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细菌中 I型毒素蛋白与细胞膜相互作用机制的
研究进展*
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（山东省生物物理重点实验室，德州学院生物物理实验室，德州 253023）

摘要 I型毒素-抗毒素（TA）系统在细菌基因组中广泛存在，在细菌的生长、生存中发挥多种生物学功能，包括抗菌、红

细胞毒性、促进持留菌形成、抑制细菌生长或导致细菌休眠等。绝大部分 I型毒素蛋白以细胞膜作为靶标，目前已知的一种

作用机制是在细胞膜上形成孔洞结构，造成膜电位的下降或细胞膜的破坏，从而抑制ATP的合成或导致细菌死亡；另一种

可能的作用机制是毒素蛋白作用在细胞膜上，改变细胞的形状，导致细胞进入休眠状态。I型毒素蛋白-细胞膜作用机制的

复杂性和生物功能的多样性远超预期。因此，解析 I型毒素蛋白在不同细胞膜中的组装机制及其所形成结构特征就变得非常

重要，这也是揭示其结构-功能关系的关键。本文通过综述已报道的 I型TA系统的结构特征与生物学功能，结合对其跨膜结

构域的预测，探讨了其可能在细胞膜中形成的不同结构及其对功能的影响，分析了影响作用机制的关键因素。这些研究既

给耐药细菌的治疗带来机遇，又为新型抗菌药物的研发带来思路。
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细菌中 I型毒素-抗毒素（toxin-antitoxin，TA）

系统一般是由两个基因组成的单个操纵子。其中，

毒素基因编码稳定的毒素蛋白，其过表达可抑制细

菌生长或导致细菌死亡；抗毒素基因编码不稳定的

抗毒素分子小RNA（small RNA，sRNA），其一般

通过配对与毒素蛋白的 mRNA 相互作用，抑制毒

素蛋白mRNA的翻译和/或诱导其降解［1］。I型TA

系统在细菌基因组中广泛存在，在人类微生物群系

中也能发现部分 I型毒素蛋白如TisB、Hok等，其

生物功能和细菌的生物进化密切相关，包括促进耐

药菌形成、抑制细菌生长或引发细菌程序性死亡

等［2］。I型TA系统中的毒素蛋白通常是小的疏水跨

膜蛋白（一般<60个氨基酸），具有预测的α螺旋跨

膜结构域，不同的毒素蛋白生物活性各不相同。当

细菌正常生长时，抗毒素分子的存在会阻止毒素蛋

白的活性，TA系统不会对细菌产生任何威胁作用。

但当细菌受营养、压力、毒性、低氧、高温、抗生

素等外界环境胁迫时，不稳定的抗毒素分子转录水

平下调或者被快速降解，引起 I型毒素蛋白在细菌

中过量表达并累计。这时游离的毒素蛋白与其作用

靶标结合，抑制细菌中多个重要的细胞过程，减缓

细菌的生长甚至导致细菌死亡。因此 I型TA系统

能在细菌的生长、生存过程中发挥多种生物学功

能，包括强的红细胞毒性或抗菌功能、促进持留菌

形成或抑制细菌生长及导致细菌休眠等。尽管对 I

型TA系统的研究已有数十年之久，但对其生物学

功能和潜在分子机制的解析仍然滞后。当前针对细

菌研究的热点是在细菌基因组中寻找新颖TA系统

并对其结构特征、功能及作用机制等进行研究，这

些研究既为耐药细菌的治疗带来机遇，又为新型抗

菌药物的研发带来思路。

1 I型毒素-抗毒素系统的生物学功能

大多数 I型毒素蛋白的作用被认为类似于噬菌

体孔蛋白，即诱导细胞膜成孔，这会影响 ATP 合
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成，进而影响DNA的复制、转录和翻译。极少数 I

型 毒 素 是 核 酸 酶 ， 如 RNase SymE 和 DNase

RalR［3-4］。目前关于 I型TA系统的研究主要集中在

肠道细菌和病原菌中，如革兰氏阴性菌：大肠杆菌

（Escherichia coli）［5］、幽门螺杆菌 （Helicobacter

pylori）［6］ 、 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 （Salmonella

typhimurium）［7］ 、 梨 火 疫 病 原 菌 （Erwinia

amylovora）［8］，及革兰氏阳性菌：艰难梭状芽胞杆

菌 （Clostridium difficile）［9］、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Staphylococcus aureus）［10］ 、 枯 草 芽 孢 杆 菌

（Bacillus subtilis）［11］、 粪 肠 球 菌 （Enterococcus

faecalis）［12］ 、 鼠 李 糖 乳 杆 菌 （Lactobacillus

rhamnosus）［13］等。对 I型TA系统的研究主要包括

3方面：a. 通过生物信息学方法在转录组测序数据

中挖掘潜在的新颖 I型TA 系统；b. 利用实验方法

分析 I型TA系统中抗毒素分子 sRNA抑制毒素蛋白

功能发挥的机制；c. 实验方法分析 I型TA系统中毒

素蛋白可能的作用靶标和生理功能。表 1和表 2中

列出了部分常见革兰氏阴性菌和阳性菌中定位于细

胞膜的 I型TA 系统及其生物功能、作用机制，并

利用TMPRED［14］预测了毒素蛋白的跨膜结构域。

Table 1 Target， biological function and mechanism of type I TA system in Gram-negative bacteria
表1 部分I型TA系统在革兰氏阴性菌中的靶标、生物功能及作用机制

DinQ

HokA

HokB

HokC

HokD

HokE

IbsA

IbsB

IbsC

IbsD

IbsE

LdrA

LdrB

LdrD

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

干扰膜极性，降低细胞内

ATP浓度

细胞膜去极化，破坏细胞

膜的完整性

在内膜上形成小孔，导致

膜渗漏，降低质子动力和

ATP水平

细胞膜去极化，破坏细胞

膜的完整性

细胞膜去极化，破坏细胞

膜的完整性

细胞膜去极化，破坏细胞

膜的完整性

改变膜电位

破坏细胞膜的完整性，抑

制ATP合成

在内膜上形成小孔，导致

膜渗漏，降低质子动力和

ATP水平

导致类核缩合，细胞活力

丧失

MIDKAIIVKGALIALLELIRFLLQLLN

MPQKYRLLSLIVICFTLLFFTWMIRDSL‐

CELHIKQESYELAAFLACKLKE

MKHNPLVVCLLIICITILTFTLLTRQTLY‐

ELRFRDGDKEVAALMACTSR

MKQHKAMIVALIVICITAVVAALVTRK‐

DLCEVHIRTGQTEVAVFTAYESE

MKQQKAMLIALIVICLTVIVTALVTRK‐

DLCEVRIRTGQTEVAVFTAYEPEE

MLTKYALAAVIVLCLTVLGFTLLVGDSL‐

CEFTVKERNIEFKAVLAYEPKK

MMKHVIILVILLVISFQAY

MMKLLIIVVLLVISFPAY

MMRLVIILIVLLLISFSAY

MMKLVIILIVLLLVSFAAY

MMKLVIILVVLLLLSFPTY

MTLAQFAMIFWHDLAAPILAGIITA‐

AIVSWWRNRK

MTLAQFAMTFWHDLAAPILAGIITA‐

AIVGWWRNRK

MTFAELGMAFWHDLAAPVIAGILASMI‐

VNWLNKRK

AgrB

SokA

SokB

SokC

SokD

SokE

SibA

SibB

SibC

SibD

SibE

RdlA

RdlB

RdlD

5~24残基

7~24残基

7~29残基

7~24残基

6~24残基

5~24残基

3~19残基

2~18残基

1~19残基

4~18残基

3~19残基

10~32残基

10~32残基

10~32残基

23408903

29398446

26051177

29398446

29398446

29398446

18710431

18710431

32516493

18710431

18710431

24513967

31330822

12123448

毒素

蛋白

细菌 靶标 生物功能 作用机制 毒素蛋白序列 抗毒素 跨膜区 PubMed

编号
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PndA

ShoB

TisB

ZorO

AapA1

AapA3

Hok

IbsA

LdrA

LdrB

TisB

TimP

Hok

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

幽门螺

杆菌

幽门螺

杆菌

沙门氏菌

沙门氏菌

沙门氏菌

沙门氏菌

沙门氏菌

沙门氏菌

梨火疫

病菌

细胞膜

细胞膜

细胞

内膜

细胞膜

细胞

内膜

细胞

内膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞

内膜

细胞膜

导致细菌

死亡

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

抑制细菌

生长

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

破坏细胞膜的渗透能力

细胞膜去极化，破坏细胞

膜的完整性

在内膜上形成小孔，导致

膜渗漏，降低质子动力和

ATP水平

破坏细胞膜的渗透能力

不影响膜的完整性和膜

电位

合成毒性肽，在内膜上形

成小孔，导致膜渗漏

影响细胞膜形态

MPQRTFLMMLIVICVTILCFVWMVRD‐

SLCGLRLQQGNTVLVATLAYEVKR

MTDCRYLIKRVIKIIIAVLQLILLFL

MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK

MDTLTQKLTVLIAVLELLVALLRLIDLLK

MATKHGKNSWKTLYLKISFLGCKVVV‐

LLKR

MKHKSGKRSWKTLYFEFAFLGLKVIVS‐

VKR

MPQRTFLMMLIVICVTILCFVWMVRD‐

SLCGLRLQQGNTVLVATLAYEVKR

MMHQVIILIVLLLISFPAY

MTLTQLGVVFWIVNWLRDRK

MTLTELSITIWHDLAAPTLVGIATGLFL‐

GWWHRRK

MSVVDITLILILKLIVAALQLLDAVL‐

KYLK

MKVRCFCVVLLVSGTLCLHADRSYP‐

GNSVPVTLNVQSR

MKLPRSSLVWCVLIVCLTLLIFTYLTRK‐

SLCEIRYRDGHREVAAFMAYESGK

PndB

OhsC

IstR1

OrzO

IsoA1

IsoA3

Sok

SibA

RdlA

RdlB

IstR

TimR

Sok

5~24残基

7~24残基

1~18残基

7~25残基

12~28残基

12~29残基

6~22残基

3~19残基

1~17残基

13~31残基

6~26残基

2~20残基

7~26残基

7783193

18710431

33231643

24203704

33229580

31411564

25792384

25792384

25792384

25792384

25792384

33172998

33482720

续表1

毒素

蛋白

细菌 靶标 生物功能 作用机制 毒素蛋白序列 抗毒素 跨膜区 PubMed

编号

Table 2 Target， biological function and mechanism of type I TA system in Gram-positive bacteria
表2 部分I型TA系统在革兰氏阳性菌中的靶标、生物功能及作用机制

CD0440.1

CD0904.1

CD0956.2

CD0956.3

CD0977.1

CD1233.1

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

MENLMMSIITGVIASYIYDKLKSH‐

SERPTKSGWELNIKFQKSKSSK

MLINFLLSIVAGIVSAYIYEKIKNHPNAN‐

KGDLKK

MNNFLLNVIAGVIASLIFCLICKVFLKVK‐

SHSTRGKSKSGWEFDFKIKFHKFK

MIGFLLSILAGVISAYIYDKIKNHPDANKG‐

DLKK

MSEFLLGVLASLTASFITYIISRKVKSHS‐

GRSDFELDVKIKLNKKQH

MDNFLFNVLASLTASVVVYLISKLFKKAK‐

SHSRTKSDLRVEFKFIFKSKK

CD630_

n00150

RCd13

RCd10

RCd14

RCd11

SQ808

1~18残基

2~19残基

4~26残基

1~17残基

4~21残基

4~21残基

31064056

33247281

29529286

33247281

33247281

29529286

毒素蛋白 细菌 靶标 生物功能 作用机制 毒素蛋白序列 抗毒素 跨膜区 PubMed

编号
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CD1418.2

CD2299.1

CD2517.1

CD2889

CD2907.1

Fst

PepA1

PepA2

SprG1

SprG2

SprG3

SprG4

FstEF0409

FstpAD1

Fst-Sm

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

艰难梭菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

金黄色葡

萄球菌

粪肠球菌

粪肠球菌

变异链

球菌

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

细胞膜

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

不仅对自

身宿主细

胞有毒害

作用，还

可杀死其

它细菌和

溶 解 红

细胞

不裂解细

菌 细 胞 ，

但可高效

裂 解 红

细胞

不仅导致

金黄色葡

萄球菌死

亡，还会

裂解宿主

细胞

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

促进持留

菌形成

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

导致细菌

死亡

在细胞内形成孔洞，

破坏细菌细胞壁，

干扰细胞分裂

破坏细胞膜结构

破坏细胞膜结构

促进细胞壁隔膜形

成，干扰细胞分裂

导致染色体凝聚，

干扰分离和细胞分

裂 ， 增 加 膜 的 通

透性

抑制细胞壁合成

MDNFLQGVLASLVASLIVYLNSKLFK‐

KVKSHSGRSDFSFELKIKFKKNKH

MDNFLFNVLASVTASYIVYLISKLIKKVK‐

SHSTAKSDLKIDINFKYHRKK

MDNFLQGILASLSASLIVYIASKLFRKRK‐

KPLKAATKSGWEFDLKIRFHKTK

MSEFLLGVLASLTASFITYIISRKVKSHS‐

GRSDFELDVKIKFNKKRH

MNNFLLNVIAGVIASLIFCLICKVFLKVK‐

SHSTRGKSKSGWEFDFKIKFHKFK

VMLIFVHIIAPVISGCAIAFFSYWLSRRNTK

MLIFVHIIAPVISGCAIAFFSYWLSRRNTK

MFNLLINIMTSAISGCLVAFFAHWLR‐

TRNNKKGDK

SprG144： MVALLKSLERRRLMITISTM‐

LQFGLFLIALIGLVIKLIELSNKKSprG131：

MITISTMLQFGLFLIALIGLVIKLIELSNKK

VISIANALHLMLSFGMFIVTFIGIVVAIINL‐

SNKK

MSDFEMLMVVLTIIGLVLISTQDHKK

MINLNNKKQPSFPNFDNE

MYEIVTKILVPIFVGIVLKLVTIWLEKQNEE

MKDLMSLVIAPIFVGLVLEMISRV‐

LDEEDDSRK

MWHNFFIYIVAPIFVGIVLALFSEWLDK‐

KDDD

CD630_

n00500

SQ1641

RCd8

RCd12

RCd9

RNAII

SprA1AS

SprA2AS

SprF1

SprF2

SprF3

SprF4

RNAII

RNAII

srSm

4~21残基

4~21残基

4~26残基

4~21残基

4~26残基

1~21残基

2~24残基

4~26残基

13~35残基

10~32残基

4~21残基

-

4~26残基

3~22残基

5~22残基

29529286

29529286

29529286

33247281

29529286

30441856

23129767

30544243

34070083

30551143

30551143

30551143

34062876

34062876

23326602

续表2

毒素蛋白 细菌 靶标 生物功能 作用机制 毒素蛋白序列 抗毒素 跨膜区 PubMed

编号



·1978· 2022；49（10）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

Lpt

TxpA

BsrE

BsrG

BsrH

yonJ

yonT

鼠李糖乳

杆菌

枯草芽孢

杆菌

枯草芽孢

杆菌

枯草芽孢

杆菌

枯草芽孢

杆菌

枯草芽孢

杆菌

枯草芽孢

杆菌

细胞

内膜

细胞膜

细胞

内膜

细胞

内膜

细胞

内膜

细胞膜

细胞膜

细菌生长

抑制、类

核凝聚和

细胞完整

性受损

导致宿主

细胞裂解

导致宿主

细胞裂解

导致宿主

细胞裂解

导致宿主

细胞裂解

导致宿主

细 胞 裂

解，毒性

较低

导致宿主

细胞裂解

类似洗涤剂的机制，

通过胶束化去除双

分子层的小块，从

而破坏细胞膜磷脂

层的完整性

影响细胞膜形态，

溶解细胞膜

诱导膜的异常拓扑

结构，导致膜连续

内陷

MNSFDKAIIAPLLVGVFLLLLKYALDNHK

MSTYESLMVMIGFANLIGGIMT‐

WVISLLTLLFMLRKKDTHPIYITVKEKCL‐

HEDPPIKG

MSTFQALMLMLAIGSFIIALLTYIEKIDLP

MTVYESLMIMINFGGLILNTVLLIFNIMMI‐

VTSSQKKK

MHVSTFQALMLMLAFGSFIIALLTYIKKK

MNFSFSSYPYYNMIKHIANMKRFSLWF‐

THITFIGLFLMFQLIKDYFSSEGQALINT‐

IFVV

VLEKMGIVVAFLISLTVLTINSLTIVE‐

KVRNLKNGTSKKKKRIRKRLRP‐

KRQRQRIRR

RNAII

ratA

SR5

SR4

as-BsrH

SR6

SR6

7~25残基

10~32残基

7~24残基

9~31残基

4~26残基

23~42残基

5~27残基

31645607

27450630

26940229

23969414

25670700

29414903

29414903
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1.1 革兰氏阴性菌I型TA系统

大肠杆菌是一种革兰氏阴性杆状细菌，是 I型

TA系统中研究最广泛的细菌之一。在模式生物大

肠杆菌中已证实有20种 I型TA系统［5］，其中18种

TA系统中的毒素蛋白作用靶标为细胞膜（分别为

DinQ、 HokA、 HokB、 HokC、 HokD、 HokE、

IsbA、 IsbB、 IsbC、 IsbD、 IsbE、 LdrA、 LdrB、

LdrD、PndA、ShoB、TisB、ZorO），另两种SymE

和RalR毒素蛋白靶标不同，是作为核酸酶来介导

毒性的［3-4］。第一对被鉴定的 I型TA基因是大肠杆

菌中 R1 质粒的 hok/sok 位点，其中 Hok 是毒素蛋

白，sok 是抗毒素 sRNA［15］。hok mRNA 的半衰期

较长，而 sok sRNA的半衰期较短。当细胞分裂发

生时，未继承R1质粒的子细胞将由于 sok sRNA的

快速降解和更稳定的 hok mRNA翻译而死亡。Hok

家族毒素蛋白通过破坏膜的完整性，从而杀死细

菌［16］。研究发现，部分Hok蛋白可以通过调节膜

去极化的水平，使细菌以可逆休眠的形式持续存

在。Gerdes［17］提出一种稳态调控机制调节 HokB

水平，使膜去极化不会导致细胞活力的不可逆损

失，其过程为：由于抗毒素分子 sokB的RNase E活

性与膜缔合相关，假设膜去极化可能会使RNase E

失活，提高 sokB 的表达量，从而抑制 HokB 的翻

译，遵循这一原理的反馈机制将提供一种保护措

施，将HokB的膜去极化作用限制在抑菌水平。与

HokB类似，Ldr家族毒素蛋白和TisB毒素蛋白均

是在内膜上形成小孔，导致膜渗漏，降低质子动力

和 ATP 水平，从而抑制 DNA 复制、转录和翻译，

最终阻碍细菌的生长，促进持留菌的形成［18］。抗

毒素分子 rdl 调控 Ldr 转录后水平，而 RNA istR-1

则通过与翻译起始区上游的待定核糖体竞争抑制

TisB毒素的翻译［19］。毒素蛋白DinQ不仅可以使细

胞膜去极化致使细菌死亡，同时还可以促进DNA

压缩成为类似拟核的结构或者高级的纤维状结构，

从而使细胞丧失活力［20］。Elizabeth团队［21］获得 5

个 Ibs毒素蛋白，都具有抑制细菌生长的功能，其

中抗毒素分子 sibC可以防止 ibsC的过量表达而导

致的毒性作用［22］。与其作用机制类似的还有
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pndA/pndB、shoB/ohsC 和 zorO/orzoTA 系统中的毒

素蛋白［21，23-24］，且ZorO在发挥细胞毒性作用时没

有形成明显的大孔隙［25］。此外，RNase III是一种

双链核糖核酸酶，对切割成对的毒素-抗毒素复合

物 （包 括 hok/sok、 tisB/istR、 zorO/orzO） 至 关

重要［23，26-27］。

幽门螺杆菌可以通过多种独特策略来调节其基

因表达以适应人体胃内的生存环境。Vogel 课题

组［28］通过全基因组测序和生物信息学技术分析了

幽门螺杆菌转录组，发现存在4个保守型 I型TA系

统家族（A、B、C、D）在其染色体上表达，其中

由A类TA系统的5组同源表达模块（aapA1/IsoA1、

aapA3/IsoA3、 aapA4/IsoA4、 aapA5/IsoA5、 aapA6/

IsoA6）构成了一个新的染色体编码的 I型TA系统

家族。随后，Darfeuille课题组［29］通过实验方法首

次描述了aapA1/IsoA1系统的作用特征及调控机制。

aapA1基因的全转录本是翻译失活的，其 3'端加工

处理后可翻译获得一条长度为 30个氨基酸的疏水

性毒性蛋白；同时 IsoA1sRNA 抗毒素直接靶向毒

素基因的翻译起始区，阻止其翻译且加速其降解。

AapA1毒素蛋白在幽门螺杆菌中的表达导致其由螺

旋形细菌向圆球菌的快速形态转化，且生长停滞并

进入休眠状态，这是一种有活力但不可培养状态，

是比持留状态更深程度的休眠。AapA1毒素蛋白是

第一个被鉴定的圆球菌形成效应物，它以幽门螺杆

菌的细胞内膜为靶点但不破坏其内膜。在没有

IsoA3抗毒素的情况下，AapA3毒素蛋白在染色体

上的表达可以导致幽门螺杆菌死亡。IsoA3通过形

成稳定的 RNA 双链，在翻译水平上抑制 aapA3 的

组成性表达；且研究表明单核苷酸替换就足以阻碍

AapA3毒素翻译，如A40T改变了 aapA3 mRNA结

构，从而阻止其正常翻译［30］。

沙门氏菌是一种食源性致病菌，迄今为止在其

中发现 8 种大肠杆菌同源的 I 型 TA 系统（分别为

Hok、 IsbA、 IsbB、 LdrA、 LdrB、 TisB、 SymE、

TimP）。其中，SymE和 IsbB均未检测到抑制细菌

生长的作用，而 Hok、IsbA、LdrA、LdrB 和 TisB

均表现出抑制细菌生长的现象［7］。TimP毒素蛋白

作用在细胞膜上的机制与Hok和TisB等毒素不同，

其N端为一个跨膜信号肽，通过其将多肽直接插入

细胞膜，过表达 timP 会导致生长抑制和膜渗漏。

抗毒素 timR是一种反义 sRNA，通过与 timP 5' UTR

结合来抑制其翻译［31］。

梨火疫病菌是一种典型的引起苹果和梨等植物

毁灭性火疫病的植物致病菌。经研究发现的梨火疫

病菌 I 型 TA 系统是 hok/sok。该 Hok 毒素与大肠杆

菌HokB序列同源性为 48%，实验表明其也可以通

过破坏细胞膜的去极化从而杀死细菌。另外研究还

表明，梨火疫病菌Hok在激活ATP生物合成和激发

细菌细胞对细胞膜和抗生素损伤的耐受性方面发挥

重要作用。Hok的低水平表达也激活了与应激反应

相关的多个基因，并触发了噬菌体休克蛋白基因

pspA 的表达，从而起到保护梨火疫病菌细胞免受

进一步膜应激源伤害的作用［8］。该研究表明，应

激调控是TA系统在细菌中低水平表达条件下的重

要选择优势。

1.2 革兰氏阳性菌I型TA系统

艰难梭状芽胞杆菌是一种医学上重要的人类肠

道病原体，被认为是导致成人抗生素相关性院内腹

泻的主要病原菌。Olga 研究组揭示了这类细菌上

多 组 I 型 TA 系 统 （CD0440.1/CD630_n00150、

CD0904.1/RCd13、 CD0956.2/RCd10、 CD0956.3/

RCd14、 CD0977.1/RCd11、 CD1233.1/SQ808、

CD1418.2/CD630_n00500、 CD2299.1/SQ1641、

CD2517.1/RCd8、 CD2889/RCd12、 CD2907.1/

RCd9）的特征［8-9，32-33］。这类毒素蛋白都跟细胞膜

相关，能抑制细菌生长并促进其休眠。这类毒素蛋

白疏水的N端高度保守，带正电荷的C端区域含有

丰富的赖氨酸，且与其他细菌的 I型毒素蛋白没有

序列同源性。

金黄色葡萄球菌是一种重要病原菌，是革兰氏

阳性菌的代表，可引起的感染范围从浅表感染到危

及生命的炎症和败血症。在金黄色葡萄球菌中已发

现 多 种 I 型 TA 毒 素 蛋 白 ， 包 括 Fst、 PepA1、

PepA2、SprG1、SprG2、SprG3 和 SprG4 及其抗毒

素分子 sRNA。Fst毒素蛋白在细胞内形成孔洞，破

坏细胞壁，裂解活性强。SprG1毒素蛋白既不导致

穿孔也不导致破裂，而是通过增加细胞壁的分隔影

响细胞分裂［34］。SprG1 RNA编码两条长度不同的

毒性小肽SprG131和SprG144，SprG144的N端存在更

多的正电荷残基使得其裂解红细胞的能力要高于

SprG131，而 SprG131 抗菌能力更强。抗毒素分子

SprF1 sRNA一方面可以跟毒素蛋白的mRNA相互

结合，抑制其翻译成毒素蛋白SprG1；另一方面跟

核糖体相互作用，抑制细胞内蛋白质的合成，最终

导致金黄色葡萄球菌持留菌的形成［10］。SprG的额

外拷贝能编码两个较短的毒素蛋白 （SprG2 和

SprG3），其过表达导致金黄色葡萄球菌生长停滞
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而不是死亡。这几组同源TA系统之间存在交叉调

控作用，例如当 SprF2 或 SprF3 过度表达时，

SprG2 和 SprG3 在生长期间均无法检测到；另外，

SprF1、SprF2或SprF3的表达都可以抑制SprG1的

毒性作用［35］。PepA1 不仅对自身细胞具有毒害作

用，而且可以作为毒素杀死其他细菌及溶解人类红

细胞。与PepA1不同，PepA2具有破坏真核生物细

胞膜的巨大潜能，表现为很强的细胞毒性，对人红

细胞的作用大约是PepA1的 10倍［36］，而对革兰氏

阳性和革兰氏阴性菌的作用不是很强。中国科学技

术大学孙宝林课题组［37］一直致力于研究金黄色葡

萄球菌中的毒素-抗毒素系统，其报道了一个由毒

素、抗毒素和转录因子 3 个基因组成的 I 型 TA 系

统，其中的毒素蛋白具有选择性地抑制细胞生长并

阻碍细胞膜上多重耐药外排泵norA的功能。

粪肠球菌是人和动物肠道内主要菌群之一，是

一种重要的医院病原菌。FstpAD1是位于粪肠球菌质

粒上的 I型毒素蛋白，体外实验显示，其既无细胞

毒性和溶血特性，也不具有抗菌肽类似功能，但过

表达后会导致类核凝聚、染色体分裂和细胞分裂缺

陷，进而导致膜通透性增加［38］。FstEF0409是位于粪

肠球菌染色质上的 I 型毒素蛋白，表现有细胞毒

性。FstEF0409的表达可降低 sRNA抗毒素的稳定性或

转录水平，具体毒素机制尚不清楚，但可以确定其

发挥功能方式与 Fst pAD1不同［12］。此外，变异链球

菌中Fst-Sm/srSm I型TA系统的过量产生会降低持

久性细胞对细菌细胞壁合成抑制剂的耐受水平［39］。

鼠李糖乳杆菌中 Fst类似物Lpt与细胞膜的作用被

认为是通过一种类似洗涤剂的机制，通过胶束化去

除双分子层的小块，破坏磷脂层的稳定性，从而导

致细胞生长抑制、类核凝聚和细胞膜完整性

受损［13］。

枯草芽孢杆菌是芽孢杆菌属的一种，广泛分布

在土壤及腐败的有机物中，因易在枯草浸汁中繁殖

而得名。2005年在枯草芽孢杆菌染色体上首次鉴

定出 I型TA系统TxpA-ratA［40］。TxpA基因编码一

种含有 59个氨基酸的毒素蛋白，该蛋白质N端有

一个预测的跨膜结构域，C端有带电的氨基酸，可

以直接影响细胞膜的结构从而导致细胞裂解。

BsrG/SR4是第一个发现的温度敏感型 I型TA系统。

BsrG不影响膜的通透性，而是诱导膜的异常拓扑，

使膜连续内陷，最终导致自溶［41］。BsrE RNA 和

BsrG RNA的二级结构非常相似，然而与SR4不同，

SR5 是一种单功能抗毒素，它只能通过招募

RNase III促进BsrE毒素mRNA的降解［42］，SR6则

可以同时抑制毒素蛋白yonT和yonJ的表达［43］。虽

然RNase III对大肠杆菌的生长不是必需的，但在

枯草芽孢杆菌中，该基因的缺失是致命的。Durand

等［44］研究表明，RNase III在枯草杆菌中的重要性

在于它能裂解 I型毒素TxpA、BsrE和yonT。有趣的

是，枯草芽孢杆菌中BsrG/SR4的RNA被RNase III剪

切，而毒素的抑制并不需要这种核糖核酸酶［42］。

此外，BsrH/as-BsrH 与TxpA/ratA位于同一基因间

区域，但BsrH对RNase III不敏感［45］。因此，尽管

RNase III 在大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的 I 型 TA 系

统中发挥作用，但其抑制作用的重要性在不同的系

统中可能是不同的。

绝大部分 I型TA系统中的毒素蛋白（除SymE

和RalR外）以细胞膜作为靶标，但它们靶向细胞

膜时所发挥的生物学功能是多样而复杂的，对其作

用机制的系统研究有利于理解其功能。

2 I型毒素蛋白的结构特征

I型毒素蛋白作用机制的复杂性和生物功能的

多样性远超预期，揭示其作用机制的关键是解析其

在细胞膜中的三维结构［2］。但 I型毒素蛋白在脂质

双分子层中并不是形成单一稳定的结构，而是存在

多个亚稳态，且这些不同构象态之间处于动态平

衡。此外，I型毒素蛋白在脂质双分子层中易聚集，

存在多种不同的组装机制，从而导致其可能在细胞

膜中形成不同结构进而影响其功能。这些 I型毒素

蛋白作用的特异性使得实验方法解析其在细胞膜中

的结构特征存在很多困难。

2.1 I型毒素蛋白单体结构

迄今为止，已有 5种 I型毒素蛋白单体的结构

被报导（图 1）：AapA1 （PDB 6GIG［46］）、PepA1

（PDB 4B19［47］ ）、 FstpAD1 （PDB 2KV5［12］ ）、

LdrD （PDB 5LBJ［48］） 和 SprG131 （PDB 7NS1［2］）。

AapA1 毒素蛋白在 40%TFE 溶液的分子结构中，

S9~L28倾向于形成α螺旋结构，N端的8个氨基酸

则处于完全无序的状态。C端的两个带正电荷残基

K29、R30 对小肽的毒性影响很大，V26A 突变虽

然不能改变小肽的结构和带电情况，但对其细胞毒

性有很大影响。PepA1毒素蛋白含有30个氨基酸，

作用于金黄色葡萄球菌细胞膜上。当PepA1以α螺

旋跨膜形式插入细胞膜时，会由不连续螺旋结构变

为可延伸的连续螺旋结构，并通过在膜上形成孔洞

结构以破坏细胞膜的完整性，最终引发细菌死亡或
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红细胞裂解。PepA1的N端呈无序状态，C端富含

精氨酸。FstpAD1毒素蛋白含有33个氨基酸，以α

螺旋形成跨膜结构，而C端7个氨基酸残基以无序

状态存在于细胞之内。LdrD 具有 α螺旋跨膜结构

域，并与磷酸胆碱胶束结合而不改变其大小。有趣

的是，LdrD在其C端结构域有两个保守的阳离子

氨基酸，这种情形与AapA1相同并对AapA1毒性

有重要影响。SprG131肽采用单孔折叠构象。在大

多数情况下，膜相关的 I型毒素蛋白通过去极化和/

或与细胞内ATP下降相关的渗透作用干扰膜的完整

性，并显示其毒性。只有两种 I 型毒素 HokB 和

TisB，已经被实验证实在细胞膜上形成孔洞。与

TisB导致细菌死亡不同，HokB的孔隙形成直接与

持留菌形成相关。如果它们不形成孔隙，这些 I型

毒素肽结合到膜的表面，会引发类似于抗菌肽的洗

涤剂效应。大多数 I型毒素蛋白单体具有相似的序

列特征及保守的 α螺旋结构，但以上关于 I型毒素

蛋白单体实验结构的研究，并不能解释为何这些具

有相似序列特征及保守α螺旋结构的毒素蛋白在靶

向细胞膜时却具有不同的生物学功能。因此，将 I

型毒素蛋白-细胞膜作为一个整体研究对象，考虑

蛋白质-蛋白质或蛋白质-脂质之间的相互作用并解

析其动态结构才能有助于对其作用机制的理解。

2.2 I型毒素蛋白组装机制

大部分 I型毒素蛋白序列短、疏水性强、溶解

性差，在细胞膜中易聚集，且不同毒素蛋白的序列

之间没有同源性。因此，利用传统结构生物学实验

方法解析这类蛋白质在细胞膜中的结构存在很多困

难。毒素蛋白/多肽破坏细胞膜的方式主要有以下

两类。第一类是跨膜孔模型，毒素蛋白/多肽在细

胞膜上形成“桶-板”或“环孔”型孔洞破坏细胞

膜；第二类是非孔模型，毒素蛋白/多肽在细胞膜

表面形成“地毯”裂解脂质双分子层。目前，只有

两种 I型毒素HokB和TisB，有相关实验研究其组

装机制和可能的跨膜结构。大肠杆菌毒素蛋白

HokB是由49个氨基酸残基组成的单跨膜蛋白，其

中 C 端带负电位于细胞周质，N 端带正电位于胞

质。该蛋白质中有3个半胱氨酸残基（C9、C14和

C46），现已证实C9和C14位于跨膜区，C46暴露。

Michiels 团队［49］ 的系列研究揭示，氧化还原酶

DsbA 可以催化两个单体的 C46 间形成的二硫键，

从而稳定HokB二聚体的结构并使其多聚化形成孔

洞结构；这些孔洞导致细胞膜去极化和 ATP 的泄

漏，从而形成持留菌；细胞膜上的 HokB 蛋白越

多，持留菌的休眠期越长。HokB孔洞的大小及活

性对膜电位敏感，低膜电位倾向于形成中间孔类

型，高膜电位倾向于形成成熟孔类型，但是现有实

验研究不能区分中间孔洞与成熟孔洞的区别［49］。

胁迫条件消失后，细菌的复苏过程是由HokB的单

体化及降解和细胞膜的重新极化共同控制的：氧化

还原酶 DsbC 还原多聚体中的二硫键使 HokB 单体

化，从而破坏孔洞；孔洞被破坏后胞内的电子传递

链使细胞膜重新极化并生成ATP，导致胞内 pH降

Fig. 1 Membrane-associated type I toxin protein structure
图1 膜相关I型毒素蛋白结构

粉色区域为跨膜区，蓝色为非跨膜区。
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低，从而激活蛋白酶DegQ降解单体化的HokB［49］。

大肠杆菌毒素蛋白TisB是由 29个氨基酸残基组成

的跨膜蛋白，其中带大量正电荷残基［48］。实验及

分子动力学模拟表明，插入细胞膜的TisB通过由4

个盐桥组成的电荷拉链组装成反平行二聚体［50］，

并通过反平行二聚体-二聚体形成四聚体束的形式

垂直插入膜中［51］，形成直径很小的阴离子选择性

孔洞结构［48］；组成孔洞结构的跨膜四聚体通过一

种规则动态的盐桥和氢键来稳定［51］，四聚体中的

两亲螺旋与细菌内膜相互作用，从而破坏跨内膜的

pH 梯度，进而破坏跨膜质子动力势并耗尽 ATP，

使细菌进入休眠并形成生物膜［51］。第二类作用机

制中，毒素蛋白通过其所带正电荷残基与磷脂膜中

带负电荷的头部基团发生相互作用，使得膜张力发

生改变；当毒素蛋白积累到一定浓度，膜张力使细

胞膜变薄，最终导致细胞膜的破裂。毒素蛋白/多

肽破坏/影响细胞膜的作用机制非常复杂，揭示其

作用机制的关键是解析其三维结构。因此将多肽-

细胞膜作为一个整体研究对象，考虑多肽-多肽或

多肽-脂质之间的相互作用并解析其动态结构才能

有助于对其作用机制的理解。

3 分子动力学模拟能研究I型毒素蛋白-细
胞膜体系结构-功能关系及作用机制

I型TA系统中，毒素蛋白序列结构特征以及细

胞膜组成是影响毒素蛋白作用机制及生物功能的两

个重要因素。例如，PepA1 和 PepA2 毒素蛋白有

50%的序列同源性，其N端都富含疏水氨基酸，C

端富含带正电荷氨基酸。但这两个毒素蛋白的功能

差异显著，PepA2 对人红细胞的毒性作用大约是

PepA1的10倍，PepA1不仅对自身细胞具有毒害作

用，而且可以作为毒素杀死其他细菌。为何序列相

似的两个毒素蛋白其功能却差异显著？PepA1毒素

蛋白以跨膜α螺旋形式在细胞膜上形成孔洞结构而

破坏膜的完整性，最终引发细菌死亡或红细胞裂

解，其孔洞的形成路径及结构特征仍不清楚。另

外，AapA1毒素蛋白能在不破坏细胞膜的情况下，

使幽门螺杆菌由螺旋形细菌向圆球菌转化，且使其

生长停滞并进入休眠状态，是否细胞膜结构的改变

影响其转运？I型毒素蛋白-细胞膜体系具有较大的

作用特异性，这使得生物信息学预测软件及常规实

验方法在研究其序列-结构-功能关系及作用机制方

面存在很多困难。由于分子动力学模拟能够观察研

究对象结构的细微变化，有利于上述问题的研究，

因而该方法被认为是研究蛋白质/多肽-细胞膜体系

的 动 态 结 构 及 其 作 用 机 制 的 重 要 工 具 。

Steinbrecher等［50］基于常规的粗粒化模拟，研究了

TisB 毒素蛋白在 DMPC 细胞膜表面或以跨膜形式

存在时的结构特征，发现TisB毒素蛋白单体会很

快结合到细胞膜表面，其二聚体的跨膜结构很稳

定。Schneider等［51］将粗粒化模型与全原子模拟结

合，研究了TisB毒素蛋白二聚体及四聚体在POPC

细胞膜里的孔道结构、特征及关键相互作用，认为

TisB 毒素蛋白会在反平行二聚体基础上形成四聚

体结构（图 2）。Sayed等［47］基于常规的全原子模

拟，研究了PepA1单体在DPPC膜里的跨膜结构特

征。Korkut等［46］利用模拟方法研究了AapA1单体

以跨膜形式在 POPC膜内部和 POPC/POPG 膜表面

的结构特征，发现AapA1单体的跨膜结构很稳定。

这些模拟工作通常是将单个或多个毒素蛋白放在细

胞膜表面或直接以跨膜螺旋的形式放在细胞膜内

部，以研究毒素蛋白-细胞膜体系的结构特征，包

括细胞膜性质和多肽构象的变化，多肽浓度、残基

突变及不同细胞膜对相互作用的影响，毒素蛋白所

形成孔洞结构的大小性质，不同细胞膜成份如何影

响孔洞结构等。受采样方法和采样时间限制，这类

模拟研究很难直接观察到毒素蛋白在细胞膜中的多

种自由能极小状态及可能形成的不同大小的孔洞

结构。

4 总结与展望

I 型毒素蛋白（除 SymE 和 RalR 毒素蛋白外）

单体具有相似的序列特征（序列长度为20~65个氨

基酸的疏水多肽）及保守的α螺旋结构，但它们靶

Fig. 2 Arrangement of TisB strands in the tetrameric
assembly embedded in a POPC bilayer

图2 TisB毒素蛋白的四聚体在POPC细胞膜中的结构
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向细胞膜时所呈现的生物学功能是多样而复杂的。

实验证实的生物功能主要分为以下3类：a. 有细胞

毒性或杀菌功能；b. 促使持留菌形成或抑制细胞生

长；c. 致细菌形态变化但不破坏细胞膜完整性。I

型TA系统通过多种复杂的作用机制发挥多样生物

学功能，对其作用机制的系统研究既能够给耐药细

菌的治疗带来机遇，又为新型抗菌药物的研发带来

思路。

对 I 型 TA 系统作用机制及生物功能的理解，

能加强对耐药菌形成机制及调控机制的认识，为耐

药细菌的治疗提供新的途径。I型毒素蛋白作用机

制复杂多样，目前已知的一种作用机制是在细胞膜

上形成孔洞结构，造成膜电位的下降或细胞膜的破

坏，从而抑制ATP的合成或导致细菌死亡。这些孔

洞结构的大小、性质及特征是影响其作用机制的关

键因素。另一种可能的作用机制是毒素蛋白作用在

细胞膜上，改变细胞的形状，导致细胞进入休眠

状态。

细胞膜相关的 I型毒素蛋白被认为是设计新的

抗菌药物的先导化合物，对 I型毒素结构的解析有

利于认识其结构-功能关系，从而推进抗菌药物和

新型抗生素研发的进程。在体外培养基内加入

SprG131、SprG144和 SprA1 对金黄色葡萄球菌、大

肠杆菌等具有杀菌作用［52-53］。SprA1毒素的特殊化

学修饰能极大地提高其在人血清中的抗菌潜力和稳

定性，具有一定的耐药性，同时大大降低了其对人

细胞的毒性，证实了毒素可以转化为强效抗生

素［54］。ZorO毒素中ALLRL肽段对革兰氏阳性菌，

包括金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和白色念珠

菌，均有抗菌作用［55］。此外，作为抗菌剂研发的

候选药物DinQ，已证实对治疗大肠杆菌感染具有

疗效［56］。

大部分 I型毒素蛋白以细胞膜作为靶标，在脂

质双分子层中并不是形成单一稳定的结构，而是存

在多个亚稳态，且这些不同构象态之间处于动态平

衡。并且，I型毒素蛋白在脂质双分子层中易聚集，

存在多种不同的组装机制，从而导致其可能在细胞

膜中形成不同结构进而影响其功能。但是，目前对

I型毒素蛋白的作用机制及影响其作用机制的关键

序列及结构因素依然知之甚少。寻找新颖 I 型 TA

系统并对其结构特征、功能及作用机制进行研究是

当前针对细菌的研究热点，但实验方法很难解析 I

型毒素蛋白在细胞膜中的结构。因此，如何基于机

器学习及分子动力学模拟发展一套适用于 I型毒素

蛋白-细胞膜体系的计算模拟方法，揭示 I型毒素蛋

白-细胞膜体系的结构-功能关系是系统研究其作用

机制的有效途径。
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Research Progress on Interaction Mechanisms of Type I Toxin
Protein-membrane in Bacteria*
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Abstract The type I toxin-antitoxin (TA) system is widespread in the bacterial genome and can play a variety of

biological functions in the growth and survival of bacteria, including antibacterial function, red blood cell toxicity,

promoting the formation of persistent bacteria, inhibiting bacterial growth, or causing bacterial dormancy, etc. The

vast majority of type I toxin proteins target the cell membrane. One known mechanism of action is the formation

of pores in the cell membrane, resulting in a decrease in membrane potential or destruction of the cell membrane,

thereby inhibits the ATP synthesis or leads to the bacterial death; another possible mechanism of action is that the

toxin proteins act on the cell membrane, changing the shape of the cell and causing it to enter a dormant state. The

complexity of the type I toxin protein-membrane mechanism and the diversity of its biological functions are much

more complex beyond our expectations. Therefore, it is important to analyze the assembly mechanism of type I

toxin protein in different membranes and their structural characteristics, which is also the key to revealing its

structure-function relationship. This article summarizes the reported structural characteristics and biological

functions of the type I TA system, explores the formation of different structures in the cell membrane that affect

its function combined with the prediction of its transmembrane domains, and analyzes the key factors affecting its

mechanism of action. It brings opportunities for the treatment of drug-resistant bacteria, and also brings ideas for

the research of new antibacterial drugs.

Key words toxin-antitoxin system, type I toxin protein, structural characteristics, biological function, drug-

resistant bacteria
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