
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２４０６０７ ·论著·

铜绿假单胞菌ＰＡＯ１中环二鸟苷单磷酸代谢蛋白ＰＡ０２８５
感应环境因素的研究

海娥１，２，张慧敏１，高晓菁１，张小敏３，郭嘉义３，黄卫东１

（１．宁夏医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系，宁夏银川７５００００；２．宁夏疾病预防控制中心；３．宁夏医科大学科技中心）

【摘要】　目的　分析铜绿假单胞菌中环二鸟苷单磷酸（ｃｄｉＧＭＰ）代谢蛋白ＰＡ０２８５感应环境因素的作用，探讨其参与

ｃｄｉＧＭＰ信号转导的机制。　方法　通过ＰＣＲ技术对狆犪０２８５转座子突变菌株进行遗传背景确认；以铜绿假单胞菌野

生型ＰＡＯ１和２株ＰＡ０２８５插入失活突变菌株为研究对象，选定２４种化合物，利用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）报告基因融合法

及刚果红结合试验，检测细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ水平；通过生物膜定量试验分析特定环境因素对细菌生物膜形成的影响；使

用ＣＡＳ平板法进一步分析ＰＡ０２８５在特定环境条件下对细菌分泌嗜铁素的调控。　结果　细菌基因组ＰＣＲ结果表明

转座子插入致狆犪０２８５基因失活；ＧＦＰ报告基因融合法、刚果红结合试验及生物膜定量检测结果显示，与野生型ＰＡＯ１

相比，突变菌Δ狆犪０２８５胞内ｃｄｉＧＭＰ水平升高（犉＝８８．９２，犘＜０．０１），生物膜合成增加（犉＝１５．８２，犘＜０．０１）；将异亮

氨酸（Ｉｌｅ）或缬氨酸（Ｖａｌ）添加至培养基时，突变菌Δ狆犪０２８５胞内ｃｄｉＧＭＰ水平与ＰＡＯ１相比降低（犉＝１５．１７，６０．１７，犘

＜０．０１），生物膜合成与ＰＡＯ１比较差异无统计学意义（犉＝３．４６２，０．５０１８，犘＝０．１０００１，０．６２８７）。ＣＡＳ定量检测结果显

示，与野生型ＰＡＯ１相比，突变菌Δ狆犪０２８５分泌嗜铁素含量下降（犉＝５８．２２，犘＜０．０１）；ＣＡＳ平板观察结果显示，无外源

化合物添加时，突变菌Δ狆犪０２８５菌落的螯合圈与野生型ＰＡＯ１相比偏小，将精氨酸（Ａｒｇ）、ＭｇＣｌ２、ＣａＣｌ２ 添加至培养基

时，突变菌Δ狆犪０２８５的菌落螯合圈与ＰＡＯ１相比大小相近；将Ｖａｌ和Ｉｌｅ添加至培养基时，突变菌Δ狆犪０２８５的菌落螯合

圈与野生型ＰＡＯ１相比偏大。　结论　铜绿假单胞菌ＰＡＯ１中代谢蛋白ＰＡ０２８５具有磷酸二酯酶（ＰＤＥ）的活性；

ＰＡ０２８５通过调控胞内ｃｄｉＧＭＰ水平，进而影响生物膜合成及嗜铁素的分泌，以感应环境中氨基酸Ｖａｌ和Ｉｌｅ。

【关键词】　铜绿假单胞菌ＰＡＯ１；ＰＡ０２８５蛋白；环二鸟苷单磷酸；环境信号
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【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｃｙｃｌｉｃｄｉｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ｃｄｉＧＭＰ）ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｐｒｏｔｅｉｎ

ＰＡ０２８５ｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ＰＡＯ１ｉｎｓｅｎｓｉｎｇｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓ，ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＰＡ０２８５ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｃｄｉＧＭＰｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ．　犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｈｅ狆犪０２８５ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｃｏｎ

ｆｉｒｍｅｄｂｙｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰＣＲ．２４ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｔｉｍｕｌｉ．ＴｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｄｉＧＭＰｌｅｖｅｌｓ

ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙＧＦＰ（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ）ｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｆｕｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｎｄＣｏｎｇｏｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙ．
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ｍｅｔｈｏｄ．ＢａｃｔｅｒｉａｌｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗａｓｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｚｅｄｂｙＣＡＳ（Ｃｈｒｏｍｅ
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ｔｈｅ狆犪０２８５ｇｅｎｅ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＦＰｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｆｕｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，Ｃｏｎｇｏｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｅｓｔ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＴＰＡＯ１，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｄｉＧＭＰｌｅｖｅｌｏｆｍｕｔａｎｔｓΔ狆犪０２８５ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犉＝８８．９２，犘＜

０．０１），ｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｍｕｔａｎｔｓΔ狆犪０２８５ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犉＝１５．８２，犘＜０．０１）．ｗｈｅｎｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ（Ｉｌｅ）ｏｒｖａｌｉｎｅ（Ｖａｌ）

ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｄｉＧＭＰｌｅｖｅｌｏｆｍｕｔａｎｔｓΔ狆犪０２８５ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＷＴＰＡＯ１（犉＝

１５．１７，６０．１７，犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｂｉｏｆｉｌｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓｗａｓｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＷＴＰＡＯ１
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ｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎＷＴＰＡＯ１ｗｈｅｎｎｏｅｘｏｇｅｎｏｕｓｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｍｅｄｉｕｍ．Ｗｈｅｎａｒｇｉｎｉｎｅ（Ａｒｇ），ＭｇＣｌ２，ａｎｄ

ＣａＣｌ２ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｃｈｅｌａｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｏｆｔｈｅΔ狆犪０２８５ｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏＷＴＰＡＯ１．ＷｈｅｎＶａｌａｎｄＩｌｅｗｅｒｅ

ａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｃｈｅｌａｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｏｆΔ狆犪０２８５ｗａｓｌａｒｇｅｒｔｈａｎＷＴＰＡＯ１ａｎｄｗｈｅｎａｒｇｉｎｉｎｅ（Ａｒｇ）．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀

　ＰＡ０２８５，ａｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｔｅｉｎｏｆｃｄｉＧＭＰｉｎ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ＰＡＯ１，ｉｓａｎａｃｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ（ＰＤＥ），ｗｈｉｃｈｓｅｎｓｅｓ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓＶａｌａｎｄＩｌｅｆｒｏｍｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｂｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｄｉＧＭＰｌｅｖｅｌ，ａｎｄｔｈｅｎａｆｆｅｃｔｓｂｉｏｆｉｌｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ａｎｄｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ＰＡＯ１；ＰＡ０２８５；ｃｄｉＧＭＰ；ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｉｇｎａｌ

　　细菌为了适应复杂多样且不断变化的环境条件，

进化出多种高效且精确的信号转导系统，包括双组分

系统［１］、群体感应系统和第二信使转导系统［２］等，以帮

助其监测各类环境条件的变化并迅速响应。在细菌信

号转导系统中，存在第二信使分子如环腺苷单磷酸

（ｃＡＭＰ）、环鸟苷单磷酸（ｃＧＭＰ）及环二鸟苷单磷酸

（ｃｄｉＧＭＰ）等
［３］，其中ｃｄｉＧＭＰ在调节微生物毒力

和生物膜形成中发挥着重要作用［４］。近年来，关于细

菌胞内ｃｄｉＧＭＰ代谢的研究在细菌信号转导领域备

受关注。细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ的水平由其合成酶二鸟

苷酸环化酶（ＤＧＣｓ）和水解酶磷酸二酯酶（ＰＤＥｓ）调

控［５］。当细菌表面受体接收到胞外信号时，细菌会根

据胞外信号调节胞内合成酶与水解酶的催化活性，改

变胞内ｃｄｉＧＭＰ的浓度，下游相关受体分子通过感

知胞内ｃｄｉＧＭＰ浓度的变化，对相关代谢途径进行

调节，从而调控细菌多种生物学功能［６８］。因此，ｃｄｉ

ＧＭＰ胞内水平对细菌的生命活动有非常重要的作用，

其中，高水平的胞内ｃｄｉＧＭＰ通过限制细菌的运动，

促进生物膜的形成，使得病原菌的致病力上升、耐药性

增强［９］。

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

一种革兰阴性条件致病菌，常从肺囊性纤维化患者肺

部、慢性感染患者创面及植入性医疗器械相关感染中

分离获取，是引起医源性感染的重要病原体之一［１０］。

由于其耐药率升高，已被世界卫生组织（ＷＨＯ）列为

人类健康最具威胁性的病原菌之一，铜绿假单胞菌的

模式菌株ＰＡＯ１基因组共编码４２个ｃｄｉＧＭＰ代谢

蛋白［１１］。这些ｃｄｉＧＭＰ代谢蛋白除了含有Ｃ端的催

化结构域外，其Ｎ端通常还含有一些和信号感应有关

的结构域，这些结构域包括ＰＡＳ、ＧＡＦ和ＲＥＣ等
［１２］。

胞外环境信号的变化对细菌的生存能力、感染力

及生理活动都有着非常重要的影响。目前，关于铜绿

假单胞菌ＰＡＯ１中ｃｄｉＧＭＰ代谢蛋白的研究多集中

在探讨ＤＧＣｓ与ＰＤＥｓ的催化活性对其生物学功能的

影响［８，１３１５］，但关于其响应哪些环境因素，及如何响应

这些环境因素，目前尚不完全清楚。本研究拟通过对

铜绿假单胞菌ＰＡＯ１中ｃｄｉＧＭＰ代谢蛋白ＰＡ０２８５

调控自身酶活性响应环境信号的研究，筛选出

ＰＡ０２８５参与感应的环境信号，初步研究其感应并调

控的过程，以期为后续ｃｄｉＧＭＰ信号转导机制研究

提供理论基础。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株和质粒　铜绿假单胞菌野生型ＰＡＯ１与

狆犪０２８５ 基 因 转 座 子 插 入 突 变 菌 （Δ狆犪０２８５１、

Δ狆犪０２８５２）由美国 Ｍａｎｏｉｌ实验室惠赠，ＰｃｄｒＡＧＦＰ质

粒由同行惠赠。

１．２　主要试剂　ｇＤＮＡ提取试剂盒和ＤＮＡ聚合酶

购于北京全式金生物技术有限公司；胰蛋白胨和酵母

提取物购于英国 ＯＸＯＩＤ公司；Ｍａｋｅｒ和氯化钠购于

生工生物工程上海（股份）有限公司；刚果红购于美国

Ｓｉｇｍａ公司；ＣＡＳ检测液购于北京Ｃｏｏｌａｂｅｒ公司。

１．３　主要仪器设备　ＰＣＲ仪购自香港 ＧｅｎｅＣｏｍｐａ

ｎｙＬｉｍｉｔｅｄ公司；电泳仪购自北京六一仪器厂；电转仪

和凝胶成像系统购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；高速冷冻

离心机购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；酶标仪购自美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；多功能微孔板检测仪购自美国

ＢｉｏＴｅｋ公司。

２　方法

２．１　ＰＡ０２８５转座子突变菌株遗传背景确认　通过

ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）数据库

对ＰＡ０２８５蛋白结构域进行预测。收集细菌的过夜培

养物，提取ｇＤＮＡ作为模板，以野生型ＰＡＯ１基因组

ＤＮＡ为对照，使用基因狆犪０２８５及转座子特异引物配

对，引物序列见表１，对转座子插入致基因失活的突变

菌进行ＰＣＲ验证。

表１　基因转座子突变验证引物组合及序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狊犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犵犲狀犲狋狉犪狀狊狆狅狊狅狀

犿狌狋犪狋犻狅狀狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５＇３＇）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰＡ０２８５Ｆ１ ＣＣＧＣＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴＣＴＴＣ

ＬａｃＺ ＧＧＧＴＡＡＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣ

ＰＡ０２８５Ｆ２ ＣＧＧＧＴＧＴＡＧＡＡＧＧＣＧＴＡＧＧ

ＰｈｏＡ ＣＧＧＧＴＧＣＡＧＴＡＡＣＧＣＣＣＴ

·４５６·
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表２　化合物明细表

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犪犻犾犲犱犾犻狊狋狅犳犮狅犿狆狅狌狀犱狊

化合物名称

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ

简写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

甘氨酸 Ｇｌｙ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

缬氨酸 Ｖａｌ １５ｍｍｏｌ／Ｌ

亮氨酸 Ｌｅｕ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

异亮氨酸 Ｉｌｅ １５ｍｍｏｌ／Ｌ

羟脯氨酸 Ｈｙｐ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

苯丙氨酸 Ｐｈｅ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

酪氨酸 Ｔｙｒ ５ｍｍｏｌ／Ｌ

色氨酸 Ｔｒｐ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

精氨酸 Ａｒｇ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

鸟氨酸 Ｏｒｎ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

硫酸亚铁 ＦｅＳＯ４ ４ｍｍｏｌ／Ｌ

硫酸锰 ＭｎＳＯ４ ４ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化钙 ＣａＣｌ２ ３ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化镁 ＭｇＣｌ２ ４ｍｍｏｌ／Ｌ

硫酸铵 （ＮＨ４）２ＳＯ４ ４ｍｍｏｌ／Ｌ

鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ ３％

蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ２％

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ２％

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ２％

乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ １％

尿素 Ｕｒｅａ ８ｍｍｏｌ／Ｌ

咪唑 Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ５ｍｍｏｌ／Ｌ

α酮戊二酸 αｋｅｔｏｇｌｕｔａｒｉｃａｃｉｄ １ｍｍｏｌ／Ｌ

１，６二磷酸果糖 ＦＤＰ ８ｍｍｏｌ／Ｌ

２．２　胞内ｃｄｉＧＭＰ水平测定　通过将ＰｃｄｒＡＧＦＰ质

粒电 转 至 野 生 型 ＰＡＯ１、突 变 菌 Δ狆犪０２８５１ 及

Δ狆犪０２８５２中，构建含 犘犮犱狉犃犌犉犘 报告基因 （ｃｄｉ

ＧＭＰ响应的犮犱狉犃 启动子与编码绿色荧光蛋白基因

融合）的菌体。电转后的单克隆菌株在含庆大霉素的

ＬＢ液体培养基中过夜培养作为种子液，吸取１０μＬ种

子至２ｍＬ含化合物的ＬＢ液体培养基，３７℃、２２０ｒ／

ｍｉｎ培养２４ｈ，测Ａ６００；并吸取１ｍＬ菌液至ＥＰ管中，

４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，弃上清液，吸取１ｍＬ

ＰＢＳ重悬菌体，将重悬后的菌悬液加至黑色酶标板，

测任意荧光强度单位（ＦＩＵ），激发波长４８５ｎｍ，发射

波长５２０ｎｍ，增益１００；测得的荧光值ＦＩＵ与菌液的

生长情况Ａ６００ 进行归一化处理，计算结果得到相对荧

光单位（ＲＦＵ），测得的ＲＦＵ与胞内ｃｄｉＧＭＰ含量成

正比。

２．３　刚果红结合试验　取２μＬ过夜培养的菌液，滴

加至刚果红为４０μｇ／ｍＬ的平板表面，３７℃培养７２

ｈ。观察菌苔颜色并记录。

２．４　生物膜形成检测　过夜培养的菌液按照１∶１００

的比例接种于含特定化合物培养基的聚丙乙烯试管

中，培养相应时间后，弃去菌液，经结晶紫染色３０ｍｉｎ

后，用双蒸水缓慢冲洗，倒置晾干后加入５ｍＬ９５％乙

醇封闭溶剂，常温摇床培养１２ｈ，测定Ａ５９５。

２．５　嗜铁素平板观察及相对含量测定　取１μＬ过夜

培养的菌液，滴加至ＣＡＳ固体培养基表面，３７℃培养

３０ｈ，观察菌落周围的螯合圈。将过夜培养的５ｍＬ

菌液离心后，取上清与ＣＡＳ检测液等体积混合，避光

３０ｍｉｎ后，用双蒸水对照调零，测Ａ６３０（Ａｓ），以空白培

养基吸光值作参比值（Ａｒ），依据公式［（ＡｒＡｓ）／Ａｒ］

１００％计算，即为嗜铁素的相对含量。

２．６　统计学分析　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件对

数据进行统计分析，多个样本均数间的比较采用单因

素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　基因组 犇犖犃 的 犘犆犚 试验验证转座子插入致

狆犪０２８５基因失活

ＰＡ０２８５结构预测显示，其含有２个ＰＡＳ，１个

ＧＧＤＥＦ及１个ＥＡＬ结构域（图１Ａ）。ＰＣＲ结果见图

１Ｂ，泳道２和４无ＰＣＲ产物，即ＰＡＯ１不含转座子，

泳道１和３有 ＰＣＲ 产物，即突变菌Δ狆犪０２８５１及

Δ狆犪０２８５２的转座子均位于基因狆犪０２８５上，导致其

失活。

　　Ａ　ＳＭＡＲＴ 预测的 ＰＡ０２８５结构　Ｂ　ＰＣＲ 验证突变菌株

Δｐａ０２８５转座子插入致基因失活　Ｍ　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１、３

　野生型ＰＡＯ１　２、４　分别为突变株Δ狆犪０２８５１和Δ狆犪０２８５２
图１　犘犃０２８５结构的预测及验证转座子插入导致狆犪０２８５

基因失活的琼脂糖凝胶电泳图

Ａ　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＡ０２８５ｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔｈｅＳＭＡＲＴ　Ｂ　

ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎΔ狆犪０２８５　Ｍ

　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１，３　ＷＴＰＡＯ１　２，４ 　Δ狆犪０２８５１ａｎｄ

Δ狆犪０２８５２

犉犻犵．１　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犘犃０２８５狊狋狉狌犮狋狌狉犲犪狀犱犵犇犖犃犘犆犚犳狅狉狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳狆犪０２８５犻狀犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犮犪狌狊犲犱犫狔狋狉犪狀狊狆狅狊狅狀犻狀狊犲狉狋犻狅狀

２　犘犃０２８５可能通过调控胞内犮犱犻犌犕犘水平感应环

境信号

本研究选定２４种化合物作为胞外环境信号进行

检测，未添加任何化合物时，突变菌Δ狆犪０２８５胞内ｃ

ｄｉＧＭＰ水平均显著高于野生型ＰＡＯ１（犉＝８８．９２，犘

＜０．０１）（图２）。当添加 Ｖａｌ（缬氨酸）、Ｉｌｅ（异亮氨

酸）、Ａｒｇ（精氨酸）、Ｈｙｐ（羟脯氨酸）、蔗糖、乳糖、硫酸

·５５６·
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铵、尿素和咪唑作为外源环境信号，突变菌Δ狆犪０２８５

的胞内ｃｄｉＧＭＰ 水平均低于野生型 ＰＡＯ１（犉＝

１５．１７、６０．１７、３６．８７、９．５１５、４２．４７、１７．６５、７１．３２、

１６．６３、４７．７４，犘＜０．０５）。

　　注：组内比较，突变株与野生型比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎｓ

差异无统计学意义。

图２　犌犉犘报告基因法测定胞内犮犱犻犌犕犘含量，

分析犘犃０２８５感应的化合物

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ，ｍｕｔａｎｔｖｓＷＴ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１，ｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

犉犻犵．２　犜犺犲犮狅犿狆狅狌狀犱犻狀犱狌犮犲犱犮犺犪狀犵犲狊犻狀犻狀狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犮犱犻犌犕犘

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犠犜犘犃犗１犪狀犱犿狌狋犪狀狋狊Δ狆犪０２８５，犪狊狇狌犪狀狋犻犳犻犲犱

狌狊犻狀犵犪犌犉犘狉犲狆狅狉狋犲狉

根据荧光检测结果，选定７种化合物，进行刚果红

结合试验检测，无任何外源化合物添加时，突变菌

Δ狆犪０２８５菌苔颜色与野生型ＰＡＯ１相比均较深（图

３）。当刚果红平板中有Ａｒｇ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、蔗糖和咪唑存在

时，突变菌Δ狆犪０２８５菌苔颜色与野生型ＰＡＯ１相比均

较浅。

图３　刚果红结合试验分析化合物对胞内犮犱犻犌犕犘合成的影响

犉犻犵．３　犆狅狀犵狅狉犲犱狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犠犜犘犃犗１犪狀犱犿狌狋犪狀狋狊Δ狆犪０２８５

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犿狆狅狌狀犱狊

３　犘犃０２８５在特定环境条件下调控细菌生物膜合成

通过生物膜结晶紫染色及定量统计的方法，分析

各菌株在培养１２、１８、２４、３６和４８ｈ时生物膜形成情

况，突变菌Δ狆犪０２８５的生物膜合成高于野生型ＰＡＯ１

（犉＝３３．３４、１０．７７、２３．４１、８．６３５、１４．３０，犘＜０．０５）

（图４Ａ）。

　　注：组内比较，突变株与野生型比较 犘＜０．０５，犘＜０．０１　Ａ　
不同时间点，生物膜合成检测　Ｂ　添加特定化合物，生物膜合成检测

图４　特定条件下野生型犘犃犗１和突变菌Δ狆犪０２８５生物膜形成检测

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ，ｍｕｔａｎｔｖｓＷＴ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１　Ａ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓ　Ｂ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

犉犻犵．４　犅犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犠犜犘犃犗１犪狀犱犿狌狋犪狀狋狊Δ狆犪０２８５

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狌犾狋狌狉犲

依据刚果红试验结果，选定６种化合物作为细菌

胞外环境信号进行检测，未添加任何化合物时，突变菌

Δ狆犪０２８５的生物膜合成高于野生型 ＰＡＯ１（犉 ＝

１５．８２，犘＜０．０１）（４Ｂ）。分别添加 Ａｒｇ（精氨酸）、Ｇｌｙ

（甘氨酸）、咪唑（Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）或蔗糖（Ｓｕｃｒｏｓｅ）至培养基

时，突变菌Δ狆犪０２８５的生物膜合成高于野生型ＰＡＯ１

（犉＝２８０．１、１０．４２、１９．７１、３１．８９，犘＜０．０５）。添加Ｉｌｅ

（异亮氨酸）或 Ｖａｌ（缬氨酸）至培养基时，突变菌

Δ狆犪０２８５的生物膜合成与野生型ＰＡＯ１比较差异无

统计学 意义 （犉 ＝３．４６２、０．５０１８，犘 ＝０．１０００１、

０．６２８７）。

４　在特定环境条件下犘犃０２８５调控细菌分泌嗜铁素

当ＣＡＳ检测液中的铁离子被细菌分泌的嗜铁素

夺走时，培养基的颜色由蓝色变为黄色（图５Ａ）。野生

型ＰＡＯ１和突变菌Δ狆犪０２８５产嗜铁素的试验研究表

明，野生型ＰＡＯ１及突变菌株均为产嗜铁素菌株（图

５Ｂ）。突变菌Δ狆犪０２８５分泌嗜铁素的含量低于野生型

ＰＡＯ１（犉＝５８．２２，犘＜０．０１，图５Ｃ）。
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　　注：突变株与野生型比较，犘＜０．０１　Ａ　嗜铁素检测　Ｂ　
筛选产嗜铁素菌株　Ｃ　嗜铁素相对含量测定

图５　野生型犘犃犗１和突变菌Δ狆犪０２８５产嗜铁素的检测

Ｎｏｔｅ：ｍｕｔａｎｔｖｓＷＴ．犘＜０．０１　Ａ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

　Ｂ　Ｓｃｒｅｅｎｅｄｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ　Ｃ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

犉犻犵．５　犘狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳狊犻犱犲狉狅狆犺狅狉犲犫狔犠犜犘犃犗１犪狀犱犿狌狋犪狀狋狊Δ狆犪０２８５

正常情况下，突变菌Δ狆犪０２８５菌落的螯合圈与野

生型ＰＡＯ１相比偏小，当添加精氨酸（Ａｒｇ）、ＭｇＣｌ２、

ＣａＣｌ２ 至ＣＡＳ平板中时，突变菌Δ狆犪０２８５菌落的螯合

圈与野生型ＰＡＯ１大小相近；当ＣＡＳ平板中有Ｖａｌ或

Ｉｌｅ存在时，突变菌Δ狆犪０２８５菌落的螯合圈与野生型

ＰＡＯ１相比偏大（图６）。

图６　化合物对野生型犘犃犗１和突变菌Δ狆犪０２８５产嗜铁素的影响

犉犻犵．６　犘狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳狊犻犱犲狉狅狆犺狅狉犲犫狔犠犜犘犃犗１犪狀犱犿狌狋犪狀狋狊Δ狆犪０２８５

犻狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀犮犲狅犳犪犮犲狉狋犪犻狀犮狅犿狆狅狌狀犱

讨　论

细菌需要不断地适应外部环境得以生存，第二信

使ｃｄｉＧＭＰ在细菌应对环境变化的过程中起着重要

调节作用。铜绿假单胞菌ＰＡＯ１是实验室研究ｃｄｉ

ＧＭＰ调控机制常用的模式菌株，共编码４２种参与调

节胞内ｃｄｉＧＭＰ水平的蛋白，对这些蛋白的结构和

功能分析，揭示了其催化机制、调控原理及反馈控

制［１１，１６１７］，其中ＰＡ０２８５蛋白不仅有 ＧＧＤＥＦ和ＥＡＬ

双催化结构域，还包含２个ＰＡＳ感应结构域，具有对

胞外不同环境信号响应的结构基础。

由于ＰＡ０２８５具有ＧＧＤＥＦ及ＥＡＬ结构域，提示

它可能参与细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ的合成及降解。为了

明确它在调控胞内ｃｄｉＧＭＰ水平过程中的作用，通

过犘犮犱狉犃犌犉犘 报告基因融合法定量检测铜绿假单胞

菌野生型ＰＡＯ１和突变株Δ狆犪０２８５的胞内ｃｄｉＧＭＰ

水平，结果表明狆犪０２８５基因失活使ｃｄｉＧＭＰ合成增

加，这提示ＰＡ０２８５可能具有ＰＤＥ活性。由于细菌胞

内ｃｄｉＧＭＰ升高会导致胞外多糖等物质的产生，增

强刚果红的染色，使细菌菌苔的颜色变深，呈现为红色

或紫色［１８］。本研究的刚果红结合试验结果进一步证

实ＰＡ０２８５具有ＰＤＥ活性，与Ｃａｉ等
［１９］研究结果一

致。

蛋白结构预测结果显示ＰＡ０２８５的 Ｎ端含有的

ＰＡＳ结构域，具有参与细菌对胞外环境信号感应的结

构基础。选定２４种化合物作为胞外环境信号，对此进

行分析。胞内ｃｄｉＧＭＰ含量检测结果表明，ＰＡ０２８５

可能参与细菌对胞外环境信号Ｖａｌ（缬氨酸）、Ｉｌｅ（异亮

氨酸）、Ａｒｇ（精氨酸）、蔗糖、硫酸铵、尿素和咪唑的感

应，与刚果红结合试验共同分析，结果显示，当感应到

胞外环境中的 Ａｒｇ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、蔗糖和咪唑时，ＰＡ０２８５

可能会调控细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ含量升高，从而应对

这种变化。

生物膜（Ｂｉｏｆｉｌｍ）是细菌为了适应环境、利于生

存，从而与胞外多糖、胞外ＤＮＡ、蛋白质等组成的复杂

结构，对细菌的耐药性和致病性具有重要作用。多项

研究报道证实，铜绿假单胞菌的胞内ｃｄｉＧＭＰ水平

对细菌生物膜形成能力和运动能力起着调控作

用［９，２０］。根据生物膜形成试验结果，推断ＰＡ０２８５参

与调控细菌生物膜的消散。结合细菌胞内ｃｄｉＧＭＰ

含量测定结果，也印证了相关文献的报道，即胞内高水

平的ｃｄｉＧＭＰ促使生物膜的形成增加
［９］。在不同环

境中，ＰＡ０２８５对细菌生物膜形成影响的检测结果表

明，当胞外环境中存在氨基酸 Ｖａｌ或Ｉｌｅ时，ＰＡ０２８５

通过调控胞内ｃｄｉＧＭＰ水平的上升、进而促进生物

膜的形成以应对这种变。

嗜铁素（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ）是细菌分泌的一种可以螯合

环境中铁离子的重要衍生物，对细菌生物膜的形成和

致病性至关重要。根据细菌分泌嗜铁素含量的检测结

果，推断ＰＡ０２８５参与调控细菌分泌嗜铁素的过程。

Ｇａｃ／Ｒｓｍ系统是铜绿假单胞菌的一个保守信号转导

系统，控制细菌毒力因子的产生，ＣｄｉＧＭＰ信号转导

系统与Ｇａｃ／Ｒｓｍ信号转导系统协同参与调控铜绿假

单胞菌分泌嗜铁素［２１２３］。本研究结果表明，无任何外

源化合物时，ＰＡ０２８５上调嗜铁素合成相关基因的表

达；当环境中存在 Ｖａｌ或Ｉｌｅ时，ＰＡ０２８５通过下调嗜

铁素合成相关基因的表达，细菌可以更好地适应环境

·７５６·
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中存在的氨基酸Ｖａｌ或Ｉｌｅ。

ＰＡＳ结构域的三级结构较为保守，但其一级结构

的序列相似性低至２０％
［２４］。由于底物和辅助因子结

合的差异，ＰＡＳ结构域也表现出复杂、多样的感应功

能。本项研究的结果表明，ＰＡ０２８５通过Ｎ端的ＰＡＳ

结构域识别胞外信号氨基酸Ｖａｌ和Ｉｌｅ，并将该信号传

递至Ｃ端，使Ｃ端ＧＧＤＥＦＥＡＬ结构域酶活性发生变

化，影响调控胞内ｃｄｉＧＭＰ水平升高，导致细菌部分

生物学功能的发生改变。

当前抗生素的广泛使用，导致多重耐药细菌的出

现，经典抗生素的使用效果越来越差，临床上对抗菌感

染的选择越来越有限，未来的研究需要寻找新的抗菌

治疗靶点和免疫预防方案，目前广泛认为第二信使分

子ｃｄｉＧＭＰ是抗菌研究的潜在靶点之一。本研究初

步探索了铜绿假单胞菌ＰＡＯ１如何通过ｃｄｉＧＭＰ信

号转导机制对环境信号进行响应，并筛选出了

ＰＡ０２８５参与感应的氨基酸 Ｖａｌ和Ｉｌｅ，为后续ｃｄｉ

ＧＭＰ信号转导机制研究提供了坚定的工作基础，并对

未来抗菌策略的研究及优化提供理论参考。
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