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摘  要：自从在原核生物中发现蛋白糖基化之后，越来越多的 O-糖基化机制在不同种属的细

菌中被发现。本文根据对 O-寡糖基转移酶(O-oligosaccharide transferase，OTase)的依赖与否，

将原核生物的 O-糖基化分为 OTase 非依赖型和 OTase 依赖型，并分别对这两种糖基化机制进

行了详细阐述。通过对不同的 O-糖基化机制的深入了解，为以后更好地利用这些途径来合成

工程化的目标糖蛋白奠定基础。 
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Abstract: Since protein glycosylation was found in prokaryotes, multiple O-glycosylation 
mechanisms in the bacteria from varied genera have been reported. According to the requirement of 
O-oligosaccharyltransferase (OTase), the O-glycosylation in prokaryotes was divided into 
OTase-independent and OTase-dependent. Furthermore, the two glycosylation mechanisms were 
elucidated in detail. The insight into various O-glycosylation mechanisms in prokaryotes would 
facilitate the application of these pathways to explore targeted glycoproteins. 
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蛋白糖基化是碳水化合物以共价方式连接到

氨基酸上的过程，是自然界中最常见的翻译后修

饰，真核生物中超过三分之二的蛋白均被糖基化所

修饰[1]。1938年以来的很长一段时间人们认为蛋白

的糖基化过程只存在于真核生物中，直到 19 世纪

70年代才在 Halobacterium和 Clostridium中发现了

糖蛋白的存在[2-3]，自此蛋白的糖基化系统被证明存

在于所有形式的生物中并发挥着各种各样的功能。 
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通常情况下，糖蛋白的碳水化合物被共价连接

到天冬氨酸残基上形成 N-糖基化，或者连接到苏氨

酸或丝氨酸残基上形成 O-糖基化。在这篇综述中，

我们将着重讨论细菌中的 O-糖基化。 

研究较深入的原核生物 O-糖蛋白大多分布在

细胞外，包括 S 层蛋白、鞭毛、类型 IV 菌毛和多

种黏附素[4]。细菌 O-糖基化根据是否需要寡糖基转

移酶可被分为两类：OTase依赖型和 OTase非依赖

型。OTase 依赖型糖基化目前在真核生物中并未见

报道，此途径需要寡糖基转移酶将在脂载体上合成

的寡糖完整转移到蛋白受体上，细菌的多种蛋白，

包括纤毛蛋白均由此途径完成 O-糖基化。OTase非

依赖型糖基化是由糖基转移酶将对应的单糖顺序

添加到目标蛋白的糖结构上，此途径多见于鞭毛和

自主转运蛋白的糖基化。 

1  OTase 非依赖型糖基化 

1.1  鞭毛和一些黏附素的 O-糖基化 

细菌鞭毛的 O-糖基化属于 OTase非依赖型。在

细胞质中，相应的糖基转移酶将单糖从其核苷酸活

化形式转移到鞭毛蛋白上，并将其它单糖顺序添加

到前一个糖基上，合成的 O-糖基化鞭毛蛋白再通过

鞭状体分泌到细菌外膜上。 

鞭毛的糖基化系统不仅存在于许多革兰氏阴

性菌中，还存在于两种革兰氏阳性菌属 Clostridium

和 Listeria[5]。不同的细菌能够在其鞭毛上不同数量

的位点添加糖苷。Burkholderia spp.以及 Listeria 

monocytogenes仅在其鞭毛上的一个位点糖基化，然

而 Campylobacter jejuni则能在其鞭毛的 19个位点

发生糖基化，从而使其成为糖基化程度最高的糖蛋

白之一[6-7]。除此之外，其它大部分鞭毛的糖基化通

常发生在 2−7个位点上。除了糖基化位点的不同，

不同细菌鞭毛上的糖苷结构也多种多样，长度从单

糖到 10个单糖组成的寡糖不等[8]。 

有趣的是，在致病菌中，大部分鞭毛上的糖苷

的末端单糖均带负电荷，这一特性说明带负电荷的

糖可能在这些致病菌的致病机制中发挥重要作用。

此外，一些细菌的鞭毛 O-糖基化所需的遗传因素已

被证实，此过程所需的糖基转移酶以及糖修饰基因

均位于编码鞭毛的基因附近[4]。 

虽然对于鞭毛的糖基化，目前还没有发现固定

的识别序列，但是已有研究表明 O-糖基化通常发生

在鞭毛的高度可变中心区域，并且此区域通常暴露

在环境中[9]。迄今为止，鞭毛的 O-糖基化过程已被

证明，而鞭毛的 N-糖基化虽被认为可能存在，但还

未被进一步证实。 

革兰氏阳性菌 Streptococcus gordonii的 O-糖基

转移酶 GtfA/B 位于细胞质中，其催化黏附素在富

含 Ser/Thr的重复区域进行 O-糖基化的机理已被报

道。GtfA/B是由两分子 GtfA和两分子 GtfB组成的

四聚体，其中 GtfA包含一个活性位点，而 GtfB包

含与黏附素的结合位点。在酶催化糖基化的第一阶

段，GtfB识别黏附素上未经修饰的 Ser/Thr残基并

与底物结合，由 GtfA 催化糖基化的发生；随后第

二阶段，GtfB 识别黏附素上已被 N-乙酰葡萄糖胺

(N-acetylglucosamine，GlcNAc)修饰的 Ser/Thr残基，

并改变自身构象使其与 GtfA 间的接口断裂，催化

反应完成[10]。 

1.2  O-甘露糖基化 

在放线菌目的 Streptomyces 和 Mycobacterium

中，一些具有生物活性的天然产物和分泌性抗原也

能被 O-糖基化。通常与这些蛋白相连的糖为甘露糖，

可能发挥催化作用的转移酶与真核生物中蛋白的

甘露糖基转移酶具有一定的结构相似性[11]。O-甘露

糖基化的底物均为脂蛋白，它极有可能是在所有放

线菌属细菌中都普遍存在的途径，在调节信号肽的

特异性水解和脂蛋白的正确定位方面发挥着重要

作用[12]。 

膜相关的甘露糖基转移酶的活性依赖于多萜

醇单磷酸甘露糖。在 Streptomyces coelicolor中，O-

甘露糖基化需要一个多萜醇单磷酸甘露糖合成酶

(Polyprenol-P-mannose synthase，PPM)将甘露糖转

移到多萜醇磷酸上，此脂载体随即被翻转穿过革兰

氏阳性菌的外膜，然后由 O-甘露糖基转移酶(PMT)

同源物将多萜醇单磷酸甘露糖上的甘露糖转移到底
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物磷酸盐结合蛋白(Phosphate binding，PstS)上[13]。

糖基化由 PMT 酶催化的甘露糖基化起始，随后由

一个或两个甘露糖基转移酶催化甘露糖顺序添加

从而延长甘露糖链[14-15]。一些糖蛋白只含有一个糖

基化位点，而有些则在一个区域含有多个糖基化位

点[16]。相应的糖基转移酶不能非特异性地催化底物

上所有糖基化位点的 Ser或 Thr糖基化，而是有一

定的位点偏好性[13]。虽然放线菌属细菌中所有的糖

基化位点都接近于底物蛋白的 C端或 N端，但是迄

今为止还没有发现糖基转移酶识别的保守序列。 

2  OTase 依赖型糖基化 

2.1  Pseudomonas aeruginosa 1244、Neisseria 

meningitides 和 Neisseria gonorrhoeae 中的蛋白

O-糖基化系统 

近年来大量的研究证实在多种细菌中均存在

蛋白糖基化过程。在 Pseudomonas aeruginosa 1244、

Neisseria meningitides和 Neisseria gonorrhoeae中存

在的蛋白O-糖基化系统与革兰氏阴性菌中wzy依赖

途径的 O-抗原生物合成过程相似 [17]。在

P．aeruginosa 1244的糖蛋白上，只含有一个重复单

位的糖苷，其结构为：α-[5-N-β-羟基丁酸酰基-7-N-

甲酰 -pseudaminic acid]-(2→4)-β-木糖-(1→3)-β-乙

酰氨基岩藻糖 (α-5NβOHC(4)7NFmPse-(2→4)-β- 

Xyl-(1→3)-β-FucNAc)[18]；在 N. meningitidis中，糖

蛋白上的糖链长度有很大的差异性，其糖单位由三

糖结构组成：半乳糖-β1,4-半乳糖-α1,3-[2,4-二乙酰

氨基-2,4,6-三脱氧己糖](Gal-β1,4-Gal-α1,3-DATDH)或

者半乳糖-β1,4-半乳糖-α1,3-[2-甘油酯酰胺 4-乙酰氨

基 2,4,6-三脱氧己糖](Gal-β1,4-Gal-α1,3-GATDH)[19]；

在 N. gonorrhoeae中，其纤毛蛋白(Pilin)上的糖苷结

构为：(己糖衍生物-己糖-DATDH)-(OAc)Hex-Hex- 

DATDH[20]。在这几种细菌的基因组中已经发现了一

些使 Pilin糖基化的基因(pgl)，它们编码寡糖合成所

需的糖基转移酶和糖基修饰酶 [20-21]。在 N. 

meningitidis细菌内膜的胞质面，糖基转移酶 PglB、

PglA、PglE和 PglI依次发挥催化作用，将相应单糖

依次连接到聚戊烯二磷酸(und-PP)脂质载体上。在

一些 N. meningitidis亚种中还同时存在其它不同的

糖基转移酶，如 PglB2、PglG和 PglH，通过高频率、

可逆的开关来调控这些糖基转移酶的基因表达可

以改变糖苷结构。这一现象增加了能被转移到蛋白

上的天然糖链结构的多样性。随后 PglF翻转酶将糖

脂翻转到周质空间，再由 O-寡糖基转移酶 PglL 催

化糖苷转移到蛋白上形成糖蛋白[22]。 

PglL对糖链表现出广泛的底物适应性，能够将

许多组成和结构不同的糖苷从 Und-pp 载体上转移

到底物蛋白上，包括 N. meningitidis自身多样的糖

苷，来自荚膜和 O-抗原生物合成途径中的单糖、寡

糖和多糖，甚至可以识别其它的糖基化系统。更有

趣的是，在缺乏其它糖供体时，PglL可以将单个的肽

聚糖单位连接到 Pilin蛋白上[23]。然而 P．aeruginosa 

1244的 O-寡糖基转移酶 PilO则只能将含有一个重

复单位的寡糖转移到蛋白受体上。PglL 含有 Pfam 

Wzy_C 结构域和一个功能未知的 C 端结构域，而

PilO 则只含有 Pfam Wzy_C 结构域，PglL 和 PilO

结构域组成的差别或许是造成两个酶识别不同重

复单位寡糖的原因。 

利用细菌的 O-抗原或者荚膜多糖亚基进行蛋

白糖基化是完全可行的，因为这些糖苷都聚集在相

同的脂载体上，并且 O-OTases 具有广泛的底物特

异性。这一特点在细菌进化中发挥着重要作用，细

菌通过水平转移获得一个OTase就能利用已经存在

的脂多糖合成途径来实现蛋白的糖基化。 

既然 PglL 对糖苷结构没有选择性，研究者们

推测其对糖供体的识别位点主要在脂载体上。然而

研究发现，在体外 PglL 能够利用非天然的不同结

构的糖脂，甚至可以将稀有氨基酸 Bacillosamine 

(Bar)双乙酰氨基化衍生出的单糖 diNAcBac 从其对

应的核苷酸活化形式转移到底物纤毛蛋白上[24]。这

一发现说明 PglL 对糖脂的脂载体部分选择性也不

高，也许 PglL三维结构的阐明将推动 PglL催化反

应的研究。 

虽然这3种细菌中的O-寡糖基转移酶呈现出广

泛的糖苷底物特异性，但它们的受体底物蛋白并不
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多样。PilO对 Pilin的糖基化发生在 C端的 148位

Ser残基上，并且 Pilin蛋白的二硫化物环所带的电

荷以及末端的 Ser 是其催化糖基化反应所必需的识

别因素[25]。然而 PglL 对底物蛋白的识别机制仍然

未知。在 N. meningitidis中，O-糖基化通常发生在

蛋白富含丝氨酸、苏氨酸、脯氨酸和天冬酰胺的低

复杂性区域内[26]，但是通过比较 PglL 的天然底物

亚硝酸盐还原酶 AniA 和纤毛蛋白发现，它们的糖

基化位点附近相同的序列只有 Ser-Ala，而此序列不

仅在许多非糖基化蛋白的序列中出现，甚至在这 

两个天然底物的其它非糖基化区域也存在，这说明

此序列不能用来判定 PglL的底物。将 PglL的底物

Pilin 蛋白从 C 端进行不同程度的截短，试图寻找

PglL的最小识别区域，却发现 Pilin蛋白经过截短就

不能在大肠杆菌中表达。同样，研究发现 Clostridium 

thermocellum或者 Mycobacterium tuberculosis中的

O-糖基化通常发生在富含脯氨酸的蛋白区域，也没

有发现既能够实现糖基化且又必不可少的基序[27]。

N. gonorrhoeae来源的 PglL在体外实验中能够将纯

化的完整 Pilin蛋白糖基化，却不能将 Pilin上的包

含糖基化位点及其附近氨基酸残基的一段肽链糖

基化[28]，这些都说明底物蛋白的二级结构可能是影

响 PglL 底物识别的主要因素。据报道，Pilin 的糖

基化位点在一个包含短 α螺旋的表面环上[29]，AniA

肽的圆二色光谱显示其结构包含规则的螺旋结

构，糖基化位点附近的脯氨酸可能引入了发生糖

基化所需的与 Pilin糖基化位点相似的结构，这些

分析初步说明 PglL 识别的并不是初级氨基酸序

列，而是糖基化位点附近的结构[30]。与此类似，

有报道显示催化 Escherichia coli黏附素(AIDA-I)

糖基化的 AIDA 相关七糖转移酶(AIDA associated 

heptosyltransferase，Aah)可以识别右旋的 β 螺旋结

构，而不是特异的氨基酸序列[31]。 

在 E. coli中，PglL能够将 Pilin的另外两个位

点糖基化。在 N. gonorrhoeae和 N. meningitidis中，

这两个位点被磷酸甘油所修饰，这一结果说明糖基

化和甘油磷酸化有可能识别相同的结构基序[32]，而

在 PglL 的原始菌株以及体外反应中，PglL 均只能

催化 63 位的丝氨酸发生糖基化[23]。这些差别可能

是由细菌周质空间里发生的转位、折叠和糖基化间

的协调情况不同造成的。 

对不同 O-寡糖基转移酶的生物信息学分析表

明，它们虽然序列相似性较低，但均含有Wzy-C结

构域，并与一些保守氨基酸一起位于接近 C端的弯

向周质空间的环上。PglL与脂载体结合后将使其自

身的构象发生改变，从而使 PglL 的 C 端结构域更

加稳定。Q178A 和 Y405A 突变体也能与脂载体相

结合通过自身构象的改变而稳定 C 端结构域，但其

表现出的糖基化活性降低，由此可见，178和 405位

的氨基酸在酶的催化活性方面发挥着重要作用。而

H349A 突变体则不能与脂载体结合，其 C 端部分很

容易被蛋白酶所降解并且失去催化活性，分析 349位

的组氨酸可能与 UndPP-糖苷结构中的磷酸基团相

互作用[33]，促使酶的构象发生改变。 

2.2  拟杆菌门细菌的 O-糖基化系统 

之前很长一段时间只在很少一些种属的微生

物中被发现有普遍蛋白糖基化系统的存在，而目前

发现拟杆菌门的细菌都存在普遍的 O-糖基化系统。

Bacteroides 细菌在人类肠道微生物中占有较大比

重，且大多能产生多样的糖苷结构，其糖蛋白的糖

链部分由核心糖苷和外糖苷两部分组成。在拟杆菌

门的 4个不同的纲，所有细菌的糖蛋白均具有免疫

原性相同的核心糖苷。核心糖苷由两个单糖组成，

可能为甘露糖和甲基化的鼠李糖，其合成基因很有

可能没有聚集在一起形成一个基因簇。然而外糖苷

则在不同种的微生物中具有多样性，但外糖苷对应

的遗传区域相对保守。在 Bacteroides 细菌中存在 

一个保守区域，此区域包含一些负责外糖苷合成的

基因[34]。更特别的是，拟杆菌门微生物的糖基化系统

还识别相同的糖基化位点。糖基化位点的识别所需的

氨基酸序列为 Asp-Ser/Thr-Ala/Ile/Leu/Val/Met/Thr，

最后的氨基酸必需包含甲基[35]。细菌 N-糖基化系统

识别的氨基酸序列为 NX(S/T)，天冬酰胺侧链的羰

基和丝氨酸或苏氨酸的骨架氨基间形成氢键作用，
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从而增加了天冬酰胺侧链的亲核性，因此这一结构

对糖基化的位点识别和催化反应均非常重要[36]。同

理，Bacteroides fragilis的 O-糖基化识别的基序既参

与了识别又参与了催化反应。识别序列的第三个带

甲基的氨基酸具有很强的惰性，很可能仅在糖基化

位点的识别中起作用，而第一个天冬氨酸可能发挥

催化作用。 

B. fragilis 能够在特定的氨基酸序列上添加糖

苷，这一特性使研究者们可以利用电脑分析可能的

糖蛋白。通过在 B. fragilis中寻找有信号肽酶 I或者

II的酶切位点，或有穿膜区域且同时至少有一个糖

基化识别基序的蛋白，最终发现了 1 021个可能的

糖蛋白。通过实验选取一些蛋白进一步验证，目前

还没有发现未被糖基化的现象[37]。因此推测脆弱拟

杆菌中有超过一半的细胞质外蛋白均被糖基化。利

用 Bacteroides的糖基化系统，通过在没有糖基化的

天然蛋白上引入糖基化基序，此工程蛋白会在引入

的位点发生糖基化，这一特性使此糖基化系统能够

精确地在蛋白的各种目标位点引入 O-糖基化来构建

各种各样的工程糖蛋白，拥有广阔的应用前景。 

在拟杆菌门内蛋白糖基化系统的保守性说明，

蛋白翻译后修饰系统的进化相比于拟杆菌门分化

为 4个纲的过程要早，而且由于其生理功能的重要

性一直保留至今，其 O-糖基化的具体过程还有待进

一步探索。 

2.3  其它种属细菌的 O-糖基化系统 

一些不动杆菌属的微生物有两个 O-寡糖基转

移酶，其中一个编码基因紧邻 pilin基因，位于其下

游负责 Pilin 蛋白的 O-糖基化，而另一个编码基因

则位于较远的一个糖苷生物合成基因簇内，负责除

Pilin外其它蛋白的糖基化[38]。 

OTase依赖的O-糖基化也存在于革兰氏阳性菌

中。在 Clostridium thermocellum的纤维素体中就存

在被O-寡糖基转移酶所糖基化的O-糖蛋白[27]，PglL

同源物也被发现存在于别的一些革兰氏阳性菌中，

因此，以后在这些微生物中发现 PglL 依赖的 O-糖

基化过程也将不足为奇。 

3  总结 

O-糖基化没有通用的保守序列，不同的寡糖基

转移酶可能拥有不同的底物特异性，或者它们识别

的是除初级序列之外的其它信息。在大多数情况

下，O-糖蛋白从细胞质被运输到细胞外，或者在细

菌细胞的内膜或外膜上。蛋白转运和糖基化过程必

定相互协调来保证效率。然而这些过程怎样同步协

调进行还有待进一步的研究。 

原核生物 O-糖基化的研究还处于初级阶段，相

信随着细菌全基因组测序工作的进展以及糖蛋白

结构检测技术的进步，将会对 O-糖基化修饰系统有

更多、更全面的认识。可以预见，将来通过选择合

适的寡糖基转移酶，并根据其底物特异性要求定向

改造蛋白序列或结构，便可获得定制的糖蛋白，从

而使其在糖蛋白疫苗的生产及抗致病菌感染等发

面发挥重要作用。 
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