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犘犃１８６４基因敲除对铜绿假单胞菌毒力及致病性的影响
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［摘　要］　目的　评价ＰＡ１８６４基因在铜绿假单胞菌（ＰＡ）毒力及致病性中的作用。方法　比较野生菌株（ＰＡＯ１）

与ＰＡ１８６４基因敲除菌株（△ＰＡ１８６４）急性感染小鼠肺或Ａ５４９肺癌细胞后细菌毒力表型及致病性的差异，包括小

鼠的生存率、肺水肿、组织损伤，细胞活力，ＰＡＯ１和△ＰＡ１８６４菌株分泌性毒力因子、Ⅲ型毒力蛋白分泌系统

（Ｔ３ＳＳ）及群体感应（ＱＳ）系统表达情况等。结果　ＰＡ１８６４基因敲除后，菌体对宿主的致病性及细胞毒性降低，细

菌泳动能力、Ｔ３ＳＳ相关蛋白（ＥｘｏＳ、ＰｃｒＶ）表达下调，而绿脓素合成量增加，喹诺酮 ＱＳ系统信号分子合成增加。

结论　ＰＡ１８６４基因可促进ＰＡ毒力，且该调节作用可能与喹诺酮ＱＳ系统有关。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；ＰＡ１８６４基因；基因敲除；致病性；细菌毒力；群体感应系统
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　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

是一种广泛存在于自然环境的革兰阴性条件致病

菌［１］，也是医院感染最常见的病原体之一［２３］。ＰＡ

强大的环境适应能力及复杂的毒力调控机制是导致

其感染后高耐药、高死亡的重要原因。ＰＡ的毒力

组分众多，包括菌体组分相关的菌毛、鞭毛及脂多

糖［４］，胞外的分泌性毒力因子／蛋白，如绿脓素、绿色

荧光素、蛋白酶、氰化物等［５６］。此外，ＰＡ的Ⅲ型毒
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力蛋白分泌系统（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ），

其可将毒性效应蛋白ＥｘｏＳ、ＥｘｏＴ、ＥｘｏＹ和／或Ｅｘ

ｏＵ注入宿主细胞，促进宿主细胞的凋亡及炎症反

应，并在ＰＡ的急性感染中发挥重要作用
［７］。ＰＡ的

群体感应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）系统根据其化学信

号分子组成的不同，可分为３类，即ｌａｓ、ｒｈｌ系统和

喹诺酮（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｉｇｎａｌ，ＰＱＳ）系统，

其信号分子分别为 Ｎ３氧代十二烷基Ｌ高丝氨酸

内酯（Ｎ（３ｏｘｏｄｏｄｅｃａｎｏｙｌ）Ｌｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃｔｏｎｅ，

３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ）、Ｎ丁酰基Ｌ高丝氨酸内酯（Ｎ

ｂｕｔｙｒｙｌＬｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃｔｏｎｅ，Ｃ４ＨＳＬ）和２庚基

３羟基４喹诺酮（２ｈｅｐｔｙｌ３ｈｙｄｒｏｘｙ４ｑｕｉｎｏｌｏｎｅ，

ＰＱＳ）
［８］。

ＰＡ具有目前已知的最大的细菌基因组，其中

大量基因功能仍不清楚［９］。根据犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊Ｇｅ

ｎｏｍｅ Ｄａｔａｂａｓｅ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｓｅｕｄｏ

ｍｏｎａｓ．ｃｏｍ）提供的生物信息学预测，ＰＡ１８６４蛋白

可能具有ＤＮＡ结合能力，并可能作为一种转录调

节因子调节基因表达。然而，ＰＡ１８６４基因及其基

因编码蛋白的实际生物学功能与ＰＡ毒力及致病性

间是否有关联，目前仍无相关报道。本研究拟通过

对比铜绿假单胞菌ＰＡＯ１野生菌株及其ＰＡ１８６４基

因敲除菌株（△ＰＡ１８６４）在细菌毒力表型及致病性

中的差异，探讨ＰＡ１８６４基因在ＰＡ毒力及致病性

中的作用，为进一步揭示ＰＡ１８６４基因的实际生物

学功能提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　 试验菌株与引物 　ＰＡＯ１／ｐＵＣＰＲｅｄ、

△ＰＡ１８６４、犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９／ｐＳＢ１０７５、犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９／

ｐＳＢ５３６菌株均为本实验室前期构建及保存。试验

所用的荧光定量引物见表１。

表１　荧光定量引物

犜犪犫犾犲１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｓ

基因 正向引物（５’→３’） 反向引物（５’→３’）

狉狆犾Ｕ ＣＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＴＴＡＣＣＧＧＴＧ ＧＧＴＡＡＣＣＴＴＣＧＣＡＣＣＴＴＣＧＡ

犲狓狅Ｓ ＧＡＣＧＣＡＡＧＣＣＣＧＧＡＡＣＴ ＣＡＧＧＣＴＧＴＣＴＧＣＣＣＡＧＧＴＡＣ

狆犮狉Ｖ ＧＡＴＣＧＡＣＧＣＴＧＧＣＧＧＴＡＴ ＴＣＡＴＣＧＣＴＧＡＧＧＣＣＣＴＴＧ

犲狓狊Ａ ＧＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＧＣＣＴＧＡＡ ＣＧＡＡＣＴＣＧＣＧＧＧＡＧＡＡＧＴ

１．１．２　试验细胞与动物　人非小细胞肺癌 Ａ５４９

细胞购于中科院上海细胞库。试验动物ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠，６～８周，雄性，体重２０～２５ｇ，购于陆军军医

大学实验动物中心。动物试验经过陆军军医大学实

验动物福利伦理审查委员会审批，符合动物伦理和

动物福利要求。

１．１．３　主要试剂和仪器　免疫组化试剂盒购于北

京中杉金桥生物技术有限公司，ＣＣＫ８细胞活性检

测试剂盒购自于上海碧云天生物技术有限公司，

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡试剂盒购于ＢＤｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，

荧光定量ＰＣＲ酶、ＲＮＡｉｏｓｐｌｕｓ、逆转录试剂盒购自

ＴａＫａＲａ，ＨＰＬＣ色谱柱 ＴＳＫｇｅｌＯＤＳ１００Ｚ（４．６×

２５０ｍｍ，５μｍ）购于日本东曹。电转仪、凝胶成像

系统购于ＢｉｏＲａｄ公司，Ｎａｎｏｄｒｏｐ微量核酸仪购于

美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，实时荧光定量ＰＣＲ仪购于美

国ＡＢＩ公司，流式细胞检测仪购于美国Ｂｅｃｋｍａｎ，

高效液相色谱仪购自于美国 Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　方法

１．２．１　生长曲线测定　挑取ＰＡＯ１、△ＰＡ１８６４单

菌落于２０ｍＬＬＢ液体培养基中３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培

养至对数生长期。取活化后菌液用无菌ＰＢＳ缓冲

液调整细菌浓度至ＯＤ６００／ｍＬ＝１．０。以ＯＤ６００／ｍＬ

＝０．００５的初始浓度，将ＰＡＯ１接种于２００ｍＬＬＢ

液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养３６ｈ。培养期

间，每２ｈ取样测定吸光度值ＯＤ６００。

１．２．２　宿主致病性研究　

１．２．２．１　小鼠急性肺感染模型建立　取３０只６～

８周ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，按随机数字表法分为ＰＢＳ对照

组、ＰＡＯ１和△ＰＡ１８６４感染组，每组１０只小鼠。小

鼠经乙醚麻醉后，取２０μＬ经ＰＢＳ调整后的菌液

（浓度为３×１０９／ｍＬ）进行小鼠滴鼻感染，１０μＬ／鼻

孔。对照组使用无菌ＰＢＳ缓冲液进行相同处理。

各组小鼠分笼饲养，每日记录小鼠的健康状况，统计

小鼠的死亡数。感染后７日为观察终点，若７日内

·６６４· 中国感染控制杂志２０１９年６月第１８卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ６Ｊｕｎ２０１９



死亡，则以死亡时间作为观察终点。

１．２．２．２　小鼠体重检测　感染前称量小鼠体重并

标记为 Ｗ０，观察终点时体重记为 Ｗｌａｓｔ。小鼠体重

变化＝ Ｗｌａｓｔ／Ｗ０×１００％。

１．２．２．３　小鼠肺水肿检测　取小鼠肺组织，测定湿

重（ｗｅｔｗｅｉｇｈｔ，ＷＷ），将肺组织置于７０℃烤箱内烘

干后测定肺组织干重（ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ，ＤＷ）。肺水肿表

示为肺组织湿重与干重之比，即 ＷＷ／ＤＷ。

１．２．２．４　小鼠肺组织病变及炎症的检测　（１）ＨＥ

染色：采用４％多聚甲醛固定液固定小鼠肺部组织，

经脱水、石蜡包埋、切片后，采用苏木素染细胞核

５ｍｉｎ，１％盐酸乙醇分化３０ｓ后温水返蓝。采用伊

红复染３０ｓ后，乙醇梯度脱水，二甲苯透明后使用

中性树胶封片。（２）免疫组化：取小鼠肺组织石蜡经

脱蜡、水化、抗原修复后，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧

化物酶体。采用抗白细胞表面抗原ＣＤ４５抗体和抗

巨噬细胞Ｆ４／８０抗体作为一抗（均购自Ａｂｃａｍ），以

１∶２００比例，４℃孵化过夜。漂洗后二抗室温孵育，

以ＤＡＢ显色，苏木精染液复染后，１％盐酸乙醇分

化、温水返蓝、脱水、透明后封片。

１．２．３　细胞毒性检测　

１．２．３．１　细胞活力　采用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ

培养基培养Ａ５４９细胞，待其生长至８０％汇合度，取

细胞经０．２５％胰酶消化后制备单细胞悬液。按照

１×１０４ 个细胞／１００μＬ每孔将细胞加入至９６孔板

中，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养至８０％汇合度。菌体感染

试验：按照感染复数 ＭＯＩ＝５０的比例加入细菌；上

清液感染试验：每孔加入１００μＬ过滤后的细菌培养

上清液处理细胞；对照组加入等体积的含１０％ＦＢＳ

的ＤＭＥＭ 培养基，每组设置６个平行孔。３７℃，

５％ＣＯ２ 培养２ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液培养

２ｈ，酶标仪检测Ａ４５０吸光度值，计算抑制率＝（１－

Ａ处理／Ａ对照）×１００％。

１．２．３．２　细胞凋亡　Ａ５４９细胞按照１×１０
６ 个细

胞／孔铺于６孔板，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养至８０％汇合

度。按照感染复数 ＭＯＩ＝５０的比例加入细菌，

３７℃，５％ＣＯ２ 培养２ｈ。采用０．２５％胰酶消化细

胞获取单细胞悬液。采用１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ调整

细胞浓度至１×１０６ 个／ｍＬ，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ染液，室温避光孵育１５ｍｉｎ后加入５μＬＰＩ

染液染色５ｍｉｎ，应用流式细胞术检测菌株对细胞

凋亡的影响。

１．２．４　毒力因子检测　

１．２．４．１　细菌胞外蛋白酶活性　（１）细菌培养：挑取

ＰＡＯ１、△ＰＡ１８６４单菌落于１０ｍＬＬＢ培养基中，

３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数生长期。将细菌接

种于２００ｍＬＬＢ培养基中，至初始浓度ＯＤ６００／ｍＬ＝

０．０１。３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ并于第３、６、

９、１２和２４ｈ收集细菌上清－８０℃保存备用。（２）

牛奶平板制备：称取叠氮钠０．０３ｇ、ＳＤＳ０．０２ｇ、琼

脂粉１．０ｇ，溶解于０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）

中，１２１℃高压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ，加入２．０ｇ脱脂奶

粉，充分混匀后倾倒平板，并打孔。（３）蛋白酶活性

检测：取上述细菌培养上清，按照１００μＬ／孔加入至

牛奶平板相应孔中，３７℃放置１２ｈ，观察透明环形

成情况。

１．２．４．２　绿脓素　取上述细菌上清４ｍＬ加入等

体积氯仿，充分振荡混匀，静置２ｈ后，取下层有机

相２ｍＬ加入８００μＬ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液。充分振荡

后静置待其分层。取上层粉红色盐酸相测定Ａ５２０吸

光度值。

１．２．４．３　绿色荧光素　（１）金氏Ｂ培养基制备：称

取Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ、ＭｇＳＯ４１．５ｇ、蛋白胨２０．０ｇ、琼

脂粉１５．０ｇ，溶解于ｄｄＨ２Ｏ并定容至１０００ｍＬ，调

整ｐＨ至７．２±０．２。（２）样品制备：将活化细菌接

种于２０ｍＬ金氏Ｂ培养基中，至初始浓度 ＯＤ６００／

ｍＬ＝０．０１，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，取４ｍＬ

菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ常温离心５ｍｉｎ，分别收集细菌

菌体和上清。菌体沉淀用于细菌浓度（Ａ６００）测定，

上清用于绿色荧光素检测。（３）绿色荧光素检测：取

上述细菌上清加入０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）

稀释３倍。取稀释液后菌液测定其Ａ４０５吸光度值。

按照Ａ４５０／Ａ６００矫正细菌绿色荧光素含量。

１．２．４．４　细菌泳动能力　（１）泳动平板制备：称取

胰蛋白胨１０．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、Ｄｉｆｃｏ琼脂粉５．０ｇ，

加入ｄｄＨ２Ｏ中溶解并定容至１０００ｍＬ。１２１℃高

压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ，倾倒平板。（２）泳动能力检测：

取１．２．４．１步骤中收集的１２ｈ菌液上清１μＬ点于

平板中央，３０℃静置培养１２ｈ，观察细菌运动情况。

１．２．５　Ｔ３ＳＳ系统　（１）ＲＴｑＰＣＲ检测基因表达：

取１．２．４．１步骤获取的菌体沉淀，加入１．０ｍＬ

ＲＮＡｉｏｓｐｌｕｓ裂解菌体，提取细菌ＲＮＡ。ＲＴｑＰＣＲ

检测犲狓狅Ｓ、狆犮狉Ｖ基因表达水平，并设置狉狆犾Ｕ为内

参 基因。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 蛋白 表达 水平 ：
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取１．２．４．１步骤获取的细菌沉淀加１ｍＬｍｏｌ／Ｌ

ＲＩＰＡ裂解液（ＰＭＳＦ终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ），冰上超声

破碎（振幅３０％，超５ｓ，停１０ｓ，超声５ｍｉｎ），４℃，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体蛋白。采用抗

ＥｘｏＳ和ＰｃｒＶ多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白

表达水平。

１．２．６　ＱＳ系统　（１）信号分子提取：取１．２．４．１

步骤获取的菌液上清８ｍＬ与等体积乙酸乙酯

（０．５％甲酸酸化）混合，涡旋振荡，静置分层后取有

机相，蒸发干燥后，５０％甲醇溶解，－２０℃保存。（２）

报告菌株平板法检测３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ或 Ｃ４ＨＳＬ

含量：分别接种信号分子报告菌株犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９／

ｐＳＢ１０７５（检测３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ）和犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９／

ｐＳＢ５３６（检测Ｃ４ＨＳＬ）于ＬＢ液体培养基中，３０℃，

２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数生长期。取７０ｍＬ培养

菌液，加入至１４０ｍＬ含２．１％琼脂的ＬＢ培养基中

（终浓度０．７％）。倾倒平板，凝固后打孔，每孔加入

５０μＬ信号分子样品。３０℃避光培养１２ｈ，凝胶成

像仪曝光，检测报告菌株的生物发光环。（３）高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ）检测ＰＱＳ含量：采用等度洗脱法

进行检测。流动相：８６％甲醇（１％冰醋酸酸化）和

１４％超纯水（１％ 冰醋酸酸化），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，

Ｗａｔｅｒｓ２９９８ＰｈｏｔｏｄｉｏｄｅＡｒｒａｙ检测器检测样品

Ａ３２５吸光值。ＰＱＳ标准品进样浓度２５０μｇ／ｍＬ。通

过比较标准品和样品峰面积，计算样品中 ＰＱＳ

含量。

１．３　统计学分析　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件

作图，应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析，组间比

较采用单因素方差分析或狋检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＡ生长情况　检测ＰＡＯ１及△ＰＡ１８６４菌株

在ＬＢ液相培养条件下的菌体浓度，ＰＡ细菌生长曲

线结果显示，０～６ｈ为生长迟缓期，６～１６ｈ为对数

期，１６～２８ｈ为稳定期，在２８ｈ后细菌处于衰亡期。

ＰＡＯ１与△ＰＡ１８６４的生长曲线无明显差别。见

图１。

!"#$

!!%&'()

!"!

*

"

+ &+ ,+ -+ )+

#
.

(
+
+

,/+

&/0

&/+

+/0

+/+

图１　野生菌株ＰＡＯ１与基因敲除菌株△ＰＡ１８６４生长曲线

犉犻犵狌狉犲１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＰＡＯ１ｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎａｎｄｇｅｎｅ

ｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎ△ＰＡ１８６４

２．２　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ宿主致病性的影响　

与ＰＡＯ１感染组相比，△ＰＡ１８６４菌株感染组小鼠

死亡率降低，体重降低减缓，肺水肿情况明显改善。

ＨＥ染色结果显示，△ＰＡ１８６４感染小鼠肺组织炎症

细胞浸润、组织损伤及肺泡腔内出血严重程度低于

ＰＡＯ１感染组。免疫组化检测白细胞表面抗原

ＣＤ４５及巨噬细胞表面抗原Ｆ４／８０，△ＰＡ１８６４感染

小鼠肺组织浸润的白细胞及巨噬细胞低于ＰＡＯ１

感染组。见图２。

２．３　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ细胞毒性的影响　采

用ＰＡＯ１、△ＰＡ１８６４细菌及其分泌上清分别感染

Ａ５４９细胞，并通过ＣＣＫ８法检测细胞活性，结果显

示，与ＰＡＯ１感染组相比，△ＰＡ１８６４菌体感染组的

细胞抑制率明显降低，差异具有统计学意义；

△ＰＡ１８６４分泌上清感染细胞组细胞活性略有下

降，但不具有统计学意义。△ＰＡ１８６４菌体感染的

Ａ５４９细胞凋亡（早期凋亡＋晚期凋亡）情况较

ＰＡＯ１感染组更轻。△ＰＡ１８６４菌体感染 Ａ５４９细

胞的细胞凋亡率低于ＰＡＯ１组，且差别具有统计学

意义。见图３。

２．４　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ运动及分泌性毒力因

子的影响　绿脓素含量检测结果显示，随着培养时

间的延长，细菌产生的绿脓素逐渐增加，且在培养

２４ｈ后△ＰＡ１８６４菌株产生的绿脓素含量高于

ＰＡＯ１菌株。△ＰＡ１８６４菌株在对数生长期产生的

绿色荧光素略低于ＰＡＯ１菌株，但差异无统计学意义。
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　　Ａ：小鼠生存曲线；Ｂ：小鼠体重变化；Ｃ：小鼠肺组织水肿检测；Ｄ：小鼠肺组织 ＨＥ染色；Ｅ：小鼠肺组织免疫组化染色（ＣＤ４５、Ｆ４／８０）；

：犘＜０．０１；：犘＜０．０５

图２　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ宿主致病性的影响

犉犻犵狌狉犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＡ１８６４ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＰＡｔｏｈｏｓｔ

△ＰＡ１８６４与ＰＡＯ１菌株分泌性蛋白酶（主要是弹

性蛋白酶）的产生未见明显差别。观察细菌运动方

式，试验结果显示，与ＰＡＯ１菌株相比，△ＰＡ１８６４

菌株的泳动环直径明显减小，泳动环直径检测证实

该差异具有统计学意义。见图４。

２．５　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡＴ３ＳＳ的影响　与

ＰＡＯ１野生株相比，△ＰＡ１８６４的犲狓狅Ｓ、狆犮狉Ｖ 和

犲狓狊Ａ基因表达水平在细菌培养的早期（３ｈ和６ｈ）

明显下调，而在细菌对数生长中晚期（１２ｈ）未有明

显变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也证实，在细菌生长的早期

（３ｈ和６ｈ），△ＰＡ１８６４菌株的ＥｘｏＳ和ＰｃｒＶ蛋白

表达量低于ＰＡＯ１野生菌株。见图５。
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　　Ａ：ＣＣＫ８法检测菌体感染对细胞的毒性；Ｂ：ＣＣＫ８法检测细菌培养上清液对细胞的毒性；Ｃ：细胞凋亡比例统计；Ｄ：流式细胞术检测细

菌感染后细胞凋亡情况（Ｃ－－象限为活细胞，Ｃ＋－象限为早期凋亡细胞，Ｃ＋＋象限为晚期凋亡细胞，Ｃ－＋象限为坏死细胞）；：犘＜０．０１；

：犘＜０．０５；ｎ．ｓ：与ＰＡＯ１感染组相比，差异无统计学意义

图３　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ细胞毒性的影响

犉犻犵狌狉犲３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＡ１８６４ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＰＡ
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　　Ａ：绿脓素含量检测；Ｂ：绿色荧光素含量检测；Ｃ：牛奶平板法检测蛋白酶活性；Ｄ：运动平板法检测细菌泳动能力；Ｅ：泳动环直径测定；

：犘＜０．０１；：犘＜０．０５；ｎ．ｓ：与ＰＡＯ１组相比差异无统计学意义

图４　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ毒力相关表型的影响

犉犻犵狌狉犲４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＡ１８６４ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎＰＡｖｉｒｕｌｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ
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　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｔ３ＳＳ相关蛋白编码基因犲狓狅Ｓ、狆犮狉Ｖ和犲狓狊Ａ的表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥｘｏＳ和ＰｃｒＶ蛋白表达情况；

：犘＜０．０５；ｎ．ｓ：与ＰＡＯ１组相比差异无统计学意义

图５　ＰＡ１８６４基因敲除对Ｔ３ＳＳ相关基因及蛋白表达的影响

犉犻犵狌狉犲５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＡ１８６４ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎＴ３ＳＳｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．６　ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡＱＳ系统信号分子合

成的影响　检测ｌａｓ、ｒｈｌ系统信号分子，结果显示，

３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ含量在细菌培养至６ｈ时即可明显

检测到，而Ｃ４ＨＳＬ含量在细菌对数生长的中晚期

（１２ｈ）明显升高；与野生株ＰＡＯ１相比，△ＰＡ１８６４

菌株培养上清中３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ和Ｃ４ＨＳＬ合成

量无明显区别。见图６。ＨＰＬＣ法检测细菌培养上

清中ＰＱＳ信号分子的合成量，结果显示，在细菌培

养至１２ｈ即可明显检测到ＰＱＳ产生，且随着培养

时间延长至２４ｈ，其产量逐渐增加。与ＰＡＯ１相

比，△ＰＡ１８６４菌株的ＰＱＳ信号分子合成量明显高

于ＰＡＯ１菌株。见图７。

３　讨论

ＰＡ１８６４基因是ＰＡ的一个未知功能基因，位于

ＰＡ基因组负义链上（２０２３２８１～２０２３９３１），编码基

因长度为６４８ｂｐ，基因编码蛋白由２１６个氨基酸组

成，分子量为２３．９ＫＤａ。本研究使用的△ＰＡ１８６４

菌株为课题组前期构建保存。构建方法是采用融合

ＰＣＲ方法获得含有四环素抗性基因的打靶片段，基

因测序证实融合成功后，利用Ｒｅｄ同源重组系统使
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图６　报告菌株平板法检测ＡＨＬ信号分子合成情况

犉犻犵狌狉犲６　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＡＨＬｓｉｇｎａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｓｔｒａｉｎｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ
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　　Ａ：ＨＰＬＣ检测ＰＱＳ信号分子峰图；Ｂ：ＨＰＬＣ检测后ＰＱＳ信号分子含量计算结果；：犘＜０．０１；ｎ．ｓ：与ＰＡＯ１组相比差异无统计学

意义

图７　ＨＰＬＣ法检测ＰＱＳ信号分子合成情况

犉犻犵狌狉犲７　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＰＱＳｓｉｇｎａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

基因打靶片段与目的基因发生同源重组，从而实现

ＰＡ１８６４基因的原位敲除
［１０］。菌株构建后通过交叉

ＰＣＲ方法鉴定证实△ＰＡ１８６４菌株构建成功。

研 究 比 较 野 生 菌 株 ＰＡＯ１ 与 敲 除 菌 株

△ＰＡ１８６４对急性肺感染小鼠致病性的差异，发现

与ＰＡＯ１感染组相比，△ＰＡ１８６４感染组的小鼠死

亡率下降，肺部水肿和炎症细胞浸润降低，提示

ＰＡ１８６４基因敲除可抑制ＰＡ 急性感染。ＰＡ１８６４

基因敲除后ＰＡ的细胞抑制率明显下降，并且可抑

制细菌感染诱导的细胞凋亡，提示ＰＡ１８６４基因敲

除会导致ＰＡ细胞毒性下降，说明ＰＡ１８６４基因敲

除在体内和体外环境中均可导致ＰＡ致病性下降。

细菌的致病性与其毒力密切相关。为进一步评

价ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ毒力因子／蛋白的分泌

及泳动能力的影响，对ＰＡ分泌性毒力因子／蛋白和

细菌泳动能力进行检测。ＰＡ毒力相关表型检测发

现，ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡ绿色荧光素和分泌性弹

性蛋白酶的合成及分泌无明显影响，但是可以抑制

ＰＡＴ３ＳＳ蛋白（如ＥｘｏＳ和ＰｃｒＶ）表达及泳动能力，

可以促进ＰＡ绿脓素的分泌。尽管ＰＡ绿脓素分泌

水平在ＰＡ１８６４基因敲除后有所上升，但由于绿脓

素主要在细菌培养的中晚期产生，且其主要与ＰＡ

的长期慢性感染相关。因此，推测ＰＡ１８６４基因敲

除引起的绿脓素产量增加在ＰＡ的急性期感染中并

不起主要作用。Ｔ３ＳＳ是加剧ＰＡ急性期感染最关

键的毒力系统，ＰＡ１８６４基因敲除后引起的Ｔ３ＳＳ下

降很可能是导致△ＰＡ１８６４菌株急性期感染致病性

及细胞毒性降低的关键。

ＱＳ系统是细菌密度依赖性的基因调控系统，

其可通过细菌分泌的化学信号分子彼此感知、交流、

相互协调，与细菌的毒力及环境适应性密切相关。

当３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬｓ、Ｃ４ＨＳＬｓ和ＰＱＳ信号分子与

其相应的转录调节因子ＬａｓＲ、ＲｈｌＲ和ＰｑｓＲ结合

后可形成复合物，该复合物可通过调节ＰＡ毒力因

子／蛋白合成相关基因，从而调节 ＰＡ 的毒力
［１１］。

据报道，ＰＡ多种毒力表型与ＱＳ系统调节有关，如

弹性蛋白酶的分泌主要受ｌａｓ系统正向调节
［１２］，绿

脓素的合成受ｒｈｌ、ｐｑｓ系统正向调节
［１３１４］，Ｔ３ＳＳ可

受ｐｑｓ系 统 和 ｒｈｌ系 统 负 向 调 节
［１５］。为 探 讨

ＰＡ１８６４基因敲除对ＰＡＱＳ系统的影响，采用信号

分子报告平板法分别检测ＰＡＯ１和△ＰＡ１８６４细菌

培养上清中３ｏｘｏＣ１２ＨＳＬ（ｌａｓ系统）和Ｃ４ＨＳＬ

（ｒｈｌ系统）信号分子的含量，结果表明，ＰＡ１８６４基

因敲除对 ＰＡｌａｓ及ｒｈｌ系统无明显影响；采用

ＨＰＬＣ检测ｐｑｓ系统ＰＱＳ信号分子合成情况，发现

ＰＡ１８６４基因敲除可引起ＰＡ的ｐｑｓ系统信号分子

合成明显上调，与文献［１１１４］报道一致。本组试验结

果发现，ＰＡ１８６４基因敲除可引起ｐｑｓ系统上调的
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同时，伴随Ｔ３ＳＳ的抑制和绿脓素合成的增加。因

此，我们推测ＰＡ１８６４基因很可能是通过ｐｑｓ系统

影响ＰＡ毒力相关表型，从而最终影响ＰＡ的致病

性，但其相关假设仍需进一步验证。

ＰＡ是医院感染的重要病原体，在一般情况下

不致病，但当患者机体免疫力低下、长期应用糖皮质

激素／免疫抑制剂、肿瘤放射治疗、化学治疗、手术创

伤以及侵入性诊疗后［２］，往往可造成致命性打击。

ＰＡ在环境中具有极强的适应性，且难以清除，与其

具有庞大和复杂的调节调控网络密切相关。ＰＡ毒

力除受ＱＳ系统调节外，还受双组分调节系统（ｔｗｏ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｙｓｔｅｍｓ，ＴＣＳｓ）、环二鸟苷酸

（ｃｙｃｌｉｃｄｉｇｕａｎｙｌａｔｅ，ｃｄｉＧＭＰ）等多种因素及途径

调节。本研究针对未知基因ＰＡ１８６４在ＰＡ急性感

染中的毒力及致病性 进行初步研究，并 发 现

ＰＡ１８６４基因可能作为一种转录调节因子参与基因

表达调节，但ＰＡ１８６４基因介导的具体调节机制以

及与其他调节因素和途径的关联尚未深入，仍有待

后续研究。
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