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  摘 要:幽门螺杆菌(Hp)是引起消化性溃疡、黏膜相关组织淋巴瘤及胃癌的主要病原体。黏附定植是其致

病的先决条件,Hp感染人体后先利用尿素酶中和胃酸,再通过鞭毛的运动性和趋化性泳动,进而适应环境,最

后通过外膜蛋白黏附于胃上皮细胞。一些外膜蛋白具有转运毒力因子,介导炎症反应,辅助 Hp对人体产生病

理改变的生物学效应。文章就Hp主要定植因子的作用机制作一综述。
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Abstract:Helicobacter

 

pylori
 

(Hp)
 

is
 

a
 

major
 

pathogen
 

that
 

causes
 

peptic
 

ulcer,mucosa-associated
 

tissue
 

lymphoma
 

and
 

gastric
 

cancer.Adhesion
 

colonization
 

is
 

a
 

prerequisite
 

for
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

Hp.After
 

infec-
tion,Hp

 

first
 

uses
 

urease
 

to
 

neutralize
 

gastric
 

acid,and
 

then
 

it
 

adapts
 

to
 

the
 

environment
 

through
 

motility
 

and
 

chemotactic
 

swimming
 

of
 

flagella.Finally,Hp
 

adheres
 

to
 

gastric
 

epithelial
 

cells
 

through
 

outer
 

membrane
 

pro-
teins.Some

 

outer
 

membrane
 

proteins
 

have
 

the
 

biological
 

effect
 

of
 

transporting
 

virulence
 

factors,mediating
 

in-
flammation

 

and
 

assisting
 

Hp
 

to
 

produce
 

pathological
 

changes
 

on
 

human
 

body.This
 

paper
 

reviews
 

the
 

mecha-
nism

 

of
 

main
 

colonization
 

factors
 

of
 

Hp.
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  长久以来,胃一直被认为是无菌器官,1982年幽

门螺杆菌(Hp)的发现推翻了这一理论,随着检测技

术的发展,有研究发现,多种消化系统疾病与 Hp相

关,机体感染 Hp后多为症状较轻的胃炎,少部分可

发展为消化性溃疡甚至黏膜相关组织淋巴瘤等胃恶

性肿瘤[1-2]。Hp侵入宿主后主要通过以下4个步骤

引发疾病:(1)在胃内酸性条件下存活;(2)通过鞭毛

介导自身运动;(3)通过黏附素或受体之间的相互作

用附着于宿主细胞;(4)通过毒力因子造成组织损伤。
1 尿素酶依赖机制

  尿素酶是Hp定植必不可少的因子,可分为胞外

酶和胞内酶两种,当pH≤4.5时胞外酶失活,所以

Hp主要依靠胞内酶定植。尿素酶富含金属镍(Ni),
酶促反应将尿素水解为CO2 和 NH3;NH3 与 H+ 结

合可以中和胃酸,为 Hp生存创造一个pH接近中性

的微环境[3]。当pH≥8时,为了防止胃液中存在过多

的Hp,细菌定植会终止[4]。NH3 在代谢过程中会产

生对细胞有毒性作用的 NH4+,Hp可以产生多种酶

如谷氨酰胺合成酶(GS)、谷氨酸脱氢酶(GDH)、氨进

化周质酶谷氨酰胺酶(Ggt)和天冬酰胺酶(AsnB)外
排NH4+,以调节细胞内NH3/NH4+平衡[5]。

尿素酶的激活需要多基因(ureA、ureB、ureE、
ureF、ureG、ureH和ureI)共同作用,其中ureA是一

种存在于所有Hp基因组的特异性基因,它与ureB编

码尿素酶的两个结构亚基,比例为1∶1,其余5种基

因编码与 Ni离子结合相关的辅助蛋白(如 NixA)。
血液中的微量Ni被锚定在细菌外膜的摄取蛋白Fe-
cA3和FrpB4中,它们通过 NixA 被转移到细胞质

中,激活尿素酶,由于尿素酶需要24个 Ni离子才可

以发挥最大活性,当细胞内 Ni水平低时尿素酶活性

减低,不利于细菌定植,Ni水平过高时会产生活性氧

(ROS)损伤细胞,NixA和 Ni摄取调节蛋白(NikR)
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相互作用以维持Ni的水平[6-7]。
尿素是尿素酶的作用底物,当 Hp的定植部位尿

素水平低或pH值为1左右时,可以通过精氨酸酶生

成内源性尿素,为细菌的定植提供一个适宜的微

环境[6]。
2 鞭毛的运动性和趋化性

  Hp利用鞭毛的动力和趋化性,寻找尿素和精氨

酸等营养物质同时避免酸和 ROS等有毒物质的抑

制,到达适合生存的环境中,一般位于上皮细胞或毗

邻上皮细胞处,这是细菌在宿主内感染及随后稳定定

植的先决条件[8]。细菌鞭毛是一个复杂的、含多种蛋

白质的细胞器,每一根鞭毛由3个部分组成,从细胞

质内到细胞外分别为:鞭毛基体、鞭毛钩、鞭毛丝。在

鞭毛蛋白的外部,覆盖有一层由蛋白质和双层磷脂构

成的鞭毛鞘,能抵抗胃酸的侵蚀,位于细胞外面的主

要是鞭毛丝与鞭毛钩,是与人体胃肠黏膜细胞相互作

用的主要结构。鞭毛除其运动性外,还可诱导促炎细

胞因子分泌及增强感染部位炎症反应。根据美国国

立生物技术信息中心(NCBI)查找到的氨基酸序列进

行同源性比对,多数鞭毛蛋白都具有高度特异性且高

度保守。
FliD与奥奈达希瓦菌相似度最高为26.72%,

FliL、FliK在其他细菌中并未表达,FlaA、FlaB、FliY
与其他细菌的相似性也均低于50%。FliD既是保护

鞭毛顶端的结构蛋白,也是一种功能蛋白,可以重复

插入鞭毛蛋白中以延长鞭毛丝,具有强免疫原性,可
诱导较强的免疫应答,以干扰素γ(INF-γ)高表达的

Th1型T细胞为主[9];共有4个晶体结构域,D4域和

D5域具有更高的抗原性并且为Hp特有结构域,多项

研究发现,注射rfliD的小鼠体内定植的Hp远低于未

注射组,进一步证明FliD可作为亚单位疫苗开发的

候选靶位[10-12]。
鞭毛丝通过钩与基体相连,主要由FlaA与FlaB

两种蛋白质组成,是鞭毛结构中的主要蛋白质在菌株

动力中起重要作用。Hp通过改变FlaA与FlaB的相

对数目而改变鞭毛丝的物理特性,以适应环境的变

化,FlaB更靠近鞭毛钩在菌株动力中起重要作用,当
flaB发生基因突变时,鞭毛的运动性降低30%~
40%,flaA、flaB双突变体完全不能运动[13-14]。两种

鞭毛蛋白都包含大约510个氨基酸残基,60%序列基

本一 致,D0和 D1结 构 域 的 序 列 都 高 度 保 守[13]。
FlaA可以促进中性粒细胞分泌白细胞介素(IL)-1β,
IL-1β是固有免疫细胞产生的代表性细胞因子,被认

为是胃肠道恶性肿瘤发生发展的重要标志,这也从侧

面证明了鞭毛的致病性[15]。FlaA和FlaB不仅是 Hp
关键鞭毛蛋白和致病因子,在其他弯曲菌属、产单核

细胞李斯特菌及铜绿假单胞菌中也是重要的致病

因素[16-18]。
flgK、flgL、flgE编码的蛋白质作为鞭毛钩的重要

组成部分,连接鞭毛丝与基体,在鞭毛定植功能、保持

鞭毛形态完整性以及维持鞭毛的运动中起重要作用。
FlgE在其他具有鞭毛的细菌中均有表达,具有调节动

力、生物膜的形成以及致病作用[19-21]。不同的是,Hp
的FlgE分为两种FlgE1和FlgE2,FlgE1是 Hp特有

的结构蛋白,FlgE2与其有26%序列一致性,二者功

能互补,共同完成鞭毛钩的组装工作[22]。FlgE是连

接基体和鞭毛丝的重要蛋白,可以在运动过程中改变

构象以维持鞭毛钩的灵活性,在保持运动能力和生物

膜形成中起着重要作用[23]。
FliL蛋白表达于所有具有鞭毛的菌属中,其环形

晶体结构是激活定子必不可少的环状支架,连接鞭毛

丝与基体,三者组成“插头-插座-插头”结构[24],缺
失时细菌具有不同的发育和运动表型,如沙门菌和大

肠埃希菌中FliL有缺陷时,细菌的游动能力会减弱并

且完全不能聚集[25]。LIU 等[26]则提出了相悖的观

点,FliL的N端对于细菌运动有抑制作用,当FliL完

全缺失并不影响细菌运动。FliY是一种独特的鞭毛

运动开关组件,与经典的
 

FliG、FliM 和FliN开关蛋

白共存,FliY或其C端结构域的缺失会导致鞭毛C
环的缺失,影响鞭毛的完整性与运动性,N端并无影

响[27]。鞭毛蛋白并不是独立工作单位,蛋白和分子伴

侣之间相互协作才可以使功能最大化,如钩丝连接蛋

白FlgK和FlgL的分泌和鞭毛的完成都需要FlgN伴

侣的参与。同样相关的FliT伴侣对于丝帽蛋白FliD
的分泌是必需的,并结合鞭毛蛋白FlhA和FliI,FlgN
和FliT需要FliJ才能有效分泌底物[28]。

ROSINKE等[29]发现了一种由hp0838基因编码

的新鞭毛辅助蛋白FapH,该蛋白与鞭毛马达的运动

功能相关。缺失该基因的突变体表现出生长速率降

低和对抗生素敏感性增加的现象,进一步引入质粒携

带的 hp0838基 因 可 以 恢 复 突 变 体 的 表 型;同 时,
hp0838基因的缺失导致鞭毛马达缺乏一个位于外膜

附近的环状结构,该结构被命名为FapH 环,在保护

外膜免受鞭毛旋转引起的损伤方面起着重要作用。
3 外膜蛋白的黏附机制

  Hp的外膜蛋白(OMPs)是主要黏附因子,在定

植以及致病中都起到重要作用,编码OMPs的基因约

占细菌基因组的4%,这些外膜蛋白可被分为5个同

源基因家族,近些年随着对 Hp致病机制的深入研究

很多OMPs的功能相继被明确,如血型抗原结合黏着

素(BabA)、唾液酸结合黏附素(SabA)、外层炎症蛋白

A(OipA)和外膜蛋白Q(HopQ),它们都隶属于最大

的OMPs家族-外膜蛋白家族1,在黏附定植、持续感

染以及引起不同临床疾病中发挥重要作用,并且在我

国不同地区Hp表达的外膜蛋白不尽相同[30-32]。
3.1 BabA BabA是第一个被认定的 Hp黏附素分

子,被认为是早期感染阶段最重要的蛋白质,可与
 

Lewis
 

B
 

(Leb)血型抗原结合[4]。BabA主要在有症
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状患者(胃癌或十二指肠溃疡疾病)的菌株中检测到,
表达BabA的菌株能够诱导胃黏膜的组织学改变并

刺激炎症介质的浸润,导致这一现象的可能机制是

BabA 与 Lewis
 

B 联 合 作 用 触 发 Ⅳ 型 分 泌 系 统

(T4SS),帮助CagA进入胃黏膜上皮细胞促进肠化生

和胃癌的发生发展,更容易诱发更严重的胃肠道疾

病[4,33]。BabA介导的 Hp与胃上皮细胞的黏附反应

具有酸敏感性,使细菌感染能够适应由终身慢性炎症

引起的胃酸的逐渐变化,并且这种结合是可逆的细菌

既可以与胃黏膜紧密结合又可以脱落逃逸,在胃内循

环感染,这使得机体内存在不同 Hp亚群,刺激黏膜

不同程度病变[34]。
3.2 SabA SabA是Hp第二常见的外膜蛋白,主要

与唾液化的LeX或Lea结合。感染细菌后机体的唾

液化糖蛋白水平升高,即SabA与特定受体结合能力

增强,可以通过唾液化产物特异性地与中性粒细胞结

合刺激中性粒细胞产生更多ROS,引起胃上皮细胞的

氧化应激和损伤[35]。SabA表达受pH和酸反应双组

份系统(ArsRS)调控,在低pH 环境下调节性蛋白

ArsR会被磷酸化形成复合体(ArsR-P),SabA启动

子中的位点BSII是ArsR-P主要结合位点,二者结合

后SabA转录明显受到抑制进而调控基因表达,HuP

是一种DNA结构蛋白也可以协同这一抑制过程[36]。
ArsR-P通过精确调控基因表达,使 Hp在不同环境

中调整其黏附能力,从而增加与宿主细胞的接触机

会,为致病创造条件。SabA介导的细菌与胃黏膜的

黏附作用与BabA类似,受到pH与胃内炎症的调节,
二者与胃黏膜的动态和适应性结合是 Hp定植和感

染的核心。
3.3 OipA OipA由opiA基因编码,距离cag致病

岛基因约100
 

kb,通过Ⅴ型分泌系统插入并定位于细

菌外膜[30],在Hp感染及相关疾病具有两面性。一方

面,有研究表明
 

OipA
 

可以抑制胃细胞凋亡,当oip基

因沉默时,癌症的发生率降低[37];另一方面,OipA可

帮助Hp定植,引起中性粒细胞浸润,增加IL-8等炎

症因子的分泌,加重胃内炎症,表达OipA的菌株通常

伴随CagA表达,有更强的致病性[38-39]。
3.4 HopQ HopQ也是一种重要的黏附蛋白,有1
型和2型两种基因型,是 T4SS转运CagA的关键。
人癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)是 HopQ
的 受 体,CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5 和

CEACAM6都可与之特异性结合,HopQ-CEACAM1
相互作用有利于毒力因子CagA转位到宿主细胞中,
并增加促炎因子如IL-8的释放[40-41]。

表1  不同基因表达介导的 Hp胃内定植及功能

基因 蛋白 功能

ureA/B/E/F/G/H/I UreA/B
UreE/F/G/H/I

中和胃酸

中和胃酸

flaA/B FlaA/B 维持鞭毛动力

flgK/L/E 钩蛋白 维持鞭毛完整性

fliD FliD 维持鞭毛完整性

fliL FliL 维持鞭毛完整性

fliY FliY 维持鞭毛完整性

hp0838 FapH 保护外膜在细菌泳动过程中免受损失

babA BabA 与LeB结合,通过T4SS转运CagA

sabA SabA 与唾液化LeX或Lea结合,引发慢性炎症

opiA OpiA 增加炎症因子分泌,促进细胞迁移和存活

hopQ HopA 增加炎症因子释放,帮助CagA转运至细胞内

4 细菌形态

  Hp有螺旋形和球形两种形态,通常情况为螺旋

形,由基因csd4和csd5调控,可以更快速地移动穿过

黏液层,到达目的细胞;当生长条件不良,如pH>7、
氧张力过高、抗菌药物干预时,Hp为保护自体不被清

除会进入球形休眠状态,此时与上皮细胞结合能力

差,不利于定植;球形 Hp随着体积减小和代谢活性

降低无法在体外成功培养,但仍然具有完整细胞膜、
尿素酶、鞭毛及毒力因子,同样具有致病性,当宿主环

境适宜时球形Hp会回复到螺旋形态[42-43]。

5 生物膜的黏附机制

  Hp定植于胃黏膜后分泌蛋白质、多糖、细胞外

DNA(eDNA)和 其 他 分 子,产 生 细 胞 外 多 聚 物 质

(EPS),这些多聚物质被细菌包裹并相互黏附形成生

物膜[44]。具体形成过程分为4个步骤:附着、生长、成
熟、扩散。首先,细菌利用鞭毛穿过黏液层依靠外膜

蛋白等吸附至胃上皮细胞后可在数分钟内通过群体

感应机制上调细胞间信号分子的分泌,并与周围细菌

共同产生EPS,建立牢固且不可逆的微菌落;然后,微
菌落中的细菌继续增殖并产生EPS,从而促进细菌共
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聚集,可以形成早期生物膜,2~4
 

d后成熟;最后,当
生物膜中的营养物质耗尽,废物代谢产物积累到一定

浓度阈值时,生物膜解体进入扩散阶段,这个过程包

括终止生物膜基质化合物的合成,降解基质,以及破

坏基质组分之间的非共价相互作用多种机制。
生物膜的存在为 Hp提供了新的保护机制,增加

其定植能力,另外生物膜也可以通过单个细菌细胞的

分散或细胞聚集体的分离、脱落,使 Hp可以在合适

的条件扩大感染范围。除此之外,生物膜还可以增加

Hp对抗菌药物的耐药性,在治疗过程中免受根除使

细菌持续定植。虽然具体耐药机制还有待明确,但是

可能与以下机制有关:(1)EPS的负电荷中和抗菌药

物的正电荷形成天然电荷屏障也减少了抗菌药物向

细菌内渗透[45];(2)随着生物膜内营养物质消耗,Hp
会由螺旋形逐步变为球形进入休眠状态,而抗菌药物

仅对处于活性阶段的细菌有良好的抑制和杀伤作用;
(3)与外排泵协同作用将抗菌药物转运至细胞外降低

药物浓度,从而促进耐药[46];(4)抗菌药物耐药基因通

过水平基因转移、接合元件整合和自然转化等方式在

生物膜中增加传播,从而导致耐药[47];(5)eDNA促进

微生物黏附,抑制抗菌药物扩散,并螯合阳离子并且

生物膜中的一些胞外酶可能对抗菌药物具有水解

作用[48]。
除 生 物 膜 外,环 境 也 会 影 响 Hp 的 耐 药 性。

HUANG等[49]发现,Hp处于高盐环境中耐药率会显

著提升,Hp处于高盐浓度时,LPS合成基因表达受到

抑制合成减少,导致细胞内铁水平降低,导致全铁摄

取调节剂(fur)活性降低,载脂蛋白fur活性升高,从
而直接抑制减弱铁辅因子超氧化物歧化酶的表达和

活性,促进了ROS水平升高,从而增加了耐药突变的

频率。
6 小  结

  本文从不同阶段讨论了 Hp不同定植因子所发

挥的作用,关于 Hp还有更多未知信息有待发掘,如
Hp如何逃逸固有免疫中巨噬细胞的杀伤作用、对中

性粒、淋巴细胞等免疫细胞的功能又存在何等影响。
弄清定植因子的作用机制对于诊疗具有重要意义,如
可以通过影响尿素酶活性、破坏鞭毛动力、改变细菌

形态以及减少黏附素受体等方式阻碍定植,还可以针

对定植因子研究靶向药物以替代抗菌药物治疗也可

作为今后的研究重点,饮食习惯和生活方式也可以考

虑在治疗方案内。随着科学技术发展,有望通过更多

基础研究进一步明确 Hp传播、定植和致病的具体

机制。
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·短篇论著·

MALDI-TOF
 

MS快速鉴定肠杆菌对β-内酰胺类抗菌
药物的药敏及耐药性研究*

李 丽,焦满静△,王 凤,崔晶晶,安 然

涿州市医院检验科,河北涿州
 

072750

  摘 要:目的 评价基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)对不同肠杆菌药敏及耐药性

的鉴定效果,以指导临床合理用药。方法 收集13株肠杆菌科耐药菌株和2株敏感质控菌株进行预实验,分

别以头孢噻肟、氨苄西林、美罗培南、头孢吡肟、哌拉西林孵育各耐药和敏感菌株,以获得 MALDI-TOF
 

MS中

各β-内酰胺类抗菌药物的检测特征峰。随后采用预实验的实验条件,分别使用 MALDI-TOF
 

MS和传统药敏

方法(微量肉汤稀释法)对临床分离的119株肠杆菌科菌株进行批量检测(大肠埃希菌89株,肺炎克雷伯菌30
株),评估 MALDI-TOF

 

MS检测结果与传统药敏方法的符合率。结果 预实验发现,MALDI-TOF
 

MS中相

对分子质量410、491处峰是头孢噻肟的特征峰,386、394、726处峰是氨苄西林的特征峰,402处峰是美罗培南

的特征峰,481、499处峰是头孢吡肟的特征峰,哌拉西林空白对照中518处[M+H]+ 分子峰出现自身水解现

象,无意义,故后续实验未继续考察。批量检测比对中,头孢噻肟鉴定总符合率为95.7%(111/116),氨苄西林

总符合率为90.0%(99/110),美罗培南总符合率为94.6%(105/111),头孢吡肟总符合率为93.8%(90/96)。
结论 MALDI-TOF

 

MS与传统药敏方法检测肠杆菌对4种β-内酰胺类抗菌药物药敏及耐药性的符合率均大

于90.0%,可用于临床β-内酰胺类抗菌药物细菌耐药性的检测,以指导临床的合理用药。
关键词:MALDI-TOF

 

MS; 肠杆菌; β-内酰胺类抗菌药物; 耐药性; 符合率
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  近年来,随着抗菌药物的滥用,细菌耐药问题已

经成为全球重大公共卫生问题,给人类健康和社会经

济带来了巨大挑战[1]。柳叶刀发布的全球细菌耐药

性负担分析中显示,2019年有127万人的死亡与抗菌

药物耐药性直接相关,495万人的死亡与抗菌药物耐

药性感染有关,抗菌药物耐药性已经成为全球主要的

死亡原因之一[2]。全国细菌耐药检测网(CARSS)公
布的数据显示,以碳青霉烯类耐药大肠埃希菌和肺炎

克雷伯菌为主的碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌在我

国各级医疗机构患者中的检出率居于高位,可见加强

对细菌耐药的检测和防控刻不容缓[3]。在细菌耐药

统计中,β-内酰胺类抗菌药物耐药是最常见的抗菌药

物耐药问题,也是抗微生物药物耐药性所致死亡的主

要原因之一[2]。因此,快速、准确地检测β-内酰胺类

抗菌药物的耐药性,有助于加强医院感染控制和临床

合理用药,降低此类患者的病死率[4]。目前常用的细

菌耐药性检测方法有手工法(微量肉汤稀释法、E实

验法、纸片扩散法)和仪器法(全自动药敏分析仪),这
些方法操作烦琐、检测周期长(通常24

 

h以上),指导

临床合理使用抗菌药物存在滞后性[5]。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-
TOF

 

MS)是一种检测微生物的新方法,可以通过检

测β-内酰胺类抗菌药物对应特征峰的消除以及水解

后新出现的特征峰,判断肠杆菌的耐药性,具有操作

简单、检测快速准确、成本低廉的特点[6-7]。然而,关
于 MALDI-TOF

 

MS检测β-内酰胺类抗菌药物药敏

及耐药性的准确性、一致性的研究较少,缺乏对临床

检测的指导性。基于此,本研究通过 MALDI-TOF
 

MS法和传统药敏法检测了不同肠杆菌科细菌对β-内
酰胺类抗菌药物的敏感性和耐药性,以期进一步证实

MALDI-TOF
 

MS法检测肠杆菌科细菌敏感性和耐

药性的合理性及准确性,为临床的细菌耐药性快速检

测提供更准确的数据支持,并为今后临床合理用药提

供指导。

1 材料与方法

1.1 菌种来源 收集本院临床科室送检标本及原卫

生部室间质评样本中分离出的肠杆菌科耐药菌13株

(耐碳青霉烯大肠埃希菌、耐碳青霉烯肺炎克雷伯

菌),质控敏感菌株大肠埃希菌 ATCC25922、肺炎克

雷伯ATCC700603为温州市康泰生物科技有限公司
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