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水平基因转移促进细菌耐药性传播机制的研究进展*
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  摘 要:细菌耐药基因在全球的快速扩散加速了多重耐药菌的出现,而多重耐药细菌所致感染对人类生命

健康具有严重的威胁,成为了临床抗感染治疗的新挑战,受到了全世界的关注。细菌在随机的基因突变和抗菌

药物压力筛选后累积抗菌药物抗性基因(ARGs)通过垂直传递遗传给子代细菌,而水平基因转移(HGT)途径

则使得ARGs在不同的菌株、菌种间甚至属间迅速传播,造成更大的危害。细菌基因水平转移是指遗传物质在

细菌之间进行互相转移而并非通过遗传复制给子代的过程。主要存在3种机制:接合、转导和转化。目前普遍

认为HGT的3种机制中,接合对细菌间ARGs的转移贡献最大,但转导和转化对ARGs的水平转移尤其是在

亲缘关系较远的细菌间扩散所起到的作用也不可忽视。本文将讨论3种 HGT机制对细菌ARGs的扩散所起

到的作用,充分了解HGT的作用机制将为监测和控制细菌多重耐药提供基础。
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Abstract:The

 

rapid
 

spread
 

of
 

bacterial
 

drug
 

resistance
 

genes
 

around
 

the
 

world
 

has
 

accelerated
 

the
 

emer-
gence

 

of
 

multidrug-resistant
 

bacteria,and
 

the
 

infection
 

caused
 

by
 

multidrug-resistant
 

bacteria
 

poses
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

human
 

life
 

and
 

health,and
 

has
 

become
 

a
 

new
 

challenge
 

for
 

clinical
 

anti-infection
 

treatment
 

attracted
 

worldwide
 

attention.Bacteria
 

accumulate
 

antimicrobial
 

resistance
 

genes
 

(ARGs)
 

after
 

random
 

genetic
 

muta-
tions

 

and
 

antimicrobial
 

drug
 

stress
 

screening
 

are
 

passed
 

vertically
 

to
 

offspring
 

bacteria,while
 

the
 

horizontal
 

gene
 

transfer
 

(HGT)
 

pathway
 

allows
 

ARGs
 

to
 

spread
 

rapidly
 

between
 

strains,species,and
 

even
 

genera,cau-
sing

 

greater
 

harm.Horizontal
 

gene
 

transfer
 

is
 

the
 

process
 

by
 

which
 

genetic
 

material
 

is
 

transferred
 

between
 

bacteria
 

to
 

each
 

other
 

and
 

not
 

to
 

the
 

offspring
 

by
 

genetic
 

replication.There
 

are
 

3
 

main
 

mechanisms:
 

conjuga-
tion,transduction

 

and
 

transformation.Among
 

the
 

three
 

mechanisms
 

of
 

HGT,it
 

is
 

generally
 

accepted
 

that
 

con-
jugation

 

contributes
 

most
 

to
 

the
 

transfer
 

of
 

ARGs
 

between
 

bacteria,but
 

the
 

role
 

of
 

transduction
 

and
 

transfor-
mation

 

in
 

the
 

horizontal
 

transfer
 

of
 

ARGs,especially
 

in
 

the
 

spread
 

between
 

bacteria
 

that
 

are
 

distantly
 

related,
cannot

 

be
 

ignored.In
 

this
 

paper,we
 

will
 

discuss
 

the
 

role
 

of
 

the
 

3
 

HGT
 

mechanisms
 

on
 

the
 

spread
 

of
 

bacterial
 

ARGs,and
 

a
 

full
 

understanding
 

of
 

the
 

mechanisms
 

of
 

HGT
 

action
 

will
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

monitoring
 

and
 

con-
trolling

 

bacterial
 

multi-drug
 

resistance.
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  在抗菌药物给临床治疗带来极大便利的同时,抗
菌药物的滥用使得细菌耐药性问题逐年加重,新药研

发的速度远跟不上细菌耐药出现和扩散的速度。多

种耐药性基因在全球快速蔓延,多重耐药细菌出现频

率增加,临床可选择的抗菌药物越来越少,多黏菌素

和广谱抗菌药物碳青霉烯类抗菌药物等在很多时候

成了最后一道防线。然而,因为可以使动物更快地长

肉,多黏菌素被用作动物饲料的添加剂在畜牧业上频

繁使用,这加速了环境中多黏菌素耐药细菌的出现。
事实上早在2015年我国的科学家便在食用动物和人
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体内发现并分离出了可使细菌对多黏菌素产生耐药

性的新型耐药基因即 mcr-1,这种基因可以通过各种

途径在细菌与细菌间转移,使多黏菌素的耐药性扩

散[1]。美国的研究人员也发现了对多黏菌素耐药的

病原菌[2]。而对碳青霉烯类抗菌药物耐药的基因

NDM-1则更早被发现,国内耐碳青霉烯类抗菌药物

病原菌的分离率也居高不下[3]。这些耐药基因的出

现和快速扩散,加剧了人们对超级细菌感染的恐惧。
为了寻找遏制耐药基因扩散的有效措施,了解耐药基

因在细菌中是如何传递的就显得十分重要。本文描

述了细菌抗菌药物抗性基因(ARGs)形成的机制,并
重点阐述了水平基因转移机制(HGT)对细菌耐药基

因传播的作用。
1 细菌耐药基因的形成与转移

  细菌细胞结构简单,调节机制不完善,在环境的

影响下基因更容易发生突变,尽管突变的方向随机性

较大,但在抗菌药物的压力下突变后获得ARGs的细

菌被筛选出来,再通过 HGT使得细菌耐药的比例逐

渐上升。有研究揭示了细菌抗药性形成的关键机制,
当接触多次、高致死量抗菌药物,细菌会以“休眠”的
方式暂时性躲避抗菌药物的攻击,从而形成耐药性,
更重要的是,暂时性休眠阶段,细菌会快速累积抵抗

抗菌药物的基因突变,最终形成耐药性[4]。有研究发

现,病原菌会将自身的DNA序列通过注射系统导入

附近的放线菌中,再与放线菌中的抗性基因发生整

合,待放线菌裂解死亡后一起释放到环境中,被另一

个病原菌识别并吸收从而获得耐药性,研究者们将这

一过程称为“带回模型”[5]。甚至在特定的环境下,即
便抗菌药物不存在时,细菌也会产生抗菌药物耐药

性,例如研究人员发现当将细菌放置在压力环境中

时,例如在高温下培养它们时,这些细菌能够自发地

对抗菌药物利福平产生耐药性[6]。
虽然细菌ARGs的产生有着多种机制,但耐药基

因在细菌间的传递才是细菌耐药性扩散的主要原因。
基因的垂直传递使得亲本的耐药基因得以在子代细

菌延续,而细菌耐药基因的水平转移却使得耐药基因

在不同的菌株、菌种间甚至属间迅速蔓延,造成更大

的危害。事实证明,细菌耐药基因水平转移的效率也

超乎想象。利用先进的显微成像技术,有研究团队成

功地看到了细菌之间耐药性的快速转移,他们将一种

对四环素敏感的大肠杆菌与另一种对四环素耐药的

大肠杆菌混在一起培养,结果仅过了3
 

h就有70%的

敏感菌株也变得耐药[7]。鉴于在非致死剂量的抗菌

药物环境中耐药细菌的比例逐渐升高,科学家们认为

抗菌药物可以加速细菌之间基因交换的频率,但也有

一些人认为抗菌药物可能杀死了原来的发生基因交

换的“亲本”菌株,而在选择过程中新产生的耐药菌株

繁殖起来,LOPATKIN等[8]的研究却在单细胞水平

上证实ARGs交换并不受抗菌药物影响。上述研究

结果表明细菌耐药基因的水平转移机制需要进行深

入的研究和探讨。
2 HGT机制对抗菌药物耐药基因传播的作用

2.1 接合 接合是细菌利用性菌毛互相连接形成通

路,将遗传物质(主要是质粒DNA)从供体菌转移给

受体菌的过程,是一种通过细菌间直接接触来传递大

段DNA的遗传重组现象。接合是一个复杂的过程,
由多个步骤组成,但最关键的步骤在于细菌要通过膜

表面的性菌毛互相接触然后形成一个相对封闭的

“DNA转移通路”。这条转移通路的形成需要F-质粒

的参与,F-质粒基因组上有1/3的基因都是接合转移

所必需的基因,可以说有F-质粒的细菌才能成为接合

的供体细菌,微生物学上形象地将这种细菌称为雄性

菌[9]。越来越多的研究表明,尽管都是细菌基因交流

的有效途径,但相比于噬菌体介导的转 导 和 环 境

DNA的转化,细菌质粒参与的接合是最具影响力的

HGT机制[10]。这是因为性菌毛形成的“DNA转移通

路”提供给基因一个相对外界较为封闭且安全的转移

环境,相对于转化而言受周围环境影响较小,转移效

率更高,通常比噬菌体转导有一个更广泛的宿主范

围。显然,若 能 找 到 合 适 的 措 施 阻 滞 性 菌 毛 形 成

“DNA转移通路”这个过程的发生,便可以有效地抑

制细菌间通过接合进行基因交流。还有研究发现,接
合质粒可以识别大约90%以往被认为不可通过接合

转移的质粒中的oriT序列(一种高度保守的起始序

列)或者其他DNA序列[11],带动这些非接合质粒进

行转移,研究者们称之为“质粒动员”[12],这种机制的

存在使得接合所能转移的基因更加多样。因此,如何

促进接合质粒的丢失或者抑制“质粒动员”的发生,为
有效降低接合转移的效率提供了新的思路。

人类真菌病原体卷枝毛霉通过两种不同的机制

对抗真菌药物FK506(他克莫司)产生自发耐药性。
一种是孟德尔突变,这种突变会产生稳定的耐药性;
另一种通过表观遗传RNA干扰(RNAi)介导的途径

发生,导致不稳定的耐药性。当在不暴露于药物的情

况下生长时,FK506耐药性表位突变体容易回复为药

物敏感性野生型表型。尽管只在两种卷枝毛霉菌物

种中证实了这种“表突变”,但研究人员认为这些“表
突变”有可能在各种情况下被利用,使得生物体能够

适应不利的环境,当环境改善时再转变回来[13]。在缺

乏抗菌药物压力选择的情况下,如果耐药基因的成本

很高,预计耐药细菌将恢复对药物敏感的状态,然而,
许多耐药基因在细菌缺乏抗菌药物的情况下会长期

存在。HGT(主要是接合)可以解释这种持久性,但有

人认为需要非常高的接合率,LOPATKIN等[8]证明

了即使是昂贵的普通接合质粒,在大肠杆菌中也能以

足够高的速率转移,在没有抗菌药物的情况下仍能维

持。接合机制的存在是细菌保持耐药性的重要原因,
在细菌耐药性已经产生的情况下,仅减少抗菌药物的
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使用可能不足以逆转耐药性。因此,结合抑制接合和

促进质粒丢失将是限制接合辅助的抗菌药物耐药性

持续存在的有效策略[14]。
2.2 转导 转导是噬菌体侵入细菌后通过基因重组

将细菌基因组的部分基因整合到自身基因组中,在源

细菌裂解死亡之后再导入其他细菌中的过程。转导

机制的存在不仅可以为受体细菌输送抗性基因等有

益基因,也为噬菌体自身的生存和繁殖提供了便

利[15]。研究者们在不同种类的细菌中都发现了以噬

菌体为中介转移ARGs的现象:化脓性链球菌菌株之

间红霉素、四环素耐药或多重耐药的传导;肠球菌之

间四环素和庆大霉素耐药的转移;大肠埃希菌和沙门

氏菌间β-内酰胺酶基因的交流;耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌(MRSA)中抗菌药物耐药性质粒的转移[16]。
相比于接合转移需要细菌之间通过性菌毛接触,转导

过程中噬菌体的参与使得HGT不受时间和空间的限

制,具有更大范围以及更多的参与物种。曾有研究表

明,噬菌体介导的转导作用并不局限于在亲缘关系较

近的细菌物种间转移基因,在很多远缘的细菌间也可

以发生,甚至高度保守的基因序列如16S
 

rRNA等中

也发现过噬菌体的基因[17]。通过CRISPR间隔区和

转运RNA(tRNA)匹配等方法,有学者找出了病毒相

对应的微生物宿主,发现有些噬菌体甚至可感染不同

门水平的细菌[18]。该研究表明虽然理论上噬菌体对

细菌的感染有较强的专一性,但有些宽宿主噬菌体的

存在使得ARGs通过转导可以在不同种属甚至不同

门水平细菌之间发生转移。宏基因组学分析的结果

也表明,河水[19],土壤[20],污水[21],畜禽粪便[22]等环

境噬菌体基因组中都存在多种 ARGs[23]。这些结果

提示,不应低估噬菌体介导的转导作用在自然环境中

对ARGs水平转移的贡献。然而,彻底消灭环境中的

噬菌体并不现实,事实上研究人员反而对利用噬菌体

来进行实验和生产进行了很多尝试并获得了一定的

成果。但是若能利用噬菌体感染细菌的特性,在其中

导入与抑制HGT相关的基因如抑制接合的基因并投

入到环境中,那么宽宿主噬菌体反而可以变成一个绝

佳的选择。
转导是通过噬菌体介导的细胞间基因水平转移

的机制,根据不同的转导方式可分为普遍性转导和局

限性转导。普遍性转导是以噬菌体为载体,将供体菌

的一段DNA通过同源重组整合到受体基因组中,转
导颗粒的遗传物质主要是供体菌DNA,理论上转移

的DNA可以是供体菌染色体上的任何部分,该过程

可由温和或烈性噬菌体在裂解期介导完成。普遍性

转导在ARGs的转移和细菌获得新基因的过程中发

挥了重要作用,并帮助基因在细菌群落间传播[24]。普

遍性转导对噬菌体与宿主细菌均有利,通过整合温和

噬菌体使细菌携带ARGs,促进细菌存活及噬菌体的

增殖[25]。噬菌体与宿主的相互作用,有利于两者在快

速变化的环境中更好地生存。虽然两种转导方式均

由噬菌体介导,但相比于理论上可转导供体菌任何基

因的普遍性转导,局限性转导只能由温和噬菌体在溶

原性后期介导完成且仅能传递供体菌染色体上原噬

菌体整合位置附近的基因,这表明以这种方式转移的

基因数量是有限的[26]。因此,与普遍性转导相比,局
限性转导对基因转移的贡献较小。此外,金黄色葡萄

球菌温和噬菌体参与了一种他们称为横向转导的独

特形式的转导。横向转导是一种新的且相较于普遍

性转导似乎更高效的转导方式,葡萄球菌前噬菌体不

遵循原先的“切除-复制-包装”途径,而是在其裂解程

序的后期切除。在这里,DNA包装从整合的前噬菌

体原位开始,包括金黄色葡萄球菌基因组数十万碱基

的大同位异构体以非常高的频率包装在噬菌体头中。
DNA包装之前的原位复制会产生多个前噬菌体基因

组,以便在正常噬菌体成熟期间形成横向转导颗粒,
将金黄色葡萄球菌染色体的部分转化为基因转移的

超移动区域[27]。横向转导机制的发现说明噬菌体转

导在细菌基因交流方面还可能存在许多独特的机制,
对这些独特机制的研究或许可以为抑制 ARGs的传

播提供新的思路。
2.3 转化 转化是指受体细菌在特殊状态下可直接

吸收外界环境中游离的DNA片段并将其整合到自身

基因组中,从而获得相对应遗传性状的现象。相比于

接合与转导,转化所需的条件显得更加苛刻,只有在

细菌处于感受态且环境中存在可吸收的游离DNA时

才能进行,而且吸收的DNA必须整合在细菌自身的

基因组中才能表达[28]。细菌的自然转化涉及 DNA
的吸收和基因组整合,目前已在至少八十多个物种中

得到证实。细菌的进化分析结果表明,自然转化现象

广泛存在于细菌界[29],因此可能有更多的细菌具有发

生自然转化的潜力[30]。转化机制的存在为细菌在不

同物种之间进行基因的水平转移提供了新的途径。
有研究表明细菌可以通过转化获取抗性基因以最大

限度地提高对随机压力环境中的适应度[31]。显然,细
菌可以利用转化机制吸收环境中的ARGs,从而引起

细菌多重耐药的产生。转化机制的存在给 ARGs的

转移提供了新的选择,也增大了亲缘关系较远的细菌

之间发生基因转移的可能性。
科学家们认为转化的关键在于细菌感受态的形

成,他们发现只有奈瑟氏菌[32]、鲍曼不动杆菌[33]和鸭

疫里默氏杆菌[29]等少数菌不需要特殊诱导就天然具

有自然转化的能力,而大部分可发生自然转化的细

菌,如枯草芽孢杆菌、副溶血性弧菌和嗜肺军团菌等

只有在特定的环境条件或处于某种特定的生理状态

下才具有自然转化的能力[34]。与细菌感受态形成相

关的因素有很多,如压力刺激、营养信号或群体感应

等。抗菌药物可以诱导肺炎链球菌[35]、嗜肺军 团

菌[36]自然感受态的形成;营养缺乏环境会诱导流感嗜
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血杆菌自然感受态的发生[37];丰富的几丁质能够诱导

副溶血性弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌等弧菌属细菌自

然感受态形成[38];霍乱弧菌、枯草芽孢杆菌的自然感

受态与细胞密度有关[39]。尽管诱导感受态形成的条

件在细菌物种之间差异很大,但参与DNA摄取的蛋

白质却是高度保守的,SUN[40]描述了细菌中保守的

DNA摄取系统,也介绍了一些非经典的自然转化机

制,如在枯草芽孢杆菌中发现了高效的供体细胞依赖

性细胞间自然转化,尽管这需要细胞之间紧密接

近[41]。感受态形成的条件千差万别,想通过改变环境

条件同时抑制不同种类细菌感受态的形成似乎比较

困难,但细菌高度保守的DNA摄取系统为抑制感受

态细菌利用转化机制吸收环境中的 ARGs提供了可

能,这值得深入地研究。
3 小  结

  随着抗菌药物在医疗和农业等领域的广泛使用,
细菌耐药性问题也愈发严重,出现了许多泛耐药的超

级细菌,抗菌药物的研发已经跟不上细菌耐药性传播

的速度,为临床感染疾病的治疗带来了很大的挑战。
尽管科学家们早就意识到了这一点并积极呼吁合理

使用抗菌药物,国家也出台了相关法规,从每年的细

菌耐药监测结果来看起到了一定的作用,但现状仍不

容乐观[42]。在细菌耐药性已经产生的情况下,因为

HGT的存在,仅减少抗菌药物的使用并不足以逆转

耐药性。因此,除了合理使用抗菌药物外,充分了解

HGT的作用机制将为监测和控制细菌多药耐药提供

新的思路。细菌质粒参与的接合是最具影响力的

HGT机制,而转导和转化机制的存在,使得 HGT具

有更大范围以及更多的参与物种。科学家们同时也

在积极探索发生 HGT的其他分子机制,如基因转移

因子(GTA)介导的 HGT频率是其它机制的数百万

倍,是在海洋环境中发生 HGT转移的重要机制[43],
虽然还没有研究证明 GTA与 ARGs的转移密切相

关,但值得密切关注。为了抑制 HGT,许多研究者们

将目光聚焦在寻找或者开发能够阻碍细菌质粒接合

的抑制剂如天然接合抑制剂坦泽酸等[44]。然而,“质
粒动员”机制的存在使得接合所能转移的基因更加多

样,因此如何促进接合质粒的丢失或抑制“质粒动员”
也是一个值得研究的方向。噬菌体介导的转导机制

在ARGs的转移过程中发挥了重要作用,而横向转导

机制的发现说明仍然低估了转导的基因转移效率。
虽然无法完全消灭环境中的噬菌体,但可以利用噬菌

体传播特定的基因来间接达到抑制 ARGs转移的目

的,宽宿主噬菌体的存在为这一设想提供了便利。转

化在细菌适应环境、新物种形成以及进化等方面具有

重要的作用,对耐药基因的传播作用也是不容忽视

的。虽然细菌诱导感受态形成的条件千差万别,但保

守的DNA摄取系统为抑制细菌转化提供了可能。综

上所述,对HGT机制的深入研究对控制细菌耐药性

传播至关重要。
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