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腈水解酶包括腈水解酶（Nitrilase）和腈水合酶（Nitrile 
hydratase），前者可以催化腈直接水解生成羧酸及氨；而后者

可以催化腈水解生成酰胺，酰胺在酰胺酶（Amidase）作用下

进一步转化成羧酸及氨. 利用腈水解酶（包括菌体及纯化后

蛋白质）催化腈化物的水解具有高选择性、高效性、条件温

和、环境污染小、成本低等优点，与传统的化学方法相比，有

着无可比拟的优越性 [1-3]. 腈类化合物（Cyanides and nitriles）
种 类 繁多，包 括普 通 腈类（乙腈、丙腈、丙烯腈）、羟 基 腈

类、芳香腈类、异腈类等. 腈类化合物大多数属高毒类，能够

在体内解离出氰离子（CN－），引起毒性作用. 腈类常用于药

物、活性染料、塑料、有机玻璃生产中，以及在电镀、船舱和

仓库烟熏杀虫灭鼠等过程中使用. 在使用过程中会产生一定

的腈类有毒化合物. 腈类中毒是以中枢神经系统损害为主，伴

以粘膜刺激的全身性疾病. 腈类引起的水源及食品污染对人

体有巨大的毒害作用. 腈水解酶可以有效地降解转化腈类，

降低 腈污染的毒性 . 腈水解酶可广泛 应 用于精细化 工、医

药、食品、农业及畜牧业等方面[4]. 
当 前 对 腈 水 解 酶 的 研 究 主 要 集中在 筛 选 获 得底物 专

一性好、手性选择性能优越的菌株上. 来源于Pseudomonas 
chlororaphis B23及Rhodococcus rhodochrous J1的腈水解酶

已经应用于工业生产，年产丙烯酰胺达30 000 t以上. 已证实

在不同属（Agrobacterium、Arthrobacter、Corynebacterium、

Pseudomonas和Rhodococcus）的若干细菌种中都有腈水解酶

存在，并从多种生态系统中分离得到这些菌株 [5-8]. 此外，在

几个真菌菌属中，也发现了腈水解酶 [9-12]. 然而，底物专一性

优越的产腈水解酶的菌株还不能够满足腈水解酶在除去食

品、饮料及环境中不同腈类污染物的需求 [13]. 开发底物广泛
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性能优越的菌株具有重要的应用前景. 
在本研究中，利用β-羟基丙腈作为筛选压力和筛选氮

源，通过对样品进行两步富集，采用Berthelot法初步测定菌

株的腈水解能力，结合高压液相进行精确测定，以确定其腈

水解酶活性 [14-17]. 利用乙腈、三羟基丙腈、对羟基苯乙腈3种

具有结构代表性的底物对筛选菌株进行底物广泛性测定，以

筛选获得底物广泛性良好的菌株. 

1  材料与方法
1.1  样品采集及富集

样品主要采集于青岛周围的污水处理厂（麦岛、李村、

团岛），石老人海水浴场，中国科学院青岛生物能源与过程研

究所周围土壤及水体，中国海洋大学崂山校区水体. 
样品富集方法：取土样，1 g样品加10 mL蒸馏水溶解，将

水样置于室温活化24 h后向样品中添加1 mL的选择性筛选培

养基；37 ℃继续富集培养48 h后，取1 mL经富集的样品接种

到装有50 mL选择性筛选液体培养基的三角药瓶中；富集培

养12 h后用于分离. 

1.2  培养基
选择性筛选培养基（用于筛选分离菌株）：葡萄糖10 g/

L，K2HPO4 1.5 g/L，KH2PO4 2 g/L，MgSO4·7H2O 0.2 g/L，NaCl 
1 g/L，FeSO4·7H2O 0.002 g/L，CaCl2 0.001 g/L，三羟基丙腈1 
g/L，pH 7.0-7.2. 

产酶培养基：葡萄糖10 g/L，蛋白胨10 g/L，酵母膏5 g/
L，KH2PO4 2 g/L，NaC1 1 g/L，MgSO4 0.2 g/L，pH 7.0-7.2. 

1.3  菌株筛选
取1.1中经过两次富集培养的样品100 μL富集培养液涂布

于1.2中选择性筛选培养基固体平板，在37 ℃经48 h培养获得

单菌落，用于测定其腈水解酶活性. 

1.4  Berthelot法高通量初筛
取1.3中筛选获得的单菌落接种，收集的菌体重悬于终

浓度为10 mmol/L的三羟基丙腈的磷酸钾缓冲液（pH 7.0，20 
mmol/L）中，30 ℃摇床上120 r/min转化24 h. 利用Berthelot法
显色，测定612 nm处吸光度. 

1.5  高压液相法复筛
取1.4中转化液12 000 r/min离心20 min，用0.45 µm膜过

滤，采用高压液相进行检测. 高压液相的检测方法为：Waters 
2545 HPLC（Milford，MA，USA）系统，Aminex HPX-87H
（300 mm×7.8 mm，USA）型色谱柱. 色谱条件为：进样量为10 
μL，流动相为0.005 mol/L H2SO4，流速为0.5 mL min-1，柱温

为35 ℃. 

1.6  16S rDNA鉴定
16S rDNA序列分析是目前国际上通用的物种鉴定的重

要方法之一 [18]. 菌体DNA提取采用OMEGA细菌基因组DNA
提取试剂盒，具体操作按照试剂盒说明书. PCR采用细菌通

用引物进行扩增测定，PCR 扩增反应条件为：94 ℃，5 min；

94 ℃，1 min；55 ℃，1 min；72 ℃， 5 min；30个循环；72 ℃，

10 min. 产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测，切胶回收目的片段

进行DNA 测序. 测序结果经NCBI数据库Blast比对，对菌株进

行初步鉴定. 

1.7  菌株优化及酶学性质测定
反应体系：反应体系的底物分别是浓度为10 mmol/L的

乙腈、三羟基丙腈、对羟基苯乙腈，缓冲体系为10 mmol/L的

磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲体系. 经活化接种于基础产酶

培养基的菌体经过夜培养后12 000 r/min离心10 min，用上述

磷酸钠缓冲液洗涤2次后用于催化转化，优化中的其它条件

见试验结果. 酶活单位定义为：常温下，1 min内转化1 μmol/L
底物所需要的酶量. 

2  结果与讨论
2.1  菌株筛选与鉴定

经 过初步活化和两步富集，共从12个样品中筛选获得

23株菌株，通过 进一步酶活性测定，菌株1-2具 有较高的酶

活性和底物广泛性，所产腈水解酶对乙腈（Acetonitrile）、

3 -羟 基 丙 腈（3 -hyd rox y propion i t r i le）、4 -羟 基 苯 乙 腈

（4-hydroxyphenylacetonitrile）3种代表性腈类具有较好的催

化活性，对芳香族 腈类和脂肪族 腈类的催化活性略高于羟

基腈类（图1）. 该腈水解酶较好的底物广泛性是目前腈水解

酶研究中报道较少的，仅在腐皮镰孢菌及黑曲酶的腈水解酶

研究中有所涉及 [17]. 在筛选过程中通过添加活化步骤有效地

增加菌体活性，通过低浓度到高浓度筛选剂的胁迫，能够有

效地提高样品中高产腈水解酶的菌株的优势，提高了筛选腈

水解酶的效率.

图1  菌株1-2产腈水解酶底物广泛性比较
Fig. 1  Comparison of substrate extensiveness of nitrilase 

produced by strain 1-2
1：乙腈；2：3-羟基丙腈；3：4-羟基苯乙腈  

1: acetonitrile; 2: 3-hydroxypropionitrile; 3: 4-hydroxyphenylacetonitrile

菌株1-2的16S rDNA经华大基因测序，序列共1 506 bp，

比对结果与CP002886.1（产气肠杆菌）、JF346895.1（产气肠

杆菌）、GU563755.1（泛菌）等具有99%的相似性，经葡萄糖

代谢验证，该菌株能够利用葡萄糖产生酸但不产气，结合形

态学观察，该菌属于泛菌属，定名为Pantoea sp. 1-2，此前已有
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少量泛菌生产腈水解酶的报道 [19]. 

2.2  腈水解酶产量优化
碳源和氮源在菌体的培养和产酶过程中有着重要的作

用，选择合适的碳源和氮源既能够有效提高生产效率，又能

够降低生产成本，在菌体发酵和理论研究中至关重要. 本研

究对常用碳源（包括葡萄糖、淀粉、木糖、乳糖、糊精、麦芽

糖、蔗糖、壳聚糖）和氮源（硫酸铵、硝酸铵、牛肉粉、尿素、

蛋白胨、酵母浸粉）进行研究，分析其对该菌株产酶的影响. 
2.2.1  碳源对腈水解酶活力的影响    为确定菌株产酶的最适

碳源，在产酶培养基中分别加入质量浓度为10 g/L 的不同碳

源，其它成分如1.2中产酶培养基，考察不同碳源对菌株产酶

活力的影响. 采用常用碳源葡萄糖作为对照，比较不同碳源

对产酶的影响. 结果表明在含有10 g/L的壳聚糖培养基上菌

株产酶能力最高，达到8.26 U/mL，其次，麦芽糖、糊精、木糖

等作为碳源时菌株的产酶能力也高于葡萄糖（图2）.

图2  碳源对菌株产酶的影响
Fig. 2  Effect of carbon sources on enzyme production 

1：葡萄糖；2：淀粉；3：木糖；4：乳糖；5：糊精；6：麦芽糖；7：蔗糖；8：
壳聚糖
1: glucose; 2: starch; 3: xylose; 4: lactose; 5: dextrin; 6: maltose; 7: saccharose; 
8: chitosan

2.2.2  氮源对腈水解酶活力的影响    为确定菌株的最适氮

源，在培养基中添加了10 g/L的不同氮源，其它成分如1.2中产

酶培养基，考察菌株在不同氮源中的产酶能力，采用最适氮

源硫酸铵作为对比. 结果表明该菌最适氮源为无机氮源硫酸

铵，其次为无机氮源硝酸铵. 利用无机氮源硫酸铵和硝酸铵

的产酶能力是酵母粉和蛋白胨的两倍左右（图3），这与传统

微生物的产酶多以有机氮为氮源有一定的差异. 无机氮源作

为发酵氮源能够有效降低该菌株发酵产酶的成本，这使得该

菌株具有很好的工业利用前景. 
经过优化后，采用10 g/L的硫酸铵作为氮源，10 g/L的壳

聚糖作为碳源，并添加KH2PO4 2 g/L，NaCl 1g/L，MgSO4 0.2 
g/L，pH 7.0-7.2培养基能够产生酶活力单位为16.45 U/mL的腈

水解酶. 

2.3  腈水解酶催化的影响因素
2.3.1  金属离子    在反应体系中添加1 mmol/L的金属离子，

测定与对照活性的差异. 结果表明在添加1 mmol/L的钴离

子、钙离子和锌离子对泛菌Pantoea sp. 1-2腈水解酶不产生

抑制作用，反而使催化活性有一定程度的提高. 镁离子、铁

离子和铜离子能够在一定程度上抑制腈水解酶的活性，最

大抑制率约40%（图4）. 研究结果表明绝大多数金属离子对

该腈水解酶不具 有强抑制作用，表明该腈水解酶在污水处

理、食品、农药以及畜牧业等方面具有较好的应用前景，这

与Khandelwal A. K.等人对金属离子对防线菌腈水解酶的研

究[20]具有一定的一致性. 

图3  氮源对菌株产酶影响

Fig. 3  Effect of nitrogen sources on enzyme production
1：硫酸铵；2：硝酸铵；3：牛肉粉；4：尿素；5：蛋白胨；6酵母浸粉

1: (NH4)2SO4; 2: NH4NO3; 3: beef powder; 4: urea; 5: peptone; 6: yeast extract

图4  金属离子对酶活性的影响
Fig. 4  Effect of metal ions on the enzyme activity

2.3.2   pH    研究表明，泛菌Pantoea sp. 1-2的最适反应pH在7
左右，在6.6-7.6之间腈水解酶酶活性能够保持在最高酶活性

的80%以上，表明该酶pH耐受性较好，能够在较大的范围内

有效起到催化作用，可用范围较广（图5）.
2.3.3  温度    温度是影响酶催化和酶稳定性的重要因素，

同时也制约着酶的应用范围. 研究表明，Pantoea sp. 1-2菌株

最适催化温度约为30 ℃，在22-45 ℃范围内催化活性大于最

大酶活性的80%（图6）. 该催化温度适合在室温下进行，能够

有效降低反应的成本，适宜于规模化应用. 
2.3.4  腈水解酶催化的稳定性    腈水解酶的催化可持续性

对于腈水解酶的利用有着重要的意义. 适量菌体加入含有10 
mmol/L对羟基笨乙腈的pH 7.0的醋酸醋酸钠反应体系中，在

反应30 h离心获得催化后的菌体进行二次催化，比较初次反

应和二次反应的催化效果. 结果表明，二次催化转化效果与

初次相差不大，30 h产物约为一次转化的97%（图7），在误差
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可允许范围内，表明泛菌Pantoea sp. 1-2的腈水解酶催化稳定

性良好，可持续催化能力强. 

图5  pH对腈水解酶的影响
Fig. 5  Effect of pH on the nitrilase activity

图6  温度对腈水解酶的影响
Fig. 6  Effect of temperature on the nitrilase activity

图7  腈水解酶的稳定性
Fig. 7  Stability of nitrilase

3  结 论
本研究利用初步活化、二次分级胁迫富集有效提高了

筛选高产腈水解酶的效率；并结合Berthelot法高通量筛选与

高压液相精细筛选有效提高了筛选效率和确保筛选准确率. 
最终通过底物广泛性验证，发现鉴定为泛菌Pantoea sp. 1-2的

菌株具有较好的底物广泛性，能够氧化脂肪族腈类、羟基脂

肪腈类和芳香腈类. 该菌株能够利用壳聚糖作为最佳碳源，

并且能够利用价格较为廉价的硫酸铵、硝酸铵等作为最佳氮

源，有效降低了该菌生产成本，经过初步优化，采用10 g/L的

硫酸铵作为氮源，10 g/L的壳聚糖作为碳源的产酶培养基中，

能够产生酶活力单位为16.45 U/mL的腈水解酶，该酶活略低

于王铁刚等人经过诱变和优化后的26.77 U/mL [21]，具有较好

的开发和进一步优化的价值. 此外，该腈水解酶具有较好的

pH广泛性，金属离子抗性较好 [20]，温度广泛性较好，反应稳

定性较高，这都为该菌株在腈水解领域的应用奠定了基础. 
腈类引起的水源及食品污染对人体有巨大的毒害作用. 

腈水解酶特别是具 有良好的底物广泛性的腈水解酶可用于

食品、电镀等领域腈污染废水的生物治理. 当前对腈水解酶

的研究主要集中在开发具有高度化学、区域和立体选择性的

腈水解酶上，但此类水解酶由于底物广泛性的限制，很难广

泛应用于 食品、农业、畜牧 业 及环境等行业的腈污染防治. 
而本研究筛选获得产腈水解酶的Pantoea sp. 1-2菌株具有良

好的底物广泛性，能够在一定程度上加以弥补，具有重要的

开发价值. 
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