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摘要：从纺织厂的车间污水分离获得菌株 ’()*+,$!，其产过氧化氢酶酶活为 &$$ -./0，酶活的 1) 范围为 23$ 4
!"3$。根据对该过氧化氢酶生产菌的形态和生理生化特征的分析和 !&( 5*67 序列分析，鉴定该菌为枯草芽孢杆

菌。通过对该菌株发酵培养基中碳氮源的优化，其最佳碳源为 !$ 8.0 的葡萄糖，氮源为 2 8.0 的 696:%，在此条件下

产酶达 %"2; -./0。此外，该菌株所产过氧化氢酶的最适反应 1) 为 !!3$，最适温度为 22<，在 1)!!3$ 和 2$<下保

持 !2/=> 后，剩余酶活仍达 ?;@以上。
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过氧化氢酶（K9N9S9MG，简称 K7W）是一种能够高

效催化分解过氧化氢的酶，广泛用于食品消毒、临

床分析、医学诊断以及纺织、造纸、制浆等工业。随

着环保意识的加强，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。K7W 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 )":"，以消除

对后续染色工序的影响［! 4 2］。

K7W 来源丰富，几乎存在于所有好氧生物中，

来自动物脏器以及一些微生物（如溶壁微球菌、球

形红假单孢菌、大肠杆菌、芽孢杆菌、黑曲霉等）的

K7W 均有报道［& 4 !#］。目前，国外文献中已经出现了

耐碱、耐热、K7W 酶活较高的菌株［!% 4 !#］，但国内很少

有报道。江南大学正在进行工业化放大研究的嗜

热子囊菌所产过氧化氢酶虽然在耐碱和耐高温方

面有了很大的改善，但仍存在着发酵周期长（ ^ BO）

的问题［!2 4 !&］。本研究以筛选新的适用于纺织清洁生

产工艺的高产过氧化氢酶菌株为目的，进行了菌株筛

选、鉴定、发酵优化以及应用酶学性质方面的研究。

? 材料与方法

?@? 材料

?@?@? 样品：从无锡市纺织企业的车间污水及污泥

中采样 #$ 余份，从中分离微生物菌种。
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!"!"# 培养基：菌种分离和筛选培养基：麦芽汁培

养基（!"#）糖度为 $%& 的天然麦芽汁，’( )*+。基本

发酵培养基：葡萄糖 ,+ !，蛋白胨 ,- !，酵母膏 + !，
.!/01·)(20 -*+!，342(&01 5*+2!，6(2&01 -*5-)!，

78/01·)(20 -*-,!，定容至 ,#，’( )*+。

!"# 过氧化氢酶产生菌的筛选方法

取 ,-! 水样或泥样到 1 种初筛培养基（肉汁培

养基、蔗糖硝酸盐培养基、麦芽汁培养基、马铃薯培

养基）中增殖培养 2- 9 后，稀释涂布于各种固体初

筛培养基平板形成单菌落，点滴 +:的 (202 于单菌

落及周围，根据产气泡的强度进行初筛。选择产生

气泡强度大的菌落进行相应类别筛选培养基的摇

瓶发酵复筛，测定发酵液过氧化氢酶活力。

!"$ 培养方法

!"$"! 斜面及平板培养：;)<培养 ;- 9。

!"$"# 复 筛 发 酵 培 养：筛 选 培 养 基 )-=# 盛 于

2+-=# 三角瓶中，接种后在旋转式摇床上，;)<，转

速 2-- >"=?@，发酵培养 ;+ 9。

!"$"$ 发酵条件研究：基本发酵培养基 +-=# 盛于

2+-=# 三角瓶中，按 $: 的接种量接种子培养基后

在旋转式摇床上 ;)<，2-->"=?@ 培养 ;+ 9。

!"% 菌种鉴定

!"%"! 细菌染色体 A3B 的提取：参照文献［,)］。

!"%"# 引物：细菌 ,$/ >A3B 通用引物，序列如下：

引 物 C/7D"：+E BFGFFGBFHHHBHH ;E，引 物

C/I,+1,"2-：+E FBGFGFBFHBFBFH ;E。
!"%"$ ,$/ >A3B 基因的 &FI 扩增和测序：&FI 反

应体系为：+-!# 反应体系中加入 JJ(20 ;1*+!#，,-

K &FI 缓冲液 +!#，2*+==LM"# J3G& 1!#，-*+’=LM"!#
引物 B 和 C 各 ,!#，模 板 A3B ,!#，!"#$%&’(G.（+
N"!#）-*+!#。扩增实验 &FI 按下述反应条件进行：

51< +=?@；51< $-O，+-< 5-O，)2< $-O，循环 ;- 次；

)2< ,-=?@。扩增产物用琼脂糖电泳鉴定，证明已

扩增到一条 -*DPQ 左右的扩增片段，扩增片段用小

量胶回收纯化试剂盒（上海华舜生物工程有限公

司）进行纯化回收，上海华诺生物技术有限公司进

行测序。

!"%"% ,$/ >A3B 基因序列比较分析：将获得的菌

株 R/(AST-, 的 ,$/ >A3B 基因序列，通过 CM4OU 程

序在 H8@C4@P 中与已经收录的核酸序列进行搜索比

对，比较该菌株与已知细菌相应序列的相似程度。

!"%"& 生理生化实验：按照伯杰氏细菌鉴定手册

（第八版）方法进行。

!"& 生物量的测定

取 1-=# 发酵液于 1--->"=?@、1<下离心 ,-=?@，

收集湿菌体，用蒸馏水洗涤 , 次后，置 ,-+<下恒温

干燥至恒重，用称重法测定生物量。

!"’ 酶液样品的制备

取一定量发酵液 1--- >"=?@ 离心 ,- =?@，上清

液作 为 胞 外 过 氧 化 氢 酶 测 定 的 样 品，菌 泥 以

+-==LM"# 62(&01T6(2&01 缓 冲 液（’( )*-）洗 涤 ,
次，以适量相同的缓冲液重悬后冰浴预冷；超声波

破碎 ,-=?@，镜检破碎效果；)--- >"=?@ 离心 ,+ =?@，

上清液即为胞内过氧化氢酶测定样品。

!"( 酶活测定

采用分光光度法在 ;)<测定［,+，,D］。

!") 酶的初步纯化

取粗酶液 2- =#，加入浓度为 12:的乙醇进行

预沉淀，取上清液；调整乙醇的浓度至 )-:振荡数

分钟，1+-->"=?@离心 ,- =?@ 去上清液；将沉淀溶于

’( ) 的磷酸盐缓冲液中用于酶学性质的研究。

!"* 酶学性质研究

!"*"! 最适 ’( 及 ’( 稳定性：经初步纯化的过氧

化氢酶在不同 ’(（’(;*- V ’(,2*-）缓冲液［,5］中进

行酶促反应以测定其最适 ’(，由于过氧化氢酶催化

专一性很强，在纺织工业中 FBG 酶的处理时间仅为

D=?@ V 2-=?@［+］，因此将酶液在不同 ’( 值的缓冲液

中于 ;)<下分别处理 ,+=?@ 和 ;-=?@，在 ;)<、’(
)*-、-*,=LM"# 的 62(&01T6(2&01 缓冲液条件下测定

酶活性以研究酶的 ’( 稳定性。

!"*"# 酶反应最适温度及热稳定性：最适温度的测

定在 ’()*-、-*,=LM"# 的 62(&01T6(2&01 缓冲体系

及不同温度（;)< V )-<）下进行酶促反应。耐热

性测定为在不同温度（1-< V D-<）下将酶液分别处

理 ;-=?@，再进行酶活性测定。

# 结果与讨论

#"! 菌株筛选

从各纺织厂车间附近采集污水和活性污泥 1-
余份，通过初筛发现在近 2--- 个菌株中有 2-- 多株

能产过氧化氢酶，挑取气泡产生迅速且持久的 ,1-
个菌株进行摇瓶发酵复筛。经反复复筛得到 1+ 株
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产酶较稳定的菌株，其中 !"#$%&’( 菌株产酶最高

且稳定。该菌株发酵培养 )* + 后，总酶活达到 ,’’
- ./0，其 中 胞 内 酶 活 约 为 1’’-./0。最 后 选 取

!"#$%&’( 菌株作为下一步研究的菌株，且由于胞

内酶活和胞外酶活均占有总酶活一定的比例，因此

在考察发酵条件优化时，统一考察总酶活的变化。

!"! 菌株 #$%&’()* 的鉴定

!"!"* 菌株 !"#$%&’( 的形态特征：革兰氏阳性短

杆状，运动，有芽孢，孢子圆形或近圆形，菌落圆形，

有褶皱，乳白色，生长后期产酱黄色素，其扫描电镜

照片见图 (。

图 ( 菌株 !"#$% 2 ’( 的扫描电镜照片（(’’’’ 3 ）

!"!"! 菌株 !"#$%&’( 的 (," 4$56 基因序列比较

分析：789 扩 增 产 物 测 序 后，得 到 该 菌 株 长 度 为

:;,<= 的 (," 4$56 序列。通过比较，该菌株与枯草

芽孢杆菌模式株 (,> 的 (," 4$56 序列完全一致。

!"!"+ 菌株 !"#$%&’( 的生理生化实验结果：将该

菌株的生理生化实验结果和 ! ? "#$%&’&" 的生理生化

特征进行比较，结果如表 ( 所示。根据 (," 4$56 序

列分析和生理生化实验结果，确定菌株 !"#$%&’(
属于芽孢杆菌属中的 ! ? "#$%&’&"。

表 * #$%&’()* 菌株的生理生化特性

8+@4@ABC4DEBDAE !"#$%&’( ! ? "#$%&’&"［;’］

F4@/ EB@DGDGH I I
6G@C4J<DA KC4/CGB@BDJG 2 2

LC/=C4@BM4C
N@OD/M/ ,*P Q :*P 1*P Q **P
NDGD/M/ *P Q (*P *P Q ;’P

5R2
) !5R2

; I I
S7 I I

FCT@BDGC +UV4JTUEDE I I
#UV4JTUEDE JK EB@4A+ I I
WGVJTC =4JVMABDJG 2 2

8DB4@BC I I
I 7JEDBDXC 4C@ABDJG；2 5CH@BDXC 4C@ABDJG；

!"+ 菌株 #$%&’()* 产生碱性过氧化氢酶的条件

!"+"* 不同碳源对产酶的影响：在总碳摩尔数相同

（以 (* H.0 的葡萄糖为基准）的条件下，在产酶基础

培养基中改用了不同碳源，考察不同碳源对菌株

!"#$%&’( 产 86L 的影响。由图 ; 的结果可见，葡

萄糖 作 为 碳 源 最 有 利 于 产 酶，总 酶 活 最 高 可 达

:,1-./0。

图 ; 不同碳源对菌体生长和产酶的影响

( T@ABJEC，; /@TBJEC，) CB+@GJT，1 HTMAJEC，* EMA4JEC，, VCOB4DG，:

EJTM<TC EB@4A+，> AJ4G EB@4A+，Y HTUAC4JT，(’ EJVDM/ @ACB@BC

!"+"! 不同氮源对菌体产酶的影响：在总氮摩尔数

相同（以 (* H.0 的蛋白胨 I *H.0 酵母膏为基准）的

条件下，在产酶基础培养基中改用了不同氮源，考

察不同氮源对菌株 !"#$%&’( 产 86L 的影响。图 )
结果显示，硝酸钠作为氮源最有利于产酶，总酶活

最高可达 ((,>-./0，但不利于菌体生长。

图 ) 不同氮源对菌体生长和产酶的影响

( =C=BJGC I UC@EB =JZC4，; =C=BJGC，) UC@EB =JZC4，1 AJ4G EU4M=，*

M4C@，,（5#1）;"R1，: 5#15R)，> 5@5R)，Y（5#1）;8R)

!"+"+ 不同碳氮源浓度对产酶的影响：在最佳碳源

定为葡萄糖的基础上，考察了不同浓度的葡萄糖对

发酵的影响。图 1 结果显示当葡萄糖浓度为 (’H.0
时，对发酵产酶最有利；同样在最佳碳氮源（葡萄糖
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、硝酸钠 ）的基础上考察了不同硝酸钠浓度对发酵

的影响，图 ! 结果显示当硝酸钠浓度为 !"#$ 时对发

酵产酶最有利，总酶活最高可达 %&!’(#)$，其中约

’*+为胞内酶活。

图 , 不同碳源浓度对菌体生长、产酶的影响

图 ! 不同氮源浓度对菌体生长、产酶的影响

!"# 菌株 $%&’() *+ 的酶学特性

图 - 该菌株产过氧化氢酶最适作用 ./

!"#"+ 最适 ./ 及 ./ 稳定性：初步纯化后的 012
在不同 ./ 的缓冲体系、%34测定的酶活（图 -）。结

果表明，即时酶活最高峰出现在 ./5& 处，显示此 ./
最适宜该酶发生作用，此外酶活在 ./6 处出现一个

小低谷。012 在一系列不同 ./ 缓冲液中 %34下处

理 5!)78 9 %*)78，再测定剩余酶活（图 3）。结果显

示该酶在 ./’ 9 ./55 范围内比较稳定，放置 %*)78
后除 ./5& 的缓冲液中酶活损失很大外，其它的 ./
范围内剩余酶活仍在 6’+以上。

图 3 该菌株产过氧化氢酶 ./ 稳定性

!"#"! 酶反应的最适温度及热稳定性：酶反应最适

温度测定结果表明（图 ’），该酶在 ,*4 9 -*4范围

内的即时酶活较高，最适酶促反应温度为 !!4。酶

的热稳定性实验表明（图 6），该酶在 !*4以下相当

稳定，保温 %*)78 后的酶活基本保持不变；但当温度

升至 -*4、保温 %*)78 后，酶活急剧下降，仅剩余原

酶活的 -+。

图 ’ 该菌株产过氧化氢酶最适作用温度

!"#", 最优酶作用温度及 ./ 条件下酶的稳定性：

采用 !*4、./55 的酶促反应最优条件，在不同时间

下测 定 酶 液 的 剩 余 酶 活（图 5*）。结 果 表 明，在
%*)78以内，菌株 :;/<=>*5 产 012 表现出良好的

稳定性，&*)78 时酶活基本没有损失，%*)78 时剩余

酶活仍达 ’*+以上。保温 ,? 后剩余酶活降为 &*+
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以下。

图 ! 该菌株产过氧化氢酶热稳定

图 "# 该菌株产过氧化氢酶在

$#% &’"" 条件下的稳定性

! 结 论

据现有文献报道［( ) "*］，产 +,- 的微生物种类很

多，其中国内以嗜热子囊菌［".］所产酶活最高，摇瓶

水平上最高可达 ./(01234。本实验筛选得到的一

株产 +,- 的枯草芽孢杆菌 56’789#"，在优化的发

酵培养基条件下，即分别以 "#:24 葡萄糖 和 $:24
;<;=0为碳氮源，摇瓶发酵培养 0$>，总酶活最高可

达 0.$?1234，不仅在酶活上高于嗜热子囊菌，且发

酵时间比其缩短了约 $#>。

通过对菌株 56’78 @ #" 产 +,- 的应用酶学特

性研究，发现该菌株所产 +,- 与文献中的 +,- 相

比，虽然在耐热性方面相近，但在耐碱性方面有显

著的优势，+,- 的最适 &’ 达到 "# 以上。结合发酵

周期短、节省能耗、酶活高等优点，该菌株具有较大

的开发应用潜力。
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