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摘 要："5磷酸果糖激酶（EFG）是糖酵解途径一个关键酶。基于腾冲嗜热厌氧菌基因组中的注释，基因 226141" 可

能是 EFG 的一种，但是，它是否确有生物活性还必须有实验数据的支持。腾冲嗜热厌氧菌在最适温度培养后，提取

细菌全蛋白，并采用双向电泳将可溶性蛋白质分离，然后运用质谱鉴定若干染色斑点。实验表明，226141" 在高温

条件下能够表达蛋白质。将 226141" 基因体外克隆至细菌表达载体，并在 0H5#1 大肠杆菌中表达为可溶性蛋白。

酶动力学实验表明，重组蛋白 226141" 具有 EFG 的催化活性，最适反应温度在 "$I。它还能够催化葡萄糖、果糖、

甘露糖和 "5磷酸葡萄糖的磷酸化反应。另外，在高底物浓度和酶浓度的条件下，226141" 还表现果糖二磷酸酶的特

性。结果证明，226141" 是腾冲嗜热厌氧菌中 EFG 家族的一个新成员。
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糖酵解是原核和真核细胞中不可或缺的糖代谢

途径。在该途径中，"5磷酸果糖激酶（EFG）以 (2E
作为磷酸基供体，催化 "5磷酸果糖（F5"5E）的磷酸

化，生成 1，"5二磷酸果糖（F51，"50E）。大部分 EFG
的催化反应是非可逆的，因此这个反应是糖酵解途

径的一个关键酶。根据不同的磷酸基供体，自然界

存在着 . 种不同的供体依赖型的 EFG：(2E 依赖型

（大部分高等真核生物和细菌的 EFG）、(KE 依赖型

（部分细菌尤其是极端细菌的 EFG）和焦磷酸（EE+）
依赖型（部分植物和细菌的 EFG）［1］。哺乳类的真核

细胞中的 EFG 的氨基酸顺序和蛋白质结构都相当

保守，所以对应的底物和变构调节物也十分类似。

微生物的 EFG 则完全不同，特别是一些极端细菌的

EFG 具有真核细胞 EFG 所不具备的催化特性。K+>=
等［#］观察到，常见的 EFG 的变构调节剂，例如 (KE
和 E6E 等，对于海栖热袍菌（!"#$%&’&() %)$*’*%)）的

EFG 几乎没有任何调节作用。1%%! 年 G3>=3> 等［.］

在猛烈火球菌（+,$&-&--./ 0.$*&/./）中首次发现了一

种特殊的 EFG，它利用 (KE 作为磷酸基的供体并没

有变构调节作用。近年来，在嗜热菌中还有若干有

关 (KE5EFG 的报道［!］。另一个有趣的事实是，在一

些极端细菌中，EFG 还被证实可具有逆反应的催化

作用。在去硫球菌（ 1#/.20.$&-&--./ )%,2&2,’*-./）中，

L8>93> 等［’］报道它的 EFG 在高温下催化 F51，"50E
转化为 F5"5E。总之，近年来的研究表明，嗜热菌中

的确存在着某些具有特殊催化功能的 EFG。了解这

些 EFG 的蛋白质结构，探究它们的反应动力学过

程，将可能为 EFG 的工业用途开拓新的思路。

腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 （ !"#$%&)3)#$&4)-’#$
’#3(-&3(#3/*/）是发现于中国云南腾冲县热泉中的杆

状革兰氏阴性厌氧菌，最适生长温度 -’I，能够在

多种糖的介质中正常生长［"］。重要的是，该菌的基

因组已经被解析，而且它在最适条件下的蛋白质表

达谱的测定也已完成［-，4］。根据基因组数据和已报

道的 EFG 家族的其他生物信息，腾冲嗜热厌氧菌基

因 226141" 被注释为 EFG 的一种。然而，226141"
是否具有生物催化活性？尤其是在高温条件下是否

有其蛋白质表达？其表达产物有无活性？这些问题

有待于试验工作给予证实。如果 226141" 蛋白质确

有生物活性的话，它的催化参数如何？它是否具备

反应的可逆性？这些信息将可能为腾冲嗜热厌氧菌

EFG 的应用前景提供参考。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌种：腾冲嗜热厌氧菌（ !"#$%&)3)#$&4)-’#$



!"#$%&#$"#’(’）菌种由中国科学院微生物研究所提供。

!"!"# 试 剂：限 制 酶，)* +,- 连 接 酶 均 购 于

./&0"$1 公司，!"# 酶为本室制备；2"’!"/# 34&! 所需

一抗（多克隆抗体）为本室制备，二抗（羊抗兔抗体）

购于 51#!1 6/78 9(&!"%:#&4&$;；酶 学 活 性 测 定 试 剂

（-).，<=磷酸果糖，<=磷酸葡萄糖，甘露糖，半乳糖，

磷酸烯醇式丙酮酸盐，丙酮酸激酶，果糖=>，<=二磷

酸盐，磷酸葡萄糖脱氢酶等）购 于 5($01 公 司；?=
5"@:1/&’" AA 阴离子柱料、紫外分光光度计 B4!/&’@"%=
CDDD、E6F 试 剂 盒、GEA 及 双 向 电 泳 设 备 购 于

-0"/’:10 @:1/01%(1；基质辅助激光解析飞行时间质

谱仪（HI+G=)IA）购于 9JBKEJ 公司；液相层析串联

质谱仪（F6=H5LH5）购于热电公司（):"/0& E4"%!/&#）；

其它常规生化试剂购于北京化学试剂公司。

!"# 氨基酸序列同源分析

在 ,69G 数据库中采集 M 个典型的嗜热菌的

.AK，然后应用 6FB5)-F N 软件，以腾冲嗜热厌氧菌

.AK 为目标蛋白与其他几个 .AK 做序列匹配比较，

确定其同源性。

!"$ 腾冲嗜热厌氧菌蛋白质的分离和鉴定

腾冲嗜热厌氧菌蛋白质的分离采用双向电泳

（O=+E）法。选用 @P* Q R 的 G.S 胶条（线性、O*%0）。

胶条泡涨后，每条的蛋白质上样量为 >TC0$。等电

聚焦的参数为：表面温度 ODU，电流 MD!-L$"4，CDV
恒定电压电泳 *:，MDDV、>DDDV、MDDDV 和 WDDDV 线性

梯度电压电泳各 >: 时，再以 WDDDV 恒定电压电泳至

总电压伏小时达到 <*DDD。聚焦结束后，将聚焦的

胶条进行两步平衡，然后转移至 >OX的 5+5=聚丙烯

酰胺凝胶（O< Y OD%0）上。第二相电泳在 E!!1# +-F)
)Z"4[" 系统中进行。分离的蛋白质用考马斯亮兰显

色。在 ))E>W>< 的理论等电点和分子量的 O=+E 区

域切取若干胶斑点，用胰蛋白酶将胶点中的蛋白质

完全消化，然后使用 -7!&A4"\=H-F+G=)IA 质谱仪和

F6? 质谱仪鉴定蛋白质。

!"% &&’!(!) 的克隆、表达与纯化

以腾冲嗜热厌氧菌基因组 +,- 为模板，依据

))E>W>< 的 基 因 顺 序 设 计 如 下 引 物：正 向 M]=
6SSS-)66-)S--S-6S-))SS--)-6))=C]（包 含 一

个 $"%P"位 点），反 向 M]=66S6)6S-S)-)-S-S
-SS-))))S6)S-=C]（包含一个 &’("位点）。利用

.6J 技术扩增 ))E>W>< 基因，然后将该基因插入大

肠杆菌（)*+’,-.+’." +(/.）表达载体 @E)OW1，构建含有

P(’=!1$ 的 @E)OW1=))E>W>< 表达载体。用 +,- 顺序

测定法来确定读码框是否正确。在 >00&4LF G.)S 诱

导下，重组 ))E>W>< 蛋白在大肠杆菌 9F=O> 中表达。

诱导后的菌体经匀浆、超声破碎和离心，最后用 ,(=
,)- 层 析 柱 纯 化 带 有 P(’=!1$ 的 重 组 蛋 白。5+5=
.-SE 检测洗脱成分的纯度。

!"* +,- 的活性测定

!"*"! .AK 的磷酸化反应测定：将待测的样品与反

应液（DT>0&4LF )/(’=P64 @P WTD，OT*00&4LF A=<=.，

OTM00&4LF -). 和 >OTM00&4LF H$64O ）相混合，在一

定的温度下保温 OD0(#，然后通过 .KLF+P 的偶联方

法，在 C*D#0 处测定 ,-+P 浓度改变［^］。

!"*"# .AK 的脱磷酸反应测定：将待测的样品与反

应液（DT>0&4LF )/(’=P64 @P WTD，OD00&4LF A=>，<=9.，

M00&4LF -+.，OM00&4LF H$64O）相混合，在 <DU保温

O:，然后通过 S.GLS<.+P 的偶联方法，在 C*D#0 测

定 ,-+. 浓度改变［>D］。

!") 重组 &&’!(!) 酶活特性测定

.AK 温度依赖性在 CDU Q ^DU下的测定；离子

特异性的测定分别用 >OTM00&4LF 的 H#64O、6164O、

,(64O 和 _#64O 替换反应液中的 H$64O；底物特异性

的测定分别用 OT*00&4LF 的 <=磷酸葡萄糖、葡萄糖、

果糖和甘露糖替换反应液的 A=<=. 作为底物，测定

温度为 <DU。为了检测 ))E>W>< 的热稳定，将 W!$
重组 ))E>W>< 分别在 <DU Q WDU下水浴孵浴 CD0(#，

<D0(#，̂D0(# 和 >OD0(#，然后测定酶的活性（以未经

过水浴预热的重组 ))E>W>< 为对照）。

!". 部分纯化腾冲嗜热厌氧菌内表达的 +,- 及其

活性鉴定

利用阴离子交换液相色谱法部分纯化体内表达

的 .AK。将 ?=5"@:1/&’" AA 树 脂 平 衡 于 >D00&4LF
)/(’=P64 缓冲液（@PWTD）中，然后把腾冲嗜热厌氧菌

中提取的可溶性蛋白上柱，用 D Q >0&4LF ,164 浓度

梯度洗脱，收集洗脱液（每管 >0F）。对收集组分进

行 .AK 的活性测定。

!"( &&’!(!) 多克隆抗体的制备

约 >0$ 纯化的 ))E>W>< 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，C 次加强

后，取全部血清制备和纯化 G$S。

!"/ 0123145 6783 分析

将部分纯化的具有活性的 .AK 的洗脱组分，分

别用 >OX 的 5+5=.-SE 分离，然后电转移到 .V+A
膜上，用 > ‘ MDDD 稀释的重组 ))E>W>< 抗体为一抗，

碱性磷酸酶标记的羊抗兔抗体作为二抗，,9) 和

96G. 为显色剂。

DMO _PIB 6:71#=a( ,0 "/ b L1+0" 2.+-(3.(/(4.+" 5.6.+"（ODD<）*<（O）



!"!# 数据分析

应用 !"#$%&’() *+, 软件分析酶动力学数据。

$ 结果

$"! %%& !’!( 同源性全序列比对分析

))-.*./ 同其他嗜热菌 &01 全序列同源性比较

的结果显示，各个嗜热菌中的 &01 的同源性并不十

分高，))-.*./ 与嗜热梭菌 !"#$%&’(’)* %+,&*#-,"")*
&01 为 2*3，与 海 栖 热 孢 菌 .+,&*#%#/0 *0&’%’*0
$!4* &01 为 253，与 嗜 热 共 生 菌 12*3’#30-%,&’)*
%+,&*#4+’")* &01 为 2.3，与嗜热特莫氏菌 .+,&*)$
%+,&*#4+’")$ &01 为 2.3，与嗜热链球菌 1%&,4%#-#--)$
%+,&*#4+’")$ &01 为 223，与 嗜 热 脂 肪 芽 胞 杆 菌

50-’"")$ $%,0&#%+,&*#4+’")$ &01 为 263。然而，在 &01
的酶活性区域，例如 78 ，$9: 8 和 0;/;& 结合位点，这

几个 &01 则表现为高度的保守性，其同源性达到

.,,3。因此，就理论分析而言，))-.*./ 是一个理

想的 &01 候选蛋白质。

图 ! 利用 $)*& 和质谱法鉴定体内表达的 %%&!’!(
0<9= . ">?@A<B<CDA<E@ EB ))-.*./ ?FGH?II?> ’6 7’7# JK :;L- D@> MDII

IG?CAHEM?AHK= %：:;L- EB AN? ?FAHDCA?> GHEA?<@I BHEM . = %,6/-#6/,6$’$

E@ AN? G7 O P Q IAH<G；4：’R;$!S$! IG?CAHTM BHEM AN? GDH?@A <E@

.:5*+/5: 8（U) V O*+6OM<@）=

$"$ $)*& 和质谱法鉴定 %%&!’!( 的体内表达

将 Q2W培养的腾冲嗜热厌氧菌样品在 G7O P Q
的范围内进行双向电泳（图 .;%）。胶图经考氏染

色，可获得大约 55, 个斑点。切割在 ))-.*./ 理论

G" 和分子量附近的若干 :;L- 胶点，进行质谱分析，

其中一个胶点，位于 G7 Q 和分子量 52XLD 左右，所

得到的质谱信号正好符合于 ))-.*./ 的理论预测

值。用 ’R;$!S$! 分析，共有 / 个肽段与 ))-.*./ 匹

配。图 .;4 表明一个典型的 ’R;$!S$! 的质谱图谱，

其中与离子 .:5*+/5: 8（U) V O*+6OM<@）的二级质谱

相 匹 配 的 肽 段 为 #0%#’Y-L-Y"L’#’!!Y#L""Z1。

上述结果揭示，在 Q2W培养的腾冲嗜热厌氧菌中确

可表达出 ))-.*./ 蛋白质。

$"+ %%&!’!( 的体外克隆、表达和纯化

))-.*./ 基因通过常规 &RU 可成功进行体外扩

增，并连接入载体 G-):*D 中形成表达载体 G-):*;
))-.*./（图 :;%）。加入 .MME[S’ 的 "&)# 到转化的

4’;:. 菌中，可诱导重组的 ))-.*./ 表达，而且重组

的 ))-.*./ 以可溶性形式存在于细胞胞浆内。采用

\<;\)% 亲和液相色谱法能够纯化重组的 ))-.*./。

图 :;4 为纯化的 ))-.*./ 的 !L!;&%#- 图，它表明其

纯度几近 663，表观分子量为 5QXLD。

图 $ %%&!’!( 的体外克隆和蛋白纯化

0<9= : #?@?HDA<E@ EB AN? ?FGH?II<E@ ]?CAEH BEH ))-.*./ D@> AN?

H?CEMJ<@D@A GHEA?<@ EB ))-.*./ D@D[K^?> JK .:3 !L!;&%#-= %：

#?@?HDA<E@ EB AN? ?FGH?II<E@ ]?CAEH BEH ))-.*./+ $= L\% [D>>?H；

.+&RU GHE>TCA；:+)N? ?FGH?II<E@ ]?CAEH G-):*D;))-.*./+ 4：)N?

H?CEMJ<@D@A GHEA?<@ EB ))-.*./ D@D[K^?> JK .:3 !L!;&%#-= $= &HEA?<@

[D>>?H；.+)N? GTH<B<?> H?CEMJ<@D@A GHEA?<@ EB ))-.*./+

$", %%&!’!( 的催化动力学常数以及酶反应特性

&01的活性测定结果显示，))-.*./ 具有催化

0;/;& 磷酸化的能力。至此，))-.*./ 作为 &01 家族

中一个新的成员当是无疑。在 /,W下，以 0;/;& 为

底物，以 %)& 为磷酸基供体，))-.*./ 的 8M 0;/;& V
5+/MME[S’，9MDF V .O+:2_。

))-.*./ 酶活性的温度依赖性如图 5 所示，它

的活性从 5,W至 /,W，随着温度的升高，酶活性逐

渐增强，但是从 /,W至 6,W，随着温度的升高，酶的

催化活性逐渐降低。因此，))-.*./ 的最适活性温

度 在 /,W。 值 得 注 意 的 是，随 着 温 度 的 升 高，

))-.*./ 的 8M 0;/;& 逐 渐 变 大。 这 表 明，0;/;& 与

))-.*./ 的亲和程度随温度的升高而降低。不仅如

.2:周传奇等：腾冲嗜热厌氧菌 /;磷酸果糖激酶的克隆、表达及其生物活性 = S微生物学报（:,,/）O/（:）



图 ! ""#$%$& 的酶活性的最适温度曲线

!"#$% &’( )*+",-. +(,*(/-+0/( 10/2( 3)/ (456,( -1+"2"+6 )3 &&7898: +)

1-+-.65( +’( 1)42(/;")4 )3 !<:<= +) !<8，:<>=$

此，重组 &&7898: 的热稳定性也随着温度的升高而

下降。将 &&7898: 在 :?@、A?@和 9?@条件下分别

保温，在不同时间点取样并测定酶活性。&&7898:
在 9?@下孵浴 %?,"4 之后，其活性便丧失；在 A?@
条件下孵浴 8B?,"4 后，其活性仍保持 :?C；而在

:?@条件下，&&7898: 则表现出较强的活性稳定性，

即使在 :?@水浴孵浴 8B?,"4 后，其活性依然不变。

酶活性测定还表明，&&7898: 不仅可以 !<:<= 为

底物，而且能够催化多种单糖和磷酸化单糖的磷酸

化反应，例如 :<磷酸葡萄糖、葡萄糖、果糖和甘露糖

等。但 是 仍 以 催 化 !<:<= 的 活 性 最 高。 同 时，

&&7898: 的活性依赖于二价阳离子；二价阳离子中

D#B E 的激活作用最大，D4B E 和 F-B E 也有部分激活作

用（表 8）。实验表明，如果在反应体系中缺乏二价

阳离子，&&7898: 便没有活性。

表 $ ""#$%$& 的生物化学与酶学特征参数

&-G.( 8 &’( H"4(+"1 *-/-,(+(/; )3 &&7898:
=-/-,(+(/ I0G;+/-+( J-.0(

K**-/(4+ ,).(10.-/ ,-;; )3 /(1),G"4-4+ */)+("4（HL-） %A
&(,*(/-+0/( )*+",0,（@） :?
K**-/(4+ !,（,,).MN） !<:<=（:?@） %O:

!<8，:<>=（:?@） BO:
",-P（Q，R"/(1+")4 )3 !<8，:<>= 3)/,-+")4，:?@） !<:<= 8SOBT
",-P（Q，R"/(1+")4 )3 !<:<= 3)/,-+")4，:?@） !<8，:<>= ?OS
F-+")4 ;*(1"3"1"+6（C） D#B E U D4B E U F-B E 8??；A:；A
I0G;+/-+( ;*(1"3"1"+6（C） !<:<= U V<:<= U !/01+);(，D-44);(，V.01);( 8??；W；A；A；:

’() ""#$%$& 具有逆反应的催化能力

将纯化的重组的 &&7898: 和 !<8，:<>= 混合，

可检测到 !<:<= 的形成，这预示 &&7898: 可催化 !<
8，:<>= 的脱磷酸反应。然而，&&7898: 催化的逆反

应的 H1-+较高，只有在酶浓度较高和反应时间较长

时，才 可 观 察 到 !<:<= 的 形 成。在 :?@，?O8,).MN
&/";<XF. 缓冲液 *X9O?，条件下，&&7898: 的逆反应

的 !, 和 ",-P分别为 BO:,,).MN 和 ?OSQ（表 8）。

’(& 部分纯化腾冲嗜热厌氧菌内表达的 ""#$%$&
及其活性鉴定

将腾冲嗜热厌氧菌的可溶性蛋白加 入 到 Y<
I(*’-/);( !! 阴离子交换层析柱，然后利用 Z-F. 浓

度梯度将结合于柱上的蛋白质逐一洗脱下来，最后

在洗 脱 的 组 分 中 检 测 =![ 的 活 性。 在 ?OSB \
?O9%,).MN Z-F. 的浓度范围，洗脱的组分中含有较高

的 =![ 活性（图 S<K）。进一步采用抗 &&7898: 的抗

体，](;+(/4 G.)+ 检查所有的洗脱成分，这些含有酶

活性的洗脱成分里，确含有 &&7898:（图 S<>）。因

此，在 AT@ 正常生长的腾冲 嗜 热 厌 氧 菌 中，不 仅

&&7898: 能够表达，而且其表达的蛋白质产物具有

=![ 的催化活性。特别重要的是，体内部分纯化的

&&7898: 的 最 佳 酶 活 性 与 大 肠 杆 菌 中 产 生 的

&&7898: 颇 为 不 同。 腾 冲 嗜 热 菌 体 内 生 成 的

&&7898: 在 :?@和 AT@条件下的催化活性基本不

变。这一事实提示，&&7898: 基因在不同的细菌中

的蛋白质表达产物可能具有不同的构型。

图 * 腾冲嗜热厌氧菌表达的 ""#$%$& 的部分纯化及其

+,- 活性鉴定

!"#$S =-/+"-. *0/"3"1-+")4 )3 &&7898: */)+("4 (P*/(;;(R #$ %#%& -4R

"R(4+"3"1-+")4 )3 "+; (456,( -1+"2"+6 -; =![$ K：&’( =![ (456,( -1+"2"+6

"4 +’( (.0+(R 3/-1+")4;；>：](;+(/4 G.)+ +) R(+(1+ +’( &&7898: "4 +’(

(.0+(R 3/-1+")4;$

BTB ^X_Q F’0-4<‘" ’( )* $ M+,() -#,.&/#&*&0#,) 1#$#,)（B??:）S:（B）



! 讨论

对于腾冲嗜热厌氧菌基因组的生物信息学分析

表明，!!"#$#% 可能具有 &’( 的催化活性。本文从

重组蛋白质、体内表达、酶的活性测定以及免疫化学

等几个角度，全面地考察了 !!"#$#% 的生物学性质。

结果表明，腾冲嗜热厌氧菌的 !!"#$#% 是一个新型

的 &’(，能够催化 ’)%)& 的磷酸化反应。不仅如此，

!!"#$#% 还表现了酶活力最适温度下的热稳定性，

广泛的底物选择性和不常见的可逆反应的催化性。

值得注意的是，!!"#$#% 在生物化学特性上与古细

菌的嗜热菌 &’( 有很多相似之处，这种特性在一般

嗜热菌中，尤其是真细菌中，是不多见的。

&’( 是一个在原核和真核细胞中都存在的酶家

族，一般分为 * 个亚族：&’( + 家族大部分在哺乳类

细胞、植物细胞和某些细菌细胞，利用 +!& 和焦磷

酸为磷酸基的供体，专一地以 ’)%)& 为底物，而且它

的活性受许多变构调节物的作用；&’( , 家族主要

存在于细菌细胞中，利用 +!& 为磷酸基的供体，但

有较为广泛的底物，不仅以 % 位磷酸化的单糖为底

物，也以非磷酸化的单糖为底物，而且它的活性不受

变构调节物的作用；&’( - 家族只在细菌细胞中发

现了几例，它的特点在于利用 +.& 为磷酸基的供

体［##］。有关这 * 类家族的蛋白质结构上的分析尚

不多见。/012340156 等［#7］曾提出，&’( , 的家族成

员中享有 .!89+9. 的结构域，在靠近 :)端有一双

甘氨酸肽段，有助于形成腺嘌呤结合环形结构。不

过，这种理论预测只是符合大肠杆菌和 ! ; "#$%&’ 中

的 &’( , 的氨基酸顺序［#*］。与 &’( + 的家族的成

员相比较，&’( , 家族成员中在氨基酸一级结构上

的同源性甚差，因此，不大容易从氨基酸顺序上来判

断家族成员的归属。但是，该家族在生物化学上共

同性，可作为判据之一［#<］。!!"#$#% 的分子量只有

*=>.4，没有通常真核细胞的 &’( -)端的变构剂结

合区域，这 样，它 就 可 能 是 一 个 非 变 构 剂 调 控 的

&’(；就底物利用的角度而言，!!"#$#% 具备底物结

合的广泛性；所以它似乎应是 &’( , 家族的一个新

成员。

无论在 &’( , 还是在 &’( - 家族中，嗜热菌的

&’( 可能具有可逆反应的催化能力。?4@A5@ 等［B］观

察到 (#)*+,*$-.-..*) /01+-+12&.*) 的 &’( 在高浓度的

’)#，%),&和 +.& 条件下，具有相当于正向反应速度

十分 之 一 的 酶 活 性。由 于 该 &’( 的 逆 向 反 应 的

33（’)#，%),&） 为 #%C=33DEFG，33（+.&） 为 HC<B33DEFG，

?4@A5@ 等并不认为该逆向反应可能发生在细菌体

内，但是对于 ’)%)& 的磷酸化可能会有调节效应。

在 45#$0-.-..*) 6&++&7&& 中，ID@J32A 等［#B］报道，利用

+.&的 &’( 也能催化逆反应。在这一逆反应中，

33（’)#，%),&） 和 33（+K&） 值 恰 与 (#)*+,*$-.-..*)
/01+-+12&.*) 相反，分别为 HCB%33DEFG 和 #7CB33DEFG，

而反应速度仅为正向反应的百分之一。这样看来，

它的逆向反应在体内发生的可能性也会相当的小。

腾冲嗜热厌氧菌 !!"#$#% 表现了显著的逆向反应的

能力，不过它的动力学常数与上述两种 &’( 颇为类

似，即需要高浓度的底物（33（’)#，%),&）L 7C%33DEFG），

最高逆反应速度为正向的 #F*B。可以预测，在最适

温度下，!!"#$#% 在腾冲嗜热厌氧菌中的逆向催化

可能性已是较小的。应当指出的是，动力学常数的

计算仅仅回答了问题的一个方面，为什么大部分

&’( 的催化行进限于正向反应，而只有若干嗜热菌

的 &’( 能具备逆向催化性？这或许蕴含着某些尚

不为人们所熟知的机理。因此，!!"#$#% 的逆向反

应动力学和功能测定，将是我们下一阶段的工作目

标之一。

如上文所述，!!"#$#% 在腾冲嗜热菌和大肠杆

菌中的蛋白质产物表现了不同的最适酶活性范围。

重组蛋白 !!"#$#% 的最适酶活力温度是 %HM，明显

低于腾冲嗜热厌氧菌的最适生长温度 =BM，而从腾

冲嗜 热 厌 氧 菌 体 内 部 分 纯 化 的 !!"#$#% 蛋 白 在

=BM下测得的活性却与 %HM的活性基本一致。那

么究竟是什么原因造成了这些差别呢？一般而言，

酶的最适反应温度应与细菌的最适生长温度相适。

这样，腾冲嗜热菌 !!"#$#% 的 &’( 应该在 =BM维持

较高的酶活性。事实上，该菌体内合成的 !!"#$#%
蛋白质在 =BM的活性确实如此。那么，可以推测的

是，腾冲嗜热菌体内合成的 !!"#$#% 可能在蛋白质

空间构型上与大肠杆菌中重组 !!"#$#% 蛋白质有所

不同。这两种蛋白产物均含有稳定的酶活性位点，

所以酶催化的化学性质完全一致；然而，由于蛋白构

型的些微差别又可能造成其热稳定的差别。另外，

在腾冲嗜热菌中产生的 !!"#$#% 也可能与其它的蛋

白质在体内形成复合体，这些复合体对于稳定蛋白

质的结构和活性是相当重要的。当然，这些只是一

些理论上的假设，还需要更多实验加以证实。
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