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海藻糖合酶的分子生物学研究进展
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摘要：海藻糖合酶能够将麦芽糖转化为海藻糖，在海藻糖的工业生产中具有十分重要的意义。本文从海藻

糖合酶的基因克隆、基因工程应用、结构和催化机制的研究以及其在微生物体内的功能等方面讨论了海藻

糖合酶的研究进展。

关键词：海藻糖；海藻糖合酶；!&淀粉酶家族；催化机制；2端结构域；代谢途径
中图分类号：5#HH 文献标识码：P 文章编号：...$!%’.#（’..#）.$!...%!.O

! 概述
海藻糖是由两分子葡萄糖以 $，$!糖苷键连接而

成的非还原性双糖，广泛存在于细菌、酵母、丝状真

菌、植物、昆虫、无脊椎动物等生物体体内［$］。海藻

糖对生物体具有非常重要的生物学意义，它是能源

和碳源的储备物［’］，是蛋白质和生物膜分子在脱水、

高温、氧自由基、低温等恶劣环境中的稳定剂和保护

剂［H］，是信号传感复合物和生长调控因子［"］，还是某

些细菌细胞壁的组分之一［3］。由于海藻糖具有甜度

适中，性质稳定，不易分解，无还原性等特殊性质，以

及其保护生物大分子（生物膜、蛋白质、Q1P）免受干
燥、高温、低温、过氧等环境压力破坏的独特功能，因

此该双糖的应用价值十分巨大，已经被广泛应用于

食品加工业、医药业、农业、生化制品业和化妆品产

业中［% & O］。

海藻糖在生物体内的合成途径主要有以下 3
种：（$）DR04DRR 途径，亦称为 S7<P4S7<T 途径：该途
径由 %!磷酸海藻糖合成酶（D,E6);:<E!%!86:<86)7E
<-*76)<E，DR0）催化尿苷二磷酸葡萄糖和 %!磷酸葡萄

糖合成 %!磷酸海藻糖，再在 %!磷酸海藻糖磷酸酯酶
（D,E6);:<E!%!86:<86)7E 86:<86)7)<E，DRR）作用下生成
海藻糖。该途径在自然界中分布最为广泛，在真核

生物、真细菌和古生菌中都有发现［G & $.］。（’）D,E0途
径：由海藻糖合酶（D,E6);:<E <-*76)<E，D,E0）催化麦芽
糖分子内部发生重排反应，将!，!!$，"!糖苷键连接
的麦芽糖转化为!，!!$，$!糖苷键连接的海藻糖。到
目前为止只在真细菌中发现该途径［$$］。（H）D,EA4
D,EC 途 径：由 麦 芽 寡 糖 基 海 藻 糖 合 成 酶
（U);7::;>L:<-;7,E6);:<E <-*76)<E，D,EA）催化麦芽糊精
形成麦芽寡糖基海藻糖，然后由麦芽寡糖基海藻糖

水解酶（U);7::;>L:<-;7,E6);:<E 7,E6);:6-V,:;)<E，D,EC）水
解麦芽寡糖基海藻糖形成海藻糖。该途径主要存在

于细菌和古生菌中［$’ & $3］。（"）D,ED 途径：由海藻糖
葡糖基转移合成酶（ D,E6);:<E L;-@:<-;7,)*<WE,,>*L
<-*76)<E，D,ED）催化 1QR!葡萄糖（PQR!，XQR!和 YQR!
葡萄糖）和葡萄糖聚合生成海藻糖。该途径主要存

在于古生菌中［$% & $G］。（3）D,ER 途径：由海藻糖磷酸
化酶（D,E6);:<E 86:<86:,-;)<E，D,ER）催化 Q!葡萄糖与
$!磷酸葡萄糖合成海藻糖。该途径存在于某些真菌



中［!" # $%］。对 &’()的研究只局限于体外试验，其在活
细胞体内的功能还不确定。海藻糖在生物体内的分

解代谢主要由海藻糖酶（&’(*+,+-(，&’(.）介导，催化
海藻糖生成葡萄糖。

! 海藻糖合酶基因
在海藻糖的工业生产中，海藻糖合酶与其它海

藻糖合成酶相比具有更大的优势，只需要一种酶一

步反应就能够获得海藻糖，而且其生产原料为更加

廉价的麦芽糖。因此，各国科学家更加关注海藻糖

合酶，并对其进行了更为深入的研究。早在 !""/
年，日本的 01-*12343等从脂肪杆菌属的 !"#$%&’()*$+
-56 789中最早发现并提纯了海藻糖合成酶［$!］。随
后不久，&-:-+;1 等人利用放射性探针筛选基因组
<0=文库的方法，分别从 !"#$%&’()*$+ -56 789［$$］和
水生栖热菌（ ,-$+#./ (0.(*")./ =&>>??"$?）［$?］中克
隆得到了海藻糖合酶的基因。这是最早的对海藻糖

合酶基因的报道，从而揭开了海藻糖合酶研究的序

幕。

随后，在分枝杆菌中也发现了海藻糖合酶的存

在。<( @2(4等人克隆并在大肠杆菌中异源表达了
结核分枝杆菌（12)&’()*$+".# *.’$+).%&/"/）的海藻糖
合酶，并对其反应的最适条件做了研究［$8］。)+A 等
分离纯化了耻垢分枝杆菌（12)&’()*$+".# /#$3#(*"/）
的海藻糖合酶，并通过 BC&DE F@ 技术获得了该酶

的部分氨基酸序列。通过这些已知氨基酸序列在

1 6 /#$3#(*"/ 基因组中的对比分析，得到了该海藻
糖合酶的 D7E区［$/］。
韩国的 G(( 等人利用大肠杆菌 #(%!4 缺陷菌

株和 F+H>3A;(I 培 养 基，对 施 氏 假 单 胞 菌
（!/$.5&#&6(/ /*.*7$+" >J?9）的基因组文库进行筛选，
得到了海藻糖合酶的基因，并将其成功表达于大肠

杆菌中［$K］。进一步的研究显示，该酶是一种新型海

藻糖合酶，在其反应过程中不会生成葡萄糖副产物，

很适合应用于海藻糖的工业生产。

台湾的 >*(A 等从嗜热嗜酸的干热嗜酸菌
（!")+&8-"%./ *&++"5./）中克隆得到了海藻糖合酶，该酶
对酸性和高温环境都有一定的耐受性，在 5. /L%和
K%M下仍然具有很高的活性［$N］。
我国的黄日波等人先后从褐色喜热裂孢菌

（ ,-$+#&’"9"5( 9./)( ）［$9］、 谷 氨 酸 棒 杆 菌
（:&+26$’()*$+".# 3%.*(#").#）［$"］和耐放射异球菌
（;$"6&)&))./ +(5"&5.+(6/）［?%］中克隆得到了海藻糖合
酶的基因，通过这些基因在大肠杆菌中的异源表达，

将其应用于海藻糖的酶法生产中，并取得了较好的

成果。本实验室已经克隆得到了红色亚栖热菌

（1$"&*-$+#./ +.’$+）的海藻糖合酶基因，并将其异源
表达于大肠杆菌中［?!］，目前正在测定该酶的相关特

性。表 !中列举了目前已经纯化或异源表达的海藻
糖合酶及其相关特性。

表 " 已纯化或异源表达的海藻糖合酶及其相关特性
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# 海藻糖合酶的作用机制
由于尚未得到海藻糖合酶的蛋白晶体结构，目

前对海藻糖合酶作用机制的研究仅仅局限于理论推

测阶段。日本的 01-*12343 等首先证明了海藻糖合

酶的催化反应是分子内的重排过程，而不是分子之

间的反应［??］。他们利用麦芽糖作为底物，并同时在

反应体系中加入!8 >标记的葡萄糖，试验结果显示，
并没有具有放射性的海藻糖或麦芽糖的生成。随

后，韩国的科学家通过电喷雾质谱法进一步证明了
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这点［!"］。

通过已报道的海藻糖合酶氨基酸序列的比对分

析发现，海藻糖合酶具有!#淀粉酶家族酶类所具有
的四个保守区：分别是 $ %&%%%’(，$$ )%*%&%%++，
$$$ %%%（),-）.+++，$/ %%00(&（%为疏水性氨基酸
残基，0为亲水性氨基酸残基，+为影响酶反应特异
性的氨基酸残基）。据此推测，海藻糖合酶是!#淀粉

酶家族成员之一。属于!#淀粉酶家族的酶类具有相
似的催化机制［!1］，在 $$区和 $$$区中存在酶催化反
应的活性中心：$$$区中的 )23为质子供体，将一个
质子传递给底物 4，"#糖苷键中的 5 原子；$$ 区的
-67为亲核试剂，攻击底物糖分子中的异头中心碳
原子，使 84#5键断裂。而 $区和 $/区中的 (96介导
底物和酶分子的结合，如图 4所示。

图 ! 海藻糖合酶和某些!"淀粉酶家族酶类所具有的四个保守区及其催化和底物结合位点
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根据!#淀粉酶家族酶类的催化机制，研究人员
推测海藻糖合酶通过催化两次取代反应完成麦芽糖

和海藻糖的相互转变过程。首先，麦芽糖分子与酶

的催化部位相结合，酶活性中心的 )23将一个质子
传递给 4，"#糖苷键中的 5原子，与此同时 -67攻击
84#5#8"中的 84原子，形成"盐离子的过渡态。从
而发生第一次取代反应，使麦芽糖分子中 84#5键的
断裂，产生"#葡糖基#酶的中间体。在此之后，酶的
构象会发生变化，使得另一个游离的葡萄糖分子的

相对位置发生改变，其 84#5(正好能够亲核攻击葡
萄糖基#酶中间体上的 84 原子，发生第二次取代反
应，产生!，!#4，4#海藻糖（图 OD）。某些海藻糖合酶，
如 MIA>E36 ?D2C=7I9236 )PO" 的海藻糖合酶，将麦芽
糖转化为!，!#海藻糖的同时还会有少量的!，"#海藻
糖（约 !Q）生成［!"］，这说明在"#葡糖基#酶的中间体
形成后，酶分子可以改变为另一种构象，使得游离的

葡萄糖分子在酶活中心内部以另一种空间位置发生

第二次取代反应（图 OL）。如果水分子进入酶活中
心，并作为亲核试剂优先攻击"#葡糖基#酶的中间体
上的碳原子，则会形成副产物葡萄糖，即发生双糖的

水解（图 O?）。本实验室通过定点突变的方法将红
色亚栖热菌的海藻糖合酶分子中的催化位点 )23和

-67突变为丙氨酸，结果显示突变酶几乎没有活性，
证明了这些位点对酶活的重要性。

海藻糖合酶催化麦芽糖和海藻糖相互转化的可

逆反应，麦芽糖和海藻糖都可以作为海藻糖合酶的

底物。RD@等通过对耻垢分枝杆菌海藻糖合酶催化
机制的研究，提出该海藻糖合酶可能具有两个不同

的底物结合位点，分别结合麦芽糖和海藻糖［O1］。因

为在高浓度无放射性标的海藻糖存在下，该酶仍能

以［4"8］标记的麦芽糖为底物，生成具有放射性的海藻

糖。如果麦芽糖与海藻糖结合位点相同，高浓度的

海藻糖会竞争性结合于酶活中心，从而阻遏麦芽糖

与酶的结合。海藻糖合酶以麦芽糖为底物涉及!#4，
"糖苷键的断裂，而以海藻糖为底物需要!#4，4糖苷
键的断裂，其酶催化机制可能并不相同，这也说明在

海藻糖合酶可能存在两个底物结合位点，分别结合

麦芽糖和海藻糖。研究还发现，额外的葡萄糖会抑

制海藻糖合酶的活性，在反应体系中加入1S EE=2,T
的葡萄糖会使海藻糖合酶的活性降低 U1Q［O1］，这从
一个侧面证明了葡萄糖基#酶是海藻糖合酶转化反
应的中间体的假设。最新的报道中，RD@ 等发现来
自耻垢结核杆菌的海藻糖合酶同时具有海藻糖合酶

和淀粉酶的活性，该酶具有两个不同的活性位点，一

个位点催化麦芽糖和海藻糖之间的相互转化，另一

V W3AE9@; +I3 AH D2 < ,!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（OSSX）"X（4）



图 ! 推测的海藻糖合酶的作用机制
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个位点表现出淀粉酶的活性，可将糖原水解为麦芽

糖［=>］。

另外，值得一提的是，属于!9淀粉酶家族的
?4+@的催化和底物结合位点与海藻糖合酶是一致
的（如图 A），其催化机制与海藻糖合酶十分相似，同
样需要两次取代反应完成底物!9A，B9糖苷键的断裂
和!9A，A9糖苷键的生成。由于已经获得嗜酸热硫化
叶菌（C:*3’*’):( -,"7’,-*7-4",:(）的 ?4+@ 蛋白晶体结
构［=D］，目前对该酶的催化机制的研究已经比较透

彻［=E］：在 F*:%GG（质子供体）和 6(;%%E（亲核攻击）的
共同作用下，位于9A和 H A位的两个葡萄糖基之间
的!9A，B9糖苷键被切断，然后位于 H A位的葡萄糖分
子随着酶构象的变化发生旋转，并与位于 I A 位葡
萄糖基形成!9A，A9糖苷键，从而形成产物。这也从
一个侧面证明了目前所推测的海藻糖合酶催化机制

的正确性。

" 嗜热菌海藻糖合酶的结构特点
从表 A中可以看出，来源于嗜热菌的海藻糖合

酶具有较高的最适反应温度和很强的热稳定性，其

蛋白的分子量也较其他细菌中的海藻糖合酶大很

多。通过氨基酸序列的比对可以看出，来源于嗜热

菌的海藻糖合酶比其他海藻糖合酶具有一个多余的

J端结构域。K-2#等通过实验证明了这种 J端结
构域能够增加海藻糖合酶的热稳定性，并降低反应

中副产物葡萄糖的生成［=%］。通过对嗜热栖热菌

（!"#$%&’ ("#$%)*"+,&’）海藻糖合酶的 J 端结构域缺
失体酶活性质的研究，发现 J端结构域的缺失不会
影响酶的活性，但是酶的最适温度和热稳定性都有

所降低。而将耐放射异球菌的海藻糖合酶与该 J
端结构域的融合表达后，酶的最适温度和稳定性都

被显著提高了。此外，J端结构域可以使酶的构象
发生一定程度的变化，产生更为牢固紧密的构象，使

得水分子难以进入活性中心，从而降低了副产物葡

萄糖的生成。

本实验室克隆得到的海藻糖合酶来源于亚栖热

菌属的嗜热菌，该酶由 L>%个氨基酸组成，推测分子
量为 AAM NO-。序列分析显示，该酶同样具有 J端结
构域，将其缺失突变后，酶活几乎没有变化，但酶的

最适反应温度由 GGP降低为 %GP，而在 GMP以上时
酶会失活（数据尚未发表）。

由于具有很高的热稳定性，嗜热菌的海藻糖合

酶在海藻糖的工业生产中具有更为重要的意义。从

表 A中可以看出，海藻糖合酶在较低的温度下，将麦
芽糖转化为海藻糖的转化率才能达到最大。来源于

栖热菌属的海藻糖合酶在 =MP Q BMP时的转化率
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最大，这使得海藻糖的酶法生产中的温度更易于控

制，可以在一定程度上降低成本。

! 海藻糖合酶在生物体内的作用
通过对已经纯化或异源表达的海藻糖合酶（表

!）特性的研究，发现在细胞体外海藻糖合酶的可逆
反应是向着有利于生成海藻糖的方向进行的，那么

细胞体内的情况是否也如此呢？

随着对海藻糖合成途径研究的深入，发现某些

细菌体内具有两条或 "条海藻糖合成途径。如嗜热
栖 热 菌［"#］、费 氏 丙 酸 杆 菌（ !"#$%#&%’()*+"%,-
."+,/+&"+%)0%%）［$%］具有 &’()&’’ 和 &*+( 两条途径，而
类球红细菌（10#/#’()*+" 2$0(+"#%/+2）［$!］、谷氨酸棒杆
菌［$,］、结核分枝杆菌［,$］、游动放线菌［$"］（3)*%&#$4(&+2
-./）和大多数根瘤菌［$$］具有 &’()&’’、&*+0)&*+1 和
&*+( "条途径。这些细菌能够在环境压力下积累海
藻糖，保护细胞大分子不被破坏；而在环境压力结束

后，其胞内积累的海藻糖会被迅速分解，从而恢复正

常生长。

23*45-5等详细研究了费氏丙酸杆菌的两条海
藻糖合成途径的生物学功能［$%］。通过 6+-7+*8
9:577;8<实验发现，在高渗、超氧和酸性等外界环境
压力下，&’( 和 &’’ 蛋白的合成水平明显提高，而
&*+(蛋白的合成量没有变化或略有降低。这说明在
外界压力下，海藻糖主要是由 &’()&’’途径合成，而
&*+(的作用是将细胞内积累的大量的海藻糖转化为
麦芽糖。在麦芽糖葡糖基转移酶的作用下，麦芽糖

被合成为麦芽寡糖基多糖，并释放出葡萄糖。葡萄

糖被磷酸化后进入糖酵解途径。

=3>;?3*3等通过构建类球红细菌不同海藻糖合
成酶基因的缺失突变体，研究了每个途径在海藻糖

代谢过程中的作用［$!］。!*$2 和!*"+5 突变体在高
盐浓度（"@ A32:）下的海藻糖合成能力都有降低，
而!*$2 突变体海藻糖合成能力的降低更为显著。
这说明在高渗环境中，海藻糖主要是由 &’()&’’途
径合成，而 &*+0)&*+1途径也有一定的辅助作用。海
藻糖的合成是由两条途径协同完成的。但是，!*$2
!*"+5的双突变体不能合成海藻糖，这说明高渗环
境中海藻糖的合成并不是由 &*+(途径完成的；而且
缺失了 7*+( 基因的突变体（!*"+6，!*$2!*"+6，
!*"+5!*"+6）胞内的海藻糖含量比野生型菌株略高，
从而推测该菌也是通过 &*+( 途径降解海藻糖的。
在移除高渗的环境压力后，!7*+(突变菌株的胞内仍
然有大量的海藻糖，并表现出明显的生长缓慢现象。

这些结果说明大量的海藻糖对细菌的生长有一定的

毒性作用，因此海藻糖的分解代谢对细胞的生长具

有非常重要的作用，而 &*+(的重要功能就是通过将
海藻糖转化为麦芽糖而使胞内的海藻糖迅速消失。

同样，谷氨酸棒杆菌在高渗环境中，也能在胞内积累

大量的海藻糖，只不过其海藻糖的合成是由 &*+0)
&*+1途径完成的，并不需要 &’()&’’ 途径；而 &*+(
的作用是代替海藻糖酶分解胞内积累的海藻糖［$,］。

由此我们可以得出结论，在多条海藻糖合成途

径共存的细菌中，海藻糖的合成过程主要是由 &’()
&’’途径或 &*+0)&*+1途径或两条途径协同作用完
成的。而这些细菌都缺少海藻糖酶，&*+(途径的作
用就是环境压力消失后，将胞内积累的大量海藻糖

转化为麦芽糖，从而降低海藻糖对细胞生长的影响。

" 展望
由于目前尚未得到海藻糖合酶的蛋白晶体结

构，对其催化机制的研究只限于理论推测水平。通

过氨基酸序列的比对分析以及定点突变技术，仅仅

预测出其酶活中心具有催化功能的相应氨基酸，但

对其底物识别以及结合的具体机制尚不是很清楚。

随着蛋白结晶技术的发展，相信在不久的将来我们

会得到海藻糖合酶的蛋白晶体结构，并对其催化机

制作出更深入的解释。另外，海藻糖合酶已经被广

泛应用于海藻糖的工业生产，并大大降低了海藻糖

生产的成本，但如何进一步提高海藻糖合酶的酶活

力和转化率仍然是目前研究的热点。利用生物信息

学的知识，通过饱和突变或定点突变技术对海藻糖

合酶基因进行遗传学改造，改变酶活性中心附近以

及与热稳定性相关的氨基酸序列，极有可能获得酶

活更高和稳定性更高的海藻糖合酶。本实验室目前

正在进行这方面的研究。
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