
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．１８０５２２ ·综述·
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【摘要】　噬菌体进化出多种裂解系统，以裂解宿主菌的细胞壁来释放子代噬菌体，并进行下一轮感染。与常见的Ｅｎｄｏｌ－

ｙｓｉｎ－Ｈｏｌｉｎ裂解系统不同，分枝杆菌噬菌体裂解系统由ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ及 Ｈｏｌｉｎ蛋白组成。分枝杆菌具有特殊的细胞壁

结构，其具有非典型的Ａ１γ型肽聚糖，且在肽聚糖外有一层致密的分枝菌酸。ＬｙｓｉｎＡ可以裂解宿主菌的肽聚糖层；Ｌｙｓ－
ｉｎＢ具有酯酶活性，裂解分枝菌酸与阿拉伯半乳聚糖之间的共价键－分枝酰阿拉伯半乳聚糖 苷 键；而 Ｈｏｌｉｎ蛋 白 属 于 小

分子极性跨膜蛋白，可在细胞膜形成稳定的跨膜孔。在噬菌体感染晚期，ＬｙｓｉｎＡ及ＬｙｓｉｎＢ蛋白正是通过此孔到达细胞

壁发挥作用。与其他革兰阳性菌噬菌体不同，外源添加ＬｙｓｉｎＡ／ＬｙｓｉｎＢ不 能 有 效 裂 解 其 宿 主 菌。本 文 综 述 了 分 枝 杆 菌

噬菌体裂解系统相关蛋白的研究进展，并着重介绍了ＬｙｉｎＡ蛋白的保守的结构域，以期为分枝杆菌噬菌体及其相关蛋白

的研究与临床应用带来新思路。
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＊＊＊结核分 枝 杆 菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）是 结 核 病（ｔｕ－

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）的 病 原 菌。传 统 药 物 在 治 疗 多 耐 药 结 核 病

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲ－ＴＢ）、广 泛 耐 药 结 核 菌

病（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ　ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＸＤＲ－ＴＢ）、全耐药的

结核 菌 病（ｔｏｔａｌｌｙ　ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＤＲ－ＴＢ）及 与

ＨＩＶ共感染的结核病 患 者 时 不 能 取 得 较 好 的 效 果［１］。控 制 结

核病需要在传统治疗的基础上另辟蹊径，发展新型且与现存药

物没有 交 叉 抗 性 的 抗 结 核 药 物 迫 在 眉 睫。噬 菌 体（Ｂａｃｔｅｒｉｏ－

ｐｈａｇｅ）是感染细菌、真 菌、放 线 菌 或 螺 旋 体 等 微 生 物 的 特 异 性

病毒。噬菌体用于抗菌治疗和预防诊断的研究有较长的历史，

在抗生素被广 泛 使 用 之 前，噬 菌 体 就 被 设 想 用 作 治 疗 细 菌 感

染［２］。近年来，随着病原菌不断对抗生素产生耐药性，特别是"

超级细菌" 的出现，使得噬菌体重新进入了研究人员的视野［３］。

据 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　Ｄａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｐｈａｇｅｓｄｂ．ｏｒｇ／）

记录，以耻垢分枝 杆 菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）ｍｃ２　１５５为

宿主分离到的噬菌体共有８　１３８株，其 中 已 全 基 因 组 测 序 的 有

１　２０１株。这些噬菌体核酸类型属于双链ＤＮＡ，形态学上都属

于有尾噬菌体，其 裂 解 系 统 由ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ及 Ｈｏｌｉｎ组 成。

ＬｙｓｉｎＡ可以裂解宿主菌的肽聚 糖 层，大 部 分ＬｙｓｉｎＡ有 三 个 保

守的结构域，分别为Ｃ末 端 的 细 胞 壁 结 合 结 构 域、中 间 的 肽 聚

糖水解酶结构域及Ｎ末端的肽酶结构域。ＬｙｓｉｎＢ具 有 酯 酶 活

性，裂解分枝菌酸与阿拉伯半乳聚糖之间的共价键－－分枝酰

·７４５·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｇｅｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
２０１８年５月　第１３卷第５期

Ｍａｙ　２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．５

＊

＊＊

【基金项目】　 河 南 省 高 等 学 校 重 点 科 研 项 目 （Ｎｏ．

１７Ａ３１００１５）。

【通讯作者】　滕铁山，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｏｓｈａｎ１２２０＠１６３．ｃｏｍ

【作者简介】　孙伟力（１９５９－），男，河南开封，本 科，助 理 实 验

师，主要从事病原生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｆｓｗｌ＠１６３．ｃｏｍ



阿拉伯半 乳 聚 糖 苷 键（图１）。Ｈｏｌｉｎ能 控 制 噬 菌 体 的 感 染 周

期，调节细菌裂解的 时 间，是 噬 菌 体 的“时 钟”。分 枝 杆 菌 噬 菌

体的裂解系统与革兰阴性菌及阳性菌都有显著不同，分析其裂

解系统相关蛋白的活性机制，有助于提高对分枝杆菌噬菌体的

研究及相关临床应用。

　　

图１　分枝杆菌细胞壁结构

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ

１　噬菌体裂解系统的一般特征

按照噬菌体裂解宿主时是否需要裂解酶，噬菌体裂解系统

可分为两类：（１）单链ＤＮＡ噬菌体（如丝状噬菌体φＸ１７４）
［４］或

单链 ＲＮＡ噬菌体（如 ＭＳ２）［５］等 小 噬 菌 体 不 依 赖 裂 解 酶 的 裂

解系统，其可抑制宿主的细胞壁合成酶并以独特的出芽方式释

放子代噬菌体；（２）双链 ＤＮＡ噬 菌 体 依 赖 裂 解 酶 的 裂 解 系 统，

其一般包括两种 蛋 白，即 细 胞 壁 裂 解 酶（Ｌｙｓｉｎ）和 穿 孔 素 蛋 白

（或称穴蛋白，Ｈｏｌｉｎ），两者在宿主菌内部裂 解 细 菌 并 释 放 其 子

代噬菌体［６］。噬菌体裂解酶是双链ＤＮＡ噬菌体表达的一类肽

聚糖水解酶，在感染宿主后期合成并以无活性形式存在于胞质

中，在 Ｈｏｌｉｎ蛋白协助 下 穿 过 细 胞 膜 孔 洞，进 而 抵 达 细 胞 壁 上

的肽聚糖靶点，然后对 其 进 行 切 割 水 解，帮 助 子 代 噬 菌 体 释 放

到胞外。Ｈｏｌｉｎ蛋白的作用是通过在细胞膜上形成低聚物对细

胞膜进行穿孔，改变宿 主 细 菌 细 胞 膜 的 通 透 性，类 似 信 号 肽 的

功能［７－８］。部分双链ＤＮＡ噬菌体基因组中未发现ｈｏｌｉｎ基因，

但其裂解酶具有Ｓｅｃ分 泌 系 统 信 号 肽［９］或 信 号 锚 定 释 放 序 列

（ｓｉｇｎａｌ　ａｒｒｅｓｔ　ｒｅｌｅａｓｅ，ＳＡＲ）［１０］，这种裂 解 酶 可 不 依 赖 Ｈｏｌｉｎ蛋

白独立分泌至胞膜外［１１］。

革兰阳性菌与 革 兰 阴 性 菌 噬 菌 体 裂 解 系 统 也 有 区 别。革

兰阳性菌细胞壁主要成分为肽聚糖结构，异源表达噬菌体裂解

酶，可以从胞外直接裂解 革 兰 阳 性 菌 的 细 胞 壁［１２］。另 外，革 兰

阳性细菌噬菌体编码的裂解酶在结构上为模块结构，由结合区

域（Ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ，ＣＢＤ）和 催 化 裂 解 区 域（Ｃａｔａｌｙｔｉｃ

ｄｏｍａｉｎ，ＣＤ）构成，这 种 结 构 特 征 使 得 裂 解 酶 可 以 通 过 遗 传 工

程手段进行“结构域交 换”形 成“嵌 合 蛋 白”来 改 变 裂 解 酶 活 性

或者裂解谱［１３］。而革兰阴性菌 细 胞 壁 的 主 要 成 是 较 厚 的 脂 多

糖等，其噬菌体裂解酶 为 单 一 的 球 状 结 构，一 般 不 能 直 接 从 胞

外裂解革兰阴性菌。因此，革兰阴性细菌是噬菌体裂解酶应用

的一个重大挑战。有趣的是，几乎所有的革兰阴性细菌的噬菌

体中都编码有Ｒｚ／Ｒｚ１蛋白［１４］，推断由于阴性菌细胞 壁 外 膜 的

存在，噬菌体即 使 能 够 在Ｌｙｓｉｎ－Ｈｏｌｉｎ的 作 用 下 裂 解 细 胞 壁 中

的肽聚糖层，但 细 胞 壁 外 膜 的 存 在 也 不 利 于 子 代 噬 菌 体 的 释

放，而具有内肽酶活性的Ｒｚ／Ｒｚ１蛋白可攻击外膜上的胞壁质

和脂蛋 白 之 间 的 寡 肽 连 接 键 来 协 助 子 代 噬 菌 体 的 快 速 释

放［１５］。

虽然分枝杆 菌 属 于 革 兰 阳 性 菌，但 其 细 胞 壁 结 构 比 较 特

殊，既有类似阳性菌的 较 厚 的 肽 聚 糖 结 构，又 有 类 似 阴 性 菌 的

细胞壁外膜，其外膜主要成 分 为 分 枝 菌 酸（图１）。分 枝 杆 菌 噬

菌体的裂解系统与革兰阳性菌及阴性菌也有显著差异，其主要

有ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ及 Ｈｏｌｉｎ蛋 白 构 成。本 文 综 述 了 分 枝 杆 菌

独特裂解系统及其相关蛋白的活性机制，以期为分枝杆菌噬菌

体及其相关蛋白的研究提供新的思路。

２　分枝杆菌噬菌体裂解系统－ＬｙｓｉｎＡ蛋白

分枝 杆 菌 噬 菌 体ＬｙｓｉｎＡ蛋 白 的 功 能，类 似 于 其 他 噬 菌 体

中的Ｌｙｓｉｎ蛋白，具有肽聚糖水解酶活性。ＬｙｓｉｎＡ蛋白对于分

枝杆菌噬菌体的生命周期是不可或缺的的，同源重组缺失ｌｙｓｉ－
ｎＡ基因会导致噬菌体不能裂解宿主菌，进而无法形成噬菌斑。

此外，分枝杆菌噬菌体 编 码 的ＬｙｓｉｎＡ蛋 白 还 具 有 一 些 特 殊 的

活性机制及保守结构域。

首先，Ｍｓ６等Ｆ１家族的分枝杆菌噬菌体，其基因组可编码

伴侣蛋白Ｇｐ１。Ｇｐ１属 于 可 分 泌 型 的 伴 侣 蛋 白，与ＬｙｓｉｎＡ的

Ｎ末端结合并协助其到达细胞质环境，使其发挥更好的肽聚糖

水解作用［１６－１７］。在 Ｍｓ６基因 组 中，ｇｐ１紧 邻ｌｙｓｉｎＡ并 位 于 其

上游，同源重组方法缺 失ｇｐ１，可 导 致 Ｍｓ６不 能 正 常 裂 解 宿 主

菌。在Ｅ．ｃｏｉｌ中共表达ｌｙｓｉｎＡ／ｈｏｌｉｎ，不能裂解Ｅ．ｃｏｉｌ，而ｌｙｓｉ－
ｎＡ／ｇｐ１共表达却可以裂解宿主菌Ｅ．ｃｏｉｌ，表明即使没有 Ｈｏｌｉｎ
的存在，Ｇｐ１仍可以与ＬｙｓｉｎＡ结合，并将其运输到其作用靶标

－肽聚糖。除分枝杆菌噬菌体 外，高 温 噬 菌 体ＴＳＰ４也 编 码 有

分子伴侣蛋白－ＣＰＮ４７，后者可以提高噬菌体裂解酶的活性［１８］。

分子伴侣是一类在进化上十分保守的蛋白家族，它们能催化不

同蛋白质形成特定构象，对于蛋白质功能的正常发挥具有十分

重要的作用。噬菌体的分子伴侣系统相对简单，这种“简化版”

的分子伴侣系统有望作为一种系统模型，对高等真核生物的分

子伴侣系统的研究做出重要贡 献［１９］。其 次，部 分Ｆ１家 族 的 分

枝杆菌噬菌体基因组 中 具 有 两 个ＬｙｓｉｎＡ的 编 码 基 因，其 编 码

蛋白长度分别为３８４
个氨基酸 与２４１个 氨 基 酸，ＬｙｓｉｎＡ２４１完 全 包 含 在Ｌｙｓｉ－

ｎＡ３８４的 基 因 编 码 框 内［２０］，且 二 者 具 有 共 同 的 核 糖 体 结 合 位

·８４５·
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点。与野生噬菌 体 相 比，ΔＬｙｓｉｎＡ２４１噬 菌 体 感 染 潜 伏 期 延 长

３０ｍｉｎ，且裂解期子代噬菌体数量也显著减少，表明ＬｙｓｉｎＡ２４１
的缺失导致噬 菌 体 释 放 的 延 迟。另 外，ΔＬｙｓｉｎＡ３８４噬 菌 体 侵

染宿主后，其形成噬菌 斑 的 直 径 显 著 小 于 野 生 株 噬 菌 体，表 明

ＬｙｓｉｎＡ３８４对子代噬 菌 体 的 释 放 更 为 重 要。上 述 结 果 表 明 两

个裂解酶都具有肽聚糖水解酶活性，对噬菌体的正常功能都不

可或缺。但一个ｌｙｓｉｎＡ基因编 码 两 种ＬｙｓｉｎＡ蛋 白，证 明ｌｙｓｉ－
ｎＡ基因存在镶嵌结构，这 种 镶 嵌 结 构 在 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 基 因

组中广泛存在［２１］，表 明 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 基 因 组 之 间 共 享 某 些

基因，并在进化上发生了基因的水平转移［２２］。

第三，一般噬菌体Ｌｙｓｉｎ蛋白 只 包 含 两 个 裂 解 酶 结 构 域－

－催化结构域和细胞壁结合结构域［２３］。但９０％以上的分枝杆

菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ蛋白包含三个保守结构域，分别是：Ｃ末 端 的

细胞壁结合结构域、中间的催化结构域（常见为糖苷水解酶，如

溶菌酶与糖基转移 酶）及 Ｎ末 端 的 肽 酶 结 构 域［２４］。且 分 枝 杆

菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ的肽酶结构域与其 他 噬 菌 体Ｌｙｓｉｎ蛋 白 没 有

同源关系，表 明 分 枝 杆 菌 肽 聚 糖 具 有 独 特 的 内 肽 链 接。ＨＨ－

ｐｒｅｄ预测分析显示［２５］：分枝杆菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ共 包 含５个 不

同的肽酶结构域、５个 酰 胺 酶／糖 苷 酶 结 构 域 及４个 保 守 的Ｃ
末端细胞壁绑定结构 域（表１）［２６］。下 面 将 详 述 几 种 结 构 域 的

类型。

表１　分枝杆菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ蛋白的结构域类型

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ＬｙｓｉｎＡ　ｄｏｍａｉｎｓ
结构域
Ｄｏｍａｉｎ

活性推测
Ｐｕｔａｔｉｖｅ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ

切割／结合位点
Ｃｌｅａｖａｇｅ／ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ

分枝杆菌噬菌体举例
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ｅｘａｍｐｌｅ
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　　（１）糖苷 酶：噬 菌 体 的 糖 苷 酶 包 括β－Ｎ－乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 苷

酶（简称糖苷 酶）与β－Ｎ－乙 酰 胞 壁 酸 酶（简 称 胞 壁 酸 酶，图２）。

分枝 杆 菌 噬 菌 体 ＬｙｓｉｎＡ 中 包 含 两 个 糖 苷 水 解 酶－ＧＨ２５和

ＧＨ１９。ＧＨ２５在革兰阳性菌噬菌体的裂解酶中比较常见，如来

源于芽孢杆菌、葡萄球 菌 及 链 球 菌 的 噬 菌 体。ＧＨ１９在 噬 菌 体

裂解酶中 并 不 常 见，除 分 枝 杆 菌 及 棒 状 杆 菌 噬 菌 体 外，存 在

ＧＨ１９结构域的裂解酶只 存 在 革 兰 阴 性 菌 的 噬 菌 体 裂 解 酶 中，

且主要是在假单 胞 菌 噬 菌 体 中 存 在。胞 壁 酸 酶 包 括 糖 基 转 移

酶（Ｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＴＧ）与 溶 菌 酶 的 活 性。分 枝 杆 菌 噬 菌 体

中只有Ａ家族的ＬｙｓｉｎＡ中 存 在 糖 基 转 移 酶，除 了 分 枝 杆 菌 噬

菌体外，包含ＴＧ结构 域 的 噬 菌 体Ｌｙｓｉｎ主 要 存 在 于 革 兰 阴 性

菌噬菌体中，如λＲ裂解酶及Ｔ７噬菌体裂解酶等都包含ＴＧ结

构域［２７］。

（２）酰胺酶（Ａｍｉｄａｓｅ，ＡＭＩ）：也称作Ｎ－乙酰胞壁酰－Ｌ－丙氨

酸酶（图２），可以切割多肽与糖骨架之间的酰胺键，造成聚糖结

构与肽链之间的分离，是降解肽 聚 糖 结 构 的 最 有 效 方 法。在 细

菌分裂及肽聚糖重塑时，酰胺酶 发 挥 重 要 作 用。许 多 噬 菌 体 的

裂解酶也广泛存在酰胺酶。噬菌体酰胺酶主要由ＡＭＩ－２，ＡＭＩ－

３，ＡＭＩ－５和 ＡＭＩ０２－Ｃ类 型 的 结 构 域 组 成，而 在 分 枝 杆 菌 噬 菌

体裂解酶中只存在ＡＭＩ－２结 构 域，且 存 在 两 个 进 化 分 支，分 别

为酰胺酶－２Ａ和酰胺酶－２Ｂ，前者比后者更常见。

（３）肽酶：分枝杆菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ共有 五 种 类 型 肽 酶 结 构

域：ＰＥＴ－Ｍ１５－４、ＰＥＴ－Ｍ２３、ＰＥＴ－Ｃ３９－２、ＮＬＰＣ－Ｐ６０及 ＮＬＰＤ。

ＰＥＴ－Ｍ２３是最早鉴定的 肽 酶 结 构 域（ｐｆａｍ０１５５１），属 于 锌 离 子

金属蛋白酶的一种，可切割Ｄ－Ａｌａ与 ｍ－ＤＡＰ（４Ｒ３）之 间 的 内 肽

键。有趣的是，来源白细胞的 趋 化 因 子２（ＬＥＣＴ２）也 具 有 Ｍ２３
肽酶结构域，推测与肝细胞 生 长 相 关［２８］。ＮＬＰＣ－Ｐ６０仅 存 在 于

阴性菌噬菌体裂解酶 与 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 裂 解 酶 中，切 割Ｄ－Ｇｌｕ
与ｍ－ＤＡＰ之间的肽键。结核菌中具有ＮｌｐＣ／Ｐ６０结构域的蛋

白包括Ｒｖ００２４、Ｒｖ１４７７、Ｒｖ１４７８、Ｒｖ１５６６ｃ及Ｒｖ２１９０ｃ，其 功 能

涉 及 到 结 核 菌 的 生 长、发 育、细 胞 分 裂、细 胞 壁 成 熟 以 及 毒

力［２９］。ＰＥＴ－Ｃ３９－２是首先 在 分 枝 杆 菌ＬｙｓｉｎＡ蛋 白 中 被 鉴 定，

属于半胱氨酸 蛋 白 酶 的 一 种，可 切 割Ｄ－Ｇｌｕ与 ｍ－ＤＡＰ之 间 的

肽键，主要存 在 于 分 枝 杆 菌 噬 菌 体。ＰＥＴ－Ｍ１５－４显 示 切 割Ｌ－

Ａｌａ与Ｄ－Ｇｌｕ之间的肽键，这 个 结 构 域 在 存 在 于 分 枝 杆 菌 噬 菌

体和一些感染阴性菌的噬菌体中。ＮＬＰＤ的切割位点还没有被

研究，其只存在于分枝杆菌噬菌体Ｔｉｍｓｈｅｌ中。

（４）细胞壁结合结构域：分枝杆菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ蛋白共包

含４个细胞壁结合结构域：ＰＧ－１、ＬｙｓＭ、ＣＰＬ－７及ＬＧＦＰ。ＰＧ－１
含有三个α螺 旋 结 构，能 识 别 肽 聚 糖 中 Ｄ－Ａｓｎ肽 桥。ＰＧ－１主

要存在于革兰阳性菌的噬菌体裂解酶，大 部 分 革 兰 阴 性 菌 的 细

胞壁肽聚糖都 属 于 Ａ１γ型，而 分 枝 杆 菌 细 胞 壁 同 样 属 于 Ａ１γ
型肽聚糖，预测ＰＧ－１能 特 异 识 别 Ａ１γ肽 聚 糖。ＬｙｓＭ 结 构 域

是一类古老 且 普 遍 存 在 的 结 构 域，广 泛 存 在 于 细 菌、真 菌、植

物、动物的蛋白质 中，但 迄 今 为 止 还 没 有 在 古 细 菌 中 发 现 该 结

构域［３０］。分枝杆菌噬菌 体 中 的ＬｙｓＭ 只 存 在 与Ｃ１家 族 中，主

·９４５·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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要识别肽聚糖的Ｎ－乙 酰 葡 糖 胺 结 构。ＣＰＬ－７在 噬 菌 体 裂 解 酶

中比较少见，只存在于分枝 杆 菌 噬 菌 体Ｏｐｔｉｍｕｓ与Ｂａｋａ中，其

裂解酶结构域组合类型为ＮＬＰＣ－Ｐ６０／ＧＨ２５／Ｃｐｌ－７。ＬＧＦＰ是

一个在噬菌体 中 罕 见 的 细 胞 壁 绑 定 结 构 域，其 结 构 域 共 有５４
个氨基酸残基组成。分枝杆菌菌体中只有 Ｂａｒｎｙａｒｄ　Ｇｐ３９的Ｃ
末端含有三个串联 重 复 的ＬＧＦＰ。ＬＧＦＰ与 分 枝 杆 菌 Ａｇ８５蛋

白具有同源性。另外，结核菌蛋白Ｒｖ３８１１除含有Ａｍｉ２结构域

外，同时也具有ＬＧＦＰ重复序列。推测ＬＧＦＰ绑 定 的 底 物 是 分

枝杆菌阿拉伯半乳糖链，后者与 肽 聚 糖 共 价 相 连。在 其 他 噬 菌

体中ＬＧＦＰ也 不 常 见，仅 在Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａ　ｐｈａｇｅ　ＴＰＡ２中 发 现

此序列的存在。

　　

图２　结核分枝杆菌细胞壁的Ａ１γ型肽聚糖结构

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　Ａ１γｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ

３　分枝杆菌噬菌体裂解系统－ＬｙｓｉｎＢ蛋白

分枝杆菌属于一类特殊的革 兰 阳 性 菌，其 细 胞 壁 最 外 层 不

是常见的肽聚糖结构，而是富含分枝菌酸的脂质结构［４２］。分枝

菌酸是具有α－烷基／β－羟 基、长 度 为 Ｃ６０－９０的 脂 肪 酸。分 枝 菌

酸对分枝杆菌的存活是必须的，它也是 抗 结 核 药 物 异 烟 肼 的 作

用靶标［４３］。在释放子代噬菌体时，分枝菌酸的存在对于单一裂

解酶裂 解 系 统Ｌｙｓｉｎ－Ｈｏｌｉｎ，是 一 个 潜 在 的 裂 解 障 碍。ＬｙｓｉｎＢ
属于分枝酰阿拉 伯 半 乳 糖 酯 酶，切 割 分 枝 酰 阿 拉 伯 半 乳 糖 键，

释放分枝菌酸［４４］。在其他 非 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 中 未 发 现ＬｙｓｉｎＢ
或其同源 蛋 白，表 明ＬｙｓｉｎＢ蛋 白 为 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 所 特 有。

ＬｙｓｉｎＢ被证明 有 脂 肪 酶 活 性 并 具 有 在 丝 氨 酸 脂 酶 中 保 守 的

ＧＸＳＸＧ位点［４５］。ＬｙｓｉｎＢ被认为是在 噬 菌 体 裂 解 晚 期，通 过 切

割分支杆菌外膜与细胞壁之间的化学 键 以 彻 底 裂 解 宿 主 细 胞。

而 同 源 重 组 缺 失ｌｙｓｉｎＢ 基 因 不 会 影 响 噬 菌 斑 的 形 成，但

ΔｌｙｓｉｎＢ噬 菌 体 形 成 噬 菌 斑 直 径 显 著 小 于 野 生 株，表 明ｌｙｓｉｎＢ
基因的缺失显著 影 响 噬 菌 体 裂 解 周 期 与 裂 解 效 率。但 有 四 个

分枝杆菌噬菌体Ｃｈｅ１２、Ｒｏｓｅｂｕｓｈ、Ｑｙｒｚｕｌａ与 Ｍｙｒｎａ，其基因组

缺少ｌｙｓｉｎＢ基因，但与ΔｌｙｓｉｎＢ突 变 体 具 有 较 小 的 噬 菌 斑 形 态

不同，此四种噬菌 体 也 可 形 成 大 噬 菌 斑，推 测 此 四 种 噬 菌 体 可

利用宿主细胞编码的几丁质酶，对细胞 壁 的 分 枝 酰 阿 拉 伯 半 乳

糖苷键进行水解。另外，阿拉伯半乳糖－分枝菌酸结构在细菌中

并不常见，其主要 存 在 于 放 线 菌 属 的 棒 状 杆 菌 亚 目 中，包 括 棒

状杆菌［４６］、高尔迪 氏 菌［４７］、红 球 菌［４８］和 分 枝 杆 菌 等［４９］。除 分

枝杆菌噬菌体外，其 他 棒 状 杆 菌 亚 目 的 细 菌 的 噬 菌 体，如 谷 氨

酸棒状 杆 菌 的 噬 菌 体Ｐ２１０１和 黄 色 短 杆 菌 的ＢＦＫ２０，不 编 码

ＬｙｓｉｎＢ蛋白或其类似蛋白，其具体裂解机制还仍待继续研究。

４　分枝杆菌噬菌体裂解系统－Ｈｏｌｉｎ蛋白

Ｈｏｌｉｎ蛋白是噬菌 体 基 因 编 码 的 小 分 子 膜 蛋 白，通 过 在 细

胞膜上形成跨膜 孔 使 裂 解 酶 到 达 细 胞 壁 肽 聚 糖 层 而 发 挥 细 菌

裂解功能。穿孔素不仅是构成跨 膜 孔 的 重 要 元 件，而 且 是 触 发

细菌裂解的" 分子定时器" ，在噬菌体的 裂 解 宿 主 菌 的 过 程 中 扮

演着关键角色。Ｍｓ６基 因 组 中ｇｐ４与ｇｐ５分 别 编 码 两 个 穿 孔

素蛋白（Ｈｏｌｉｎ）－Ｇｐ４和Ｇｐ５，这 两 种 蛋 白 质 在 程 序 化 裂 解 宿 主

细胞时 是 不 可 或 缺 的。Ｇｐ４属 于ＩＩ型ｈｏｌｉｎ蛋 白，具 有 两 个 跨

膜区（ｔｒａｎｓ－ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｄｏｍａｉｎ，ＴＭＤ），且预测Ｇｐ４的Ｎ末端具

有信号抑 制 释 放 序 列（ｓｉｇｎａｌ－ａｒｒｅｓｔ－ｒｅｌｅａｓｅ，ＳＡＲ），这 类 似 于λ
噬菌体的 针 眼 穿 孔 素，是 针 眼 穿 孔 素（ｐｉｎｈｏｌｉｎ）的 典 型 特 征。

Ｇｐ５具有单个ＴＭＤ并带有高电荷性，且Ｃ端有亲水性结构域，

Ｃａｔａｌａｏ等［５０］推测其具有 Ｈｏｌｉｎ蛋 白 的 特 性。同 源 重 组 方 法 缺

失基因ｇｐ４和ｇｐ５，结果 并 不 影 响 噬 菌 体 侵 染 并 裂 解 宿 主。但

ｇｐ４缺失显示可加速宿 主 细 胞 裂 解，而ｇｐ５的 删 除 延 迟 宿 主 细

胞裂解，并形成较大噬菌斑。这表明与λ噬菌体的 Ｈｏｌｉｎ－Ａｎｔｉ－
ｈｏｌｉｎ机制不 同，Ｇｐ５的 功 能 不 是 作 为ａｎｔｉ－ｈｏｌｉｎ蛋 白 而 存 在。

在宿主细胞裂解时，Ｇｐ４与 Ｇｐ５共 同 发 挥 作 用，来 协 调 宿 主 细

胞。双 Ｈｏｌｉｎ及双ＬｙｓｉｎＡ蛋白的存在赋予了噬菌体选择性优

势，便于使噬菌体适应不同环境条件。

５　分枝杆菌噬菌体裂解酶与抗生素研发

结核分枝杆菌 是 引 起 结 核 病 的 病 原 菌。由 于 多 重 耐 药 性

（Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＭＤＲ）与 广 泛 耐 药 性（Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ　ｄｒｕｇ－
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＸＤＲ）结核菌、完 全 耐 药 结 核 菌（Ｔｏｔａｌ　ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，

ＴＤＲ）及 ＨＩＶ共同感染的结核菌 株 的 大 量 出 现，给 结 核 病 的 治

疗带来了巨大困难［５１－５２］。噬菌 体 裂 解 系 统 中 的 裂 解 酶 对 病 原

菌，尤其是耐药性 细 菌，有 良 好 的 杀 灭 能 力。与 传 统 抗 生 素 相

比，裂解酶作为新 型 抗 菌 药 物 具 有 独 特 的 优 势，如 较 高 的 宿 主

特异性、高效的杀菌活 性、较 低 的 耐 药 性 几 率 等［５３－５４］。然 而 外

源添加噬菌体 裂 解 酶ＬｙｓｉｎＡ／ＬｙｓｉｎＢ，可 以 抑 制 耻 垢 分 枝 杆 菌

生长，但对处于潜 伏 期 的 分 枝 杆 菌 没 有 杀 菌 活 性，而 人 体 内 结

核菌主要以潜伏期的形式存在。推测原因是ＬｙｓｉｎＡ与ＬｙｓｉｎＢ
的作用靶标都在分枝菌酸内部，而致密 的 分 枝 菌 酸 层 具 有 高 度

的疏水性及 不 可 渗 透 性，对 蛋 白 分 子 进 入 分 枝 杆 菌 内 造 成 障

碍。将不同来源的催化功能域和 细 胞 壁 结 合 功 能 域 进 行 组 合，

发展嵌合裂解酶，有望能克服分枝杆菌 噬 菌 体 裂 解 酶 的 使 用 障

碍。

嵌合裂解酶可以克服天然裂 解 酶 活 力 低、可 溶 性 差 及 作 用

靶点单一等 缺 点，而 且 具 有 更 多 的 功 能、更 适 于 耐 药 菌 治 疗。

·０５５·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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嵌合裂解酶的设 计 和 改 造 是 今 后 裂 解 酶 研 发 和 运 用 的 一 种 重

要方向，也是裂解酶用于耐药菌控制和 治 疗 最 具 有 希 望 的 增 长

点。分枝杆菌噬菌体ＬｙｓｉｎＡ具有多样化的活性结构域，而Ｌｙ－

ｓｉｎＢ也有特异的活性位点，将来源于不同蛋白的 活 性 结 构 域 嵌

合表达，可以作为潜在的结核菌 的 抑 制 剂 或 药 物 佐 剂。分 枝 杆

菌噬菌体还编码一些具有抗结核菌活 性 蛋 白 或 多 肽，也 可 作 为

发展嵌合裂解酶的元 件，且 可 协 助ＬｙｓｉｎＡ／ＬｙｓｉｎＢ穿 过 分 枝 菌

酸层：（１）在分枝杆菌噬菌体感染宿 主 时，需 要 尾 部 的 卷 尺 蛋 白

穿过细胞 壁，并 形 成 孔 洞，以 利 于 噬 菌 体 ＤＮＡ 进 入 宿 主 体

内［５５］；卷尺蛋白富含Ａｌａ－Ｇｌｙ结构，并 有α螺 旋 与 跨 膜 结 构 域，

它具有分枝 菌 酸 降 解 活 性 及 较 弱 的 肽 聚 糖 水 解 活 性，可 协 助

ＬｙｓｉｎＡ与ＬｙｓｉｎＢ穿过分枝菌 酸 层 到 达 其 靶 点［５６］。另 外，卷 尺

蛋白具有Ｒｐｆ保守序列，后者可以切割细胞 壁 而 刺 激 潜 伏 期 结

核菌转 变 为 活 跃 生 长 期［５７］。（２）来 源 于 分 枝 杆 菌 噬 菌 体

ＳＷＵ１的Ｇｐ３９具有多糖 解 聚 酶 的 功 能，可 以 破 坏 宿 主 的 脂 质

代谢并增加细胞壁通透 性，增 强 多 种 抗 生 素 的 杀 菌 效 果［５８－５９］。

（３）来源于分枝杆菌噬菌体Ｄ２９的小分子多肽ＰＫ３４，其可与海

藻糖二霉 菌 酸 酯（Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ－６，６－ｄｉｍｙｃｏｌａｔｅ，ＴＤＭ）结 合，杀 灭

小鼠体内结核菌，表明ＰＫ３４有 望 成 为 一 种 治 疗 结 核 杆 菌 感 染

的辅助 药 物，或 作 为 研 发 抗 结 核 药 物 的 模 板［６０］。将 ＬｙｓｉｎＡ／

ＬｙｓｉｎＢ结构域与上述抗结核菌蛋白或多肽融合表达，或几种共

同添加使用，是利用分枝杆菌噬菌体控 制 结 核 菌 的 一 个 重 要 研

究方向。
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