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海藻酸钠包埋法固定硝基还原假单胞菌的研究 

骆叶姣, 丁  红, 帅玉英* 

(浙江中医药大学药学院, 杭州  310053) 

摘  要: 目的  优化海藻酸钠和 CaCl2 对硝基还原假单胞菌 SP.001 细胞的固定化条件。方法  以海藻酸钠为载体, 通过包

埋法固定化谷氨酰胺酶, 通过单因素实验和正交实验对固定化细胞制备条件进行优化。结果  单因素实验中, 当海藻酸钠

和 CaCl2 的浓度分别为 4%和 3%、酶液量与海藻酸钠的体积比为 1:2、固定化时间为 3 h 时, 包埋效果最好, 测得固定化细

胞回收率较高, 可达 80.5%。通过正交实验得出最佳组合为: 酶液量与海藻酸钠体积比 1:3, 固定化时间 3 h, 海藻酸钠浓度

4%, CaCl2 浓度 3%, 固定化细胞回收率达到 85.78%。结论  本研究优化了海藻酸钠包埋法固定硝基还原假单胞菌的条件, 

并对固定化细胞的性质进行探讨, 为硝基还原假单胞菌所产的谷氨酰胺酶的固定化和应用提供参考。 

关键词: 海藻酸钠; 硝基还原假单胞菌; 固定化 

Study on immobilization of nitro-reducing Pseudomonas by sodium 
alginate embedding 

LUO Ye-Jiao, DING Hong, SHUAI Yu-Ying* 

(College of Pharmacy, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the immobilization conditions of sodium alginate and CaCl2 on nitro-reduced 

Pseudomonas SP.001 cells. Methods  Using sodium alginate as carrier, glutaminase was immobilized by embedding 

method, and the preparation conditions of immobilized cells were optimized by single factor experiment and 

orthogonal experiment. Results  In the single factor experiment, when the concentration of sodium alginate and 

CaCl2 were 4% and 3%, the volume ratio of enzyme liquid volume to sodium alginate was 1:2, and the 

immobilization time was 3 h, the embedding effect was the best, and the recovery rate of immobilized cells was high, 

reaching 80.5%. Through orthogonal test, the best combination was obtained as follows: the volume ratio of enzyme 

liquid volume to sodium alginate was 1:3, the immobilization time was 3 h, the concentration of sodium alginate was 

4%, the concentration of CaCl2 was 3%, and the recovery rate of immobilized cells reached 85.78%. Conclusion  

This study optimizes the conditions for the immobilization of nitroreductive pseudomonas by sodium alginate, and 

discusses the properties of the immobilized cells, in order to provide reference for the immobilization and application 

of glutaminase produced by nitroreductive Pseudomonas. 
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1  引  言 

固定化细胞技术是将具有特定生理功能的生物细胞

用一定的方法进行固定, 并以其作为生物催化剂加以利用

的一门技术[1,2], 由于游离酶存在着微生物易流失、热不稳

定性以及难以回收利用等问题[3,4], 导致利用率低、推广困

难、不利于工业化, 使用固定化细胞可以在很大程度上弥

补这种劣势[5]。固定化细胞技术的关键在于所采用的固定

化载体材料的性能, 海藻酸钠是一类天然的具有多糖结构

的碳水化合物, 因其具有成本较低、材料易得、安全无毒、

忍受生物分解性能好等优点而被广泛应用于固定化细胞技

术[6]。包埋法条件温和, 细胞容量高但成本低, 是细胞固定

化最常用的方法, 如 Chen 等[7]用纤维床生物反应器固定酿

酒酵母进行乙醇生产, 固定化细胞表现出很强的工作稳定

性。 

目前, 固定化细胞技术应用在食品发酵工业、新食品

加工、医药领域等方面, 已成为国内外研究热点, 如 L-茶

氨酸的合成、抑制肿瘤细胞的活性、新型蛋白质谷氨酰胺

酶的开发生产等[811], 其主要应用的酶制剂有谷氨酰转肽

酶和谷氨酰胺酶[12]。其中, 有关于硝基还原假单胞菌谷氨

酰胺酶的应用, 国内已有较多报道, 主要有杨成等[13]对硝

基还原假单胞菌谷氨酰胺酶的的分离纯化及酶学性质的研

究, 贾晓鹤等[14,15]利用硝基还原假单胞菌细胞进行生物合

成和 Shuai 等[12]自主筛选出的谷氨酰转肽酶高产菌株酶法

合成谷氨酰胺酶来制备茶氨酸。但国内有关于利用固定化

硝基还原假单胞菌来酶法合成谷氨酰胺酶的应用以及固定

化细胞条件优化的报道却较为少见. 

针对该问题, 本研究以海藻酸钠为载体, 通过单因素

实验确定了合适的包埋条件, 并通过正交实验确定最佳细

胞固定化条件, 为硝基还原假单胞杆菌的固定化和应用提

供一定的参考。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

菌种: 硝基还原假单胞菌 SP.001, 实验室保存。 

主要试剂: γ-GpNA(美国 Amersco 公司); 海藻酸钠、

CaCl2(化学纯, 国药集团化学试剂有限公司); 氯化钠(分析

纯)、牛肉浸膏(生化试剂)、琼脂(生化试剂)(北京奥博生物

技术有限公司); EDTA-Fe(分析纯, 天津市风船化学试剂科

技有限公司); 磷酸氢二钾、磷酸二氢钾(分析纯, 西陇化工

股份有限公司); 酵母浸膏(生化试剂, 广东环凯微生物科

技有限公司); 甘油(分析纯, 上海化学试剂总厂); 硫酸镁

(分析纯, 重庆北碚化学试剂厂)。 

斜面培养基(g/L): 牛肉浸膏 3 g/L, 氯化钠 5 g/L, 蛋

白胨 10 g/L, 琼脂 15 g/L, 于 pH 为 7.0, 温度为 121 ℃的条

件下灭菌 20 min。 

发酵培养基(g/L): Mg2SO4.7H2O 0.7 g/L, 磷酸氢二钾

0.5 g/L, 蔗糖 5 g/L, EDTA-Fe 0.1 g/L, 磷酸二氢钾 0.5 g/L, 谷

氨酸钠 6 g/L, 酵母浸膏 1 g/L, pH 7.0, 于 121 ℃, 灭菌 20 

min。 

种子培养基(g/L): 蛋白胨 10 g/L, 氯化钠 5 g/L, 牛肉

浸膏 3 g/L, 于 121 ℃, pH 7.0, 灭菌 20 min。 

2.2  实验仪器 

W201B 数控恒温浴锅(上海申胜生物技术有限公司); 

UV-755 紫外可见分光光度计(上海昆拉仪器有限公司); 

Eppendorf Centrifuge 5804R 冷冻离心机(上海富众生物科

学有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  菌体培养 

种子活化培养: 用接种环取 2 环斜面菌体, 接种于种

子培养液中, 于转速和温度分别为 200 r/min 和 30 ℃的摇

床下培养 24 h 后。以 2%(V:V)接种量接种于发酵培养基中, 

以相同条件培养 24 h。斜面培养基在接种后要先放入恒温

培养箱(30 ℃)培养 24 h, 然后储存于 4 ℃的冰箱内, 每隔 2

周传代 1 次[13]。 

2.3.2  细胞混悬液的制备 

将发酵结束后的培养液在 4 ℃, 4000 r/min, 离心 10 min

后得到湿菌体。然后用蒸馏水清洗 2 次后离心, 将菌体用

适量 pH 8.0, 10 mmol/L 的磷酸氢二钾-磷酸二氢钾缓冲液

重悬。 

2.3.3  固定化细胞的制备 

配制 4%的海藻酸钠溶液, 与细胞混悬液以 2:1(V:V)

混合, 距离液面 10 cm 的高度滴入 3%的氯化钙溶液中, 制

成表面光滑且大小均匀的凝胶小球, 用无菌水清洗 3 次, 

干燥后备用[16]。 

2.3.4  谷氨酰胺酶活力测定方法 

将 5 mmol/Lγ-谷氨酰对硝基苯胺, 50 µL 的菌液和  

20 mmol/L 双甘二肽配制成 1.0 mL 的 100 mmol/L 咪唑-盐

酸(pH=9.0)的反应体系, 并在 37 ℃水浴反应 30 min。反应

结束后加入 0.1 mol/L 的三氯乙酸(TCA)终止反应, 并按一

定倍数稀释后, 于 λ=410 nm 测定其吸光值 A, 根据生成的

对硝基苯胺浓度来衡量谷氨酰胺酶活力[17]。 

2.3.5  标准曲线的建立 

配制 100 mmol/L咪唑-盐酸缓冲溶液, 将 0.25 mmol/L

的 C6H6N2O2 标准样品稀释, 制成 0.125、0.0625、0.03125、

0.015625 mmol/L 的 C6H6N2O2溶液, 在 λ=410 nm 处测吸光

度 A[18]。以不同浓度的对硝基苯胺为横坐标, 吸光值为纵

坐标绘制标准曲线。 

谷氨酰胺酶的酶活定义为: 以双甘二肽和 γ-谷氨酰对

硝基苯胺为底物, 1 min 内转化生成的 1 µmol 对硝基苯胺
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所需要的酶量。 

2.3.6  单因素实验 

以固定化酶的相对酶活力为考察指标, 探讨海藻酸

钠浓度、CaCl2 浓度、固定化时间及酶液量与海藻酸钠的

体积比对固定化酶活性的影响。考察海藻酸钠浓度(2%、

3%、4%、5%)、CaCl2 浓度(2%、3%、4%、5%)、固定化时

间(1、2、3、4、5 h)、酶液量与海藻酸钠的体积比(1:1、1:2、

1:3、1:4)对固定化酶活性的影响。确定最适固定化条件。 

2.3.7  固定化细胞回收率的计算 

固定化细胞总活性占游离酶总活性的百分数即为固

定化细胞回收率。 

2.3.8  正交实验 

在单因素实验基础上, 选用 L9(3
4)正交实验对海藻酸

钠浓度、CaCl2 浓度、固定化时间及酶液量与海藻酸钠的

体积比 4 个因素进行优化, 以获得最佳固定条件参数。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

如 图 1 所 示 , 对 硝 基 苯 胺 的 浓 度 (µmol/L) 为

15.625~250 µmol/L 区间内, 吸光度与对硝基苯胺的浓度呈

线性关系 , 对硝基苯胺的标准曲线为 Y=0.0082X+0.009, 

r2=0.9998。说明趋势线的预测值与相对应的实际数据十分

接近, 几乎达到重合。 
 

 
 

图 1  对硝基苯胺的标准曲线(n=3) 

Fig.1  Standard curve of p-nitroaniline (n=3) 
 

3.2  单因素实验 

3.2.1  不同浓度的海藻酸钠对固定化细胞酶活力的影响 

在 CaCl2 浓度 3%, 酶液量与海藻酸钠 1:1(V:V), 固定

化时间 2 h 条件下, 设置浓度分别为 2%、3%、4%、5%的

海藻酸钠溶液, 测定其固定化酶的相对活力(以本组最高

酶活力为 100%)。实验过程中固定化小球形态如图 2 所示。

观察不同浓度下的海藻酸钠溶液对固定化酶活力的影响。

结果如表 1、图 3 所示。 

由表 1 可知, 海藻酸钠浓度越大, 粘度也会越大, 对

制备凝胶小球的操作会变的困难, 小球的形状也会由一开

始的圆球状变成有拖尾的小球。根据图 3 可知: 海藻酸钠

浓度从 2%增长到 4%时, 固定化酶的酶活力也随之增加; 

当海藻酸钠浓度大于 4%时, 固定化酶活力不再升高反而

开始下降。 

 
表 1  海藻酸钠浓度与成球的状态(n=3) 

Table 1  Concentration of sodium alginate and state of 
pelletization (n=3) 

海藻酸钠

浓度/% 
溶液粘度 小球形状 成球难易程度 

2 粘度低 呈圆球状 成球比较容易 

3 粘度适中 呈圆球状 成球难度适中 

4 粘度适中 部分有拖尾 成球操作较困难

5 粘度大 拖尾比较严重 成球操作很困难

 

 
 

图 2  固定化小球 

Fig.2  Immobilization pellets 

 

 
 

图 3  海藻酸钠浓度对固定化酶的影响(n=3) 

Fig. 3  effect of sodium alginate concentration on immobilized 
enzyme (n=3) 

 
3.2.2  不同浓度的 CaCl2 对固定化细胞酶活力的影响 

在海藻酸钠浓度 4%, 酶液量与海藻酸钠的体积比 1:1, 

固定化时间 2 h 条件下, 分别采用 2%、3%、4%、5%的 CaCl2

溶液进行固定化, 分别测定固定化酶活力(以本组最高酶
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活力为 100%)。结果如图 4 所示, CaCl2 浓度为 3%时最合

适, 其最适 CaCl2 浓度与管悦[19]报道的 3%一致。当 CaCl2

浓度过低时, 固定化凝胶比较松散, 凝胶孔径比较大, 酶

容易流失。而 CaCl2 浓度过高时, 分布在凝胶表面的 Ca2+

会增多, Ca2+会与酶反应, 也会降低固定化酶活力。其最适

海藻酸钠浓度与魏杰等[20]报道的 4%一致。 

 

 
 

图 4  CaCl2 浓度对固定化酶的影响(n=3) 

Fig. 4  Effect of CaCl2concentration on immobilized enzyme (n=3) 
 

3.2.3  不同固定化酶液量与海藻酸钠体积比对固定化细

胞酶活力的影响 

在海藻酸钠浓度 4%, CaCl2 浓度 3%, 固定化时间 2 h

条件下, 将酶液与 4%的海藻酸钠按 1:1、1:2、1:3、1:4 的

体积比进行固定化, 分别测定固定化酶活力(以本组最高

酶活力为 100%)。 

 

 
 

图 5  固定化酶液量与海藻酸钠体积比对固定化酶活力的影响

(n=3) 
Fig. 5  effect of volume ratio of immobilized enzyme liquid volume 

to sodium alginate volume on immobilized enzyme activity (n=3) 

 
由图 5 可知, 当酶液量与海藻酸钠为 1:2(V:V)时, 固

定化酶的相对酶活力最高。当酶液量与海藻酸钠大于

1:2(V:V)时, 固定化酶相对酶活力都会有所下降。此外当体

积比为 1:1 时, 配制的溶液会比较稀, 制成的小球较小, 还

出现部分不成球的现象。当体积比为 1:3、1:4 时, 海藻酸

钠溶液比较多, 配制的溶液粘度比较大, 在制备凝胶小球

时比较困难, 且部分小球会出现拖尾现象等。因此当酶液

量与海藻酸钠的体积比为 1:2 时最适合, 其最适固定化酶

液量与海藻酸钠体积比与朱磊[21]报道相似。 

3.2.4  不同的固定化时间对固定化细胞酶活力的影响 

在海藻酸钠浓度 4%, CaCl2浓度 3%, 酶液量与海藻酸

钠的体积比 1:1 条件下, 分别设置固定化时间 1、2、3、4、

5 h, 分别测定固定化酶活力(以本组最高酶活力为 100%)。 

 
 

 
 

图 6  固定化时间对固定化酶活力的影响(n=3) 

Fig. 6  Effect of immobilization time on immobilized enzyme 
activity (n=3) 

 

根据图 6 可知, 固定化时间太长或太短都会对固定化

酶活力产生较大的影响。在实验中发现固定化酶活力在固

定化时间为 1、2、3 h 时平稳递增, 但固定化时间一旦超

过了 3 h, 固定化酶活力开始由急剧下降变成缓慢下降。由

此可知, 固定化时间为 3 h 时, 固定化酶的相对酶活力最

高。当固定化时间较短时, 小球固定化不充分, 导致 CaCl2

中的 Ca2+没有充分的时间来置换海藻酸钠中的 Na+, 因此

固定化酶活力会相对比较低。而当小球固定化时间较长, 

会导致小球的结构过于紧密, 底物的扩散阻力增大, 影响

了酶促反应速率。因此, 固定化时间为 3h 时最合适, 其最

适固定化时间与管悦等[19]报道一致。 

3.2.5  固定化细胞回收率的计算 

在单因素实验基础上, 以海藻酸钠浓度 4%、CaCl2 浓

度 3%、酶液量与海藻酸钠的体积比为 1:2、固定化时间为

3 h 为反应条件 , 测得此条件下固定化细胞回收率达

80.5%。 

3.3  正交实验 

在单因素实验基础上, 以海藻酸钠浓度、氯化钙浓

度、固定化酶液量与海藻酸钠体积比、固定化时间为考察

因素进行 L9(3
4)正交实验, 以获得最佳固定条件, 设计方

案与结果见表 2。由表 2 正交实验结果可知, 各因素的影

响顺序大小依次为: 酶液量与海藻酸钠体积比＞海藻酸钠

浓度＞固定化时间＞CaCl2 浓度。最佳组合为: 酶液量与海

藻酸钠为 1:3(V:V), 固定化时间 3 h, 海藻酸钠浓度 4%, 

CaCl2 浓度 3%, 固定化细胞回收率达到 85.78%, 可见优化

后的条件下固定化细胞回收率较高。 
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表 2  正交实验方案与结果 
Table 2  Orthogonal test scheme and results 

实验号 酶液量与海藻酸钠体积比 固定化时间/h 海藻酸钠浓度/% CaCl2 浓度/% 固定化细胞回收率/% 

1 1:3 2 3 2 78.12 

2 1:3 3 4 3 85.78 

3 1:3 4 5 4 74.49 

4 1:2 2 4 4 70.46 

5 1:2 3 5 2 64.16 

6 1:2 4 3 3 65.34 

7 1:1 2 5 3 48.48 

8 1:1 3 3 4 53.48 

9 1:1 4 4 2 61.76 

k1 79.46 65.69 65.65 68.01 

k2 66.65 67.81 72.67 66.53 

k2 54.57 67.20 62.38 66.14 

R 25.07 2.12 10.29 1.87 

 

4  结论与讨论 

本实验以海藻酸钠为载体通过包埋法固定硝基还原

假单胞菌 SP.001, 并通过单因素实验法分析得出固定化酶

活力随海藻酸钠浓度越大, 呈现先上升后下降的趋势, 海

藻酸钠浓度为 4%时, 固定化酶活力达到最大。可能原因为: 

海藻酸钠浓度较大时, 粘度过大成球困难。海藻酸钠浓度

较小时, 凝胶孔径较大, 会使细胞流失, 影响固定化细胞

酶活。因此在海藻酸钠浓度 4%时最适宜, 小球的凝胶孔

径、机械强度最佳, 相对酶活力最高。根据所得实验数据

显示: 固定化硝基还原假单胞菌所产的谷氨酰胺酶活力受

多种因素影响, 单因素实验中海藻酸钠和 CaCl2 的浓度分

别为 4%和 3%、酶液量与海藻酸钠为 1:2(V:V)、固定化时

间为 3 h 为最佳包埋条件。在上述条件下测得固定化细胞

回收率较高, 可达 80.5%。通过正交实验得出最佳组合为: 

酶液量与海藻酸钠为 1:3(V:V), 固定化时间 3 h, 海藻酸钠

浓度 4%, CaCl2 浓度 3%, 固定化细胞回收率达到 85.78%。

各因素的影响顺序大小依次为: 酶液量与海藻酸钠体积比

＞海藻酸钠浓度＞固定化时间＞CaCl2 浓度。本实验通过

单因素和正交实验研究了硝基还原假单胞菌的最佳固定化

包埋条件, 今后还需要进一步对固定化细胞的稳定性、重

复利用次数等进行研究, 为工业化生产固定化谷氨酰胺酶

提供良好基础。 
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