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摘 要：将抗性库蚊的解毒酶基因克隆到大肠杆菌中，得到Ｒ－工程菌，该工程菌的表达产物酯酶Ｂ１能高效降解有机
磷、有机氯、氨基甲酸酯、菊酯等４大类农药。本研究将重组质粒ｐＲＬ－Ｂ１转入大肠杆菌ＤＨ５α，以５％的接种量转接到

ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养１３ｈ。超声波破碎工程菌，２０％ ～８０％的硫酸铵沉淀粗提后，采用海藻酸钙将 Ｒ－工程
菌表达产物酯酶 Ｂ１进行固定化，并测定了固定化酶对其特异性底物α－乙酸萘酯的降解特性。结果表明牞酶的最佳固
定化浓度为０．１５ｇ·Ｌ－１，最佳固定化时间为１２ｈ，固定化酶最佳反应ｐＨ为７．０～７．５，最适温度为４０℃牞固定化酶显示
出很高的热稳定性和重复使用稳定性牞在常温下其半衰期为 １２ｄ牞利用双倒数法确定固定化酶的 Ｋｍ为 １．８×１０－３

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，Ｖｍａｘ为１．４５×１０４Ｕ·ｇ－１，固定化酶的 Ｋｍ是液态酶（１．３５×１０－３ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的１．３３倍，Ｖｍａｘ只有液态酶
（２．７×１０４Ｕ·ｍＬ－１）的近１／２。利用气相色谱测得其对有机磷农药对硫磷（１６０５）的降解率在３０ｍｉｎ内达５３．８％。
关键词：酯酶 Ｂ１；固定化酶；降解
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昆虫解毒酶是昆虫在农药的长期选择压力下产

生的可代谢农药的一类酶，该酶在消除农药的环境污

染方面有良好的应用前景。抗性尖音库蚊五带亚种

（Ｃｕｌｅｘｐｉｐｉｅｎｓｑｕｉｎｑ－ｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ）的酯酶Ｂ１基因至
少扩增２５０倍，抗性倍数达５００倍 犤１犦，利用该酯酶基

因的表达产物酯酶Ｂ１可将农药降解而使其失去毒杀
作用，将该基因克隆到质粒ｐＲＬ－４３９，然后转入大肠
杆菌，可高效表达酯酶基因。该工程菌表达的酯酶具

有高效降解酯酶的特异性底物α－乙酸萘酯能力，经
对重组菌固定化后降解三氯杀虫酯、溴氰菊酯、毒死蜱，

降解率在１ｈ内分别为５６．２％、５１．２％和４３．３％犤２犦。本

文报道了 Ｒ－工程菌表达产物酯酶 Ｂ１的固定化方
法，并对其降解 α－乙酸萘酯及有机磷农药对硫磷
（１６０５）特性进行了研究，旨在为研究生物反应器用于
净化被农药污染的水，为经济安全快速地治理环境提

供科学依据。

１ 材料与方法

１．１细菌与质粒
大肠杆菌ＤＨ５α为转化受体菌；质粒ｐＲＬ－Ｂ１，

Ａｍｐｒ标记牞为本实验室构建。
１．２培养基

ＬＢ液体培养基 （ｐＨ７．０，含 １５０μｇ·ｍＬ－１

Ａｍｐ＋），按文献犤３犦配制。
１．３主要试剂

９９％对硫磷标准品，购于成都化学试剂厂。
ＤＢＬＳ溶液：１％固蓝 Ｂ溶液加入 ５％ＳＤＳ溶液

（１％固蓝Ｂ／５％ＳＤＳ＝２／５）混合均匀。
ＢｕｆｆｅｒＡ牶０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢钠 缓冲液

（ｐＨ７．０），含１０ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ－１００牞５ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－
巯基乙醇牞１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ牞０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＳＦ。

ＢｕｆｆｅｒＢ牶同ＢｕｆｆｅｒＡ，但不含ＴｒｉｔｏｎＸ－１００。
１．４降解酶的提取

以 ５％的接种量将活化好的 Ｒ－工程菌转接到
ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养１３ｈ。５０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心２０ｍｉｎ收集菌体，用ＢｕｆｆｅｒＡ洗涤２～３次牞将菌
体悬浮于同一缓冲液中，比例为１ｇ湿菌体对２．５ｍＬ
缓冲液，于冰浴中用超声波细胞粉碎机探头处理７．５
ｍｉｎ，离心牗１００００ｒ·ｍｉｎ－１牘除去细胞碎片，即得无细
胞粗酶液。破碎后的无细胞粗酶液边搅拌边加入碾细

的硫酸铵至２０％饱和度，于４℃盐析２～３ｈ，离心取上
清液，加入硫酸铵至８０％的饱和度，４℃盐析过夜，离
心收集蛋白沉淀，ＢｕｆｆｅｒＢ溶解后用同一缓冲液透析

至无ＳＯ４２－检出，得初步提纯的粗酶液。
１．５蛋白质含量的测定

按Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法牗Ｂｒａｄｆｏｒｄ牞１９７０牘：以ＢＳＡ作为标
准，考马斯亮蓝Ｇ－２５０为显色剂，用７５２紫外光栅分
光光度计测定溶液在５９５ｎｍ的光吸收值。
１．６降解酶的固定化

参考相关研究成果 犤４犦，将海藻酸钠溶液与降解酶

均匀混合，使海藻酸钠的质量浓度为３％，用内径３ｍｍ
的注射器将混合液注入２％的ＣａＣｌ２牗ｐＨ７．０牘溶液，滴
加时不断搅拌，成球后静置１ｈ。用蒸馏水洗涤固定球
２～３次，４℃保存备用。
１．７固定化酶的活力测定

向试管中加 ｄ＝３ｍｍ的固定化酶粒 ２ｇ及５ｍＬ
０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ７．２牘缓冲液，然后加
入１ｍＬα－乙酸萘酯，振荡反应２０ｍｉｎ，加入１ｍＬ
ＤＢＬＳ，室温静置１５ｍｉｎ，测定Ａ６００牞根据标准曲线计算
固定化酶的活力。每一试验重复４次，同时设转空载
体菌株提取酶固定化后为对照。

酶活力定义牶３０℃，２０ｍｉｎ水解α－乙酸萘酯产
生１．０μｍｏｌα－萘酚所需的酶量为１个酶活单位数。

固定化酶的活力是指每克固定化酶所具备的酶

活力。

１．８固定化酯酶Ｂ１对有机磷农药对硫磷（１６０５）的降
解

将固定化时间１２ｈ，浓度为０．１５ｇ·Ｌ－１的酶粒
小球转入 ５０ｍＬ三角瓶中，加入 ８ｍＬ的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
牗ｐＨ７．２牘缓冲液，及１００ｍｇ·Ｌ－１的对硫磷标准溶液
２ｍＬ，置于２５℃的摇床上振荡反应３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ
取出１ｍＬ的处理液置于５ｍＬ试管中，１ｍＬ样品中加
入１ｍＬ的重蒸正己烷，在混旋器上振荡３ｍｉｎ，６５００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液留作检测用，取出上
清液后的剩余部分再加入１ｍＬ重蒸正己烷振荡３ｍｉｎ
混匀，同样离心１５ｍｉｎ，取上清液与上次取出的合并
后作为检测样品；转空载体菌株提取酶固定化后为对

照。气相色谱检测器，岛津ＧＣ－１４Ｂ气相色谱（ＧＣ）
条件：载气为高纯Ｎ２牞２１０ｋＰａ，载气总压力３００ｋＰａ；
色谱柱，ＯＶ＋ＯＦ－１．２ｍ；氢气７０ｋＰａ；空气９０ｋＰａ；
氮磷检测器（ＮＰＤ）；柱温２２０℃，气化温２５０℃，检测
温２５０℃。

２ 结果与分析

２．１酶活力测定的标准曲线
向各试管中分别加入 ５ｍＬ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的
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图１ 固定化酶活力测定的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

图３ 不同蛋白质量浓度对酶降解活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅ

图２ 不同固定化时间对酶降解活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ

图４ 不同ｐＨ及不同温度对固定化酯酶活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｓｔｅｒａｓｅＢ１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ７．２牘缓冲液和１ｍＬ不同浓度的α－萘
酚标准乙醇溶液，３０℃振荡反应２０ｍｉｎ，加入１ｍＬ
ＤＢＬＳ，室温静置２０ｍｉｎ，测定Ａ６００。固定化酶活力测定
的标准曲线见图１。

标准曲线的解析式Ａ６００＝０．１９１Ｃ＋０．１牞测定酶
活力时，根据此解析式可由Ａ６００计算产物的生成量。
２．２酯酶Ｂ１的固定化
２．２．１固定化时间对乙酸萘酯降解率的影响

分别取２ｇ直径３ｍｍ的不同固定化时间的固定
化酶粒，放于５ｍＬ内含２ｇ·Ｌ－１α－乙酸萘酯０．０５
ｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ７．２牘缓冲液中，振荡 ２０
ｍｉｎ，测定Ａ６００。结果表明，在固定化时间为１～１６ｈ
内，固定酶对乙酸萘酯的降解率下降缓慢，当超过１６
ｈ，乙酸萘酯的降解率下降较快，见图２。可能固定化
时间较长，所得的固定化酶的机械强度高，固定化酶

小球内部结构更为致密，不利于 α－乙酸萘酯的传
递，导致降解率的下降，如果固定化时间小于１０ｈ，则
固定酶易出现裂口，当振荡时易出现破碎现象，可见

固定化时间以１２ｈ为佳。

２．２．２不同酶量固定化酶对乙酸萘酯的降解作用
取固定化时间为１２ｈ，含不同质量浓度酶的固定

化酶，在内含２ｇ·Ｌ－１的α－乙酸萘酯的０．０５ｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．２）缓冲液中振荡反应２０ｍｉｎ，测
定Ａ６００。结果表明，蛋白质浓度在０．０５～０．１５ｇ·Ｌ－１

范围内，蛋白量增加，固定化酶的降解活力增加，见图

３。当蛋白质量浓度超过０．１５ｇ·Ｌ－１时，增加蛋白量牞
固定化酶的降解活力反而下降，这可能是由于蛋白量

的增加，使降解酶在凝胶颗粒内部以聚集状态存在，

从而降低降解酶与底物结合反应的机率，最终导致相

对降解活力的下降。酯酶Ｂ１降解酶固定化时，蛋白
质量浓度以０．１５ｇ·Ｌ－１左右为宜。
２．３固定化酶的降解特性
２．３．１固定化酶反应的最佳ｐＨ值和温度

分别在ｐＨ为４．０、５．０、６．０、７．０、７．５、８．０和９．０
的缓冲液中测定固定化酯酶Ｂ１的酶活力。ｐＨ为４．０、
５．０的缓冲液为０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸盐缓冲液，ｐＨ为
６．０、６．５、７．０、７．５的缓冲液为０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＨＰＯ４－
ＮａＨ２ＰＯ４的缓冲液，ｐＨ为８．０、９．０的缓冲液为０．０５
ｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，反应温度为３０℃。结果
如图４，酶反应的最适ｐＨ为７．０～７．５。

在０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ７．２牘缓冲液中，于
不同温度下测定固定化酯酶Ｂ１降解活力，如图５，最
适温度为４０℃。
２．３．２固定化酶的热稳定性

在不加底物的情况下，将固定化酯酶Ｂ１分别于
不同温度下热处理相同时间，然后在冰浴中迅速冷却

至４℃，再于３０℃下牞分别测定酶活力，以未热处理
的酶活力作为１００％。研究表明，固定化酶在５０℃是
很稳定的，在４０℃、５０℃、６０℃、７０℃、８０℃、８５℃条
件下，水浴保温１０ｍｉｎ，剩余相对活性分别为１００％、
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图７ 固定化酯酶的半衰期

Ｆｉｇｕｒｅ７Ｈａｌｆ－ｌｉｆｅｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｓｔｅｒａｓｅＢ１

图５ 固定化酯酶 Ｂ１的热稳定性

Ｆｉｇｕｒｅ５ＴｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｓｔｅｒａｓｅＢ１

图６ 重复使用对固定化酯酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｕｍｂｅｒｏｆａｓｓａｙｃｙｃｌｅｓｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｓｔｅｒａｓｅＢ１

图８ 固定化酯酶和溶液酶的Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ曲线

Ｆｉｇｕｒｅ８ Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ａｎｄｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｅｓｔｅｒａｓｅ

表１ 固定化酯酶和液态酶的动力学数据

Ｔａｂｌｅ１ＫｉｎｅｔｉｃＤａｔａｏｆＳｏｌｕｂｌｅａｎｄＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＢ１

参数 液态酶 固定化酯酶

Ｋｍ牗ｍｍｏｌ·Ｌ－１牘 １．３５×１０－３ １．８×１０－３

Ｖｍａｘ牗Ｕ·ｍＬ－１牞Ｕ·ｇ－１牞湿量牘 ２．７×１０４ １．４５×１０４

图９ 固定化酯酶Ｂ１对农药１６０５的降解

Ｆｉｇｕｒｅ９ ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｐａｒａｔｈｉｏｎｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｓｔｅｒａｓｅＢ１

９６％、４５％、３８．５％、１２．８％、８．９％，与溶液酶的热稳
定性相比 犤５犦，固定化酶的热稳定性增加，说明固定化

后酶结构的刚性增加，见图５。

２．３．３重复使用对固定化酶活力的影响
取２ｇ固定化酶，在３０℃下振荡反应２０ｍｉｎ，测

定重复使用对固定化酯酶活力的影响，以初次使用下

固定化酶的活力为１００％。如图６所示，固定化酶重
复使用了８次，每次反应后，用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ７．２牘缓
冲液将固定化酶冲洗干净，然后冷却至４℃，以备下
一次使用。固定化显示出很高的重复使用稳定性，在

重复使用２～５次时，固定化酶的活力均高于首次使
用的酶的活力，重复使用６次以后，固定化酶的活力
仍保持在８０％。

２．３．４固定化酯酶Ｂ１的半衰期
将固定化酯酶Ｂ１存放于２５℃的恒温箱内，每间

隔 ２４ｈ测定一次其在 ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
牗ｐＨ７．２牘缓冲液中的酶活力，以０时刻的酯酶活力为
１００％牞常温（２５℃）下，酯酶Ｂ１的半衰期为１２ｄ，见图
７。
２．３．５酶促反应动力学

采用双倒数法 犤６犦，确定固定化酯酶Ｂ１的最大反应

速度和米氏常数，见图８及表１。如图８，酯酶Ｂ１最大
反应速度为１．４５×１０４Ｕ·ｇ－１牞米氏常数为１．８×１０－３

ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
从表１中可以看出，固定化酶的 Ｋｍ是液态酶的

１．３３倍，Ｖｍａｘ只有液态酶的近１／２。
２．３．６固定化酯酶Ｂ１对有机磷农药对硫磷（１６０５）的
降解

由图９可知，固定化酯酶Ｂ１对１６０５快速降解，
转空载体菌株提取酶固定化后对１６０５很少降解，而
在经过３０ｍｉｎ后，固定化酯酶Ｂ１的降解率亦趋于平
缓。试验重复４次，反应趋势一致。

３ 讨论

从Ｒ－工程菌中提取的游离酶降解的最适ｐＨ和
温度分别为７．０和３７℃犤５犦，固定化酶的最适ｐＨ和温
度分别为７．０～７．５和４０℃，说明固定化酶对ｐＨ的
响应不如游离酶敏感，对温度变化的响应也发生了改

变。导致这种变化的主要原因在于，酶经固定化后，酶

与底物之间存在海藻酸钙凝胶，底物通过吸附与扩散

过程才能结合发生酶促反应，在同样条件下由于该作

用的存在，减缓了表观反应速率，从而使最适ｐＨ范
围变宽，最适酶促反应温度升高，稳定性得到提高。
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固定化酶与游离酶相比，固定化酶的 Ｋｍ是液态
酶的１．３３倍，Ｖｍａｘ只有液态酶的近一半，即固定化
处理降低了酶与底物的亲和力，酶促反应的速度也相

应地有所下降。Ｋｍ是降解速率达到最大反应一半时
的底物浓度，固定化酶的 Ｋｍ高于游离酶，表明固定
化酶对底物浓度的应答范围大于游离酶。造成这种差

异的根源在于经固定化后酶分子处于海藻酸钙凝胶

内部，底物到达降解酶部位要通过海藻酸钙凝胶的吸

附与扩散，海藻酸钙凝胶内外的浓度差直接影响到底

物到达降解酶的速率进而影响到底物酶促降解的速

率。在实验中我们还发现牞底物浓度逐渐升高时，反应
速度增大，但当底物浓度超过一定值，固定化酶的反

应速度反而下降，而液态酶没有这一现象。这说明固

态酶显示出高底物抑制，而液态酶没有底物浓度抑

制，这可能是固定化反应导致催化反应体系中有扩散

限制的存在。

游离酶固定化后，酶不会流失，固定化酶经过滤

或离心后，可以长期重复使用，而且酶的稳定性也得

到提高。在农药污染的酶学去毒与净化应用方面，为

提高效率，通常也将农药降解酶固定化，如对硫磷水

解酶即是通过固定化而得以应用犤７、８犦。

该基因工程菌已应用于实验室农药污水的处理，

并取得很好的效果。本研究将它的表达产物酯酶 Ｂ１
固定化，拟开辟新的应用领域，如可应用于工农业生

产大规模农药污水的处理，为基因工程菌真正走向应

用打下坚实的理论基础。
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