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摘要　　细菌细胞周质空间处于 G
-
细菌与外界相互作用的前沿界面 , 对生存环境的波动非常敏

感 , 是菌体细胞与外界环境进行相互作用的第一道媒介(趋利作用)或屏障(避害作用), 因此 , 周

质空间蛋白及其抗逆作用的相关研究对于探究与理解微生物生存适应性问题具有重要意义.周质空

间蛋白在长期进化过程中形成了一套对环境波动的适应机制 , 文中系统总结了 G
-
细菌细胞周质空

间蛋白的分类 、 定位和抗逆机制 , 着重介绍了周质空间蛋白在抗酸机理中和 RND转运系统在菌体

抗逆生存中所起的重要作用 , 并讨论了周质空间蛋白通过影响细菌生物薄膜的形成而起到间接抗

逆的作用.
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　　细菌细胞周质又称膜间质 , 指位于大肠杆菌

(Escherichia col i)等革兰氏阴性细菌细胞内膜和外

膜之间的夹层空间 , 其大小随环境与胞质间渗透压

的变化而改变 , 约占整个细胞体积的 24%—

40%[ 1 , 2] .外膜上存在较多非特异性的孔道蛋白

(po rins), 能够允许分子质量小于 600—1000 u亲水

小分子物质的自由扩散 , 而不需要消耗能量[ 3—5] .

由于这种分子筛效应的存在 , 使得周质空间蛋白对

波动的生存环境比较敏感.这些周质空间蛋白在

G -细菌长期的进化过程中逐渐形成了多种适应环境

波动的机制 , 在维持周质空间蛋白活性和细胞的生

理功能中起重要作用.

1　周质空间蛋白

周质空间呈胶状 , 主要由一些单糖 , 寡糖 , 蛋

白质组成 , 此外还包含一些其他可溶性物质.其中

作为周质空间重要组成部分的蛋白质在细菌营养代

谢 , 物质转运 , 信号传导及能量代谢中起着重要的

作用.由于周质空间所处位置的特殊性 , 使得周质

空间蛋白比其他物质更容易受到外界环境的影响 ,

这就要求周质空间蛋白能够适应经常波动的外界环

境[ 6] .目前已知的周质空间蛋白按功能大致可以分

为以下几种:

(1)结合蛋白 , 该类蛋白作为转运系统的重要

组成部分 , 与底物结合后形成转运复合物 , 再与内

膜转运蛋白发生相互作用 , 依靠后者的 A TP 酶活

性亚基水解 A TP 释放的能量将底物转运进入胞内.

到目前为止 , 至少发现 80 种以上的周质空间结合

蛋白 , 其中包括麦芽糖 、阿拉伯糖结合蛋白 , 谷氨

酸 , 亮氨酸 , 赖氨酸结合蛋白等 , 这些周质空间蛋

白主要转运一些单糖 , 寡糖 , 氨基酸 , 小肽等小分

子物质
[ 7]
.基因组学和蛋白质信息学等的研究发

现 , 在大肠杆菌中这类蛋白与膜结合蛋白形成一个

最大的蛋白家族 , 约占细菌所有 ORF(开放阅读框)

所编码蛋白的 6.55 %
[ 8]
.

(2)水解酶类 , 如酸性磷酸酶 , 碱性磷酸酶 ,
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UDP-葡萄糖水解酶 , L-天冬酰胺酶 , 羧肽酶 II 等

将吸收的复杂大分子降解为简单的小分子物质 , 有

利于营养物质的吸收 , 有些酶同时也参与胞壁物质

的代谢[ 9 , 10] .

(3)合成酶类 , 如肽聚糖合成酶 , SurA , Skp

蛋白等 , 这些蛋白在肽聚糖 , 鞭毛形成及细胞壁物

质的组装过程中起作用[ 11] .

(4)受体酶类 , 如麦芽糖结合蛋白 , 半乳糖/葡

萄糖结合蛋白等 , 其本质是作为结合蛋白参与底物

的跨膜运输;同时 , 它们在结合底物后还能与膜上

另外的蛋白受体相互作用 , 介导细胞对底物的趋化

性 , 因此具有双功能性
[ 12 , 13]

.

这些具有多种功能的周质空间蛋白以及外膜蛋

白的前体是在细胞内核糖体上合成后 , 经与胞内分

子伴侣蛋白 SecB 结合 , 并在信号肽的引导下 , 穿

过内膜上的 SecYEG 孔道(其信号肽在跨膜过程中

被膜上信号肽水解酶切掉)进入周质空间 , 然后在

周质空间二硫键异构酶[ 14] , 脯氨酸顺反异构酶等的

作用下形成有功能的成熟蛋白
[ 11]

.对于许多外膜蛋

白前体在细胞质内合成并通过 SecYEG 孔道进入周

质空间后 , 它们会在一些具有分子伴侣功能 SurA ,

PapD , Skp等蛋白的作用下组装成特定的寡聚形

式
[ 15]

, 然后整合成为有功能的外膜蛋白寡聚体
[ 16]

.

比如 , 外膜蛋白 LamB就是在细胞质合成后 , 穿过

SecYEG 内膜孔道 , 然后在 SurA , Skp 等周质空间

蛋白帮助下组装为特定的寡聚形式并整合到外膜上

去发挥功能 , 如图 1所示.

2　周质空间蛋白的抗逆特性

当处于不良的外界环境条件时 , G -细菌大都能

表现出一定的抗逆特性 , 以适应生存环境的变化.

研究发现 , 大肠杆菌能够在 pH 2的较强酸环境条

件下生存数小时;一种能够引起囊状纤维病的铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)具有广谱抗生

素耐受性
[ 17]

;此外 , 还发现伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia cenocepacia)能够在高温 , 高渗透压

等环境条件下生存[ 18] .

周质空间处于细菌与生存环境相互作用的最前

沿 , 对于环境条件的波动更为敏感.研究发现周质

空间蛋白质相对于胞内蛋白来说也具有更强的环境

适应能力.Liu 等分别对全细胞 , 质膜内组分 、 周

图 1　LamB的成熟机制示意图

LamB在细胞质内合成后以前体形式存在 , 并带有信号肽(画有

阴影交叉线的条形图), SecB能够稳定并帮助 LamB 蛋白前体

穿越质膜孔道系统(SecA , SecYEG , SecDF , YajC).在周质空

间分子伴侣 SurA , Skp和 DegP 的帮助下转运到 YaeT (包含

YaeT , YfgL , YfiO , NlpB)进而组装到外膜上 , 成为成熟的外

膜蛋白 Lam B[ 11]

质空间组分分别进行高温 , 乙醇 , 盐酸 , 硫酸铜等

逆境处理 , 发现周质空间蛋白比胞内蛋白具有更强

的抗逆特性.对蛋白样品的三级结构和疏水性进行

分析 , 发现周质空间蛋白经逆境处理后 , 虽然蛋白

质的三级结构丧失 , 并且疏水区域外露 , 但是却不

易聚集生成沉淀[ 19] .相反 , 如果蛋白聚集就会给菌

体带来巨大危害;在另一研究中发现 , 蛋白聚集会

使菌体部分机能减弱/丧失 , 并伴随有病变产生 ,

严重时会导致细胞死亡[ 20] .正是由于周质空间的这

些蛋白虽然丧失了三级结构却不易聚沉的特点 , 保

护了细胞免受因蛋白聚沉所导致的病变乃至死

亡
[ 21 , 22]

.因此 , 可以推断周质空间蛋白较强的抗聚

沉特性可能是菌体长期进化过程中形成的一种对外

界环境的适应策略.

研究进一步发现 , 大部分具有抗逆活性的周质

空间蛋白可以在环境信号因子的诱导下产生.如

M iyadai等发现 , 脂蛋白 NlpE的过量表达能够诱导

DegP 的表达
[ 23]

, 其中 DegP 既具有分子伴侣活性

又具有蛋白酶活性 , 当变性失活的蛋白较少时 , 起

分子伴侣作用 , 随着变性蛋白的不断增多 , 将发挥

蛋白酶的活性降解变性蛋白 , 在维持细胞内环境稳
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定中起关键作用
[ 21]

.当细胞受到外部环境压力影响

时 , 能够诱导一些周质空间蛋白的表达 , 这些蛋白

在细胞的抗逆生存中起重要作用.目前发现所有环

境压力信号传导过程都有一个共同的特征:外界环

境压力信号(如变性蛋白等)会被周质空间中分子所

感应 , 并通过与内膜受体相互作用释放σE 因子 , 转

化成为胞内信号 , 胞内信号再与特定的基因相互作

用诱导一系列具有抗逆活性的周质空间蛋白基因表

达 , 以降低环境波动对细胞造成的伤害
[ 24—26]

.如环

境压力造成的部分周质空间蛋白或膜蛋白的变性会

被一些周质空间的信号分子如 DegS(一种蛋白酶)

所识别 , 致使 DegS 蛋白抑制因子释放出来 , 引起

DegS的水解 , 触发σE 介导的信号通路 , 从而诱导

一些在抗逆中起重要作用的周质空间蛋白如 SurA ,

HdeA , DegP 等的表达[ 27] .这些周质空间蛋白 , 或

能够在逆境下识别变性蛋白起分子伴侣/蛋白酶活

性 , 或在结合/转运不利环境因子排出细胞中起作

用 , 从而更利于细胞的抗逆过程.

目前 , 对于 G
-
细菌的耐酸机制和对重金属离

子的抗逆机制方面的研究最为深入.一些非极端环

境微生物如肠道病原菌志贺氏菌(Shigel la)、 大肠

杆菌等能够在 pH 2 条件下存活数小时 , 它们虽然

可以在很低的 pH 条件下存活 , 但胞内的 pH 却接

近中性 , 说明这些细菌具有一套机制来适应不良的

pH 条件.

Richard利用微点阵技术研究了大肠杆菌抗酸

机理 , 发现了 12 个与耐酸有关的基因簇称为 AFI

(Acid Fitness Island), 其中的四个基因簇 gad A ,

gadX , gadW 和gadE 通过谷氨酸的脱羧基作用形

成一级胺 , 在脱羧基的同时消耗质子
[ 28]

;另外

hdeB , yhiD , yhiU , yhiV 四个 AFI 基因簇编码的

蛋白在抗酸机制中起很少或并不起作用;剩余的 4

个基因簇中 YhiF(常规蛋白)和 S lp(脂蛋白)所在系

统可能一定程度上抵制酸效应 , YhiD 和 HdeD 作

为膜组成蛋白可能在抵御质子的跨膜运输中起作

用 , HdeA(一种周质空间蛋白)在酸变性蛋白的质

量控制中起作用[ 29] .

Gajiw ala等研究发现 , 作为 AFI 耐酸基因簇重

要成员之一的 hdeA 是一些能够在低 pH 条件生存

的肠道微生物(包括病原菌)所必需的 hdeA 编码周

质空间蛋白 HdeA , 在很低的 pH 条件下 , HdeA

能够由二聚体解离成单体 , 这些单体具有分子伴侣

活性 , 能与周质空间蛋白或膜蛋白因酸变性产生的

疏水面相结合 , 而防止蛋白聚沉引发的细胞死

亡
[ 30]

.Hong 等把 HdeA 在抵御恶劣酸性环境条件

的特性归结为:HdeA 具有分子伴侣活性 , 能够在

酸性环境条件下结合变性的蛋白 , 并在中性条件下

释放.这种特性是基于低 pH 条件下 HdeA 能够调

整为一种有活性 , 低有序性的球状结构(这种结构

未在中性条件下发现).酸性条件下 HdeA 低有序性

的球状结构易于暴露其部分疏水作用面而结合变性

蛋白.这些特征保证 HdeA 能够在酸性环境下结合

变性蛋白 , 防止蛋白聚沉从而使细菌具有一定的耐

酸能力[ 22] .

除了因环境压力诱导产生的一些周质空间蛋白

在菌体的抗逆中起重要作用外 , 对于每种 G-细菌

来说还存在多种由底物结合蛋白 , 转运蛋白和膜蛋

白组成的一种转运系统与菌体的抗逆作用有关 , 该

系统由基因组或质粒编码 , 通常由跨内膜 , 外膜的

蛋白组分以及周质空间蛋白组分 3部分构成 , 该系

统具有底物特异性 , 能结合并转运有害底物(抗生

素 、重金属盐等)排出细胞 , 它的存在表现为对重

金属盐 、抗生素等具有较强的抵抗能力 , 该类转运

系统统称为 RND (resistance-nodulation-cell divi-

sion)转运系统[ 31] .其中比较典型的有 AcrAB-

TolC , MexAB-OprM 和 MexXY-OprM 系统等[ 17] .

比如 , Lee等在大肠杆菌 Pco 蛋白家族组成的 RND

转运系统介导的铜离子的外排研究中发现 , 周质空

间蛋白 PcoA 能够吸收铜离子 , 保护周质空间酶免

受铜离子造成的损害;PcoE 可能在最初的周质空

间内铜离子的隔离中起作用;PcoC 可能在周质空

间结合铜离子 , 有利于铜离子的外排 , PcoD可能

在铜离子穿越细胞膜中起作用.该系统通过不同

Pco 蛋白之间的协调作用 , 把过量的铜离子排出体

外起到抵抗重金属盐离子的作用[ 32] .

另外一项关于 RND 转运系统研究中 , Perron

等发现铜绿假单胞菌的 CzcR-CzcS 转运系统(RND

转运系统中的一种)不仅能够转运重金属盐离子镉

和钴等 , 而且能够转运碳青霉烯(一种抗生素).该

系统所表现的多底物适应性是对传统 RND转运系

统底物特异性认识的一个挑战 , 同时该系统所具有

的多重抗逆效应 , 对于微生物来说 , 不仅提高了对
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波动环境的适应能力 , 而且有效地利用了资源 , 这

可能是生物长期进化过程中形成一种适应策略 , 这

对于生物的生存 、 发展和繁殖都具有非常重要的意

义
[ 33]

.所以 , RND转运系统作为 G
-
细菌的一种重

要抗逆机制 , 在抵御重金属盐 , 抗生素等多个方面

起重要的作用.

随着对G
-
细菌抗逆机制研究的不断深入 , 发

现周质空间蛋白不仅自身具有比胞内蛋白更强的抗

逆和防聚沉能力 , 而且许多在 G
-
细菌抗逆机制中

起关键作用 , 上述环境压力信号诱导和σE 因子调节

周质空间蛋白的表达 , 表达的周质空间蛋白通过结

合变性蛋白 , 或在 RND转运系统的结合/转运下将

多种药物 、重金属盐离子排出体外 , 在菌体细胞抗

逆中起重要作用
[ 31—33]

.

3　周质空间蛋白通过影响 biofilm形成间接

影响抗逆作用

　　大肠杆菌和铜绿假单胞菌等能够形成一种特殊

的生物薄膜(bio film)
[ 34 , 35]

, 以适应特定生存环境

和生长阶段的需要 [ 36 , 37] .相关研究在植物内生菌方

面体现得较为明显
[ 37—39]

.宋未从水稻品种 “越富”

中分离到一株植物内生菌成团泛菌(Pantoea agg lo-

merans)YS19[ 40] , 我们发现该菌具有固氮和分泌生

长素促进水稻生长的能力
[ 40—42]

, 能够形成 sym-

plasmata 结构(biofilm 的一种 , 菌体生长到一定阶

段菌体聚集形成的一种簇凝块状共质体结构), 保

护细菌细胞免受波动环境条件的影响[ 43—44] .

研究发现 , 许多周质空间蛋白对 biofi lm 的形

成而有显著的影响 , 从而间接的影响了其抗逆作

用.Karatan等对 bio film 的形成和抑制机制进行的

研究发现 , 一种多胺类周质空间受体蛋白 NspS ,

与多胺(如 norspermidine)结合形成复合体后影响

MbaA蛋白处于周质空间的结构域 , 而 MbaA 霍乱

弧菌(Vibrio cholerae)的 bio film 形成的抑制因子 ,

因此 NspS 对 biof ilm 的形成起间接激活作用 , 形成

后的 biofilm 保护菌体细胞适应不良的外界环境条

件
[ 45]

.另一大肠杆菌周质空间蛋白 SurA 属于肽酰

脯氨酸异构酶家族 , 它是一种双功能蛋白 , 一方面

催化肽酰脯氨酸残基的顺式 —反式异构 , 另一方面

能影响 biof ilm 的形成.surA 基因被敲除后 , 突变

体菌株外膜蛋白 OmpA 和 LamB 的合成会剧烈减

少 , 而这两个蛋白是菌体 biofi lm 的形成所必需的 ,

所以周质空间蛋白 SurA 能促进菌体 bio film 的形

成 , 而间接促进抗逆作用[ 46] .不仅如此 , 还有研究

表明周质空间蛋白 SurA 能参与其他某些外膜蛋白

和/或分泌蛋白的成熟 , 从而促进菌体 bio film 的形

成 , 而影响菌体细胞的抗逆作用
[ 47 , 48]

.由此可见周

质空间蛋白在菌体细胞 bio film 的形成/维持起非常

重要的作用[ 4 5—50] .

另一方面 , biof ilm 的形成反过来也会影响许多

周质空间蛋白的表达 , 从而进一步调节其抗逆作

用.Pysz 发现 Thermotoga mari tima 的 biofilm 在

形成前后周质空间蛋白的表达有较明显的差异 , 如

周质空间内的麦芽糖结合蛋白的表达量是形成前的

2.7倍 , 丝氨酸蛋白酶为原来 2.1倍
[ 51]

.这样以来 ,

周质空间蛋白可以通过影响 biof ilm 形成而影响菌

体的抗逆作用 , 而 biofilm 的形成反过来也会影响

周质空间蛋白的表达 , 菌体细胞在这种协同调节中

实现对环境的更好适应.

4　结束语

G -细菌是重要的微生物类群 , 它们在农业生

产 、工业应用 、 医学病原分析与治疗 、 以及环境监

测等各方面都具有非常重要的地位 , G-细菌抗逆机

制的研究对于阐释它们在上述领域研究中的相关问

题意义重大.

周质空间处于 G -细菌与外界相互作用的最前

沿 , 对于生存环境的波动非常敏感.本文简要综述

了 G -细菌细胞周质空间蛋白的分类 、定位和抗逆

机制 , 着重介绍了目前研究较多周质空间蛋白在抗

酸机理中和 RND 转运系统在菌体抗逆生存中所起

的重要作用等.从中可以看出 , 关于细菌周质空间

蛋白的研究主要集中于这些蛋白在菌体抗逆生存的

生理功能确认方面 , 但对具体发挥抗逆作用的分子

生物学机制方面研究不多 , 比如已知某蛋白具有抗

酸活性(生理功能), 但问题是它是如何抗酸(分子

机制)的却研究得不够清楚.另一方面 , 值得注意的

是 , 许多周质空间蛋白(如 SurA , MalE等)都具有

双功能特性的 , 它们本身是一些酶蛋白 , 然而又具

有显著的抗逆作用 , 它们在结构与功能的关系上是

如何协调这些双功能特性的 , 这些问题都有待于进

一步深入研究.
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因此 , 作为菌体细胞与外界环境进行相互作用

的第一道媒介(趋利作用)或屏障(弊害作用), 周质

空间蛋白及其抗逆作用的相关研究无疑将为探究与

理解微生物之间的相互作用及生存适应性乃至微生

物进化等重要问题提供依据 , 具有广阔的研究前

景.
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