
弧菌几丁质降解代谢及调控机理的研究进展!

王宏炜!!! 袁 琳"!!

（武汉理工大学资源与环境工程学院 武汉 #$%%&%）! （武汉理工大学生物材料与工程研究中心 武汉 #$%%&%）"

摘要：对近年来在弧菌中几丁质降解代谢的主要过程及调控机理方面的研究进行了综述，指出弧菌降解几丁质主

要分为 $ 个步骤，几丁质的水解、几丁寡糖和 ’(乙酰基葡萄糖胺的运输、几丁二糖和 ’(乙酰基葡萄糖胺()(磷酸的

进一步降解等，且此过程的许多环节均受到二元信号传导系统的调控。
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几丁质（>;6D63）亦称甲壳素，是由 ’(乙酰基葡萄

糖胺经由!（!，#）糖苷键聚合而成的线型高分子。

几丁质含量丰富，仅次于纤维素，据估算，地球上每

年可产生 !%!!吨几丁质；它广泛存在于水生甲壳类、

软体动物和节肢动物外壳中，如虾和螃蟹等。几丁

质及其降解产物，已被广泛应用于医药、化工、食

品、环境等众多领域。如：几丁寡糖可制成抗癌药

品；寡聚糖用作化妆品中保湿乳液；利用它的抗菌

和抑菌性能，可将其作为肥料的同时抑制土壤中病

菌和细菌的生长。因此，了解几丁质及其降解产物

对生物的作用具有十分重要的意义［!］。然而，由于

目前主要是利用几丁质酶等来降解几丁质，技术还

不成熟，无法达到彻底有效降解几丁质的目的。人

类将大量富含几丁质的物质作为垃圾处理，不仅危

害环境，同时极大浪费了资源。因此，有效开发利

用几丁质具有十分重要的经济价值和社会意义，是

当前迫切需要解决的课题。几丁质生物代谢十分

复杂，迄今为止，尚未确证其全部代谢过程，几丁质

生物代谢过程在弧菌中研究的最为清楚，现以弧菌

为例介绍其代谢几丁质的主要途径和调控模式。

; 几丁质的降解过程及机理

;<; 几丁质的降解过程

几丁质是高分子氨基多糖，其降解产物可为细

胞提供能量以及作为合成代谢的原料，因此，许多

生物都进化出可以利用几丁质的代谢系统。

然而，几丁质及其低聚糖的水溶性极差。只有

经过一些物理、化学和酶法处理，生成短链的寡糖

后，才能较好地溶于水。因此，生物利用几丁质时，

首先要将几丁质降解为水溶性物质，再经细胞膜上
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的转运机构运输至细胞内，在酶的作用下逐步分解

寡糖，最后完全降解为二氧化碳和水（图 !）。

此过程非常复杂，且涉及众多因素，较难在高

等生物中的展开研究。随着基因组技术的发展，大

量微生物的遗传信息得以破解，在微生物系统中几

丁质的降解过程的研究也较为深入，尤其是在弧菌

中，已经获得了大量与几丁质代谢密切相关的基因

以及蛋白质的结构和功能信息。

图 ! 生物降解几丁质过程示意图

弧菌利用几丁质的过程具有典型特征，从弧菌

对几丁质类物质的寻找、附着开始，直至 "#乙酰基

葡萄糖胺脱乙酰基和脱氨基后成为果糖#$#磷酸进

入三羧酸循环，都已发现了诸多证据。在这一复杂

的过程中，几乎每一步反应都需要细胞进行精确的

调控才能完成。因为几丁质并非理想的代谢原料，

需要调动机体许多蛋白质的协同参与才能完成其

降解过程，所以，这些参与降解过程的蛋白质的合

成也都是在信号传导系统的控制下实现的。

!"# 细菌几丁质酶的主要类型

自从 !%&’ 年 ()*)+,) 首次报导了溶几丁质芽孢

杆菌（!"#$%%&’ #($)$*+,$-+&’）能产生几丁质酶以来，已

发现了许多产几丁质酶的微生物，包括细菌、放线

菌和真菌等。其中，弧菌是一类产几丁质酶较多的

微生物。

几丁 质 水 解 酶 主 要 有 - 大 类，几 丁 内 切 酶

（.*/0+1232*45)）和几丁外切酶（.60+1232*45)）。内切酶

（.7 89- 9! 9!:）识别几丁质的主链，可在分子内部的

任意伸展部位水解几丁质链生成较短的几丁质分

子，如几丁二糖、几丁三糖和几丁四糖等。外切酶

分为两个亚类，几丁二糖酶（71230;2052/45)，.7 89 - 9
! 9-%）可以从几丁质的非还原端每隔二糖单位水解

产生一个几丁二糖；!#（!，:）"#乙酰基葡萄糖胺酶

（!#（!，:）"#4+)3<= >=?+054@2*2/45)，.7 89 - 9 ! 9 8&）则水

解几丁内切酶和几丁二糖酶的寡糖产物而生成 "#
乙酰基葡萄糖胺［-］。

依据氨基酸序列的相似性，几丁质降解酶可分

为 8 大家族：A4@2=< !B、A4@2=< !% 和 A4@2=< -& 糖基水

解酶［8］。其中，A4@2=< !B 包含了细菌、真菌、病毒、

动物和一些植物的几丁质酶；A4@2=< !% 包括了植物

C、CC 和 CCC 类几丁质酶以及某些链霉菌几丁质酶［:］。

这两个家族几丁质酶的氨基酸序列、三维结构及催

化机制都存在很大差别［’］。A4@2=< -& 几丁质降解

酶主要是细菌、链霉菌和人的!#"#乙酰基己糖胺酶

（!#"#4+)3<=1)6054@2*2/45)）。

细菌几丁质酶可根据其催化结构域氨基酸序

列的不 同 分 成 8 个 亚 族：D 亚 族、( 亚 族 和 7 亚

族［$］。其中，D 亚族几丁质酶在第三结构域的（"E!）

B 桶状结构的第七和第八!链中插入了一个"F!
折叠区；而 ( 亚族和 7 亚族都没有这一结构［’］。

弧菌（.$/-$+）是革兰氏阴性菌，共有 !&& 多种，

是海洋生物圈中含量最丰富的微生物［G］。弧菌产生

的均为 A4@2=< !B 几丁质酶。目前，弧菌属的费尼斯

弧 菌 （ . 9 0&-*$’’$$ ）、 副 溶 血 弧 菌 （ . 9
1"-"("23+%4)$#&’）、创伤弧菌（. 9 ,&%*$0$#&’）、鲨鱼弧菌

（. 9 #"-#("-$"2）、鳗弧菌（. 9 "*5&$%%"-&3）以及霍乱弧

菌（. 9 #(+%2-"2）等种群中的几丁质酶都已经得到了

鉴定（见表 !）。

表 ! 弧菌属产生的几丁质酶

种群 几丁质酶 文献

.$/-$+ "%5$*+%4)$#&’ 71232*45) ( H12512 等［B］

.$/-$+ "*5&$%%"-&3 71232*45) D I2J0*0 等［%］

.$/-$+ #"-#("-$"2 71232*45) D
K?>2*34 等［!&］；

K0*>52J2J23312>?= 等［!!］

.$/-$+ #(+%2-"2 71232*45) D A0=53)J L 70**)==［!-］

.$/-$+ ("-,24$ 71232*45) D KM232= L N2J+1@4*［!8］

.$/-$+ 1"-"("23+%4)$#&’ 71232*45) D I2J0*0 等［%］

.$/-$+ 5O9 53J42* A2：G 71232*45) D ()*/3 等［!:］

.$/-$+ ,&%*$0$#&’ 71232*45) D P0J3@4* 等［!’］

!"$ 弧菌中几丁寡糖和 %&乙酰基葡萄糖胺的跨膜

运输

弧菌属许多种群具有非常近的亲缘关系，特别

是一些有 关 几 丁 质 代 谢 的 基 因 的 同 源 性 超 过 了

G&Q。这里以费尼斯弧菌（. 9 0&-*$’’$$）和霍乱弧菌

（. 9 #(+%2-"2）为例介绍其几丁寡糖和单糖的跨膜运

输途径。

N)<14*2 等［!$］发现用 &R$ @@0=ES 的几丁寡糖诱

导，可促进 . 9 0&-*$’’$$ 细胞外膜上一个分子量约为

:&,T 大小的蛋白质的表达。其表达量与寡糖的聚
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合度有关，几丁二糖的诱导效率最低，聚合度较高

的几丁寡糖诱导效率较高。经缺失突变分析发现，

该蛋白与细菌从环境中吸收几丁寡糖密切相关。

比对蛋白质结构的结果表明，该蛋白属于孔蛋白

（!"#$%），主要功能是帮助细菌从周围环境中吸收的

几丁寡糖进入胞围腔中。

进入胞围腔的几丁寡糖需进一步运输到细胞

质中才能完全降解。近年来研究发现，在弧菌基因

组中存在一个特殊的基因簇，由多个开放阅读框前

后相连而成，这些阅读框的表达方向相同，且均可

被几丁寡糖诱导［&’］。其中，有 ( 个紧密连接的基因

)、*、+、, 和 - 经同源性分析显示均属于 )*+ 转运

蛋白（).!/0$%1$%2 34556776 7#4%58"#76#）。) 亚基是分

泌到胞围腔中的蛋白质，*、+、, 和 - 亚基均为膜蛋

白部分。此类蛋白质需 ).! 来完成主动运输，在细

菌的抗药性和金属离子、多肽以及糖类的运输上具

有重要作用。当细菌缺失 ) 亚基后，无论细胞是否

经过几丁寡糖的诱导，都无法将几丁二糖输送到细

胞质内，因此，可以认为该转运蛋白负责几丁二糖

穿越细胞质膜的内层膜并将其运输进入到细胞质

中。

同时还发现，) 亚基的缺失并不影响 9/乙酰基

葡萄糖胺的吸收，提示我们在细胞膜上还存在另外

一个转运 9/乙酰基葡萄糖胺的载体。经研究发现，

和许多单糖的运输类似，细胞表达一个称为糖磷酸

转移酶系统（8:"58:"7#4%5;6#456 5<576=，!.>），经过多

个彼此接近的蛋白质的相互传递，把从 !-! 获得的

磷酸基团转移到待转运的 9/乙酰基葡萄糖胺分子

上，从而将该物质运输到细胞质内。此步反应的产

物是 9/乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸。转运 9/乙酰基葡

萄糖胺的 !.> 系统含有多个蛋白质组分，它们的表

达可被外源添加的 9/乙酰基葡萄糖胺所诱导。

因此，弧菌几丁寡糖和 9/乙酰基葡萄糖胺的跨

膜运输主要依赖于 @ 类蛋白质的功能，它们分别是

位于细胞外膜的孔蛋白和位于细胞质膜内层膜上

的 )*+ 转运蛋白以及 !.> 系统。经过内层膜进入

细胞质的物质分别为几丁二糖和 9/乙酰基葡萄糖

胺/?/磷酸。

!"# 胞内代谢酶类型

由于几丁二糖和 9/乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸均

非卡尔文循环的合适底物，因此，只有进一步将它

们降解后才可用于细菌的物质和能量代谢。通过

对弧菌，特别是霍乱弧菌基因组的分析发现，其编

码的多种蛋白质都与几丁质的降解有关，其中包括

几丁二糖磷酸化酶、几丁二糖水解酶、9/乙酰基葡

萄糖胺激酶、9/乙酰基葡萄糖胺/&/磷酸变位酶、9/
乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸脱乙酰基酶和 ?/磷酸葡萄

糖胺脱氨酶等［&’，&A］。这些蛋白质参与了几丁二糖

和 9/乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸的进一步降解过程，从

而生成了 ?/磷酸果糖，进入卡尔文循环。几丁二糖

和 9/乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸在细胞内的降解过程

如图 B 所示，是一个的由多种蛋白质参与的十分复

杂的催化过程。

图 B 几丁寡糖在弧菌细胞内的降解过程

图中 C 表示 9/乙酰基葡萄糖胺，! D"分别表示在几丁寡糖降

解作用中具有催化活性的蛋白质，它们分别是孔蛋白、#/（&，E）9/

乙酰基葡萄糖胺酶、几丁二糖酶、!.> 系统、)*+ 转运蛋白、几丁

二糖磷酸化酶、几丁二糖水解酶、9/乙酰基葡萄糖胺激酶、9/乙酰

基葡萄糖胺/&/磷酸变位酶、9/乙酰基葡萄糖胺/?/磷酸脱乙酰基

酶和 ?/磷酸葡萄糖胺脱氨酶等。

$ 调控手段

由于几丁质不是弧菌理想的代谢底物，在进入

卡尔文循环前的代谢过程需消耗大量的能量，因

此，不是在特别需要的环境条件下，细胞内负责运

输和降解几丁寡糖的蛋白质一般都处于较低的表

达水平。当环境中缺少合适的碳源和氮源时，弧菌

通过增加表达几丁质的降解酶系，选择利用环境中

的几丁质来维持生存。这一过程是由信号传导系

统介导完成的。

细菌基因组中最常见的信号传导系统是二元

信 号 传 导 系 统（ .F"/3"=8"%6%7 5$2%4G 7#4%51H37$"%
5<576=）。该系统主要包括两大类蛋白质，分别为组

氨酸激酶I磷酸化酶元件和响应元件，这两类蛋白质

中的组氨酸和天门冬氨酸是蛋白质磷酸化的主要

位点。有关二元信号传导系统的结构和功能有许
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多综述都做了详尽的介绍［!"］。几丁质的降解过程

也受到该系统的调节。人们在链霉菌中发现，几丁

质酶的表达是通过其上游的一个二元信号传导系

统所调控的，它们 # 个组分形成了一个基因簇［$%］。

费尼斯弧菌几丁质代谢基因簇的上游同样也

存在一个组氨酸激酶&磷酸化酶元件。研究表明，该

元件的缺失直接导致其下游的十个基因表达的减

少，此现象与几丁寡糖的处理无关；然而在正常的

野生菌种中，几丁寡糖诱导这十个基因表达表现出

较好的浓度关系和糖链聚合程度关系［!’］。可以推

测，该组氨酸激酶&磷酸化酶元件应该是几丁寡糖降

解代谢的调控组分。同时，研究还发现，()乙酰基

葡萄糖胺的处理与该元件的缺失或激活无关［!*］，因

此，还需进一步的实验了解 ()乙酰基葡萄糖胺降解

的控制机理，以彻底揭示几丁质在弧菌中的代谢与

调控过程。

! 结语

弧菌是目前研究几丁质代谢过程较多且较清

楚的微生物，研究发现其对几丁质的降解过程十分

复杂，需要经过几丁质的水解、几丁寡糖和 ()乙酰

基葡萄糖胺的运输、几丁二糖和 ()乙酰基葡萄糖胺

)+)磷酸的进一步降解作用才能完成，而该过程的多

个环节都需要信号传导系统，特别是组氨酸激酶&磷
酸化酶元件的控制来实现。尽管目前的研究工作

还未充分揭示几丁质降解和调控的全部机理，但已

经确定弧菌代谢几丁质的主要途径以及参与该过

程的主要催化酶和信号调节元件，进一步的工作应

该着重研究确定组氨酸激酶&磷酸化酶的信号分子，

及其与信号分子相互作用后诱导几丁质代谢酶类

表达的模式和过程。
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