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  摘 要:肺炎克雷伯菌(KP)是一种革兰阴性杆菌,可引起多种医院及社区获得性感染。近年来,高毒力肺

炎克雷伯菌(HvKP)与广泛耐药肺炎克雷伯菌(XDRKP)菌株在全球范围内流行,给公共卫生安全和临床抗感

染治疗带来严峻挑战。KP生物膜是细菌产生耐药和致病的重要因素,已成为国际关注的热点。该文从多糖荚

膜、群体感应系统、外排泵、孔蛋白、菌毛及铁浓度等方面阐述KP生物膜的调控机制,探讨KP生物膜与耐药性

的关系,并综述噬菌体、纳米粒子、抗菌肽、药物联合及天然有机化合物等抗生物膜治疗策略的最新进展,旨在

为新型抗菌药物研发及临床合理用药提供参考。
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Abstract:Klebsiella

 

pneumoniae
 

(KP)
 

is
 

a
 

Gram-negative
 

bacillus
 

that
 

can
 

cause
 

various
 

hospital-acquired
 

and
 

community-acquired
 

infections.In
 

recent
 

years,the
 

global
 

prevalence
 

of
 

hypervirulent
 

Klebsiella
 

pneu-
moniae

 

(HvKP)
 

and
 

extensively
 

drug-resistant
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

(XDRKP)
 

strains
 

has
 

posed
 

severe
 

challenges
 

to
 

public
 

health
 

safety
 

and
 

clinical
 

anti-infective
 

treatment.KP
 

biofilm
 

serves
 

as
 

a
 

critical
 

contribu-
tor

 

to
 

bacterial
 

drug
 

resistance
 

and
 

pathogenicity,attracting
 

extensive
 

global
 

research
 

attention.This
 

article
 

e-
laborates

 

on
 

the
 

regulatory
 

mechanisms
 

of
 

KP
 

biofilm
 

from
 

multiple
 

aspects,including
 

polysaccharide
 

cap-
sule,quorum

 

sensing
 

system,efflux
 

pumps,porins,fimbriae
 

and
 

iron
 

concentration,and
 

explores
 

the
 

correla-
tion

 

between
 

KP
 

biofilm
 

and
 

drug
 

resistance.Meanwhile,it
 

reviews
 

the
 

latest
 

research
 

progress
 

of
 

anti-biofilm
 

therapeutic
 

strategies,such
 

as
 

phage
 

therapy,nanoparticles,antimicrobial
 

peptides,drug
 

combination
 

therapy
 

and
 

natural
 

organic
 

compounds,aiming
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

research
 

and
 

development
 

of
 

novel
 

anti-
bacterial

 

agents
 

and
 

rational
 

clinical
 

medication.
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  肺炎克雷伯菌(KP)为ESKAPE成员,可引起临

床多种机会性感染,包括肺炎、泌尿系统感染、血流感

染、化脓性肝脓肿及伤口感染[1]。中国细菌耐药监测

网(CHINET)发布的数据显示:革兰阴性菌分离率排

名中KP仅次于大肠埃希菌,高居第二;KP对第3代

头孢菌素(头孢曲松或头孢噻肟任一药物)的耐药率

全国平均为27.7%,对碳青霉烯类药物(亚胺培南、美

罗培南或厄他培南任一药物)耐药率全国平均为10.
0%,且近些年处于稳定上升趋势。在世界范围内,抗
菌药物检测领导和监督(ATLAS)计划从全球6个区

域内57个国家共收集了6
 

753株KP,其中耐碳青霉

烯类肺炎克雷伯菌(CRKP)分离株占16.6%[2]。KP
中高毒力肺炎克雷伯菌(HvKP)与广泛耐药肺炎克雷

伯菌(XDRKP)等菌株正席卷全球,严重威胁人类
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健康。
生物膜是一种由细胞外DNA(eDNA)、多糖、蛋

白质及脂质组成的细胞外聚合物质(EPS),在物体表

面形成的高度结构化的微生物群落[3]。生物膜由细

菌自行产生,是一种新的细菌生命形式,与浮游细胞

相比,生物膜堡垒般的结构使KP耐药性增加了1
 

000
倍,60%~80%的细菌感染与生物膜形成有关[4]。除

了防御特性外,生物膜内的高细菌密度有利于耐药基

因的水平转移,群体感应等细胞间通讯机制可协同调

控耐药表型;同时,EPS能够捕获和储存环境中的营

养物质,为生物膜内细菌的生长代谢提供支持[5]。

KP生物膜是细菌产生耐药和致病的重要因素,本文

综述了国内外对KP生物膜形成调控及治疗策略的最

新进展,以期为抗菌药物的合理选择及研发方向提供

新思路。

1 生物膜形成过程

生物膜是细菌逃逸宿主免疫系统攻击及削弱抗

菌药物作用等不适宜环境进化出来的一种新的细菌

生命形式。生物膜的形成是一个动态的过程,Li等[6]

将其分为5个阶段:(1)可逆黏附,浮游细菌暂时附着

于表面;(2)不可逆黏附,通过EPS牢固定植;(3)聚集

与微菌落形成,细菌分裂增殖并启动群体感应;(4)成
熟,形成具有三维结构的完整生物膜;(5)播散,细菌

脱离生物膜扩散至新位点。

2 KP生物膜调控

生物膜的形成是KP适应环境、抵抗宿主免疫与

抗菌药物的生存策略。在基因与环境因素的协同作

用下,KP生物膜的形成呈现出高度有序的动态过程,
主要依赖于多糖荚膜、群体感应(QS)系统、外排泵、功
能酶、菌毛及环境的协同调控[5]。这些调控因子相互

作用、形成复杂的调控网络,共同决定了KP生物膜的

形成及结构稳定性。

2.1 多糖荚膜的调控作用 多糖荚膜贯穿于生物膜

形成的初始黏附至成熟全过程,为细菌提供了物理保

护与黏附基础。多糖荚膜生物合成基因wcaG的表达

水平与KP生物膜形成密切相关,上调wcaG基因表

达可显著促进KP生物膜的形成,而沉默该基因可导

致生物膜形成显著下降[7]。

2.2 QS系统的调控作用 QS为KP生物膜的群体

形成与结构调控提供了重要保障。QS系统的核心作

用依赖于自诱导物(AI)等小分子信号物质的产生、释
放与感知,通过信号传导调控细菌的群体行为,其中

LuxS/AI-2
 

QS系统在KP生物膜调控中发挥着关键

作用,该系统可通过调控细胞外膜黏液成分(多糖、蛋
白质)的合成与分泌,间接影响KP细胞的黏附与聚集

能力,进而调控生物膜的形成与成熟[8]。

2.3 外排泵与孔蛋白的调控作用 外排泵与孔蛋白

为KP与外界环境进行物质交换的关键通道,通过主

动转运与被动转运的协同作用,帮助细菌适应复杂的

环境,进而间接调控生物膜的形成。研究发现,在生

物膜 状 态 下 KP 外 排 泵 基 因(acrA、emrB、oqxA、

qacE1)表达水平显著高于浮游状态的 KP,而使用能

源阻断剂抑制外排泵的跨膜电化学梯度及通道蛋白

功能后,KP生物膜的形成受到不同程度的抑制[9]。

2.4 菌毛的调控作用 菌毛主要分为Ⅰ型菌毛与Ⅲ
型菌毛,其核心功能是介导KP与宿主细胞或环境介

质表面的初始黏附,为后续细胞聚集、生物膜成熟奠

定基础[8]。除上述生物因子外,细胞内功能酶在 KP
生物膜的形成中发挥着关键的调控作用,B类β内酰

胺酶VIM-和IMP-1基因的表达可显著促进KP生物

膜的形成,其机制可能与菌株间的遗传差异及抗性基

因积累有关[9]。

2.5 环境因素中铁浓度的调控作用 低浓度铁可通

过双重途径抑制KP生物膜的形成:一是抑制琥珀酸

的合成,导致细菌三羧酸循环紊乱,细胞能量供应不

足、电子转移失衡,进而影响生物膜形成所需的物质

与能量;二是破坏细菌体内蛋白质代谢中的转氨基及

脱氨基作用,阻碍细胞外多糖与蛋白质的合成,而这2
种物质是生物膜基质的核心成分,其合成受阻直接导

致生物膜无法正常形成与成熟[10]。铁浓度调控生物

膜的具体信号通路,以及铁浓度与其他环境因素的协

同调控效应,仍缺乏系统研究。

3 KP生物膜与耐药性
 

生物膜是一种高度结构化的微生物群落。与浮

游细菌相比,生物膜抗药性可增加数千倍,包括屏障

作用、生物抗性改变和遗传物质的调控。EPS犹如盔

甲一般,通过物理屏障、化学物质浓度梯度、电荷屏障

抵御抗菌药物[11]。抗菌药物在体内浓度随时间逐渐

衰减,而生物膜中部分细菌进入生长缓慢或代谢休眠

状态,形成持久细胞,这些细胞新陈代谢活性降低,对
抗菌药物的耐受性增强[12]。生物膜的形成使 KP发

生表型转变,逃避宿主免疫[13]。KP糖荚膜、QS系统

及外排泵相关基因参与抗药性调控。与浮游细菌相

比,孔蛋白基因ompK35和多重耐药外排泵基因acrB
在XDRKP生物膜中表达上调[14]。Element等[15]研

究发现,KP生物膜的产生促进了多耐药质粒的水平

转移,导致KP抗药性质粒快速传播,加快细菌耐药。

4 KP生物膜治疗最新策略

4.1 噬菌体治疗策略 噬菌体对细菌有高度特异杀

伤活性,其分布广度与数量远超细菌,被认为是KP生

物膜相关感染极具前景的生物治疗替代策略,尤其在

多重耐药KP感染治疗困境背景下备受关注。噬菌体

按其生活史可分为裂解性噬菌体与溶原性噬菌体。
裂解性噬菌体将自身基因组注入宿主细菌体内,利用
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宿主细胞器与代谢系统合成自身所需物质,最终裂解

细菌并释放子代噬菌体,也是目前KP生物膜治疗研

究中主要关注的。从感染机制来看,噬菌体感染细菌

的过程具有高度有序性,分为4个步骤:噬菌体通过

自身编码的受体结合蛋白,特异性识别并附着到细菌

表面的相应受体上;噬菌体将自身携带的基因组注入

细菌胞质中;噬菌体利用宿主细胞的核糖体、酶类等

资源,转录并翻译合成自身组装所需的蛋白质;子代

噬菌体完成组装后,裂解细菌并释放[16]。目前,噬菌

体主要通过以下机制发挥KP生物膜清除作用。

4.1.1 噬菌体编码降解酶基因清除KP生物膜 裂

解酶(包括解聚酶、内溶素等)是噬菌体编码的功能蛋

白,其核心作用是特异性降解KP生物膜成分(如荚膜

多糖、细胞外多糖),破坏生物膜的物理屏障,裂解细

菌,从而达到清除生物膜的作用。结合我国KP流行

特征来看,CRKP的主要流行荚膜类型为 K47血清

型,噬菌体中ORF42基因编码的Dep42蛋白具有明

确的解聚酶活性,能够特异性裂解K47型荚膜多糖及

细胞外多糖,抑制生物膜的形成[17]。此外,Sun等[18]

研究发现,噬菌体 ORF40基因编码的Dep40蛋白为

尾纤维蛋白,同样具有解聚酶活性,破坏CRKP生物

膜结构。EPS是KP生物膜基质的核心成分,Rahimi
等[19]发现,噬菌体PSKP16的ORF67基因编码胞外

多糖酶,特异性降解K2血清型HvKp的EPS使其裂

解;在蛋白酶的研究中,噬菌体P510编码的蛋白酶与

内溶素对EPS具有协同降解作用,可抑制 KL64型

CRKP生物膜形成[20]。但噬菌体表达的EPS降解酶

血清型特异性强,难以应对混合感染,限制了其临床

应用的普适性,筛选与改造广谱噬菌体,优化鸡尾酒

疗法、联合用药等方案为未来探索的方向。

4.1.2 噬菌体破坏宿主结构基因完整性 细菌的生

存、繁殖及生物膜形成依赖遗传物质的表达,噬菌体

能编码核酸酶、DNA修饰蛋白等,破坏细菌结构基因

完整性,干扰其复制、转录与翻译,抑制细菌增殖并根

除生物膜。Mulani等[21]通过生物信息学分析表明,
噬菌体PG14可产生核酸酶与DNA修饰蛋白破坏细

菌结构基因,抑制生物膜形成,其ORF基因编码的尾

纤维蛋白通过解聚酶活性破坏生物膜结构。相反,细
菌的基因修复能力可抵消噬菌体作用,细菌表面受

体、生物膜致密程度等会影响噬菌体感染效率。

4.2 纳米粒子治疗策略 纳米粒子制剂凭借独特的

理化特性与生物相容性,成为近年来KP生物膜治疗

领域的研究热点。与传统药物制剂相比,纳米粒子具

有巨大的表面积与体积比,通过表面修饰携带特定电

荷,展现出显著的治疗优势:协助传统抗菌药物穿透

KP生物膜的致密基质屏障,提高药物在生物膜内的

富集浓度;改善难溶性药物的溶解性,提升药物生物

利用度;增强药物在体内的稳定性,减少药物降解,延
长作用时间;同时可实现特异靶向给药,降低对人体

正常细胞的不良反应[22]。

4.2.1 金属纳米粒子治疗策略 金属纳米粒子直接

破坏外膜完整性。银纳米粒子(AgNPs)借助表面电

荷作用,使释放的Ag+快速吸附于带负电的KP细胞

壁表面,通过与细胞壁上的巯基发生反应,破坏细菌

质子动力势,同时产生高活性氧(ROS)和氮自由基,
使细胞膜裂解[23]。更具创新性的是,Piao等[24]发现

的纳米复合物Fe-GA/GOx可在氧化还原级联反应

中催化葡萄糖氧化,产生过氧化氢(H2O2)和葡萄糖

酸,同时通过还原性多酚促进Fe3+向Fe2+的转化,显
著增强自由基的产生速率,加速KP细胞膜的破坏,提
升生物膜清除效率。

金属纳米粒子调控基因表达。AgNPs可下调多

重耐药(MDR)KP中 mrkA(Ⅲ型菌毛相关基因)和
luxS(QS系统相关基因)的表达,同时发挥抗群体感

应与生物膜抑制作用[23]。Pourmehdiabadi等[25]研究

发现,氧化锌(ZnO)和二氧化钛(TiO2)纳米粒子下调

KP生物膜相关基因fimH(Ⅰ型菌毛基因)和 mrkH
(Ⅲ型菌毛调控基因)的表达,抑制生物膜的黏附与聚

集。此外,Maleki等[26]以青蒿提取物为介导,合成的

硒纳米颗粒子(Se-NPs)可通过特异性下调KP中mr-
kA基因的表达,抑制Ⅲ型菌毛的合成,从而降低细菌

的黏附能力,达到抑制生物膜形成的目的。但金属纳

米粒子易被免疫系统清除、储存稳定性差且易团聚,
加之EPS屏障阻碍其渗透,导致生物膜内有效浓度不

足,制约了临床与产业化应用。

4.2.2 有机纳米粒子治疗策略 与金属纳米粒子相

比,有机纳米材料因具有良好的生物相容性、可降解

性及结构可塑性,在KP生物膜治疗中展现出更优的

临床应用潜力。其核心作用机制是作为药物载体,增
强负载药物的生物膜穿透能力与体内稳定性,同时可

通过自身特性辅助破坏生物膜结构,实现“载体+药

物”的协同治疗效果。百里酚作为一种天然抗菌成

分,可直接破坏生物膜结构,同时通过调节QS系统降

低生物膜的形成能力,聚乳酸-乙醇酸(PLGA)载体具

有良好的生物相容性与可降解性,可保护百里酚不被

体内酶类降解,延长其作用时间;负载百里酚的乳酸-
乙醇酸共聚物PLGA纳米粒子(Thy-NPs)可借助表

面电荷作用与生物膜发生相互作用,破坏细菌细胞膜

上的蛋白及脂质结构,增加细胞膜通透性,促进百里

酚进入细菌胞内发挥作用,最终实现生物膜的高效根

除[27]。但有机纳米载体的药物负载效率有限,在体内

的代谢速度较快,表面修饰难度较大,且大规模生产

的成本较高,限制了其临床应用。

4.3 抗菌肽治疗策略 抗菌肽是由12~50个氨基
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酸残基组成的小分子多肽,广泛存在于生物体的先天

免疫系统中,因其具有广谱抗菌活性、不易诱导细菌

耐药性等优势,被认为是常规抗菌药物的潜在替代

品,近年来在 KP生物膜治疗领域受到广泛关注[28]。
抗菌肽多为带正电荷化合物,可通过电荷相互作用与

带负电荷的KP细胞膜结合,在生物膜形成的初始黏

附、细胞聚集、结构成熟等各个阶段均能发挥抑制作

用,主要分为膜溶解机制与非膜溶解机制。
膜溶解机制为主要作用方式,即抗菌肽直接作用

于KP细胞膜,破坏其结构完整性与通透性,最终导致

细菌裂解,聚集体多脯氨酸肽bac7(1-35)可特异性聚

集于KP细胞膜表面的荚膜结构上,抑制细胞外基质

多糖的合成,同时破坏细胞膜的正常结构,阻止细菌

的黏附与聚集,从而抑制生物膜形成[29]。非膜溶解机

制,即抗菌肽通过作用于细菌胞内的大分子物质或信

号通路,间接抑制生物膜形成,其靶向性更强,且不易

引发细菌耐药性,c-di-GMP与转录因子 mrkH 结合

后,激活mrkABCDF操纵子的表达,触发Ⅲ型菌毛的

生物合成,进而促进细菌黏附与生物膜形成,抗菌肽

AMP-19特异性抑制 KP中c-di-GMP,阻断信号通

路,从而抑制生物膜形成[30]。但抗菌肽稳定性较差,
在体内易被蛋白酶降解,半衰期较短,难以维持有效

的治疗浓度,需通过化学修饰(如乙酰化、甲基化)或
载体负载等方式优化。

4.4 药物联合治疗策略 鉴于单一治疗策略对 KP
生物膜的清除效率有限,且易诱导细菌耐药,合理的

药物联合治疗已成为目前 KP生物膜治疗的主流思

路。目前,KP生物膜的药物联合治疗主要分为抗菌

药物联合、抗菌药物与物理手段联合、抗菌药物与生

物制剂联合等多种形式。
抗菌药物联合治疗是最基础的联合策略,其关键

在于选择作用机制互补的抗菌药物,实现协同抗菌。
大环内酯类抗菌药物抗菌效力较弱,单独使用时难以

有效清除KP生物膜,但与其他抗菌药物联合使用时,
可显著增强其抗菌活性;多黏菌素类抗菌药物的最大

特点是可破坏细菌外膜结构,抑制生物膜形成并清除

预先存在的生物膜,其衍生物SPR741与大环内酯类

抗菌药物进行双联或三联用药时,可破坏细菌外膜的

完整性,为大环内酯类抗菌药物穿透外膜进入细菌胞

内提供通道,对XDRKP和泛耐药(PDR)KP表现出

较强的协同抗菌活性[31]。
物理手段与抗菌药物的联合有良好的应用前景。

低频超声(LFU)可通过机械振动作用,破坏KP生物

膜的致密结构,促进生物膜分散,同时增强抗菌药物

的渗透能力。研究表明,LFU 可协同增强美罗培南

(MEM)、替加环素(TGC)、磷霉素(FOM)等抗菌药

物对KP生物膜的清除作用,显著提升治疗效果[32]。

此外,生物制剂与抗菌药物的联合研究中,核酸酶与

抗菌药物的联用效果显著,EPS基质中含有大量e-
DNA,是维持生物膜结构稳定的重要成分,核酸酶

DNaseⅠ可特异性降解e-DNA,破坏生物膜基质,将
DNaseⅠ与环丙沙星联合使用时,生物膜根除能力可

提高4~8倍[33]。长期联合用药可能诱导细菌产生多

重耐药性,联合用药的剂量、给药时间、给药途径等方

案尚未标准化,缺乏统一的临床指导规范,制约了其

临床应用。

4.5 天然有机化合物治疗策略 近年来,随着天然

产物研究的不断深入,中药、植物提取物、精油、传统

茶叶等天然有机化合物生物相容性好、不良反应小、
不易诱导细菌耐药性等优势,成为KP生物膜治疗的

新方向。此类化合物主要通过调控生物膜相关基因

表达、破坏细胞膜完整性、抑制QS系统等多种机制,
发挥生物膜抑制与清除作用。

4.5.1 调控生物膜相关基因表达 天然有机化合物

特异性下调KP生物膜基因的表达,抑制生物膜的形

成与成熟。Maione等[34]报道,从精油中提取的月桂

醇(MYR)可显著下调 KP生物膜相关基因 mrkA、

FKS1、ERG11和ALS5的表达,抑制并破坏KP生物

膜。此外,植物中的黄酮类化合物芦丁可下调KP生

物膜相关基因luxS(QS系统基因)和 wabG(荚膜多

糖合成基因)的表达,抑制QS系统活性与荚膜多糖合

成,从而达到抑制生物膜形成的效果[35]。Galdiero
等[36]研究证实,十五烷酸(一种饱和长链脂肪酸)可通

过下调KP中luxS和mrkA基因的表达,改变细胞膜

流动性,减少EPS基质形成,同时调节QS系统活性,
阻碍生物膜的形成与成熟。

4.5.2 破坏细胞膜完整性 天然有机化合物可直接

作用于KP细胞膜,破坏其完整性与稳定性,导致细胞

内物质 泄 漏,进 而 发 挥 抑 菌 与 生 物 膜 清 除 作 用。

Vishwakarma等[37]发现,类藻多糖(SP)作为绿藻莱

茵衣藻(Cr-SP)中的活性成分,可特异性与 KP细胞

膜结合,改变细胞膜的生理结构与稳定性,同时降解

EPS中的e-DNA,破坏生物膜基质结构,最终导致

KP细胞膜破裂。芍药苷作为一种中药活性成分,可
通过改变KP细胞内 ATP水平、pH 值及膜电位,导
致细菌细胞内代谢紊乱,破坏细胞膜的完整性,抑制

KP生物膜的形成与成熟[38]。天然有机化合物作用

机制较为复杂,多数研究仅明确了其最终的治疗效

果,生物利用度不高,且易被体内酶类降解,难以维持

有效的治疗浓度。

5 总结与展望

KP生物膜的形成是其应对宿主免疫与抗菌药物

压力、增强环境适应力进化出的生存策略,其形成过

程受遗传因素与环境因素的协同调控。在调控机制
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方面,多糖荚膜主导生物膜的黏附与结构稳定,QS系

统调控细菌群体行为与生物膜成熟,外排泵辅助细菌

适应环境并增强耐药性,菌毛介导初始黏附,功能酶

参与代谢调控,低浓度铁通过干扰能量代谢与物质合

成抑制生物膜形成,但各调控因子间的交叉作用网络

仍未完全解析。
在治疗策略方面,噬菌体、纳米粒子、抗菌肽、药

物联合及天然有机化合物均展现出各自优势与局限:
噬菌体特异性强、不良反应小,但广谱性不足;纳米粒

子可增强药物渗透与稳定性,但存在毒性与靶向性难

题;抗菌肽不易诱导耐药性,但稳定性差、生产成本

高;药物联合可提升治疗效果,但易增加不良反应与

耐药风险;天然有机化合物生物相容性好,但活性低、
生物利用度差。目前,各类治疗策略仍以体外实验与

小动物模型研究为主,临床转化面临诸多瓶颈。
结合当前研究现状与临床需求,未来KP生物膜

领域研究应聚焦机制解析精准化、治疗策略优化、临
床转化实用化。需突破的研究:分子层面调控机制研

究,解析各调控因子交叉网络及环境与生物因子协同

机制,挖掘新靶点,并结合CRKP、HvKp流行特征,针
对性开发干预策略;优化现有治疗策略,通过基因工

程改造噬菌体、表面修饰纳米粒子、化学修饰或载体

负载抗菌肽、明确药物联合机制、优化天然有机化合

物工艺,突破技术瓶颈;探索多策略联合创新路径,结
合人工智能、生物信息学技术,快速筛选靶点与候选

药物,缩短研发周期。
当前多重耐药 KP感染日益流行,KP生物膜相

关感染治疗已成为临床抗感染领域的重大挑战。未

来需通过多学科交叉合作,深化机制研究、优化治疗

策略、推动临床转化,实现 KP生物膜相关感染的精

准、高效、安全治疗,为临床抗感染治疗提供新思路与

新方案。
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