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Органофосфатгидролаза (ОРН, EC 3.1.8.1, арилди-
алкилфосфатаза) является ключевым ферментом, ка-
тализирующим гидролиз эфирной связи в триэфирах
фосфорной кислоты, к числу которых относятся ней-
ротоксичные фосфорорганические соединения (ФОС),
в частности широко используемые в сельском хозяй-
стве пестициды, обладающие острой и кумулятивной
нейротоксичностью [1–3].

В настоящее время активно разрабатываются
методы биологической деградации ФОС, в том чис-
ле с применением ОРН [4, 5]. OPH можно также
использовать в качестве каталитически активного
элемента биосенсорных устройств, предназначенных
для определения ФОС в разных объектах (продуктах
питания, речных и сточных водах) [6, 7].

Потребность в OPH стимулирует разработку но-
вых эффективных методов, выделения и очистки это-
го фермента. Была создана плазмида, кодирующая
синтез рекомбинантной OPH с гексагистидиновой
последовательностью на N-конце молекулы белка
(His6–OPH) [8]. Такая генетическая модификация
белка позволила осуществить его выделение и очис-
тку с помощью металл-хелатирующей хроматографии,
основанной на образовании комплекса между введен-
ной гексагистидиновой последовательностью (His6) и
ионами металла, которыми заряжен хроматографичес-
кий носитель, с хелатирующими лигандами [9].

Из литературы известно, что введение His6 в
структуру молекул ферментов, как правило, не влия-
ет на их свойства [9], но в отдельных случаях мо-
жет изменять их [8–14]. Нами было установлено,
что введение His6 на N-конец молекулы OPH изме-
няет ее свойства, в частности улучшает константы

эффективности действия полученного фермента по
ряду субстратов [8].

Трехмерная структура OPH [15] (рис. 1) сформиро-
вана таким образом, что несколько аминокислотных
остатков как на N-, так и на C-конце молекулы белка
(4 и 12 аминокислотных остатков соответственно) не
входят в состав белковой глобулы. Проведенный ком-
пьютерный анализ структуры OPH показал, что N- и
С-концы молекулы белка расположены в простран-
стве близко друг к другу, и оба значительно удалены
от активного центра фермента (рис. 1). Ожидалось,
что из-за большей длины  и, следовательно, подвиж-
ности С-конца молекулы белка размещение на нем
His6 могло бы иначе отразиться на его свойствах,
чем в случае модификации N-конца.

В связи с этим была создана генетическая кон-
струкция для экспрессии OPH, содержащей His6 на

Рис. 1. Пространственная структура органофос-
фатгидролазы с указанием N-(1) и С-(2)-концов

молекулы белка
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С-конце молекулы белка (OPH-His6) [16]. Был подо-
бран штамм Escherichia coli DH5a, обеспечивающий
максимальный уровень накопления OPH-His6 в ра-
створимой форме. Модифицированный белок был вы-
делен и очищен на Ni–NTA-агарозе, согласно мето-
дике, разработанной ранее для His6-OPH [17].

В работе были исследованы каталитические
свойства фермента OPH-His6 и проведено сравне-
ние свойств полученного белка с ранее изученной
His6-OPH.

Экспериментальная часть
В работе использовали параоксон (диэтил п-нитро-

фенилфосфат), имидазол, Ches (2-[N-циклогексил-ами-
но]этансульфоновая кислота), хлорид кобальта шести-
водный, глицерин, бромфеноловый синий, кумасси
бриллиантовый синий R-250, натриевую соль ампи-
циллина, яичный альбумин, додецилсульфат натрия
(препараты фирмы “Sigma”, США); триптон, дрож-
жевой экстракт (“Difco”, США); акриламид, бисак-
риламид (“Merck”, Германия), изопропил-β-D-тио-га-
лактопиранозид (ИПТГ), маркеры для белкового
электрофореза – набор белков с молекулярными мас-
сами 21,5; 31,0; 45,0; 66,2; 94,6 кДа (“Fermentas”,
Литва), N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД),
персульфат аммония фирмы (“Bio-Rad”, США). В
качестве носителя для аффинной хроматографии при-
меняли Ni–NTA-агарозу (агароза, модифицированная
нитрилотриуксусной кислотой) фирмы “Qiagen”
(США). Все остальные использованные в работе
реактивы марки “ч.д.а.” были приобретены в фир-
мах “Лабтехника” и “Химмед”  (Россия).

Для трансформации клеток E. coli применяли ге-
нетическую конструкцию pTES-OPH-His [8]. Для
выделения ОРН-His6 использовали клетки E. coli
DH5a.

Культивирование штамма E. coli DH5a, несущего
плазмиду pTES-OPH-His, проводили  в соответствии
с методикой [8], после индукции синтеза белка про-
цесс длился 18 ч. Уровень синтеза OPH-His6, а так-
же гомогенность белкового препарата оценивали
электрофоретически в денатурирующих условиях в
12%-м полиакриламидном геле с использованием
ячейки Miniprotean II (“Bio-Rad”, США), с последу-
ющим окрашиванием Кумасси R-250.

Выделение и очистку OPH-His6 проводили в соот-
ветствии с методикой [17], согласно которой из
1 г влажной биомассы было получено 4,1 мг высо-
коочищенного ферментного препарата со средней
удельной активностью 5710 ед/мг белка. Выход фер-
мента, в результате очистки, составлял 60,2% от ис-

ходного количества OPH, синтезированного клетками,
а гомогенность полученного ферментного препарата
– 92%. Концентрацию белка определяли методом
Бредфорд с применением реагента фирмы “Bio-
Rad” (США).

Ферментативную активность определяли спектро-
фотометрически (спектрофотометр “Agilent 8453-
UV”, Германия) при 25°С, по накоплению продукта
гидролиза (4-нитрофенолят аниона) при 405 нм;
( ε 17000 М–1см–1;  рН  9 ,0;   ε 18000 М–1см–1;
рН 10,5). Каталитическую активность определяли с
помощью 50 мМ карбонатного буфера (рН 10,5).
Для исследования субстратной специфичности фер-
ментов использовали водные растворы параоксона и
метилпаратиона. Каталитическую реакцию иницииро-
вали внесением раствора OPH-His6 в кювету с бу-
фером и субстратом так, чтобы концентрация каж-
дого из ферментов в реакционной среде составляла
10–10–10–9 М (Eо) .

За единицу ферментативной активности принимали
такое количество фермента, которое необходимо для
гидролиза 1 мкмоль субстрата за 1 мин при 20°С и
рН 10,5.

Расчет скоростей ферментативной реакции прово-
дили по начальным линейным участкам кинетичес-
ких кривых (vo = tg α). Максимальную скорость
ферментативной реакции (Vмакс) и константу Михаэ-
лиса (Km) определяли с помощью двойных обратных
координат 1/vo – 1[S] (Лайнуивера–Берка).

При изучении зависимости каталитической актив-
ности ферментов от рН применяли 100 мМ буферы
с перекрывающимися значениями pH: фосфатный
(рН 7,0–8,0; 11,0–12,0), CHES (pH 8,5–10,0), карбонат-
ный (рН 10,0–11,0).

Результаты и обсуждение
При исследовании свойств OPH-His6 было уста-

новлено, что рН-оптимум каталитической активности
фермента оказался смещенным в щелочную область
по сравнению с нативной OPH. Ранее то же явле-
ние наблюдалось при изучении свойств His6-OPH [8,
16] (рис. 2). Возможно, это связано с протонировани-
ем атомов азота имидазольного кольца гистидина, в
результате чего высвобождается часть гидроксид-
ионов. Следует отметить, что дополнительно введен-
ные остатки гистидина на С-конец молекулы белка
потенциально могут аллостерически изменять ката-
литически активную конформацию фермента, влияя
на его свойства.

Кроме того, на графике pH-зависимости каталити-
ческой активности OPH-His6 (рис. 2) четко выяви-
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лись два плато, которые отсутствуют на аналогичной
зависимости, полученной для His6-OPH. Подобное
явление теоретически могло быть обусловлено ря-
дом причин: наличием белковых примесей в иссле-
дуемом препарате фермента, присутствием двух
ферментов, катализирующих одну и ту же реакцию,
и нестабильностью фермента. Это может быть свя-
зано также с появлением в молекуле полученного
белка дополнительного активного центра, образован-
ного в результате координационных взаимодействий
His6 с ионами Со2+. Ионы Со2+

 вводили в препарат
фермента после его очистки (10–5М CoCl2.6H2O), так
как OPH является металлоферментом, содержащим
два атома металла в активном центре [3].

Поскольку высокая степень чистоты (98%) фер-
ментного препарата подтверждена электрофоретичес-
ки (рис. 3), а стабильность его достаточно высока
(фермент не теряет активности в течение 24 ч при
22°С), то можно предположить, что наиболее веро-
ятной причиной вышеупомянутого эффекта могло
стать появление нового каталитически активного
металлокомплекса.

Образование подобных комплексов является осно-
вой металл-аффинной хроматографии. Известно, что
связи металл–лиганд в комплексе Co2+ с остатками
гистидина образуются за 4–10 нс и в образовании
металлокомплекса, как правило, принимают участие
i-й и (i+2)-й остатки гистидина в His6 [19]. Согласно
литературным данным [19–23], такие комплексы про-
являют активность по отношению к различным эфи-
рам фосфорной кислоты в широком интервале pH.

Вероятно, His6 в составе молекулы OPH может,
во-первых, оказывать влияние на третичную струк-
туру фермента, изменяя каталитические характерис-
тики его активного центра, а во-вторых, образовы-

вать комплексы с Co2+, проявляя дополнительную
каталитическую активность по отношению к триэфи-
рам фосфорной кислоты в широком интервале pH.

При определении каталитических характеристик
модифицированного фермента OPH-His6 по отноше-
нию к параоксону были получены зависимости на-
чальной скорости ферментативного гидролиза суб-
страта от его концентрации (рис. 4, а), которые име-
ли сигмоидальную форму, отличную от общеизвест-
ной гиперболы Михаэлиса. Аналогичные зависимости
были получены также при исследовании фермента-
тивного гидролиза другого субстрата – метилпара-
тиона (данные не показаны). Этот факт также мог
свидетельствовать о наличии более одного активно-
го центра в составе молекулы OPH-His6.

В обратных координатах Лайнуивера–Берка
(рис. 4, б) полученные зависимости начальной скоро-
сти ферментативного гидролиза субстратов от их
концентрации превращались в кривые с характерны-
ми загибами, через которые могли быть проведены
две линейные зависимости, свидетельствующие о не-
возможности интерпретации данных, исходя из тео-
рии Михаэлиса–Ментен.

Далее были определены каталитические характе-
ристики для реакции гидролиза параоксона, катализи-
руемой OPH-His6, исходя из предположения о том,
что в молекуле полученного белка (OPH-His6) име-
ются два каталитических центра: природный (1) и
появившийся в результате генетического введения
полигистидиновой последовательности в структуру
молекулы белка (2). Все расчеты проводили при ис-

Рис. 2. pH-зависимости каталитической активности натив-
ной ОРН (1) и OPH, содержащих гексагистидиновую пос-
ледовательность на N- (2) и C- (3) концах молекулы белка

Рис. 3. Электрофореграмма клеточного
лизата и очищенного препарата OPH-His6:

1 – клеточный лизат; 2 – OPH-His6;
М – маркеры молекулярного веса

9 ВМУ, химия, № 1
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пользовании модели одновременного взаимодействия
двух ферментов с одним субстратом [18]. Предпола-
галось, что при низких концентрациях субстрата (на-
чальный участок зависимости скорости фермента-
тивного гидролиза от концентрации субстрата) за-
действован каталитический центр, с наибольшим
сродством к субстрату и характеризующийся мень-
шей величиной константы Михаэлиса. Напротив, счи-
талось, что при насыщающих концентрациях параок-
сона в катализе участвуют оба каталитических цен-
тра. Для расчета констант Михаэлиса и максималь-
ных скоростей были использованы следующие соот-
ношения [18]:

где K1 и V1 – константа Михаэлиса и максималь-
ная скорость природного активного центра фермента,
определяемые без учета присутствия гексагистиди-

новой последовательности в составе фермента; K2 и
V2 – константа Михаэлиса и максимальная ско-
рость, отражающие одновременное действие двух
активных центров на субстрат без учета их взаим-
ного влияния друг на друга; Km,1, Km,2, Vмакс,1 и
Vмакс,2 – кажущиеся константы Михаэлиса и кажу-
щиеся максимальные скорости, учитывающие взаим-
ное влияние активных центров друг на друга; Vt –
суммарная максимальная скорость.

Зависимости начальной скорости ферментативного
гидролиза были разделены на две части: до точки
перегиба кривых и после нее (рис. 5). Через началь-
ные и конечные участки кривых, построенных в об-
ратных координатах, были проведены линейные зави-
симости, соответствующие большим и малым кон-
центрациям субстрата. По точкам пересечения пря-
мых с осью 1/S были определены константы K1 и
K2, а по пересечению с осью 1/V – скорости V1 и
V2. Значение Vt определено по точке пересечения
гиперболы с осью 1/V.

На рис. 5 представлены зависимости кажущихся
каталитических констант от pH реакционной среды
для двух предполагаемых каталитических центров
OPH-His6, участвующих в реакции гидролиза пара-
оксона. Установлено, что константа Михаэлиса для

Рис. 5. Зависимость от pH кажущихся констант: a – Михаэли-
са; б – каталитических для 1-го (1) и  2-го (2) каталитических

центров OPH-His6

Рис. 4. Зависимости начальной скорости ферментативно-
го гидролиза параоксона, катализируемого ОРН-His6, в
прямых и обратных координатах при разных значениях
pH: 1 – 7,5; 2 – 8,0; 3 – 8,5; 4 – 9,0; 5 – 9,5; 6 – 10,6; 7 – 11,0
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PARAOXON HYDROLYSIS CATALYZED BY ORGANOPHOSPHATE

HYDROLASE CONTAINING THE POLYHISTIDINE TAG AT THE

C-TERMINUS OF PROTEIN MOLECULE

D.A. Gudkov, Yu.A. Votchitseva, E.N. Efremenko, S.D. Varfolomeyev

(Division of Chemical Enzymology)

The non- Michaelis kinetics of paraoxon hydrolysis catalyzed by the organophosphate
hydrolase, containing the hexahistidine tag at the C-terminus, was revealed. The
appearance of catalytically active metal-complex formed by the hexahistidine tag,
introduced into the genetically modified OPH structure, and the Co2+ ions, added to the
reaction medium to activate the OPH being metalloenzyme, additionally to the native
active site was supposed.

одного из активных центров остается практически по-
стоянной при всех значениях pH (рис. 5, а), а ее ве-
личина свидетельствует о большом сродстве этого
каталитического центра к субстрату. Логично было
бы отнести эту характеристику к нативному активно-
му центру фермента (Km,1). Напротив, зависимость
константы Михаэлиса от pH для второго каталити-
ческого центра (Km,2), образованного, по-видимому,
при участии His6, достаточно высока. Сравнивая зна-
чения Кm,1 с известными данными о Km для нативной
OPH [8], можно сделать вывод о негативном влиянии
His6 на природный активный центр фермента.

Значения кажущихся каталитических констант для
обоих центров остаются практически постоянными в
области низких значений pH и имеют максимум при
рН 10,5 (рис. 5, б). По-видимому, это напрямую свя-
зано с активацией и соответственно повышением
нуклеофильной способности воды в этой области
значений pH, а из литературных данных известно,

что мостиковая молекула воды присутствует между
двумя ионами кобальта в активном центре нативной
OPH [3]. Из рис. 5 видно, что заметное влияние pH
имеет на более “доступный” каталитический центр,
находящийся на поверхности молекулы белка, т.е.
образованный при участии His6.

Исследование каталитических свойств генетически
модифицированной OPH показало, что полигистидино-
вая последовательность, генетически введенная на С-
конец белковой молекулы, оказывает существенное
влияние на свойства фермента. Выдвинуто предполо-
жение об образовании металлокомплекса при участии
His6, использованной для модификации OPH, и ионов
Co2+, вводимых в препарат металлофермента. Однако
одного определения каталитических констант недоста-
точно для окончательного вывода о реальной причине
наблюдаемой немихаэлисовской кинетики. Мы наде-
емся подтвердить релевантность высказанной гипоте-
зы в дальнейших экспериментах.
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