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苯丙氨酸镁配合物对磷酯键的水解作用 
汪东风  耿 娟  孙继鹏  张 宾  张 莉  徐 杰  薛长湖 

(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛 266003. E-mail: wangdf@ouc.edu.cn) 

摘要  合成了苯丙氨酸镁配合物, 并就该配合物对磷酯键的水解作用进行了研究. 结果表明该配合物
对磷酸对硝基苯酯的表观水解速率常数达 7.45×10−2 min−1; 能将质粒DNA水解成不同分子量的片段; 
对某些有机磷农药也有很好的水解效果, 在 48 h内对氧乐果的水解率可达 100%, 甲胺磷、敌敌畏和乐
果的水解率分别为 71.11%, 55.34%和 49.05%. 因此, 苯丙氨酸镁配合物在农业上的应用不仅有利于提
高产量, 还将有助于减少有机磷农药的残留.    
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我国地少人多 , 如何保障食物数量及质量安全
是长期而艰巨的任务. 为此, 我国农业生产中采取了
多种有效措施, 如高级稻的选育、氨基酸微量元素配
合物微肥[1]的应用等. 氨基酸微量元素配合物微肥在
农业生产中的应用表明 , 该微肥对农作物具有增加
产量、提高品质和防病等作用, 已成为多种作物增产
提质的有效措施之一.  

有机磷农药的使用已有 70 多年的历史, 并仍被
广泛使用 . 我国有机磷农药的产量约占全世界总量
的 1/3, 占全国农药总量的 77.76%[2]. 就农作物来说, 
它们的生长旺季也多是病虫害发生旺季 , 现阶段为
提高农作物的产量和质量 , 农业生产还需要用有机
磷农药防治病虫害 . 据报道使用农药每年减少直接
经济损失约 300 亿元[3]. 有机磷农药大多为磷酸三酯
类或硫代磷酸三酯类, 在食物中不易降解, 长期大规
模生产和使用有机磷农药 , 不仅对环境造成严重污
染 , 在食物及饲料中残留对人及养殖动物也构成安
全隐患 . 目前可促进有机磷农药降解的主要方式有
化学降解、光化学降解、生物降解等[4], 但这些方式
目前还难于在农业上推广应用. 因此, 研制既能促进
作物增产 , 又能降解有机磷农药的应用技术是十分
必要的.  

本文以农作物必需的镁元素和苯丙氨酸为原料, 
制备出了苯丙氨酸镁配合物(Phe-Mg), 分别以磷酸
对硝基苯酯(p-nitrophenylphosphate, PNPP)作为磷酸
单酯键、质粒 DNA及 5′-AMP作为磷酸二酯键和有机
磷农药作为磷酸三酯键的目标物, 研究了 Phe-Mg 对

上述目标物的水解作用. 结果发现 Phe-Mg 对磷酯键
有很好的水解作用 . 这一结果提示氨基酸微量元素
配合物微肥在农业上应用不仅有利于提高产量 , 还
将有助于减少有机磷农药的残留 , 为保障食物生产
过程中的数量安全和质量安全提供新技术 , 同时也
为我国丰富的含蛋白质资源废弃物的开发利用提供

新途径.  

1  材料与方法 
(ⅰ ) 试剂和仪器 .  磷酸对硝基苯酯 (p-nitro- 

phenylphosphate, PNPP), 购自北京拜尔迪公司 (进
口分装 ); 250 mg/mL pBR322DNA 为宝生物工程
(大连 )有限公司生产 ; 5′-腺嘌呤核苷酸(5′-AMP)为
美国 sigma产品; 其他试剂均为分析纯 .  HP6890气
相色谱仪及 Agilent1100高效液相色谱为美国 Agilent
公司生产.  

(ⅱ) 苯丙氨酸镁配合物(Phe-Mg)的合成.  在重
蒸水中加入苯丙氨酸和碱式碳酸镁(Phe︰Mg2+ = 1︰ 
0.35), 90℃磁力搅拌 8 h, 整个反应在氮气保护下进
行. 产物离心取上清液, 旋转蒸发至有颗粒晶体出现, 
放置过夜待晶体慢慢析出. 析出完全后过滤, 用乙醇
和丙酮(1︰2)的混合液洗涤 3 次, 真空干燥, 放置到
干燥器中保存备用[5,6].  

用质谱仪(Water Q-TOF), 以 3.0 kV的 ESI为电
离源, 流速 10 μL/min, 对刚制备的 Phe-Mg配合物进
行正离子模式下的质谱(FTICR-MS)测定, 结果表明, 
1个 Mg可与 3~6个 Phe形成配合物.  

(ⅲ) Phe-Mg对含磷酸单酯键的PNPP的水解作
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用. PNPP在生物化学中是酸性或碱性磷酸酯酶分析
的色原基质 , 其水解而释放出的对硝基苯酚为黄色
产物, 在 405 nm处有强吸收, 可用分光光度法定量[7]. 
因此通过测定其吸光值的大小可反映 Phe-Mg对
PNPP的水解能力. Phe-Mg对PNPP的水解: 3 mL  5 
mmol/L PNPP加入 1.0 mL 1.6 g/L的Phe-Mg, 恒温 25
℃反应 4 h, 每 24 min测定一次吸光值(3次重复).  

(ⅳ) Phe-Mg对含磷酸二酯键的质粒DNA的裂解
作用 .  (1) 不同浓度的Phe-Mg对质粒DNA的裂解 : 
pBR322 DNA, 1 μL; pH 8.0, 10 mmol/L Tris-HCl配制
成的 5 g/L Phe-Mg, 分别加入 0, 0.6, 4.0, 6.0, 8.0, 10, 
12和 16 μL; 用Tris-HCl补至 20 μL. 放置厌氧培养箱
中, 恒温 37℃反应 4 h[8]. 用琼脂糖凝胶(Agrose- gel)
电泳分析质粒 DNA的裂解情况. (2) Phe-Mg对 5′-腺
嘌呤脱氧核苷酸(5′-AMP)的水解切断作用: 在pH 7.2, 
0.05 mol/L 的 Tris- 盐 酸 缓 冲 溶 液 25.0 mL 中 , 
Phe-Mg(3.54 g/L)和 5′-AMP(0.2 mmol/L)50℃下反应
10 h, 同条件不加Phe-Mg为对照 [9]. 用HPLC测定
Phe-Mg对 5′-AMP的水解作用.  

(ⅴ) Phe-Mg对含磷酸三酯键的有机磷农药的水
解作用.  配制混合有机磷农药的水溶液(敌敌畏、乐
果、氧乐果、对硫磷、甲胺磷、毒死蜱), 每种农药的
浓度为 1 mg/kg, 取 60 mL, 加入 0.02 g Phe-Mg. 反应
48 h后, 取 20 mL用GC测定, 不加Phe-Mg的农药溶液
为空白对照(3 次重复). 反应液中各种有机磷农药含
量的测定同前文报道的方法[10].  

2  结果 

2.1  Phe-Mg对磷酸单酯键化合物 PNPP的水解效果 

从 Phe-Mg及镁离子对 PNPP 的催化水解, 以及
PNPP 自发水解的比较可以看出(图 1), Phe-Mg 对
PNPP有明显的催化水解作用.  

 
图 1  PNPP水解的 A-t曲线 

以图 1 结果为基础, 根据公式 ln[(A∞−At)/(A∞− 
A0)] = −Kobsdt线性拟合得表观速率常数Kobsd. PNPP自
发水解、Mg2+催化 PNPP水解以及 Phe-Mg催化 PNPP
水解的表观速率常数分别为: K(PNPP)obsd=1.03×10−4 

min−1, K(Mg2+)obsd = 3.57×10−4 min−1, K(Phe-Mg)obsd = 
7.45×10−2 min−1. 从表观速率常数结果看, Phe-Mg对
PNPP 的催化水解, 比 PNPP 自发水解速率提高了两
个数量级. Mg2+对 PNPP 也有一点催化水解作用, 但
是相对于 Phe-Mg 来说少了 20 多倍, 说明当 Phe 与
Mg形成配合物后对磷酸一酯键有很好的水解作用.  

2.2  Phe-Mg对含磷酸二酯键的生物大分子质粒DNA
的裂解效果 

由图 2 可知, 当Phe-Mg的浓度大于 1 μg/μL时
(7~9泳道), 出现典型的 3条水解带. Phe-Mg使超螺旋
型(CCC)DNA裂解至缺口开环型(OC), 进而产生线型
(Linear)[11]. 当浓度 >2.000 μg/μL时 (10~12 泳道 ), 
DNA水解断裂效果变得更为显著. 说明该配合物对
DNA有很强的裂解作用 . 但在相同的实验条件下 , 
除Mg2+ + Phe的混合物对质粒DNA有非常弱的裂解
作用(4泳道)外, 单独的Phe和Mg2+基本上无此作用(2, 
3 泳道). 由此可见, 在该实验条件下, Phe-Mg对磷酸
二酯键也有很好的裂解作用.  

2.3  Phe-Mg对 5′-AMP的水解切断效果 

为了进一步了解 Phe-Mg对磷酸二酯键的裂解作
用, 以 5′-AMP 为底物测定了 Phe-Mg 对其水解作用. 
结果表明(图 3), Phe-Mg对 5′-AMP也有很好的水解作
用, 其水解产物仅为 Ad(5′-腺嘌呤核糖核苷), 没有破
坏核酸的戊糖环结构 , 提示反应过程只断裂磷酸酯
键. Phe-Mg 50℃下水解 5′-AMP 10 h 的水解率为
43.2%.  
2.4  Phe-Mg 对磷酸三酯键化合物有机磷农药的水 
解效果 

有机磷农药大多为磷酸三酯类或硫代磷酸三酯

类 , 如常见有机磷农药敌敌畏 [O-(2,2-二氯乙烯
基)O,O-二甲基膦酸酯]具有典型磷酸酯键结构, 氧乐
果[O,O-二甲基-s-(N-甲基氨基甲酰甲基)硫代磷酸酯]
和甲胺磷[O-甲基-S-甲基-硫代磷酰胺]具有硫(醇)代
磷酸酯键结构, 对硫磷[O,O-二乙基-O-(4-硝基苯基)
硫代磷酸酯]和毒死蜱[O,O-二乙基-O-(3,5,6-三氯-2-
吡啶基)硫代磷酸酯]具有硫(酮)代磷酸酯键结构, 乐
果[O,O-二甲基-S-(N-甲基氨基甲酰甲基)二硫代磷酸
酯]具有二硫(酮、醇)代磷酸酯键结构等[12]. 
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图 2  不同浓度的 Phe-Mg裂解 pBR322 DNA的琼脂糖电泳图 

1, pBR322 DNA; 2, pBR322DNA + 2.000 μg/μL Phe; 3, pBR322DNA+2.000 μg/μL Mg; 4, pBR322DNA+2.000 μg/μL Phe + 2.000 μg/μL Mg;  
5~12, pBR322 DNA+Phe-Mg, Phe-Mg的浓度分别为: 0, 0.150, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000和 4.000 μg/μL 

 

 
图 3  5′-AMP 水解后的 HPLC图 

1, Phe-Mg水解切断 5′-AMP的 HPLC图; 2, 5′-AMP自动水解的 HPLC图 

 
有机磷农药常被用作农作物的杀虫剂 , 虽然它

比有机氯农药较易降解, 残留期较短, 但有机磷农药
毒性也较高, 如果残留在水果、蔬菜等作物上的农药
或进入环境的农药进入生命体 , 大部分对生物体内
胆碱酯酶有失活作用 . 但一旦有机磷农药中的磷酸
酯键被水解, 其毒性将大大降低, 如对硫磷, 当磷酸
酯键被水解后其毒性降低为原来的百分之一[12].  

考虑到有机磷农药在水溶液中会发生水解 , 本
试验以农药在水溶液中的自水解为空白对照 , 检测
了 Phe-Mg对有机磷农药的催化水解作用(图 4). 从图
4 可知 Phe-Mg 对有机磷农药水解效果最好的是含硫
(醇)代磷酸三酯键的氧化乐果和甲胺磷, 48 h水解率
分别是 100%和 71.11%, 其次对含磷酸三酯键的敌敌
畏和含二硫(醇、酮)代磷酸三酯键的乐果, 分别达到
55.34%, 49.05%; 而对含硫(酮)代磷酸三酯键的毒死 

 
图 4  Phe-Mg对 6种农药的催化降解 

1, 敌敌畏; 2, 甲胺磷; 3, 氧化乐果; 4, 乐果; 5, 毒死蜱 ;  6 ,  对硫磷  
 
蜱和对硫磷在 48 h 之内基本没有水解作用 , 提示 
Phe-Mg对有机磷农药水解有一定的选择性. 

3  讨论 
自 20世纪 90年代以来, 人们发现镧系离子及其

配合物具有催化核酸水解的作用, 尤其是Ce4+及其配

合物是目前发现的人工模拟酶中水解磷酸酯键速率

最高的物质 [13~15], 但由于镧系金属离子不是生命体
的必需元素, 如果用于生命体内, 超过一定的限量会
对细胞产生潜在的危害.  

镁和苯丙氨酸都是生命体必需的成分 , 但单独
的镁和苯丙氨酸, 或将 2.000 μg/μL 的镁和苯丙氨酸
同时与质粒DNA反应, 对质粒DNA基本上都无裂解
作用, 然而将镁和苯丙氨酸在 90℃下反应 8 h后, 所
制得的 Phe-Mg 配合物对磷脂键则有较强的裂解作用. 
用 KBr 压片法测定了苯丙氨酸及 Phe-Mg 配合物在
400~4000 cm−1 的光谱图, 结果表明, 苯丙氨酸和镁
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离子形成配合物后 , 苯丙氨酸的一些主要吸收峰与
Phe-Mg 配合物相比, 发生了明显的位移, 证实镁离
子与苯丙氨酸发生了配位作用. 根据 Phe-Mg 配合物
的质谱(FTICR-MS)测定结果表明, 以 ESI 为电离源, 
用刚制备的 Phe-Mg 配合物, 在正离子模式下测得的
Phe-Mg配合物是 3, 4, 5或 6个苯丙氨酸与一个镁形
成配合物的混合物.  

在较低浓度染色剂EB(溴化乙锭)(如, 0.5 μg/mL)
情况下, 一般超螺旋型移动最快, 线型其次, 缺口最
慢. 但较高浓度EB会影响 3 种形式DNA的顺序 [16]. 
为得到较好的染色效果, 本次EB浓度为 0.7 μg/mL, 
结果线型最快. 在相同的实验条件下用EcoRⅠ(限制
性内切酶 , 只将质粒DNA水解断裂成线型 )作用该
DNA, 证实了这种现象.  
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