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革兰氏阴性细菌 β-桶状结构外膜蛋白折叠与组装的研究进展
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西南大学生物能源与环境修复研究中心，重庆 400715

摘要:β-桶状结构外膜蛋白是革兰氏阴性细菌细胞外膜层的主要组成部分，在营养吸收、维持外膜完整性、病
原菌致病性及多重耐药性等方面发挥着重要的作用，对细菌的存活至关重要。详细了解这些蛋白的合成、折
叠与组装到外膜的过程在增加筛选抗病原菌药物靶位、增强有益菌的生物活性等方面具有重要意义。本文
对近年来革兰氏阴性细菌 β-桶状结构外膜蛋白的合成、转运、折叠及组装到外膜过程的研究结果进行了综
合论述，重点叙述了 β-桶状结构外膜蛋白组装复合体的研究进展，并在此基础对这一类蛋白的折叠与膜整
合过程提出一些新的见解，便于读者快速、全面了解该领域的最新发现和发展。
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革兰氏阳性和阴性细菌细胞结构的最大的区别
就是前者的细胞壁主要由较厚而致密的肽聚糖组
成，后者的细胞壁成分和结构更为复杂，除了较薄的
肽聚糖层还有外膜层(Outer Membrane)，在外膜和
细胞质膜之间有一个明显的空间，称为周质空间
(Periplasmic Space)。外膜与外界环境直接接触，主
要由外层脂多糖 ( Lipopolysaccharide，LPS)和内层
磷脂组成的双分子膜及膜蛋白组成，阻挡有害物质
自由出入细胞，是革兰氏阴性细菌细胞的重要保护
屏障。跨膜的外膜蛋白几乎都是 β-桶状结构 ( β-
barrel)，通常直接称为 ( Outer Membrane Protein，
OMPs)。

OMPs 是由 8 － 24 个偶数反向平行的 β-折叠
(β-strands)通过相邻的氢键形成的 β-桶状结构蛋
白，β-折叠主要是由面向膜磷脂的疏水性氨基酸和

面向桶状结构内层的亲水性氨基酸构成的双性
( amphipathic)结构，各 β-折叠之间由面向细胞外的
长环 ( Long Loops)和面向周质空间的短环 ( Short
Loops)连接(图 1)［1］。OMPs 的合成、转运与正确
折叠到外膜中对革兰氏阴性细菌来说是一个巨大
的挑战，因为 OMPs 在细胞质内合成后，需要跨过
细胞内膜，穿越周质空间，最后在折叠辅助装置的
协助下正确的折叠和整合到外膜中形成 β-桶状结
构。关于 OMPs 折叠和整合到外膜的过程一直以
来所知甚少，但近十多年来随着生物学研究技术
的发展，涌现了大量关于其在体内外折叠组装相
关的研究报道，通过这些研究结果 OMPs 的折叠与
组装机制已可初见端倪。本文将对 OMPs 的合成、
转运、折叠及组装到外膜过程相关的最新研究结
果进行综合评述。
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图 1． β-桶状结构外膜整合蛋白结构示意图［1］

Figure 1． The structure of an outer membrane integrated β-barrel

protein［1］ ．

1 β-桶状结构外膜蛋白的功能

根据功能可将 OMPs 分为: ( 1 ) 通道蛋白
(Porin)，作为一些小分子营养物质进入细胞的通
道，包括非特异性的孔蛋白 OmpF、OmpC、PhoE 和仅
允许特异性底物通过被动扩散或主动运输的方式通
过的物质运输通道，包括 LamB，ScrY 等;(2)自传递
体 ( Autotransporter ) C-末 端 的 传 输 结 构 域
( Transporter domain )，用 于 分 泌 其 N-末 端 的
Passenger 结构域;(3)转运子(Translocon)，在多肽、
药物或其它分子的外排过程中发挥作用，如与病原
菌多重抗药相关的 TolC;(4 )酶类，主要是蛋白酶
OmpT 和磷脂酶;(5)结构性 OMPs，包括与肽聚糖形
成、OMPs 组装及传输和组装菌毛 ( Pili) 相关的
Usher 蛋白及直接与外膜的刚性和完整性有关的蛋
白(如 OmpA)等;(6)粘附因子( adhesins)及噬菌体
的受体( acceptors)等［1 － 2］。当然，这种分类也不是
绝对的，有的蛋白具有多重功能，如有的结构性
OMPs 也被发现与致病菌的毒力和耐药性有关，这
也更突显出 OMPs 的研究在寻找新的对抗病原微生
物的药物和方法中的重要性。

2 β-桶状结构外膜蛋白的胞内合成及
转运

OMPs 的 N-末端有将其定位到细胞内膜的信号
肽序列，在细胞质中合成后，非折叠状态的 OMPs 经

过 Sec 系统 ( Secretory Translocation System) 转运到
周质空间，同时被信号肽酶 I( SPase I)切除信号肽
序列，释放到周质空间的 OMPs 通过分子伴侣
DegP /Skp 或 SurA 转运系统到达外膜的内侧进行折
叠和组装［3 － 4］(图 2)。DegP /Skp 和 SurA 可防止蛋
白错误折叠或聚集沉淀，其中 DegP 兼具蛋白酶和
分子伴侣的功能，可根据结合底物的折叠状态调整
其功能，SurA 属于肽基脯氨酰异构酶家族(Peptidyl-
prolyl Isomerase Family)，兼有分子伴侣的活性，Skp
是常见的分子伴侣，以三聚体的形式结合非折叠状
态的 OMPs，而不能与细胞质蛋白或周质空间蛋白
结合［5 － 6］。基因多重敲除实验结果表明，DegP 与
Skp 形成一条 OMPs 转运途径，而 SurA 形成另外一
条转运通路，只要保留二者之一，就不会对细胞造成
致死性的损害［7］。DegP /Skp 与 SurA 转运途径的重
要性与细胞的生长环境有关，正常生长情况下，SurA
转运途径更重要，而在受到不良环境胁迫时，DegP /
Skp 发挥更重要的作用［8］。

图 2． β-桶状结构外膜整合蛋白合成、转运及折叠与组装示

意图
Figure 2． Schematic overview of the biogenesis of OMPs．

3 β-桶状结构外膜蛋白的折叠与组装

被运输到外膜内侧后，OMPs 需要正确折叠并
组装到外膜中。体外折叠实验表明，大多数 OMPs
可以在没有任何能量输入、没有分子伴侣的情况下
自动折叠和组装到磷脂双分子膜或表面活性剂的胶
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束(Micelles)中，说明 OMPs 的折叠也是由其氨基酸
序列决定的［9 － 10］。但体外折叠速率非常缓慢，常常
需要数小时才能完全折叠，这在体内不可行。最近
发现的 OMPs 折叠组装辅助因子 BAM ( β-Barrel
Assembly Machinery)复合体对 OMPs 体内折叠至关
重要，体外折叠实验结果表明 BAM 复合体能提高
OMPs 的折叠效率，基因敲出实验结果表明 BAM 复
合体的缺失会导致 OMPs 在周质空间异常聚集沉
淀，最终导致细胞死亡［4，11 － 13］。

BAM 复合体由 5 种蛋白组成，Knowles 等将它
们分 别 命 名 为: BamA、BamB、 BamC、 BamD 和
BamE［14］。BamA(也被称为 Omp85)是 BAM 的核心
结构单元，其它单体都是直接或间接与 BamA 作用
的脂蛋白，通过与其共价结合的脂肪链锚定在外膜
上。各个单体都在 OMPs 的生物合成过程中发挥作
用，但仅 BamA 和 BamD 在细菌细胞存活和外膜生
物合成过程中是必需的，其它单体的缺失会导致
OMPs 折叠和组装受损，但不致死［15 － 16］。BAM 复合
体识别 OMPs 的 C-末端信号序列 X-Z-X-Z-X-Z-Tyr-
Z-Phe /Trp，其中 X 是疏水性氨基酸，Z 是任意氨基
酸，不同的细菌种群这一序列有少量的差异，来源于
同一个种群的 BAM 复合体只能识别同源的 OMPs
信号序列［17］。需要指出的是，有的 OMPs 由膜整合
结构域和非膜整合结构域构成，此处提到的 C-末端
信号序列指位于膜整合结构域的 C-末端氨基酸序
列。

目前还不知道 BAM 复合体促进 OMPs 折叠和
膜插入的详细机理，但是最近几年获得的 BAM 复合
体各单体结构及其相互作用的相关信息和基因突变
或敲出实验得出的推论，为解开 OMPs 的折叠和组
装之谜奠定了重要的理论基础。
3. 1 BamA

BamA 是 BAM 复合体中最重要的核心组成部
分，存在于所有的革兰氏阴性细菌中，并具有高度的
保守性，它的缺失是致死的［18］。BamA 由 C-末端整
合到外膜的 β-桶状结构域和 N-末端面向周质空间
的 5 个 POTRA( Polypeptide Transport-Associated)结
构域组成，从 N-末端到 C-末端方向依次被命名为
POTRA1 － POTRA5，例外的是蓝细菌的 BamA 只有 3

个 POTRA［19］。各 POTRA 之间的链接结构具有极
强的柔性，从而使得它们具有移动性和延伸性，可作
为 BamA 与 BAM 复合体的其它单体的结合位点，还

可通过 β-片层结构间的相互作用(β-augmentation)
特异性的结合处于未折叠状态的 OMPs［18，20 － 22］。
基因敲除实验结果表明，在不同的菌中，各 POTRA
的重要性不同，在 Neisseria meningitidis 中，除了
POTRA5，其它 4 个 POTRA 的缺失或突变仅稍微降
低 OMPs 折叠的效率，对其折叠过程没有决定性的
影响［23］。而在 Escherichia coli 中有 3 个 POTRA 对
蛋白折叠都是必须的，另外 2 个单体的缺失导致菌
体生长受阻［24］。也有人认为，在革兰氏阴性细菌细
胞中可能还存在其它的结构单元与处于未折叠状态
的 OMPs 相互识别。POTRA 与 BAM 复合体其它各
组分，特别是 BamB 的绑定也相关。显然很多时候
并不需要 5 个 POTRA 共同作用，但几乎所有的革兰
氏阴性菌都有 5 个 POTRA，可能为折叠较大的
OMPs 时提供更大的绑定面积。
3. 2 BamB

BAM 复合体中 BamB 的功能和结构研究的最
为详细，BamB 与 BamA 的 POTRA2 － 4直接接触，形成
β-propeller，可能协调 BamA 的 POTRAs 与复合体的
其它单体及折叠底物的结合强度，BamB 的缺失会
减少正确折叠和组装到外膜的蛋白量，但不致死
［22，25 － 26］。BamB 缺失突变株和 SurA 的缺失突变株
有类似的表型，表明 BamB 还可能与 SurA 相互作
用，将未折叠的 OMPs 传递给 BamA［27］。BamB 和
SurA 同时缺失或 BamB 与 DegP 同时缺失对细胞都
是致死的［28］，如上文所述 SurA 与 DegP 都是周质空
间中传递未折叠 OMPs 到外膜的分子伴侣，因此可
推测 BamB 是在 OMPs 折叠的初始阶段发挥作用。
由于受 BamB 缺失影响的都是较大的 OMPs(16 － 24
个 β-片层)，也有人推测 BamB 可增强 BAM 复合体
结合底物的容量。BamB 的晶体结构分析也表明存
在蛋白相互作用位点，说明它具有结合底物功能的
可能性［25 － 26］。
3. 3 BamC

BamC 在 γ-变形杆菌中高度保守，它的缺失会
影响部分 OMPs 的折叠，但不致死［29］。非变性凝胶
电泳结合蛋白印迹杂交技术研究结果表明 BamC 的
缺失会影响 BAM 复合体的稳定性［30］。限制性蛋白
酶解分析(Limited Proteolysis)和核磁共振结构分析
发现 BamC 的 C-末端和 N-末端形成独立的 2 个结
构域，中间以高柔性的 linker 链接，具有高度构象可
变性，N-末端 70 － 100 个氨基酸残基片段无固定的
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构象［31 － 32］。与 BamD 的复合结晶分析也表明，其
N-末端在复合结晶形成中至关重要，而且与预测的
BamD 底物结合位点重合，因此推测 BamC 可能有调
节底物结合的功能［33］。有意思的是，BamC 的很大
一部分结构被发现暴露在细胞表面，具有到目前为
止还未发现过的细菌脂蛋白结构［30］，这种特殊的结
构可能在跨膜的 OMPs 折叠和组装过程中具有重要
的意义，但具体的功能和结构还有待进一步研究。
3. 4 BamD

BamD 是 BAM 复合体中必需的脂蛋白单体，也
是脂蛋白单体中保守性最强的，与折叠底物 OMPs
直接接触，其缺失是致死的［18］。已有的研究结果表
明，BamD 与 BamA 的 POTRA5、BamC 和 BamE 相互
作用，其立体结构主要是由 α-螺旋和 5 个 34 肽重
复序列 (Tetratricopeptide Repeat) 构成，可特异性的
识别和结合双极性多肽序列，可能在识别与结合外
膜蛋白 C-末端保守信号序列中起着关键的作用［33］。
3. 5 BamE

BamE 是 BAM 复合体中最新发现的单体，可能
以二聚体的形式存在，不是 BAM 的必需组分，它的
缺失仅引起轻微的 OMPs 折叠缺陷［15］。在缺失
BamE 的情况下，BAM 复合体的稳定性降低，表明它
的功能是维持复合体的结构稳定性，E． coli 的
BamB 和 BamE 双重缺失突变株表现出条件致死性，
BamA 的折叠亦受到严重影响，对蛋白酶解抵抗性
降低，但 BamA 的 β-桶状结构域单个氨基酸的突变
即可回补这种因 BamBE 缺失引起的缺陷，从另一个
角度证明了 BamA 的中心作用［15，34］。核磁共振谱
分析显示 BamE 特异性的与磷脂酰甘油结合，结合
位点与 BamD 的相互作用位点部分重合，可见 BamE
可能通过与 BamD 的相互作用调节 BamA 的构象和
稳定性［20］。磷脂酰甘油可促进 OMPs 体外折叠的
膜插入效率，BamE 可能在体内通过向复合体提供
磷脂酰甘油从而提高膜插入效率［35］。我们对低温
菌 Shewanella livingstonensis Ac10 的外膜蛋白 Omp74
的研究中也发现，含多聚不饱和脂肪酸二十碳五烯
酸的磷脂在体外可促进 Omp74 的二级结构的形成，
提高其折叠效率，而且还影响 Omp74 在体内的结
构［36］，可见与 BamE 特异性结合的磷脂质的确有可
能影响 OMPs 的折叠与组装过程。
3. 6 β-桶状结构外膜蛋白折叠与组装模式

综合现有的研究结果，研究者们提出了多种不

同 OMPs 折叠组装模式［14］:(1)BamA 孔内折叠模式
( the Pore-folding Model)，BAM 复合体的其它单体及
分子伴侣协作将 OMPs 引入 BamA 的 β-桶状结构孔
腔内折叠然后释放到膜中，这一模式存在的问题是
BamA 的孔腔大小并不足以容纳处于折叠状态的
OMPs，另外折叠后的 OMPs 的释放用这一模式也很
难实现; ( 2 ) 复合体孔内折叠模式 ( the Complex
Pore-folding Model)，外膜折叠的环境不是 BamA 的
桶状结构内部，而是在 BAM 形成多聚体之间的空
腔，这一模式可以很好的解决第一种模式中存在的
两个问题;(3)模板模式( the Barrel-folding Model)，
BamA 为 OMPs 的折叠提供模板，这一模式实际上跟
其它模式并不矛盾，在其它模式所设定的机制下，
BamA 同样可以作为 OMPs 的折叠模板;(4)分子伴
侣折叠模式 ( the Chaperone-folding Model)，周质空
间的分子伴侣，特别是 DegP，在转运 OMPs 的过程
中就将其折叠完毕，这一模式与 SurA 可替代 DegP /
Skp 分子伴侣转运途径的实验结果存在矛盾，从能
量消耗的角度考虑也不合理; ( 5 )辅助模式 ( the
Accessory Folding Model)，BAM 复合体负责折叠
OMPs，然后将折叠好的蛋白交给分子伴侣插入外膜
中，分子伴侣中 DegP 最有可能协助 OMPs 插入外
膜，如果是这样，这一模式又与 SurA 可替代 DegP /
Skp 分子伴侣转运途径的实验结果存在矛盾。

4 β-桶状结构外膜蛋白生物合成过程
模式的改进

使用脂质体( Liposome)对 OMP 的体外折叠实
验表明 OMP 先吸附在磷脂膜的表面形成部分 β-片
层的二级结构并相互靠近，然后再在跨膜的同时形
成 β-桶状结构［10］，并且脂膜上预先存在的 OMPs 能
提高折叠效率［37］。可以将 OMPs 体外折叠的研究
结果与文中所叙述的 BAM 复合体相关研究结果结
合得出如下的 OMPs 的生物合成过程(图 2)。

(1)OMPs 在核糖体上合成后被导向内膜的 Sec
转运子，通过内膜的同时信号肽被切除，然后以非折
叠的状态被分子伴侣 Skp 或 DegP /SurA 运送到
BAM 复合体;(2) BamD 识别 OMPs 的 C-末端标定
序列，将 OMPs 传递给 BamA，必要时 BamBCE 可为
底物结合提供更多的位点或调节 BamD 的底物结合
能力;(3)然后 BamA 的 POTRAs 与底物结合并将其
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导向到由 2 个以上 BAM 复合体聚集形成的 β-桶状
结构围成跨膜的疏水性内腔，该疏水性内腔既为
OMPs 提供一个折叠的支架，也可为 β-折叠的提供
折叠模板，当然 BAM 的其它单体也可能参与这一过
程，如 BamE 可吸引磷脂促进底物结合或提高折叠
效率，这些因素使得 OMPs 可以实现快速跨膜和折
叠;(4)最后折叠好的 OMPs 通过 BAM 复合体在膜
内的移动从 BamAs 间的疏水腔释放到膜中进行自
我平衡完成整个折叠过程，这种 OMP 折叠并整合到
膜中后自我平衡过程曾被傅里叶能量共振转移测量
体外折叠的 OmpA 证明［38］，磷脂的烃基链组成和膜
内其它蛋白组分可能通过影响 BamAs 在膜中的横
向移动。

5 β-桶状结构外膜蛋白生物合成过程
中 BAM 复合体与磷脂相互作用的研究
前景

目前关于 OMPs 在外膜上的折叠和组装相关研
究主要限于 BAM 复合体的结构和功能，但却很少有
人考虑到磷脂的组成对 BAM 复合体及其功能的影
响。我们对 S． livingstonensis Ac10 的磷脂组成、二
十碳五烯酸合成缺失突变与膜蛋白组成分析结果显
示，磷脂的组成会受培养的温度、盐度等各种外界因
素影响，二十碳五烯酸一种脂肪酸的缺失就会导致
Ac10 的膜蛋白组成及部分膜蛋白结构发生改
变［36］。BAM 复合体的核心组成部分 BamA 是跨膜
蛋白，存在于磷脂双分子层中，而磷脂的烃基链组
成，如烃链长度、饱和度和亲水头部的大小等会导致
磷脂双分子层的流动性、亲水性头部间和疏水性烃
链间的侧向压力等发生改变，从而在很大程度上影
响镶嵌在磷脂膜中的蛋白质构象及其在膜中的侧向
移动能力，因此今后研究 BAM 复合体的结构及其单
体间的相互作用研究的同时，探索磷脂的组成对
BAM 复合体各单体的构象和它们相互作用的影响、
对 OMPs 生物合成的影响可能会是另外一个解开
OMPs 外膜折叠与组装之谜的良好途径。

遗憾的是，到目前为止还未见关于磷脂与 BAM
复合体相互作用的相关报道，其实可以通过体内原
位研究和体外重折叠系统两种方式进行这方面的研
究。体内研究可以采用对 BAM 复合体中各组分的
定点突变，结合限制性蛋白酶切、蛋白印迹杂交等方

法进行，整合在膜里的 BamA 由于细胞外膜的保护，
对蛋白酶 K 的降解具有一定的抵抗力，Rigel 等用这
些方法证明了 BAM 复合体中的脂蛋白单体在 OMP

折叠过程中会影响 BamA 的构象［39］，如果再结合对
特定磷脂成分的缺失突变，就可以研究磷脂组分对
BAM 复合体的影响。在线粒体中就采用缺失突变
的方法获得了磷脂组分，如磷脂酰乙醇胺和心磷脂
对其外膜蛋白生物合成的影响。如果要想知道某些
特殊的脂肪酸对 BAM 复合体的共价修饰，可以合成
相应的探针，用动态组合化学(Click Chemistry)的方
法进行研究。我们曾经合成二十碳五烯酸的探针，

通过动态组合化学结合免疫共沉淀的方法发现 S．
livingstonensis Ac10 中的多种重要的膜蛋白被二十
碳五烯酸修饰(未发表数据)。但由于细菌细胞膜
的结构与组成复杂，很多时候胞内原位研究磷脂与
膜蛋白的相互作用比较困难，特别是当研究磷脂膜
仅仅引起 BAM 复合体的轻微构象变化或对 OMPs
折叠效率有影响的时候。这种情况下可以采用含特
定磷脂的脂质体胞外重折叠系统结合 OMPs 体外折
叠常用方法进行，如 SDS-PAGE、色氨酸荧光光谱分
析、核磁共振分析、傅里叶能量共振转移分析等。我
们用体外折叠系统结合 CD、荧光猝灭、限制性酶切
分析等方法曾发现脂质体中 5%摩尔百分含量二十
碳五烯酸的磷脂就可以引起外膜蛋白 Omp74 的构
象变化 (未发表数据)。McMorran 等也通过 OMPs
体外重折叠系统表明磷脂与分子伴侣 Skp 之间的静
电相互作用可促进 Skp 传递 OMPs 到膜上［40］。
BAM 复合体可以在 E． coli 中大量表达，然后以复
合体的形式纯化并整合到脂质体中促进外膜蛋白折
叠［16］。可见体外研究 BAM 复合体与磷脂的相互作
用及其对 OMPs 折叠效率的影响是可行的。当然，
通过巧妙的实验设计，还有很多其它生物学研究方
法可以利用，此处限于篇幅不再赘述，希望能起到抛
砖引玉的作用，在不久的将来外膜蛋白折叠与组装
过程不再是一个谜。
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Research progress on the folding and membrane-insertion
mechanisms of β-barrel outer membrane protein of gram-
negative bacteria-A review
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Abstract:β-Barrel outer membrane proteins are the major components of the outer membrane of Gram-negative bacteria，
which are in contact with the extracellular environment directly． β-barrel outer membrane proteins play key roles in
nutrients absorption and keeping membrane integrity． They are also involved in the pathogenicity and multiple-antibiotic
resistance of pathogenic bacteria． Therefore，β-barrel outer membrane proteins are very important for the survive of
bacteria cells，and full understanding of the biosynthesis，folding and membrane insertion of these proteins is of great
significance for fighting against pathogenic bacteria and utilization of beneficial bacteria． In this article，the research
progress on the biosynthesis in cytoplasm，the translocation across the inner membrane，transportation to periplasm and the
folding and membrane insertion of β-barrel outer membrane proteins are reviewed，and the progress on the study of OMPs
assembly machinery is emphasized．
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