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摘   要：【目的】铜绿假单胞菌(Pseudomonas aerugionsa)二鸟苷酸环化酶 SiaD 调控着铜绿假单

胞菌的生物被膜形成等表型。在研究过表达 siaD 对生物被膜的调控作用时发现，与野生型 siaD
基因回补菌株相比，一株回补菌株的生物被膜产量显著升高。本文的目的即是探究该菌株生物被

膜产量升高的原因，并对该菌株的其他表型进行研究。【方法】通过测序确定突变位点；利用生

物被膜定性和定量实验对发生点突变的菌株表型进行分析；利用 Western blotting 实验检测

SiaDR119M 蛋白表达水平；利用 GST-pull down 实验检测 SiaC 蛋白与 SiaDR119M 蛋白在体外的结合

能力；针对 siaDR119M 点突变基因进行融合蛋白表达载体的构建，表达并纯化该蛋白，利用高效液

相色谱检测 SiaDR119M 的酶活；为了进一步研究 c-di-GMP 与细菌运动能力的关系，对细菌的运动

能力进行检测。【结果】测序比对结果显示，序列的第 119 个氨基酸发生了突变，由精氨酸突变

成了甲硫氨酸。生物被膜定性和定量实验显示，与野生型 siaD 回补菌株相比，siaDR119M 的回补菌

株生物被膜产量增加，siaDR119A 的回补菌株生物被膜产量低于 siaDR119M 的回补菌株，siaDR201A 回

补菌株生物被膜含量显著增加，siaDR119M R201A 双突变回补菌株生物被膜的含量低于 siaDR201A 回补

菌株。Western blotting 和 GST-pull down 实验证明，与野生型 SiaD 蛋白相比，SiaDR119M 蛋白表达

水平无差别，SiaC 和 SiaDR119M 蛋白之间存在特异的相互作用。高效液相色谱结果显示 SiaDR119M

蛋白酶活降低。运动能力检测实验中，与 siaD 野生型回补菌株相比，siaDR119M 回补菌株运动能力
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减弱，siaDR201A、siaDR119M R201A 回补菌株运动能力无差别。【结论】siaDR119M 突变导致生物被膜合

成增强，酶活降低，运动能力减弱。我们推测突变后表型的变化可能是因为突变在体内会影响 SiaD
蛋白与下游效应蛋白的相互作用，加强了下游效应蛋白的信号传导能力，然而具体机制有待进一

步探索。 

关键词：siaDR119M 突变体；生物被膜；环二鸟苷酸；运动性 
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Abstract: [Objective] Diguanylate cyclase SiaD regulates the biofilm formation of Pseudomonas 
aeruginosa. Our previous study about the effect of siaD overexpression on biofilm has revealed that the 
biofilm yield of a complementary strain is significantly higher than that of the strain overexpressing the 
wild-type siaD gene. This study aims to explore the reasons for the increase in biofilm production and 
to study other phenotypes of this strain. [Methods] The mutation sites of siaD were identified by 
sequencing. The qualitative and quantitative biofilm experiments were carried out to analyze the 
phenotype of the strain with point mutation. Western blotting was employed to determine the protein 
level of SiaDR119M, and GST-pull down assay to measure the binding ability of SiaC to SiaDR119M in 
vitro. The fusion expression vector was constructed for the point mutation gene siaDR119M, and the 
protein was expressed and purified. The enzyme activity of SiaDR119M was detected by high 
performance liquid chromatography (HPLC). Further, we studied the motility of the strain to reveal the 
relationship between c-di-GMP and bacterial motility. [Results] The sequencing comparison showed 
that the 119th amino acid was mutated from arginine to methionine (R119M). Compared with that of 
the wild-type siaD complementary strain, the biofilm yield of siaDR119A increased, while the biofilm 
yield of siaDR119A was lower than that of siaDR119M; the biofilm yield of siaDR201A significantly increased 
and was higher than that of siaDR119M R201A. Western blotting showed no difference in the expression 
level between SiaDR119M and wild-type SiaD, and the GST-pull down assay indicated there was a specific 
interaction between SiaC and SiaDR119M. The HPLC results showed that the activity of SiaDR119M 
decreased. Compared with wild-type siaD complementary strain, siaDR119M showed weakened motility, 
and siaDR201A and siaDR119M R201A had no significant difference in motility. [Conclusion] The mutation of 
R119M in SiaD increased the biofilm yield, decreased the enzyme activity, and reduced the bacterial 
motility. This mutation may affect the interaction between SiaD and downstream effector to enhance the 
signal transduction of downstream effector. The underlying mechanism remains to be explored. 
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铜绿假单胞菌是一种常见的人类条件致病

菌，严重危害着人类的健康和生命，可引起急性

感染或慢性感染 2 种状态[1]。环二鸟苷酸(cyclic 
diguanylic acid，c-di-GMP)是一种几乎普遍存在

的细菌第二信使，在细菌的急慢性感染转换机制

中发挥着重要作用，介导细菌信号转导系统。它

在 1987 年首次被描述为细菌纤维素合酶的变构

激活剂[2‒4]。随着对 c-di-GMP 不断深入的研究，

发现 c-di-GMP 对细菌的表型(运动能力和生物

膜)、毒力等一系列生理生化过程起到重要作

用，从而影响了细菌的致病性和耐药性[5‒7]。 
二鸟苷酸环化酶(diguanylate cyclases，DGC)

和磷酸二酯酶(phosphodiesterase，PDE)分别介导

了 c-di-GMP 合成与降解。随后研究发现所有含

有 GGDEF 结构域的蛋白均具有 DGC 活性，并

且高度保守的 GGDEF 基序是 GTP 分子特异的

结合位点。2 分子 GTP 在 DGC 的催化作用下

经过 2 步反应生成 c-di-GMP。EAL 结构域和

HD-GYP 结构域均具有 PDE 活性，催化

c-di-GMP 的水解[8]。在铜绿假单胞菌模式菌株

PAO1 中，41 种蛋白具有这 3 种特殊结构域，其

中仅仅含有GGDEF结构域和EAL结构域的蛋白

分别有 17 种和 5 种，同时具有 GGDEF 结构域和

EAL 结构域的蛋白有 16 种，含有 HD-GYP 结构

域的蛋白有 3 种[9]。研究者们注意到 GGDEF/EAL
结构域的N端大部分都包含如Per-Arnt-Sim (PAS)
等信号感应结构域以响应环境刺激，从而调控细

菌的毒力因子、表型等生理生化过程[10]。细菌

的泳动能力依赖于鞭毛的泳动、滑行或旋转梭 
动[11]，蹭行运动依赖于鞭毛的运动和 IV 型菌毛

的伸展和收缩，蜂群泳动则是一类依赖于 IV 型

菌毛的群集运动[12]。铜绿假单胞菌在感染时会利

用各种形式的运动以便达到感染部位，其中细菌

的菌毛可粘附上皮细胞，从而对铜绿假单胞菌慢

性感染过程中生物被膜的形成起到促进作用。生

物被膜的形成使细菌可以抵御宿主免疫防御系

统及抗生素的影响，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[13]。

因此，铜绿假单胞菌的表型在病原菌感染时起到

了重要作用，研究其表型对未来治疗和预防铜绿

假单胞菌感染具有重要意义。 
siaD 基因是 siaABCD 操纵子的一部分，它

编码了二鸟苷酸环化酶。在之前的文章中我们

已经证明 siaABCD 操纵子编码一个信号网络，

该网络调节 SiaD 酶的活性，以控制生物膜和聚

集体的形成[14]。 
在研究过表达 siaD 对生物被膜的调控作用

时，我们发现，与野生型 siaD 基因过表达菌株

相比，一株过表达菌株的生物被膜产量显著升

高。为了探究该菌株生物被膜产量升高的原因，

进行了以下研究：序列比对确定突变位点；

Western blotting 实验检测突变后 SiaD 蛋白的稳

定性以及表达水平；并通过 GST-pull down 实验

检测 SiaC 蛋白与 SiaDR119M 蛋白体外结合能力

的变化；通过构建 pET28a-sumo-siaDR119M 融合

蛋白表达载体，诱导蛋白表达，用高效液相色

谱检测了 SiaDR119M DGC 的酶活；为了进一步

研究 SiaDR119M 对细菌运动能力的影响，检测了

siaD 点突变过表达菌株的运动能力。 

1  材料与方法  
1.1  菌株、质粒和培养条件  

研究涉及的菌株和质粒见表 1。本研究中

所使用的大肠杆菌、铜绿假单胞菌 PAO1 以及

构建的各菌株均在 37 °C 条件下培养，在摇床

中振荡培养时，使用的转速为 220 r/min，实验

中使用的培养基为 LB 培养基(NaCl 10 g/L，

yeast extract 5 g/L，tryptone 10 g/L)。 
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表 1  菌株和质粒汇总表 
Table 1  List of strains and plasmids 
Strains and plasmids Description Sources 

Strains   

Pseudomonas aeruginosa   

PAO1  Wild type This lab 

∆siaD siaD deletion mutant of PAO1 This lab 

E. coli   

DH5α F-φ80lacZ ΔM15 Δ(lacZYA-arg F)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk–, 
mk+)phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA 

Invitrogen 

BL21(DE3) F-ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) Invitrogen 

Plasmids   

pUCP20 Escherichia-Pseudomonas shuttle vector This lab 

pUCP20-siaD-flag pUCP20 derived plasmid expressing siaD-flag; Ampr This study 

pUCP20-siaDR119M-flag pUCP20 derived plasmid expressing siaDR119M-flag; Ampr This study 

pUCP20-siaDR119A-flag pUCP20 derived plasmid expressing siaDR119A-flag; Ampr This study 

pUCP20-siaDR201A-flag pUCP20 derived plasmid expressing siaDR201A-flag; Ampr This study 

pUCP20-siaDR119M R201A-flag pUCP20 derived plasmid expressing siaDR119M R201A-flag; Ampr This study 

pET28a-Sumo Plasmid for Sumo expression This lab 

pSumo-siaDR119M Plasmid for Sumo-siaDR119M expression This study 

 
1.2  主要试剂 

实验中所需抗生素如羧苄青霉素(Cb)、卡

那霉素(Kan)、四环素(Tc)、甲氧苄啶(Tmp)等均

购自生工生物工程(上海)股份有限公司；氯化

钠、胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂粉、琼脂糖

购自生工生物工程(上海)股份有限公司；T4 连

接酶以及常用限制性内切酶等购自 Thermo 公

司；质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒购自北京天根生物科技有限责任公司；

PCR 反应 PFU 高保真酶购自全式金生物技术有

限公司，实验所用到的引物合成、质粒片段的

一代测序均由北京擎科新业生物技术有限公司

(西安分公司)提供；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)、GST-Beads、蛋白纯化过程中所用到的

His Trap HP、GST Trap HP 购自生工生物工程

(上海)股份有限公司；ECL 试剂盒购自武汉塞

维尔生物科技有限公司。  

1.3  质粒构建 
利用引物设计软件 Premier 5，设计出目的

基因的上下游引物，引物详见表 2，用高保真

酶 Pfu 进行目的基因的扩增；用 T4 ligase 于金

属浴连接；将连接产物化学转化入 DH5α 感受

态细胞；用含有相应抗性的抗生素筛选阳性克

隆，PCR 验证，双酶切验证和测序。 

1.4  电转化感受态细胞 BL21(DE3)的制备 
挑取单菌落于 5 mL试管中，37 °C培养 8 h，

转接后培养至 OD600=0.3‒0.5，4 °C 收菌，菌体

用无菌水洗 3 次，10%甘油洗 3 次，最后用 10%
甘油重悬分装备用。 

1.5  生物被膜的形成 
挑取单克隆 37 °C 振荡培养过夜，将种子

液先稀释 10 倍，再稀释 100 倍后接种于新鲜   
1 mL 液体 LB 培养基中，25 °C 静置培养 17 h，
将静置培养的菌液吸出，用超纯水轻轻吹洗表 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) Usage 
siaDR119A-flag-F1 AGCGGATCCGGACCTGCGCCTGCTGTACCT For constructing p-siaDR119A-flag 
siaDR119A-flag-R1 CGTTCGTTCTCCTCCGCGAGGCGCTCCAGCAG For constructing p-siaDR119A-flag 
siaDR119A-flag-F2 CTGCTGGAGCGCCTCGCGGAGGAGAACGAACG For constructing p-siaDR119A-flag 
siaDR119A-flag-R2 CCCAAGCTTTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGCGCGC

TGGAGCCGGG 
For constructing p-siaDR119A-flag 

siaDR201A-flag-F1 AGCGGATCCGGACCTGCGCCTGCTGTACCT For constructing p-siaDR201A-flag 
siaDR201A-flag-R1 ACGCTGTCGCGCACCGCCTCGAGTACCGGGCC For constructing p-siaDR201A-flag 
siaDR201A-flag-F2 GGCCCGGTACTCGAGGCGGTGCGCGACAGCGT For constructing p-siaDR201A-flag 
siaDR201A-flag-R2 CCCAAGCTTTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGCGCGC

TGGAGCCGGG 
For constructing p-siaDR201A-flag 

siaDR119M-F AGCGGATCCATGAGCCGCGAACGCGAAC For constructing psumo-siaDR119M 
siaDR119M-R CCCAAGCTTTCAGCGCGCTGGAGCCGG For constructing psumo-siaDR119M 
 
面杂质。用适量 0.1%的结晶紫对玻璃管壁上形

成的生物被膜进行染色，静置 30 min，弃去结

晶紫，用清水缓慢将没有着色的染料进行冲洗。

放置于 65 °C 烘箱将水分烘干，观察不同菌株

生物被膜形成情况，并拍照保存数据；用 2 mL 
30%的乙酸将管壁上的生物被膜洗脱下来，测

量其在 590 nm 处的吸收值。实验重复 3 次。 

1.6  蛋白表达纯化 
将构建的 pET28a-sumo-siaDR119M 的蛋白表

达载体，转入 BL21 细胞中。少量表达检测该

蛋白的表达量以及可溶性。然后用 IPTG 16 °C
进行大量诱导，收集菌体并破碎、离心，上清

液与镍柱结合，用含有 5×10‒1 mol/L 咪唑的

Buffer B 进行梯度洗脱，将收集到的蛋白通过

SDS-PAGE 跑胶检测蛋白大小及纯度；纯度较

好的蛋白收集在一起，用蛋白 UlpI 进行特异位

点的识别，将 SumO 蛋白酶切，回收得到没有

任何标记的 SiaD 蛋白。 

1.7  二鸟苷酸环化酶活性检测方法 
利用纯化蛋白 SiaC、SiaD 和 SiaDR119M 进行

体外酶活反应，以 GTP 为底物合成 c-di-GMP；
再通过高效液相色谱(HPLC)检测所合成 c-di- 
GMP 的浓度，反应对应样品的酶活性。体外酶

活反应体系为 5×10‒2 mol/L Tris-HCl (pH 7.5)，
1.5×10‒1 mol/L NaCl 和 5×10‒3 mol/L MgCl2；

SiaD 及 SiaDR119M 终浓度为 7×10‒7 mol/L，SiaC
蛋白为 1.4×10‒6 mol/L。反应体系于室温孵育 
15 min 后，加入 5×10‒5 mol/L GTP 并混匀，转

入 37 °C，反应开始，此时计为 0 min。在特

定时间取出样品，加入 2×10‒3 mol/L EDTA 终

止反应，100 °C 金属浴加热 5 min 以失活蛋白；

12 000×g 离心 5 min，用 0.22 μmol/L 滤膜过滤

并收集上清，制成 HPLC 样品，备测。 
HPLC 检测，利用 Symmetry C18 Column 柱

在波长 245 nm 处检测 GTP 与 c-di-GMP，实验

每组 3 个重复。流动相 A 为 1×10‒2 mol/L 醋酸

铵(水溶解)，流动相 B 为 1×10‒2 mol/L 醋酸铵(甲
醇溶解)，洗脱程序为：0‒9 min，1%流动相 B；

9‒14 min，15%流动相 B；14‒19 min，25%流动

相 B；19‒35 min，1%流动相 B。 

1.8  蛋白质免疫印迹实验 
挑取单克隆培养过夜，转接后于 37 °C 摇

床中培养至 OD600 约 1.0。取 800 μL 培养好的

菌液离心弃去上清后，在菌体沉淀中加入 50 μL 
1×SDS 载样缓冲液吹吸混匀，100 °C 金属浴加

热 10 min。用 12% SDS-PAGE 胶进行跑胶分离
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后，电转至 PVDF 膜，在室温下用 5%脱脂牛奶

封闭 1 h，随后用相应的一抗于 4 °C 孵育过夜，

TBST 洗膜 3 次，加入相应二抗于室温孵育 1 h，
再次洗膜 3 次。ECL 显影、曝光成像，分析实

验结果。实验重复 3 次。 

1.9  泳动(swimming)实验 
在 swimming 平板(10 g/L 胰蛋白胨，5 g/L 

NaC1， 0.3%琼脂)滴加 2 μL 菌液 37 °C 培养

过夜，将平板置于 30 °C 培养过夜后测量菌落

直径并拍照。实验重复 3 次。 

1.10  GST-pull down 实验 
根据上述表达载体构建方法构建 pUCP20- 

siaDR119M-flag 载体，挑取单克隆 37 °C 振荡培

养过夜；转接培养，收集菌体、破碎、离心后

取上清备用；将 Aglutathione magnetic Beads 洗

好后平均分装至 2 个 1.5 mL EP 管中，一个管

中加入实验组 100 ng GST-SiaC 蛋白，另一管中

加入 50 ng 谷胱甘肽巯基转移酶 (glutathione 
S-transferase，GST)蛋白作为负对照，在旋转混

匀器上反应 2 h，使蛋白与 Beads 结合。用

Binging Buffer 洗去未结合的蛋白。将事先准备

好的 pUCP20-siaDR119M-flag 蛋白上清分别加入

到结合了 GST-SiaC 蛋白和 GST 蛋白的 Beads
中，于 4 °C 旋转混匀器上反应过夜。制备 Input
样品和 Pulldown 样品；制备好的 Input 样品和

Pulldown 样品点 SDS-PAGE 胶，通过 Western 
blotting 的方法检测 SiaDR119M 蛋白与 SiaC 蛋白

在体外的相互作用。实验重复 3 次。 

2  结果与分析 
2.1  突变位点分析 

siaD 与 siaABC 共同转录，siaD 基因已被

注释为一个 708 bp 长的基因，以 GTG 密码子

开头(https://www.pseudomonas.com/)，然而，在

之前的研究中我们分析了 siaC 和 siaD 之间

125 bp 的基因间隔区，发现了 ATG 起始密码子。

因此，我们推测 siaD 的编码序列始于先前注释

的 GTG 密码子上游的这个 ATG 密码子。经生

物被膜实验证实，以 ATG 为起始密码子的 siaD
序列为该蛋白在体内的功能形式[15]。因此，今

后我们构建与 siaD 有关的质粒都是以 ATG 为

起始密码子的序列。我们推测生物被膜增加可

能是由于 siaD 序列发生了突变，于是将生物被

膜增加的突变菌株提取质粒并测序。测序比对

结果显示，该序列的第 119 个氨基酸发生了突

变，由精氨酸突变成了甲硫氨酸。 

2.2  生物被膜的检测 
为了进一步检测突变位点对生物被膜合成

的影响，我们进行了生物膜定性和定量实验。

将 PAOI、ΔsiaD 以及回补菌株于 25 °C 恒温培

养箱中静置培养 17 h。培养结束后，用结晶紫

对生物被膜进行染色，定性观察表型特征；然

后用 30%的乙酸将结晶紫洗脱下来，在波长

590 nm 处检测结晶紫溶液的吸光值，进行定量

分析。野生型菌株和 ΔsiaD 作为对照，如图 1
所示，野生型 siaD 回补菌株生物被膜表型能够

恢复到野生型 PAOI 的状态，与报道的结果一

致[14]。siaDR119M 的回补菌株相比较野生型 siaD
回补菌株生物被膜产量增加。为了排除生物被

膜产量增加与突变的甲硫氨酸有关，我们构建

了 p-siaDR119A-flag 载体，把质粒电转化至 ΔsiaD
菌株中。生物被膜实验结果显示，与野生型 siaD
回补菌株相比生物被膜产量虽然增加，但是低

于 siaDR119M 的回补菌株的生物膜产量。之前的

研究报道发现，绝大多数 c-di-GMP 受体利用它

们的 Arg 和 Asp/Glu 残基与 c-di-GMP 单体、鸟

嘌呤碱基堆积而成的 c-di-GMP 二聚体或四聚

体相结合 [16]，R201 是二鸟苷酸环化酶 SiaD 
c-di-GMP 反馈抑制结合位点，该位点发生突变

后，反馈抑制被解除，细胞内 c-di-GMP 的水平
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增加，进而影响生物被膜的形成。我们把构建

好的 p-siaDR201A-flag 质粒电转化至 ΔsiaD 菌株

中，生物被膜实验结果显示，与野生型 siaD 回

补菌株相比，siaDR201A 回补菌株生物被膜含量

显著增加，与报道结果一致[15]。我们推测 siaD
基因的第 119 个氨基酸发生突变后生物膜表型

的变化可能与 c-di-GMP 的反馈抑制有关，为了

验证我们的猜测，构建了 siaDR119M R201A 双突变

回补菌株，生物被膜实验结果显示，生物被膜

的含量与 siaDR201A 回补菌株相比没有升高，反

而降低了。 

2.3  蛋白表达水平的检测 
鉴于上述各种点突变回补菌株的生物被膜

表型的显著差异，我们推测与蛋白的表达水平有 

 

 
 
图 1  生物被膜染色和定量统计结果 
Figure 1  Biofilm staining and quantitative statistical 
results. The upper figure indicates the formation of 
biofilm by crystal violet staining, while the lower 
figure shows quantitative analysis of biofilm by 
optical density. **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1. Standard deviation represents the deviation 
of the values of three samples in each group. 

关，为了验证这一猜测，按照上述实验方法，将

野生型、ΔsiaD 以及各种点突变回补菌株制样，

经 Werstern blotting 检测 SiaD 蛋白的表达量。如

图 2 所示，与野生型 siaD 回补菌株蛋白表达水

平相比，SiaDR119M、突变为丙氨酸的 SiaDR119A、

反馈抑制结合位点的突变 SiaDR201A 以及双突

变 SiaDR119M R201A 蛋白的表达水平没有显著差

异。以上实验结果证明，各种点突变回补菌株

的生物被膜表型的显著差异与蛋白的表达水

平无关。 

2.4  R119M 突变未影响 SiaC-SiaD 之间的

相互作用 
我们之前的研究证明 SiaC 与 SiaD 蛋白之

间存在相互作用，而且 SiaC 蛋白去磷酸化后可

以激活 SiaD DGC 蛋白的活性，促进 c-di-GMP
的产生，进而调节生物被膜的形成[14]。我们猜

测 R119M 突变可能影响了 SiaD 蛋白与 SiaC 的

结合能力，继而影响其功能。为了验证这一猜

测，我们进行了 GST-pull down 实验，通过

Western blotting 检测蛋白间的相互作用。为了

避免非特异性相互作用，将 GST 蛋白设置为阴

性对照。如图 3 所示，SiaC 和 SiaDR119M 蛋白之

间存在特异的相互作用。这表明 R119M 突变并

未影响 SiaC-SiaD 蛋白间的相互作用。 
 

 
 
图 2  Western blotting 实验结果 
Figure 2  Western blotting results. 
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图 3  GST-pull down 实验结果 
Figure 3  GST-pull down experimental results. 

 
2.5  重组蛋白 SiaDR119M 的诱导表达及纯化 

为了检测 R119M 突变对 SiaD 体外酶活性

的影响，我们将测序正确的 pET28a-sumo- 
siaDR119M 重组质粒电转化至 BL21(DE3)感受态

细胞中，经 IPTG 诱导，重组蛋白获得较高水

平表达，经纯化蛋白，得到目的蛋白 SiaDR119M。

如图 4 所示，在约 40 kDa 处出现特异性条带，

与 Sumo-SiaDR119M 重组蛋白理论值相符。经

UlpI 蛋白酶酶切后，在约 25 kDa 处出现特异性

条带，与无标签的 SiaDR119M 蛋白理论值相符。 

 

 
 
图 4  SiaDR119M 蛋白纯化 
Figure 4  SiaDR119M protein purification. M: blue 
PlusII Protein Marker; 1: supernatant of thallus 
fragmentation; 2: after hanging the nickel column, 
the flow through liquid; 3‒9: SiaDR119M protein with 
sumo label collected, with a size of 42.8 kDa; 10: cut 
the target protein of sumo label, the size is 26.8 kDa. 

2.6  酶活的测定 
我们将得到的 SiaDR119M 蛋白采用高效液相

色谱(high performance liquid chromatography，
HPLC)技术检测体外酶活性的变化。如图 5 所

示，SiaC 和野生型 SiaD 蛋白混合物与 GTP 孵

育后，生成 c-di-GMP；但是 SiaC 和 SiaDR119M

蛋白混合物与 GTP 孵育后，生成大量的

c-di-GMP 含量明显低于野生型 SiaD 蛋白。这一

结果表明，与野生型 SiaD 蛋白酶活相比，

SiaDR119M 酶活降低了。 
2.7  突变株运动能力的检测 

研究证实，胞内高浓度的 c-di-GMP 与其生

物被膜的形成密切相关；而低浓度的 c-di-GMP
与其运动性密切相关[17]。以上研究结果显示，

虽然 siaDR119M 回补菌株生物被膜产量增多，但

是 SiaDR119M 蛋白酶活反而减弱。为了进一步研

究 SiaD 与细菌运动能力的关系，我们对突变菌

株的运动能力进行了检测。如图 6 所示，测量

菌苔直径并统计分析后发现，与 siaD 野生型回

补菌株相比，siaDR119M 回补菌株运动能力减弱，

siaDR201A、siaDR119M R201A 回补菌株运动能力无差

别。我们也做了其他 2 种蹭动和蜂群泳动实验，

结果显示，siaDR119M、siaDR201A、siaDR119M R201A 
 

 
 
图 5  高效液相色谱检测 c-di-GMP 的产量 
Figure 5  Production of c-di-GMP by HPLC. 
Standard deviation represents the deviation of the 
values of three samples in each group. 
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图 6  突变株运动能力的检测 
Figure 6  Detection of movement ability of mutant 
strains. A: the image above is captured after 
incubation at 30 °C for 12 h. 1: ΔsiaD/p-siaD-flag; 
2: ΔsiaD/p-siaDR119M-flag; 3: ΔsiaD/p-siaDR201A-flag; 
4: ΔsiaD/p-siaDR119M-R201A-flag; B: the upper figure 
shows the measurement and analysis of the mossy 
diameter. Standard deviation represents the 
deviation of the values of three samples in each 
group. 
 
回补菌株与 siaD 野生型回补菌株运动能力无差

别(数据未显示)。 

3  讨论 
铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是

一种可以引发人体严重感染的条件致病菌。近

年来铜绿假单胞菌的多重耐药性在急剧增强，

并被世界卫生组织列为对人类健康最严重的威

胁之一[18]。研究证实，c-di-GMP 信号通路与细

菌群体感应系统和双组分调控系统存在紧密联

系，它们组成了复杂的信号传递网络[19‒20]。通

常情况下，细菌胞内的 c-di-GMP 浓度较低时，

运动性及急性感染相关毒性因子基因表达水平

高；反之，胞内 c-di-GMP 水平升高时，慢性相

关基因表达水平升高，细菌将从运动状态向固

着状态转变，促进生物被膜的形成及慢性感染

的确立[21]。生物被膜对抗生素、消毒剂以及人

体免疫系统均有极高的抗性，无法被传统抗菌

剂根除。因此生物被膜相关感染的发病率和死

亡率均较高，且日益严重，已成为临床亟待解

决的一大难题[22‒23]。 
在本研究中，我们首先提取出生物被膜增

加菌株的质粒，经测序比对发现该质粒的 siaD
序列第 119 个氨基酸序列由精氨酸突变成了甲

硫氨酸。进一步研究表明，与野生型 siaD 基因

回补菌株相比，siaDR119M 回补菌株的生物被膜产

量显著升高。因此，我们推测 R119 氨基酸位点

可能参与了 c-di-GMP 水平的调控。Western 
blotting 实验结果显示，与野生型 siaD 回补菌株

蛋白表达水平相比， SiaDR119M 、 SiaDR119A 、

SiaDR201A、SiaDR119M R201A 蛋白的表达水平没有

显著差异，该结果证明生物被膜表型的变化与

蛋白表达水平无关。之前的研究表明，SiaC 的

磷酸化状态对其与 SiaD 的相互作用至关重要，

SiaC 的磷酸化状态将开启或关闭 SiaD 的 DGC
活性，并调节 c-di-GMP 水平和随后的毒力表

型 [14]。因此我们通过亲和沉降(pull-down)实验

研究了 SiaC 与 SiaDR119M 蛋白的相互作用，结

果表明 R119M 突变产并未影响 SiaC 与 SiaD 之

间的相互作用。我们进一步使用高效液相色谱

技术检测了 R119M 对 SiaD DGC 蛋白的酶活性

的影响，结果显示，点突变后的 SiaD DGC 的

酶活降低。为了进一步研究 R119M 突变后对其

他表型的影响，我们检测了突变菌株的运动能

力，结果表明，R119M 突变对由鞭毛控制的泳
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动有影响，突变后该菌株的泳动能力变弱。 
综上所述，siaDR119M 突变导致生物被膜合

成增强，体外酶活性降低，运动能力下降。我

们推测突变后表型的变化是由于突变影响了体

内 SiaD 蛋白与下游效应蛋白的相互作用，加强

了下游效应蛋白的信号传导能力。c-di-GMP 信

号系统下游是一个多层次的复杂调控网络，它

可通过调控鞭毛相关基因的转录、翻译及翻译

后修饰等一系列过程，调控鞭毛的运动性[24]。

总之，siaDR119M 突变后表型变化的原因有待进

一步研究。  
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