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甲基对硫磷水解酶的随机突变和分子对接模拟
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摘要 甲基对硫磷水解酶(MPH)能高效降解甲基对硫磷,并能够降解杀螟松、乙基对硫磷和毒死蜱,但降

解效率依次降低。为提高 MPH对毒死蜱的降解活性,采用易错PCR的方法对 MPH 进行随机突变,筛选到

2株突变体A291V和K173R,并对其进行原核表达,结果表明 K173R对毒死蜱的降解活性比 MPH 提高了

41.55%。通过同源建模及与毒死蜱的分子对接对酶的结构和功能进行初步分析,结果发现氨基酸残基R72在酶

与毒死蜱的结合中起着重要作用。结合口袋和关键氨基酸的变化可最终导致K173R酶活性的提高。
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  毒死蜱是一种广谱性的中等毒性杀虫剂,长期

以来已广泛应用于防治棉田、稻田、牧场和蔬菜上的

食叶害虫[1]。近年来,毒死蜱已成为高毒有机磷杀

虫剂的替代品种,是全球应用最广泛的杀虫剂之一,
在许多国家和地区的土壤、大气、雨水、地下水等环

境中均能检测到其残留[2-3]。
甲基对硫磷水解酶(methylparathionhydrol-

yse,MPH)是由 mpd 基因编码的可溶性单体蛋

白[4],属于金属β-内酰胺酶超家族,与其他已知的有

机磷降解酶同源性较低[5]。MPH可以高效降解甲

基对硫磷,还可以降解杀螟松、乙基对硫磷和毒死

蜱,但降解效率依次降低[6]。
目前,基因工程和酶工程技术的应用为农药残

留的微生物降解开辟了新途径。蛋白质定向进化和

随机 突 变 技 术 是 改 良 降 解 酶 的2个 主 要 策 略。

Schofield等[7]采用饱和突变的方法,最终筛选出能

够高效降解甲基内吸磷和马拉硫磷的有机磷水解酶

突变体,但至今尚未发现专门针对毒死蜱降解酶定

向进化的研究和报道。笔者采用易错PCR技术对

甲基对硫磷水解酶进行随机突变,筛选出对毒死蜱

活性提高的突变体,并对其进行同源建模和分子对

接分析,旨在为规范毒死蜱的使用和寻求高效降解

菌及降解酶提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

供试mpd-T的DH5α甘油菌菌株由笔者所在

实验室构建并于-80℃保存备用。
1.2 主要试剂

供试大肠杆菌(Escherichiacoli)感受态细胞

DH5α、BL21、质粒小提试剂盒购自北京天根生物科

技有限公司。

DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒、pMD19-T 载 体、T4
DNA连接酶及缓冲液、限制性内切酶及缓冲液、蛋
白分子质量标准购自TaKaRa公司;DNA分子质

量标准、TaqDNAPolymerase及缓冲液、dNTPs购

自广州东盛生物公司;pfuDNAPolymerase及缓冲

液、琼脂糖及SDS-PAGE相关试剂购自上海生工公

司。其他试剂均为国产分析纯。
1.3 培养基组成

LB培养基:胰蛋白胨10.0g,NaCl10.0g,酵
母粉5.0g,去离子水定容至1000mL,pH7.2,高
压蒸汽灭菌后备用。抗生素Amp:100μg/mL。
1.4 引物和测序

引物和测序由上海英骏生物技术有限公司提供

并完成。
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1.5 主要仪器

RC-2C高速低温离心机购自Sorvall公司;My
Cycler梯度PCR仪、PowPac1000电泳仪、GelDoc
2000凝胶成像系统购自美国Bio-Rad公司;超净工

作台购自苏州净化设备厂;H.S.GⅡC-4电热恒温

水浴锅购自临海市东方仪器厂;LRH-250A生化培

养箱购自广东省医疗仪器厂。
1.6 引物设计

根据 mpd 的核苷酸序列,利用Primer5.0软

件进行引物设计,并加入双酶切位点(BamHⅠ和

EcoRⅠ),序列为F:5′-CGGGATCCATGCCCCT-
GAAGAACCGCTT-3′;R:5′-GGAATTCGCTT-
GGGGTTGACGACCGAGTAGTT-3′。
1.7 易错 PCR 及其产物的克隆

以mpd-T质粒为模板,F/R为引物进行PCR,
并纯化PCR产物,以此作为易错PCR的模板。易

错PCR体系为:50μL体系中含10×PCRBuffer,

0.2mmol/LdATP和dGTP,1mmol/LdCTP和

dTTP,5~7 mmol/L Mg2+,0~0.17 mmol/L
Mn2+,上下游引物各1μL,模板0.5μL,TaqDNA
聚合酶1μL。其中 Mg2+ 和 Mn2+ 的浓度可调整。

ErrorpronePCR 循环条件:95 ℃ 5min;95℃
1min,66℃1min,72℃1.5min,30个循环;

72℃10min;4℃10min。PCR产物经回收纯化

后与pMD19-T连接并转化至DH5α感受态细胞,
蓝白斑筛选和菌液PCR鉴定后直接送测序,经序列

分析筛选得到突变体。
1.8 MPH 及其突变体的重组表达

1)原核表达载体的构建。分别以得到的突变体

质粒 和 mpd-T 质 粒 为 模 板,F/R 为 引 物 用 pfu
DNAPolymerase进行PCR,50μLPCR反应体系

为:突变质粒1μL,dNTP(2.5mmol/L)4μL,引
物各2μL,10×pfuPCRBuffer5μL,pfuDNA
Polymerase(5U/μL)1μL,超纯水37μL。PCR反

应条件:95℃5min;95℃45s,66℃30s,72℃
2min,共30个循环;72 ℃10min;16 ℃保存。

PCR产物经回收纯化后以BamHⅠ和EcoRⅠ进行

双酶切消化4h,同时酶切消化pGEX-6p-1质粒,并
回收酶切产物。将回收产物(BamHⅠ/EcoRⅠ)和

pGEX(BamHⅠ/EcoRⅠ)连 接,并 转 化 至 BL21
(DE3)感受态。经菌液PCR及质粒双酶切鉴定后

送样测序。

2)诱导表达。将 MPH的重组菌进行IPTG诱

导表达,IPTG终浓度为0.5mmol/L,22℃分别诱

导1、2、4、6h。经15%SDS-PAGE凝胶电泳后确

定最佳诱导时间;突变体以最佳诱导时间进行诱导

表达。
1.9 粗酶液活性的测定

由于E.coliBL21(DE3)表达系统主要在胞内

表达蛋白,所以从上述诱导条件下诱导的菌液中分

离出胞内可溶性酶即粗酶液。分别取500μL预热

酶加入3mL预热pH6.5的含50mg/L毒死蜱的

磷酸盐缓冲液中,在30℃水浴中反应1h后,用0.1
mL、1mol/L三氯乙酸终止反应。反应结束后,分
别加入4mL丙酮,采用超声波提取法提取。将提

取液转入分液漏斗中,加入7mL二氯甲烷和适量

NaCl剧烈震荡2min,静置2min,使丙酮从水相中

盐析出来。水相用二氯甲烷进行二次萃取。合并

2次萃取液,经装有无水硫酸钠的玻璃漏斗脱水滤

入圆底烧瓶,在45℃恒温水浴,经旋转蒸发仪浓缩

至1mL,将浓缩液用乙酸乙酯 定 容 至3mL。取

2mL经0.45μm有机膜注射式过滤器过滤,收集滤

液,HPLC测定毒死蜱含量[8]。每个处理3个重复,
同时设转入空载体的酶液处理作为对照。

毒死蜱残留量的HPLC测定条件:HPLC为PH-
1100型;色谱柱为C18反相柱;流速1mL/min;柱

温为常温(25±1)℃;流动相为甲醇∶水=85∶15
(体积比);检测波长300nm;进样量10μL。

在上述条件下,1个酶的活力单位(U)定义为

每分钟催化水解1mmol毒死蜱所需要的酶量。以

最高酶活力为100%,其他条件下的酶活力与之相

比即得各自的相对酶活力。
1.10 MPH 及其突变体的分子模拟对接

1)同源建模。应用DiscoveryStudio2.0软件

的BuildHomologyModels模块,对 MPH 及其突

变体的三级结构进行了同源建模。采用多序列比对

程序Blast对 MPH氨基酸序列在PDB蛋白结构数

据库中进行序列相似性搜索,从而确定同源蛋白作

为模板用于 MPH 三维结构的模建。预测10个模

型,以不同的参数进行评价后选取得分最高的模型

为模建的结果,并对该模型进行氨基酸合理性分析。

2)MPH及其突变体与毒死蜱的分子对接。活

性位 点 分 析:应 用 DiscoveryStudio2.0软 件 的

BindingSite模块,搜索 MPH 可能的活性位点,位
点分析过程采用CHARMm力场。BindingSite模

块是用来确定蛋白质的结合位点。该模块提供2种
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方法搜寻蛋白质中可能的活性位点。一是通过蛋白

质表面的几何形状分析来寻找能够与底物结合的口

袋,预测可能的结合位点;二是通过对蛋白质家族进

化过程中的保守氨基酸进行研究,确定这些氨基酸

残基的位置,预测蛋白的活性位点。

MPH及其突变体与毒死蜱的分子对接:在对

接之前,首先使用DiscoveryStudio2.0软件的Pre-
pareLigands产生毒死蜱的分子结构并进行能量优

化。使用CDOCKER对接程序将蛋白与化合物对

接,对接结果参数设置为对接后配体结果保存最优

的前10种构象,这些不同的构象采用scoreligand
pose程序中的不同打分函数进行评价,并采用con-
sensusscore程序对其进行打分排列。对接能量、
氢键结合数和一致性打分结果将共同决定 MPH与

配体的最佳对接复合物结果。
为进一步研究 MPH与配体对接过程中起到关

键作用的氨基酸,采用DiscoveryStudio2.0软件中

CalculateInteractionEnergy程序计算毒死蜱和甲

基对硫磷与活性位点中每个氨基酸的结合自由能,
总能量小于-4.1868kJ/mol的氨基酸残基被确定

为关键氨基酸残基[9]。

2 结果与分析

2.1 随机突变体的获得和原核表达

易错PCR产物经克隆后,从500多个PCR阳

性菌落中随机挑选100个进行序列测定,筛选到

2个突变体,分别为 M1(A291V)和 M2(K173R)。
构建了 MPH及突变体的原核表达菌株,菌液PCR
及质粒双酶切鉴定结果见图1。

  MPH重组菌株经0.5mmol/LIPTG22℃分

别诱导1、2、4、6h,以确定最佳诱导时间。SDS-
PAGE电泳结果见图2。由图2可知,MPH在上清

及沉淀中均有表达,且在上清中表达量较高。由于

27ku的GST融合蛋白的存在,所特异表达的蛋白

分子质量约为61ku。MPH 在6h达到最高表达

量,因此选择6h作为最佳诱导时间进行后续试验。
2.2 粗酶液对毒死蜱的降解活性

菌液经6h诱导后,所制得的粗酶液的SDS-
PAGE电泳结果见图3。粗酶液对毒死蜱降解反应

1h后,野生型 MPH及突变体 M1、M2粗酶液对毒

死蜱的降解效果见表1。以空载体为空白对照,突
变体 M1的酶活力较 MPH下降了35.92%,而突变

体 M2的酶活力则较 MPH提高了41.55%。

 A.菌液PCRPCRproductsofBL21(DE3)(M:DL2000);

B.重组质粒双酶切Identificationofrecombinantplasmidby

digestionwithBamHⅠandEcoRⅠ(M:1kbladder).

图1 MPH及其突变体(MI,M2)原核表达载体的构建

Fig.1 Constructionofprokaryoticexpression
vectorsofMPHanditsmutants(MI,M2)

 M:蛋白分子质量标准,分子质量从大到小依次为97.2、

66.4、44.3、29.0、20.1ku;1~3:分别为诱导2、4、6h的沉

淀;4,5:分别为空载体的沉淀和上清;6~8:分别为诱导2、

4、6h的上清。M:Proteinmolecularmassmarker,themo-
lecularmasswere97.2,66.4,44.3,29.0,20.1kurespec-
tively;1-3:Depositionof2,4,6hinduction;4,5:Superna-
tantanddepositionofnegativecontrolrespectively;6-8:Su-

pernatantof2,4,6hinduction.

图2 不同诱导时间重组蛋白表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.2 SDS-PAGEanalysisofexpressedrecombinant

proteininducedbyIPTGatdifferenttimes

表1 粗酶液酶活性的测定1)

Table1 Degradationactivityassayofcrudeenzymes

粗酶液
Crude
enzymes

ρ/(mg/L)
酶活力/

(10-5U/mg)
Enzymeactivity

相对酶活力/%
Relative

enzymeactivity
MPH 563.9 1.42±0.0899b 70.65
M1 471.0 0.91±0.0942c 45.27
M2 520.7 2.01±0.0473a 100.00

 1)酶活力为3次重复的平均值,同列数据相同字母者表示在5%
水平差异不显著(DMRT法)。Enzymeactivityisthemeanof

3replicateswithstandarderror.Meanvaluesfollowedbythe

samelettersinthesamecolumnarenotsignificantlydifferent

atlevel0.05(DMRT).
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 M:蛋白分子质量标准,分子质量从大到小依次为97.2、

66.4、44.3、29.0、20.1ku;1:空载体上清;2~4:分别为 M1、

M2、MPH 粗酶液。M:Proteinmolecularmassmarker,the

molecularmasswere97.2,66.4,44.3,29.0,20.1ku,re-
spectively;1:Supernatantofnegativecontrol;2~4:Crude

enzymesofMPH,M1,M2,respectively.

图3 重组蛋白诱导6h后的SDS-PAGE分析

Fig.3 SDS-PAGEanalysisofexpressedrecombinant

proteinsinducedbyIPTGafter6hincubation

2.3 MPH 及其突变体 M1、M2 的同源建模

使用Blast(DSServer)对PDB库进行搜索,寻
找同源模板蛋白,编号为1P9E[10]的 A链与 MPH
的氨基酸序列一致性最高(94%),故可用该模板进

行建模。应用 DiscoveryStudio2.0软件的Build
HomologyModels模块,以1P9E为模板对 MPH、

M1和 M2的三级结构进行同源建模,从10个备选

结 构 中 选 择PDFTotalEnergy和DOPEScore评

价最优的构象用于结构评价及分子对接。MPH、

M1和 M2的三维结构见图4,主要由内部的β折叠

及两侧的α螺旋组成αβ/βα结构,并且有一些β转

角结构。
2.4 MPH 三维结构模型的可靠性分析

利用DiscoveryStudio软件中的Profile-3D模

块对已经构建好的三维结构模型进行可靠性分析,
结果见图5。通过分析可知,除了N端和C端(肽链

的两端的得分允许小于0),绝大部分氨基酸残基的

得分都大于0,这说明大部分氨基酸残基都处于合

理位置。在拉氏图中,蓝色区域内表示合理氨基酸,
蓝色区域外紫色区域内表示较合理氨基酸,紫色区

域外表示不合理氨基酸(图6)。不合理氨基酸数目

均少于总氨基酸的3%,说明模型可靠。
2.5 MPH、M1、M2 与毒死蜱的模拟对接

应用DiscoveryStudio2.0软件的BindingSite
模块,搜索可能的活性位点,位点分析过程采用

CHARMm力场。在3个模型中,结合位点1均位

于一个较大的疏水性空穴中,而其他位点则偏离此

空穴。考虑到此疏水空穴适合配体的结合,因此选

取结合位点1作为最佳活性位点用于下面的模拟对

接。采用CDOCKER模块分别进行 MPH、M1和

M2与毒死蜱的分子对接,对接结果见图7。

图4 MPH、M1和M2的三维结构模型

Fig.4 Three-dimensionalstructuremodelingofMPH,M1andM2

图5 MPH、M1和M2三维模型的Profile-3D分析

Fig.5 Profile-3Danalysisonthree-dimensionalmodelofMPH,M1andM2
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图6 MPH、M1和M2三维模型的拉氏图分析

Fig.6 TheRamachandranplotsofMPH,M1andM2

图7 MPH、M1和M2与毒死蜱的结合图

Fig.7 DockingmodelofchlorpyrifoswithMPH,M1andM2

图8 MPH、M1和M2的活性位点与毒死蜱的结合模式图(图中虚线表示形成的氢键)

Fig.8 BindingmodeofchlorpyrifoswiththebindingsiteofMPH,M1andM2
(Thehydrogenbondswererepresentedbydottedlines)

  通过对接发现,毒死蜱均能够进入 MPH、M1
和 M2的疏水区结合口袋,且F119、W179和F196
共同构成了疏水区的入口。M2由于173位的Lys
突变为Arg,使得毒死蜱分子能够完全进入结合口

袋而与之发生相互作用。有机小分子和蛋白质等生

物大分子之间的结合力主要有疏水作用力、氢键作

用力和范德华力等。由于化合物分子在活性位点当

中的结合构象的不同,从而使得它们形成相互作用

的活性位点周围的氨基酸残基以及相互作用强弱均

不同(图8)。由图8可知,氢键是它们与毒死蜱相

互作用的一种重要方式,疏水作用力及其他静电作

用也影响着酶与毒死蜱的结合。MPH、M1和 M2
的R72均与毒死蜱形成氢键,是与毒死蜱作用的最

为关键的氨基酸。虽然 MPH与毒死蜱形成4个氢

键,而M2只形成2个氢键,但经计算,M2的R72与

毒死蜱的相互作用能为-42.830kJ/mol,高于 MPH
(-40.059kJ/mol)和M1(-22.667kJ/mol)。此外,
与MPH和M1不同,M2的组氨酸富集区的H147和

H152也直接参与了与毒死蜱的相互作用。由于上

述各种明显的变化,结合其他氨基酸残基作用强弱
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的不同,影响了酶与毒死蜱的结合与催化反应,使得

M2对毒死蜱的降解活性更高。MPH、M1和 M2
与毒死蜱相互作用的关键氨基酸见表2。

表2 MPH、M1和M2与毒死蜱相互作用的关键氨基酸

Table2 Keyaminoacidsinteractedwith

chlorpyrifosofMPH,M1andM2

酶Enzymes 关键氨基酸 Keyaminoacids

MPH V65、L67、R72、T95、V97、
F119、H234、L258、L273、H302

M1 L67、R72、T95、V97、F119、H149、
D151、H234、L258、V259、L273

M2 R72、V97、F119、H149、D151、
H152、D255、L258、L273

3 讨 论

酶分子定向进化(directedevolution)属于蛋白

质的非理性设计,是在体外模拟蛋白质分子的自然

进化过程,利用分子生物学手段在分子水平创造分

子的多样性,结合灵敏的筛选技术,迅速得到理想的

突变体。该策略已在农药降解酶上得到广泛应用。
一方面,通过定向进化可以改变降解酶的底物特异

性。Disioudi等[11]对有机磷水解酶OPH进行了点

突变,得到 H254R、H257L和 H254R/H257L3个

突变体,使金属活性位点由4个变为2个,酶的底物

特异性发生了改变。突变酶对磷氧键型有机磷保留

了相当一部分酶活性,磷硫键型有机磷的底物特异

性增加到野生酶的2~30倍,而磷氟键型有机磷的

底物的特异性基本上都是减少。另一方面,定向进

化还能使降解酶的活性得到提高。Hawwa等[12]通

过对来自耐辐射球菌的有机磷水解酶Dr-OPH 进

行定向进化,并结合晶体结构分析,最终得到的突变

酶对乙基对氧磷和甲基对氧磷的催化活性分别提高

了126倍和322倍,其专一性常数分别提高了557
倍和183倍。此外,通过定向进化还可以提高降解

酶的稳定性,初步了解酶结构与功能的关系[13]。
为了使甲基对硫磷水解酶(MPH)得到更好的

应用,人们对 MPH的定向进化进行了一定的探索。
刘璐璐[6]构建了 MPH的异源重组表达系统,并用

epPCR的方法对重组酶进行定向进化,但未发现对

甲基对硫磷水解活性明显提高的突变体,认为融合

蛋白已经处于最佳的水解构象,可进化潜力很小。
冷艳[14]采用E.coliBL21(DE3)/PET20b(+)-mph
重组系统,经过一轮易错PCR,筛选得到2株具有

高活力的突变株A7(R41H)和E6(R49P/G117D),

其对底物甲基对硫磷 MP催化活性分别是野生型的

约2倍和3倍。由于 MPH对毒死蜱的降解活性低

于甲基对硫磷,因此,本试验采用毒死蜱作底物,经
过一轮易错PCR,筛选到1株突变株 K173R,使其

对毒死蜱的活性提高了41.55%。今后的研究,可
在已有突变体的基础上进行多轮突变,以积累有益

突变,得到降解活性更高的突变株。
分子模拟技术根据理论和已知的氨基酸序列等

信息用计算机进行预测,实现生物技术与计算机技

术的完美结合,在结构与功能关系分析、分子设计和

酶分子定向进化等过程中得到了广泛开发与应用。
任珍珍等[15]通过分子对接确定突变位点,研究了半

胱 氨 酸 (Cys32)对 小 菜 蛾 化 学 感 受 蛋 白 1
(PlxyCSP1)结合特性的影响。近年来,分子模拟技

术在农药降解酶的定向进化上也备受关注。Chu
等[13]经同源建模及定点突变,发现了C110~C146
之间形成的二硫键对来自Pseudomonaspseudoal-
caligenesC2-1(CGMCC1150)的甲基对硫磷水解

酶OPHC2的热稳定性具有重要意义。Tian等[16]

则通过对来自Ochrobactrumsp.M231的甲基对硫

磷水解酶(Ochr-MPH)的建模分析,选择了靠近第

186~193个氨基酸残基的2个甘氨酸突变为脯氨

酸,最终得到热稳定性提高的突变株G194P。本试

验对 MPH及其突变体进行了同源建模,得到了合

理可靠的三维结构模型,并以此与毒死蜱进行分子

对接。通过模拟对接,发现R72在酶与毒死蜱的结

合中发挥着关键作用。F119、W179和F196处于结

合口袋的入口处,这与Dong等[10]得到的 MPH 晶

体结构的结果相同,进一步说明分子模拟的可靠性。
与降解菌相比,农药降解酶因具有较好的生态

安全性而拥有更广阔的应用空间。随着新技术手段

的不断涌现,对农药降解酶的改造必定会得到更理

想的效果。酶分子的定向进化,一方面可以提高酶

的稳定性、底物特异性和酶活力等,从而增加其应用

前景;另一方面针对活性位点的突变,对研究酶的作

用机理具有一定的指导意义,因此,通过突变技术对

酶分子进行定向改造,将是研究农药残留降解的有

效途径 。
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Randommutationandmoleculardockingsimulation
ofmethylparathionhydrolyse

LIYa-nan ZHANGYan-bo HUMei-ying CHENShao-hua HUZhen YIXin LINHui-hua

LaboratoryofInsectToxicology,SouthChinaAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof
NaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,Guangzhou510642,China

  Abstract Methylparathionhydrolyse(MPH)coulddegrademethylparathionefficiently,aswell
asfenitrothion,ethylparathionandchlorpyrifos,withthedegradationefficiencydecreasingsystemati-
cally.InordertoimprovethedegradationactivityofMPHonchlorpyrifos,randommutationwascar-
riedoutbyerror-pronePCR.TwomutantsA291VandK173RwerescreenedandexpressedinE.coli
BL21(DE3).ThedegradationactivityofK173Ronchlorpyrifosincreased41.55% ascomparedto
MPH.Besides,homologymodelingandmoleculardockingwereusedforpreliminaryanalysisofthere-
lationshipbetweentheenzymes’structureandfunction.TheresultsshowedthattheresidueR72played
animportantroleincombinationwithchlorpyrifos,andchangesoccurringinthebindingpocketandkey
aminoacidseventuallyledtotheincreaseddegradationefficiencyofK173R.

Keywords methylparathionhydrolyse;chlorpyrifos;randommutation;error-pronePCR;homol-
ogymodeling;moleculardocking
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