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革兰氏阴性细菌 β-桶状结构外膜蛋白体外折叠的研究进展
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摘要:除了细胞质膜，革兰氏阴性细菌细胞还有一层组成细胞壁的外膜 (Outer Membrane)。膜蛋白是外膜
的主要组成成分之一，绝大多数外膜蛋白是由反向平行的 β-折叠(β-Strands)通过相邻的氢键结合形成的 β-
桶状结构蛋白(β-Barrel Proteins)。这些蛋白既可作为通道蛋白、转运蛋白、酶、受体、毒力因子，也可作为结
构蛋白发挥稳定外膜的重要作用，它们是否正确折叠并整合到外膜对革兰氏阴性细菌的生存至关重要。大
多数外膜蛋白易于重组表达和体外重折叠( in vitro refolding)，并且折叠状态可通过多种方法测定，因此 β-桶
状结构外膜蛋白被当着模式蛋白来研究各类生物和非生物因子对膜蛋白折叠的影响，是膜蛋白研究的一大
热点。本文将从 β-桶状结构外膜蛋白体外折叠的研究方法和影响折叠的因素角度对近年相关研究进展进
行综合述评，最后总结了外膜蛋白体外折叠模式，并结合作者的相关研究结果和观点对该领域的研究前景进
行了展望。
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革兰氏阴性细菌细胞壁组成和结构比革兰氏阳
性细菌更为复杂，除了较薄的肽聚糖层还有外膜层
(Outer Membrane)。外膜层是革兰氏阴性细菌的一
个重要保护屏障，可阻挡大分子物质自由出入细胞，
由外层脂多糖 ( Lipopolysaccharide，LPS)和内层磷
脂组成的双分子膜及镶嵌其中的膜蛋白组成。目前
研究的外膜蛋白几乎都具 有 β-桶状结构 ( β-
Barrel)，通常直接将它们称为外膜蛋白 ( Outer
Membrane Proteins，OMPs)。OMPs 是由反向平行的
β-折叠(β-strands)通过相邻的氢键连接形成的 β-
桶状结构，具有面向脂膜内部的疏水性面和面向桶

状结构内部的亲水性面，各 β-折叠之间由伸向胞外
的长环(Long Loops)和面向周质空间的短环( Short
Loops)连接，β-折叠数一般为偶数(图 1)［1］。除了
跨膜的 β-桶状结构域，有的 OMPs 还有周质空间可
溶性结构域，如大肠杆菌的 OmpA 及其同源蛋
白［2］。

OMPs 在革兰氏阴性细菌的物质运输、保证外
膜完整性、病原菌致病性及多重耐药性等方面发挥
着至关重要的作用，因此详细了解这些蛋白生物合
成过程在抵抗病原菌和充分利用有益微生物等方面
具有重要意义。但胞内( in vivo)研究这一过程的难
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度很大，目前对 OMPs 的折叠与膜整合过程及其影
响因素还所知甚少。所幸多数 OMPs 易于体外重组
表达和重折叠(Ｒefolding)，其折叠状态和折叠动力
学可通过多种方法测定，因此重折叠 OMPs 是了解
各类生物和非生物因子对膜蛋白折叠影响的重要途
径，也是获得膜蛋白晶体的主要方法［3］。另外，具

有通道蛋白功能的 OMPs 体外折叠后因其良好的稳
定性还是很好的纳米孔生物材料［4］。这些因素使
得 OMPs 体外折叠成为外膜蛋白研究的一大热点，
本文将结合作者的相关研究结果和观点对 OMPs 体
外折叠的研究进展进行综合述评。

图 1． 几种代表性的 OMPs 结构图(图中数字代表 β-折叠的数量)［1］

Figure 1． Some representative structures Of OMPs (The numbers indicate the number of β-strands)［1］ ．

1 OMPs 体外折叠研究方法

1. 1 体外重组表达与纯化
OMPs 的 N-末端有将其定位到细胞内膜并经过

内膜的 Sec 系统 ( Secretory Translocation System)转
运到周质空间的信号肽序列，转运的同时被信号肽
酶切除信号肽并释放到周质空间，非折叠状态的
OMPs 通过周质空间的分子伴侣 DegP /Skp 或 SurA
转运系统到达外膜的内侧进行折叠和组装［5 － 6］。在
进行重组表达时，如果保留 N-末端信号肽序列并选
择合适的表达宿主，所表达的 OMPs 会被转运到外
膜，正确折叠和整合到外膜上。但大量 OMPs 整合
到外膜中会影响外膜结构的稳定性和完整性，对细
菌细胞造成损伤，影响其生长，甚至导致宿主细胞裂
解死亡，因此采用这一种重组表达方式表达不易获
得大量的 OMPs。去除 N-末端信号肽的 OMPs 基因
序列克隆到高效表达载体进行大量表达时，会在宿
主细胞质内累积［7 － 8］，由于 OMPs 具有疏水性，累积
的蛋白形成包涵体( Inclusion Body)，不会影响宿主
细胞的生长，容易获得大量重组表达的 OMPs。通
过简单的差别离心分离包涵体，然后用一定浓度的
变性剂或较低浓度的表面活性剂洗涤的方法就可以
获得较高纯度的 OMPs。洗涤后的 OMPs 用变性剂
或强离子型表面活性剂去折叠，然后可通过常规的
蛋白质纯化方法进行纯化以获得更高纯度的蛋白用
于重折叠、结晶等，但在纯化过程中需要使用变性剂

或表面活性剂保持其可溶性，如尿素、盐酸胍、和 N-
月桂酰肌氨酸钠盐等［9］。
1. 2 折叠介质

如上文所述，OMPs 具有双性结构，重折叠时需
要能提供疏水和亲水双相环境的介质。革兰氏阴性
细菌的外膜是由外层的 LPS 和内层磷脂组成的非
对称双分子膜，要在体外用 LPS 和磷脂制备这样的
非对称双分子膜非常困难，而且这一类非对称膜稳
定性一般也很差，因此一般都是用其它能提供双极
性环境的介质，如磷脂和较柔和的表面活性剂等来
代替［10］。由 磷 脂 在 水 溶 液 中 形 成 的 脂 质 体
(Liposome)的脂双分子层 ( Lipid bilayer)和表面活
性剂形成的胶束(Micelle)都可以为 OMPs 提供同时
具备疏水和亲水的双相折叠环境。其它一些两性分
子，如两性助溶剂 2-甲基-2，4-戊二醇也被用来作为
OMP 的折叠介质［11］。
1. 3 折叠状态检测方法
1. 3. 1 SDS-PAGE:大多数 OMPs 具有热修饰性
(Heat modifiability) ，即溶于含 SDS 电泳上样缓冲
液中的 OMPs 经加热( ＞ 95 ℃ ) 再进行 SDS-PAGE
电泳时，其在凝胶中的泳动速度明显较不加热样品
减慢，这一特性常用来判断 OMPs 是否正确折
叠［1，12-14］。热修饰性的具体原因并不清楚，可能由
于 OMPs 外层疏水的 β-桶状结构在不加热情况下对
SDS 变性作用具有抵抗性，保持了其紧密的结构，而
加热后蛋白结构变得疏散，因此在凝胶中的泳动速
度变慢。SDS 可以中断 OMPs 在脂质体中的体外折
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叠，故还可以用 SDS-PAGE 对 OMPs 进行折叠动态
学分析［1］。
1. 3. 2 色氨酸荧光谱:芳香族氨基酸常存在于跨膜
蛋白的脂-水界面，在稳定膜蛋白结构上发挥重要的
作用，芳香族氨基酸与脂膜的疏水相互作用还对膜
蛋白折叠和膜插入有促进作用［16］。色氨酸的荧光
对其所在的微环境非常敏感，当蛋白质中的色氨酸
残基处于极性微环境时，其发射荧光谱在 350 nm 附
近形成一个峰，当色氨酸残基周围的微环境非极性
变强时，其荧光谱的峰会蓝移至 330 nm 处，且荧光
强度大幅度增加。在 OMPs 的脂-水界面处一般存
在数个色氨酸残基，可以作为检测 OMPs 构像变化、
折叠动力学及其与脂膜相互作用的内在荧光
探针［17］。

除了直接利用 OMPs 的色氨酸荧光探针，还可
以结合荧光猝灭(Fluorescence Quenching)和其它光
谱技术来研究 OMPs 折叠过程中的一些细节。例
如，OmpA 有 5 个色氨酸，都位于面向胞外或面向周
质空间的脂-水界面处，Kleinschmidt JH 等使用添加
了烷基链的 6，7-C、9，10-C 和 11，12- C 被溴化的磷
脂制备脂质体，体外折叠 OmpA 的色氨酸单突变体，
利用溴对色氨酸荧光的猝灭作用检测 OmpA 折叠过
程中在磷脂双分子层中的移动情况及其折叠中间体
的形成，这种方法被称为实时荧光猝灭距离测定技
术［18］。他们还在 OmpA 单色氨酸突变体中各色氨
酸相邻 β-折叠对应位置进行单半胱氨酸突变，并以
荧光猝灭物硝酰基自旋标记(Nitroxyl Spin Label)修
饰半胱氨酸，利用低温减缓 OmpA 的折叠速率，通过
测定荧光猝灭程度发现折叠和膜整合的同时 OmpA
的各相邻 β-折叠在不同的时间段相互靠近［19］。色
氨酸荧光还被用于研究 OMPs 与分子伴侣之间的相
互作用，如证明分子伴侣 Skp 通过疏水作用与非折
叠状态的 OmpA 膜整合结构域结合，而不与其周质
空间结构域结合［20］。我们也曾利用色氨酸荧光谱
比较和外加丙烯酰胺后荧光猝灭速率的差异证实了
含 二 十 碳 五 烯 酸 的 磷 脂 会 改 变 Shewanella
livingstonensis Ac10 外膜蛋白 Omp74 的结构(未发表
数据)。
1. 3. 3 圆二色谱 ( Circular Dichroism Spectra，
CD):不同二级结构的蛋白具有各自特征性的圆二
色谱，反向平行的 β-折叠在 218 nm 处有 1 个负吸
收峰，在 195 nm 处有 1 个正吸收峰，而处于无序结

构的蛋白的圆二色谱信号非常弱［21］。因此常用 CD
确认 OMPs 从被变性剂完全去折叠的状态到形成 β-
折叠的变化，还可选择特定波长测定 OMPs 折叠动
态，如 Surrey T 等根据 CD 信号的变化推断出 OmpA
在变性剂稀释的瞬间( ＜ 1 s)即可产生丰富的 β-折
叠二级结构［12］。我们在低温下用 215 nm 的 CD 测
定了 Omp74 的折叠动力学过程，发现在水溶液中形
成的 β-折叠在后期的折叠和膜整合过程中有一个
重新调整的过程，并发现含二十碳五烯酸的磷脂对
Omp74 的 β-折叠形成具有促进作用［7］。
1. 3. 4 其它方法:除了上述 3 种常用方法，傅里叶
共振能量转移、紫外共振拉曼光谱、核磁共振、计算
机模拟和原子显微镜等技术也被用于研究 OMPs 的
折叠过程及其与磷脂或分子伴侣的特异性相互作
用［16，22 － 27］，这些研究技术的利用为 OMPs 折叠提供
了很多其它方法难以获得的信息，如 Kang G 等用傅
里叶共振能量转移研究发现 OmpA 在膜整合前和整
合过程中形成内部孔径较窄的 β-桶状结构，整合后
经过一个较长时间的自身平衡过程后孔径变大［23］。
另外电导、渗透膨胀和酶活性检测等还用于研究具
有特定功能的 OMPs［2］。

2 外膜蛋白体外折叠过程

综合已有的关于 OMPs 体外折叠相关报道及我
们的研究结果，以折叠介质为脂质体为例，可以将
OMPs 的体外折叠过程概括为以下几步 (图 2):(1)
疏水塌缩 (Hydrophobic Collapse)，存在于高浓度的
变性剂(如 8 mol /L 的尿素)中的 OMPs 处于一种完
全去折叠状态，没有固定的二级结构，在稀释变性剂
的瞬间，OMPs 发生疏水坍塌，形成一定含量的 β-折
叠二级结构;(2) 磷脂膜表面吸附，疏水坍塌后的
OMPs 吸附到磷脂双分子膜表面;(3) 二级结构重
组，疏水坍塌形成的二级结构与 OMPs 的跨膜结构
存在较大的差异，因此在膜吸附后需要对二级结构
进行调整为下一步折叠做好准备;我们在用 CD 监
测 Omp74 体外折叠过程中观察到这一调整过程，表
现为 β-折叠 含 量 在 此过 程中先 降 低 后 增 加，
Kleinschmidt JH 等也观察到 OmpA 在吸附到脂膜表
面后存在这一过程，且该过程与脂膜的性状有关，存
在凹凸状表面构造的脂膜能促进该过程的发生［19］，
这与我们发现的含多聚不饱和脂肪酸的磷脂有助于
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二级结构形成的结论一致;(4)膜插入与折叠，经过
二级结构重组，OMPs 插入磷脂双分子膜中，同时形
成 β-桶状结构，这一过程是 OMPs 体外折叠的限速

步骤，磷脂的烃基链组成和特性对这一步骤的影响
很大;(5) 跨膜与膜内平衡，跨膜后经过与磷脂相互
作用与自身平衡，完成折叠。

图 2． OMPs 以脂质体为介质的体外重折叠过程［19］

Figure 2． In vitro refolding process of OMPs into the lipid bilayer of liposomes［19］ ．

3 影响 OMPs 体外折叠的因素

3. 1 折叠介质对折叠的影响
磷脂双分子层是膜整合蛋白存在的介质环境，

两者之间的特异性或非特异性相互作用可能影响膜
蛋白的折叠组装及构象。OMPs 的体外折叠动力学
研究结果表明，磷脂浓度、磷脂的酰基链长度、磷脂
的亲水性头部结构和电荷、磷脂的酰基链饱和程度
(即磷脂双分子层的流动性)和脂质体大小等因素
都会影响 OMPs 的体外折叠效率［1，2，13，15，28］。

以表面活性剂为折叠介质对 OMPs 体外折叠
时，SDS、N-月桂酰肌氨酸钠盐等强阴离子表面活性
剂一般不支持 OMPs 的体外折叠，可能由于这一类
表面活性剂强负电荷的亲水性头部与 OMPs 带负电
荷的氨基酸残基相互排斥阻碍了 OMPs 折叠到胶束
的疏水核。十二烷基麦芽糖苷、n-辛基-β-D-吡喃葡
萄糖苷和 SB3-14 等中性和双离子性表面活性剂一
般支持 OMPs 的折叠［29］。
3. 2 pH 值的影响

OMPs 都在偏碱性条件下折叠效率更高，但 pH ＞
10 时折叠效率又会下降［12］。分析其原因可能是
OMPs 的 pI 值大多在 6 左右，在 pH ＜ 10 的碱性条件
下蛋白表面的负电荷增强，有利于阻止蛋白聚集沉
淀，使得蛋白折叠效率提高，而当 pH 值进一步增加，
OMPs 的精氨酸残基被去质子化，蛋白表面的负电荷
过强，电荷间的排斥力反而阻碍蛋白的折叠［15］。pH
值的改变还可以导致某些 OMPs 构象发生微小的变
化，从而调节其亲水通道的开和闭［30 － 31］。
3. 3 温度的影响

在不影响折叠介质的特性的前提条件下，大多

数 OMPs 在较高的温度时折叠效率更高，但也有一
部分 OMPs 表现出相反的行为，在高温下折叠效率
反而降低了［1］。温度除了影响 OMPs 折叠效率，也
可调节一些 OMPs 的结构变化，如 OmpA 和 OprF 在
＜ 37 ℃条件下折叠形成电导率低的慢性通道结构，
而在温度 ＞ 37 ℃时折叠成电导率高的结构［13］。
3. 4 分 子 伴 侣 及 BAM ( β-barrel assemble
machinery) 蛋白复合体对体外重折叠的影响

OMPs 在细胞质中合成，经过 Sec 系统转运到
周质空间后，再通过分子伴侣 DegP /Skp 或 SurA 转
运系统到达外膜的内侧进行折叠和组装［5-6］。分
子伴侣最后将 OMPs 传递给折叠组装辅助因子
BAM 进行折叠，BAM 复合体由 5 种单体组成，分
别被命名为:BamABCDE，其中 BamA 和 BamD 是
关键组成［32］。

分子伴侣 Skp 结合未折叠状态的 OmpA，它可
防止 OmpA 过早聚集沉淀，并可利用自身的正电荷
促进 OmpA 定位到带负电荷脂膜表面，提高膜整合
和折叠效率［33］。用脂质体对 PagP 进行的体外折叠
研究结果也表明，Skp 能阻止其在亲水溶液中的聚
集沉淀，而它是否促进 PagP 折叠还受磷脂酸的组成
和折叠缓冲液离子强度的影响［17］。与 Skp 结合的
OmpX 结构与化学试剂变性的 OmpX 结构类似，进
一步证明了分子伴侣有防止 OMPs 沉淀的功能［26］。

Hagan CL 等纯化了 BAM 复合体，研究其对外
膜蛋白酶 OmpT 的体外折叠效率的影响，结果显示
只有当 BAM 复合体的所有单体都存在时 OmpT 的
折叠效率最高，并且折叠体系中还需要添加分子伴
侣 SurA 将 OmpT 转运到膜上进行折叠［34］。整合在
脂质体中的 BamA 能促进与分子伴侣 Skp 结合的
OmpA 体外折叠，而且能消除磷脂酰乙醇胺对 OmpA
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折叠的抑制作用［35］。
体外折叠研究还发现 OmpA 的可溶性结构域在

其折叠过程中扮演着分子伴侣的角色，通过降低蛋
白的 β-桶状结构域聚集沉淀来提高其体外折叠效
率，当采用大分子物质模拟胞内的 crowding 条件进
行折叠时，这种效应更为显著［36 － 37］。

4 外膜蛋白体外折叠的研究前景

蛋白质只有正确折叠成其特定的天然结构才能
执行正确的生物学功能，了解蛋白质的折叠机理不
仅具有重要的科学意义，而且在医学及生物工程领
域具有极大的应用价值。OMPs 是蛋白折叠研究领
域一个非常有研究前景的模型，其易于表达和重折
叠的特性可用于膜蛋白折叠动力学、稳定性、与磷脂
的相互作用及环境影响因素研究。虽然体外折叠与
胞内折叠存在很多差异，但是通过体外折叠获得的
很多信息能用于推测胞内 OMPs 的折叠过程及影响
因素。在线粒体中也有 OMPs，折叠全过程的了解
还可增强对膜蛋白折叠错误和变性的认识，从而理
解某些疾病的发生和病原菌的致病机理。OMPs 结
构具有良好稳定性与均一性，因此是纳米孔的良好
材料，可用于传感技术。

关于外膜蛋白的折叠、膜整合及与磷脂的相互
作用研究近年来已经取得诸多进展，但是仍然有很
多空白有待探索: ( 1 )最近 Nicholas N 等获得了
BamA 的晶体结构，发现其跨膜的 β-桶状结构面向
磷脂双分子层处存在可开合的缺口［38］，这是关于外
膜蛋白折叠研究的重大突破，但还需要验证这一缺
口是否在 BamA 协助其它外膜蛋白折叠过程中起到
向磷脂膜释放折叠后的 OMPs 的功能，而体内研究
很难进行这样的验证，需要通过体外折叠体系来进
行;(2)OMPs 折叠过程中，其面向胞外的亲水性长
环是如何跨过疏水的磷脂双分子层也是很有意思的
课题;(3)OMPs 的体外折叠动力学很大程度上受磷
脂双分子膜的特性影响，反过来磷脂膜的特性本身
除了磷脂组成外还受膜周蛋白、膜镶嵌蛋白影响，因
此研究分子伴侣、BAM 复合体的各组分和其它各种
周质空间蛋白与磷脂间的相互作用及其对 OMPs 折
叠的影响非常重要;(4)膜蛋白中一些特殊氨基酸
在外膜蛋白折叠中的作用也是体外折叠研究的一个
重要方向，如上文提到的色氨酸。我们对 Omp74 的

6 个色氨酸单突变体的体外折叠研究发现，位于胞
外长环上的一个色氨酸单突变体在以脂质体为折叠
介质时折叠效率急剧下降，但在以表面活性剂为折
叠介质时折叠效率却没有变化，说明外膜蛋白上不
同位置的色氨酸在折叠过程中还存在协同作用，而
且这种协同作用可能需要磷脂分子的参与(未发表
数据)。总之，体外折叠研究是解开革兰氏阴性细
菌、叶绿体和线粒体的外膜蛋白折叠过程不可缺少
的途径之一，还有待进一步开展更多的相关研究。
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The in vitro refolding of β-barrel outer membrane protein
of gram-negative bacteria -A review

Xianzhu Dai，Nana Shao，Feng Luo*
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Chongqing 400715，China

Abstract:A cell of gram-negative bacteria is surrounded by two layers of membrane，the inner membrane and the outer

membrane． Proteins are the major composition of outer membrane． Many outer membrane proteins carry a trans-membrane

β-barrel structure that formed by multiple anti-parallel β-strands connected with hydrogen bonds． These proteins can act

as porins，transporters，enzymes，receptors，virulence factors and structural proteins． Therefore，their correct folding and

membrane integration are important for the survival of gram-negative bacteria． Most β-barrel outer membrane proteins

could be easily expressed recombinantly and refolded in vitro under certain conditions． The in vitro folding processes could

be monitored and investigated through many ways，which makes outer membrane proteins become a model system to study

the effects of abiotic and biological factors on the folding of membrane proteins． In this article，the research progress on

the in vitro refolding of outer membrane proteins are reviewed from the aspects of refolding methods，the factors that affect

folding processes and experimental methods． Finally，the research prospects in this field are discussed．
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