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本实验室主要从事线粒体蛋白质量控制与疾病研究。目前的主要研究方向

有: ATP依赖的Lon及ClpXP蛋白酶维护线粒体基因组稳定及控制蛋白质量

的分子机制的研究、线粒体蛋白酶与肿瘤发生发展及神经退行性疾病的

相关性、以Lon和ClpXP蛋白酶为靶点的相关药物的筛选及肿瘤抑制因子

hTid1对于Jak/Stat信号通路的调控机制等。

http://jsxy.wzmc.edu.cn/show.asp?id=748
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摘要      Caseinolytic protease(ClpP)是一种包含丝氨酸蛋白酶催化三联体结构域的ATP依赖的

蛋白水解酶, 广泛存在于原核生物以及真核生物的线粒体和叶绿体中。它通常与AAA+家族的分子

伴侣ClpX结合形成ClpXP蛋白酶复合物, AAA+家族成员能利用水解ATP提供的能量将蛋白底物去

折叠, 随后将底物分子转移至ClpP蛋白酶的水解腔体进行降解。ClpP蛋白酶对细胞内蛋白质量控

制及维持体内稳态起到至关重要的作用。该文综述了近年来有关ClpP蛋白酶在结构、功能以及与

细菌毒力的关系和有关药物开发等方面的研究。
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Progress in the Studies of ClpP: from Bacteria to Human Mitochondria

Chen Lin1,2#, Lan Linhua1,2#, He Haidong3#, Chen Zhibo3, She Shiqi3, Liu Yongzhang1,2, Lü Bin1,2*
(1Institute of Biophysics, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China; 

2School of Laboratory Medicine and Life Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China;
3The Second Clinical Medical School, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China)

Abstract       Caseinolytic protease (ClpP) is an energy-dependent serine protease. It is highly conserved 
throughout bacteria to eukaryotic mitochondria and chloroplasts. ClpP is usually in association with AAA+ family of 
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molecular chaperone to form ClpXP complex. The members of this family use the energy of ATP hydrolysis to un-
fold protein substrates and translocate them through a central pore and into the degradation chamber of ClpP. They 
play a vital role in the protein quality control within mitochondrial matrix and the maintenance protein homeostasis. 
Here, we reviewed recent studies on the structures and functions of ClpP, as well as the bacterial virulence. We also 
summarized the studies of ClpP as a drug target for novel antibiotics, the potential target as an anti-cancer and treat-
ment of neurodegenerative diseases. 

Key words        mitochondria; ClpP; ClpX; protein quality control; AAA+ chaperones

AAA+家族蛋白(ATPases associated with diverse 
cellular activities, 与多种细胞活性相关的ATP酶)通
过利用ATP产生的能量与底物蛋白分子结合, 并进

一步水解底物分子, 这对于维持机体的正常代谢和

适应各种应激反应起着重要的作用。该家族成员包

括Clp复合物家族(ClpXP、ClpAP、ClpCP和HslUV
等)、FtsH、PAN/20S、Lon和26S蛋白酶体等。其中, 
Clp复合物家族在物种进化过程中是高度保守的, 从
细菌基质到人类线粒体中都能检测到该蛋白酶的同

源类似物。该复合物主要由两部分构成, 即由ClpP
蛋白酶亚基和Clp ATP酶亚基构成。ClpP蛋白酶是

细胞内一种重要的热休克蛋白(heat-shock protein), 
在体内主要发挥蛋白水解酶作用, 降解异常蛋白或

短寿期蛋白。ClpP作为蛋白酶亚基常与ATP酶亚基

(ClpA/ClpX等)结合成Clp复合物, 共同行使蛋白酶

的功能。Clp复合物是由两个堆积的同质寡聚ClpP
七聚体环面对面堆积而成, 六聚体环的Clp ATP酶分

子伴侣聚合在该十四聚体的一端或两端组合为Clp
全酶复合体。作为一种重要的蛋白水解酶, ClpP参
与蛋白高级结构的正确折叠, 降解体内受到损伤的

蛋白, 对维持机体代谢平衡具有重要的意义。

1   ClpP蛋白酶的发现
目前对ClpP蛋白酶的研究主要集中于细菌。

ClpP基因首次发现于大肠杆菌中[1], 该基因编码207
个氨基酸的ClpP蛋白分子, 在自我剪切掉N-端的14
个氨基酸后成为21.5 kDa的成熟ClpP蛋白酶。在机

体内, 只有成熟的ClpP才能发挥蛋白酶的作用[2]。

ClpP虽然具有丝氨酸活性位点, 但单独存在的ClpP
蛋白酶仅能降解小于5个氨基酸的多肽分子, 该蛋白

在降解全长的去折叠的蛋白(如α-casein)时效率很

低。ClpP蛋白能与ClpA或ClpX等ATP酶结合为Clp
复合物, 复合物的形成能更为有效地降解复杂的多

肽和折叠的蛋白。

在大肠杆菌体内, ClpP和AAA+分子伴侣构成

Clp复合物, 如ClpXP和ClpAP。AAA+蛋白同时也属

于HSP/Clp分子伴侣家族的成员[3], 该家族成员能利

用水解ATP提供的能量将底物蛋白去折叠, 并把去

折叠的多肽转移到ClpP蛋白的活性催化位点, 随后

将底物蛋白降解为小片段而释放出来[4]。

Clp蛋白酶全酶复合物组装的具体过程为: 首
先由两个同质七聚体环ClpP组成核心分子, 然后在

该核心分子的两极可自由结合一个或两个同质六

聚体Clp ATP酶分子, 这样就构成了具有完整活性的

Clp蛋白复合物。ClpA分子大小为83 kDa, 带有两个

AAA+结构域。ClpX分子大小为46 kDa, 它仅携带一

个AAA+结构域。ClpA/ClpX作为分子伴侣能特异

性地识别底物并将其去折叠, 去折叠的多肽被运输

到ClpP蛋白中心水解腔进行水解。有趣的是, 蛋白

的去折叠和将去折叠的多肽转移通过分子伴侣需要

ATP水解提供能量, 而水解去折叠的多肽则不需要

ATP水解供能。ClpA/ClpX等分子伴侣的结合和去

折叠机制目前不是十分清楚, 在细菌中还发现有其

他的ClpA同源类似物, 包括ClpC、ClpL和ClpE等[5]。

在大肠杆菌中, ClpA与ClpP的亲和能力是ClpX
与ClpP的2倍, 同质ClpA六聚体环和同质ClpP十四

聚体环的最佳结合比例是2:1[6], ClpAP可以非特异

地降解蛋白底物为7~10个氨基酸残基的产物, 该过

程需要ATP水解供能和Mg2+的参与[7]。ATP能结合

在ClpA蛋白的两个不同的结构域, 结合在其中一个

结构域时可为ClpAP降解底物提供能量, 当与另外

一个结构域结合时则会引起ClpA的寡聚化[8]。大

肠杆菌ClpXP/ClpAP复合物广泛识别的底物是带有

a small stable RNA(ssrA) C-端标签的蛋白。ClpAP
复合物的另一个底物是MazE, 它是参与大肠杆菌细

胞程序性死亡的一种蛋白[9]。此外, Clp复合物的形

成较二者单独存在时有一些功能上的变化。比如, 
在解聚生物大分子时, ClpXP比单独的ClpX具有更
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强的活力, ClpX能激活ClpP的肽酶活力, ClpP抑制

ClpX的ATP酶活力。这表明, ClpX和ClpP之间的相

互作用与ClpP蛋白酶的活性及ClpP对底物的降解速

率密切相关[10]。

2   ClpP蛋白酶的结构与功能
ClpP通常与分子伴侣(如ClpA、ClpE、ClpX和

ClpC等)组合成为Clp复合物, 共同行驶蛋白酶的功

能。Clp蛋白酶复合物是一种桶状的异质寡聚体结

构。图1所示是有关ClpP结构和功能的示意图, 从图

中可以看到: ClpP十四聚体是一个轴向的桶装结构, 
椭圆形分子伴侣(ClpX等)可以结合在ClpP十四聚体

的两端。在分子伴侣捕获到目的蛋白后, 利用水解

ATP提供能量将底物蛋白去折叠, 然后通过顶端轴

向孔转移至ClpP的水解大腔体, 此时去折叠的多肽

就能被ClpP水解为小的肽段, 接着十四聚体ClpP蛋
白分子发生结构上的变化, 打开侧面的赤道孔(equa-
torial side pores)释放出目的蛋白的水解产物。

Clp复合物的两个亚基单独存在时也能发挥部

分功能。ClpP是肽酶活性亚基, 它的高级结构是中

空的两个同质七聚体环面对面堆积构成的十四聚

体, 中间形成一个具有蛋白水解活性位点的大腔体。

同质ClpP蛋白酶的十四聚体的每一个亚单位都有一

个水解活性位点, 每个水解活性位点都含有相连的

三个残基(ser/his/Asp), 称为催化三联体氨基酸。因

此, 同质ClpP蛋白酶十四聚体在它们的水解大腔体

中一共含有14个蛋白水解活性位点[11]。蛋白底物在

大腔体中被降解为5~10个氨基酸残基的产物, 随后

ClpP十四聚体指环发生构象的改变释放出水解的蛋

白产物[12]。

ClpX是Clp复合物的ATP酶活性亚基, 它包含三

个重要结构域: 一个参与底物识别的家族特异地N-
端功能结构域、AAA+功能结构域以及一个C-端功

能结构域[13]。ATP酶作为一种功能性的去折叠蛋白

酶主要有两个功能, 一是参与蛋白底物的识别, 它能

识别特殊标签的蛋白, 如大肠杆菌的C-端11个氨基

酸残基的ssrA蛋白; 二是水解ATP提供能量将大分子

底物蛋白的高级结构展开, 并把展开后的多肽输送

至ClpP蛋白酶的水解腔[14]。ATP能量依赖蛋白降解

的中介步骤是底物的去折叠。通过发挥ClpX分子伴

侣功能识别具有特异性标签的底物, 这就直接决定

了Clp复合物降解的底物分子。此外, ClpX同时还能

参与异常蛋白分子的结构重塑。

ClpP和Clp ATP酶结合成Clp复合物后, 才能更

为有效地发挥其降解蛋白底物的功能。Clp ATP酶
水解ATP为蛋白底物分子的去折叠提供能量, 同时

将去折叠的底物运输通过ClpP狭窄的轴向小孔, 最
终到达催化水解的大腔体。ClpP轴向孔的开放经

由一个门控机制的调节, 由于N-端结构域位于同质

十四聚体靠近轴向孔的边缘位置, 最初认为该门控

图1  ClpP蛋白酶的结构及其功能(根据参考文献[12]修改)
Fig.1  The structure and function of ClpP (modified from reference [12])
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机制的调节由ClpP蛋白酶N-端结构域控制。研究表

明, 缺失N-端前段的10~17个氨基酸后, ClpP能够快

速降解去折叠的大分子底物, 该降解不依赖于分子

伴侣ClpA和ClpX的辅助[15]。

因此, 在没有ClpP ATP酶存在的情况下, ClpP
的N-端区域必须维持闭合的状态以有效地阻止蛋白

底物进入水解消化腔。当结合上ClpA或ClpX等分

子伴侣后, 进入ClpP水解腔体的蛋白分子主要由分

子伴侣来决定。Clp分子伴侣能诱导N-端处理区的

构象的打开, 有利于大分子去折叠蛋白底物的转移。

有研究发现, 在ClpA、ClpX等分子结合到ClpP之
后能诱导十四聚体轴向孔开放, 允许大分子底物进

入水解消化腔[11,16]。研究人员从生物化学的角度发

现, ClpP蛋白酶N-端区域的带电残基(Glu8、Arg12、
Glu14和Arg15)之间的相互作用对ClpP闭合构型的

稳定十分重要。另外, 相邻的两个ClpP七聚体蛋白

分子之间形成的疏水簇也能自我稳定该十四聚体

的构型[17]。ClpP蛋白酶分子间的相互作用力共同控

制着ClpP轴向孔的开关。然而, 目前所观测到的X
射线下ClpP蛋白酶N-端结构域是高度可变的, 所以

ClpP蛋白酶N-端结构域的构型的变化与轴向孔开合

之间的关系仍难以明确。目前, 关于底物具体是如

何被降解以及降解产物是通过怎样的途径来释放还

存在争议, ClpP调节蛋白残基释放的机制还有待进

一步的研究。

迄今为止, 许多物种ClpP的晶体结构已经明确, 
除了人类hClpP以外, 还包括大肠杆菌、肺炎链球菌、

恶性疟原虫和结核分支杆菌[18]。比对这些物种中

ClpP的基因序列, 发现它们高度相似, 这为我们进一

步了解该蛋白的功能和作用机制提供了理论基础。

3   ClpP蛋白酶与微生物的关系
自从大肠杆菌中的ClpP被发现以后, 随着对该

蛋白酶的相关研究不断深入, 包括ClpP生化结构信

息、蛋白质相互作用以及晶体结构的研究都取得了

极大的进展。整体来看, 国内外对于ClpP蛋白酶的

研究主要集中在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、结合杆

菌等原核生物中。随着对ClpP蛋白酶研究的逐渐深

入, 发现它在生物体内发挥的重要性可能超乎我们

的想象。迄今已发现ClpP与许多细菌的活力相关, 
包括在芽孢的形成、细胞生存、应激耐受性和基因

表达及调控等方面都起到了至关重要的作用。

ATP依赖的蛋白酶能选择性地降解细胞内的蛋

白, 对细胞蛋白进行精确的质量控制, 参与影响细胞

代谢进程中的许多重要步骤。真核生物中主要的能

量依赖的蛋白酶是26S蛋白酶体, 而细菌中26S蛋白

酶体的功能则由ClpP家族成员(包括ClpAP、ClpCP、
ClpXP和ClpEP等)和Lon蛋白酶及FtsH蛋白酶取代。

ClpP是细菌中最广泛表达的能量依赖的蛋白酶[14]。针

对细菌的高通量研究, 已经发现了超过100种ClpXP的
底物, 其中许多蛋白分子与细胞应激反应相关[19-21]。

在细菌正常生长过程中, ClpP一般呈低水平表达, 环
境条件的变化可刺激ClpP的高水平表达。另一方

面, 几乎所有细菌中都有ClpP ATP蛋白酶分子, 其中

ClpA和ClpC是直系同源的。ClpA发现于革兰氏阴

性菌的变形门细菌中, 而ClpC发现于革兰氏阳性细

菌和蓝藻中[12]。

3.1   ClpP与枯草芽孢杆菌 
ClpP蛋白酶在维持压力条件下细胞的的耐受

性和生存至关重要。热激条件下, 枯草芽孢杆菌中

的ClpP的合成会增加。此外, 在高盐浓度刺激、氧

化压力应激以及糖源和供氧缺乏时也会诱导ClpP
表达水平的升高。乙醇和嘌呤霉素的刺激也能迫使

ClpP表达水平上升[22]。

研究发现, 枯草芽孢杆菌(革兰氏阳性细菌)中
ClpC/ClpP/ClpX的缺失或突变会导致表型的多样性, 
ClpP的突变体在压力条件下不能正常生长, ClpP蛋
白酶缺失的细菌在高温条件下生长受到明显阻碍。

枯草芽孢杆菌ClpX具有分子伴侣的作用, 它能避免

热激条件下大分子蛋白的聚集[23]。在研究枯草芽孢

杆菌的ClpP的突变株时发现, 该菌株在新鲜的培养

基过夜培养后表现出生长延迟的现象, 在低盐浓度

的葡萄糖培养基中生长缓慢甚至停止生长。在LB
或形成孢子的琼脂培养基中培养约48 h后, ClpP缺
失的突变株会出现自我裂解, 同时其形态高度地纤

维化, 在指数生长期变得很细长[24]。

除了压力应激, ClpP还参与不同菌类的多个发

生过程。枯草芽孢杆菌中ClpP参与另外一个重要的

生长过程: 孢子的形成。缺乏ClpP时, 孢子形成的关

键蛋白spoll和spollG基因表达几乎全部被抑制, 此
时, 枯草芽孢杆菌不能产生孢子[25]。ClpP基因的缺

失会抑制comK基因(一种感受态转录因子)的表达, 
最终影响到细胞DNA的转化[26]。

此外, 研究表明枯草芽孢杆菌ClpP蛋白酶通过
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参与降解错误折叠的蛋白或短寿期蛋白, 避免产生

蛋白聚集体, 维持了细胞的正常分裂, 也保持了遗传

的稳定性。

3.2   ClpP与肺炎链球菌 
肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae, S.pn)是

一种常见的革兰氏阳性致病菌, 它是社区获得性肺

炎、病血症和脑膜炎的最重要的致病源[26]。许多研

究显示, ClpP蛋白酶对肺炎链球菌毒力因子的表达、

在宿主体内存活以及从呼吸道转移至宿主组织中帮

助其适应新环境发挥了重要作用。

在肺炎链球菌侵入宿主时必须及时地适应宿

主环境条件的改变, 包括温度的改变和营养的减

少, 此时诱导细菌热休克蛋白(HSPs)的表达, 其中

Hsp100/Clp家族的成员在原核生物中广泛表达。该

家 族 成 员(ClpA、ClpB、ClpC、ClpE和ClpL等)能
和含有丝氨酸活性位点的ClpP蛋白酶组成复合物。

有报道称, ClpP缺失或突变的肺炎链球菌中, 应激蛋

白的表达、核酸代谢、蛋白质代谢及能量代谢都会

受到影响。在肺炎链球菌中ClpP(A153P)的突变导

致ClpP功能的紊乱, 与野生型相比, 该蛋白水解区域

的E螺旋增加了两个弯曲从而使其变得更短, 但是该

突变并不引起同质ClpP十四聚体结构的改变, 表明

ClpP水解区有一定的可塑性。类似现象也在恶性疟

原虫和结核分支杆菌中有发现[27], 由此推测该区域

具有高度的移动性, E螺旋的运动很可能参与水解底

物从ClpP赤道孔的释放。

研究发现, 剧毒的肺炎链球菌株与非毒性的菌

株相比, 前者的ClpP表达水平更高[28]。鼻腔感染实

验证实, ClpP突变株较野生型的肺炎链球菌在感染

肺部后的生存能力下降, ClpP突变的肺炎链球菌株

因为失去了降解异常蛋白的能力而不能正常感染宿

主。另外, 有研究显示, ClpP突变株对NO敏感, 而抑

制宿主NO的合成则会降低肺炎链球菌株的敏感性, 
故此推测, ClpP对氧化应激的的敏感可能是通过NO
介导的[29]。

ClpP蛋白酶活力不仅对肺炎链球菌的生理功

能有极其重要的作用, 而且对它的毒力也是不可或

缺的。在感染的过程中, 肺炎链球菌要克服许多应

激条件, 包括温度变化、pH变化、接触宿主产生的

活性氧以及营养的缺乏[30]。ClpP蛋白酶是细菌在压

力条件下生长所必需的, 有实验证实, ClpP突变的肺

炎链球菌对高温、H2O2、以及抗生素等高度敏感[26], 

ClpP蛋白酶可以降解由于长期化疗或使用抗生素导

致的体内异常或受到损伤的蛋白。

3.3   ClpP与其他微生物 
自从ClpP在原核生物中被发现以来, ClpP在细

菌中起到的重要作用和多重角色也越来越多地被揭

示。有研究发现, 乳球菌属在热激和pH改变时能诱

导ClpP的表达增加。此外, 对比大肠杆菌中的ClpP, 
在乳球菌属中插入ClpP的抑制基因会导致细胞活

力下降, 表明ClpP在基础代谢中具有重要的作用[31]。

类似的现象也发生在枯草芽孢杆菌中, 当该菌缺失

ClpP时会导致形态和生理特征的改变, 表现为丝状

纤维的聚集和运动能力丧失[24]。

在土壤丝状细菌天蓝色链霉菌(Streptomyces 
coelicolor)菌丝的形成过程中, ClpP蛋白酶对菌丝体

的分化起到重要的作用[32]。ClpP还参与假单胞菌属

生物膜的形成。在茎球菌属中, ClpXP蛋白酶对该菌

的生存能力以及细胞周期的调控都有重要影响[33]。

在单核细胞增生性李斯特菌中, ClpC是其在宿

主体内正常生长和生存的一种重要应激蛋白, 感染

过程促使细菌从巨噬细胞的噬菌体中释放出来, 从
而增加该致病菌的感染能力[34]。该菌ClpP蛋白酶的

缺失使得细菌在高温下的生长受到阻碍。

热激蛋白ClpX具有分子伴侣的特性, 它能够避

免大分子蛋白的聚集, 分解聚集的大分子蛋白聚集

体[32]。ClpX对于金黄色葡萄球菌在压力应激下的生

长非常重要, ClpX蛋白能够帮助细菌抵抗宿主巨噬

细胞所产生的氧化压力, ClpX突变的菌株在小鼠体

内的毒力明显减弱[35]。ClpP对许多其他细菌的毒力

也有着重要的作用。研究发现, 其他的Clp蛋白酶, 
如ClpC和ClpE也与毒力相关。

ClpX是肺炎链球菌R6菌株生长所必需, 缺失

ClpX的该细菌不能生长[36]。表皮葡萄球菌的ClpP
突变株其生物膜形成减少, 此突变株对小鼠模型的

感染能力减弱, 这表明ClpP蛋白酶对于细菌生物膜

的形成以及细菌毒力都是非常重要的。Lemos等[37]

推测, ClpP可能控制与生物膜形成相关的调节因子

的稳定性和活力。

3.4   ClpP在药物开发领域的研究

近年来, 抗生素耐药性细菌不断涌现并广泛传

播, 对人类的健康带来极大的威胁。所以, 寻找一种

新型的耐药菌作用靶点, 对于开发有效的抑菌药物

具有十分重要的意义。
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最近, 科学家发现了一种新的抗菌复合物

Acyldepsipeptides(ADEPs)[38]。ADEPs作用的特异性

位点是ClpP, 该蛋白酶通常与HSP100分子伴侣家族

成员组成蛋白酶复合物, 在体内选择性地降解蛋白

底物。通过分析研究ADEPs的分子机制, 发现它能

阻止ClpP和HSP100分子伴侣的腺苷三磷酸酶结合, 
使得ClpP蛋白酶从仅能降解短肽分子转换为具有能

识别和降解去折叠的多肽的活力, 这是一种全新的

抗生素机制。

ClpP蛋白酶能参与细胞分裂及细胞分化过程, 
同时也能影响菌体孢子的形成和毒性因子的表达。

所以, ClpP蛋白酶正常发挥其高度的特异性和严

密的调控机制对菌体的生存有着十分重要的意义。

ADEPs与ClpP的作用首先发现于枯草芽孢杆菌, 体
外实验发现, 在没有HSP100蛋白协同下, ClpP蛋白

酶仅具有肽酶活力, 而结合ADEPs后, ClpP转换为具

有较高的蛋白酶活力, 能够降解去折叠状态下的多

肽casein。研究证实, ADEPs能引发ClpP蛋白酶复合

物结构的重塑, 即重排ClpP蛋白酶的核心结构, 使该

蛋白脱离正常机制的调控, 导致细菌代谢功能的紊

乱[39]。综合来看, ADEPs家族是一种显著的抗菌药物, 
对革兰氏阳性菌以及多重耐药的金黄色葡萄球菌等

都有很好的抑制作用。

ADEPs会结合在ClpP七聚体单体的表面, 促进

ClpP蛋白酶核心的寡聚化, 阻断Clp ATP酶与ClpP蛋
白酶之间的结合, 改变ClpP蛋白酶分子的正常构象, 
门控通道变大, 从而使得某些特殊的蛋白被过早地

降解[40]。ADEPs引起的ClpP正常构象的改变足以使

去折叠的蛋白小分子通过, 该状态下的ClpP能降解

折叠状态下的casein和翻译早期的蛋白多肽链[41]。

ADEPs能干扰细菌ClpP蛋白酶的活力, 抑制细

胞的分裂并最终导致细胞死亡。革兰氏阳性细菌

的分裂是由一种叫分离体的大分子执行的。分离

体具有高度的活力, 能时间依赖地组装分裂进程中

的一些重要蛋白[42], 分裂体的形成是在GTP依赖的

FtsZ的聚合作用下驱动的。FtsZ蛋白在细菌的分裂

过程中起着重要作用, 能够在分裂位点形成一个环

状结构而控制细菌的分裂进程, 细胞内FtsZ蛋白浓

度的明显降低或异常升高均可阻断正常的细胞分裂

过程。ADEPs可以通过激活ClpP蛋白酶活力来降解

FtsZ, 从而阻止细胞分裂的发生。同时, ADEPs-ClpP
也能降解FtsZ的结构类似物, 阻断菌体分裂的发生。

另一方面, 革兰氏阴性细菌对ADEPs不敏感, 因为它

们有特殊的排流泵, 能将药物从细胞中移除而得以

存活, 但是通过使用强渗透性的药物有效地阻断细

菌的排流泵, 也能使ADEPs对革兰氏阴性细菌起到

一定的杀菌作用[39]。              
ADEPs独特的分子机制使它成为一种潜在的

药物, 与以往发现的抗生素最主要的区别在于作用

位点: 普通的抗生素主要通过与DNA、RNA、蛋白

质以及细胞壁的生物合成途径相互作用, 而ADEPs
则通过与ClpP蛋白酶作用, 并调节该蛋白酶的活性, 
对细菌的增殖起到抑制作用。ADEPs通过改变ClpP
蛋白酶的构型增加ClpP的活力, 同时通过增加ClpP
蛋白酶底物的多样性, 从而达到抑制细菌生存和分

化的目的。Kirstein等[39]发现, ADEPs可以促进纯化

的大肠杆菌ClpP/MerA/ClpA复合物的解离, 同时将

ClpP蛋白酶转变为一种非ATP依赖的蛋白酶。Lee
等[40]在枯草芽孢杆菌ClpP中研究发现, 结合ADEPs
以后ClpP蛋白酶N-端loop区的移动性增加, 因此, 他
们认为正是由于该区移动性的增加会造成ClpP轴向

孔的开放, 这有利于大分子蛋白的通过。另一方面, 
通过对大肠杆菌ClpP和ADEP复合物的晶体结构研

究发现, ADEPs结合到ClpP后, 可绕过对ATP酶的依

赖, 将ClpP蛋白酶的N-端loop区锁定成一个发夹结

构, 形成一个20 Å的轴向孔, 这一改变足以允许去折

叠的蛋白底物进入水解腔[43]。

4   人线粒体基质hClpP的研究
虽然目前大多数关于ClpP蛋白酶的研究主要

集中在微生物, 但在真核生物中的研究也日益增多。

线粒体是真核生物的能量代谢的中心, 拥有自身特

异的蛋白水解系统。hClpP蛋白酶作为人线粒体重

要的蛋白酶之一, 在线粒体蛋白质量控制和线粒体

内的应激反应中起着非常重要的作用。

hClpP基因定位于19号染色体, 该基因编码277
个氨基酸的前体蛋白, 去掉N-端56个氨基酸后即为

成熟的蛋白, hClpP蛋白酶定位于线粒体基质[44]。线

粒体作为真核生物重要的能量代谢中心, 其代谢异

常与衰老、神经退行性疾病、癌症的发生相关。线

粒体拥有双层膜结构, 作为一个半自主的细胞器它

拥有完整而独特的蛋白质质量控制系统。hClpP、
Lon和m-AAA是真核生物线粒体基质中最重要的三

种ATP依赖的蛋白酶, 由于不同蛋白酶所识别的底
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物存在差异, 所以hClpP在线粒体蛋白质量控制方面

又有其不可替代的地位[45]。hClpP的mRNA在肌肉

中高度表达, 在心脏、胰腺和肝脏中表达量稍低, 在
大脑、肺部和肾脏中含量很低[46]。hClpP同源体在

几乎所有的物种中都高度保守, 从细菌到原核生物, 
仅在古生菌和真菌中缺乏表达[47]。成熟的人ClpP和
大肠杆菌的ClpP的蛋白序列仅存在44%的氨基酸序

列一致性[48]。

特殊的是, hClpP的C-端比大肠杆菌的ClpP要多

出28个氨基酸残基, 该多出的C-端能影响hClpP七聚

体的聚集, 缺少该C-端的hClpP蛋白酶会形成不稳定

地结构。然而, 该片段的缺失能增加hClpP和hClpX
的亲和力, 故推测此片段能阻碍hClpP和hClpX的相

互作用[49]。尽管该片段的功能并不十分清楚, 但是

这个特殊结构似乎是哺乳动物ClpP所特有的[50]。

hClpX是人体中唯一一种hClpP的分子伴侣, 由
第15号染色体编码。hClpX ATP酶和hClpP蛋白酶

的亚基彼此之间产生变构效应组成hClpXP全酶, 
hClpP能稳定hClpX六聚体结构。在生理条件下, 
hClpP以单个的七聚体存在, 而大肠杆菌的ClpP则是

由两个七聚体环作为一个十四聚体的整体而存在。

单环状的hClpP催化三联体是暴露在环境中的, 而大

肠杆菌的催化三联体是位于两个七聚体环的中间。

另一方面, hClpP仅有有限的肽酶活力, 而大肠杆菌

的ClpP则有较高的肽酶活性[51]。

有趣的是, hClpP和大肠杆菌的ClpX能在体外

形成复合物[52], 在电镜观察下该异源复合体与大肠

杆菌体内的ClpXP非常相似, 然而hClpX却无法在体

外结合大肠杆菌的ClpP, 大肠杆菌的ClpA ATP酶与

hClpP也没有亲和力。研究表明, hClpXP和大肠杆菌

的ClpXP所识别的底物是不一样的, 当hClpP结合上

大肠杆菌的ClpX之后, 该异源复合物能降解大肠杆

菌ClpXP识别的底物。在体外实验中, 虽然hClpXP
和大肠杆菌中该酶在底物的选择上有一定的特异

性, 但其结构和酶活力都极其相似[48]。这些研究成

果充分表明, 复合物对底物的识别主要取决于ClpP
的分子伴侣对底物的识别能力。

hClpP仅有很低的肽酶活力, 当有ATP存在时, 
堆积的两个七聚体环hClpP的轴向的两端分别结合

上一个hClpX六聚体环形成hClpXP蛋白酶复合体。

hClpP与hClpX结合后, hClpP的构象受到影响, 使得

hClpXP蛋白酶复合体具有了蛋白酶活力和更强的

肽酶活性。位于hClpP两环接触部位手臂区半胱氨

酸残基的突变会影响十四聚体的稳定, 可能会使该

十四聚体随机地还原为两个七聚体。在缓冲液中, 
纯化hClpP的聚合为七聚体环是瞬时的、极不稳定

的, 此时需要hClpX发挥别构效应维持hClpP十四聚

体构象的稳定。hClpP和hClpX是线粒体基质中重要

的多功能蛋白酶, 除了调控ATP依赖的蛋白底物降

解之外, 还有分子伴侣的功能, 参与线粒体蛋白的跨

膜转运及蛋白的折叠和去折叠等[51]。

Perralut综合征患者是一种常染色体异质性疾

病, 患者常伴有听力丧失以及卵巢功能衰竭。研究

发现, 该疾病可能与线粒体中的ClpP基因的隐性

突变有关[53]。另有研究发现, 在ClpP蛋白酶缺失的

基因敲除小鼠中, 线粒体基质中的另一个分子伴侣

ClpX表达量增加, 此外, mtDNA以及各种炎症相关

因子在线粒体内大量聚集。该基因敲除小鼠表现出

听力障碍, 繁育能力均完全丧失, 其运动能力和呼

吸能力也有所下降, 生长变得迟缓。然而有趣的是, 
ClpP敲除的小鼠表现出对溃疡性皮炎的抵抗性, 同
时也发现, 该小鼠脾脏中T淋巴细胞被激活[54]。

最新研究发现, hClpP蛋白酶与肿瘤的发生和发

展有密切关系, 例如, 胃腺癌病人癌组织中hClpP蛋白

表达水平较正常组织下降。相反, 在急性髓细胞性

白血病AML细胞中hClpP蛋白表达水平比正常的造

血细胞要高。因此, 确定hClpXP蛋白酶的作用机制, 
可以为延缓衰老或改善神经退行性疾病、治疗恶性

肿瘤及改善癌症患者预后提供新的理论依据[55]。

5   展望
目前, 国内外对ClpP蛋白酶的研究依然很少, 

大多主要是集中在大肠杆菌、链球菌、分支杆菌和

枯草芽孢杆菌中。ClpP作为一种重要的多功能蛋

白酶, 对细菌的毒力、氧化应激都起到不可或缺的

调控作用, 包括降解错误折叠和受损伤的蛋白分子、

阻止大分子蛋白的聚集以及影响RNA聚合酶全酶的

组装等。ClpP与高等生物的生育能力、运动能力、

听力等都有密切关系。在药物开发方面, 新发现了

ADEPs类药物以ClpP为靶标, 可以竞争性地抑制

ClpP的活性, 为临床研究提供了理论和分子机制的

支持。但是, 对于ClpP在真核生物线粒体中的功能

和作用还缺乏了解, 因此, 深入了解ClpP的结构和代

谢动力学是很有必要的。通过对该酶的激活剂和抑
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制剂的筛选, 利用这些激活剂和抑制剂来控制ClpP
蛋白酶的活性, 可以为治疗各种细菌感染相关疾病

以及线粒体蛋白异常导致的不孕不育、衰老、肿瘤

和神经退行性疾病带来新的希望。
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