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摘　要：多药抗性小蛋白 (small multidrug resistance protein, SMR) 是一类由 4 个跨膜螺旋束组成的跨膜质子

梯度驱动的内膜转运蛋白，一般由 100~140 个氨基酸残基组成，结构相对简单，在特定去垢剂中相对稳定

并具有功能活性，是研究细菌的耐药机制、跨膜转运蛋白的结构功能以及膜蛋白演化的一类很好的模式蛋

白家族。 同时，由于其灵活多变的拓扑学分布以及在膜转运蛋白演化中节点的位置，成为研究和追寻膜蛋

白演化路径的理想的模式蛋白。现分别从 SMR 蛋白家族的系统发生分布与进化、SMR 蛋白的耐药性与转

运机制、SMR 蛋白的结构等 3 个方面对本领域的研究近况进行分析和总结。

关键词：SMR 蛋白家族；系统发生树；跨膜蛋白演化；药物转运；拓扑学结构 
中图分类号：Q51 ；Q71            文献标志码：A

SMR protein: a model for studying evolution of transmembrane proteins
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Abstract: SMR proteins (small multidrug resistance proteins) are small transporters containing 100—140 amino acid 
residues. Transport of substrates by these proteins is driven by trans-membrane protons gradient. The structure of 
these proteins is relatively simple and contains four trans-membrane helices. Due to their simple structure, stability 
and functionality in detergents, these proteins are chosen as model proteins to study bacterial drug resistance, as 
well as structure, function and evolution of membrane proteins. In this article, the latest research progress is 
reviewed in relation to the distribution of SMR proteins, the drug resistance and transportation mechanism of SMR 
proteins, the structure of SMR proteins, and hypothesis of evolution pathways for membrane proteins.
Key words: SMR protein family; phylogenetic tree; transmembrane protein evolution; drug transport; topology

生命体系在生存过程中需要与外界环境进行物

质能量交换和信号传递，调控自身平衡，维持正常

的生命活动。细胞膜上的一些蛋白质主导或者协助

完成这些生命过程，其中有一类蛋白质与药物 / 代
谢转运密切相关，被称为药物 / 代谢转运蛋白超家

族 (drug/metabolite transporter superfamily, DMT)。根

据转运过程中利用能量的方式不同，DMT 蛋白可

分为初级主动运输蛋白和次级运输蛋白。初级主动

运输蛋白直接利用 ATP 水解提供的能量完成转运过

程，包括 ATP 偶联盒蛋白家族 (ATP-binding cassette 

family, ABC) ；次级运输蛋白利用跨膜质子或者离

子梯度来驱动转运过程，包括主易化蛋白家族 (major 
facilitator superfamily, MFS)、多重抗菌剂外排蛋白
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家族 (multiple antimicrobial extrusion family, MATE)
和多药抗性小蛋白家族 (the small multidrug resistance 
protein family, SMR)[1]。

SMR 蛋白家族由一类分子量小、结构相对简

单的多重药物转运蛋白组成，是整个 DMT 蛋白超

家族中最小的质子偶联跨膜转运蛋白。它能够利用

跨膜质子梯度作为能量驱动将细胞内的大部分抗生

素、防腐剂、抗肿瘤药物以及阳离子染料物质转运

到细胞外，使细菌表现出对多种药物分子的抗性 [2]。

同时，由于 SMR 蛋白拓扑学分布灵活多变，可以

形成平行和反平行的同源二聚体或者异源二聚体，

是一类研究跨膜转运蛋白的结构、功能、作用机制

以及演化的理想模式蛋白家族。

1　SMR蛋白家族的系统发生分布与进化

1.1　SMR蛋白家族的系统发生分布

SMR 蛋白基因在细菌基因组中分布广泛，如

利用大肠杆菌 SMR 蛋白 EmrE 基因 (NCBI Refseq 
YP_002998353) 作为母源序列对 NCBI 数据库中的

细菌基因组进行搜索，发现 52% 的细菌基因组中

都具有 SMR 蛋白同源序列 [3]。SMR 蛋白的物种来

源包括革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、古生菌以及

一些真核生物，而且这些 SMR 蛋白的基因序列不

仅存在于细菌染色体中，在质粒、整合子中也有发

现 [4]。根据系统发生分布及其他特性，可将 SMR
蛋白家族分为 3 个蛋白亚家族，即多药外排泵

小蛋白亚家族 (small multidrug pumps, SMP)、groEL
突变抑制蛋白亚家族 (suppressor of groEL mutation 
proteins, SUG) 和成对存在的多药抗性小蛋白亚家

族 (paired small multidrug resistance proteins, PSMR)
( 图 1)。

SMP 蛋白是 SMR 蛋白家族中分布最为广泛的

一类蛋白，它能够使宿主表现出对多种药物分子的

抗性。目前已鉴定的 SMP 蛋白的靶标底物，包括

以Eco-EmrE蛋白序列(NCBI Refseq YP_002998353.1)作为母源序列与 BLAST 获得的82条SMR蛋白序列进行多重序列比对(利
用CLUSTALX进行比对)，并用PYTHON2.5软件将比对结果构建成系统进化树。其中黑色的表示SMP蛋白亚家族成员，绿色

的表示SUG蛋白亚家族成员，蓝色表示的为PSMR蛋白亚家族成员。

图1  细菌和古生菌中的82条SMR蛋白家族蛋白序列的系统进化树
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季铵类化合物 (quaternary ammonium compounds, QACs)
如龙胆紫、磷酸三甲苯酯、苯甲烷铵、十六烷基三

甲基溴化铵、氯化十六烷基吡啶等，以及离子性染

料物质，如溴化二氨乙苯啡啶、结晶紫、派若宁 Y、

番红精等 [5-7]。SUG 蛋白亚家族与 SMP 蛋白亚家族

不同，它们缺乏转运 QACs 和离子性染料物质的功

能，不过在过量积累的情况下，某些 SUG 蛋白对

少量的底物仍然有吸收和转运功能，如大肠杆菌

SugE 在过量表达的情况下能够转运十六烷基三甲

基溴化铵和氯化十六烷基吡啶 [8]。鉴于 SUG 蛋白

这种潜在的吸收转运功能以及它们在 groEL 突变中

所起的抑制作用，有学者认为 SUG 蛋白可能转运

一种目前未鉴定的与伴侣蛋白活性有关的底物，但

是对于 SUG 蛋白与 groEL 突变抑制的具体关系，

目前的研究仍然不是很透彻 [3]。PSMR 亚家族蛋白

一般以成对的形式存在，在这一对蛋白中其中一个

蛋白的大小与常规的 SMP 蛋白大小相当，另一个

蛋白比常规的 SMP 蛋白要大。只有当 PSMR 蛋白

对应的 2 个基因同时表达时，才具有转运活性和多

药抗性。

1.2　SMR蛋白家族与膜转运蛋白进化

大多数跨膜蛋白在细胞膜上都有一个确定的拓

扑学定位，即单拓扑学结构。少量的膜蛋白在细胞

膜上的定位是二重的，甚至是多重的，这与蛋白质

合成后插入细胞膜的方式有关，如氟离子通道蛋白

在细胞膜就采用双拓扑学形式分布 [9]。SMR 蛋白的

拓扑学分布比较特殊，对于每个 SMR 蛋白单体，

它是以平行对称的形式存在，而 SMR 蛋白的功能

二聚体却以一种不对称的反平行结构来行使转运功

能。SMR 蛋白这种灵活多变的拓扑学分布以及其

在特定去垢剂中相对稳定的功能活性，使它成为膜

转运蛋白演化研究中的一个理想模式对象。膜转运

蛋白的演化是从简单的蛋白单体开始，SMR 蛋白

作为最小的离子耦联的膜转运蛋白，结构相对简单，

拓扑学分布灵活，被认为是膜转运蛋白演化的起始

点，在演化过程中通过基因的复制、突变、融合等

作用，结合环境的选择性压力，从而形成各种各样

的跨膜转运蛋白，来完善细胞的跨膜物质转运，适

应环境。例如在跨膜蛋白演化过程中，常常会形成

反向对称结构，这种反向对称结构与物质转运时蛋

白构象的变化迁移密切相关，而在 SMR 蛋白家族

中 PSMR 亚家族蛋白通常由 2 个亲缘相近的异源蛋

白组成，而 SMP 和 SUG 亚家族通过形成同源二聚

体的形式来完成转运过程，这与反向对称结构的说

法契合。一种基于 SMR 蛋白家族的膜转运蛋白简

单演化路径 ( 图 2) ：首先，膜转运蛋白单体基因在

复制过程发生突变，产生平行拓扑学分布的异源二

聚体或者是反平行拓扑学分布的异源二聚体；然后，

以SMR蛋白作为起点对跨膜蛋白的演化路径进行追溯的一种假说，在这个假说中结构简单，拓扑学灵活多变的SMR蛋白作

为起点通过基因突变形成多重拓扑学结构分布，然后通过基因融合组装成更加复杂的跨膜蛋白。

图2  一种可能的跨膜蛋白进化路径示意图
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这些异源二聚体的基因发生融合，形成结构更复杂

的膜转运蛋白，满足相应的转运要求。通过基因复

制时的突变形成不同的异源二聚体，可以极大地满

足细胞对底物的转运要求，扩大转运物质的范围，

提供细胞对环境的适应性 [10-11]。

2　SMR蛋白家族的药物与抗性转运机制

2.1　SMR蛋白的药物抗性

SMR 蛋白能够使宿主细胞表现出对一系列季

铵化合物、带正电荷的芳香类染料物质以及抗生素、

防腐剂、抗肿瘤药物等分子的广谱抗性。SMR 蛋

白药物抗性不仅仅取决于自身的表达水平，还受多

重耐药外排转运系统 ∆AcrA/B-TolC 的影响。例如

在大肠杆菌 SMR 蛋白 EmrE 的抗药性研究中发现，

EmrE 外源表达载体在 ∆acrA、∆acrB、∆tolC 等缺

陷菌株中所贡献的药物抗性大大低于非缺陷性菌株

表达所贡献的药物抗性。Nasie 等 [12] 通过突变实验

发现 AcrAB 复合物与一些药物 / 代谢转运蛋白，包

括 SMR 蛋白相互作用，构成一个多药外排系统的

复合结构，共同完成各种药物分子的外排转运。在

这个系统中，药物 / 代谢转运蛋白 ( 包括 EmrE、
MdfA 等蛋白 ) 负责将底物分子从细胞质中转运到

周质空间，然后，AcrAB-TolC 复合物再将周质空

间中的底物分子转运到细胞外，完成底物外排转运

过程，通过这种重复协作的转运方式，极大地扩展

细胞对有害物质的转运范围和力度，从而增强它们

对环境的适应能力，如图 3 所示。

2.2　SMR蛋白的分子转运机制

在 SMR 蛋白将底物分子转运到细胞周质的过

程中， SMR 蛋白以二聚体的形式来行使功能，其中

SMP 和 SUG 蛋白以同源二聚体的形式参与底物转

运，而 PSMR 蛋白以异源二聚体的形式参与转运。

转运过程中 SMR 蛋白第一个跨膜螺旋中带负电的

Glu 残基作为质子耦合中心，在不同的 pH 值环境

中调控质子或者底物分子与 Glu 的羧基进行竞争性

结合，通过结合后功能转运单位的构象变化实现底

物分子和质子的反向跨膜转运 [13-14]。以大肠杆菌中

SMR 蛋白 EmrE 为例，在转运过程中，EmrE 蛋白

的第一个跨膜螺旋中的 Glu14 的羧基作为质子耦合

中心 [15-16]，Glu14 附近的一些芳香类氨基酸残基，如

Trp63、Tyr40 和 Tyr60 等，在 Glu14 附近构成一个疏

水环境调控 Glu14 的 pKa 值 [17-18]，介导 Glu14 羧基

的质子在不同离子梯度环境中的释放和结合，从

而介导底物分子的结合和释放，同时这些疏水性

的芳香类氨基酸构成的疏水结构也与底物结合相

关 [19-20]。在 Eco-EmrE 的外排转运过程中：首先，

带正电的底物分子靠近转运蛋白，通过与 Glu14 附

近芳香性的带负电的氨基酸的静电作用诱发 EmrE
的 Glu14 残基丢失质子；然后，底物分子与 EmrE
二聚体形成的疏水结合域结合。与此同时，EmrE
的构象发生改变，使得疏水性结合域由朝向细胞质

变为朝向细胞周质方向打开。由于质子浓度的改变，

在大肠杆菌AcrAB-TolC、EmrE和MdfA多重药物345678外排系统中，EmrE蛋白和MdfA蛋白将药物分子转运到周质空间中，

然后通过AcrAB-TolC系统将药物分子转运到细胞外。

图3  AcrAB-TolC、EmrE和MdfA蛋白协同作用转运模式图
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细胞周质中的 2 个质子进入疏水性结合口袋，催化

底物释放。重新质子化的二聚体又恢复到原来的构

象，进行下一轮转运 [21-22]( 图 4)。

3　SMR蛋白的结构和拓扑学分布

SMR 蛋白含有 100~140 个氨基酸残基，由 4
个跨膜 α 螺旋束组成。4 个跨膜螺旋束不能形成一

个有效的质子耦合的跨膜转运复合物，它们一般以

多聚体的形式行使转运功能。SMP 和 SUG 亚家族

蛋白以同源二聚体形式来完成其功能，而 PSMR
共表达两个基因才具有转运功能，其功能形式为

异源二聚体 [23-24]。SMR 蛋白结构的研究对于了解

SMR 蛋白与药物分子的相互作用、蛋白拓扑学结

构以及二级转运蛋白精细转运机制具有重要意义。

目前高分辨率的 SMR 蛋白的结构信息相对缺乏，

研究最广泛的是大肠杆菌 SMR 蛋白 Eco-EmrE。
对大肠杆菌 SMR 蛋白 EmrE 的二聚体的拓扑

学分布和结构的研究，一直在争议中前行 [25]。大量

的生化实验结果表明，Eco-EmrE 蛋白单体存在一

个 Nin-Cin 的平行拓扑学结构，并且 2 个 EmrE 单体

在结构上是对称的，如通过电喷雾电离质谱技术证

明了 EmrE 二聚体上的 2 个关键的 Glu14 具有相同

的疏水环境，并且在功能上是等价的 [15]，通过功能

性实验证明拥有这种平行性拓扑学的 EmrE 蛋白在

完整的活体细胞上和重建的质膜上都拥有底物结合

和转运活性 [26-28] ；但是 Eco-EmrE 的结构研究所获

得的信息与生化实验获得的信息相冲突，这些结构

数据表明，Eco-EmrE 二聚体以一个不对称的反平

行结构形式存在，如利用 NMR 对 Glu14 的 13C 的化

学位移进行测量时，发现两个底物结合域是不对称

的 [29]，对 EmrE 蛋白的二维结晶的 cryo-EM 解析获

得分辨率为 7.5 埃的三维结构，表明 EmrE 的最小

的功能单位是由 8 个跨膜螺旋束组成的不对称的同

源复合物 [30]( 图 5A)。用 X 射线晶体衍射获得的高

分辨率的结合和不结合 TPP 的 EmrE 的三维结构同

样表明，EmrE 拥有一个不对称的反平行拓扑学结

构 [31]，但是这个结构由于数据分析处理失误导致结

构计算错误后来通过重新修正发表 [32](图5B)。然而，

Schudiner 等 [33] 认为 EmrE 的这种反平行拓扑学分

布可能是由结晶时的环境形成的非自然状态的结构。

EmrE 蛋白同源二聚体的这种反平行分布的拓

扑学结构难以进行预测，一般认为膜蛋白插入膜时

遵循“正电荷朝内”的原则，但是对于 EmrE 和以

及其他的 SMP 和 SUG 亚家族的蛋白来说，它们没

在EmrE蛋白单点交互式转运循环模型中，Glu14通过感知膜两侧的质子浓度差别，选择性地和带正电的底物分子或者质子结

合，通过结合后的构象变化使得蛋白朝另一侧打开，介导底物或者质子的释放，从而实现Glu14与底物分子、质子的交互式结

合释放循环过程。

图4  EmrE蛋白单点交互式转运循环模型
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有明显的电荷偏好，两侧的电荷分布几乎一样。最

近研究表明，EmrE 单体插入膜上是随机的，既有

朝内的拓扑学分布，也有朝外的拓扑学分布，两个

按照 1 ：1 的比例插入膜上形成一个反平行分布的

同源二聚体复合物，至于两者的入膜方式和比例控

制目前仍然不是很清楚，缺乏相关的信息 [34]。实际

上，对于 EmrE 蛋白来说，一个小的电荷分布改变

都可以引起 EmrE 单体的拓扑学分布变化 [35]。这些

研究在一定程度上表明 EmrE 二聚体的反平行拓

扑学分布的存在是可能的，并没有明确地验证

EmrE 二聚体的拓扑学分布。对结合 TTP+ 的 EmrE
的大量 SPR 研究证实，EmrE 二聚体拥有和 cryo-EM
及 X- 射线衍射获得的一致的反平行拓扑学分布 [36]。

对 EmrE 蛋白二聚体拓扑学分布最确切手段是测定

二聚体中每个单体的拓扑学分布，在最近的研究中

对结合 TPP+ 的 EmrE 单体单一定点标记，进行单

分子 FRET 的测定，发现对于每一个标记位点在膜

的两侧都可以观察到单一的 FRET 效应，证实了

EmrE 二聚体用于反平行的拓扑学分布 [37]。在对不

结合底物的 EmrE 的拓扑学结构的研究中，cryo-
EM 及 X- 射线衍射和 SPR 等手段获得的实验结果

表明，与结合了 TPP+ 的 EmrE 二聚体相比，除了

在跨膜螺旋的倾斜度等方面有一定区别外，两者几

乎一样 [38]。实际上，2010 年，Seppala 等 [36] 最新

研究成果表明，反平行拓扑学分布的 EmrE 二聚体

的不对称结构可能通过朝内和朝外构象的转变达到 
“动态对称”行使转运功能，在转运过程中朝内和

朝外构象除了拓扑学定位不一样以外，其他方面都

是一样的，即不对称的 EmrE 二聚体结构拥有一个

动态对称的功能效应。这很好地解释了以往研究中

所出现的生化实验和生物物理实验结论相冲突的

问题。

4　小结 

在 SMR 蛋白的研究过程中，不同的研究小组

在独立的实验环境中对 SMR 蛋白做了大量研究工

作，鉴于 SMR 蛋白拓扑学灵活多变，对环境敏感

的特性，带来很多矛盾和争议，可喜的是目前的研

究成果使人们对 SMR 蛋白逐步建立起一个统一的

看法：反平行拓扑学分布的 EmrE 二聚体的不对称

结构通过朝内和朝外构象的转变达到 “动态对称”

行使转运功能，即不对称的 EmrE 二聚体结构拥有

一个动态对称的功能效应。目前关于 SMR 蛋白的

研究，一方面是要获得分辨率高的精确三维结构，

解决在以前研究中结构信息与生化信息相冲突的问

题，同时对于了解跨膜蛋白精细的转运机制及转运

所需的最小通道结构具有重要意义，在 SMR 蛋白

的结构解析中，电镜冷冻蚀刻技术 (cyro-EM) 获得

的结构分辨率不够，X 射线衍射技术获得的结构虽

然分辨率足够，但是在结晶过程中获得真实结构的

SMR 蛋白晶体相对困难。多维魔角旋转固体磁共

振 (MAS-Solid-NMR) 被认为是解决膜蛋白三维结

构的一个很好的手段，在构建的蛋白脂质体中跨膜

蛋白所处的磷脂环境与目标蛋白的自然细胞膜环境

最接近
[39-40]。另一方面要确定 SMR 蛋白的拓扑学

分布，这对于准确了解 SMR 蛋白与底物的结合情

况与转运机制十分有益，同时对于了解整个膜蛋白

的演化路径具有重要参考价值。
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