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摘   要：【目的】利用融合自组装双亲短肽策略对源自枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的过

氧化氢酶 KatA 进行改性，以强化重组过氧化氢酶在工业中的应用适应性。【方法】将自组

装 双 亲 短 肽 S1vw 通 过 连 接 肽 PT-linker 融 合 在 KatA 的 N 端 ， 构 建 重 组 质 粒

pHT254-S1vw-PT-katA，将其与携带天然酶基因的 pHT254-katA 分别转入枯草芽孢杆菌

WB800N 中进行分泌表达，之后将分离纯化得到的纯酶进行酶学性质研究。【结果】成功构

建出工程菌并将胞外粗酶液通过乙醇沉淀、DEAE 阴离子交换层析、疏水层析和凝胶过滤层

析 4 步纯化，最终获得电泳纯的重组酶蛋白。酶学性质研究结果显示，融合酶 S1vw-PT-KatA
和天然酶 KatA 的最适反应温度均为 30 °C，最适反应 pH 值均为 11.0。然而，融合酶在 pH 12.0
下孵育 30 min 的相对酶活为 77.3%，是相同处理条件下天然酶相对酶活的 14.9 倍，在 65 °C
和 70 °C 下孵育 30 min 的相对酶活分别为 19.8%和 17.5%，是相同处理条件下天然酶相对酶

活的 1.8 倍和 1.7 倍。此外，融合酶在 4 °C 储存 14 d 后相对酶活为 88.6%，而天然酶仅具有

44.3%的相对酶活。同时，融合酶的 kcat/Km 提高到天然酶的 2.3 倍。【结论】融合自组装双

亲短肽 S1vw 提高了重组过氧化氢酶 KatA 的 pH 稳定性、温度稳定性、储存稳定性和催化效

率，不仅获得了催化效率和应用适应性改良的重组酶蛋白，为针对过氧化氢酶的进一步分子

改造提供了策略参考和实验依据，而且促进了其在工业上的规模化制备和应用。  
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Abstract: [Objective] In this study, we fused a catalase KatA from Bacillus subtilis with a self-assembling 
amphipathic peptide to improve its adaptability in industrial production. [Methods] S1vw-PT-katA and katA 
were cloned into pHT254 to yield the constructs pHT254-S1vw-PT-katA and pHT254-katA, respectively, 
which were separately introduced into B. subtilis WB800N for expression. The recombinant enzymes were 
then purified and characterized. [Results] The purified enzymes were acquired from the extracellular crude 
extract of the engineering bacteria through a four-step procedure consisting of ethanol precipitation, DEAE 
anion exchange chromatography, hydrophobic chromatography, and gel filtration chromatography. The 
fused enzyme S1vw-PT-KatA and natural enzyme KatA exhibited maximum activity at 30 °C and pH 11.0. 
However, the relative activity of the S1vw-PT-KatA incubated at pH 12.0 for 30 min was 77.3%, which was 
14.9 times that of KatA under the same conditions. The relative activities of S1vw-PT-KatA incubated at 
65 °C and 70 °C for 30 min were 19.8% and 17.5%, respectively, which were 1.8 and 1.7 times that of 
KatA. The relative activity of S1vw-PT-KatA stored at 4 °C for 14 days was 88.6%, while that was only 
44.3% for KatA. Meanwhile, the kcat/Km value of S1vw-PT-KatA was 2.3 times that of KatA. [Conclusion] 
Fusing with a self-assembling amphipathic peptide S1vw can improve the pH stability, thermostability, 
storage stability, and catalytic efficiency of recombinant KatA. This finding provides a potential strategy for 
the modification, large-scale production, and application of catalase. 

Keywords: catalase; fusion expression; self-assembling amphipathic peptide; enzymatic properties 
 

过氧化氢酶(EC 1.11.1.6)是一种普遍存在

于动植物和微生物细胞内的氧化还原酶，能高

效催化过氧化氢分解为 O2 和 H2O，阻止其转化

为具有较强细胞毒性的羟基自由基(·OH)，从而

保护机体免受氧化损伤。同时，过氧化氢酶作

为一种重要的工业酶制剂，在食品、医疗和纺

织等领域具有重要的应用[1−3]，如在食品领域，

过氧化氢酶可用于去除食品加工过程中残留的

助剂过氧化氢，并且作为抗氧化剂去除啤酒和

饮料中的活性氧，提高食品的保鲜效果，还可

作为烘焙食品的疏松剂[4−8]；在医疗领域中，过

氧化氢酶可用于分解医疗器械消毒过程中残留

的 H2O2；在纺织工业中，经常在高于 50 °C 的

碱性环境下(pH>9.0)使用过氧化氢对纺织物进

行漂白，残留的过氧化氢对后续纺织物的染色

效果和下游废水处理都造成不利影响，传统的

高温水洗法存在去除效率低、能耗高、可控性

差等缺点，而基于过氧化氢酶的生物催化法能

克服上述缺点，具有去除效率高、能耗低和环

保安全等优势[9−11]。由于目前食品、医药和纺织

等行业对过氧化氢酶的需求量逐年增加[12−13]，

而商品化的过氧化氢酶主要从牛肝中提取，因

其稳定性差、催化效率不高，导致当前过氧化

氢酶的生产和使用成本较高，严重阻碍其大规

模应用。通过微生物重组表达过氧化氢酶有利

于提高其产量，但过氧化氢酶经常需要在高温
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和碱性条件下使用，这对重组过氧化氢酶的应

用适应性提出了更高的要求。因此，对过氧化

氢酶进行改性以提高其稳定性和催化效率，并

且利用生长周期短、容易放大生产的微生物进

行重组表达，可以有效降低其生产和使用成本，

具有良好的应用前景。 
通过蛋白质工程对酶蛋白进行改造主要包

括基于定点突变技术的理性设计和依赖随机突

变结合高通量筛选的定向进化，其中理性设计

需要对酶蛋白的结构功能关系有深入理解，而

定向进化需要构建文库并且建立合适的高通量

筛选方法，往往在短时间内难以获得所需特性

的突变体[14−15]。融合标签技术是上述手段的有

力补充，能够在无需晶体结构信息的条件下快

速获得酶学性质改良的酶蛋白，具有较高的分

子改造效率[15−16]。目前，已报道在微生物系统

中对重组过氧化氢酶的改造工作主要包括将源

自短小芽孢杆菌 ML413 的过氧化氢酶通过引

入二硫键得到了温度稳定性改善、催化效率提

高 40%的突变体，以及利用基于 PoPMuSiC 算

法的理性设计提高了过氧化氢酶的温度稳定性

和催化效率[17−18]。然而，目前缺少利用融合标

签技术对过氧化氢酶进行改造的研究工作。自组

装双亲短肽(self-assembling amphipathic peptide，

SAP)是一类由亲水和疏水氨基酸按一定规律分

布，能自组装成有序的纳米结构的短肽。近年

研究发现，通过融合 SAPs 能够改进一些工业酶的

稳定性和催化活性，如 Lu 等将 6 种 SAPs 分别融

合到脂肪氧合酶的 N 末端，使该酶的热稳定性提

高了 2.3−3.6 倍，催化效率提高了 1.0−2.8 倍[19]；

Liu 等通过将自组装双亲短肽 ELK16 和 EAK16

融合到腈水合酶的 N 末端提高了其在 50 °C 下

的热稳定性[20]；Yang 等将 6 种 SAPs 与碱性淀

粉酶融合表达，筛选出酶学性质改良的融合酶

AmyK-p1，其比活力提高到天然酶的 4.1 倍，

60 °C 的热稳定性提高到天然酶的 2 倍[21]。上述

研究工作不仅表明 SAP 在工业酶的改性方面具

有较好的应用潜力，而且丰富了现有融合标签

的种类，并且扩展了融合标签技术在酶工程领

域中的应用范围。 

本研究采用近期文献报道的具有改进酶蛋

白的稳定性和分离性能的自组装双亲短肽标签

S1vw (HNANARARHNANARARHNANARAR 
HNARARAR)[22]，以源自食品安全级微生物枯

草芽孢杆菌的过氧化氢酶 KatA 为研究对象，将

S1vw 通过连接肽 PT-linker (PTPPTTPTPPTTPT 

PTP)与 KatA 进行融合，构建重组质粒转入枯

草芽孢杆菌 WB800N 中进行表达，通过对胞外

粗酶液进行分离纯化得到纯酶，进一步将 S1vw

融合酶与天然酶进行酶学性质研究和对比分

析，从而为针对过氧化氢酶分子改造的应用  

基础研究提供参考，促进其在工业上的规模化

应用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli) DH10B、枯草芽

孢杆菌 WB800N、质粒 pMDTM19 T (Simple)- 

katA 和质粒 pHT254 均为本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂 
氨苄青霉素、氯霉素、异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside，IPTG)、

SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、

SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒、BCA 蛋白质

定量检测试剂盒均购自生工生物工程(上海)股

份有限公司。经枯草芽孢杆菌密码子优化后的

S1vw-PT-katA 短片段由苏州泓迅生物科技股份
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有限公司合成。PrimeSTAR® HS DNA Polymerase、

DNA 和蛋白质相对分子质量标准品均购自宝

生物工程(大连)有限公司。DEAE Sepharose Fast 

Flow 阴离子交换层析填料、Phenyl SepharoseTM 

CL-4B 疏水层析填料和 Sephacryl S-200 HR 凝

胶过滤层析填料均购自 GE 公司。其他化学试

剂购自天津市科密欧化学试剂有限公司。本研

究所需引物合成和基因测序工作均由华大基因

完成。 
1.1.3  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

粉 5.0，NaCl 10.0，pH 7.2。LB 固体培养基为

在 LB 液体培养基中加入 1.5%琼脂。枯草芽孢

杆菌发酵培养基(g/L)：胰蛋白胨 16.0，酵母粉

10.0，NaCl 5.0，葡萄糖 20.0，NaNO3 10.0，
MgSO4·7H2O 0.50 ， Na2HPO4 9.52 ， KH2PO4 
0.60，FeSO4·7H2O 0.002 5，pH 7.25。枯草芽孢

杆菌感受态细胞制备所需溶液包括生长培养

基、电转培养基和复苏培养基。生长培养基

(g/L)：NaCl 10.0，胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，
山梨醇 90.0，pH 7.2。电转培养基(g/L)：山梨

醇 90.83，甘露醇 90.83，甘油 10%。复苏培养

基(g/L)：山梨醇 90，甘露醇 69，NaCl 10，胰

蛋白胨 10，酵母浸粉 5。缓冲液 A：磷酸氢二

钠-磷酸二氢钠 50 mmol/L，pH 7.0；缓冲液   
B：磷酸二氢钾-磷酸氢二钠 66.67 mmol/L，   
pH 8.34。 

1.2  主要仪器 
Milli-Q 超纯水过滤系统，Cogent μScale 

TFF System，Millipore 公司；HITACHI-CR21GⅢ
超速冷冻离心机，日立(中国)有限公司；TGL-16
高速台式冷冻离心机，湘仪离心机仪器有限公

司；通用型垂直电泳仪，生工生物工程(上海)
股份有限公司；Infinite F50 酶标仪，TECAN 公

司；PCR 仪、电转仪，Eppendorf 公司；NanoVue 

plus 超微 量紫外分光光度计、 ImageQuant 
LAS4000 凝胶成像分析系统，通用电气(中国)
有限公司；紫外分光光度计，上海元析仪器有

限公司。 

1.3  重组工程菌的构建 
本研究所用引物序列如表 1 所示。利用 RF

克隆技术(restriction-free cloning)[23]构建重组质

粒 pHT254-katA，首先以实验室前期构建的携

带源自枯草芽孢杆菌 168 的 katA 基因的质粒

pMDTM19 T (Simple)-katA 为模板，利用引物

P1/P2 进行 PCR 扩增带有 pHT254 载体同源臂

的 katA 基因片段。PCR 扩增产物用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测后利用胶回收试剂盒回收目的基

因片段，之后以 pHT254 载体为模板进行第二

轮 PCR 反应，反应结束后加入限制酶 Dpn Ⅰ分解

模板质粒并利用电转化法将反应产物转化大肠

杆菌 DH10B 感受态细胞，涂布于含 100 μg/mL

氨苄青霉素的 LB 固体平板上。挑取单菌落利

用菌落 PCR 技术筛选阳性克隆后进一步培养，

提取质粒后进行基因测序。测序正确的重组质

粒命名为 pHT254-katA。对于重组质粒 pHT254- 

S1vw-PT-katA 的构建，首先由苏州泓讯生物科

技股份有限公司合成一段长度为 276 bp 含有

S1vw-PT 基因序列(5′端带有部分 amyQ 信号肽

序列，3′端带有部分 katA 上游序列)的短片段，

利用引物 P3/P4 进行 PCR 扩增使其带有载体同

源序列，进一步以 pHT254-katA 质粒为模板进

行第二轮 PCR 扩增，反应结束后进行限制酶

Dpn ⅠI 消化反应后利用电转化法将消化产物转化

大肠杆菌 DH10B 感受态细胞，涂布于含 100 μg/mL

氨苄青霉素的 LB 固体平板上。挑取单菌落利

用引物 P5/P6 进行菌落 PCR 鉴定并将阳性单克

隆继续培养，提取质粒后进行测序，测序正确的

重组质粒命名为 pHT254-S1vw-PT-katA。 
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表 1  本文所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primers  Primer sequences (5′→3′) 
P1 GCCGATTACAAAAACATCAGCCAGTTCAAATAAACTGACAACTAGCTGG  
P2 GTGATGGTGATGAGCGACGTCTTAAGAATCTTTTTTAATCGGCAATCCAAGG 
P3 ATGATTCAAAAACGAAAGCGGACAGTTTCGTTCAGACTTG 
P4 GTCCGCGAGAACCGGCAGTCATTGAGTTTTGATTATCTCCAAC 
P5 TGATGACCTCGTTTCCACCG 
P6 CCGATATTAGCCTCGTATGTTTCA 

 
将构建正确的重组质粒 pHT254-katA 和

pHT254-S1vw-PT-katA 通 过 电 转 化 法 转 入

WB800N 感受态细胞中。首先制备枯草芽孢杆

菌 WB800N 感受态细胞[24]：(1) 将枯草芽孢杆

菌 WB800N 甘油菌划线于 LB 固体平板上，

37 °C 倒置培养 14 h；(2) 用接菌环挑取生长状

态良好的单菌落接种至 5 mL LB 液体培养基，

37 °C、200 r/min 培养 14 h；(3) 取步骤(2)培养

所得菌液 2 mL 加入 100 mL 生长培养基中，

37 °C、200 r/min 培养至 OD600达到 0.5−0.8；(4) 将
步骤(3)所得菌液冰浴 10 min 后，于 4 °C、5 000 r/min
离心 8 min 收集菌体沉淀；(5) 用预冷的电转培

养基重悬菌体，于 4 °C、5 000 r/min 离心 8 min
收集菌体沉淀，重复进行 4 次步骤(5)的实验操

作；(6) 用 1 mL 电转培养基重悬菌体后，每管

分装 80 μL 用于后续电转或−80 °C 冷藏。之后

将重组质粒利用电转化法转入枯草芽孢杆菌

WB800N 感受态细胞中，电转化条件为：取 1 μg
重组质粒加入 80 μL 枯草芽孢杆菌 WB800N 感

受态细胞，在电压 2 500 V，5 ms 条件下进行电

击转化，之后迅速倒入复苏培养基并于 37 °C、

200 r/min 培养 6 h，涂布于含 5 µg/mL 浓度氯霉

素的 LB 固体平板上。挑取单菌落进行菌落 PCR
鉴定后得到阳性工程菌。 

1.4  重组工程菌的诱导表达 
挑取重组工程菌单菌落接种于5 mL含5 µg/mL

氯霉素的 LB 液体培养基中，37 °C、200 r/min

培养 14 h 得到种子液。将种子液以 3% (V/V)比
例转入含 5 µg/mL 氯霉素的发酵培养基中进行

扩大培养，37 °C、200 r/min 培养至菌体 OD600

达到 0.6−0.8 时，加入终浓度为 1 mmol/L 的

IPTG，在 30 °C、200 r/min 条件下培养 40 h 进

行诱导表达。 

1.5  天然酶和融合酶的分离纯化 
将诱导表达后分别含有天然酶和融合酶的

发酵液在 10 000 r/min 下离心 10 min，分别收

集上清液进行超滤浓缩。将超滤浓缩后的样品

在冰水混合物中充分预冷后，缓慢加入预冷的乙

醇至总体积的 80%，在冰水混合物中静置 45 min
后于 10 000 r/min 离心 30 min 得到含有目的蛋

白的沉淀组分。之后将含有天然酶 KatA 的乙醇

沉淀组分利用缓冲液 A 复溶，将含有融合酶的

乙醇沉淀组分利用缓冲液 B 复溶，将复溶后样

品于 10 000 r/min 离心 30 min 去除未溶解的沉

淀后，将上清液上样于 DEAE 阴离子交换层析

柱。对于 KatA 首先用 10 倍柱体积的缓冲液 A
充分清洗色谱柱以除去未结合的杂蛋白，之后

用含有 0−1 mol/L NaCl 的缓冲液 A 进行线性梯

度洗脱；对于 S1vw-PT-KatA 首先用 10 倍柱体

积的缓冲液 B 充分清洗色谱柱以除去未结合的

杂蛋白，之后用含有 0−1 mol/L NaCl 的缓冲液

B 进行线性梯度洗脱。将洗脱样品中含有目的

蛋白的组分收集合并后进行透析以去除 NaCl，
之后向含有天然酶和融合酶的样品中分别加入
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等体积的含 2 mol/L (NH4)2 SO4 的缓冲液 A，  
10 000 r/min 离心 40 min 去除不溶性沉淀，之

后上样于 Phenyl SepharoseTM CL-4B 疏水层析

柱，利用含 1 mol/L (NH4)2 SO4 的缓冲液 A 清

洗层析柱以除去未结合的杂蛋白，之后利用含

0−1 mol/L (NH4)2 SO4 的缓冲液 A 进行线性梯度

洗脱，将含有目的蛋白的组分收集合并后进行

透析和超滤浓缩，之后上样于 Sephacryl S-200 
HR 凝胶过滤层析柱，利用缓冲液 A 缓冲液进

行洗脱，收集含目的蛋白的组分进行超滤浓缩，

之后利用 SDS-PAGE 电泳对样品进行检测分

析。利用 BCA 蛋白质定量检测试剂盒对纯酶进

行定量检测。 

1.6  酶活力的测定 
利用分光光度法检测重组过氧化氢酶的酶

活力[25]，将 0.1 mL 酶液加入 0.9 mL 含 10 mmol/L 

H2O2 的 50 mmol/L 磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓

冲液(pH 7.0)中，在 37 °C 反应 2 min，测定   

240 nm 处吸光度的变化并计算酶活力。酶活力

单位的定义为：37 °C 下每分钟分解 1 μmol 

H2O2 所需的酶量为一个酶活力单位。 

1.7  天然酶和融合酶的最适反应 pH 和 pH
稳定性的测定 

最适反应 pH 的测定：将 0.1 mL 纯酶加入

0.9 mL 含 10 mmol/L H2O2 的不同 pH (pH 

4.0−6.0 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液；pH 6.0−8.0

磷 酸 氢 二 钠 - 磷 酸 二 氢 钠 ； pH 8.0−9.0 的

Tris-HCl；pH 9.0−10.0 碳酸钠-碳酸氢钠；pH 

10.0−11.0 的碳酸氢钠-氢氧化钠；pH 11.0−12.0

磷酸氢二钠-氢氧化钠)缓冲液中，于 37 °C 反应

2 min 后测定酶活力，以最高酶活力值作为

100%。pH 稳定性的测定：将纯酶在 pH 4.0−12.0

条件下于 30 °C 孵育 30 min 后在最适反应条件

下检测酶活力，以最高酶活力值作为 100%。 

1.8  天然酶和融合酶的最适反应温度和温

度稳定性的测定 
最适反应温度的测定：取 0.1 mL 酶液加入

0.9 mL 含 10 mmol/L H2O2 的 pH 11.0 磷酸氢二

钠-氢氧化钠缓冲液中，分别在 25、30、35、40、
45、50、55、60、65、70 °C 下反应 2 min 后测

定酶活力，以最高酶活力值为 100%。温度稳定

性的测定：将纯酶分别在 25−70 °C 条件下孵育

30 min，之后迅速冰浴冷却后于最适反应条件

下测定酶活力，以最高酶活力值作为 100%。 

1.9  天然酶和融合酶的动力学参数测定 
分别将天然酶和融合酶在最适反应条件下，

于不同浓度过氧化氢底物(2.5、4、5、8、10、20、
30、40、50、60、70、80 mmol/L)中进行催化反

应并计算反应初速度，利用 GraphPad Prism5.0
基于 Michaelis-Menten 方程进行非线性拟合得到

动力学参数 Km和 Vmax，计算得到 kcat 和 kcat/Km。 

1.10  金属离子对天然酶和融合酶酶活力

的影响 
用去离子水配制含不同金属盐的浓缩液，

用 50 mmol/L pH 7.0 磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓

冲液稀释后与纯酶混合，使金属离子终浓度为

1 mmol/L，于 30 °C 孵育 10 min 后测定酶活力。以

未加入上述金属离子的酶液的酶活力作为 100%。 

1.11  天然酶和融合酶的储存稳定性 
将天然酶和融合酶纯酶在 50 mmol/L pH 

7.0 磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液中于 4 °C 储

存。在不同时间点取样测定酶活力，以初始酶

活力作为 100%。 

2  结果与分析 
2.1  重组表达载体的构建 

SAPs 是一类由亲水和疏水性氨基酸按照

一定规律组成的短肽，能在特定条件下自组装

成有序的纳米结构 [14 ,26]，文献报道末端融合
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SAPs 能改进多种酶蛋白的稳定性[20−22,27]。本研

究选取自组装双亲短肽 S1vw 与过氧化氢酶融

合表达，文献已报道通过融合 S1vw 不仅改进

了碱性果胶酶、脂肪氧合酶和 GFP 的稳定性，

而且能使上述蛋白通过镍柱进行纯化，提高了

目的蛋白的分离性能 [19 ,28−29]。因此本研究将

S1vw 通过连接肽 PT-linker 与过氧化氢酶基因

进行融合，将融合基因构建于携带严谨型强启

动子 Pgrac100 和 amyQ 信号肽的 pHT254 表达

载体中 [ 3 0 ] (图 1 )，之后转入枯草芽孢杆菌

WB800N 中构建相应工程菌。首先利用 RF 克

隆技术构建重组表达载体 pHT254-katA，通过

第一轮 PCR 扩增出带有 pHT254 载体同源臂的

katA 基因，利用琼脂糖凝胶电泳和胶回收试剂

盒回收扩增片段，结果如图 2A 所示，扩增产物

在约 1 500 bp 显示为单一条带，与预期产物长度

1 492 bp 相一致。以其为长引物与模板 pHT254
载体进行第二轮 PCR 反应，构建出重组表达载

体 pHT254-katA。之后进行融合基因的构建：利

用全基因合成技术得到带有 S1vw-PT 序列(5′端
带有部分 amyQ信号肽序列，3′端带有部分 KatA
上游序列)的短片段，通过第一轮 PCR 扩增   
出带有载体同源臂的短片段，利用琼脂糖凝胶

电泳和胶回收试剂盒进行回收，结果如图 2B 

 

 
 

图 1  重组表达载体构建示意图 
Figure 1  Schematic diagram of construction of the recombinant expression vector. A: pHT254-katA; B: 
pHT254-S1vw-PT-katA. 
 

 
 

图 2  PCR 产物琼脂糖凝胶电泳分析 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis analysis of PCR products. M: DNA marker; lane 1: katA gene; lane 2: 
partial gene fragment of S1vw-PT-katA.    
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所示，扩增产物在 250−500 bp 之间显示为单一条

带，与预期产物长度 319 bp 相一致。将其作为第

二轮 PCR 反应的长引物，以 pHT254-katA 为模板

进行第二轮 PCR 反应，构建出重组表达载体

pHT254-S1vw-PT-katA。将上述重组表达载体转化

大肠杆菌后利用 pHT254 载体的通用引物进行菌

落 PCR 鉴定，结果如图 3A、3B 所示，分别在 1 
500−2 250 bp 和约 2 000 bp 处扩增出单一条带，分

别与预期产物长度 1 860 bp 和 2 007 bp 大小一致。

将菌落 PCR 鉴定正确的大肠杆菌培养后提取质粒

进行基因测序，测序正确的重组表达载体标记为

pHT254-katA 和 pHT254-S1vw-PT-katA。 

2.2  天然酶和融合酶的诱导表达与分离 
纯化 

分别将重组表达载体 pHT254-katA 和

pHT254-S1vw-PT-katA 通过电转化法转入枯草

芽孢杆菌 WB800N 感受态细胞中并进行菌落 PCR
鉴定，结果如图4A、4B所示，成功构建了WB800N/ 
pHT254-katA 和 WB800N/pHT254-S1vw- PT-katA 工

程菌。将重组工程菌进行摇瓶培养，并且在

30 °C 以 1 mmol/L 终浓度的 IPTG 进行诱导表

达。将 WB800N/pHT254-katA 工程菌诱导表达

后的胞外粗酶液依次利用乙醇沉淀、DEAE 离

子交换层析、疏水层析和凝胶过滤层析进行分

离，纯化产物利用 SDS-PAGE 检测，结果如图

5A 所示，经过分离纯化在 54.66 kDa 处显示相

应目的条带，表明成功纯化到重组过氧化氢酶

KatA。由于文献报道 S1vw 与特定酶蛋白融合

后能够利用镍柱进行分离纯化，因此首先将

WB800N/pHT254-S1vw-PT-katA 工程菌的胞外粗

酶液尝试利用镍柱进行纯化，但发现目的蛋白与

填料的结合效率不高，因此采用乙醇沉淀、DEAE
离子交换层析、疏水层析和凝胶过滤层析进行纯

化，并且成功纯化到了目的蛋白 S1vw-PT-KatA 
(图 5B)。值得注意的是，在 DEAE 阴离子交换层

析过程中，经过分析计算得出融合酶的理论等电

点为 7.51，而天然酶的理论等电点为 6.01，因此

针对含有融合酶的样品采用了更高 pH 的缓冲液

进行上样，同时发现需要更高浓度的 NaCl 才能将

融合酶大量洗脱。重组 KatA 纯酶的比活力为 23 
107 U/mg，S1vw-PT-KatA 纯酶的比活力为 19 717 
U/mg，表明融合 S1vw 和连接肽 PT-linker 导致融

合酶的比活力有所下降。经蛋白定量和计算分析，

采用 1 L 培养基进行摇瓶发酵，可以通过上述

 
 

 

 
 

图 3  转化重组质粒工程菌 E. coli DH10B 的菌落 PCR 鉴定 
Figure 3  Colony PCR identification of engineering strain E. coli DH10B transformed with recombinant 
plasmid. M: DNA marker; 1: pHT254-katA; 2: pHT254-S1vw-PT-katA. 
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图 4  转化重组质粒工程菌枯草芽孢杆菌 WB800N 的菌落 PCR 鉴定 
Figure 4  Colony PCR identification of engineering strain B. subtilis WB800N transformed with 
recombinant plasmid. M: DNA marker; 1: pHT254-katA; 2: pHT254-S1vw-PT-katA. 

 

 
 

图 5  天然酶 KatA 和融合酶 S1vw-PT-KatA 分离纯化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of separation and purification of natural enzyme KatA and fusion enzyme 
S1vw-PT-KatA. A: SDS-PAGE analysis of natural enzyme KatA. M: protein marker; 1: fermentation broth; 2: 
samples after ethanol precipitation; 3−7: samples after DEAE-Sepharose anionic exchange chromatography 
(3: flow through; 4: 0−300 mmol/L NaCl fraction; 5: 300−400 mmol/L NaCl fraction; 6: 400−520 mmol/L 
NaCl fraction; 7: 520−550 mmol/L NaCl fraction; 8: samples after hydrophobic chromatography; 9: samples 
after gel filtration chromatography. B: SDS-PAGE analysis of fusion enzyme S1vw-PT-KatA. M: protein 
marker; 1: fermentation broth; 2: samples after ethanol precipitation; 3−7: samples after DEAE-Sepharose 
anionic exchange chromatography (3: flow through; 4: 0−670 mmol/L NaCl fraction; 5: 670−730 mmol/L 
NaCl fraction; 6: 730−780 mmol/L NaCl fraction; 7: 780−950 mmol/L NaCl fraction); 8: samples after 
hydrophobic chromatography; 9: samples after gel filtration chromatography. 

 

纯化过程从胞外上清液中纯化得到 0.14 mg 

KatA 纯酶和 0.61 mg S1vw-PT-KatA 纯酶，因此

后续研究工作可以对培养条件进行优化或采用

高密度发酵手段进一步提高纯酶的产量。 

2.3  融合 S1vw 对过氧化氢酶最适反应 pH
和 pH 稳定性的影响 

将天然酶和融合酶纯酶进行酶学性质表征，

首先在 pH 4.0−12.0 条件下检测二者的酶活力，结

果如图 6A 所示，天然酶和融合酶在 pH 4.0−12.0
范围内均显示出酶活力，并且均在 pH 11.0 具有最

高酶活力。此外，pH 稳定性检测结果显示，天然

酶 KatA 在 pH 7.0−11.0 条件下孵育 30 min 后具有

超过 93.3%的酶活力，在 pH 12.0 条件下孵育后酶

活力仅剩 5.2%，而融合酶在 pH 8.0−11.0 范围内经
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过孵育后仍具有超过 99.1%的酶活力，并且在 pH 
12.0 条件下孵育后具有 77.3%的酶活力，是相同

处理条件下天然酶的 14.9 倍，显示出比天然酶在

碱性条件下更好的稳定性。 

2.4  融合 S1vw 对过氧化氢酶最适反应温

度和温度稳定性的影响 
为了研究融合 S1vw 对重组过氧化氢酶最

适 反 应 温 度 和 温 度 稳 定 性 的 影 响 ， 选 取

25−70 °C 范围进行检测，最适反应温度检测结

果如图 7A 所示，KatA 和 S1vw-PT-KatA 的最

适反应温度均为 30 °C。温度稳定性检测结果如

图 7B 所示，天然酶和融合酶在 25−55 °C 孵育

30 min 后均保留超过 90%的酶活，但天然酶在

65 °C 和 70 °C 条件下孵育 30 min 后酶活仅剩

11.1%和 10.2%，而融合酶在上述条件下的酶活

为 19.8%和 17.5%，分别是相同处理条件下天然

酶的 1.8 倍和 1.7 倍，显示出较天然酶更好的温

度稳定性。 
 

 
 

图 6  天然酶 KatA 与融合酶 S1vw-PT-KatA 的最适 pH (A)及 pH 稳定性(B) 
Figure 6  Optimal pH (A) and pH stability (B) of the natural enzyme KatA and the fusion enzyme 
S1vw-PT-KatA. Data are presented as mean±SD (n=3). 

 

 
 

图 7  天然酶 KatA 与融合酶 S1vw-PT-KatA 的最适温度(A)及温度稳定性(B) 
Figure 7  Optimum temperature (A) and temperature stability (B) of the natural enzyme KatA and the fusion 
enzyme S1vw-PT-KatA. Data are presented as mean±SD (n=3). 
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2.5  天然酶和融合酶的动力学常数分析 
在最适反应条件下分别测定天然酶与融合

酶对不同浓度底物过氧化氢的催化反应初速度

并进行拟合得到动力学常数，结果如表 2 所示，天

然酶对底物过氧化氢的 Km为 18.98±1.21 mmol/L、
Vmax 为 6 843.00±25.12 μmol/(L·min)、kcat 为   
155 848.59±572.10 s−1， kcat/Km 为 8 211.20±   
30.14 L/ (mmol·s)，而融合酶的 Km 为 10.73±   
0.22 mmol/L 、 Vmax 为 9 057.00±           
106.02 μmol/(L·min)、kcat为201 105.78±2 354.20 s−1，

kcat/Km 为 18 742.38± 219.40 L/(mmol·s)。相比之

下，融合酶的 Km 值较天然酶有所降低，为天然

酶的 56.5%，同时，融合酶的催化效率较天然

酶有较大提高，达到天然酶的 2.3 倍。 

2.6  金属离子对天然酶和融合酶的影响 
本文研究了 1 mmol/L 的不同金属盐(Ca2+、

Mg2+、Zn2+、Mn2+、Cu2+、Ni2+、Fe2+、Fe3+)对天然

酶和融合酶的影响。结果如图 8 所示，Mg2+和 Zn2+

略微提高了天然酶的酶活力，Mn2+和 Cu2+导致天然

酶的酶活力明显降低，而 Mg2+和 Ca2+略微提高了融

合酶的酶活力，Cu2+导致融合酶的酶活力明显降低。 

2.7  天然酶和融合酶的储存稳定性 
将天然酶和融合酶于 4 °C 放置 14 d，在不

同时间点取样检测酶活力从而确定二者的储存

稳定性，结果如图 9 所示，天然酶放置 14 d 后

剩余酶活为 44.3%，而融合酶仍具有 88.6%的酶

活，表现出较天然酶更好的储存稳定性。因此，

综合酶学性质表征结果可知，S1vw-PT-KatA 的

pH 稳定性、温度稳定性和储存稳定性较天然酶

KatA 均有改进，并且具有更高的催化效率，表

明 S1vw-PT-KatA 不仅更适用于生产加工，而且

保存周期长，显示出较好的工业应用潜力，并

且进一步表明自组装双亲短肽标签在对酶蛋白

改性方面具有较好的应用效果。 
 

表 2  天然酶 KatA 及融合酶 S1vw-PT-KatA 的动力学常数 
Table 2  Kinetic parameters of natural enzyme KatA and the fusion enzyme S1vw-PT-KatA 
Sample Km/(mmol/L) Vmax/[μmol/(L·min)] kcat/s−1 kcat/Km/[L/(mmol·s)] 

KatA 18.98±1.21 6 843.00±25.12 155 848.59±572.10 8 211.20±30.14 
S1vw-PT-KatA 10.73±0.22 9 057.00±106.02 201 105.78±2 354.20 18 742.38±219.40 

 

 
图 8  金属离子对天然酶 KatA 和融合酶

S1vw-PT-KatA 酶活的影响 
Figure 8  The effect of metal ions on the enzymatic activity 
of the natural enzyme KatA and the fusion enzyme 
S1vw-PT-KatA. Data are presented as mean±SD (n=3). 

 
 

图 9  天然酶 KatA与融合酶 S1vw-PT-KatA 的储

存稳定性 
Figure 9  Storage stability of the natural enzyme 
KatA and the fusion enzyme S1vw-PT-KatA. Data 
are presented as mean±SD (n=3). 
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3  讨论与结论 
融合标签技术能够在无需晶体结构信息的

条件下快速获得酶学性质改良的酶蛋白，是酶

工程领域中理性设计和定向进化策略的有力补

充，目前已经成功用于多种酶蛋白的改造。由

亲水和疏水氨基酸按照一定规律组成能够自组

装成有序纳米结构的自组装双亲短肽 SAP 作为

一种新型融合标签，近年来已被成功用于多种

工业酶的稳定性和催化活性的改造，显示出较

大的应用潜力。本研究采用近期文献报道的不

仅有利于提高重组酶稳定性和催化活性，而且

有望提高酶蛋白分离性能的自组装双亲短肽

S1vw，用于重组过氧化氢酶 KatA 的改性，将

纯化的天然酶 KatA 和融合酶 S1vw-PT-KatA 进

行酶学性质比较，发现融合酶在碱性条件 pH 
12.0 下和高温条件 65 °C、70 °C 下的稳定性均

有所提高，并且融合酶的 kcat/Km 提高到天然酶

的 2.3 倍，显示出更高的催化效率。 
文献报道由于 S1vw 中含有均匀分布的 4

个组氨酸残基，将其与绿色荧光蛋白、脂肪氧

合酶、碱性果胶酶进行融合表达，融合酶可以

用金属离子螯合层析进行分离纯化[22]。然而，

本研究发现 S1vw-PT-KatA 与镍柱的结合效率

不高，其可能原因是 KatA 作为一种四聚体酶具

有复杂的空间结构，S1vw 即使在引入连接臂的

情况下仍然存在部分序列与 KatA 分子内相互

作用，导致 S1vw 无法与镍离子充分结合，因

此影响了融合酶与镍柱的结合效果。近期研究

报道了通过串联融合多个标签实现不同标签

的功能互补[31]，后续工作可以尝试利用串联融

合的方法，将 S1vw 与其他纯化标签融合以提

高融合酶的分离性能，或对 S1vw 进一步设计

优化以扩展其用于提高酶蛋白分离性能的普

适性。 

过氧化氢酶在工业中经常需要在碱性和高

温条件下使用，如纺织工业的漂白工艺普遍在

pH＞9.0 和温度高于 50 °C 条件下进行，因此提

高重组过氧化氢酶在碱性和高温条件下的稳定

性对于其在工业上的大规模应用具有重要意

义。本研究以源自食品安全级微生物枯草芽孢

杆菌的过氧化氢酶 KatA 为研究对象，结果发现

纯化的天然酶 KatA 与文献报道在大肠杆菌中

异源表达和纯化的 KatA 纯酶具有类似的 pH 稳

定性[25]，而通过融合 S1vw 标签进一步提高了

融合酶在强碱性 pH 下的稳定性，从而为针对

重组过氧化氢酶 pH 稳定性的改造工作提供了

新的策略。目前对于过氧化氢酶的热稳定性改

造主要采用理性设计策略，已报道文献主要通

过引入二硫键，将源自 Bacillus pumilus ML413
的过氧化氢酶 KatX2 在 60 °C 下的半衰期提高

了 48 min，而通过基于 PoPMusiC 算法指导的

理性设计鉴定出 Lys114位点并获得了一系列热

稳定性提高的突变体 [17−18]。由于过氧化氢酶

KatA 是一种四聚体酶，缺少精细的晶体结构信

息，导致针对其稳定性改造的理性设计难度较

大，因此融合标签技术可以作为有力补充用于

过氧化氢酶的改性。目前已有多项研究工作表

明，不同氨基酸组成和长度的 SAPs 可用于提

高酶蛋白的热稳定性，如 Lu 等将 6 种 SAPs 与

脂肪氧合酶融合表达，发现不同类型的 SAPs
能将该酶的热稳定性提高 2.3−3.6 倍[19]；Liu 等

通过融合 SAPs 提高了腈水合酶在 50 °C 下的热

稳定性[20]；刘松等将 6 种具有不同疏水性和柔

性的 SAP 融合至芽孢杆菌 WSHB04-02 碱性果

胶酶的 N 端，使得融合酶在 55 °C 的半衰期比

天然酶提高了 9.69−72.03 倍[28]，其可能原因涉

及对酶蛋白在溶液中聚集态的影响。而本研究

通过融合 S1vw 标签提高了重组过氧化氢酶的

热稳定性，进一步表明 SAP 融合标签技术的广
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泛适用性，并且由于其改造无需酶结构信息和

大量突变体的筛选，因此可以作为理性设计和

定向进化手段的有力补充[15−16]。本研究采用融

合标签技术对 KatA 进行改性，通过在 KatA 的

N 端融合自组装双亲短肽 S1vw 获得了在高温

下具有更好稳定性的融合酶，从而为针对重组

过氧化氢酶热稳定性改造的研究提供了新策

略。此外，文献报道与不同类型的 SAP 融合后

可以分别导致酶蛋白的催化效率提高或降低
[29]，而本文获得了催化效率显著提高的融合酶，

进一步表明自组装双亲短肽在酶改性中具有多

功能性，但需要进一步通过晶体结构研究等工

作解析其影响酶催化效率的作用机制。 
综上所述，本文在对源自枯草芽孢杆菌的

过氧化氢酶 KatA 的重组表达和改性研究中，得

到了较天然酶具有更好 pH 稳定性、温度稳定性、

储存稳定性和催化效率的融合酶 S1vw-PT-KatA，

其具有较好的工业生产和应用潜力。同时，本

研究为针对过氧化氢酶的改造工作提供了新思

路，后续研究可以通过晶体解析在分子水平揭

示融合自组装双亲短肽对过氧化氢酶以及其他

酶蛋白结构和功能的影响机制，不仅能够促进

相关酶制剂的优化改造，同时有望得到优化的

自组装双亲短肽标签，促进其在酶工程领域的

广泛应用。 
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