
� 48 � � 23 � 2003 � 12 � � �

2446 www.scichina.com

��������	
���
��
�����

���
�

���
�

��	
�


��
�


 �
�* �	�

�

(��������	
��
��; ���
��, �� 100081. *���, E-mail: yaobin@mail.caas.net.cn)

�� ��������	
��
��������������� C2-1, ������� !�

"#�(Pseudomonas pseudoalcaligenes). $% &������' OPHC2()*�
+,-, .$%

'/01()*23. %��45$6��789:� 65�, 78 pH � 9, .;<'=�>?�@A

�0+ pH A�0, $BCDEF
G+-/HIJKL. OPHC2 M5NOPQ%RS5T�UVN

OP�W��, OPHC2XYZ[�������'\�]^0.

�����Pseudomonas pseudoalcaligenes ��� ������ �� �	
� �

���������	
��
 , �����

��	 80%, ���������	. ������

������ !"#$%	&' , (�)*+,

-�.	/0 . 1+�2�34�	56789:

;	<= , �����	>?/0@ABCBDE

�2	FG.

���HIJ� 3K�$L, MNIOPQ�R

S$. TU���OVQ 2 W�X, T��HYZL

[\]^(P == O), _`a�b\cdebffgh;

iTW��HYZL[j]^(P == S), _(j�b̀

k(j�blj�bmaj�7/no(dpq)h[1].

TUCr , _e����	TK�R$LOmst

uuvwx/0 , _(j�tyx/0vw 100

z [2,3]. {| , }~���	�$L�vw����

�/0����	��.

���vs%(organophosphorus hydrolase, EC

3.1.8.1)�vs�����V�,}~���	�$L

�yx�/. ���W���������	]�,

����k�. , MNTW���vs%���v

s�W����� . ���vs%���O��Q

�����>?	����	���[4].

�������vs%	��C . ¡ 1973 ¢

Sethunathan 7Yoshida[5]£¤¥Y�����	¦§

�V¨©ª 1 «�¬­�7(j�vs30	®¯

°NC, �2�±²³T´¦§���(µ°b¶°)

'·vs����� , ¸
����¹'·���

��vs% , .ºvs»	���¼Q����½

	¾b¿b� , Qx�½5ÀÁÂ[6~8].

Ã¢C , (���vs%	V���ÄÅÆÇ

�±ÈÉ , ÊWC ��.���	���vs%

OV¨Ëc, ÌÍ(¹2	%Ä04Î�ÏÅÆ. �

2Ðt���vs%k{ÑÒEuÓ¯°� , Ìy

x6�ÔÕ[9,10]. .º, �2Ð(k{Î�V�Ö×,

yxÖØÙ�ÚÛ0 , £�'(�W������

�6�	vs�Ü[11,12].

qÝÞ*V¨vs�����	6�°« , Ì

(x��	���vs%Î�Ëc7%Ä04ÅÆ.

1 �����

(ß) àÂk. Burk á�âàÂk[13]J 0.2 g/L

K2HPO4, 0.8 g/L KH2PO4, 0.2 g/L MgSO4�7H2O, 0.1
g/L CaSO4�H2O, 0.003 g/L NaMoO4�2H2O, 0.005
g/L FeSO4�7H2O, 1.0 g/L (NH4)2SO47 0.5 g/L ãä

å, pH 7.2. 121�æ° 20 min, ç�àÂk<É 1.5%

èé. LBêëàÂkJ 10 g/L NaCl, 10 g/Lìíî7

5 g/L ãäå.

(ï) °«	V¨7ðñ. �¡��ò	��½

óôõ	¦§¦ö 0.5 g� 100 mL÷� BurkàÂk

� 32�øùàÂYú. °÷ûá°mü-ýþ»V


���<� 0.2 mg/mLffg7 0.2mg/mL`k(

j�	 Burk á�âàÂk�, �� 32�àÂ��à

Â, ���°�, 	
��
Ëc. tV¨E	�K

�°�°«¤W�V
J������`k(j�

(0.05%)b(j�(0.05%)b`a�(0.05%)b\cde

(0.05%)blj�(0.05%)	 Burk 5 Wá�â
��,

32���àÂ, Î��s��, àÂ��»����

��s�N��s�	u�.

(�) ���vs%(OPHC2)�%÷	5�. û

1 L LBêëàÂku�àÂ°�µ�, 8000�g¨�



� � � 48 � � 23 � 2003 � 12 �

www.scichina.com 2447

10 min, �� , Ìt°��!"� 50 mmol/L

Tris-HCl#$÷(pH 8.0, J� 0.1 mmol/Lìí%��

% PMSF)�, û&'(})*(Branson �+, ,-)

})µ�(10 s/., /0 15 s, 1}) 10.), 15000�

g¨� 30 min, ?� , û27-Q 20%~90%	jR

345ìí, t45��!"� 20 mL 50 mmol/L

Tris-HCl#$÷(pH 8.0)�, Ì* 50 mmol/L Tris-HCl

#$÷(pH 8.0)�67Yú, 8E OPHC2�%÷.

(9) OPHC2 	V¨7Ëc. HY:;<!a

(PAGE)=Ø0>?@t�%÷�	ìí�AVV¨

B, �C�	TD?@E	>õF, N|¼Q(GH

I(J	KõFìíL, *?M�*(Phamasia �+)

�t�ìíV
M�IC , 	%30NOPO�	

ìí.

(Q) %	30NO�� . RGÝS[14], ÌÎ

�ÏÖÎ. � 100 µL%÷<ÉJ� 5 µL 10 mg/mL

`k(j�7 900 µL 50 mmol/L Tris-HCl#$÷(pH

9.0)	�T�, 37�9� 10 min, <É 1 mL 10%SU

 RVWXJ, Y<É 1 mL 10% Na2CO3Z÷[F,

410 nm NO\]^_, `ams��(bkc	J

�7%	30 . TK%	30�d (U)OeQ : *

37�, �Vfþg© 1 µmol (bkcMh%�Q 1

K%30�d.

(i) %Ä04	NO. NËc	���vs%

OPHC2Qjk, *�.�-7�.	 pHIÎ�%l

XJ, NOÏx�m�-7�m pH; * 60�7 70�

IV
no%÷, N%30, NPOxpqO0; t

%÷*�. pH	#$÷�� 37�9� 30 min», N

%30NPOx pH qO0; *%lXJ�T�V


<É�.rs¨��cÄ�% , �Wc^�	Vt

-Q 1 mmol/L, N%30, NÅÆ�.rs¨��c

Ä�%(%XJ	uv.

(w) vs`k(j�	x�ÄV7. û�.t

-	`k(j�QÙ�, * 50 mmol/L Tris-HCl#$

÷(pH 9.0)	�T� 37�IN%XJy-, zZ{|

¼}�(Lineweaver-Burk�)~� Km7 Vm.

(�) OPHC2 �kRN�. tËc	ìíÎ�

SDS-PAGE ?@, HY?�*(Phamasia �+)t>�

	ìí�� PVDF �(Milipore �+)�, �����

������+( OPHC2Î�ìí N�N�. .º,

tJ�Ëcìí	 SDS-PAGE ?@>�����Ä

�Ä�-����ÄV7��Î�%s»	��N�.

2 ��

2.1 ��������	

£��ò	 4 K�.����O��ôõ	¦

ö,�û��àÂ	��, £ 4 K¦ö�ðñ©Ï 63

«�������vs30	°«, � 5 «�¶°�,

x� 58 «�µ°.

£ 58 «µ°�ñ© 1 «04��	� ¡��

���vs30	µ°, ¢£Q C2-1. x* 5W��

á�â
��àÂ 48 h »¤�¥[	�s�, Ì'

¦©°�M�½(} 1).

� 1 C2-1 ���� 0.05%(V/V)���	
� Burk �


����������

2.2 �
���
�������

§°«�¨©ª«0°, °�¬­¯®, u�Q

0.8 µm�1.5~3.0 µm, TU� 1~3 ¯°�±², á³

´, \c%��Qµ0, ¶·¸\. |°'·*<�

�����	á�âàÂk��½ , �s��Qx

�½5À¾  . 	�-�Ä����ÅÆM-�°

W9¹ºN��»O , C2-1 °Q¼�#¼��°
(Pseudomonas pseudoalcaligenes).

2.3 ������ OPHC2�������

� 1 mLYúàÂ	°÷, ¨�, 8� 7°�,

9?� , t°��!� 1 mL 50 mmol/L Tris-HCl

#$÷(pH 8.0)�, x� 500 µL9?¼Q°�÷, i

500 µL Î�&'(}½b¨�, � ¾Q}½°÷.

V
� 100 µLNO� b°�÷7}½°÷	%3

0, x%	30V
Q 0, 0.2087 0.198 U/mL. ¸T
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]er¥°�}½�»%	30ÖØ�u , �� 

�Ê¿ºN�E%30 . {|�NÀÁPO%ìí

*µ��� . ¸K]e[��ÂE	C �®¯°

(Flavobacterium sp ATCC 27551)7¼��°(Pseudo-

monas diminuta)	 OPH �Tö	[15,16], ¤Q�]^

ìí.

2.4 ��� OPHC2���

OPHC2	�5÷	 PAGE?@(�Ã?@)», �

3 DÄ¥[	ìíL. H�ìíL, Ì*?M�*�

M�ìí. 	%30NO, d��/DL	ìí�M

h�	�	ìí. tJ��	ìí	M�÷67, t

Å, Î� SDS-PAGE?@, 8E 1D�T	ìíDL,

ÌÀÁPO OPHC2	V��ÆQ 35 kD(} 2).

� 2 OPHC2����� SDS-PAGE���
1 ������; 2 ���	; 3 �
���
�

2.5 ������ 

(ß) OPHC2%XJ�m�-�pqO0. �.

�-I OPHC2 %30NO]eÔ¥, xvs`k(

j�	�mXJ�-Q 65�. �-*w� 65�º,

1+�-Ç6%	30ÈÁ�Ç, �* 20�ºÉ(

%30Ê� 25.87%. 6� 65�º%3�ËyIv,

E 80����u3�	 7.7%(} 3).

} 4 MÌQ OPHC2 	pqO0Í
, 60�º|

%ÎqO, 9� 30 min », xÉ(%3� 85.6%;

70�I9� 30 min, x%3�MIv, �É(%3Ê

� 3 	
� OPHC2�
����

� 4 OPHC2��	
���

�Ã 40%, r¥|%�Î¸	Ïp0.

(ï) OPHC2%XJ	�m pH� pHqO0. �

. pH I OPHC2 %30NO]eÔ¥, x�mXJ

pH Q 9, � pH * 6~11 	ÐÑ�%	É(3�¤*

60%N�, r¥x�ÎÒ	 pH%sÐÑ(} 5).

� 5 pH� OPHC2�
����

} 6 MÌQ OPHC2 %	 pH qO0Í
. £}

��N¦©, *�. pHI9� 30 min»%	É(3

�Ó
�u , ¾y* pH 5 ºxÉ(%30ÇÕE

72.53%, Í*#0DÔIÕ<qO.
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� 6 OPHC2�� pH���

(�) �.rs¨��cÄ�%(OPHC2%XJ

	uv . Ô 1 MÌQ�.rs¨��cÄ�%(

OPHC2 %XJ	uv . x� SDS uv�u , Q

OPHC2 %	=ÖØ0%. Cu2+, Mn2+, Zn2+� Pb2+(

OPHC2 %	30�×�	uv, xØ	rs¨��

cÄ�%(xuv�uÙ�	�lÎ¼û.

2.6 ��������	
��


���vs% OPHC2vs�.t-	`k(j

�, NXJy-	{|(1/v)(Ù�t-	{|(1/[S])

¼}(} 7), `a© 37�ºOPHC2(`k(j�	Ú

ªI|(Km)Q 64.6 µmol/L, x�uXJy-(Vmax)Q

5.0 µmol/LÛmin−1.

� 7 ������ OPHC2�����������

� 

2.7 OPHC2 �������

���������+N�V78©	 N ��

Ü�kR�ÝQ AAPAQQKTQVPGYYR. ���Ä

�Ä�-����ÄV7��( OPHC2ìíÎ�Ï

%s, NÏ 4 K��Ü	 N ��kR�Ý,V
Q:

APEGMQGMFK, GIDDKDLQSLLAR, ILAEAATDK
7 MAQQAVAPYAK. ÞV�kR�ÝV7Ô¥ ,

OPHC2[��²Ô	���vs%ß�. 0.

3 ��

���vs% OPHC2 C �¼��°, [.ö

C �¼��°(Pseudomonas diminuta)	 OPH*%

Ä04�ÉàÄ)*+ÓÛ[2]. OPHC2	�mXJ�

-Q 65�, � OPH Q 37�; OPHC2 	�m pH Q

8~10, � OPH Q 7.5~9.5. �*�.rs¨��cÄ

�%(%	uv��ákqÉ., ¤uv�u. àÄ

¬á(Ù�`k(j�7(j�	vs�Ü²³ ,

OPHC2 vs`k(j�	�Ü�ââ6�(j� ,

� OPH ã¸ÉX, ((j�	vs�Ü�ââ6�

`k(j�.

���vs% OPHC2 �Î¸	pqO0, ¸�

��xmJ%�%��	�WY,, _äåæçh.

.º|%Ð��Î¸	 pHXJÐÑN� pHqO0,

Í�Wrs¨�(%30kqß�uv , ¸´��

	%Ä04¤���xmJJûY,�	�W8è.

E��QW1� 7 K���vs%k{OÑÒ,

¹2V
C �®¯°(Flavobacterium sp ATCC

27551)[17]b¼��°(Pseudomonas diminuta)[6,18]b��

°(Alteromonas sp)[19]bé¯°(Arthrobacter sp)[20]b

ê��¯°(Plesiomonas sp)[21]b¦§¯°(Agrobac-

terium radiobacter)[5]�ëF¯°(Chromobacterium

violaceum ATCC 12472)[22]. x�C �¼��°	

���vs%	ìík{� 2 K, TK[®¯°�

êëTö	 [6,17], �iTK[C �ê��¯°	

���vs%	ìík{� 99.6%	. 0 [18 ,21] .

î2¯ï OPHC2 N�����Ü	�kR�Ý, ð

`^ñÏòÌ0ó�, HY PCR �Xô PCR, ÑÒ

©xêõ	ìík{ ophc2(975 bp), Ìtxö÷R

�Ý[�²Ô	���vs%k{	ìí�ÝÎ�

ÏàÄ . ]eÔ¥ , ¹2	. 0Îw , �6	�

! 1 "#$%&'(��)*� OPHC2��
����

�� �� Ca2+ Cr3+ K+ Mg2+ Li+ Cu2+ Mn2+ Ni2+ Zn2+ Co2+ Pb2+ EDTA SDS

�����/% 100 110 101.8 111.3 110 100.8 98.7 83 109 87.7 99 88 109 0
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� 46%,r¥ OPHC2 �TW�	�����vs%.

ophc2�* GenBank�øù, øùúQ AJ605330(�

Fk{ÑÒ	]eti²Ô).

(����%Ä04	���vs% OPHC2	

ÅÆ	�	�QÏxÎTÁ	Jû . î2t(xì

ík{Î�V�Ö×yxm^�*¶öÔÕTûü

ýãä�6�ÔÕ , Q�����vs%	uþ�

����B�TD�	��.

�� ��������	
��
������(��

�: 2001AA214121).
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