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λ噬菌体穿孔素(holin) 蛋白触发裂菌的分子机制
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摘要:穿孔素-裂解酶二元裂解系统是双链 DNA 噬菌体普遍采用的裂菌模式，以 λ 噬菌体为例，系统地揭

示了噬菌体穿孔素的结构与功能。λ 噬菌体的 S 基因的特征是呈双起始基序( dual-start motif) ，编码穿孔

素(holin)S105 和抗穿孔素(antiholin) S107，通过二者不同水平的表达及相互作用，触发裂菌过程。作者

综述了 λ 噬菌体穿孔素的膜拓扑结构和成孔机制的最新研究进展，并展望了穿孔素的研究热点和应用前

景。
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穿孔素-裂解酶二元裂解系统是双链 DNA 噬菌

体普遍采用的裂菌模式。裂解酶是噬菌体增殖晚期

合成的一类细胞壁水解酶，是裂解宿主菌的重要功

能蛋白。穿孔素是噬菌体基因编码的小分子膜蛋

白，通过在细胞膜上形成跨膜孔使裂解酶到达细胞

壁肽聚糖层而发挥裂菌功能
［1］。穿孔素不仅是构

成跨膜孔的重要元件，而且是触发细菌裂解的“分

子定时器”，在噬菌体的裂菌过程中扮演着关键角

色。鉴于研究小分子膜蛋白的高难度和穿孔素的作

用特性，研究穿孔素极具挑战性。目前，基于穿孔素

的裂菌触发机制的研究已取得较大进展
［2 － 4］，尤其

是 λ 噬菌体的穿孔素蛋白。对 λ 噬菌体穿孔素的

研究不仅深入揭示了噬菌体的裂菌机制，而且为研

究其它噬菌体穿孔素提供了策略和技术支持。本文

就 λ 噬菌体穿孔素蛋白的结构与功能的研究进展

进行综述。

1 S 基因的双起始基序特征

λ 噬菌体的 S 基因具有双起始基序特征，可编

码 S107 和 S105 两种功能相反的蛋 白
［5］。其 中，

S105 发挥穿孔素功能，S107 在触发裂解时也参与跨

膜孔的形成，但是在触发裂解前则具拮抗 S105 的功

能，防止过早形成跨膜孔，因此 S107 称为抗穿孔素。
S105 和 S107 相互作用不可分割，统称为 S 蛋白。S
基 因 的 结 构 引 导 启 动 元 件 ( structure directed
initiation，sdi) 在 编 码 S107 的 核 糖 体 结 合 位 点

( ribosome binding sites，RBS)序列 GGGGG 处可以形

成或打开茎环结构，从而调控 S107 和 S105 两种蛋

白的合成比例(图 1)。
穿孔素 S105 具有 3 个跨膜区 ( transmembrane

domain，TMD)，N 端位于胞外
［6］，C 端伸向胞内

［7］

(图 2)。S105 的每个 TMD 均具典型的亲水特征:
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图 1 λ噬菌体穿孔素 S 基因的双起始模式

Fig． 1 The dual-start motif of S gene encoding holin from

bacteriophage Lambda．

TMD1 和 TMD2 富含带电荷的氨基酸残基，TMD3 含

有羟基化的氨基酸残基。每个 TMD 都是穿孔素发

挥功能所必需的，尤其是 TMD1。与 S105 相比，抗穿

孔素 S107 除 N 端多了两个氨基酸残基 Met1-Lys2
外，其 N 端伸向胞质并受到胞质去甲酰酶的作用。
因此，Lys2 和 N 端去甲基化产生的氨基酸基团提供

了两个正电荷，使得 S107 蛋白的 N 端不能插入能

化 的 细 胞 膜，即 不 能 形 成 与 S105 相 同 的 拓 扑 结

构。最近，通过分析缺失 TMD1 的 S105ΔTMD1的生物

学活性发现不能在脂质双分子层上形成 TMD1 是

S107 表现拮抗 S105 功能的直接原因
［6］。研究表

明，S107 的 N 端会随细胞膜去极化而穿过细胞膜

并形成 N 端 TMD［5］。据此，推测 S107 正是基于动

态的拓扑结构实现其拮抗 S105 成孔的生物学功

能:在触发裂菌前，S107 在能化的细胞膜上仅具有

两个 TMD，通过与 S105 形成异源二聚体，发挥拮

抗 S105 的作用;在触发细菌裂解时细胞膜发生去

极化，S107 的 N 端转而由胞内伸向胞外，该 TMD
的形成使 S107 失去拮抗 S105 的功能并表现出穿

孔素活性( 图 2)。

图 2 穿孔素 S105 和抗穿孔素 S107 的拓扑结构

Fig． 2 Topological structure of holin S105 and antiholin S107．

2 基于 S 蛋白的细胞膜成孔机制

S 蛋白的单体仅有 3 个 TMD，必须形成多聚体

才能在细胞膜上产生供裂解酶通过的跨膜孔。基于

生物化学、生理学和分子生物学方法获得的大量数

据，Wang IN 等于 2003 年提出 S 蛋白形成膜损伤的

两步聚集模型
［8］。在该模型中穿孔素聚集于细胞

膜并最终形成大面积的蛋白聚合体，称之为“死亡

之筏”(death raft);通过穿孔素蛋白 TMD 间的密切

相互作用，将脂质分子排斥在外。瞬时通道的打开

随之引起细胞膜局部去极性化，触发穿孔素构象改

变;局部发生的变化随后扩大蔓延，最终导致膜损

伤。随着 S 蛋白研究的不断深入，该模型也逐渐得

到证实。
2. 1 S 蛋白聚集形成“死亡之筏”

直到裂解前15 min，S 基因的 mRNA 水平均维

持在每个细胞 170 个分子。平均每个 mRNA 每分

钟合成不到 1 分子 S 蛋白，合成的 S 蛋白均积聚于

细胞膜上。S105 和 S107 的合成总量约为 4600 个

分子，两种蛋白合成比例约为 2∶ 1［9］。用去垢剂提

取膜蛋白和对膜进行氧化处理，提取的 S 蛋白都呈

现由唯一的半胱氨酸 Cys51 形成共价结合的二聚

体
［10］。结合 S105 和 S107 的相互作用，推测 S 蛋白

二聚体的形成模式:一个 S107 分子通过结合一分子

的 S105 形成异源二聚体 S107 － S105，而 S105 蛋白

之间还 可 以 形 成 同 源 二 聚 体 S105 － S105。按 照

S105 与 S107 的合成比例，S105 － S105 同源二聚体

的数量为异源二聚体 S107 － S105 的 50%。此时，

每个不表现成孔活性的异源二聚体中都巧妙地隐藏

了两个潜在的成孔蛋白。当触发裂解时，随着异源

二聚体中 S107 的构象变化，异源二聚体也表现出成

孔活性。因此，有成孔活性的蛋白数量骤增，导致快

速裂菌
［11］。噬菌体裂解模拟实验证实了 S 蛋白之

间存在相互作用，而且发现 S 蛋白间的作用强度最

大程度地保证了裂解发生时间的精度
［12］。用交联

剂 DSP 处理过的细胞膜上提取的 S 蛋白呈现为共

价相连的寡聚体，最多可形成六聚体
［13］;而许多导

致裂解缺陷的 S 蛋白突变往往不能形成寡聚体
［14］。

因此，推测 S 蛋白在形成二聚体后会进一步聚合成
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寡聚体。
S 蛋白的寡聚体继续聚合会形成更大蛋白聚合

体，即“死亡之筏”。Ryan 通过模拟 λ 噬菌体的裂解

过程发现，在裂解触发时平均每个细菌细胞膜上有

10 个“死亡之筏”;另外，能形成跨膜孔的“死亡之

筏”平均含有 48 个穿孔素分子
［12］。最近，White R

等通过反卷积荧光显微镜实时记录了 S105-GFP 融

合蛋白在膜上的聚集情况，首次直观地在体内观察

到“死亡之伐”［13］，揭示噬菌体发生裂解的前提是

穿孔素积累到相当的浓度并聚集成筏。野生型 S
蛋白和引起提前裂解的 S 蛋白突变都是在致死性

触发前突然聚合形成“死亡之筏”的;而无致死作

用的 S 蛋白突变仅分布于膜上却不发生聚合。在

积累过程中，S 蛋白在膜上保持着良好的运动性，

但聚合形成“死亡之筏”后则为稳定的、无运动性

的复合物。
2. 2 “死亡之筏”触发形成跨膜孔

普遍认为穿孔素在细胞膜上形成的跨膜孔对裂

解酶是非特异性的，或者跨膜孔对裂解酶的特异性

仅取决于裂解酶的分子大小和净电荷数。S 蛋白介

导形成的跨膜孔允许大于480 kDa的蛋白通过
［8］。

因此，跨膜孔必然是由“死亡之筏”转变而成。通过

细菌裂解的模拟实验推算，穿孔素 S105 形成的跨膜

孔孔径约为10 nm，推测其由 16 个穿孔素分子组

成
［12］。由于跨膜孔一旦形成将立即导致裂菌发生，

因此观察细菌细胞膜上跨膜孔的形态非常困难。最

近，Savva 等首次描述了 S 蛋白在体外形成的与跨膜

孔具有相似结构特征的环状结构
［16］。用非离子去

垢剂或温和的两性离子去垢剂纯化的 S105 经凝胶

层析可获得670 kDa和5 MDa的复合体。通过透射

电镜观察发现去垢剂溶解的穿孔素会形成大的分散

良好的环形结构。670 kDa的复合体与环形结构的

二聚体大小相当，5 MDa 的复合体是环形结构堆积

成的管状聚合物。单个环内径 8. 5nm，外径 23nm，

高度为4 nm，接近脂质双分子层的厚度。单个环由

72 ～ 80 个 S105 单体构成。穿孔素突变同步实验表

明，不能在细胞膜上形成聚合体的穿孔素突变，同样

不能在体外形成环状结构。不过，噬菌体 21 的穿孔

素蛋白仅能形成小孔(pinhole)，说明不同穿孔素之

间成孔机制存在差异
［4］。2010 年，借助冷冻电子显

微镜，首次观察到了 S105 在体内形成的跨膜孔
［17］。

跨膜孔的大小比其他已知的膜通道大一个数量级，

直径约为340 nm，有些甚至达到1 μm。跨膜孔大多

随机分布于细胞膜且形状不规则。
那么，“死亡之筏”如何介导形成跨膜孔? 通过

对 λ 噬菌体的穿孔素 S 和 T4 噬菌体的穿孔素 T 这

两种异源的穿孔素在细菌内同时表达引发细菌裂解

的分析，推测跨膜孔是由一个“死亡之筏”内自发的

构象变化导致，并随整个细胞膜去极化而向周围扩

大形成。通过观察经鞭毛固定于玻璃片的细菌在诱

导和裂解过程中的运动情况
［18］，发现细菌的旋转速

度与膜上的平均力势(potential of mean force，PMF)

呈线性函数关系;根据诱导后细菌的翻转速度推断:

形成跨膜孔前，穿孔素聚集成导致膜紊乱的潜力区，

但是不会引起宿主细胞膜的任何损伤，也不会增加

膜对质子或其他离子的通透性;但是在菌体裂解前

的几秒钟细胞膜上的 PMF 突然下降。实验表明，细

胞膜去极化，当 PMF 降至约 50% 时，会立即触发穿

孔素成孔引起细菌裂解。目前，尚未发现引起 PMF
突然下降的原因。

图 3 穿孔素细胞膜成孔示意图

Fig． 3 Schematic presentation of holin hole formation．

3 基于 S 蛋白的裂菌时间的调控策略

S 蛋白合成速率和比例相对稳定地决定了 λ 噬

菌体的裂菌时间。裂解触发的时间与 S105 超过

S107 的量呈反相关，当 S107 的合成量较 S105 多

时，在正常的程序化裂解时间内不会发生细胞裂

解
［5，19］。因此，S105 在细胞膜上积累到临界浓度是
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穿孔素触发裂解的必要条件，而 S105 和 S107 的比

例则可以较大幅度地调整 λ 噬菌体的裂菌触发时

间。S 蛋白的合成速率会因宿主菌的生长速度缓慢

而下降。宿主细胞密度等外界环境信号可调控 S 基

因的双起始基序，并改变两个不同起始密码子起始

翻译产物的比例
［11］。那么，这些 S 蛋白合成速率和

比例的变化必然导致细菌裂解时间的随机性
［20］。

另外，S 蛋白还可通过等位基因突变介导裂菌时间

的变化。对 S 等位基因和裂菌表型相关性的研究表

明即使是单个氨基酸突变也可能导致 S 蛋白裂菌特

性的巨 大 变 化，即 S 蛋 白 具 有 很 高 的 表 型 重 塑

性
［21］。因此，噬菌体可以通过 S 蛋白的质和量两条

途径调控细菌裂解的时间。

4 问题和展望

λ 噬菌体穿孔素 S 虽是小分子蛋白，其巧妙的

双启始基序特征、精准的裂菌模式以及突出的表型

重塑性都体现出穿孔素的生物学进化优势。目前，

在 S 蛋白研究中仍有许多难题尚待解答，比如 S 基

因的 sdi 序列具体受怎样的机制调控，S105 和 S107
合成的先后顺序，引发细菌细胞膜 PMF 下降的因素

是什么等等。另外，λ 噬菌体的穿孔素 S 蛋白的应

用性研究有待加强。研究表明，S 基因具有用于癌

症基因治疗的潜力
［22 － 23］。另外，笔者实验室研究结

果证实，猪链球菌噬菌体穿孔素不仅具有抑菌活性，

还能提高同源裂解酶的裂菌效率，而且类似的结论

在其他穿孔素研究中亦有报道
［24］，推测 S 蛋白也可

能具有胞外抑菌活性。随着 S 蛋白功能研究的深入

和蛋白表达策略的成熟
［25］，加强穿孔素 S 的应用性

研究必将促进基于噬菌体裂菌系统的抗菌新药的早

日问世
［26］。S 蛋白是研究穿孔素的经典范例，但是

不同细菌噬菌体的穿孔素虽然功能相似，但编码穿

孔素的基因却存在高度的遗传多样性，这决定穿孔

素结构和作用机制的多样性。因此，在参考 S 蛋白

研究思路和成果揭示其它噬菌体穿孔素的功能时，

应具备创新思维。
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Current advance in the topological structure and function
of holin encoded by bacteriophage Lambda—A review

Yibo Shi，Jianhe Sun*

School of Agriculture and Biology，Shanghai Jiaotong University，Shanghai 200240，China

Abstract:The holin-lysin two-step lysis system widely exists in double stranded DNA bacteriophages for the release of
progeny bacteriophage from an infected bacterial cell at the final stage of phage infection． Lambda bacteriophage is a
prototype for studying holin． The S gene in Lambda bacteriophage has a dual-start motif and encodes holin S105 and
antiholin S107． Here，we reviewed the progress in topological structure of holin from Lambda bacteriophage and its
formation of membrane lethal holes． We also discussed the potential of the holin in the control of bacterial infection．
Keywords: Lambda bacteriophage，holin，antiholin，lysis trigger
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