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摘 要:随着细菌耐药情况的日益严重,人们开始寻找抗生素的代替物,噬菌体内溶酶(endolysin)
和穿孔素(holin)受到了关注。其中内溶酶展现了良好的抑菌潜力,与抗生素和噬菌体制剂相比有

着一定的优点。而内溶酶的作用特点决定了其在抑制革兰阴性菌时需要穿孔素的协同,因此有研

究利用基因工程把内溶酶和穿孔素进行重组来解决这一问题。此外,在噬菌体-细菌相互作用的研

究中,已有研究表明噬菌体基因参与调控细菌间的通讯系统,内溶酶和穿孔素正是其中重要的调控

因素。本文通过对噬菌体与噬菌体制剂的研究进展、内溶酶和穿孔素抗革兰阴性菌的研究进展及

其应用进行了综述,以期为未来有关噬菌体裂解酶的研究提供思路。
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Abstract:With
 

the
 

increasing
 

severity
 

of
 

bacterial
 

drug
 

resistance,
 

people
 

began
 

to
 

look
 

for
 

alternatives
 

to
 

antibiotics,
 

and
 

bacteriophage
 

endolysin
 

and
 

holin
 

attracted
 

attention.
 

Among
 

them,
 

endolysin
 

show
 

good
 

antibacterial
 

potential
 

and
 

have
 

cer-
tain

 

advantages
 

compared
 

with
 

antibiotics
 

and
 

bacteriophages.
 

The
 

action
 

characteristics
 

of
 

endolysin
 

determine
 

that
 

it
 

needs
 

the
 

cooperation
 

of
 

holin
 

when
 

it
 

inhibits
 

gram-negative
 

bacteria.
 

Therefore,
 

it
 

has
 

been
 

studied
 

to
 

use
 

genetic
 

engineering
 

to
 

re-
combine

 

endolysin
 

and
 

perforin
 

to
 

solve
 

this
 

problem.
 

In
 

addition,
 

in
 

the
 

study
 

of
 

bacteriophage
 

bacteria
 

interaction,
 

previous
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

bacteriophage
 

genes
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

bacterial
 

communication
 

system,
 

of
 

which
 

endoly-
sin

 

and
 

holin
 

are
 

important
 

regulatory
 

factors.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

bacteriophages
 

and
 

bacteriophage
 

preparations,
 

the
 

research
 

progress
 

and
 

application
 

of
 

endolysin
 

and
 

holin
 

against
 

gram-negative
 

bacteria,
 

with
 

a
 

view
 

to
 

provi-
ding

 

ideas
 

for
 

future
 

research
 

on
 

bacteriophage
 

lyase.
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1 噬菌体与噬菌体制剂的研究进展

噬菌体(bacteriophage,
 

phage)是对细菌、真菌
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等微生物发动侵袭的病毒,宿主特异性极强,数量极

大,是病毒中分布最广泛、最普遍的一个种。噬菌体

由发现到正式提出“噬菌体”这一概念经历了近20
年的时间,由数位来自不同国家的科学家接力完成。
1.1 裂解性噬菌体和溶原性噬菌体

作为一种病毒,噬菌体只能在具有活性的细菌

内寄生,由单一核酸和蛋白质构成。大部分噬菌体

依靠尾部将自身的遗传物质注入宿主菌,按尾部形

状分为多面体、丝状体和多形性噬菌体三类。噬菌

体的生长繁殖方式与其他病毒略有不同,概述为5
个阶段。在感染的开始,噬菌体对宿主菌进行吸附,
随后侵入宿主菌体内,借助宿主菌的活性物质进行
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增殖、完成子代噬菌体的装配,最终使宿主菌发生

裂解。
根据与宿主菌关系的不同,又可以分为使宿主

菌裂解的裂解性噬菌体和与宿主菌共生的溶原性噬

菌体,其生命周期由图1、图2所示。

图1 裂解性噬菌体的生命周期

图2 溶原性噬菌体的生命周期

1.2 噬菌体制剂

首次提出“噬菌体”这一概念的法籍加拿大学者

D'Herelle在1919年提出用噬菌体制剂来治疗患有

细菌性痢疾的病人,随着该患者的治愈,噬菌体制剂

的治疗价值也得到了初步认可。1931年,
 

D'Herelle
和Eliava首次大规模使用噬菌体来防治印度地区

的霍乱,
 

治疗数据表明,对照组的死亡率超过60%,
 

而噬菌体制剂的治疗组死亡率不足7%。近年来细

菌耐药的问题日渐严峻,抗生素替代品成为了当前

的研究热点,噬菌体制剂就是其中之一。
相比于抗生素,噬菌体是一种病毒,像所有病毒

一样可以自然地发生选择和进化,具备突破细菌的

防御机制的天然能力。不仅如此,噬菌体高度的宿

主特异性,使得它们可以被用来消除食物中特定的

病原菌,又由于在没有活的宿主菌存在的情况下噬

菌体无法生存繁殖,在环境中不能长时间停留,也就

进一步降低了污染的风险。但是,在实际应用中,被
用于治疗的噬菌体制剂也存在着一些需要关注的

问题。
首先,噬菌体的增殖严格依赖宿主细胞,增殖速

度也取决于宿主细胞的增长速度。这就要求噬菌体

制剂必须要以最佳接种剂量和接种时期来使用,否
则噬菌体可能会在发挥作用前就会被宿主当做异己

排除。此外,噬菌体如在体外长期使用也会导致噬

菌体 不 敏 感 突 变 体(phage
 

insensitive
 

mutants,

PIMs)的出现,而噬菌体的高度特异性,导致其作为

抑菌剂使用时抑菌谱过窄。不仅如此,已有研究表

明,少数噬菌体基因组携带有致病菌的毒力基因,这
些毒力基因能够随噬菌体转移给宿主菌并整合在宿

主菌的基因组上。这说明了噬菌体对于细菌的基因

水平的影响,并且也揭示了与致病性菌株的关联性。

2 裂解性噬菌体内溶酶和穿孔素的研究

进展

  从裂解性噬菌体的抑菌机理上来看,裂解性噬

菌体能使宿主菌细胞破裂导致宿主菌的死亡,而使

宿主菌细胞发生破裂的主要原因是裂解性噬菌体裂

解系统中裂解酶的存在。相比裂解性噬菌体本身,
 

这些裂解酶作为蛋白质,裂解谱更宽,由于对蛋白质

的操作手段日趋成熟,也便于科研人员进行研究。

2.1 裂解性噬菌体的内溶酶

裂解性噬菌体裂解系统中的功能蛋白目前研究

最多的是内溶酶(endolysin)。释放于噬菌体繁殖

的后期,化学本质为蛋白酶,能特异性地裂解细菌细

胞壁的肽聚糖主键,从而达到破坏细菌细胞壁的目

的。由于革兰阴性菌含有一层肽聚糖的保护外膜,
导致内溶酶无法直接接触到细菌的细胞壁,但在穿

孔素的协调作用下,最终能使内溶酶与革兰阴性菌

的细胞壁肽聚糖发生接触。
大多数裂解酶N端为酶活性结构域(enzymati-

cally
 

active
 

domains,
 

EADs),C端为细胞壁结合结

构 域 (C-terminal
 

cell
 

wall
 

binding
 

domains,
 

CBDs)。内溶酶由双链DNA噬菌体(dsDNA噬菌

体)编码,由于革兰阴性菌和革兰阳性菌的细胞壁并

不完全相同,对应的内溶酶的化学结构也略有不同。
革兰阴性菌噬菌体的内溶酶90%以上为球状结构,
通常只含有催化结构域,CBD缺失,C端为带电荷

的结合残基。作为天然的蛋白质,内溶酶可以被生

物降解,不易造成环境污染。在体内作用时可能会

引起机体产生免疫反应,但根据内溶酶的快速动力

学反应早于宿主免疫系统的特点进行推测,内溶酶

不易引起宿主的免疫反应。已有研究表明,细菌抗
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性的主要形成机制均在细胞内部,因而在细胞外靶

向水解肽聚糖的内溶酶使细菌不易对其产生抗性。
根据内溶酶的作用机制来推测,细菌对内溶酶产生

抗性最可能通过修饰自己的细胞壁来实现,然而,尚
没有在宿主细菌中发现存在有类似的抗性产生

机制。
内溶酶不仅特异性高,且兼具抗药性发生率低

的特点,与抗生素协同使用时治疗效果更佳,现已成

为被高度关注的新型抗菌物质。
 

2.2 裂解性噬菌体的穿孔素

裂解性噬菌体还能分泌穿孔素(holin),其具体

作用机理是通过其在细胞质中的不断累积,达到一

定的浓度后在革兰阴性菌保护肽聚糖的外膜上形成

孔洞,帮助内溶酶通过,进一步与肽聚糖接触,它也

是决定噬菌体感染周期结束时间的一个因素。体外

实验中,在没有内溶酶存在的情况下穿孔素依然可

以使细菌活力丧失,这是因为穿孔素虽然没有使细

菌破裂,但它在细胞膜上形成的孔洞,使环境中的有

毒有害物质进入细菌细胞,最终导致细菌死亡。穿

孔素的作用对革兰阴性菌或革兰阳性菌来说并无区

别,因此它具有广谱的、非特异性的抗菌活性。
现已发现的两种穿孔素分别为能形成孔径可达

500kDa的 Canonical-Holins和 形 成 孔 径 较 小 的

Pin-Holin。其中,形成大孔的Canonical-Holins可

允许蛋白质或蛋白复合物通过,形成小孔的Pin-
Holin可以阻止内毒素的释放,因此是用来处理能

产生内毒素的革兰阴性菌的一个选择。
在针对穿孔素的研究过程中,逐步发现穿孔素

在扩大表达和克隆上存在一些困难。首先,作为一

种膜蛋白的穿孔素无法避免低溶解度这一特性,而
溶解度低就意味着在扩大表达上难度很大,此外,由
于其没有选择性的在细胞膜上形成孔洞,细胞毒性

极高,大剂量克隆困难。

3 裂解性噬菌体内溶酶和穿孔素的应用

3.1 抗革兰阴性菌

革兰阴性菌的细胞壁较革兰阳性菌薄,但其拥

有包裹肽聚糖的一层以脂蛋白、脂质双层和脂多糖

构成的外膜,正是这一特殊的结构,阻碍了内溶酶与

革兰阴性菌细胞壁肽聚糖的直接接触。有研究用几

种有机酸充当外膜渗透剂,与不动杆菌噬菌体的内

溶酶协同使用,发现抗菌活性得以增加和扩大,特别

是对鲍曼氏杆菌、铜绿假单胞菌和鼠伤寒沙门菌的

抑菌作用明显,证明在外膜渗透剂的存在下,革兰阴

性菌的细胞壁发生了裂解。

对于单独将内溶酶应用于抑制革兰阴性菌的设

想,有研究利用基因工程把内溶酶进行重组来实现

这一问题。Artilysins就是一种融合了穿孔素和内

溶酶的基因工程蛋白,在研究中,Artilysins对革兰

阴性菌的抗菌活性、抑菌范围比单独使用内溶酶时

表现出更高的水平。此时穿孔素充当了外膜渗透剂

的作用,融合了内溶酶和外膜渗透剂的重组蛋白对

革兰阴性菌细胞壁的作用是直接的,并不像噬菌体

还需与宿主细菌进行吸附、注入核酸和利用宿主活

性物质自我复制等过程,对比噬菌体制剂的治疗方

法来说,具有更高的效率。但目前为止,正是由于革

兰阴性菌细胞壁的特殊结构,导致对噬菌体内溶酶

抗革兰阴性菌的研究较少。

3.2 提高食品安全

畜牧养殖业最为关心的另一方面则是如何提高

经济效益,具体涉及到动物源性食品的质量和经济

动物的疾病控制等诸多方面。裂解性噬菌体分泌的

内溶酶凭借着高度的特异性,成为了人们解决这些

问题的又一选择。
将内溶酶直接应用于食品中可以特异性的杀死

有害菌,提高动物源性食品的食品安全,而对于经济

动物来说,使用内溶酶对细菌性疾病进行预防和治

疗,不失为降低经济动物感染高致病性、高传播性疾

病的一种手段,借此可以最终实现提高养殖业经济

效益这一愿景。

3.3 探究噬菌体-细菌的相互作用

有研究表明,噬菌体基因参与调控细菌间的通

讯系统。群体感应系统(Quorum
 

sensing,QS)是细

菌中存在的一种通讯系统,在这个系统中用来交流

的信号分子被称为自我诱导物(AIs),其中,革兰阳

性菌产生的自我诱导物称为寡肽,而革兰阴性菌产

生的自我诱导物化学名称为乙酰基高丝氨酸内酯

(N-acylhomoserine
 

lactones,AHLs)。细菌 QS的

基本过程是细菌与细菌之间发生的信号分子的转

移。传统的QS模型假设信号分子在细胞之间自由

扩散,与该模型一致,亲水性信号分子能够自然完成

跨细胞膜的自由扩散,但许多疏水性信号分子已被

证明积聚在细胞包膜中。最近的研究表明,细菌释

放膜囊泡(membrane
 

vesicles,
 

MVs)含有疏水性信

号分子,并在几种细菌中作为载体起作用。脱氮副

球菌是一种革兰阴性菌,产生和利用乙酰基高丝氨

酸内酯(AHLs),即N-十六烷酰基-l-高丝氨酸内酯

(C16-HSL)。之前已有证明,这种细菌在 MVs中

富集了C16-HSL,并将其传播给其他细胞,功能是

调节细胞聚集,虽然C16-HSL单独存在时,由于其
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高疏水性而不能在水性环境中很好地扩散,但有

MVs存在的条件下C16-HSL能够分散。革兰阴性

菌的 MVs形成的典型模型是外膜起泡,而DNA损

伤正是致使细菌发生 MVs的一个诱因。前噬菌体

的内溶酶和穿孔素,在这些过程中发挥重要作用。
已知内溶酶-穿孔素系统在宿主细菌发生DNA损

伤后,在噬菌体裂解周期中通过细胞裂解从宿主细

菌释放噬菌体颗粒。内溶酶通过穿孔素在内膜上形

成的孔从细胞质转移到周质。内溶酶通过酶活性降

解细菌细胞壁,导致细胞裂解和噬菌体颗粒释放。
该研究中,脱氮副球菌Pd1222在DNA损伤条件下

通过细胞裂解产生 MVs,前噬菌体区域的表达被上

调,在噬菌体区域发现了内溶酶和穿孔素,这些基因

的表达受到RecA的调控,使用基因敲除技术,最终

得到前噬菌体编码的内溶酶在DNA损伤的条件下

对 MVs的形成十分重要的结论,初步表明细菌间

的通信系统是由噬菌体基因控制的。

3 结论与展望

随着细菌耐药情况的日益严重,人们开始寻找

抗生素的代替物,噬菌体制剂就是其中之一。然而,
通过前期的研究,科研人员也关注到噬菌体制剂存

在的一些弊端,如噬菌体在体外长期使用同样会导

致噬菌体不敏感突变体的出现,以及少数噬菌体携

带的毒力基因、耐药基因能够随噬菌体转移给宿主

菌等一系列的问题。
通过研究裂解性噬菌体的抑菌机制,发现裂解

性噬菌体分泌的内溶酶存在良好的抑菌潜力,同时

与抗生素和噬菌体制剂相比有着一定的优点,如细

菌对内溶酶产生抗性的可能性微乎其微、几乎不会

引起机体的免疫反应,使内溶酶现已成为被高度关

注的新型抗菌物质。而内溶酶的作用特点决定了其

在抑制革兰阴性菌时需要穿孔素的协同,因此有研

究利用基因工程把内溶酶和穿孔素进行重组来解决

这一问题,重组基因工程蛋白 Artilysins对革兰阴

性菌的抗菌活性、抑菌范围比单独使用内溶酶时表

现出更高的水平。而穿孔素由于自身特异性低、溶
解度低的特点,扩大表达和克隆困难重重,因此还应

继续发掘穿孔素在物质运输方面的作用原理和应

用。目前,与噬菌体有关的研究重心已经逐渐向噬

菌体-细菌的互相作用方面偏移,已有研究表明噬菌

体基因参与调控细菌间的通讯系统,噬菌体内溶酶

和穿孔素正是其中重要的调控因素。
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