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攒要

摘要

过氧化氢酶(Catalase，简称CAT)，能够催化H202分解为H20和02，被广泛用

于食品消毒、临床分析、医学诊断以及纺织、造纸、制浆等工业。随着环保意识鳃加强，

在纺织染整工艺中采用酶替代传统的强碱高温工艺对棉织物进行前处理已得到了广泛

的应用。过氧化氢酶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

H202，以消除对后续染色工序的影响。

本论文研究了Bacillus subtilis WSHDZ．01胞肉过氧化氢酶的纯学提取、纯俄方法及

其酶学性质，并通过添加各种稳定剂增强过氧化氢酶应用的稳定性。

主要研究结果如下：

(1) 采用氯仿冲击法来释放Bacillus subtilis WSHDZ。01胞内CAT，在37℃条件下20

皿氯仿处理0．01 gDCW菌体30 rain，在水溶液中渗透60 rain后释放CAT的酶活，可

以达到超声波破碎的85％以上。

(2) 粗酶液经乙醇分级沉淀、DEAE龋离子交换层析柱、疏水层析柱后，所缛过氧

化氢酶样品的比酶活由1982．4 U／mg提高到了13563．8 U／mg，纯化倍数为6．8，回收率

达到32．5％。该过氧化氢酶的亚基分子量为63 kD，在405 nl／1处显示特征吸收峰(Soret

band)，推测含有血红素。计算获得酶的表观米氏常数为26。87 mmol L忍。该过氧化氢酶

不受低亚硫酸钠的还原作用影响，毽被氰化物、叠氮诧物和3．氨基．1，2，4．三唑(单功能

过氧化氢酶的专一抑制剂)强烈抑制。以邻苯二胺作为电子供体测定酶活时，该酶不显

示过氧化物酶活性，因此，将该过氧化氢酶定性为单功能过氧化氢酶。

(3) Bacillus subtilis WSHDZ一01所产CAT在pH 5—10的范围内催化活性基本上不受

pH的影响，最适pH为12，并且在pH 6．11的范围内表现出良好的稳定性，25℃条件

下放置60 rain后基本没有酶活损失。最适酶促反应温度为55℃；酶的热稳定性实验表

明，该酶在50℃以下相擞稳定，保温60 min后的酶活基本保持不变。

(4) 研究了在BacillUS subtilis WSHDZ．01所产CAT中添加糖类、多羟基醇类、金属

离子、阴离子和其他～些化学物质对酶应用稳定性的影响，在添加500 IIllTIO儿乙酸钠、
500 mlTlO比硫酸钠和50％乙二醇和聚乙二醇后，都可以将酶液在60℃下保温15 min

后的残余酶活提高至80％以上。

(5) 而通过在各温度下对Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT失活过程的研究发

现，原酶的热失活过程更符合一级失活模型，而在添加乙酸钠和硫酸钠后的该酶的失活

过程则符合二级失活模型。通过热力学性质研究，珂以发现器酶不仅在相对高温条件下

稳定性较差，并且其稳定性随着温度改变而变化较大，而添加两种稳定剂后，则很大程

度上可以提高酶在高温条件下的热稳定性。

关键词：过氧化氢酶、提取、纯化、酶学性质、热稳定性
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ABSTRACT

Catalase Call decompose HE02 into H20 and 02 effectively．Physiologically it acts as a

regulator of H2：02 levels in organelles and protect organism from the damage of reactive

oxygen species．Catalases from various sources are utilized in several applications，such as

diseases diagnosis and removal of hydrogen peroxide in food sterilization．Catalase is used in

removal of hydrogen peroxide in the textile pretreatment as a substitute for high-temperature

waterwashing and using chemical reducing agents．

In this study,we investigated the methods for extraction，purification and

characterization of a catalase from Bacillus subtilis WSHDZ-O1。And be intended to improve

the thermostability of the catalse by using additives．The main results were given as follows：

(1) 弧e Bacillus subtilis WSHDZ—01 cells were permeabilized by the method of

chloroform shock．Experimental results showed that，under the biomass condition of O。O 1 g

DCW，addition of 20此chlorofori／1，treating 30mill,and permeation in water for 60 min at

37"C．the release of catalase was up to 85％of total。

(2)司k purification WaS performed witll a three—step procedure consisting of ethanol

precipitation，DEAE ion exchange and hydrophobic interaction chromatography，and finally
achieved a 6．8一fold-purifying over the crude extract。SDS—PAGE of the purified catalase

revealed the final presence of a single band at an apparent molecular mass of 63 kD．The

native enzyme showed the typical Sort band appearing at 405 nnl，which indicated that the

purified catalase is a heme—containing enzyme。田1e apparentKm value for enzyme activity on

H202 was calculated to be 26．87 mmol／L．The activity of this catalase Was not reduced by

dithionite but was sgon誊y inhibited by cyanide，azide and 3-amino-l，2，4-triazole(the

specific inhibitor to monofunctional catalase)。No peroxidase activity of this enzyme was

detected when using p-phenylenediamine as all electron donor．Therefore，it suggested that

this catalase belonged to monofunctional catalases．

(3) Besides，this catalase Was thermosensitive，and its activity exhibited

pH-independently between pH 5—1 0 but showed a sharp maximuln at pH 11-1 2．No activity

Was lost when the enzyme was incubated at 25℃andpH 11 for 60 min．The catalase reacted

best at 55℃，and it is quite stable when maintained at below 50。C．

(4) Sugars，polyols，metal ions，anions and other chemical materials were added in

catalase solution to improve its stability．Tb remaining activity of CAT when maintained at

60℃for 1 5 rain Was increased to 80％in the presence of 500 mmol／L sodium acetate．500

mmol／L sodium sulfate，50％ethylene glycol and 50％PEG．．

(5) According to the study，the deactivation process at different temperatures of the

native CAT iS followed the first inactivation order．But it iS followed second inactivation

order in the presence of sodium acetate and sodium sulfate．Through the study of the

thermodynamic properties，we found that the thermostability of native catalase Was poor at

11igh temperature．It Was improved greatly in the presence of the two additives，but it showed

great variation at different temperatures as well as in the absence of them．

Key words：catalase，extraction，purification,characterization,thermostability
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绪论

第一章绪论

重．1过氧化氢酶的研究

1．1．1过氧化氢酶的概述

过氧化氢酶(catalase，CAT，ECl．11．1．6)的研究可追溯到19世纪初。Thenard(1811)

首先发现过氧化氢(H202)可以被动、植物组织分解产生氧气，Schonbein(1863)认

为是某种酶在起作用。1901年，Loew[1]将该酶命名为过氧化氢酶(Hydrogen Peroxidase)，

又称触酶。Stem(1936)证明卟啉环是CAT活性中心，其后Summer和Dounce[2]首次

扶牛熬肝脏中分离褥到避氧化氢酶的结晶，Herbert和Pinsent(1948)则从藤黄微球菌

(Mluteus)获得了原核CAT。随后大量研究发现CAT广泛存在于动物、植物和微生物

中，动物肝脏、红细胞、植物叶绿体以及细菌、真菌、放线菌等中含有大量CAT。

过氧化氢酶以过氧化氢为专一底物，通过催化一对电子的转移丽最终将其降解为水

和氧气。黧为所有的好氧生物在进行氧代谢时均会产生有害的氯自由基，这其中就包括

H202，因此，过氧化氢酶是生物抗氧化体系中的重要成员酶，其与体系中其它成员的相

互关系见图1．1。

C．atala键

厂了、VQ r r

图1-1麦勃抗雾秘体系的协霹作罔

F培．1·1 The cooperative function of anti-oxidative stress system in organisms

1．1．2过氧化氢酶的分类及主要性质比较

到嚣前为止，学术赛根据过氧化氢酶在结构和序列水平上的异同将其划分为三个亚

群，即单功能过氧化氢酶(Monofunctional catalase or Typical catalase)，双功能过氧化氢

酶(Catalase．Peroxidase)和假过氧化氢酶(Pseudocatalase 01"Mn．catalasee)，它们各自．

的典型特征总结于表1．1。

其中过氧化物酶和过氧化氢酶都是两种广泛存在子动植物体内，含血红素(铁卟噼)

辅基的氧化还原酶。但由于它们作用的底物都有过氧化氢，容易将它们混淆。

过氧化氢酶(Hydrogen Peroxidase)，其催化反应简示如下：

过氧化氢酶-Fe(ra)+珏202哼化合物I (1)

化合物I+I-h02 o避氧化氢酶．Fe(III)+2I-hO+Ch (2)

过氧化物酶(Peroxidase)也有人简称过氧化酶，其系统名称是：供体：过氧化氢氧

1
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化还原酶。国际酶学委员会编号为ECl．1 1．1．7，其催化反应式为：

RH2+I-hO：重叁丝塑堕》R．也H20 (3)

从两种酶的反应式可以看出，过氧化氢酶只有一种底物，反应生成水和氧气；而过

氧化物酶划要两种底物，其反应筋实质是：酶催化共体脱氢(氧化)，同时催化脱下的

氢使H202还原为H20。在这个反应中，如果只有H202，没有供体，反应则不能进行。

表1-1过氧纯氢酶的分类洚1弼

Tab．1—1 Classification of catalases

1．1．3过氧化氢酶的应用

过氧化氢酶是一种催化效率非常高的生化酶，在食品、医药、临床等行业一直有着

广泛的用途。

(1)临床

在Il缶床分析中，cAt对研究自由基代谢失衡，抗衰老和肿瘤发病机理具有一定价值，

对某些疾病的诊断，鉴别诊断亦具有重要意义[1H2]。CAT可消除H202，对超氧化物歧

化酶起保护作用，嚣焉具有抗衰老作用‘1引。

(2)医药

由于H202具杀菌、清洁、漂白及消毒的功效，常用于器械消毒。如在隐形眼镜消

毒过程中添加CAT可分解消毒液中残留的H2。2。国内、外均有研究的专利发表【沣嘲。

(3)食品加工

CAT可使食品保鲜，并作为消除啤酒、饮料中分子氧、活性氧和自由基的抗氧化剂。



————．．．．。，．．。，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．。．．．!!!!!．．j!!l；：．．．．．．．．．．．一．．——，。。．一．．——与葡萄糖氧化酶并用作氧的去除剂，牛乳杀菌及干酪原料乳的杀菌【17】。

(4)其它工业

与H2。2固时使震，用于橡胶成型，塑料及多淹性粘合剂。纸浆、纤维、毛漂自工

艺中除残留的H202。加入化妆品中可防止皮肤衰老，还可处理半导体废水。近年来随

着H202在纺织、造纸、制浆等行业的普遍应用，市场对CAT的需求也呈大幅增长趋势。

1．1．4国内外研究概况

由予工业尤其是纺织工业应用的特殊性，对应用过氧化氢酶耐碱、耐热性提出了的

严格要求，而目前市场上商品过氧化氢酶还不能很好的满足这一要求，见表1。3。

袁1-3目前市场上主要商品过氧化氢酶的性质比较118I

Table 1-3 Characteristics of main CAT products at present market

至目前为止，关于嗜碱和嗜热微生物过氧化氢酶的研究报道仍极为有限。

1973年，Horikoshi[19】发表了第～篇有关碱性过氧化氢酶的文章，其来源于从土壤中

筛选得到的嗜碱细菌Bacillus No。KU．1，该酶最显著的特点就是外泌。 1990年，Yumoto

等人f2四从兼性嗜碱芽孢杆菌Bacillus YN．2000中分离得到了一种双功能过氧化氢酶，同

时，他们还定量地研究了过氧化氢酶的合成与该菌培养pH之间的关系。1995年，Hicks【21l

对另一株兼性嗜碱芽孢枵菌Bacillusfirmus OF4进行了研究，分别纯化了胞内的三种过氧

纯氢酶同王酶。

另一方面，1998年，Wsxtg[22】等发现产纤维素酶和淀粉酶的嗜热子囊菌同样产过氧

化氢酶，并且具有相当高的热稳定性。而在2003年，Thomson等人从黄石公园的70℃的

温泉中筛选出一株产薪型耐热碱过氧化氢酶的Thermus brockianus。耳前，研究中更多的

采用分子手段以的获得耐热过氧化氢酶，Kengen等人【23l和王凡强【硐等人分别利用一株

古细菌和嗜热脂肪芽孢杆菌产过氧化氢酶的基因在大肠杆菌中克隆表达获得耐热过氧

化氢酶。

随着氯漂生物净化工艺的提出，研究者翻开始从过氧化氢废水中筛选霹标菌株。

2001年，Oudelj等人f25l从纺织废水中筛选到了一株新的嗜热碱芽孢杆菌Bacillus sp．SF，

在对其所产生的双功能过氧化氢酶进行了纯化和酶学性质的研究后认为，该酶具有一定

的应用价值，因此，该研究小组即以工业应用为鼹标又展开了～系列的后续研发工作，

如酶的固定化[26,271及酶的稳定剂瑟8l等。

而江南大学环境生物技术研究室通过筛选获得的嗜热子囊菌f291、Bacillus sp．F26t30】

所产过氧化氢酶都具有较强的碱适应性，不同的是前者的同样具有很好的热稳定性，而

后者则是一种低湿酶。

3



i芏南大学硕士学位论文

l。2胞内酶(蛋白)的提取

生物技术盎NDNA重组，细胞融合技术，已使应用微生物廉价地大规模生产有价值的

生物产品如：胰岛素、葡萄糖苷酶等成为可能，但很多基因重组蛋白是以胞内包涵体形

式存在，这些胞内蛋白制品在纯化过程中，由于步骤多、最终效率低，极大提高了生产

成本。据统计，在蛋自制品生产中，分离和纯化的费用占总生产费用的80％j以上p¨。因

而开发新型生化分离技术，获得胞内蛋白质已成为工业生产的核心问题。

减轻蛋白质后处理工艺的负荷最根本的方法是尽量减少目标蛋白提取时非目标杂

质的混入，传统胞内产物分离纯化的第一步是细胞破碎，破碎方法主要有机械破碎发(高

压匀浆法，球磨法，超声波法等)；非机械法(化学渗透法，溶菌酶法等)。其中机械破

碎法已广泛应用于大规模工业化生产。但这些方法有其不足之处：(1)大量细胞碎片

的产生，使后处理工艺负荷量和难度大大增加；(2)大量核酸类物质的释放时发酵液

粘度显著提高，处理时必须先降低体系粘度；(3)在机械法处理时，剧烈的机械作用

引起细胞内所有可溶性杂蛋白的释放，给蛋白质纯化带来很大难度【32】。从而使蛋白质的

后续纯化工艺被复杂化，收率低而且成本提高。 ．

理想的蛋良质提取应是选择地、高效、高速提取蛋宣两核酸及其他杂蛋鲁剃保留在

细胞内。由于没有细胞碎片，残留细胞可用过滤离心方便地除去。这样可以显著减轻后

续工艺的负担。现在已知的开发的选择提取法如下：(1)化学处理提取法；(2)双水相

提取法；(3)酶提取法；(4)渗透压冲击提取法；(5)电脉冲提取法；(6)分步、分

级提取法删。

13酶(蛋白质)的纯化

1．3．1蛋白质纯化方法

分离蛋白质的目的是多种多样的。研究蛋白质的分子结构、组成和某些物理化学性

质，需要纯的均一的甚至是晶体的蛋白质样品。研究活性蛋白质的生物功能， 需要样

品保持它的天然构象，要尽量避免因交性丽丢失活性。 在制药工业中，需要把某种具

有特殊功能的蛋自质提纯到规定的要求，特别要注意把一些具有干扰和拮抗性质的成分

除去。

分离和提纯蛋白质的各种方法主要是利用蛋白质之间各种特性的差异，包括分子的

大小和形状、酸碱性质、溶解度、吸附性质和对其他分子的生物学亲和力。

1．3．2蛋白质分离纯化的器序

分离纯化某一特定蛋自质的一般程序可以分为前处理、粗分级和缨分级三步[34,3蚋。

A前处理

分离提纯某一蛋白质，首先要求把蛋臼质从原来的组织和细胞中以溶解的状态释放

出来， 并保持原来盼天然状态，不丢失生物活性。所以要根据不同的情况，选择合适

的方法，将组织和细胞破碎。

动物组织和细胞可用电动捣碎机或匀浆机破碎或用超声波处理法破碎；植物组织和
4
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细胞，由予具有由纤维素、半纤维素和果胶等物质组成的细胞蹙，一般需用与石英砂和

适当的提取液一起研磨的方法破碎和用纤维素酶处理也能达到目的；细菌细胞的破碎比

较麻烦，嚣为整个缨菌绷胞壁的骨架实际上是一个借共价键连接丽成的获聚糖的囊状分

子，非常坚韧。 破碎细菌细胞的常用方法有超声波振荡，与砂研磨、高压挤压或溶菌

酶处理等。组织或细胞破碎以后，选择适当的介质(一般用缓冲液)把所要的蛋白质提

取出来。

B粗分级

当蛋白质混合物提取液获得后，选用一套适当方法，将需要的蛋白质与其他杂蛋白

质分离开来。一般这一步的分级用盐析、等电点沉淀和有机溶剂分级分离等力法。这些

方法豹特点是简便、处理量大，既能除去大量杂质，又能浓缩蛋自质溶液。

C细分级

样品经粗分级以后，一般体积较小，杂蛋白大部分已被除去。进一步提纯，一般使

用层析法包括凝胶过滤，离子交换层析，离子交换层析以及亲和层析等。必要时还可以

选择毫泳法，包括区带电泳、等电聚焦等作为最后的提纯步骤。用于缨分级的方法一般

规模较小，但分辨率高。

1．3．3蛋白质混合物的分离方法

A根据分子大小不同的分离方法

蛋白质分子最明显的特征之一就是颗粒大， 并且不同种类的蛋白质在分子大小方

面有着一定的差别，因此可以利用～些简便的方法使蛋白质和其他小分子的物质分开，

并使蛋白质混合物也褥到分离。包括(1)透析和超过滤；(2)密度梯度(区带)离心；(3)

凝胶过滤。

B利用溶解度差别的分离方法

利用蛋白质的溶解度的差别来分离各种蛋白质是实践中最常用的方法。影响蛋白质

溶解度的外界医素很多，其中主要有：溶液的pH，离子强度、介电常数、湛度。僵在同

一的特定外界条件下，不同蛋白质具有不同的溶解度，这是因为溶解度归根结底取决于

他们本身的分子结构，例如分子中极性的亲水基团和非极性的疏水基团的比例，它们在

蛋自质分子表面的排列以及由此丽产生的偶极矩等。

根据蛋白质分子结构的特点，适当的改变上面所说的外部因素，就可以选择性地控

制蛋白质混合物中某一成分的溶解度，作为分离和纯化蛋白质的一种手段。其具体方法

包括(1)等电点沉淀和pH控制；(2)蛋白质的岩溶和盐析；(3)有机溶剂分级分离法：

(4)蛋囱质湿度分离法。

C根据电荷不同的分离方法

根据蛋白质的电荷不同即酸碱性质不同分离蛋白质混合物的方法有电泳和离子交

换层析两类。包括(1)电泳(SDS．PAGE电泳、等电聚焦、毛细管电泳、离子交换层析)；

(2)离子交换层析

D利用选择性吸附纯化方法
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某些称为吸附剂的固体物质具有吸附能力，能够将其他种类的分子吸附在自己表

面，吸附力的强弱因被吸物质的性质而异。媳妇过程涉及范德华相互作用和氢键这些非

离子吸引力，吸附层析就是利用待纯纯的分子和杂质分子与吸附之闻的吸附能力和解吸

性质不同两达到分离目的。典型的吸附剂有硅石(silica)、氧化铝(alumina)和活性炭

(activated charcoal)等。硅胶在其表面含有硅烷醇(Si．OH)，呈微酸性，它适用于分

离碱性物质。氧化铝是微碱性的，适于分离酸性物质。活性炭是一种非极性吸附剂，为

了最好分离效果，需要选择合适的洗脱液。一般选择其极性与待分离的混合物中极性最

大组分的极性相当的洗脱液。因此，如果待分离物汗羟基，则选醇类，含羰基的则选用

丙酮或酯类。烃类如己烷。庚烷和甲苯则用于非极性物质分离。

选择性吸附纯化方法主要包括：(1)羟磷灰石层析、(2)疏水作用层析、

E利用对配体的特异生物学亲和力的纯化方法

亲和层析(affinity chromatography)是利用蛋白质分子对其配体分子特有的识别能

力，也即生物学亲和力，建立起来的一种有效的纯化方法。它经常只需要经过一步的处

理即可将某种所需蛋自放复杂的混合物中分离搬来，并且纯度相当裹。亲和层析最先用

于酶的纯化，并从中得到发展，但现在已广泛地用于核苷酸、核酸、免疫球蛋白、膜受

体。细胞器甚至完整的细胞的纯化。应用亲和增喜需要有待纯化物质的结构和生物学特

异性的知识，以便设计出最好的分离条件。纯亿酶时配体可以是底物、可逆抑制齐l或者

是别构效应物。被选择的条件一般是对酶。底物的结合最适的，因为方法的成功有赖于

复合体的可以形成。

亲和层析的基本原理是把有待纯化的某一蛋白的特异配体通过适当的换血反应共

价的连接到像琼脂糖凝胶一类的载体表殛的功能基(如．O疆)上。一般在配体和多糖载

体之间插入一段长度适当的连接臂或称间隔臂(Space arm)如￡．氨基己酸，使配体与凝

胶之间保持足够的距离，不致因载体表面的位阻妨碍待分离的分子与配体结合。这类载

体在其他性能方面允许蛋蛊质能鲁由通过。当蛋皇质混合物麓到填有亲和介质的层析柱

时，特纯化的某一蛋白质则被吸附在含配体的琼脂糖颗粒表面上面其他的蛋白质(称杂

蛋白)则因对该配体无特异的结合部位而不被吸附，它们通过洗涤即可除去，被特异结

合的蛋白璜可用含游离的相应配体溶液把它从柱上洗脱下来(称亲和洗脱)。

凝集素亲和层析、免疫亲和层析、金属螯合层柝、染料配体亲和层析和共价层析等

都属于亲和层析类。

F高效液相层析和快速蛋白液相层析

高效液相层柝(珏PLC)实际上是离子交换、分子排阻、吸附和分配等层析技术的

发展新阶段。因此一方面它以这些层析的原理为基础，另一方面在技术上做了很大改进，

使这些层析有更高的效率、更高的分辨率和更快的过柱速度。HPLC已成为最通用，最

有力和最多能的层析形式。

快速蛋白液相层析(FPLC)是专门用于蛋白质分离的。是基于反相、排阻、亲和、

疏水作用、离子交换和等电聚焦等层析。
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1．4论文的研究意义、目的和主要研究内容

1．4．1研究意义

我国纺织工、监规模和产量均居世界第一位。是世界上最大的纺织品生产和出口国。

纺织工业中大量合成的染料和化学助剂不仅造成了污染，损害着人们身体健康，还严重

制约了我国纺织品的出朗。过氧化氢酶可以完全去除在漂白工段上残余的过氧化氢，从

而替代黄统的处理工艺。因此既节约熊耗，又降低污水处理的难度，对纺织工业的清洁

生产具有重要的战略意义。

事实上，除了纺织工业以外，在制浆和造纸工业中采用过氧化氢进行漂白也已经十

分普遍，如无元素氯漂鑫(ECF)和全无氯漂白(TCF)工艺[361。据统计，全球每年的

过氧化氢用量正以8％--10％的速度递增[371，这也意味着大量寓浓过氧化氢废水的产

生，这将给下游的废水处理带来极大的压力，因为过氧化氢作为杀菌剂将破坏下游的活

性污泥[381。从这个意义上讲，过氧化氢酶亦能够应用于上述废水的预处理。

此外，过氧纯氢酶可用于任何需要安全、快速缝清除过氧化氢的场合，因此，其在

食品和医疗领域也具有特殊的应用意义。

与此同时，由于细胞蛋白产物的选择性提取所具有的优点使其具有重要的应用前

景，如不需要特殊设备，在提取同时可达到纯化羁标蛋白的目的，简化了分离工艺。因

此，对胞内过氧化氢酶提取的研究，寻找一种经济有效而篱便的方法对于实现其最终的

工业化应用有重要意义。

另一方面，对于江南大学环境生物技术研究室新筛选出一株过氧化氢酶高产菌，这

在增加我们对相应环境中的微生物多样性的认识的同时，通过纯纯及性质研究，我们有

可能进一步找到具有新生化特性或新分子性质的酶蛋白，这对过氧化氢酶的多样性也是

一种积累，具有一定的理论意义。

1．4。2研究鹤的

本研究室在前期研究中【3碉从纺织厂废水中分离得到一株产过氧化氢酶菌株，命名为

芽孢杆菌Bacillus subtilis WSHDZ．01。Bacillus subtilis WSHDZ．01产过氧化氢酶的合适

种子培养基：糖度为6。P的天然麦芽汁，pH 7．5；发酵培养基：每升含葡萄糖10 g，

NaN03 5 g，MgS04+7H20 O．5 g，Na2}糟04 9．52 g，KH2P04 0,907 g，FeS04‘7H20 0．025

g，pH 7．5。通过前述研究发现，要实现过氧化氢酶的工业化生产，并在棉纺织工业上得

到真正的应用，还存在很多问题，本论文的研究目的为：

(1)确定一种合适的方法有效的提取胞内过氧化氢酶；

(2)通过纯化，并进～步研究过氧化氢酶的分予学性质、酶学性质等；

(3) 由于从粗酶性质看反应的适宜温度较高，但酶在55,-60℃下稳定性很差，因此寻

求合适的稳定剂以提高该酶的使用稳定性也是研究中的～个主要耳的。

1．4．4主要研究内容

本课题是国家重点基础研究发展规划项目(973计划)“工业生物过程的系统控制与
7
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优化”(2007CB714036)；教育部新世纪优秀人才支持计划“全酶法纺织清浩生产工艺中

新型酶制剂的分子改造与应用技术"；浙江省重点科研工业项目“棉织物酶法前处理中

关键酶制荆的开发"(2006C21 1 17)，主要研究内容包括：

(1)胞内过氧化氢酶提取方法的研究。包括化学试剂、环境条件及其他工艺条件的考

察；

(2)过氧化氢酶的分离纯化与酶学性质研究。获得合理的蛋白纯化方法，并考察纯化

所褥的过氧化氢酶分子特性、酶学性质，初步确定其分类；

(3)过氧化氢酶的保藏与应用性质研究。主要考察其在保藏过程中和在纺织生产应用

中的稳定性。

8



第二章胞走Bacillus subtilis WSI-IDZ-01过氧纯氢酶的提取

第二章胞内Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶的提取

2．1季l言

酶的提取工艺对下游技术的工业化应用具有直接影响，因此，寻找经济而有效的提

取，纯化方法是非常必要的。为了得到细胞内部的产物，就必须克服由于细胞壁、细胞

膜存在恧形成的渗透壁障。

Novella[40】系统地比较了化学渗透法、冻融法、超声法对E．coli青霉素酰化酶的提取

效率的影响。超声法提取总蛋白含量最高，但纯化系数极低。溶菌酶加EDTA处理后酶

活力最离，毽纯化系数仍不高。室温下以胍加EDTA处理后酶活力保留80％，杂蛋白含

量很低，纯化系数相当嵩。ChaibE41】等用渗透压冲击和氯仿爿甄处理从重组E．coli中提取

人胱氨酸蛋白酶抑制剂CystainC，并指出两种方法都有工业应用的前景。

已有文献报道【42】采用氯仿冲击法(Chloroform Shock)可以有效提取大肠杆菌胞内

蛋自，本章对该方法提取Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶进行研究，并考察各种

因素对提取效果的影响，同时与超声波破碎效果相比较。

2．2材料与方法

2．2．1菌种、培养基及培养条件

A．菌种： Bacillus subtilis WSHDZ。01，江南大学环境生物技术实验室保藏。

B．培养基：种子培养基：糖度为6。P的天然麦芽汁，pH 7．5。发酵培养基：葡萄

糖10 g，NaN03 5 g，MgS04‘7H20 O．5 g，Na2H-P04 9。52 g，KH2P04 0。907 g，FeS04·7H20

0．025 g，定容至l L，pH 7．5。

C．斜面及平板培养：37℃培养30 h。种子培养：种子培养基70 mL于250 mL三

焦瓶中，接种后在旋转式摇床上，37℃， 转速200 r／min， 发酵培养12 h。发酵培养：

发酵培养基80 mL盛于250 mL三角瓶中，按6％的接种量接种子培养基矮在旋转式

摇床上37℃，200 r／rain培养30h。

2。2。2主要仪器

UV2450紫外可见分光光度计

台式高速离心机

PH孓-3C型酸度计

回转式恒温调速摇瓶柜

电热恒温鼓风干燥箱

隔水式电热恒温培养箱电泳仪

立式圆形压力蒸气灭菌锅

制冰机

超声波细胞破碎仪UP200H
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2．2．3试剂

实验所用化学试剂均为国产分析纯试剂。

2．2．4分析方法

A．过氧化氢酶酶活测定

采用分光光度法在374C下测定瞪】。反应总体积为3 mL，含0．1 mL酶液样品和2．9 mL

含10 mmol／L的50 mmol／L KH2P04-Na2HP04缓冲液(pn 7．O)，H202的分解速率用UV-2450

型紫外可见光分光光度计在240 ilnl下测定。

酶活定义为：在37"C下，分解H202 1 pmol／min所需的酶量为一个酶活单位【29】。

酶活计算：—(A—OD—2—40—／A—t)x_1—00—0x—d—ilu_tio—n—fac—to—rx—vo—lu—m—e o—f—mi～xture
43．0×volume ot enzyme preparation

43．6 mol／L·cm为H202在240 n／n下的摩尔消光系数。

B．生物量的测定

取40 mL发酵液于4000 rtmin、4℃下离心10 min，收集湿菌体，用蒸馏水洗涤1

次后，置105℃下恒温干燥至恒重，用称重法测定生物量。

C．蛋自质定量测定湖

按照Protein assay aye reagent concentrate的使黑说明制作标准蘸线及测定，100灌

适当稀释的样品中加入5．O叫25％(v／v)的染色试剂，室温下至少显色5 min后于595

nm下测定吸光度；以100“l水替代骚白样品作为空白对照，配制O．1．O．8 mg／rnl的牛血

清白蛋自溶液制作标准益线(注：每次测定均需重新制作标准曲线)。

D．SDS．PAGE垂直平板电泳

SDS．PAGE方法主要参照《蛋白质技术手册》[45】，采用4％浓缩胶，12％分离胶，

100V恒压电泳。分子量标准为14 l(D．97姬。

E。超声波释破碎细胞法

取一定量发酵液4℃、5000 r／minX 10 rain，倒去上清夜，茵体以50 mM

K2HP04．KH2P04缓冲液(pH 7．0)洗涤2次，以适量相同的缓冲液重悬后置冰浴预冷；

超声波破碎10 rain，镜检破碎的效果；8000 r／minxl5 rain离心，上清液帮为脆内过氧化

氢酶测定样品。

F．氯仿冲击法

取一定量发酵液于离心管，4℃、5000 r／minX 10rain，倒去上清夜，菌体用50 retool／

L KH2P04．＆HP瓯缓冲液◇H 7．0，Buffer A)洗涤，在同样条件下再次离心，收集菌体，

在一定温度条件下加入一定量氯仿处理，再加入一定体积去离子水，渗透一段时间，5000

r／rain离心10 rain，上清夜即为释放出的过氧化氢酶。

2．3结果和讨论

2．3．1氯仿对酶释放的影响

用不同量氯仿处理菌体细胞一定时闻后加入2札去离子水，酶的释放过程见图
10
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2．1。从图中可以看出不同氯仿量、氯仿处理时间和在水溶液中渗透时间都影响着胞内

过氧化氢酶的释放。对于O．01 g细胞千重(DCW)的菌体来说，氯仿处理量在20此

就已足够，更多的氯仿震量并不会提取跟多的过氯化氢酶或者缩短在水溶液中渗透时

闻。然而少量的的氯仿处理量却不能使得过氧化氢酶得到充分释放，在加入lO旺氯仿

的情况下，最高的CAT释放率约为1250X 103U／gDCW，并未达到20“L或甄多氯仿的

释放CAT最高水平。这主要有以下两方面原因：(一)较少的氯仿不能使得所有菌体细

胞得到有效处理；(--)较少的氯仿处理并不能使褥细胞达到足够渗通透性蕊阻碍了胞

内蛋白的释放。

而氯仿处理时间的不同去很大程度上影响了下步在菌体中CAT在水溶液中的渗透

时闻。20旺氯仿处理30 min，加入2 mL去离子水，渗透60 rain，1550X 103U／gDCW

以上的CAT酶活可以释放至水溶液中。而CAT在水溶液中的释放速率会随着氯仿处理

时间的增加而增加，处理90 min后，在水溶液体系中CAT很快就达到了最大释放率。

这与细胞破坏程度有关，延长氯仿处理时间使得细胞通透性增加，而使胞内蛋白更容易

的渗透到水溶液中。不过霹使氯仿处理蓥体只有10 mill，大量蘸体细胞也已经具有了一

定通透性，在2 llll水溶液中，大部分胞内CAT也能在2小时内释放出来。但作为空白

对照，未经氯仿处理的菌体在水溶液中几乎不释放CAT，这充分说明了氯仿在提取过程

中的重要作用。

从图2．1孛也可以看出，过多的氯仿加入量和处理时间并来使释放豹CAT有明显损

失，说明胞内CAT对氯仿有较强的抗性，这也是能用氯仿冲击法提取CAT的基础。

在这提取过程中水溶液为CAT的渗透过程提提供了介质，这样水溶性蛋白很好的

能够转移至水溶液中，并且由于热入水的体积仅为原发酵液的十分之一，因此在这过程

中CA：r释放的同时也得到了浓缩。而能在水溶液中胞内CA：r的有效释放，同样也避免

了过多化学物质的加入而带来的不利影响，Hart等【46】就提出为了更佳的提取效率，过多

的化学物质的加入会增加提取液的粘度，为下步的菌体分离带来不便。

然蔼综合考虑包括氯仿用量和提取周期在内的提取成本，在0．1 g豹生物量情况下，

利用20此氯仿处理菌体30 min，并在水溶液中渗透60 rain是较为合适的提取方案，在

此条件下所释放的CAT酶活约为1530×103 U／g DCW，是超声波破碎所释放的CAT酶

活的85％以上。
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第二章脆内Bacillus subtilis WSHDZ-01过氧亿氢酶盼搓取

2．3．2温度对酶释放的影响

对于细菌来说，温度对肽聚糖层的渗透性具有重要影响【471。另一方面，豳于各种蛋

白对温度敏感性的不同，在保证蠢标酶不失活的情况下，改变温度可以达到黧标酶的高

效率和高纯度提取。

研究中考察了几个典型温度下的提取效果。从图2-2中可以看出随着温度的升高，

在较短的时间内就能达到较好的提驭效果，在50℃温度条件下，20吐氯仿处理半小

时后，在水溶液体系中甚至在半小时内就能达到最高提取率，但也随着时阀的延长，由

于在氯仿和温度的共同作用下CAT失去了一部分活性。而在室温(30℃)和37℃下的

提取效果，在一个多小时下也能达到最高提取效率，因为这与发酵条件温度相近，便于

操作并且节约能源，震时也避免了高温下可能存在麴CAT活性失活。相反，为了更好

的保持目标蛋白的活性，选择在冰浴条件下提取，效果却很差，主要原因可能是枯草芽

孢杆菌受低温恶劣环境影响，从而逐渐形成芽孢，氯仿的作用也并不能使细胞通透性增

加，阻碍了胞内蛋自的翔外渗透。

q 20 40 60 明 100 1刃

泰涪袭中渗透时嘲Cmin)

圈2-2不闷温度下的CAT释放过程

Fig．2 CAT release profdes at different temperatures

．一．50℃．·．37℃．▲．30℃．V．O℃

2．3．3水溶液pH对酶释放的影响

研究考察了pH对CAT释放的影响，虽然有文献【43】提到改变pH条件可以作为提高

菌体细胞的渗透性的一种手段，使胞内蛋白能更容易的渗透到胞外。而在本实验中，水．

溶液在p}|5-10范围内对于酶释放过程的影响并不是很大，如图2．3，这主要是因为该

方法主要利用氯仿处理细胞以增加细胞的透透性，丽改变水溶液的pH只能作为一种辅

助手段以便CAT更有效的释放至胞外，而在氯仿处理效果相当理想的情况下，说明细

胞已经受到很大程度的破坏，而此时，水溶液pH的改变似乎已经不能起到其本来的作

用。
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图2-3不同pH下CAT的器放过程

Fig．2·3 CAT release profiles for treatment at different pH

-m-pH5·●-pH6-▲-pH7-V·pH8·◆·pH9 J-pH lO

2．3．4葛俸浓度对酶释放的影响

为了证明氯仿冲击法适用予高菌浓条件下的CAT的提取，以便于放大及工业化，

考察了氯仿冲击法对是否适用于实验室条件下大量菌体的CAT的提取。从图中可以看

出在20mL、200mL、2000mL发酵液(菌体量为0．OlgDCW、0．19Dcw、lgDCW)下，

氯仿冲击法仍然可以有效的释放出CAT，蔼释放速率也基本一致，而2000mL发酵液(19

DCW)所释放的CAT总酶活相对较低的主要原因是大体积离心带来的菌体损失所造成

的，这说明了氯仿冲击法适用于实验室放大试验。
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图2q不同茵体量的CAT释放过程

Fig．2-4 CAT release profiles for treatment at different biomasses

-II-0．01 g 一●·0．1 g -A-1 g

2．3．5超声波破碎与氯仿冲击法比较

超声波破碎，机械破碎提取胞内蛋白有着兰个很重要的缺陷【49-50]，(一)核酸物质

的释放导致提取液粘性大大增加；(二)胞内杂蛋白的释放；(三)产生很多细胞碎片。
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这些都不利于目标蛋白的下游分离和纯化。

而从氧仿冲击法的研究结果看(见表2．1，圈2—4)，该方法所释放的蛋白质中CAT

酶活虽然只是超声波破碎的85％左右，但比活力则是其2．5倍之多。

袁2-1超声藏破碎与氨仿冲击法比较

Tab．2-1the comparison between ultrasonic disruption and chloroform shock

66：一二,?qutl-43 r“一一一霉

30--20--14--o露’o_
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第三章Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶的分离纯化及性

质研究

3．1引言

分离蛋白质的目的是多种多样的。研究蛋白质的分子结构、组成和某些物理化学性

质，需要纯的、均一的甚至是晶体的蛋白质样品。研究活性蛋臼质的生物功能，需要样

品保持它的天然构象，需尽量避免因变性而丢失活性。

分离和提纯蛋白质的各种方法主要是利用蛋白质之间各种特性的差异，包括分子的

大小和形状、酸碱性质、溶解度、吸附性质和对其他分子的生物学亲和力。

上一章的研究结果表明，胞内Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶主要存在于周

质空间，一般来说周质过氧化氢酶与胞外过氧化氢酶是同一种酶，因此为了简化纯化步

骤，我们选择发酵液即胞外酶作为纯化粗酶液。本章对Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧

化氢酶的分离缝化进行研究，并在此基础上探讨其催化、光学及分子学等性质。

3。2材料和方法

3．2。薹菌种、培养基及培养条件

羼第二章

3。2。2主要仪器

UV2450紫外可见分光光度计 日本岛津

冷冻离心机； 日本日立

层析仪、梯度混合仪 上海沪西分析仪器厂

摇床 上海福玛实验设备有限公司

超滤离心管 德国sartorius

电泳仪DYY-6C稳压流电泳仪

移液枪 Eppendorf

凝胶成像仪 美国alpha2200

水浴摇床 豳华电器有限公司

层析系统(分子量测定) AKTA FPLC P．920

3．2．3主要试甜及耗材

牛J|l予过氧化氢酶

DEAE Sepharose FF阴离子交换层析

Phenyl Sepharose FF疏水层析

蛋白电泳试剂盒

低分子量蛋自标准

16
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第三章Bacillus subtilis WSHDZ-01过鼠纯氢酶的分离纯化及性质研究

3-氨基-l，2，4-三唑 Sigma

其余试剂均为常规的国产分析纯试剂

3．2．4分祈方法

A．酶活测定方法：

同第二章

B．蛋自质定量溅定：

同第二章

C．菌株Bacillus subtilis WSHDZ．Ol过氧化氢酶的分离纯化

a)粗酶液制备

将发酵液置于5000 r／rainX 10min离心，收集上清液霹为粗酶液。留取样晶。20℃保

存。

b)乙醇沉淀

在冰浴条件下，将预冷的乙醇加入100 ml粗酶液中，沉淀30 rain，12000r／rain离心

收集50％．80％的饱和度的沉淀部分，溶解子15ml K2HP04-KH2P04缓冲液(pH7，Buffer

A)。留取样品．20℃保存。

c)DEAE Sepharose FF阴离子交换层析

Buffer A预平衡。

15谢浓缩样品10000rpmx40 rain离心后上样，150 ml BufferA洗柱以除去未结合的

杂蛋白；四倍柱体积0．1 mol／LNaCl梯度的BufferA洗脱，收集过氧化氢酶活性部分。

d)PhenylHP疏承层析

含l mol／L(NI-h)2S04的buffer A预平衡。

6 Inl经超滤浓缩样的品中加入等体积的2 mol／L(NH4)2S04的BufferA，10000 r／minX

40 min离心后上样；l mol／L(sn4hs04浓度的Buffer A洗柱以除去未结合的杂蛋白；四倍

柱体积禽l tool／L-0 mol／L f冬m4hso毒的Buffer A梯度洗脱，收集活性部分。

D．SDS．p!AGE垂直平板电泳

同第=章

E．过氧化氢酶活性染色

Native．PAGE方法参照文献【51,52]。采用4％浓缩胶，12％分离胶，100 V恒压电泳。

染色试剂：O．03％H202溶液，氯化铁／铁氰化钾显色剂(2％三氯化铁：2％铁氰化钾=1：7

(v／v))。

染色过程：凝胶于蒸馏水中漂洗3次，以滤纸于其西周轻轻吸干残余水分，加入现

配的O．03％H202溶液浸泡凝胶并轻轻摇动，计时10 mira弃去H202溶液，并以蒸馏水

漂洗3．4次(务必漂洗千净)，同样以滤纸吸干后加入现配的显色剂，轻轻摇动5 rain，

此时应出现亮黄色活性带及墨绿色背景；弃去染液，蒸馏承漂洗3次后凝胶戒像处理。

3．2．5催化性质研究

A．最适反应pH及pH稳定性
17
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将酶液分别加在不同pH 3．12。5的缓冲液中，按标准方法测酶活力，以酶活力最高者

为100％。为了研究该酶的pH稳定性，将酶放置在不同pH 3．12的缓冲液中，25℃保温

60 min后，测残余酶活力。

B。最适反应温度及温度稳定性

在不同温度下按照标准方法测定酶活力，以酶活力最高者为100％。将酶液在30

℃、37℃、42℃、50℃、60℃、70℃下傈温60 rain，利用冰浴迅速冷却后，按上

述方法测残余酶活力，考察其热稳定性。

C．Km及Vm般的测定

以Buffer A配制不同浓度的底物，分别为：2．5 mmol L～，3．3 mmol L～，5 mmol L～，7．5

mmol／L，10 mmoI／L，12。5 mmol／L，15 mmol／L，30 mmol／L，40 mmol／L，50 mmol／L，60

mmol／L，70 mmol／L，80 mmol／L，测定各底物浓度所对应的酶活。采用Lineweaver-Burk

作图法分析求得Km和Vm觚。

D．抑制帮、金属离子、有机溶剂对酶活的影响

以去离子水配制各金属盐及搀制剂的浓缩液，以BufferA稀释至相应浓度后与酶液

混合，25℃下放置30 min后加入底物(pn 7．O)测定酶活：以不加酶的反应体系为空

白对照，以防止过氧化氢与金属离子或抑制剂反应而引起误差。酶液、95％乙醇及氯仿

戮10：5：3的体积比混合，25℃下放置30 min后测定残余酶活。以不加上述物质的酶液

的酶活作为100％。

E．过氧化物酶活性测定

以0．3mM邻苯二胺为底物，反应体系包括适量酶液，过氧化氢，适量50 mM

K2Hp04．KH2P04缓冲液(pH 7)；30"C于相应485礅【53】下测定酶活；以水替代底物为空
白对照；以牛肝过氧化氢酶作为阴性对照，其余条件同过氧化氢酶的测定。

3．2．6光学阮贡研究

150 ttL酶液中分别加入150儿buffer A，150 ttL浓度为2 mmol的Na2S204溶液

(bufferA配制)及150皿20 mM的KCN溶液(bufferA配制)，30。C下放置5 min后

分别进行Uv二vis扫撼(以bufferA为空白对照)；扫描参数：起始波长250 nlTl，终止波

长650 nnl，速度1200 nrn／min，波长间隔l nm。

3．2．7分子性质研究

采用SDS。PAGE方法，根据已知分子量(№)的标准蛋白在SDS．PAGE中的相对

迁移率＆，作RrLogM，图，求得亚基酶分子量。

3．3结果与讨论

3．3。1 Bacillus subtilis WSHDZ-01过氧化氢酶的分离纯化

A．乙醇沉淀

乙醇分级沉淀可以较好地起到初级沉淀的作用，结果见图3．1，有85％以上的CAT

可以得到回收，比活力也提高至粗酶液的两倍多，之所以采用乙醇沉淀，一方面是由于
l嚣



第三章Bacillus subtilis WSHDZ。01过氧化氯酶的分离纯化及性质研究

乙醇并不会影响该过氧化氢酶活性；另一方面相对于通常的硫铵沉淀[54,55]，乙醇沉淀所

得到的样品仅含有较少的色素，有利于下步纯化，从结果看有也证明了这一点。

孵 卵 艚 耳 硼

Z．薄浓度(％’

蹦3-1不同乙醇浓度的沉淀效果

Fig．3-1 CAT precipitated by different concentrations of ethan01

．-酶活褥收搴．◆．蛋白质回收辜．O．比活力

B。DEAE Sepharose FF阴离子交换层析

而DEAE阴离子交换层析的作用相洛明显，在有较高回收率的同时，纯化倍数提高

至6．4待。

C。Phenyl Sepharose FF疏水层析

疏水层析则进一步提高了该过氧化氢酶的纯度，所得样品达到电泳纯。

D．纯化总结

粗酶液经乙醇分级沉淀、DEAE阴离子交换层析桂、疏水层析柱后，所得过氧化氢

酶样品的比酶活由1982．4 U／mg提高到了13563．8 U／mg，纯化倍数为6。8，回收率达到

32．5％。而样品经SDS．PAGE检测只显示一条蛋白带(图3．2A)，表明纯化后的过氧化

氢酶已达到电泳纯，亚基分子量为63 kD。从Native-PAGE看(图3-2 B)，粗酶液中并

不存在过氧化氢酶的同工酶的体系，纯化相对于存在复杂同工酶体系的菌种【lo’3川来说就

较为方便。

表3．1 Bacillus subtilis WSHDZ-01过氧俺氯酶的纯纯

Table 3．1 Puriflcation of catalase from Bacillus subtUis WSHD2lOl
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图3-2过氧化氢酶分离纯化凝较电泳图谱fA：SDS．PAGE

Fig．3-2 Eleetrophoresis ofthe CAT

】 2

(A)：SDS-PAGE Lane 1蛋白质Marker：Lane 2粗酶液；Lane3 o醇沉淀；Lane4离子交换：

Lane5硫水层析

(B)：Native—PAGE Lanel粗醇注：Lane 2纯醇

3．3．2催化性质研究

A最适反应pH及pH稳定性

反应体系的pH不t_B会影响决定酶活性的必须基团的解离状态，而且还会影响酶蛋白

的构型和稳定性。所以，各个酶都有其最适反应pH和适宜的pH范围。而该酶在pH 4．12

的范围内均显示活力，在pH5—10的范围内催化活性基本上不受DH的影响(即

pH-independent)，而至pH 12时达到最高催化活力(图3—3 A)。相比较，Sigma公司商品

BLC活性却受pH影响很大，在pH 7时表现为最大活力，在酸性或碱性条件下酶活受到很

太抑制，在口H 12时已没有过氧化氢酶酶活。

此外，该过氧化氢酶在pH 6-11的范围内表现出良好的稳定性，25℃条件下放置60

min后基本没有酶活损失(图3-3 B)。而相同条件下商品BLC则在酸性或碱性条件下大

部分失活，在口H11条件下放置60rain后，已经没有酶活可以检测出。

该酶的突出的碱适应性和稳定性是碱性酶的典型特征之一，它在口H 11左右的高碱

条件下表现出虽高活力和一定的稳定性，这在已报道的所有过氧化氢酶中是极其少见

的，只有同样来自于Bacillus subtilis芽孢的catalase-2⋯和来自Alkaliphilic Bacillus sp

F26[301能在DH 11时显示较高活力。

mⅢ僦

㈣跏

跏

m⋯
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图3-3 pH对过氧化氢酶活性及稳定性的影响

Fig．3-3 Effects of pH on the catalytic activity and stability of the catalases

plD一6柠檬酸·柠檬酸钠缓冲液；plt 6-8磷酸钾缓冲液；pH 8-11甘氨酸·NaOH缓冲浪：plt
11．12．5 KCI-NaOH缓冲液

实心爰subt／／／$WSHDZ-01CAT空心：BLC

B．最适反应温度及温度稳定性

纯化所得的CAT和商品BLC的最适反应温度分别是55℃和37℃，此后，随着温度

的上升酶活迅速下降，至70．c时接近完全失活(黧3．4 A)。在20℃～碡0℃时两耪酶

Q10(反应温度提高lO℃，其反应速率与反应速率之比称为反应的温度系数，用QlO表

示)都在1．1左右，这与低温过氧化氢酶的结果类似。从热稳定性来看，纯化得到的过氧

化氢酶在45℃以下保温60 min后酶活保持稳定，两在50℃以上保温则失活很快(图3_4

B)，尽管这样，该酶相对商品BLC在热稳定性上仍具有一定优势。

'∞
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躁34温度对过氧化氢酶活牲及稳定性姆影响

Fig．3-4 Effects of temperature On the activity and stability of the catalases

．●．置subtUis WSHDZ-01 CAT -●·BLC

C．动力学常数酞及V一
由图3．5可见，在H202浓度小于40 mmol／L时，酶的活性随着底物浓度的增加而

线性提高，至40 mmol／L时酶活达到最高，但此后韶开始迅速下降。这是由于过氧化氢
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酶动力学行为并不遵循常规的动力学方程，因为其不可能被其底物饱和。～般所观察到

的表观饱和现象只是高浓度底物所造成的氧化抑制作用【571。因此，目前学术界对过氧化

氢酶的动力学描述都是采用表观‰值，郯认为在一定的过氧化氢浓度范圈内，酶活与

底物浓度星线性关系，类似米氏方程中的一级反应过程，并以此来推算表观米氏常数及

最大反应速度。

由此，本实验采用Lineweaver-Burk作图法(图3．6)分析了40 mmol／L H202以下

的酶活一底物浓度关系，并计算出该酶的珏2。2‰筐力26。87 mmol／L，V瓣d3。5
mol／min·mg。

lOO

船

兰60
窿
诞

盏弱
饕

∞

O

0 10 20 ∞411 靳 舳

珏202浓疫(釉戚柏

图3．5 H202浓度对过氧化氢酶活性的影响

Fig．3-5 Effect of It202 concentration on the catalytic acfivi锣of the catalase．

”O．1 0 O．1 0．2 0．3 0．4 O．5

l／S《翱ol／幻。1

图3-6 Lineweaver-Burk图

． Fig．3-6 Lineweaver-Burk plots ．

C。重金属离子、抑制剂及有机溶剂对酶活的影响

如表3．2，3．3所示，NH20H、NaN3和KCN---种血红素抑制剂对该过氧化氢酶有着强

烈的抑制作用，这说明纯化所得到的是一种血红素过氧化氢酶。而对有机溶剂(酶液+

乙醇+氯仿--10：5：3)的耐受性，以及3一氨基一l，2，4．兰唑对酶活的抑制，这些都是单功

能过氧化氢酶亚群的共同特点。金属离子中，l mmol／L的A13+、zn2+、Mf+、ca2+和Ba2+

对酶活没有影响，而Fe3+、Cu2+、C02十与NP则对酶活有一定抑制，H92+对酶活有着较大

的抑制，抑制率达到80％以上。
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表3．2重金属离子及有机溶荆对酶活的影响
Tab。3-2 Influence of heavy metals and organic solvent on the catalytic activity

蘸金属离子 终浓(mmo地) 残余酶活

A1p l 100

B一+ l 100

Zn2+ l 100

M∥ l 100

C扩 l 100

COp l 78，95

Nip l 84．21

Fe” 1 89．47

酶液十乙醇+氯仿 10：5：3 lOO

表3-3抑制剂对酶活的影响

Tab．3-3 Influence ofinhibitors on the catalytic activity

33．3过氧化物酶活性测定

虽然同为细胞抗氧化体系的成员，过氧化氢酶和过氧化物酶(Peroxidase)在清除

H202时的机理是不同的。前者以两分子H202为底物，催化一对电子的转移，形成一分

子水和一分子氧气。蘑者剐需借助其它的电子供体，在过氧化氢同时存在的情况下，催

化一个电子的转移将其还原为水。

邻苯二胺(Phenylenediamine)是过氧化物酶常用的电子供体，本实验以牛肝过氧

化氢酶为阴性对照测定了该酶的过氧化物酶活性，结果显示，该酶不显示过氧化物酶活。

3．3．4光学性质研究

典型的过氧化氢酶以血红素为辅基，血红素是金属卟啉类化合物，卟啉环中央为二

份态的铁原子，其主要作焉是作为催化反应时的嗽子递体。

根据对各种过氧化氢酶晶体结构的分析发现，在天然状态下，铁原子与周边原子共

形成5个配位键，其中的4个配位键与卟啉环上的四个氮原子相连，形成一个铁卟啉环

平面，在几乎垂直于平面的方向上，铁原子以另一个配位键与酶蛋白的氨基酸残基(一

般为酪氨酸)相连，该端因为靠近蛋白分子，习惯上称为近端(proximal side)，焉与之

相对的平面另一端，习惯上称为远端(distal side)，则与底物接触，是酶的活性中心所

在【5s】。
23
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从图3．7中可以看到，天然状态下的酶分子在405 llIll下有吸收峰，这代表该酶的分

子中带有血红素，因为在405 am左右出现吸收高峰是卧啉类化合物及其衍生物所特有的

光谱特征，称为Soret band[斓。根据Soret band处的吸收值可以计算得该酶的Reinheitzal

比值(越05／A280)为O。66，该数值相对报道【8】的较低，这有可能在纯化过程中，有部分血红

素丢失或降解。

当酶液以氰化锌处理后，Sorer band从405 nm偏移到424 hill。这是因为铁原子远

端为自由端时，叁由电子没有配位，处于高旋状态(毯gla spin state)，当加入氰化钾居，

后者的氮原子与铁原子的远端形成配位键，从而使铁原子从高旋状态转入低旋状态(10w

spin state)，在光谱特性上郎表现为Soret band的红移；与此同时，由于远端被侵占，

底物分子将无法与辅基接触，过氧化氢酶酃丧失催优活性，这也是氰化物及叠氮化物能

够抑制血红素酶的机理所在唧l。

此外，当酶液以连二亚硫酸钠还原后，Soret band的位置和峰型基本没有变化，这

说瑟]]Bacillus subtilis WSHDZ001过氧化氢酶的分离纯化不受该物质的还原作用影响。

趔
罘
餐

300 400 500

波长(nm)

图3．7 UV-V'm扫描光谱图

Fig．3—7 Spectroscopic analysis ofthe catalase

33．S分子性质研究

以SDS．PAGE方法测定了同工酶4的亚基分子量，电泳结果见图3-2，lg M．Rf标准

曲线见图3．8，估算的分予量大小为63，000 Da。
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圈3-8亚基分子量椽准曲线

Fig．3—8 The standard curve of subunit molecular weight

3．3．6 Bacillus subtilis WSHDZ-01过氧化氢酶与其它过氧化氢酶的总结比较

菌株Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶的性质及其与其它过氧化氢酶的性质比

较总结予表3《。

．毒t．3-4 Bacillus subtilis WSHDZ-01过氧化氢酶与其他过氧化氢酶的性质比较

Table 3-4 Comparison ofthe enzymatic properties ofB．subtilis WSHDZ-01with other catalases

鼢未报道

a：280rim处没有吸收峰

其它：以上各种参数是指以H202为底物，检测的是过氧化氮酶活性

从以上研究结论可以得出纯化所得的该过氧化氢酶是一种单功能过氧化氢酶，与过

氧化物酶性质相比有很大的差异。
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一般来说，典型的单功能过氧化氢酶在一定的pH范围内活性不受pH变化的影响，

因此表现为宽范围的最适反应pH(pH 4．10f591)。对碱性单功能过氧化氢酶来说也同样表

现出这样的特点，只是其最适范围向高pH僮方向偏移(如pH 8．10．5瞄j)。两Bacillus

subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶的酶活pH依赖曲线则较为独特，其在pH 5．10的范围内基

本不表现pH依赖性，但在pH 11．12时凸显酶活高峰。这可能从某种角度上体现了该酶的

“嗜碱性’’，因为在同样的pH下，其还表现出良好的稳定性。因此，该酶可以作为一个

较好的分子模型来研究过氧化氢酶的碱适应机理。

3。4本章小结

l。粗酶液经乙醇分级沉淀、DEAE阴离子交换层柝柱、疏水层析撞后，所褥过氧化氢

酶样品的比酶活由1982．4 U／mg提高到了13563．8 U／rag，纯化倍数为6．8，回收率达

到32．5％。

2。Bacillus subtilis WSHI)Z．01所产CAT在pH5。10的藏围内催化活性基本上不受p珏

的影响，最适pH为12，并且在pH 6-11的范围内表现出良好的稳定性，25"C条件

下放置60 min后基本没有酶活损失。

3．Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT，最适酶促反应温度为55℃；酶的热稳定性实

验表明，该酶在50℃以下相当稳定，保温60rain居的酶活基本保持不变。耐热性与

低温酶相近。

4．Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT的活性最适底物浓度是H202 40 mmol／L，采

用Lineweaver-Burk作图法分析了40 mmol／L H202戬下的酶活．底物浓度关系，并计

算出该酶的H202K蘧值为26．87 mmol／L，Vm驭=《3。5 tool／(min·nag)

5．Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT在405 nm下有吸收峰，表明该酶的分子中带

有血红素，Reinheitzal比值(知05／A280)为O．54。酶液以氰化钾处理，Soret band发生

偏移，丽酶液以低亚硫酸钠还原后，Soret band的位置和峰型基本没有变化。
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第四章Bacillus subtilis WSHDz．01过氧化氢酶热稳定性的研究

4。王引言
’

通过上述研究，基本完成了过氧化氢酶的提取、纯化及性质研究，在此基础上，本

章对过氧化氢酶在纺织清洁生产中的热稳定性进行研究。棉纺织物精练中，要求织物在

60,--65"C含酶和动剂精练浴中处理15 mill，这就要求酶在60"C左右仍具有良好的稳定性

[s3,64]。但是，前期研究发现，采用芽孢杆菌Bacillus subtilis WSHDZ．Ol所产过氧化氢

酶的热稳定性不很理想，有必要提高酶的热稳定性。

提高酶热稳定性的方法有很多，包括筛选耐热菌株、化学修饰【65阐、交联酶结晶法

【锈和多聚体共价结合法等。丽在液体酶制剂中加入稳定翔是一种常雳的，经济有效豹方

法【681。本章通过在液体酶制剂中加入各种稳定剂，如糖类、多羟基醇类、多聚体、金属

离子、表顾活性剂、羧酸盐和其他化学物质口羽，对提高Bacillus subtilis WSHDZ．01所产

过氧化氢酶在60℃左东鲶应用稳定性进行了研究。

本章将通过比较在添加稳定荆前后，Bacillus subtilis WSHDZ。01所产过氧化氢酶热

失活反应及失活速率常数等参数的变化，从理论上初步解释该过氧化氢酶的热失活过

程。

4．2材料和方法

4．2．1主要仪器

圊第二章

4．2．2试荆

试剂均为常规的国产分析纯试剂；

纯化所德Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧纯氢酶。

4．2．3分析方法

A．酶活测定方法

露第二章

B。酶热稳定性的测定
‘

将添加不同种类、不同浓度稳定剂的酶液，在pH 7．0磷酸钾缓冲液中，60"C水浴中

保温15 min后，立即冰浴，稀释至适宜倍数，测其酶活。以不加稳定剂的酶液作对照，

分别计算酶活残留率。

螋墓单翼望三踅掣x 100％：酶活残留率
热处理前的活力

⋯⋯⋯一。

C。 CAT热力学参数测定

a)失活速率常数k的测定f6囊硼

酶液在不加底物的情况下，其失活模型假设符合：活性酶分子通过不可逆的构型变
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化或化学变化而成为无活性的蛋白质，该失活反应为一级反应，

活性酶浓度，过程如：

N—‰b
酶活关于时阅t的函数可以描述成方程：

即酶的失活速率正比于

(4．1)

Rt=Ro·exp(一灯) (4-2)

而更多的酶失活过程则是二级反应，为了更好的解释二级失活过程提出了两个不同

的模型：

模型l是指含有丽种同工酶，若它们的比活力和热稳定性都有所不同，这同工酶体

系就存在两阶段失活过程如式4．3，

Nl—点oDl N2—盟◆D2 (4。3)

可以描述成方程为：

恩=R1·exp(-k,t)+R2·exp(-k2t) (4-4)

模型2则提出在原酶液在失活的过程中存在着中间体，如式4．5：

Ⅳ—盐◆X—丝一D (4．5)

丽酶活关予时间t的函数可以描述成方程

即 尼=【RI-R2·kl／(k2-k1)]·exp(-klt)-(R2·kl／kl-k2)·exp(-k2t) (4-6)

是通过Origin软件非线性拟合所得kl和k2值，而半衰期则是当＆失活至1／2凡时

所需时间。

式中： 卜失活速率常数(1／rain)；
＆、R广_分别为O小时、t小时的酶活(U／L)；

t——失活过程的时闻(min)。

N一原酶：
D-----失活的酶； ．

X_一酶失活过程中间体。
b)失活活化能、布靳自用能的计算

活化能是根据失活速率常数关于温度的函数即阿伦尼乌斯方程计算恧得，

lgk=一E。|2．303RT+lgA

活化焓、活化吉布斯自由能、活化熵分别由方程可得

△G=-2．303RT lg(舳／乜?)

式中：邑一活化能；
△仔一失活吉布斯自由能；卜失活速率常数(1／rain)；
R——通用气体常数(8．3143 ld／kmol·K)；

卜绝对温度(K)；
茂——指前因子。

h·—普朗克常数(6。6260755×10-34J·S)
’ kb～波茨曼常数(1．380658×10‘23 J／K)

2塞
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在本实验中，研究了57．5℃到65℃之间Bacillus subtilis WSHDZ．01所产过氧化

氢酶的热失活过程，具体操作时将样品置于不同温度的恒温水浴中，间隔～定时间取样

(如表4．1)，测定过氧化氢酶的酶活残留率。丽后

(1)根据酶活残留测定结果，作残余酶浮时阔的蓝线，确定反应级数；
(2)求出不同温度下酶制剂失活反应速度常数k值；

(3)将lgk．1玎作Arrhenius图，从Arrhenius图得出直线后，求出活化能风
表争薹实验温度和取样对闯

Tab．4-1 Test temperature and sampling time

4．3结果和讨论

4．3．1原CAT燕失活过程

Bacillus subtilis WSHDZ．01所产过氧化氢酶各温度下热失活过程见图4．1(左)，呈

现出指数衰减形式。

0 50 拍 叩 ∞ ∞ ∞ 阳 ∞0 10 211 ∞ 柏 ∞ ∞ 为 ∞

时蛳(mln) 时间(rain)

图垂l各温度下CAT姆失活过程

Fig．4-1 Inactivation kinetics of original CAT

。 ．-．57．5℃．●．60℃．▲．62．5℃．●b65℃

从圈中数据可以看出各温度下该酶的更符合～级失活过程即，即符合式4．1和式

4．2，绘制酶活残留对数(19C)与时间(毫)的关系图，见圈4．董(右)，求出各温度下热

失活速率常数k。

根据Arrhenius的指数定律的对数形式：lg k淄-(E以．303RT)+lg A，如图4-2，可得

一元线性回归方程，y=-20。805x+61．133，得出Ea--398。33 kJ／mol，

所求各参数值总结于表4．2。
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lffxl03

图4-2 lg k-1／'1"霉

Fig．4-2 lg k-1／I'plots

通过计算，Bacillus subtilis WSHDZ．01所产过氧化氢酶具有相当高的活化能，这意

味着其稳定性隧着温度的变化两影响较大，从表4-2可以看出，从醐℃升高至65℃，

该过氧化氢酶的热失活速率常数增大至原来的八倍之多，半衰期也从12．5 min降为1．8

mill，这种程度的变化在报道中较为少见，也意味着在酶的应用过程中，控制温度的稳

定性对最终应用效果至关重要。

表412各温度下原酶热稳定性参数

Tab．4—2 Thermostability parameters oforiginal CAT

飘℃) k(min"1)hr2(min) Ea(Id／m01) AG(kJ／m01) 一

该CAT稳定性较差不仅仅体现在随着湿度的改变变化较大，丽且，失活吉布颠自

由能AG和半衰期在相对高温条件下(如60℃)相对较小，表明在此条件下，该过氧

化氢酶的的热稳定性较差，这将制约该酶在高温下工业化应用。

4．3．2添加稳定荆对CAT应用稳定性研究

酶的高温稳定性的结构基础是酶蛋白都具有活性中心，活性中心是指酶蛋白上与催

化有关的一个特定区域，其中包括催化过程中关键的催化基团以及与底物结合有关的结

合基团。活性中心是由整个蛋白质结构决定的，破坏了酶蛋白的整个结构，也必然破坏

活性中心，从而使酶丧失催化活性。酶的高温稳定性，主要取决于酶的结构特征。酶蛋

白热失活过程，首先是分子构象改变，次级键破坏，进而肽链伸展、或分子闻相互作用

恧凝聚，溶解度降低，催化活性下降或丧失；或伸展的肽键折叠成无活性的构象。增强

酶的热稳定性，都必须把防止或减少构象伸展作用。

以下按上述分析方法研究了几种类型的添加裁对Bacillus subtilis WSHDZ。01所产

过氧化氢酶热稳定性的影响。



第酲章Bacillus subtilis WSI--IDZ。01遗氧优氢酶燕稳定性的研究

A．添加金属离子对酶热稳定性的影响

阳离子能够保持酶蛋白结构完整性，与蛋白质结合，稳定其三维结构，防止蛋白质

变性。同时还能对球蛋白表面的多余电赞起屏蔽作用，消除带电基团的不剥影响丽剩于

酶的稳定性【7l】71。Teke Khoo[72】曾认为金属离子参与蛋白．金属离子之间的作用是与离子酶

有效半径，方向特异性的程度有关。

实验分别对Na+、C、M92+、Ca2+,NH4+金属离子的氯盐对Bacillus subtilis WSHDZ．01

所产过氧毒匕氢酶在60℃下热稳定性影响进行了考察。结果如图4．3所示：

0 5 10 15 勰

浓度《mmo纯)

图4-3金属离子对酶稳定性的影响

Fig．4-3 Effects of different cations On thermostability of CAT

．_．Ca2+．·．M矿-▲．NH4 一V．IC -4-Na+

从实验结果可以看出，Ca2+，M92+的终用效果最佳，在2 mmol／L浓度下残余酶活

提高了20％，但随着浓度的增加，作用效果下降。相比较NH4+的作用就没有那么翡显，

而K+和Na+的作用效果却不明显，但也没有不利影响。

B．添加阴离子对酶热稳定性的影响

许多研究论文中，并没有突赉显示瞬离子对酶热稳定性的作用，本实验考察了四种

钠盐对过氧化氢酶热稳定性的作用，实验结果如图4-4。

可以看出CH3COO。和S042‘的对提高过氧化氢酶热稳定性有突出的作用，在500

mmol／L S042浓度时，残余酶活已经接近90％，而1000 mmol／L的CH3COO。丽样可以有

此效果，而相比Cl‘对酶热稳定性则几乎没有作用，N03"的存在对酶稳定性有很大的不

利作用，因此在该酶的应用过程中应极力避免这种离子的存在。 ．

相比予金属阳离予，阴离子的作用效果更为明显，但作用浓度也有较大差别，一般

需要相对较高浓度才能到达应用要求。
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O Z∞400辱∞ 嘲 '嘲
浓度(retool／L)

蹲4《弱毒予对酶热稳定挫酶影响

Fig．4-4 Effect ofdifferent anions on thermostability of CAT

．-CI"．·．CH3COO"．▲．so，．V．NOr

C。添加糖类对酶热稳定性的影响

张贺迎等【73】的研究表明，糖类对酶稳定性的提高有一定作用，这是由于羟基基团和

酶分子的相互作用使得酶分子的构相得以稳定，氢键能减低蛋白质的自由能，因此普遍

认为氢键的作用不仅是蛋白质分子折叠的驱动力，焉且对蛋自质分子天然结构的稳定性

具有重大贡献。在本研究中，选择了多种典型糖类进行稳定性试验，包括葡萄糖、蔗糖、

海藻糖。结果如表4．5所示：

为

镪

秘

冰

缎胬
谶

鬈∞
鸽

40

口 期 500 800 1硼口 1硼
浓度(nmml／L)

’

”

图舢5糖类对酶稳定性的影响
。

Fig．4-8 Effects of different sugars on thermostability of CAT

．小葡萄糖．·．蔗糖．▲-海藻糖

从图4．5中可以看出添加葡萄糖和海藻糖浓度为300 mmol／L时，酶液的热稳定性

显著提高，但隧着糖浓度的提高葡萄糖和蔗糖对过氧化氢酶热稳定性作用效果也随之增

强，在同样条件下，相比空白酶液，残余酶活由40％提高至65％以上，而海藻糖则没

有预期的作用效果，根据文献报道【74】，海藻糖在酶热稳定性作用中相对于其它糖更为优

越，蕊在该实验中则未体现出来，在达到500 mmol／L后，残余酶活就稳定在55％左右。

32

∞

船

瓣

耱

∞

O

^霉v螺娑媚艇



第四章Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶热稳定性的研究

D．添加多羟基醇类对酶热稳定性的影响

多羟基醇类可与水分子结合，降低的蛋白质分子的水和作用，减少介质的介电常数，

加强蛋自分子的疏水性从丽提高蛋岛质的稳定性湖，如图4-6，4-7所示：

睡垂6酶蛋盘在水溶液中酶失活过程l弼

Fig．4．6 Denaturation of enzyme in aqueous solution

图4-7多羟基醇对酶蛋白的保护作用17Sl

Fig．4-7 Effect of polyois OR stabilization ofenzyme

实验研究了不同的多羟基醇类物质如甘油、乙二醇、丙二醇、聚乙二醇加入酶液，

结果如图4_8所示：

O 'O ∞ ∞ ∞ 弱

浓度(％)

图4_8多羟基醇对酶稳定性的影响

rig。锚Effects ofdifferent弦b沁鹣on thermostability of CAT

．和甘油．·．豢乙二醇．▲．乙二醇．V。l≯一丙二醇

可以看出乙二醇和聚乙二醇的作用效果明显，在5％浓度添加量的情况下，最终残
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余酶活就提高至65％以上，随着浓度的增加，作用效果也更加明显，在达到50％浓度

添加量时，最终热损失的酶活少于15％。但是实验结果显示甘油及丙二醇这两个三碳

羟基醇却没有突出的作雳，特别是丙二醇，随着浓度的增加，热稳定性反而下降，这与

一般的实验结论不相一致，这也说明多羟基醇除了在增加酶分子疏水性的同时，其本身

的分子结构对酶有另外一种作用，使之构象发生变化，稳定性降低。

5、添加其它物质对酶热稳定性的影响

Costa S A。【28】在研究中发现戊二醛对提高Bacillus sp．过氧化氢酶的稳定性有着较好

的作用，O。2％的添加量可以将酶液在30℃的半衰期从11 d延长至22 d，这主要是因为

戊二醛作为双功能交联剂与酶蚤白分子发生交联作用，使酶稳定性增加。然而在本实验

中戊二醛的添热使酶活力大幅度降低，如图4．9，这可能是因为交联作用是随机的，会

引起蛋白质高级结构的改变，使酶失活。

&O 疆Z 014 珉5 o．8 1．O

浓度(％)

圈垂9戊二醛对酶热稳定性的影响

Fig．4-9 Effect ofglutaraldehyde on thermostability of CAT

圊样，在实验中发现氨基酸，表面活性剂等作为已报道的提高一些酶蛋自热稳定性

的添加剂也并未起到提高Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶热稳定性的作用。

4．3．2添加稳定剂对CAT的热失活过程的影响

从以上研究中可以发现，添加一些盐类特别是CH3COO。和8042’可以很好的提高

Bacillus subtilis WSHDZ．01过氧化氢酶的熟稳定性。而在添加这两种盐后，CAT的在各

温度下的失活过程，枢对于原酶有哪些交亿，弱样筐得研究力更好的提高英热稳定性提

供基础理论依据。

图4。10则是在添加500 mmol／LCH3C00。和S042’后该CAT的热失活过程曲线，除

了缀明显的看出在同样时闻内各温度下CAT的熬失活率要比原酶小的多之外，失活过

程益线也发生了变化，酶活呈现出先下降很快焉后趋予平缓的失活过程，这不同于原酶

的一级的指数失活过程。

因此，可以得出结论，在添加两种阴离子后CAT失活过程符合出二级失活模型，

由于纯化所褥的CAT并不存在同工酶系列，圜此其失活过程肯定存在着中间体，如式
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第四章Bacillus subtilis WSHDZ-01过氯纯氢酶热稳定性酶研究

4．5，即

钓睡

∞
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逛

鬟40
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图4-10添加阴g-t-CAT的热失活过程f左：500mmol／LCH3C00"右：500mmol／LSO广)

Fig．4-10 Inactivation kinetics of CAT in the presence of anions

．-．65℃．·．62．5 oC．▲．60℃．◆．57．5℃

出现这种失活形式的变化在文献中已有报道【7 71，在添加金属离子后，木糖异构酶也

有原来的～级失活模型转交为菲一级失活模型。之所以出现这种不均匀交化的失活过

程，主要是由于原酶(N)与中间态(X)两种形式的CAT都有一定活性，丽它们的热

稳定性却有一定差异，在不添加稳定剂的情况下，两种物质的热稳定性接近，同样温度

下可以近似的看作具有相同的热失活速率，因此在这种情况下CAT的失活过程更接近

于一级失活模型。而在添加薅种阴离子后，从图可以看出，CAT在多数温度条件下的失

活过程的前期失活速率较快，但很快趋于平缓，可以理解为原酶在添加了阴离子后，对

两种状态的CAT热稳定性有着不同程度的提高，导致两种状态下的酶蛋自在同样温度

条件下表现出不同的失活速率。而在65℃下添加阴离子的C触r的失活过程则更接近一

级失活过程，主要原因是在很高的温度下，原CAT和中间态CAT薛热失活速率加快，

差异性交小，呈现出一级失活过程(如图4．10)。通过Origin软件根据式4-6

Rt然【RI—R2·kl／(k2-／cO]·exp(-klt)-(R2-kl／kl--k2)·exp(-k2t)

或R一彳·exp(-kl，)一B·exp(一k2t)非线性拟舍得蹴各参数值总结手表4—3。

裹4．3各温度下添加阴离子CAT热稳定性参数

Tab。4-3 Thermostability parameters of CAT in the presence ofanions"
．

■■■■I■●_●_■●●●_■一II I■-_●●_●■■_■■■■-． II
．

II

阴离子 T(℃) A kl(min‘1) B k2(minl)h岔(min)
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由于在添加两种阴离子后CAT的热失活过程符合二级失活模型，存在两个失活速

率常数，因此不便于利用Arrhenius方程计算其他热力学参数，而通过各温度下的半衰

絮的变化圈样反映出在添加两种阴离子着，酶液的稳定性受温度的影响变化仍然较大，

若在更高温度(60℃以上)下应用将表现的更为明显。

4。4奉辛小结

1．研究了在Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT中添加糖类、多羟基醇类、金属离子、

阴离子和其他一些化学物质对酶应用稳定性的影响，在添加500 mmoFL CH3COO’、

500 mmol／L S042"和50％乙二醇和聚乙二醇后，都可以将酶液在60℃下保温15 rain

屠的酶活提高至80％以上，Ca2+、M92+、NH4+、甘油以及糖类也对也同样具有提离

酶液热稳定性作用。而Na+、K+、C1’、N03。、戊二醛等则对CAT热稳定性的提高没

有显著影响或具有负面作用。

2．逶过在各温度下对Bacillus subtilis WS薹差DZ．◇l所产CAT失活过程筋研究发现，原酶

的热失活过程更符合一级失活模型，而在添加CH3COO。和S042。羼的该酶的失活过

程则符合二级失活模型。通过研究热力学参数，可以发现原酶不仅在相对高温条件

下稳定性差，并且稳定性随着温度改变而变化较大，而添加这两种稳定剂后，虽然

通过各温度下的半衰期比较，可以发现随着温度的改变，稳定性仍然会有较大变化，

但是总的来说，在很大程度上可以提高酶在高温条件下的热稳定性。



结论

第五章结论

(1) 采用氯仿冲击法来释放BacillUS subtilis WSHDZ．01周质CAT，在37℃条件下20

此氯仿处理0．01 gDCW菌体30 rain，在水溶液中渗透60 min后释放CAT酶活，可以

达到超声波破碎的85％以上。

(2) 粗酶渡经乙醇分级沉淀、DEAE阴离子交换层析桂、疏水层辑柱后，所得过氧

化氢酶样晶的比酶活由1982．4 U／mg提高到了13563．8 U／mg，纯化倍数为6．8，回收率

达到32．5％。该过氧化氢酶的亚基分子量为63 kD，在405 11Ill处显示特征吸收峰(Sorer

band)，推测含有血红索。计算获得酶的表观米氏常数为26．87 mmol L九。该过氧化氢酶

不受低亚硫酸钠的还原作用影响，但被氰纯物、叠氮化物和3．氨基．1，2，4．三唑(单功麓

过氧化氢酶的专一抑制剂)强烈抑制。以邻苯二胺作为电子供体测定酶活时，该酶不显

示过氧化物酶活性，因此，将纯化的过氧化氢酶定性为单功能过氧化氢酶。

(3) Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT在p嚣5．10的范围内催化活性基本上不受

pH的影响，最适pH为12，并且在pH 6．1l的范围内表现出良好的稳定性，25℃条件

下放置60 min后基本没有酶活损失。最适酶促反应温度为55℃；酶的热稳定性实验表

弱，该酶在50℃以下相当稳定，保温60 rain后的酶活基本保持不变，其耐热性与低温

酶相近。

(4) 研究了在Bacillus subtilis WSHDZ．01所产CAT中添加糖类、多羟基酵类、金属

离子、阴离子和其他一些化学物质对酶应用稳定性的影响，在添加500 mmol／L乙酸钠、

500 mmol／L硫酸钠和50％乙二酵和聚乙二醇后，都可以将酶液在60℃下保温15 rain

后提高至80％以上。

(5) 通过在各温度下对BacillUS subtilis WSHDZ-0l所产CAT失活过程的研究发现，

原酶的热失活过程更符会一级失活模型，而在添加乙酸钠和硫酸钠后，酶的失活过程符

合二级失活模型。通过热力学性质研究，可以发现原酶不仅在相对高温条件下稳定性差，

并且稳定性随着温度改变而变化较大，而添加这两种稳定剂后则具有较好的促进热稳定

性作用。
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Bacillus subtilis WSHDZ-01产过氧化氢酶的提取、纯化及

性质研究
作者： 姚海勇

学位授予单位： 江南大学

  
相似文献(1条)

1.学位论文 孙权 粮-菜轮作系统铜污染的作物和土壤微生物生态效应及诊断指标 2007
    本文以“水稻-青菜”轮作制土壤生态系统为对象，综合运用室内外培养、作物盆栽试验、模型模拟，借助微生物代谢指纹图谱方法(Biolog)、磷脂

脂肪酸(PLFA)等生物技术并结合传统微生物学方法，研究了黄红壤、青紫泥和小粉土等三种水稻土粮-菜轮作系统主要污染重金属铜对水稻和青菜的毒性

效应，并重点探讨了铜胁迫下土壤微生物生态学特征(微生物生物量、呼吸、酶活性、区系组成、代谢剖面、群落结构等)。主要结论如下：

    1.铜污染对植物生长的毒害作用受植物种类和土壤理化性质的双重影响。铜对水稻和青菜生长的剂量效应表现为低铜浓度(50 mg kg-1)促进作物的

生长，地上、地下部分生物量增加(小粉土除外)；100 mg kg-1铜显著增加了水稻的根系长度，增加了水稻的分蘖数、株高、穗长、从而显著增加总茎数

，产量增加。更高的铜浓度则产生显著的抑制作用。黄红壤和青紫泥水稻铜致死浓度分别为1200 mg kg-1和1600 mg kg-1，而小粉土为50 mg kg-1；三

种土壤改种青菜后的表观致死浓度都为800 mg kg-1。

    铜对作物毒害的生理基础为，50 mg kg-1Cu2+促进青菜根系体积、直径和叶绿素增加及水稻产量构成因素，青菜根系长度和表面积及水稻总茎数及

单茎成穗数显著增加，显著增产．更高的铜浓度则抑制了SOD活性、叶绿素含量及光合作用，丙二醛MDA含量下降，脯氨酸含量显著下降，造成青菜减产

。外源铜浓度大于400mg kg-1则极显著抑制水稻叶绿素合成，减少穗数，穗粒数和千粒重，产量下降。

    2.水稻茎叶对铜的吸收随土壤铜污染浓度的升高而呈指数式增长，水稻根系和籽粒中的铜浓度随外源铜浓度的增加而极显著线性增加．水稻不同的

器官对土壤铜吸收的顺序为：根》茎叶>糙米。但外源铜浓度超过400 mg kg-1能够导致糙米铜含量超过食品安全标准．青菜根系的铜含量高达77.77％-

80.41％，随铜浓度的增加，青菜地上部分和根系中铜的累积量相应增长，但青菜地上部分铜的相对累积量随铜浓度的增加而下降，从而大大减少高铜污

染下铜在青菜可食部位的积累。

    3.三种土壤中的铜均是以Fe-Mn氧化物结合态为主．四种提取剂提取的有效铜含量和外源铜总量均呈极显著的正相关。各种提取态铜之间以及各种形

态铜与水稻产量、青菜生物量之间呈显著或极显著负相关，与水稻及青菜组织体内累积的铜呈极显著正相关．其中，以0.5 mol L-1 DTPA提取铜与外源

铜的相关性最好，可以作为土壤有效性铜的最佳化学提取剂．

    4.因溶解性能源物质数量的消耗，三种水稻土的微生物生物量碳、基础呼吸速率及微生物商随培养时间的延长而显著下降；而在轮作中因根系不断

分泌有机物及残根分解的刺激作用而显著增加。三种土壤微生物生物量碳及基础呼吸速率对铜胁迫的剂量效应表现为在低铜浓度下(<400 mg kg-1)增加

或显著增加，更高铜浓度因毒害作用而显著下降。土壤微生物代谢商随铜污染浓度的提高及培养时间的延长而升高。但在粮-菜轮作系统中稻作淹水下

，随铜污染浓度的提高，黄红壤的微生物代谢商和呼吸速率增加，青紫泥和小粉土的微生物代谢商降低。改青菜旱作后，土壤的微生物代谢商和呼吸速

率都随铜污染浓度的提高而降低。

    5.低铜浓度(50-100 mg kg-1)显著促进了过氧化氢酶、脲酶和蔗糖酶活性，高铜污染浓度则抑制了酶活性。四种酶对铜污染敏感的顺序为：脲酶>蔗

糖酶>磷酸酶>过氧化氢酶；粮-菜轮作体系中，根系及其分泌物的共同作用促进土壤酶活性，尤其是水作改旱作后，酶活性进一步极显著提高。

    6.铜污染胁迫下，三种土壤可培养微生物总量在低铜浓度下随铜污染浓度的逐步提高而显著提高；但当铜浓度超过400 mg kg-1及随培养时间的延长

，铜污染的抑制作用增强。肥沃土壤青紫泥和黄红壤可培养微生物总量随培养时间的延长而显著下降，而贫瘠土壤小粉土可培养微生物总量则因环境条

件的改善而随培养时间的延长而提高．铜胁迫使土壤微生物区系组成结构也发生显著变化。三种土壤培养过程中因耐性细菌出现而维持细菌的相对比例

不降反升；真菌比例随铜污染浓度的提高而先升后降；而放线菌的比例随铜污染浓度的提高而显著降低。

    7.铜胁迫导致土壤微生物群落结构或功能多样性发生改变。三种土壤之间的C12-C20磷脂脂肪酸(PLFA)的含量达到显著差异；每种土壤内所含有的

C12-C20同碳结构PLFA则达极显著差异。

    这种差异首先表现在可检测PLFA的类型变化．培养8周时，100-400 mg kg-1铜显著促进了可以命名的微生物类型，800 mg kg-1铜则显著抑制，以贫

瘠的小粉土表现最典型。随培养时间延长至52周，各土壤可命名磷脂脂肪酸类型增加，且低铜浓度促进磷脂脂肪酸类型增加，高铜浓度则显著抑制。可

见，铜胁迫并非改变被测土壤PLFA结构的唯一影响因素。

    其次，铜污染显著改变了微生物群落主要构成成分的结构比例。三种土壤PLFA随培养时间而变化。黄红壤和青紫泥微生物群落都以细菌占绝大多数

，真菌和放线菌类型与数量比例都很低，与培养计数法获得的结果非常一致。小粉土对照土壤培养8周时真菌占比例高达58.58％，细菌只占27.51％，放

线菌未能测出；而培养52周时，细菌比例高达69.5％，真菌比例下降到6.85％，放线菌仅占0.69％。即，小粉土即使在无铜污染的情况下，微生物群落

结构也发生了剧烈改变。当然，铜胁迫进一步促进了土壤微生物群落结构的改变。细菌和放线菌的比例随铜污染浓度的提高而显著提高，真菌的比例和

真菌/细菌的比例都随铜污染浓度的提高而显著下降。

    此外，铜污染导致土壤微生物产生适应性或耐性反应，一些特征磷脂脂肪酸消失或涌现。铜胁迫使甲烷营养菌Ⅰ型16:1w5c和好氧细菌15:0 3OH、

16:0 2OH及硫酸盐还原细菌17:1 w8e消失，厌氧细菌17:0 ISO 3OH和真菌20:2W6，9C受激发作为新种出现，革兰氏阴性细菌(17:0 CYCLO和19:0 CYCLO

w8c)和革兰氏阳性细菌(4:0 iso、15:0 anteiso，15:0 iso，15:0 iso 3OH，16:0 iso，17:O anteiso，17:0 iso)大量涌现。

    8.铜胁迫降低了土壤的微生物群落代谢剖面(AWCD)，且AWCD值与测试时间之间呈非线性关系。三种土壤Biolog生态盘碳源利用的铜浓度效应受培养

时间的影响而存在一定差异。随着铜污染浓度增加到800 mg kg-1时，土壤的AWCD值下降，微生物群落生理代谢功能下降。三种土壤在31种碳源构建的主

成分分析坐标体系中存在明显的空间分异，表明微生物群落结构对铜污染非常敏感。

    三种土壤铜污染微生物群落的功能多样性指数在同一时间的不同浓度和同一浓度的不同污染时间下存在差异．高铜浓度(>800 mg kg-1)导致丰富度

显著下降，均匀度和Shannon指数也下降，微生物种群变得单一。

    9.根据铜污染对水稻、青菜生长的抑制效应，以及粮-菜轮作系统中土壤微生物生物量、微生物商、酶活性等生态指标的铜胁迫剂量效应，以水稻、

青菜减产10％，水稻籽粒或青菜可食部位铜含量不超过10 mg kg-1，特别是运用生态剂量(ED10)的概念，根据上述各项指标与铜浓度对数值的模拟模型

，计算了黄红壤、青紫泥和小粉土的铜临界指标分别为198、185和71 mg kg-1。
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