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摘要

本论文以本实验室保存的深海适冷交替假单孢菌Pseudoaltermonas sp．

SM9913所产的适冷蛋白酶为研究对象，着眼于解决产酶效率和酶的稳定性两方

面制约适冷蛋白酶产业化应用的关键因素，取得了一定的进展。

首先对P．sp．SM9913适冷蛋白酶的发酵产酶条件进行了优化。研究结果表

明，在发酵培养基中添加一定量柠檬酸钠有利于提高产酶：蛋白质类氮源物质如

豆粕、豆饼粉对产酶具有促迸作用，较易吸收利用的氮源，如豆粕水解液、蛋白

胨、尿素、铵盐等，对产酶有抑制作用；钙、镁离子对产酶都有一定的促进作用，

而锌、铜、铁离子对产酶有抑制作用；表面活性剂吐温80和SDS都对产酶有促

进作用；磷酸盐是产酶必需的；发酵产酶是好氧过程，装液量较少对产酶比较有

利：发酵液初始pH7．0以上有利于产酶。优化后产酶提高了约65％，但尚未达

到工业化生产的要求，需进一步对菌株加以改造，以提高其产酶效率。

然后对P．sp，SM9913适冷蛋白酶粗酶及纯酶的热稳定性分别进行了研究。结

果表明，P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶及纯酶溶液对热都比较敏感，热稳定性较

差。粗酶液在室温(20～25℃)和30℃下保温96小时后酶活分别丧失83．6％和

94．9％，纯酶溶液在30℃下60min酶活丧失40．3％，在40℃下20rain酶活丧失

68．9％。然而干燥后的P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶粉却具有很好的稳定性，酶

粉在室温和30。C下保存三个月，酶活基本没有丧失，其稳定性完全可以达到工

业化生产酶制剂的要求。结合以前的研究结果，进一步表明P．sp．SM9913适冷蛋

白酶在溶液状态下对热敏感的主要原因是自溶，而非热变性。因此如何阻止该适

冷蛋白酶自溶是保持其在溶液中稳定性的关键。

比较了凡种不同的糖(葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、海藻糖)对粗酶液稳

定性的保护作用，海藻糖的保护作用最为显著。进一步研究了海藻糖在不同温度

条件—20℃、30"C、40"(2下以及不同浓度的海藻糖对粗酶液的保护情况，结果
表明，不同温度(20～40。C)下，海藻糖对粗酶液热稳定性都有很好的保护作用，

在一定程度上有效地阻止了适冷酶蛋白的自溶，而且温度越高，这种保护作用就

越显著。海藻糖对粗酶液热稳定性保护作用的最佳浓度为10～15％。海藻糖用

于适冷蛋白酶纯酶的稳定性保护同样取得了很好的效果，加入海藻糖后的纯酶溶
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液40℃保温30min，酶活基本没有丧失。

进一步对海藻糖保护适冷酶热稳定性的机理进行了探讨。利用高效毛细管电

泳(FIPCE)高效、快速的特点，实时检测了P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶在40

℃下自溶的动态过程以及海藻糖对酶蛋白的稳定性保护作用。结果表明，海藻糖

加入前后，P，sp．SM9913适冷蛋白酶的毛细管电泳行为发生了明显的变化。海藻

糖的存在，可以在一定程度阻止适冷酶蛋白自溶的发生，起到稳定适冷蛋白酶活

性的作用。根据FIPCE检测数据，结合国外近年来的实验数据、研究结果，对

海藻糖稳定酶蛋白活性的机制进行了分析， 推测海藻糖对酶分子的稳定性保护

作用是通过对酶蛋白整体结构的结合而实现的。这种结合作用的驱动力来自于酶

蛋白表面的亲水性以及海藻糖强的水合特性，海藻糖与酶蛋白之间似乎不存在强

的氢键作用。

关键词： 适冷蛋白酶发酵条件稳定性海藻糖高效毛细管电泳
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ABSTRACT

There are two key limits when cold—adapted protease is used in industry,one is enzyme

production efficiency,and the other is its stability．We have studied the cold—adapted

protease secreted by cold—adapted Pseudoaltermonas sp．SM9913 preserved in our lab

and made some achievements to solve the above problems．

First,the fermentation conditions of the cold-adapted protease secreted by P．sp+

SM9913 were optimized．The results showed that citrate would increase the production

of protease．If bean—bits and bean-cake powders were added to the media as nitrogen

sot]Aces，the yield of protease increased．While the nitrogen SOt∞Ce that could be

absorbed easily，such as bean-bits hydrolysate，peptone，urea and ammonium，

restrained the production of protease，Some metal ions such as Mg“，Ca2+promoted

the P．sp．SM9913 to secret protease，while others such as Zn”，Cu2+，Fe2+have negative

effect．Surface—active agents，Tween 80 and SDS，could increase the production of

protease．Phosphate Was necessary for P．sp．SM9913 to secret protease．Oxygen Was

strictly needed in fermentation，less liquid culture medium Was beneficial for

production of protease．The initial pH of the medium above 7 Was good for protease

production．The yield of protease had increased by 65％after optimized，which still not

accord with the standard of industrial production howcver．Further efforts like strain

engineering needed to improve the enzyme production efficiency．

Second，the stabilities of crude and purified cold-adapted proteases secreted by

Esp．SM9913 were studied respectively．The results showed that they ale all

thermolabile．The activity of crude cold—adapted protease decreased 83．6％at room

temperature for 96h and decreased 94．9％at 30"C for 96h．The enzyme activity

decreased 40．3％at 30℃for 60rain and decreased 68．9％at 40℃for 20min．

However，the crude enzyme Was stable after freezing-dry Or being dried at room

temperature．While the enzyme powder Was stored at room temperature and 30"C for

three months，the protease activity did not decrease，which accorded with the standard

of industrial enzyme preparation．According to the research results before，cause of the
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protease thermolabile证solution is further indicated to be“autolysis”．not denaturation．

So，the key to keep protease stable in solution state is to prevent its autolysis．

Several sugars were used for stabilizing the crude protease．Trehalose has remarkable

effect compared to other sugars．So the stabilized effects of trehalose at various

temperatures were further studied．The results showed that trehalose could stabilize the

crude protease effectively and its protective effects would increase when temperature

rise．The optima／concentration of u'eha／ose to stabilized crude enzyme js 10—15％．

Treha／ose has the same effect on stabilizing the purified protease，which could remain

activity constant at the presence oftrehalose at 40"C for 30min．

Last，the autolysis processes of purified protease with and without the protection of

trehalose at 40"C were detected谢血capillary electrophoresis．It showed that the

results were different m two conditions．Treha／ose could inhibit autolysis and stabilize

the protease．The stabilization mechanism was inferred according to the recent research

results of home and abroad，that trehalose stabilized the protease by act on its

integrated struelure．The impetus of combination of trehalose and protease comes from

hydrophilic property．of protease surface and hydration of trehalose．There seems no

hydrogen—bond action between them．

Key words：Cold-adapted protease；Fermentation；Stability；Trehalose；HPCE
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第一章 前言

1．1研究背景

海洋是人类赖以生存和发展的资料宝库。海洋面积占地球表面的71％，海

水总体积占地球总水量的97％，浩瀚海洋中生活着20万余种生物，丰富多彩的

海洋生物资源具有广阔的开发前景。海洋农业，将是为人类供应蛋白质的主要产

地：海洋生物天然产物，将为人类提供治疗疑难病的特效药物和特殊功用的生化

产品；海洋作为地球最大的生态系统，将对维护地球生存环境起举足轻重的作用

(林锦湖1994)。在“21世纪是海洋开发的新世纪”的呼声中，发展海洋生物

技术，加快海洋生物资源的开发利用进程，成了当今科学研究最具发展前景的领

域，也成了科技较发达国家和地区今后经济发展的战略重点之一(林岳夫，尹卫

平1996)。

海洋生物技术是运用现代生物学、化学和工程学的手段，利用海洋生物体、

生命系统和生命过程，生产有用产品的--f]高技术科学，是现代生物技术与海洋

生物学相交叉的产物，是80年代以来发展起来的新兴科学技术领域。海洋生物

技术的发展将使人类更有效地开发海洋生物资源，对人多地少的我国生存和发展

具有重要意义，将是未来知识经济的重要体现。

我国海洋生物经分类鉴定的有20278种，分属44个门，其中12个门是海洋

中所特有的(印莉萍1999)。1996年，我国政府将海洋生物技术列入863国家

高技术发展计划。目前海洋生物技术一方面着眼于天然资源的开发，另一方面利

用细胞融合、染色体操作进行海洋生物的育种、海洋微生物与微藻类的研究。海

洋生物具有耐盐、耐寒、耐热、耐压、光合成、固氮、硝酸还原、浮游、发光和

吸磁等机能，人们期待在基因水平上阐明这些机能并加以利用。基于此，本实验

室开展了对海洋深海适冷微生物的研究工作，并取得了海洋863计划的资助。本

篇论文就是本实验室承担的海洋863课题——“深海适冷蛋白酶的研究”的部分

内容。

深海是一个特殊的生态环境，这里永久低温(火山口除外)、高压、黑暗。

生活在这种特殊环境下的微生物必然有特殊的生理代谢机制，对深海微生物的研
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究不仅有助于我们了解生命的起源，而且可以了解各种极端微生物的生活特性，

有助于我们对深海微生物资源的开发利用。深海中微生物种类和数量之多超乎人

们的想象，在深海海水中存在着各种微型浮游微生物，海底沉积物中微生物的种

类更为广泛(Norkrans and Stehn 1978；Vetriani等1999)。Takami等(1997)通

过平板培养在10898米深的海底沉积物中发现其中的微生物包括放线菌、真菌、

非极端菌和各种极端菌如嗜碱菌、嗜热菌、嗜压菌、嗜冷菌等，通过16SrDNA

同源序列比较发现其中的微生物种类远比培养出来的多。由于深海绝大部分处于

低温，可以肯定，在这里生长的微生物大多为嗜冷或耐冷的。在2500～6500米

深的海底沉积物中，分离的微生物可以证实这一点——其中大多为嗜冷的，在20

℃以上不能生长。例如深海菌株DB67在1个大气压下在i0"C以上则不能生长，

但在高压下，其生长温度则要高一些(Kato等1995；Kato等1996；Isaksen and

Jorgensen 1996)。

1．1．1适冷微生物

1．1．1 l定义

适冷微生物(Cold—adapted microorganism)也称低温微生物，最早的适冷微

生物是由Forster发现的，他于1887年报道了在冷冻保存的鱼中分离到能在O'C

下生长良好的细菌。此后，大量能在低温环境中生存的有机生物体被发现，主要

是细菌、酵母、单细胞藻类、霉菌(Russell 1992；Gounot and Russell 1999)。在

1902年，Schmidt．Nielso首先将能在0℃下生长的微生物命名为嗜冷微生物

(Psyehrophiles)。以后，Ingraham和Stokes(1959)、Stokes(1963)给出一个

更为准确的定义，他们将在一周或两周内在0"C下能够生长出肉眼可见的菌落的

微生物称为嗜冷微生物，并区分成专性嗜冷微生物(obligate psychrophiles)和

兼性嗜冷微生物(facultative psychrophties)。专性嗜冷微生物是指最适生长温度

低于20。C的微生物，而兼性嗜冷微生物是指最适生长温度高于20。C的微生物。

由于在这个定义中，兼性嗜冷微生物并没有嗜低温的特征，与中温微生物难以区

别，因此，Morita于1975年重新给出了一个适冷微生物的定义。他将适冷微生

物分成两大类：嗜冷微生物(psychrophiles)和耐冷微生物(psychrotrophs)。嗜

冷微生物是指最适生长温度不高于15"C，最高生长温度不高于204C的微生物。

耐冷微生物是指在0*C下能够生长繁殖，最适生长温度为20～25℃的微生物。现
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在Morita关于适冷微生物的定义已被广泛采用。

1．1．1．2分布及微生物多样性

由于地球生物圈的85％左右每年都会降到5"C以下，75％常年处于5℃以下

(J。A．Baross，R．Yl Modta 1978；Peter P．Sheridan，Nicholas Panasik，Jonna M．

Coombs，Jean E．Brenchley 2000)，因此适冷微生物在地球上广泛分布，如南北两

极地区、冰窟、高山、深海乃至冷库等低温环境中都有适冷微生物存在。自Forster

发现适冷微生物以来，各国科学家对低温环境下适冷微生物的多样性，适冷微生

物的分离培养、生理特征、遗传特征等进行了广泛的研究。对适冷微生物的研究

不仅有助于我们了解适冷微生物在这些低温环境下对生物链、地球的物质循环所

起的作用，而且为人类利用这些适冷微生物资源奠定了基础。

适冷微生物在自然界中的种类很多，具有广泛的微生物区系，已发现的适冷

微生物既有真细菌、蓝细菌，又有酵母菌、真菌和藻类及古细菌。从各种环境中

分离培养的结果来看，细菌的数量最大，种类也最多。在革兰氏阴性菌中，数量

最多、分布最广的是假单胞菌属。其次是Achromobacter、Flavobacterium、

Alcaligenes、Aeromonas、Xanthomonas、Serratia等。低温的革兰氏阳性菌有

Arthrobacterium、Bacillus和Micrococcus等。适冷真菌在自然界中也很多。适冷

的酵母Toralopsis属和Candida属是从极地冰、雪、土壤等自然环境中分离到的。

另外，从冷藏食品中分离到的适冷酵母有Candida、Cryptococcus、Rhodotorala、

Toralopsis、Hanseniaspora和Saccharomyces，其中Candida是存在最为普遍的适

冷酵母。目前已分离到的适冷真菌至少属于8个属，数量最多、分布最广的是

Penicillium和Cladosporium(Margesin and Schinner l 994)。在极地和深海中也

分离到一些种类的病毒，这些病毒也可能具有适冷特征(Danovaro and Serresi 2000；

Fuhrman 1999)。在深海中还存在着适冷的蓝细菌和绿藻(Jannasch and Taylor

1984)。在雪原上存在的著名的“红雪”现象，实际上是由几种适冷的雪藻引起

的，最常见的一种是Chlamydomonas nivol括。这些雪藻在IO。C以上不能生长，

产生鲜红的孢子形成所谓的“红雪” (Brock 1979)。

从低温环境中所分离到的适冷微生物中，耐冷微生物的数量往往多于嗜冷微

生物，比如Kobofi(1984)从南极海水中分离到155株细菌中，耐冷菌占77％，

而嗜冷菌占23％，这是由于耐冷菌在适应温度快速改变以及对环境中营养物的
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利用上更具优势。这些适冷微生物对陆地和海洋低温生态环境中的物质循环和生

物质的初步生产具有重要作用。由于采样的困难以及培养技术的限制，目前分离

到的适冷微生物种类还只是所有适冷微生物中很少的一部分。

1．1．1．3适冷机制

适冷微生物经过长期的进化适应，形成了一套适应低温环境的特殊结构和特

殊的代谢机制。

(1)适冷微生物的适冷结构

对适冷微生物适冷结构研究最多的是其膜的结构。～方面，与中温微生物和

嗜高温微生物相比较而言，适冷微生物膜中不饱和脂肪酸的比例增大，环状脂肪

酸的比例减小，从而导致膜脂的熔点降低，使膜脂在低温下保持液态，具有流动

性，这对适冷菌在低温下的生存非常重要(Bhakoo M，Herbert，RA 1980；Marr and

Ingraham 1962；Suutari M，Laakso S 1993；Neidleman 1990；Russell and Fukunaga

1990)；另一方面，膜的面积增大，使得适冷微生物在低温环境下也可以吸收更

多的营养(Russel and Fukunaga，1990)。增加膜中不饱和脂肪酸含量从而改变膜

的结构是微生物适应低温的策略之一，己被许多试验证实。将E．coli或Salmonella

突变体培养在含不饱和脂肪酸的培养基中会导致这些菌的最低生长温度降低，增

加其适冷性(Marr and Ingraham 1962)。Canillac等(1982)将中温的、耐冷的、

嗜冷的三株Arthrobacter菌株分别培养在低于其最适温度的温度下，结果三株菌

膜脂中不饱和脂肪酸的含量都增多。膜中的不饱和脂肪酸是由不饱和脂肪酸合成

酶合成的，对嗜冷菌如Bacillus、Listcria、Pseudomonas、Brevibacterium和嗜冷

酵母的研究表明，低温能诱导不饱和脂肪酸合成酶的合成，高温使适冷菌失去合

成此酶的能力并导致酶失活。因此适冷菌在高温下难以保持膜中不饱和脂肪酸的

含量，这可能也是适冷菌不耐高温的原因之一(Gotmot 1986)。

除了对适冷菌膜的结构研究较多之外，对适冷菌所产生的适冷酶的结构也有

较为详细的研究，适冷酶特殊的结构特性将在下面的适冷酶综述部分具体说明。

适冷微生物能够在低温下正常生长，除了有适应低温的膜结构和酶结构之

外，还有其它不同于中温或高温微生物的适低温结构。

(2)适冷微生物的适冷代谢机制

适冷微生物能够适应低温特殊的生态环境，除了有适应低温的特殊结构之
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外，更重要的是有适应低温的各种代谢机制，保证其在低温下的正常生长。这些

机制包括低温下营养物质的吸收和转运、DNA的复制合成、蛋白质的合成、合

成代谢和分解代谢的正常进行、能量代谢的正常进行、细胞的分裂等(辛明秀，

马延和1996)。

a．保持膜对胞外营养物质的正常转运吸收

中温微生物在低于5℃时一般就不能吸收代谢外源物质而只能代谢内源物

质，这是限制其在低温下生长的原因之一。而适冷微生物由于其膜在0。C甚至0

℃以下仍具有流动性，因此它们在0"C甚至0℃以下仍可吸收胞外营养物质。

Morton等(1978)研究了嗜冷、中温和嗜热的Torulopsis属酵母对胞外葡萄糖的

转运能力，发现只有嗜冷酵母能够在2"C的低温下转运葡萄糖。Herbert等(1992)

研究比较嗜冷的弧菌和耐冷的假单胞菌在不同温度下对葡萄糖和乳糖的吸收速度

时发现，嗜冷弧菌吸收利用葡萄糖和乳糖在0"C时最快，而在15～20"C时降低；

而耐冷假单胞菌在20"C时吸收葡萄糖和乳糖最快。由此可见，适冷微生物适应

温度越低，在低温下膜转运和吸收营养物质的能力越强。适冷微生物这种能够在

低温下保持膜对胞外营养物质运转吸收的能力，为其在低温下的正常生长提供了

物质基础。

b．在低温下产生大量不同类型的酶

许多研究表明，适冷微生物的最高产酶温度在最适生长温度以下(Hoshino

等1997)，适冷微生物一些酶的产生是由生长温度调节而不是生长速率调节的。

适冷微生物在低温下产生更多的酶可以补偿低温下酶活较低的缺陷，保证其高效

率地利用低温环境中的营养物质(Burini等1994；Guillou等1995)。

适冷菌还能够产生不同类型的同工酶，而且这些同工酶的热稳定性不同，

Brenchley等(1996)发现一株嗜冷菌产生的B．半乳糖苷酶同工酶具有不同的最

适温度。产生不同类型的同工酶可能是适冷微生物适应低温的方式之一。

c．保持酶在低温下的高催化效率

由于适冷微生物产生的适冷酶的结构更具柔性，利用较少的能量就可发生构

象转变，因而，适冷酶具有Km低、Ea低、Kat高等特点，使其在低温下具有较

高的催化效率。如Hoshino(1997)从海洋鱼类中分离的Pseudomonas sp．PL-4

产生的适冷蛋白酶最适催化温度为25℃，在0。C仍具有最高活力的15％，而中
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温蛋白酶的最适催化温度一般为50～60。C，在0℃下只具有不到1％的最高酶活

力。提高酶在低温下的催化效率也是适冷微生物适应低温环境的途径之一。

d．加快蛋白质降解，提高生长速率

嗜冷菌的最适生长温度低于15。C，耐冷菌的最适生长温度也一般为20℃左

右。因此适冷菌在低温下具有更高的生长速率。研究发现，随着温度的降低，适

冷菌的生长速率降低得比中温菌慢。适冷菌的温度系数Q10小于中温菌的QlO，

即适冷菌可以在低温下保持高的生长速率(Margesin and Schinner 1994)。一些

研究表明，耐冷菌的蛋白质降解速率比中温菌的要快得多(Potier等1985；Araki

1991；Amid 1992)。蛋白质的迅速转换是适冷菌节省能量的途径之一，特别是在

低温生态环境寡营养的情况下，加快蛋白质降解可以迅速为蛋白质的合成提供氨

基酸。

e．产生冷激蛋白(CSPs)

冷激蛋白(CSPs)广泛存在于革兰氏阳性菌和阴性菌中，是细胞在应对冷

刺激时所产生的一系列7kb左右的蛋白质。当生长温度突然降低时，无论是适

冷微生物还是中温微生物都会被诱导产生冷激蛋白(Mayr等1996；Whyte and

I／lniss 1992)。将嗜冷酵母Trichosporonpullulans的生长温度从而21℃降为5"C，

它在12小时内诱导合成了26种冷激蛋白(Julseth and Inniss 1990)。冷激蛋白中

有一些是酶，如与细胞膜在低温下发生结构修饰相关的去饱和酶等(Russell NJ and

Fukunaga N 1990；Russell NJ 1992)。冷激蛋白在适冷微生物对低温的生理适应过

程中发挥着重要作用，主要是调节蛋白质的合成和mRNA的折叠。

随着新的适冷微生物资源的发现和对适冷微生物适冷机制的详细研究，对适

冷微生物的应用将会越来越广泛。

1．1．2适冷酶

近年来对适冷酶的研究越来越广泛深入。由于适冷酶具有柔性较高的构象，

是研究酶的结构与功能的很好的材料，因此近年来的研究主要侧重于探讨适冷酶

结构与功能的关系、适冷酶在低温下保持高催化效率的机制，同时探索适冷酶在

食品、纺织、洗涤剂及环境保护等行业中的应用(Gerday等1997；Gerday等

2000)。

1．1．2．1来源
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目前所研究的适冷酶很大一部分是由适冷菌产生的，还有一部分适冷酶是由

中温酶通过生物工程技术如基因定点突变等而产生的(Demirjian等2001：Feller

等1996；Kallo等1997；Roovers and Sanchez，2001；Taguchi等2000；Wintrode等

2000)。目前已报道的适冷酶种类很多(Isllii等1987；Iyo and Forsberg，1999；

Ohkuma等1996；Ochial等1979)，其中研究最多的是适冷菌产生的胞外酶如适

冷的q．淀粉酶、适冷蛋白酶、适冷脂酶等。由南极嗜冷菌Alteromonas haloplanetis

A23产生的a．淀粉酶是第一个被结晶的适冷酶。

1．1．2．2特性

适冷酶的特性概括起来主要包括以下三个方面。

(1)低温下较高的催化活性

适冷酶的最适催化温度一般明显低于同类中温酶和高温酶。如适冷蛋白酶的

最适催化温度一般为30～40℃，而中温蛋白酶的最适催化温度一般为50～60℃。

适冷酶一般在O*C甚至O*C以下仍具有较高的催化效率，目前报道的适冷酶均具

有此特征。适冷酶在O*C下的残余酶活比例要比同类中温酶高出数倍。比如，适

冷菌Fibrobacter succinogenes$85产生的适冷葡聚糖酶，在O℃具有70％的最高

酶活，而同类中温酶在O'C只具有18％的最高酶活(Iyo and Forsberg，1999)。适

冷酶的这一特性主要是由于适冷酶在低温下能够保持较高的转换数(Kcat)，适

冷酶低温下高的底物转化效率，保证了适冷生物在低温下的代谢效率。如由南极

嗜冷菌Bacillus TA39产生的Subtilisin当以Suc—F—A—A—F．pNA为底物时，在4"C

时转化系数Kcat为32S-I)而中温菌Bacillus subtil捃利用同样的底物时，在4"C时

的转换系数Kcat为18S’1(Feller等1996)。由南极鱼中分离的胰蛋白酶以L．PABA

为底物时，在5"C时的Kcat为29miffl，而牛的胰蛋白酶用同样的底物在4℃时的

Kcat为5．4minl(Genicot等1988)。实验表明，有许多适冷酶在低温下的Km

值降低。Km值的降低表明酶与底物亲和力的增强．这是适冷酶在低温下提高催

化效率的一种途径。大部分适冷酶都是通过降低Km或提高Kcat或二者都改变

来提高酶在低温下的催化效率，生理系数Kcat／Km值高是适冷酶的基本特征。

适冷酶的活化能明显低于中温酶，表明酶进行催化反应所需的能耗少，反应能够

在低温下进行，降低活化能也是酶提高在低温下催化效率的途径之一(Feller and

Gerday 1997)。适冷酶之所以能在低温下保持高催化活性，必然有其分子结构方
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面的原因。按一般知识理论推测，应该是酶活性位点发生了改变。但是大量研究

表明，所有参与反应的氨基酸残基在适冷酶和中温酶中都是严格保守的(Qian

等1994；Fields and Somero 1998；D’Amico等2000)。因此，适冷酶的冷适应分

子基础必须另行找起。

(2)热敏感性

绝大多数适冷酶只能在相对低的温度下保持高催化效率，温度稍高即很快失

活，表现出很高的热敏感性。适冷酶的热变性温度均比同类中温酶低15～20℃。

尽管近年来的研究并未发现适冷酶低温下的高催化活性与其热敏感性之间存在系

统性关联，但是这种趋势确实在自然界中普遍存在。近年来人们更倾向于认为适

冷酶的热敏感性是由于缺乏选择压力，而不是适冷菌为了提高低温催化活性而诱

导形成的物理或化学约束的结果(Miyazaki等2000)。Wintrode等人(2001)

通过对适冷枯草杆菌蛋白酶$41进行定向进化获得的高稳定性突变体3-2G7比

野生株蛋白酶适应温度更宽、活性更高，这表明适冷酶并非一定是不稳定的。不

过通过对继续传代几次获得的稳定突变株的进一步研究发现，突变体蛋白酶尽管

在10℃时对小分子底物的催化活性明显高于中温BPN’枯草杆菌蛋白酶，但并未

表现出更高的酪蛋白水解活性(Taguchi等2000)。而且，在中温枯草杆菌BPN’

的适冷突变株中也发现了稳定性降低的现象。在另一个与适冷枯草杆菌蛋白酶

$41相关的实验中，为提高中温枯草杆菌Bacillus sphaericus蛋白酶SII在低温下

的催化活性，所获得的四个适冷突变体中的三个表现出稳定性的降低(Wintrode

等2000)。因此，要揭示适冷酶的冷适应性与热敏感性之间的可能关系，还需要

更多的实验证据加以阐明。

(3)柔性

目前普遍被接受的假说认为，适冷酶在低的适宜温度下较高的催化活性和较

强的热敏感性与蛋白质结构柔性的提高紧密相关(Fields PA，Somero GN 1998；

Zavodszky P，Kardos J，Svingor,Petsko GA 1998)。对己报道的适冷Q-淀粉酶、枯

草杆菌蛋白酶、B．内酰胺酶、磷酸酶等的结构研究表明，适冷酶在低温下较同

类的中温酶和高温酶具有更高的柔性(Feller and Gerday 1997)。在适冷酶的结构

中，盐桥的数量减少，疏水核内芳香环的相互作用减弱，脯氨酸与精氨酸残基数

量减少，酶的疏水性减弱，亲水性增强，使酶与溶剂的相互作用增强，这些结构
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的改变都有利于酶分子柔性的增加(Marshall 1997)。酶分子中在适当部位的柔

性的增加，有利于活性位点与底物的接近和相互作用以及产物的释放，这已被大

量研究所证实(Aittaleb等1997；Russell等1998)。如枯草芽孢杆菌蛋白酶$41

与其同源中温酶相比，底物结合部位有两个氨基酸残基被取代，减少了活性部位

入口的空间位阻，使酶分子变得更具柔性，降低了催化过程中构象改变所耗费的

能量。在$41中，盐桥与芳香族相互作用的减少也使酶分子柔性增加，$41酶分

子表面有四个长链的氨基酸残基以及大量的极性氨基酸残基，主要为天冬氨酸，

使酶分子表面的长度与极性增加，增强了酶分子与溶剂的相互作用，使酶更具柔

性，同时降低了酶分子的紧密度和稳定性(Davail等1994)。

根据目前对适冷酶的研究结果，可以认为适冷酶有两种通过柔性结构进行低

温适应的机制，也由此将适冷酶结构的柔性分为两种～一局部柔性和整体柔性

(Zecchinon等2001)。

(1)局部柔性

对适冷磷酸甘油酸激酶(PGK)的DSC(差示扫描量热)研究发现，适冷PGK

蛋白包含两个结构域(两个峰)，而其酵母同源中温酶只显示一个峰。适冷PGK

第一个结构域与酶分子的热不稳定性有关，并推测其具有很高的柔性，从而赋予

酶较高的催化活性；另一个结构域热稳定性甚至高于酵母中温PGK，抵消了第

一个结构域引起的熵的不利变化。适冷PGK两个结构域之间协同性的丧失，可

能是结构域间疏水相互作用减弱引起的。在适冷几丁二糖酶的DSC研究中也发

现了同样的结果：酶显示有两个稳定性截然不同的结构域，而且活性位点位于稳

定性差的结构域中。Gast等人(1995)对酵母同源中温酶进行冷变性，结果也

得到了两个吸收峰。这种适冷酶在催化小分子底物时，如果增加整个蛋白结构的

柔性；很可能会导致Km值升高，进而降低酶在低底物浓度时的催化效率。保持

一个结构域的刚性可以降低基态(ground state)的熵值，限制低稳定性结构域造

成的混乱度影响。

(2)整体柔性

对适冷o．淀粉酶的研究发现(Feller等1999)，尽管a．淀粉酶包括三个结构

域，但是酶分子从天然状态到解构状态只需要一步转化。更有趣的是，酶的解构

是一个完全可逆的过程。稳定能曲线显示，不仅适冷酶蛋白表现出对a．淀粉酶
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研究以来最低的稳定性，而且特异稳定能(如每个残基的稳定能)都是以前对可

逆解构蛋白研究数据中最低的。与上面的PGK和几丁二糖酶不同的是，a．淀粉

酶的天然底物是高分子量物质，这就可能需要酶分子具有整体的结构柔性，以利

于低温下与底物的结合。

1．1．2_3应用前景

适冷酶由于其在低温下较高的催化活性以及对热比较敏感的特点，在许多行

业中具有潜在的应用价值(Gerday等2000)。①食品工业。例如在奶制品工业

中，可以利用适冷B．乳糖酶在低温下降解奶制品中的乳糖(世界上约2／3人口

对乳糖具有不耐受性)；在果汁生产中可以通过添加果胶酶以利于果汁的提取、

降低果汁粘度以及提高终产物的澄清度；在肉制品工业中，适冷蛋白酶的使用可

以使肉变得更加鲜嫩：在面包工业中，适冷淀粉酶、蛋白酶和木聚糖酶的使用能

够缩短发面时间、提高发面和面包的品质，并能保持持久的香味和湿润度。而且，

由于这几种酶比较容易失活，因此可以防止反应时间过长导致的发面过软或过

粘；另外，在酿造工业、奶酪生产以及动物饲料等方面，适冷酶也都有着很好的

应用潜力；②纺织业。在纺织品生产中，织物从主纤维中伸出的棉纤维末端会降

低织物的光滑程度并进而影响衣物的外观。利用纤维素酶在一定条件下就可以切

除这些伸出的棉纤维末端，提高纺织品的耐用性和柔软度。但在目前的处理工艺

中，由于使用的纤维素酶很难失活，所以会导致主纤维结构也发生改变。使用适

冷纤维素酶就可以避免这种情况的发生；③洗涤剂工业，在洗涤剂中添加适冷的

蛋白酶、脂酶、a．淀粉酶以及纤维素酶，可以进行冷水洗涤，节省能耗并且减

少衣物的磨损；④生物降解。温带地区季节性温度变化大，降低了微生物降解有

机污染物的效率。如果使用混和培养的适冷微生物，将有助于提高这些顽固化学

污染物的生物降解速率。目前，利用适冷微生物降解有毒化合物如硝化物、烃、

芳香族化合物、重金属等以及生物聚合体如纤维素、几丁质、木质素、蛋白质和

甘油等的研究已经开展起来(Timmis KN，Pieper DH 1999；Margesin R，Schinner F

1997；Margesin 1L Schinner F 1998)。

1．2立题依据

蛋白酶是目前应用颇为广泛的一类非常重要的工业用酶，已广泛用于食品、

洗涤、皮革、饲料等许多行业。目前商品蛋白酶一般都是中温蛋白酶，由中温微

0
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生物产生，产酶微生物的最适生长与产酶温度一般在30℃以上，最适酶活温度

一般都在50℃左右。由于中温蛋白酶的最适催化温度较高，在一些低温催化过

程中达不到最佳效果。适冷蛋白酶的最适酶活温度一般在40℃以下，由适冷微

生物产生。这些适冷微生物的最适生长与产酶温度一般在20℃以下。适冷蛋白

酶产酶温度低，在低温下催化效率高等特点，使得适冷蛋白酶有着中温蛋白酶无

法比拟的优越性，具有很好的应用前景。例如，目前洗衣粉中的蛋白酶一般都是

碱性中温蛋白酶，最适酶活温度～般在50。C以上，因此，要达到最佳效果，洗

涤用水要在50．60。C。如果用最适酶活温度在30℃以下的适冷蛋白酶，则可直接

用自来水洗涤，不但能达到最佳洗涤效果，而且还节省了能源；在化妆品与牙膏

中使用中温蛋白酶，由于环境温度低，不可能使酶活达到最高，也就达不到最佳

应用效果。如果采用最适酶活温度在35～40℃的适冷蛋白酶，就会使化妆品与

牙膏在使用过程中蛋白酶酶活达到最高，从而达到最佳应用效果：在皮革、羊毛、

制造蛋白水解物等工业上，应用适冷蛋白酶可以部分省却加热与冷却两步，既节

省能量又节省时间；由于适冷蛋白酶有着接近自然环境温度的最适催化温度，因

此在自然界废物与污水处理方面可能比中温蛋白酶的应用效果更好，这对环境保

护有着重要的意义。尤其是在海产品加工及海洋蛋白饵料生产工业中，适冷蛋白

酶用以处理废弃蛋白资源，不但可以消除污染，而且可以将部分废弃、低值蛋白

资源重新回收利用，或制成海洋饵料，或进行海洋天然活性短肽等药物的提取。

“取之于海，用之于海”。另外，适冷蛋白酶在食品保鲜方面也具有非常诱人的

应用前景。采用蛋白酶处理肉质冰鲜品以提高肉质冰鲜品的风味是目前国际上正

在兴起的研究热点，也是我们实验室目前的一个研究方向。目前所采用的风味酶

都是中温蛋白酶，肉质冰鲜品的保存温度为．2．O'C，中温蛋白酶在O'C下酶活极

低，不到其最适酶活温度时的1％，因此利用中温蛋白酶作为肉质冰鲜品的风味

酶只有加大酶的用量，才能明显提高肉质冰鲜品的风味。适冷蛋白酶由于其在低

温下催化效率高的特点，在O'C下酶活可以达到其最适酶活温度下的10～25％，

因此利用适冷蛋白酶作为肉质冰鲜品的风味酶，酶的用量较少，就可以明显起到

提高风味的效果。我们实验室利用本实验室所产的适冷蛋白酶进行肉质冰鲜品的

风味处理已经取得了较好的结果。

如前所述，适冷蛋白酶在低温下的高催化效率是与其分子结构密切相关的，
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适冷酶的主要结构特征就是分子结构具有相对较大的柔韧性，以致催化活性中心

在低温条件下也能较好地接近、作用底物。分子内部相互作用的减弱、与溶剂之

间相互作用的增强、结构域或亚基之间作用的减弱，以及离子之间相互作用的减

弱，这些因素在增加了适冷酶柔韧性的同时，也降低了酶的稳定性，使酶对周围

环境如温度、pH、离子浓度等变得较为敏感。酶的不稳定性，大大限制了适冷

蛋白酶在工业生产上的广泛应用。因此，探索适冷酶热稳定性的保护措施是推动

适冷酶广泛应用的关键问题之一。

我们实验室为将交替假单孢菌Pseudoaltermonas sp．SM9913所产的适冷蛋白

酶推向产业化，使之成为工业用蛋白酶家族中的重要一员，做了大量的研究和努

力。本篇论文就是其中的一部分工作，目的在于为适冷蛋白酶在工农业生产中的

广泛应用扫清障碍．拟解决两方面限制适冷蛋白酶产业化应用的问题：一是提高

适冷蛋白酶的产酶效率，二是寻找一种或几种方便有效、成本低廉的适冷蛋白酶

的稳定性保护方法，并希望能够从蛋白质结构水平上找到适冷酶热稳定性保护的

原因，以“对症下药”，有的放矢地解决适冷酶的稳定性问题。

1．3研究基础

本实验室通过几年来对深海适冷交替假单孢菌Pseudoaltermonas sp．SM991 3

适冷蛋自酶的研究，对该适冷蛋白酶的酶学特性有了较系统的了解。

P sp．SM9913筛选自1800多米深的南极海底淤泥，是一株典型的适冷菌，

在低温下生长速率较高，能够在0'C下正常生长，最适生长温度15"C，最高生长

温度为35 9C，最适产酶温度IO'C。所产蛋白酶粗酶具有典型的适冷蛋白酶特征，

在低温下有着较高的催化效率，在O'C仍具有3％的酶活力，最适酶活温度35"(2

(陈秀兰等2001)。

对P．sp．SM9913菌株所产蛋白酶进行了纯化，发现P．sp．SM9913至少分泌两

种蛋白酶，分别命名为MCP·01和MCP-02。

蛋白酶MCP．Ol是一分子量为60．7KD、等电点为3．0左右的酸性蛋白质。单

体酶。抑制剂实验表明蛋白酶MCP．01的活性中心含有丝氨酸残基和钙离子；在

海水中具有最高的酶活性，并具有较好的耐盐性，在6％的NaCI中仍具有75％

的酶活性；最适酶活温度为30～35‘C，比一般的中温蛋白酶低20。C左右，酶的

适冷性很好，同时对热非常敏感，是典型的适冷酶；蛋白酶MCP·01抗变性剂SDS
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的能力很差．在碳酸、Tris、磷酸、硼酸四种不同的缓冲液中的最适pH、最适

酶活温度、在0℃下的酶活力、热敏感性等均不同，其中，在碳酸缓冲液中对热

最敏感，在砥s、磷酸中次之，在硼酸缓冲液中热稳定性最好。这表明蛋白酶

MCP．01的立体结构可能比较柔顺、松散，易受缓冲液中离子强度和电荷等因素

的影响。SDS．PAGE图谱显示蛋白酶MCP—01热敏感性的主要原因是自溶(Chen

XL等2002)。对蛋白酶MCP．01的氨基酸组成分析表明，酶分子中精氨酸的含

量很低，使得蛋白结构中盐桥较少，有利于酶分子的构象柔顺。

蛋白酶MCP．02的分子量为36KD，抑制剂实验表明蛋白酶MCP一02的活性

中心可能含有锌离子，最适酶活温度为50--55℃，对冷的适应性较差，对热比

较稳定，属中温蛋白酶。因此，研究结果表明，蛋白酶MCP一01和MCP-02属于

两种不同种类的蛋白酶。
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第二章Pseudoaltermonas sp．SM9913适冷蛋白酶发酵产酶条

件优化

由于适冷蛋自酶具有产酶温度低，在低温下催化效率高等特点，所以在食品、

医药、纺织、皮革、洗涤剂、化妆品以及废物处理等行业有着很好的应用前景。

但目前制约适冷蛋白酶在工业生产中广泛应用的因素主要有两方面：一是适冷蛋

白酶的热不稳定性。尽管适冷蛋白酶在低温下有着较高的催化效率，但是它对热

敏感，在常温或更高温度下酶活丧失很快，如何采取措施对适冷蛋白酶的热稳定

性加以保护，也就成了适冷蛋白酶能被广泛推广应用的关键所在，这个问题将在

下一章作进一步探讨。制约适冷蛋白酶产业化应用的第二个主要因素是产酶效率

较低。由于适冷微生物特别是海洋适冷微生物生活环境的特殊性，如低温、寡营

养、低氧分压、高压、高渗、黑暗等环境因素的限制，使得适冷微生物产酶效率

较低。所以，尽管适冷蛋白酶在低温下有着中温蛋白酶无可比拟的高催化效率，

但是菌株产酶效率太低，大大限制了其在生产中的应用。

本章旨在通过改进产酶发酵条件来提高Pseudoaltermonas sp．SM9913的产酶

效率。参考借鉴近年来国内外对适冷蛋白酶产酶条件的研究成果(Kristj8J【1SSOn

等1999：Taguchi等1998；Secades and GuijalTO 1999：张云波，孙谧，王跃军

等2000)，从发酵产酶培养基的碳源、氮源、无机盐、金属离予、表面活性剂、

pH以及装液量等几个方面对P．sp．SM9913产酶条件加以研究，以期能够最大限

度地提高其产酶效率。

2．1材料和方法

2．1．1 试验菌株

交替假单孢菌Pseudoaltermonas sp．SM9913，从1800多米深的海底泥样中

筛得。

2．1．2 培养基

海水LB斜面培养基：蛋白胨1‰酵母粉O．3％，葡萄糖1％，琼脂1．6％，
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用陈海水配制，pH7．2—7．5

液体发酵培养基：玉米粉2％，麸皮l％，豆粕2％，Na!HP04 0．I％，KH2PO；

O．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5

2．1．3 试剂、药品

Folin试剂的配制参考张树政《酶制剂工业》一书

本章所用培养基质、化学试剂均为国内生产的分析纯(吐温80为化学纯)

2．1．4 仪器

HZQ—Q振荡器，哈尔滨东联电子技术开发有限公司

722S分光光度计，上海精密科学仪器有限公司

5804R冷冻离心机，Eppendoff公司

TGL一16G台式离心机，

DK-8型电热恒温水槽，

2．1．5 发酵产酶

上海安亭科学仪器厂

上海精宏实验设备有限公司

P．sp．SM9913 LB斜面划线，15℃下培养48小时，接种液体发酵产酶培养基，

12℃、200rpm发酵72小时，发酵液4。C、10000rpm离心10分钟，上清液即为

粗酶液。

2．1．6 蛋白酶活力测定

Folin法(张树政，1984)。粗酶液进行适当稀释，取lml，加入lml 35℃下

预保温的2％酪蛋白溶液，35℃水浴反应10min后，加入2ml O．4M的三氯乙酸

终止反应，继续保温沉淀10rain后， 10000rpm常温离心10min，取lml上清液

加入5ml O．4M的碳酸钠，混匀后加入lml Folin试剂，混匀后在40。C水浴保温

20rain，测定660nm处的OD值。对照为lml适当稀释后酶液先加2ml 0．4M三

氯乙酸，35。C保温10min后，加入lml 2％酪蛋白溶液，继续保温10min，其它

步骤不变。标准曲线用不同浓度的酪氨酸来制定。

酶活力定义为每分钟由酪蛋白释出的三氯乙酸可溶物，其Folin试剂呈色度

与l微克酪氨酸相当时所需的酶量为1个单位。
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2．2结果与分析

2．2．1 几种碳源对产酶的影响

考查比较了麸皮、玉米粉、淀粉、葡萄糖、酵母粉、琥珀酸、柠檬酸钠等碳

源物质对产酶的影响，结果如图2．1所示：

麸皮+玉米粉 淀粉 葡萄糖 酵母粉 琥珀酸 柠檬酸钠

图2-1 几种碳源对P．sp．SM9913发酵产酶的影响

Fig．2·1 Effect ofcarbon sources on P．sp．SM991 3 protease production

从结果可以看出，在这几种碳源物质中，柠檬酸钠对产酶具有明显的促进作

用，加有0．5％柠檬酸钠的发酵培养基，粗酶液酶活比对照配方高30．8％：而葡

萄糖、琥珀酸对产酶有抑制作用，粗酶液酶活分别仅为对照酶活的19．1％和6．1％，

可能葡萄糖和琥珀酸对酶的合成有分解代谢阻遏作用；酵母粉和淀粉类碳源效果

较麸皮玉米粉类碳源略差，但对产酶无明显抑制作用。

2．2．2 麸皮与玉米粉配比对产酶的影响

调整发酵产酶培养基中麸皮与玉米粉配比分别为(％)：0：2、l：2、2：1、2：0，

发酵产酶，酶活测定结果如表2．1。

表2-1 麸皮与玉米粉配比对P．sp．SM9913发酵产酶的影响
Table 2-1 Effect ofthe ratio ofbran and corn flour on protease production

麸皮与玉米粉配比 酶活(U／m1) 相瑟活

∞

∞

∞

印

∞

加

0
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由结果可以看出，麸皮、玉米粉对产酶都有促进作用，麸皮与玉米粉配比为

2：1时效果较好。

2．2．3 碳源加量对产酶影响

麸皮、玉米粉加量分别提高1％，即麸皮2％、玉米粉3％，考查产酶变化。

结果酶活从260．gU／ml提高到354．6U／m1，产酶提高了36％，说明碳源加量的提

高对产酶十分有利，是制约产酶的一个重要因素。

2．2．4 氮源对产酶的影响

考查了几种氮源物质对SM9913产酶的影响，氮源组成以及酶活测定比较结

果如图2．2所示。

豆， t糟 豆柏&
●

豆粕 刍胨

豆粕水解渣 豆粕＆尿甭

。_ ． -

产酶比较结果表明，较难利用的氮源物质如豆粕、豆饼粉对产酶具有促进作

用：而较易吸收利用的有机氮源，如豆粕水解液、蛋白胨、尿素等，对产酶有抑

制作用。蛋白质类氮源优于豆粕水解物等易利用氮源的原因一方面可能是蛋白水

解物等抑制蛋白酶的形成，另一方面可能是蛋白质对产酶的诱导作用只发生在培

养开始阶段，以后即使出现妨碍的氨基酸或肽，诱导作用仍能继续维持下去。所

以，通过这个实验也说明P．sp．SM9913所产的适冷蛋白酶很可能是一种诱导型

酶，只有当周围环境氮源物质比较难以利用时才开始诱导合成分泌。从试验结果

来看，在原配方豆粕含量2％的基础上再添加0．5％的豆饼粉对产酶有促进作用，

其可能原因是原配方中氮源(豆粕)的含量不足，需进一步做提高氮源加量的试

验加以验证。

{ ≈ ’ 0 0 0 0 。
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2．2．5 豆粕加量的影响

考查豆粕在发酵培养基中含量分别为1、2、3、4％时对产酶的影响，结果

如图2．3所示，豆粕含量为4％时产酶较对照提高了近40％。

％2％ 弧 4％

Con船nWafion ofbean-bits

图2-3 发酵培养基中豆粕含量对P．sp．SM9913产酶的影响

Fig．2-3 Effect ofconcentration ofbean·bits 011 protease production

2．2．6 金属离子对产酶的影响

考查了在发酵培养基中添加ca2．、Mf+、Mn2+、Zn“、cu2+、Fe”六种--qi"离

子对产酶的影响，六种离子在培养基中含量为O．01M。发酵产酶的比较结果如图

2．4所示，同不含金属离子的对照相比，钙、镁离子的加入对产酶都有一定的促

进作用，而锌、铜、铁离子对产酶有抑制作用，添加锰离子对产酶影响不是很大。

拿
二
=
三
艺
日

曼
兽
∞

兰
：
三

120

100

∞metal i∞s Ca2+ M吕2+ Mn2+ Zn2+ Cu2+ Fe2+

图2_4 金属离子对P．sp．SM9913发酵产酶的影响

Fig．2-4 Effect ofmetal ions On protease production
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2．2．7 表面活性剂对产酶的影响

在发酵培养基中加入一定量的表面活性剂吐温80和SDS(十二烷基硫酸钠)，

考查其对产酶影响，结果如表2．2。表面活性剂吐温80和SDS都对产酶有促进

作用。说明一方面表面活性剂的加入，提高了细胞膜的通透性，促进了蛋白酶向

胞外的分泌，另一方面表面活性剂使得蛋白酶的更容易脱离细胞膜的附着，释放

到发酵培养基中。

表2-2 表面活性剂对P．sp．SM9913发酵产酶的影响，
Table 2-2 Effect ofsufface-active agents on protease production

——Surface-active agent Concentration(％)Enzyme activity(U／m1)Relative enzyme activity(％)．．
无0 292．03 100

吐温80 0．1 394．37 1 35．04

SDS 0．02 343．2 117．52

2．2．8 无机盐对产酶的影响

在原发酵培养基配方基础上，不加NaH：PO。和K2HPO。这两种可以与钙离子

生成沉淀的无机盐。Na+、K+可以通过海水获得，同时为了和原配方的离子浓度

保持基本一致，添加0．1％的KNO：。产酶比较结果如表2-3所示，不含磷酸盐的

发酵培养基产酶水平下降许多，说明尽管磷酸盐能和钙离子生成沉淀，但还是对

产酶有一定促进作用的。

表2-3 无机盐对P．sp．SM9913发酵产酶的影响
Table 2-3 Effect of inorganic salts On protease production

g塑呈曼趔业f坠! 垦磐迦曼璺堕!!!丝堕塑竖 垦星!墅!!皇宝旦型翌宝璺曼!i∑!丝f堑2

Control 凇4麟 29203 100

旦i!鉴型g Q：!Q !墅：鳘 箜：塑

2．2．9 溶氧对产酶的影响

考查三角瓶中发酵培养基的不同装液量对产酶的影响，结果见表2．5。结果

表明，P．sp．SM9913发酵产酶是好氧过程，装液量较少对产酶比较有利。但是由

于发酵培养基中固形物含量较大，从发酵结束后三角瓶中残余的发酵液来看，装

液量越少，水分损失越快。因此，考虑到装液量25ml和50ml酶活相差不大(只

相差6．6％)，还是采取50ml装液量比较适宜。
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表2—4 发酵培养基装液量对P．sp．SM9913产酶的影响

!!!!!：兰望!竺!!!!!!!!!!型墼!!1 2翌堡竺!￡翌!!!!!!
Liquid volume(m1) Enzyme activity(U／m1) Relative enzyme activity(％)

2．2．10发酵培养基初始pH对产酶的影响

考查了发酵培养基初始pH分别为6．0、7．0、8．0时产酶的变化情况，结果如

表2—5，发酵培养基初始pH为酸性时，对产酶有明显的抑制作用；初始pH7．0

以上比较有利于产酶。

表2-5 发酵培养基初始pH对P，sp．SM9913产酶的影响
Table 2-5 Effect ofinitial pH on protease production

!!!!型P旦 呈型z里!苎!!盟!竖塑!1
6．0 22．67

7．0 265．41

8 0 270 61

2．2．11新的发酵产酶培养基配方

综合以上发酵培养基组成的实验结果，在原发酵培养基配方基础上，加入了

一定量可以促进产酶的柠檬酸以及吐温80，同时为协调培养基中固形物含量与

溶氧的关系，对麸皮与豆粕加量做了调整，拟定了如下几个配方进行发酵产酶，

比较产酶效果，结果如图2．5。

新配方1：玉米粉3％，麸皮2％，豆粕2％，柠檬酸钠0．5％，吐温80 O．1％，Na，HPO。

0．1％，KH，040．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5；

新配方2：玉米粉2％，麸皮1‰豆粕4％，柠檬酸钠O．5％，吐温80 O．1％，Na_2HPO。

0．1％，KH2P040．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5：

新配方3：玉米粉2％，麸皮3‰豆粕4％，柠檬酸钠0．5％，吐温80 0．1％，Na：HPO。

0．1％，KH2PO。0．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5；

新配方4：玉米粉2％，麸皮2％，豆粕3％，柠檬酸钠O．5‰吐温80 O．1％，Na2HPO。

0．1％，KH2PO。O．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5；
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孽¨Ⅲ
图2．5 新发酵产酶培养基配方比较

Fig．2-5 Comparison of several fermentation media

从结果可以看出，新配方4的产酶能力最高，比原配方提高了约65％。因此

确定新的发酵产酶培养基配方为：玉米粉2％，麸皮2％，豆粕3％，柠檬酸钠O．5％，

吐温80 O．1％，Na2HP040．1％，KH2P040．03％，CaCl20．1％，用陈海水配制，pH7．5，

装液量50ml／500ml三角瓶。

2．3讨论

由于深海适冷交替假单胞菌Pseudoaltermonas sp．SM9913所生存的海洋环境

的特殊性，必然在长期进化过程中形成了一些特殊的分子特性、细胞结构、生理

生化特征和代谢机制，我们试图从研究P．sp．SM9913生存的海洋环境因素(如前

所提到的温度、压力、光照、氧气、无机离子、营养等)入手，找到一套最优的

产酶条件。但受实验条件的限制，我们无法完全模拟其在海洋中的生活环境，如

高压对其生长及产酶的影响以我们目前的设备条件就无法进行研究。本章仅对几

个可操作的因素进行了研究，包括发酵产酶培养基的碳源、氮源、无机盐、金属

离子、表面活性剂、初始pH以及装液量等。最终确定了一个较优的发酵产酶培

养基组成：玉米粉2％，麸皮2％，豆粕3％．柠檬酸O．5％，吐温80 0．1％，Na2HPO。

0．1％，KH，PO,0．03％，CaCl，0．1％．用陈海水配制，pH7．5，装液量50ml／500ml

三角瓶。最高酶活(477．15Ufml)较原来(290U，m1)提高了约65％，虽尚未达

到工业化生产的要求，却使适冷蛋白酶向着工业化生产应用又迈进了一大步。随

着以后研究的深入，如果能够利用基因工程等方法改造试验菌株，选育出产酶能

力更强的菌种，适冷蛋白酶的应用必将显现出更加诱人的广阔前景。
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海藻糖日益广泛地应用于食品、医药、化妆品等许多领域。

3．1材料和方法

3．1．1 实验菌株、培养基

同第二章2．1．1、2．1．2

3．1．2 材料、药品

(1)蛋白酶分离纯化介质与材料

透析超滤材料：10000NMWL透析袋，3000NMWL聚醚砜超滤膜(62mm)，

3000NMWL超滤离心管，均由Millipore公司生产。

分离纯化介质：葡聚糖凝胶SephadexG25，葡聚糖凝胶SephadexGl00，均为

Pharmacia产品。

(2)药品

海藻糖(生化试剂)，上海恒信化学试剂有限公司

海藻糖(食品级，纯度96％)，重庆正隆利尔生物化学制品有限公司

3．1．3 仪器

YC．1层析实验冷柜，北京博医康技术公司

杯式超滤器(200m1)，Amico Incorporation

层析柱(100cm×16mm、50cm×26mm)，上海华美玻璃仪器厂

FREEZE DRY SYSTEM，美国LABCONCO公司

BSZ．100自动部份收集器，上海沪西分析仪器厂

HD21C．A核酸蛋白检测仪，上海康华生化仪器制造厂

SHB．B88型循环水式多用真空泵，郑州长城仪器厂

3．1．4 酶活测定方法

同第二章2．1．6

3．1．5 适冷蛋白酶的分离纯化

(1)粗酶液的提取参见第二章2．1．5；

(2)硫酸铵沉淀：去除粗酶液上层较稠部分，剩余酶液进行硫酸铵沉淀，
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饱和度55％。沉淀后酶液4"C、8000rpm离心15分钟，沉淀加预冷的50mmol／l

pH9．OTfis—HCI缓冲液重溶，4"C、10000rpm离心15分钟，上清液为重溶后的酶

液。

(3)酶液的脱盐与浓缩：重溶后的酶液装入10000NMWL的透析袋中于4

℃下用50mm01／1 pH9．OTris．HCI缓冲液进行透析除盐，每2～3小时更换一次缓

冲液，更换4～5次后用PEG20000在4℃下进行浓缩，当浓缩至样品体积较小

时，采用3000NMWL聚醚砜超滤膜进行超滤浓缩。 ．

(4)凝胶过滤层析：葡聚糖凝胶SephardexG25与G100充分溶胀、抽气，

分别装柱(50cm×26mm和100cm×16mm)，用50mmol／l pH9．OTfis—HCl缓冲液

充分平衡，将浓缩后的酶液上样。SephardexG25柱的上样量为10ml，流速15ml／h。

酶液经过G25柱脱色之后，浓缩，上SephadexGl00柱。G100柱的上样量为3～

4ml，流速<10mEh。以上层析在4～8℃的层析冷柜中进行。

3．2结果与分析

3．2．1 P．sp．SM9913适冷蛋白酶的热稳定性研究

3．2．1．1 P却．SM9913适冷蛋白酶粗酶的热稳定性

发酵提取后的粗酶液不经稀释，分别保存在4"C、室温(20～25。C)和30"C

下，测定不同时间后的残余酶活。如图3一l，粗酶液在4"C酶活丧失较慢，96小

时后丧失33．2％。而随着温度的升高，酶活丧失速度也越来越快，在室温和30

℃下保温96小时后酶活分别丧失83．6％和94．9％，热稳定性较差。

图3-1 粗酶液在不同温度下保温后的相对残余酶活

Fig．3-1 Relative residual activity ofthe crude enzyme incubated at different temperatures

3l
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3．2．1．2 P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的热稳定性

P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的pH9．1碳酸缓冲溶液分别在20。C、30"C、40
4

℃下保温不同时间后测定其残留酶活，结果如表3．1所示。蛋白酶在碳酸缓冲液

中酶活丧失较快，在30℃下60min酶活丧失40．3％，在40℃下20min酶活丧失

68．9％。结果表明适冷蛋白酶纯酶在较低温度下比较稳定，随温度升高，稳定性

越来越差。

表3-1 P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶在不同温度下保温不同时间后的残余酶活

Table 3-1 Relative residual activity ofthe pure enzyme incubated at different tea-npemtures for

different time

3．2．2 P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶的稳定性保护

3．2_21冷冻干燥或常温干燥对P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶稳定性的保护作用

发酵所得粗酶液经55％硫酸铵沉淀去除大部分杂蛋白，沉淀分别在室温下自

然风干和用冻干机进行冷冻干燥，然后研碎而成酶粉，各称19，重溶后测定酶

活。在室温自然风干的酶活为3235U／g，冷冻干燥后的酶活为3467U／g。可见，

自然风干的酶粉酶活基本没有丧失。将干燥的适冷蛋白酶粉分别在室温和30"C

下保存，间隔15天测定一次酶活，结果如表3．2所示。P sp．SM9913所产的适冷

蛋白酶的酶粉在室温和30"(2下保存三个月，酶活基本没有丧失。

表3-2 P．sD．SM9913适冷蛋白酶粗酶干粉分别在室温和30"C下保存不同时间后的残余酶活

Table 3-2 Residual activity ofdry crude enzyme preserved at room temperature and 30"C for days

至里!盟型! ! !! 塑 箜 鲤 !! !!

Enzyme activity Room temperature 3467 3605 3237 3318 3448 3215 3314

I旦垡 ：!三 坐： j!!： i：!! ：竺! 型! !!!： !：塑

3．2．2．2几种不同的糖对粗酶液稳定性的保护作用比较

粗酶液用0．1M pH9．1碳酸缓冲液稀释10倍，分别加入葡萄糖、蔗糖、麦芽
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糖、乳糖、海藻糖(终浓度10％)，30"C下保温2小时后，测定残余酶活。结果

见图3．2，加葡萄糖、蔗糖、海藻糖、乳糖、麦芽糖的粗酶液残余酶活分别为

14．95％、13．94％、45．45％、2．63％、9．09％，可以看出，与其它二糖以及单糖葡

萄糖相比，海藻糖对粗酶液的稳定性保护作用最为显著。

1_ 一_
glucoe SI]I'cOSe trehalose lactose maltose(10％)

图3-2 不同的糖对粗酶液稳定性的保护作用比较

Fig．3-2 Effects ofvarious carbohydrates on the stability ofthe crude enzyme

3．2．2．3不同温度条件下海藻糖对粗酶稳定性的保护

粗酶液稀释10倍后加入海藻糖(终浓度10％)，分别于20℃、30℃、40。C

下水浴保温一定时间，立即放入冰浴终止活性进一步丧失，测定残余酶活。分别

以未加糖的粗酶液作对照，结果见图3．3、图3-4、图3．5。20℃下保温120min，

加与不加海藻糖的粗酶液残余酶活分别为92．12％和66．O％；30℃下保温75min，

加与不加海藻糖的粗酶液残余酶活分别为88．89％和18．9I％；40"C下保温50min，

加与不加海藻糖的粗酶液残余酶活分别为66．45％、3．41％。结果表明，在20～40

℃下，海藻糖对适冷蛋白酶的热稳定性都有很好的保护作用，而且，温度愈高，

海藻糖的保护作用愈加显著。
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110 r
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图3-3 20℃下保温时海藻糖对粗酶稳定性的保护

Fig．3-3 Effect oftrehalose on the stability ofthe crude enzyme incubated at 20"C
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图3-4 30"C下保温时海藻糖对酶稳定性的保护

Fig．3-4 Effect oftrehalose on the stability ofthe crude enzyme incubated at 30。C

0 20 40 60

—■一n0 Irehalose

—}trehalose

图3-5 40"C下保温时海藻糖对酶稳定性的保护

Fig．3-5 Effect oftrehalose on the stability ofthe crude enzyme incubated at 40 4C

3．2．2．4不同的海藻糖浓度对粗酶保护的影响

粗酶液稀释lO倍，加入海藻糖，使海藻糖终浓度分别为5％、10％、15％、

∞
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20％、25％，30。C保温2小时，测定残余酶活。结果见图3-6，海藻糖浓度为lO～

15％时对粗酶液的热稳定性保护作用最好。

60—

55

50一

一

毫45一
善40一
i 35。
日

30。

25

0 5 10 15 20 25 30

ConceBtr8tion of trahalose(”

图3-6 不同浓度海藻糖对粗酶稳定性的影响

Fig．3-6 Effects ofvarious concentrations oftrehalose Orl the stability ofthe crude enzyme

3．2．3 海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的稳定性保护

经发酵产酶、粗酶硫酸铵沉淀、透析、分子筛层析得到纯酶。各取O．5ml纯

酶液，分别用碳酸缓冲液和海藻糖的碳酸缓冲液(0．5ed4 5m1)4．5ml稀释10倍

(海藻糖终浓度为10％)。40。C水浴保温，每隔5rain取样O．5ml，测定酶活，零

点取样作为对照。酶活测定方法不变，只不过所有试剂加入量减半。酶活测定比

较结果如图3．7所示。40℃下，海藻糖对纯酶的稳定性保护作用非常显著，未加

海藻糖的纯酶液5rain时酶活就全部丧失，而加入海藻糖后的纯酶溶液保温到

30min时仍然保持原有酶活不变。

}
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图3．7 海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶稳定性的保护

Fig．3-7 Effect oftrehalose on the stability ofthe pure enzyme
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3．3讨论

(1)P．sp．SM9913适冷蛋白酶在溶液状态下对热比较敏感，而干燥之后的酶干

粉却具有非常好的稳定性。结合我们实验室以前对P．sp．SM9913适冷蛋白

酶的研究结果(Chen XL等2002)，进一步表明P sp．SM9913适冷蛋白酶

在溶液状态下酶活容易丧失的主要原因是自溶，而非热变性。因此如何阻

止该适冷蛋白酶自溶是保持其在溶液中稳定性的关键。

(2)海藻糖对P_sD．SM9913所产适冷蛋白酶具有非常显著的稳定性保护作用，

在一定程度有效阻止了适冷蛋白酶的自溶。这将有助于我们今后将适冷蛋

白酶粗酶制成液态酶制剂应用到食品工业、饲料工业等领域。海藻糖的存

在，不但可以稳定适冷蛋白酶制剂，使之更加有效地发挥作用，而且海藻

糖本身也可以提高食品风味、营养价值以及保存时间。

(3)本章中对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的热稳定性及海藻糖对其稳定性保

护的研究除考虑到适冷蛋白酶的基础理论研究以外，还旨在利用其对热不

稳定、在较高温度下酶活丧失较快的特点，将它作为研究揭示海藻糖对生

物活性物质的稳定性保护机理的研究工具，借助于各种现代化的手段和技

术设备，实时动态地研究海藻糖对酶蛋白稳定性的保护作用，将具有效果

直观、研究周期短、效率高等优点。

(4)在整理分析海藻糖保护Esp．SM9913适冷蛋白酶稳定性的实验数据时我们

发现了这样一个问题：比较海藻糖加入前后粗酶溶液零点时的酶活测定结

果，发现海藻糖的加入对酶分子发挥正常催化活性没有影响。由此推测海

藻糖与酶蛋白之间尤其与酶的催化活性中心之间可能并无直接的强相互作

用(如氢键等)。因为如果存在强相互作用，这势必会增强酶活性中心的

刚性进而影响到酶对底物的催化效率，表现为零点对照的酶活测定结果的

降低。这只是根据实验数据做出的一个推测，尚需更进一步的实验证据加

以证明。实际上，适冷酶蛋白分子的稳定性、柔韧性和反应活性之间的关

系要比预期的复杂得多。适冷酶要发挥高的催化效率，必须保持活性中心

稳定性和柔韧性之间微妙的平衡(Gerday等1997)。有研究表明，很可

能蛋白分子结构的某些部位控制蛋白的稳定性，而另外某些部位控制蛋白

的反应活性，对枯草杆菌蛋白酶(Narinx等1997)和一种稳定性一般的
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类嗜热菌蛋白酶(Van den Burg B等1998)的定点突变实验就为此提供

了证据。通过特定位点的氨基酸残基的替换，可以使这些酶的稳定性有很

大提高，而催化特性也可以有一定提高或保持原始活性不变。对嗜冷菌、

中温菌和嗜热菌酶基因的研究比较发现，酶蛋白的整体结构要比单纯酶催

化中心的结构对酶的低温活性更重要(Renfier等1993)。另外，通过利

用光谱(荧光光谱、CD光谱)技术对冷q一淀粉酶热变性过程的研究，

酶活性的丧失是发生于构象变化之前的(Feller等1994)。这说明酶活性

的丧失并非严格与酶的解折叠相关联，在酶分子三级结构不发生重大不可

逆改变的情况下，酶与底物之间的相互作用也可以发生改变。因此，海藻

糖对酶蛋白分子稳定性的具体保护机制还需要借助其它实验方法进一步研

究确定。

3．4本章小结

(1)本章中对P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶及纯酶的热稳定性分别进行了研

究。结果表明，P．sp，SM9913适冷蛋白酶粗酶及纯酶溶液对热都比较敏感，

热稳定性较差。

(2)干燥(冷冻干燥或常温干燥)对P．sp．SM9913适冷蛋白酶粗酶的稳定性具

有很好的保护作用，酶粉的稳定性完全可以达到工业化生产酶制剂的要

求。

(3)比较了几种不同的糖(葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、海藻糖)对粗酶液

稳定性的保护作用，海藻糖的保护作用最为显著。进一步研究了海藻糖在

不同温度条件——20℃、30"C、40。C下以及不同浓度的海藻糖对粗酶液的

保护情况，结果表明，不同温度(20～40"C)下，海藻糖对粗酶液热稳定

性都有很好的保护作用。而且温度越高，保护作用越显著。海藻糖用于适

冷蛋白酶纯酶的稳定性保护同样取得了很好的效果，加入海藻糖后的纯酶

溶液40℃保温30min，酶活基本没有丧失。
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第四章 海藻糖对Pseudoaltermonas sp．SM9913适冷蛋白酶热

稳定性保护机理

如前章所述，Esp．SM9913适冷蛋白酶在溶液状态下酶活容易丧失的主要原

因是由于适冷蛋白酶的自溶。但是目前对其自溶机制以及海藻糖是如何有效阻止

其自溶的机理尚不清楚，这些问题的阐明，必将对适冷酶的基础研究及海藻糖保

护生物活性物质机理的揭示具有重要意义。

本章将利用高效毛细管电泳(HPCE)高效、快速的特点对适冷蛋白酶自溶

过程及海藻糖对适冷蛋白酶稳定性保护过程进行实时检测研究，并对海藻糖的稳

定性保护机理进行初步探讨。

4．1材料和方法

4．1．1 试剂、药品

毛细管电泳仪电极缓冲液：上海雷磁仪器厂试剂分厂生产的pH9．182硼砂缓

冲液，O．0449／1 0ml

4．1．2 仪器

DK-8型电热恒温水槽，上海精宏实验设备有限公司

P／ACETM MDQ Capillary Electrophoresis System，BECKMAN COULTER

4．1．3 适冷蛋白酶纯化方法见第三章3．1“材料与方法”一节

4．1．4 高效毛细管电泳方法

毛细管管长50em，内径50urn，分离压力15KV，进样时间5秒，进样压力

O．5psi，检测波长202rim，电泳温度15"C。

4．2结果与分析

4．2．1 HPCE检测P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶40"CY的自溶过程

P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的TrisoHCl缓冲溶液于40。CT保温，间隔5分

钟取样，样品取出后立即放入冰浴以阻止酶进一步失活。通过毛细管电泳检测酶

蛋白保温过程中的变化，结果如图4．1至图4．4(图4-2、4-3、4．4是为直观方便，
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对图l进行坐标轴间隔位移处理后得来的)。

图中3分钟左右处是Tris的吸收峰。可以看出，Tds吸收峰的重现性非常好，

可作为内标。由于P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶的稳定性很差，0点时已经不是

单一组分，能够检测到的至少有5-6种以上组分(图4．5)。但从图4，4上我们仍

然可以看出随着保温时间的延长酶蛋白吸收峰的变化情况(以其中较明显的三个

吸收峰l、2、3为例进行说明)：0-5分钟，峰1、峰2高度明显变低，峰3高

度基本不变：之后，随着时间的延长，峰2、峰3高度逐渐降低，而且在酶蛋白

吸收峰与Tris吸收峰之间可以看到一些微弱的吸收信号，同Tris峰之前的基线

以及0点图谱比较，应该不是仪器稳定性造成的波动，说明峰2和峰3处的蛋白

片段逐渐降解为一些更小的肽链。通过酶蛋白三个主要吸收峰面积和与内标面积

(即Tds吸收峰面积)之比(表4．1)，可以看出随保温时间的延长．酶蛋白浓

度逐渐降低，也表明了酶蛋白的自溶降解过程。

■■_

图4．1 40"C下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶变化的毛细管电泳检测图谱

图左上角数字0，10，⋯⋯30代表保温时间

Fig．4-1 High performance capillary electrophoresis(HPCE)ofthe pure cold-adapted protease

incubated at 40=C(O，10，20⋯30 is incubation time)
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图4-2 40℃下P．SD．SM9913适冷蛋白酶纯酶变化的毛细管电泳检测图谱

(Y a)【is offse仁0．005，即将图4．1 Y轴间隔平移0．005AU。自上至下依次是O、5、10⋯⋯30min)

Fig．4-2 HPCE ofthe pure cold-adapted protease incubated at 40"C

fv axis offset--0．005，i．e．Y axis ofFig．1 spaced by O．005AU)

图4-3 40"C-F P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶变化的毛细管电泳检测图谱(x axis offset----

0_3)

Fig．4-3 HPCE ofthe pure cold·adapted protease incubated at 40。C(X axis offset----0．3)
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图4．4 40"C下P．s口．SM9913适冷蛋白酶纯酶变化的毛细管电泳检测图谱

(X axis offset---0．3，Y axis offset---O．005)

Fig．4=4 HPCE ofthe pure cold—adapted protease incubated at 40"C

(X axis offset---0．3，Y axis offset---O．005)

Fig．4-5 HPCE data process result ofthe pure protease peak at 0min
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表4-1 40"(2下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶变化的毛细管电泳检测图谱分析
Table 4一IⅧ℃E data process resuIts ofthe pure cold．adapted protease incubated at 40℃

堡里堕塑!堡垫! !坐墼堕堡重墼!生! 鳖堡鱼堕壑坚亘塑!垒。。：! 垒擎!垒熊
0 56332 6021l 1．07

5 59487 47669 0．807

10 56892 41103 0．727

1 5 47550 32546 0．687

20 57677 37847 0．66

25 62452 39067 0．62
30 62732 23931 0．38

4．2．2 I邛cE检测海藻糖40℃下对适冷蛋白酶纯酶的稳定性保护

纯酶溶液中加入海藻糖，使海藻糖终浓度为10％。40。C水浴保温，间隔5分

钟取样，分别进行毛细管电泳检测，结果如图4．10至图4．13。同时，作为对照，

检测了海藻糖的Tris—HCl缓冲溶液在保温过程中的变化情况，如图4-6。接近5

分钟时的吸收峰是海藻糖中所含杂质，在保温30分钟后无明显变化，对热稳定，

因此对适冷酶的分析结果不会有大的影响。我们进而又对酶溶液在海藻糖存在前

后的毛细管电泳行为进行了检测比较(图4．7至图4．9)，发现纯酶溶液中加入海

藻糖之后，Tris出峰时间基本不变(即使有点迁移，也是由于海藻糖吸附毛细管

壁造成的)，而酶的吸收蜂出现时间明显推迟，据此推测可能海藻糖与酶蛋自发

生了结合．形成的复合物的分子量大于酶蛋白，但电荷没有大的变化，致使荷质

比减小，迁移率变小，出峰时间延迟。另外，从图上我们可以发现，虽然Tris

的吸收峰降低，但酶蛋白的检测信号却有明显升高，如果再考虑迸海藻糖吸附毛

细管壁造成的影响，理论上酶蛋白的吸收峰应该更高。检测信号升高的可能性一

方面是由于海藻糖的加入导致酶蛋白三维构象发生了变化，暴露出来的肽链增

多；另一可能性是由于海藻糖中所含杂质与酶蛋自发生结合所致。

随保温时间延长，酶蛋白吸收峰不但没有降低，反而呈一种持续上升的趋势，

原因可能是在保温过程中，蛋白的三维结构逐渐交得松散，暴露出的肽链增多，

从而使得肽键的检测信号升高。从表4．2中酶吸收峰面积与内标面积之比也可以

直观地看出这种上升趋势。
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■■～

图4．6 40"C下保温30min对海藻糖T^s溶液的影响

Fig．4-6 Effect of incubation at 40℃for 30min on trehalose-tris solution

MhH

图4—7 海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶毛细管电泳行为的影响

Fig．4-7 Effect oftrehalose on the HPCE ofthe pure cold·adapted protease
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图4-8 海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶毛细管电泳行为的影响(X offset---0．3)

Fig．4-8 Effect oftrehalose oil the HPCE ofthe pure cold—adapted protease(X offset=-0 3)

图4-9 海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶毛细管电泳行为的影响(Y offset--0．005)

Fig．4-9 Effect oftrehalose 011 the HPCE ofthe pure cold-adapted protease(Y offset=O-005)
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图4一10海藻糖存在情况下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶40℃下保温过程的毛细管电泳图
谱

Fig．4-10 HPCE ofthe pure cold-adapted protease incubated at 40"C with the presence oftrehalose

图4．11海藻糖存在情况下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶40"(2下保温过程的毛细管电泳图
谱

(Y offset---O．005)

Fig．4-1l HPCE ofthe pure cold—adapted protease incubated at 40"(2 in the presence oftrehalose

fY offseV=-O．005)
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图4．12海藻糖存在情况下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶40"C下保温过程的毛细管电泳图
谱

(X offset----O．4)

Fig．4-12 HPCE ofthe pure cold-adapted protease incubated at 40 4C in the presence oftrehalose

(X offset---O 4)

图4-．13海藻耱存在情况下P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶40"(2下保温过程的毛细管电泳图

谱(X offset---O．4，Y offset--0．005)

Fig．4—1 3 HPCE ofthe pure cold·adapted protease incubated at 40。C in the presence oftrehalose

fX offset=-0．4，Y offset=O．005)
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表4．2 40"(2下海藻糖对P．sp．SM9913适冷蛋白酶纯酶稳定性保护的毛细管电泳图谱分析
Table 4-2 HPCE data process results ofthe effect oftrehalose on the pure cold-adapted protease

incubated at 40℃

堡垒堕囹!里垫! 望!堕些坚亘塑!垒吐! 堕里鱼堕些坚亘塑!垒一! 垒一!垒些0 17896 93995 5．25

5 17694 114208 6．45

10 18150 124808 6．88

15 18301 108760 5．94

20 23714 194267 8．19

25 23958 24445l 10．20

30 23376 24624 1 10．53

4．3讨论

关于海藻糖对生物分子的保护作用机理，人们进行了大量探索，提出了种种

假说。目前，主要有两种假说解释海藻糖稳定生物分子的机理，一种称为“水替

代”假说，另一种称为“玻璃态”假说(刘传斌，王崇霞1998)。①“水替代”

假说。“水替代”假说认为，海藻糖能与生物分子形成氢键，替代维持生物分子

空间结构所必需的水分子。CroweⅢ等(1984)根据海藻糖存在条件下干态磷

脂与水合磷脂物理性质相似这一事实，提出了“水替代”假说来解释海藻糖对干

态生物膜的保护作用。水是维持生物膜结构和功能完整性的一个十分重要的成

分，通常情况下，膜磷脂的极性头部都有一定程度的水化，基团头部被这些分子

相互隔离。当磷脂脱水时，基团头部的填充密度将增加，从而也增加了碳氢链间

的范德华力，这导致在某一温度时，脱水脂类是凝胶相，而水化脂类在同一温度

是液晶相。也就是说，与水化脂相比较，作为构成生物膜主要成分的磷脂酰胆碱

(Pc)脱水后相转变温度Tc升高(To为PC的烃链由凝胶相转变为液晶相时的

温度)。因此，细胞膜在一定温度下脱水时，处于液晶相的磷脂酰胆碱会随着脱

水的进行转变为凝胶相，从而造成磷脂酰胆碱、其它脂类和膜内蛋白质的横向相

分离。在这一过程中，如果磷脂酰胆碱由液晶相转变为凝胶相的行为被阻止，膜

的损伤就可以减轻甚至消除。海藻糖就有这种阻止相转变的作用。海藻糖抑制相

转变的可能机制是干燥脱水时海藻糖取代了生物膜结构中水的位置，海藻糖的羟

基和磷脂的头部基团之间形成氢键，这些氢键替代了原有的脂和水之间的氢键，

阻止了膜磷脂头部的相互靠近，从而降低了磷脂的相转变温度，稳定了生物膜的

结构和功能。对于蛋白质，“水替代”假说认为，生物体中的大分子均被一层水
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膜包围保护着，这层薄的水膜是维持其结构和功能必不可少的物质基础。干燥时

水膜的除去，将导致这些大分子物质发生不可逆变化。干燥过程中若有海藻糖存

在，海藻糖可在生物分子的失水部位与这些分子形成氢键，使其在缺水条件下仍

能保持原有结构，而不丧失活性。Carpenter和Crowe(1989)对傅立叶红外转

换(Fr瓜)数据的研究，是对这一假说的有力支持。②“玻璃态”假说(Colaco

等1992)。如果海藻糖水溶液在室温下干燥，则溶液的粘度就会随着浓度的增加

而增大，当浓度足够大且糖的结晶不会发生时，海藻糖一水混合物就会玻璃化，

这时海藻糖所处的状态称为玻璃态。研究表明，单糖、双糖、多羟基化合物以及

结构蛋白质、酶都能显示玻璃行为，只是玻璃化转变温度(Tg)不同。玻璃态

物质既具有固体的行为，又具有流体的行为，它的粘度很大，约为1012Pa·S。

在这么高粘度的流体中，即使存在固体晶核，由于横向扩散速度极慢，短期内也

不会有结晶出现。事实上，玻璃态糖能稳定存在几年。另外，由于玻璃化，高粘

度使分子扩散受阻，导致玻璃态物质干燥速率变得极其缓慢，结果使其水含量增

加，这对再水化有利。“玻璃态”假说认为，当干燥生物活性物质时，海藻糖紧

密地包住相邻近的分子，形成一种在结构上与玻璃状的冰相似的碳水化合物玻璃

体。由于这种非晶体结构的扩散系数很低，故在这种结构中分子运动和分子变性

反应非常微弱，能够使生物分子维持一定的空间结构。目前，这两种假说还不能

完全解释现有实验现象，如海藻糖与葡萄糖对限制性内切酶稳定性的影响的显著

差别是与“水替代”假说不符的；同样，“玻璃态”假说也有一些不能解释的问

题，如高温下海藻糖对生物制品的稳定性问题等。

近年来海藻糖研究的不断深入以及一些新的测定技术方法的应用，为海藻糖

稳定性保护机理的阐明提供了一些新的实验数据。Branca等(1999，2002)利

用超音速技术、拉曼衍射、核磁共振以及中子衍射等方法研究了海藻糖水溶液时

发现，海藻糖一水体系具有对温度以及浓度变化的结构敏感性。海藻糖加入到水

中，会导致水分子氢键四面体网络结构的破坏，使得水分子形成类似于超冷水的

低密度构象，因此也就降低了可结冰水的数量。海藻糖由于其结构的柔韧性，便

会取代水分子结合包围在生物结构表面，起到稳定作用。Elias ME和Elias AM

(1999)对海藻糖水溶液的密度、摩尔体积、热膨胀系数、粘度、玻璃态转化温

度进行研究时也发现了这一问题。Ken—ichi Akao等(2001)利用红外光谱研究
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了海藻糖无水形态特性，发现海藻糖无水形态II(anhydrous form II)在温和条

件(室温，相对湿度40％)下很容易吸湿转化为二水晶体，也就是形态I。海藻

糖无水形态II是将海藻糖二水晶体放置在真空50。C48小时获得的，区别于无水

形态III(无水晶体，熔点215。C)。同时发现，水溶液中的海藻糖易于与周围的

水分子发生相互作用，海藻糖所有羟基基团同时作为质子供体和受体，与周围的

水分子形成氢键，作者将这种构象称为“开放状态”(open state)，易于吸收水

分子。处于无水形态II的海藻糖分子吸收水分子之后相互之间靠氢键彼此连接，

然后一分子海藻糖紧密结合两个水分子，形成二水晶体，变为“闭合状态”(close

state)，这种构象变化有点类似于酶与底物结合过程中的诱导楔合效应。海藻糖

在冻干的生物物质中以无水形态II存在，说明无水形态II对生物活性物质的稳

定性保护具有重要作用。作者认为，如果冻干的海藻糖一生物物质样品中存在海

藻糖无水形态II，则水分子很容易被吸收到形态II中，形成海藻糖二水晶体，

从而不会导致玻璃化区域玻璃态转变温度的降低，避免了贮存稳定性的降低。

从这些研究中我们可以看出，海藻糖在水溶液中有很强的水合作用，而作为

适冷酶来讲，其结构的特殊性使得酶分子的疏水性减弱，亲水性增强(Marshall

1997)，因此，适冷酶在水溶液中易于与海藻糖相结合，其驱动力是二者都具有

亲水性作用。Guifu Xie(1997)等对海藻糖稳定核糖核酸酶A的研究支持了这

一说法。Wyman连接分析表明，海藻糖优先与天然蛋白而不是解折叠蛋白结合，

在核糖核酸酶A变性时更多的海藻糖分子从蛋白质结构域中被排出，说明酶蛋

白变性解构时，内部疏水性基团暴露出来，使得酶蛋白亲水性降低，从而导致与

海藻糖的结合减弱。这也说明了海藻糖与酶蛋白之间的结合并非以氢键为主。我

们更倾向于认为海藻糖是通过对酶的整体结构也就是酶蛋白天然构象的稳定而实

现保护作用的，这样既稳定了蛋白，同时又不会对酶发挥正常的催化活性产生影

响。

4．4本章小结

(1)本章利用高效毛细管电泳高效、快速的特点，实时地检测了P．sp．SM9913

适冷蛋白酶纯酶40"C下的自溶动态过程以及海藻糖对酶蛋白保温自溶过

程的稳定性保护情况。

(2)根据HPCE检测数据，结合国外近年来的实验数据、研究结果，对海藻
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糖稳定酶蛋白活性的机制进行了分析， 推测海藻糖对酶分子的稳定性保

护作用是通过对酶蛋白整体结构的结合而实现的。这种结合作用的驱动力

来自于酶蛋白表面的亲水性以及海藻糖强的水合特性，海藻糖与酶蛋白之

间似乎不存在强的氢键作用。
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