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一株嗜热子囊菌产生的碱性耐热过氧化氢酶及其应用潜力
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摘 要 研究了一株嗜热子囊菌产过氧化氢酶的摇瓶发酵条件，并对其在纺织工业中的应用潜力进行了评价。以

!" EFG糊精和 /H（3F3）乙醇为混合碳源时，过氧化氢酶酶活达到 /%6$ CF:G，比以糊精和乙醇单独为碳源时过氧化
氢酶的活力之和还高 !#H。改变培养基的初始 IJ、提高发酵液中的溶氧水平及添加外源过氧化氢，过氧化氢酶的
产量进一步提高到 !51! CF:G，比优化前提高了 %K0倍。将嗜热子囊菌的过氧化氢酶同来源于牛肝、黑曲霉的过氧
化氢酶进行了热（5"L，0"L，6"L）、碱（IJ 6K"，IJ /"K"，IJ //K"）稳定性的比较。结果显示，产自嗜热子囊菌的
过氧化氢酶对高温和强碱性的耐受性能明显优于其它来源的酶，在纺织染整工艺中具有良好的应用潜力。
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过氧化氢酶（N,B,(,A4，简称 N23）是一种能够高
效催化分解过氧化氢的酶，广泛用于食品消毒、临床

分析、医学诊断以及纺织、造纸、制浆等工业。近年

来，随着绿色环保意识与要求的不断加强，在染整工

艺中利用酶替代传统的强碱高温工艺对棉织物进行

前处理已成为大势所趋。N23在棉织物前处理过程
中的主要作用是去除织物漂白废液中残余的 J!O!，

以免给后续染色工序带来问题［/］。应用 N23 实现
漂染同浴，不仅能节省大量的水、电、气的消耗，提高

生产效率，还能减少废水的排放，有利于环保。但

是，现有商品 N23在高温和强碱性环境下易失活，
限制了 N23在染整工艺中的应用［!］。

N23来源丰富，几乎存在于所有好氧生物中。
但来自动物脏器以及一些微生物（如溶壁微球菌、球

形红假单孢菌、大肠杆菌、粗糙脉孢霉、微紫青霉、黑

曲霉）的 N23，均不能忍受接近沸点的高温和 IJ大
于 /" 的强碱性［#］。近 !" 年来，关于嗜热菌［$，%］、嗜
碱菌［1］或嗜热嗜碱菌［5］产生 N23的报道陆续出现，
特别是嗜热子囊菌所产的 N23是迄今为止已报道
过的热、碱稳定性最好的 N23［0］，为开发耐热耐碱的
N23提供了可能。但是，大多数微生物体内 N23的
合成因受到糖分解代谢物阻遏的影响［6］而无法实现

高产，制约了发酵法生产 N23的工业化进程。本文

研究了不同碳源对一株金黄色嗜热子囊菌（ 4"%*5
6(+&0)& +)*+$/#+0)&）生产 N23的影响，通过设计混合
碳源添加策略，显著提高了 N23产量。作者进而考
察了 4 ) +)*+$/#+0)& 合成的 N23对高温和强碱性环
境的耐受能力，以评价该酶在纺织染整工艺中的应

用潜力。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：金黄色嗜热子囊菌（4"%*6(+&0)& +)*+$5
/#+0)&）PQJ "#."/。
!"!"# 过氧化氢酶：牛肝 N23，购自 Q;E:,公司，黑
曲霉 N23，购自 *’R’S-:4A。
!"!"$ 培养基：
斜面培养基 TU2（EFG）：马铃薯 !""，葡萄糖 !"，

琼脂 /1，IJ 1K"。
种子培养基（EFG）：酵母膏 $，玉米淀粉 /%，

V!JTO$ /，*,!JTO$ /，+EQO$·5J!O "K%，IJ 1K0。

基础发酵培养基（EFG）：葡萄糖 !"，酵母膏 $，
（*J$）! QO$ !，V!JTO$ %，VJ!TO$·#J!O #，+EQO$·

5J!O !，微量元素液 ! :G，IJ 5K"。

微量元素液（EFG）：74N1J%O5·?J!O 1，N,N(!·



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

（1"$）2)3(#!$·$"!# ,-.，*3*+!·2"!# ,-.，"45#4

,-.，16*+ 7。
!"# 方法
!"#"! 培养方法：将成熟的孢子接种到 89: 斜面
上，$7 ;下培养 2 < = >。待孢子成熟后，刮取斜面
上的孢子，用无菌水制成孢子悬液接种于种子培养

基中（培养基中孢子浓度为 .,$个?@A），$7 ;摇床培
养 7! B。吸取种子培养液，按 .,C的接种量接种于
基础发酵培养基中（装液量为 7,, @A摇瓶中装 .,,
@A培养基），$7;摇床培养 =$ B。每项实验均设 4
个平行样，取平均值。

!"#"# 测定方法：
发酵液挥发量的校正：由于发酵过程在高温下

进行且周期较长，培养基中水分的挥发对实验结果

的准确性会有较大影响，因此在发酵结束后采用称

重补水法进行校正。将接种后的摇瓶用电子天平

（ D ,-,. E）记录初始质量，发酵结束后，分别将去离
子水补入相应摇瓶至初始值。恢复质量后的发酵液

再用于发酵液各项参数的分析测定。

生物量测定：取 7, @A发酵液进行真空抽滤，收
集湿菌体，用蒸馏水洗涤 !次后，置 .,7 ;下恒温干
燥至恒重，用称重法测定生物量。

菌球粒径测定：将一滴均匀的菌体培养液滴在

载玻片上，用目旋测微仪测显微镜 4个视野中 4个
菌球的粒径，计算算术平均值。重复 4次，取 4次测
量结果的平均值为整个培养液中菌球的平均粒径。

过氧化氢酶活性测定：采用分光光度法在 !7;
下测定［.,］。反应总体积为 4 @A，含 ,-. @A酶液和
!-F @A 含有 ., @@3+?A "!#! 的 7, @@3+?A的磷酸二
氢钾、磷酸氢二钠缓冲液（G" (-,）。过氧化氢的分
解速率用 (7!型紫外H可见光分光光度计在 !$, &@
下测定。酶活定义为：在 !7;下，每分钟分解.!@3+
"!#! 所需的酶量为一个酶活单位。

还原糖测定：4，7H二硝基水杨酸比色法［..］。
总糖的测定：蒽酮比色法［.!］。

!"#"$ 用于热、碱稳定性考察的粗酶制备方法：发
酵液经真空抽滤后，向清液中加入等体积乙醇，离

心，将沉淀溶于 !, @@3+?A IJKLH"*+即得粗酶液。

# 结果

#"! ! % "#$"%&’"(#) &’( )$*)!种子培养条件优化
对 ! M "#$"%&’"(#) N’" ,4H,. 种子培养条件进

行优化是为了获得大小适宜的菌球和较多的菌体

量。在接种孢子浓度不变的情况下，作者对影响菌

球大小和菌体生长的两个主要因素———摇床转速和

培养基装液量进行了研究（详细数据未给出）。结果

表明，随着摇床转速的提高，菌球粒径逐渐变小，菌

体量不断增加，而菌体生长达到对数生长期所需的

时间也依次缩短。在 !,, J?@K&的转速下，7,, @A的
摇瓶中种子培养基的装液量为 !., @A时，菌体生长
较好且菌球的平均粒径小于 !-, @@。将此条件下
培养 7! B的种子接种进行发酵，发酵结束后发酵液
中的 *:I活性和菌体量均可达到最大。
#"# 培养基碳、氮源的研究
培养基碳、氮源优化以基础发酵培养基为依据，

考察碳源时用其它碳源替换葡萄糖，其余成分不变。

#"#"! 碳源的选择：! M "#$"%&’"(#) N’" ,4H,.以单
糖或二糖为碳源时（图 .:），当碳浓度超过 $ E?A后
*:I的活性便迅速降低；当碳浓度达到 !, E?A时，发
酵终了时发酵液的 G" 均降至 4 以下（数据未显
示），且 *:I酶活极低（ O ., P?@A）。以乙醇为单一
碳源时（图 .:），其浓度变化对 *:I活性的影响趋势
虽与以单糖或二糖为碳源的情况类似，但 *:I活性
整体高于后者。以糊精或淀粉为碳源时（图 .5），其
浓度升高对 *:I活性的影响相对较小：当碳浓度超
过 .! E?A时 *:I活性才出现明显下降。此外，以甘
油为碳源时（图 .5），*:I活性受其浓度变化的影响
虽不如糖类碳源显著，但整体活性较低，因此甘油并

不是适宜碳源。

图 . 不同种类的碳源对 *:I合成的影响
QKEM. RSSTUV 3S >KSSTJT&V U6JW3& L3PJUTL 3& *:I WK3LX&VBTLKL

:：! Y+PU3LT；" ’PUJ3LT；# )6+V3LT；$ RVB6&3+

5：% 9TZVJK&；& ’V6JUB；’ Y+XU3+

由于在相同碳浓度下，糊精和乙醇对 *:I的得
率高于其它碳源（图 .），故作者进一步研究了这两
种碳源的最适浓度。如图 !所示，以糊精和乙醇为
单一碳源合成 *:I时，其最适浓度分别为 !, E?A和
.C（* ?*），对应的碳浓度分别为 =-F和 $-. E?A。
#"#"# 氮源的优化：以 !, E?A的糊精为碳源，考察
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图 ! 乙醇和糊精浓度对 "#$合成的影响
%&’(! )**+,- .* -/+ ,.0,+0-12-&.03 .* +-/20.4

.1 5+6-1&0 .0 "#$ 7&.380-/+3&3
! 9+6-1&0；" )-/20.4

了相同氮摩尔浓度下不同氮源对 "#$合成的影响。
其中有机氮源单独添加，无机氮源则与 :;< ’=>的酵
母膏一同添加。由图 ?看出，以蛋白胨为氮源合成
"#$具有明显的优势。进一步研究表明（图 <），蛋
白胨浓度为 @: ’=>时，"#$产量最高，达 AAA B=C>。

图 ? 不同氮源合成 "#$能力的比较
%&’(? ".CD21&3.0 .* "#$ 7&.380-/+3&3

E&-/ 5&**+1+0- 0&-1.’+0 3.B1,+3
@：8+23- +6-12,-；!：D+D-.0+；?：,.10 3-++D 4&FB&5；<：（GH<）!IJ<；

K：GH<"4；L：（GH<）!HMJ<；N：G2GJ?；A：B1+2

图 < 蛋白胨浓度对 "#$合成的影响
%&’(< )**+,- .* -/+ ,.0,+0-12-&.0 .* D+D-.0+ .0 "#$ *+1C+0-2-&.0

# "#$；! 9"O

!"!"# 混合碳源添加策略：为进一步提高 "#$产
量，作者研究了由 !: ’=>糊精和 @P（! =!）乙醇组成
的混合碳源对 "#$合成的影响。以 @: ’=>蛋白胨
为氮源时，添加混合碳源后，"#$的水平和菌体量均
有较大幅度的提高。其中 "#$产量与以乙醇和糊
精分别为单一碳源时相比分别提高了 !;Q倍和 :;A
倍，即从 <:A B=C>、AA! B=C>提高到 @KQ< B=C>，这比
分别以乙醇和糊精单独为碳源时合成的 "#$产量
之和还高 !?P，同时单位细胞产 "#$的能力也分别
提高了 L!P和 ?@P（图 K）。

图 K 单一碳源与混合碳源的比较

%&’(K ".CD21&3.0 .* 9"O 205 "#$ 2,-&R&-8 D+1 ,+44
E&-/ 3&0’4+ 205 ,.S,217.0 3.B1,+3

$ )-/20.4； 9+6-1&0； 9+6-1&0 T )-/20.4

!"# 通风量及外源过氧化氢对 $%&合成的影响
!"#"’ 培养基装液量对 "#$合成的影响：由于本实
验培养条件较为特殊，发酵过程中培养基的挥发量

较大，在 K:: C>摇瓶中，培养基装量少于 N: C>时
无法进行测定，因此考察了装液量为 A: C>以上的
情况。图 L显示，" ( #$%#&’(#)$* OIH :?S:@的生长
对氧的需求不高，相对较低的溶氧水平有利于菌体

生长；但装液量的变化对 "#$的合成有较大影响，
当装液量为 A: C> 时，"#$ 的产量最高，达到 !?!K
B=C>，表明相对较高的溶氧水平对产 "#$ 是有利
的。

!"#"! 外源 H!J! 对 "#$合成的诱导作用：H!J! 是

"#$合成的直接诱导剂，它对微生物的作用是双重
的。一方面，外源 H!J! 能直接进入细胞，有可能通

过诱导作用促进微生物合成 "#$；另一方面，H!J!

具有强氧化性，毫摩尔=升级的 H!J! 就会抑制微生

物的生长，因此超过一定浓度时它就成为微生物的

生长抑制剂。实验发现，" ( #$%#&’(#)$* OIH :?S:@
对 H!J! 的耐受能力远远高于一般微生物：在发酵

初始加入 :;<P（约 @@A CC.4=>）的外源 H!J!，菌体

依然生长良好，适宜浓度的 H!J! 甚至能促进菌体
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图 ! 培养基装液量对 "#$合成的影响
%&’(! )**+,- .* /.012+ .* 2+3&12 .4 "#$ *+52+4-6-&.4

! "#$；" 7"8

生长（图 9）。对 "#$合成的诱导效果则以在发酵初
始加入 :;<=的 >?@? 为最好，发酵结束时发酵液中

的 "#$酶活可达 ?9!? 1A2B。

图 9 添加外源过氧化氢对 "#$合成的影响
%&’(9 )**+,- .* >?@? 633&-&.4 .4 "#$ *+52+4-6-&.4

! "#$；" 7"8

!"# 培养基初始 $%对 &’(合成的影响
改变发酵培养基的初始 C> 对 ! ( "#$"%&’"(#)

8D> :<E:F菌体生长无较大影响（数据未显示），但
对于 "#$的合成有一定影响。图 G 显示，适合 ! (
"#$"%&’"(#) 8D> :<E:F 产 "#$的培养基初始 C>在
一略偏碱性的范围内（9;: H 9;!）。虽然真菌的生存
环境一般偏酸性，但 ! ( "#$"%&’"(#) 8D> :<E:F属嗜
热菌，其耐高温的细胞结构可能使得它对于环境 C>
的改变也会有一定的耐受性。

!") 酶应用潜力的研究
根据 "#$在纺织行业中的应用条件（表 F），将

! ( "#$"%&’"(#) 8D> :<E:F 所产 "#$ 加入到一定条
件下（温度分别为 9:I、G:I、J:I，C> 为 J;:、F:;:、
FF;:）的模拟漂白浴液中，维持不同时间后测定 "#$
的残余活性，并与其它来源的 "#$进行比较，由此
来评价 ! ( "#$"%&’"(#) 8D> :<E:F所产 "#$的热和
碱稳定性（图 J）。在 9:I、C>J;:（或 F:;:）的浴液中
处理 !: 2&4，! ( "#$"%&’"(#) 8D> :<E:F所产 "#$活
性基本无变化；C> FF;:下处理 !: 2&4后 "#$的残

图 G 发酵培养基初始 C>对 "#$合成的影响
%&’(G )**+,- .* &4&-&60 C> .4 "#$ *+52+4-6-&.4

# "#$；$ %&460 C>；% K4&-&60 C>

余活性仍有 J:=。浴液温度升高到 G:I后，! ( "#*
$"%&’"(#) 8D> :<E:F所产 "#$的碱稳定性有所下降，
但在 C>J;: 和 F:;: 的条件下处理 !: 2&4，仍保留
LL=以上的酶活，仅在强碱性环境中（C>FF;:）活性
迅速下降。其余两种 "#$则不具备耐受高温和强
碱性环境的特性。其中来自牛肝的 "#$，9:I、C>
J;:下处理 F:2&4后活性基本丧失，G:I时则完全失
活。另一 "#$来源于重组黑曲霉，能忍受一定程度
的高温和碱性刺激（9:I，C>J;: 的条件下 !: 2&4，
酶活残余 ?9;L=），但随着温度和浴液 C>的升高，
其活性也会完全丧失。J:I时，由于温度接近沸点，
两种商品酶迅速失活，而 ! ( "#$"%&’"(#) 8D> :<E:F
所产 "#$在 C> J;:、保温 F: 2&4酶活仍能检测出来
（数据未显示）。由此显示，来源于 ! ( "#$"%&’"(#)
8D> :<E:F的 "#$具有良好的热、碱稳定性，在纺织
行业中具有很好的应用前景。

表 * 纺织行业中应用 &’(的条件［*+］

(,-./ * 0./,12345 /66.7/489 1:4;383:49 <2/4

79345 &’( -/6:=/ ;>/ $=:1/99［*+］

M5.,+NN $+2C+56-15+ C> $5+6-2+4- -&2+A2&4

# !: H F::I J H FF F: H <:

O !: H 9:I J H F:;L F: H !:

+ 讨论
丝状真菌在发酵液中的理想形态是菌球，菌球

的大小对代谢有较大影响［FP］。培养液中的营养物

质（包括溶氧）是通过菌球表面向内部渗透，在 ?;L
22深度的范围内，菌球内菌丝的生长和分枝不受
限制，一旦超过 ?;L 22，氧的进入量不足将成为限
制菌体增殖的因素。所以菌球的粒径应严格控制在

低于 L 22的范围内，以利于营养成分的渗入和代
谢产物向外扩散［FL］。影响菌球大小的因素主要是

摇床转速和接种孢子浓度，一般接种孢子浓度为 F:P
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图 ! 不同来源 "#$热、碱稳定性的比较
%&’(! ")*+,-&.)/ )0 "#$ ,12&3&2&4. ,2 5&’5 24*+4-,26-4 ,/7 ,89,8&/4 1)/7&2&)/

! "#$ 0-)* ! ( "#$"%&’"(#)； " "#$ 0-)* #.+4-’&886. /&’4-； # "#$ 0-)* :)3&/4 8&34-

;,/48 #<"：=> ?；+@ !A>，+@ B>A>，+@ BBA>；;,/48 C<%：D> ?；+@ !A>，+@ B>A>，+@ BBA>

个E*F较为适宜。在孢子浓度适宜的情况下，提高
摇床转速可使孢子聚集体的尺寸下降，最终形成较

小的菌球。

表 ! 生物体内的乙醇代谢途径［"#］

$%&’( ! )(*%&+’,- .%*/0%1 +2 (*/%3+’ ,3 ’,4,35 +65%3,787［"#］

G42,:)8&.* +,25H,I JK6,2&)/. ,/7 94I 4/LI*4.

BA M#C;@ )N&7,.4—"#$
M#C;@O @O O PQ $

M#C;@)N&7,.4
M#C;O O @QPQ

@QPQ O "@R"@QP@ $
"#$

Q@QP O "@R"@P

QA @I+)N,/25&/4 )N&7,.4—"#$
5I+)N,/25&/4 O @QP O PQ $

5I+)N,/25&/4 )N&7,.4
)N,/25&/4 O @QPQ

@QPQ O "@R"@QP@ $
"#$

Q@QP O "@R"@P

RA #81)5)8 745I7-)’4/,.4
"@R"@QP@O M#CO $

#C@
"@R"@P O M#C@O @O

"@R"@P $
#C@

"@R"PP@$,142I8<")#$S-4:. 1I184

已经证实，许多微生物体内 "#$的合成受葡萄
糖分解代谢物阻遏调节［!］。以葡萄糖为碳源时，当

碳浓度超过 T ’EF时 "#$活性便迅速下降（图 B#），
表明 ! ( "#$"%&’"(#) UV@ >R<>B产 "#$的过程可能
也存在类似调节机制。微生物以糊精为碳源时也会

产生分解代谢物阻遏作用，但这种阻遏作用较以葡

萄糖为碳源时为弱。对于 ! ( "#$"%&’"(#) UV@ >R<
>B，图 BW中糊精的碳浓度要达到 BQ ’EF才会对 "#$
合成产生明显负作用也支持这一观点。因此有可能

存在一个既适合细胞生长又满足 "#$合成的适宜
糊精浓度，实验确定为 Q> ’EF（碳浓度 DA! ’EF）。
乙醇虽然可以作为 ! ( "#$"%&’"(#) UV@ >R<>B

生产 "#$的唯一碳源，但以 Q> ’EF糊精和 BX乙醇
为混合碳源时，"#$酶活比以乙醇和糊精单独为碳
源时的产量之和还高 QRX（图 Y），表明乙醇除了作
为碳源外，还可能具有刺激 "#$产生的作用。该作
用可能包括两个方面：（B）直接诱导。根据表 Q的途
径 B和 Q，乙醇有可能直接诱导 "#$的产生。（Q）间
接诱导。根据表 Q 的途径 R，乙醇在氧化为乙醛的
同时会产生 M#C@，后者在好氧条件下有可能会产

生一部分 @QPQ（正常生理条件下，约有 BX Z TX的
氧变成 @QPQ

［B[］），其诱导效率低于直接诱导。实验

发现，在含有 Q> ’EF糊精的培养基中添加 BX的乙
醇或 >AR X的 @QPQ，"#$活性分别提高 BAT倍和 BAQ
倍（详细数据未给出），而 BX的乙醇（B=> **)8EF）几
乎是 >AR X的 @QPQ 摩尔浓度的两倍（DD **)8EF），表
明乙醇对 "#$产生的刺激作用可能是直接诱导和
间接诱导双重作用的结果。在动物体内，肝脏是乙

醇解毒的主要器官，其 "#$含量往往也较高，这预
示着乙醇代谢和 "#$活性之间存在某种联系。本
文发现 ! ( "#$"%&’"(#) UV@ >R<>B 中乙醇代谢与
"#$合成之间存在相关性，如能对这种相关性深入
研究，不仅有助于进一步理解微生物产生 "#$的生
理学本质，也有助于优化 "#$的生产过程。
水的消耗和工业生产废水的处理正在变得越来

越昂贵，因此大多数染色和整理工厂正密切注视着

减少水的消耗和废水排放的节约潜力。用耐高温、

碱性的 "#$在染色前处理漂白浴液，可实现水和能
源相当大的节省。对 ! ( "#$"%&’"(#) UV@ >R<>B 所
产 "#$粗酶液的研究表明，此酶的最适反应温度为
D>?（数据未显示），且具有耐受高温和强碱性环境
的特性，完全可以适应苛刻的工业化应用条件，预期
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在纺织行业中将有广阔的应用前景。
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