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重组大肠杆菌热稳定性过氧化氢酶的纯化及性质研究
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摘 要：将产热稳定性过氧化氢酶的重组大肠杆菌培养后菌体破碎得到的粗酶液经热处理、

硫酸铵分级沉淀、567648-9:;<-= 74>$ 离子交换层析、?@AB-9#/%C/$ A:-,D( 疏水作用层析、8+4
9-B<-="$$ ?E /$C#$ 凝胶层析提纯后得到电泳纯的酶，比酶活达到 />%"0FCGH。此酶的最适温

度为 1$I，最适 9?1J$，在 %$I保温 %$G@, 酶活力基本不变，在 9?# K 3 的范围内比较稳定。

此酶的 !G 和 "G;=分别为 1J1>GG’(CL 和 "1J3GG’(·G@,2 /·GH2 /。/GG’(CL 的 M," N 、O;" N 、P," N

可使该酶完全失活，QR.、.;.#、.;" 8"S!、巯基乙醇对酶活力有抑制作用，>$GG’(CL 的 65T7 不

影响酶活性。
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中图分类号：U>> 文献标识码：7 文章编号：$$$/4%"$0（"$$"）$#4$#!34$%

过氧化氢酶（:D<B’H-, 9-B’=@<-：:D<B’H-, 9-B’=@<- ’=@<’B-<+VW;X- 6R /) // ) / ) %）催化 ?"S"

分解为 ?"S 和 S" 的反应，几乎存在于所有好氧生活的生物体内，具有清除自由基、保护

细胞免受 S"
2 损害等保护生物机体的功能。过氧化氢酶广泛用于生物、医药、临床和食品

中的某些分析测定；在食品和乳制品工业、纺织工业、制浆和造纸工业、医疗器械的消毒、

葡萄糖酸的生产等方面也有越来越多的应用［/，"］。商品化的过氧化氢酶主要来源于牛肝、

微球菌和黑曲霉，最近 .’Y’ZDG-X 公司推出了遗传修饰生物（[PS）生产的过氧化氢酶商

品，用于纺织品的漂白工艺中。

酶的热稳定性及贮存稳定性是它能否大规模生产从而商品化的关键。从 /03% 年开

始，国内外都开始进行热稳定性的过氧化氢酶的筛选工作，发现了几种嗜热菌产生的过氧

化氢酶［/，#，!，>］。我们将嗜热脂肪芽胞杆菌产过氧化氢酶的基因 #$%& 与表达载体 9QQ""#4#
构建重组质粒，转化 ’ ) ()*+ 过氧化氢酶双缺突变株 FP"，获得重组大肠杆菌 FP"4/，能够

高效表达过氧化氢酶，在纺织工业和制浆造纸工业有潜在的应用价值。本文研究了该菌

产生的过氧化氢酶的纯化及性质。

! 材料和方法

!"! 主要仪器与试剂

&@\B; R-((TP超声波细胞破碎仪，O-V]G;, 高速冷冻离心机，岛津 F&4/"$4" 分光光度计；

A:;BG;V@; 7QT7 -=9(’B-B /$$ 层析仪；F&A 凝胶图像分析仪；567648-9:;<-= 74>$，?@AB-9#



!"#!$ %&’()*，+,-’./’0 1$$ 23 !$#4$ 为 %&5.65785 产品；9%:;，牛血清白蛋白，低分子量标准

蛋白（分子量范围 !<<$$ = ><?$$）从华美公司购买；胰蛋白胨，酵母提取物为 @0A8/ 公司产

品。其余试剂为国产分析纯。

!"# 菌种及培养方法

重组大肠杆菌 BC1D! 由本室构建。培养方法如下：从 E ?$F超低温冰箱保存的菌种

挑取一环重组大肠杆菌接入盛有 G$6H HI 培养基（含氨苄青霉素 !$$!J#6H）的 1G$6H 三

角瓶中，4?F 1$$.#68( 培养 !1 = !"&，然后以 !K接种量转接到含有 !$$6H HI 培养基的

G$$6H 三角瓶中，培养至 !""$$在 $L< = $L"，加入 9%:; 至终浓度 $L?G66A*#H，诱导培养 4&。

!"$ 过氧化氢酶活力测定［G，"］

在 ?$F用分光光度法测定，以加入 $L!6H 酶液的 1L>6H -2?L$ 的 G$66A*#H M21%@<D

N51%2@< 缓冲液作为对照，测定加入 $L!6H 酶液后含有 21@1 的 1L>6H -2?L$ 的 G$66A*#H

M21%@<DN512%@< 缓冲液（21@ 终浓度为 !$66A*#H）在 1<$(6 处光密度的减少值，取"1<$ O

<4L"H P 6A*E ! P 76E !计算酶活力。酶活力定义为每分钟分解 !!6A* 21@1 所需酶量为 ! 个

酶活力单位（B）。

!"% 蛋白含量测定［?］

按 HAQ.) 等人的方法进行，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

!"& 电泳分析［R］

酶的纯度用 +S+D聚丙烯酰胺凝胶电泳方法进行鉴定，分离胶浓度 RK，浓缩胶浓度

<K，考马斯亮蓝 3D1G$ 染色。

# 结果和分析

#"! 重组热稳定性过氧化氢酶的分离与纯化

#"!"! 粗酶液制备：将重组菌发酵液用 G$$$ P J 离心 !$68(，收集菌体，重悬于 $L$16A*#H
-2?L$ 的磷酸钠D磷酸钾缓冲液中，用超声波破碎仪 1$2T 破碎 !$68(，然后于 !G$$$ P J 离

心 !$68( 去除菌体碎片即得粗酶液。

#"!"# 热处理：在粗酶液中加入 SN5U’ #使终浓度达到 !$B#6H，4?F保温 4$68(，然后在

"GF保温 !$68(，!G$$$ P J 离心 !G68( 收集上清液。这步处理可去除 SNV 和部分杂蛋白。

#"!"$ 硫酸铵分级沉淀：向经热处理的粗酶液中加入 !$K饱和度的硫酸铵，离心去除沉

淀。在上清液中继续加入硫酸铵至 <GK饱和度，离心收集淀淀。

#"!"% SWVWD+’-&5/’0 VDG$ 离子交换层析：将沉淀物用 -2?L$ 的 $L$16A*#H 磷酸钠D磷酸

钾缓冲液溶解，室温下按酶与缓冲液 ! X !$$ 体积比透析脱盐，其间换缓冲液数次，脱盐后

酶液用 %W;DR$$$ 浓缩。然后将酶液加样到 SWVWD+’-&5/’0 VDG$ 柱（4G76 P <$76）上，用含

N5Y* 的 -2?L$ 的 $L$16A*#H 磷酸钠D磷酸钾缓冲液洗脱，N5Y* 的浓度梯度为 $ = $LR6A*#H，

流速 !6H#68(。收集具酶活的组分并脱盐浓缩。酶液经本步处理可去除大部分杂蛋白。

#"!"& 28%.’-!!"#!$ %&’()* 疏水作用层析：将上步获得酶液与 !6A*#H 硫酸铵的 -2?L$ 的

$L$16A*#H 磷酸钠D磷酸钾缓冲液 ! X ! 体积比混合，加样到 28%.’-! !"#!$ %&’()* 柱上，用含

有硫酸铵的 -2?L$ 的 $L$16A*#H 磷酸钠D磷酸钾缓冲液洗脱，硫酸铵的浓度梯度为 $LG =
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!"#$%&，流速 ’"&%"()。收集具有活性的组分并浓缩。结果发现重组过氧化氢酶疏水性很

强，在不含有硫酸铵的缓冲液中才能洗脱下来，可去除绝大部分杂蛋白。

!"#"$ *+,-./-01!! 23 ’!%4! 凝胶层析：将上步获得酶液加样到 *+,-./-01!! 23 ’!%4! 柱

上，用 ,256! 的 !6!1"#$%& 磷酸钠7磷酸钾缓冲液洗脱，流速 !68"&%"()，收集具有活性的组

分。将纯化各步获得酶液进行 *9*7聚丙烯酰胺凝胶电泳，各步加样量分别为 ’:!!;、
’4!!;、<!!;、<!;、4!;、!64!;，结果发现经过上述步骤的分离纯化，样品已达到电泳纯（图

’），亚基分子量约 :=!!!，与文献报道的天然酶分子量一致［4］。纯化过程中的酶活力及蛋

白含量变化见表 ’。

图 ’ 纯化过程中 *9*7>?@A 凝胶电泳图

B(;C’ *9*7>?@A ,DEE-.)F #G FD",$-F G.#" /(GG-.-)E FE-,F #G ,+.(G(HDE(#)

IC >.#E-()F "D.J-.；’ K =C L#..-F,#)/ E# FE-,F ’ K = () EDM$- ’ C

表 # 重组大肠杆菌热稳定性过氧化氢酶的纯化

NDM$- ’ >+.(G(HDE(#) #G EO-."#FEDM$- HDED$DF- G.#" .-H#"M()D)E ! C "#$% PI17’

*E-,
N#ED$ ,.#E-()

%";

N#ED$

DHE(Q(ER%P

*,-H(G(H DHE(Q(ER

%（P%";）
?HE(Q(ER

.-H#Q-.R%S

>+.(G(HDE(#)

G#$/

L.+/- -0E.DHE <44T C’ 88<:5’C= :4 C< ’!! C! ’ C!

2-DE E.-DE"-)E 4=<’ C4 84T=1TC4 ’1! C8 T: C= ’ C8

?""#)(+" F+$GDE- 4T: CT 4::!54C4 T51 CT :5 C! ’’ C5

9A?A7*-,OD/-0 ?7<! 1’C! 1!=811C! T:1T C= 8= C4 ’’5 C5

>O-)R$7D;D.#F- 5 CT :!!T’C: ’!’4:C1 ’: C! ’1’ C8

*+,-./-0 1!! 1 C: 845=’C< ’<=1TC’ T C: ’:5 C1

!"! 重组过氧化氢酶的某些性质

!"!"# 温度对酶活力的影响：分别在不同温度下按常规方法测定酶活力，结果发现，温度

对酶活力的影响较小，在 8!U K 5!U时 V’! 小于 ’6’，这与低温过氧化氢酶的结果类似。

结果表明重组酶反应的最适温度为 5!U（图 1），与文献报道的天然酶一致［4］。

!"!"! 酶的热稳定性：将酶液（蛋白含量为 4T!;%"&）在 4! K T!U分别保温 ’!"()、4!"()
和 =!"()，然后按常规方法测定酶活力，以最初的酶活力作为 ’!!S。结果表明该酶在
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图 ! 温度对酶活力的影响

"#$%! &’’()* +’ *(,-(./*0.( +1 /)*#2#*3

456以下非常稳定，保温 45,#1 酶活力基本

不变。温度在 756以上酶失活较快，756保

温 45,#1 酶活尚有 458 左 右；而 956 保 温

:5,#1 酶活已损失 ;58；<56保温 :5,#1 酶活

损失约 758，保温 =5 > 45,#1 酶活几乎损失

殆尽（图 =）。

图 = 重组过氧化氢酶的稳定性

"#$%= ?@(.,/A B*/C#A#*3 +’ .()+,C#1/1* )/*/A/(
———! D1)0C/*#+1 ’+. :5 ,#1；———" D1)0C/*#+1 ’+. =5,#1；

———# D1)0C/*#+1 ’+. 45,#1%

!"!"# -E 对酶活力的影响：用 -E=F5 > 9F5
5F5!,+AGH 的 I/!EJK;L柠 檬 酸 缓 冲 液 和

-E<F5 > :5F5 5F5!,+AGH 的甘氨酸LI/KE 缓冲

液分别配制底物，按常规方法测定酶活力，结

果（图 ;）表明酶的最适 -E 为 7F5，-E 低于 M
时酶的催化反应几乎不能进行，而文献报道

天然酶的最适 -E4F5［=］。

!"!"$ -E 稳定性：将酶液（蛋白含量为 =<!$G,H）与 -E=F5 > 9F5 5F5!,+AGH 的 I/!EJK;L柠
檬酸缓冲液和 -E<F5 > :5F5 5F5!,+AGH 的甘氨酸LI/KE 缓冲液混合，室温放置 !;@，按常规

方法测定酶活力。结果表明酶在 -E= > 9 的范围内是比较稳定的，在 -EM > 7 的范围内酶

活损失很小（图 M）。

图 ; -E 对酶活力的影响

"#$%; &’’()* +’ -E +1 /)*#2#*3 图 M 重组过氧化氢酶的 -E 稳定性

"#$%M -E B*/C#A#*3 +’ .()+,C#1/1* )/*/A/B(

! %! %& 酶的动力学参数：以 !FM、M、7FM、:5、:!FM、:M,,+AGH 的 E!K! 作为底物，测定酶活

力，用 H#1(N(/2(.LO0.P 双倒数作图法（图 4），求得 !, 值为 7F7M,,+AGH，",/Q 为 !7F9,+A·

,#1R :·,$R :，与天然酶的 !, 值为 7FM 基本一致［=］。

:M== 期 王凡强等：重组大肠杆菌热稳定性过氧化氢酶的纯化及性质研究



图 ! 重组过氧化氢酶的双倒数图

"#$%! &#’()(*+(,-./0 1234 35 46( /(7389#’*’4 7*4*2*:(

!"!"# 金属离子和其它化合物对酶活力的

影响：将各种化合物配成溶液与酶液（蛋白含

量为 ;<!$=8&）在室温放置 >6，然后按常规方

法测定酶活力，结果见表 >。实验表明铜离

子有微弱的激活作用，许多金属离子有强烈

的抑制作用，如 ?’> @ 、-*> @ 、A’> @ 等 B8832=&
就 可 使 酶 活 力 完 全 丧 失。 CDE、E*E;、

E*>F>GH、巯 基 乙 醇 对 酶 活 力 有 抑 制 作 用。

IJ8832=& 的 KLMN 对酶活力没有影响。

表 ! 金属离子及其它化合物对酶活力的影响

M*92( > K55(74 35 :38( 73813.’O: *’O 8(4*2 #3’: 3’ *74#+#4P

D3813.’O: *’O #3’ D3’7(’4/*4#3’=（8832=&） Q(2*4#+( *74#+#4P=R

73’4/32 = BJJ %J
D.> @ B BJ! %S
"(> @ B BB %H
"(; @ B < %B
?’> @ B J %J
D3> @ B <J %<
A$> @ B <T %T
-*> @ B J %J
D*> @ B HJ %<
A’> @ B J %J
KLMN BJ BJJ%J

IJ BJJ%J
CDE J%JB >> %T

J %B ! %S
E*E; B HJ %<

BJ J %J
E*>F>GH B SJ %I
>,A(/7*143(46*’32 B J %J

$ 讨论

微生物酶的分离纯化历来是酶

学研究中最为重要同时也最棘手的

问题，尤其是对分子量较大的酶更

是如此，如果是金属酶则更加麻烦。

而大多数过氧化氢酶的分子量都在

>U> V >UT W BJI 之间，具有 H 亚基，

含有金属铁；另一类过氧化氢酶不

含铁，而含锰，具有 H 或 ! 个亚基，

亚基分子量大约 ;UI W BJH；还有一

类与嗜热脂肪芽孢杆菌过氧化氢酶

类似，含有铁，具有 > 个亚基，亚基

分子量在 S W BJH 多。从原始菌中

提纯过氧化氢酶步骤较繁琐，活力

回收较低。而我们将嗜热脂肪芽孢

杆菌的过氧化氢酶基因克隆进大肠

杆菌，表达的过氧化氢酶的量占可溶性蛋白的 BJR V >JR，纯化较为容易，经过热处理、

硫酸铵分级沉淀和离子交换层析，酶已去除了绝大部分杂蛋白，收率接近 IJR，比酶活提

高约 B>J 倍。

重组酶具有良好的热稳定性和 1X 稳定性，最适温度为 TJY，最适 1XTUJ，与天然酶比

较接近。比已发现的来源于嗜热链霉菌的过氧化氢酶热稳定性要好，但比来源于 !"#$%&’
属的细菌稍差，而目前发现的该属细菌所产过氧化氢酶均为含锰过氧化氢酶。重组酶与

目前的商品过氧化氢酶（来源于牛肝、微球菌、黑曲霉以及近年 E3+3ZP8( 公司的遗传修饰

生物 [AG）相比具有热稳定性好的优势，具有大规模生产的潜力。

我们发现金属离子强烈抑制该酶活性，?’> @ 、-*> @ 、A’> @ 等 B8832=& 就可使酶活力完

全丧失，二价和三价铁离子和钙离子也有较强的抑制作用，低浓度的 KLMN 不抑制酶活。

>I; 微 生 物 学 报 H> 卷



这一现象在过氧化氢酶中尚未见报道。与已报道的嗜热链霉菌的过氧化氢酶完全不同：

!"# $ 和 %&’ $ 对该酶有激活作用，()’ $ 、*)’ $ 不影响酶活力，+,-. 强烈抑制酶活力［/］。已

报道的 !"#$%&’#&(")’*% +’,*% 的锰过氧化氢酶也不受低浓度（0112345）+,-. 的抑制，但没

有相关金属离子的报道［6］。由此可见，不同来源的过氧化氢酶对金属离子等因素的需求

和反应差别很大。而这一现象与产气气杆菌中得到的 & 乙酰乳酸脱羧酶的类似［78］。
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