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假单胞菌 !"#$% 甲基对硫磷水解酶性质的初步研究

楚晓娜 张先恩" 陈亚丽 刘 虹 宋冬林
（中国科学院武汉病毒研究所 武汉 !"$$F4）

摘 要：从最近分离到的有机磷农药降解菌 !"#$%&’&()" -I) JKL3" 中获得了甲基对硫磷水

解酶（M6.@N( I9O9.@>’A @NPO’(9-6，MQR，<L "S4S%S"）。该酶在 !%@ 的培养物中分布比例分别为：

上清液 #S4T，胞内 %0S#T和胞间质 44SFT，说明 MQR 为胞内酶。经过 LM3-6I@9O’-6 89-. 8(’U
阳离子交换层析，获得电泳纯的酶。1V13Q*W< 和凝胶过滤层析表明，该酶为单体蛋白，分子

量约为 "!XV。动力学分析显示该酶为非特异性有机磷降解酶，但最适底物为甲基对硫磷。

在 IRE Y 4# 范围，酶表现较高活力水平，最高活力的反应温度为 !$Z。根据各类金属离子和

鳌合剂对酶活的影响，推测 MQR 为金属酶。
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有机磷农药在杀虫剂中占据重要的地位，是世界上生产和使用最多的农药品种［4］，是

控制农作物害虫和病媒昆虫的重要手段。然而，由于有机磷农药的毒性，随着广泛使用，

也带来严重的副作用，日益成为重要的化学环境污染物。其中结构相似的乙基对硫磷、甲

基对硫磷、杀螟松等，虽然属于禁用或慎用之列，但由于其具有高毒效、经济的优势，至今

仍大量生产并应用，造成生态失衡，并直接影响到人们的身体健康。

微生物对有机磷农药的降解作用早已受到人们关注。#$ 世纪 F$ 年代初就已经证明

黄杆 菌（ *+),&-)./#01$’ -I)）*5LL#F;;4 有 降 解 乙 基 对 硫 磷 的 生 物 活 性［#］。4E%E 年，

M+(HON［"］和 V+=9-［!］分别从 *+),&-)./#01$’ -I)和缺陷假单胞菌（!"#$%&’&()" %1’1($/)）中首

次分离纯化出了有机磷水解酶（\O,9A’I@’-I@’O+- @NPO’(9-6，\QR），并发现来源于这两株菌

的有机磷降解基因（&2%，\O,9A’I@’-I@9.63 P6,O9P>A, ,6A6）具有很高的同源性［;］。近期也从

其它一些微生物中发现了有机磷降解酶基因，如书杆菌（30/40&-)./#0）含有降解有机磷农

药（M’A’DO’.’I@’-，MLQ）的基因［0］，交替单胞菌（3+/#0&’&()"）可以降解有机磷神经毒剂［F］，

土壤 杆 菌（ 350&-)./#01$’）含 有 与 &2% 相 似 的 基 因［%］等。 其 中 *+),&-)./#01$’ -I) 和

! ) %1’1($/)中 &2% 基因及其所编码的 \QR 是至今研究得最多的材料，对其基因的改造、表

达以及对酶的特性、蛋白质结构都有较深入的认识［E Y 44］。

甲基对硫磷为乙基对硫磷的结构类似物，有关微生物降解的研究不多见。4E%% 年一

株降解甲基对硫磷的假单胞菌（!"#$%&’&()" -I)）被筛选分离出来，其全细胞基因通过与

同位素标记的 &2% 的探针进行的点杂交证明了其具有与 &2% 的同源的基因［4#］。4EE! 年，



一株恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）被证明不仅能够利用甲基对硫磷作为唯一碳源生

长，还能够利用其作为唯一的磷源［!"］，其基因（#*%，$%&’() *+,+&’-./ 0%1,+0-/1 1%/%）已经被

克隆和测定序列［!2］。本研究组最近报道了一株新的有机磷农药降解菌［!3］，也具有彻底降

解甲基对硫磷的能力，经鉴定并命名为假单胞菌（!"#$%&’&()" 4*5）6789"。其甲基对硫

磷水解酶（$%&’() *+,+&’-./ ’(0,.)+4%，$:;，<8 "=!=>="）的基因已经被克隆，其基因序列与

上述报道的基因同源性较低（结果另报道）。本文报道 $:; 的纯化及性质研究的初步结果。

! 材料和方法

!"! 主要试剂

甲基对硫磷（$%&’() *+,+&’-./）（纯度 ?3@）由沙市农药厂提供。杀螟松（A%/-&,.&’-./）

（纯度 ??@）和乙基对硫磷（<&’() *+,+&’-./）（纯度 ??@）由沈阳化工研究所提供。阳离子交

换柱层析柱材料为 8$94%*’+,.4% A+4& A).B（C-1#+）。兰色葡聚糖、卵清白蛋白、牛血清白蛋

白（7CD）和 EF+4% 均为 C-1#+ 产品。低分子量标准蛋白由华美生物公司提供。巴比妥缓

冲液组成为每升含柠檬酸 G=HH>1、硼酸 !=IG?1、巴比妥 3=JGG1、K;J:L2 "=>?"1，用 H=J#.)MN
F+L; 调节缓冲液的 *; 值至 I=H O !J=H。实验中所用化学试剂为分析纯。所有溶液均采

用 $-))-9P 超纯水（$-))-*.,%）配制，培养基用普通蒸馏水配制。

!"# 菌种和培养方法

!"#$%&’&()" 4*=6789" 为本实验室分离保存的菌株［!3］。从含氨苄青霉素的 N7 平板

挑单菌落到含氨苄青霉素的 N7 液体培养基，于 "HQ恒温 JHH,M#-/ 振荡培养。平板或斜

面于 "HQ培养。

!"$ %&’ 的提取与纯化

!"$"! 细胞周间质蛋白提取：取培养至稳定期（2>’）的 6789" 的 N7 培养液 3H#N，以

2HHH,M#-/ 离心 !H#-/，将沉淀重悬于 !H#N R,-49;8)（3H##.)MN，*;?=H），采用 L4#.&-S 4’.ST
法［!G］提取细胞周质蛋白。提取缓冲液为："H#N R,-49;8)（*;>=H），含 JH@蔗糖和 !##.)MN
<URD。

!"$"# 胞内物提取：将沉淀重悬于 !H#N R,-49;8)（3H##.)MN，*;?=H），混匀后，超声波破碎

细胞：超声 G4，停 ?4，破碎细胞总时间 "H#-/。>HHH,M#-/ 离心 !H#-/，收获上清即得胞内酶。

!"$"$ 层析：提取的粗酶液经 8$94%*’+,.4% A+4& A).B 纯化。层析柱用 H=3 #.)MN F+L; 和

H=3 #.)MN F+8) 彻底平衡后用蒸馏水洗涤，然后用磷酸钾缓冲液（!H ##.)MN，*; I=H）洗涤。

用蠕动泵上样，速度为 !=H #NM#-/。再用 H O H=I #.)MN F+8) 梯度缓冲液（磷酸钾缓冲液，

!H ##.)MN，*; I=H）洗脱。测定洗脱组分在 J>H /# 和 2H3 /# 下的光吸收值，从中发现含

$:; 的洗脱组分。收集这些组分，再在超滤杯（A-)&,./，截留分子量为 !HTU）中浓缩。除收

集洗脱组分以外，所有的操作均在 2Q下完成。

!"$"( CUC9:DV<：分离胶浓度为 !J@，浓缩胶浓度为 3@，固定染色液为考马斯亮蓝

E9J3H（含甲醇 2H@，乙酸 I@），脱色液含甲醇 2H@和乙酸 I@。蛋白质电泳仪为 7-.9E+0
公司产品。用 7-. W#+1-/1 C(4&%#4 电泳图象分析系统分析电泳结果。

蛋白质浓度测定采用 7,+0X.,0 法［!I］，使用 7CD（浓度从 3H!1M#N 到 3HH!1M# N）为蛋白

浓度标准样品。
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!"# 酶活测定

反 应 体 系：!"!# $"%%&’(# 甲 基 对 硫 磷 母 液（溶 于 甲 醇），)!# 酶 液，以 *+,-./0’
（$"%%&’(#，1/23"）补至终体积 )%#，混匀，室温反应 $- 后测吸光值。产物对硝基苯酚消

光系数为 !44"" %&’(（#·5%）（!"6"$）。

78/ 水解乙基对硫磷和杀螟松反应体系中乙基对硫磷或杀螟松的母液（$" %%&’(#）

为 $!#。78/ 水解杀螟松的产物为 9.甲基对硝基苯酚，消光系数为 !:4"" %&’(（#·5%）

（!"9:$）。

酶活力单位定义为：在室温下每分钟水解 !!%&’ 底物即产生 !!%&’ 对硝基苯酚或

9.甲基对硝基苯酚所需要的酶量。测定在 8;+<,= >’%;+ #?%@A?)$ 紫外(可见分光光度计上

进行。测定甲基对硫磷、乙基对硫磷降解，波长选择 6"$=%；测定杀螟松降解，波长选择为

9:$=%。测定在室温（)$B）下进行。

!"$ %&’ 分子量的确定

分子量的测定采用两种方法：用 CDC.8EF> 来测定酶变性后单体的大小，用凝胶过滤

层析来测定酶的天然分子量［!:］。

凝胶过滤层析柱的柱材料为 C;1G?A;H F.!""（C,I%?），平衡液和洗脱液为磷酸钾缓冲

液 %&’(#（6" %%&’(#，1/ 43"），标准蛋白为牛血清白蛋白（JCE，!" %I(%#，C,I%?），KL?-;
（!" %I(%#，C,I%?）和卵清蛋白（$ %I(%#，C,I%?），标准蛋白分子量分别为 MM3"<D、!934<D

和 6$3"<D。用 J’N;.I’N5?=（C,I%?）测定柱子外部水体积。通过比较 78/ 和标准蛋白的洗

脱体积来计算 78/ 天然分子量。

( 结果

("! %&’ 在细胞内的定位

取 9 份等体积（$"%#）培养至稳定期的 OJ0.9 的培养液，按上述实验方法，分别获得

清液、胞间质和胞内提取物，以甲基对硫磷为底物分别测定各部分的 78/ 酶活。结果表

明在细胞生长至稳定期，:M3)P的 78/ 酶活在胞内，!!34P在胞间质，只有 )3!P分泌到

胞外。这一结果为纯化酶的准备工作提供了依据，即主要通过超声波破碎细胞的方法直

接获得粗酶。

("( 酶的纯化效果

用超声波法获取的粗酶，经超滤浓缩后上柱纯化。纯化效率见表 !。纯化得到的酶

的比活是 粗 酶 的 623! 倍，整 个 纯 化 过 程 的 酶 活 力 回 收 率 为 9!39P。纯 化 后 的 酶 经

CDC.8EF>验证为电泳纯（见图 !）。与以前的报道相比，本纯化方法简单，而且高效。

表 ! !"#$%&’&()# )*+ ,-./0 中 %&’ 的纯化

*?@’; ! 8N+,Q,5?R,&= &Q 78/ Q+&% #$%&’()(*+% -1S OJ0.9

78/ -?%1’; T&’N%;
(%#

8+&R;,=
5&=5;=R+?R,&=
(（%I(%#）

*&R?’
1+&R;,=
(%I

*&R?’
?5R,U,RV
(W

C1;5,Q,5
?5R,U,RV
(（W(%I）

XU;+?’’
1N+,Q,5?R,&=

(Q&’A-

XU;+?’’
V,;’A
(P

0+NA; ;=YV%; 6"3" )!3:6$ :493:) !:42$32 )!3$ !3" !""3"
8N+,Q,;A ;=YV%; "3$ !!3!$6 $3$: $::934 !"$$3" 623! 9!39
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图 ! "#$ 纯化过程的

%&%’#()* 图

!"#$% &’&()*+, -. /-/01 23-/4"56 -. /74
84119103 4:/308/"-5 05; 293"."4; <)=

<$ >-? @-1489103 ?4"#7/ @03A43；%$
B-/01 84119103 23-/4"56 （ 839;4 45C(
D@4）；E $ )93"."4; <)=$

+,- "#$ 分子量的确定

<)= 分子量的测定采用两种方法：&’&()*+, 法和

凝胶过滤层析法。如前所述，&’&()*+, 的结果显示为一

条带，与蛋白质标准相比较，以及凝胶扫描系统软件分

析，目的蛋白的分子量大小约为 FFGHA’。说明该 <)=
为单体蛋白，或同源多聚体蛋白。根据凝胶过滤层析法

的洗脱体积计算，<)= 非变性蛋白的分子量约为 FHA’。

综合两 种 方 法 的 结 果，说 明 该 <)= 为 一 分 子 量 约 为

FIA’ 的单体蛋白质。

+,. "#$ 的动力学参数

分别以甲基对硫磷、乙基对硫磷和杀螟松为底物，利

用双倒数作图法，求取 !@，"80/和 #@ 值，结果见表 E。

表 + "#$ 的动力学参数

B0J14 E K"54/"8 2030@4/436 -. <)=

&9J6/30/4 !@L（@@-1L>） #@0: L〔@@-1L（>·@"5）〕 "80/ L@"5 M %

,/7D1(2030/7"-5 FHGN OGP Q %R M P HROGS
<4/7D1(2030/7"-5 RGRNRS RG%SH EG% Q %RP

!45"/3-/7"-5 OGR PGR Q %R M H ISSOGR

+,/ 理化因素对 "#$ 酶活的影响

本系列实验以甲基对硫磷为底物，反应体系见 %GI 节叙述。

+,/,! 2= 影响：该酶的最适 2= 为 %%GR。从 2=SGR T %%GR，酶活一直呈线形增长，在

2=%%GR 到达最高值。2= 从 OGR T %EGR 的酶活一直较高，是 SGR 时的两倍多。

+,/,+ 温度影响：该酶的最适反应温度为 IRU左右，为室温时酶活力的 %ERV。在 %HU
T FRU的环境中酶的活力没有很大的变化，而在 IU的环境下酶活力只剩室温时的 NRV，

超过 IRU以后，酶活力急剧下降，到 HRU时只有室温时的 PRV。

图 + "#$ 的热稳定性

!"#$E B743@01 6/0J"1"/D -. <)=
B74 <)= ?06 "589J0/4; 0/ ;"..4345/ /4@2430/934 IRU，HRU，

PRU，SRU 05; NRU .-3 % 7$ B74 346";901 08/"W"/"46 -. <)=
?434 @406934; 96"5# @4/7D1 2030/7"-5 06 /74 69J6/30/4$ B74 08(
/"W"/D 0/ 3--@ /4@2430/934（EHU）?06 ;4."54; 06 %RRV $

图 E 为 <)= 的热稳曲线。该酶在

IRU T PRU都比较稳定，PRU保温 %7 后

还有近 NRV的酶活剩余，超过 PRU，酶

容易失活。浓度为 RGNPS@#L@> 的纯酶，

IU保存 I 个月酶活力剩余 NIV，M ERU
保存 I 个月酶活力剩余 OHV。

+,/,- 金属离子及有机试剂对酶活的

影响：将 <)= 用 B3"6(=X1（HR@@-1L>，

2=OGR）透析，再于含金属离子或有机试

剂浓度为 RG%@@-1L> 的 B3"6(=X1 缓冲液

中孵育 FR@"5，测定酶活，确定金属离子

或有机试剂对酶具有激活作用还是抑制

作用。结果见表 F。
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表 ! 金属离子及有机试剂对酶活力的影响

!"#$% & ’((%)* +( ,+-% )+-.+/01, "01 -%*"$ 2+0, +0 *3% ")*242*5 +( 678!

6%*"$ 2+0, 9%$"*24% ")*242*5 :; 6%*"$ 2+0, +< )+-.+/01, 9%$"*24% ")*242*5 :;

678 =2*3+/* >/? @ A&BC

12"$5,%, DEFBG H$& @ CGBG

I0? @ JGBG HK? @ DGJBG

><? @ DDFBJ L2& @ J?BG

M%? @ D&&B&

L"? @ AFBJ !<2*+0DGG CABF

60? @ DDJB& !=%%0?G F?B&

8K? @ &FB? !=%%0JG JEBJ

N2 @ DDCB& O!! D?BJ

P2? @ DGFBG QOQ GBG

6K? @ ACBF ’O!H FGBG

678! =", 12"$5R%1 "01 20)/#"*%1 =2*3 -%*"$ 2+0, +< ,+-% +<K"02) )+-.+/01,（GBD--+$:N）(+< &G -20，*3%0 *3% %0R5-% ")*242S

*5 *+ -%*35$ ."<"*32+0 =", -%",/<%1T !3% ")*242*5 +( 12"$5R%1 678 =2*3+/* 20)/#"*2+0 =", 1%(20%1 ", DGG; T

! 讨论

678 与 U78 都能够降解对硫磷和甲基对硫磷，这两种底物是结构类似物，都含有苯

环。可能两个酶的底物结合中心具有类似的结构；但是 678 和 U78 对底物的催化速率

不同。表 ? 显示，678 对 & 种底物具有不同的 !- 和 "-"V值，说明 678 对甲基对硫磷的底

物亲和力以及最大反应速度要大于对杀螟松和乙基对硫磷的亲和力和最大反应速度；从

#)"*可看出 678 对甲基对硫磷的水解效率也远远大于乙基对硫磷和杀螟松，而 U78 对乙

基对硫磷的亲和力要大于甲基对硫磷，对乙基对硫磷作用的活力高于甲基对硫磷［W］；在酶

的组成上，678 为单体，而 U78 为同源二聚体［DD］。

678 的水解反应适于在碱性条件下进行。甲基对硫磷在碱性条件下不稳定，易分

解，可能是水解反应在碱性条件下速度较快的原因之一。

从表 & 可以看出，酶在透析前的活力为透析后的 DEF;，而且加入螯和剂 ’O!H 会使

酶活降低至 FG;。同时 ><? @ 、M%? @ 、N2@ 、60? @ 也对酶有或多或少的激活作用，因而推测该

酶为金属酶。而相反的，8K? @ 、I0? @ 、H$& @ 、L2& @ 对酶有抑制作用。其中 8K? @ 的抑制作用最

为明显，使 678 酶活降至 &FB?;。分析原因可能是该酶的活性中心含有巯基，因为重金

属离子可以和巯基结合，对活性与巯基有关的酶产生特别显著的抑制作用，O!! 对酶的抑

制作用也证明了这一点。QOQ、!<2*+0DGG、!=%%0JG 和 !=%%0?G 对酶活的抑制作用则是表面

活性剂抑制酶活的普遍现象。
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