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问号钩端螺旋体致病机制和新型疫苗及

细菌耐药性研究进展
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[摘 要]钩端螺旋体(简称钩体)病是重要的人兽共患传染病之一，但其致病机制至今不明，目前

也无可预防所有问号钩体血清群、型感染的通用型疫苗。细菌耐药性一直是医学微生物学和传染病

学关注的重大问题之一，近年发现二元信号传导系统(TCS)与某些细菌耐药性密切相关。根据近年

国内外有关研究资料，文中就问号钩体致病物质及其作用机制、相关信号传导通路及其致病意义，

以及TCS在肺炎链球茵对青霉素和头孢胺噻耐药性形成、结核分枝杆茵对异烟肼和乙胺丁醇耐药

性影响的最新研究进展进行简要介绍。

[关键词] 钩端螺旋体，问号／致病力；致病机制；基因工程疫苗；抗药性，细茵；二元信号传导

系统

[中图分类号]R 377．5 [文献标识码]A [文章编号]1008—9292(2008)06—0537—07

问号钩端螺旋体(Leptospira interrogans)

(简称钩体)可经皮肤或黏膜迅速侵入人和多种

动物体内引起感染，人类感染后引起以发热、黄

疸、出血为主要症状的钩体病，动物感染后大多

症状轻微或无症状。由于问号钩体自然宿主众

多，并经污染的水源迅速传播，故钩体病是全球

性流行、洪涝和地震等自然灾害时需重点防疫

的人兽共患传染病[1{]。

钩体病的病理改变与内毒素中毒相似，但

早已证实问号钩体内毒素的毒性明显较低[1]。

至今未发现问号钩体能产生外毒素，其基因组

中也无外毒素基因口4]，有无侵袭性毒力因子也

未获证实，故问号钩体致病物质和致病机制不

明。问号钩体血清群、型众多，不同地区优势流

行的血清群、型可有明显差异，且各血清群之间

交叉保护作用较弱或无[1]，故目前仍采用当地

主要流行的数种问号钩体血清群制备的多价全

菌死疫苗进行免疫接种，但该疫苗副作用很大，

且对其它血清群感染无保护作用而导致钩体病

暴发流行[1七]。因此，研制能预防所有血清群、型

感染的通用型问号钩体疫苗具有重要意义。

细菌耐药性一直是困扰细菌性传染病有效

治疗的棘手问题。以往人们认为，细菌产生药物

钝化酶、药物作用靶位突变、外膜通透性改变和

主动外排是引起耐药性的主要机制。近年来，细

菌二元信号传导系统(two—component signal
transduction systems，TCS)与耐药性的关系开

始受到关注。初步研究结果证实，某些细菌TCS

参与甚至主导耐药性的形成。因此，阻断耐药性

相关细菌TCS介导的信号传导，有可能成为对

抗耐药性细菌感染的有效途径。

1致病物质与致病机制

1．1 侵入与黏附侵入宿主并黏附细胞是所

有寄生性病原微生物具有的本能，也是其致病
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过程的启始阶段。早已发现，问号钩体能迅速穿

越人、动物的皮肤或黏膜侵入宿主体内，并引起

钩体血症，表明该病原菌有强大的侵袭能力，但

相关侵袭因子及其作用机制至今不明。

我们发现，问号钩体奇特地以其菌体一端

或两端黏附于小鼠单核一巨噬细胞J774A．1、猴

肾上皮细胞Vero及小鼠成纤维细胞L929，双曲

钩体则否；问号钩体黏附宿主细胞的部位似乎

是胞外基质(extracellular matrix，ECM)而非

传统观念中的细胞膜【5-6]。Choy等报道，问号钩

体可通过其外膜中的LigA和LigB蛋白与ECM

蛋白分子结合[7]。ECM主要蛋白分子有层粘连

蛋白(1aminin，LN)、纤维纤连蛋白(fibro—

nectin，FN)、核心蛋白多糖(deeorin，DEN)和

胶原蛋白(collagen，COL)。目前已证实，问号

钩体外膜蛋白Lsa24、endostatin样蛋白和一种

分子量为36 kMr的蛋白分别可与FN和LN结

合阻10]。除FN和LN外，问号钩体还可与DEN、

COLl、GOL2和GOL4结合[61；采用靶基因敲

除技术，证实了问号钩体ii型分泌系统(T3SS)

成员FliR与黏附细胞密切相关[1川。上述研究资

料提示，问号钩体可能主要通过ECM分子黏附

细胞，问号钩体T3SS可能与其分泌能结合

ECM分子的黏附分子有关。

问号钩体黏附J774A．1和Vero细胞数十

分钟后，开始侵入宿主细胞内形成吞噬泡，其中

强毒力的黄疸出血群问号钩体能侵入细胞核，

弱毒力的波摩那群则否[53；问号钩体侵入

J774A．1细胞时发生微丝为主、微管不参与的

细胞骨架重排，PI。C／PKC通路介导了该细胞

骨架重排过程的信号传导[1引。上述研究资料显

示，问号钩体可能是一种胞内寄生菌，问号钩体

侵入宿主细胞是其与细胞相互作用的结果，能

否侵入细胞核可能与问号钩体毒力密切相关，

但问号钩体侵入细胞及细胞核相关的毒力因子

未明。

1．2定植与繁殖 问号钩体最主要的自然宿

主是黑线姬鼠等野生鼠类，其次是猪、牛等家

畜。野鼠感染问号钩体后对其生存无明显影响，

可长期肾脏带菌并不断从尿液排菌，由于整个

钩体病病程中，仅在感染早期出现一次钩体血

症[1。2]，提示问号钩体必然在宿主肾脏中繁殖。

在以往的实验中，我们曾发现问号钩体可

能在猴肾成纤维细胞Cos一7中有繁殖现象。最

近我们发现，问号钩体侵入不同物种的单核一巨

噬细胞后，其结局可有明显差异：侵入鼠单核一

巨噬细胞J774A．1后形成吞噬泡，继而与溶酶

体融合，问号钩体活力和数量明显下降[1幻；侵

入人单核一巨噬细胞THP一1后不出现吞噬泡，

也不与溶酶体融合，并随感染时间延长，问号钩

体在细胞内繁殖而数量明显增加。上述结果提

示，某些肾组织细胞、人单核一巨噬细胞可能是

问号钩体繁殖场所。此外，侵入鼠单核一巨噬细

胞的问号钩体被杀灭，侵入人单核一巨噬细胞的

问号钩体则可存活并繁殖，可部分解释鼠类感

染问号钩体后无症状、人感染后发病的现象，可

能与不同物种单核一巨噬细胞杀灭问号钩体能

力差异有关。

1．3毒力因子 如前所述，问号钩体无外毒

素，其内毒素毒性较低，有关侵袭性毒力因子研

究报道也甚少。随着两株黄疸出血型问号钩体

全基因序列测定工作的完成[3“]，给问号钩体毒

力因子研究注入了新的动力。

Lee等报道，问号钩体溶血素Sph H对哺

乳类细胞有膜成孔毒素的毒性[13J。Zhang等的

研究结果显示，问号钩体鞘磷脂酶溶血素SpH2

有细胞毒性，并可诱导某些哺乳类细胞发生细

胞凋亡[1钊。有文献报道，结核分枝杆菌和麻风

分枝杆菌mce基因产物与侵袭细胞、巨噬细胞

内存活密切相关[】5。钊，立克次体和沙门菌invA

基因与其侵入宿主细胞及胞内生存密切相

关[17d副。问号钩体基因组中有race和invA基

因[3-4]，但其产物是否具有结核分枝杆菌Mce蛋

白类似的侵袭功能尚无研究报道。我们的实验

结果显示，不同血清群问号钩体株均有m{2e和

invA基因，不致病的腐生性双曲钩体

(Leptospira biflexa)则否，感染细胞前race和

invA基因无表达，其mRNA水平也很低，感染

细胞后不仅转录水平上调约4～6倍且出现明

显的产物表达[1引，提示该两个基因与问号钩体

毒力密切相关。更令人感兴趣的是，采用基因芯

片技术检测问号钩体感染细胞前后表达谱的初

步结果显示，问号钩体感染细胞后，其内毒素合

成途径中间往后的有关酶类表达水平明显上
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调，内毒素定量检测结果表明，问号钩体感染细

胞后的内毒素活性明显高于感染前。以往一直

认为，作为细胞壁结构成分的内毒素，其含量是

稳定不变的，提示存在感染时问号钩体内毒素

含量应激性增加的可能性。

1．4细胞凋亡与坏死业已发现，不少病原微

生物诱导的宿主细胞凋亡，与传染性疾病的发

生和发展密切相关。Merien等及我们的实验结

果分别证实，问号钩体可诱导豚鼠体内肝细胞

及体外培养的小鼠单核一巨噬样细胞凋

亡[5’12’踟，但其机制不明。

众所周知，细胞凋亡通常在胞内半胱天冬

氨酸酶(caspase)信号传导通路介导下完成，经

Fas／FasL激活caspases是最为常见的凋亡相

关信号通路。研究结果显示，问号钩体诱导的小

鼠单核一巨噬样细胞caspase一3和一6活性增高约

10倍或以上，抑制剂阻断caspase一3和一6后细

胞凋亡率明显下降[2¨。令人感兴趣的是，问号

钩体感染细胞不仅增强了Fas的表达，FasL表

达水平也明显上调，用中和抗体封闭FasL后细

胞凋亡率明显下降[2引。令人感到意外的是，我

们发现问号钩体感染小鼠单核一巨噬细胞后可

导致约50％细胞凋亡、另约50％细胞坏死，感染

人上皮细胞则引起坏死，但感染鼠、猴或人肾上

皮或成纤维细胞后既不引起细胞凋亡也不发生

细胞坏死，表明问号钩体对不同种类细胞致病

性的差异。

已知不同的细胞信号传导通路介导不同的

生物学效应。如前所述，问号钩体可能主要通过

ECM分子黏附细胞，而不同ECM分子偶联的

细胞信号通路有差异。故我们推测，可能由于不

同种类细胞ECM分子分布和含量不同，导致细

胞感染问号钩体后的结局明显不同。

2新型问号钩体疫苗研制

2．1 多价外膜疫苗 接种疫苗是预防和控制

传染病最为经济和有效的措施。如前所述，现行

使用的多价问号钩体全菌死疫苗有一定的免疫

预防效果，但副作用很大且无交叉保护作用。本

实验室曾以问号钩体外膜为抗原，研制了多价

问号钩体外膜疫苗。尽管该多价外膜疫苗无明

显的副作用且免疫效果更好，但仍无交叉保护

作用。因此，研制新型通用性问号钩体疫苗将对

防控钩体病产生重大影响。

2．2属特异性抗原 研制通用性问号钩体疫

苗的先决条件是筛选和确定问号钩体属特异性

抗原。有文献报道，外膜脂蛋白LipL21、

LipL32、LipL41和OmpLl仅存在于问号钩体

中[23七引。我们也曾发现，在我国流行的问号钩体

血清群均含上述基因，但lipL21基因无基因型

区别，lipL32、LipL41和OmpLl基因分别可有

2、3、2个基因型。上述问号钩体属特异性抗原

的研究结果，使得通用性问号钩体基因工程疫

苗研制有了可行性。

2．3通用型基因工程疫苗 基因工程疫苗优

点颇多，但存在因抗原单一而免疫效果较差、生

产成本较高的缺点。采用构建融合基因表达由

柔性肽连接的多个不同蛋白抗原，并以该多价

抗原大分子研制基因工程疫苗，已被证明是提

高其免疫效果的有效手段。为此，我们根据大肠

杆菌偏爱密码子改建了表达量较低的问号钩体

lipL21基因，构建了iipL32／1一lipL21一OmpLl／2

人工融合基因及其原核表达系统，优化了表达

条件使重组融合抗原产量提高了3．7倍；同时

采用Western Blot证实，不同血清群感染的钩

体病患者血清均能与重组融合抗原杂交，为进

一步研制通用性多价问号钩体基因工程疫苗奠

定了坚实的基础[2 6‘。

近年来，多抗原肽(multiple antigenic

peptide，MAP)疫苗是以人工合成多聚氨基酸

高分子与抗原表位肽交联的复合体，具有同时

提呈多个抗原表位、抗原提呈作用强、各抗原肽

分枝之间能以非共价结合形成构成表位而提高

免疫效果等优点[271。此外，抗原表位通常是少

于30个氨基酸的短肽，故可通过串联表达而提

高产量。因此，采用MAP疫苗研制策略，不失

为是一条避免常规基因工程疫苗缺陷的有效途

径。确定抗原表位是研制MAP疫苗的前提之

一，故我们已采用噬菌体展示和Western Blot

技术，完成了上述问号钩体属特异性外膜蛋白

T和B细胞联合表位的筛选和鉴定，为研制通

用性问号钩体MAP疫苗提供了基本条件[2副。

3 TCS与细菌耐药性

3．1 TCS任何生物必然与其生存环境发生
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相互联系和影响，实现这种相互联系和影响的

唯一方式，是通过信号传导系统进行彼此之间

的信息应答、交换并作出适应性反应。与哺乳类

动物细胞比较，细菌信号传导系统相对简单，一

般由两类分工明确的蛋白组成，故称之TCS：①

跨膜传感器蛋白(sensor protein)：通常是具有

信号受体功能的组氨酸激酶；②胞浆内的应答

调节蛋白(response regulator protein)，通常被

传感激酶磷酸化后激活，具有转录因子样作用，

通过调节靶基因产物表达水平对环境信号进行

适应性反应。目前认为，每种细菌至少有数十个

不同的TCS，使细菌能对多种多样的环境信号

作出反应。

对于细菌而言，抗菌药物也是外界信号。一

个普遍存在的现象是，环境中无抗菌药物时，细

菌药物钝化酶表达水平很低，加入抗菌药物可

诱导药物钝化酶表达水平明显上调。此外，外膜

通透性改变和主动性药物外排也应是细菌获得

抗菌药物信号时的适应性反应。因此，某些TCS

与与细菌耐药性必然有密切关系，但目前相关

研究报道甚少。

3．2肺炎链球菌TCS与耐药性 有文献报

道，CiaH／CiaR TCS相关不能形成感受态的肺

炎链球菌可产生对青霉素及头孢胺噻的耐药

性[2 9。。comD／comE是调控肺炎链球菌感受态

形成的TCS，其中ComE可调节编码感受态刺

激肽(competence stimulating peptide，CSP)

comC基因的表达，经CSP作用形成感受态[3 0。。

因此，CiaH／CiaR和comD／comE两个TCS可

能与肺炎链球菌耐药性产生有关。

我们重组表达了上述5个基因产物并制备

了其抗血清，并发现CiaH、CiaR被抗血清封闭

后，敏感菌株可出现对青霉素和头孢胺噻的耐

药性，但对耐药菌株耐药性无明显影响；ComD

和／或ComC被抗血清封闭后，头孢胺噻敏感菌

株可出现耐药性，但耐药菌株耐药性无明显改

变，也不影响各菌株对青霉素的耐药性[3川。上

述结果显示，CiaH／CiaR和eomD／eomE确为

肺炎链球菌对青霉素和头孢胺噻耐药相关的

TCS，但是，各TCS深层次的作用机制与相互

调控关系对肺炎链球菌耐药性的影响仍有待于

进一步研究。

3．3结核分枝杆菌TCS与耐药性结核病是

典型的再发传染病(re—emerging disease)之一，

耐药菌株流行是其发病率不断升高的主要原

因。已知异烟肼须经结核分枝杆菌过氧化氢酶

一过氧化物酶氧化后，才能形成能抑制分枝菌酸

合成的活性中间产物，乙胺丁醇抗结核机制是

选择性地抑制结核分枝杆菌合成细胞壁组分阿

拉伯半乳及甘露聚糖。有文献报道，结核分枝杆

菌编码过氧化氢酶一过氧化物酶的katG基因表

达上调而非突变，可使结核分枝杆菌对异烟肼

高度敏感，编码阿拉伯糖基转移酶的embA／

embB基因过度表达，可使细菌持续合成上述

阿拉伯聚糖而对乙胺丁醇耐药[3}3引。任何细菌

基因表达必然受其二元信号传导系统调控，结

核分枝杆菌katG和embA／embB基因也不例

外[3引。我们初步的实验结果显示，senX3／regX3

和pknH／embR分别是调控katG和embA／

embB基因的TCS，其对结核分枝杆菌耐受异

烟肼和乙胺丁醇药性的影响和作用机制正在研

究之中。

4展 望

接种疫苗是传染性疾病的重要预防手段，

但目前使用的疫苗不同程度存在免疫保护效果

较差和毒副作用较大的问题，因而必须进行更

新换代。此外，有不少病原菌或因血清群、血清

型及毒性产物众多，难以从中选择出具有广泛

免疫交叉保护的抗原，或因该病原菌主要致病

机制是其抗原诱导的病理性免疫反应，结果导

致这些病原菌至今仍无疫苗产品。因此。采用新

的研究思路和方法，从病原菌表面成分中因筛

选和鉴定能诱导正常保护性免疫应答的抗原及

其主要表位，在此基础上研发多价基因工程疫

苗、表位肽疫苗，将是已有疫苗更新换代、研制

出无疫苗病原菌疫苗的有效途径。

如何克服细菌耐药性，永远是临床治疗细

菌性传染病面临的棘手课题。如前所述，细菌耐

药性与产生药物钝化酶、药物作用靶位突变、外

膜通透性改变和主动外排有关，但这些耐药机

制均是细菌接受相关信号后引起的表型改变所

致。若从切断耐药相关信号的接收和传递，从而

阻断细菌耐药性产生的思路出发，将研制出作
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用机制完全不同的新型抗细菌耐药性药物。例

如。组氨酸激酶是细菌TCS中的关键活性成

分，哺乳类细胞通常无组氨酸激酶，若能发现能

特异性抑制或阻断组氨酸激酶活性的化合物，

将有可能进一步发展成为新型抗细菌耐药性

药物。
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