方法与 (S)-ECHB 和

(R)-ECHB的气相条件一样，其保留时间为3.3 min，

其环氧产物没有标品，但进行酶活检测发现，

HheTM对其活性很低。 

卤醇脱卤酶 HheTM 的动力学参数测定以

(S)-ECHB为底物，选用纯化后的 HheTM，底物

浓度从 10–60 mmol/L，按照 1.4.1中酶活检测方

法进行测定。 

1.4.5  不同金属离子及化学物质对酶活的影响 

不同的金属离子和化学物质加入到反应体

系中，并预先在 30 ℃孵育 30 min，然后按照 1.4.1

酶活检测方法测定酶的残余活力，空白对照 

(100%) 为未添加任何物质的酶活。金属离子包括

Fe2+、Mg2+、Zn2+、Ni2+、Mn2+、Cu2+，均为硫酸

盐，其终浓度分别为 1 mmol/L和 5 mmol/L。化学

物质包括 Tween-80 (1%和 5%)、EDTA (1 mmol/L

和 10 mmol/L)、SDS (1 mmol/L和 10 mmol/L)。 

1.5  利用卤醇脱卤酶 HheTM 生物合成

(R)-HN  
利用卤醇脱卤酶 HheTM 作为催化剂，从

(S)-ECHB生物合成(R)-HN。反应体系为 20 mL，

选择 Tris-H2SO4缓冲液 (50 mmol/L，pH 9.0)，

底物(S)-ECHB浓度为 10 g/L和 20 g/L，使用 pH

在线调控系统，自动流加 10%的 NaCN 溶液，

控制反应体系的 pH 维持在 8.0–9.0，加入一定

量纯化后的卤醇脱卤酶 HheTM (200 mg/L) 于

30 ℃条件下进行反应，每隔一定的时间取样

200 µL，用 800 µL的乙酸乙酯萃取，所得有机

相用无水硫酸钠干燥后进行气相色谱仪分析。

气相色谱检测条件与酶活测定方法中检测条件

一致，得到(S)-ECHB和(R)-HN的保留时间分别

为 4.4 min和 5.6 min。 

2  结果与分析 

2.1  卤醇脱卤酶序列比对及分析 
通过对已有的卤醇脱卤酶进行序列 Blast分



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  May 25, 2015  Vol.31  No.5 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

664 

析后发现，同一类卤醇脱卤酶之间蛋白序列同

源性很接近，其相似性为 91%–98%；不同类的

卤醇脱卤酶之间的 Identity为 24%–33% (表 1)。

然而我们新挖掘的 HheTM与已有的 3类卤醇脱

卤酶的 Identity 在 30%–38%之间，由此推测

HheTM可能不属于已有的 3类卤醇脱卤酶，是

一种新的卤醇脱卤酶。利用 BioEdit 软件的

ClustalW 多重比对功能对以上所述的 7 种卤醇

脱卤酶进行序列比对。序列比对的结果如图 2

所示，7种卤醇脱卤酶都含有卤醇脱卤酶的保守

区-催化三联体 Ser-Tyr-Arg (S-Y-R)。由此推测

HheTM 可能具有卤醇脱卤酶的性质，能够催化

邻卤醇类化合物的脱卤反应及其逆反应 (环氧

化物开环)。 
 

表 1  不同卤醇脱卤酶序列成对比较 
Table 1  Pairwise sequence identities of halohydrin dehalogenasesmes  

Group Name GenBank 
Accession No. 

Identity (%) 
HheA HheA-AD2 HheB HheB-GP1 HheC HalB HheTM

A 
HheA BAA14361 100      
HheA-AD2 AAK92100 97 100     

B 
HheB BAA14362 24 24 100    
HheB-GP1 AAK73175 26 26 98 100   

C 
HheC AAK92099 33 33 26 27 100  
HalB AAD34609 31 31 26 26 91 100 

This work HheTM AFK51877 38 38 30 30 34 32 100
 

 
图 2  卤醇脱卤酶序列比对结果 
Fig. 2  Amino acid sequence alignment of halohydrin dehalogenases from Arthrobacter sp. AD2 (HheA-AD2, 
GenBank Accession No. AAK92100), Corynebacterium strain N-1074 (HheA, GenBank Accession No. BAA14361), 
Mycobacterium sp. strain GP1 (HheB-GP1, GenBank Accession No. AAK73175), Corynebacterium strain N-1074 
(HheB, GenBank Accession No. BAA14362), Agrobacterium radiobacter strain AD1 (HheC, GenBank Accession No. 
AAK92099), Agrobacterium tumefaciens (HalB, GenBank Accession No. AAD34609), and Tistrella mobilis 
KA081020-065 (HheTM, GenBank Accession No. AFK51877). 



王雷 等/一种来源于运动替斯崔纳菌 KA081020-065 的新型卤醇脱卤酶的表达纯化及性质分析 

cjb@im.ac.cn 

665

 

2.2  卤醇脱卤酶 HheTM 的表达及纯化 
将全基因合成的 HheTM 基因序列构建重组

质粒 pET32a(+)-HheTM，在大肠杆菌 BL21 (DE3)

中进行表达，Ni-NTA 纯化得到高纯度的目的蛋

白。HheTM的表达及纯化结果见图 3，纯化参数

如表 2所示。由图 3可知，HheTM单体的分子量

约为 26.0 kDa，凝胶层析结果显示酶的分子量大约

为 101.2 kDa，说明其在溶液中以四聚体形式存在。 

2.3  酶的最适反应 pH 及 pH 稳定性 
卤醇脱卤酶催化邻卤醇形成相应的环氧化

物并导致卤化氢的生成，导致 pH值的下降，而

卤醇脱卤酶发挥催化作用的 pH 条件为碱性条

件，所以研究 pH对卤醇脱卤酶 HheTM的影响

时，选择的 pH 范围为 6.0–11.0。以 (S)-ECHB

为底物，卤醇脱卤酶 HheTM在不同 pH的缓冲

液中酶活差异较大，在 pH 10.0的条件下酶活最

高，而在 pH<7.0 的条件下，HheTM 的活性很

低  (图 4A)。HheTM 的 pH 稳定性显示，在

pH<7.0的条件下，HheTM孵育后的残余活力基

本为零，说明 HheTM可能已经失活。在 pH >7.0

的条件下，HheTM可以保持很高的稳定性，24 h

后酶残余活力大于 90% (图 4B)。 

 
表 2  HheTM 蛋白纯化结果 
Table 2  Summary of the purification of HheTM 

Purification step Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purification (fold) Yield (%)

Crude HheTM 334.5 3 311.6 9.9 1.0 100.0 

Ni-NTA purified HheTM 67.0 1 567.8 23.4 2.4 47.3 

 

 
 
图 3  HheTM 蛋白纯化 SDS-PAGE 图 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified HheTM. M: 
standard proteins marker of different molecular weights; 
1: HheTM before induction; 2: crude HheTM; 3: 
purified HheTM. 

 

2.4  酶的最适温度及温度稳定性 
HheTM 在 50 ℃表现出最高的活性，在

35–50 ℃范围内，酶活力为峰值酶活的 80%以上 

(图 5A)。HheTM的温度稳定性显示，HheTM在

30 ℃条件下有很好的稳定性，孵育 12 h，酶活

无损失，在 40 ℃条件下，HheTM的半衰期约为

8 h，而在 50 ℃条件下孵育 2 h，HheTM基本失

活 (图 5B)，说明 HheTM在 50 ℃条件下酶活很

高，但其稳定性很差。 

2.5  底物特异性及动力学分析 
HheTM对于不同底物活性检测结果见表 3，

HheTM 对于(R)-ECHB 和(S)-ECHB 底物均有活

性。在检测的 4 种底物中，HheTM 对于底物

(R)-ECHB的活性最高，而对于底物 4-氯-3-羟基

丁腈活性很低。以(S)-ECHB为底物测定动力学

参数 Km和 kcat，结果如表 4所示。 
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图 4  pH 对卤醇脱卤酶 HheTM 的影响 
Fig. 4  Effect of pH on HheTM. (A) pH activity. (B) pH stability. For activity, the buffers were 50 mmol/L 
Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 6.0–8.0), Tris-H2SO4 (pH 8.0–9.0), Glycine-NaOH (pH 9.0–10.0), and Na2HPO4-NaOH (pH 
10.0–11.0). For pH stability, the purified HheTM was pre-incubated in different buffers at 25 °C for 24 h. 
 

  
 

图 5  温度对卤醇脱卤酶 HheTM 的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on HheTM. (A) Activity. (B) Thermostability. For activity, the temperatures were 
20–70 °C. For thermostability analysis, HheTM were incubated for 12 h at temperatures 30–50 °C, the activity of 
enzyme without pre-incubation was taken as 100%. 
 

表 3  卤醇脱卤酶 HheTM 的底物特异性 
Table 3  Substrate specificity of HheTM 

Substrate Relative activity (%)

(S)-ECHB 100.0 

(R)-ECHB 146.1 

1,3-DCP 50.4 

4-chloro-3-hydroxybutyronitrile 3.1 

2.6  不同化学物质对酶活性的影响 
不同金属离子对HheTM活性的影响结果如

表 5 所示，不同的金属二价离子均抑制了

HheTM的活性，Fe2+、Zn2+、Cu2+离子对 HheTM

活性的影响作用尤为明显。表 6显示，10 mmol/L

的 SDS 的加入可以完全抑制 HheTM 的活性，

而 5%的 Tween-80 对 HheTM 的活性基本无影

响，EDTA轻度抑制了 HheTM的活性。 
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表 4  卤醇脱卤酶 HheTM 的动力学参数 
Table 4  Kinetic constants of HheTM on (S)-ECHB 

Substrate Km (mmol/L) Kcat (s–1) 
kcat/Km 

(L/(s·mmol))

(S)-ECHB 35.38±1.57 19.28±0.56 0.54 
 

表 5  金属离子对 HheTM 酶活的影响 
Table 5  Effects of metal ions on the activity of HheTM 

Metal ions 
Concentration 

(mmol/L) 
Relative activity 

(%) 

Control  100.0±0.0 

Fe2+ 
1 29.8±1.1 

5 10.7±1.2 

Mg2+ 
1 78.4±1.8 

5 75.8±4.6 

Zn2+ 
1 43.4±3.7 

5 23.3±2.4 

Mn2+ 
1 66.7±2.1 

5 58.5±4.0 

Cu2+ 
1 20.5±1.7 

5 17.8±0.6 

Ni2+ 
1 51.9±3.0 

5 22.5±1.8 

表 6  表面活性剂和抑制剂对 HheTM 酶活的影响 
Table 6  Effects of surfactants and inhibitors on 
the activity of HheTM 

Surfactants Concentration Relative activity (%)

Control  100.0±0.0 

Tween-80 1% (V/V) 97.4±2.2 

5% (V/V) 97.1±1.3 

SDS 1 mmol/L 1.2±0.2 

10 mmol/L 0.0 

EDTA 1 mmol/L 87.8±2.4 

10 mmol/L 56.5±3.4 

 

2.7  几种不同卤醇脱卤酶的性质比较 
本文中介绍的卤醇脱卤酶HheTM与文献中

报道的几个卤醇脱卤酶简单的性质比较见表 7。

通过比较发现，新的卤醇脱卤酶 HheTM分子量

与 HheB-GP1 相近；最适温度与 HheA-AD2 和

HheC 的最适温度相同，均为 50 ℃；与卤醇脱

卤酶 DehB一样，Zn2+和 Cu2+也是 HheTM的抑

制剂。 

 
表 7  几种不同卤醇脱卤酶的性质比较 
Table 7  Comparison of properties of different halohydrin dehalogenases 

Microorganisms Enzyme 
Molecular 

weight (kDa)
Temperature 

optimum ( )℃

pH 
optimum

Inhibitors References

Arthrobacter sp. 
AD2 

HheA-AD2 29.0 50 8.5 2-Chloracetic acid [11] 

Mycobacerium 
sp. strain GP1 

HheB-GP1 26.2 / / / [8] 

Agrobacterium 
strain NHG3 

DehB 27.9 40–60 8.8–9.5 2-Chloracetic acid, 
Zn2+, Cu2+ 

[13-14] 

Agrobacterium 
radiobacter AD1 

HheC 27.9 50 8.0–9.0 / [8] 

Tistrella mobilis 
KA081020-065 

HheTM 26.0 50 9.0–10.0 Zn2+, Cu2+, SDS This work

/not mentioned. 
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2.8  利用卤醇脱卤酶 HheTM 生物合成(R)-HN 
碱性是卤醇脱卤酶发挥脱卤作用以及形成

亲核试剂氰离子 (HCN 的 pKa 值大约为 9) 的

必要条件。然而，(S)-ECHB 和 (R)-HN 都是对

碱性敏感的化合物，从而导致反应过程中副产

物的产生[21]。由于 HheTM 是新挖掘到的卤醇

脱卤酶，选择较低的底物浓度 (10 g/L和 20 g/L) 

进行实验。结果发现，200 mg/L的酶量可以实

现 10 g/L 的底物 (S)-ECHB 转化为目的产物

(R)-HN，30 ℃反应 10 h，(S)-ECHB转化率达到

98%。然而，对于 20 g/L的底物，(S)-ECHB转

化率只能达到 75%左右 (图 6)。 

3  结论 

通过基因挖掘获得了来源于运动替斯崔纳

菌 Tistrella mobilis KA081020-065的新型卤醇脱

卤酶基因，该酶与已有的 3 类卤醇脱卤酶同源

性很低，属于新的卤醇脱卤酶。将该酶在大肠

杆菌中进行表达纯化，并对其酶学性质进行了

研究。结果表明，HheTM是一种同源四聚体；最 
 

 
 
图 6  (R)-HN 的生物合成时间曲线图 
Fig. 6  The biosynthesis time course of (R)-HN by 
HheTM. Reaction condition: 50 mmol/L of Tris-H2SO4 
(pH 9.0) 10 g/L and 20 g/L (S)-ECHB, 200 mg/L 
HheTM with a final volume of 20 mL at 30 °C for 12 h. 

适温度为 50 ℃；不同的 pH值缓冲液对其活性

有较大影响；在碱性、30 ℃以下的条件下稳定

性高。该酶能够催化(S)-4-氯-3-羟基丁酸乙酯，

反应过程中加入 CN–，可以合成阿托伐他汀关

键中间体(R)-4-氰基-3-羟基丁酸乙酯。生物催化反

应体系的底物浓度为 10 g/L，酶浓度为 200 mg/L，

30 ℃反应 10 h，底物转化率达到 98%。HheTM

对于(S)-4-氯-3-羟基丁酸乙酯的催化活性与文

献中利用分子改造后的卤醇脱卤酶 HheC [18]相

比还有一定的差距。该酶与已知卤醇脱卤酶同

源性较低，可能具有独特的底物谱和催化性质，

在其他 β-取代醇的合成中可能具有更好的应用

价值和潜力，对底物谱进行扩大研究，也许有

新发现。 
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