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摘  要: 果胶甲酯酶 (PME) 是一种重要的果胶酶，其水解果胶中的甲酯基从而释放甲醇并降低果胶的甲酯化程

度。目前在食品加工、茶饮料、造纸等生产工艺中有着广泛的应用前景。随着对 PME 的深入研究，已报道了几

种不同来源的酶晶体结构，对这些已获得的晶体结构进行分析发现，PME 属于右手平行 β-螺旋结构，其催化残

基为 2 个保守的天冬氨酸和 1 个谷氨酰胺残基，并且在催化过程中分别起到了一般酸碱、亲核试剂以及稳定中间

体的作用。同时对其底物特异性进行分析，初步了解其底物与活性位点的识别机制。文中针对这几个相关方面进

行了系统的综述。 
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Abstract:  Pectin methylesterase (PME) is an important pectinase that hydrolyzes methyl esters in pectin to release methanol 

and reduce the degree of methylation of pectin. At present, it has broad application prospects in food processing, tea beverage, 

paper making and other production processes. With the in-depth study of PME, the crystal structures with different sources 

have been reported. Analysis of these resolved crystal structures reveals that PME belongs to the right-hand parallel β-helix 

structure, and its catalytic residues are two aspartic acids and a glutamine, which play the role of general acid-base, 

nucleophile and stable intermediate, in the catalytic process. At the same time, the substrate specificity is analyzed to 

understand the recognition mechanism of the substrate and active sites. This paper systematically reviews these related 

aspects. 
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果胶物质存在于相邻细胞壁的胞间层中，起着

将细胞粘在一起的作用，是植物细胞壁的主要成分

之一。柑橘、柠檬、柚子等果皮中约含 30%果胶，

是果胶的最丰富来源。按果胶的组成可分为同质多

糖和杂多糖两种类型：同质多糖果胶包括 D-半乳

聚糖、L-阿拉伯聚糖和 D-半乳糖醛酸聚糖等；杂多

糖果胶最常见，是由半乳糖醛酸、半乳糖和阿拉伯

糖以不同比例组成，通常称为果胶酸。果胶具有复

杂的结构，包含“平滑区域”和“毛状区域”两部分。

平滑区域主要由 α-1,4 糖苷键连接的 D-聚半乳糖醛

酸残基组成，其可在 O6 原子发生甲基化和在 O2

或 O3 原子发生乙酰化修饰，而毛状区域的特征在

于含有 1,2-α-L-鼠李糖-1,4-α-D-半乳糖醛酸二聚体

的形式延伸，其中富含 L-阿拉伯糖和 D-半乳糖的

侧链可被鼠李糖残基取代[1-2]。由于果胶的复杂性，

需要一系列果胶酶协同降解，包括多聚半乳糖醛酸

酶、果胶酸裂解酶、鼠李糖半乳糖醛酸酶、果胶甲

酯酶、果胶乙酰酯酶等[3]。 

果胶甲酯酶 (Pectin methylesterase，PME；EC 

3.1.1.11) 能够水解甲酯基，释放甲醇从而降低果

胶的甲酯化程度。PME 在多种生物体中被发现，

在高等植物中，大多数 PME 都存在于不同组织器

官，如根、茎、叶、果实等，其对细胞壁组成和降

解、细胞游离、花粉发育、种子萌发、根尖延伸、

种子开裂、果实软化、抗病等方面具有重要作   

用[4-7]，并且通常在一个物种中同时存在几种不同

类型的 PME。这些内源性的酶通常具有组织特异

性，并且有助于植物发育和果实成熟期间细胞壁的

变化；在微生物中，PME 主要存在于真菌 (如曲

霉菌)、细菌 (如欧文氏菌)。其次，某些植食性昆

虫体内也相继发现了 PME 的存在[4,8-10]。 

PME 是一种重要的果胶酶。目前在食品加工、

茶饮料、造纸等生产工艺中已广泛应用 PME 来改

善产品品质，如 PME 与多聚半乳糖醛酸酶一起使

得果汁澄清的效果显著增强[11]。并且 PME 是许多

植物病原体侵染植物的关键酶，对 PME 的研究也

可以促进其对植物病原体侵染植物组织机理的理

解，已成为植物学研究领域一个新的热点。但因为

稳定性差、酶活低等特性，极大地限制了 PME 的

广泛使用，所以对 PME 的功能改造也逐渐提上日

程。而结构生物学研究是蛋白质功能定向改造强有

力的支撑，通过对 PME 结构的研究来揭示酶结构

与功能的关系成为目前研究的重点。本文在已报道

PME 的晶体结构基础上，对 PME 在结构生物学方

面的研究进行综述。 

1  果胶甲酯酶的总体结构  

PME属于碳水化合物酯酶第 8家族[12] (Family 

8 carbohydrate esterase，CE8s；http://afmb.cnrs-mrs. 

fr/CAZY)。目前，已有 40 种不同的 CE8s 被表征

为 PME 蛋白，其从果胶内的甲酯化半乳糖醛酸中

去除甲酯基，这也是细胞壁更新、果实成熟和致病

等过程中的重要生物学事件[13]。 

2000 年 Jenkins 等[14]报道了欧文氏菌来源的

PME (PemA；PDB ID：2NTB) 晶体结构，这也是

PME的第一个结构。随着对 PME结构的深入研究，

至今已经得到了 7 个不同来源的 PME 的晶体结构 

(表 1)。针对这 7 个不同来源的 PME 我们进行了多

序列比对分析 (图 1)，尽管这 7 种不同来源 PME

氨基酸序列相似性较低 (21%–62%)，但它们三维

结构相似，下面将进行具体介绍。 

 
表 1  已报道晶体结构的果胶甲酯酶  
Table 1  The pectin methylesterases with known crystal 
structure  

Sources PDB ID Reference
Bacteria   
Yersinia enterocolitica 3UW0 [13] 
Erwinia chrysanthemi 1QJV [14] 
E. chrysanthemi B374 2NTB [15] 
Fungus   
Aspergillus niger 5C1C [16] 
Plant   
Lycopersicon esculentum 1XG2 [17] 
Daucus carota 1GQ8 [18] 
Animal   
Sitophilus oryzae 4PMH [8] 
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图 1  已报道结构的果胶甲酯酶多序列比对结果 
Fig. 1  Multiple sequence alignment results of PME with known crystal structure. The sequences used in the multiple 
sequence alignment analysis are download from crystal structures of the PDB database. 
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目前已报道的大多数酯酶采用 α/β 水解酶折

叠结构并含有催化三联体 Ser-His-Asp。但 PME 既

没有共同的 α/β 水解酶折叠结构，也没有常见的催

化三联体[14]。PME 属于右手平行 β-螺旋结构[19]  

(图 2A)，对应每圈的 β-折叠片分别定义为 PB1、PB2

和 PB3。连接这 3 个 β-折叠片的转角分别称为 T1 

(PB1-PB2)、T2 (PB2-PB3) 和 T3(PB3-PB1)[14,18]  

(图 2B)。不同来源的 PME 其完整的 β-螺旋圈数也

不相同，其中番茄来源的 PME (PDB ID：1XG2) 只

有 7 个完整的 β-螺旋圈[17]。 

以胡萝卜 PME (PDB ID：1GQ8) 为例，在整

个结构中，PB1 是最长的折叠片结构。结构中存在

11 股平行的 PB1 折叠片，其中第一条与最后一条 

 

 
 
图 2  胡萝卜 PME 的结构 (PDB ID：1GQ8) 
Fig. 2  The crystal structure of PME from carrot (PDB ID: 
1GQ8). (A) Front view. (B) Side view from N-terminal. 

大致垂直。第一个 β折叠片之前的 N 末端存在 7 个

游离的氨基酸残基，C 末端也存在一段短的无序结

构。但也有特殊情况存在，如水稻象鼻虫来源的

PME (PDB ID：4PMH) 的结构在整体的空间构象

上与其他 PME 的结构保持一致，但是将其与其他

来源的 PME 结构进行比对时，发现水稻象鼻虫来

源的 PME 的 C 末端结构与其他来源 PME 的 N 末

端结构能很好地拟合 (图 3)。像这种蛋白质序列的

循环排列是非常罕见的，但确实是自然发生的[20]。

这种结构上的循环排列可能源于自然遗传或翻译

后修饰导致的结构重排。从所有水稻象鼻虫 PME

蛋白的编码 RNA 序列来看，这种循环置换排列是

起源于遗传的。研究人员又将其他来源的象鼻虫 

 

 
 
图 3  欧文氏菌 PME (PDB ID：2NTB) (A) 和水稻象

鼻虫 PME (PDB ID：4PMH) (B) 的结构特点 
Fig. 3  The structural features of Erwinia PME (PDB ID: 
2NTB) (A) and rice weevil PME (PDB ID: 4PMH) (B). 
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PME 序列与水稻象鼻虫 PME 序列进行比对，发现

这些蛋白质都具有延伸的 N-末端区域和缩短的 C-

末端区域，表明该结构的循环置换属于昆虫家族特

有的结构特征，因此也证明了蛋白质中存在结构循

环排列现象[8]。 

T1 转角区较短，其中胡萝卜来源的 PME 通常

没有残基或只有 1 个残基连接 PB1 和 PB2[18]，而

水稻象鼻虫来源的 PME 比其他来源的 PME T1 转

角区较长。T2 和 T3 转角区域通常包含较长的 loop

区，且蛋白分子表面的裂缝都由 T2 和 T3 区域这

些较长的 loop 区组成。根据前面所述序列比对结

果可知，来源于同一界的 PME 其序列一致性比较

高，其在结构上的差异越小；来源于不同界的 PME

虽然在整体结构上都为右手平行 β-螺旋结构且催

化核心部分结构也较为保守，但是不同来源的

PME 在其结构上也存在很大差异，例如，β 折叠

片以及转角长度等，其中差异最大处在于连接 β

折叠片的转角区，由于其向外延伸长度各不相同，

导致了转角处所形成的 loop 区的大小以及结构各

异。例如将欧文氏菌来源的 PME (PDB ID：2NTB)

与胡萝卜来源的 PME (PDB ID：1GQ8) 进行结构

比对 (RMSD 值为 1.80 Å) 发现，其最大的不同之

处在于 T2 和 T3 loop 区链长度的不同，欧文氏菌

来源的 PME 其 T2 与 T3 loop 区较长且结构更为复

杂 (图 4)。 

2  果胶甲酯酶的催化域 

PME 结构表面由较长的 T2 loop 区和 T3 loop

区形成裂缝，该裂缝的中心部分由几个芳香族氨基

酸组成，这符合碳水化合物结合位点的特征[18]。

Fries 等[16]对欧文氏菌来源的 PME (PDB ID：2NTB)

与其底物共晶体的结构研究也进一步证实，六糖底

物结合在酶表面的裂缝中。Teller 等[8]分析了 CE8s

家族的 PME 的结构以及序列，总结了部分 PME

中的活性位点残基 (表 2)。以欧文氏菌来源的 PME

为例，酶与底物复合物的结构表明以下残基参与催

化反应：Asp199、Asp178 和 Gln177 (图 5)。 

 
 

图 4  欧文氏菌  (2NTB) 和胡萝卜  (1GQ8) 来源的

PME 基于序列以及结构对比分析结果 (A：欧文氏菌 

(2NTB：橘色) 和胡萝卜 (1GQ8：浅蓝色) 来源的 PME

序列比对结果，其中|为结构上相对应且残基一致，:为结

构上相对应且残基相似，.为结构上相对应但二者残基不

同. B：欧文氏菌 (2NTB：橘色) 和胡萝卜 (1GQ8：浅

蓝色) 来源PME结构比对，其中灰色表示差异较大部分) 
Fig. 4  Results of sequence and structural comparison 
analysis of PME derived from Erwinia (2NTB) and carrot 
(1GQ8). (A) The sequence alignment of PME from 
Erwinia chrysanthemi (2NTB, up) and Daucus carota 
(1GQ, down), where | means structurally equivalent and 
identical residues, : means structurally equivalent and 
similar residues, . means structurally equivalent, but 
different residues. (B) The structure alignment of PME 
from bacteria (2NTB, orange) and plants (1GQ8, light 
blue), the gray color indicating the significance difference. 
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表 2  CE8s 蛋白中的活性位点残基 
Table 2  Active site residues in CE8s protein 

PDB ID Active site residues 

4PMH Gln199 Asp200 Asp226

1GQ8 Gln135 Asp136 Asp157

1QJV Gln131 Asp132 Asp153

1XG2 Gln177 Asp178 Asp199

3UW0 Gln176 Asp177 Asp199

5C1C Gln167 Asp168 Asp189

2NTB Gln177 Asp178 Asp199

 

 
 
图 5  欧文氏菌 PME (2NTB) 活性位点相关残基 
Fig. 5  The active sites of Erwinia PME (2NTB). 
 

在之前的研究中，Markus 等[15]对欧文氏菌来

源的 PME (PDB ID：2NTB) 晶体结构进行研究时

首先提出催化位点为保守的天冬氨酸 (Asp178 和

Asp199) 和精氨酸 (Arg267)。但是经过进一步的研

究发现第 267 位的精氨酸并不直接参与酶的催   

化[14]。后续研究提出了以下催化机制：残基 Asp178

通过与糖侧链上甲酯羰基的氧原子结合形成氢键，

残基 Asp199 侧链上的羧基攻击糖侧链上的羰基碳

原子形成四面体中间体，此时羰基氧原子上带有 

一个负电荷。该氧原子通过与 Gln177 和 Asp178

残基之间的相互作用来稳定自身的负电荷。由

Asp178 残基侧链上的羧基氢原子使离去基团质子

化，形成酸酐中间体同时释放甲醇。随后由 Asp178

侧链去质子化后的羧基催化水分子水解酸酐中间

体，并形成最终产物 (图 6)。在该催化过程中，

Asp199 是直接攻击甲酯羰基碳的亲核试剂，

Asp178 是反应中的一般酸碱，而 Gln177 则通过形

成氧阴离子孔来稳定过渡态，相邻的 Gln153 残基

主要有助于底物结合，但是也有部分研究人员认为

是由两个相邻的谷氨酰胺侧链形成的阴离子孔稳

定带负电的四面体中间体[18]。与欧文氏菌来源的

PME 催化机理类似，植物来源的 PME 具有相同的

催化机理。以胡萝卜来源的 PME (PDB ID：1GQ8)

为例，胡萝卜 PME 中 Asp157、Asp136 和 Gln135

分别起到亲核试剂、一般酸碱和稳定四面体中间体

的作用。 

人们对多糖的酶促转化提出了 3 种作用模式： 

(1) 单链机制，酶与底物结合后，其链上所有连续

的底物位点都被转化；(2) 多链机制，每次反应完

成后，酶-底物复合物解离，即每次反应仅转化单

个底物残基；(3) 多重攻击机制，对于每次形成的

酶-底物复合物，酶催化平均数量有限的糖残基的

转化[15]。针对这几种作用模式，部分研究中认为：

植物和细菌来源的 PME 催化甲酯果胶产生多聚半

乳糖醛酸链，对应提出单链和多链催化机制[21-23]。

相反，真菌 PME 更加随机地行使催化活性，对应

提出多重攻击机制[24-26]。但是在另一部分研究中提

出了不同的见解：酸性微生物 PME (日本曲霉、黑

曲霉、油曲霉) 催化甲酯基的随机裂解，属于多链

催化机制。高等植物 (番茄、橘子、苜蓿) 和真菌 

(里氏木霉) 来源的碱性 PME水解产生游离羧基的

嵌段，它们沿糖链线性催化果胶脱甲酯基，属于单

链催化机制[27]。 

在目前所有表征的结果中，PME 持续催化的

方向是从多聚半乳糖醛酸 (High polygalacturonic 

acid，HG) 链的非还原端朝向还原端。PME 持续

催化的能力很大程度上依赖于溶剂中的离子强度

和 pH 等因素[16]，由于不同来源 PME 其等电点不

同，导致不同 pH 值缓冲溶液中 PME 的整体带电

性质的不同，从而影响底物分子与酶活性口袋的结

合。例如在 Jean-Marc 等[27]的研究中发现，苹果

PME 在不同的 pH 条件下由于酶与底物的作用方

式的变化直接影响了其催化效果，在 pH 7.0 时具

有典型的单链机理，但在 pH 4.5 时与单链和多链 
 



 
 

王胜 等/果胶甲酯酶的结构与功能研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1027

 

 
 

图 6  基于定向突变体的晶体结构和动力学分析提出的 PME 的催化机制[15] 
Fig. 6  The catalytic mechanism of PME based on crystal structure and kinetic analysis of directed mutants[15]. 
 

机理不同其属于多重攻击机制。同时 Kent 等[16]对

黑曲霉来源的 PME 催化的持续性 (Processive) 特

征进行了研究，结果表明酶和底物的高度带电性也

会对酶与底物的结合产生影响。细菌和植物来源的

PME 通过静电吸引力使得带负电荷的底物持续保

留在结合位点，从而有利于酶的持续性催化反应。

相反，黑曲霉来源的 PME 对底物产生静电排斥作

用，从而促进底物的解离和随机的非持续性酶促 

作用[16]。 

3  碳水化合物结合方式以及底物特异性 

Fries 等[15]对欧文氏菌来源的 PME 进行研究过 

程中，使用失活突变体 D178A 获得了 PME 与特异

性甲基化的六聚半乳糖醛酸盐的晶体复合物。并使

用了以下 4 种底物：底物Ⅰ-MMCCCM；底物Ⅱ- 

CCMMMC；底物Ⅲ-MCCCCM；底物Ⅳ-CMMMMC 

(寡糖序列以从非还原端到还原端的方式给出，其

中 M 和 C 分别表示甲基化的聚半乳糖醛酸 

(Polygalacturonic acid，Gal A) 和未甲基化的 Gal A) 

对 PME 的底物特异性进行了研究。通过对这 4 种

底物与酶结合方式的研究表征了酶的结合位点以

及酶对不同甲基化底物的偏好性。底物Ⅰ和Ⅲ各自

以相同的方式与 PME 结合，非还原末端位于亚位
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点−5 位置，还原末端位于亚位点+1 (活性位点指定

为亚位点+1)位置。底物Ⅱ和Ⅳ的结合模式不同于底

物Ⅰ和Ⅲ的结合模式，底物Ⅱ与亚位点−2 至+4 位

置结合，而底物Ⅳ占据亚位点−1 至+5 位置 (表 3)。 

对晶体中底物-酶相互作用的分析表明，底物

结合涉及的亚位点为−2、−1、+1、+2 和+3，其中

最重要的是亚位点−1 和+1[15]。亚位点−1 和−2 总

是被非甲基化的 Gal A 占据，这意味着该位点对糖

链上羧基的强烈偏好。相反，在所有的复合物中发

现催化位点结合的是甲基化的 Gal A，表明催化位

点对糖侧链上的甲酯基具有较强的偏好。在亚位点

+2 位置处，C6 取代基面向溶剂，解除了酶对底物

侧链的空间位阻；因此，甲基化或未甲基化的 Gal 

A 都可以结合在亚位点+2 处。在亚位点+3 位置含

有疏水口袋，所以该亚位点更青睐于侧链含甲酯基

的底物。虽然在亚位点+4、+5、−4 和−5 位置也分

别结合着不同甲酯化的底物，但是这些位置氢键较

少与底物的相互作用少，所以最佳的结合位点为亚

位点−2 至+3 且其最佳底物为 CCMXM (X 表示甲

基化或非甲基化底物皆可)。 

对 PME 同系物中底物结合涉及到的氨基酸保

守程度进行统计分析，主要包括 Thr109、Gln153、

Gln177、Val198、Asp199、Phe202、Lys223、Val227、

Ser228、Gly229、Arg267 和 Trp269。其中部分非

保守性氨基酸也有助于底物的结合，如 Ala110、

Arg219、Asn226、Tyr230、Thr272、Arg279 和 Met306 

(图 7)。其中与果胶分子中甲酯基和羧基结合的残

基可能有助于稳定底物的构象。在亚位点−4 和−5 

 
表 3  各种不同甲酯化底物在底物结合口袋的结合方式 
Table 3  The binding pocket with various methyl 
esterification substrates 

Substrate 
Subsites 

−5 −4 −3 −2 −1 +1 +2 +3 +4 +5
Preference    C C M X M  
I M M C C C M    
II    C C M M M C
III M C C C C M    
IV     C M M M M C

 
 

图 7  PME 活性口袋中涉及的与底物结合相关氨基酸

残基分布以及与底物相互作用示意图 (A：与各种底物

结合相关的氨基酸残基分布情况；B：涉及的相互作用

示意图)[15] 
Fig. 7  Schematic representation of the distribution of 
amino acid residues associated with substrate binding 
involved in the PME active pocket and the interaction of the 
enzyme with the substrate. (A) Distribution of amino acid 
residues associated with various substrate bindings. (B) 
Schematic diagram of interactions involved[15]. 
 

位置处没有氨基酸与果胶分子接触表明亚位点–3

位置非还原端一侧底物侧链无论是甲酯基还是羧

基都可以；另一方面，亚位点−3 位置处的 Arg279

与底物的羧基结合，该带正电荷的残基与羧基的

接触表明该位点优选侧链带羧基而不是甲酯基的

底物。在亚位点−2 位置处，Ala110 的主链酰胺和

另一些晶体复合物中的 Thr109 与底物羧基的  

两个氧形成氢键，与该位点对底物侧链为羧基的

偏好性相关。同样，在亚位点−1 处涉及的 Trp269
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和 Thr272 (主链酰胺和侧链羟基) 与底物侧链羧

基形成的氢键也揭示了此位点对羧基的偏好性。其

次，甲酯基在活性位点的特异性结合可归因于由残

基 Phe202、Trp269 和 Met306 产生的疏水环境。在

亚位点+2 处，底物侧链面向溶剂，因此亚位点+2

不涉及底物特异性。Val198、Val227 和 Tyr230 形

成的疏水口袋，用于在亚点+3 位置处结合酯的甲

基官能团。亚点+4 和+5 处的 Gal A 的 C6 取代基

不与蛋白质相互作用，因此预测亚基+4 和+5 不会

对果胶底物的特定甲基化模式产生特异性。 

4  总结与展望 

随着近几十年来对 PME 的不断深入研究， 

PME 的结构与催化机理也逐渐被认识，但是目前

仅仅对一种来源的 PME 与其底物复合物进行了晶

体结构的表征，虽然其他科研人员也对 PME 与其

底物的结合方式进行了一定的研究，但都是在此基

础上对蛋白结构进行比对或者是利用分子对接技

术等间接方法对酶的催化机制展开研究，具有一定

的局限性。此外，目前已报道的 PME 晶体结构较

少，对我们进一步了解 PME 催化机理以及底物特

异性等方面也有一定的局限性。 

其次，针对酶性能改造的蛋白质工程技术对于

酶的商业化非常重要。候选酶的工业应用的一个瓶

颈是低催化效率[28]。近几十年来研究人员已经开

发了譬如从头设计、基于结构基础的蛋白质理性设

计等多种方法来改善酶催化性能[29-31]。对酶的功能

设计是基于对酶结构层面深入认知后展开的，并且

理性设计也可以用于确定与酶催化相关的重要氨

基酸残基等相关因素[32]。显然，针对这些基于结

构生物学展开的研究工作，目前仅有的几个 PME

晶体结构不具广泛的代表性。 

此外，除了对 PME 的催化性能进行理性设计

以满足工业生产需求外，PME 也是许多植物病原

菌侵染植物的关键酶。通过对不同植物病原菌所产

PME 的催化机制研究，我们可以有效地针对其催

化性质设计抑制剂，以减轻其对植物造成的危害；

并且在现阶段的研究工作中，也已经有部分研究人

员发现了 PME 的抑制蛋白[17]，通过同时对 PME

以及其抑制蛋白作用方式的研究，进一步了解其催

化特性以及起到抑制作用的关键因素，为理性设计

抑制剂提供理论支持。 

由此可见，继续推进对不同来源的 PME 结构研

究，进一步揭示 PME 的结构特点以及催化机理与催

化方式是十分重要的。目前报道的 7 种 PME 结构各

不相同，并且已经报道不同来源的 PME 其催化方式

也略有差异，这就更加要求我们加快研究的步伐。 
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