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【摘要】 牙龈卟啉单胞菌第 IX型分泌系统（type IX secretion system，T9SS）是一种最近被发现的新型蛋白分泌

系统，它广泛分布于拟杆菌中。T9SS结构复杂、功能强大，目前已经得到验证的 T9SS组分 20余种，并且仅在

牙龈卟啉单胞菌中即能分泌 30余种毒力因子，对牙龈卟啉单胞菌的致病性意义重大。T9SS是一个横跨细胞

内膜、细胞周质、细胞外膜的大型蛋白复合体，通过各组分之间结构和功能上的联系，组成了一个包括动力提

供、能量转导、内外膜易位、外膜修饰及调节系统的精密功能复合体，对货物蛋白进行识别、转运、剪切、修饰，

并将细菌胞内货物蛋白转运至细胞表面。近年来，随着X线衍射及原位冷冻电镜技术的发展，对 T9SS的探究

也从单一组分的功能研究发展至多蛋白复合体原位结构研究，但是目前对蛋白结构解析仍存在分辨率不高、

无法捕捉动态功能结构等问题，未来研究方向应该更集中于探索 T9SS如何与货物蛋白相互作用并发挥功

能。本文对牙龈卟啉单胞菌 T9SS在 X线衍射及冷冻电镜结构解析上的研究进展做一综述，以便深入理解

T9SS的转运机制。
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【Abstract】 The Porphyromonas gingivalis type IX secretion system (T9SS) is a recently discovered protein secretion
system that is widely distributed in Bacillus cereus. The T9SS is structurally complex and powerful. More than 20 T9SS
components have been verified, and more than 30 virulence factors can be secreted by Porphyromonas gingivalis alone,
which contributes significant to the pathogenicity of Porphyromonas gingivalis. T9SS is a large protein complex span⁃
ning the inner cell membrane, periplasm, and outer cell membrane. Through the structural and functional connections
among its components, it forms a sophisticated functional complex that includes power provision, energy transduction,
inner and outer membrane translocation, outer membrane modification, and regulatory systems to recognize, translocate,
shear, and modify cargo proteins and translocate bacterial intracellular cargo proteins to the cell surface. In recent
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years, with advancements in X⁃ray diffraction and in situ cryoelectron microscopy, the exploration of T9SS has evolved
from the functional study of single components to the in situ structural study of multiprotein complexes. Still, the struc⁃
tural resolution of the protein still has shortcomings such as low resolution and an inability to capture dynamic function⁃
al structures. Future research directions should focus more on exploring how T9SS interacts and functions with cargo
proteins. In this paper, we review the research progress on Porphyromonas gingivalis T9SS on X⁃ray diffraction and cryo⁃
electron microscopy structure resolution in order to gain a deeper understanding of the transport mechanism of T9SS.
【Key words】 Porphyromonas gingivalis; type IX secretion system; transport system; periodontal disease; oral
bacteria; protein structure; cryoelectron microscopy; X⁃ray diffraction
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牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，P.g）

是牙周病［1］、口腔癌［2］、结直肠癌［3］、阿尔兹海默

症［4］等疾病发生发展过程中的重要细菌。近年来，

研究者首先在P.g上发现了一个不同于以往 8种分

泌系统的新型分泌系统——第 IX 型分泌系统

（type IX secretion system，T9SS）。T9SS广泛存在于

拟杆菌门，主要用于分泌各种效应蛋白，如蛋白

酶、黏附蛋白和纤维素酶等，这些通过 T9SS转运的

蛋白统称为货物蛋白［5］。T9SS结构复杂、功能强

大，目前已经得到验证的 T9SS组分 20余种，并且

仅在P.g中即能分泌 30余种毒力因子，如精氨酸特

异性牙龈素（arg⁃specific gingipains A&B，RgpA&Rg⁃
pB）、Lys 特异性半胱氨酸蛋白酶（lys⁃specific gin⁃
gipains，Kgp）、肽基精氨酸脱氨酶（peptidyl arginine
deaminase，PPAD）等［6 ⁃ 8］，对 P.g 的致病性意义重

大。本综述重点讨论：①P.g中 T9SS在 X线衍射、

冷冻电镜、低温电子断层扫描基础上解析出大分

子蛋白复合体结构，从结构生物学角度探讨 T9SS
的功能模式；②探讨货物蛋白在转运过程中与

T9SS的相互作用，深入了解T9SS的转运机制。

1 T9SS的发现

关于 T9SS最初的一个重要发现是 P.g会产生

强大的蛋白水解酶如 RgpA、RgpB、Kgp，称为牙龈

素（Gingipains）［9］。牙龈素是负责破坏宿主先天防

御机制的基本毒力因子［10⁃11］，主要附着在细菌外膜

的表面，也有部分以可溶形式释放到细胞外环

境［12⁃13］。由于在P.g的基因组中找不到与已知蛋白

质分泌系统同源的基因，于是研究者怀疑这种细

菌已经开发出一种独特的转录系统。

1998年，Okamoto等［14］发现血琼脂平板上缺乏牙龈

蛋白酶活性的 P.g菌落因缺乏黑色色素而呈现白

色，这意味着菌落色素的有无可以作为阻断蛋白

酶分泌的简单突变筛选工具。Sato 等［8］发现了

PorT，这是第一个被发现的编码参与分泌牙龈蛋白

酶的基因。缺失 PorT基因的突变菌株表现出无色

素的白色菌落，证明突变菌株具有受损的牙龈蛋

白酶活性。此外，缺失 PorT基因的突变菌株中的

牙龈蛋白酶作为无酶活性的酶原在周质中积累，

而不是运输到细胞外，这证明确实存在一个可以

帮助牙龈蛋白酶分泌的系统。P.g的另一个基因

Sov，显示出与 PorT突变体相同的突变表型，成为

第二个被证实的 T9SS组分［15］。2013年，Sato等［16］

最终发现 11个基因（包括 PorT和 Sov）与牙龈蛋白

酶跨越细胞外膜的运输和牙龈蛋白酶的激活有

关。由于这些蛋白与任何其他已知的分泌系统的

成分没有序列上的相似性，因此被认为是一个新

的分泌系统，最初被称为 Por分泌系统［8］。为了与

现有的 Diderm细菌的分泌系统命名法相一致，该

系统被命名为 IX型分泌系统或T9SS。
与大多数在细菌中发现的多成分分泌系统不

同，T9SS的基因广泛分散在基因组中，目前在 P.g

中发现的 18个成分分布在 13个不同的基因座上，

其中有 17个已被验证［17⁃18］。

2 T9SS组分的结构和功能进展

T9SS 的各个组分在细菌内的位置是已知

的［19］：PorL 和 PorM 嵌入细胞内膜［8］；PorF、PorG、

PorP、Sov、PorV、PorQ和 PorT形成细胞外膜 β⁃桶状

结构［20⁃22］；PorK、PorE和 PorW是与外膜相关的脂蛋
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白，定位在细胞周质［16，18，23］；PorU和 PorZ是由 PorV
和 PorQ分别锚定的细胞表面蛋白［24］；PorN是一种

通过 PorK锚定在外膜上的周质蛋白［23］；PorX位于

细胞质，PorY定位于细胞内膜。T9SS转运细菌胞

内产生的蛋白至细菌表面，从而协助细菌发挥毒

性作用，通过 T9SS 转运的蛋白统称为货物蛋白。

下面将介绍已经解析出结构的蛋白组分，并将

T9SS内的组分依据结构和功能的关联性划分为：

PorL⁃PorM动力泵；PorK⁃PorN转运环；Sov易位子；

PorU⁃PorV⁃PorQ⁃PorZ 复合体；PorX⁃PorY双组份调

节系统。

2.1 PorL⁃PorM为T9SS提供动力

PorL 位于细胞内膜，有两个跨膜区和一个细

胞质域。PorM一端固定在细胞内膜中，并横跨整

个细胞周质区域与细胞外膜上的复合物 PorK、

PorN相互作用［25］。PorL和 PorM被证明在 P.g内形

成一个复合体［25⁃26］。PorM横跨整个细胞周质区域

并与细胞外膜上的组分相互作用，极有可能介导

转运信号由细胞内膜传递至细胞外膜的过程［27］。

GldL、GldM是约式黄杆菌（Flavobacterium johnsonii，

F.j）T9SS 中 PorL、PorM 的同源蛋白。 Shrivastava
等［28］认为，GldL⁃M是 T9SS的“马达”，由质子动力

势（proton⁃motive force，PMF）驱动。James等［29］成功

通过冷冻电镜观察到了 GldL⁃M/PorL⁃M 复合物的

原始结构。GldL/PorL在内膜上形成一个由 5个亚

单位组成的扭曲环，GldM/PorM由D1⁃D4结构域组

成［19，25］，D1结构域从GldL/PorL环上发出并被完全

包裹在环内，且D2和D3之间有约 45度的弯曲［27］。

GldM/PorM的周质结构域紧贴着 GldL/PorL跨膜螺

旋环的顶部，没有留下质子移动的空间，这意味着

需要构象变化来打开环中的水通道以允许质子移

动。芳香族残基 GldLY13和 GldMY17的质子化对

其功能很重要，也许参与跨膜质子运动到机械功

的传导［29］。这些发现表明，GldL/PorL是一个定子，

GldM/PorM 二聚体是一个转子，质子流使 GldM/
PorM在一个直径约为 18 nm的宽圆中旋转，这将反

过来驱动外膜上 T9SS 的组分发挥功能。总之，

PorL⁃PorM复合物定位于细胞内膜上，其中 PorL延

伸到细胞质，PorM埋在 PorL环中，并通过 4个结构

域延伸到细胞周质，可能为 T9SS底物转运过程提

供动力。

2.2 PorK⁃PorN可能参与能量转导过程

PorK 是一种锚定在细胞外膜上的脂蛋白，

PorN 是周质蛋白，PorK 与 PorN 相互作用［21，26，30］。

Gorasia 等［22］对纯化的 PorK 和 PorN 复合物进行分

子量的测定，发现两者共同形成一个分子量大于

4 500 kDa的复合物；同时，还测定出 PorK︰PorN的

摩尔比约为 1︰1.2，表明 PorK和 PorN可能以 1︰1的

摩尔比存在于细胞中。以上证据表明，PorK 和

PorN不是以单体形式存在于细菌原位，而是组装

成一种复杂的大分子复合物，并且极有可能在P.g

中发挥重要作用。

Gorasia 等［22］对 P.g 中的 PorK 和 PorN 进行纯

化，并通过冷冻电子显微镜观察到一个均匀的环

形结构。这些环的直径为 46 ~ 52 nm，内部孔径为

33 ~ 35 nm，并由 32 ~ 36个较小的亚单位组成。由

于样品纯化聚集和样品制备技术的局限性，没有

得到更高的分辨率，因此无法得知环内蛋白质是

如何相互作用并组装的。但是，Leone等［27］对这

种大环结构在细胞中的存在提出了质疑，怀疑这

些环是纯化过程中的产物，并不能代表蛋白实际

在细胞内的构象。Gorasia等［31］进行了 P.g的原位

电子低温断层扫描，环状结构确实存在于细胞中，

位置紧靠于细胞外膜下面。在细菌原位观察到的

环状结构在大小和形状上与纯化的 PorK/N环非常

相似［31］。此外，这些结构在 PorK突变体中是不存

在的，这证实了 PorK与 PorN在结构和功能上的关

联性［31］。研究表明，PorM的 D4结构域与 PorN相

互作用，而D2、D3和D4结构域与 PorK脂蛋白相互

作用［27］。综上，能量可能由细胞内膜上的 PorL/
PorM通过PorK/N转导到细胞外膜，而P.g上有多少

PorL/M装置和PorK/N环尚待阐明。

2.3 Sov是T9SS底物外膜转运的易位子

Sov位于细胞外膜上，有多个跨膜区域。T9SS
的易位子在约式黄杆菌中被确定为 SprA（P.g Sov
同源物）［32］。尽管 Sov的结构尚没有完全解析，但

模拟出的结构与 SprA非常相似，并以与 SprA相似

的方式与 PorV或 Plug结合［31］ 。使用双链标记纯

化系统从 F.j 分离出 SprA，发现 SprA 存在两种状

态，一种与 PorV 和 PPI结合，另一种与 Plug 和 PPI
结合，以下简称为 SprA ⁃PorV ⁃PPI 和 SprA ⁃Plug ⁃
PPI［32］。高分辨率低温电子显微镜显示，SprA形成

一个 36条链的外膜β⁃桶状结构［32］。这是迄今为止

发现的最大的外膜β⁃桶状结构。桶状结构在细胞

表面被盖住，在周质端开放，并在桶壁上有一个侧

向开口。在 SprA⁃PorV⁃PPI复合体中，PorV位于细

胞外膜上的 SprA易位子侧方，阻挡了侧向开口，同

时 SprA的周质孔是开放的。而在 SprA⁃Plug⁃PPI复
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合体中，SprA的周质开口被 Plug堵塞，而在侧边是

开放的［32］。同时 PorV 和 Plug 与 SprA 的结合是相

互排斥的。SprA的这两种状态在结构学上揭示了

底物通过外膜的途径：①在 PorV与 SprA结合的状

态下，SprA周质侧开放，允许T9SS底物从周质中进

入 SprA的桶状结构内部，此时货物蛋白与 PorV结

合［24］；②接着 Plug结合 SprA，并触发已经结合了底

物的 PorV从 SprA上解离［32］，底物由此被转移至细

胞表面，并进入下一步的剪切加工；③此时，Plug
蛋白与 SprA的周质端结合，封住通道，从而完成一

次T9SS底物的转运［32］。

2.4 蛋白膜外加工复合体 PorU⁃PorV⁃PorQ⁃PorZ帮

助 T9SS货物蛋白附着于外膜阴离子脂多糖（anion⁃
ic⁃lipopolysaccharide，A⁃LPS）

PorV和 PorQ位于细胞外膜，PorU和 PorZ都有

一个 C 端 ⁃保守结构域（C⁃ Terminal conserved do⁃
main，CTD），并利用 T9SS 到达细胞表面。然而，

PorU和 PorZ末端的 CTD结构域并不被切割［24，33］，

而是分别通过与PorV和PorQ结合而锚定在细胞外

膜上［24］。货物蛋白通过 Sov易位子后，通过CTD与

PorV的相互作用被固定在细胞表面，并由 PorV传

递至 PorU⁃PorV⁃PorQ⁃PorZ附着复合物。PorZ的晶

体结构显示，它除了 CTD之外，还包括 2个 β⁃螺旋

桨结构域［33］。此外，PorZ以 A⁃LPS依赖的方式与

PorU相互作用［24］。PorU发挥类似分拣酶的作用，

在细胞表面裂解CTD信号，并通过肽键将A⁃LPS共

价连接到货物蛋白的新C端［33⁃36］，从而完成T9SS货

物蛋白在细胞表面的固定。

2.5 PorX⁃PorY构成调节T9SS的双组份调节系统

目前，有 3种蛋白被认为在调控 T9SS中起作

用，即 SigP、PorX和PorY。PorX和PorY分别与双组

分调控系统的反应调节器和组氨酸激酶传感器蛋

白同源，而 SigP是一个细胞质外功能 σ因子。这

3 个组件中的任何一个发生突变，都会导致 T9SS
组分表达的下调和牙龈蛋白酶的降低［37］。PorY被

证明能自动磷酸化，可以与 PorX相互作用并磷酸

化 PorX。PorX 被磷酸化后，通过两种方式调节

T9SS组分的表达：①PorX直接与 T9SS组分基因的

启动子区域结合，启动转录；②PorX与 SigP结合，

通过 SigP与 T9SS组分基因的启动子区域结合［37］。

这些研究表明，PorY传感器对传递到周质的信号

作出反应，并通过涉及 PorX和 SigP的级联相互作

用来调控 T9SS的成分［37⁃38］。除了与 SigP结合外，

PorX还被证明与 PorL结合，作者推测这种结合可

能导致 T9SS中 PorL/M（GldL/M）马达的逆转，这可

能与约式黄杆菌的滑翔运动相关［25］。T9SS的其余

保守组分 PorT、PorW、PorF、PorP和 PorE等结构和

功能表征不佳，并且对它们的相互作用组分或其

在分泌中的作用知之甚少。

3 T9SS与货物蛋白的转运

T9SS是细菌中最强大的分泌系统之一，仅在

P.g中，它就促进了多达 35种带有CTD结构域的货

物蛋白的分泌，包括 RgpA、RgpB、Kgp、PPAD 等。

所有货物蛋白都共享一个 N端保守的 Sec信号肽

以导出到周质，以及一个 C端的 CTD结构域，T9SS
通过识别该结构域将货物蛋白转运出细菌。货物

蛋白通过 T9SS转运出细胞的过程较为明确，货物

蛋白均具有较为保守的N端和C端结构域，N端为

Sec依赖的 I型信号肽，可以被细胞内膜上的 SEC
系统识别、剪切并转运至细胞周质，C端含有 CTD
用于指导它们跨越细胞外膜，CTD被剪切后被细

胞外膜上的A⁃LPS取代，货物蛋白由此锚定在细胞

外膜上。下面将介绍比较重要的货物蛋白及其在

P.g中发挥的毒力作用。

3.1 牙龈蛋白酶

牙龈蛋白酶家族包括RgpA、RgpB、Kgp。牙龈

蛋白酶可分泌在环境中，也可固定在细菌表面，是

P.g的主要毒力因子之一［39］。从结构上看，这些蛋

白具有类似的多域组织：从N端到C端，Sec信号肽

之后是原主域、催化域、免疫球蛋白超家族折叠和

CTD。此外，RgpA 和 Kgp 拥有位于 IgSF 和 CTD 结

构域之间的血凝素/粘附结构域［19］。从功能上看，

牙龈蛋白酶的HA结构域以及HagA血凝素的结构

域被证明可以通过粘附上皮细胞和牙龈成纤维细

胞促进与其他细菌的共同聚集和组织定植。此

外，牙龈蛋白酶还参与上皮屏障蛋白的破坏，使

P.g渗透到牙周组织内部［39］。

3.2 PPAD
卟啉菌属是唯一已知能产生和分泌 PPAD的

细菌。在结构上，PPAD呈现出与牙龈蛋白酶类似

的结构组成；在功能上，PPAD主要参与蛋白质的

瓜氨酸化作用并导致蛋白的折叠和功能障碍。

PPAD可能是牙周炎与风湿性关节炎发展的重要

因素之一［13］。

3.3 HBP35
血红素结合蛋白 HBP35是一种分泌性蛋白，

在 P.g血红素的获取中起着重要作用。 HBP35有
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利于P.g与红细胞和宿主上皮牙龈细胞的结合［40］。

研究者对 T9SS底物基因组进行生物信息学分

析，发现其分泌信号 CTD之间氨基酸序列相似度

较低，但是这种低保守性在P.g中足以指导T9SS底

物分泌［41］。因此，有推测认为，T9SS机制识别的信

号不是在氨基酸序列中，而是由 CTD的特定折叠

形成。这一论点被两个P.g T9SS货物蛋白RgpB和

PorZ的 CTD结构所证实［33］。它们的 CTD由 7条长

度相似的β⁃链组成，产生了一个紧凑的、类似于免

疫球蛋白超家族结构域的夹层折叠。CTD的三级

结构，特别是其两个末端的β⁃链，可能包含T9SS易
位子识别的信号［42］。有推测认为，这些蛋白成分

与 CTD信号有不同的亲和力，因此允许货物蛋白

从一个成分/结构域依次通过到下一个。已经发现

货物蛋白与 PorN和 PorM的 3个外周结构域相关，

并且 PorN和 PorM可能构成货物蛋白进入 T9SS的

入口［42］。

4 总结与展望

随着冷冻电镜等技术的发展，研究者对 T9SS
的内部大分子结构的组装、运作有初步的了解。

未来进一步研究能量如何从 PorM 通过 PorK/N 环

传导到 Sov，了解货物蛋白如何被招募和运输过外

膜，以及 T9SS底物蛋白与 T9SS组分通过何种交互

完成转运，为 T9SS的功能提供关键的生物学信息，

为牙周病的预防和治疗提供新的线索。
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