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Abstract：The mechanisms of the catalytic activity regulations and the conformation changes of
enzyme under high hydrostatic pressure were summarized in this paper. Different characterization of
the behaviour of enzyme under high pressure was also reviewed. In enzymology, high hydrostatic
pressure could be used to modulate the enzymatic activities and explore the conformational changes,
which has attracted more and more attention. This review also discussed the future developments of
this technique.
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摘要：在酶学领域中，超高压和温度类似，作为一种物理学方法，可以用来调节酶催化功能，促使

酶的构象发生变化。对超高压调节酶催化功能的原理、影响酶构象的作用机制，以及一些新型研

究方法等进行了综述。展望了此项新技术的发展前景。
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酶生物催化反应具有催化反应条件温和、高效

专一等特点，在食品、医药等行业的应用越来越广

泛[1]。按传统方法，一般可通过调节温度、pH、水分

活度等来改善或者抑制酶催化反应过程。而随着

生物技术的发展，现有大量文献报道了可直接在基

因（DNA）水平上调控酶学性质。例如，Huang[2]等学

者利用结晶的方法得到β-甘露糖聚酶晶体结构，并

利用定点突变的方法，将 216位上的酪氨酸突变成

色氨酸，使其催化效率提高近18%。而Kundu等[3]将

羰酸酯酶置于温度为 300，343，373，473 K 和 500 K
的条件下进行分子动力学模拟，研究发现，D232—
K211，E105—K82，E54—K134，E238—R12 以 及

E147—K134这 5对离子键对其热稳定性起了至关

重要的作用。这为今后利用突变的方法提高此酶
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的热稳定性指明了思路。Jun等 [4]根据分子动力学

模拟的结果，将谷氨酸脱羧酶B第 5位的谷氨酰胺

突变为天冬酰胺，使其变性温度提高了7.9 ℃，从而

提高了其热稳定性，使其更有利于工业化生产。

Trevizano等[5]利用定向进化的方法，使β-1,4木聚糖

酶在60 ℃时半衰期从7.92 min提高至401 min。
然而，随着研究的深入，发现原本主要用于杀

灭微生物的超高压技术亦可以用来调节酶催化反

应，并具有洁净绿色、简单安全等特点，具有深远的

研究前景和应用前景[6-7]。在较高的压力下，压力作

用可以导致酶空间结构丧失或者亚基重新缔合聚

集，使酶的活性丧失。例如，Riahi等[8]利用超高压技

术使果汁中α-淀粉酶完全失活。除了钝化酶外，适

中的压力处理却可以使酶活有所增大。Mozhaev等
学者发现[7]，对于胰凝乳蛋白酶，在360 MPa时，其酶

活可以提高将近30倍。和其他调节方法相比，高压

处理不会影响酶的结合性质以及能量的变化，它仅

仅使酶的体积发生了改变，影响因素比较单一，因

此利用高压更有利于对酶催化机制进行研究和应

用[9]。本文就超高压对酶催化功能及酶构象的影响

及相关机制进行了介绍，并对这种新方法的应用和

发展作了展望。

1.1 超高压对酶催化平衡常数及反应体积的影响

一般来说，压力对酶催化影响遵循Le Chatelier
原则[10]。该理论认为，加压处理总是使反应朝着向

体系总体积减少的方向移动。这个过程可以用方

程（1）表示：
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在此方程中，K为此反应的平衡常数，ΔV为反

应底物和产物之间的体积差。显而易见，如果压力

处理使ΔV为负，即产物体系的总体积小于反应物体

系的总体积，此时压力将迫使反应加速进行，K值增

大；而如果ΔV为正，压力将阻止反应的进行和产物

的生成，K值减少；而如果ΔV为零，压力对此反应无

影响。M. E. Bruins 等学者 [11]详细研究了在 0.1～
500 MPa范围内，葡萄糖利用β-糖苷酶合成低聚糖

的反应。研究发现，随着压力的升高，低聚糖合成

量逐渐减少。当压力为500 MPa时，反应体系的ΔV
为2.4 cm3/mol，此时，整个已达到平衡的催化反应向

反方向移动，即合成的低聚糖开始逐渐水解成葡

萄糖。

对于酶催化反应体系来说，在高压下酶分子处

于多个平衡状态之中。例如，亚基之间解离和缔合

的平衡；结合底物和释放产物之间的平衡，以及酶

分子之间的电离平衡、水合平衡等[12]。因此，在高压

下测得的平衡常数不是由单一因素决定的，而是由

一系列因素共同决定。所以在实验测ΔV时，必须要

考虑这些共同因素的作用。一般来说，体系的总体

积可由方程（2）表示[12]，即

Vt＝∑
i

niVi （2）
式（2）中，Vt表示体系总体积，ni表示分子数，Vi表示

每部分偏摩尔体积。1959年，Kauzmann等学者[13]认

为，溶于水中的蛋白质偏摩尔体积是由蛋白质中所

有原子的范德华体积、蛋白质中存在的空洞的体积

以及水合层的体积共同组成的。在一般情况下，压

力处理时所有原子的范德华体积基本可以忽略不

计，而空洞的体积在压力的作用下会减少，水合层

的体积在压力的作用下会增大[12]。

1.2 超高压对酶催化动力学常数及活化体积的影响

根据过渡态理论，压力对反应速率的影响可以

用Eyring方程表示[10]。式(3)中，R为理想气体常数，k

为速率常数；ΔV *为活化体积，它定义为反应物与处

于过渡态物质的体积差。
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如果活化体积为负值，压力升高有利于提高酶

催化反应速度；而如果活化体积大于零，压力增大

将降低酶催化反应速度。在一个已达到反应平衡

的酶催化反应过程中，包含着一系列的步骤，包括

底物的结合、产物的释放、酶构象的变化等。其中，

最慢的反应步骤决定了整个酶催化的反应速率，而

超高压处理却能改变其关键的限速步骤，这导致压

力和酶反应速率之间产生了某种关联[10]。在一般情

况下，酶催化速率的改变主要因超高压处理导致酶

构象变化引起，此时反应速率和压力呈非线性相关[10]。

在高压下，活化体积并不是一个固定的常数，而大

体在-70～60 cm3/mol之间 [14]。Mozhaev等 [7]报道了

α-胰凝乳蛋白酶在0.1～150 MPa范围内，50 ℃的活

化体积为-25 cm3/mol，此时酶活可提高近3倍；对于

甘油醛-3-P-脱氢酶，其活化体积可达-56 cm3/mol，
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磷酸核酮糖激酶活化体积-36 cm3/mol。此时，这两

种酶酶活均有所增加。然而，对于核酮糖-1,5-二磷

酸-羧酶，其活化体积为 34 cm3/mol，此时酶经过高

压处理后，活性显著降低[15-17]。

1.3 超高压对酶失活及其动力学的影响

由大量实验可知，较高的压力可以使酶丧失活

性。例如，Balogh 等 [18]将胡萝卜中果胶甲酯酶在

10 ℃，800 MPa条件下处理36 min，可以使其活性减

少90%。Riahi等[8]使用400 MPa的压力处理α-淀粉

酶 60 min，可以使其完全失活。压力处理使酶失活

过程中存在3种状态，可由如下表达式表示，即天然

状态（N），中间状态（I）以及失活状态（D）。
N¾ ®¾¾

krev I¾ ®¾¾
kire D

由于在较高压力下，酶不可逆失活速率常数

（krev）远大于可逆失活速率常数（kire），故酶在高压下

失活存在的中间态可以忽略不计，因此以上表达式

可简写为

N¾ ®¾¾k D
此时，酶失活遵循一级动力学方程，酶活随着时间

变化可由公式（4）描述，式（4）中A表示高压处理时

间 t后的酶活，A0表示初始酶活。
A = A0 exp(-k·t) （4）

然而，在研究超高压钝酶动力学过程中发现，

超高压处理使酶失活不仅与压力本身大小相关，且

还与温度相关。酶失活速率、压力和温度的关系可

以用p—T二元相图来表示，如图1所示。

图1 p—T二元相图

Fig.1 p—T phase diagram

从图1可以看出，此二元相图呈椭圆形，当温度

和压力数值都处于椭圆内部时，酶仍保持天然状

态。而当压力和温度都超过临界值时，就会使酶失

活（区域D）。而在区域C，当压力升高时，如要使酶

失活，需要升高温度，这意味着在此区域，压力和温

度存在着拮抗效应，即提升压力使酶热稳定性大幅

度提高。Degraeve等研究发现 [19]，在 0.1 MPa，55 ℃
处理 30 min后，β-半乳糖苷酶酶活损失了 35%，而

在 250 MPa，其他条件不变的情况下，酶活仅损失

10%；但是当压力升至350 MPa时，此时较高的压力

对酶热失活已无保护作用。

一般认为，经超高压处理后，酶分子内肽键并

不会发生断裂，即酶一级结构不会发生变化，但是

酶分子的二级、三级及四级结构都会受到压力的影

响。研究发现，在较低压力下，α螺旋和β折叠不会

被压缩，甚至更加稳定；但是在较高压力下，如

500 MPa以上时，二级结构会发生不可逆变化[20-21]。

经高压处理后，二级结构的基本类型还可能发生转

换。Liu等[22]发现多酚氧化酶经高压处理后其α螺旋

含量大幅度降低，而 β 折叠含量显著增长，并且随

着压力的增长此现象更加明显。不仅如此，二级结

构的变化并不是一步完成的。以溶菌酶为例，紫外

荧光实验可以揭示此不可逆变化分为两个过程，这

种现象被解释为压力变性形式的多元性。然而，

Samarasinghe等人 [23]认为，溶菌酶在压力诱导过程

中，由于水作为溶剂存在，蛋白质和水之间的相互

作用代替了原先蛋白氨基酸残基之间的弱的非共

价键，导致了蛋白质三级结构失稳，并且这才是酶

失活的主要原因，而二级结构之间的氢键没有发生

变化。此时，压力诱导失稳的蛋白质更加类似于球

状 [24]。而高压对于酶的四级结构的影响要复杂得

多。在高压下，单体既可以趋向于聚集，也可以趋

向于解离。Sliver等人发现[25]，在较低的压力下，蛋

白质会解离成亚基。但如果压力增加到 140 MPa以
上，这些亚基又可以形成无定形的聚集体，但是某

些功能性质却丧失了。他们解释这种现象为“构象

漂移原理”。在展开到再折叠的过程中，亚基还可

以不断地组装，最后形成很稳定的纤维聚集体。

压力对整个蛋白质构象变化的影响可以用图 2描

述[25-26]。

经高压处理后，并非只有一种构象发生变化，

可能会有几种构象同时发生变化。例如三级结构

和四级结构同时改变，甚至二级、三级、四级结构同
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时发生改变。不仅如此，Ohmae等研究发现[27]，在高

压条件下，酶的辅助因子与酶的结合也会发生改

变，辅助因子非常容易游离出来，从而导致酶失活。

压力同温度相似，都是影响体系自由能的一个

参数。高压并不能使肽键断裂，即如同前文所述，

它并不能使酶的一级结构破坏，也不能改变活性部

位氨基酸种类、顺序及数量。但是压力却对于氨基

酸之间、氨基酸和溶剂之间的氢键、静电相互作用

和疏水相互作用有着重要的影响。

3.1 静电相互作用

静电相互作用最明显的特征在于它可以反映整

个反应体系的体积变化，并且绝大多数溶液体积的

变化来自于离子键被破坏。当溶液中存在离子时，

附近的水偶极子由于静电作用将会被高度压缩，使

得整个溶液体积减少，这种现象被称为电致伸缩

性。并且在非极性溶液中，这种现象更为明显[28]。一

个典型的例子是胰凝乳蛋白酶 [29]。在超高压作用

下，其活性部位的离子键消失，但是这种变化是可

逆的，一旦撤去压力，这些离子键会得到部分恢复。

静电相互作用在保持蛋白质结构稳定性上起

着重要的作用。在常压条件下，调节 pH 值可以使

活性部位的离子键遭到破坏，从而使酶的构象发生

变化，导致酶失活。因此，可以利用超高压技术，使

得活性部位的氨基酸在没有发生离子化的情况下，

它们之间的离子键被压力破坏，从而改变酶活。在

超高压处理过程中，选用合适的缓冲体系显得至关

重要，因为在相同的 pH 下，不同的缓冲盐种类影响

着酶活性部位的电离平衡。不仅如此，在高压条件

下，不同的缓冲盐种类还会影响溶液体积。例如，

磷酸盐具有高离子化体积，而Tris-HCl溶液离子化

体积却为零[30]。

3.2 氢键

经研究发现，高压能够稳定氢键，这是由于高压

压缩了酶分子的空间结构，使得各原子之间间距减

少。同时，在形成氢键或者使氢键稳定时，溶液体积

变化为负值，但是这个值很小，接近于可以忽略的水

平。但是在压力处理过程中，高压是否会使溶剂和

溶质之间的氢键发生交换，目前尚有争论[30-31]。

3.3 疏水相互作用

在亲水介质中，蛋白质总是倾向于把疏水残基

埋藏在分子内部，亲水残基暴露在蛋白质表面，这

一现象在稳定蛋白质结构中起了重要作用。经研

究发现，较高压力处理可以使疏水相互作用减弱。

然而，另一方面，对于芳香族基团，经高压处理后，

这些基团之间的疏水相互作用却增强了，整个结构

趋向于稳定[30]。

现在还没有明确的证据证明在高压处理过程

中，哪一种非共价键变化占主要地位。总之，高压

处理是一个复杂的物理化学变化，可能上述非共价

键变化兼而有之；也有可能是其中一种占主导地

位，其余变化影响可以忽略不计。这可能是酶本身

氨基酸构成、排列方式、空间构象与环境介质种类，

以及浓度综合作用的结果。

4.1 快速动力学方法

在大多数情况下，酶反应速率很快，通常在微

秒级别酶分子催化反应就已经完成。为了更好地

研究酶分子催化机制，减少反应时间，可以降低反

应温度，使中间态更加稳定，从而能够“捕获”中间

态过程。在此过程中还需要加入抗冻剂，如甘油、

蔗糖等。另外一种方法是快速混合技术，这种方法

需要特殊的停留装置（图 3）[32]。这种装置主要配有

一个样品传输高压泵（部件 2），它能够使反应物直

接在高压状态下传送至反应容器中和另一个反应

物快速混合，5 ms之内就可以使反应物在 200 MPa
压力下进行反应，从而减少了由于实验操作而带来

的固有时间[33]。
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聚集体 天然单体 天然聚体

展开状态

图2 高压对酶蛋白质构象的影响

Fig.2 Effects of high pressure on the conformation
of the protein
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注：1 样品；2 高压泵；3 单向阀；4，5 针阀；6 蓝宝石窗

（固定）；7 可移动蓝宝石窗；8 机械搅拌；9 温度指示剂调节

控制器；10 加热丝；11 压力指示表；12 进样器；13 安全膜；

14 空气；15 压缩机；16 压缩空气调节器；17 液压油系统；18
液压油；19 压力调节器；20 安全模块

图3 高压停留装置

Fig.3 High pressure stopped-flow apparatus

这种装置现已普遍用于研究高压下酶催化反

应[34-35]，例如，Kornblatt等[34]利用此装置获得了酵母

烯醇酶在高压下的失活动力学参数；而Balny等[35]利

用此装置更方便、更精确地得到了在极高压力和低

温等极端条件下酶催化反应的参数。

4.2 原位在线检测

目前，很多研究采用紫外吸收光谱、荧光光谱

以及红外光谱等来表征超高压下酶或者蛋白质的

构象变化。但是由于压力处理酶蛋白质，有时可能

会存在可逆性回复等情况，因此现在大多使用原位

在线检测光谱技术，来实现实时观测高压状态下酶

蛋白质构象的变化。这种原位检测装置最大的特

点是，直接在高压反应釜上装有光学视窗，然后和

光谱仪偶联，以实现直接观测的目的。示意装置如

图4所示[36]。
8 7 1 2 9 7 8 5 4 3 6

注：1 反应容器；2 盖子；3 连接高压部件；4 磁芯；5 可移

动螺纹管；6 温控装置；7 石英窗；8 窗体紧固装置；9 聚四氟

乙烯密封垫片

图4 可与光谱偶联的高压装置示意图

Fig.4 High pressure optical bomb

目前，高压-紫外光谱、高压-荧光光谱、高压-
红外光谱在表征酶蛋白质构象在高压下的变化方

面应用较多。John等学者[37]利用高压-紫外光谱研

究了溶菌酶在高压下聚合的情况。他们分析了高

压下其二阶导数吸收光谱，发现溶菌酶中的酪氨酸

在高压的作用下更趋向于疏水环境，从而能更直观

地分析其在高压下聚合的原因。而四阶导数紫外

吸收光谱则被认为可以用来分析高压处理过程中

酶蛋白质色氨酸微环境的变化，从而推测高压对其

三级结构的影响[33]。此外，Ruan等[38-39]利用高压-荧
光光谱技术分析了胰蛋白酶、磷脂酶等在高压下构

象的变化，亦取得了良好的效果。Degraeve等 [40]利

用高压-红外光谱技术分析了β-半乳糖苷酶在高温

高压下构象的变化后发现，高压处理能够阻止酶构

象被高温破坏，温度和压力具有拮抗作用。利用高

压-红外技术分析溶菌酶聚合现象也已有报道 [37]。

除此之外，也有一些文献报道了利用高压和动态光

散射、高压和核磁共振偶联，分析高压下酶构象变

化并取得了较好的结果[41-42]。

4.3 分子动力学模拟

分子动力学方法具有快速、简便、精确等特点，

目前已经是研究生物分子的主要手段和工具之一，

也是对实验手段的有力补充[43]。使用分子动力学模

拟可以从理论方面探索酶分子在各种条件如温度、

pH、压力等条件下构象及功能的变化，并且这类方

法不需要任何的高精密仪器，从而突破了某些实验

条件的限制。一个典型的例子是McCarthy等[44]使用

分子动力学模拟的方法，对比了溶菌酶在天然状态

及在100 MPa和300 MPa下构象的变化。模拟结果

表明，在高压状态下，溶菌酶空间结构受到压力作

用而收缩，整个结构更加致密，并且在此状态下随

着压力的升高疏水相互作用减弱。整个模拟结果

和实验结果十分吻合[44]。此外，高压对氨基酸残基

的迁移、压缩、水合等作用及其机制，也是研究的重

点和热点[45-47]。

超高压技术发展十分迅速，除了能够使用它研

究酶的催化功能以及构象的变化外，还可以用它进

行酶结晶[48]。研究发现，在高压条件下，溶菌酶在饱

和溶液中其溶解性下降，这有利于晶种的析出和晶

体的形成。因此，在此条件下结晶所花费的时间可
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会议名称(英文)：
所属学科： 生物物理学、生物化学及分子生物学,细胞生物学,遗传与发育生物学

开始日期： 2015-07-20 结束日期：2015-07-23
所在国家： 中华人民共和国 所在城市：黑龙江省 齐齐哈尔市

主办单位： 辽宁省实验动物学会、吉林省实验动物学会、黑龙江省实验动物学会、黑龙江省科学技术协会

承办单位： 齐齐哈尔医学院、中国农业科学院哈尔滨兽医研究所

联系人： 何宝国 15663167685 司昌德 13936673508
E-MAIL： dgb2018@163.com 会议网站：http://www.lascn.net/Item/13516.aspx
会议背景介绍： 为加强高等学校、科研院所间实验动物科技工作的交流，第七届高等学校实验动物科学技术交

流论坛定于2015年7月20-23日在黑龙江省齐齐哈尔市召开。会议由辽宁省实验动物学会、吉林省实验动物学会、黑

龙江省实验动物学会、黑龙江省科学技术协会主办，齐齐哈尔医学院、中国农业科学院哈尔滨兽医研究所承办。

会议内容

1、研讨实验动物科学发展的现状、进展及前景，高等学校、科研院所间实验动物科学技术研究与交流。

2、围绕在实验动物法制化管理、实验动物和动物实验质量控制、模式动物研究、实验动物支撑体系建设等工作中

取得的新技术、新方法、新成果、新经验展开交流与讨论。

3、围绕“十三五”实验动物发展战略展开研讨。
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