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摘  要 : 旨在获得具有氯化功能的过水解酶，拓展过水解酶资源，为其工业应用奠定基础。以唐河某造纸厂污泥

为材料构建宏基因组文库，通过活性筛选获得一个细菌过水解酶 Per822。使用大肠杆菌异源表达 Per822，研究纯

化后的重组蛋白酶学性质并检测了生成过乙酸的能力。测序结果显示 per822 编码一个含 273 个氨基酸的蛋白。

Per822 是典型的多功能酶代表，分别具有过氧化物酶、卤代酶和酯酶的活性。Per822 过水解氯化单氯二甲酮的最

适反应 pH 为 4.5，在 pH 3.5–8.0 范围内酶活性稳定。最适反应温度是 55 ℃，在 70 ℃以下酶活性稳定且氯化活

性能够被 Fe2+激活。以乙酸乙酯为共底物 Per822 显示出较强的产过乙酸能力。重组 Per822 的高可溶性表达、催

化多功能性、较强的产过乙酸能力使得 Per822 在有机合成、废水处理、杀菌、生物质预处理等方面有着潜在的

应用价值。 

关键词 : 过水解酶，过乙酸，催化多功能性，Fe2+激活 
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Molecular cloning and characterization of a novel 
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Abstract:  The aim of this study is to obtain bacterial perhydrolases with chlorination activity, expands the resources of 
perhydrolases, and lays a foundation for it’s industrial applications. We constructed a metagenomic library using environmental DNA 
isolated from sludge samples of a paper mill of Tanghe county, and identified a per822 gene encoding a bacteria perhydrolase via 
activity-based functional screening. Then, we overexpressed Per822 heterologously in Escherichia coli, and characterized the 
recombinant enzyme after purification. Finally, we further investigated the ability of Per822 to produce peracetic acid (PAA). 
Sequence analysis revealed that per822 encoded a protein of 273 amino acids. The recombinant Per822 had the activity of 
peroxidase, esterase and halogenase respectively, and thus was regarded as a typical representative of multifunctional enzymes. The 
purified Per822 exhibited maximal chlorination activity (hyperhydrolysis) at 55 °C and pH 4.5 with monochlorodimedone as 
substrate, and the enzyme was stable in the pH range of 3.5–8.0 and below 70 °C. Also, the chlorination activity of this enzyme could 
be activated by Fe2+. In addition, the enzyme displayed high ability to generate PAA using ethyl acetate as cosubstrate. The highly 
soluble expression, catalytic versatility and good PAA production capacity of Per822 make it a potential candidate in organic 
synthesis, wastewater treatment, disinfection and biomass pretreatment, etc. 

Keywords:  perhydrolase, peracetic acid, catalytic versatility, Fe2+ activation 

过水解酶 (Perhydrolase)，先前称作细菌无辅

基卤过氧化物酶或者非血红素卤过氧化物酶[1]，

是一类能够可逆地催化羧酸 (羧酸酯) 和过氧化

氢生成过羧酸的酶[2-4]。该类酶属于/β 水解酶超

家族，活性中心具有 Ser-His-Asp 催化三体，在进

化上和酯酶 (脂肪酶) 具有相同起源[5-6]。和血红

素氯过氧化物酶类似，过水解酶具有催化多功能

性，在体外能够进行卤代反应、酯水解反应[7]、

C-C 键水解反应[5]和特殊的氧化反应如硫化物氧

化[8]、转化芳香胺为硝基[9]、环氧化 (Prileshajev
反应) 和 Baeyer-Villiger 反应[10]等，是一类具有

广阔应用前景的生物催化剂。 
过水解酶能够过水解羧酸 (羧酸酯) 生成过

羧酸。过羧酸，比如过乙酸 (Peracetic acid, PAA)，
是应用广泛的强氧化剂 [11]，主要用于纺织业漂

白 [12]、染料脱色[13-14]、废水处理[15]、纸浆漂白、

生物质预处理 [16]、生产环氧衍生物 [17]和-己内

酯 [3]等，另外，还可以用于农业、食品业、医疗

器械等消毒杀菌[18]。传统的过乙酸生产工艺以硫

酸为催化剂，反应条件严苛[19]、成本高、效率低

且造成环境污染。同时，PAA 是快速氧化剂，浓

度大于 70%容易发生爆炸，使得它储存困难、运

输成本高[2]。而羧酸的过水解可逆并且热动力可

控制，最适合连续生产低浓度稳态的过羧酸。 
随着人们环保意识的提高，绿色安全生产意

识的增强，对过水解酶的需求量大增。遗憾的是

到目前为止仅分离出了几种过水解酶并进行了酶

学性质的研究[1,8,20-24]。这些酶具有高的特殊活性、

耐热、耐有机溶剂和 pH 变化等特点，美中不足

的是这些酶大多只能发生溴代，无过氧化氢酶活

性，只在溴离子或碘离子存在时才具有过氧化物

酶活性[20,24]，限制了其在生产中的应用。宏基因
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组技术为我们寻找新酶基因提供了有力的技术手

段，目前已经成功地使用该技术从不同生境中分

离出新的酯酶、固氮酶、苯酚降解酶系、纤维素

酶、淀粉酶、漆酶等基因[25-30]，而用宏基因组方

法分离过水解酶尚未见报道。本文以富含氯的唐

河造纸厂污泥为样品构建宏基因组文库以期分离

出新型具有氯化活性的过水解酶基因，拓展过水

解酶资源，为工业应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5α、BL21 (DE3) pLysS 为本实

验室保存；表达载体 pET-32a 由本实验室保存，克

隆载体 ppC118 BamH /BAPⅠ 购自 TaKaRa 公司。 
1.1.2  主要试剂 

限制性内切酶、连接酶和 PCR 用高保真酶 
(PrimeSTAR Max Premix) 购自 TaKaRa 公司；蛋白

提取试剂购自 Novagen 公司；土壤基因组快速提

取试剂盒购自 MP Biomedicals 公司；质粒提取试

剂盒和 DNA 凝胶回收试剂盒购自 Omega 公司；

蛋白纯化试剂盒购自 QIAGEN 公司；2,2′-连氮-
双 -(3- 乙 基 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ) [2,2ʹ-azino-bis 
(3-ethylbenz thiazoline-6-sulfonic acid)，ABTS]、
对硝基苯酯系列 (碳链长度 2–16，C2–C16)、单氯

二甲酮  (Monochlorodi-medone，MCD)、丙二醇

二乙酸酯 (Propylene glycol diacetate，PGD)、乙

酸乙酯 (Ethyl acetate，EA) 购自 Sigma 公司；其

他试剂均为分析纯。 

1.2  土壤样品 DNA 提取 
取唐河某造纸厂多处污泥样品，参照商家提

供的说明书进行基因组 DNA 提取。 

1.3  宏基因组文库的构建及过水解酶基因筛选 
宏基因组文库构建参考前期工作 [30]：使用

BamHⅠ部分酶切基因组DNA，回收长度为 2.0–8.5 kb
的 DNA 片段，连至 ppC118 BamH /BAPⅠ 载体，

电击转化大肠杆菌 DH5α，构建造纸厂污泥宏基

因组文库。接种文库到含有 100 μg/mL 氨苄青霉

素 (Amp)、1.0 mmol/L IPTG 和 1%三丁酸甘油酯

的 LB 平板上 37 ℃培养过夜，同时复制文库到每

孔含 500 μL LB 培养基 (添加 50 μg/mL Amp、
0.25 mmol/L IPTG)的深孔 96孔板 37 ℃培养过夜。

参照说明书裂解细胞提取蛋白。加入 0.1 mol/L 
NaAC (pH 4.5) 缓冲液 100 μL、以 0.5 mmol/L 的

ABTS 和 1 μL 30%双氧水为底物筛选。挑取三丁

酸甘油酯平板上产生透明圈并且 ABTS 反应变蓝

绿色的克隆检测并送 Invitrogen 公司测序。 

1.4  过水解酶序列分析及系统发育树构建 
过水解酶 ORF 的确定、序列分析及系统树构

建参考前期工作[30]。根据 ORF 的大小将该基因命

名为 per822，所编码蛋白命名为 Per822，所在质

粒命名为 ppC118-per822。 

1.5  过水解酶基因的克隆及原核表达条件优化 
以 ppC118-per822 为模板，设计如下引物进

行 PCR 扩增：per822F (5′-CCGGAA TTCATGAAG 
ACGTTGACAGTT-3′)和 per822R (5′-CCCAAGC 
TTTTAGGAGTTGATGAATTTGAGGATG-3′)。反
应体系 (15 μL)：模板 1 ng，2×PrimeSTAR Max 
Premix 7.5 μL，上、下游引物各 10 pmol，无菌超

纯水补至总体积 15 μL。扩增条件：95  5 min℃ ；

98  10 s℃ ，56  10 s℃ ，72  10 s℃ ，30 个循环；

72  5 min℃ 。将 PCR 产物用 EcoR /Ⅰ XbaⅠ双酶切

并回收连接至 pET-32a，电击转化大肠杆菌 BL21 
(DE3) pLysS。挑阳性克隆命名为 per822/BL21。
蛋 白 表达条 件 优化参 考 前期工 作 [30] ：接 种

per822/BL21 到 LB 液体培养基培养至 OD600 为

0.6，添加终浓度为 0.1−4.0 mmol/L 的 IPTG 分别

在 20、25、30、37 ℃下 200 r/min 诱导 8 h。 

1.6  重组过水解酶纯化、分子量估算及浓度

测定 
在 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min 取细胞超

声波破碎，使用蛋白纯化试剂盒对重组蛋白进行
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纯化。 
SDS-PAGE 检测酶的纯度并估算分子量。酶

浓度使用 NanoDrop 2000 微量紫外分光光度计测

定[ε=4.1370×104 L/(mol·cm)]。 

1.7  酶活性的测定 
1.7.1  过水解活性检测 

过水解活性检测使用 MCD 法[31]，略作修改：

以 0.1 mol/L pH 4.5 的 NaAC 为缓冲液，200 L 反

应体系含 MCD 44 mmol/L，KCL 80 mmol/L，双

氧水 7.2 mmol/L，55 ℃预热数分钟，加入适量的

酶起始反应，以失活的酶为对照，290 nm 下测量

吸光值的下降，酶活定义为 1 min 内氯化 1 mol 
MCD的酶量为一个单位 [ε=1.99×104 L/(mol·cm)]。 
1.7.2  酯酶活性检测 

酯酶活性测定使用对硝基苯酯方法[25]：以 pH 
8.5的 Britton-Robinson缓冲液为缓冲体系，100 L
反应体系含对硝基苯酯 (碳链长度从 2 到 16，
C2–C16) 0.5 mmol/ L，40 ℃保温数分钟，加入适

量的酶起始反应，5 min 后加入 50 L 20% SDS
终止反应，全波段酶标仪 405 nm 下测吸光值的增

加，用不含酶的体系作为对照，以 1 min 内水解

1 μmol 对硝基苯酯所需要的酶量定义为一个单位 
[ε=1.6×104 L/(mol·cm)]。 
1.7.3  过氧化物酶活性检测 

过氧化物酶活性测定使用 ABTS 法[32]：45 ℃
预热含 0.5 mmol/L ABTS 的缓冲液 (pH 4.5 的

1.0 mol/L NaAC)，加入适量的酶和双氧水启动反

应。420 nm 下测光吸收值变化，以 1 min 内生成

1 μmol ABTS 阳离子所需要的酶量定义为一个单位

(p) [ε=3.6×104 L/(mol·cm)]。 

1.8  酶学特性研究 
1.8.1  pH 对过水解酶反应的影响 

最适反应 pH 测定采用 0.1 mol/L NaAC 缓冲

液  (pH 3.5–6.0) 和 Britton-Robinson 缓 冲 液   
(pH 6.5–8.0)，200 μL 反应体系含 260 ng 纯化的

Per822，其他条件同 1.7.1。pH 稳定性测定则是将

纯化后的 Per822 加入上述缓冲液内 4 ℃保温 2 h，
再调 pH 至最适，55 ℃测定剩余酶活，每个反应

至少 3 个重复。 
1.8.2  温度对酶反应的影响 

最适反应温度测定时每 5 ℃为一个梯度，范

围从 30 ℃至 80 ℃。以 0.1 mol/L 醋酸钠 (pH 4.5) 
作为缓冲液，其他条件同最适 pH 测定。温度稳

定性测定时将纯化后的 Per822在上述温度下保温

2 h，冷却后按最适条件测定剩余酶活，每个反应

至少 3 个重复。 
1.8.3  动力学参数的测定 

以不同浓度的 MCD 为底物，以 pH 4.5 的

0.1 mol/L NaAC 为缓冲液，加入 10 mmol/L H2O2

和 80 mmol/L KCl，反应温度设为 55 ℃；全波段

酶标仪 290 nm 下测量吸光值的下降，计算不同浓

度下的酶活，每个实验 3 个重复。采用 Graphpad 
prism 6 软件中的米氏方程对动力学参数(Km 和

kcat) 进行计算、拟合。 
1.8.4  金属离子对酶反应的影响 

将适量的酶和不同浓度的各金属离子加入

pH 4.5 的 NaAc 缓冲液中冰上预处理 15 min，加

入 44 mmol/L MCD，80 mmol /L KCl，7.2 mmol/L
双氧水起始反应，在最适条件下测酶活，以未加金

属离子的反应作为对照，每个反应至少 3 个重复。 

1.9  过乙酸生成能力检测 
1.9.1  共底物对过乙酸产生的影响 

过乙酸的浓度检测使用ABTS 法[14,16]，以 pH 4.5
的柠檬酸-磷酸 (50 mmol/L pH 7.1 的磷酸钾) 为
缓冲液，标准反应体系 (1 mL)：含 100 mmol/L 
H2O2，100 mmol/L PGD(100 mmol/L NaAC 或者

500 mmol/L 的 EA) 和 终 浓 度 2.0 μg/mL 的

Per822。混合物在 45 ℃下 200 r/min 振荡 20 min。
PAA 浓度检测：用去离子水将反应液 25 L 稀释

100 倍，接下来，将 25 L 的稀释液加 75 L 去离

子水、0.9 mL 检测试剂 (检测试剂配制：向 5 mL
柠檬酸钾缓冲液 (125 mmol/L，pH 5.0) 中加入
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100 mmol/L 的 ABTS 水溶液 50 L、25 mmol/L KI
水溶液 10 L ) 混匀，混合物在室温孵育 3 min，
420 nm 下测吸光值。 

PAA 浓度计算：[PAA] (mmol/L)=A420×0.242×400 
(400 为稀释倍数)。 
1.9.2  高浓度底物和酶量对过乙酸产生的影响 

以柠檬酸-磷酸 (pH 4.5) 为缓冲液，反应体

系 (5 mL) 含 1 mol/L H2O2、1 mol/L (0.5 mol/L) 
的 EA 和终浓度 2.0 μg/mL (10 μg/mL) 的 Per822，
45 ℃下 200 r/min 振荡孵育，分别在反应的

10 min、20 min、40 min、60 min 和 80 min 取样，

PAA 生成量的计算参考 1.9.1，评价高浓度底物和

酶量对 PAA 生成的影响。 
1.9.3  Per822 对过乙酸的耐受性 

以 pH 4.5 的柠檬酸-磷酸为缓冲液，1 mL 标

准体系中含 500 mmol/L EA和 2.0 μg/mL的 Per822。
在反应体系中分别加入 1 mmol/L、5 mmol/L、   
10 mmol/L、25 mmol/L 和 50 mmol/L PAA，冰上

放置不同时间 (0.5 h、1 h、1.5 h 和 2 h)，加入   
0.1 mol/L H2O2，45 ℃下反应 40 min，以未加酶的

体系作对照，测经过不同浓度 PAA 处理后 Per822
生产 PAA 的能力。以未经处理的 Per822 在 40 min
生产 PAA 量为 100%，计算 Per822 对过乙酸的耐

受能力。 

1.10  核酸序列登录号 
所报道序列已经提交至 GenBank (登录号

MK614259)。 

2  结果与分析 

2.1  宏基因组文库的构建和过水解酶基因的

筛选  
构建的唐河造纸厂宏基因组文库约含10 200 个

克隆。随机选取 20 个克隆进行检测，酶切结果显

示片段插入率为 100%、大小范围 2.5–7.0 kb、平

均大小为 5.2 kb，插入片段高度多样化；包含约

53 Mb 的污泥微生物 DNA 信息。经过初筛和复筛

从文库中得到 1 个具有过水解酶活性的克隆。 

2.2  Per822 序列分析 
序列分析显示 6.2 kb 的外源片段中存在 1 个

822 bp 的完整过水解酶 ORF，所编码的蛋白属于

含/水解酶家族，命名为 per822。NCBI 数据库

序列比对显示该蛋白与来自玉米古字状菌 Runella 
zeae 和土地杆菌 Pedobacter tournemirensis 的 α/β
水解酶 (氯过氧化物酶) 同源性最高 (88%)；与

土生嗜冷菌 Algoriphagus terrigena 和 Confluentibacter 
lentus 的 α/β 水解酶次之 (87%)；与来自铜绿假单

胞菌 Pseudomonas aeruginosa 和来自蓝色链霉菌

Streptomyces coelicolor A3(2) 的无辅基氯过氧化物

酶有 60%同源性。系统发育树构建结果显示，Per822
不与其他来源的过水解酶聚于一个分支 (图 1)。 

2.3  重组 Per822 的表达、纯化和活性检测  
经优化 Per822 最佳表达条件为：IPTG 浓度

0.2 mmol/L，诱导温度为 25 ℃，此条件下重组蛋

白以可溶性表达为主。SDS-PAGE 结果显示纯化

后得到了电泳纯单一条带，分子量约为 45 kDa  
(图 2)，大小和软件推测值加上 6×His 标签之和相

符。重组蛋白具有催化多功能性：Per822 具有过

氧化物酶活性，以 ABTS 为底物测得酶活为

124.74 p/mg，且该反应不依赖 Br−和 I−的存在；

具有酯酶活性，可以水解碳链长度从 2 到 16 的对

硝基苯酯系列底物，最适底物为对硝基苯乙酯 
(C2)，碳链长度大于 16 基本测不到酶活性 (图 3)；
具有卤代功能，氯化 MCD 活性为 3.72 p/mg。本

实验首次发现过水解酶可以氯化 MCD 且具有不

依赖 Br−和 I−的过氧化物酶活性。这些结果说明

Per822 是一个具有新酶学性质的过水解酶。 

2.4  重组过水解酶的酶学特性研究 
2.4.1  pH 对重组过水解酶的催化活性和稳定性

的影响 
重组 Per822 氯化 MCD 的最适 pH 为 4.5，偏

离该 pH，活性迅速下降，在 pH 6.5 及以上活性

几乎归零。此外，酶在 pH 3.5–8.0 范围内活性稳

定，处理 2 h 后残余酶活仍在 68%以上(图 4)。可 
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图 1  Per822 (uncultured bacterium MK614259) 和近似相关蛋白系统发育分析 
Fig. 1  Phylogenetic analysis of Per822 (uncultured bacterium MK614259) and closely related proteins. The bootstrap 
values (%) presented at the branches were calculated from 1 000 replications; numbers in parentheses are GenBank 
accession numbers; the scale bar represents sequence divergence. 

 

 
 

图 2  纯化后重组 Per822 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of purified recombinant 
Per822. M: standard protein molecular mass markers 
(sizes in kilodaltons are indicated on the left); 1: 
recombinant Per822 from supernatant of E. coli 
BL21(DE3) pLysS cell lysates; 2: recombinant Per822 
purified by Ni-NTA Spin column. 

 
 

图 3  Per822 对不同链长对硝基苯酯底物特异性 
Fig. 3  Substrate specificity of Per822 towards 
ρ-nitrophenol esters with different chain lengths. 
ρ-NP-acetate (C2), ρ-NP-butyrate (C4), ρ-NP-hexanoate 
(C6), ρ-NP-caprylate (C8), ρ-NP-decanoate (C10), 
ρ-NP-laurate (C12), ρ-NP-myristate (C14), ρ-NP-palmitate 
(C16). 
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图 4  pH 对 Per822 活性和稳定性的影响 
Fig. 4  Effect of pH on activity and stability of Per822 
using MCD as substrate. 

 
以看出 Per822 催化 MCD 氯化时是一种酸性酶，

对各 pH 都稳定，耐 pH 变化。 

2.4.2  温度对重组过水解酶的催化活性和稳定性

的影响 
以 MCD 为底物，重组 Per822 的最适氯化反

应温度为 55 ℃，45–55 ℃之间保持较高活性 
(80%以上)。在 70 ℃以下处理 2 h 余 70%以上活

性，80 ℃处理 2 h 仍剩余酶活 58% (图 5)。可见

该酶是一个耐热的过水解酶。 
2.4.3  过水解酶的动力学参数  

以 MCD 为底物，Per822 进行氯化反应的 Km

和 kcat 值分别为 6.088 mmol/L 和 2.646 s−1，催化

效率 (kcat/Km) 为 0.432 L/(s·mmol)。 
 

 
 

图 5  温度对 Per822 活性和稳定性的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on activity and stability of 
Per822 using MCD as substrate. 

2.4.4  金属离子对酶活的影响 
使用不同金属离子处理过水解酶，以 MCD

为底物低浓度 (1 mmol/L) 的 Cu2+、Mn2+、Fe2+、

K+和 NH4
+对氯化有激活作用；10 mmol/L 时仅有

Ca2+和 Fe2+对 MCD 的氯化起激活作用，其他离子

起抑制作用；Fe2+在 100 mmol/L 时仍能促进酶的

活性 (图 6)。虽然 Per822 氯化 MCD 的活性不依

赖于 Fe2+的存在，但 Fe2+可以提高酶活到原来的

8.3 倍，可见 Per822 是一个 Fe2+激活的新过水解酶。 

2.5  过乙酸生产能力检测 
2.5.1  共底物的影响 

分别使用 PGD、EA 和 NaAC 为共底物检测

Per822 产 PAA 的能力，结果显示 EA 为最适的底

物，产 PAA 最适 pH 为 4.5；NaAC 产 PAA 能力

相对较弱，在 pH 7.1 的磷酸钾缓冲液中酶活性低

到难以检测 (表 1)。 
 

 
 

图 6  金属离子对 Per822 过水解活性影响 
Fig. 6  Effect of metal ions on perhydrolysis of Per822 
using MCD as substrate. 

 
表 1  共底物和缓冲液对生产过乙酸的影响 
Table 1  Effect of co-substrates and buffer on PAA 
generation 

Substrate Total PAA generated (mmol/L) 
pH 7.1 pH 4.5 

PGD 16.456±0.349 12.326±0.202 
EA 59.209±1.299 70.696±0.915 
NaAC 1.247±0.352 15.215±1.058 

PGD: propylene glycol diacetate; EA: ethyl acetate; NaAC, 
sodium acetate. 
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2.5.2  高浓度底物和酶量对 PAA 生产的影响 
最适 PAA 生产条件是以 1 mol/L 的 EA 和

1 mol/L 的 H2O2 为底物，加入 2.0 μg/mL 的 Per822，
反应 60 min，此时能产生 98.83 mmol/L 的 PAA。

在酶量相同的情况下，1 mol/L 的 EA 产 PAA 量

略高于 0.5 mol/L 的 EA，底物浓度相同时高酶量 
(10 μg/mL) 并不能产生更高浓度的 PAA。1 mol/L
的 EA 和 1 mol/L 的 H2O2 为底物，加入 10 μg/mL
的 Per822 反应速度最快，40 min 即可达到反应平

衡，产生 96.80 mmol/L 的 PAA，而其他几个反应

需要 1 h 才达到最大 PAA 生产量，此后 PAA 浓度

会降低 (图 7)，可能是被 Per822 水解所致。 
2.5.3  Per822 对 PAA 的耐受性 

Per822 对 PAA 具有较高的耐受性，体系内含

初始浓度不超过 25 mmol/L PAA 冰上处理不同时

间后，反应主要往正方向进行，以生成 PAA 为主。

加入 25 mmol/L PAA 时冰上放置 1.5 h，反应 40 min
新生成 PAA 能力达未处理酶的 88.15%，处理 2 h
反应后新生成 PAA 仍达未处理酶的 79.33%。

Per822 经 PAA 初始浓度 50 mmol/L 处理后在反应

的前 20 min 基本测不到新 PAA 生成，40 min 以

后有微量的 PAA 开始生成 (图 8)。高浓度的 PAA 

 

 
 

图 7  底物浓度和酶量对生成过乙酸的影响 
Fig. 7  Effect of substrate and enzyme on PAA 
production. 

 
 

图 8  Per822 对 PAA 的耐受性 
Fig. 8  The tolerance of Per822 to PAA. 
 
会使反应往逆方向进行，主要发生 PAA 的水解反

应，水解过乙酸生成乙酸和 H2O2。 

3  讨论 

一种酶能够催化多种不同类型反应的现象称

为酶催化的多功能性 (Catalytic promiscuity)，这

种性能拓宽了酶的应用范围[33]。过水解酶是具有

催化多功能性的一个典型例子，在生物催化和工

业上有着极其重要的用途 [6,10]。在过水解酶催化

的众多反应中卤代反应是一类非常重要的反应，

它在生成 C-C 键、改变功能基团时用于制备中间

体。氯化反应是合成化学中的重要工具，在有机

合成、无机合成和采矿业都有着重要用途，但氯

化反应难控制、毒副产物多、有爆炸危险[34]，酶

法进行氯化反应是一种环境友好的替代方案。目

前分离出的过水解酶以 MCD 为底物时大都只有

溴代功能，氯化能力差。本实验以富含氯的造纸

厂污泥为材料构建宏基因组文库，筛选出了一个

能够氯化 MCD 的过水解酶 Per822。Bongs 和 van 
Pée 报道来源于吡咯菌素假单胞菌 Pseudomonas 
pyrrocinia 和金色链霉菌 Streptomyces aureofaciens
的无辅基氯过氧化物酶 (过水解酶) 以 MCD 为底物

溴化活性分别是氯化活性的 1 500 倍和 2 000 倍[35]，

而 Per822 溴化活性是氯化活性的 2 倍，和来源于

海洋真菌 Caldariomyces fumago 的氯过氧化物酶
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溴化氯化能力比相当[36]。Per822 溴化 MCD 活性

为 7.45 p/mg，和已报道的文献相比仅低于来自

恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida IF-3 的溴过氧

化物酶-酯酶 (11.7 p/mg)[22]，说明 Per822 是一

种高酶活且氯化能力大大增强的过水解酶。包括

来自链霉菌 Streptomyces grisetcs Tit6 和吡咯菌

素假单胞菌 P. pyrrocinia 在内的多种过水解酶都

不具有过氧化物酶和过氧化氢酶活性[20,24,37-38]。

Per822 却具有过氧化物酶活性，且该活性不依赖

溴离子和碘离子的存在，Per822 相比其他的过水

解酶具有较强的氧化性，有在合成化学中应用的

前景。 
Per822 同酯酶 (脂肪酶) 也有较高同源性，推测

其可能具有酯酶 (脂肪酶) 活性。从实验结果看重组

Per822 能够水解碳链长度为 2–16 的对硝基苯酯 
(C2–C16) 系列底物，而来源于 S. aureofaciens 的

BPO-A2 对短链脂肪酸比如硝基苯乙酯(C2)有着

非 选 择性的 酯 酶活性 [39] ， 来自 红 平红球 菌 
Rhodococcus erythropolis 的过水解酶 ThcF 除特异

性水解乙酰基硫醇异丁酸甲酯外只对 C4 以下的

对硝基苯酯有活性[23]。虽然过水解和酯水解活性

中心都是 Ser-Asp-His 催化三体，但反应的最适

pH 并不同，Per822 过水解反应 (氯代) 的最适 pH
为 4.5，pH>6.5 活性几乎归零；酯水解反应在

pH>7.0 时才能检测到，最适的反应 pH 为 8.5。   
de Mot 等报道 ThcF 也存在过水解和酯类水解反应

pH 差别较大的现象[23]。Bugg 推测出现这种差异的

原因是过水解酶活性中心的 His 在 pH 5.5 左右发

生了质子化，不能作为碱参与酯水解反应[40]。 
生产过乙酸的能力是评价过水解酶工业应用

潜力的重要依据。2.0 μg/mL 重组 Per822 在 20 min
内能产生 70.696 mmol/L 的过乙酸，酶量不变，提高

EA 和双氧水浓度并延长反应时间能够生成更高浓

度的 PAA。Dinu 报道过水解酶 S54V (AcT)结合到纳

米膜载量 0.01 wt%时 20 min 内可产生 11 mmol/L
的 PAA[41]；Grover 等报道过水解酶 AcT 以 PGD
为共底物时能产生 30 mmol/L 的 PAA[18]；Yin 等报

道荧光假单胞菌酯酶  (Pseudomonas fluorescens 
esterase, PFE) 突变体 Phe162Leu PFE 浓度 0.5 mg/mL
时在 10 min 内可以产生 115 mmol/L PAA[16]；相

比其他过水解酶，Per822 有着更强的产生过乙酸

能力，且对 PAA 有较高的耐受性。共底物检测发

现 Per822 生产 PAA 的最适底物为 EA，而 Grover
等报道的 AcT 的最适底物为 PGD，以 EA 为底物

产量低到难以检测[18]。在生产过乙酸时，目前报

道的 PAA 生产都是以 pH 7.1 的磷酸钾为缓冲液，

本实验却发现以 EA 和 NaAC 为底物时 Per822 生

产过乙酸的最适 pH 为 4.5，以 PGD 为底物时在

pH 7.1 的磷酸钾活性缓冲液中反应活性略高于柠

檬酸-磷酸缓冲液 (pH 4.5)，说明 Per822 和 AcT、

Phe162Leu PFE 明显属于不同的过水解酶。过水

解酶不含有金属离子，其活性不依赖于金属离子

的存在。目前仅有 Kawanami 等报道了一个由 Co2+

激活的多功能溴过氧化物酶-酯酶 (过水解酶)[22]，

其他金属离子激活过水解酶尚未见报道。Per822
的过水解活性能被 Fe2+激活，可见 Per822 是一个

新的过水解酶。 
重组 Per822 在大肠杆菌中的过量可溶性表

达、氯化能力增强、强的氧化能力、不依赖 Br−

和 I−的过氧化物酶活性、广谱的酯酶活性使得

Per822 在氯化、洗涤、废水处理、杀菌、生物质

预处理、生产环氧衍生物等方面有着广阔的应用

前景。 
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