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·论著·

磷酸二酯酶犘犃４７８１对铜绿假单胞菌运动能力及毒力的影响

宋瑾萱，张倩楠，王秀青

（宁夏医科大学临床医学院，宁夏 银川　７５０００４）

［摘　要］　目的　探讨磷酸二酯酶ＰＡ４７８１对细菌运动能力及毒力的影响。方法　通过测量菌苔的直径检测细

菌的运动能力，利用刚果红染色和苯酚－硫酸显色法检测细菌生物膜分泌胞外多糖的能力。通过实时荧光定量

ＰＣＲ检测介导蹭行运动的基因Ｐ犻犾Ｚ、与胞外多糖合成有关的基因Ｐ犲犾Ａ以及控制绿脓菌素的基因Ｐ犺狕Ｍ的 ｍＲＮＡ

表达量。利用琼脂糖凝胶电泳检测细菌不同时间段内产生的胞外ＤＮＡ量，通过测量菌斑在牛奶平板中透明圈的

直径检测胞外蛋白酶的总活性。结果　相比于ＰＡ０３野生型菌株，ＰＡ４７８１敲除菌株的运动能力及Ｐ犻犾Ｚ的 ｍＲＮＡ

表达量降低，ＰＡ４７８１过表达菌株的运动能力及Ｐ犻犾Ｚ的ｍＲＮＡ表达量增高，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；相

比于ＰＡ０３野生型菌株，ＰＡ４７８１敲除菌株分泌的胞外多糖及Ｐ犲犾Ａ的 ｍＲＮＡ表达量增多，ＰＡ４７８１过表达菌株分

泌的胞外多糖及Ｐ犲犾Ａ的ｍＲＮＡ表达量减少，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；ＰＡ４７８１敲除菌株和ＰＡ４７８１过

表达菌株的胞外ＤＮＡ分泌量、绿脓菌素基因Ｐ犺狕Ｍ的表达量及胞外蛋白酶的水解能力均低于ＰＡ０３野生型菌株，

差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。结论　ＰＡ４７８１可能通过促进基因Ｐ犻犾Ｚ的表达，从而促进铜绿假单胞菌的运

动能力。ＰＡ４７８１可能通过抑制基因Ｐ犲犾Ａ的表达，抑制胞外多糖的分泌。同时，ＰＡ４７８１可能不直接影响胞外

ＤＮＡ分泌量，毒力因子绿脓菌素和胞外蛋白酶的产生。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；ＰＡ４７８１；运动能力；胞外多糖；胞外ＤＮＡ；绿脓菌素
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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）是假

单胞菌属中的主要种别，在自然界中普遍存在，是极

易引起医院感染的革兰阴性条件致病菌。该菌感染

主要见于免疫力低下者，如幼儿、年老体弱者，患有

恶性肿瘤、艾滋病等免疫功能受损的患者。

环二 鸟 苷 酸 （ｃｙｃｌｉｃｄｉｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ，ｃｄｉＧＭＰ）作为细菌内广泛存在的一类第二

信使分子，参与调节细菌运动、黏附、毒力以及生物

膜形成等多种生理活动，在微生物感染过程中发挥

重要作用［１］。细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ浓度取决于其在

胞内的合成与分解速率。含ＧＧＤＥＦ结构域的鸟苷

酸环化酶（ＤＧＣｓ）可将两分子的 ＧＴＰ合成ｃｄｉ

ＧＭＰ，而含ＥＡＬ和ＨＤＧＹＰ结构域的特异性磷酸二

酯酶（ＰＤＥｓ）又可将合成的ｃｄｉＧＭＰ催化水解
［２］。

ＨＤＧＹＰ是参与细菌第二信使分子ｃｄｉＧＭＰ水解的

蛋白质结构域。在霍乱弧菌（犞犻犫狉犻狅犮犺狅犾犲狉犪犲）ＥｌＴｏｒ

体内，ＨＤＧＹＰ蛋白过表达降低细胞内ｃｄｉＧＭＰ浓

度，减少胞外多糖的产生和生物膜形成［３］。铜绿假单

胞菌ＰＡＯ１基因组编码三种具有 ＨＤＧＹＰ结构域

的 蛋 白：ＰＡ４７８１、ＰＡ４１０８ 和 ＰＡ２５７２。 并 且

ＰＡ４７８１、ＰＡ４１０８和ＰＡ２５７２的突变对铜绿假单胞

菌的生物膜形成及运动能力有明显的影响［４］。

ＰＡ４７８１是ｃｄｉＧＭＰ的磷酸二酯酶，参与ｃｄｉ

ＧＭＰ降解，ｃｄｉＧＭＰ影响细菌的运动、生物膜的形

成等生理生化过程［４］。众多生理过程中，运动能力

尤为重要，铜绿假单胞菌的运动能力包括泳动

（ｓｗｉｍｍｉｎｇ）、丛动（ｓｗａｒｍｉｎｇ）和蹭行运动（ｔｗｉｔ

ｃｈｉｎｇ），已被证明与其生物膜形成和致病力都具有

显著的联系［５］。胞外多糖是细菌生物膜最主要的组

成成分，在生物膜发育中具有关键作用。铜绿假单胞

菌可以分泌３种胞外多糖，即Ｐｓｌ、Ｐｅｌ和藻酸盐
［６］。

Ｐｅｌ多糖和Ｐｓｌ多糖都可以作为生物被膜基质的关

键结构成分，不同的胞外多糖对铜绿假单胞菌的毒

力因子及形成生物被膜的能力都有不同的影响。胞

外ＤＮＡ与胞外多糖一样，在细菌生物膜形成的初

始阶段也发挥重要作用。胞外积累的 ＤＮＡ构成生

物膜的骨架，与胞外多糖共同作用来维持生物膜的稳

定性［７］。此外，铜绿假单胞菌能够分泌许多的胞外毒

力因子导致宿主细胞的感染，比如绿脓菌素、外毒素

Ａ、弹性蛋白酶、鼠李糖脂等
［８］。绿脓菌素不但易渗

透细胞膜，而且能干扰来自宿主细胞内过氧化氢酶和

电子的转移过程，产生活性氧（ＲＯＳ）
［９］，被认为是主

要的毒力因子。弹性蛋白酶是铜绿假单胞菌产生的

３种具有广泛特异性底物蛋白酶中的一种，这种酶

具有组织损伤活性，在局部感染中起重要作用［１０］。

因此，铜绿假单胞菌的毒力因子及运动能力在病原

菌感染时起重要作用，研究其机制对防治铜绿假单

胞菌感染具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种来源　铜绿假单胞菌ＰＡ０３为临床分

离株，由宁夏医科大学总医院实验中心提供，

ＰＡ４７８１过表达株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１及敲除株ｐｎ

ＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１为本实验室构建和保存
［１１］，

均为单株。

１．１．２　培养基　ＬＢ培养基；丛动培养基（ｇ／Ｌ）：ＬＢ

培养基，葡萄糖５ｇ，琼脂粉５ｇ，定容至１Ｌ，１０
５Ｐａ灭

菌２０ｍｉｎ；泳动培养基（ｇ／Ｌ）：胰蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ

５ｇ，琼脂粉３ｇ，定容至１Ｌ，１０
５Ｐａ灭菌２０ｍｉｎ。

１．１．３　试剂及仪器设备　硫酸庆大霉素，北京Ｓｏ

ｌａｒｂｉｏ公司；细胞／细菌总ＲＮＡ提取试剂盒，天根生

化科技（北京）有限公司；ＲＮＡ反转录试剂盒、荧光

定量试剂盒，购自北京全式金生物技术有限公司；引

物，生工生物工程（上海）股份有限公司。ＰＣＲ仪、

凝胶成像仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司；电泳仪，北京六一

仪器厂；ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．１．４　引物设计与合成　利用 ＮＣＢＩ数据库及

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０软件，设计相关基因及１个内参

基因（Ｒ狆狅Ｄ）的引物序列，用ＢＬＡＳＴ检验引物的特异

性，并送由上海生工公司合成。引物序列见表１。
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表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅＰＣＲ

基因 序列（５’→３’）
引物长度

（ｂｐ）

Ｒ狆狅Ｄ Ｆ：ＡＡＧＡＧＣＡＡＧＣＣＧＡＡＧＴＡＣＧＣ １３４

Ｒ：ＡＴＣＧＣＧＣＧＧＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＴ

Ｐ犻犾Ｚ Ｆ：ＧＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣＴＴＧ １４９

Ｒ：ＣＣＡＴＣＡＧＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡＣ

Ｐ犲犾Ａ Ｆ：ＣＡＴＣＡＡＧＣＣＣＴＡＴＣＣＧＴＴＣＣＴＣＡＣ １３０

Ｒ：ＣＡＣＣＴＴＣＴＣＧＴＣＧＧＣＧＡＡＧＡＴＧ

Ｐ犺狕Ｍ Ｆ：ＧＣＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＣＧＡＧＡＴＣＴ １２８

Ｒ：ＡＣＴＣＣＴＣＧＣＣＧＴＡＧＡＡＣＡＧＣ

１．２　方法

１．２．１　细菌培养　复苏铜绿假单胞菌野生型菌株

ＰＡ０３、敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１及过表达

菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１于ＬＢ平板上３７℃倒置培

养１５ｈ后，挑取单个菌落接种于ＬＢ液体培养基中，

３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ震荡过夜培养（为维持质粒稳定性，

需在敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１及过表达

菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１培养基中加入庆大霉素），

取１％菌液进行放大培养约２．５ｈ，调整菌液浓度至

０．５麦氏单位。

１．２．２　细菌运动试验　提前配制好３种运动所用

的培养基，灭菌后冷却至４０℃倾注平板，室温放置，

使培养皿盖上的水蒸气蒸发后备用；泳动和丛动试

验分别吸取２μＬ调好浓度的菌液点在平板标记位

点；蹭行运动试验先用枪头将培养基穿透，于穿透的

地方轻点２μＬ调好浓度的菌液。待菌液被培养基吸

收后，平稳移入３７℃培养箱，培养２４ｈ后观察结果。

１．２．３　刚果红染色法检测胞外多糖　提前准备

好ＬＢ平板，其中含有２０μｇ／ｍＬ的考马斯亮蓝、

４０μｇ／ｍＬ的刚果红；吸取５μＬ调好浓度的菌液轻

点于ＬＢ平板中央，待菌液稍干后移入３７℃培养箱，

培养４８ｈ后观察结果。

１．２．４　苯酚－硫酸法检测胞外多糖　取调好浓度

的菌液于４℃下１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液

用０．２２μｍ过滤器除菌，向过滤后的上清液中加入

３倍体积的无水乙醇，４℃过夜沉淀，次日４℃下

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，用１ｍＬ蒸馏水

重悬管壁上的胞外多糖沉淀。

称取２．５ｍｇ标准葡萄糖，于２５ｍＬ的容量瓶

中，制成１００ｍｇ／Ｌ的标准葡萄糖溶液。准确吸取

标准葡萄糖溶液１０、２０、３０、４０μＬ，加蒸馏水补足至

１００μＬ，配制成浓度分别为１０、２０、３０、４０μｇ／ｍＬ的

葡萄糖溶液，加入２００μＬ６％苯酚溶液，摇匀，迅速

滴加５００μＬ浓硫酸，混匀后室温放置１０ｍｉｎ，４０℃

水浴锅加热１５ｍｉｎ，取出室温静置５ｍｉｎ冷却后于

４９０ｎｍ处测定吸光度值。以标准葡萄糖溶液浓度

为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，计算回

归方程和相关系数。

分别取不同菌株的胞外多糖沉淀，按同样的方

法进行显色，将所得值带入标准曲线计算得到相应

的多糖含量。

１．２．５　生长曲线测定　分别取过夜培养的菌液，用

酶标仪测量其在６００ｎｍ的ＯＤ值，用ＬＢ培养基稀

释至菌液ＯＤ初始值为０．０５，接种至９６孔板，放置

于摇床１８０ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养，每隔２ｈ用酶标仪测

量其在６００ｎｍ处的ＯＤ值，至２４ｈ。用不同时间测

定获得的不同ＯＤ值绘制菌株生长曲线。

１．２．６　胞外ＤＮＡ试验　分别取培养６、１２、２４、３６ｈ

的野生型菌株 ＰＡ０３、敲除菌株 ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１及过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的菌液

１．５ｍＬ１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液与两倍

体积冰冻保存的无水乙醇充分混匀后放入－２０℃冰

箱３０ｍｉｎ，取出后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上

清；加入１ｍＬ７０％乙醇（－２０℃预冷），随即１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，放入超净工作台中吹干

多余液体，向其中加入２０μＬ双蒸水－２０℃保存。次

日取各个样品在１％琼脂糖凝胶中电泳，观察结果。

１．２．７　实时荧光定量ＰＣＲ检测基因转录水平的变

化　取复苏后野生型菌株ＰＡ０３、敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡ

ＢＥＣΔＰＡ４７８１及过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１于

ＬＢ液体培养基中３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ震荡过夜，过夜

培养后，取１％菌液放大培养５ｈ，按照细胞／细菌总

ＲＮＡ提取试剂盒说明操作，提取细菌总ＲＮＡ，并测

定其浓度在合适范围内。

加入各ＲＮＡ样品５００ｎｇ，按ＲＮＡ反转录试剂

盒说明操作，４２℃孵育１５ｍｉｎ，８５℃加热５ｓ失活

ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＲＴ／ＲＩ与ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ，将提取出的

ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，－２０℃冷冻保存。
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　　以ＲｐｏＤ为内参，以ｃＤＮＡ为模板，引物序列见

表１，按照ＲＴｑＰＣＲ试剂盒说明进行操作。反应条

件为：９４℃预变性 ３０ｓ；９４℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４５

ｃｙｃｌｅｓ，６０℃单次采集荧光，绘制熔解曲线，最终数

据以２－△△Ｃｔ进行分析。

１．２．８　胞外蛋白酶检测　在 ＬＢ培养基中加入

２０％的脱脂奶粉溶液１０ｍＬ，混匀后倾注平板；将不

同检测菌株调成０．５麦氏单位菌液，吸取菌液５μＬ

轻点于牛奶平板中央，待菌液干燥后将平板正置于

３７℃培养２４ｈ。观察牛奶平板中蛋白被水解的透

明圈，并测量、记录其直径，即为蛋白酶水解能力。

１．３　 统计学方法 　 每组试验重复三次，应用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件对数据进行分析。

计量资料以均数±标准差（狓±狊）表示，多组间比较

采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＯ），犘≤０．０５

为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＡ４７８１对细菌运动能力的影响　为研究

ＰＡ４７８１对铜绿假单胞菌运动能力的影响，分别测

定野生型菌株 ＰＡ０３、敲除菌株 ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１及过表达菌株 ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的泳

动、丛动和蹭行运动能力。测量细菌运动直径并进

行统计分析，相比于野生型菌株ＰＡ０３，ＰＡ４７８１敲

除菌株的泳动能力减弱，ＰＡ４７８１过表达菌株的泳

动能力增强，差异有统计学意义（犘＜０．００１），见

图１。与ＰＡ０３野生型菌株相比，ＰＡ４７８１敲除菌株

的丛动能力减弱，ＰＡ４７８１过表达菌株的丛动能力

增强，差异有统计学意义（犘＜０．００１），见图２。相比

于ＰＡ０３野生型菌株，ＰＡ４７８１敲除菌株的蹭行运动

能力减弱，ＰＡ４７８１过表达菌株的蹭行运动能力增

强，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

进一步研究ＰＡ４７８１与蹭行运动相关的Ｐ犻犾Ｚ

基因转录水平的影响，结果表明，与野生型菌株

ＰＡ０３相比，敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１的

Ｐ犻犾Ｚ ｍＲＮＡ 的相对表达量下降，过表达菌株

ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的Ｐ犻犾ＺｍＲＮＡ的相对表达量增

高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图４。
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．００１。

图１　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

的泳动情况和泳动直径统计图

犉犻犵狌狉犲１　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆｓｗｉｍｍｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｓｗｉｍ

ｍｉｎｇｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１

ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．００１。

图２　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

的丛动情况和丛动直径统计图

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆｓｗａｒｍｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｓｗａｒ

ｍｉｎｇｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１

ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．０５。

图３　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

的蹭行运动情况和蹭行运动直径统计图

犉犻犵狌狉犲３　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆｔｗｉｔｃｈｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｔｗｉｔｃｈｉｎｇ

ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ａｎｄ

ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．０１。

图４　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

Ｐ犻犾Ｚ的表达量

犉犻犵狌狉犲 ４ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｏｆ ＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１Ｐ犻犾Ｚ

２．２　ＰＡ４７８１对细菌胞外多糖的影响　对铜绿假

单胞菌胞外多糖的表型进行观察，结果显示，相比于

野生 型 菌 株 ＰＡ０３，敲 除 菌 株 ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１刚果红染色加深，分泌的胞外多糖增多；

过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１染色变浅，分泌的胞

外多糖减少，见图５。
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图５　刚果红平板法检测ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和

ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的胞外多糖

犉犻犵狌狉犲５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｆＰＡ０３，

ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ ａｎｄ ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

ｂｙＣｏｎｇｏｒｅｄｐｌａｔｅ

采用苯酚－硫酸法定量测定铜绿假单胞菌胞外

多糖的量，绘制葡萄糖溶液的标准曲线，见图６。标

准回归曲线方程为ｙ＝０．０００８９ｘ＋０．１０８４，相关系

数犚２＝０．９９２４，多糖含量的高低与吸光度呈线性

关系。然后由标准曲线回归方程计算出野生型菌株

ＰＡ０３、敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１及过表达

菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的糖浓度，并计算样品糖含

量。结果显示，与野生型菌株ＰＡ０３相比，敲除菌株

ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１的胞外多糖产量增多；过

表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的胞外多糖产量减少，

差异有统计学意义（犘＜０．００１），见图７。
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图６　葡萄糖标准曲线

犉犻犵狌狉犲６　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

　　Ｐ犲犾Ａ（ＰＡ３０６４）是Ｐｅｌ多糖合成位点基因之一。

通过ＲＴｑＰＣＲ检测ＰＡ４７８１对Ｐ犲犾Ａ基因转录水

平的影响。结果显示，与野生型菌株ＰＡ０３相比，敲

除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１的Ｐ犲犾ＡｍＲＮＡ的

相对表达量增高，过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的

Ｐ犲犾ＡｍＲＮＡ的相对表达量下降，差异有统计学意义

（犘＜０．０１），见图８，与胞外多糖的表型变化一致。
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．００１。

图７　苯酚－硫酸法检测ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和

ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的胞外多糖

犉犻犵狌狉犲７　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｆＰＡ０３，

ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

ｂｙｐｈｅｎｏｌｓｕｌｐｈａｔｅｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．０１。

图８　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

Ｐ犲犾Ａ的相关基因表达量

犉犻犵狌狉犲８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｌｅｖａｎｔｇｅｎｅｓｏｆＰＡ０３，ｐｎ

ＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１Ｐ犲犾Ａ

２．３　ＰＡ４７８１对细菌胞外ＤＮＡ的影响　绘制野生

型菌株 ＰＡ０３、敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１

以及过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的生长曲线，结

果显示，在０～１２ｈ，３株菌株均呈对数生长状态，

１１ｈ达到平台期，之后生长趋于平缓。对３株菌株

生长曲线进行统计学分析，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图９。电泳结果表明，从６ｈ开始，胞外

ＤＮＡ开始积累，随时间推移，含量逐渐增多，２４ｈ

达到最大；３６ｈ胞外ＤＮＡ含量已下降。在１２、２４ｈ，

野生型菌株ＰＡ０３的胞外ＤＮＡ大量积累，相比于

野生 型 菌 株 ＰＡ０３，敲 除 菌 株 ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１和过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的含量

相对较少，见图１０。
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图９　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

的生长曲线

犉犻犵狌狉犲９　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１

ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１
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图１０　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和 ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

的胞外ＤＮＡ含量

犉犻犵狌狉犲１０　ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡ

ＢＥＣΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

２．４　ＰＡ４７８１对 Ｐ犺狕Ｍ 基因表达的影响　通过

ＲＴｑＰＣＲ研究控制绿脓菌素产生的基因 Ｐ犺狕Ｍ

（ＰＡ４２０９）ｍＲＮＡ的变化。结果显示，敲除菌株ｐｎ

ＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ 和 过 表 达 菌 株 ｐＭＰ２４４４

ＰＡ４７８１的Ｐ犺狕ＭｍＲＮＡ的相对表达量低于野生型

菌株ＰＡ０３，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图１１。

２．５　ＰＡ４７８１对细菌胞外蛋白酶的影响　通过对

菌斑在牛奶平板中透明圈的直径进行测量并统计分

析，与野生型菌株ＰＡ０３相比，敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡ

ＢＥＣΔＰＡ４７８１和过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的

蛋白酶水解能力均有下降，差异有统计学意义（犘＜

０．００１），见图１２。
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．０１。

图１１　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和 ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

Ｐ犺狕Ｍ的表达量

犉犻犵狌狉犲１１　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＡ０３，ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１Ｐ犺狕Ｍ
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　　注：为与ＰＡ０３比较，犘＜０．００１。

图１２　ＰＡ０３、ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和 ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

胞外蛋白酶总活性

犉犻犵狌狉犲１２　ＴｏｔａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅｏｆＰＡ０３，

ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ａｎｄｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１

３　讨论

铜绿假单胞菌是引起医院感染的主要条件性致

病菌之一。ｃｄｉＧＭＰ作为细菌中普遍存在的第二

信使，不但能够调控鞭毛和纤毛的形成，而且还能通

过调控因子或与蛋白结合来间接或直接地调控细菌

的运动性［１２］。铜绿假单胞菌的运动包括泳动、丛动

和蹭行运动，这些运动能力在感染过程中发挥着至

关重要的作用。细菌的泳动主要依赖于鞭毛提供

动力［１３］，丛动依赖于鞭毛和Ⅳ型菌毛的共同作用，

蹭行运动同样依赖于鞭毛的运动和Ⅳ型菌毛的伸展

和收缩，使得铜绿假单胞菌在感染时可以迅速到达

感染部位，有利于生物膜的黏附和形成［１４］。生物膜

的形成增强了细菌抵御宿主免疫防御系统及抗菌药

物的能力，同时鞭毛促进了细菌的迁移和扩散，进而

促进病原菌与宿主的相互作用［１５］。铜绿假单胞菌

的运动能力、生物膜的形成及毒力因子的产生都对

患者的感染及迁延不愈有重要的影响，因此，对于相

关表型的研究尤为重要。

ＰＡ４７８１是铜绿假单胞菌中含有 ＨＤＧＹＰ结

构域的磷酸二酯酶，能够促进ｃｄｉＧＭＰ水解。细

胞表面附属物（主要为鞭毛和Ⅳ型菌毛）通过影响细

菌迁移和固体表面附着，在生物被膜的形成中发挥

重要作用［１６］。铜绿假单胞菌能够通过鞭毛的挥鞭运

动在液体中泳动，并能够通过Ⅳ型菌毛的伸展和收缩

在固体表面蹭行。细菌的这种迁移能力使其在发育

过程中具有广泛的运动性、竞争性和选择性［１７］。

Ｐ犻犾Ｚ是一种介导蹭行运动的Ⅳ型菌毛形成所必须

的，被ｃｄｉＧＭＰ结合而激活，帮助生物被膜微菌落

的聚集［１８］。本研究利用本实验室前期构建的菌株，

对ＰＡ４７８１的功能进行进一步研究。通过对其运动

能力和Ⅳ型菌毛基因Ｐ犻犾Ｚ的研究，发现ＰＡ４７８１敲

除菌株的运动能力弱于野生型菌株，ＰＡ４７８１过表

达菌株的运动能力强于野生型菌株，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），同时ＰＡ４７８１敲除菌株 Ｐ犻犾Ｚ的

ｍＲＮＡ相对表达量低于野生型菌株，ＰＡ４７８１过表

达菌株Ｐ犻犾Ｚ的 ｍＲＮＡ相对表达量高于野生型菌

株，差异有统计学意义 （犘＜０．０１），因此说明

ＰＡ４７８１可能通过促进基因Ｐ犻犾Ｚ的表达，从而增强

细菌的运动能力。

研究［４］表明，ＰＡ４７８１对生物膜的形成有一定

的影响，因此，应着重于生物膜中两个重要的组成成

分，胞外多糖和胞外ＤＮＡ。胞外多糖是生物膜细

胞外基质的骨架成分，其黏性使菌细胞聚集形成

封闭环境以抵御逆境胁迫，而ｃｄｉＧＭＰ可经合成

酶依赖途径参与调控胞外多糖的合成与转运［１９］。

研究［２０］表明，细菌内高浓度的ｃｄｉＧＭＰ可促进生

物膜形成，低浓度的ｃｄｉＧＭＰ可抑制生物膜形成。

铜绿假单胞菌可以合成至少３种类型的胞外多糖：褐

藻多糖、Ｐｅｌ多糖和Ｐｓｌ多糖。Ｐｅｌ多糖可以将不同种

菌株连接在一起，从而促进混合生物被膜的形成［２１］。

Ｐｅｌ多糖还可以与生物被膜基质中的另一重要组

分，胞外ＤＮＡ通过正负离子间相互吸引而交联在

一起，促进生物被膜的稳定性。
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胞外ＤＮＡ被认为是促进铜绿假单胞菌生物被

膜形成的重要因子，其既可以作为生物被膜的支撑

成分，也可以在营养缺乏时期为生物膜内细菌提供

营养［２２］。胞外ＤＮＡ的主要结构与细菌基因组染色

体ＤＮＡ相似，其主要来源于死亡细菌的裂解、释放

或活细菌的主动分泌，参与细菌细胞的初始附着、细

胞－细胞的互连和生物被膜大菌落的形成。在铜绿

假单胞菌生物被膜形成的初期，胞外ＤＮＡ含量较

少，大量ＤＮＡ的释放则是在生物膜形成的晚期，这

也与晚期有较多细菌死亡裂解有关［２３］。

通过对胞外多糖和胞外ＤＮＡ的含量进一步分

析发现，相比于野生型菌株，ＰＡ４７８１过表达菌株的

胞外多糖产生减少，ＰＡ４７８１敲除菌株的胞外多糖

产生增加，差异有统计学意义（犘＜０．００１），且通过

对控制Ｐｅｌ多糖合成的基因———Ｐ犲犾Ａ在转录水平

的变化情况发现，相比于野生型菌株，ＰＡ４７８１敲除

菌株Ｐ犲犾Ａ的 ｍＲＮＡ相对表达量升高，ＰＡ４７８１过

表达菌株Ｐ犲犾Ａ的ｍＲＮＡ相对表达量降低，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），表明ＰＡ４７８１可能通过抑

制基因Ｐ犲犾Ａ的表达，抑制生物膜细胞外基质胞外

多糖的产生，从而可能抑制生物膜的形成和稳定性；

而对于胞外ＤＮＡ含量，研究发现在细菌增殖能力

相同的情况下，１２ｈ和２４ｈ（生物膜成熟的阶段）时

野生型菌株的胞外ＤＮＡ大量积累，相比于野生型

菌株，敲除菌株ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１和过表达

菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的含量都相对较少。说明

ＰＡ４７８１可能不能直接影响胞外ＤＮＡ的分泌。

绿脓菌素是一种具有氧化活性的吩嗪类化合

物，也是铜绿假单胞菌的重要致病因子。作为铜绿

假单胞菌的主要毒力因子，绿脓菌素不仅是该菌的

群体感应信号分子，也是一种电化学活性代谢物。

其被认为是细菌呼吸的电子载体，同时也能协调微

生物群落对环境变化的反应［２４］。此外，研究［２５］表

明，绿脓菌素可以通过诱导 Ｈ２Ｏ２ 介导的细胞裂解

促进胞外 ＤＮＡ的释放，从而促进生物膜的形成。

在试验过程中发现，ＰＡ４７８１过表达菌株绿脓菌素

的产生量远低于ＰＡ４７８１敲除菌株和野生型菌株，

因此检测控制绿脓菌素的基因Ｐ犺狕Ｍ 的表达量的

变化。结果同样发现，相比于野生型菌株，ＰＡ４７８１

过表达菌株和ＰＡ４７８１敲除菌株的基因表达量大幅

度下降，差异有统计学意义 （犘＜０．０１），说明

ＰＡ４７８１可能不能直接影响绿脓菌素的合成，这也可

以解释胞外ＤＮＡ有同样的变化，从而引起后期深入

的研究。

蛋白水解酶也是铜绿假单胞菌的重要毒力因子

之一，包括弹性蛋白酶Ａ和Ｂ、碱性蛋白酶等，对于

不同的蛋白都有一定的水解能力，在急性感染中发

挥重要作用。对野生型菌株ＰＡ０３、敲除菌株ｐｎ

ＣａｓＰＡＢＥＣΔＰＡ４７８１ 和 过 表 达 菌 株 ｐＭＰ２４４４

ＰＡ４７８１的胞外蛋白酶总活性进行检测，发现与野

生型菌株 ＰＡ０３相比，敲除菌株 ｐｎＣａｓＰＡＢＥＣ

ΔＰＡ４７８１和过表达菌株ｐＭＰ２４４４ＰＡ４７８１的蛋

白酶水解能力均有下降，差异有统计学意义（犘＜

０．００１），表明ＰＡ４７８１可能不能直接影响铜绿假单

胞菌的胞外蛋白水解酶能力。

综上所述，本研究认为，ＰＡ４７８１可能通过促进

基因Ｐ犻犾Ｚ的表达，从而促进铜绿假单胞菌的运动能

力；ＰＡ４７８１可能通过抑制基因Ｐ犲犾Ａ的表达，从而

抑制胞外多糖的分泌。同时，ＰＡ４７８１可能不能直

接影响胞外ＤＮＡ分泌量、毒力因子绿脓菌素和胞

外蛋白酶的产生。

ＰＡ４７８１作为ｃｄｉＧＭＰ的磷酸二酯酶，参与ｃ

ｄｉＧＭＰ降解，影响细菌的运动、生物膜的形成等众

多生理过程。本研究基于课题组前期在ＰＡ４７８１对

铜绿假单胞菌ｃｄｉＧＭＰ及生物膜形成的影响方面

的研究，初步探明ＰＡ４７８１对细菌运动能力及毒力

因子的影响，但ＰＡ４７８１与其他因素共同作用对细

菌致病因子的影响仍有待进一步探讨，以期为铜绿

假单胞菌感染的治疗找到新的靶点，为预防和治疗

铜绿假单胞菌感染提供新的思路。
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