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重组过氧化氢酶与一种商品过氧化氢酶的性质比较

王凡强， 王正祥， 刘吉泉， 诸葛健
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 !"2#.4）

摘 要：将重组过氧化氢酶和市售一种商品过氧化氢酶的性质进行了比较 ’重组酶的最适温度为

3# 5，某商品过氧化氢酶的最适温度为 2# 5；与这种商品过氧化氢酶相比，重组酶的热稳定性更

好 ’重组过氧化氢酶和这种商品过氧化氢酶的最适 67 都是 3 ’ #；重组酶和这种商品过氧化氢酶在

67 . 8 / 的范围内均较为稳定；重组酶在室温放置 " 个月后酶活力基本保持不变，而此种商品过氧

化氢酶活力损失约 3#9；金属离子对重组酶和这种商品过氧化氢酶都有抑制作用，抑制程度有所

不同；:;<= 抑制这种商品过氧化氢酶的活性，但不抑制重组酶的活性 ’
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过氧化氢酶（GOTQ%EH+ 6HQ%IDTH：GOTQ%EH+ 6HQ%IDTH
%IDT%QHTMWR*UH :] "’ "" ’ " ’ 4）催化 7!‘! 分解为 7!‘
和 ‘! 的反应，几乎存在于所有好氧的生物体内，它

具有清除自由基、保护细胞免受 ‘!
- 损害等保护生

物机体的功能 ’过氧化氢酶自 ",1# 年就开始应用在

工业生产中，广泛用于生物、医药、临床医学和食品

领域中的某些分析测定；在食品和乳制品工业、纺

织工业、制浆和造纸工业以及医疗器械的消毒、葡

萄糖酸的生产等方面也有越来越多的应用［"，!］’ 商

品化的过氧化氢酶主要来源于牛肝、微球菌和黑曲

霉 ’最近 (%\%[O^HU 公司推出了遗传修饰生物（@X‘）

生产的过氧化氢酶商品，用于纺织品的漂白工艺 ’
酶的热稳定性及贮存稳定性是能否大规模生产

和商品化的关键 ’从 ",/4 年开始，国内外都开始进行

热稳定性的过氧化氢酶的筛选工作，发现了几种嗜热

菌产生的过氧化氢酶［" 8 1］’作者将嗜热脂肪芽孢杆菌
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产过氧化氢酶的基因 !"#! 与表达载体 "##$$%&% 构

建重组质粒，转化 $ %&’( 过氧化氢酶 ’(!和 ’("双缺

突变株 )*$，获得重组大肠杆菌 )*$&+，该菌能够高

效表达过氧化氢酶，作者将该菌产生的过氧化氢酶与

市售的一种商品过氧化氢酶的性质进行了比较 ,

! 材料与方法

! "! 主要仪器与试剂

-./01 23445,*,超声波细胞破碎仪，岛津 )-&+$6&$
分光光度计，异丙基&#&硫代半乳糖苷（7(58）由华美

公司提供；胰蛋白胨、酵母提取物为 9:;.< 公司产

品；其余试剂为国产分析纯 ,
! "# 菌种及培养方法

重组大肠杆菌 )*$&+ 由作者所在实验室构建 ,
培养方法如下：从 = >6 ?超低温冰箱保存的菌种挑

取一环重组大肠杆菌接入盛有 @6 AB BC 培养基（含

氨苄青霉素 +66$D E AB）的 $@6 AB 容积三角瓶中，于

%> ? $66 0 E A.F 培养 +$ G +H I，然后作为种子以 +J
接种量转接到含有 +66 AB BC 培养基的 @66 AB 的

三角瓶中，培养至 9KH66在 6 ,L G 6 ,H，加入 7(58 至终

浓度为 6 ,>@ AA;4 E B，诱导培养 % I,
! "$ 过氧化氢酶活力测定

采用分光光度法测定［H］, 酶活力定义为：每分

钟分解 +$A;4 ’$9$ 所需酶量为 + 个酶活力单位

（)）,
! "% 过氧化物酶活力测定

采用分光光度法测定［$］，底物为 $，L&二氯苯酚

和 L&氨基安替比林 ,其方法如下：将 +6$B 的酶液添

加到含有 L ,+ AA;4 E B $，L&二氯苯酚、6 ,H> AA;4 E B L&
氨基安替比林和 $ ,M AA;4 E B ’$9$ 的 "’ H,6 的磷酸

钠&磷酸钾缓冲液中，测定 @66 FA 处 9K 值的增加

量［%］，摩尔消光系数!@66 N + , %H O +6L B E（A;4·PA）,
酶活力定义为：每分钟生成 +$A;4 产物所需酶量为

+ 个酶活力单位（)）,

# 结果与讨论

# ,! 重组过氧化氢酶与一种商品过氧化氢酶的最

适温度

分别在不同的反应温度下（%6，L6，@6，H6，>6，

Q6，M6 ?）测定重组过氧化氢酶和一种商品过氧化

氢酶的过氧化氢酶活力及过氧化物酶活力，结果见

图 + ,重组过氧化氢酶和这种商品过氧化氢酶除了

具有过氧化氢酶活力外，在以 $，L&二氯苯酚和 L&氨
基安替比林为底物时都表现出一定的过氧化物酶

活力 ,其最适反应温度分别为 >6 ?和 L6 ? ,从图 +

中可以看出，温度对过氧化物酶活力的影响要比对

过氧化氢酶活力的影响大 ,对重组酶来说，在 %6 ?
时，过氧化氢酶活力仍能达到最大值的 H6J以上，

而低于 @6 ?时过氧化物酶活力达不到最大值的

L6J ,而当反应温度高于最适温度（>6 ?）时，过氧

化物酶活力的下降速度要小于过氧化氢酶活力的

下降速度 ,对此种商品酶来说，在 %6 ?时，过氧化氢

酶和过氧化物酶的相对活力分别是最适温度（L6
?）时的 M6J和 @6J左右，高于 L6 ?时，过氧化物

酶活力的下降速度要大于过氧化氢酶活力的下降

速度 ,

图 ! 温度对重组酶和某商品酶活性的影响

&’("! )**+,- .* -+/0+12-31+ .4 2,-’5’-6 .* 1+,./7’424-
,2-2829+ 24: ,.//+1,’28 ,2-2829+

# "# 重组酶的热稳定性

将酶液在 %6 G M6 ?分别保温 +6、%6、H6 A.F，然

后按常规方法测定过氧化氢酶和过氧化物酶酶活

力，以最初的酶活力作为 +66J，结果见图 $ ,重组酶

的过氧化氢酶活力在 H6 ?以下较稳定，保温 H6 A.F
后基本不变 ,温度在 >6 ?以上时酶失活较快，>6 ?
保温 H6 A.F 后酶活尚有 Q6J以上；而 Q6 ?保温 +6
A.F 后酶活已损失近 @6J；M6 ?保温 +6 A.F 后酶活

损失约 >6J，保温 %6 G H6 A.F 后酶活几乎损失殆

尽 ,由图 $ 还知重组酶的过氧化物酶活力在 H6 ?以

下时同样较稳定，保温 H6 A.F 后基本保持不变 , 但

温度高于 >6 ?时酶活力损失较快，>6 ?保温 +6 A.F
后酶活损失近 +6J，保温 H6 A.F 后损失近 L6J；Q6
?保温 +6 A.F 后酶活损失近 >6J，保温 H6 A.F 后已

基本无酶活；M6 ?保温 +6 A.F 后酶活损失近 M6J，

保温 %6 A.F 及 H6 A.F 后酶活几乎损失殆尽 ,
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图 ! 重组酶的热稳定性

"#$%! &’()*+, -.+/#,#.0 12 )(31*/#4+4. 3+.+,+-(（!56，3+.+,+-( +3.#7#.0 !5! 8()19#:+-( +3.#7#.0）

! !; 一种商品过氧化氢酶的热稳定性

将酶液在 "# $ %# &分别保温 ’#、"#、(# )*+，然

后按常规方法测定过氧化氢酶酶活力 !以最初的酶

活力作为 ’##,，结果见图 " !这种商品过氧化氢酶

也具有较好的稳定性，-# &以下保温 (# )*+ 时酶活

基本无损失，.# &保温 (# )*+ 酶活仅损失 ’#,左

右；(# &保温 (# )*+ 酶活损失近 "#,；/# &以上保

温时酶活损失较快，/# &保温 ’# )*+ 后酶活损失

.#,以上，保温 (# )*+ 损失近 %#,；%# &保温 ’#
)*+ 以上几乎测不到过氧化氢酶活力 !

图 ; 某商品过氧化氢酶的热稳定性

"#$%; &’()*+, -.+/#,#.0 12 31**()3#+, 3+.+,+-(

! ! < 01 对重组酶和一种商品过氧化氢酶活力的

影响

用 01 "!# $ / !# 的 # !#2 )34 5 6 的 78219:-;柠檬

酸缓冲液和 01 %!# $ ’# !# 的 # ! #2 )34 5 6 的甘氨酸;
78:1 缓冲液分别配制底物，按常规方法测定酶活

力，结果见图 - ! 表明重组酶过氧化氢酶的最适 01
为 < !#，过氧化物酶的最适 01 为 ( !#，这种商品过氧

化氢酶的最适 01 为 < ! # !相对来说，01 值对重组酶

活力的影响更大一些 ! 01 值小于 - 时重组酶的过氧

化氢酶活力低于最适值的 .#,，而 01 值为 " 时过

氧化物酶的催化反应几乎不能进行 ! 01 值在 . $ %
的范围内，重组酶的过氧化氢酶活力和 7:=: 过氧

化氢酶的活力都在其最大值的 <#,以上；而重组酶

的过氧化物酶活力的 01 范围较窄，01 值在 . $ / 的

范围内其活力为最大值的 (#,以上 !

图 < 8= 对酶活力的影响

"#$%< >22(3. 12 8= 14 +3.#7#.0 12 )(31*/#4+4. 3+.+,+-(
+4: 31**()3#+, 3+.+,+-(

! %? 重组酶和一种商品过氧化氢酶的 8= 稳定性

将酶与 01 "!# $ / !# 的 # !#2 )34 5 6 的 78219:-;
柠檬酸缓冲液和 01 %! # $ ’# ! # 的 # ! #2 )34 5 6 的甘

氨酸;78:1 缓冲液混合，- &放置 -# >，按常规方法

测定酶活力 !结果表明，重组酶的 01 稳定性比这种

商品过氧化氢酶稍好，在 01 " $ / 的范围内是比较

稳定的，在 01 - $ / 的范围内酶活保留原有酶活的

<#,以上，而该商品过氧化氢酶在 01 - $ < 的范围

内，酶活仍保留 <#, 以上，01 /! # 时残余酶活为

(#,左右，见图 . !
! %@ 重组酶和一种商品过氧化氢酶的贮存稳定性

将酶在室温放置 <、’-、2’、2/ ?，按常规方法测

定酶活力，以最初的酶活力为 ’##,，结果见图 ( !表
明重组酶在室温放置 2/ ? 后，无论是过氧化氢酶还

是过氧化物酶活性都几乎没有变化，而这种商品过

氧化氢酶放置 < ? 酶活力损失约 "#,，放置 2/ ? 酶

活力损失约 <#,，说明重组酶的贮存稳定性要优于

该商品过氧化氢酶 !
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图 ! 酶的 "# 稳定性

$%&’! "# ()*+%,%)- ./ 012.3+%4*4) 2*)*,*(1 *45 2.33106
2%*, 2*)*,*(1

图 7 酶的贮存稳定性

$%&’7 8).0%4& ()*+%,%)- ./ 012.3+%4*4) 2*)*,*(1 *45 2.36
3102%*, 2*)*,*(1

9 !: 金属离子和 "#$% 对酶活的影响

分别向酶液中加入 & ’’() * + 的各种化合物或

&,，-, ’’() * + 的 "#$%，在 . /放置 ., 0，然后按常

规方法测定酶活力，以不加金属离子的酶活力为

&,,1，结果见表 & ! 所有试验所测的金属离子对重

组酶和一种商品过氧化氢酶的活力都有抑制作用，

其中重组酶的过氧化氢酶活性受抑制的程度最大，

而重组酶的过氧化物酶的活性受抑制的程度较小 !
"#$% 抑制这种商品过氧化氢酶的活性，但不抑制

重组酶的活性 !

; 结 语

一般来说，过氧化氢酶具有双重功能，即具过

氧化氢酶活性及类似过氧化物酶活性或过氧化物

酶活性 !试验表明所得到的重组过氧化氢酶兼有过

氧化物酶活性，在最适条件下重组过氧化氢酶活力

与过氧化物酶活力之比为 234 ! -；而一种商品过氧

化氢酶也表现出微弱的过氧化物酶活力，其过氧化

氢酶活力与过氧化物酶活力之比为 &. 2,. ! 5，相对

而言 !这种商品过氧化氢酶以 2，.6二氯苯酚和 .6氨

基安替比林为底物时基本不表现出过氧化物酶活

性 !
表 < 金属化合物离子和 =>?@ 对重组酶和一种商品

过氧化氢酶活力的影响

?*+’< =//12) ./ 31)*, 2.3".A45( *45 =>?@ .4 *2)%B%)- ./
012.3+%4*4) 2*)*,*(1 *45 2.33102%*, 2*)*,*(1

化合物
某商品

过氧化氢酶
相对活力 * 1

粗酶液过氧
化氢酶相对

活力 * 1

粗酶液过氧
化物酶相对

活力 * 1

789:. -2!4 25!; --!5

<=>)2 .,!2 , 35!,

?@>)2 , , 3-!-

A@9:. .2!- 4!; 3B!4

>(9:. , 4.!5 ;2!2

782（9:.）4 -;!2 , 32!B

>C>)2 4;!3 .3!. B&!3

>C9:. -2!4 4.!5 B,!4

%)（D:4）4 .&!. 43!4 B;!.

?E9:. -;!2 2&!B 54!4

>=>)2 23!5 &-!- 3,!5

"#$%
（&, ’’() * +）

-& &,, &,,

"#$%
（-, ’’() * +）

.5 &,, &,,

试验表明重组过氧化氢酶最适温度 3, /，其过

氧化氢酶活性的最适 FG 为 3 !,，过氧化物酶活性的

最适 FG 为 5 !,；这种商品过氧化氢酶最适温度为 .,
/，最适 FG 为 3 ! , !重组酶的热稳定性优于该商品

过氧化氢酶，在 5, /以下保温 5, ’H@ 重组酶过氧

化氢酶活性基本不变，而这种商品过氧化氢酶在 5,
/保温 5, ’H@ 酶活力损失约 4,1 !重组酶的 FG 稳

定性与这种商品过氧化氢酶类似，在 FG 4 I B 的范

围内稳定性均较好 !重组酶在室温放置一个月酶活

基本不变，而这种商品过氧化氢酶在室温放置一个

月酶活力损失约 3,1 !
过氧化氢酶可用于任何需要快速清除过氧化

氢的地方，因此毫无疑问它的工业化和商业化前景

与过氧化氢的广泛使用是分不开的 !近年来随着二

口恶英事件的发生，在纺织和制浆造纸工业用 G2:2

替代含氯产品进行漂白已经成为趋势，因此过氧化

氢的用量以 B1 I &,1的速度逐年增加，世界范围

（下转第 55 页）
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! 结 论

!）经水提取、乙醇沉淀、柱色谱分离获得了均

一的 "#$%&’ 多糖，该多糖是一种纯粹的非淀粉类葡

聚糖，是由!&(&（!，)）&*+,- 和!&(&（!，.）&*+,- 以 / 0 !
的比例交替形成主链，并有!&(&（!，1）&*+,- 侧链的

葡聚糖 2
/）鼠移植性实体瘤研究表明，"#$%&’ 对移植性

黑色素 #!1 和 "3456 肺癌有较强的抑制作用 2
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内过氧化氢的用量从 !8;9 年的 ;/ 万吨增长到 !88<
年的 !8< 万吨，而美国从 !88! 年的 !! 2 < 万吨增长

到 !888 年的 // 万吨［/］2 而利用过氧化氢酶快速去

除过氧化氢不仅完全，节约用水和能源，缩短工艺

时间，而且不会生成硫酸盐或氮盐等有害物质，且

酶本身是生物可降解材料，有利于保护环境 2 纺织

品和纸浆的漂白都是在 9= [ 8< \的高温条件下完

成的，而所获得的重组酶的良好热稳定性将使得漂

白结束后不需用水清洗，直接在位清除过氧化氢成

为可能 2重组酶的良好贮存稳定性也是其商品化的

一大优势 2 因此，所获得的重组酶就其性质来说有

商品化的潜力 2
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