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摘　 要　 　 抗生素是现代医学的基础,随着抗生素在临床上广泛长期应用,细菌的耐药性日益显著,已成为人类健

康的威胁。 核糖体负责翻译遗传信息合成细胞中的所有蛋白质,是抗生素的主要靶点之一。 本文从显微结构层次

对核糖体抗生素的耐药性机理进行了总结,论述了核糖体基因突变,核糖体修饰及核糖体的保护机制导致细菌耐

药性产生的分子机理,展望了未来冷冻电镜显微技术在揭示核糖体抗生素耐药性机理研究中的作用和前景。
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　 　 抗生素主要是由细菌,真菌和放线菌等生成的

次级代谢的天然产物,用于抑制周围环境中其它竞

争性的微生物。 目前临床使用的抗生素有天然产

物也有其派生物,其中超过 50%的抗生素靶点是针

对细菌核糖体[1]。 抗生素在近代医学中发挥巨大

作用,显著延长了人类平均寿命[2-3]。 但由于抗生

素的长期使用,特别是滥用,促进了许多耐药细菌

的产生,对人类健康造成了严重威胁[4-5]:每年欧洲

有 25 000 人死于多重耐药病原菌引起的感染;美国

有不少于 200 万人感染抗药菌,直接导致 23 000 人

死亡,因此急需发展针对耐药细菌的新型抗生素。
高分辨显微结构对理解抗生素及耐药性的分子机

理、对新型抗生素的设计改进至关重要。 由于快速

和高分辨的优点,冷冻电镜显微技术在揭示抗生素

及耐药性的分子机理、在基于结构信息的核糖体抗

生素设计中将发挥重要作用。

1　 核糖体与抗生素

核糖体是细胞内的一种超大分子复合体(分子

量 2. 5 ~ 4. 5 MDa,直径 25 ~ 30 nm),负责读取

mRNA 的遗传信息来合成细胞的所有蛋白质,对各

种生命活动极其重要。 除成熟红细胞外,所有的活

细胞中都有核糖体,且数量巨大,质量占细胞干重

的~30%[6]。 核糖体主要有三种:原核细胞核糖体

为 70S,真核细胞质核糖体为 80S 和真核细胞线粒

体核糖体为 55~ 60S。 因为核糖体对生命活动极其

重要,超过 50%的抗生素选择性作用于核糖体,通
过干扰破坏蛋白合成来抑制细菌。 细菌核糖体与

抗生素的复合体高分辨结构可以为揭示细菌的耐

药性机制和为新药开发提供关键结构信息(图 1,图
2)。 目前,基于已经解析的细菌核糖体原子结构,
一些新抗生素已经被设计出来并进行临床实验,例
如 Radezolid、Eravacycline[7-8]。 病原细菌核糖体为

70S,包括 30S 小亚基和 50S 大亚基两个部分,都可

与抗生素结合起到抑菌作用:在 50S 亚基上,抗生素

可以作用于肽基转移酶中心、GTP 水解酶缔合中

心、新生肽链通道,或者通过掺入到延伸的肽链中

来干扰蛋白质的合成[9];在 30S 亚基上,抗生素可

以通过阻止核糖体起始复合体形成,干扰 tRNA 结

合,干扰 tRNA 在翻译过程中的位点转移等机理来

抑制蛋白质的合成[10]。 同时,各种细菌也会进化出

对应措施进行对抗,从而产生对抗生素的抗药性。
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图 1　 核糖体冷冻电镜照片。 a. 细菌 70S 核糖体;b. 人细胞质 80S 核糖体。 Bar= 50 nm
Fig. 1　 Cryo-electron microscopy images of bacterial 70S Ribosomes (a) and human 80S Ribosomes (b).

图 2　 替加环素与细菌核糖体复合物冷冻电镜结构。
Fig. 2　 Cryo-electron microscopy structure of a bacterial ribosome with tigecycline.

2　 细菌耐药性的产生

由于细菌不断的突变和进化,必然会产生耐药

性,而抗生素的长期使用和滥用则大大提高了耐药

性产生的频率[11]。 细菌耐药性分为固有耐药性和

获得性耐药性。 通常某种细菌会对某种特定的抗

生素产生耐药性,称为固有耐药性。 在一定条件

下,某种细菌或者真菌通过产生次级代谢产物抗生

素作用于其它微生物,其本身一定会具有抗性,这
些内在抗性通常是源于产生这些抗生素的细菌中

的抗性基因。 内在抗性表现为细菌本身具有某种

特有的结构或者某种特有的能力,在某种抗生素存

在下可以正常生长增殖,最简单的原因是对于该抗

生素特异性靶点的缺失。 随着大量且种类繁多的

抗生素的长期广泛使用,有些细菌通过基因突变、
转座子等方式获得了对多种抗生素的耐药性,并整

合下来形成耐药菌。 获得性耐药性可分为三类:
(1)通过减少抗生素进入细胞或者通过外排泵的方

式使得细胞内抗生素的总含量降低;(2)直接作用

于抗生素,使其失活,比如水解或者修饰抗生素等;
(3)改变抗生素作用的靶点,使得抗生素不能结合。
大多数抗生素以高亲和力结合到靶点阻碍其正常

功能,细菌通过突变改变靶点结构,阻碍抗生素的

结合,从而产生耐药性。 比起其它位点,多数抗生

素是通过抑制细菌核糖体的蛋白合成功能,相应的

耐药性产生机理包括核糖体基因突变,核糖体修饰
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和核糖体保护蛋白等[12]。
2. 1　 核糖体基因突变导致的耐药性

通过核糖体基因突变,改变核糖体与抗生素结

合的亲和力,使得核糖体不再与抗生素结合,从而

可以继续执行其正常功能。 例如利奈唑胺是作用

于革兰氏阳性菌核糖体核糖体 23S rRNA 的抗生

素,其核糖体结合位点的基因突变后产生耐药性的

肺炎链球菌和金黄色葡萄球菌[2]。 核糖体与抗生

素的亲和力还可以通过基因突变影响非结合位点

的蛋白结构来实现,例如在具有替加环素抗性的肺

炎克雷伯菌核糖体中,与替加环素结合位点相邻的

S3 和 S10 蛋白的基因突变,会导致替加环素与 16S
rRNA 的结合减弱,产生抗药性[13-16]。

氨基糖苷类抗生素在核糖体 50S 和 30S 亚基上

均有结合位点[17-19],这类抗生素的耐药性也与核糖

体基因突变有关。 氨基糖苷类抗生素含有 2-脱氧

链霉胺(2-DOS),与核糖体 30S 核糖体 16S rRNA 上

mRNA 解码区域的螺旋 H44 作用,迫使 16S rRNA
的两个关键核苷酸 A1492 和 A1493 从螺旋中翻转

出来[20-21],导致核糖体翻译保真度的丢失,干扰蛋

白质正常合成,最终导致细菌死亡[22]。 结核分枝杆

菌对链霉素的耐药性的产生,是由于其 16S rRNA
编码基因 rrs 的突变,破坏了链霉素 2-DOS 与核糖

体 16S rRNA 的相互作用,从而产生对链霉素的耐

药性[23-25]。
2. 2　 靶点修饰导致的耐药性

多种抗生素耐药性产生的机制与靶点的化学

修饰相关,例如通过对抗生素结合位点的甲基化修

饰,使抗生素不再与靶点结合,也是一种常见的耐

药性形成机制[26]。 包括(1)大环内酯类抗生素耐

药性的产生:红霉素核糖体甲基化酶通过对核糖体

16S rRNA 的甲基化修饰,改造了红霉素结合位点,
阻止了大环内酯类抗生素的结合,产生耐药性[26];
(2)氨基糖苷类抗生素耐药性,也是通过同样的分

子机理, 例如阿米卡星、 妥布霉素和庆大霉素

等[27-28]。 这些甲基转移酶对 16S rRNA 中核苷酸

G1405 的 N7 位进行甲基化,产生了对 4,6-二取代

氨基糖苷类抗生素和妥布霉素的耐药性[29];对核苷

酸 A1408 的 N1 位的甲基化,则导致了对另一种 4,
5-二取代氨基糖苷类抗生素和对安普霉素的耐药

性[29];(3)甲基化还可以发生在 23S rRNA 上,例如

已经发现的氯霉素-氟苯尼考甲基转移酶,可以特

异性的甲基化 23S rRNA 上的 A2503,从而对多种抗

生素产生耐药性[2,30]。 核糖体 rRNA 甲基转移酶结

构相似,分为内源性和外源性两种。 目前在临床菌

株中已鉴定了多个核糖体 16S rRNA 甲基转移酶,
包括 rmtA[31]、rmtB[32]、rmtC[33]、rmtD[34] 和 rmtE[35]

等。 内源性甲基转移酶则是细菌内部的甲基化酶,
用来避免其核糖体被自身产生的氨基糖苷抗生素

所抑制,例如大肠埃希菌中发现的内源性的甲基化

酶[36];外源性甲基转移酶很可能来源于内源性甲基

化酶,由质粒所介导,其耐药性可以进行传播和

扩散。
2. 3　 核糖体保护蛋白介导的耐药性

核糖体保护由核糖体保护蛋白所介导,这些胞

质蛋白质能导致细菌对四环素、强力霉素、米诺环

素等的抗性, 其中最具有代表性的是 TetO 和

TetM[37]。 核糖体保护蛋白 TetO 和 TetM 具有核糖

体依赖性的 GTP 酶活性,与核糖体延伸因子 EF-
Tu,EF-G 等具有同源性[38-41]。 这些核糖体保护蛋

白通过结合到被四环素抑制的核糖体,促使四环素

从核糖体上解离,恢复核糖体的正常功能[42]。 通过

改变抗生素分子结构,能克服核糖体保护蛋白所介

导的保护机制,例如第三代四环素衍生物替加环素

等[43-44]。 另外一类核糖体保护蛋—ABC-F 蛋白,发
现于链球菌、肠球菌和葡萄状球菌等细菌中,能产

生更广泛的抗生素耐药性。 这类核糖体保护蛋白

结合于核糖体上,通过变构效应引起抗生素结合部

位的结构变化、导致抗生素解离、恢复核糖体功能

和产生耐药性[45-47]。

3　 冷冻电镜在核糖体抗生素耐药性机
理研究中的应用

　 　 单颗粒冷冻电镜技术包括了冷冻样品制备、电
镜数据收集和图像处理三维重构。 经过多年发展

完善,单颗粒冷冻电镜技术于 2008 ~ 2010 年首次成

功解析了生物大分子复合体的原子结构,标志着单

颗粒冷冻电镜技术正式进入了原子分辨率时代,成
为研究生物大分子结构与功能的重要工具[48-50]。
单颗粒冷冻电镜技术,由于快速、无需晶体、能解析

动态和非稳定结构的优点,非常适合用来解析超大

分子分子量的核糖体结构,揭示其结构和功能关

系、阐明抗生素和耐药性的分子机理(图 1,图 2)。
在抗生素的作用机理研究中,Arenz 等[51] 利用

冷冻电镜获得了依维米星和卑霉素与大肠杆菌的

核糖体复合体高分辨结构,揭示依维米星和卑霉素

结合到核糖体大亚基上的一个独特位点,与核糖体

23S rRNA 的 H89 和 H91 小沟、与 tRNA 结合位点 A

255

万方数据



　 第 5 期 王婧芬等:单颗粒冷冻电镜技术在核糖体抗生素耐药机理研究中的应用 　 　

的蛋白 L16 精氨酸等残基相互作用,发挥抑制作用。
同时,依维米星和卑霉素会保护核糖体多个核苷酸

不被硫酸二甲酯(DMS)修饰,在核糖体组装过程中

干扰正常核糖体的形成。 在红霉素与核糖体的作

用机理研究中[52],冷冻电镜技术解析了红霉素依赖

性的 ErmCL 停滞的核糖体结构,揭示了 ErmCL 新生

肽链通过感应核糖体抗生素的结合、引起核糖体肽

基转移酶中心的构象变化,导致 A 位点 tRNA 不能

稳定结合而被释放、从而终止了翻译过程。 此外,
在抗生素耐药性的作用机理研究中[53],Arenz 等[51]

利用冷冻电镜研究核糖体耐药性中的核糖体保护

蛋白介导的核糖体保护机制。 通过解析四环素抗

性蛋白 TetM 与核糖体复合体的 3. 9Å 结构,揭示了

TetM 的结构域 IV 中的氨基酸残基 Pro509 与 16S
rRNA 的核苷酸 C1054 相互作用,将促使四环素从

核糖体解离、恢复核糖体正常功能。
综上所述,核糖体作为抗生素的重要靶标,对

基础医学和药物学都具有重要的意义。 单颗粒冷

冻电镜显微技术,由于其快速、高分辨和能解析动

态结构的优点,将在揭示核糖体抗生素及耐药性的

分子机理、以及药物设计中发挥越来越重要的作用。
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Prospect of single-particle cryo-electron microscopy
in revealing mechanisms of ribosomal
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Abstract　 　 Antibiotics are the foundation of modern medicine, but with the widespread use of antibiotics in clinical practice,
bacterial resistance has increasingly become prominent and a global health problem. Ribosome synthesizes proteins using genetic
information, and is one of the main targets of antibiotics. This paper summarizes the structural bases of ribosomal antibiotics resistance,
discusses the molecular mechanisms of ribosomal gene mutation, modification and protection that lead to bacterial resistance, and looks
forward to the roles and prospects of single-particle cryo-electron microscopy (cryo-EM) in further revealing mechanisms of ribosomal
antibiotics resistance.
Keywords　 　 cryo-electron microscopy(cryo-EM); antibiotics; antibiotic resistance; ribosome; mutations of ribosome
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