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产耐热过氧化氢酶菌株的筛选和培养 

刘灵芝 ， 常雁红 罗 炜 熊 莲 ， 肖宝清 罗 晖 

(北京科技大学生物科学与技术系。，环境-E程系 ，北京 100083；江西中烟工业公司技术研发中心 ，南昌 330096) 

摘 要 过氧化氢酶能催化过氧化氢的分解，在食品、环保、纸浆和造纸业、以及纺织行业具有重要的工业应用价值。研究从 

堆肥中分离了一株产过氧化氢酶的嗜热菌。该菌最适生长温度为55℃，最适生长pH值为7．0，最适NaC1浓度为 1．5％。通过 

16S rDNA编码基因序列分析，该菌和环状芽孢杆菌有较高的同源性，命名为 Bacillus sp．SHT2。通过对培养基中的碳、氮源进 

行优化，酶活达到 196．9 U／mL。酶学性质研究表明该菌产生的过氧化氢酶具有良好的热稳定性、pH稳定性和储存稳定性。 
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过氧化氢酶(Catalases，CAT)广泛存在于好氧 

微生物和动、植物体内，是在生物演化过程中建立起 

来的生物防御系统的关键酶之一，其生物学功能是 

催化细胞内过氧化氢分解，防止氧化。目前，随着整 

个人类社会对环境问题的关注，利用过氧化氢酶来 

清除工艺过程和废水中的过氧化氢的生物净化工艺 

将有广阔的推广和应用前景，因此过氧化氢酶在食 

品、环保、纸浆和造纸业、以及纺织行业具有重要的 

工业应用价值  ̈ 。 

传统上过氧化氢酶的生产是从人或动、植物组 

织中以及牛肝中提取的 ’ ，该方法受来源、季节、 

原料以及成本的限制，容易污染，热稳定性也较差， 

不能满足工艺要求。而用微生物法制备酶制剂具有 

生产来源范围广、容易培养、生产周期短、价格便宜、 

可大规模生产等优点 ， 。而过氧化氢酶作为一种 

具有重要应用价值的酶，尽管对其的研究已经持续 

了一个多世纪，但嗜热微生物过氧化氢酶的研究仍 

然较少 ’ 。因此开发热稳定性的过氧化氢酶是市 

2009年 1O月26日收到 国家科技支撑计划项目(2008BAD91B01)、 

北京市科技新星计划项目(2006B22)资助 
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场的需求，也是企业降低成本的需要。 

本文从高温环境中分离产耐热过氧化氢酶的菌 

株，并对其菌株鉴定、培养条件和酶学性质进行了研究， 

以期为耐热过氧化氢酶在工业匕的应用奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 样品 

从实验室堆肥半成品中取三种不同的样品，从 

中分离产耐热过氧化氢酶的微生物菌株。 

1．2 培养基 

菌种筛选和分离培养基(g／L)；酵母粉5，蛋白 

胨 10，NaC1 10，琼脂20。 

基础发酵培养基(g／L)：蔗糖 l0，酵母粉5，牛肉 

膏 10，NaC1 10，KH2 PO4 0．28，MgSO4 0．25，CaC12 

0．074，琼脂20，pH7．0。 

1．3 产过氧化氢酶菌株的筛选方法 ． 

分别称取不同材料样品1 g，加入装有20 mL无 

菌水的 100 mL三角瓶中，摇床振荡摇匀(200 r／ 

min、20 min，45~C)，无菌操作下吸取液体样品10 mL 

加A20 mL液体分离培养基中，55℃ 200 r／min，过 

夜培养，稀释涂布于固体分离培养基中形成单菌落， 

点滴 3％的 H O 于单菌落及周围，根据产气泡的速 
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度和强度进行初筛，选择产气速度较快的菌落作为 

复筛的对象。采用贝尔斯 一西策耳斯法 测定过 

氧化氢酶酶活。 

1．4 菌株鉴定 

根据菌株 16S rDNA序列分析进行菌株鉴定。 

16S rDNA序列 PCR扩增：吸取 200 tzL菌液， 

13 000 r／min离心2 min，加200p~L无菌水悬浮洗涤 

2次后，再加 200 的无菌水悬浮，于沸水浴处理 

2 min～3 min，t3 O00r／min离心 4 min，吸取上清液 

作为为 PCR扩增的模板。根据细菌 16S rDNA扩增 

的通用 引物  ̈，设计 PCR扩增上游 引物 (5’一 

AGAG11 GATCCTGGCTCAG．3’)和下游 引物 5’一 

ACGGCTACCTTGrrrACCACT．3’)。PCR扩增体系 

(25 L)：1 ILL的DNA模板，0．5 L的 10~mol／mL 

dNTP，0．5 L的5 u／ L的Taq酶，2．5 L的 10× 

PCR反应缓冲液，上下游引物各 0．5 L(引物浓度 

0．028 5 nmoW~L)，用无菌水补充到25 L。反应条 

件：94℃预变性 5 min；94℃变性 1 min；55oC退火 

1 min，72~C延伸 2 min，30个循环；最后 72℃延伸 

10 min。扩增后的 16S rDNA片段由北京三博远志 

公司进行纯化测序。 

从GeneBank中通过Blast比对，选用与SHT2菌 

株的16S rDNA序列相似值大于98％的l0株菌用于 

系统发育学分析，16S rDNA全序列用 Clustal x 

(1．8)软件包排序，用 phylip 3．6软件包中的 Kimu- 

raz parameter模型计算进化距离，用 Neighbor Joining 

法构建系统发育树 。 

2 结果与讨论 

2．1 菌株筛选 

以无菌牙签挑取培养的斜面菌种于洁净玻片 

上，在其上加一滴 3％的 H O ，观察气泡的产生情 

况，若立即出现大量气泡说明具有过氧化氢酶活性。 

根据气泡产生迅速和持久的菌株进行复筛，经多次 

复筛得到产酶较稳定的菌株，从多株菌中分离得到 

的SHT2菌株酶活最高且稳定。该菌株发酵培养 12 

h后，分别测定细胞内及培养液中的酶活，培养液中 

的胞外酶活占总酶活的 3．8％，总酶活达到 196．9 

U／mL。 

SHT2菌株的生长温度范围是 45clC—70℃，低 

于45℃和高于 60clC生长缓慢，最适的生长温度为 

55％，说明该菌属于高温菌，而且该菌具有在合适的 

温度下生长较快的特点，培养约3 h即进入对数生 

长期。因此选取 SHT2菌株作为下一步研究的 

菌株。 

2．2 菌株 SltT2的鉴定 

2．2．1 菌株的形态学特征 

SHT2菌株为浅黄色，透明，表面光滑，边缘整 

齐。分别从平板上挑取培养 8 h的菌株，进行革兰 

氏染色后，证明该菌属于短杆状，阳性菌。 

2．2．2 菌株 SHT2的16S rDNA序列分析 

PCR扩增产物测序后，得到该菌株长度为 

1 440 bp的 16S rDNA序列。将此序列在 GenBank 

中进行 Blast分析，显示与芽孢杆菌属有很强的同源 

性，SHT2与 Bacillus circulans同属一个类群，说明它 

属于芽孢杆菌属，因此将其命名为 Bacillus sp． 

SHT2。图1为与同源性较高的菌种构建的系统发 

育树。 

(AB121094) 

图 1 基于 16S rDNA序列构建 的系统发育树 

2．3 菌株 SHT2产生过氧化氢酶的条件 

2．3．1 不 同碳 源对产酶的影响 

分别考察葡萄糖、蔗糖、乙酸钠、甘油、可溶性淀 

粉、酒精、柠檬酸、富马酸等不同的碳源对 SHT2菌 

株产过氧化氢酶的影响(见图2)。各种碳源的浓度 
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均为 10 g／L，分别在 55％，200 r／min条件下摇瓶培 

养 12 h和 24 h后，测定不同碳源对菌体产酶的 

影响。 

皇 

烬 
鞋 

。
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碳源 

图2 不同碳源对菌体产酶的影响 

从图2中可以看出，蔗糖对产酶有显著的影响， 

在培养 12 h后，添加蔗糖与其它碳源相比，酶活较 

高，乙醇次之，虽然 SHT2菌株利用其它碳源也可得 

到较高生物量，但酶活较低。 

2．3．2 不同氮源对产酶的影响 

在最优碳源的培养基中，分别在产酶培养基中 

加入尿素、胰蛋白胨、硫酸铵、蛋白胨、酵母浸粉、硝 

酸钠、牛肉膏、酵母粉、玉米浆等不同的氮源，其中有 

机氮源单独添加，无机氮源则与 5 g／L的酵母粉一 

同添加，不 同氮源 的浓度均为 1O g／L。分别在 

55℃，200 r／min条件下摇瓶培养 12 h和24 h后，测 

定不同氮源对 SHT2菌体产酶的影响。 

图3 不同氮源对菌体产酶的影响 

从图3中可以看出，在相同浓度条件下，无机氮 

源(硫酸铵、硝酸钠)表现出的生物量和酶活均较 

低，有机氮源(尿素、胰蛋白胨、牛肉膏、玉米浆)表 

现出较高的生物量和酶活，其它有机氮源次之，其中 

以牛肉膏为氮源时产生的酶活最高。 

2．3．3 不同培养温度对产酶的影响 

本研究中考察了六个不同的培养温度(40℃、 

45cI=、50℃、55℃、6OcI=、70℃)对 SHT2菌株产酶的 

影响。将 SHT2菌株接种于产酶培养基，分别在不 

同温度下培养 12 h后进行酶活的测定。 

图4 不I司培养温度对菌体产酶的影响 

从图4中可以发现，在(40_55)℃的温度范围 

内，该菌产生的过氧化氢酶随温度升高而不断增加， 

在55℃时酶活达到最高，当温度继续升高时，该菌 

酶活和菌体生长均呈下降趋势。 

2．3．4 不同起始pH值对产酶影响 

分别用稀HC1和 NaOH将培养基起始 pH值调 

整到 pH(5．0__9．0)，培养 12 h后，考察不同起始 

pH值对 SHT2菌体生长和酶活的影响(见图5)。 

图5 不同 pH对菌体产酶的影响 

对该菌培养最适起始 pH值的研究表明，起始 

pH值的大小对菌体生长和产酶均有一定的影响，在 
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pH值为 6．5__9．0时，菌体生长较快、产酶较高，当 

pH为中性 7．0左右时，菌体量和酶活力均达到最 

高。在pH值低于5．0和高于9．0时，菌体生长非常 

缓慢，几乎不生长，而且产酶也较低。 

2．3．5 不同 NaC1浓度对产酶的影响 

通过研究发现，NaC1、MgSO CaC1 等无机盐对 

SHT2菌株产酶均有不同程度的促进作用，其 中 

NaC1对提高酶活力特别显著，在 NaC1浓度低于 

1．2％和高于 3．5％时，该菌生长十分缓慢，而 NaC1 

浓度在 1．2％--3．5％范围时，SHT2菌体生长非常 

迅速，在NaC1浓度为1．5％生长最快，可见该菌对盐 

浓度有一定的依赖性。 
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图6 不同 NaC1浓度对菌体产酶的影响 

不同 NaC1浓度对菌体产酶的影响见图 6。在 

NaC1在低浓度条件下，酶活力随 NaCl浓度增加而 

增加，当 NaC1浓度为 20．0 g／L时，酶活力达到最 

大，此后，随着 NaC1浓度的增加，酶活力反而减小， 

这个现象表明过高的离子强度会导致菌体合成过氧 

化氢酶的过程受到一定程度的抑制。 

2．3．6 外源H，0，浓度及加入时间对酶活的影响 

H 0：是细胞合成 CAT的诱导剂，它对微生物细 

胞的作用是双重的。一方面，外源 H 0 能直接进入 

细胞，有可能通过诱导作用促进细胞合成 CAT；另一 

方面，H 0：具有强氧化性，毫摩尔／升级的H 0：就会 

抑制微生物的生长，因此超过一定浓度时它就成为 

微生物的生长抑制剂。在H 0：添加量恒定在0．5％ 

的情况下，考察其加入时间对该菌产酶的影响。 

由图7可知，H 0 的加入时间对过氧化氢酶的合 
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图7 H O 添加时机对产酶的影响 

成有较大的影响，在培养前期加入 H 0 对过氧化氢 

酶合成的促进作用较小，当培养(4—8)h时，也既是 

该菌生长的对数期，添加 H 0 对过氧化氢酶的合成 

有明显的促进作用，8 h时酶活达到最高。在培养前 

期加入H 0 抑制了细胞的生长，可能原因是H 0 对 

细胞生长及相关酶系的发育有较强的抑制作用，而过 

氧化氢酶可能主要是对数期的后期合成，因此在培养 

后期加入H O 更加有利于诱导过氧化氢酶的合成。 

分别将终浓度为 0．2％、0．4％、0．6％、0．8％、 

1．0％的H，0，加入到培养8 h的培养基中，培养12 h 

后进行酶活的测定。 

外源H20 }度／％ 

图 8 H O 添加量对产 酶的影响 

由图8可知，随着H：0 的加入量的增加，产酶逐步 

增加，当H 0 的加入量为0．6％时，过氧化氢酶的合成 

量提高幅度最大，比对照时提高了约 11．2％；继续增加 

H 0 的加入量，由于H 0 的强氧化性，酶活会迅速降 

低，因此最佳的H 0 添加量为0．6％。 

蛐 印 如 ∞ 的 ∞ ∞ 加 O 
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2．4 菌株 SHT2的酶学特性 

2．4．1 酶的热稳定性 

在前述优化的培养条件下，Bacillus sp．SH32的 

酶活能达到 196．9 U／mL。将培养所获得的菌体进行 

超声破碎处理得到过氧化氢酶液。将酶液在(30_- 

70)℃分别保温0．5 h、1 h．2 h、3 h，然后按照常规方 

法测定酶活力，以最初的酶活力作为 100％，结果表明 

该酶在60℃以下比较稳定，在30℃、40℃和50℃分别 

保温3 h过氧化氢酶酶活分别还剩余78．8％、79．61％ 

和68．5％，在60℃保温2 h酶活还剩下 75．3％，温度 

在7O℃以上失活较快，70℃保温 1 h酶活 尚有 

35．5％，保温(2—3)h酶活几乎损失殆尽。 

图9 温度对酶稳定性的影响 

2．4．2 酶的 pH稳定性 

将酶液与 pH值为 4．0—8．0的 Na2HPO4-柠檬 

酸缓冲液和 pH值为 9．0的甘氨酸．NaOH缓冲液， 

室温(30℃)放置 12 h，按照常规方法测定酶活力。 

结果表明酶在 pH(4_7)的范围内是比较稳定的，且 

酶活损失较小。 

图 10 pH对酶稳定性的影响 

3 结论 

本文筛选得到的一株产过氧化氢酶的BaciUus 

sp．SHT2，该菌株具有生长迅速、酶活高的特点，在 

优化的发酵培养基条件下，即碳源为 10 g／L的蔗 

糖，氮源为 10 g／L的牛肉膏，酶活能达到 196．9 U／ 

mL。通过酶学性质研究表明，该菌产生的过氧化氢 

酶具有良好的热稳定性和 pH稳定性。因此，推测 

Bacillus sp．SHT2菌的过氧化氢酶将在工业上处理 

H：O 的过程中具有较好的应用潜力。 
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Screening and Cultivation of a 

Thermal-stable Catalase Producing Strain 

LIU Ling—zhi ，CHANG Yan—hong2
，
LUO Wei ，XIONG Lian ，XIAO Bao．qing ，LUO Hui 

(Department of Biological Science and Technology ，Department of Environmental Engineering2，University of Science and Technology Beijing， 

Beijing 100008，P．R．China；Research and Development Center，China Tobacco Jiangxi Industrial Corporation ，Nanchang 330096，P．R．China) 

[Abstract] As one kind of oxidases，catalases can catalyse the decomposition of the cellular hydrogen—peroxide 

and thus is of important potential in the fields of food and dairy industry，environmental protection，paper pulp and 

paper making industry and textile industry．A thermophilic strain with high catalase activity designated SHT2 was 

isolated from the composting．The suitable cultivation temperature，pH and NaCI concentration for this bacterium is 

respectively 55℃ ，7．0 and 1．5％ ．Based on the analysis of the 16S rDNA sequence
．
this strain was identified as 

Bacillus sp SHT2．Through optimization of C，N source in substrate，the catalase activity of the Bacillus sp．SHT2 

reached 196．9 U／mL．The optimum conditions of this catalase aye at temperature 50℃ and pH 7．0 respectively． 

The catalase is stable below 60~C and at pH range of 4—-7． 

[Key words] catalase thermophiles screening 
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Synthesis and Antibacterial Activity Study of 

2-Hydroxy一1—-naphthaldehyde Thiosemicarbazone and Metal Complexes 

HE Bing-jing．WU Bin 

(School of Pharmaceutieal and Chemical Engineering，Taizhou University，Linhai 317000，P．R．China) 

[Abstract] Two new complexes of metal ions(Cu ，Ni )with Schiff base 2-hydroxy．1一naphthaldehyde thio— 

semicarbazone are synthesized and characterized by IR， H NMR．Th e antibacterial activities of schiff base and cor． 

responding complexes are measured． 

[Key words] 2-hydroxy·1-naphthylaldehyde thiosemicarbazone metal complexes Schiff base 


