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通过生物信息学技术预测铜绿假单胞菌噬菌体内溶素的作用机制

孙卫忠，胡晓梅，饶贤才，谭银玲，陈志谨，丛延广，胡福泉* * （第三军医大学基础医学部微生物学教研室，重庆市微生物
工程实验室，重庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 对 &"种铜绿假单胞菌噬菌体基因组中可能的内溶素基因进行生物信息学分析，探讨其可能的作用机
制。方法* 采用开放阅读框预测、同源检索、多重序列比对、蛋白质模型自动匹配等方法预测可能的内溶素及其内溶素相关
基因。结果* 通过铜绿假单胞菌噬菌体基因组进行分析，新发现 ’种内溶素基因和 &种穴蛋白基因，对新发现基因的类型做
了相关推定。结论* 利用生物信息学手段分析已知序列，可以迅速、方便、有效地确定未知基因的功能及作用方式。
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* * 本室在前期工作中分离鉴定了 + 株铜绿假单胞菌
噬菌体，分别命名为 Z=Z!、Z=Z& 和 Z=Z+（MV4IT8>89=V
=4NI:598V= M7=:4）。目前，溶源性噬菌体 Z=Z& 和 Z=Z+
全基因组测序及基因注释工作已经初步完成，并提交到

H49Y=9X。裂解性噬菌体 Z=Z! 也已经完成了部分基因
组测序。根据初步分析，这 +种噬菌体中大多数预测的
基因为功能未知基因。因此，对这些功能未知基因的分

析及功能验证成为我们当前所面临的主要任务之一。

* * 在功能基因研究中，我们首先把目标集中在与噬
菌体裂解细菌有关的内溶素与穴蛋白基因上。这是因

为噬菌体是细菌的一类病毒，噬菌体感染宿主菌时首

先需要穿过宿主菌的细胞壁肽聚糖层，或者将其核酸

注入到宿主菌内进行复制。在完成复制、组装后，再次

破坏宿主肽聚糖层，释放子代噬菌体，进而感染新的细
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菌。噬菌体之所以能够导致宿主菌的裂解，必然有一

类酶参与细胞壁裂解这个过程［!，&］。而细胞壁是细菌

赖以生存的基础，能够破坏细胞壁的酶类也就有可能

成为潜在的抗感染药物［+，%］。本研究拟通过生物信息

学分析已完成测序的 !( 种铜绿假单胞菌噬菌体基因
组，从中发现可能与裂解细菌有关的内溶素与穴蛋白

基因，并对其作用机制进行初步的探讨。

78 材料与方法

!- !* 数据来源
* * 所有分析的部分噬菌体基因组序列从 H49Y=9X下载，其中
噬菌体 Y+ 基因组（登录号：/J&+&&++）由加利福尼亚州立工艺
大学提交，噬菌体 L+ 基因组（登录号：/J![$&!%）由加拿大皇
后大学提交，噬菌体 L+!!&（登录号：/B+(%""$）及噬菌体 J!![
（登录号：/B[&$’(’）由加拿大多伦多大学提交，噬菌体 M75
DA<（登录号：/Y""’$$"）由日本信州大学提交，噬菌体 M75E^
（登录号：/_[()([(）、M75‘Qa（登录号：/_$"$$$’）及 M75‘F（登
录号：/J+(("!!）+ 种噬菌体基因组序列均由比利时鲁汶大学
（^=R8N=O8NS 8P H494 A4@798C8:S，‘=O78C54X4 195U4NV5O45O ^4IU49，
YE^Hb1Q）提交，噬菌体 !!(<（登录号：L,![+(!%）、J!"（登录
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号：!"#$%&#’）、()（登 录 号：!"#$%&#*）、+$（登 录 号：
!"#$%&#$）、,-##（ 登 录 号：!"#$%&#.）、,-#$（ 登 录 号：
!"#$%&#&）、,-*（ 登 录 号：!"#$%&#)）、,-*%（ 登 录 号：
!"#$%&#%）及 /!#0+（登录号：!"#$%&’1）& 种噬菌体基因组序
列均由加拿大 +23455大学提交。另外噬菌体 ,-,#、,-,’、,-,%
基因组均由我室测序获得并保存，其中噬菌体 ,-,’（登录号：
67.*.**8）、,-,%（登录号：671*)%)’）基因组序列已提交到
39:;-:<。

#= ’> 分析方法
> > 在美国国立卫生研究院网站上采用 ?@( A4:B9C 在线软件
（DEEF：G G HHH= :2I4= :5J= :4D= KLM G KLCA G KLCA= DEJ5）进行开放阅读
框（?@(）分析；然后对各 ?@( 进行氨基酸或者核苷酸序列进
行同源检索；使用 N5OPE-5Q在线比对软件将所有预测的铜绿假
单胞菌噬菌体内溶素编码的氨基酸序列进行多重序列比对，然

后对生成的系统发生树进行分析；采用蛋白质模型自动匹配方

法（-OELJ-E9B <:LH59BK90I-P9B FCLE94: JLB9554:K）对新预测的内
溶素进行三级结构预测；最后对与内溶素相关的穴蛋白基因进

行了推定和分析。

!" 结果

’= #> 铜绿假单胞菌噬菌体中编码内溶素的基因组成
及类型

> > 根据铜绿假单胞菌各噬菌体在 39:;-:< 登录的序列及基
因注释，已有 ) 种噬菌体的 #’ 种内溶素基因被命名，其中噬菌
体 FD4RS、FD4NTU 、FD4VW及噬菌体 FD4V+X分别含有内 ’ 种溶
素基因。到目前为止，#’ 种噬菌体内溶素中，有 . 种内溶素基
因已被实验证实具有肽聚糖解聚酶的活性，这 . 种噬菌体内溶
素分别为噬菌体 FD4RS 的 ’ 种内溶素、噬菌体 FD4V+X 的 # 种
内溶素和噬菌体 FD4VW的 ’ 种内溶素，另外 * 种内溶素还未得
到实验验证（表 #）。

表 #" 已知噬菌体内溶素基因概况

噬菌体名 内溶素类型 登录号 基因位点（IF） 试验验证
;% 转糖基酶 66"#%&8% ## &#) Y #’ *#’
!% 转糖基酶 66()1*&# ’. .18 Y ’. &)$
(##$ 胞壁酸酶 66T8.))* .& .%. Y $1 1$)
,-,% 胞壁酸酶 66S)..*1 ’ %*1 Y ’ )$*
FD4NTU ?@(## ;66%$’%* ) .). Y & %))

糖苷酶 ;66%$’%) & %)) Y & )8&
FD4RS 糖苷酶 N63’*’** #). *1’ Y #&% %%% 已验证

?@(#)) N63’*’)’ ’1# 8&. Y ’1’ %*% 已验证
FD4V+X 胞壁酸酶 N6!88’%$ 81 .8. Y 8# 1’*

胞壁酸酶 N6!88’’* ’) )$$ Y %# .$’ 已验证

FD4VW 转糖基酶 66S)%18. #8$ ’)) Y #8* 1*1 已验证
转糖基酶 66S)%1)’ #)& %%8 Y #&$ 18* 已验证

> > 由于噬菌体内溶素之间相似性较低，为了避免在分析中发
生遗漏，本研究对所有噬菌体基因组序列重新进行开放阅读框

预测，然后将得到的各开放阅读框逐个进行同源比较，结果在

’1 种噬菌体基因组中共新发现 ) 种的内溶素基因，这 ) 种内溶
素基因分别位于 $ 种噬菌体基因组内，这 $ 种噬菌体分别为噬
菌体 ()、(#1、+$、,6##、,-,# 和 /!#0+。其中噬菌体 () 及噬
菌体 /!#0+分别含有 ’ 种内溶素基因（表 ’）。

表 !" 新发现的噬菌体内溶素基因概况

噬菌体名 内溶素类型 基因位点（IF） 分值 R期望值
(#1 糖苷酶 %* ’*% Y %* ))* %.& .9 Z &)

() 糖苷酶 %8 &*) Y %. $81 #*$ *9 Z %&

转糖基酶 ’8 #’* Y ’$ *1$ #$$ &9 Z 8%

+$ 转糖基酶 #% ### Y #% &’& .8= * .9 Z $

,6## 胞壁酸酶 ’’ ’*& Y ’# *$* #’) #9 Z ’)

/!#0+ 转糖基酶 #8* %)’ Y #8) #$# .%8 ’9 Z #.1

转糖基酶 #&1 8#$ Y #&* #%) 8 ’’. 1
,-,# 未知 ’. 18% Y ’. $1% ’18 ’9 Z .#

’= ’> 铜绿假单胞菌噬菌体内溶素序列比对及系统进
化分析

> > 对预测的铜绿假单胞菌噬菌体内溶素基因编码的氨基酸
序列在 39:;-:<进行同源检索和序列间比对，并对其系统进化
关系进行了分析。根据序列间比对分析来看，噬菌体 FD4VW 的
’ 种内溶素和噬菌体 /!#0+的 ’ 种内溶素序列完全相同；噬菌
体 ()（%8 &*) Y %. $81 IF）、(#1（%* ’*% Y %* ))* IF）和 FD4RS
（登录号：N63’*’**）编码的内溶素氨基酸序列与铜绿假单胞
菌铜绿假单胞菌 [0乙酰氨基葡萄糖苷酶（登录号：W, \
11&*1)*$）的序列有较高的同源性，保守区部分序列相互之间
相似性较高（.1] Y$1]）。
> > 根据进化分析，铜绿假单胞菌噬菌体内溶素大致可分为 8
类：[0乙酰胞壁酸酶、葡萄糖苷酶、转糖基酶和未知功能酶类。
新发现的 ) 种噬菌体内溶素中：噬菌体 ,-## 的内溶素（基因位
点 ’# *$8 Y ’’ ’*& IF）编码产物属于 [0乙酰胞壁酸酶类；噬菌
体 () 的内溶素（基因位点 %8 &*) Y %. $%* IF）和 (#1 的内溶素
（基因位点 %* ’*% Y %* )&1 IF）编码的产物属于葡萄糖苷酶类；
噬菌体 +$ 的内溶素（基因位点 #% ### Y #% &%’ IF）、噬菌体 ()
的内溶素（基因位点 ’8# ’* Y ’$ *1$ IF）和噬菌体 /!#0+的内
溶素（基因位点 #8* %)’ Y #8) #$# IF）及（基因位点 #&1 8#$ Y
#&* #%) IF）编码的产物均属于转糖基酶类；而噬菌体 ,-,# 的内
溶素（基因位点 ’. 18% Y’. $1% IF）、噬菌体 FD4RS内溶素（登录
号：N63’*’**）和噬菌体 FD4NTU 内溶素（登录号：;66%$’%*）编
码的产物属于未知功能类。其他噬菌体编码的内溶素序列相互

之间相似性较低，在进化树中，相互之间关系较远。

’= %> 新发现内溶素蛋白质模型自动匹配分析
> > 采用蛋白质模型自动匹配方法对新预测的内溶素进行三
级结构预测。结果显示噬菌体 () 内溶素（基因位点 %8 &*) Y
%. $%* IF）与噬菌体 ,-##内溶素（基因位点 ’# *$8 Y ’’ ’*& IF）
均可在已知的蛋白质结构库中找到与之相似的蛋白。其中噬

菌体 () 内溶素主要结构分为 % 部分，其中与已知的蓝色链霉
菌几丁质酶相似的 !螺旋区主要位于氨基酸序列的 [0端和 N0
端，而中间的部分为无规则卷曲区（&1 Y #%1 --），与已知链霉
菌几丁质酶的氨基酸序列三级结构不同的是，噬菌体 () 内溶
素分别在氨基酸序列的两端缺少了部分 !螺旋结构，而连接链
霉菌几丁质两部分 !酶螺旋区的中间区除含有无规则卷曲结
构外，还有较短的 !酶螺旋和较短的 " 折叠结构。同样，噬菌
体 ,-## 内溶素三级结构的 !螺旋区主要位于氨基酸序列的 [0
端和 N0端，而中间的部分为无规则卷曲区，该结构与已知的噬
菌体 ,’’ 溶菌酶三级结构模型相似。
’= 8> 穴蛋白分析
> > 目前，已命名的铜绿假单胞菌噬菌体穴蛋白有 % 种，分别来
自于噬菌体 ;%（登录号：66"#%&8’）、(##$（登录号：66T8.))$）
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和 $%&’()（登录号：*++,-.,-、++(/011-、++23,!/.）。对 .4 种
铜绿假单胞菌噬菌体预测的基因重新分析，得到 . 种穴蛋白基
因。其中，噬菌体 534 穴蛋白（基因位点 ,- !// 6 ,7.7- 8$）与
已知的铜绿假单胞菌穴蛋白基因同源。通过对其编码的氨基

酸序列跨膜区结构分析结果显示，该基因编码的蛋白含有 . 个
跨膜结构区，跨膜区中间含有一段较短的连接序列。根据对噬

菌体 9- 预测的 :;5编码氨基酸序列同源比较，并未发现穴蛋
白同源基因。但通过跨膜区结构预测，在噬菌体 9- 内溶素基
因的上游发现一基因（基因位点 3. 117 6 3, .3! 8$）。该基因
与噬菌体 9- 内溶素基因部分编码序列重叠，尽管与已知的穴
蛋白基因序列相似性低，但该基因在基因组中的位置、编码的

氨基酸序列大小以及跨膜结构等方面均与已知的穴蛋白相似。

在其他 / 种噬菌体中没有发现穴蛋白基因同源序列，但在远离
内溶素基因上下游的基因组序列中均发现类似的跨膜结构。

并且，所有的铜绿假单胞菌噬菌体穴蛋白基因与内溶素基因在

基因组上有几个到几十个碱基的重叠现象。

!" 讨论

,# 3" 铜绿假单胞菌噬菌体内溶素基因进化分析
" " 关于噬菌体内溶素的分类、蛋白结构及作用机制
已有很多研究［0 < 1］。根据我们的分析，有 , 种噬菌体
（噬菌体 51、534 及 $%&=>）内溶素与已知的铜绿假单
胞菌 ?@乙酰氨基葡萄糖苷酶在三级结构及保守区序
列之间有很高的相似性［!］。铜绿假单胞菌 ?@乙酰氨
基葡萄糖苷酶是细菌自溶素（+ABCDEF&G）家族的一员，
与细菌的繁殖、细胞壁的反转、隔膜的生成及分割、鞭

毛的生成、细胞壁的合成等多种细菌生理现象有

关［34，33］。而噬菌体是细菌的一种病毒，噬菌体与其宿

主菌相互作用的结果不可避免的产生遗传物质的转移

与重组。最终的结果是在噬菌体基因组内，或多或少

的保留宿主菌的一些遗传信息［3.，3,］。因而，铜绿假单胞

菌噬菌体内溶素与宿主菌某些自溶素酶类高度相似，这

个现象揭示了某些铜绿假单胞菌噬菌体内溶素与噬菌

体宿主的自溶素在进化上可能存在着同源关系。

" " 当然，并非所有的噬菌体内溶素基因与其正在侵
染的宿主菌基因组之间一定存在着相关性。在分析的

.4 种铜绿假单胞菌噬菌体内溶素中，除部分基因外，
这些内溶素之间在氨基酸或者核苷酸水平上没有同源

性，或者同源性极低。这也说明了噬菌体内溶素在进

化上存在着多源性。

,# ." 几种噬菌体基因组中未发现内溶素的原因分析
" " 在对 .4 种铜绿假单胞菌噬菌体基因组所分析的
结果中，只有 3/ 种噬菌体基因组编码内溶素，仍然有
- 种噬菌体未发现内溶素基因或内溶素同源基因。噬
菌体在感染宿主及感染后的释放过程中必然要通过宿

主细胞壁肽聚糖层。因此，噬菌体必然借助于能够破

坏宿主细胞壁肽聚糖结构的物质才能够完成侵染周

期。而在上述 - 种噬菌体基因组中没有发现内溶素，
可能原因是由于噬菌体内溶素本身具有多样性，序列

变异较大，很难用传统的检索方法发现和鉴定。比如

在所分析的 .4 种铜绿假单胞菌噬菌体内溶素中，除了
部分内溶素外，大多数内溶素相互之间在核苷酸水平

和氨基酸水平相似性较低或者完全没有相似性。

,# ," 噬菌体穴蛋白分析
" " 大多数噬菌体的内溶素没有信号肽，因此在合成
后不能够穿透宿主细胞膜，内溶素穿过通常需要噬菌

体编码的一种穴蛋白（HCD&G）。穴蛋白是一种膜蛋白，
可以在特定时期程序化破坏宿主细胞膜结构，从而介

导内溶素进入到细胞周间质，进而裂解细菌细胞壁后

释放子代噬菌体［3/］。通过生物信息学分析发现在 .4
种噬菌体中，只有 0 种噬菌体含有编码穴蛋白的基因。
这 0 种噬菌体穴蛋白有一般噬菌体穴蛋白的基本特
征：编码穴蛋白的基因位于内溶素基因的上游；穴蛋白

通常含有至少 . 个疏水区和一段较短的连接序列，蛋
白质多肽链氨基酸残基个数在 73 6 333。此外，本研究
分析发现，这些穴蛋白基因在噬菌体基因组内与内溶素

基因均有多个碱基的重叠现象（IJGJF CKJLDM$）。基因重
叠现象在噬菌体基因组中比较常见，重叠基因不仅使噬

菌体能经济有效的利用 N?+遗传信息量，节约碱基，而
且更便于对基因表达起调控作用［30］。穴蛋白之所以能

够程序化的破坏宿主细胞膜结构，精确的控制噬菌体的

释放，推测可能与这种基因重叠现象有关［3-］。

" " 到目前为止，内溶素研究多以革兰阳性细菌噬菌
体为主。而对铜绿假单胞菌噬菌体内溶素研究尚处于

起步阶段。其原因不仅在于铜绿假单胞菌细菌被一层

外膜包被，外界物质难以进入，另外一个原因是对铜绿

假单胞菌噬菌体内溶素的基因组成、蛋白结构等特点

还不十分清楚。目前，本研究分析得到的内溶素基因

已经逐步被实验证实，并且部分内溶素具有抑菌活性。

这些分析结果将为铜绿假单胞菌噬菌体内溶素及其他

细菌噬菌体内溶素的研究提供信息数据，并且在对利

用内溶素抗感染研究方面提供了可靠的依据。
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个案与短篇 文章编号：DKKK>"%K%（JKKL）KE>K’EK>KD

以严重骨病为主要表现的原发性干燥综合征 ! 例

王惠明，何娅妮，耿雪峰，任姜汶，李展旭，左洪炜，景 _ 宇 _ _ （第三军医大学大坪医院野战外科研究所肾内科，重庆
%KKK%J）

_ _ 干燥综合征（IW)48*;’2 29;<8)?*，II），是一种主要累及外
分泌腺体的慢性炎症性自身免疫病，分为原发性和继发性两

类。原发性 II（AII）是指非继发于另一诊断明确的结缔组织
病的 II［D］。AII 临床表现多样，病情轻重亦不同，对于不典型
的 II，临床常易漏诊或误诊。本科曾诊治 D 例以严重骨病、肾
小管性酸中毒、顽固性腹泻为主要表现的 AII，现报告如下。

!" 临床资料

_ _ 患者，男性，%" 岁，因“全身骨痛 " 年余，四肢肌肉萎缩 !
年，病情加重 D 个月”入院。患者自 JKKJ 年开始出现腰骶部、
膝关节、踝关节、肩背部等多部位骨关节进行性疼痛。JKK% 年
出现四肢肌肉对称性萎缩，不能站立，活动受限，并伴有顽固性

腹泻，体质量下降 DK Q4 以上。患者患病期间曾在外院行骨关
节 7Y、MS,及骨髓穿刺、血尿常规、类风湿因子等多项检查，并
诊断为“多发性神经炎、代谢性骨病、肾小管酸中毒、椎管狭

窄”，行“YL ‘ YDK椎管减压术”，术后双下肢疼痛获短暂缓解。

患者因尿检发现蛋白尿及顽固酸中毒入本科诊治。入科查体：

3R DK# a #K ??(4，消瘦，强迫体位，多处肌肉萎缩，双侧第 E、DK
肋骨、Y% ‘ Y"椎体有压痛。血红蛋白 DKJ 4 a T，血沉 " ?? a 0，血

_ _ 作者简介：王惠明，男，湖北省仙桃市人，博士，讲师，主要从事细胞免疫耐受

维持及逆转方面的研究。电话：（KJ!）##""#EED，6>?/@+：0?b

N/;4’Jc D#!& :)?

_ _ 通信作者：何娅妮，电话：（KJ!）#L’"’LJD

_ _ 收稿日期：JKKL>KD>DK；修回日期：JKKL>KJ>J’

清钙 J& K ??)+ a T，血清磷 K& %" ??)+ a T，血肌酐、尿素氮、血糖均
正常，-IY "K& D ] a T，-TY #J ] a T，自身抗体、肿瘤标志物均为
阴性，7SR DJ& % ?4 a T，甲状旁腺素 DKL& D A4 a ?+，动脉血气 A(
’d !!，碱剩余 $E& # ??)+ a T，缓冲碱 $ L& # ??)+ a T，尿蛋白（ e），
尿 A( ’，J% 0尿蛋白定量 K& DE 4，尿本周氏蛋白阴性。骨髓穿
刺检查提示增生性骨髓象，胸片示右侧第 ’、L、E 肋陈旧性骨
折，YDK椎体变窄，骶髂关节 7Y示右侧股骨头囊状低密度区，全
身核素骨显像异常增强，示代谢性骨病。泪腺滤纸试验：

# ?? a " ?@;；唇黏膜黏液腺活检示腺体局灶萎缩，间质纤维化
伴大量淋巴细胞浸润。肾组织活检示 JD 个肾小球中有 DK 个
全球硬化，! 个细胞纤维性新月体，球内见单个核细胞浸润，肾
小管上皮细胞颗粒及空泡变性，基底膜增厚，可见小管炎，片状

肾小管萎缩，间质纤维化，淋巴细胞及浆细胞浸润。入院后详

细追问病史，患者在起病之初有间断口干、眼干症状。综合患

者病情特点，诊断考虑为："AII；#肾小管性酸中毒；$代谢性
骨病；%慢性结肠炎。给予口服醋酸泼尼松 !K ?4 a <，强化补
钙、磷，口服枸橼酸合剂纠正酸中毒，降钙素 DK ] 肌注，每周 !
次，营养支持及止泻对症处理。J周后，患者自觉症状明显缓解，
骨痛减轻，肌力增强，腹泻缓解，能下床活动，复查尿蛋白为阴

性，动脉血气正常，血清钙浓度正常，血清磷升至 K& #" ??)+ a T，
血红蛋白 DDJ 4 a T。继续将醋酸泼尼松渐减量至停服，并加用
硫唑嘌呤 "K ?4 a <。患者病情进一步缓解出院。随访 ! 个月病
情稳定。
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