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烟曲霉细胞壁作为药物靶标的鉴定研究

IdentificationofAspergillusfumigatusCellWallasan
Anti飊fungalTarget

房文霞

FANG Wenxia

(英国邓迪大学生命科学学院,英国邓迪)
(SchoolofLifeSciences,UniversityofDundee,Dundee,UnitedKingdom)

摘要:烟曲霉(Aspergillusfumigatus)作为侵袭性真菌感染的三大机会病原真菌之一,因其高致病率和高致死

率而成为威胁人类健康的重大隐患。有限的抗真菌类药物以及近年来耐药性菌株的涌现使得寻找新的药物靶

标并开发新型抗真菌药物迫在眉睫。真菌细胞壁作为真菌所特有的结构一直以来被认为是理想的药物靶标。
本文概述了烟曲霉细胞壁结构及合成过程的相关研究进展,并分析了参与细胞壁各组分合成的酶作为药靶的可

行性。
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Abstract:Aspergillusfumigatusisoneofthethreeopportunisticfungalpathogenscausingin灢
vasivefungalinfections.Duetohighmorbidityandhighmortalitythisfungusimposeslife飊
threateninghazardtohumanhealth.Limitedanti飊fungaldrugsandrecentlyemergingresistant
strainsurgetheunmetneedfornewanti飊fungaltargetsandnewdrugs.Cellwallastheunique
structureforfungihasbeenconsideredastheidealdrugtarget.Hereweoverviewthestructure
andbiosynthesisofA.fumigatuscellwall,andanalyzethefeasibilityofthoseenzymesinvolved
incellwallsynthesisasdrugtarget.
Keywords:Aspergillusfumigatus,cellwall,glucan,chitin,drugtarget

0暋引言

暋暋烟曲霉(Aspergillusfumigatus)是一种常见的

丝状真菌,同时也是三大机会致病真菌之一。其感染

途径主要是通过呼吸道,偶见皮肤、腹膜、肾、骨、眼睛

及消化道感染的报道[1飊3]。与其他曲霉相比,烟曲霉

易于在广泛的环境条件下生存和繁殖;孢子较其他真

菌更易在空气中扩散;容易在人体呼吸道内定殖和生

存;孢子可以在免疫缺陷宿主环境中快速萌发及适应

等特点都是烟曲霉的优势[4]。临床上最常见的烟曲

霉感染主要有3种:变态反应性支气管曲霉病(Alle灢
gicBronchopulmonaryAspergillosis,ABPA)[5]、曲

霉瘤(Aspergilloma)和侵袭性曲霉病(InvasiveAs灢
pergillosis,IA)[6]。据统计全球每年约有20万人感

染侵袭性曲霉病,其致死率为30%~95%[7]。

暋暋近年来由于免疫缺陷(如艾滋病人)、免疫系统受

到抑制(如骨髓移植患者)和进行放化疗癌症患者的

人数增加,侵袭性真菌感染已经是全球不容忽视的疾

病。而这些隐形的真菌杀手难以控制的主要原因在

于:(1)早期难以精确快速诊断,(2)有限的抗真菌药

物,(3)愈来愈多的抗药性真菌菌株出现。目前有3
类抗真菌药用于临床治疗,分别为多烯类Polyenes,
唑类 Azoles和棘白菌素类 Echinocandins。然而考

虑到药物有效性、毒性、相互作用等,这些药物都有一

定的缺陷,尤其是近年来对唑类和棘白菌素类呈耐药

性的菌株越来越多,因此寻找新的药物靶标和开发新

型抗真菌药物已经迫在眉睫。

暋暋真菌细胞壁是一个高度动态的多层次结构,担当
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着维持细胞形状及结构完整性,保护真菌抵抗外界压

力和感染时首先与宿主免疫系统作战等功能。与哺

乳动物相比细胞壁的结构和合成是真菌所特有的,因
此长期以来真菌细胞壁都被当作理想的药物靶标。
真菌细胞壁主要由糖蛋白和多糖组成,其中多糖含量

达90%以上,包括几丁质和毬飊葡聚糖两种主要组分。
葡聚糖是由线性毬/毩飊1,3飊连接的葡萄糖长链组成,有
些真菌中也含有毬飊1,6飊葡聚糖。几丁质是由毬飊1,4飊
连接的N飊乙酰葡萄糖胺线性聚合而成。细胞壁组

分会随着细胞生长阶段和生长条件而变化,而糖蛋

白、葡聚糖和几丁质交联在一起组成一个复杂的网状

结构是细胞壁的结构基础。细胞壁的合成与重建需

要多个生物合成途径及数以百计的基因产品来调控

和参与,其中直接参与细胞壁各组分合成的酶都被列

为潜在的药靶。

暋暋与其他丝状真菌和酵母相比,烟曲霉细胞壁既有

相同的特征也有特有的特征,同时在不同的生理形态

期(如孢子和菌丝生长期)细胞壁的组分也有典型的

区别。烟曲霉细胞壁约占细胞干重的 30%,其中

90%的细胞壁由多糖组成并与糖蛋白交联或者被覆

盖。多 糖 组 分 中 20% ~35% 是 毬飊1,3飊葡 聚 糖,

35%~46%是毩飊1,3飊葡聚糖,20%~25%是半乳甘露

聚糖(Galactomannan),7%~15%是几丁质[8]。葡

聚糖、几丁质及半乳甘露聚糖等多糖的合成分别起始

于细胞内的核苷酸糖如 UDP飊葡萄糖(UDP飊Glc),

UDP飊N飊乙酰葡萄糖胺(UDP飊GlcNAc)及GDP飊甘露

糖(GDP飊Man)(图1)。本文将分析烟曲霉细胞壁各

图1暋核苷酸糖前体及真菌细胞壁合成概述

暋暋Fig.1暋Aschematicoverviewofthesugarnucleotidepre灢
cursorsandfungalcellwallbiosynthesis

个组分的合成途径并探讨参与合成的相关酶作为新

的药物靶标的前景。

1暋参与葡聚糖合成的酶作为药靶的鉴定研究

暋暋葡聚糖的合成从葡萄糖的活化形式 UDP飊Glc开

始(图1)。毬飊1,3飊葡聚糖的合成由一个大的蛋白复合

体(包 括 催 化 亚 基 Fks1 和 调 控 亚 基 AfRho1)完

成[9]。Fks1已经在很多真菌中被鉴定和分析,是一

个多次跨膜的大蛋白分子,对烟曲霉的生长和生存是

必需的[10飊11]。同时化学手段也验证了 Fks1是棘白

菌素类药物的靶标。然而在体外表达如此大的膜蛋

白的不可实现性和棘白菌素类药物作用机理尚不明

了,极大地限制了将Fks1作为药靶的后续开发。但

是,研究发现Fks1的活性由AfRho1严格调控[12]。

AfRho1是烟曲霉RhoGTPase家族的一员,也是烟

曲霉生存的必需蛋白[13]。虽然与烟曲霉 RhoGT灢
Pase家族其他成员和人同源蛋白有高度保守性,但
通过基于片段分子的药物发现(fragment飊baseddrug
discovery)方法是有可能得到只特定抑制 AfRho1
而不抑制其他RhoGTPase蛋白的先导化合物的。

暋暋烟曲霉毩飊1,3飊葡聚糖的合成由3个基因AGS1,

AGS2和AGS3编码的毩飊1,3飊葡聚糖合成酶完成。3
个基因都敲除后的菌株尽管细胞壁完全缺失毩飊1,3飊
葡聚糖组分但不影响细胞的生长和萌发。而突变株

由于孢子细胞壁表面结构发生变化,导致其在曲霉感

染小鼠模型中毒力明显下降[14],说明毩飊1,3飊葡聚糖

合成酶对烟曲霉的感染很重要。目前还没有对这3
个膜蛋白的生化与结构的相关研究,这使得把它们作

为药靶的研究无法深入开展。

暋暋近年来由于基于片段分子的药物发现方法的兴

起和发展,人们将注意力转移到了虽然有人的同源蛋

白但具有可体外表达、测活性、结晶、解析结构并获得

与小分子化合物形成复合物等特性的酶上。因此参

与合成葡聚糖合成前体 UDP飊Glc的酶也被列为潜在

药靶。UDP飊Glc在细胞内的合成起始于葡萄糖,在
己糖激酶2(HXK2)的作用下先被磷酸化为葡萄糖飊
6飊磷酸(Glc飊6飊P),之后被磷酸葡萄糖变位酶(PGM)
转变成葡萄糖飊1飊磷酸(Glc飊1飊P),最后在 UDP飊Glc焦

磷酸化酶(UGP)的作用下转化成前体 UDP飊Glc(图

1)。HXK2、PGM 及 UGP都已被列为潜在的药靶,
它们对烟曲霉的重要性及与片段分子结合的研究正

在开展中。

2暋参与几丁质合成的酶作为药靶的鉴定研究

暋暋烟曲霉几丁质的合成是以活化的 UDP飊GlcNAc
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为底物,由几丁质合成酶家族在细胞壁空间组装[15]

(图1)。这个家族包括8个跨膜蛋白,基于氨基酸序

列被归为两个亚家族,CHSA飊C和 CHSG 属于亚家

族一,CHSF、CHSD、CSMA 和 CSMB属于亚家族

二。几丁质合成酶亚家族内单个及多个基因的敲除

及表型分析表明:亚家族一的全部基因被敲除后对几

丁质的合成几乎没有影响,但菌株生长减慢、合成酶

活性降低、产孢能力下降及菌丝形态有所变化[16];亚
家族二的成员被敲除后也不影响细胞壁几丁质的含

量,但是细胞壁结构被重排并伴随着菌丝形态发生重

大变化及小鼠感染模型中毒力降低[16]。很显然,整
个几丁质合成酶家族共同负责几丁质的合成从而赋

予细胞刚性。但是介于冗余性和跨膜大蛋白分子的

特性,以单个几丁质合成酶作为药靶的可能性很低,
除非设计并合成基于作用机理的抑制剂,因为所有的

几丁质合成酶都包括 QRRRW 催化结构域。

暋暋与 UDP飊Glc的合成相似,参与合成几丁质合成

前体 UDP飊GlcNAc的酶也被列为药靶。以果糖飊6飊磷

酸(Fru飊6飊P)为起始底物,在真核细胞内有4个酶参

与了 UDP飊GlcNAc的合成[17](图1)。首先是葡萄糖

胺飊6飊磷酸(GlcN飊6飊P)合成酶(GFA1)将谷氨酰胺的

一个氨基转移到Fru飊6飊P并将其产物异构成 GlcN飊6飊
P。这一步是整个 UDP飊GlcNAc合成途径的限速步

骤。GFA1已经在烟曲霉中被证实为必需基因[18],其
抑制剂已有报道[19]。第2个酶是 GlcN飊6飊P乙酰转

移酶(GNA1),可以将GlcN飊6飊P转变成N飊乙酰葡萄

糖胺飊6飊磷酸(GlcNAc飊6飊P)。烟曲霉 GNA1的三维

结构已经被解析[20],缺失时烟曲霉不能存活,除非在

培养基中补充 N飊乙酰葡萄糖胺(GlcNAc)才能生

长[21]。更为鼓舞人心的是,最近我们筛选出的片段

分子选择性地只结合在烟曲霉二聚体的交界面,而不

与人的 GNA1结合[22],片段分子的进一步优化正在

进行 中。第 3 个 酶 是 磷 酸 乙 酰 葡 萄 糖 胺 变 位 酶

(AGM1),可以催化可逆的 GlcNAc飊6飊P到 N飊乙酰

葡萄糖胺飊1飊磷酸(GlcNAc飊1飊P)的反应。最近研究表

明AGM1也是烟曲霉的必需基因,它对细胞壁的合

成至关重要,同时解析的三维结构与人的 AGM1相

比,在活性位点区不同[22],预示着用片段分子库筛选

的方法有可能得到特异的烟曲霉 AGM1的抑制剂。
最后一步的催化酶是 UDP飊GlcNAc焦 磷 酸 化 酶

(UAP1),可以将 GlcNAc飊1飊P与 UTP催化成终产物

UDP飊GlcNAc。最近研究也表明UAP1是烟曲霉生

存所必需,下调其表达影响了细胞的形态发生、细胞

壁完整性及结构[23]。与人的 UAP1结构相比,烟曲

霉 UAP1在活性位点区有所不同,不仅如此,开发

UAP1的变构抑制剂也有极大可能,因为相关研究已

经在布氏锥虫Trypanosomabrucei中进行[24]。

3暋参与半乳甘露聚糖合成的酶作为药靶的鉴

定研究

暋暋半乳甘露聚糖是由毩飊连接的甘露聚糖主干与分

支的几个 毬飊连接的呋喃半乳糖 (galactofuranose,

Galf)组成的多糖组分。葡聚糖和几丁质的合成都

是由膜蛋白合成酶在细胞外合成与装配的,而半乳甘

露聚糖的合成是在胞内细胞器完成再转运到细胞壁

的(图1)。甘露聚糖的合成前体是GDP飊Man,由Glc飊
6飊P在磷酸葡萄糖异构酶(phosphoglucoisomerase,

PGI)作用下转变为Fru飊6飊P,再由磷酸甘露糖异构酶

(phosphomanoseisomerase,PMI)、磷酸甘露糖变位

酶(phosphomanosemutase,PMM)及 GDP飊Man焦

磷酸化酶(GDP飊manosepyrophosphorylase,GMP)
催化依次生成甘露糖飊6飊磷酸(Man飊6飊P),甘露糖飊1飊磷

酸(Man飊1飊P)及 GDP飊Man。研究表明PMI和 GMP
是烟 曲 霉 的 必 需 蛋 白,对 细 胞 壁 的 合 成 至 关 重

要[25飊26],筛选并设计真菌特异性抑制剂的工作目前正

在进行中。而对 PGI及 PMM 尚无研究,首先需要

利用遗传学手段验证其功能的重要性。

暋暋呋喃半乳糖(Galf)的合成(图1)是由 UDP飊Glc
在 UDP飊半乳糖飊4飊差向异构酶(UDP飊galactose飊4飊epi灢
merase,Uge)及 UDP飊半乳糖变位酶(UDP飊galactose
mutase,Ugm)的作用下转变为 UDP飊Galf,之后被

转运到高尔基体合成 Galf糖链[27],同时在高尔基体

内 Galf糖链与甘露糖链连接形成半乳甘露聚糖,最
终转运到细胞壁。目前对Uge 和Ugm 的研究表明

它们并非烟曲霉的必需基因[27],半乳甘露聚糖及呋

喃半乳糖对烟曲霉毒力的影响也有争议[28飊29],因此限

制了这些酶作为潜在药靶的可能性。

4暋其他参与细胞壁组装与修饰的酶作为药靶

的鉴定研究

暋暋以上新合成的各个多糖组分在细胞壁空间还要

被一系列糖基水解酶和糖基转移酶修饰,如葡聚糖的

延长、分支、水解,几丁质的水解以及不同多糖之间的

交联等,最终会形成三维网络状的坚固细胞壁。毬飊1,

3飊葡聚糖的延长是由以 GPI形式锚定在膜上的 Gel
糖蛋白家族完成的。烟曲霉有7个此家族成员,其中

只有Gel4是必需基因[30],并且其酿酒酵母同源蛋白

的结构已知[31],因此 Gel4是一个值得探索的药靶。

毬飊1,3飊葡聚糖的分支由BGT1基因介导,然而该基因

的敲除株没有任何表型[32],说明它在细胞壁组装中
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没有发挥重要作用。毬飊1,3飊葡聚糖及毩飊1,3飊葡聚糖的

水解都是由多个内切和外切的葡聚糖酶共同完成

的[8],目前对少数几个基因的功能分析尚未显示它们

的重要性,而且由于多基因的冗余性使得将它们作为

药靶的可能性降低。几丁质酶负责几丁质的水解。
烟曲霉有5个植物型、12个细菌型几丁质酶[33],敲除

所有植物型或单个细菌型几丁质酶对烟曲霉的生存

和毒力基本没有影响[34飊35],因此虽然针对真菌几丁质

酶的抑制剂很多[36],但目前没有且很难开发能完全

抑制烟曲霉几丁质酶的抑制剂。细胞壁多糖组分之

间的交联被认为是细胞壁合成的最后一步。迄今研

究最多的是酿酒酵母中几丁质与葡聚糖的交联酶,这
类酶首先是发挥几丁质酶的作用将几丁质切开,然后

利用糖基转移酶功能将几丁质还原端连接到葡聚糖

的非还原端[37]。烟曲霉含有5个这样的交联酶[38],

对它们的功能、活性、结构及能否作为药靶正在研

究中。

5暋展望

暋暋细胞壁是复杂而且高度动态的结构,它的合成是

由多个合成途径多个基因共同参与的结果。本文只

是简单列出了这个复杂生物过程的概况,其中一些参

与烟曲霉细胞壁合成的酶可以作为药物靶标做进一

步的研究(表1),但是许多细胞壁合成酶显然不适合

作为药物靶标。今后需要进一步对参与调控细胞壁

动态合成以及对不同环境作出感应的酶或者转录因

子进行功能分析,并选出可以开发为新药靶的候选

者,同时引入基于片段分子的药物筛选等新技术,将
有助于快速地鉴定烟曲霉药靶的成药性(Druggabili灢
ty)及可开发性。

表1暋烟曲霉细胞壁药靶的遗传鉴定、特征及目前药物开发进展

Table1暋Thegeneticvalidation,featuresandcurrentprogressonA.fumigatuscellwalltargets

项目
Item

参与酶
Enzymesin灢
volved

遗传鉴定
Geneticvali飊
dation

特征
Features

目前药物开发进展
Currentprogress

葡聚糖合成
Glucansynthesis

Fks1 必需酶
Essential

棘白菌素类药物的药靶,多次跨膜蛋白
Targetfor echinocandin drugs,multi飊
transmembraneprotein

改造现有药物
Modifycurrentechinocandindrugs

AfRho1 必需酶
Essential

调控 Fks1 的 活 性,与 人 同 源 蛋 白 高 度
保守
RegulateFks1activity,highlyconserved
tohumanorthologous

已筛选出特异结合的片段分子
Specificbindingfragmentshavebeeni灢
dentified

HXK2 非必需酶
Non飊essential

与葡萄糖激酶活性有交叉,共同参与细胞
壁的合成
Hascrossactivity withglucokinase,to灢
gethercontributetocellwallsynthesis

尚无 Notavailable

AGS1,AGS2,
AGS3

非必需酶
Non飊essential

对烟曲霉感染很重要,均为膜蛋白
Important for A.fumigatus infection,
multi飊transmembraneproteins

尚无 Notavailable

PGM 尚未鉴定
Unidentified

与 AGM1,PMM 活性有交叉
HascrossactivitywithAGM1andPMM

筛选片段分子中
Screeningsmallfragments

UGP 尚未鉴定
Unidentified

金属酶,对葡萄糖飊1飊磷酸特异
Metal飊dependent enzyme,specific for
Glc1P

尚未得到与片段分子的复合物
Nocomplexwithfragmentsyet

几丁质合成
Chitinsynthesis

几丁质合成酶
Chitinsyn飊
thetase

完成部分鉴定
Partially
identified

多个冗余蛋白,均为多次跨膜大蛋白但有
保守的催化结构域
Redundantandmulti飊transmembranepro灢
teins,buthaveconservedcatalyticmotif

改造已知抑制剂,筛选新的抑制剂
Modifycurrentinhibitorsandscreen
newinhibitors

GFA1 必需酶
Essential

几丁质合成的限速酶
Rate飊limitingenzymeforchitinsynthesis

抑制剂InhibitorDON (6飊Diazo飊5飊oxo飊
L飊norleucine)

GNA1 必需酶
Essential

形成二聚体为活性必需
Dimerisessentialforactivity

已筛选出特异结合的片段分子
Specificbindingfragmentshavebeeni灢
dentified

AGM1 必需酶
Essential

与PGM,PMM 活性有交叉
HascrossactivitywithPGMandPMM

筛选片段分子中Screeningsmallfrag灢
ments

UAP1 必需酶
Essential

金属酶,对N飊乙酰葡萄糖胺飊1飊磷酸特异
Metal飊dependentenzyme,specificforGlc灢
NAc1P

尚未得到与片段分子的复合物
Nocomplexwithfragmentsyet

半乳甘露聚糖合成
Galactomannansyn灢
thesis

PMI 必需酶
Essential

主要催化果糖飊6飊磷酸到甘露糖飊6飊磷酸的
转化
MainlycatalyzetheconversionofFru6P
toMan6P

尚无 Notavailable
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续表1
Continuetable1

项目
Item

参与酶
Enzymesin灢
volved

遗传鉴定
Geneticvali飊
dation

特征
Features

目前药物开发进展
Currentprogress

PGI 尚未鉴定
Unidentified

形成二聚体为活性必需
Dimerisessentialforactivity

尚无 Notavailable

PMM 尚未鉴定
Unidentified

与人PMM 的催化动力学常数相当
Similarkineticparametersashuman
PMM

尚未得到与片段分子的复合物
Nocomplexwithfragmentsyet

GMP 必需酶
Essential

金属酶,GDP飊Man合成的限速酶
Metal飊dependent,rate飊limitingenzymefor
GDP飊Mansynthesis

尚无 Notavailable

Uge 非必需酶
Non飊essential

生化研究尚无
Nobiochemicalcharacterizationyet

尚无 Notavailable

Ugm 非必需酶
Non飊essential

生化研究尚无
Nobiochemicalcharacterizationyet

尚无 Notavailable

细胞壁组装与重建
Cell wall assemble
andremodelling

Gel4 必需酶
Essential

细胞壁蛋白,属于糖基转移酶家族
Cellwallprotein,GH72family

尚未得到与片段分子的复合物
Nocomplexwithfragmentsyet

葡聚糖酶
Dextranase

非必需酶
Non飊essential

外泌蛋白,冗余性
Secretedprotein,redundant

尚无 Notavailable

几丁质酶
Chitinase

非必需酶
Non飊essential

外泌或细胞壁蛋白,冗余性
Secretedorcellwallprotein,redundant

尚无 Notavailable

交联酶
Cross飊linked
enzyme

非必需酶
Non飊essential

外泌或细胞壁蛋白,冗余性
Secretedorcellwallprotein,redundant

抑制剂优化中
Optimizationofinhibitors
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