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铜绿假单胞菌 pfm 基因对三型分泌系统 
效应蛋白的影响 

牟锐  杜星  王雪涵  徐海津  张秀明  白艳玲  乔明强* 
(南开大学 生命科学学院  天津  300071) 

 
 

摘  要: 【目的】检测铜绿假单胞菌基因 pfm 对三型分泌系统效应蛋白的影响。【方法】

构建 pfm 基因互补菌株 pfmC。提取野生株 PAO1、敲除株 Δpfm 和互补株 pfmC 的 RNA, 利

用 Real-time PCR 从转录水平检测效应蛋白 ExoS、ExoT 和 ExoY 转录水平的变化。以 ExoS

为代表, 检测细胞内和分泌到细胞外效应蛋白的含量。收集铜绿假单胞菌 PAO1、Δpfm 和

pfmC 菌体内和分泌到细胞外的总蛋白, 利用 ExoS 多克隆抗体进行 Western 杂交, 特异检

测 ExoS 的蛋白水平。【结果】与野生型相比, Δpfm 中 exoS、exoT 和 exoY 转录水平明显降

低, 而 pfmC 中这 3 个蛋白的转录水平得到回补。Δpfm 菌体内和分泌到细胞外的 ExoS 量

均明显低于野生株 PAO1, pfmC 细胞内和细胞外分泌的 ExoS 蛋白量均得到恢复。【结论】

铜绿假单胞菌基因 pfm 会影响三型分泌系统效应蛋白的水平。 
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Abstract: [Objective] Detect the effect of gene pfm on type Ⅲ secretion system effectors. 
[Methods] Complementary strain pfmC was constructed. Total RNA was extracted from the 
wild type strain PAO1, mutant strain Δpfm and complementary strain pfmC respectively and 
real-time PCR was performed to detect the transcription levels of exoS, exoT and exoY. Further 
more, both total intracellular proteins and secreted proteins of strains PAO1, Δpfm and pfmC 
were collected, and detected against the representative effector ExoS by western blot. [Re-
sults] The results showed that transcription levels of exoS, exoT and exoY were significantly 
decreased in Δpfm compared to PAO1, and recovered in pfmC. Western blot showed that both 
total intracellular and secreted ExoS of Δpfm were significantly lower than that of PAO1 and 
recovered in pfmC. [Conclusion] In conclusion, gene pfm of Pseudomonas aeruginosa can af-
fect type Ⅲ secretion system effectors. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Type Ⅲ secretion system, Protein expression level, West-
ern blot 

铜绿假单胞菌属于革兰氏阴性细菌, 是医院

三大致病菌之一。该菌通过一系列毒力机制介导

感染, 三型分泌系统是其中一种重要的机制。细

菌三型分泌系统在细胞表面形成针状结构, 可以

直接将毒力蛋白注入宿主细胞, 造成宿主细胞死

亡, 与细菌快速感染直接相关[1]。铜绿假单胞菌

三型分泌系统由三部分独立但又协同发挥功能

的蛋白复合物组成, 包括三型分泌系统组成元

件、转运和定向元件、效应蛋白和相应的分子伴

侣[2]。目前为止, 铜绿假单胞菌三型分泌系统分

泌的效应蛋白仅发现了 4 个, 包括: ExoS、ExoT、

ExoU 和 ExoY[1]。在已发现的铜绿假单胞菌菌株

中, 均不同时含有 ExoS 和 ExoU[3−4]。 

本实验中所用的模式菌株 PAO1 仅含有

ExoS、ExoT 和 ExoY 3 种效应蛋白。其中, ExoS

是双功能的效应蛋白, 具有 GTPase 激活蛋白

(GAP)活性和 ADP 核糖基转移酶(ADPRT)功

能 [5−6]。分泌的效应蛋白 ExoS 能够介导宿主细胞

凋亡[7]。ExoT 与 ExoS 具有 76%的同源性, ExoT
也是一个双功能效应蛋白 , 具有 GAP 活性和

ADPRT 功能。分泌的 ExoT 蛋白能够破坏宿主细

胞肌动蛋白骨架, 逃避宿主细胞的吞噬[8]。ExoY

是一个腺苷酸环化酶, 分泌的 ExoY 也会破坏细

胞肌动蛋白骨架, 抑制宿主细胞的吞噬[9]。与宿

主细胞接触和低钙离子的情况可以有效地诱导

铜绿假单胞菌三型分泌系统的表达[10−11]。 

本实验室白芳等利用 Mu 转座技术, 筛选出

与铜绿假单胞菌泳动能力相关基因 PA2950, 并

命名为 pfm[12]。随后有报道 PA2950 表达产物与

Vibrio cholerae 中的 FabV 蛋白具有同源性, 具有

丁烯酰 ACP 还原酶活性, 并且参与到脂肪酸代谢

中[13]。针对 pfm 的功能, 我们进行了系统地研究

发现: (1) 铜绿假单胞菌基因 pfm 影响了密度感应

系统(铜绿假单胞菌密度感应系统包括 LasI-LasR

系统, RhlI-RhlR 系统和 PQS 系统[14−16]), 与野生

株相比, pfm 敲除株中密度感应系统信号分子显

著降低; (2) pfm 与铜绿假单胞菌毒力相关, 在小

鼠感染模型和线虫快速杀伤模型中, pfm 突变株

与野生型相比, 毒力显著降低[17−18]。由于三型分

泌系统在铜绿假单胞菌快速感染中发挥着主要

作用, 三型分泌系统效应蛋白更是直接参与了对

宿主的杀伤[19], pfm 可能与三型分泌系统存在关

联, 因此本文检测了 pfm 对三型分泌系统效应蛋

白的影响。 



1464 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1  材料与方法 

1.1  材料 
铜绿假单胞菌模式株 PAO1 为本实验室保存; 

敲除株 Δpfm 为前期实验构建[17]; ExoS 多克隆抗

体为金守光实验室赠予; HRP 标记的羊抗兔二抗

购自 Promega 公司; 显影底物购自 Usb 公司; 

RNA 提取试剂盒购自 Qiagen 公司; 反转录试剂

盒和 SYBR Green 染料购自 Bio-Rad 公司。 

1.2  互补菌株的构建 
以 PAO1 基因组为模板, 用上游引物 pfmC-s 

(酶切位点为 EcoRⅠ): 5′-CGGAATTCCAAGCGG 

AGGTGTCTCATT-3′和下游引物 pfmC-anti (酶切

位点为 Hind Ⅲ) 5′-CCCAAGCTTGACGGCTCG 

GATCCAGGC-3′, 扩增 pfm 基因。利用 EcoRⅠ和

Hind Ⅲ酶切后连接到用相同酶酶切后的 pDN18

载体上, 即构建好互补质粒 pDN18-pfm。将该

质粒电转化入敲除株 Δpfm 中, 即构建好互补菌

株 pfmC。 

1.3  细菌分泌蛋白的收集和浓缩 
配制 L-Broth 培养基(g/L): Trypton 10, Yeast 

extract 5, NaCl 5, pH 7.2。挑选单菌落, 接种到

5 mL L-Broth 培养基中, 30 °C、200 r/min 振荡培

养过夜。然后按照 1:50 接种比例, 接种到含有

0.2%血清的 L-Broth 培养基中, 利用 5 mmol/L 

EGTA 诱 导 三 型 分 泌 系 统 效 应 蛋 白 的 表 达 , 

37 °C、200 r/min 振荡培养 6 h。 

取适量菌液测定细菌浓度 OD600 值。按照所

测的 OD600 值, 用液体 L-Broth 调整样品, 使得样

品的细菌浓度相同。取 1 mL 菌液, 7 000×g 室温

离心 10 min。取离心后所得上清 850 μL 移入一个

干净的 1.5 mL 离心管, 加入 150 μL 预冷的 100% 

TCA, 冰上静置 30 min。13 000×g 离心 10 min, 

收集沉淀。用 1 mL 预冷的丙酮洗涤, 重复 3 次, 

以去除 TCA。13 000×g 室温离心 2 min, 吸去丙

酮, 冰上放置 3 min, 以挥发剩余的丙酮。将所

得 蛋 白 沉 淀 溶 于 适 量 PBS 中 , 并 加 入 适 量

Loading buffer, 沸水浴 10 min 左右, 至蛋白沉

淀完全溶解。 

1.4  SDS-PAGE 和 Western 杂交 
配 制 浓 缩 胶 为 5% 、 分 离 胶 为 12% 的

SDS-PAGE, 进行电泳。电泳完成后, 用 Bio-Rad

半干转膜仪转膜 , 将 PAGE 胶上的蛋白转到

PVDF 膜中, 恒流 300 mA、30 min。将 PVDF 膜

用甲醛激活后, 用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h; 将

ExoS 抗体按照 1:2 000 的比例进行稀释, 一抗室

温振荡反应 1 h; PBST 洗 4 次; 加入二抗, 羊抗兔

二抗以 1:2 500 稀释, 室温振荡反应 1 h。PBST

洗 4 次。HRP 显影底物溶液 A 和溶液 B 各取

500 μL, 混匀后, 静置 1 min, 均匀滴加到 PVDF

膜上, 反应 1 min 后, 即可显影。 

1.5  Real-time PCR 
利用 Bio-Rad CFX 96 荧光 PCR 仪测定样品

中的 mRNA 水平。每个样品 3 个平行, rpoD 基因

用作内参。运行程序为: 95 °C 3 min; 95 °C 10 s, 

56 °C 30 s, 72 °C 20 s, 共 40 个循环。结果用

2−ΔΔCt 的方法进行分析计算。 

2  结果与分析 

2.1  基因 pfm 对效应蛋白转录水平的影响 
为了探明 pfm 对三型分泌系统效应蛋白的影

响, 我们首先从转录水平分析了 pfm 对 PAO1 效

应蛋白 ExoS、ExoT、ExoY 的影响。如图 1 所示, 

利用 Real-time PCR 检测菌株中 exoS、exoT、exoY

的 RNA 水平, 发现突变株 Δpfm 中 exoS、exoT、

exoY 转录水平比野生型 PAO1 明显要低, 分别降

低了约 6.2、4.3、2.8 倍; 互补株 pfmC 中 exoS、

exoT、exoY 转录水平均得到回复。rpoD 为内参

基因。上述结果说明 pfm 基因的敲除使得 exoS、

exoT、exoY 转录的 RNA 量明显下降。 
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图 1  Real-time PCR 检测三型分泌系统效应蛋白

ExoS、ExoT 和 ExoY 的转录水平 
Fig. 1  The transcription levels of exoS, exoT and exoY 
by real-time PCR 
注: 纵坐标表示基因的变化倍数. PAO1: 野生株; Δpfm: 敲

除株; pfmC: 互补株. rpoD 为内参基因. 
Note: The ordinate indicated change folds of tested genes. 
PAO1: Wild strain; Δpfm: Mutant strain; pfmC: Complementary 
strain. rpoD was used as an internal control.  
 

2.2  pfm 影响三型分泌系统效应蛋白 
效应蛋白分泌到哺乳动物细胞内, 直接形成

细菌对宿主的快速杀伤力[20]。我们利用 EGTA 在

体外形成低钙环境, 诱导三型分泌效应蛋白的分

泌, 以探明 pfm 对分泌到细胞外的效应蛋白的影

响。由于三型分泌效应蛋白都是通过三型分泌复

合物进行转运, 可通过 ExoS 的分泌情况表征效

应蛋白在分泌过程中受到的影响[21−24]。 

我 们 利 用 ExoS 多 克 隆 抗 体 检 测 野 生 型

PAO1、pfm 敲除株 Δpfm 和互补株 pfmC 菌体里

和分泌到细胞外的 ExoS 量。分别挑取 PAO1、

Δpfm、pfmC 单菌落接种到液体 L-Broth 培养基中, 

过夜培养后, 1:50 接种到含有 0.2%血清、5 mmol/L 

EGTA 的 L-Broth 培养基中, 诱导三型分泌系统的

表达。诱导表达后, 收集细菌分泌蛋白和菌体内

蛋白。SDS-PAGE 电泳后, 用 ExoS 多克隆抗体分

别检测 PAO1、Δpfm、pfmC 中 ExoS 在细菌内的

产生量以及分泌到细胞外的蛋白量。如图 2 所示,  

 
图 2  Western blot 检测菌体内 ExoS 蛋白表达水平 
Fig. 2  Detection of intracellular ExoS protein levels by 
Western blot 

 
图 3  Western 检测分泌到细菌胞外的 ExoS 水平 
Fig. 3  Detection of secreted ExoS protein levels by 
Western blot 
 
突变株 Δpfm 菌体内 ExoS 量明显比野生型低。互

补株 pfmC 菌体内 ExoS 量比突变株明显要高, 并

且基本回复到野生型 PAO1 ExoS 表达水平。图 3

为分泌到细胞外的 ExoS 蛋白表达水平情况。与

菌体内蛋白表达情况一致, PAO1 明显高于 Δpfm, 

互补株 pfmC 蛋白表达水平基本回复野生型的表

达水平。每个实验均重复 3 次。 

3  讨论 

本文发现铜绿假单胞菌基因 pfm 会影响其三

型分泌系统效应蛋白的转录, 以 ExoS 为代表, 
pfm 突变株中分泌到胞外的效应蛋白也随之降

低。而三型分泌系统分泌的蛋白可以直接注入到

细胞中, 是控制铜绿假单胞菌急性感染的关键因

素[25]。因此, 本文的发现给 pfm 突变株在急性感

染模型中毒力降低提供了一个解释。 
已有文献报道铜绿假单胞菌基因 pfm 表达

产物是丁烯酰 ACP 还原酶, 参与到脂肪酸代谢

中[13]。我们的前期研究报道, pfm 的突变使得密度

感应系统信号分子含量降低。而菌体的代谢情况

和密度感应系统均对铜绿假单胞菌的三型分泌

系统有调节作用。 
有研究表明菌体代谢紊乱后, 铜绿假单胞菌
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三型分泌系统会因此受到抑制[26], 如突变丙酮酸

脱氢酶基因 aceA、aceB[27]; 突变葡萄糖转运子基

因 gltR[28]。基因 pfm 突变后, 脂肪酸代谢紊乱, 应

该是导致三型分泌系统效应蛋白受到抑制的原

因。但另一方面, 基因 pfm 的敲除, 使得密度感

应系统信号分子含量降低。研究发现, 铜绿假单

胞菌密度感应系统中的 RhlI-RhlR, PQS 系统对三

型分泌系统有负调控作用, 而 LasI-LasR 系统对

三型分泌系统几乎没有影响[29−30,32]。前期我们已

经报道 pfm 的突变抑制了 RhlI-RhlR 系统和

LasI-LasR 系统[17]。由于 PQS 系统受到关键调节

子 PqsR (MvfR)的控制[31], 本文中, 我们又通过

Real-time PCR 检测了 pfm 对 pqsR 基因的影响, 发

现 pfm 的敲除对 pqsR 基因无显著影响(数据未列

出)。既然 pfm 的突变抑制了 RhlI-RhlR 系统, 按

照已有的理论, 三型分泌系统会因此受到一定程

度的上调。而本文发现 pfm 的突变会导致三型分

泌系统效应蛋白表达水平和分泌到细胞外的含

量都下降, 这有可能是因为 pfm 突变导致代谢紊

乱, 从而抑制三型分泌系统的作用覆盖了 pfm 通

过 QS 系统对三型分泌系统产生的影响, 使得总

体上呈现出对三型分泌系统的抑制。具体机制将

得到进一步地研究。 
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