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生物膜休眠菌及其靶向治疗研究进展

李明基 朱禹璇 刘鈊逸 罗颀颢 杨浩宇 刘铁鑫 林俊卿 郑宪友

摘要 随着抗生素的广泛使用，细菌耐药性问题日益突出。生物膜形成是导致耐药菌不断增加的重要因素，休眠

菌是生物膜中一种具有特殊表型的细菌，可导致慢性和复发性感染，由于其来源多样、耐药机制复杂，目前尚无有效

治疗措施，探索休眠菌靶向疗法具有重要临床价值。该文就生物膜休眠菌及其靶向治疗研究进展进行综述。
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生物膜是微生物通过分泌胞外多糖黏附在物

体表面形成的一种特殊结构，可保护微生物免受

外界因素干扰 [1]。生物膜的结构分为 4 层：主体层、

连接层、调节层和基质层 [2]。美国国立卫生研究院

报道，约 80% 的持续性细菌感染与生物膜有关 [3]。

生物膜相关感染不仅增加患者死亡率，还带来巨

大经济负担。生物膜深层存在一种体积较小、代

谢缓慢的特殊菌群，被认为是一种休眠状态细菌，

又称为休眠菌。虽然在生物膜中休眠菌数量只占

1%[4]，但由于其生物学特性、形态结构、致病性和

对环境敏感程度均与普通细菌不同，且是导致感

染迁延不愈的重要原因，因此成为研究热点。

1 生物膜休眠菌形成

按照生物膜休眠菌产生的原因，可将其分为

触发产生、自发产生和突变产生 3 种类型 [5]。

触发产生是生物膜休眠菌的主要来源，其指

正常细菌在环境因素刺激下转化为休眠菌。目前

已发现多种触发休眠菌产生的因素，如营养缺乏 [6]、 
pH 值 [7]、DNA 损伤 [8] 及细胞间信号作用 [9] 等。营

养物质缺乏可导致微生物的生理功能改变，当细

菌生长于营养物质丰富的培养基并保持指数生长

状态时，休眠菌数量将大大减少。细菌也可通过

应 急 反 应（SOS） 在 恶 劣 环 境 下 转 变 为 休 眠 菌。

SOS 反 应 是 DNA 损 伤 时 的 重 要 反 应，当 DNA 发

生损伤或处于应激条件下，RecA 蛋白特异地结合

单链 DNA，形成 RecA 细丝，触发 LexA 蛋白降解；

LexA 失 活 可 导 致 SOS 基 因 的 释 放 和 表 达，引 发

SOS 反 应。在 SOS 基 因 缺 陷 的 细 菌 中，休 眠 菌 数

量通常显著性下降也证实了这一点 [10]。生物膜休

眠菌的形成也与细胞间信号交流有关，如细菌可

通过群体感应系统 (QS) 调节细胞外基质相关基因

表达，进而调控生物膜休眠菌形成 [11]。

休眠菌的自发产生是指在无环境因素刺激下

正常细菌转化为休眠菌。在细菌生长的对数期，部

分细菌通过表型转换自发地由快速分裂状态转变

为生长停滞状态。Dawson 等 [12] 研究发现，在微流

控芯片中植入指数增长的大肠杆菌后，部分细胞

停止分裂，转变为休眠菌 [13]。这表明，当处于不

利条件下，细菌可通过自发产生保留“火种”，避

免整个菌群的“全军覆没”。

除上述类型外，基因突变也可使正常细菌转

化为休眠菌。Gerdes 等 [14] 研究发现，高耐药基因

A(hipA7) 突变，可通过毒素 - 抗毒素 (TA) 系统促使

大肠杆菌进入休眠状态。prpR、tolC、carB 等基因

突变也被证实与休眠菌产生有关 [15-17]。Wang 等 [18]

研究发现，抗抑郁药物可以诱导细菌 ompT、stfQ、

stfR 和 tfaD 等基因发生突变，降低细菌通道蛋白表

达并诱导氧化应激，促使休眠菌产生。

2 生物膜休眠菌耐药机制

生 物 膜 休 眠 菌 在 临 床 上 常 表 现 为 高 耐 药 性。

与常规耐药菌不同，休眠菌耐药性是通过改变其

表型获得的 [17]。研究表明，休眠菌耐药性产生机

制主要有 3 种 ：休眠失活机制、外排泵机制和 QS
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机制 [19]。明确休眠菌耐药性的机制可以帮助寻找

杀灭休眠菌的特效药物，为根除难治性细菌感染

提供新的治疗方案。

2.1 休眠失活机制

细菌可通过降低代谢速率进入休眠状态来抵

御抗菌药物的作用，TA 系统是诱导细菌进入休眠

状态的关键途径，其由含 2 个基因的操纵子组成，

分别编码毒素和抗毒素，毒素抑制细菌生长繁殖，

抗毒素则抑制毒素产生或中和毒素。由于抗毒素

不稳定，在应激条件下可发生降解，导致游离毒

素增多，从而抑制细胞活动，诱导细菌进入休眠

状态 [20]。

根据抗毒素中和毒素的机制，TA 系统可被分

为 6 种类型（Ⅰ～Ⅵ型），其中Ⅰ型和Ⅲ型 TA 系统

中的抗毒素为 RNA，其他抗毒素为低相对分子质

量蛋白质，而 TA 系统中的毒素均为蛋白质 [21]。目前，

Ⅰ型和Ⅲ型 TA 系统机制已较为明确。Edelman 等 [22]

研 究 发 现，Ⅰ 型 TA 系 统 中 的 TisAB/IstR-1 系 统 与

大肠杆菌休眠菌产生有关。在应激条件下，抗毒

素 RNA 减少，导致单链毒素 mRNA 增多，翻译产

生的 TisB 毒素增多 [23]。TisB 毒素可促进细菌发生

SOS 反应，诱导休眠菌的触发产生，增强细菌耐药

性。Sonika 等 [24] 研究发现，Ⅱ型 TA 系统中 HipBA
系统中的毒素分子 Hip 可引起热不稳定延伸因子

（EF-Tu）失活，抑制细菌生长，以达到抵御抗菌药

物的作用。

2.2 QS 机制

QS 是一种广泛存在于微生物群落中的细胞间

通信系统，细菌合成释放的自诱导物为其起始信号

分子 [25]。当细菌密度达到阈值时，自诱导物与相

应受体结合，促进生物膜形成并调节表型性状 [26]。 
通 过 QS 系 统，单 个 细 菌 即 可 调 控 菌 群 的 生 理 特

征。根 据 作 用 范 围，QS 系 统 可 分 为 种 内 QS 系 统

和种间 QS 系统。种内 QS 系统中，革兰氏阳性菌

与革兰氏阴性菌具有较大差异。革兰氏阳性菌以

自诱导肽 (AIP) 为信号介导 QS 系统，调控其生殖、

分泌等功能，如枯草芽孢杆菌的孢子形成和金黄

色葡萄球菌的毒素分泌。而革兰氏阴性菌以酰基

高丝氨酸内酯 (AHL) 为信号介导 QS 系统，与转录

蛋白 LuxR 共同构成 AHL-LuxR 转录因子，促进鼠

李糖脂等基因的表达以形成生物膜和增强细菌外

排泵功能，增强休眠菌耐药性 [27-28]。种间 QS 系统

中，革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均以自诱导物 -2

（AI-2）为信号介导 QS 系统 [29]。LuxS 是 AI-2 合成酶，

可与 AI-2 组成 LuxS/AI-2 型 QS 系统 [30]，影响外排

泵 SatAB 的表达，进而影响休眠菌耐药性。它还通

过影响叶酸合成、生物膜和细菌可移动遗传元件

来增加休眠菌耐药性 [31]。

2.3 外排泵机制

休眠菌还可通过外排泵将胞内药物泵出，以

降低药物作用 [32]。根据细菌中外排泵利用能量方

式和氨基酸序列不同，将其分为 5 类 ：三磷酸腺苷

（ATP）结合盒（ABC）、主要易化子超家族（MFS）、

耐药性结节化细胞分裂家族（RND）、小多重耐药

转 运 分 子 家 族（SMR）、多 药 和 有 毒 物 排 出 家 族

（MATE）。目前关于外排泵转运药物的机制有 2 种，

即“真空吸尘器”和“翻转酶模式”[33]。“真空吸尘器”

通过膜转运蛋白将药物主动运输出胞外，由此可

解释 RND 的外排机制，如铜绿假单胞菌中 CzcC、

CzcB 和 CzcA 蛋白构成的 RND 系统可充当阳离子

转运蛋白，将阳离子抗菌药物排出，提高对阳离子

抗生素的耐药性 [34]。“翻转酶模式”即转运蛋白结

合药物后改变其与药物的亲和力，通过翻转将药

物泵出胞外。由此可解释多种 ABC 型外排泵，如

吲哚可通过调控 TCSsBaeSR 和 CpxAR 的转录来调

控大肠杆菌 mdtABC 外排泵的基因表达，从而获得

耐药性。

3 生物膜休眠菌靶向治疗策略

生物膜休眠菌具有特殊表型和耐药性，传统

杀菌方法效果甚微。因此，靶向治疗可能为潜在

的治疗方法。通过靶向治疗休眠菌感染，对于临

床治疗具有重要价值。目前，靶向生物膜休眠菌

的治疗方案分 2 种 ：①将其杀灭于休眠阶段 ；②先

将休眠菌复苏为代谢活跃细菌再进行杀灭 [35]。

3.1 直接杀灭法

目 前， 已 发 现 多 种 药 物 能 在 休 眠 阶 段 杀 灭

休眠菌。这些药物通过激活特异的蛋白酶或交联

DNA 来干扰休眠菌的正常生理功能，引发休眠菌

死亡。

ClpP 是 一 类 需 要 ATP 依 赖 性 的 ClpX 蛋 白 来

识别和降解错误折叠蛋白质的蛋白酶。酰基去甲

肽 (ADEP)4 能够靶向激活 ClpP 蛋白酶以降解核糖

体蛋白、细丝温度敏感蛋白等，引起细胞自噬，诱

导细胞死亡。由于 ClpP 蛋白酶作用不受 ATP 限制，

从而表现出对休眠菌良好的杀灭作用。Conlon 等 [36] 

研究发现，ADEP4 可在休眠阶段广泛降解休眠菌
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的 蛋 白 质，诱 导 休 眠 菌 自 噬，直 接 杀 灭 休 眠 菌 ；

ADEP4 与利福平、利奈唑胺或环丙沙星等抗生素

联合使用具有更好的效果。

顺 铂 是 传 统 抗 癌 药 物。Chowdhury 等 [37] 研 究

发现，顺铂还能直接消除肠出血型大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌和铜绿假单胞菌形成的休眠菌。顺铂

能与 DNA 交联，抑制其功能，并可交联多种 RNA
（ 如 siRNA，tRNA 和 rRNA）， 直 接 抑 制 细 菌 许 多

重要生理过程，诱导生物膜休眠菌死亡。与之类

似，Kwan 等 [38] 研究发现，丝裂霉素 C 也可通过与

DNA 交联直接杀灭休眠菌。

3.2 活化杀灭法

休眠菌通过减少生理活动和降低代谢速率来

进入休眠状态，规避外界不良环境的影响，从而

呈现出极强的抗生素耐药性。因此，可以利用药

物活化休眠菌使之进入增殖状态，再使用杀菌药

物以达到清除的目的。

顺式 -2- 癸烯酸可活化铜绿假单胞菌和大肠杆

菌休眠菌，其原理是通过促进休眠菌呼吸相关的

核酸和蛋白质的转录与表达，使细胞解除休眠状态，

完成活化进入增殖状态，再使用抗生素来杀灭休

眠菌。研究表明，通过顺式 -2- 癸烯酸活化休眠菌

并与抗生素联合治疗，可明显消灭休眠菌 [39]。研

究还发现，其他脂肪酸分子如十一烷酸、月桂酸

和 N- 十三烷酸等也同样具有活化休眠菌的作用 [40]。

腺苷是 ATP 和三磷酸鸟苷（GTP）合成的重要

原料，可通过提高 ATP 和 GTP 的合成能力，促进

细胞呼吸，增强休眠菌的代谢活性，以促进休眠菌

复苏 [41]。值得注意的是，腺苷的作用需要具有完

整的电子传递链，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）

脱氢酶缺乏会导致腺苷作用能力减弱，这在实际

应用中具有重要意义。Allison 等 [42] 研究发现，糖

及糖酵解中间产物也能促进休眠菌复苏。葡萄糖、

甘露醇、果糖和丙酮酸等代谢产物可被细菌转运

到 细 胞 质 中 进 行 糖 酵 解，诱 导 休 眠 菌 复 苏 生 成

NADH。NADH 氧化供能产生质子动力势能，可促

进氨基糖苷类药物的摄取。这些药物再与休眠菌

核糖体结合，干扰细菌的翻译过程，导致休眠菌

死亡。

正丁醇也能诱导休眠菌活化。正丁醇可以促

进氨基糖苷类抗生素摄取，将氨基糖苷类分子快

速转运到细胞质中。此外，正丁醇还可损伤细胞

膜并增加对氨基糖苷类药物的渗透性 [43]，增强休

眠菌对抗生素的敏感性。

4 结语

尽管目前关于休眠菌机制的认识已有较大突

破，但针对休眠菌靶向治疗的研究成果还相当有限。

休眠菌靶向治疗技术的研究将为解决生物膜感染

的问题提供新思路和新途径。今后，有望结合休

眠菌形成原因及其耐药性机理研发特定药物，构

建纳米药物载体，靶向消灭生物膜休眠菌，为生

物膜相关感染提供有效治疗。
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