第十三章  代谢调节
新陈代谢是指生物体内的一切分解和合成的作用，它是生物最基本的特征之一。新陈代谢有其自身的特点。首先，新陈代谢过程是由一系列多步骤的中间反应组成的。这些反应互相协调和制约，有条不紊、有序地进行。第二，代谢反应是在比较温和的条件下进行的，绝大多数都由酶催化，表现出灵活的自我调节。代谢物通过影响酶的活性和酶量的变化，改变合成和分解反应的速度，这是一切调节的基础。多步骤反应受多个酶的调节，因而有较大的可变性和适应性，而且能最有效地利用能量。第三，代谢调节是生物在长期演化过程中，为适应环境需要而形成的。新陈代谢既是一个互相联系、错综复杂的变化过程，又是一个通过机体自身调节使之保持相对平衡的稳定过程。
代谢调节是指细胞内的代谢速度按照生物的需要而改变的一种生理作用。进化愈高的生物，其代谢调节的机构就愈复杂，随着生物由单细胞进化为多细胞，除了在细胞和分子水平的调节外，还有更高层次的激素水平(组织和器官)和整体水平(神经和维管束系统)的调节。本章主要介绍生物体内各类物质代谢的相互联系，以及细胞和分子水平的代谢调节。
细胞和分子水平的调节可有两种方式：一种是酶量的调节，为缓慢调节类型。它是通过改变酶分子合成或降解的速度来改变细胞内酶的含量。另一种是酶活性的调节，属于快速调节类型。它是通过酶分子结构的改变来实现对酶促反应速度的调节。
   酶在细胞内有一定的布局，互相有关的酶往往组成一个多酶系统而分布于胞内特定部位，这些酶互相靠近、容易接触，使反应迅速进行；而其他酶系则分布在不同部位，各不相扰。这样的分隔分布为细胞水平的精确调节创造了有利条件，以保证代谢顺利进行。
生物机体的代谢是和机体的内外环境分不开的，生物具有适应环境的能力，当内外条件改变时，生物机体能调整和改变其体内的代谢过程，建立新的代谢平衡，以适应变化了的环境，因此代谢平衡是动态的、相对的。生物体生长发育的全过程就是一个不断地进行代谢调节的过程。
第一节  代谢途径的相互联系
生物界，包括人类、动物、植物和微生物，尽管其结构特征和生活方式多种多样，千变万化。然而，它们却有着共同的最基本的新陈代谢过程，这表明地球上的生物有统一的起源。
所有细胞都是由多糖、脂类复合物、蛋白质和核酸四类生物大分子，为数有限的生物小分子，无机盐和水所组成。多糖、蛋白质和核酸都是高聚物，它们由较小的基本结构单位所组成。脂类分子本身虽属于生物小分子，然而它们可以聚集成超分子结构，因此将脂类复合物也归之为生物大分子。
一、代谢网络
细胞从环境中摄取物质和能量，用以构建自身，同时分解已有的成分，以便再利用，并将不被利用的代谢产物排出胞外。无论是分解代谢还是合成代谢大致都可分为三个阶段(图13-1)。
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图13-1 糖、脂类、蛋白质及核酸的中间代谢过程 

在分解代谢过程中，大分子化合物多糖、脂肪和蛋白质经酶系作用，分3个阶段逐步降解。在第一阶段它们首先降解为单体，如多糖降解为己糖和戊糖等单糖，脂肪降解为脂肪酸、甘油和其他成分，蛋白质降解为氨基酸；在第二阶段这些单体又转变成更简单的中间代谢物，如己糖、戊糖、生糖氨基酸和甘油降解为丙酮酸然后生成乙酰辅酶A，同样脂肪酸和生酮氨基酸也降解为乙酰辅酶A和其他几个末端产物；最后阶段是乙酰辅酶A和其他产物氧化成水和CO2。
合成代谢则经历反向的三个阶段，首先是以分解代谢第三阶段中生成的（或从环境中摄入的）小分子作为起始原料合成简单有机物。不同的生物所利用的起始原料很不相同，基本上分为二类，一类以二氧化碳为同化起始物合成各种有机物质（称为自养生物），不需要由外界提供有机的碳化合物，如高等绿色植物、蓝绿藻、光合细菌、硝酸和亚硝酸细菌等。另一类只能利用有机碳化物为起始原料（称为异养生物），如所有较高等的动物、无光合作用的植物细胞、大多数微生物等。第二阶段是简单的有机物进一步合成构造大分子所需要的单体。如α-酮酸与氨基供体反应生成α-氨基酸，磷酸丙糖生成磷酸己糖和磷酸戊糖。丙酮酸经糖原异生作用生成的单酰乙酰辅酶A可缩合生成脂肪酸，磷酸二羟丙酮可还原为甘油。第三阶段是由单体合成大分子化合物，如α-氨基酸结合成多肽；磷酸己糖合成多糖；磷酸戊糖先形成核苷酸，然后合成核酸；甘油和脂肪酸合成脂肪。


分解代谢从各种不同的多糖、脂肪、蛋白质开始逐步形成共同的中间代谢物到第三阶段则集中到一个共同的代谢途径三羧酸循环中。当然，在复杂的代谢中第二阶段的氨基酸、甘油、单糖等单体并不是都要经过三羧酸循环，也可以直接作为合成大分子的中间物。合成代谢则与之相反，一开始是共同的少数起始原料，然后逐步分化，经过第二阶段到第一阶段产生了许多分枝途径，合成了许多不同类型的生物大分子。生物大分子具有高度的特异性，正是它们决定了生物物种和个体之间的差异。生物机体将各类物质分别纳入各自的共同代谢途径，以少数种类的反应，如氧化还原、基团转移、水解脱水、裂解合成、异构反应等，转化成种类繁多的分子。不同的代谢途径可通过交叉点上关键的中间代谢物而相互影响和相互转化。这些共同的中间代谢物使各代谢途径得以沟通，形成经济有效、运转良好的代谢网络。其中三个最关键的中间代谢物是6-磷酸葡萄糖、丙酮酸和乙酰辅酶A。
二、代谢的单向性和多酶系统
分解代谢和合成代谢可以是同一反应的逆转，但是事实上并不完全如此，整个代谢过程都是单向的。例如，从葡萄糖降解成丙酮酸的酶共有十种，其中有三个酶参与的反应在合成代谢过程中都是由别的酶或别的代谢途径所替代。也就是说在某些关键部位的正逆反应往往是相对独立的单向反应，分别由不同的酶催化。这样可以从分解和合成两个方向分别形成更有效的调节，在需要某一途径开放时另一途径就关闭，这种双重调节是代谢的普遍现象。 

细胞中的酶常常为了催化一系列连锁反应而联系成多酶系统，根据结构的复杂程度多酶系统可分三种类型。第一种类型酶分子呈溶解状态，底物和产物一般均为小分子。扩散速度快，易从一个酶分子扩散到另一个酶分子。第二种类型酶分子结构较紧密，各个酶分子中间靠物理性质吸咐，在功能上组成一个多酶系统，如脂肪酸合成酶系和丙酮酸脱氢酶系，分别由7种和3种酶组合在一起，形成不易解离的复合体，一旦分开后就失去活性，底物分子并不离开酶系，不扩散出去，可连续作用，提高了反应速率。第三种类型酶连接在膜上或核蛋白体上，如氧化电子传递链酶系，电子从底物传到氧，这些酶都在线粒体内膜上。光合电子传递链酶系电子从H2O传递到NADP+，这些酶都在叶绿体的内囊体膜上。它们就是膜结构的一部分。
另外，有一些酶能可逆地与膜结合，称之为双关酶（ambiguous enzyme）。它们有溶解态和膜结合态二种形式。通过与膜的结合与解离迅速调节其活性，应答迅速、灵敏。如糖酵解中的己糖激酶、氨基酸代谢中的谷氨酸脱氢酶以及一些参与蛋白质共价修饰的激酶和磷酸（酯）酶等，是细胞代谢调节的重要方式之一。
三、代谢与能量
在分解代谢和合成代谢过程中都包括有能量的释放和利用。生物体内涉及到能量转换的一切变化都遵循热力学的规律。一种需能反应与另一种放能反应联系在一起，使两个反应都能进行，这就是活细胞中经常出现的偶联作用（coupling）。
   有机体从环境中获得能量的方式各有不同，有的利用太阳的辐射能，有的利用氧化还
原反应中释放出来的化学能，不管哪种形式，细胞都能将它转变成高能分子ATP。ATP的末端磷酸根的转换率很高，处于迅速代谢之中，在它水解脱去一个磷酸根时，大约释放出2.9×104J/ mol的能量。在完整细胞恒态情况下，ATP、ADP、AMP的浓度是相对稳定的，可以用能荷的概念来表示细胞中腺苷酸库的高能磷酸化状态。其定义如下：


[image: image2.wmf]ÄÜ

ºÉ

[

A

T

P

]

[

A

D

P

]

[

A

M

P

]

[

A

T

P

]

[

A

D

P

]

=

+

0

.

5

+

+


从理论上讲，能荷数值可以从零到1.0。但根据测定，大多数细胞中ATP的相对浓度较高，能荷值在0.8到0.95之间。当细胞消耗较多的能量时，ATP的浓度下降，ADP浓度上升。能荷稍有下降，立即促进糖酵解、三羧酸循环、氧化磷酸化和光合磷酸化过程，生成ATP。反之，当ATP积累时，上述过程就被抑制，以降低ATP的生成速度。因为ATP的合成都是由别构酶控制，ATP、ADP和AMP又往往是这些别构酶的调节物。所以胞内ATP水平较为恒定，并不发生大幅度的变化。
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放能和需能的反应相偶联，以ATP为中心，一方面有利于化学能的保存和利用，一方面有利于代谢过程的顺利进行。生物合成往往是一种吸能反应或者是一种还原过程，它通过与能量载体ATP的水解相偶联或者由还原型辅酶NADPH提供还原力(即氢和电子供体)。分解代谢则是放能反应或者是一种氧化过程，生物体内除了ATP-ADP-AMP系统外，其他的核苷酸也参与能量的运转过程。这些核苷酸与ATP之间可以互相转换，共同参与生物大分子的合成过程。
生物体内的高能化合物除了核苷三磷酸外，还有1，3-二磷酸甘油酸中的酰基磷酸键。另外，如烯醇酯、硫酯和磷酸胍化合物，如磷酸烯醇式丙酮酸、乙酰辅酶A和磷酸肌酸等也是高能化合物。
第二节  酶量的调节
酶含量的调节就是指对酶的合成和降解的调节，决定酶结构和合成时序的信息编码在核酸分子中表现为特定的核苷酸序列。生物在生长发育过程中，遗传信息的展现可按一定 的时间程序发生改变，而且随着内外环境条件的变化而加以调整，这就是时序调节和适应调节。原核生物的基因组和染色体结构都比真核生物简单，并且转录和翻译可在相同时间和位置上发生，其基因调节主要是在转录水平上进行。真核生物由于存在细胞核结构的分化，转录和翻译在时间和空间上被分隔开，并且在转录后和翻译后都有复杂的信息加工过程，因此真核生物基因的表达需要在更多的层次上进行调节。
一、酶合成的调节
生物体内某些酶的数量是大致不变的，而有一些酶只有当诱导物存在时才诱导其合成，或者有终产物存在时才阻遏其合成。因此这些酶的合成显然受某种调节机制的控制。下面首先介绍转录水平上基因表达的调节。
1．转录水平的调节诱导和阻遏 

(1)操纵子模型  操纵子模型（operon model）是由法国巴斯德研究所的Monod和Jacob 于1961年提出来的。该模型可以很好地说明原核生物基因表达的调节机制。大肠杆菌乳糖操纵子（图13-2）是第一个被发现的操纵子。所谓操纵子是指在转录水平上控制基因表达的协调单位。它包括启动子（promoter，P）、操纵基因（operator gene，O）以及在功能上彼此相关的几个结构基因（structural gene，S）。DNA是遗传信息的载体，信息通过蛋
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图13-2  乳糖操纵子模型
白质的结构体现出来。遗传学上一般将决定某种蛋白质的某一段DNA称为某基因。按照基因产物的性质，基因可区分为结构基因、调节基因以及一类没有基因产物的基因。结构基因的产物是酶、结构蛋白、抗原蛋白等；调节基因（Ⅰ）的产物是阻遏蛋白或诱导蛋白，它们对结构基因的活动具有调控作用；启动子和操纵基因则是没有基因产物的基因。启动子是在转录合成mRNA时RNA聚合酶附着的位置，操纵基因是阻遏蛋白的结合位置。大肠杆菌乳糖操纵子包括依次排列的启动子、操纵基因和三个结构基因：Lac Z、Lac Y和Lac A，分别编码β-半乳糖苷酶、乳糖透性酶和半乳糖苷转乙酰酶。调节基因和这三个结构基因并不相连。酶的诱导和阻遏是在调节基因的产物阻遏蛋白的作用下，通过操纵基因控制结构基因（或结构基因组）的转录而发生的。上述三种酶的转录受同一操纵基因的控制，转录出单个多顺反子mRNA（polycistrinic mRNA）。
（2）调节基因产物对转录的调控  调节基因产物对转录的调节可以有正调和负调两种。调节基因的产物阻遏物（repressor）是一种变构蛋白，能够与操纵基因结合，抑制转录进行，为负调节物。大肠杆菌在以乳糖为碳源的培养基上生长时，首先要经过一段适应期才能开始生长繁殖。细菌要利用乳糖时必须通过β-半乳糖苷酶将乳糖分解为葡萄糖和半乳糖。有人测定在未加乳糖以前每个细胞中只含5个酶分子，当加入乳糖2～3min后，酶分子增加到5 000个。这种由于某种诱导物的存在，其体内含量明显增加的酶称之为诱导酶。β-半乳糖苷酶是研究得最早而且最为深入的一种诱导酶。乳糖或者其他含有半乳糖苷结构的，能起诱导作用的小分子物质为诱导物。这种酶的诱导现象也是生物自身调节的一种方式，大肠杆菌的生长环境中如果没有乳糖等诱导物时，阻遏物与操纵基因O结合，以物理方式阻止RNA聚合酶在启动子上的结合从而阻止RNA合成的起始。也就是说半乳糖苷酶的合成是处于被阻遏状态（图13-3a）。当有诱导物存在时，阻遏物和诱导物结合从而改变阻遏物的构象，不再和操纵基因O结合，于是RNA聚合酶可以沿DNA移动，转录出mRNA，酶的合成也就能进行（图13-3b）。如果调节基因（I）发生突变，阻遏物的构象则发生变化，不能和O位点结合，这种突变型不需诱导便有酶合成，使酶由诱导型变成组成型。
   在合成代谢过程中，催化氨基酸（或其它小分子最终产物）合成的酶随时都有需要，细胞 中这些酶的合成经常处在去阻遏状态，因为这类操纵子的调节基因产物处于无活性状态，不能与操纵基因结合，因此转录和翻译都能正常进行（图13-3c）。当细胞中一旦有过量的终产物积累时，合成酶的基因即关闭（图13-3d）。例如色氨酸操纵子控制着5种与色氨酸合成相关的酶的合成，分别由trpE、D、C、B、A编码。只有当胞内色氨酸缺乏时这5个结构基因才表达。在此，色氨酸不是诱导物，而是一种辅阻遏物（corepressor）。当有辅阻遏物存在并与无活性的阻遏物结合后，便激活了阻遏物。这种活化了的阻遏物能和操纵基因结合，于是转录被抑制。在诱导作用中的诱导物和阻遏作用中的辅阻遏物都是与阻遏物相结合，通过改变阻遏物的构象，影响它与操纵基因的结合活性，控制转录的起始。
    （3）分解代谢物阻遏  人们还观察到，大肠杆菌如果培养在既含葡萄糖又含乳糖的培养基上时，在葡萄糖没有用完之前，乳糖并不能诱导B-半乳糖苷酶等三种酶的形成。这是由于葡萄糖降解物（catablite）通过降低胞内环腺苷酸（cAMP）的含量阻遏了对这三种酶的诱导合成作用，这种阻遏称为分解代谢物阻遏。在这里调节基因的产物为cAMP受体蛋白（CRP），也称为降解物基因活化蛋白（CAP）。CAP起的是正调节作用。当它与cAMP
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图13-3  操纵子的调控模型
结合后即被活化，CAP-cAMP复合物结合到启动子上，并帮助RNA聚合酶有效地与启动子结合，促进转录的进行（图13-4）。CAP-cAMP的正调节机制被认为是CAP与启动子的结合可能改变DNA螺旋的细微结构，形成特殊形状，利于RNA聚合酶的识别。另外，CAP与RNA聚合酶结合到启动子的相邻部位，相互发生作用，这种蛋白质与蛋白质的相互作用会提供能量，加强RNA聚合酶的结合。葡萄糖分解代谢的降解物能抑制腺苷酸环化酶活性并活化磷酸二酯酶，因而降低胞内cAMP浓度，CAP呈失活状态，RNA聚合酶无法与启动子结合，使许多分解代谢酶的基因不能转录。受分解代谢物阻遏的酶类包括代谢乳糖、半乳糖、阿拉伯糖、麦芽糖等的操纵子。
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图13-4  CAP-cAMP对转录的正调节
[image: image10.wmf]A

B

C

D

E

F

G

H

I

E

1

（4）衰减作用  除了调节基因产物对转录的正、负调控（如CAP蛋白和阻遏蛋白）之外还存在另一种在转录水平上调节基因表达的衰减作用（attenuation），用以终止和减弱转录。这种调节的作用部位称为衰减子（attenuator）。该机制首先是从色氨酸操纵子的研究中弄清楚的。目前已知除色氨酸外，其他许多与氨基酸合成代谢相关的操纵子的有关基因组中都存在衰减子的调节位点。
图13-5  大肠杆菌色氨酸操纵子衰减的可能机制
衰减子是一种位于结构基因上游前导区的终止子。以色氨酸操纵子为例，在第一个结构基因trpE的上游开始转录前导RNA。这段前导RNA序列能形成两个发夹环（见图13-5），第二个发夹环和随后的8个尿苷酸构成终止子信号。一旦终止子形成，转录到此为正，只转录139个核苷酸的前导序列。只有当前导RNA不形成终止子结构时，才会使转录继续，直到合成含有5个结构基因产物的全长mRNA。以前导RNA为模板可合成一小肽，并利用核糖体的空间位置去调节终止子的形成。这类前导RNA序列往往含有多个调节物氨基酸的密码子，如色氨酸操纵子的前导RNA含2个连续排列的色氨酸密码子，组氨酸操纵子的前导RNA含7个组氨酸密码子，亮氨酸操纵子前导RNA含4个亮氨酸密码   子。这些密码子可以使翻译前导肽的核糖体因色氨酸原料的缺乏而在此停止前进，终止子结构无法形成（见图13-5b），转录继续下去，结构基因得以表达。当胞内各种氨基酸都缺乏（见图13-5a，前导肽不能合成）或各种氨基酸都丰富时（图13-5c，前导肽可通过色氨酸密码子继续翻译，使核糖体处于2部位）均能形成终止子结构，使转录停止，结构基因不表达。很明显衰减子的调节是通过已转录的前导RNA在翻译水平上调节终止子信号形成，终止已开始的转录过程。这与阻遏蛋白阻止转录起始的机理完全不同。在体内这两种调节方式可能同时存在，衰减作用是比阻遏作用更为精细的调节。扩增或重组，DNA的碱基通过甲基化，形成高度凝缩的异染色质，而关闭某些基因的表达。反之，通过脱甲基化，形成比较疏松的常染色质，使基因活化，活化是进行转录的前提。
2．转录后的调节 

真核生物基因表达的调控是一个多阶段的过程。从基因转录直到成熟的蛋白质产生经历了一系列步骤，其调控并不限于转录过程。通常对mRNA转录后的加工（也称为成熟）、输出核外、胞浆内定位和降解等过程的调控称为转录后调控。翻译起动、延长、终止和蛋白质前体修饰等过程亦有各自的调控机制。如果说，转录调控主要是基因的特殊结构（顺式作用元件）与转录因子（反式作用因子）相互作用，那么转录后调控与翻译调控主要就是RNA的特殊结构与蛋白质因子的相互作用。转录后的调节主要有以下几个方面：
（1）真核生物mRNA转录后的加工  它是基因表达的重要的调节步骤。主要包括 mRNA5′端的加“帽子”结构、3′端的加polyA、内含子切除、外显子之间拼接和内部甲基化等。
（2）转录产物由细胞核向胞质运输  未成熟的mRNA前体留在核内，RNA在核内特定 部位成熟，一旦成熟就可沿着特定路径从这一部位移至核孔。与核孔复合物（NPC）作用，由ATP供给能量，将mRNA由核孔运到胞浆。
（3）mRNA在胞质中定位  mRNA定位是一种控制大分子组装反应的空间调节方式， mRNA只有运输到目的地后才用于蛋白质合成，这可能是蛋白质不均一分布的普遍机制。 mRNA运输复合体的形成是mRNA定位的第一步，mRNA的3′-非翻译区形成特定二级结构以识别RNA结构蛋白，形成RNP运输复合体，并向目的地移动。该移动过程并非自由 扩散。mRNA锚定在目的部位是依靠某些细胞骨架成分（如肌动蛋白）。mRNA在运输过程中不被翻译，到达锚定地后才解除翻译的抑制。在mRNA的3′-非翻译区含有抑制翻译的特异顺序。锚定后翻译起动因子类似物可能使抑制解除。
3．翻译水平的调节    

（1）原核生物mRNA翻译水平的调节主要受控于5’端与核糖体的结合部位，该部位通常位于起始密码子AUG上游约l0个核苷酸的地方，往往由一段富含嘌呤的序列组成，称为Shine-Dilgavno（简称SD序列）。凡是具有强控制部位结构特征的mRNA，翻译起始频率就高，反之则低。mRNA密码系统也能影响翻译速度，因为代表同一氨基酸的不同密码子所对应的tRNA的胞内含量有时差别很大。
   胞内存在的反义RNA和过剩的翻译产物具有翻译阻遏的作用。反义RNA与特定的 mRNA的SD序列和起始密码子AUG通过其互补关系相结合，阻碍了核糖体与mRNA的 结合，因而阻遏翻译的进行。核糖体蛋白质有50多种，它们与rRNA结合，和rRNA保持严格的相应水平，一旦有过量游离的核糖体蛋白存在时，它们就会结合到自身mRNA的翻译起始控制部位上，抑制其mRNA的翻译。
（2）真核生物在翻译水平上的调节主要是控制mRNA的稳定性和有选择地进行翻译。 mRNA的加帽和加尾修饰都有利于mRNA的稳定。无义突变mRNA可使mRNA加速降解，突变离ORF（开放阅读框架）起动信号越近降解越快。mRNA从5′端到3′端，存在着一整套序列元件，控制其自身的降解，特别是3′-非翻译区的促降解序列。mRNA分子上的特殊降解序列，需要与特异结合蛋白，即降解因子结合才起作用。这些降解因子的活化与失活构成了对mRNA降解速度的调节网络。它们可能有核酸酶的功能，主要表现为促进mRNA3′端的polyA脱腺苷酸；5′脱帽； 5′→3′核酸外切酶降解mRNA。 最近还发现3′脱腺苷酸作用还可引起mRNA3′→5′降解。
mRNA通常总与一些蛋白质结合成核蛋白颗粒，以保护mRNA免受核酸酶的作用，并 控制mRNA的翻译功能，主要是翻译起动的调控，一般来讲真核生物翻译起始是核糖体小亚基与mRNA5帽子结构结合，滑动到起始密码子开始翻译。但是真核生物还普遍存在翻译的内部起动机制，该机制可能是从头起始受阻时的一种补偿方式。
此外，真核生物还存在一种普遍的翻译调控机制，即这种调控机制能在一定条件下使细胞内所有蛋白质的合成都停止。对于这种调控作用了解比较清楚的是网织红细胞中血红蛋白的合成。当胞内血红素（即血红蛋白的辅基成分）耗尽时，蛋白质的合成便停止。这是由于无血红素情况下蛋白激酶被活化，催化起始因子eIF2的α亚基第5位丝氨酸发生磷酸化。因为eIF2是以结合GDP的形式（eIF2-GDP）从核糖体起始复合物上释放的，只有当它转变为eIF2-GTP时，才能与甲硫氨酰起始tRNA（Met-tRNAi）结合，并进一步形成起始复合物启动另一轮蛋白质的合成。用GTP交换eIF2—GDP上的GDP需要由鸟苷酸交换因子（GEF）的催化。被磷酸化的elF2与GEF的亲和力极高，形成一个不可逆转的复合物，因此磷酸化的eIF2就难以投入下一轮的蛋白质合成。此外，该复合物也束缚住了GEF，GEF的含量比eIF2少得多，因此只要30%的eIF2被磷酸化时，就可以引起蛋白质合成的完全停止。磷酸化的eIF2可由专一的磷酸酶催化脱去磷酸基团而恢复功能。
蛋白质合成后还要进行“加工”，方可生成具有活性的酶。加工过程主要包括切除起始氨基酸、切除N端信号肽、切除内部肽段、进行正确的折叠、形成二硫键以及氨基酸的修饰，如糖基化和脂类分子的修饰等。
二、酶降解的调节
近年来的研究表明，蛋白质的寿命与其成熟的蛋白质N末端的氨基酸有关，当N末端 为M、S、A、I、V和G氨基酸时，成为稳定的长寿命蛋白质，而N末端为精氨酸和天冬氨酸时，则很不稳定。改变N-末端氨基酸可以明显改变其降解半寿期。
真核细胞内普遍存在一种称为泛肽(ubiquitin)蛋白质，一旦泛肽与蛋白质结合，蛋白 水解酶即能识别并降解该蛋白质。泛肽通常是由76个氨基酸组成的一条多肽链，其序列从酵母到人类几乎很少变化，可能是已知蛋白质中最保守的一种。有ATP提供能量时，泛肽羧基端的甘氨酸残基与靶蛋白的赖氨酸残基上的e-NH2形成异肽键，该过程有三种酶参与，首先是泛肽末端羧基与酶Ⅰ的巯基形成硫脂键，然后活化的泛肽又转移到酶Ⅱ的巯基上，最后酶Ⅲ催化泛肽转移到靶定的蛋白质上，通常一个靶蛋白可结合多个泛肽分子。泛肽化的蛋白质即被迅速降解，释放的泛肽还可被再利用。
第三节  酶分子的活性调节
为了使细胞内的各种代谢物既不过多地产生也不缺乏，生物体针对内外环境的变化和需要，在转录、翻译和降解水平上对胞内各种酶的含量及时加以调整。生物体除了上述这种慢速的调节之外，还具有更灵敏、更迅速的调节能力，直接使酶分子有活性或失去活性，如对酶分子的变构调节、共价调节和酶原的激活等。
一、酶原激活
以消化系统中的胰凝乳蛋白酶原为例讨论酶原的激活。
胰凝乳蛋白酶原是由245个氨基酸残基组成的，具有5对二硫键的一条多肽链。这条多肽链并没有催化活性，当它受到胰蛋白酶的作用后，Arg15与Ile16间的肽键断开，才具有酶活性，这种酶称为π-胰凝乳蛋白酶。π-胰凝乳蛋白酶活性最高，但不稳定，能切割自身，使π-胰凝乳蛋白酶失去两个二肽（Serl4-Arg15及Thrl47-Asn140），而形成酶的稳定形式：α-胰凝乳蛋白酶。它具有A、B和C三条肽链。A、B两链及B、C两链间各通过一对二硫键相连，其活性只是π-胰凝乳蛋白酶的2/5。
胰凝乳蛋白酶原受胰蛋白酶作用后，Arg15-Ile16间的肽键被打断，形成了新的Ile16末端，这个新末端的氨基再与酶分子内部的Aspl94发生静电作用，从而触发一系列的构象变化：Met192从酶分子的深层移动到酶分子的表面，第187及第193残基更加舒展等。这些改变的总结果是造成一个口袋——允许带芳香族的底物（如酪氨酸、色氨酸及苯丙氨酸）或带一个较大的非极性脂肪族链的底物（如甲硫氨酸）进入专一性部位。显然，这样的口袋在酶原中是不存在的，因此酶原没有催化活性。
二、酶的共价修饰和级联系统
1．酶的共价修饰（covalent modification）  

共价修饰是指在专一酶的催化下某种小分子基团可以共价结合到被修饰酶的特定氨基酸残基上。这种小分子基团也可在酶催化下水解去除，发生逆转，小分子基团通常为磷酰基（细菌中有腺苷酰基）。这种加上或去除某种小分子基团的共价修饰能引起酶在两种构象（即有活性和无活性构象）之间转变，从而调节控制代谢的方向和速度。下面以糖原代谢中的磷酸化酶和糖原合成酶为例加以说明。
糖原磷酸化酶和糖原合成酶分别在糖原分解和合成中起重要的调节作用（图13-6）。这两种酶都有活性（a）和非活性（b）两种构象，构象的变化可通过酶分子上丝氨酸侧链的磷酸化和脱磷酸化作用或者变构效应物（如AMP和G-6-P）的作用发生。酶的磷酸化/脱磷酸化对磷酸化酶和糖原合成酶是共同的控制机制，但是对两者的效果却正好相反。前者磷酸化之后成为有活性的磷酸化酶a，而后者是脱磷酸化之后成为有活性的糖原合成酶a。兔肌的糖原磷酸化酶a是由4个相同亚基组成的四聚体，分子量为400kDa。磷酸酶催化其脱磷酸基，生成无活性的二聚体磷酸化酶b，变构效应物AMP可提高其活性。在磷酸化酶激酶的作用下催化相反的过程，即磷酸化酶b的丝氨酸侧链加上磷酰基团，使之从无活性的构象转变为有活性的磷酸化酶a。糖原合成酶的分子量为90kDa，它至少可以被三种蛋白激酶（蛋白激酶A，不依赖于cAMP的蛋白激酶和糖原合成酶激酶）催化，发生多位点的磷酸化过程，使之转变成活性较低的糖原合成酶b，其活性依赖于变构效应物G-6-P。糖原磷酸化酶和糖原合成酶的这种相反的调节方式正好使一种酶活化时另一种酶抑制，使得糖原降解和合成两个相反的过程协调统一，防止水解ATP的无效循环发生。
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图13-6  糖原磷酸化酶和糖原合成酶构象变化

当有大量葡萄糖供应时可以促进糖原的合成，因为糖原合成酶被激活而糖原磷酸化酶被抑制。当没有葡萄糖供应时，细胞中大量消耗ATP，积累AMP，AMP能激活糖原磷酸化酶促使糖原更快地分解，以提供更多的能量。
通过蛋白激酶和磷酸（酯）酶催化蛋白质的磷酸化/脱磷酸化作用，通常发生在酶（蛋白）分子的特定的丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸侧链的羟基上，是高等动、植物细胞调节的一种主要方式，广泛存在于细胞的各类代谢过程中，这充分表现出生物体具有对内外环境灵活迅速、准确应答的自我调控能力。
腺苷酰化和脱腺苷酰化（adenylylation and deadenylylation）则是细菌中共价修饰调节酶活性的一种重要方式，如大肠杆菌谷氨酰胺合成酶只有完全脱腺苷酰的状态才是高活性的。
酶促共价修饰反应作用迅速，并且有放大效应。因为共价修饰是连续进行的，即一个酶发生共价修饰后，被修饰的酶又可催化另一种酶分子发生修饰，每修饰一次发生一次放大效应，连续放大后，即可使极小量的调节因子产生显著的生理效应。肾上腺素对糖原的分解作用就是通过酶蛋白变构和酶蛋白修饰反应逐级放大产生的效应。已知的变构剂和化学修饰作用不仅通过酶的变构效应调节生化反应，保持代谢的动态平衡，而且通过控制其他蛋白的变构效应，对肌肉收缩、血红蛋白运输、膜的通透性、物质转运、分泌等生理现象同样起着重大作用。
2．级联系统  

连锁代谢反应中一个酶被激活后，其他酶就被连续激活，导致原始信号的放大。这样的连锁代谢反应系统称为级联系统（cascade system）。激素或神经递质作用于细胞质膜外侧的受体，从而使细胞内产生第二信使，这是一级放大作用。第二信使活化一些特异的酶系，又进行二级、三级的放大。下面以肾上腺素引起的级联放大效应为例加以说明（图13-7）。
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图13-7  肾上腺素的级联放大反应
肾上腺素的代谢效应是由于它与靶细胞上的受体相结合，因而激活了腺苷酸环化酶，产生cAMP，后者使肾上腺素作用在质膜上的信号传递到胞内相应的酶上，激活了蛋白激酶，然后引起一系列的连锁代谢反应，使微弱的原始信号（肾上腺素浓度为10-8～10-10mol /L）引起强烈的效应（产生的葡萄糖达5mmol /L），整个过程大约放大8个数量级。在这里，原始信号分子是激素，激素把改变靶细胞生理活动的信息传递给靶细胞膜上的受体，受体是信号检测器（signal detector），激素与受体结合后引起效应器（effector）的活化（图13-8）。腺苷酸环化酶是一种重要的效应器，它的活化产生了cAMP，再由cAMP把这个信息传递给靶细胞内某些蛋白质或酶系统，发挥它对靶细胞的调节作用。在此，将激素称为“第一信使”，而将cAMP称为“第二信使”。cAMP作为变构效应物能活化蛋白激酶，从而使一系列酶发生磷酸化并被激活。磷酸化反应由ATP供给磷酰基和能量。在信号的跨膜传递过程中，由信号转导物（signal transducer）使受体与效应器相联系。现在知道这种信号转导物[image: image12.wmf]ÆÏ
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是GTP结合蛋白（G蛋白），不同的受体和效应器与不同的G蛋白偶联。
图13-8  级联放大模式图
依赖于cAMP的蛋白激酶称为蛋白激酶A（protein kinase A，PKA）。蛋白激酶A是由两个相同的调节亚基（R）和两个相同的催化亚基（C）组成的四聚体（R2C2），四聚体是无活性的。当4个分子cAMP与两个调节亚基结合时，无活性的4聚体解离为具有激酶活性的催化亚基和结合cAMP的调节亚基，反应是可逆的。
活化的蛋白激酶A可使多种蛋白质的丝氨酸或苏氨酸的羟基磷酸化，它的底物包括膜蛋白、胞浆蛋白和核内蛋白。图13-7所示的底物为磷酸化酶激酶。蛋白激酶A有两种同工酶形式，即Ⅰ型和Ⅱ型。它们的催化亚基相同而调节亚基不同。调节亚基至少有4个功能域：两个cAMP结合区域、一个二聚化区域和一个与催化亚基结合区域。Ⅱ型调节亚基可自身磷酸化（autophosphorylation），这种自身磷酸化作用也是大部分蛋白激酶的共性。调节亚基Ser-95自身磷酸化后即与催化亚基解离（解除抑制），并可与cAMP形成复合物。被磷酸化的调节亚基不易与催化亚基再结合，也不进入核内影响基因转录。在特异的磷蛋白磷酸酯酶作用下，磷酸化的调节亚基脱磷酸，使调节亚基又能与催化亚基结合。此外，脱磷酸化的调节亚基与cAMP的复合物还能进入核内，改变RNA聚合酶结合位点，调节基因的表达。
磷酸化酶激酶是一种依赖Ca2+的蛋白激酶，它在细胞内的主要底物是磷酸化酶b。低活性的磷酸化酶激酶经ATP磷酸化后转变成高活性的磷酸化形式，反应需要Ca2+作为激活剂。该酶是由四种亚基组成的四聚体，即(αβγδ)4。丁亚基是催化亚基，其余为调节亚基。当Ca2+结合到δ亚基上时，可使酶活性提高，并发生自身磷酸化。活化的蛋白激酶A首先使β亚基磷酸化，β亚基磷酸化引起构象改变，使酶具有活性，然后蛋白激酶又催化α亚基磷酸化，α亚基的磷酸化能促使β亚基的磷酸基更易被磷酸酶水解，从而使磷酸化酶激酶失去活性，所以cAMP浓度升高后激活的磷酸化酶激酶的活性形式通常只维持很短的一段时间。已证明δ亚基是一种钙调蛋白（calmodulin，CaM）。当它结合不同浓度的Ca2+之后发生相应的构象变化，磷酸化酶激酶需要一定的Ca2+浓度才能有活性，当蛋白激酶催化β亚基磷酸化之后使所需要的Ca2+浓度下降。Ca2+对磷酸化酶激酶的激活作用有明显的生物意义，因为肌肉收缩正是由释放Ca2+而触发的。由此使得糖原分解和肌肉收缩通过暂时增加胞质中Ca2+水平而相关联。
新激活的磷酸化酶激酶催化糖原磷酸化酶b磷酸化，使之变成有活性的磷酸化酶a，后者又进一步降解糖原生成G-1-P。在这组级联反应系统中，极少量的肾上腺素就有十分明显的作用。根据计算，每千克肌肉增加1 μmol cAMP，在1 min内就可多产生25 000倍的G-1- P。肾上腺素的刺激消失之后，腺苷酸环化酶不再激活，以后的一系列作用也不再发生； cAMP则被磷酸二酯酶水解成5′-AMP，cAMP移去后，释放出抑制蛋白激酶（催化亚基） 活性的调节亚基，使蛋白激酶受抑制，因而糖原磷酸化酶激酶和糖原磷酸化酶就难于磷酸化，已磷酸化的磷酸化酶a也会被相应的磷酸酶水解而转变为无活性的磷酸化酶b。
三、前馈和反馈作用
前馈（feed forward）和反馈（feedback）这两个术语来自电子工程学。这里分别借用来说明代谢底物和代谢产物对代谢过程的作用。前馈或反馈又可分正作用和负作用两种。凡反应物能使代谢过程速度加快者，称为正作用；反之，则称为负作用。
1．前馈
(1)正前馈  在代谢途径中前面的底物对其后某一催化反应的调节酶起激活作用，则称为正前馈作用。正前馈的例子很多。例如，在糖原合成中，6-磷酸葡萄糖是糖原合成酶的变构激活剂，因此可促进糖原的合成。二磷酸果糖对磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的激活作用也是正前馈作用。
[image: image13.png]DNA





（2）负前馈  在某些特殊的情况下，为避免代谢途径的过分拥挤，当代谢底物过量存在时，对代谢过程亦可呈现负前馈作用。此时过量的代谢底物还可以转向另外的途径。例如，高浓度的乙酰辅酶A是乙酰辅酶A羧化酶的变构抑制剂，因而避免丙二酸单酰辅酶A过多合成。反应式如下：
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2．反馈
（1）负反馈（反馈抑制） 代谢反应产物使代谢过程速度加快者称为正反馈；反之为负反馈（或称反馈抑制）。下面举一些例子来说明代谢过程中的负反馈：
例1， 葡萄糖的磷酸化：
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当6-磷酸葡萄糖累积太多时，反应就慢下来，这不仅与质量作用效应有关，还存在酶的变构调节作用。
例二，大肠杆菌中当胞苷三磷酸(CTP)的利用率低，胞苷三磷酸积累时，即出现反馈抑制，CTP抑制其合成途径的第一个酶——天冬氨酸转氨甲酰酶。如果胞苷三磷酸的利用率高，胞苷三磷酸的浓度低时，即不出现反馈抑制。
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在不分支的代谢过程中，最终产物对第一个酶的抑制可以成为一个完善的调节系统。但对于具有分支点、交叉点的复杂的代谢网络来讲，如果一种终产物过多就能抑制第一个酶，会影响其他几种终产物的形成。对此生物体通过以下几种调节方式加以控制。
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①协同调节  几个最终产物（E、G、I）同时过多时才能对第一个酶（E1）发生抑制作用（图13-9）。这就保证了在分支代谢过程中，不至于因为一个最终产物的过多而造成所有其他最终产物的缺乏。如从天冬氨酸合成赖氨酸、苏氨酸、甲硫氨酸的代谢过程中的第一个酶—天冬氨酸激酶（AK），受到终产物苏氨酸和赖氨酸的协同反馈抑制。  

②同功酶调节  同功酶是指能催化同一生化反应，但酶蛋白结构不同的一组酶。在分支代谢中，在分支点之前的某个反应若由一组同功酶催化时，分支代谢的几个最终产物往往分别对这一组同功酶中的某个酶发生抑制（图13-10），如天冬氨酸激酶在大肠杆菌中有三种同功酶AK1、AK2和AK3，它们分别被终产物苏氨酸、甲硫氨酸和赖氨酸所抑制。
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图13-10  天冬氨酸代谢的同功酶调节
③累积调节  几个最终产物中任何一个产物过多时都能对某一酶发生部分抑制作 用，但要达到最大效果，则必须几个最终产物同时过多。例如谷氨酰胺是合成AMP、CTP、 6-磷酸葡萄糖胺、组氨酸、氨甲酰磷酸的前体。实验证明在大肠杆菌中以上几种代谢物均能部分地抑制谷氨酰胺合成酶的活力，当它们同时过多时，反馈抑制程度大大提高。
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④逐步反馈调节  图13-11表示在分支代谢途径中，一种最终产物F过多时，对酶E3抑制，于是中间产物C就会积累，而促使反应向G、H方向进行，造成另一个最终产物H的浓度增加，引起对酶E4的抑制，造成C的浓度进一步增加；C过多对酶E1发生反馈抑制。这种调节方式称为逐步反馈调节。
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反馈调节作用的机理研究表明，具有反馈调节的酶分子上除了与底物结合的活性部位外，还有一个能和效应物（往往是最终产物）结合的调节部位，当它与效应物结合之后就改变了酶分子的构象，从而影响了底物与活性部位结合。效应物与酶的调节部位的结合是可逆的，因此当效应物的浓度降低时，即与酶解离，从而恢复酶的原有构象，使酶和底物可以结合而发生催化反应。凡是能与调节部位结合的小分子物质称为变构效应物；调节部位也称变构部位；具有变构部位的酶称为变构酶，例如天冬氨酸转氨甲酰酶（ATC酶）的最终产物CTP可以抑制其活力，但是CTP结合部位和活性部位并不在同一亚基上。ATC酶由6个催化亚基和6个调节亚基组成。当CTP与调节亚基上的变构部位结合后通过亚基与亚基之间的相互作用，影响了催化亚基上活性部位的构象，从而减弱了底物与酶的亲和力，产生抑制作用，最大抑制约为86％。    

（2）正反馈  代谢产物对酶活性的调节不仅表现为负反馈（反馈抑制），也可以表现为对酶激活，即正反馈作用。在鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium）中，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶PEPcase活性的调节，就存在这种代谢物的激活作用（图13-12）。磷酸烯醇式丙酮酸通过羧化反应形成草酰乙酸。这是复杂分支代谢的共同第一步。由草酰乙酸可以转变成各种氨基酸和核苷酸。另一方面，草酰乙酸还可以促使乙酰辅酶A通过三羧酸循环而被氧化。
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图13-12  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的活性调节
草酰乙酸作为合成氨基酸和核苷酸的前体物质，能被产物连续地进行反馈抑制。当嘧啶核苷酸积累时，其合成途径第一步反应的酶—天冬氨酸转氨甲酰酶受到抑制，这就导致天冬氨酸的积累，进而对酶的活性产生反馈抑制。然而，对于三羧酸循环中柠檬酸的合成又必须有草酰乙酸参加。已证实存在三种对PEPcase的正调节方式，即①嘧啶核苷酸的正反馈（反馈激活）；②乙酰辅酶A的反馈激活；③前体二磷酸果糖的前馈激活。
此外，乙酰辅酶A还能增加PEPcase对嘧啶核苷酸的亲和力，从而促进了它们的效应。 这样，通过错综复杂的调节系统，就能使磷酸烯醇式丙酮酸羧化反应处于最适当的水平。
第四节  代谢的区域化
一、细胞结构和酶的分布
细胞是具有精细结构的生命活动的基本单位，特别是真核生物的膜结构比较复杂。细胞由细胞膜包围，根据电子显微镜观察结果可将细胞分为膜相、胞质相和核相三部分。膜相结构占细胞干重的70％～80％。它一般包括细胞膜（也称质膜）、内质网、高尔基体、线粒体、质体、液泡、核膜、溶酶体、过氧化体和乙醛酸循环体。尽管这些结构在分布和功能上都不同，但从形态结构的互相联系以及发育和来源来看它们之间的关系是密切的。
很多膜相结构是互相连接的，如核膜可与内质网相连。质相结构是指胞液及悬浮在其中的一些无膜的颗粒成分和管丝状物质，包括核蛋白体、微管、微丝、中心体等，核相结构是被核膜包围的核内物质，包括核仁、染色质（染色体）、核液等。
细胞核是遗传信息的贮存场所，在这里分布着与基因复制和转录相关的酶和蛋白质因子。核膜上富有与糖脂、蛋白质代谢及核膜运输有关的酶以及与DNA复制、RNA转录、加工与修饰等酶类。核膜可能直接参与DNA复制的起始过程。
胞液约占细胞总体积的55％，大部分中间代谢都在胞液中进行，因此与糖酵解、糖、脂肪酸、氨基酸和核苷酸的生物合成等有关的酶类分布于其中。此外，胞液中还分布有大量的核糖体以及与蛋白质合成有关的酶类和蛋白质因子。内质网是一个大的膜体系，约占细胞总膜的一半以上，与蛋白质、糖和脂的合成相关的酶类分布在内质网中。高尔基体中存在着加工寡聚糖的酶类，其膜上分布着与吞噬作用相关的受体和蛋白质因子。溶酶体中分布着各种水解酶类，过氧化体中存在着过氧化物酶和多种氧化酶类，线粒体的基质中含有与脂肪酸β-氧化、三羧酸循环以及丙酮酸氧化脱羧、氨基酸分解代谢有关的大量的酶类，在其膜上还分布着大量与呼吸电子传递链相关的细胞色素和氧化还原酶类、ATP合成酶，以及代谢物运输载体蛋白和离子通道蛋白。叶绿体除了有内外被膜外，还有许多堆积成垛的内囊体基粒，这些复杂的膜上分布了全部的细胞色素和光反应中心蛋白，以及光合电子传递链上的氧还原酶和ATP合成酶，在其被膜上还有许多膜运输载体蛋白和离子通道蛋白。质膜是细胞和外界环境的屏障，它控制着细胞与环境之间的物质、能量和信息的交换，质膜上分布着各种运输载体蛋白、受体蛋白、信号转导蛋白、离子通道蛋白、识别（糖）蛋白、H+-ATPase、K+／Na-ATPase和氧化还原酶类。液泡是细胞渗透势和胞液pH值的重要调节者，也是有机酸、无机离子的重要贮存库。在液泡膜上也分布着各种离子通道、运输载体蛋白以及H+-ATPase、H+-PPiase等。
   综合以上内容看到真核细胞中广泛而又精细的内膜系统将细胞分隔成许多特殊区域，形成多种细胞器，酶的分布是高度区域化的，代谢反应是分室分工进行的。
二、膜结构对代谢的调控作用
无论是原核细胞还是真核细胞都包裹着一层表面膜，称为细胞膜或质膜。真核细胞含有的复杂内膜结构统称为生物膜，它具有物质运输、能量转换和信息传递三种最基本的功能。膜的产生是生物进化过程中的一次重大的飞跃。
膜结构对代谢具有非常重要的调控意义，其主要的调控作用如下：
1．把细胞分隔成多个区域，不同的区域集中浓缩了催化各自代谢途径的酶系和辅助因子，有利于酶促反应的进行，同时也防止了互不相容的酶促反应之间的干扰。
2．使细胞能有选择地与环境进行更有意义的物质交换，有利于对不同分隔区的代谢反应的调节。在膜上镶嵌着与各种运输功能相关的蛋白质，它们所运送或交换各种中间代谢物和离子，代谢底物或产物，酶的激活剂或抑制剂，ATP、ADP等。这些物质影响和调节代谢反应的方向和速度。
3．使细胞能更敏感地识别环境的变化，在膜上形成的各种受体及信息转换体系是细胞感知内外环境变化的重要物质基础。神经传递、肌肉收缩、激素及许多药物的作用或免疫反应等都与膜功能相关。    

4．调节能量的分配和转换。如叶绿体的类囊体膜和线粒体内膜上分布的细胞色素蛋白和氧化还原酶类分别控制着光能转变成化学能（形成NADPH和ATP）以及一种化学能 （如NADH）转变成另一种化学能（ATP）的过程。    

5．各种细胞活动包括细胞分化、细胞分裂、细胞融合乃至细胞的运动等都与细胞膜的变化密切相关。    
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图13-9  协同调节模式图





图13-11  逐步反馈调节模式
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