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摘要:ST8Sia栻(STX)和ST8Sia桇(PST)是两个来源于哺乳动物细胞的、具有高度同源性的多聚唾液酸酶,它们

已经被克隆,基因序列也已被测定。这两个酶能催化神经细胞黏附分子(NCAM)的多聚唾液酸化。NCAM 是

多聚唾液酸(polySlA)的主要载体。在 NCAM 多聚唾液酸化过程中,STX和PST能将活化的胞苷飊磷酸飊乙酰神

经氨酸(CMP飊Neu5Ac)传送到 NCAM 糖蛋白受体的 N飊和O飊型寡聚糖链上,从而合成毩飊2,8飊多唾液酸聚糖

(polySA)。近来我们使用Phyre2软件构建了多聚唾液酸ST8Sia栻酶的三维结构模型,给出了该酶中多聚唾液

酸转移酶结构域(PSTD)和多聚碱性氨基酸区域(PBR)两个功能域的结构特征,认为在这两个区域中有几个氨

基酸残基在引起多聚唾液酸化过程中起到了关键作用。我们的研究结果为研究ST8Sia栻酶催化 NCAM 多聚

唾液酸化的分子机制提供了新的结构信息,也为和该酶所联系的肿瘤细胞转移的抑制机制和抑制物/药物的研

究和设计,提供更有价值的理论依据。

关键词:肿瘤转移暋多聚唾液酸(polySia)暋多聚唾液酸转移酶结构域(PSTD)暋多聚碱性氨基酸区域(PBR)暋

多聚 唾 液 酸 转 移 酶 桇 (PST)暋 神 经 细 胞 黏 附 分 子

(NCAM)暋多聚唾液酸化暋 蛋白质三维结构

中图分类号:Q555暋 暋文献标识码:A暋 暋文章编号:

1005飊9164(2017)01飊0120飊07

Abstract:ST8Sia 栻 (STX)and ST8Sia 桇
(PST)aretwohighlyhomologousmammalian
polySTs,whichhavebeencloned,sequencedand
showntocatalyzepolysialylationoftheneural
celladhesionmolecule(NCAM),themajorcar灢
rierprotein ofpolySia.Two Polysialyltrans灢
ferases(polySTs)catalyzesynthesisof毩飊2,8飊
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polysialicacid(polySia)glycansbycarryingouttheactivatedCMP飊Neu5Ac(Sia)toN飊and
O飊linkedoligosaccharidechainsonacceptorglycoproteins.Basedonrecentpublishedstudies,

wehavedeterminedthe3DmodelofST8Sia栻usingPhyre2software,andsuggestedthecriti灢
calaminoacidresidueswithinthePSTDandPBRmotifsofST8Sia栻essentialforpolysialyla灢
tion.Theseresultsprovidenewstructuralinformationforrevealingadetailedmechanismsof
polyST飊NCAMinteractionandpolysialylationofNCAM,andthestudyofthepharmacological
inhibitionofST8Sia栻inmodulatingtumorcellmigration.
Keywords:tumormetastasis,polysialicacid(polySia),polysialyltransferasedomain(PSTD),

polybasicregion(PBR),ST8Sia桇(PST),neuralcelladhesionmolecules(NCAM),polysialyla灢
tion,protein3Dstructure

0暋引言

暋暋在哺乳动物细胞中由毩飊2,8键连接成的多唾液

酸聚 糖 (polySA),能 够 对 神 经 细 胞 黏 附 分 子

(NCAM)进行翻译后修饰,是一类和肿瘤细胞有联

系的抗原。polySA在胚胎发育、突触可塑性形成、突
触发生、神经干细胞增殖和分化及肿瘤细胞远端转移

等过程中,对细胞间的相互作用的调节起到关键的作

用[1飊4]。NCAM 是多聚唾液酸的主要载体蛋白[5飊9],
其上的polySA 能在胚胎脑部大量表达。虽然在成

人脑组织中大多数 NCAM 含有较低水平的polySA,
但polySA 能持续地在成人大脑的神经中枢的可塑

性区域,包括与空间认知和记忆有关的海马体、下丘

脑等区域[10飊11]表达。此外,细胞迁移和神经轴索的收

缩等现象也和神经细胞黏附分子的多聚唾液酸化有

联系[12]。

暋暋PolySA 是 由 ST8Sia栻 (STX)和 ST8Sia桇
(PST)两种多聚唾液酸转移酶(polySTs)催化而成。
在多聚唾液酸链延伸过程中,STX和PST把唾液酸

残基从其高能活化前体胞苷飊磷酸飊乙酰神经氨酸

(CMP飊Neu5Ac)转移到神经细胞黏附分子或其他蛋

白受体的非还原性末端,通过N飊型和O飊型共价键连

接到受体糖复合物的寡聚糖链上[13飊21]。

暋暋到目前为止,除了寡聚唾液酸转移酶ST8Sia栿
的晶 体 结 构 之 外,用 X 射 线 晶 体 学 或 核 磁 共 振

(NMR)光谱法还没有获得ST8Sia家族中其它成员

的三维结构。这主要是由于这些唾液酸酶分子中含

有大量的疏水性氨基酸残基,存在于细胞膜环境中,
以及蛋白中有较多的非结构区域,这就不易获得理想

的实验样品来进行 X射线晶体学和 NMR的结构生

物学实验[22]。因此,至今所得到的有关唾液酸转移

酶的结构信息还是很有限的。

暋暋 然 而,近 来 我 们 用 Phyre2 软 件[23]构 建 成 的

ST8Sia桇多聚唾液酸酶分子结构是一个相当精确的

三维结构模型[22],这个预测的模型支持了在前面的

研究中所提出的推测,即在ST8Sia桇中存在着识别

NCAM 并催化 NCAM 多聚唾液酸化的特定结构区

域。通过对这个ST8Sia桇模型及其突变体模型之

间的比较和分析,表明在该多聚唾液酸转移酶中的聚

碱基多聚唾液酸转移酶结构域(PSTD)和聚碱的氨

基酸区域(PBR)对NCAM 的多聚唾液酸化起了关键

作用[24]。在ST8Sia家族成员结构研究中另一个重

要的进展是,寡聚唾液酸转移酶ST8Sia栿的 X飊射线

晶体结构已经被解析出来[25]。该晶体结构的确定,
不仅有助于我们对 NCAM 多聚唾液酸化分子机制

有更清楚的理解,而且还为构建ST8Sia家族中所有

其它成员的三维结构提供了更为精确的结构模板。

暋暋ST8Sia栻是肿瘤细胞多聚唾液酸化的主要驱动

源[26]。因为多聚唾液酸在癌细胞中的再表达促使肿

瘤发生转移[6],于是ST8Sia栻多聚唾液酸酶是一个

引起科学家们注意和重视的抗肿瘤靶。为了研究肿

瘤细胞的转移、新陈代谢和 NCAM 的多聚唾液酸化

等的分子机制,就必须先确定ST8Sia栻多聚唾液酸

转移酶的三维结构,并找出其结构与催化功能之间的

内在联系,这将对抑制肿瘤细胞转移的抑制物研究和

设计,以及开发有效的药物提供更有价值的信息。

1暋ST8Sia栻的三维模型及其特征

暋暋正如以上分析,Phyre2服务器对蛋白结构特征

进行预测已被证明是一个切实可行的方法,用该方法

能可靠地检测到与目标蛋白很遥远的同源序列。即

使序列之间的一致性低到15%[23],也能够构建出一

个精确的蛋白模型。我们先前所构建的 ST8Sia桇
的结构模型,采用来源于哺乳动物细胞中单唾液酸酶

和半乳糖飊毬飊1,3飊N飊乙酰半乳糖胺飊正飊硝基酚的复合

物的晶体结构作为模板(编码为c2wnfa)[23],所获得

的预测模型的最大置信值为100%,氨基酸序列一致

性为26%。然而当我们采用最近发表的ST8Sia栿
121广西科学暋2017年2月暋第24卷第1期



的晶体结构[25]作为模板再预测ST8Sia桇的三维结

构时,置信值仍为100%,但序列一致性已升至40%。
这表明最新的ST8Sia桇三维结构模型比原来的更

为精准。因此,在本研究中,我们用 ST8Sia栿的晶

体结构作为模板(编码为c5bo6b)来构建ST8Sia栻的

三维模型(图1)。

暋暋多聚唾液酸转移酶结构域(PSTD)和多聚碱性氨基酸区

域(PBR)分别用黄色和蓝色表征;在这两个区域中所有的碱

性氨基酸标记为红色;两对二硫键的Cys原子用球形表征

暋暋AllbasicaminoacidresiduesonthePSTBandPBRare
showninred,andotherresiduesinPSTBandPBRareshown
inyellowandblue,respectively;TheCysatomsformeddisul灢
fidebondsareshownasspheres

图1暋ST8Sia栻分子主链的三维骨架构象

暋暋Fig.1暋Thebackboneconformationofthe3Dstructure
ofST8Sia栻

暋暋ST8Sia栻的结构中含有一对反平行毬飊折叠,对
应的氨基酸序列是从 G120到I123,以及从 M133到

V135,靠近该酶的 N 端,位于蛋白的表面,该反平行

毬飊折叠的功能目前还不清楚。在 ST8Sia栻的结构

中,每个毬飊折叠和其邻近毬飊折叠的距离为4.5~5.0
痄,所有8个平行的毬飊折叠都包埋在蛋白分子内,并
处于分子模型的核心区,那里富含疏水性氨基酸。另

外,与ST8Sia桇结构相似,ST8Sia栻(共375氨基酸

残基)也 含 有 两 对 二 硫 键:C157:C307 和 C171:

C371。由于这4个残基构成的每个二硫键中都有一

个半胱氨酸残基非常接近蛋白分子的 C端,而大多

数C端氨基酸残基包括 C末端的 C371被折叠到蛋

白分子的中心或核心区,于是C371不是处在C末端

的无规则卷曲区。这种折叠方式合理地说明了C371
也是ST8Sia栻酶活性所需要的残基。以上这些特征

提出了 ST8Sia 栻的催化区域可能是从残基85到

371的范围内。

暋暋这个预测的ST8Sia栻三维模型,表明了从 N 端

的前85个氨基酸残基中,包含有1个被认为是跨膜

区的、长的毩飊螺旋(Leu3~Glu30)[25]。从第31到第

84个残基中的大多数氨基酸属于无规则卷曲区,在
该区域不存在稳定的构象[27]。此外,与ST8Sia桇的

模型相似的是,同它们的 C末端部分相比,ST8Sia栻
的 N端区域远离酶分子模型的核心区。因此,这些

区域可能不存在影响酶的活性和对多聚唾液酸化有

催化作用的氨基酸残基。

2暋影响 NCAM 多聚唾液酸化的功能域及关

键氨基酸残基

2.1暋PSTD功能域

暋暋ST8Sia栻(STX)和ST8Sia桇(PST)的氨基酸序

列的一致性约为59%,它们的催化区位于高尔基复

合体的内腔[28飊32]。Troy和他的同事发现,在ST8Sia
栻和ST8Sia桇中都含有一个由32个氨基酸残基组

成的多碱性氨基酸区域(pI值约为12),位于小唾液

酸化(SMS)区域的上游并且紧挨着 SMS[32]。这个

区域是PSTD。在其它的糖苷转移酶中,包括葡糖氨

基葡聚 糖 的 合 成 或 聚 合 的 相 关 酶 类 中 都 不 存 在

PSTD。虽然ST8Sia栿能够催化几个神经糖蛋白的

寡聚唾液酸化,并与ST8Sia栻和ST8Sia桇有中等程

度的同源性,但由于它缺乏PSTD,所以也不能催化

NCAM 多聚唾液酸化。

暋暋前面的研究已经确定了ST8Sia桇和ST8Sia栻
中的PSTD功能域分別是从第246到第277个氨基

酸残基范围和从第261至第292个氨基酸残基范围

(图2)。ST8Sia桇的PSTD的点突变模型和突变分

析表明,此结构域中带正电荷的残基,如 Arg252、

Lys276和 Arg277对于其多聚唾液酸转移酶的活性

是至关重要的[32],并且我们的模型显示了大多数正

电荷的氨基酸残基都位于蛋白分子的表面(图3b)。
在多聚唾液酸化过程中这样的分布可能有利于它们

和带有负电荷的唾液产生静电相互作用。

暋 暋 在 我 们 的 ST8Sia栻 模 型 的 PSTD 区 域 内

(K261~R292)含有11个碱性氨基酸残基。它们是

Lys261、H262、H263、R267、R274、H277、R280、

K287、H289、K291和 R292。这些碱性氨基酸也都

处于蛋白分子的 CPK 模型的表面(图3a),因此,它
们有可能和负电荷的唾液酸分子之间发生静电相互

作用。所以我们的ST8Sia栻三维模型支持了前面研

究提出的假设,即ST8Sia栻中PSTD区域内的碱性

氨基酸残基对 NCAM 的多聚唾液酸化起到关键

作用。
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暋暋图2暋在ST8Sia栻(STX)和ST8Sia桇(PST)中的多聚唾液酸转移酶结构域(PSTD)和多聚碱性氨基酸区域(PBR),以及其

它唾液酸组分[22]。
暋暋Fig.2暋Thepolybasicregions(PSTBandPBR)andsialylmotifsinSTX (ST8Sia栻)andST8Sia桇(PST)[22]

暋暋多聚唾液酸转移酶结构域(PSTD)和多聚碱性氨基酸区

域(PBR)被分别用黄色和蓝色表征;在这两个区域中所有的

碱性氨基酸被标记为红色

暋暋AllbasicaminoacidresiduesonthePSTBandPBRare
showninred,andotherresiduesinPSTBandPBRareshown
inyellowandblue,respectively
暋暋图3暋ST8Sia栻(a)andST8Sia桇(b)的三维空间充填原

子球体模型

暋暋Fig.3暋ThecriticalresidueswithinthePSTDandPBR
domainsrequiredforpolysialylationofNCAMinthewild飊type
3Dspace飊fillingmodelofST8Sia栻(a)andST8Sia桇(b)

暋暋由于PSTD和PBR结构域中的氨基酸顺序对于

ST8Sia栻和ST8Sia桇来说是高度保守的[32],我们构

建的ST8Sia栻和ST8Sia桇的三维模型也显示了这

两个多聚唾液酸转移酶的相应的PSTD和PBR区域

具有相似的构象(图4),所以不难理解,ST8Sia桇中

的 PSTD 和 PBR 结 构 域 与 ST8Sia 桇 中 相 应 的

PSTD和PBR应当有相似的功能。在ST8Sia桇的

PSTD 末端的最后 3 个氨基酸残基 (I275飊K276飊
R277)与ST8Sia栻的PSTD的最后3个氨基酸残基

(I290飊K291飊R292)是完全相同的。因为在前面的突

变实验和点突变模型已经证明了ST8Sia桇中的非

极性氨基酸I275对ST8Sia桇的活性有重要影响,所
以我们可以合理地推测,在ST8Sia栻的PSTD中末

在这两个区域中所有的碱性氨基酸被表标记为红色

Allbasicresiduesinthesemotifsareshownbyred
暋暋图4暋从ST8Sia栻(a)和ST8Sia桇(b)三维结构中抽离

出的PBR (蓝色)和PSTD (黄色)的结构

暋暋Fig.4暋TheconformationsofthecorrespondingPBR
(blue)andPSTD (yellow)motifsofST8Sia栻and桇
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端的非极性氨基酸残基I290对于 NCAM 多聚唾液

酸化作用也是十分重要的。

暋暋通过比较野生型的 ST8Sia 桇 的模型 (I275飊
K276飊R277)及 其 两 个 突 变 分 子 的 模 型 (I275K
(K275飊K276飊R277)和 K276R/R277K(I275飊R276飊
K277)),或者野生型的ST8Sia栻模型及其两个突变

体分子模型I290K (K290飊K291飊R292)和 R291K/

R292K(I290飊R291飊K292),我们发现每一个多聚唾液

酸酶的野生型模型及其突变体分子模型之间在构象

上具有显著差异,特别是在它们的 PSTD 结构域上

有不同的构型。这些发现说明在 ST8Sia 桇 中的

l275飊K276飊R277和在 ST8Sia 栻中的I290飊R291飊
K292具有专一性的构型。在此之前,Nakata等[32]

已经通过突变实验分析发现即使I275 突变为 K275
后,或者将K276飊R277的位置对换为R276飊K277后,
酶的活性反而降低。虽然在ST8Sia桇中的l275或

在ST8Sia栻中的I290是一个没有电荷的疏水性残

基,但是它们和 K(Lys)及 R(Arg)组成的专一性顺

序(I飊K飊R)对酶的活性有重要影响。所以我们的野生

型和突变体分子模型分析和以上的突变体实验分析

是一致的,表明这3个残基(I飊K飊R)在位置上的专一

性决定了它们特定的构型。由于分子突变引起的构

象变化可能解释了为什么突变的polyST 的催化活

性减弱。这些结果也再次支持原来的分析,即PSTD
结构域中的碱性氨基酸残基并不是唯一的对ST8Sia
桇或栻酶活性起重要作用的氨基酸。

2.2暋PBR结构域

暋暋几年前Foley等[33]在多聚唾液酸酶中发现了另

一个多碱性氨基酸功能区域,并命名为PBR结构域。
在PST和STX中的PBR顺序也是保守的。PBR结

构域含有35个氨基酸残基,其中7个为碱性氨基酸。

Foley等[33]发现,两个多聚唾液酸酶的 PBR 中用氨

基酸 Ala替代两个氨基酸残基(PST 中的 Arg82和

Arg93,STX中的 Arg97和 Lys108)后,这两个酶的

自动多聚唾液酸化能力和对 NCAM 的多聚唾液酸

化的催化作用显著减弱。通过分析相关的实验数据,
他们确定了在PBR中含有的对 NCAM 蛋白多聚唾

液酸化活性作用所需要的特定的氨基酸残基。

暋暋我们的模型表明,ST8Sia桇和ST8Sia栻的PBR
结构域具有相似的构象,它们都含有一个长螺旋和两

个短螺旋 (图 4)。已知 ST8Sia 桇 的 长 螺 旋 中 的

Arg82位于螺旋的外侧,它是 NCAM 多聚唾液酸化

过程中的关键氨基酸残基。同样,在ST8Sia栻中的

Lys95和Lys105也位于长螺旋的外侧,所以这两个

碱性氨基酸残基也可能是 NCAM 多聚唾液酸化的

关键氨基酸。

暋暋Foley等[33]报道了 ST8Sia桇的 Arg93两侧分

别是 Glu92和 Asp94(图4b),同样地,ST8Sia栻的

PBR结构域中的 Lys108两侧也分别是 Asp和 Glu
氨基酸残基(图4a)。早期的研究表明,当 Glu92和

Asp94替换成 Ala时,ST8Sia桇的自动多聚唾液酸

化能力降低并失去对 NCAM 的多聚唾液酸化作用。
相反,当 Glu92替换成 Asp92,Asp94替换成 Glu94
后,则该酶的自动多聚唾液酸化的能力明显增强(为
对照的123%),而其对 NCAM 的多聚唾液酸化作用

并没有恢复。

暋暋此外,结合突变实验结果和点突变模型,我们已

经确定ST8Sia桇中的 Arg82、Glu92飊Arg93飊Asp94、

Lys99和Lys103是多聚唾液酸化作用所需要的关键

氨基酸。因此,根据ST8Sia桇和ST8Sia栻这两个多

聚唾液酸转移酶在PBR结构域中的相似性,也可合

理地推断,ST8Sia栻 中的 Lys95、Lys105、Glu107飊
Lys108飊Asp109、Lys114和 Lys118也是其自动多聚

唾液酸化和对 NCAM 多聚唾液酸化作用所需要的

关键氨基酸。

3暋结论

暋暋我们用Phyre2软件构建成的ST8Sia栻多聚唾

液酸酶分子结构是一个相当精确的三维结构模型。

ST8Sia栻和桇在它们的PSTD和PBR功能区的氨基

酸顺序是高度保守的,在构型上也是相似的,于是根

据前面有关ST8Sia桇多聚唾液酸转移酶的突变分

析结果,同时结合目前的ST8Sia栻三维结构模型的

特征分析,我们初步确定了在ST8Sia栻的 PSTD和

PBR结构域中对 NCAM 多聚唾液酸化起关键作用

的氨基酸,这将在下一步的 NMR实验研究中得到进

一步证实。ST8Sia栻三维模型的构建,不仅有助于

我们深入理解多聚唾液酸转移酶调控 NCAM 多聚

唾液酸化过程中的分子机制,也对该酶影响的肿瘤细

胞转移具有抑制作用的抑制物和药物的发现和设计

提供了重要的理论依据。
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