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生物技术与方法                                                               

活性氧胁迫促进枯草芽孢杆菌WSHDZ-01过量合成过
氧化氢酶 

姚丹丹 1,2, 刘立明 1,2, 李江华 1,2, 华兆哲 1,2, 堵国成 1,2, 陈坚 1,2 
1 江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 无锡 214122 

2 江南大学生物工程学院, 无锡 214122 

摘  要: 研究了乙醇和 H2O2胁迫对芽孢杆菌(Bacillus sp.) WSHDZ-01 过量合成过氧化氢酶(Catalase, 简称 CAT)的影响。

在 Bacillus sp.WSHDZ-01 培养体系中添加 2.0%(V/V)乙醇, 胞内过氧化氢酶酶活达到 11 151 U/mL, 是对照组的 2.5 倍。

而在培养体系中添加 0.3%(V/V)H2O2, 则使胞内过氧化氢酶不断分泌到胞外, 胞外酶占总酶活比率增加至 27%。基于上

述发现, 分别以不添加胁迫物(a)、乙醇胁迫(b)、H2O2 胁迫(c)为对照, 在培养体系中维持持续的乙醇和 H2O2 胁迫, 结果

表明: 1) 胞外酶比例达到 82.5%; 2) 发酵周期缩短为 42 h, 比对照 a延长了 6 h, 比对照 b和 c分别缩短了 8 h和 6 h; 3) 生

产强度达到 470 U/(mL·h), 比对照 a 提高了 18.6%, 为过氧化氢酶工业化生产奠定了基础。 
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Overproduction of catalase by oxidative stress on Bacillus 
subtilis WSHDZ-01 
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Abstract: We studied the overproduction of catalase (CAT) by Bacillus sp.WSHDZ-01 by oxidative stress via the feeding of ethanol 
and the pulse addition of H2O2. By adding 2.0% (V/V) ethanol to the culture broth, the intracellular CAT activity reached 11 151 U/mL, 
which was 2.5 times than that of the control (4 450 U/mL in flask). By adding 0.3% (V/V) H2O2, more extracellular CAT secreted to 
the culture broth, and the ratio of extracellular CAT to the total CAT increased to 27%. Based on these results, an oxidative stress 
strategy combining the ethanol feeding and the pulse addition of H2O2 was developed. With this strategy, the ratio of extracellular 
CAT to the total CAT reached 82.5%, increased by 18.6% than that of the control (without ethanol and H2O2 addition). CAT 
production increased to 28 990 U/mL, which was 95.5% higher than the control (14 830 U/mL in 3 L fermentor). The fermentation 
time decreased to 42 h, which was much shorter than that of adding ethanol or H2O2, and CAT productivity reached 470 U/(mL·h) 
while the control achieved 396.4 U/(mL·h). 
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过氧化氢酶(Catalase, 简称 CAT)通过催化 H2O2

分解为 H2O 与 O2而作为一种酶类清除剂广泛应用

于纺织、食品、医药、临床等行业, 具有反应条件

温和、催化效率高等优点。前期研究中通过营养和

环境条件优化, 显著提高了 Bacillus sp. WSHDZ-01

发酵生产过氧化氢酶的酶活, 但难以进一步提高酶

活。出现这一现象的核心原因在于没有深入理解生

物体系过量积累过氧化氢酶的机理。过氧化氢酶在

生物体内以铁卟啉为辅基 , 催化 H2O2 分解而清除

体内的 H2O2, 使细胞免受活性氧的毒害 , 是生物

防御体系的关键酶之一。基于此 , 作者考虑 : 能否

将细胞置于活性氧胁迫的非正常生长环境下 , 促

使微生物细胞为了抵御这一胁迫而不断过量合成

过氧化氢酶？常见的思路是在培养体系中添加乙

醇和 H2O2
[1,2]。Bacillus sp.WSHDZ-01能利用乙醇为

唯一碳源微弱生长, 并进而在体内生成活性氧[3](图

1), 导致细胞体内微环境处于氧化环境 , 细胞为了

生存需不断地合成过氧化氢酶以清除乙醇所产生的

活性氧。另一方面, 在发酵液中直接添加 H2O2使细

胞处于H2O2胁迫下的非正常生长环境, 同样能促进

过氧化氢酶的生成。基于这一思路, 作者研究了乙

醇(内源)和 H2O2胁迫(外源)对 Bacillus sp. WSHDZ- 

01 过量合成胞内和胞外酶的影响, 并证实了同时采

用内外源氧化胁迫的策略能有效地促进过氧化氢酶

生产。 

 

图 1  乙醇在微生物细胞内的代谢途径与产物[3] 
Fig. 1  Metabolic pathway and related metabolites of ethanol 
in microorganism[3]. 
 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
枯草芽孢杆菌 Bacillus sp. WSHDZ-01, 由武汉

中国典型培养物保藏中心保藏, 保藏编号为 CCTCC 

No. M206062。 

1.2  培养基 
1.2.1  斜面培养基 

6°麦芽汁, 琼脂 2.0%, pH 7.5。 

1.2.2  液体种子培养基 

6°麦芽汁, pH 7.5。 

1.2.3  基本发酵培养基(g/L) 

葡萄糖 10, NaNO3 5, MgSO4·7H2O 0.5, Na2HPO4 

9.52, KH2PO4 0.6, FeSO4·7H2O 0.0025, pH 7.5。 

1.3  培养方法 
1.3.1  斜面培养方法 

37oC培养 18~24 h。 

1.3.2  液体种子培养方法 

250 mL三角瓶装 70 mL种子培养基, 接种一环

斜面种子后在旋转式摇床上 37oC、200 r/min, 振荡

培养 12 h。 

1.3.3  发酵方法 

基本发酵培养基 80 mL/500 mL 三角瓶中, 按

6%的接种量接种子培养基后在旋转式摇床上振荡

培养 37oC, 200 r/min培养 48 h。 

1.4  测定方法 
1.4.1  生物量的测定 

采用称重法测定生物量[4]。 

1.4.2  酶液样品的制备 

取20 mL发酵液于50 mL离心管中, 10 000 r/min、

4oC 下离心 10 min, 上清液作为胞外过氧化氢酶测

定样品, 菌泥以 50 mol/L K2HPO4-KH2PO4 缓冲液

(pH 7.0)[4]洗涤沉淀 2次, 以相同体积的缓冲液重悬

后置冰浴预冷; 超声波破碎 9 min, 镜检破碎的效果; 

10 000 r/min离心 15 min, 上清液即为胞内过氧化氢

酶测定样品。 

1.4.3  过氧化氢酶酶活测定 

酶活测定采用分光光度法[5]。 

1.4.4  还原糖的测定 

还原糖测定采用 3,5-二硝基水杨酸法[6]。 

1.4.5  活性氧浓度的测定 

细胞内活性氧(ROS)初级荧光测定试剂盒 , 购

自上海杰美基因医药科技有限公司。 
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2  结果与讨论 

2.1  乙醇促进胞内过氧化氢酶合成 
发酵初始时(0 h)不同乙醇浓度(0.8%、1.0%、

1.2%、1.5%、2.0% (V/V))对 Bacillus sp.WSHDZ-01
生长和合成过氧化氢酶的影响如图 2 所示。随着培
养基中乙醇浓度的不断增加(≤2.0%, V/V), 过氧化
氢酶总酶活也不断增加。当乙醇浓度为 2.0% (V/V), 
与未添加的对照组比较, 过氧化氢酶总酶活和胞内
酶活分别提高了 126%和 150%(图 2)。进一步分析添
加 2.0%乙醇后每隔 20 min 胞内酶活和总酶活的变
化情况(图 3)发现, 随着乙醇胁迫时间延长, 胞内酶
活占总酶活的比例不断增加。乙醇促进 Bacillus 
sp.WSHDZ-01过量合成过氧化氢酶的可能机制在于: 
1) 作为碳源促进细胞生长[7,8]; 2) 在细胞内生成大
量活性氧, 迫使细胞过量合成过氧化氢酶以清除活
性氧所引起的毒性 [9−11]。前期研究发现 , Bacillus 
sp.WSHDZ-01能利用乙醇为唯一碳源微弱生长[12]。 
然而, 图 2 表明, 细胞浓度随着乙醇浓度的增加而
逐渐降低, 当乙醇浓度为 1.0%和 2.0%时, 细胞浓度
分别下降 13%和 16.2%。 

 

图 2  乙醇浓度对细胞生长和 CAT 合成的影响 
Fig. 2  Effect of ethanol concentration on cell growth(▲) and 
CAT production(■). 
 

上述结果的原因可能是 , 乙醇促进 Bacillus 
sp.WSHDZ-01大量合成过氧化氢酶的机制在于细胞
过量合成过氧化氢酶以清除因乙醇所引起的胞内活

性氧浓度的增加, 而乙醇的添加对菌体生长有一定
抑制作用。 

 

图 3  乙醇添加对胞内外酶活变化的影响 
Fig. 3  Effect of ethanol addition on the ratio of intracellular 
CAT activity to total CAT activity. 
 
2.2  乙醇持续胁迫加强 CAT 的合成 

前已述及, Bacillus sp. WSHDZ-01为抵御乙醇

代谢所生成的胞内活性氧引起的伤害而过量合成

CAT。那么, 在培养体系中持续添加乙醇能否更好促

进过氧化氢酶的合成呢？为了回答这一问题, 首先

研究了在细胞生长的延滞期(0 h)、对数生长后期 

(12 h)和稳定期(24 h)分别添加 2.0%(V/V)乙醇对过

氧化氢酶合成的影响(图 4B), 发现与对照组(未添加)

比较, 过氧化氢酶总酶活分别提高了 54%、37%和

16%; 类似地, 一个发酵周期中在上述 3个时期各添

加 2.0%(V/V)乙醇(总计 3 次), 则可使过氧化氢酶酶

活达到 15 000 U/mL, 与对照组(未添加)和只添加一

次的情况(0 h、12 h、24 h)相比总酶活分别提高了

132.6%、51%、70%和 100%。这一结果表明, 持续

的乙醇胁迫能更有效地提高过氧化氢酶的合成效

率。基于多次分批添加乙醇能明显提高 CAT产量以

及不同阶段乙醇的消耗速率(图 4A), 作者分阶段恒

速流加乙醇以使 Bacillus sp.WSHDZ-01处于持续活

性氧胁迫下, 结果如图 5A、5B所示, 过氧化氢酶总

酶活(28 990 U/mL)和胞内酶活(9691 U/mL)均达到

最大值。 

2.3  H2O2 促进胞外过氧化氢酶合成 
考虑到微生物细胞合成 CAT的生理机制是抵御

活性氧的伤害[12−14], 为了进一步促进 CAT 的生成,  
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图 4  乙醇消耗速率(A)与添加时间(B)对过氧化氢酶发酵的影响 
Fig. 4  The consumption rate of ethanol under batch-adding (A) and the optimum of addition time(B). Control: without ethanol. 

 

图 5  乙醇胁迫对胞内(A)和胞外(B)过氧化氢酶合成的影响 
Fig. 5  Effect of ethanol on intracellular(A) and extracellular(B) CAT production. 
 
将对数生长后期(12 h)的 Bacillus sp.WSHDZ-01 细

胞置于不同浓度 H2O2(0.1%、0.2%、0.3%、0.4%和

0.5%(V/V))胁迫下, 以研究培养体系中 H2O2 胁迫对

细胞生长和过氧化氢酶合成的影响, 结果如图 6 所

示。过氧化氢酶酶活和单位细胞产酶的能力均随着

H2O2 胁迫浓度(0~0.3%, V/V)的增加而不断提高, 而

细胞浓度则呈下降趋势(图 6A)。添加 0.3%(V/V)H2O2

使总酶活提高到 9254 U/mL (图 6A), 较对照组(未添

加 H2O2)提高了 43.5%。继续增加 H2O2浓度则导致

总酶活不断下降。另一方面, H2O2 胁迫起始时间同

样影响细胞合成过氧化氢酶的能力(图 6B): 1) 0 h 

H2O2 胁迫明显抑制细胞生长和产酶能力(数据未列

出); 2) 对数生长后期(12 h)后, 随着 H2O2胁迫时间

的延迟, 过氧化氢酶总酶活逐渐下降; 3) H2O2胁迫

的最佳时间为 12 h; 4)与乙醇类似, 持续低剂量的

H2O2胁迫能有效地提高过氧化氢酶酶活。 
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图 6  H2O2 浓度(A)和添加时间(B)对细胞生长和 CAT 合成的影响 
Fig. 6  Effect of H2O2 concentration (A) and feeding time (B) on cell growth and CAT production. Control: without H2O2. 

 
图 7  12 h 一次性添加过氧化氢后胞内酶活(A)和胞外酶活(B)变化情况 
Fig. 7  Effect of adding H2O2 at 12 h on the intracellular (A) and extracellular CAT activity (B). 
 

如前所述, H2O2胁迫显著提高过氧化氢酶酶活, 
其可能机理在于添加过氧化氢是否促进了过氧化氢

酶向胞外分泌的能力呢？为此 , 作者分析了添加
H2O2 20~80 min 后胞内外过氧化氢酶酶活的变化, 
如图 7 所示。与乙醇胁迫比较, 添加过氧化氢后胞
内过氧化氢酶的积累与对照组相比没有明显提高

(图 7A), 而胞外酶活则明显地提高, 且随着胁迫时
间的延长而不断增加(图 7B), H2O2胁迫 80 min 后, 
胞外酶活达到 2500 U/mL, 比 20、40、60 min分别
提高了 92%、25%和 8.7%。这一结果表明, 在 H2O2

胁迫下, Bacillus sp.WSHDZ-01在胞内合成大量过氧
化氢酶并能有效的将其分泌到胞外, 从而促进了过
氧化氢酶总酶活的提高。 

2.4  内外源胁迫促进过氧化氢酶积累 
基于持续乙醇胁迫促使 Bacillus sp.WSHDZ-01

在胞内过量合成过氧化氢酶, 而连续 H2O2胁迫则使

胞内过氧化氢酶快速高效地分泌到胞外。那么能否

在促使细胞大量合成胞内过氧化氢酶的同时采用

H2O2 胁迫促使酶分泌到胞外, 从而实现过氧化氢酶

的高效生产？以不添加乙醇和 H2O2(a); 乙醇胁迫 
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图 8  不同方式活性氧胁迫对胞内酶活(A)和胞外酶活(B)的影响 
Fig. 8  Effect of different adding modes of oxidative stress on intracellular(A) and extracellular(B) CAT activity. 
 

(b); H2O2 胁迫 (c)为对照 , 研究了 Bacillus sp. 

WSHDZ-01 在持续乙醇和 H2O2 胁迫下过量合成过

氧化氢酶(3 L发酵罐)的过程, 结果如图 8所示。发

现混合添加胁迫物时: 

1) 发酵 10 h后胞内酶活迅速提高, 在 28 h达到

最大值 11 000 U/mL, 而在 H2O2的胁迫下胞内酶活

虽达 10 480 U/mL, 但发酵周期延长了 20 h, 生产强

度大幅降低; 2) 促使胞内过氧化氢酶高效分泌到胞

外, 胞外酶占总酶活比例达到 82.5%, 比对照 a、b、

c 分别提高了 59%、16.5%、31%。乙醇连续胁迫下

胞外酶活占总酶活的比例最低, 胞外酶活达到最高

值的时间延长至 50 h; 3) 发酵进行到 34 h时过氧化

氢酶开始快速向胞外分泌, 44 h 时胞外酶活占总酶

活的 80%; 4) 发酵周期为 42 h, 比对照 a延长了 6 h, 

比对照 b和 c分别缩短了 8 h和 6 h; 5) 过氧化氢酶

生产强度达到 470 U/(mL·h), 比不添加胁迫物的情

况提高了 18.6%。 

3  结论 

采用活性氧胁迫 Bacillus sp. WSHDZ-01过量合

成过氧化氢酶发现, 在培养体系添加 2.0%(V/V)乙醇

能有效地促进胞内过氧化氢酶的合成 , 而添加

0.3%(V/V) H2O2 则使过氧化氢酶向胞外分泌。

Bacillus sp. WSHDZ-01在同时受乙醇和H2O2持续胁

迫时, 胞外酶比例(82.5%)和生产强度[470 U/(mL·h)]

均达到最大, 发酵周期缩短为 42 h。实现了过氧化氢

酶 的 高 酶 活 (28 990 U/mL) 和 高 生 产 强 度        

[470 U/(mL·h)]的统一, 为过氧化氢酶的工业化生产

奠定了基础。 
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核酸探针两小时检出新的甲型 H1N1 流感病毒 

军事医学科学院 5月 2日宣布, 针对新的甲型 H1N1流感病毒, 该院成功研制出具有自主知识产权的“复合探针”

核酸检测试剂盒。北美流感疫情出现后, 总后卫生部紧急启动应急科研机制并部署应急科技攻关任务。军事医学科学院

作为全军疾病预防控制的龙头力量, 根据军委、总部首长的指示要求, 发挥专家和技术优势, 针对新的甲型 H1N1 病毒

的特点开展了多项相关研究, 部分研究工作目前已取得突破性进展。  

    该试剂盒是针对甲型流感病毒基因的特异性变异位点, 用核酸探针进行检测, 具有灵敏度高、检测速度快的优点, 

可在两小时内完成样本检测过程。同时, 考虑到甲型 H1N1 病毒可能发生的变异, 研究小组经过连夜验证, 获得了三套

特异性探针, 即使流感病毒检测位点的基因出现变异, 也可以确保不出现漏检情况。  

    该方法采用了具有自主知识产权的“复合探针”技术, 关键技术已获国家发明专利, 是国内在实时荧光 PCR 方面

唯一取得国家专利的技术, 根据该技术研制的 8种烈性病原体检测试剂盒均已注册申报。该试剂盒特异性强, 目前正加

紧进行批量装配, 可立即投入使用。同时, 正在研制中的用于甄别甲型 H1N1流感病毒及其耐药性的基因芯片也已取得

重要进展, 将于近日完成。  

    军事医学科学院是国内开展此类研究的优势单位, 曾在非典、禽流感等重大传染病防治中发挥过重要作用。新的

甲型 H1N1流感病毒检测技术的成功开发是该院取得的又一项重大成果, 将为我国应对潜在疫情提供有力武器。 

来源: 科学时报 
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