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急性脑血管疾病铜绿假单胞菌感染现状及相关疫苗研究进展*
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【摘要】 铜绿假单胞菌是院内感染的主要病原菌,其易发展成多重耐药菌和泛耐药菌。而急性脑血管疾病患者身体虚

弱,一旦感染铜绿假单胞菌将会导致治疗棘手。铜绿假单胞菌的耐药机制较复杂,包括抗生素作用靶点改变、质粒介导、

生物膜形成、外排机制和膜通透性改变等。研究铜绿假单胞菌的耐药机制,有利于铜绿假单胞菌感染的治疗。铜绿假单

胞菌有多种毒力因子,其中的Ⅲ型分泌系统和Ⅵ型分泌系统在铜绿假单胞菌感染中发挥着重要作用。铜绿假单胞菌的

疫苗研究一直备受关注,为预防铜绿假单胞菌感染提供了新的手段。
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【Abstract】 Pseudomonas
 

aeruginosa
 

is
 

the
 

main
 

pathogen
 

of
 

hospital
 

infections,which
 

is
 

prone
 

to
 

develop
 

into
 

multidrug-resistant
 

and
 

pan
 

resistant
 

bacteria.
 

Patients
 

with
 

acute
 

cerebrovascular
 

disease
 

are
 

physically
 

weak,and
 

once
 

infected
 

with
 

P.
 

aeruginosa,treatment
 

can
 

be
 

challenging.
 

The
 

drug
 

resistance
 

mechanism
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

is
 

complex,

including
 

changes
 

in
 

antibiotic
 

targets,plasmid
 

mediated,biofilm
 

formation,efflux
 

mechanism,and
 

membrane
 

permeability
 

changes.
 

Studying
 

the
 

drug
 

resistance
 

mechanism
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

is
 

beneficial
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

infection.
 

P.
 

aeruginosa
 

has
 

multiple
 

virulence
 

factors,among
 

which
 

the
 

Type
 

III
 

and
 

Type
 

VI
 

secretion
 

systems
 

play
 

important
 

roles
 

inP.
 

aeruginosa
 

infection.
 

The
 

research
 

on
 

vaccines
 

against
 

P.
 

aeruginosa
 

has
 

always
 

been
 

of
 

great
 

concern,providing
 

new
 

means
 

for
 

preventing
 

P.
 

aeruginosa
 

infection.
【Keywords】 Pseudomonas

 

aeruginosa;drug
 

resistance
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systems;research
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vaccines;review

***铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa,PA)又称绿脓杆

菌,属于假单胞菌科的革兰阴性菌,1882年于伤口脓液中首次

分离得到[1]。菌体有1-3根鞭毛,无芽胞,能形成荚膜。PA具

有较强的生存能力,它能够在4~50
 

℃条件下存活,广泛存在

于自然界,如土壤、水、动物和植物等,尤其适应于潮湿的环

境[2]。PA可以摄取有机物质作为食物,不需要特殊的培养条

件。它能够感染导致莴苣等导致软腐病,也能使果蝇等致病。

PA是人类重要的条件致病菌,也是是医院内感染的重要病原

体之一,它能够存活在医院的环境中,如器械表面、人体组织、

病房设施中等[3]。2021年CHINET中国细菌耐药监测显示

PA占总检出菌株数量的7.96%,其中PA占不发酵糖革兰阴

性杆菌的34.9%[4]。免疫力低下患者、术后患者、烧伤患者、长
期卧床患者、囊性纤维化患者、机械通气患者易由PA引发感

染[5]。PA具有多种毒力因子和胞毒素,这些毒力因子可以帮

助PA在人体定植和引发持续性感染。分泌系统是PA的重要

组成部分,PA可以通过分泌系统获取所需的营养,并且向外分

泌毒素发挥其致病性。其中有研究显示Ⅲ型分泌系统(type
 

III
 

secretion
 

system,T3SS)与临床严重感染有关,Ⅵ型分泌系统

(type
 

Ⅵ
 

secretion
 

system,T6SS)其分泌的效应蛋白,有较强的

毒力效应[6]。随着抗生素的广泛使用,PA对多种抗生素产生

了不同程度的耐药性,出现了多耐药和反耐药PA菌株,这使

得治疗更加棘手。本文对急性脑血管疾病PA感染现状,PA
的耐药机制、分泌系统和疫苗研发进行概述。

1 急性脑血管疾病PA感染

急性脑血管疾病由脑血栓形成、血栓栓塞、脑实质血管破

裂等多种原因造成的一类发病急骤的脑部血流循环障碍疾病。

因而,它大致可以分为梗塞性和出血性两大类。急性脑血管疾

病临床体现为起病急骤,出现失语、共济失调、瘫痪、眩晕和意

识障碍等临床症状,流行病学调查显示它已成为三大人类致死

原因之一[7]。随着生活质量和人均寿命的提高,高血压、高血
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脂、动脉粥样硬化和心房颤动的发病率呈上升趋势,从而导致

心脑血管疾病发病率随之上升。急性脑血管疾病可引起院内

感染、误吸、心律失常、压疮和消化道出血等并发症。其中院内

感染是急性心脑血管疾病患者住院期间的常见并发症,进一步

加大了患者死亡风险,也影响了患者的康复。而肺部和呼吸道

感染在急性脑血管疾病患者感染中占比较高,其次是泌尿系感

染和消化道感染等。冯社军等[8-9]研究显示青少年急性脑血管

疾病患者医院获得性肺炎中以革兰阳性菌为主,中老年以革兰

阴性菌为主,而其中铜绿假单胞菌是主要致病菌,这也国内其

他研究相一致。

2 PA耐药机制

病原菌引发的感染在治疗上以抗生素为主要手段,但是随

着抗生素的广泛应用,出现了多耐药和反耐药PA菌株。PA
的耐药机制较为复杂,常见的有天然耐药,抗生素作用靶点改

变、质粒介导、生物膜形成、外排机制和膜通透性改变等。PA
对氨苄西林,阿莫西林、青霉素类、一代头孢菌素(头孢噻吩,头
孢唑啉),二代头孢菌素(头孢呋辛),头孢霉素类(头孢西丁、头
孢替坦),克林霉素,达托霉素,夫西地酸,糖肽类(万古霉素、替
考拉宁),利奈唑胺,大环内酯类(红霉素、阿奇霉素、克拉霉

素),奎奴普汀-达福普汀,利福平存在天然耐药[10]。氨基糖苷

类抗生素曾对PA具有较高的治疗效果,在治疗PA感染中发

挥着重要作用,并曾作为一线用药广泛使用。近年来PA对氨

基糖苷类抗生素产生耐药的现象不断被报道。氨基糖苷类抗

生素因其分子结构都有一个氨基环醇类和一个或多个氨基糖

分子。它们能够作用于细菌体内的核糖体,抑制蛋白质的合

成,并破坏细菌细胞膜的完整性。PA对氨基糖苷类抗生素产

生耐药性,主要机制是钝化酶的产生。氨基糖苷修饰酶通过作

用于特定的羟基或氨基,使氨基糖苷类抗菌药物发生钝化。如

氨基 糖 苷 乙 酰 基 转 移 酶(AAC)、氨 基 糖 苷 磷 酸 化 转 移 酶

(APH)和氨基糖苷核苷酸转移酶(ANT)。它们广泛存在于

PA多重耐药菌和泛耐药菌中。AAC有4种同工酶,乙酰辅酶

A是它们乙酰基的供体,分别为:AAC(1)、AAC(3)、AAC(2')

和AAC(6')。它们作用位点分别为:氨基糖苷类抗生素的2-脱
氧链霉胺环的1位和3位,氨基己糖环的2'位和6'位上游离的

氨基[11]。APH由多个具有不同功能的亚基组成,它能够使磷

酸基团从腺嘌呤核苷三磷酸(ATP)或其他磷酸供体转移出来,

并与氨基糖苷类抗生素相结合,改变药物结构,从而使得抗生

素失效。ANT是一种能够将氨基糖苷类抗生素从细菌细胞中

排出的酶,从而降低细菌对氨基糖苷类抗生素的敏感性。氨基

糖苷类药物结合在细菌30S核糖体亚基位的16S
 

rRNA的 A
位点中的基因,从而影响核糖体功能使得蛋白质合成过程移位

抑制和转录错误,从而实现对细菌灭活。16S
 

rRNA甲基化酶

可以使药物作用靶位甲基化,从而与氨基糖苷类药物亲和力下

降,导致PA对临床常用氨基糖苷类抗生素高度耐药[12]。β-内
酰胺酶能够使β-内酰胺环裂解从而使β-内酰胺抗生素失效。

其中金属β-内酰胺酶的活性部分是由金属离子构成,它可以水

解包括碳青霉素类的所有β-内酰胺酶抗生素。金属β-内酰胺

酶可以借助在质粒、转座子和整合子在不通PA菌株间传播。

PA菌株常见的金属β-内酰胺酶有:VIM 型、IMP型、AIM 型、

GIM型和SPM型等。整合子是DNA结构组织,位于细菌细

胞膜、细胞质或细胞核上的遗传物质。它是一种细菌耐药基因

水平传播机制。目前已发现的转座子约有10种类型,其中5
种类型与抗生素耐药性的基因盒,可携带约70种耐药基因。

外膜通透性与PA耐药性具有一定关系,有研究显示亚胺培南

与PA的青霉素结合蛋白结合需要通过外膜孔蛋白OprD特异

性介导,否则亚胺培南无法发挥抑菌作用。有研究显示对亚胺

培南耐药且无OprD蛋白表达的PA转导 OprD的质粒后,PA
再次表达OprD蛋白,其对亚胺培南敏感[13]。因而OprD

 

基因

的突变、插入和/或缺失都是引起PA对碳青霉烯类抗生素耐

药。生物被膜是细菌及其分泌胞外多糖等物质形成高度组织

化、结构化膜状细菌群体,附着在腔道或上皮细胞表面而形成

的一种复合物。它可以保护细菌不被宿主机体免疫系统和抗

生素侵害,它对抗生素的耐受性比其浮游菌显著提高。而由

PA引起的慢性感染与它的生物膜的形成有关。进一步研究显

示由于蛋白质合成主要场所是核糖体,核糖体、氨基酸、蛋白质

与铜绿假单胞菌生物被膜形成、发展密切相关[14]。外排泵系

统又可称为又称药物主动转运系统,PA中被发现的外排泵主

要为抗药小结分裂区(Resistance
 

nodulation
 

division,RND)家
族和主要促进剂超家族(Major

 

facitator
 

super,MFS),它们由

细菌染色体编码。RND家族外排泵由三种成分组成分别为:

OM通道形成蛋白(OM 因子/OMF)、内膜药物质子逆向转运

载体(RND 成 分)和 周 质 连 接 蛋 白。外 排 泵 通 过 改 变 外 膜

(Outer
 

membrane,OM)通透性并能够将抗生素外排一种机

制。PA细胞膜可以将抗生素渗透到 OM 中使抗生素有效外

流,从而保护PA免受抗生素伤害。若突变体缺乏 OM 蛋白则

会使PA对抗生素过敏[15]。mexXY操纵子有2个开放阅读窗

分别为mexX和mexY,它们编码膜融合蛋白 MexX和RND转

运子 MexY。MexX位于菌细胞的周浆间隙,诱导或稳定外膜

蛋白的开放状态,可以将 MexY识别的药物直接排出。MexY
位于细菌细胞膜上,能够识别并结合外排底物。MexXY外排

泵能够通过外排胞内药物介导PA天然耐药和获得性耐药。

诱导 MexXY高表达,PA可外排氨基糖苷类、两性离子型头孢

菌素、氯霉素、氟喹诺酮类、大环内酯类、四环素类等抗生素。

编码基因 mexZ编码 MexZ蛋白,位于 mexXY操纵子上游。

MexZ蛋白能够直接抑制 mexXY转录或进入启动子结合点阻

止 mexXY转录,因而 mexZ是 mexXY的转录抑制因子[16]。

当编码基因 mexZ突变,MexZ结合DNA能力下降时,MexXY
表达水平增加。有研究显示敲除了 MexZ的突变株 MexXY表

达水平增加,另一项研究显示 MexXY高表达的PA菌株中缺

乏 MexZ[17]。

3 PA分泌系统

PA的致病力与其分泌系统分泌的多种毒力因子有关,这
些毒力因子在PA定植和感染过程中发挥着至关重要的作用。

T3SS分泌效应蛋白可以向宿主内部输入毒性效应蛋白,它们

可以破坏细胞信号通路,引起肌动蛋白细胞骨架重排、从而细

胞凋亡,是导致宿主损伤的重要因素。T3SS分泌效应蛋白能

够进入细胞,降低宿主免疫力并引起细胞凋亡。它包含exoS、

exoT、exoU和exoY 等 毒 力 基 因,这 些 毒 力 基 因 可 以 编 码

ExoS、ExoT、ExoU和ExoY等效应蛋白。ExoS能够参与宿主

免疫调节能抑制宿主细胞吞噬作用,而ExoU则是主要毒性蛋

白能够引起细胞凋亡。当ExoS表达增加时,其他菌减少,PA
成为主要致病菌。ExoU的早期表达与PA的感染严重程度有
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关,当ExoU表达上调,则感染更加严重。因而,exoU基因阳

性的PA菌株感染患者一般情况下,PA感染比较严重。有研

究显示PA感染者分离出的菌株与环境中的exoU的基因携带

情况具有显著差异[18]。曾有研究认为exoS基因与exoU基因

不能存在于同一菌株中,观点是位于细菌染色体同一位点;而
另有研究认为exoU基因位于染色体基因岛上,exoS基因则位

于其他位置。越来越多研究表明,exoU 基因和exoS基因与

PA菌株耐药存在一定关系。exoU基因和exoS基因的PA菌

株有:exoU+/exoS+,exoU+/exoS-,exoU-/exoS+和exoU-/

exoS-四种组合形式。其不同组合形式PA耐药情况存在一定

差异[19]。PA的T6SS分泌效应蛋白能够向邻近的细菌传递毒

素和蛋白效应因子,使它在细菌间竞争中起主要作用。它还能

促进其生物被膜的形成,从而使PA在耐药性上发挥着重要作

用。有研究显示T6SS基因群中的pldA基因编码的磷脂酶 A
(PldA)能够向宿主细胞传递毒素[20]。

4 PA疫苗

PA多耐药菌和泛耐药菌的出现使得治疗越来越棘手,因
而研发PA疫苗是解决这一治疗困境有效手段[21-24]。截至目

前约有 60 种 疫 苗 处 于 研 发 中,疫 苗 靶 点 包 括 胞 外 多 糖

(extracellular
 

polysaccharide, EPS )、 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)、鞭 毛、外 膜 蛋 白(outer
 

membrane
 

protein,OMP)、细菌毒素、外膜囊泡(outer
 

membrane
 

vesicle,

OMV)等,根据技术路线不同可分为组分疫苗、全菌体灭活疫

苗、减毒活疫苗、亚单位疫苗、载体疫苗[25]。PA的的EPS结构

简单且分子结构相对保守,感染者能够产生特异性抗体。将

PA藻酸盐与一些载体蛋白连接制成的EPS疫苗在兔体内产

生更高水平的抗藻酸盐抗体。LPS是PA细胞膜外的主要成

分脂质A(lipid
 

A)、核心寡糖(core
 

oligosaccharide)和 O-抗原

(O-antigen)构成。O-抗原是区分细菌血清型的主要结构成

分,依据O-抗原将分为20个血清型。而单一血清型疫苗只能

预防该血清型的PA感染。鞭毛是PA运动的主要器官,可作

为抗原。在小鼠实验中,大肠埃希菌表达纯化重组鞭毛蛋白

FliC与ETA后制备的重组蛋白可提高体液免疫及细胞免疫水

平。T3SS分泌效应蛋白中的PopB/PopD能够在宿主细胞上

形成孔道,向宿主释放毒力因子,而将OMP与T3SS分泌效应

蛋白的靶点蛋白联用设计疫苗,可获得较高的保护力。
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