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摘要：结核病仍然是全球性传染病。缩短疗程的新药和新疫苗是控制结核病的关键。研究分枝杆菌的生

理功能有助于实现上述目的。多聚磷酸盐在细菌胁迫应答中发挥重要作用。结核分枝杆菌具有两类多聚

磷酸盐代谢酶以控制细胞内多聚磷酸盐的动态平衡：多聚磷酸盐激酶和多聚磷酸酸盐水解酶。本文综述

多聚磷酸盐在分枝杆菌中的代谢及其生理功能，以期为研究多聚磷酸盐在结核分枝杆菌中的生理功能提

供参考。
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多聚磷酸盐(polyphosphate, polyP)是由几十到

几百个磷酸根通过高能磷酸键聚合而成的线性链

状分子(图1)。polyP广泛存在于生命体内，但由于

缺乏对其功能的认识，长期以来把它看做是“分子

化石”，而忽略了对它的研究。然而，随着对

polyP生理功能的逐渐了解，科学界越来越多的人

开始关注其在细胞生理学方面的功能。

细菌中po lyP的合成是由多聚磷酸盐激酶

(polyphosphate kinase, PPK)催化完成，该酶能够

可逆性催化A T P分子的第 3个磷酸根聚合到

polyP分子线性末端。而另一个酶，多聚磷酸盐水

解酶(exopolyphosphatase, PPX)负责polyP的降解，

从而维持了细胞内polyP的动态平衡。

结核病仍然是全球性健康性疾病。根除结核

病的一个主要问题是需要长期的药物治疗。其原因

之一是结核病的病原菌结核分枝杆菌(Mycobacterium

tuberculosis)能够进入一种非复制的持留状态，其

特征是对传统的抗结核药物的敏感性降低。因

此，需要新的药物来缩短疗程，同时，急需要开

发新的疫苗控制结核病的发展。为了实现这个目

的，对M. tuberculosis的生理功能的研究迫在眉

睫，找到一些对M. tuberculosis在体内生长必需的

基因及其产物以开发新的药物靶点和设计疫苗成

为当务之急。随着对polyP的生理功能研究越来越
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深入，发现其在细菌适应各种压力方面起到非常

重要的作用。这促使人们将兴趣和精力聚焦到研

究polyP在M. tuberculosis持留性方面所起到的作用

上来。近年来，polyP在M. tuberculosis中生理功能

的研究取得了长足进展。本文综述polyP在分枝杆

菌中的代谢及其生理功能的研究进展，以期能

帮助关注polyP对M. tuberculosis的生理功能的研

究者。

1    M. tuberculosis中polyP的代谢

细菌中的polyP浓度是由PPK和PPX控制的。

M. tuberculosis编码的polyP代谢酶包括PPK[ppk1

(Rv2984)和ppk2(Rv3232C)]和PPX[ppx1(Rv0496)和

ppx2(Rv1026)][1]。

1.1    polyP的合成和利用

细菌遭遇到各种胁迫如磷、氨基酸缺失或渗

透压等，细胞内聚集大量的polyP，调节细菌许多

不同的生理过程，包括蛋白的合成、核苷酸平

衡、脂代谢、能源利用和对抗生素的敏感等。细

菌的PPK分为2类：PPK1负责多聚磷酸盐的合

成，而PPK2的主要功能是利用polyP作为底物合

成GTP。

1.1.1    PPK1：M. tuberculosis的PPK1蛋白能够在

体外将ATP末端的磷酸根转移到polyP线性长链的

一端，其合成polyP的比活为(4.50±0.16) μmol/(min·

mg)[2]，能持续催化polyP合成，产生大小为200–

800个磷酸根的polyP分子。PPK1的催化反应是可

逆的，即其能催化polyP和合成ATP，结果其逆反

应的比活为0.7 μmol/(min·mg)。
通过突变分析，F176A和R230A突变显著降

低了PPK1对polyP的催化功能，包括正反方向的

催化活性。PPK1的催化反应涉及到自磷酸化过

程，而F176A和R230A突变也影响了PPK1的自磷

酸化过程。其二聚体是PPK1的活性形式，其二聚

体跟单体的比为7∶1，而R230A和F176A突变体

的二聚体跟单体的比是1∶10。这些结果表明二聚

体形式和自磷酸化是相关的，而且F176和R230氨
基酸残基涉及到蛋白的二聚化过程。

Singh等发现一旦M. tuberculosis暴露到各种压

力条件下，polyP的水平显著增加。突变体在稳定

期的生长能力受损、对亚硝基压力的适应和在

THP-1巨噬细胞中的存活能力显著降低，而且对

某些抗M. tuberculosis的药物敏感性和对豚鼠致病

性降低。这些结果表明，polyP促进M. tuberculosis
的持留性和在豚鼠中的致病性 [ 3 ]。在氧化压力

存在的条件下，耻垢分枝杆菌(Mycobacterium
smegmatis)中polyP水平增加了4倍，而ppk1突变体

细胞内polyP水平下降和对氧化压力的耐受能力降

低。这些结果表明PPK1有可能成为治疗结核病的

药物靶标[4]。

1.1.2    PPK2：M. tuberculosis的PPK2的活性形式

是八聚体，其主要的功能是利用polyP合成核苷三

磷酸，因为其催化polyP转换为ATP的反应速率是

其合成polyP速率的838倍[5]。同样，PPK2的催化

过程也涉及到自磷酸化过程，其磷酸根供体是

polyP[6]。通过点突变分析，Sureka等发现位于磷

酸根结合序列中的H115、H247和G74是PPK2蛋白

的自磷酸化位点并参与GTP的合成[6]。

利用反转录聚合酶链式反应和蛋白表达水平

实验，发现ppk2基因的表达在对数期增加并维持

图 1.  多聚磷酸盐

Figure 1.   Polyphosphate (polyP). PolyP exists in
chains of tens to hundreds of phosphate residues linked
by high-energy phosphoanhydride bonds. The structure
of polyP is flexible, has no inherent tertiary structure
and chelates metals.
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到稳定期。对ppk2基因敲除后，Sureka等[6]发现突

变菌polyP水平显著增加并对异烟肼的敏感性降低

4倍，而且对热、酸和低氧的耐受能力显著减低并

影响其在巨噬细胞中的复制能力。在未活化的巨

噬细胞中，ppk2突变导致细胞内白细胞介素2(IL-

2)、IL-9、IL-10、IL-12p70和γ-干扰素(IFN-γ)的水

平增加。这些结论表明ppk2对于控制细胞内重要

的调节分子和维持一线抗结核药物异烟肼的敏感

性是必需的[7]。

ppk2突变体中GTP浓度从4.23 nmol/mg下降到

1.12 nmol/mg，而ATP/GTP比率却从6.34上升到

12.99，表明PPK2对于维持分枝杆菌细胞内GTP库

的作用是必需的。有趣的是，表达PPK2的点突变

(H115A，H247A)能够部分修复细胞内的GTP水

平，表明PPK2能够调节分枝杆菌属细胞内GTP的

合成。研究发现其调节细胞内GTP的作用方式是

通过与分枝杆菌(Mycobacteria)中的Ndk蛋白相互

作用来调节Ndk蛋白合成NTP的优先顺序实现

的，其优先合成GTP，然后是CTP或UTP[6]。这

些结果表明PPK2调节体内NTP的水平方面的重要

作用。

这些研究结论表明除了PPK1，PPK2也是一

个很有潜力的治疗靶点。然而，目前针对这些靶

点设计的药物仍然是凤毛麟角。Shum等[5]通过指

数富集配体系统进化(systematic evolution of ligands

by exponential enrichment)方法鉴定了一个G-型配

体能够有效结合和抑制PPK2的酶学活性。为针对

M. tuberculosis的PPK1或PPK2靶点设计抗结核药

物做出了开创性工作。

1.2    polyP的水解

基于M. tuberculosis序列分析，其编码2个

polyP水解酶：Rv0496/MT0516和Rv1026/MT1054。

Choi通过体外表达、纯化实验，证实Rv0496蛋白

具有水解po lyP活性，其最大活性需要Mn 2 +。

Asp135和Glu142位点的氨基酸残基可能涉及到金

属离子的结合，Arg84和Glu112位点的氨基酸残基

涉及到polyP末端磷酸键的水解活性。由于其与谷

氨酸棒状杆菌的PPX1蛋白具有高度的类似性，而

把Rv0496蛋白命名为PPX1，其优先催化短链的

polyP[8]。与大肠杆菌的PPX酶活性一样，PPX1的

酶学活性能够被(p)ppGpp分子抑制，pppGpp对

PPX1的酶学活性的抑制效果比ppGpp强5倍。然

而，也有文章报道PPX1的酶学活性不能被ppGpp

分子所抑制[9]。ppx1失活导致M. tuberculosis中

polyP的聚集、生长限制和抗生素耐受[9]，比如突

变菌对异烟肼的最小抑制浓度从0.03 μg/mL上升

到0.25 μg/mL。另外，PPX1对M. tuberculosis在豚

鼠肺中的生长和持留是必需的[9]。而且，PPX1是

一种细胞分泌蛋白，是T细胞抗原，因而具有开

发为抗M. tuberculosis疫苗的可能性。

另一个PPX是Rv1026，在最初的研究中没有

发现其PPX活性[9]。转座子突变研究表明rv1026对
M. tuberculosis的生长是必需的；在经转录抑制剂

处理或在巨噬细胞中生长的M. tuberculosis中，

rv1026基因表达上调；在我们的研究中也发现在

M. smegmatis中过表达Rv1026导致细胞内polyP水
平的降低[10]。这些研究结果都表明Rv1026具有生

理学功能。最近的研究发现，Rv1026具有长链

polyP的水解酶活性，而对短链polyP的水解活性

很弱，并命名为PPX2[11]。ppGpp分子抑制PPX2对
polyP的水解活性，其缺失导致细胞内polyP的聚

集和减缓细菌的生长，并导致对抗生素的耐受和

各种体外压力的抗性增加，以及在鼠巨噬细胞中

的生长能力增强。而在感染的巨噬细胞中，粒细

胞-巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF)，IL-5、IL-
12(p40)和IL-12(p70)、IFN-γ、TNF-α等细胞因子

水平增加。这些细胞因子的增加可以排除由于促

炎症因子的减少导致突变体在巨噬细胞中生长增

加的可能[11]。通过转录组测序发现，PPX2突变导

致972个基因的表达水平存在显著差异，其中
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482个基因表达下调，490个基因表达上调。其中

严紧应答信号转导途径的mprAB和sigE基因[2,12](其
调节机制参考第2部分)，M. tuberculosis毒性和长

链脂肪酸利用的操纵子基因espA (Rv3616c)、espC
(Rv3615c)和espD (Rv3614c)[13–15]，药物抗性的操

纵子cydA-cydB-cydC-cydD[16]，异烟肼抗性基因

iniB[17]在ppx2突变体中均显著上调[11]。

通过代谢组学分析发现，PPX2突变菌中糖代

谢中间产物(葡萄糖-6-磷酸，1,6-二磷酸果糖，

1,6-二磷酸葡萄糖，肌醇-1,4-二磷酸)，脂肪酸生

物合成中间代谢产物丙二酰辅酶A，磷酸戊糖途

径的6-磷酸葡萄糖，核苷酸生物合成的中间产物

核糖-5-磷酸和磷脂的主要合成前体甘油-3-磷酸的

细胞内水平显著降低[11]。PPX2突变导致了糖代

谢、脂肪酸和核苷酸生物合成途径中间代谢产物

水平降低。通过转录组分析发现，过表达ppx2基

因导致M. smegmatis细胞内脂肪酸和氨基酸的转录

表达下调。这与本人在球形芽孢杆菌研究类似，

通过敲除PPK导致细胞内polyP水平的降低和支链

氨基酸水平的表达下调 [ 1 8 ]，其作用机制可能与

polyP的缺失导致mRNA稳定性降低相关。

2    M. tuberculosis中polyP的作用机制

polyP的聚集或者缺失影响M. tuberculosis对

热、酸、氧化压力、表面张力和低氧的耐受能力

以及在巨噬细胞中的复制能力[2–3,6]，但对其作用

机制知之甚少。目前，研究的最为清楚的polyP作

用机制是大肠杆菌(Escherichia coli)中的严紧应答

机制。严紧应答是细菌在遭遇营养限制或者其它

胁迫条件时，细胞生理发生极大的改变以适应当

前的不利环境的生理过程。严紧应答的主要调节

分子是(p)ppGpp，在E. coli中其合成和降解分别由

RelA和SpoT 2个蛋白完成。(p)ppGpp分子的一个

主要作用是抑制PPX水解酶活性，导致细胞内

polyP水平呈100–1000倍增加。而polyP的聚集促

使2个基因的表达：recA和rpoS，从而导致严紧应

答的全面启动。细胞内RecA蛋白水平的增加触发

SOS应答的激活，而RpoS水平的增加导致涉及到

压力抗性和营养缺失适应的50多个基因的表达。

因此，在E. coli中由(p)ppGpp抑制PPX酶学活性导

致的polyP聚集开启了严紧反应。

M. tuberculosis仅具有一个酶负责(p)ppGpp的

合成和水解 [19 ]，其命名为RelMTB。当其被敲除

后，细菌对长期饥饿和低氧环境更敏感，不能进

行慢性感染[20]。基因芯片分析发现，relMTB突变菌

表现出转录组的一般性改变和特异性改变，包括

毒性因子的产生、细胞壁的生物合成、酶、热休

克蛋白和分泌性抗原的改变[20]。然而，Mycobacteria

中polyP与严紧反应和(p)ppGpp分子的关系一直都

不清楚。自Sureka等发现mprAB-sigE-rel这条信号

通路后，才揭开M. tuberculosis中polyP参与严紧反

应的调节机制 [2 ]。Sureka K等发现polyP在诱导

Mycobacteria在稳定期表达rel基因和促使(p)ppGpp

分子的合成方面起到重要的作用。这表明在

Mycobacteria中，polyP发挥功能是在信号分子(p)

ppGpp的上游，而不是像在其他细菌中那样在下

游。比如变铅青链霉菌(Streptomyces lividans)缺失

ppk1并不导致rel基因的表达和(p)ppGpp生物合成

水平的改变[21]。Rodrigue等还发现稳定期rel的表

达还受sigE的直接控制。SigE的作用涉及到表面

张力胁迫应答、巨噬细胞中生长和毒性等方面，

但是其对rel基因的表达调节还是首次发现[22]。在

表面张力胁迫应答过程中双组份系统MprAB调节

sigE的转录[23]。MprB蛋白能够以polyP作为磷供体

磷酸化MprA蛋白，磷酸化的MprA蛋白激活mprAB

和sigE的表达。SigE蛋白能够诱导其调节子的表

达，至少包含23个基因包括mprAB和rel。Rel随后

导致细菌的严紧反应。这条信号转导途径的发现

通过PPK1依赖的mprAB-sigE-rel信号转导途径将

polyP的代谢与Rel参与的严紧反应联系起来。
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Sanyal等最近发现ppk1的启动子区存在双组

份系统SenX3-RenX3的应答原件识别结合位点和

SigE的识别结合位点。而且在磷缺失或者表面压

力存在的条件下RenX3和SigE调节ppk1的表达[12]。

SigE的调节属于转录后调节，抗-SigE因子RseA能

够结合到SigE上抑制其转录活性。这个发现增加

了对M. tuberculosis在压力条件下基因表达调节的

认识。从而polyP成为2个双组份系统的控制中

心[12]。一旦细菌感受到磷缺失，senX3-regX3途径

激活导致RegX3调节子的转录表达，包括ppk1基

因。PPK1导致的polyP的合成增加了mprAB-sigE-

rel信号转导途径的转录，从而导致严紧反应调节

子Rel的合成。这些信号转导途径建立了多个正反

馈环。首先，SigE激活上游调节子ppk1和mprAB

的转录表达；其次，mprAB和senX3-renX3双组份

系统是自调节转录子，能调节其本身的转录增

加；此外，SigE还能被抗SigE因子RseA结合和释

放导致了调节网络的复杂化。这些复杂的调节网

络促使M. tuberculosis在压力条件下的持留性。有

文章报道SigE能够被抗SigE因子RseA结合和释放

有利于细菌在压力条件下双稳态的维持[24]。polyP

参与的正反馈环和SigE涉及到的双稳态的维持有

利于Mycobacteria进行双向下注策略，以适应各种

压力环境。

3    展望

polyP的聚集和缺失影响了Mycobacteria对各

种压力的适应以及对一线抗M. tuberculosis药物异

烟肼敏感性。细胞内polyP的水平受到PPK和

PPX活性的控制，他们的共同作用调节细胞内的

polyP处于恰当的水平。目前发现M. tuberculosis具

有2个PPK和2个PPX。而polyP通过MprAB-SigE-

Rel信号转导途径将严紧反应联系起来，并且

PPK的表达受双组份系统SenX3-RegX3和SigE的

调节。这些调节网络的发现使得polyP在M. tuberculosis

适应环境压力方面的作用机制越来越清楚。但

是，仍然存在很多没有解决的问题。比如在大肠

杆菌中，polyP的聚集与(p)ppGpp介导的PPX水解

酶活性的抑制有关，而(p)ppGpp代谢酶rel/spot突
变导致polyP的聚集对细菌生长的调节作用失效。

如果M. tuberculosis的rel突变后，polyP水平的改

变会对细菌的生理功能产生哪些影响？是否

polyP的水平只受到ppk1转录水平的增加来调节？

虽然已经发现，Mycobacteria的PPX1和PPX2活性

能被(p)ppGpp抑制，是否Mycobacteria中polyP的

水平受(p)ppGpp的调节？其调节机制如何？为何

polyP对双组份系统MprAB的激活如此重要？

polyP水平的改变导致代谢改变的机制是什么？

尽管目前仍然存在如此之多未解决的谜团，

但是polyP对M. tuberculosis适应各种压力环境的作

用已经非常明确，并且有针对其代谢酶作为药物

靶标进行设计药物的实验，而且其代谢酶PPX1是

T细胞抗原，有开发为抗M. tuberculosis疫苗的可

能性。而人类并不具有M. tuberculosis polyP代谢

酶，因此该酶可能是新药候选靶标和疫苗开发的

潜在抗原。
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Polyphosphate and its physiological function in Mycobacteria -
A review
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Abstract: Tuberculosis is still a global infectious disease. New drugs to shorten the course of treatment and new
vaccines are the key points to control tuberculosis. The physiological study of Mycobacteria will contribute to the
above-mentioned purposes. Polyphosphate plays an important role in the stress adaptation in bacteria. And there are
two classes of enzymes: polyphosphate kinase and exopolyphosphatase involved in the polyphosphate metabolism to
control the dynamic equilibrium of polyphosphate level in Mycobacteria. Present paper summarized the progress in
metabolism and physiological roles of polyphosphate in Mycobacteria, to provide useful information for studying the
physiological function of polyphosphate in Mycobacteria.

Keywords: Mycobacteria, polyphosphate, polyphosphate kinase, exopolyphosphatase, stress adaptation, stringent
response
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