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摘要 细菌肽聚糖(peptidoglycan, PGN)是存在于绝大部分细菌中的保守结构, 也是抗生素开发的最重要靶点, 其 

分子结构与生物合成过程长期以来受到微生物学界的广泛关注. 肽聚糖结构中包含由D,D-转肽酶(D,D-transpepti
dase, Ddt)、L,D-转肽酶(L,D-transpeptidase, Ldt)这两类酶介导的肽尾交联, 但这一反应过程的时空特征仍然难以 

进行直接解析, 限制了研究者对细菌细胞壁合成与修饰过程的进一步理解. 近年来, 通过模拟肽聚糖的肽尾结构 

所设计的短肽探针为肽聚糖交联的时空研究提供新的研究工具. 本综述梳理各类通过D,D-转肽酶及L,D-转肽酶 

介导的交联过程实现肽聚糖标记的肽尾类似物探针, 介绍了其设计原理、作用机制及研究应用. 该类探针结构的 

灵活性赋予其在肽聚糖特异性标记、抗生素开发和复杂菌群分析等多种微生物学研究场景中广泛的应用潜力. 
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肽聚糖(peptidoglycan, PGN)是细菌细胞壁的主要 

成分, 在细菌胞外构成一层坚硬包膜, 能够抵御细胞质 

的膨胀压力, 并保护细菌免受外界不利环境的影响. 由 

于在真核生物中并不存在肽聚糖的生物合成, 结合此 

独特性与PGN在细菌生存中的不可或缺性, 使得肽聚 

糖成为最重要的抗生素开发靶点. 也因此, 肽聚糖的 

分子结构及相应的生物合成机制一直是微生物学研究 

中的最核心的科学问题之一 [1~4].  
肽聚糖的基本结构在细菌中高度保守, 包括由重 

复的二糖单位连接成的聚糖链及连接于其上并互相交 

联的短肽链(肽尾), 从而呈现出包围细胞质膜的网状 

三维聚合物结构. 其二糖单元由N-乙酰葡萄糖胺(N- 
acetylglucosamine, GlcNAc)和N-乙酰胞壁酸(N-acetyl

muramic acid, MurNAc)通过β-(1,4)糖苷键连接组成, 
多个二糖单元进一步通过β-(1,4)连接方式首尾连接, 
构成长的糖链. 肽尾N端与MurNAc通过酰胺键连接, 
其序列一般为L-Ala-D-iGlx-(L-Lys/m-DAP)-D-Ala-D- 
Ala, 共5个氨基酸残基(Ala为丙氨酸, iGlx代表异谷氨 

酸或异谷氨酰胺, Lys为赖氨酸, m-DAP为内消旋二氨 

基庚二酸) [3]. 其中三号位氨基酸残基在不同菌种间存 

在一定差异, 一般认为在革兰氏染色阳性菌是L-Lys, 
而阴性菌是m-DAP. 但结合本课题组近期的研究发现, 
大量肠道革兰氏阳性菌的主肽链三号位也是与阴性菌 

相同的m-DAP, 包括厚壁菌门的芽孢杆菌属、梭菌属 

和乳杆菌属等 [5,6].  
肽聚糖的合成需要糖基转移酶催化多糖链的延 
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伸, 以及转肽酶催化邻近肽链之间的交联, 以此形成的 

坚固三维交联网络, 赋予细菌细胞壁一定的结构强 

度 [7]. 常见的肽聚糖肽链交联形式包括由D,D-转肽酶 

催化形成的4-3交联(图1A), 和由L,D-转肽酶(L,D- 
transpeptidase, Ldt)催化形成的3-3交联(图1B). 此外, 
在少量细菌中也存在3-1, 2-4等其他类型的交联方 

式 [8]. 肽链的交联可以是直接连接两条肽尾, 也可以通 

过三号位上的肽桥连接. 肽桥的结构在不同细菌种类 

中存在很大差异, 例如, 肠球菌属的屎肠球菌(Entero
coccus faecium)肽桥是D-iAsx(D-异天冬氨酸或D-异天 

冬酰胺), 但粪肠球菌(Enterococcus faecalis)的肽桥则 

是L-Ala-L-Ala [9]. 肽链交联的程度决定细胞壁的刚性, 
例如, 缺乏非必需转肽酶PBP4的金黄色葡萄球菌(金 

葡菌)会出现细胞壁刚性的减弱 [10].  
传统上, 研究肽聚糖的构成和结构的方法常用核 

磁共振和质谱分析. 研究中经常结合同位素标记的肽 

聚糖前体实现菌体标记 [11~13], 或者利用遗传敲除等手 

段确定肽聚糖相关酶的生物学功能 [14,15]. 近十年来, 根 

据相关酶催化反应特点开发的一系列新型分子探针为 

在活细菌中研究肽聚糖带来新的可能性. 其中, 受肽聚 

糖的交联过程启发而设计的寡肽探针提供全新的研究 

视角, 为进一步理解肽聚糖乃至细菌代谢、抗生素靶 

点等其他科学问题提供重要突破. 本综述将概括过去 

十年在该方向的研究进展, 涵盖各类探针的功能原理 

及其在探究细菌肽聚糖结构、生物合成和其他细胞功 

能中的应用.  

1 转肽酶介导的肽聚糖交联反应 

为形成坚固的细胞壁, 在细菌肽聚糖合成的最后 

阶段会发生聚合与交联. 其中, 由转肽酶催化邻近肽 

尾的交联使细胞壁具有良好的拉伸强度和抗膨胀能 

图 1 细菌肽聚糖生物合成的转肽过程示意图. A: 部分PBPs可通过其D,D-转肽酶活性催化相邻肽尾间形成4-3交联; B: L,D- 
转肽酶可以利用被PBPs切除D-Ala残基后的四肽肽链作为底物, 催化相邻肽尾间形成3-3交联 
Figure 1 Schematic illustration of the transpeptidation process in bacterial peptidoglycan biosynthesis. A: Most PBPs can form 4-3 cross-links 
between adjacent stem peptide strands through Ddt; B: Ldt utilizes the tetrapeptide chain formed after the removal of the D-Ala residue by PBPs as a 
substrate to form 3-3 cross-links between adjacent stem peptide strands  
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力. 作为β-内酰胺类抗生素的作用靶点, 青霉素结合蛋 

白(penicillin-binding proteins, PBPs)的主要功能是参与 

细菌肽聚糖的合成与修饰. PBP可分为高分子量PBP 
和低分子量PBP. 其中, 高分子量PBP参与肽聚糖链的 

延伸与交联, 其中一部分具备转糖基化活性, 另一部分 

负责肽尾交联的转肽反应. 低分子量PBP多具有D,D- 
羧肽酶(切除肽尾末端5号位D-Ala)或D,D-内肽酶(切断 

已形成的肽桥交联)活性, 负责调节交联程度和成熟肽 

聚糖的重塑 [16,17]. 具有D,D-转肽酶活性的PBP所催化 

的交联步骤包括两步: 切除C端5号位的D-Ala, 并将4 
号位D-Ala连接到邻近肽尾的3号位上 (转肽反应 ,  
transpeptidation) [18].  

肽聚糖交联的形成对细菌形态维持和生长不可或 

缺, 因此其合成过程是抗生素(如β-内酰胺类、糖肽 

类)开发的重要靶点. β-内酰胺类抗生素是D-Ala-D- 
Ala二肽的结构类似物, 以自杀底物的形式结合并抑制 

PBP的转肽酶活性 [19]. β-内酰胺类抗生素的广泛使用 

导致多种耐药机制的出现和传播, 包括β-内酰胺酶介 

导的抗生素修饰或降解 [20]、细胞通透性降低、外排 

泵高表达 [21]和低亲和性的肽聚糖转肽酶代偿等 [22]. 
PBP家族的成员在蛋白结构、结构域组成及酶活性方 

面展现高度多样性. 其中部分对β-内酰胺类抗生素低 

亲和力的PBP能在传统抗生素作用下维持细胞壁的合 

成功能, 成为细菌获得耐药性的关键因素之一. 例如, 
临床常见耐药病原菌, 耐甲氧西林金葡菌(methicillin- 
resistant Staphylococcus aureus, MRSA)可在普通甲氧 

西林敏感菌株(methicillin-sensitive S. aureus, MSSA)中 

表达的PBP1-4外, 额外表达PBP2a这一对β内酰胺抗生 

素亲和力低的转肽酶, 导致其可在其他PBP被抑制时 

仍完成肽聚糖交联, 因此在金葡菌耐药性中发挥非常 

关键的作用 [17].  
部分细菌除产生4-3的肽聚糖交联外, 还具备合成 

3-3交联肽聚糖的能力. 对体外筛选得到的屎肠球菌氨 

苄西林耐药株M512进行肽聚糖分析, 发现氨苄西林存 

在时, PBP介导的D-Ala→D-Asx-L-Lys的交联完全被 

L-Lys→D-Asx-L-Lys所取代, 明确细菌可通过Ldt介导 

的交联机制替代传统的PBP交联路径, 从而规避β-内 

酰胺类抗生素对转肽过程的抑制, 体现Ldt在细菌耐药 

机制中的重要作用 [9]. 此后, Ldt家族的成员在革兰氏 

染色阳性和阴性细菌中被广泛鉴定和研究, 包括枯草 

芽孢杆菌 [23]、结核分枝杆菌 [24]、艰难梭菌 [25]等. 作为 

耐药机制的一种, Ldt与Ddt蛋白结构上的差异使Ldt对 

除碳青霉烯类抗生素外的绝大部分β-内酰胺类抗生素 

天然抵抗. 以结核分枝杆菌Ldt Mt2为例, 其活性位点腔 

体较小, 阻碍头孢和青霉素类抗生素进入催化腔体, 从 

而获得其天然耐药的特性 [24,26].  
从催化原理上看, PBP催化4-3交联的过程包括两 

步: 首先, PBP催化中心的丝氨酸侧链上的羟基亲核攻 

击五肽肽尾链4号位D-Ala的羰基, 生成一个酯键并释 

放5号位D-Ala, 形成肽聚糖-转肽酶酰化中间体. 之后, 
酰化中间体的酯键被其临近肽尾上的3号位氨基酸(或 

连接于其上的肽桥)侧链上的氨基攻击, 形成4-3交联 

并释放PBP(图1A). 在这一过程中, 提供酰基的肽尾链 

被称为供体肽链, 而提供氨基的肽链则被称为受体肽 

链 [27]. PBP属于结构保守的SxxK酰基转移酶超家族 

(SxxK superfamily of acyltransferases), 该家族的成员 

携带三组特征性催化基序: SxxK, SxN与KTG(或类似 

物), 在三维结构中协同构成催化中心. 其中, SxxK基 

序中的Ser-Lys构成催化活性位点的核心. 与之相比, 
Ldt蛋白已报道的常见催化结构域是YkuD, 通常位于 

C端. 与PBP介导的Ddt活性位点SxxK不同, Ldt的催化 

活性位点是半胱氨酸-组氨酸-丝氨酸三联体 [28]. 其中, 
半胱氨酸残基担任类似于Ddt中丝氨酸的功能, 但区 

别在于丝氨酸残基亲核攻击的肽链是四肽, 而非五 

肽 [28,29]. 丝氨酸残基侧链上的巯基与三号位上L-Lys/ 
m-DAP的羰基结合, 形成带有硫酯键的酶-底物中间 

体, 其后该中间体被临近肽尾3号位上的氨基进攻, 最 

终形成肽尾的3-3交联(图1B).  
尽管转肽酶的催化过程在细菌中高度保守, 但不 

同Ldt家族成员之间蛋白结构差异带来对应的底物识 

别偏好 [8]. 此外, 不同细菌产生的肽聚糖肽链的氨基酸 

残基组成也存在差异, 主要变异出现在肽尾三号位以 

及其连接的肽桥组成上. 例如, 同样作为革兰氏阳性 

菌, 枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的3号位为m-DAP, 
屎肠球菌(Enterococcus faecium)的L-Lys侧链上连接有 

肽桥D-iAsx, 而粪肠球菌(Enterococcus faecalis)三号为 

L-Lys上肽桥则是L-Ala-L-Ala [5]. 上述细菌的Ldt在催 

化自身的肽链结构完成交联外, 对于底物结构变化可 

能展现出不同的容忍度. 例如, 关于供体肽链底物, 屎 

肠球菌的Ldt可以容忍肽桥的改变, 枯草芽孢杆菌的 

Ldt则对L-Lys的替换和肽桥氨基酸的增加都展现出高 

度的灵活性, 但粪肠球菌Ldt对于供体底物的L-Ala-L- 
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Ala侧链则具有高度选择性 [30]. 探究Ldt与底物的互作 

关系是理解细菌细胞壁合成机制和未来选择性抗生素 

开发的重要基础. 由于不同种类Ddt和Ldt转肽酶的复 

杂性, 研究者目前对于肽聚糖交联发生的时空特征的 

了解仍然比较局限, 而通过模拟肽尾结构而设计的寡 

肽代谢标记探针为研究这些复杂过程提供非常好的新 

工具.  

2 酰基供体探针的作用原理和应用 

2015年, Spiegel团队 [31]首次报道了通过模拟PBP 
底物开发的荧光代谢标记探针Fl-KAA. 参考金葡菌的 

肽尾结构, Fl-KAA的C端包含PBP的酰基供体识别基 

序L-Lys-D-Ala-D-Ala(KAA), N端通过一个连接子(lin
ker)L-Lys-Gly-Gly与荧光分子相连(图2A), 可通过模拟 

PBP底物进而形成4-3交联被共价整合入肽聚糖(图 

2B). 探针整合情况可通过流式细胞术和荧光成像等手 

段进行定量和成像检测. 经缺失突变菌株实验证明, 
PBP4介导该探针的标记过程 [31]. 之前有研究报道, 金 

葡菌的壁磷壁酸(wall teichoic acid, WTA)可将PBP4招 

募到正在分裂细胞的隔膜(septum)处 [32]. 利用Fl-KAA 
进行短时标记可以通过荧光信号定位直观地展示这一 

招募现象. WTA缺乏突变菌株, 荧光信号在侧壁和隔 

膜位置均匀分布, 失去隔膜特异性(图2C). 综合以上结 

果, 他们得出PBP4的催化活性在金葡菌分裂过程中以 

WTA介导的方式局限于隔膜的结论 [31].  
在后续研究中, Spiegel团队 [33]通过更改Fl-KAA的 

荧光基团并使用序贯标记策略, 发现在非分裂的金葡 

菌中, PBP4在隔膜外同样发挥作用. 首先, 使用A647- 
KAA(修饰有Alexa Fluor 647的Fl-KAA探针)标记金葡 

菌2 h, 使肽聚糖带上A647荧光. 洗去探针并等待金葡 

菌生长超过一代(1 h)后, 再使用A568-KAA短时标记 

7.5 min使新合成的肽聚糖带上A568荧光(图2D). A568 
与A647荧光信号存在重叠, 表明PBP4在隔膜外同样发 

挥其转肽酶活性. Fl-KAA探针展现了基于肽尾结构的 

短肽探针在转肽过程时空特性方面研究的价值, 推动 

肽聚糖生物合成机制的研究. 随着Fl-KAA探针的成功 

开发和应用, 研究者们进一步探索其他短肽探针的设 

计策略, 以及各类探针在肽聚糖合成转肽反应时空动 

态研究中的应用.  
除根据Ddt设计的探针外, 有研究者同样对可反映 

Ldt活性的探针进行设计开发探索. 2019年, Pires研究 

团队 [34]通过模拟转肽酶的底物, 设计了通过Ldt或Ddt 
特异性标记肽聚糖的四肽(fluorescent tetrapeptide, Tet
raFl)和五肽(fluorescent pentapeptide, PentaFl)荧光探 

针. 以PentaFl为例, 与Spiegel的设计不同之处在于它 

完整模拟肽聚糖肽尾结构(图2E), 但同样是作为酰基 

供体被Ddt识别并共价整合入肽聚糖中(图2F) [34]. Ddt 
的活性位点羟基亲核攻击三号位L-Lys的羰基形成酰 

基酶中间体, 并与肽聚糖中的肽尾链发生4-3交联(图 

2A). TetraFl则由Ldt识别整合入肽聚糖(图3A). 由于缺 

少PBP识别基序(图3B), TetraFl的荧光信号特异性地指 

示Ldt的催化活性. 类似地, PentaFl也无法作为Ldt的识 

别底物, 因此可以特异性地指示PBP/Ddt的催化活性.  
Pires研究团队 [34]对上述TetraFl和PentaFl系列的 

荧光探针在多种细菌中的标记效果进行详细的测试和 

对比. 在正常生长状态下, 与TetraFl共孵育的屎肠球菌 

的荧光信号强度是PentaFl共孵育组强度的5倍(图3C), 
说明屎肠球菌中Ldt介导的标记比Ddt的更为高效. 此 

外, 该研究还利用两类探针探究抗生素处理对3-3和4- 
3交联形成的影响. 在使用高浓度青霉素类抗生素处理 

时, TetraFl标记增加而PentaFl标记减少. 相比之下, 使 

用碳青霉烯类抗生素(美罗培南和亚胺培南)处理则导 

致TetraFl和PentaFl标记均减少. 作用靶点非转肽反应 

的抗生素(万古霉素和红霉素)在非致死浓度下均无法 

引起荧光信号强度的变化. 以上抗生素处理导致的探 

针信号强度变化均与各个抗生素对应的靶点一致, 因 

此体现了TetraFl和PentaFl标记的特异性.  
在应用方面, Pires研究团队 [35]后续成功地将Tet

raFl系列探针应用于分枝杆菌研究之中, 验证了二号 

位D-Gln的酰胺化在Ldt介导的3-3交联及细胞壁稳定 

性中的重要作用. 研究中使用两条TetraFl探针, 区别在 

于其二号位D-iGlu是否存在α-羧基的酰胺化修饰. 结 

果显示未酰胺化的TetraFl-2探针孵育后, 分枝杆菌细 

胞壁上无荧光信号, 而酰胺化的TetraFl探针则被有效 

整合入细胞壁. 以上结果说明D-iGln的酰胺化是分枝 

杆菌Ldt识别肽尾并进行肽聚糖交联的必要条件. 后续 

研究进一步利用分子遗传学手段, 验证了MurT-GatD, 
即Mur类连接酶T(Mur ligase T, MurT)和谷氨酰胺酰 

胺转移酶D(glutamine amidotransferase D, GatD)介导 

肽聚糖前体的D-iGlu酰胺化, 以及交联异常所激活的 

下游PknB信号通路在细胞壁合成中的调控功能. Tet
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raFl探针作为肽聚糖模拟物, 可以原位地指示Ldt介导 

的肽聚糖交联的发生, 因此为研究肽聚糖的生物合成 

及调控机制提供可视化工具.  
除用于细菌新合成肽聚糖的成像外, 四肽探针具 

有良好的结构可变性. 通过将N端的荧光基团替换为 

免疫识别标签, 可以实现细菌特异性靶向的免疫激活. 
人类免疫系统通过识别病原体相关分子模式(pathogen 
associated molecular patterns, PAMPs)来辨别感染性病 

图 2 荧光探针基于Ddt催化的转肽反应标记肽聚糖. A: 基于Ddt的探针标记机制示意图; B和C: Fl-KAA探针结构: 荧光基团- 
L-Lys-Gly-Gly-L-Lys-D-Ala-D-Ala; C: 野生型(WT)与WTA合成缺陷的(ΔTagO)金黄色葡萄球菌分别用Alexa Fluor 568标记的 
Fl-KAA(简称D-A568, 红色)标记, 并用Alexa Fluor 488标记的万古霉素(Van-A488, 绿色)对整体细胞壁染色. 比例尺: 1 μm [31]; 
D: 金葡菌经Alexa Fluor 647标记的Fl-KAA(D-A647, 蓝色)标记2 h后, 洗去游离探针继续培养1 h, 再用D-A568(红色)短时标记 
7.5 min, 同时用Van-A488(绿色)标记整个细胞壁. 比例尺: 1 μm [33]; E: PentaFl 探针结构: 荧光基团-L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Ala- 
D-Ala; F: 耻垢分枝杆菌经PentaFl短时标记30 min的共聚焦显微镜图像. 比例尺: 2 μm [34] 

Figure 2 Peptidoglycan labeling by fluorescent probes through Ddt-catalyzed transpeptidation reaction. A: Schematic illustration of the functioning 
mechanism of the Ddt-based probes; B and C: structure of the Fl-KAA probe (fluorophore-L-Lys-Gly-Gly-L-Lys-D-Ala-D-Ala); C: S. aureus WT and 
ΔTagO mutant strains, which are defective in WTA synthesis, were labeled with Alexa Fluor 568-conjugated Fl-KAA (D-A568, red) and Alexa Fluor 
488-conjugated vancomycin (Van-A488, green) for cell wall staining. Scale bar: 1 μm [31]; D: S. aureus was incubated with Alexa Fluor 647-conjugated 
Fl-KAA (D-A647, blue) for 2 h. After removing free probe through washing, the cells were further cultured for 1 h, followed by a 7.5 min labeling 
with D-A568 (red) and cell wall, then stained with Van-A488 (green). Scale bar: 1 μm [33]; E: structure of the PentaFl probe (fluorophore-L-Ala-D- 
iGln-L-Lys-D-Ala-D-Ala); F: fluorescence imaging of Mycobacterium smegmatis labeled with PentaFl for 30 min. Scale bar: 2 μm [34]  
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原体, 激活免疫反应阻止细菌感染. 一些病原体通过化 

学修饰其PAMP的分子结构以达成免疫逃逸 [36]. 有研 

究发现, 通过将原本四肽探针的荧光报告基团更换为 

小分子抗原二硝基苯酚, 可对屎肠球菌的肽聚糖进行 

化学重编程, 使肽聚糖携带抗原, 进而有效募集人血 

清内源性抗体, 增加巨噬细胞对屎肠球菌的吞噬作 

用 [37]. 在这一策略中, 作者还探讨四肽探针主链与免 

疫标签之间的linker长度在掺入效率与免疫标签的空 

间暴露程度之间的平衡问题, 提出过短的linker长度可 

能降低抗体结合效率, 而过长的linker长度则可能降低 

探针标记效率.  
得益于其结构可变性, 四肽探针不仅可用于肽聚 

糖成像与免疫激活, 也被进一步应用于构建评估药物 

分子穿透细菌外膜能力的筛选方法. 分枝杆菌最外层 

的膜结构可阻碍小分子(包括抗生素)渗透, 被认为与 

分枝杆菌耐药性相关 [38]. 2023年, Pires研究团队 [39]结 

合点击化学反应和四肽探针, 开发了PACMAN(Pepti
doglycan Accessibility Click-Mediated AssessmeNt)平 

台, 在分枝杆菌中利用Ldt, 将携带二苯并环辛炔(di
benzocyclooctyne, DBCO)的四肽探针整合入肽聚糖结 

构中. DBCO可以在无金属催化的条件下, 和叠氮基团 

发生应变促进的叠氮-炔烃环加成反应(strain promoted 
alkyne-azide cycloaddition, SPAAC)形成稳定的三唑 

键 [40]. 在PACMAN平台中, 若带有叠氮的小分子具备 

良好的分枝杆菌外膜穿透能力, 则可以与肽聚糖上的 

DBCO发生点击反应, 导致DBCO与后续加入的带有 

叠氮标记的荧光基团反应减少, 从而荧光信号降低 [39]. 
PACMAN平台体现四肽探针在结构上可变性高的优 

势, 为抗分枝杆菌小分子药物的发现提供一种高通量、 

活细胞环境下的评估平台.  

图 3 四肽探针TetraFl 通过Ldt催化的转肽反应标记肽聚糖. A: TetraFl作为酰基供体由Ldt介导的标记机制示意图; B: TetraFl 
和TetraFl-LysAc结构式. TetraFl结构为荧光基团-L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Ala(B); TetraFl-LysAc结构为荧光基团-L-Ala-D-iGln-L- 
Lys(Ac)-D-Ala; C: 屎肠球菌经TetraFl标记的荧光图像. 比例尺: 1 μm [34] 

Figure 3 Peptidoglycan labeling by TetraFl via Ldt-catalyzed transpeptidation reaction. A: Schematic illustration of the Ldt-mediated labeling 
mechanism, with TetraFl functioning as the acyl donor; B: structures of TetraFl and TetraFl-LysAc. TetraFl: fluorophore-L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Ala; 
TetraFl-LysAc: fluorophore-L-Ala-D-iGln-L-Lys(Ac)-D-Ala; C: fluorescence imaging of Enterococcus faecium labeled with TetraFl (red). Scale bar: 
1 μm [34]  
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从原理上考虑, 上述探针3号位的L-Lys也可以利 

用其侧链氨基作为酰基受体从而被整合入肽聚糖. 为 

了避免这一情况, Pires团队 [34]在2019年开发了仅具有 

酰基供体功能的四肽探针(图3B). 通过对TetraFl的L- 
Lys侧链进行乙酰化修饰, 即可避免四肽探针作为酰基 

受体整合入肽聚糖. 相较于原来的TetraFl, TetraFl-Ac 
的荧光信号下降约57%, 但仍可以检测到明显荧光标 

记, 展现了单供体功能探针的可行性.  
已有数项体外研究表明, Ldt催化的3-3交联与一 

些病原菌的β-内酰胺类抗生素耐药性相关. 然而, 关于 

Ldt在哺乳动物肠道菌群中的表达情况, 以及其在体内 

是否同样介导β-内酰胺的耐药仍然未被阐明. 考虑到 

肽聚糖肽尾氨基酸组成的特殊性(由D型和L型交替)有 

可能在肠道内较好地抵抗各类蛋白酶水解, 本课题组 

尝试将这类探针用在体内的肠道菌群标记之中. 将四 

肽供体探针TetraFl-AcLys直接对小鼠进行灌胃, 来研 

究小鼠肠道菌群中的Ldt活性分布情况(图4A) [41]. 灌胃 

后, 该探针可标记约18%的肠道细菌, 提示在小鼠肠道 

菌群中Ldt和3-3交联十分常见. 进一步结合原位荧光 

杂交(fluorescence in situ hybridization, FISH) 探针, 确 

定多种细菌(包括部分尚未能体外培养的细菌)上3-3交 

联的细胞定位(图4B). 进一步地, 在体内对比两种β-内 

酰胺类抗生素美罗培南和氨苄西林对肠道菌群的Ldt 
酶活的影响, 发现分别口服给药后, 与预期一致, 只有 

美罗培南显著抑制肠道菌群的四肽标记率. 这些结果 

提示, 口服某些β-内酰胺类抗生素可能导致表达Ldt的 

细菌优势生长(例如艰难梭菌), 进而导致肠道菌群失 

衡. 该体内标记策略可以高效解析大量菌种的肽聚糖 

结构, 并深化对哺乳动物肠道菌群的认识, 展现化学 

工具在复杂菌群研究中的价值.  
在几乎所有革兰氏阴性菌及小部分革兰氏阳性菌 

中, 肽聚糖肽尾链的第三位氨基酸是m-DAP. 相较于L- 
Lys, m-DAP在结构上多出的羧基对固有免疫中NOD1/ 
2识别所介导的免疫激活具有重要意义. 作为经典的 

PAMP识别受体, NOD1特异性识别含有m-DAP的肽聚 

糖片段, NOD2则识别普遍存在于肽聚糖的胞壁酰二 

肽(muramyl dipeptide, MDP) [42]. 因此, 针对m-DAP型 

肽聚糖细菌标记策略的开发, 可以推动对其肽聚糖片 

段和NOD1相互作用的深入研究. 最近, 本课题组合成 

3号位为m-DAP的四肽酰基供体探针TetraFl-DAP, 使 

用体内标记策略研究小鼠肠道菌群中m-DAP型细菌 

的分布(图4A) [43]. 根据体外单菌标记结果, 细菌通常是 

对和自身肽聚糖结构对应的探针标记效果更佳, 即探 

针标记结果可以一定程度上反映细菌本身肽聚糖结 

构. 进一步的体内标记实验发现, 约13.7%的小鼠肠道 

菌群(主要是革兰氏阳性)显示出对m-DAP探针的标记 

选择性, 其中的革兰氏阳性菌(如Oscillibacter属)中大 

多数之前并未被标注为m-DAP型细菌(图4C). 后续功 

能实验验证Oscillibacter的肽聚糖成分确实可以激活 

NOD1, 证明其确实为m-DAP型细菌. TetraFl-DAP探针 

的开发和应用为探索肠道微生物的肽聚糖结构多样性 

提供新的有效工具.  
考虑到四肽供体探针在体内的稳定性和较高的标 

记覆盖率, 以及其工作原理的特殊性, 本课题组进一步 

对其在菌群活体成像中的应用进行探索. 肠道菌移位, 
即肠道细菌穿过肠道屏障向血管和远端器官的迁移, 
在多种严重的急慢性疾病的发生发展中都起到重要作 

用. 然而, 目前在活体中对菌群移位的检测缺乏可靠手 

段, 限制了对这一动态过程的理解 [44]. 为解决这一问 

题, 本课题组利用四肽探针设计了激活型荧光(fluoro
genic)探针TetraFl-BHQ. 其原理是: 利用Ldt结合供体 

探针时会切除C端4号位氨基酸的特点, 将D-Ala替换 

为侧链上连接荧光淬灭基团的D型氨基酸, 可以使探 

针仅在被Ldt识别切除淬灭基团后才可发出荧光信 

号 [45], 因此可实现无需清洗即可成像. 利用这一优点, 
本课题组将其运用于活体小鼠肠道菌群的原位成像之 

中(图4A). 利用活体双光子显微成像技术, 在给肥胖小 

鼠灌胃TetraFl-BHQ后, 成功观察到活体小鼠中的肠道 

细菌向肠道血管和肝脏迁移的过程(图4D). 这一技术 

大大推动肠道菌群在体时空活动研究的进展, 并有望 

在未来用于深入研究细菌移位在各类疾病中起到的功 

能和影响.  

3 酰基受体探针的作用机制和研究应用 

除酰基供体探针外, 针对酰基受体肽链结构特点 

设计的短肽探针也被用于解析肽尾交联反应中的底物 

识别特征. Pires团队 [46]开发一种仅能被识别为酰基受 

体的三肽探针. 在这类探针中, 他们在三号位Lys侧链 

偶联了D-iAsn肽桥作为酰基受体, 并去除能被Ddt/Ldt 
识别为酰基供体位点的四、五号位氨基酸(图5A和B), 
从而使得三肽探针仅具备酰基受体的功能. 通过在三 
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肽探针3号位上连接不同的肽桥, 比较其在细菌中(包 

括屎肠球菌、粪肠球菌和金葡菌)的标记效率, 分析转 

肽酶对肽桥结构的识别偏好和包容度. 结果发现, 屎肠 

球菌偏好二号位为D-iGln和连接D-iAsn的三肽探针 

(图5C), 且二号位和肽桥侧链的酰胺化是探针被转肽 

酶识别的必要条件. 与屎肠球菌不同的是, 在粪肠球 

菌中底物识别逻辑更为宽松, 虽然同样是与自身结构 

类似的(带有L-Ala-L-Ala肽桥的)探针标记效果更好, 
但二号位D-iGln的酰胺化并不是受体链被识别的必要 

条件. 作者进一步发现, 在三肽探针上连接单个Gly即 

可显著提升其在金葡菌中的标记效率, 且肽桥额外增 

加到6个Gly并不显著影响交联效率, 说明转肽酶对受 

体链的识别具有一定灵活性. 值得注意的是, 三肽探 

针并不是Ldt或Ddt专一性的, 因为二者均可能识别探 

针并将其整合入肽聚糖.  
除L-Lys型的受体探针外, Pires团队 [47]还开发一种 

用于模拟m-DAP型肽聚糖结构的受体探针. 相较于合 

成L-Lys型四肽探针, 含m-DAP的肽段化学合成难度更 

图 4 基于四肽酰基供体探针的小鼠肠道菌群体内标记. A: 小鼠活体内Ldt介导的肠道菌群标记与检测及活体双光子显微成 
像流程示意图; B: 荧光图像显示3-3交联结构(四肽酰基供体探针标记, 绿色)在Clostridium sp. ASF502细胞表面的定位分布, 该 
菌株通过荧光原位杂交标记为蓝色, 整体肽聚糖结构通过Cy5ADA(FDAA类探针, 红色)标记. 比例尺: 2 μm [41]; C: TetraAA- 
DAP(绿色)与TetraAA-Lys(红色) 探针标记小鼠肠道菌群的荧光图像. 比例尺: 2 μm [43]; D: 通过活体双光子显微成像观察高脂 
饮食小鼠的小肠组织血管中带有荧光标记的移位细菌. 在给予小鼠灌胃TetraFl-BHQ探针4 h后, 静脉注射Hoechst 33342(青色) 
标记细胞核, 随后手术暴露小肠组织并进行活体双光子成像. 比例尺: 25 μm [45] 

Figure 4 In vivo labeling of the mouse gut microbiota using tetrapeptide acyl donor probes. A: Schematic illustration of the Ldt-mediated in vivo 
labeling of the mouse gut microbiota and live imaging of the fluorescently labeled bacteria by intravital two-photon microscopy; B: fluorescence 
imaging of the localization of 3-3 cross-linking structure (tetrapeptide acyl donor probe labeled, green) on the surface of Clostridium sp. ASF502 cells. 
The bacterial cells were stained by fluorescence in situ hybridization (FISH, blue), and the overall peptidoglycan architecture was labeled with 
Cy5ADA (FDAA probe, red). Scale bar: 2 μm [41]; C: fluorescence imaging of mouse gut microbiota labeled with the TetraAA-DAP (green) and the 
TetraAA-Lys (red). Scale bar: 2 μm [43]; D: intravital two-photon imaging of fluorescently labeled translocated bacteria within the intestinal vasculature 
of mice fed a high-fat diet. Four hours after oral gavage of the TetraFl-BHQ probe, Hoechst 33342 (cyan) was injected intravenously to label cell 
nuclei, followed by surgical exposure of the small intestine for imaging. Scale bar: 25 μm [45]  

中国科学: 生命科学 2026 年 第 56 卷 第 4 期  

919  

 https://www.sciengine.com/doi/10.1360/SSV-2025-0269



高. 为克服这一障碍, 他们在三肽探针中采用meso-半 

胱氨酸(m-CYT)来模拟m-DAP的结构特征. 与带有m- 
DAP型肽聚糖的耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smeg
matis)共孵育后, m-CYT三肽探针(TriFl-CYT)可被高 

效整合入细胞壁结构中. 此策略为研究肽聚糖含m- 
DAP的细菌提供一种便捷的方法, 但是m-CYT的二硫 

键结构在多种化学或酶促环境中十分脆弱, 一定程度 

上限制m-CYT在复杂体系中的应用.  

4 总结和展望 

肽聚糖的基本结构在细菌中极为特殊并且高度保 

守, 因此其相关生物合成过程作为抗生素开发的有效 

靶点一直受到广泛的研究和关注 [1]. 然而, 我们对肽聚 

糖生物合成时空特征的认识仍存在局限性. 可以靶向 

肽聚糖不同合成步骤的化学探针的开发使得我们可以 

直观地可视化肽聚糖的定位和合成过程, 为细菌细胞 

壁的进一步深入研究提供新的工具. 同时, 肽聚糖的 

前体合成、修饰和回收涉及多个步骤也为设计针对肽 

聚糖不同阶段反应的化学探针提供很大的发挥空间. 
本综述中, 回顾不同的肽聚糖肽尾类似物短肽探针, 包 

括靶向肽聚糖转肽酶PBP和Ldt的五肽/四肽, 以及延伸 

出的乙酰化供体四肽探针和受体三肽探针(表1). 通过 

改换连接的修饰基团, 这些探针也被成功应用于免疫 

激活、细胞壁化学改造、细菌荧光激活标记等领域, 
展现出其结构灵活可变性及应用潜力.  

基于肽尾类似物的代谢标记策略为研究肽聚糖的 

合成、修饰和重塑提供新的工具, 但在应用中仍存在 

若干挑战. 首先, 细菌间肽聚糖结构存在显著多样性, 
包括三号位氨基酸(L-Lys/m-DAP)不同、二号位D- 
iGln的酰胺化修饰、不同菌种肽桥的序列差异 [3], 这 

些因素都会影响探针在不同细菌中的掺入标记效率存 

在. 此外, 细菌转肽酶的表达量、结构差异及底物偏 

好 [27], 乃至3-3和4-3交联比例的差异 [29], 以及体内微 

生态环境的复杂性, 可能会导致探针在体内外标记实 

验的结果并不完全一致. 这些因素共同限制在肠道菌 

图 5 荧光三肽探针(fluorescent tripeptide probes, TriFl)作为酰基受体通过转肽反应标记肽聚糖. A: TriFl的标记机制示意图. 
上图展示了为Ddt介导的标记过程, 下图为Ldt介导的标记过程; B: TriFl 结构式. 探针序列为: 荧光基团-L-Ala-D-iGln-L-Lys(D- 
iAsp); C: 屎肠球菌经TriFl标记的荧光图像 [46] 

Figure 5 Peptidoglycan labeling by TriFl as an acyl acceptor through transpeptidation. A: Schematic illustration of TriFl labeling mechanism. The 
upper panel shows labeling mediated by Ddt, and the lower panel shows labeling mediated by Ldt; B: structure of TriFl (fluorophore-L-Ala-D-iGln-L- 
Lys(D-iAsp)); C: fluorescent imaging of Enterococcus faecalis labeled with TriFl [46]  
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群等复杂体系中开展针对性的探针设计与应用.  
尽管经典模式菌株的肽聚糖结构和交联模式已被 

深入解析, 但对大量难以体外培养的肠道厌氧菌和环 

境菌, 其肽聚糖的肽尾和肽桥组成以及交联类型等信 

息仍难以获知. 基因组学分析虽然可以预测潜在的转 

肽酶, 但这些蛋白在不同生理条件下的真实活性与底 

物范围仍难以确定 [8]. 上述蛋白结构与酶学信息的不 

完整性共同限制了针对这些菌种特异选择性探针的设 

计, 因此也使得寡肽探针在多菌种体系中的表现仍具 

有一定不可预测性.  
在此背景下, 如何在复杂的肠道菌群中通过寡肽 

探针实现广谱标记成为另一重要挑战. 不同肠道菌在 

肽尾结构、肽桥组成以及转肽酶体系上均存在显著差 

异, 而体内环境中细菌代谢状态的动态变化进一步放 

大这些肽聚糖结构多样性 [8]. 因此, 单一结构的短肽探 

针往往难以被各类菌的转肽酶系统识别, 从而在体内 

表现出一定对标记偏好. 未来针对肠道菌群的广谱探 

针设计可能需要综合不同转肽酶的底物偏好和容忍 

度, 实现对肠道菌群中更大范围细菌的高效原位标记 

和成像分析, 为解析体内微生境中的细胞壁代谢活动 

和细菌位置分布提供更具普适性的研究工具.  
尽管存在上述局限, 关于肽尾类似物探针的研究 

仍具有广泛发展前景和优化空间. 未来可通过充分解 

析不同细菌肽聚糖的底物特征, 并结合结构生物学与 

酶学数据, 发展具备更好的菌种分辨能力的短肽探针 

设计策略, 以提升其在复杂菌群中的适用性. 此外, 肽 

聚糖从头合成途径和循环途径涉及多个酶促反应, 蕴 

含众多可用于代谢标记的潜在靶点. 联合使用多类代 

谢标记探针, 有望实现对肽聚糖时空动态过程的多维 

度互补式解析 [48]. 同时, 短肽探针良好的体内稳定性 

和生物正交特性, 使其在活体共生菌群和感染部位病 

原体定位方面具备应用潜力.    
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Bacterial peptidoglycan is highly conserved across most bacterial species and serves as a critical target for antibiotic development. Its 
chemical structure and biosynthetic pathways have been extensively studied for decades. PGN cross-linking, mediated by two distinct 
classes of enzymes, D,D-transpeptidase and L,D-transpeptidase, occurs at the stem peptide and is essential for cell wall biosynthesis. 
However, the spatiotemporal dynamics of this process remain challenging to resolve, limiting our understanding of PGN’s synthesis 
and remodeling. In the past decade, stem peptide-mimicking chemical probes have emerged as a valuable tool for PGN-labeling and 
dynamic investigation of the cross-linking process. This review summarizes the different types of stem peptide-mimicking probes 
designed for labeling PGN via either D,D- or L,D-transpeptidase-mediated cross-linking, with a focus on their design rationale, 
functioning mechanisms, and research applications. The structural flexibility and diversity of these probes offer broad potential 
applications in PGN labeling, antibiotic development, and microbiota analysis in different biological contexts. 
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