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海洋来源硫酸软骨素降解酶的研究进展
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摘　要：硫酸软骨素作为糖胺聚糖的一类，广泛分布于细胞膜表面及细胞基质中，参与了一系列生理和病

理过程。硫酸软骨素的功能多样性与其结构多样性密切相关，而硫酸软骨素降解酶在硫酸软骨素 / 硫酸皮

肤素构效关系研究中发挥了重要作用。该文结合笔者工作，全面阐述了目前商品化硫酸软骨素降解酶的种类、

作用机制，以及近期在海洋细菌中发现和鉴定的硫酸软骨素降解酶。最后，对海洋来源硫酸软骨素降解酶

进行了展望。
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Research progress in chondroitinase from marine bacteria
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Abstract: As a class of glycosaminoglycans, chondroitin sulfate is widely distributed on the cell membrane surface 
and in the cell matrix, and participates in a series of physiological and pathological processes. The functional 
diversity of chondroitin sulfate is closely related to its structural diversity, and chondroitin sulfate-degrading 
enzymes play a huge role in the study of chondroitin sulfate/dermatan sulfate structure-activity relationship. This 
paper comprehensively illuminates the types and mechanisms of commercial chondroitin sulfate-degrading enzymes 
and the chondroitin sulfate-degrading enzymes recently discovered and identified in the marine bacteria. Finally, the 
marine source enzymes are prospected.
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糖胺聚糖 (glycosaminoglycan, GAG) 又称为黏

多糖，是由重复二糖单位组成的酸性直链多糖，主

要包括透明质酸 (hyaluronic acid, HA)、肝素 / 硫酸

乙酰肝素 (heparin/heparan sulfate, Hep/HS)、硫酸软

骨素 / 硫酸皮肤素 (chondroitin sulfate/dermatan sulfate, 
CS/DS) 和硫酸角质素 (keratan sulfate, KS)( 图 1)。
GAG 广泛存在于动物细胞表面及细胞基质中 [1-4]，

除 HA 外，在动物体内常常以蛋白聚糖的形式存在，

并通过与一系列特殊蛋白结合参与神经系统发育 [5-7]、

组织形态发生 [8]、细胞分裂 [9-10]、炎症 [11]、肿瘤发

生发展 [12-14] 和病毒侵染 [15-17] 等多种生理和病理过

程。作为 GAG 的主要种类，CS 是由 D- 葡萄糖醛

酸 (GlcA) 和 N- 乙酰氨基半乳糖 (GalNAc) 经 β-1,3-
糖苷键组成的二糖单位经 β-1,4- 糖苷键重复组成的

直链多糖。在生物合成过程中，在各种修饰酶的作

用下 CS 链变得异常复杂，主要包括：GlcA 在 C5
差向异构酶的作用下，转变为 L- 艾杜糖醛酸 (IdoA)，
从而形成 DS 区 [18-19]。因此，CS 和 DS 常常同时存

在于一条糖链中，形成 CS/DS 杂合链。此外，

GlcA/IdoA 的 C2 或 C4 位及 GalNAc 的 C4 和 ( 或 ) 
C6 位的硫酸基团在硫酸基转移酶的作用下进行进

一步的硫酸化修饰 [10]，从而使得 CS/DS 糖链变得

更为复杂。依据硫酸化模式不同，CS 二糖单位又
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常分 O 单元 (GlcAβ1-3GalNAc)、A 单元 (GlcAβ1- 
3GalNAc(4S))、B 单元 (GlcA(2S)β1-3GalNAc(4S))、
C 单元 (GlcAβ1-3GalNAc(6S))、D 单元 (GlcA(2S)β1- 
3GalNAc(6S))、E 单元 (GlcAβ1-3GalNAc (4,6S))、K
单元 (GlcA(3S)β1-3GalNAc(4S))、L 单元 (GlcA(3S)
β1-3GalNAc(6S))、M 单元 (GlcA(3S)β1-3GalNAc (4,6S))、
T 单元 (GlcA(2S)β1-3GalNAc(4,6S)) 等 [20-22]。自然

界中大多数的 CS 主要是由 A 单元和 C 单元两种二

糖单位组成的，通常将以 A 单元为主组分的 CS 称

为 CS-A，如来自猪、牛、羊等软骨的 CS ；以 C 单

元为主组分的 CS 称为 CS-C，如来自于鲨鱼软骨的

CS。此外，对于一些富含稀有二糖单元的 CS，分

别依据所含的稀有二糖进行命名，如来自鲨鱼翅富

含 D 单元的 CS-D 和来自鱿鱼软骨的富含 E 单元的

CS-E 等。

CS/DS 的结构多样性是导致其功能多样性的主

要原因，高度复杂的糖链结构严重阻碍了 CS/DS 结

构和功能的研究。传统分析方法，如高分辨质谱、

磁共振等波谱技术在结构较为简单的 CS/DS 寡糖结

构研究中具有重要应用，但在分析复杂 CS/DS 多糖

和高相对分子质量寡糖时遇到了巨大的挑战。目前，

对于复杂 CS/DS 糖链结构和功能的分析主要通过酶

法降解和波谱分析相结合的方法，其中，CS/DS 特

异性降解酶发挥了至关重要的作用 [23-24]。此外，

CS/DS 降解酶在制备结构均一、活性确定、易于吸

收利用的高活性 CS/DS 寡糖，开发新型 CS/DS 寡

糖类药物及功能食品中也有重要应用。

作为生命的诞生和孕育之地，海洋覆盖地球表

面约 70% 的表面积，蕴含着丰富的海洋生物资源，

同时，它更在人类文明演变中扮演了极为重要的角

色。海洋动物是 CS/DS 的重要来源，五种商品化应

用的 CS/DS 中，有 3 种来自于海洋动物，它们分别

是来自于鲨鱼软骨的 CS-C、来自于鲨鱼翅的 CS-D
和来自于鱿鱼软骨的 CS-E。此外，近年来，本实

验室及其他研究小组还从各种海洋动物组织中分离

和鉴定了一系列含有特殊二糖单元，具有抗肿瘤、

抗凝血、抗病毒等多种生物活性的新型 CS/DS，包

括在鲨鱼、帝王蟹、海参、乌贼中发现的含有

GlcA 的 C3 位硫酸化二糖单位 K 单元和 L 单元的

CS，以及乌贼软骨中含有的 GlcA 的 C3 位硫酸化

和 GalNAc 的 C4 和 C6 位同时硫酸化的三硫酸化二

糖单位 T 单元和 M 单元的 CS[25-26]。结构丰富多样

的 CS/DS 在海洋中大量存在，预示着可以降解和利

用这些 CS/DS 的微生物在海洋中也必然存在，从而

参与海洋乃至地球碳循环和硫循环。因海洋具有特

殊的环境，参与海洋生物代谢过程的各种酶类在性

质、功能上与陆地生物有很大不同。开发海洋资源

并从海洋生物中筛选出具有特殊活性和应用价值的

酶类，成为海洋生物资源开发的重要方面。海洋生

物特别是海洋微生物是获取新型酶的重要资源，并

且这些海洋细菌新型酶逐渐应用于各行各业中 。本

文将对硫酸软骨素降解酶的主要类型和近期海洋细

菌来源硫酸软骨素降解酶的研究状况及发展趋势进

行综述，以期为相关研究提供参考和启示。

图1  不同种类糖胺聚糖多糖结构图
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1　硫酸软骨素降解酶分类

依据酶的降解机制，硫酸软骨素降解酶可分为

两类：真核生物来源的水解酶和原核生物来源的裂

解酶 ( 图 2)。依据硫酸软骨素降解酶与其他酶的氨

基酸序列相似度分析，水解酶属于多糖水解酶家族

(glycoside hydrolase, GH)[27]，通过水解机制切割糖

胺聚糖的糖苷键，并引入一分子水 [28] ；而裂解酶属

于多糖裂解酶家族 (polysaccharide lyase, PL)，通过

裂解机制降解己糖胺与己糖醛酸之间的糖苷键，并

在非还原端糖醛酸的 C4 和 C5 间脱去一分子水形

成不饱和双键，酶解产物在 232 nm 处有最大吸收，

可用于裂解酶裂解活性及寡糖产物的检测 [29]。

1.1　水解酶

由于历史原因，当前并没有酶被命名为硫酸软

骨素水解酶，真核生物来源的具有水解硫酸软骨素

能力的酶通常被归类于透明质酸水解酶家族。Stern 
和 Jedrzejas [30] 研究发现，绝大多数透明质酸水解

酶除了可以水解透明质酸，还可以以较低的速率水

解软骨素和低硫酸化硫酸软骨素。脊椎动物来源的

透明质酸水解酶除了具有水解 HA、CS 的活性，有

些还具有糖基转移酶活性 [31]。在人类基因组中发现

了 6 个疑似 HA 水解酶基因 [30,32]，包括 HYAL-1、 
-2、-3、-4 和 PH20 以及一个可以转录成 mRNA 却

不能翻译成蛋白的疑似基因HYAL-Phyal 1 (表1)[30]。

这 6 个基因中，HYAL-1、HYAL-2 和 PH20 研究较

为透彻。其中 HYAL-1 是一种存在于血清中的酶，

但是其在血清中的含量很低 (60 ng/mL) ；HYAL-1
可以随机地将高相对分子质量 HA 降解成低分子片

段，并最终降解成四糖 [30]。而 HYAL-2 只能将高

相对分子质量 HA 降解成约 20 kDa 大小的寡糖片

段。HYAL-2 和 PH20 是糖基磷脂酰肌醇 (glycosyl 
phosphatidyl inositol, GPI) 锚定蛋白，与卵子受精有

关 [33-35]。与其他 HA 水解酶相似，来源于人的 HA
水解酶也具有 CS 水解酶活性，甚至有些酶的 CS
降解活性大于 HA 降解活性。其中 PH20 的 CS 水

解活性小于 HA 水解活性，而 HYAL-1 的 CS 水解

活性明显大于 HA 水解酶活性 [36]。值得注意的是，

HYAL-4 是一个错误的命名，它能以水解的形式降

解 CS 却不能降解 HA，应该属于专一性 CS 水解

酶 [32,37-38]。关于水解酶催化机制的研究表明，人基

因组来源的水解酶的催化位点为 Glu，底物结合位

点为 Asp、Tyr 和 Trp[30]。值得注意的是，Cys263
参与了 HYAL-4 的底物与酶的结合，这也是为什么

HYAL-4 可以专一地结合软骨素并显示硫酸软骨素

降解酶活性 ( 表 2)[30]。

1.2　裂解酶

根据底物降解模式的不同，硫酸软骨素裂解酶

又分为内切酶和外切酶两种。内切型 CS/DS 裂解酶

图2  糖胺聚糖降解酶的底物降解模式
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通过随机切割 CS/DS 糖链内部的 β-1,4 糖苷键，先

产生大相对分子质量寡糖，再产生小相对分子质量

寡糖，最后产生二糖；而外切型 CS/DS 裂解酶在反

应过程中并不产生大分子寡糖中间产物，而是从糖

链的末端依次切割并释放不饱和二糖。实际上，和

其他多糖降解酶相似，内切型和外切型 CS/DS 裂解

酶常常同时存在于同一细菌的基因组中，并在 CS/
DS 降解过程中协同作用，这种现象是进化的结果，

以利于更加高效地降解和利用糖胺聚糖糖链。

依据作用底物的不同，硫酸软骨素裂解酶又分

为硫酸软骨素裂解酶 (chondroitinase, CSase) ABC、
AC 和 B 等类型 ( 表 1)。
1.2.1　硫酸软骨素裂解酶ABC (chondroitinase ABC, 
CSase ABC)

CSase ABC 是一种广谱性 CS/DS 降解酶，可

以彻底降解各种硫酸化模式的 CS/DS 及 HA，生成

相应的不饱和二糖终产物 ( 图 3)。商品化 CSase 
ABC 主要从发酵的 Proteus vulgaris 菌体纯化制得，

在早期研究中被认为是一个单一酶蛋白，但随着分

离纯化技术的进步，该酶被证明含有 CSase I 和 II
两个酶，其中 CSase ABC I 具有内切酶活性，可以

将 CS/DS 降解为不饱和四糖和二糖，而 CSase ABC 
II 是一个外切酶，可以从 CS/DS 糖链的非还原端依

次降解释放出不饱和二糖 [51]。值得注意的是，

CSase ABC I 的活性虽然很高，但并不能将 CS/DS
及 HA 彻底降解为二糖终产物，必须与 CSase ABC 
II 协同作用才可以将糖链完全降解。 此外，CSase 
ABC 类广谱性降解酶还在 Bacteroides thetaiotaomicron
等细菌中被发现和鉴定 [51]。CSase ABC 酶主要包含

两端的 β 折叠结构域以及中间的 α 螺旋结构域，而

其中 α 螺旋结构域是主要的催化区域。基于钙离子

结合机制，通过对 CSase ABC I 定点突变及结构模

拟分析发现，钙离子与 Asp442、Asp444 和 Tyr392
位点结合及底物与酶结合后，His501、Tyr508、Arg560
和 Glu653 参与底物裂解作用 [52-53]。同样，通过定

点突变实验推测 His454、Tyr461、Arg514 和 Glu628
为 CSase ABC II 的关键氨基酸位点 [54]。

1.2.2　硫酸软骨素裂解酶AC (chondroitinase AC, 
CSase AC)

虽然CSase AC与CSase ABC同属于 PL8家族，

但是，CSase AC 对于 GlcA 的差相异构现象十分敏

感，只能降解 HA、CS 以及 CS-DS 杂合链中的 CS
片段 [23,55]。目前，有两种 CSase AC 酶被商品化应用，

分别是来自于 Flavobacterium heparinum 具有内切

酶活性的 CSase AC I 和来自于 Arthrobacter aurescens
具有外切酶活性的 CSase AC II，其中后者的糖链切

割方向还有待进一步确定 [44,56]。在 CS/DS 结构分析

中，CSase AC I 常被用于糖胺聚糖混合物或 CS-DS
杂合链中 CS 选择性降解和定量分析，以及 CS/DS
杂合链中 DS 片段的选择性制备 [24,57] ( 图 3) ；而由

表1  硫酸软骨素降解酶的底物及反应特性

名称 底物 来源 降解类型 作用机制 参考文献

HYAL-1 HA和CS Human自身编码基因 水解 内切型 [39]
HYAL-4 CS Human自身编码基因 水解 内切型 [40]
PH20 HA和CS Human自身编码基因 水解 内切型 [41]
CSase ABC I HA、CS和DS Proteus vulgaris 裂解 内切型 [42]
CSase ABC II HA、CS和DS Proteus vulgaris 裂解 外切型(非还原端) [42]
CSase AC I HA 和CS Flavobacterium heparinum 裂解 内切型 [43]
CSase AC II HA和CS Arthrobacter aurescens 裂解 外切型(还原端) [44-45]
CSase B DS Flavobacterium heparinum 裂解 内切型 [43]
HCLase HA 和CS Vribro sp. FC509 裂解 内切型 [46]
HCLase Er HA 和CS Vribro sp. FC509 裂解 内切型 [47]
HCDLase HA、CS 和DS Vribro sp. FC509 裂解 外切型(还原端) [48]
CSase ABCAc HA、CS 和DS Acinetobacter sp. C26 裂解 内切型 [49]
ChoA1 HA和CS Arthrobacter sp. MAT3885 裂解 内切型 [50]

表2  与水解酶催化相关的关键氨基酸位点[30]

 Hyal-1 Hyal-2 Hyal-3 Hyal-4 PH-20
催化位点 Glu131 135 129 147 148
底物识别位点 Asp129 133 127 145 146
 Tyr202 206 202 218 219
 Tyr247 253 246 Cys263 264
 Trp321 327 319 339 339
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于 CSase AC II 具有的特殊外切酶活性，使其在 CS
寡糖测序中具有重要应用 [24]。CSase AC 酶主要包

含 N 端的 α 螺旋结构域和 C 端的 β 折叠结构域。

通过对 CSase AC I 和 DS/HA 寡糖的酶底物复合晶

体进行研究并结合点突变分析发现，His225、Tyr234、
Arg288 和 Glu371 参与了酶的催化，而 Arg292 虽然

没有直接参与催化过程但参与了 GalNAc 和硫酸盐

基的识别过程 [58-59]。

1.2.3　硫酸软骨素裂解酶B (chondroitinase B, CSase B)
CSase B 并不能降解 CS，而只能降解 DS 以及

CS/DS 杂合链中的 DS 片段，这与 CS-B 不是 CS 而

是 DS 相似 [60]。目前商品化的 CSase B 只有一种，

即来源于 Flavobacterium heparinum 具有内切活性

的 CSase B。与 CSase ABC 和 CSase AC 不同，CSase 
B 与大部分褐藻胶裂解酶一样属于 PL6 家族。定点

突变技术分析表明，Lys250、Arg271、His272 和

Glu333 参与了酶的催化 [61]。CSase B 作为 DS 专一

性降解酶，在 DS 的分析检测和构效关系研究中被

广泛应用 [24,55,62]( 图 3)。

2　海洋来源的新型硫酸软骨素降解酶

2.1　来源于Vribio sp. FC509的系列硫酸软骨素降

解酶

上述商品化硫酸软骨素降解酶全部来源于陆地

生物，并且数量和特异性远远达不到结构异常复杂

的硫酸软骨素的研究要求。虽然在海洋中存在有结

构多样的 CS，但是之前并没有相关酶类的报道。

直到 2014 年，本实验室在国际上首次展开了海洋

细菌来源的糖胺聚糖降解酶的筛选与鉴定，并从新

分离得到的海洋细菌 Vribio sp. FC509 中发现和鉴

定了一系列新型的硫酸软骨素降解酶，从而揭开了

海洋来源硫酸软骨素降解酶研究的序幕。

利用鲨鱼软骨来源的 CS-C 为唯一碳源，本实

验室从来自于青岛沿海的海泥中筛选得到了一株高

效降解多种多糖的降解菌。依据 16S rRNA 序列比

对，该多糖降解菌属于弧菌属，被命名为 Vribio sp. 
FC509。对该多糖降解菌进行基因组测序，得到 10
几个与 GAG 多糖降解相关的基因。以下是其中 3
个已鉴定的代表性新型硫酸软骨素降解酶 ( 表 1)。

HCLase 是第一个从海洋细菌中鉴定的硫酸软

骨素降解酶，可以特异性降解各种亚型的 CS 及

HA。氨基酸序列分析表明，HCLase 与其他已鉴定

的糖胺聚糖降解酶相似度很低，与其序列最相近的

是一种透明质酸酶，但相似度也只有 34%。基本酶

学特性分析表明：HCLase 具有广泛的温度和 pH 稳

定性，且表现出嗜盐特性，在 NaCl 浓度接近海水

浓度 (0.5 mol/L) 时显示最高活性，甚至在 1.0 mol/L
时仍有较高活性

[58]，这与其他许多来自海洋的酶类

具有相似性。该酶降解 CS 及 HA 的酶活是相应商

品化酶的数十至上百倍，在 CS 及 HA 寡糖的规模

图3  商品化降解酶的底物降解特性
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化生产中具有重要的应用价值；同时，在促进大分

子药物的透皮吸收和组织扩散中也具有良好的应用

前景。此外，值得注意的是，尽管 HCLase 能降解

各种类型的 CS，产生的主要产物为不饱和二糖，

但是，在降解 CS-C 和 CS-D 时发现了一个抗性四糖，

酶解测序表明该抗性四糖具有如下结构：∆HexUA1- 
3GalNAc(6S)1-4GlcA(2S)1-3GalNAc(6S)。从其结构

看，抗性四糖还原端二糖 (D 单元 ) 葡萄糖醛酸

2 位的硫酸化抑制了 HCLase 对 β1-4 糖苷键的切割。

催化机制初步研究表明，HCLase 对 CS 和 HA 糖链

的降解属于酸碱催化机制。

HCDLase 是第一个海洋细菌来源的 CS/DS/HA
外切酶，相对于硫酸化程度较低的 CS/DS/HA，

HCDLase 更趋向于降解高硫酸化的 CS，HCDLase
在降解 CS-E 时显示出了最高的活性。与其他外切型

糖胺聚糖降解酶相似，HCDLase 的活性容易受到温

度、pH 等的影响。降解模式研究表明，该酶从糖

链的还原端依次释放不饱和二糖，属于 CS/DS/HA
还原端外切酶。有趣的是，该酶在降解还原端氨基

苯甲酰胺 (2-AB) 荧光标记的寡糖时，可以降解 2-AB
标记的 CS，但不能降解 2-AB 标记的 DS 和非硫酸

化的 HA 和软骨素寡糖。HCDase 可以有效降解还

原端荧光标记 CS 糖链这一特性，在复杂 CS 糖链

的酶法测序中具有重要应用价值。在相关研究中，

本实验室已将该酶成功用于硫酸化 CS 八糖的 pmol
级的微量酶法测序，该方法较质谱和核磁共振法具

有简单、直接、需要样品量少、易于学习掌握、无

需昂贵的设备等优点。

HCLase Er 是一种内切型软骨素裂解酶，可以

有效降解除 CS-E 以外的各种 CS 亚型及 HA。研究

发现，该酶可以彻底降解 HA、CS-A、CS-C 和

CS-D，生成一系列不同硫酸化模式的不饱和二糖，

但在降解 CS-E 时产生了一系列不同聚合度的抗性

寡糖。通过对不同聚合度抗性寡糖的二糖组成分析

发现，抗性寡糖中 E-(GlcAβ1-3GalNAc(4,6S)) 的含

量较 CS-E 多糖显著提高。进一步对最小的抗性片

段即抗性四糖进行酶解测序发现，HCLase Er 的最

小抗性四糖为 ΔE-A、ΔE-C 和 ΔE-E。从这些抗

性结构看，抗性四糖非还原端的 E 单元抑制了

HCLase Er 对 β-1,4- 糖苷键的切割。这是首个被鉴

定的被 E 单元选择性抑制的硫酸软骨素降解酶。大

量研究表明，富含 E 单元的 CS-E 多糖及寡糖具有

多种生物学活性，在促进神经突触生长、抗病毒吸

附、抗肿瘤转移等方面具有重要应用前景
[14,63-64]。

而 HCLase Er 的发现，为 CS-E 的构效关系研究，

特别是富含 E 单元活性寡糖的选择性降解制备提供

了重要工具酶 [59]。

2.2　来源于其他海洋细菌的硫酸软骨素降解酶

来源于 Acinetobacter sp. C26 的 chondroitinase ABC 
(CSase ABCAc) 是由中国海洋大学江晓路课题组鉴

定的。该酶相对分子质量远小于其他的 CSase ABC，
虽然与 CSase AC 结构更相近，但是可以降解 DS。
CSase ABCAc 的基础酶学性质已有研究，但是关于

酶的底物特异性及内外切等作用机制并没有详细阐

明 ( 表 1)[61]。

来源于 Arthrobacter sp. MAT3885 的 ChoA1 可

以降解 CS 和 HA，不能降解 DS，是一种 CSase AC
酶。其中，天然纯化的酶 ChoA1N 降解 CS-C 产生

O 单元和 C 单元二糖，而基因重组的酶 ChoA1R 降

解 CS-C 仅仅产生 C 单元二糖。这可能是酶在不同

宿主表达时，其空间结构发生变化或发生糖基化修

饰而影响了酶对底物降解的特异性 [62]。关于此酶的

底物特异性、降解特点还需要进一步阐明 ( 表 1)。

3　硫酸软骨素降解酶的展望

总体来说，目前可利用的 CS 降解酶数量少、

底物选择性差、作用模式和机理研究欠缺。本实验

室已经成功地从海洋细菌中筛选鉴定了一系列在酶

学性质、酶活、底物特异性和催化模式上表现出一

系列独特性质的硫酸软骨素降解酶，这预示着海洋

微生物来源的硫酸软骨素降解酶不仅可以弥补目前

被广泛应用的陆地微生物来源硫酸软骨素降解酶的

不足，也为发现更多具有特异活性的硫酸软骨素酶

及其他糖胺聚糖降解酶提供了启示。此外，亟需在

发现和鉴定新型 CS 降解酶的基础上，对其底物识

别及催化机制进行深入探讨。总之，蕴含着丰富微

生物资源的海洋势必将成为新型糖胺聚糖降解酶发

现和研究的热点，也必将有力推动复杂糖胺聚糖的

结构和功能研究。
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