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本文引用格式"周岩(多丽波
I

肺炎克雷伯菌外膜蛋白与耐药性关系的研究进展)

\

*

I

国际检验医学杂志(

%+):

(

84

$

)*

%!

):4+$):48I

!综
##

述!

肺炎克雷伯菌外膜蛋白与耐药性关系的研究进展

周
#

岩 综述!多丽波"审校

"哈尔滨医科大学附属第二医院检验科!哈尔滨
)*++:9

#

##

摘
#

要"细菌的外膜蛋白是细菌与外界交流的主要途径!也是抗菌药物进入菌体内的重要通道$外膜蛋白

的表达下降或者外膜蛋白缺失!使抗菌药物进入菌体内的量减少或者无法进入导致耐药$该文主要叙述肺炎

克雷伯菌外膜蛋白的表达与耐药性之间的关系!阐明外膜蛋白的耐药机制$

关键词"肺炎克雷伯菌%

#

外膜蛋白%

#

耐药性

!"#

!

)+I8494

"

L

I-..MI)9K8$2)8+I%+):I)*I+%:

中图法分类号"

G229I*

文章编号"

)9K8$2)8+

"

%+):

#

)*$):4+$+2

文献标识码"

!

##

肺炎克雷伯菌为革兰阴性杆菌(广泛存在于水和 土壤等环境(易在住院患者呼吸道和肠道定植(在机

#

+4:)

#

国际检验医学杂志
%+):

年
:

月第
84

卷第
)*

期
#

'M/\60W]PX

!

!U

<

U./%+):

!

ENRI84

!

BNI)*



体免疫力低下时(可引起呼吸道+泌尿道及皮肤软组

织等多种部位感染)

)

*

'肺炎克雷伯菌所致的院内感

染逐年升高)

%

*

'由于广谱抗菌药物的广泛应用(肺炎

克雷伯菌的耐药成为感染治疗中遇到的主要问题)

8

*

'

肺炎克雷伯菌对抗菌药物的耐药机制主要包括以下

几个方面!$

)

%水解酶的产生&$

%

%外膜蛋白的减少+缺

失或突变&$

8

%外排系统的高表达&$

2

%作用靶位的改

变&$

*

%青霉素结合蛋白结合能力下降)

2

*

'本文就肺

炎克雷伯菌的外膜蛋白和耐药性之间的关系做如下

综述'

?

#

肺炎克雷伯菌的外膜蛋白

##

外膜蛋白是抗菌药物进入细菌的重要通道(当外

膜蛋白发生改变(药物进入细菌胞内的量将大大减少

甚至无法进入而导致耐药)

*

*

'在肺炎克雷伯菌中(与

耐药性相关的外膜蛋白主要包含以下几种!

H5

V

F8*

+

H5

V

F89

+

H5

V

F8K

+

H5

V

F%9

和
605@

)

8

*

'

?I?

#

H5

V

F8*

+

H5

V

F89

#

目前(

H5

V

F8*

和
H5

V

F89

是关于肺炎克雷伯菌耐药性相关的外膜蛋白研究最

多的方向'研究表明(

H5

V

F8*

或
H5

V

F89

蛋白缺

失可以导致对氯霉素+头孢西丁和头孢唑林等多种抗

菌药物耐药)

9

*

'

)4:*

年(

GH;BDG

等)

K

*在培养大肠

埃希菌的过程中(加入水杨酸后(发现大肠埃希菌对

氯霉素由敏感变成耐药(但导致其耐药的机制还不清

楚'随后
)4:K

年(

;!,!'

等)

:

*根据
GH;BDG

等的

实验分别对大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌做了此类实

验(进一步表明是水杨酸抑制了大肠埃希菌的
H5

V

?

蛋白和肺炎克雷伯菌
H5

V

F89

蛋白而导致对氯霉素

的耐药性(此实验对外膜蛋白的缺失可以导致肺炎克

雷伯菌耐药提供了思路'

)4::

年(

E!B&DF6AB$

&DG>

等)

4

*用头孢孟多治疗肺炎克雷伯菌引起的化

脓性血栓性静脉炎的患者时出现了耐药性(研究者利

用
&B!

指纹图谱技术证实其耐药的菌株与用药前对

头孢孟多敏感的肺炎克雷伯菌株为同源克隆株(同时

十二烷基硫酸钠
$

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

;&;$#!aD

%

结果显示该肺炎克雷伯菌外膜蛋白
H5

V

F8*

缺失(从

而也表明肺炎克雷伯菌另一种外膜蛋白
H5

V

F8*

的

缺失也可以导致其耐药'

aA>!]!BB

等)

)+

*在治疗

由肺炎克雷伯菌引起的泌尿系感染过程中(发现肺炎

克雷伯菌对萘啶酸和氯霉素由敏感转为耐药(最低抑

菌浓度$

]'(

%分别由
2

&

<

"

56

+

2

&

<

"

56

升高到
)%:

&

<

"

56

+

92

&

<

"

56

(

;&;$#!aD

显示肺炎克雷伯菌

H5

V

F89

蛋白缺失'大量实验表明(肺炎克雷伯菌外

膜蛋白的单独缺失可以增加其对抗菌药物$二代头

孢%的耐药性(甚至由敏感转为耐药'随着科学研究

的发展(科学家发现
H5

V

F8*

和
H5

V

F89%

种蛋白同

时缺失可以导致肺炎克雷伯菌对头孢西丁+头孢噻肟

等头孢菌素类抗菌药物耐药(并且对美罗培南和亚胺

培南敏感性下降)

))

*

'

%+))

年(

>;!'

等)

)%

*利用框内

缺失突变技术对肺炎克雷伯菌
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

基因双敲除$

7

H5

V

F8*

"

89

%(敲除后菌株对头孢西丁

和美罗培南的
]'(

分别由
2I++

&

<

"

56

+

+I+8

&

<

"

56

升高到
92I++

&

<

"

56

+

+I%*

&

<

"

56

(分别增高了
)9

倍

和
:

倍'而将
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

基因回补后(菌

株又恢复了对头孢西丁和美罗培南的敏感性'

%

种外

膜蛋白的同时缺失可以进一步增加肺炎克雷伯菌的

耐药性(甚至对碳青霉烯类抗菌药物敏感性下降'

肺炎克雷伯菌外膜蛋白的缺失可以导致耐药(但

其缺失的原因还不清楚(研究人员做了大量的研究调

查(表明
H5

V

F8*

或
H5

V

F89

蛋白表达降低或者缺

失主要由于其基因发生突变引起的(包括插入序列

$

';

%+缺失突变和点突变)

)8

*

'

%++4

年(

&HA]'>C

等)

)2

*对亚胺培南耐药的
4

株肺炎克雷伯菌进行分析(

通过
;&;$#!aD

检测出该
4

株肺炎克雷伯菌同时缺

失
H5

V

=8*

+

H5

V

=89

蛋白(应用
G>$#(G

技术检测

肺炎克雷伯菌
H5

V

F8*

或
H5

V

F89

基因的表达量下

降(推测可能存在启动子区域的点突变影响了转录(

或在
&B!

转录为
5GB!

的过程中
H5

V

F8*

或

H5

V

F89

基因片段发生突变导致转录提前终止(以及

在
GB!

的表达过程中可能发生不利于表达的变化导

致
H5

V

F8*

或
H5

V

F89

无法表达(最终导致外膜蛋

白
H5

V

F8*

或
H5

V

F89

的缺失或功能无法实现'研

究又发现(

H5

V

F8*

或
H5

V

F89

基因可因
';

而失活(

导致
H5

V

F8*

或
H5

V

F89

基因不表达(以致外膜蛋

白缺失从而导致耐药)

)*

*

'

CDGB!B&Df$!66D;

等)

)9

*利用基因测序检测
)2

株头孢西丁耐药的肺炎克

雷伯菌(其中有
4

株细菌的
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

基

因不同位点插入了不同的序列(分别为
';%9

+

';*

+

';4+8

和
';)

'推测出这
4

株菌对头孢西丁耐药可能

与插入
';

元件导致蛋白缺失有关'近年研究表明(

双组份信号转导系统$

>(;

%可以调节肺炎克雷伯菌

外膜蛋白
H5

V

F89

而导致对抗菌药物敏感性下

降)

)K

*

'

;G'B'E!;!B

等)

)K

*从肝脓肿的患者中分离

出
)

株肺炎克雷伯菌
B>AC$F%+22

(并且对其构建

(

V

[!

"

(

V

[G

敲除株$

7

(

V

[!

"

(

V

[G

%和回补株(药敏

实验显示(敲除后菌株对头孢吡肟和氯霉素的
]'(

分别由
%I++

&

<

"

56

+

+I)+

&

<

"

56

降到
+I*+

&

<

"

56

+

+I+)

&

<

"

56

(

(

V

[!

"

(

V

[G

回补后敏感性恢复(凝胶

阻滞实验显示(

(

V

[GF#

蛋白可以与
8%#

标记的

H5

V

(F#

$

H5

V

F89

同系物%启动子区片段特异性结

合(并且结合物条带明显滞后(表明
>(;

中的
(

V

[!

"

(

V

[G

可能通过与
H5

V

(F#

的启动子区域结合来调

控
H5

V

(F#

蛋白表达而导致对抗菌药物敏感性改

变'相对于大肠埃希菌(

>(;

调控肺炎克雷伯菌耐药

性鲜有更深入研究'

大量文献表明(肺炎克雷伯菌
H5

V

F8*

和$或%

H5

V

F89

蛋白的改变若同时伴有高水平的
!5

V

(

#

内

酰胺酶$

!5

V

(

酶%或超广谱
#

$

内酰胺酶$

D;@6.

%的

表达可导致对碳青霉烯类抗菌药物耐药)

):

*

'

;C'

#

)4:)

#
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等)

)4

*选取
*

株
&C!$)

型
!5

V

(

酶基因$

j

%(碳青霉

烯酶基因$

J

%的肺炎克雷伯菌(其亚胺培南和美罗培

南的
]'(

均大于
8%

&

<

"

56

(

#(G

检测发现其中
%

株

同时出现
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

的基因缺失(

8

株出现

H5

V

F89

的碱基插入或
H5

V

F8*

的碱基缺失(表明

了
H5

V

F8*

和$或%

H5

V

F89

膜孔蛋白的缺失合并

!5

V

(

酶的产生可引起肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类

抗菌药物耐药'张嵘等)

%+

*从急诊和神经科分离出
%

株对碳青霉烯类抗菌药物不敏感的肺炎克雷伯菌(其

亚胺培南的
]'(

为
8%

&

<

"

56

(生物信息学检测该菌

']#$2

基因$

j

%(

;&;$#!aD

和
H5

V

F8*

"

89

基因序

列分 析 发 现
H5

V

F89

外 膜 蛋 白 的 缺 失 是 由 于

H5

V

F89

基因中存在点突变$

(!a

突变为
>!a

%造

成基因表达提前终止(表明了外膜蛋白
H5

V

F89

缺失

合并
']#$2

型金属
#

$

内酰胺酶的产生可引起肺炎克

雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药'

?'B&6!_

等)

%)

*用美罗培南治疗产
(>̀ $]$)*

型
#

$

内酰胺酶肺

炎克雷伯菌引起的尿路感染(

*X

后出现耐药(美罗培

南
]'(

由
+I)%*

&

<

"

56

升高到
:I+++

&

<

"

56

(

;&;$

#!aD

检测到
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

外膜蛋白缺失(

表明外膜蛋白
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

的缺失合并
D;$

@6.

的表达可以导致对碳青霉烯类抗菌药物耐药'

肺炎克雷伯菌的耐药机制已经不是单纯的
)

种(而是

%

种甚至多种机制联合起来使其耐药性增加'

?I@

#

H5

V

F8K

#

)444

年(

&H]DBD(C;!B(CDf

等)

%%

*在研究肺炎克雷伯菌外膜蛋白缺失导致
#

$

内酰

胺类抗菌药物耐药的分子机制过程中发现
#(G

扩增

出
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

蛋白基因外的第
8

种基因(

通过
,P./P1MWRN/

检测相对分子质量为
84e)+

8 蛋

白(并命名为
H5

V

F8K

蛋白'

H5

V

F8K

蛋白由
8*8

个

氨基酸组成(其二级结构是由
)9

个高度保守的
#

$

折

叠结构组成(

:

圈短的周质外折叠和
:

圈可变的细胞

质内折叠'相对于
H5

V

F8K

蛋白(同样相对分子质量

的糖类物质更容易通过
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

蛋白(

提示
H5

V

F8K

蛋白的孔径要比
H5

V

F8*

和
H5

V

F89

蛋白孔径小'药敏实验显示外膜蛋白
H5

V

F8*

"

89

$

j

%"

H5

V

F8K

$

J

%的菌株对头孢噻肟和头孢西丁的

]'(

均为
2

&

<

"

56

(其外膜蛋白
H5

V

F8*

"

89

$

J

%"

H5

V

F8K

$

j

%的菌株对上述
%

种抗菌药物的
]'(

分

别为
*)%

&

<

"

56

和
92

&

<

"

56

(并且
,P./P1MWRN/

检

测到外膜蛋白
H5

V

F8K

的缺失只出现在
#

$

内酰胺类

抗菌药物耐药的肺炎克雷伯菌株中(表明肺炎克雷伯

菌外膜蛋白
H5

V

F8K

与
#

$

内酰胺类抗菌药物耐药

相关'

?IA

#

H5

V

F%9

#

%+))

年
a!G('!$;AGD&!

等)

%8

*在

研究肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的过

程中(分离
)

个相对分子质量为
%9e)+

8 的蛋白(质谱

和
&B!

测序分析(表明该蛋白是一种低聚糖半乳糖

醛酸酯特异性的膜孔蛋白(属于
FX

<

]

家族中的蛋

白(并命名为
H5

V

F%9

蛋白(其二级结构是由
*

个短

胞质内圈和
9

个长度可变的胞质外圈组成
#

$

链结构'

研究者从同一个患者接受碳青霉烯类抗菌药物治疗

前后分离出对碳青霉烯类抗菌药物敏感的肺炎克雷

伯菌$

F

V

(;$)

%和碳青霉烯类抗菌药物耐药的肺炎克

雷 伯 菌 $

F

V

(G$)

%进 行 实 验(发 现
F

V

(G$)

中

H5

V

F89

蛋 白 $

J

%而
H5

V

F%9

$

j

%(

F

V

(;$)

中

H5

V

F89

蛋白$

j

%而
H5

V

F%9

蛋白$

J

%'研究者在

F

V

(G$)

中进一步通过插入
H5

V

F%9

编码基因
ZL

7!

构建
H5

V

F%9

蛋白敲除突变株'敲除之后(

;&;$

#!aD

显示
H5

V

F89

蛋白又重新出现(并且其亚胺培

南
]'(

与
F

V

(;$)

相似'表明
H5

V

F%9

蛋白很可能

是
H5

V

F89

蛋白的补充蛋白)

%8

*

'

?IB

#

605W

#

605W

是一个相对分子质量为
2*e)+

8

蛋白(由
2%4

个氨基酸组成的麦芽糖蛋白&其在脂质

双分子层两边含有突出的环(横跨外膜
)9

次'

605W

是一个完整的三聚体外膜蛋白(允许麦芽糖和麦芽糖

糊精通过'研究人员指出(

605W

可能与周质圈的改

变导致细胞表面暴露有关)

%2

*

'

a!G('!$;AGD&!

等)

%*

*用
%

株肺炎克雷伯菌
(;A@)+;

$

H5

V

=89

表达%

和
(;A@)+G

$无
H5

V

=8*

和
H5

V

=89

表达%进行实

验(通过插入突变技术构建
605W

蛋白敲除株(在

(;A@)+;

中
605W

的敲除对抗菌药物的耐药性没有

发生太大影响(但是在
(;A@)+G

中
605W

的敲除导

致了肺炎克雷伯菌对头孢吡肟+哌拉西林
$

他唑巴坦+

亚胺培南和美罗培南的
]'(

值增加'

605W

在肺炎

克雷伯菌耐药中起到重要的作用(

605W

的缺失甚至

可以减少碳青霉烯类抗菌药物的敏感性'

@

#

小
##

结

##

肺炎克雷伯菌的耐药性可由
)

种或几种机制共

同参与(其中外膜蛋白发挥着一定的作用'肺炎克雷

伯菌外膜蛋白的缺失可以导致
#

$

内酰胺类药物不能

进入到菌体内而致抗菌药物耐药(甚至外膜蛋白的缺

失同时伴有
!5

V

(

酶或
D;@6.

的产生可导致对碳青

霉烯类抗菌药物耐药'面对这些对碳青霉烯类抗菌

药物耐药的.超级细菌/(研究者应从怎样避免.超级

细菌/的出现和出现后的治疗
%

个方面入手(对外膜

蛋白的研究将有利于指导临床合理使用抗菌药物(形

成个体化治疗(针对性用药(防止抗菌药物滥用而导

致细菌耐药机制的复杂化(从而避免产生.超级细

菌/'对外膜蛋白的深入研究(将对新药的研究提供

理论基础'
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