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摘! 要：从内蒙古呼伦贝尔草原的盐碱湖中分离到的一株低度嗜盐嗜碱细菌 !"#$%%&’ ?E F"#，能积

累高水平过氧化氢酶（G4H）。对 !"#$%%&’ ?E F"# 发酵产过氧化氢酶的环境与营养条件的研究结果

表明，其积累高水平过氧化氢酶的适宜环境条件为：温度 /& I，种龄 "% J "" ;，接种量 3K，装液量

3% 9L M（"3% 9L 的摇瓶）。适宜发酵培养基组成（N M L）为：葡萄糖 $3，牛肉膏 $%，玉米浆 $%，酵母膏

3，磷酸二氢钾 $，氯化镁 %O "，氯化钠 3%，碳酸钠 $%。采用上述条件进行摇瓶分批发酵实验，发酵 "%
;，过氧化氢酶酶活达到 $#O /" P M 9L，细胞干重为 7O $" N M L。进一步研究发现，在对数生长后期（$#
;）添加 " 99() M L 的 Q"R"可以明显刺激产酶，在 3 L 的发酵罐上进一步以指数速率方式流加 Q"

R"，由于该流加方式可降低 Q"R"对细胞的毒害作用，过氧化氢酶酶活达到 "2O 12 P M 9L，与分批发

酵相比提高了 2"O 1K。
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J J 过氧化氢酶（ *./-$,!%I#!-$"’/(+! $- *./-$,!%I
#!-$"’/(+! $"’/$-!/01&(+!，K3 L; LL; L; G），又称触酶

（3(&()(+!，345），催化 B9C9分解为 B9C 和 C9 的反

应，几乎存在于所有好氧生物体内，具有清除自由

基，保护细胞免受 C9
I· 损害等生理功能［L］。过氧

化氢酶广泛用于生物、医药、临床医学和食品领域

中的某些成分测定以及纺织、制浆和造纸工业。商

品化的过氧化氢酶主要来源于牛肝、微球菌和黑曲

酶。近年来，由于环保和能源意识的增强，对嗜热

菌［9］、嗜碱菌［M］或嗜热嗜碱菌［N］产生的有特殊性质

的 345 成为过氧化氢酶研究的热点，包括极端微生

物的筛选、基因工程菌的构建以及酶学性质的研

究。

作者对一株前期研究［D］中筛选得到的低度嗜

盐嗜碱细菌 !"#$%%&’ +# F9G 发酵产过氧化氢酶的营

养与环境条件进行了研究，考察了添加过氧化氢对细

胞生长和产 345 的影响，在小型发酵罐中，进一步比

较了几种 B9C9流加方式对 345 合成的影响。

)* 材料与方法

)+ )* 材料

)+ )+ )* 菌种* 枯草杆菌（!"#$%%&’ +# F9G），从内蒙

古呼伦贝尔草原的盐碱湖中分离得到，属低度嗜盐

嗜碱细菌（ +)’,*& *()$#*’)’1 ()O()’#*’)!），由江南大学

环境生物技术研究室保存。

)+ )+ ,* 培养基

L）斜面培养基（ , > ?）：聚蛋白胨 LD，葡萄糖

LP，酵母膏 D，QB9RCNL，S,3)9 P; 9，T(3) DP，T(93CM

LP（分消），琼脂 9P；初始 #B :; D。

9）种子培养基（, > ?）：葡萄糖 LP，蛋白胨 LP，

酵母膏 D，QB9RCNL，S,3)9 P; 9，T(3) DP，T(93CM LP；

初始 #B :; D。

M）基础发酵培养基（, > ?）：葡萄糖 LD，蛋白胨

LP，酵母膏 D，QB9 RCNL，S,3)9 P; 9，T(3) DP，T(93CM

LP；初始 #B :; D。在进行碳源试验时，将基础发酵培

养基中的碳源葡萄糖换成本试验的碳源。

)+ ,* 方法

)+ ,+ )* 培养方法

L）摇瓶培养：接两环生长良好的斜面培养物至

装有 DP 7? 种子培养基的 9DP 7? 的三角瓶中培养

99 *。吸取种子培养液，按 DE 的接种量接种于发

酵培养基中（装液量同上）培养 9P *，培养温度均为

MU V，摇瓶转速为 9PP - > 7’%。

9）发 酵 罐 培 养：D ? 的 全 自 动 控 制 发 酵 罐

（QF5ID ?，韩国造）中装液量 M; P ?，接种量 DE，温

度 MU V，搅拌转速 L9 * 前控制在 MPP - > 7’%，L9 *
后至发酵结束控制在 MDP - > 7’%，气体积流量 M; P
7? > 7’%，培 养 时 间 9N *。#B 值 通 过 自 动 流 加 M
7$) > ? B9 WCN 或 M 7$) > ? T(CB 溶液控制在 <; < X
:; M 范围内。

)+ ,+ ,* 测定方法

L）过氧化氢酶活性测定：采用分光光度法在

MP V下测定［G］。9D 7? 培养液于 D PPP - > 7’% 离心

LP 7’%，弃上清液，重悬于 DP 77$) > ? 的磷酸盐缓冲

液（#B U; P）中，超声波破碎，N V 下 LP PPP - > 7’%
离心 LP 7’%，所得上清液即粗酶液。取 P; L 7? 酶液

至 9; : 7? 含有 LP 77$) > ? B9C9的 DP 77$) > ? 的磷

酸氢二钾和磷酸二氢钾缓冲液（ #B U; P）中，于 MP
V下反应。B9C9 的分解速率用 UD9 型紫外 Y 可见

分光光度计在 9NP %7 下测定。酶活力定义为：在

MP V下，每分钟分解 L !7$) B9C9 所需的酶量为 L
个酶活力单位。

9）生物量测定：取 9D 7? 发酵液离心，蒸馏水

洗涤 9 次后置 GP V下恒温干燥至恒重称重。

M）还原糖测定：M，DI二硝基水杨酸法［U］。

N）B9C9测定：过氧化物酶法［<］

,* 结果与讨论

,+ )* 发酵培养基的碳、氮源优化

,+ )+ )* 最适碳源的选择* 图 L 为不同的单一碳源

对 345 合成的影响，包括单糖（ 葡萄糖、果糖），二

糖（麦芽糖、蔗糖），多糖（ 糊精、可溶性淀粉）和乙

醇，添加量为 LD , > ?。以基础发酵培养基为对照。

结果表明 345 合成较适宜的碳源为葡萄糖、麦芽
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糖，而葡萄糖、果糖和糊精是细胞生长较适宜的碳

源。综合考虑，采用葡萄糖为发酵碳源。在此基础

上，进一步考察了不同质量浓度的葡萄糖对产酶的

影响（图 !），可以看出，在所考察的范围内，葡萄糖

质量浓度的改变对菌体生长的影响并不显著，残留

葡萄糖质量浓度 "#$（"%&’()*+ &),*- ./0.%01-*1’/0）

随着初糖质量浓度的增加而逐渐升高，当质量浓度

从 23 , 4 5 升高到 !6 , 4 5 时，糖利用率从 789 :; 下

降到 <79 8;，同时 $=> 的合成明显降低。根据有

关报道［8］，这一现象可能是由于葡萄糖分解代谢物

的阻遏作用造成的。

图 !" 碳源种类对 !"#$%%&’ #$ %&’ 合成 ()* 的影响

%+,- !" .//012 3/ 4+//05062 175836 #39510 36 ()* #:6;
2<0#+# 8: !"#$%%&’ #$ %&’

图 &" 葡萄糖质量浓度对 !"#$%%&’ #$ %&’ 合成 ()* 的

影响

%+,- &" .//012 3/ 4+//05062 1361062572+36 3/ ,=913#0 36
()* #:62<0#+# 8: !"#$%%&’ #$ %&’

&> !> &" 最适氮源的选择 " 在氮源初步实验中发

现，!"#$%%&’ &? @!: 对有机氮源的利用情况要好于无

机氮源，玉米浆和牛肉膏是菌体生长和产酶适宜的

氮源。为此，在葡萄糖质量浓度为 23 , 4 5 时进一步

考察了初始玉米浆和牛肉膏质量浓度对 $=> 发酵

的影响。实验结果见图 A。

图 ?" 玉米浆（)）和牛肉膏（@）质量浓度对 !"#$%%&’ #$
%&’ 合成 ()* 的影响

%+,- ?" .//012 3/ 4+//05062 1361062572+36 3/ 1356 #200$
=+A935 764 800/ 0B25712 36 ()* #:62<0#+# 8:
!"#$%%&’ #$ %&’

B B 玉米浆质量浓度为 26 , 4 5 时可以获得较高的

$=> 酶活（239 A! C 4 D5）。随着质量浓度的继续升

高，$=> 酶活逐渐降低，细胞干重 E$F 随着玉米浆

质量浓度的提高逐渐增加，在 23 , 4 5 时达到最高

（G9 23 , 4 5），而菌体对糖的利用率在 26 , 4 5 时达到

最大，质量浓度继续升高时，利用率变化不大。在

低质量浓度范围内，随着牛肉膏质量浓度的提高，

E$F 和 $=> 酶活逐渐升高，当质量浓度为 23 , 4 5
时，E$F 和 $=> 酶活同时达到最大值，分别为 G9 GA
, 4 5 和 239 6! C 4 D5，此时 "#$ 也最低（!9 2! , 4 5）。

从以上结果可知，玉米浆是合成 $=> 较适宜的氮

源，而牛肉膏是菌体生长较适宜的氮源。进而考察

了混合氮源（ 玉米浆 H 牛肉膏）对产酶的影响。具

体实验设计和结果如表 2 所示。由表 2 可知，当玉
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米浆和牛肉膏的质量浓度都为 !" # $ % 时，&’( 酶活

达到 最 高，为 !)* ++ , $ -%，与 对 照 相 比 提 高 了

./* 01。玉米浆显著提高酶活的原因可能是其提

供了 &’( 合成必需的多种氨基酸，如硫氨素、苯丙

氨酸、缬氨酸等。考虑到发酵培养基成本的因素，

又进行了混合氮源（玉米浆 !" # $ % 2 牛肉膏 ) # $ %）

的实验，其结果与玉米浆 !" # $ % 2 牛肉膏 !" # $ % 的

结果相近，因此确定采用玉米浆 !" # $ % 2 牛肉膏 )
# $ % 作为混合氮源。

表 !" 玉米浆和牛肉膏对 !"#$%%&’ #$ %&’ 合成 ()* 的影响

*+,- !" .//012 3/ 1345 #200$ 678934 +5: ,00/ 0;24+12 35 ()*
#<52=0#7# ,< !"#$%%&’ #$ %&’

氮源质量浓度 $
（# $ %）

菌体
干重 $

（# $ %）

残糖
质量浓度 $
（# $ %）

&’(
酶活 $

（, $ -%）

玉米浆（3"） .* 4+ !* /) !3* //

牛肉膏（3"） 0* 30 3* +. !0* 3"

玉米浆（)）2 牛肉膏（!)） 0* !5 3* 3! !0* +4

玉米浆（!"）2 牛肉膏（!"） 0* !! 3* !5 !)* ++

玉米浆（!)）2 牛肉膏（)） .* 5+ 3* )3 !0* !4

对照 .* +" .* 5+ !!* 3.

&> &" 环境因素的影响

分别考察了 67 值、摇瓶装液量、温度对 !"#$%&
%’( 86 93+ 产 &’( 的影响。考察结果为：!"#$%%’( ()
93+ 在 67 5* ) : /* ) 的范围内生长较好，67 为 /* "
时菌体量达到最大值，同时偏碱性的环境也有利于

&’( 的合成，当 67 为 5* ) 时 &’( 的合成情况较好；

装液量的变化对细胞生长及 &’( 合成影响较大，生

物量和糖的利用率随着装液量的升高而逐渐降低，

说明较高的溶氧（低装液量）有利于菌体的生长，较

低的装液量（)" -%）有利于 &’( 的合成；!"#$%%’( ()
93+ 对温度的变化比较敏感，低于或高于 .4 ;都不

利于细胞生长和产酶，特别是高于 .4 ; 时生物量

和 &’( 酶活迅速下降。

根据以上结果得出的适宜环境条件为：初始

67 /* "，装液量为 )" -% $（3)" -% 的摇瓶）培养较

适宜温度 .4 ;。

&> ?" 产酶诱导剂 @&A& 对细胞的生长和产酶的影

响

73<3作为 &’( 的作用底物，能够诱导 &’( 的

合成［!"］。但 73<3对微生物的作用是双重的。一方

面，外源 73<3直接进入细胞，诱导细胞合成 &’(；另

一方面，73<3 具有的强氧化性，在超过一定质量浓

度时则抑制微生物的生长，从而影响产酶。=>?@
ABC>8DEBFB? 等［!!］研究发现，在发酵初期添加质量分

数 "* !1的 73 <3 能够促进 ** #+,+-$($"+ 细胞的生长

和刺激产酶，但当质量分数过 "* )1 时，菌体的生长

和产酶都受到强烈的抑制。

在前期研究中发现，发酵初期添加 73<3不利于

&’( 的合成，而且当 73<3浓度超过 !* " --GH $ % 时，

菌体的生长还会受到强烈的抑制，说明初始添加 73

<3不能起到诱导产酶的作用。为此，有必要进一步

研究 73<3添加时间和浓度对 &’( 合成的影响。

&> ?> !" 7&<&添加时间与添加浓度对细胞生长和产

酶的影响" 细胞在生长的不同时期对 73<3 的敏感

程度是不同的［!3］，另外，不同浓度的 73 <3 对 &’(
的诱导效果也不一样［!.］。根据前面的研究结果以

及 &’( 的摇瓶发酵曲线，确定分别在 !3、!+、!5 D
一次性添加 73<3，研究在菌体生长的对数生长期、

对数生长期后期和稳定期这 . 个重要时期添加 73

<3对 !"#$%%’( 86 93+ 产 &’( 的影响，发酵液中添加

73<3的浓度分别为 3、0、+ --GH $ %，结果见表 3。

表 &" 发酵不同时期添加不同质量浓度的 @&A& 对细胞的生

长和产酶的影响

*+,- &" .//012# 3/ :7//04052 13510524+2735 3/ @&A& +::72735
+2 :7//04052 $=+#0 35 1066 B43C2= +5: $43:912735 3/
()*

添加
时间 $
D

浓度 $
（--GH $ %）

B菌体
干重 $

（# $ %）

残糖
质量浓度 $
（# $ %）

I菌体
干重 $

（# $ %）

&’(
酶活 $

（, $ -%）

对照 J "* /4 0* 0" !"* 3)

!3 3 3* 05 .* 35 .* ." !"* .+

0 3* ). 0* ") .* 35 !"* 0.

+ 3* )5 0* .3 3* 00 5* 34

!+ 3 0* 35 !* 4" .* +5 !.* 5"

0 0* !/ 3* "3 .* +0 !3* 05

+ 0* 3) !* )4 .* +" !!* 3.

!5 3 0* +5 !* 3. .* 00 !!* "!

0 0* ). !* "3 .* .0 !"* )/

+ 0* +3 !* 03 .* "0 !"* !5
B：添加 73<3时的 K&L；I：培养结束时的 K&L

M M 由表 3 可以看出，不同时期添加不同浓度的 73

<3对细胞的生长和产酶的影响有很大的差异。添

加 73<3对细胞的生长有一定的抑制作用，但却刺激

了 &’( 的合成（ 与对照相比）。对数生长前期（!3
D）添加 73<3 对细胞生长的影响要大于后期添加，

随着 73<3浓度的增加，抑制作用逐渐增强，但 &’(
的酶活却逐渐增加，说明此阶段的细胞对 73<3比较

敏感。对数生长后期（!+ D）添加时，73<3 浓度变化

对细胞的影响并不大，由于细胞已合成一定量的抗
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氧化酶（!"#），对 $%&% 具有一定的抵抗能力，因此

$%&%浓度对菌体生长的影响要小于其它两个时期。

在 % ’’() * + 时 !"# 酶活达到最大，,!- 与其它添

加时间相比也较高，说明此时 $% &% 的诱导效果最

佳。$%&%浓度对生长稳定期（./ 0）菌体和产酶的

影响与对数生长前期的情况相似，稳定期的细胞胞

内 !"# 含量较高，对 $%&%起到了一定的分解作用，

同时细胞很快进入到衰亡期，因此 $%&%的诱导效果

并不理想。

根据以上的分析结果，可以认为 $%&%诱导 !"#
合成的适宜浓度并非指将 $%&% 刻意控制在一个极

低的浓度，而是指加入到培养基中的 $%&%的量应该

与细胞的生长和细胞总量存在一个适宜的比值范

围，这是一种动态的关系，即细胞对 $%&% 的忍耐存

在一个浓度范围。在这个范围内，$%&% 对细胞生长

的抑制是微弱的，对 !"# 的诱导作用却是最大的。

流加发酵可以根据菌体生长和产物合成的不

同需求即时调整流加物浓度，较好地避免底物积累

造成的抑制菌体生长作用，解除高质量浓度的底物

对菌体生长的抑制作用，从而提高目的产物的产

量。为此，研究了不同的 $%&% 流加模式对 !"# 合

成的影响。

!" #" !$ $!&!不同流加模式对 !"# 发酵的影响1 为

了对不同的 $%&%流加模式进行比较，分别考察了一

次性添加（2）、恒速流加（!）和指数速率流加（,）3
种流加 $%&%的模式对 !"# 发酵的影响，结果如图 4
所示。流加 $%&%的培养过程为：5 6 .7 0 为分批培

养过程，当细胞进入对数生长后期时（.7 0 左右），

采用不同的方式流（ 添）加 $%&%。一次性添加时，

所添加的 $%&% 的终浓度为 %8 5 ’’() * +；恒速流加

时，以 95 ’+ * 0 的恒定流速流加浓度为 7 ’’() * +
的 $%&%至发酵结束（%4 0）；指数速率流加时，$%&%

的流加速率见方程（.）。

根据指数速率流加方程式［.4］，$% &% 的流加速

率为：

!（ "）#
!（$%）5

&（’5 ( ’）
:;<［!（ " ( "5）］ （.）

式中，" 和 "5 分别表示发酵时间和流加开始时间（

0），因此 " ( "5表示流加时间；

!：给定的细胞比生长速率（0=.）；

’5：流加液中 $%&% 的浓度（’’() * +）；

’：发酵液中 $%&% 的浓度（’’() * +）；

!（ "）：$%&% 流加体积流量（’+ * 0）；

（$%）5：流加起始时罐内菌体量（>）；

&：$%&% 降解率，包括 !"# 催化 $%&% 分解率和

细胞对 $%&% 的利用率（> * ’’()）。

式（.）中的有关参数取值见表 3。考虑到 ! 值

在对数生长后期不断降低，参考生长过程中 ! 值的

变化，在本实验中 .7 6 ./ 0 取 ! 值为 58 5/ 0 =.，./
6 %4 0 为 58 59 0 =.。在实际操作过程中，培养液中

$%&%的浓度（’）极低（低于 58 5.% ’’() * +），远小于

流加液中的 $% &% 浓度（’5 ），因此 ’5 = ’ 近似等于

’5。& 值较难测定，参照文献［.9］的计算方法确定

为一固定值。由于式（.）中 !（ "）是时间的指数函

数，实际控制流加速度较为困难，为简化操作，实验

中采用了阶梯式递增流加方式，每 58 9 0 改变一次

流加速率，并根据菌体的生长随时调整，基本上达

到了 $%&%的指数流加函数的要求。

表 #$ 指数流加模型中有关参数值

%&’( # $ )&*+,- ./ 0&1&2,3,1- 45 ,60.5,534&* /,78’&39:
2.7,*

参 数

! * 0 = .

设定值

58 5/
（.7 6 %5 0）

58 59
（%5 6 %4 0）

（$%）5 * > .38 9

!5（ "5）*（’+ * 0） 49

’5 *（’’() * +） 78 5

& *（> * ’’()） 4

1 1 由分批发酵曲线（ 图 4"）可以看出，!"# 的合

成与 )*+,--./ /0 ?%7 菌体细胞的生长过程相耦联。

细胞在 .5 0 左右进入对数生长期，.7 0 左右进入对

数生长后期，%% 0 菌体量达到最大（98 %5 > * +），而

酶活在 %5 0 达到最大值（.98 4@ A * ’+），糖耗高峰

出现在对数生长后期（.9 6 %% 0）。从 3 种不同的

$%&%添加模式看出，.7 0 开始添加 $%&%，均可以明

显刺激产酶。

在一次性添加 $%&%的 !"# 发酵中（见图 42），

发酵 .B 0 最高酶活达到 .@8 /% A * ’+，与分批发酵

相比提高了 %/8 5C，但添加 $%&% 后，菌体的生长受

到了明显的抑制，糖耗速率下降，虽然 % 0 后 ,!-
略有增加，但酶活却迅速下降，说明添加高浓度的

$%&%对细胞产生了毒害作用，影响了细胞的酶系发

育和正常代谢。高浓度的 $%&% 除本身对细胞有毒

害作用外，还可在 ?:% D 、EF% D 等离子的参与下，通过

$GH:IJ-:K LL 反应生成对细胞毒害更强的羟自由基

（&$·），引起蛋白质和脂类等物质的失活，甚至引

起细胞的死亡［.7］。

恒速流加 $% &% 时（ 见图 4!），随着 $% &% 的流

加，,!- 和 !"# 酶活逐渐升高，在 %5 0 左右 ,!-
达到最大值 98 ./ > * +，比到达酶活最大值（%48 BB
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! " #$）的时间（%% &）提前了 % &，这一点与分批发

酵有所不同。与分批发酵相比，最高酶活提高了

’() (*。但在 发 酵 后 期，随 着 流 加 的 继 续 进 行，

+,- 和 ,./ 酶活又迅速下降，说明在恒速流加后

期发酵液中 0%1%浓度的增加速度超过了 0%1%的消

耗速率造成 0%1% 积累，影响了菌体的生长和产酶，

对数生长后期对发酵液中 0%1% 浓度进行测定也证

实了这一点（数据未列出）。

在 0%1%的指数速率流加过程中（ 见图 2+），发

酵液中0%1%的浓度一直保持在一个较低的范围内

（低于 3) 334 ##56 " $），细胞长时间保持较高的生长

速率，,./ 酶活达到 %() 4( ! " #$，与分批发酵相比

分别提 高 了 (%) 4*，与 恒 速 流 加 相 比 也 提 高 了

%3) 7*。说 明 指 数 流 加 能 够 在 一 定 程 度 上 降 低

0%1%对细胞的毒害作用，是比较适宜的 0% 1% 流加

发酵模式。显然，如能进一步调整 0%1%的指数流加

速率，找到一个更加适宜的流加速率 !（ "），延长细

胞生长时间和提高菌体量，可望进一步提高 ,./ 的

产量，有关这方面的研究正在进行中。

.：分批发酵；8：一次性加入；,：恒速流加；+：指数流加

图 !" 不同 #$%$流加模式下 !"#$%%&’ &’ ($) 产 *+, 发酵过程曲线

(-./ !" ,-01 2345&1 36 7-6615189 #$%$ 6117-8. 0371: 24:9451 635 *+, 6150189;9-38 <= !"#$%%&’ &’ ($)

>" 结" 论

确定了 #$%&’’() 9: ;%< 产过氧化氢酶最佳发酵

培养基组成为：=’ > " $ 葡萄糖，=3 > " $ 牛肉膏，=3 > "
$ 玉米浆，’ > " $ 酵母膏，= > " $ 磷酸二氢钾，3) % > " $

氯化镁，’3 > " $ 氯化钠，=3 > " $ 碳酸钠。适宜环境

条件为：初始 :0 () 3，装液量 ’3 #$ "（%’3 #$ 的摇

瓶），温度 ?7 @。

在对数生长后期（=< &）添加 % ##56 " $ 0%1%对

,./ 的诱导效果最好。以指数速率方式流加0%1%
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可降低 !"#"对菌体的毒害作用，过氧化氢酶酶活达

到 "$% &$ ’ ( )*，与分批发酵和恒速流加相比分别提

高了 $"% &+和 ",% -+。表明指数流加!"#" 是一种

比较好的发酵产 ./0 的诱导方式。
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