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摘 要：甲基营养菌:;9%菌株在以甲胺磷作碳氮源的无机盐培养基上生长时，产生甲胺磷
降解酶情况较好，培养$"<为细胞收获的适宜时期。所得细胞经过超声波破碎、吐温9$"抽
提、热处理（3"=，2>?@）、ABCB9纤维素1$和DE9纤维素1$柱层析等步骤，得到的酶制品比
活力为%5F"G／>H，收率45F5I，纯化倍数$$F5。纯化的酶制品经连续聚丙烯酰胺凝胶电泳，
呈现一条主带，酶活力染色则呈现一条与之对应的活性谱带；该酶催化反应的适宜JK为

2F"，底物专一性不强，KH$L、E@$L、DM$L对酶有强烈的抑制作用。部分纯化酶制品在8$"=
（")%>’(／N的磷酸盐溶液中）存放#O，酶活力丧失约3"I。
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近年来，由于甲胺磷农药的大量生产和使用，其废水和残留物造成的环境污染越来越

严重，直接威胁到人类健康［%］。有关污染处理的研究特别是生物法处理逐渐增多，但大

多数停留在直接用活体微生物处理废水的应用水平上，而用微生物离体酶催化甲胺磷转

化及有关机理在国内外却尚未见报道。本实验室在长期研究微生物降解甲胺磷的基础

上，以一株甲基营养菌:;9%为材料，从含甲胺磷的无机盐培养基中制备出非水溶性甲胺
磷降解酶粗样品，并建立了该酶的氧化还原测定方法［$］。本文就:;9%非水溶性甲胺磷
降解酶的产生、纯化及性质等方面作进一步分析。

$ 材料和方法

$%$ 材料与仪器
甲基营养菌:;9%系本实验室分离，经鉴定为气单胞菌属（!"#$%$&’(QJ):;9%）；吐

温9$"（广州化学试剂厂）；ABCB9纤维素1$（ABCB9+.((M(’Q.1$）、DE9纤维素1$（DE9+.((M9
(’Q.1$）（R<S/>S+?S公司）；$，39二氯酚靛酚（ADRTR）、09甲基吩嗪硫酸甲酯（RE6）（E./+U
公司）；氮蓝四唑（0;V，上海前进试剂厂）；标准甲胺磷（沙隆达农药集团公司提供）。

;.+U>S@高速冷冻离心机（;.+U>S@公司）；4#$9D型紫外可见分光光度计（上海第三分析
仪器厂）；W795#9%型核酸蛋白检测仪（华阳生物仪器厂）；XY92$9TT型超声波破碎仪（宁波
开发区新芝公司）；AYY9TT型电泳仪（北京六一仪器厂）。



!"# 方法

!"#"! 菌体培养：将 !"#$菌株在含甲胺磷的无机盐培养基上活化两次，然后以%&接
种量进行液体振荡培养（’()，$*+）。

!"#"# 甲胺磷降解酶制备和酶活性测定：参阅文献［,］进行。

!"#"$ 连续聚丙烯酰胺凝胶电泳（-./0）：参阅文献［’］进行。电泳毕，胶板用蒸馏水充
分冲洗后，分别进行如下处理：（$）蛋白染色：用(1,&的考马斯亮蓝/#,%(染色’+，2&乙
酸脱色过夜；（,）活性染色：根据文献［3］加以修改，在,(45总体积的磷酸钾缓冲液
（67213，浓度(1$489／5）中，含有$(4:／45甲胺磷，(1;34:／45<"=，,*4:／45->?，
另添加微量<73@9、A@<、0B=.，于黑暗处’()反应,(4CD，蒸馏水充分冲洗终止反应。

!"#"% 蛋白含量的测定：参阅文献［%］进行。

# 结果

#"! &’(!菌株在不同培养基上的产酶特性
在以甲胺磷分别作唯一碳氮源、唯一碳源（补加硫酸铵作氮源）或唯一氮源（补加葡萄糖

作碳源）的三种无机盐培养基中培养!"#$菌株，所得的细胞制成粗酶样测定其活力，发现
其在前两种基质中生长时，甲胺磷降解酶的活性都较高，分别为31*和31,（E／45），而以甲
胺磷作唯一氮源培养得到的样品中无酶活力。可见甲胺磷作碳源对甲胺磷降解酶的产生起

决定性的作用，即细菌只有在利用甲胺磷的甲氧基过程中才产生该酶。而当培养基中添加

可直接利用碳源葡萄糖后，由于葡萄糖效应，甲胺磷降解酶的产生完全被抑制。

#"# &’(!菌株生长与产酶的关系
用甲胺磷作碳氮源振荡培养!"#$菌株，测定不同时期的生物量和对应的酶活力（图

$）。由图可见，甲胺磷降解酶和生物量在菌体生长的前期基本同步，稳定期后则出现明显
的差异。收获用于制备甲胺磷降解酶粗品所需的细胞时，以培养,(+左右为宜。

图$ !"#$菌株生长与产酶关系

FC:G$ =+HI8JKLH8M:K8NO+PDQO+HHDRS4H

6K8QJIOC8D8M!"#$LOKPCD

#"$ 酶的部分纯化

#"$"! 热处理：实验结果表明，当置粗酶液于

;()水浴振荡T4CD时，酶活力不但未降低，而且
还有小幅度的升高，进一步延长保温时间，则酶活

力逐渐下降；而在2()水浴保温时，酶活力随时
间不断下降。说明!"#$菌株的甲胺磷降解酶对

;()短时处理较稳定，并且除去了大量的杂蛋白。
因此采用该步作为酶纯化第一步。

#"$"# B0.0#纤维素’,柱层析：将热处理后的
酶样品加入预先用含(1,&吐温#,(的,(4489／5
磷酸钾缓冲液（6721(）平衡的B0.0#纤维素’,
阴离子柱，先后用同样缓冲液和添加(1,489／5
<P@9的缓冲液洗脱，柱型：,U$%I4；流速：

,;1345／+；上样量：245；每*4CD收集一管（’1%,45／管），结果如图,所示。合并含酶活
力的部分，透析除盐（透析液为含(1$&吐温#,(的相同缓冲液）、浓缩。
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图! "#$#%纤维素&!柱层析图谱

’()*! +,-./01.)-02,3.41,55673/5

.6"#$#%8599:9.;5&!

图& +<%纤维素&!柱层析图谱

’()*& +,-./01.)-02,3.41,55673/5.6+<%8599:9.;5&!

!"#"# +<%纤维素&!柱层析：将上述浓缩液加至经含=>?@吐温%!=的磷酸钾缓冲液
（2AB>=，!=//.9／C）平衡的+<%纤维素&!阳离子柱。柱型：!DE>F8/；流速：?G>H/C／,；
上样量：!>=/C；每E/(6收集一管（?>F/C／管）。在用同样溶液洗涤过程中收集得到酶活
力组分（图&）。合并该部分收集液，对不含吐温%!=同种缓冲液透析，浓缩备用。

!"#"$ 纯化结果分析：经过上述诸步骤得到的结果列于表?。比活力由最初的=>EI／/)
提高到?E>=I／/)，纯化倍数达!!>E，收率为BE>E@。

表? 甲胺磷降解酶的纯化结果

J0K95? L:-4(801(.6.41,55673/5

J.109M.9:/5
／/C

J.1092-.15(6
／/)

J.109081(M(13
／I

N258(4(8081(M(13
／（I／/)）

L:-(4(801(.6
4.9O

P58.M5-3
／@

+5995Q1-081; ?G*B &R!*E !BE*& =*E ? ?==*=
A5011-501/561 ??*E BR*R &!R*B G*& R*R ??B*!
"#$#%8599:9.;5&!8,-./01.)-02,3 F*! !!*F ?FE*R E*H ??*= B?*&
+<%8599:9.;5&!8,-./01.)-02,3 R*! ?!*! !?F*G ?E*= !!*E BE*E

图G 甲胺磷降解酶的聚丙烯酰胺
凝胶电泳图谱

’()*G L$S#20115-6.41,55673/5

$$81(M(13;10(6(6)；TL-.15(6;10(6(6)*

!"$ 酶蛋白的电泳鉴定
用部分纯化的酶样品按材料方法所述进行电

泳分析（图G）。活性染色出现了一条深紫色谱带，
而蛋白染色胶条中有一条较浓的蛋白谱带与之对

应，另外还有几条无活性带。该电泳结果也直观地

证明了甲胺磷降解酶的存在，验证了前文建立的酶

测活系统［!］的专一性和可靠性。

!"% 甲胺磷降解酶的某些性质

!"%"& 催化反应的适宜2A：酶催化的适宜2A为

F>=左右。若2A大于或小于F>=，酶活力均有不同
程度的降低。2A小于H>=或大于??>=时，测定体
系不再适用。
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!"#"! 底物专一性：用表!所列各化合物（终浓度均为"#!$）作底物进行反应，以甲胺
磷作对照。结果表明，该酶的专一性较差，特别是对乙醇和正丁醇的催化活力大于

%""$。

!"#"$ 金属离子的影响：试验所用&种金属离子，当其终浓度均为%’’()／*时，+,!-、

./!-、01!-对甲胺磷降解酶有严重的抑制作用，23!-、23!-、+1!-、.4!-的作用也较明
显，.(!-和5,!-则对酶活力基本无影响（表6）。
表! 甲胺磷降解酶的底物专一性

748)3! 9/8:;<4;3:=3>?@?>?;A(@;B33,CA’3

9/8:;<4;3: D3)4;?E34>;?E?;A／$

+3;B4’?F(=B(: %""G"
+3;B4,() H&GI
2(<’3)F3BAF3 %%GH
2(<’?>4>?F HG&
+3;B4’?,3 6JGI
K;B4,() %%HGJ
,LM/;4,() %!IG!
!"#LN<(=A)4)>(B() 6JGI

表$ 金属离子对酶活性的影响

748)36 K@@3>;:(@:(’3’3;4)?(,:(,;B33,CA’34>;?E?;

!!!

A

O(, D3)4;?E34>;?E?;A／$ O(, D3)4;?E34>;?E?;A／

!!!

$

236- JIG6 .4!-

!!!

P6G!

23!- I!GI 5,!-

!!!

&HG%

./!- "G" +,!-

!!!

"G"

01!- JGQ +1!-

!!!

!"G&

.(!- %"!GJ .(,;<() %""G"

!"#"% 酶的稳定性：将纯化后的酶液置于R!"S，HF后酶活力丧失I"$，同时伴随着一
些白色沉淀的产生。推测该酶在极性溶剂中稳定性极差，易于通过疏水作用力产生一些

无活性的多聚体，这也从侧面证明了甲胺磷降解酶的疏水特性。

6 讨论
甲胺磷降解酶粗样品经过热处理总活力和收率都有不同程度的上升，这可能与该酶

的膜结合特性有关［I］。TML%细胞经过超声波破碎和温和去污剂吐温L!"的抽提后，大部
分酶分子游离出来，但仍有少部分与膜碎片结合，影响其活力的发挥。适当的高温下保持

一定时间，则有利于膜脂解离，使结合的酶分子进一步释放出来，导致了酶活力的异常升

高。.+L纤维素6!柱层析也有类似情况，除了上述原因外，还可能是在层析过程中除去
了某些酶的抑制因子所致。

对样品进行柱层析分离过程中，吐温L!"的作用值得考究，例如阴离子层析时，如果
平衡液和洗脱液中均不含任何去污剂，酶活性组分出现在穿流峰中，且活性丧失严重；但

在系统中含有终浓度为"#!$的吐温L!"时，洗脱图谱（见图!）发生了质的变化，酶活性组
分转移到盐溶液的洗脱峰中，总活力也维持高水平。这表明：吐温L!"对稳定酶的活力有
重要作用；吐温L!"可明显影响酶的带电性质。另外，吐温L!"作为一种表面活性剂，浓度
过高会影响到层析系统本身的正常功能，故随后的阳离子层析系统中适当降低了吐温L!"
（"#%$）的浓度。
关于蛋白染色呈现多谱带的原因，可能与下列两方面有关：（%）甲胺磷降解酶与细胞

质膜紧密结合，并且处于电子链的核心位置，与功能相关的别的组分以不同方式结合，而

用于膜蛋白解离的去污剂吐温L!"的作用是随机的，所以抽提后的样品中酶蛋白以多种
形态存在，导致了粗酶样品的不均一性，给以后的提纯增大了难度。特别是酶蛋白从膜中

解离时可能与邻近或结合蛋白一起被解离，而随后的纯化过程中由于吐温L!"存在，必然

I!H 微 生 物 学 报 J"卷



会持续地起到解离作用，导致边纯化边解离。（!）某些可溶性蛋白与酶组分有类似带电性
质，用本文的纯化方法不易除去。
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