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磷酸三酯水解酶空间结构及催化水解机理研究进展*

习海玲**  刘昌财  问县芳  赵三平
国民核生化灾害防护国家重点实验室  北京  102205

摘  要  磷酸三酯水解酶（PTH，EC 3.1.8）能够催化水解一类人工合成、高毒的有机磷酸酯类化合物（Organophosphate，
OP），包括有机磷农药和有机磷神经性毒剂. 本文全面系统地综述了一些重要PTHs的分子结构特征和催化机制，包括

有机磷水解酶（OPH）、甲基对硫磷水解酶（MPH）、有机磷水解酶C2（OPHC2）、二异丙基氟磷酸酯酶（DFPase）、人

血清对氧磷酶（PON1）和有机磷酸酐酶（OPAA）. 通过对以上不同类别PTHs结构与催化机制的比较与分析，发现其

一级结构、空间结构以及催化水解OP的机理存在明显的差异，但也具相似特征，所有PTHs均为金属依赖水解酶，其

空间结构活性腔位置均具双金属核活性中心和与底物分子结合的三个疏水性口袋，此特征说明其共同享有PTH活性. 

目前，针对PTH天然底物的研究还相对不足，多数PTH在生物体内的作用还知之甚少. 未来应结合天然底物的结构，进

行更为深入的PTH催化水解机制研究. 图3  参73
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Abstract   Phosphoric triester hydrolases (PTHs, EC 3.1.8) have attracted much research attention due to their ability to 
hydrolyze and neutralize synthesized organophosphate compounds involving highly toxic organophosphate insecticides and 
nerve agents. Here, we systematically review the features of molecular structure and catalytic mechanism of PTHs, mainly 
including organophosphorus hydrolase (OPH), methyl parathion hydrolase (MPH), organophosphorus hydrolase C2 (OPHC2), 
diisopropyl-fluorophosphatase (DFPase), human serum paraoxonase (PON1) and organophosphorus anhydrase (OPAA). The 
analysis shows that these enzymes differ widely in protein sequence and three-dimensional structure, as well as in catalytic 
mechanism, but they also share several common features. All of the enzymes identified as PTHs are metal-dependent 
hydrolases that contain a hydrophobic active site with three discrete binding pockets to accommodate the substrate ester 
groups, which can be well explained for their identical PTH activities. So far few researches are focused on natural substrates 
of PTH, and the function of PTHs in vivo is still poorly understood. Further studies should explore the mechanism of PTH-
catalyzed hydrolysis on natural substrates.
Keywords  organophosphorus hydrolase; organophosphate insecticide; phosphoric triester; organophosphorus nerve agent; 
catalytic hydrolysis mechanism

有机磷 农 药的广泛使 用以及有机磷神经 性 毒剂 [塔崩

（GA）、沙林（GB）、梭曼（GD）和环沙林（GF）和维埃克

斯（VX）]可能 带 来的威 胁，使寻 找 和 鉴 定 能 够解 毒 此 类

有机磷酸酯类化合物（Organophosphate，OP）的生物酶 受

到高度关注. 1946年，Mazur在哺 乳动物中首次 发现能 够

水解含P—F键OP的生物酶 [1]，此酶可高效 水解二异丙基氟

磷酸酯（Diisopropylf luorophosphate，DFP），被命名为DFP

酶（DFPase）[2].  此后，大量具水解OP的生物酶相继被鉴定

和发现，同时也 造成 此类酶 命名上的 混乱. 为了解决 此问

题，1992年，生物化学和分 子生物学国际联 盟委员会 统一

将它们归为磷酸三酯水解酶（Phosphoric triester hydrolase，

PTH，EC 3.1.8），该酶 被分成两个亚类：一 是 磷酸 三酯酶

（Phosphotriesterase，PTE，EC 3.1.8.1）亚类，亦称芳二烷基

磷酸酯酶（Aryldialkylphosphatase）亚类，水解底物倾向于对

氧磷和其它含P— O键的有机磷酸三酯类化合物，例如有机

磷水解酶（Organophosphorus hydrolase，OPH）、甲基对硫磷

水解酶（Methyl parathion hydrolase，MPH）和来自假产碱假

单胞菌C2菌株（Pesudomonas pseudoalcaligenes C2 strains）
的有机磷水解酶 C2（OPHC2）；另一类是 二异丙基氟磷酸
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酯酶（Diisopropyl-fluorophosphatase，DFPase，EC 3.1.8.2）亚

类，水解底物倾向于含P—F或P— CN键的有机磷酸单酯化

合物，主要包括DFPase、人 血清对氧磷酶（Human serum 
paraoxonase，PON1）和有机磷酸酐酶（Organophosphorous 
acid anhydrolase，OPAA）. 

PTHs晶体呈现不同的空间折叠结构，例如OPH的“TIM
桶”折叠、MPH的β-内酰胺酶折叠、DFPase的β-螺旋浆折叠

和OPAA的“皮塔饼”折叠，结构上的差异决定了其各自的底

物特异性. 然而，PTHs也有显著的相似特征，所有PTHs均依

赖二价金属阳离子与底物的相互作用而发挥活性；底物结合

位点均由3个疏水口袋构成，且分别与底物的离去基团和另

两个取代基结合. 虽然OPH和MPH蛋白空间折叠结构不同，

但具相似的催化水解机制. “皮塔饼”折叠的OPAA也有类

似的催化机制，但底物结合方式与它们有明显差异. β-螺旋

浆折叠的DFPase被推定兼具水分子攻击和共价催化机制. 结

构与催化水解机制的阐明对PTH的应用和开发具 有重要的

意义，分析比较PTH间结构与催化水解机理有助于深入和系

统地理解空间结构与功能的关系. 本文从序列同源性、底物

特异性、分 子结构特征和催化水解机制等方面对结构已被

解析的所有类型PTHs进行综述，在此基础上指出PTH的研

究前景和未来值得关注的研究重点，旨在为PTH的定向进化

研究、酶法消除有机磷农药与有机磷神经性毒剂提供参考. 

1  PTEs亚类空间结构及催化水解机理

1.1  有机磷水解酶（OPH）
目前，已经 从微 生物和哺乳动物中发现了多种类型的

OPH，其中最重要的是从土壤假单胞杆菌（P. diminuta）和黄

杆菌（Flavobacterium sp.）中分别分离鉴定到的Pd OPH [3-4]和
Fs OPH [5-6]. 二者具明显的PTE结构域，均由质粒opd基因编

码，氨基酸序列高度一致，达99%. 

除 了 P d  O P H 和 F s  O P H 外 ，来 自 放 射 性 农 杆 菌

（Agrobacterium radiobacter P230）的OpdA亦是一种较为重

要的OPH [7]. OpdA由384个氨基酸组成，分子量（Mr）为35 × 
103，与Pd OPH和Fs OPH氨基酸序列一致性超过93% [8]. 
1.1.1  底物特异性　　Pd OPH和Fs OPH是目前研究最多的一

种PTE，分子量36 × 103，最适pH为8-10，最适温度约为50 ℃. 

通过亲核攻击有机磷酸三酯底物“P”原子中心的亲电子基

团，包括P—O、P—F、P—CN和P—S键来实现对底物有机磷

酸三酯的水解，是目前唯一已知可以水解VX的细菌酶类 [9]. 
Pd OPH和Fs OPH具广泛的水解底物谱，能够高效水解含P—
O键的有机磷酸三酯农药如对氧磷、对硫磷和内吸磷等，有

效水解DFP以及GF、GB、GD和VX在内的有机磷酸单酯类神

经性毒剂. 在Co2＋存在条件下，OPH水解对氧磷的速率最快

（kcat = 3 170 s-1），而水解有机磷神经性毒剂表现出相对低的

催化活性，尤其是水解VX仅为水解对氧磷活性的0.1%. OPH
水解磷酯键的能力大小依次是P—O > P—F > P—S [9]. 虽然

对含有P—S键的VX的转化数kcat较低，仅为0.3 s-1，但是与其

它绝大多数PTE不能降 解VX相比，OPH在此方面具明显的

优势. 
OpdA与OPH有相类似的催化水解底物谱，最适底物均

是含P—O键的有机磷酸三酯，然而，其在一些底物的水解速

率上存在较大差异. 动力学研究表明两种酶水解对硫磷等双

乙基磷酸酯的动力学常数kcat值相当，但是OpdA水解甲基对

硫磷等双甲基磷酸酯的kcat值显著高于OPH. 此外，OpdA能够

有效水解含双甲基的有机磷酸酯亚胺硫磷和倍硫磷，而OPH
几乎不能水解此两种底物[8]. 

1.1.2  分子结构特征　　重组Pd OPH晶体X射线衍射结构[10]显

示Pd OPH为同二聚体蛋白（35 × 103 /亚基），每个亚基（336氨

基酸）盘曲折叠形成一个(αβ)8桶状空间架构，这与金属离子

依赖水解酶的特征结构域“TIM桶”基序匹配 [11-14]. 体外酶活

实验也证明了此现象，每一OPH蛋白分子需要1-2个金属离子

才具完整水解活性. X射线晶体衍射结构证实天然OPH活性

位点处存在两个Zn2+，并直接与位于“TIM桶”中心位置的β
片层C-末端的5个氨基酸（H55、H57、D301、H201和H230）配

位 [11]，构成双Zn2+金属核活性中心. 除了与5个氨基酸配位，活

性中心的两个Zn2+还与K169的羧基和溶剂中的一个水分子或

氢氧根配位，这对于酶活性中心亲核攻击底物“P”中心的亲

电子基团极为重要 [15]. 研究发现Cd2+、Ni2+或Mn2+替换Zn2+，

可保持OPH的催化活性，由Co2+替换Zn2+，OPH的水解活性

明显增加 [15]，此特征与酰胺水解酶（Amidohydrolase）家族一

致，目前，OPH亦被认为是其家族成员之一. 

OPH不仅能够特异性催化水解磷酸三酯、硫代磷酸三

酯和硫赶磷酸三酯类有机磷农药，亦能水解有机磷神经性

毒剂；水解底物中苯酚基是最有效的离去基团，其次是硫醇

类和卤代类基团 [8, 16-21].  OPH底物结合位点的非特异性决定

了其宽的水解底物谱特征. OPH表面有3个与底物分子酯基

结合的疏水性口袋 [12]，其中，结合离去基团的疏水口袋由4个

疏水性氨基酸残基W131、F132、F306和Y309构成. 相应OPH
突变体动力学的研究证实底物离去基团的识别主要由这些

氨基酸残基决定. 另外两个疏水口袋一大、一小，分别结合

底物分子的其它两个酯基. 较大的疏水口袋由H254、H257、

L271和M317氨基酸残基构成，而较小的疏 水口袋由G60、

I106、L303和S308氨基酸残基构成. 大、小疏水口袋决定了识

别底物酯基侧链基团的特异性，包括对手性磷中心的立体异

构体识别 [22]. OPH水解Sp型和Rp型的立体选择性可通过调节

两个大、小疏水口袋而增强、降低甚至发生转换 [23]. 

OpdA和OPH的二级结构、三维结构类似，二级结构中

均含10个β片层，14个α螺旋，4个转角. 天然状态下均为二聚

体蛋白，每个亚基盘曲折叠形成一个(αβ)8的“TIM桶”，35-
361氨基酸空间位置几乎完全重叠；位于“TIM桶”中心位置

β片层C-末端的氨基酸与两个金属离子配位构成双金属核活

性中心 [24].  主要差异在于构成OPH和OpdA的大疏水性口袋

的氨基酸组成不同（H254R、H257Y和L271F），与OPH相比，

构成OpdA大疏水性口袋的H变成更大分 子Y和R，L变成更

大分子F，这加强了OpdA催化水解双甲基有机磷酸三酯的效

率 [25].  OPH的突变体H254R，水解双甲基有机磷酸三酯的活

性显著提高，但催化水解DFP和有机磷神经性毒剂的能力普

遍降低 [19].  由于OpdA催化水解有机磷神经性毒剂化合物效

果差，而在降 解含有较小烷基的有机磷农药方面有很大优

势，因此，它的应用主要在水解有机磷农药相关领域. 
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1.1.3  催化机制　　目前公认的OPH催化 水解机制如图1所

示[26-27]：（a）酶活性中心的Zn2+离子去质子化一个水分子，产

生的氢氧根与两个Zn2+离子和D301配位，形成有活性的双金

属核活性中心. （b）对氧磷与OPH的底物结合位点结合，桥

接两Zn2+离子的氢氧根亲核进攻底物分子中带部分正电荷的

磷原子，同时D301捕获氢氧根上的H质子；（c）β-Zn2+极化底

物对氧磷分子中的磷酰基氧，导致氢氧根与β-Zn2+的结合减

弱，并远离β-Zn2+；对氧磷的P— O键断裂，释放对硝基酚阴

离子，同时酶-产物复合物形成，并以磷酸根阴离子形式桥接

两个Zn2+阳离子；（d）质子通过D301转移至H254并远离活性

位点；产物被释放，活性位点处的氢氧根再生，重新进入催

化循环. 
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图1  OPH水解有机磷化合物（对氧磷）的反应机理[28]. 
Fig. 1  Reaction mechanism of OPH [28].

1.1.4  定向进化与合理设计　　虽然OPH对有机磷毒剂都有

催化水解活性，而且是为数不多的对VX表现出催化水解活

性的生物酶之一，但是野生型OPH对VX和GD，尤其是对其

毒性较高的Sp型对映异构体的活性较低 [29].  应用点突变策

略合理改变活性位点，有效增加了OPH水解有机磷毒剂的活

性. 突变OPH的3个氨基酸（H254G、H257W和L303T）获得

的突变体，不仅底物谱被拓宽，而且水解毒性更强的SPSC型
GD对映异构体的kcat/Km值提高了3个数量级，水解VX提高了
25倍 [28, 30]. 采用随机突变和定向进化的组合策略得到突变酶
H257Y/L303T，其对GB、GD的kcat/KM分别是2 × 106和5 × 105 
M-1 s-1，比野生型OPH酶提高了15 000倍. 筛选到的一个OPH
突变体对外消旋VX的kcat/KM为7 × 104 M-1 s-1，是野生OPH的
230倍，转换数kcat为137 s-1，是野生OPH的152倍，而且其对VX
对映体的立体选择性很低 [19-21, 31]. 因此，以酶的结构数据为基

础，通过定向进化和合理设计能够获得具更高效水解有机

磷神经性毒剂的OPH. 

1.2  甲基对硫磷水解酶（MPH）
1.2.1  底物特异性和序列同源性    OPH的最 适底物是 对氧

磷、对硫磷 等含有两个乙基的有机磷酸 三酯，也称为对氧

磷酶或对硫磷酶. 而甲基对硫磷水解酶（Methyl parathion 
hydrolase，MPH）（EC 3.1.8.1），水解底物倾向于甲基对氧磷、

甲基对硫磷等含有两个甲基的有机磷酸三酯. 目前，已经在

Pseudomonas sp. WBC-3、Pseudomonas putida和Plesiomonas 
sp. M6细菌中发现了MPH，其可利用甲基对硫磷为唯一的C或
P源生长，同时将甲基对硫磷完全水解成对硝基酚和双甲基

磷酸 [32-33]. 

来自P. sp.WBC-3的MPH（Psw MPH）由331个氨基酸残

基构成，分子量约为34 × 106，最适温度为40 ℃，在pH 9-12的

范围内，能表现出较高的活力水平. Psw MPH与另两个MPHs
具高的氨基酸序列一致性，均超过92%.  均具明显的β-内酰

胺酶结构域，是金属β-内酰胺酶亚家族成员之一 [32]，而与已

知含有PTE结构域的Pd OPH和Fs OPH无序列同源性. 
1.2.2  分子结构特征　　2003年，中国科学院武汉病毒所的

张先恩研究团队首次从 P. sp. WBC-3菌株中分离、克隆了其

编码基因，并进行了酶活性质的初步研究 [33-34]. 2005年，他们

测定并获得了分辨率为2.4 Å的Psw MPH晶体结构 [32, 35]. Psw 
MPH为同二聚体蛋白，其单体折叠呈一种典型的β-内酰胺酶

折叠的αβ/βα三明治拓扑结构，而非OPH的TIM桶折叠. 与其

它金属β-内酰胺酶亚家族享有共同配位结合金属的空间结

构基序H-X-H-X-DH. 和OPH类似，Psw MPH含有一个双金属

核活性中心，两个金属离子（Zn2+和Cd2+）相距3.5 Å，金属离

子之间由一个D（D255）的羧羟基与一个水分子以氢键形式

配位连接，周围与富组氨酸区域（H234、H147、H149、H152、
H302和D151）配位连接 [36].  在OPH，结合离去基团的位点是

疏水的，由4个疏水性氨基酸残基W131、F132、F306和Y309
构成；同样，MPH与离去基团结合的位点也被鉴定是由3个

疏水性氨基酸构成，它们分别是F119、W179和F196，3个氨基

酸中的任何一个突变成A都将导致相应的底物活性损失. 与
OPH相同，MPH的另外两个结合酯基的位点相对疏水，较大

的由R72、L258和L273，而较小的由L65和L67构成 [32, 36]. 
1.2.3  催化机制　　虽然目前有限的晶体结构数据和突变体

动力学研究，仍不能 对MPH的水解机理 进行详细描述，但
MPH与OPH在底物结合位点和金属活性中心较高的相似度

表明MPH可能与OPH具类似的催化水解底物机制. 此外，两

者对底物甲基对硫磷均有极高的水解活性（kcat/Km ~106 M-1 
s-1）[36]，MPH是除OPH外唯一高效水解甲基对硫磷的细菌酶

类，此发现亦能支持OPH和MPH具相似催化水解机制这一观

点. 

1.3  有机磷水解酶C2（OPHC2）
在张先恩等发现PswMPH的同时，范云六和伍宁丰等分

离获得了一株高效水解甲基对硫磷的细菌 [37-38]，鉴定并命名

为假产碱假单胞菌菌株C2（Pesudomonas pseudoalcaligenes 
strains C2），具催化 水解甲基对硫磷的酶被分离和鉴定，

命名为 OPHC2 .  编 码 OPHC2的 基 因 全 长 975 bp，位于P. 
pseudoalcaligenes基因组外的质粒上. 

OPHC2仅与目前已经鉴定的来自Stenotrophomonas sp. 
SMSP-1和Pesudomonas sp. OPHC3有高的序列一致性，均为
98% [39]；与其它能高效 水解甲基对硫磷的OPH、OpdA等无

同源性；与MPH的同源性相对较高，也仅为46%.  为了确定
OPHC2的归属类别，我们对其进行了结构域搜索，结果显示

与包括MPH在内的其它金属β-内酰胺酶亚家族成员相同，
OPHC2也具明显的配位结合金属的H-X-H-X-DH空间结 构

基序，表明OPHC2也是该家族成员之一. 进化树分析也证实
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OPHC2与MPH具较近的亲缘关系，同在一个簇内，他们与内

酯酶来自共同的祖先. 

1.3.1  底物特异性    OPHC2能够高效催化甲基对硫磷 [40]，但

未见催化水解反应的动力学常数发表；直到最近，Gotthard 
G等较为全面地展示了OPHC2水解多种底物的催化活性 [39]. 

OPHC2不仅有PTE活性，还具酯酶和内酯酶活性，但这些催

化活性并未显示出较高的水平. 底物为磷酸三酯时，OPHC2
的最适底物是甲基对硫磷和甲基对氧磷，kcat/Km值为~103 M-1 
s-1，远低于OPH和MPH的~106 M-1 s-1 [39]. OPHC2的酯酶活性较

低，水解最适底物的kcat/Km值也仅为~102 M-1 s-1 [39]. 内酯酶活

性相对较高，水解最适底物的kcat/Km值为~103 M-1 s-1，表现出

较高的底物专一性. 

虽然OPHC2在催化各类型底物的性能上与其它PTE相

比无明显优势，但具其它优异酶学性质特征，比如OPHC2具

极高的热稳定性，催化甲基对硫磷的最适温度为65 ℃，75 ℃
保温30 min仍保留有超过60%的酶活性；极高的pH稳定性，

催化甲基对硫磷的最适pH为9，在pH为6和11时仍保留有超过

70%的酶活性；此外，该酶不易受金属离子和EDTA的影响， 
Ni2+和Co2+的加入还能显著增加酶的活性. 

1.3.2  分子结构特征　　OPHC2大多以同二聚体形式存在，单

体分子量为32 × 103. 2013年，OPHC2的晶体结构第一次被测

定，虽然在168-210氨基酸残基处的电子密度缺失，但参考与

其同源MPH相对应位置数据，推断OPHC2的每个亚基为典

型的β-内酰胺酶折叠的αβ/βα三明治拓扑结构[39, 41]. OPHC2极

强的热稳定性、酸碱稳定性、对金属离子和一些有机化学试

剂的稳定性与其特有的空间结构紧密相关，OPHC2晶体结

构中一些区别于MPH的特征可能是其具较强稳定性的原因. 

OPHC2和MPH同二聚体的两单体间界面均由疏水性区域构

成，但OPHC2的疏水作用面较大；OPHC2结构表面分布有更

多的盐键，使其表面呈现更高的电势；OPHC2单体内部具更

广泛的相互作用，氢键和盐键的数量远高于MPH [42]；此外，

已经证明分子内的二硫键（C110-C146）是其具良好热稳定性

所必需的[43]，而MPH未见有此结构. 

与MPH相类似，OPHC2具一个特征的双金属核活性中

心，位于三明治结构中心β片层间的孔洞内. α位的金属离子位

置较深在结构内部，与H294、H144、D143和D247发生配位. β
位的金属离子位置较浅暴露在三明治结构外部，与3个组氨

酸残基（H226、H139和H141）和一个水分子发生配位. 两个

金属离子分别通过与另一个水分子发生配位而连接. OPHC2
的底物结合位点主要由一些疏水性氨基酸残基构成，进一

步分成3个亚位点，F111、M188和W172氨基酸残基构成离去

基团口袋，L250、L61、F263和 L265构成较大的侧链酯基口

袋，而较小的侧链酯基口袋由V55和L67两个氨基酸残基构

成. 这些结果主要是基于现有的Psw MPH对应结构推定的，

缺少定向进化和动力学研究实验数据的支持. 

1.3.3  催化机制　　关于OPHC2催化水解底物的机制，未有详

细的研究报道，Gotthard G.等基于OPHC2和MPH在活性位点

的相似性，推测其具有与MPH类似的催化水解有机磷酸三

酯底物的机制[39]. 然而，OPHC2还有内酯酶和酯酶活性，显示

出多种水解活性，机制上也可能是有区别的. 

2  DFPases 亚类空间结构及催化水解机理

2.1  二异丙基氟磷酸酯酶（DFPase）
2.1.1  底物特异性　　DFPase是发现最早的具水解有机磷毒

剂活性的酶类 [1].  自然界中许多生物体内均含有该酶，他们

作用于有机磷酸酯的P—F或P— CN键，不仅能水解DFP，而

且能水解GD、GB、GF和GA等有机磷神经性毒剂，但不能水

解VX和对氧磷. 依据物种分布和生化性质，可将DFPase细

分为Mazur型和鱿鱼型（Squid-type）[2, 44-45]. Mazur型DFPase
分子量40 × 103-96 × 103，广泛分布于哺乳动物体内，这类酶

水解GD的速度是水解DFP速度的5-50倍，有Mn2+激活现象，

需Mg2+作为辅基. 鱿鱼型DFPase分子量35 × 103-40 × 103，主

要分布于鱿鱼神经节及肝胰腺组织中，酶促反应需要Ca2+作

为辅基，Mn2+的加入不能增加其酶促反应速率，最易水解含
P—F键的DFP，以及GB、GD和GF，其次是含氰基的GA [46-47]. 

由于鱿鱼型DFPase具优异的水解有机磷神经性毒剂性能、

相对广的水解底物谱和在常温下较好的稳定性，使其适用于

有机磷神经性毒剂的消毒 [48]. 
2.1.2  分子结构特征　　自2001年，先后获得了分辨率为1.8 
Å（PDB-code，1E1A）和0.85Å（PDB-code，1PJX）的鱿鱼型
DFPase晶体结构 [49-51].  鱿鱼型DFPase由314个氨基酸残基组

成，天然酶具两个钙离子，是一种钙离子依赖水解酶，呈现6
个浆片的β-螺旋浆折叠结构. 每个浆片由4个褶状的β-片层构

成，其中，每个浆片的第一个β-片层中至少有1个氨基酸残基

是酶分子的活性位点，而两个钙离子位于β-螺旋浆结构中央

充满水的孔洞内. 第一个Ca2+位于孔洞中心偏上位置，埋藏

在内部不易暴露且与酶分子高度亲合，为结构钙离子，对于

维系酶分子的空间架构具重要作用. 它主要与酶分子D232
侧链的1个氧原子、L273和H274的骨架氧原子以及3个水分子

发生配位连接. 第二个Ca2+位于孔洞中心位置，与酶分子亲

合力低容易暴露，是酶分子活性位点的重要组成部分，对于

鱿鱼型DFPase行使催化水解功能至关重要[52]，主要体现在：

移除活性位点结合的Ca2+，酶将错误折叠而失去催化活性. 

此催化型Ca2+除了与E21、N120、N175和D229侧链氧原子配位

连接外，还与3个水分子配位连接. 其中2个水分子位于Ca2+下

部充满水孔洞的终端，另一个位于酶活性位点Ca2+的上部[53]. 
DFPase活性位点含有1个疏水裂口和位于裂口底部中心

催化型的Ca2+. 裂口呈线性，一边由W244、T195、F173和M148
氨基酸残基排列而成，另一边由Y144、M90、I72和E37排列

形成 [54]. R146和H287残基彼此相对，填充在裂口的中心间隙. 
DFPase定点突变水解手性神经性毒剂的研究证实，这些氨基

酸残基对于DFPase的底物特异性尤为重要 [55-56].  例如，野生

型DFPase易于催化水解GF的RP对映异构体，催化效率是水

解SP对映异构体的50倍，通过置换活性位点处的氨基酸残基

突变体E37A/Y144A/R146A/T195M，水解GF对映异构体的倾

向性发生改变，水解SP的效率是RP对映异构体的5倍 [55]. 
2.1.3  催化机制　　DFPase详细的催化 水解机制并未完全

清楚，一些地方还存 有争议. 2014年，Wymore T等在研究
DFPase催化水解DFP和GB时提出了两个不同的水解机制（图
2）[57]. 第一个机理是D229作为亲核试剂：（1）底物DFP磷酰

基氧与Ca2+配位结合，D229亲核攻击磷原子，形成磷酰化酶-
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五价中间产物；（2）P—F键断裂释放出来，同时产生一个四

价磷酰化酶中间产物；（3）一个水分子攻击D229羧羟基氧，

酶 -产物中间体水解；（4）D229的一 个 氧 原子 转移到产物

中，DFPase重新生成（图2a）. 第二个机理是活化的水分子作

为亲核试剂：（1）D229从水分子中转移一个质子；（2）活化

的水分子亲核攻击底物DFP的磷原子；（3）水分子中的另一

个质子到转移E21，同时水分子的氧与磷原子成键；（4）P—F
键断裂释放到溶剂中（图2b）. 

2.2  人血清对氧磷酶（PON1）
人血清对氧磷酶（Human serum paraoxonase，PON1）是

人体内能够水解有机磷神经性毒剂的主要酶类之一，血清中
PON1的含量水平对于保护人类免受毒剂损害方面起到十分

重要的作用[58-59]. 
2.2.1  底物特异性　　PON1是一种内酯酶，较DFPase具更广

的水解底物谱，能水解γ-和δ-内酯，各种芳香酯以及有机磷酸

酯 [60]. 已知PON1能够水解GB、GD、GF、GA和VX等有机磷神

经性毒剂，以及一些有机磷农药，如对氧磷、毒死蜱氧磷和

敌匹硫磷 [61-64]. 但PON1具较弱的对氧磷活性，其被称为“对

氧磷酶（PON1）”也纯属历史原因. 
2.2.2  分子结构特征　　PON1呈现6个浆片的β-螺旋浆折叠

结构，每个浆片由4个β-片层构成 [59].  螺旋浆中心腔内含有2
个钙离子（PDB-code，1V04），其中一个用于维系结构，另一

个起催化作用. 催化钙离子位于活性腔中心偏上位置，除与
N224、N270、N168、D269和E53氨基酸残基的氧原子相互作

用，还可能与1个水分子和底物分子的氧作用. 结构钙离子位

于活性腔中心，将其去除直接导致PON1变性 [65].  2个钙离子

的亲合力差异较大，结构钙离子与酶分子有更强的亲合性. 
PON1与DFPase无明显的序列相似度（E score>3.6），但其晶

体结构极其相似，均具6个浆片的β-螺旋浆结构并且在活性

腔内都含有两个钙离子. 
DFPase与PON1空间结 构存在明显不同 [36].  PON1的螺

旋 浆结 构上方有2个额外的疏 水α螺旋（H-2和 -3），在体内

不仅起到PON1连接在高密度脂蛋白锚的作用，而且盖在活

性位点上方，这种α螺旋“帽子”结构的出现使PON1的活性

位点较DFPase更加封闭[59]. PON1底物结合位点可分成3个亚

位点 [55, 59, 62]：一侧的大口袋呈延展的腔洞状，由Y71、H115、
H134、S137、S166、D183、H184和K192氨基酸残基构成；另

一侧的小口袋由L69、L240、H285、I291、I332、V346和F347氨

基酸残基构成；中间为结合离去基团口袋，由S193、M196、
F222、F292和F293构成. 这些残基中的K192、S193和M196又

形成α螺旋H-2，F292和F293形成α螺旋H-3，而DFPase无此结

构. 此外，PON1最重要的特征之一是能够催化多种类型的反

应 [60]. 突变体酶的动力学分析揭示了在不同催化类型的反应

中构成活性位点的氨基酸残基的贡献不尽相同. H115和H134
对于PON1的内酯酶活性极其重要，H115W的PTE活性远高于

野生型 [66-67]. 替换离去基团口袋的F292将会显著减少内酯酶

和PTE活性，而对于其酯酶的活性几乎无影响. 大口袋的活

性位点残基L69、H115和H184，离去基团口袋的F222和F292，

小口袋的H285 和 V346对于PON1的PTE活性十分重 要 [60]. 
PON1活性位点的定向进化已经显著提高了其水解神经性毒

剂GD、GF和VX的活性 [62-63]. 水解GF最毒的对映体Sp效率提

高了2个数量级，kcat/Km值达到~105 M−1 s−1 [63]. 
2.2.3  催化机制　　PON1具多种水解酶活性，主要有内酯

酶、酯酶和PTE活性. 研究发现其内酯酶和酯酶活性分子机

理与PTE活性不同 [36]. 内酯酶和酯酶活性分子机理，PON1的
H115和H134活化水分子或氢氧根，然后由氢氧根亲核攻击

底物的亲电试剂，最终将底物水解 [59]. PTE活性，催化水解有

机磷酸三酯底物的分子机制与DFPase极为类似. 例如DFPase
水解有机磷酸三酯底物时，与催化Ca2+配位的D229是亲核试

剂 [54]；PON1与催化Ca2+配位的亲核试剂是D269 [47]. 此外，它

们的活性位点也都有很好的对应. （1）底物有机磷酸三酯的

磷酰基氧与PON1的催化Ca2+配位结合，D269亲核攻击磷原

子，形成磷酰化酶-五价中间产物；（2）P—F键断裂释放出

来，同时产生一个四面磷酰化酶中间产物；（3）一个水分子

攻击D269羧羟基氧，酶-产物中间体水解；（4）D269的一个

氧原子转移到产物中，PON1重新生成. 
2.2.4  定向进化与合理设计　　通过定向突变提高PON1对有

机磷化合物的活性，增强其对相对神经毒剂及其高毒异构

体的立体选择性是近几年研究的焦点，研究表明PON1的突

变体V346A对DFP和GD的降 解速率比野生型PON1分别提

高了4倍和9倍，L69V对DFP的活性比野生型PON1提高了100
倍，V346A和L69V对毒性更强的环沙林异构体的降 解速率

比野生型PON1提高了约10倍 [62]. PON1突变体H115W/Y71A和
H115W/F347W不仅保持了对VX的催化效率，而且增强了水

解对氧磷的能力. H115W/Y71A水解对氧磷的能力是H115W
的4倍. H115W/F347W对外消旋体GB的Km比野生型PON1和
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图2  鱿鱼DFP酶水解有机磷化合物（DFP）的机理  [57].
Fig. 2  Reaction mechanism of DFPase [57].
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H115W小，亲和能力和催化能力提高. H115W/F347W更能水

解Sp型GA对映异构体 [68]. 

2.3  有机磷酸酐酶（OPAA）
OPAA最初从美国犹他州温泉的一个嗜盐 交替单胞菌

菌株（Alteromonas sp. strain JD6.5）中分离和纯化出来，之

后在A. undina和A. haloplanktis中亦发现了OPAA，三者的同

源性较高，具 相似的催化活性和底物特异性 [27].  由于其对

有机磷神经性毒剂具高的催化 水解活性，因而受到广泛关

注. 虽然OPAA与OPH均具水解有机磷毒剂活性，但其无任

何序列同源性. 交替单胞菌的OPAA与大肠杆菌X-脯氨酸二

肽酶（X-Pro二肽酶）（EC 3.4.13.9）有高的氨基酸序列相似

度（49%），与大肠杆菌氨肽酶P（Aminopeptidase P，AMPP）

具31%的序列相似度 [9]. 序列分析显示OPAA具有较为明显的
Peptidase_M24脯氨酸二肽酶蛋白结构域. 进一步的底物活性

研究也证实了这点，交替单胞菌属的OPAA不仅具PTE活性，

而且全部具水解二肽Leu-Pro的活性，部分具水解二肽Gly-
Pro的活性 [9]. 与OPAA类似，脯氨酸二肽酶能水解G类毒剂，

并且均能水解C-末端是脯氨酸的二肽（X-Pro），而不具水解
N-末端为脯氨酸的二肽（Pro-X）活性 [36]. 因此，依据氨基酸

序列相似度和生化特性，交替单胞菌的OPAA应属于脯氨酸

二肽酶家族. 
2.3.1  底物特异性　　交替单胞菌属间的OPAA在结构和功

能上相似，分子量在50 × 103-60 × 103之间，最适pH值范围为
7.5-8.5，最适温度在40-55 ℃之间，需依赖Mn2+达到酶的最高

活性 [27]. 其中，来自Alteromonas sp. strain JD6.5的OPAA（Asp 
OPAA）研究最多，Asp OPAA由517个氨基酸组成，分子量为
58 × 103，最适pH值为8.5，最适温度为50 ℃. Asp OPAA作为

脯氨酸二肽酶，在体内的作用尚不完全清楚，推定可能是水

解类胶原蛋白分解产生的含脯氨酸二肽 [69]. Asp OPAA对含F
基的有机磷酸单酯催化水解活性比对它的天然底物X-Pro高
5倍 [70]. 已报道的最适底物是神经性毒剂GD，对GD的kcat高达
3 145 s-1，此外，Asp OPAA能高效水解DFP、GF和GB，对GA
和对氧磷转换数较低kcat分别为85和124 s-1，对VX的转换数为

零 [70]. 比较Asp OPAA和OPH水解G类有机磷神经性毒剂的酶

促反应动力学参数显示Asp OPAA普遍比OPH具高的kcat值，

表明OPAA在水解G类神经性毒剂的能力上普遍比OPH表现

出更高的活性和特异性，然而，在水解P—S键的VX和P—O
键的有机磷农药对氧磷活性上，OPAA远不及OPH. 
2.3.2  分子结构特征　　随着Asp OPAA晶体X射线衍射结构

被测定，其空间立体结构和催化特性证实了OPAA是一种X
脯氨酸二肽酶 [71]. 具活性的天然酶为两个二聚体组成的同四

聚体蛋白，每个二聚体构成酶活性的一个功能单位. OPAA
的每个亚基由两个结构域构成，一个较小的N-末端域（氨基

酸残基第1-160）和一个较大的C-末端域（氨基酸残基第161-
440）. 两个结构域含有的β折叠片层数量相近，但它们的拓

扑结构和形状有明显差异. N-末端域的6个β折叠片层，有一

部分是平行的，另一部分反向平行；而C-末端域的全部5个β
折叠片层均为反向平行. N-末端域的β片层扭曲，C-末端域的
β片层呈明显弯曲状，恰似一个“皮塔饼”. 两个结构域的α螺

旋不同，N-末端域含两对α螺旋，一对在β片层的侧面，另一对

两者间通过一个β折叠片层相连. C-末端域呈“皮塔饼”折叠

状，具7个α螺旋，数量是N-末端域的近2倍，较长的4个分布

在C-末端域的两个凸面位置，其余3个较短的成簇分布在C-
末端域的最外层位置. C-末端域将双金属活性中心固定在β
折叠片层高度弯曲凹面上的椭圆形孔洞内[71]. 

OPAA具双Mn2+金属核活性中心位点，金属A、B两位点

相距3.3 Å，位于C-末端域β折叠片层中心凹面的孔洞内. A金

属位点的Mn2+在外靠近溶剂侧，与H336和E381氨基酸残基

配位连接，B金属位点的Mn2+埋于内部，D244的羧羟基与其

双配位连接，两金属之间通过D255和E420羧羟基的氧双配

位桥接联系在一起. 具双金属核活性位点结构的酶，通常由

一分 子水或氢氧根桥接两个金属离子，然而，OPAA晶体结

构中金属间并未发现水分子或氢氧根，而是发现了两金属桥

接一个来自产物的氧. 为方便起见，此处描述为“氢氧根”. 

上面提及的与OPAA具较近亲缘关系的大肠杆菌AMPP，它不

仅具与OPAA一致的双Mn2+金属核活性中心位点，而且在其

晶体结构中清晰地鉴定到桥接的氢氧根 [36]. 

与OPH类似，OPAA的底物结合位点也由3个较为疏 水

的口袋或亚位点构成，分别是小口袋、大口袋和离去基团口

袋 [36]. 小口袋由位于一侧的氨基酸残基Y212、V342、H343和

来自二聚体另一亚基N-末端域的D45’构成；大口袋由位于一

侧的氨基酸残基L225、H226、H332、R418和来自二聚体另一

亚基N-末端域的W89’构成；与其它PTE相比，OPAA的离去基

团较小，主要由F292和L366两个氨基酸残基组成. 除了参与

构成小口袋外，H343还与底物的磷酰基氧形成氢键，帮助定

位底物便于催化反应进行[71]. 
2.3.3  催化机制　　尽管AMPP催化水解有机磷酸三酯活性

比OPAA至少低一个数量级，但它们具相似的活性位点和较

为一致的双金属活性中心. 因此，普遍认为OPAA和AMPP在

水解有机磷酸三酯底物时可能采用机同机制 [71-72]. 2006年，
Huang等对AMPP催化水解有机磷酸三酯底物反应进行了全

面系统研究，揭示出详细的催化机理过程 [73].  依据AMPP催

化机理结合OPAA的晶体结构，推定的OPAA水解机制过程

与OPH相似，但一些地方也有显著差异（图3）. 质谱分析反
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图3  推定的OPAA水解有机磷酸三酯催化机制. R：酯或甲基；L：离去基
团，氟或对硝基苯氧基. 
Fig. 3  Proposed catalytic mechanism for OPAA cleavage of PTH. L: leaving 
group, which can be fluoride or p-nitrophenol; R: an ester or methyl group.
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应产物证实两者亲核攻击的目标都是底物的“磷中心”；两

者的亲核攻击均是由桥接金属离子的氢氧根进行，而非由共

价中间产物. 最显著差异为初始底物结合方式，OPAA晶体

结构数据显示，底物的磷酰基氧与OPAA的A金属位点上的
Mn2+配位连接，结合到小口袋侧链酯基上的氧也与B金属位

点上的Mn2+配位连接（图3）. 此金属离子与底物的双配位连

接方式，无需其中的一个金属离子的分离，氢氧根就能亲核

攻击底物的“磷中心”. 离去基团（L-）解离，磷酰基产物以三

配位的方式与活性位点连接. 产物的此种三配位连接方式不

曾在OPH见到，但在OPAA和AMPP与底物的催化反应中均发

现此连接方式[71]. 
B金属位点上的Mn2+与底物侧链酯基上氧的配位连接

对OPAA催化水解对映体活性起十分重要的作用 [69, 72].  侧链

是甲基的有机磷对映体化合物，B金属位点上的Mn2+与其无

配位相互作用，OPAA催化水解此化合物的两种对映体动力

学常数kcat无明显差异；OPAA催化水解侧链是甲氧基的有机

磷对映体化合物，B金属位点上的Mn2+与其能够配位相互作

用，水解此化合物的两种对映体动力学常数kcat差异显著. 

3  结论与展望

与有机磷 农 药和有机磷神经性毒剂相关的OP种类繁

多，应用广泛且具较高的毒性，对环境和人类健康存在较大

影响和潜在危害，因此具催化 水解此类化合物活性的PTH
逐渐得到了关注. 各种类型PTH的空间结构逐渐被鉴定和解

析，催化水解OP的机制也不断被揭示. 虽然PTH间的一级结

构和空间结构在整体上具明显差异，但PTE（EC 3.1.8.1）和
DFPase（EC 3.1.8.2）两种亚类均展现PTH（EC 3.1.8）活性，

即催化水解OP的活性，仅是在水解有机磷酸三酯和单酯的

倾向性存在不同. 从空间结构和水解机理上，其疏水性底物

结合位点和金属核活性中心结 构间的相似与差异特征，可

解释这种现象. 此外，PTH水解底物OP均为人工合成，并非

是PTH的天然底物. 很多含有PTH的物种在其生存环境中几

乎不可能接触OP，但却具水解OP的活性，这无疑带来疑问. 
PTH各自的天然底物都有哪些，在生物体内扮演何种角色？

这些问题尚有待进一步阐明，并且相关研究对进一步深入研

究PTH的空间结构与功能的关系具有重要意义. 

在日益严重的环境胁迫背景下，结合国内外PTH研究现

状，未来应继续加强PTH的空间结构及催化水解机理研究，

并且在此基础上深入进行空间结构与催化功能关系的研究. 

值得进一步关注的研究内容和方向有：（1）探索和揭示PTH
催化生物体内天然底物的催化机制，分析比较PTH与OP和天

然底物之间的相互作用，继续深入阐明结构与功能之间的关

系. （2）一些有机磷农药和有机磷神经性毒剂相关的化合物

具有手性中心，且对映体间的神经毒性差异显著. PTH催化

底物具明显的立体选择性，而往往一部分PTH仅对毒性相对

弱的对映体具较强的水解活性，未来应加强探索PTH催化水

解对映体间的机制研究. （3）酶法消除与有机磷农药和有机

磷神经性毒剂相关的化合物不仅经济，而且具催化效率高、

作用条件温和、无腐蚀、环境友好等特点，具广泛的应用前

景. 以PTH的空间结构与功能研究为基础，点突变方法修改

编码酶的基因从而定向改造酶活性腔结构，在不影响酶稳定

性的情况下达到提高现有PTH水解有机磷毒剂的活性，尤其

是水解VX的活性. 通过平这些PTH基因的定向进化与合理

设计研究，获得稳定性强、催化水解有机磷农药和有机磷神

经性毒剂活性更高的PTH，也是理论机制研究的终极目标. 
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