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专论与综述 

从效应蛋白视角看革兰氏阴性细菌 VI 型蛋白分泌系统  

底物转运机理 

梁小夜  许平  董涛* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240 

摘  要：蛋白质分泌系统是细菌与外界交流的重要工具。革兰氏阴性细菌的 VI 型蛋白分泌系统(T6SS)

可以转运分泌蛋白至细菌和真核细胞内，在菌间竞争中发挥重要作用，是细菌的一种重要的生存适应

性武器。分泌蛋白主要包括起到运载作用的结构蛋白和有细胞毒性的效应蛋白这两类。本文主要从效

应蛋白的视角讨论 T6SS 如何识别并转运效应蛋白的作用机理，回顾了以 VgrG 和 PAAR 为端部载体

蛋白的转运途径、依赖端部运输的效应蛋白、T6SS 伴侣蛋白等重要发现的背景和过程，并综述了 T6SS

分泌途径的新进展。 
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Effector recognition and translocation by type VI protein 
secretion system in Gram-negative bacteria 
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Abstract: Protein secretion systems are crucial tools that microbes use to interact with their surrounding 
environment. The type VI protein secretion system (T6SS) is widely distributed in Gram-negative bacteria 
and capable of delivering effector to both eukaryotic and prokaryotic cells. Here we discuss, from effector 
study perspective, the mechanism of substrate recognition and translocation by T6SS, focusing on the key 
discoveries of VgrG-PAAR (Proline-Alanine-Alanine-aRginine) dependent secretion pathway, and its 
cognate effectors and chaperone proteins. 
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进入新世纪，组学技术的快速发展推动微生物

学的研究进入新的阶段。通过微生物组学，我们发

现了更多在不同自然环境下的微生物以及它们的

基因组成，并且更清楚地认识到微生物在人体健

康、环境修复、农业生产、海洋生态等很多方面所

发挥的作用。宏观上的功能往往并非由单一细菌实

现的，而是多种不同的微生物所组成的复杂群体共

同作用的结果。因此，为了从机理上研究微生物组
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的宏观功能，我们必须同时在微观上从不同层次

(包括基因、蛋白质、细胞)来探索微生物的生理活

动。其中，研究细菌间微观上的相互作用机制至关

重要。 

为了生存细菌通过进化获得了一系列可用于

细菌间以及细菌与宿主细胞竞争的武器系统。根据

作用距离，可大致分为非接触式抑制和接触式抑制

两类[1]。第一类的典型代表是可以扩散的抗生素等

小分子化合物。这一类已经被广泛应用于医学和农

业，为人类健康和社会发展发挥了至关重要的作

用。第二类可以通过直接接触而作用于相邻细胞，

其 中 包 括 在 大 肠 杆 菌 中 报 道 的 CDI (Contact 

dependent inhibition)系统和本综述主要讨论的 VI

型蛋白分泌系统(T6SS)[2-4]。CDI 和 T6SS 同样具有

很强的杀菌能力，因此对解决病原菌耐药性问题具

有潜在的应用价值。另外，同一种细菌可以拥有多

种武器以获得在不同环境下的竞争优势。 

T6SS 广泛存在于革兰氏阴性细菌中，是一种

直接接触式的细菌武器[5]。T6SS 是细菌胞质中最

长的管状结构之一，可作用于真核细胞，也可以作

用于原核细胞[6-7]。它不需要利用表面受体，而是

通过细菌间直接接触，在几毫秒内直接将底物蛋白

转运至受体细菌的细胞质中[6]。T6SS 最初由哈佛

大学 John Mekalanos 实验室在霍乱弧菌 (Vibrio 
cholera)和铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)

中报道，现在已经在约 25%的革兰氏阴性细菌中

被发现，包括许多重要的人类致病菌[3-4]。过去十

多年，对 T6SS 的结构组成、功能和调控的研究是

微生物学最热门的研究领域之一。文献中也已经有

了很多系统性的综述[5-6]。因此本文选择从 T6SS

效应蛋白的发现过程来介绍 T6SS 识别并转运效应

蛋白的机理，以及经典的遗传学方法在 T6SS 的发

现和研究中发挥的重要作用。  

1  T6SS 的组成和结构 

T6SS 的结构主要由跨膜复合体 (Membrane 

complex TssJLM)、基座复合体(Baseplate TssEFGK)

和管状结构 (VipA/B 和 Hcp) 3 部分组成 [5-6,8-9]    

(图 1)。跨膜/基座复合体将管状结构固定在细胞膜

上。T6SS 管状结构与可收缩噬菌体的尾部结构进

化上同源、结构上相似，由一组核心的保守基因编

码[8,10]。其关键的组成部件包括由 Hcp 蛋白六聚体

组成的多层内管，包裹 Hcp 内管的 VipA/B 外鞘，

以及位于 Hcp 管顶端的 VgrG 三聚体和锥形 PAAR

蛋白复合物[5,11]。外鞘的收缩驱动 Hcp 内管及其结

合的顶端蛋白 VgrG 和 PAAR 排出到细胞外或者相

邻细胞内。收缩后的外鞘蛋白留存在细胞内，并被

ATP 蛋白酶 ClpV 分解成单体，以便被再循环用于

另一个 T6SS 的装配[12-14]。值得指出的是，为了满

足细胞对不可回收的分泌蛋白的重新合成的需求，

编码 T6SS 分泌蛋白的基因与编码可循环利用的结

构蛋白基因相比受到差异性调控[15]。T6SS 的装配

还 需 要 两 个 进 化 上 同 源 的 结 构 蛋 白 TssA 和

TagA[16-18]。TssA 可以和 T6SS 多个结构组分相结

合并参与基座和管状结构的装配，但是在不同细菌

内可能位于基座内(Baseplate)、管状结构末端、或

者两端都存在[16-18]。TagA 最近被发现能够和 TssA

相结合并终止管状结构的延伸[17]。由于 TssA 和

TagA 的作用机理和在 T6SS 内的具体位置还不完

全清楚，而且还没有证据证明它们和效应蛋白相结

合，因此本综述暂不予以讨论。 

 

 
 

图 1  T6SS 的分泌模型 
Figure 1  T6SS secretion model 
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位于 T6SS 结构最尖端的是 VgrG 三聚体和

PAAR 蛋白[5,11]。细菌基因组可以编码多个 VgrG 和

PAAR 基因，但是每次外管的收缩只会将一个 PAAR

蛋白、三个 VgrG 蛋白，以及数百个 Hcp 蛋白分泌

出去。如果将 T6SS 比喻为细菌的弓箭，那么由   

膜-底座复合体和外鞘组成的弓能够将由 Hcp 组成

的箭体和 VgrG-PAAR 组成的箭头在几毫秒内弹射

出去。外鞘收缩释放出惊人的能量(44 000 kcal/mol)，

相当于 4 000 个 ATP 水解释放的能量[6,19]。并且，

由于外鞘和内管的螺旋结构，收缩过程导致的管

体旋转角速度能够达到约每分种 12 万转[6]。这为

T6SS 穿透受体细胞的内外膜和细胞壁提供了足

够的穿透力。 

2  分泌蛋白决定 T6SS 功能 

由于同种姐妹细胞之间也会发生 T6SS 的穿刺

转运，因此物理性的穿透并不能对细胞产生致死性

伤害，而 T6SS 的杀伤功能主要是由其分泌的蛋白

的功能所决定的[5,20-21]。T6SS 的分泌蛋白主要包括

起运载作用的结构蛋白和发挥生物学活性的效应

蛋白。T6SS 的效应蛋白一般具有对真核细胞或者

原核细胞的细胞毒性 [5,22]，按照结构可分为两大

类。第一类是带有延伸功能域(Extended domain)

的结构蛋白。例如霍乱弧菌的 VgrG1 和 VgrG3 分

别具有肌动蛋白交联活性和破坏细胞壁活性的延

伸功能域[23-24]。它们作为结构蛋白既是 T6SS 的不

可或缺的组成部分，同时又都能分泌到受体细胞

内，并利用延伸功能域发挥效应蛋白的作用[24-25]。

这一类还包含带有延伸功能域的 PAAR 蛋白[11]和

内管 Hcp 蛋白[26]。由于 VgrG-PAAR-Hcp 双功能蛋

白其结构上的保守性，它们比较容易被识别而且其

分泌机理也较简单。第二类是非结构性分泌蛋白，

也称为专属效应蛋白(Dedicated effector)。这一类

效应蛋白序列上相似性很低，功能多样，因此难以

用生物信息学方法识别[5-6,22]。如果将结构性的效

应蛋白比喻为弓箭的箭头，专属效应蛋白是如何被

识别并处在弓箭的什么位置是我们认知 T6SS 作用

机理的核心问题之一。 

3  T6SS 的端部分泌蛋白识别过程 

在 T6SS 还没有被正式定义为分泌系统之前，

生物信息学分析已经发现它的基因簇广泛存在于

革兰氏阴性细菌中，并且其中的一些关键基因已

经被发现在细菌与真核细胞的相互作用中至关重

要[5]。Mekalanos 实验室利用经典的遗传学手段，

即转座子随机突变的方法，在霍乱弧菌中寻找对阿

米巴虫的侵染非常重要的基因。通过分析失去毒性

的突变体，发现并系统鉴定了 T6SS 的基因簇[3]。

该实验室同时也在铜绿假单胞菌中报道了同源的

T6SS，并发现能够从病人体内分离到对应的 T6SS

分泌蛋白 Hcp 的抗体[4]。此后，领域内迅速开展了

对 T6SS 分泌的效应蛋白及分泌机理的研究[27-28]。

可能由于 T6SS 是在利用真核生物与微生物相互作

用时发现的，也由于其他已知的分泌系统多作用于

真核细胞，因此对 T6SS 作用对象的研究首先聚焦

在真核细胞[28-30]。然而 2010 年铜绿假单胞菌的

T6SS 被发现具有杀菌活性[20]。这项研究也首次发

现 3 个非结构性的分泌蛋白[20]，而后续研究显示

它们是通过与内管蛋白 Hcp 的结合分泌出去[31]。

由于 Hcp 内管是中空的，有大约 4 nm 的直径，理

论上可以装填一定大小的分泌蛋白，因此通过 Hcp

内管的分泌起初被认为是主要的分泌通路[4,20]。通

过限定蛋白的分子大小、带电特征等物理性质而非

蛋白序列，后续研究预测出一批类似的小分子分泌

蛋白[32]。然而这个方法局限于已知的分泌蛋白所

具有的物理特征。虽然霍乱弧菌的 T6SS 具有很强

的杀菌能力[33]，利用这些特征并没有在霍乱弧菌

中预测出类似的效应蛋白，预示着其他类型的效应

蛋白的存在。 

为了避免被自身细胞杀死，T6SS 需要合成脱

毒蛋白，也称免疫蛋白(Immunity protein)[5,20,34]。

免疫蛋白通过与有毒性的效应蛋白相结合来实现

自我保护，而且由于免疫蛋白与效应蛋白的功能

相关性，它们在基因组上的位置也是相邻的。因
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此，我们设计了一个利用转座子随机突变与高通

量测序相结合来寻找免疫蛋白基因的遗传筛选方

法[24]。免疫基因的突变体可以在 T6SS 失活突变

体中得到，但是在 T6SS 活跃的菌体内无法存活。

利用这个差异性存活筛选方法，我们发现了 3 个

免疫基因，并进而识别了它们分别对应的具有杀

菌活性的两个非结构性的分泌蛋白 TseL 和 VasX，

和一个有延伸功能域结构性的 VgrG3[24]。但是，

TseL 和 VasX 的分子量远远大于 Hcp 内径所能容

纳的蛋白大小，与已发现的小分子分泌蛋白没有

任何同源性。这表明可能有新的分泌途径。我们

发现 TseL 可以与 VgrG3 相互作用，揭示了非结构

蛋白利用与端部蛋白结合实现分泌的新途径[24]。

我们后来的研究发现 TseL 与 VgrG3 的结合是间

接的，其直接结合的是 VgrG1[35]。这也解释了在

大肠杆菌里表达 TseL 和 VgrG3 时它们并不结合，

但是在霍乱弧菌中形成了 TseL-VgrG1-VgrG3 聚

合体。通过大量后续研究，与 VgrG 结合的分泌

途径现在被认为是一个最主要的非结构蛋白的分

泌途径[36-38]。 

4  T6SS 伴侣蛋白的发现提供了发现分泌蛋
白的新工具 

由于 TseL 和 VasX 在序列上没有相似性，同

一个 T6SS 分泌系统是如何识别这两种非常不同的

分泌蛋白的呢？通过分析 tseL 和 vasX 的上游基

因，我们发现上游基因编码一个保守的蛋白结构域

DUF4123，于是预测含有 DUF4123 的蛋白可能与

分泌有关[35]。随后的结果显示 DUF4123 蛋白起到

伴侣蛋白作用，通过特异性的相互结合促进分泌蛋

白分泌。几乎在同时，Pukatzki 实验室也报道了

DUF4123 蛋白相同的功能[39]。由于伴侣蛋白的保

守性，我们可以通过伴侣蛋白以及其对应的分泌蛋

白的相关性和特异性来预测不保守的分泌蛋白。生

物信息学分析表明伴侣蛋白在 300 多种细菌中存

在，而与伴侣蛋白相关的分泌蛋白有 1 000 多个[35]。

伴侣蛋白的发现不仅揭示了一类新的 T6SS 蛋白分

泌途径，而且为解决 T6SS 非结构性的分泌蛋白很

难被识别的问题提供了一个重要的手段。 

5  依赖于 PAAR 的蛋白分泌途径 

端部蛋白由 VgrG 三聚体和一个折叠成锥形的

PAAR 蛋白组成。虽然已知带有延伸功能域的

PAAR 蛋白可以作为效应蛋白，但是 PAAR 是否可

以像 VgrG 一样作为分泌蛋白的载体并不清楚。在

研究伴侣蛋白时，我们发现一个与 PAAR 结合的

分泌蛋白，证实了这种分泌途径的存在[40]。由此，

T6SS 依赖端部的分泌蛋白转运途径被全部揭示了

(图 2)。专属效应蛋白也因此可以比喻为沾在箭头

上的毒药，为 T6SS 这把弓箭增加了威力。 

细菌细胞内通常有多个 VgrG、PAAR 和其装载

的效应蛋白。例如霍乱弧菌中有 3 个 VgrG 和 2 个

PAAR 蛋白，而铜绿假单胞菌里更是有 10 个 VgrG

蛋白[36,40]。由于每个 T6SS 结构合成时理论上只能 
 

 
 

图 2  T6SS 的分泌蛋白和分泌途径 
Figure 2  T6SS effectors and their dependent routes of secretion 
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最多装载 3 个 VgrG 和 1 个 PAAR，对于每个效应

蛋白来讲，其分泌需要运载它的 VgrG 或者 PAAR

能够被 T6SS 装配。在多个 VgrG 和 PAAR 共存的

情 况 下 ， 是 否 存 在 某 种 机 制 可 以 来 决 定 不 同

VgrG/PAAR/效应蛋白的运载先后顺序还不完全清

楚。由于敲除一些 VgrG 能对其他 VgrG 分泌的效

应蛋白起到促进或者抑制的作用，我们推测分泌蛋

白的装配是由层次化的竞争性关系决定的[40]。 

6  总结与展望 

作为一种重要的细菌武器，T6SS 对细菌在竞

争条件下的生存至关重要，而其对细菌的适应性或

者竞争性的功能主要取决于 T6SS 所运载的分泌蛋

白的种类和功能[41]。拥有 T6SS 的不同细菌在随机

混合并相互竞争时，会从混合菌群逐渐演化为由多

个局部的同种群落(Kin-only)组成的共生群落，并

且 可 以 使 细 菌 群 体 产 生 一 定 的 社 会 性 (例 如 ，

Cheater 细胞的产生)[41]。因此 T6SS 介导的菌群竞

争对研究宏观上微生物的组成和功能至关重要。 

国内在 T6SS 的分泌蛋白作用与机理上的研究

也做出了一系列创新性的发现，主要包括 T6SS 对

金属离子的转运[42-44]，T6SS 抗氧化作用[45]，Hcp

类效应蛋白[26]，磷酸脂酶的功能[46]，VgrG 结合分

泌蛋白的尾端关键序列[37]，以及 T6SS 基因数据库

的建立等[47]。 

总之，T6SS 是细菌中最重要的菌与菌、菌与

环境、菌与宿主细胞的相互作用的工具之一。领域

内目前对 T6SS 的分泌途径了解的相对比较清楚，

对如何找到分泌蛋白也有一系列的方法[35,48]。可以

预见的是，未来在不同细菌中对 T6SS 的功能性的

研究一定会带来更多新的发现。另外，从对 T6SS

的发现到端部分泌途径的识别过程来看，经典的微

生物遗传学方法仍然是我们探索未知科学问题不

可或缺的重要手段。 
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