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低温酶（+’(G4<G<H,.G .=IJK.L）是指在低温条件下能有效催化生化反应的一类酶。低温酶与中温酶相

比有以下特点：%)酶的最适反应温度较同功能的中温酶低 $M N C$M；")在较低温度下（ O !$M），酶的转

换数（:+<,）或生理系数（:+<, P:K）高于来自中温菌中的同类酶；C)低温酶的热稳定性差，低温酶主要是由

低温微生物（+’(G4<G<H,.G K:+/’’/><=:LKL）产生的。由于地球表面上存在大量的低温环境使低温微生物分

布极为广泛，其在生态系统中起着重要作用；对低温微生物及其产生的低温酶的冷适应机制的研究有着

重要的生物学意义；同时，由于低温酶能在低温下有效发挥催化作用的特点，使其在生物工程领域有着

广泛的应用前景。因此，对低温微生物的研究无论在理论上还是在实践上都有重要意义。

< 低温微生物及低温酶

低温微生物可分为二类：耐冷微生物（HLJ+7/’,’./<=,L）和嗜冷微生物（HLJ+7/’H7:(.L）。前者是指能在

CM N #M生长，最高生长温度在 "$M以上，最适生长温度可超过 %#M的一类微生物；后者是指能在 $M
或 $M以下生长，最适生长温度低于 %#M，最高生长温度低于 "$M的一类微生物［%］。在生态圈中，有

5$Q常年平均温度在 #M或 #M以下，因此低温微生物广泛分布在自然界中。嗜冷菌对热十分敏感，短

时间受热也是致死的。分离嗜冷菌应使用预冷的培养基。嗜冷菌主要分布于终年常冷的环境中如南北

两极地区、冰窟、高山、深海和土壤等低温环境中，也可从低温植物和冷血动物上分离到。嗜冷菌的分布

受环境因子的限制数量较少。即使在南北两极终年常冷的环境中，分离到的微生物中大部分都是耐冷

菌，嗜冷菌只占很少部分。相比之下，耐冷菌的分布则要广泛的多。

低温微生物在低温条件下对自然界的物质循环起重要作用，特别是海洋深处物质的循环。有些嗜

冷菌产生胞外酶，能分解环境中的大分子物质，如蛋白质、碳水化合物或小分子的环境污染物，还可分解

人工合成的一些化合物［"］，对全球生态起着重要作用。我国的低温环境很多，有 !1 %15 条冰川，总面积

达 #1 !$FRK" 。仅次于俄罗斯，加拿大和美国，为世界第四。此外冰川周围的冻土区、雪线以上的地域，



以及巨大的深海区，都蕴藏着丰富的微生物资源和冷适应微生物资源。

低温微生物能在低温环境下生存是由于其酶能在低温下有效地发挥催化作用。近来，低温酶的研

究广泛开展，主要集中在耐冷机制和生物工程应用方面。已有二十多种低温酶得到了纯化或克隆表达。

其中大部份低温酶是从南极和北极以及海水中的低温菌中分离获得的（表 !）。

表 !
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低温微生物产生的低温酶

!!!

低温酶 参考文献 低温酶 参考文献

丙氨酸脱氢酶 " !#内酰氨酶

!!!

!$

乙醇脱氢酶 $ "#异丙基苹果酸脱氢酶

!!!

!%

"#淀粉酶 % 乳酸脱氢酶

!!!

!&

天冬氨酸氨甲酰基转移酶 & 脂肪酶
!!!

!’

蛋白酶 ’ 苹果酸脱氢酶
!!!

!(

几丁质酶 ( )#"#乙酰基鸟氨酸酶

!!!

!*

+), 连接酶 * 果胶酶

!!!

-.

柠檬酸合成酶 !. 磷酸甘油酸激酶

!!!

-!

/0#- !! 枯草杆菌蛋白酶

!!!

--

/0#1 !- 丙糖磷酸盐异构酶

!!!

-"

弹性蛋白酶 !" 木聚糖酶 -$

" 低温酶的冷适应机制

低温条件下保持酶的正常催化功能是低温微生物必须克服的困难之一。234567 ,88975:;< !((* 年提

出的方程：= > ,7? /4@A，揭示了酶促反应速率与温度之间的关系。= 是速率常数：, 是指数因子，与位阻因

素和温度依赖的分子碰撞频率相关；/4 是活化能：@ 是气体常数（(B"!=CDEFG）；A 是绝对温度。从方程可

以看出，温度降低导致酶促反应速率呈指数下降。同时在低温条件下，培养基的粘度增加使分子扩散运

动减弱，导致酶促反应速率进一步降低。因此低温使酶促反应难以进行。然而，低温酶却能在低温条件

下有效发挥催化作用，其冷适应机制成为研究热点。

"#! 冷适应机制的研究方法

目前研究低温酶冷适应机制的方法主要有三种。首先是比较来源于不同有机体的同功酶之间的差

异，分析低温酶冷适应的结构基础。参与比较的有机体在系统进化上应有显著差异，生存在不同的环境

温度中（如来源于极端嗜热古菌，中温菌，以及南极细菌的柠檬酸合成酸）［-%］。其次是应用随机突变的

方法：在酶基因中引入突变，筛选使酶的作用温度改变的突变，鉴定突变，考察由于突变导致的酶结构和

功能变化，确定与冷适应相关的氨基酸残基［-&］。第三种方法是选择在系统进化上较为接近的有机体产

生的同功酶进行比较。这样有利于将基因漂移和其它自然选择所造成的氨基酸变化排除，直接研究导

致蛋白质温度敏感的氨基酸变化。用这种方法研究了来源于嗜冷和嗜热的枯草芽孢杆菌的乳酸脱氢

酶［-’］冷适应机制。近来，一些新技术也应用于低温酶的冷适应机制的研究中，如错误倾向性 HI@ 扩增

（788F8#J8F57 HI@ 4EJKKL:M46:F5），+), 步移（+), <9;LLK:5N），增变细胞（E;646F8 M7KK<）等技术［-(］。

"#" 低温酶与中温酶、高温酶分子结构上的差异

根据已获得的低温酶的一级序列和高级结构，低温酶同中温酶及高温酶相比有以下差异：甘氨酸含

量增加；脯氨酸，精氨酸含量减少；盐桥、芳香环相互作用、疏水作用减弱；分子间、亚基间以及结构域间

的相互作用减弱；与溶液间的相互作用增强；环状结构（KFFJ#<68;M6;87）增加［-］。这种结构变化赋于蛋白分

子较高的柔韧性和较低的热稳定性（表 -）。
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表 ! 低温，中温，高温枯草杆菌蛋白酶类的结构差异

项目 !"#（低温） $%&（中温） ’()*+(,（中温） !-./0-)+（中温） 12+(3/4-)+（高温）

氨基酸数目 567 89: 89" 8;7 897

天冬氨酸数目 8# #6 7 : #5

芳香环相互作用 6 " : 5 ##

离子相互作用 8 : 5 9 #6

二硫键 # 6 6 6 6

从表 8 可以看出：低温酶的肽链较中温，高温酶要长，这为增加分于表面的环状结构提供了基础；较

少的芳香环相互作用，离子相互作用使蛋白质分子间，分子内的相互作用减弱，增加了分子的柔韧性；天

冬氨酸数目较多增加了酶分子的亲水表面；低温酶 !"# 上的二硫键与蛋白质的稳定性并无关系［87］。

值得注意的是并不是每一种低温酶都同时具有以上特点，它们使用不同的策略保持低温下的催化

作用。如在低温 <=>) 中［56］，肽链与中温酷长度相似；精氨酸含量（#9 个）比来自大肠杆菌（#6 个）和枯草

芽苞杆菌（#8 个）要高；脯氨酸也有类似的情况，在低温菌，大肠杆菌，枯草芽苞杆菌中分别为 86，#;，#8
个。精氨酸通过盐桥，离子相互作用增加酶分子的稳定性，而脯氨酸可降低蛋白质的折叠自由能保持分

子稳定。表面看起来，低温 <=>) 应比其对应的中温酶要更稳定。事实上它是高度热不稳定的。这种现

象表明，低温酶还有其它未知的冷适应机制。

!"# 低温酶的稳定性、柔韧性和活性

酶的活性是指酶的催化能力，可以用 !?-4 或 !?-4 @!3 定量。稳定性（)4-*/A/4B）是指酶在不同条件下保

持酶活的能力。与酶的活性，稳定性相比，酶的柔韧性（CA+D/*/A/4B）要复杂的多。蛋白质在天然状态下，有

多种不同构象，呈玻耳兹曼分布（$EA4F3-00 G/)4(/*H4/E0），其中天然构象占主导地位。不同构象间可相互

转化。这种构家间的转化即是柔韧性。柔韧性使构象异构体数量增加。同时与酶的催化功能相关：它

降低了酶与底物结合的诱导楔合（/0GH?+GIC/4）过程中的能量消耗：使别构调控（-AAE)4+(/? (+,HA-4/E0）易于实

现。柔韧性可定义为静态柔韧性和动态柔韧性二种。静态柔韧性（)4-4/? CA+D/*/A/4B）是指不同构象间的平

衡状态。它不考虑构象间相互转化所需克服的能障，属于平衡常数。动态柔韧性（GB0-3/? CA+D/*/A/4B）是

指酶的不同构象间相互转化的速度，是天然构象和它的不同构象间转化所需克服能障的量度，是速度常

数。

有关数据表明，低温酶低温条件下高酶活几乎总是与其热不稳定性相关。一般来说，高温酶在室温

下催化效率很低，这是因为酶在室温下的紧密构象阻碍了酶分子与底物之间的相互作用。相反，具有高

柔韧性或可塑性的低温酶分子可以消耗较低的能量与底物有效结合。但正是低温酶的柔韧性导致其热

不稳定。由于酶分子的柔韧性很难定量，使这种解释缺乏足够的实验数据。J-.EG)KB 等［5#］利用红外线

光谱技术检测氢和重氢的相互交换，测定二种 5I异丙基苹果酸脱氢酶的相对柔韧性（分别米自中温菌和

高温菌）。结果发现：虽然中温酶和高温酶在各自的环境温度下具有相似的柔韧性，但是在室温下高温

酶比中温酶的分子构象更为紧密，而这种构象阻碍了与底物的结合，使酶活下降。

高的柔韧性被认为是低温酶的主要结构特征。在柠檬酸合成酶的研究中，引入了平均温度因子或

$ 因子的概念（-.+(-,+ 4+3L+(-4H(+ C-?4E()），来定量描述酶的柔韧性。$ 因子描述蛋白质结晶点阵中的无

序状态［58］，与酶的柔韧性呈正相关。研究发现，来源于南极细菌的低温柠檬酸合成酶的 $ 因子比来源

于嗜热菌的柠檬酸合成酶要低。理论上，这意味着嗜热酶要比低温酶具有更大的柔韧性。但通过计算

发现，低温酶的小结构域比嗜热酶的大结构域具有更强的柔韧性。酶的催化是由小结构域的相互运动

引发的，因此正是这二种结构域柔韧性上的差异导致低温酶能在低温条件下有效行使催化功能。最近，
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发现低温麦芽糖脱氢酶（!"#）的三维结构［$%］（&’( $)))）主链上原子的 * 因子水平（$+, $-./ ）比高温

!"#（/0,+1./）要低的多。这显然与低温酶的柔韧性高的结论相矛盾。然而，严格比较这二种情况，排

除蛋白质在折叠，亲水接触，分子间的相互作用等方面的差异，发现低温酶中与催化功能相关的一群原

子的 * 因子水平因被其它部分原子的 * 因子分散而降低。因此，事实上低温酶催化中心的 * 因子值要

高于嗜热酶，这表明低温酶催化中心的柔韧性高于嗜热酶，从而使具有低温催化活性。以 * 因子表征的

酶的柔韧性往往与实验结果不一致，使其具有很大的局限。

酶的热稳定性、柔韧性和活性在进化过程中是紧密相关的。近来，有关低温酶构象稳定性和热力学

稳定性的微热量法（(’23425643’(7839）数据为阐述它们之间的联系提供了新的线索。为适应低温环境，低

温酶有二种进化方向：酶分子向最低稳定性方向进化，低温!:淀粉酶属于这类［0/］酶分子向具有不同结

构域的方向进化，其中一个结构域热不稳定，为酶分子活性中心提供可塑性，低温磷酸甘油酸激酶

（;<&）属于此类［/-］。

! 低温酶在应用上的优势

由于低温酶的低温催化能力，低热稳定性使其在工业应用上有以下的优势：通过温和的热处理使低

温酶失活，快速而经济地终止反应；生产过程在低温或室温下进行，无需加热和冷却，可以降低成本；生

产过程便于监控。低温酶在工业领域的应用包括以下方面。

洗涤添加剂：如蛋白酶、脂酶、淀粉酶、纤维素酶可以作为洗涤添加剂在冷洗行业具有广泛应用。

食品工业：低温酶在食品工业中有广泛的应用。例如，低温":半乳糖苷酶可以在低温条件下降低牛

奶中乳糖的含量，而世界上有 / = 0 的人由于缺乏":半乳糖苷酶不能代谢乳糖：在果汁工业中，低温果胶

酶可以降低果汁的粘性，使终产品变得澄清；在肉食品工业中，低温蛋白酶有助于肉的嫩化；在面包工业

中，低温淀粉酶、蛋白酶、木糖酶可以减少生面发酵时间，提高面包质量；另外，低温酶还可以用在奶酪，

酿酒工业等方面。

环境生物治理：利用低温微生物来处理土壤和水体中的污染物具有特别的优势［0>］。环境温度季节

性大范围的变化，降低了微生物分解有机污染物的效率。低温酶能在低温或中温下有效发挥催化作用，

所以低温菌是生物治理的理想材料。例如多元醇的低温降解已用于飞机跑道附近污染土壤的治理。

低水活条件下的生物催化：商业合成的脂肪酸脂、多肽、寡聚糖衍生物和其它一些化合物水溶性较

差。这一问题可以通过使用低温酶在低水活条件下的生物催化作用来解决，因为低温酶具有更强的柔

韧性，在低水活条件下易与底物结合。
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