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摘  要：【目的】进一步研究 III 型分泌系统(Type III secretion system, TTSS)抑制剂对条件致

病菌 Pseudomonas aeruginosa PAO1 的 TTSS 相关蛋白、鞭毛和纤毛等主要毒性因子的影响，

评估 TTSS 抑制剂的防治效果及潜在风险。【方法】构建 TTSS 效应蛋白合成基因 exoY 和 exoT
转录报告质粒 pAT-exoY、pAT-exoT，并将其转入菌株 PAO1 中。菌株 PAO1(pAT-exoY)、
PAO1(pAT-exoT) 与 TTSS 抑制剂共同培养后，检测 exoY 和 exoT 的表达。通过 SDS-PAGE 检

测 TTSS 抑制剂对鞭毛结构蛋白 FliC 的影响。将 PAO1 单菌落穿刺接种于含有 TTSS 抑制剂

的 1%琼脂糖平板，观察细菌纤毛介导的蹭行运动(Twitching motility)。【结果】转录报告实验

结果表明 4 个 TTSS 抑制剂可显著抑制 exoY 和 exoT 的转录；化合物 TS52、TS53 和 TS94 虽

不影响胞内 TTSS 针状顶端结构蛋白 PcrV 的产量，但可抑制 PcrV 蛋白的胞外运输。化合物

TS53 可降低鞭毛结构蛋白 FliC 的产生。另外，化合物 TS52、TS53 和 TS88 可降低菌株 PAO1
的蹭行运动能力，但 TS94 可提高菌株 PAO1 的这种运动能力。【结论】TTSS 抑制剂除通过

抑制 TTSS 表达外，还可能通过影响其它毒性因子如鞭毛的合成、IV 型分泌系统介导的蹭行

运动等方式影响菌株 PAO1 致病性。 
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Abstract: [Objective] To study the effect of type III secretion system (TTSS) inhibitors on 
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virulence factors, TTSS, bacterial flagella and pilin, of Pseudomonas aeruginosa PAO1. 
[Methods] The transcriptional reporters of exoT and exoY genes were used to monitor the exoT and 
exoY expression in the wild type strain PAO1 supplemented with TTSS inhibitors. The protein 
level of FliC was analyzed by SDS-PAGE. The twitching motility mediated by bacterial pilin was 
examined on the BM2 medium. [Results] Transcriptional fusion assay indicated that the expression 
of exoT and exoY was decreased when the TTSS inhibitors were supplemented. Although the 
production of PcrV was not changed in the cells when compounds TS52, TS53 and TS94 were 
added in the medium, the translocation of PcrV protein in the medium was decreased. The level of 
flagella structural protein FliC was decreased when the compound TS53 was supplemented in the 
medium. In addition, compounds TS52, TS53 and TS88 inhibited the ability of twitching motility, 
whereas TS94 increased the twitching motility. [Conclusion] Besides the TTSS effector genes, 
TTSS inhibitors influence other virulence factors, such as flagella and type IV pilus-dependent 
twitching motility. These data will provide the theoretical basis for further clinical trials. 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是一
种革兰氏阴性条件致病菌，易感染免疫系统受损的

人群，同时也是囊肿性纤维化(Cystic fibrosis，CF)

病人的主要致病菌。前期研究发现多种毒性因子参

与 P. aeruginosa 病原菌的致病过程[1-2]。其中 III

型分泌系统(Type III secretion system，TTSS)将效
应蛋白(Effector)注射到寄主细胞中，这些效应蛋白
则影响宿主细胞基因表达，抑制宿主的免疫反应并

清除细菌的能力[3]。病原菌 P. aeruginosa中共发现
4个效应蛋白：胞外酶 S (ExoS)、胞外酶 T (ExoT)、

胞外酶 U (ExoU)和胞外酶 Y (ExoY)，而 ExoS和
ExoY不会同时存在于一个菌株之中[4-5]。临床对照

研究数据表明，患者感染表达 TTSS的铜绿假单胞菌

较之对照组有更高的病死率及败血症的发生率[6]。 
TTSS 编码及相关调控基因与细菌鞭毛合成及

相关调控基因具有较高的同源性[7]。鞭毛是细菌菌体

表面的一种细长特殊结构，是细菌的运动器官。细

菌鞭毛在趋化、附着、毒性因子的产生、生物膜形

成及定殖过程中起着重要的作用，是潜在的致病因

子之一[8]。多种动物模式侵染实验表明 P. aeruginosa
鞭毛缺失突变体的侵染能力明显低于野生菌株[9]。

菌株 P. aeruginosa中，鞭毛主要组分由 fliC编码的
FliC蛋白构成，而 fliC受依赖于 σ54转录激活子 FleQ
调控[10]。除 TTSS和鞭毛等毒性因子外，IV型系统
也在 P. aeruginosa致病过程中发挥重要作用。IV型

系统菌毛介导的蹭行运动(Twitching motility)是生
物膜形成的第一阶段(不可逆性黏附阶段)必不可少
的因素，并影响后期生物膜的形态与结构[11]。而   
P. aeruginosa菌株在病人肺部感染形成的囊性纤维
变性、肺结核、尿路感染、呼吸道感染和大约 25%
的肾结石等症状都是由生物膜造成的[12]。 

本文利用前期筛选得到的 TTSS抑制剂 5a (本
文命名为 TS52)、5e (本文命名为 TS53)、5o (本文
命名为 TS88)和 5r (本文命名为 TS94)为研究对  
象[13]，进一步研究这些化合物对 TTSS其它效应蛋
白以及 TTSS结构蛋白的影响，并对细菌鞭毛的形
成、IV 型系统介导的蹭行运动能力等性状进行研
究，更加全面地分析这些化合物对 P. aeruginosa
菌株毒性因子的影响，为这些化合物将来临床前实

验提供理论依据(图 1)。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和培养条件 
本实验所用的菌株和质粒见表 1。菌株      

P. aeruginosa PAO1及 Escherichia coli DH5α于 LB
培养基中 37 °C培养 12−16 h。菌株 PAO1 TTSS诱
导培养基配方为(g/L)：胰蛋白胨 10、酵母提取物
5、200 mmol/L NaCl 和 10 mmol/L 氨三乙酸
(Nitrilotriacetic acid，NTA)。BM2培养基配方参照
文献[14]。抗生素使用终浓度分别为：氨苄青霉素
(Ap) 50 mg/L，羧苄青霉素(Cb) 100 mg/L。 
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图 1  本文使用的 α-苯氧基酰胺化合物结构式 
Figure 1  The α-phenoxyacetamide compounds used in this study 

 
表 1  本实验所用菌株、质粒和引物 

Table 1  Bacteria strains, plasmids and primers used in this study 
菌株、质粒或引物 

Strains, plasmids or primers 
描述 

Description 
参考文献或来源 

Reference or source

Strains   

P. aeruginosa PAO1 Wild type; Apr  

Escherichia coli DH5α supE44 lacU169 (φ80lacZ M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 [15] 

Plasmids   

pPROBE-AT Promoter-probe vector; Cbr [16] 

pAT-exoS pPROBE-AT containing a 510-bp fragment containing exoS promoter region; Cbr [17] 

pAT-exoY pPROBE-AT containing a 360-bp fragment containing exoY promoter region; Cbr This study 

pAT-exoT pPROBE-AT containing a 300-bp fragment containing exoT promoter region; Cbr This study 

Primers   

exoYBamHI 5′-ATGGATCCGACGGCGTACTTCGCGAC-3′  

exoYEcoRI360 5′-ATGAATTCTGCATCCGCAGGGCGCAG-3′  

exoTBamHI 5′-TAGGATCCCACCAAGCCCGTCGCTGC-3′  

exoTEcoRI300 5′-ATGAATTCCCAGGGCCCGGCCACGGC-3′  

注：Apr和 Cbr分别表示抗氨苄青霉素和羧苄青霉素. 
Note: Apr and Cbr indicate resistance to ampicillin and carbenicillin, respectively. 
 

1.2  主要试剂和仪器 
Taq DNA聚合酶、限制性内切酶以及 T4 DNA

连接酶均购自 NEB公司。引物由 Fisher公司合成。
其他化学试剂均购自 Sigma 公司。α-苯氧基酰胺
类化合物 TS52、TS53、TS88和 TS94由本实验室
合成，具体合成方法参照文献[13]。ExoS 多克隆
抗体购自 Accurate Chemical & Scientific 公司；
RNA 聚合酶抗体购自 Neoclone 公司；PcrV 抗体
为 Dara W. Frank博士馈赠；AP标记的羊抗鸡二
抗 和 HRP 标 记 的 羊 抗 兔 二 抗 均 购 自

SouthernBiotech公司。HRP显影底物(ECL prime)
购 自 GE 公 司 。 荧 光 激 活 细 胞 分 选 仪

(Fluorescence-activated cell sorter；FACS)购自 BD
公司；分光光度计购自 BioTek公司。 

1.3  DNA 操作 
基因组和质粒 DNA、PCR、限制性内切酶反

应、DNA连接反应、DNA凝胶电泳参照文献[18]。 

1.4  构建 exoY-gfp 和 exoT-gfp 转录融合质粒 
以 P. aeruginosa PAO1基因组为模板，利用引

物 exoYBamHI/exoYEcoRI360 和 exoTBamHI/exo 
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TEcoRI300 PCR 分别扩增 exsY 和 exoT 启动子区
域。得到的 DNA片段用 BamH I-EcoR I酶切后, 与
经 BamH I-EcoR I 酶切的 pPROBE-AT 连接得到
exoY和 exoT转录融合质粒 pAT-exoY和 pAT-exoT。
将获得的载体利用电击的方法转入野生型菌株

PAO1中。exoY-gfp和 exoT-gfp转录融合结构检测
方法参照文献[17]。 

1.5  Western blot 检测 ExoS(T)和 PcrV 蛋白水平 
菌株 PAO1 于 LB 培养液中过夜培养后，按  

1:1 000 稀释到含有 TTSS 抑制剂的诱导培养液中
(TTSS 抑制剂终浓度为 250 μmol/L，DMSO 为对
照)，培养 6 h后，离心收集菌体，检测 PAO1胞内
EoxY、EoxT和 PcrV蛋白水平。PAO1胞外分泌的
蛋白 PcrV 收集方法参照文献[19]。蛋白样品经
SDS-PAGE电泳后，用 Bio-Rad半干转膜仪将蛋白
样品转移到 PVDF膜中。5%脱脂奶粉过夜封闭后，
添加ExoS抗体或 PcrV抗体(1:5 000稀释)反应 1 h；
PVDF 膜经 PBST 清洗 3 次后，加入对应的二抗 
(1:5 000稀释)，室温反应 1 h，PBST洗 3次。将 PVDF
膜浸泡在 AP 反应液(100 mmol/L Tris，pH 9.5；   
100 mmol/L NaCl；50 mmol/L MgCl2)中即可检测
ExoS(T)蛋白水平；取等量 HRP 显影底物溶液 A
和溶液 B，均匀混合后滴加到 PVDF 膜上以检测
PcrV蛋白水平。 

1.6  鞭毛结构蛋白 FliC 的检测 
将菌株 PAO1 培养于含有 TTSS 抑制剂(终浓

度为 250 μmol/L)的诱导培养液中，培养 6 h后，
取 1 mL菌液，2 000×g室温离心 5 min。将 850 μL

上清与 150 μL预冷的 100% TCA混合静置 30 min。
13 000×g室温离心 5 min，收集沉淀，沉淀经丙酮
清洗后，溶解于适量 PBS 溶液中。蛋白样品经

SDS-PAGE 电泳后，考马斯亮蓝染色检测 FliC 蛋
白水平。具体方法参照文献[11]。 

1.7  细菌纤毛介导的蹭行运动 (Twitching 
motility)及鞭毛介导的群集运动能力(Swarming 
motility)检测 

为检测蹭行运动，配制含有 TTSS 抑制剂

(TTSS抑制剂终浓度为 250 μmol/L，DMSO为对照)
的 1% BM2 培养基，用无菌牙签挑选单菌落穿刺
接种于平板交接处，37 °C培养 24 h，记录细菌在
平板与琼脂之间运动环的直径。为检测群集运动能

力，将过夜培养的菌液滴到含有 TTSS 抑制剂
(TTSS抑制剂终浓度为 250 μmol/L，DMSO为对照)
的 0.5% BM2培养基中，37 °C培养 24 h后观察结
果。具体方法参照文献[12]。 

2  结果与分析 

2.1  TTSS抑制剂对TTSS其它效应蛋白的影响 
本实验室利用 exoS-gfp转录融合结构从 21个

α-苯氧基酰胺类化合物中筛选得到可显著影响

TTSS效应蛋白编码基因 exoS表达的化合物 TS52、

TS53、TS88 和 TS94[13]。为进一步研究这些化合

物对 TTSS的抑制作用，本文构建了另外两个效应

蛋白合成基因 exoT 和 exoY 转录报告融合结构

exoT-gfp和 exoY-gfp，并检测其表达。结果表明这

些化合物除影响 exoS表达外(图 2A)，还可显著影

响 exoY 和 exoT 的转录(图 2B、C)。Western blot

实验进一步表明这些化合物可显著抑制 ExoS 和

ExoT蛋白的产生(图 2D)。 

2.2  α-苯氧基酰胺类化合物对菌株 PAO1 TTSS
结构组件的影响 

菌株 PAO1中，PcrV蛋白是 TTSS针状结构顶

端的结构组件，而且是 TTSS 中 PopB 和 PopD蛋

白组装及运输到寄主细胞必需的，缺失 pcrV 可显

著影响 TTSS功能及菌株的致病性[19]。为进一步研

究 TTSS抑制剂对菌株 PAO1 TTSS的影响，本文

检测了这些化合物对 PcrV蛋白的影响。研究结果

表明，这些化合物虽不影响胞内 PcrV蛋白的水平，

但除化合物 TS88外，TS52、TS53和 TS94可显著

抑制 PcrV蛋白向胞外的分泌(图 3)。 

2.3  TTSS 抑制剂对鞭毛结构蛋白 FliC 及其介

导的群集运动能力(Swarming motility)的影响 
多种动物侵染实验结果表明鞭毛在菌株 PAO1

的致病过程中起到了重要作用[9-10]。为研究 TTSS  
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图 2  α-苯氧基酰胺类化合物影响菌株 PAO1 TTSS 

Figure 2  The effect of TS52, TS53, TS88 and TS94 on TTSS of P. aeruginosa PAO1 
注：将携带质粒 pAT-exoS (A)，pAT-exoT (B)和 pAT-exoY (C)的菌株 PAO1在含有 TTSS抑制剂的诱导培养液中培养 6 h后，测
定 exoT和 exoY的表达；为检测 ExoT和 ExoS蛋白的产量，菌株 PAO1生长在 TTSS诱导培养基中，并将 TTSS抑制剂(终浓度
为 250 μmol/L)添加到诱导培养液中，培养 6 h后取样。使用 ExoS多克隆抗体检测菌株 PAO1中 ExoS和 ExoT蛋白的产量(以 RNA
聚合酶 β亚基多克隆抗体检测蛋白上样量)(D). 
Note: Promoter activities of exoS (A), exoY (B), and exoT (C) in P. aeruginosa PAO1 were measured in the TTSS-induced medium with 
the inhibitors TS52, TS53, TS88 and TS94. The same volume of DMSO was added into the medium as a negative control. Values of mean 
fluorescence intensity (MFI) were an average GFP fluorescence intensity of total bacterial cells with SD. To check the levels of ExoS and 
ExoT, P. aeruginosa PAO1 strain was grown in TTSS induction medium supplemented with 250 μmol/L compounds. The Western blot 
was performed using an anti-ExoS polyclonal antibody. An antibody directed against RNA polymerase subunit β subunit (α-RNAP) was 
used as a loading control (D). All experiments were performed in triplicate, and the x±s were indicated. 
 

 
 

图 3  TTSS 抑制剂影响菌株 PAO1 PcrV 蛋白的产量 
Figure 3  The effect of TTSS inhibitors on the 
production of PcrV protein 
注：菌株 PAO1生长于含有 TTSS抑制剂的诱导培养基中，培
养 6 h后，按 1.5节分别取样，使用 PcrV多克隆抗体检测菌
株 PAO1中 PcrV蛋白的产量. 
Note: P. aeruginosa PAO1 strain was grown in TTSS-induced 
medium with TTSS inhibitors. The western blot was performed 
using an anti-PcrV polyclonal antibody. An antibody directed 
against RNA polymerase subunit β subunit (-RNAP) is used as a 
loading control. All experiments were performed in triplicate. 

抑制剂是否影响鞭毛的形成，本文检测了各处理中

鞭毛主要结构蛋白 FliC的产量。研究结果表明 4个

化合物中只有化合物TS53可显著抑制 FliC的合成

(图 4A)。同样，TTSS 抑制剂 TS53 也可显著抑制

鞭毛介导的群集运动能力，而其它 3个化合物则不

影响菌株 PAO1群集运动能力(图 4B)。 

2.4  TTSS 抑制剂影响菌株 PAO1 蹭行运动能

力(Twitching motility) 
菌株 PAO1 IV型纤毛介导的蹭行运动与该菌

株早期黏附寄主组织细胞密切相关，IV 型纤毛突

变的菌株可丧失蹭行运动的能力，并导致生物膜

(Biofilm)形成缺陷[11]。为研究 TTSS抑制剂是否影

响 IV 型系统，本文检测了 TTSS 抑制剂对菌株

PAO1蹭行运动能力的影响。研究结果发现化合物

TS52、TS53 和 TS88 可显著降低菌株 PAO1 的蹭

行运动，然而化合物TS94则可显著提高菌株PAO1

的蹭行运动(图 5)。 
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图 4  TTSS 抑制剂影响鞭毛结构蛋白 FliC 及群集运动能力 
Figure 4  The effect of TTSS inhibitors on the flagella structural protein FliC and swarming motility 

注：M：Marker；A：菌株 PAO1在添加有抑制剂的 TTSS诱导培养液培养 6 h后，取样，SDS-PAGE检测 FliC蛋白含量；B：
将 PAO1菌液滴到 0.5% BM2培养基中检测群集运动能力. 
Note: M: Marker; A: P. aeruginosa PAO1 was grown in the TTSS-induced medium with inhibitors. The SDS-PAGE was performed to 
check the levels of FliC; B: Strain PAO1 was cultured on the 0.5% BM2 medium to measure the swarming motility. All experiments were 
performed in triplicate, and the x±s were indicated. 
 

 
 
图 5  TTSS 抑制剂对菌株 PAO1 蹭行运动能力的影响 
Figure 5  The effect of TTSS inhibitors on the ability of 
twitching motility in strain PAO1 
注：将菌株 PAO1穿刺到含有 TTSS抑制剂的 BM2培养基与
平板之间，37 °C培养 24 h检测蹭行运动形成的菌圈直径. 
Note: Strain PAO1 was stabbed into the bottom of a petri dish 
containing the above 1% BM2 medium to measure the twitching 
motility. The zone of twitching motility was visualized by 
staining with 1% cystal violet. All experiments were performed in 
triplicate, and the x±s were indicated. 
 

3  讨论 

近年来，由于传统抗生素药物的不合理使用，

在临床治疗过程中出现了许多耐药性菌株。细菌耐

药性的不断增强，可导致临床治疗的失败，死亡的

危险性也会增加。传统抗生素作用机制一般是直接

杀死病原微生物，而这也是导致耐药性菌株出现的

主要原因。TTSS系统在许多人体及动植物病原菌
致病性过程中起到重要作用，但 TTSS系统并不是
细菌生长所必需的，因此寻找、设计以 TTSS为靶
标的抗生素成为很有前景的抗感染策略[20]。 

前期研究表明 α-苯氧基酰胺类化合物 TS52、
TS53、TS88 和 TS94 可抑制 TTSS 效应蛋白编码
基因 exoS 的表达及蛋白的产生，本文研究结果进
一步表明这些化合物也可影响另外两个效应蛋白

编码基因 exoT和 exoY的表达(图 2)。另外，对 TTSS
针状结构顶端结构组件 PcrV蛋白的分析发现，除
化合物 TS88 外，其它 3 个化合物虽不影响胞内
PcrV蛋白的水平，但影响 PcrV蛋白的分泌。因此
这 3个化合物可能影响到 III型分泌系统的组装，
进而影响到 PcrV 蛋白从胞内向胞外的运输。而
TTSS 几乎所有基因都受到 AraC 转录激活因子家
族成员 ExsA 的直接调控[21]。综上所述，化合物

TS52、TS53和 TS94可能是通过影响 ExsA的功能，
从而影响这些效应蛋白的产生。 

分析化合物 TS52、TS53、TS88和 TS94的化
学结构发现，它们的基本骨架是α-(2,4-二氯苯氧)
酰胺(图 1)。从这些化合物对菌株 PAO1 毒性因子
的检测实验中发现，这种结构骨架有利于抑制

TTSS效应子产生(图 2)，然而它们的具体化学结构
还是有很大区别：(1) 与 TS52相比，化合物 TS53
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中酰胺侧链增加了 1个碳原子，该化合物即可明显
抑制鞭毛蛋白 FliC 的产生，因此对酰胺侧链的修
饰可能有利于这类化合物对鞭毛蛋白 FliC 的抑制
作用；(2) TS88酰胺侧链的长度同 TS53一样，为
3个碳原子，但右侧苄基部分的取代基明显不同：
TS53 右侧取代基是给电子的 3,4-(次甲基二氧)基
团，而 TS88右侧取代基是吸电子的 3,4-二氯基团，
这种改变影响了抑制鞭毛蛋白 FliC的功能；(3) 与
TS53相比，TS94右侧苄基部分取代基是吡啶，属
于碱性基团，即氢键给体。TS94 右侧取代基化学
性质的明显差异，影响到该化合物对 IV型纤毛介
导的蹭行运动的抑制作用。因此，今后设计和合成

新型 TTSS 抑制剂，会在保持α-(2,4-二氯苯氧)酰
胺基本骨架的基础上，适当增加酰胺侧链的长度，

并在右侧苄基上尝试其他的给电子取代基团。 
由于细菌耐药性的出现，单靠一种作用机制筛

选抗生素并不是非常理想的方法。因此本文以筛选

TTSS 抑制剂为出发点，结合分析 TTSS 抑制剂对
其他毒性因子的分析，不仅便于研究抗菌药物的作

用机制，也可用于药物应用前景的评估。 
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