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摘  要 : 硫酸软骨素是一种典型的硫酸化糖胺聚糖，具有多种药物活性，广泛应用于药品、保健品及化妆

品行业。硫酸软骨素是动物软骨中蛋白聚糖的主要成分和少数几种细菌的荚膜多糖，因此可利用动物提取

法和发酵法进行生产。以下综述了硫酸软骨素的发酵生产及其合成机制的研究进展，并对其发展趋势进行

了展望。 
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Abstract:  Chondroitin sulfate (CS) is the typical sulfation glycosaminoglycan and widely applied in the industries of 
pharmaceutical, health products and cosmetic for its peculiar properties. CS is the main component of cartilage 
proteoglycans in animal and capsular polysaccharide in a few bacteria. CS can be extracted from animal sources and 
produced via microbial fermentation. In this article, development of chondroitin sulfate by fermentation, biosynthesis and 

综  述 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2012  Vol.28  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1282 

regulating mechanisms of CS in bacteria are described. Furthermore, prospect and tendency of chondroitin sulfate from 
bacterial fermentation are addressed. 

Keywords:  chondroitin sulfate, fermentation, synthesis pathway, metabolic regulation 

硫酸软骨素 (Chondroitin sulfate，CS) 作为

糖胺聚糖类大分子酸性多糖，广泛存在于人体软

骨、肌腱、椎间盘等结缔组织中，与透明质酸、

硫酸角质素及核心蛋白聚合为蛋白聚糖 (主要

成分为硫酸软骨素)，赋予软骨凝胶样特性和抗

变形能力，被称为人体“软黄金”[1]。鉴于其潜

在的医药价值，2010 年《中华人民共和国药典》

将硫酸软骨素列为防治心血管疾病和关节病的

最佳药物。同时硫酸软骨素作为膳食补充剂和保

湿剂，广泛应用于食品和化妆品领域[2-3]。硫酸软

骨素二糖单体结构为 4-GlcA-β-1,3-GalNAc-β-1 

(GlcA:葡糖醛酸，GalNAc:乙酰半乳糖胺)，由于

硫酸化发生位点的不同，而将硫酸软骨素主要分

为 CS-O, A, B, C, D, E, F 等类型 (图 1)，其中，

动物来源的硫酸软骨素单体多为 CS-A, C [4]。 

硫酸软骨素的工业化生产是采用酶法、碱法

等提取工艺，从气管、鼻中隔、鸡龙骨及鲨鱼软

骨等动物软组织中提取硫酸软骨素[5]。全世界硫

酸软骨素产业主要集中于我国，约占据全球产量

的 80％，是硫酸软骨素最大生产国和出口国。尽

管我国硫酸软骨素产业发展强劲，但仍然面临原

料生产周期长 (动物软骨的生产周期较长)、产业

水平不高 (工艺繁琐、收率不高、质量不稳)、产

品质量缺陷 (采用 γ 射线杀菌导致辐射残留)、污

染严重 (产生大量的有机物和蛋白废水) 等制约

产业发展的关键瓶颈。因此，如何发展原料丰富、

技术先进、质量优异、清洁环保的生产工艺是促

进硫酸软骨素产业发展的关键。除动物软骨组织

外，硫酸软骨素还以荚膜多糖的形式存在于某些

微生物细胞壁上，因此，通过培养微生物细胞而

获得大量的硫酸软骨素是最具经济效益和开发

潜力的生产工艺。发酵法生产硫酸软骨素的优点

体现在：1) 原料来源广泛，成本低；2) 工艺条

件温和；3) 产品质量稳定安全；4) 环境友好、

无污染等。 

因此，近年来采用微生物发酵法生产硫酸软

骨素成为国内外研究的热点。本文就硫酸软骨素

的生产菌株、发酵工艺及其合成途径与调控等方

面的研究进展进行总结，以促进发酵法生产硫酸

软骨素产业的发展。 
 

 

图 1  硫酸软骨素的结构[4] 
Fig. 1  Structure of chondroitin sulfate[4]. 
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1  发酵法生产硫酸软骨素及其类似物 

1.1  硫酸软骨素的生产菌株及其改造 
自然界中许多真菌和细菌等微生物均能合

成低聚合度的硫酸软骨素或其类似物[6]。但作为

工业生产菌株需具备：1) 人畜安全；2) 能利用

廉价的糖质原料；3) 生长迅速，发酵周期短；

4) 遗传背景清楚；5) 能大量合成硫酸软骨素或

其类似物等条件。目前研究主要集中在巴斯德杆

菌 Pasteurella multocida、大肠杆菌 Escherichia 

coli 和枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis 等 3 种微生

物 (表 1)。 

首先，大肠杆菌作为原核模式微生物，其遗

传背景清楚，同时对其荚膜多糖合成与转运机制 

研究较多，是目前硫酸软骨素发酵研究的主要菌

株。但 E. coli K4 发酵产物为 K4CPS，即果糖软

骨素 (4-β-GlcA(Fru)-1,3-β-D-N-GalNAc-1) [7]，需

经过脱果糖和硫酸化修饰等步骤才能获得硫酸

软骨素[8]。这些修饰步骤不仅增加工艺复杂程度、

增加生产成本，还会降低目标产品的最终得率。

虽然 P. multocida 能合成软骨素类荚膜多糖，但

其为家禽霍乱致病菌[9-11]。因此近年来主要是利

用来源于 P. multocida type F 的软骨素合成酶

pmCS 进行体外酶转化法合成软骨素多糖链，但单

糖供体成本太高，尚无产量报道。在 2010 年，美

国 Amano Enzyme 公司利用纳豆芽胞杆菌 Bacillus 

natto 直接发酵生产硫酸软骨素，但产量较低仅为 

表 1  生物技术法生产硫酸软骨素或类似物 
Table 1  Progress in biotechnological production of chondroitin and chondroitin sulfate 

Microorganism/enzyme Product Process Yield (g/L) Reference

Fermentation 

B. subtilis BN Chondroitin sulfate Batch fermentation 4.20 [13] 

B. natto Chondroitin sulfate Shake flask 0.24 [6] 

E. coli O5:K4:H4 K4CPS Batch fermentation 0.08-0.09 [7] 

E. coli O5:K4:H4 K4CPS Batch fermentation 0.30 [14] 

E. coli O5:K4:H4 CS-A, C, E Defructosilation and selective sulfation NR [15] 

E. coli O5:K4:H4 K4CPS Fed-batch fermentation 1.40 [16] 

E. coli O5:K4:H4 K4CPS High cell density cultivation in a 
microfiltration bioreactor 4.73 [17] 

E. coli O10:K5:H4 Chondroitin Transformation with pTrcHis-kfoCA 
Growth in shake flask 0.05 [18] 

Enzyme 

P. multocida pmCS Desulfated chondroitin Chemoenzymatic synthesis NR [9] 

P. multocida pmCS Chondroitin Cloning of pmCS and in vitro 
enzymatic activity assays NR [19] 

P. multocida pmCS Chondroitin Expression of pmCS in Bacillus, 
growth in shake flask NR [20] 

E. coli K4 KfoC Chondroitin fractions In vitro elongation of chondroitin 
exasaccharides with K4CPS NR [21] 

NR: not reported. 
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0.24 g/L [6]。作者在筛选获得一株高产硫酸软骨

素的枯草芽胞杆菌的基础上[12]，通过发酵过程优

化使硫酸软骨素产量达到 4.2 g/L (32 h)，这是目

前公开文献报道的硫酸软骨素最高产量。枯草芽

胞杆菌作为硫酸软骨素生产菌的优势在于：1) 由

于是食品级微生物，安全性很高；2) 直接获得

硫酸软骨素，无需硫酸化修饰。因此枯草芽胞杆

菌将是发酵法生产硫酸软骨素的最佳菌株。  

为了进一步提高硫酸软骨素的产量，

Zanfardino 以 E. coli O5:K4:H4 为出发菌株，经

过 N-甲基-N-硝基-N-亚硝基胍 (NNNG) 随机诱

变，以荚膜圈为筛选条件，筛选到 1 株产量提高

80％的突变株 VZ15。进一步解析其高产的生理

机制，发现其软骨素合成酶 KfoC 的第 313 个密

码子发生错义突变 (Arg→Glu)，使得 KfoC 对

UDP-GalNAc 的亲和力更强 [22]。同时，Cimini

在 E. coli K4 中过量表达 kfoC，将 K4CPS 产量

提高了 2 倍[23]。上述结果表明，软骨素合成酶是

影响硫酸软骨素高效合成的关键酶。通过分析荚

膜多糖合成途径，发现单糖前体作为多糖聚合酶

底物，其含量丰富程度也是影响硫酸软骨素多糖

合成效率的关键因素。为此，Roman 在大肠杆菌

中过量表达 UDP-葡萄糖脱氢酶 (UDPGDH)，将

UDP-GlcA 含量提高 3 倍，不仅没有提高荚膜多

糖的产量，反而降低了 3 倍左右[24]。这一研究结

果表明，仅仅增加单个前体物质的含量对多糖合

成酶具有竞争性抑制作用[24]。由于硫酸软骨素等

荚膜多糖的合成涉及到单糖合成、核糖供应、酶

动力学反应以及膜转运蛋白等步骤。如要提高硫

酸软骨素的产量，可从转录水平上调节荚膜多糖

合成基因簇的表达，如过量表达 region 2 转录表达

的必需因子 rfaH 基因，显著提高了 region 2 基因

表达水平，使硫酸软骨素的产量提高了 58％[25]。

此外，由于 E. coli K4 的野生质粒 pK4EC05 排斥

外源质粒，导致重组质粒容易丢失，研究发现在

发酵罐培养 24 h 后重组质粒全部丢失，导致重组

菌难以扩大培养[23]。因此，如何增加目的基因在

K4 菌株中的稳定性成为分子改造的首要目标，

采用的方法包括：1) 消除内源质粒，解除排斥

性；2) 与内源质粒兼容的外源质粒作为载体；

3) 以内源质粒为载体。但上述策略的重要基础

在于解析质粒 pK4EC05 特性，为此，Cimini 等

在完成 pK4EC05 测序的基础上发现其能够插入

外源基因。通过以 pK4EC05 为载体在胞内稳定

表达外源基因，并对重组菌成功进行了放大培

养，最终 K4CPS 的产量达到 9.2 g/L，为目前报

道的最高水平[25]。 

1.2  发酵条件优化与提取纯化工艺的研究进展 
尽管枯草芽胞杆菌是工业生产硫酸软骨素

的潜在生产菌株，但由于研究较晚，尚处于初级

阶段。而早在 1988 年就发现 E. coli O10:K4:H4

荚膜多糖结构为果糖软骨素，1996 年利用 K4 菌

株进行发酵研究，采用 Rodriguez 的发酵培养基，

在 14 L 发酵罐上培养 24 h 后，硫酸软骨素的产

量为 300 mg/L[14]。这一研究引发了发酵法生产

硫酸软骨素的研究热潮。相关研究主要集中在通

过优化发酵条件和改造菌株以提高菌体浓度、硫

酸软骨素产量和生产强度。 

1.2.1  发酵条件 

1) 碳源：荚膜多糖合成与细胞生长在营养

物质和能量方面存在着竞争关系，因此碳源作为

调节细胞生长速率的关键营养元素，其选择至关
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重要。Cimini 等比较了葡萄糖和甘油对 E. coli K4

产荚膜多糖和生长的影响，两者浓度的增加均能

提高荚膜多糖的产量，但甘油更佳[16]。分析发现

当氮源不足时，葡萄糖浓度的增加会促进发酵液

中乙酸等副产物的产生，抑制荚膜多糖的合成。

而吸收率较低的甘油能降低糖酵解途径中的代

谢流，减少乙酸等副产物的产生，从而其浓度的

增加更能有效促进荚膜多糖的合成。 

2) 氧气：荚膜多糖是组成细胞壁的重要成

分，其高效合成依赖于胞内能量状态。高溶氧将

显著增加胞内能量的供应，促进多糖的合成。研

究发现，当 DO 值低于 10％时，硫酸软骨素比合

成速率急剧下降，而甘油消耗速率加快，同时在

发酵液中积聚大量有机酸等副产物[16]。 

3) 发酵工艺：荚膜多糖作为细胞表面成分，

当微生物进入指数生长期时开始合成硫酸软骨

素，在稳定期后产量达到最大值。Cimini 在高溶

氧条件下，通过补充碳氮源使细胞浓度达到

56 g/L，从而使荚膜多糖产量达到 1.4 g/L (比分

批发酵提高 5 倍) [16]。但由于副产物的积累，导

致细胞得率和转化率较低。为此，Schiraldi 采用

新型的微膜生物反应器截留微生物细胞而排除

低分子量的副产物，以解除细胞在高密度培养过

程中的副产物抑制作用，将 K4CPS 的产量提高

到了 4.73 g/L，细胞得率达到 0.13 gK4CPS/gcdw。

采用这一策略，使硫酸软骨素的产量比分批发酵 

(295 mg/L) 和补料分批发酵 (1.4 g/L) 分别提高

了 16 倍和 3.3 倍[17]。 

1.2.2  硫酸软骨素的提取工艺 

从发酵液中提取 K4CPS 首先经过初提，即

除去发酵液中菌体并回收得到初级 K4CPS，再经

膜超滤去除小分子杂质，乙醇沉淀得到粗多糖；

加入蛋白酶降解蛋白质，最后经过透析或膜过滤

等可得精制 K4CPS[14,25]。纯化所得 K4CPS 还需

经过脱果糖和硫酸化修饰等步骤制成硫酸软骨

素。第一步，用乙酸调节 pH 值至 2.8~3.0，100 ℃

保温至少 1 h，即可脱去果糖[25]。脱果糖后的软

骨素可以酸形式或甲酯形式经过约 6步的化学处

理，最终得到 CS-A, C, E[15]。但此法的缺点在于

只能得到均一的硫酸软骨素单体，不能在同一多

糖链的不同位点硫酸化。为解决这一问题，Bedini

等提出了循环保护策略，首先将 GlcA 的 2,3 位

醇基乙酰化后用循环基团选择性保护 GalUAc 的

4,6 位醇基，再在不同条件下循环打开，使每个

二糖单体的单个羟基随机解除保护后被硫酸化，

即可得到 4 位和 6 位随机硫酸化的非均一硫酸软

骨素[8]。此法不但产率高，成本低，而且与医药

级 CS-A, C 非常相似，具有重要的应用价值。 

2  代谢途径与基因调控 

2.1  合成基因簇 
根据大肠杆菌荚膜多糖的遗传学特征、生物

合成方式及其分子结构等特性，可将其分为 4 大

类，即 group 1~4[26]。E. coli K4 属于 group 2，如

图 2 所示，其荚膜多糖合成基因簇包括 3 个功能

区：region 1、region 2 和 region 3。 

其中 region 1 和 region 3 主要负责新合成多

糖链的修饰、转运与定位 (功能见表 2)[28]。在多

糖链合成后，region 1 中的 KpsS 和 KpsC 对其还

原性末端进行 Kdo 修饰，其中 Kdo 由 CMP-Kdo

供给，而 CMP-Kdo 则由 region 1 中的 KpsF 和

KpsU 参与合成。同时，KdsD 和 KdsB 也具有合

成 CMP-Kdo 的功能[29-30]。在完成修饰后，由

region 3 中 KpsM 和 KpsT 组成的 ABC-A2 型转 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2012  Vol.28  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1286 

 

 

图 2  K4 荚膜多糖合成基因簇[27] 
Fig. 2  The gene cluster for K4CPS biosynthesis [27].  

表 2  与 K4CPS 合成相关的蛋白[26,34] 

Table 2  Proteins involved in the biosynthesis of K4CPS[26,34] 

Protein Homolog Location Function 

KpsF KdsD Cytoplasmic Arabinose-5-phosphate epimerase; involved in CMP-Kdo 
biosynthesis 

KpsE  Periplasm Exports nascent polymer across periplasmic space 

KpsD  Outer membrane Exports nascent polymer across outer membrane 

KpsU KdsB Cytoplasmic CMP-Kdo synthetase; involved in CMP-Kdo biosynthesis 

KpsS  Inner membrane Adding phosphatidyl-Kdo to the reducing terminus of the 
finished capsular polysaccharide immediately before export 

KpsC  Inner membrane Adding phosphatidyl-Kdo to the reducing terminus of the 
finished capsular polysaccharide immediately before export 

KpsT  Inner membrane 
(Integral) 

Transmembrane domain component of the ABC transporter; 
exports nascent polymer across the inner membrane 

KpsM  Inner membrane 
(Peripheral) 

Nucleotide-binding domain component of the ABC 
transporter; exports nascent polymer across the inner 
membrane 

KfoA GalE Cytoplasmic UDP-glucose 4-epimerase; convert UDP-GlcNAc to 
UDP-GalNAc 

KfoB DcbE Cytoplasmic Involved in bacterial capsule production 

KfoC pmCS Cytoplasmic Chondroitin synthase 

KfoD BcbD Outer membrane Involved in bacterial capsule production 

KfoE BcbG Cytoplasmic Responsible for the addition fructose residues to the linear 
condroitin back-bone 

KfoF KfiD Cytoplasmic UDP-glucose dehydrogenases 

KfoG DcbB Outer membrane Has glycosyltransferase activity 

 
运系统负责对多糖进行转运。其中 KpsM 为膜整

合蛋白，包括 6 个跨膜结构区；而 KpsT 则含有

一个 ATP 结合区域并具有 ATP 水解酶活性[31-32]，

在转运过程中，KpsT 通过识别多糖链还原性末

端的 phosphatidyl-Kdo，与多糖链相互作用。 

Region 2主要负责编码多糖及其前体合成相

关的酶，多糖结构与基因型有关。E. coli K4 

region 2 长达 14 kb (图 2)，包括 kfoA~G 等 7 个
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基因和 1 个插入序列 IS2[27]。其中 KfoA 和 KfoF

分别参与了前体物质 UDP-GalNAc 与 UDP-GlcA

的合成。kfoC 是编码具有双功能糖基转移酶活性

的软骨素合成酶的基因，该酶 N 端和 C 端的糖

基转移酶活性位点分别与前体 UDP-GlcA 和

UDP-GalNAc 相结合[33]，并交替转移到软骨素多

糖链的非还原末端，从而延伸软骨素多糖链[34]。

与软骨素比较，K4CPS 带有 1 个果糖残基，其添

加机制引起了研究者的兴趣。早期预测可能由含

有糖基转移酶活性位点的 KfoG 完成，但

Krahulec通过同源重组技术将 kfoG基因敲除后，

K4CPS 结构并没有发生预期的改变，从而否定

了这一推测[35]。直到 2012 年，Trilli 才发现 KfoE

蛋白为果糖转移酶，并敲除 kfoE 基因得到生产

软骨素的 E. coli ( kfoE) △ 菌株[36]。另外，在 kfoC

和 kfoD 两基因之间有 1 个长度为 1 331 bp 的

插入序列 IS2，是一个转运 DNA 元件，与转座

酶同源性 96％，表明部分基因由其他地方转移

过来[27]。 

2.2  生物合成途径 
K4CPS 在细胞质中合成，并由一系列的转运

蛋白将其转送至细胞膜表面，最终在细胞周围形

成一圈黏液层。其合成过程可分为：1) 单糖前

体的合成；2) 多糖的聚合与输出等两个阶段。 

2.2.1  单糖前体的合成 

以葡萄糖为碳源时，前体物质 UDP-GlcA 和

UDP-GalNAc 的合成途径如图 3 所示。将葡萄糖

从胞外转运到细胞内是两前体合成的第一步，通

过 PEP-PST 转运系统、ABC 转运子和质子泵等

方式完成。PEP-PST 系统作为 E. coli 吸收葡萄糖

的主要方式，在完成葡萄糖转运的同时实现了葡

萄糖的磷酸化。随后以葡萄糖-6-磷酸 (Glc-6-P) 

为起点，通过两条代谢途径而合成 UDP-GlcA 和

UDP-GalNAc。 

1) UDP-GlcA 的合成：Glc-6-P 通过变位酶 

(Phosphoglucomutase) 转 化 为 葡 萄 糖 -1- 磷 酸 

(Glc-1-P)，再由尿苷酰二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 

(UTP-glucose-1-phophate uridylyltransferase) 催化

Glc-1-P 与 UTP 合成 UDP-Glc。UDP-Glc 在 UDP-

葡萄糖脱氢酶 (UDP-glucose dehydrogenase) 催

化下氧化脱氢形成 UDP-GlcA。 

2) UDP-GalNAc 的合成：首先，Glc-6-P 由

葡糖磷酸异构酶 (Phosphogluco isomerase) 异构

为 Fru-6-P，再通过转氨酶 (Glutamine-fructose- 

6-phophate transaminase) 从谷氨酰胺得到氨基，

合成氨基糖 GlcN-6-P，磷酸基团同样通过变位酶

生 成 GlcN-1-P 。 然 后 通 过 乙 酰 基 转 移 酶 

(Glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase) 从

乙 酰 辅 酶 A (Acetyl-CoA) 转 移 乙 酰 基 到

GlcN-1-P 合成 GlcNAc-1-P。GlcNAc-1-P 在 UDP-

乙酰葡糖氨二磷酸酶 (UDP-N-acetylglucosamine 

diphosphorylase) 催化下合成核苷糖 UDP-GlcNAc。

最后由差向异构酶  (UDP-glucose-4-epimerase) 

异构为前体 UDP-GalNAc。通过上述生化途径解

析发现，在单糖前体合成过程中，变位酶和转氨

酶是荚膜多糖合成途径与糖酵解途径分流的第

一个酶，其酶活直接决定荚膜多糖合成途径代

谢通量的大小，是调节细胞生长与多糖合成的

关键酶。此外脱氢酶 (KfoF) 和异构酶 (KfoA) 

是合成两前体的最后一个酶，也是控制前体合

成的关键步骤，其过量表达能有效增加前体的

合成量[24]。 
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图 3  K4 荚膜多糖前体合成途径 
Fig. 3  Biosynthesis pathway for precursor of K4CPS in E. coli K4. 

2.2.2  多糖的聚合与输出 

多糖的聚合与输出紧密相连，由位于细胞两

极的大型复合蛋白完成，这种复合结构有利于聚

合形成 300 kDa 以上的多糖链并迅速穿过细胞内

外膜运输至胞外[26,37]。这一过程包括 A~D 4 步 

(图 4)。A：胞质中的软骨素合成酶 (KfoC) 将

UDP-GlcA 和 UDP-GalNAc 交替转移至软骨素多

糖链的非还原性末端，延伸多糖并释放出

UDP[27]。同时 UDP 亦能与软骨素合成酶结合，

推测 UDP 的结合能影响合成酶的活性，参与多

糖合成的调节[38]。多糖链形成后再由果糖转移酶 

(KfoE) 在 GlcA 的 C3 位添加果糖残基，形成完

整的 K4CPS 多糖链[36]。B：在多糖链聚合的同时，

KpsF 催化 5-磷酸核糖 (Ru5P) 异构为 5-磷酸阿

拉伯糖 (A5P)[39]，再由 KpsU 蛋白合成 Kdo 的前

体 CMP-Kdo[40]。Kdo 为多糖链输出细胞膜的介

质，由 KpsS 和 KpsC 负责在新合成多糖链的还

原性末端连接上 phosphatidyl-Kdo，起始多糖的

输出[37]。C：新合成的多糖链在转运过程中并非

其特异性糖链结构被转运蛋白所识别，而是通过

多糖链还原性末端的磷脂介质 Kdo 与转运蛋白

KpsT 相互作用。而 KpsT 在 ATP 结合下发生构

象变化并插入细胞内膜，同时 KpsM 在其周围形

成孔通道。随后，ATP 水解，释放出能量驱动

KpsMT 转运子将多糖链转移到周质空间。D：存

在于周质空间的 KpsE，N 端与细胞膜外膜连接，

C 端与细胞膜内膜相连，协助多糖链进入 KpsD

孔通道穿过细胞膜外膜，并帮助多糖定位到细胞

膜表面[30,41]。荚膜多糖的合成是在一系列合成蛋

白与转运蛋白的协同作用下完成的。过量表达单

个蛋白难以提高荚膜多糖的产量，如 Bliss 和

Silver 过量表达 KpsD 蛋白，在细胞外膜形成大

量的孔道，打乱了细胞的渗透平衡，最终导致细

胞死亡[42]。因此荚膜多糖合成基因簇的协调表达

对荚膜多糖的合成至关重要。  

2.3  合成基因簇的转录调控 
大量研究表明，Group 2 荚膜多糖的合成取

决于微生物细胞生长的环境温度，当环境温度低

于 20 ℃时难以合成荚膜多糖，产生这一结果的

机理在于荚膜多糖合成基因簇受到两个温度调
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控型启动子 (σ70 启动子) 的调控 (图 5)。Region 1

启动子 (PR1) 和 Region 3 启动子 (PR3)，分别位

于 Region 1 上游 225 bp 和 Region 3 上游 741 bp。

PR1 转录产生一条约为 8 kb 的多顺反子，随后相

继转录出一条约 1.3 kb 的 kpsS 转录子[43]。在 PR3

转录从 region 3 延伸至 region 2 过程中，需要

RfaH 蛋白参与。RfaH 与 region 3 上游 30 bp 处

的 ops 序列结合，在转录过程中与 RNA 聚合酶

复合物相互作用，调节 region 2 转录的正常进行。

ops 序列缺失或 rfaH 基因突变均不能产生荚膜

多糖[44]。 

荚膜多糖合成基因簇的转录受到多种蛋白

的调节，主要有 H-NS 与 SlyA。其中，H-NS 作

为一种整体调节蛋白，具有负调控作用。其含量

非常丰富，可达 105 个分子/基因组，能影响 E. coli

胞内约 5％的基因表达[45]。而 SlyA 作为一种反

抑制子，可与 H-NS 同时结合于 DNA 并抑制

H-NS 的结合，但其表达受到温度的控制[45]。因

此，可通过温度调节 H-NS/SlyA 的比例对启动子

进行低温抑制或高温激活。如图 5 所示，在低温

条件下，胞内 H-NS/SlyA 比值较高，浓度很低的

SlyA 无法抑制 H-NS 与 PR1、PR3 结合，从而阻

碍基因簇的转录。反之，在高温条件下，随着

SlyA 表达增多，与 PR1、PR3 的结合逐步增强，

能解除 H-NS 与 DNA 的结合并激活基因簇的转

录。此外，过量的 SlyA 蛋白将与 H-NS 形成核

蛋白复合物结合于基因簇上，进一步促进其转

录。因此，PR1、PR3 的转录需要 SlyA 蛋白的

高水平表达，同时其最大化转录需要 H-NS 的

参与[46]。 
 

 

图 4   K4 荚膜多糖的合成与转运[41] 
Fig. 4  Biosynthesis and transportation of the K4 capsular polysaccharide[41]. (A) Synthesis of K4CPS occurs in the 
cytoplasmic. (B) KpsF and KpsU convert ribulose 5-phosphate (Ru5p) to CMP-Kdo, which is transferred to the 
reducing terminus of the finished polysaccharide by KpsS and KpsC. (C) Transport across the cytoplasmic membrane is 
achieved by KpsM and KpsT. (D) Transport to the cell surface requires KpsE and KpsD.  
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除上述主要调控蛋白外，还包括一些辅助

调控因子，如整合宿主因子  (Integration host 

factor，IHF) 可发挥结构辅助作用，帮助 DNA

折叠以使核蛋白复合物结合到 DNA；BipA 蛋

白通过与核糖体相互作用调节某种未知蛋白 X

的活性，X 蛋白再调节 PR1 和 PR3 的转录[47]。

同时在基因簇中还存在调节序列。首先，PR1

中 含 有 两 个 顺 式 作 用 元 件  (Cis-acting 

elements) ——conA 和 conB，其缺失导致 37 ℃

时的转录活性降低，而在 20 ℃的条件下无影

响。说明还有其他蛋白与元件结合参与 37 ℃时

的转录激活。其次，kpsM 基因起始密码子 5′

端非转录区  (741 bp) (Untranslated region，

UTR) 会减弱下游基因的转录反应，但 UTR 并

不含有任何顺式作用元件。141~219 bp 是介导

PR3 温度调节的主要区域，缺失可解除 20 ℃的

抑制作用，而整个 741 bp 片段的缺失将极大提

高 PR3 的转录活性[48]。 
 

 

图 5  E. coli K4 荚膜多糖基因簇的表达与转录调控 
Fig. 5  Expression and regulation of capsular gene cluster in E. coli K4. 

3  结论与展望 

围绕发酵法生产硫酸软骨素这一研究主题，

国内外研究人员已在高产微生物菌株筛选与改

良、发酵条件优化与控制、硫酸软骨素合成机制

与调控机理等方面开展了卓有成效的研究工作，

为发酵法生产硫酸软骨素的工业化奠定了坚实

的基础。然而，发酵法生产硫酸软骨素工业化进

程的关键瓶颈在于较低硫酸软骨素的产量、产率

和生产强度，其原因在于微生物自身代谢的经济

学本能和工业生产环境与自然环境的巨大差异。 

因此，如何利用基因工程手段获得高产率的生产

菌株和通过发酵优化实现硫酸软骨素的高效生

产是未来的研究热点和重点，包括：1) 利用代

谢工程手段强化硫酸软骨素的合成与转运途径；

2) 从能量代谢途径和非牛顿假塑性流体氧气传

递效率提高胞内能荷水平满足硫酸软骨素合成

的高能量需求；3) 研究高密度培养细胞与高强

度产物合成的两阶段发酵策略，实现硫酸软骨素

发酵法生产的高产量、高产率和高生产强度的统

一，为工业化生产奠定基础。 
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