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　　随着抗菌药物的广泛应用，革兰阴性杆菌的耐药率不断升

高，并已成为医院感染的主要致病菌。近年来，国内外的学者

从基因层面揭示了革兰阴性杆菌的耐药机制新特点，对致病性

革兰阴性杆菌进行靶点治疗提供了新的方向。革兰阴性杆菌

的耐药机制非常复杂，目前被认知的有九种机制［１］：β内酰胺

酶的产生、外排泵的激活、ｏｐｒ孔蛋白的缺失、青霉素结合蛋白

结构的改变、抗菌药物修饰酶的产生、位点突变、核糖体的突变

或修饰、代谢旁路机制以及脂多糖的突变等。虽然许多研究报

道已经从基因乃至晶体结构方面研究了革兰阴性杆菌的耐药

特点，但多数医院甚至许多大型医疗机构进行的医院感染控制

与监测所取得的效果并不甚好，革兰阴性杆菌的耐药现状依然

严峻。因此，单从分子层面研究细菌的耐药性显然不够。革兰

阴性杆菌的耐药性难以消除，在应用分子靶点对抗耐药菌株的

同时可以通过发现影响细菌耐药性的其他机制去寻求更为有

效稳定的治疗方式。根据新的研究报道［２］，细菌对外部不利环

境产生的保护性应激机制会对革兰阴性杆菌的耐药性产生显

著影响，这为临床上的抗感染治疗提供了更广阔的思路。据研

究者所知，目前国内对革兰阴性杆菌的保护性应激机制的研究

报道甚少，因此，革兰阴性杆菌中的保护性应激机制对菌株耐

药性产生的影响是首次进行综述。

１　应激反应的定义

自然界中或寄生在人体中的细菌在生长过程中会经历多

种不利因素，这种生存压力多数情况下可激活细菌的保护性应

激反应，以提高自身的生存率。应激反应是指机体（这里是指

细菌）在受到各种内外环境因素刺激时所出现的非特异度全身

反应。细菌的保护性应激反应机制会影响菌株对抗菌药物的

灵敏度———抗菌药物作为施压因素激活细菌的压力应激机制，

进而促使细菌的耐药机制进化［２］。

２　革兰阴性杆菌中保护性应激机制的激活因素

研究表明，外部因素如营养缺乏、氧化或硝酸化、细菌包膜

（包括细胞壁和细胞膜）的破坏、抗菌药物的作用以及其他生长

不利因素均与革兰阴性杆菌耐药机制的进化有关，前者激活的

应激机制可以改变细菌的生理功能、激活细菌的耐药机制、增

强细菌的耐药能力、诱导细菌的耐药突变［２］。在药敏试验中，

细菌的体内敏感率与体外敏感率有所不同，且在无抗菌药物的

条件下，细菌的诱导性突变亦可发生［３］。这些结论亦表明，外

部环境可对细菌的耐药性产生影响。以往有研究报道，缺镁会

导致铜绿假单胞菌对阳离子药物如多黏菌素耐药［４５］；缺铁会

导致大肠杆菌对β内酰胺类耐药
［６］。最近又有研究表明［７］，缺

磷将使大肠杆菌对氟喹诺酮类耐药；氨基酸缺乏将导致大肠杆

菌对氟喹诺酮和阿米西林的耐药；若同时缺乏氨基酸和葡萄糖

将使大肠杆菌对氧氟沙星和阿米西林的耐受性更为持久。以

上压力因素均可改变细菌的生理功能，进而改变细菌对抗菌药

物的灵敏度。抗菌药物本身亦可激发细菌的保护性应激机制，

如氟喹诺酮类和氨基糖苷类药物可破坏细菌核糖体的翻译，阻

断ＤＮＡ表达，进而激活保护性应激机制（耐药决定子可参与

其中）。总之，在经历多种生长抑制性后，细菌的保护性应激机

制得到了很好的进化，进而巩固了细菌的耐药机制。

３　革兰阴性杆菌中保护性应激机制的激活对菌株耐药的调控

与影响

３．１　氧化、硝化应激机制与革兰阴性杆菌耐药

３．１．１　氧化应激（ＯＳ）的定义　绝大多数的耐药决定因子及

其调控蛋白均会受到氧化和硝化的压力作用，氧化应激是指体

内氧化与抗氧化作用失衡，倾向于氧化，导致细胞炎性浸润，蛋

白酶分泌增加，产生大量氧化中间产物。硝化应激是氧化应激

的一种。

３．１．２　ＳｏｘＲＳ应激调节因子　在氧化应激作用过程中一种关

键应激调节因子叫做ＳｏｘＲＳ，最初该调节因子被称为“超氧反

应双重调节系统（ＴＣＳ）”
［８］，调节大肠杆菌及其他肠杆菌科的

超氧化应激机制。在需氧细胞里，它可被氧化还原循环药物

（如百草除，一种除草剂）超氧化。但目前，上述细菌已对氧化

还原循环药物形成了适应性应激［９］。除菌剂作为普遍的氧化

物，可直接激活ＳｏｘＲＳ控制的基因的表达。ＳｏｘＲＳ可以调控

ＲＮＤ家族（细菌外排系统四大组成家族之一）的ａｃｒＡＢＴｏｌＣ

多药外排系统，该系统是保护性应激机制的重要组成部分。在

此外排系统中，ａｃｒＡＢ基因的表达可被ＳｏｘＳ调控，而外排系统

的突变可导致ＳｏｘＳ的持续高表达，从而使ａｃｒＡＢ的表达量增

加，最终导致细菌耐药性的增强［１０１１］。

３．１．３　ｍｅｘＲ操纵子　铜绿假单胞菌中存在另外一种多药外

排系统调节因子ｍｅｘＡＢｏｐｒＭ多药外排系统的操纵子 ｍｅｘＲ，

可对氧化作用产生应激。在体外，对ｍｅｘＲ的过氧化或氢过氧

化可以导致该抑制性操纵子从其靶点 ｍｅｘＡＢｏｐｒＭ 的启动子

ＤＮＡ游离出来。因此，体内的铜绿假单胞菌若暴露在氧化抗

菌药物条件下将使ｍｅｘＡＢｏｐｒＭ的表达量增加。ＲＮＤ家族的
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多药外排系统是革兰阴性杆菌中固有以及获得性耐药的决定

因子，目前有关该决定因子对氧化或硝化作用的应激机制的研

究报道正在增多。

３．１．４　ｍｅｘＸＹ操纵子　铜绿假单胞菌中 ｍｅｘＸＹｏｐｒＭ 的多

药外排系统的ｍｅｘＸＹ基因亦可导致菌株对多种抗菌药物耐

药，比如ｍｅｘＸＹ依赖的氧化应激机制可介导菌株对氨基糖苷

类药物的耐药，尤其是在囊性纤维化肺分离到的铜绿假单胞菌

中，该基因是菌株对氨基糖苷类药物耐药的主要决定因子。在

体外，氢过氧化物的作用可提高 ｍｅｘＸＹ依赖的耐氨基糖苷类

的菌株的突变率［１２］，因为 ｍｅｘＸＹ操纵子可被氨基糖苷类诱

导，诱导靶点为核糖体，这些抗菌药物可使核糖体破裂。因此，

氧化压力应激和核糖体的断裂应激都可诱导 ｍｅｘＸＹ的表达。

有学者推测，可能是氧化应激破坏了核糖体的功能或以某种方

式扰乱了核糖体的翻译过程，即氧化抗菌药物通过干扰ｔＲＮＡ

酶的编辑降低了核糖体翻译的精确度，而由此导致的异常多肽

的产生，所产生的畸形的多肽片段有助于铜绿假单胞菌中的氨

基糖甘酶的修饰，从而导致菌株对氨基糖苷类药物耐药。

３．１．５　ｍｅｘＴ　铜绿假单胞菌的多药外排位点也具有“应激诱

导性”，这种诱导能力有赖于 ｍｅｘＴ（在 ｍｅｘＳ突变的多重耐药

铜绿假单胞菌中为 ｍｅｘＥＦｏｐｒＮ表达所需）转录的激活
［１３］。

在阵列研究中，ｍｅｘＴ的多个作用靶点（包括多药外排位点）已

经得到确认［１４］，这些靶点可被硝化作用应激诱导。此外，氯霉

素诱导 ｍｅｘＥＦｏｐｒＮ外排泵的表达也依赖 ｍｅｘＴ，证明了氯霉

素的半硝化在硝化应激诱导中的作用细菌中硝化的应激诱

导产物是一些硝化的氨基酸，而氯霉素可类似于某些硝化产

物，从而成为ｍｅｘＴ诱导ｍｅｘＥＦｏｐｒＮ的信号。

３．１．６　细胞外信号分子吲哚　细菌中活性氧簇（ＲＯＳ）的形

成和氧化应激是抗菌药物作用的终产物，ＲＯＳ通常与杀菌剂

的致死剂量有关。在大肠杆菌中，氧化应激机制发生作用和吲

哚有关，这是一种细胞外信号分子，其产量可由抗菌药物介导

提高，ＲＯＳ可诱导ｔａｎＡ色氨酸酶基因，其产物可促使吲哚的

合成。有研究表明，二甲基亚砜对ＲＯＳ的清除可以减少抗菌

药物依赖的吲哚的生成，这便与ＲＯＳ的形成可诱导吲哚的产

生相一致，同时也解释了抗菌药物可提高吲哚的产量。值得关

注的是，由内因和外因导致的吲哚的生成都可提高细菌对抗菌

药物的耐药性［１５］。

３．１．７　多胺　在大肠杆菌中，多胺作为抗氧化物质同时可激

活菌株的氧化应激反应机制，最近有研究表明，抗菌药物可对

多胺的产量产生影响，从而会在一定程度上减少ＲＯＳ的产生，

因此导致细胞对抗菌剂的低灵敏度［１６］。

３．２　应急反应（ＳＰ）机制与革兰阴性杆菌耐药

３．２．１　ＳＰ的定义　当细菌（这里指革兰阴性杆菌）生长在饥

饿的条件下，缺乏维持蛋白质合成的氨基酸时，会将大部分活

性区域都关闭掉（包括合成核糖体ＲＮＡ的反应），此过程被称

为ＳＰ，即细菌通过仅可维持最低量的活性来节约资源，在营养

条件改善之后，它们又恢复活动，代谢区域也都活跃起来。ＳＰ

导致细菌（这里指革兰阴性杆菌）的ｒＲＮＡ和ｔＲＮＡ合成大量

减少（１０～２０倍），使 ＲＮＡ的总量下降到正常水平的５％～

１０％，部分种类的 ｍＲＮＡ的减少，使 ｍＲＮＡ总合成量减少约

３倍。

３．２．２　鸟苷四磷酸ｐｐＧｐｐ　当细胞内缺乏氨基酸时，可大量

产生鸟苷四磷酸（ｐｐＧｐｐ，３′和５′各自连接两个磷酸，Ｐ代表磷

酸，Ｇ代表鸟嘌呤核苷）。ｐｐＧｐｐ可以在很大范围内做出如抑

制核糖体和其他大分子合成等的应急反应（该过程叫做ｐｐＧｐｐ

调控），从而对ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ合成以及细菌的生长产生抑制作

用，提高抗逆能力，在营养物质匮乏的环境中继续存活。ｐｐＧ

ｐｐ可对细菌的细胞生理功能产生巨大影响，进而对细菌的耐

药性产生影响［１７］。有研究表明，在营养缺乏条件下，浮游生物

细胞和有膜细胞可以抵抗ｐｐＧｐｐ的产生，从而导致ＳＰ减少

（ＳＰ），由此可使自身对抗菌药物的耐受性减弱。ＳＰ的有膜细

胞显示出了较高的ＲＯＳ形成率，从而使氧化剂的杀伤率升高。

这表明铜绿假单胞菌对抗菌药物的灵敏度增强与ＳＰ导致的

氧化压力的增强有关，显然ＳＰ可以提高细菌对抗菌药物的耐

受性。此外，在缺乏ｐｐＧｐｐ的大肠杆菌中也出现了菌株对抗

菌药物耐受性减弱的现象。以上研究表明，ＳＰ可提高细菌的

耐药性，该特性也是革兰阴性杆菌的一个普遍特征。

３．３　细菌包膜屏障应激机制与革兰阴性杆菌耐药　外部环境

中的不利因素可以影响细胞包膜（包括细胞壁和细胞膜）的结

构和功能，在此条件下，包膜（这里指革兰阴性杆菌）的保护应

激机制得到激活，通透性发生改变，进而影响细菌的耐药性。

３．３．１　ＲｐｏＥ调节因子　包膜压力保护性应激机制受细胞外

液高渗应激调节因子ＲｐｏＥ（ＲｐｏＥ是肠道致病菌中重要的ｓｉｇ

ｍａ因子，能启动许多基因的表达）调控。多种抗菌药物既可以

细菌包膜的组成成分作为作用靶点，也可以穿过细胞膜寻求胞

内靶点。ＲｐｏＥ与细菌的耐药性有关。鼠伤寒沙门菌中ＲｐｏＥ

功能的改变可使菌株对抗微生物肽（ＣＡＰ）敏感。在大肠杆菌

中，ＲｐｏＥ因子可以负调控ｐｈｏＰＱＴＣＳ
［１８］，使细菌内的脂多糖

得到修饰，最终使菌株对ＣＡＰ的耐药性增强。这表明包膜应

激反应与细菌的耐 ＣＡＰ有关。包膜破坏的应激机制和耐

ＣＡＰ的机制之间存在着明确的关系结合点，以铜绿假单胞菌

为例，其ｍｅｘＣＤＯｐｒＪ多药外排系统能被可破坏包膜的ＣＡＰ

所诱导［１９］。

３．３．２　ＡｌｇＵｓｉｇｍａ因子　包膜保护性应激反应亦受 ＡｌｇＵ基

因编码的 ＡｌｇＵｓｉｇｍａ因子调控，该因子可提高 ＭｅｘＣＤＯｐｒＪ

的表达，功能类似于大肠杆菌中的 ＲｐｏＥ，在铜绿假单胞菌中

作为藻酸盐生物合成的调控因子首次被报道。在铜绿假单胞

菌中，ｍｅｘＣＤｏｐｒＪ高度表达于ｎｆｘＣ突变的多重耐药菌株中，

其代谢物可提高长链脂肪酸的含量水平，而外排通道系统可输

出长链脂肪酸。因此，在包膜应激条件下，外排通道系统所扮

演的角色是使膜质交换和包膜结构的重新架构，但 Ａｌｇｕ在膜

损害抗菌药物存在的条件下可提高 ＭｅｘＣＤｏｐｒＪ的表达的作

用机制仍然不明确。

３．３．３　ＡｍｇＲＳ调节因子　铜绿假单胞菌中 ＡｍｇＲＳ位点编

码大肠杆菌中的 ＯｍｐＲＥｎｖｚＴＣＳ的同系物，但不像 ＯｍｐＲ

ＥｎｖｚＴＣＳ，在氨基糖苷类药物存在的条件下，ＡｍｇＲＳ以更为保

守的方式调控多种细胞膜运输载体和膜蛋白酶［２０］。有研究表

明，ＡｍｇＲＳ调控的细胞膜蛋白酶和其他基因可促使细菌对氨

基糖苷类药物耐药，而其突变则可使细菌的耐药性减弱［２１］。

另外，发生ＡｍｇＲＳ基因突变的菌株对可溶性无机盐和β内酰

胺类药物较为敏感。这表明，ＡｍｇＲＳ是铜绿假单胞菌中的普

遍存在的包膜压力应激调控机制［２１］。总之，通过破坏细胞包

膜的整体性，抗菌药物可以激活包膜应激机制，从而提高细菌

的耐药性。

３．４　热休克反应应激机制和细菌耐药

３．４．１　热休克反应的定义　是指生物体（这里是指革兰阴性

杆菌）在热应激状态下以基因表达变化为特征的防御适应反

应。热应激时新合成或者合称增多的蛋白成为热休克蛋白，由

热休克基因编码。
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３．４．２　Ｌｏｎ蛋白酶　在大肠杆菌、铜绿假单胞菌和鲍曼不动

杆菌中，氨基糖苷类药物可诱导热休克基因突变［２２］。以铜绿

假单胞菌为例，在氨基糖苷类、妥布霉素和热休克条件下，Ｌｏｎ

蛋白酶（Ｌｏｎ蛋白酶是一种在各种生物体内广泛分布并且具有

多种生物功能的蛋白质，是一种天然抗氧化剂）可诱导热休克

蛋白的表达。值得注意的是，在工具菌株中，Ｌｏｎ蛋白酶的过

度表达对菌株耐氨基糖苷类有着显著影响，热休克应激机制

（产生热休克蛋白）可以保护细菌避免氨基糖苷类的杀伤作

用［２３］。有研究表明，对鲍曼不动杆菌进行为时３０ｍｉｎ的４５℃

预培养比３７℃的预培养更能使菌株耐受氨基糖苷类的作用。

氨基糖苷类和热休克之间显然存在着某种关系，即热休克蛋白

可以以被错误翻译的畸形多肽片段为靶点，而这种畸形的多肽

片段是由因氨基糖苷类作用而破裂的核糖体翻译产生。与此

相一致的是，畸形的多肽片段的清除会减弱抗菌药物对细菌的

毒性。热休克应激机制可增强铜绿假单胞菌对碳氢霉烯类药

物和β内酰胺类耐受性，但是两者是否可以导致细菌的畸形多

肽的产生还不清楚［２４］。

３．５　压力应激突变和革兰阴性杆菌耐药　在营养缺乏、低氧、

低ＰＨ、高渗透压、极端温度条件以及抗菌药物作用的条件下，

细菌应激诱导的突变率将会增加［２４］。此类应激诱导可以破坏

双链ＤＮＡ，随后可以激活与之相应的ＳＯＳ错误修复机制（ＳＯＳ

修复是指ＤＮＡ受到严重损伤、细胞处于危急状态时所诱导的

一种ＤＮＡ修复方式，修复结果只是能维持基因组的完整性，

提高细胞的生成率，但留下的错误较多，故又称为错误倾向修

复），使细胞有较高的突变率。通常这种应激突变具有随机性，

但正是这种随机性的突变可以增强细菌的耐药性（其实很多情

况下非随机选择性的突变也可增强细菌的耐药性）。压力应激

诱导的突变可在大肠杆菌、铜绿假单胞菌和结核分枝杆菌中发

生。氟喹诺酮类依赖的ＳＯＳ应激突变也已在铜绿假单胞菌和

霍乱弧菌中发现。与氟喹诺酮类相似，β内酰胺类、甲氧苄啶、

氯霉素、四环素和氨基糖苷类也都可诱导ＳＯＳ应激反应（对损

害的ＤＮＡ进行错误修复），也因此增加了细菌的基因突变

率［２５］。由此机制所导致的细菌对环丙沙星的高耐药率也已经

有了报道。此外，ＳＯＳ应激机制还可增加细菌的耐药基因的传

播概率。因此，ＳＯＳ应激机制与细菌的高耐药性有关。在乳糖

缺乏条件下，大肠杆菌可产生β内酰胺类耐药突变，而这种突

变也依赖于ＳＯＳ应激机制
［２６］。总之，ＳＯＳ应激机制通过诱导

基因突变以及耐药基因的传播，最终增强细菌的耐药性。

３．６　应激性生物膜形成与革兰阴性杆菌耐药　细菌的生物膜

可对细菌的耐药性起到一定作用，因此环境中促使生物膜形成

的因素可能会增强细菌的耐药性。生物膜的形成会涉及多种

应激因素［２７］。如缺铁促使军团肺炎链球菌生物膜的形成；缺

镁促使铜绿假单胞菌生物膜的形成。在大肠杆菌中，氨基糖苷

类导致的核糖体的断裂可促使其生物膜的形成，此过程通过

ＣｄｉＧＭＰ（一种信号分子）的升高介导。某些抗菌药物可降低

ＣｄｉＧＭＰ的水平，因此可以减少生物膜的形成，比如氧化应答

机制（Ｌｏｎ蛋白）可降解该类抗菌药物，因此也可间接促使生物

膜的形成。由此可见，普遍存在的压力应激机制均可诱导生物

膜的形成，从而提高细菌对抗菌药物的耐药性。

４　小　　结

综上所述，多种压力应激机制都可增强细菌对抗菌药物的

耐药性。但与此同时，这种压力应激途径却也可作为抗菌药物

作用的靶点。已经有研究表明，ＳＯＳ应激机制的钝化可减少大

肠杆菌中氟喹诺酮类介导的应激的形成，从而可提高菌株对氟

喹诺酮类药物的灵敏度。在铜绿假单胞菌种，细菌包膜应激机

制中的ＡｍｇＲＳ调控子的钝化可提高菌株对氨基糖苷类药物

的灵敏度。另外，在大肠杆菌和铜绿假单胞菌中，ＳＰ的钝化亦

可增强两种细菌对多种抗菌药物的灵敏度，在利用该机制建立

的铜绿假单胞菌感染动物模型的研究中，上述钝化作用确实提

高了动物的生存率。

总之，保护性应激机制可调控革兰阴性杆菌的耐药性，减

少细菌对抗菌药物的摄入量并缓解抗菌药物的杀伤作用以及

其他抑制作用。因此，对革兰阴性杆菌保护性应急机制的研究

可以帮助研究者选择更有效且稳定的抗感染治疗方式，对医院

感染的控制与预防具有重要意义。
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（上接第２７９３页）

具体原因还有待于后续的分析研究。６６岁以后，ＨＰＶ感染率

逐渐下降，这可能与性生活的减少相关。

综上所述，ＨＰＶ感染是一种性传播疾病，与性行为因素相

关，较好的经期卫生、同房卫生、固定性伴侣、合理使用避孕工

具可以有效降低 ＨＰＶ的感染率，通过对本地区 ＨＰＶ分型检

测及分析，为 ＨＰＶ感染的预防诊断及宫颈癌预防治疗提供依

据，并可为针对地域性的 ＨＰＶ检测试剂及疫苗的研发提供

依据［１１］。
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［９］ＣｌｉｆｆｏｒｄＧＭ，ＧａｌｌｕｓＳ，ＨｅｒｒｅｒｏＲ，ｅｔａｌ．Ｗｏｒｌｄｗｉｄｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｔｙｐｅｓｉｎｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｎｏｒｍａｌｗｏｍｅｎｉｎｔｈｅ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＡｇｅｎｃｙｆｏｒＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＣａｎｃｅｒＨＰＶ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ

ｓｕｒｖｅｙｓ：ａｐｏｏｌｅｄａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２００５，３６６（９４９０）：９９１９８

９９１９９．

［１０］ｄｅＳａｎｊｏｓéＳ，ＤｉａｚＭ，ＣａｓｔｅｌｌｓａｇｕéＸ，ｅｔａｌ．Ｗｏｒｌｄｗｉｄｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ

ａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓＤＮＡ

ｉｎｗｏｍｅｎｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｙｔｏｌｏｇｙ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔ

Ｄｉｓ，２００７，７（７）：４５３４５９．

［１１］ＤｒｏｌｅｔＭ，ＬａｐｒｉｓｅＪＦ，ＢｏｉｌｙＭＣ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ

ｏｆｔｈｅｎｏｎａｖａｌｅｎｔｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ（ＨＰＶ）ｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

Ｃａｎｃｅｒ，２０１４，１３４（９）：２２６４２２６８．

（收稿日期：２０１４０５０８）

·０１８２· 国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２０


