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摘要：【目的】随着合成生物学的发展，通过在细菌体内设计合成复杂、多功能的基因线路进行靶向

治疗已经取得巨大进展。虽然这种使用细菌作为治疗传递系统，选择性地在体内释放有效治疗成分的

方式具有极大优势，但是如何使细菌在代谢负荷增加较低的情况下有效地分泌功能蛋白并发挥作用依

旧是一个难题。【方法】针对这一难题，本研究提供了一种新的策略，即以细菌中广泛存在的蛋白类

杀菌素和丝状噬菌体等相关编码基因作为生物模块，通过对铜绿假单胞菌的这些内源生物模块的重新

编排和组装，构建了一种能在特定条件下裂解并投放功能蛋白的工程菌。为了评价工程菌中构建的生

物模块能否工作，本研究选择胞外多糖水解酶PelA和PslG作为工程菌投放的功能蛋白，以此构建了工

程菌PAO1102。通过对铜绿假单胞菌生物被膜的破坏实验、抑制形成实验以及抗生素耐药性实验，检

验PAO1102对铜绿假单胞菌生物被膜的破坏和预防效果。【结果】与对照组相比，工程菌PAO1102的处

理可以显著破坏已形成的生物被膜并抑制生物被膜的形成，同时还可显著增强生物被膜中的细菌对妥

布霉素的敏感性，且这些功能主要通过外界Pf4丝状噬菌体侵染并使工程菌裂解而释放功能蛋白这一

途径实现的。【结论】本研究所构建的工程菌可以作为一种微生物工具，用于靶向破坏铜绿假单胞菌

生物被膜。在后续的研究中可根据不同的需求，在工程菌中表达不同的功能基因并实现功能蛋白的定

向投放，从而执行不同的生物学功能。 
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合成生物学目的在于利用基因技术和工程

学概念改造已有的生物系统或者设计合成新的

生物系统，并且这些系统可以执行自然界中不存

在的新功能[1]。随着基因重组技术、分子系统生

物学的发展，这种新型生物学系统的构建成为可

预测和可靠的系统过程。合成生物学可以应用于

广泛的领域，如通过适度的遗传途径控制细胞分

裂、动物发育和衰老、经济有效地生产药物等[2–4]。

只需将具有不同功能的生物部件组合起来，就可

构建出许多具有不同特定生物功能的系统，利用

这些系统可以生产材料、加工化学物质、生产能

源、提供食物，帮助维持或改善人类健康以及生

态环境[1]。比如，利用活细菌来治疗癌症的肿瘤

细菌疗法虽已超过 150 年的历史，但其仍然存在

着治疗效果和细菌自身毒性的矛盾以及抗肿瘤

作用时空控制性弱等问题。而随着合成生物学的

兴起，设计合成复杂、多功能的基因线路能够弥

补传统细菌疗法的缺陷，使肿瘤细菌疗法重新焕

发生机[5]。目前已报道的对肿瘤治疗菌株的基因

工程改造主要集中于降低细菌天然毒力、提高细

菌安全性、增强细菌靶向性、侵袭性和定殖能力

及降低细菌在肿瘤微环境的逃逸率等[5]。例如，我

国微生物学家牟希亚教授通过生物工程技术改造

选育的具有完全自主知识产权的铜绿假单胞菌甘

露糖敏感血凝菌毛株 (Pseudomonas aeruginosa 

mannose-sensitive hemagglutinin，PA-MSHA)，已

被中国国家食品药品监督管理总局(CFDA)批准

用于恶性肿瘤的辅助治疗[6]；以改造过的铜绿假

单胞菌作为微生物工具，利用其 III 型分泌系统

(T3SS)将重组抗原蛋白注射到宿主细胞中，可以

在抗肿瘤免疫治疗中发挥作用[7]。然而相比革兰

氏阳性菌，对革兰氏阴性菌的改造使之能够分泌

抗肿瘤重组蛋白的难度更大，因为革兰氏阴性菌

包含有两层组分不同的膜结构，即内膜和外膜，

其中外膜是重组蛋白分泌的重要屏障，而合成生

物学技术是解决这一难题的重要手段[8]。 

目前利用合成生物学技术主要通过(1)与已

知的分泌蛋白融合表达，(2) 使用细胞外膜缺陷

突变株， (3) 表达裂解蛋白以诱导细胞裂解等   

3 种策略来改造革兰氏阴性菌使之能有效地分泌

胞外蛋白[9]。其中，第 3 种策略已被用于构建能

够感应并消杀铜绿假单胞菌的工程菌，该工程菌

以大肠杆菌为底盘菌，能通过感应铜绿假单胞菌

产生的群体感应信号分子(N-酰基高丝氨酸内酯)

来诱导 E7 裂解蛋白的合成而使工程菌裂解，进

而释放出工程菌胞内积累的抗铜绿假单胞菌蛋

白 pyocin S5 和抗生物被膜酶 DspB，从而实现定

向杀死铜绿假单胞菌的目标。但是当工程菌与铜

绿假单胞菌共培养时，由于工程菌被快速诱导裂

解而不利于功能蛋白在工程菌胞内的积累，因此

在动物感染实验中工程菌处理后需要花很长时

间才能显示出对铜绿假单胞菌的消杀效果且达

到这种消杀效果所需的时间在不同的动物宿主

中存在巨大差异[10]。很显然，这种通过在胞内引

入外源的基因线路来调控细胞裂解的模式，其作

用效果很容易受外界环境的干扰，同时额外的基

因线路也增加了细菌的代谢负担。为了克服这些

问题，我们尝试了 2 种新的策略：(1) 利用环境

中的噬菌体来裂解细菌细胞；(2) 对细菌内源的

裂解元件和调控元件进行重新编排和组装以达

到可控裂解细胞的目的。 

噬菌体是地球上最丰富多样的生物之一，必

须在其专性细菌内寄生，具有严格的宿主特异 

性[11]。来自临床和自然环境的铜绿假单胞菌分离

株中普遍存在丝状噬菌体[12]。Pf4 丝状噬菌体以

整合到基因组上的方式自然寄生在铜绿假单胞
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菌 PAO1 中，对 PAO1 毒力发挥、生物被膜发育

和结构稳定起至关重要的作用[13]。缺失 Pf4 丝状

噬菌体编码基因簇的铜绿假单胞菌对 Pf4 丝状噬

菌体高度敏感[13]。铜绿假单胞菌除了合成能杀死

自身的 Pf4 丝状噬菌体外，还产生各种类型的蛋

白类杀菌素–脓菌素(pyocin)，这些脓菌素一般分

为 R 型、F 型和 S 型，它们均能专一性地杀死铜绿

假单胞菌自身[14]。比如，通过大肠杆菌异源表达

铜绿假单胞菌的脓菌素 pyocin S5 基因后，该菌株

显示出高效地杀死铜绿假单胞菌的活性[15]。几乎

所有类型脓菌素的生物合成都受 prtN 调控基因的

正调控。prtN 基因突变导致铜绿假单胞菌中 R2、

F2 和 S2 等类型脓菌素的生物合成存在缺陷[14]。

PrtN 蛋白通过与脓菌素合成基因 5′非编码区的保

守 DNA 序列相互作用来激活各种脓菌素合成基因

的表达。正常情况下 prtN 基因的表达却受 PrtR 抑

制因子的抑制，然而，当细胞处在紫外照射等可

诱发细胞发生 SOS 反应的环境胁迫中，由 SOS 激

活的RecA蛋白才将PrtR抑制因子降解而激活 prtN

基因的表达，进而诱导细胞合成各种脓菌素[14–15]。 

本研究正是利用 Pf4 丝状噬菌体和脓菌素对

铜绿假单胞菌自身的杀菌作用构建一种可定向

投放蛋白的铜绿假单胞菌工程菌，以该工程菌作

为微生物工具，在其胞内过表达不同的功能基

因，通过工程菌的自裂解系统将目的蛋白定向投

放出来以期实现特定的生物治疗目的，比如抗肿

瘤等。本研究还通过在所构建的工程菌中过表达

两种胞外多糖水解酶基因 pelA 和 pslG 来验证该

工程菌的有效性。铜绿假单胞菌至少可以产生  

3 种类型的胞外多糖：海藻酸钠、Pel (由部分乙

酰化的 N-乙酰-D-氨基葡萄糖和 N-乙酰-D-氨基

半乳糖组成的阳离子多糖)和 Psl (一种中性多糖，

由 D-甘露糖、L-鼠李糖和 D-葡萄糖组成的五糖 

重复单位)。它们作为生物被膜细胞外基质的关键

组分都参与了不同情况下的生物被膜的发育[16]。

Pel和 Psl型胞外多糖在生物被膜基质的形成和维

持中起着关键结构支架和保护屏障的作用[16–17]。

PelA 和 PslG 这两种胞外多糖水解酶已经被证实

在体外可分别特异性地水解铜绿假单胞菌的 Pel

和 Psl 型胞外多糖，从而抑制或破坏铜绿假单胞

菌生物被膜[16,18–20]。此外，铜绿假单胞菌生物被

膜内的死细菌也会释放出 PslG 而破坏生物被  

膜 [20]。形成生物被膜可以为细菌的生存提供保

护，特别是可以显著增强细菌对抗生素的抵抗能

力[17,21–22]。因此，通过检测过表达 pelA 和 pslG

基因的工程菌对铜绿假单胞菌生物被膜的抑制

或破坏效果以及由此导致的铜绿假单胞菌抗生

素耐药性的变化情况，可评估所构建的工程菌能

否作为一种有效的定向投放蛋白的微生物工具。

因此，本研究通过对铜绿假单胞菌上述相关内源

基因的重新编排和组装，以期获得能够表达不同

功能基因并实现功能蛋白的定向投放以执行不

同生物学功能的工程菌。 

1  材料和方法  

1.1  菌株、质粒 

见表 1。 

1.2  引物 

见表 2。 

1.3  培养条件 

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 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 (ATCC15692) Wild-type [23] 

PAO1∆fabV Mutant of knockout fabV in PAO1 This study 

PAO1∆pf4r Mutant of knockout pf4r in PAO1 This study 

PAO1∆Pf4 Mutant of knockout pf4 cluster in PAO1 This study 

PAO1∆4 Mutant of knockout pelF, pslA-B, T3SS, fabV in PAO1 This study 

PAO1∆5 Mutant of knockout pelF, pslA-B, T3SS, fabV, pf4 in PAO1 This study 

PAO1101 PAO1∆5 attTn7::PPA2069-prtN with pBBR1MCS-6 This study 

PAO1102 PAO1∆5 attTn7::PPA2069-prtN with pBBR1MCS-6-pelA-pslG This study 

Escherichia coli   

TG1 F′[traD36 proAB+ lac Iq lacZΔM15], supE, thi-1, Δ(lac-proAB), 
Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK– mK– ) 

[23] 

S17-1 RP4-2 (Km::Tn7, Tc::Mu-1), pro-82, LAMpir, recA1, endA1, thiE1, 
hsdR17, creC510 

[23] 

Transetta(DE3) Host for expression vector pET28a [23] 

Transetta(DE3) 1 Transetta(DE3) with pBBR1MCS-6-pelA-pslG This study 

Transetta(DE3) 2 Transetta(DE3) with pBBR1MCS-6 This study 

Plasmids   

pK18mobSacB Kmr; sacB-based gene replacement vector [24] 

p34s-Gm Ampr; Gm resistant cassette carrying vector [25] 

pK18-∆fabV-Gm Kmr; Gmr; ∆fabV::Gm in pK18mobSacB This study 

pK18-∆pf4r-Gm Kmr; Gmr; ∆pf4r:: Gm in pK18mobSacB This study 

pK18-∆Pf4-Gm Kmr; Gmr; ∆Pf4:: Gm in pK18mobSacB This study 

pK18-∆pelF-Gm Kmr; Gmr; ∆pelF:: Gm in pK18mobSacB This study 

pK18-∆pslA-B-Gm Kmr; Gmr; ∆pslA-B:: Gm in pK18mobSacB This study 

pK18-∆T3SS-Gm Kmr; Gmr; ∆T3SS:: Gm in pK18mobSacB This study 

pBBR1MCS-5 Broad-host-range vector, Gmr [26] 

pBBR1MCS-6 Tac promoter and fabV were cloned into pBBR1MCS-5  This study 

pBBR1MCS-6-pelA-pslG pelA and pslG were cloned into pBBR1MCS-6  This study 

pME6032 Nru I-EcoR I lac Iq-Ptac fragment of pJF118EH subcloned in [BamH I]- 
EcoR I-digested pME6031; lac Iq- Ptac expression vector 

[27] 

pMini-CTX∷lacZ Ω-FRT-attP-MCS, ori, int, oriT, Tcr [28] 

pMini-CTX-PPA2069∷lacZ PPA2069 promoter was cloned into pMini-CTX::lacZ  This study 

pUC18T-mini-Tn7T-Gm Gmr on mini-Tn7; for gene insertion in Gms bacteria [29] 

pUC18T-mini-Tn7T-PPA2069-prtN-Gm PPA2069-prtN was cloned into pUC18T-mini-Tn7T-Gm  This study 

pTNS3 
 
pFLP2 

Helper plasmid encoding transposase gene necessary for the chromosomal 
integration of mini-Tn7 
ApR; source of Flp recombinase 

[30] 
[31] 

pBBR-gfp mut3 pBBR1MCS-5 containing PA1/04/03-gfp mut3-To-T1 [32] 
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表 2.  引物汇总表 
Table 2.  List of primers 

Primers Sequences (5′→3′) 

pelF up F CAGTGGATCCTGTTCCCGGCGCTGTACC 

pelF up R CTGCGGATTGATGAAGAACACCGAGAAG                    

pelF low F GTTCTTCATCAATCCGCAGCGCTGGCAG  

pelF low R ACTGAAGCTTAAGTCGAAGGCCACCATG 

pslA-B up F CAGTGAATTCCTACGACGCCAAGCCATG 

pslA-B up R TCACCAGGTCGTAGTACAGCAGGAACAG 

pslA-B low F GCTGTACTACGACCTGGTGATGATCGAG 

pslA-B low R CGAGAAGCTTCCAGCAAGCGGTAATC 

pf4r up F CTAGGGATCCAGTAATGTGGTTGATCTG 

pf4r up R AATCGACGTCGGATAGCGATCACTAGAAAAG 

pf4r low F GATCGCTATCCGACGTCGATTTCTTCCGTG 

pf4r low R CTAGAAGCTTTTCAGTCGGGAAGACAGC 

Pf4 up F CTAGAGATCTACAGCGTCGAGCAAGTCC 

Pf4 up R CGCCAGCTAATTACATCATCAGCGAGTAG 

Pf4 low F GATGATGTAATTAGCTGGCGAGGGCGGCGAG 

Pf4 low R CTAGAAGCTTCGACCACAGCGTCCTTC 

T3SS up F TCGAGGATCCTGGAGACGGCTTCGGCAC 

T3SS up R CCACTTCCAGCACATAGTCGTAAGGCAG 

T3SS low F CGACTATGTGCTGGAAGTGGTCGGCGATG 

T3SS low R CTAGAAGCTTGGAAACCTGGTTCAGTG 

tac F CTCGGGTACCCCGCTTCCACTTTTTCCC 

tac R CAGTCTCGAGGTGTGAAATTGTTATCCG 

pelA F CAGTAAGCTTATCCATGCTTCCGACCTG 

pelA R CAGTGAATTCCCTGGGGATGCTTGTCAG 

pslG F CAGTGAATTCCACTGTTCAACGACATGG 

pslG R CAGTGAGCTCAGGATCCAGAGAATACGC 

PA2069 F CTGAGGTACCAATACCGACCTGCGACC 

PA2069 R ACTGAAGCTTGTGGCATTCGTGATGGTC 

prtN F AGTCGGATCCAACGACGTGTAGCCGCAG 

prtN R AGTCGAGCTCATGGTGTCGCTCCCTAC 

fabV F TACGTTCTGCAATGCGCGACGTCTCTAG 

fabV R TGTTAGGTGTCAGGCCTGGATCAGGTTG 

pBBR1MCS-5 F CCAGGCCTGACACCTAACAATTCGTTCA 

pBBR1MCS-5 R GTCGCGCATTGCAGAACGTAAGCCGCGAG 

fabV up F CAGTGAATTCTGGGCAAGAACTACAGC 

fabV up R TGTCCCACAGGTAGTCGATCTGTTGCTTG 

fabV low F GATCGACTACCTGTGGGACAAGGTAACC 

fabV low R AGTCAAGCTTACCTGGAAGGTGGCTCG 
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1.4  试剂 

琼脂糖、TRYPTONE、YEAST EXTRACT、

TRYPTIC SOY BROTH 培养基购自 OXOID；琼

脂粉购自北京索莱宝科技有限公司；DNA 纯化回

收试剂盒、质粒小提试剂盒购自天根生化科技有

限公司；DNA 聚合酶购自全式金生物技术有限公

司；限制性内切酶购自 TaKaRa 生物公司；T4 

DNA 连接酶购自 NEB；O-NITROPHENYL B-D- 

GALACTOPYRANOSIDE (ONPG) 购自 Sigma- 

Aldrich 西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；庆

大霉素(gentamicin，Gm)、卡那霉素(kanamycin，

Km)、氯霉素 (chloramphenicol，Cm)、四环素

(tetracyclin，Tc)、三氯生(triclosan，Tri)、托普霉

素(tobramycin，Tob)等购自北京索莱宝科技有限

公司。其他常规试剂均使用国产分析纯。 

1.5  突变株的构建 

本研究中基因敲除的方法按照参考文献[33]

执行，以铜绿假单胞菌基因组 DNA 为模板分别

PCR 扩增目的基因的上下游序列，通过重叠延伸

PCR 或酶切连接的方法构建部分缺失的目的片

段，经酶切，连接至自杀载体 pK18mobSacB 上，

从质粒 p34s-Gm 上酶切庆大霉素抗性基因 GmR，

连接至上一步获得的重组载体上，并转化大肠杆

菌 S17-1 获得重组菌；通过接合将该重组菌的重

组自杀性载体导入受体菌，结合抗性筛选、蔗糖

筛选和 PCR 鉴定，获得无抗性筛选标记的目的基

因删除突变株。 

1.6  噬菌斑形成实验 

噬菌斑形成实验结合参考文献[13]的方法执

行，将 PAO1∆pf4r 突变菌株(Pf4r 是 Pf4 丝状噬菌

体的切除酶阻遏蛋白，敲除 pf4r 可以使 Pf4 丝状

噬菌体大量产生)在 5 mL 补加了 0.1%葡萄糖和  

5 mmol/L CaCl2 的液体 LB 培养基中 37 °C、   

220 r/min 振荡培养 8 h；吸取 2 mL 培养液，  

12000 r/min 离心 2 min，吸取上清液并通过   

0.22 μm 无菌滤膜过滤，滤液即为 Pf4 丝状噬菌

体溶液；然后，用 LB 将获得的 Pf4 丝状噬菌体

溶液通过连续 10 倍稀释；每个梯度吸取 10 μL

点板在涂布有 PAO1 或 PAO1∆Pf4 菌液的固体平

板上，在 37 °C 培养箱中培养过夜，观察噬菌斑。 

1.7  β-半乳糖苷酶酶活检测 

实验使用参考文献[34]方法测定转录融合报

告菌株的 β-半乳糖苷酶。方法如下：在离心管中

依次加入 Z 缓冲液 420 µL、待测菌液 100 µL、

氯仿 20 µL、0.1% SDS 10 µL 混匀，30 °C 条件下

放置至少 1 h；将加入了 0.004 g/mL ONPG 的底

物缓冲液，充分溶解后 30 °C 放置 30 min；开始

酶活检测时，每管样品中加入 100 µL 底物缓冲

液，30 °C 条件下开始酶活反应，反应时间为

30–90 min；反应完成后，加入 250 μL 的 1 mol/L 

Na2CO3 终止反应，并记录反应时间；最后分别检

测反应液在 420 nm 和 550 nm 处的吸光值，依据

公式(1)计算相应的 β-半乳糖苷酶酶活。 

米勒酶活单位=1000×(OD420–1.75×OD550)/[(菌液

OD600)×(菌液体积)×(反应时间)]         公式(1) 

Z 缓冲液：100 mmol/L Na2HPO4、40 mmol/L 

NaH2PO4、10 mmol/L KCl、1 mmol/L MgSO4 和

5.4 µL/mL β-巯基乙醇。 

底物缓冲液：60 mmol/L Na2HPO4、40 mmol/L 

NaH2PO4、2.7 µL/mL β-巯基乙醇和 4 mg/mL 

ONPG。 
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1.8  静态生物被膜培养 

实验结合参考文献 [16]方法执行，将培养

OD600 至 2.5 的细菌，用新鲜培养基按 1︰100 稀

释后，混匀；取 100 μL 加入 96 孔 PVC 板中，37 °C

静置培养 24 h；吸去培养液，用 PBS 洗涤 PVC

板 2 次，以除去非粘附细胞和培养基，空气中干

燥；室温下加入 0.1%结晶紫对形成的生物被膜染

色 10 min，再用 PBS 洗涤 2 次；最后用等体积

95%乙醇洗提 96 孔 PVC 板上每孔中生物被膜上

结合的结晶紫，并用酶标仪测定洗提液的 OD570

进行生物被膜定量。 

1.9  pelA 和 pslG 的异源表达和活性检测 

实验结合参考文献[14]方法执行，将表达载

体 pBBR1MCS-6-pelA-pslG 热激转化到大肠杆菌

Transetta(DE3)中，得到相应的大肠杆菌重组菌在

添加有 5 μg/mL 三氯生的液体 LB 培养基中 37 °C

培养过夜，按照 1︰100 接种量转接至添加有    

5 μg/mL 三氯生的 50 mL 液体 LB 培养基中 37 °C

振荡培养 OD600 至 0.5 后添加 0.5 mmol/L IPTG 诱

导，接着在 18 °C 振荡培养过夜，4000 r/min 离

心 8 min 收集菌体，10 mL PBS 缓冲液洗涤菌体  

2 次，用 5 mL PBS 缓冲液重悬，超声波破碎，按

20%的比例将 30 mg/mL 蛋白浓度的细胞裂解液

混入 PBS，吸取 200 μL 混合液加入 96 孔 PVC 板

中孵育 8 h (96 孔 PVC 板中含有静态培养完成的

铜绿假单胞菌生物被膜)，然后用 PBS 洗涤 PVC

板 2 次将反应淬灭，空气中干燥；加入 0.1%结晶

紫对形成的生物被膜染色 10 min，再用 PBS 洗涤

2 次；最后用等体积 95%乙醇洗提 96 孔板上每孔

中生物被膜上结合的结晶紫，并用酶标仪测定洗

提 液 的 OD570 进 行 生 物 被 膜 定 量 。 以 带 有

pBBR1MCS-6 空载体的大肠杆菌 Transetta(DE3)

菌株作为对照。 

1.10  有剪切力存在下形成生物被膜 

实验结合参考文献[10]方法执行，将无菌玻

璃盖玻片浸没于装有 5 mL LB 液体培养基的平皿

中，按照 1︰100 接种量，在平皿中转接培养过

夜的带有 GFP 绿色荧光蛋白标记的铜绿假单胞

菌(携带 pBBR-gfp mut3 质粒)；37 °C、100 r/min

振荡培养 72 h 后，取出盖玻片使用 PBS 缓冲液

冲洗 2 次，以除去非粘附细胞和培养基，空气中

干燥，即可得到带有绿色荧光蛋白的铜绿假单胞

菌生物被膜；将制好的玻片在激光共聚焦扫描显

微镜下观察生物被膜的形成情况。 

1.11  细菌共培养菌落计数 

实验结合参考文献[15]方法执行，为了对共

培养的工程菌 PAO1102 和铜绿假单胞菌 PAO1 进

行菌落计数，将 pME6032 质粒和 pBBR1MCS-5

质粒分别转入工程菌 PAO1102 和 PAO1 中，构建

PAO1102 (pME6032)和 PAO1 (pBBR1MCS-5)菌

株；将两种细菌分别培养至 OD600=2.5，以 1︰1

混匀，按照 1%的接种量将混合菌液接种于 5 mL

新鲜的 LB 培养基中，37 °C、220 r/min 振荡培养；

将培养的菌液每隔 12 h 取 100 μL，通过连续   

10 倍稀释，每个稀释梯度吸取 3 μL 菌液，分别

在 200 μg/mL 四环素抗性平板和 200 μg/mL 庆大

霉 素 抗 性 平 板 上 点 板 ， 对 菌 液 中 PAO1102 

(pME6032) 和 PAO1 (pBBR1MCS-5) 菌 株 进 行

CFU 计数，最后用 Log10 (CFU/mL)绘制生长曲线；

同时为了防止培养过程中因质粒丢失造成菌落

计数出现误差，实验以 PAO1 (pME6032)和 PAO1 

(pBBR1MCS-5)共培养的菌落计数作为对照。 
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1.12  生物被膜破坏实验 

用 1.8 和 1.10 的方法培养获得生物被膜；加

入 200 μL 培养至 OD600=4.0 的工程菌孵育 8 h，

然后用 PBS 洗涤 2 次将反应淬灭，空气中干燥。

对于静态培养形成的生物被膜，加入 0.1%结晶紫

对形成的生物被膜染色 10 min，再用 PBS 洗涤  

2 次，最后用等体积 95%乙醇洗提 96 孔板上每孔

中生物被膜上结合的结晶紫，并用酶标仪测定洗

提液的 OD570 进行生物被膜定量；对于剪切力下

形成的生物被膜，直接用激光共聚焦扫描显微镜

观察。 

1.13  生物被膜预防实验 

实验结合参考文献[15]方法执行，将铜绿假

单胞菌 PAO1 和工程菌 PAO1102 分别培养至

OD600=2.5，以 1︰1 混匀成混合菌液，用新鲜培

养基按 1︰100 稀释后，取 100 μL 混合菌液加入

96 孔 PVC 板中，37 °C 静置培养 24 h；吸去培养

液，用 PBS 洗涤 PVC 板 2 次，空气中干燥；加

入 0.1%结晶紫对形成的生物膜染色 10 min，再用

PBS 洗涤 2 次；用等体积 95%乙醇洗提 96 孔板

上每孔中生物被膜上结合的结晶紫，并用酶标仪

测定洗提液的 OD570 进行生物被膜定量。以铜绿

假单胞菌 PAO1 和 PAO1101 菌株共培养形成的生

物被膜作为对照。 

1.14  生物被膜内细菌的抗生素耐药性实验 

实验结合参考文献[16]方法执行，将带有四

环 素 抗 性 筛 选 标 记 的 铜 绿 假 单 胞 菌 PAO1 

(pME6032)振荡培养 OD600 至 2.5，分别用新鲜培

养基按 1︰100 稀释后，取 100 μL 加入 96 孔 PVC

板中，37 °C 静置培养 24 h；吸去培养液，用 PBS

洗涤 PVC板 2次，得到铜绿假单胞菌的生物被膜；

加入 200 μL 培养至 OD600=4.0 的工程菌在 37 °C

下孵育 8 h 后，吸去菌液；加入 200 μg/mL 妥布

霉素处理 2 h 后，使用 PBS 洗涤 PVC 板将反应

淬灭；用 600 μL PBS 将 4 个孔中的生物被膜通过

刮擦并用力吸打，收集在一起，确保洗下 PVC

板上粘附的所有细胞以防止实验偏差，每次实验

设置 3 组重复；通过连续 10 倍稀释，每个稀释

梯度吸取 3 μL 菌液，在相应四环素抗性平板上点

板，通过 CFU 计数生物被膜中铜绿假单胞菌

PAO1 的细菌存活数。以不处理、单独加对照菌

株 PAO1101、单独加工程菌 PAO1102、单独加

200 μg/mL 妥布霉素以及先加入 PAO1101 菌株孵

育再加入 200 μg/mL 妥布霉素的处理作为对照。 

1.15  统计分析 

实验结果以平均值±标准偏差的形式体现，

使用 Student’s t-test (双尾不配对)对显著性进行

分析。用 GraphPad Prism version 5.00 软件

(GraphPad software Inc.; San Diego，CA，USA)

对结果进行统计学分析并作图，P＜0.05 代表显

著。*：P＜0.05；**：P＜0.01；***：P＜0.001。

所有的实验都至少设 3 个生物学平行并且独立重

复 2 次。 

2  结果和分析 

2.1  Pf4 丝状噬菌体介导的细胞被动裂解 

为了构建一种可定向投放蛋白的铜绿假单

胞菌工程菌，本研究首先利用了 Pf4 丝状噬菌体

对铜绿假单胞菌自身的杀菌作用这一特性。在长

期进化过程中，铜绿假单胞菌 PAO1 基因组中整

合进一种温和性丝状噬菌体 Pf4，它不仅有助于

铜绿假单胞菌的毒力发挥，而且在生物被膜的发
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育和结构完整性中起着重要的作用，同时也是铜

绿假单胞菌生物被膜的组成成分之一[13]。相比在

浮游生长的细菌中，该丝状噬菌体 Pf4 的编码基

因簇在生物被膜中的表达受到显著诱导 [13]。如 

图 1-A 所示，在敲除了铜绿假单胞菌基因组中编

码 Pf4 丝状噬菌体的完整基因簇后，构建

PAO1∆Pf4 突变株，并以野生铜绿假单胞菌 PAO1

为对照，进行噬菌斑形成实验，结果如平板上噬

菌斑形成表型图(图 1-B)和对应的定量图(图 1-C)

所示，Pf4 丝状噬菌体按梯度稀释后点在 PAO1

平板上，最后出现噬菌斑的梯度为 10–2；而在

PAO1ΔPf4 突变株平板上噬菌斑最后出现的梯度

为 10–6。结果表明：相比于野生 PAO1 菌株，

PAO1ΔPf4 突变株对 Pf4 丝状噬菌体的敏感性提

高了 104 倍。因此可利用野生铜绿假单胞菌产生

的 Pf4 丝状噬菌体具有侵染并裂解 PAO1∆Pf4 突

变株的特性来建立一种具备细胞被动裂解机制

的工程菌。利用这种被动裂解机制，当遇到生物

被膜中或环境中的 Pf4 丝状噬菌体时工程菌可以

很容易被 Pf4 丝状噬菌体裂解。 

 

 
 

图 1.  PAO1ΔPf4 突变株对 Pf4 丝状噬菌体更敏感 
Figure 1.  The PAO1ΔPf4 mutant is more sensitive to Pf4 filamentous phage. A: a schematic diagram illustrates 
the excision of the prophage Pf4 from the PAO1 host chromosome. B: plaque formation by the phage lysates. 
Phage lysates were serially diluted and 10 μL samples were dropped on PAO1 and ΔPf4 lawns, respectively.    
C: Pf4 phage titers (phage dilution ratio) were quantified on PAO1 and ΔPf4 lawns using supernatant from 
PAO1Δpf4r as shown in B. ***: P<0.001. 
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2.2  脓菌素激活蛋白 PrtN 介导的细胞主动裂解 

除了细胞被动裂解机制外，在工程菌中设计

一种细胞主动裂解机制以扩大其适用范围，为此

本研究选择了铜绿假单胞菌脓菌素激活蛋白

PrtN，它可通过激活 prf24、prf9 等细胞裂解蛋白

基因的表达[14]使工程菌裂解。同时，为了使工程

菌可以生长到一定细胞密度，让目的基因有充足

的时间表达，我们选择铜绿假单胞菌群体感应系

统调控的启动子延迟表达 prtN 基因，形成依赖细

胞密度的启动裂解机制。在铜绿假单胞菌中至少

有 4 种不同的群体感应系统：las、rhl、pqs 和

iqs[35]，其中 rhl 系统中信号分子 BHL (N-丁酰-L-

高丝氨酸内酯)由 RhlI 负责合成并与其受体蛋白

RhlR结合形成 RhlR-BHL复合物而激活相关靶标

基因的表达[35]。转录组分析显示，铜绿假单胞菌

中功能未知的操纵子 PA2066–PA2069，其表达受

BHL 信号分子的激活，暗示该操纵子的启动子

(PPA2069)是 RhlR-BHL 复合物的激活靶标之一[36]。

如图 2-A，将 PA2069 启动子连接在 pMini- 

CTX::lacZ 质粒上构建 pMini-PPA2069-CTX::lacZ 重

组载体，分别转入 PAO1、PAO1∆rhlI、PAO1∆pqsE、

PAO1∆rhlR 中，按照细菌的不同生长时期即不同

的 OD600 检测 β-半乳糖苷酶酶活，在 PAO1 野生

菌和 PAO1∆pqsE 突变株生长前期没有检测到显

著水平的 β-半乳糖苷酶酶活，而在细菌生长进入

稳定期(OD600=2.0)时 β-半乳糖苷酶酶活显著上

升，并最终达到了 17372.82 miller units 的水平，

而在 PAO1∆rhlI 和 PAO1∆rhlR 突变株中最高只能

检测到约 1430.69 miller units 水平的 β-半乳糖苷

酶酶活。这些结果说明：PA2069 启动子受到铜绿

假单胞菌 RhlRI 群体感应系统的正调控，其表达

依赖于细菌的群体密度。 

因此，将脓菌素激活基因 prtN 和 PA2069 启

动子，经酶切连接在 pUC18T-mini-Tn7T-Gm 质粒

上，构建主动裂解系统的重组载体 pUC18T-mini- 

Tn7T-PPA2069-prtN-Gm。为了验证该系统对铜绿假

单胞菌的裂解效果，如图 2-B，在辅助质粒 pTNS3

的帮助下将重组质粒 pUC18T-mini-Tn7T-PPA2069- 

prtN-Gm 电转导入 PAO1 中获得的基因组整合菌

株作为实验菌株，以基因组中整合空质粒的菌株 

 

 
 

图 2.  细胞主动裂解系统的检测 
Figure 2.  Characterization of active cell lysis system. A: transcription from the promoter of the PA2069 in    
P. aeruginosa PAO1 and various mutants; B: the effect of expression of prtN on the growth of P. aeruginosa.    
*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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作为对照，每隔 6 h 在培养基中检测 2 株菌株的

OD600。结果显示在细菌生长前期 2 株菌株生长没

有显著差异，在细菌进入稳定生长期后的 36 h，

实验菌株较对照菌株开始出现明显的生长衰退

现象，说明细菌生长到稳定期后 PA2069 的启动

子才启动 prtN 基因表达从而诱导细胞裂解。 

2.3  pBBR1MCS-6-pelA-pslG 表达元件的构建

及异源表达 

本研究在工程菌中过表达 2 种胞外多糖水解

酶基因 pelA 和 pslG，以期通过检测该菌株对铜

绿假单胞菌生物被膜的抑制或破坏效果来验证

所构建工程菌的有效性。首先，为了使表达系统

能最大程度表达目的基因，本研究使用表 2 中的

引物 PCR 扩增 pME6032 载体上的 tac 启动子，

克隆至载体 pBBR1MCS-5 (该载体自身带有 lac

启动子)，构建 pBBR1MCS-5-Ptac 双启动子载体，

因该载体不存在 lacI 基因，它在无 lacI 基因菌

株中的表达是组成型的。同时为了防止构建的工

程菌在使用时发生质粒水平转移带来的安全问

题，本研究使用铜绿假单胞菌自身的三氯生抗

性基因-烯脂酰 ACP 还原酶编码基因 fabV[37]替

换 pBBR1MCS-5-Ptac 重组载体上的庆大霉素

(Gm)抗性基因。使用 PCR 扩增铜绿假单胞菌的

fabV 基因序列和 pBBR1MCS-5-Ptac 重组载体上

的非 Gm 抗性基因序列，经酶切和连接构建重组

载 体 pBBR1MCS-5-Ptac-GmR::fabV ， 命 名 为

pBBR1MCS-6。为了验证是否将抗性基因替换成

功，将载体 pBBR1MCS-6 和 pBBR1MCS-5-Ptac

经质粒接合转移，分别转入 PAO1 和 PAO1ΔfabV，

再经庆大霉素和三氯生抗性检验，如图 3-A，与

PAO1∆fabV (pBBR1MCS-5-Ptac) 菌 株 相 反 ，

PAO1∆fabV (pBBR1MCS-6)菌株在添加 5 μg/mL 三

氯生的LB培养基中可以生长，而在添加 200 μg/mL

庆大霉素的 LB 平板上不能生长，表明三氯生抗

性基因 fabV 已经成功替换 pBBR1MCS-5 质粒上

的 Gm 抗性基因。 

其次，PCR 扩增铜绿假单胞菌 PAO1 的胞外

多糖水解酶基因(包括基因自身的核糖体结合位

点 ) pelA 和 pslG ， 经 酶 切 后 串 联 连 接 到

pBBR1MCS-6 载体上，获得重组载体 pBBR1MCS- 

6-pelA-pslG (图 3-B)。为了检测所构建的重组载

体是否可以表达出胞外多糖水解酶 PelA 和 PslG，

本研究进一步将 pBBR1MCS-6-pelA-pslG 热激转

化到大肠杆菌 Transetta(DE3)中，以 pBBR1MCS-6

空载体作为对照。IPTG 诱导后经 SDS-PAGE 凝

胶电泳检测，显示 Transetta(DE3) (pBBR1MCS-6- 

pelA-pslG)菌株能够诱导产生 PelA 蛋白和 PslG 蛋

白(图 3-C)。最后，将诱导表达菌体的细胞裂解液

加入在静态培养形成的生物被膜中处理 8 h，结

果如图 3-D，与对照菌株处理的铜绿假单胞菌生

物被膜相比，经实验组处理的生物被膜的含量下

降了约 55% (P<0.001)。说明 pBBR1MCS-6-pelA- 

pslG 可以正常表达并产生有活性的胞外多糖水

解酶 PelA 和 PslG。 

2.4  工程菌的构建及其定向释放功能蛋白的原理 

由于铜绿假单胞菌生物被膜的主要成分为

Pel 型和 Psl 型胞外多糖，因此敲除 pelF 和 pslA-B

可丧失铜绿假单胞菌形成生物被膜的能力[16,38]；

作为铜绿假单胞菌重要毒力因子的 III 型分泌系

统(T3SS)，敲除其针筒状结构蛋白编码基因 pscF

可失活 T3SS，从而降低铜绿假单胞菌的致病   

性[39]；敲除作为三氯生抗性靶点的烯脂酰 ACP

还原酶编码基因 fabV，可使铜绿假单胞菌对三氯

生敏感[37]。所以在铜绿假单胞菌 PAO1 基因组上

连续敲除 pelF、pslA-B、T3SS 和 fabV，获得的四

重基因突变株命名为 PAO1Δ4。 
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图 3.  pBBR1MCS-6-pelA-pslG 表达元件的构建及其在大肠杆菌中的表达 
Figure 3.  Construction and characterization of pBBR1MCS-6-pelA-pslG. A: fabV, the target of triclosan 
resistance, replaced gentamicin resistance gene on pBBR1MCS-5 vector. Lane 1: PAO1∆fabV (pBBR1MCS-6); 
lane 2: PAO1 (pBBR1MCS-5-Ptac); lane 3: PAO1∆fabV (pBBR1MCS-5-Ptac). LB (left): LB+5 μg/mL triclosan 
(middle), LB+200 μg/mL gentamicin (right). B: construction of pBBR1MCS-6-pelA-pslG. C: SDS-PAGE of total 
proteins from E. coli. M: protein marker; lane 1: the total proteins from Transetta (pBBR1MCS-6) after induction 
with IPTG; lane 2 and 3: the total proteins from Transetta (pBBR1MCS-6-pelA-pslG) after induction without 
IPTG (lane 2) or with IPTG (lane 3). D: biofilm disperse by the lysates from E. coli carrying pBBR1MCS-6 or 
pBBR1MCS-6-pelA-pslG after induction with IPTG. ***: P<0.001. 
 

在 PAO1Δ4 的基础上再敲除 Pf4 丝状噬菌体

编码基因簇，得到 PAO1Δ5 突变株；将 pUT18C- 

mini-Tn7T-PPA2069-prtN-Gm 与辅助质粒 pTNS3 共

转化至 PAO1Δ5 菌株中，经抗性筛选获得基因组

融 合 菌 株 PAO1Δ5::pUT18C-mini-Tn7T-PPA2069- 

prtN-Gm；将 S17-1 pFLP2 菌株中的 pFLP2 质粒

导入 PAO1Δ5::pUT18C-mini-Tn7T-PPA2069-prtN-Gm

菌株中，结合抗性筛选、蔗糖筛选，获得无 Gm
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抗性筛选标记的菌株 PAO1Δ5 attTn7::PPA2069-prtN；

最后再将重组质粒 pBBR1MCS-6-pelA-pslG 导入

PAO1Δ5 attTn7::PPA2069-prtN 菌株中，通过抗性筛

选，获得最终的铜绿假单胞菌工程菌 PAO1102。

将 pBBR1MCS-6 载体转入 PAO1Δ5 attTn7::PPA2069- 

prtN 菌株中，通过抗性筛选，获得最终的菌株命

名为 PAO1101，作为工程菌 PAO1102 的实验对

照菌株。 

铜绿假单胞菌工程菌 PAO1102 定向投放功

能蛋白原理如图 4 所示：在培养过程中，工程菌

大量表达并在胞内积累胞外多糖水解酶 PelA 和

PslG；当细胞密度达到阈值时，rhl 群体感应系统

诱导 PA2069 启动子表达脓菌素激活蛋白基因

prtN，PrtN 激活细胞产生 Prf9 和 Prf24 等裂解蛋

白而诱导工程菌裂解，使积累在胞内的胞外多糖

水解酶 PelA 和 PslG 大量投放到胞外，经酶解反 
 

 
 

图 4.  工程菌 PAO1102 定向投放功能蛋白的模型图 
Figure 4.  The schematic representation of engineered strain PAO1102 for targeted delivery of functional 
protein. The engineered bacteria expressed and accumulated the extracellular polysaccharide hydrolase PelA and 
PslG in large quantities during culture. When the cell density reaches the threshold, the RHL quorum-sensing 
system induced PA2069 promoter to express the pyocin activating protein gene prtN. And then PrtN activates the 
cells to produce lytic proteins such as Prf9 and Prf24, and induces lysis of engineering bacteria, so that the PelA 
and PslG accumulated in the cell are released into the extracellular. The cytoskeletal components of the biofilm 
Pel and Psl exopolysaccharide were destroyed by enzymatic hydrolysis reaction of the PelA and PslG, thus 
destroying the biofilm of P. aeruginosa. In addition, when the engineered bacteria contact the Pf4 filamentous 
phage in the biofilm or in the environment, the Pf4 filamentous phage will infect and lyse the engineered bacteria, 
to release the PelA and PslG accumulated in the cell, thereby destroying the P. aeruginosa biofilm. 
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应破坏生物被膜的骨架成分 Pel 和 Psl 型胞外多

糖，从而破坏铜绿假单胞菌的生物被膜。此外，

当工程菌接触到生物被膜中或者环境中的 Pf4 丝

状噬菌体时，Pf4 丝状噬菌体会侵染并裂解工程

菌，以投放胞内积累的胞外多糖水解酶 PelA 和

PslG，从而破坏铜绿假单胞菌的生物被膜。 

2.5  工程菌 PAO1102 的表型分析 

在开始验证工程菌 PAO1102 对铜绿假单胞

菌生物被膜的破坏效果之前，首先检测了在工程

菌 PAO1102 构建的生物模块是否使细菌自身受

到损害，工程菌 PAO1102 自身形成生物被膜的情

况以及工程菌 PAO1102 的裂解元件是否起作用。

如图 5-A 所示，工程菌 PAO1102 的生长与铜绿假

单胞菌生长状况在稳定生长期之前无显著差异，

说明在铜绿假单胞菌内构建的这些生物模块并

不会对细菌的生长产生毒害作用。工程菌

PAO1102 的生物被膜形成情况如图 5-B 所示，与

野生铜绿假单胞菌 PAO1 相比工程菌 PAO1102 产

生的生物被膜下降了 90.2% (P<0.001)，说明工程

菌 PAO1102 基本丧失了形成生物被膜的能力。因

此，在后续实验中不会因工程菌产生生物被膜而

影响实验结果。为了检测所构建的裂解元件介导

工程菌 PAO1102 的自我裂解效果，本研究将工程

菌 PAO1102 (pME6032) 分别与野生菌 PAO1 

(pBBR1MCS-5)和 Pf4 丝状噬菌体基因簇缺失突

变株 PAO1ΔPf4 (pBBR1MCS-5)共培养并对混合

菌液中两种细菌进行菌落计数。结果如图 5-C 所

示，工程菌 PAO1102 (pME6032)与野生菌 PAO1 

(pBBR1MCS-5)共培养 48 h 后开始出现显著的生

长差异，此时相比 PAO1 (pBBR1MCS-5)菌株，

工程菌 PAO1102 (pME6032)的活菌数显著下降，

并且在 72 h 时下降了约 107 倍(P＜0.01)；而同样

的条件下，工程菌 PAO1102 (pME6032)与 Pf4 丝状

噬菌体基因簇缺失突变株PAO1ΔPf4 (pBBR1MCS-5)

共培养时出现生长差异的时间明显延后，需要在

72 h 后才出现明显的生长差异现象，此时相比

PAO1ΔPf4 (pBBR1MCS-5)菌株，工程菌 PAO1102 

(pME6032)的活菌数显著下降，下降了约 103 倍 

(P＜0.05) (图 5-D)；同时图 5-E 对照组 PAO1 

(pME6032)和 PAO1 (pBBR1MCS-5)共培养的细

菌菌落计数无显著差异，表明图 5-C 和图 5-D 中

2 种菌株的生长差异不是由细菌在培养过程中

pME6032 质粒的丢失造成的。这些结果说明工程

菌 PAO1102 可以通过所构建的裂解元件介导自

身有效裂解，并且这种裂解效果主要由环境中

Pf4 丝状噬菌体介导的被动裂解过程造成的。 

2.6  工程菌 PAO1102 可破坏已形成的铜绿假单

胞菌生物被膜 

在得到工程菌 PAO1102 后，接着本研究分别

检验了 PAO1102 对已经形成的野生型 PAO1 生物

被膜和 PAO1ΔPf4 生物被膜的破坏效果。在将工

程菌 PAO1102 加入在静态培养形成的野生型

PAO1 生物被膜中处理 8 h 后，结果如图 6-A 所示，

与对照菌株 PAO1101 处理的铜绿假单胞菌生物被

膜相比，经工程菌 PAO1102 处理的生物被膜的含

量下降了 47.3% (P<0.001)。同样的，在激光共聚焦

扫描显微镜下可以观察到，与对照菌株 PAO1101

相比，经工程菌 PAO1102 处理的有剪切力存在的

条件下形成的生物被膜显著减少(图 6-B)。而在使

用 PAO1102 处理的 PAO1ΔPf4 菌株形成的生物被

膜后，对 PAO1ΔPf4 静态培养(图 6-C)和有剪切力

培养(图 6-D)形成的生物被膜均无显著破坏作用。
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虽然 PAO1 和 PAO1ΔPf4 所形成的生物被膜在结

构上有所区别，但是它们经工程菌处理后表型出

现显著差异。这些结果表明在接触到野生型铜绿

假单胞菌生物被膜后，PAO1102 工程菌可以按照

预期方式，定向投放胞外多糖水解酶 PelA 和

PslG，以破坏已经形成的铜绿假单胞菌生物被膜，

而这个过程主要由生物被膜中 Pf4 丝状噬菌体诱

导的 PAO1102 细胞裂解所介导的。 
 

 
.  

图 5.  工程菌 PAO1102 的表型分析 
Figure 5.  Characterization of the engineered strain PAO1102. A: the growth curve of P. aeruginosa PAO1 strain and 
its derivatives; B: biofilm biomass of PAO1, ΔPf4 and PAO1102 after 24 h of growth on 96-well PVC plates. C, D and 
E: growth curves of co-culture between PAO1 strain and its derivative. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 6.  工程菌 PAO1102 破坏已形成生物被膜的能力 
Figure 6.  Anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against mature P. aeruginosa biofilm. A: the 
anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against mature PAO1 biofilm produced by static culture; B: 
the anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against mature PAO1 biofilm formed in the presence of 
shear force; C: the anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against mature PAO1ΔPf4 biofilm 
produced by static culture; D: the anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against mature PAO1ΔPf4 
biofilm formed in the presence of shear force. A&C: anti-biofilm activity was measured by quantifying biofilm 
mass (by crystal violet staining) after treating mature biofilm with engineered strain PAO1102; B&D: 
anti-biofilm activity was measured by visualizing biofilm with confocal laser scanning microscopy (CLSM) after 
treating mature biofilm with engineered strain PAO1102. Excited by argon laser (488 nm) and photographed 
under objective lens×10, and the scale in the figure is 50 μm. ***: P<0.001. 
 
2.7  工程菌 PAO1102 可有效抑制铜绿假单胞菌

生物被膜的形成能力 

由于胞外多糖水解酶能有效地破坏已建立

的生物被膜，本研究进一步确定工程菌 PAO1102

是否可以抑制铜绿假单胞菌在生长过程中形成

的生物被膜。由于工程菌基本不形成生物被膜   

(图 5-B)，以 PAO1101 为对照，在将工程菌

PAO1102 分别与野生菌 PAO1 和 PAO1ΔPf4 菌株

共培养，并检测静态条件下和有剪切力存在的条 

件下生物被膜形成情况。结果显示与对照菌株

PAO1101 相比，与工程菌 PAO1102 共培养时，

PAO1 菌株生物被膜的形成量下降了 52 .8% 

(P<0.001)，如图 7-A；在激光共聚焦扫描显微镜

下可以观察到，经工程菌 PAO1102 处理的有剪切

力存在的条件下形成的生物被膜也显著减少  

(图 7-B)。而将工程菌 PAO1102 与 PAO1ΔPf4 共

培养时，PAO1ΔPf4 菌株静态培养形成的生物被

膜(图 7-C)和激光共聚焦扫描的有剪切力形成的 
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生物被膜(图 7-D)均无显著差异。虽然 PAO1 和

PAO1ΔPf4 所形成的生物被膜在结构上有所区

别，但是它们经工程菌处理后表型出现显著差

异。这些结果说明，工程菌 PAO1102 与野生铜绿

假单胞菌共培养形成生物被膜的过程中，由于丝

状噬菌体 Pf4 的编码基因簇在生物被膜中的表达

受到显著诱导，因此产生的 Pf4 丝状噬菌体可以

将工程菌 PAO1102 裂解，从而释放胞外多糖水解

酶 PelA 和 PslG，抑制铜绿假单胞菌 PAO1 生物

被膜的形成。 

2.8  工程菌 PAO1102 可降低生物被膜内细菌对

抗生素的耐药性 

之前研究表明，细菌产生的生物被膜可以将

细菌包裹在生物被膜基质中，从而提高细菌对于

抗生素的耐药性 [22]。那么细菌生物被膜破坏之

后，可能导致生物被膜中的细菌对抗生素更加敏

感。为此本研究将带有四环素抗性基因的

pME6032 空载体转入铜绿假单胞菌 PAO1 中，通 

 

 
 

图 7.  工程菌 PAO1102 预防生物被膜的形成 
Figure 7.  Anti-biofilm activity of engineered strain PAO1102 against P. aeruginosa biofilm formation. A:     
P. aeruginosa PAO1 was co-cultured with engineered strain PAO1102 or its control PA1101 under static conditions 
to evaluate its effect on biofilm formation by crystal violet staining; B: P. aeruginosa PAO1 was co-cultured with 
engineered strain PAO1102 or its control PA1101 in the presence of shear force to evaluate its effect on biofilm 
formation by visualizing biofilm with confocal laser scanning microscopy (CLSM); C: P. aeruginosa PAO1ΔPf4 
was co-cultured with engineered strain PAO1102 or its control PA1101 under static conditions to evaluate its effect 
on biofilm formation by crystal violet staining; D: P. aeruginosa PAO1ΔPf4 was co-cultured with engineered strain 
PAO1102 or its control PA1101 in the presence of shear force to evaluate its effect on biofilm formation by 
visualizing biofilm with confocal laser scanning microscopy (CLSM). Excited by argon laser (488 nm) and 
photographed under objective lens×10, and the scale in the figure is 50 μm. ***: P<0.001. 
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过静置培养的方式形成带有四环素抗性的铜绿

假单胞菌生物被膜，接着通过四环素抗性平板的

CFU 计数执行该生物被膜对妥布霉素的耐药性

实验。结果如图 8 所示，图中前 5 组分别显示了

不处理、单独加对照菌株 PAO1101、单独加工程

菌 PAO1102、单独加 200 μg/mL 妥布霉素以及先

加入对照菌株孵育再加入 200 μg/mL 妥布霉素处

理时生物被膜中的存活菌数，结果显示在这些条

件下生物被膜中的存活菌数没明显差异；而相比

前五组对照实验，第 6组中先加入工程菌 PAO1102

孵育再加入 200 μg/mL 妥布霉素处理后，生物被

膜中存活菌数降低了大约 1000 倍。这些结果表

明，通过先添加工程菌 PAO1102 破坏细菌生物被

膜再使用抗生素，可以将被破坏的生物被膜中裸

露出来的细菌杀死，达到根除生物被膜中的病原

细菌，实现通过破坏生物被膜来降低病原细菌抗

生素耐药性的目标。 

 

 
 
图 8.  工程菌 PAO1102 可降低生物被膜内细菌对抗

生素的耐药性 
Figure 8.  Combined engineered strain PAO1102 treatment 
of PAO1 biofilms improves antibiotic efficacy. ***: 
P<0.001; NS: not significant difference. 

3  讨论 

合成生物学在近年来得到越来越多的关注，

并且通过合成生物学构建的一些生物系统，成功

应用于能源、环境和医疗保健等领域[40]。本研究

在铜绿假单胞菌 PAO1∆4 中构建了表达元件和自

裂解系统，使构建的工程菌可以作为一种微生物

工具，用于表达各种不同功能的目的基因，并通

过工程菌的基于 Pf4 丝状噬菌体的细胞被动裂解

机制和基于脓菌素的细胞主动裂解机制定向投放

胞内积累的目的蛋白以执行特定的生物学功能。 

通过在工程菌中过表达胞外多糖水解酶基

因 pelA 和 pslG，用于检测对铜绿假单胞菌生物

被膜抑制或破坏效果，以此来评估工程菌的有效

性。通过生物被膜的破坏实验，结果显示了工程

菌 PAO1102 分别可以在 8 h 内显著破坏铜绿假单

胞菌静态培养产生的生物被膜(图 6-A)和有剪切

力条件下形成的生物被膜(图 6-B)，同时共培养时

工程菌 PAO1102 也可以显著抑制铜绿假单胞菌

在静态(图 7-A)和有剪切力条件下(图 7-B)生物被

膜的形成，而且 PAO1102 的这些功能主要依赖于

Pf4 噬菌体介导的细胞被动裂解过程，相反，由

脓菌素激活蛋白 PrtN 介导的细胞主动裂解过程

则显得可有可无。为了进一步比较被动裂解装置

和主动裂解装置之间工作效率的差异情况，我们

通过数学建模的方法，使用 Michaedis-Menten 动

力学方程对这 2 种裂解方式进行模拟分析，结果

显示以 Pf4 丝状噬菌体介导的工程菌被动裂解释

放 2 种水解酶 PelA 和 PslG 完全破坏生物被膜需

要 1 h，而以脓菌素激活蛋白 PrtN 介导的工程菌

主动裂解释放 2 种水解酶 PelA 和 PslG 完全破坏

生物被膜则需要 100 h (数据未展示)。这些结果说
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明，相比于依赖脓菌素激活蛋白 PrtN 介导的细胞

主动裂解过程，依赖于 Pf4 丝状噬菌体介导的细

胞被动裂解过程在工程菌 PAO1102 破坏生物被

膜过程中的作用更加高效。 

一直以来，细菌生物被膜是临床上彻底治愈

病原菌感染的最大障碍之一[17,20]。本研究通过生

物被膜内细菌的抗生素耐药性实验(图 8)，结果显

示相比对照，工程菌 PAO1102 处理后使铜绿假单

胞菌 PAO1 生物被膜中的细菌对妥布霉素的敏感

性增加了近 1000 倍，这说明工程菌 PAO1102 通

过破坏生物被膜可有效降低生物被膜中细菌的

耐药性。这为细菌生物被膜相关感染(特别是慢性

伤口细菌生物被膜)的治疗提供了一种新的思路。 

这些结果说明本研究所构建的铜绿假单胞

菌工程菌可以作为一种微生物工具，用于靶向运

输投放功能蛋白。同时，由于自裂解系统的存在，

可 解 决 因 工 程 菌 逃 逸 带 来 的 潜 在 威 胁 ；

pBBR1MCS-6 载体中携带的是铜绿假单胞菌自

身的三氯生抗性基因，因此不会造成因质粒丢失

而带来的抗性基因的水平转移问题；工程菌本身

丧失了形成生物被膜的能力、缺失了 III 型分泌

系统(T3SS)的功能，所以工程菌 PAO1102 在应用

过程中安全性有了很大的保障，但是铜绿假单胞

菌毕竟是一种病原菌，对其改造使用仍需经过后

续严格的宿主安全性评价。另外，Pf4 丝状噬菌

体是铜绿假单胞菌 PAO1 的专性噬菌体，不侵染

其他铜绿假单胞菌菌株，如 PA14，故通过 Pf4 丝

状噬菌体介导工程菌裂解投放功能蛋白的方式，

在应用上还具有一定的局限性。因此，选择其它

宿主范围比较广的噬菌体作为改造对象则更有

应用价值。 

人们一直设法用药物消除细菌来治疗疾病，

现在越来越多的研究发现，细菌并不是只会导致

疾病，也是身体健康的重要因素，这方面研究比

较热门的就是肠道菌群。在对细菌的研究中，还

有一个重要方向比较违反直觉，就是对细菌进行

基因改造，让细菌变成可以治疗疾病的工具[41]。

使用改造的细菌作为治疗传递系统，选择性地在

体内释放有效治疗成分正是肿瘤细菌疗法的主

要原理，而通过与合成生物学的结合则大大提高

了该疗法的适用度和可操作性 [42–43]。有研究报

道，一种工程化的大肠杆菌可以在肿瘤微环境中

特异性裂解、释放一种纳米拮抗剂 CD47nb，它

是专门阻断在多种肿瘤细胞中过度产生的抗吞

噬受体 CD47，以刺激抗肿瘤免疫和促进肿瘤消

退[42]。由于肿瘤微环境菌群中存在大量的铜绿假

单胞菌[44]，因此将来可在工程菌 PAO1102 中表达

合成一些对肿瘤细胞有抑制或者杀伤作用的蛋

白(如铜绿假单胞菌的天青蛋白(azurin)，它可以

直接进入黑素瘤 UISO-Mel-2 细胞并诱导其凋  

亡[43])，并利用工程菌自身的主动裂解或肿瘤微环

境中野生铜绿假单胞菌产生的 Pf4 丝状噬菌体介

导的被动裂解在肿瘤组织中定向投放抗肿瘤蛋

白，以期实现用活菌治疗肿瘤的目的。另外，由

于蛋白类杀菌素和丝状噬菌体广泛存在于各种

革兰氏阴性菌和部分革兰氏阳性菌中[12,45]，这使

本研究靶向投放蛋白的工程菌构建思路和方法

可推广应用到其他细菌。 
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destroy Pseudomonas aeruginosa biofilms 
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Abstract: [Objective] With the development of synthetic biology, great progress has been made in targeted therapy 
by designing and synthesizing complex, multifunctional gene circuits in bacteria. Although using bacteria as a 
therapeutic delivery system to selectively release effective therapeutic components in vivo has great advantages, 
how to make bacteria secrete functional proteins effectively and play a role under low metabolic load remains a 
challenge. [Methods] To solve this problem, this study provided a new strategy. In this strategy, protein germicide 
and filamentous phage encoding genes widely existed in bacteria were used as biobricks, and through the 
rearrangement and assembly of these endogenous biobricks of P. aeruginosa, an engineered bacterium capable of 
lysis and release of functional proteins under specific conditions was constructed. In order to evaluate whether the 
biobricks constructed in the engineered bacterium could work, the extracellular polysaccharides hydrolase PelA and 
PslG were selected as functional proteins to construct the engineered bacterium PAO1102. The destruction and 
prevention effects of PAO1102 on P. aeruginosa biofilm were tested by the biofilm destruction experiment, biofilm 
inhibition experiment and antibiotic resistance experiment. [Results] Compared with the control group, the 
treatment of PAO1102 could not only significantly destroy the mature biofilm and inhibit the biofilm formation, but 
also significantly enhance the sensitivity of the bacteria in the biofilm to tobramycin. Moreover, these functions of 
PAO1102 were mainly dependent on the release of functional proteins by phage Pf4 induced cell lysis. 
[Conclusion] The engineered bacterium could be used as a microbial tool for the targeted delivery of proteins. In 
the follow-up study, different functional genes will be expressed in the engineered bacterium according to different 
needs, and the targeted delivery of functional proteins will be realized, to perform different biological functions. 

Keywords: engineered bacteria, Pseudomonas aeruginosa, filamentous phage, pyocin, biofilm, extracellular 
polysaccharide hydrolase 
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