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摘 要：尽管在腾冲嗜热厌氧菌的基因组注释中缺乏葡萄糖激酶（G,=BAH+@7;4，GIJ）（9/ #K.K1K#），但是该菌的蛋

白质表达谱分析表明，339$$-$ 可能是一种新型的葡萄糖激酶。利用体外克隆表达的方法，表达了重组 339$$-$；此

蛋白质不仅具备使葡萄糖磷酸化的催化活性，同时在高温下也能参与反应。采用 L4;M4*@ N,AM 和阴离子交换层析的

方法进一步检验了 339$$-$ 在腾冲嗜热厌氧菌体内的蛋白质表达及其催化活性，发现体内 339$$-$ 蛋白表达量随

温度的升高而降低，而酶比活力却与生长温度呈正相关。这可能预示不同温度下腾冲嗜热厌氧菌中的糖酵解途径

的催化通量是相对恒定的。实验数据均表明，339$$-$ 是存在于腾冲嗜热厌氧菌中的一种新型的葡萄糖激酶。

!!"$$-$ 基因和其蛋白产物的研究工作，将进一步加深人们对嗜热菌的温度适应性以及它们的生存机理的了解。
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腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 （ !#$%&’()($%’*(+,$%
,$)-+’)-$)./.）是在我国云南腾冲地区所发现的热泉

极端微生物，为革兰氏阴性厌氧杆菌，其生长温度范

围为 2$P & ’$P，最适温度为 .2P［1］。该菌在生长

过程中能够利用葡萄糖为碳源。一般认为，细菌中

的葡萄糖代谢是通过糖酵解途径实现的，其中葡萄

糖激酶（G,=BAH+@7;4，GIJ）是这一途径的限速酶，葡

萄糖5" 羟基的磷酸化是葡萄糖降解的起始而且是

必需的步骤［#］。令人不解的是，腾冲嗜热厌氧菌的

基因组中，并没有编码葡萄糖激酶的基因［%］。在细

菌中，"5磷酸葡萄糖还可能通过所谓的磷酸转移酶

系统（)FA;)FAM*7@;Q4*7;4 ;R;M4:，S3T）来形成［!］。但是

基因组的数据表明，S3T 中的关键酶，葡萄糖5特异

的磷酸转移酶 UU（9#(）在腾冲嗜热厌氧菌中也是缺

失的。那么，腾冲嗜热厌氧菌中葡萄糖是如何代谢

的？如果它的确存在糖酵解通路，"5磷酸葡萄糖又

是如何生成的？

我们测定了在最适生长条件下，腾冲嗜热厌氧

菌的蛋白质表达谱，鉴定了大约 1#$$ 种蛋白，其中

包括了除葡萄糖激酶以外的所有糖酵解途径所需要

的酶［2］。我们将所有鉴定的蛋白质进行葡萄糖激酶

活性区域的序列比对分析，发现编号为 !!"$$-$ 的

基 因 所 编 码 的 蛋 白 339$$-$ 是 VWJ 家 族

（V4)*4;;A*;，W)4@ V47X+@? 6*7:4;，;=?7* J+@7;4;）的

一个成员［"］。VWJ 家族含有两类蛋白，调控转录的

阻遏蛋白和糖激酶（T=?7* H+@7;4;），如葡萄糖激酶和

果糖激酶（6*=BMAH+@7;4）之类。在基因组的注释中，

!!"$$-$ 被定义为“转录调控蛋白”，但是该基因的

蛋白质产物的序列分析却表明，它与葡萄糖激酶有

2!Y的同源性，二级结构相似，更为重要的是，它具

有与 (3S 结 合 的 功 能 区 域。因 此 我 们 假 设 基 因

!!"$$-$ 是存在于腾冲嗜热厌氧菌中的一种新型的

葡萄糖激酶的编码基因。如果这个假设成立的话，

339$$-$ 应该能够催化葡萄糖生成 "5磷酸葡萄糖，

而且它还能够在高温条件下保持其催化活性。本文

中，我们报道了一系列的实验设计以及结果，试图从

体外重组表达和体内细胞培养两个方面来证实我们

假设的合理性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：腾冲嗜热厌氧菌 Z0!3（!#$%&’()($%’*(+,$%
,$)-+’)-$)./.）为中国科学院北京微生物所提供，大肠

杆菌（".+#$%/+#/( +’0/）0I#1 为本实验室保存。

!"!"# 培养基和培养条件：腾冲嗜热厌氧菌的培养

基采用改良的 Z0 培养基，用葡萄糖取代淀粉［1］。



将菌种在 !"#活化 $%&，当 !"’(( 达到 ()" 左右，再

接种到 "((*+ 的培养基中，并在不同温度下（’(#，

!"#以及 %(#）培养至对数生长期，然后收集菌体，

用含 "**,-.+ /00 的 "(**,-.+ 0123456-，75 !)" 缓

冲液反复洗涤多次，菌体置于 8 %(#保存。

!"!"# 主要试剂和仪器：限制酶、09 /:; 连接酶均

购于 <1,*=>? 公司，#$% /:; 聚合酶为本室制备，测

酶活所需试剂（;0<，葡萄糖，:;/5，磷酸烯醇式丙

酮酸盐，丙酮酸激酶，磷酸葡萄糖脱氢酶等）均购于

@2>*? 公 司；A4@=7&?1,3= BB 阴 离 子 柱 料 购 于

;*=13&?* 7&?1*?C2?，:24:0;4;>?1,3= 购 于 A2?>=D；

E=3F=1D G-,F 所需一抗（多克隆抗体）为本室制备，二

抗（羊抗兔抗体）购于 @?DF? 61HI J2,F=C&D,-,>K，L6+
试剂盒购于 ;*=13&?*；紫外分光光度计 M-F1,37=C4
N((( 购于 ;*=13&?* 7&?1*?C2?。
!"$ 生长曲线的绘制

将菌种在 !"# 活化 $%&，当 !"’(( 达到 ()" 左

右，再接种到 "((*+ 的培养基中，并在不同温度下

（’(#，!"#以及 %(#）培养至对数生长期，在此期间

每隔 $& 取 O((!+ 培养液稀释至 $*+，测定其 !"’((

值，绘制生长曲线。

!"# 重组表达载体的构建

采用 <6P 的方法，以腾冲嗜热厌氧菌基因组

/:; 为模板，在引物中插入 &’("，)$*5"酶切位

点，然后将已经酶切的 <6P 产物和表达载体 7L0N(?
用 09 连 接 酶 连 接，构 建 含 有 5234F?> 的 7L0N(?4
00L((Q( 表达载体。/:; 测序确定插入的片段正确

与否。

!"% 重组蛋白的诱导表达和纯化

将 7L0N(?400L((Q( 转入 + R ,(-. J+O$（/LN）大

肠杆菌。在 $**,-.+ S<0T 诱导的条件下，诱导大量

的重组蛋白质合成。诱导后的菌体悬浮于 J2DU2D>
JHVV=1（"**,-.+ 咪唑，()"*,-.+ :?6-，O(**,-.+ 01234
56-，75 !)Q），进行超声破碎。离心分离水溶性部分

（上清液）和不溶或非破碎的部分。用 :2O W 金属螯

合层析在上清液中纯化带有 5234F?> 的重组蛋白。

@/@4<;TL 检测洗脱成分的纯度，最后将纯度高于

Q"X的洗脱组份收集在一起。

!"& ’’())*) 多克隆抗体的制备

约 $*> 纯化的 00L((Q( 重组蛋白免疫一只新西

兰家兔，取耳血检测所产生抗体的滴度，N 次加强

后，取全部血清制备和纯化 S>T。

!"+ ,-./-01 234/ 分析

待测样品中的蛋白质用 $OX 的 @/@4<;TL 分

离，然后电转移到 <Y/B 膜上，用 $："((( 稀释的重组

00L((Q( 抗体为一抗，和 5P< 标记的羊抗兔抗体作

为二抗。用 L6+ 显影方法鉴定免疫识别的蛋白质。

!"5 离子交换层析纯化腾冲嗜热厌氧菌体内表达

的 ’’())*)
A4@=7&?1,3= BB 阴离子柱在 $(**,-.+ 0123456-，

75 %)( 缓冲液里平衡，然后将提取的腾冲嗜热厌氧

菌的可溶蛋白注入该层析柱。采用含 ( Z $*,-.+
:?6- 浓度梯度的溶液洗脱结合的蛋白质，并收集洗

脱组份（$*+.FHG=）。00L((Q( 的纯度和葡萄糖激酶

的活 性 用 $OX @/@4<;TL、酶 活 测 定 以 及 E=3F=1D
G-,F 加以分析。

!"6 葡萄糖激酶的酶活性的测定

测定葡萄糖激酶活性的方法为 <[.+/5 酶偶联

法。在 $((**,-.+ 0123456-，75 %)( 缓冲液中，分别

加入 N**,-.+ ;0<，’**,-.+ \>6-O 以及底物 /4葡萄

糖，最后加入重组蛋白 00L((Q( 启动酶催化反应。

该反应在一定的温度下进行 O(*2D，然后冰浴中止

反应。偶联反应系统中含 $)"**,-.+ [6-、"**,-.+
<L<、()"**,-.+ :;/5 和 $((**,-.+ 0123456-，75
%)(，最后加入 <[.+/5 混合酶液启动偶联反应，在

!"N9(下测定 :;/5 的变化量。$M 酶活性被定义为

每分钟生成 $!*,- ’4磷酸葡萄糖所需的酶量。

!"* 数据分析

所有数据分析均采用 @2>*? <-,F %)(（@<@@ SDCR）
软 件，@/@4<;TL 胶 图 采 用 S*?>= \?3F=1 ")(

（;*=13&?* J2,3C2=DC=3）软件进行分析。

$ 结果

$"! 7(’#)89’’())*) 表达载体的构建以及重组

’’())*) 的表达和纯化

如上所述，我们采用分子生物学的方法，用 <6P
方法成功地得到了 ##+((Q( 的基因片段，并将其正

确地插入到大肠杆菌的表达载体 7L0N(?。限制性

内切酶和 /:; 测序的结果均表明 7L0N(?400L((Q(
表达载体已成功构建（另文发表）。

7L0N(?400L((Q( 表达载体转化至 J+O$ 菌株中，

在 $**,-.+ S<0T 的诱导下表达重组蛋白质。该重

组蛋白大部分为可溶性，可有效地结合于 :24:0;4
;>?1,3=。采用不同浓度的咪 唑 分 步 洗 脱，大 部 分

00L((Q( 重组蛋白在 O((**,-.+ 的咪唑被洗脱，如图

$ 的 $ 号泳道所示，经亲和层析纯化的 00L((Q( 重

组蛋白纯度大于 Q"X，且表观分子量与理论预测相

符，约 9(]/?。

99O AS;: ^&,D> /0 $- R .1,0$ 2.,3(4.(-(5.,$ 6.7.,$（O((’）9’（O）



图 ! "#"$%&’( 分析纯化的重组 ))(**+* 和 ,-./-01
234/ 检测 ))(**+* 抗体的活性免疫

!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 456 789"3"6: 96;2<=".-.4 >>,??@? -.:

A61469. =/24 -.-/01"1 23 72/0;/2.-/ -.4"=2:0 -#-".14 96;2<=".-.4

>>,??@?$ B$ C2D <2/6;8/-9 79246". <-9E69； %F >56 789"3"6:

96;2<=".-.4 >>,??@?；GF A61469. =/24 23 72/0;/2.-/ -.4"=2:0 -#-".14

96;2<=".-.4 >>,??@?F

565 ))(**+* 抗体的滴度测定

将制备的 >>,??@? 抗体和所纯化的 >>,??@? 重

组蛋白分别进行一系列的稀释，然后采用 A61469.
=/24 和 ,CH&* 测定抗体的滴度（滴定曲线未显示）。

结果表明，>>,??@? 抗体的滴度为 % I J???。图 % 的 G
泳道为 G?.# 的 >>,??@? 重组蛋白和 % I J??? 稀释的

>>,??@? 抗体的免疫反应结果，显示该抗体有较高

的特异结合性。

图 5 温度变化对重组 ))(**+* !"#$ 和 %"的影响

!"#$G ,336;4 23 46<769-4896 2. !"#$ -.: %" 23 96;2<=".-.4 >>,??@?$

*： >6<769-4896(:676.:6.;6 23 !"#$； K： >6<769-4896(:676.:6.;6

23 %" $

567 重组 ))(**+* 的活性测定

在 %??<<2/LC >9"1(MN/，7M OF? 缓冲液和 B#G P

的反应体系中，重组 >>,??@? 可转化葡萄糖至 Q(磷
酸葡萄糖，我们测定了不同温度下该反应的 %" 和

!"#$。如图 G 所示，重组 >>,??@? 在一个较大的温度

范围内都具有酶活性（R?S T @?S），但这两个动力

学常数随温度升高呈钟形曲线，最适反应温度为

Q?S。在 最 适 反 应 温 度 下 !"#$ 为 UR?VL<#，%" 为

?FJU<<2/LC。重要的是该重组 >>,??@? 在 @?S下仍

具有一定的酶活性（!"#$为 G@QVL<#）。

568 温度对腾冲嗜热厌氧菌生长状态的影响

我们选取 Q?S，WJS和 O?S U 个温度，在 BK 培

养基中加入葡萄糖以其为主要碳源。在此生长条件

下，腾冲嗜热厌氧菌的生长曲线见图 U。从图中可

以看出，该菌在这 U 个温度下的迟缓期（C-# 75-16）

是明显不同的，WJS最短，约为 J5，其次为 O?S，为

O5，Q?S最长，为 %Q5。进一步的数据分析，腾冲嗜

热厌氧菌在对数期（C2#-9"45<"; 75-16）中，WJS的生

长速率最大，为 ?FJO，其次 O?S，为 ?FJ?，Q?S的生

长速率最小，为 ?FUW；值得注意的是，当培养至稳定

期（&4-4"2.-90 75-16）时，腾冲嗜热厌氧菌在不同温度

下所达到的吸光值（&’Q?? ），WJS最高，为 ?F?O@，其

次为 O?S，为 ?F?QJ，Q?S最低，为 ?F?RU。这些细胞

生长的动力学数据均揭示，在含有葡萄糖的培养基

中温度对该菌的生长状态产生了显著的影响。

图 7 不同温度下腾冲嗜热厌氧菌在含有葡萄糖的培养

液中的生长曲线

!"#$U >56 #92D45 ;89X61 23 ( $ )*+,-.+,*+/0/ -4 :"33696.4 46<769-48961

". BK ;2.4-".".# %Y #/8;216$

图 8 利用 ,-./-01 234/ 分析不同温度下腾冲嗜热厌氧菌

))(**+* 的表达水平

!"#$ R A61469. =/24 -.-/01"1 23 >>,??@? 6Z796116: -4 :"33696.4

46<769-48961 ". ( $ )*+,-.+,*+/0/ $ % T U $ ( $ )*+,-.+,*+/0/ ;8/4896: -4

Q?S，WJS -.: O?S $ H. 6-;5 /-.6，%J!# 6Z49-;46: 79246". D-1 /2-:6:$

569 温度对 ))(**+* 在体内蛋白表达量的影响

为了检验温度对 >>,??@? 在腾冲嗜热厌氧菌的

蛋白表达是否有影响，我们采用 A61469. =/24 的方法

检测了 U 个温度下（Q?S，WJS和 O?S）腾冲嗜热厌

氧菌体内 >>,??@? 表达量的变化。将 U 个温度下培

养的细菌收集、超声和离心，用 K9-:329: 方法准确定

JRG钱 忠等：腾冲嗜热厌氧菌葡萄糖激酶在不同温度下的表达和催化活性 $ L微生物学报（G??Q）RQ（G）



量上清中蛋白的含量，然后各取 !"!# 蛋白质进行

$%&’%() *+,’ 分析。如图 - 所示，../0010 的蛋白表

达量 随 温 度 升 高 而 下 降，在 2 个 培 养 温 度 中，

../0010 在 304的表达量最高，其免疫反应强度分

别为 5"4和 604的 78! 倍和 -86 倍。

!"# 温度对 $$%&&’& 在体内酶活性的影响

在腾冲嗜热厌氧菌体内生成的 ../0010 蛋白

质，在低离子强度的缓冲液中能够结合于阴离子交

换树脂。如图 " 所示，随洗脱液中的离子强度增加，

../0010 在 9:;+ 浓度约为 082 < !=,+>? 的范围内被

洗脱下来，不过，../0010 的洗脱活性峰与大部分蛋

白质的洗脱峰不相吻合。$%&’%() *+,’ 的结果与液相

色谱的谱图则完全相符。以这些洗脱的组分的蛋白

质进 行 $%&’%() *+,’ 分 析，结 果 显 示，../0010 在

304 时 的 总 表 达 量 是 最 高 的，随 之 的 是 5"4 和

604，这与我们前面图 - 的结果是一致的。我们采

用 @=:#% A:&’%( 对洗脱组份的 BCBDEFG/ 胶图进行

图像分析，可计算出 ../0010 在每一洗脱组分中相

对含量，然后根据酶活性的测定数据，进而计算不同

温度下 ../0010 的酶比活力。如表 ! 所示，虽然不

同温度下，每一洗脱组分中酶活性并未有显著之差

别，但是由于 ../0010 表达量随温度的增加而下降，

这样，在 604下，../0010 的比活力比 304提高了将

近 " 倍，5"4也较 304提高了将近 7 倍。

图 ( 利用阴离子交换树脂纯化腾冲嗜热厌氧菌所表达的 $$%&&’&
HI#J" E:(’I:+ KL(IMIN:’I,) ,M ’O% %PK(%&&%Q ../0010 !" #!#$ J F：):’IR% G?S :’ 304（H(:N’I,) 3 ),’ ’%&’%Q）；T：:’ 5"4；;：:’ 604 J UK I)+%’：%&"1"

:M’%( :QQI)# T(:QM,(Q (%:#%)’&（!）:)Q %)VW=% (%:N’I,) (:’%（"）,M %:NO M(:N’I,)；?,X I)+%’：$%&’%() *+,’ :):+W&I& ,M %:NO M(:N’I,)J $*&：$%&’%() *+,’

(%&L+’&；H：H(:N’I,)J

表 ) 腾冲嗜热厌氧菌体内葡萄糖激酶酶活力的比较

.:*+% ! BK%NIMIN :N’IRI’W N,=K:(I&,) ,M ):’IR% G?S ,M ’ J ()"*+$"*)",!,
9L=*%( G?S>!0 Y 2=# FN’IRI’W>!0 Y 2U BK%NIMIN :N’IRI’W>（U>=#）
304D6 08 10 382 580
5"4D" 0875 "80 !68"
604D" 08!7 "87 -282

* 讨论

采用蛋白质功能区域（HL)N’I,):+ C,=:I)）比对

的方法，腾冲嗜热厌氧菌的 ’’-0010 基因被重新注

释为 Z[S 家族的一个新成员。新注释的假设建立

在 2 个基本的蛋白质结构信息上。首先，..0010 的

二级结构（!7 个"D&O%%’ 和 !0 个#DO%+IP 的排列顺序）

与 Z[S 家族的成员十分接近；其次，../0010 含有

一个 Z[S 家族的典型的保守区域（;9;G9 \G;H/
F\FB 以 及 ]B.G@ GGG]@ @/GS? \BG/9 B9FF/
@G^）［5，6］；最后，也是非常关键的一点，../0010 的

9D末端具有 F.E 结合位点（G]C?GG.）［1，!0］。但是

’’-0010 是否的确是编码葡萄糖激酶的基因，还必

须有足够的实验数据来支持。本文中，我们从体外

的分子克隆表达到体内的蛋白纯化，从专一的生物

化学反应到特异的抗体免疫识别等方面，全面地考

察了 ../0010 的生物活性。如前所述，所有的实验

都给予一个肯定的答案，蛋白 ../0010 是一个新型

的葡萄糖激酶。’’-0010 的重新注释和实验证实，

提供了现代生物学研究中又一个富有启示性的案

例。立足于基因组和生物信息数据的基础上，有机

结合蛋白质组的分析和传统的生物化学测定，才能

够准确地定义基因和发现新基因。

在细菌中 /=*Q%)DA%W%(O,M（/A）是糖降解的一

条主要代谢途径。己糖激酶或是葡萄糖激酶是该途

径的第一个不可逆反应的催化剂。嗜热菌里广泛地

存在两种葡萄糖激酶，一种是 F.ED依赖性葡萄糖激

酶，另 一 种 则 是 FCED依 赖 性 葡 萄 糖 激 酶［!! < !"］。

../0010 属于 F.ED依赖性葡萄糖激酶，有相当专一

的底物特异性，只能催化葡萄糖的磷酸化（数据未在

本文显示）。本文中的实验数据提示 ../0010 的催

化活性随温度增加呈钟形曲线，最佳反应温度为

304；同时，../0010 的热稳定性较强，在 604培养

条件下，../0010 仍可维持其催化活性。

己糖激酶或葡萄糖激酶在 9D端均含有相对保

3-7 _@F9 ‘O,)# )( ./ J >0+(. 1!+2$3!$/$*!+. 4!"!+.（7003）-3（7）



守的 !"# 结合位点，但是从氨基酸的一级结构来

看，这些糖激酶中并没有发现保守的糖基团的结合

顺序［$%］。&’()* 晶体分析和三维图像计算的结果说

明，底物的结合位点更多地取决于蛋白质的空间构

型［$%，$+］。,)- 等［$.］分析了 !"#$%&’ ()*+,-".*&’ /012
的己糖激酶的空间构型，发现 345$67 与糖分子的 81
原子形成氢键；/9:$6% 和 ;-:$6+ 与糖分子 8< 原子

相互作用；而 !5=$>+、/9:$6%、;-:6+ 和 /9*$6. 则与

糖分子的 ?1 和 ?< 之间有强相互作用。正是这些

氨基酸基团的空间构型，决定了己糖激酶广泛的底

物适应性。""@>>7> 显然缺乏这样的氨基酸空间分

布，因此表现出不同的底物专一性。近来 A80 家族

的 < 个半胱氨酸基团的保守区被认为和底物结合相

关，大部分 A80 成员在其氨基酸顺序的中间位置都

含有 ?&?/&&/?&@ 的结构域，这个顺序恰位于与葡

萄糖 8< 和 ?< 原子相互作用的区域［$7］。实验表明，

如果将这个顺序的半胱氨酸突变，A80 的催化活性

就会丧失。""@>>7> 在该结构域的氨基酸顺序为

?B?/BC/?D@，它对于底物的专一性是否具有特别

意义，值得进一步探讨。""@>>7> 催化活性的温度

依赖性呈对称性曲线，最适温度为 %>E，但是它在

2>E和 .>E时仍能有催化活性。这种特征与许多

嗜热菌是不同的。?(-F)(GH)-IF /#0,-1$&% -#$2.3 的

葡萄糖激酶的催化活性有相当大的温度适应范围，

其活性与温度的相关性呈对数关系，而不是对称

的［$$］。在 2>E时，它仅有可检测性活性，当温度增

至 +>E 以 上，活 性 陡 然 上 升 直 至 $>>E。 在

!"#$%,4,5) %)$.4.%) 菌中的葡萄糖激酶也是如此，它

在 <.E时的活性甚微，却在 .> J 7.E范围内活性急

剧增 加，可 是 保 温 于 $>>E，它 的 活 性 又 完 全 丧

失［1>］。活性与温度的非对称变化，很可能反映了在

特定温度下，蛋白质分子的刚性结构的结构，这在极

端嗜热菌中是相当常见的。腾冲嗜热厌氧菌只是适

应于 6> J .>E的生长环境，在这一温度范围内，它

的葡萄糖激酶蛋白构型可以保持可逆性的弹性改

变，虽然催化的活性有所改变，却不会丧失活性。高

温条件下，嗜热菌中的蛋白质的热稳定性一直被认

为与氨基酸的静电相互作用以及氢键的密度相关。

尽管腾冲嗜热厌氧菌的葡萄糖激酶的晶体结构尚未

解析，它的一级结构的信息对于了解其热稳定性也

是颇有助益。这个葡萄糖激酶的酸性氨基酸的分子

比例与碱性氨基酸基本相等，!5= 1K7L、/9: 7K6L、

!(M 1K7L、;*5 .K<L和 345 $K%L。因此，在这个蛋

白质分子中几乎可能形成等摩尔的盐键，避免不饱

和极性氨基酸基团对蛋白质结构的微扰。

我们在本研究中观察到的一个重要事实是，随

着温度的增加，腾冲嗜热厌氧菌的葡萄糖激酶的蛋

白表达量逐渐下降。图 < 说明，%>E和 .>E的细菌

生长速度远小于 +6E，可是我们从 N-5O-(F P9IO 和部

分纯化体内葡萄糖激酶的实验结果中均可以看到，

葡萄糖激酶在 %>E的表达量显著地高于其他两个

温度。根据这一观察，另一个推论则是令人费解。

正是由于葡萄糖激酶在 +6E和 .>E的表达量不高，

如果以初步纯化的葡萄糖激酶作为蛋白定量的估

算，腾冲嗜热厌氧菌的葡萄糖激酶的酶比活力则是

随温度的升高而上升。为了排除测定温度对酶活性

的影响，我们将在不同温度下培养并且纯化的葡萄

糖激酶，再在不同的温度下进行酶活性的测定和比

较。无论在何种条件下，实验结果都是一致的。这

意味着，葡萄糖激酶的蛋白质的活性位点可能由于

温度的变化而随之改变。酶比活力的变化既可能源

自于葡萄糖激酶在高温下的化学修饰，也可能与蛋

白质构型变化有关。这是在本研究中引发的一个值

得深究的问题之一。嗜热菌在高温条件下，它的应

急机 制 之 一 便 是 增 强 酶 的 催 化 效 率。 例 如 在

61$,(,((&’ 0&$.,’&’ 中的半乳糖激酶和葡萄糖激酶的

催化效率比常温条件下高出 $6> 倍之多［1$］。葡萄

糖激酶是糖酵解通路的限速酶，它的活性大小直接

决定了细菌内能量供应的多少。我们假设在不同温

度条件下腾冲嗜热厌氧菌里的糖酵解通路的通量是

基本恒定的，因此在温度低的状态，葡萄糖激酶的高

表达量和低比活可维持细胞的生理活动；而在温度

高的状态，葡萄糖激酶的低表达量和高比活仍然能

够保持细胞所需要的能量。
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