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ROS在细菌耐药及抗生素杀菌中的作用机制 
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摘要: 抗生素的不合理使用甚至滥用，使得细菌耐药性问题日趋严重。如何解决这一难题是人类目前面临的一

项巨大挑战。除开发新型抗菌药物之外，寻找新的方法以增强现有抗生素的杀菌效果也是一种切实可行的策略。

近期的研究发现活性氧簇(Reactive oxygen species, ROS)在细菌耐药及抗生素杀菌方面均发挥重要作用。非致死

浓度的抗生素作用下产生的 ROS会通过影响 MarR(Multiple antibiotic resistance repressor)-MarA (Multiple anti-

biotic resistance activator)激活药物外排泵，通过 SoxR(Superoxide response transcriptional regulator)-SoxS(Superoxide 

response transcription factor)途径启动细菌应激保护机制以及通过促进 SOS DNA损伤修复系统诱导耐药突变，

从而促成抗生素耐药与耐受的形成。而致死浓度的抗生素作用产生的 ROS 则会参与抗生素杀菌并减少耐药菌

产生。除与抗生素浓度有关外，ROS参与细菌耐药与抗生素杀菌过程还会受到一系列遗传调控因子(如 MazEF、

Cpx、SoxR和 MarRAB)的影响，因此存在一定复杂性。本文综述了 ROS在细菌耐药与抗生素杀菌方面的作用

机制，以期为寻找新的方法以增强现有抗生素杀菌效果，解决抗生素耐药问题提供一定的借鉴和指导。 
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The mechanism of ROS regulation of antibiotic resistance and 
antimicrobial lethality 
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Abstract: Misuse and overuse of antibiotics have led to serious resistance problems that pose a grave threat to human 

health. How to solve the increasing antibiotic resistance problem is a huge challenge. Besides the traditional strategy of 
developing novel antimicrobial agents, exploring ways to enhance the lethal activity of antibiotics currently available is 
another feasible approach to fight against resistance. Recent studies showed that ROS plays an important role in regulat-
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ing both antibiotic resistance and antimicrobial lethality. ROS produced by sublethal levels of antibiotic induces antibiotic 
resistance through activating drug efflux pumps via MarR(Multiple antibiotic resistance repressor)-MarA(Multiple antibiot-
ic resistance activator), triggers the protective function against stress via SoxR (Superoxide response transcriptional regula-
tor)-SoxS (Superoxide response transcription factor), and promotes mutagenesis by induction of SOS system. On the con-
trary, ROS triggered by lethal levels of antibiotic promotes bacterial killing and suppresses resistance. In addition to 
the concentration of antibiotic, the role of ROS in mediating antimicrobial resistance and bacterial killing is also regu-
lated by a series of genetic regulators (e.g. MazEF, Cpx, SoxR, MarRAB). Thus, how ROS contribute to antimicrobial re-
sistance and bacterial killing is complex. In this review, we summarized the mechanism of ROS in regulating antibiotic 
resistance and antimicrobial lethality, which may provide references and guidance for finding new ways to enhance antimi-
crobial lethality of currently available antimicrobials and battling antibiotic resistance. 

Keywords: ROS; bactericidal; resistance; genetic regulation 

抗生素的发现是人类医学史上一个重要的里程

碑，它的出现使细菌感染性疾病得到了有效的控制。

自 1929年发现青霉素后，越来越多不同种类的抗生

素相继被发现并广泛使用。但由于细菌本身存在的

繁殖优势，易使其对相应的生存压力产生耐药性或

耐受性，加之人们对于抗生素的不合理使用甚至滥

用，进一步加剧了致病菌抗(耐)药性的形成[1,2]，尤

其是“超级细菌”的出现使得人们甚至面临着无药可

用的困境。目前主要通过以下几种办法解决耐药这

一难题：研发新型药物，限制抗生素的使用，寻找

新的方法以增强现有的抗生素杀菌效果等。持续开

发新型药物已经变得越来越困难[2]，限制抗生素的

使用虽取得一定成效[3~5]，但并不能从根本上解决问

题[6]，因此寻找新的方法以增强现有抗生素的杀菌

效果[7,8]在当前的研究中颇具前景。 

活性氧簇(Reactive oxygen species，ROS)作为细

胞能量代谢的副产物，在许多生理和病理过程中扮

演重要角色。近年的研究发现，非致死浓度的抗生

素介导积累的 ROS可通过诱导 MarA(Multiple anti-

biotic resistance activator)、SoxS(Superoxide response, 

transcription factor)提高细菌耐药、耐受性的产生[9, 10]，

同时不同种类的抗生素不仅可以通过各自特异的作

用机制杀菌，也可通过抗生素杀菌共有通路产生

ROS 参与抗生素杀菌，减少细菌数目，降低细菌耐

药的产生[11]。因此可以说 ROS在细菌耐药及抗生素

杀菌方面均发挥重要作用。本文对 ROS参与细菌耐

药及抗生素杀菌等方面的研究进展进行了综述，以

期对解决细菌耐药性问题提供新的思路和参考。 

1  ROS的产生与清除 

1.1  ROS的产生 

ROS是一类含氧活性分子的总称，主要有 3种

类型：超氧阴离子(O2•
)，过氧化氢(H2O2)以及羟自

由基(•OH)。广义上，ROS还包括次氯酸盐(HOCL)、

过氧亚硝酸盐(ONOO−)、一氧化氮(NO)等[12,13]。细

菌体内有氧呼吸代谢过程会自然产生少量 ROS，在

外源环境(如抗生素、紫外线、电离辐射或热刺激)

的刺激下则会产生过多 ROS。已有研究表明 ROS不

仅参与抗生素杀菌，而且还可诱导基因突变形成[14]，

这些突变基因有可能是产生抗生素耐药的重要因素[9]，

因此清楚了解ROS产生的具体过程及其在胞内的作

用机制显得尤为重要。 

ROS 是生物有氧能量代谢中生成的副产物。在

细菌内稳态代谢状态下，环境中的氧分子极易扩散

到微生物中，与一系列生物分子产生反应。其中最

重要反应为氧分子与黄素酶(Flavoenzymes)的相互

作用，这一过程可以产生超氧化物和过氧化氢[15]。研

究发现呼吸链也可以产生超氧化物[16]，却不能直接

产生过氧化氢[17]。当在抗生素作用下，细菌胞内呼

吸增强，则产生更多的 ROS[18]。总的来说，胞内 ROS

的产生是在有氧条件下，氧分子通过持续的单电子

传递生成超氧化物，过氧化氢以及有剧烈毒性的羟

自由基的过程。 

1.2  ROS的清除 

为应对 ROS对细胞造成的损伤，生物机体内也

进化出一套自我保护机制。除体内存在的维生素 C、

维生素 E 以及谷胱甘肽等抗氧化剂起到抗氧化作用
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外[19,20]，细胞内还存在许多抗氧化酶保护细胞免受

ROS 的损伤。例如，超氧化物岐化酶(Superoxide 

Dismutases, SOD)可以分解超氧化物生成过氧化氢

和氧(2O2•
+2H+  H2O2+O2)。而过氧化氢又可在

过氧化氢酶或过氧化物酶(Catalase/Peroxidase)作用

下催化分解产生水和氧气(2H2O2  2H2O+O2)。值得

注意的是，在这一过程中，相比过氧化氢酶，过氧

化物酶对过氧化氢具有更高的亲和性，能够催化分

解极微量的过氧化氢[21]。因此细菌在未受到外界压

力情况下，ROS 的产生与清除处于动态平衡，不会

对细胞造成较大损伤。 

而当细菌在抗生素作用下产生的ROS过量积累

时，过氧化氢则会通过 Fenton 反应产生羟自由基 

(Fe2++ H2O2  Fe3++OH+•OH)。大量产生的羟自

由基具有剧烈毒性，且目前尚未发现有相应的酶系

统可以清除羟自由基。因此相对于超氧化物和过氧

化氢，羟自由基会对细胞造成巨大损伤，使得 DNA

断裂、蛋白羰基化、脂质过氧化等，而这些损伤最

终则会引起细胞死亡[22]。 

2  ROS与抗生素耐药 

2.1  ROS诱导 MarA、SoxS参与抗生素耐药 

造成细菌对抗生素耐药的机制有很多[23]，获得

性耐药大都通过基因突变或质粒介导，其中抗生素

处理造成的多重耐药多与外排泵(如 AcrAB-TolC[24])

有关。MarA作为一种转录激活蛋白，一方面通过激

活 acrAB和 tolC基因(二者合成的 AcrAB-TolC为大

肠杆菌最主要的多重药物外排泵)的表达，将药物排

出；另一方面也通过激活 MicF(一种反义 RNA)进而

影响 ompF(编码的 OmpF 是大肠杆菌主要膜通道蛋

白)的表达，降低药物的摄入，从而对多种抗生素产

生耐药[10]。例如研究已证实 marA 基因表达水平的

上升与氟喹诺酮耐药水平升高有关[25]。 

SoxS具有与 MarA相似的功能[26]。除具有调控

抗生素多重耐药功能外，作为超氧化物的感应物[27,28]，

MarA和 SoxS也具有抗氧化胁迫的功能[29~31]。因此

ROS 水平的升高可通过影响 MarA、SoxS 诱导启动

SoxRS-MarRAB-AcrAB外排泵，激活多重药物外排

泵(AcrAB-TolC)使得药物外排从而促进细菌产生耐

药。另外 ROS激活 SoxS后，SoxS还可以上调一系

列具有保护功能的基因表达，帮助细菌逃避抗生素

杀伤，从而使存活下来的细菌有更多机会产生耐药。

例如研究发现 SoxS可以激活应激保护机制，使得超

氧化物除具有杀伤作用外还可诱导保护作用[32]。 

2.2  药物浓度与 ROS参与抗生素耐药的关联 

近年来的研究发现非致死浓度的抗生素介导积

累的 ROS 能够诱发基因突变[9]，如 ROS 所产生的

8-oxo-guanine即是公认的诱变剂[33]。ROS攻击 DNA

产生的损伤也可以诱导 SOS系统，使用容易出错的

DNA 聚合酶进行损伤修复，从而提高细菌突变频

率。通过检测胞内 ROS水平，以及在厌氧情况下实

验研究，证实非致死浓度的抗生素处理能够提高突

变频率、促进耐药产生，并且产生的多重耐药菌与

抗生素诱导产生的 ROS有关[9]。 

对于致死浓度的抗生素药物而言，其能通过抗

生素杀菌共有通路产生 ROS 参与并促进抗生素杀

菌，进而降低细菌数目，减少产生耐药菌机会。最

近研究发现当向抗生素中加入抗氧化剂(降低 ROS

至非致死水平)时，抗氧化剂提高了细菌的存活率与

耐药性[34]。这一结果也再次证明 ROS降低至非致死

水平时无法参与杀菌但能够诱导产生耐药突变。 

3  ROS与抗生素杀菌 

3.1  ROS作为抗生素杀菌的共有通路 

长期以来人们一直认为不同种类的抗生素通过

结合不同的作用靶点和各异的作用机制发挥杀菌作

用。如 β-内酰胺类抗生素在成熟的肽聚糖链上通过

与青霉素结合蛋白(Penicillin-binding proteins, PBPs)

的结合抑制转肽作用，使得肽聚糖合成减少，自溶

素水平升高，促进细胞溶解和死亡[35,36]；氨基糖苷

类抗生素结合到核糖体 30S 亚基特定位点上，造成

延伸中的肽链上错误插入氨基酸，使得蛋白发生错

译以及错误折叠[37]；喹诺酮类抗生素则通过与细菌

两种 IIA 型拓扑异构酶的结合干扰 DNA 超螺旋结

构，造成 DNA 双链断裂，并通过依赖新蛋白合成或不

依赖新蛋白合成途径造成细菌死亡[38]。直到 2007年，

Collins 团队提出不同种类的抗生素可能通过激活呼 

吸链电子传递，诱导大量的ROS积累进而参与杀菌，

并证实在这一过程中，三羧酸循环(TCA)、NADH

的氧化、铁硫簇(Fe-S cluster)的破坏以及 Fenton 反

应均涉及羟自由基的产生与杀菌[11](图 1)。 

其研究发现：(1)使用荧光染料 HPF(3'-(p-Hy-
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droxyphenyl) fluorescein)检测胞内羟自由基水平，发

现在杀菌类抗生素(如诺氟沙星，氨苄西林，卡那霉

素)作用下有大量的羟自由基产生，而在抑菌类抗生

素处理下未观测到类似结果 [11]；(2)使用硫脲(ROS

中和剂)或者联吡啶(游离铁螯合剂)与杀菌类抗生素

共同作用时，检测到羟自由基减少且细菌的生存率

提高；(3)在厌氧条件下部分喹诺酮抗生素的杀菌效果

下降[39,40]。基于上述研究结果，Collins 团队提出抗

生素作用情况下胞内 ROS大量积累并参与抗生素杀菌。 

进一步的研究发现：(1)当敲除编码过氧化氢酶/

过氧化物酶的基因后，三类抗生素杀菌效果都得到

增强[41]；(2)在氨苄西林和卡那霉素杀菌过程中发现

有 DNA修复基因参与(ROS会介导 DNA损伤)[33]；

(3)产生 ROS 的遗传调控途径中的成分会影响抗生

素杀菌[42~46]。这些研究结果从不同角度补充证实了

致死浓度的抗生素能够产生 ROS并促进抗生素杀菌，

进一步验证了 Collins团队的理论。这也就能解释为何

在抗生素作用于细菌时能够检测到氧化应激压力[47,48]，

为何某些抗生素引起的杀伤与初始损伤不同[33,49]。 

然而，ROS 在抗生素杀菌过程中所扮演的角色

并非那样简单。根据抗生素处理条件的差异，ROS

可能会发挥不同作用：具体来讲就是 ROS在低抗生 

 

 
 

图 1  杀菌类抗生素的共有杀菌通路 
Fig. 1  Model for a common mechanism of killing by bactericidal antibiotics 
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素浓度下起到保护作用，而在高抗生素浓度下则帮

助杀菌[50]。并且 ROS参与抗生素杀菌也与抗生素的

种类有关，如某些喹诺酮杀菌完全依赖于 ROS，有

些则不依赖于 ROS[39,51]。 

3.2  对 ROS杀菌共有通路的质疑及原因分析 

由于 ROS介导抗生素杀菌存在一定的复杂性，因

此一些研究对此提出质疑。首先 Collins团队提出的

ROS杀菌共有途径，是基于抗生素压力下 ROS在胞

内的过量积累。但 Liu 等[52]通过实验测定表明，抗

生素处理后细菌的耗氧量并没有升高反而降低，并

且细菌受到抗生素压力时胞内 H2O2 的含量也没有升

高。Liu等的研究还发现氨苄西林、诺氟沙星的杀菌

结果在有氧或厌氧条件下均并无明显差异。与此同时，

Keren 等[53]对荧光染料 HPF 检测活性氧特异性提出

质疑。首先，与有氧条件相比，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。其次，HPF 除了能够被羟自由基氧化外还能

被其它物质氧化，如辣根过氧化酶、铁氰化物等。由

此认为，荧光染料 HPF作为表征胞内活性氧的指标,

其特异性不够理想。另外，Ezraty等[54]对铁硫簇进行

研究，发现铁硫簇的形成仅对氨基糖苷类抗生素杀

菌有影响，并且其在杀菌作用方面所起作用主要与

药物吸收有关，而非通过 ROS 共有途径。基于以上

的研究结果，有些研究者认为 ROS 参与抗生素杀菌

这一理论仍有待商榷。 

针对以上分歧，我们推测可能存在以下原因：

首先需区分初级损伤与由初级损伤引起的细胞内的

反应(如 ROS 积累和次级损伤)。二者都会造成细胞

死亡，因此需要将这二者造成的细胞死亡区分开。

药物的吸收、外排以及靶点相互作用会影响初级损

伤的形成，而且也会显著改变细菌对于药物的敏感

度。因此杀菌实验时须使药物浓度标准化，即使用

相同倍数的最小抑菌浓度(Minimum inhibitory con-

centration, MIC)。其次药物浓度和杀菌时间对杀菌

结果会有很大的影响。如若仅使用单一药物浓度或

者特定时间，可能会遗漏或忽视 ROS介导的效果。

例如厌氧环境对于低浓度的诺氟沙星杀菌有抑制作

用，但却不会抑制其高浓度杀菌[39]。而且高浓度、长

时间的杀菌会杀死绝大多数细菌，仅余下低代谢水

平的持留菌[55]，无法体现出 ROS杀菌效果。另外，

细菌中存在的程序性死亡(Programmed cell death，

PCD)也可能会对结果造成干扰。实验已证实抗生素

压力移除后仍存在由 ROS 介导 PCD 造成的细菌死

亡[44]。因此需要更准确的方法来确认细菌死亡与羟

自由基积累的直接关系。 

至于检测胞内 ROS所用染料的特异性，Hempel

等[56]的研究发现，相比于其它染料，近年研究大量

应用的荧光染料 carboxy-H2 DCFDA 用于指示 ROS

的特异性较好。Dwyer等[57]使用 7种不同检测 ROS

的染料(包含了 carboxy-H2 DCFDA)证实在致死浓度下

诺氟沙星、氨苄西林以及庆大霉素均能够产生大量的

ROS。Lobritz等[18]后续的实验也解释了 Liu等针对抗

生素刺激后耗氧量以及 H2O2生成量没有增加的质疑。 

通过上述分析，我们可以明确抗生素作用时会

产生 ROS并参与抗生素杀菌，但这一过程存在一定

的复杂性。有些抗生素杀菌仅依赖于初级损伤[51]，

并且ROS参与抗生素杀菌与浓度以及作用时间有很

大关联 [50]。因此为观察 ROS 参与抗生素杀菌应先

对抗生素的浓度和作用时间进行摸索[58]。 

4  抗生素压力产生 ROS的遗传调控 

在抗生素作用下，ROS的产生受压力反应调节。

当细菌受到不同种类的抗生素压力刺激时，会产生

特异的初级损伤，随后激活毒素抗毒素系统(即 TA

模型，如 MazEF)。毒素蛋白 MazF既能够降低 katG

基因表达增加羟自由基的产生，也会造成许多

mRNA 的断裂，进而产生错误折叠的短肽。有些错

误折叠的短肽结合到细胞膜上时会激活 Cpx 膜蛋白

压力系统[42]。Cpx一方面上调 YihE蛋白的表达，降

低 MazF 毒力[44]，另一方面 Cpx 的活化以及膜组分

的紊乱会激活 Arc氧化还原感应系统，通过干扰电子转

移复合物(如细胞色素氧化酶)提高ROS水平(图2)。ROS

在低抗生素浓度下起到保护作用，而在高抗生素浓

度下则具有杀菌作用。因此推测在压力调节 ROS产

生过程中存在发挥双向调控作用的因子，目前已发

现的双向调控因子有超氧化物和 Cpx等[50]。 

超氧化物作为双向调控因子，在应对抗生素压

力时既可通过ROS共有通路产生羟自由基起损伤作

用，又可分别通过SoxR和MarRAB发挥保护作用。SoxR 
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作为超氧阴离子的感应物，在细胞内以二聚体形式

存在。每个单体中含有一个[2Fe-2S]中心，它是感知

氧化胁迫的开关 [59,60]。当[2Fe-2S]中心处于氧化态

时，它能够与 SoxS启动子特异结合使 SoxS转录激

活能力显著提高。SoxS蛋白表达上升，进而激活下

游基因表达[61]。所调控的基因包括 acrAB(毒素的外

排)，micF(膜通透性调节)等，这些基因的表达能够

减少氧化损伤。此外，超氧化物也可上调 MarA 的

表达，通过降低药物摄入、增加药物的外排[10]，进而

抑制药物初级损伤的形成，甚至引起细菌耐药。因此

非致死浓度的抗生素产生的超氧化物可通过诱导

SoxRS-MarRAB-AcrAB外排泵系统起保护作用(图 2)。 

5  结语与展望 

不同于细菌自然代谢条件下 ROS的产生，在抗

生素作用过程中ROS的产生与作用具有一定的复杂

性。ROS 在细菌胞内生成积累的过程与一系列复杂

的调控因子有关，而 ROS所发挥的作用则与抗生素

浓度高低密切相关。具体来讲，ROS 一方面能够在

非致死浓度的抗生素作用下通过诱导 MarA、SoxS

介导细菌产生抗生素耐药；另一方面在致死浓度抗

生素作用下又能够参与抗生素杀菌，降低细菌数目， 

 

 
 

图 2  抗生素诱导 ROS产生过程中压力反应调节 
Fig. 2  Antibiotics-induced ROS and the stress-re-

sponse regulation 

降低产生耐药的频率。因此 ROS在细菌耐药和抗生

素杀菌中是一把双刃剑。 

ROS 参与细菌耐药和抗生素杀菌是一个相对复

杂的机制，目前仍存有一些尚未解决的问题。例如

有关抗生素作用下产生ROS的遗传调控机制尚未完

全清楚，若能清楚了解 ROS在抗生素作用下产生的

遗传调控机制并寻找到诱导ROS大量产生的抗生素

佐剂将对增强现有抗生素杀菌效果，降低细菌耐药

性具有重大意义。 

再者，关于 ROS的研究目前都是在体外进行，

与体外实验微环境相比，体内感染的微环境更为复

杂，很难确定其与体外哪种情况下的微环境相同。因

此抗生素诱导细菌产生ROS并参与细菌耐药及抗生

素杀菌是否在宿主体内依然存在也是将来要探索的

另一重大问题。或许后续研究可以通过建立相关动

物感染模型，观察 ROS在体内是否仍与细菌耐药及

抗生素杀菌有关。这无疑将为未来的细菌耐药和抗

生素杀菌研究提供重要信息和新的思路。 
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