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摘 要：【目的】探究鲍曼不动杆菌转录调控因子 cAMP 受体结合蛋白 (cAMP receptor protein, 

CRP)对 cas3 基因的功能调控作用。【方法】利用原核表达系统表达并纯化 CRP 蛋白，采用电泳

迁移率变动分析(electrophoretic mobility shift assay, EMSA)实验探究 CRP 对 cas3 启动子的结合作

用，并通过 qPCR 明确 CRP 对 cas3 基因的调控作用。为进一步确认 CRP 对 cas3 的功能调控作

用，构建 Δcrp 突变株，通过生物被膜实验、黏附侵袭实验、大蜡螟毒力实验以及小鼠细菌感染

模型分析 crp 对鲍曼不动杆菌毒力的影响。【结果】EMSA 实验表明 CRP 蛋白可与 cas3 基因启动

子特异性结合；qPCR 结果表明，Δcrp 突变株 cas3 转录水平显著下降(P<0.001)。与野生株相比，

Δcrp 突变株在生长能力方面无明显差异，但生物被膜形成能力显著增强(P<0.001)，对 A549 细胞

的黏附(P=0.003<0.050)和侵袭(P<0.001)能力也明显增强。Δcrp 突变株在 72 h 内对大蜡螟的致死率

显著提高，且小鼠感染实验结果表明，Δcrp 突变株在肺部的定殖能力显著高于野生株(P<0.001)。

【结论】CRP 作为一种转录激活因子，可直接结合 cas3 启动子并激活其转录表达，进而降低鲍曼
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不动杆菌的毒力和致病性。

关键词：鲍曼不动杆菌；cAMP 受体结合蛋白；cas3；毒力
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Abstract: [Objective] To investigate the regulatory effect of the cAMP receptor protein (CRP), a 

transcription factor in Acinetobacter baumannii, on the cas3 gene. [Methods] CRP was expressed 

and purified via a prokaryotic expression system. EMSA was employed to examine CRP binding to 

the cas3 promoter. qPCR was conducted to evaluate the regulatory effect of CRP on cas3 

expression. To further confirm the regulatory function of CRP, we constructed a mutant strain Δcrp. 

The impact of crp deletion on A. baumannii virulence was then analyzed via the biofilm formation 

assay, adhesion and invasion assays with A549 cells, a Galleria mellonella model, and a murine 

model of bacterial infection. [Results] EMSA demonstrated that CRP specifically bound to the 

cas3 promoter. The qPCR results showed that cas3 transcription was downregulated (P<0.001) in 

Δcrp. Compared with the wild-type strain, Δcrp exhibited no significant difference in growth 

capacity but enhanced biofilm formation (P<0.001) as well as strengthened adhesion (P=0.003<

0.050) and invasion (P<0.001) in A549 cells. Furthermore, Δcrp demonstrated a markedly 

increased lethality rate in G. mellonella within 72 h. Furthermore, the murine infection experiment 

revealed that Δcrp possessed higher colonization capacity in the lungs than the wild-type strain 

(P<0.001). [Conclusion] CRP acts as a transcriptional activator that directly binds to the cas3 

promoter to activate its transcription, thereby attenuating the virulence and pathogenicity of 

A. baumannii.
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鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)是一

种非发酵型革兰氏阴性杆菌，具有极强的环境

适应能力，可广泛存在于自然界和医院环境中，

进而增加患者感染风险[1-2]。该菌能引发肺炎、

菌血症、脑膜炎、伤口感染以及泌尿系统感染

等多种人类疾病[3]，其中菌血症和肺炎最为常

见，且其并发症发生率和死亡率较高[4]。在全球

范围内约 45% 的鲍曼不动杆菌分离株呈现多重

耐药特性[2]，拉丁美洲和中东地区的情况更为严

峻，多重耐药感染率高达 70%[5]。鲍曼不动杆菌

如此高的多重耐药率给全球公共卫生安全带来

了巨大挑战[6-7]。

CRISPR-Cas 系统是细菌的一种获得性免疫

系统[8]，其主要功能是抵御噬菌体、质粒等外源

遗传物质的入侵[9]。该系统由 CRISPR 序列、前

导序列和 CRISPR 相关基因组成。CRISPR 序列

由一系列短的重复序列和间隔序列交替排列形

成，重复序列长度一般在 20−50 bp 之间，具有

特定的二级结构，能够被 Cas 蛋白识别和结合；

间隔序列来源于曾入侵过细菌的外源 DNA 片

段，这些片段如同“记忆标签”，记录着细菌所

遭遇的外源威胁。当外源遗传物质再次入侵时

CRISPR-Cas 系统会被激活，CRISPR 序列转录

生成 CRISPR RNA (crRNA)，crRNA 与 Cas 蛋白

结合形成复合物，凭借间隔序列与外源 DNA 的

互补配对，引导复合物准确识别并切割外源

DNA，从而保护细菌免受感染[10]。

根据 Cas 蛋白的组成，目前 CRISPR-Cas 系

统分为两大类：Class 1 和 Class 2，Class 1 包括

Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型，Class 2 包含Ⅱ、Ⅴ、Ⅵ型[11]。I 型

CRISPR-Cas 系统在细菌中分布最为广泛，I-F

型 CRISPR-Cas 系统是鲍曼不动杆菌中存在的主

要类型，其中 I-Fb 亚型分布最为广泛[12]，由

csy1、csy2、csy3、csy4、cas1、cas3 基因组成。

其中，cas3 基因是Ⅰ型 CRISPR-Cas 系统中的关

键基因，它编码一种具有独立解旋酶和脱氧核

糖核酸酶活性的蛋白，负责对外源 DNA 进行切

割降解[13]。

在鲍曼不动杆菌中，尽管 CRISPR-Cas 系统

可抵御外源核酸入侵并限制耐药基因获取，但

其活性受多重因素制约。近年来研究发现，

CRISPR-Cas 系统的稳定性受到调控因子的精密

调控。其中，CRP 是一种广泛存在于细菌中的

全局调节因子，参与细菌多种生理过程的调控，

如碳源代谢、生物被膜形成、毒力因子表达

等[14]。然而，关于 CRP 在鲍曼不动杆菌中的具

体功能，尤其是对 CRISPR-Cas 系统的调控作用

目前尚不清楚。因此，本研究旨在深入探究转

录调控因子 CRP 在鲍曼不动杆菌中对 cas3 基因

的调控作用及其对细菌毒力的影响。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　细菌、质粒、细胞和实验动物

鲍曼不动杆菌 AB43 野生株[15] (NCBI 登录

号为 CP083181.1)，pET-30a 质粒 (卡那霉素抗

性，携带 His 标签的蛋白表达载体)、pAT03 质

粒(氨苄青霉素抗性，带有 FLP 位点的 PMMB67

EH 质粒，用于消除卡那抗性基因)、pAT04 质粒

(四环素抗性，带有 RecAb 重组系统的 PMMB67

EH 质粒，用于同源重组)、pKD4 质粒(卡那霉素

抗性，用于扩增含有 FRT 位点的卡那片段)[16]、

pBRAB 质粒(氨苄青霉素抗性，携带含有质粒

pWH1266 复制起点的 pBR322-Tac 质粒，用于

回补载体构建)均为实验室保存。肺癌人类肺泡

基底上皮细胞 A549 为本实验室保存。18 只

8 周龄 SPF 级 BALB/c 雌鼠由扬州大学比较医学

中心提供。40 只大蜡螟(300 mg)购自天津惠裕德

生物科技有限公司。本研究中所有动物实验均

获得扬州大学动物伦理委员会的批准，编号为

YXYLL-2023-061。

1.2　主要试剂和仪器

2×KeyPo SE Master Mix、FastPure Plasmid 

Mini Kit、FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit，

南京诺唯赞生物科技股份公司；BamH I、Xho I、

EcoR I、Hind III 限制性核酸内切酶、TaKaRa 
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MiniBEST Bacteria Genomic DNA Extraction Kit 

v3.0、 Cy5 标 记 的 引 物 ， TaKaRa 公 司 ；

Seamless Cloning Kit，上海碧云天生物技术股份

有限公司；SteadyPure RNA 提取试剂盒、Evo 

M-MLV Plus cDNA 合成试剂盒、SYBR Green 

SupTaq HS 预混型 qPCR 试剂盒，湖南艾科瑞生

物工程有限公司；1640 细胞培养基、胰酶、胎

牛血清，镇江维根生物科技有限公司；NaCl、胰

蛋白胨、酵母粉、NaH2PO4、imidazde、HEPES、

DTT、Tween-20、 (NH4)2SO4、KCl、EDTA，北

京索莱宝科技有限公司；6×His Tag Recombinant 

Mouse Monoclonal Antibody [A5D1-R]，杭州华

安生物技术有限公司。

1.3　培养基与缓冲液配制

LB 液体培养基(g/L)：NaCl 10.0，胰蛋白胨

10.0，酵母粉 5.0。非变性裂解液 (mmol/L)：

NaH2PO4 50，NaCl 300，pH 8.0。非变性洗涤液

(mmol/L)： NaH2PO4 50， NaCl 300， imidazde 

25，pH 8.0。非变性洗脱液(mmol/L)：NaH2PO4 

500，NaCl 300，imidazde 250，pH 8.0。5×EMSA

结 合 缓 冲 液 (mmol/L)： HEPES 100， DTT 5，

Tween-20 1%，(NH4)2SO4 50，KCl 150，EDTA 5。

1.4　引物

本研究所使用的引物序列见表 1。

1.5　鲍曼不动杆菌 AB43 基因组提取

将 AB43 野生株四区划线于无抗的 LB 平板

上，37 ℃培养过夜，挑取单菌落接至无抗的 LB

液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 12 h，按

照 TaKaRa MiniBEST Bacteria Genomic DNA 

Extraction Kit v3.0 提取 AB43 基因组 DNA。

1.6　CRP 蛋白的制备

1.6.1　CRP 蛋白的原核表达及纯化

使用 Seamless Cloning Kit (无缝克隆试剂盒)

构建 pET30a-CRP 重组质粒，鉴定正确后将质粒

转化进 E. coli BL21(DE3)感受态中，将 CRP 蛋

白表达菌培养至 OD600 值为 0.6−0.8 时加入 IPTG

表1　本研究所用的引物

Table 1　Primers used in this study

Primer names

Pcas3-F

Pcas3-R

cas3-F

cas3-R

CRP-protein-F

CRP-protein-R

CRP-up-F

CRP-up-R

CRP-down-F

CRP-down-R

CRP-k-F

CRP-k-R

CRP-com-F

CRP-com-R

16S-RNA-F

16S-RNA-R

q-cas3-F

q-cas3-R

Primer sequences (5′→3′)

GTACAAGTAATTTTTGAATTCCAATTATTTGGCCTATGGCC

GTAGACGGTATCGATAAGCTTCTTTCACTCTCCAAATTTGG

GTACAAGTAATTTTTGAATTCCAATTATTTGGCCTATGGCC

GTAGACGGTATCGATAAGCTTCTTTCACTCTCCAAATTTGG

GCCATGGCTGATATCGGATCCATGACTTCAAATTTTTCACAACTC

GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATTCTTCGTCATCATAGTC

AATGCCAGTGTGACCAAG

GAGCAAACTTCGGTTTGC

CACACAAGCTCGAGATGA

GCGCAAGGCCAGATTTTT

GCAAACCGAAGTTTGCTCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TCATCTCGAGCTTGTGTGGTCCATATGAATATCCTCCTTAG

CCCTTTCGTCTTCAAGAATTCAATTTAAGCAGGGTCTGTTG

TAAACTACCGCATTAAAGCTTTATTCTTCGTCATCATAGTC

GTTGTGGCTTTAGGTTTATTATACG

AAGTTACTCGACGCAATTCG

GAATCAAACTTGGGACGAGG

AACCAAGCAGCTAATTGAGC

Product length (bp)

297

297

708

171

215

1 518

1 122
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使其终浓度为 1 mmol/L，诱导 6 h 后 4 ℃、

8 000 r/min 离心 6 min 收集菌沉淀。加入非变性

裂解液重悬菌体，4 ℃超声破碎，超声功率为

350 W，超声时间为 40 min (超 5 s 停 5 s)。超声

结束后，分离上清和沉淀，使用 SDS-PAGE 检

测 CRP 蛋白的表达情况。

将离心后的上清(可溶性 CRP 蛋白表达于上

清中)加入混合均匀的 50% BeyoGoldTM His-tag 

Purification Resin (耐还原螯合剂)，放置于 4 ℃

混匀仪上混匀 30 min。将混合液体倒入亲和层

析柱，在重力作用下使柱内液体流出，连续反

复过柱 3 次后，加入 10 倍柱体积的非变性洗涤

液洗去杂蛋白；最后加入非变性洗脱液洗脱目

的蛋白。将洗脱液加入至透析袋中置于 PBS 中

进行透析去除咪唑，最后浓缩置于−80 ℃保存。

1.6.2　CRP 重组蛋白 Western blotting 鉴定

纯化后的 CRP 蛋白与 4×loading buffer 混合

均匀后上样进行电泳分离，然后转印至 NC 膜

上，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，TBST 洗涤

3 次。与稀释的一抗 His 标签抗体(1:5 000)于

4 ℃过夜孵育，TBST 洗膜 3 次，1:5 000 稀释的

HRP 标记的鼠二抗室温孵育 2 h，洗膜 3 次后滴

加显影液，使用成像仪显影。

1.7　EMSA

以 AB43 基因组为模板，使用 Cy5 标记的

引物 Pcas3-F/R 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

(25 μL)：2×KeyPo SE Master Mix 12.5 µL，上、

下 游 引 物 (10 µmol/L) 各 1 µL， DNA 模 板

0.5 µL，ddH2O 10 µL。PCR 反应条件：94 ℃预

变性 2 min；98 ℃变性 10 s，58 ℃退火 30 s，

68 ℃延伸 30 s，共 35 个循环。切胶纯化后获得

Cy5 荧光标记的 cas3 启动子探针。以 AB43 为

模板，使用不带 Cy5 标记的引物 cas3-F/R 扩增

获得冷探针。将 CRP 蛋白、EMSA 结合缓冲液

与探针于 25 ℃条件下温浴 30 min 后，加入上样

缓冲液，并在 6% 非变性聚丙烯酰胺凝胶上进行

电泳(4 ℃、100 V 电泳 2 h)，使用光谱成像系统

可视化结合带。

1.8　缺失株及回补菌株的构建

以 AB43 全基因组为模板，分别对目的基因

上、下游同源臂进行扩增。以 pKD4 质粒为模板

对卡那片段进行扩增。胶回收目的片段后，以

上、下游同源臂以及卡那片段为模板，利用引

物 CRP-up-F 和 CRP-down-R 进行 PCR 扩增，并

切胶回收以获得融合片段。

使用 RecA 同源重组技术将目的基因从鲍曼

不动杆菌 AB43 中敲除。将已有的 AB43-pAT04

感受态与融合片段混合，冰上孵育 15 min 后使

用电转仪进行电击，立即加入至 LB 培养基中，

并加入 IPTG，37 ℃、200 r/min 培养 4 h，菌液

离心重悬后涂布至含卡那抗性的 LB 平板上静置

培养 24 h，使用 PCR 筛选阳性菌落。将 pAT03

质粒电转至 AB43Δcrp::Kan 感受态中，筛选阳

性菌落，在 LB 平板上传代直至 pAT03、pAT04

质粒以及卡那片段完全消除。

使用无缝克隆法构建回补质粒 pBRAB-crp，

将回补质粒电转至 Δcrp 缺失株中，PCR 鉴定的

阳性菌株即为回补菌株 Δcrp/pcrp。

1.9　qPCR

使用 SteadyPure RNA 提取试剂盒提取细菌

总 RNA，并利用 Evo M-MLV Plus cDNA 合成试

剂盒获得细菌 cDNA。使用实时荧光定量 PCR

仪进行 qPCR。以 16S rRNA 基因为内参基因，

并使用 2−ΔΔCt法计算基因的转录水平。

1.10　crp 基因缺失对鲍曼不动杆菌表型的

影响

1.10.1　生长曲线测定

分别挑取 AB43、Δcrp 及 Δcrp/pcrp 单克隆

接种于 LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培

养，将菌液 OD600 调至 0.5 后，按 1:100 稀释，

取 200 μL 菌液加入 96 孔板中，使用酶标仪前

12 h 每隔 1 h 测定 OD595 值，后 12 h 每隔 2 h 检

测，持续检测 24 h。以时间为横坐标，OD595 为

纵坐标绘制生长曲线。
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1.10.2　生物被膜形成能力测定

分别挑取 AB43、Δcrp 及 Δcrp/pcrp 单克隆

接种于 LB 液体培养基中 37 ℃、200 r/min 培

养，将菌液 OD600 调至 0.5 后，按 1:100 稀释后

取 200 μL 菌液加入 96 孔板中，于 37 ℃静置培养

24 h。24 h 后，弃掉菌液，每孔加入 0.4% 的多聚

甲醛固定 30 min，随后使用 PBS 洗涤 3 遍并加

入 200 μL 1% 结晶紫染色 10 min，弃掉滤液，

使用 PBS 洗涤 3 遍后晾干，最后加入 95% 乙醇

洗脱 30 min，使用酶标仪检测 570 nm 处的吸

光值。

1.10.3　黏附和侵袭能力测定

参考文献[17]，将 A549 细胞以 1×105 个/孔

均匀铺于 24 孔细胞培养板中，培养至细胞贴

壁。将 AB43、Δcrp 及 Δcrp/pcrp 新鲜菌液以

MOI 值为 100:1 感染细胞 3 h，使细菌充分黏附

和侵袭。弃掉上清液，使用无菌 PBS 清洗 3 遍

洗去胞外未结合细菌，再加入 1 mL 含 0.1% 

Triton X-100 的 PBS 裂解细胞 15 min 以释放胞

内细菌，倍比稀释利用 LB 平板进行活菌计数，

获得细菌黏附和侵袭总数(total)。

将 AB43、Δcrp 及 Δcrp/pcrp 新鲜菌液以

MOI 值为 100:1 感染细胞培养 3 h 后，PBS 清洗

3 遍，每孔加入 1 mL 含有 50 µg/mL 多黏菌素 B

的 PBS，在 37 ℃细胞培养箱中共同孵育 15 min

以杀灭细胞外结合的细菌，随后再加入 1 mL 含

0.1% Triton X-100 的 PBS 裂解细胞 15 min 以释

放胞内细菌，倍比稀释利用 LB 平板进行活菌计

数获得细菌侵袭数 (invasion)，计算如公式 (1)

所示。

黏附数=侵袭总数−侵袭数 (1)

1.10.4　CCK8

将 A549 细胞以 1×104 个/孔均匀铺于 96 孔

细胞培养板中，加入 AB43、Δcrp 及 Δcrp/pcrp

新鲜菌液以 MOI 值为 10:1 感染细胞培养 24 h

后，弃去上清，对应孔板中加入 10 µL CCK8 溶

液，37 ℃孵育 1 h，使用酶标仪检测 450 nm 处

的吸光值。

1.10.5　大蜡螟毒力实验

将 40 只大蜡螟分为 4 组，每组 10 只，分

别为 PBS 组、AB43 组、Δcrp 组及 Δcrp/pcrp 组。

使用 PBS 将新鲜菌液稀释至 1×108 CFU/mL，使

用胰岛素注射器取 10 µL 稀释好的菌液，以大蜡

螟第二对后足为注射点进行注射，将注射后的

大蜡螟置于 37 ℃培养箱，每 12 h 记录大蜡螟的

死亡情况，采用 Kaplan-Meier 法绘制大蜡螟生

存曲线[18]。

1.10.6　小鼠肺部感染模型

将 18 只小鼠分成 3 组，每组 6 只，分别为

AB43 组、Δcrp 组及 Δcrp/pcrp 组。参考文献[19]，

选用 8 周龄 BALB/c 雌性小鼠，在感染前 3 d

每只小鼠腹腔注射 150 mg/kg 的环磷酰胺，感染

前 1 d 每只小鼠腹腔注射 100 mg/kg 的环磷酰

胺。使用气管插管的方法给麻醉后的小鼠灌入细

菌，每只小鼠的细菌接种量为 3.0×108 CFU/mL。

感染 24 h 后，取肺泡灌洗液以及小鼠肺部进行

载菌量计数。

1.11　数据处理与分析

利用 GraphPad Prism 9.5 中的单因素方差分

析 (one-way ANOVA) 对数据进行分析，采用

log-rank 检验对生长曲线进行分析。实验结果以平

均值±标准误(mean±SEM)格式表示(ns：P>0.05；

*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　CRP 蛋白的原核表达

2.1.1　重组质粒 pET30a-CRP 的 PCR 及双

酶切鉴定

重组质粒 pET30a-CRP 经 PCR 鉴定可得到

与目的片段大小一致的片段，使用 BamH Ⅰ和

Xho Ⅰ进行双酶切可得到约 5 400 bp 和 708 bp 的

2 个片段(图 1A)，且测序结果与目的片段一致，

表明重组质粒构建正确。
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2.1.2　 CRP 蛋白的表达纯化及 Western 

blotting 验证

使用 IPTG 诱导 CRP 蛋白表达，诱导产物

经 SDS-PAGE 结果显示，约在 35 kDa 处出现目

的条带，与预期大小一致。该蛋白主要在上清

中表达，且在不同温度诱导下表达量并无明显

变化(图 1B)。破碎后的上清通过镍柱进行纯化，

经镍柱纯化后的蛋白纯度明显升高(图 1C)。取

浓度较高的蛋白进行透析浓缩，经 Western 

blotting 鉴定，其与预期蛋白大小一致(图 1D)。

2.2　CRP 蛋白与 cas3 启动子结合

使用波长为 650 nm 的激发光激发荧光，结

果(图 2)显示在泳道 1 中只加入带有 Cy5 荧光探

针标记的 cas3 启动子片段并未有阻滞条带，泳

道 2−5 中随着 CRP 蛋白加入量不断增加，阻滞

现象逐渐增强。泳道 6−7 在泳道 5 体系的基础

上分别加入荧光探针 50 倍和 80 倍的冷探针以

竞争结合蛋白，发现阻滞条带消失，排除了探

图1　CRP蛋白的表达纯化及Western blotting验证。A：重组质粒pET30a-CRP的PCR及双酶切鉴定(泳道
M：DL12000 DNA marker；泳道1：PCR阴性对照；泳道2：重组质粒PCR鉴定结果；泳道3：重组质粒双
酶切鉴定结果)；B：CRP蛋白的表达鉴定(泳道M：蛋白marker；泳道C：未诱导重组菌；泳道S：诱导后
的上清；泳道I：诱导后的沉淀)；C：CRP蛋白的纯化(泳道M：蛋白marker；泳道1：流穿液；泳道2：裂
解液；泳道3：洗涤液；泳道4−9：洗脱液；泳道10：裂解液)；D：CRP蛋白的Western blotting (泳道M：
蛋白marker；泳道1：纯化后的蛋白；泳道2：阴性对照)。
Figure 1　Expression, purification and Western blotting verification of CRP protein. A: PCR and double enzyme 
digestion identification of pET30a-CRP (Lane M: DL12000 DNA marker; Lane 1: PCR negative control; Lane 2: 
PCR identification result of recombinant plasmid; Lane 3: Double enzyme digestion identification result of 
recombinant plasmid); B: Expression identification of CRP protein (Lane M: Protein marker; Lane C: Uninduced 
recombinant bacteria; Lane S: Supernatant after induction; Lane I: Precipitate after induction); C: Purification of 
CRP protein (Lane M: Protein marker; Lane 1: Flow-through; Lane 2: Lysate; Lane 3: Wash solution; Lanes 4−9: 
Elution solution; Lane 10: Lysate); D: Western blotting of CRP protein (Lane M: Protein marker; Lane 1: Purified 
protein; Lane 2: Negative control).

图2　EMSA检测CRP蛋白与cas3启动子的结合情

况。cas3探针为Cy5标记的荧光探针，各个泳道加
入量均为0.1 pmol/L；泳道1−5：CRP蛋白上样量分
别为0、0.05、0.1、0.2、0.5 µmol/L；泳道6、7：
在泳道5的基础上加入50倍、80倍的冷探针。
Figure 2　EMSA was used to detect the binding of 
CRP protein to the cas3 promoter. The cas3 probe 
was a Cy5-labeled fluorescent probe, and the amount 
added to each lane was 0.1 pmol/L; Lanes 1−5: The 
loading amounts of CRP protein were 0, 0.05, 0.1, 
0.2, and 0.5 µmol/L; Lanes 6 and 7: 50-fold and 80-fold 
cold probes were added on the basis of lane 5.
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针与蛋白的非特异性结合的可能。上述表明

CRP 蛋白可以直接结合于 cas3 启动子区域。

2.3　鲍曼不动杆菌 Δcrp 突变株及 Δcrp/

pcrp 回补株的构建

2.3.1　Δcrp 突变株的构建

以 AB43 基因组为模板扩增 crp 基因上、下

游同源臂，分别为 171 bp 和 215 bp。以 pKD4

质粒扩增卡那抗性片段，为 1 518 bp。融合后获

得约 1 868 bp 片段(图 3A)。利用 RecA 同源重

组技术，用卡那抗性基因替换 AB43 的 crp 基

因，使用引物 CRP-up-F/CRP-down-R 进行 PCR

鉴定证实替换成功(图 3B)。随后消除卡那抗性

片段及辅助质粒 pAT03/pAT04 (图 3C)，成功获

得 AB43Δcrp 突变株。

2.3.2　Δcrp/pcrp 回补株的构建

使用无缝克隆试剂盒构建 pBRAB-crp 回补

质粒。使用 PCR 及双酶切鉴定，PCR 扩增片段

大小为 1 122 bp，使用 EcoR Ⅰ和 Hind III 双酶

切可以得到约 8 000 bp、1 122 bp 的 2 个片段

(图 3D)。将回补质粒电转入 AB43Δcrp 突变株

中获得 Δcrp/pcrp 回补株。

2.4　qPCR 检测 crp 及 cas3 转录水平

使用 qPCR 技术检测 AB43 野生株、Δcrp

突变株及 Δcrp/pcrp 回补株中 crp 基因的转录情

况(图 4A)，在 Δcrp 突变株中 crp 基因不转录而

在 Δcrp/pcrp 回补株中 crp 基因的转录情况已恢

复至野生株水平，两者之间差异无统计学意义。

这表明 Δcrp 突变株及 Δcrp/pcrp 回补株已成功

构建。

为了明确 crp 对 cas3 的调控作用，使用

qPCR 技术检测 AB43 野生株、Δcrp 突变株及

Δcrp/pcrp 回补株中 cas3 基因的转录情况。结果

显示(图 4B)，crp 基因敲除后，cas3 基因表达明

显下降(P<0.001)，将 crp 基因回补至敲除株后，

cas3 基因转录水平与 AB43 野生株一致。因此，

crp 基因可以激活 cas3 的转录表达。

2.5　crp 基因缺失对鲍曼不动杆菌表型的

影响

2.5.1　crp 基因缺失不会影响鲍曼不动杆菌的

生长

在 LB 培养基中测定 AB43 野生株、Δcrp 突

变株以及 Δcrp/pcrp 回补株的 24 h 生长曲线。与

野生株相比，Δcrp 突变株的生长无明显差异

(图 5)，表明 crp 基因的缺失不影响 AB43 菌株

的正常生长。

2.5.2　crp 基因缺失增强鲍曼不动杆菌生物

被膜形成能力

利用结晶紫染色法对 AB43 野生株、Δcrp

突变株以及 Δcrp/pcrp 回补株的生物被膜形成能

力进行检测。结果显示(图 6)，Δcrp 突变株生物

被膜形成能力增强(P<0.001)，AB43 野生株以及

Δcrp/pcrp 回补株之间无明显差异。

2.5.3　crp 基因缺失增强了鲍曼不动杆菌的

黏附侵袭能力

细菌黏附侵袭能力是判断细菌致病性强弱

的重要指标，以 A549 细胞为模型，评估 crp 基

因缺失对鲍曼不动杆菌黏附侵袭能力的影响。

结果表明，Δcrp 突变株侵袭力和黏附能力明显

升高，Δcrp/pcrp 回补株的侵袭黏附能力也恢复

至野生株的水平(图 7)。上述结果表明，crp 基

因缺失增强了鲍曼不动杆菌的黏附侵袭能力。

2.5.4　crp 基因缺失增强了对 A549 细胞的

杀伤作用

为了探究 crp 基因对细胞增殖的影响，使用

AB43 野生株、Δcrp 突变株以及 Δcrp/pcrp 回补

株感染 A549 细胞，利用 CCK8 法检测细胞活

力。结果表明(图 8)，Δcrp 突变株感染细胞后细

胞活力下降 (P<0.05)。这表明 crp 基因缺失对

A549 细胞的杀伤作用增强。

2.5.5　crp 基因缺失增强了鲍曼不动杆菌的

毒力

大蜡螟感染细菌模型是一种成本较低、重

复性较好的体内感染模型。以大蜡螟为模型，
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图3　Δcrp突变株及Δcrp/pcrp回补株的鉴定。A：crp基因上、下游同源臂、卡那抗性基因片段及融合片段

扩增(泳道M：DL2000 DNA marker；泳道1：上游同源臂；泳道2：下游同源臂；泳道3：卡那抗性片段；

泳道4：融合片段)；B：AB43Δcrp::Kan的鉴定(泳道M：DL2000 DNA marker；泳道1：AB43Δcrp::Kan 

PCR鉴定)；C：AB43Δcrp的鉴定(泳道M：DL2000 DNA marker；泳道1：卡那抗性消除；泳道2：阴性对

照；泳道3：pAT03质粒阳性对照；泳道4：pAT03质粒消除；泳道5：阴性对照；泳道6：crp原基因；泳道

7：crp基因消除；泳道8：pAT04质粒消除；泳道9：pAT04质粒阳性对照)；D：回补质粒的鉴定(泳道M：

DL12000 DNA marker；泳道1：重组回补质粒PCR鉴定结果；泳道2：重组回补质粒双酶切鉴定结果)。

Figure 3　Identification of the Δcrp mutant strain and the Δcrp/pcrp complemented strain. A: Amplification of 

the upstream and downstream homologous arms of the crp gene, the kanamycin resistance gene fragment, and the 

fusion fragment (Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Upstream homologous arm; Lane 2: Downstream 

homologous arm; Lane 3: Kanamycin resistance fragment; Lane 4: Fusion fragment); B: Identification of 

AB43Δcrp::Kan (Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1: PCR identification of AB43Δcrp::Kan); C: 

Identification of AB43Δcrp (Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Elimination of kanamycin resistance; Lane 

2: Negative control; Lane 3: Positive control of pAT03 plasmid; Lane 4: Elimination of pAT03 plasmid; Lane 5: 

Negative control; Lane 6: Original crp gene; Lane 7: Elimination of crp gene; Lane 8: Elimination of pAT04 

plasmid; Lane 9: Positive control of pAT04 plasmid); D: Identification of the complemented plasmid (Lane M: 

DL12000 DNA marker; Lane 1: PCR identification result of the recombinant complemented plasmid; Lane 2: 

Double enzyme digestion identification result of the recombinant complemented plasmid).
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评估 crp 基因对鲍曼不动杆菌毒力的影响。结果

表明，Δcrp 感染以后大蜡螟死亡较快，36 h 时

已全部死亡，而 AB43 野生株及 Δcrp/pcrp 回补

株 72 h 时仍旧有约 25% 的大蜡螟存活(图 9)。

综上所述， crp 基因缺失增加对大蜡螟的致

死率。

2.5.6　crp 基因缺失增强了鲍曼不动杆菌在

小鼠肺部的定殖能力

为了评估 AB43 野生株、Δcrp 突变株以及

Δcrp/pcrp 回补株在小鼠体内的定殖情况，对小

图4　qPCR检测AB43、Δcrp突变株及Δcrp/pcrp回

补株中crp及cas3基因的转录水平。A：crp基因的

转录水平；B：cas3基因的转录水平。

Figure 4　qPCR detection of the transcription levels 

of the crp and cas3 gene in the AB43, Δcrp mutant, 

and Δcrp/pcrp complemented strain. A: Transcription 

level of the crp gene; B: Transcription level of the 

cas3 gene.

图5　AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回补

株的生长曲线

Figure 5　 Growth curves of the AB43 wild-type 

strain, the Δcrp mutant strain, and the Δcrp/pcrp 

complemented strain.

图6　AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回补

株生物被膜形成能力检测(n=3)

Figure 6　 Detection of biofilm formation ability of 

the AB43 wild-type strain, Δcrp mutant strain, and 

Δcrp/pcrp complemented strain (n=3).
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鼠进行气管插管构建小鼠肺部感染模型，在感

染 24 h 以后，取小鼠肺部组织以及肺泡灌洗液

测定载菌量。结果表明(图 10)，Δcrp 突变株在

小鼠肺部定殖能力显著高于 AB43 野生株，Δcrp

突变株在肺泡灌洗液中的载菌量也高于 AB43 野

生株及 Δcrp/pcrp 回补株，表明 crp 基因缺失增

强了鲍曼不动杆菌在小鼠肺部的定殖能力。

图7　AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回补

株黏附侵袭能力检测(n=3)。A：各菌株在A549细

胞上的黏附能力测定；B：各菌株在A549细胞上的

侵袭能力测定。

Figure 7　 Detection of adhesion and invasion 

abilities of the AB43 wild-type strain, Δcrp mutant 

strain, and Δcrp/pcrp complemented strain (n=3). A: 

Determination of the adhesion ability of each strain to 

A549 cells; B: Determination of the invasion ability 

of each strain to A549 cells.

图8　经AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回

补株感染的A549细胞活力检测(n=3)

Figure 8　 Detection of the viability of A549 cells 

infected with the AB43 wild-type strain, the Δcrp 

mutant strain, and the Δcrp/pcrp complemented strain 

(n=3).

图9　AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回补

株感染大蜡螟幼虫的存活率(n=10)

Figure 9　 Survival rates of Galleria mellonella 

larvae infected with the AB43 wild-type strain, the 

Δcrp mutant strain, and the Δcrp/pcrp complemented 

strain (n=10).
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3　讨论与结论　讨论与结论

近年来，鲍曼不动杆菌的多重耐药率不断

攀升，且能够耐受抗菌药物、氧化压力、营养

匮乏等多种不良刺激，在院内感染中展现出强

大的生存优势[2]。CRISPR-Cas 系统除执行经典

的适应性免疫功能外，还可调控细菌的其他生

理功能，如生物被膜形成和群体感应信号传导

等[20]。该系统为细菌耐药治疗构筑了一道屏

障[21]。因此，专注于研究 CRISPR-Cas 系统并深

入挖掘其调控机制将有助于充分运用该系统的

功能，为抗生素研发提供更多潜在靶点。本研

究挖掘了 CRISPR-Cas 系统的上游转录调控因子

CRP，并阐明了 CRP-Cas3 信号轴对鲍曼不动杆

菌毒力的调控作用。

为探索 CRP 对 CRISPR-Cas 系统的调控作

用，本研究首先成功表达并纯化了 CRP 蛋白。

EMSA 实验证实，CRP 蛋白能够与 cas3 启动子

区域特异性结合，这为 CRP 作为转录因子调控

cas3 提供了直接证据。结合 qPCR 结果，Δcrp

突变株中 cas3 基因的转录水平显著下降，进一

步证明 CRP 在鲍曼不动杆菌中作为转录激活因

子正向调控 cas3 基因的表达。在嗜热链球菌中

CRP 作为转录激活因子激活 CRISPR-Cas 系统的

表达；而在大肠杆菌中 CRP 则抑制 CRISPR-Cas

系统的表达[22-24]。CRP 对 CRISPR-Cas 系统的调

控作用具有物种特异性和亚型特异性，这可能

与 CRP 结合的 DNA 位点不同有关[25-26]。

为了解 CRP-Cas3 信号轴对鲍曼不动杆菌生

物学功能的影响，本研究比较了 AB43 野生株、

Δcrp 突变株以及 Δcrp/pcrp 回补株在生物被膜形

成能力、黏附侵袭能力、大蜡螟感染后的致死

率以及小鼠感染后的肺部载菌量等方面的差异。

这些结果均表明 crp 基因缺失增强了鲍曼不动杆

菌的毒力。该现象可归因于两条机制：(1) crp

缺失导致 cas3 表达下降，削弱了 CRISPR‑Cas

系统对外源基因的清除能力。当 CRP‑Cas3 失

活后，外源耐药基因与致病因子更易在基因

组中积累，间接提升细菌的多重耐药率和致

病性。 (2) CRP‑Cas3 信号轴的缺失解除了对生

物膜以及毒力相关基因的抑制。完整的 I‑Fb 型

CRISPR‑Cas 系统在鲍曼不动杆菌中能够调控生

物膜形成和毒力基因的表达[15]。当 crp 缺失导致

cas3 表达下降时，原本由 cas3 介导的负向调控

图10　AB43野生株、Δcrp突变株以及Δcrp/pcrp回补株在小鼠肺部以及肺泡灌洗液中荷菌量的检测(n=6)。

A：细菌在小鼠肺部中的荷菌量检测；B：细菌在肺泡灌洗液中的荷菌量检测。

Figure 10　 Detection of bacterial loads of the AB43 wild-type strain, Δcrp mutant strain, and Δcrp/pcrp 

complemented strain in mouse lungs and bronchoalveolar lavage fluid (n=6). A: Detection of bacterial loads in 

mouse lungs; B: Detection of bacterial loads in bronchoalveolar lavage fluid.
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被解除，导致生物膜相关基因(如 bap、ompA

等)上调，细胞更易在侵入宿主组织或在医用器

械表面形成致密的生物膜，从而使细菌的致病

性增强。

尽管本研究揭示了 CRP-Cas3 信号轴在调控

鲍曼不动杆菌毒力中的重要作用，但仍存在一

些局限性。首先，对于该信号轴在其他环境条

件(如不同的营养物质浓度、不同的温度和 pH

值等)下的调控机制尚未深入探究。其次，虽然

本研究初步揭示了 crp 基因缺失增强鲍曼不动杆

菌毒力的机制，但对于 CRISPR-Cas 系统与其他

细菌生理过程之间的复杂网络关系了解还不够

全面。

基于上述研究局限性，未来的研究可从以

下几个方面展开。一方面，深入研究不同环境

因素对 CRP-Cas3 信号轴调控作用的影响，以更

全面地了解该信号轴的功能和调控机制。另一

方面，通过多组学技术(如转录组学、蛋白质组

学等)系统地分析细菌在不同条件下的基因表达

和蛋白质变化，挖掘更多潜在的调控因子和信

号通路，开发更具针对性的抗菌策略和药物。

综上所述，crp 通过激活 cas3 基因的转录表

达，从而降低拥有Ⅰ-Fb 型 CRISPR-Cas 系统的鲍

曼不动杆菌的毒力和致病性。CRP-Cas3 调控轴

的发现为降低鲍曼不动杆菌毒力以及开发新型

抗菌感染疗法提供了新思路。
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