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昆虫几丁质合成酶及其抑制剂
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Abstract　Chitin synthase is the key enzyme in the synthesis of chitin , which has three domains:domain A , domain

B and domain C;domain B is the catalytic center.Based on relative sequence differences , chitin synthases have been

grouped into two classes , class CS-A and class CS-B enzymes , which catalyze the formation of chitin in epidermis and

peritrophic matrix respectively.Two model of catalyze mechanism was suggested.There are many chemicals that can

inhibit the synthesis of chitin , of which nucleoside peptidyl antibiotics and nucleoside phosphates are acting on the

catalytic site of CS as competitive inhibitors;however , other chemicals' inhibition mode is still unknown.

Key words　insect , chitin synthase , chitin synthesis , inhibitor

摘　要　几丁质合成酶(CS)是几丁质合成的关键酶 , 它具有 3 个结构域:结构域 A、结构域 B 和结构域

C ,其中结构域 B 是催化域。根据氨基酸序列的差异 , 几丁质合成酶分为两类:CS-A 及 CS-B , 分别在表皮

及围食膜基质中催化合成几丁质。关于几丁质合成有 2种假想模型。有多种抑制剂可以抑制几丁质的
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合成 ,其中核苷肽抗生素类及核苷磷酸类作用于 CS 的催化部位 , 是竞争性抑制剂 ,其它抑制剂的作用机

理仍不明确。

关键词　昆虫 , 几丁质合成酶 , 几丁质合成 , 抑制剂

　　几丁质是自然界中含量仅次于纤维素的生

物合成物质
[ 1]
,它存在于节肢动物的外骨骼 、真

菌的细胞壁及线虫的卵壳中 ,是由N-乙酰-β

-D-葡糖胺经多聚化作用而形成的一种多聚

物。在昆虫中 ,它主要存在于表皮层中的上表

皮以及消化道的围食膜基质中 。上表皮中的几

丁质作为外骨骼的支架材料 ,与硬化蛋白一起

构成外骨骼 ,使外骨骼成为一种刚性结构 ,从而

使昆虫能维持特定的形态 ,并防止外来物的侵

染或物理损伤 ,是内部器官与外界环境之间的

保护性屏障。此外 ,外骨骼及内陷形成的内骨

可供肌肉着生 ,以组成虫体的运动机构 。围食

膜基质(peritrophic matrix)中的几丁质则在食物

颗粒与肠道细胞之间构成一道保护屏障 ,避免

细胞受到较硬的食物颗粒的损伤。

虽然几丁质对昆虫有重要的保护作用 ,但

与此同时 ,它也给昆虫的生长发育带来了不利

的影响。昆虫的体壁由于非常坚硬 ,刚性很强 ,

因而不能随昆虫的生长而生长 。当昆虫长到一

定大小时 ,其表皮层就限制它进一步生长 ,这就

是昆虫蜕皮的原因 。只有把旧的表皮脱去 ,然

后再合成一个更大的表皮 ,昆虫才能继续生长 。

在蜕皮过程中 ,旧表皮中的几丁质被几丁质酶

(chitinase)分解 , 同时 , 几丁质合成酶(chitin

synthase)合成新的几丁质并分泌到新表皮中 。

正是由于几丁质在昆虫的生长发育过程中有重

要作用 ,因而可以被用作靶标 ,来研究开发新型

的杀虫剂 、杀菌剂。由于几丁质不存在于脊椎

动物中 ,因而该类药剂对人畜较为安全 ,是环境

友好农药 。

1　几丁质合成酶

几丁质的生物合成主要是由几丁质合成酶

(chitin synthase , CS)来催化的 ,是一个极其复杂

的过程 。几丁质合成酶(UDP -N-乙酰-D-

葡糖胺:几丁质 4-β-N-乙酰葡糖胺转移酶;

EC 2.4.1.16)存在于所有能合成几丁质的生物

体中 。由于几丁质合成酶是一种跨膜蛋白 ,其

纯化分离较困难 。真菌中的 CS 目前研究最为

清楚 ,其分离纯化研究较多
[ 2 , 3]
,并纯化得到了

单一酶
[ 4]
。近来 ,真菌的 CS 研究有了大的突

破 ,原先被认为在几丁质合成中起主要作用的

几丁质合成酶(CS1)被发现对几丁质的生物合

成不是必需的
[ 5]
。几丁质的生物合成牵涉多种

CS的综合作用 ,存在精细的时间 、空间 、质和量

的调节。在啤酒酵母中已检测出 3种 CS ,其中

CS3合成细胞中 90%以上的几丁质 ,是最主要

的几丁质合成酶 ,而 CS1和 CS2只合成细胞中

10%的几丁质。CS1只是作为一种修复酶 ,在

胞质分裂的过程中起补充几丁质作用
[ 18]
。

1.1　昆虫中的几丁质合成酶(CS)结构

昆虫的几丁质合成酶是一些较大的跨膜蛋

白
[ 6 , 7]
,其理论分子量约为 160 ～ 180 kDa ,等电

点为6.1 ～ 6.7 ,其活性需要 2价阳离子的存在 ,

并且在经过温和的蛋白质水解后 ,活性可以提

高 ,表明 CS可能以酶原的形式存在。它含有 3

个结构域:结构域 A 、结构域 B和结构域C 。

结构域A在几丁质合成酶的N 端区 ,主要

由跨膜螺旋组成 。不同昆虫的 CS 含有不同数

量的跨膜螺旋 ,表现出最低的序列相似性。这

种跨膜螺旋的数目决定了 N端在膜上的位置 ,

或者是面向细胞质 ,或者是面向细胞外环境。

结构域 B在几丁质合成酶的中心区 ,由大

约 400个氨基酸组成 ,包含蛋白质的催化中心 。

B域高度保守 ,含有 2个独一无二的基本序列 ,

EDR和QRRRW ,这 2个序列存在于各种CS中 ,

可以被看作是识别序列(signature sequences),其

中的一些保守氨基酸是酶的催化机制所必需

的 ,它们可能与底物的质子注入有关 ,如果被其

它氨基酸取代就可能会造成酶活力的急剧下

降 。酵母几丁质合成酶(CS2)441 位的天门冬

氨基酸残基也被认为是存在于所有 CS 中的保
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守残基 ,当它被谷胺酸取代后可引起CS活性的

严重丧失
[ 19]
。昆虫CS 相应位置的天门冬氨基

酸也不能被谷氨酸取代 ,表明在这个位置至少

需要一个天门冬氨基酸。此外 ,还有学者指出

在昆 虫 CS 中 还 有 3 个 高 度 保 守 区 ,

CATMWHXT ,QXFEY和WGTRE(分别位于果蝇

CS1上的 583 ～ 590 , 794 ～ 798和 1 076 ～ 1 080

处),它们中的大多数氨基酸在真菌和线虫中也

是保守的
[ 20]
。

结构域 C由 C 端部分组成 ,包含 2个可能

与酶的催化有关的氨基酸 ,W803和 T805。定

向诱导突变表明:酵母 CS2 中的这 2个氨基酸

被丙氨酸取代后 ,酶的活性即消失。在昆虫中

这2个残基的位置类似于中酵母中位置 ,也是

高度保守 ,并紧接在 C域的 5个跨膜螺旋之后 。

C域不像催化域那样保守 ,它以含有 7 个跨膜

螺旋做为共同特征
[ 21]
。

1.2　昆虫几丁质合成酶分类

真菌几丁质合成酶具有多个结构基因
[ 6]
,

但昆虫中只发现有 2个结构基因 ,相应的几丁

质合成酶也有 2种 ,分别为 CS1及CS2。

根据氨基酸序列的相对差异 ,几丁质合成

酶被分为两类:CSA及 CSB。大多数昆虫都各

含有 1个基因考贝 ,这 2个基因位于同 1 条染

色体上 ,可能是由同一祖先进化而来 。A 类几

丁质合成酶多在表皮层细胞及气管细胞中表

达 ,而 B类几丁质合成酶被限制在中肠的表皮

细胞中表达。A类几丁质合成酶的共同特征是

在C 域的 5个跨膜螺旋之后有 1个卷曲螺旋区

(Coiled-coils),它面向细胞外空间 ,可能与蛋白

质之间的相互作用 、囊泡的融合作用及几丁质

的低聚作用有关
[ 21]
。

虽然对CS 的研究有了很大进展 ,但无论是

对CS还是对其同源蛋白的了解都未曾超出过

最基本的水平
[ 8]
。因而 ,确定最有可能代表有

催化活性的蛋白质区域的研究就依赖预测分

析。第 1步是对所有已知的 CS 序列进行多重

比较 ,去除掉大约有 450个氨基酸残基的一段

共有序列 。接下来 ,对CS各相关序列的预测研

究应用了疏水性簇分析和同源模拟(homology

modeling)。研究显示其 3级结构是一种交替的

α β折叠。CS 活性结构域或者是一种 8链的α 

β折叠 ,或者是类似罗斯曼折叠。应用QSLAVE

技术 ,即一种蛋白质结构预测的专家系统 ,可发

现 CS 活性结构域的 3级结构类似于罗斯曼折

叠 ,中央有 1条深的催化沟 ,构成与底物 UDP-

糖的结合结构域 。

1.3　几丁质合成酶活性测定

早期几丁质合成酶测活方法为体外组织培

养法
[ 9]
,利用昆虫器官芽的离体培养来检测新

合成的几丁质。在分离提取几丁质合成酶以后

(粗提物),可以利用同位素法进行活性测定 ,这

种方法被大量采用 ,至今仍是主要的活性测定

方法
[ 10]
。由于同位素试剂较为昂贵 ,并且对人

体不安全 , Lucero 等人又提出了一种非放射性

测活方法
[ 11]
,使得测定结果更为准确灵敏 ,并

可以进行高通量筛选几丁质合成酶的抑制剂。

2　几丁质合成过程

几丁质合成酶以 UDP -N -乙酰葡糖胺

(UDP-GlcNAc)为底物 , 通过转移作用 , 脱去

UDP ,合成几丁质链 。其催化反应可以表示如

下:2nUDP-GlcNAc※[GlcNAC-β-(1※4)-GlcNAC]

n+2nUDP。

UDP-GlcNAc 是几丁质的直接前体 ,它是由

海藻糖和葡萄糖经过一系列的酶促反应过程所

合成的
[ 9]
,大量存在于细胞质中。CS 主要以簇

的形式存在于细胞内的高尔基体膜 、囊泡膜及

质膜上 ,它是一类大分子跨膜蛋白 ,其催化域面

向细胞质。

几丁质合成的详细机制现在依然不清楚 ,

但有证据表明几丁质的合成是一种不对称机

制:从细胞质中的 UDP-GlcNAc 池中获得

GlcNAc ,而把新生的几丁质释放到细胞外环境

中 。上述分析表明CS结合 UDP-GlcNAc的催化

位点应当是面向原生质的。

基于现有的数据 ,人们提出了 2种几丁质

合成模型。在模型 Ⅰ中 ,细胞内的囊泡仅仅是

作为一种面向细胞外的运输工具 ,它的主要作

用就是把CS转运到原生质膜上 。当携带有 CS
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的囊泡到达原生质膜后 ,就与质膜融合 , CS 结

合到质膜上 ,活化后向细胞外分泌几丁质 。这

种模型需要一些调控步骤来控制酶的活性。在

囊泡与质膜融合之前 ,酶的活性处于关闭状态 ,

融合后经中肠或体壁蜕皮液中的蛋白酶部分水

解作用而激活 。在模型 Ⅱ中 ,几丁质被分泌到

囊泡内腔中 ,这些囊泡位于细胞端部质膜的下

方 ,当需要几丁质的时候 ,囊泡与质膜融合并把

几丁质释放到细胞外 。这种模型的优点是可以

贮藏几丁质 ,并能快速释放 。根据对吸血蚊虫

的研究 ,这一点对围食膜基质的分泌非常重要 。

它的缺点是合成的几丁质链的长度受到囊泡内

腔大小的限制 。在这 2种模型中 ,新生的丁几

质都需要一个跨膜运输的过程 。

除了CS外 ,几丁质的合成还受其它效应物

的影响。有报道称 ,GlcNAc可以刺激真菌及某

些昆虫体内的几丁质合成 ,与此相反 ,也有报道

1 mmol L的 GlcNAc 几乎可以完全抑制几丁质

的合成 。在更深的层次上 ,几丁质合成受许多

激素如蜕皮激素的调控 ,其机制亦不是很清楚 。

昆虫几丁质的合成受一系列具有时间限制

效应的内分泌调控所支配
[ 12]
。一些关键激素 ,

如促前胸腺激素(PTTH)、蜕皮激素-20羟基蜕

皮酮(20E)和保幼激素(JH)在调节过程中起主

导作用 。当幼虫达到临界体重时 ,本体感受器

向脑神经分泌细胞传递信号 ,后者分泌 PTTH 。

PTTH 转而激活前胸腺 ,向血淋巴中分泌蜕皮

酮。蜕皮酮能够降低蜕皮间期几丁质的合成作

用 ,从而初始化蜕皮过程 。

3　几丁质合成酶抑制剂

如上所述 ,几丁质的代谢在昆虫的生长发

育过程中是至关重要的 ,若不能正常合成几丁

质 ,则使昆虫发育畸形 ,对外界环境适应力降

低 ,甚至失去行动能力而死亡 ,干扰几丁质生物

合成的物质可以抑制真菌细胞的生长 ,有成为

抗真菌药的可能
[ 13 , 14]

,在医学领域 ,来源于微

生物的抑制几丁质合成的抗真菌药物已经出

现
[ 15 , 16]

。因此 ,几丁质合成酶可以作为害虫控

制的靶标 ,许多学者也都在这一领域进行研究 ,

以期开发出作用新颖 、对环境友好 、对非靶标生

物安全的新型杀虫剂 、杀菌剂。经过大量研究 ,

作用于几丁质合成酶(CS)的抑制剂主要是以

下二类
[ 1]
,均作用于催化部位。

3.1　核苷肽抗生素类

此类化合物是从放线菌中提取的一些大分

子的嘧啶核苷肽 ,结构类似于 CS的底物 UDP-

GlcNAc ,是一类强力的竞争性抑制剂 ,主要是多

氧霉素(polyoxins)系列和尼克霉素(nikkomcins)

系列。

多氧霉素(A-M)是由日本的科学家在几十

年前从链霉菌的培养产物中提取的 ,由 1个脲

苷核糖连在 1个二肽上组成 。多氧霉素的动力

学研究表明 ,其核苷部分作为结合位点 ,与几丁

质合成酶的特定部位结合 ,对发挥酶的活性至

关重要;肽部分则与酶的催化部位结合 ,抑制酶

的活性。尼克霉素结构类似于多氧霉素 ,区别

是在最后一个氨基酸上加了 1个嘧啶环 。

这些抗生素是有效的杀菌剂 ,但作为昆虫

控制剂却很差 ,其中一个很重要的原因是它们

都是极性分子 ,很难穿透昆虫的疏水表皮进入

昆虫体内 。当它们被昆虫取食后 ,会被消化道

降解或者由于其相对较大的分子量而不能吸收

至细胞内 ,因而其触杀及胃毒作用都较小。尽

管这些核苷肽抗生素对昆虫的毒力较小 ,但多

氧霉素 D 对 Lucilia cuprina 及尼克霉素对

Epilachna varivestis均表现出了较好的效果。当

白粉蝶的幼虫被注射多氧霉素 D后 ,其外表皮

发育畸形 。利用同位素标记技术标记葡萄糖 、

葡萄糖胺 、N-乙酰葡糖胺 ,在多种昆虫的体壁

培养物中 ,测得多氧霉素 D是一种强力的抑制

剂 ,其 I50值在 1.9×10
-5
～ 6×10

-7
mol L之间 。

尼克霉素(X及 Z 混合物)是最有效的 CS抑制

剂 ,它对 T.castaneun 和 Trichoplusia ni 几丁质

合成酶的 I50分别是0.02和 0.06 μmol L。

3.2　核苷磷酸类

在几丁质合成过程中释放的脲苷二磷酸

(UDP)是一种有效的 CS抑制剂 ,当它在昆虫体

内积累的浓度达到一定水平后就会极大的降低

几丁质的合成速度。多氧霉素 D与 UDP 的抑
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制曲线非常相似 ,表明它们作用于酶的同一个

部位 。

3.3　其它类

除了上述 2类化合物外 ,尚有多种物质可

以抑制几丁质的生物合成 ,但其作用机理并不

明确 ,可能并不直接作用于几丁质合成酶 ,而是

作用于调节因子或几丁质链的转运 , 聚合过

程
[ 5]
。该类化合物主要有以下几种:

(1)苯甲酰基脲类(BPUs):该类化合物是昆

虫中最主要的几丁质合成抑制剂 ,已实现了商

品化 。如除虫脲
[ 17]
, 可引起昆虫中毒后表皮畸

形 ,但在几丁质合成酶的体外合成中 ,并不抑制

几丁质的合成 ,表明它可能不是作用于几丁质

合成酶。苯甲酰基脲类的作用机理有多种假

说 ,有可能通过影响内源激素来调节几丁质合

成 ,或者作用于 DNA的合成 。

(2)硫醇类阻断剂:克菌丹为硫醇类阻断

剂 ,是一种广谱 、高效的杀菌剂 ,它可与真菌中

的硫醇基团反应 ,对真菌中的 CS1 不敏感而对

昆虫中的 CS1敏感 。对克菌丹及其相关化合物

的研究推测昆虫 CS1包含敏感的硫醇基团 ,可

与硫醇类阻断剂作用 ,从而导致对几丁质聚合

的强烈抑制。

(3)苯并咪唑类:该类化合物中的某些种类

对家蝇的毒性相当强 ,但其作用机理目前尚不

清楚 ,其抑制曲线的斜率要比多氧霉素小的多 ,

显示出这是2种不同的作用机制 。

4　结论

几丁质在真菌和无脊椎动物的生命活动中

担负着重要功能 ,其复杂的合成途径为防治害

虫和有害真菌提供了契机。经过大量研究 ,目

前已经明确:真菌中含有 3 种 CS ,起主要作用

的是 CS3;昆虫中已经发现了2种 CS ,根据结构

基因的不同分为 CS1 及 CS2 ,根据相对的序列

差异分为 CSA及 CSB ,分别在不同的器官中合

成几丁质;CS在细胞中定位在各种膜上;CS 具

有 3个结构域。虽然昆虫 CS 的研究取得了一

定的进展 ,但是它的详细催化机制仍不清楚;

CS也未纯化得到单一酶;某些几丁质合成抑制

剂的抑制机理还不清楚 。

可以认为 ,几丁质合成抑制剂是一类与环

境高度相容的杀虫剂 ,对天敌和其他非靶标生

物影响小 ,抗性增长缓慢 ,混用可增效 ,选择毒

性和残留毒性均极小的高效化学农药 ,这就为

几丁质合成抑制剂在田间的大规模运用奠定了

基础。可以预期 ,随着研究的进一步深入 ,几丁

质合成抑制剂类农药将在有害生物的化学防治

中发挥越来越大的作用 。
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