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结核分枝杆菌外排泵及其抑制剂的研究进展
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结核病自古以来就威胁着人类的健康%每年导

致约
!""

万人死亡&特别是近年来%耐多药结核病+

广泛耐药结核病以及结核分枝杆菌与人免疫缺陷病

毒#

M=F

$共感染的出现%给结核病的临床治疗带来

了新的困难&耐多药结核病是耐受
!

种抗结核病一

线药物的结核病%广泛耐药结核病是在耐多药的基

础上至少耐受
&

种二线药物的结核病&耐药结核病

的蔓延已经成为全球性的公共卫生问题%据世界卫

生组织#

>MQ

$最新的
!""#

年度报告%

!""+

年全球

新发结核病病例
#!+

万例%死亡
%+)

万例%现有的

%&+"

万例活动性结核病患者中%耐多药者达
)"

万!

%

"

&外排泵系统的泵出作用是导致结核分枝杆菌

耐药的重要机制之一&本文综述了近年来国际上在

结核分枝杆菌外排泵及其抑制剂方面的研究进展&

@

!

结核分枝杆菌外排泵系统研究方法

外排泵是指可以把细胞内物质排出胞外的转运

蛋白&细菌外排泵的生理学和转运功能研究是目前

的热点之一%然而%对结核分枝杆菌外排泵蛋白的研

究还处于探索阶段&

%##*

年%结核分枝杆菌

M&+04

全基因组测序的成功标志着结核病研究进

入了分子水平%

D+&5

等!

!

"运用基因组学方法预测%

结核分枝杆菌有
04"+*&.

+

04"*(#

和
04%%()

等
!"

个外排泵蛋白&近年来%人们对结核分枝杆菌外排

泵系统进行了探索性研究%主要通过利用分子生物

学和微生物遗传学的基本方法进行&

%-%

!

模式生物过量表达目标蛋白方法
!

因结核分

枝杆菌生长缓慢和毒性大等特性%一般把结核分枝

杆菌的假定外排泵基因转入到模式生物!耻垢分枝

杆菌和卡介苗#

HDN

$"中过量表达%检测过量表达的

外排泵蛋白在模式生物中对底物#抗生素和荧光染

料$的转运功能&若该蛋白在模式生物中起到预期

作用%则其会帮助细胞将一部分底物外排出胞外%导

致抗生素对重组菌株的最低抑菌浓度#

K=D

$或者荧

光染料在胞内的累积量升高(加入外排泵抑制剂后%

因其对外排泵的抑制作用%可引起
K=D

或荧光性反

向的变化%从而进一步确证外排泵的泵出作用和类

别%表
%

综述了近年来运用此种技术所发现的具有

外排药物和荧光染料作用的外排泵蛋白&

%-!

!

基因敲除和突变方法
!

基因敲除和突变等技

术的发展%推动了外排泵蛋白功能的研究进展&通

过构建外排泵基因缺失或突变菌株%检测其对药物

的敏感度和荧光染料的累积量与野生型菌株的差

异%从而证明外排泵在药物耐受中的作用&在结核

分枝杆菌中%利用突变技术确证的外排泵蛋白有

04%(%".

!

&

"

%利用基因敲除技术确证的外排泵蛋白

有
04!&&&.

!

(

"和
04"&(!

!

'

"

%研究发现它们的底物各
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有不同%其中%

04%(%".

是利福平和氯苯吩嗪%

04!&&&.

是四环素和奇放线菌素%

04"&(!

是异烟肼

和溴化乙锭&

表
@

!

模式生物过量表达目标蛋白方法确证的假定外排泵蛋白

基因家族 对应靶点 基因名称 模式生物 对应底物 参考文献

KS< \$.1 04%!)*.

耻垢分枝杆菌 氨基糖苷类和四环素 !

&

"

04%'&(

耻垢分枝杆菌 氟喹诺酮类 !

&

"

04!&&&. HDN

四环素+奇放线菌素 !

(

"

04!#&'"04!#&+

耻垢分枝杆菌 利福平+红霉素+四环素 !

&

"

04!'*'."04!'*

耻垢分枝杆菌 氟喹诺酮类 !

&

"

1HD P#;1 +."04!'**.

!

04"%#(

耻垢分枝杆菌 氨苄西林+万古霉素+新生霉素+ !

)

"

红霉素+溴化乙锭等

<K0 \$.D 04&"')

耻垢分枝杆菌 吖啶黄+红霉素+溴化 !

&

"

乙锭+四苯基磷等

0GO 1.;H 04!#(!

耻垢分枝杆菌 异烟肼 !

&

"

无
04"&(! HDN

异烟肼+乙胺丁醇+溴化乙锭 !

'

"

%-&

!

检测外排泵基因转录和蛋白表达水平方法
!

在培养结核分枝杆菌尤其是耐药菌株的过程中添加

抗结核药物%检测在不同药物浓度和作用时间的情

况下%外排泵基因的转录和蛋白表达水平的差异%进

而确证这些基因具有药物外排泵的功能&在结核分

枝杆菌中%利用此技术确证的外排泵蛋白包括

04"&(%"04"&(!"04"&(&

!

'

"

+

04%!)*.

!

+

"

+

04%(%".

!

+

"和

04%*%#.

!

+

"等%其中%

04"&(%"04"&(!"04"&(&

是用

异烟肼+乙胺丁醇处理普通结核分枝杆菌(

04%!)*.

+

04%(%".

和
04%*%#.

是用异烟肼+利福平

处理耐药结核菌#

%(##

$确证的&

目前%利用上述方法已经从生物学角度对
D+&5

等人预测的近半数外排泵蛋白的药物外排功能进行

了确证%而其他蛋白则有可能与细胞内物质的转运

有关%与药物外排无关%如
F%

:

+38

等!

*

"利用
OG1

微阵列分析技术发现
04"*(#

等基因会在缺氧+缺碳

能源等条件下上调或下调表达&而添加外排泵抑制

剂后%抗结核一线药物异烟肼和利福平在结核分枝

杆菌内的累积量明显增加!

#$%"

"

%从而更加证明了外

排泵在结核分枝杆菌耐药方面的重要作用&另外%

上述研究也发现%一些生物信息学未发现有外排泵

蛋白相似序列的未知功能蛋白%却具有外排药物的

功能%如
04!#(!

!

&

"

+

04"%#(

!

)

"和
04"&(!

!

'

"等%表明

了外排泵在结核分枝杆菌中的普遍存在&家族分类

方面%作为外排泵两大家族的
12J

耦联盒家族

#

12J?%38%3

7

.$**5665

%

1HD

$和主要易化子超家

族#

#$

)

+;9$.%&%6$6+;*,

:

5;9$#%&

@

%

KS<

$%在结核分

枝杆菌的耐药性方面都占有重要地位%但未发现与

多药及毒性外排家族#

#,&6%8;,

7

$386+A%..+#"

:

+,385A6;,*%+39$#%&

@

%

K12!

$序列同源的外排

泵基因&研究结果显示%

KS<

家族可以转运
K1"

2!

家族的相关底物%表明了结核分枝杆菌外排泵

家族的特殊性&

A

!

外排泵系统及其耐药性

细菌中参与物质转运功能的基因占
)/

"

%"/

%其中外排泵占很大部分&外排泵基因编码蛋

白可以转运一种或多种化合物%导致细菌对药物敏

感性的降低%从而产生耐药&而外排泵基因的突变

则可能致使其编码蛋白的过量表达%导致突变菌株

对药物外排功能的增强而产生耐药性&以上耐药产

生主要归于
!

种机制'#

%

$突变外排泵蛋白的表达量

升高(#

!

$氨基酸的置换突变导致该蛋白的转运效率

增高!

%%

"

&由此可见%细菌外排泵及其突变对药物的

转运作用是导致其耐药性的重要原因之一&

根据氨基酸序列同源性和底物特异性%可以将

外排泵分为
)

类!

%!

"

'

K12!

%介导对氨基糖苷类+氟

喹诺酮类等药物的耐受(

KS<

%介导对吖啶黄素+潘

他米丁等药物的耐受(小多耐药转运分子家族

#

*#$&&#,&6%8;,

7

;5*%*6$3.59$#%&

@

%

<K0

$%介导对

苯甲烷铵+溴棕三甲铵等药物的耐受(耐药性结节化

细胞分裂家族#

;5*%*6$3.53+8,&$6%+3.5&&8%4%*%+3

%

0GO

$%介导对大环内酯+四环素等药物的耐受(

1HD

%介导对氯霉素+四环素等药物的耐受&

0

)#!
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C

!

外排泵抑制剂研究

一些化合物可以通过耗竭外排泵转运所需能

量%干扰外排泵组装和阻碍底物通过外排通道等方

式达到抑制其功能的目的%称为外排泵抑制剂&细

菌外排泵机制的发现使我们认识到外排泵是潜在的

药靶%外排泵抑制剂可以阻碍耐药菌对药物的外排%

增加药物在胞内的存留时间以及恢复菌株对药物的

敏感性%从而提高药物的临床疗效并减少耐药突变

的发生!

%&

"

&所以%外排泵抑制剂可作为一类新型抗

生素与其他药物联用以达到治疗疾病+控制耐药发

生的目的!

%(

"

&另外%外排泵抑制剂还可以抑制肿瘤

细胞对药物的外排作用%提高肿瘤的临床治疗效果%

在改善某些药物的药代动力学特性方面也有一定作

用&

近年人们发现了多种外排泵抑制剂!

%)$%+

"

&如

最早发现的广谱抑制剂
J1

$

G

%也称
KD"!"+

%

%%"

%

其与抗生素竞争外排泵蛋白上的药物非特异性结合

位点%使该位点达到饱和%从而使其失去转运抗生素

的作用&其作用底物包括左氧氟沙星+氯霉素+唑烷

酮类药物等(

)

%

#"

二甲基
"

十
"!

%

(

%

*"

三烯酸酰胺可作

用于金黄色葡萄球菌的
G+;1

靶点以达到抑制其外

排泵作用的效果(

%"

萘甲基
"

哌嗪抑制
1.;1

靶点而

使耐药突变菌株进行回复突变&然而%由于外排泵

系统的复杂性%目前为止还未生产出一种许可用于

人体的化合物&不过%据最新报道%

K

:

5A

制药公司

合成了一种外排泵抑制剂
KD"'"%

%

!")

%将此物质

同抗生素联合作用于含外排泵系统的细菌%可明显

提高该抗生素的杀菌效果&该外排泵抑制剂已作为

环丙沙星的辅助药物用于治疗囊性纤维化病%进入

临床
%

期试验%具体结构和机制未发表&

对结核分枝杆菌而言%目前各国科研人员正在

积极进行针对结核病的新型外排泵抑制剂的研究&

1#$;$&

等!

%*

"建立了一个可以解释钾离子外排抑制

剂如何抑制各类外排泵活性的模型(

P5.(35;

等!

%#

"

改进了一种评价植物酚类化合物抑制分枝杆菌外排

泵效果的方法(

K$;6%3*

等!

!"

"发现了一种对极端耐

药株有杀灭作用的化合物
<=P1(!%

%其可以抑制结

核菌和肿瘤细胞的外排泵活性%使得吞噬体内钾离

子和钙离子浓度过高而达到杀菌效果%且未对人体

细胞显示出任何毒性%有潜力成为一种新型抗结核

辅助药物&虽然目前还没有以单一外排泵蛋白作为

靶点设计的抑制剂%但是各个外排泵家族蛋白的三

维结构和
X

射线晶体结构的研究已经全面展开!

!"

"

%

此类研究将极大加快外排泵抑制剂的研究与优化&

D

!

结论与展望

自从外排泵系统在药物排出方面的作用被发现

后%关于外排泵的药物耐受性角色的争论一直在进

行&最新达成的共识是%外排泵确实是细菌耐药性

的一种重要机制%它既单独发挥作用%又与外膜蛋白

渗透性的改变等起协同作用&而外排泵在结核分枝

杆菌耐药性方面的作用已经得到了初步的证明&笔

者认为%未来还需要进一步确定结核分枝杆菌各个

外排泵的外排药物以及其在每个特殊药物外排作用

的重要程度%同时寻找对人体无害的外排泵的单一

性抑制剂%从而可以根据某种药物的耐受性有的放

矢地选择与此种药物耐受相关外排泵的单一抑制剂

来配合此种药物的治疗&当然%进一步明确外排泵

在胞内作用的机制%对现有药物的改造和新药的开

发也具有重要意义&综上所述%结核分枝杆菌外排

泵及其抑制剂的研究在全球抗结核运动的过程中必

将发挥越来越重要的作用&
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葡萄球菌属

&-%

!

定义耐甲氧西林金黄色葡萄球菌#

K0<1

$

!

K0<1

是金黄色葡萄球菌的某些菌株表达
9/I%

基

因或是其他耐甲氧西林机制%如青霉素结合蛋白与

苯唑西林亲和力的改变&即
K0<1

是指含有
9/I%

基因或者苯唑西林
K=D

#

!

&

7

.

#P

的菌株&

&-!

!

青霉素试验
!

K=D

值
$

"-%!

&

7

.

#P

或纸片

法直径
#

!###

的葡萄球菌菌株%在报告青霉素,

<

-

之前需做
$

"

内酰胺酶诱导试验&对重症感染者%实

验室应考虑做
K=D

试验和
$

"

内酰胺酶诱导试验&

&-&

!

增加利奈唑胺折点
!

见表
&

&

&-(

!

对万古霉素
K=D

#

*

&

7

.

#P

的任何金黄色葡

萄球菌%应送至参考实验室进行试验&

&-)

!

苯唑西林和头孢西丁的检测
!

头孢西丁替代

苯唑西林检测耐药时%必须根据头孢西丁结果报告

苯唑西林敏感或耐药&如果金黄色葡萄球菌和路邓

葡萄球菌对苯唑西林和.或头孢西丁耐药%则报告苯

唑西林耐药&

表
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