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摘要：用硫酸铵沉淀，Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ离子交换层析，Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００凝胶过滤层析和 Ｍｏｎｏ－Ｑ离子交换层析方

法，对从大连潮间带繁茂膜海绵中分离得到的１株假单胞菌ＤＥＨ１３８Ａ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ＤＥＨ１３８Ａ）中的脱卤

酶进行分离纯化和酶学性质表征。结果显示，假单胞菌菌株ＤＥＨ１３８Ａ中含有一种能降解Ｌ－２－氯丙酸的Ｌ－２－卤

代酸脱卤酶（Ｌ－ＤＥＸ）。经纯化后，Ｌ－ＤＥＸ亚基分子量为２７．８ｋＤａ，全酶分子量为４２．５ｋＤａ，推测其为一个二聚

体蛋白。Ｌ－ＤＥＸ最适ｐＨ值及最适反应温度分别为１０．０和３０℃，Ｋ ｍ值为０．６３ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｌ－ＤＥＸ能够作用于

多种２－卤代酸，而且对单溴乙酸的脱卤效果最好。ＤＴＴ和ＥＤＴＡ对Ｌ－ＤＥＸ无抑制作用，Ｃｕ２＋和Ｃｏ２＋对Ｌ－ＤＥＸ
有明显的抑制作用。Ｌ－ＤＥＸ具有立体选择性等独特的酶学特性，在环境修复、精细化工等领域具有潜在的应用

价值。
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　　卤代有机化合物是精细化工、医药等行业重要的
原料及中间体。随着其广泛的应用，卤代酸等含卤有
机化合物逐渐成为环境中主要的污染物之一［１］。脱
卤酶是一类能够使卤素从卤代化合物中释放出来的

一类酶。它不仅在降解环境有机卤化物中起到重要
作用，而且其立体选择性催化活性在手性拆分及制备
手性化合物上也具有良好的应用前景［２，３］。

　　自从发现脱卤酶以来，已经发现多种不同降解类
型的酶类，如卤代醇脱卤酶、卤代烷烃脱卤酶、卤代芳
烃脱卤酶、卤代烷酸脱卤酶等［１，４］，其中又以卤代烷
酸脱卤酶研究最为深入。依据作用底物类型不同，卤
代烷酸脱卤酶又可以分为仅作用于Ｌ－２－氯丙酸的Ｌ－
２－卤代酸脱卤酶（Ｌ－ＤＥＸ）、仅作用于Ｄ－２－氯丙酸的Ｄ
?２－卤代酸脱卤酶（Ｄ－ＤＥＸ），以及作用于ＤＬ－２－氯丙酸
的ＤＬ－２－卤代酸脱卤酶（ＤＬ－ＤＥＸ）。

　　已经发现含卤代酸脱卤酶的微生物主要来源于
陆生环境，而来源于海洋微生物的卤代酸脱卤酶的报
道却很少［５］。海洋微生物来源的酶具有较好的稳定
性、耐盐性和耐有机溶剂性［６］。我们实验室前期从大
连海域的低等多细胞动物繁茂膜海绵中分离得到一

株能产脱卤酶的细菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ＤＥＨ１３８Ａ。
本研究对该菌株中的脱卤酶进行了初步分离纯化和

酶学性质表征，以期为后续的基因克隆、结构和功能
等研究奠定基础，发挥其在环境和化工领域的应用
价值。

１　材料和方法

１．１　菌株和试剂

　　参照共附生菌株的分离方法［５］，由我们实验室分
离筛选得到１株菌株Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ＤＥＨ１３８Ａ。
经１６ＳｒＤＮＡ序列比较分析鉴定，菌株属于假单胞菌
属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）。

　　牛血清白蛋白及 ＳＤＳ为 Ｓｉｇｍａ产品。Ｔｒｉｓ，

ＴＥＭＥＤ，丙烯酰胺及甲叉丙烯酰胺为 Ａｍｅｒｓｃｏ产
品。单氯乙酸，二氯乙酸钠，ＤＬ－２－氟丙酸及ＤＬ－２－氯
丙酸为 Ａｌｆａ　Ａｅｓａｒ产品。２，２－二氯丙酸为 Ａｌｄｒｉｃｈ
产品。Ｌ－２－溴丙酸及ＤＬ－２－溴正丁酸为Ａｃｒｏｓ产品。

ＤＬ－２－氯正丁酸为ＴＣＩ产品。其余试剂均为国产分

析纯产品。

１．２　培养条件

　　菌株在２０Ｌ的发酵罐中培养。培养基各组分如
下：ＮａＣｌ（３０ｇ／Ｌ），硫酸铵（４ｇ／Ｌ），Ｎａ２ＨＰＯ４１２Ｈ２
Ｏ（１１．９ｇ／Ｌ），ＮａＨ２ＰＯ４（１．１ｇ／Ｌ），酵母浸粉（０．１

ｇ／Ｌ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．１ｇ／Ｌ），１％ （ｖ／ｖ）微量元
素［５］及消旋２－氯丙酸 （ＤＬ－２－ＣＰＡ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）。接
种后在２８℃暗处２００ｒ／ｍｉｎ培养。待培养至指数生
长期后期时（约２４ｈ），离心（６５００ｒｐｍ，４℃）收集
菌体。

１．３　脱卤酶活性和蛋白含量测定

　　Ｌ－ＤＥＸ标准反应体系：在１．０ｍｌ反应体系中，

含有Ｌ－２－ＣＰＡ （１０ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ（１００
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值１０．０）及适当量的酶。在３０℃反应
一段时间后，加入１０％ （Ｖ／Ｖ ）的浓磷酸（８５％，

Ｗ／Ｗ ）终止反应。１２０００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ离心（４℃）
去除沉淀。酶活性通过 ＨＰＬＣ检测２－ＣＰＡ的减少
量来表示［５，７］。每分钟催化转化１μｍｏｌ　２－ＣＰＡ所需
的酶量定义为１个酶活力单位。

　　蛋白含量采用考马斯亮蓝法［８］测定。ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ采用垂直板凝胶电泳［９］。浓缩胶和分离胶分
别为５％及１２％。

１．４　脱卤酶的分离纯化

　　粗酶液制备将２０Ｌ发酵液离心（６５００ｒ／ｍｉｎ×
２０ｍｉｎ，４℃）收集菌体，菌体用磷酸钾缓冲液（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．５）洗涤３次后，置于－７０℃保存备
用。取１１ｇ菌体，每克菌体用２０ｍｌ磷酸钾缓冲液（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值７．５）重悬。在冰水浴中超声（３００
Ｗ，超声５ｓ，间隙５ｓ，共１８０次）破碎菌体，４℃下

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，所得上清即为粗酶液。共
得２１５ｍｌ粗酶液。

　　硫酸铵盐析将所得粗酶液在４℃下逐级加入硫
酸铵至４０％、６０％、８０％、１００％的饱和度，每个饱和
度下，待硫酸铵完全溶解后，再搅拌６０ｍｉｎ。１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集沉淀，沉淀分别重悬于缓冲液Ａ
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４－Ｋ２ＨＰＯ４，ｐＨ 值７．５加０．６５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ）后，测定Ｌ－ＤＥＸ酶活性，保留高活性
组分。

８３１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



　　Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ阴离子交换层析将硫酸铵沉淀
（６０％饱和度）重悬组分经超滤膜（截留分子量为

１０ｋＤａ）超滤除盐后用于后续的纯化分离。分离柱Ｑ－
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ（７／２５，ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）用缓冲液 Ａ平
衡至电导稳定，进样后用１１个柱体积的缓冲液Ａ洗
脱，然后与缓冲液Ｂ（缓冲液Ａ加０．３ｍｏｌ／ＬＮａ２ＳＯ４）
进行线性梯度洗脱２０个柱体积。最后再用１０个柱
体积的缓冲液Ｂ清洗柱子，流速为１ｍｌ／ｍｉｎ。每管收
集样品１ｍｌ，测定Ｌ－ＤＥＸ酶活性大小，合并活性高的
组分。

　　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００凝胶过滤层析是将凝胶柱Ｓｕｐｅｒ－
ｄｅｘ　２００（ＨｉＬｏａｄ　１６／６０，ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）经缓冲液Ａ
平衡后进样，洗脱流速为０．５ｍｌ／ｍｉｎ，每管收集洗脱
样品１ｍｌ。测定酶活性大小后，收集合并活性高的
组分。

　　Ｍｏｎｏ－Ｑ阴离子交换层析是将 Ｍｏｎｏ－Ｑ （５／５０
ＧＬ，ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）柱经缓冲液 Ａ冲洗平衡至基线
稳定，平衡结束。进样后，用缓冲液 Ａ清洗１１个柱
体积，然后与缓冲液Ｂ进行线性梯度洗脱２０个柱体
积。最后用缓冲液Ｂ清洗柱子１０个柱体积，流速

０．５ｍｌ／ｍｉｎ，每管收集样品１ｍｌ，测定酶活性大小，
收集合并纯度较高的组分。

１．５　脱卤酶的酶学性质表征

　　最适反应ｐＨ值及ｐＨ值耐受性表征是配制ｐＨ
值范围为６～１２的反应缓冲液（ｐＨ值６～７．５用１００
ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液，ｐＨ值７．５～９．５用１００ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－Ｈ２ＳＯ４缓冲液，ｐＨ 值９．５～１２用 Ｇｌｙｃｉｎｅ－
ＮａＯＨ缓冲液），测定酶在不同ｐＨ 值缓冲液中的酶
活力，以确定最适反应ｐＨ 值。以Ｌ－２－氯丙酸为底
物，反应时间为３０ｍｉｎ，所测最高酶活为１００％，计
算相对酶活。将酶液用不同缓冲液按１∶１０比例稀
释后，在４℃放置２４ｈ，测定残余酶活来确定酶的ｐＨ
耐受性。以 Ｌ－２－氯丙酸为底物，所测最高酶活为

１００％，计算相对酶活。以ＤＬ－２－氯丙酸为底物，反应
时间为１２０ｍｉｎ，所测最高酶活为１００％，计算相对
酶活。

　　最适反应温度及温度耐受性表征是测定酶液在

２０～６０℃的条件下的酶活力，以确定最适反应温度。
以ＤＬ－２－氯丙酸为底物，反应时间为２０ｍｉｎ，所测最
高酶活为１００％，计算相对酶活。将酶液在不同温度
（４～６０℃）下保温３０ｍｉｎ，测定剩余的酶活，以孵育

０ｈ的酶活性作为对照，计算相对活力，以确定酶的温
度耐受性。以ＤＬ－２－氯丙酸为底物，反应时间为２５
ｍｉｎ，所测最高酶活为１００％，计算相对酶活。

　　米氏常数是在１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ，ｐＨ

值１０．０缓冲液中加入不同浓度的Ｌ－２－ＣＰＡ，３０℃反
应一段时间后，检测不同浓度下底物的降解速率。利
用米氏方程双倒数法求得Ｋｍ 及Ｖｍａｘ。

　　脱卤酶的底物专一性是在１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－
ＮａＯＨ，ｐＨ值１０．０的缓冲体系中，加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的不同卤代物及适当量的酶，于３０℃反应３０ｍｉｎ后
检测酶活性的大小。

　　抑制剂对酶活性的影响是在反应体系中，加入浓
度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的不同抑制剂，以不加抑制剂的酶活
性作为对照。反应体系同Ｌ－ＤＥＸ酶活测定体系，反
应时间为３０ｍｉｎ。

２　结果和分析

２．１　脱卤酶的分离纯化

　　粗酶经过四级纯化，其纯化收率为５．７％，比活
性达到２８．０Ｕ／ｍｇ（表１）。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱显示得
到纯度较高的脱卤酶（图１）。纯化的脱卤酶只对Ｌ－２
－ＣＰＡ起作用，表明纯化得到的脱卤酶为Ｌ－ＤＥＸ。
表１　Ｌ?ＤＥＸ纯化结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌ?ＤＥＸ

纯化步骤
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｓｔｅｐ

总蛋白
Ｔｏｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ
（ｍｇ）

总活性
Ｔｏｔａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ）

比活性
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ／ｍｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

Ｃｒｕｄｅ　ｅｘｔｒａｃｔ　 ２７９．５　 ９８．９　 ０．３５　 １００．０

（ＮＨ４）２ＳＯ４Ｐｒｅ－
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ（４０％～
６０％）

２４０．０　 ５２．２　 ０．２２　 ５２．８

Ｑ－ＨＰ　 １８．０　 １８．０　 １．０　 １８．２

Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　 ０．７６　 ６．０　 ７．９　 ６．１

Ｍｏｎｏ－Ｑ　 ０．２０　 ５．６　 ２８．０　 ５．７

图１纯化的Ｌ－ＤＥＸ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析

Ｆｉｇ．１ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｌ－ＤＥＸ

　　Ｍ：蛋白标准品；１：纯化的Ｌ－ＤＥＸ（箭头所示）。Ｍ：ｐｒｏ－

ｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ，１：ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｌ－ＤＥＸ（Ａｒｒｏｗ）．
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２．２　酶学性质

２．２．１　脱卤酶分子量

　　脱卤酶Ｌ－ＤＥＸ经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，计算得到
其亚基分子量约为２７．８ｋＤａ，在Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００的凝
胶柱上分析，其全酶分子量约为４２．５ｋＤａ，表明菌株
中Ｌ－ＤＥＸ可能为二聚体的酶蛋白。经凝胶柱分析得
到的脱卤酶分子量比两倍的亚基分子量低，其原因可
能是该脱卤酶在天然状态下不是一个球型蛋白。

２．２．２　最适反应ｐＨ值及ｐＨ值耐受性

　　实验结果表明 Ｌ－ＤＥＸ 的最适反应ｐＨ 值为

１０．０（图２），在碱性条件下（ｐＨ 值９～１１）具有较高
的反应活性，ｐＨ值＜９导致反应活性迅速降低。在
不同ｐＨ值的缓冲液中孵育２４ｈ后，脱卤酶在ｐＨ值

６～９时能够较好地保持活性，并随着ｐＨ值的升高，
酶的稳定性逐渐降低（图３）。

图２　ｐＨ值对Ｌ－ＤＥＸ酶活性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｌ－ＤＥＸ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　—◆—：Ｋ２ＨＰＯ４ －ＫＨ２ＰＯ４；—●—：Ｔｒｉｓ－Ｈ２ＳＯ４；—■—：Ｇｌｙｃｉｎｅ－

ＮａＯＨ．

图３　Ｌ－ＤＥＸ的ｐＨ值耐受性

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｌ－ＤＥＸ

　　—◆—：Ｋ２ＨＰＯ４ －ＫＨ２ＰＯ４；—●—：Ｔｒｉｓ－Ｈ２ＳＯ４；—■—：Ｇｌｙｃｉｎｅ－

ＮａＯＨ．

２．２．３　最适反应温度及温度耐受性

　　脱卤酶在３０℃时酶活最高（图４）。在２０～３０℃
之间，随温度升高，酶活逐渐上升。３０℃后，随温度的
升高，酶活虽然有降低，但是并没有表现出急剧下降
的趋势。

　　在４℃至３０℃间，脱卤酶Ｌ－ＤＥＸ的相对活性均
在１００％左右，酶活相对稳定。４０～６０℃，Ｌ－ＤＥＸ的

热稳定性较差，在４５℃，５０℃，５５℃下孵育３０ｍｉｎ后
剩余酶活力已分别降至１２．１％，４．５％ 及２．６％，到
达６０℃时酶活已经完全丧失（图４）。

图４　Ｌ－ＤＥＸ的最适反应温度及温度耐受性

　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　Ｌ－ＤＥＸ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａ－

ｂｉｌｉｔｙ

　　—■—：最适反应温度，—●—：温度耐受性。—■—：Ｏｐｔｉｍａｌ　ｔｅｍ－

ｐｅｒａｔｕｒｅ；—●—：Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ．

２．２．４　米氏常数

　　用Ｌｉｎｅｗｅａｒ－Ｂｕｒｋ作图法求得Ｌ－ＤＥＸ对Ｌ－２－
ＣＰＡ的Ｋｍ 值为０．６３ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ 为９．５×１０－５

ｍｏｌ／ｍｉｎ（图５）

图５　Ｌ－ＤＥＸ的Ｌｉｎｅｗｅａｒ－Ｂｕｒｋ

Ｆｉｇ．５　Ｌｉｎｅｗｅａｒ－Ｂｕｒｋ　ｐｌｏｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌ－ＤＥＸ

２．２．５　底物的专一性

　　表２结果显示，ＤＥＨ１３８Ａ中的Ｌ－ＤＥＸ对各种
卤代乙酸的催化能力相当，但是对于卤代丙酸和丁酸
来说，具有手性选择性。Ｌ－ＤＥＸ对氯化物和溴化物
的降解能力比较强。Ｌ－ＤＥＸ降解单卤代酸的能力要
强于对二卤代酸的降解能力，如单氯乙酸＞二氯乙
酸，ＤＬ－２－氯丙酸＞２，２－二氯丙酸。随着碳链的增加，

Ｌ－ＤＥＸ脱卤酶对单取代的氯代化合物的催化活性大
小依次为：２－氯丙酸 ＞单氯乙酸＞２－氯丁酸，而对溴
代化合物的催化活性大小则依次为：单溴乙酸＞２－溴
丁酸＞２－溴丙酸。可见卤代烷酸中的卤素元素种类、
个数及位置对脱卤酶的催化活性有很大的影响。

２．２．６　抑制剂对Ｌ－ＤＥＸ酶活性的影响

　　表３结果显示，１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ及ＤＴＴ对Ｌ
－ＤＥＸ活性没有抑制，１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｃａ２＋及 Ｍｇ２＋部分

０４１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



抑制脱卤酶活性，而１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｚｎ２＋可以显著地降
低酶活，而１ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃｕ２＋，Ｃｏ２＋可以使酶完全失活。
表２　Ｌ?ＤＥＸ的底物专一性

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌ?ＤＥＸ

底物Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
相对活性
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
Ａｃｔｉｖｉｔｙ（％）

单氯乙酸盐Ｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ　 ８７．７
二氯乙酸盐Ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ　 ８４．４
单溴乙酸盐 Ｍｏｎｏｂｒｏｍｏａｃｅｔａｔｅ　 １１５．０
单电乙酸盐 Ｍｏｎｏｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ　 ９５．２
ＤＬ－２－氟丙酸盐ＤＬ－２－Ｆｌｕｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ　 ０
ＤＬ－２－氯丙酸盐ＤＬ－２－Ｃｈｌｏｒｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ　 １００．０
２，２－二氯丙酸盐２，２－Ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ　 ０
Ｌ－２－溴丙酸盐Ｌ－２－Ｂｒｏｍｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ　 ４６．５
ＤＬ－２－氯－正丁酸ＤＬ－２－Ｃｈｌｏｒｏ－ｎ－ｂｕｔｙｒａｔｅ　 ６７．５
ＤＬ－２－溴－正丁酸ＤＬ－２－Ｂｒｏｍｏ－ｎ－ｂｕｔｙｒａｔｅ　 ５９．５

表３　抑制剂对Ｌ?ＤＥＸ的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｌ?ＤＥＸ

抑制剂Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
相对酶活
Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ　 １００．０
ＤＴＴ　 ９６．３
ＥＤＴＡ　 １１４．３
Ｃａ２＋ ６８．４
Ｍｇ２＋ ９２．９
Ｃｏ２＋ ０
Ｃｕ２＋ ０
Ｚｎ２＋ １０．７

３　讨论

　　卤代酸脱卤酶主要来自于陆生微生物，而在海洋
细菌中鲜有报道。本文从大连海域繁茂膜海绵中分
离得到的假单胞菌属ＤＥＨ１３８Ａ菌株中纯化得到一
种具有立体选择性的Ｌ－２－卤代酸脱卤酶。目前，Ｌ－２－
卤 代 酸 脱 卤 酶 已 在 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．）［１０，１１］，固 氮 菌 （Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．）［１２］，根 瘤 菌
（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．）［１３］，莫拉氏菌（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｓｐ．）［１４］

中发现，而 Ｄ－２－卤代酸脱卤酶仅在恶臭假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ）［１５］及根瘤菌［１３，１６］中发现。

　　菌株ＤＥＨ１３８Ａ中的Ｌ－ＤＥＸ经纯化后，其比活
性为２８．０Ｕ／ｍｇ。经凝胶过滤及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定得
到Ｌ－ＤＥＸ全酶的分子量为４２．４ｋＤａ，亚基分子量为

２７．８ｋＤａ，推测该Ｌ－ＤＥＸ是二聚体，与卤代酸脱卤酶

ＤｅｈＣＩＩ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＣＢＳ３）［１７］及ＨｄｌＩＶａ
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ　ＭＢＡ４）［１８］相类似，与来源于

Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＲＣ２６［１２］的Ｌ－２－卤代酸脱卤酶（单聚
体）及Ｐ．ｐｕｔｉｄａ　ＡＪ１［１９］的Ｌ－２－卤代酸脱卤酶（四聚
体）则不同。

　　假单胞菌ＤＥＨ１３８Ａ菌株中的Ｌ－ＤＥＸ最适反应

ｐＨ值为１０．０。在３０℃酶活最高，在３０℃内能保持
较好的活性，ＥＤＴＡ对Ｌ－ＤＥＸ没有抑制作用，这说
明从ＤＥＨ１３８Ａ中所得的Ｌ－ＤＥＸ，其活性中心无金
属离子参与催化，这与其它菌株中的 Ｌ－ＤＥＸ相类
似［１１，１２，１８，２０］。本文所得到的Ｌ－ＤＥＸ对Ｚｎ２＋比较敏
感（抑制率为８９．３％），对 Ｃｕ２＋，Ｃｏ２＋ 则非常敏感
（１００％抑制），Ｃｕ２＋ 对来源于 Ｐ．ｐｕｔｉｄａ　１０９［１１］及
Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＲＣ２６［１２］的脱卤酶同样具有较
强的抑制作用。然而，Ｃｕ２＋｛Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｌｏｅｇ，１９９１＃
３６；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｌｏｅｇ，１９９１＃３６｝对来源于Ｐ．ｃｅｐａｃｉａ
ＭＢＡ４的卤代酸脱卤酶则无抑制作用［１８］，Ｃｏ２＋ 及

Ｚｎ２＋对其抑制作用也不明显。

　　菌株ＤＥＨ１３０Ａ中Ｌ－２－卤代酸脱卤酶对溴代乙
酸具有最好的催化活性，对氯乙酸及二氯乙酸的脱氯
效果相近。而卤代酸脱卤酶 ＤｅｃｈⅡ［１７］及 ＨｄｌⅠ
Ｖａ［１８］虽然对溴代乙酸有最好的催化活性，但是对二
氯乙酸的降解能力要明显低于对氯乙酸的降解能力。
以Ｌ－２－ＣＰＡ为底物时，本文纯化得到的Ｌ－２－卤代酸
脱卤酶的 Ｋｍ 值为０．６３ｍｍｏｌ／Ｌ，较Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｄｅｈａｌｏｇｅｎａｎｓ　ＮＣＩＢ　９０６１（Ｋｍ ＝０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ）［１０］

及Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＹＬ（Ｋｍ ＝０．３７ｍｍｏｌ／

Ｌ）［２１］中脱卤酶的Ｋｍ值高，但是远低于Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｕｔｉｄａ中Ｌ－２－卤代酸脱卤酶的Ｋｍ 值
（Ｋｍ ＝３．８ｍｍｏｌ／Ｌ）［１１］。

　　同来源于陆生环境微生物中的Ｌ－卤代酸脱卤酶
相比，来源于海洋环境的菌株ＤＥＨ１３０Ａ中的Ｌ－２－卤
代酸脱卤酶在底物特异性及对抑制剂的耐受性有着

一定的独特性。由于海洋微生物已成为众多新酶的
资源库，而目前对海洋微生物产脱卤酶的研究还较
少，需要进一步开发更多产脱卤酶的海洋微生物并表
征相关脱卤酶。本文对来源于海洋的假单胞菌属

ＤＥＨ１３８Ａ菌株中的脱卤酶进行了初步考察与研究，
拓宽了对海洋来源的卤代酸脱卤酶的认识，为更深入
地研究脱卤酶的基因、蛋白序列及耐盐性等奠定了
基础。
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