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Abstract： The effect of different key factors on production of catalase （CAT） in recombinant
Escherichia coli was analyzed by orthogonal experiment. The optimum fermentation condition in
shake flask was determined：glycerol 5 g/L，yeast extract 35 g/L，initial pH 7.5，and induction
temperature 30 ℃ . During production of CAT in 3 L fermentor ， the highest activity reached
20 117.2 U/mL at the optimum stirring speed（300 r/min）. The optimum initial glycerol concentration
was 10 g/L. The highest activity reached 28 243.0 U/mL when the speed of glycerol supplement was
0.67 g/（L·h）. When 16.7 g/L glycerol was supplemented at start induction，the CAT activity could
reach 50 369.5 U/mL after incubation for 47 h，which was 2.5 fold of that before optimization.
Keywords： catalase，orthogonal experiment，stirring speed，constant supplement，disposable supplement

摘要： 采用正交试验策略，分析了不同关键因素对重组 E. coli 发酵生产过氧化氢酶（CAT）的影
响，确定 CAT 合成的最优摇瓶发酵条件为：甘油 5 g/L、酵母粉 35 g/L、初始 pH 7.5、诱导温度为
30 ℃。在 3 L 发酵罐发酵生产 CAT 过程中，当转速为 300 r/min 时，酶活力最高为 201 17.2
U/mL，最适发酵产酶初始甘油质量浓度为 10 g/L。 以 0.67 g/（L·h）的速率进行流加甘油时，最高
酶活达 28 243.0 U/mL。 在诱导开始时一次性补入 16.7 g/L 甘油，当发酵至 47 h 时 CAT 酶活达
到最大值为 50 369.5 U/mL，为优化前酶产量的 2.5倍。
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研究论文

过 氧 化 氢 酶（Catalase，简 称 CAT，EC 1.11.1.6）
是红细胞的衍生物，它可催化过氧化氢分解为水和

氧气，使过氧化氢不至于与超氧化物自由基反应生

成有害的·OH[1-2]。 CAT 对血红蛋白及其它的含巯基

蛋白质起到保护作用，使它们不被氧化，因此对减

轻活性氧损伤有一定意义[1-3]。单功能 CAT 来源最为
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广泛，但其结构都基本相同。 它由 4 个相同亚基组

成四聚体，每个亚基都有相同的多肽以 1 个血红素

或铁离子作为活性中心，该活性中心的一分子铁卟

啉带有 4 个铁原子， 因此相对分子质量一般较大，
为 200 000~340 000[4]。 由于 CAT 高效催化特性，其

已经广泛应用于纺织棉织物前处理、 医学诊断、食

品处理、造纸制浆、美容、临床、塑料、橡胶、纤维等

领域[5-7]。
CAT 存在于绝大多数好氧生物和一部分厌氧

生物中。 CAT 也普遍存在于植物中，但不包括真菌，
虽然已发现有些真菌在低 pH 值和温暖的环境下能

够产生该酶。动物 CAT 存在于已知动物的各个组织

中，尤以肝与红细胞为最多。 动物肝脏是 CAT 的一

个很大来源，国内外均已实现这一产品的工业化生

产[3，8-10]。 微生物来源的 CAT 是目前研究的热点。 国

外继黑曲霉和微溶壁球菌产 CAT 分别实现工业化

生之后， 又开发了产酶性能更佳的嗜热子囊菌、芽

孢杆菌、重组大肠杆菌等微生物菌种[3]。 国内用微生

物生产 CAT 主要还停留在研究开发阶段。现在市售

商品过氧化氢酶基本为牛肝过氧化氢酶和微生物

产过氧化氢酶共存， 微生物生产 CAT 基本由诺维

信、有田酵素、杰能科等个别大公司控制。
本研究室前期已利用 PCR 扩增技术得到枯草

芽 孢 杆 菌（Bacillus subtilis）过 氧 化 氢 酶 基 因 katA，
将该基因与表达载体连接构建重组质粒，实现了在

大肠杆菌（Escherichia coli）BL21 高效表达。 初步优

化后， 摇瓶产酶水平达到 20 000 U/mL。 研究中发

现，要实现过氧化氢酶的工业化生产，存在的问题

主要是酶表达量仍相对较低。
作者采用系统发酵优化策略，对构建好的重组

E. coli 进行 CAT 发酵产酶研究，确定了影响重组菌

产酶的关键因素及其含量。为了进一步提高 CAT 的

表达量，在已确定关键因素的基础上，采用不同甘

油流加策略在 3 L 发酵罐上进行相应优化研究，确

定了最适产酶补料策略，这为其工业化生产奠定了

基础。

1.1 菌株与质粒

枯 草 芽 孢 杆 菌（B. subtilis）WSHDZ-01[11]：由 武

汉 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 保 藏 ， 保 藏 编 号 为

CCTCC NO：M206062。 已构建产酶重组大肠杆菌基

因工程菌 E. coli BL21 （DE3） （pET-20b（+）-katA）
宿主：为作者所在研究室构建并保存[3]。
1.2 培养基

1.2.1 种子培养 从-80 ℃保 藏 甘 油 管 中 接 100
μL 至 25 mL/250 mL 的 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min
摇床培养。 接种前于 LB 中添加 100 μg/mL 的氨苄

青霉素（Amp）。
1.2.2 摇瓶发酵培养 将活化的重组大肠杆菌 LB
种子液以体积分数 3%接入装有 30 mL/250 mL 的

发酵培养基中，37 ℃、200 r/min 摇床培养 36 h。
1.2.3 3 L 发酵罐培养 将培养好的重组大肠杆菌

种子液以体积分数 3%接入装液量为 1.5 L 的 3 L
NBS 发酵罐中，起始搅拌转速 400 r/min，通气量 1
vvm，温度为 37 ℃，诱导温度为 30 ℃，pH 7.5。 其他

发酵条件视优化条件改变。
1.3 酶液制备

取 所 需 量 的 发 酵 液 4 ℃、10 000 r/min 离 心 5
min， 上清液即为胞外过氧化氢酶液样品； 菌体以

K2HPO4-KH2PO2（pH 7.0）缓 冲 液 洗 涤 后，于 4 ℃、
10 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，再以适量上述

缓冲液重悬菌体后放置于冰浴；超声波间歇破碎 10
min 后 4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min，上清液即胞内

过氧化氢酶液待测样品[12-13]。
1.4 过氧化氢酶活性测定

采用分光光度法于 37 ℃测定酶活。 反应体系

为 3 mL， 将 0.1 mL 待测酶液样品快速加入 2.9 mL
含 10 mmol/L H2O2 的 50 mmol/L KH2PO4-K2HPO4 缓

冲液（pH 7.0）中，用 UV-2450 型紫外-可见光分光

光度计于 240 nm 处测定 H2O2 的分解速率。 酶活定

义为：37 ℃下，每分钟分解 1 μmol H2O2 所需的酶量

为一个酶活单位[14]。
1.5 菌体浓度测定

取一定量的发酵液稀释后，用分光光度计测定

其在 600 nm 波长下的 OD600 值。
1.6 甘油质量浓度测定

采用安捷伦 1100 高效液相色谱（HPLC）。 色谱

条件为流动相：5 mmol/L H2SO4（275 μL 浓 H2SO4 定容

至 1 L），流速：0.6 mL/min，柱温：35℃，进样量：5 μL。

2.1 正交试验设计优化摇瓶发酵条件

酶的生物合成受到多种因素共同制约，同时各

材料与方法1
结果与讨论2
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种因素、 条件等对酶合成的影响大小也是不一样

的，因此需要对各种因素的影响进行综合考察。 本

研究采用正交试验对影响 CAT 合成的几个主要因

素进行考察，从中分析出主次因素以及各个因素对

CAT 合成的影响规律， 从而找出重组 E. coli BL21
（DE3）（pET-20b（+）/katA）胞外 CAT 合成的关键因

素[15]。
根据单因素实验考察的结果[3]，选择碳源-甘油，

氮源-安琪酵母粉， 诱导温度，pH 四种因素作为正

交试验设计的因素，每个因素选择三个水平，进行

了四因素三水平的正交试验。 表 1 是正交试验设计

因素水平表，表 2 是正交试验结果直观分析表。 根

据极差直观分析，得到了各因素对胞外 CAT 合成的

影响大小。 如表 3 所示，各个因素影响 CAT 合成的

主次顺序为：诱导温度>甘油>安琪酵母粉>pH，即温

度的影响最大，其次是甘油和安琪酵母粉，最后是

pH。 在此基础上，为了获得 CAT 的较高合成水平，
根据各因素各水平的平均值确定最优水平，进而选

出最优组合。
表 1 正交试验因素水平表

Table 1 Factors and levels for the orthogonal test

水

平

试验因素

甘油质量浓度/
（g/L）

安琪酵母粉

质量浓度/（g/L）
诱导温度/℃ pH

A B C D

1 2 35 30 7.1
2 5 40 32 7.2
3 10 45 37 7.9

实验
因素

酶活/（U/mL）
A B C D

实验 1 1 1 1 1 21 151.3

实验 2 1 2 2 2 16 635.8

实验 3 1 3 3 3 17 205.0

实验 4 2 1 2 3 22 137.3

实验 5 2 2 3 1 21 642.8

实验 6 2 3 1 2 22 839.1

实验 7 3 1 3 2 20 671.0

实验 8 3 2 1 3 21 927.5

实验 9 3 3 2 1 10 920.3

均值 1 18 330.667 21 319.833 21 972.583 17 904.750

均值 2 22 206.333 20 068.667 16 564.417 20 048.583

均值 3 17 839.583 16 988.083 19 839.583 20 423.250

极差 4 366.750 4 331.750 5 408.166 2 518.500

表 2 正交试验结果直观分析表

Table 2 Intuitive analysis table of the orthogonal test

表 3 各因素影响 CAT 合成的相对重要性及最优水平选择

Table 3 Relative importance of various factors and the
optimal level for CAT activity

分析结果表明，在所选的几种因素中，温度是

影响重组 E. coli 发酵生产 CAT 的最主要因素。 据

报道，诱导温度是重组 E. coli 发酵生产重组蛋白的

重要因素之一 [16-17]。 温度过高时常会导致质粒稳定

性降低，对重组蛋白的表达具有负面效应 [18]。 Fang
等研究发现，当诱导温度由 30 ℃增加至 37 ℃时，重

组 E. coli 生产碱性果胶酶的产量急剧下降[18]。pH 对

产酶的影响相对较小，综合考虑菌体生长及产酶等

因素取最适初始 pH 7.5。 依据正交试验结果，确定

CAT 合成的的最优摇瓶发酵条件为：甘油 5 g/L、安

琪酵母粉 35 g/L、初始 pH 7.5、诱导温度为 30 ℃。经

摇 瓶 验 证 结 果 显 示 胞 外 CAT 活 性 达 到 24 152.7
U/mL，与优化前（20 000 U/mL）相比，CAT 产酶量显

相对重要性 主要 → 次要

因素
诱导温度

C
甘油

A
安琪酵母粉

B
pH
D

水平 1 2 1 3
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著提高。
2.2 搅拌转速对重组 E. coli 发酵生产 CAT 的影

响

采用摇瓶优化得出的最佳条件进行罐上实验，
主要考察了搅拌转速、流加策略等因素对罐上发酵

生产 CAT 的影响。 从摇瓶放大到发酵罐放大过程

中，往往会发现发酵过程偏差较大的现象，发现主

要原因就是在于溶解氧、搅拌剪切力等的变化[19]。发

酵过程对于溶氧的需求并不是越大越好，有研究表

明，高溶氧可能会抑制重组 E. coli 发酵过程中一些

产物的生成。 Petruccioli 研究发现，适中的搅拌转速

有利于 CAT 的发酵生产[20]。
发酵罐中的溶解氧主要可以通过搅拌转速和

通气量来调节。 搅拌的作用是打散气泡的作用，提

高发酵液中溶氧量，使罐内溶液在发酵过程中充分

混匀。 适当增大通气量结合搅拌的作用，可以更有

利促进氧的流通及传递。 本研究在通气量为 1 vvm
的前提下，不同搅拌转速（300、400、450 r/min）下发

酵过程参数变化，结果见图 1。在转速从 300~450
r/min 的变化过程中，随着搅拌转速的增大，发酵前

12 小时（对数期）菌体生长速度大大增加，之后进入

稳定期菌体量基本恒定。 当搅拌转速为 400 r/min
时，菌体生长迅速，约 26 h 后最大 OD600 值达到 42.5
（图 1a）。不同搅拌转速对重组 E. coli 菌体生长具有

重要意义，随着搅拌转速的增加，最大比生长速率

逐渐增加（图 1b）。 在 450 r/min 时，比生长速率达到

最大，最大值为 1.5 h-1。 CAT 发酵产酶酶活随着转

速增大急剧减少， 转速为 300 r/min 时， 酶活力最

高，为 20 117.2 U/mL（图 1c）。 不同搅拌转速对重组

E. coli 发酵生产 CAT 的生成速率具有重要影响。 如

图 1d 所示，随着搅拌转速的不断降低，CAT 酶的比

生成速率逐渐增加，当搅拌转速为 300 r/min 时，酶

的比生成速率达到最大， 为 71.7 U/（mL·h·OD600）。
由此可知， 增大搅拌转速能很好的促进菌体生长，
然而却抑制了产物 CAT 的发酵生产。 结果表明，较

低的转速有利于目的产物 CAT 的生成， 因此选择

300 r/min 的搅拌转速进行发酵优化。
2.3 不 同 初 始 甘 油 质 量 浓 度 对 重 组 菌 发 酵 生 产

CAT 的影响

在重组 E. coli 发酵生产重组蛋白过程中，培养

基中的碳氮比直接影响产物合成及细胞增殖。 这就

需要调节好初始碳源质量浓度，太低将会使发酵液

中营养不足、菌体生长受限，太高又会对细胞生长

造成底物抑制效应。 不同初始甘油质量浓度条件

下，细胞对甘油的消耗及自身生长代谢情况也会不

同。 研究表明，初始甘油质量浓度对 E. coli 发酵生

产重组蛋白具有重要作用[18]。为此，作者考察了不同

初始甘油质量浓度下重组 E. coli 生长及生产重组

CAT 的情况变化。

图 1 搅拌转速对重组 E. coli 发酵生产 CAT 的影响

Fig. 1 Effect of different stirring speech on CAT
production in recombinant E. coli
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虽然前面摇瓶优化得出的最佳甘油质量浓度

为 5 g/L，但是经过罐上放大，通气量、转速的作用效

果都会使菌体比摇瓶更快速生长， 考虑到 5 g/L 的

甘油可能不够消耗， 因此实验选取了 10、15、20、30
g/L 进行研究，结果见图 2。

图 2 不同初始甘油质量浓度下的发酵过程曲线

Fig. 2 Curve of fermentation process under different
initial glycerol concentrations

由图 2（a）可知，在考察的甘油质量浓度范围内

菌体细胞均能较好的生长，生长趋势及所能达到的

最大 OD600 值都相差不大， 但是到发酵后期初始甘

油质量浓度为 10 g/L 时的菌体生长有略微下降，可

能原因是后期甘油耗尽， 不能继续维持细胞生长。
由图 2（b）可见，随着甘油初始质量浓度的增大，工

程菌的 CAT 胞外酶活有增大趋势，然而周期也随之

延长，这在工业化中是不可取的。 在初始甘油质量

浓度为 10 g/L 时，最大酶活与其他初始甘油质量浓

度有所偏差，但是发酵及产酶周期却是最短的。 由

图 2（c）可知，发酵液种甘油质量浓度随着发酵过程

的进行而下降。因此，综合考虑 CAT 产量、发酵周期

以及工业化生产成本等因素，采用 10 g/L 的甘油作

为初始质量浓度， 可以更经济地得到较理想的酶产

量。 另外，也可以考虑在甘油初始质量浓度较低情况

下，可以通过发酵过程的补料来达到更好的高产效果。
2.4 恒速流加甘油对菌体生长及产酶的影响

通过前面的研究发现，菌体生长与产酶并不是

成正比的，需要找到一个适宜的条件使得菌体生长

与产酶得到协调增长。 由 2.3 得出最适的初始甘油

添加质量浓度为 10 g/L， 在此基础上在诱导后开始

恒速流加甘油， 根据发酵对数后期甘油的消耗速

率，拟选择 0.67 g/（L·h）的速率流加甘油 25 h（发酵

过程因取样、蒸发、流加等因素造成发酵液体积变

化忽略），结果见图 3。 如图 3a 所示，甘油的恒速流

加不能对菌体生长产生促进作用，随着甘油的不断

流加，重组菌的菌体浓度逐渐降低。 通过对 CAT 酶

酶活的测定发现， 甘油流加可以促进酶的发酵生

产，最高酶活为 28 243.0 U/mL。 如图 3b 所示，甘油

的流加对菌体比生长速率几乎没有促进作用。 但甘

油的流加能促进 CAT 酶产量的提高，但同时也抑制

了前期酶的生产，在发酵后期 CAT 开始快速生产。

图 3 甘油恒速流加对菌体生长及产酶的影响

Fig. 3 Effect of constant glycerol feeding on cell growth
and CAT production
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2.5 一次性补加甘油策略的猜想及验证

由上述结论可知，甘油恒速流加不利于此重组

E. coli 工程菌的发酵生产 CAT，而后期酶活的剧增

说明，加快甘油的补料速率或者一次性补入碳源是

否也能起到提高酶产量的效果。 因此，在诱导开始

时一次性补入上述恒速流加等量的甘油，即 16.7 g/L，
进行发酵过程参数（酶活、OD600、菌浓）的测定与分

析，见图 4。 如图 4（a）所示，在诱导时一次性补加甘

油，OD600 迅速上升， 最大值为 27.9。 当发酵至 47 h
时，CAT 酶活达到最大值为 50 369.5 U/mL，为优化

前酶产量的 2.5 倍。 如图 4（b）所示，在诱导开始时

采用一次性补料策略，可以使产酶的最大比生成速

率出现的时间提前，有利于酶的快速高效生产。

图 4 甘油补料对菌体生长及产酶的影响

Fig. 4 Glycerol feeding on cell growth and CAT production

本研究采用正交试验策略，系统分析了不同关

键因素对重组 E. coli 发酵生产 CAT 的影响， 确定

了 4 种不同关键因素对产酶的影响次序。 同时，确

定 CAT 合成的最优摇瓶发酵条件为：甘油 5 g/L、安

琪酵母粉 35 g/L、初始 pH 7.5、诱导温度为 30 ℃。搅

拌转速对重组菌发酵产酶具有重要影响，当转速为

300 r/min 时，酶活力最高为 20 117.2 U/mL。 在 3 L
发酵罐上发酵生产 CAT 时，在初始甘油质量浓度为

10 g/L 时发酵与产酶周期最短，最适合发酵产酶。甘

油的流加能促进 CAT 酶产量的提高， 以 0.67 g/（L·h）
的速率流加甘油，最高酶活为 28 243.0 U/mL。然而，
在诱导开始时一次性补入上述恒速流加等量的甘

油 ， 当 发 酵 至 47 h 时 ，CAT 酶 活 达 到 最 大 值 为

50 369.5 U/mL，为优化前酶产量的 2.5 倍。

结 语3
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美国食品安全与营养应用中心(CFSAN)公布 2013-2014 年度工作要点

据美国 FDA 消息，9 月 4 日美国食品安全与营养应用中心（CFSAN）公布 2013-2014 年工作要点，其主要工作目标

为减少全球化食品供应链、食品工艺的改进及消费者对新鲜或初级加工食品偏好造成的消费者健康风险。 2013-2014 年

度 CFSAN 工作重点是以下六个关键目标：1. 降低食源性疾病和化妆品患病率。 2. 基于最佳科学、预防和公共卫生风险

建立新的法规、政策、指南、检验策略文件。 3.加强从农场到餐桌预防性控制标准的实施。 4. 提供更好的营养及膳食选择，

改善公共卫生状况。 5. 建立快速有效的食品危害的识别、控制、消除方法。 6. 人员及资源的优化合理配置。

［信息来源］U.S. Food and Drug Administration. Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN) Plan for Program
Priorities, 2013-2014 [EB/OL].(2013-10-25). http://www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofFoods/CFSAN/WhatWeDo/
ucm366279.htm
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