
第29卷 第11期
2017年11月

Vol. 29, No. 11
Nov., 2017

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2017)11-1113-06

DOI: 10.13376/j.cbls/2017147

ROS在抗生素致死效应中的作用机制及其应用
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摘　要 ：日益严重的细菌抗药性已成为人类健康的重要威胁，而更加全面深入地了解抗生素杀菌机制可以

帮助我们更好地应对细菌抗药性问题。研究表明， ROS 在抗生素的杀菌过程中起重要作用，涉及细菌胞内

复杂的生理反应。现总结 ROS 在抗生素杀菌过程中作用机制及应用方面的一些最新研究进展，以期为寻找

新的方法增强现有抗生素杀菌效果及开发新型药物提供一个新的视角。
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The mechanism of action of ROS in the antibiotic lethality and its applications
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Abstract: The ever-growing antibiotic resistance has posed a serious threat to human health. The comprehensive 
and in-depth understanding of the bactericidal mechanism of antibiotics would help us tackle the problem. Studies 
show that ROS play an important role in the process of antimicrobial lethality, in which complex physiological 
responses are involved. Herein we summarized the recent advance of studies on the mechanism and applications of 
ROS action during antimicrobial treatment, which would provide a new perspective for finding new ways to 
enhance the antimicrobial lethality of currently available antibiotics and for developing novel antibiotics.
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抗生素的发现在人类医学史上具有里程牌意

义，自 1929 年弗莱明发现青霉素后，越来越多不

同种类的抗生素相继被发现并广泛使用，这使得细

菌感染性疾病得到了有效的控制。但由于抗生素的

不当使用以及细菌本身的遗传变异等原因使得越来

越多的致病菌产生抗药性，这极大地降低了现有抗

生素杀菌的效率。据估计，现在每年有 70 万人死

于抗药菌的感染。如果不找到积极的解决方案，减

缓细菌抗药性的产生和传播，到 2050 年，每年感

染人数可上升至 1 000 万，累计 100 万亿美元将被

用于抵御抗药致病菌感染
[1]。面对日益严重的抗药

细菌的传播和蔓延，人们所采取的策略主要是加快

新药的研发。然而新药的研发却是一个极其漫长的

过程，平均耗时长达 10~12 年 [2]，而研究表明病原

菌能在 1~2 年，甚至几个月后产生耐药性 [3]。因此，

深入研究抗生素杀菌机制，寻找新的方法以增强现

有的抗生素杀菌效果就显得尤为重要。

传统的观点认为各种抗生素都有其特异的作用

靶点，从而阻止细菌相应的生物学功能：β- 内酰胺

类和糖肽类抗生素通过与各自靶点结合抑制细胞壁

合成；喹诺酮类抗生素通过与 DNA 旋转酶或拓扑

异构酶结合，干扰 DNA 合成和修复；氨基糖苷类、

四环素类、大环内酯类、链阳霉素类、氯霉素类抗

生素以及恶唑烷酮类则作用于核糖体亚基，干扰细

菌蛋白的正常合成 [4-5]。然而，随着研究的不断深入，

人们发现传统的药物与靶点的相互作用并不能完全

解释抗生素介导的细胞死亡。换言之，抗生素与靶
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点结合后是如何导致细菌死亡的？在此过程中是否

有其他因素参与？大量的研究认为，作为细胞能量

代谢副产物的活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 在
许多生理和病理过程中扮演重要角色，包括抗生素

的杀菌过程 [6-14]。抗生素处理可引起细菌胞内 ROS
过量产生，是造成细菌死亡的重要原因。本文总结

了 ROS 在抗生素介导的细胞死亡过程中作用的最

新研究进展，以期更全面地了解抗生素的杀菌机制，

为更合理地使用抗生素治疗细菌感染性疾病提供

参考。

1　ROS 概述

活性氧是氧自由基及其活性衍生物的总称，也

就是细胞呼吸过程中产生的含氧代谢产物及其衍生

的活性物质，主要有超氧阴离子 (O2•
–)、过氧化氢

(H2O2)、羟自由基 (•OH) 三类 [15]。细菌胞内的 ROS
主要由分子氧经呼吸链电子传递产生，在许多生理

和病理过程中发挥重要作用。为应对 ROS 对细胞

造成的损伤，细菌进化出一套自我保护机制，除胞

内存在非酶类抗氧化剂 ( 抗坏血酸、维生素 E、谷

胱甘肽等 ) 起到抗氧化作用外，还存在许多抗氧化

酶 ( 如氧化物酶、超氧化物歧化酶 ) 清除 H2O2 和

O2•
–，保护细胞免受 ROS 的损伤 [16-17]。正常情况下，

细胞内 ROS 的产生和清除是平衡的，当处于逆境

胁迫时 ( 如抗生素处理等 )，细菌胞内会产生过量

的 ROS，从而打破其积累与清除平衡。过量产生的

ROS 会破坏铁硫簇从而释放大量的二价铁离子 (Fe2+)，
Fe2+ 参与 Fenton 反应 (Fe2+ +H2O2→Fe3+OH-+•OH) 产生

羟自由基，造成细胞膜脂质过氧化、蛋白质及 DNA 
的损伤，其中以 DNA 的损伤最为严重 [18]。当羟自

由基剂量过高时，生物分子的严重氧化损伤可直接

导致细胞死亡。反之，氧化损伤在细菌修复范围内，

则细胞将不会被杀灭，由于突变等原因其或成为抗

药菌株 ( 图 1)。

2　ROS参与抗生素杀菌的作用机制研究进展

2.1　ROS参与抗生素杀菌作用的发现

早在 1990 年，Greenberg 等 [19] 就通过对 SoxR
调控子的研究提出抗生素与其靶点的相互作用会产

生 ROS 的假设。在后续的研究中，人们发现抗氧

化剂可以使细菌免受氟喹诺酮诱导的基因突变 [20]

和提高细菌对抗生素的耐受 [21]；同时在药物处理时，

对药物具有不同敏感性的菌株胞内由于 ROS 水平

升高所导致的氧化压力不同，敏感菌株胞内的氧化

压力较抗药菌株高 [22-23] 。这些研究表明抗生素的杀

菌作用与 ROS 有关。而细菌基因表达分析显示，

抗生素的处理会导致细菌胞内氧化压力标签基因的

表达上升 [24]，这从另一个侧面证明了抗生素的杀菌

作用与 ROS 有关。此外，氧的可利用度影响了抗

生素的作用效果 [25]，而生物体内 ROS 的来源主要

是分子氧，也间接说明了 ROS 在抗生素杀菌过程

中起作用。

2.2　ROS的作用机制模型

基于之前的研究，Collins 团队从多个角度全面

地阐述了 ROS 与抗生素杀菌效应之间的关系：(1)
利用基因芯片对经喹诺酮处理或表达多肽毒素基因

ccdB 后的大肠杆菌分析发现，DNA 旋转酶的抑制

引起了氧化压力、离子摄取与利用、铁 - 硫簇生物

合成的显著变化，由此推断这一系列的变化或许是

铁离子稳态调节被破坏，游离的 Fe2+ 参与 Fenton
反应产生羟自由基所致 [7]；(2)使用荧光染料HPF (3'- 
(p-hydroxyphenyl)fluorescein) 检测胞内羟自由基水

平，结果发现在杀菌类抗生素 ( 如诺氟沙星、氨苄

西林、卡那霉素 )作用下能检测到大量的荧光信号 [26]；

(3) 当加入离子螯合剂 2, 2′- 联吡啶 (2´, 2´-dipyridyl)
或者 ROS 清除剂硫脲 (thiourea)，亦或敲除 iscS 基

因 ( 调控 Fe-S 簇的合成 ) 时，可减轻抗生素对细菌

的杀伤作用 [26] ；(4) 通过基因表达分析发现，烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸 (NADH) 耦合的电子传递是抗生

素杀菌关键的调节通路，而敲除 icdA 基因 ( 编码异

柠檬酸脱氢酶，在三羧酸循环中催化产生 NADH)
后，降低了抗生素的杀伤力 [26]。基于上述结果，

Collins 团队提出 ROS 的积累是抗生素介导的细胞

死亡的共同机制假说，认为药物与其靶目标相互作

用后刺激依赖于三羧酸循环的电子传递链形成超氧

化物；超氧化物损害 Fe-S 簇，使得二价铁可通过

Fenton 反应产生羟自由基；羟自由基氧化损伤 DNA、

蛋白质和脂质，导致细胞死亡 [7, 26]( 图 1)。
2.3　ROS作用机制模型的补充与发展

自此以后，有关 ROS 在抗生素杀菌过程中的

作用机制研究得到了极大发展，这些研究主要集中

在以下两个方面：(1)ROS 的产生和积累对抗生素

杀菌效应的影响。如 Yeom 等 [27-28] 研究发现铁氧还

蛋 白 -NADP 还 原 酶 (ferredoxin-NADP+ reductase，
FprB) 突变株在抗生素处理时相对于野生型表现出

更高的耐受，过表达 fprB 导致细菌对抗生素更加敏

感 (FprB 可催化高价的铁离子形成 Fe2+ 参与 Fenton
反应，过表达该还原酶将导致更多 Fe2+ 的产生，从
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图1  ROS在抗生素介导的细胞死亡中的作用

而加剧羟自由基的产生 ) ；Girgis 等 [29] 用氨基糖苷

类药物对一个转座子突变体库进行筛选发现，2/3
参与电子传递链和氧化磷酸化的基因转座子插入突

变，有利于细菌生存 ( 这些突变可能会减少呼吸酶

参与潜在产生 ROS 的反应或通过电子传递链限制

NADH 消耗和通量，从而限制在氨基糖苷类处理过

程中 ROS 的产生 ) ；当敲除编码过氧化氢酶的基因

(katG、katE、ahpC) 时，抗生素杀菌效果得到增强 [30]

( 这些基因的产物能够消除胞内 ROS)。(2)ROS 作

用与其他细胞应激反应途径之间的关系。如Liu等 [31]

从单基因突变文库 (keio collection) 筛选得到了对多

种抗生素敏感的菌株，发现敲除 recA、recB 或 recC 
( 参与 SOS 反应 ) 会导致大肠杆菌对多种杀菌抗生

素 ( 包括 β- 内酰胺类、氟喹诺酮类和氨基糖苷类 )
的敏感性增加，这表明 ROS 介导的 DNA 双链断裂

或许是抗生素杀菌的原因所在；抗生素的作用会激

活细菌 MazEF 程序性死亡途径 (programmed cell 
death, PCD)，稳定的毒素蛋白 MazF 对于 ROS 的产

生与积累具有一定的调节作用 [32-33] ；此外，笔者课

题组在大肠杆菌中发现了一个对细菌具有保护作用

的基因 yihE( 编码一种新的细菌 Ser/Thr 蛋白激酶 )，

其在药物处理时能够通过拮抗细菌 MazEF 程序性

死亡途径对细菌起到保护作用，是细菌程序性死亡

途径中的关键调控因子 [34]( 图 1)。同时，笔者课题

组还发现 YihE 激酶对细菌的保护功能可能与 ROS
产生和积累有关 ( 待发表 )。这些研究进一步补充

和完善了 ROS 的作用机制模型。

2.4　其他病原体中ROS作用机制的研究

ROS 的积累介导细胞死亡方面的研究并非仅

存在于大肠杆菌中。研究指出，在各种各样的病原

体 ( 假单胞菌、分枝杆菌、沙门氏菌、李斯特菌、

葡萄球菌和链球菌 ) 中都存在相同现象。比如在恶

臭假单胞菌 (Pseudomonas putida) 和铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa) 中，Yeom 等 [27] 研究发现

经抗生素 ( 诺氟沙星、庆大霉素、四环素 ) 处理后，

参与氧化应激的基因 oxyR、ahp、gor 的表达增加，

并且在DNA中检测到更高含量的8-oxo-dGTP (dGTP
的氧化物形式，其整合到核酸上会导致核酸损伤 )，
同时利用检测氧化压力的荧光染料在抗生素处理的细

胞中发现了更高的荧光强度；Pandey 和 Rodriguez[35]

在结核分枝杆菌 (Mycobacterium tuberculosis) 也得到了

类似的结果。在肠道沙门氏菌 (Salmonella enterica)
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和李斯特菌 (Listeria monocy-togenes) 中的铁蛋白样

离子储存蛋白 (ferritin-like iron storage protein)Fri、
Dps 以及离子外排转运蛋白 ( 如 iron-citrate efflux 
transporter, IceT) 都能够保持体内离子平衡从而限制

Fenton 反应，进而保护细胞免于抗生素的杀灭 [36-38]。

这些研究表明药物处理后产生氧化物并介导细菌损

伤的现象广泛存在。

2.5　ROS作用机制的争议

然而，在 ROS 的作用机制研究中也存在一些

争议。一些研究对上述 ROS 作用机制模型提出了

质疑，这些质疑主要针对以下几方面。(1) 对细菌

胞内氧化压力的检测是否具有特异性？有研究指出

HPF 也能被诸如辣根过氧化酶、铁氰化物等非羟自

由基物质氧化，同时在厌氧条件下经抗生素处理后

细菌胞内的 HPF 荧光值也会发生相应变化，因此

HPF 荧光值的变化可能与 ROS 无关 [39]。(2)ROS 的

产生是否影响抗生素的杀菌作用？比如研究发现，

在有氧和无氧条件下，氨苄西林、诺氟沙星的杀菌

效果并无明显区别，抗生素的处理并不会导致耗氧

量的增加，胞内 H2O2 的含量也不会升高 [40] 。因此，

抗生素的杀菌效应不一定和 ROS 有关。(3)ROS 的

清除是否影响抗生素的杀菌作用？ Ezraty 等 [41] 指

出在氨基糖苷类和 β- 内酰胺类抗生素处理后，野

生型和 sodA、sodB ( 编码超氧化物歧化酶 ) 双突变

或 oxyR 突变体之间杀伤效果并无明显差异。(4) 电
子传递链和 Fe-S 簇对于抗生素杀菌作用的影响是

否与 ROS 有关？ Ezraty 等 [41] 指出此影响或许与药

物吸收有关，而非通过 ROS 共有途径，认为 ROS 
参与抗生素杀菌这一理论仍有待商榷。

针对上述质疑，Collins 团队通过后续研究给出了

回应，对 ROS 作用机制模型进行了进一步完善 [8-9, 12]。

不同研究者间不一致甚至相悖的结果或许是不同实

验室实验条件与方法差异以及氧化压力测量方法的

局限所致 [42]。总之，虽然在一些细节上存在分歧，

但人们在对 ROS 的研究中似乎已逐渐形成了 ROS
参与抗生素杀菌的共识，即抗生素与药物靶点特异

结合后，导致离子、代谢、呼吸等的稳态被打破，

诱发细胞氧化还原状态的改变，促进 ROS 等活性物

的形成。ROS 会对脂质、蛋白质、核酸等造成氧化

损伤。当损伤发生后，细胞会启动相应的损伤修复

机制对其进行修复。如果这种损伤在可修复范围内

或者非致死突变，细胞会存活，进而或演变为抗药

菌株；如果损伤超出其修复能力，亦或修复本身机

制及致死突变等原因，最终将导致细胞死亡 ( 图 1)。

3　ROS在抗生素治疗中的应用

大量的研究证据表明，抗生素与靶点结合后会

导致病原菌代谢的紊乱，在此过程中会产生一些诸

如 ROS 等的有害物质，对细胞产生损伤。有目的

地扰乱代谢，增加 ROS 的产生是非常具有前景的

药物开发方向：(1) 通过调节 ROS 产生相关基因的

表达来增强抗生素的效应，如 Lu 和 Collin 利用改

造过的非裂解噬菌体分别表达SoxR(调控氧化应激 )
和 LexA3 ( 抑制 SOS 反应 )，发现与对照组相比，

过表达 SoxR、LexA3 后增强了诺氟沙星对细菌的

杀伤能力；(2) 添加离子调节 Fenton 反应产生更多

的羟自由基以增强抗生素的杀菌作用，例如添加纳

米银离子可干扰代谢过程，使电子传递链产生更多

超氧化物，导致 Fe-S 簇解离更多的 Fe2+ 参与 Fenton
反应产生更多羟自由基，极大地增强抗生素的杀菌

效果 [43] ；(3) 不同抗菌药物联用以增强抗菌作用，

如 Choi 和 Lee[44] 用抗菌肽 Arenicin-1 与抗生素联用

极大地增强了抗生素的效果。以上研究表明，有针

对性地开发作用于 ROS 生物学过程的药物或是解

决当前药物产生抗药问题的一种有效途径。

4　总结与展望

ROS 参与抗生素介导的细胞死亡研究领域的

一些主要研究成果表明，抗生素与其药物靶点结合

会产生诸如 ROS 等因子从而达到杀菌的目的，这

涉及一系列复杂的生理活动，其复杂性远远超过

Collins 团队当初的设想。时至今日，这其中所涉及

的复杂的生理网络尚不清晰，研究中一些问题依然

存在一定的争议，比如离子清除剂在清除 Fe2+ 的同

时是否也会清除参与其他代谢过程的金属离子 ( 如
三羧酸循环过程中的 Mg2+)，从而影响相关酶的活

性，而之前所得结果是否只是因为代谢降低而对药

物耐受而并非 ROS 所致 ；在接受抗生素治疗过程

中，一些常规的抗氧化食品添加剂或药品 ( 如维生

素 C、白藜芦醇、姜黄素等 ) 是否会影响治疗效果。

得到一个清晰的抗生素杀菌机理尚需时日，还需要

相关实验方法的突破及研究者们进一步的研究。但

这些研究在一定程度上为全面了解抗生素杀菌以及

细菌抗药机制提供了一个新的视角，从系统生物学

层面上去研究抗生素杀菌效应将是传统靶点理论的

重要补充。以 ROS 相关生物学过程为靶点开发抗

生素治疗佐剂可增加现有药物的作用效果，也可为

新靶点药物的研发提供新的思路和途径。
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