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温度对嗜冷酵母糖代谢途径某些关键酶的活性效应"

辛明秀 周培瑾""

（中国科学院微生物研究所 北京 %"""3"）

摘 要：对嗜冷酵母7%3和酿酒酵母细胞中89:途径和;<=循环中一些关键酶的温度特
性进行了比较研究。7%3细胞中，%，65二磷酸果糖醛缩酶、琥珀酸脱氢酶和己糖激酶对温度
很敏感，符合>.((./提出的冷活性的概念属于冷活性酶类。柠檬酸合成酶的温度特性类似于
中温酶。!5酮戊二酸脱氢酶存在不同温度特性的同功酶。通过对嗜冷酵母和中温酶母细胞
中琥珀酸脱氢酶的!?值进行比较，结果显示嗜冷酵母琥珀酸脱氢酶在$"@具有较低的!?
值。另外还对嗜冷菌细胞中代谢酶类的一些特点进行了讨论。
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温度是微生物生命活动中重要的环境因子之一，它直接或间接影响微生物的生命活

动。嗜冷菌能在"@甚至零度以下生活，最适生长温度不超过%#@，最高生长温度低于

$"@。这类微生物以生理机制适应低温环境。89:途径和;<=循环维持微生物生命活
动的基本碳代谢和能量代谢途径，研究这些代谢途径中的关键酶类对于揭示嗜冷菌适应

低温的机制具有重要意义。许多研究表明嗜冷菌的最高生长温度是由于它们的一些酶类

对热的敏感性。:B/’CD,发现当嗜冷细菌于!6@热处理%C其细胞色素<氧化酶完全失
活，而中温菌在此条件则不受影响［%］。有人认为嗜冷菌隐球酵母不能在1"@以上生存可
能是由于顺乌头酸酶和延胡索酸酶的热失活［$］。嗜冷海洋弧菌细胞中的苹果酸脱氢酶

在1"@失活，而这个温度恰好是该菌的最高生长温度［1］。虽然对嗜冷菌的代谢酶类进行
了一些研究，但对同一株嗜冷菌的多种酶类与中温菌的相应酶类进行比较研究在国内和

国外尚未见报道。本研究对于全面了解嗜冷菌细胞内的酶学特性以及理解嗜冷菌的适低

温机理具有重要意义。

! 材料和方法

!"! 菌种
嗜冷酵母7%3，本室从南极土壤分离，能在"@生长繁殖，其最适和最高生长温度分

别为%"@和%3@。酿酒酶母（"#$$%#&’()$*+$*&*,-+-#*=E$)%33$，=;<<%33$!）；中温
菌，由中国普通微生物菌种保藏管理中心提供。



!"# $%&’培养基
酶母粉!"，葡萄糖#"，蛋白胨 "，$%&’()#"，自然*+。

!"( 酶液提取
活化菌种接种于,-./培养基中，,!0于!(1培养2(3，酿酒酶母于#01培养#(3。

离心收集细胞，加少量磷酸缓冲液（(4(567’／8，*+942）冰浴研磨破碎细胞，离心!((((
:;，<(6=>）上清即为待测酶液。

!") 分析方法
己糖激酶、!?酮戊二酸脱氢酶、!，2?二磷酸果糖醛缩酶和柠檬酸合成酶活力测定按文

献［@］，琥珀酸脱氢酶活力测定按文献［5］。!6测定按文献［2］。酶的热稳定性分析按文
献［9］。

# 结果

#"! 己糖激酶
己糖激酶催化葡萄糖转变为2?磷酸葡萄糖。后者在2?酸酸葡萄糖脱氢酶作用下使

$A/.还原为$A/.+，+B，利用<@(>6光吸收值的增加测定酶活性。,!0的己糖激酶
在<(1具有最大活性，酿酒酶母在<51具有最大活性（图!?%）。这与酿酒酵母中此酶的
最适温度范围为<5"@(1的报道是相符的［0］。酶的热稳定性见图!?C。@(1处理#(6=>
后,!0细胞中的酶活性迅速降低，处理<(6=>酶活力损失近9("。而酿酒酵母中的酶活
性则缓慢降低，处理<(分钟后酶活力只损失@5"。说明,!0细胞中的己糖激酶对温度
敏感。

图! 温度对嗜冷酵母,!0和酿酒酵母己糖激酶活性的影响（%）和酶的热稳定性（C）

D=;)! E3FFGGFHI7GIF6*FJ%IKJF7>I3F%HI=L=IM（%）%>NI3FI3FJ67OI%C=’=IM7G3F:7P=>%OF（C）

#"# !，*+二磷酸果糖醛缩酶
此酶催化!，2?二磷酸果糖裂解为<?磷酸甘油醛和磷酸二羟丙酮。后者转化为!?甘

油?磷酸，使$A/+氧化为$A/，利用<@(>6吸光率的减量测定酶活性。,!0产生的此
酶在#51表现出最大活性，超过#51酶的活性迅速降低，酿酒酵母此酶在<("<51之间
表现出较高的活性（图#?%）。,!0于@(1热处理!(6=>酶活力损失Q("。酿酒酵母于

@(1热处理<(6=>后尚保持05"的酶活力（图#?C）。这与嗜冷海洋弧菌醛缩酶热稳定性
的报道是一致的［Q］。
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图! 温度对嗜冷酵母"#$和酿酒酵母醛缩酶活性的影响（%）和酶的热稳定性（&）

’()*! +,--..-/01.0-23-4%054-160,-%/0(7(08（%）%690,-0,-421:0%&(;(081.%;91;%:-（&）

!"# 柠檬酸合成酶
柠檬酸合成酶催化三羧酸循环的启始步骤柠檬酸的合成。反应中形成的硫醇盐

（2-4/%30(9-）离子可通过测定<#!62的光吸收而测定。嗜冷酵母"#$细胞中此酶在

=>?具有最大活性（图=@%）。酶液于<>?处理=>2(6后仍然保持A>B的酶活力（图=@&）。
说明"#$细胞中的柠檬酸合成酶是一个对热不十分敏感的酶，类似于中温酶的温度特
性。C-4(D-等对南极细菌柠檬酸合成酶进行了研究发现此酶对热敏感，且在#>?以下显
示出很高活力［#>］。

图= 温度对嗜冷酵母"#$柠檬酸合成酶活性的影响（%）和酶的热稳定性（&）

’()*= +,--..-/01.0-23-4%054-160,-%/0(7(08（%）%690,-0,-421:0%&(;(081./(04%0-@:860,%:-（&）

!"$ !%酮戊二酸脱氢酶

!@酮戊二酸脱氢酶复合体由三个酶组成，即!@酮戊二酸脱氢酶、琥珀酰转移酶和二氢
硫辛酸脱氢酶。通过检测EFGH的形成来测定酶复合体的活性。"#$细胞中此酶在

!>?和<>?显示出两个活力峰，且!>?处的活力峰略高，而酿酒酵母细胞中此酶只在

=I?表现最高活力（图<@%）。当酶液于=I?处理=>2(6后再于!>?测定酶活力，发现

"#$细胞中的酶液在!>?处的活力峰消失（图<@&），说明嗜冷酵母"#$的细胞内可能存
在具有不同温度特性的!@酮戊二酸脱氢酶同功酶。酿酒酵母酶液经此处理后酶的活性无
明显改变。具有不同温度特性的同功酶首先是在嗜冷弧菌中发现的EFGJK异柠檬酸脱
氢酶同功酶［##］。即同功酶"的特异活性范围在=I?#<>?，同功酶$的特异活性在

!>?。

!"& 琥珀酸脱氢酶
琥珀酸脱氢酶存在于原核生物的细胞膜上和真核生物的线粒体内膜上，在传递氢和
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图! 温度对!"酮戊二酸脱氢酶活性的影响

#$%&! ’())**)+,-*,)./)01,20)-3,()1+,$4$,5-*!"6),-%72,101,)8)(580-%)319)

1，:1,$4)；;，<=><?.$3&

电子过程中起重要作用。@AB细胞中琥珀酸脱氢酶在低温范围内具有很高的酶活性，以
琥珀酸为底物时，酶的最适反应温度为C?>，而酿酒酵母此酶的最适反应温度为!?>（图

="1）。@AB酶液于!?>处理A?.$3酶活力损失B?D，而酿酒酵母在同样条件下只损失

C?D酶活力（图=";）。于C?>测定酶的!.值，@AB细胞中的酶为?E?F..-7／G，而酿酒
酵母细胞中的酶则为?EAH..-7／G。这说明@AB细胞中的琥珀酸脱氢酶在低温时结合底
物的能力要高于来自中温菌中的同种酶。这和I0$9,J1399-3研究冷活性枯草杆菌素类蛋
白酶的结果是一致的［AC］。

图= 温度对嗜冷酵母@AB和酿酒酵母琥珀酸脱氢酶活性的影响（1）和酶的热稳定性（;）

#$%&= ’())**)+,-*,)./)01,20)-3,()1+,$4$,5（1）138,(),()0.-9,1;$7$,5-*92++$31,)8)(580-%)319)（;）

< 讨论
从上述结果可知，嗜冷菌细胞中的代谢酶类在低温范围内（?>"<?>）表现出最大活

性，且对温度敏感，这与#)77)0对冷活性酶的解释是一致的［A<］。但这些冷活性酶在低温
范围内的最大活性表现出一定的差异，如琥珀酸脱氢酶、醛缩酶、柠檬酸合成酶和己糖激

酶的最大活性分别在C?、C=和<?>。另外这些酶对热的敏感性也存在一定差异，如柠檬
酸合成酶于!?>热处理<?.$3酶活力仍然保持H?D，说明它是一个对热不十分敏感的
酶。这些冷活性代谢酶类在低温范围内的较高的酶活性对于维持其低温环境时的生命活

动是必需的。

与中温菌的相对酶类比较，嗜冷菌细胞中的代谢酶类的温度活性范围向低温移动。

如己糖激酶、醛缩酶和琥珀酸脱氢酶与酿酒酵母细胞中的同类酶相比其最大活性温度分
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别降低了!、!!"#和$#%。
嗜冷菌细胞中的有些代谢酶类较中温菌在低温条件下具有较低的!&，这反应了嗜

冷菌细胞中的酶类在低温下具有较强的底物亲和力，这可能是嗜冷菌细胞中代谢酶类在

低温条件下发近挥有效催化作用的前提。

嗜冷菌细胞中有些代谢酶类可能以不同温度特性的同功酶方式存在，这可能是嗜冷

菌适应低温环境的独特方式。
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