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摘要 N-乙酰氨基葡萄糖苷内切酶（endo-beta-N-acetylglucosaminidase，ENGase）广泛分布于各种生物中，主要通过降解

错误折叠的糖蛋白，参与细胞和生命的调控。ENGase也是糖链编辑的有效工具酶，可专一性水解游离寡糖链及糖肽或糖蛋

白上核心五糖的 N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）之间的 β-1,4 糖苷键。其水解产物是寡糖链和一个 GlcNAc，或带有一个

GlcNAc的糖肽或糖蛋白。本文对ENGase的发现、分布、蛋白质结构、酶学反应及生物学功能进行阐述，为ENGase的生物

学研究提供思路，为糖生物学与糖组学的应用研究奠定基础。

关键词 N-乙酰氨基葡萄糖苷内切酶，N-糖基化，游离寡糖，糖链编辑，糖生物学

中图分类号 Q55 DOI： 10.16476/j.pibb.2023.0268

蛋白质N-糖基化是一种普遍存在于真核细胞

的共翻译和翻译后的动态修饰过程。糖链的结构可

以增加蛋白质的稳定性，它的改变对蛋白质的物化

性质及生物学功能产生重要的调节作用。此外，蛋

白质N-糖基化可能还直接参与细胞信号传递、宿

主-病原体相互作用、病毒附着、炎症及免疫反应

等过程，它的改变可能提示着生理病理的发生发

展，也可作为潜在的治疗靶点，提示蛋白质N-糖

基化的重要性［1-3］。

糖蛋白上载有的N-糖链信号在该蛋白质的折

叠、胞内转运及降解过程中发挥着重要的调控作

用。蛋白质合成过程中形成的错误折叠的糖蛋白可

对细胞形成负面压力，这一压力可经内质网糖蛋白

折 叠 质 量 控 制 （endoplasmic reticulum quality 

control，ERQC） 和内质网相关蛋白质降解途径

（endoplasmic reticulum associated degradation，

ERAD）缓解［4］，并以此来控制内质网糖蛋白的稳

态。现有研究表明，通过 ERAD 途径，人 NGLY1

基因编码的N-糖苷酶，可完整切除蛋白质合成过

程中形成的错误折叠糖蛋白上的N-糖链，加速该

类错误折叠糖蛋白的降解，参与蛋白质合成的质

控。NGLY1是目前唯一已知的完整去除人糖蛋白

N-糖基化的酶，其缺陷可导致一种先天性去糖基

化 障 碍 （congenital disorders of glycosylation，

CDG/CDDG）的罕见病，具有全身多系统的临床

症状，其缺陷可能的表型、发病机制及生物标志物

已在多种动物模型中进行研究和阐述［5-6］。N-乙酰

氨基葡萄糖苷内切酶 （ENGase，EC 3.2.1.96） 是

另一类胞内蛋白质质量控制的糖苷酶，可作用于糖

蛋白合成与降解的全过程，也可作用于胞质中游离

的寡糖链（fOSs）［7-8］。细菌或真菌的ENGase是N-

糖链结构分析与编辑的工具，可用于生物活性糖蛋

白或糖肽的重塑或抗体的改造［9-10］。但是目前对人

ENGase （hENGase）的生物学功能尚不明确，基

础与应用研究也正在进行中。本文将阐述ENGase

的发现、不同家族ENGase的分布及生物学功能与

应用等内容，为ENGase的基础及应用研究提供一

定的思路。
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1　ENGase的发现

1971 年，Muramatsu［11］首先在含有肺炎双球

菌 （Diplococcus pneumoniae） 的培养液中观察到

了 ENGase （Endo D） 的 水 解 活 性 。 1974 年 ，

Tarentino［12］ 首先纯化并表征了来自褶皱链霉菌

（Streptomyces griseus） 的 ENGase。该内切酶的寡

糖产物的分子质量相对较大，所以被命名为高分子

质量产物的内切酶，即Endo H。Koide等［13］在同

一年纯化并表征了来自肺炎双球菌 （Diplococcus 

pneumoniae） 的 ENGase （Endo D）。 1976 年 ，

Tarentino 等［14］ 报道了母鸡输卵管中的 ENGase

（Endo HO）。Delmotte 等［15］通过亲和层析纯化并

表征了兔血清中的ENGase。1979年，Pierce等［16］

在大鼠肝脏和肾脏中发现了ENGase的活性。1981

年，Overdijk等［17］在人体不同组织中检测到相应

酶活性，揭示该酶在人体中广泛分布。1982 年，

Tachibana等［18］从大鼠肝脏酶中纯化分离了该酶，

开展了哺乳动物 ENGase 的底物特异性的研究。

1988年，Kadowaki等［19］从含有冻土毛霉（Mucor 

hiemalis） 的土壤样本培养液中观察到了 ENGase

（Endo M）的水解活性。1982年，Elder等［20］从脑

膜 炎 脓 毒 黄 杆 菌 （Flavobacterium 

meningosepticum） 中检测到了 ENGase （Endo F1）

的活性。1993年，Tarentino等［21］又从脑膜炎脓毒

黄杆菌中鉴定出了Endo F2与Endo F3。

以冻土毛霉来源的 Endo M 基因序列为摸板，

2002年Kato等［22］在秀丽隐杆线虫的基因组中发现

了Endo CE。他们用在大肠杆菌中表达的Endo CE

进行了功能分析，第一次报道了动物ENGase酶可

能有转糖基活性。同年，Suzuki实验室［23］在哺乳

动物COS-7细胞中表达了假定的hENGase，并表征

了其酶活性，鉴定出了hENGase。除此之外，还证

实了该基因在人脾脏、胸腺等多种组织中表达。植

物来源的 ENGase 的报道依次为水稻［24］、番茄［25］

和拟南芥［26］。

2　ENGase的基础研究

2.1　ENGase的分布

ENGase广泛分布于各种生物体中，包括细菌、

真菌、植物、动物和人类，但在酵母中分布特殊。

例 如 ， ENGase 存 在 于 小 绪 方 酵 母 （Ogataea 

minuta） 、 拟 多 形 假 丝 酵 母 （Candida 

parapolymorpha）、 异 常 毕 赤 酵 母 （Pichia 

anomala）、 鲁 氏 接 合 酵 母 （Zygosaccharomyces 

rouxii） 的 基 因 组 中 。 但 未 在 酿 酒 酵 母

（Saccharomyces cerevisiae）、 栗 酒 裂 殖 酵 母

（Schizosaccharomyces pombe）、巴斯德毕赤酵母

（Pichia pastoris） 与博伊丁假丝酵母 （Candida 

boidinii）基因组中发现［8］。这一事实表明，根据

ENGase有无，将酵母分为ENGase阳性及ENGase

阴性酵母两大类。ENGase的功能可能与酵母的分

化和适应相关。

在碳水化合物活性酶数据库 （Carbohydrate- 

Active enZyme， CAZy） 中 ， 目 前 已 鉴 定 的

ENGase 分布在糖苷水解酶 （glycoside hydrolases，

GH）家族 18 或 85 中。GH18 ENGase 仅有水解活

性；GH85 ENGase 同具有水解活性与合成活性

（转糖基活性）。表1分别列出了部分GH18 ENGase

与GH85 ENGase。

Table 1　A summary of partial ENGases
表1　部分ENGases总结

GH18 原核

生物

细菌 褶皱链霉菌（Streptomyces plicatus）

脑膜炎脓毒黄杆菌

（Flavobacterium meningosepticum）2）

脑膜炎脓毒黄杆菌

脑膜炎脓毒黄杆菌

Endo H

Endo F1

Endo F2

Endo F3

P04067

P36911

P36912

P36913

1EDT

2EBN

/

1EOK

313

（42）

339

（50）

335

（45）

329

（39）

高甘露糖型/杂合型

高甘露糖型/杂合型

双触角复合型

双触角/三触角复合型

［12］

［20］

［21］

［21］

糖苷

水解酶

（GH）

物种

分类

来源 名称 蛋白质ID PDB 氨基酸1） 底物特异性 参考文献
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GH85

真核

生物

原核

生物

真核

生物

真菌

细菌

真菌

植物

动物

化脓链球菌

（Streptococcus pyogenes serotype M1）

婴儿双歧杆菌

（Bifidobacterium infantis ATCC 15697）

化脓链球菌

（Streptococcus pyogenes serotype M49）

多形拟杆菌

（Bacteroides thetaiotaomicron）

停乳链球菌

（Streptococcus dysgalactiae）

鞘鞍醇杆菌

（Sphingobacterium species）

多形拟杆菌

里氏木霉（Trichoderma reesei）

金针菇（Flammulina velutipes）

球孢白僵菌（Beauveria bassiana）

蛹虫草（Cordyceps militaris）

肺炎双球菌

（Streptococcus pneumoniae）3）

原生节杆菌

（Arthrobacter protophormiae）

嗜碱芽孢杆菌

（Bacillus halodurans C-125）

冻土毛霉（Mucor hiemalis）

小绪方酵母（Ogataea minuta）

灰盖鬼伞菌（Coprinopsis cinerea）

灰盖鬼伞菌

微小根毛霉（Rhizomucorpusillus）

拟南芥（Arabidopsis thaliana）

拟南芥

秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans）

人（Homo sapiens）

Endo S

Endo BI-1

Endo S2

Endo BT_

3987

Endo Sd

Endo SB_

1188

Endo 

BT1044

Endo T

Endo FV

Endo BB

Endo CoM

Endo D

Endo A

Endo BH

Endo M

Endo Om

Endo CC1

Endo CC2

Endo Rp

ENGase85A

ENGase85B

Endo CE

hENGase

Q99Y92

B7GPC7

T1WGN1

Q8A0N4

A0A191T6Q6

A0A2Z5VGV8

A0A0P0FQI4

C4RA89

D1GA49

A0A097F8J4

G3JPF7

Q93HW0

Q9ZB22

Q9KER4

Q9C1S6

R4WHQ8

A8P7P2

D6RKV4

A0A8S0P0N9

F4JZC2

Q9SRL4

Q19089

Q8NFI3

4NUY

/

6E58

3POH

/

/

6Q64

4AC1

/

/

6KPL

2W91

3FHQ

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

995

（36）

545

（36）

843

（36）

476

（22）

847

（36）

327

（29）

364

（20）

359

（17）

331（/）

315

（47）

315

（18）

1646

（37）

645

（24）

878

（26）

744

722

787

（75）

689

696

701

680

294

743

双触角/三触角复合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

双触角/三触角复合型

双触角复合型

双触角复合型

双触角/三触角复合型

高甘露糖型

高甘露糖型/杂合型

双触角复合型

双触角复合型

仅核心结构

高甘露糖型/杂合型

高甘露糖型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型/杂合型

高甘露糖型/双触角复

合型

高甘露糖型

高甘露糖型

高甘露糖型/杂合型

高甘露糖型

［27］

［28］

［29］

［30］

［31］

［32］

［33］

［34］

［35］

［32］

［32］

［11］

［36］

［37］

［19］

［38］

［39］

［39］

［40］

［26］

［26］

［22］

［17，23］

续表1

糖苷

水解酶

（GH）

物种

分类

来源 名称 蛋白质ID PDB 氨基酸1） 底物特异性 参考文献

1）括号内为信号肽长度；2）2005年脑膜炎脓毒黄杆菌（Flavobacterium meningosepticum）更名为脑膜炎伊丽莎白金菌（Elizabethkingia me‐

ningoseptica）；3）1974年肺炎双球菌（Streptococcus pneumoniae）更名为肺炎链球菌（Streptococcus pneumoniae）。
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2.2　ENGase的系统进化分析

不同物种的ENGase具有相似的酶学性质，但

基因序列各有特点。本文选取代表物种ENGase基

因序列，进行多序列比对后构建进化树 （图 1）。

进化树分析结果与 CAZy 分类结果基本一致。除

GH85 的 Endo A 和 Endo D 外，所有的 GH18 和

GH85 分别为进化树的两端。Endo A 和 Endo D 分

支与Endo F3之间的可信度（Bootstrap）是0.556。

2.3　ENGase的酶活性

作为水解酶时，ENGase可以特异性切割 fOSs

及糖肽或糖蛋白上核心五糖的两个GlcNAc之间的

β-1,4糖苷键，在释放一个N-聚糖链的同时，产生

一个 GlcNAc 或带有一个 GlcNAc 的糖肽或糖蛋

白［7］；作为合成酶时，可以利用上述产物经转糖

基反应合成新的糖蛋白。利用这个反应，可以在体

外实现单一糖链糖蛋白的合成（图2）。

糖苷酶的催化机制包括翻转型（inverting）与

保留型（retaining）。其中保留型为双向机制，在

催化糖苷键水解的同时，还具有转糖基活性。利用

糖基转移酶的活性可以合成新的糖苷键，具有一定

的应用价值。研究发现，一些GH85 ENGase经定点

突变后（如N171A Endo A［41］与N175A Endo M［42］），

水解活性降低，转糖基活性显著升高。但也有发

现，一些位点突变后 （如 Y205F Endo A［43］ 与

Y217F Endo M［42］），不仅能保留水解活性，还能

提高转糖基活性。更有趣的是，虽然 GH18 

ENGase只有水解活性，但在晶体结构解析和定点

突变研究的过程中，也发现了它们具有转糖基的能

力，例如D233A /D233Q Endo S［44］。

2.4　ENGase的结构

GH18 ENGase 与 GH85 ENGase 具有相似的

（β/α） 8-TIM 桶结构，但活性位点略有不同。

GH18 ENGase的活性位点是谷氨酸（Glu）和天冬

氨酸（Asp），GH85 ENGase 的活性位点是谷氨酸

（Glu）和天冬酰胺（Asn）（图 3）。在上百种已进

行了酶学表征的ENGases中，仅有少部分获得了晶

体结构，hENGase的结构也未得到解析。本课题组

已构建 hENGase原核表达体系，并验证了酶活性，

此外，还通过 AlphaFold2 预测了 hENGase 的三维

结构，并且通过同源建模与多序列比对，预测并验

证了 hENGase的催化活性位点，为筛选ENGase抑

制剂奠定了基础（待发表）。

0.556

77&7"T�9 (Flavobacterium meningosepticum) Endo F3

6&	*9 (Streptococcus pneumoniae) Endo D

	+8�9 (Arthrobacter protophormiae) Endo A

����9 (Bacteroides thetaiotaomicron)  Endo BT1044

	7K*9 (Streptococcus pyogenes serotype M1) Endo S

77&7"T�9 (Flavobacterium meningosepticum) Endo F1

��	!�9 (Bifidobacterium infantis ATCC 1569) Endo BI-1

=<9 (Cordyceps militaris)  Endo CoM

77&7"T�9 (Flavobacterium meningosepticum)  Endo F2

?,KM9 (Streptomyces plicatus)  Endo H

HJ9 (Flammulina velutipes)  Endo FV

G"�M (Trichoderma reesei)  Endo T

�5�G! (Ogataea minuta)  Endo Om

�
"M (Mucor hiemalis) Endo M

&-Q�9 (Coprinopsis cinerea) Endo CC1

�8�< (Penaeus monodon) PmENGase

/�L�4< (Caenorhabditis elegans)  Endo CE

+9 (Solanum lycopersicum)  Endo LE

"0 (Oryza sativa)  ENGase

�	8 (Arabidopsis thaliana)  ENGase85B 

�	8 (Arabidopsis thaliana)  ENGase85A 

�= (Drosophila melanogaster)  ENGase

'�(> (Xenopus tropicalis)  engase

�PR (Danio rerio)  engase

�U (Mus musculus)  Engase

( (Bos taurus)  ENGASE

U)) (Pan troglodytes)  ENGASE

� (Homo sapiens)  ENGase

GH18

GH85

GH18

GH85

49

-9

49

-9

E+

4<

�(

�<

��2

R2

���(

0.788

0.3740.352

0.862

0.604

0.376
0.956

0.972
0.778

0.504

0.868

0.624

0.902

0.336

0.998

0.886

0.33

0.394

0.624

0.836

1

1

1

1

Fig. 1　A phylogenetic tree of ENGase（nodes whose bootstrap above 0.33 are indicated by values）
图1　ENGase的进化树（可信度高于0.33的分支用数值表示）
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3　ENGase的生物学功能研究

3.1　细菌ENGase
2007 年 Sharma 等［45］ 发 现 ， 原 生 节 杆 菌

（Arthrobacter protophormiae） RKJ100 菌株可耐受

高浓度 （高达 300 mmol/L） 的邻硝基苯甲酸酯

（O-nitrobenzoate，ONB） 的表型；2014 年 Pandey

等［46］ 用转座子突变筛选得到了 ONB 敏感株

TM21。在高 ONB 条件下，RKJ100 菌体发生高渗

应激形变，但该表型在 TM21 株中消失。在 12% 

NaCl高盐条件下观察到类似现象，提示TM21株中

发生了高渗应急机制突变。序列对比分析发现，

TM21 株中的转座子破坏了 ENGase，酶学分析证

实，ENGase的转糖基活性丧失。早期研究显示［47］，

不同革兰氏阴性菌在暴露于渗透压休克后，游离寡

糖水平随之变化。因此，ENGase可能是通过水解

活性改变RKJ100菌体对高浓度ONB/NaCl的抗性。

3.2　真菌ENGase
里氏木霉 （Trichoderma atroviride） 是一种根

部寄生真菌，可用于病原真菌的生物防治。里氏木

霉表达两个ENGase，分别是Eng18A（Endo T）与

Eng18B。2012 年 Dubey 等［48］ 构建了 ΔEng18B 敲

除株，与野生型（WT）相比，敲除ΔEng18B不会

影响 ENGase 的酶活性，这可能是因为 Eng18A 的

存在。此外，他们还观察到一些 ΔEng18B 敲除株

与生长发育相关的表型。例如，生长速率显著降

低，在某些条件培养基上菌落形态发生明显变化、

分生孢子形成率提高。在细胞壁压力条件下（补充

有 1 mol/L NaCl或 0.025% SDS），ΔEng18B敲除株

具有较高的生长速率，增强了对非生物胁迫的抵抗

力，这些表型的共同点是由于细胞壁功能改变所产

生的。此外，他们还发现 ΔEng18B 敲除株在液体
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Fig. 2　Schematic diagram of ENGase enzyme activity reaction （take glycoprotein as an example）
图2　ENGase酶活性反应示意图（以糖蛋白为例）

Fig. 3　Structure of ENGase
图3　ENGase的结构

（a）GH18 Endo H（PDB：1EDT）；（b）GH85 Endo A（PDB：3FHQ）。蓝色为α螺旋，紫色为β折叠，黄色氨基酸为水解活性催化位点，红

色氨基酸为转糖基活性关键位点。
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培养基中利用几丁质的能力减弱，对某些病原真菌

（Botrytis cinerea）的拮抗能力下降。

3.3　拟南芥ENGase
拟南芥（Arabidopsis thaliana）有两个功能性

ENGase 基因，分别是 AtENGase85B （At3g11040）

和 AtENGase85A （At5g05460）。 研 究 发 现 ，

AtENGase85A只在茎中表达。单独敲除AtENGase85A

或AtENGase85B，没有发现明显的表型。在双突变

体中，检测不到还原端带有一个GlcNAc的游离寡

糖，且高甘露糖型游离 N-糖链 （还原端有两个

GlcNAc）的积累［26，49］表明ENGase可作用于游离

聚糖。

2013 年 Kim 等［50］检查了两种拟南芥 ENGase

的突变体对TGG1和TGG2 （两种硫代葡萄糖苷葡

萄糖水解酶） 的 N-GlcNAc 修饰的影响，发现      

N-GlcNAc 单糖修饰的 TGG2 在 AtENGase85A 单突

变体中显著减少，在双突变体消失。而N-GlcNAc

单糖修饰的 TGG1 在任何突变体中均未受影响。

TGG2 的数据支持 ENGase 水解糖蛋白上的聚糖并

产生单一 N-GlcNAc 修饰的蛋白质，TGG1 的结果

则提示，细胞中的ENGase有底物特异性，并不是

所有的糖蛋白都是适合的底物。

3.4　番茄ENGase
1998 年 Kimura 等［51］ 对番茄 ENGase （Endo-

LE）进行了底物特异性分析，发现其最佳作用底

物是GN2-M6-PA和GN2-M5-PA，但不能水解植物中

广泛存在的含木糖的N-糖链。Kimura等［25，52］以番

茄为模型研究了植物ENGase的产物对果实成熟的

影响。他们发现，游离N-糖链的含量随番茄的成

熟而提高，其中GN1-M8与GN1-M9的含量较高，同

时还发现在果实成熟过程中番茄ENGase活性相对

稳定。2022 年他们利用 CRISPR/Cas9 构建了番茄

ENGase的敲除株（Δeng），并分析了Δeng敲除株

游离高甘露聚糖的结构［53］。结果显示，Δeng敲除

株中的结构是 GN2-fOSs，而不是 GN1-fOSs，但他

们始终未能阐明带有一个GlcNAc的高甘露糖型结

构在番茄果实成熟中的作用。

早期研究发现，游离N-糖链在植物细胞中以

微摩尔浓度普遍存在，并被推测对植物细胞分化或

生长具有重要意义［54］。虽然诸多植物来源的

ENGase不能酶切含木糖的N-糖链，提示着植物来

源的ENGase不太可能直接参与植物带有木糖的复

合型 N-糖蛋白/糖肽产生 GN1-fOSs，但由 ENGase

作用产生的GN1-fOSs对植物生长发育、分化、适

应及其他生理现象的作用值得深入研究。

3.5　线虫ENGase
秀丽隐杆线虫的 ENGase （Eng-1 或 Endo-CE）

底物特异性研究［22］表明，该酶更倾向于水解高甘

露糖型的寡糖链。为阐明线虫 fOSs 的降解途径，

Kato 等［55-56］进一步分析了线虫 fOSs 的分子结构，

发现在野生型线虫中，主要组分是 GN1-fOSs，而

在 ΔEng-1 敲除株中 （tm1208） fOSs 的总量降低，

GN2-M5到GN2-M9的相对含量显著增加。研究还发

现，因线虫缺失胞质中的α甘露糖苷酶（MAN2C1），

与其他物种不同，GN1-M8 的 fOS 底物不经加工，

直接进入顺式高尔基体，经 α-1,2甘露糖苷酶处理

后形成不含有α-1,2-连接的GN1-M5的游离寡糖链。

为进一步确认 fOSs 是通过 ER-高尔基体产生

的，Kato等还分析了高尔基体α甘露糖苷酶 II缺陷

型线虫（tm1078）的 fOSs。结果表明，突变体线

虫中，检测到了带有非还原端 GlcNAc 的 fOSs

（GN1-M5-GN1），提示在线虫中N-糖蛋白可能会在

高尔基体中进行加工和降解。研究以细胞质 fOSs

分析的结果推论，高尔基体中可能也有糖蛋白质量

控制的存在。

3.6　果蝇ENGase
ENGase 的 酶 切 产 物 之 一 ， 是 带 有 一 个           

N-GlcNAc 的蛋白质。细胞内 N-GlcNAc 蛋白的聚

集，可能会影响蛋白上 O-GlcNAc 信号。2022 年

Na等［57］在利用果蝇肠道研究成体干细胞增殖和分

化时，研究了干细胞内PNG1（NGLY1同源蛋白）、

OGT （O-糖基转移酶）及ENGase等胞质酶之间的

相互作用，以及互作与维持肠道稳态之间的关系。

他们发现，在肠道干细胞 （intestinal stem cells，

ISCs） 中 特 异 性 敲 降 PNG1/OGT 的 果 蝇 中 ，

ENGase表达升高，ISCs增殖减速。在用雷贝拉唑

抑制ENGase的活性后，ISCs增殖增加［58］。结果提

示，果蝇肠道干细胞中 ENGase 的表达，受 PNG1

和OGT途径调节，胞内ENGase活性的高低与干细

胞稳态相关。

3.7　虾ENGase
研究表明，糖蛋白上的N-聚糖在病毒蛋白和

病毒成熟过程中都发挥着重要的作用［59］。虾白斑

综合症病毒 （white spot syndrome virus，WSSV）

感染可导致虾大量死亡。生物信息预测WSSV一些

包膜蛋白上有N/O-糖基化修饰位点，但早期研究

并没有检测到相应的蛋白质糖基化修饰［60-61］。2009

年 Zhao 等［62］ 发现来自虾的新型 C 型凝集素 1   
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（C-type Lectin from the shrimp Litopenaeus 

vannamei，LvCTL1）具有抗 WSSV 的活性。由于

凝集素是通过识别聚糖分子起效，Huang等［63］推

测了 WSSV 在病毒成熟过程中同时发生了蛋白质

的糖基化和去糖基化反应，以逃逸宿主免疫防御

系统。

2020年Huang等［63］证实了去糖基化可能是由

ENGase发挥作用的。他们发现，在WSSV感染的

斑节对虾 （Penaeus monodon） 中 PmENGase 表达

上调。在WSSV攻击试验中，发现PmENGase沉默

表达后，虾的累积死亡率和病毒拷贝数显著降低，

表明PmENGase在WSSV复制过程中发挥了一定的

作用。谷胱甘肽 -S-转移酶融合蛋白沉降技术

（glutathione-S-transferase-pull down， GST-pull 

down） 和 免 疫 共 沉 淀 （co-immunoprecipitation，

Co-IP） 实验显示 PmENGase 与 WSSV 包膜蛋白

VP41B有相互作用。这提示，PmENGase除了去糖

基化酶的活性，在 WSSV 的感染过程中还发挥着

其他的作用。

3.8　鼠ENGase
2006年Chalkley等［64］用电子转移解离质谱分

析了鼠突触 O-糖肽，报告了 67 个 GlcNAc-糖肽。

2013 年 Trinidad 等［65］ 表征了鼠突触体中的 N-糖

肽，发现了大量 Engase 的产物，即带有一个

GlcNAc的N-糖肽。这个结构占检测到的N-糖肽的

32%，提示Engase反应在细胞内是一个常态现象。

为评估 Engase 是否直接参与去糖基化，2015

年Suzuki实验室［66］在Ngly1-/- Engase-/-双敲除的小

鼠胚胎成纤维细胞（MEF cell）中共表达了Engase

及Ngly1的报告底物（RTAΔm）。研究发现，Ngly1

缺失可导致Engase底物的积累，共表达Engase后

可检测到反应产物的贮积。此外，他们还分析了敲

除小鼠MEF细胞中 fOSs结构和含量［67］，结果与秀

丽隐杆线虫中 ΔEng-1 敲除株基本一致［55］，证明

Engase 催化了胞质 GN2-fOSs 向 GN1-fOSs 型的转

化。在Engase-/- MEF细胞中，发现胞质 fOSs主要

由GN2-M8与GN2-M9组成，表明Man2C1催化的甘

露糖水解受阻。这一结果与Man2C1在体外对GN1-

fOSs 表现出比 GN2-fOSs 更高的底物特异性相一

致［68-69］。这更进一步证实，Engase 是哺乳动物细

胞中甘露糖苷酶作用的先决条件。

2017年Suzuki 实验室［70］发现，Ngly1-/-会导致

小鼠胚胎致死，Ngly1-/- Engase-/-可以降低胚胎致

死率。根据以上研究，他们提出了“N-GlcNAc毒

性假说”，即Engase在细胞质中切割错误折叠的糖

蛋白上的聚糖后形成的N-GlcNAc蛋白产物，过量

时可以某种方式对小鼠产生有害影响。例如，蛋白

质上的 N-GlcNAc 可诱导聚集体，或干扰细胞质      

O-GlcNAc 信号传导。2020 年，他们对胞质 N/O-

GlcNAc 糖肽进行了综合分析［71］，发现在 Ngly1-/-

细 胞 中 的 N-GlcNAc 蛋 白 水 平 大 幅 增 加 ， 而          

O-GlcNAc 蛋白没有显著变化，但在 Engase-/-或
Ngly1-/- Engase-/-细胞中N-GlcNAc蛋白很少，这表

明 胞 质 Engase 负 责 N-GlcNAc 蛋 白 的 形 成 。         

N-GlcNAc蛋白的过量形成部分解释了NGLY1缺陷

的发病机制。2022年Mueller等［72］利用Ngly1缺陷

鼠模型和患者样本，确认N-GlcNAc蛋白是NGLY1

缺陷的主要代谢组学特征和生物标志物。

3.9　人ENGase
诸多哺乳动物的研究呈现的间接证据表明，还

原端单一GlcNAc的游离寡糖（GN1-fOSs）可以通

过ENGase的水解反应直接从糖蛋白中释放，但是

哺乳动物ENGase在 fOSs代谢过程中的作用尚不明

确。2010年Chantret等［73］研究了NGLY1 （酵母中

命名为 png1）和 hENGase在 fOSs代谢过程中的作

用时发现，hENGase能够在Δpng1的酿酒酵母中，

降解因基因敲除而积累的错误折叠糖蛋白上的糖

链，并且获得了该酶在HepG2 细胞中去糖基化功

能的直接证据，证明了 hENGase 可能在胞质 fOSs

向溶酶体的转运过程中起着重要作用。

2018 年 Relic 等［74］发现，饥饿可诱导增强滑

膜成纤维细胞中 hENGase 的合成或降解。为了测

试饥饿对去糖基化反应的可能影响，在存在或不存

在血清以及不同蛋白酶抑制剂MG132浓度的情况

下培养滑膜成纤维细胞。然后通过蛋白质印迹测试

细胞提取物中的 hENGase，结果表明，细胞内

hENGase的含量在饥饿条件下降解，降解过程可被

蛋白酶抑制剂MG132及回补血清阻断。

癌症疫苗接种可引发针对细胞表面特定聚糖或

蛋白质表位的免疫反应。移植至裸鼠的肿瘤细胞经

产气荚膜梭菌内切-β-半乳糖苷酶［75］处理后，会导

致移植细胞的生长抑制，这可能是由于宿主存在识

别经酶处理后暴露在细胞表面的GlcNAc残基被免

疫系统识别所致。因此推测，末端GlcNAc残基可

以被用作“抗肿瘤抗原”［76-77］。为验证这一假设，

Watanabe 等［78］ 使用 hENGase 转染小鼠黑色素瘤

B16细胞进行移植实验后发现，过表达hENGase的

重组B16细胞表面的GlcNAc残基量是其亲代细胞
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的3倍，移植肿瘤的大小是野生型移植细胞的1/10

左右。hENGase在实体B16黑色素瘤肿瘤细胞中的

高表达，可对肿瘤形成进行有效抑制。这一结果提

示hENGase可能与肿瘤的发生和基因治疗相关。

不同物种ENGase的研究显示，ENGase的生物

学功能呈多样性。目前尚未观察到ENGase为必需

基因的表型，提示ENGase的主要功能，可能是分

化调节及对营养、压力和病原体等不同环境因子的

适应。

4　ENGase的应用

4.1　ENGase与营养健康

母乳是婴儿生长发育的最佳营养源。人母乳中

最重要的营养组分主要有高度多样化的人母乳低聚

糖 （human milk oligosaccharides，HMOs） 和乳蛋

白。其中HMOs的浓度和组分结构受泌乳阶段和母

体遗传因素的影响［79-80］。目前Li等［81］已建立在短

时间内准确定量23种复杂HMOs的方法学。HMOs

在小肠中不能被直接消化吸收，但在到达结肠后会

被益生型双歧杆菌发酵，从而改善婴儿肠道微生

态［82-83］。此外，70% 乳蛋白是糖蛋白，其 N-聚糖

链也可以被肠道微生物利用，产生乳酸盐、乙酸盐

等 酸 性 物 质 ， 调 节 肠 道 pH， 减 少 致 病 菌 的

定殖［83-85］。

婴儿肠道菌群中双歧杆菌和拟杆菌占比较高，

链球菌和肠球菌占比较低［82，86］。与其他来源的

ENGase 相 比 ， 分 离 自 婴 儿 双 歧 杆 菌

（Bifidobacterium infantis ATCC 15697）的Endo BI-1

具有两个特点。首先，它的酶活性不受核心岩藻糖

的影响；其次，它具有很强的耐热性，在 95°C的

条件下也可以保持很好的活性［28］。经Endo BI-1水

解释放的N-聚糖链还能刺激婴儿双歧杆菌的生长，

是一种新型益生元底物［87］。母乳喂养婴儿的肠道

微生态研究发现，Endo BI-1 在婴儿双歧杆菌

EVC001 定植过程中有活性［88］。因此，Endo BI-1

是一种很有前景的功能酶，可能用于食品的

添加［89-90］。

4.2　ENGase与感染免疫

化脓性链球菌是最常见的人类病原体之一，其

感染可引起咽炎、猩红热或严重的侵袭性等疾病 ，

目前仍在进行疫苗开发等转化研究［91］。该菌表达

了多种可逃避宿主免疫的毒性因子，其中的Endo S

可特异性水解IgG上的N-糖链［92］。研究发现，Endo S

去除N-糖链后，抗体Fc区的结构从开放趋向封闭，

与 FcR III 的亲和力降低［93］。IgG 与 FcR 的结合被

弱化后，调理吞噬杀死细菌的能力会降低，可提高

化脓性链球菌在离体人体血液中的存活率。IgG1 

Fc与Endo S复合物的冷冻电镜结构建立了Endo S

识别和 IgG 抗体的特异性去糖基化机制［94］。这种

机制的建立，为治疗免疫系统疾病打开了一个新的

窗口。粪肠球菌的Endo E是一个多结构域的糖苷

酶，有GH20和GH18两个结构域。GH20结构域具

β -1, 2-N- 乙酰葡糖胺酶活性， GH18 结构域具

ENGase活性，底物包括高甘露糖型及复合型N-糖

链。两个糖苷水解酶可以协同方式水解 IgG 上的  

N-糖链，可在糖链代谢和免疫逃避中发挥双重

作用［95-96］。

猪链球菌血清型 2 （SS2）强毒株感染可导致

败血症。Ma等［97］发现，SS2强毒株在猪血清中的

增殖能力明显高于低毒株，并在SS2的基因组中找

到了一个载有Endo SS的插入序列。表明该酶可能

特异性地助长了细菌在宿主血清中的增殖。随后他

们全面分析了该酶在剪切高甘露糖型糖蛋白、血清

中细菌的生长及致病性方面的作用。研究发现，

Endo SS特有的N-聚糖降解系统可提高SS2在血清

中的碳源摄取，是全身感染期间最佳定植和完全毒

力所必需的，提示 Endo SS 是一个潜在的治疗靶

点。此外，Robb等［98］报道了肺炎链球菌的毒力与

Endo D的活性相关，Endo D有助于肺炎链球菌的

生长与毒力。

4.3　ENGase与罕见病治疗

研究表明［70］，Engase缺失可以降低Ngly1缺陷

小鼠的致死率，可以作为NGLY1-CDDG基因治疗

的潜在靶点。2017 年 Bi 等［58］根据 Endo A 的晶体

结构，与 hENGase同源比对，使用 FDA批准药物

的数据库，构建了 hENGase的虚拟药物筛选模型。

在第一轮筛选到的 13种药物中，质子泵抑制剂兰

索拉唑被确定为潜在的 hENGase 抑制剂。随后，

他们继续测试了另外 7种质子泵抑制剂，有 4种显

示出抑制活性，其中雷贝拉唑的抑制效果最好。根

据分子相互作用，他们发现咪唑环和吡啶环在药

物 -酶的结合能力上发挥着重要的作用。虽然

Engase缺失是如何影响Ngly1缺陷小鼠表型的问题

目前没有很好的解释，但首次发现 hENGase 小分

子抑制剂可能可用于NGLY1-CDDG的治疗，这是

一个非常好的起点，拓宽了研究者的思路和研究方

法，充分利用天然单体或化合物库，可能得到更广

谱更高效的药物治疗罕见病。



芦鑫荣，等：N-乙酰氨基葡萄糖苷内切酶的功能与机制2024；51（5） ·993·

4.4　ENGase与合成生物学

利用ENGase的水解酶与转糖基酶活性，可合

成均一糖链的糖肽和糖蛋白。2006 年 Makimura

等［99］利用 Endo M 的转糖基活性，将从天然卵黄

蛋白制备的带有唾液酸的糖链转移到 p-CHOPh-

GlcNAc上，合成了流感病毒血凝反应抑制剂，其

对流感病毒血凝的抑制活性比卵黄唾液酸糖肽高

40倍，比胎球蛋白高300多倍。根据蛋白质上糖链

糖型的不同，RNase可以被分为RNase A （无糖基

化）、RNase B（高甘露糖型）和RNase C（复合型

糖 型） 3 个 亚 型［100］。 2010 年 Huang 等［101］ 以

RNase B和含有唾液酸糖链的恶唑啉为底物，利用

Endo A 与 N175A Endo M 的酶活性进行一锅式反

应，合成了 RNase C，实现了 RNase B 到 RNase C

的糖型转换，得率高达 70%。 2016 年 Priyanka

等［102］用 RNase B 和恶唑啉 13 为底物，用 Endo A

催化合成了带有 6-磷酸甘露糖的糖蛋白（M6P）。

利用 6-磷酸甘露糖受体（M6PR），可帮助蛋白质

进入溶酶体，用于溶酶体贮积症的治疗。

抗体糖链的改造是 ENGase 的一大应用［103］，

目前使用的主要是Endo S及其突变体。研究证明，

IgG Fc区的N-糖链结构与 IgG的功能相关：糖链末

端的 α -2, 6- 唾液酸是人静脉注射免疫球蛋白

（intravenous immunoglobulin， IVIG） 的活性成分

之一，具有抗炎作用；核心岩藻糖会阻碍 IgG 与

FcγIIIa 受体的结合，调控抗体依赖性细胞毒性

（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity，

ADCC）［104］。 2012 年 Huang 等［44］ 首先通过 WT 

Endo S 与 D233Q Endo S、D233A Endo S，两步反

应实现了利妥昔单抗的去糖基化-再糖基化的改造，

获得了高抗炎（完全唾液酸化糖型）与高 ADCC

（非岩藻糖基化糖型）的单抗。此外，他们还发现

Endo S能够选择性水解 IVIG Fc区上的糖链，其产

物经D233Q Endo S催化反应合成了完全唾液酸化

的 IVIG （图 4）。利妥昔单抗的重塑开启了糖工程

应用的新领域和新平台，为开发治疗肿瘤、自身免

疫性疾病和传染病的抗体及抗体偶联药物创造了更

多的可能性。

5　展 望

糖链是与核酸和蛋白质相似的第三条生命链，

参与了包括细胞识别、免疫应答、肿瘤发生发展等

生命活动。本文认为，糖链的主要功能是生物快速

识别 （biological quick recognition，BioQR） 或生

物二维码。本课题组的前期研究表明，糖链信号与

过敏［105-109］及CDG相关［110-111］，血清N-糖链图谱可

表征衰老状况和肝纤维化等生理病理过程［112］。利

用ENGase，可在体内外进行蛋白质和细胞的糖链

编辑［113］，在糖链结构解析、抗体偶联药物的开

发、靶向肿瘤治疗、CDG药物靶点等糖生物及糖

工程领域有着很好的应用前景［114-115］。虽然ENGase

的研究仍存在不明确的地方，但也提出了一些具体

且有趣的科学问题。例如，酿酒酵母为何不需要

ENGase？为何某些物种可以同时拥有多个ENGase

同功酶？ENGase在系统调控中的作用是什么？有

没有可同时水解动物、植物和昆虫底物的通用型

ENGase？ENGase相关的基础和应用研究进展，势

将推动糖生物学及糖组学的快速发展。
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Abstract　Endo-beta-N-acetylglucosaminidase (ENGase) is widely distributed in various organisms. The first 

reported ENGase activity was detected in Diplococcus pneumoniae in 1971. The protein (Endo D) was purified 

and its peptide sequence was determined in 1974. Three ENGases (Endo F1-F3) were discovered in 

Flavobacterium meningosepticum from 1982 to 1993. After that, the activity was detected from different species 

of bacteria, yeast, fungal, plant, mice, human, etc. Multiple ENGases were detected in some species, such as 

Arabidopsis thaliana and Trichoderma atroviride. The first preliminary crystallographic analysis of ENGase was 

conducted in 1994. But to date, only a few ENGases structures have been obtained, and the structure of human 
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ENGase is still missing. The currently identified ENGases were distributed in the GH18 or GH85 families in 

Carbohydrate-Active enZyme (CAZy) database. GH18 ENGase only has hydrolytic activity, but GH85 ENGase 

has both hydrolytic and transglycosylation activity. Although ENGases of the two families have similar (β/α)8-

TIM barrel structures, the active sites are slightly different. ENGase is an effective tool for glycan detection and    

glycan  editing.  Biochemically,  ENGase  can  specifically  hydrolyze  β-1,4  glycosidic  bond  between  the  two   

N-acetylglucosamines (GlcNAc) on core pentasaccharide presented on glycopeptides and/or glycoproteins. 

Different ENGases may have different substrate specificity. The hydrolysis products are oligosaccharide chains 

and a GlcNAc or glycopeptides or glycoproteins with a GlcNAc. Conditionally, it can use the two products to 

produce a new glycopeptides or glycoprotein. Although ENGase is a common presentation in cell, its biological 

function remains unclear. Accumulated evidences demonstrated that ENGase is a none essential gene for living 

and a key regulator for differentiation. No ENGase gene was detected in the genomes of Saccharomyces 

cerevisiae and three other yeast species. Its expression was extremely low in lung. As glycoproteins are not 

produced by prokaryotic cells, a role for nutrition and/or microbial-host interaction was predicted for bacterium 

produced enzymes. In the embryonic lethality phenotype of the Ngly1-deficient mice can be partially rescued by 

Engase knockout, suggesting down regulation of Engase might be a solution for stress induced adaptation. 

Potential impacts of ENGase regulation on health and disease were presented. Rabeprazole, a drug used for 

stomach pain as a proton inhibitor, was identified as an inhibitor for ENGase. ENGases have been applied in vitro 

to produce antibodies with a designated glycan. The two step reactions were achieved by a pair of ENGase 

dominated for hydrolysis of substrate glycoprotein and synthesis of new glycoprotein with a free glycan of 

designed structure, respectively. In addition, ENGase was also been used in cell surface glycan editing. New 

application scenarios and new detection methods for glycobiological engineering are quickly opened up by the 

two functions of ENGase, especially in antibody remodeling and antibody drug conjugates. The discovery, 

distribution, structure property, enzymatic characteristics and recent researches in topical model organisms of 

ENGase were reviewed in this paper. Possible biological functions and mechanisms of ENGase, including 

differentiation, digestion of glycoproteins for nutrition and stress responding were hypothesised. In addition, the 

role of ENGase in glycan editing and synthetic biology was discussed. We hope this paper may provide insights 

for ENGase research and lay a solid foundation for applied and translational glycomics.
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