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细菌利用宿主肌动蛋白细胞骨架进入非吞噬细胞的机制

张湘燕郭晓奎刘晶星

(上海第二医科大学病原生物学教研室 上海 200025) 

随着现代细胞微生物学发展，细菌与宿主细胞

之间的相互作用机制日益成为研究热点。 细胞骨架

是由蛋白丝构成的网状结构，决定细胞的形状、运

动，同时也是信号转导和膜结构变化的场所。 肌动

蛋白是细胞骨架中的重要成分，在一些信号刺激下，

肌动蛋白丝可发生聚合或重排。 细菌正是利用肌动

蛋白细胞骨架 (actin cytoskeleton)对不同信号的反

应性，以不同方式进入细胞。 非吞噬细胞通常无法

吞入细菌之类较大颗粒，于是一些细菌通过分泌一

些因子，模拟真核细胞信号颗粒跨膜转导信号，引起

宿主细胞局部肌动蛋白丝聚合或重排，诱使非吞噬

细胞吞噬;另一些细菌则通过分泌特异的毒性因子

作用于肌动蛋白丝以及与肌动蛋白细胞骨架相关的

蛋白，这种作用方式为研究细菌致病提供了新方向 。

目前的研究表明，细菌进入非吞噬细胞有两种

机制，均为特异的细菌基因产物通过模拟或干扰宿

主细胞正常信号，调节宿主细胞骨架中肌动蛋白丝

的活性，利用宿主细胞骨架进入细胞。

一、拉链式机制 (zipper mechanism) 

细菌接触宿主细胞后，与宿主相应受体结合，激

活宿主细胞信号转导系统，引发肌动蛋白细胞骨架

重排。 随后宿主膜包裹于菌体周围，细菌似陷入其

中，此过程称为拉链式机制。 采用此方式的典型致

病菌为耶尔森菌和产单核细胞李氏菌(如图 1 所

示) 。

耶尔森菌外膜蛋白侵袭素 (invasin) ，可与宿主

细胞膜上含有句， ßI 两个亚单位的整合素紧密结

合。 细菌与宿主细胞接触面上 ßI 整合素分子聚集，

激活醋氨酸激酶，引起细胞骨架肌动蛋白重排，在细

菌表面迅速形成由网格蛋白( clathrin ) 构成的网状

结构，细菌随即陷入由宿主细胞膜形成的胞内膜包

含体中，膜包含体周围包绕着肌动蛋白聚合体和其

它蛋白如躁蛋白(talin) 等。 此为耶尔森菌进入细胞

的拉链式机制。 细菌侵袭素与宿主细胞整合素结合
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拉链式机制 (zipper mechanism) 

回 1 细菌利用宿主肌动蛋白细胞骨架侵入非吞噬细胞

的拉链式机制
(此图主要引自文献[29] ，并经作者改动)

注:图中臼c42 ， Rac-l ， Rho 为 GTP酶 Rho 家族成员 。

使细菌帖附于细胞上，两者的亲和力比整合素与其

自然配体的亲和力高约 100 倍[ 1] 。整合素 ßI 亚单

位的细胞内部分与宿主肌动蛋白结合蛋白如躁蛋白

和 α-辅肌动蛋白 (α-actinin)结合，故推测在细菌进人

过程中，整合素可能与宿主细胞骨架直接作用，引起

肌动蛋白重排。 此外，由细菌毒性质粒编码的 Ya­

dA勃附素亦可与 α5ß I 整合素结合。 耶尔森菌利用

宿主细胞上的整合素进入细胞的过程与网格蛋白介

导的细胞内吞作用相似[2] 。动物实验中，耶尔森菌

通过侵袭素或 YadA 蒙古附素附着和侵人集合淋巴结

处的微榴细胞(M 细胞 ) ，进而侵人上皮细胞[3] 。参

与耶尔森菌侵袭的细菌毒力因子 Yops 是由质粒编

码由 III 型分泌系统 Ysc 分泌[4] 。一些 Yops 直接

影响细菌与宿主细胞的作用，如 YopE ， YopH , 

YopM 和 Yp扣代(Yop())参与将效应分子跨膜运送至

宿主细胞质中[5] 0 YopH 作为酷氨酸磷酸化酶使秸

附部位的 p130瞄和局部新附激酶(FAK)去磷酸化，

YopE激活低分子量 GTP 酶 Rho 家族成员包括
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Cdc42 和 Rho，引起肌动蛋白细胞骨架重排间，另外
YopE 具 GTP 酶活性，可抑制低分子量 GTP 酶

Rac，通过阻断Cdc42 激活 Rac 的途径而选择性地调

节信号转导(7) 。目前发现一种新的细菌毒力因子

YopT，用缺乏 5 种已知 Yop 效应因子但产生 YopT

的突变株感染 HeLa 细胞，引起细胞骨架改变及肌

动蛋白丝结构破坏(8) 0 YopT 抑制 RhoA 与细胞效

应分子作用可能是其作用机制(9) 。细菌进入细胞过

程中需要激活宿主细胞信号转导系统，研究显示酷

氨酸激酶抑制剂抑制耶尔森菌进入细胞。

产单核细胞李氏菌在培养细胞中，通过拉链式

机制侵袭多种细胞。在最初的黠附阶段，细菌表面

蛋白 ActA 参与蒙古附素与宿主细胞硫酸乙酌肝素蛋

白聚糖 (heparan sulphate proteoglycan) 受体结合。

ActA 可联结 2 个肌动蛋白单体，与内源性 WASP

家族蛋白共同激活细胞内 A叩2/3 复合物，后者在肌

动蛋白骨架重排中发挥枢纽作用[10.1 1 ) 。在肠上皮

细胞中，细菌分泌一种称为内在素 A( Internalin A , 

InlA) 的细菌因子， InlA 受体为上皮细胞钙依粘连蛋

白 (E-臼dherin)或相关的连环蛋白 (catenin) [ 12) 。两

者结合后激活酶氨酸激酶和脂激酶，引起宿主细胞

肌动蛋白重排，细胞膜形成伪足样结构，将细菌包裹

入细胞中。 若 InlA 基因中插入转座子可破坏李斯

特菌的侵袭力，而在质粒上加人 Ir队基因可恢复细

菌侵袭力。上皮细胞钙依粘连蛋白分子中胞质区可

与细胞骨架成分作用，其跨膜区和胞外区结构域与

蒙古附有关。研究表明，表达上皮细胞钙依帖连蛋白

的细胞如CaCo -2 或转染了鸡 L-C灿4 的成纤维细

胞允许一些通常不致病但表达内在素的细菌或包被

了内在素的乳胶珠进入细胞，证实内在素与宿主细

胞上皮细胞钙依粘连蛋白对于细菌进入细胞是必需

的[川。另一种细菌因子 InIB，为产单核细胞李氏菌

侵入培养细胞如肝细胞， CHO 细胞和 HeLa细胞所

必需[叫。 但尚未证实宿主细胞上有 InlB受体。 In­

lB可引发信号转导过程中相关蛋白酷氨酸磷酸化，

激活磷脂酌肌醇 3 激酶(PI3-K)o PI3-K 激活可引

发宿主肌动蛋白重排，其具体过程不明 。 但已证实

PI3-K 的脂质代谢产物直接参与肌动蛋白聚合。 同

时， PI3-K 可激活 Rac，引起肌动蛋白重排。 细胞松

弛素 D通过抑制肌动蛋白聚合而阻断细菌进人细

胞，但细胞松弛素 D 并不阻断 PI3-K 激活，表明

PI3-K 可能作用于细胞骨架信号系统上游。

细菌进入非吞噬细胞的拉链式机制中，通常需

要与宿主细胞黠附分子如整合素(耶尔森菌侵袭素

受体)或上皮细胞钙依粘连蛋白(李斯特菌内在素受

体)结合，激活信号转导级联模式，引起宿主细胞肌

动蛋白细胞骨架重排。 此过程中宿主细胞膜不形成

明显皱突，因而不引发肌动蛋白细胞骨架大规模重

排。 研究显示，耶尔森菌进入细胞数分钟后宿主细

胞即恢复正常形态( 1 ) 。

二、触发式机制 (trigger mechanism) 

触发式机制比拉链式机制更为复杂，有更多细

菌成分参与其中。 细菌与宿主细胞接触后，迅速引

发大规模的细胞骨架反应，胞质膜下的肌动蛋白聚

合物伸出片状或伪足样结构，将膜包裹的细胞外细

菌卷入细胞内 。 此过程又称为微胞饮，形成胞内膜

包含体。 与拉链式机制相比，触发式机制中宿主细

胞形态发生明显改变。 典型代表为志贺菌和沙门菌

(如图 2 所示) 。

目前研究最多的是志贺菌中福氏志贺菌的侵袭

机制。福氏志贺菌对宿主细胞的侵袭与其携带的

220kb 的毒性质粒有关，此质粒上侵袭相关基因的

表达受质粒及细菌染色体上多个基因调控。与宿主

细胞表面接触后，细菌可通过脂多糖与宿主细胞整

合素受体结合而黠附于细胞上。 同时，福氏志贺菌

膜上的 III 型分泌系统 Mxi-spa (membrane expres­

sion of ipa-surface presentation of antigen) 被激活。

其中 mxi-spa 基因编码蛋白分泌系统[旧， lpa 基因编

码分泌蛋白包括志贺菌侵袭所必需的 IpaA， IpaB, 

IpaC 和 IpaD[ I6) 0 Ipa 复合物与宿主细胞膜 α5日l 整

合素结合，激活信号转导系统，宿主细胞膜形成伪足

状突起，将细菌包裹形成膜包含体，细菌随即进入细

胞。 参与细菌与上皮细胞蒙古附的细菌黠附素尚不清

楚。近来发现福氏志贺菌的一种刚果红结合蛋白具

有新附素作用，但其上皮细胞受体仍未知( 1) 。 宿主

细胞膜在细菌蒙古附部位形成皱突，其中富含肌动蛋

白以及相关蛋白:纽带蛋白( vinculin) ，埃兹蛋白

(ezrin)和丝束蛋白 (plastin) ，局部黠附激酶，桩蛋白

(paxillin) ， α-辅肌动蛋白和躁蛋白等。 而细菌因子

IpaA可直接连结井激活纽带蛋白，引起 α-辅肌动蛋

白和跺蛋白在膜上聚集，形成细菌侵袭所必需的局

部黠附样结构[ 17) 。细菌分泌至胞外的 IpaB和 IpaC

形成可溶性复合物，与宿主细胞膜作用后，在膜上形

成孔结构，使其他 Ipa 蛋白能够进入宿主细胞质

中 [ 1 8) 。 细菌与宿主细胞膜上 α5日 1 整合素结合后，

IpaB- IpaC 复合物引起上皮细胞形成伪足样结构。

同时， IpaB- IpaC 复合物激活低分子量 GTP 酶 Rho
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家族成员(包括Cdc42 ， Rac 和 Rho) ，引起宿主细胞

骨架重排。 其中 IpaC 可能通过激活Cdc42 ，引起宿

主细胞膜肌动蛋白聚合形成伪足样结构[ 19 ) 。实验

显示 GTP 酶 Rho 活性抑制剂可抑制宿主细胞膜形

成突起，从而阻断志贺菌侵袭。而沙门菌不受 Rho

活性抑制剂影响[ 1 ) 。 另一参与志贺氏菌进入细胞过

程中宿主肌动蛋白细胞骨架重排的信号分子为酷氨

酸酶 pp60町 ， c-src 使其主要底物之一的皮质肌动蛋

白(cortactin)磷酸化，后者是一类皮质区肌动蛋白细

胞骨架成分，为肌动蛋白结合蛋白，可能参与激活 c­

src 酷氨酸蛋白激酶以及激活肌动蛋白细胞骨架的

过程。 近来报道，皮质肌动蛋白可通过调节 A叩2/3

复合物活性作用于肌动蛋白细胞骨架[ 11) 。

沙门菌与志贺菌一样，与宿主细胞作用后引起

宿主细胞膜形成伪足样结构，通过触发式机制进入

宿主细胞。 沙门茵通过甘露糖特异的 I 型菌毛与肠

上皮细胞秸附，细菌表面形成侵袭结构(invasome) , 

而不形成侵袭结构的突变株可黠附但无法进入上皮

细胞[ 1 ) 。已知沙门菌许多基因位点与侵袭有关，其

中有至少 25 个位点位于染色体上，组成了 40kb 的

毒力岛目前已知为 SPI-l (Samonella pathogenicity 

island 1) 0 SPI-l 中的一个位点 inv/spa 编码细菌效

应蛋白如 SptP 及其他因子如 SipA ， SipB , SipC 和

SipD (与 IpaA， IpaB, IpaC 和 IpaD具同源性，故推

测其作用机制与后者相似) ，它们可激活宿主细胞信

号转导途径，引起肌动蛋白细胞骨架重排或解

离[20) 0 SptP 可激活Cdc42 ， Rac-1 。 同时，其 C端与

酷氨酸磷酸化酶具同源性故具很强的逆转活性，在

细菌进入细胞后又可在上游调控这些低分子量

GTP 酶活性[2l ， 22 ] ，通过抑制Cdc42 和 Rac，又可恢

复已重排的肌动蛋白细胞骨架[23) 。另外 Spt 可与

波形蛋白( vimentin)作用，引起细胞膜形成伪足样

结构[μ) 0 SipA 和 SipC 可直接与宿主细胞肌动蛋白

结合，SipC使肌动蛋白聚合成束状或索状[25) , SipA 

则抑制肌动蛋白丝解聚[圳 ，两者使宿主细胞膜形成

皱突而利于细菌进入细胞，此过程不需要宿主细胞

效应分子参与，表明沙门菌可不经过宿主信号转导

途径直接作用于宿主细胞骨架[27 ) 。另一种效应分

子SopE 通过激活 GDP/GTP 核昔酸转换而激活

Cdc42 , Rac-1 ，从而扩展宿主细胞膜皱突[孔28) 。 另

一些 SPI-1 基因编码 III 型分泌系统及其分泌的蛋

白 。 沙门菌毒力因子主要来自 III 型分泌系统。 其

中重要的细菌外膜成分 InvG，可在外膜上形成通道

供效应分子通过。 此过程与一种转运系统有关，涉

及到膜蛋白 SpaP， SpaQ , SpaR和 SpaS。 胞质膜蛋

白 InvA 功能类似 InvG。 转运过程所需能量由 ATP

酶 InvC供给。另一些蛋白参与调控分泌系统及其

分泌过程，如 InvE。细菌蒙古附后激活宿主细胞信号

转导系统，引起 PI3-K 水平升高。 在培养的 HeLa

细胞中，沙门菌激活上皮细胞生长因子受体 (EG­

FR)酷氨酸激酶，受体激活后又激活有丝分裂原活

性蛋白酶，使磷酸脂酶A2(PLA2)活化。 PLA2产物

可影响宿主细胞肌动蛋白细胞骨架改变。 如 PLA2

产物之一花生囚烯酸通过与 Rho 家族中调节蛋白

如Cdc42 作用，影响肌动蛋白调节蛋白 。 实验证实，

转染对信号不反应的突变型Cdc42 可阻断沙门菌进

入细胞。另外花生囚烯酸的衍生物十二烧基白三烯

(LT[则可通过引起细胞内钙离子浓度增高而激活

细胞信号转导途径，从而改变肌动蛋白细胞骨架。

同时，许多肌动蛋白调节因子如胶溶素蛋白 (gelso­

lin) ，绒毛蛋白 ( villin) 和丝束蛋白均受钙离子调节。

另一些重要途径如沙门菌侵袭 HeLa细胞过程中，

激活细胞中 PLC-γ 形成三磷酸肌酸(IP3) ，引起细

胞内库中钙离子释放，从而引起明显的肌动蛋白细

胞骨架变化(如图 2) 。

酣
俨k
u学

肌动蛋白锺重排 肌动蛋白丝重排

触发式机制(创ggermeçha皿sm)

图 2 细菌利用宿主肌动蛋白细胞骨架侵入非吞噬细胞
的触发式机制

(此图主要引自文献[ 29]，并经作者改动)
注:图中Cdc42 ， Rac-1 ， Rho 为 GTP酶 Rho 家族成员 。

细菌进入非吞噬细胞的拉链式机制和触发式机

制在形态学和原理上存在差异，但一般均需胞外细

菌刺激宿主细胞信号跨膜转导进而激活肌动蛋白聚

合，同时激活宿主细胞内已有的信号转导级联模式。

两种机制中均有细菌基因表达的特异性毒力因子参

与。 宿主细胞肌动蛋白细胞骨架重排后，细菌以不
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同方式进入细胞，细菌与宿主细胞之间的相互作用

始终贯穿其中。同时，在进入宿主细胞过程中细菌

所分泌的一些毒力因子已成为进行细胞微生物学研

究的工具，有助于人们进一步探索肌动蛋白细胞骨

架系统的功能，同时也为发现新一代抗菌药物靶点

提供了方向[刑。

摘 要

细菌进入非吞噬细胞的机制包括拉链式机制和

触发式机制 。 细菌的效应因子或毒力因子激活宿主

细胞信号转导系统，引起肌动蛋白细胞骨架改变，从

而进入非吞噬细胞。拉链式机制中，细菌通常需与

宿主细胞相应受体结合，且不引发宿主细胞骨架大

规模重排;触发式机制中，有更多细菌成分参与其

中，且迅速引发大规模宿主细胞骨架反应，引起宿主

细胞形态发生明显改变。 两种机制中均贯穿着细菌

因子与宿主细胞肌动蛋白细胞骨架成分之间的相互

作用。 这些机制为研究细菌致病以及探索新一代抗

菌药物提供了理论基础。
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单个活细胞分析技术进展 祷

肖松山 范世福 李小兵江圣栋

(天津大学生物医学工程与科学仪器系 天津 300072) (中国科学院生物物理研究所北京 100101) 

一、单个活细胞分析的重要意义

一切生物从单细胞到高等动、植物都是由细胞

组成的，细胞是生物体和生命活动的基本单位。因

此，研究生命活动过程的本质 ，需要从生命有机体的

基本单位一一细胞着手。 ló65 年英国物理学家

Robert H∞ke发现细胞结构，将人类的认知视野史

无前例地带进细胞这个微观世界[ 1 ] 。 随着生命科学

的不断发展，人们不仅可以在"死"的状态下研究细

胞的结构和组成，而且已经开始在"活"的状态下研

究细胞的功能以及生命活动现象。细胞的新陈代

谢、呼吸作用、光合作用、信息传递、跨膜运输等生命

活动都与细胞"活"的状态有关[2] 。研究活细胞的性

质是研究生命活动规律和本质的关键所在。 单个活

细胞分析对于研究细胞的结构和功能、生命活动的

规律和本质、疾病的诊断、药物的设计具有十分重要

的意义，甚至有望回答生命的起源等一些悬而未决

的问题。 单个活细胞分析不论对细胞生物学基本理

费国家重点自然科学基金资助项目 (397301760 - II )。
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