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摘  要: 建立光合细菌中过氧化物酶的酸性聚丙烯酰胺凝胶电泳(A-PAGE)分析方法。以电泳图谱的

谱带数和灰度为指标, 运用正交试验和遗传算法对该方法的电泳条件进行优化。实验结果表明, 当

凝胶中 Triton X-100 含量为 0.31%、菌体破碎时间为 19 min、样品中 Triton X-100 含量为 0.79%时, 可

获得清晰的沼泽红假单胞菌过氧化物酶图谱; 当凝胶中 Triton X-100 含量为 0.27%、菌体破碎时间

为 16 min、样品中 Triton X-100 含量为 0.76%时, 可获得清晰的球形红细菌过氧化物酶图谱。本方

法为光合细菌中过氧化物酶的分析提供了一种新的、简单、快速的手段。 
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Abstract: To establish the acid polyacrylamide gel electrophoresis (A-PAGE) analyzing method of peroxi-

dase isoenzymes in photosynthetic bacteria. According to the number and the grey scale of bands, the condi-

tions of the A-PAGE were optimized by the orthogonal design and the genetic algorithm. The results indi-

cated that when the Triton X-100 concentration in the gels was 0.31%, the ultrasonic time was 19 min, the 

Triton X-100 concentration in the samples was 0.79%, the clear peroxidase isoenzyme zymograms of 

Rhodopseudomonas palustris were obtained, when the Triton X-100 concentration in the gels was 0.27%, 

the ultrasonic time was 16 min, the Triton X-100 concentration in the samples was 0.76%, the clear peroxi-

dase isoenzyme zymograms of Rhodobacter sphaeroides were obtained. The paper set up a simple and rapid 

method for the analysis of peroxidase isoenzymes in photosynthetic bacteria. 
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过氧化物酶 (Peroxidases, POD)广泛分布于植

物、动物、真菌和细菌等生物中, 是一类能反映生

物遗传特征、生长发育特点、体内代谢及对外界环

境适应状况的氧化还原酶。POD 以过氧化氢为电子

受体, 能催化底物发生氧化反应, 被广泛应用于生

化检测和临床诊断, 能高效降解石化、造纸、纺织

等行业工业废水中酚类和芳香胺类污染物 [13], 还

可作为造纸工业中生物制浆的漂白剂 [4], 有广泛的

应用前景。目前, 有关植物、真菌中 POD 的研究和

应用较多[56], 而细菌中 POD 的研究报道很少[7]。光

合细菌是地球上最古老的生物之一, 光照厌氧和黑

暗好氧条件下都能利用有机物进行异养生长, 在自

然界碳素循环和物质转化中起着重要作用, 在环保、

农业、医药保健等许多领域中的用途引起人们的重

视, 已被用于开发药物、保健食品和菌肥等产品[89]。 

本研究的试验数据采用全局最优的遗传算法对

试验条件进行优化分析, 建立一种光合细菌 POD 酸

性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析方法 , 为光合细菌中

POD 的研究提供了一种新的方法, 为光合细菌和微

生物 POD 的进一步研究和应用奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和培养基: 光合细菌系紫色非硫菌群红

细菌属的沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas pal-

ustris)、球形红细菌(Rhodobacter sphaeroides), 由山

西大学光合细菌研究室分离、鉴定、保藏。 

培养基: 乙酸钠 1640 mg、酵母膏 1000 mg、

CaCl2·2H2O 75 mg、EDTA 20 mg、K2HPO4 900 mg、

KH2PO4 600 mg、MgSO4·7H2O 200 mg、FeSO4·7H2O 

11.8 mg、(NH4)2SO4 1320 mg、微量元素 1 mL、去

离子水定容至 1 L, pH 7.0。分装于 100 mL 血清瓶,  

1 × 105 Pa 灭菌 25 min。 

1.1.2  主要试剂和仪器: 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、过硫酸铵、甘氨酸、核黄素购自 AMRESCO 公

司; Tris、TEMED、Triton X-100 购自 Sigma 公司; β-

丙氨酸、联苯胺、乙酸钠等为国产分析纯试剂。

DYY-6C 型电泳仪和 DYCZ-24DN 型垂直板电泳槽

(北京六一仪器厂)、Y92-IID 超声波细胞粉碎机(宁

波新芝生物科技公司)、ChemiDoc XRS 凝胶成像系

统(Bio-Rad 公司)。 

1.2  光合细菌培养 
实验用器皿和培养基都经过高温灭菌消毒, 无

菌条件下接入 1/10 体积的光合细菌菌种, 光照厌氧

培养, 培养温度 30C, 光照强度 2500 Lux, 培养 3 d

后得光合细菌菌液。 

1.3  过氧化物酶提取 
将光合细菌菌液以 5000 r/min 离心 30 min, 收

集菌体, 洗涤 2 次, 菌体重悬于 0.02 mol/L pH 7.0 磷

酸盐缓冲液。超声辅助冻融法破碎菌体, 即取 1 mL

菌体悬液, 反复冻融 3 次后冰浴中超声破碎适当时

间(200 W, 间隔 6 s, 工作 5 s)。在 4C 条件下 , 

14000 r/min 离心 15 min, 弃沉淀, 4C 冷藏上清液

(酶液), 供电泳分析用。 

1.4  电泳 
1.4.1  POD 样品的 PAGE 分离: 采用凝胶中添加

Triton X-100 的 A-PAGE 分离 POD 同工酶。分离胶

浓度 7%, pH 4.3, 添加适量的 Triton X-100; 浓缩胶

浓度 3.75%, pH 6.7, 添加与分离胶中相同浓度的

Triton X-100; 电极缓冲液为 β-丙氨酸-冰乙酸系统, 

pH 4.5。将 POD 酶液和 40%蔗糖溶液按照 1:1 的比

例混合后加入适量 Triton X-100, 上样, 每孔加样

25 μL, 4C 电泳, 起始电压为 90 V, 样品从浓缩胶

进入分离胶后电压改为 120 V。以次甲基蓝做指示

剂, 待次甲基蓝泳动至距凝胶板下端 0.5 cm 时停止

电泳, 电泳约 2.5 h。 

1.4.2  染色与凝胶图像分析: 改良联苯胺法 [10]染

色, 50 min 后酶带清晰, 用水冲洗, 保存于经脱气的

去离子水中。采用 ChemiDoc XRS 凝胶成像系统获

取图谱, 以 Total lab 120 软件确定条带, 消除图像背

景, 测定灰度值。 

1.5  方案设计 
1.5.1  正交试验方案设计: 根据预试验可知, 碱性

电泳法[11]无法有效分离光合细菌 POD, 见图 1。在

高 pH 条件下, 部分 POD 残留于加样孔(见标记 1 和

2), 未进入浓缩胶; 部分 POD 未进入分离胶(见标记

3、4 和 5); 红色类胡萝卜素谱带对 POD 酶谱有干扰

(见标记 6、7、8 和 9); 酶谱不清晰, 条带分散, 所

以实验改为酸性法。 
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图 1  光合细菌 POD 同工酶碱性电泳法图谱 
Fig. 1  The POD isoenzyme zymograms of photosynthetic 
bacteria by anionic PAGE 
注: 分离胶浓度: 7%; 光合细菌破碎时间: 15 min; A: 沼泽红假

单胞菌 POD; B: 球形红细菌 POD; A1-A4 和 B1-B4 样品中依次

添加 0、0.2%、0.4%和 0.8%的 Triton X-100. 

Note: The separation gel’s concentration: 7%; Ultrasonic time: 15 
min; A: POD from R. palustris; B: POD from R. sphaeroides; The 
concentrations of Triton X-100 from A1 to A4 and B1 to B4 were 0, 
0.2%, 0.4% and 0.8%. 
 

由单因素试实验结果可知, 影响光合细菌 POD

电泳效果的主要因素为: 凝胶中 Triton X-100 的含

量(A)、超声破碎时间(B)、样品中 Triton X-100 的添

加量(C), 对这 3 个因素采用 L16(4
3)正交表进行试验

设计, 因素水平见表 1。 

 
表 1  L16(4

3)正交试验因素水平表 
Table 1  Factors and levels in orthogonal test 

因素 Factors 水平 
Levels A (%) B (min) C (%) 

1 0.0 5 0.0 

2 0.2 10 0.2 

3 0.4 15 0.4 

4 0.8 20 0.8 

 
1.5.2  评分标准: 以泳道中酶带数量和酶带灰度为

综合评价指标。其中酶带数量表征酶间的分离效果, 

酶带灰度体现酶的聚集程度。每个泳道满分为 100

分。若 POD 同工酶的酶带最多为 n 条, 则每条酶带

满分为 100/n 分, 每条酶带得分 S = k × (100/n)(其中 

k = g/gmax, g 为酶带灰度, gmax 为同一条酶带中灰度

最大的酶带灰度)。每个泳道总得分 S t  = ∑S, 即 

St = ∑[g/gmax × (100/n)]。  

1.5.3  模型建立方法: 对红假单胞菌电泳得分、球

形红细菌电泳得分采用后退法在 出  = 0.10的水平

下进行因素筛选, 分别建立评价指标与影响因素的

二次型回归模型, 即 

2
0

1 1 1 1

ˆˆ
m m m m

i i i i ij ij
i i i j

y x x x   
   

       i<j, m 为因

素个数。 

1.5.4  遗传算法的参数设置: 以红假单胞菌电泳得

分与球形红细菌电泳得分分别为目标函数, 采用二

进制编码, 锦标赛选择机制, 初始种群为 N = 30, 

单点交叉概率 0.9, 单点变异概率 = 0.01, 进化代数

100 代, 运行 10 次, 寻找光合细菌 POD 电泳最佳

条件。 

1.6  数据的统计学处理 
采用 SAS9.1 对正交试验数据进行统计分析, 利

用 Matlab2009a 外挂 SGALAB 工具箱 Beta5008, 对

实验数据进行遗传算法寻优, 确定电泳法的最佳实

验条件。 

2  结果与分析 

2.1  正交试验结果 
光合细菌 POD 同工酶正交试验酶谱见图 2 和

图 3。沼泽红假单胞菌 POD 同工酶泳道中酶带最多

为 7 条, 即 n = 7, 则泳道总得分 St = ∑[g/gmax × 

(100/7)]; 球形红细菌 POD 同工酶泳道中酶带最多

为 4 条, 即 n = 4, 则泳道总得分 St = ∑[g/gmax × 

(100/4)]。实验得分结果见表 2。 

2.2  目标函数的模型拟合 
2.2.1  红假单胞菌电泳得分的模型拟合: 采用后退回

归方法建立红假单胞菌电泳得分的二次型回归模型, 

模型 F = 22.88、P < 0.0001, 模型显著, R2 = 91.96%, 
 

 

图 2  红假单胞菌 POD 同工酶酸性电泳法正交试验图谱 
Fig. 2  The POD isoenzyme zymograms of R. palustris by 
A-PAGE in orthogonal test 
注: 116: 依照 L16(4

3)正交表进行的第 1 组至第 16 组正交试验; 

AG: 迁移率(Rf)依次增大的 7 条 POD 同工酶. 

Note: 116: The sixteen tests based on orthogonal test; AG: Seven 
POD isoenzymes bands, Rf from slow to fast. 
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图 3  球形红细菌 POD 同工酶酸性电泳法正交试验图谱 
Fig. 3  The POD isoenzyme zymograms of R. sphaeroides 
by A-PAGE in orthogonal test  
注: 116: 依照 L16(4

3)正交表进行的第 1 组至第 16 组正交试验; 

AD: 迁移率(Rf)依次增大的 4 条 POD 同工酶. 

Note: 116: The sixteen tests based on orthogonal test; AD: Four 
POD isoenzymes bands, Rf from slow to fast. 
 

表 2  L16(4
3) 正交试验设计及结果 

Table 2  Design and results of L16(4
3) orthogonal test 

序号 
No. 

A 
(%) 

B 
(min) 

C 
(%) 

沼泽红假单

胞菌 
R. palustris 

球形红细菌
R. sphaer-

oides 

1 0.0 5 0.0 33.92 41.59 

2 0.0 10 0.2 37.24 55.30 

3 0.0 15 0.4 31.98 60.97 

4 0.0 20 0.8 43.21 70.02 

5 0.2 5 0.2 43.86 42.08 

6 0.2 10 0.0 57.73 55.33 

7 0.2 15 0.8 53.05 78.04 

8 0.2 20 0.4 56.33 64.80 

9 0.4 5 0.4 32.58 61.72 

10 0.4 10 0.8 44.80 71.87 

11 0.4 15 0.0 55.99 68.13 

12 0.4 20 0.2 49.81 74.63 

13 0.8 5 0.8 12.87 25.82 

14 0.8 10 0.4 15.32 31.92 

15 0.8 15 0.2 26.20 30.04 

16 0.8 20 0.0 21.23 25.80 

 
即进入模型的影响因素解释了红假单胞菌电泳得分

变异的 91.96％, 模型的拟合效果好, 建立的模型为:  

1ŷ  = 38.7615 + 93.58209 1x  57.91252 3x  

136.69026 2
1x  + 33.18466 2

3x  + 2.05665 32xx  

2.2.2  球形红细菌电泳得分的模型拟合: 对球形红

细菌电泳得分建立二次型回归模型的 F = 28.89、P < 

0.0001, 模型显著, R2 = 93.53%, 球形红细菌电泳得

分的变异有 93.53％由进入模型的因素导致, 模型的

拟合效果好, 建立的模型为:  

2ŷ = 21.23305 + 82.38989 1x  + 3.89565 2x  +  

17.46643 3x  143.28693 2
1x  0.11285 

2.3  遗传算法搜索最优提取条件 
2.3.1  遗传算法搜索红假单胞菌电泳最优条件: 以

红假单胞菌电泳得分的二次回归模型作为目标函

数, 采用遗传算法 10 次随机搜索结果见表 3, 由历

代适应度曲线(图 4)可知, 得分的最大适应度在 8 代, 

最小适应度、平均适应度在 15 代, 基本稳定在 61

分的水平上, 搜索达到了较好的效果, 10 次随机搜

索结果的均值与变异度见表 4, 得分平均水平达到

56.39, 标准差为 2.208, 95％可信区间精度较高; 3 个

影响因素的变异度较小 , 95％可信区间精度较高 , 

搜索结果是比较理想的。红假单胞菌 POD 的最优电

泳条件可以选择 2 号方案, 即胶中 Triton X-100 含量

为 0.31 %, 超声破碎 19 min, 样品中 Triton X-100 含

量为 0.79%, 得分可达到 61.05。 

 
表 3  红假单胞菌电泳最优条件搜索 

Table 3  Random search results of optimization formu-
lations of R. palustris 

序号
No. 

A (%) B (min) C (%) 
总分 (Y) 

Total score

1 0.239370 18.27064 0.793701 58.08956 

2 0.314961 19.25989 0.793701 61.04917 

3 0.296063 5.036639 0.000000 54.48042 

4 0.302362 19.37714 0.692913 57.97305 

5 0.245669 19.98534 0.566929 54.63306 

6 0.296063 19.86810 0.636220 57.06473 

7 0.333858 13.04592 0.018898 54.18678 

8 0.403150 6.53151 0.000000 54.26481 

9 0.396850 18.88618 0.648819 55.96073 

10 0.365354 19.72154 0.598425 56.19873 

 

 

图 4  红假单胞菌电泳得分的历代适应度曲线 
Fig. 4  Effects of target value and generations of R. palustris 
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2.3.2  遗传算法搜索球形红细菌电泳最优条件: 以

球形红细菌电泳得分的二次回归模型作为目标函

数, 10 次随机搜索结果见表 5, 历代适应度曲线如图

5 所示, 得分的最大适应度在 8 代, 最小适应度、平

均适应度在 15 代, 基本稳定在 81 分的水平上, 搜索

达到了较好的效果, 10 次随机搜索结果的均值与变

异度见表 6, 得分平均水平达到 79.45, 标准差为

0.978, 95％可信区间精度较高; 3 个影响因素的变异

度较小, 95％可信区间精度较高, 搜索结果是比较

理想的。球形红细菌 POD 的最优电泳条件可以选择

2 号方案, 即胶中 Triton X-100 含量为 0.27%, 超声

破碎 16 min, 样品中 Triton X-100 含量为 0.76%, 得

分可达到 81.00。 

2.4  验证实验 
按照 2.3 得到的优化条件进行电泳, 重复 3 次。

采用 Total lab 120 软件对 POD 同工酶酶谱图做 POD

同工酶酶谱扫描图, 见图 6 和图 7, 实验得分见表 7。 

沼泽红假单胞菌 3 次电泳平均得分 69.80, 较

61.05 的预测值偏差很大, 原因是最佳条件下电泳后

首次得到了一条新的酶带(见图 6 标记 H), 该酶带 3

次平均得分 13.16, 使得总分明显地提高。球形红细 

 
表 4  搜索结果的均值与变异度 

Table 4  The mean levels and variability of random 
search results 

95% CI for mean 
Factor x s  

Lower Upper 
Min Max

X1  0.32 ± 0.056  0.28  0.36 0.24  0.40

X2 16.00 ± 5.762 11.88 20.12 5.04 19.99

X3  0.47 ± 0.332  0.24  0.71 0.0  0.79

Y 56.39 ± 2.208 54.81 57.97 54.19 61.05

 
表 5  球形红细菌电泳最优条件搜索 

Table 5  Random search results of optimization formu-
lations of R. sphaeroides 

序号 
Number 

A (%) B (min) C (%) 
总分 

Total score

1 0.277170 19.08403 0.743310 80.25201

2 0.270870 15.88911 0.762210 80.99862

3 0.321260 15.20029 0.629921 78.16129

4 0.170079 19.62628 0.781102 78.63367

5 0.359055 15.55936 0.674016 78.55324

6 0.314961 16.92233 0.674016 79.42115 

7 0.327559 19.16463 0.737008 79.88031

8 0.296063 16.59990 0.623622 78.55716

9 0.277165 13.80068 0.800000 80.65068

10 0.377953 18.17538 0.737008 79.34745

 

 

图 5  球形红细菌电泳得分的历代适应度曲线 
Fig. 5  Effects of target value and generations of R. sphaer-
oides 
 

 
菌 3 次电泳平均得分 81.08, 与 81.00 的预测值相近。

验证实验结果表明 , 最佳条件下得到的光合细菌

POD 酶谱较优化前清晰, 分离度得到提高, 而且沼

泽红假单胞菌在优化后条件下分离得到了一条新酶

带。实验结果与遗传算法预测结果几乎一致, 将遗

传算法用于电泳条件优化的方法可行, 结果合理、

可靠。 

3  讨论 

在实验中, 菌体收获时间和样品处理条件必须

严格控制。POD 同工酶是生物逆境和衰老过程中的

保护性酶之一, 会随着菌龄和生长环境发生变化[12]; 

超声波辅助冻融破碎法的菌体破碎效果优于单纯的

超声波破碎法, 但超声时间过短 POD 释放不完全, 

过长则损害 POD 活性; 样品离心程度非常重要, 如

果离心不足 , 残留的不溶性颗粒会引起谱带拖尾 , 

过度离心却又有损谱带的特征性[13]。为保证样品均

一, 本实验中的样品为同一批次制备。Triton X-100 

 
表 6  搜索结果的均值与变异度 

Table 6  The mean levels and variability of random 
search results 

95% CI for mean 
Factor x s  

Lower Upper 
Min Max 

X1  0.30 ± 0.058 0.26 0.34 0.17 0.38

X2 17.00 ± 1.951 15.61 18.40 13.80 19.63

X3  0.72 ± 0.062 0.67 0.76 0.62 0.80

Y 79.45 ± 0.978 78.75 80.15 78.16 81.00
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图 6  优化电泳条件下沼泽红假单胞菌 POD 同工酶图谱 
Fig. 6  The POD isoenzyme zymograms of R. palustris by the optimized electrophoresis conditions 

注: 凝胶中 Triton X-100 含量为 0.31%, 菌体破碎时间为 19 min, 样品中 Triton X-100 含量为 0.79%; A: POD 同工酶酶谱; B: 泳道 2 的

POD 同工酶酶谱扫描图; AG: 迁移率(Rf)依次增大的 8 条 POD 同工酶. 

Note: The gel’s Triton X-100 concentration: 0.31%; Ultrasonic time: 19 min; The sample’s Triton X-100 concentration: 0.79%; A: The POD 
isoenzyme zymograms; B: Lane 2’s densitometric analysis of POD with Total lab120 Image software; AG: Eight POD isoenzymes bands, Rf 
from slow to fast. 
 

 

图 7  优化电泳条件下球形红菌 POD 同工酶图谱 
Fig. 7  The POD isoenzyme zymograms of R. sphaeroides by the optimized electrophoresis conditions 

注: 凝胶中 Triton X-100 含量为 0.27%, 菌体破碎时间为 16 min, 样品中 Triton X-100 含量为 0.76%; A: POD 同工酶酶谱; B: 泳道 2 的

POD 同工酶酶谱扫描图; AD: 迁移率(Rf)依次增大的 4 条 POD 同工酶. 

Note: The gel’s Triton X-100 concentration: 0.27%; Ultrasonic time: 16 min; The sample’s Triton X-100 concentration: 0.76%; A: The POD 
isoenzyme zymograms; B: Lane 2’s densitometric analysis of POD with Total lab120 Image software; AD: Four POD isoenzymes bands, Rf 
from slow to fast. 
 

表 7  遗传算法的优化结果 
Table 7  Optimization results using genetic algorithm 

 
沼泽红假单胞菌 

R. palustris 
球形红细菌 

R. sphaeroides 

预测值 
Calculate 

61.05 81.00 

实验值 
Result 

67.04 73.92 68.43 78.06 80.76 84.43

平均值 
Mean 

69.80 81.08 

 

是一种非离子型表面活性剂 , 添加适量的 Triton 

X-100 有助于酶的溶解和电泳过程中的分离。 

聚丙烯酰胺凝胶电泳法具有分辨率高、简便、

快速、重复性好等优点, 广泛用于蛋白质的分离、

纯化、分析和制备。碱性非变性聚丙烯酰胺电泳法

是 POD 分析的常用手段, 但有些过氧化物酶在较高

pH 条件下仅能得到微弱条带[14]。A-PAGE 适于分离

碱性、中性和酸性蛋白质[1516], 常用于分析碱性电
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泳法无法有效分离的样品; Acid–Urea–Triton 电泳法

在 A-PAGE 的基础上加入 Triton X-100 和尿素 , 

Triton X-100 与蛋白质结合, 不同程度地增大分子

质量, 使相似蛋白质的泳动速度改变而被分离, 大

大提高了 A-PAGE 的分辨率[17], 但尿素会使蛋白质

变性, 无法用于活性酶的分析。本研究对前述两种

方法予以改进, A-PAGE 的基础上添加 Triton X-100, 

未添加尿素 , 保证酶活的同时提高了电泳分辨率 , 

为光合细菌 POD 的研究提供了一种有效的分析方法。 

遗传算法是基于自然选择和群体遗传机理的随

机优化算法, 适用于复杂形态函数的全局寻优, 具

有搜索效率高、避免局部优化和适宜多变量、非线

性优化等特点[18], 是一种高效的多因素多水平试验

最优化搜索方法, 现已广泛应用于图像处理、工业

优化控制、自适应控制、生物科学和中草药提取工

艺优化等方面, 尚未见遗传算法与电泳法结合的报

道。试验表明: 经遗传算法优化的改进的酸性聚丙

烯酰胺凝胶电泳法适用于光合细菌 POD 的分析, 在

优化条件下得到的酸性电泳图谱明显比优化前清

晰、条带分离充分, 并有新的谱带出现, 有很强的实

际应用价值。遗传算法为电泳条件的优化提供了新

的方法, 有待于进一步研究和应用。 

致谢: 本研究得到山西医科大学生物化学与分子生

物学教研室解军教授及张悦红、王惠珍、张栋老师
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