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植物 α-半乳糖苷酶的进化及功能研究进展

李秀梅，陈中健，晏石娟，李文燕

( 广东省农业科学院农业生物基因研究中心 /

广东省农作物种质资源保存与利用重点实验室，广东 广州　510640）

摘　要：α- 半乳糖苷酶（α-galactosidase，α-Gal；EC 3.2.1.22）是一类专一性催化 α-半乳糖苷键水解的外

切糖苷酶，具有水解半乳低聚糖、半乳甘露聚糖、半乳糖脂及糖蛋白中 α-1,6- 半乳糖苷键的能力，在动物、植

物及微生物（古细菌、细菌、真菌）等多种生物中广泛存在。因其催化反应的特异性，α-Gal 在食品、饲料、农业、

医药及轻工业等领域具有广泛应用，被认为是最具应用前景的酶制剂之一。不同物种和家族来源的 α-Gal 在序

列同源性、高级结构、活性位点、酶与底物结合的机制、酶的热稳定性等方面存在较大差异，极大地限制了 α-Gal

的开发与应用。与微生物来源的 α-Gal 相比，植物来源的 α-Gal 的研究报道仍相对有限。在植物中，α-Gal 广泛

参与植物叶片发育与衰老、种子发育与萌发、果实软化成熟以及逆境胁迫响应等重要生理过程，然而，目前有

关其参与上述过程的生理及分子机制仍不清楚。基于已有研究报道，综述了α-Gal 的来源与分布、种类、催化特性，

GH 蛋白家族的进化，以及植物 α-Gal 在 RFO 生物合成、转运卸载与分解代谢、种子发育、脱水耐受及萌发、

非生物逆境胁迫应答、细胞壁重塑等重要生理过程方面的生物学功能。
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Abstract: α-galactosidase (α-gal, EC 3.2.1.22) is a kind of exoglycosidase that can specifically catalyze the hydrolysis 

of α- galactoside bonds.  It has the ability to hydrolyze the α-1, 6-galactoside bonds involved in galacto-oligosaccharides 

such as melibiose, raffinose, and stachyose, galactomannans, galactolipids and glycoproteins. It has widely been found in 

animals, plants and microorganisms (archaea, bacteria, fungi) and etc. As its catalytic specificity , α-Gal has been widely 

used in such fields as food, feed, agriculture, medicine and light industry, and it is considered as one of the most promising 

enzyme preparations. α-Gal from different species and families exhibit great differences in sequence homology, advanced 

catalytic structure, catalytic active site, enzyme-substrate binding mechanism, and thermal stability etc., which greatly limits 
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α- 半乳糖苷酶（α-galactosidase，α-Gal；EC 

3.2.1.22）广泛存在于动物、植物及微生物（古细

菌、细菌和真菌）中，是一类专一性催化 α- 半

乳糖苷键水解的外切糖苷酶，属于糖苷水解酶家

族；该酶能专一性识别底物末端 α- 连接的非还

原性 D- 半乳糖残基并催化其水解，大部分 α-Gal

主要催化半乳低聚糖、半乳甘露聚糖、半乳糖脂

及糖蛋白中 α-1,6- 半乳糖苷键的水解，少数 α-Gal

专一性的催化 α-1,3-或 α-1.4-半乳糖苷键的水

解［1-2］。除水解酶活性外，一些 α-Gal 还具有半

乳糖基转移酶的活性［3］。不同来源的 α-Gal 已广

泛应用于食品、饲料、化工、农业及医药领域［4-6］。

例如，在食品及饲料工业领域，α-Gal 被广泛用

于消除豆制品、饲用豆粕及其他饼粕中致使人和

动物胃肠胀气的含有 α-1,6-半乳糖苷的产气因

子——棉子糖家族寡糖，进而促进人体对豆制品

的消化和吸收，消除棉子糖家族寡糖的抗营养性，

提高畜禽对豆粕等饲料的利用率［5, 7］。在化工领域，

利用 α-Gal 与 β-甘露聚糖酶协同对富含半乳甘露

聚糖类植物（如瓜儿豆、槐豆等）多糖胶的水解

与修饰作用，水解支链末端半乳糖基，改变半乳

甘露聚糖性质，显著提高其凝胶特性［8］；在医药

方面，利用 α-Gal 糖基转移酶的特性改造环糊精

及其衍生物，增加其包埋药物的稳定性［9］；利

用 α-Gal 可专一性水解血红细胞表面抗原 α-1,3-

半乳糖苷键的特性，可用于 B → O 血型改造、

克服异种器官移植超应急排斥反应等［10-11］。

因 此，α-Gal 被 认 为 是 最 具 应 用 潜 力 的 酶 制 剂

之一。

微生物是 α-Gal 的主要来源，国内外关于
α-Gal 的研究大多来自细菌、真菌等微生物，其

研究重点还更多局限于酶学性质应用领域的探

讨，主要包括催化活性、最适 pH 值、最适底物、

最适温度等［1, 4, 6, 12］。尽管当前利用基因工程等手

段可以实现 α-Gal 在大肠杆菌、酵母菌等异源生

物中的高效表达，但是无论天然提取或异源表达

的 α-Gal 在催化活性、最适 pH 值、热稳定性、

表达效率等方面仍存在诸多问题，极大限制了其

规模化产业应用［6, 12］。与微生物相比，植物来源

的 α-Gal 研究报道则相对较少，主要集中在豆类、

葫芦科、禾本科等少数物种的研究。尽管已有研

究表明α-Gal 参与植物生长发育［13］、种子萌发［14］、

糖的运输与卸载［15-16］、逆境胁迫应答［17-19］等

重要生理过程，但其作用机制仍不清楚，这也极

大限制了 α-Gal 在作物遗传改良中的应用。鉴于

α-Gal 的广阔应用前景和巨大市场经济价值，以

产业化应用为最终目标的基础研究已成为  α-Gal

领域的研究热点和新的发展趋势［4, 6, 12］。因此，

亟需开展不同物种来源的 α-Gal 基因发掘、克隆

与鉴定、酶催化机理以及功能作用的分子机制研

究，进而通过分子设计手段改造具有高催化活性

和热稳定性的α-Gal以满足潜在的巨大市场需求，

并为拓宽 α-Gal 在食品工业、作物育种等领域的

应用奠定理论基础。本文主要就 α-Gal 的来源与

分类、催化特性、家族系统进化及其在植物中的

生物学功能等方面的研究现状、热点及发展趋势

进行综述。

1　α-Gal 的来源、种类与催化特性

1.1　α-Gal 的来源及分布

α-Gal 是一类能特异性识别非还原末端 α- 半

the development and application of α-Gal. Compared with studies on α-Gal in microorganisms, studies on α-Gal in plants are 

still relatively limited. In plants, α-Gal is widely involved in important physiological processes such as leaf development and 

senescence, seed development and germination, fruit softening and ripening and stress response. However, the physiological and 

molecular mechanisms of α-Gal involved in these processes mentioned above have still been unclear. Therefore, based on the 

previous researches and reports on α-Gal, the origin, distribution, classification, catalytic property and applications, GH protein 

family evolution of α-Gal and its biological functions on the biosynthesis, transport, unloading and catabolism of RFO, seed 

development, dehydration tolerance and germination, response to high and/or low temperature, salt and other abiotic stresses, 

and cell wall remodeling in plants are mainly reviewed in this paper.

Key words: α-galactosidase; GH family evolution; RFO metabolism; seed development; stress response; cell wall 

remodeling
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乳糖残基，并催化含有 α- 半乳糖苷的低聚糖（如

蜜二糖、棉子糖、水苏糖等）以及半乳甘露聚糖、

半乳糖脂和糖蛋白水解的外切糖苷水解酶类［1-2］。
α-Gal 广泛存在于自然界的动物、植物和微生物

中，从古细菌、细菌等低等原核生物，到被子植物、

哺乳动物等高等真核生物中均有分布，尤其在细

菌、真菌等微生物中分布最为广泛、研究最为深

入［1, 4, 6, 12］。目前已报道 α-Gal 的细菌来源有嗜热

芽孢杆菌、极端嗜热杜氏杆菌等，真菌来源有里

氏木霉、米曲霉等，植物来源有咖啡豆、拟南芥、

水稻、玉米、黄瓜等，动物来源有人等。

1.2　α-Gal 的种类

糖 苷 水 解 酶（Glycoside hydrolases，GH） 是

一类水解糖苷键（glycosidic bonds）的酶，在生

物体糖和糖缀合物的水解与合成过程中扮演着

重要角色。根据蛋白序列的相似性及催化特性

的 不 同［20-21］，CAZy（Carbohydrate Active Enzymes 

database，http://www.cazy.org/）将糖苷水解酶分为

173 个 GH 家族，即 GH1~GH173。其中，具有 α-Gal

活性的 GH 家族有 GH4、GH27、GH31、GH36、

GH57、GH97 和 GH110 等 7 个家族（表 1）。从

表 1 可以看出，不同 GH 家族的来源与分布存在

不均衡性。在原核微生物中，7 个 GH 家族在细

菌中均有分布，而在古细菌中仅有 GH36 和 GH57 

两个 GH 家族分布；在真菌、动植物等真核生物中，

仅有 GH27 和 GH36 两个家族分布。目前已鉴定

的 α-Gal 大部分属于 GH27 和 GH36 家族。根据

酶的最适 pH，可将 α-Gal 分为酸性 α-Gal（AGAL,

最 适 pH 4.0~7.0）、 碱 性 α-Gal（AGA, 最 适 pH 

7.0~9.0）和中性 α-Gal（最适 pH 7.0）。（古）

细菌、真菌等微生物来源的 α-Gal 大多呈酸性，

如 GH27、GH31、GH57、GH110；少部分呈中性，

如 GH4、GH97。而植物来源的 α-Gal 大部分为酸

性（如 GH27）或碱性（如 GH36），极少部分为

表 1　植物 α- 半乳糖苷酶的种类、来源及催化特性
Table 1　Classification, sources and catalytic properties of plant α-galactosidase

CAZy 家族
CAZy family

来源及分布
Source and distribution

功能结构域
Functional domain

催化特性
Catalytic property

参考文献
Reference

GH4 细菌  Rossmann fold NAD+、Mn2+ 等依赖的水解酶活性，可水解蜜二糖、棉子糖和水苏糖等低聚
糖 α-1,6- 糖苷键；最适 pH 7.0

［20-23］

GH27 细菌、真核生物 (β/α)8 barrel 兼具水解酶和转移酶活性；主要水解 蜜二糖、棉子糖、水苏糖等低聚糖、
半乳甘露聚糖、糖脂等 α-1,6- 糖苷键，少数 水解 α-1,3- 或 α-1,4- 糖苷键；
最适 pH 4.0~7.0；可催化转移 α- 半乳糖基，形成半乳二糖、三糖及四糖

［24-25］

GH31 细菌 (β/α)8 barrel 水解酶活性；形成催化二聚体，活性受 D- 半乳糖和 L- 岩藻糖的抑制；最
适  pH 4.6~5.2

［26］

GH36 古细菌、细菌及真核生物 (β/α)8 barrel 兼具水解酶和转移酶活性；水解蜜二糖、棉子糖、水苏糖等低聚糖以及半乳
甘露低聚糖末端 α-1,6- 糖苷键；最适 pH 7.0~9.0；催化半乳低聚糖链的延长，
形成四、五和六碳糖

［27-28］

GH57 古细菌、细菌 (β/α)7 barrel 热稳定性最强的 α- 半乳糖苷水解酶；可水解蜜二糖和棉子糖 α-1,6- 糖苷键；
最适 pH 5.0~5.5

［29-30］

GH97 细菌  (β/α)8 barrel 兼具 α- 葡萄糖苷和 α- 半乳糖苷水解酶活性；可水解 β-L- 阿拉伯糖吡喃糖
苷和 α-D-半乳糖苷的蜜二糖、棉子糖、水苏糖等低聚糖；最适 pH 7.0

［31-32］

GH110 细菌 Parallel β-helix 具专一性、NAD+ 依赖的  α-1,3- 半乳糖苷水解酶活性；B 型血红细胞抗原的
水解酶

［10-11］

中性。

1.3　α-Gal 的催化特性

α-Gal 的催化特性与蛋白氨基酸序列、功能

结构域及活性中心密切相关［20-21, 33］，不同来源

的 GH 家族在蛋白功能结构域及催化特性方面存

在显著差异。根据 GH 催化作用机制的不同分为

两类：构型保持酶（Retaining enzymes）和构型

翻 转 酶（Inverting enzymes）［20-21, 33］。GH4 家 族

蛋白功能结构域由 罗斯曼折叠（Rossmann fold）

结构基序（即 3 个平行的 β 折叠与两对 α 螺旋

形成 β-α-β-α-β 结构）组成，其催化反应依赖

NAD+ 和 Mn2+ 等二价金属离子作为辅助因子，属

于 构 型 保 持 酶 ［22-23］。GH27、GH31 和 GH36 同

属于 GH-D 水解酶家族，其蛋白功能结构域在进

化上相对保守，核心功能结构域均由 (β/α)8 桶状

拓扑结构组成，催化中心具有保守的 D-D-x-[WY]

特征性序列，亦属于构型保持酶  ［25, 27-28］。尽管

GH27、GH31 和 GH36 在功能结构域上存在保守

性，但在具体功能特性（如蛋白酶聚集状态、最

适 pH、底物特异性等）方面仍存在明显差异（表
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1）。例如，不同来源的 GH27 水解酶呈现单体

（如水稻 α-Gal）、二聚体（如人源 α-Gal）和四

聚体（如酿酒酵母 α-Gal）3 种聚合状态，并在

pH 4.0~7.0 时具有较高的催化活性，主要催化蜜

二糖、棉子糖、水苏糖等半乳低聚糖，半乳甘露

聚糖、半乳糖脂等α-1,6- 半乳糖苷键的水解［24-25］。

GH31 通常形成二聚体，并在 pH 4.6~5.2 时具有

最高活性，可催化蜜二糖、棉子糖、水苏糖等低

聚糖的 α-1,6- 半乳糖苷键水解。GH36 则大多以

四聚体形式存在，通常在 pH 7.0~9.0 时呈现较高

活性，可催化蜜二糖、棉子糖、水苏糖等低聚糖，

以及半乳甘露低聚糖末端的 α-1,6- 半乳糖苷键水

解［27-28, 34］。此外，除 GH31 仅具有糖苷水解酶活

性外，GH27 和 GH36 兼具糖苷水解酶和糖基转移

酶活性，催化半乳糖基转移形成半乳二糖、三糖

和四糖，或者催化半乳低聚糖链延长形成四碳糖、

五碳糖和六碳糖［35-36］。GH57 家族仅存在于少

数（古）细菌中，热稳定性强，如从海栖热袍菌

Thermotoga neapolitana 和激烈火球菌 Pyrococcus 
furiosus 分离获得迄今为止最耐热的的 α- 半乳糖

苷酶，其最适温度分别为 100~103、115 ℃［29-30］；

该家族蛋白功能结构域由 (β/α)7 桶状拓扑结构组

成，亦属于构型保持酶，且在 pH 5.0~5.5 时可水

解蜜二糖和棉子糖，但不能水解半乳甘露低聚

糖［29-30］。GH97 家族则属于双功能酶——构型翻

转酶和构型保持酶，兼具 α- 葡萄糖苷和 α- 半乳

糖苷水解酶活性；其功能结构域由 (β/α)8 桶状拓

扑结构组成，可催化 β-L- 阿拉伯糖吡喃糖苷和

α-D- 半乳糖苷水解［31-32, 37］。GH110 家族具有高

度专一性的 NAD+ 依赖的 α-1,3- 半乳糖苷水解酶

活性，其功能结构域由 5~6 个平行β- 螺旋（Parallel 

β-helix）组成，专一催化 B 型血红细胞特异抗原

表面 α-1,3- 半乳糖残基水解，可用于 B → O 的

血型改造［10-11］。

2　植物 α-Gal 的进化分析

2.1　α-Gal 家族的进化关系

尽管 CAZy 公共数据库已对 α-Gal 进行功能

分类，针对各 GH 家族的催化功能亦有相关研究

报道（表 1），但是目前有关α-Gal 的 7 个家族（GH4、

GH27、GH31、GH36、GH57、GH97 和 GH110）

之间的进化关系仍不清楚。利用生物信息学方法

对公共数据库已报道的 7 个 α-Gal 家族基因进行

系统进化分析，结果（图 1）表明： α-Gal 由共同

祖先演化而来，且 α-Gal 在古细菌等低等原核生

物中早已存在并保留至今，如 GH57 和 GH36 家族；

细菌等原核生物来源的α-Gal种类显著多于真菌、

动植物等真核生物，如细菌具有全部的 7 个 α-Gal

家族，而真菌等真核生物仅有 GH27 和 GH36 两

个 GH 家族（表 1、图 1）；α-Gal 蛋白催化功能

结构域在进化上相对保守，其核心结构由保守的

(β/α)n (n=7、8）桶装结构组成［25, 27-28］，并在进化

过程中分化出具有特定功能的结构域，如 GH4 家

族罗斯曼折叠（Rossmann fold）［20-23］和 GH110 家

族平行 β- 螺旋（Parallel β-helix）结构基序［10-11］

（表 1）。α-Gal 在进化过程中发生功能分化可能

与特定功能或适应特殊环境有关，如激烈火球菌

Pyrococcus furiosus 来源的 α-Gal（GH57）具有极

端耐热性（最适温度高达 115 ℃，半衰期在 100 ℃

下长达 15 h）相关［30］，而 Bacteroides fragilis 等来

源的 α-Gal（GH110）则专一性催化水解 α-1,3- 半

乳糖苷键、非 α-1,6- 半乳糖苷键，其核心催化结

构域由 6 个平行 β- 螺旋（Parallel β-helix）结构组

成（表 1）［10-11］。

2.2　植物 α-Gal 家族的进化分析

在植物基因组中，α-Gal 仅存在于 GH27 和

GH36 家族，分布范围从低等藻类到高等被子植

物，家族同源基因的数量因物种而异，表明 α-Gal

家族基因在植物进化过程中发生了基因扩增和基

因丢失［38］。低等单细胞藻类植物大多仅含 1 个

α-Gal 编码基因，而多细胞藻类及苔藓等陆生植

物含有多个 α-Gal 编码基因，如拟南芥中 GH27

和 GH36 家族分别有 4 个和 5 个基因编码 α-Gal，

而水稻中则分别有 5 个和 6 个基因编码 α-Gal［38］。

Yan 等［38］对植物来源的 GH27 家族进行系统进化

分析发现，GH27 家族可分为 3 个亚家族，其中

亚家族 I 存在于所有植物中，而亚家族 I、IIII 则

分别分布于绿色藻类植物和陆生植物。值得注意

的是，亚家族 I 中筋骨草Ajuga reptans来源的α-Gal

基因（图 1，AAR02007.1）编码蛋白具有 RFO 合

成酶 / 半乳糖水解酶活性，不仅可以催化棉籽糖

水解产生蔗糖和半乳糖，而且可以催化 RFOs 的

链伸长，产生水苏糖、毛蕊花糖［3, 39］。通过植物

来源的 GH36 家族系统发育分析发现，GH36 家

族可分为多个亚家族，且各亚家族在进化过程中

发生功能分化，演化出具有特定功能的 RS/STS
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（Raffinose synthase/Stachyose synthase）亚家族。

且 RS/STS 亚家族编码蛋白被证实也具有 RFO 合

成酶 / 半乳糖水解酶活性。例如，玉米 ZmRS（图

1，Zm00001d039685）同时具有棉子糖合成和半

乳糖醇水解活性［40］，而拟南芥 AtRS4和 AtSTS（图

1, AT4G01970）不仅具有水苏糖合成活性，而且

具有水苏糖和半乳糖醇特异性水解活性［36］。与

细菌等原核生物不同的是，植物来源的 GH27 和

GH36 家族在进化过程中发生功能分化可能与适

应陆生干旱环境有关［38］。

3　植物 α-Gal 的生物学功能

3.1　α-Gal 参与 RFO 生物合成、卸载与及解

代谢

在植物中，α-Gal 参与植物棉子糖系列寡糖

（Raffinose family oligosaccharides, RFOs） 的 生 物

合成及代谢过程［38］。RFOs 是在 α- 半乳糖转移

酶作用下，将半乳糖基单元转移至蔗糖或更高级

的寡糖（如棉子糖、水苏糖等）上合成的，最终

可以得到聚合度高达 15 碳糖的一系列低聚糖［41］。

迄今为止，已经确定了两种 RFOs 生物合成途

径。一种是肌醇半乳糖苷依赖途径。该途径第一

个关键步骤是由肌醇半乳糖苷合酶（Galactinol 

synthase，GolS）催化 UDP - 半乳糖和 L- 肌醇合

成肌醇半乳糖苷，然后在棉子糖合酶（Raffinose 

synthase，RS）催化下，将半乳糖苷的半乳糖单

元添加到蔗糖中形成棉子糖；在部分植物中，棉

子糖可在水苏糖合酶（Stachyose synthase, STS）催

化下，将半乳糖单元添加到棉子糖中合成水苏糖、

毛蕊花糖［42］。另一种是非肌醇半乳糖苷依赖途径。

该途径的关键酶是半乳糖体：半乳糖体半乳糖

基 转 移 酶（Galactan: galactan galactosyltransferase, 

GGT）， 属 于 酸 性 α-Gal 的 GH27 家 族［24, 39］，

该酶通过将 RFO 分子末端的半乳糖基转移到另一

个 RFO 分子上，从而催化 RFO 的链延长。例如，

基于 CAZy 数据库中已报道的 7 个 α-Gal 家族蛋白氨基酸序列比对结果构建 ML（Maximum likelihood）系统发育树
Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree is inferred from the amino acid sequences alignment of 7 α-Gal family proteins reported in the CAZy database

图 1　α- 半乳糖苷酶家族系统进化关系
Fig. 1　Phylogenetic relationship of α-galactosidase family
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当与水苏糖孵育时，GGT 能够催化产生棉子糖和

毛蕊花糖［24, 39］。但值得注意的是，目前人们发

现叶片中有 GGT 酶活性，但尚未在种子中检测到，

这说明不依赖半乳糖苷的 RFO 合成途径可能存在

于植物叶片中，而不存在于植物种子中。

植物中的 RFO 分解代谢虽然与生物合成反

应一样重要，但却很少受到关注。而 α-Gal 是催

化 α- 半乳糖苷键水解的酶类，它能水解非还原

末端以 α-1,6 糖苷键结合的半乳糖苷化合物，半

乳糖基被依次移动，可将 RFOs 水解为蔗糖和 D-

半乳糖；此外，α-Gal 还能水解含有 α- 半乳糖苷

键的杂多糖，如半乳甘露聚糖、半乳糖脂及糖蛋

白［1-2］。RFO 水解所得的蔗糖和 D- 半乳糖既可

作为能量来源，也可被重新利用形成 RFOs。作

为能量来源，蔗糖可以通过转化酶降解为葡萄糖

和果糖，也可以通过蔗糖合酶降解为 UDP- 葡萄

糖和果糖［43］。随后，葡萄糖、果糖和 D- 半乳糖

可以轻易进入其他代谢途径。半乳糖的累积能对

α-Gal 起到反馈抑制作用，但游离的 D- 半乳糖

可通过细胞溶质中的半乳糖激酶（Galactokinase, 

GalK）迅速转化为半乳糖 -1- 磷酸，并通过传

统的 Leloir 途径或焦磷酸酶依赖途径进一步代

谢［42-43］，通过降解 RFO 释放半乳糖并促进其转

变为淀粉或其他产物。有趣的是，所有 RFO 生物

合成和分解代谢反应都是可逆的。

此 外，α-Gal 还 参 与 部 分 植 物 RFO 在 韧 皮

部的卸载［38］。植物叶片光合作用产生的碳水化

合物只有不到 80% 被输出到异养组织和器官用

于生长发育［44-45］。蔗糖是大部分植物长途运输

的主要碳水化合物。蔗糖从“源”到“库”转运

的第一步是韧皮部运输，即光合作用所生成的糖

从叶肉细胞（Mesophyll cells，MCs）到伴生细胞

（Companion cells，CCs）， 再 到 小 叶 脉 筛 分 子

（Sieve elements，SEs）的转运，主要采取质外体

装载（Apoplasmic loading）和被动的共质体装载

（Passive symplasmic loading） 两 种 策 略［46-47］。

前者是一个转运体介导的能量耦合过程，而后

者是一个渗透驱动过程，通过胞间连丝将蔗糖

从 MCs 转运到 CCs［46-47］。在通过 SEs 进行长距

离运输并到达库组织后，蔗糖被直接用于提供生

长发育所需的碳和能量，或者被代谢成 RFOs 或

淀粉储存在库组织中。另外，部 分植物韧皮部运

输的主要碳水化合物是棉子糖和水苏糖，而不是

蔗糖，如南瓜科、唇形科和木樨科。除了上述两

种转运策略外，这些植物还采用第 3 种韧皮部加

载 策 略 —— 聚 合 物 诱 捕 装 载（Polymer-trapping 

loading）［46-47］。在聚合物诱捕装载模型中，叶

片光合作用产生的蔗糖通过特化的胞间连丝从

MCs 扩散到特化的 CCs，然后聚合形成 RFOs，

即棉子糖和水苏糖。在库组织中，RFOs 从韧皮

部卸载，α-Gal 将 RFOs 水解为蔗糖和半乳糖，

这些半乳糖也可以通过质外体途径进行分离。这

就可以解释为什么早期研究虽然发现这些植物韧

皮部中的碳水化合物主要以 RFOs 的形式进行运

输，但在库组织中却几乎检测不到 RFOs［48］。最

近研究表明在甜西瓜和黄瓜中编码 α-Gal 的基因

ClAGA2［49］和 CsAGA2［16］是控制水苏糖和棉子

糖水解的关键因素，并在维管束中特异性高表达；

敲 除 ClAGA2 后，SWEET3（Sugars will eventually 

be exported transporter 3）和 TST2（Tonoplast sugar 

transporter 2）会影响甜西瓜的果糖积累［49］。

3.2　α-Gal 参与种子发育、脱水耐受及萌发

α-Gal 参与种子发育及脱水耐受过程。种子

发育过程也是可溶性糖等物质积累及种子活力形

成的过程，而在此过程中，种子承受脱水的能力，

以减少脱水的有害影响，减缓其代谢活动，最终

在干燥状态下长期保持生存能力，这种性质被称

为“脱水耐受性”［50］。脱水耐受性是正常种子

在发育过程中获得的，在种子萌发后丧失。RFOs

随着种子的发育而积累，在种子成熟失水过程中

形成玻璃态以维持膜和蛋白质的结构完整性，从

而发挥保护剂的作用，并且 RFOs 也可以作为种

子的贮藏化合物［51-53］。从种子脱水干燥到种子

萌发后，可能需要 α-Gal 活性和 RFOs 维持一个

稳定的还原性单糖水平。Lahuta 等［54］通过研究

羽扇豆种子发育过程，发现 α-Gal 降低了 RFOs

与蔗糖的比例，而且发育种子和成熟种子中具有

较高的 α-Gal 活性，可能是导致种子贮藏期间活

力下降的原因之一。玉米 ZmAGA1 在发育过程、

成熟和干燥的种子中转录量较低，在吸胀 24~36 h

后有所增加［55］。种子贮藏性即种子贮藏后寿命，

与种子的脱水耐受性部分相关，种子活力也与种

子贮藏寿命密切相关。因此，具有良好脱水耐受

性的种子往往具有较长的寿命和较高的活力。在

拟南芥中过表达玉米的 ZmAGA1 会降低成熟种子

中 RFOS 和半乳糖苷的含量，从而导致种子发芽
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率更高，但种子衰老耐受性下降［14］。进一步分

析表明，吸胀后 ZmAGA1 过表达种子的 RFO 水

平最低，α-Gal 活性迅速增加［14］。

此 外，α-Gal 还 参 与 种 子 萌 发 调 控。 虽 然

RFOs 从种子发育时便开始积累，但种子在萌发

过程中不能直接使用 RFOs，需要 α-Gal 将 RFOs

分解为蔗糖和半乳糖，再进一步水解为单糖。这

些单糖可能被吸收到生长的茎尖和根尖细胞膜或

细胞壁中并为其提供能量，从而提高种子萌发活

力［14］。例如，在豌豆（Pisum sativum）中过表

达咖啡豆的 α-Gal 能降低种子内的棉子糖和水苏

糖含量，同时种子仍然保持 90% 以上的萌发率［56］。

有研究表明，在芝麻种子成熟和早期萌发过程中，

α-Gal 活性逐渐增加。当用 α-Gal 特异性抑制剂

DGJ（Deoxygalactono jirimycin）处理豌豆种子时，

种子的 RFOs 分解受阻，发芽率显著降低，并伴

有 GalK 和 UDP- 半乳糖焦磷酸化酶活性下降［57］。

添加外源半乳糖可以解除对种子萌发的抑制，添

加外源蔗糖可以部分解除抑制［57］，说明半乳糖

含量与种子萌发呈正相关。研究表明酸性 α-Gal

和碱性 α-Gal 在萌发中的表达也有先后，在豌豆

种子中分离得到的酸性 α-Gal 在种子成熟期间转

录显著增加，在萌发过程中也保持活性，而碱性

α-Gal 在胚根突起后表达。酸性 α-Gal 活性增加

水解 RFOs 或半乳甘露聚糖已在豆科植物中得到

证实。酸性 α-Gal 活性在番茄［58］和椰枣［59］萌

发过程中的胚乳珠孔区显著增加，然而，对玉米

种子的研究发现酸性 α-Gal 与种子萌发时的寡糖

分解没有关系，可能是 3 种碱性 α-Gal 发挥主要

作用，这 3 种 α-Gal 与种子吸胀蛋白 SIP（Seed 

imbibition protein）具有同源性，催化含有半乳糖

基 的 RFOs 水 解［55］。 利 用 Genevestigator (https://

genevestigator.com/) 公共转录组数据对拟南芥和玉

米 α-Gal 家族基因（GH27 和 GH36）进行基因表

达分析，发现拟南芥 AtSIP1、AtSIP3、AtAGAL2
和 玉 米 ZmSIP2、ZmRS7、ZmAGAL4、ZmAGAL5
等 α-Gal 编码基因在种子吸胀萌发过程中呈显著

上调表达（图 2A）。此外，在玉米胚诱导愈伤组

织 中，ZmAGA1、ZmRS7、ZmAGAL1/2/4 也 呈 显

著上调表达（图 2A）。

从瓜尔豆（Cyampsis tetragonaloba）萌发种

子的糊粉细胞中分离到一个编码 α-Gal 的基因，

表明 α-Gal 被分泌到胚乳中降解贮存的半乳甘露

聚糖［60］。对列当属植物酸性 α-Gal 亚家族成员

OmAGAL2 的研究表明，车前糖贮藏在干种子胚

外，在种子萌发时，被质外体中的 OmAGAL2 水

解成蔗糖，为胚萌发提供必需的己糖［61］。这些

结果进一步证实，α-Gal 参与多种植物胚乳中贮

藏碳水化合物的代谢，促进种子的萌发。

3.3　α-Gal 参与植物非生物逆境胁迫响应

α-Gal 通过调节植物细胞内 RFOs 含量间接

参与植物非生物逆境胁迫响应。高等植物通过可

溶性糖的合成、运输和降解，协同调控胞内可溶

性糖的浓度，以响应外界环境条件。目前，RFOs

在植物非生物胁迫应答中主要存在 3 种不同的调

控机制：（1）棉子糖可在风干过程中保持细胞膜

的稳定性，防止复水后细胞内溶物的泄漏和膜融

合［62］；（2）半乳糖醇和棉子糖可作为渗透保护

剂和 ROS 清除剂，减轻不利条件下产生的氧化损

伤［52, 63］；（3）棉子糖可运输到叶绿体中保护类

囊体，稳定光系统Ⅱ，在不利条件下维持植物的

光合作用［64］。

极低温（寒冷、寒冷或霜冻）和高温会对植

物生长和作物产量产生极其有害的影响。研究表

明，冷处理可诱导拟南芥和水稻的棉子糖积累，

并且在耐寒材料中的棉子糖水平显著高于冷敏感

材料［65-67］。Keller 等［68］研究表明，在抗冻甜菜

中，棉子糖在肉质根髓组织中的积累与抗冻性相

关。在低温胁迫下，水稻幼苗和葡萄藤木本组织

中，GolS 和 RS 基因的转录明显增加，并出现棉

子糖积累［69］。Han 等［70］研究表明，完全消除

棉子糖的玉米 zmrs 突变株系对低温胁迫的耐受

性相较对照株下降。进一步的分析也证实了玉米

ZmDREB1A 蛋 白 可 以 直 接 与 ZmRS 的 启 动 子 结

合，激活 ZmRS 表达，从而导致棉子糖积累并提

高玉米的耐寒性［70］。类似地，乙烯响应因子 108

（ERF108）可以直接靶向 RS 酶基因来调节三叶

橙（Poncirus trifoliata）的冷胁迫反应［71］。此外，

钙调素类蛋白 42（MtCML42）已被证明可以正向

调节 C-repeat binding factor（CBF）通路，进而增

加 MtGolS1 和 MtGolS2 的转录，导致棉子糖积累

并增强苜蓿的耐寒性［72］。在矮牵牛中过表达α-Gal

则会导致植物内源棉子糖的减少和抗冻性降低，

反之，下调 α-Gal 会使植株抗冻性提高［17］。这

些结果表明 RFOs 在植物冷胁迫响应中具有积极

作用，α-Gal 活性增加会降低棉子糖含量，从而
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降低植物的抗冻性。

与冷驯化相比，去冷驯化也是一种重要的

调节机制，它可以保证植物在去除胁迫条件后恢

复到正常生长状态。尽管人们研究了 RFOs 在胁

迫条件下的积累及其生理意义，但对胁迫消除

后 RFOs 的分解机理却很少关注。α-Gal 负责在

RFOs 分解代谢过程中去除非还原末端半乳糖残

基。Gu 等［73］研究发现，黄瓜酸性α-Gal（CsAGAL1）

蛋白存在于液泡中，而碱性 α-Gal（CsAGA2 和

CsAGA3）蛋白分别存在于细胞质和叶绿体中［73］。

当去除冷胁迫后，酸性和碱性 α-Gal 在 RNA 水平

和蛋白活性水平均上调，而且冷胁迫期间积累在

黄瓜叶片不同亚细胞的 RFOs 在冷胁迫缓解后可

被不同的 α-Gal 原位分解。

盐胁迫也是植物生长面临的重要非生物胁迫

之一。研究表明，碱性 α-Gal 转基因烟草植株在

盐胁迫下的种子发芽率和生长性能均高于野生型

烟草［74］；而在玉米研究中发现，玉米碱性 α-Gal

家族基因 ZmAGA1 在种子萌发过程中却不响应

盐胁迫［55］。此外，Genevestigator 转录组数据分

析发现，ZmAGA1 在热、旱、盐、渗透等非生物

胁迫下呈现显著上调（图 2B），表明该基因在

玉米苗期对上述非生物胁迫敏感。类似地，同属

GH36 家族的 ZmRS8 基因在干旱胁迫下呈现显著

拟南芥和玉米 GH27 和 GH36 家族基因在吸胀种子和愈伤组织中的表达谱（A），
以及在冷、热、旱、盐、渗透、水淹、损伤等非生物胁迫下的表达谱（B）

The expression profiles of GH27 and GH36 family genes of Arabidopsis thaliana and maize in imbibition seeds and callus tissues (A),
and under abiotic stresses including cold, heat, drought, salt, osmosis, submergence and wounding (B)

图 2　拟南芥和玉米 GH27 和 GH36 家族基因表达谱
Fig. 2　Expression profiles of GH27 and GH36 family genes in Arabidopsis thaliana and maize
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上调，而 ZmSIP2、ZmAGA3/4、ZmRS2 则在冷、

热及水淹胁迫下呈明显上调；在 GH27 家族中，

除ZmAGAL2 在上述胁迫下呈现不同程度上调外，

其他该家族同源基因表达变化不明显（图 2B）。

上述研究结果表明，植物 α-Gal 家族基因在响应

非生物逆境胁迫中的功能可能已经发生了分化，

需要更进一步的深入研究。

3.4　α-Gal 参与植物细胞壁重塑

细胞壁是存在于植物细胞外围的一层厚壁，

主要起保护作用，同时也是影响细胞生长与分化

的主要障碍［75-76］。植物细胞壁主要由纤维素、

半纤维素和果胶等多糖组成，这些大分子的组成

和结构调控了细胞壁的拉伸强度和稳定性［77-78］。

在细胞生长和分化过程中，植物细胞壁韧度不断

受到冲击，并发生松弛和软化［79］。质外体 α-Gal

通过参与细胞壁代谢（细胞壁解离和扩张）在叶

发育［13］、果实成熟［80］或通气组织形成［81］中发

挥重要作用。过度软化是限制水果货架期和储存

的主要因素，而 α-Gal 可以通过影响果实的硬度

来缩短采后寿命［82］。一般认为，果实成熟过程

中发生的软化现象是由 α-Gal、果胶甲酯酶、纤

维素酶、β- 甘露聚糖酶等多种酶协同水解细胞壁

多糖所致［83］。其中，α-Gal 定位在细胞壁和细胞质，

参与细胞壁半纤维素成分半乳甘露聚糖支链末端

α- 半乳糖基的水解，从而调控果实软化。随着果

实成熟，不同软硬程度的番茄品种 α-Gal 活性变

化不同，其中，在果皮软的番茄品种中，α-Gal

活性显著增加［84］。Soh 等［80］研究发现，木瓜中

含有 3 个 α-Gal，其中 α-Gal2 是主要的活性来源，

且该酶在生长期木瓜中表达量很低，但是随着果

实成熟该酶的表达量和活性显著增加，同时果皮

的硬度逐渐减弱，表明在这一过程中，α-Gal2 对

细胞壁的调控可能不仅起水解酶的作用，还具有

聚糖酶和转糖苷酶的活性。类似地，在黄瓜成熟

过程中，CsGAL2可通过解离细胞壁促进果实快

速生长［85］。

α-Gal 除参与果实成熟外，还与种子发育和

萌发过程中种胚和胚乳细胞壁的形成和降解密切

相关。在枣椰树种子中，α-Gal 与胚乳细胞壁的

形成和萌发时的降解息息相关［86］。在细胞壁形

成中，该酶参与甘露聚糖的合成；在休眠种子中，

绝大部分甘露聚糖存储在占胚乳体积 65% 的细

胞壁里，此时 α-Gal 则定位在胚乳的蛋白体中；

但是当种子开始萌发，该酶被释放到细胞壁，在

细胞壁解离的过程中酶活性提高 10 倍［86］。类似

地，在种子萌发过程中，α-Gal 也发挥调控细胞

壁解离的作用。例如，生菜的胚乳细胞壁富含半

乳甘露聚糖，种胚萌发后胚乳细胞壁开始降解，

为种子后续生长提供能量，这一过程是由 α-Gal

和 endo-β- 甘露聚糖酶协同完成的［87］。另外，

研究发现，α-Gal 活性在番茄［58］和椰枣［59］萌发

过程中的胚乳珠孔区增加，使胚乳细胞壁发生松

弛和软化，有利于种子胚根突破胚乳完成萌发。

此外，与大多数有胚乳的种子一样，咖啡的胚乳

也含有大量的细胞壁储备多糖（Cell wall storage 

polysaccharides），作为种子萌发和幼苗建成的能

量，而这些储备多糖一般是半乳甘露聚糖［88］。

α-Gal 通 过 沉 积 后 半 乳 糖 取 代 的 方 式（Post-

depositional degree of galactose substitution）参与半

乳甘露聚糖的生物合成［88］。而在椰子胚乳中α-Gal

活性的缺乏会导致胚乳中细胞壁定位的半乳甘露

聚糖的水解障碍，从而造成凝乳椰子表型［89］。

植物细胞的不可逆伸长由两个方面调控：一

是细胞膨胀，二是细胞壁的延伸限制。在豇豆下

胚轴里，α-Gal 的特异性抑制剂可以通过约束细

胞壁的延伸从而抑制下胚轴的伸长［90］。在拟南

芥中，α-Gal 的 T-DNA 插入嵌合体呈现莲座叶的

突变体叶片形态，根据 GUS 染色实验发现该酶定

位在叶片细胞壁上，说明该酶可在叶片发育过程

中影响叶片细胞壁的有序扩张［13］。综上所述，

α-Gal 在果实成熟、种子萌发、叶片发育及衰老

等生理过程发挥作用主要是通过参与细胞壁重塑

（合成、修饰与水解）实现。

4　结语与展望

α-Gal 广泛存在于动物、植物和微生物中，

不同来源的 α-Gal 其理化特性存在明显差异［56-

58］。根据其序列相似性及催化特性，α-Gal 可分

为 7 个 GH 家族，由共同祖先演化而来，其催化

的功能结构域在进化上相对保守。近年来，随着

国内外对 α-Gal 的研究不断深入，越来越多不同

物种来源和不同家族的 α-Gal 被鉴定出来，并广

泛应用于食品工业、饲料工业、化工、农业及生

物医药等多个领域。因此，α-Gal 亦被认为是最

有应用前景的酶制剂之一。然而，与一些应用较

为成熟的纤维素酶、脂肪酶等酶制剂相比，α-Gal
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在其催化的高级结构、催化活性位点、酶与底物

结合机制、酶的热稳定性等方面的研究仍非常有

限，极大地限制了 α-Gal 的进一步应用。因此，

亟需从不同来源物种中发掘、鉴定更多具有 α-Gal

酶活的编码基因，并深入研究其催化分子机理，

尤其是蛋白的高级机构与构效关系，进而通过分

子设计手段对酶分子和表达宿主进行改造，消除

基因表达、蛋白修饰和分泌等方面障碍，实现具

有高催化活性和热稳定性的 α-Gal 高效表达，以

满足潜在的巨大市场需求，并为拓宽 α-Gal 在食

品等领域的应用奠定理论基础。

在 植 物 中，α-Gal 仅 有 GH27 和 GH36 两 个

家族，均具有 α-1,6- 半乳糖苷水解酶活性，少数

兼具水解酶和半乳糖基转移酶活性。已有研究表

明，α-Gal 广泛参与植物叶片发育与衰老、果实

成熟、种子发育与萌发以及逆境胁迫响应等重要

生理过程，然而目前有关其参与上述过程的生理

及分子机制仍不清楚。细胞壁重塑在植物生长发

育、果实成熟、种子萌发等过程中发挥重要作用。

尽管已有研究表明，α-Gal 参与植物细胞壁的修

饰及半乳甘露聚糖支链末端 α- 半乳糖基的水解，

但在种子萌发过程中 α-Gal 是否也通过水解细胞

壁半乳甘露聚糖使细胞壁松弛软化，进而促进种

子胚根突破种皮完成萌发，仍需更多直接相关实

验数据。这是因为，一方面，不同物种种子细胞

壁组成成分及种子种胚结构存在较大差异。对于

胚乳包被且胚乳富含半乳甘露聚糖的种子（如咖

啡豆），在萌发早期 α-Gal 与 β- 甘露聚糖酶、

β- 甘露糖苷酶协同作用水解半乳甘露聚糖促使

细胞壁软化，进而促进胚根突破形成萌发；而对

于一般作物种子，是否也存在类似机制仍有待实

验证实。另一方面，若 α-Gal 参与细胞壁水解，

那么 α-Gal 应该属于质外体定位酶，但通过对模

式植物拟南芥和玉米等 α-Gal 基因编码蛋白氨基

酸进行信号肽预测分析，并未发现细胞外（质外

体）定位的信号肽，那么非经典分泌蛋白 α-Gal

是如何转运至质外体的，这也有待深入研究。综

上所述，利用包括基因编辑在内的遗传学、分子

生物学等多种手段，深入研究 α-Gal 家族基因的

生物学功能及分子机理，将有助于上述问题的解

决，这也是未来有关植物 α-Gal 研究的热点和发

展方向。
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