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南极海洋微生物N2a鉴定、系统学及一种低温过氧化氢酶BN0

纯化与性质研究

摘 要

低温过氧化氢酶XECl．11．1．6)是好氧低温生物代谢必需的抗氧化酶。低温过氧化氢

酶研究对于认识海洋微生物在低温下有氧代谢活动规律有重要意义。本研究从南极海

水中筛选出高活性过氧化氢酶菌株，鉴定为芽孢杆菌属(Bacillus)细菌。详细研究了芽

孢杆菌目(Bacillales)中产芽孢细菌尤其是芽孢杆菌属细菌的16S rDNA系统学，给出

了新的分组结果。首次从海洋革兰氏阳性菌中分离纯化了过氧化氢酶并研究其性质，

分析了低温荫和同源的中温酶差别不明显的现象。

从南极表层海水中分离细菌并筛选高过氧化氢酶活性的菌株，获得的49株细菌用

硫代硫酸钠滴定法初筛后，其过氧化氢酶活性都高于大肠杆菌的酶活。用紫外分光光

度法复筛后有15株菌的过氧化氢酶活性高于藤黄微球菌的酶活。其中N2a菌株活性最

高，超声破碎细胞后活性达1200 U／rag。49株细菌的形态与生理生化特征表明它们属

于同种细菌。进—步测定N2a的脂肪酸含量与16S rDNA序列后将其鉴定为芽孢杆菌

属的细菌。N2a是专性好氧，能运动，产芽孢的杆菌，主要脂肪酸为is04214：1，is04215：0，

ameiso-C15：0和is04214：0。N2a与丑barbar／cus、最arserdcus，丑mac_mze煅is和丑gelatini

的16S rDNA序列相似性分别为99．4％、97．9％、96．1％和95．3％。N2a的表型(4℃生

长，7％NaCl生长)和脂肪酸含量(不饱和脂肪酸占40％以上)体现出低温海洋菌的

特征，不同于和N2a的16S rDNA序列相近的菌株。所以N2a可能是Bacillus新种。

好氧产芽孢的细菌的系统学长期以来研究较少，特别是Bacillus属及相近属的系统

学存在问题。本文根据16S rDNA序列，用邻位连接法(NJ)、简约法㈣、最小进化法

㈣、最大似然法㈣和贝叶斯推断(BI)五种算法构建了181种芽孢杆菌属及相关属

细菌的系统进化树。BI算法得到的进化树最理想，其次是儿。各种系统进化树都表明，

Bacillus不是单系群，芽孢杆菌属及相关属细菌可以划分为9个组。芽孢杆菌属模式种

丑sub行lis属于组1。N2a菌株属于组7。组4，组6和组8的细菌在表型上有一致性，

分别为嗜热菌、嗜盐菌和嗜碱菌，而其它各组内的细菌在表型上无一致性。组2，组4
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和组8是由芽孢杆菌属及相关属细菌组成的，说明目前芽孢菌的分类系统和16S rDNA

系统进化树不完全—致。组9主要由芽孢杆菌科除Bacillus以外的属组成，其中的4

种芽孢杆菌可能属于其它的属。还有4种芽孢杆菌位于9个组之外，应建立新属或划

入其它属。 ．：

从Bacillus sp．N2a茵体中分离纯化其过氧化氢酶(BNC)，采用50 mol／L pH7．5

Tris·Cl缓冲液。菌体超声波破碎并离心后加入硫酸铵粉末，收集40％至7蝴度之
间的沉淀，样品透析后使用／IKTA FPLc进行离子交换和分子筛层析。DEAE-蝴
A-25阴离子交换层析以NaCl梯度洗脱，在O．13 mol几NaCI时收集活性峰。聚乙二

醇20000浓缩样品后使用Sephactyl S200HR分子筛层析。得到的过氧化氢酶在变性和

非变性条件下电泳均为单_条带，比活80000 U／mg。Sephacryl S200HR分子筛测定BNC

分子量为230 kD，SDS—PAGE测得亚基分子量为56如，表明BNC是同源四聚体。

Bio--Rad Rotofor等电聚焦电泳测得BNC的pI=4．2。BNC最适温度25℃，最适pH6一

11，活性受叠氮钠、盐酸羟胺和巯基乙醇的抑制。这些性质表明BNC属于小亚基单功

能过氧化氢酶。BNC的活化能13 kJ，表明它同其它小亚基单功能过氧化氢酶类似，属

于非温度依赖性的酶。BNC在4。C和25℃的催化效率分别为3．6X 10s和4X l扩M-1f1。

BNC低温下高塍化效率保证代谢产生的过氧化氢被迅速清除。BNC的热稳定性低于来自

中温芽孢杆菌的小亚基过氧化氢酶，可以认为BNC属于低温酶。BNC来自在自然环境

中自由生活的细菌，可以作为低温小亚基单功能过氧化氢酶的代表。BNC和同源中温

酶的活化能、催化效率及热稳定性差别不大，是低温酶的特例。

关键词：南极海水细菌分离鉴定；芽孢杆菌系统学；单功能过氧化氢酶；纯化与性质；

低温酶；
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Abst ract

CataJase(ECl．11．1．6)is a kind of high-active home-keeping pa劬among all organisms

smviving in oxie environments,which scavenges H202 produced by celular metabolism of

0生to prevent H202 from oxidizing lipids，proteins and nucleic acids．Studies on psychrophilic

catalases are of significance to understw,d the metabolislll of aerobic psychrophiles．

Cold-枷ve catalases also have potential applications in dairy and water treatment in paper,
food,textile and semiconductor industTies．Bacteria with hilgh eatalase activities from

A-玎拓删c seawater have l孵ver been studied directly．Thus,锄investigation of Antarctic
，

m弛bacteria c0喊面11ing high-acdvity hydroperoxidases is coilducted by isolation and
characterisation of the bacteriaL The isolates a∞identified as Bacillus．The phylogeny ofthe

new Bacillus sr旃es and the new genera of Bacillace∞have not been thoroughly studied．

田】e】概phylogenetic relationships between Bacillus spedes and rclat埘genera by
reconstructing 16S rDNA phylogenetic trees using several algorithms arc established．To

better understand psychrophilic catalaseS，a novel cold adapted eatalase(BNC)from the

Bacillus sp．N2a is purified and cbarac蜘2嗣，and its activation energy,也锄ostability and

k／‰斌comtmed with several psychrophilic and mesophilic homologous．This catalase is

reported as the first characterized psychrophilic catalase from Gram-positive bacteria．

Forty-nine colonies are isolated from Antarctic surface seawater sample inoedated on

Marine agar plates．After subcultured and identified by several m咄10沓cal，biochemical
and culuwal如吲±10dS’the Antarctic seaveater isolates are all reeiproeaay similaL Cells锄℃

straigla：t’Gram-variable,strictly aerobic and mode rods，2．5--5 lain long and 0．5-1岬wide．
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]'hey form oval endospores subtenninally．Cells grow on marine agar at pn 6_1l(optimally

at pH 7．5-8)and tolerated up to 6％NaCl(w／v)．Colonies are whitish,wans慨t,flat,
smoo血,and circular with regular m啦and approximately 1 IIII／1 in diameter within 24 h
when grownon marine agar at 20 oC．Their ceU ex'Wdgts show high camla∞activity of 1200 4-

295 U／mg．I-n#activity of the eatalase at low tempelmlres is in acIcl)Idance with the

environmental conditiom underwhichthe microorganisms live．Identification ofthe Antarctic

seawater isolates by several morphological,biochemical and cultural methods show that they

belonged to the same species,among which the swain N2a is chosen as l'epre；sen脚v15．This

strain is determined to be a member of Bacillus aeeordillg to its 16S rRNA gene and fatty

acids profile．However,culturing properties(growth at 4 oC and in 7％NaCl)and relatively

high tmsaaa'ated fatty acids◇40％)of the strain N2a勰different from those of the 16S

rRNA gene phylogenetic relatives,exhibiang the characteristics of psychrotolerant marine

bacteria．Thus these results support the hypothesis that the Antarctic isolates are novel species

Neighbor-jo'mingo maximum-pm醯nony,minimum-evolution,maximum-likelihood and

Bayesian trees eOIXStl'uctl缸based 011 16S rRNA gene sequenc岱liom Genbank of 181 type

strains ofBacillus$pec'ies andrglated laxa manifest 9 phylogenetic groups,and the Bayesian

tree is eonfimaed the best evolutionary tree9．nhough the phylogeny offive species is mcemin．

The phylogenetic analysis shows that Bacillus is not a monophylefic group．丑subtilis is in

Group 1．Bacillus sp．N2a is in Group 7．Group 4，6 and8 respectively consist ofthermophiles,

llalophilic 01"halotolerant bacilli and alkaliphilic bacilli,while file species in other groups differ

much in位phenotype．Group 2，4 and 8 c011Si蚯119 of Bacillus spedes and related genera

demonstrate that the current taxonomic system does not agree well with the 16S rRNA gcnc

evolutionary tree．The position of Caryophamex犹and Plan燃in Group 2 suggests
that they might be tramferred into Bacillaceae,and the heterogeneity of Group 2 implies that

some Bacillus spedes in it觚班belong to several new genera．The dose relationship
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between B．thermantarcticus and Geobacillus in Group 4 seem that B．thermantarcticus

should be accommodated in Geobacillus．Group 9 is mainly comprised of the genera

(excluding Bacillus)of Baddlaceae,SO some Bacillus spedes in Group 9：丑salarius,R

qingdaonensis and丑thermcloacae rrfight not belong to Bacillus．Four Bacillus spies,丑

schlege2：fl，j5l lusciae,且edaphicus and置mucilaginosus骶clearly placed outside the 9

groups．It is proposed to respeetively elevate丑schlegelii and B．tusc／ae to the rank ofgenus,

and B．edaph／cus andR muc／／ag／nosus should be transferred into Paenibacillus．

Catalase(BNC)from Bacillus sp．N2a is rmoduced by the free-UviIlg bacterium liom a

cold habitat,rendering it more representative ofcold-adapted catalases than anyother reported

psychrophilic catalases．After sonication 0fme harvested N2a strain cells，for the purification

ofBNC,a ttree-step protocol consisting of(NH&S04 precipitation,anion exchange and gd

filtration is developed．All purification steps aredone at 40C andcla'ommography was done坶

a Fast Protein Liquid Chromatography system(fiaKTA FPLC)．The catalase is purified

approximately 67-fold with a yield of about 26％．It shows a single protein band on

SDS-PAGE and native PAGE．The purified catalase activity is about 80000 U／mg．The

isoelectric point of the eatalase is determined to be 4．2．BNC has amolecular mass of about

230 kD and is composed of four identical subunits of 56 kD．The catalase show q蚯mal

枷V毋at 250c and at pH range of 6-1 1．The enzyme could be inhibited bY捆de，

hydroxylamine and merca脚1．These characteristics suggest that BNC is a
smaU-subtmit monofunctional catalase．The activation energy of BNC is 13 kJ／mol and the

apparent蛾are 3．6x106 M"1 f1 and 4x106M-1 s1 at 4。C and 25。C，respectively．Hi曲
catalytic efficiency of BNC at low tempemaa'es enables this baclei．iulil to scavenge H202

efficiently．BNC can be categorized in psychrophilic enzymes accord迦to its relatively low

optimal temperatl鹏(25 oq and low theimostability．BNC exhibited activation energy,

catalytic efficieney and thermostability comparable to some mesophilic homologues．Such

similarity ofenzymatic characteristics to mesophilic homologues，恤了u曲uncommoll among

9
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the cold-adapted enzymes in general,has also been observed in other筘赋1rophmc

small-subunit monofunctional catalases．The distinctive activation energy,thcrmostability and

k／‰of small-subunit monofunctional catalases blur the boundary be咖psychrophilic
and mesophilic catalases．The highly efficient mesophilic eatalases with low activation energy

have naturally adapted to the cold environment．In托M黜，BNC exhibited cold-adapted

Keywords：Isolation and identification ofAntarctic seawater bacteria；16S rDNAphylogeny of

Bacillus；monofunctional catalase；purification andc㈣on；psychrophilic enzymes
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1引言

1．1过氧化氢酶研究进展

1．1．1过氧化氢酶生物学功能

过氧化氢酶(hydropemxidase，catalflse，过氧化氢氧化还原酶，ECl．11．1．6)在生

物界广泛存在，其起源与演化和需氧生物进化关系密切[1]。它的活性容易检测，底物

H202廉价，是被研究得最多的酶之一。它的主要生理功能是将H202分解为水和02。

实际E所有生}舌在氧化性(oxic)环境中的生物，不论它们是厌氧，好氧还是兼性

的生活方式，都含有将活性氧中间体(RoI)转化为无害化合物的酶。ROI主要包括超

氧化物、H202和羟基自由基。它们是在生物代谢过程的氧化还原反应中产生的强氧化

剂。如果它们不被歧化分解，就会和生物大分子相互作用，导致其构象改变而失活；

它们还会作用于细胞结构，破坏其完整性。在ROI中，超氧化协和羟基自由基反应活

性高，作用半径小；而№02分子小且不带电荷，能轻易穿过细胞壁或质膜等细胞结构，

还能加合到糖或氨基酸上，再由众多通透酶(permeases)运至各处。因此地02能通过

氧化蛋白质的巯基和断裂陔酸单链而伤害到组织或细胞的任何—个地方。所有好氧生

物和许多厌氧生物都有高效降解H202的保护性酶——过氧化氢酶，以保证H202产生

后立即被分解而不会损伤有机体[1]。

Fridovich首先提出专性厌氧的生活史与缺乏抗氧化的酶这两者之间存在关联。

这—假说被后来大量研究证实。有两种不同情况会使生物体受到ROI侵害：①外源ROI。

H202由非生物过程或其它生物产生。②内源代谢过程中氧化还原反应产生ROI。—个

Escherichia coll细胞在葡萄糖基本培养基中处于指数生长期时，每秒生成14 u mol

H202。如果任其积累，将很快杀死这个细胞。像原核生物和原生生物这样的单细胞生

物，它们所处的微环境不是受控的平衡环境，所以它们进化出多种除去ROI的机制。

多细胞真核生物通过终末组织分化和将涉及自由氧分子与铁的反应分区化这两种方

式，成功地避免了ROI胁迫。不仅如此，真核生物还进化出专门的结构与机制产生“氧

化爆发"(oxidative burst)，防御病害。在脊椎动物中，这些功能发展为免疫反应。
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在病原微生物与宿主长期协同进化过程中，病原生物也逐渐拥有了—套能保持其感染

能力的抗氧化机能。在大多数生物中，R01的生成是细胞凋亡中的重要事件。如果不

能控制这种“氧化爆发"，常会引起衰老加速和癌症Eli。在特殊情况下，如发病或不

良环境，对酶的需求常会超出抗氧化酶的能力。过氧化氢酶在小鼠肝线粒体中组成型

表达r2]，其在小鼠线粒体中过量表达能使小鼠寿命增加2096[3]。以上事实说明过氧

化氢酶在生物生命活动中有至关重要的作用。

过氧化氢酶通过双电子转移氧化还原反应将№02歧化为水与氧气。它的亚基与四

级结构的种类众多，根据氨基酸序列可以分为--刘t-单功能过氧化氢酶、过氧化氢

一过氧化物酶和锰过氧化氢酶[1]。

1．1．2．单功能过氧化氢酶(monofunclioml catalaSe)分类、性质与空间结构

1．1．2．1酶的分类

单功能过氧化氢酶广泛存在于真核与原核生物中。1900年就有关于其生化性质的报

告；1937年获得结晶，成为最早获得结晶的酶之一[1]。在三类过氧化氢酶中，单功能

过氧化氢酶种类最多，分布最广，活性最高，研究也最多。从生化角度根据酶亚基分子

大小可将其分为两类：含大亚基(分子量75—84kD)的酶，所含的血红素为d型，不结合

NADPH。含小亚基(分子量55-69kD)的酶，所含的血红素为b型，有的酶结合NADPH[1]。

大亚基的酶在C末端比小亚基的酶多出约150个氨基酸，构成—个新的结构域。

通过晶体结构或电喷雾质谱研究过的单功能过氧化氢酶除少数例外几乎都是含相

同亚基的四聚体[1]。序列已知单功能过氧化氢酶在300种以上。对这些序列进行系统发

生学分析可将单功能过氧化氢酶分为三类：第·和第三类酶是小亚基的酶，而第二类酶

是大亚基的酶[1]：这三类酶源自至少两次基因复制事件。第—类酶主要存在于植物中，

还有—个亚类在细菌中。第二类酶存在于细菌和真菌。第三类酶存在于细菌、古菌、真

菌和其它真核生物。可以推测第二类即大亚基的酶是最早的过氧化氢酶，它对热、过氧

化氢和蛋白水解酶的稳定性高，利于抵御生命出现初期的不良环境。通过一次基因复制

事件，它失去5’和3’端的序列，产生了第—类酶。这一事件发生得也比较早。而第三

类酶不存在于较古老的生物类群中，推测它在进化中出现较晚，在细菌中通过一次基因
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复制产生，随后通过水平基因转移进入古菌和真核生物[1]。

1．1．2．2酶性质

单功台岛丑：氧化氢酶催化反应历程有两步。酶的血红素卟啉环(Por)和铁先被H202氧化，

生成Pof+一FeⅣ=O，称为化合物I㈣I)。接着这一处于氧化状态的酶把另一分子
H202氧化，产生原来的酶，水和氧气。反应如下[¨]：。

Enz(Por一对叶H鲞gz--'Cpd I(Por+'-FeIv=O)+H20

CpdI(Por+--FeⅣ=O)+H202-*Enz(Por--Fe峄H20+02

总反应2坞02—2H20+02

单功能过氧化氢酶也能经两步单电子反应将有机小分子(如甲醇或乙醇)氧化，这

有些像过氧化物酶(BCl．11．1．7)，但由于其活性位点空间限制，它只能作用于小分子

而且活性很弱。[1]当№02浓度低时，化合物I可能从还原性有机物得—个电子变为无

活性的化合物II。化合物II会进—步变为无活性的化合物Ⅲ[5，6]：

Cpd I(Pot+--'FeⅣ=O)+HA-,Qxi lI(Por--FeⅣ一O均+A．

Cpd lI(Por--FeⅣ--OH)+H20z-℃NIII(Por--Fe“=OOH+)+H20

化合物II和化合物Ⅲ都可以转变为有活性的酶，也可能不可逆地变为失活的酶[6]。

单功能过氧化氢酶等电点小于7，最适pH范围广且偏碱性。酶不易被连二亚硫酸钠

还原，活性受3一氨基一l，2，4-三唑的抑制[7]。单功能过氧化氢酶只在底物浓度较低时

才遵循米氏动力学。在高底物浓度(0．3一O．5 mol／L)时，大多数小亚基的酶受到过氧

化氢的抑制，不能达到根据在低底物浓度时反应速率计算出的最大反应速率。而大亚基

过氧化氢酶只在H2晓浓度大于3IIlDl／L时才有可能受抑制，并且最大反应速率超出米氏方

程的预期[7]。因此文献中关于过氧化氢酶的‰和‰都不是真正意义上的，而是根据

实测值计算而来。如铜绿假单胞菌的过氧化氢酶KatB的转换数为54000s"1，而Proteus

mirabilis的过氧化氢酶转换数高达833000s"1[7]。不同过氧化氢酶的序列差异是催化效率

差异的根本原因，但具体原因还有待对反应机理的深入研究。

以上关于过氧化氢酶的综述完全根据国外研究结果。国外对单功能过氧化氢酶纯化

和性质方面的研究很多，表卜1只引用了部分微生物来源的单功能过氧化氢酶的研究。
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表I-I微生物单功能过氧化氢酶纯化与性质

Table 1—1 Property of the microbial monofunctional catalase

前三种酶来自古菌，最后三种酶来自真菌，其它酶来自细菌。串Ⅱ七数据从基因序列预测计算得出。

§酶分子分≠新亚基。1『酉钐—，啥有3个亚基。料在叵耐冲表达并纯化。№：未测。
国内过氧化氢酶纯化性质的相关研究较少。刘昌玲等(1990)从溶壁微球菌中分离

并结晶了过氧化氢酶[27]。周—等(1990)分离纯化了嗜热链霉菌的过氧化氢酶[28]。

张心齐等(2005)从·株低度嗜盐、兼性嗜碱的芽孢杆菌Bacillus sp．F26中纯化得到

—种碱性单功能过氧化氢酶，并对该酶进行了性质研究[29]。田荟琳等(2006)和张尔

贤等(1994)分别从猪血中纯化了过氧化氢酶并研究其性质[30，31]。邓向军等(2006)

从苹果中纯化了过氧化氢酶并研究其性质[32]。肖湘等(2003)从牡§瓣泥蚶中纯化了

过氧化氢酶并进行性质比较[33]。林少琴等(2000)和徐炜虹等(1996)分别从贻贝和

蚯蚓中纯化过氧化氢酶并研究了部分性质[34，35]。耿风廷等(2007)、王凡强等(2002)
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和白杨等(2002)分别在大肠杆菌中表达k嗜热脂肪芽胞杆菌和幽门螺杆菌的过氧化

氢酶[36_38]。在过氧化氢酶发酵优化研究方面，华兆哲等(2007)研究了＆蒯抛Sp．F26

产过氧化氢酶的发酵条件[39]。段绪果等(2006)对嗜热脂肪芽胞杆菌过氧化氢酶[40]；

曹翔宇等(2006)和方芳等(2004)对金黄色嗜热子囊菌的碱性耐热过氧化氢酶[4l，42]；

洪海军等(2004)和陆挺等(2001)对溶壁微球菌过氧化氢酶[43，44]；刘建忠等(2002)

对黑曲霉过氧化氢酶[45]；王凡强等(2002)和周一等(1990)对耐热过氧化氢酶分别

进行了发酵条件优化的研究[46，47]。国内过氧化氢酶研究水平明显落后于国外。

1．1．2．3酶空间结构

结构概述

现有过氧化氢酶的空间结构都是对酶晶体进行X射线衍射分析得到的(表1_2)。国

内研究者尚未开展这方面的研究。单功能过氧化氢酶空间构象高度保守。日}个亚基主要

有四个结构域。从N端至C端依次是：N端臂，反平行八股B桶，突出的卷缠环区，C端a

螺旋区。大亚基酶在C端还有一个黄素氧还蛋白样结构域，通过一段突出的铰链区与Q

螺旋区相连C52]。N端臂与自身所在亚基肽链几乎无相互作用，但它与四聚体另外三个

亚基复杂地交织在—起。每个亚基N端臂像楔子或钩子—样伸入“对面”的亚基的卷缠

环区。这种非共价的相互作用使过氧化氢酶稳定[66]。没有N端臂，酶的亚基不能组装

成四聚体[67]。

a螺旋区含三或四个a螺旋，在部分第三类过氧化氢酶中，NADPH结合位点由第一

和第三个螺旋构成。黄素氧还蛋白样结构域属于Q／B型结构域，保守的His、Arg和Ser

位于主通道入口附近，可能与过氧化氢进入活性位点的调节有关。虽然黄素氧还蛋白样

结构域与酶活性位点所在的核心区相互作用较少，但缺失C端结构域的大亚基酶比正常

的酶的稳定性低[峨69]。进化保守的残基主要分布召斟端臂、B桶和卷缠环区的起始部

分Q螺旋，而酶蛋白序列相似性较低的部分主要位于卷缠环区的无规卷曲和Q螺旋区以

及黄素氧还蛋白样结构域，它们远离活性位点、分布于四聚体表面[58]。
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表l-2获得晶体的过氧化氢酶

Table 1-2ProteinDataBankw．z．essionnumbers向Irca：la慨
过氧化氢酶 英文缩写 酶的来源 蛋白数据库 参考

(P船)编号 文献

CatF Pseudomonas syrlngae 1h17S 48
I
ⅨTA catalase Exiguobacteri删oxidotolerans 2J2M 49

Pvc Penlciiiium yitale 2IUF 50

Ⅱ 肝II Escherichia coli 1GGE 51

CAT-l Neurospora czass8 1SY7 52

BLc Bos友l￡口搬(1iver) 7CAT 53

单功能过氧化 姬￡ Jticroeoccus iUteus 1G1『E 54

氢酶 瑚C Proteus mir幻ilis 2C^G 55

d翻 Saccharomyces cereviMae lAE4 56

Ⅲ }Ⅱ℃ Ho$o sapiens(erythrocyte) lⅨ迅 57

m)c Helicobacter pylori 1帆 5

gnterococcus faecalis 1S18 58

59
VSC Yibrio salmonlcida 2ISA

过氧化氢咬撮化 mlCI)x Haloarcula mristortui 1I偶 60

物酶 Bpl组tG Burkbolderia pseudomallei 邶『v 61

MtCP Mycobacteriu田tuberculosis 1SJ2 62

Synechococcus PCC 7942 lUB2 63

锰过氧化氢酶 U)c LactobacilluS plautan姗 1JKU 64

TI℃ 砀e硼1us thez功ophHus 2v8U 65

过氧化氢酶活性中心

血红素埋在酶分子深处，位于B桶与Q螺旋围成的“口袋”中，和周围保守残基构

成过氧化氢酶活性中心。血红素中心的三价铁并不位于血红素卟啉环平面上，而是在近

侧(朝向四聚体防心的—侧)距血红素平面O．03珊处，与卟啉的四个吡咯环上的N原子

形成四个配位键，与血红素平面的近侧T”的酚羟基形成第五个配位键(Fe_0距离0．15

至O．19rim)。近侧另—个保守残基Arg通过-与Tyr的氢键促进r”的苯酚基团pl(a降低，利

于配位键的形成。近侧的保守残基都位于卷缠环区。在血红素的远侧(朝向分子表面的

—侧)，在催化中起关键作用的His与血红素平面平行，在血红素第三或第四个吡咯环上

方。另—个关键雕JAsn与第二个毗咯环的乙烯基相互作用。His和Asn通过氢键使H202靠

近血红素[57]。

过氧化氢酶活性位点也是其正确折叠的保证。如果E coli的HPII活性位点的His变为

Gln=：或Asn，整个过氧化氢酶构象就无法形成[70]。而缺少血红素Fe原子的PMC虽然活性

很低但仍能保持正确构象，甚至本应与Fe通过配位键相连的Tyr的构象也几乎不变。血
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红素在单功能过氧化氢酶结构中处于核心位置，可它缺Fe却几乎不会使血红素本身构象

或酶蛋白靠近血红素部分的构象改变，说明还是蛋白—级结构决定其空间构象[71]。

两种血红素及血红素定向

含血红素的过氧化氢酶多以铁原卟啉Ⅳ(血红素b)为辅基，而单功能过氧化氢酶

第二类酶以血红素d为辅基。其差别在于第二类酶的血红素的第三个吡咯环5号C原子上

多出—个羟基，6号C原子由不饱和变为饱和，其丙酸基自身酯化成环。血红素平面的空

间取向以及和临近氨基酸残基的相互作用也发生变化。血红素d是过氧化氢酶催化时产

生的单线态氧的氧化产物，即单线态氧将血红素b氧化成d[52]。这—变化使血红素抗氧

化能力更强，不易形成无活性的化合物II。这也是大亚基的酶稳定性高的原因之一。

第一和第二类单功能过氧化氢酶活性位点的His位于血红素第四个环的上方，称为

HiS-Ⅳ定向。而第三类酶活性位点His位于血红素第三个环上方，称为His—I]1定向。不

同的氨基酸残基通过与血红素第一、第二个环E的甲基、乙烯基的范德华作用，决定了

两种血红素定向[4]。如CatF的Ala301和Leu350通过靠近血红素第一、第--4"五F的乙烯

基对血红素定向起决定作用。在单功能过氧化氢酶的301位，所有第—和第二类酶都没

有Leu或lle，而8096的第三类酶则有。这是由于这—位置的氨基酸残基侧链较大时，HiS-

Ⅳ定向会受阻挡。6996第—类酶和所有第二类酶在第350位都有I eu，而第三类酶都没有。

此处的蝴阻止HiS_Ⅲ定向[4]。这种序列特征能否成为决定血红素定向的规律?是否
存在混合型血红素定向?第一第二类酶中有没有His-Ill定向，第三类酶中有没有HiS-Ⅳ

定向这样的特例?更重要的是，不同的定向对酶催化的反应速率、活化能或历程是否有

影响?定向的生物学意义何在?这些都需要更多研究。

大亚基酶侧链共价键

在CAT—l中Cys356的硫原子乘]Tyr379(-与Fe形成配位键)的13 C原子以共价键相连。

这—共价键和血红素d的形成相似，也是在酶催化过程中被氧化形成[52]。共价键形成

后，化合物I就不易夺I玟Tyr的电子，化合物II就难以形成。这样就提高了酶抗底物氧

化的能力，使其在3 mol／L H202中也不会失活[7]。所以尽管大亚基的酶不结合NADPH，

却能更好地防止化合物II形成。在HP II中的His—Tyr侧链共价键在His咪唑环的6 N与
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Tyr的B c2_间形成，缺少这—共价键的HP II没有活性[51]。

蛋白氨基酸残基侧链共价连接主要是Cys-Cys的二硫键，其它形式是罕见的。在大

亚基的单功能过氧化氢酶中的侧链共价键的形成是一种特殊的翻译后修饰——底物修

饰。共价键的形成是酶的底物和催化反应产物的强氧化性决定的。这—共价键有力地保

证了酶高效催化。值得注意的是小亚基酶并无类似共价键。序列系统学分析认为小亚基

酶由大亚基酶进化而来[1]，这种共价键是祖先酶的原始性状还是大亚基酶“最近"获

得的次生性状?由于已知的大亚基酶的这种共价键仅两种(PVC没有这种共价键)，所以

有可能是次生性状。另一种解释考虑到血红素d的形成和侧链共价键形成有关联[51]，

则这种共价键也是多数大亚基酶的特征，是生命早期极端环境下，酶对不良环境的适应

[1]。这一观点需要发现更多的大亚基酶的侧链共价键才能成立。

NA／)PH结合

部分第三类酶能结合NADPH，它们都有一个N^DPH结合区位于蛋白表面，如BLC的

Hisl93，Ar9202，Val301和His304。这四个氨基酸是NADPH结合的特征位点。第一类酶

在相应位置上都没有Ar醇02和His304，大部分没有Hisl93和Val301，所以它们结合NADPH

的可能性不大。第二类酶C端部分序列伸进本应结合NADPH的位置，使它们不能结合

NADPH。结合NADPH在第三类酶中也T-#艮普遍，所以可以推测第三类酶在进化中和第—类

酶分开不久就产生了HiS-Ⅲ定向，而NADPH结合能力则是在后来才独立进化出来的[4]。

NADPH的功能是防止酶在催化过程中变成没有活性的化合物II[72]。但第—第二类

酶和许多第三类酶都没削ADPH，也不形成化合物II。那应当如何解释部分第三类酶(包

括所有哺乳动物过氧化氢酶)结合NADPH的能力呢?—种假说认为作为祖先的第二类酶

能容易地避免化合物II的形成。当进化中产生小亚基酶时，它们或者不可能变为化合物

Ⅱ或者利用甲酸、苯酚及抗坏血酸等易合成的代谢物将化合物II还原为正常的酶。当进

化中出现第三类酶以及出现更复杂的细胞内环境之后，还原性代谢物的获得受到限制或

NADPH大量存在，使得—些生物利用NADPH作为防止化合物II形成的工具[4]。这种环境

变化的解释多少有些牵强，如果发现NADPH的结合能赋予过氧化氢酶更多新功能，那将

是更有力的论据。而KirlⅡIlan等认为防IE化合物II形成只是结合的NADPH的次要功能，而
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主要功能应当是还原反应中间体即还原化合物I[6，73]。在H202浓度低时，化合物I氧化

H202的概率降低，化合物I存在时间相应延长。由于化合物I的强氧化性，化合物I存在

时间越长，酶的活性中心受破坏的可能性越大。结合的NADPH使化合物I还原为原初状态

的酶，具有重要的生理意义[73]。

酶的特殊活性

Heck等发现在人和鼠的角质形成细胞中，紫外线B(U，B)能促使过氧化氢酶产生

活性氧，即过氧化氢酶催化逆反应2H20+02-，2H202。以过氧化氢酶对【ⅣB的吸收消除

UVB对DNA的损伤。由于NADPH的最大吸收峰340姗比血红素(405 rim)更接近IⅣB

(290 r如-320硼)，所以可以推测NADPH在这—逆反应中会发挥重要作用。令人困惑的

是，叠氮化物和3一氨基三唑这两种过氧化氢酶抑制剂能促进紫外灯下RoI产生[74]。

Vetrano等报道了哺乳动物过氧化氢酶的氧化酶活性。当不存在啦02时，过氧化氢酶

能催化02与还原性底物反应生成水和氧化产物。这一反应的关键是形成剡以化合物II的

中间体。这—化合物不仅不会被NAD】)H还原，还将夺取还原性底物的H变回原酶。反应

式如下：

Enz(Por--Fem卜HBq-02---*Enz(Por--FeⅣ=o)。

EnVoi．m F∥=o)+}珀卜一B+璁o+Rlza)0r—F竹

氧化酶活性不需要NADPH，其催化的反应是可逆的，并且遵循米氏动力学，这都不同于

通常的过氧化籀[75]。
酶通道结构与“流穿机制"

所有过氧化氢酶都有通道通向位于酶分子深处的活性位点，以供底物和产物出入。

在H202浓度很高时，酶每秒分解l伊们搋分子[7]，其产物水分子和氧气也应以同等速
率离开。如果产物再从底物进入的通道离开，催化效率似乎会受影响。所以可以推测有

—个底物H202的入口，还有—个产物氧气的出口[76]。这样才能防止底物产物的相互干

扰，保证酶的高效催化。

最明显的通道称为主通道，几乎垂直血红素分子平面，一向被认为是底物心02的入

口[5，49，50，52，57，59，76]。在小亚基的酶中，主通道是漏斗状。而在大亚基的酶中，

2l
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主通道更长且有分支。研究发现突变蛋白职II在主通道中存在水分子链，从酶表面—直

伸到血红素。这是底物纵行穿过酶的—个重要证据。主通道的含水量与酶的活性呈负相

关[48]；主通道的宽度，特别是靠近血红素的“瓶颈"部分的直径大小，与酶活性高低

关系密切[49，59]。

主通道末端靠近血红素的部分很狭窄(1．5nm)，由疏水残基包围形成“瓶颈"，它

在控制底物进入t起重要作用。在大亚基过氧化氢酶主通道中这—结构被称为“门"。

毛ECAT-I的主通道中，Serl98的羟童砉和Ar9144的羰剖申进主通道，羟基O与羰勤距离仅

0．48nm，对于分子直径0．37rdn的过氧化氢，通过i揪窄的“门”是困难的。所有大亚
基酶主通道匕都有Ser或rhr的羟基伸到通道中，形成了控制H202进入通道的“门”。通

向活性位点的通道中设—道门，能减少在}溉浓度低时化合物I的形成。因为}1202朝殳度

低时，化合物I更容易变为无活性的49合物II，所以“门”是大亚基酶保护自身，防止

化合物II形成的又一策略。“门”的开关受H202浓度调节：通道中“门"外水分子以及

氨基酸残基相互形成的氢键网络有利于“门”的关闭状态，而“门”)f、H202将改变氢键

触发“门”的开启。这也可以解释高浓度过氧化氢条件下，大亚基酶不遵循米氏方程，

反应速率高于预期值的原因。浓度越高，“门”开启程度越大，进入活性位点的H^Q就

越多。H202：浓廛戤改变“门"开启程度间接影响催化反应，“门一．开启程度是催化速
率的直接决定因素[523。

主通道中的水分子是关注的焦点之一。所有结构已知的单功能过氧化氢酶的主通道

中都有—个与催化残基His和Asn相互作用的水分子，某些酶如呻Ⅱ，地C和PMC在活性位

点处还有第二个水分子。它能与血红素的铁和活性位点的His相互作用。从保守的Asp(距

血红素1．2nm)到活性位点处的His是通道的疏水部分，不含水分子。这—现象可以用“分
’

子尺"效应解释[4]。这段通道的氨基酸残基缺少相互作用位点，在空间距离上也不利

于水分子之间以氢键相连形成稳定的网络结构。但这段通道对较大的H202分子形成网络

结构则是有利的。底物从主通道进入活性位点还受到许多复杂的相互作用控制。当这段

疏水区的形状、体积通过氨基酸点突变的手段变大或变小时，酶的活性都有损失，．这说

明现有的三维结构是最佳的。若将那个保守的Asp替换成不带电的残基，不论是极性还
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是非极性的，都会引起酶活损失和整个主通道含水量降低。若槎j：Asp替换成结构相似的

Glu，则酶活不变，但主通道疏水区消失，水分子充满整个通道。ASp这·带负电的残基

在主通道中发挥了重要作用，它与血红素中的Fe％成了疏水区电场，影响其中所有极

性分子的定向。水和H202都是极性分子，它们的0原子将朝向Fr，而H原子将朝向Asp，

溶剂分子的定向有利于氢键形成。当H202进入活性位点时，朝向F矿的0原子上的H原子

位于活性位点His的N原子的氢键距离内，另—叫叼原子则位于活性位点Asn的氨基的氢键

距离内。这种定向方式也是分子动力学模拟研究认定的最佳定向方式。电场将极化过氧

化氢中的电子，有利于过渡态中间体的形成，但电场强弱和酶催化能力之间有无对应关

系?已知腿c的转换数远高于CatFNI孙IC，但发现皿c的A秽电场明显弱于后两种单功
能过氧化氢酶，这似乎不能用电场强弱来解释。当用过氧乙酸处理后再观察HEC晶体时，

其主通道疏水区结构不变但水分子能够进入，这也是不易解释的[43。

第二个通道矾侧面靠近血红素，几乎与血红素在同—平面内，称为侧通道。口II侧

j恿道EGlu-Arg离子对中的Ar9260若不存在，则侧通道将扩大，酶活提高3倍[69]。但这

还不能说明侧通道的确切功能。推测它是产物的出口，但仍需实验证据。

第三个通道将血红素与酶中央空腔连接起来，称为中央通道。中央通道从活性位点

的远侧通向四聚体的中央空腔。由于中央通道是疏水的，又通向含水的中央空腔，所以

它可能是氧气离开的通道E52]。氧气在中央通道中将经过rhr382这—在大亚基中保守的

氨基酸，在Th燃引导下，氧气将朝向卟啉的第三个吡咯环，氧化血红素b。当突变造
成主通道变宽时，口II的血红素是b型而不是d型[77J，表明此时氧气通过主通道离开，

不经过中央通道。还有研究者认为产物也从主j恿道离开[52，59]；侧通道也是底物的入

口[50]。

过氧化氢酶的高转换数(106／§)使^．联想到：过氧化氢酶催化不是—般的活性位点

构象改变，而是独立的通道。这—假说称为“流穿机制"(now缸0u班mechani锄)[78]。

也就是说，酶是底物穿过并变成产物的通道。这还可以解释酶对H202这种强氧化性底物

的稳定性：通道减少了活性中心在H202中的暴露时间，从而降低了受破坏的可能性。

研究展望
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单功能过氧化氢酶研究中较少涉及亚基组装的问题。单功能过氧化氢酶在亚基缔合

形成四聚体时，四个亚基的N端臂能否自发地插入卷缠环区?是否有分子伴侣的协助?

血红素如何进入亚基中，如何实现定向?结构已知的单功能过氧化氢酶都是规则的同

源四聚体，对于不常见的二聚体、六聚体和异源的多聚体，它们是否有和同源四聚体相

似的空间构象，差别有多大，这都是应当进—步研究的问题。

今后应当重视过氧化氢酶空间结构的应用研究。现有的突变酶研究只是作为空间构

象理论研究的手段，其实完全可以在已有的定点突变研究基础已用分子设计的方法改

变酶的氨基酸，提高酶的活性或稳定性。研究发现高活性的过氧化氢酶的稳定性较低

[21]，而高稳定性的过氧化氢酶的催化效率不够高[7]。如果能根据酶空间构象的知识

设计出兼顾稳定性与催化效率的新酶，比如使高活性的小亚基单功能过氧化氢酶产生血

红素d与肽链侧链共价键，提高其稳定性，那将有很大的工业应用价值(详见下文)。目

前没有将过氧化氢酶空间结构信息用于这些应用领域的报道。应用研究产生的突变酶的

空间结构又i|『匕I-,喟进对血红素定向、侧链共价键和酶分子通道等理论问题的认识。在理论

研究的深度上，除了继续探讨前述问题，还应结合酶的生理功能研究[73]，讨论懒
胞质溶液中的构象一功能关系问题；进—步解释为何不同酶的构象高度保守，但催化反

应速率差别却很大[7]。

过氧化氢酶催化反应的性质要求酶既要高效催化分解H驰，同时又要抵御、耐受强

氧化剂H202和氧气对酶的损伤。过氧化氢酶在进化中成功地实现了酶高效催化与蛋白稳

定的统一。单功能过氧化氢酶亚基N端相互作用主要提高了四聚体稳定性。而在催化中

被氧化产生的血红素d和侧链间共价键则是化害为利，分别巧妙利用产物和底物的强氧

化性，以部分结构被氧化为代价，获得了酶分子整体特别是活性中心的抗氧化性。这是

生物在微观层次适应环境的典型。通道结构是决定过氧化氢酶催化的关键。过氧化氢酶

并不是唯一具有通道结构的酶[79]。酶形成包含活性位点的通道构象以实现高效催化，

这在生物界可能具有普遍性，可能是酶催化的基本模式之一。酶通道的研究在近年兴起，

必将取得重要突破，深化人们对酶催化的认识。过氧化氢酶研究发现的新现象以及提出

的新概念深化了人们对生物大分子结构与功能复杂性的认识，为蛋白质工程和生物分子
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的人工设计提供了新思路。

1．1．3过氧化氢一过氧化物酶(Catalase-Pemxidase,CPX)和锰过氧化氢酶

CPX又被称为双功能过氧化氢酶，即有过氧化氢酶和过氧化物酶两种酶的活性。它

的过氧化物酶活性明显高于单功能过氧化氢酶的过氧化物酶活性。但是它在生物体内过

氧化物酶的底物未知，无法确定过氧化物酶活性的功能E4，80]。

CPX的过氧化氢酶活性明显大于过氧化物酶，且过氧化氢酶催化机理和单功能过氧

化氢酶相似。这主要是由于两类酶都含血红素作为活性中，t),E4]。踟单功能过氧化．氢
酶·样不遵循米氏方程[{∞]，但CPX的许多性质不同于单功能过氧化氢酶，其最适pH范

围很窄，易被连二亚硫酸钠还原，活性不受3一氨基三唑的抑制[19]。CPX的蛋白序列和

单功能过氧化氢酶相似度很低，但和植物及真菌的第—类过氧化物酶(如细胞色素C过

氧化物酶)有序列相似性，而且结构也相似[1]。CPX为同源二聚体或同源四聚体。CPX

亚基由两个序列和结构都相似的结构域组成：N-端结构域含有活性位点(含血红素b)，

且保守性较高。C一端结构域在不同的CPX中序列变化大而且不结合血红素，无催化活性。

两个结构域主要由Q螺旋组成。可以进—步推测这蹲种结构域最初是同—基因编码，后

来基因多复制一次，多出了—份拷贝。CPX主要在原核生物中被发现，但也有在真菌、

原生动物和绿藻中存在的证据。序列已知的CPX约300种[81]。cP艇E进化中产生的时间

尚不能确定[81]，基因水平转移的频率也很高。可以推测CPX通过基因水平转移从细菌

进入真核生物中，植物过氧化物酶就是从CPX进化而来的[1]。

侗1‘G【1202分解时，CPx经历的两步反应与单功能过氧化氢酶相同。当H202浓度较低

并存在合适的有机电子供体时，CPX的过氧化物酶活性将很明显。化合物I通过两汝：-0-

电子反应氧化有机电子供体[4]：’

Clxli(Pof+．-蜘+2AHz--*Enz(Por--甜争H20+2AI-r
CPX亚基分子量在80kD左右。每个亚基由20个Q螺旋通过连接区相连构成，B折叠

只有3到4段。这与单功能过氧化氢酶有很大差别[4]。亚基C端和N端各有10个a螺旋，

这种假对称的构象在不同CPX中是保守的，也证实了CPX的亚基是由—个基因复制后融合

形成的。CPX的血红素为b型，比单功能过氧化氢酶的血红素位于蛋白的更深处。血红素

25
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周围有六个保守残基(枷tCP复c基酸编码)，Arg-104，T工’矿107，和His一108在“口袋"的

远侧，而-His-270，Trp-321，和Asp-381在口袋的近侧。与过氧化氢酶相似，CPX也有一个

漏斗状通道由表面通向血红素，但不是垂直而是从与血红素平面平行的方向靠近。要找

到可能的底物结合位点并不容易，因为酶还有—个深的裂隙可能结合底物；另外仍有第

二条通道通向靠近血红素的中央空穴。由于CPx的过氧化物酶天然底物未知，要解释这

些结构的功能还是全凭猜测[4]。CPX亚基的C端结构域无催化活性，但缺失C端只有N端

结构域的CPX虽然不改变二级结构，但过氧化氢酶和过氧化物酶两种活性都将失去[82]。

C端结构域对于维持CPX血红素周围环境和催化活性是必不可少的。

虽然来自嗜盐古菌[拘HmCpx有它的独特之处，即有许多sof、C1匐疆礴急定酶的结构，

但是门I科研嘲}—?、唼．性：活性位点I却107(按mtCP氨基酸编码)的吲哚环和Met255的S

原子通过ryr229的苯环以共价键相连。这种侧链共价相连的独特结构既可以通过晶／$x

射线衍射电子密度图看出，也能通过质谱分析肽段证实。这一结构与过氧化氢酶活性密

切相关[4]。若将阳p用Phe替换(这在植物过氧化物酶中很常见)，则过氧化氢酶活性下

降而过氧化物酶活性提高；将Tyr或№t换成其它氨基酸，同样是过氧化氢酶活性下降而

过氧化物酶活性不变或提高。可以i兑Trp-Tyr-Met共价键对过氧化氢酶活性重要而与过

氧化物酶活性无关。由此也可以解释为什么和cPXjN常相似的植物过氧化物酶没有或仅

有极小的过氧化氢酶活性。1邗被替代后，反应中间体化合物I出现积累。说明Trp不影

响催化第—步即形成化合物I，而是影响过氧化氢酶第二步反应——化合物I氧化过氧

化氢。Trp的吲哚环与待还原的H202相互作用，维持形成过渡态中间体所需的键长。

Trp-Tyr-Met共价键改变了吲哚环的电子分布，使它与底物相互作用能力提高，形成过

渡态中间体更有利。但№t和Tyr具体的作用还要对缺失或取f盯rp、Tyr、Met的突变体

深入研究。Trp-Tyr州et共价键是如何形成的?是发生在肽链合成后的修饰过程吗?更

可能的是酶与啦02接触时，H202氧化相应的氨基酸侧链产生共价键[4]。这有点类似于

第二类单功能过氧化氢酶的血红素d的形成。

现在的过氧化物酶可能由CPX进化而来，Trp-Tyr-Met共价键断开使过氧化氢酶活性

丧失而仅存过氧化物酶活性。这产生了—个问题：CPX的两种酶活性在进化中哪个先出
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现?是原先的过氧化氢酶产生了过氧化物酶活性还是大亚基的过氧化物酶产生了过氧

化氢酶活性?[4]

按BpKatG编码顺序，CPX的过氧化氢酶活性所需的保守残基有Trplll，Aspl41，

Asnl42，Tyr238釉let264。利用它们可以产生过氧化氢酶活性缺失的突变体。突变体与

植物过氧化物酶相比较，能够发现这两类酶的化合物I形成和过氧化反应的机理相似。

锰过氧化氢酶不含血红素，又称为假过氧化氢酶。酶的活性中心为双锰复合物，催

化机理不同于含血红素的过氧化氢酶[4]。所以它的活性不受叠氮化物或氰化物的抑制。

锰过氧化氢酶也不像含血红素的过氧化氢酶那样广泛存在。序列已知的酶有30多种，均

来自原核生物口]。系统发育学分析表明它在进化中出现的时间介于较早的单功能过氧

化氢酶和较晚的CPX之间[1]。除个别例外，锰过氧化氢酶催化活性明显小于含血红素的

过氧化氢酶。因此可以推断它在自然界分布不广的原因就是不如其它过氧化氢酶的活性

高。它的催化机理也是两步反应[4]：

H舡+渤n—池Ⅱ(2盯)—渤Ⅱ1—№n1+2Hp

H舡+№n1—№m·№n咕hln(2}r)+Q ，

这两步反应不像血红素过氧化氢酶的两步反应，它们彼此没有时间顺序。

还有很多含血红素的蛋白，如氯过氧化物酶、植物过氧化物酶、肌红蛋白以及血红

素本身都有低的过氧化氢酶活性，但通常不认为它们属于过氧化氢酶[1]。

1．1．4过氧化氢酶的应用

1．1．4I 1处理含过氧化氢的废水

工业匕对过氧化氢酶的需求是和H202的大量使用密切相关的。目前各国相继禁止

在纸浆和造纸工业E采用含氯漂白剂：H202的氧化能力强于氯气和高锰酸钾，而且无

毒无色无味。所以H202是比以前的化学试剂更理想的环境友好物质，漂白工艺已经向

更为环保的H2Q漂白转变，因此地l()2用量逐年增加。这也意味着需要去除的H2Q

随之增多。H202漂白废水的处理手段之一是用水稀释，但随之而来的是成本问题和产

生更多的废水。另—个废水处理的方法是化学还原法，即用SCh和亚硫酸氢钠去除漂

白后的H202。但其产生的有害残余物又抵消了使用H202的环境效益。与冲洗齿细化
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学还原法相比，过氧化氢酶既能彻底除去H20z又不产生副产物，而且有极高的催化效

率，所以过氧化氢酶制剂在工业E有很大的应用价值。美国能源部爱达荷国家工程和

环境实验室的研究人员从黄石国家公园的嗜热细菌中分离出超稳定过氧化氢酶[201，

这一成果被R&D杂志评为2004年100个最显著的技术成果之一。

具体应用中，过氧化氢酶既可以用于含H202的废水处理，也可以用于№晚处理

之后的产品的残留心02的去除。如棉针织物氧溧染色工艺中采用过氧化氢酶生物除氧

(即除H20z)。过氧化氢酶在棉织物前处理过程中去除织物漂白废液中残余的HaOz，

以免给后续染色工序带来问题。应用过氧化氢酶实嘶票染同浴，不仅能节省大量的水、

电、气和人工，大幅度降低成本，提高生产效率，还能减少废水的排放，有利于环保。

陈祥勤等(1997)、范梅等(2000)、张瑞萍(2000)、何照兴等(2001)、王天淼(2001)

等、吴学君等(2002)和冷晒祥等(2006)研究了过氧化氢酶在棉针织物漂染工艺中

的应用，认为采用酶除氧代替传统的高温水洗除氧，对织物的强力无损伤[83瑚]。徐

刚(2005)研究了过氧化氢酶在染纱生产中的应用，认为在染纱前处理后的水洗过程

中使用过氧化氢酶去除H20z，可节约生产成本约127000元／t纱，提高设备利用率

3％，且不会影响纱线的强力和染色效果[90]。董颀等(2006)也取得了相似的结果[91]。

巴西hmorim等(2002)研究了过氧化氢酶在棉织物漂染工艺中的应用，获得了和国内研

究者相同的结果[92]。对埃及的—个纺织厂调查显示，使用过氧化氢酶可以在许多方

面实现节约：能量节省24％，化学药品成本节省83％，用水量节省—半，工艺流程省时

33％[93]。奥地利Paar等(2001)、Fmhwirth等(2002)，葡萄牙Costa等(2001)研

究固定化过氧化氢酶处理印染废水使之循环使用，Paar等(2003)还研究了固定化产

过氧化氢酶的细菌细胞处理印染废水[94_97]。除去№02的漂白水循环使用与以前用

淡水的工艺相比，染色后织物的色泽差异很小(视觉上无差异)。软木处理工艺中也使

用H202漂白软木塞，然后再用过氧化氢酶除去H202[93]。韩国0h等(2002)用来

自微球菌属的过氧化氢酶处理含H2(：h的半导体工业废水，发现酶稳定剂和消泡剂都不

影响H202降解[98]。韩国Yoon等(2007)用壳聚糖固定商品过氧化氢酶Tcnninox@

Ulwa并用硅酸四甲酯处理，得到的固定化酶能在反应器中高效连续催化24h[99]。
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1．1．4．2食品工业E的应用

食品中使用的过氧化氢酶主要来自黑曲霉、藤黄微球菌和牛肝[100]。过氧化氢酶

可以与葡萄糖氧化酶制剂联合使用除去食品中的氧，起到保鲜的效果。葡萄糖氧化酶

(ECl．1．3．4)催化的化学反应方程式为B-哺萄龇—葡萄糌H20"2。过氧化氢
酶催化反应：2H202--,2}王20+02，总反应为2 13-D0静鞠和2—2葡萄糖酸[93]。过

氧化氢酶催化的中间反应产生的氧还有杀菌和漂白作用。这两种酶已经用于蛋粉、茶

叶、奶粉、冰淇淋、啤酒、葡萄酒、清酒、果汁、鱼虾和罐头等食品的脱氧保鲜[101]。

在牛奶保存和奶酪制造前用№02对牛乳和干酪原料乳进行杀菌消毒，然后再用过

氧化氢酶去除残余H202。Tarh,'m(1995)用DK4E纤维素固定化过氧化氢酶处理牛奶

中的残留H202取得理想的结果[102]。范孝用等(1999)研究了葡萄糖氧化酶和过氧

化氢酶体系在牛奶保鲜中的应用，认为这个体系制成的保鲜酶制剂能使消毒的牛乳常

温下保存一周质量不变，保鲜效果显著[103]。固定化过氧化氢酶技7际鲜奶制品的方

法已被世界粮农组织和世界卫生组织批准，并确认不会对健康带来任阿危害[101]。过

氧化氢酶也是牛乳质量检测指标[101]。

1．1．4．3其他相关应用

纤维板生产中，用过氧化物酶和过氧化氢酶预处理木材碎片，再压制可以得到稳

定性能接近中等质量的纤维板[93]。利用过氧化氢酶分解H202放出晓的性质，可以

将其和H202作为发泡剂用于橡胶成型、塑料及多泡性粘合剂[104]。过氧化氢酶在生

物界广泛分布，多种环境因子(紫外光、二氧化硫、氮氧化物、氨和重金属等)对生

物代谢的影响可以通过体内过氧化氢酶表现出来。又由于过氧化氢酶活性易于定性或

定量地测出，所以它可以用于环境生物学监i贝t[105]。过氧化氢酶检测也是微生物分类

鉴定的常规指标[1063。过氧化氢酶还可以用于医学诊断检测[1073，可以标记免疫反

应检测抗原或抗体[101]。过氧化氢酶作为公认的抗氧化酶，在医学上还有很大的应用

潜力。土耳其Alaeam等(2000)利用明胶作为载体将过氧化氢酶用于促进牙链组织愈

合，效果很显著[108]。在头泡菌素(cephalosporin)工业生产中，戊二酰基一7一氨基头孢

烷]骏(Glutaryl-7-ACA)是重要的中间体。在利用酵母Trigonopsis variabilis细胞破碎液中
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的噍C基酸氧化酶生物合成G】1Icaryl．7-ACA的反应中，过氧化氢酶刊e生物转化[26]。

而在利用乳酸氧化酶氧化乳酸生产丙酮酸的工艺中，过氧化氢酶是促进因素[109]。

ShiXunlong等构建了分泌表达芽孢杆菌过氧化氢酶的Bacillus subtilis重组菌株，

用于大规模制备过氧化氢酶[110]。海洋中微生物资源丰富，长期以来研究关注较少。

开发海洋微生物资源，寻找新型酶是匣用生物技7R研究的前沿。k撒衄瞰等纯化了海

洋细菌V．mbnomdda的高活性过氧化氢酶，但未进行应用研究[22]。国内也没有海洋

微生物过氧化氢酶方面的基础与应用研究报道。

1．2低温生物与低温酶研究进展

地球匕大多数生态系统处于永久的低温(小于5℃)环境[111]，如高山(alpine)

和两极地区的陆地与水环境、海洋(尤其1000 m以下的深海)、浅层地下区域(如洞穴)、

大气圈上部以及寒冷地区动植物体内与体表，这些环境面积超过地球表面积四分之三

[iii]。在这些寒冷环境中生存着大量低温微生物，如—种来自阿拉斯加海冰的杆菌能

在一12℃生长[112]。我们周围还存在着许多人造低温环境，如冷库、冰箱等，生存于

其中的低温微生物与人类的日常生活和健康密切相关。

低温微生物种类繁多，在已经了解的低温微生物中，细菌种类最多。革兰氏阴性

菌的代表属包括Pseudoalteromonas、Moraxella、Psychrobacter、Polaromonas、

Psychroflexus、Polc驴ibacter、Moritella、Fibrio和Pseudomonas等。革兰氏阳性菌有

Arthrobacter、Bacillus和Micrococcus等。此外还有古菌，如Methanogenium、

Methanococcoides和Halorubrum。低温环境中的真核微生物包括真菌(Cana沏、

Cryptococcus、PenictTlium和Cladosporium等)和微藻(Chloromonas)等[III]。这些嗜

冷菌包括自养菌(光合自养型和非光合自养型)和异养菌，好氧菌和厌氧菌。

Mofita将那些最适生长温度≤15℃，上限生长温度≤20℃的微生物称为嗜冷微生

物(psychrophilic microorganisms)[1 13]。根据嗜冷菌生长温度范围，可以将狭温性嗜

冷菌称为专性嗜冷菌，将广温性嗜冷茵称为兼性嗜冷菌(psychrotrophs)或耐冷菌。Feller

等不赞成Mofita的标准，他们认为温度的限定标准是主观确定的，而目这一标准不适

用于多数真核生物；最重要的是，用生长速率的标准定义最适生长温度，不能如实地
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反映微生物的生长状态[1 11]。基于类似的原因，Cavicchioli也反对用上限生长温度判

定嗜冷菌[1 14]。嗜冷菌的定义仍需要进—步完善。本论文不区分低温菌(微生物)与

嗜冷菌，低温酶(cold-adapted enzymes)与嗜冷酶这两组概念。

1．2．1低温生物适应低温的机理

低温微生物与能度过短暂的寒冷时期的微生物(如大肠杆菌)不同，它们永久地

生存于低温环境中，细胞有—套机制使膜结构、胞内溶质、核酸和蛋白质等所有细胞

成分以及复制、转录和翻译等基本生命代谢活动适应低温。只有各个细胞组分的协同

作用才能使低温微生物适应f氐温环境。

1．2．1．1细胞膜

为维持生命活动正常进行，细胞膜必须有适当的流动性，即维持有活性的液晶状态；

而低温会使其转变为失活的凝胶状态，转变温度主要由膜磷脂的成分决定，尤其是脂肪

酸酰基链的成分。因I}{，f氐温微生物必须有合适的磷脂构成成分以维持在环境温度下细胞

膜流动性。适应机制主要是磷脂分子匕存在空间限制，以降低膜酰基链紧密结合的程度，

这种空间限制使膜不稳定目粘度降低。—个典型的例子是存甜l眵试不饱和双键使脂肪酸

碳链出现30。弯曲，这就使膜磷脂中出现空穴，干扰了紧密结合的程度。反式不饱和双

键也有类似效果但作用明显不如顺式[1 1 1]。多不饱和脂肪酸对于维持低温下膜的流动

性意义最大，研究也最多[1 14，1 15]。低温微生物的膜磷脂酰基链中有含量较高的短链

脂肪酸，它能减少相邻链间的接触并增加膜流动性E l1 1])；还有含量较高的分支(anteiso--

甲基较多，is0_甲基较少[1 16])的脂肪酸，其侧链干扰相邻磷脂主链之间紧密性。

1．2．1．2 tRNA、蛋白质合成与分解
、

对两种南极古茵的基因组研究表明：低温下tRNA的灵活性主要通过转录后修饰来

实现，而不是Gc含量的变化[1 17]。嗜冷菌tRNA转录后被修饰的程度较低，而这些修

饰仅是维持tRNA的基本结构。与之相比，嗜热菌修饰程度高，tRNA的稳定性也高。

嗜冷菌tRNA转录后修饰过程中增加了二氢尿嘧啶数目，这有助于tRNA局部构象有较

好的柔性以及动力学上较好的流动性[118]。低温生物中涉及蛋白质合成的酶尚未深入

研究。低温增强DNA双螺旋和超螺旋结构的稳定性，妨碍解螺旋和RNA聚合酶结合；
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低温还使可能干扰翻译过程的RNA二级结构更易形成。因此，推断能消除这些不利因

素的核酸结合蛋白在低温适应方面起重要作用[111]。

1．2．1．3冷激蛋白、抗冻蛋白与冷适应蛋白

温度突然降低时微生物会发生冷激反应(cold-shock response)，诱导冷激蛋白

(cold-shockpin．in,Csp)合成，它们是_类小分子量(7．8kD)的酸性核酸结合蛋白，

能调节细胞蛋白合成，特别是转录水平调节[119]。低温微生物持家基因(housekeeping

gene)产物的合成不受冷激反应的抑制[120]。冷适应蛋白(cold-acclimation pmtcins,

CAPs)普遍存在于低温微生物中。当低温菌低i虾稳定生长时，CAPs不断被合成。有

人提出CAPs对于低温下微生物生长及细胞周期的维持是必不可少的，但人们对CAPs

的功能仍知之甚少[121]。许多低温微生物中存在抗冻蛋白。它们是大小不等的多肽(有

的有糖基)，它们结合到正在形成的冰晶上，阻止冰晶继续生长，从而降低细胞内水的

凝固点。所有抗冻分子(antifreeze molecule)的关键特征在于冰晶和冰结合蛋白

(ico-bindingprotein)表面之间的勤f、性[111]。

1．2．1．4细胞质与胞外多糖

在低温下，单细胞生物的细胞内外温度相差很小。如没有其他化合物进一步降低

其冰点，则可能严重影响正常生命活动，甚至导致细胞质处于冰冻状态。除了上述的

抗冻蛋白，细胞内可溶性糖和多元醇(如海藻糖、甘油和甘露醇)是常见的保护性溶

质。它们—方面可降低细胞质的冰点，另—方面能减少冷冻时因维持渗透压平衡而造

成的细胞脱水，从而减轻冷冻对细胞的伤害[121]。分泌胞外多糖对于微生物在结冰的

环境中生存也很重要。低温海洋细菌分泌的胞外多糖以可溶或与细胞结合两种方式存

在，常由三到四种单糖组成，富含糖醛酸。这些多糖凝胶含水量达99％，构成了细胞

的物理和化学环境，也是细胞的冷冻保护剂，游离形式的多糖能降低海水的冰点。多

糖为分泌到胞外的低温酶提供了保护层，使之不受冷变性的影响[122]。

1．2．2低温酶(cold-adapted enzyme，psychrophilic enzyme)

低温极大地降低化学反应速率，低温微生物如何维持重要生化反应正常进行?在

低温下保持正常活性的酶是确保低温微生物正常代谢的关键。催化重要反应的低温酶
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是低温微生物适应低温机理研究的重要内容。因此将低温酶作为一节单独论述。Feller

等(1996)提出低温酶具有三个特征：1．酶活性的最适温度低于同源的中温酶；2．在

0至30℃范围内酶的转换数(七0或催化效率(k／岛1)高于同源的中温酶；3．在室温

条件下(25℃)酶的热稳定性比中温酶f氐[123]。近年来的低温酶方面的综述文章却都没

有明确地给出低温酶的定义，只是对低温酶的许多特征进行概括[III，120，122，124，

125]。这可能是由于近年来随着研究深入，研究者发现早期的定义或对低温酶特征的

概括并不全面，目前还不能从本质匕对低温酶的普遍特征总结归纳。

根据阿仑尼乌斯公式k=A矿搁’，某一酶催化反应的温度T和活化能局对酶反应

速率即酶转换数k者隋彳艮大的影响。厶数在宝剖氐，则指数回臣强近于零，酶反应速率

受温度的影响程度就越低。所以较低的活化能是低温酶克服低温不利影响，保持高速

催化能力的主要原因。一般地，低温酶活化能低于同源的中温酶和高温酶，在低温下

低温酶催化速率是同源中温酶和高温酶的许多倍[126]。低温酶k高和活化能低这两

种现象也可以从热力学角度分析。低温酶催化反应的酶一底物复合物从基态到活化状态

的吉布斯自由能的变化即△矿值比同源的中温酶低，表明它在低温下活性高(危曩高)；

这—过程焓的变化即△曰比同源的中温酶也低，表明它对温度的依赖性较低(活化能

低)，这是低温酶首要的动力学适应因素[iii]。

低温酶活化能较低和k增加的原因是，酶空间构象匕柔顺性(flexibility)的增加，

主要表现为低温酶活性位点构成的空腔更大且更容易让底物基团接近。就构象变化而

言，低温酶能以较低的能量消耗接纳底物，从而减少了形成酶一底物复合物的活化能。

同时大的活性位点使产物释放得更快，这会减轻限速步骤对反应速率的影响[127]。大

的活性位点和更好的可接近性使底物与结合位点结合力不强，酶与底物的亲和力降低，

j岛较高[127]，可以认为晟曩的增加是以j岛的增加为代价的。酶催化效率—般以专一

性常数危曩／玉品来衡量。大多数f氐温酶同时增加k和‰，最终酶的催化效率也增加了。

与中温的同源蛋白相比，这类低温酶并没有独特的不同寻常的构象；其总体构象与中

温的同源蛋白十分接近。低温酶所有活性侧链和大多数朝向催化中心的侧链都是严格

保守的，也就是说低温酶的总的催化机制和反应途径与中温同源蛋白相同[127]。，
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少数酶和上述低温酶的适应低温的机理不同，它们催化反应活化能接近零(不论

低温酶还是同源的中温酶)，矿孤。数值接近l，反应速率几乎不受温度影响，催化的反

．应j际为j黻侈濑型(胁pe融聆-iIldepend肌t)反应，如小亚基单功台毁[氧化氢酶[120]a
大多数低温酶牺牲稳定性，换取低温下的高活性[124，128]，但突变实验和化学

修饰研究也发现许多酶能在保持稳定性的同时提高f氐温催化速率，或是在保持低温催

化能力的同时提高热稳定性。低温酶的催化结构域表现出剩I颤．性而非催化结构域保持

和中温同源蛋白相似的稳定性。低温酶热稳定差的原因是活性位点要求有高柔顺性，，

而不是缺少要求稳定的选择压力。[124]

低温酶柔顺性提高在空间结构上的表现，除上述的活性位点的可及性增加之外，

还包括[124，128]：离子对、氢键、二硫键和疏水作用数目的减少；亚基间相互作用

减少；酶与溶剂相互作用增加；蛋白核心疏水性减少；更多的非极性残基与溶剂接触

(表面疏水性增加)；辅因子结合力减弱；金属结合位点减少或结合力减弱：更多或更

长的环(Ioop))环内脯氨酸减少而Q螺旋中脯氨酸增加；甲硫氨酸、组氨酸和甘氨酸

(簇)增加；异亮氨酸减少；总带电甓基茆或少；精氨酸与赖氨酸比例降低；酸性氨基

酸(谷氨酸和天冬氨酸)与碱性氨基酸(赖氨酸和精氨酸)比例提高。但是没有哪一

种结构特征存在于所有的低温酶中，也没有哪—种特征总与低温适应性相关[129]。

1．2．3研究意义与应用潜力

低温微生物是重要的微生物和基因资源。了解低温酶的耐低温机制不仅丰富和加

深了人ff耐酶作用机理的认识，也为蛋白质工程改造天然酶提供理论依据。低温微生

物学和星际生物学(astrobiology,瓴触砌研究关系密切，对低温微生物的逐步深入
的研究将为探索星际生命开辟道路[1 1 1，1 16]。低温微生物研究是生物多样性研究的

重要内容，也具有生物技术应用潜力。低温酶在洗涤剂、食品、有机合成、分子生物

学、制药、纺织、生物传感器和环境技术领域有广阔的应用前景[111，116]。在农业

领域低温微生物可以增加寒冷地区豆类产量、控制植物病害和保护植物免受霜冻损伤。

低温微生物可以降解石油污染物，处理工业废水和参与生物浸出(biolcaching)[1 16]。

1．2．4低温过氧化氢酶
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低温过氧化氢酶是好氧低温生物代谢!必需的抗氧化酶。海洋中广泛存在低温环境，

低温过氧化氢酶研究对于认识海洋微生物在低温下有氧代谢活动规律有重要意义。低

温条件下氧气溶解度增大，氧浓度提高使低温微生物更容易受到活性氧的影响。低温

生物要保护自身免受活性氧损伤，就要有低温过氧化氢酶1-1 16，128]。在完成基因组

测序的两株低温细菌Desulfotalea psychrophila和Colwellia psychrerythraea中都有过氧

化氢酶基因[128]。已经有来自两种弧菌的低温过氧化氢酶被纯化并完成了性质研究，

它们表现出了过氧化氢酶的_般性质[21，22]，但还表现出较高的低温下的‰和较高

的高温反应速率，这都不符合低温酶的—般规律。国内尚无低温过氧化氢酶报道。

1．3海洋细菌分类系统学及多样性：研究进展

细菌分类(bacterial taxonomy)包括分类(cla商五c面on)，命名(nomenclature)和鉴定

(identification)，并且反映出系统进化关系[129]。海洋细菌与非海洋细菌的分类学与系

统学研究遵循的原理和使用的方法都完全—致，都是多相分类(polyphasic taxonomy)，

即综合运用不同层次的生物学信息(从分子水平到生态水平)确定细菌的分类学位置。

比如芽孢菌纲(Class Bacilli)细菌分类鉴定主要需要以下三类实验：

形态和生理生化常规检测：革兰氏染色与KoI{检测；菌体形态；芽孢形态以及生成

条件；鞭毛与运动性；菌落形态；温度、盐度和pH的生长范围与最适范围；唯—碳源与

氮源利用；有机分子的同化能力；利用糖醇产酸产气；氧需求；抗生素抗性；水解酶。

DNA水平匕的分类鉴定：16S rDNA全宇列测序(1400 bp以上)，从公共核酸数据库

中获得高相似的模式菌株的16S rDNA序列，以不同算法构建系统发育树。也可以使用

gyrB基因按上述方法构建进化树。唧C法测DNA碱基组成(G竹含量)。待测菌和其关系

最近(16S rDNA相似性大于97％)的标准菌株DNA杂交。基因组大小咕删si2曲。
化学分类：全细胞蛋白SDS-PAGE。气相色谱测定细胞脂畴酸甲酯即脂肪酸类型。

微晶纤维素薄层层析测定细胞壁肽聚糖氨基酸种类和糖的种类。I．-PLC测定细胞膜甲基

萘醌种类。硅胶双向薄层层析测定磷脂的种类。化学分类法也可以用质谱完成。

估计海洋中原核细胞总数为4．4×1028，其中细菌占70％以上[130]。2007年1月

到2008年4月在International Journal ofSystematic and Evolutionary Microbiology i-'_发表
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的细菌的新种，约2896来自海洋。其中绝大多数属于变形细菌门(Pmtcobacteria)、放线

杆菌门(AcrobatiC)、厚壁茵门(Firmicutcs)和拟杆菌门(Bacteroidetes)。它们是传统

E物种最多，研究最清楚的类群，也是海洋细菌的主要门类(暂不包括蓝细菌)。其余

21个“可培养"的门中半数以上的门含有海洋种，其中来自海底热液喷口吣瞳硼删
vent)附近的细菌包括产液菌f3(Aquificac)[131]、热袍菌f-J(Thermotogae)[132]、热脱

硫杆菌门(Thcrmodcs出obactcria)[133]、 异常球菌一栖热菌门

(Ddnococcus-Thermus)[1343和脱铁杆菌门①靠庙baI咖髑)[135]等。其他如支原体门

(Tenericutes)[136]、粘球菌门(Izntisphacrac)[137]、浮霉状菌门(Planctomycctcs)[138]

和疣微菌门(Vermcomicrobia)[139]也有报道来自海洋的新种。运用非培养方法研究细

菌多样性可以发现海洋中还有许多门类的细菌，如绿屈挠菌门(Chlomflcxi)、出芽单胞

菌门(C,cmmathnomdctcs)、酸杆菌门(Acid渤c痢a)、硝化螺菌门(Nitmspim)和螺旋体

f-j(Spirocb．aaes)[140，141]；还有尚无可培养物种的候选门(candidate phylum)，如

Marine Group A，Poribacteria，ABYI，Guaymasl，NKBl9等[139，140]。所以今后仍会

有众多海洋细菌新种新类群被发现。南极动植物种类较少，但却有大量的原核生物，

低温微生物资源丰富[142]。对南极海水细菌的研究表明南极海洋浮游细菌多样性可以

和其他海区相比，细菌类群主要包括变形细菌、拟杆菌、放线菌、厚壁菌和疣微菌等，

其中Y姗菌、Q姗茵和拟杆菌是种类和数量占储的类群[143]。
1．4本论文总体思路、解决的问题和意义

本论文以寻找低温过氧化氢酶为最初目的，从南极海水中寻找过氧化氢酶活性较高的

菌株并筛选到活性最高的N2a菌株。经鉴定，N2a为芽孢杆菌(Bacillus)。同时探讨了

过氧化氢酶对南极表层海水细菌的生理意义。研究中发现Bacillus属及相关属的系统学

存：在许多问题。因此构建了180多种细菌的16S rRNA基因的系绩发生树，以此阐明

Bacillus属及相关细菌的进化关系并将其划分为9个类群。在对细菌研究的基础上，纯

化了N2a的低温过氧化氢酶BNC，研究其酶学性质并同其他过氧化氢酶广泛比较，揭

示了低温过氧化氢酶的特殊性。这些理论研究为应用研究奠定了基础。
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2南极海水中高过氧化氢酶活性菌株的筛选与鉴定’

南极大气层中的臭氧层“空洞”使南极地区海水表层受到强烈的紫外线辐射，这

导致表层海水中H202浓度可达1．45u mol／L[144]。生活在含高过氧化氢的表层海水

中的细菌面临氧化胁迫，可以推测这些细菌只有具备较高活性的过氧化氢酶才能维持

代谢活动正常进行。}hI翰nd既报道南极海水细菌在50u mol／L H202的矧q：-F仍能正

常生长[145]，说明南极海水中存在高过氧化氢酶活性的菌种，但目前尚无高过氧化氢

酶活性菌株的直接报道。本章的实验是从南极海水中分离出高过氧化氢酶活性的菌株

并对其分类鉴定。

2．1材料与方法

2．1．1细菌分离

样品：南极中山站附近表层海水样品(650 30．0’S，710 45．7’E)。基础海水培养

基：5 g蛋白胨和1 g酵母膏溶于1L海水，调pH 7．5，121℃灭菌20 rain。倒平板

之前加入过氧化氢使终浓度为1．45 1．t mol／L。取4℃保存的海水样品直接涂布到海水

平板匕每个平板加入200 1．t L海水，共涂布10个平板。15℃培养10天。长出的单

菌落抛J佘}面保藏。

2．1．2高过氧化氢酶活性菌株筛选

初筛使用硫代硫酸钠滴定法[146]：斜面菌株接入250 mL摇瓶(含20札基础海

水培养基)。200 rpm，20℃培养24 h。取15札发酵液，微波炉高火2 min，灭活作

空白对照。两个小烧杯中各加5札20 mmol／L H202(10明L 10 mmol／L pH 6．8磷酸

盐缓冲液中加入25 p L 30％H2Q)，25℃水浴3 min，再分别加入待测和失活发酵液

各1皿L，25℃保温30 S后立即加入2札1 mol／L硫酸中止反应，再各加入0．5止

10％碘化钾、1滴1％钼酸铵，放置3 min后，用0．010 mol几硫代硫酸钠滴定至无

色。记录两个烧杯各用去硫代硫酸钠的体积(V空、V样)。将25℃每分钟消耗1 u mol

H如的酶量定义为—个活力单位。反应方程式：H202+2I一咄+20H一，12+2s2032一

--，2I一+s40孑一，总反应：H202+2S2032．_s40孑一+20}r，每IIIL发酵液所含活力单位

数(U／IIlL)----2×0．5×0．01 X(V空一V样)X 10--3×106=10X(V空一V样)。以

37

PJ
高亮
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Micrococcus lentus(购自Sigma)为参照，筛选活力与彪luteus相近或更高的菌株。

复筛时使用紫外分光光度法(上海精科752N紫外可见分光光度计)测定过氧化氢

酶活性[147]。摇瓶培养的发酵液离心收菌体，以pH 7．5，50 mmol／L Tris-C1缓冲液

重悬菌体并在冰浴中超声破碎(Sonics VCFl500超声破碎仪)，离心后取匕清。测无菌
●

体的发酵液和破碎后上清的活性和蛋白。每个样品测活3至4次。酶活性以H202在240

VHll处分解速率，即‰下降速率计算。反应体系为50 mmol／L pH 7磷酸盐的钾盐缓
冲液，H202浓度20 mmol／L。取一定量样品(一般不超过200 u L)加到l札磷酸盐

缓冲液中，在比色杯中混匀，再迅速加入以磷酸盐缓冲液配制的40 mmol／L的H舡1札

起始反应。每次测活时，隔3 S记录一次A伽哪数据，以时间(x)对吸光度(y)作

图，直线回归计算出斜率即反应速率，取前30 S之内线性关系好的反应速率。H如摩

尔吸光系数为43．6(moVE)"1cm"1[21]。酶活力单位定义同初筛。每札发酵液所含活力

单位数(U／mL)=AOD／△t÷43．6X 108X反应体系的体积(L)X60--待测样品体积

(札)。以M lentus和E coli为对照筛选高活性菌株。

蛋白含量测定采用Bradford法[148]。染色液配制方法：向0．029考马斯亮蓝

G250(购自USB公司)中加入lO札无水乙醇，溶解后再加20札磷酸，再用蒸馏水

定容至200 mE，滤纸过滤，低温避光保存。配制0，25，50，75，100，125和150p

g／mE共7种浓度的牛血清白蛋白(BsA)水溶液。7种浓度的BSA各取200 p L，分别加

入2札考马斯亮蓝染液，混匀后静置5min，以200u L蒸馏水与2札染液的混合物

为空白参照，测定不同浓度BSA的梳数据。制成标准曲线。同样方法测出样品的
A聊锄，通过查标准曲线计算蛋白浓度。

2．1．3菌种鉴定

2．1．3．1细菌形态与生理生化特征

主要根据《普通细菌学方法手册》[149]和《常见细菌系统鉴定手册》[106]的方

法。如无说明，细菌培养温度为25℃，所有实验均设空白对照。

人工海水[149]：NH4N0§0．002吕H3803 0．027舀CaCl2 1．14岛FcP04 0．001岛

MgCl2 5．143岛KBr O．1舀KCl 0．69岛NaHC03 0．2＆NaCl 24．32吕NaF 0．003岛Na2Si03
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0．002 g,Na2S04 4．06吕SrCl2 0．026舀蒸馏水1000 mL。

糖醇氧化发酵使用Ldfson MOF培养基(有改动)[149]：蛋白胨l g，酵母膏0．1

g，(NH4)2S040．59，Tris0．59，酚红0．01 g，琼脂3 g，人工海水500 mL，蒸馏水500

IIlL。以蒸馏水溶解各成分，调pH 7．5，高压灭菌。人工海水单独高压灭菌。冷却至50

℃，无菌操作混合两种溶液，再以过滤灭菌方式加入20％(w／v)糖或醇溶液，使终浓

度达1％。无菌操作分装2．5 mL体积到试管。将半固体培养基沸水浴几分钟后迅速冷

却，立即直针穿刺接种。其中—支试管接种后加入无菌凡士林石蜡油(体积比2：1)

覆盖至1 cm高度。穿刺线上有生长且沿穿刺线变黄说明细菌利用糖或醇产酸，培养基

中出现气泡说明细菌产气。

Humcr无机盐基础培养基(有改动)[149]：无机盐溶液：MgCl2 14．45 g，CACl2-2H：，o

3335 g，麟04．7H20 0．099 g，(NH4)6Mo-7()24"4H20 0．00925 g，贮备盐溶液(见下)50 mL，

蒸馏水950 mL，调pH 6．8。贮备盐溶液：EDTA2．5 g，ZnS04。7H20 10．95 g，FeS04。7H20

5 g，MnS04‘H20 1．54 g，CuS04’5H20 0．392 g，Na28407‘10H20 O．177 g，CoCh‘6H20 0203

g，NI-I料03 0．01364 g，蒸馏水1000 mL，几滴浓硫酸。

唯一碳源试验使用无机物基础琼脂培养基[149]：40 mL 1 mol／L pH6．8

Na2HP04-KH2P04缓冲液，20 mL Humer无机盐基础培养基，1 g(NH4)2S04，20 g琼脂，

940 mL蒸馏水，碳源2 g，倒平板。以pH 7的磷酸盐缓冲液重悬的菌体接种涂布，培

养10天，有生长为阳性。

甲基红与V呻试验[149]：MRVP肉汤：7 g蛋白胨，5 g葡萄糖，5 g NaCl，1000

乩蒸馏水。调pH 7，分装5 mL试管，121℃灭菌15 min。接菌后30℃培养7天以

上。甲基红试验：加6滴0．0296甲基红的600,6乙醇溶液，显亮红色为阳性(pH4．2以下)，

黄色或橙色为阴性，橘红色为弱阳性。V斗反应：取1IIIL培养物，加入0．6札5％Q一

萘酚的乙醇溶液，混匀后加0．2札40％NaOH，混匀后倾斜放置60 min。阳性：从培

养基表面开始出现深红色。

柠檬酸盐利用[149]：Chdstemen柠檬酸盐琼脂：柠檬酸钠3 g，柠檬酸铁铵O．4 g，

葡萄糖0．2 g，酵母膏0．5 g，半胱氨酸0．1 g，KH2P04 1 g，NaCl 5 g，硫代硫酸钠0．08
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g，酚红0．012 g，琼脂15 g，蒸馏水1000 mL。调pH 6．7。接菌后培养7天以上，阳

性：红色。 ．

碱性磷酸酯酶[149]：以40 mmol几pH 10．5甘氨龇0H缓冲液配10 mmol／L对
硝基苯磷酸二钠(p邶P)溶液。用O．996 NaCl溶液配浓菌悬液，再将菌悬液与p州PP

溶液l：1混匀置37℃6 h。阳性：黄色。

RNA酶[149]：将RNA溶于水中，加l ml／L Na0H促溶，但pH不超过5。再将

RNA溶液加入海水琼脂使RNA浓度达O．296，121℃灭菌15 min，倒平板。划线培养后

用1 mol／LHCl淹没平板菌落。阳性：菌落周围出现透明圈。

硫化氢生成试验[149]：培养基0．25 g柠檬酸铁铵，0．3 g硫代硫酸钠，．10 g蛋

白胨，59NaCl，159琼脂，1000mL蒸馏水，调pH7，分装试管。112℃灭菌20min。

穿刺接种培养。阳性：培养基变黑。

革兰氏染色使用24 h的人工海水平板菌落[106]，以Staphylococcus aw'eus为阳性

对照，以E coli为阴性对照；运动性和芽孢采用直接镜检[106]。生长温度、盐度和

pH的测定使用基础人工海水培养基。氧化酶测定使用专用试纸。

酒石酸盐利用[106]：培养基：蛋白胨10 g，NaCl 5 g，0．296(w／v)溴百里酚蓝12．5

札，酒石酸钾钠10 g，蒸馏水1000 mE，调pH 7．4，分黼，115℃灭菌20 min。
接种后培养14天，加入等体积饱和醋酸铅。阳性：绿黄色，少量沉淀；阴性：蓝色或

绿色，大量沉淀。

肉汁胨培养基[106]：蛋白胨10 g，NaCl 5 g，牛肉膏3 g，自来水1000 mL。调

pH 7．6。淀粉水解[106]：可溶I生淀粉加入肉汁胨琼脂培养基达0．2％，灭菌后倒平板

接种后培养5天，加入碘液(0．33％12-0．6粼I)。阳性：菌落周围有不变色的透明圈。

纤维素分解[106]：蛋白胨5 g，NaCl 5 g，自来水1000 mL。调pH 7。分装3乩

到试管，放入0．8 cm×6 am滤纸，121℃灭菌15 min，接菌培养4周。阳性：滤纸

折断、变薄或变成一团纤维。

3一酮基乳糖[106]：培养基：乳糖109，酵母膏1 g，琼脂209，蒸馏水1000mL，

调pH 7至7．2，115℃灭菌20 min，倒平板。接种后培养2天，加入Beneclict试剂(1．73％
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CuS04·5H20-17．3％柠檬斛l啾NaeC03)，室温放置l h。阳性：菌落周围出现
褐色沉淀。

硝酸盐还原[106]：Gricss A试剂：o．5 g对氨基苯磺酸溶于150 mLlo％稀醋酸。

Griess B试剂：0．1 g o一萘胺溶于20札蒸馏水和150札1096稀醋酸。二苯删：
0．5 g二苯胺溶于100 mL浓硫酸，再用20mL蒸馏水稀释。含o．I％KN03的肉汁胨培养

基调pH 7至7．6，分装5 mL到试管，121℃灭菌15 min，接菌培养l周。取少许培

养液依次加1滴Griess A和GriessB试剂，如不显色再滴加二苯胺试剂。阳性：加Gdess

A和B之后显红、橙艴，或加二苯胺后僦。阴性：加Griess A和B之后不变
色，加二苯胺后显蓝色。

亚硝酸还原[106]：培养基：10 g牛肉膏，5 g蛋白胨，l gNaN02，1000 mL蒸

馏水，调pH 7．4。培养l周后加GriessA和GriessB各l滴。阳性：红色消失并产氨。

阴性：显红色。

反硝化[106]：含0．懈：N03的肉汁胨培养基调pH 7．2至7．4，分装5札黼，
121℃灭菌30 min，接菌后用灭菌凡士林封管。培养7天。阳性：有气泡。

脲酶[106]：蛋白胨l g，NaCl 5 g，黼糖1 g，KH2P04 2 g，0．2％酚红水溶液6ⅢL，
琼脂20 g，蒸馏水1000 mL。调pH6．8。115"C灭菌30 min。冷却至50"C，以过滤灭

菌方式加入2096(w／v)尿素溶液，使终浓度达2％，摆斜面。接种后培养5天。阳性：

培养基呈桃红色。 ．

吲哚[106]：蛋白胨10 g，NaCl 5 g，自来水1000 mL。调pH 7．6。分装4 mL到

试管，115℃灭菌15 min，接菌培养1周。加5滴乙醚振荡后静置，加几滴吲哚试剂

(O．8 g对二甲基氨基苯甲醛溶于76 mL 95％乙醇和16 mL浓HCl)。阳性：乙醚中显

红色。

苯丙氨酸脱羧酶[106]：酵母膏3 g，NaCl 5 g，Na2HP04 1 g，L．苯丙氨酸1 g，

琼脂12 g，蒸馏水1000 mL，分装试管，121℃灭菌10 min，接菌后培养7天。滴加

5滴10％(w／v)Fe03。阳性：显绿色。阴性：不变色。’

精氨酸双水解酶[106]：Thomlcy培养基：蛋白胨l g，NaCl 5 g，K2HP040．3 g，
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酚红O．01 g，琼脂6 g，I一-精氨酸lO g，蒸馏水1000 mL。调pH 7．2。121℃灭菌15

min。直针穿刺接种。无菌凡士林封管，培养14天。阳性：显红色。

水解马尿酸[106]：蛋白胨10 g，牛肉膏3 g，酵母膏l g，葡萄糖1 g，NaH2P04

5 g，马尿酸钠10 g，蒸馏水1000 mL。分装试管，121"C灭菌30 min，接菌后培养4

周。向1 mE培养物中加入5096硫酸1．5札。阳性：有结晶出现。阴性：无结晶出现。

明胶液化[106]：蛋白胨5 g，明胶150 g，水1000 mL。调pH 7．4，分装试管，

115℃灭菌15 min。穿刺接种，在20℃培养14天。阳性：菌落周围明胶变为液体。

脂肪酶(Tween80)[106]：蛋白胨10 g，NaCI 5 g，CaCl2·7I-120 0．1 g，琼脂9

g，蒸馏水1000 mL，pH7．4，121"C灭菌20 min；Tween 80也于121"C灭菌20 min。

冷却至50℃加入Twecn80至1％浓度，倒平板。划线接种培养7天。阳性：菌落周围

有模糊的晕圈。阴性：无晕圈。可以用Tween 20替代Tween 80。

石蕊牛奶[106]：2．5％(w／v)石蕊水溶液4札，脱脂牛奶100 mL(脱脂奶粉10

g溶于100 mL水)。以5 mL分装试管，112℃灭菌20 min。接菌培养30天，观察有

无以下现象：还原一石蕊退色变白；胨化一牛奶变清；产酸一石蕊变红；产碱一石蕊

变蓝；酸凝一变红并凝固；酶凝一牛奶结块凝固，不变色或蓝色。

酪素平板：1．9 g／L硼砂与0．2 mol／L Naofl各2．5札混匀后稀释至100 mL，加

干酪素2 g，加热溶解，115℃灭菌。4％琼脂水溶液100札在121℃灭菌。趁热混

匀干酪素和琼脂，便怦板。接菌培养。阳性：菌落周围有透明圈。

乙酸氧化[106]：培养基：酵母膏10 g，乙酸钙10 g，琼月旨20 g，自来水1000 mL，

pH 7．2，倒平板，接菌培养5天。阳性：菌落周围出现白色晕圈。

KOHt佥测[150]：2-mm接种环挑取24 h的海水平板茵落，放在1滴396 KOH溶

液(置于载玻片上)中搅动，不时冶起接种环1至2 cm，如果在30 s内能从菌落裂

解物中拉出细丝，则为KOH检测阳性；如不能则为阴性。

2．1．3．2脂肪酸组分分析

采用M]DI公司推荐的标准操作程序带m备(有改动)细菌脂肪酸甲酯[151]，再用

气相色谱分析。
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2．1．3．2．1培养收集细菌

一TSBA平板：蛋白胨2 g；NaCl0．59；K2I-IP040．259；葡萄糖0．25 g；琼脂1．5

g，蒸馏水100 mL。煮沸溶解，调pH 7．3．121℃灭菌15 min。水浴冷却至60℃。。

倒入直径9 cm的平板(高15 mm)，分装20至25珂L。细菌四级划线培养。28±1℃。

24_+2 h。用直径4 mm接种环在第三级划线处刮取约40 mg菌体置于13 mmX 100 IB[II

螺口试管底部。

2．1．3．2．2皂化

试剂1：45 g NaOH，150 mL甲醇，150 mL蒸馏水。先将甲醇与水混匀，加入

NaOH搅拌混匀。取1．O±0．1札试剂1，以特氟龙塑料管帽密封螺口试管。振荡5

至10 S。100"C水浴5 min。取出振荡5至10 s。放回100℃水浴25 min。要求密封

的管中不能产生气泡。取出试管，用自来水冷却。(不用冰水。)

2．1．3．2．3甲酯化

试剂2：6 mol／L HCl 325ⅡIL，加入到275 mL甲醇中，混匀。向样品中加入2．0

mL_+0．1 mL试剂2，旋紧管帽振荡5至10s。80℃±l℃水浴10±l min。取出试管，

用自来水冷却。振荡加快冷却。(不用冰水。)

2．1．3．2．4提取与洗涤

向试管样品中加入1．25±0．1札己I磬乙醚(1：l体积比)，颠倒混匀10 min，

吸取下层水相，丢弃。向试管样品中加入3．0±O．1札试剂3(10．8 g Na0H加入900

ⅢL蒸馏水)。旋紧管帽颠倒混匀5 min。3 rain 200 rpm离心。取出上相(有机相)的

2／3置于气相色谱E样瓶，可以冷冻保存几天。

2．1．3．2．5气相色谱分析脂肪酸甲酯

， 岛津GC-17A气相色谱仪，安捷伦DB-FFAP(长30 m，内径0．32 iIlll，膜厚O．25

Ilm)毛细管柱。上样1 IlL，起始柱温150℃，以3℃／min升温至220℃维持25min。

检测器(氢火焰检测器FID)和进样口温度均为250℃。载气为氮气，流速60 mL／min。

脂肪酸甲酯标准品为SupelcJM 37 Component FAME Mix(Sigma)。用三次回归求得标

准品中饱和直链脂肪酸碳原子数(x)与保留时间(Y)的对应关系，再用待测样品各峰的
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保留时间解三次方程求得X即样品峰的等价链长(equivalent chain length，ECL)。同时

也求出标准品中的不饱和脂肪酸甲酯的F_EL以校正样品的EEL。将F_EL数值与文献数

据[152，153]比较判断各峰是何种脂肪酸甲酯。

2．1．3．3细菌16S rDNA测序与系统发育学分析

细菌基因组DNA的小量制备[154]：培养5 mL细菌培养物至饱和状态，取1．5札

的培养物离心2 min。沉淀物加入567 It L pH 8的TE(10 mmol／LTris．C1-1 nanoFL EDTA)

缓冲液，用吸管吹打重悬。加入30 u L 1096(w／v)的SDS和3 p L 20 mg／mL的蛋白

酶K，混匀，37℃温育1 h。加入100 It L 5 mol几NaCI混匀再加入80皿10％(w／v)

CTAB／0．7 mol／LNaCl溶液，混匀后于65℃温育10 mn。加7、等体积氯仿／异戊醇(24：

1)混匀后离心5 min。将匕清转入新离心管后加入等体积苯酚／氯仿／异戊醇(25：24：

1)混匀后离心5 min，将匕清转入新离心管后加入O．6倍体积异丙醇。离心，弃上清，

用1 mL 70％乙醇洗涤沉淀，离心5 min弃上清，待匕清稍干燥后加，IE缓冲液i00|l L

重溶DNA。

使用sn础l跗硷公司RoboCyeler Gradient 96 PCR仪扩增16s rDNA[106]：正向引

物5’一AGA册ATc叩GGrC^G-3’：反向引物5’．CGGCTACC兀GTT^CG：AC．3’。PCR反
应体系：基因组Ⅸ忱0．5|l L，两种引物各l u L，10×缓冲液(含M孑+)2．5皿，

dNTP 2皿，ExTaqDNA聚合酶(购自大连宝生物公司)0．125 Il L(5 U／mL)，去离子

水18 Il L。PCR条件：94℃5 min预觥；94℃l min，55℃1 min，72℃90 S
共30个循环，最后72℃8 min。PCR产物用O．删酌湫电泳(Tri s-Y,酚EDTA
缓冲体系)检测确定为单—条带后直接送匕海生工测序。测两个反应，测通。除去测

序原始结果中序列两端不可靠的部分，测序结果递交到GenBank，序列号DQ508485。

在EzTaxon[155]网站(http'J／Ⅵavw．eztaxon．org／)搜索与DQ508485相似性最高的模

式菌株的16S rDNA序列，并从GenBank中下载这些序列。序列比对用ClustalXl．83

软件[156]， 系统发育树用 ClPRES 网络计算服务

(http-．／／www．phylo．org／sub sections／portm)中的RAxML彰，f牛(RAxMLwithbootstrapping)

构建，以Paenibacillustxdymyxa为外群细菌，以MEGA4软件[157]编辑系统发育树。
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2．2结果

2．2．1菌株筛选

分离平板细菌生长缓慢，7天后出现肉眼可见的菌落。共分离出49株细菌，对其

形态与生理生化性质研究后发现所有菌株都有相似的特征，可能它们属于同—种。49

株细菌的过氧化氢酶活性差异明显，但初筛和复筛的所有菌株过氧化氢酶活性都高于

E coli的过氧化氢酶。15株细菌在初筛和复筛时活性高于彪lentus,初筛与复筛

时活性最高的菌株都是N2a，其菌体超声破碎液过氧化氢酶活性达1200 U／mg，而膨

lentus和叵coli的菌体超声破碎液中酶活性分别为900 U／mg和70 U／mg。同绝大多

数报道—样[8，15，18，21，158]，N2a的过氧化氢酶也是胞内酶，用两种方法都测不出

除去细胞的发酵液匕清中过氧化氢酶活性。

2．2．2菌株形态与生理生化特征

从海水中分离的培养物具有杆菌形态和产芽孢能力这两种芽孢杆菌属的重要特

征。49株细菌为杆菌，2．5-5|lm长，0．5-1 Il ra宽。卵圆形芽孢端生。基础海水培

养基中在4"-'35"Ctt长，其最适生长温度范围为20"28℃，其生长pH范围为pH 6～

11。最适生长的NaCl浓度为0-'-,7％(w／v)，当NaCl浓度大于896时生长被抑制。基

础海水培养基培养24h的菌落圆形、全缘、扁平，直径0．9至1．2咖，光滑有光泽，

粘液状外观，质地似奶油，白色半透明。以下实验为阴性：KOH、氧化酶、甲基红、V叩、

吲哚、}{2s产生、纤维素酶、3-酮基乳糖产生、Tween 20水解、Tween 80水解、亚硝

酸盐还原、反硝化、乙酸氧化、L-苯丙氨酸脱氨酶、精氨酸双水解酶、水解马尿酸、

利用酒石酸盐、利用糖或醇产气。以下实验为阳性：RNA酶、碱性磷酸酯酶、明胶液

化、酪素分解、牛奶胨化并产酸。利用葡萄糖、淀粉、甘油、麦芽糖、蔗糖、海藻糖、

甘露糖产酸。不能从木糖、乳糖、甘露醇、山梨醇、乙二醇、甲醇、乙醇产酸。其它

性质见表2-1。49株细菌以N2a为代表，进—步测定其16S rDNA序列和脂肪酸组成。
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表2-l N2a与系统发育相关菌种的表型特征的差异

Character 1 2 3 4 5

Species：I，N2a；2，Bacillus barbaricus【159]；3，Bacillus arsenicus【160]；4’Bacillus耽致删【161]；5，
Bacillusgelatini[162]．+,Positive；-,negative；ND,notdetermined；v,variable；w,weak．

2．2．3细菌16S rDNA系统发育分析

和N2a的16S rDNA序列(1434 bp)相似性最高的菌株分别为[155]：Bacillus

barbaricus DSM 14730T(99．4％)，Bacillus arsenicus DSM 1 58z：(97．㈣，Bacillus

macauens／s DSM 17262T(96．1％)，BacillusgelatiniLMG21880r(95．3％)。可以确定N2a

是芽孢杆菌属的细菌。图2-1也证明了N2a的系统学位置。

图2-1 N2a和相关菌株的16S rDNA系统发育树
Fig．2-1．Maximum likemxxt tree based 011 16S rRNA(1434 bases)gene sequences showing the
phylogenetic relationships betweell Bacillus sp。N2a and the nearest neighbours of lhe genus Bacillus．

Bootstrap values(expressed as percentages of 1000 replications)greater than 50％a他given at the ilode&

Paen／bac／／／us皿竭胂啊口DSM 361 was the a吐．霉瑚Ip species．Bar,1％nucleotide substitution．
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2．2．4细菌脂肪酸组成

由表2-2可见N2a的支链脂肪酸占优势(大于8096)，这完全符合芽孢杆菌属细菌

的特征。但N2a的C14、015和C16三类主要脂肪酸含量相差不大(20％至30％)，这明

显不同于系统发育学相关菌株(其C15或016—种脂肪酸占优势)。

表2-2 N2a与系统发育相关菌种的脂肪酸含量(％)

艏肪酸 1 2 3 4 5

Species：1，N2a；2'Bacillus barbaricus【159]；3，Bacillus arsenious【160】；4，Bacillus mar．auensis【161]；5'
Be蒯lus ge／at／n／[162]

2．3讨论

2．3．1细菌培养与过氧化氢酶

考虑到南极表层海水中容易在实验室培养的细菌种类与生物量可能不多，所以用常规
培养基—般不会培养出大量菌株；培养出的菌株可以逐一筛选，因此确定选用常规培
养基。基础海水培养基即稍作改动的经典的Zobell培养基，它广泛地用于海洋异养好
氧细菌的培养。但这种培养基的蛋白与糖类等营养成分浓度比天然海水高几个数量级，
因此它不能培养海水中的“寡营养’’细菌。虽然它培养出的细菌不能很好地反映天然
海水中的细菌种类和生物量，但它培养出的细菌都能利用高浓度的碳源和氮源(相对
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于天然海水)快速生长，所以有利于实验室研究和实际应用。这也是本研究选用这种
培养基的原因。结果同预期相符，得到高过氧化氢酶活性菌株，证明培养基的选择是
成功的。基础海ZJg-养基培养出的49株细菌可能属于同—种细菌，说明采样海水中能

适应高浓度营养物质并快速生长的细菌种类并不多。由表2_3可见N2a的过氧化氢酶
活性高于除Hbr／o rumo／ensLg(分离自含H202的废水)以外的其它几种微生物。这样

高的活性保证了环境中H2Q被迅速分解。

表2-3 N2a与其它微生物的细胞破碎液中过氧化勃劈尊舌性比较

Table 2-3 Catalase actmⅣin cell-free crude exlract from micmorganisrm
Cmlase activity

型垫翌竖趔堕婴 i望墅盘塾堕塑
Anta枷c marine isolate N2a 1200 this work

觑如黼sp．SKI 360 【15]

剧奴妇叫‰九‘轨硎 镐 【18】
Frankiasirrah R43 74 【158】Ha／o㈣ha／obhon 60．6 【8】

lrd，r／o rumo／ens／s 73100 [211

C2妇∞dV毋w罄m瓢斌ed in 50mM potassium phosphate buffer(pH 7．0)at 25℃
a Cz叫敬acI噎v蚵w罄删at20℃．
南极海洋细菌以光激活反应和SOS反应修复紫外线辐射直接引发的DNA损伤

[163]。然而紫外线辐射的间接作用，如在海水中和细胞内溶质中产生№02的光化学

反应，对细菌的生存也有不利影响[163]。高过氧化氢酶活性是N2a不受表层海水中

H202的有害影响而正常生长代谢的主要原因，这一结果同Hemandez报道[145]一致。

还可以推测整个表层海水中的微生物都有足够高效的过氧化氢酶，以快速分解环境中

的HA，使其不危害有机体的正常生命活动。这样看来，南极表层海水中的微生物生存

不受}l艘浓度的影响，过氧化氢酶可能是维系南极表层海水生态系统的重要因素。

2．3．2筛选方法与测活方法的选择

筛选菌株时，平板培养有利于高通量筛选，而摇瓶培养比平板培养产酶量更高，

更有利于与酶的后续研究保持—致，如分离纯化和大规模生产。本研究曾用过平板法

(H202梯度平板)[16]筛选49个菌株，但效果不理想，所以过氧化氢酶测活方法的

要求是采用摇瓶培养筛选的决定因素。与高锰酸钾滴定法[146]相比，文献中使用硫代

硫酸钠滴定法的报道更多，所以将其定为初筛方法。实验证明硫代硫酸钠滴定法和紫

外分光光度法是筛选的有效方法。用滴定法初筛可以不处理样品，能比较快捷地测定

含菌体的发酵液中过氧化氢酶的活性，因此国内研究人员多次使用此方法
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[44，47，164]。但这种方法测活时间较长，产生误差的因素很多，不如紫外分光光度法

更准确。紫外分光光度法是国内外研究的常规方法[8，15，18，21，29，42，45，158]，虽然

离心和细胞破碎等前处理不利于高通量筛选，但对于少数菌株活性筛选，其测活过程

快速准确，能与后来的分离纯化研究使用同样方法，保持前后处理方式和数据一致。

所以紫外分光光度法无疑是理想方法。初筛时酶活单位是U／mL，而复筛时单位是U／rag，

所以两者不能直接比较，但两僦的—致性比较好。初筛获得的15株菌在复筛时活
性仍高于M切砒“而且活性相对高低的关系基本不变。本研究还使用过可见光分光

光度计法(铬酸钾法)[165]测活，但使用后认为不可行，可能是因为酸性测活条件下

酶活性丧失。彪彪：砌岱的过氧化氢酶活性高[7，21]，用作筛选的阳性对照是合适的。

2．3．3菌种鉴定

49株细菌除过氧化氢酶活性有差别以外，其胞外水解酶活性差别也很明显。大多

数菌株生长温度不超过30℃，仅5株能在35℃生长。但这些差别远少于它们的共同

特征，因此将它们归于同—种是合理的。

长期以来_直没有来自海水的芽孢杆菌属新种的报道，直到Yoon等从韩国的海水

中分离出丑mar／．哪avi，丑aqu／mar／a和丑hwaffinpoens／s[166，167]。目前也仅有这三

种芽孢杆菌分离自海水。在北极和南极地区的多年冻土中，芽孢杆菌属是常见属[168]，

但近年来分离自南极海水的新菌种几乎都属于拟杆菌门[169]和变形细菌门[170]。

Logan等曾报道来自南极南桑威奇群岛火山土壤的Bacillus新种B．fumarioli[171]，丑

luciferensis[172]和丑shacldetonii[173]，但一直没有来自南极海水的新的低G-FC％含

量革兰氏阳性菌的报道。

N2a与丑barbar／cus的16S rDNA相似性很高，但许多Bacillus菌种之间16S rDNA

相似性更高(如B．pum／／us和丑sa搪ns／s达99．996)，因此不能仅凭16S rDNA相似性

就断定N2a为最barbaricus。相反地，N2a和晟barbaricus表型特征差别很大，从表2_1

可见N2a在低温生长、耐盐性等方面明显有别于16S rDNA系统发育学相关菌株。生

长温度范围与耐盐性表明N2a为低温海洋菌；N2a的不饱|和脂肪酸含量超挝40％，明

显高于16S rDNA系统发育学相关菌株，这也是低温菌的重要特征。丑barbar／cus，丑
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arsenicus，丑macauensis，J9l gelatini分别分离自壁画、砷矿石、饮用水和受污染的明

胶，生态环境都与N2a不同。因此N2a很可能是Bacillus的新种，不过仍需补充基因组

G+C％含量和DNA杂交实验才能最终确认。

Yumoto等[21]和Lotentzen等[22]分别报道了来自Hbr／o rumoiens／s和Ⅳ

salmonicida的高活性低温过氧化氢酶，但来自天然环境自由生活的高活性低温过氧化

氢酶的微生物尚无报道，高过氧化氢酶活性的海洋革兰氏阳性菌也无报道。N2a细胞

破碎液中过氧化氢酶活性高达1200 U／rag，有利于进一步的低温过氧化氢酶的理论与

应用研究，也可以成为低温氧化胁迫反应研究的模型生物。
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3芽孢杆菌属及相关属细菌的系统进化关系

近年来报道了大量Bonillus属的新种，同时在Bacillaceae中也建立了许多与

Bacillus属相关的新属。根据妇of Proka巧otic llanics with Smding in Nomcnclatum

(LPSN)网站(2008)[174]的记录，目前Bacillus属的140多个种中，在2000年之前报

道仅54种；在Bacil妇科的30多个属中，在2000年之前建立的仅6个属。
长期以来人们就认为Bacillus属不是单系群(monophyletic group)[175]，而近年来

报道的新属与新种的系统发生学尚未进行过全面的研究，所以Bacillus属内菌种及相近

属的系统发生学关系仍是悬而未决的问题。Priest等曾用数值分类法将368株好氧产芽

孢的细菌分成79类[176]。1990年以后，rRNA基因作为细菌系统发生学的“分子标

尺"应用于好氧或兼性厌氧目产芽孢的细菌的系统学研究，建立了众多新的科和属

[177]。16S rDNA序列相似性晚为产芽孢的杆菌分类的主要依据之一。Ooto等[178]

和Xu等[179]使用部分16S rDNA序列及16S-_23S转录间隔区部分序列研究了Bacillus

属及相近属的系统发生学。但是研究使用的序列数目少(分别为69条与40条)，而且

序列短(分别为1057bp和220bp)，所以结果并不—致。

近年来报道的大多数新种的16S rDNA序列都接近全长(大于1300bp)，并目．模糊

信息少，这为系统发生学分析提供了理想的原始数据；个人计算机计算能力不断提高

也为处理大量数据创造了必要条件；特别是系统发生树构建算法的进步和新软件

[180，181]的出现，使最大似然性法和贝叶斯推断这两种比传统方法(邻位连接法、最

小进化法和简约法)更理想的算法在系统学研究中广泛使用[182]。

本章对181种Bacillus属及相近属的模式菌株近全长的16S rDNA序列，用多种算

法进行系统发生学研究，旨在 Bacillus内各菌种及与Bacillus相近属之间的系统发

生蝴。
3．1方法

模式菌株的16S rDNA来自GcnBank(附件1)。选用Bacillus属所有菌，芽孢杆菌

科各个属的代表种以及芽孢杆菌目其它科的代表种(截至2007年9月)。当—个菌种

有多条16S rDNA序列时，选最长且非AGTC字符最少的序列。选中的序列中如果有非



南极海洋微生物N2a鉴定、系统学及一种低温过氧化氢酶BNC纯化与性质研究

AGTC字符，则参照BLAST搜索得到的同源性最高的序列以及模式菌株其它16S rDNA

序列，尽可能修正模糊信息。以ClustalXl．83软件[156]进行序列比对，再以

n匝删_uS|【alX软件(Hall，20魄脚m贼n印age皿∞．com／bar巧ghall／TuneClustalX．html)优

化ClustalX参数设置，最后用Bioedit7软件[183]手动编辑多序列比对结果，使ClustaIX

计算出的quaU秒semes平均值最大化。16S rDNA序列成对比较相似性使用EzTaxon网

站计算服务[155]。选择大肠杆菌(西cherichia coli)作为外群菌种。

以Modeltest 3．7软件[184]的Hierarchical likelihood ratio tests(hLRTs)和Akal妇

infromation crigrion(AIC)标准选择核苷酸替代模型。选用邻位连接法(NJ)、简约法

㈣、最小进化法㈣、最大似然法㈣和贝叶斯推断(BI)五种算法构建系统发生树。

前三种算法使用MEGA4软件[157]，bootstrap=1000，NJ和淝树构建采用MaxiInuln

Composite Likelihood方法。地树使用RaxMI．,-VI-HPCA软件的网络计算

(http'．／／phylobench．vital-it．ch／raxml-bb／)构建，使用默认参数，bootstrap=100。用

MrBayes3．1软件[181]进行贝叶斯推断，根据软件使用说明设置参数。nst=6，rates=

invgamn马covarion可cs,Ngen=4300000,Nrum=2，Nchains=4，Temp=0．2，Samplefrcq

=100，Pr懒=1000，Bumin=30000．
3．2结果与讨论

丑myco／desAB021192(1513bp)和丑weihenstephanensis AB021199(19至1531bp)

完全相同，所以只选丑weihenstep㈣。181条16S rDNA的序列比对结果用moddmst
软件的hgRTs得到僻I+G为最佳模型[185]，Y分布的形状参数为0．5854,将此结果

用于地GA4软撇NJ和姬树。／址aike infl'omation criterion(AIC浦雒确定GTR+I+G
为最佳模型[186]，将此模型用于贝叶斯推断。

NJ、姬、坤和儿算法得到的进化树见附件2。虽然个别菌的系统学地位在各种算

法的进化树中有差别，但大部分菌的系统学地位在各种进化树中都是—致的，可以将

181种细菌划分为9个组(Group)(图3-1a)。
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(e)

图3-1 t珏cillus属及相近属僦菌株16S rDNA进化树，使用Va旧ayes3．1．2软件构建。
3-L Bayesian cladistic treewas删with the 16S rDNA ofthe type strains ofBacillus

speciesandrelatedgenera(181 taxa,1603 sites；OTR+I+Gpluscovarionmodel)demonstratin999roups(如
and the speem in every group、黼illustrated aS@Group 1 and 4，(c)Group 2 and 5，@Group3，(e)
GID叩6，7 and 8，and①Croup 9．B‘)蜘exIfIfidenee levels greater than 50％were indicated at the
intemodes．
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Holder与姚[182]认为最大似然法和贝叶斯推断是比NJ、脏或肝更理想的建
树方法。比较5种系统树的结果支持这一主张：贝叶斯推断法分析181条基因序列1622

个核苷酸位点得到的系统进化树的支持度最高，所有组的后验概率都大于O．5；其次

是最大似然法，它得到的系统树的节点支持度普遍大于NJ树、姬树或船树。贝叶斯

树和ML树的拓扑结构很相似。除了组6和组8，其它组只有在贝叶斯树中才有大于50

％的支持度。贝叶斯系统进化树中任何嘶点的支持度都大于其它进化树相应的节
点支持度，这与Momira等[187]结果—致。

图3一l是贝叶斯推断得到的系统树，它进—步证明了Bacillus不是单系群。芽孢杆

菌属16S rDNA系统树的组4、组6和组9的菌种在表型匕有相似性，但大多数组中的

菌种在表型上并无明显的—致性，这与Goto等和Xu等的结果相似[178，179]。在图1

的9个组中，Bacillus的模式种丑subtilis位于组1(28种)(图3-1b)，它在所有算法

的系统树中都成立。

组2在所有系统树中都成立，并且明显分为两个妇(图3-1c)。最cereuscluster
包括14个Bacillus属的细菌(未标明丑myco／des的位置)，而j5l insolituscluster包括

16个异源种。丑insolitus cluster包括Bacillus的9个种，产芽孢的V"tndibaa'llus、

Lysinibacillus、Ureibacillus、Marinibacillus和Jeotgalibacillus五个属以及不产芽孢的

Kurthia和Ca硼phanon。这个复杂的异源cluster与Zhang等，La Duc等和Rheims等

的报道—致[188．190]。这种异源性暗示，五insolitus cluster的9个Bacillus属的种可能

属于几个待成立的新属。 ‘

组3包括菌种最多，含5个cluster共32种(图3-1d)。它在NJ和征树中的支

持度小于10％。组5删、的类群(8种)，它在NJ和归树中位于组l内；在ME树与
组1最接近；而在BI和皿树中它与组2最接近。比较各种系统附后，认为不能将它

并入组1或2，只能将它独立出来。 一

组4是由嗜热菌组成的异源群(9种，图3-1b)，它在所有系统树中都成立。其中

&thermantarct／c凇与Geobacillus thermoglucosidasiusATCC 437421(X60641)的16S

rDNA相似性为98．3％。根据Nieolaus等[191]，应考虑将丑thermarttarcticus转入嗜
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热的Geobacillus。而Bacillus属的另外4个嗜热茵与Geobacillus的16S rDNA相似性

约92％，与Geobacillus明显不同。

组6就是Nielsen等建立的rRNA group6[192]，它在5种系统树中仍都成立。除

盘macyae)f’[193]，组6由嗜盐菌或耐盐菌组成，这与Ghosh等[194]报道—致。组7

是由近年来新发表的种组成，其中的两个耐盐菌丑hwajir矽oensis和丑decolorationis曾

划入组6[167]；御、皿和NJ树也表明了组7和组6的系统学关系密切。但BI和儿

树都将组7和组6明显分开(图3-1e)。又由于组7中大多数芽孢杆菌不耐盐，所以

不宜将组7并入组6，这与Nowlan等[195]报道—致。南极海水细菌N2a同组7中的

菌株的16S rDNA相似性最高(见第二章)。图2_l清楚地表明N2a同Bacillus barbaricus

DSM 14730T以及Bacillus arsenicus DSM 15822T聚在—起，所以N2a也属于组7。

组8和组9在5种算法的系统树中都得到支持，它们的16S rDNA序列在89 bp与

90 bp饵subt／／／s IAM 12118TAB042061)之间有—段插入序列，这使它们与其它组明

显不同。组8由嗜碱耐盐菌组成瞧mannanayacus不耐盐[196])。Caldalkalibacillus

的16S rDNA序列和其它菌的序列相似性小于92％，其嗜热性质和组8的其它芽孢杆菌

明显不同，所以它是组8中的特殊成员(图3-1e)。组9主要由芽孢杆菌科除芽孢杆

菌属之外的其它的属组成(图3-1f)，但组9中还包括4个Bacillus属的种：丑taeanensis、

最salarius、丑qingdaonensis和丑thermcloacae。从进化树上可以认为这4个种可能不

属于Bae／／lus。前3种芽孢杆菌在原始发表的文献中[197—199]被归入组8(NJ算法系

统树)，这可能是由于作者们没有用足够多的组9细菌的序列。后三种菌和芽孢杆菌属

内的，它们各自的系统学关系最近的菌株的16S rDNA序列相似性小于92．5％，这三

种茵应考虑重新分类。

有4个Bacillus属的细菌位于进化树的外围(图3-1a)。其中丑schlegelii和丑tusc／ae

都是高G+C含量的兼性化能自养的嗜热菌[200]，它们的16S rDNA序列与其它180株

细菌的序列相似性小于90％，可以考虑各自成立新的属。而丑edaphi黜和丑

mucilaginosus总同Paenibacilluspolymyxa聚在—个duster中；它们的16S rDNA序列和

最接近的模式菌株的序列相似性高达96％至9796僻elgii和P chinjuensis)，所以这两个
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菌可以考虑)L Paenibacillus。

在NJ和溉树中，Ureibacillus、丑thermcloacae和Exiguobacterium以小于5096的支

持度聚在—起，且不属于任何—个组：但在BI、儿和押三种进化附中，Ureibacillus

位于组2，后两个菌位于组9，这样的安排在BI树中有大于50％的支持度。还有五个

细菌的系统学地位在不同算法的进化树中相差较大(表3一1)。其中4个Bacillus属

的细菌在BI树中所在分支的支持度超过5096，而其它算法的系统树中5个菌所在分支

的B(蝴支持均小于5096。Spomlactobacillus inulinus的16S rDNA序列与其它菌的
序列相似性均小于9396。它不嗜热，所以不宜归入组4；它在有氧条件下生长差，过氧

化氢酶阴性[201]，这又不同于组7的Bacillus。BI和ML树将其置于组7和组9之间，

但支持度都不超过50％。三个嗜热菌丑infernus、丑thermoamylovorans和丑coagutans

被归入组4时，分支支持度都不超过35％。Boone等将丑infernus与最methanolicus聚

在—起[202]；Comber-Blanc群j-B．thermoamylovorans与Geobacillus和Saccharococcus

聚在—起[2033，但这两个结果都没有重抽样支持。

表3_1系统学地位有争议的细菌在各种算法得到的进化树中所处的位置

Table 3—1 Disputable posilions of5 sr’ecies in 5 phylogenetic trees

BI MLⅣ匝NJⅣ田

丑infernos Group3 Group3 C,roup4 Group3 C仰up4
j9l thermoamylovorans C如oup4 Groupl Grotv4 Cjljoup4 Groupl

丑coagulans Groupl Groupl Orour)4 Crroup4 Groupl

最azotoformans Group5 Crrotrp2 Group3 Group3 Group3

Sporolactobacillus inulinus
· 宰

Group7 C,ro_uv4 Group7

木不属于任何组

以上分析表明，大部分芽孢杆菌的系统学地位是明确的，但至少9种细菌可能不

是真正的芽孢杆菌，它们的分类学位置有待进一步的多相分类研究确认。

9个组之间相互的系统学关系在各种算法的系统树中差别很大。但组8总位于最外

(图3-1a)，其次是组6(儿与BI树)或组9(她与NJ树)。由于BI树的节点支持

率均大于0．5，BI树和儿树表明的各组之间系统关系似乎更可信。芽孢杆菌目中的各

个属的系统学位置同当前的分类系统[177]不完全一致。除芽孢杆菌属以外，芽孢杆菌

57



南极海洋微生物N2a鉴定、系统学及一种低温过氧化氢酶BNC纯化与性质研究

科的属主要位于组9、组2和组4，但Vulcanibacillus却位于9个组之外。根据进化树

应考虑将Vulcanibacillus移出芽孢杆菌科。Caryophamcm屺和PlaI|0‘脱c∞e雒(以彪聪拗

为代表)在组2中，这与Yoon等报道一致[204]，说明其在系统学上与Bacillus关系

密切，所以可以考虑将它们划到芽孢杆菌科。
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4南极海洋芽孢杆菌低温过氧化氢酶分离纯化与性质

缩略语：BNC：Bacillus sp．N2a过氧化氢酶；VRC-Hbrio rumoiensia过靴氢酶；VSC-．
Vibrio salmonicida过氧化氢酶；PMC：Proteus mirabilia过氧化氢酶；Rz：Reinheitszahl

index

低温过氧化氢酶研究不仅对认识好到r日温微生物生命活动规律有重要意义，而且

此酶在纺织、造纸、食品和半导体工业水处理以及奶制品工业有潜在的应用价值[205]。

Yumoto等[21]首先报道了兼性嗜冷菌Hbrio rumoiensia的低温过氧化氢酶(VRC)的性

质，I．omntzen等[221研究了来自鱼类病原菌Hbrio salmonicida的低温过氧化氢酶

(VsC)。这使人们初步了解了低温过氧化氢酶。这两种低温酶和通常低温酶的性质有

许多差异：Ⅵ℃的活性从10℃到70℃都远远高于牛肝过氧化氢酶等中温酶；VSC的

j岛在低温和中温条件都低于Proteus mirabilis的过氧化氢酶(PMC)。已知的两种弧菌

低温过氧化氢酶的性质是否能代表所有低温过氧化氢酶的普遍性质?同—类的过氧化

氢酶可能在比活、k和Km、抑制剂敏感性和温度稳定性等方面有很大不同[7]。本章

从来自南极海水的Bac／／lus sp．N2a菌株中分离纯化出—种低温过氧化氢酶(BNC)，研

究了其性质并．在活化能、催化效率和热稳定性等方面和同源中温酶进行比较，探讨其

适应低温的机理，以此更全面地认识低温过氧化氢酶。这也是首次报道来自革兰氏阳

性菌的低温过氧化氢酶。

4．1材料与方法

4．1．1培养条件

生长和发酵培养基：每1L蒸馏水含89蛋白胨，59NaCl jgl 3g St懿1膏，pH 7．2。1 L

摇瓶含200mL培养基，20℃，200胛摇床培养24h至指数生长期晚期。4℃，5000

g离心收集菌体。

4．1．2纯化过程

离心条件均为100009(Hitachi 20PR-520)，如无特别说明，纯化时环境温度为4"C。约

239菌体重悬于365mL pH7．5 50mmol／LTris。Cl(缓冲液A)，以75W功率超声破碎10

次(Vibra cell VCFl500，Sonics)，每次1 min，间隔2 min。离心取上清，加入硫酸
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铵粉末至4蝴度，离心收上清再加硫酸铵至7096饱和度，离心收沉淀。沉淀对缓冲
液A透析过夜，离心后上DEAE-SephadexA25阴离子交换柱(3cmX 10cm)，室温下用

安玛西亚AKTAFPLC装置，以流速l mL／min的缓冲液A平衡柱，04)J moFLNaCI

梯度洗脱40 min收集活性组分。聚乙二醇2000浓缩后上Scphacryl S200HR(安玛西

亚XKl6／70柱)，含O．15 mol／L NaCI缓冲液A平衡洗脱，流速O．17 mL／min，收集活

性组分，聚乙二醇2000浓缩。

4．1．3酶活性与蛋白测定

过氧化氢酶活性测定采用紫外分光光度法，方法与酶活力单位定义同菌种鉴定部

分。过氧化物酶活性使用两种测活方法：4一氨基安替比林法㈣ing衄l法)
(1-atp：／／www．worlhingon-biochem．eom／HPO／)-比色杯中加入1A mL 2．5 mmol／L4--氨基安替

比林和O．17 mol／L苯酚的混合溶液(现用现配)，再加入1．5 mL的1．7 mmol／L过氧化

氢(现用现配，以O．2 mol／LpH7．0的磷酸盐的钾盐缓冲液配制)，25℃温浴3至4 rain

后加入0．1 mL待测样品或蒸馏水(比色空白)，在分光光度计510 nm处测定吸光度4

至5 lain之内的增加值。调整酶浓度使吸光度每分钟变化0．02至0．04之间。活性计算

公式为U／mL=AAs,嘶×3 mL／(6．58X0．1 mE)。焦性没食子酸(邻苯三酚)法

(1mp讲慨s咖硇l商cb．00忉／im酌s9酏s，1754卿舢s掣p舯删：2．1 mL蒸馏水，0．32mL 0．1
mol／L pH6．0的磷酸盐的钾盐缓冲液，0．16 mL 0．5％㈤过氧化氢和0．32mL 5％(w／v)
焦性没食子酸四种试剂(后两种试剂现用现配)加入比色杯后混匀，20℃温浴5 rain

后加入0．1 mL待测样品或蒸馏水(对照)，以3 mL蒸馏水为比色空白，在分光光度计

420nm处测定吸光度5 min之内的增加值，每10 S记录一次数据。调整酶浓度使吸光

度每20 S的变化在O．16至0．28之间。20℃，每20 S从邻苯三酚生成l Ing红紫桔精

(purptgogallin)定义为1个活力单位。活性计算公式为U／mL=(AA酶-AATJ()X3 mL／(12

×O．1 niL)。蛋白质浓度测定方法同菌种鉴定部分。

4．1．4聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE) ，

SDS--PAGE(Mini-PROTEAN IL Bio-Rad)根据1．xtemmli法[206]。5×上样缓冲液：25

ll g溴酚蓝，77．5 mg二硫苏糖醇，O．19 SDS，0．5 mL甘油，312．5 II L lmol／LpH6．8 Tris·C1，
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300p L蒸馏水，混匀。电泳缓冲液：3．02 gTris，14．4 g甘氨酸和1 g SDS用蒸馏水定

容至1L。5mLl2％分离胶：蒸馏水1．665 mL，1．5 moVLpH8．8 Tris·(31 1．25 mL，10％SDS

50 ll L，30％丙烯酰胺NN’．甲叉双丙烯酰胺2 mL，1∞窿硫酸铵25 u L，NNN’N’．

四甲基乙二胺10 u L。2 mI舭浓缩胶：蒸馏水1．428 mL，lmol／L pH6．8 Tris‘C1 0．25 mL，

10％SDS 20 1a L，30％丙烯酰】嘲N,N'-甲叉双丙烯酰胺266．7u L，100,4过硫酸铵25 u L，

N,N．N’N’．四甲基乙二胺lO P L。样品与上样缓冲液混匀后在沸水中煮5 rain，离心后

上样。电泳条件为恒压200V。溴酚蓝前沿将要离开凝胶时结束电泳。以0．25％考马斯

亮蓝R250(45％甲醇和10％乙酸)染色，蒸馏水脱色。非变性电泳用4％浓缩胶2 mL，

7．5％分离胶5 mL：蒸馏水2．415 mL，1．5mol／LpH8．8 Tris·C1 1．25 mL，30％丙烯酰胺，

N,N'-甲叉双丙烯酰胺1．25 mL，100,4过硫酸铵25 u L，N．N．N’，N-四甲基乙二胺lO u L．

非变性电泳使用的各种溶液和试剂都不加SDS和二硫苏糖醇，上样前不煮样品。非变

性电泳前加样孔中对称加样，电泳条件为恒流10mA，在4℃冰箱中电泳。电泳结束后

将凝胶等分，—半使用常规的考马斯亮蓝R250染色，另—半活性染色。染色方法：冷

蒸馏水洗凝胶3次，滤纸吸干。加0．03％过氧化氢溶液50mL，轻摇10miQ后倒过氧化

氢溶液，再用冷蒸馏水洗凝胶3次，滤纸吸干后加入2％三氯化铁(w／v)一2％铁氰化

钾(w／v)K@iq．[20T]。两种溶液猢现配，再按体积比1：7混合(约5mL：35mL)。
凝胶浸在染色液中，轻摇5 rain后倒染液，蒸馏水洗。凝胶背景为绿色，如果存在过

氧化氢酶活性，则出现黄色条带。

4．1．5物理化学性质

12％SDS-PAGE测样品亚基分子量，蛋白分子量标准(Fermemas)：大肠杆菌13一半乳

糖苷醐16kD)，牛血清蛋白(66．2kD)，鸡卵清蛋白(45kD)，猪肌肉乳酸脱氢酶(35k功，

大肠杆菌限制性内切酶Bsp98l(25kD)。Superdex 200 10／300GL预装柱测样品分子量，

蛋白分子量标准(Sigma)：牛肝过氧化氢酶(247kD)，牛血清白蛋白(68kD)，猪胰

脂肪酶(48kD)，牛血红蛋白(15．5kD)。Bio-Rad Rotofor CeH等电聚焦电泳测样品等

电点，两性电解质使用Bio-Lyte 3／10 Ampholyte。德国耶拿Specord 100分光光度计全

波长扫描测样品的Soret带。
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4．2结果

l 2

■‘：
日5kD

35kr

图4-1纯化的过氧化氢酶(BNC)聚丙烯酰胺凝胶电泳：A非变性PAGE，4％浓缩胶，7．5％分离胶。

第一泳道是考马斯亮蓝E250染色，第二泳道是酶的活性染癌．。B SDS-PAGE，4％浓缩胶，12％分离胶。

I喀4-1 native PAGE(a)and SDS-PAGE Co)analysis ofpurified BNC．

(A)1 pg ofnative BNCwas stained by Coomassie blue in lane 1 andFeCh-K3Fe(CN)6 in lane 2．∞)Lane
1，2 p．g ofBNCwas loaded．h】e 2，molecular mass standards．

表4-1 Bacillus sp．N2a过氧化氢酶(BNC)纯化表

Table 4-1 Ptaification ofBacillus sp．N2a catalase(BNC)

Step C￡妇ac曲时Purification

Volume protein Activity Total

(mL) (n国(u／mE) (U)

(fold) yield

Specific(％)

(U／mg)

4．2．1酶的纯化

经过硫酸铵沉淀、阴离子交换层析和凝胶过滤三步纯化(表4—1)，得到电泳纯的BNC。
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纯化只用两次柱层析，比VSC和VRC以及其它许多过氧化氢酶的纯化工艺都简单

[21，22]。这主要因为阴离子层析时，在NaCI浓度0．13mol／L时收集到酶活性峰。而

此时蛋白浓度(紫外吸收值)很低，所以这·步除去大部分杂蛋白，有很好的纯化效

果。下分子筛后浓缩的BNC在两种电泳后染色均为单—黼(图4-1)，证明纯化的
蛋白达到电泳纯。

4．2．2分子量、等电点与光谱学性质

SDSPAGE测得BNC亚基分子量为56kD(图4-1B)。分子筛测得BNC分子量为230kD，

说明BNC和大多数过氧化氢酶—样，为同源四聚体。等电聚焦电泳测得BNC的pi=4．2，

这与报道的其雠C化氢酶pI小于7完全—致【8，19-22]。纯化的BNC的Somt带位于
405rim。＆—)I)加娠)D细卸．67，小于许多已知的过氧化氢酶[19-22]，说明可能BNC的

血红素分子与蛋白结合力较弱，在纯化过程中损失了部分血红素基团。在1 mmol／L连

二亚硫酸钠中酶的光吸收几乎不变，说明BNC不被连二亚硫酸钠还原。

l

S
1

蓑
娶

pH

图4．2 pH BNC活性的影响。在不同pH的50 mmol／L的磷酸盐缓冲液中测活，将pH7时活性

定为100％。

Fig．4-2 Effecls ofpH∞砌vity ofBNC．C渤la∞assayswere do∞iIl a蛐0ftt℃po豳si吼曲osI毋l旗
pH3t012．

423最适pH、最适温度与热稳定性

BNC的最适pH在pH6到pHll(图4-2)，这种较宽的，偏碱性的最适pH范围是大多

数单功能过氧化氢酶的特征【8，11，19-21]。
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperature(℃)

图4-3 519腑BNC的活性。内图：以比活的自然对数对热力学滴嫂的侮瞰的1000倍作图，根
据阿仑尼乌枞，由直线的抖擎计算BNc活化能(届)为13 V“
№4-3 Effects 0f衄【lpe喊嗽∞蛐ofBNC．Inset：The蜒蛐of lhe Specific a曲vity 00 waspl删卿此僦枷cal(×l㈣of蛾蜘pela嘁①龇嘲㈤懈洲硒
theslopeof(heplot(0。Ct025q

由图4-3可见酚屺最适温度为25℃。酶活性从O℃至25℃的递增及从25℃至

60℃的递减并不十分显著，说明BNC受温度变化的影响较小。根据阿仑尼乌斯公式InV

=InA—EJRT，由o℃至25℃酶活数据计算BNC活化能最=13嘶

100

§80
蚤

京 60
再

雪40
口
∞

罡 20

0

30 35 40 45 50 55 60 65

Temperature(℃)

图4-4 BNC的热稳定性。酶在不同温度下分别静置15min(11)，30min(rn)和40rain(&)，立即

在25℃测活。

晦4-4 Effcas oftemperature伽妇stability ofBNC．BNC was pre-hcubaled in nle bu伍er containing 50
mlVl pH 7_5 Tris‘Cl for 15 min(-)，30 min(口)or 40 mJn(&)at indicated t黜npcratures prior to the reaction in
50mM potassitan黼at 25。C．The heat inactivationofthe enzyme is completely irreversible．

6山，n)宙I^弓∞∞∞叮耍曰U
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图44说明BNC在60"CB rain仍有12％的活性，但BNC在65"ClOmin已无活性。

4．2．4酶的催化性质

用4一氨基安替比林法和焦性没食子酸法测活，BNC无过氧化物酶活性。BNC与抑制

剂混匀lmin后测活，在50％抑制分数时抑制剂浓度分别为：NAN31．7 u moFL，盐酸羟

胺0．3 it moFL，2-巯基乙醇2mmol／L。分别在4"C和25"(2的不同浓度H202条件下测活，

求得BNC催化反应动力学参数(表4．2)，在室温和低温条件下，各项参数无明显差异。

表4-2常温和低温下BNC反应动力学参数

堂丝墅鲤翌!塑堕巡壁垒羔型垄羔
测量值 计算值3’

‰ 避迪k丝 血 堡盥
温度111M mM M1S．1

8The calculatedparameters(apparent％and蛐were ob'laiiled by fitting位Michaelis-Menteneq妇幻aplotof豫蜘onveloc时v∞；uS踟bs眦c0∞酬谢m璐j119Q删e啪1．38 sottware．Units
of‰andkalemolH202toolhemelr

4．3讨论

过氧化氢酶分为三大类：单功能过氧化氢酶、过氧化氢一过氧化物酶和锰过氧化

氢酶[4,208]。前两类酶的活性中心为血红素，锰过氧化氢酶活性中心为锰复合物[4】。

BNC的活性受NaCN和盐酸羟胺抑制，说明其活性中心含血红素和三价铁；BNC的

Soret带也说明其含有血红素。BNC是同源四聚体，无过氧化物酶活性，不易被连二亚

硫酸钠还原，有较宽的最适pH范围。这些都说明BNC不是过氧化氢一过氧化物酶，

而是单功能过氧化氢酶[8，11，19-21]。

单功能过氧化氢酶从生化角度根据酶亚基分子大小可分为两类[4]：含大亚基(分

子量7嘲4kD)的酶与含小亚基(分子量5确9kD)的酶。大亚基酶稳定性高于小亚基

酶(表4-3)。BNC属于小亚基单功能过氧化氢酶，其热稳定性差，对抑制剂敏感，这

与多数小亚基单功能过氧化氢酶性质—致[7]。
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墅坐塑堡些堕型望!壁塑坚塑墅堕型型堂塑 ．

编 亚基分子量糖链分子量催做率参考文
酶的来源 号(㈣0ag)0t-⋯s)失活处理 献

前四种酶来自真菌，最后—种酶来自细菌。

大亚基单功能过氧化氢酶常含有糖链，有良好的稳定性。大亚基单功能过氧化氢酶

通常在胁迫环境下表达[4]，]而Bacillus sp．N=12I生活在环境相对稳定的海水中，不会受温

度、盐度等环境胁迫。所眺恤不同T'Bacillus的许多种类[1](她anthracis，A cereus)

B．fumus,且haIoduran,B．subtilis)，它只有小亚基单功能过氧化氢酶，无大亚基单功能

过氧化氢酶。在低温下过氧化氢酶的催化效率是最有利于生物生存的因素，因此高稳定

性的大亚基单功能过氧化氢酶对N2a生命活动意义不大。可以推澳妣《E缺少稳定性选择

压力的情况下，在低温海水中长期进化失去了大亚基酶。

低温酶活化能—般低于同源的中温酶，更低于同源的高温酶【126，213】。根据阿仑尼

乌斯公式lnV=lnA--鲫，低温酶催化反应速率受温度影响相对较小。虽然小亚基单
功能过氧化氢酶的活化能不是在最大反应速率的条件下测定的，测定活化能的条件和

方法不完全相同，但这类过氧化氢酶和其它酶相比，其活化能普遍较低。由表4_4可

见，即使是来自嗜热菌Thermus broc／aam岱的小亚基单功能过氧化氢酶，其活化能也小

于低温生物的蛋白酶、淀粉酶和木聚糖酶。小亚基单功能过氧化氢酶的活化能已经低

到可以忽略低温酶与中温酶的活化能差异的程度，可以称为“非温度依赖的酶’’【120]。

虽然BNC比许多中温小亚基单功能过氧化氢酶的活化能还高，但其在O℃催化效率和

在25"C差别不大(表4-2)，表明BNC活化能稍高并不影响其在低温下的高催化反应

速率。
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表4-4酶的活化能比较

Table 4-4Activation energies㈤of恤既固，II螨
酶来源 届(kJ／∞1)参考文献

^冱；cnxjDca舀矗‘f窖凇 3．31 [21]

bovine liver 3．68[21]

阳j砩D九册幻蛔-2凼 屯39 [21]

Hdobacter／um halobi“m 6．81 [8]

小亚基单功能过氧化氢酶Proteus mirabilis 8．12 [22]

d缸凼瞰a叫h【Dc佃 10．8 [214]

Bac／／／us sp．N2a 13本研究

W渤-／o sdmon／c／da 14．56 [22]b

Thgrmg$6n久娟应嬲 29 [20]cN唧a crasc,a
Penicilliwn v如ale

30．1[215]

6．2[216]

低温胰蛋白酶 Greenlmd cod 35．3 [1263

低温芽孢杆菌蛋白酶 Bacillus TA41 38．4 [126]

，低温Q啕黼Pseudoalteromvr加s haloplanlais 37．2 [213]

低温木聚糖酶 Cryptocvvc淞adel／ae 47．7 [126]

Activation meTgies we佗calculated from AnilgnitlS plots．T五lculated accordkng to the activity from 0 oC to200}c．‰a妇6ed鲫啦幻雠蛐纳m4 oCm 12"C．℃alcuIa脚∞蛐协惋蛐触n30
oC幻900C．

图4_4可见BNC活性在60℃15 min损失88％；而BNC在65℃i0 min或在60

"C30 min则完全失活。它比来自两种中温BacilluF的小亚基过氧化氢酶的热稳定性低

[217，218]。虽然BNC的热稳定性高于VRC和VSC[21，22]，但根据BNC的来源及其较

低的最适酶活温度(25℃)和较低的热稳定性，可以将BNC归为低温酶。表4-5中VRC

和VSC的热稳定性好于许多中温小亚基过氧化氢酶，如来自Xanthomonas car,样stris和

Halobacterhan halobium的过氧化氢酶，这不符合低温酶热稳定性一般较低的规律。中

温小亚基过氧化氢酶热稳定性差别很大，P1IlC在65℃的酶活半衰期是Pseudomonas

aeruginosa过氧化氢酶的280倍[7]，而表4-5中鸡红细胞过氧化氢酶在65"C酶活半衰

期是人红细胞过氧化氢酶的300倍；低温酶BNC、VRC和VSC的热稳定性也有差异。所

以低温与中温过氧化氢酶的热稳定性之间的差别并不大于两者内部的热稳定性差别

(表4-5)。

单功能过氧化氢酶仅在低浓度过氧化氢时才遵循米氏方程的反应动力学[4，7]，

因此没有底物饱和状态下的最大反应速率。小亚基过氧化氢酶受高浓度过氧化氢的抑

。制[7]，所以计算得出的耄盈和‰又称表观值，是由低浓度过氧化氢时的酶活推算出的。
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小亚基过氧化氢酶表观k和‰常大于实际测得的‰和最大反应速率一半时的过氧

化氢浓度。对于BNC这种胞内过氧化氢酶而言，生理条件下其不会达到表观或实测的

‰和‰[219]，所以它们不是最重要的参数。最有意义的参数是催化效率，酶的催

化效率㈣更好地反映出其降解过氧化氢的能力。小亚基过氧化氢酶催化效率非常
高，酶以接近扩散控制的速率(diffusion-controlled rate)催化[22]。在低温下，BNC的

屯肛n和大多数单功能过氧化氢酶在室温的催化效率·样。这种低温高效催化的能力

是Bacillus sp．N2a在低温生存的保障。虽然小亚基单功能过氧化氢酶低温催化效率研

究不多，但由于过氧化氢酶是催化效率最高的酶之一，又由于其活化能铰低，所以可

以推测大多数中温小亚基过氧化氢酶在f呦能保持很高的催化效率。如中温酶P№
在4"C催化效率仍达到106数量级，和VSC与BNC这两种低温酶相似(表4-5)。表4-2

和表4．5还说明低温酶BNC、VSC和Ⅵ配在室温的催化效率和许多中温酶相当甚至更高。

从表4_5中可以发现，在21种小亚基单功能过氧化氢酶中，低温酶VRC的催化效率竟

是最高的，低温酶VSC催化效率居第四位；低温酶BNC的催化效率比6种中温同源蛋

白低，又比其它11种中温同源蛋白高。

BNC和已报道的低温过氧化氢酶VRC与VSE都是小亚基单功能过氧化氢酶。低温酶

VRC的比活极高，主要原因是形rumo／ens／s来自含H202的废水[21]，VRC是形

rumo／en凼在强氧化环境进化的结果。而来自鱼类病原菌If．sa／mon／c／da的Vsc[220]，

必须能抵御宿主免疫系统氧化爆发的杀伤，所以VSC有对H202的高亲和力[22]。和

VRC及VSC相比，来自在南极海水自由生活的细菌的BNC更能代表—般的低温过氧化

氢酶。

小亚基过氧化氢酶的特殊性使其低温酶与中温酶的界限模糊。低活化能高催化效

率的特征使中温过氧化氢酶也有天然的适应低温催化的能力。相对地，以BNC为代表

的来自普通低温环境的单功能过氧化氢酶适应低温的性状并不明显，属于低温酶的特

例。



南极海洋微生物N2a鉴定、系统学及一种低温过氧化氢酶BNC纯化与性质研究

表4-5小亚基单功能过氧化氢酶性质比较

Tabk 45 Characters ofsman-mbunit monofunctional盟hI嬲姻

啪鞠蛔∞d幽 57 7X IOe(3TC) 50℃34min损失5嘣，60℃{Smin无活性[2：刁

50℃15田in损失30％，55℃15匝n损失65％，60 b

坳哟舢加加始 57．3 1．6XlO'(20'c) "C15min删 LzlJ

50℃1缸n损失35％，55"C15min损失77％，∞
Bac埔us sp．N2a 弱 3．6x to'(41c) "C15min损失88％ 栅
蛾加惦 60 重58XllY(25℃)未测 [11J

Baa№sp．TEl24 55未测 55℃30min无损失 【218]

&d朝划踌疗瑚瞰 60 L：强x lo'07v) 65℃5匝n损失50％ [7]

8。Ifd哟妇IDe撇 54 3．86X io'07'c) 65"C10rain损失509 [7]

Bmce#a abodus 56 3．23xlo'OTo) 65"C4min损失50％ [7]

Ha／obacter／umha／ob／帅 62 屯3x105(25"C) 50"CSmin损失44％ [8]。

欣蹴叻拍rpy托孵 58．5 Z 14X lo'(37"c) 晒℃1匝n损失50％ [7]

f触痈∞哟研 甄9 1．93X10=(37"C) 65"C1min损失50％ [7]

黼∞蝴腑憔 56．9 Z06x时(37℃) 65"C6min损失50％ [7]

—D妇嚣m_龇目融 59．4 3．25x106(4"C) 70℃15匝n损失50％ [22]

风蹴d射糨钓删如鞠 57 1．06X10'(37℃) 鸥℃Q0钿in损失50％ 【7]

愚纵蛔r腑s剐咖e 53．5 3．06X106(37℃) 65"00．2rain损失50％ [7]

尉积如bac拓旷印蛔钟嘣豁75．鹤8．9x10‘C她) 30℃30min损失5嘿 [17]

Sa删捌册矾胬御嘲瓤4 Z84x10=(37℃) 65℃0．1min掀50％ [7]

冶删砑7科豫s∞孵燃 弱 3．fi2xlo'(37℃) 30*(2lOmin损失20，50℃10吐n损失40％ 仁7，23]

棚聆鲰脯『钔憾42．5 4X 105(70℃) 90"C压活愀 踟。

Ct‘cken刖竹帕啪 57．5 3．9X10'(25℃)65℃6嘶n损失50％ [214]‘

Bov矸侍hv日 59．8 Z鹚×l矿(37℃) 65"00．3匝n损失50％ ￡7]

丛塑塑垒望塑旦垒塑 璺! 王兰圣!堡垒!翌 箜!垒垒翌蔓望i婴堑 f!!●_l●_-__-___’_●_____‘____--‘__________l______●_o●_______o●-l__‘。‘ooo●oo’oo’。‘’‘●‘oo_-olooooo__●--’’。。o’10’。’——。。。。。’。’1。。’—。’———————————’’—————————一 。一

‰lust tl】rIee enzymes are fi-ompsychrophilic microo掣aisms,while the odm's are rmn m=oplm=舒跳供
alhermophile刀切铆馏broc／dmus．All g,rlzyme assays we陀done in a bl／饪ig,r of批polassium phospha=,

pHT．0,except廿he catalase 0fa觚in 50mM Mes-NaOH(pH6．5)and the catalase 0fZ撅磁勋骝in 20
mM弼s buff'a-(pH8)．The elermosmbmty ofVSC and P～IC w豳de锄：m砌in 10 mlVl died-m∞lamine,pH
9．o．

alfk蹦pefh删k values we犯co承蜘ed协obtain位results for龇ideal蛐eric molecule fully
smlra蜘in l搬ne．Unit ofk瞳is mol H202mol搬培1 s-1．

kkandk／％arecalculatedaccordingtodaminllliSreference．
‰andk／‰瓣cal删搬：0rdillg幻datainthismfermce．
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垤涨Db鲥 帅221研蛐27211 1晒bp
B笛甜JCM 12112T A尉09瑚1504bp 5．
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8．知∽Ⅸ潮1320rr AB陀11晒1翻bp
8缸窘赡蠹L^恰231743"A朋73眩1534bp



南极海洋微生物N2a鉴定、系统学及一种低温过氧化氢酶BNC纯化与性质研究

8．触
&fot在s

B．furnan哺

8．ftnzt如

8．球妇翻葛d帅醣
B伊衄村

&d髑日目r"憎

&o酗ori

B艉嘲均幽
B艇由嚏艄
SE咖删肼蛔锋，觚
ft．，，甜，|∞^如6i驴颤尊

且，，目由目捌喇馕臌
8．，x时删
aboth

8．humi

Bm嘲Pp∞瞪妇

8-d稻惜赶

&j1觚
&j1眦
8．j1电邮
B加∞融蓐

&胄。姆醇

a知，8曰毽b

丘细刚“夜妇
最lehen醢

BIBr血s

a七怕mhmb

&向拍b

&“嘲钉瞒
a，，帕c翻鬟鹏
B朋雹狮静

Bm舅n鲫咖颤嚣

8．，玎日幻铂订

Bm鹄翻撇
Bm鹎锄翩
Bm嘲瞻n蜘
&m喙M蜮
13．用比妇蛹麟
B，n啮
Bm孵姻
B．瑚—∞憎

&—曲嘲
B庸目酬

／3．，，a国b

／3．oc和酬

帅Z108盯
哺2：啊
LMG 174891I

JCMll2们T

瞒17892r
LMG 21880fr

DSM 1813盯
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1。
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