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� � �一 �� 的对硫磷水解酶具有底物诱导合成性质
。

停滞生长期的细胞接

触底物半小时即产生相应酶的合成
,

而指数生长期的细胞接触底物 � �小时后才发生酶的合成
。

甲基对硫磷及对硝基酚也具有诱导作用
,

可见合成对硫磷水解酶的诱导特异基团可能与对硝

基酚及其苯环上的取代基有密切关系
。

生物与环境的统一
,

是环境科学中为人们所关心的研究课题之一
。

当外界环境发生

变化时
,

一部分不能适应环境变化的生物被淘汰了 � 另一部分则不断改变自己的内部条件

适应变化了的环境
。

与此同时
,

生物又反作用于环境
。

生物的这种适应能力可分为二种

类型 �
一类是通过自然突变形成新的突变种 �另一类更为普遍

,

是通过形成诱导酶使之适

应新的环境
,

这种能力称为生理适应或酶适应
。

随着工业的发展
,

大量新的人工合成有机物质如杀虫剂
、

除草剂进人环境
。

与此同时
,

生物对这些物质表现出适应能力
。

长期使用一种杀虫剂
,

昆虫体内所产生的抗药性
,

在许

多情况下就是因为生物体内酶系统产生了适应
。

另外
,

在土壤或水环境中
,

由于细菌的酶

适应而导致这些农药降解或进一步被利用作为 自身的营养物质
,

这就是常见的生物净化

现象的本质
。

因此
,

探讨农药对细菌酶的诱导合成能力是 阐明生物净化机理和更好地控

制和利用生物净化能力的不可缺少的基础研究课题之一
。

� ���
� 班�� 朗 等对降解苯胺类除草剂的酸胺酶特别是对酶的诱导合成性质进行了详细

研究
。
�� �� �� ��, � 等报道了藻肮酸钠可以诱导产生藻阮酶

。

我们在氧化塘净化有机磷农药机理的研究 中分离出一种 极毛 杆 菌 �� 留�� � �� ��
��

� ,

代号 �� �一�� 对硫磷高效分解菌
,

并从菌体中制备 出具有高活力的无细胞酶制剂川
。

本

文仅对对硫磷水解酶为底物的诱导合成性质进行某些探讨
,

进一步阐明酶的合成与环境

�� � � 年 � 月 � � 日收到
。
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的关系
,

为水生生态系中生物净化能力的产生提供生物化学依据
。

材 料 和 方 法

菌种培养 将鸭儿湖氧化塘中分离出的 � � �一� � ,

保存在含对硫磷
、

葡萄糖和牛肉

膏的琼脂培养基上
。

扩大培养时将菌种接人经高压灭菌体积为 � �� 毫升的锥形瓶的培养

基中
,

�� ℃ 恒温培养 � 天
。

培养基的组成为每升 �� �� 无机培养基加 �
�

�� 多牛肉膏和

�
�

�� 多葡萄搪
。

诱导试验方法 锥形瓶中培养 � 天的菌体
,

经离心收集
,

并用新鲜 ��� � 无机培养

基洗一次
,

再次离心除去剩余的有机培养基
,

剩下的菌体用于各组试验
。

证明酶的诱导合成性质
、

蛋 白抑制剂的作用以及不同化学物质与诱导酶形成的关系

等试验
,

在 � �� 毫升锥形瓶中进行
。

将收集的菌体接种在各种不同处理的瓶中
,

培养至有

底物的试验瓶中对硫磷完全被分解
,

对硝基酚黄色褪尽时收集菌体
,

测定对硫磷水解酶的

活力
。

对硫磷水解酶的形成与时间的关系和不同生长期细胞对诱导响应时 间 的 影 响等 试

验
,

是在 � � � � 毫升的培养缸 中进行的
。

菌体按上述处理收集后
,

接种入含 � �
�

� 毫克 �升

对硫磷的 ��� � 无机培养基 中
,

在 �� ℃
、 � � �

�

� 条件下搅拌
、

通气培养
,

根据细菌分解对

硫磷的情况
,

随时补加对硫磷
,

并用浓度为 �� 多 的 � � � � 溶液控制 � � 在 �� � 左右
。

定

时取样测定细菌细胞的密度
、

整细胞活力和无细胞酶制剂活力
。

酶的提取和分析仍用常

规方法
〔, , 。

整细胞活力的测定 在细菌的细胞破碎前
,

在分光光度计波长 � � � � � 处测定细菌

悬液的光密度
,

并取出一定量按测酶活力的方法测定整细胞分解对硫磷的速率
,

以每单位

� � 刘 每分钟分解对硫磷的毫微克分子数表示整细胞活力
。

细菌生长用分光光度计波长 � � � � � 处测定细胞悬液的光密度来表示
。

对硫磷
、

甲基对硫磷分别为武汉葛店化工厂和沙市农药厂取得的原油
。

对硝基酚
、

氯

胺苯醇和其他有机磷农药为市售
,

二乙基硫代磷酸的钾盐为实验室制备提纯
。

结 果 与 讨 论

�
�

对硫磷水解酶的底物诱导合成性质 � � �一�� 具有高效分解对硫磷的能 力
,

制

备的无细胞酶制剂
,

对硫磷水解酶活力最高达到 �少毫微克分子 �毫克蛋 白�分钟
。

用 含

葡萄糖和蛋白陈作碳源的培养基而不接触对硫磷培养的细菌制备成无细胞酶制剂
,

生长

旺盛的细胞不能检测出对硫磷水解酶活力
,

停滞生长期的细胞酶活力极低
,

仅为对硫磷作

唯一碳源的培养物所显示出酶活力的 � � � � �表 � �
。

表 � 的结果说明了对硫磷水解酶在细菌细胞内大量合成
,

必须要有相应的底物存在
,

如果不接触底物
,

而仅供给有机碳源
,

在细菌体内合成相应酶的水平是极低的
。

�
�

用蛋白质合成抑制剂证明酶的诱导合成性质 氯胺苯醇是一种熟知的细胞内蛋

白质合成抑制剂
,

用对硫磷作唯一碳源培养细菌
,

并加人不同浓度的氯胺苯醇
,

观察细菌
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体内对硫磷水解酶合成的情况
,

结果见表 � 。

裹 � 对硫确对 � �  
一
。� 对硫磷水解醉的底物诱导作用

一兰翌竺二� �‘� 二宜� 生二一
一

⋯
一燮全些递竺匕

’

�
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�
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�

�
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肉膏

�
‘
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’

�
同 上 �
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表 � 氮胺苯醉对细菌诱导酶形成 的抑制作用

对硫磷 �毫克 �升� 氯胺苯醇 �毫克�升� 酶 比 活
�毫微克分子 �毫克蛋白�分钟� 抑制百分率�� �

曰、一一了�口

����

月�

� � �

�
�

�

多
�

�

�

���扣��
������

八曰�����
,�,�,�

从表 � 的结果可看出
,

在没有抑制剂的处理中
,

酶的形成是十分明显的
,

氯胺苯醇 ��

毫克 �升可以抑制酶合成的 �� 外
,

当浓度增加到 �� 毫克 �升时完全阻碍了酶的合成
。

氯

胺苯醇对已合成的酶催化对硫磷水解反应设有明显的影响
。

试验证明了细胞在合成对硫

磷水解酶过程中底物起着重要作用
,

一旦酶蛋 白合成受到阻碍
,

即使底物存在也不会引起

酶的合成
。 � � � � ���

�
�� 等用 � �� � �。 诱导细菌 � � �� ��� � ���� �厅�� ,

产生降解 � �� � �� � 的

酸胺酶
,

也进行了氯胺苯醇抑制诱导酶的生成试验
〔� , ,

与我们的试验结果是十分一致的
。

�
�

诱导酶形成的动力学 将停滞生长期的细菌接种到含对硫磷的液体培 养基 中
,

试验开始半小时后
,

每间隔一定时间取样测定整细胞和无细胞酶制剂的对硫磷水解酶的

活力
,

结果见表 � 。 对硫磷水解酶在细菌体内合成的速度与诱导的时间以及与细胞生长

繁殖速度的关系见图 � 。

表 � 诱导时间与水解对硫确整细胞活 力和醉活力的关系

诱导时间 �小时 �
整 细 胞 活 力

�毫微克分子 � � �
, �� �分钟 �

酶 活 力
�毫微克分子 �毫克蛋白 �分钟�

� �
�

�� �
� �

�

� �

, �
�
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��‘
�

��
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�

��
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�
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� � ��  ! � � �� �小时 �

时 间 �小时�
� 一 � 酶合成速度 � △一△ 整细胞增长的速率

细胞生长情况与对硫磷

水解酶合成的关系

图 � 酶的合成与诱导时间的关系

从表 � 可以看出
,

细菌接触底物半小时后
,

整细胞和酶制剂水解对硫磷的活力都有明

显增高
,

整细胞为开始的 斗倍
,

无细胞酶制剂为开始的 � 倍
,

并随培养的时间加长逐步增

高
,

但在 � 小时以内上升得比较缓慢
, � 小时以后急剧上升

,

铭 小时达到高峰
。

在有底

物诱导的培养条件下
,

整细胞与酶制剂水解对硫磷的活力增长情况是十分相同的
。

试验

结果还表明 �图 � �
,

开始 � 小时细胞密度从 � � ��� 为 �
�

�� 下降到 �
�

斗�
,

� 小时以后细菌

重新繁殖
,

�� 小时达到 �
�

� � ,

然后成直线上升
,

� � 小时达到高峰
,

这一结果与对硫磷水解

酶的合成规律是相一致的
。

细胞密度下降
,

可能是 由于细菌利用的碳源突然从葡萄糖和

牛肉膏转为对硫磷
,

因此产生了一段适应期
,

正如图 � 的动力学曲线表现出有 � 小时的滞

缓期
,

这个时期内酶活力成 曲线上升
,

然后酶大量合成
,

活力直线上升
,

而这时细菌正处在

指数生长期
,

�� 小时以后趋于平衡状态
。

�
�

诱导响应时间与细菌生长期的关系 将葡萄糖作为碳源培养细菌
,

分别将指数

生长期和滞缓生长期的细胞转人以对硫磷为碳源培养
,

定时测定细菌分解对硫磷的速率
,

结果见图 � 。

从图 � 可以看出
,

滞缓生长期的细胞在接触底物半小时后就显示出明显的降解对硫

磷活力
。

然而处于旺盛生长期的细胞接触底物 �� 小时以后才开始表现出降解活力
,

诱导

响应时间比较长
。

在这段时间内菌悬液的光密度从 0
.
062 下降到 0

.
0 1, ,

大部分不适应的

细胞被淘汰
。

到 48 小时以后
,

细菌细胞重新开始繁殖
,

这时降解对硫磷的活力也大大增

加了
,

增加的速率与停滞生长期细胞的试验结果一致
。

试验说明了诱导响应时间是与细

胞的生长状态密切相关的
。

指数生长期细胞大部分是刚分裂的新生细胞
,

对于外界环境

条件的变化适应性较差
。

反之
,

老细胞对外界条件变化容易产生酶系统的适应
。

5

.

诱导剂的特异性 试验 已经证明对硫磷对 cT P一01 具有底物诱导作用
,

用其他

类似结构的物质及其对硫磷的代谢产物代替对硫磷作为诱导剂
,

细菌在 30 ℃ 下用摇床培

养 3 天后
,

测定各组对硫磷水解酶活力
,

结果见表 4
。

从表 4 可以看出
,

甲基对硫磷和对硝基酚也可以诱导细菌细胞大量合成对硫磷水解

酶
,

特别是 甲基对硫磷效果超过了乙基对硫磷
。

杀螟松等其他化合物虽然在结构上与对

硫磷很相似
,

但是诱导合成对硫磷水解酶的能力很弱
。

可见
,

细菌的底物诱导是有一定的
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表 4 各种化合物对 细菌诱导酶合成 的作用

化合物名称 浓度毫克/升 (毫微克分子/

毫克蛋白/分钟)

5.“11胜P

\

,

/甲基对硫磷
C H
3O

C H
3O

一<少
一N O

Z 85夕1
.
3

}
S

{ ⋯
乙 基对硫磷

C :H ,
O

C
:

H
5

0

对 硝 基 酚

> 艺一<少
一
Noz

H 。一
<二>

一N 0
2

: :二::>
·

< 宜
K

4005.0

1907.斗

二乙基硫代磷酸钾 3 9
.
14

}
S

{ {

内 吸 磷
C ZH ,

O

C
Z

H
,

O

> 要
-O

一
SCZHS

斗4
.
3 8

}

。_ _ 斧 / cH3

{ }
倍 硫 磷 斗2

.
9 8

C H
3
O

/
C 孔

杀 螟 松 9 1
.
45

5IP

\/

C H 3O

。 一
<二)

一
Noz

对 照 B u rk 无机培养液 3 1
。

9 7

特异性
。

上述三种能力较强的诱导剂
,

都具有对硝基酚基团
,

而诱导效果很小的化合物

正是缺少这一基团或对硝基酚基团上有其他取代基
,

这一结果说明了 C T P一01 合成对硫

磷水解酶的诱导特异基团可能同对硝基酚及其苯环上的取代基有密切关系
。

诱导酶的生

成除了底物本身的诱导作用以外
,

还可以为其他类似化学物质诱导
,

Bl ak

e 等【习 在研究水

解 Pro Pa nil 的 酞胺酶时曾提到这种情况
,

指出单一的酶可能为现存的不同化合物诱导
。

从我们的试验结果可以看到
,

对硫磷水解酶除了底物本身外
,

也可以被其他物质诱导
,

但

这类化合物必须要有一个主要诱导基团
,

如果缺少这一基团
,

结构上即使很相近
,

诱导能

力也是很弱的
。

对硫磷能够诱导细菌产生相应的酶类
。

而且细菌随着接触底物时间的延长
,

经过一

段适应期以后
,

在细胞内大量合成水解对硫磷的酶类
。

只有当这些酶类大量合成时
,

细菌

才能在这样的环境条件下迅速生长繁殖
。

严家湖氧化塘长期接受含有多种有机磷农药废

水
。

造成一种特殊生态环境
,

这些化合物不断地对微生物产生诱导作用
,

生成了各种能分

解这 类毒物的细菌
。

我们已经从氧化塘中分离出能分解对硫磷的 C T P一01 和 能分解对

硝基酚的 C T P一 02
,

并且都具有很高的分解效率
。

因此这种特殊诱导生态系统的形成是

氧化塘对各种毒物具有很强净化能力的生物学基础
。
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