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摘 要 在以丙烯腈为原料，微生物转化生产丙烯酰胺的过程中，酶催化反应是过程的关键。为了了解酶催化的

动力学，本研究以自由细胞的酶为催化剂，进行了腈水合酶的反应动力学和失活动力学的研究。首先研究了菌体

浓度、温度、FG值、丙烯腈浓度、丙烯酰胺浓度等对腈水合酶催化反应速度的影响。结果表明，在这些因素中，温度
和丙烯酰胺浓度是最主要的影响因素。#"H时酶活为 646EDI:J（菌液），在 6H时的反应速率仅为 #"H时的
!!K5#L，相应的表观酶活为 44%DI:J（菌液）。而在丙烯酰胺 16L浓度条件下的酶活大约只有丙烯酰胺 6L浓度下
的酶活的 !I#。经过对不同温度下的反应速度的研究，得到腈水合酶水合反应的活化能为 46K65MN·:’(O !。本文进
一步研究了自由细胞状态下，菌体浓度、FG值、温度、丙烯腈浓度、丙烯酰胺浓度对腈水合酶失活的影响，得到了失
活动力学。结果表明，在这些因素中，对酶失活影响的最主要因素还是温度和丙烯酰胺浓度。尤其当丙烯酰胺浓

度到达 %6L时，酶活下降得很快，在 66 /后，酶活几乎为零。而在丙烯酰胺浓度为 !$L的情况下，66 /的酶活仍然
还存在约 6$L。试验结果还表明，丙烯腈对酶的稳定性的影响很小。经过数据处理，得到的 #"H的酶失活速率常
数为 6H下的 #!K55倍。经过对温度与失活速率常数的拟合，得到腈水合酶失活反应的活化能为 E#K#"MN·:’(O !。
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微生物法生产丙烯酰胺的研究起始于 5$年代
中期，到目前为止，其使用菌种经过了几次变革。第

一代菌种为 3"(4(0(00)& <F) 551，其活力达到 %4% 单
位，!E"6年开始在日本日东公司用于丙烯酰胺的生
产；第二代菌种为 5&%)4(6($+& 0",(*(*+7"#& R#%，活力
达到 !#4$单位，在 !E"" 年替代了第一代菌株成为
生产菌株；第三代菌种为 3"(4(0(00)& *"(4(0"*()& N!，
经优化，其活力达到 #1"$单位，于 !EE!年成为新一
代的生产菌株［!］。每一次菌种的更替、活力的提高，

都带来工业生产产量的大幅度提高，日东公司的年

产量也由初始的 1$$$ AI年提高到了 #$$$$ AI年［#］。
本研究使用的菌种为一种诺卡氏菌，经培养条件的

优化，最高活力已达到 4645 DI:J［%］。
从诱导型腈水合酶的分类来看，大体分为 #

种［1，6］：一种在其活性中心含有铁离子［4 S "］；而另一

种则含有钴离子。对于含铁的腈水合酶，在菌体培

养过程中加入铁离子能有效增加酶活的产生，如第

一代和第二代工业生产菌种 3"(4(0(00)& <F) 551 和
5&%)4(6($+& 0",(*(*+7"#& R#%［E，!$］。对于含钴离子的
腈水合酶，钴离子的加入也能有效提高酶活，第三代

生产菌株 3"(4(0(00)& *"(4(0"*()& N! 属于这种类
型［!!］。

在前人的研究中，发现第三代生产菌株的耐受

性很强，高温、高底物浓度下酶活也能保持很长时

间［!#］。在分析 N!的高耐受性时，认为主要是由于这
几种菌的腈水合酶的结构不同造成的。N! 菌的腈
水合酶分子量为 6$6 MT，由 !$个!亚基和 !$个"亚
基组成。而 U%!#和 R#%分子量分别为 !$$ MT和 "6
MT，都由 #个!亚基和 #个"亚基组成。而且通过
提取得到了其他种类的分子量约为 !$$ MT的含钴
腈水合酶，与 U%!#和 R#%的腈水合酶比较，发现其
耐受性相当。所以可以排除钴离子对酶的稳定性的



增强作用。认为主要原因可能是由于 !" 的腈水合
酶多亚基的结合能增强蛋白的刚性，使之不易受到

外界的影响而丧失活性。

至今，国内的生产厂家采用的大都是海藻酸盐

固定化细胞的工艺，一方面引入一些离子对后续处

理带来麻烦，另一方面在固定化阶段会损失相当一

部分酶活，同时还增加了底物和产物的扩散路程。

而且，由于酶活的损失严重，一批固定化的细胞往往

水合反应 #批左右就需要更新。现在，利用自由细
胞直接进行水合反应并实现连续化生产是一个新的

研究方向。为此，本文对诺卡氏菌自由细胞的腈水

合酶反应动力学和失活动力学进行了研究。

! 实验部分

! "! 原料
丙烯腈：上海试剂三厂，分子量 $#%&’，化学纯，

((%&)；丙烯酰胺：北京化学试剂公司，分子量
*"%&+，分析纯，(+)；乙酰胺：北京亚太精细化工公
司，分子量 $(%&#，分析纯，(+%$)。
! "# 实验
! "# "! 自由细胞的制备："&&&,-的发酵摇瓶，装液
量为 "&&,-。将菌种从平皿直接接于发酵摇瓶中，
于 .+/、.0&12,34转速下培养 (’5。发酵终了的酶活
通常在 0*&&62,-（菌液）以上。
! "# "# 催化水合反应：在反应动力学的研究中，水
合反应在 $&,- 具塞三角瓶中进行。在其中加入
"(,- $&,,782- 9:*的磷酸缓冲液和 ",-纯丙烯腈，
恒温至 .+/。取一定量的菌液，稀释适当倍数后加
入 &%$,-，准确反应 $ ,34。然后加入 &%$,- ’,782-
:;8终止反应。终了分析样品中的丙烯酰胺浓度。
! "# " $ 分析：丙烯酰胺浓度的测定用气相色谱仪
法，具体步骤同文献［#］。

# 结果与讨论

# "! 反应动力学的研究
# "! " ! 菌体稀释倍数对酶活的影响：由于培养获
得的菌液酶活很高，在后面的研究中，不希望反应过

快，所以需要对菌液进行稀释。为了研究菌液稀释

对于酶活的影响，作了如下试验：分别将菌液稀释

0，’，+，"&，"$，.&，#& 倍，测量此时的酶活，然后将测
得的酶活乘以稀释倍数，换算得到原始的酶活，结果

如图 "所示。可以看到，菌液经稀释后，对折算的原
始酶活没有很大改变，误差基本在 < "&)以内。可
以认为，在酶活的研究中，稀释倍数对于研究结果的

影响是可以用折算的办法来补偿的。

图 " 稀释倍数与酶活的关系
=3>?" @A8BC374D539 EACFAA4 G386A4C ,68C398A

B4G A4HI,A BJC3K3CI

# "! "# 温度对反应速率的影响：通常情况下，温度
的升高有助于反应速度的加快。在本研究中，我们

对此水合反应得到了同样的结论。从文献报道来

看，大多数菌种的腈水合酶的最大反应速率发生在

0& L $&/之间，有些嗜热菌株的温度会更高一
些［"#，"0］。但在本实验中，发现当温度大于 .$/后酶
的失活很快，所以只研究低于 .+/的情况。从图 .
的研究结果可见，随着温度的降低，反应速率明显减

小。在 .+/下测定的酶活为 $’$(62,- 的菌液，在
$/时的反应速率仅为 .+/时的 ""%*.)，由反应速
率折算的表观酶活仅为 ’’#62,-。

图 . 温度与表观酶活的关系
=3>?. @A8BC374D539 EACFAA4 CA,9A1BC61A B4G

B99B1A4C A4HI,A BJC3K3CI

由阿累尼乌斯公式

84! M N "
#$ O 84% （"）

可知，反应速率常数 ! 的对数应该与 "2$ 成正
比，而反应速率常数 ! 与表观酶活 & 成正比。因而，
以 84（ &）对 "2$ 作图，可得到一条直线，如图 #。直
线拟合结果：

84（ &）M（#0%*($’* < &%+&.+0）

N（*++*%.$*" < .#.%(.(".）!"2$ （.）
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图 ! 温度与表观酶活的线性拟合
"#$%! &#’()* +#, -’ .’（ !）)’/ 01"

也即此反应的活化能为 2343567·8-.9 0。

! "# "$ :;对反应速率的影响：目前，水合反应基
本在中性环境下进行，多数研究者得到的结果也是

在 5 < 543之间得到最大反应速率［03，02］。对此，我们
进行了验证。结果如图 =，考察了 :;从 ! < 0>的情
况。发现从 343 < ?43 之间，酶活变化不大，最大值
基本上出现在 5左右，与前人研究结果一致。但当
:;超出这一范围，酶活下降很快，尤其当 :; 为 !
时，基本上检测不到酶活了。所以，在以后的研究

中，:;值被固定于 5。

图 = :;对酶活的影响
"#$%= @++(A, -+ :; -’ (’BC8( )A,#D#,C

! "# " % 丙烯腈浓度对反应速率的影响：在水合反
应中，丙烯腈是反应的底物。由于丙烯腈是一种有

毒物质，其浓度过高对于菌体有害，可能会造成酶活

的快速下降。但另一方面，从反应动力学的角度，反

应底物浓度的提高又是有利于提高反应速率的。这

两种的影响正好相反，有必要对丙烯腈浓度对反应

速率的影响进行研究。由图 3可以发现，当丙烯腈
浓度较小时，以表观酶活表征的反应速率还是比较

高的。随着丙烯腈浓度的不断提高，确实能观察到

反应速率的上升，但上升幅度并不很大。在我们的

研究中，丙烯腈的最高浓度只到 0>E，此时还观察
不到对酶活明显的抑制作用，这说明本研究的范围

内，所使用的菌体产生的酶对于底物的耐受性是比

较强的。

图 3 丙烯腈浓度对于表观酶活的影响
"#$%3 @++(A, -+ )A*C.-’#,*#.( A-’A(’,*),#-’

-’ (’BC8( )A,#D#,C

! "# " & 丙烯酰胺浓度对反应速率的影响：文献报
道［05］，丙烯酰胺作为产物，会极大地影响酶活，使酶

活降低。研究中，我们在初始反应液中加入一定浓

度的丙烯酰胺，终了测量反应后的浓度，由生成的丙

烯酰胺的量求得与反应速率相应的酶活。图 2的研
究结果表明，在丙烯酰胺浓度 F>E以前，酶活的保
存率在 G>E以上（以 3E丙烯酰胺浓度下的酶活作
为对比）；但当丙烯酰胺浓度达到 =3E时，则酶活只
剩下 =?E了。说明丙烯酰胺浓度过高会严重抑制
反应的速率。

图 2 丙烯酰胺浓度对酶活的影响
"#$%2 @++(A, -+ )A*C.)8#/( A-’A(’,*),#-’

-’ (’BC8( )A,#D#,C

本文曾试图用竞争性抑制模型对产物抑制进行

拟合，但拟合结果并不理想，说明实际上抑制的机理

可能比较复杂。

! "! 酶失活动力学的研究
在目前批式反应的生产过程中，存在酶活稳定

性比较差，菌体重复使用的次数少这样一个很大的

问题，腈水合酶的活性往往反应几批后就所剩无几

了。要解决这一问题，首先需要找到影响酶活稳定

性的主要因素。

! "! "# :;对酶失活的影响：在生产过程中，:;基
本是稳定在中性范围内的，但作为对比，我们还是研

究了菌体在不含丙烯腈和丙烯酰胺的缓冲液中的稳

定性。选取 3、5、G !个 :;值，将培养得到的菌体
浸泡于上述 ! 个 :;的磷酸盐缓冲溶液中，温度保
持在 F?H，过一定时间，从中取出部分菌体进行活
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力测定，结果如图 !。在初始时期，酶活受到一定影
响，有一定幅度的下降，但后期酶活比较稳定。而酸

性环境对于表观酶活（也即反应速率）是不利的，但

酶的稳定性并不受 "#的较大影响。

图 ! "#对酶失活的影响
$%&’! ())*+, -) "# -. *./01* 2*3+,%43,%-.

! "! "! 温度对酶失活的影响：据文献报道，腈水合
酶的失活符合下式［56］：

!" 7!# 8 9 $5! " （:）
所以有

" 8 !% 7!# 8 ";! *<"（9 $5! #） （=）
其中，$5是酶失活速率常数，不同温度、不同产物和
底物浓度下 $5不同。
首先，在不同温度条件下用批式的方法得到丙

烯酰胺随时间的变化曲线，为了减小产物的影响，将

产物浓度控制在较低的水平。然后用龙格库卡法利

用上面的公式对实验数据进行拟合可以得到不同温

度、不同底物浓度下酶的失活速率常数 $5。
下面以 !>丙烯腈浓度下的数据来说明温度对

于 $5的影响。

&7? @ 5; 5@ A; A6

$5 B（C9 5） ;D;AA! ;D;=6= ;D5;;@ ;D5!AA ;D=E=5

用阿累尼乌斯公式对温度与酶失活速率常数进

行拟合，得图 6。拟合结果为：
F.（$5）8（:GD5@ H ;D66）9（55;EE H A@:）!57&

（@）
也即此酶失活反应的活化能为 EADA6IJ·1-F9 5，表明

温度对于酶失活也是一个重要的影响因素。

! "! " # 丙烯酰胺浓度对酶失活的影响：从以往的
研究经验来看，在很多情况下产物是酶失活的最重

要因素。而产物在溶液中的浓度，也就是反应液中

丙烯酰胺的浓度越高，则这一生物转化过程就越经

济。两者存在一定矛盾。为了研究丙烯酰胺对酶失

活的影响，拟定了以下试验：将自由细胞放入不同浓

度的不含丙烯腈的溶液中，温度保持在 A6?，过一

图 6 温度与酶失活速率常数进行拟合的结果
$%&’6 K*LMF, -) F%.*3N )%, -. F.（ $5）3.2 57&

定时间取细胞进行活力测定，结果如图 E所示。
可以看出，丙烯酰胺的浓度确实对酶的失活有

很大影响。尤其当丙烯酰胺浓度到达 :@>时，酶活
下降得很快，在 @@ C后，酶活几乎为零。而在丙烯
酰胺浓度为 5;>的情况下，@@ C的酶活仍然还存在
约 @;>。在 A@>丙烯酰胺浓度下，:; C后酶活剩下
初始酶活的 =;>；而在 :@>丙烯酰胺浓度下，经过
相同时间后，酶活仅为初始的 5:D@>。说明丙烯酰
胺浓度过高对酶活的稳定是极为不利的。

图 E 不同丙烯酰胺浓度下的酶失活曲线
$%&’E O*P3+,%4* +MN4* M.2*N 2%))*N*., 3+N0F31%2* +-.+*.,N3,%-.L

! "! "$ 丙烯腈浓度对失活的影响：从文献来看［5E］，
当丙烯腈浓度比较高时，酶的失活情况非常严重，通

常，工厂操作时丙烯腈浓度控制在 @>以下。但从
图 5;中 5@?和 A;?下的数据可见，在相同温度下，
在丙烯腈浓度"!>的范围内，丙烯腈浓度的改变对
于失活速率常数的影响并不大。

图 5; 不同丙烯腈浓度下失活速率常数的对比（5@、A;?）
$%&’5; Q-.,N3L, -) ,C* $5 M.2*N 2%))*N*., 3+N0F-.%,N%F*

+-.+*.,N3,%-.L（5@? 3.2 A;?）
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! "# 批式水合反应实验
根据以上反应动力学和酶失活动力学的研究可

知：温度和丙烯酰胺的浓度是最重要的影响因素。

温度升高对于反应速率的提高有很大作用，但同时

也影响酶的稳定性；产物丙烯酰胺在高浓度下既降

低酶活也影响酶的稳定性。在发酵研究中，菌体的

总酶活已经达到了很高的水平［!］，因而在生产中对

于提高酶活的要求可以适当降低，但稳定性是更需

要解决的。所以可以考虑在较低温度下进行水合反

应。

以下采用目前工厂生产中常用的批式反应的方

式，一共测试了 " 批，每批反应约 ! #，反应温度为
"$。每批结束后用高速冷冻离心机在 %&&&’()*+，
,&)*+，-$条件下将菌体与反应液分离。菌体在
"&))./(0 123的磷酸缓冲液中重悬，然后进入下一
批反应。

图 ,, 连续五批次的水合试验
4*56,, 789:# ’;8:9*.+< .= 8:’>/8)*?; @*.:.+A;’<*.+ =.’ =*A; 9*);<

实验结果如图 ,,。由图可见，随着批次的增
加，丙烯腈的转化效率越来越低。以反应 ! #的数
据作对比，第五批的丙烯酰胺生成量只有第一批的

B%C。虽然如此，这一失活幅度已经低于目前工厂
中固定化酶或自由细胞操作条件下的失活幅度。目

前，工厂操作的失活标准为酶活下降到初始的 ,&C
左右，按照这一标准，在 "$下菌体可以反复利用多
次。而且，在 "批水合的产物中都没有检测到丙烯
酸的生成，说明丙烯腈转化的选择性是很高的。

# 小 结
本文通过实验得出了温度和产物浓度是影响酶

活的关键性因素。温度对于酶活的影响很大，要在

较高温度下才能获得较高酶活，但温度高会带来严

重的酶的失活。对于温度的选择，需要对这两个影

响作用进行权衡优化得出。产物浓度在水合过程中

应该保持在较低浓度范围以内。一般当丙烯酰胺浓

度在 D&C以下时，酶活还比较高，但当丙烯酰胺浓

度大于 !&C以后，酶活的下降非常快。本文得到的
温度对酶活影响的重要参数，为进一步的工厂设计

改造以及操作条件的优化打下了基础。

对于酶失活动力学，影响最大的因素也是温度

和丙烯酰胺浓度。在实际生产中，控制比较低的反

应温度是有利于酶活的稳定。当然，温度降低会使

得反应速度也相应变慢，但失活反应的活化能

（EDFD%GH·)./I ,）要 大 于 水 合 反 应 的（ B"F"3
GH·)./I ,），也就是说降低温度带来的酶活稳定性增
加的倍数要大于酶活降低的倍数。而且由于发酵酶

活水平已很高，可以很大程度上弥补低温对酶活的

降低。这一操作带来的问题是能耗将会加大，因此

最优反应温度需要进行经济的综合分析得出。至于

产物浓度，则应该尽量使这一数值保持在较低水平，

满足产品要求即可，要求过高的丙烯酰胺浓度反而

带来反应速度的下降以及酶活损失的加速，造成产

量和经济效益的下降。
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