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甲基对硫磷水解酶参与催化相关结构的研究
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摘 要 甲基对硫磷水解酶（ZKL）是一种新的有机磷水解酶。将完整的甲基对硫磷水解酶基因（:>?）构建入 9TF"J 载体，使

得 :>? 基因以自身的启动子在 7&0"%*#0"#+ 0(,# ML%!中表达并得到了纯化。金属螯合实验发现 ZKL 的活性不受金属螯合剂 "，

"$N菲!啉的影响；但用电感耦合等离子发射光谱测定其金属含量显示 ZKL 是金属酶，"-’( 酶中结合了 !-’( 的 Y6! [ 。为确定

参与 ZKL 催化活性的必需氨基酸，用化学修饰剂碳化二亚胺、二乙基焦磷酸酯、磷酸吡哆醛和丁二酮处理 ZKL，然后检测其残

余酶活力，结果表明天冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸和精氨酸残基与酶的催化活性无关；而二乙基焦磷酸酯对组氨酸侧链的化学修

饰引起酶活性的大幅度的下降，其对酶活性的抑制率达到 J\#=] "，说明组氨酸是酶活力所必需的基团。这些结果为进一步研

究酶的结构及对酶进行分子改造提供了必要的基础数据。
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有机磷类毒剂对于人和动物有很大的毒性，作为杀虫剂

在世界范围内仍被广泛的应用，并在战场上被用做神经性化

学战毒剂。科学家对有机磷毒剂的微生物降解作了深入的

研究，许 多 能 够 利 用 有 机 磷 农 药 为 底 物 的 微 生 物 已 被 分

离［!"#］。其中对来源于 !"#$%&’&()" %*’*($+) $% 的有机磷水

解酶（&’(）的基因克隆、酶学研究、分子结构和催化机制有

了详细的报道［)"*］。同样利用体外分子进化手段扩大了该酶

的底物范围，增强了该酶对包括神经毒剂在内的各种底物的

利用效率［+］。本实验室从 !,#"*&’&()" ,-. %) 中发现了新的

甲基对硫磷水解酶（%’(），对该编码酶的基因进行了克隆［#］

和酶在大肠杆菌中的高效表达和重组酶性质的研究［/］。并

构建了以甲基对硫磷水解酶为报告基因的启动子探针载

体［!0］。本文进一步报道了甲基对硫磷水解酶在金属辅基方

面的一些特殊性质，并通过化学修饰方法揭示参与 %’( 活

性的必需氨基酸。

! 材料与方法

!"! 菌株与质粒

-"./#0*./*) .&,* 1(#!和 -23!/ 购自 456789: 公司；甲基对

硫磷 降 解 菌 !,#"*&’&()" ,-. %) 由 本 实 验 室 分 离；-%;!
（-23!/ 中携带 <=<>? 含甲基对硫磷水解酶基因的片段）由本

实验室构建。-"./#0*./*) .&,* @A<!（1BC）和 -B;"5-D 质粒由本

实验室保存。有机磷水解酶（&’(）基因 &1% 为本实验室根据

$9:?7:> %<<+)C 序列人工合成（;7E7F7 35 AGD，大连）。

!"# 试剂

!2$ 14H 聚合酶购自上海申能博彩生物技术有限公司；

D4;’，限制性内切酶和 ;I 14H 连接酶购自 ;7E7F7 公司；

14H 切胶纯化试剂盒购自 $9:9?7,9 公司；甲基对硫磷购自上

海农药研究所；碳化二亚胺（J7K?5DLLMLD9，B13），二乙基焦

磷酸 酯（1B’3），磷 酸 吡 哆 醛 购 于 上 海 生 工；丁 二 酮

（?NG7:9DL5:9），羟 胺（OPDK5QPR7ML:9）和 !，!0"菲!啉（!，!0"
-O9:7:GOK5RL:9）购于上海化学试剂公司；3"GKL,（羟甲基）甲基"
C"氨基丙磺酸（;H’S），C"（3"吗啉代）"<"氨基乙磺酸（%&’S），

3"（<"羟乙基）哌嗪"3T"（< U 乙磺酸）（(B’BS）购自 HMK9,J5；
其它试剂均为分析纯。

!"$ %&’ 表达载体的构建

以质粒 -%;! 为模板，用引物 <<：#T"878JGJ877GGJ77JJJJ87G
8GG8J7778JJ8G"CT 和 1：#T"J8J778JGGGJ7GJ7GJ7JGG8888GG87J87JJ87"CT 扩

增了带自身启动子的完整的甲基对硫磷水解酶基因，其中引

物 1 中额外增加了两个终止密码子（ GJ7GJ7）。’3F 产物经

-.&F"和 4*(D#双酶切，切胶回收后连接入 -23!/ 载体并

转化 -"./#0*./*) .&,* 1(#!，使得水解酶基因在 -"./#0*./*) .&,*
1(#!中以自身的启动子带动表达。

!"( %&’ 的分离和纯化

将转化得到的 -"./#0*./*) .&,* 1(#!细胞接入 A@ 试管中

培养至对数生长期，然后接种至 !A 含 !<8 蛋白胨，<I8 酵母

膏，!<=I/*8 E<(’&I，<=*<!+8 E(<’&I，IMA 甘 油，0=00)+!#8

V:3R< 和 #0M8 氨苄青霉素，-( *=# 的液体培养基中，C*W培

养至对数生长期，IW，+000KXML: 离心收集菌体。以下纯化

步骤均在 IW 完成，并且所用缓冲液中均加入 0=0#MM5RXA
V:3R< 。用 <0MM5RXA (B’BS 缓冲液（-( *=#）重悬菌体沉淀，超

声波破碎约 )ML: 至细胞悬浮液不再粘稠，!<000KXML: 离心

!#ML:，收集上清，将上清上已用 <0MM5RXA (B’BS 缓冲液（-(
*=#）平衡好的 1BHB"S9-O7D9Q H"#0 柱（<=#JM Y !0JM），用同样

的缓冲液洗脱目的蛋白；合并有酶活性的收集液，用硫酸铵

沉淀蛋白（+0Z饱和度），通过!<000KXML:离心 C0ML: 收集沉

淀；用 !MA <0MM5RXA，-( +=#，;KL,"(3R 缓冲液溶解沉淀，上用

相同缓冲液平衡好的 @L5"89R ’C0 柱（!JM Y #0JM），收集有酶

活性的洗出液，合并洗出液，然后上用 <0MM5RXA，-( +=#，;KL,"
(3R 预先平衡好的 #MA 3%"S9-O7K5,9 [7,G [R5\ 柱（HM9K,O7M
@L5,JL9:J9,），用 0 G5 !MM5RXA 473R 梯度洗脱。S1S 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（S1S"’H$B）和酶谱分析参照傅国平等的方法完

成［/］。

!") %&’ 活性测定

测活反 应 体 系 为 #MA，I0MM5RXA 巴 比 妥 钠 缓 冲 液（-(
+=+）其中含有 *!/$M5RXA 甲基对硫磷。加入待测酶液后，在

<#W反应 #ML:，通过测定对硝基苯酚［%I!0 ] !)#00AX（M5R·JM）］

的生成量来计算酶活。一个酶活单位定义为每分钟生成

!$M5R 对硝基苯酚的酶量。

!"* 金属螯合剂对酶活性的抑制

先用 #0MM5RXA 的 (B’BS 缓冲液（-( +=#）透析 <IO 并换

透析缓冲液多次以去除纯化的 %’( 中的 V:3R<。透析过后的

%’(分别与 !0MM5RXA 的 !，!0"菲!啉在 <#W，#0MM5RXA 的

(B’BS 缓冲液（-( +=#）中温浴 IO，分别于不同的时间取出部

分酶液用于测 %’( 的活力，以加水的为对照。金属螯合剂

对 %’( 活性抑制的二级速度常数（ 5^）用公式 R:（ 6+ X60 ）]

U 5^ 7+计算，其中 6+ X60 指在 + 时刻残余酶活力与初始酶活

力的比值，7 指金属螯合剂的浓度。

!"+ %&’ 中金属含量的测定

玻璃器皿，试管和枪头根据 &M?NK5 等［!!］的方法处理，以

防止金属离子污染。首先用无金属离子的 <0MM5RXA，-( +=#，

;KL,"(3R 缓冲液对纯化的 %’( 透析以去除 %’( 溶液中含有

的 V:3R,<。以含 <MM5RXA !，!0"菲!啉的 <0MM5RXA，-( +=#，

;KL,"(3R 缓冲液对 %’( 溶液透析，透析 <IO 并换透析液多次，

然后再用 <0MM5RXA，-( +=#，;KL,"(3R 缓冲液透析去除 !，!0"
菲!啉。以不加 !，!0"菲!啉的透析液为对照，用电感耦合

等离子发射光谱法（_:DNJGL69RP 35N-R9D ’R7,M7"HG5MLJ BML,,L5:
S-9JGK5M9GKP，_3’"HBS）测定 %’( 中金属含量（表 <），仪器型

号为 ;O9KM5 BR9M9:G7R 公司的 _3’"HBS _F_S HD67:G789。样品

预处理方法参照 (4&C ‘ (3R&I 消解法［!<］。

!", %&’ 的化学修饰

根据 1NM7, 等［!C］的方法用过量的化学修饰剂对纯化的

%’( 中的天冬氨酸，谷氨酸，赖氨酸，精氨酸和组氨酸进行了

化学修饰。%’( 与修饰剂在 <#W下反应，分别于不同的时

间取出部分反应液测酶的活性，以相同的步骤加水为对照，

并以该对照测得的酶活性为 !00Z。修饰剂对酶活的抑制率

///吴旭平等：甲基对硫磷水解酶参与催化相关结构的研究



（ !!"#）通过公式 $%（"# &"’）( ) !!"# # 计算得到，其中 "# &"’ 指

在 # 时刻残余酶活力与初始酶活力的比值。

! 结果

!"# $%& 的纯化

纯化结果见表 *。纯化后的酶蛋白经 +,+-./01 分析在

大约 234, 处出现单一条带（图 *，泳道 5），与 6.7 的理论分

子量 224, 基本一致。酶谱分析表明该条带中的蛋白能够利

用甲基对硫磷为底物产生相应的黄色水解带（图 *，泳道 8）。

这说明通过本纯化程序既可以获得电泳纯的 6.7。

!"! 金属离子螯合剂 #，#’(菲 啉对酶活性的抑制

为研究 6.7 中是否含有金属离子，用金属离子螯合剂

表 # $%& 的纯化

)*+,- # %./0102*3045 41 $%&

+9:; .<!9:=%
&>?

@!9A$ AB9=C=9D
&E

+;:B=A$ AB9=C=9D
&（E&>?）

F!$G
;E<=H=BA9=!% I=:$G&J

+!%=BA9: K8’ L3’ KM5 *M’ *’’
,1/1-+:;NAG:O *2M* 2’8 K2M5 PMQ 58MK
R=!-0:$ .2’ 8MK K*3 KPMP *KM3 22M*
S6-+:;NA<!#: ’MK QL 52’ *8P *2MK

图 * 6.7 的 +,+-./01 和酶谱分析

F=?T * +,+-./01 A%G UD>!?<A> A%A$D#=# !H 6.7
@N: #E;:<%A9A%9 !H 9N: 6L B:$$ H<AB9=!% A%G ;E<=H=:G 6.7 V:<: A%A$DU:G !%
A *KJ +,+-;!$DAB<D$A>=G: ?:$ T @N: ;A<9=A$ ?:$ B!%9A=%=%? $A%:# 3 W 8 VA#
:OB=#:G H!< 9N: UD>!?<A> A%A$D#=# A%G 9N: <:>A=%=%? ?:$ VA# #9A=%:G V=9N
S!!>A##=: "<=?N9 "$E: XK3’T YA%: *，>!$:BE$A< >A## >A<4:<#；$A%:# K
A%G 3，6L；$A%:# 2 A%G L，$ T %&’(（;ZS*P）［9N=# #:<C:G A# 9N: %:?A9=C:
B!%9<!$］；$A%:# 5 A%G 8，6.7 ;<!GEB:G =% $ T %&’( T

*，*’-菲!啉处理 6.7，同时选用 [.7 酶作为对照处理（图

K），观察螯合剂对酶活性的影响。结果显示螯合剂对 6.7
酶的活性基本无抑制作用（图 K/），处理 5’>=% 后活性仍保留

Q3J以上。*’>>!$&Y，*’-菲!啉在 K3\，3’>>!$&Y 71.1+ ;7
QM3缓 冲 液 中 对 Q!>!$&Y 6.7 酶 活 性 的 抑 制 速 率 !]仅 为

’M’’3Y&（>!$·#）。而相同条件下 [.7 酶的活性经过 3>=% 处

理即基本丧失（图 KR）。

!"6 $%& 中金属含量的测定

6.7 及经 K>>!$&Y，*’-菲!啉处理后的金属含量和酶活

力分析见表 K。通过 ^S.-/1+ 测定发现 *>!$ 未经络合剂处理

的 6.7 中结合了 KM*>!$ 的 _%K ‘ ，而经络合剂处理的酶中含

KM2>!$ _%K ‘ ，表明 * 个 6.7 酶分子中含有两个 _% 离子。此

结果与 [.7 类似，但显然二种金属离子对络合剂的反应不

同，6.7 中的 _%K ‘ 不能被络合剂去除。

!"7 $%& 的化学修饰

化学试剂对 6.7 的抑制作用见表 2。1,S，丁二酮和磷

酸吡哆醛对 6.7 的活性没有抑制作用。而 6.7 的活性可以

被 *K>>!$&Y ,1.S 很快抑制，但 *>>!$&Y 中和的羟胺能够迅

速恢复 6.7 的活力至 L’J左右（图 2）。当 *’M5!>!$&Y 6.7
用 *K>>!$&Y ,1.S 处理 2’>=% 后（小于 K’J 残余酶活性），该

酶溶液在 K53%> 处的吸光值由未处理前的 ’M*3Q 升高到处理

后的 ’M5Q5，表明组氨酸残基被 ,1.S 修饰［*5］。

图 K *，*’-菲!啉对 6.7 和 [.7 的抑制试验

F=?T K @N: =%AB9=CA9=!% 9:#9# !H 6.7 A%G [.7 V=9N
*，*’-;N:%A%9N<!$=%:

/：9N: =%AB9=CA9=!% !H 6.7 "D *’>>!$&Y，*，*’-;N:%A%9N<!$=%:T X:#E$9
#N!V:G 9NA9 *，*’-;N:%A%9N<!$=%: %:A<$D NA# %! =%N="=9=!% :HH:B9 !% 6.7
=% 3’>=%T R： 9N: =%AB9=CA9=!% !H [.7 "D *’>>!$&Y， *，*’-
;N:%A%9N<!$=%:T X:#E$9 #N!V:G 9NA9 *， *’-;N:%A%9N<!$=%: %:A<$D
B!>;$:9:$D =%N="=9:G 9N: AB9=C=9D !H 6.7 =% 3’>=%T ^% H=?E<: / A%G R，

"!9N B!%9<!$ #A>;$:# 9! VN=BN !%$D VA9:< VA# AGG:G #N!V:G $=99$: :%UD>A9=B
BNA%?:T

表 ! $%& 中的金属含量分析

)*+,- ! $-3*, *5*,8909 41 $%&
@<:A9:G V=9N
6:9A$ BN:$A9!<

+; AB9
&（E&>?）

_%（"）

&!>!$
a=（"）

&!>!$
SG（"）

&!>!$
1%UD>:
&!>!$

a!%: *K’ ’MK8 ’M’2 ’ ’M*KP
*，*’-;N:%A%9N<!$=%: *K2 ’M2* ’M’3 ’ ’M*23
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表 ! "#$ 的化学修饰
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图 M =<G- 对 KG> 的抑制
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! 讨论

有机磷水解酶（LG>）在有机磷类毒剂的解毒中具有重

要的作用，从 5?SA 年代起就以乙基对硫磷为靶标进行了有

机磷水解酶的微生物降解研究，并获得了多种降解性微生物

和相关的水解酶基因［5TU，5U］，目前为止研究最多的是来源于

$%!&’"!#()*+,- (7O 6!--DHUU5 的 LG>。我们在研究甲基对硫

磷降解的过程中克隆到了甲基对硫磷水解酶基因 -./［U］。

甲基对硫磷和乙基对硫磷在化学结构相似，但令人惊奇的是

甲基对硫磷水解酶（KG>）和有机磷水解酶（LG>）在核酸和蛋

白水平上的同源性都很低，分别仅有 V5W和 5?W。LG> 是

一个含有 X, 离子的同源二聚体金属酶，酶与 X, 的摩尔比为

5YD［5:］。来源与 0%)1+’-’2!1 (7O和 01),/’-’2!1 (7O Z[-TM 的

KG> 具有很高的核酸和蛋白水平的同源性，我们及 I*,［DD］等

的研究显示与 LG> 一样，KG> 也是含 X, 的金属酶而且 59.8
KG> 中结合了 D9.8 的 X,D \ 。X, 在 LG> 的催化反应过程中

具有重要的作用，D99.82; 5，5AT菲!啉对 LG> 的抑制速率

可达到 U@M;2（9.8·(）［5H］，并且 LG> 中结合的金属离子随着酶

活的下降迅速减少［5S］。然而在 KG> 中，X,D \ 对 5，5AT菲!啉

的反应性是不同的，螯合剂在实验条件下无法除去酶中的金

属离子，表明二者金属离子的结合方式可能是不同的，但 X,
是否参与了催化过程还有待进一步研究。

某些化学试剂可以特异性地修饰酶分子中的特定基团，

利用这种性质可以研究参与酶催化活性的氨基酸残基。水

溶性的碳化二亚胺（<=-）可以专一性的对蛋白质中的自由

羧基进行修饰，丁二酮可以与精氨酸的胍基进行反应，从而

修饰精氨酸，磷酸吡哆醛则可以专一性的修饰赖氨酸，反应

生成的席夫碱可通过硼氢化钠还原固定而测定，而 =<G- 是

一种专一的组氨酸修饰试剂，可以使咪唑环上的一个氮羧乙

基化，在碱性条件下又可脱去修饰基团恢复活性。本研究根

据这些反应特性，利用化学修饰法对 KG> 的催化机理作了

初步的研究。化学修饰剂中只有 =<G- 对 KG> 活性有明显

的抑制 作 用（表 M），表 明 6(7，6#$，;E( 不 参 与 催 化 反 应。

=<G- 除可修饰组氨酸外，同样能够修饰赖氨酸和酪氨酸，但

=<G- 对赖氨酸的修饰是不能被羟胺恢复［5?］，而若酪氨酸被

修饰则该蛋白溶液在 DHUTDSA,9 的吸光值将降低［DA］，实验结

果表明该蛋白溶液经 =<G- 处理后，在 DH:,9 处的吸光值由

对照的 A@5UU 上升到 A@DUV。所以 =<G- 对 KG> 活性的抑制

作用，是因为 =<G- 对组胺酸的修饰，表明组胺酸是酶活性必

需的氨基酸，这个结果与 LG> 酶类似［5M］，KG> 中有 S 个组氨

酸，具体是那几个组氨酸还需要通过定点突变来进行确定。

LG> 通过分子进化获得了能够水解沙林等神经毒剂的

变体［D5］，在 国 防 中 具 有 潜 在 的 重 大 应 用 价 值。本 研 究 为

KG> 的分子改造扩展其底物范围提供了重要的基础数据。
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加了全新内容的第五篇———实验方法。本书重点放在原理及概念上，内容新颖、详尽，为广大的生物爱
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