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摘要：向产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．）ＤＮ２５的 纯 化 降 氰 酶 中 分 别 添 加 不 同 浓 度 的 多 元 醇 类、金 属 离 子 类、糖

类、防腐剂类等添加剂，研究不同种类、不同浓度的添加剂对降氰酶稳定性的影响，优选可以提高降氰酶稳 定

性的添加剂。结果表明：外加添加剂甘油浓度为１．５％（ｍ／Ｖ）时，酶 活 保 留 率 为５．４％；［ＮＨ４］２ＳＯ４ 浓 度 为

４％（ｍ／Ｖ）时，酶 活 保 留 率 为５％；淀 粉 浓 度 为６％（ｍ／Ｖ）时，酶 活 保 留 率 为１４．３％；甘 氨 酸 浓 度 为３％
（ｍ／Ｖ）时，活力酶活保留率为１９．６％。甘氨酸对产碱杆菌ＤＮ２５降氰酶具有最强的保护作用。
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　　酶被广泛应用于工业、农业、化学以及环境废水

治理，但是纯酶在以酶粉状保存时，酶的活力损失较

快，保存稳定性较差，各种物理因素（温度、湿度、压

力、光、磁 场）、化 学 因 素（氧 化、还 原、溶 剂、离 子 强

度、ｐＨ）和生物学因素（酶修饰和酶降解）均 有 可 能

使酶丧失生物活性，从而限制其应用。

　　使用添 加 剂 是 提 高 酶 制 剂 的 稳 定 性 的 手 段 之

一，其简单易行［１］，应用较广。国内外大多采用在浓

缩酶液中加入金属离子、多元醇、多糖类化合物等方

法来稳定酶的活力。陈惠［２］探讨了糖类、多元 醇 类

以及硫酸铵对植酸酶热稳定性的影响；李群等人［３］

研究 发 现 糖 类 物 质 中 的 海 藻 糖 对 乙 醇 脱 氢 酶 和

ＳＯＤ酶蛋白保护效果最佳，具有很好的酶热稳定性

保护作用；王普等人［４］采用不同种类、不同浓度的添

加剂对液体碱性蛋白酶稳定性进行探讨，并比较了

复合稳定剂及其长效性。

　　我们在开展氰化物生物降解的研究中，获得１
株具有高降解性能的产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．），
并通过硫酸鱼精蛋白沉淀和疏水层析法制备出半纯

化的降氰酶。利用此半纯化酶进行氰降解研究发现

降氰酶较易失活，稳定性较差，在温度和酸碱条件改

变下很快失活，尤其是温度的影响最为显著。本研

究的目的是选择一种合适的稳定介质，保持降氰酶

活性，为此考察了多元醇类、防腐剂类、金属离子类
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以及糖类 在 保 护 产 碱 杆 菌ＤＮ２５降 氰 酶 酶 活 的 效

果，试图为未来酶稳定剂的选择提供一点思路。

１　材料与方法

１．１　材料

　　菌种为 产 碱 杆 菌ＤＮ２５，由 本 实 验 室 筛 选 并 保

藏。材料 为 产 碱 杆 菌 ＤＮ２５纯 化 酶。主 要 试 剂 为

ＮａＣｌ、ＫＣｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＢａＮＯ３、ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２、甘

油、叔丁醇、异丙醇、丁醇、聚乙二醇１０００、乙二胺四

乙酸钠、柠 檬 酸 钠、甘 氨 酸、戊 二 醛、乙 醇、淀 粉、蔗

糖、乳糖、果糖、葡萄糖、明胶。

１．２　方法

１．２．１　降氰酶活力测定

　　反应在２ｍＬ离 心 管 中 进 行，以 氰 化 钾 作 为 底

物，在１．７ｍＬ反应体系（含５００μＬ　１０．７ｍｍｏｌ／Ｌ
的氰化钾，１ｍＬ的０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值８．０的Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ），于３０℃恒温水浴中加入２００μＬ浓度为０．０８
ｍｇ／ｍＬ的酶液，在１５０ｒ／ｍｉｎ下准确反应２０ｍｉｎ，
取２０μＬ反 应 液 立 刻 加 入０．１％ ＮａＯＨ 溶 液 中 终

止反应，采用 异 烟 酸 －吡 唑 啉 酮 法［５］测 定 氰 离 子 浓

度。酶活力单位的定义为：３０℃、ｐＨ值８．０条件下

每分钟催化１μｍｏｌ　ＨＣＮ水解所需要的酶量。

１．２．２　外加多元醇类作为稳定剂试验

　　将多元醇类物质甘油、叔丁醇、异丙醇、丁醇、聚
乙二醇１０００等分别加入到半纯化酶液中（终浓度都

为２％，ｍ／Ｖ），在６０℃保温２０ｍｉｎ后立即冰浴，按
照１．２．１小节的方法测定酶活力，将其与处理前酶

活相比，计算酶活保留率，以不外加稳定剂样品做对

照，得出最适多元醇类稳定剂及添加浓度。酶活保

留率 （λ，％）＝
热处理后的酶活
热处理前的酶活×１００％

。

１．２．３　外加防腐剂类作为稳定剂试验

　　将防腐剂类物质乙二胺四乙酸钠、柠檬酸钠、甘
氨酸、戊二醛、乙醇等分别加入到半纯化酶液中（终浓

度都为３％，ｍ／Ｖ），按照１．２．２小节的方法，计算酶

活保留率，得出最适防腐剂类稳定剂及添加浓度。

１．２．４　外加金属离子类作为稳定剂试验

　　将 金 属 离 子 类 Ｎａ＋、Ｋ＋、［ＮＨ４］＋、Ｂａ２＋、

Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 等分别加入到半纯化酶液中（终浓度都

为３％，ｍ／Ｖ），按照１．２．２小 节 的 方 法，计 算 酶 活

保留率，得出最适金属离子类稳定剂及添加浓度。

１．２．５　外加糖类作为稳定剂试验

　　将糖类物质淀粉、蔗糖、乳糖、果糖、葡萄糖、明

胶等分别 加 入 到 半 纯 化 酶 液 中（终 浓 度 都 为３％，

ｍ／Ｖ），按照１．２．２小节的方法，计 算 酶 活 保 留 率，

得出最适糖类稳定剂及添加浓度。

２　结果与分析

２．１　多 元 醇 对 产 碱 杆 菌 ＤＮ２５降 氰 酶 稳 定 性

的影响

　　多元醇甘油、叔丁醇、聚乙二醇１０００等物质能

与水分子相结合，降低水分子的活度，使酶蛋白分子

受水分子的影响减少，特别是加入醇类物质后，酶液

粘度增大，从而使酶液体系更加稳定、均一。分别选

用甘油、叔丁醇、异丙醇、丁醇、聚乙二醇１０００等进

行单项添加试验。从图１发现，在多元醇类添加剂

中，醇类叔丁醇、异丙醇、丁醇等添加剂对半纯化酶

完全没有稳定能力；聚乙二醇１０００稳定效果较差，

酶活保留率较 未 添 加 时 提 高２．３％；甘 油 的 稳 定 效

果最好，酶活保留率较未添加时提高５．２％，可能是

甘油有利于酶环境的稳定性。在此基础上，改变甘

油添加浓度，考察其对酶稳定性的影响。由图２发

现，当甘油浓度在０～１．５％之间时，酶 活 保 留 率 随

着甘油浓度的增加而增大，达到最佳浓度１．５％时，

酶活保留率最 高，为５．４％；继 续 增 加 甘 油 浓 度，酶

活保留率迅速降低，可能是由于高浓度的甘油与水

相之间两相分离，导致保护作用消失。

图１　多元醇对酶热稳定性的影响

图２　甘油的最佳添加浓度

２．２　防 腐 剂 对 产 碱 杆 菌 ＤＮ２５降 氰 酶 稳 定 性

的影响

　　在半纯化酶中添加乙二胺四乙酸钠、柠檬酸钠、

乙醇、戊二醛和甘氨酸，结果（图３）发现，甘氨酸 对
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酶的稳定效果最好，柠檬酸钠次之，乙醇、戊二醛和

乙二胺四乙酸钠没有稳定酶的能力。展开甘氨酸的

最佳浓度实验，结果（图４）表明，当甘氨酸浓度在０

～３％之间时，酶活保留率随着甘氨酸浓度的增加而

增大，达 到 最 佳 浓 度３％时，酶 活 保 留 率 最 高，为

１９．６％；继续增 加 甘 氨 酸 浓 度，酶 活 保 留 率 迅 速 降

低，可能是高浓度的甘氨酸破坏了酶的环境稳定性。

合适浓度的甘氨酸使酶的结构稳定化，也可能是与

氨基酸是组成所产酶的活性结构域的主要氨基酸有

关［６］。文献［７，８］报道甘氨酸能够使锌铁形成的螯

合物相当稳定，从而提高稳定性。

图３　防腐剂对酶热稳定性的影响

图４　甘氨酸的最佳添加浓度

２．３　金属离子对产 碱 杆 菌ＤＮ２５降 氰 酶 稳 定 性 的

影响

　　分 别 就 Ｎａ＋、Ｋ＋、［ＮＨ４］＋、Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋

等金属离 子 对 半 纯 化 酶 的 影 响 进 行 了 考 察。结 果

（图５）表明，［ＮＨ４］＋ 和Ｋ＋ 对酶的稳定作用比较明

显，其它离子的作用效果较差。因此，［ＮＨ４］＋ 可以

作为此降氰酶的稳定剂。由于Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 加

入后酶液体 系 容 易 产 生 沉 淀 或 混 浊，故 不 宜 选 用。

硫酸铵的最佳浓度实验结果表明，在所选的浓度范

围内，改变添加量对酶活保留率的影响不大（图６），

可选择浓度为４％，此时酶活保留率达到５％。

２．４　糖类对产碱杆菌ＤＮ２５降氰酶稳定性的影响

　　糖对于各种酶的热稳定性的影响是通过直接与

大分子物质相互作用影响酶蛋白的高分子结构，并

通过直接反应或两种机理组合，影响溶剂的结构和

性质。糖被加到酶水溶液中，能在无极性的氨基酸

残基中间增强疏水作用，使它们更抗分解和热变性。

图５　金属离子对酶热稳定性的影响

图６　［ＮＨ４］＋ 的最佳添加浓度

　　在酶液中加入终浓度为３％的各种糖类（蔗糖、
乳糖、葡萄糖、果 糖、明 胶、淀 粉），结 果（图７）表 明，
淀粉和乳糖的添加效果较明显，酶活保留率分别可

以达到１２．４％和８．６％。选取淀粉做进一步的最佳

浓度实验，结果（图８）表明，随着浓度的增大，酶 活

保留率增加，可能是因为多糖的浓度越大，酶液的粘

度越高，此时酶液中自由水分含量降低，酶失活速率

越慢。但是多糖用量过大时，发现酶液在常温下即

呈固体状，可见其不适于作为常温稳定剂，所以选用

１％作为稳定剂用量。

图７　糖类对酶热稳定性的影响

图８　淀粉的最佳添加浓度

３　结论

　　本研究探讨了不同稳定剂对产碱杆菌ＤＮ２５降

氰酶的影响，得出最适稳定剂及添加浓度，其中添加

剂［ＮＨ４］＋ 在浓度为４％（ｍ／Ｖ ）时，酶活保留率为

５％；添加剂甘油在浓度为１．５％ （ｍ／Ｖ）时，酶活保
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留率为５．４％；添加剂淀粉在浓度为６％ （ｍ／Ｖ）时，
酶活 保 留 率 为１４．３％；添 加 剂 甘 氨 酸 在 浓 度 为

３％ （ｍ／Ｖ）时，酶 活 保 留 率 为１９．６％；而 不 外 加 任

何添加剂的酶液，经处理后完全失活。可见，甘氨酸

稳定剂对降氰酶具有最强的保护作用，可能是甘氨

酸使酶的结构稳定化，也可能是与氨基酸是组成所

产酶的活性结构域的主要氨基酸有关。因此，对复

合稳定剂综合效应以及稳定剂的长效试验还需进一

步研究。
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