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　　摘　要：ＯｍｐＦ是大肠杆菌最重要的外膜蛋白之一，它形成的离子通道是大肠杆菌与外界进行物质
交换的重要通道，能够使分子量不超过６００Ｄａ的水溶性物质通过该离子通道穿越外膜。ＯｍｐＦ外膜蛋
白与大肠杆菌的耐药性、抗酸性以及抗渗透压等生理活动密切相关。ＯｍｐＦ的功能与其结构特征密不可
分。阐述了大肠杆菌外膜蛋白ＯｍｐＦ及其组成元件Ｌｏｏｐ３环的结构特征。
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　　革兰氏阴性细菌外膜蛋白对细菌抵抗有害物质或

环境起着重要作用，它能够保护细胞免受或减少多种有

害物质的影响，如蛋白酶、抗生素、毒素和噬菌体等［１］，

并且对维持革兰氏阴性细菌在高渗透压、酸性等胁迫条

件下的生存起着重要作用［２４］。此外，外膜蛋白形成的

非特异性的离子通道对革兰氏阴性细菌吸收营养物质

和排泄自身代谢废物也起着关键作用［５］。外膜蛋白也

被称为膜孔蛋白，是外膜的主要组成成分，大肠杆菌重

要的外膜蛋白有 ＯｍｐＣ、ＯｍｐＦ和 ＰｈｏＥ等［６７］，它们横跨

脂质双分子层。外膜蛋白 ＯｍｐＦ是大肠杆菌主要的膜

孔通道，允许不超过６００Ｄａ的小分子水溶性物质通过细

胞膜，也是抗生素进入细胞的主要通道［８］。ＯｍｐＦ这些

重要的生物功能和其结构有着密不可分的关系。

１ ＯｍｐＦ的结构特征

目前，ＯｍｐＦ蛋白是研究得最为清楚的蛋白之一。

１９９１年，Ｗｅｉｓｓ等［９］首次报道了光合细菌 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ

ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ一个膜孔蛋白的结构特征，并证实该膜孔蛋白

的结构是１６条反并联的β桶（ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅｌβｂａｒｒｅｌ）结构

组成［１０］。１９９２年，Ｃｏｗａｎ等研究表明，大肠杆菌 ＯｍｐＦ

和Ｒｂ．ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ外膜蛋白 ＯｍｐＦ具有相似的结构，也

是由１６条反并联的 β桶结构组成，包含８条长环（ｌｏｎｇ

ｌｏｏｐ）和８条短转角（ｓｈｏｒｔｔｕｒｎ）。其中，８条短转角包括

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７和 Ｔ８，分布在 β桶的胞质端。

８条长环包括 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６、Ｌ７和 Ｌ８，分布在细

胞外端［１１］。Ｌ１、Ｌ４～Ｌ８等６条环包裹得比较紧密，大肠

杆菌ＯｍｐＦ通常是一个具有阳离子选择性的三聚体，总

长度大约是５ｎｍ，直径大约是１２?，并且每个单体之间

呈几何对称，如图 １所示（ＰＤＢ数据库，登陆代码

３ＨＷＢ），每个单体由大约３４０个氨基酸组成［１２］。１６个

β链的长度范围是７～１６个氨基酸，各个单体结构的稳

定性由疏水性和极性相互作用决定。其中，Ｌ２环对维

持 ＯｍｐＦ三聚体和各个单体的稳定性起着重要作

用［１３］。

图１ 大肠杆菌Ｋ－１２ＭＧ１６５５菌株外膜蛋白
ＯｍｐＦ的三维结构

注：每个ＯｍｐＦ三聚体包含３个单体，分辨率为１．５９?。
（ａ）是侧视图，（ｂ）是俯视图。（ＰＤＢ数据库）



在不同的包装环境下，ＯｍｐＦ可以呈现出不同的空

间结构。１９９５年，Ｃｏｗａｎ等［１４］研究表明，ＯｍｐＦ也能以

四角形晶体的形式存在，每个对称单元包括２个三聚体

（分辨率３．２?）。无论是三角形晶体还是四角形晶体，

三聚体的结构相同。用新型去垢剂纯化 ＯｍｐＦ也是

ＯｍｐＦ结构研究的一个重要方面。２０１０年，Ｋｅｆａｌａ等［１５］

第一次用浓度为５ｍＭ的两性离子型去垢剂 ＦＣ１２（ｆｏｓ

ｃｈｏｌｉｎｅ－１２）从大肠杆菌中纯化了 ＯｍｐＦ，得到了两种不

同的晶体结构。第一种晶体结构的分辨率是３８?，细

胞参数分别为 ａ＝１３６７?，ｂ＝２１０５?，ｃ＝１３７?，β＝

１００５°。第二种晶体结构的分辨率是４４?，细胞参数

分别为ａ＝２１５５?，ｂ＝２１５５?，ｃ＝１３７５?，γ＝１２０°。

用两性离子型去垢剂ＦＣ１２获得的 ＯｍｐＦ的两种晶体结

构都是全新的晶体结构，和前人的研究结果有所不同，

它们都是四面体的结构，且每个四面体都含有４个三聚

体，如图２所示。

图２ ＦＣ－１２去垢后得到的ＯｍｐＦ的四面体结构

目前，所得到的ＯｍｐＦ的晶体结构只有三角形和四

角形两种结构，这两种结构中每个单体的结构是相同

的，都含有 １６个 β链，分布区域分别是 ２３－２８ａａ、

３０－４５ａａ、６１－７３ａａ、７６－８８ａａ、１０５－１１３ａａ、１１６－１２２

ａａ、１５７－１６３ａａ、１７２－１８１ａａ、１９４－２０４ａａ、２０６－２１７ａａ、

２３３－２４４ａａ、２４６－２５７ａａ、２７５－２８７ａａ、２９０－３０３ａａ、

３２８－３３７ａａ（数 据 来 源：ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ：

Ｐ０２９３１）。

２ ＯｍｐＦ蛋白Ｌｏｏｐ３的功能

在Ｌ１－Ｌ８等８条长环中，Ｌ３环是目前研究最广泛

和最为透彻长环，在大肠杆菌的耐药性、抗酸性、抗渗透

压、离子选择性、离子电导等方面起着最为重要的作

用［１６１７］。Ｌ３环与其它５个环不同，它并不是暴露在细胞

的表面，而是折叠到 β桶的内部，形成类似环面的狭窄

区带［１８］。

Ｌ３的氨基酸残基区域是１０３－１３４，该区域包含有

天冬氨酸残基（Ａｓｐ１０７、Ａｓｐ１１３、Ａｓｐ１２１、Ａｓｐ１２６和

Ａｓｐ１２７）、谷氨酸残基（１１７）［１６］。１９９１年，Ｊｅａｎｔｅｕｒ等报

道了Ｌ３包含的一个序列基序，即ＰＥＦＧＧ，该基序在肠道

菌膜孔蛋白中非常保守［１９］。１９９８年，Ｂａｉｎｂｒｉｄｇｅ等［１７］通

过定点突变技术研究了５个ＯｍｐＦ半胱氨酸突变体在大

肠杆菌素Ｎ和Ａ转位过程中的作用，并且发现５个突变

体并没有发生构型上的变化，这５个半胱氨酸残基对维

持 ＯｍｐＦＬ３环转移大肠杆菌素的作用不是必须的。

２００１年，Ｐｈａｌｅ等［２０］研究表明ＯｍｐＦＬ３环中两个酸性氨

基酸残基Ｄ１１３和Ｅ１１７对ＯｍｐＦ膜蛋白的离子电导、离

子选择等方面起着重要的作用，Ｄ１１３和 Ｅ１１７突变为

Ｎ１１３和Ｑ１１７后可以使得ＯｍｐＦ离子通道的电导降低２

倍。２００３年，Ｂｒｅｄｉｎ等［８］研究发现，ＯｍｐＦＬ３环对ＯｍｐＦ

孔蛋白结构的一个重要特征，决定着 ＯｍｐＦ孔蛋白的离

子通道的大小和静电学特征；大肠杆菌素 Ａ和 Ｎ、精胺

和抗生素进入细胞内部都与 ＯｍｐＦＬ３环有直接关系，

Ｄ１１３和 Ｄ１２１氨基酸残基发挥着不可或缺的作用。

２００７年，Ｂｅｇｉｃ和Ｗｏｒｏｂｅｃ通过定点突变技术研究发现，

Ｌ３中Ｇ１２４氨基酸残基对ＯｍｐＦ孔蛋白的大小和离子选

择性都起着重要的作用。２００８年，Ｙａｍａｓｈｉｔａ等［２１］通过

共结晶技术研究了 ＯｍｐＦ和大肠杆菌素的相互作用，晶

体分辨率为１６?，该共结晶体中含有大肠杆菌素，并且

大肠杆菌素与 ＯｍｐＦ相互作用位置在 Ｌ３环 Ａｓｐ１１３和

Ｇｌｕ１１７氨基酸残基之间。同时，研究表明，Ｌ３环是

ＯｍｐＦ孔蛋白发挥其复杂作用的关键位置。在 Ｍｇ２＋存

在的情况下结晶，Ｍｇ２＋也插入到Ｌ３环Ａｓｐ１１３和Ｇｌｕ１１７

氨基酸残基之间，但Ｍｇ２＋和 Ｌ３环作用力较大肠杆菌素

小，可以被大肠杆菌素取代。通过定点突变和结晶技术

研究Ｌ３环的功能仍是研究的热点和重点。

３ ＯｍｐＦ的一级结构分析

ＯｍｐＣ、ＯｍｐＦ和 ＰｈｏＥ是大肠杆菌最重要的外膜孔

蛋白［７］，它们的合成与脂多糖 ＬＰＳ的密切相关，并且受

ＬＰＳ合成的影响［２２２５］。ＯｍｐＦ与 ＯｍｐＣ和 ＰｈｏＥ的氨基

酸序列有较高的相似性，同源性约 ６０％，如图 ３所示

（ＤＮＡＭＡＮ软件分析）。三个外膜孔蛋白中都含有保守

的氨基酸基序 ＰＥＦＧＧ基序，如图 ３中方框标记所示。

利用Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库ＢＬＡＳＴ分析表明，ＯｍｐＦ外膜孔蛋

白的一级结构都非常保守。从感病兔肠道中分离的耐

药性大肠杆菌中 ＰＣＲ扩增的 ＯｍｐＦ基因同样具有非常
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高的同源性。

图３ 大肠杆菌Ｋ１２ＭＧ１６５５菌株外膜孔蛋白ＯｍｐＣ、
ＯｍｐＦ和ＰｈｏＥ的一级结构同源性分析

４ 展 望

目前，大肠杆菌的耐药性受到研究者的高度、广泛

重视，耐药性的产生给大肠杆菌疾病防治带来了严峻的

考验，给畜牧业生产和医疗卫生事业等带来了严重危

害，也危害到人类的健康。通过研究大肠杆菌外膜孔蛋

白的结构，利用定点突变技术研究外膜孔蛋白的某些重

要氨基酸的功能以及外膜孔蛋白结构的变化，充分阐述

大肠杆菌的耐药机制并加以利用仍是今后研究的重点

和热点。
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