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产过氧化氢酶菌株 CE-1 的筛选与鉴定 
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摘要: 经过含 H2O2 的平板初筛和摇瓶发酵复筛 , 从保存的水样中筛选到一株过氧化氢酶高产菌株

CE-1,其所产过氧化氢酶活性和比活分别为 1 356.2 U/mL 和 3 401 U/mg。菌株 CE-1 为革兰氏阴性杆状

细菌,根据其形态特征、16S rRNA 基因序列系统进化树分析和生理生化特性, 以及属内不同种间性状差

异等因素的综合分析, 将菌株 CE-1 鉴定为气单胞属(Aeromonas)细菌。  
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过氧化氢酶 (hydroperoxidase, catalase, 过氧化

氢氧化还原酶, EC1.11.1.6)是一类广泛存在于动物、

植物和微生物体内的末端氧化酶, 能够高效催化过

氧化氢分解 , 具有清除生物体内自由基 , 保护细胞

免受损害等作用[1]。由于其高效催化的能力, 近年来

广泛用于食品、医学诊断以及纺织、造纸等工业领

域[2]。近几十年来过氧化氢酶一直是国内外研究的热

点 [3], 而目前国内对微生物过氧化氢酶的研究主要

集中在其发酵生产、酶学性质和应用方面[2,4~11]。本

实验是在对实验室所保存的水样进行广泛筛选的基

础上, 筛选分离出一株高过氧化氢酶活性的菌株并

对其进行了分类鉴定以及系统发育学分析, 为下一

步的研究奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

基础培养基 : 蛋白胨 1%, 牛肉膏 0.3%, NaCl 

0.5%, pH 7.0～7.5。 

1.2  主要试剂和仪器 

考马斯亮蓝 G250, USB公司; ExTaq DNA聚合

酶,大连宝生物工程有限公司; 其他试剂均为国产分

析纯。  

Nikon 50i 型显微镜: 日本 Nikon 公司; Sonics 

VCF1500 超声破碎仪: 美国 Sonics 公司; 日立高速

冷冻离心机: 日本 HITACHI公司; 752N紫外可见光

分光光度计: 上海精密科学仪器有限公司; PCR 仪: 

德国 Whatman Biometra公司。 

1.3  水样 

所用水样为中国水产科学研究院黄海水产研究

所海洋产物资源与酶工程实验室保存。 

1.4  产过氧化氢酶菌株的筛选和分离 

1.4.1  初筛 

含 2％ (w/v)琼脂的基础培养基灭菌后冷却至  

50℃加入 H2O2, 使终浓度达 1 mmol/L。倒平板。以

200 L样品涂布, 25 ℃培养 24 h。生长出的单菌落

划斜面保藏。 

1.4.2  复筛 

初筛获得的菌株从斜面接入含 50 mL基础培养

基的 250 mL摇瓶。200 r/min, 25 ℃条件下培养 24 h。

离心收菌体, 以 pH 7, 50 mmol/L磷酸盐缓冲液重悬

菌体并在冰浴中超声破碎。离心后取上清测过氧化

氢酶活性和蛋白含量。 

1.5  酶活力和蛋白含量的测定 

过氧化氢酶酶活力采用紫外分光光度法[12]。测

无菌体的发酵液和破碎后上清的活性。酶活性以

H2O2在 240 nm 处分解速率进行计算。反应体系为

50 mmol/L pH 7磷酸盐的钠盐缓冲液, H2O2浓度 20 

mmol/L。取一定量样品加到 1 mL 磷酸盐缓冲液中, 
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在比色杯中混匀, 再迅速加入以磷酸盐缓冲液配制

的 40 mmol/L的 H2O2 1 mL起始反应。以时间(x)对

吸光度(y)作图, 直线回归计算出斜率即反应速率。将

25 ℃每分钟消耗 1mol H2O2的酶量定义为一个活

力单位。 

蛋白含量测定采用 Bradford 法[13]。过氧化氢酶

比活力计算公式:  

U / mL
U / mg

mg / mL


酶活力( )
比活力( )

蛋白含量( )
 

1.6  形态特征的观察 

将经过筛选所确定的菌株, 平板划线, 25 ℃培

养 24 h, 观察菌落形态并进行革兰氏染色[14]。 

1.7  16S rDNA 的 PCR 扩增和测序以及系

统发育树分析 

提取细菌总 DNA, 以 16S rDNA 通用引物 : 

27f(5’-AGAGTTTGATCCTGGTCAG-3’)和 1492r(5’- 

CGGCTACCTTGTTACGAC-3’)扩增, PCR 反应体系

和扩增程序参考文献[15]。 

PCR 产物送上海生工测序。将所测定菌株的 16S 

rDNA序列通过 BLAST检索已有序列, 进行相似性比

较分析 , 下载与实验菌株亲缘关系较近的序列 , 用

Clustal X 软件进行多序列比对, 采用 MEGA4 软件的

邻接法(neighbor-joining method)进行系统发育分析。 

1.8  产过氧化氢酶菌株的生理生化鉴定 

根据菌株培养特征 ,细胞形态 ,革兰氏染色和氧

化酶反应选择法国梅里埃公司 API 20E试剂条,测定

菌株生理生化反应 ,并参照《Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology》进行鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  菌株筛选 

2.1.1  初筛结果 

用含高浓度过氧化氢的平板进行初筛, 25 ℃培

养 24 h 后初筛平板上出现肉眼可见的菌落, 说明在

水样中存在过氧化氢酶活性较高的菌株。将生长出

的菌落分别划线分离, 共筛选到 14 株高活性菌株, 

斜面培养基 4 ℃保藏。 

2.1.2  复筛结果 

上述 14 株菌株经过摇瓶发酵培养后, 测定酶活

性和蛋白质含量。结果显示, 比活力大于 1 200 U/mg

的菌株仅有 7 株。这 7 株菌分别经 8 次摇瓶传代培

养后, 仅有 1株的产酶稳定性较好, 酶活力和比活分

别达到 1 356.2 U/mL和 3 401 U/mg, 是第一代菌株

酶活性的 90.2%, 而其他菌株均低于 80%。故确定该

菌为下一步的实验菌株, 并命名为 CE-1。 

2.2  菌株鉴定结果 

2.2.1  形态特征 

菌株 CE-1在基础培养基平板上 25 ℃培养 24 h, 

菌落为乳白色、微凸、易挑取, 表面光滑湿润、边缘

整齐。菌体大小约为 0.2～0.5 μm×1.0～4.4 μm; 革兰

氏染色阴性; 呈杆状, 圆端, 单个或短链状排列。 

2.2.2  菌株CE-1的 16S rDNA序列和系统发育树分析 

产过氧化氢酶菌株CE-1的 16S rDNA PCR产物测

序, 获得长度为 1384 bp 的序列(登录号 GQ161962)。

与 GenBank 已有序列进行比较, 菌株 CE-1 的 16S 

rDNA 与豚鼠气单胞菌(Aeromonas caviae)的序列(登

录号 X74674)完全一致。用 MEGA4软件的邻接法构

建系统发育树(图 1), 可见 CE-1是气单胞属细菌。 

2.2.3  生理生化特征 

将菌株CE-1和系统发生学相关的气单胞菌属菌

株的特性进行比较, 可见存在明显差别(表 1)。 

16S rDNA 序列分析一般应用于区分和确定属

之间的关系 , 通常不能以此作为定种的依据 , 而且

在相似度达到 97%以及以上时会大大降低鉴定的可

靠性[16,17]。而在气单胞菌属中各菌种的 16S rDNA相

似度都很高, 根据 16S rDNA 相似性无法确认 CE-1

是豚鼠气单胞菌。菌株 CE-1的生理生化性状同 16S 

rDNA相似菌株(包括豚鼠气单胞菌)的性状的比较中, 

产半乳糖苷酶、产精氨酸双水解酶、产明胶酶、使

山梨醇氧化/发酵、产细胞色素氧化酶、使葡萄糖氧

化和使苦杏仁苷氧化/发酵等指标中存在很大的差异, 

这些生化指标的差别会影响将 CE-1鉴定到种的准确

性, 因此将其鉴定为气单胞菌属细菌。 

3  结论 

采用添加 H2O2的平板培养基, 从实验室所保存

的水样中筛选到具有高效产生过氧化氢酶能力的菌

株CE-1, 并用API 20E试剂条和 16S rDNA序列进行

综合分析, 将这株细菌鉴定为气单胞属细菌。菌株

CE-1 产酶稳定性良好, 经过摇瓶发酵测得酶活力和

相对酶活分别达到 1 356.2 U/mL和 3 401 U/mg, 这

与国内外报道的产过氧化氢酶菌株相比有一定的优

势(表 2)。本实验再次证明 H2O2 平板法筛选高活性 
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图 1  菌株 CE-1的系统发育学地位 

Fig. 1  Phylogenetic Status of strain CE-1 
图中括号内为 Genbank 的登录号; 比例尺表示序列间差异 2%; 分枝结点数值表示经过 1 000次重复计算后的 bootstrap百分值 
Genbank accession numbers of the strains are given in the brackets. Bootstrap values (expressed as percentages of 1000 replications) greater 
than 50% are given at the nodes. Bar, 2% nucleotide substitution 

 

表 1  菌株 CE-1 和系统发生学相关的气单胞菌属菌株的生理生化特征比较 
Tab. 1  Comparison of physiological characteristics of strain CE-1 with related Aeromonas species 

生理生化特性 
菌株
CE-1 

豚鼠气

单胞菌 

嗜水气

单胞菌 

中间气

单胞菌 

嗜泉气

单胞菌 

温和气

单胞菌 

波波夫气

单胞菌 

维隆气

单胞菌

运动性 + d + d +  + + 

产半乳糖苷酶  + + + + + + + 

产精氨酸双水解酶  + + d d  +  

产赖氨酸脱羧酶   +   +  + 

产鸟氨酸脱羧酶        + 

利用柠檬酸盐 + + d d  + + + 

产 H2S   +  d + + d 

产吲哚 + + + + + + d + 

产乙酰甲基甲醇 +  +    d d 

产明胶酶  + + d d  + + 

使葡萄糖氧化/发酵 +  +  d d + d 

使山梨醇氧化/发酵 +      d  
使鼠李糖氧化/发酵   d  d    
使蔗糖氧化/发酵 + + + + d +  + 

使苦杏仁苷氧化/发酵 + d       
使阿拉伯糖氧化/发酵 + + d + d  d  
产细胞色素氧化酶  + + + + + + + 

使葡萄糖氧化 +  d     d 

革兰氏染色         
产脲酶         

产生 NO2 + + + + + + + + 

使甘露醇氧化/发酵 + + + + + + + + 

使肌醇氧化/发酵         
使蜜二糖氧化/发酵         

在 MacConkey培养基上生长 + + + + + + + + 

注:“+”表示 90%～100%的菌株为阳性;“”表示 90%～100%的菌株为阴性; d表示 11%～89%的菌株为阳性[16] 
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表 2  一些菌株产过氧化氢酶水平比较 
Tab. 2  Comparison of catalase production by different strains quantitated by activity in medium 

菌种 过氧化氢酶水平 参考文献 

菌株 CE-1 1 356.2 U/mL 本研究 

菌株 TL012 98.04 U/mL [18] 

构建基因工程菌 JM109 131 U/mL [4] 

嗜热链霉菌 T485 (Thermossreptomyces sp.T485) 140 U/mL [19] 

溶壁微球菌 (Micrococcus lysodeikticus) 292 U/mL [5] 

枯草芽孢杆菌 WSHDZ-01 600 U/mL [20] 

重组大肠杆菌 UM2-1 30 000～35 000 U/L [6] 

变幻青霉 Penicillium variabile P16 735 U/mL [21] 

黑曲霉 Aspergillus niger 78 U/mL [22] 

 
过氧化氢酶菌株是方便有效的[12]。而且在目前产过

氧化氢酶菌株的大量研究中, 尚未见气单胞菌属细

菌高产过氧化氢酶的报道, 该菌株的成功分离提供

了新的产过氧化氢酶微生物资源, 同时也丰富了对

气单胞菌的认识。 

目前从 Aspergillus niger分离纯化得到的过氧化

氢酶已经进行了工业生产和商业应用, 其所产过氧

化氢酶酶活力为 4000 U/mg[23], 本实验所筛选得到

的菌株 CE-1所产过氧化氢酶的比活可达 3 401 U/mg, 

对比可见 CE-1 具有较大的开发应用潜力, 是一株值

得深入研究的菌株。下步的工作将对该菌株诱变育

种以及最佳培养条件进行优化 , 同时 , 本实验的开

展为后续酶的分离纯化以及性质研究等提供了必要

的基础, 也对下一步的研究具有重要的指导意义。 
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Abstract: Catalase-producing strain CE-1 was isolated from water samples using H2O2-containing plate screening 
and activity assay of the shake flask culture method. The values of the activity and specific activity were 1356.2 
U/mL and 3401U/mg, respectively. CE-1 was Gram negative and rod in shape. Based on the comprehensive analy-
sis of morphological and physiological characteristics, the 16S rDNA phylogenetic tree, and the differences among 
different species of Aeromonas, strain CE-1 was identified to be Aeromonas. 
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Abstract: A strain of Micromonas pusilla, widely distributed in the Yellow Sea, was isolated from the coast 
area of Qingdao. Its morphology and fine structure were studied by electronic microscope. The cells were 
characterized by a laterally attached flagellum terminating in a long and slender hair-point. No cell wall or 
surface scales were observed outside the cell membrane. The internal structure was very simple, composed of 
a single plastid with a large central pyrenoid, a nuclear, a single mitochondrion, and a Golgi complex. 
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