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噬菌体宿主特异性变化的分子机制研究

Molecular mechanisms of the changes of host specificity of bacteriophage

张利军 综述 ,熊鸿燕 审校　　(第三军医大学预防医学系流行病学教研室 , 重庆 400038)

　　噬菌体是细菌病毒 , 于 1915 年和 1917 年分别由 Frederik

Twort及 Felixd' Herelle发现。人们将噬菌体作为一种抗细菌感

染的制剂来使用 ,并取得一定的研究成果 , 噬菌体研究一度成

为研究热点。由于噬菌体具有严格的宿主特异性 , 这就限制了

噬菌体治疗的发展。随着分子生物学的长足进展 , 人们对噬菌

体及其宿主菌的相互作用 、噬菌体寄生的基因控制及特异性吸

附的分子生物学机制有了比较清楚的认识 , 可利用这些原理对

噬菌体蛋白或基因进行有目的的人工改造 , 改变噬菌体的宿主

谱 ,现就相关技术进行综述。

1　单碱基改变扩展宿主谱

　　野生型噬菌体 T7 的宿主是大肠埃希菌 ,不能感染志贺菌。

噬菌体 T7 有 20 面体头部和非常小的尾。基因组由 39 936 bp

线状双链 DNA 合成 ,有 160 bp 的末端冗余 ,含有 50 个基因。噬

菌体T7 能以 3×10
-8
的频率自发产生 ss 基因突变。这些突变

噬菌体能克服噬菌体 T7DNA 的早期降解 , 在志贺菌和大肠埃

希菌宿主上产生正常噬菌斑。

　　James等[ 1]对 Hausmann 噬菌体 T7ss 突变株和另两株自发

ss突变株的进行 DNA测序分析。Hausmann T7ss 突变株和野生

型噬菌体相比较存在四个点突变 , 点突变都位于 gene9 或

gene10的编码结构域。一个点突变位于编码噬菌体 T7 衣壳组

装蛋白的 gene9 第 22 774个碱基 ,由腺嘌呤替代胞嘧啶(多肽链

第275氨基酸由丝氨酸替代精氨酸)。另 3 个点突变都位于编

码主要衣壳蛋白的 gene10:第 23 063 个碱基由胸腺嘧啶替代鸟

嘌呤(多肽链第 32 氨基酸由缬氨酸替代甘氨酸)、第 23 150 碱

基由胞嘧啶替代腺嘌呤(多肽链第 61 氨基酸由脯氨酸替代谷

氨酸)、第 23 152碱基由胞嘧啶替代胸腺嘧啶(第 62 氨基酸由

亮氨酸替代苯丙氨酸)。而自发性 ss 突变株和野生型噬菌体

T7唯一的差别是 gene10 第 23 150 碱基由胞嘧啶替代腺嘌呤。

他们通过重组试验证实第 23 150 单碱基突变是 ss突变噬菌体

扩展宿主谱到志贺菌的原因。

　　Ravin[ 2]研究发现 5 株德氏乳杆菌噬菌体突变株能裂解抗

噬菌体德氏乳杆菌。基因测序发现 gene17 和 gene71 分别编码

大 、小两种尾丝蛋白 , 突变株噬菌体在 gene71 的 3′端发生一个

核苷改变。他们认为噬菌体 gene71 编码的尾丝蛋白 C 末端决

定噬菌体的吸附性 ,通过碱基改变可以改变其宿主谱。
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　　λ噬菌体是双链 DNA 噬菌体 ,为大肠杆菌温和噬菌体。 编

码λ噬菌体尾丝的基因有 11 个 ,而 J 基因编码的 J 蛋白的 C 末

端决定噬菌体的特异性吸附。λ噬菌体特异性吸附于大肠埃希

氏菌K12 外膜的受体-LamB 蛋白 , LamB 蛋白是由大肠杆菌基因

lamB 编码的[ 3] 。 LamB蛋白是由 3 条 421 个氨基酸的同质性多

肽组成的三聚体膜蛋白。Werts 等[ 4]研究发现 LamB 蛋白突变

可产生两类抗λ噬菌体大肠杆菌突变株:Ⅰ型大肠杆菌突变株

是 lamb 基因位点 247 245 148 突变;Ⅱ型大肠杆菌突变株是

lamb 基因位点 151 突变。他们还分离出两种噬菌体突变体:Ⅰ

型突变体(λh
+
)和复合型突变体(λhh

＊
)。λh

+
噬菌体不仅可以

感染野生型大肠杆菌 , 还可以感染所有 Ⅰ型大肠杆菌突变株;

λhh＊噬菌体 可以感染所有的Ⅰ 型和 Ⅱ型大肠杆菌突变株;而

野生菌谱λ噬菌体只能感染野生大肠杆菌 , 不能感染Ⅰ型和 Ⅱ

型大肠杆菌突变株。对宿主谱扩展的λh+噬菌体和λhh＊噬菌

体的 J基因进行 DNA序列分析 , 证实每株噬菌体都是单氨基酸

改变。这些改变只是 J基因远端的三个残基的变化:1 077 位点

Val※Ala ,位点 1 040Thr※Met ,位点 1 127Leu※Pro。重组试验证

明噬菌体尾丝 J蛋白的 C 末端氨基酸残基决定噬菌体对宿主

菌的特异性吸附。他们认为在 J 蛋白 1 040、1 077 及 1 127 位点

上突变点突变是噬菌体宿主谱扩展的原因 , 表明噬菌体的宿主

谱是可以进行人工改造定向扩展的。

2　序列重组扩展宿主谱

　　T4 噬菌体属于有尾噬菌体 A 群。有尾噬菌体对宿主菌的

识别特异性是由尾丝蛋白决定的[ 5] 。T4 噬菌体的尾丝分为远

端和近端 ,远端由基因蛋白 35(P35)、36(P36)、37(P37)组成 , 而

近端由基因蛋白34(P34)组成。 T4噬菌体识别宿主特异性的结

构是位于尾丝远端的 P37 , 而 P37 的 C 末端的 120 氨基酸残基

对于识别宿主菌表面受体的特异性尤其重要。 T4 噬菌体识别

的位点是宿主菌的外膜蛋白 OmpC 或脂多糖[ 6] 。

　　T4噬菌体只感染大肠杆菌和亲缘关系近的志贺氏菌 , 但

Ackermann[ 7]和 Repoila[ 8]的研究对 Tetart[ 9]扩展 T4 噬菌体宿主

谱提供了启示。他们把噬菌体 SV76.3 和 Mi 基因组的一个片

段(包括 gene37 和 38)替换 T4噬菌体尾丝基因的同源结构。 结

果发现这些突变体不仅可以在大肠杆菌增殖 ,而且可以在假结

核耶尔森菌增殖。DNA 分析发现这些突变体 gene37 的 C 末端

的许多序列基序(His boxes)之间发生重复或替换。 他们认为

His box序列之间的重组能产生新的受体识别特异性 , 通过水平

转移 , T4 噬菌体可以扩展其宿主谱。

　　Tetart等[ 10]报道了噬菌体尾丝基因的可塑性。在不同噬菌
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体中 ,控制识别宿主的尾丝粘附素位于不同的基因产物中。 T4

家系噬菌体的尾丝粘附素位于 P37 的 C 末端 , T2家系噬菌体的

尾丝粘附素则存在 P38 中。决定宿主谱特异性的这些序列 , 不

论其同源性大小 ,均可通过相互交叉而生成嵌合尾丝 , 从而改

变噬菌体的宿主谱。尾丝基因的镶嵌性便于噬菌体之间粘附

素结构域的交换 ,使噬菌体获得新的宿主谱 , 可以感染分类学

亲缘关系较远的宿主菌[ 11 , 12] 。

　　Lucchini[ 13]发现通过基因重组嗜热链球菌温和噬菌体可转

变为烈性噬菌体。嗜热链球菌噬菌体宿主谱由尾丝基因决定。

尾丝蛋白由含氨基已酸重复的保守结构域和少许可变结构域

组成。与T 偶数噬菌体粘附素相似 ,含氨基已酸的保守结构域

是重组热点。

3　基因水平转导扩展宿主谱

　　大肠杆菌膜表面荚膜多糖(K抗原)是 K 噬菌体的特异性

吸附受体。噬菌体 K1E 尾丝蛋白拥有 N-乙酰神经氨酸酶 , 特

异性识别K1 抗原;K5 噬菌体编码 K5 裂解酶蛋白 , 特异性吸附

K5抗原。 Scholl等[ 14]用大肠杆菌K5 做宿主菌从污水中发现并

分离了一种对 E.coli K1 和 K5 都具有感染活性的噬菌体

φK1-5 ,只要菌株上具有 K1或 K5 抗原 , 就可能被其感染。研究

发现噬菌体φK1-5编码两种不同的尾丝蛋白 , 使其能感染大肠

埃希杆菌K1 与 K5 菌种。编码尾丝蛋白区域的 DNA 序列分析

显示其具有两个开放阅读框。 第一个开放阅读框编码的蛋白

是噬菌体φK5 的 K5 溶解蛋白基因 , 此基因使噬菌体φK5 特异

性感染大肠埃希杆菌 K5 菌株。第二个开放性阅读框编码一种

与噬菌体φK1E 的N-乙酰神经酰胺酶蛋白的氨基酸序列几乎

完全一样的蛋白。这种蛋白让φK1E 噬菌体特异性感染大肠埃

希杆菌K1 菌株。他们实验证实成熟噬菌体包括两种尾丝蛋

白 ,这两种蛋白可独立灭活。对噬菌体φK5 、φK1E 和φK1-5 的

尾丝基因比较发现这些基因是单体形式排列 ,提出这类噬菌体

可通过水平的基因转导扩展宿主谱。

　　Scholl[ 15]和 Ravin[ 16]的研究也证实噬菌体能通过尾丝基因

水平转移迅速改变或扩展宿主谱。

4　G倒位扩展宿主谱

　　Mu噬菌体颗粒由二十面体的头和一个可收缩的类似偶数

噬菌体尾组成。Mu 噬菌体 DNA 异源双链作图揭示 , 在基因组

右末端 1.7 kb 处有 3 kb 的倒位环即 G 片段。这个片倒位控制

噬菌体的宿主范围。位于G 片段两侧有一对 34 bp 反向重复序

列 ,倒位是由这些反向重复序列之间特异性重组的结果。经过

倒位 , G片段从一个取向转变为另一个取向 ,从而改变 Mu 噬菌

体的宿主谱。 从大肠杆菌 K-12 所释放的噬菌体中分离的

DNA , G片段主要是一个取向 ,称之为 G(+)。从溶原菌释放的

噬菌体分离的 DNA , G 片段有 2 个取向 , 在这些细胞中的前噬

菌体为G(-)。 G片段编码两套基因:S 、U 和 S′、U′, G(+)Mu

噬菌体基因组含 S、U 基因 ,分别合成 S 、U蛋白 ,而 G(-)Mu 噬

菌体基因组含有 S′、U′基因 , G片段倒位阻止 S 和 U蛋白的合

成 ,允许另一组蛋白 S`和 U`的合成。这两套基因决定噬菌体

的吸附特异性 ,据推测它们相同的 N末端蛋白将尾丝锚在噬菌

体尾上 ,而可变的 C 末端选择识别敏感细菌表面上一组噬菌体

受体。现已鉴定一个脂多糖细胞壁组分作为噬菌体的受体。

位于G 区右侧的 gin 基因编码 21.7×103 Gin 蛋白 , 它作用于 G

片段两侧的反向重复序列 , 使片段倒位[ 17] 。 Kahmann 等[ 18] 证

明位于 gin基因内顺式作用位点“ sin” , 增加 gin 介导的重组。

研究者发现G(+)噬菌体的宿主范围包括大肠杆菌 K-12 ,一些

沙门氏菌和沙雷氏菌;G(-)噬菌体的宿主范围包括大肠杆菌

C ,柠檬酸杆菌 , 志贺氏菌 , 肠杆菌和欧文氏菌。 G 倒位是基因

剪接通过倒位的第 1 个例子 , 也是原核生物中基因剪接的第 1

个例子。G倒位研究成为扩展噬菌体宿主谱研究的重要篇章。

5　基因嵌合扩展宿主谱

　　大肠杆菌噬菌体 M13、 fd、f1、If1 和 Iκe 属于丝状噬菌体 ,

M13、fd和 f1吸附带有 F性菌毛的大肠杆菌 , 所以统称为 Ff 噬

菌体。Iκe是吸附带有 N或 I菌毛的大肠杆菌。尽管它们的主

要外壳蛋白的氨基酸序列和病毒体的长度有差异 , 但它们有相

似的结构。

　　丝状噬菌体通过噬菌体的末端 ,即 gene3编码的外壳蛋白 ,

附着于宿主细胞表面结合菌毛末梢感染宿主。

　　Ff噬菌体组是一条共价闭环 DNA分子 ,编码11个基因 , 彼

此紧密相连。gene3蛋白(P3)是用 18 个残基氨基末端信号序列

合成 ,成熟的(P3)含有 406 个残基 ,是 3 个结构域的蛋白质:P3-

D1 是膜渗入结构域;P3-D2 是菌毛结构域;P3-D3 是噬菌体外壳

结构域。每个结构域有富含甘氨酸的四肽和五肽重复将其分

开。随后是一个 C末端膜锚。 缺失做图已初步确定每个结构

域的作用。结构域 P3-D3 和跨膜片段负责基因 Ⅲ蛋白锚在噬

菌体衣壳。推断两个N 末端结构域更直接参与感染过程。 P3-

D2介导噬菌体吸附到它的主要受体-F 性菌毛的末梢。 Peeters

等[ 19]对 Iκe噬菌体进行基因测序 , 发现与 M13 、fd 和 f1 基因组

有55%的同源性 , 含有 10 个编码基因。 Iκe 和 If1 的对应基因

大小非常相似 ,且在基因组上的排序完全相同。 两者都具有基

因Ⅲ ,编码 P3蛋白 , 决定噬菌体对宿主菌的识别特异性。基因

Ⅲ不断发生基因重组 ,导致宿主特异性的差异 。

　　Endemann 等[ 20]将 Iκe噬菌体的 gene3 的不同部位进行了删

除突变 ,然后再重组到 Ff噬菌体基因组上。这种突变噬菌体获

得了对 Iκe噬菌体宿主菌的吸附特异性 , 但不引起感染。可能

引起感染需要其他复杂结构的协同作用。因此 , Iκe 噬菌体和

Ff噬菌体的基因是不可以整体替换的 , 但可以嵌入另一噬菌体

的识别基因中。

　　Marzari等[ 21]也将噬菌体 Iκe gene3 做了不同部位的删除突

变 ,把 Iκe的 P3 的部分结构域克隆到成熟 fd P3 的 N末端 , 并不

取代 fd的 gene3。这样 , 重组子既可感染具有F+性菌毛的宿主

菌 ,也可感染噬菌体 Iκe的宿主菌 , 从而扩展了 Fd 噬菌体的宿

主谱。他们认为如果噬菌体至少带有 Iκe P3受体结构域 ,这种

带有嵌合 P3 噬菌体就能感染带有 N 和 F 菌毛的菌株。含有

Iκe噬菌体受体和渗入结构域的噬菌体不比仅含有 Iκe 噬菌体

受体结构域的噬菌体感染率高。这说明 fd 的渗入结构域在噬

菌体感染 N 菌毛菌或 F 菌毛菌中发挥重要作用。而加上富含

甘氨酸结构域感染率则可以提高 10 倍。表明有效的感染需要
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噬菌体表面至少一个 P3。事实表明 ,虽然噬菌体对宿主菌的裂

解具有高度特异性 , 但并非一对一的关系 , 说明扩展噬菌体宿

主谱是可行的。

　　OrfU是霍乱弧菌噬菌体 CTX 的微小衣壳蛋白 , Heilpern[ 22]

认为OrfU和噬菌体 fd 的蛋白 P3功能相似 , 介导噬菌体 CTX 感

染 ,在噬菌体的装配和释放方面起重要作用。他们把 OrfU 片段

嵌入P3 , 成为OrfU-P3 融合体。当噬菌体 fd 含有OrfU的N 末端

274 个氨基酸后 , 它可以感染本来不感染的霍乱弧菌 ,Heilpern

的成果充实了噬菌体宿主谱扩展研究。噬菌体宿主谱改变维

持和促进自然界微生物的基因多样性和基因交换 , 有利于人类

改造动物 、植物和微生物[ 23] 。

　　分子生物学的取得的辉煌成就 ,极大的促进噬菌体研究的

发展。噬菌体研究成为新的研究热点 , 主要集中在噬菌体识别

特异性的分子生物学基础及改变噬菌体宿主谱方面 , 目前人工

改造噬菌体的理论和技术取得初步发展 , 将日趋成熟。但噬菌

体宿主谱研究的成果仍比较有限 ,能改变宿主谱的噬菌体主要

局限于有尾噬菌体的一小部分 ,改变的宿主谱也很窄。噬菌体

研究如何取得实质性突破 , 全面完成噬菌体基因序列测序 , 掌

握各基因的功能 ,研究清楚噬菌体和宿主菌的相互作用机制。

将研究领域由有尾噬菌体扩展到无尾噬菌体 ,通过改变噬菌体

基因 , 控制其宿主谱的变化 , 以满足人们扩展或缩小宿主谱的

需求 ,这是噬菌体研究者的奋斗目标。

　　关键词:噬菌体;宿主;特异性变化;分子机制

　　中图法分类号:R373.9　　　文献标识码:A
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