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肺炎克雷伯氏菌毒力因子的研究进展
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摘要:肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)可天然合成 1，3-丙二醇、2，3-丁二醇和 3-羟基丙酸等大宗化学
品，是近年来的研究热点，但其致病性限制了工业应用。本文综述了该菌的毒力因子，包括菌毛、受体、荚膜
多糖、内毒素、铁载体，以及近年报道的其他因子。具体内容涉及毒力因子的编码基因、表达蛋白、参与的代
谢活动，以及侵染宿主和抗宿主免疫反应的机制。此外，根据近年来代谢工程和合成生物学领域的新进展，
提出了消除或弱化该菌毒性的策略，并对这些策略的可行性进行了讨论。
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化石资源枯竭和环境恶化催生生物炼制。微生
物发酵生产化学品是石油替代战略之一［1］。肺炎克
雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)可天然产生 1，3-丙
二醇、2，3-丁二醇和 3-羟基丙酸等大宗化学品，现已
成为工业微生物领域的研究热点［2 － 3］。该菌虽能利
用不同碳源在简单培养基上快速生长，但其致病性制
约了实际应用。1882 年 Friedlander 首次从大叶性肺
炎患者痰液中分离出肺炎克雷伯氏菌［4］。该菌致病
性强，可感染人体全身尤其是呼吸和泌尿系统，引发
肺炎、脑膜炎、肝脓肿和败血症等疾病。感染过程受
宿主和细菌双方因素(例如受体、菌毛、荚膜组分及内
毒素)的影响。本文综述了该菌的致病因子及致病机
制，提出并讨论了消除或弱化其毒性的策略。

1 菌毛与受体

细菌能否突破宿主防御系统首先取决于对宿主

黏膜的粘附能力。菌毛或纤毛具有粘附作用，由菌
毛素亚单位构成，具有良好的抗原性。菌毛分为普
通菌毛和性菌毛两类。性菌毛由质粒上的致育因子
(F 因子)编码，与细菌的接合有关。普通菌毛中的
Ⅰ型菌毛能穿过荚膜基质向外延伸，并且调节细菌
对宿主上皮细胞的 D-甘露糖-敏感性粘附［5］;Ⅲ型
菌毛使细菌牢固粘附于动物消化道、呼吸道和泌尿
生殖道的黏膜上皮细胞，并促使细菌在宿主表面形
成生物被膜(biofilm)［6］。基因 fimH-1 和 mrkD 分别
编码Ⅰ型和Ⅲ型菌毛的粘附素( adhesin，这里意指
菌毛，而不是革兰氏阳性菌中的非菌毛粘附物质)。
Struve 等［7］从临床肺炎克雷伯氏菌中克隆和鉴定了
Ⅰ型菌 毛的基因 簇，其总体结构 与 大 肠 杆 菌
(Escherichia coli)的Ⅰ型菌毛高度相似，其 fim 基因
簇中特有的 fimK 基因可编码一个控制菌毛表达的
EAL 结构域。通过评估Ⅰ型菌毛在不同感染模型
中的作用，发现它并不影响肺炎克雷伯氏菌在宿主
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肠和肺部的增殖能力，但却是引发尿路感染的重要
因子。

细菌对宿主细胞的粘附受到宿主的免疫抑制，
因此细菌需借助其他优势来克服免疫抑制。肺炎克
雷伯氏菌的甘露糖-抑制粘附素-T7 受体(MIAT)可
调节它对上皮细胞的附着力，并使菌体免受吞噬以
及多形核细胞 ( 中 性 粒细胞 ) 的胞内杀伤［8］。
Pruzzo［9］研究发现，向小鼠腹膜内注射 MIAT 阳性菌
株比注射阴性菌株的致死中量 ( LD50 )相差 60 倍。
MIAT-阳性受体可使细菌粘附于宿主细胞表面，而
当 MIAT 阳性菌株由于自发突变或溶原性转换失去
其受体时，随即失去在上皮细胞中的增殖能力，且易
被中性粒细胞吞噬。由此可见，细菌借助其表面受
体附着于宿主细胞，并通过干扰宿主的吞噬功能而
保护细菌自身。Ⅰ型菌毛和 MIAT 不同。Ⅰ型菌毛
由染色体上 5. 5 kb 的菌毛基因编码［10］，而 MIAT 受
体是外膜蛋白。外膜蛋白的差异决定了 MIAT 阳性
和阴性菌株的致病性差异。受体是关键毒力因子，
能使细菌附着于宿主细胞表面并免于被吞噬。在基
因组水平改造受体有望消除或降低其毒性。

2 荚膜

荚膜是包围细胞壁的松散粘液物质。荚膜至少
参与两个致病机制:(1)保护细菌免受吞噬;(2)直
接抑制宿主的免疫反应。肺炎克雷伯氏菌通过产生
大量荚膜多糖 ( Capsular polysaccharide，CPS)来逃
避吞噬细胞的血清杀伤作用，这显然提高其存活率
并保证其致病能力［11］。Turton 等分析了 77 株不同
K 抗原的荚膜，认定 K1、K2 和 K5 荚膜表型具有高
毒性并与动物的多数感染有关［12］。荚膜的大小和
荚膜多糖的产生速率极大影响其致病性。Cortes［11］

等分离了一株荚膜肥厚的高毒菌株，将该菌株注射
小鼠气 管，可引起 肺炎 并在死亡 前 患 菌 血 症
(bacteremia)。病理组织检查观测到肺感染、胸膜
炎、血管炎以及多形核白细胞浸润;而相同基因型的
插入突变株(缺乏 CPS)却相对无毒，将其注射小鼠
气管，没有导致肺炎或菌血症，病理组织检查也未发
现肺部感染，并且该实验组无死亡个体。通过分析
宿主的防御机制发现，无荚膜突变菌株表面的 C3
沉淀物水平是野生菌的 3 倍。相比于野生菌，无荚
膜突变株更易被巨噬细胞吞噬小泡(AM)吞噬。此

外，Struve 等［13］发现肺炎克雷伯氏菌对小鼠的致病
和致死能力与荚膜大小有关，荚膜的保护作用为其
增殖和入侵宿主提供时间。Lau 等［14］用小鼠呼吸
模型来检测肺部和全身疾病的病程，发现野生肺炎
克雷伯氏菌在小鼠气管和肺部大量增殖，嗜中性粒
细胞引发免疫反应，产生平稳的致死过程;与此相
反，感染无荚膜菌株的小鼠则无肺部和全身系统
疾病。

除了干扰宿主的吞噬作用，荚膜也可直接抑制
宿主的免疫反应。Kato 等将肺炎克雷伯氏菌的荚
膜多糖注射小鼠腹膜，发现小鼠存活时间缩短且死
亡增多［15］。Nakashima 等发现大剂量 CPS 通过干扰
抗体而产生免疫麻痹 ( immunological paralysis)［16］。
该局部或全身免疫限制增强了宿主细胞的易感性。
由于 CPS 和粘液的化学成分相同，故可将粘液视为
CPS 的代谢物。荚膜及其分泌物均可干扰免疫系
统。CPS 的合成机制尚不太明确。Lin 等［17］发现其
生物合成涉及蛋白酪氨酸激酶和磷酸酶。通过分析
K． pneumoniae NTUH-K2044 的磷酸化反应，确定了
117 个独特的磷酸肽和 93 个磷酸化位点，并确定了
3 个酪氨酸磷酸化蛋白，分别命名为蛋白酪氨酸激
酶 (Wzc)、磷酸甘露糖变位酶(ManB)和十一异戊
磷酸糖基转移酶(WcaJ)。它们参与荚膜合成中的
信号转导。通过分析 WcaJ 突变株，发现其 CPS 明
显少于野生型;小鼠腹膜炎模型显示其 LD50增长了
200 倍。该研究表明 WcaJ 酪氨酸磷酸化可调节
CPS 的生物合成。肺炎克雷伯氏菌的荚膜外粘多糖
(mucopolysaccharides)也与其致病性有关，它帮助该
菌在人体未免疫血清中快速增殖并对抗吞噬作用。
Fang 等［18］发现一个与粘多糖相关的基因 magA，该
基因是导致小鼠肝脏微脓疡和脑膜炎的关键因子。
Victor 等［19］报道了 rmpA 基因，它编码荚膜外粘多糖
表达的正调节子，致使产生高粘性表型。在 K1 和
K2 型菌株引起的肝脓肿疾病中 rmpA 发挥了主导作
用。荚膜不仅有毒性而且消耗大量碳源，在不影响
菌株生长的前提下，通过基因工程降低荚膜的形成
可望提高 1，3-丙二醇等目标产物的转化率。

3 内毒素

内毒素又叫脂多糖(Lipopolysaccharides，LPS)，
是糖-蛋白质-磷脂复合物，属于革兰氏阴性菌的细
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胞壁组分。LPS 由 3 部分组成:脂质 A( lipid A)、核
心寡糖和 O-抗原多糖。尽管 LPS 的结构与毒力有
关，但其致病机理尚不明确。由于脂质结构的细微
差别可大幅影响 LPS 的活性，故可激发不同的代谢
及免疫途径。LPS 是一种 T 细胞依赖性抗原，可促
进淋巴细胞有丝分裂，并激活众多机制的免疫反
应［20］。LPS 是 B 淋巴细胞的多克隆活化因子(脂多
糖在免疫学中是常用的 B 细胞促分裂因子，即多克
隆活化因子)，然而不同于大多数抗原的免疫应答，
它并不需要 T 淋巴细胞的参与。LPS 作为体外肺泡
巨噬细胞的毒素，能显著抑制吞噬作用。因此，LPS
可改变宿主免疫系统，导致致病和生理变化，并干扰
其它抗原的免疫应答［21］。

Izquierdo 等［22］确定了肺炎克雷伯氏菌 waa 基
因簇在 LPS 合成中的作用。wabG 基因编码半乳糖
基转移酶，该酶在 LPS 合成中发挥重要作用。wabG
突变株缺乏 CPS，但仍能产生 CPS。waaC 和 waaF
突变株虽亦如此，但产生更短的 LPS 分子。与野生
型相比，waaC、waaF 和 wabG 突变株在不同动物模
型中均表现无毒，对一些疏水性化合物也更敏感。
Jung 等［23］对 wabG 基因的功能研究也得到类似结
果。Fresno 等［24］分析了肺炎克雷伯氏菌 LPS 的第
二个半乳糖醛酸(GalA) 残基转移酶 (WabO)，发现
wabO 突变株中 β-GalA 残基连接到 L，D-Hep III 时
出现了缺失，导致荚膜含量减少。在小鼠肺炎模型
中，wabO 突变株由于缺乏内部核心的 β-GalA 残基
而毒性下降。该研究表明，WabO 酶参与 LPS 的生
物合成并决定荚膜的含量。Ｒegue 等［25］从肺炎克
雷伯氏菌中筛选了一种与 LPS (Ⅰ型)核心多糖
GlcN 取代基不同的(Ⅱ型)核心多糖。在小鼠感染
模型中，将两株不同类型的核心多糖特殊区域互换，
发现将 typeⅡ替换 typeⅠ区域会使肺炎克雷伯氏菌
的毒性降低。

革兰氏阴性菌如肺炎克雷伯氏菌也可通过 O-
抗原多糖来改变免疫应答。O-抗原多糖结构的细微
变化(例如改变分子侧链的糖序列)可导致细菌毒
性的显著变化。与一般细菌不同，革兰氏阴性菌的
表面具有凸出的多糖链。O-型抗原位于宿主抗原与
补体相互作用链的末端。如果反应发生在多糖链的
末端，补体不具有其正常的细胞溶解效果。革兰氏
阴性菌的毒性源于它对宿主体液免疫系统的阻力作
用。相反，当凸出的多糖链被截短或移除时，抗体与

细菌表面的 O-抗原发生反应，可使补体裂解细菌。
Ｒegue 等［26］对编码 UDP 半乳糖醛酸酯 4-差向异构
酶(uge) 的基因进行突变，获得一株 O-/K-突变株
(无荚膜、LPS 缺少 O 抗原分子和外核寡糖)。在小
鼠实验中，uge 突变株不能引起尿路感染，而且在其
他两个动物模型(败血病和肺炎)中呈现完全无毒。
然而将 uge 野生型基因再次引入相应突变株中，野
生菌的表型(荚膜和光滑的 LPS)则完全恢复，而小
鼠患尿路感染、败血病和肺炎。

内毒素还可激活凝血和补体系统。内毒素通过
旁路途径引起平滑肌收缩、毛细管渗透性增加、血小
板脱粒、血液凝结并释放趋化性因子［27］。内毒素激
活以上不同补体成分有助于细菌对宿主的感染。内
毒素的产生表现明显的种间差异。单一内毒素虽非
致病性的最终决定因素，但在免疫系统方面直接或
间接影响致病性。考虑到内毒素是细胞壁的主要成
分，敲除其合成基因可能会降低生长，因此在发酵育
种上不应彻底敲除其基因。

4 铁载体

铁载体 ( siderophores)是细菌分泌的高亲和力
胞外铁离子螯合剂，它结合由宿主铁结合蛋白( iron-
binding proteins)释放的 Fe3 +。肺炎克雷伯氏菌不
能在宿主体内直接获得铁元素，它通过分泌铁载体
来克服铁元素的限制。该菌分泌的铁载体包括肠杆
菌素( enterobactin)、气杆菌素( aerobactin)、耶尔森
杆菌素 ( yersiniabactin ) 和儿茶酚受体 ( catechols
receptor)。已报道的肺炎克雷伯氏菌临床分离株均
产生肠杆菌素，虽然其毒理尚不太明确，但肠杆菌素
的合成基因 entB 的表达能促进生物被膜的生长和
成熟［28］，并在细菌感染过程中激活了铁离子-肠杆
菌素外膜受体基因 fepA 的表达［29］。气杆菌素是一
个氧肟酸盐型铁载体，也是肺炎克雷伯氏菌的重
要毒力因子，但克雷伯氏菌属中只有 3%－ 6%的菌
株含有这种铁载体［30］。耶尔森杆菌素是耶尔森氏
菌属高致病性菌分泌的酚类铁载体。在呼吸道
中，粘膜分泌的脂质运载蛋白 2 ( lipocalin2，Lcn2 )
能螯合肠杆菌素并使其失效，但耶尔森杆菌素可
规避 Lcn2 而造成呼吸道感染［31］。此外，耶尔森杆
菌素在贫铁条件下通过激活外膜蛋白 FyuA 来促
进生物被膜的形成［32］。Paauw 等［33］也报道了耶
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尔森杆菌素和气杆菌素通过阻断活性氧的产生，
来间接降低宿主先天免疫细胞的杀菌能力。儿茶
酚受体基因 iroN 属于 iroBCDEN 基因簇，它和编码
气杆菌素的基因簇( iucABCDiutA)均位于肺炎克雷
伯氏菌的毒性质粒 pLVPK 上。儿茶酚受体可阻断
Lnc2 的结合［34］。

5 其他毒力因子

血清杀菌是宿主抵御微生物入侵的重要防线。
肺炎克雷伯氏菌抵抗血清的机制尚不完全清楚，但
其高致病性与荚膜组分、高粘性以及质粒上的基因
traT 有关。traT 编码的外膜蛋白参与细菌接合中的
表面排斥，并通过阻断补体调节过程在抗血清免疫
上起作用［35］。Cortes 等［36］为了阐明该菌毒性基因
htrA 的功能，构建了 htrA 突变株。与亲代菌株相比，
该突变株在人体的未免疫血清中存活力较低，对温
度 (50 ℃ ) 及氧化性压力(H2O2)更为敏感，产生的
荚膜较少并结合更多的补体 C3。小鼠毒性模型实
验发现敲除 htrA 基因导致毒性降低，表明 htrA 为毒
力因子。DNA 腺嘌呤甲基化酶(Dam)在毒性基因
控制、甲基化错配修复以及复制起始调节方面均有
重要作用。Mehling 等［37］研究发现 Dam 功能丧失
可降低肺炎克雷伯氏菌的毒性。Sun 等［38］研究发
现，当肺炎克雷伯氏菌在营养限制下培养时，SITA，
一个毛皮调节二价阳离子转运蛋白的含量会显著增
加。为了鉴定 SITA 是否与致病性有关，构建了
SITA 缺失株，与野生型相比，sitA 缺失株对 H2O2 更
敏感，受感染小鼠的存活率明显提高，表明 SITA 的
缺失消弱了其毒性。

抗菌肽 (Antimicrobial peptides，Aps)是宿主受
诱导后产生的具有抗菌活性的碱性多肽。多粘菌素
(Polymyxin)是多粘杆菌(Bacillus polymyxa)产生的
抗菌肽，其抗菌谱广，对多重抗药性的革兰氏阴性菌
作用颇强。多粘菌素的阳离子游离氨基能与含有阴
离子的脂多糖发生作用，使细菌细胞膜面积增大，通
透性增强，造成胞内核苷酸等成分外漏后死亡。
Llobet 等［39］系统分析了肺炎克雷伯氏菌如何应对
抗菌肽，发现添加多粘菌素可上调荚膜多糖操纵子
的表达，该靶点通过氨基阿拉伯糖和棕榈酸盐的调
节修饰 lipid A，使荚膜和 lipid A 种类共同增加。细
菌外层物质的变化增强了它对 Aps 的抗性，同时也

增强了多粘菌素诱导下细菌对 Aps 的抗力转移。在
小鼠鼻内感染模型中，lipid A 突变株感染肺部和气
管的能力低于野生菌株。研究证明肺炎克雷伯氏菌
通过激活 PhoPQ、PmrAB 和 Ｒcs 三个信号系统来对
Aps 产生抗性。因此，抑制其激活过程可望有效清
除呼吸道中的病原体。

OmpK35 和 OmpK36 是肺炎克雷伯氏菌的外膜
孔道蛋白。Tsai 等［40］研究了这两种孔道蛋白与毒
性的关系。发现单独敲除 ompK36 可改变该菌对唑
啉头孢菌素、头孢菌素、头孢西丁的最小抑菌浓度
(minimum inhibitory concentration，MIC)，并增加对
抗生素的抗性;单独敲除 ompK35 没有显著影响;同
时敲除这两个基因(ΔompK35 /36)可增加抗菌剂的
MIC，米洛佩能和头孢吡肟的 MIC 增长 8 倍和
16 倍。毒性试验发现，ΔompK35 /36 突变株在生长
上有明显缺陷。在嗜中性粒细胞的易感性方面，
ΔompK36 和 ΔompK35 /36 的突变株都有显著增长。
在小鼠腹膜炎模型中，ΔompK35 突变株在毒性上没
有变化，ΔompK36 突 变 株的 毒性 明显 降低，而
ompK35 /36 突变株的致死量在这些菌株中最高。该
研究表明，肺炎克雷伯氏菌的外膜孔道蛋白缺失增
加其对抗生素的抗性，但同时也降低了其毒性。在
发酵育种方面，改造膜蛋白既能降低菌种的毒性，又
能促进胞内代谢物向胞外的运输。

6 消除毒力的策略

虽然克雷伯氏属细菌可代谢不同碳源来生产
1，3-丙二醇等大宗化学品，但其致病性制约了实际
应用。例如 K． pneumoniae 和 Klebsiella oxytoca 均是
生物安全等级 2 级微生物，可引发肺炎和尿路感染。
虽然健康人一般不被感染，但一旦感染便会患多种
疾病。其致病性取决于:(1)细菌对宿主的粘附力，
(2)细菌抵抗宿主吞噬的能力，(3)直接或间接作用
于宿主免疫系统以提高致病性的能力，(4)各因素
的相互作用。肺炎克雷伯氏菌在进化中形成了附
着、渗透和破坏宿主细胞的能力。菌毛、荚膜、内毒
素、铁载体、抗血清免疫因子和生物被膜是肺炎克雷
伯氏菌毒性的分子基础。鉴于毒力涉及上述多个因
素，敲除单一或少数基因未必有效，可采用近年兴起
的基因组编辑和信号重排技术来消除或弱化其毒力
因子。例如 MAGE 技术可同时敲除多个基因［41］，而
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表 1 肺炎克雷伯氏菌的毒力因子
Table 1 Virulence factors in Klebsiella pneumoniae

Virulence factors Genes Functions Ｒeferences

receptor fimH-1 Encoding adhesin of typeⅠ fimbriae ［7］
mrkD Encoding adhesin of type Ⅲ fimbriae ［6］
fimK Ｒegulation of fimbriae expression ［7］

capsule wzc
Encoding protein-tyrosine kinase involved in the signal transduction of
capsular polysaccharide (CPS) biosynthesis

［18］

manB
Encoding phosphomannomutase which participates in signal transduction of
CPS biosynthesis

［18］

wcaJ
Encoding undecaprenyl-phosphate glycosyltransferas related to signal
transduction of capsule biosynthesis

［18］

magA Involving in mucopolysaccharide synthesis ［19］
rmpA Ｒegulator of mucoid phenotype ［20］

endotoxin wabG
Encoding galactosyltransferase required for lipopolysaccharides ( LPS )
biosynthesis

［23］

wabO
Encoding galacturonic acid transferase crucial for core LPS biosynthesis and
the level of cell-bound capsule

［25］

uge Encoding UDP galacturonate 4-epimerase related to O-antigen biosynthesis of LPS ［27］

siderophores entB
The enterobactin biosynthesis gene which promotes the development and
maturation of biofilm

［29］

fepA Iron-enterobactin outer membrane receptor ［30］
iutA Aerobactin receptor gene ［31］
irp-1，irp-2，ybtS Yersiniabactin synthetic genes ［32］
fyuA Yersiniabactin receptor gene ［33］
iroN Catechol receptor gene ［35］

serum resistance factor
traT

Serum resistance-associated outer membrane lipoprotein， involved in the
surface exclusion in bacterial conjugation

［36］

others virulence
factors

htrA Involving in capsule biosynthesis and complement component regulation ［37］

dam
Encoding DNA adenine methylase，important regulator of virulence gene，
methyl-directed mismatch repair，and replication initiation

［38］

ompK35，ompK36 Major outer membrane porins related to virulence ［41］

信号途径工程可通过重塑代谢行为而弱化其毒
性［42］。此外，细胞膜工程和群体感应的研究进展也

为消除和弱化毒性提供了思路。细胞膜蛋白的改
造可降低对宿主细胞的黏附，并消除其抵抗血清
的能力;群体感应可用于菌体密度控制以及发酵
后期的细胞自杀［43］。借助这些手段和分子育种思

路，在不影响生物量的前提下，可望构建无毒或低
毒的工程菌。本实验室从事肺炎克雷伯氏菌的代
谢工程研究，旨在提高 3-羟基丙酸的产量［44-45］。

目前发酵产量较高 (文章待发表)，但面临菌种毒
性问题。合成生物学技术与毒理实验相结合可望
解决该问题。
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Ｒesearch advances in the virulence factors of Klebsiella
pneumoniae － A review
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Abstract:Klebsiella pneumoniae is of great attractiveness because it naturally produces a series of bulk chemicals such as
1，3-propanediol，2，3-butanediol and 3-hydroxypropionic acid． Although this species has been fueled in recent years，its
pathogenicity is considered an obstacle hindering industrial applications． Here we portray a picture of the virulence
factors，including pili，receptors，capsular polysaccharides，lipopolysaccharides，and newly identified virulence factors．
This review covers aspects of virulence genes，proteins，metabolic activities，as well as the mechanisms underlying
infection and immune responses． Based on state-of-the-art advances in metabolic engineering and synthetic biology，the
strategies for eliminating or attenuating the virulence of K． pneumoniae were proposed，and the feasibilities for these
protocols were also briefly discussed．
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