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摘   要：细菌 VI 型分泌系统(type VI secretion system, T6SS)作为一个动态多蛋白复合体，各元

件之间分工明确，转运各种效应蛋白作用于竞争细菌获得自我生长优势。鲍曼不动杆菌

(Acinetobacter baumannii, Ab)通过 T6SS 介导细菌在微生物群落中的竞争能力，影响其耐药进化、宿

主侵袭感染等过程。其中，缬氨酸-甘氨酸-精氨酸 G 蛋白三聚体(valine-glycine repeat protein G, VgrG)、
脯氨酸-丙氨酸-丙氨酸-精氨酸重复序列蛋白(proline-alanine-alanine-arginine, PAAR)、溶血素共调

节蛋白(hemolysin-coregulated protein, Hcp)和效应-免疫(effector-immunity, E-I)对发挥着关键作

用。有关 T6SS 的研究总结虽然很多，但是鲜有文章系统概述其临床应用前景，因为这对 T6SS 功能

蛋白的鉴定、特性、转运机制等基础研究的进展提出了挑战。本文通过综述鲍曼不动杆菌中 T6SS 的

分布、主要功能蛋白的特性及转运机制的研究进展，结合 T6SS 的应用案例，提供其应用的可行性

证据。以期进一步推动鲍曼不动杆菌 VI 型分泌系统基因和功能的研究，为开发新型抗感染疫苗、

筛选合适的靶点抑制剂及生产工程化药物递送工具提供新的思路。 
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氨酸-精氨酸重复序列蛋白；溶血素共调节蛋白；效应-免疫对 
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Abstract: The type VI secretion system (T6SS) as a dynamic multi-protein complex has a clear 
division of labor among its components, transporting effector proteins to compete for bacterial 
growth. Studies have shown that T6SS mediates the competitiveness of Acinetobacter 
baumannii in the microbial community and affects the drug resistance evolution and invasion in 
the host. Particularly, the valine-glycine repeat protein G (VgrG), the proline-alanine- 
alanine-arginine (PAAR), the hemolysin-coregulated protein (Hcp), and the effector-immunity 
(E-I) pair play a key role. Although T6SS has been extensively studied, there are few articles 
about its clinical application prospects, as this poses challenges to the identification, 
characterization, transport mechanism revealing, and other basic research on their functional 
proteins. We reviewed the research progress in the distribution, functional protein 
characteristics, and transport mechanism of T6SS in A. baumannii and provided evidence for its 
application based on the application cases of T6SS. This review aims to promote the research 
on the genes and functions of T6SS in A. baumannii and provide new targets and ideas for 
developing new anti-infective vaccines, screening suitable inhibitors, and producing engineered 
drug delivery tools. 
Keywords: Acinetobacter baumannii; type VI secretion system; valine-glycine repeat protein G; 
proline-alanine-alanine-arginine; hemolysin-coregulated protein; effector-immunity pair 
 

鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii, Ab)
属于革兰氏阴性菌，是造成院内感染的重要条

件致病菌之一，主要感染人体肺部，也会造成

伤口、尿路等其他部位的感染，最终引起肺炎、

脑膜炎、脓毒症和菌血症等疾病，严重威胁患

者的生命。该菌强大的克隆传播能力、获得耐

药性及致病性使其成为重症患者的噩梦，攻破

这一难题显得迫在眉睫[1-2]。本课题组长期致力

于病原体的感染与防治研究，发现 Ab 的流行

与其序列分型(sequence types, STs)相关，Ab 临

床分离株 ST191 和 ST195 可在医院内传播，是

医院早期潜在的暴发菌株[3]。对肠出血性大肠杆

菌(enterohemorrhagic Escherichia coli, EHEC)利
用 III型分泌系统(type III secretion system, T3SS)
将效应蛋白真核样激酶(eukaryotic-like kinase)转
移至肠上皮细胞，增强宿主攻击性炎症反应潜力[4]

的探索，进一步加深我们对细菌致病机理的理

解，为后续研究防治细菌感染手段提供了新的

视角。同时参与更新的 SecReT6 数据库应用实

例表明，鲍曼不动杆菌 JS-A5 依赖 VI 型分泌系

统(type VI secretion system, T6SS)对大肠杆菌

(Escherichia coli) J53 进行杀伤[5]。因此对于 Ab
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的感染与防治，本课题组将目光聚焦在 T6SS
的功能蛋白上，以期找出针对 Ab 感染的预防

和治疗突破口。过去对 T6SS 的认识普遍停留

在细菌关键的毒力因子上 [6]，伴随着生物信息

学、蛋白质组学、基因组学等方法的开发应用，

其定义进一步延伸，认为是细菌用来对抗竞争对

手的一种可收缩接触性蛋白质传递装置，主要存

在于革兰氏阴性菌中[7-8]，通过将不同功能的效

应蛋白传递到不同类别的靶细胞或胞外环境

中，直接影响宿主细胞的功能并帮助自身逃逸

宿主免疫，使其长期定殖在宿主中，获得适应

性生长优势。因此 T6SS 在参与细菌间的竞争、

增强致病菌毒力、细菌与真核细胞的相互作用

及介导各种金属离子转运中发挥关键作用[9-10]。

T6SS 的各蛋白元件和功能具有多样性，效应-免
疫对(effector-immunity pair, E-I)提供 T6SS 进攻

和特异性防御的能力[11]，由缬氨酸-甘氨酸-精氨

酸 G 蛋白三聚体(valine-glycine repeat protein G, 
VgrG)和脯氨酸-丙氨酸-丙氨酸-精氨酸重复序列

蛋白(proline-alanine-alanine-arginine, PAAR)组
成的穗尖穿刺结构以及溶血素共调节蛋白

(hemolysin-coregulated protein, Hcp)内管既可以

与其 C-末端结构域延伸多态性的毒素翻译融合

形成特殊的效应蛋白发挥功能，也可以直接或

通过伴侣蛋白 /衔接子间接结合货物效应蛋白

作为递送载体发挥作用[12]。T6SS 具有菌株特异

性，通过转运的各种效应蛋白在不同菌株的生

态位中起着不同的作用[13]，因此研究鲍曼不动

杆菌 T6SS 的分布和主要功能蛋白并不是一个

微不足道的问题，反而是最重要的问题之一。

目前对 Ab 中 T6SS 的结构及组装过程、功能、

调控机制等方面的研究总结较多，但针对其应

用的概述较少。本文从 Ab 中 T6SS 阳性株和基

因的分布出发，指出其在 Ab 耐药进化及致病

过程中的相关性，并就主要功能蛋白的特性、

转运机制及相关应用案例等方面的研究进展作

一综述。本文探究其与细菌的耐药进化、致病

性之间的关系；研究主要功能蛋白的特性、转

运过程中的特异性和局限性，可以为开发新型

抗感染药物或疫苗、筛选合适的靶点抑制剂及

生产工程化药物递送工具提供新的思路。 

1  鲍曼不动杆菌 T6SS 的分布 
1.1  T6SS 阳性株的流行分布 

在现代医疗系统中，鲍曼不动杆菌无疑是

导致医院获得性感染的主要病原体之一。国内

某家医院血流感染患者血液标本分离的 Ab 中，

T6SS 阳性株广泛存在于耐药菌株中且对抗生

素的耐药率远大于 T6SS 阴性株[14]，提示 T6SS
与 Ab 耐药性之间的相关性。Lin 等[15]通过对

2016−2020 年中国某教学医院引起血流感染的

Ab 临床分离样本的回顾性队列研究发现，与

T6SS 阴性株相比，T6SS 阳性株表现出更强的耐

药性，再次佐证了这一观点。Dong 等[16]通过分

析国内 77 株 Ab 临床分离株的 T6SS 发现，多

重耐药 (multi-drug resistance, MDR)分离株中

T6SS 阳性株占比为 62% (8/13)、广泛耐药

(extensively drug-resistant, XDR)分离株占比为

90% (36/40)以及抗生素敏感分离株占比为 26% 
(6/23)。XDR-Ab 中 T6SS 阳性株的存在率明显

高于 MDR-Ab 和抗生素敏感株，表明 Ab 临床

分离株耐药表型与 T6SS 的存在密切相关。

Kongthai 等[17]直接对泰国 4 家三级医院的 27 株

XDR-Ab 分离株进行耐药基因表征，其中作为

T6SS 活性标志的 Hcp 占比更是达到了 100%。

因此，通过分析国内外不同耐药表型 T6SS 阳

性株的流行分布情况，提示我们 Ab 耐药性的

获得可能是通过 T6SS 在短时间内获得多种抗

生素的耐药基因，进而实现从抗生素敏感分离

株到耐药分离株表型的转变。然而在 Ab 标准
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菌株 ATCC 17978 中，耐药质粒与 T6SS 之间存

在负调节关系。耐药质粒的存在会沉默 T6SS
的功能，质粒的丢失会活化 T6SS 使其杀死竞争

细菌，但是对抗生素的耐药性显著降低[18]。多重

耐药质粒通过抑制染色体编码的 T6SS，促进

MDR-Ab 在不动杆菌分离株中的广泛传播[19]。在

Ab152 中，具有完整 T6SS 的菌株能有效地击败

大肠杆菌，获得大肠杆菌释放的耐药质粒[16]。

因此，耐药质粒抑制 T6SS 活性这一调节机制

具有特异性[13]，T6SS 在耐药质粒传播中发挥不

同作用的原因和其耐药机制需要进一步研究阐

明。研究 T6SS 的耐药机制，可以使其成为一种

治疗靶点，绕过现有某些抗生素的耐药性。 
T6SS 阳性株的流行分布情况同样揭示了

这一新生基因集群的潜在致病性，在韩国 2 家三

级医院菌血症患者分离的 162 株 Ab 中，T6SS
阳性株在导管相关血流感染患者、造血干细胞

移植受者和免疫抑制剂接受患者中更容易被检

测到。功能性 T6SS 的存在会导致免疫功能低

下患者和植入医疗器械患者的 Ab 感染，但与

患者最终死亡结局的发生没有必然联系[13]。在

中国某医院血流感染患者分离的 182 株 Ab 中，

T6SS 阳性株表现出更高的血清抗性和毒力，表

明 T6SS 可能增强 Ab 在宿主体内存活和侵袭的

能力。与 T6SS 阴性株组相比，T6SS 阳性株组

患者的死亡率较高，提示 T6SS 的存在可能影

响患者的死亡率[15]。从国内某医院上呼吸道感

染患者痰液中分离的 77 株 Ab 中，T6SS 阳性株

占比 78%，在引起呼吸道感染的 Ab 中明显占

据主导地位[20]。Ab 非临床分离株 DSM 30011
也可以通过 T6SS 分泌效应蛋白在大蜡螟中定

殖，造成宿主感染[21]。这些为研究 T6SS 的致

病机制指明了许多新方向：T6SS 影响患者死亡

率这一结论的差异是否可以用菌株来源部位的

不同、地域的区别等来解释？T6SS 通过什么途

径在这些患者的感染过程中起作用？患者的感

染为什么具有特异性？为什么他们比其他住院

患者更容易受到感染？此外，在某些物种中

T6SS 的存在可以是一个动态过程，细菌可以通

过水平基因转移获得 T6SS 基因从一个状态转

变到另一个状态。这种转变可能与组装和激发

T6SS 基因表达的能量成本、基因突变及可移动

遗传元件之间的不相容性等因素相关[22]，需要

在未来的研究中解释清楚。 

1.2  T6SS 基因分布 
在 Ab 中，存在大量菌株 T6SS 基因部分或

完全缺失[16,23]且与 Ab 的 ST 分型密切相关[13]。

出现该现象可能的假设是：在抗生素治疗过程

中，细菌间竞争很可能减少，耐药基因库赋予

细菌的多重耐药性使得 T6SS 不那么重要[24]；

另一种假设是：抗生素治疗时，细菌感受到压

力，为逃避宿主固有的免疫反应和细菌竞争，

导致 T6SS 相关基因的丢失[13]。某些特定的细

菌可以携带多个 T6SS，通常在功能上不是冗余

的[25]。目前发现 Ab 只含有 1 个 T6SS，基因主

簇上包含 18 个与 T6SS 结构组装有关的基因，排

列顺序为 AsaA-TssBC-Hcp(TssD)-TssEFG-AsaB- 
TssM-TagFN-AsaC-TssHAKL-AsaDE。13 个结构

基因(Tss 和 Tag)高度保守，不同 Ab 菌株之间的

核苷酸序列相似性高达 99%[26] (图 1)。5 个 Asa
基因仅在不动杆菌中发现，编码的周质蛋白可以

与 TssM (核心结构蛋白)相互作用影响 T6SS 的组

装或稳定性[27]。此外，整个 T6SS 基因组中尚存

在许多待功能表征的基因，如在 Ab ATCC 17978 
(ACX60_11600)中发现的保守基因可以编码具

有肽聚糖水解酶(peptidoglycan hydrolase)活性

的 TagX 蛋白，促进 T6SS 装置通过细胞壁[28]。

VgrG 和 PAAR 基因分散在整个基因组中，通常

每个基因组不止 1 个；其侧翼区域作为效应-免疫

基因的进化热岛，存在多种毒素结构域(toxin  
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图 1  T6SS 基因簇示意图[26] 
Figure 1  Schematic diagram of gene clusters[26]. 
 
domain)，在不动杆菌属菌株之间的保守性低[29]，

编码各种效应-免疫对[30]，介导细菌水平基因转

移，加快Ab的耐药进化和宿主侵袭感染进程[31]。 

2  鲍曼不动杆菌 T6SS 主要功能

蛋白 
T6SS 结构包括几个不同的子组件：跨膜复

合物(TssLMJ)、细胞质基板(TssKEFG)、细胞质

收缩鞘 (TssBC) 和 驱逐 穿刺结 构 (Hcp-VgrG- 
PAAR)[32]。Ab 缺乏对大肠杆菌 T6SS 功能至关

重要的跨膜蛋白 TssJ[33]，但并未影响其功能性

组装。T6SS 的多功能性主要来自多样化效应蛋

白的分泌，并通过不同方式与 Hcp-VgrG-PAAR
相互作用。外鞘收缩时释放的巨大的能量   
(44 000 kcal/mol)[34]，能将 Hcp 管连同 VgrG 和

PAAR 形成的穗尖弹射推进外环境或靶细胞内，

效应蛋白随之被送出，实现细胞间易位[35]。效

应蛋白与 Hcp-VgrG-PAAR 的不同结合方式代

表着其不同的递送机制，为实现更多效应蛋白

的功能表征和实际应用，有必要对这些主要功

能蛋白的特性及转运机制展开详细的叙述——
各蛋白的特性是什么？T6SS 各组件如何识别

这些蛋白？如何特异性选择？多种蛋白如何协

调转运？ 
2.1  Hcp 

Hcp 涉及细菌多个生物过程，包括定殖、

生长能力、竞争、生物膜形成和三价铁吸收等[36]。

其表达和分泌受温度、pH 值和金属离子含量等

多种因素影响[37]。在霍乱弧菌(Vibrio cholerae)
中，细菌可以通过调控因子 VasH 感应 Hcp 在

胞内的积累量，实现对 T6SS 表达和活性的精

准调控[38]。在 Ab ATCC 17978 中可能通过铁离

子对 Hcp 的正调控作用，促进细菌生物膜的形成

和与宿主之间的黏附和侵袭作用[39]。在效应蛋

白的转运过程中，Hcp 互相堆叠形成直径约 4 nm
的中空管状结构，直接或通过伴侣蛋白/衔接子

的间接作用在管内壁结合和稳定效应蛋白[40]。伴

侣蛋白或衔接子可以介导特定货物效应蛋白的

运输，两者之间存在遗传连锁(genetic linkage)，
可以将特定的效应蛋白加载到正确的 T6SS 元

件上[41]。编码衔接子的基因和编码同源效应蛋

白的基因通常在基因组中相邻，DUF4123[42]、

DUF1795[43]、DUF2169[44]作为衔接子中高度保

守的结构域均可促进新效应蛋白的发现。此外，

PRK06147 可能是一种新的衔接子保守结构

域，也可以作为识别效应蛋白的有效标记物[45]。

利用这 4 种衔接子保守结构域，Liu 等[45]在选

取的 11 495 个代表性原核基因组中先鉴定出 
5 297 个编码衔接子的基因，并在其相邻位置中

鉴定出与衔接子有关的 1 356 个效应基因。对

Hcp 内环表面关键残基的修饰，可以破坏与管内

效应蛋白的相互作用[46]。Hcp 作为效应蛋白的输
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出载体和伴侣[47]，利用外鞘收缩时产生的惊人

力量分泌到外环境或靶细胞中，并可在培养上

清液中检测出。外鞘和 Hcp 独特的螺旋结构，

使其产生每分钟约 12 万转的高旋转角速度，极

大增强了其在受体细胞的细胞膜和细胞壁之间

穿透的能力[34]。管内效应蛋白的尺寸受到严格

限制，一旦超过 Hcp 管道大小，便会造成堵塞，

使 T6SS 功能丧失[48]。因此，Hcp 空管虽然是

T6SS 货物效应蛋白交付的策略之一，但具有局

限性，不允许大的效应蛋白易位。位于试管内

的效应蛋白被认为处于未折叠状态，因为它们

在 Hcp 缺失的情况下表现出不稳定性，表明它

们在从 Hcp 管释放之前不会采用其最终的折叠

构象(puckered conformation)[46]。Hcp 也可在其

C-末端延伸不同的毒素结构域翻译融合形成

“进化”的效应蛋白，介导细菌间的拮抗作用。

目前尚不清楚这种进化的 Hcp 效应蛋白是如何

分泌的，因为许多效应结构域太大以至于不适

合 Hcp 腔。在 Ab 中，所有 Hcp 基因在氨基酸

水平上具有 100%的相似性，没有与 Hcp 翻译

融合的效应蛋白[49] (图 2)。 
2.2  VgrG 

在 Ab ATCC 19606 中，VgrG 基因的整体缺

失导致细菌对氨苄西林/舒巴坦的耐药性增加，

但对氯霉素的耐药性降低。VgrG 突变株在小

鼠体内表现出较低的生长速率、真核细胞黏附

作用下降以及致死性降低[50]。VgrG 穗状三聚

体碱基可以作为接头招募第一个 Hcp 六聚体，

引发 Hcp 内管聚合[43]。通常每个 Ab 菌株中含

2−4 个 VgrG[49]，并不是每个 VgrG 都会对 Hcp

的分泌造成影响，各 VgrG 的 C 末端区域存在

显著的差异[51]。VgrG 的 C 端与 T4 噬菌体 Gp5 
 

 

 
 
图 2  Hcp 转运效应蛋白的过程[40-41,48] 
Figure 2  Hcp transport effector protein process[40-41,48]. IM: Inner membrane; OM: Outer membrane. 
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蛋白高度同源[52]，末端介导效应蛋白递送的高

度特异性，交换 VgrG 的 C 末端序列，能够实

现相同或不同物种中 VgrG 依赖型效应蛋白的

传递[53]。在 Ab 中，VgrG 的 C 末端是组装功能

性 T6SS 的独特结构要求，关键残基上的点突

变可以抑制 T6SS 活性，并且可能是破坏 T6SS
遗传造成其在菌株中部分或完全缺失另一个可

能的机制[54]。VgrG 可以通过在 C 末端延伸毒素

结构域 [55]进而具有毒素活性，或者通过延伸

DUF2345 和转甲状腺素(transthyretin, TTR)等伴

侣蛋白/衔接子结构域，直接与特定货物效应蛋白

相互作用[56]。在 Ab ATCC 17978 中，所有 VgrG
都含有 C 末端 DUF2345 结构域，稳定 VgrG 和

效应蛋白的相互作用[28]。Ab 的 VgrG 基因座独立

于 T6SS 核心主簇[29]，可能代表 T6SS 效应蛋白

分泌的另一种独立形式[57]，可以转运大分子效

应蛋白，相比于 Hcp 空管局限性较小。类似于

接触依赖性生长抑制(contact-dependent growth 
inhibition, CDI)系统，该系统仅涉及 2 个配偶体

的组合 [58]。CdiA 是一种非常大的蛋白质，其   
C 末端携带毒素活性，类似于效应蛋白，由

TpsB/Omp85 家族的单一转运蛋白 CdiB 转运；在

某些情况下，VgrG 可以充当 CdiB 转运蛋白，独

立于 T6SS 核心组分[57]。在 Ab 307-0294 中，每个

VgrG 都是分泌和传递编码在同一基因座内的效

应蛋白不可或缺的，具有绝对必要性[51] (图 3A)。 
2.3  PAAR 

VgrG 的 C 末端延伸被认为是 β-螺旋弯曲，

在其尖端留下钝端以允许与 PAAR 结构域相互

作用。PAAR在VgrG尖峰上形成一个锥形结构，

具有锐化 VgrG 穗尖的功能[60]。PAAR 也可以作

为 VgrG 与效应蛋白之间的衔接子，是将效应

蛋白与 VgrG 连接起来的蛋白质-蛋白质相互作

用(protein-protein interaction, PPI)模块，携带

PAAR结构域的效应蛋白可以直接结合VgrG完

成递送[59]。PAAR 限制传递效应蛋白的类型，

募集特定的效应蛋白进行递送 [39]。Rhs 蛋白

(rearrangement hotspot, Rhs)是 T6SS 中一类独

特的效应蛋白家族，具有多态性的 C 末端毒素

结构域并可在其 N 端连接 PAAR 基序[59]，抑制

或杀死相邻的细胞，大大多样化了 T6SS 的抗菌

途径(图 3B)。贝氏不动杆菌(Acinetobacter baylyi)
中所有 PAAR 基因的缺失消除了其 T6SS 功能，

而霍乱弧菌中 PAAR 基因的缺失只是减少 Hcp
分泌和削弱杀伤能力[60]。PAAR 对于某些细菌

的 T6SS 功能是必需的，而对于其他细菌则是

可有可无这个问题，Liang 等[61]给出的解释是：

T6SS 通常包括多个 PAAR，并非每个 PAAR 都

与 T6SS 相关功能有关，PAAR 的可变作用与共

同决定 T6SS 组装的 VgrG 穗相关。既然 T6SS
的组装和活性发挥不需要多个 PAAR，那么为

什么基因座中会存在多个 PAAR，这些 PAAR 在

T6SS 基因座中是否冗余需要进一步解释清楚。

在 Ab 中，PAAR 延伸的 C 末端区未发现任何毒

素保守域，其扩展 C 末端区的目的和多样性仍

有待阐明[49] (图 3B)。 

2.4  E-I 对 
T6SS 对竞争细胞的攻击主要由效应蛋白

驱动[62]，效应蛋白的目标靶点是胞质和周质中

保守的细胞结构和代谢物，包括细胞膜、细胞

壁、核酸和核苷酸[63]。利用 T6SS 相关基因的

遗传分析、生物信息学分析、蛋白质组学分析

和突变体文库筛选等多种方法，目前在 Ab 的

VgrG 基因座下游区域已表征出一系列肽聚糖

水解酶(peptidoglycan hydrolase)、脂肪酶(lipase)、
核酸酶(nuclease)和核酸脱氨酶(nucleic acid 
deaminase)并进行功能验证(表 1)。Lewis 等[49]使

用蛋白质家族分选服务工具 ATRIC 跨属家族

(PATRIC cross-genus families, PGfam)[67]系统地

鉴定含有 VgrG、Hcp 或 PAAR 保守结构域的 
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图 3  VgrG 和 PAAR 结合效应蛋白的方式[43,49,55-56,59] 
Figure 3  The way in which VgrG and PAAR bind effector proteins[43,49,55-56,59]. A: VgrG binding effector 
protein. B: PAAR binding effector protein. 
 
表 1  鲍曼不动杆菌中经过功能验证的 E-I 对 
Table 1  Summary of characterized “E-I” pairs in Acinetobacter baumannii  
Effector Immunity Type Bacteria  Location Function References 
LysM LyMI Tae/Tge Ab 307-0294  VgrG loci LysM, is a predicted peptidoglycan hydrolase, 

within the cytoplasm of E. coli cells did not 
result in any cell toxicity but toxic in periplasm 

[51] 

Rhs1 Rhs1I Tde Ab 307-0294  VgrG loci Rhs1 shares amino acid identity with several 
previously characterized T6SS Rhs family 
nuclease effectors 

[51] 

Rhs2 Rhs2I Tde Ab 307-0294  VgrG loci Rhs2 contains an AHH (alanine-histidine-histidine) 
motif in the C-terminal region, which is 
characteristic of AHH hyperenzymes 

[51] 

Tse1 Tli Tle Ab ATCC 17978 VgrG downstream Tse1 can catalyze hydrolysis of nucleic acid 
(most catalyze hydrolysis of deoxyribonucleic 
acid, and part hydrolyse RNA) 

[28] 

Tse2 Tdi Tde Ab ATCC 17978 VgrG downstream Tse2 contains a nuclease domain and can kill 
fungi  

[28,64] 

Tse3 Tsi3 Tse Ab ATCC 17978 VgrG downstream Tse3 plays an important role in bacterial killing [28,65] 
Tse4 Tsi4 Tae/Tge Ab ATCC 17978 VgrG downstream Tse4 contains a LysM PG binding motif and an 

M23 peptidase family domain, indicating that it 
probably targets the PG; Tse4 exhibits both lytic 
transglycosylase and endopeptidase activity in 
vitro 

[25,66] 
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Ab 菌株，然后在美国国家生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information, 
NCBI)中搜索代表假定效应蛋白的保守功能结

构域序列，使用 BLAST 比对保守功能域的同源

性。在已鉴定的 VgrG 基因座下游区域，鉴定

出 240 多个推定的效应蛋白，系统发育分析

(phylogenetic analysis)表明，这些推定的效应蛋

白被分成来自不同祖先的 32 个组，15 个效应组

具有表征活性的结构域，包括脂肪酶、酰胺酶

(amidase)、几丁质酶(chitinase)、肽聚糖水解酶、

核酸酶和核酸脱氨酶，8 个效应组具有保守 Rhs

结构域，3 个组含有 DUF4123 结构域；进一步

研究发现，Ab ATCC 17978 中鉴定出的 VI 型酰

胺酶效应蛋白(type VI amidase effector, Tae)同

时具有裂解性转糖基酶(lytic transglycosylase)

和内肽酶(endopeptidase)活性，能够靶向各种细

菌的细胞壁[49]。D-赖氨酸(D-lysine)的分泌可以

导致胞外 pH 值增加，增强 Tae 的活性，杀灭与

其竞争的革兰氏阳性细菌[66]。在 Ab ATCC 17978

中 VI 型核酸酶效应蛋白(type VI DNase and 

RNase effector, Tde)的敲除使 Ab 的抗真菌活性丧

失，因此 Tde 同时具有核酸酶和抗真菌活性[64]。

在根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) C58

中，Tde 负载到 VgrG 穗尖是分泌活性 T6SS 所

必需的，TssBC 收缩鞘的组装只有在 Tde 存在

的情况下才会发生[68]。在贝氏不动杆菌 ADP1

中，T6SS 的组装不需要任何效应蛋白参与，5 种

效应蛋白对猎物细菌的杀伤和裂解作用各不相

同。从猎物到捕食者的基因转移依赖于裂解效

应蛋白的传递，这可能与 Ab 中抗生素耐药性

的传播相关[69]。细菌为了防止自我中毒，免疫

蛋白通常在效应蛋白基因的下游编码，通过直

接封闭效应蛋白活性部位起作用[70]。E-I 对主要

是防止亲缘细胞的杀伤，但是如果两者的免疫

蛋白在序列和结构上极端相似，也有可能免受

攻击者效应蛋白的攻击[71]。有研究表明，免疫

蛋白也可以通过一种独立于 E-I 对之间 PPI 的

免疫酶机制(immunoenzyme mechanism)为机体

防御[72]。Lopez 等[65]通过结构建模、表型实验

和生化分析研究 Ab ATCC 17978 中功能未知的

抗菌效应蛋白 Tse3 的同源免疫蛋白 Tsi3 发现，

尽管 Tsi 同源物具有特征性的甲酰甘氨酸生成

酶(formylglycine generating enzyme, FGE)结构

域，但不太可能是功能性酶，不提供针对非亲

缘 Tse 的免疫。免疫蛋白 Tli 在阴沟肠杆菌

(Escherichia cloacae)中起到中和及激活同源 VI

型脂肪酶效应蛋白(type VI lipase effector, Tie)

的作用，拓宽了对 T6SS 免疫蛋白只能作为单

功能的效应蛋白中和解毒剂的理解[73]。目前免

疫蛋白的分类和角色塑造的研究落后于对

T6SS效应蛋白的研究，有必要额外地表征 T6SS

免疫蛋白家族，以更好地了解 T6SS。 

3  应用策略 
3.1  疫苗候选者 

Ab 几乎对所有的抗生素都产生了耐药性，

比如碳青霉烯类、头孢菌素、替加环素等，现

在又出现了黏菌素，多重、极端和泛耐药 Ab
的进化是全球正处于后抗生素治疗时代风口浪

尖上的明显先兆。目前已研究了各种抗生素的

组合方案，但几乎没有成功的治疗方案以供选

择。所有这些失败的努力导致研究人员开发和实

施疫苗接种来预防这种病原体引起的感染[74]。

虽然未有 Ab 疫苗在临床实践中应用，但是大

量研究表明这是一种很有前途的防治方法。目

前 Ab 疫苗的种类主要包括全细胞疫苗、亚单

位疫苗、DNA 疫苗、外膜蛋白疫苗等。全细胞

疫苗包括减毒活疫苗和灭活疫苗，通过诱导免
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疫系统引发广泛的免疫反应，因其制备方式安

全性有待探索[75]；DNA 疫苗在宿主内利用重组

质粒表达目的蛋白诱发特异性免疫应答，但存

在一定安全风险[76]；外膜蛋白疫苗包括外膜复

合物和外膜囊泡疫苗，外膜蛋白疫苗的制备是

棘手的，因为难以明确和标准化多种组分的水

平，安全性也较低[77]；而亚单位疫苗是一种含

有病原体活性片段以刺激保护性免疫应答的疫

苗，通过在病原体中筛选出能够诱发免疫反应

的保护性免疫原组分后重组表达，因此也叫组

分疫苗[78]。与常规弱毒疫苗、灭活疫苗相比，

亚单位疫苗由于仅包含抗原的部分——蛋白

质、多糖或者多肽，因而无法侵入宿主内繁殖，

致病风险极低。同时具有高纯度、安全性、稳

定性、易于生产和高度靶向诱导免疫应答等突

出优点[79]。疫苗的研制侧重于对病原体致病机

理的研究，以筛选合适的靶点部位阻碍细菌对

宿主的侵袭感染。Ab 亚单位疫苗候选者一般是

蛋白质，T6SS 已被证明与 Ab 的致病性和耐药

性密切相关，核心蛋白 VgrG 由 798 个氨基酸组

成，是 Ab 致病力的有效介体。其免疫原性选择

区域在不同 Ab 中高度保守(同一性≥97.63%)[80]，

因此成为合适的亚单位疫苗候选者。Pazoki 等[80]

从 VgrG 的 C-末端选择了 2 个保守的免疫原性

区域 VgrG 1263-2295 和 VgrG 1263-1608，其中

VgrG 1263-1608 序列植入脑膜炎奈瑟菌(Neisseria 

meningitidis)的无环 C 叶(loopless C lobe, LCL)，
使其更好地暴露于功能性表位。将蛋白表达纯

化后，进行小鼠 Ab 感染和免疫实验，结果显

示，用 LCL-VgrG 免疫的小鼠产生特异性抗体

(immunoglobulin G, IgG)。在用致死剂量 Ab 攻

击后，主动免疫组和被动免疫组小鼠的存活率

分别为 33.3%和 66.6%。因此，VgrG 的保守区

域可能是有效开发疫苗的安全免疫原，可以针

对利用 T6SS 进行宿主感染的革兰氏阴性病原体

引起免疫反应；VgrG 的保守区域还可以作为抗

体使用来控制 Ab 感染，但无法对于致死剂量细

菌的攻击提供完全的保护作用；Alipouri 等[81]

在小鼠模型中进一步评估重组 VgrG 的免疫保

护效果，全细胞酶联免疫吸附试验 (enzyme 
linked immunosorbent assay, ELISA)、主动免疫和

被动免疫的动物存活率、小鼠组织中的细菌负

荷量等结果表明，用重组 VgrG 免疫的小鼠具

有更高的血清 IgG 水平，肺和脾中的细菌负荷

量较低，3 d 存活率为 75%。VgrG 是一种保护

抗原，虽然不足以作为一种单独的抗原来提供

全面的保护，但是它可以参与多价疫苗的发展来

提高疗效。因此，相比于菌毛组装蛋白 FilF、四

肽重复序列蛋白 PcTPRs1、毒力因子结构蛋白

CsuA/B[82]等疫苗候选者，VgrG 产生的被动免疫

效果可能提供即时的保护性免疫，对一些特殊的

目标人群更具有价值。例如已经受到免疫抑制，

无法接受疫苗接种的重症监护病房 (intensive 
care unit, ICU)人群；在创伤、严重烧伤或紧急手

术中具有感染风险的患者以及具有潜在疾病的

老年人等[83]。Hcp 作为 T6SS 活性标志，已被证

明是空肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni)关键的

双功能蛋白，以该致病组分为靶点制备相应疫

苗可以阻断细菌附着和清除多种高致病性空肠

弯曲杆菌来降低对宿主的致病性，进而达到预

防和治疗的目的。Gorain 等[84]利用小鼠模型推

断空肠弯曲杆菌的 Hcp 作为人类潜在候选疫苗

物的益处，实验证明其可在肠道中诱导高水平

抗原特异性中和抗体的产生并可能有效减少小

鼠盲肠中细菌负荷量。然而，目前还未有明确

研究能证明 Hcp 在 Ab 中的关键致病力，并且

PAAR 在 Ab 中的生物学功能还需要进一步明

确。此外 E-I 对在 Ab 中具有极端多样性，通常
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参与抗菌药物或靶点抑制剂的研发。因而 Hcp、
PAAR 以及 E-I 这些功能蛋白暂未被纳入 Ab 疫

苗候选物清单中。 

3.2  靶向递送系统 
使用细菌蛋白质分泌系统作为穿梭物以靶

向方式递送蛋白质一直是药物递送领域研究的

热点。Wettstadt 等[85]提出将 T6SS 工程化为递

送系统以将目标物穿梭到细菌病原体或肿瘤细

胞中实现递送的想法。利用 VgrG 可以特异性

募集并驱动其同源效应蛋白进入靶细胞这一较

为明确的传递机制[53]，将各种效应结构域融合

到一个典型 VgrG 的 C 末端，虽然在递送效果

上可能差异较大，但均可在细菌培养物上清液

检测出。进一步强调了 T6SS 纳米武器装载目标

蛋白的灵活性，通过改进参数以优化目标乘客蛋

白的递送将是极具吸引力的医学和工业应用策

略。Ting 等[86]开发程序性抑制细胞(programmed 
inhibitor cells, PICs)通过表面纳米抗体特异性

识别靶细胞，使 T6SS 具有特异性靶向功能，

以最小的脱靶效应耗尽复杂群落中的靶细胞。

Hersch 等[87]利用霍乱弧菌的 VgrG1 (含有肌动

蛋白交联结构域)、VgrG3 (含有溶菌酶结构域)、
PAAR2[42,88-90]与 Cre 重组酶融合，成功将活性

Cre 递送到受体细胞中，并重点研究 PAAR2 传

递外源 T6SS 效应蛋白的能力，进一步表明 T6SS
作为递送系统的多功能性。Kreitz 等[91]将细菌来

源的胞外可收缩注射系统(extracellular contractile 
injection systems, eCISs)通过人工智能 AlphaFold
手段进行系统性的研究和改造后，成功将多种

功能性蛋白如核酸内切酶 Cas9、碱基编辑器及

毒素蛋白向人源细胞及动物体内特异性递送。近

年来在阿米巴寄生菌 (Amoebophilus)中发现的

T6SSiv 在基因构成和分子进化等方面均呈现出

与 eCIS 系统的显著相似性[92]，那么 T6SS 是否

也可以利用编程手段将一系列有用的蛋白质输

送进不同类型的细胞之中，有待进一步研究。

目前 Ab 相关功能蛋白作为工业化递送工具的

研究还较为空白。 

4  展望 

首先，T6SS 阳性株的流行分布显示，T6SS
在 Ab 中发挥的功能具有菌株特异性，需要进

一步研究其流行差异背后的原因，以更好地了

解 T6SS 的耐药和致病机制。其次，T6SS 基因

分布差异与 Ab 序列分型密切相关，不同分型

的 Ab 中 T6SS 基因存在或缺失的原因需要进一

步证实。Ab 中 T6SS 基因是否存在动态转移以

及这种转移是否可能是 Ab 进行种内竞争的关

键，是造成不同分型的 Ab 克隆株流行暴发的

原因之一，需要展开更进一步的研究。 
当然，不考虑效应蛋白，直接推测 T6SS

的功能几乎是不可能的，因为 T6SS 是通过分

泌多样化的效应蛋白在靶细胞中发挥作用。效

应蛋白在序列和功能上具有多样性，系统地预

测它们曾经是该领域的一个主要挑战，但是目

前已经开发了多种方法来克服这个早期的挑

战。Ab 中的效应蛋白仅部分被详细表征，在该

领域的研究仍然为效应蛋白的发现及功能表征

留下了很大的空间。目前仍存在大量推定的效

应蛋白活性未知，生物信息学数据库是目前研

究 T6SS 使用较多的工具，并且利用机器学习

等方法进行相关数据库的进一步开发更新也将

是学者们的重点研究方向。通过数据库进行资

源整合，有助于研究者识别 T6SS 核心结构蛋

白周围假定的效应蛋白，促进更多效应蛋白的

发现和功能表征，以期在未来对这些效应蛋白

详细的角色塑造可以鉴定出具有新型抗菌特性

的蛋白质，为新型细菌抗生素和治疗剂的开发
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提供有用的信息。免疫蛋白因为没有显示功能

的结构域，一直被认为是效应蛋白的中和剂，

但是最近的研究表明其角色也有多样性。未来

可以对这一领域展开详细的研究，以期作为新

的靶点，使 Ab 进行自我攻击。 
效应蛋白递送的动力学一直是一个悬而未

决的问题，虽然大量研究表明 Hcp、VgrG、PAAR
在递送中发挥关键作用，但是关于它们的转移

是否需要通过宿主环境或质粒等方式调节、转

移的能量成本以及如何触发分泌的信号等知之

甚少。对于 T6SS 的实际应用，VgrG 已被证明

是主动和被动免疫合适的亚单位疫苗抗原候选

者，但此类疫苗在活体内容易降解且免疫原性

较弱，后续选取合适的佐剂或运载工具制备 Ab
亚单位疫苗以减缓降解并改善免疫原性将是促

进该类疫苗早日进入临床的重要手段。此外，

对 Hcp、VgrG、PAAR 周围的组织也需要有更

好的分子理解，以便将其作为有用的递送载体，

进一步工程化实现药物的有效递送。 
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