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联氨氧化酶初步纯化及醌类化合物对其活性影响
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摘要:厌氧氨氧化菌是一种化能自养菌,它具有独特的生理生化特性及生物脱氮机理.对厌

氧氨氧化菌进行实验室扩大培养,对其主要代谢酶联氨氧化酶性质进行研究,对联氨氧化酶

进行初步纯化,并探究醌类化合物对联氨氧化酶活性的影响.最终得出联氨氧化酶活性最适

温度为35℃,最适pH为7.5.酶纯化结果表明超滤相对分子质量在50~100kDa.投加辅酶

Q对提高酶活性效果最好,2-羟基-1,4-萘醌对酶活性提高效果稍差,蒽醌-2-磺酸钠盐对酶活

性基本无影响.
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0 引 言

传统的生物脱氮过程以硝化-反硝化理论占

主导地位[1].直至20世纪90年代,Mulder等[2]

发现了一类完全厌氧的微生物种群,这类微生物

能独立完成生物脱氮的代谢过程,并将其命名为

厌氧氨氧化菌(anammoxbacteria,AnAOB)[3].
厌氧 氨 氧 化 (anaerobicammonium oxidation,

anammox)是 指 在 厌 氧 条 件 下,以 亚 硝 酸 氮

(NO-2-N)为电子受体,氨氮(NH+
4-N)为电子供

体,以联氨(N2H4)为催化中间体的微生物反应,

最终产物为氮气和水的过程[4-5].厌氧氨氧化技术

与传统硝化-反硝化生物脱氮技术相比,理论上可

以节约62.5%的曝气量,无须外加碳源,污泥产

量很少[6],还可以减少温室气体的排放.厌氧氨氧

化是一种节能降耗的新型生物脱氮技术,因此在

废水脱氮研究与应用中具有明显的优势[7].
目前已知的厌氧氨氧化菌主要包括5个属,

即CandidatusBrocadia、CandidatusKuenenia、

CandidatusScalindua、CandidatusJettenia 和

CandidatusAnammoxoglobus[6,8],均属于浮霉菌

门(Planctomycetes).厌氧氨氧化反应过程中发

挥核心作用的是厌氧氨氧化菌,由于这种菌生长

世代长,致使其难以培养,目前仅能获得其富集培

养物,人们对这种菌适宜分离与生长生态条件的

研究还很有限[9-10].2007年,Shimamura等从富

集有菌株KSU-1的生物反应器中分离纯化出一

种具有联氨(N2H4)氧化活性但不具备 NH2OH
氧化能 力 的 酶,将 其 正 式 命 名 为 联 氨 氧 化 酶

(hydrazineoxidizingenzyme,HZO)[11-14].联氨氧

化酶是厌氧氨氧化菌的特征代谢酶,它可为厌氧

氨氧化菌的多样性研究提供依据[15-16].厌氧氨氧

化菌的代谢途径并没有准确的定论,这主要是由

于对厌氧氨氧化菌的关键代谢酶缺乏深入研究,

缺乏对联氨氧化酶纯化的研究,对联氨氧化酶相

关性质的研究也很欠缺.若能根据提取纯化的厌

氧氨氧化菌关键代谢酶来分析其活性和具体功

能,将有助于对其代谢模式的确定[17].
本文对厌氧氨氧化菌进行实验室扩大培养,

制备厌氧氨氧化菌的无细胞抽提液,采用超滤、

DEAE阴离子层析等方法纯化厌氧氨氧化菌的特

征代谢酶联氨氧化酶,检测酶活性.并研究适宜温

度、pH 下厌氧氨氧化菌联氨氧化酶的性质及外



源醌类化合物是否会对厌氧氨氧化反应进行催

化,参与到厌氧氨氧化过程.这对确保工艺的长期

高效稳定运行具有重要意义.

1 粗酶液的提取测定

1.1 实验室扩培反应器

实验采用底面外直径35cm、内直径30cm、

反应器总高度40cm、内容积高度33cm的圆柱

形有机玻璃反应器,反应器内装有纤维质无纺

布[18],反应器装置如图1所示.反应器由蠕动泵

控制自动运行,根据厌氧氨氧化菌所需进水配水,

加热器控制进水温度,对菌种进行反应器培养.

1进水水箱;2加热器;3蠕动泵;4搅拌器;

5无纺布填料;6出水水箱

图1 反应器装置

Fig.1 Reactordevice

1.2 实验用水

实验研究以动态连续实验室小试为主,本实

验采用人工配制的模拟污水[19],以硫酸铵试剂配

制所需的NH+
4-N浓度,模拟污水的主要成分见

表1,微量元素溶液配方见表2.试剂纯度均为分

析纯(AR).

表1 模拟污水的主要成分

Tab.1 Themaincomponentofmimicwastewater

成分 浓度/(mg·L-1)

KHCO3 1250

KH2PO4 25

CaCl2·2H2O 300

MgSO4·7H2O 200

FeSO4 6.25

EDTA 6.25

表2 微量元素溶液配方(1.25mL/L)

Tab.2 Thesolutionformulationoftraceelement
(1.25mL/L)

成分
浓度/

(mg·L-1)
成分

浓度/
(mg·L-1)

EDTA 15000 Na2MoO4·2H2O 220

ZnSO4·7H2O 430 NiCl2·6H2O 190

CoCl2·6H2O 240 Na2SeO4·10H2O 210

MnCl2·4H2O 990 H3BO4 14

CuSO4·5H2O 250 NaWO4·2H2O 50

1.3 粗酶液的提取

取菌样于离心管中,离心20min后倒去上清

液,留下沉淀,将沉淀加入配制好的配方(Tris缓

冲液,0.1 mmol/L 二 硫 苏 糖 醇,1% 胆 酸 钠,

0.5%脱氧胆酸钠)溶解混合,将混合液倒入烧杯

中,放入磁力转子,于0℃下500r/min的速度搅

拌1.5h,目的是将菌细胞破碎,形成菌悬;搅拌

后再次离心20min,离心后取得的上清液即为粗

酶液,舍去沉淀.
1.4 细胞色素C标准曲线的绘制

分别加入细胞色素C(10mmol/L)4、8、12、

16、20、24μL,用磷酸盐缓冲液补充至4000μL.
此时 细 胞 色 素 C 浓 度 为 10、20、30、40、50、

60μmol/L.加入保险粉至颜色变成粉红色,得到

还原态细胞色素C.测得其吸光度,用得到的吸光

度作标准曲线.
1.5 联氨氧化酶活性测定

酶活性强弱表征为550nm波长下还原态细

胞色 素 C 的 生 成 速 率.酶 促 反 应 体 系 包 含

20mmol/L磷酸盐缓冲溶液、50μmol/L细胞色

素C(氧化态)、50μmol/L肼和200μL粗酶液,

反应温度为(35±1)℃.联氨氧化酶活性的单位

为μmol/(g·min).
1.6 蛋白浓度测定

BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝

科技有限公司.在碱性条件下,蛋白将铜离子

(Cu2+)还原为亚铜离子(Cu+),Cu+与BCA试剂

形成紫蓝色的络合物,测定其在562nm处的吸

光度,并与标准曲线做对比,即可计算待测蛋白的

浓度.
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2 联氨氧化酶的初步纯化

2.1 层 析

(1)DEAE-SepharoseFF凝胶的处理:凝胶

用纯净水反复冲洗直到形成较大颗粒胶体,用

Tris缓冲液平衡.
(2)装柱:将层析柱固定于滴定架上,柱底垫

圆形尼龙纱,出口接细塑料管并关闭出水.将浸泡

于20mmol/L、pH8.0Tris缓冲液中的凝胶沿玻

璃棒缓慢倒入柱中(注意不要有气泡),待凝胶自

然沉降将上层盖子缓慢放入并拧紧.
(3)平衡:松开出水口螺旋夹,以20mmol/L、

pH8.0Tris缓冲液平衡,控制流速为2.0mL/min,

待流出液的紫外吸光度稳定时,停止平衡.
(4)加 样、洗 脱 与 收 集:采 用 恒 流 泵 以

2.0mL/min的流速加入样品,待液体进入柱床

后,用初始缓冲液洗脱大约两个柱体积,再分别用

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、1.0、2.0mol/L的 NaCl
(平衡缓冲液配制)进行线性洗脱,控制流速为

2.0mL/min.紫外蛋白监测,收集洗脱蛋白.
2.2 透析冻干

将0.2mol/LNaCl洗脱下来的蛋白质液体

进行透析脱盐,然后进行冻干,冻干的步骤如下:

首先按制冷键,预冷30min左右;预冷后将干燥

物品放置于干燥盘中,将有机玻璃罩罩上,按下快

速充气阀上的不锈钢片,将接嘴管拔出,最后按真

空泵键,显示999,直到1000Pa以下方可显示实

际真空度.
2.3 超 滤

冻干后得到的酶蛋白用Tris缓冲液进行溶

解,然后进行超滤过滤,超滤膜的截留相对分子质

量分别为50kDa和100kDa.经此步骤可得到相

对分子质量小于50kDa、50~100kDa和大于

100kDa3部分酶蛋白,超滤后用20mmol/L
Tris缓冲液洗膜,测各部分酶蛋白活性,最后将

具有最高比活性的溶液挑选出来,4℃保存,备
用.

3 醌类化合物对联氨氧化酶的影响

探究

3.1 萃取醌类化合物对联氨氧化酶活性的影响

以乙醇为溶剂,因此设置乙醇为对照组,通过

萃取,将厌氧氨氧化菌联氨氧化酶粗酶液中的辅

酶Q萃取出来,此时测量萃取后联氨氧化酶的酶

活性,并通过分光光度计测量酶活性变化的 OD
值.再将辅酶 Q重新加入联氨氧化酶粗酶液中,

探究此时联氨氧化酶的酶活性和OD值,对萃取

前后的酶活性变化进行比较.

3.2 其他醌类化合物对联氨氧化酶活性的影响

先分别加入0.03和0.06mmol/L辅酶 Q,

测其联氨氧化酶活性及OD值.再探究2-羟基-1,

4-萘醌对联氨氧化酶活性的影响,分别加入0.03、

0.06、0.3和0.6mmol/L的2-羟基-1,4-萘醌,测

量并比较加入不同量的2-羟基-1,4-萘醌后联氨

氧化酶活性及OD值的变化,并对加入量与加入

辅酶Q的酶活性变化进行比较.最后探究蒽醌-2-
磺酸钠盐对联氨氧化酶活性的影响,分别加入

0.03、0.06、0.3和0.6mmol/L的蒽醌-2-磺酸钠

盐,同理测量并比较加入不同量的蒽醌-2-磺酸钠

盐后联氨氧化酶活性及OD值的变化,并对加入

量与加入辅酶Q及加入2-羟基-1,4-萘醌的酶活

性变化进行比较.

4 结果与讨论

4.1 粗酶液的制备与酶活性探究相关结果

4.1.1 还原态细胞色素C标准曲线的绘制 还

原态细胞色素C标准曲线的绘制如图2所示(波

长550nm).

图2 细胞色素C标准曲线

Fig.2 CytCstandardcurve

4.1.2 BCA标准曲线的绘制 BCA标准曲线

的绘制如图3所示(波长562nm).
经测量得到粗酶液吸光度为0.477,通过图3

中公式计算得到粗酶液蛋白含量为0.347mg/mL.

4.1.3 联氨氧化酶活性的测定计算 对联氨氧

化酶活性进行测定,其不同时间下对应的吸光度
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图3 BCA标准曲线

Fig.3 BCAstandardcurve

及计算所得的细胞色素C浓度如表3所示.

表3 联氨氧化酶活性的测定

Tab.3 DeterminationofactivityofHZO

时间/min
粗酶液

吸光度A

细胞色素C浓度/
(μmol·L-1)

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0.754

0.822

0.899

0.959

0.997

1.037

1.069

1.077

1.093

1.084

37.93

44.12

51.12

56.57

60.03

63.66

66.57

67.30

68.75

67.94

联氨氧化酶活性a计算公式如下:

a=(c-c0)/(τ×ρ)

其中c为稳定后细胞色素C浓度,c0 为初始细胞

色素C浓度,τ为达到稳定间隔时间,ρ为粗酶液

蛋白含量.
根据 以 上 公 式 计 算 联 氨 氧 化 酶 活 性a=

(68.75-37.93)/[(18-2)×0.347]μmol/(g·

min)=5.55μmol/(g·min),得出联氨氧化酶粗

酶液的酶活性为5.55μmol/(g·min).

4.1.4 温度对联氨氧化酶活性的影响 图4实

验数据表明吸光度随着温度的升高先升高后降低,

也就是说联氨氧化酶活性随着温度的升高先升高

后降低,可以看到35℃时联氨氧化酶活性最高.

4.1.5 pH对联氨氧化酶活性的影响 图5实

验数据表明不同反应时间下吸光度都是先升高后

降低,也就是说联氨氧化酶活性随着pH 的升高

先升高后降低,分析可以得到不同反应时间下

       

图4 温度对联氨氧化酶活性的影响

Fig.4 EffectoftemperatureonactivityofHZO

图5 pH对联氨氧化酶活性的影响

Fig.5 EffectofpHonactivityofHZO

pH=7.5时联氨氧化酶活性最高.

4.2 联氨氧化酶的初步纯化结果

4.2.1 DEAE阴离子交换层析结果 由表4和

图6结果,通过计算可得经DEAE阴离子交换层

析后,联氨氧化酶集中在0.2mol/LNaCl洗脱液

中,其他浓度的 NaCl洗脱液中虽然也有蛋白含

量,但是蛋白含量都不高,而且从层析图谱可以看

出其他洗脱液中所含蛋白应该不是联氨氧化酶蛋

白,0.2mol/LNaCl洗脱液中蛋白酶活性是粗酶

液的2.3倍.

4.2.2 超滤结果 通过表5可以看出DEAE阴

离子交换层析和超滤的方法都能使联氨氧化酶得

到纯化,DEAE阴离子交换层析将联氨氧化酶活

性增加到原来的2.3倍,层析后取0.2mol/L

NaCl洗脱下来的蛋白再进行超滤后,将联氨氧化

酶活性增加到原来的6.1倍.表6计算结果表明

0.2mol/LNaCl洗脱下来的联氨氧化酶活性集

中在超滤50~100kDa的液体中,纯化蛋白相对

分子质量在50~100kDa.

4.3 醌类化合物对联氨氧化酶活性的影响结果

由图7可知以乙醇为溶剂会使酶活性降低,
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       表4 不同浓度NaCl洗脱的联氨氧化酶活性

Tab.4 TheactivityofHZOatdifferentconcentrationsofNaCleluent

名称
蛋白含量/
(mg·mL-1)

细胞色素C增长浓度/
(μmol·L-1·min-1)

联氨氧化酶活性/
(μmol·g-1·min-1)

粗酶液

0.1mol/LNaCl洗脱

0.2mol/LNaCl洗脱

0.3mol/LNaCl洗脱

0.4mol/LNaCl洗脱

1.0mol/LNaCl洗脱

0.347

0.083

0.048

0.046

0.056

0.074

1.926

0.525

0.614

0.315

0.298

0.341

5.55

6.51

12.79

6.85

5.32

4.61

图6 层析谱图

Fig.6 Tomographicspectrum

由5.688μmol/(g·min)降低到3.886μmol/

(g·min);萃取出辅酶 Q,酶活性降低至原来的

1/3,重新加入辅酶Q,对提高酶活性效果最好.
由图8可知,与乙醇对照相比加0.06mmol/L

辅酶Q的酶活性是9.264mol/(g·min),是乙醇

       
表5 联氨氧化酶初步纯化总结

Tab.5 SummaryofpreliminarypurificationofHZO

纯化步骤
酶活性/

(μmol·g-1·min-1)
纯化倍数

粗酶液 5.55 1

DEAE阴离子交换层析 12.79 2.3

超滤 33.75 6.1

表6 超滤后细胞色素C吸光度测定

Tab.6 DeterminationofCytCabsorbanceafterultrafiltration

相对分子质量
蛋白含量/
(mg·mL-1)

细胞色素C增长浓度/
(μmol·L-1·min-1)

联氨氧化酶活性/
(μmol·g-1·min-1)

小于50kDa

50~100kDa

大于100kDa

0.256

0.136

0.880

0.009

4.590

0

0.04

33.75

0

图7 萃取醌类化合物对联氨氧化酶活性的影响

Fig.7 Effectofextractionofquinonesontheactivity
ofHZO

图8 加入醌类化合物联氨氧化酶活性测定

对比图

Fig.8 Comparativediagramforthedetermination

ofHZOactivitywithquinones
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对照的2.38倍;2-羟基-1,4-萘醌对酶活性提高效

果稍差,与乙醇对照相比加0.6mmol/L2-羟基-

1,4-萘醌酶活性是其1.74倍;蒽醌-2-磺酸钠盐对

酶活性提高基本无影响,与乙醇对照相比加入

0.6mmol/L蒽醌-2-磺酸钠盐的酶活性是其活性

的0.96.

5 结 论

(1)联氨氧化酶活性最适温度为35℃,最适

pH为7.5.
(2)通过DEAE阴离子交换层析可知联氨氧

化酶集中在0.2mol/LNaCl洗脱液中,酶活性是

粗酶液的2.3倍,因此层析法可以进一步纯化联

氨氧化酶.
(3)超滤结果表明,纯化的联氨氧化酶蛋白相

对分子质量在50~100kDa,联氨氧化酶活性提

高到原来的6.1倍.
(4)通过正庚烷萃取辅酶Q,粗酶液酶活性降

低,投加辅酶Q对提高酶活性效果最好,2-羟基-

1,4-萘醌对酶活性提高效果稍差,蒽醌-2-磺酸钠

盐对酶活性基本无影响.
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Preliminarypurificationofhydrazineoxidizingenzymeandeffect
ofquinonesonitsactivity

LI Zhuxin, ZHANG Shoutong, LI Yang, YAN Song*

(SchoolofEnvironmentandChemicalEngineering,DalianJiaotongUniversity,Dalian116021,China)

Abstract:AnAOBisakindofchemoautotrophicbacteria,whichhasuniquephysiologicaland
biochemicalcharacteristicsandbiologicaldenitrificationmechanism.Thelaboratoryexpandingculture
ofAnAOBisconducted,thepropertyofitsmain metabolicenzyme-hydrazineoxidizingenzyme
(HZO)isstudied,thepreliminarypurificationofHZOiscarriedout,andtheeffectofquinoneson
theactivityofHZOisdiscussed.ItisfoundthattheoptimumenzymeactivitytemperatureofHZOis
35℃,theoptimumpHis7.5.Enzymepurificationresultshowsthattherelativemolecularmassof
ultrafiltrationis50-100kDa.Coenzyme Q hasthebesteffectonimprovingenzymeactivity,

2-hydroxy-1,4-naphthoquinonehasalesseffectonenzymeactivityimprovement,andanthraquinone-
2-sulfonatehasnoeffectonenzymeactivity.

Keywords:AnAOB;hydrazineoxidizingenzyme(HZO);purification;quinones;enzymeactivity
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