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OmpW在鲍曼不动杆菌中的表达及致病机制
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【摘 要】目的 分析外膜蛋白W (OmpW)在鲍曼不动杆菌临床株中的分布及其可能致病机制。方法 选取碳

青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌31株（耐药组）及敏感株30株（敏感组）作为研究对象。采用Western Blot检测OmpW

的表达特征差异；OmpW重组蛋白与Hep-2人喉癌上皮细胞株体外共孵育，检测其对Hep-2细胞增殖能力的影

响；采用JC-1染色技术观察OmpW对Hep-2细胞的促凋亡作用，并采用Western Blot检测细胞凋亡相关通路蛋白

表达情况。 结果 OmpW在耐药株中的表达率（100%，31/31）明显高于敏感株（63.33%，19/30），差异有统计学意义

（P < 0.05）。JC-1,染色法检测中，OmpW与Hep-2细胞作用后，其凋亡细胞明显增多。40 μg和80 μg OmpW作用于

细胞，其增殖能力明显减弱，差异有统计学意义（P＜0.05）；孵育12 h及24 h后，80 μg ompW组细胞增殖能力明显减弱

（P ＜0.05）；在OmpW作用下, Hep-2细胞Bcl-2蛋白相对表达量明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05），但无明显

时间及浓度依赖特征；而DR4、Fas Ligand、IGF 1及Caspase 8蛋白表达量无明显变化。结论 耐碳青霉烯类鲍曼不动杆

菌临床株高表达OmpW。OmpW重组蛋白可显著抑制Hep-2细胞增殖并呈浓度依赖性，同时促进Hep-2细胞凋亡，

促凋亡机制可能主要通过抑制Bcl-2家族蛋白相关信号通路来实现。
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鲍曼不动杆菌（acinetobacter baumannii，AB）又

称鲍氏不动杆菌，属于革兰阴性菌，是严格需氧、非

乳糖发酵的致病菌，生存力、黏附力及侵袭力极

强。携带特定碳青霉烯耐药基因的鲍曼不动杆菌

多重耐药株在多个国家快速传播[1]。鲍曼不动杆菌

耐药性已成为一个重要的公共卫生问题，尤其是在

医院环境中，其所致感染是导致住院患者病死率增

加的一个重要原因[2]。2019年CHINET监测网数据

显示，我国三级医院鲍曼不动杆菌分离株对碳青霉

烯类药物亚胺培南和美罗培南的耐药率高达73.6%

和 75.1%，整体分离率位居非发酵革兰阴性菌首

位[3]。近年不断被报道的黏菌素和替加环素耐药株

的出现[4]，给临床抗感染治疗带来极大挑战，亟待新

型抗鲍曼不动杆菌药物的出现。

外膜蛋白（outer membrane protein，OMP）是镶嵌

在细菌肽聚糖外脂质双层中间的特殊蛋白质，具有

参与细菌代谢、介导细菌耐药等多种生物学活性。

鲍曼不动杆菌外膜蛋白被发现可帮助细菌躲避宿

主细胞免疫攻击[5，6]。其中，外膜蛋白A（OmpA）被

发现与鲍曼不动杆菌致病性密切相关，可促进鲍曼

不动杆菌黏附及侵入宿主细胞、生物膜形成等[7~9]。

鲍曼不动杆菌的另外一种外膜蛋白（OmpW）被发现

具有良好的免疫源性[10] ，并与铁代谢调控相关[11]。

但OmpW在致病性方面的研究报道甚少，是否存在

与OmpA相似或相同的生物学活性有待进一步挖

掘。

本研究拟以鲍曼不动杆菌临床分离株为研究

对象，分析OmpW在不同耐药表型菌株中的表达差

异，并观察OmpW促进Hep-2人喉癌上皮细胞凋亡

的可能分子机制，为进一步阐明其在介导多重耐药

鲍曼不动杆菌耐药及致病机制中的作用提供新的

实验数据。
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1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 从内蒙古医科大学附属医院检验科

微生物室分离自临床样本中的鲍曼不动杆菌60株

及标准菌株ATCC19606，其中碳青霉烯类耐药鲍曼

不动杆菌 31 株、敏感株 30 株。人喉癌上皮细胞

Hep-2细胞株由本实验室保存。

1.1.2 主要实验试剂与仪器 转膜仪、ECL凝胶成

像系统购自Bio-Rad Laboratorie；VITEK-2全自动微

生物分析鉴定仪购自法国生物梅里埃公司；紫外分

光光度计购自北京宾达英创科技有限公司；酶标仪

购自美国热电公司（Multiskan，Mk3）；二氧化碳细胞

培养箱购自美国Heal-Force公司；荧光显微镜购自德

国Leica公司。兔抗Bcl-2（BS-0032R）、鼠抗Caspase

8（BS-33190M）、Fas Ligand（BS-0216R）、DR-4（BS-

0591R）、IGF-1（BS-0014R）、beta-actin（BS-0061R）

多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 鲍曼不动杆菌临床株鉴定及OmpW表达检

测 常规培养实验室保存临床标本分离鲍曼不动杆

菌，常规传代培养，采用VITEK-2全自动微生物鉴

定仪及其配套革兰阴性菌鉴定卡（GN卡）进行复

核，同时采用16S-rRNA测序方法进行菌种确认。

鉴定无误后，菌株在血琼脂平板传代培养18~24 h，收

集菌体，使用PBS重悬，1500 g离心3min，弃上清液。加

适量上样缓冲液SDS-PAGE裂解蛋白，煮沸5~10 min。

后续Western Blot试验按照常规流程进行，其中电泳

用分离胶和浓缩胶浓度分别为12%和5%。OmpW

多克隆抗体制备流程依据课题组前期实验步骤进

行。

1.2.2 OmpW重组蛋白对Hep-2细胞增殖活性的

影响 采用MTT法检测细胞增殖活性，实验基本流

程如下：收集对数生长期的人喉癌上皮细胞（Hep-2

细胞），以2×103个/孔的密度接种于96孔细胞培养

板中，培养24 h后，将不同浓度的OmpW溶液（20 μg、
40 μg、80 μg）加入96孔板中，每组设有3个复孔。

孵育6 h、12 h、24 h后，加入5 mg/mL MTT溶液20 μL，
37 ℃孵育 4 h 后，检测在 490 nm 波长下吸光度

（optical density，OD）。

1.2.3 细胞凋亡实验 本实验采用JC-1线粒体膜

荧光探针技术进行细胞凋亡活性检测。JC-1为线

粒体膜电位亲脂性的理想荧光探针，能穿透细胞

膜，随膜电位变化在膜两侧保持动态平衡。在线粒

体膜电位较高时，JC-1聚集在线粒体基质并形成聚

合物，产生红色荧光；相反，膜电位较低时，此时的

JC-1为单体，不会聚集形成聚合物，而产生绿色荧

光。细胞凋亡早期会出现膜电位降低的信号，故产

生绿色荧光[11]。JC-1检测Hep-2细胞线粒体膜电

位，实验基本步骤如下：

（1）收集、悬浮细胞 将Hep-2细胞铺至96孔

板，37 ℃过夜。加入20 μg OmpW，共同孵育24 h。

用0.5 mL 预热的PBS 将Hep-2细胞进行重悬，并调

节细胞密度约为1×106个细胞/mL。

（2）诱导Hep-2细胞 设定一组未诱导的细胞

作为空白对照组。在阳性对照组中，加入1μL 25 mM

CCCP（组份B），37 ℃孵育10 min。离心并弃上清

液，收集细胞，取预热的PBS液0.5 mL重悬Hep-2细

胞。每0.5 mL悬液中各加入5 μL JC-1 探针（组份

A），并在37 ℃、5% CO2条件下孵育15~30 min。离

心收集细胞，弃上清液，用0.5 mL预热的PBS重悬

细胞，并重复洗涤一次。

（3）将重悬的悬液滴于载玻片上，盖上盖玻

片。用488 nm滤光片在荧光显微镜下同时观察绿

色和红色荧光信号。

1.2.4 细胞凋亡相关蛋白检测 分组同“1.2.3”相

同。 将各组细胞置于冰面，并加入蛋白裂解液，放

置 20 min，经过离心后得到上清液，以二辛可酸

（bicinchoninicacid，BCA）法测定蛋白浓度，通过带电

离子的移动，形成电泳现象，并转移到固相载体上，

加入脱脂奶粉进行封闭，结束后加入兔抗Bcl-2、鼠

抗Caspase 8、Fas Ligand、DR-4、IGF-1、beta-actin单

抗体稀释液（稀释比例均为1∶2000），4 ℃条件下过

夜，PBS液漂洗3次，加入稀释后比例为1：1000的兔

抗Bcl-2、鼠抗Caspase 8、Fas Ligand、DR-4、IGF-1、

Beta-actin 二抗共同孵育2 h，再次漂洗3次，滴加

ECL化学发光底物，置于凝胶成像系统显影。以

Image J软件分析各个蛋白对应的灰度值，并计算蛋

白相对表达量，其计算方法为目的蛋白灰度值/内参

蛋白灰度值。

2 结果

2.1 临床株OmpW表达情况

2.1.1 耐药组和敏感组 Western Blot 检测结果

Western Blot结果显示，耐药组OmpW表达阳性率为

100%，敏感组OmpW表达阳性率为63.33%，差异有

统计学意义（见图1）。
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2.2 OmpW重组蛋白对Hep-2细胞增殖能力的影响

与对照组相比，20 μg OmpW组作用6 h后，细

胞增殖能力差异无统计学意义（P＞0.05），而40 μg
和80 μg OmpW组细胞增殖能力明显减弱，差异有

统计学意义（P＜0.05）；OmpW作用12 h后，20 μg和

40 μg OmpW组细胞增殖能力无明显变化（P＞0.05），

而 80 μg OmpW 组细胞增殖能力明显降低，差异

有统计学意义（P＜0.05）；OmpW蛋白作用24 h后，

20 μg和40 μg OmpW组细胞增殖能力无明显变化

（P＞0.05），而80 μg OmpW组细胞增殖能力明显减

弱，差异有统计学意义（P＜0.05）。采用 20 μg

OmpW，处理6 h、12 h、24 h后，细胞体外增殖能力先

上升后下降，不同时间点差异有统计学意义；采用

40 μg和80 μg OmpW蛋白处理6 h、12 h、24 h后，12 h、

24 h细胞增殖水平高于6 h，且12 h时增殖水平达到

峰值，不同时间点细胞体外增殖能力差异有统计学

意义（P＜0.05）（见表1）。

2.3 细胞凋亡实验

细胞凋亡早期JC-1染色，线粒体膜电位表现为

低信号，故产生绿色荧光。图2-B的绿色荧光比对

应的图2-A明显增多，表示OmpW与Hep-2细胞作

用后，诱导凋亡的细胞大量增多。

2.4 OmpW重组蛋白对Hep-2细胞凋亡相关信号

通路分子表达水平的影响

Western Blot结果显示兔抗Bcl-2多克隆抗体与

靶蛋白特异性结合（见图3）；与空白对照组比较，不

同浓度重组蛋白OmpW作用下，Hep-2细胞株Bcl-2

蛋白表达量明显减少（见图4），差异具有统计学意

义（P＜0.05），但无明显时间及浓度依赖特性。同期

检测的其他4个凋亡相关蛋白（DR4、Fas Ligand、An-

ti-IGF 1及Caspase 8）的表达水平未见明显变化。

3 讨论

多重耐药鲍曼不动杆菌因其严重的耐药性和

快速传播的特征，被世界卫生组织列为公共卫生

带来极大威胁，可引起肺炎、血液感染、尿路感染、

伤口感染和脑膜炎等多种感染[12，13]。鲍曼不动杆菌

图1 OmpW蛋白表达阳性率

OmpW
浓度

（μg/mL）

0

20

40

80

6 h

0.67±0.17

0.56±0.16

0.49±0.14✮

0.34±0.03✮◉

12 h

1.29±0.08○

1.28±0.06○

1.31±0.11○

0.57±0.23※◉▲○

24 h

0.98±0.32▢

0.88±0.45

0.80±0.33○▢

0.43±0.02◉▲▢

表1 不同浓度OmpW蛋白作用下Hep-2细胞体外增殖
能力变化

注✮：与空白组相比P＜0.05；◉：与20 μg浓度组相比P <0.05；
▲：与40 μg浓度组相比P <0.05；○：与相同浓度6 h相比P＜0.05；▢：
与相同浓度12 h相比P＜0.05。

图2 OmpW蛋白作用Hep-2细胞前后（×100）

图3 Bcl-2蛋白Western Blot检测结果
注：从左到右，依次为 20 μg OmpW 重组蛋白、40 μg

OmpW重组蛋白、80 μg OmpW重组蛋白和空白对照。

图4 不同浓度OmpW重组蛋白作用下Hep-2细胞

Bcl-2蛋白相对表达量变化

注：*表示P＜0.05，**表示P＜0.01。
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耐药机制复杂，主要包括产酶及非产酶机制[14]。有

研究发现[15]，外膜蛋白与鲍曼不动杆菌耐药存在一

定的关系。本项目组前期成功构建了鲍曼不动杆

菌外膜蛋白家族成员之一OmpW的重组蛋白 ，通过

进一步对其在临床株中的分布及生物学活性进行

探究，发现OmpW广泛分布在鲍曼不动杆菌临床分

离株中，特别是在碳青霉烯耐药株中的表达率达到

100%，而敏感株表达率仅为63.33%。OmpW是一种

高度免疫原性的蛋白质，在鲍曼不动杆菌中高度保

守。在脓毒症小鼠模型中，针对OmpW的主动和被

动免疫，其都能有效地保护小鼠免受鲍曼不动杆菌

感染，主要表现为存活率显著提高、器官内细菌负

荷减少、血清中炎性细胞因子和趋化因子的积累受

到抑制[16]。在我们的研究中，也发现高浓度OmpW

重组蛋白会显著抑制Hep-2细胞增殖，并可能促进

Hep-2细胞发生凋亡。

细胞凋亡[17]不同于细胞坏死，指的是在某些因

素作用下，自主发生的由基因控制的有序性死亡，

可维持内环境稳定；与细胞坏死不同，细胞凋亡是

主动过程，通过一系列基因的激活、表达以及调控

等发挥作用。Bcl-2蛋白家族作为重要的凋亡相关

因子，主要有Bcl-2、Bax、Mcl-1、NR-B、A1、Bcl-w、

Bak 等，其中既有抗凋亡蛋白，也有促凋亡蛋白。

Bcl-2家族蛋白在表达、定位和结合方面是内在凋

亡的关键调节因子[17]。除Bcl-2蛋白外，有实验证

实，抗菌肽 LL37 可诱导人 JurkatＴ白血病细胞凋

亡，其主要通过激活线粒体凋亡途径。该实验结果

显示，LL37通过激活抑癌基因 p53的表达，进而抑

制胃癌AGS细胞增殖并诱导细胞凋亡。p53基因可直

接转录激活PUMA的表达，随后PUMA与 Bcl-2／Bax

复合体相互作用诱导线粒体膜间隙细胞色素c的释

放，激活 caspase 级联反应，最终由Cleaved caspase

执行凋亡，该实验也说明了p53基因同细胞凋亡也

有关系[18]。本次研究中，我们通过JC-1染色法检测

细胞膜电位变化来明确鲍曼不动杆菌 OmpW 对

Hep-2细胞凋亡产生的影响。结果显示在细胞凋亡

早期会出现膜电位降低的信号并产生绿色荧光，表

明OmpW能够诱导细胞相关凋亡蛋白发生变化。

通过Western-Blot 检测发现Bcl-2蛋白表达减少。

据此推测，OmpW可能主要通过抑制Bcl-2蛋白的

表达，促进人Hep-2细胞的凋亡，但是否有其他分

子机制参与，有待进一步深入研究。

总之，本研究发现OmpW在碳青霉烯耐药鲍曼

不动杆菌中呈高表达状态，故考虑可能与其耐药性

相关；MTT法检测发现OmpW重组蛋白可显著抑制

Hep-2细胞增殖并呈浓度依赖性；在细胞凋亡早期

JC-1染色法检测中，OmpW与Hep-2细胞作用后，

其凋亡细胞明显增多，考虑其有促进Hep-2细胞凋

亡作用，其凋亡作用可抑制 Bcl-2 蛋白的相关表

达。以上结果提示OmpW可能参与碳青霉烯耐药

鲍曼不动杆菌耐药性调控，而对于致病性的调控，

研究显示其作用并不明显。
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