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蛋白质去糖基化酶及其应用
刘 慧敏 印大中

(湖南师范大学生命科学学院 湖南 长沙 4 1仪招1)

摘要 :果糖氛氧化醉和果抬氛激醉能催化去枯基化反应而释放出 自由氛基
。

本文主要探讨阿马多里膝的生物化学特征
。

如

结构和功能的关系
,

动力学机制和底物的特异性
,

并探讨这 些酶的生物作用和在蛋白中去糖基化中的应 用
,

希望为糖基化相关疾

病的治疗提供很好的治疗手段
。

关键词 :去糖基化醉 ; 阿马多里游 ; 衰老
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前言

美拉德反应又称非酶糖基化反应
,

是 自然界中最普遍的

毒性生化副反应之一
。

反应步骤大体为
,

某些还原性糖如葡

萄搪与氨基酸或蛋白质上的
a 一 或

。一 氨基结合先形成不稳定

的薛夫碱
,

该物质经过重排再形成稳定的酮氨产物即阿马多

里产物
,

然后通过脱氢和裂解反应形成更加稳定的化合物或

交联产物 一高级糖基化终端产物 (AG 公)[
’]

。

A G& 的增加与

许多老年慢性疾病如动脉粥样硬化
,

糖尿病
,

关节炎
,

神经退

行性疾病等都有一定的联系
。

而且近年来
,

越来越多的证据

表明 A G凡 的增加会引起衰老和某些疾病
。

而在美拉德反应

过程中形成的最初稳定产物是阿马多里产物
。

阿马多里产物

与晶状体蛋白和其他蛋白构象的改变都有关系
。

其中有些产

物不仅可以进一步形成具有生物活性的氧化产物而且也是

AG & 的一种前体物质 [2]
。

然而相关研究表明
,

A G凡 的形成并不是非酶糖基化必然

的结果
。

因此
,

糖基化级联反应的抑制剂的研发将对衰老或

者相关疾病的预防产生深远影响
。

现已发现了一系列化合物

具有该作用
。

这些化合物可以在搪基化级联反应的不同阶段

进行干预
,

其中某些抑制剂还可以在多个层次上发挥作用
,

例

如氨基肛和毗哆胺
。

与此同时
,

我们还发现一些酶也能专门

识别阿马多里产物
,

然后将其降解 [s. 41
。

从长远来看
,

以酶作为抑制剂有诸多优点
。

首先
,

酶具有

专一性和高效性
,

而且几乎不产生副反应
。

其次
,

催化反应速

度快
,

与化学试剂相比
,

所需量是极其微小的
。

再者
,

酶可以

直接针对阿马多里产物
,

而如前所述
,

阿马多里产物是美拉德

反应的第一个稳定产物
,

所 l 以直接清除阿马多里产物将能

最有效地干预糖基化级联反应和预防相关疾病 [51
。

目前
,

有

两类去糖基化酶已经得到鉴定
,

它们分别就是果糖氨氧化酶

和果糖氨激酶
。

下面我们就简单介绍一下这两种酶的生化性

质以及它们的应用情况
。
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1 果糖氨氧化酶和果糖氨激酶

果糖氨氧化酶首先被 HOri uC hi 等科学家从棒状杆菌属中

分离得到
。

以后又从曲霉中分离并克隆到两种果糖氨氧化

酶
,

分别命名为阿马多里酶 I和阿马多里酶 n
。

有意思的是从

假单胞菌中分离得到了一种与菌膜结合的果糖氨氧化酶
,

分

子量为 1肠KD a ,

但该酶催化断裂的位点去其他菌属中分离得

到的果糖氨氧化酶不同
,

它的催化位点为酮氨键
,

然而其他酶

催化断裂位点则为烷氨键 [6, 7 〕
。

果糖氨氧化酶现已在不同微生物中分离克隆得到
。

相关

特性如表 1 所示
。

表 I 目前已知的一些果箱妞权化醉的特性[s]

rrab le l 入林 rt ies ‘

~
dy kn ~ 加

c t呵1 alm ne 而d艘 即叼用1 用川

来源 分子量(KDa
) 辅酶 产物

假单胞菌 l肠 C宁
本

珑伍

棒状杆菌 88 (二聚体) FAD 线q 葡萄糖醛

曲霉菌 83 (二聚体) FAD 姚q 葡萄糖醛

镰刀霉 匆 FAD 珑仇 葡萄搪醛

曲霉菌 51 FA D 姚仇葡萄糖醛

曲霉菌 49 FA D 氏仇 葡萄糖醛

曲霉菌 1肠(二聚体 ) FAD 残仇葡萄糖醛

青霉菌 49 FA D 珑q 葡萄糖醛

曲霉鸟巢状酶 48 FAD 氏仇葡萄搪醛
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用 BL配刃{程序分析果糖氨氧化酶与其他一些已知同源蛋

白
。

发现该酶与猪
、

人肾中的 D 一 氨基酸氧化酶有明显类似

之处 [s. 9]
,

与单节肌氨酸氧化酶 c 也显示出了 21 % 的序列类似

性
。

对果糖氨氧化酶的序列进行分析
,

我们发现其中许多酶

在与 AD p 结合的 p 一
。 一 p折叠区域有一致的序列 (G x G x x G )

,

这个区域也是 FAI〕和 NAD 酶的共有区域〔’0]
。

除此之外
,

在阿

马多里酶 I的 C 末端有一个保守的半胧氨酸
,

通过位点突变分

析和 川口刀1 一 MS 分析
,

大家都认为这是 FAD 的共价结合位

点〔’。」
。

阿马多里酶 I和 n 的主要区别在于动力学方面
。

有关

动力学常数可参照表 2
。

阿马多里酶 I亲和疏水底物
,

而阿马

多里酶 n 亲和带电底物
。

即使对于同一种酶
,

其活性也随底

物大小和所带电荷而有所改变
。

例如
,

来自棒状杆菌的阿马

多里酶 n 与阴离子底物有更好的亲和性[l1 ]
。

在某些情况下
,

果糖氨氧化酶的活性可以被 P 一 氯汞苯甲酸
,

麟和苯脐所抑

制
,

这就说明这类酶应该存在琉基和毅基
。

果糖氨激酶是最近发现的另一类有去糖基化作用的酶
。

珑lpie忱 等人第一次从红细胞溶解产物中分离得到了果糖氨

激酶
,

接着从人和小鼠中分别克隆得到了果糖氨激酶
,

同源性

达到了即%
。

阮昵哪泪 等人也从人体红细胞中纯化并克隆到

果糖氨氧化酶
,

与侧pie能等人得到的该酶类似
。

用 BLAS T程序分析
,

在不同菌种的基因组中都存在一个

开放可读框架
,

用来编码同源蛋白
。

这些同源蛋白含有约 3印

个氨基酸
,

与人或小鼠的果糖氨激酶有 刃% 一 40 % 的同源性
。

其中一段含有 H G DU万SGN(人体中的果糖氨激酶的 2 14 到 22 1

号蛋白质残基)的序列特别保守
。

定量 PCR 表明在所有组织中都有果糖氨激酶的表达
。

但

在肾脏中表达水平特别高
。

1’ab 】
e Z

表 2 果福撅权化醉的底物特性 [s]

S吐成阁e 0 1笼尤 i阮ity ‘加d 臼yl丽
n e
丽d

~ [5]

来源 K n l(底物 ) V ~ (
。一 l

)

假单胞菌

棒状杆菌

O
.

14 m H (
。 一 果酞氨基己酸盐)

O
.

74 m M(果酸氨基乙酸)

0
.

7I n 1M(果酞苯基丙胺酸)

2
.

2 m M(果酞氨基乙酸 )

5
.

gmM (果酞 归
一
丙胺盐)

2勿) ”M (果酞甲胺 )

0
.

刀n 训(N
七 一
果酞 No 一 Z 一 赖氨酸 )

1
.

33 1“M(Na
一
果酸 阪

一 Z 一
赖氨酸 )

3
.

111讯, (Nt
一
果酞 冲

一 t 一 致( 一
赖氨酸)

拼
.

7 n以〔果醛金刚烷胺)

9
.

75 n训(果酸氨基乙酸)

0
.

m 3 n训(果酞丙基胺 )

1
.

6 m M (Nt
一
果酸 No 一 t 一 且祀 一

赖氨酸)
3

.

4 m M(果酞金刚烷胺)

0
.

23 n翻(果酞氮基乙酸)

2
.

53 IllM(果酞丙基胺)

8
.

78

14
.

9

曲霉菌

1011055.3”0.65.85.52.33.22.7镰刀霉

曲霉菌 (阿马多里酶 I)

曲霉菌(阿马多里酶 ll)

2 果糖氨氧化酶和果糖氨激酶的作用

及其影响因素

果糖氨氧化酶最主要的作用是能够氧化葡萄糖阿马多里

产物并且生成 氏仇
,

阿马多里产物被氧化后又会立即通过水

解作用分解掉
。

现发现的果糖氨氧化酶只能去糖基化小分子

物质
,

对大分子物质如小牛血清白蛋白或核糖核酸酶 A 一般

无效
。

原因就是只有底物与酶活性位点足够近的时候这种酶

才发挥作用
。

但酶活性位点不一定都在其表面
,

所以小分子

物质相对就容易进入活性位点
。

对于与蛋白结合了的底物
,

许多因素都可能影响酶和底物的相互作用
。

例如
,

如果蛋白

中的阿马多里产物埋藏在相临残基内
,

那么该酶很可能不能

识别它们 ;相对地
,

如果酶的活性位点太深了
,

它就只能识别

从蛋白表面突出来的阿马多里产物
,

但这些突出的产物在蛋

白交联中起着重要的作用
。

除此之外
,

蛋白表面的电荷也影

响着蛋白与酶的相互作用
,

因此改变糖基化蛋白的表面电荷

也可以改变阿马多里酶的活性
。

果糖氨氧化酶与性别发展过程也有一定的相关性
。

我们

已经知道许多真菌中果糖氨氧化酶的表达需要通过在培养基

中加入阿马多里产物进行诱导
。

最近
,

J即飞等人的研究表明

在曲霉属 (As 详唱沮
s ‘dul 田妈)中这样的诱导需要

v

认 基因的参

与
。

该基因是性别发展过程中的一个激活基因
。

单独的
v

eA

基因也可以诱导果糖氨氧化酶的表达
,

然而基因本身的表达

却不受阿马多里产物的影响
。

在性别发展期间
,

由于低氧和

低代谢率
,

葡萄糖可能没有被完全消耗掉
,

残留的葡萄糖就可

形成阿马多里产物
。

在稍晚的时候
,

又诱导产生果糖氨氧化

酶
,

阿马多里产物被可能被降解从而产生碳源和氮源
。

但是

如果突变除去果糖氨氧化酶基因
,

其突变型和野生型并没有

任何表型差异
。

因此
,

该酶的这个作用仍需要进一步研究
。

除此之外
,

果糖氨氧化酶还可能携带了某些信号
。

一个

有趣的发现是
,

来自曲霉属(彻讲心‘ t

~ us )和青霉属(氏币ca
-

lium jand ti n
山Un

l

)的果糖氨氧化酶的 C末端的三肤分别为丝氨

酸 一 赖氨酸 一亮氨酸和丙氨酸 一 赖氨酸 一 亮氨酸〔’2〕
。

它们都

属于一种过氧化物酶体信号分子
。

但是直到目前为止
,

果糖氨氧化酶的生理学作用还不是

很清楚
。

这类酶存在于各种生物中
,

如原核生物
,

真菌以及酵



母菌中
。

这让我们很自然地想到去糖基化醉在进化中的重要

地位
。

然而
,

令人迷惑的是
,

在稍高级的生物中却找不到具有

类似功能的酶了
。

果塘氛激酶也是一种重要的去糖基化酶
。

它很容易将糖

基化了的蛋白上的赖氛酸果糖残基磷酸化
,

将核氛酸果糖转

化为 3 一磷酸赖氛酸果糖tl3 ]
,

3 一 磷酸赖氨酸果糖又分解成游

离赖氛酸
,

无机磷酸和 3 一脱氧葡萄糖醛酮 (3 一邢 )
。

因此学

者们认为果糖氛激醉是通过形成 3 一磷酸赖氛酸果糖而移除

阿马多里产物的
。

但现公认的这类酶的去搪基化机制存在一

个潜在的问题
。

那就是 3 一

优 能使酶失活
,

抑制细胞生长和

复制
,

而且还与糖尿病中的并发症有一定关系
。

因此
,

对于一

个果糖氨激酶控制的去糖基化系统
,

必须同时有一个去 3 -

瑞毒性的保护系统
。

在许多组织中已发现一类酶
,

它们能催

化 3 一民还原 }吐类酶很可能就是去毒化的候选酶
。

另外
,

果搪氨激酶与代谢也有联系
。

最近研究发现在 E

coli 中存在一条利用阿马多里产物的途径〔l5J
,

但需要一种激

酶和一种去麦芽糖糊精酶的参与
。

这种激酶属于 几斌核糖激

酶家族
,

在 左IP参与下
,

赖氨酸果糖磷酸化成 6 一 磷酸赖氨酸

果糖
。

去麦芽糖糊精酶则催化 6 一

磷酸赖氨酸果糖转变成赖

氨酸和 6 一 磷酸葡萄糖
。

这两种酶很可能就负贵着 E 001 1 中的

赖氨酸果糖的代谢
。

3 总结和展望

非酶糖基化与人体的许多疾病和衰老都有紧密的联系
。

而去糖基化酶可以移除蛋白质上的阿马多里产物
,

从而消除

糖基化所带来的负面影响
。

因此如果能够找到一种合适的
,

最有效地干预糖基化级联反应的去糖基化酶
,

就可以在很大

程度上减少机体损伤
,

预防多种疾病甚至可以延缓衰老
。

因

此我们预计在不久的将来
,

去糖基化酶可能会在抗衰老药物

领域占有一席之地
。

除此之外
,

去糖基化酶对于蛋白质的一

级结构的分析
,

糖基与蛋白质
、

糖类与糖类之间的相互作用的

研究提供了便利
。

因此可以更加方便研究糖基化在生理和病

理过程中的作用
,

并且可以在某些蛋白质的适当部位引人糖

基
,

改变蛋白质的生理功能
,

从而为新药物的设计提供新的思

路
。

总之用酶完成去糖基化的优势将越来越明显
,

但目前我

们仍没有一种完美的酶可以在体内细胞外环境中去降解糖基

化蛋白
。

尽管在去糖基化酶的应用方面有各种困难
,

但是在

理论上还是可行的
。

下一步我们将进一步研究这些酶的特性

以及影响酶和底物相互作用的条件
,

酶晶体结构和蛋白质工

程方面的信息
.

引起酶失活的生物电作用和空间阻隔等问题
,

期望能够工程化现存的去糖基化酶
,

以便充分发挥它们的作

用
。
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