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摘 要 以 !"#$#%#%%&’ ’() *+,!为出发菌株，通过逐渐增加培养基中丙烯腈的浓度重复继代培养，得到 !株酶
活为 -. ) / 0 1 23的腈水合酶高活力菌株 *+,"，酶活比出发菌株 *+,!提高了 /-4。对菌株 *+,"的产酶条件进
行了优化。结果表明，葡萄糖、诱导剂脲、56" 7及 (8是影响腈水合酶高效表达的主要因素。在葡萄糖浓度为 "$
3 1 +，诱导剂脲的添加量为 $ ) $# 3 1 +，钴离子加入量为 $ ) & 3 1 +；培养温度为 &$9，培养基初始 (8为 - ) $的条件
下培养 %$ :后，酶活可达 !&% ) ; 0 1 23，比优化前提高了 #.4。
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腈水合酶（=>?@>AB :CD@E?E’B，F5% ) " ) ! ) /%）是以
硫原子和半胱氨酸,亚磺酸残基（5C’!!"）为绝对中心
的一类可催化腈水解的酶［!］。G’EH6 等［"］最先发现
这一物质具有降解有毒物质乙腈的效果，并命名为

“腈水合酶”。随着科研人员对腈水合酶的生物合成

调节［&］、结构与催化机理［%］及其酶学特性的深入研

究，腈水合酶已被成功的应用于工业生产丙烯酰胺。

除此而外，腈水合酶还被应用于高选择性的合成光学

活性非天然氨基酸、同手性的单氰基羧酸衍生物和手

性中间体等多种有机物以及含腈废水的治理等方面，

是一种具有广泛潜在应用前景的工业酶类。

四川大学生命科学院曾在前期实验中研究了腈

水合酶产生菌 !"#$#%#%%&’ ’() *+,! 的分离、鉴定及
其对腈化物的降解特性［;］。由于菌株 *+,! 产腈水
合酶的能力较低，不适宜工业化生产和应用。文中以

其为出发菌株，研究了腈水合酶高活力菌株的选育及

其产酶条件的优化过程。

! 材料与方法

! " ! 实验菌株
出发菌株 !"#$#%#%%&’ ’() *+,!，由四川大学工

业微生物实验室筛选并保藏。

! " # 培养基
斜面培养基：牛肉膏蛋白胨培养基。

发酵基础培养基（3 1 +）：丙烯腈 $ ) "（I 1 I），蛋白
胨 ;，酵母浸膏 &，麦芽汁 &，J"8KL% !，J8"KL% !，
=E5A !，(8 - ) $。
! " $ 实验方法
菌株驯化选育实验：逐渐增加培养基中丙烯腈的

浓度，对菌株进行驯化选育。

营养因子实验：以添加诱导剂的发酵基础培养基

为基础（每 ";$ 2+ 三角瓶中培养基体积皆为 ";
2+），根据不同实验要求进行配制。在葡萄糖梯度实
验中，每瓶培养基分别含有下列浓度的葡萄糖（3 1
+）：;、!$、!;、"$、";、&$；在发酵基础培养基中，首先
考察 56" 7、MB" 7、N3" 7、OH" 7等金属离子对腈水合酶
的影响情况，确定具体的金属离子后进行梯度实验，

每瓶培养基分别含有下列浓度的金属离子（3 1 +）：
$ ) !、$ ) "、$ ) &、$ ) %、$ ) ;、$ ) #。接种后于 &$9旋转式
摇床（偏心距 & ) ;）!;$ @ 1 2>H 振荡培养，培养结束后
测定相应的菌体细胞生物量及酶活力。

腈水合酶的诱导实验：在确定了葡萄糖以及金属

离子初始浓度的发酵基础培养基中，分别考察下列物

质对酶的诱导作用：腈化物、脲、酰胺，确定诱导剂后

进行诱导剂浓度实验。培养条件同前，培养结束后测

定相应的菌体细胞生物量及酶活力。

培养条件实验：考察 (8 % ) $ P . ) $、温度 "% P
&%9对腈水合酶合成的影响。
! " % 菌体细胞生物量的测定
取 ; 2+ 发酵液，于 # ;$$ @ 1 2>H 离心 !$ 2>H，用

KQR磷酸缓冲液（(8 - ) %）洗涤 & 次，!$;9干燥至恒
重后称重。

! " & 葡萄糖含量的测定
采用 S=R比色法［#］。

! " ’ 腈水合酶活力的测定
取 ! 2+体积分数为 $ ) %4的丙烯腈溶液与 ! 2+

菌液混合后于 &$9反应 ; 2>H，然后加入 $ ) ! 26A 1 +
85A溶液中止反应。在反应条件下每分钟催化形成
!!26A丙烯酰胺所需的酶量规定为 ! 个腈水合酶活
力单位。反应混合物中形成的丙烯酰胺的量用气相
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色谱进行测定。

! 结果与讨论

! " # 腈水合酶高活力菌株 $%&!的驯化选育
为了提高 "#$%产腈水合酶的能力，根据图 % 所

示步骤进行了菌株的驯化选育。

首先，将 "#$% 在含体积分数为 & ’ !(的丙烯腈
的培养基中振荡培养 )*+后，所得发酵液注入含体积
分数为 & ’ )(的丙烯腈的培养基中继续培养，所得发
酵液注入含体积分数为 & ’ ,(的丙烯腈的培养基中
继续培养，将所得的发酵液涂 - 组平板，分别含体积
分数为 & ’ ,(、& ’ .,(、% ’ &(的丙烯腈，待平板上长
出单菌落后，分离单菌落，将其接种于发酵基础培养

基中培养。结果，丙烯腈体积分数为 & ’ .,(的一组
所得菌株的酶活是 -组中最大的，为 )* ’ , / 0 12。显
然，能适应高浓度底物丙烯腈的菌株腈水合酶活力较

高。

接着，将在体积分数为 & ’ .,(的丙烯腈平板上
生长的菌株接种于含丙烯腈体积分数为 & ’ .,(、
% ’ &(、% ’ !,(、% ’ ,(的培养基中培养，所得发酵液涂
布 -组分别含有浓度为 % ’ &(、% ’ !,(、% ’ ,(的丙烯
腈的平板。在含有 % ’ &(丙烯腈的平板上生长的细
胞所产的腈水合酶的活力分别为 ,& ’ !、,% ’ *、,! ’ -和
)3 ’ 4 / 0 12；在含有 % ’ !,(丙烯腈的平板上生长的

细胞所产腈水合酶的比活力分别为 ,) ’ %、,* ’ .、4& ’ )
和 ,! ’ . / 0 12；在含有体积分数为 % ’ ,(的丙烯腈的
平板上生长的细胞所产的腈水合酶的比活力分别为

)3 ’ &、)3 ’ ,、,& ’ ! 和 )* ’ & / 0 12。从结果可以看出，
适应了体积分数为 % ’ !,(丙烯腈浓度的菌株酶活较
大。因此，将生长于体积分数为 % ’ !,(的丙烯腈平
板中的菌株接种于丙烯腈体积分数分别为 % ’ &(、
% ’ !,(、% ’ ,(的 - 组培养基中，在 % ’ !,(丙烯腈中
培养的菌株有较大的酶活 .% ’ ! / 0 12。在 % ’ ,(丙
烯腈中培养的菌株酶活只有 ,3 ’ ! / 0 12，可能是因
为丙烯腈本身具有毒性，浓度超过一定值时会对菌株

的生长造成危害所致，从而降低了酶活，且菌株不能

在 ! ’ ,(及 ! ’ ,(体积分数以上的丙烯腈中生长。因
此，在含体积分数为 % ’ !,(的丙烯腈的培养基中反
复重复培养菌株以提高对高浓度底物的适应性。通

过驯化，选育到 % 株腈水合酶活力为 .3 ’ * / 0 12 的
高活力菌株，编号为 "#$!。
! " ! 培养基组成成分对腈水合酶高效表达的影响
! ’ ! ’ % 葡萄糖对菌株产酶的影响
前期实验研究结果表明，"#$! 培养过程中，菌

体生物量与酶活是相偶联的。据文献报道，培养终了

时的总酶活是由菌体浓度与酶比活的乘积决定的。

因此，如果能提高发酵终了时的菌体生物量，便可以

显著提高酶的总活力。在培养基中添加葡萄糖是达

到这一目的的有效方法［.］。为此，考察了葡萄糖浓

度对提高菌体生物量及酶活的影响，如图 !所示。实
验证实，当葡萄糖浓度为 !&2 0 # 时菌体生物量达到
最大值，为 !& ’ *2 0 #，酶活相对提高了 *, ’ )(。

图 ! 葡萄糖对产酶和细胞生产的影响

! ’ ! ’ ! 培养基中的金属离子对酶合成的影响
腈水合酶是一种金属酶，金属离子在其催化活性

中心起着重要的作用，因此，在腈水合酶产生菌的培

养基中加入一定量相应的金属离子会促进腈水合酶
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的合成［!］。为此考察了不同含量、不同种类的金属

离子对酶合成的影响。结果表明："#$ %对菌株 &’($
腈水合酶的合成有明显的促进作用，其最适浓度为

) * + , - ’，如图 +所示。

图 + 钴离子对腈水合酶合成的影响

! " # 诱导剂对菌体产酶的影响
腈水合酶是一种诱导酶［.］，诱导剂在腈水合酶

的合成过程中具有决定性的作用，只有在培养体系中

加入特定的诱导剂以后，腈水合酶的活力才能显著提

高。实验中采用多种诱导剂进行了诱导实验，结果表

明，脲为诱导菌株 &’($ 产酶的最佳诱导剂。在上述
实验的基础上，进行了脲添加量的实验，结果如图 /
所示。实验表明，随着脲添加量的增加酶活升高，在

脲的添加量为 ) * )0 , - ’时，菌体生长和产酶量达到最
大值。此后随着脲添加量的增加，菌体的酶活反而有所

下降，由此确定，脲的添加量最佳值为 )*)0 , - ’。

图 / 诱导剂脲的添加量对产酶的影响

! " $ 培养条件对腈水合酶活性的影响
$ * / * 1 培养基初始 23对菌株 &’($产酶的影响
培养基做 23 梯度实验，初始 23/ * ) 4 . * )。当

23为 5 * ) 时，酶活达到最大，为 1+)6 - 7,。23 为
8 * )时，酶活性只有 23 为 5 * ) 时的 1 - 8。在 23 9 8
或 : ! 时，酶活性急剧下降，结果如图 8 所示。产生
这种现象的原因可能是酸、碱导致亚基的断裂或酶的

活性中心的电离所致。

图 8 培养基初始 23对产酶的影响

$ * / * $ 温度对产酶的影响
对培养温度进行梯度实验，分别考察 &’($ 在

$/、$0、$!、+)、+$、+/;下的摇瓶产酶情况，结果如图
0所示。当温度在 $0 4 +$;时，菌体生物量和胞内腈
水合酶含量都能保持在较高的水平。说明菌株 &’($
对温度的要求并不严格。考虑到生产的实际情况，选

择 +);进行后续实验。

图 0 培养温度对产酶的影响

图 5 菌株 &’($的发酵过程曲线

! " % 菌株 &’(!的发酵过程曲线
菌株 &’($ 于优化的条件下：葡萄糖 $) , - ’、脲

) * )0 , - ’、"#$ % ) * + , - ’；培养温度 +);、235 * )，摇
瓶培养的发酵过程曲线如图 5所示。当培养至 /) <
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时，菌体生物量和酶活达到最大值，可获得 !"# $ % & ’
()的酶活力。继续培养酶比活力有所下降，为了获
得最大酶活力，在 #* +时停止培养。

" 结 论

通过逐渐增加培养基中丙烯腈的浓度重复继代

培养的方法，成功的选育出 !株酶活为 ,- $ .& ’ ()的
腈水合酶高活力菌株，编号为 /012。
产酶条件的最优组合为：葡萄糖的初始浓度为

2* ) ’ 0，诱导剂脲的添加量为 * $ *3 ) ’ 0，452 6加入量
为 * $ " ) ’ 0；培养温度为 "*7，89 , $ *，在优化条件
下，/012的酶活可达 !"# $ % & ’ ()，较优化前提高了
3-:。
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口腔干燥已成为影响人们健康的一大问题 。其主要表现为口腔和咽喉感到异常干渴，必须经常摄取水分，结果却

会由于补充水分过多，导致体内水分平衡遭到破坏。日本基赛依药品工业公司保健品事业部近日开发了一种可以缓和口腔干

渴症状和保持体内适当水分平衡的喷雾饮料新产品———“保湿润柠檬”，投放市场后受到消费者的广泛欢迎。

“保湿润柠檬”是采用喷雾法来保持体内湿润，以解除口腔及咽部的干渴症状。其中透明质酸是保持体内湿润的主要成分。

此饮料产品无刺激性，反复喷雾多次也不会产生任何问题，喷雾 %次仅相当于 !(0 水分 ，但却能使患者取得大大超过该数值
水分的湿润感。其优点是减少了水分摄取量，保持了身体的适当水分摄取量。
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