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ROS清除剂在细菌抗生素耐受中的作用研究进展

李梦婷    曾洁    刘小东    薛云新    王岱*

(分子疫苗学和分子诊断学国家重点实验室，厦门大学，厦门 361102)

摘要：活性氧簇(ROS)是生物在有氧环境中进行能量代谢时产生的一类分子的总称，ROS不仅在动物、植物以及细菌的生

理过程中发挥着重要的作用，也在研究抗生素杀菌和细菌耐药性的产生上有着重要的功能，添加ROS清除剂有助于我们更好

的研究ROS在细菌对抗菌剂耐受中的作用。本文主要通过对常见的ROS清除剂过氧化氢酶、硫脲、联吡啶、DMSO、褪黑素和

其他较为常见的清除剂等化合物在抗生素杀菌过程中的作用机制、ROS清除剂添加对细菌耐受性的影响及其他生理作用进行综

述，旨在对这些常见的ROS清除剂的不同功能和缺点进行一个更广泛和深入的了解，以便我们在选用相关ROS清除剂时对其作

用机理有较为清楚的了解从而选取合适的ROS清除剂。
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Advances in the role of ROS scavengers in antibiotic tolerance of bacteria
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(State Key Laboratory of Molecular Vaccine and Molecular Diagnostics, Xiamen University, Xiamen 361102)

Abstract    Reactive oxygen species (ROS) is a general term for a class of molecules produced by energy 
metabolism in an aerobic environment. ROS plays an important role not only in the physiological processes of animals, 
plants, and bacteria, but also in the studies of antibiotic sterilization. It has an important function in the production of 
bacterial resistance. The addition of ROS scavengers helps us better study the role of ROS in the tolerance of bacteria 
to antimicrobial agents. In this paper, the mechanism of action of common ROS scavengers such as catalase, thiourea, 
bipyridine, DMSO, melatonin and other relatively common scavengers in the sterilization process of antibiotics, the 
effects of ROS scavenger addition on bacterial tolerance, and other physiological effects were introduced. A review 
of the effects of sexuality and the physiological roles of other organisms in order to provide a broader and deeper 
understanding of the different functions and shortcomings of these common ROS scavengers, so that we will have a 
clearer understanding of the appropriate ROS scavengers when selecting relevant ROS scavengers.
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自从1928年发现青霉素以来，大量抗生素被投

入使用，由于早期人们对抗生素的了解较少，导致

抗生素在很长一段时间内不合理使用，产生了很多

危害，甚至出现了“超级细菌”[1]。常见的杀菌抗生

素可以分为3大类，β-内酰胺类、氨基糖苷类和喹诺

酮类，这些杀菌抗生素在杀菌时存在一条共有的依

赖于ROS的杀菌通路(图1)，即他们与各自相应的初

级靶位点结合后，通过依赖于TCA循环的电子传递
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链产生超氧化物，超氧化物会损坏铁硫簇释放Fe2+，

使Fe2+被Fenton反应氧化，Fenton反应导致羟基自由

基的形成，并对DNA、脂质和蛋白质产生破坏，导

致细胞的死亡[2]。在这一过程中，由于细胞中氧化

剂的产生和自身抗氧化应激能力不足以清除过量的

ROS，过量的ROS对细菌产生毒性造成细菌死亡，

这在抗生素杀菌过程中起着重要的作用[2-3]。

活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)是细胞在

有氧条件下进行能量代谢产生的一类具有氧化活性

的分子总称，包括羟自由基(·OH)、超氧阴离子(O2·
-)

和过氧化氢(H2O2)等，它们在细菌的生理和病理发

展中都起着十分重要的作用[4-5]。在真核生物中，细

胞在正常生理代谢过程中形成的ROS被认为是参与

细胞生长、分化和死亡的重要信号介质[4]，真核细

胞中也存在自身的抗氧化机制来平衡过量的ROS，
以便细胞能在适宜的环境中进行生长代谢。在细菌

中，ROS也能够损伤核酸、蛋白质和脂质，当胞内

ROS水平超过机体解毒作用和修复能力水平时导致

细胞死亡[6]。过量的ROS不仅可以将细菌杀死，也能

使细菌的某些基因发生突变，这也被认为是细菌通

过自发突变获得抗生素耐受和耐药性的方法之一。

细菌对抗生素的耐受性是指细菌对抗生素的MIC不

变，但其在抗生素存在时有较高存活率的一种状态，

在抗生素治疗时，耐受细菌和耐药细菌有着相同的

生存优势，同时，在一定条件下，耐受细菌也较易

发展为耐药细菌，因此消除细菌耐受和耐药问题也

是在抗生素使用过程中噬待解决的问题[1,7]。虽然细

菌可以通过转录调控的方式上调参与氧化应激的蛋

白KatG(hydroperoxidase I)、KatE(catalase II)、SoxS 
(DNA-binding transcriptional dual regulator SoxS)、
OxyR(DNA-binding transcriptional dual regulator OxyR)
和AhpCF(alkyl hydroperoxide reductase)等中和过量的

ROS[8-12]，但是在抗生素作用下产生的大量ROS已经

超过细菌自身的解毒能力，因此通过使用外源ROS清
除剂中和细胞内过量的ROS能够减少抗生素刺激产生

的过量ROS对细菌遗传物质的损伤，从而增加细菌发

生耐受和耐药突变的频率，也已经成为研究细菌发生

耐受和耐药突变机制的一种常用方法[13-14]。

许多细菌感染复发与用抗生素治疗细菌感染

失败都和细菌对抗生素耐受有关。对抗生素耐受

性(tolerance)通常是指细菌在远高于最小抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration, MIC)剂量的杀菌抗菌

剂作用下能短暂存活的能力[15]。目前最新界定细菌耐

受的标准是细菌对抗生素具有较低的MIC，但有较高

的杀死99%细菌所需的最短治疗时间(minimum duration 
of treatment that is required to kill 99% of a bacterial 
population, MDK99)相对于非耐受菌株[16]。先前的研究

报道在使用氟喹诺酮类抗生素奥索利酸和环丙沙星

进行MIC测定和杀菌曲线测定实验中添加ROS清除

剂二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)时并没有

改变细菌对这两种抗生素的MIC但是增加了细菌对

这两种抗生素的MDK99相对于没有添加ROS清除剂的

对照组[17-18]，说明在细菌对抗生素的杀菌动力学测定

实验中添加ROS清除剂能够增加细菌对抗生素的耐受

性，但是目前并没有文献将ROS清除剂对细菌耐受性

进行综述。本文主要通过对常见的外源ROS清除剂过

氧化氢酶、硫脲、联吡啶、二甲基亚砜、褪黑素在应

用方面的研究进行了总结，并对不同的ROS清除剂对

细菌耐受性的影响进行了分析，以期待能更好的了解

外源ROS清除剂的更为宽广的应用范围和作用机制，

从而对研究细菌药物耐受及耐药机制给予理论指导。

1    过氧化氢酶

过氧化氢酶(catalase, CAT)是一种比较常见的

ROS清除剂(表1)，于1811年被泰纳尔首次发现，其

主要功能是将过氧化氢分解为O2和H2O，避免机体受

到H2O2的损伤。常见的过氧化氢酶主要有3类：单功

能过氧化氢酶、双功能过氧化氢酶、非血红素(锰)和
小过氧化氢酶[19]。在有氧化应激的细胞中，过氧化

氢酶的存在能够降解过多的H2O2，从而抑制Fenton反
应，减少细胞的死亡[21]。

图1    抗生素诱导杀菌的机制

Fig. 1   The common mechanism of which antibiotics kill bacteria
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在细菌中过氧化氢酶的灭活或缺失能增强抗生

素的杀菌能力，而过氧化氢酶的表达能减少细菌胞

内H2O2的浓度，提高细菌对抗生素的耐受性，从而

减少抗生素对细菌的杀伤作用。特别在研究ROS引
起的氧化应激和抗菌性抗生素介导的ROS杀菌等问题

上，过氧化氢酶发挥着重要的作用[13]。如通过青蒿琥

酯灭活过的过氧化氢酶或敲除相关的过氧化氢酶合成

基因可以增加抗生素的杀菌能力[22]；在铜绿假单胞菌

中通过严谨反应调节过氧化氢酶可以保护铜绿假单胞

菌免受H2O2和抗生素介导的杀伤作用[23]；在呼吸道

相关的机会致病菌和嗜水气单胞菌等的存活中，过

氧化氢酶也起着重要的调控作用[24-25]。

在植物和动物等中，过氧化氢酶活性也起着十

分重要的作用。在植物中，病原菌诱导的氧化还原

核仁毒素Ⅰ(NRXⅠ)可以通过保护过氧化氢酶等，提

高过氧化氢酶的解毒能力，从而保护细胞免受氧化

应激的损伤[26]；在水稻细菌性枯叶病中，由黄单胞

菌和米曲霉编码的CAT有助于细菌免受PCA(吩嗪-1-羧
酸)诱导的压力[27]。在动物中，过氧化氢酶参与了体内

的多种生理反应，如过氧化氢酶通过调节ROS的水平

来参与宿主肠道与微生物的体内平衡[28]；肿瘤细胞中

的肿瘤因子P53和表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCC)
的抗癌功能也被认为可能是通过保持过氧化氢酶的活

性来抑制ROS的积累，以此保护正常细胞免受内源性

ROS的损伤[29-30]。在环境保护方面，污染环境中的过

氧化氢酶可能在对活性氧的抗性及降解特定污染物等

方面发挥着巨大的作用[31]。但CAT是一种酶，它在使

用时对周围环境较为敏感，比较容易失活。

2    硫脲

硫脲(又称硫代尿素，thiourea)(表1)，是一种

化工产品，常用于工业方面，如染料、树脂等的原

料，因其能与氧化剂发生强烈的化学反应，在细菌

和植物中也是一种良好的羟基自由基清除剂。

硫脲常用于研究抗生素杀菌，是由于过量的

ROS产生的氧化毒性能导致细菌死亡，而非抑制浓

度的硫脲的添加，能减少细菌胞内羟基自由基的浓

度，增加细菌对抗生素等引起ROS增多物质的耐受

性，从而提高细菌的存活率。Grantss等[32]发现在耻

垢分枝杆菌和结核分枝杆菌的持留菌中维持有较高

的溶解氧，当抗生素处理时，细菌会发生死亡，而

在其中加入硫脲后，细菌的存活率会大大的增加；

在大肠埃希菌中，添加亚抑制浓度的硫脲会减少细

菌内羟基自由基的积累，使细菌不被氨苄西林、卡

那霉素和环丙沙星3种杀菌性抗生素的杀死[18]；在亚

致死浓度的抗生素处理的细菌中，会诱导细菌基因

组发生突变，导致细菌耐药性的增加[33]，而加入硫

脲能明显减少抗生素诱导产生的耐药突变[14]。精油

中的主要成分含氧单萜柠檬醛和香芹酚是一种抗微

生物剂，为研究其与常见的杀菌性抗生素的机制的

异同，会添加硫脲作为ROS清除剂，来探究其机制

是否与ROS有关[34]。在研究大肠埃希菌对脂肪酸的

利用的实验中，添加硫脲能显著降低胞内的H2O2的

浓度，减少H2O2对大肠埃希菌生长的抑制，促进了

脂肪酸转变为L-赖氨酸，也为工业上L-赖氨酸的生

产提供了很好的指导意义[35]。在农业上，硫脲的使

用也较为广泛，在农作物的叶片上施用硫脲不仅可

以增强田间条件下不同作物的胁迫耐受性，也能增

加农作物的产量和含油量[36]。但硫脲在使用时会对

环境和人造成较大的伤害，且容易致癌，使用过程

中需做好防护措施。

3    联吡啶

联吡啶(bipyridine, DIP)主要有2,2'-联吡啶和4,4'
联吡啶(表1)，是由三氯化铁与吡啶反应而得到的，

主要用于有机合成，是医药中间体，本文主要阐述

表1    常见的ROS清除剂

Tab. 1    Common ROS scavengers
ROS清除剂 清除类型 抗生素 增加耐受性 细菌自主合成 参考文献

过氧化氢酶 H2O2 环丙沙星、利福平等 是 是 [13]

硫脲 羟基自由基 氨苄西林、卡那霉素、达托霉素、诺氟沙星、环
丙沙星、利福平、异烟肼等

是 否 [14, 18, 32, 33, 70]

联吡啶 螯合亚铁离子，
降低Fenton反应

达托霉素、莫西沙星、奥索利酸、诺氟沙星、黏
菌素等

是 否 [18, 37, 38, 42, 70]

DMSO 羟基自由基 氨苄西林、卡那霉素、环丙沙星、奥索利酸等 是 否 [17]

褪黑素 羟基自由基 环丙沙星等 有待确定 是 [52, 71]

白藜芦醇 羟基自由基 环丙沙星、卡那霉素、达托霉素等 是 否 [57, 62]

谷胱甘肽 H2O2，羟基自由基 氟喹诺酮类抗生素等 是 否 [66, 68]
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的是2,2'-联吡啶的功能和用途。

2,2'-联吡啶也是金属离子螯合剂，在ROS的相

关实验上，添加在细菌中时能很好地鳌合Fe2+，降低

Fenton反应的发生，减少ROS的产生，增加了细菌

对相关物质的耐受性，增强了其存活率。如在大肠

埃希菌中，添加亚抑制浓度的的硫脲和2,2'-联吡啶

能够显著减少奥索利酸或诺氟沙星处理时细菌胞内

的羟基自由基的浓度，增强了大肠埃希菌对这两种

抗生素的耐受性，减少了对大肠埃希菌的杀死[37]；

在其他探究铁离子作用的相关抗生素和ROS实验方

面，2-2'-联吡啶也发挥了重要作用，在含有鲍曼不

动杆菌的培养基中，加入2-2'-联吡啶来鳌合环境中

的铁，会使得其较易获得多黏菌素抗性 [38]；使用

2-2'-联吡啶预处理细胞也可以保护原核细胞和真核

细胞免受金属离子介导的过氧化氢分解引起的氧化

作用对细胞造成的损伤[39-40]。同时在蜡状芽胞杆菌的

生物膜的研究中，使用2-2'-联吡啶来降低环境中的

铁，当环境中游离的铁被清除时，蜡状芽胞杆菌的

生物膜形成会明显减少[41]；在研究无胸腺嘧啶死亡

(TLD)的机制过程中，为探究ROS与细菌内TLD的关

系时，添加无机化合物2-2'-联吡啶作为ROS清除剂，

显著减少了细胞的死亡，探究结果也显示ROS促进

了细菌内的TLD[42]。

2,2'-联吡啶也通常存在于许多生物活性天然产物

的活性中心，在其中发挥着十分关键的作用。几种

常见的从蓝色链霉菌或链霉菌属等中分离出来的天

然化合物，如caerulomycins、SF2738、collismycins
和pyrisulfoxins等[43]，它们具有抗炎、抗菌或抗细胞

毒性的作用。例如，caerulomycins A和caerulomycins 
C显示出抗生素活性[44]；collismycins C具有较强的抗

生物膜功能和较弱的抗生素活性和细胞毒性[43-45]；

pyrisulfoxins A对小鼠白血病细胞有毒性[46]。但2,2'-
联吡啶的大量使用也会造成人的损伤和环境的污

染，这是限制其使用的一个重要因素。

4    二甲基亚砜

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)是种含

硫的有机化合物，常温下为液体，是一种良好的溶

剂—既能溶解有机物又能溶解无机物，极性较强且

沸点较高，有在较宽的温度范围内保持液态的特性

等，所以被称为“万能溶剂”(表1)。在体内或体外

实验中，DMSO经常被用作溶剂溶解一些水溶性或

水不溶性的药物或测试样品，且使用DMSO作为溶

剂的药物在进行药物MIC的测定时，会显示更低且

范围更窄的MIC值。

DMSO也是一种有效的羟基自由基清除剂。非

抑制浓度(1/2MIC或1/3MIC)的DMSO，能显著减少

氨苄西林、卡那霉素、环丙沙星和奥索利酸存在时

细菌胞内ROS的积累，增加细菌的对这些抗生素的

耐受性，进而提高细菌的存活率[17]；利用DMSO产

生的甲烷和甲醛已经被用于检测和评估羟基自由基

的产生对一些生物系统中的作用[47]。

DMSO在其他方面也有着很好的作用及应用前

景。在铜绿假单胞菌中，添加非抑制浓度的DMSO可

以显著地抑制其中的绿脓菌素的产生，从而降低铜

绿假单胞菌的毒性[48]；在琥珀酸杆菌利用甘油的过程

中，添加1%~4%的DMSO作为外部电子，会显著提

高甘油的消耗和琥珀酸的产生，这对生物催化利用

甘油和琥珀酸的生产开辟了良好的应用前景[49]；在

DNA修复方面，DMSO能够修复由γ-辐射诱导产生

的单链DNA的断裂[50]；在动物实验方面，以大鼠为

模型，现已证明DMSO能够消除由硫代乙酰胺诱导的

大鼠肝硬化，且也剂量依赖性地降低由庆大霉素导致

血浆尿素浓度升高和肌酐浓度的升高，25%的DMSO
能够完全预防庆大霉素造成的肾毒性的发展[51]。这些

都为DMSO的广泛利用提供了实例。

5    褪黑素

褪黑素(N-乙酰基-5-甲氧基色胺，melatonin)是
一种色氨酸衍生的内源性小分子物质(表1)，于1958
年在牛松果腺中被发现，随后证明在微生物、植

物、动物中均存在，并参与机体的各种生理功能进

程。它对人体危害较小，暂时未发现其明显的危害

作用。褪黑素已被美国FDA批准上市，在日常生活

中，褪黑素也是一种常见的保健药品，主要用于改

善睡眠等症状。

高于生理浓度的褪黑素处理细菌时，细菌对环丙

沙星(ciprofloxacin, Cip)的最小抑制浓度升高了，Cip对
细菌的杀伤能力也降低了，这种现象被推测与褪黑素

能减少由Cip杀菌时引起的ROS增多使细菌对Cip产生

了耐受性有关[52]，但具体机制有待研究。褪黑素作为

抗氧化剂，能够有效的清除细菌胞内的自由基，在许

多体外细胞和体外组织等上均有良好的效果；褪黑素

在清除自由基的同时，也能上调胞内的几种抗氧化酶

的表达，如谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶和

过氧化氢酶等，从而加快自由基的清除[53]。

一定浓度下褪黑素也能有效地对抗各种细菌或

病毒的感染，也能有效地清除胞内的ROS。在多重
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耐药的革兰阳性菌耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和革

兰阳性菌耐碳青霉烯类的铜绿假单胞菌和鲍曼不动

杆菌中，体外添加较低浓度的褪黑素会有明显的抗

菌作用，且抗菌作用在革兰阴性菌中较革兰阳性菌

中好[54]；使用褪黑素也可以有效的控制结核分枝杆

菌、幽门螺杆菌、支原体等引起的细菌感染或一些

病毒感染[55-56]。

6    其他ROS清除剂

其他较常见的ROS有白藜芦醇和谷胱甘肽。白

藜芦醇(resveratrol)(表1)，又称芪三酚，是一种具

有天然活性的多酚类抗氧化物，主要从植物中分离

出，其中葡萄中含量较高。在体外实验中，在用抗

菌素处理的大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌中，亚抑

制浓度(1/2MIC)的白藜芦醇能通过减少细菌胞内ROS
的含量，增强它们对相关抗生素的耐受力，显著地

降低抗菌素对这些细菌的致死率，同时也能促进细

菌产生利福平耐药突变体[57]。但白藜芦醇对细菌也有

一定的杀伤作用，这可能与白藜芦醇的使用浓度有

关。在大肠埃希菌中，白藜芦醇对大肠埃希菌有一定

的抗菌性，而这种杀伤作用是通过对其细胞膜上的位

点进行特异性损伤来介导的[58]；白藜芦醇对食源性的

人类致病菌伤寒沙门菌也有抗菌性，它能增加细菌外

膜的渗透性和膜的去极化而使细菌被杀死[59]；白藜芦

醇对白念珠菌也有杀菌作用，但它在起作用的同时对

人的红细胞无溶血活性，是治疗真菌感染的一种较好

的药物[6-61]；在癌症及其他疾病方面，白藜芦醇也有

着很好的作用，如白藜芦醇与盐霉素联用可以显著增

强白藜芦醇的抗癌活性，与雷帕霉素联用可以诱导膀

胱癌细胞系的死亡，同时白藜芦醇在预防胃癌、肥胖

及代谢相关的病症方面均有潜在价值[62-65]。

谷胱甘肽(glutathione, GSH)(表1)，是一种存在于

人体细胞内的三肽硫醇类的抗氧化剂，它有还原型和

氧化型两种，生理条件下还原型较为常见。抗氧化剂

谷胱甘肽对氟喹诺酮类的抗生素杀菌有着很大地保护

作用，且这种特点是氟喹诺酮药物所特有的[66]，这与

氟喹诺酮类抗生素产生ROS的能力有关，氟喹诺酮

类产生ROS的能力较强，在使用GSH时能较完全的

清除胞内的ROS，使细菌对氟喹诺酮类药物产生耐

受性，从而能保护细菌不被氟喹诺酮类药物杀伤。

GSH也能显著降低细菌对抗生素的敏感性，如

在大肠埃希菌中，改变细胞内或细胞外的谷胱甘肽

水平可以显著影响其对环丙沙星及氨苄西林的敏感

性[67]；临床分离的耐碳青霉烯类的鲍曼不动杆菌中

也发现了类似现象，添加亚抑制浓度的谷胱甘肽与

头孢他啶、氨曲南、羧苄青霉素、美罗培南等抗生

素联用时会降低它们的MICs，且亚抑制的谷胱甘

肽与美罗培南有着协同杀菌作用，这些为外源性的

GSH与抗生素联用来治疗临床上多重耐药鲍曼不动

杆菌感染提供了可能[68]；谷胱甘肽也能对金黄色葡

萄球菌、肺炎链球菌和铜绿假单胞菌等感染性细菌

表现出明显的浓度依赖性抑菌[69]。

7    展望

在常见的ROS清除剂中，每种清除剂不仅在作

为ROS清除剂上有着良好的效果，也在其他方面也

发挥着巨大的潜在作用。从其来源方面，过氧化氢

酶和褪黑素为内源性的物质，而硫脲、联吡啶和

DMSO作为化工产品，属于外来物质，对机体有可

能会产生其他的影响。不同的ROS清除剂使用时对

机体的危害也不尽相同的，其中过氧化氢酶、褪黑

素和谷胱甘肽作为内源物质对人体的危害可能较

小，目前也未发现二者对人体有明显的较大的伤害

作用，白藜芦醇作为植物中的提取物，对人体也属

于外来物质，而其他几种清除剂在使用时或多或少

会对人体造成不可逆的损伤，因此，在选用ROS清
除剂时不仅要关注其可能发挥的作用，也需要根据

其使用效果及量的多少和使用频率来确定相应的清

除剂。同时也期待更多的效果较好且对机体危害较

小的ROS清除剂的发现。

此外，在很多杀菌抗菌剂杀菌机制的探究中

关于ROS产生导致细菌死亡的机制研究中都会使用

ROS清除剂，如硫脲，联吡啶和DMSO等[18,37,42]，从

而验证确实是ROS过量导致细菌死亡。但是，目前

并没有研究详细报道每一种ROS清除剂所分解的具

体ROS组分，实际上本研究还不能完全将这些ROS
清除剂的具体功能细分，在未来的研究中我们期望

能有更多相关的研究成果来填补这些不足，以期能

更详细的探究细菌对抗生素耐受的具体机制，为新

药靶的发现及新药的开发提供理论基础。
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