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洋葱伯克氏菌致病因子的研究进展
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中国热带农业科学院椰子研究所，海南 文昌 571339

摘要 : 洋葱伯克氏菌群 ( Burkholderia cepacia complex，Bcc) 大部分成员是重要的人类条件致病菌。虽然其分

类学和分子鉴定研究已取得较大进展，但致病分子机理尚不明确，新药物开发进展十分缓慢。Bcc 对许多常

用临床抗菌药物都有耐药性，因此揭示其致病因子对新型抗菌药物或治疗方法开发具有重要意义。本文对

Bcc 主要致病因子、致病机理研究中存在的问题和采用的遗传工具方面的进展做了 综 述，重 点 介 绍 了 耐 药

性、蛋白分泌系统、群体感应系统等 6 类重要致病因子。
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洋葱伯克氏菌群 ( Burkholderia cepacia complex，

Bcc) 是伯克 氏 菌 属 一 组 重 要 成 员，由 表 型 相 似、基

因型不同的 17 个种组成［1］，具有极其丰富的代谢多

样性和环 境 适 应 性，广 泛 分 布 于 各 种 环 境 中［2 － 3］。
Bcc 既是人类 的“朋 友”又 是 危 险 的“敌 人”。尽 管

一些 Bcc 成员具有生物防治、生物修复等功能，但同

时也是 人 类、动 物 和 植 物 的 重 要 病 原 菌。大 部 分

Bcc 成员是囊性纤维化 ( cystic fibrosis，CF) 病人和免

疫力低下人群的条件致病菌，能引起多种疾病，如败

血症、肺炎、心内膜炎和伤口感染等，其中 B． cepacia
曾引起患者死亡［2］。目前，尽管在 Bcc 分类及分子

鉴定方面取得了显著进步，但这些细菌致病性的分

子机理 研 究 和 新 药 物 开 发 等 进 展 依 然 非 常 缓 慢。
Bcc 可在患者之间传播且对许多抗生素具有较高的

耐药性，由其 引 起 的 感 染 治 疗 非 常 困 难，死 亡 率 很

高。因此，Bcc 致 病 机 理 和 致 病 因 子 的 研 究 对 开 发

新型抗菌药物或治疗方法具有非常重要的意义。本

文对 Bcc 主要致病因子包括耐药性、电缆式菌毛、黏
附 素、鞭 毛、BCESM ( Burkholderia cepacia epidemic
strain marker，BCESM ) 序 列 和 Cenocepacia 岛、群 体

感应系统和蛋白分泌系统等进行了系统概述，并对

今后的研究方向进行了展望。

1 Bcc 致病因子

迄今，已经鉴定的 Bcc 致病因子有耐药性、电缆

式菌毛 和 鞭 毛、胞 外 多 糖、脂 多 糖、嗜 铁 素、胞 外 蛋

白、蛋白分泌系统、群体感应系统、Hfq 调控因子、调

控蛋白 Pbr 和其他一些致病因子［1 － 8］。Bcc 毒性因

子的定位及其功能见图 1 ( 引自 Loutet 和 Valvano［5］
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并 获 得 了 美 国 微 生 物 学 学 会 的 授 权，以 B．
cenocepacia 为代 表 菌 ) 和 表 1，以 下 介 绍 的 是 11 类

Bcc 主要致病因子。

图 1． Burkholderia cenocepacia 毒性因子的定位及功能

Figure 1． Localization and known functions of Burkholderia cenocepacia virulence determinants．

1. 1 耐药性

Bcc 的一个特点是对许多临床抗菌药物具有先

天耐药性 ( Innate resistance to antibiotics) ，其耐药性

与外膜渗透性低、具有可诱导的头孢菌素酶或存在

主动外排泵系统等有关［9 － 10］。Bcc 能产生二氢叶酸

还原酶，使其 能 耐 甲 氧 苄 氨 嘧 啶 类 药 物。一 些 Bcc

菌株能产生超广谱 β-内酰胺酶，它不仅能水解青霉

素，而且可利 用 β-内 酰 胺 类 抗 生 素 作 为 碳 源，从 而

对青霉素类药物耐药。Bcc 外膜渗透性低有助于对

其他类抗 菌 药 物 的 耐 药 性［11］。Bcc 外 膜 上 的 膜 孔

蛋白能阻止亲水性抗菌药物通过，使得 Bcc 菌对 β-

内酰胺类、多黏菌素类和氨基糖苷类抗菌药物具有

耐药性。Bcc 还具有与铜绿假单胞菌泵出系统相同

的外膜脂蛋白，表现出对喹诺酮类抗菌药物和氯霉

素也高度耐药。最近，有学者发现 Bcc 可通过自发

变异或通过质粒或整合子的基因转移等从其他细菌

中获得耐药性［12］。总之，多重耐药性通常是多个突

变和( 或) 耐药性基因作用积累的结果，但 Bcc 特定

的生长状态对多重耐药性也有促进作用。
1. 2 电缆式菌毛和 22 kDa 黏附素

菌毛( Pili) 的 作 用 是 黏 附 寄 主 细 胞。Bcc 菌 毛

有五种类型，但只有电缆式菌毛 ( Cable pili) 与流行

性菌株有 关。电 缆 式 菌 毛 具 有 周 生 表 达 的 附 属 结

构，可能起固 定 大 团 细 胞 聚 合 物 的 作 用，该 菌 毛 及

22 kDa 黏附素 ( 22-kDa adhesin ) 调控的粘蛋白和细

胞角蛋白 CK13 ( 一种中间丝蛋白 ) 对于细菌毒性和

激发 IL-8 诱导炎症反应是必须的［13］。表达电缆式

菌毛和粘附素 基 因 的 B． cenocepacia 菌 株 可 以 利 用

CK13 作为寄主细胞受体［14］。在 CF 患者 呼 吸 道 上

皮细胞的 CK13 表 达 量 增 加，这 表 明 携 带 CK13 的
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B． cenocepacia 极有可能引起寄主尤其是 CF 患者感

染。不表达或很少表达菌毛基因的 Bcc 菌株不产生

22 kDa 蛋白也不能结合黏蛋白。在 Bcc 中，22 kDa
菌毛相关蛋 白 还 可 能 调 控 菌 毛 结 合 到 口 腔 上 皮 细

胞。此外，Sajjan 等 发 现 仅 有 同 时 表 达 电 缆 式 菌 毛

和 22 kDa 黏附素的菌株才能结合、侵入并穿过鳞状

上皮［15］，这 表 明 电 缆 式 菌 毛 和 22-kDa 粘 附 素 对 吸

附作用是必需的，也表明侵染性 Bcc 菌株含有这些

毒性因子。
1. 3 鞭毛

鞭毛( Flagella) 对 侵 袭 体 外 培 养 的 肺 上 皮 细 胞

有贡献。B． cenocepacia 菌株 J2315 丧失移动能力的

fliG( 细菌鞭 毛 马 达 蛋 白 复 合 体 的 一 个 组 分 ) 和 fliI
( 鞭毛转运蛋白必需的 ATP 酶亚基 ) 基因突变体 能

吸附但不能侵入人工培养的肺细胞，这表明细菌运

动能力与该缺陷表型有关［16］。Urban 等构建了一个

B． cenocepacia( 菌株 K56-2 ) II 型鞭毛蛋白基因 fliCII
缺失突变体。实验发现野生型菌株感染 3d 后小鼠

死亡率达 40% ，而突变株感染的小鼠没有出现垂死

现象，感染 3d 后全部存活了下来。有趣的是野生型

菌株和突变株感染后，小鼠的体重、白细胞或支气管

肺泡灌洗液中的中性粒细胞差异不明显 ; 但野生菌

株感染 24h 后，小鼠的血清和支气管肺泡灌洗液中

IL-8 同系物( KC 和 MIP-2 ) 水 平 高 于 突 变 株 感 染 的

小鼠，且前者的支气管肺泡灌洗液中含有血液。这

些结果表明，可能是由于感染野生型菌株的小鼠体

内炎症反应增加从而加剧了肺损伤，最终导致了死

亡率 的 差 异［17］。细 菌 鞭 毛 蛋 白 是 类 Toll 受 体 5
( TLＲ5 ) 识别的唯一配体［18］。B． cenocepacia 通过与

TLＲ5 互作可启动信号通路从而引起下游转录因子

NF-κB 的 激 活 和 IL-8 的 分 泌。该 结 果 表 明，B．
cenocepacia 细胞免疫应答中 IL-8 的诱导至少部分是

TLＲ5 信 号 介 导 引 起 的，而 该 信 号 受 鞭 毛 表 达 的 调

控［17］。
1. 4 BCESM 序列和 Cenocepacia 岛

Mahenthiralingam 等［19］ 发 现 Bcc 流 行 性 菌 株

( epidemic strains ) 基 因 组 DNA 内 存 在 一 段 1. 4 kb
的保守序列 BCESM，该标记中存在一个 834 bp 的开

放阅读框，称 为 esmＲ，它 与 一 些 负 转 录 调 控 因 子 同

源。随后发现 BCESM 序列具有 B． cenocepacia 特异

性，在非流行性 CF 菌株中不存在，也很少分布于环

境菌株中，但它 并 不 反 映 一 个 菌 株 能 否 引 起 CF 患

者感染或在患者间传播的能力。在加拿大 CF 患者

中超过 80% 的 B． cenocepacia 菌 株 存 在 BCESM 序

列，但在 美 国 只 有 23% 的 菌 株 含 有 该 标 记［20］。尽

管存在这些流行性差异，但现已证明含有该序列的

菌株高度危险，能够取代 B． multivorans 进行 侵 染，

可在病人 之 间 传 播 并 可 能 导 致 CF 患 者 死 亡 率 上

升。Baldwin 等 最 近 发 现 BCESM 标 记 是 基 因 组 岛

Cenocepacia 岛 ( Cenocepacia island，cci ) 的 一 部 分，

它具有细 菌 致 病 岛 的 所 有 特 征［19，21］。除 了 毒 力 功

能，它还编码几个与代谢相关的基因。cci 基因编码

的产物包括 包 括 群 体 感 应 ( CciIＲ 系 统 ) 、脂 肪 酸 生

物合成和氨基酸代谢必需的基因以及插入序列、转

录调控因子 ( 包括最初命名的 esmＲ ) 和一些保守的

功能未知的基因。突变酰胺酶基因 ( 氨基酸代谢簇

的一部分 ) 产生的突变株在大鼠慢性感染过程中侵

染持续性降低，而突变酰胺酶基因下游的群体感应

系统或孔蛋白基因产生的突变株引起的炎症反应显

著减少［19］。有趣的是，同样在大鼠慢性感染模型中

突变 esmＲ 基因并不影响毒力，这表明在这种模式下

该调控因子可能并不控制毒力必需基因的表达。
1. 5 蛋白分泌系统

蛋白分泌 ( Protein secretion) 也是一种重要毒性

机制，它对细菌毒力和生存是至关重要的。目前，在

Bcc 中已经鉴定 了 6 种 蛋 白 分 泌 系 统，可 转 运 各 种

细菌毒力因子，如 蛋 白 酶、溶 血 素 和 粘 附 素。在 B．
cenocepacia ET12 家系和 B． vietnamiensis 中 I 型和 II
型 分 泌 系 统 负 责 运 输 溶 血 活 性 蛋 白。 B．
vietnamiensis 菌株 G4 中 V 型 分 泌 系 统 编 码 的 主 动

转运黏附素的基因突变后，可导致细菌在寄主植物

体内过度 定 植［22］。B． cenocepacia 菌 株 J2315 中 有

一个 III 型分泌系统，其突变株感染小鼠肺部后迅速

被清 除，这 表 明 III 型 分 泌 系 统 对 毒 力 很 重 要［13］。
最近，IV 型 和 VI 型 分 泌 系 统 的 重 要 性 也 被 发 现。
Aubert 等发现 B． cenocepacia 菌株 K56-2 中 VI 型分

泌系统对毒力具有作用［23］。在 B． cenocepacia 中鉴

定了两个 IV 型分泌系统，其中 Ptw 系统的作用是泌

出植物细胞毒性蛋白，该蛋白可调控发病植物组织

的水浸状表型，该系统对 B． cenocepacia 在吞噬细胞

内的生存 也 是 必 需 的［24］; 而 bc-VirB /D4 系 统 在 质

粒移动中起作用［25］。此外，Saldías 和 Valvano［13］ 发

现 VI 型分泌系统对吞噬细胞的定位功能有助于 B．
cenocepacia 的生存。
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1. 6 群体感应系统

群体感应或群 体 效 应 ( Quorum sensing，QS ) 是

一种细菌群体行为调控机制，是细菌细胞间利用扩

散性 信 号 分 子 ( diffusible signal factor，DSF ) 进 行 信

息交流的过程，以响应群体密度从而产生各种协调

性行为，如调控基因表达［26］。现已证明所有 Bcc 中

都存在群体感应系统，可以调控细菌许多不同毒力

表型，包括毒素、蛋白酶、脂肪酶和嗜铁素的产生、群
集运动以及生物膜的形成［27 － 28］。第一个 Bcc 群体

感应基因是在 B． cenocepacia 菌株 K56-2 中鉴定的，

称为 cepI 和 cepＲ，CepIＲ 系统在啮齿动 物 和 蠕 虫 感

染模型中对毒力是至关重要的。另外一个重要发现

是某些 B． cenocepacia 菌株中有两个细胞-细胞通信

系统，其中一个在 B． cenocepacia 毒力岛内编码。突

变毒力岛系统 ( CciIＲ ) 的 合 酶 基 因 cciI 产 生 的 突 变

株能引起大鼠呼吸道感染后炎症反应显著降低，这

表 明 该 系 统 对 毒 力 是 必 需 的［23］。此 外，B．
cenocepacia 能对铜绿假单胞菌群体感应分子做出应

答。有趣的是在某些环境中 ( 包括植物和囊性纤维

化患者肺内 ) 绿 脓 杆 菌、B． cenocepacia 和 嗜 麦 芽 窄

食单胞菌可一起共存［29］，但是绿脓假单胞菌不产生

信号分子 DSF( 顺式-11-甲基-2-癸烯酸) 或 BDSF( 顺

式-2-十二碳烯酸 ) 。3 个系统是如何调节毒力基 因

表达的还有待进一步研究。
1. 7 胞外多糖

胞外多糖 ( Exopolysaccharide，EPS) 是一种重要

致病因子和生物膜的组分，有助于细菌在恶劣条件

下生 存［30］。Bcc 菌 株 能 产 生 一 种 名 为 Cepacian 的

菌表多糖。Cepacian 在启动生物膜形成中不是必需

的，但在生 物 膜 形 成 中 起 作 用。最 近 证 明 Cepacian
是一种致病因子［31］，能抑制嗜中性粒细胞的趋化性

和活性氧的 产 生。此 外，Cepacian 对 Bcc 在 干 旱 条

件下的生存和对毒性金属离子的耐性中是必需的，

这表明它对 Bcc 菌在恶劣环境下的生存很重要［32］。
B． cenocepacia 临床菌 株 产 生 的 EPS 能 干 扰 人 嗜 中

性粒细胞吞噬细菌并有助于小鼠感染模型中细菌的

存活。Zlosnik 等［33］ 发 现 在 CF 患 者 分 离 的 Bcc 临

床菌株粘液状表型与肺部持久感染有关，而该表型

与胞外多糖的生产有关。
1. 8 脂多糖

脂多糖 ( Lipopolysaccharide，LPS ) 是 许 多 革 兰

氏阴性细菌的 毒 力 因 子，由 脂 质 A、核 心 寡 糖 和 O-

抗原组成，Bcc 的 LPS 能 引 起 强 烈 的 免 疫 反 应 从 而

促进宿主细 胞 损 伤［11］。Bcc 脂 质 A 骨 架 的 磷 酸 残

基上连 有 许 多 4-氨 基-4-脱 氧 核 糖，该 结 构 有 助 于

Bcc 降低细胞 表 面 的 阴 离 子 电 荷，抑 制 其 与 阳 离 子

抗菌药物如多粘菌素和抗菌肽的结合，从而降低这

些药物的作用。O-侧链是抗原决定因子，可作为细

菌免疫学分类的依据。B． cenocepacia 菌株 J2315 的

O-抗原基因簇位于 1 号染色体，该基因簇可能是通

过水平基因转移获得的。Bcc 菌株 LPS 活性与另外

一种主要 CF 病 原 菌 铜 绿 假 单 胞 菌 具 有 显 著 差 异。
与后者的 LPS 相 比，Bcc 菌 株 在 上 皮 细 胞 诱 导 增 加

的中性白细胞爆发活性和诱导增加的白介素-8 ( IL-
8 ) 是铜绿假单胞菌的 4 － 5 倍［34］。这些特点可能与

Bcc 和铜绿假单胞菌在相同感染部位的病理生理差

异有关。此外，脂多糖还具有清除活性氧的作用，从

而减少宿主免疫系统对 Bcc 的伤害［35］。
1. 9 生物膜

生物膜 ( Biofilms ) 可 以 保 护 细 菌 免 受 各 种 环 境

因子的伤害。Bcc 细菌在体内和体外都可形成生物

膜［36］，且该过 程 与 产 生 酰 基-高 丝 氨 酸 内 酯 的 能 力

相关，后者是参与生物膜形成的细胞间信号转导分

子。Bcc 和铜绿假单胞菌均可形成混合生物膜。在

生物膜中，Bcc 可 以 接 收 铜 绿 假 单 胞 菌 分 泌 的 群 体

感应信号，这表明存在“交叉对话”。生物膜的形成

有助于 Bcc 在 CF 患者肺部免受抗菌药物以及寄主

防御因子的影响。因此，生物膜在 Bcc 持续侵染患

者肺部过程中起着关键作用。
1. 10 嗜铁素

在 Bcc 致病过程中嗜铁素 ( Siderophore) 如鳌铁

蛋白、水 杨 酸、洋 葱 伯 克 菌 素 和 ornibactin 也 起 作

用［37］。除了铁元素吸收作用，鳌铁蛋白在组织损伤

中也起作用［38］。现已证明鳌铁蛋

白结合的离子是一种有效的羟基自由基 ( OH )

形成催化剂，这些离子被周围的超氧化物和过氧化

氢氧化后可增加 Bcc 对肺动脉、血管内皮细胞和肺

上皮细胞的损伤。
1. 11 MgtC 蛋白

MgtC 是一种内膜毒性蛋白，存在于亲缘关系较

远 的 多 种 致 病 菌 ( 如 沙 门 氏 菌、结 核 杆 菌 和 B．
cenocepacia) 中，是 病 原 菌 对 小 鼠 的 毒 力、在 巨 噬 细

胞中的存活以及在低 Mg2 + 条件下的生 长 均 是 必 需

的［5，39 － 41］。B． cenocepacia 菌 mgtc 突变株在小鼠的

094



唐庆华等 : 洋葱伯克氏菌致病因子的研究进展 ． /微生物学报 ( 2014 ) 54 ( 5 )

巨噬细胞和 大 鼠 琼 脂 珠 慢 性 肺 感 染 模 型 中 不 能 存

活，但是 MgtC 对 B． cenocepacia 抵 抗 巨 噬 细 胞 内 各

种环境因子不是必需的，如活性氧以及阳离子抗菌

肽等［39］。目前，对 MgtC 的作用机制尚不清楚。
我们对 Bcc 细菌的致病因子 作 了 总 结 ( 表 1 ) 。

这些毒性因子有以下几个特点 : 第一，多集中在少数

几个种且大多是通过动物模型开展研究的。目前，

研究最多的 Bcc 菌是 B． cepacia、B． cenocepacia、B．
multivorans 和 B． vietnamiensis，其中前两者既是人类

病原菌又是植物病原菌［1 － 3］。大多数 Bcc 细菌的致

病因子是通过动物模型 ( 如大鼠模型 ) 鉴定的，在植

物模 型 中 验 证 的 有 嗜 铁 素 ( ornibactin ) 、脂 多 糖、
CciＲI 群体感应系统、Ⅲ型分泌系统等。第二，一些

毒性因子 ( 如生物膜 ) 可能存在于 Bcc 所有种内，但

仅在少数种内进行了详细研究。第三，一些毒性因

子仅分布于一个或几个种内，如 Cenocepacia 岛仅存

在于 B． cenocepacia 中。此外，Bcc 细菌的一些毒性

因子与其他病原细菌也存在差异。以群体感应信号

分子为例，尽 管 绿 脓 杆 菌、B． cenocepacia 和 嗜 麦 芽

窄食单胞菌可一起共存，但是绿脓假单胞菌不产生

信号分子顺式-11-甲基-2-癸烯酸 ( DSF) 或顺式-2-十
二碳烯酸 ( BDSF) ; 而在黄单胞菌中对信号分子的研

究更深入，现已证明十字花科黑腐病菌的信号分子

顺式-11-甲基-2-十二碳烯酸可以调控至少 165 个基

因( 包括一些致病基因 ) 的表达［42］。
尽管 Bcc 细菌能产生各种致病因子，但 是 并 非

所有的 Bcc 菌株都产生这些致病因子，且尚无证据

表明哪一类致病因子在致病过程中起主导作用。事

实上，相对于其他病原菌，Bcc 细菌致病性并不依赖

于某个单一基因，越来越多的证据表明其毒力是多

基因控制的，涉及许多胁迫条件下与生存相关的基

因［7，43］。

表 1． 洋葱伯克氏菌群毒性因子及其分布

Table 1． Burkholderia cepacia complex virulence determinants and their distribution
virulence
determinant

distribution function reference

resistance to
antibiotics

all species Has innate resistance to multiple clinically-relevant antimicrobials 1，9 － 12

cable pili ＆
adhesin

B． cenocepacia Ｒequired for full adherence to mucin and epithelial cells 1，13 － 15

flagella all species
Ｒequired for cellular invasion，but not adherence in B． cenocepacia; required
for signalling through TLＲ5 and virulence in mouse lung infection model

1，16 － 18

Cenocepacia island B． cenocepacia only
Encodes second quorum-sensing system; required for persistence and
inflammation in rat lung infection model

1，19 － 21

type III secretion
genomovars II to VII，
absent from genomovar I

Ｒequired for virulence of B． cenocepacia in a murine infection model 1，13

type IV secretion
identified in
B． cenocepacia

Necessary for causing plant tissue water soaking in onions and for intracellular
survival in epithelial cells and macrophages played a role in plasmid mobilization

2，13，24 － 25

type V secretion
studied in
B． vietnamiensis

Ｒelated to the colonization in plant host for B． vietnamiensis 2，22

type VI secretion
B． cepacia，
B． cenocepacia，
B． vietnamiensis

Ｒequired for protection from predation by the amoeba Dictyostelium discoideum;
played a role in infection

1 － 2，23

quorum sensing
probably all species;
systematically studied for
genomovars I-V

Ｒequired for full virulence; modulates expression of toxins，proteases，lipases
and siderophores; modulates swarming motility and biofilm production

1，2，26 － 29

exopolysaccharide
B． cepacia and
B． cenocepacia

Inhibited neutrophil chemotaxis and the production of oxygen reactive species;
played a role in the establishment of thick biofilms; required for survival to
desiccation conditions and resistance to toxic ion metals

1 － 3，30 － 33

LPS all species
Ｒesistance to the antibiotic effects of cationic antimicrobial peptides and
polymyxin; contributed to host cell damage

1，11，34 － 35

biofilm formation
probably all species;
systematically
studied for genomovars I-V

Formation dependent on membrane biogenesis and quorum sensing; provided
increased resistance to antibiotics

1，36
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续表 1

virulence
determinant

distribution function reference

siderophore
production

all species; systematically
studied in B． cepacia and
B． Cenocepacia

Ornibactin biosynthesis and uptake are essential for virulence of B． cenocepacia
in rat lung infection model

1，37 － 38，43

MgtC protein
studied in
B． cenocepacia

Ｒequired for intraphagosomal survival in macrophages and growth under
conditions of low magnesium

5，39 － 41

Hfq regulator studied in B． cepacia
Acted as ＲNA chaperones involved in the riboregulation of target mＲNAs;
played a major role in the survival of Bcc bacteria under those stress conditions;
contributed to virulence

1

catalase and
SOD

all species Ｒesistance to reactive oxygen species might allow intracellular survival 1，5

regulatory protein
Pbr

studied in
B． cenocepacia isolate K56
－ 2

Contributed to virulence of strain K56 － 2 in C． elegans; involved in the
regulation of phenazine biosynthesis， important for several cellular processes
related to stress resistance and virulence．

1，5，44

extracellular
proteases

genomovars I，III，
IV，VII，IX

Ｒequired for virulence in strain K56 － 2 but not Pc715j; HtrA can aid in to
degrade misfolded proteins; degrade lactoferrin， type IV collagen，
immunoglobulins，and antimicrobial peptides

5

haemolysin
identified in
B． cenocepacia

Induced degranulation and cell death in human phagocytes; haemolytic activity
observed in genomovars I，III，IV，VII，IX

1，5

melanin
genomovar I，II，
and III

Scavenges free radicals in vitro 1，5

aidA protein
studied in
B． cenocepacia

Virulent for B． cenocepacia isolate K56 － 2 in rat agar bead，G． mellonella，and
alfalfa seedling model

5，43

outer membrane
porin OpcI

studied in
B． cenocepacia

Full virulence in C． elegans，G． mellonella models，and alfalfa seedling model 5，43

phenylacetic acid
catabolic pathway

studied in B． cenocepacia
Ｒequired for virulence in the C． elegans model and up-regulated in vitro when
bacteria are grown in synthetic cystic brosis medium; may be important for
nutrient acquisition or the metabolism

5

regulatory protein
ＲpoE

studied in B． cenocepacia
Ｒequired for the ability of engulfed B． cenocepacia to delay phagolysosomal
fusion in murine macrophages; required for the ability of B． cenocepacia to grow
under conditions of high osmolarity and high temperature

5

regulatory protein
ＲpoN

studied in B． cenocepacia
Ｒequired for the ability of engulfed B． cenocepacia to delay phagolysosomal
fusion in murine macrophages; necessary for B． cenocepacia motility and biolm
formation

5

ShvＲ regulator studied in B． cenocepacia
Ｒelated to virulence in C． elegans， G． mellonella models; shiny colony
morphology was related to biolm formation， motility， and production of
extracellular matrices and siderophores

5

acyl carrier
protein

studied in B． cenocepacia
Ｒelated to fatty acid content and increased cell surface hydrophobicit; relevant to
virulence

5

amidase amil studied in B． cenocepacia Ｒelated to lipid biosynthesis 5

kinase regulator
AtsＲ

studied in B． cenocepacia Acted as a negative regulator of multiple virulence properties 5

2 Bcc 致病因子研究的模型及策略

2. 1 Bcc 致病因子研究的模型

侵染模型对 Bcc 致病因子研究至关重 要，有 动

物和植物模型、体内和体外模型之分［1，3，5］。最常见

的动物模型是大鼠琼脂珠模型，该模型最早用于肺

部慢性感染铜绿假单胞菌的研究，小鼠中也有类似

的实验。在慢性肉芽肿病研究中则为小鼠模型。线

虫、蜡螟幼虫和斑马鱼也常用于动物模型，植物模型

有苜蓿幼苗和洋葱组织模型。此外，还有巨噬细胞、
上皮细胞、树突细胞、嗜中性粒细胞和变形虫模型。
2. 2 Bcc 致病因子研究的策略及遗传工具

可用于伯克氏菌遗传操作的策略有基因敲除、
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ＲNA 高通 量 测 序 ( ＲNA-seq ) 、转 座 子 诱 变、微 阵 列

和消减杂交 等［3，5］。先 前，由 于 可 用 的 遗 传 工 具 有

限以及对用于遗传选择的大多数抗生素具有高度耐

药性，这使得伯克氏菌遗传操作极具挑战性，其致病

机理研究一直非常缓慢。但是，近十年来已经开发

出一系列专门用于 Bcc 的诱变技术［47］。目前，已报

道的技术有等位基因置换、无标记靶标基因缺失和

无标 记 等 位 基 因 置 换［5］ 等。高 通 量 ＲNA 测 序

( ＲNA- seq) 策略可通过比较转录水平的差异，从而

揭示出 B． cenocepacia 临 床 菌 株 与 环 境 菌 株 间 的 调

控 差 异，有 助 于 阐 释 不 同 生 境 菌 株 的 特 定 适 生

性［48］。转座子随 机 诱 变 策 略 在 Bcc 致 病 因 子 研 究

中应用 较 广 泛，一 些 Bcc 重 要 致 病 因 子 ( 如 编 码 参

与胞外多 糖 Cepacian 生 物 合 成 的 bce-I 基 因 簇 ) 就

是采用该策略鉴定的［3］; 该策略也已成功用于水稻

白叶枯病菌［49］和十字花科黑腐病菌［50］的研究。我

们则 采 用 了 信 号 标 签 诱 变 策 略 ( Signature tagged
mutagenesis，STM) 开展 B． andropogonis 菌致病因子

的研究，这是一种引入了检测体系的转座子随机插

入策略，优点是可显著减少工作量和实验动物。目

前，STM 在突变体鉴定、功能验证中应用非常广泛，

已帮助科研人员获得了大量生物学信息［51］。此外，

我们还在 开 展 B． andropogonis 菌 全 基 因 组 测 序 工

作。目前，全基因组测序工程已给生命科学研究带

来了革命性的进步。对 Bcc 基因组序列进行深入分

析有助于了解其生理学、对特定环境的分子适应性

以及重 要 的 致 病 因 子 等［52 － 56］。总 之，全 基 因 组 序

列信息等与上述策略、遗传工具珠联璧合有望在基

因组水平实现高通量的致病因子筛选和功能验证。

3 Bcc 致病因子研究存在的问题

Bcc 致病因子 研 究 中 最 大 的 问 题 是 侵 染 模 型。
首先，不存在可以准确地模拟 Bcc 感染人类的模型。
尽管建立了各种侵染模型，但仅有脊椎动物具有适

应性免疫系统，其他大多数生物完全依赖其先天免

疫系统抵御 Bcc 的侵染。尽管这些侵染模型可以模

拟一些环境 和 临 床 Bcc 菌 株 存 活 的 各 种 不 同 生 态

位，但是没有一个模型能够准确地反映 Bcc 侵染的

真实环境 ( 如 CF 患 者 肺 部 ) 。因 此，这 些 模 型 各 有

其优点 和 不 足。第 二，Bcc 菌 株 间 存 在 较 大 变 异。
例如，研 究 广 泛 的 3 个 B． cenocepacia 菌 株 H111、

K56 － 2 和 J2315 在 蜡 螟 和 线 虫 侵 染 模 型 中 表 现 完

全不同［44］。此 外，菌 株 间 某 些 特 定 致 病 因 子 的 产

生、对毒力的贡献甚至是否存在该因子等均有差异，

如调控蛋白 Pbr 在菌株 K56 － 2 侵染线虫时对毒力

有贡献，但该蛋白在菌株 J2315 中却不存在［45］。第

三，Bcc 细菌致 病 因 子 功 能 验 证 不 能 仅 限 于 一 个 或

两个侵染模型实验。迄今，尚没有发现在所有侵染

模型 ( 脊 椎 动 物、无 脊 椎 动 物、植 物 和 组 织 培 养 模

型) 均表 现 无 毒 性 的 突 变 株。因 此，那 么 许 多 有 价

值的突变株还必须进行其他侵染模型的功能验证以

确定它们对毒力贡献的大小。一些 Bcc 毒力因子具

有寄主特异性，若采用多种模型进行实验，其结果可

能会明显不一致［44］。因此，选择侵染模型时要非常

慎重。总之，对于 Bcc( 尤其是新鉴定的 ) 致病因子，

要在各种侵染模型进行验证以检验他们是否在种内

和种间所有菌株中对毒力都是必须的。
开展 Bcc 毒力因子和致病机理研究旨在鉴定新

的靶标位点从而合理设计治疗 Bcc 感染的新策略和

新药物，这是目前也是今后研究的重点。需要指出

的是一个特定基因或基因产物必须满足 : ( 1 ) 对 Bcc
在寄主内的 生 存 是 必 需 的 ; ( 2 ) 在 不 同 菌 株 间 应 非

常保守的 ( 如 ＲND 超级家族外排泵基因［3，46］) ; ( 3 )

在人类体内完全不存在或极少存在，那么该基因或

基因产物才能作为一个潜在的药物靶标加以研究、
开发和利用。

4 结论和展望

Bcc 致病性为 多 基 因 控 制，这 涉 及 许 多 已 知 和

未知的致病因子和决定因素。由于 Bcc 耐药性是一

个全球性难题，患者被感染后难以治愈。因此，Bcc
细菌致病因子和致病机理研究对鉴定新靶标从而合

理设计新策略和药物以防治 Bcc 感染至关重要，现

在迫切需要用于开发新药物的靶标位点。目前，有

几类致病因子具有现实的和潜在的开发价值，如外

排泵系统、群体感应系统和调控蛋白等。此外，其他

病原细菌 ( 如人类病原菌铜绿假单胞菌和植物病原

黄单胞菌等 ) 致病机理的研究也有有很好的借鉴意

义，如针对编 码 调 控 毒 力 因 子 表 达 的 基 因 ( 如 群 体

感应系统的 组 分 ) 或 参 与 关 键 毒 力 因 子 ( 如 胞 外 多

糖 Cepacian) 合成的蛋白质也是潜在的新靶标 ; 主要

调控蛋白如非编码小 ＲNA 分子伴侣 Hfq 也 具 有 显
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著的新药物和新疗法开发的价值。从长远来看，针

对 LPS 和 表 面 蛋 白 进 行 疫 苗 开 发 以 及 针 对 重 要 调

控蛋白以及群体感应系统进行抑制剂开发有望成为

今后研究的重点。开展 Bcc 致病因子和致病机理研

究，需要选择合适的侵染模型、策略以及遗传操作工

具，但是不应局限于单个菌株或某个种，而应该针对

所有常见的 Bcc 细菌，理想情况是对 Burkholderia 属

所有致病菌。总之，今后基因组相关策略的应用，包

括基因组测序、基于微阵列的表达技术以及大规模

诱变等技术将有助于发现新的和未知的致病因子以

及开发新策略和抗菌药物，从而防治 Bcc 感染引起

的疾病。
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菌侵染模型的问题方面给予作者很好的启发，加拿
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Advances in virulence determinants in Burkholderia
cepacia complex —A review
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Abstract: Most members of the Burkholderia cepacia complex ( Bcc ) are important human opportunistic pathogens．
Although progress has been achieved on the taxonomy and molecular identification of these bacteria， the molecular
mechanisms of Bcc pathogenicity remain unclear and little development is made for new therapeutic agents． As Bcc is
resistant to many common clinically-relevant antibiotics，revealing its virulence determinants is therefore very important to
develop novel antibiotics or alternative anti-infective therapies． In this review，we summarize current advances in principal
virulence determinants， limitations and genetic tools for studies of pathogenesis of Bcc． We primarily focus on key
pathogenicity factors，including innate resistance to antibiotics，protein secretion system，and quorum-sensing systems．
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system
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