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摘  要：【背景】细胞色素 bd 末端氧化酶存在于许多致病菌中，保护细菌免受各种不利环境应激

的损害，促进多种致病菌的毒力，由于真核生物缺乏这种酶，被认为是开发新型抗菌药物的一个

有前景的靶标，肺炎克雷伯菌(以下简称“肺克”)中末端氧化酶的作用至今尚不清楚。【目的】探究

末端氧化酶 CyxA 在肺炎克雷伯菌中的生物学功能。【方法】构建 cyxA 基因无痕缺失株与回补株，

通过体外实验比较野生株 WT 及敲除株 ΔcyxA 的生长能力、生物被膜和荚膜合成能力、对不同环

境因素(酸性、高渗、氧化、还原)及抗生素的抵抗力，同时结合体内感染实验分析 CyxA 对肺克致

病性的作用。【结果】缺失 cyxA 基因后肺克体外有氧生长能力明显降低，生物被膜和荚膜合成能

力无差异，对 pH 5.5、1.9%氯化钠、过氧化氢、β-巯基乙醇和部分 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生

素的抵抗力降低。通过小鼠滴鼻实验发现缺失 cyxA 基因后肺克的致病性降低。【结论】本研究首

次证实末端氧化酶 CyxA 促进肺克有氧生长，增强该菌对酸性、高渗、氧化还原环境及部分抗生

素的抵抗力，从而增强肺克的致病性。该研究为进一步阐明末端氧化酶对肺克致病性的分子机制

奠定基础，为后续开发靶向肺克末端氧化酶的新型抗菌药物提供参考。 
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Abstract: [Background] Cytochrome bd terminal oxidase, existing in a variety of bacterial 
pathogens, protects bacteria from environmental stress conditions and enhances the virulence. 
As bd oxidase is absent in eukaryotes, it is considered as a promising target for developing 
novel antimicrobials. The role of terminal oxidase in Klebsiella pneumoniae remains unclear. 
[Objective] This study aims to explore the biological role of the terminal oxidase CyxA in   
K. pneumoniae. [Methods] The cyxA traceless deletion mutant and complemented strain were 
constructed. The wild-type strain (WT) and the mutant ΔcyxA were compared by in vitro 
experiments in regard to the growth, biofilm formation, capsule synthesis, and resistance to 
different environmental factors (acidity, hyperosmosis, oxidation, and reduction) and 
antibiotics. Further, in vivo infection experiment was carried out to study the effect of CyxA on 
the pathogenicity of K. pneumoniae. [Results] The deletion of cyxA significantly inhibited the 
aerobic growth of K. pneumoniae in vitro, did not affect the biofilm formation or capsule 
synthesis, and weakened the resistance to pH 5.5, 1.9% NaCl, H2O2, β-mercaptoethanol, and 
some β-lactam and aminoglycoside antibiotics. Nasal drip experiments of mice showed that the 
pathogenicity of K. pneumoniae decreased after the deletion of cyxA. [Conclusion] This study 
demonstrated for the first time that the terminal oxidase CyxA promotes the aerobic growth and 
enhances the resistance to acidic, hyperosmotic, redox environment and some antibiotics, thus 
increasing the pathogenicity of K. pneumoniae. The findings lay a foundation for further 
deciphering the molecular mechanism of terminal oxidase affecting the pathogenicity of     
K. pneumoniae and provide a theoretical basis for the subsequent development of novel 
antibacterial agents targeting K. pneumoniae terminal oxidase. 
Keywords: Klebsiella pneumoniae; terminal oxidase; CyxA; resistance; pathogenicity 
 

肺炎克雷伯菌(简称“肺克”)属肠杆菌科兼

性厌氧菌，易在人的呼吸道、肠道和泌尿生殖

道定殖，是医院内感染及社区获得性感染的主

要致病菌，由于耐药菌株的日益流行，目前已

成为一个严重的公共卫生问题[1-2]。高毒力肺克

的毒力和侵袭性更强，能够在健康个体中引起

严重的社区获得性感染，导致化脓性肝脓肿和

眼内炎、脑膜炎、坏死性筋膜炎、脾脓肿、骨

髓炎等转移性并发症，患者发病率和死亡率显

著提高[3-4]。尤其近年来临床上耐碳青霉烯高毒

力肺克菌株逐年增加，由于其高毒力、高耐药性

导致感染后几乎无药可医[5-6]。因此，寻找治疗
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肺克感染的新方法或新型抗菌药物迫在眉睫。 
在自然界中，肺克广泛存在于哺乳动物的

口腔、皮肤、肠道，以及土壤、水和医疗设备

等环境中 [7]。在这些环境中，肺克会遭遇不同

压力，如 pH 变化、氧化应激和渗透压应激等[8]。

肺克可通过呼吸道进入肺泡，被肺泡巨噬细胞

吞噬内化，再与溶酶体融合形成吞溶酶体，最

终形成酸性、大量活性氧/活性氮的杀菌环境。

在感染早期，中性粒细胞被迅速招募至感染部

位，并通过氧化和非氧化机制杀死病原体[9-10]。

此外，肺克也可通过消化道感染宿主，需面临

胃酸性、肠道高渗等环境压力[11-12]。肺克需要

适应这些内外环境压力，在这些不利环境中生

存是其感染宿主并传播的前提。病原菌会根据

环境改变自身代谢途径获得最大能量从而持续

感染宿主，其中末端氧化酶就是一种优化宿主

环境新陈代谢的机制[13]。 
细菌存在 3 种有氧呼吸的末端氧化酶：细

胞色素 bo3 氧化酶 Cyo、细胞色素 bd-I 氧化酶

CydAB 和细胞色素 bd-II 氧化酶 CyxAB，其中

CydAB 和 CyxAB 在微氧条件下发挥功能[14-15]。

细胞色素 bd 氧化酶存在于许多致病菌中，对氧

气亲和力高[16]。研究发现，除提供生物能量外，

bd 氧化酶在致病菌处于各种应激条件时提供保

护，包括缺氧、高温和暴露于有毒化合物，如

抗生素、一氧化氮、氰化物和硫化氢等；此外，

bd 氧化酶被证明有助于降解有害的活性氧和活

性氮，如过氧化氢或过氧亚硝酸盐 [14,16-17]。由

于 bd 氧化酶促进了大肠杆菌、鼠伤寒沙门菌、

结核分枝杆菌、单增李斯特菌等多种致病菌的毒

力，且真核生物缺乏这种酶，被认为是开发新型

抗菌药物的一个有前景的药物靶点[16,18-21]。目前

肺炎克雷伯菌中末端氧化酶的作用尚不清楚。

因此本文探究细胞色素 bd-II 氧化酶在肺克中

的功能，为以后开发针对肺克尤其是高耐药高

毒力肺克感染的有效新型抗菌药物提供前期理

论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和引物 

本研究所用高毒力肺克菌株 NTUH-K2044、
温敏型自杀载体 pKO3-km (卡那霉素抗性)由军

事医学科学院微生物流行病研究所惠赠。菌株

Escherichia coli DH5α 和质粒 pGEM-T-easy 由

本实验室保存，本研究所用引物详见表 1，由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 
1.1.2  实验动物 

选用 8 周龄 BALB/c 小鼠，雌性，体重为

18−22 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司。小鼠均在清洁级实验室饲养，22 °C 左右恒

温，12 h 光照，12 h 黑暗，勤更换水和饲料。

动物实验符合伦理要求，通过湖北医药学院动

物伦理委员会审批(2020-103)。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨、酵母粉、NaCl、琼脂粉、MH 培养

基，OXOID 公司；氨苄青霉素(ampicillin, AMP)、
硫酸卡那霉素(kanamycin, KAN)，Biotopped 公

司；头孢哌酮(cefoperazone, CFP)，TargetMOI
公司；哌拉西林(piperacillin, PIP)，Aladdin 公

司；2×Taq Plus Master Mix，诺唯赞生物科技

有限公司；质粒提取、胶回收、PCR 产物回

收试剂盒，Qiagen 公司；蔗糖、β-巯基乙醇

(β-mercaptoethanol, β-me)，Aresco 公司；KNO3，

天津市天力化学试剂有限公司；革兰染色试剂

盒，Solarbio 公司；双氧水(H2O2)，武汉市中天

化工有限责任公司；成套药敏片，杭州微生物

试剂有限公司；血平板，广东环凯微生物科技

有限公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；紫外-可见

分光光度计，Gene 公司；厌氧培养箱，Don Whitley  
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
Gene knockout   

cyxA-A GTATGCGGCCGCTCAGACATTGGCATTCCCT 476 
cyxA-B AGATAACCTTCAGTGGCGGGCAGGACTCCACAACAAAAT 
cyxA-C ATTTTGTTGTGGAGTCCTGCCCGCCACTGAAGGTTATCT 504 
cyxA-D GTATGCGGCCGCAGCCAGTCAAACATGCCG 
cyxA-F CAGTAGCGGCATTTCTCAG 375 
cyxA-R GAGCGAACTCTTTCAACGC 

Gene complementation   
C-cyxA-F AGGGCCCAAATATCACCACCCAGAATAG 2 432 
C-cyxA-R ATGCGGCCGCGGTCAGCCAGTCAAACATGC 

Sequencing   
pKO3-Km-F AATAAGCGGATGAATGGCAG 266 
pKO3-Km-R TCCCTCACTTTCTGGCTGG 
pGEM-T-easy-km-F GCGAATTGGGCCCGACGTC 444 
pGEM-T-easy-km-R CGCAGCCGAACGACCGAG 

下划线表示限制性内切酶位点(GCGGCCGC：Not Ⅰ；GGGCCC：Apa I) 
Underlines indicate restriction enzyme sites (GCGGCCGC: Not Ⅰ; GGGCCC: Apa I). 
 
Scientific 公司；恒温培养箱、气浴恒温振荡器，

常州时国旺仪器制造有限公司；光学显微镜，

奥林巴斯公司。 
1.1.4  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：酵母粉 5.0，胰蛋白

胨 10.0，氯化钠 10.0；LB 固体培养基：在上述

液体培养基中加入琼脂粉 16.0 g/L；LD 固体培

养基(g/L)：酵母粉 5.0，胰蛋白胨 10.0，蔗糖

50.0，琼脂粉 16.0；MH 固体培养基：MH 液体

培养基加琼脂粉 16.0 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  细菌培养 

肺炎克雷伯菌在含 100 μg/mL AMP 的 LB
液体培养基中 37 °C、200 r/min 培养过夜，根

据需要在添加 25 μg/mL Kan 的 LB 液体培养基

中培养含有该抗性质粒(pGEM-cyxA)的菌株。

E. coli DH5α 用来构建重组质粒，培养条件取决

于质粒的特性。转入 pKO3-km 和 pKO3-cyxAud
质粒的菌株需在 200 r/min、30 °C、Kan (25 μg/mL)

的 LB 液体培养基中进行培养。 
1.2.2  重组质粒的构建 

以肺克 K2044 基因组 DNA(即直接以菌体

热解后暴露的 DNA)作为 PCR 反应的模板，用

引物对 cyxA-A/B 和 cyxA-C/D 进行 PCR 扩增，

回收后分别得到 cyxA 基因上游同源臂 AB 和下

游同源臂 CD 片段。PCR 反应体系(20 μL)：细

菌基因组 DNA 1.0 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 0.5 μL，2×Taq Plus Master Mix 10.0 μL，

ddH2O 8.0 μL。PCR 反应条件：94 °C 3 min；94 °C 
30 s，58 °C 30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 
5 min。将纯化后的上、下游同源片段 AB/CD 1:1 
(浓度比)混合作为模板进行融合 PCR，然后使用

限制性内切酶 Not Ⅰ进行酶切过夜后连接至自杀

载体 pKO3-km，即得到敲除质粒 pKO3-cyxAud。
PCR 反应体系(50 μL)：同源片段 AB/CD (300 ng/μL)
各 1 μL，引物 cyxA-A/D (10 μmol/L)各 1 μL，

2×Taq Plus Master Mix 25 μL，ddH2O 21 μL。PCR
反应条件：94 °C 5 min；94 °C 40 s，58 °C 40 s，
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72 °C 5 min，2 个循环；94 °C 40 s，58 °C 40 s，
72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 5 min。为了构

建回补质粒 pGEM-cyxA，以野生株 WT 为模

板，扩增包含 cyxA 基因编码区及毗邻上、下

游区域共 2 432 bp 的基因片段，使用胶回收

试剂盒进行纯化回收，将基因片段克隆至质粒

pGEM-T-easy 上的 Apa I 和 Not I 两个酶切位点

之间。PCR 反应体系(50 μL)：细菌基因组 DNA 
1.0 μL，引物 C-cyxA-F/R (10 μmol/L)各 2.5 μL，

Q5 High-Fidelity 2×Master Mix 25.0 μL ，

nuclease-free water 19.0 μL。PCR 反应条件：

98 °C 30 s；98 °C 10 s，62 °C 30 s，72 °C 30 s，
30 个循环；72 °C 2 min。 
1.2.3  cyxA 基因缺失突变株和回补株的构建 

cyxA 基因敲除参考文献[22]的方法进行：

在 菌 株 NTUH-K2044 中 电 转 入 重 组 质 粒

pKO3-cyxAud，首先将验证正确的阳性单菌落

通过 43 °C 培养，筛选 pKO3-cyxAud 重组整合

至染色体上的菌株，接着将其转接入含有蔗糖

的 LD 平板上进行二轮同源重组，此步骤为反

向筛选，挑取 pKO3-cyxAud 从染色体上丢失的

菌株，即在含 KAN平板上无法生长而在含 AMP
平板上生长的单菌落，用引物 cyxA-A/D 扩增时，

PCR 产物明显小于阳性对照(以野生株 K2044 为

模板)，用内部引物对 cyxA-F/R 扩增时为阴性，

并将其 cyxA-A/D 扩增产物进行测序，最终得到

cyxA 无痕突变体。将回补质粒 pGEM-cyxA 电转

入 cyxA 突变体中，获得回补株 C-cyxA。 
1.2.4  生长曲线及革兰氏染色实验 

生长曲线测定：取甘油管保存的肺克按体

积比 1:100 接入 LB 液体培养基中，37 °C、   
200 r/min 培养 16 h，取菌液于 LB 平板上划线

后，在 37 °C 培养箱中倒置培养出单菌落备用，

挑取不同菌株(WT、ΔcyxA、C-cyxA)单菌落接

种于 3 mL LB 培养基中培养过夜，调 OD600 值

约 1.2 后取 10 μL 接种至含有 20 mmol/L KNO3

的 1 mL LB 液体培养基中，于 37 °C 厌氧培养箱

静置培养，同时接种于适量的新鲜 LB 液体中，

37 °C、200 r/min 振荡培养，选取不同时间点(0、
2、4、6、8、10、24 h)的培养物用紫外-可见分

光光度计测 OD600 值，绘制厌氧及有氧条件下

的生长曲线。 
革兰氏染色实验：取上述活化过夜的菌液

调 OD600 值约为 1.2 后，按 1% (体积分数)接种

量转接到 LB 培养基中，37 °C、200 r/min 继续

培养至对数中期(OD600 值约 1.5)，取肺炎克雷

伯菌 WT、ΔcyxA、C-cyxA 对数中期菌液进行涂

片固定，然后结晶紫初染 1 min、碘液媒染     
1 min、脱色液脱色 20−60 s、番红复染 1 min
进行染色，最后将标本在空气中晾干后使用油

镜观察细菌形态大小。  
1.2.5  生物被膜及荚膜实验 

生物被膜试管观察实验：细菌培养如上所

述，取 OD600 值约 1.2 的 WT 及 ΔcyxA 菌液转接

至无菌试管中，37 °C 静置培养 2 d 后分别观察

两株菌的生物被膜合成情况。  
荚膜拉丝实验：分别挑取不同菌株(WT、

ΔcyxA)的对数期菌液在血平板上划线，37 °C 倒

置培养 16 h，使用无菌枪头对单菌落进行拉丝

并记录拉丝长度。评判标准：细菌的平均拉丝

长度超过 5 mm 为阳性。 
1.2.6  外界环境抵抗实验 

酸性环境：挑取 WT、ΔcyxA、C-cyxA 菌株

37 °C、200 r/min 培养约 16 h，按 1% (体积分数)
接种量转接到新鲜 LB 液体培养基 37 °C、   
200 r/min 继续培养细菌至对数期(OD600 值约

1.5)，调 OD600 值至 1.2，然后按体积比 1:100 分

别转接到 pH 5.5 的 LB 培养基和 pH 7.0 的 LB 培

养基中，37 °C、200 r/min 培养 2 h 取菌液进行系

列稀释后各取 10 μL 滴于含 100 μg/mL AMP 的
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LB 平板 37 °C 培养 12 h 后进行细菌计数，计算

生存率(生存率(%)=不同 pH 的培养基细菌数/pH 
7.0 的培养基细菌数×100)。实验重复 3 次。 

高渗环境：预培养同酸性环境试验，将 WT、

ΔcyxA 菌液按 1%接种量分别转接到含 1% NaCl
的常规 LB 培养基及 1.9% NaCl 的 LB 培养基

中，37 °C、200 r/min 培养 2 h 后取菌液进行系

列稀释后各取 10 μL 滴于含 100 μg/mL AMP 的

LB 平板 37 °C 培养 12 h 后进行细菌计数，计算生

存率(生存率(%)=1.9% NaCl 的培养基细菌数/含
有 1% NaCl 培养基细菌数×100)。实验重复 3 次。 

氧化还原环境：预培养同酸性环境试验，

将 WT、ΔcyxA、C-cyxA 菌液按 1% (体积分数)
接 种 量 分 别 转 接 到 加 及 不 加 过 氧 化 氢        
(2、4 mmol/L)和 β-巯基乙醇(10 mmol/L)的 LB 培

养基中 37 °C、200 r/min 培养 2 h，取菌液进行

系列稀释后各取 10 μL 滴于含 100 μg/mL AMP
的 LB 平板 37 °C 培养 12 h 后进行细菌计数，计

算生存率(生存率(%)=含有不同浓度的 H2O2 或

β-me 的培养基细菌数/不含有 H2O2或 β-me 培养

基细菌数×100)。实验重复 3 次。 
1.2.7  抗生素敏感性实验 

纸片扩散法：根据 2020 年美国临床实验室

标准化委员会 CLSI 标准，使用 MH 固体培养

基对 32 种抗菌药物进行药敏试验，37 °C 培养

1 d，记录抑菌环直径。 
微量肉汤稀释法：使用 96 孔板选取 8 种抗

生素测定其最小抑菌浓度 (minimal inhibitory 
concentration, MIC)，将培养过夜的细菌菌液按

1% (体积分数)接种量转接入 LB 液体培养基

中，37 °C、200 r/min 继续培养至细菌对数生长

期(OD600 值约 1.5)，以菌量 5×105 CFU/mL 加入

含不同浓度抗生素培养基的 96 孔板中，使每孔

抗生素的终浓度依次为：2 048、1 024、512、
256、128、64、32、16、8、4、2、1 µg/mL，

在 37 °C 静置培养 18 h 后，肉眼观察每个孔中

的细菌生长情况，无细菌生长的最低浓度孔即

为其 MIC。选取两菌株间有明显差异的抗生素，

将 37 °C 抗生素处理 2 h 前后的菌液系列稀释并

取 10 μL 滴于含 100 μg/mL AMP 的 LB 平板进

行细菌计数，计算生存率(生存率(%)=加抗生素

后的培养基细菌数 /未加抗生素前的培养基细

菌数×100)。实验重复 3 次。 
1.2.8  动物感染实验 

取活化过夜的菌液调 OD600 值约为 1.2 后，

按 1% (体积分数)接种量转接入 LB 液体培养基

中，继续培养至细菌对数生长期 (OD600 值约

1.5)，取 1 mL 菌液，25 °C、12 000 r/min 离心

10 min 后弃上清，将菌体用 PBS 缓冲液洗涤后

重悬，调至浓度为 2×104 CFU/mL 备用。将     
9 只 BALB/c 小鼠随机分为 2 组。WT 组(5 只)：
50 µL K2044 野生株(浓度为 1×103 CFU/mL)菌
悬液滴鼻；cyxA 组(4 只)：50 µL ΔcyxA (浓度为

1×103 CFU/mL)菌悬液滴鼻，感染后每隔 1 d 观

察小鼠生存状况。 
1.2.9  统计分析 

文中涉及的数据分析使用 Microsoft Excel
实行，统计学分析方法包括非配对双尾 t 检验

(two-tailed Student’s t test)和 Kaplan-Meier 法

(log-rank 和 Gehan-Breslow-Wilcoxon)。当 P<0.05
时表明具有显著差异。相关图表使用 GraphPad 
Prism 8 生成。 

2  结果与分析 
2.1  构建 cyxA 基因缺失突变株和回补株 

为了探究 cyxA 基因在肺炎克雷伯菌中的

功能，采用同源重组的方法将肺炎克雷伯菌

NTUH-K2044菌株染色体上 cyxA的编码区(图1A)
进行敲除，将所获得的 cyxA 无痕缺失株命名为

ΔcyxA。在经过 2 次同源重组后，通过菌落 PCR
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初步验证，当用外部引物 cyxA-A/cyxA-D 扩增

时，野生株 WT 产生一个 2 344 bp 的扩增子而

敲除株 ΔcyxA 为 980 bp，两者相差 1 364 bp，
正好是 cyxA 编码区的大小(图 1B)；当用内部引

物 cyxA-F/cyxA-R 扩增时，野生株 WT 产生一个

375 bp 的扩增子而敲除株未扩增出条带(图 1C)。
随后通过 DNA 测序证实 cyxA 基因缺失株构建

成功。将 cyxA 编码区、上游启动区及下游转录

终止区均克隆至载体 pGEM-T-easy 构建回补质

粒，将其电转进 ΔcyxA 得到 cyxA 基因回补株

C-cyxA，经菌落 PCR 验证回补株构建成功。 

2.2  基因 cyxA 缺失后影响肺炎克雷伯菌

体外有氧生长和细菌形态 
比较菌株 WT、ΔcyxA 及 C-cyxA 分别在厌

氧及有氧条件下的生长情况，结果显示，在厌

氧培养条件下，3 株菌总体生长趋势一致，说

明 cyxA基因缺失不影响肺克体外厌氧生长能力

(图 2A)；而在有氧条件下，ΔcyxA 对数期和稳

定期的生长趋势明显低于 WT，且将该基因回

补后 C-cyxA 的生长得到一定的恢复(图 2B)，同

时取对数期菌液进行革兰氏染色，使用光学显

微镜观察细菌形态，发现相较于 WT 及 C-cyxA，

ΔcyxA 菌株中出现不同程度的长杆状细菌(图 2C)，
说明 cyxA基因缺失影响肺克体外有氧生长及细

菌形态。 

2.3  基因 cyxA 缺失后不影响肺炎克雷伯

菌生物被膜及荚膜的合成 
荚膜和生物被膜是肺克的重要毒力因子，

为了探究 cyxA基因是否影响肺克生物被膜及荚

膜的合成，静置试管 2 d，观察到菌株 WT 及

ΔcyxA 在 LB 液体培养基中都能形成明显可见

的生物被膜，两者之间无差异(图 3A)，说明 cyxA
基因不影响肺克生物被膜合成；细菌拉丝实验

显示 WT 及 cyxA 基因缺失株的拉丝长度都超过

5 mm，即拉丝试验阳性(图 3B)，说明 cyxA 基

因不影响肺克荚膜合成。 
 

 
 

图 1  cyxA 基因缺失突变体的鉴定   A：cyxA 与两侧基因结构及引物位置示意图. B 和 C：cyxA 敲除

株的 PCR 鉴定. B：外部引物 cyxA-A/D 和 C-cyxA-F/R 的 PCR 结果；C：内部引物 cyxA-F/R 的 PCR 结果   
Figure 1  Identification of cyxA gene deletion mutant. A: Schematic view of structure of cyxA and flanking 
genes and primer positions. B and C: PCR identification of ΔcyxA. B: The PCR results of external primers 
cyxA-A/D and C-cyxA-F/R; C: The PCR results of internal primers cyxA-F/R. 
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图 2  cyxA 对肺克生长及形态的影响   A：菌株 WT、ΔcyxA 和 C-cyxA 的厌氧生长曲线. B：有氧生长

曲线. C：革兰氏染色结果 
Figure 2  The influence of cyxA gene to the growth and morphology of Klebsiella pneumoniae. A: The 
anaerobic growth curve of strains WT, ΔcyxA and C-cyxA. B: Aerobic growth curve. C: Gram staining. 
 

 
 
图 3  菌株 WT、ΔcyxA 的生物被膜形成(A)及荚膜拉丝实验(B) 
Figure 3  The biofilm formation (A) and capsular synthesis (B) of strains WT and ΔcyxA. 
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2.4  基因 cyxA 缺失后降低体外肺炎克雷

伯菌对不同环境因素的抵抗力 
细菌在感染宿主时会遇到一些恶劣环境，

例如消化道酸性环境、肠道高渗环境及氧化应

激环境等。有研究表明，大肠杆菌、鼠伤寒沙

氏菌的末端氧化酶相关基因可以保护细菌免受

不利环境的影响 [14-16]，因此我们推测肺克中

cyxA 基因也可能发挥类似作用。 
为了研究 cyxA基因对肺克在体外适应不同

环境的作用，先将 WT、ΔcyxA 及 C-cyxA 菌株

在 pH 7.0 及 pH 5.5 的 LB 液体培养基中培养   
2 h，通过活菌计数计算生存率，结果发现 WT、

ΔcyxA 及 C-cyxA 菌株在 pH 5.5 的生存率分别降

低至 95%、56%、89% (图 4A)，且 WT 及 C-cyxA

菌株的生存率显著高于 ΔcyxA (P<0.01)，说明

cyxA 基因缺失降低肺克对酸性环境的抵抗力。

接着将 WT、ΔcyxA 分别在含有 1%及 1.9% NaCl
的 LB 液体培养基中培养，体外模拟不同渗透

压环境，结果发现在含有 1.9% NaCl 的高渗环

境中，相较于 WT，ΔcyxA 菌株的生存率显著降

低(80.34% versus 65.30%，P<0.01，图 4B)，说

明 cyxA基因缺失降低了肺克对高渗环境的抵抗

力。此外，细菌进入宿主常会面临氧化还原胁迫，

过氧化氢是一种强氧化剂，β-巯基乙醇是一种还

原剂，将 WT、ΔcyxA 及 C-cyxA 菌株使用不同

浓度的 H2O2 进行处理后计算细菌存活率，发现

在 2 mmol/L H2O2 的 LB 培养基中 ΔcyxA 菌株

的存活率显著低于 WT (12.41% versus 2.89%， 
 

 
 
图 4  cyxA 对肺克不同环境抵抗力的影响   A：酸性胁迫. B：渗透胁迫. C：氧化胁迫. D：还原胁迫  
Figure 4  The influence of cyxA gene to the resistance of Klebsiella pneumoniae to different environments. 
A: Acid stress. B: Osmotic stress. C: Oxidative stress. D: Reductive stress. **: P<0.01. 
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P<0.01)，当 H2O2 浓度增加至 4 mmol/L 时，3 菌

株几乎都不能存活(图 4C)；而在含 10 mmol/L 
β-me 的 LB 培养基中 ΔcyxA 菌株的存活率同样

发生显著降低(87.5% versus 59.94%，P<0.01，
图 4D)，说明 cyxA 基因缺失也降低了肺克对氧

化还原环境的抵抗力。 
2.5  基因 cyxA 缺失后增加肺炎克雷伯菌

对部分抗生素的敏感性 
近年来，多重耐药肺克尤其耐碳青霉烯类

及产超广谱 β-内酰胺酶菌株日益增多，给临床

治疗带来极大困难[2-6]。为了探究 cyxA 基因对

肺克抗生素敏感性的影响，通过纸片扩散法

(K-B 法)筛选了 32 种抗生素对肺克 WT 及

ΔcyxA 菌株的杀菌作用，发现相较于野生株

WT，头孢哌酮及哌拉西林对 ΔcyxA 菌株的抑菌

环直径明显变大(图 5A、5B)；比较 2 种抗生素

2 h 处理下的生存率，发现相较于 WT，ΔcyxA
菌株的生存率均降低(17.80% versus 3.16%，

0.36% versus 0.05%，图 5C)；同时通过微量肉

汤稀释法测定肺克 WT 及 ΔcyxA 菌株对头孢哌

酮及哌拉西林在内的 8 种抗生素的 MIC，结果

同样发现，与 WT 相比，头孢哌酮、哌拉西林

对 ΔcyxA 菌株的 MIC 值降低，表明 cyxA 基因

缺失后增加了肺克对头孢哌酮及哌拉西林 2 种

常用 β-内酰胺类抗生素的敏感性。此外，在庆

大霉素、链霉素作用下，ΔcyxA 菌株的 MIC 值

也降低至 WT 的一半，而 C-cyxA 菌株恢复对这

些抗生素的抵抗力(表 2)，综上表明 cyxA 基因

降低了肺克对部分 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗

生素的敏感性。 
 

 
 
图 5  cyxA 对肺克不同抗生素敏感性的影响   A、B：WT 及 ΔcyxA 菌株纸片扩散法药敏试验结果. C：

生存率. NOR：诺氟沙星；CIP：环丙沙星；CFP：头孢哌酮；TE：四环素；DX：双氯西林；PIP：哌

拉西林；OFX：氧氟沙星；*：P<0.05；**：P<0.01 
Figure 5  The influence of cyxA gene to the sensitivity of Klebsiella pneumoniae to different antibiotics. A, 
B: Results of disk diffusion susceptibility test of strain WT and ΔcyxA. C: Survival rate. NOR: Norfloxacin; 
CIP: Ciprofloxacin; CFP: Cefoperazone; TE: Tetracycline; DX: Dicloxacillin; PIP: Piperacillin; OFX: 
Ofloxacin; *: P<0.05; **: P<0.01. 
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表 2  肺炎克雷伯菌 WT、ΔcyxA、C-cyxA 对各

种抗生素的 MIC 值 
Table 2  MIC values of Klebsiella pneumoniae WT, 
ΔcyxA and C-cyxA to various antibiotics 
Antibiotics MIC  

(μg/mL) 
 Fold changes  

in MICs 
WT ΔcyxA C-cyxA  ΔcyxA/WT 

Ceftazidime 1 1 1  1 
Cefoperazone >2 048 2 048 >2 048  <1 
Piperacillin >4 096 2 048 >4 096  <0.5 
Gentamicin 16 8 16  0.5 
Streptomycin 64 32 64  0.5 
Tetracycline 16 16 16  1 
Polymyxin B 8 8 8  1 
Vancomycin >2 048 >2 048 >2 048  1 

 
2.6  基因 cyxA 缺失后降低肺炎克雷伯菌

的致病性 
有研究发现在许多致病菌中，细胞色素 bd

氧化酶可以增强它们的毒力[16]，为了确定肺克

cyxA 基因在体内感染中的作用，我们通过滴鼻

感染 BALB/c 小鼠，记录感染后的存活情况。在

103 CFU/mL 浓度下，野生株感染小鼠在 4 d 内

全部死亡，而 cyxA 基因缺失株感染小鼠的 7 d
存活率达 50%，cyxA 基因缺失株的存活率相对

于野生株显著增加(P<0.05，图 6)，说明 cyxA
基因缺失株的致病性明显下降。 

3  讨论与结论 
细胞色素 bd 氧化酶目前只存在于细菌和

古菌的电子传递链中，帮助微生物在包括一氧

化氮、铵、亚硝酸盐、硫化物、铬酸盐和氰化

物等各种环境应激条件下生存，可以直接分解

过氧化氢和过氧亚硝酸盐，有助于细菌抵抗这

些由宿主抗感染免疫产生的活性氧和活性氮。

此外，bd 氧化酶参与保护细菌免受抗生素诱导

的应激。可能由于这些独特性质，bd 氧化酶增

强不同病原菌的毒力[16,23]。由于人和动物基因 

 
 
图 6  野生株 WT 和 cyxA 基因缺失株滴鼻感染

BALB/c小鼠的存活率   两组之间的存活率相比

具有统计学差异(P<0.05) 
Figure 6  Survival curves for the Klebsiella 
pneumoniae WT and ΔcyxA strains by intranasal 
infection. There was a significant difference in 
survival rate between the two groups (P<0.05).  
 
组不编码 bd 氧化酶，其可以作为开发下一代抗

菌药物的有吸引力和有前途的靶点。有些细菌

含有 2 种不同的细胞色素 bd 氧化酶——bd-I 氧
化酶 CydAB 和 bd-II 氧化酶 CyxAB，其中关于

bd-II 氧化酶的研究较少[16]。生物信息学分析发

现肺克 K2044 菌株中同样存在 2 种 bd 氧化酶编

码基因，cydA (KP1_RS7965)、cydB (KP1_RS7970)
和 cyxA (KP1_RS13990)、cydB (KP1_RS13995)，
且 bd 氧化酶对肺克的功能仍然未知。本研究构

建了 cyxA 无痕敲除株及回补株，通过体内外实

验发现，末端氧化酶 CyxA 不影响肺克生物被

膜、荚膜合成，但促进肺克有氧生长、增强该

菌对酸性、高渗、氧化还原环境及抗生素的抵

抗力，从而增强肺克的致病性。 
细胞色素 bd 氧化酶对不同致病菌生长的

影响不尽相同。结核分枝杆菌和单增李斯特菌

只有一种 bd 氧化酶，cydAB 缺失对结核分枝杆

菌生长无显著影响[24]，而单增李斯特菌 ΔcydAB

缺失株表现出有氧生长缺陷[19]。鼠伤寒沙门菌
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和大肠杆菌均含有 2 种 bd 氧化酶，鼠伤寒沙门

菌 cydA 基因赋予其在 8%氧浓度下生长的适应

性优势而对 0.8%氧浓度生长无影响，cyxA 基因

为 0.8%氧浓度下生长提供适应性优势而对 8%

氧浓度和厌氧条件下生长无影响[21]；大肠杆菌

cydAB 在微氧条件下表达量最高，bd-I 氧化酶

除负责微氧呼吸还影响该菌有氧生长，bd-II 氧
化酶缺陷突变体无明显有氧或厌氧生长缺陷，

被认为在极低氧水平下发挥功能[15,25]。本研究

证实 cyxA 基因缺失影响肺克有氧生长，关于其

对肺克微氧生长是否起作用有待进一步研究。

同时发现 cyxA 敲除株菌体显著变长，产生一些

无隔多核的长丝体，表明在染色体复制和分离

之后、横隔形成之前细胞分裂被抑制，这可能

是 cyxA 敲除株生长缺陷的原因。铜绿假单胞菌

末端氧化酶 cioAB 基因 (cydAB 同源基因)突变

也导致类似的细胞分裂缺陷[26]。 

细胞色素 bd 氧化酶还参与细菌对不同环

境压力的响应。本研究发现 cyxA 基因缺失降低

肺克对酸性环境的抵抗力。Cai 等发现结核分枝

杆菌 ΔcydA 突变体对干扰素 γ 激活巨噬细胞形

成吞噬溶酶体内的低 pH 非常敏感，在 pH 值低

至 4.5 的条件下无法维持最大耗氧量[20]。cyxA

基因缺失也降低了肺克对 H2O2 的抵抗力。大肠

杆菌 bd-I 氧化酶缺失突变体对 H2O2 暴露十分

敏感，且在外源 H2O2 存在时 bd-I 氧化酶表达增

加[27]。在尿路致病性大肠杆菌中，缺乏 bd-I 或

bd-II 氧化酶的菌株在 1 mmol/L H2O2 处理后敏

感性显著增加[28]。bd 氧化酶的这种保护作用还

存在于棕色固氮菌、布鲁氏菌、牙龈卟啉单胞

菌、结核分枝杆菌和耻垢分枝杆菌中[14]。此外，

据报道大肠杆菌 bd-I 氧化酶具有类过氧化氢酶

和过氧化物酶活性[14]，纯化 bd-II 氧化酶也具有

很高的过氧化氢酶活性 [29]，可以直接代谢

H2O2。肺克末端氧化酶 CyxA 是间接还是直接

代谢 H2O2 而防御 H2O2 诱导的氧化损伤有待后

续进一步研究。同时本研究发现 cyxA 基因缺失

降低肺克对还原环境的抵抗力。大肠杆菌细胞

色素 bd 缺陷突变体对还原剂 β-巯基乙醇的敏

感性被认为是由于二硫键形成系统损伤[30]，而

鼠伤寒沙门菌 ΔcydABX 突变株对 β-巯基乙醇的

敏感性与二硫键形成系统无关，可能是由于 β-巯

基乙醇介导的细胞色素 bd 损伤导致呼吸协同降

低[31]，CyxA 对肺克 β-巯基乙醇抗性作用的具

体机制需要更多实验证实。研究发现盐胁迫会

导致植物和真菌内高浓度活性氧积累，替代氧

化酶有助于抵御渗透胁迫[32]。本研究证实 cyxA

基因缺失降低肺克对高渗环境的抵抗力，可能

也是由于高盐增加了细菌胞内活性氧浓度，目

前尚未见细菌 bd 氧化酶参与渗透胁迫的相关

报道。 

有观点认为抗生素可以通过引发细菌胞内

活性氧积累而杀菌[33]，bd 氧化酶对分枝杆菌抵

抗氯法齐明、贝达喹啉和异烟肼的保护作用可

能是由于其能清除或防止这些抗生素诱导产生

活性氧[16]。大肠杆菌 ΔcydAB 缺失株生物膜的

细胞外膜通透性升高，呼吸通量减少而阻碍质

子介导的有毒化学物质排出，因此增加了生物膜

对 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生素的敏感性[34]。

本研究发现 cyxA 基因缺失增加肺克对部分 β-内

酰胺类及氨基糖苷类抗生素敏感性，与上述这

些研究结果一致，但具体分子机制仍需进一步

探究。据报道，由于末端氧化酶保护致病菌免

受各种应激条件(酸性、氧化、抗生素等)的损伤，

因此促进了大肠杆菌、鼠伤寒沙门菌、结核分枝

杆菌等多种致病菌的毒力，增强其致病性[14-16]。

同样地，本研究证实了末端氧化酶 CyxA 增强

肺克的致病性。最近 Lee 等发现细胞色素 bd 氧
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化酶抑制剂 ND-011992 与 bcc:aa3氧化酶抑制剂

Q203 联用对不同复制和耐药非复制分枝杆菌

临床分离株具有杀菌作用，且在小鼠模型中相

较于单一药物疗效提高[35]。这一成果结合本研

究结果，提示未来开发针对肺克末端氧化酶的

抑制剂是治疗肺克感染的一个十分有前景的途

径，特别是对于亟待解决的高耐药高毒力肺克

感染的治疗具有深远意义，值得深入探讨。 
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