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氨基酸和二肽组成对嗜压微生物蛋白质稳定性的影响

张光亚，李红春，高嘉强，方柏山!

（华侨大学生物工程与技术系，厦门 (3$’#$）

摘要：【目的】比较嗜压和非嗜压微生物中蛋白质在氨基酸和二肽组成上的差异对嗜压蛋白稳定性机理的了

解及在此基础上的定向改造具有重要意义。【方法】利用 !种微生物全蛋白质组信息，统计了 3("对直系同
源序列二级结构氨基酸组成及二肽组成并计算其偏差。【结果】在!折叠和无规则卷曲中二者差异明显，!
折叠中，嗜压蛋白含更多的缬氨酸，异亮氨酸，亮氨酸，更少的精氨酸，赖氨酸，天冬氨酸；无规则卷曲中，嗜

压蛋白含更多的缬氨酸和异亮氨酸，更少的甘氨酸和脯氨酸。而嗜压蛋白存在更多的 PQ、Q2、RS、74、40、
QT、QQ、4P、T7、U4、V4和 7U，更少 FT、Q1、WS、SU、PI、4F、QT、4)、4R、4Q、QP、70、FU、Q7、77和 Q4。
【结论】二肽比氨基酸包含更多的结构和序列信息，更有利于了解嗜压蛋白稳定性机制及指导其定向改造。
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自 $"D" 年 P./.=<?*等首次成功获得嗜压微生
物纯培养以来［$］，科学家已分离到不少嗜压菌，它们

主要属于"H亚群菌属，如：希瓦氏菌属（ ,./0$-/**$），
莫里 特 拉 菌 属（ %(’&#/**$），科 尔 韦 尔 氏 菌 属
（1(*0/**&$），发光杆菌属（2.(#()$"#/’&34）和嗜冷单胞
菌（256".’(4(-$5）［#］。对深海嗜压菌及其耐压机制
的研究不仅为弄清高压及营养物质匾乏的深海中生

物生存机制提供良好的研究模式，同时也为开发高

压下物质的生物转换酶等提供重要的筛选资源。因

此，对嗜压微生物的研究一直是科学家关注的热

点［(］。

然而，对嗜压微生物生理学的研究却因嗜压微

生物异常缓慢的生长速度而进展迟缓。而遗传学、

分子生物学及基因组学却为了解其适压机制提供了

新契机。这些新方法产生了大量数据并以数据库的

形式储存，为研究者提供了便利［!］。嗜压微生物在

其细胞膜不饱和脂肪酸类型及含量、膜蛋白、呼吸

链、S2X损伤修复、核糖体结构及组装等方面都存
在明显特点［5］，此外，存在于嗜压微生物中的蛋白质

（酶）在高压条件下的稳定性也引起了研究者的关

注。但多数研究仅比较了一两个直系同源序列

（<,98<><K?），且主要是为深海动物中的蛋白质（如：乳
酸脱氢酶 X）［3］，对嗜压微生物中的蛋白质报道较
少。而相对嗜热和嗜盐蛋白质氨基酸组成的差异，

有关嗜压微生物蛋白质氨基酸组成的研究非常少，

这主要是由于完成基因组测序的嗜压微生物相对较

少。近年来，随着相关基因组测序工作的完成，为研

究这种差异提供了可能，YA->A< 首次利用蛋白质组
信息，系统比较了 $!$ 个直系同源序列（<,98<><K?），
结果发现侧链较小精氨酸（X,K），甘氨酸（Y>/），缬氨
酸（W.>）和天冬氨酸（X?:）在嗜压蛋白质中含量很
高，而一些侧链较大的氨基酸如酪氨酸（F/,）和色氨
酸（F,:）则含量很低［D］。
在这些研究中探讨二肽组成对嗜压蛋白质稳定



性机制的影响未见报道。实际上，许多氨基酸组成

相似的蛋白在二肽组成上却存在较大差异，且同一

个氨基酸在发挥功能的过程中要受到与它在序列和

空间上相近氨基酸的影响，而二肽能反映它们在序

列上的相互影响。因此，二肽组成与嗜压蛋白质稳

定性的关系可能更为密切。本文挑选了嗜压和非嗜

压微生物各 !种，获取其全蛋白质组序列共计 "#$$"
条，并从中选取了 %&’ 对（"!() 条）直系同源序列
（*+,-*.*/0），较系统了分析了它们在氨基酸和二肽组
成上的差异，获得了一些有趣的结果，报道如下。

! 材料和方法

!"! 微生物的选取
共选取了 !对微生物全蛋白质组序列，它们分

别为：!"#$%&#’’% (#&)"*+% 和 ,"#$%&#’’% -.*/*0*1%.*&% 以
及 23.4+4++5! %(3!!* 和 23.4+4++5! -5.*4!5!，前者均为嗜
压微生物，后者为均非嗜压［) 1 ’］，!"#$%&#’’% (#&)"*+%
为细菌，从深海中分离的异养型微生物，专性嗜压，

一般呈杆状；23.4+4++5! %(3!!* 属古菌，从 &$## 2深
海温泉中分离到，需要在 "#&3和 !##个大气压下才
能良好生长，呈不规则球形。见表 "。选取它们的
原因如下：（"）!对微生物基因组测序已经完成，可
提供大量蛋白质序列；（!）!对微生物的最适生长温
度比较接近，从而减少了温度对其氨基酸或二肽使

用偏好的影响；（&）!对微生物基因组（4 5 6）2*.7
含量比较接近，可减少 46含量对氨基酸或二肽使
用偏好的影响；（8）!对微生物分别属于同一个属，
故而减少了系统发育差异对氨基酸或二肽使用偏好

的影响。这样，它们在氨基酸或二肽使用上的偏好

就主要是由所处压力不同造成的。

表 ! 蛋白样本来源
9:;.< " =*>+?<0 *@ A+*,<BC 0:2A.<0

=,+:BC C:2< D49 4 5 6 EF ED
=<, G ,"#$%&#’’% (#&)"*+% 1 "# 8%H# &"!% !&8

,"#$%&#’’% -.*/*0*1%.*&% 1 "# 8"H% &$!% !&8
=<, GG 23.4+4++5! %(3!!* 1 "## 88H( ")"! 8#$

23.4+4++5! -5.*4!5! 1 "## 8#H) !#)( 8#$
D49：DA,B2:. /+*I,- ,<2A<+:,>+<，4 5 6：,-< /<C*2B? 46 ?*C,<C,，EF：
C>2;<+ *@ A+*,<BC0，ED：C>2;<+ *@ *+,-*.*/0J

!"# 序列获取
四种微生物全蛋白质组序列来源于 =IB00KF+*,，

这是一个非冗余专家库［"!］。为了进一步减少信息

冗余，剔除了所有长度小于 "##个氨基酸的序列，因
为它们大多为片断（@+:/2<C,）或者部分（A:+,B:.）。直
系同源序列（*+,-*.*/0）的选取采用类似文献［"#］的

方法：即利用 L.:0,F程序［""］，M值为 "H# N "#1 "#，找

出 ’#7长度覆盖范围内，同一性（BO<C,B,P）大于 !$7
的同源蛋白序列。样本 " 包含 !&8 对同源序列，样
本 !包含 8#$对，共计 %&’对，"!()条。
!"$ 氨基酸和二肽组成
利用 F+<O:,*+程序［"&］对 %&’对同源序列进行二

级结构预测，分别统计!螺旋、"折叠和无规则卷曲
中氨基酸组成。

二肽定义为：对于包含 & 个氨基酸的蛋白序列
〈%" %! %!⋯%&〉，其包含的二肽数量为 & 1 "个，分别

为〈%" %!〉，〈%! %&〉，⋯，〈 %& 1 " %&〉。二肽含量计算按

公式［"8］：6417（ *）Q &* R8 （"），式中，* 表示 !#! 种二

肽，&* 表示序列中某种二肽数量，8 表示该序列中
二肽总数量。

!种类型蛋白质中二肽组成的偏差采用文献 "$

的方法，其定义如下：9:* Q
6:* 1!6*

6*
（!），式中，: Q

"，!，分别表示嗜压和非嗜压蛋白，* 表示 8## 种二
肽，!6* 表示两对微生物中全蛋白质组二肽组成的平

均值。显然，若 9" * S 9! *，则表明该二肽与压力正

相关，反之，则负相关。

# 结果

#"! 嗜压和非嗜压蛋白二级结构氨基酸组成
两组样本中序列经二级结构预测后分别统计氨

基酸组成，其差异如图 "所示，图中氨基酸按照其压
力排序（;:+*A-B.P +:CT0）［"%］自高而低排列。由图可
知，第一组样本中，!螺旋区域，两种蛋白质在氨基
酸组成上几乎没有差异；而在"折叠和无规则卷曲
却存在较大差异。在"折叠中，缬氨酸（U:.），异亮
氨酸（G.<），亮氨酸（V<>）在嗜压蛋白质中含量明显
高于非嗜压蛋白，而精氨酸（W+/），赖氨酸（VP0），天
冬氨酸（W0A）则明显低于非嗜压蛋白；而无规则卷
曲中，缬氨酸（U:.）和异亮氨酸（G.<）在嗜压蛋白质
中含量也明显高于非嗜压蛋白，而甘氨酸（4.P）和
脯氨酸（F+*）则明显低于非嗜压蛋白。此外，在两
类蛋白中，同一氨基酸在不同二级结构中的含量也

差异较大，如：精氨酸（W+/）在非嗜压蛋白"折叠中
含量明显高于嗜压蛋白，而在!螺旋和无规则卷曲
中则相反，类似情况在丙氨酸（W.:），谷氨酸（4.>）
也存在。可见，同一种氨基酸在不同的二级结构中

对维持蛋白质在高压条件下的稳定性的作用存在一

定差异。第二组样本中，除非嗜压蛋白苏氨酸（9-+）

’’"张光亚等：氨基酸和二肽组成对嗜压微生物蛋白质稳定性的影响 J R微生物学报（!##’）8’（!）



在!折叠中含量明显高于嗜压蛋白之外，其它与样 本 !基本类似。

图 ! 二级结构氨基酸组成的差异
"#$%! &’( )#**(+(,-(. /* .(-/,)0+1 .2+3-23+( 40.() 05#,/ 0-#) -/56/.#2#/,% &’( 366(+ ’07* .20,). */+ 2’( ’#$’(+ 05#,/ 0-#) -/56/.#2#/, #,

6#(8/6’#7#- 6+/2(#,.% 9：.(2 "；:：.(2 # %

;07、<7(和 =(3的分子相对较小，在高压条件下，
侧链小的氨基酸残基更容易占据蛋白分子内外空

间，从而更容易让蛋白质折叠成相应的结构，这与

># ?#37#/的报道基本吻合［!@］；而被认为具有较强嗜
压特性的 ?71却在嗜压蛋白质中含量低于非嗜压蛋
白，这与文献报道不符。?71虽然侧链最小，但是却
为非极性氨基酸，而氨基酸之间以及氨基酸和水分

子间的极性相互作用对维持蛋白质在高压条件下的

稳定性非常重要［A］。因此，嗜压蛋白 ?71含量较少。
此外，嗜压和非嗜压在氨基酸组成上的差别主要存

在于!折叠和无规则卷曲中，尤其是前者。众所周
之，$螺旋是一个相对比较刚性的结构，而!折叠和
无规则卷曲则具有较强的柔性。因此，可以推测，嗜

压蛋白质在这些相对柔性的结构中采取某些方式来

增强分子的刚性，从而保持其在高压条件下结构的

稳定性。

"#" 嗜压和非嗜压蛋白二肽组成
分别统计了四种微生物全蛋白质组的 !BAA!条

序列以及 @CD 对同源序列的 EBB 种二肽，计算其平

均值以及偏差。结果发现，第一组样本中，与压力正

相关的二肽有 !FA 种，负相关的有 !DB 种，仅 GA 种
关系不明；而第二组样本中，与压力正相关的二肽有

!HC种，负相关的有 !F@ 种，另 E! 种关系不明。可
见，二肽与蛋白质嗜压特性密切相关。

表 G 列出了与压力显著正相关（!! " I !G " J

BK!A）的二肽。从表中可以看出，第一组样本中，LM
（谷氨酸N半胱氨酸）、OP（酪氨酸N甲硫氨酸）、PQ（甲
硫氨酸N天门冬酰胺）、R>（赖氨酸N天门冬氨酸）、SM
（谷氨酰胺N半胱氨酸）和 M<（半胱氨酸N异亮氨酸）的
含量增加能显著提高蛋白质在高压条件下的稳定

性。众所周之，=1.（R）和 ?73（L）在正常生理 6T条
件下会带电荷，容易形成氢键和静电引力，这对维持

蛋白质在高压条件下的稳定至关重要；而 <7(（<）的
侧链可以在空间采取 E种不同的旋转构象，使得它
比较容易在蛋白内核组装（-/+( 60-U#,$）过程中填充
不同的空隙（V/#)）［!H］。在上述 @ 种二肽中，M1.（M）
出现了 C 次，频率最高，其次为 P(2（P），出现了 G
次，其它氨基酸均出现 ! 次。M1.上含有巯基，G 个

BBG ?30,$10 W’0,$ (2 07 % X#$%& ’"$()*")+),"$& -"."$&（GBBD）ED（G）



!"#之间容易形成二硫键，可以维持蛋白对压力的
稳定性，但在 $% &%’(%)的研究中［*+］，!"#和 ,-.都属
于中度嗜压的氨基酸，而其所列的 /种高度嗜压的
氨基酸在上述 +种二肽中均未出现，相反，被其认为
最不嗜压的 0"1和 &(2却出现在这些二肽中。第二
组样本中，3!、,4（甲硫氨酸5色氨酸）、,,、!6、
43、7!（组氨酸5半胱氨酸）、8!（精氨酸5半胱氨酸）
和 37的含量增加能显著提高蛋白质在高压条件下
的稳定性，同样，!"#出现的频率最高，达到 9次，,-.
和 &(2（3）各出现 : 次，01;（4）和 7%#（7）各 < 次，
=1>（8）和 0"1（6）各 *次，=1>被认为是嗜压特性最
好的氨基酸，!"#、,-.、01;和 7%#都属于中度嗜压的
氨基酸，它们出现并不意外，而两种最不嗜压的 &(2
和 0"1分别出现了 :次和 *次，则颇出人意料。

表 ! 与压力呈正相关的二肽
0?@(- < A)#%.%B- C)11-(?.%B- D%;-;.%D-# E1)F @?1);G%(-# .) 2)2@?1);G%(-#
$?.?#-.# $%;-;.%D- $*% $<% $*% H $<%

I-. ! J! KL<M KLK< KL<+
6, KLKN H KLKN KL*M
,O KL<+ KLKN KL*P
Q$ KL</ KLKN KL*+
3! KL*K H KLK+ KL*+
!R KL<+ KL*K KL*/

I-. " 3! KL+/ KL<: KL9<
,4 KL<N KLK< KL<P
,, KL<M KLK: KL</
!6 KL:: KLKM KL</
43 KL++ KL9: KL<:
7! KLMP KL+N KL*M
8! KL*N KLK< KL*P
37 KL9* KL<+ KL*/

表 :列出了与压力显著负相关（!* " H !< " S H
KL*/）的二肽，从表中可以看出，第一组样本中，随着
蛋白所处压力的增加，04（苏氨酸5色氨酸）、,I（甲
硫氨酸5丝氨酸）、T$（缬氨酸5天门冬氨酸）、$7、6J、
!0、,4、!U（半胱氨酸5苯丙氨酸）、!Q和 !,的含量
显著减少。在上述 *K种二肽中，!"#出现频率最高，
为 9次，其次为 ,-.，出现了 :次，=#;（$）、0G1（0）和
01;各 <次，其它氨基酸均出现 *次；第二组样本中，
随着蛋白所处压力的增加，,6、!Q、3R、07、,3、
4,、33和 ,!的含量显著减少，&(2和 ,-.出现频
率最高，各 9次，!"#次之，为 <次，其它氨基酸均为
*次。&(2的嗜压特性最弱，因而出现频率较高，而
其它一些嗜压特性较弱的氨基酸如：0"1、0G1和 V"#
也均有出现，但 I-1、T?(（T）和 =#;（$）等嗜压特性
很好的氨基酸也有出现，而 !"#和 ,-. 等中度嗜压

的氨基酸也有较高的出现频率。综上可知，绝大多

数氨基酸对嗜压蛋白稳定性的影响都可以通过二肽

组成反映出来，而且二肽也能反映同一氨基酸在不

同二肽中对嗜压蛋白稳定性影响的差异。而且，一

些利用二级结构氨基酸组成无法了解的氨基酸也可

从二肽中体现出来，如 !"#（!）和 ,-.（,）几乎未出
现在对嗜压蛋白稳定性有影响的氨基酸中，但其参

与形成的二肽频率却很高。可见，二肽组成对嗜压

蛋白稳定性的影响比氨基酸组成更大，因为它不仅

反映了自身对嗜压蛋白稳定性的影响，同时也反映

了影响嗜压蛋白质稳定性氨基酸之间的联系及相互

作用。

表 " 与压力呈负相关的二肽

0?@(- : O->?.%B- C)11-(?.%B- D%;-;.%D-# E1)F @?1);G%(-# .) 2)2@?1);G%(-#
$?.?#-.# $%;-;.%D- $*% $<% $*% H $<%

I-. ! 04 H KL<* H KLK+ H KL*/
,I KLK9 KL*N H KL*/
T$ KLKM KL</ H KL*+
$7 KL*P KL:/ H KL*M
6J KLK9 KL<< H KL*M
!0 KL:M KL/P H KL*N
,4 H KLK/ KL*/ H KL<K
!U H KLK+ KL*+ H KL<*
!Q KL9K KL+: H KL<:
!, H KL<K KLKM H KL<M

I-. " ,6 H KL*K KLK+ H KL*+
!Q H KL*< KLK9 H KL*P
3R KL<< KL9K H KL*M
07 KL*/ KL:< H KL*M
,3 KLK9 KL<: H KL*N
4, H KL*+ KLK+ H KL<<
33 KL*P KL9/ H KL<M
,! H KL:< KLK/ H KL:P

此外，从上述基于二级结构氨基酸组成的差异

也可以看出，同一个氨基酸在不同二级结构中对嗜

压蛋白稳定性的影响有时是不同的，而二肽也能在

一定程度上反映氨基酸位点和结构的信息。例如：

与压力显著正相关的二肽 ,4，而当其位置发生变
化成为 4,时，却是和压力显著负相关，而这是仅
利用单个氨基酸信息是无法获悉的。可见，相对单

个氨基酸，二肽包含更多的信息。

" 讨论
高压是一种不需改变实验体系的温度和组成，

但却能有效改变蛋白质动力学特性以及蛋白质5配
体或蛋白质5蛋白质相互作用的手段，因此高压对蛋
白质结构和功能的影响一直受到广泛关注［*M H *N］。
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此外，考虑到 !"#的地球表面被海水覆盖，而 !$#
的海水深度都超过 %""" &，因此，从深海生物中可
获得大量功能性嗜压蛋白，这为建立其嗜压模型提

供了可能［’"］。然而，从一级结构上（蛋白序列）上对

嗜压微生物中蛋白质在高压条件下稳定性机制尚未

进行详细探讨，且大多集中于深海无脊椎动物以及

深海鱼上［’%］。因此，研究嗜压微生物中蛋白质在一

级和二级结构上的特点具有重要理论和应用价值。

本文严格挑选了 ’对微生物，获取其全蛋白质
组序 列，并 从 中 选 取 ()$ 对 直 系 同 源 序 列
（*+,-*.*/0），最大可能的减少了其它因素对最终结果
的影响，使最后导致氨基酸或二肽组成差异的因素

仅和压力有关。通过比较二级结构氨基酸组成的差

异，发现嗜压和非嗜压蛋白在氨基酸组成上的差别

主要存在于!折叠和无规则卷曲中，而在!折叠中
尤为明显。此外，通过比较两种类型蛋白二肽组成，

结果发现大多数氨基酸组成的差异都可以通过二肽

体现出来，而一些无法通过氨基酸组成表现出来的

也可由二肽体现，因此，可以认为二肽包含更多与嗜

压有关的信息。
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