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摘要      由高盐环境中生长的微生物里分离出的嗜盐酶在高盐度下仍然具有催化活性, 工业

上具有良好的应用前景。一些嗜盐酶已被克隆纯化出来, 它们的分子结构特点也已经被广泛研究。

该文从嗜盐酶的蛋白质序列和结构特征等方面综述了嗜盐酶嗜盐的分子结构基础研究进展, 分析

了存在的问题并对未来工作提出了展望。研究嗜盐酶盐适应性的分子基础, 可以为新的功能蛋白

的发展和鉴定提供依据。
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1   引言
嗜盐菌(halophiles)是在高盐浓度下生长的微生

物, 主要指中度嗜盐菌(最适生长盐度为3%~15%)和
极端嗜盐菌(最适生长盐度为15%~30%), 通常生活

在海洋、盐湖、盐土、盐场等盐域环境中。嗜盐菌

近年来受到越来越多的重视, 与此相关的研究也日

益广泛和细致。嗜盐菌由于生理性质独特, 其体内

很多酶在高盐浓度下保持稳定, 称为嗜盐酶, 通常具

有极高的盐耐受性、较高的热耐受性和对有机溶剂

的抗性, 因而以嗜盐菌作为产酶资源已成为一个新

的研究热点。应用于水产、化工、制药、石油、发

酵等排放高浓度无机盐废水的工业部门[1]。

对嗜盐菌的盐适应性机理研究较多, 如嗜盐菌

紫膜及H+泵作用、高效的渗透压调节机制、菌体

蛋白独特的嗜盐策略、基因组可能的进化机制等[2], 
而嗜盐菌产生的酶的特性也是其盐适应性的重要原

因。对嗜盐酶的分子结构研究可为筛选具有更高应

用价值的嗜盐酶提供基础, 促进嗜盐酶的工业应用。

本文综述了嗜盐酶盐适应性分子结构基础的研究进

展, 以期为嗜盐酶分子生物学的相关研究提供资料。

2   微生物嗜盐酶基因的克隆表达
研究嗜盐酶的结构与功能并在实际中得以应

用需要有足够量的酶蛋白。对于表达量较小的嗜盐

酶而言, 提高酶产量最常用的方法是克隆相应酶基

因, 然后在异源宿主菌中实现大量表达。嗜盐菌基

因在Escherichia. coli等宿主中的异源表达是在低离

子强度下发生的, 这一条件会使嗜盐酶发生错误折

叠或聚集而失活[3]。在尿素等变性剂存在时嗜盐酶

蛋白发生解折叠或溶解, 通常在NaCl中可以进行复

性, 得到与天然酶相似性质的活性蛋白[4-5]。由于嗜

盐酶基因异源表达后酶可能失活, 人们寻找可以代

替大肠杆菌的宿主系统, Allers[6]利用成熟的基因工

程手段建立了一个表达体系, 使天然条件下嗜盐蛋

白能够在嗜盐古菌Haloferax volcanii中进行高效表

达和纯化。

嗜盐酶基因的克隆和表达仍然是一项具有挑

战性的工作。然而, 近年来已有对嗜盐性的糖酶、

蛋白酶和抗氧化剂酶基因的克隆和基因编码特性的

报道, 是进一步进行嗜盐酶的序列分析、结构功能

分析及生化性质研究的基础。酶可分类为水解酶、

氧化还原酶、连接酶及异构酶等。部分克隆或表达

的海洋微生物嗜盐酶列于表1。 

3   嗜盐酶盐适应性的分子结构基础研究
一般来说, 嗜盐菌菌体内的酶也是嗜盐性的, 

其产生、稳定和发挥活性都需要较高盐度。但也有

酶的性质与非嗜盐酶类似, Madern等[15]由极端嗜盐

菌Salinibacter ruber中分离的苹果酸脱氢酶(malate 
dehydrogenase), 在不加盐时酶非常稳定, 而在低浓

度盐孵育下酶蛋白即解折叠, 高盐浓度下活性下降。

为解释嗜盐酶的盐适应性机制, 存在两种理论:  
一是高离子强度的环境可通过几个关键离子的相互
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作用和巨大的水网络来稳定蛋白质[16];  二是酸性的, 
高离子表面和弱疏水内核作为这些蛋白的平衡因子

维持它们在高盐浓度下的折叠[17]。

3.1  离子结合位点对嗜盐酶的影响

有一些关于嗜盐蛋白与阴离子、阳离子结合

的报道。在蛋白亚基间的区域经常可发现氯离子, 
氯离子是最普遍的阴离子, 有较大的离子半径, 蛋
白与氯离子相互作用可导致与表面作用的水分子

数量下降[18]。Madern等[19]对来自嗜盐菌Haloarcula 
marismortui(Hm)的苹果酸脱氢酶(malate dehydroge-
nase, MalDH)二聚体进行点突变研究, 说明了氯离

子结合位点在酶对盐的适应性中的作用。氯离子结

合位点的内部亚基K205相关基因突变后, 破坏了与

盐桥相关的内部亚基的氯离子结合位点, 在KCl存
在时酶稳定性发生改变, 而在KF存在时不变化。因

为电负性强的氟离子能提供亚基间足够有利的相互

作用, 来补偿由突变引起的破坏, 电负性低的氯离子

则不行。[K205A]低聚物状态随阴离子性质而改变, 
高盐情况下, 当阴离子是氯离子时, [K205A]突变体

是二聚体, 而使用氟离子时, 是四聚体。高KCl浓度

下蛋白的结晶结构分析也证实了阴离子结合位点在

维持嗜盐蛋白稳定性中的重要作用, 有完整盐桥的

[K205A]突变体不能形成四聚体, 而有完整阴离子结

合位点的[R207S, R292S][20]Hm MalDH可形成四聚

体。

钠、钾有较小的离子半径, 蛋白与这些离子相

互作用时, 其表面水分子分布更为正常[18]。Meva-
rech等[17]认为需要较高NaCl或KCl浓度使嗜盐菌苹

果酸脱氢酶hMDH(Haloarcula marismortui, malate-
dehydrogenase)稳定存在, 是因为几种离子与折叠

多肽表面特殊位点结合的亲和性较低, 稳定了蛋

白质的活性构像。Britton等[21]利用模拟嗜盐菌细

胞内的环境使结晶生长, 进行了嗜盐菌Haloferax 
mediterranei(Hm)葡萄糖脱氢酶(glucose dehydroge-
nase, GlcDH)1.6-Å的结构测定。研究表明酶表面以

酸性氨基酸残基修饰, 有部分与钾反离子结合而被

中和, 这在与底物的结合中也有作用, 束缚反离子簇

(bound counterion cluster)的利用可能代表了一新的

盐适应性机制, 反离子是否在其他嗜盐蛋白中也有

出现, 需要这类酶的更多结构数据加以证实。

3.2  嗜盐酶的氨基酸组成特性分析

Kastritis等[22]利用同源建模(homology modeling)
对来自非嗜盐及嗜盐生物的同源二氢叶酸还原酶(di-
hydrofolate reductases, DHFRs)的氨基酸组成及序列进

行了比对。发现它们的主要区别是嗜盐DHFRs的酸

性氨基酸残基, 尤其是天冬氨酸(aspartic acid, Asp)
和谷氨酸(glutamic acid, Glu)含量增加, 而碱性氨基

酸残基尤其是赖氨酸(lysine, Lys)含量降低;  另一显

著且也许更重要的区别是嗜盐蛋白整个疏水氨基酸

残基含量的下降, 疏水内核更弱。他们认为来自嗜

盐古菌的DHFRs的嗜盐机制是高电负性的表面以及

较弱的疏水内核作为平衡因子来维持蛋白的折叠能

力。

Altermark等[18]对嗜盐核酸内切酶I进行了研究, 
认为表面等电点和疏水性的降低是酶盐适应性的原

因, 表面的Asp及Glu等酸性氨基酸残基增加, Lys残
基减少, 引起等电点下降。酸性氨基酸残基增加可

提高溶解性, 而负电荷间的排斥力使蛋白可以适应

高盐环境。这一结论符合普遍的嗜盐酶盐适应性机

制。所研究的核酸内切酶与DNA的负电荷磷酸骨

表1　部分已克隆的海洋微生物嗜盐酶

Table 1　Examples of some cloned halophilic enzymes from marine microorganisms
酶类别  酶  来源  文献  
Enzyme class Enzyme Source Reference
Hydrolase Uracil-DNA glycosylase  Psychrobacter sp. [7]
 β-lactamase Vibrio fischeri [8]
 β-agarase Flavobacterium Zobellia galactanivorans [9] 
  Marine bacterium Pseudoalteromonas sp. [10] 
Oxido-reductase Alanine dehydrogenase Marine psychrophilic Bacterium [11] 
 Flavin reductase Marine bacterium Photobacterium leiognathi [12]
Ligase Carbamoyl phosphate synthetase Pyrococcus abyssi [13]  

Isomerase  D: -Xylose isomerase   Vibrio sp. [14] 
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架结合, DNA结合袋内(DNA binding pocket)的等电

点增加, 而DNA结合袋外部的等电点较低, 丙氨酸

(alanine, Ala)和缬氨酸(valine, Val)等残基含量减少

使酶表面疏水性降低。酶中心疏水性较高及极性较

低也是其盐适应性的原因。

Evilia等[23]鉴别出几种嗜盐古菌半胱氨酰-tRNA
合成酶(cysteinyl-tRNA synthetases, CysRS)中一种特

异性的多肽, 是其它非嗜盐种类的CysRS所缺少的, 
说明这一多肽与嗜盐CysRS对高盐的适应性相关。

该多肽接近于催化区的活性位点, 富含酸性氨基酸

残基。嗜盐菌Halobacterium species NRC-1的CysRS
缺失这一多肽, 可导致催化效率下降, 保持肽的长度

但以中性或碱性氨基酸残基取代酸性残基, 对酶没

有大的有害影响, 说明肽的酸性对tRNA氨酰化的催

化速率并不重要。

通过嗜盐酶进行表面残基的突变研究, 检测

对酶的嗜盐行为及生化特性, 可以看出某些氨基

酸对酶嗜盐性的重要影响。Jolley等[24]利用来自

Pseudomonas jluorescens的酶结晶结构建立了嗜盐

古菌Haloferax volcarzii的二氢硫辛酰胺脱氢酶(di-
hydrolipoamide dehydrogenase)的同源模拟结构, 并
设计了4个Haloferax二氢硫辛酰胺脱氢酶的定点突

变, 重组突变体表达之后, 数据显示4个带负电荷的

Glu残基簇对二氢硫辛酰胺脱氢酶的盐适应性至关

重要。当被Asp残基取代时, 酶显示出对高盐的较

高的依赖性, 但如果被中性氨基酸残基取代, 这种依

赖性大幅降低。Tokunaga等[25]对Halomonas sp. 593
的核苷二磷酸激酶(nucleoside diphosphate kinase, 
HaNDK)进行了研究, 发现HaNDK的C端残基134和
135是Glu-Glu, 而非嗜盐Pseudomonas NDK(PaNDK)
的Ala-Ala, 对酶的134-135残基(E134A-E135A)进行

双突变, HaNDK就失去了嗜盐性质, PaNDK双突变

后则具有了嗜盐特性, 说明这两个C端氨基酸决定

了酶的嗜盐性质, 也说明了酸性氨基酸残基对酶盐

适应性的重要作用。

对嗜盐酶氨基酸组成特性的认识有较多的

文献趋于一致 , 即嗜盐酶蛋白表面富含酸性残基。

但也有例外 , Sivakumar等 [26]对嗜盐酶 AmyA(一
种来自Halothermothrix orenii的分泌型 α-淀粉酶

(α-amylase))进行结构分析 , 表明AmyA酶表面缺乏

酸性氨基酸残基而使酶蛋白在高盐下保持稳定。对

嗜盐古菌Halobacterium salinarum的核苷二磷酸

激 酶HsNDK(Halobacterium salinarum, diphosphate 
kinase)的结晶形态研究也显示了不同的结果, 增加

的碱性序列——7个组氨酸(histidine, His)和1个精氨

酸(arginine, Arg)残基使酶保持嗜盐性, 同时使酶折

叠, 增加了其在低盐浓度中的稳定性。观察到的嗜盐

NDKs在低盐下稳定说明它们起源于非嗜盐NDKs[27]。

在三维结构中, HsNDK末端的相互位置很近, N端负

电荷可能被额外的Arg或His残基覆盖, 这可能是在胞

质的低盐环境中酶保持溶解性和活性的原因。

由对嗜盐酶的大多数序列研究可知, 蛋白表面

富含酸性残基是嗜盐酶主要的结构共同特性, 表面

负电荷有两种作用:  (1)提供水合羧基使蛋白在高盐

浓度下维持溶解状态[17]。因为负电荷的酶蛋白表面

可以与水合离子结合, 保持表面的水化层, 降低表面

的疏水性, 降低其在高盐浓度下的聚集趋势[3];  (2) 
静电斥力的不稳定性可以弥补由盐度增加引起的疏

水效应, 一般高盐浓度下折叠蛋白不稳定, 溶剂优先

与非折叠蛋白相互作用, 而蛋白表面的负电荷使溶

剂更倾向与折叠多肽而不是非折叠多肽发生作用。

盐分子大量存在会使酶的疏水内核钝化, 使酶的结

构自由能降低, 降低催化活性所必需的蛋白质的动

态弹性。即使在稳定的盐度下, 静电斥力也会使酶

维持边缘稳定性, 这是蛋白结构的特点。

嗜盐酶的分子表面特性不仅是酸性电荷的增

加, 也可能包含一些独特序列的改变, 后者可能更为

重要。显然, 对嗜盐酶的基因组序列分析在很大程

度上被忽视了。另外, 定点突变研究表明单个氨基

酸残基的变化就会影响酶的嗜盐性, 说明空间结构

对嗜盐酶在高盐浓度下保持稳定具有重要作用, 需
要更为深入的结构研究来了解嗜盐酶的盐适应性机

制。

3.3  嗜盐酶的空间结构研究

Rafiee等[28]由嗜盐细菌Virgibacillus halodenitri-
ficans中经盐诱导得到具有激酶活性的肽, 为盐诱导

因子Sif-A(salt-inducible factor, Sif-A)。对Sif-A的氨

基酸序列进行二级结构及转膜区预测分析, 认为多

肽有27个氨基酸残基的信号肽(2.667 kDa), 氨基酸

序列的模体(motif)分析表明肽的C端有一与其功能

相关的p-环NTP酶区。Sif-A可能与菌株的渗透抗性

(osmoresistance)机制相关, V. halodenitrificans对高盐

度下合成的Sif-A有响应, 然后利用N端信号肽分泌

到胞质空间, Sif-A的p环区(p-loop domain)扮演了激
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酶角色, 直接或间接参与离子通道等细胞渗透调节

组份的相互作用, 而这些组份的磷酸化作用可能也

与蛋白的盐适应性机制有关, 这些结论还需要进一

步的研究确认。

Binbuga等[29]在高盐溶液(3.5 mol/L NaCl)中利

用NMR技术研究了嗜盐菌Haloferax volcanii的二氢

叶酸还原酶(dihydrofolate reductase, DHFR)构象, 结
构计算表明蛋白质溶液的结构与以前确定的结晶结

构类似, 但在β3的N端及连接β7和β8的β转角处有所

不同。Boroujerdi等[30]研究了嗜盐酶DHFR1与叶酸

结合的空间结构, 并与嗜温叶酸结合酶的空间构象

进行了比较。Tan等[31]对来自Halothermothrix orenii
的嗜盐、热稳定的α-淀粉酶——AmyB的结晶结构

进行研究, 发现AmyB除具有13族糖苷水解酶(glyco-
side hydrolase)的典型结构外, 还有一个额外的N端

区, 形成一个大的凹槽: N-C凹槽。对AmyB和除去N
端区的AmyB的结构及生化性质进行分析, 表明N端

能够提高酶对粗淀粉的结合能力, 而且理论模型显

示N-C凹槽可以在空间和化学结构上容纳类似A-淀
粉类的大分子底物。

Kastritis等 [22]通过DSSP(definition of secondary 
structure of proteins, 蛋白质二级结构构象参数数据

库)计算得到嗜盐古菌DHFRs结构模型β链的平均长

度, 并与10个由实验确定的非嗜盐DHFRs结构的平

均长度作了对比。由检晶仪确定的结构中, 嗜盐古

菌DHFRs的β折叠比非嗜盐的DHFRs更为狭窄。β
折叠是酶的核心, 说明它的形状及链的长度所表现

的结构特性增强了盐适应性。来自嗜盐古菌Ha-
lobacterium volcanii的DHFR中, 酶的结构与非嗜盐

DHFRs非常类似, 它包含混合的β折叠, 由8个β链组

成酶的核心被4个α螺旋和几个回折包围。

对嗜盐核酸内切酶I的二级结构分析表明, 酶的

约45%的氨基酸是螺旋结构, 而约15%为β折叠。对

形成螺旋的氨基酸序列分析显示, 对盐适应的种群

有明显较高的螺旋倾向及较高的B因子(a new scale 
of stratified B-factors, derived from the Protein Data 
Bank), B因子较高可能会防止酶在高盐浓度中的构

像过于刚性[18]。 
对一来自盐沼的铁氧化还原蛋白(ferredoxin)的

核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)结构揭

示, 与非嗜盐的植物型(plant-type)铁氧化还原蛋白

相比, 它有2个额外的高酸性α螺旋, 除去这一插入

会导致其失去蛋白的嗜盐性质[32]。Rao等[33]的研究

也说明了α螺旋结构在嗜盐酶的盐适应性及酶活性

中所起的作用。他们使来自古菌Haloarcula maris-
mortui的嗜盐酯酶LipC在Escherichia coli BL21中过

量表达, 研究了其在高盐浓度下的溶液特性及活性。

通过圆二色谱(circular dichroism, CD)、动态光散射

(dynamic light scattering, DLS)及小角中子散射(small 
angle neutron scattering, SANS)分析了LipC在溶液中

的物理状态, CD测定表明在最适盐度下酶有最高的

α螺旋结构, 盐度偏离最适条件, 二级结构显著减少, 
酶活性也下降, 说明α螺旋结构与酶活性相关, SANS
分析揭示了最适盐度下酶有较高比例的单聚体和二

聚体, 同时随盐度增加集合体的大小增加, 这与DLS
的研究数据一致。

Yonezawa等 [34]利用光散射(light scattering)和化

学交联 (cross-linking)分析了来自中度嗜盐菌Halo-
monas sp.593的核苷二磷酸激酶 (nucleoside diphos-
phate kinase, HaNDK)结构 , 显示其形成的是二聚体

结构, 而非嗜盐酶, Pseudomonas NDK(PaNDK)及其

它来自革兰氏阴性细菌的NDKs均形成四聚体。嗜

盐菌Haloferax mediterranei(Hm)的葡萄糖脱氢酶

(glucose dehydrogenase, GlcDH) HmGlcDH也以二

聚体存在 , 每个亚基包含357个残基的多肽链 , 折叠

成被一深的裂隙分隔成的 2个区域 , 活性位点位于

其中。HmGlcDH亚基的二级结构与Thermoplasma 
acidophilum(Ta) GlcDH四聚体的非常相似[21]。

空间结构测定是研究蛋白质功能的有效手段, 
但对嗜盐酶空间结构研究的文献有限, 有的认为螺

旋结构在酶的盐适应性中起到一定作用, 有的嗜盐

酶主要以二聚体形式存在, 还有的酶的结构与非嗜

盐酶非常类似。因此, 有必要研究更多嗜盐酶的分

子结构与功能关系, 揭示其嗜盐机制。

4  展望
由以上叙述内容可以看出, 对嗜盐酶盐适应性

分子结构基础的研究还有待深入, 即便是嗜盐酶氨

基酸组成的特性也没有一个统一的认识, 二级结构

预测、各种计算软件的分析结果更缺乏总结性的

结论。嗜盐蛋白在高盐浓度中的稳定性与氨基酸

残基群在蛋白质表面的三维空间排列更为相关, 而
不是绝对的某类残基数量。因此, 对嗜盐酶的空间

结构研究更为重要。需要有更细致、更好的解决
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方法, 如在高盐、低盐或水中的X射线晶体学(X-ray 
crystallography, X-ray)和核磁共振 (nuclear magnetic 
resonance, NMR)结构分析, 来揭示酶嗜盐机制的精

确细节, 探讨其盐适应性的分子机制。

通过酶生物技术及高通量筛选的方法对酶分

子进行改造, 提高其稳定性、活性及立体选择性, 筛
选具有更高应用价值的新酶是一个很有前景的方

向。详细的结构信息有助于蛋白质工程的实施。直

接进化的方法, 包括随机突变、易错PCR(error-prone 
PCR)和DNA改组(DNA shuffling)等可对期望得到的

特性进行筛选。通过突变和直接进化实验进行的筛

选也不仅仅局限于自然发生的酶, 通过提高嗜盐酶

稳定性, 依赖于克隆基因和表达系统的定向进化(di-
rected evolution)方法, 可以改变嗜盐酶的特性。点突

变需要掌握稳定性和活性不同的相似酶家族的氨基

酸序列及三维结构信息, 是设计酶的最主要方法之

一。结晶结构可为改变氨基酸序列提供线索, 并根

据额外的二硫键、疏水性和盐桥赋予其稳定性, 合
理设计产生的酶将提高稳定性而不改变催化活性。

海洋酶生物技术将是未来工业的研究热点, 嗜
盐微生物生产的嗜盐酶在盐域环境中具有更高的稳

定性和适应性, 在生物化工工艺中有良好的应用前

景。我们也注意到这一大类生物中只有少数种类被

分离出来并详细鉴定, 而大量嗜盐酶还未被发现。

对高盐条件下酶稳定性和活性结构基础的研究还远

远不够, 不具备在工程学上选择出稳定嗜盐酶的理

论基础, 也不能以预期的方式改变其特性和催化活

性。因此, 需要对更多的嗜盐酶进行深入的分子结

构与功能研究, 才能提高嗜盐酶在生物催化和生物

转化中的应用, 为嗜盐酶的工业化生产和推广应用

奠定良好的基础。
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Molecular Structural Basis of Microbial Halophilic Enzymes Related to 
Their Haloadaptation

Yan Song1,2, Chen Lei3, Lin Xiukun1*
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Abstract        Halophilic enzymes are isolated from microorganisms lived in the environment with high salt 
concentration, and this kind of enzyme only functions under high salt conditions. Halophilic enzymes have been 
considered to have a variety of industrial applications due to their tolerance on salt. Some halophilic enzymes have 
been cloned and purified and their molecular structural properties have been widely studied. In the present review, 
the recent progresses of molecular structural basis of halophilic enzymes related to halophilic characteristics are 
presented. Some questions and the prospects of future studies are also discussed. This review will contribute to a 
further understanding of the molecular basis of haloadaptation in halophilic enzymes and will be helpful for devel-
oping and identifying functional novel proteins. 
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