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烟曲霉胶霉毒素的研究进展
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摘要 胶霉毒素作为烟曲霉产生的真菌毒素之一, 对哺乳动物细胞具有免疫抑制及促凋亡作用。其通过抑制 NAPDH 氧

化酶活性进而抑制粒细胞抗微生物作用。在侵袭性曲霉病动物模型和临床确诊患者血清中均可检测到胶霉毒素, 预示其可

作为曲霉病诊断指标。本文将从胶霉毒素合成的操控基因组成、分布、致病性及临床检测前景予以综述。
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多细胞型真菌多呈丝状, 分支交织成团, 称为

丝状菌。这种真菌一般可产生一系列小分子次级

代谢产物, 如抗生素、羟甲基戊二酰辅酶 A ( hy

droxy methyl glutary l coenzyme A, HMG CoA )还原

酶抑制剂、毒素等。其中,具有毒副作用的代谢产

物又称真菌毒素。侵袭性曲霉病 ( invasive asper

gillosis, IA )是由丝状真菌中的曲霉侵入深部组织

所引起的真菌感染性疾病。 IA主要发生在免疫受

损人群,急性白血病、骨髓干细胞移植、实体器官移

植、长期化疗、糖皮质激素的应用以及艾滋病都是

IA 的 危 险 因 素
[ 1]
。 烟 曲 霉 ( Asp ergil lus

fum igatus, A f)作为 IA最常见的病原菌, 可产生很

多免疫抑制性真菌毒素, 例如胶霉毒素 ( gliotox in,

GT )、烟曲霉素、烟曲霉酸、烟曲霉溶血素等
[ 2]
。这

些毒素在对中性粒细胞的迁移、超氧化物的产生以

及杀真菌素的产生均有抑制作用,其中 GT的作用

最强。然而,对于 GT是否为烟曲霉的毒力因子目

前并无定论。本文就烟曲霉 GT的研究进展予以

综述。

1 胶霉毒素合成的操控基因及分布

2004年, Gard iner等
[ 3]
在 A f基因组中发现一

组由 12个基因组成的基因簇, 其序列与在十字花

科小球腔菌 ( Leptosphaeramaculans)中发现的刺串
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孢素 ( sirodesm in)十分相似,同样为表聚硫代哌嗪

二酮 ( epipo ly thiod ioxopiperazine, ETP)毒素。通过

比较基因组学研究证实,这个由 12个基因组成的

簇就是操控 GT 合成的基因。在烟曲霉野生型

A f293株中这段基因全长 28 kb,与 sirodesm in具有

8个同源基因。所组成的 12个基因分别是: 锌指

转录因子 ( g liZ )、氨基环丙烷羧酸合酶 ( g liL )、二

肽酶 ( g liJ)、肽合成酶 ( g liP )、两个细胞色素 P450

单加氧酶 ( gliC和 gliF )、邻 甲基转移酶 ( glMi )、

谷胱甘肽 S转移酶 ( g liG)、假设蛋白 ( gliK)、转运

蛋白 ( g liA )、甲基转移酶 ( g liN )和硫氧还蛋白还

原酶 ( g liT )。Gardiner等根据基因组序列及 GT的

合成时相推测: GT合成过程中有 6个酶促反应。

GT是由二硫键交叉哌嗪二酮所形成的一个环肽结

构,其分子量为 326 Da。ETP家族成员发挥毒副作

用主要通过二硫键,巯基与靶蛋白的交联进而灭活

该蛋白活性,并能通过氧化还原循环产生具有毒害

的活性氧 ( reactive oxygen spec ies, ROS )。其所发

挥的免疫抑制、致凋亡及致细胞坏死作用曾一时被

认为可用于肿瘤的治疗
[ 4]
。

造成 IA的主要病原菌包括烟曲霉、土曲霉

( Asp ergil lus terreus )、黄曲霉 ( A sp erg illu s f lavus )

以及黑曲霉 ( A sp erg illus niger )。一项对三级护

理肿瘤中心罹患 IA的患者调查研究显示, 93%的

烟曲霉为 GT产毒株
[ 5]
。基因组研究显示, 除了烟

曲霉外, 土曲霉、黄曲霉和黑曲霉同样具有 GT基

因
[ 6]
,不同的是土曲霉与黄曲霉缺失 g liN。虽然这

些曲霉均可产生 GT, 但并不是每个分离株都能产
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生。环境分离株与临床患者分离株中产毒株的分

离率也存在差异。最近研究发现,产生 GT的 A f分

离株随着地理区域和 (或 )患者基础疾病的不同而

存在差异
[ 7]
。一项对环境分离 A f产毒株的调查显

示其产毒株分离率只有 11%
[ 8 ]
。而对肿瘤中心患

者的调查显示黑曲霉的产毒株分离率为 75%, 高

于土曲霉 ( 25% ), 而黄曲霉的产毒株分离率只有

4%
[ 5]
。而且, A f产生 GT的量明显高于其他曲霉。

另外在其他真菌如假丝酵母属、青霉属及木霉属也

有该毒素的产生
[ 9]
。

2 胶霉毒素的致病机制

最初研究发现 GT通过抑制逆转录酶活性进

而抑制病毒 RNA的复制
[ 10]
。其作用的发挥主要

依赖二硫键桥,若去除硫原子或应用还原性二硫苏

糖醇则可完全阻断这种抑制作用;此外其特殊结构

特点也决定了它免疫抑制作用的发挥。其毒性作

用机制主要包括二硫键桥联和 ROS的产生两种方

式。例如 GT可与肌酸激酶中邻近的两个半胱氨

酸形成混合二硫键, 而该作用可以采用还原剂逆

转。还原状态的 GT可自发的氧化至二硫化物形

式并产生 ROS。另外, 钙的内流在 GT毒副作用的

发挥中扮演间接作用的角色, GT可致胸腺细胞内

钙离子水平不断上升而使细胞坏死。该作用是由

于其可与细胞质膜上氧化还原敏感性钙离子通道

相互作用
[ 2]
。GT通过抑制多形核细胞中还原型烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 ( reduced form of nicotin

am ide aden ine d inuc leotide phosphate, NADPH )氧化

还原酶复合物的组装及功能进而破坏宿主细胞对

A f的感染控制
[ 11]
。

胶霉毒素能抑制宿主的应答反应, 主要包括:

巨噬细胞或多形核细胞吞噬及杀菌功能
[ 12]
、转录

因子 NF B的产生 (阻断炎症反应和细胞因子的

产生 )
[ 13 ]
、肥大细胞的活化及脱颗粒

[ 14]
以及抗原

递呈细胞的功能 (抑制细胞免疫 )
[ 15]
。并且,它还

可引起宿主细胞的凋亡,如巨噬细胞和单核细胞等

免疫细胞以及一些非免疫细胞 (包括 EL4胸腺瘤

细胞和鼠胚胎成纤维细胞等 )
[ 15]

; 程序上是细胞线

粒体 ATP合酶受到抑制, 接着线粒体膜发生超极

化,最终导致凋亡。最近研究显示, 其可通过激活

促凋亡 Bcl 2家族中 Bak进而促发细胞凋亡
[ 16]
。

而 ROS的产生则可加速线粒体内细胞色素酶 c和

凋亡诱导因子的释放参与细胞凋亡
[ 16 ]
。然而, 体

外研究发现健康个体来源的中性粒细胞却能抵抗

GT诱导的凋亡。不过, 中性粒细胞的各项生物学

功能呈现出不同程度的减低, 例如 ROS的产量以

及吞噬能力。具体机制尚待进一步研究。此外 GT

对 A f的定植亦有帮助, 它能降低呼吸道纤毛运动

并导致纤毛上皮细胞的损伤
[ 4]
。这也许是为何烟

曲霉主要定植并侵犯呼吸道黏膜的原因之一。

胶霉毒素作为 A f的次级代谢产物,与初级代

谢产物最大的不同在于 GT的合成并不会影响到

A f本身的生长。对于 GT致病性的研究主要通过

基因敲除技术,而研究较多的基因则是 g liP和 gl

iZ
[ 17 21]
。 g liP编码非核糖体肽合成酶, 其催化 GT

合成过程中第一步丝氨酸与苯丙氨酸的缩合, g liZ

则编码 Zn ( II) 2C ys6转录因子。二者的缺失体

(分别为 g liP和 g liZ)对于 A f的形态及生长发

育并无影响,但却无 GT的产生。体外培养实验发

现, GT缺失突变株的培养上清并不能抑制肥大细

胞的脱颗粒
[ 20]
以及中性粒细胞超氧化物的产

生
[ 19]

,也不能诱导 T细胞
[ 18]
以及各种哺乳动物细

胞的凋亡
[ 19]
。敲除 A f293株中的 g liP或 gliZ基因

导致整个 12基因簇的低表达,但若外源性补充该

基因却可修复这种下调情况
[ 20, 21]

。此外有研究表

明, g liP株培养上清对吞噬细胞及 T细胞的毒副

作用减弱, 并未完全消失
[ 18]
。可见,培养上清中可

能存在其他毒素分子或毒力蛋白在发挥作用。

作为真菌的毒力因子,其必须能在体内产生并

具毒性。为此, 5个研究小组对 GT的体内毒性作

用进行了研究
[ 17 21]
。前 2个研究小组的结果显示

GT为烟曲霉的的重要毒力因子
[ 17, 19]

, 而另外 3个

研究小组的结果却相反
[ 18, 20, 21]

。相同之处是,两种

缺陷菌株在感染小鼠体内造成 GT的缺失,而修复

株感染则可弥补缺失,这与体外培养结果相同。前

2个研究小组结果显示,感染 g liP株小鼠的生存

期明显长于野生株或 gliP修复株, 其致小鼠肺部病

理损伤程度减弱,而感染 A f菌量负荷却没有减低;

感染野生株或修复株的小鼠肺部中性粒细胞的病

理损伤程度明显大于 g liP株感染组
[ 17]
。另外 3

个研究小组中作者联合应用环磷酰胺和醋酸可的

松作为免疫抑制剂构建 IA小鼠模型, 结果发现无

论是野生株还是 gliP或 g liZ株均致感染动物呈

相似的感染结局。研究结果的迥然不同主要在于

免疫抑制剂的应用与否。二者均为广泛免疫抑制

剂,然而环磷酰胺可作用于天然免疫和获得性细胞
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免疫, 造成中性粒细胞的减少,而皮质类固醇类只

是影响中性粒细胞的功能,并不消除中性粒细胞。

GT可抑制中性粒细胞突发性氧化作用, 而如今没

有粒细胞这一作用对象,也许就造成感染缺陷株与

野生株相似结局。由此推测, GT在持续性中性粒

细胞减少的小鼠模型中,对 IA的发生并不是必须,

但不排除 GT可能对不同的免疫抑制状态宿主具

有一定的致病作用。目前 IA主要发生在异基因造

血干细胞移植受者,这类患者虽然不是中性粒减少

症患者但却是曲霉感染的易感人群。由此可见,对

于此类患者,在 A f的感染与致病过程中 GT发挥了

重要作用。

3 胶霉毒素的产生及检测

烟曲霉通过分泌胶霉毒素等毒素造成机体免

疫抑制状态,进而有利其自身的生存。GT的合成

受控于 GT调控基因的表达
[ 3]
。大致过程如下: 首

先由肽合成酶 ( g liP )催化丝氨酸与苯丙氨酸生成

环状产物,接下来经过硫氧还蛋白还原酶 ( gliT )的

硫化和氧化作用, 最终经邻 甲基转移酶 ( g lMi )和

甲基转移酶 ( gliN )的甲基化形成 GT
[ 11]
。真菌毒

素的产生一般具有时间依赖性释放特征,即在传统

培养条件 (低氧和室温 )下一般需要几天的时间。

然而在 37 培养条件下, GT的产生量明显增快。

体外培养实验显示, 37 培养 24 h即可检测到

GT,在 48~ 72 h达到高峰
[ 3]
。另一个影响因素则

是氧含量。当将 A f接种在一个通风较好的培养环

境如 RPM I 1640、37 培养下, 其培养上清很快就

可呈现出对巨噬细胞或多个核细胞的细胞毒作

用
[ 22]
。可见真菌代谢产物的产生取决于培养环

境。这种现象的发生对于环境分离株和临床分离

A f菌株均相类似;但其他曲霉如黄曲霉、土曲霉和

黑曲霉并非如此, 甚至呈现出毒力减弱, 具体机制

尚不清楚。体外培养 A f发现 GT的产生具有氧气

依赖性,这也许就是 A f最初感染部位主要是肺部

的原因
[ 23]
。

真菌毒素一般在菌丝形成时产生,由此可见在

IA的疾病过程中,菌丝体原位 GT的产生对烟曲霉

的致病程度影响很大
[ 15]
。对于培养上清中 GT的

检测传统采用气相色谱 质谱法。由于 GT是一个

非蛋白结构的小分子真菌毒素, 其产生抗体的能力

甚微。然而,最近 Fox等以甲状腺球蛋白为基础免

疫原, 成功制备了 GT的抗体, 已经验证了其对感

染器官中 GT的原位检测价值
[ 24 ]
。而对于血清样

本中 GT的检测研究也在不断进行中
[ 25]
。 Lew is

等
[ 26]
采用液相色谱串联质谱分析表明, 在 IA小鼠

模型及临床患者血清中均可检测到 GT。 Puri A

等
[ 27]
建立了 GT的高效薄层色谱分析方法, 对于

IA患者血清中毒素的检测具有快速简单等优点,

而且不同的血清样本可以有比较的同时进行检测。

由此可见, 感染患者体内特定器官或血清中 GT的

检测似乎可以作为疾病诊断或是辅助诊断的一项

指标
[ 27]
。

胶霉毒素作为 ETP家族成员, 是 A f产生的重

要毒素分子。其可抑制机体的免疫反应,包括巨噬

细胞吞噬和杀菌活性、T细胞增殖等, 并且这种抑

制作用是非特异性的。目前已经有多种技术可用

于动物模型或 IA患者血清中 GT的检测
[ 26]
。烟曲

霉的致病过程是多因素的, GT仅是其中的一个重

要致病因子。不断有新的细胞毒性分子被发现,并

被证实参与了真菌的侵袭及对感染结局的影

响
[ 28]
。现在对于所发现的众多致病因子之间的相

互作用关系的研究认识比较不足,有待加强。

综上所述, 目前研究热点局限在 IA, 但对胶霉

毒素在其他疾病如变应性支气管肺曲霉病以及慢

性肉芽肿中的角色又是怎样的,尚无定论。
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简 讯
2010年 11月 26日科技部中国科学技术信息研究所在北京召开的 2010年中国科技论文统计结果发

布会公布, 中国真菌学杂志 2009年的影响因子为 0. 528,在 1 946种中国科技论文统计源期刊中排名第

548,在 47种基础医学类期刊中排名第 9, 再次收录为 中国科技论文统计源期刊 (中国科技核心期刊 )。

谨向长期以来关心和支持我刊成长的广大读者、作者及各位专家表示由衷的感谢!

值此 中国真菌学杂志 创刊 5周年之际, 即日起,凡在 2011年 6月 31日前通过邮政汇款方式 (汇款

方法详见征订单 )征订 2011年全年杂志者, 2011年投稿时可免收 1次审稿费。
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