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冷适应微生物（C’(DEDEFG+D-7,/’’/:E87H-）包括嗜冷菌和耐冷菌。嗜冷菌可在"I生长，其最适和
最高生长温度分别低于%2I和$"I。耐冷菌可在"I!2I生长繁殖，其最适和最高生长温度分别低于

$"I和J2I。冷适应微生物通过产生冷活性酶（C’(D4E,G7K++8LM-+）来调节它们的代谢活动并以此来适
应低温环境。依N+((+/（%11#）提出的定义，冷活性酶具有如下特征：%O酶活性曲线作为温度的函数趋向
于低温；$O在低温范围内（"!"I）酶的转换数（P,EG）或生理系数（P,EG／Q-）高于来自中温菌中的同类酶；

JO在室温条件下酶的热稳定性较中温菌低［%］。近年来对嗜热酶已经作了相当深入的研究，与嗜热酶相
比对冷活性酶所进行的研究则相对较少。但冷活性酶研究的意义却十分重要。通过这类酶与同种的中

温酶或高温酶相比较在酶的二级结构和三级结构上探讨酶的结构与功能的相互关系，为从分子水平上

阐明生物多样性的分子基础提供一种模型。另一方面这类酶在生物技术领域中具有潜在的应用价值。

这类酶有可能取代具有同类作用的来自中温菌的同类酶，因为冷活性酶在低温条件下或较低的中温条

件下具有很高的催化活性。

5 冷适应微生物产生的冷活性酶

从嗜冷菌中研究冷活性酶最早是9’/7GE及合作者［$］。他们报道了海产弧菌（;%-,%(75,%"&#）苹果
酸脱氢酶。该酶在%2I!$"I具有活性，而超过$"I时则很快失活。现已对许多冷适应微生物所产生
的冷活性酶进行了研究（表%）。关于冷适应微生物产生的冷活性酶必须明确以下几点。"冷活性酶分
离自冷适应微生物，但并不是冷适应微生物所产生的所有酶都是冷活性酶。如有报道指出来自嗜冷菌

中的蛋白酶在2"I甚至以上还是稳定的［J］。我们对分离自南极的嗜冷菌中的代谢酶类进行了研究发
现琥珀酸脱氢酶对温度很敏感，而柠檬酸合成酶则对温度不敏感（待发表）。#在冷适应微生物中有些
酶是以同功酶方式存在，这些同功酶对热的敏感性有差异，这可能是冷适应微生物适应低温的一种方

式。如R/+8,>(+M等研究了同一个嗜冷细菌中的$4半乳糖苷酶的同功酶，发现它们具有不同的最适温度
特性且编码这一同功酶的三个基因的表达产物也具有不同的温度特性。%在相当多的情况下这种酶的
最适反应温度与菌体的最适生长温度并不完全吻合，但总的说来嗜冷菌细胞中的酶其最适和最高反应



温度要比来自中温菌和高温菌的同类酶低。

表! 嗜冷菌及所产生的冷活性酶

冷活性酶 菌株

葡聚糖酶 产琥珀酸丝状杆菌（!"#$%#&’()$*+’’",%-),)*）

磷酸酶 嗜冷细菌

!"淀粉酶 河豚毒素交替单胞菌（./()$%0%,&*1&/%2/&,’("*）

碱性蛋白酶 铜绿假单胞菌（3*)+4%0%,&*&)$+-",%*&）

""半乳糖苷酶 节杆菌（.$(1$%#&’()$）

""内酰胺酶 静止嗜冷杆菌（3*5’1$%#&’()$"00%#"/"*）

苹果酸脱氢酶 嗜冷嗜压光合细菌（31%(%#&’()$"+0#$%）

苹果酸脱氢酶 深海嗜冷弧菌（6"#$"%#$%#&’()**+%,-!.）

磷酸丙糖异构酶 嗜冷弧菌（6"#$"%#$%）

丙酮酸激酶 嗜冷芽胞杆菌（7&’"//+*2*5’1$%21"/+*）

枯草杆菌蛋白酶 枯草杆菌（7&’"//+*/01!）

碱性丝氨酸蛋白酶 枯草杆菌（7&’"//+*#$%）希瓦氏菌（81)9&,)//&#$%）

柠檬酸合成酶 南极细菌（0*&(’2&)23(2&4’)56）

蛋白酶 大比目鱼金黄杆菌（!/&:%#&’()$"+0#&/+*(",+0）

磷酸酶# 希瓦氏菌属（81)9&,)//&）

丙氨酸消旋酶 冷解糖芽胞杆菌（7&’"//+*2*5’1$%*&’’1&$%/5("’+*）

乙醇脱氢酶 莫拉氏菌属（;%$&<)//&#$%）

""苷露聚糖酶 黄杆菌（!/&:%#&’()$"+0#$%）

天冬氨酸氨甲酰基转移酶 嗜冷弧菌（6"#$"%#$%），南极嗜冷菌

碱性磷酸酶 节杆菌（.$(1$%#&’()$）

谷氨酸脱氢酶 气单胞菌（.)$%0%,&*#$%）

脂酶 假单胞菌（3*)+4%0%,&*#$%）

! 冷活性酶的特性

冷活性酶具有较低的最适反应温度，在低温范围具有很高的活性。如产琥珀酸丝状杆菌（!"#$%#&’=
()$*+’’",%-),)*）的冷活性葡聚糖酶，其最适反应温度为7,8，在.8能保持最高活性的-.9，而中温菌
的同一个酶的最适反应温度为:,8，在.8的最高活性只有!;9。我们从嗜冷酵母中分离纯化的琥珀
酸脱氢酶其最适反应温度为7.8，在.8能保持最高活性的<.9（待发表）。冷活性酶在低温条件下与

底物结合能力及催化活性很强。这种催化活性是通过高的转换数（=2(&）或者是通过低的=6，或者是两
者的结合实现的。如在18时冷活性酶比中温酶的转换数（>2(&）高::倍。在推测的催化残基的周围只
存在少量氨基酸被认为增加了酶的柔韧性，从而增加了酶在低温条件下的催化活性［1］。冷活性酶在低

温下能保持结构的稳定性从而保持很高的催化活性。当温度升高乃至室温时冷活性酶即表现出对热的

敏感性。如海产弧菌细胞中的苹果酸脱氢酶于:.8处理!.6)*酶活力完全丧失［,］。丙酮酸脱羧酶在

:,8处理:.6)*，酶活力损失?.9。

" 冷活性酶的结构特性

通过比较嗜冷菌，中温菌和嗜热菌的酶基因发现酶蛋白的整体结构比单纯酶的催化中心更为重要。

@4*&)4’"A4B’54等比较了嗜冷菌和嗜热菌的丙糖磷酸异构酶基因发现，虽然整个酶的AC0同源性只有
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!"#，但这两个酶的活性区域非常保守［$］。来自节杆菌的冷活性!%半乳糖苷酶与大肠杆菌的&’()酶虽
然只有*+#的同源性，但它们的亲核和酸性氨基酸的区域包括推测的位于活性中心的氨基酸残基谷氨
酸却是非常保守的［,］。来自冷解糖芽胞杆菌（!"#$%%&’(’)#*+,’"##*"+,%)-$#&&’）的乳酸脱氢酶的同功酶基
因同来自中温菌和嗜热菌的同类酶的基因进行比较发现，可置换的氨基酸都位于"%螺旋中［-］。冷活性
酶的活性中心并未发现特殊结构，而是酶蛋白的整体结构和其低温催化活性有关。通过比较不同类酶

高度保守的序列或分散的区域可提供功能结构域的线索，但单独的序列比较不能揭示哪个区域和酶的

温度特性有关。

冷活性酶中被测定的第一个三维空间结构是河豚毒素交替单胞菌所产生的"%淀粉酶。其结构与哺
乳动物"%淀粉酶结构具有较高的相似性［+］。此酶是目前所知道的最大的多结构域蛋白，显示出可逆的
两种伸展状态。而中温菌的"%淀粉酶只有不可逆的状态。冷活性"%淀粉酶不依赖钙离子和氯离子的结
合即可实现酶蛋白的变构作用，而中温菌的"%淀粉酶则这两种离子的结合是实现酶蛋白变构所必须的。
冷活性"%淀粉酶的自由能比中温菌的"%淀粉酶的自由能低"倍，同时冷活性"%淀粉酶趋向于在自然状
态下处于构象稳定的能量最低点［*.］。冷活性"%淀粉酶的分子表面的柔韧性和不具刚性的蛋白核心及
蛋白内部功能域之间的较少的相互作用是决定冷活性酶构象柔韧性的主要因素，这种结构保证了冷活

性酶在低温下发挥催化活性［**］。

通过对"%淀粉酶和脂酶等冷活性酶的空间结构和来自中温菌的相应酶进行比较，发现冷活性酶的
分子适应似乎是氨基酸残基之间具有弱的相互作用，在某些情况下，和溶剂分子的作用增加，从而形成

较伸展的分子结构。这种结构可在低耗能的情况下发挥催化作用。分离自冷解糖芽胞杆菌的丙氨酸消

旋酶和其它已报道的丙氨酸消旋酶相比，酶在第*/.位氨基酸周围含有一个明显的亲水区域，而其它的
同类酶的这一区域则是疏水区域。被推测酶的三维结构中这一区域位置中的碳原子位于一个围绕活性

中心的表面环之中，从而这一区域可以和溶剂相互作用，减少活性中心的致密性（0123’(45677）［*8］。
比较耐冷菌希瓦氏菌属（.*/0"1/%%"）的冷活性丝氨酸碱性蛋白酶与枯草杆菌蛋白酶家族，除发现

两者被推测的活性中心周围区域具有很高的保守性外，还发现冷活性酶组氨酸9$/与丝氨酸9!$+之
间的区域比其它同类蛋白酶的此区域长大约*/.个氨基酸残基［*!］。分离自南极嗜冷菌的天冬氨酸转
甲酰酶在低温下的高活性被认为是由于位于酶活性中心分散的基团的修饰而引起的［*"］。

含有一个底物更容易接近的活性中心，具有相对的柔韧性和小的功能域，减少亚基表面的相互作

用，同时缺乏亚基内部离子对网络，增加暴露在溶剂部分的疏水残基，增加分子内的离子对等被认为是

冷活性酶的结构特性［*/］。

! 冷活性酶的基因克隆和表达

南极嗜冷菌河豚毒素交替单胞菌的"%淀粉酶基因在中温菌中得到了表达，且表达产物实现了正确
的折叠［*$］。其它一些完成基因克隆和（或）在大肠杆菌中表达的冷活性酶有：嗜冷嗜压光合细菌中的苹

果酸脱氢酶［*,］，嗜冷芽孢杆菌中的丙酮酸激酶［*-］，静止嗜冷杆菌的嗜冷脂酶［*+］，枯草杆菌的枯草杆菌

蛋白酶［8.］，嗜冷弧菌磷酸丙糖异构酶［8*］，节杆菌的!%半乳糖苷酶
［88］，嗜冷弧菌的天冬氨酸氨甲酰基转

移酶［8!］，聚球篮细菌的去饱和酶等。这些工作为冷活性酶的基础研究和应用研究奠定了基础。

" 冷适应酶在生物技术中的应用［8"］

嗜热酶，特别是:’;<=>聚合酶在?0@中的广泛应用，为其它极端酶的开发应用奠定了基础。AB
CD65(EF6G研究小组从嗜冷细菌中分离纯化了冷活性碱性磷酸酶，这种酶的活性不需要特殊的附加因子，
在常规的分子生物学实验的缓冲液中即可表现出生物活性。酶反应结束后，利用酶的热不稳定性只需

将反应混合物置于常温即可使之失活。

通过研究冷活性酶不仅可使我们理解蛋白质结构与功能的相互关系，还可开发具有工业应用价值
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的酶。冷活性!!半乳糖苷酶可被用于降解冰箱中储存的奶制品中乳糖的含量，使许多对乳糖敏感的人
能够饮用。冷活性酶可在低温条件下对食品和饮料进行加工。在食品加工过程中，较低的温度可减少

其它中温菌的污染，缩短加工时间，避免加热系统的热能消耗。冷活性淀粉酶和蛋白酶还可在低温条件

下加速原料的粉碎过程。冷活性的蛋白酶，脂酶，果胶酶，纤维素酶等已被用于食品加工过程中。

冷活性酶可用于有机化合物极端化学合成。较低的温度可使产物彼此分离的较好同时又降低了成

本。冷活性酶还可加到去污剂中，在低温下即可发挥清洁去污作用。

嗜冷菌和其冷活性酶在自然界的物质循环和转化中可在较低的环境条件下加速生物降解过程，在

北方地区嗜冷甲烷菌在无氧情况下可增加甲烷的产量。冷适应酶的应用前景将是十分广阔的。
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