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β-脱卤酶的基因克隆表达及其酶学性质 
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(浙江大学 化学工程与生物工程学系  浙江 杭州  310027) 

 
 

摘  要: 根据 GenBank 中的序列设计引物, 克隆芽孢杆菌中的 β-脱卤酶基因(命名为 bhd)。以

pET30a(+)为载体、Escherichia coli BL21(DE3)-CondonPlus 为宿主菌, 实现了 bhd 的高效表达。使

用 HisTrapTMFF 亲和层析柱纯化重组 β-脱卤酶, 分子量约为 23.1 kD。酶学性质研究表明, 纯化的

重组 β-脱卤酶水解 3-氯丙酸制备 3-羟基丙酸的最适反应体系为 30 °C, 100 mmol/L, pH 7.0 的磷酸钠

缓冲液。在最适反应条件下, 重组 β-脱卤酶的比活为 16.2 U/mg, Km 和 Vmax 分别为 3.26 μmol/L 和

17.86 mmol/(min·g protein)。在最适反应条件下, 以 10 mmol/L 3-氯丙酸为底物, 反应 36 h 的转化

率在 93%以上。 
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Abstract: The β-dehalogenase gene from Bacillus sp. was amplified by PCR with primers designed 
according to the sequence of the β-dehalogenase gene (named bhd) in GenBank. Then the bhd was 
overexpressed in Escherichia coli BL21(DE3)-CondonPlus with plasmid pET-30a(+). The recombi-
nant β-dehalogenase (rBhd) was purified with HisTrapTMFF affinity chromatography and the mo-
lecular mass of the protein was about 23.1 kD. Further study on the enzymatic characteristics showed 
that, the hydrolysis reaction of 3-chloroproionic acid to 3-hydroxypropionic acid catalyzed by the 
purified rBhd should be carried out in 100 mmol/L sodium phosphate buffer at 30 °C. Under the op-
timum conditions, the specific activity, Km and Vmax of the enzyme were 16.2 U/mg, 3.26 μmol/L and 
17.86 mmol/(min·g protein), respectively. When 10 mmol/L of 3-chloropropanoic acid was used as 
substrate, the conversion ratio reached 93% after reaction for 36 h. 
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3- 羟 基 丙 酸 (3-Hydroxypropionic acid, 简 称

3-HP), 是三碳无手性直链有机酸 , 该分子两端分

别带有一个羟基和一个羧基, 化学性质活泼, 工业

上作为一种重要的化学中间体 , 可用来合成多种

重要的化工产品, 还可以用于生产涂料、交联剂以

及个人护理品等[1]。聚 3-羟基丙酸(P[3-HP])具有良

好的机械性质 , 且可被生物降解 [2], 对环境友好 , 

因此 P[3-HP]作为新型的生物可再生资源 , 具有重

要的应用前景。基于 3-HP 的优良特性 , 2004 年美

国能源部报告将 3-HP 列为当前世界上 12 种最具

开发潜力的平台化工产品之一。目前 , 3-HP 的国

际需求量已达每年三百多万 t, 2006 年的市场价格

为 1 100 美元/t[3]。 
目前市售的 3-HP 主要是通过化学合成法生产, 

但是存在高能耗、高成本、高污染等缺点。而生物

制造法具有反应条件温和、操作简单、对环境友好

等优点, 逐渐成为国内外学者的研究热点。目前, 国

内外有关生物法生产 3-HP 的研究以发酵法为主, 按

照底物的不同, 可分为以葡萄糖为底物的生物转化

路线[4]和以甘油为底物的生物转化路线[5−7]。但是发

酵法在生物代谢过程中会产生许多副产物, 增加了

后期分离纯化的难度, 且 3-HP 的得率不高。通过前

期的工作, 我们从土壤中筛选得到了一株可以利用

3-氯丙酸(3-CPA)为底物, 代谢产生 3-HP 的芽孢杆

菌 Bacillus sp. CGMCC No. 4196, 并通过构建基因

文库的方法, 得到了催化该水解反应的 β-脱卤酶基

因 bhd (GenBank accession number HQ585877)。本研

究对 bhd 基因进行了克隆表达, 并对纯化后的重组

β- 脱 卤 酶 (rBhd)进 行 了 酶 学 性 质 研 究 , 结 果 表 明

rBhd 可以水解 3-CPA 生成单一产物 3-HP, 从而建立

了酶法制备 3-HP 的新路线。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  质粒和菌种 : 质粒 pET-30a(+)购自默克公

司。Bacillus sp. CGMCC No. 4196 由本实验室筛选

获得 , 保藏在中国普通微生物菌种保藏管理中心 ; 

Escherichia coli BL21(DE3)-CondonPlus 购自默克

公司。 

1.1.2  酶与主要试剂: 限制性内切酶, T4 DNA 连接

酶购自 Fermentas 公司; 质粒抽提试剂盒、凝胶回收

试剂盒、PCR 回收试剂盒购自 Axygen 公司; 其余试

剂均为国产或进口分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  含有 β-脱卤酶基因的重组 pET30a(+)质粒的

构建: 根据 β-脱卤酶基因 bhd (GenBank accession 

number HQ585877)的完整阅读框设计引物, 上游引

物 为 5′-CGGAATTCGTGTACCAGCTG-3′, 下 游 引

物为 5′-CCAAGCTTTCAGTGATTCGAGC-3′ (下划

线分别为 EcoR I 和 Hind III 酶识别位点 )。采用上

述引物 , 以 Bacillus sp. CGMCC No. 4196 为模板

进行菌落 PCR 反应。扩增片段用 PCR 回收试剂盒

回收 , 以 EcoR I-Hind III 双酶切该片段 , 克隆至

EcoR I-Hind III 双酶切的 pET30a(+), 转化至 E. coli 

BL21(DE3)-CondonPlus 感受态细胞, 从转化子分离

获得重组质粒 pET30a(+)-bhd, 酶切验证并进行序列

测定(上海生工生物技术有限公司)。  

1.2.2  重组菌的诱导表达: 将重组菌 E. coli BL21 

(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd 接种至 5 mL 含卡

那霉素(50 mg/L)和氯霉素(30 mg/L)的 LB 培养基中, 

37 °C 培养过夜, 按 1%的接种量转接至 100 mL 含有

卡那霉素(50 mg/L)和氯霉素(30 mg/L)的 LB 培养基

中, 37 °C 培养至 OD600 达到 0.6−0.8, 加入 0.1 mol/L 

IPTG 至终浓度为 0.1 mmol/L, 25 °C 诱导 8 h。 

1.2.3  重组蛋白的纯化: 收集菌体, 重悬于预冷的

结合缓冲液(20 mmol/L 磷酸钠缓冲液, 500 mmol/L 

NaCl, 20 mmol/L 咪唑, pH 7.5)中, 置于冰浴进行超

声破碎 , 4 °C、20 000× g 离心 20 min, 收集上清 , 

利用镍离子亲和层析柱 HisTrapTMFF (GE Health-

care, 1 mL)纯化重组蛋白。具体纯化过程参照 GE 

Healthcare 说 明 书 。 得 到 的 酶 液 再 利 用 脱 盐 柱

(HisTrap Desalting, GE)进行脱盐处理更换为反应缓

冲液。用纯化后的 rBhd 进行酶学性质研究。 

1.2.4  rBhd 活性的测定: 以 3-CPA 为底物测定纯

化 rBhd 的活性, 反应体系包括 100 μL 适当稀释的

酶液和 900 μL 含有 10 mmol/L 3-CPA 的磷酸钠缓
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冲液 (50 mmol/L, pH 7.0)。30 °C、180 r/min 反应

1 h, 加入 100 μL 5 mol/L H2SO4 终止反应, 离心分

离后取上清液, 经 0.22 μm 滤膜过滤后, 利用液相色

谱法测定 3-CPA 和产物 3-HP 的浓度, 具体检测方

法如下 : 液相色谱分析仪使用安捷伦公司的 1100

系统。色谱柱为有机酸分析柱 Bio-Rad HPX-87H 

(30 cm×7.8 cm), 流动相为 5 mmol/L 硫酸 , 流速为

0.6 mL/min。室温下测定紫外(UV) 210 nm 下的吸收

值。3-HP 的保留时间为 13.12 min, 3-CPA 的保留时

间为 20.73 min, 采用外标法进行定量。酶活单位

(IU)定义为每分钟催化 3-CPA 生成 1 μmol 3-HP 所需

的酶量。 

1.2.5  rBhd 最适反应温度和热稳定性: 在 25 °C− 

60 °C (间隔 5 °C)条件下, 测定酶活力, 以确定最适

反应温度。将初始酶液在不同温度(4 °C−70 °C)下保

温 1 h, 测定剩余酶活, 以 0 h 酶活作对照, 计算相

对活力, 以确定酶的热稳定性。 

1.2.6  rBhd 最适 pH 和 pH 稳定性: 配制 pH 值范

围为 5−10 (间隔 0.5)的反应缓冲液 (其中 pH 值

4.0−7.0 用 100 mmol/L 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液, 

pH 值 7.0−9.0 用 100 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液, pH

值 9.0−10.0 用 100 mmol/L 的 NaHCO3-NaOH 缓冲

液), 测定酶在不同 pH 缓冲液中的酶活力, 以确定

酶的最适反应 pH。将不同 pH (5.0−10.0, 间隔 1.0

单位)缓冲液适当稀释的酶液保温于 30 °C, 1 h 后, 

将酶液放入透析袋, 在浓度为 100 mmol/L、pH 为

7.0 的 Tris-H2SO4 缓冲液中透析 6 h, 将酶液的 pH 值

调回至 7.0, 并将各酶液样品用 100 mmol/L、pH 为

7.0 的 Tris-HCl 缓冲液稀释至相同蛋白浓度。测定剩

余酶活, 以 0 h 为对照, 计算相对酶活, 以确定酶的

pH 稳定性。 

1.2.7  缓冲体系对反应活性的影响: 选取摩尔浓度

为 100 mmol/L、pH 值为 7.0 的 Tris-H2SO4、Na2HPO4- 

NaH2PO4 、 Na2HPO4-KH2PO4 、 K2HPO4-KH2PO4 、

Na2HPO4-柠檬酸、柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液, 测定

酶的比活力, 确定最适反应缓冲体系。 

1.2.8  底物浓度的选择: 选择最适反应缓冲体系 , 

在最适反应条件下, 考察不同浓度的底物 40 h 内的

反应过程曲线, 根据反应时间和反应转化率确定反

应的较适底物浓度。 

2  结果 

2.1  β-脱卤酶基因的克隆 
β-脱卤酶基因 bhd 的大小为 465 bp, 在上下游

引物中引入酶切位点后 , 以 Bacillus sp. CGMCC 

No. 4196 基因组为模板, 经 PCR 扩增得到长度为

481 bp 的 PCR 产物, 经 EcoR I-Hind III 双酶切后连接

至 pET30a(+)中, 构建得到表达载体 pET30a(+)-bhd。

将 pET30a(+)-bhd 进行 EcoR I-Hind III 双酶切、

EcoR I 单酶切和 Hind III 单酶切验证(图 1), 并切胶

回收双酶切得到的大小约为 480 bp 的目的基因片

段, 经上海生工生物工程有限公司测序, 酶切位点

间的序列与 GenBank accession number HQ585877 的

β-脱卤酶基因 bhd 完全相同。 
 

 

图 1  表达质粒酶切验证电泳图 
Fig. 1  Identified by enzyme digestion 
注: 1: EcoR I-Hind III 双酶切; 2: EcoR I 酶切; 3 Hind III 酶切; M: 
DNA 分子量标准. 
Note: 1: Digestion by EcoR I-Hind III; 2: Digestion by EcoR I; 3: 
Digestion by Hind III; M: DNA marker. 
 

2.2  重组菌的诱导表达 
重组菌诱导表达经 SDS-PAGE 验证(图 2), 得

到分子量约为 23.1 kD 的重组酶 , 与理论计算值

(465 bp 基因表达产物 , 加上重组蛋白 C 端、N 端

所带组氨酸标签和蛋白酶、肠激酶酶切位点, 共约

23.1 kD)相符。表达量约为 1.4 g/L, 目标蛋白占细胞

总蛋白的 50%以上, 实现了较高效的表达。 



常晓婷等: β-脱卤酶的基因克隆表达及其酶学性质  1163 

 

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

2.3  rBhd 的纯化 
经镍离子亲和层析柱 HisTrapTMFF 纯化的诱导

产物, 经 SDS-PAGE 检测得到单一条带(图 2), β-脱

卤酶的纯度达到了 96%以上, 说明 β-脱卤酶已被成

功纯化。蛋白的纯化倍数为 11.4 倍, 回收率为 76%。

每升发酵液经纯化可得纯酶 7.1 g。对纯化的 rBhd

进行酶学性质的研究。 
 

 

图 2  重组蛋白诱导表达图 
Fig. 2  SDS-PAGE for the overexpression of rBhd 
注: 1: E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+); 2: E. coli BL21 

(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd 未诱导; 3: E. coli BL21(DE3)- 

CondonPlus/pET30a(+)-bhd 全细胞 IPTG 诱导 8 h; 4: E. coli 

BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd IPTG 诱导 8 h 破胞后沉

淀; 5: E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd IPTG 诱导

8 h 破胞后上清液; M: 蛋白分子量标准; 6: 纯化后的 rBhd. 
Note: 1: E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+); 2: E. coli 
BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd, uninduced; 3: Whole cell 
of E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd induced by 
IPTG for 8 h; 4: Precipitation of E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/ 
pET30a(+)-bhd after sonicated induced by IPTG for 8 h; 5: Super-
natant of E. coli BL21(DE3)-CondonPlus/pET30a(+)-bhd after soni-
cated induced by IPTG for 8 h; M: Protein marker; 6: Purified rBnd. 
 

2.4  酶学性质的研究 
2.4.1  rBhd 的最适反应温度和热稳定性: 如图 3A

所示, 以 pH 7.5 的 Tris-H2SO4 为缓冲体系, rBhd 在

25 °C−30 °C 具有较高的活性, 当温度上升到 40 °C

以后, 酶活迅速下降, 在 60 °C 以上基本检测不到酶

活。对热稳定性实验结果分析发现, 酶在 20 °C−30 °C

条件下稳定性较好。当温度超过 60 °C, 酶完全失

活。因此, 综合酶的反应活性和稳定性, 30 °C 为反

应的最适温度。 

2.4.2  rBhd 的最适反应 pH 和 pH 稳定性: 如图 3B

所示, 在最适反应温度下, 在 pH 6.5−7.5 范围内相

对酶活在 80%以上, 而当 pH<6.0 或 pH>8.0 时, 酶

活迅速下降。rBhd 的最适反应 pH 为 7.0。在 pH 稳

定性实验中, 酶在 pH 7.0−8.0 范围内稳定性较好, 

而在 pH<6.0 条件下不稳定。 
 

 

 

图 3  温度、pH 对 rBhd 活性的影响 
Fig. 3  Effects of temperature and pH on rBhd activity  
 
2.4.3  缓冲体系对反应活性的影响 : 缓冲体系对

酶活性有较大的影响(图 4), 磷酸缓冲液缓冲效果

较好, 其中磷酸钠缓冲液效果最佳, 因此选用磷酸

钠缓冲液作为反应的缓冲体系。在 α-脱卤酶的报道

中, 反应缓冲液多为 Tris 缓冲体系[8−10], 不同缓冲

体系对反应的影响机制还未见报道。在上述最适反

应条件下, rBhd 的酶活为 1 150.2 U/L, 比活可达

16.2 U/mg。 
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图 4  不同缓冲液对酶活的影响 
Fig. 4  Effect of different kinds of buffer on β-dehalogenase 
activity 
注: 1: Tris-H2SO4; 2: Na2HPO4-NaH2PO4; 3: K2HPO4-KH2PO4: 4: 
Na2HPO4-KH2PO4; 5: Na2HPO4-Citric acid; 6: 柠檬酸-柠檬酸钠. 
Note: 1: Tris-H2SO4; 2: Na2HPO4-NaH2PO4; 3: K2HPO4-KH2PO4; 4: 
Na2HPO4-KH2PO4; 5: Na2HPO4-Citric acid; 6: Citric acid-Sodium 
citrate. 
 
2.5  利用 rBhd 制备 3-HP 

本文通过克隆表达和纯化, 得到了纯 rBhd, 并

建立了酶法水解 3-CPA 制备 3-HP 的生物合成途

径。不同底物浓度下的反应过程曲线如图 5 所示, 
随着底物浓度的增加, 初始反应速率不断上升, 在

20 h 后, 反应速度都显著降低, 36 h 后基本停止, 
可 能 原 因 是 酶 在 反 应 过 程 中 逐 渐 失 活 。 考 虑 到

3-CPA 和 3-HP 的极性相近, 分离较困难, 所以选择

可将 3-CPA 完全转化的底物浓度为宜。确定最适

初始底物浓度为 10.2 mmol/L, 反应 32 h 后底物

已基本转化完全 , 此时 3-CPA 的转化率约为 93%, 
3-HP 的浓度为 9.4 mmol/L, 说明反应的 3-CPA 全

部转化为 3-HP, 基本没有副产物生成。目前所报

道的水解脱卤酶大多为 α-脱卤酶 , 关于 β-脱卤酶

的报道很少, 且鲜见利用 β-脱卤酶制备 3-HP 的研

究。 Mesri 等 [11]筛选到了一株 Pseudomonas sp. 
B6P, 其胞内提取物可以水解 3-氯丙酸 , 比活为

5.58 U/mg, 但报道未对发酵液的酶活和水解产物

进行说明。根据 Michaelis-Menten 方程 max

m

[ ]
[ ]

V sv
K s

=
+

的 变 形 方 程 m

max max

1 1 1
[ ]

K
v V s V
= × + , 通 过 双 倒 数 作 图

法 , 测得反应的 Km 和 Vmax 分别为 3.26 μmol/L 和

17.86 mmol/(min·g protein)。 

 

图 5  不同初始底物浓度下的反应过程曲线 
Fig. 5  Process of reaction on different concentrations of 
substrate 

3  讨论 

本 文 首 次 克 隆 表 达 并 纯 化 了 重 组 β-脱 卤 酶

rBhd, 并实现了催化水解 3-CPA 制备 3-HP 的过程。

原始菌 Bacillus sp.可以以 3-CPA 为唯一碳源生长, 

水解产生 3-HP。但是 3-HP 作为代谢的中间产物, 

在菌体代谢过程中被进一步分解利用, 发酵液中只

有极少量的 3-HP 存在, 不能大量积累; 且发酵法产

生过多副产物 , 增加了产品分离纯化的难度。而

rBhd 具有专一性, 利用克隆纯化后的 rBhd 进行反

应, 使得 3-HP 成为反应唯一的终产物得到积累, 且

产物的得率较高, 可达 93%以上, 为酶法大量制备

3-HP 奠定了基础。酶在反应体系中的稳定性较差, 

具体原因还有待考察。酶的稳定性与其结构和活性

位点的氨基酸组成有关, 今后的工作将在对酶的结

构和功能进行解析的基础上通过定点突变等方法确

定影响酶活性的因素, 并通过固定化的方法提高酶

的稳定性和重复利用性。 

目前 , 国外已有对水解脱卤酶反应机制的研

究 [12], 但上述脱卤酶都为 α-脱卤酶, 即仅能水解 α

位的卤素取代基, 不能水解 β 位的卤素取代基, 说

明 α-脱卤酶和 β-脱卤酶有着不同的反应机制, 而 β-

脱卤酶目前还尚未有人报道。因此 β-脱卤酶的水解

机制还有待进一步研究。 
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