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摘  要：【背景】索诺拉沙漠芽孢杆菌(Bacillus sonorensis) s262 所产过氧化氢酶具有降解黄曲霉毒

素 B1 (Aflatoxin B1, AFB1)的能力。【目的】在大肠杆菌(Escherichia coli)中表达索诺拉沙漠芽孢杆菌

(Bacillus sonorensis) s262 过氧化氢酶，对表达条件进行优化并测定酶学性质。【方法】将过氧化

氢酶基因 katA 连接到 pET28a(+)载体中，构建重组表达质粒 pET28a-katA，转化至 Escherichia coli 
BL21(DE3)感受态细胞中，通过优化 IPTG 浓度、诱导温度和诱导时间确定重组酶的最佳表达条件。

使用 Ni-NTA SefinoseTM Resin 分离纯化过氧化氢酶。通过测定过氧化氢酶最适反应温度及热稳定

性、最适 pH 及 pH 稳定性和金属离子对酶活力的影响对重组酶酶学性质进行分析，通过双倒数作图

法对重组酶进行动力学分析。高效液相色谱法检测重组过氧化氢酶对 AFB1 的降解率。【结果】重

组表达质粒 pET28a-katA 经双酶切(BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ)及测序证明构建成功。纯化的重组酶分子量大小

在 55 kDa，在 E. coli 中的最佳表达条件为：IPTG 浓度 0.8 mmol/L，诱导温度 25 ℃，诱导时间 10 h。
酶最适催化温度 50 ℃，最适 pH 7.0 时，其动力学参数 Vmax 为(760.17±19.61) mmol/(min·L)，Km 为

(63.73±3.87) mmol/L。0.1 mmol/L Fe2+、Zn2+和 Cu2+对酶有促进作用，酶活分别提高 40%、8%和

12%，但该浓度下 K+对酶起抑制作用，使酶活降低 39%。重组酶对 AFB1 的降解率为 61.44%。

【结论】成功表达并纯化了索诺拉沙漠芽孢杆菌源过氧化氢酶，为过氧化氢酶的工业生产及应用

奠定了基础。 
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Abstract: [Background] The catalase produced by Bacillus sonorensis s262 has the ability to 
degrade aflatoxin B1 (AFB1). [Objective] To express Bacillus sonorensis s262 peroxidase in 
Escherichia coli, optimize the expression conditions, and determine the enzymatic properties. 
[Methods] The catalase gene katA was ligated into the pET28a(+) vector to construct the 
recombinant expression plasmid pET28a-katA, which was then transformed into E. coli 
BL21(DE3) competent cells. Furthermore, the expression conditions including IPTG 
concentration, the induction temperature, and the induction time of the recombinant enzyme 
were optimized. Ni-NTA SefinoseTM resin was used to purify the recombinant enzyme. The 
optimal reaction temperature and thermal stability, the optimal pH and pH stability, and the 
effects of metal ions on the enzyme activity were determined, and the kinetics of the 
recombinant enzyme was analyzed by double-reciprocal plotting. The degradation rate of AFB1 
by the recombinant catalase was measured by high performance liquid chromatography. 
[Results] The recombinant expression plasmid pET28a-katA proved to be successfully 
constructed by double digestion (BamH Ⅰ and Hind Ⅲ) and sequencing. The molecular weight of 
the purified recombinant enzyme ranged from 55 kDa. The expression conditions in E. coli were 
optimized as follows: induction with 0.8 mmol/L IPTG at 25 ℃ for 10 h. The kinetic parameters 
Vmax and Km were (760.17±19.61) mmol/(min·L) and (63.73±3.87) mmol/L, respectively, at the 
optimal catalytic temperature of 50 °C and optimal pH 7.0. In addition, 0.1 mmol/L Fe2+, Zn2+, 
and Cu2+ increased the enzyme activity by 40%, 8%, and 12%, respectively, while 0.1 mmol/L 
K+ decreased the enzyme activity by 39%. The degradation rate of AFB1 by the recombinant 
enzyme was 61.44%. [Conclusion] We successfully expressed and purified the catalase of    
B. sonorensis in E. coli, laying a foundation for the industrial production and application of 
catalase. 
Keywords: catalase; heterologous expression; enzymatic properties 
 

黄曲霉毒素是由黄曲霉、寄生曲霉等真菌

产生的小分子代谢产物，是一类结构相似的化

合物，现已发现的黄曲霉毒素约有 20 多种[1]。其

中毒性最强的黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)
具有强致癌性[2]、致畸性[3]及致突变性[4]，因此

去除粮油食品中的 AFB1 始终为研究热点。

AFB1 的去除方法主要有物理技术[5]、化学技术[6]

和生物技术[7]，与传统化学物理降解黄曲霉毒

素相比，生物酶解法具有效率高、副作用小等

优点[8]。实验室前期研究得知索诺拉沙漠芽孢

杆菌(Bacillus sonorensis) s262 的 AFB1 降解率

可达 89.75%，其硫酸铵沉淀物中的过氧化氢酶

具有降解 AFB1 的能力[9]，但同时也存在降解酶

产量低、酶活性受到 pH 和温度等多方面的影
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响。因此利用基因工程技术克隆和异源表达索

诺拉沙漠芽孢杆菌过氧化氢酶、诱导表达提高

过氧化氢酶产量，为提高过氧化氢酶稳定性和

降解效率奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

索诺拉沙漠芽孢杆菌 s262 由本实验室筛选

保 存 [10] ； pET28a(+) 大 肠 杆 菌 表 达 载 体 、

BL21(DE3)感受态细胞、DH5α感受态细胞均购

自生工生物工程(上海)股份有限公司；含空质粒

的菌株 Escherichia coli BL21 [pET28a(+)]由本

实验室保存。 

1.2  培养基 
LB 培养基和 NB 培养基均参考杨弘宇等[11]

配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
AFB1 标准品、蛋白 Marker、DNA Marker、

T4 DNA 连接酶、Taq PCR 预混液(2×)、咪唑、

细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒、SanPrep 柱

式质粒 DNA 小量抽提试剂盒等，生工生物工程

(上海 )股份有限公司；QuickCut BamH I 和

QuickCut Hind III，宝日医生物技术(北京)有限

公司；甲醇(色谱纯)，天津市四友精细化学品有

限公司；二氯甲烷(分析纯)和硫酸铵，天津市科

密欧化学试剂有限公司；牛肉膏和蛋白胨，北

京奥博星生物技术有限责任公司；氯化钠，天

津市天力化学试剂有限公司。 
高效液相色谱仪，岛津公司；基因扩增仪，

杭州博日科技股份有限公司；紫外分光光度计，

上海美谱达仪器有限公司；Ni-NTA SefinoseTM 
Resin预装重力柱，生工生物工程(上海)份有限公司。 

1.4  过氧化氢酶活性测定 
采用紫外吸光光度法测定过氧化氢酶活性：

100 μL过氧化氢酶液迅速加入 2.9 mL 50 mmol/L 

PBS (含 20 mmol/L H2O2)中，使用紫外分光光

度计测定反应体系在 240 nm 处吸光度变化值，

以每毫升酶液每分钟催化 1 μmol H2O2 降解定

义为 1 个酶活力单位[12]。 
U=[ΔA×V反总÷(ε×d)×106]÷V样÷T 
式中：ΔA 为初始吸光值和 1 min 后吸光值的差

值；V反总为反应体系总体积(3×10‒3 L)；ε为 H₂O₂
摩尔吸光系数[43.6 L/(mol·cm)]；d 为比色皿光径

(1 cm)；V样为加入样本体积(0.1 mL)；T 为反应时

间(1 min)；106 为单位换算系数(1 mol=106 µmol)。 

1.5  过氧化氢酶的异源表达 
1.5.1  过氧化氢酶基因的克隆 

通过细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提

取菌株 s262 的基因组为模板，使用 Primer 
Premier 5 设计基因 katA 的特异性引物 katA-F 
(5′-ATGACGACAAGCAAAAACAA-3′)和 katA-R 
(5′-TTAAACTTCCTGTGGCACT-3′)，PCR 扩增

获得 katA 基因片段。PCR 反应体系参考赵书雪

等[13]并略作修改。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，62 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min 30 s，30 个

循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。 
1.5.2  pET28a-katA 重组质粒的构建 

基因 katA 扩增片段经 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双

酶切，连接到 pET28a(+)载体上构建重组质粒

pET28a-katA。将重组质粒转化至 E. coli DH5α

感受态中，涂布于含有卡那霉素(100 μg/mL)的
LB 平板上，37 ℃培养过夜后挑取单菌落溶于

20 µL 无菌水，取 10 µL 于 100 ℃煮沸 5 min 作

为模板进行菌落 PCR。PCR 反应体系(50 µL)：
Taq PCR Mix 25 µL，katA-F (10 µmol/L) 1 µL，

katA-R (10 µmol/L) 1 µL，模板(100 ng/µL) 2 µL，
ddH2O 补足 50 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，50.3 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；

72 ℃ 10 min；4 ℃保存。所得 PCR 产物进行

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测。检测成功的单菌落
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对应剩余菌液接至含有卡那霉素(100 μg/mL)的
LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 摇床培养

过夜后提取质粒送至生工生物工程(上海)股份

有限公司测序。 
1.5.3  重组酶 KatA 的诱导表达优化 

将测序成功的质粒转化至 E. coli BL21(DE3)
感受态细胞中，涂布于含有卡那霉素(100 μg/mL)
的 LB 平板，37 ℃培养 24 h。挑取长出的单菌

落于 LB 液体培养基中 37 ℃、180 r/min 培养

24 h 制备种子液，将种子液以 5%接种量转接至

新的培养基。在 OD600 为 0.6–0.8 时加入 IPTG
诱导，诱导结束后 10 000 r/min 离心 5 min 收集

菌体，超声破碎(功率 400 W，工作 2 s，停 5 s，
破碎 30 min)。破碎液于 4 ℃、10 000 r/min 离心

10 min，上清过 0.45 μm 滤膜即为粗酶液，按照

1.4 的方法测定酶活。对不同的表达条件进行优

化，包括诱导剂 IPTG 浓度(0.4−1.0 mmol/L)、诱

导温度(15−30 ℃)和诱导时间(6−12 h)。 

1.6  重组 KatA 的纯化 
pET28a(+) 在 N 端具有 His-Tag，即经

pET28a(+)表达出来的蛋白有组氨酸标签。

Ni-NTA 琼脂糖纯化树脂可用于组氨酸标签蛋

白的纯化，将粗酶液加到 Ni-NTA SefinoseTM 
Resin 柱上，结合缓冲液洗去杂蛋白，洗脱缓冲

液梯度洗脱目的蛋白。得到的过氧化氢酶经

SDS-PAGE 检测，并使用 Bradford 方法测定蛋

白质含量[14]。 

1.7  重组酶学性质测定 
1.7.1  最适反应温度和热稳定性 

在不同反应温度下(温度范围为 30−70 ℃，

梯度为 10 ℃)测定重组酶最适反应温度，计算

酶活。将一定量纯化后的重组酶在最适反应温

度下保温，每隔一定时间取样，测酶活。 
1.7.2  最适反应 pH 和 pH 稳定性 

配制不同 pH 含 20 mmol/L H2O2 的缓冲液，

在最适温度下测定重组酶的酶活。不同 pH 的

缓冲液分别为 Na2HPO4-柠檬酸(pH 分别为 5.0
和 6.0)、Tris-HCl (pH 分别为 7.0、8.0 和 9.0)
和 Glycine-NaOH (pH 10.0)。测定 pH 稳定性时，

将过氧化氢酶使用不同 pH 的缓冲液复溶(不含

H2O2)，放置 1 h 后测定剩余酶活力。 
1.7.3  动力学参数的测定 

配制含 2.5−50.0 mmol/L H2O2 的缓冲液，

分别测定酶活力，在 Origin 2021 中采用双倒数作

图法得到重组过氧化氢酶的 Km、Vmax，并计算 kcat。 

[ ]
m1 1 1 = +K

V V S V
；kcat=Vmax/[Et] 

式中：V 为反应速度；S 为底物浓度；Et 为酶

浓度。 
1.7.4  金属离子对酶活的影响 

在酶液中分别添加 Mg2+、Fe2+、Ca2+、Li+、

K+、Na+、Mn2+、Zn2+和 Cu2+至浓度为 0.1 mmol/L 
1 h 后测定酶活力，以不加金属离子的酶液作为

对照。 

1.8  重组酶 AFB1 降解率的测定 
将 900 μL 纯化的重组酶与 100 μL AFB1  

(10 μg/mL)混合，置于 10 mL 离心管中，37 ℃、

180 r/min 避光培养 48 h。以 10 mmol Tris-HCl
代替纯化的过氧化氢酶作为对照组。反应结束

后采用高效液相色谱法测定残留 AFB1 的浓度。

每组设置 3 个平行样品。 
AFB1 的提取及检测参考 Xu 等[15]的方法并

略作修改：使用二氯甲烷提取反应结束样液中

的 AFB1，50 ℃水浴蒸干后加入 1 mL 甲醇复溶，

经 0.22 μm 滤膜过滤后于 HPLC 检测。检测条

件及降解率计算方法与刘亚楠等[16]一致。 

2  结果与分析 
2.1  质粒的构建与转化 

以索诺拉沙漠芽孢杆菌基因组为 DNA 模
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板进行 katA 的 PCR 扩增。琼脂糖凝胶电泳检测

其大小与 NCBI 数据库中的 katA 一致(1 458 bp) 
(图 1)。纯化后，将 PCR 获得的目的基因片段

插入表达载体 pET28a(+)中，得到重组质粒

pET28a-katA (图 2)。通过酶切和测序验证表达

载体 pET28a-katA 的成功构建。 

2.2  重组酶的诱导表达及表达条件优化 
IPTG 浓度对过氧化氢酶活力的影响结果

如图 3A 所示，当 IPTG 浓度为 0.4 mmol/L 与

0.6 mmol/L 时，酶活性差别不大，IPTG 浓度由

0.6 mmol/L 升至 0.8 mmol/L 时，酶活明显提升，

IPTG 浓度升至 1.0 mmol/L 时，酶活少许降低。

当 IPTG 浓度为 0.8 mmol/L 时酶活性最高，为

540.13 U/mL，后续试验选择 0.8 mmol/L IPTG。 
不同诱导温度对重组酶表达的影响如图 3B

所示，当诱导温度低于 25 ℃时，酶活随诱导温

度的提高而提高，温度高于 25 ℃时酶活降低。 
在诱导时间为 6‒12 h 时对酶活力进行测

定，结果如图 3C 所示，当诱导时间低于 10 h，
酶活随诱导时间增加而增加，超过 10 h，酶活

随诱导时间降低。 
 

 
 

图 1  katA 基因 PCR 扩增图   M：DL5000 DNA 
Marker；1：过氧化氢酶基因 katA  
Figure 1  katA gene PCR amplification map. M: 
DL5000 DNA Marker; 1: Catalase gene katA. 

 
 
图 2  pET28a-katA 质粒构建图   M：DL10000 
DNA Marker；1：空质粒 pET28a(+)；2：构建质

粒 pET28a-katA 
Figure 2  Plot of pET28a-katA plasmid constructs. 
M: DL10000 DNA Marker; 1: Empty plasmid 
pET28a(+); 2: Constructed plasmid pET28a-katA. 
 
2.3  重组酶的纯化 

IPTG 诱导表达后制备粗酶液，经镍柱纯化，

SDS-PAGE 检测如图 4 所示，重组过氧化氢酶

分子量大小在 55 kDa。 

2.4  重组酶学性质分析 
2.4.1  酶最适反应温度及热稳定性检测 

如图 5A 所示，在温度较低时，随着温度的

升高，酶活力也不断增加，在 50 ℃时酶活达到

最高，随着温度的继续升高，酶活开始下降，说

明高温破坏酶的蛋白结构，对酶促反应造成较大

的影响。与此同时，试验还研究了该酶在最适温

度 50 ℃下的热稳定性(图 5B)，酶液被处理 2 h
后剩余酶活为 68.58%，因此该酶热稳定性较好。 
2.4.2  酶最适 pH 及 pH 稳定性检测 

由图 6A 可知，过氧化氢酶的最适反应 pH
为 7.0。将酶液置于 pH 5.0−10.0 的环境下 1 h， 
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图 3  重组过氧化氢酶在大肠杆菌中的表达条件

优化   A：不同 IPTG 浓度对酶活的影响. B：不

同诱导温度对酶活的影响. C：不同诱导时间对酶

活的影响 
Figure 3  Optimization of expression conditions 
for recombinant catalase in Escherichia coli. A: Effect 
of different IPTG concentrations on enzyme activity. 
B: Effect of different induction temperatures on 
enzyme activity. C: Effect of different induction 
time on enzyme activity. 

 
 

图 4  重组过氧化氢酶 SDS-PAGE 分析   M：蛋

白 marker；1：粗酶液；2：过氧化氢酶 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of recombinant 
catalase. M: Protein marker; 1: Crude enzyme 
solution; 2: Catalase. 
 

 
 

图 5  温度对重组酶活力的影响   A：酶的最适

反应温度检测. B：酶的热稳定性检测 
Figure 5  Effect of temperature on the activity of 
recombinant enzymes. A: Detection of the optimal 
reaction temperature of enzymes. B: Thermal 
stability assay for enzymes. 
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考察其残存酶活的情况，在 pH 5.0−9.0 范围内

剩余酶活均达到 40%以上(图 6B)。 
2.4.3  金属离子对重组酶活力的影响 

不同金属离子对酶活力的影响结果如图 7
所示，0.1 mmol/L Fe2+、Zn2+和 Cu2+对酶活有一

定的促进作用，使酶活分别提高 40%、8%和

12%；Na+对酶活的作用不明显；而 Mg2+、Ca2+、

Li+和 Mn2+对酶活有部分抑制作用；K+对酶活抑

制作用最强，使酶活下降 39%。 

 

 
 
图 6  pH 对重组酶活力的影响   A：酶的最适反

应 pH 测定. B：酶的 pH 稳定性测定 
Figure 6  Effect of pH on recombinant enzyme 
activity. A: Determination of the pH of the enzyme’s 
optimal reaction. B: Determination of pH stability 
of enzymes. 

 
 
图 7  金属离子对重组酶活力的作用 
Figure 7  The role of metal ions on the activity of 
recombinant enzymes. 
 
2.4.4  重组酶动力学分析 

通过双倒数作图法计算该酶动力学参数

Vmax 为 (760.17±19.61) mmol/(min·L) ， Km 为

(63.73±3.87) mmol/L，kcat 为(500.32±12.91) s‒1。 
2.5  重组酶 AFB1 降解率 

高效液相色谱法测定的 AFB1色谱图如图 8
所示，通过峰面积计算得出重组酶对 AFB1 降解

率为 61.44%。 

3  讨论与结论 
本试验通过 PCR 扩增索诺拉沙漠芽孢杆菌

过氧化氢酶基因，并与质粒 pET28a(+)连接，将

pET28a-katA 转入 E. coli BL21(DE3)感受态细

胞中，经过 SDS-PAGE 验证表达成功。重组酶

分子量大小在 55 kDa。对重组酶表达的条件进

行 优 化 ， 最 适 诱 导 条 件 为 ： IPTG 浓 度       
0.8 mmol/L，温度 25 ℃，时间 10 h。IPTG 浓

度高于 0.8 mmol/L 时，酶活逐渐降低，可能是

因为在细胞培养过程中 IPTG 浓度较高给细胞

带来代谢负担[17]。该酶最适诱导温度为 25 ℃，

这与杨弘宇等[11]研究的谷氨酸棒状杆菌过氧化

氢酶异源表达的最适诱导温度一致。 
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图 8  重组酶降解 AFB1 高效液相色谱图 
Figure 8  High performance liquid chromatogram of AFB1 degradation by recombinant enzymes.  
 

对重组酶学性质研究表明，酶的最适温度

为 50 ℃，具有良好的热稳定性。pH 是影响酶

催化活性的一个重要参数，合适的 pH 会促进

反应，反之，极性 pH 会对酶本身结构造成损

害，影响酶的催化[18]。在最适 pH 为 7.0 的条件

下，酶活可达到 622.62 U/mL。当 pH<7.0 时，

随着 pH 的升高，酶活呈增长趋势，但当 pH>7.0
时，酶活开始下降。将酶液置于 pH 5.0−10.0 的

环境下 1 h 后，在 pH 5.0−9.0 时剩余酶活均达

到 40%以上，说明该酶 pH 稳定性较好。 
重组酶 Vmax 为(760.17±19.61) mmol/(min·L)，

Km为(63.73±3.87) mmol/L，kcat为(500.32±12.91) s‒1。

庞焦等[19]研究枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)过
氧化氢酶的 Km为(18.98±1.21) mmol/L。Jia 等[20]

从高温堆肥中分离出的嗜热细菌 (Ureibacillus 
thermosphaericus) FZSF03 所产过氧化氢酶的 Km

为 101.1 mmol/L。赵书雪等[13]研究的 Pseudomonas 
stutzer S12 过氧化氢酶 Km 为 100.5 mmol/L，

kcat 为 574.05 s‒1。因此，后续可对该蛋白进行改

造以提高其对过氧化氢的亲和能力，提高催化

效率[21]。 
金属离子对酶活影响的作用机制研究并不

完善[22]。有些金属离子在酶促反应时作为激活

剂，促进酶作用于底物[23]。0.1 mmol/L Fe2+、

Zn2+和 Cu2+对酶活有一定的促进作用，使酶活

分别提高 40%、8%和 12%；Na+对酶活的作用

不明显；而 Mg2+、Ca2+、Li+和 Mn2+对酶活有部

分抑制作用；K+对酶活抑制作用最强，使酶活

下降 39%。因此适当加入 Fe2+、Zn2+和 Cu2+可

提高酶活。 
高效液相色谱法检测得出重组过氧化氢酶

对 AFB1 降解率为 61.44%，降解效果较好。 
本文通过在大肠杆菌 BL21(DE3)中异源表

达索诺拉沙漠芽孢杆菌过氧化氢酶，并对其进

行纯化及酶学性质研究。结果表明，重组过氧

化氢酶分子量大小在 45.0−66.2 kDa，最适诱导

条件为：IPTG 浓度 0.8 mmol/L，温度 25 ℃，

时间 10 h。重组酶具有较好的热稳定性及 pH
稳定性，并具有降解 AFB1 的能力。下一步将通

过定点突变等方法提高重组过氧化氢酶活力。 
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