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"#$% ! &%’(%)*+, &)-.# +/ !"!# ! 0-)1,) +/
$%&’(")"*+% +&,’-.*"%+ 1,. 2(+)%13%3 4%5(1.1)*+,

杨洪江，魏东盛，李明春，邢来君"

M:+N O(=CH;5<=C，PIQ 8(=CH,D-=C，RQ S5=CHAD>= <=7 TQ+N R<5H;>="

南开大学微生物系，天津市微生物功能基因组学重点实验室，天津 "$$$%@
3#+$4#$ 5%2 6+7(*+/(*2 (- 8#0*(7#+, 9)$#/#($+, :%$(;#0&，<%=+*/;%$/ (- 8#0*(7#(,(12，>+$?+# @$#A%*&#/2，3#+$4#$ "$$$%@，!"#$+

摘 要 铜绿假单胞菌（B&%)C(;($+& +%*)1#$(&+）!型分泌系统（/?.-! B-42-/5(= B?B/-0，EE,,）是重要的细菌致病因子之一，能够

将酶蛋白直接注入到宿主细胞内，导致细胞损害的发生。重点研究了 EE,, 中的 =(=> 基因的功能，通过构建 =(=> U 突变子，发

现该突变子在非诱导条件下，能够分泌酶蛋白，显示 =(=> 基因编码的蛋白对 EE,, 蛋白的分泌具有负调控作用。进一步研究

发现，=(=> U 突变子在不同培养基中 EE,, 的分泌水平存在着显著差异，影响对 =(=> 基因的功能的判断。为了解决这一矛盾，

从几个方面分析了造成表型差异的可能因素，确定蛋白酶对 EE,, 分泌蛋白的降解作用，是表型差异存在的主要原因，从而首

次系统地阐明 =(=> U 突变子在不同培养基中都具有 EE,, 组成型表达的表型，对于深入研究 EE,, 的调控机制具有重要意义。
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铜绿假单胞菌广泛存在于各种环境中，同时也

是人类重要的机会致病菌。在各种免疫力低下的患

者中存在长期感染的现象，包括纤维肺疾病患者

（4?B/54 X512(B5B，A]），艾滋病患者，烧伤病人等［@］。铜

绿假单胞菌拥有多种致病因子，其中包括由!型分

泌系 统 分 泌 的 四 种 蛋 白，即 IJ(,、IJ(E、IJ(M 和

IJ(^。前两种蛋白具有 :8Z 核糖基转移酶活性，其

中 IJ(, 修饰宿主细胞 3<B 家族蛋白，能够导致细胞

凋亡的发生；IJ(E 修饰 A2\Q_QQ 蛋白，抑制细胞的分

裂。IJ(M 具有宿主特异的腺苷酸环化酶的活性，



!"#$ 是急性细胞毒素，具有脂酶的活性［%，&，’］。

研究表明，有两种环境信号能够导致 (()) 表达

的发生，即低钙环境或与宿主细胞接触。铜绿假单

胞菌 (()) 涉及大约 &* 个基因，分别属于 + 个操纵

子。它们所编码的蛋白分别具有调控、结构、伴娘蛋

白和酶蛋白等功能。所有这些基因的表达受 (())
主调控因子 !",- 的控制，而 !",.，!",/ 和 !",! 等

调节因子通过调节 !",- 的有效浓度，来调节 (())
的表达［+］。

本文重点研究了 (()) 中的 !"!# 基因的功能，

该基因是 !"!# 操纵子 0 个基因的第一位，大小为

*1023。(()) 研究发现，!"!# 基因突变子在非诱导

条件下，能够分泌酶蛋白，显示 !"!# 基因编码的蛋

白对 (()) 蛋白的分泌具有负调控作用。但是研究

过程中发现，!"!# 4 突变子表型存在着明显的不一

致性，一些实验结果显示 (()) 表达不需要环境中的

诱导信号，为组成型表达；但是另外一些实验的结果

和结论却相反，实验结果随着使用培养基的不同而

发生变化。为了解决这一问题，我们从几个方面分

析了造成 !"!# 4 突变子表型不一致的可能原因，发

现蛋白酶对 (()) 分泌蛋白的降解作用，是造成表型

差异存在的重要因素，从而首次系统地阐明，!"!# 4

突变子在不同培养基中都具有 (()) 组成型表达的

表型。

! 材料与方法

!"! 实验菌株，质粒和培养基

表 5 所列为实验所用菌株和质粒。常用培养基

为 67，89:;<:<#= >?>; 用于 @>:<=? 实验，铜绿假单胞菌

（ $%&’(")"*+% +&,’-.*"%+ ） 使 用 67 或 /@!@
（/9A2BCC#’, @#D<E<BD !>?AB @BD<9F）培养基。当需要

加入抗菌素时，大肠杆菌（/%01&,.01.+ 0"2.）使用浓度

（!?GF6）分 别 为：-F3<C<AA<= 5HH，I>=>FJC<= +H，

(B:;>CJCA<=B 5H；培养铜绿假单胞菌使用浓度（!?GF6）

分别为：.>;2B=<C<AA<= 5+H，(B:;>CJCA<=B 5HH。(KLK 克

隆试剂盒购自 M=N<:;#?B= 公司，蛋白酶抑制剂购自

O#CPB /<>?=#,:<C 公司。!"#)QRA>? 蛋白由本 实 验 室

纯化。

表 ! 菌株和质粒
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!"4 铜绿假单胞菌 !"!# 5 突变子的构建

设计 引 物，采 用 L.O 方 法 克 隆 包 括 !"!# 的

%[*U2 /8- 片 段，引 物 序 列 为 L5： +\QY.YY--
-(-.(.YY.Y-(Y.(YY(YY.Y-.Y---.Q&\；L%：+\Q
.--.--Y.(((Y((Y.Y(.YY(((.--.Y(.-(.YQ&\。
L.O 产物直接克隆到载体 3.O%[5Q(KLK，测序确认

后将该片段克隆到反向筛选质粒 3!"5*(C 上，然后

采用 =.*C%和 <+0"内切酶消化，除去 !"!# 基因内

部 %HW23 的 /8- 片段，自连后转化到 X6Q5 中，提取

质粒签定，将正确的质粒转化进入宿主 7T%H010
中。挑取单菌落过夜培养至对数生长后期（>?1HH 读

数为 H[* 左右），与于 ’%]过夜培养的 L-I 菌混合，

离心后弃上清，将细菌沉淀物转移至无菌滤膜上，在

=9:;<:<#= >?>; 平板上培养 + ^ 0P。取细菌混合物在含

有抗菌素的 67 平板上划线，过夜培养后出现的单

菌落为单交换突变子。按照 _#>=? 的方法，进一步

筛选双交换突变子［*］。

将含 有 !"!# 基 因 的 /8- 片 段 克 隆 到 载 体

3$.L5W 上，该片段含有完整的 !"!# 基因启动子区

和编码区，用于 !"!# 基因突变子的互补实验。

!"6 !型分泌系统的诱导实验及 7’-)’*, %&8) 分析

采用 补 加 钙 离 子 螯 合 剂 !Y(- 的 方 法，进 行
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!!"" 诱导实验。铜绿假单胞菌过夜培养物按 #$的

接种量转接到含 %&&’()* +,!- 的 *. 液体培养基

或含 有 %$ 胎 牛 血 清 /."（ 0123( 4’5671 819:&）的

;<+< 培养基中，于 =>?诱导 =@。前者在摇床中振

荡培养，后者在二氧化碳培养箱中静止培养。收取

培养物离心沉淀，上清液直接与等体积 A B 蛋白质

上样缓冲液混合，煮沸 #C&67 后进行 ";"DE-,+，采

用 .6’DF3G 半干转膜仪将蛋白样品转移到 EH;/D
E*I" 膜上，进行 J182197 杂交。抗体采用兔抗 +K’"
血清，二抗采用 LFE 标记的羊抗兔血清，采用 ,+
L13(2@M391 公司 +N*DE*I" 试剂盒和 LOP19 /6(& 进行

荧光显色反应和曝光，或用 E@’8P@’9Q&3R19 "!SF<
直接扫描并分析实验结果。当上清液需要浓缩时，

加入 #%$的 !N-（296M@(’9’3M126M 3M6G），冰浴 =C&67 后

高速离心。沉淀用冷的丙酮洗 # 次后，加入原来上

清 #)#C 体积的 # B 蛋白质上样缓冲液，煮沸 #C&67
后进行 ";"DE-,+。

!"# 蛋白酶抑制实验

N’&P(121 &676 P9’21381 67@6462’98（T62@ ’9 T62@’:2
+;!-）购自 F’M@1 ;63R7’826M，按说明书要求，将一片

蛋白酶抑制剂溶解到 #C&* *. 培养基中，此时培养

基中蛋白酶抑制剂浓度为 # B ，接着用 *. 倍比稀

释，浓度依此为 #)A，#)U，#)V，#)#W，直接用于 !!"" 诱

导实验。

$ 结果

$"! 铜绿假单胞菌 !"!# % 突变子的构建

提取铜绿假单胞菌 E-X 染色体 ;Y- 作为 ENF
反应模板，扩增含 !"!# 的 AZV[4 ;Y- 片段，直接克

隆到载体质粒 PNFAZ#D!SES 上。测序确定后，将

AZV[4 的片段亚克隆到反向筛选质粒 P+K#V!M 上，按

照材料和方法中所述，除去 !"!# 基因编码区 AC\4P
的 ;Y- 片段，筛选的单交换突变子，并在含有 %$蔗

糖的 *. 平板上筛选双交换突变子。然后对平板上

出现菌落进行鉴定，确认是否为真正的双交换突变

子，首先排除具有四环素抗性的菌落，然后用 ENF
方法挑选扩增产物为 AZW[4 的菌落，即 !"!# 基因发

生缺失的突变子。

$"$ 铜绿假单胞菌 !"!# % 突变子表型的研究及互

补实验

过夜培养野生型菌株 E-X 和 !"!# ] 突变子，按

#$比例转接到含 %$/." 的 ;<+< 培养基中，进行

!!"" 的诱导实验，结果如图 # 所示。野生型 E-X 菌

株只有在补加 +,!- 的情况下，才能检测到 +K’" 和

+K’! 蛋白；而 !"!# ] 突变子在非诱导条件下，却能

够分 泌 大 量 的 +K’" 和 +K’! 蛋 白，该 结 果 表 明

!"!# ] 突变子中 !!"" 表达的发生，不需要诱导信号

低钙环境的存在，为组成型表达，所以 !"!# 基因产

物对 !!"" 具有负调控的功能。

图 # ;<+<培养基中 !"!# ] 突变子 !!""分泌状况的检测

/6R^# !!"" 67G:M26’7 1KP196&1728 67 ;<+< &1G6:&
J6(G 2OP1 829367 E-X 38 M’729’( ^ ":P197323728 ’0 4’2@ 8293678 T191

81P39321G T62@ ";"DE-,+ 37G 8:4_1M21G 2’ J182197 4(’2 ^ -726D+K’"

934462 819:& T38 :81G 38 06982 37264’GO，LFE M’7_:R321G 8@11P 3726 934462

819:& 38 81M’7G39O 37264’GO^ +K’" 37G +K’! 8@391 >W$ P96&39O 3&67’

3M6G @’&’(’RO 37G 2@32 68 T@O 934462 3726D+K’" 819:& M37 G121M2 4’2@

P9’21678 4O J182197 4(’2 ^

$"& !"!# % 突变子的互补实验

将携 带 !"!# 基 因 的 质 粒 PE’PY 转 化 进 入

!"!# ] 突变子，在 ;<+< 培养基中进行 !!"" 诱导实

验，结 果 如 图 A 所 示，!"!# ] 突 变 子 能 够 被 质 粒

PE’PY 互补，恢复与野生型菌株 E-X 相同的表型，证

实我们构建的 !"!# ] 突变子是正确的。

图 A ;<+< 培养基中 !"!# ] 突变子的互补实验

/6R^A N’&P(1&172326’7 ’0 2@1 !"!# ] &:2372
E(38&6G PE’PY M399618 37 6723M2 !"!# R171 G96517 4O 628 ’T7 P9’&’219，

51M2’9 PINE#\ 38 3 M’729’( ^ ":P197323728 ’0 4’2@ 8293678 T191 81P39321G

’7 ";"DE-,+ 37G 8:4_1M21G 2’ J182197 4(’2 ^ F34462 3726D+K’" 819:& T38

:81G 38 06982 37264’GO，LFE M’7_:R321G 8@11P 3726 934462 819:& 38

81M’7G39O 37264’GO^

$"# !"!# % 突变子在 ’( 培养基中 ))** 分泌状况

的检测

在 *. 培养基中进行 !!"" 表达实验，结果如图

= 所示，E-X 和 !"!# ] 突变子在非诱导的条件下，无

法检测到 +K’" 和 +K’! 蛋白；而补加 +,!- 的样品

中，均能够检测到 +K’" 和 +K’!，!"!# ] 突变子的表
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型与野生型菌株 !"# 相同，与前面的结果似乎相互

矛盾。同时我们也发现 !"!# $ 突变子的上清液样品

中，一些分子量较低的蛋白能够与兔抗 %&’( 血清反

应，这显示上清液中 %&’( 和 %&’) 蛋白存在着降解

现象。

图 * !"!# $ 突变子在 +, 培养基中

分泌 %&’( 和 %&’) 的状况

-./0* ))(( 123425.’6 ’7 !"!# $ 895:65 .6 +, 82;.98
(9<246:5:651 =242 3’632654:52; >? )@" <423.<.5:5.’60 )A2 B’=24 >:6;1 :42

5A2 ;2/4:;:5.’61 ’7 %&’( :6; %&’) <4’52.610

!"# 细菌生长期对 $$%% 分泌的影响

我们同时注意到，!"!# $ 突变子在 CD%D 培养

基中，不加 %E)" 时的上清液样品，在检测到完整

%&’( 和 %&’) 蛋白的同时，同样存在着大量的 %&’(
和 %&’) 蛋白降解现象（图 F，G）。一般情况下，细菌

蛋白酶的分泌发生在对数生长后期或平衡期，为了

验证细胞浓度是否影响分泌蛋白的降解，我们改变

接种量，按 FHIJJ 的比例将过夜培养菌加入到新鲜

+, 培养基中，进行 ))(( 诱导。收集 !"!# $ 突变子

在 +, 培养基中不同生长阶段的上清液样品，结果

发现，在对数生长早期（$%IJJ K JL*）收集的样品中，

非常容易检测到 %&’( 和 %&’) 蛋白，不需要补加螯

合剂 %E)"（图 M"）。而在平衡期（$%IJJ N FLI）收集

的样品中，则很难检测到完整的 %&’( 和 %&’) 蛋白

（图 *）。我们将上清液与 %&’(O-B:/ 蛋白混合，发现

%&’(O-B:/ 蛋白被上清液降解，而对照 +, 培养基中

的 %&’(O-B:/ 蛋白则没有被降解（图 M,），该结果进

一步证实，培养过程中细菌能够分泌蛋白酶，降解分

泌到上清液中的 %&’( 和 %&’) 蛋白。

!"& 金属蛋白酶降解 ’()% 和 ’()$ 蛋白

为了进一步确认 %&’( 和 %&’) 蛋白的降解，是

由于蛋白酶的分泌造成的，在诱导 ))(( 表达的同

时，补加不同的蛋白酶抑制剂，观察蛋白酶抑制剂是

否能够阻止 %&’( 和 %&’) 蛋白降解的发生。预实验

结果（图 P）显示，蛋白酶抑制剂能够阻止 %&’( 和

%&’) 蛋白的降解，但同时在一定程度上抑制细菌的

正常生长，因此在实验中我们将蛋白酶抑制剂稀释

后使用。

图 M +, 培养基中细菌生长期对 !"!# $

突变子 ))(( 分泌的影响

-./0M %77235 ’7 /4’=5A <A:12 ’6 5A2 123425.’6 ’7

277235’4 <4’52.61 >? !"!# $ 895:65 .6 +, 82;.98
%:4B? B’/ <A:12 1:8<B21 =242 3’BB2352; :4’96; $%IJJ 42:;.6/ ’7 JL* 0 "BB

1:8<B21 =242 <423.<.5:52; =.5A )@"（"）0 C2/4:;:5.’6 ’7 %&’(O-B:/

<4’52.6 =.5A 19<246:5:65 74’8 >:3524.:B 39B59421 =.5A’95 :;;.6/ %E)"，+,

=:1 912; :1 3’654’B，:6; :65.O-B:/ 8’6’3B’6:B :65.>’;? =:1 912; 5’ ;25235

%&’(O-B:/（,）0

图 P 蛋白酶抑制剂对细菌生长和 ))(( 表达的影响

-./0P !4’52:12 .6A.>.5’41 :77235 >’5A 5A2 /4’=5A
’7 >:3524.: :6; 5A2 123425.’6 ’7 ))((

Q62 5:>B25 &"’!()*) ’+,+ R %C)" <4’52:12 .6A.>.5’4 =:1 ;.11’BS2; .6 +,

:6; 912; :1 F T 0 (24.:BB? ;.B952 5A2 1’B95.’6 =.5A +, 5’ 8:U2 5A2 1’B95.’61

=.5A 3’632654:5.’6 ’7 <4’52:12 .6A.>.5’41 :1 FHG，FHM，FHV，:6; FHFI 0 "BB

5A212 1’B95.’61 =242 912; ;.4235B? .6 ))(( .6;935.’6 :11:? =.5A ’4 =.5A’95

%E)"0

实验结果如图 I" 所示，补加含有 %C)" 蛋白

酶抑制剂，能够显著地减少 %&’( 和 %&’) 蛋白降解

的发生，降低抑制剂浓度，完整 %&’( 和 %&’) 蛋白的

数量则越来越少，低分子量的蛋白越来越多。而不

含 %C)" 蛋白酶抑制剂，则完全不能抑制蛋白酶的

活性，%&’( 和 %&’) 蛋白全部被降解（图 I,）。以上

实验数据表明，%C)" 对蛋白酶活性的抑制发挥了

主要作用。为了验证这一结论，我们单独加入相同

浓度的 %C)" 进行实验，发现 %C)" 能够达到相同
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的抑制效果（图 !"）。综上所述，铜绿假单胞菌培养

过程中分泌的金属蛋白酶，是 #$%& 和 #$%’ 蛋白的

降解主要原因，也是造成 !"!# ( 突变子在不同实验

中表型存在差异的根本原因。

图 ! 蛋白酶抑制剂阻止 ’’&& 分泌蛋白 #$%& 和 #$%’ 的降解

)*+,! -.%/0120 *34*5*/%.2 613 57%68 90+.191/*%3 %: ’’&& 0::06/%. ;.%/0*32
<*22%7=0 %30 /1570/ $"%!&’(’ %)*) > #<’? ;.%/0120 *34*5*/%. *3 @A 139 B209 12 C D , &0.*177E 9*7B/0 /40 2%7B/*%3 F*/4 @A /% G180 /40

2%7B/*%32 F*/4 6%3603/.1/*%3 %: ;.%/0120 *34*5*/%.2 12 CHI，CHJ，CHK，139 CHC! , ?77 /4020 2%7B/*%32 F0.0 B209 9*.06/7E *3 ’’&& *39B6/*%3

1221E F*/4%B/ #L’?（? M A）, #<’? 2%7B/*%3 F12 19909 /% @A 139 */2 6%3603/.1/*%3 *2 /40 21G0 12 /40 6%..02;%39*3+ 21G;702 F*/4 /F%

8*392 %: ;.%/0120 *34*5*/%.2（"）,

! 讨论

关于细菌接收环境信号后，’’&& 如何开始启动

表达，目前没有明确的结论。耶尔森氏菌（ +’,-)*).
’*(’,"$"&)()$.）’’&& 的研究比较深入，人们推测 ’’&&
的表达调控有两种模型，一种为“帽子结构”（61;
2/.B6/B.0）模型，即 N%;O 蛋白本身或与其它蛋白一

起，在 ’’&& 分泌器顶部形成类似帽子的结构，从外

面阻挡 ’’&& 表达和分泌的发生。另一种模型为

N%;O 蛋白本身或与其它蛋白一起在细菌胞内形成

“塞子结构”（;7B+ 2/.B6/B.0），从内部堵住分泌的发

生。/"!# 基因缺失后，突变子能够在非诱导条件下

分泌各种 N%;2 因子，为组成型表达［P，CQ，CC］。

<O? 序列比较显示，!"!# 基因与 /"!# 基因具

有很高的同源性，它们可能具有相似的功能。本研

究的实验结果确实证实了这一点，!"!# ( 突变子在

不同培养基中，不需要诱导，持续分泌 #$%& 和 #$%’
蛋白，证明 -%;O 蛋白对 ’’&& 的表达起负调控作用。

结合上述两种调控模型，!"!# 基因缺失后，“帽子结

构”或“塞子结构”无法形成，不能阻挡分泌的发生，

’’&& 始终表达，为组成型表型。

本文在研究 !"!# ( 突变子表型过程中发现，含

有 #<’? 的蛋白酶抑制剂或 #<’? 本身能够在很大

程度上防止 #$%& 和 #$%’ 蛋白的降解，因此推测在

#$%& 和 #$%’ 蛋 白 降 解 过 程 中，金 属 蛋 白 酶

（G0/177%;.%/0120）发挥了主要作用。同时我们实验证

明 ’’&& 分泌与细菌生长期存在着密切关系，在 @A

培养基中对数生长早期的 !"!# ( 突变子，能够检测

到完整的 #$%& 和 #$%’ 蛋白，而对数生长晚期或平

衡期的细菌则不能。而细菌在 <R#R 培养基中生

长缓慢，’’&& 诱导结束时细胞浓度只相当于在 @A
培养基中对数生长早期的浓度，因此我们认为，细菌

生长期与 #$%& 和 #$%’ 蛋白的降解存在着必然联

系，参与降解的蛋白酶的分泌主要发生在对数生长

晚期或平衡期。当然 <R#R 培养基中存在大量的

牛血清白蛋白（A&?），也能够在一定程度上抑制蛋

白降解。

铜绿假单胞菌能够编码多种蛋白酶，它们通过

破坏宿主的组织结构，与疾病的发生密切相关［CI］。

弹性蛋白酶（0712/120 A）是目前研究比较彻底的几种

蛋白酶之一，它属于金属蛋白酶，能够被 #<’? 抑制

活性［CS］。同时，@12A 蛋白酶的表达受 TB%.BG 2032*3+
系统的调节，在对数生长晚期或平衡期表达水平升

高。近来有研究表明，如果 &.-0 基因缺失，’’&& 表

达水平就会升高，对上皮细胞的侵染能力也会降

低［CJ，CU］。因此，@12A 蛋白酶可能与 #$%& 和 #$%’ 蛋

白的降解存在一定相关性，但是有待于实验进一步

证明。

关于降解发生在什么地方，是细胞内还是细胞

外？在实验中，我们的确观察到细胞内存在 #$%& 和

#$%’ 蛋白的降解现象，但是这一现象与 ’’&& 调控

的关系，!"!# ( 突变子 ’’&& 的表达和分泌是否仍然

受 TB%.BG 2032*3+ 的控制［C!］，调控如何进行，还有待

于更多实验证实。
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