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摘要 唾液酸苷酶（EC.3.2.1.18）是一类重要的糖苷水解酶，在动物和微生物中广泛存在 .该类酶催化寡糖或糖缀合物上非

还原末端唾液酸水解，具有重要的生物学功能，如参与溶酶体降解代谢物、癌症发生、微生物致病等多种生理和病理过程 .

除了水解活性外，有的唾液酸苷酶还具有转糖基活性，能够以唾液酸单糖或糖苷为糖基供体，催化唾液酸转移到受体分子

上，一步合成寡糖和糖苷化合物 .这种合成活性对于唾液酸相关糖链的大量获得具有重要意义，有利于推动该类寡糖的基础

研究及其在食品和医药中的应用 .本文综述了唾液酸苷酶的结构和催化机理、生理功能、转糖基作用及其在寡糖合成中的

应用 .
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唾液酸家族由九碳 α-酮糖醛酸及其衍生物组

成［1］，根据 5位碳上连接基团的不同可分为 4类：

去氨基神经氨酸（KDN）、神经氨酸（Neu）、N-乙

酰神经氨酸 （Neu5Ac） 和 N -羟乙酰神经氨酸

（Neu5Gc）（图1），其中后2种为主要存在形式［2］ .

唾液酸羟基能被乙酰基、甲基、巯基和磷酸基团广

泛修饰而形成不同的类型［3-4］ . 唾液酸常存在于各

种真核生物糖复合物（如糖蛋白和鞘糖脂）糖链非

还原末端，通常以 α2-3 或 α2-6 糖苷键与半乳糖、

N-乙酰半乳糖胺或N-乙酰葡萄糖胺相连形成糖复

合物，也可以 α2-8 和/或 α2-9 键连接成线性同聚

物［5］ . 在生物体内，唾液酸主要以唾液酸复合物形

式存在，极少数以游离态存在 . 例如，在人乳寡糖

中，超过 70% 以唾液酸寡糖形式存在，约 17%~

28%结合在糖蛋白中，仅2%~3%以游离态存在［6］ .

唾液酸苷酶（exo-α-sialidase，EC.3.2.1.18）催

化寡糖、糖蛋白、糖脂等分子非还原末端唾液酸水

解，参与许多重要的生理和病理过程，包括溶酶体

Fig. 1 Four forms of sialic acid
图1 四类唾液酸结构

* 国家自然科学基金面上项目（31872626，31670062），山东省科技发展计划项目（2016GGH4502），中央高校基本科研业务费

（2018KFYYXJJ020）资助项目.

**并列第一作者

***通讯联系人. Tel：0532-58631402

卢丽丽. E-mail：lililu@hust.edu.cn

肖敏. E-mail：minxiao@sdu.edu.cn

收稿日期：2018-09-26，接受日期：2018-11-12



·2· 生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

降解代谢物、细胞分化、癌症发生，以及微生物营

养获取、病原微生物致病等过程［7］ . 该类酶广泛存

在于病毒、细菌、真菌、原生动物、鸟类和哺乳动

物中［8］ . 有的唾液酸苷酶在体外还具有转糖基活

性，能一步催化糖链合成反应，步骤简单且底物相

对便宜，对于大量合成唾液酸相关寡糖进行生物学

功能研究具有重要意义 . 本文综述了唾液酸苷酶的

分类、生理功能、结构与催化机理、转糖基作用及

其在寡糖合成中的应用 .

1 唾液酸苷酶的分类及结构特征

唾液酸苷酶家族按照氨基酸序列相似性，主要

分 为 3 个 家 族 ， 即 GH 33、 GH 34 和 GH 83

（http：//www.cazy.org） . GH 33家族大多数为细菌

来源的唾液酸苷酶，还包括一些简单的真核生物来

源的酶；GH 34 家族为一些病毒来源的唾液酸苷

酶，包括流感病毒和新城疫病毒；GH 83家族包括

来源于病毒的血球凝集素唾液酸苷酶 .

根据催化机理和底物特异性，唾液酸苷酶分为

3 类：水解唾液酸苷酶、转唾液酸苷酶 （trans -

sialidase）和分子内转唾液酸苷酶（intramolecular

trans-sialidase，IT-sialidase）［9］ . 水解唾液酸苷酶主

要水解糖复合物末端唾液酸，具有广泛的底物特异

性，能够去除糖链末端 α2-3、α2-6和 α2-8键型的

唾液酸；转唾液酸苷酶能通过转糖基作用将供体末

端唾液酸转移到糖受体分子中，在锥虫属中研究较

多，包括克氏锥虫（Trypanosoma cruzi）［10］、布氏

锥 虫 （Trypanosoma brucei）［10］ 、 刚 果 锥 虫

（Trypanosoma congolense）［11］和工程化的让氏锥虫

（Trypanosoma rangeli）［12］ . 克氏锥虫（T. cruzi）的

唾液酸苷酶TcTS是第一个被鉴定的转唾液酸苷酶，

为 一 种 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇 锚 定 蛋 白

（glycosylphosphatidylinositol anchored proteins，

GPI-APs），主要的生理学作用是去除宿主末端唾

液酸并将其转移到自身胞外黏蛋白上，对宿主细胞

的黏附和浸染具有重要作用，大多作用于 α2-3糖

苷键，对 α2-6和 α2-8键型也有微弱水解作用［12］ .

分子内转唾液酸苷酶严格作用于 α2-3键型，在唾

液酸分子内发生基团转移，生成 2，7-苷-神经氨酸

（2，7-anhydro-Neu5Ac），目前为止，仅有 3种分子

内转唾液酸苷酶被报道，包括来自北美水蛭

（Macrobdella decora） 的 NanL［13］、肺炎链球菌

（Streptococcus pneumonia）的NanB［14］和来自活泼

瘤胃球菌（Ruminococcus gnavus）的RgNanH［15］ .

已发现的唾液酸苷酶单体分子质量从 40~

150 ku 不等，由催化结构域和其他一些结构域组

成，包括信号肽序列、膜锚定区和底物结合模块

（carbohydrate binding modules， CBMs） 等［5］ . 大

多数的唾液酸苷酶是分泌蛋白，信号肽在分泌过程

中被切除；有的蛋白质存在跨膜域，为膜蛋白 .

CBMs存在于唾液酸苷酶的N端或C端，能够识别

寡聚糖末端唾液酸，提高酶与底物结合能力，也有

一些唾液酸苷酶没有任何CBMs［5］ . 在催化结构域

中，通常有4~6个重复的天冬氨酸盒子（Asp-box、

Ser/Thr-x-Asp-x-Gly-x-Thr-Trp/Phe；x 代表任意氨

基酸）（图 2） . 这些重复序列存在于唾液酸苷酶 β

折叠上，远离活性中心位点，其功能尚未明确，可

能在底物结合中具有一定作用 . 除此之外，FRIP

（Phe-Arg-Ile/Leu-Pro）特征结构通常存在于唾液酸

苷酶第一个天冬氨酸盒子上游（图 2），该结构中

的精氨酸与另外两个高度保守精氨酸形成精氨酸催

化三联体，在唾液酸羧基定位中具有重要作

用［16］ . 已发现的唾液酸苷酶催化域三维结构高度

相似，即均为 6片 4次反向平行的 β折叠（图 3a），

且活性中心也显示出高度相似性，其中，亲核体氨

基酸（酪氨酸）和酸碱催化氨基酸（天冬氨酸）以

及精氨酸催化三联体具有高度保守性 （图 2，

图3b）［17］ .

2 唾液酸苷酶的催化机理

唾液酸苷酶催化的反应一般遵循双置换反应机

制，反应过程中形成共价的唾液酸-酶中间物，产

生异头中心构型不变的反应产物，为构型保持酶 .

活性中心的关键氨基酸包含一个酪氨酸残基、谷氨

酸残基和天冬氨酸残基，其中酪氨酸作为催化亲核

体，临近谷氨酸提供碱催化辅助亲核体攻击唾液酸

C2 位，天冬氨酸作为广义酸碱催化［9］ . 活性中心

中还有其他一些氨基酸在底物结合中起到重要作

用［18］，如精氨酸三联体与唾液酸羧基通过氢键相

互作用对其进行固定 .

反应进行时，亲核体酪氨酸首先被邻近谷氨酸

激活，羟基氧原子进攻底物唾液酸的C2位，形成

类 似 SN2 反 应 的 糖 基 化 过 渡 态 （glycosylation

transition state），酶活性中心的谷氨酸和天冬氨酸

残基通过氢键作用有效稳定该过渡态 . 随后，唾液

酸底物中糖苷键断裂并生成唾液酸化酶中间体，接

着天冬氨酸作为酸碱催化氨基酸，水分子做为亲核

试剂进攻该中间体，再次经历一个类似SN2反应的
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过程形成去糖基化过渡态 . 最后，唾液酸化酶中间

体糖苷键断裂并释放唾液酸进行水解作用 （图

4a），当另一糖苷或分子内羟基作为亲核受体时，

则进行转糖基和分子内转糖基作用，合成相应产物

（图4） . 能发生转糖基作用的唾液酸苷酶具有狭窄

的疏水性催化槽，有利于排出活性中心水分子，从

而减少水解作用［19］ .

除了催化氨基酸以外，唾液酸苷酶其他一些活

性氨基酸在催化过程中也发挥着重要作用 . 据文献

报道，克氏锥虫转唾液酸苷酶TcTS催化活性中心

附近有两个芳香族疏水性氨基酸Y119、W312（图

3c），它们的相互堆积作用对于受体结合和唾液酸

转移定位非常重要，因而将这两个氨基酸代入唾液

酸苷酶特征搜索域（ΩxRDR，Ω代表芳香族氨基

酸，x代表任意氨基酸），从唾液酸苷酶库中成功

鉴定出一株具有较高转糖基活性的酶［20］ . 在分子

内转唾液酸苷酶催化过程中，位于唾液酸分子甘油

基团下面的苏氨酸残基在分子内的唾液酸连键形成

过程中具有关键作用，能形成较强的空间位阻，使

得7位羟基形成轴向位置，有利于攻击C2位 . 除此

之外，临近精氨酸三联体还有一个疏水环，形成色

氨酸-酪氨酸堆积作用 . 这一特征为该类酶提供了严

格的 α2-3键型底物特异性，并且提供一种去溶剂

化和疏水的环境，有利于分子内转糖基反应的

发生［9］ .

Fig. 2 The sequence alignment of sialidases from different sources
图2 不同来源唾液酸苷酶序列比对

比对的唾液酸苷酶序列包括来自细菌多形拟杆菌（Bacteroides thetaiotaomicron）的exo-α-唾液酸苷酶BTSA（Genbank no. AAO75562.1）、真

菌烟曲霉（Aspergillus fumigatus）的exo-α-唾液酸苷酶KDNase（GenBank no. EAL89414.2）、高等生物Homo sapiens的exo-α-唾液酸苷酶Neu2

（GenBank no. CAB41449.1）、克氏锥虫的转唾液酸苷酶TcTS （GenBank no. AAA66352.1）和活泼瘤胃球菌的分子内转唾液酸苷酶RgNanH

（GenBank no. ETD19277.1） . 方框中标识出保守的FRIP结构域和天冬氨酸盒子，菱形代表精氨酸三联体，三角形代表酸碱催化氨基酸天冬

氨酸，箭头代表亲核体酪氨酸，五角星代表保守的谷氨酸.
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Fig. 3 The three dimensional structure of sialidases
图3 唾液酸苷酶三维结构

（a）典型的唾液酸苷酶三维结构比对，紫色为来自产气芽孢梭菌（Clostridium perfringens）的exo-α-唾液酸苷酶NanI（PDB： 2BF6），蓝色

为活泼瘤胃球菌的分子内转唾液酸苷酶RgNanH（PDB： 4X4A），黄色为克氏锥虫的转唾液酸苷酶TcTS（PDB： 1S0I） .（b）唾液酸苷酶

NanI、RgNanH和TcTS 的活性氨基酸对比，亲核体酪氨酸、酸碱催化天冬氨酸、保守谷氨酸以及精氨酸催化三联体均在空间结构上保守 .

（c）唾液酸苷酶TcTS突变酶（PDB： 1S0I）催化中心的活性氨基酸与底物3 ′唾液酸乳糖的相互作用，包括亲核酪氨酸Y342、酸碱催化天

冬氨酸D59A、保守谷氨酸E357以及精氨酸催化三联体R35、R245、R314.

Fig. 4 The catalytic mechanism of sialidases
图4 唾液酸苷酶催化机理

不同的唾液酸苷酶均通过两步双置换反应进行催化作用，即酶先与底物形成唾液酸-酶中间物，然后进行去糖基化 .（a）当亲核剂R1OH为

水分子发生水解反应，为另一分子糖苷则发生转糖基反应；（b）当亲核剂为唾液酸分子内7位羟基则发生分子内转糖基反应 .
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3 唾液酸苷酶的生理功能及水解底物特

异性
唾液酸苷酶广泛存在于微生物和动物中，发挥

着重要生理功能，其中病毒和细菌的唾液酸苷酶研

究较为广泛 . 截至目前，近 100种生物体中的唾液

酸苷酶生化性质已得到较好描述，10多种酶晶体

结构已得到解析 . 表 1列举了不同来源的唾液酸苷

酶的性质特征 .

在病毒唾液酸苷酶中，典型的是流感病毒唾液

酸酶，该酶是一种表面糖蛋白，属于Ⅱ型膜蛋白，

对流感病毒在宿主细胞内的传播和扩散过程具有重

要作用 . 每一个流感病毒表面都有大约 100个呈蘑

菇状的唾液酸苷酶四聚体分子，分为N1~N9共9个

亚型 . 组成四聚体的 4个亚单位完全相同，每个亚

单位一级结构由氨基端胞浆尾、非极性跨膜区、颈

部和头部序列 4个区域组成 . 宿主细胞膜上的唾液

酸是流感病毒的主要受体，流感病毒通过其表面的

红血球凝集素与宿主细胞膜上唾液酸受体结合后才

能进入细胞［21］ . 随后其基因在宿主细胞内复制和

表达，当成熟的流感病毒经出芽的方式脱离宿主细

胞之后，病毒表面的血凝素会经由唾液酸受体与宿

主细胞膜保持联系，需要由唾液酸苷酶将唾液酸水

解，切断病毒与宿主细胞的最后联系，使病毒能顺

利从宿主细胞中释放，继而感染下一个宿主细胞 .

因此病毒唾液酸苷酶也成为流感治疗药物的一个作

用靶点，针对此酶设计的奥司他韦是最著名的抗流

感药物之一［22］ .

许多细菌都能分泌唾液酸苷酶，大多是一些致

病微生物和肠道共生菌［23-24］ . 与一般糖苷水解酶类

似，细菌的唾液酸苷酶能够水解唾液酸糖复合物如

Table 1 The characteristics of sialidases from different sources
表1 不同来源唾液酸苷酶的性质特征

来 源

细菌和真菌

Aspergillus fumigatus Af293［7］

Macrobdella decora［13，25］

Streptococcus pneumoniae TIGR4［14，26］

Ruminococcus gnavus ATCC29149［15］

Bacteroides thetaiotaomicron

VPI-5482［27］

Clostridium perfringens ATCC13124［28］

Clostridium perfringens str. 13［29-30］

Micromonospora viridifaciens［31］

Salmonella typhimurium TA262［32］

Streptococcus pneumoniae 6［17］

Streptococcus pneumoniae G54［33］

Vibrio cholerae 569B 395［34］

锥虫

Trypanosoma cruzi［35］

Trypanosoma rangeli［36］

病毒

Influenza A virus［37］

人

Homo sapiens［26］

蛋白质名称

KDNase

MDSA

NanB

RgNanH

BTSA

BT0455

CPF0721

CpNanI

NanI

CPSA

NedA

NanH

STSA

NanA

NanC

NanH

VcNA

VCSA

TcTS

TrSA

NA

Neu2

GenBank no

EAL89414.2

AAC47263.1

AAK75766.1

ETD19277.1

AAO75562.1

ABG83208.1

BAB80431.1

BAA00852.1

AAA27168.1

CAA51473.1

ACF56230.1

AAA27546.1

AAA66352.1

AAC95493.1

ACT33096.1

CAB41449.1

PDB

2XCY

1SLI

2JKB

4X47

4BBW

5TSP

2BF6

1EUR

1DIL

5KKY

4YW0

1KIT

1MR5

1MZ5

5NZ4

1SNT

分子质量/ku

42

83

65

54

61

77

71

68

42

108

82

42

76

75

50.4

42

最优pH

3.5

5.5–6.0

4.5

6.5

7.0

—

5.5

5.0

5.5–7.0

6.5–7.0

—

—

5.0

5.0

—

6.0–6.5

键型偏好性

α2,3>α2,6
α2,3
α2,3>>α2,6>α2,8
α2,3

α2,6>α2,3>α2,8

—

α2,3>α2,6>α2,8

α2,6>α2,8>α2,3

α2,3>>α2,6

α2,8>α2,6>α2,3
α2,3

α2,3>>α2,6

α2,3
α2,3>α2,6>α2,8

α2,3，α2,6，α2,8

α2,3， α2,6， α2,8
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糖蛋白、糖脂等末端的唾液酸，从而获得营养物质

以促进自身生长［38-39］ . 在胃肠区 （gastrointestinal

tract，GI），唾液酸广泛存在于黏蛋白末端［40］ . 维

持肠道微生物与黏蛋白的动态平衡对肠道健康至关

重要［40］，肠道菌以黏蛋白末端O-聚糖作为代谢底

物，获取营养、适应 GI 黏膜环境［41-42］ . 由于唾液

酸位于糖链末端，阻止了其他糖苷水解酶对糖单元

的利用，唾液酸苷酶水解释放非还原端唾液酸是黏

蛋白降解过程中非常重要的第一步［43］ . 细菌通常

由唾液酸苷酶释放宿主唾液酸，具有完整的唾液酸

分解代谢途径，有涉及唾液酸代谢的基因簇存

在［44］，如脆弱拟杆菌（Bacteroides fragilis）［45］ . 然

而 ， 有 的 菌 如 多 形 拟 杆 菌 （Bacteroides

thetaiotaomicron）VPI-5482能产唾液酸苷酶，可以

释放游离唾液酸，但缺乏降解唾液酸所需的Nan操

纵子而不能进一步代谢游离唾液酸［46］，难辨梭状

芽孢杆菌（Clostridium difficile）等肠道菌则相反，

它们具有Nan操纵子但缺乏唾液酸苷酶［47］，因此

必须依赖于其他产唾液酸苷酶菌释放黏膜唾液酸获

取营养［48］ . 此外，在一些致病微生物中，唾液酸

苷酶作为一种潜在的致病因子在识别宿主细胞表面

暴露的唾液酸中具有重要作用［39］ .

哺乳动物唾液酸苷酶大多数为膜锚定蛋白，异

源表达和研究较为困难 . 该类酶能够修饰细胞表面

的唾液酸复合物，在机体生命活动中扮演着重要的

角色，如参与调节细胞间的相互作用，介导细胞识

别、黏附，与细胞增殖和分化、细胞膜功能以及抗

原屏蔽等相关［49］ . 这些复杂的生物学功能直接或

间接与它们对不同底物去唾液酸化有关［26，50］ . 人

体 内 唾 液 酸 苷 酶 主 要 有 4 种 （NEUl、 NEU2、

NEU3和NEU4），存在于不同的组织、器官中，具

有典型的亚细胞定位特点（表2） . 前3种分别位于

溶酶体、细胞液和质膜上，而NEU4位于溶酶体、

线粒体和细胞内膜上 . 它们不仅位于细胞内的不同

位置，而且酶本身的性质也不同 . NEUl 可降解的

底物只有一些寡糖和糖肽，NEU2和NEU4可以分

别在中性条件下和弱酸性条件下水解糖蛋白和神经

节苷酯，而NEU3只特异性地水解神经节苷酯，几

乎不作用于其他底物［21］ . 每种唾液酸酶所表现出

的独特功能与其亚细胞定位和催化性质密切相关 .

溶酶体内唾液酸酶主要在酸性条件下与溶酶体蛋白

酶或内切糖苷酶协同作用参与糖蛋白分解代谢，糖

肽或寡糖链的降解起始步骤需要唾液酸苷酶切割末

端唾液酸，而细胞液唾液酸酶主要在中性 pH条件

参与调节糖肽的去唾液酸化过程 . 质膜相关唾液酸

酶可能通过作用于细胞表面神经节苷脂而参与调节

细胞生长和细胞分化［51］ . 有研究表明癌细胞中的

唾液酸苷酶活性与癌症发生相关 . 例如，乳仓鼠肾

细胞（BHK）中表现出水解神经节苷脂的活性增

加［52］，在以富含唾液酸的胎球蛋白作为底物时，

能检测到乳腺癌患者癌细胞中唾液酸酶活性比正常

细胞偏高［53］ .

不同来源的唾液酸苷酶表现出不同的底物特异

性和生化性质（表 1） . 大多数的唾液酸苷酶对唾

液酸的水解键型是非特异的，即对 α2-3、α2-6、α

2-8键型均具有水解作用，但对不同键型的偏好性

不同 . 通常情况下，病毒和细菌的唾液酸苷酶对N-

乙酰神经氨酸的水解速率大于对N-羟乙酰神经氨

Table 2 General properties of four sialidases from Homo sapiens［49］

表2 人源的四种唾液酸苷酶性质特征［49］

唾液酸苷酶

Neu1

Neu2

Neu3

Neu4

亚细胞定位

溶酶体

细胞液

质膜

溶酶体

线粒体

细胞内膜

水解底物

寡糖

糖肽

糖蛋白

神经节苷酯

糖蛋白

神经节苷酯

神经节苷酯

最优pH

4.4~4.6

6.0~6.5

4.5~4.7

4.5~4.7

氨基酸数

415

380

428

496

GenBank no

AAB96774.1

CAB41449.1

AAE69072.1

AAH95117.1

功 能

溶酶体降解代谢物

免疫功能

胞吐作用

吞噬

神经分化

神经分化

细胞凋亡

黏附

神经分化

细胞凋亡

黏附
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酸的水解速度，也表现出对 α2-3键型的水解速率

大于 α2-6键型［54］ . 然而，多形拟杆菌VPI-5482和

产绿小单胞菌 （Micromonospora viridifaciens） 的

唾液酸苷酶显示出对 α2-6键型水解速率大于 α2-3

键型［27，31］ . 来自克氏锥虫的转唾液酸苷酶TcTS特

异水解α2-3键型，对α2-6和α2-8键型只有微弱的

水解作用；而来自北美水蛭的分子内转唾液酸苷酶

NanL 显示出对 α2-3 键型极其严格的水解特异性，

不能水解其他任何键型的唾液酸苷底物［55］ .

4 唾液酸苷酶的转糖基作用

为了从分子水平研究不同唾液酸寡糖的生物学

功能，通过适当的方法获取天然或非天然寡聚糖具

有重要意义 . 唾液酸苷酶在生命体内一般是进行水

解作用，有的水解唾液酸苷酶在体外一定条件下也

能进行转糖基作用，这种性质为唾液酸相关寡糖的

合成和获得提供了新的途径 .

目前获得唾液酸寡糖的方法主要有天然提取、

化学合成和酶法合成 . 从天然产物中提取唾液酸糖

复合物步骤复杂，获得均一足量的寡糖相当困

难［56］ . 化学合成过程也包括许多步骤，需要通过

繁琐的基团保护和去保护实现糖合成过程中的立体

选择性和区域选择性，并且唾液酸是一种九碳酸性

糖，比一般的六碳糖更加难以修饰［1］ . 酶法合成步

骤简单，通常采用唾液酸糖基转移酶，能以核苷糖

CMP-N-乙酰神经氨酸（CMP-Neu5Ac）作为供体，

一步催化合成糖苷产物，但底物价格昂贵，并且具

有严格的底物特异性，即便使用核苷供体原位再生

方法，也需要多种酶联合使用，步骤繁琐，耗时

耗力［57］ .

与唾液酸糖基转移酶相比，唾液酸苷酶在催化

合成反应时具有广泛的底物特异性，并且不需要昂

贵的核苷唾液酸作为供体 . 对硝基苯唾液酸、甲基

伞形酮唾液酸、酪蛋白糖肽、唾液酸乳糖、唾液酸

二糖及多聚唾液酸等都能作为该类酶的唾液酸供

体，且价格都相对较便宜［5］，尤其是酪蛋白糖肽

（casein glycomacropeptide，CGMP），作为一种奶

制品加工过程副产物，已在转糖基中被越来越多使

用［35］（表 3） . 上述糖基供体中，酶利用硝基苯唾

液酸作为糖基供体的转糖基效率高于唾液酸二糖，

并且二者都优于多聚唾液酸 . 来自产脲节杆菌

（Arthrobacter ureafaciens）的唾液酸苷酶能以唾液

酸为供体、乳糖为受体逆水解催化合成唾液酸乳

糖，使用的单糖供体更为简单［58］ .

第一个应用于寡糖合成的唾液酸苷酶来源于霍

乱弧菌，该酶利用对硝基苯唾液酸作为供体，能唾

液酸化多种糖苷受体底物，包括甲基半乳糖胺、甲

基葡萄糖、甲基乳糖、乳糖胺，在温和的反应条件

（28℃、pH 5.5）下，产生α2-3和α2-6键型的异构

产物，总产率为 14%~24%，主要产物为 α2-6 键

型［59］ . 其他一些常见具有转糖基性质的唾液酸苷

酶菌来源包括金黄色节杆菌、脆弱拟杆菌、婴儿双

岐杆菌、产气荚膜梭菌和新城疫病毒等，能以唾液

酸二聚体、多聚唾液酸或对硝基苯唾液酸为供体，

唾液酸化乳糖、乳糖胺等，得到的唾液酸化寡聚糖

产率与酶来源及供体选择有关（表 3） . 唾液酸苷

酶的转糖基区域选择性受酶的来源、受体结构等因

素影响 . Ajisaka等［60］报道了来自鸡新城疫病毒的

唾液酸苷酶，以对硝基苯唾液酸为供体、N-乙酰

乳糖胺为受体，专一合成α2-3键，无副产物生成，

而当以乳糖为受体时，合成 α2-3和 α2-6键型混合

物，α2-3键产物约为α2-6键产物的3倍 . 我们课题

组［61］ 报道了来自脆弱拟杆菌的唾液酸苷酶

BfGH33C，在以唾液酸二糖或寡聚唾液酸为供体、

乳糖为受体，能高效专一地合成 α2-6键型寡糖产

物，无异构产物生成 . 值得注意的是，由于唾液酸

苷酶具有水解作用，细菌和病毒来源的唾液酸苷酶

通过转糖基作用合成的产物通常会被酶自身水解，

导致产率不高，不超过 30%［62］ . 通过采用合适的

供/受体比、控制反应时间、持续的产物移除、酶

固定化及循环再用以及加入辅助剂（如离子溶液、

有机溶剂）都能明显地提高糖苷酶转糖基性质，除

此之外，采用蛋白质工程方法对其进行突变也是一

种提高产量很有前景的方法［63］ .

转唾液酸苷酶是一类独特的合成活性高的酶

类，典型的酶有来自克氏锥虫的转唾液酸苷酶

TcTS，其生化性质、反应条件及催化机理被大量

研究，具有广泛的底物特异性，一些常见人工合成

糖苷及含 α2-3键唾液酸复合物都能作为供体，如

酪蛋白糖肽、胎球蛋白、3' 唾液酸乳糖、对硝基苯

唾液酸、甲基伞形酮唾液酸等 . 唾液酸化的受体底

物也很丰富，乳糖、N-乙酰乳糖胺、甲氧基乳糖、

甲氧基半乳糖、寡聚半乳糖等都能被唾液酸化 .

Holck 等［64］采用 TcTS 以 CGMP 为供体，以乳糖、

寡聚半乳糖等作为受体，产物最高产率达到 40%；

Singh等［65］利用对硝基苯唾液酸做供体，以乳糖、

N-乙酰乳糖胺、甲氧基乳糖、甲氧基半乳糖为受

体，产物产率高达54%~93%.
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5 唾液酸苷酶分子改造

近年来，唾液酸苷酶分子进化研究主要集中在

让氏锥虫唾液酸苷酶TrSA. 虽然克氏锥虫唾液酸苷

酶TcTS具有很高的转糖基效率，但它是一种重要

的致病因子，限制了其在食品方面的应用［10］，而

让氏锥虫不具有致病性，其唾液酸苷酶TrSA的突

变研究引起了人们的广泛兴趣［69］ .

TrSA与TcTS氨基酸序列相似性为 70%，具有

类似的三维催化结构，都属于糖苷水解酶33家族，

具有相同的双置换催化机制［36］ . 尽管TrSA与TcTS

序列高度相似，但 TrSA 并不具有转糖基活性 .

Paris等［12］通过理性设计鉴别出了一种具有 5个氨

基酸残基的突变酶（TrSA5mut），突变位点为M96V、

A98P、S120Y、G249Y和Q284P，表现出微弱转唾

液酸活性，仅为 TcTS 的 0.9%. 额外引入的单点突

变（I37L 或 G342A）能够使其转糖基活性进一步

提高10倍，但对产物3 ′唾液酸乳糖的kcat/Km水解活

Table 3 Examples of the synthesis of sialyloligosaccharide by sialidases
表3 唾液酸苷酶合成唾液酸寡糖举例

来 源

Arthrobacter ureafaciens［60］

Clostridium perfringens［60，66-67］

Newcastle disease virus［60，67］

Vibrio cholerae［60，67］

Bacteroides fragilis［61］

Trypanosoma cruzi［64，68-69］

Bifidobacterium infantis［66］

Salmonella typhimurium［67，70］

供 体

唾液酸二糖

对硝基苯唾液酸

酪蛋白糖肽

唾液酸二糖

唾液酸二糖

多聚唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

唾液酸二糖

唾液酸二糖

多聚唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

唾液酸二糖

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

唾液酸二糖

寡聚唾液酸

酪蛋白糖肽

胎球蛋白

对硝基苯唾液酸

酪蛋白糖肽

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

对硝基苯唾液酸

受 体

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

N-乙酰乳糖胺

乳糖

乳糖

Tn抗原

T抗原

乳糖

N-乙酰乳糖胺

乳糖

乳糖

N-乙酰乳糖胺

Tn抗原

T抗原

乳糖

乳糖

Tn抗原

T抗原

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

乳糖

Tn抗原

T抗原

路易斯X

路易斯A

受体/

供体

18

5

44

18

16

_

5

7

7

18

16

_

5

4

5

5

18

5

7

7

25

_

5

3

6

44

5

5

13

13

反应条件

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，8 h，30%乙腈

37°C-50°C，pH 5.0-7.0，0.5 h~2 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，8 h，30%乙腈

37°C，pH 5.1，36 h

37°C，pH 5.1，48 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，8 h，30%乙腈

37°C，pH 5.0，8 h，30%乙腈

37°C，pH 5.5，20 h

37°C，pH 5.5，20 h

37°C，pH 5.0，5 h

37°C，pH 5.0，8 h，30%乙腈

30°C，pH 5.5，20 h

30°C，pH 5.5，26 h

50°C，pH 6.5，10 min

50°C，pH 6.5，10 min

29.5°C，pH 5.8，3 h

30°C，pH 7.0，8 h

30°C，pH 6.0，9 h

37°C-60°C，pH 5.0~7.0

30°C，pH 5.1，24 h

30°C，pH 5.1，24 h

37°C，pH 5.0，2 h，10%乙腈

37°C，pH 5.0，2 h，10%乙腈

糖苷键类型及比例

α2-6（100%）

α2-6（100%）

_

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-6（70%）α2-3（30%）

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

α2-3（75%）α2-6（25%）

α2-3（76%）α2-6（24%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

α2-6（100%）

α2-3（10%）α2-6（90%）

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-6（100%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

_

α2-3（95%）α2-6（5%）

α2-3（93%）α2-6（7%）

α2-3（100%）

α2-3（100%）

总产

率

5.61）

7.41）

52）

8.51）

5.51）

2.41）

12.41）

102）

4

9.91）

8.01）

3.61）

10.21）

11.71）

10

10

4.11）

10.21）

16

12

26.21）

21.91）

322）

76

87

12）

15

11

9.3

12

1）产率根据液相色谱（HPLC）峰面积计算，公式为：［（产物峰面积） /（产物峰面积+唾液酸峰面积）］×100%. 2）转糖基产率根据供体摩

尔数计算，对于以酪蛋白糖肽和胎球蛋白为供体，供体计算基于所含唾液酸摩尔数 .
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性也增加 . 进一步在受体结合位点替换了 7个氨基

酸的环形结构，即将197~203位 IADMGGR替换为

VTNKKKQ，能够将水解活性降低4倍，并且不影

响转糖基活性［71］ . Pierdominici-Sottil等［72］根据游

离能量计算及生物信息学分析，推测了5个氨基酸

残基（I37L、T39A、F59N、D285G和G342A）能

够提高 TrSA 转糖基活性，但是并没有实验证实 .

最近，Nyffenegger等［69］整合以上突变位点，得到

的突变酶相比TrSA5mut突变株，转糖基活性提高了

13倍 .

唾液酸苷酶TrSA分子改造具有重要意义，但

该酶通常利用 α2-3键型唾液酸供体，以乳糖为受

体，合成3 ′唾液酸乳糖 . 然而，在一些典型寡糖结

构中，如母乳低聚糖主要是 6 ′唾液酸乳糖为主，

而 3 ′唾液酸乳糖在牛奶中占主要部分［73］ . 在人乳

初乳中 6 ′唾液酸乳糖和 3 ′唾液酸乳糖含量分别为

250~1 300 mg/L和 90~350 mg/L，而在牛奶中其含

量分别为 30~243 mg/L和 354~1 250 mg/L［6］ . 细菌

的唾液酸苷酶能催化合成 6 ′唾液酸乳糖，对现有

的细菌唾液酸苷酶进行分子改造提高 α2-6唾液酸

产物的产率，是唾液酸苷酶研究的重要发展方向之

一，前景广阔 .

6 展 望

由于唾液酸苷酶在生命体内具有重要的生物学

功能，对各种唾液酸苷酶的研究方兴未艾 . 尽管目

前已发现了多种唾液酸苷酶资源，并且不少唾液酸

苷酶的晶体结构已经得到解析，但大多研究仍局限

于基因挖掘、生化性质描述阶段 . 由于人体共生微

生物与健康密切相关，微生物唾液酸苷酶作用于宿

主的分子机理可能成为未来的重要研究方向之一，

有助于阐述清楚唾液酸苷酶如何作用于宿主唾液酸

复合物从而影响微生物致病性、以及共生宿主-微

生物区系的形成机制等 .

另一方面，糖生物学和糖药物的发展推动着寡

糖合成研究 . 含唾液酸的糖链在生物体中扮演着重

要的角色，其合成已展现出极大应用潜力，但是采

用传统的化学合成方法挑战性非常大 . 相比而言，

酶法催化合成简便易行，具有效率高、专一性好、

条件温和等突出优点 . 不同来源（如细菌、真菌、

病毒、椎虫）的唾液酸苷酶大多能够在大肠杆菌中

异源表达，可以采用简单的亲和层析方法分离纯

化，酶蛋白容易大量获得 . 近20年，唾液酸苷酶已

经被广泛应用于唾液酸相关的糖链合成中，主要合

成一些结构较为简单的天然唾液酸寡糖结构 . 持续

挖掘发现新酶资源以及基于现有酶三维结构进行分

子进化，提高酶转糖基活性，拓宽酶底物特异性，

必将进一步拓展唾液酸苷酶的应用范围，如合成复

杂的唾液酸相关糖缀合物及肿瘤表面抗原等，提升

唾液酸苷酶的价值 . 各种唾液酸糖链的合成和获

得，有利于深入地研究其生物学功能，并对相关疾

病的治疗具有重大意义 .
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Abstract Sialidases (EC.3.2.1.18) are an important class of glycosidases that are widely found in animals and

microorganisms. These enzymes catalyze the cleavage of the terminal sialic acid from various oligosaccharides

and sialoglycoconjugates, and play important roles in diverse biological processes such as lysosomal catabolism,

tumorigenesis and microbial pathogenesis. Generally, sialidases cleave glycosidic linkages. Under appropriate

reaction conditions in vitro, however, the enzymes can catalyze the formation of the glycosidic linkages by

transglycosylation reaction. This synthesis activity is important for the large acquisition of sialosides, which

would be helpful to promote the basic research on their functions as well as their applications in food and

pharmaceutical industries. This paper reviews the structure and catalytic mechanism of sialidases, physiological

function, transglycosylation and their application in oligosaccharide synthesis.
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