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南极微生物低温酶的研究进展
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南极微生物 o包括细菌 !酵母及丝状真菌等 o不

但在南极的生态系统及物质的生物地球化学循环中

扮演了重要角色 o在基础研究和开发应用方面也具

有广阔的前景 ∀由于南极独特的地理位置及气候特
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征 o形成了一个干燥 !酷寒 !强辐射的自然环境 o生存

于其中的微生物必然具备了相应独特的分子生物学

和生理生化特性 o如嗜盐和耐盐 ! 嗜冷和适冷等特

性 ∀

南极生物学研究的重点多侧重于生态和环境方

面 o即使进入 us世纪 |s年代后期仍是如此 o但随着

∞�≥��k南极海冰区生态学研究l 计划和 ≤≥2∞�≥��k南

极海冰区近岸和陆架系统生态学研究l计划的相继推

出 o近年来欧美及日本的科研人员对南极微生物的潜

在应用性方面 o尤其低温酶的理化性质 !适冷机制及

其应用研究作了大量的工作 o取得了较大的进展 ∀本

文就近 ts年来南极微生物低温酶的研究概况予以综

合评述 o以期为国内南极微生物资源的开发与利用提

供参考 ∀

t 南极微生物低温酶

研究表明 o在南极低温微生物中 o大部分为适冷

型 o小部分为嗜冷型 ∀ �²¥²µ¬等 t|{w年从南极海水中

获取的 txx株细菌中 o zzh 是适冷菌 o uvh 是嗜冷

菌 ∀ 根 据 �¬¦«²̄¶等 t||x 年 的 定 义 o 嗜 冷 菌

k³¶¼¦«µ²³«¬̄̈ l是指在温度低于 s ε 能缓慢生长 o最适

生长温度低于 tx ε o高于 us ε 则不能生长的细菌 ~

适冷菌 k³¶¼¦«µ²·²̄ µ̈¤±·或 ³¶¼¦«µ²·µ²³«¬¦¥¤¦·̈µ¬¤l 是指

在 s ε 能够生长 o但最适生长温度在 us ∗ vs ε 之间

的细菌 ∀根据 �¤µª¶¬±等 t||t年的定义 o通常把最适

催化温度在 vs ε 左右 o在 s ε 左右仍有一定催化效

率的酶称为低温酶 ∀在南极的海洋环境中发现许多低

温微生物菌群 o海洋微生物学家已从这些菌群中分离

得到各种低温酶 ∀低温微生物不仅是研究在低温条件

下生物适应性的极好材料 o而且也是获得在低温条件

下具有较大催化能力的低温酶类的最佳来源 ∀目前 o

国外学者已对南极微生物的低温酶类进行了大量的

研究工作 o涉及酶的产生及理化性质 !酶的分子生物

学和表达与调控等各个方面 ∀

tqt 低温酶及理化性质

⁄¬2ƒµ¤¬¤等从南极适冷嗜冷杆菌 kΠσψχηροβαχτερ

¶³ql ×�⁄t中分离得到两种性质截然不同的谷氨酸脱

氢酶 k�⁄�l o两者分别对 ��⁄°
n和 ��⁄

n具有专一

性 o这一现象在细菌中是极其罕见的 o因为细菌通常

只含有其中一种 �⁄�
≈z ∀ ×¶¬ª²¶等分离纯化了南极嗜

冷菌莫拉氏菌 k Μοραξελλα ¶³ql 中的乙醇脱氢酶

k�⁄�l o并对其理化性质作了进一步研究 ∀该酶分子

量为 uws ®⁄¤o由 w个相同的分子量为 xu ®⁄¤的亚基

组成 ~其 ³�值为 xqxo而酶活的最适 ³�为 zqx~每个亚

基含有 t个 �±
u n

o具有明显的温度易变性 ~与哺乳动

物的 �⁄�一样 o该酶具有底物相对专一性 o而与其它

微生物 �⁄�恰恰相反 ≈{ ∀�®∏¼°¤±等在适冷假单胞菌

k Πσευδοµονασ¶³ql ∞2v中可溶性 tyΒ tk| ¦l 顺 2反异

构酶 k|2�¤¶̈l o 该酶能将游离的 |2顺式 2棕榈油酸

≈tyΒ tk|¦l 转化成 |2反式2棕榈油酸≈tyΒ tk|¦l  o

并能将被酯化的 tyΒ tk| ¦l转化成磷脂酰乙醇胺 ∀由

于在菌体细胞中游离脂肪酸的含量非常低 o而在有细

胞膜存在的情况下 o这种顺 2反异构酶在胞内能有效

地将酯化的 tyΒ tk| ¦l转化成磷脂酰乙醇胺 o因此他

们认为 |2�¤¶̈ 可能是一种细胞在生长温度剧烈变化

时调节膜流动性的必需因子 ≈| ∀

此外 o南极微生物的其它低温酶 o如 Β2内酰胺

酶 !Α2淀粉酶 !蛋白酶 !脂肪酶 !枯草杆菌蛋白酶 !碱性

磷酸酶等也分别作了研究 o而且对其中的枯草杆菌蛋

白酶 !Α2淀粉酶 ≈ts !谷氨酸脱氢酶 ≈z !磷酸甘油酸激酶

k³«²¶³«²ª̄¼¦̈µ¤·̈ ®¬±¤¶̈ o°��l
≈tt 的结构也作了详细的

研究 ∀

tqu 低温酶的分子生物学

南极微生物低温酶的分子生物学研究主要是利

用基因重组技术 o克隆低温酶的基因 o并进行序列分

析 o然后在宿主 k主要是大肠杆菌l中表达 ∀ ƒ̈ ¯̄ µ̈等

t||t年报道了来自一株南极适冷莫拉氏菌的脂肪酶

基因在中温大肠杆菌中的克隆与表达 }包含有适冷型

脂肪酶基因的克隆子只有在生长温度从对应中温菌

的最适生长温度 vz ε 降至 ux ε 或 tz ε 以后 o才表

达脂解能力 o 从而防止基因产物的热变性 ∀ � ±̈2

·¬̈µ2⁄̈ µ̄∏̈ 等 t||v年将从南极鱼类肠道中分离到的适

冷莫拉氏菌 ×�tvz的磷酸丙糖异构酶基因克隆至大

肠杆菌中并获表达 ∀ �̈ ±·¤«¬µ等将南极假单胞菌

×�≤��t{的 °��基因克隆 o然后连接在质粒 ³∞×uu ¥

和 ³∞×u{ ¤的 Νδε�位点上 o并在大肠杆菌中成功表

达 ∀作者对野生型 °��和重组 °��的性质也作了研

究 ≈tt ∀

tqv 低温酶的表达与调控

有关低温酶的表达与调控方面的研究较少 o目前

只有极少数的相关报道 ∀ƒ̈ ¯̄ µ̈等 t||w年筛选到一株

产 Α2淀粉酶的南极嗜冷菌交替单胞菌 k Αλτεροµονασ

ηαλοπλανχτισl� uvo该菌在 w ε 时生长良好 o在 t{ ε 时

细胞繁殖和酶分泌将会受到影响 ∀作者对该酶的合成

与分泌情况作了详尽的研究 ∀结果表明 o Α. ηαλο2

πλανχτισ产的 Α2淀粉酶的前体是由一个多肽 kuw个氨

基酸残基l !成熟的 Α p淀粉酶kwxv个氨基酸残基 o

w| ®⁄¤l 和很长的 ≤2末端前肽或分泌辅助因子 kt|u

个氨基酸残基 out ®⁄¤l构成的前酶原 ∀在指数生长期

的中期 o菌株分泌 zs ®⁄¤的前体 o由非特异性蛋白酶

� ∞∂�∞• ≥
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剪切形成成熟的 Α2淀粉酶和前肽 ≈tu ∀

u 低温酶适冷机制的研究进展

酶在生物体的生命活动中占有极其重要的地

位 ∀研究低温酶的理化性质及其作用机理 o对于了解

酶分子的热稳定性与催化性质的分子机理具有重要

意义 ∀南极微生物能够在极端恶劣的自然环境下保持

快速生长 !繁殖的能力 o其中的低温酶在低温条件下

必然有较高的催化效率 o在组成与结构上也必然有着

相应独特的特征 ∀近年来 o欧美及日本的科学家对低

温酶的理化性质作了大量的研究 o并与同类的中温

酶 ! 嗜热酶相比较 o从中试图解释低温酶的适冷机

制 ∀

关于低温酶的适冷机制 o目前主要从以下两点来

解释 } ∞有别于中温酶的分子结构特征 o使得低温酶

分子在低温下具有良好的/ 分子柔性0 ~ƒ 低温下酶促

反应的热力学特性 o即具有较低的活化能 o使得酶分

子在低温下催化时能耗较低 ∀

uqt 低温酶的结构特性

同中温酶相比 o低温酶具有很高的比活力与较低

的温度稳定性 o这可能是由于酶分子结构柔性增加的

结果 o这一结构特征被认为是低温酶适冷的主要因

素 ∀低温酶的结构柔性有利于与底物分子更好地接触

和低温催化所需要的酶分子构象的快速变化 ≈tv otw ∀目

前 o仅有少数低温酶的晶体结构已弄清楚 o有关低温

酶适冷机制的研究主要通过比较低温酶与相应中温

酶 !嗜热酶的一级 !二级结构以及建立计算机模型来

进行 ∀

�µ³¬ª±¼等 t||v年对南极嗜冷菌静止嗜冷杆菌

k Πσψχηροβαχτερ ιµ µοβιλισl 的一种脂肪酶基因进行了克

隆和测序 ∀对酶序列的分析表明 o该脂酶中稳定的碱

性氨基酸残基精氨酸与精氨酸 2赖氨酸 ≈�µªr k�µªn

�¼¶l  的摩尔比例 o比中温菌及嗜热菌中的比值低得

多 o在低温脂酶中如精氨酸等稳定性残基的低数量可

能有助于形成更具屈伸性的三级结构 ∀另外 o增加的

甘氨酸残基可能会起到有力的促进作用 o在低温催化

过程中促进酶的构象改变 ∀这些特性可能与该脂酶的

适冷性有关 ∀

在低温蛋白酶中 o结构研究得比较清楚的是嗜冷

菌芽孢杆菌 k Βαχιλλυσ¶³q ×�wtl分泌的枯草杆菌蛋白

酶 ≥wt∀⁄¤√¤¬̄等 t||w年对该酶进行氨基酸序列分析

与结构分析表明 o酶的催化部位没有什么改变 o但在

底物结合部位有两个氨基酸被取代 o ≥wt缺少 tu|位

的 °µ²残基 o在所有的中温酶中该残基的作用是限制

底物结合环的运动 ∀在酶分子的 tsw位上 o�̄ ¤取代了

脂肪族或芳香族的氨基酸残基 o因而减少了活性部位

入口的空间位阻 ∀这两个氨基酸取代使酶分子变得柔

顺 o降低了催化过程中构象改变所耗费的能量 ∀另外 o

在 ≥wt中 o盐桥与芳香族相互作用的减少也使酶分子

的柔性增加 ∀在 ≥wt酶分子表面有 w个长连的氨基酸

残基以及大量的极性氨基酸残基 o主要是 �¶³o这使

酶分子表面的长度与极性增加 o从而增强酶分子与溶

剂的相互作用 o降低酶分子的紧密度 o也降低了酶分

子的稳定性 ∀ ≤¤
u n能够结合在蛋白酶分子上 o增加酶

分子的稳定性 o但降低酶分子的柔性 ∀在 ≥wt中 o钙结

合部位 �¶±被 ×«µ取代 o从而使 ≤¤
u n的结合减弱 ∀这

个氨基酸残基的改变使 ≤¤
u n的解离常数由 ts

2ts增大

为 ts
2y
o这是低温酶对热敏感的原因之一 ∀从 ≥wt的这

些结构特征可以看出 o低温蛋白酶为了适应低温环

境 o在低温下保持高的催化效率 o酶分子结构发生了

一系列适应低温的改变 o使酶分子的柔性增加 o构象

能迅速改变 o降低反应活化能 o但热稳定性降低 ∀因为

在低温环境下 o酶没有必要保持高的热稳定性 ≈t ∀

�¬°等的研究表明 o 尽管嗜冷菌北极水螺菌

k Αθυασπιλλιυµ αρχτιχυµl的苹果酸脱氢酶 k�¤2�⁄�l和

嗜热菌黄栖热菌 k Τηερµυσ φλαϖυσl 的苹果酸脱氢酶

k×©2�⁄�l的热稳定性有很大差异 o如 �¤2�⁄� 在

xx ε 保温 ts °¬±o酶活将损失 xsh ~而 ×©2�⁄�在 |s

ε 保温 t «o酶活基本不损失 o但二者的酶分子具有

yth的序列同一性和超过 |sh的序列相似性 ∀通过比

较二者的分子结构 o表明 �¤2�⁄�在低温条件下保持

酶的催化效率可能与以下因素有关 }酶活性部位柔性

的相对增加 ~分子表面电荷的分布对底物和辅助因子

较为有利 ~亚基间离子对的相互作用力减弱 ≈tx ∀

°��是糖酵解中的一个关键酶 ∀到目前为止 o已

有 ws多种 °��的主要结构特征已解释清楚 ∀�̈ ±·¤«¬µ

等通过比较南极嗜冷假单胞菌 k Πσευδοµονασ¶³ql

×�≤��t{ !中温菌酿酒酵母 k Σαχχηαοµψχεσχερεϖισαεl 和

Τρψπανοσοµα βρυχει ! 嗜热菌嗜热脂肪芽孢杆菌

k Βαχιλλυσ στεαροτηερµοπηιλυσl和海栖热孢菌k Τηερµοτογα

µοριτιµαl的 °��的主要结构特征 o试图来解释低温酶

的低温结构适应性k见表 tl
≈tt ∀从表 t可以看出 o�µª

具有形成多离子对和氢键的能力 o而在低温酶 °��

中的数量较少 o这说明了该酶形成离子对和氢键的可

能减少 ~同中温酶和嗜热酶相比 o低温酶的离子对和

芳香族相互作用的减少与其适冷特征相一致 o而且这

些弱相互作用从嗜冷菌到极端嗜热菌具有明显增加

的特征 ~几乎所有低温酶 °��的离子对都位于酶分

子的表面 ∀以上这些都说明低温酶 °��分子的柔性

增加 ∀
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此外 o有关低温酶的结构与低温适应性的论述还

有许多 ≈u ∗ w 
o这里不一一赘述 ∀

uqu 低温酶的热力学特性

有关南极微生物低温酶热力学特征的报道较

少 ∀ �̈ ±·¤«¬µ等对南极假单胞菌 ×�≤��t{的 °��与酿

酒酵母的 °��相比较 o在 ux ε 时对 �×°和 v2磷酸甘

油酸 kv2°��l的 Κ° oκ¦¤·示于表 u
≈tt ∀可以看出 o当以

�×°和 v2°��为底物时 o低温酶 °��比中温酶 °��

的 κ¦¤·r Κ° 分别增加了 uqxy和 tqz|倍 o这说明了低温

酶具有较低的活化能 ∀�¤µª̈¶¬±也报道 o从冰川分离到

的 v株低温菌所产蛋白酶的活化能为 vyq| ∗ v{qs ®�r

°²̄ o而中温蛋白酶的活化能一般在 ys ®�r°²̄
≈t ∀

综上所述 o嗜冷菌能适应低温环境 o必然要求酶

分子克服低温对疏水作用 !催化作用及蛋白柔韧性的

影响 o有许多因素有助于形成这种冷适应性 o归结起

来主要有以下几点 ≈ty 
} ∞离子对的增加有利于消除

低温条件下疏水作用对维持蛋白折叠状态作用减少

的影响 ~ ƒ 氢键 !盐键的减少以及伸展的多电荷的分

子表面环状结构有助于形成合适的结构柔性 ~�酶活

性中心的更可靠近性有助于克服在低温条件下底物

扩散性的降低 o在某些情况下 o酶分子表面的电荷有

助于底物分子接近酶活性中心 ~�嗜冷酶常常具有较

高的 Κ°rκ¦¤·值 o通过降低酶的活化能将进一步提高催

化效率 ∀

v 低温酶的应用前景及挑战

在低温酶中 o蛋白酶 !淀粉酶和酯酶等均具有相

当大的市场潜力 ∀酯酶可应用于许多方面 o如作为食

品风味改变剂 ! 去污添加剂或立体特异性催化剂等 ~

蛋白酶可应用于奶酪成熟 !牛奶加工 !洗涤剂等 ≈t ox ∀

因此合理开发利用南极的低温微生物资源 o不仅可以

丰富人类利用的微生物种类 o将其应用于医药 !食品 !

日化及环保等诸多领域 o将会给人们的生活带来巨大

的方便 ∀

应用低温微生物具有以下许多优势 }在低温下 o

有利于防止微生物污染 o尤其是在连续运转系统中

k此时同源的中温酶不活泼l ~经过温和的热处理即可

使低温酶的活力丧失 o而且低温或适温处理不会影响

产品的品质 ~在研究一株南极低温细菌的碱性磷酸酶

时 o这些酶的热不稳定性还可被利用于在复合培养基

中选择性地使菌株失活 ~在低温条件下 o相对中温酶

而言 o来自低温微生物的酶反应所需的时间更短 ∀低

温微生物及其酶还可替代化学法 o将废水处理之所需

减少到最低程度 ≈y ∀

�̈¬§̄¨°¤±t||s年用 v个例子阐述了低温酶在基

础及应用方面的重要性 }四环素分子的酶促修饰 k该

反应属温度依赖型 o在 y ∗ | ε 会比在 ux ε 产生一种

更为简单的转化模式l o微生物的酶促去饱和活性k该

活性随温度的下降而升高 o可在由乙醇制成的蜡酯中

产生更高的不饱和程度l以及在三酰甘油k可可脂l合

成中不饱和脂肪酸的掺入k这应归功与可可脂合成过

程中酰基转移酶的选择性 o它只在 tx ∗ ux ε 起作用 o

高出这一范围则不行l ∀

由美国华盛顿州立大学的海洋微生物学家研究
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的嗜冷碱性蛋白酶应用于洗涤剂工业 o将可能改变欧

洲传统的热水洗涤方式 o节约能源 o使加酶洗涤剂在

冷水洗涤中发挥显著的效益 ∀嗜冷乳糖酶和淀粉酶为

乳品和淀粉加工提供了新的工艺 o对保持食品营养和

风味起着主要作用 ∀

从南极微生物中分离得到低温酶后 o人们面临的

是在常温条件下南极微生物的大规模细胞培养和低

温酶的发酵生产 o这对传统的发酵工业无疑是一个巨

大的挑战 ∀在嗜冷酶大规模开发利用以前 o必须有经

济有效的生产方法 ∀目前有两种选择 }∞将嗜冷酶的

基因在普通的宿主 o如大肠杆菌中表达 ∀目前已有一

些嗜冷酶基因 o如一株南极细菌中的柠檬酸合成酶基

因 ≈tz 和交替单胞菌 k Αλτεροµονασ ηαλοπλανχτισl 中的 Α2
淀粉酶基因 ≈t{ 分别在大肠杆菌中得到了成功表达 ∀

在上述两个例子中 o在低温条件 kux ∗ uz ε l 均更有

利于嗜冷酶基因的表达 o嗜冷酶的活性更高 ∀ ƒ ⁄��

重组技术对大约占生物圈 ||h的未培养过或不能培

养的生物的酶的生产具有重要意义 ≈t| 
o如利用 °µ̈¶·²±

等 t||y年的方法 o≥¦«̄ ³̈̈µ等已报道了一种未培养过

的嗜冷古细菌 k Χρεναρχηαευµ σψµβιοσυµl 中的 ⁄��聚

合酶的鉴定与产生 ≈us ∀

综上所述 o近几年有关南极微生物低温酶的研究

进展很快 ∀低温酶的研究 o大大拓宽了人们对酶的特

性的认识和生物催化剂的应用范围 o但是南极微生物

的工业化生产尚不成熟 o实际应用也很少 ∀相信会随

着研究的持续深入以及 ⁄��重组技术的利用 o低温

酶的开发和应用会出现诱人的前景 ∀
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