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华丽曲霉65$有机磷农药降解酶的纯化和性质
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摘 要：华丽曲霉（!"#$%&’(()"*%+,-)"）65$有机磷农药降解酶经硫酸铵分级沉淀、89:;<=9>?3
/""凝胶过滤、@A)A35#离子交换层析得到了分离纯化，用聚丙烯酰胺凝胶电泳（B)?A）鉴定
为单一组分。凝胶过滤法测得分子量为17"""，提纯倍数为4!C#，收率为/7C$D。该酶的最
适反应温度!5E，最适反应:F7C#，对热较稳定，并且能在:F1!/"范围保持活性。重金属

G*#H对该酶具有明显的促进作用，而8@8对酶具有抑制作用。此酶对所试的有机磷农药都
有较好降解作用。
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有机磷农药是目前我国广泛使用的杀虫剂，长期大规模的生产使用对环境造成严重

影响［/］。常规化学去毒方法是利用强碱水解［#，4］，但效率低下，其水解产物也是环境的污

染物，因此迫切需要一种在较温和条件下能进行彻底降解的方法。通过研究，人们分离到

一批能降解或转化某种农药的微生物类群，研究了它们生物降解农药的主要作用方式。

表明利用微生物及其产生的降解酶对环境中有机磷农药的净化处理是行之有效的，并已

显示出良好的应用前景［!，5］。有关有机磷农药酶促降解目前主要集中在细菌方面，对真

菌降解有机磷农药的酶解研究未见报道，本文主要报道华丽曲霉65$有机磷农药降解酶提
取、纯化和性质研究。

! 材料和方法

!"! 菌种
华丽曲霉65$为本课题组诱变筛选分离的高效降解乐果的菌种。

!"# 培养基
乐果#C"JK，.<.L4#("+，MG’"(5+，N+8L!(7F#L"(5+，NO8L!"("#+，G<G’#

"C"!+，蒸馏水定容至/"""JK，:F1($，/#/E灭菌/5JPO，需要时加入#D的琼脂配成固体
培养基，待培养基灭菌冷却后加入农药乐果溶液。

!"$ 培养方法
在固体培养基斜面于4"E培养5=的新鲜孢子接种到液体培养基中，4"E摇床（转速

/5"Q／JPO）培养/#";，离心收集菌体，然后用蒸馏水洗涤菌体#次，菌体用来提取酶。



!"# 粗酶液的提取
把按上述培养方法收集的菌体进行冷却，然后加少量的!"!#$%&／’()*+,-.&

（/-0"1）缓冲液，采用电动匀浆器将菌丝体充分磨碎，在!2!32的条件下浸泡134，离
心（51!!!)／$*6）得上清液，即为粗酶液。

!"$ 主要试剂

78/49:8;<,5!!（=49)$9>*9）；?@A@,#1（B49C$96）；标准蛋白、兰色葡聚糖（华美生物
工程公司）。

!"% 蛋白质浓度测定
按’%D)E法［F］测定。

!"& 聚丙烯酰胺凝胶电泳（’()*）［0］

采用不连续垂直板电泳系统，分离胶的浓度为0G，分离胶缓冲液为5"#$%&／’()*+,
-.&，/-HIJ；浓缩胶浓度KG，缓冲液为5$%&／’()*+,-.&，/-F"0。

!"+ 酶活力测定方法
取!"5$’1G乐果溶液、!"H$’!"!#$%&／’/-0"1()*+,-.&缓冲液、!"5$’酶液，

3!2条件下反应K!$*6后，用二氯醋酸终止反应，测定底物乐果浓度的减少量，一个酶活
单位（L）定义为每分钟降解5$$%&乐果所需的酶量。

!", 分子量的测定
用凝胶过滤法测定。将78/49:8;<,5!!在蒸馏水中充分溶胀，漂洗出太细颗粒，然

后用!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1）平衡，按常规方法装柱，柱床5"HM5!!>$，洗脱液为

!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1，含!I5$$%&N9.&）。

- 结果和讨论

-"! 酶的分离纯化
酶的纯化操作都在32下进行。

-"!"! 硫酸铵的分级沉淀：粗酶液中加固体硫酸铵至饱和度J!G，!2!32条件下过
夜，离心（51!!!)／$*6）K!$*6，弃去上清液，将沉淀溶于少量!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1）
的缓冲液中，在相同缓冲液中透析134，将酶液用聚乙二醇浓缩。

-"!"- 78/49:8;<,5!!凝胶过滤：将上述已浓缩的酶液组分上到事先已用!"!#$%&／’
()*+,-.&（/-0I1）缓冲液平衡的78/49:8;<,5!!柱（5"HM5!!>$）上过滤，用相同的缓冲
液洗脱，流速为5F$’／$*6，部分收集器收集并测定蛋白含量和酶活，从图5可以看出，只
有一个酶活峰，并且与蛋白峰相吻合，合并有降解活性的部分用聚乙二醇浓缩，电泳检测

此时酶的纯度，发现只有部分提纯，需进一步处理。

-"!". ?@A@,纤维素柱层析：将上述浓缩的酶液施于经!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1）的
缓冲液平衡的?@A@,纤维素（?@,#1）柱（1M3!>$），酶蛋白先用K!!$’的!"!#$%&／’
()*+,-.&（/-0I1）缓冲液洗脱至!"1H!不变后，再用1#!$’!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1）
的缓冲液和1#!$’含5$%&／’N9.&的相同缓冲液中进行线性梯度洗脱，流速13$’／4，洗
脱曲线见图1。将显示高活性的各管收集液合并，对!"!#$%&／’()*+,-.&（/-0I1）的缓冲
液透析，然后用聚乙二醇浓缩后得有机磷农药乐果降解酶的纯品。
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图! 降解酶的"#$%&’#()*!++层析

,-./! 0%123&42.1&$%526’#.1&’-7.#7853#27"#$%&’#()*!++
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9!9!"=>+/

图= 降解酶的:?@?*纤维素层析曲线
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!"#"$ 纯化结果：见表#。
表# 曲霉E%&的有机磷降解酶的分离纯化

F&GA#! HB1-6-;&4-2726’#.1&’-7.#7853#2621.&72$%2C2$%21BC$#;4-;-’#C6123#$%&’()**+$,’-./+$EI>

HB1-6-;&4-27

C4#$

F24&A

@;4-<-45／B

F24&A

$124#-7／3.

"$/&;4
／（B／3.）

J#;2<#15
／K

HB1-6-;&4-27

62A’
0B1’##(41&;4 L=MN !ONP =/=L !++ !
（DQO）="RO =+NL =LP/O >/M NL L/P
H1#;-$-4&4-27
"#$%&’#()*!++ !!O+ LN/! L!/N LO/> !O/=
6-A41&4-27
:?@?*I= I>L/! M/NI MN/= !M/> LO/=

;%123&42.1&$%5

!"! 酶的性质

!"#"$ 酶的纯度及分子量：将上述各提纯步骤的样品进行电泳检测（图L），经离子交换
柱层析后，表明该酶已达到电泳纯，进一步用":"*H@)?电泳也只显示一条蛋白带，其大
小约为NSMT!+I，与采用"#$%&’#()*!++凝胶过滤法测得的酶分子量约为NSNLT!+I相
当，表明该酶不存在亚基单位。

!"!"! 酶作用最适温度：在不同温度测定酶活力，结果见图O，酶作用的最适温度为

OIU。

!"!"’ 酶作用最适$Q：在不同$Q环境下测定酶活力，结果见图I，酶的最适$Q为MS=。

!"!"$ 酶的热稳定性：将酶液和+S+I32A／VF1-C*Q0A（$QM/=）缓冲液在不同温度下保温
不同时间，然后在LMU测定酶活力，以未经保温的酶活力为!++K，结果见图N。该酶在

O+U以下稳定性良好，I+U以上酶活损失较大，N+U酶活=%全部消失。

!"!"% 酶的酸碱稳定性：将已对无离子水透析的酶液稀释于+S+I32A／V的如下缓冲液：

D&=QHRO*柠檬酸（$Q=S=!>S+）F1-C*Q0A（$QMSI!>SP）和甘氨酸*D&RQ（$Q>SN!!+SN），
于L+U处理=O%，取出立即放置冰浴中，然后用+S=32A／VF1-C*Q0A缓冲液调到$QMS=，再
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图! 有机磷农药降解酶的各纯化
阶段蛋白组分的聚丙烯酰胺电泳图
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图A 温度（’）和+@（>）对酶活力的影响

"#$%A )22.:-12-.7+./,-3/.（’）,04+@（>）10.0567.,:-#J#-6

图I 温度（’）和不同+@（>）对酶稳定性的影响

"#$%I )22.:-12-.7+./,-3/.（’）,044#22./.0-

+@J,;3.9（>）10.0567.9-,K#;#-6

测定酶活性，由图L可见该酶在+@MNG!FGNG范围内较稳定。

!"!"# 各种化学试剂对酶活力的影响：在测定酶活的反应体系中添加不同的金属离子到

GNB771;／E，每个实验重复两次。从表B可以看出，<3BO对酶有激活作用，)HP’对酶活
无影响，说明该酶不需要金属离子维持其活性；CHC及@$BO、&KBO等对该酶有抑制作用。

表! 各种化学试剂对降解酶活的影响

P,K;.B )22.:-12J,/#139:8.7#:,;910-8.4.$/,4#0$.0567.,:-#J#-

!!!

6

<8.7#:,;9" Q.;,-#J.,:-#J#-6／R <8.7#:,;9" Q.;,-#J.,:-#J#-6／!! R

<10-/1; FGG S0BO!! FGB%M

)HP’ TT%! U0BO!! TM%I

CHC IF ".!O!! VF

<,BO FGI%V &KBO!! LM

S$BO FGL%I >,BO!! AL

<3BO FFB%! @$BO !B

!"!"$ 酶的底物选择性：取各种不同的BR有机磷农药溶液GNF7E于比色管中（内含

GNV7EGNGI71;／E+@LNBP/#9*@<;缓冲液），然后加入酶液GNF7E，在!LW反应!G7#0，
测定各自的降解率。有机磷降解酶对乐果、氧化乐果、甲胺磷和马拉硫磷的降解率分别为

V!R、VGR、VIR和LMR。进一步研究该酶的固定化，对消除环境中农药的污染具有广泛
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的应用前景。
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