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口腔细菌表面糖苷酶的生物学功能研究*

FunctionalStudiesofGlycosideHydrolasesonOralBac灢
terialCellSurface
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摘要:口腔细菌是引起龋齿的关键因素。口腔细菌和黏附在牙齿表面的唾液大分子相互作用,在牙齿表面形成

早期牙菌斑生物膜,随后更多的细菌加入到生物膜中生长并最终导致龋齿和牙周炎等疾病。唾液为细菌的黏附

提供配体,为细菌的生长提供碳源和氮源,但是细菌如何利用以及利用哪些唾液大分子进行生长还不清楚。许

多口腔细菌细胞表面和细胞内有不同的糖苷酶水解糖链。本综述总结了笔者对口腔细菌的研究,揭示不同细菌

利用人的唾液生长的能力不同,有的生长良好,有的甚至不能单独在唾液中生长;而口腔共生菌Streptococcus

gordoniiDL1在唾液中生长良好是依赖于细菌表面的3个糖苷酶,它们捕食唾液中富含脯氨酸的糖蛋白的 N飊
糖链,是该细菌在唾液中生长关键的第一步;而且不同的糖苷酶对底物有严格的特异性,糖链只能被依次水解。

不同细菌表面有不同的糖苷酶,能够合作水解糖链从而在唾液中相互喂养并在牙齿表面共生,是笔者下一步的

研究方向。

关键词:牙菌斑暋口腔细菌暋糖苷酶暋富含脯氨酸的糖蛋白暋唾液
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Abstract:Oralbacteriaplayacriticalroleincausingdentalcaries.Thedevelopmentofearlier
dentalplaquehaslongbeenthoughttodependonbacterialgrowthandstickingtoteethsur灢
face,whichfurtherrecruitmorebacteriagrowinginbiofilm,andfinallyresultindentalcaries
andperiodontaldisease.Salivaprovidecarbonandnitrogensourceforbacterialgrowth.But
littleisknownabouthowdifferentoralbacteriautilizespecificsalivarycomponents.Manybac灢
teriahaveglycosidehydrolasesoncellsurfaceandinsidecells,whichcanhydrolyzeglycan.In
thisreview,therecentstudiesonoralbacteriaaresummarized.Wefindthatthegrowthofdif灢
ferentoralbacteriaintreatedsalivaisdifferent.Somebacteriagrowverywellandsomegrow
poorlyornogrowth.TheoralcommensalStreptococcusgordoniiDL1growwellinsaliva,and
thegrowthmaydependonanumberofglycosidehydrolases(GHs)includingthreecellwall飊
anchoredGHs(i.e.BgaA,StrH,EndoD).ThegrowthofS.gordoniiDL1insalivadependstoa
significantextentonthesequentialactionsofBgaAfollowedbyStrHandEndoDonN飊linked
glycansofPRG,whichappearstobeanessentialfirststepinsalivaryglycansforaging.The
glycosidehydrolasesonthesurfaceofdifferentbacteriamaycontributetothecross飊feedingand

commensalgrowth between bacteriaontooth
surface,whichwillbeournextresearchdirec灢
tion.
Keywords:dentalplaque,oralbacteria,glyco灢
sidehydrolases,basicproline飊rich glycopro灢
teins,saliva
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0暋引言

暋暋尽管人们的口腔卫生在近些年提高了,但是龋齿

和牙周病仍然是最常见的牙齿疾病,几乎每个成年人

都有。口腔细菌是引起龋齿的关键因素。在人的口

腔中大约有1000种细菌。口腔细菌和黏附在牙齿

表面的唾液大分子如糖蛋白、淀粉酶(Amylase)、凝
集蛋白(Agglutinin)等相互作用在牙齿表面形成早

期牙菌斑生物膜(DentalplaqueBiofilm),其中85%
的 早 期 细 菌 是 绿 色 链 球 菌 属 (Viridans
streptococcus) 的 4 种 细 菌 (Streptococcus
sanguinis,S.gordonii,S.oralis,S.mitis),5%是放

线菌(Actinomyces)[1飊3]。早期牙菌斑中的细菌再与

其 他 细 菌 (比 如 Fusobacterium,Actinomyces,

Veillonella)等相互黏附凝结增强了生物膜中细菌

的多样性,同时密切相关的细菌在牙齿表面大量生长

最终导致生物膜的成熟[4飊8]。牙菌斑生物膜中的细菌

能够发酵唾液中的糖产生有机酸从而在牙齿表面形

成一个酸性环境,导致牙釉质分解引起龋齿和牙周炎

等疾病。

暋暋在不加外源葡萄糖时,链球菌属和放线菌属的细

菌不能在唾液中单独生长[9]。但是,一个例外是S.
gordoniiDL1 能 够 在 25% 的 唾 液 中 生 长 到 107

CFU/mL[10]。此外,还 发 现 几 个 口 腔 细 菌 能 利 用

1%的猪胃粘蛋白(Mucin)和0.5%的酸性糖蛋白

(毩1飊 Acid glycoprotein) 生 长[11飊12]。 细 菌 S.
intermedius表面的多个糖苷酶和磷酸转移酶在粘蛋

白 MUCIN5B生长中发挥重要作用[13];S.oralis表

面的唾液酸糖苷酶移走酸性糖蛋白N飊糖链的唾液

酸使细菌生长[14];此外,不同口腔细菌能够相互合作

利用唾液粘蛋白共生[15]。这些发现表明在缺少外源

葡萄糖的情况下,细菌的生长可能是由于细菌捕食唾

液中糖链的结果,且与细菌的糖苷酶相关。但是很少

知道细菌如何捕食特定的唾液大分子糖链,不同细菌

如何相互喂养共生并影响牙菌斑生物膜的形成。

暋暋本综述总结了笔者对口腔细菌的研究,揭示细菌

的糖苷酶能依次水解唾液糖蛋白的糖链,释放的单糖

或糖链被细菌代谢,提供碳源和能源供细菌生长。不

同细菌有不同的糖苷酶,可能会帮助它们在唾液中相

互喂养得以共生。

1暋唾液蛋白

暋暋唾液蛋白的分泌是由神经系统控制,依赖于刺激

物的刺激。首先唾液腺体中的基因转录翻译成唾液

蛋白,然后进行翻译后修饰包括蛋白糖基化、磷酸化

和蛋白裂解。因此唾液蛋白往往是一些结构密切相

关的蛋白家族。此外,一旦唾液被分泌到并非无菌的

口腔环境中,唾液蛋白将被进一步修饰,导致蛋白裂

解、部分去糖基化及蛋白复合物的形成。唾液蛋白的

修饰发生在一个唾液被分泌和吞咽的动态环境中,因
此唾液蛋白组是高度变化的[16]。绝大多数唾液蛋白

都是糖蛋白如淀粉酶,粘蛋白,凝集子,富含脯氨酸的

唾液蛋白(PRP)和分泌型免疫球蛋白 A(sIgA)。唾

液中非糖基化的蛋白一般较小,如半胱氨酸蛋白酶抑

制剂 (cystatin),富酪蛋白 (statherin)和富组蛋白

(histatin)。唾液蛋白的糖基化即有 N飊糖基化也有

O飊糖基化[17飊19]。比如淀粉酶上有 Lewisx的糖链结

构,除了催化淀粉水解之外,淀粉酶能结合口腔细菌

S.gordonii、S.mitis和S.oralis,将它们黏附到牙齿

表面形成早期的微生物菌膜[1,20]。而富含脯氨酸的

唾液蛋白(PRB)是腮腺分泌最多的糖蛋白,分为碱性

PRB和酸性 PRB,它们的分子量从 39kDa到 89
kDa[20飊21]。PRB富含糖链因此被称为富含脯氨酸的

糖蛋白(PRG),几乎50%的 PRG 重量来自糖链,而
且绝大多数是 N飊糖链[22]。通过 NMR和质谱解析

了PRG的27种 N飊糖链结构,都富含岩藻糖,也有

一些含有唾液酸单糖[23]。PRG有 Lewisx和 Lewis
y的糖链结构,能结合各种细菌包括F.nucleatum,

S.mitis和S.sanguini[23飊26]。 而粘液糖蛋白(MG1/

MG2)由 颌 下 腺 和 舌 下 腺 大 量 分 泌。MG2 大 约

68%的重量来自糖链,且O飊糖链众多,已经鉴定有

41个不同的糖链结构。MG2能表达多种糖链结构

如唾液酸标记的 T飊抗原、Lewisx(sialy飊Lewisx)和

Lewisx。这些结构是细菌识别 MG2的特异配体,导
致细菌粘在一起并被清除,因此粘液糖蛋白被认为是

先天的口腔免疫防卫系统[20,27]。粘液糖蛋白中的

MG1是糖基化最多的唾液蛋白,78%的重量是糖链,
而且这些糖链中29%都含有唾液酸,19%被硫酸

化[28]。MG1的大量O飊糖链使其呈现出可溶性胶的

状态,在 早 期 牙 菌 斑 菌 膜 中 介 于 牙 齿 和 细 菌 之

间[29飊30]。但是,尽管 MG1含有大量糖链,它能结合

的细菌要比 MG2少得多[31]。另外,免疫球蛋白sI灢
gA重链上的 N飊糖链含有各种 Lewis糖链结构,因
此sIgA能通过重链结合大量细菌并参与先天和后

天免疫[32飊33]。

2暋口腔细菌的糖苷酶

暋暋糖苷酶(Glycosidehydrolase,GH)能够水解单

糖之间或糖与非糖基团之间的糖苷键。糖苷酶根据

其底物特异性和催化的分子机制命名,而编码糖苷酶
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的基因在基因组上大量存在。根据氨基酸序列的相

似性,糖苷酶分为不同的家族(Glycosidehydrolase
family),在 CAZy(Carbohydrate飊ActiveEnzymes
database)数据库中,GH 有 135 个家族 (GH1 到

GH135)。因为蛋白的折叠比氨基酸序列更加保守,
所以根据糖苷酶催化活性中心结构域的结构,又可将

部分家族归纳为14个族(Clan),从GH飊A到GH飊N。
同一Clan中的不同 GH 家族水解的底物可能不同,
但是它们的结构、催化的氨基酸和催化机制高度相

似,亲缘关系更近。此外,有的糖苷酶含有不同 GH
家族的催化域,具有水解多种糖苷键的功能。糖苷酶

又被分为内切糖苷酶(endo飊glycosidase)和外切糖

苷酶(exo飊glycosidase)。前者是从糖链的中间水解

糖苷键,后者是从底物的末端非还原端水解糖苷键。

暋暋许多口腔细菌都有糖苷酶,有些糖苷酶的结构及

其底物的特异性已经被鉴定。绿色链球菌属能以人

血清的毩1飊酸性糖蛋白(AGP)作为唯一碳源生长,其
中S.defective能产生唾液酸糖苷酶(Sialidase)水解

AGP糖链末端的唾液酸单糖露出相邻的 N飊乙酰葡

萄糖。而S.intermedius 能产生 毬飊半乳糖苷酶和

毬飊N飊乙酰葡萄糖苷酶,从N飊糖链上切下N飊乙酰葡

萄糖和半乳糖[13,34]。S.oralis能产生毬飊半乳糖苷酶、

毩飊岩藻糖苷酶和甘露糖苷酶,它们水解 N飊糖链上的

岩藻糖和甘露糖,最后只留下 N飊乙酰葡萄糖挂在

AGP肽链的天冬氨酸上,释放的单糖除了岩藻糖外

都被用于细菌的生长[12]。S.gordoniiV288产生岩

藻糖苷酶,属于 GH29,能水解毩1飊3/4飊岩藻糖[35]。S.
intermediusPC574是从人的牙菌斑中分离的兼性厌

氧菌,与大脑内脓肿感染相关。从该菌中发现了一个

新的分泌型糖苷酶 MsgA,该酶被鉴定有多个糖苷酶

的活性,其LacZ区域有毬飊半乳糖苷酶和毬飊岩藻糖苷

酶的活性,GH20区域有毬飊N飊乙酰葡萄糖苷酶和

毬飊N飊乙酰半乳糖苷酶的活性,纯化的 MsgA 能够水

解人的毩1飊抗胰蛋白酶抗体上的糖链[36]。唾液酸糖

苷酶是最关键的糖苷酶,位于糖链最末端的唾液酸对

糖链起保护作用,只有释放出唾液酸后,内部的糖链

结构才能被其他糖苷酶识别,或产生新的能被细菌识

别的糖链结构。比如当用唾液酸糖苷酶处理黏蛋白

后,它失去了与S.sangunis黏附的能力,但是仍然能

与S.mutans黏附[37飊38]。

暋暋链球菌(Streptococcus)和放线菌(Actinomyc飊
es)是黏附在牙齿表面的最早期的细菌,它们主要结

合唾液粘蛋白和富含脯氨酸的唾液蛋白。通过人口

腔微生物基因组数据库(HumanOralMicrobiome
Database)进行分析,并根据蛋白 N飊端信号肽和C飊端

分选结构域[39],我们对几个牙菌斑早期细菌表面的

糖苷酶进行了总结(表1)。这些糖苷酶分布在9个

GH 家族中。GH2家族的糖苷酶具有毬飊半乳糖苷酶

的活性;GH3家族的糖苷酶有的是毬飊葡萄糖苷酶,有
的是毬飊N飊乙酰半乳糖苷酶,也有的是毩飊L飊阿拉伯

糖水解酶;GH20家族有毬飊N飊乙酰半乳糖苷酶或

毬飊N飊乙酰葡萄糖苷酶的活性;GH29家族都是毩飊L飊
岩藻糖苷酶;GH33家族多为唾液酸糖苷酶;GH84
家族多为N飊乙酰葡萄糖苷酶;GH85家族是内切的

N飊乙酰葡萄糖苷酶;GH95是另外一个毩飊L飊岩藻糖

苷酶家族;GH101是内切的N飊乙酰半乳糖苷酶。细

菌菌株S.oralisUo5和S.mitisB6细胞表面有多个

糖苷酶,模式菌株S.gordoniiDL1细胞表面有3个

糖苷酶 但 是 没 有 唾 液 酸 糖 苷 酶。而 链 球 菌 S.
sanguinisSK36和放线菌 A.naeslundiiMG1细胞

表面只有一个糖苷酶。

表1暋牙菌斑生物膜中早期细菌细胞表面的糖苷酶

Table1暋Glycosidehydrolaseofearlycolonizerindentalplaquebiofilm

GHFamily
Streptococcus
gordoniiDL1
(Locus_tag)

StreptococcusoralisUo5
(Locus_tag)

Streptococcus
sanguinisSK36
(Locus_tag)

Streptococcus
mitisB6
(Locus_tag)

Streptococcus
oralis35037
(Locus_tag)

Actinomycin
naeslundii
MG1(Locus_
tag)

GH2 SGO_1486 SOR_0699 SMI_1534 ZP_06612479.1

GH3 SSA_1065 ANA_2677

GH20 SGO_0405 SOR_0054SOR_1642 SMI_1537 ZP_06611513.1

GH29 SOR_0328 ZP_06610961.1

GH33 SOR_0548 SMI_0601 ZP_06612612.1

GH84 SOR_1642 SMI_1537 ZP_06611513.1

GH85 SGO_0208 SOR_0358 SMI_0345 ZP_06610930.1

GH95 SOR_0343 ZP_06610951.1

GH101 SOR_1643 SMI_1538 ZP_06611512.1
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3暋细菌在唾液中的生长

暋暋我们通过qPCR(real飊timequantitativePCR)研
究比较了32种口腔细菌在唾液中的生长[40]。这些

细菌都在牙菌斑早期生物膜中出现,分布在链球菌属

(Streptococcus),放线菌属(Actinomyces),兼性双

球菌属(Gemella),颗粒链菌属(Granulicatella),
营养 缺 陷 菌 属 (Abiotrophia)和 罗 思 氏 菌 属

(Rothia)等16个属。首先通过咀嚼封口膜来刺激

人分泌唾液,收集唾液并用1.25mmol/L二硫苏糖

醇在冰上处理10min,接着离心收集上清并在70曟
作用30min灭活唾液中的内源糖苷酶,然后将唾液

转入透析袋中用缓冲液透析除去小分子物质,过滤除

菌,最后获得用于培养细菌的唾液。细菌被接种到培

养基中过夜培养后,用唾液重悬细菌并以1曤的接种

量转接到2mL新鲜的唾液中,在37曟,5% CO2中

过夜培养,然后再以1曤的接种量转接到2mL新鲜

的唾液中培养24h获得二次培养物,同时以没有接

种细菌的唾液作为对照。取适量二次培养物离心收

集细菌,用含有变溶菌素、溶菌酶和 Triton飊X100的

缓冲液裂解细菌后提取基因组 DNA,然后根据每个

细菌的16SrRNA基因设计引物并用qPCR扩增目

的片段,最后用10倍稀释的细菌基因组做标准曲线,
根据标准曲线计算唾液中细菌量,结果如图1所示。
我们发现只有大约1/3的细菌能够单独在唾液中生

长,其中形成牙菌斑生物膜的早期细菌S.oralis、S.
gordonii和S.mitis在唾液中生长最好,在培养24h
后,细胞数都增加了100~1000倍;细菌S.mutans、

Granulicatellaelegans 和Genellahaemolysans 的

生长增加了10~100倍;而其他细菌如Actinomyces
spp.、 Abiotrophia defective、Rothia spp.、 S.
salivarius和S.sanguinis 等几乎没有生长或不能

生长。

暋暋为了揭示其中的原因,我们检查了唾液蛋白的变

化。将细菌生长后的唾液蛋白用SDS飊PAGE胶分离

后银染,发现生长最好的细菌培养液中,60~80kDa
的唾液蛋白迁移到30~50kDa处。因为凝集素能识

别糖链,不同的凝集素特异识别不同的糖链结构,所
以我们将蛋白转移到硝酸纤维素膜上并与不同的凝

集素杂交。结果发现这些唾液糖蛋白失去了糖链,而
且生长得越好的细菌失去的糖链越多,因为它们同时

不再与多个凝集素反应;而不能生长的细菌如放线菌

属和链球菌属的某些细菌,其所在唾液的唾液蛋白和

所有凝集素都反应,表明蛋白糖链没有任何改变。表

1中揭示S.mitisB6、S.oralisUo5和S.gordonii

暋暋用qPCR检测细菌细胞浓度(cell/mL),黑色柱子表示接

种的细菌量,白色柱子表示相应细菌在唾液中生长24h后的

细菌量

暋暋CellconcentrationsweremeasuredbyqPCRimmediately
afterinoculation(hatchedbar)andafter24hincubationat
37曟 (openbars).Errorbarsshowthe暲standarddeviation
(n=3)

图1暋口腔细菌在唾液中的生长

暋暋Fig.1暋Growthoforalbacteriainsecondaryculturesof
wholesaliva

DL1有多个位于细胞表面的糖苷酶,而它们在唾液

中 生 长 良 好,但 是 S.sanguinis SK36 和 A.
naeslundiiMG1只有1个糖苷酶,它们在唾液中几

乎不能生长,因此细菌表面的糖苷酶与细菌捕食唾液

糖链 密 切 相 关。 另 一 方 面,放 线 菌 菌 株 A.
naeslundiiT14V细胞表面没有糖苷酶,该菌单独在

唾液中也不能生长,但是当与链球菌菌株S.oralis34
共同培养时,它们在25%的唾液中共同生长形成生

物膜[10]。目前,细菌表面的糖苷酶如何利用唾液糖

蛋白帮助细菌生长还不清楚,为此我们做了深入

研究。

4暋细菌捕食唾液糖蛋白的糖链

暋暋S.gordoniiDL1是牙菌斑生物膜中的优势细

菌,在唾液中生长良好。我们以S.gordoniiDL1为

研究材料,揭示细菌表面的糖苷酶如何捕食唾液糖

链[41]。通过CAZy的注释,我们发现这个细菌有31
个推测的糖苷酶(GH),分布在16个 GH 家族。基于

每个家族的酶的特殊活性,我们推测至少有17个糖
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苷酶可能参与细菌对唾液糖链的捕食。有3个糖苷

酶位于细胞表面(表1),而且它们分别是肺炎链球菌

毬飊半乳糖苷酶 (BgaA)[42飊43]、N飊乙酰葡萄糖苷酶

(StrH)[44飊45]和内切己糖糖苷酶(EndoD)[46]的同源蛋

白。BgaA 和StrH 在肺炎链球菌中能够作用于毩1飊
酸性糖蛋白的糖链,启动肺炎链球菌在人血清中的生

长[47飊49]。因此假设S.gordoniiDL1表面的糖苷酶

BgaA、StrH 和Endo对于捕食唾液大分子的糖链是

关键的,敲除每个糖苷酶基因,同时也获得双基因敲

除和3个基因敲除的突变株,然后将每个糖苷酶的催

化功能域进行表达、纯化并耦联血蓝蛋白后和 Fre灢
und佐剂一起注射兔子获得抗血清。通过抗血清鉴

定,发现野生菌株表面有3个糖苷酶表达,而各突变

菌株失去了相应糖苷酶的表达。酶活性鉴定发现,敲
除BgaA 的突变株对合成底物2飊pNp飊毬飊Gal的水解

减少,敲除StrH 的突变株对2飊pNp飊毬飊GlcNAc的水

解减少,表明BgaA 是毬飊半乳糖苷酶基因而StrH 是

N飊乙酰葡萄糖苷酶基因。敲除这些糖苷酶基因后并

没有影响该突变株在含有葡萄糖的 THB培养基上

的生长,但是导致该突变株在唾液中的生长量大幅减

少(图2a)。3个糖苷酶基因都被敲除后,突变菌株在

唾液中的生长量比野生菌株减少了约95%,单个糖

苷酶基因或两个基因被敲除的突变株的生长量也减

少了40%~70%。而且突变菌株在流动的唾液中形

成的生物膜量也比野生菌株减少了75%。这些结果

表明,细胞表面的糖苷酶是S.gordoniiDL1在唾液

中达到最大量生长所必需的。

暋暋分析唾液总蛋白,发现在野生菌株生长的唾液

中,位于70kDa处的蛋白消失并迁移到40~65kDa
处,在单个糖苷酶被敲除的突变菌株生长的唾液中也

向下迁移,但是在失去多个糖苷酶的突变菌株生长的

唾液中没有改变(图2b),这个结果进一步被野生菌

株和3个糖苷酶被敲除的突变株的唾液总蛋白的二

维电泳证实,这个蛋白位于等电点8~10处,是一个

碱性蛋白。用 NanoLC飊MS/MS鉴定,揭示它是富

含脯氨酸的唾液蛋白PRB3或PRB4[50]。

暋暋PRB蛋白含有很多的 N飊糖链和少量的O飊糖

链[51飊52],其中PRB3有27个结构不同的N飊糖链,绝
大多 数 含 有 岩 藻 糖 不 含 有 唾 液 酸[23]。为 了 检 测

PRG上糖链的改变,唾液蛋白被转移到硝酸纤维素

膜上并与不同凝集素杂交(图3)。

暋暋结果发现在野生菌株生长的唾液中,迁移到40~
60kDa处的PRG与凝集素SNA、SWGA和AAL反

应,但是不能与凝集 素 ECA 和 GNA 反 应;表 达

BgaA 的突变株PRG除了不能与ECA识别外,和其

暋暋Sc 是不接种细菌的唾液作为对照,将70kDa的蛋白带切

下来用 NanoLC飊MS/MS鉴定。所有菌株糖苷酶的基因型被

列出,+表示有相应的糖苷酶,—表示没有相应的糖苷酶

暋暋Filteredsalivafromun飊inoculatedcontrolcultures(Sc),
the70kDabandwasexcised(whitebox)fromun飊inoculated
controlsalivafor Nano LC飊MS/MS,GH genotypesofall
strainsareindicatedatthebottomofpanel
暋暋图2暋野生株和各个突变株在唾液中的生长(a)及通过

SDS飊PAGE分离蛋白并银染后比较唾液蛋白的特征(b)
暋暋Fig.2暋GrowthofS.gordoniiDL1wildtypeand DGH
mutantstrainsmeasuredasgenomes/mlbyqPCRofsaliva
cultures (a)andculturesofS.gordoniiDL1 wildtypeor
DGH mutantstrainsarecomparedbySDSPAGEfollowedby
silverstaining(b)

他凝集素都反应;而在所有失去BgaA 的突变株生长

的唾液中,PRG没有改变并和所有凝集素都反应;只
有当3个糖苷酶都表达时,如野生株生长的唾液,

PRG与 GNA的反应才能消失。这个结果表明3个

糖苷酶对唾液糖蛋白PRG上的 N飊糖链是依次水解

(图4)。

暋暋凝集素 ECA 能识别 Gal毬1飊4GlcNAc和 Fuc毩1飊
2Gal毬1飊4GlcNAc糖链结构[53飊54],在表达BgaA 的菌

株中,毬飊半乳糖苷酶从末端水解掉 Gal或者水解掉

Fuc毩1飊2Gal暴露出 GlcNAc毬1飊2Man毩或者 Fuc毩1飊
3GlcNAc毬1飊2Man毩,因此它们的唾液糖蛋白PRG 都

失去 了 与 ECA 的 反 应。而 寡 糖 结 构 GlcNAc毬1飊
2Man毩是 StrH 作用的底物[44],只有它暴露出来,
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暋暋图3暋细菌唾液培养物中蛋白质与不同凝集素的反应,
不接种细菌的唾液作为对照 (Sc)

暋暋Fig.3暋Lectinblotsofsalivafromun飊inoculatedcontrol
cultures(Sc),monoculturesofS.gordoniiDL1andmonocul灢
turesofDGH mutantstrains.GHgenotypesofallstrainsare
indicatedatthebottomofeachpanel.Lectinprobesarelisted
ontheright

暋暋图4暋S.gordoniiDL1的糖苷酶 BgaA、StrH 和 EndoD
对PRB3上 N飊糖链的顺序水解

暋暋Fig.4暋ProposedsequentialdegradationofthemajorN飊
linkedglycanofPRB3 by BgaA,StrH and EndoD ofS.

gordoniiDL1

StrH 才能水解掉 GlcNAc从而失去与特异识别 Glc灢
NAc的凝集素SWGA[55]的反应。EndoD 是一个内

切的糖 苷 酶,作 用 于 N飊糖 链 与 氨 基 酸 相 连 的

GlcNAc毬1飊4GlcNAc,但是EndoD对 N飊糖链的核心

结构有严格的特异性[56]。BgaA 和StrH 从 N飊糖链

上先后水解下 Gal和 GlcNAc暴露出甘露糖(Man),
而末端的毩1飊3Man是EndoD识别底物的关键[57],之
后EndoD水解 GlcNAc毬1飊4GlcNAc的毬1飊4糖苷键,
将高甘露糖核心结构释放出来,从而失去与能特异识

别甘露糖的 GNA 的结合。相反,当细菌失去BgaA
后,PRG的N飊糖链最末端的半乳糖(Gal)不被水解

下来,内 部 的 糖 链 结 构 不 能 暴 露 出 来,StrH 和

EndoD不能水解N飊糖链,所以唾液蛋白 PRG 能被

凝集素SWGA 和 GNA 识别。尽管 PRG 蛋白绝大

多数N飊糖链都没有唾液酸(Sia),但是在PRB的个

别寡糖链末端有毩2飊6Sia[23],因此解释了唾液 PRG
蛋白能与凝集素 SNA 反应。实际上,S.gordonii
DL1在唾液中生长并不影响SNA 的识别,这表明末

端的唾液酸能保护PRG的N飊糖链阻止糖苷酶对糖

链的水解。

暋暋我们的研究清楚地表明,S.gordoniiDL1在唾

液中的生长依赖于细胞表面的3个糖苷酶对唾液糖

蛋白PRG的 N飊糖链依次水解,继而捕食释放的糖

供细菌生长,这与肺炎链球菌中相应酶的底物特异性

是一致的[47]。

5暋展望

暋暋唾液糖蛋白PRG也与凝集素 AAL反应。AAL
能识别毩1飊3和毩1飊6连接的岩藻糖[58],因此BgaA 和

EndoD的产物可能包括含有岩藻糖(Fuc)的寡糖。
值得注意的是,S.gordoniiDL1不能在L飊岩藻糖上

生长[40],但是它的基因组上有两个推测的L飊岩藻糖

苷酶基因(Sgo_0150和Sgo_1771)。我们表达了这

两个蛋白,并且鉴定它们分别为毩1飊2飊L飊岩藻糖苷酶

和毩1飊3/4飊L飊岩藻糖苷酶(未发表)。我们推测蛋白

酶Sgo_0150可能作用于从PRG 上由BgaA 水解下

来的Fuc毩1飊2Gal,而蛋白酶Sgo_1771和 N飊乙酰葡

萄糖苷酶[59]及3个甘露糖苷酶位于一个gom 操纵

子[35]中,它们的功能可能是水解由EndoD释放的含

有高甘露糖的寡糖链。实际上,当gom 操纵子中的

一些基因失去活性后,S.gordonii在毩1飊6飊D飊甘露二

糖(mannobiose)和 双糖 GlcNAc毬1飊2Man上的生长

都减少[35]。我们推测,细菌表面糖苷酶水解下来的

糖链可能会被细胞吸收,并由细胞内的其他糖苷酶进

一步水解,释放的单糖参与细胞内的代谢,作为碳源

和能源供细菌生长,其中的机制还有待进一步深入

研究。

暋暋我们的研究表明,糖苷酶对底物有严格的特异

性,PRG糖链只能先被BgaA 作用,释放出半乳糖后

才能被StrH 作用,暴露出EndoD识别底物后才能被

EndoD从内部水解 N飊糖链的核心结构。有的细菌

不能单独在唾液中生长,可能不是因为它的细胞表面

没有糖苷酶,而是没有水解糖链末端糖的糖苷酶,比
如有些糖链的末端有唾液酸单糖,能够封闭糖链,只
有当唾液酸糖苷酶去除这个唾液酸后,糖链才能被其

他糖苷酶进一步水解。不同的细菌表面有不同的糖

苷酶,当不同的细菌被共同培养时,能够相互合作更
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好地水解唾液糖蛋白上的糖链,从而在唾液中相互喂

养并在牙齿表面共生。细菌如何相互喂养,有哪些唾

液蛋白参与以及如何影响牙菌斑生物膜的形成等问

题还需要进一步探索。
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