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铜绿假单胞菌 ."’! 基因功能的研究

杨洪江，李明春，魏东盛，邢来君"

（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 5%%%"&）

摘 要：!型分泌系统（,?D/ ! E/+0/,9-; E?E,/7，11FF）是铜绿假单胞菌的重要致病因子，"#$! 基因位于 11FF 基因簇

中 "%"& 操纵子的第三位，有关该基因的具体功能研究还是空白。首先，本研究采用定点诱变方法构建 "#$! B 突变

体，发现 11FF 表达和分泌 6:-F 和 6:-1 蛋白的能力显著下降，在 G/H8 细胞感染实验中，6:-F 和 6:-1 蛋白注入细胞

的数量明显低于野生型菌株。其次，我们采用细菌双杂交系统研究了 I+0$ 蛋白与其它蛋白结合的可能性，发现

I+0$ 蛋白与 IE+J 蛋白一起能够结合 I-DK 蛋白，同时 L/E,/0; .2-, 实验发现 I+0$ 蛋白能够调控 I-DK 蛋白的分泌。最

后，实验发现 I+0$ 蛋白本身也能够分泌到细胞外，可能与 11FF 分泌器的早期形成过程有关。
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铜绿假单胞菌（ "’()*%+%,-’ -($)./,%’-）是重要

的人类致病菌，能够感染纤维肺（+?E,9+ O9.0-E9E，PQ）

患者并造成严重伤害甚至死亡。在烧伤或免疫力低

下患者中，也能够长期存在，近年来发现越来越多的

艾滋病患者存在该细菌的感染。铜绿假单胞菌基因

组为 3R5S.D，编码多种致病因子，!型 分 泌 系 统

11FF 是其中重要致病因子之一。［&］。

!型分泌系统编码近 5%T. 的基因片断，分别属

于 # 个 操 纵 子，包 括 "%"&、"#$0、"#$1、(2’3、

"’#&1QQU 操纵子［$］，这些基因编码的蛋白分别具有

结构、调控和伴侣蛋白等功能。其中 "%"& 操纵子的

大部分基因的功能已经被研究，"%"& 和 "#$4 基因编

码的产物对 11FF 起到负调控作用，"%"& 或 "#$4 基

因缺失后，在非诱导条件下，11FF 也能分泌 6:-F 和

6:-1 蛋 白［5，!］。 "#$5 6 ，"#$7 6 ，和 "#$3 6 突 变 体 中，

11FF 分泌 6:-F 和 6:-1 蛋白的能力则完全丧失［#，3］，

目前还不清楚造成这种变化的具体原因，估计可能

与!型分泌系统的分泌器的形成有关。

本文重点研究了 "%"& 操纵子的 "#$! 基因的功

能，该基因大小为 5"$.D，位于 "%"& 操纵子 " 个基因

中的第三位，是没有进行功能研究的两个基因之一，

另外一个基因为 "#$8。首先我们通过构建 "#$! B 突

变体，分析该基因对 11FF 分泌的影响，并利用细菌

双杂交方法分析与其它基因之间可能存在的相互作

用关系。同时我们实验发现 I-DK 蛋白的分泌依赖

于 I+0$ 蛋白的存在，而 I+0$ 蛋白本身也能够分泌到

细胞外。

! 材料和方法

!"! 菌株，质粒和培养基

表 & 中所列为本研究使用的菌株和质粒。大肠

杆菌（9’#:($/#:/- #%;/）用 HJ（H .0-,C）培养，培养铜绿

假 单 胞 菌（ <’()*%+%,-’ -($)./,%’- ）使 用 HJ 或

V@2./++-’E S-W9O9/W 68<2/ S/W9@7（VS6S）培 养 基。

当需要加抗菌素时，大肠杆菌使用浓度（7<XH）分别

为：N7D9+9229; &%%、Y8;87?+9; #%、1/,08+?+29;/ &%、

Z/;,879+9;&%、PC2-087DC/;9+-2 5!、FD/+,9;-7?+9; $# 和

F,0/D,-7?+9; $#。 培 养 铜 绿 假 单 胞 菌 使 用 浓 度

（"<X7H）分 别 为：P80./;9+9229; &#%、1/,08+?+29;/ &%%、

Z/;,87?+9;&%%、FD/+,9;-7?+9; $%% 和 F,0/D,-7?+9; $%%。

!"# 铜绿假单胞菌突变体的构建

设计合成引物（表 $），克隆含有 "#$! 基因的

VKN 片段，采用定点诱变方法，将 "#$! 基因起始编

码子 N1Z 改变为 N1P。改变始编码子 N1Z 的同时，

引入限制性内切酶 =-+G#位点，便于筛选正确的

双交换突变体。构建的质粒通过电击方法转化进入

铜绿假单胞菌 INY 中，按照 G-8;< 的方法［&$］，筛选

双交换突变体。用 IP[ 扩增和内切酶 =-+G#消化

的方法确认交换子的正确性。



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, 0,%- *+ (1*, ,(0-2
’()"*+, "+-
.$",/*-, 3%,4)*.(*5+, 6%7%)%+4%, 5)

,50)4%,
! 8 "#$%
6’ 9"4(%)*5:"(41 !;5 <2#)*- ’2,(%/ 6%.5)(%) ’()"*+；=/) ’()"(">%+%

& 8 ’()*+%,#-’
?@= A*$-B(2.% & 8 ’()*+%,#-’ ,()"*+ ［C］

?@=(.-/：：! ?@= ;*(1 (.-/ -*,)0.(%- #2 *+,%)(*5+ 57! 4",,%((%；’.)’/) ［D］

?@="0#01 ?@= -%$%(%- 57 (1% 0#01 >%+% ［E］

?@=0")2 ?5*+( /0("(*5+ 57 ,(")( 45-5+ *+ 0")2 >%+% 57 ?@= !1*, ,(0-2
?$",/*-,
.F6G8&B!H?H F$5+*+> I%4(5) 75) (1% ?F6 .)5-04(, J+I*()5>%+
.KL@MBF!F K0,*5+ I%4(5) 75) 42(5.$",/*4 %N.)%,,*5+ 57 FB(%)/*+"$ 7$">B(">，@.) ’*>/"

.3O&PL"4! ?)5/5(%)$%,, $’"3 70,*5+ I%4(5)；’.)’/)!4) ［P］

.3O&P 9)5"- 15,( )"+>% ,10(($% I%4(5)，!4) ［&Q］

.RF?&P 9)5"- 15,( )"+>% ,10(($% I%4(5)；@.) ［&&］

.ST&DM/ M%+% )%.$"4%/%+( I%4(5)；M/)，#)%4 U -’"5 U ［&G］

.9! 9"*( I%4(5) %+45-*+> 70$$ $%+>(1 #"4(%)*"$ .1">%#"$ .)5(%*+；F1$) ’()"(">%+%

.!6M !")>%( I%4(5) %+45-*+> 6O@?B"$.1" ,0#0+*( .)5(%*+；!4) ’()"(">%+%

.9!BLMKG 3*/%)*V"(*5+ -5/"*+ 57 M"$E 5+ #"*( I%4(5)；F1$) ’()"(">%+%
.!6MBM"$ &&. M"$&& 5+ (")>%( I%4(5)；!4) ’()"(">%+%
.<AQQQW (.#4B $’"3 70,*5+ )%.5)(%) 5+ .3O&P$"4X!；’.) ’/) !4) ［&Y］

.Z@OQWYY .Z@OQWGP 70,%- ;*(1 .3O&P，@.) !4) !1*, ,(0-2

.Z@OQWYW .KL@MBF!F 70,%- ;*(1 .3O&P，!4)@.) !1*, ,(0-2

.9!B.5.O 0#01 >%+% 5+ .9! I%4(5)，F1$) !1*, ,(0-2

.9!B.4)G 0")2 >%+% 5+ .9! I%4(5)，F1$) !1*, ,(0-2

.!6MB.5.O 0#01 >%+% 5+ .!6M I%4(5)，!4) !1*, ,(0-2

.!6MB.4)G 0")2 >%+% 5+ .!6M I%4(5)，!4) !1*, ,(0-2

.Z@OQWC& 0")2 "+- 0-"5 >%+% 5+ .!6M I%4(5)，!4) !1*, ,(0-2
.Z@OQWCG 0")2 "+- 0-"5 >%+% 5+ .9! I%4(5)，F1$) !1*, ,(0-2

表 " 实验用 #$% 引物

!"#$% G H$*>5+04$%5(*-%, 0,%- *+ (1*, ,(0-2
?)*/%), ’%[0%+4%,（\]!Y]）
K5) ?F6 4$5+% 57 3O@ 7)">/%+( 45+("*+*+> .4)G >%+%

FMMF!MM@M!FMMFMFMF@F!@!@M@M@@@
!MF!MFMM@!M!@F!FMM!M@MF!MF@FF@

K5) 0")2 >%+% ,*(%B-*)%4(%- /0(">%+%,*,
MFMFM@@M@MM@MF@MF@MM@!FF@F!MMM!!M@MF!MMFF
MMFF@MF!F@@FFF@M!MM@!FF!MF!MF!FF!F!!FMFMF

K5) #"4(%)*"$ (;5B12#)*- ",,"2 45+,()04(,
0#01：MFMMFFMF@@!MM@F@!FF!FF@M@M!!FF!FFMFFMFMFF

M!F@M@@MMFFFM!@!MFF@!MMFFFFMF!FFFF
0")2：MFMMFFMF@@!MM@F!MMM!!M@MF!MMFFM!FMFMF@M!!F

M!F@!MFMMFM@MF@F!!FMF!MFMFMFFM@MFM
0-"5：MFMMFFMF@@!MM@MF@MM@@M@FM@!@@MF

M@@!!F@!F!MFMFF@!MF!!@M!FF!
K5) FB(%)/*+"$ ?4)GBK$"> ("> 70,*5+,

F!@@MF!!M@F!MMM!!M@MF!MMFFM!FMFMF@M!!F
M@MM@!FF!MFMMFM@MF@F!!FMF!MFMFMFFM@M

!&’ (()) 的表达和 *+,-+./ 012- 检测

一般情况下，细菌过夜培养物以 &^的比例转

接 到 含 有 \//5$_L SM!@（ S(12$%+%>$245$ #*,（ GB
"/*+5%(12$B%(1%)）(%()""4%(*4 "4*-，乙二醇双（GB氨基乙

醚）四乙酸）的 L9 培养基中，YC‘振荡培养 Y1，进行

!!’’ 诱导反应。当培养基为 3:S: 时，加入 \^胎

牛血清（7%("$ #5I*+% ,%)0/，K9’），在二氧化碳温箱中，

YC‘静止培养 Ya\1。收集上清，加入等体积的蛋白

质上样溶液，煮沸 &Q/*+，然后进行 ’3’B?@MS，根据

细菌培养物的浓度（67WQQ），调整每个样品的上样体

积，保证细胞数量的相同。

!&3 !4半乳糖苷酶活性的检测

将携带报告基因 %N5!BL"4X 的质粒转化进入待

测菌株中，细菌过夜培养物以 &^的比例转接到含

有 \//5$_L SM!@ 的 L9 培养基中，YC‘振荡培养诱

导 E1，收集细胞，按 :*$$%) 的方法检测%B半乳糖苷酶

的活性［&E］。

!&5 6+78 细胞感染实验

<%L" 细胞接种在 W 孔板上，经过 GE1 培养后细

胞密度（45+7$0%+42）达到 \Q^，对数生长期的细菌用

于感染 <%L" 细胞，通过 67WQQ 读数确定细菌生长状

态，感染系数（/0$(*.$*4*(2 57 *+7%4(*5+，:HJ）为 GQ。感

染 G1 后，刮下 <%L" 细胞，\QQN> 离心 \/*+ 收集 <%L"
细胞，高速离心上清液 \/*+ 除去细菌。<%L" 细胞

中，加入 \Q&L 含有 QaG\^ !)*(5+ TB&QQ 的 ?9’ 缓冲

液，冰浴 \/*+，E‘高速离心 &\/*+，上清含有 <%L"
细胞细胞质蛋白，与相同体积 GN 蛋白上样缓冲液混

合，培养液的上清用 &\^ !F@ 沉淀，离心后沉淀用

丙酮洗一次，悬于 &N 蛋白上样缓冲液。所有蛋白样

QDC Z@OM <5+>Bb*"+> (8 ’$ 8 _/"8’ 9%")#:%#$#+%"’ ;%,%"’（GQQC）EC（\）



品煮 沸 !"#$% 后 上 样，!"& ’(’)*+,-，然 后 进 行

./01/2% 3451 分析。

!"# 突变体细胞毒性的检测

接种 6/78 细胞于 9: 孔板中，浓度为 ; < !"+:
细胞=孔，培养基为含有 ;& >?’ 的 (@-@。二氧化

碳温箱中 ABC培养 9:D。细菌过夜培养物转接培养

至对数生长期，用 !E*?’ 洗一次，并用细胞培养液

重新悬起，按 6/78 细胞数与细菌数 ! F 9" 的比例，加

入细菌，感染 :D 后，吸出培养液，用 !E*?’ 洗两次，

用 "G";&结晶紫染色 ;#$%，吸出染色液，平板用水

洗两次，每个孔加入 9;"!7 的 H;&乙醇溶液，室温

轻轻振荡洗脱染液 A"#$%，在 ;H"%# 波长检测乙醇

溶液的吸光度值，培养板上吸附的细胞越多，读数

越高。

!"$ 细菌双杂交方法确定 %&’( 蛋白与其它蛋白

%)*+、%,&- 之间相互结合关系

?8I1/2$5@81ID " JK5)6L32$M N/I152 试 剂 盒

（’12818O/%/）用来检测蛋白之间的相互结合。首先，

所有基因通过 *PQ 方法克隆到 RPQ9G!)JS*S 载体

上，然后分别亚克隆到载体 R?J 和 RJQ,。*PQ 引物

见表 9。所有基因插入内切酶 !"##和 $%"Q#或

&’"#位点之间，通过 (T+ 序列测定检测构建质粒

的正确性。需要检测的每对基因同时采用电击方法

同时转化进入 Q’（2/R521/2 0128$%）中，转化子过夜培

养物在 7? 培养基中稀释 ; 倍，并 加 入 终 浓 度 为

!"!#54=7 的 U*J,，继 续 培 养 ;D，所 有 培 养 都 要 在

A"C条件下完成。收集细胞并参照 @$44/2 的方法测

定$)O848I150$M80/ 的活性。每个分析实验至少重复 A
次，实验结果分别与阳性和阴性对照比较［!:］。

!". %)*+ 蛋白分泌的检测

在 JJ’’ 诱导条件下，收集各菌株 7? 培养物的

上清液，加入 !;&的 JP+（ 12$ID45258I/1$I 8I$M），冰浴

A"#$% 后高速离心，沉淀用冷的丙酮洗一次，加入

!=!"体积的蛋白质上样缓冲液，煮沸 !"#$% 后上样

进行 ’(’)*+,- 电泳，蛋白质转移到 *N(>)*7V’ 膜

上后，一抗采用兔抗 *5RT 蛋白的血清。

!"/ %&’( 融合蛋白分泌的检测

设计引物扩增 (%)* 基因（引物序列见表 9）。首

先，将 *PQ 产 物 克 隆 到 RPQ9G!)JS*S 载 体 上

（U%W$125O/%），测序确认。然后亚克隆到 >48O)18O 标记

的 R>48O)PJP 载体（’$O#8），通过测序确定融合序列

读码框是否正确。 (%)* 基因由载体上的 #+% 启动子

控制，构建的质粒通过 ,+-6#切点与质粒 R(T!H
连接，用于 *I29 蛋白分泌实验和互补实验。R>48O)
PJP 载体与质粒 R(T!H 连接的产物作为载体对照。

( 结果

("! !"#* X 突变体的构建和互补实验

首先通过 *PQ 方法克隆含有 (%)* 基因的 :G!Y3
片 段，测 序 确 定 后 将 该 片 段 亚 克 隆 到 质 粒

R-E!Z,#，采用定点诱变的方法，将 (%)* 基因起始

编码子 +J, 改变为 +JP，使翻译不能起始。按照材

料和方法中所述，筛选 (%)* X 双交换突变体，选择对

抗菌 素 ,# 敏 感 的 菌 落，同 时，用 限 制 性 内 切 酶

,+-6#消化 *PQ 扩增产物，正确的双交换突变体

中引入了 ,+-6#位点。

在 JJ’’ 诱导条件下，分别测定 (%)* X 突变体在

7? 或含有 ;&>?’ 的 (@-@ 培养基中，-[5’ 和 -[5J
蛋白的分泌情况，如图 ! 所示，与野生型对照相比，

(%)* X 突 变 体 分 泌 -[5’ 和 -[5J 蛋 白 的 能 力 明 显

下降。

图 ! !"#* X 突变体 0011 诱导实验

>$O\! JJ’’ 0/I2/1$5% 8008L 5] (%)* X #^18%1 \ .$4M 1LR/ 0128$% *+_ K80
^0/M 80 I5%1254 \ JJ’’ K80 I5%M^I1/M $% 351D 7? 8%M (@-@ K$1D ;&
>?’\

为了验证 (%)* X 突变体的正确性，我们将为携

带 (%)* 基 因 的 质 粒 转 化 进 入 (%)* X 突 变 体，进 行

JJ’’ 诱导实验，发现 (%)* 基因互补后，确实能够提

高菌株 -[5’ 和 -[5J 蛋白的分泌水平（图 9）。

图 ( !"#* X 突变体的互补实验

>$O\9 P5#R4/#/%181$5% 5] (%)* X #^18%1 \ JJ’’ $%M^I1$5% 8008L K/2/
I5%M^I1/M $% 7? #/M$^#\ Q833$1 8%1$)-[5’ 0/2^# K80 ^0/M 80 ]$201
8%1$35ML $% 1D/ ./01/2% 3451 \ N：W/I152 I5%1254，R‘+T"aAa；RI29>：

R480#$M I5%18$%$%O ]48O)18OO/M (%)* O/%/，R‘+T"aAA\

("( 0011 的诱导及表达水平的测定!2半乳糖苷酶

活性检测

在 JJ’’ 诱导和非诱导条件下，测定不同菌株$)
半乳糖苷酶的活性，野生型菌株 *+_，和 ("(! X 突变

!ZB杨洪江等：铜绿假单胞菌 (%)* 基因功能的研究 \ =微生物学报（9""B）:B（;）



体作为对照，结果如图 ! 所示，在诱导条件下，"#$
菌株 %%&& 的表达水平明显高于非诱导条件下的表

达水平，而 !"!# ’ 突变体的表达水平不受 ()%# 的

影响，与 报 道 的 结 果 一 致［!］。与 对 照 菌 株 相 比，

!$%& ’ 突变体 %%&& 的表达水平存在着显著差别，与

前面 (*+& 和 (*+% 蛋白分泌实验结果相一致。这些

实验结果显示，!$%& ’ 突变体中 %%&& 的表达和分泌

水平都受到影响。

图 ! !"半乳糖苷酶活性检测

,-./ ! 01234.35362+7-8371 362-9-2: 3773: +; 72<3-=7 63<<:-=. 1*+%4>36?

;@7-+= <1A+<21< .1=1（ABCDDDE）/ C-58 2:A1 72<3-= "#$ 3=8 !"!# ’

F@23=27 37 6+=2<+57/ CG ()%#：=+=4-=8@62-=. 6+=8-2-+=，H-2I+@2 388-=.
()%#；CJ ()%#：-=8@62-+= 6+=8-2-+=，H-2I 2I1 388-2-+= +; ()%# 2+ 2I1
6@52@<17/

图 # !"#& ’ 突变体 $%&’ 细胞感染实验

,-./K B1>3 6155 -=;162-+= 3773: +; ’()*+","-.( .)%*/0-"(. 72<3-=7/
"#$，H-58 2:A1 72<3-= 37 A+7-2-91 6+=2<+5；1*7#：：! 37 =1.32-91 6+=2<+5；

!"!# ’ -7 F@23=2 H-2I 6+=72-2@2-91 716<12-+= +; 1;;162+< A<+21-=7/
L:2+A537F，73FA517 ;<+F B1>3 6155 6:2+A537F/ M18-@F，73FA517 ;<+F
6155 6@52@<1 F18-3/

()! $%&’ 细胞感染实验

培养包括 !$%& ’ 突变体在内的铜绿假单胞菌，

感染 B1>3 细胞。用 C1721<= N5+2 的方法分析将 (*+&
和 (*+% 蛋白注入到细胞质内的能力有无变化。实

验按方法中所述进行，结果如图 K 所示，"#$ 能够将

一定数量的 (*+& 和 (*+% 蛋白 转 运 到 细 胞 内，而

!"!# ’ 突 变 体 的 转 运 能 力 明 显 高 于 野 生 型 菌 株

"#$，虽然 !$%& ’ 突变体在感染时间内，同样能引起

几乎 ODDP B1>3 细 胞 圆 形 化（ <+@=8-=.），但 是

C1721<= N5+2 不能检测到细胞内 (*+& 和 (*+% 蛋白，

说明 !$%& ’ 突变体将 (*+& 和 (*+% 蛋白注入到细胞

质内的能力，也受到明显损害。另外，该结果也从一

个方面说明，只需要很少的 (*+& 蛋白，就能引起细

胞凋 亡 的 发 生。细 胞 培 养 基 中，野 生 型 "#$ 和

!$%& ’ 突变体都无法检测到 (*+& 和 (*+% 蛋白，说明

细胞接触信号具有很强的方向性，而 !"!# ’ 突变体

为组成型表达，因此能够分泌大量的 (*+& 和 (*+%
蛋白。

()# 细胞毒性分析

为进一步确认 !$%& ’ 突变体对宿主细胞的感染

能力，进行细胞毒性实验，结果显示（图 Q），!$%& ’ 突

变体感染的样品，大部分细胞从培养板上脱离，与野

生型或 !"!# ’ 突变体相比，12QRD的读值没有明显差

别，具有同样的细胞杀伤能力。

图 * 细胞毒性实验

,-./Q L:2+2+*-6-2: 3773: +; ’()*+","-.( .)%*/0-"(. 72<3-=7/ "#$，H-58

2:A1 72<3-= 37 A+7-2-91 6+=2<+5；1*7#：：! 37 =1.32-91 6+=2<+5；!"!# ’ -7
F@23=2 H-2I 6+=72-2@2-91 716<12-+= +; 1;;162+< A<+21-=7/；N53=S -7 6+=2<+5
H-2I+@2 388-=. 3=: N3621<-3 8@<-=. 2I1 3773:/

()* !"#& 和 !$"% 基因编码的蛋白与 +,-. 蛋白存

在相互反应

耶尔森氏菌（3)%(0-0. )-4)%"$"5040$.）的研究表明，

&:6T 和 U760 蛋白形成的复合体是 U+AT 的伴娘蛋

白，而 (6$#，6($7 和 6"!# 基因分别与 !$%&，!($7，和

!"!# 基因具有高度的同源性，因此我们推测 !$%&，

!($7，和 !"!# 基因产物之间可能存在类似的相互结

合。实验过程中，我们采用细菌双杂交方法，研究

!$%&，!($7，和 !"!# 基因之间是否存在蛋白之间的

相互结合。按方法中所述，将目的基因分别克隆到

A0% 和 A%V) 载体上，构建的质粒同时转入宿主 V&
（<1A+<21< 72<3-=）中，挑选不同菌落用于液体培养，测

定 N1234.35362+7-8371 活性，根据活性确定蛋白之间是

否存在相互结合。结果如表 ! 所示，"+AT 与 "6<W 或

"760 蛋白之间实验结果为阴性，不存在蛋白之间的

结合，而 ! 种基因同时存在时，检测结果为阳性，说

WXY U#T) B+=.4Z-3=. )4 .5 / [8$4. 90$%":0"5"/0$. ;0-0$.（WDDY）KY（Q）



明 !"#$ 或 !%"& 蛋白的复合体与 !’() 之间存在相互

结合的关系。

表 ! 细菌双杂交系统研究蛋白之间的相互作用

*+,-. / !#’0.12% 120.#+"01’2% %0345

6107 ,+"0.#1+- 06’875,#14 %5%0.9

(&*8
(*:;8

<."0’# ;+-==! !"!# !$%& !$%&’!($)
<."0’# > > > > >
?;@$ > A A A ! 20 20 20
!"!# > 20 > > A
!$%& > 20 > > >

!$%&’!($) > 20 A > >
! !’%101B. "’20#’- (#’B14.4 ,5 07. C10 D > ，2’ 120.#+"01’2（!8E+-+"0’%14+%.
+"01B101.% F =GH）；A ，(’%101B. 120.#+"01’2，!8E+-+"0’%14+%. +"01B101.% ’I $GH8
/GH，/GH8JGH +24 K JGH +#. 9+#C.4 +% A ，A A ，A A A ，#.%(."01B.-5；20，
2’0 0.%0.4D

"#$ 在 !"#& > 突变体中 %&’( 蛋白无法分泌到胞外

细菌双杂交实验结果显示，!$%& 基因编码蛋白

可能是 *"!# 蛋白的伴侣蛋白（ $+,!-%".），具有维持

*"!# 蛋白构像，促进分泌的功能。为了研究这一推

论的正确性，我们采用 /-(0-%. 12"0 方法，检测 ("#& >

突变体中 !’() 蛋白的分泌情况，结果如图 L 所示，

尽管 !$%& > 突变体细胞内和野生型菌株 *34 细胞内

的 *"!# 蛋白的数量相似，但是在 ("#& > 突变体的上

清液中几乎无法检测到 !’() 蛋白，该结果显示，

!$%& 基因缺失影响 !’() 蛋白的分泌。

图 $ %)*" 蛋白影响 %&’( 蛋白的分泌

@1ED L M."#.01’2 ’I !’() (#’0.12 12 41II.#.20 *(-56"7".,( ,-%589."(,
%0#+12% D :+,,10 +2018!’() %.#39 6+% I1#%0 (3#1I1.4 6107 +II12105 9.07’4 +24
3%.4 12 07. 4.0."01’2 ’I !’() (#’0.12 12 ,’07 ".-- +%%’"1+0.4 +24

%3(.#2+0+20 %+9(-.%D N1-4 05(. %0#+12 !OP6+% 3%.4 +% "’20#’-%，!"!# >

930+20 6+% 3%.4 +% 2.E+01B. "’20#’- D NQ R;*O： 2’281243"012E
"’24101’2，6107’30 +44101’2 ’I R;*O；NS R;*O：1243"012E "’24101’2，6107
R;*O 12 07. "3-03#.%D

"#+ %)*" 蛋白可以分泌到细胞外

为了研究 !"#$ 蛋白是否可以通过"型分泌系

统分泌到细胞外，我们构建了相应质粒（见材料与方

法），分别转化进入 !$%& > 突变体中。在 **MM 诱导

和非诱导条件下，分别检测上清液中是否存在 !"#$
蛋白。上清液经过 *TO 沉淀浓缩后上样，我们采用

鼠抗 I-+E 的单克隆抗体作为一抗，用于 N.%0.#2 ,-’0，
结果发现 !"#$ 蛋白可以分泌到细胞外（图 U）。

图 + %)*",-./0 蛋白可以分泌到细胞外

@1EDU M."#.01’2 ’I !"#$8I-+E I3%1’2 (#’0.12 43#12E **MM 1243"01’2 +%%+5D
O2018I-+E 9’2’"-’2+- +201,’45 6+% 3%.4 +% I1#%0 +201,’45 43#12E 6.%0.#2
,-’0 +24 V:! "’2W3E+0.4 %7..( +20189’3%. +201,’45 6+% 3%.4 +% %."’24+#5
+201,’45D <：B."0’# "’20#’-，(XO)HL/L；("#$@：(-+%914 "’20+1212E I-+E
0+EE.4 !$%& E.2.，(XO)HL//D

! 讨论

本研究选择 !$%& 基因作为研究对象，从多个方

面分析了 !$%& > 突变体 **MM 表型的变化，发现该突

变体分泌能力显著下降，转运细胞毒素至宿主细胞

内的数量也明显降低。为了分析造成这些表型变化

的原因，我 们 设 计 了 细 菌 双 杂 交 系 统 实 验，发 现

!$%&、!($) 和 !"!# 这 / 个基因之间可能存在相互结

合的关系。通过 Y)O 序列比较，我们知道铜绿假单

胞菌的 !$%&、!($) 和 !"!# 基因，分别与耶尔森氏菌

（:-%(9.9, -.0-%"$"2909$,）(;$#、;($) 和 ;"!# 基因具有很

高的同源性，M5") 和 X%"& 蛋白形成的复合体能够

与 X’() 蛋白结合，调节 **MM 的表达和分泌［=G］，间

接证实了本文实验结果的正确性。对耶尔森氏菌

(;$# > 突变体研究发现，**MM 的表达和分泌 X’(% 蛋

白的水平均明显低于野生型，与 !$%& > 突变体的表

型非常相似［=G，=L］。

在 !’() 蛋白的分泌实验中，!$%& > 突变体的上

清液中无 法 检 测 到 !’() 蛋 白，显 示 !"#$ 蛋 白 对

!’() 蛋白分泌的重要性。因此，我们推论 !"#$ 蛋白

可能通过与 !’() 蛋白的结合，调节 **MM 的表达和

分泌。近来的研究表明，!’() 蛋白对 **MM 的表达

起负调控作用，但是其调控方式还没有明确。目前

有两种模型，一种为“帽子结构”（"+( %0#3"03#.）模型，

另一种为“塞子结构”（(-3E %0#3"03#.）［=L Z =[］。我们的

研究结果表明，!"#$ 蛋白是 !’() 蛋白的伴侣蛋白，

!’() 蛋白的分泌依赖于 !"#$ 蛋白的存在（表 /，图

L）。同时我们也注意到，!$%& > 突变体与 !"!# > 突变

体的表型，存在着显著区别，因此，关于这些基因如

何参与 **MM 的调控还无法明确。另外，本文发现

!"#$ 蛋白同样能分泌到细胞外，而其同源蛋白 M5")
在耶尔森氏菌中，则不能分泌，只具有伴侣蛋白的作

/[U杨洪江等：铜绿假单胞菌 !$%& 基因功能的研究 D \微生物学报（$HHU）JU（G）



用，这一结果显示 !"#$ 蛋白可能参与分泌器的早期

形成。
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