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铜绿假单胞菌耐药机制的研究进展*
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【摘要】 铜绿假单胞菌是引起院内感染的常见条件致病菌,常引起免疫力低下人群尤其
 

ICU
 

及呼吸科患者的细菌感

染。临床上多种抗生素对其有效,但近年来由于抗生素的滥用导致铜绿假单胞菌的耐药性大大增高,多重耐药及广泛耐

药菌株在临床经常出现,为临床救治病人带来了极大的困难。铜绿假单胞菌产生的耐药机制主要有外膜通透性降低、主
动外排系统过表达、产生抗生素灭活酶以及生物膜形成等,相关耐药机制主要涉及外膜通道蛋白 OprD基因、氨基糖苷

类修饰酶基因、β-内酰胺酶编码基因、16S
 

rRNA
 

甲基化酶基因等。本文对铜绿假单胞菌的主要耐药基因及其耐药机制

进行总结陈述,以期为耐药性临床治理提供参考。
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【Abstract】 Pseudomonas
 

aeruginosa
 

is
 

a
 

common
 

opportunistic
 

pathogen
 

that
 

causes
 

nosocomial
 

infections,often
 

in
 

immunocompromised
 

patients,especially
 

in
 

ICU
 

and
 

respiratory
 

patients.
 

There
 

are
 

many
 

kinds
 

of
 

effective
 

antibiotics
 

in
 

clinics,but
 

in
 

recent
 

years,the
 

drug
 

resistance
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

has
 

been
 

greatly
 

increased
 

due
 

to
 

the
 

abuse
 

of
 

antibiotics,and
 

multi-drug
 

resistant
 

and
 

extensively
 

drug
 

resistant
 

strains
 

often
 

appear
 

in
 

clinics,it
 

brings
 

great
 

difficulties
 

for
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

patients.
 

The
 

mechanisms
 

of
 

drug
 

resistance
 

in
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

include
 

decreased
 

permeability
 

of
 

outer
 

membrane,over-expression
 

of
 

active
 

efflux
 

system,production
 

of
 

antibiotic-inactivating
 

enzyme
 

and
 

formation
 

of
 

biofilm,and
 

the
 

related
 

resistance
 

mechanisms
 

mainly
 

involved
 

the
 

outer
 

membrane
 

channel
 

protein
 

OPRD2
 

gene,the
 

aminoglycoside
 

modifying
 

enzyme
 

gene,the
 

β-lactam
 

coding
 

gene,the
 

16S
 

rRNA
 

methylase
 

gene
 

and
 

so
 

on.
 

In
 

this
 

paper,the
 

main
 

resistance
 

genes
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

and
 

their
 

resistance
 

mechanisms
 

have
 

been
 

summarized
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

clinical
 

management
 

of
 

drug
 

resistance.
【Key

 

words】 Pseudomonas
 

aeruginosa;resistance
 

mechanism;resistance
 

genes;review

***铜绿假单胞菌,是一种革兰阴性多重耐药性的机会性致病

菌,广泛存在于自然环境中,如水、土壤和植物表面等,亦常见

于人体的皮肤、肠道及呼吸道等处[1-2]。肺炎患者、艾滋病患

者、长期慢性消耗性疾病患者、免疫力低下患者、血液疾病患

者、癌症患者、囊性纤维化患者以及长期应用抗生素的患者,机

体免疫抵抗能力下降,很容易被铜绿假单胞菌感染,在感染的

基础上可进一步引发菌血症、败血症。它也是引起医院内感染

的主要致病菌之一,特别是在重症监护室(intensive
 

care
 

units,

ICU)的治疗中,会导致极其严重的并发症,给病人带来致死性

的打击,死亡率极高[3]。铜绿假单胞菌的抗药性较强,可耐受

多种抗生素,其中耐碳青霉烯类的铜绿假单胞菌迫切需要研究

和开发新型的抗生素,以应对其造成的机会性感染[1]。而就铜

绿假单胞菌的耐药机制而言,目前主要集中在相关耐药基因研

究方面,本文就临床上常见的几种耐药基因及其机制展开综

述。

1 铜绿假单胞菌的病原学性质

铜绿假单胞菌为革兰染色阴性杆菌,好氧,无芽胞,单端有

1~3根鞭毛,运动活泼,具有内毒素、外毒素、多糖荚膜等多种

毒力因子。在普通培养基上生长良好,最适生长温度为35
 

℃,

其特点是在4
 

℃不生长而在42
 

℃可生长。pH
 

5.0-7.0范围生

长较好,产生带荧光素的水溶性色素青脓素与绿脓素。铜绿假

单胞菌有两种主要抗原,菌体 O抗原和鞭毛 H抗原[4]。O抗

原含有内毒素和原内毒素蛋白质两种成分。内毒素是铜绿假

单胞菌的细胞壁成分,在细菌死亡溶解破裂后,内毒素就会被

释放出来,其化学成分主要为脂多糖-蛋白质复合物,它发挥毒

性的主要成分是类脂质A。原内毒素蛋白质是一种高分子、低

毒性,免疫原性强的交叉保护性抗原。外毒素 A、弹性蛋白酶、

胶原酶、胰肽酶等,均是由铜绿假单胞菌产生的毒力物质,其中
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以外毒素 A最为重要[5]。外毒素 A是一单股肽链,分子质量

约为66000道尔顿,可以被特异性抗毒素中和。外毒素A可以

使核糖体上延长因子2(elongation
 

factor
 

2,EF-2)失活,抑制宿

主细胞的蛋白质合成,从而起到毒害作用[6]。

2 各类耐药机制及其相关基因

铜绿假单胞菌对目前用于治疗的几种抗生素表现出特有

的低敏感性。除了外膜通透性降低、基因组内含有编码抗生素

灭活酶和多药外排泵的基因等内在的抗性因素,其还可通过基

因突变(尤其是在慢性感染的情况下)和获得抗生素抗性基因

产生对抗生素的耐药性。并且常在囊型纤维化患者的肺部、假
肢或导管中形成铜绿假单胞菌生物膜,使得其对抗生素的敏感

性很低,造成顽固性感染和疾病恶化。

2.1 外膜通透性降低 铜绿假单胞菌的外膜是由磷脂和脂多

糖组成的不对称双层结构,嵌有不同类型的β-桶状蛋白通道的

孔蛋白。它们可以分为非特异性孔蛋白(OprF)、特异性孔蛋白

(OprB,OprD,OprE,OprO
 

和
 

OprP)、门控孔蛋白(OprC
 

和
 

OprH)及外排孔蛋白(OprM,OprN
 

and
 

OprJ)[7]。OprF是铜

绿假单胞菌最主要的孔蛋白,具有闭合和开放两种折叠构象,

负责非特异性吸收离子和糖类(包括三糖、四糖),但对抗生素

的渗透效率很低[8]。OprH是铜绿假单胞菌最小的孔蛋白,可
与外膜脂多糖相互作用,稳定外膜,可增强对多粘菌素B和庆

大霉素的耐药性[9]。而 OprD是参与抗生素摄取的主要特异

性孔蛋白,具有碳青霉烯类抗生素的结合位点[10]。大量研究

表明,在临床铜绿假单胞菌检测样本中,OprD基因缺失及突变

的耐药机制普遍存在,且在不同区域医院的调查中有明显差

异,说明该基因的缺失和突变与地域性有直接联系。该基因的

突变,导致该通道蛋白的结构改变及 OprD基因缺失或表达降

低,导致药物难以进入细胞发挥作用,特别是亚胺培南不能发

挥抑菌或杀菌的作用,反而会诱导铜绿假单胞菌产生新的耐药

基因[11]。有 研 究 显 示,点 突 变、缺 失 突 变 以 及 插 入 突 变 是

OprD基因突变的主要方式[12]。而基因突变导致与亚胺培南

结合的OprD茎环结构L2和L3位点发生氨基酸移位和替换,

外膜蛋白 OprD构象发生改变,从而增加耐药性。据报道,

OprD基因编码区DNA片段发生缺失可引起移码突变并形成

1个位置提前的新终止密码子,从而改变肽链生成并升高铜绿

假单胞菌对亚胺培南的耐药性[13-14]。存在这些突变的菌株对

替卡西林、克拉维酸、哌拉西林、头孢哌酮、舒巴坦、妥布霉素的

敏感性较低,在临床治疗中,应该避免使用该几种药物,以防对

病人治疗的不及时,导致感染进一步发展,更有甚者,诱导新的

耐药机制,进一步增加治疗的困难。

2.2 产生抗生素灭活酶 氨基糖苷类抗生素和β-内酰胺类抗

生素是常用于临床铜绿假单胞菌感染治疗的两类药物,分别含

有酯类和酰胺类化学键,容易被铜绿假单胞菌产生的氨基糖苷

修饰酶和β-内酰胺酶修饰或水解,是细菌具有耐药性的主要机

制之一。

2.2.1 氨基糖苷类修饰酶基因 氨基糖苷类药物可以与细菌

核糖体上的A位点结合,破坏密码子-反密码子的解码机制,

导致细菌不能正常合成蛋白质,细菌死亡[15]。目前,铜绿假单

胞菌对氨基糖苷类药物的耐药性非常普遍,世界各地均有报

道。尽管铜绿假单胞菌对氨基糖苷类的耐药性可能是由细胞

通透性降低、外排增强和核糖体变化等综合因素造成的,但最

重要的机制是氨基糖苷类修饰酶(aminoglycoside-modifying
 

enzymes,AME)对抗生素中活性化学基团的酶促改变。氨基

糖苷类修饰酶是基团转移酶,这些酶共价修饰氨基糖苷类药物

(乙酰化、磷酸化、核苷酸化),导致其结构变化,从而丧失了与

靶位的结合能力,药物不能与核糖体 A位点结合,就不能发挥

其杀菌作用。氨基糖胺类修饰酶主要有3种,即N-乙酰转移酶

(aminoglycoside
 

acetyltransferase,AAC)、O-核苷转移酶(ami-

noglycoside
 

nucleotidyltransferase,ANT)和磷酸转移酶(amin-

oglycoside
 

phosphoryltransferase,APH)[16]。目前常见的修饰

酶基因有:aac(3)-Ⅰ、aac(3)-Ⅱ、aac(3)-Ⅲ、aac(3)-Ⅳ、aac(6')-

Ⅰ、aac(6')-Ⅱ、ant(2″)-Ⅰ、ant(3″)-Ⅰ、ant(4″)-
 

Ⅱ、aph(2″)-Ⅰ、

aph(3')-
 

Ⅰ、aph(3')-
 

Ⅱ、aph(3')-Ⅵ等。铜绿假单胞菌最常见

的氨基糖苷类修饰酶基因主要有以下4种:aac(6')-Ⅰ、aac
(6')-Ⅱ、ant(2″)-Ⅰ、aph(3')-Ⅵ

 [17-18]。它们以共价修饰的方式

与氨基糖苷类药物上某些特定的羟基或氨基结合,竞争细菌的

细胞内转运系统,使氨基糖苷类药物和细菌内核糖体结合能力

下降或失去结合能力,从而产生耐药。AAC以乙酰辅酶 A作

为乙酰基的供体,催化氨基糖苷类抗菌药物2-脱氧链霉素胺环

的1和3位点、6-氨基己糖的2'和6'位点氨基的乙酰化反应,

其中aac(6')-Ⅰ主要与阿米卡星(AMK)的耐药相关,aac(6')-

Ⅱ与庆大霉素和妥布霉素的耐药相关[19]。ANT的作用主要是

使氨基糖苷类抗菌药物腺苷化而失活,其中ant(2″)-Ⅰ可使庆

大霉素和妥布霉素失活,但对奈替米星无修饰作用;ant(3″)-Ⅰ
与链霉素的耐药有关[19]。APH可以通过将磷酸基转移到氨基

糖苷的3'-羟基而使链霉素失活,其中aph(3')-Ⅵ与新霉素、阿

米卡星等的耐药有关[20]。有研究表明,多重耐药铜绿假单胞

菌往往存在两种或两种以上的修饰酶,尤其是对阿米卡星耐药

的铜绿 假 单 胞 菌 往 往 需 要 多 种 酶 的 共 同 作 用 才 能 发 挥 作

用[21]。

糖苷类修饰酶基因大多有质粒、转座子、插入序列和整合

子等可移动遗传元件所介导[8,20],如质粒往往会进入到别的细

菌,结合到别的细菌质粒当中去,由于此移动遗传因子的介导,

耐药基因可在细菌中水平传播,也可在同一菌种间克隆传播,

并且β-内酰胺酶基因及喹诺酮耐药基因也可随之一起转移传

播,这样越来越多的铜绿假单胞菌体内带有氨基糖苷类修饰酶

基因,使多重耐药菌越来越多,给临床治疗和临床控制带来极

大的困难。使用某些抗生素如碳青霉烯类、氨基糖苷类可以促

进铜绿假单胞菌产生耐药。所以我们要防止耐药基因的产生

和转移,合理应用抗生素,防止院内感染。

2.2.2 β-内酰胺酶编码基因 β-内酰胺类抗生素是治疗细菌

感染的最常用药物,其具有高效力、化学多样性、相对较低的成

本和最小的副作用,使得这类抗生素在治疗微生物感染方面很

受欢迎。β-内酰胺类药物主要是抑制肽聚糖的形成,肽聚糖合

成的最后一步是由被称为青霉素结合蛋白的转肽酶催化完成,

β-内酰胺类药物抗生素与肽聚糖五肽前体末端结构D-丙氨酰-

D-丙氨酸类似,使得它们与青霉素结合蛋白的Ser403单元结

合,这个不可逆的结合使得青霉素结合蛋白无法链接正在形成

的肽聚糖层,从而抑制细菌细胞壁的形成,使细菌膨胀破裂,从

而达到杀菌的目的。此外β-内酰胺类药物还会激活细胞壁中

的自溶酶,使细胞启动“自杀”系统,细胞自身溶解死亡,以达到
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杀菌的效果[22]。而细菌可以通过诱导表达染色体介导的β-内
酰胺酶和依靠质粒组成型表达β-内酰胺酶,其可与该类抗菌药

物的β-内酰胺环结合,使β-内酰胺环裂解不能发挥药理活性,

失去抗菌能力,从而产生耐药。铜绿假单胞菌对β-内酰胺类抗

生素的耐药机制主要是产生β-内酰胺酶、外膜通透性降低、主
动泵出和细菌生物膜形成等[23],其中β-内酰胺酶起到极其重

要的作用[24]。根据其氨基酸序列的相似性,分为 A-D四类。

A、C和D类通过活性位点丝氨酸残基形成酰基酶。B类β-内
酰胺酶是活性部位具有二价金属离子(主要是二价锌离子)的
金属酶。金属-β-内酰胺酶具有广泛的活性,可以降解除单内酰

胺以外的所有β-内酰胺类药物,并与碳青霉烯类药物的耐药性

明显相关[25]。铜绿假单胞菌与许多革兰氏阴性菌一样,具有

染色体编码的C类β-内酰胺酶(AmpC),这类酶对许多青霉素

类和头孢类药物具有很高的活性。ampC基因的表达受复杂信

号通路的调节,其中AmpR是AmpC的转录调控因子,其调节

作用与肽聚糖胞壁肽再循环相关,而参与或影响肽聚糖胞壁肽

再循环的ampD、nagZ、ampG、dacB等基因的突变和ampR的

基因突变可导致 AmpC高表达,造成β-内酰胺类药物的耐

药[26-27]。铜绿假单胞菌中的双组分系统CreBC可能参与β-内
酰胺酶表达的调控[28]。ampC基因本身的基因突变亦可造成

对许多青霉素类和大多数头孢类药物的催化活性提高[29]。此

外,铜绿假单胞菌染色体编码的β-内酰胺酶还有 A 类中的

PIB-1和D类中的 OXA-50型酶[30]。铜绿假单胞菌的额外β-
内酰胺酶通过基因的水平转移获得。A、B和D类的酶均可通

过基因 的 水 平 转 移 获 得。对 于 铜 绿 假 单 胞 菌,包 括 SHV、

TEM、KPC和GES家族的A类β-内酰胺酶编码基因的水平转

移较普遍[31]。在B类金属β-内酰胺酶中的 VIM 和IMP的水

平转移获取最普遍[31-32]。而包括 OXA家族的D类β-内酰胺

酶导致的铜绿假单胞菌耐药问题越加严峻,其具有宽泛的活性

谱,能够降解所有的β-内酰胺类药物[33]。β-内酰胺类药物与氨

基糖苷类药物联合使用曾经是治疗铜绿假单胞菌临床感染的

“杀手锏”[34]。但是现在由于抗生素的滥用,使这两种药物在

临床上对铜绿假单胞菌的抑制杀灭作用越来越弱,且β-内酰胺

酶编码基因一旦产生就很难去除并起到强大的耐药作用,氨基

糖苷类与β-内酰胺类抗生素合并使用,导致氨基糖苷类抗生素

的耐药现象非常严重,故而此两类基因常常在一种铜绿假单胞

菌内被检测出来,所以,在使用β-内酰胺类抗生素的时候一定

要谨慎,防止诱导细菌产生耐药基因,为后续的临床治疗增加

困难。

2.3 干扰抗生素作用靶位 细菌可以通过保护或修饰抗生素

作用靶位点,避免抗生素的抗菌作用。编码DNA回旋酶和/或

拓扑异构酶Ⅳ的基因突变导致编码蛋白与喹诺酮类抗生素的

结合亲和力下降,导致铜绿假单胞菌对喹诺酮类药物的敏感性

降低[35]。铜绿假单胞菌中青霉素结合蛋白的修饰增加了对β-
内酰胺类抗生素的抗性[36]。脂多糖和脂质A的修饰与铜绿假

单胞菌多粘菌素的抗性增强有关[37]。核糖体突变可以使铜绿

假单胞菌对靶向30S核糖体亚单位的氨基糖苷类药物产生高

度耐药性。16S
 

rRNA甲基化酶是导致铜绿假单胞菌对氨基糖

苷类药物耐药的另一重要基因。该基因主要有以下5种:arm-
A、rmt-A、rmt-B、rmt-C、rmt-D,16S

 

rRNA甲基化酶能保护细

菌的30S核糖体亚基不被氨基糖苷类抗菌药物结合,造成包括

阿贝卡星在内的所有氨基糖苷类抗菌药物高水平耐药。16S
 

rRNA甲基化酶基因和氨基糖苷修饰酶基因多位于同一质粒

上,在氨基糖苷类基因转移时,往往伴随着
 

16S
 

rRNA
 

甲基化

酶基因的转移,这使得铜绿假单胞菌耐氨基糖苷类药物更严

重[38]。因此控制耐药基因的传播极有必要。

2.4 主动外排系统过度表达 外排泵系统又称药物主动转运

系统,铜绿假单胞菌的外排泵可以把菌体内对自身不利的物质

排出体外,介导铜绿假单胞菌天然和获得性耐药[39]。到目前

为止,与铜绿假单胞菌抗生素耐药性最相关的外排泵系统是耐

药结节分化(resistance
 

nodulation
 

division,RND)家族,功能性

RND外排泵以跨膜的三聚体形式转运细胞内的药物,该三聚

体由位于细胞膜上的RND转运子(如 MexY)、位于周浆间隙

的膜融合蛋白(如 MexX)和位于外膜的通道蛋白(如 OprM)3
部分组成,该三聚体镶嵌在细胞的内外膜上形成外排孔道,泵
出药物,减少药物对菌体的损害[40]。识别并结合菌体内药物

主要靠RND
 

转运子和膜融合蛋白。RND转运子由跨膜区域

和突出周质区域两部分组成,识别并结合外排底物,决定外排

底物的特异性;膜融合蛋白在形成功能性外排泵的动态过程

中,诱导或稳定外膜蛋白的开放状态,同时包围在RND转运子

外面,形成一个跨越整个周质通道的稳定复合物,将RND转运

子识别的药物直接排出细胞外[39]。铜绿假单胞菌至少存在12
种RND外排泵,其中 MexAB-OprM、MexXY-OprM、MexCD-
OprJ和 MexEF-OprN在临床上与其抗生素耐药关联密切[41]。

转录调控子 MexR、NalB、NalC或 NalD的基因突变,可促使铜

绿假单胞菌 MexAB-OprM 的基因过度表达,增强对β-内酰胺

类和氟喹诺酮类药物的抗性[42-44];MexZ通路、PA5471通路、

ParRS通路和 AmgRS通路等调节 MexXY-OprM 的过量表

达,导致铜绿假单胞菌的临床分离株对氨基糖苷类、β-内酰胺

类和氟喹诺酮类抗生素的抗性增加;带有转录调控因子基因

nfxB基因突变的铜绿假单胞菌可高水平表达 MexCD-OprJ,产
生对氟喹诺酮类和碳青霉烯类抗生素的耐药性[8,45]。核糖体

靶位药物(如四环素、庆大霉素、红霉素等)是诱导 MexXY高表

达的特异底物,MexXY是氨基糖苷类的决定子。

2.5 生物膜的形成 细菌生物膜或称细菌生物被膜是指细菌

粘附于接触表面,分泌多糖基质、纤维蛋白、脂质蛋白等,将其

自身包绕其中而形成的大量的细菌聚集膜样物。生物被膜一

旦形成,就对抗生素及机体免疫力有着天然的抵抗能力,即使

使用大剂量的抗生素,也难以到达生物被膜以内的地方,而只

能对生物被膜表面或血中导致感染发作的游离细菌发生作

用[46]。生物被膜就犹如一个“菌巢”穿着盔甲,刀枪不入,导致

感染反复发作,迁延不愈,形成慢性感染。这些不被杀死的细

菌,在“菌巢”内缓慢生长,并容易进一步产生耐药基因,等到机

体免疫力下降的时候,这些持留菌就会重新感染机体,且再次

的感染会比初次感染更为严重,再次感染的细菌往往是耐药

菌,初次治疗时敏感的抗生素已经对它不起作用,对临床的治

疗带来困难。生物被膜的耐药机制主要有以下几点:(1)作为

屏障阻止抗生素进入“菌巢”杀灭细菌;(2)膜内不同位置的细

菌生长状态不同,抗菌药物难以一次杀灭;(3)细菌的分泌物能

帮助细菌逃避免疫系统的监视;(4)细菌有足够时间被诱导产

生耐药基因,并在生物膜内不断繁殖[47]。

3 结语
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细菌耐药基因使临床上发生院内感染的病例日渐增多,并
且给抗菌治疗带来了极大的困难,铜绿假单胞菌等细菌感染导

致患者死亡的情况也时有发生,因此对铜绿假单胞菌耐药基因

及耐药机制的研究在临床上具有重要意义。而加强铜绿假单

胞菌耐药机制及相关基因的研究将有助于研发新型抗生素或

指导临床用药。并且在临床应用中,应采取综合措施,包括合

理使用抗生素、采用联合用药、注意个人卫生和环境卫生、加强

医院感染控制等,控制铜绿假单胞菌的耐药性的产生,才会延

缓细菌耐药性快速增高的趋势。
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