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系统生物技术                                                              

酸性和碱性酶稳定性机制及其识别 

张光亚, 高嘉强, 方柏山 
华侨大学生物工程与技术系, 厦门 361021 

摘  要: 了解酸性和碱性酶稳定性机制并对其进行识别具有重要理论和实践意义。通过分析 105 条酸性酶和 111 条碱

性酶序列的氨基酸组成, 结果表明: 酸性酶中 Trp、Tyr、Thr 和 Ser 的含量明显高于平均值, 而 Glu、Lys、Met 和 Arg

的含量则明显低于平均值; 碱性酶中 Trp、Ala 和 Cys 的含量略高于平均值, 而 Lys、Arg 和 Glu 的含量则略低于平均值; 

酸性和碱性酶中 Ala、Glu、Leu、Asn、Arg、Ser 和 Thr 的含量存在较大差异。在此基础上, 发展了一种加权氨基酸组

成的方法对两种酶进行识别, 其自一致性检验的识别精度可达 86.1%, 5 倍交叉验证的精度为 83.3%。建立了一种基于序

列识别酸性和碱性酶的新方法。 
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alkaline enzymes 
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Abstract: It is of theoretical and practical significance to understand the mechanism of enzyme adaptation to acidic and alkaline 
environments and classification of them based on sequence information. In present work, the amino acid composition of 105 acidic 
and 111 alkaline enzyme sequences was systematically analyzed. Acidic enzymes contained significantly more Trp, Tyr, Thr and Ser, 
whereas less Glu, Lys, Met and Arg. On the other hand, alkaline enzymes have slightly more Trp, Ala and Cys, whereas less Lys, Arg 
and Glu. The amount of Ala, Glu, Leu, Asn, Arg, Ser and Thr in acidic and alkaline enzymes varied largely. Hence, a weighted amino 
acid composition method was developed for the discrimination of acidic and alkaline enzymes. Using the back-check and the 5-fold 
cross validation methods, the overall accuracy could reach 86.1% and 83.3%, respectively. A new method to classify acidic and 
alkaline enzymes based on their sequences was established. 
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近年来 , 极端微生物引起了研究者极大兴趣 , 
对其研究日益升温, 嗜酸菌和嗜碱菌就是其中重要

的极端微生物类群。对嗜酸和嗜碱菌的生理学进行

了大量研究 , 结果发现, 尽管嗜酸和嗜碱菌生长在

酸性和碱性环境中, 但其细胞内部的 pH 却接近中

性, 细胞内酶反应和生化代谢过程也与中性菌相似, 

而只有它们产生的胞外酶由于处在酸性或碱性环境

而成为酸性酶和碱性酶[1,2]。酸性酶和碱性酶在生物
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造纸、食品、医药、环境整治及其他化学工业中的

应用潜力极大, 商业期望值很高, 前景诱人。因此, 

寻找嗜酸和嗜碱菌并分离其酸性和碱性酶是当前研

究的热点, 许多研究者致力于此[3,4]。此外, 探讨这

些极端酶稳定性的机制也一直是关注的焦点, 有研

究者 [5] 分析了 Nocardiopsis alba 中酸性蛋白酶

A(NAPase)的结构以及去折叠 (Unfolding)动力学特

性并和其中性同源蛋白进行了比较, 结果表明二者

包含的酸性氨基酸数量虽相近, 但 NAPase 对酸去

折叠自由能势垒高度(Height of the unfolding free 

energy barrier)却没有其同源蛋白那么敏感, 从而解

释了该酶对低 pH 较强的耐受能力。Dubnovtsky AP

等 [6] 研 究 了 来 自 于 专 性 嗜 碱 微 生 物 Bacillus 
alcalophilus 的 磷 酸 丝 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(phosphoserine aminotransferase, PSAT)的晶体结构

并和来自于大肠杆菌的同源物进行了比较, 虽然在

结构上高度相似, 但碱性酶却拥有一些独特的结构

特点。尽管如此, 对其他许多嗜酸和嗜碱酶稳定性

机制仍缺乏系统研究, 且大部分差异研究都只是定

性的 , 很少有定量研究来说明这种稳定性 , 而利用

这种差异对嗜酸和嗜碱酶进行识别尚未见报道。 

造成这种现象的原因主要是获取和收集嗜酸和

嗜碱酶的序列和结构信息比较困难。如前所述, 虽

然有一些嗜酸菌(如：Ferroplasma acidarmanus)和嗜

碱菌(如: Bacillus halodurans)基因组测序已经完成[7], 

但是其蛋白质组信息并不能直接用于分析嗜酸和嗜

碱酶的稳定性机制; 此外, 一些非嗜酸和嗜碱菌也

能产生酸性和碱性酶[8,9]。到目前为止, 有关 pH 与

生物大分子行为关系的线索很少, 迫切需要进行研

究和探讨。 

    本研究获得了序列相同性(Identity)小于 30%的

嗜酸和嗜碱酶序列共计 216 条, 较系统地分析了二

者在氨基酸组成上的差异, 初步探讨了其稳定性机

制, 并发展了一种简单的加权氨基酸组成方法对嗜

酸和嗜碱酶进行识别 , 取得较好的识别效果 , 报道

如下。 

1  材料和方法 

1.1  数据来源 
数据样本按以下步骤构建: 1) 从 BRENDA数据

库中获取所有最适 pH 小于 5 的酸性酶以及最适 pH

大于 9 的碱性酶信息(最适 pH 均为实验所得数据), 
其网址为: http://www.brenda-enzymes.info/[10], 酶蛋

白序列也来源于该数据库, 它们源于 UniProt/Swiss- 

Prot; 2) 序列长度小于 50 个氨基酸的酶蛋白序列被

剔除, 因为它们可能是部分长度或者片段; 3) 剔除

了包含了连续 3 个或以上未知氨基酸的序列(例如: 
“XXX”,“XXXX”等); 4) 为了避免同一类酶中同

源序列带来的偏差, 使用 Blastclust 程序[11]剔除了序

列相同性大于 30%的序列。最后共得到 105 条酸性

酶序列, 111 条碱性酶序列。上述 216 条序列 ID 号, 

FASTA 格式的序列以及蛋白质长度等信息保存在一

个基于 Microsoft Access 的数据库中, 可向作者免费

索取用于学术目的。 

1.2  加权氨基酸组成 
本研究利用加权氨基酸组成对酸性酶和碱性酶

进行识别, 具体步骤为: 1) 分别计算酸性酶和碱性

酶每条序列氨基酸组成 , 分别记为 Compi, AC 和

Compi, AK, 式中, i 表示 20 种氨基酸, AC 和 AK 分别

表示酸性酶和碱性酶; 2) 计算酸性酶和碱性酶 20 种

氨基酸组成的平均值, ,i ACComp 和 ,i AKComp ; 3) 计

算酸性酶和碱性酶氨基酸组成差异, 记为权值 
 , ,i i AK i ACW Comp Comp= −  (1) 

4) 对于某种酶 X, 先计算其氨基酸组成, 然后

计算其加权氨基酸组成 
 ,iComp i i XW W Comp= ×  (2) 

5) 对加权氨基酸组成进行求和 

 
20

1
i iComp comp

i
W

=

=∑δ  (3) 

若 0
iComp >δ , 则预测为碱性酶 , 反之为酸性

酶。本研究共统计酸性和碱性酶氨基酸数量分别为

52 140 和 49 789 个。 

1.3  识别效果评估 
识别效果通过以下 4 个参数进行描述: 敏感性

(Sensitivity, SE), 特异性 (Specificity, SP), 准确率

(Accuracy, ACC)和 Matthew 相关系数 (Matthew’s 

Correlation coefficient, MCC)。计算方法见公式 4~7。 

 SE=TP/(TP+FN) (4) 
 SP=TN/(TN+EP) (5) 
 ACC= (TP+TN)/(TP+FP+TN+FN) (6) 

 ( * ) ( * )
( )*( )*( )*( )

MCC
TP TN FP FN

TP FN TN FP TP FP TN FN

=
−

+ + + +

 (7) 
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式中, TP 为真阳性, 指碱性酶被预测为碱性酶; FN 

为假阴性, 指碱性酶被预测为酸性酶; TN 为真阴性, 
指酸性酶被预测为酸性酶; FP 为假阳性, 指酸性酶

被预测为碱性酶。 

2  结果与分析 

2.1  酸性酶和碱性酶氨基酸组成分析 
由于在蛋白质中 20 氨基酸出现频率并不均等, 

一些氨基酸含量较高, 而另一些氨基酸含量则较低, 

如: Cys 和 Trp [12]。因此, 在分析酸性和碱性酶中特

有氨基酸时, 有必要考虑到所有蛋白质中平均氨基

酸组成。为此, 统计了 UniProtKB/Swiss-Prot(Release 

55.1 of 18-Mar-08)中 359 942 序列的平均氨基酸组成, 
并以之作为蛋白质分子氨基酸组成的平均值, 共统

计的氨基酸数量为 129 199 355 个。酸性和碱性酶氨

基酸组成与平均值之间的偏差(Deviation)计算如下:  

 i i
i

i

Comp Comp
D

Comp
−

=  (8) 

式中, iComp 表示蛋白质分子氨基酸组成。酸性和碱

性酶氨基酸组成与平均值之间的偏差如图 1 所示。 

由图 1A 可知, 酸性酶中 Trp、Tyr、Thr 和 Ser
含量明显高于平均值, 而 Glu、Lys、Met 和 Arg 含

量则明显低于平均值。众所周知, Trp 和 Tyr 含有芳

香结构, 其分子中的 π 电子能够与带正电的离子如

钠离子和钾离子相互作用, 被称为“阳离子-派”相

互作用(Cation-pi interaction), 这对维系酶分子结

构稳定性非常重要[13]。 Thr 和 Ser 由于含有羟基, 

非常容易和水分子发生相互作用, 形成氢键, 这可

能有利于酸性酶分子在低 pH 条件下维持其结构的

稳定性 [ 1 4 ] ;  此外 ,  研究表明 :  来源于 Sulfolobus 
acidocaldarius 的胃蛋白酶(Pepsin)中酸性氨基酸

(Glu 和 Asp)的含量很高(尤其在分子表面), 这样可

以减少在低 pH 条件下较多正电荷的累计, 从而提

高其在酸性条件下的稳定性[15], 本研究结果似乎与

之相反, 但也有研究认为一些酸性酶通过减少分子

中羧基的数量(Glu 为酸性氨基酸, 包含 2 个羧基), 

以降低 pH 依赖型效应的量级(The magnitude of the 
pH-dependent effect), 从而维系分子稳定性[16]。此外, 

Lys 和 Arg 属于碱性氨基酸, 在酸性条件下会带较多

的正电荷, 而酶分子在酸性条件下由于羧基被中和, 
分子中正电荷会大量积累, 而较多的 Lys 和 Arg 会 

 

图 1  氨基酸组成的偏差 
Fig. 1  The deviation of amino acid composition. (a) Acidic 
enzymes. (b) Alkaline enzymes. 
 
进一步加剧这种状况 , 对其结构产生不良影响 , 使

许多由羧基介导的“盐桥”断裂而变得不稳定[17]。因

此, 其含量较少。 

由图 1B可知, 碱性酶中氨基酸组成与平均值的

偏差没有酸性酶中明显, Trp、Ala 和 Cys 的含量略高

于平均值, 而 Lys、Arg 和 Glu 的含量则略低于平均

值。Ala 侧链只有 1 个甲基, 而 Cys 侧链也比其他大

多数氨基酸短, 其空间位阻较小, 为非极性氨基酸, 

可以增加分子中疏水相互作用, 从而对维系酶分子

高级结构具有积极作用, 这与 Tsuyoshi Shirai 等研

究结果基本吻合 [18]。但也有研究表明, 来源于大肠

杆菌的中性磷酸丝氨酸氨基转移酶(PSAT)中侧链较

短的氨基酸含量为 53%, 而 Bacillus alcalophilus 碱

性 PSAT 中的含量仅为 30%, 但这种现象是否一定

和碱适应性相关, 又或者仅仅是 PSAT 在不同物种
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中进化的差异[6]。本研究的现象与之不吻合, 可能与

选用的对象有一定关系。有研究[19]表明碱性 M-蛋白

酶中 Asp、Glu 和 Lys 含量较低, 本研究结果与之相

似, 但他们发现 Arg 的含量有所升高, 与本研究相

反。然而, 也有研究者[6]认为在探讨酸性酶或碱性酶

稳定性过程似乎并不能简单的仅比较某些氨基酸(如

酸性氨基酸和碱性氨基酸)含量的变化, 这样往往会

出现一些自相矛盾的结果。他们认为酸性氨基酸(Glu

和 Asp)和碱性氨基酸(Lys 和 Arg)比例的变化可能是

不同酶蛋白适应不同 pH 环境的一个普遍机制。 

进一步比较了酸性和碱性酶在氨基酸组成上的

差异, 如图 2 所示。可见, 酸性酶中 Ser、Thr 和 Asn

含量明显高于碱性酶, 而碱性酶中 Ala、Glu、Leu

和 Arg 的含量则明显高于酸性酶。这与前面结果基

本吻合。 

2.2  基于加权氨基酸组成的酸性和碱性酶识别 
用获得的 216 条蛋白序列, 先计算出每条酶蛋

白序列的氨基酸组成, 再按照公式(2)计算出它们的

加权氨基酸组成。然后根据不等式(3)进行判断, 从

而识别酸性酶和碱性酶, 这种检验方法称为自一致

性检验。例如 : 编号为 P0C2P1 蛋白序列(来源于

Aspergillus terreus 的 blasticidin-S deaminase, 最适

pH在 10~11.5 之间), 其加权氨基酸组成之和为 5.55, 

大于 0, 因此被预测为碱性酶 , 同样 , 编号为

Q95M17 的蛋白序列(来源于 Bostaurus 的 chitinase, 

其最适 pH 在 1.5~2 之间), 其加权氨基酸组成之和为

−14.13, 小于 0, 因此被预测为酸性酶。 

 

图 2  酸性和碱性酶氨基酸组成的差异 
Fig. 2  The difference of amino acid composition between 
acidic and alkaline enzymes. The upper half shows the 
dominance of residues in alkaline enzymes and the negative 
values indicate higher occurrence of residues in acidic enzymes. 

对上述 111 个碱性酶和 105 个酸性酶识别的结

果表明, 这种加权氨基酸组成的方法对这两类酶识

别的效果较好, 其敏感性为 93.7%, 表明该方法对

碱性酶的识别效果很好, 其精度可达 93.7%; 与之

相对应的是, 其特异性为 78.1%, 表明其对酸性酶

识别的效果一般, 其精度仅为 78.1%, 整体识别精 

表 1  预测错误的结果 
Table 1  The list of incorrectly predicted 

Enzyme type Enzyme type Accession 
number 

Calculated 
value Predicted Actual 

Accession 
number 

Calculated 
value Predicted Actual 

P15636 −24.80 Acidic Alkaline P58228 15.77 Alkaline Acidic 

Q9BDJ5 −1.21 Acidic Alkaline P34059 5.47 Alkaline Acidic 

P15396 −2.75 Acidic Alkaline Q9BTY2 0.76 Alkaline Acidic 

P04055 −11.08 Acidic Alkaline P07686 4.52 Alkaline Acidic 

P51740 −6.21 Acidic Alkaline O60502 12.84 Alkaline Acidic 

P28842 −12.49 Acidic Alkaline P42210 4.24 Alkaline Acidic 
P08594 −17.79 Acidic Alkaline Q13510 1.11 Alkaline Acidic 
Q9P3S1 12.71 Alkaline Acidic O97860 2.32 Alkaline Acidic 
P09889 4.62 Alkaline Acidic Q4FAT7 2.21 Alkaline Acidic 
P35475 9.38 Alkaline Acidic P07311 5.41 Alkaline Acidic 
P15289 5.03 Alkaline Acidic P25026 7.38 Alkaline Acidic 
Q5EZ72 0.11 Alkaline Acidic P14925 2.29 Alkaline Acidic 
Q9ET64 17.42 Alkaline Acidic P17654 4.03 Alkaline Acidic 
Q9Y3R4 8.38 Alkaline Acidic Q43763 0.71 Alkaline Acidic 

Q9UQ49 6.77 Alkaline Acidic P10253 0.80 Alkaline Acidic 
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度为 86.1%, 其 MCC 值为 0.729。所有预测错误的

酶蛋白序列编号如表 1 所示。 

为了进一步证实该方法的有效性, 采用了更为

严格的交叉验证方法, 该方法已被广泛应用于检验

识别方法的有效性[20−22], 本研究采用了 5 倍交叉验

证。结果表明: 这种加权氨基酸组成的方法对这两

类酶识别的精度略有下降 , 其敏感性为 84.7%, 表

明该方法对碱性酶的识别效果较好, 但其精度比自

一致性检验低 9%; 与之相对应的是 , 其特异性为

81.9%, 表明其对酸性酶识别的效果也较好, 其精度

比自一致性检验高出 3.8%, 整体识别精度为 83.3%, 

其 MCC 值为 0.666。 

3  讨论 

近年来, 对嗜酸和嗜碱菌虽有大量报道[2,23], 但

其研究仍受到诸多限制, 例如: 许多嗜碱菌的蛋白

不能在普通受体中表达或正确折叠, 这在很大程度

上限制了对其中一些重要碱性酶结构和功能研究的

深入 ; 而许多嗜酸菌同时具有嗜热或嗜冷的特性 , 

关于嗜酸特性的研究常被嗜热菌、嗜冷菌的研究所

掩盖, 对其嗜酸本质实际上了解不多。因此, 相比于

嗜热和嗜冷酶, 有关酸性酶和碱性酶研究方面的数

据非常匮乏。最近, Ferrer M 等[24]发现 Ferroplasma 

acidiphilum 中大多数酸性蛋白都含有铁离子, 其比

例高达 86%, 这对维持蛋白质在酸性条件下高级结

构的稳定极为重要。众所周知, 铁离子和蛋白质的

相互作用主要是通过配位键结合, 而一些氨基酸(如 

His)就可以和它们形成配位键, 可以推测, 其中 His

含量可能较高, 但这种现象是否普遍存在仍有待进

一步研究。 

本研究利用加权氨基酸组成对酸性和碱性酶进

行识别, 提供了一个基于序列识别酸性和碱性酶的

新方法。从理论上, 它能更深入探讨酶分子在酸性

和碱性条件下稳定性的分子机制 , 而且 , 相比与其

他研究仅比较某个酸性或碱性酶, 本研究较系统研

究了这两类酶 , 以期能寻找一些共性的机制 , 其结

构与功能的研究对中性酶的改造也具有重要指导意

义; 在实际应用中, 可利用此方法对数据库中的酶

蛋白序列进行识别, 尤其是未知来源的蛋白序列(如

来源于宏基因组的蛋白序列), 有利于提高对数据库

中酶蛋白性质进行注释的效率; 而且它可在提高酶

蛋白酸、碱稳定性所进行的分子改造过程中, 作为

一种实验开始前的预测方法, 由于其较高的准确性, 

可减少人工筛选工作 , 提高效率 , 同时增加改造成

功率。尽管受限于数据量, 本实验样本数量不是很

多, 但通过不断更新的数据库可望获得更多高质量

的数据 , 以提高其识别精度 , 相关研究仍需进一步

深入。 
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