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胞外ＤＮＡ在细菌生物膜形成中的作用

黄　炎
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　　关键词：胞外ＤＮＡ；　细菌生物膜；　综述
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　　细菌生物膜是微生物在生长过程中为了适应生存环境而

形成的与浮游细胞相对应的存在形式［１］。细菌生物膜的特殊

结构和其对耐药性的影响是造成很多慢性顽固性感染的原

因［２］。胞外ＤＮＡ来自于死亡细菌体裂解释放或活菌主动分

泌，是细菌生物膜胞外基质中的重要成分之一。在多数种类的

细菌生物膜中，尤其是致病菌所形成的生物膜，胞外ＤＮＡ起

到了促进生物膜形成的作用［３］（如铜绿假单胞菌［１］、表皮葡萄

球菌［４］、金黄色葡萄球菌［５］、肺炎链球菌［６］、脑膜炎奈瑟菌［７］、

淋病奈瑟菌［８］、单核细胞增多性李斯特菌［９］和部分真菌如白色

念珠菌［１０］）。然而，近几年对新月柄杆菌的研究提示，某些细

菌所形成的生物膜或者在某些特定情况下，胞外ＤＮＡ亦可限

制生物膜的形成，这可能与胞外ＤＮＡ的片段长度有关，亦或

者是由于新月柄杆菌的特定生活周期所致［１１］。生物膜中的活

菌可摄取基质中的胞外ＤＮＡ并整合入其染色体ＤＮＡ，这是生

物膜中水平基因转移的主要方式，如毒力因子和耐药基因的传

播。而不能用于基因转化的异源性ＤＮＡ可作为细菌生长的

营养物质。本文旨在总结生物膜中胞外ＤＮＡ的结构作用，以

及胞外ＤＮＡ的来源和去路（基因转化、营养作用）。

１　胞外ＤＮＡ对生物膜结构的影响

１．１　胞外ＤＮＡ介导了起始黏附并稳定已成熟的生物膜　继

２００２年对铜绿假单胞菌生物膜中胞外ＤＮＡ作用的研究之后，

一些类似研究，如对金黄色葡萄球菌（２００６）、肺炎链球菌

（２００６）、表皮葡萄球菌（２００７）、脑膜炎奈瑟菌（２０１０）、以及单核

细胞增多性李斯特菌（２０１０）的研究相继出现。虽然有细微差

异，总体来说这些研究均表明胞外ＤＮＡ是介导起始黏附和稳

定已成熟生物膜的必要组分。

胞外ＤＮＡ在细菌生物膜形成的起始黏附阶段起到了菌

体表面间、菌体与菌体间的黏合剂作用。在上述所有病原菌菌

·０８３３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



膜的研究中，用ＤＮＡ酶去除胞外ＤＮＡ并不影响细菌生长，但

可显著抑制细菌黏附。Ｈａｒｍｓｅｎ等
［９］为对单核细胞增多性李

斯特菌的研究表明，与不做任何处理相比，在培养液中加入

ＤＮＡ酶移除胞外ＤＮＡ，３７℃孵育３０ｍｉｎ后细胞培养玻片表

面黏附的细菌显著减少，而加入ＲＮＡ酶不产生任何影响。蛋

白酶去除蛋白对黏附是否有影响取决于不同的菌株、附着表面

的性质和蛋白酶的种类［９，１２］。胞外 ＤＮＡ也是后续生物膜形

成，以及维持其稳定性的重要组分。胞外ＤＮＡ将单个菌体交

联至微生物菌落，并阻止细菌从菌落上冲刷下来。在早期对铜

绿假单胞菌菌膜的研究中，Ｗｈｉｔｃｈｕｒｃｈ等
［１］就证明了在培养

基中加入ＤＮＡ酶，７２ｈ后黏附表面上的菌量仅为不加ＤＮＡ

酶时的１／３。而Ｌａｐｐａｎｎ等
［７］对脑膜炎奈瑟菌生物膜的研究

也表明，无胞外ＤＮＡ分泌的突变体菌株在孵育１２ｈ后仍无法

形成菌膜，只能以分散的菌体存在。

然而，胞外ＤＮＡ在生物膜形成过程中对结构作用的强度

随生物膜的生长而降低。一些对铜绿假单胞菌［１］、表皮葡萄球

菌［４］、单核细胞增多性李斯特菌［９］和脑膜炎奈瑟菌［７］的研究显

示，在生物膜生长的不同时期加入 ＤＮＡ酶会产生不同的结

果。当ＤＮＡ酶加入一个新形成的菌膜，后续的生物膜形成可

以被显著抑制，已形成的部分也会被迅速溶解。然而加入一个

成熟的生物膜，ＤＮＡ酶的作用就很微弱。图１（见《国际检验

医学杂志》网站“论文附件”）显示在铜绿假单胞菌生物膜形成

的不同阶段（１２、３６、６０、８４ｈ）加入 ＤＮＡ酶，均继续孵育１５０

ｍｉｎ后，１２、３６、６０ｈ的生物膜可以被分解，而８４ｈ的生物膜不

能被分解。这或许是由于成熟的生物膜产生了足够的蛋白酶

使ＤＮＡ酶失活
［１］，或者除了胞外ＤＮＡ，存在另一物质稳定生

物膜。对于单核细胞增多性李斯特菌菌膜，ＤＮＡ酶对生物膜

的抑制作用可通过单纯加入未处理的外源性ＤＮＡ不完全恢

复，或通过加入蛋白酶Ｋ处理的纯化ＤＮＡ完全恢复
［９］。这一

结果进一步表明稳定生物膜的另一物质并不是蛋白质。而裂

解的细胞释放出的肽聚糖，尤其是其组分氮乙酰氨基葡萄糖则

是最可能的物质。但是，对脑膜炎奈瑟菌的研究显示，对生物

膜的抑制作用可以通过加入未纯化的ＤＮＡ恢复，但不可通过

加入蛋白酶Ｋ处理的ＤＮＡ恢复，提示ＤＮＡ和蛋白质组分的

相互作用可能对生物膜的形成有一定影响［７］。

１．２　胞外ＤＮＡ在某些情况下可能抑制菌膜形成　值得注意

的是胞外ＤＮＡ在细菌生物膜形成中的作用可能受ＤＮＡ片段

长度的影响。在前文所述的支持胞外ＤＮＡ促进菌膜形成的

研究中，胞外ＤＮＡ的长度大约为２０～３０ｋｂ。然而在对单核

细胞增多性李斯特菌的研究中提出，如果人为地将消化的染色

体ＤＮＡ或短ＤＮＡ片段扩增得到的２００ｂｐ左右的ＤＮＡ片段

加入生物膜，则对其形成产生抑制作用［９］。

提出胞外ＤＮＡ在生物膜形成中具有抑制作用的第一个

模型是新月柄杆菌，一种广泛分布于淡水中的细菌。新月柄杆

菌有独特的双态生长周期：游动细胞（ｓｗａｒｍｅｒｃｅｌｌ）时期和柄

细胞（ｓｔａｌｋｅｄｃｅｌｌ）时期。胞外ＤＮＡ可以结合在游动细胞的黏

性末端ｈｏｌｄｆａｓｔ（一种高度黏合性、有极性的多糖）上，抑制新

的游离菌体结合在生物膜上，从而抑制生物膜形成。新月柄杆

菌生物膜中的胞外ＤＮＡ长度约为５００ｂｐ，远大于笔者之前所

述的致病菌生物膜中胞外ＤＮＡ的长度。此外，研究者尝试用

来源于其他多种细菌的胞外ＤＮＡ阻止ｈｏｌｄｆａｓｔ的黏合，但未

抑制生物膜的形成［１１］。

２　生物膜中胞外ＤＮＡ的来源

研究人员通过ＰＣＲ技术和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ分析发现菌膜中胞

外ＤＮＡ和细菌染色体 ＤＮＡ具有同源性。但是不同菌种的

ＤＮＡ释放机制不同，并且有些菌膜中胞外ＤＮＡ来源不止一

种途径，如铜绿假单胞菌。

２．１　菌膜中部分细菌裂解　表皮葡萄球菌菌膜中，部分细菌

中自溶素ａｌｔＥ基因被激活后，细菌裂解释放ＤＮＡ，这些ＤＮＡ

对其他未溶解细菌构建生物膜起到促进作用［４］。金黄色葡萄

球菌通过ｃｉｄＡ基因激活胞壁质水解酶，从而裂解菌体释放基

因组ＤＮＡ。肺炎链球菌部分菌体的裂解与诱发转化活性有

关，依赖ＬｔｙＡ基因（编码肺炎球菌自溶素）和ＬｔｙＣ基因（胞壁

质水解酶）［６］。脑膜炎奈瑟菌胞外ＤＮＡ的释放机制根据生物

膜的不同阶段而异。早期阶段依赖 ＭｌｔＡ，Ｂ（膜结合的裂解转

糖基酶）和 ＡｍｐＤ（胞质乙酰胞壁碱Ｌ氨基酰胺酶）；晚期阶

段依赖自溶素外膜磷脂酶 Ａ
［７］。铜绿假单胞菌ＤＮＡ的释放

与噬菌体诱导和喹诺酮信号（ＰＱＳ）的激活有关
［１３］。

２．２　释放含有ＤＮＡ的小囊泡　铜绿假单胞菌菌膜除通过噬

菌体介导菌体裂解ＤＮＡ释放外，活菌还可分泌含有ＤＮＡ的

小囊泡。囊泡再通过自溶素裂解释放胞外ＤＮＡ，并通过其溶

菌活性裂解其他菌体［１３］。

２．３　活细胞的主动分泌　淋病奈瑟菌可通过ＧｏｎｏｃｏｃｃａｌＧｅ

ｎｅｔｉｃＩｓｌａｎｄ（ＧＧＩ）编码的蛋白所构成的一种特殊的Ⅳ型分泌系

统分泌染色体ＤＮＡ
［８］。

３　胞外ＤＮＡ在细菌生物膜中的其他作用

３．１　胞外ＤＮＡ的摄取和自然基因转化　生物膜基质中的胞

外ＤＮＡ可被周围活菌摄取并用于基因转化，细菌可进行这一

活动的状态是短暂的，称为“感受态”。除了铜绿假单胞菌，大

多数可形成生物膜的细菌有自然形成感受态的能力，如枯草芽

孢杆菌，变异链球菌，肺炎链球菌，流感嗜血杆菌，淋病奈瑟

菌［１４］。由于革兰阳性菌和革兰阴性菌的包被结构不同，ＤＮＡ

摄取机制也有所不同。对于革兰阳性菌，胞外ＤＮＡ需穿过细

胞壁和质膜进入细胞，对于革兰阴性菌，仅需要穿过外膜。然

而，由于蛋白的同源性，大部分细菌摄取胞外ＤＮＡ的基本原

理是相同的。首先，双链的胞外ＤＮＡ结合在感受态细菌表变

的受体上，例如ＣｏｍＥＡ，一种有ＤＮＡ结合活性的蛋白，是枯

草芽孢杆菌表面的ＤＮＡ结合受体
［１５］。对于大多数种类的细

菌来说，这种结合是非序列特异性的，但是对于某些革兰阴性

菌，如流感嗜血杆菌和奈瑟菌属，则依赖一种特殊的ＤＮＡ摄

取序列ＤＵＳ
［１５］。接下来，ＤＮＡ双螺旋中的一条链通过ＤＮＡ

异位复合体进入胞质，另一条被核酸酶降解。对于革兰阴性

菌，构成异位复合体的蛋白与组成Ⅳ型菌毛和Ⅱ型分泌系统的

蛋白非常相似［１５］。最后，若含有同源性区域，异位入胞质的单

链ＤＮＡ通过ＲｅｃＡ的介导整合入受体菌染色体ＤＮＡ。感受

态细菌的染色体ＤＮＡ上此时出现一些单链缺口便于重组
［１６］。

基因转化是细菌适应和进化的主要力量，例如获得毒力因

子和耐药性。在菌膜中，各个细菌长期相互接近，利于基因转

化。变异链球菌是生物膜体外研究的重要模型，其链霉素抵

抗［１６］和一些致龋齿能力如合成非水溶性葡萄糖和产生细菌

素［１８］就与自然基因转化有关。此外，对变异链球菌和革兰阴

性菌的代表菌不动杆菌的研究表明，与浮游细菌不同，菌膜中

的细菌可长期处于感受态，尤其是表面黏附的菌群［１６］。并且

极少量的胞外ＤＮＡ和极短的时间就可发生转化
［１６］。

３．２　胞外ＤＮＡ的降解和营养作用　转化过程中产生的胞外

ＤＮＡ片段可以作为碳和能量的唯一来源，支持菌膜中其余细

菌的生长。为了保护受体菌，转化仅能利用同源性ＤＮＡ，而营

养作用可兼性利用同源性异源性ＤＮＡ，这一特点提高了胞外
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ＤＮＡ利用的效率，尤其在诸如牙菌斑这种菌种混杂的环境

中［１４］。虽然至今还没有关于胞外ＤＮＡ营养作用的系统性实

验，Ｆｉｎｋｅｌ等
［１４］的研究表明不能将双链ＤＮＡ作为碳源的突变

菌种与野生型相比有明显的竞争劣势，尤其在长期营养匮乏的

环境中。而且由于蛋白的同源性，将ＤＮＡ作为营养物的能力

与自然基因感受态有一定关系。因此，可以推断，由于生物膜

里层细菌更不易接触营养基，尤其在生物膜形成的晚期这种营

养物质匮乏的情况下，胞外 ＤＮＡ 是其存活的重要营养来

源［１６］。

４　总结与展望

胞外ＤＮＡ通常来说可以促进细菌生物膜的构建，并且通

过转化提高菌群的致病性。它是治疗生物膜相关疾病的新靶

点，去除胞外ＤＮＡ可以分散生物膜，从而提高疗效。此外，长

远来说，分散有害的生物膜可以阻止毒力因子及抗菌药物耐药

性的传播。目前已证明雾化的人重组ＤＮＡ酶可有效的降低

囊泡性肺纤维化患者痰液的黏度，并可预防铜绿假单胞菌的慢

性感染［１］。
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乙型肝炎病毒基因突变与中医证候的关系
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　　乙型肝炎病毒感染是一个严重危害全世界人类健康的公

共卫生问题［１］。由于 ＨＢＶ ＤＮＡ 复制过程中具有突变特

性［２４］，ＨＢＶ不同位点突变，既对慢性乙型肝炎发展成肝硬化、

肝癌有重要影响［５６］，又给疾病的预防、诊断、治疗等方面带来

了新的挑战。研究 ＨＢＶ基因突变与中医证候的关系，不仅是

完善中医微观辨证的基础，也是中医辨证客观化、规范化、标准

化的要求，更是提高慢性乙型肝炎治疗疗效的依据［７］。因此笔

者对乙型肝炎病毒基因突变与中医证候的关系做一综述。

１　ＨＢＶ前Ｃ区突变与中医证候的关系

ＨＢＶ前Ｃ区突变与慢性乙型肝炎的治疗及预后密切相

关。慢性乙型肝炎患者的 ＨＢＶ前Ｃ区基因及其调控突变序

列具有多样性及复杂性，与体内的免疫清除及病毒逃避免疫攻

击有关，从而容易导致疾病的慢性化［８］，致使 ＨＢＶ持续复制

并诱导肝脏炎症活动和肝损害，从而使肝纤维化程度呈加重趋
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