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Elastase作为靶点在铜绿假单胞菌眼科感染治疗中的研究进展

李晔1，胡沁媛1，周敏1，王聪尧1，李健2  综述   万鹏霞1  审校
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[摘　要]	 铜绿假单胞菌性角膜炎破坏力强、致盲率高。随着“后抗生素时代”的到来，新的抗铜绿假单

胞菌感染药物的研究迫在眉睫。抗毒力因子药物可选择性地遏制细菌的毒素表达、细菌黏附和

免疫逃避，在不影响细菌生长的前提下可降低细菌的毒性，具有巨大的研究前景。弹性蛋白酶

(Elastase)是铜绿假单胞菌中一种主要的毒力因子，Elastase抑制剂可有效降低铜绿假单胞菌的致病

力，帮助人体免疫系统有效清除病原菌，是一种非常有前景的治疗策略。本文综述了铜绿假单胞

菌Elastase及其抑制剂的研究进展，为治疗铜绿假单胞菌眼科感染的新方法研究提供理论依据。
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铜绿假单胞菌( Ps e ud om ona s  ae r ug i n os a )是一

种常见的机会致病菌，是导致各种医院获得性感

染的主要原因，也是眼科感染性致盲眼病的常见

病原菌之一。近年来伴随着多重耐药性菌株的出

现，临床治疗的难度大大增加，目前急需研发新

的治疗方法及药物。铜绿假单胞菌的致病性取决

于其产生的毒力因子对宿主的损伤作用，如弹性

蛋白酶(Elastase)、碱性蛋白酶、鞭毛蛋白和外毒

素A等[1-2]。随着人们对铜绿假单胞菌致病机制的深

入研究，特异性抑制毒力因子逐渐成为一种很有

前景的治疗方法，毒力因子抑制剂的发现也为有

效治疗铜绿假单胞菌感染提供了新希望。

Elastase是一种铜绿假单胞菌主要的毒力因子，

它通过水解蛋白和细胞外基质直接损伤宿主组织结

构，破坏细胞间紧密连接损伤上皮屏障功能和降解

Ig A，补体蛋白和SP-A等免疫分子逃避机体免疫反

应，对铜绿假单胞菌的致病性起至关重要的作用[3]。

作 为 铜 绿 假 单 胞 菌 主 要 的 毒 力 因 子 ， 靶 向

Elastase研发新型抗毒力因子药物已成为近年来的

研究热点。铜绿假单胞菌角膜炎发展速度快、致

盲率高，Elastase抑制剂可有效降低铜绿假单胞菌

的毒性，缓解病原菌对角膜组织的破坏，帮助人

体免疫系统有效清除病原菌，最大程度地保护患

者视力[4]，是一种非常有前景的治疗策略。

1  Elastase 的生物学特性

Elastase是一种由铜绿假单胞菌分泌到胞外的

重要的毒力因子，分子质量为33 kD，属于金属蛋

白酶家族。它的合成由 l a s B 基因的表达调节，而
lasB基因的表达由群体感应系统Las和Rhl调控 [5]。

Elastase的作用比较广泛，可水解内源肽疏水端的

氨基酸残基。Elastase的致病机制主要是通过水解

宿主体内的多种蛋白，调控宿主免疫反应和调节

生物膜的形成。

1.1  Elastase 对组织蛋白的水解活性

Elastase通过降解层黏连蛋白、纤连蛋白、玻

璃体结合蛋白、III和IV型胶原等细胞外基质蛋白

造成宿主组织破坏，为铜绿假单胞菌生长提供营

养 [6]。同时，Elastase破坏细胞间紧密连接增加上

皮间通透性从而破坏上皮屏障功能 [7-8]。研究 [9]发

现：Elastase可以通过激活蛋白激酶C信号通路使

Occludin和ZO-1等紧密连接蛋白发生断裂，并诱导

细胞骨架重组，导致上皮屏障功能的破坏。在人鼻

上皮细胞培养过程中，加入Elastase可短暂阻断气

道上皮屏障，下调跨膜蛋白Claudin-1，Claudin-4，

Occludin，Tricellulin，可短暂降低蛋白酶激活受体

(PAR-2)的表达，但对紧密连接蛋白ZO-1，ZO-2，

黏附连接蛋白E-cadherin，β-catenin无明显影响；同

时，此过程中PKC，MAPK，PI3K，p38，MAPK，

JNK，COX-1，COX-2，NF-κB等不同的调控紧密连

接蛋白的信号转导通路瞬时下调[10]。

1.2  Elastase 对宿主免疫反应的调控作用

Elastase通过降解先天免疫分子、加工细胞受

体和炎症相关物质调控机体免疫反应。Elastase可

降解先天和适应性免疫系统的许多组成部分，比

如SP-A，SP-D和补体蛋白，以减少细胞的吞噬作

用，为铜绿假单胞菌的入侵扫清了障碍 [ 1 1 - 1 2 ]。同

时，E l a s t a s e可使T N F- α， I F N - γ和M CP- 1等细胞

因子和趋化因子失活，从而调节炎症反应，破坏

宿主的先天防御 [13]。在铜绿假单胞菌引起的慢性

感染性溃疡中，E la sta se可裂解抗菌肽L L - 3 7使其

失活，抑制了抗菌肽与细菌的结合，从而抑制了

其杀菌活性 [14]。同时，在铜绿假单胞菌感染过程

中，Elastase可水解尿激酶激活受体蛋白(uPAR)，

降低了细胞与尿激酶结合的能力，影响上皮细胞

和白细胞的黏附和迁移，从而调节炎症反应[15]。

1.3  Elastase 调节生物膜的形成

铜绿假单胞菌生物膜的形成是造成其耐药性的

关键原因，lasB过表达会干扰铜绿假单胞菌生物膜中

细胞外多聚物的组成和理化性质，从而增加细胞外

鼠李糖脂的浓度，导致鼠李糖脂和总碳水化合物含

量升高，藻酸盐含量降低，生物膜疏水性和黏度增

强，有助于初始微菌落和三维生物膜结构形成[16]。

综上，Elastase通过水解蛋白及细胞外基质破

坏宿主正常组织结构与功能，逃避宿主免疫防御

和调节生物膜形成在铜绿假单胞菌的发病过程发

挥重要作用，Elastase抑制剂的开发具有一定治疗

价值和巨大的研究前景。

2  毒力因子作为治疗靶点的研究现状

毒 力 因 子 是 构 成 细 菌 毒 力 的 主 要 物 质 ， 表

示 细 菌 致 病 能 力 的 强 弱 [ 1 7 ]， 以 细 菌 毒 力 因 子 为

靶点，针对性的抑制或阻断细菌毒力是最近建立



眼科学报,  2020, 35(3)    ykxb.amegroups.com188

的抗微生物策略，抗毒力因子药物被称为“第二

代”抗生素[18]。

目前有很多研究者致力于抗毒力因子药物的研

发，并取得了一定的成果，如抑制鼠伤寒沙门氏菌

致病力的化合物LED209和抑制霍乱弧菌毒性的人

工合成抑制剂Virstatin[19-20]。研究[21-22]发现：丝氨酸

蛋白酶抑制剂可用来治疗丙型肝炎[21]，在高活性抗

逆转录病毒治疗中引入天冬氨酸蛋白酶抑制剂，可

延长艾滋病毒感染者的生存期，并改善其预后[22]。

革兰阳性菌转肽酶SrtA是调控金黄色葡萄球菌致病

力的重要蛋白质，通过药物筛选和结构改造，研究

者找到全新结构的SrtA抑制剂，有效地抑制SrtA的

活性，能够有效降低金黄色葡萄球菌的毒力。这类

小分子化合物在体外不杀菌或者抑制耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌的生长，但是在动物模型中极大地提

高了感染动物的生存率[23-24]。

3  Elastase 抑制剂的研究现状

3.1  抗菌药物及临床常用药物

研 究 [ 2 5 ] 发 现 ： 亚 抑 菌 浓 度 状 态 下 [ 即 药

物 浓 度 低 于 最 低 抑 菌 浓 度 ( m i n i m a l  i n h i b i t o r y 
c o n c e n t r a t i o n ， M I C ) ] 的 红 霉 素 显 著 抑 制 了

Elastase等毒力因子的产生以及生物膜的形成，使

铜绿假单胞菌的致病性大大降低。1 / 2  M I C浓度

的哌拉西林/三唑巴坦抑制铜绿假单胞菌的毒力因

子、生物膜的形成和氧化应激反应的敏感性，环

丙沙星(1/4 MIC)在不影响铜绿假单胞菌生长的前

提下，可抑制铜绿假单胞菌泳动能力和Elastase等

毒力因子的产生和生物膜的形成 [ 2 6 ]，提示β -内酰

胺类、大环内酯类、氨基糖苷类和氟喹诺酮类等

抗菌药物在发挥杀菌或抑菌活性的同时，本身具

有一定的抗炎作用，且它能调控细菌毒力因子以

及引起宿主防御反应，相同的亚抑菌浓度下，头

孢他啶抑制作用强于环丙沙星，阿奇霉素强于庆

大霉素 [27]。

阿 司 匹 林 作 为 临 床 常 用 的 解 热 镇 痛 药 ， 在 
6 mg/mL浓度时不影响铜绿假单胞菌的生长，显著

抑制Elastase、绿脓菌素等毒力因子的产生[28]。黄藤

素作为一种中成药，具有抗菌活性，亦被发现亚

抑菌浓度状态下可抑制铜绿假单胞菌Elastase等毒

力因子的产生 [29]。驱虫药氯硝柳氨和降糖药——

二甲双胍也可明显抑制铜绿假单胞菌Elastase等毒

力因子合成及生物被膜形成[30]。

综上，许多临床常用药物对Elastase酶活性具

有抑制作用，从而能够有效减弱铜绿假单胞菌的

致病力，提示临床上治疗铜绿假单胞菌感染合并

其他疾病时，在选择治疗其他疾病的药物时，可

以考虑其对铜绿假单胞菌毒力因子Elastase的抑制

效果，为临床用药提供更多了选择和依据，但是

未来临床应用仍需要进一步研究。

3.2  螯合剂

由于Elastase属于金属肽酶类，螯合剂能有效

去除锌离子和钙离子以及与Elastase催化位点相互

作用，对其活性有较大的抑制作用 [31]。目前主要

应用的螯合剂是乙二胺四乙酸(e t hy l e n e  d i a m i n e 
tetraacetic acid，EDTA)，其能有效阻断Elastase的

蛋白水解活性，但是螯合剂具有剧毒性，临床应

用仍需进一步研究。Ca-E DTA是一种毒性较低的

螯合剂，已被FDA批准应用于急性和慢性铅中毒。

Ca-EDTA对铜绿假单胞菌产生的金属酶有较好的抑

制作用，特别是对Elastase具有显著的抑制作用。 
8  μg/mL Ca-EDTA与人肺泡上皮细胞(A549)共培

养，能有效减弱铜绿假单胞菌上清菌液对其的毒

性作用 [32]。同时，小鼠经鼻内接种铜绿假单胞菌

上清液，并接受100 mg/kg Ca-EDTA处理后，存活

率高于未处理组，后者在120 h内死亡。

考虑到螯合剂对Elastase酶活性的抑制作用，

一些研究者通过将寡肽和金属螯合部分人工结合

合成新的潜在抑制剂，氨基甲酸酯、磷酸基、硫

醇和巯基乙酰基被报道具有显著的金属离子螯合

能力，如Cat h c a r t等 [ 3 3 ]通过筛选后发现金属螯合

二肽N - m e r c a p to a c e t y l -P h e -Ty r - a m i d e对E l a s t a s e
酶 活 性 具 有 明 显 的 抑 制 作 用 ， 且 除 了 能 抑 制 其

对 人 工 合 成 底 物 的 降 解 ， 对 E l a s t a s e 降 解 天 然 底

物核苷二磷酸激酶 ( N D K ) 和 Ig G 也有显著的抑制

作 用 。 同 时 ， 巯 基 乙 酰 胺 衍 生 物 具 有 良 好 的 抗

E l a s t a s e作用，能通过抑制活性位点抑制E l a s t a s e
的水解作用 [34]。  

3.3  群体感应系统抑制剂

铜 绿 假 单 胞 菌 通 过 分 泌 和 和 感 知 群 体 感 应

信号分子启动群体感应系统，调控毒力因子的产

生。铜绿假单胞菌群体感应系统包括4个子系统：

L A S系统、RHL系统、PQS系统和IQS系统。其中

L A S系统可调控Elastase、碱性蛋白酶和外毒素的

表达。RHL系统可调控鼠李糖脂的形成，而PQS系
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统可增强Elastase和绿脓菌素的表达 [35]。事实上，

QS各子系统对于毒力因子的调控机制错综复杂且

相互交叉重叠，各毒力因子是否单独由某个基因

控制尚不明确，仍需大量实验论证。

一些研究发现很多植物中提取的天然化合物

因为其与QS信号分子结构类似，通过人工改造结

构后可发挥抑制群体感应系统的作用。呋喃酮类

化合物是第1个被描述的群体感应分子，其衍生物

呋喃酮C-56能够减少胞外Elastase的表达和降低壳

多糖酶的活性 [36]，但是这些药物的临床有效性和

安全性还仍需进一步证实和研究。

3.4  植物提取物

许多植物提取物体外具有抑制Elastase活性的

功效，其中研究较多的是大蒜素，其可抑制铜绿

假单胞菌Elastase等毒力因子表达，减弱其毒力，

干扰生物膜分化成熟。并有临床研究 [37]表明：服

用大蒜提取物可以显著改善肺囊性纤维化患者的

肺功能、体重和症状评分。植物提取物有希望作

为药物应用于临床抗感染治疗，因此越来越多的

国 内 外 研 究 者 致 力 于 发 现 存 在 潜 在 E l a s t a s e 抑 制

作用的植物提取物。近年来研究 [38]发现茯苓提取

物，姜黄素和黄芩苷等植物提取物都具有Elastase
抑制作用。但是这些研究几乎都只停留在体外实

验，植物提取物的成药可能性以及临床有效性和

安全性仍需进一步证实和研究。

3.5  人工合成化合物和纳米技术

多种植物中提取的天然化合物因其与Elastase
分子结构类似，通过人工改造结构后，可体外抑

制Elastase酶活性。纳米技术是目前发展新型抗毒

力因子的热点，通过计算机辅助设计软件，研究

人员可以筛选出能够与靶蛋白特异性结合，进而

抑制信号分子的人工合成酶 [39]。氧化锌纳米粒子

(ZnO2-NPs)可有效抑制Elastase酶活性，200 μg/mL 
ZnO2-NPs可完全抑制Elastase的水解作用，并可促

进皮肤伤口愈合，减少溃疡的发生、发展。为降

低纳米材料的毒性，从植物提取物中提取生物分

子与金属离子的结合在纳米材料的生物合成中得

到了广泛的研究。由于金属离子的稳定性，生物

纳米化合物的制备提高了纳米化合物的安全性和

稳定性。NS-ZnNPs是一种从黑种草籽萃取合成的

生物纳米化合物，它可以有效抑制铜绿假单胞菌

的群体感应系统，减少Elastase的产生，从而减弱

铜绿假单胞菌的致病力 [40]。高度生物相容的G -Ag 
NPs的基质内给药显著减轻了兔眼金黄色葡萄球菌

诱导的细菌性角膜炎和细菌感染诱导的角膜新生

血管形成，但是对于铜绿假单胞菌角膜炎的治疗

效果有待于进一步研究 [41]。纳米技术的应用有利

于新型抗毒力因子药物的研发，但是其临床应用

的有效性及安全性仍需进一步研究。

4  结语

随 着 耐 药 菌 株 的 出 现 ， 新 的 抗 铜 绿 假 单 胞

菌感染药物的研究越来越紧迫，抗细菌毒力因子

的治疗策略提供了一个新的对抗细菌感染的治疗

方法，这种治疗方式不直接杀死细菌，而是解除

其武装或削弱细菌的毒力，帮助人体的免疫系统

有效清除病原菌，不仅对细菌具有很小的选择压

力，不易产生耐药菌株，并且对人体正常菌群影

响较小 [ 4 2 - 4 4 ]，具有巨大的研究前景。作为铜绿假

单胞菌主要的毒力因子，Elastase在铜绿假单胞菌

毒力中的关键作用使其成为开发抑制剂作为抗微

生物剂的潜在靶标。Elastase抑制剂可以与抗生素

联合使用，以最大限度地发挥抗菌作用，减弱铜

绿假单胞菌的致病力，改善临床上铜绿假单胞菌

感染患者的预后 [45-46]。目前已有一种Elastase抑制

剂吸入制剂进入临床前期试验，用于治疗囊性纤

维化患者慢性铜绿假单胞菌感染，现已进入临床

试验的第一阶段 [ 4 7 ]。早期 B u r n s 等 [ 4 8 ]的研究证实

了Elastase抑制剂治疗铜绿假单胞菌角膜炎动物模

型的有效性，同时发现人工合成的Elastase抑制剂

膦 酰 二 肽 对 E l a s t a s e 也 有 较 强 的 抑 制 作 用 ， 并 将

Elastase酶溶液与磷酰胺共接种至兔眼，可使弹力

酶相关性角膜损伤延迟12 h [49]。K awaharajo等 [50]

将人工合成巯基乙酰胺衍生物制成眼药水剂型用

来治疗铜绿假单胞菌性角膜炎，并获得了专利，

但是由于存在安全性不足等局限性，Elastase抑制

剂的药物开发仍需进一步研究。尽管靶向Elastase
研发抗毒力因子药物治疗铜绿假单胞菌感染是一

个非常具有前景的治疗策略，但是Elastase抑制剂

的药物研究才刚刚开始，在眼科方面应用相对较

少，它的临床应用仍然需要很长一段路要走，相

信随着对铜绿假单胞菌致病机制的深入了解，我

们能有效应对“后抗生素”时代的到来。
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