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摘要：假单胞菌铁载体(Pvd)的产生是社会微生物学研究的一个重要模式系统：产生菌是合作者，而不

产生菌是欺诈者。欺诈者可以不用付出 Pvd 合成的能量代价，而利用其他细菌产生的 Pvd 来获取生长

所需的铁离子，因而处于竞争优势地位。合作与欺诈成为了当前解释自然界广泛存在的 Pvd 不产生菌

进化形成的主要原理。本文将阐述荧光假单胞菌 Pvd 不产生菌形成的多条进化途径，并在此基础上剖

析合作与欺诈原理的普遍适用性问题。 
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近年来，随着社会学的概念引入到微生物学

的研究当中，催生了一门新的分支学科，即社会

微生物学(Sociomicrobiology)[1–5]。低级的单细胞微

生物个体之间存在着广泛的合作(cooperation)、欺

诈(cheating)与仇恨(spite)等社会行为，以及通过分

泌信号分子进行对话交流(群体感应)等[6,7]。该分

支学科的主要任务是从生物进化的角度，剖析微

生物多样性形成的机理和一些遗传学现象的生态

学意义，从而将人们对微生物的认识从目前的分

子和个体水平提高到群体甚至生态系统的水平。

本文将以假单胞菌铁载体的产生为例，着重讨论

该研究领域的新发展及可能存在的问题。 

1  微生物的社会学属性：合作与欺诈 

目前在研的众多社会微生物学现象可以归结

到生物进化中的一个核心问题，那就是合作[1,8]。

合作是自然界广泛存在的一种自然现象，一种生

物付出自身代价来帮助另外一种生物。它既包括

对合作双方都有利的互惠共生关系(mutualism)，

也 包 括 仅 接 受 一 方 获 益 的 利 他 主 义 行 为

(altruism)。长期以来，合作一直是生物进化领域

的一个热门课题。原因是达尔文进化论的核心是

自然选择，而自然选择是在个体水平上进行的：

适应者生存，不适应者被淘汰。因此自然选择学
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说很难解释合作这种让其他个体受益的行为。达

尔文本人在“物种起源”第六章也很明确地指出了

这一点[9]。 

与合作者(cooperators)相伴而行的是欺诈者

(cheaters)。因为合作是有代价的，而欺诈者可以

从合作关系中获得好处却不用付出全部的代价。

故欺诈者在与合作者竞争的时候就必然处于优

势。如果没有时间限制的话，欺诈者在群体中所

占的比例会逐渐升高，从而导致合作者在正常的

自然选择过程中被逐渐淘汰 [10]。然而合作的现

象在自然界比比皆是。因此合作关系的维持机理

尤其是防止欺诈者对合作关系的侵扰的抑制机

制，长期以来一直是生物进化领域的一个关键科

学问题。 

2  假单胞菌铁载体的产生是研究微

生物合作行为的一个重要模式系统 

微生物之间相互合作的一个主要方式是分泌

产生细胞外产物(extracellular products)[8]：包括与

营养 物质利用 和抗生素 抗性有关 的胞外 酶

(enzymes)[11]，细菌运动所需要的生物表面活性剂

(biosurfactants)[12]，与生物被膜(biofilm)形成有关

的胞外多糖[10]，以及群体感应的信号分子等[13]。

由此可见，合作这一社会学概念影响到了微生物

学研究的方方面面。其中可自由扩散的细胞外产

物称为公共物品(public good)，因为生长在同一环

境中的所有细菌都可以获得它。产生菌是合作者

(cooperators)，相应地，不产生菌(或产生能力下降

的菌株)就是欺诈者(cheaters)。合成这些胞外产物

是需要消耗能量的，不产生菌可以不用付出这些

代价而从环境中吸收其他细菌产生的胞外产物。

因此不产生菌相对于产生菌来说就处于竞争优

势。在其没有得到有效控制的前提下，自由竞争就

会导致合作关系的解体(图 1)。对不产生菌(欺诈者)

的控制机理是研究微生物合作行为的核心内容。 

对于微生物分泌细胞外产物的合作行为，最

重要的一个研究模式是假单胞菌 Pseudomonas 所

产生的铁载体荧光素(pyoverdine，缩写 Pvd)[14–17]。

铁是细菌生长所必需的营养元素。但是在大多数

有氧的自然环境条件下，铁是以不溶于水的三价

铁离子(Fe3+)存在的，从而不能被细菌直接吸收利

用。因此，包括荧光假单胞菌在内的许多细菌进化

获得了产生铁载体 Pvd 的能力[18–21]。如图 2 所示，

Pvd 在细胞质中合成，经过周质空间进一步修饰，

然后分泌到胞外。胞外的 Pvd 与 Fe3+ 结合之后， 

 

 
 

图 1.  合作关系的维持所面临的挑战 

Figure 1.  The evolutionary challenge for the maintenance of cooperation. Bacteria produce diffusible extracellular 
products (termed public goods, A). Non-producing mutant arises and increases in frequency (B, C), leading to 
extinction of the producer and collapse of the cooperative system (D). 
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图 2.  假单胞菌合成 Pvd 铁载体的分子机理(A)和实验室微宇宙系统(B) 
Figure 2.  The molecular mechanism of Pvd regulation (A) and the laboratory microcosm system (B). Under 
conditions of iron limitation, PvdS activates expression of Pvd synthesis genes; Pvd is then secreted outside of the 
cell after modification in the periplasmic space between outer membrane (OM) and cytoplasmic membrane (CM). 
Next, Pvd is bound with Fe3+ and subsequently taken up by FpvA. After releasing iron in the periplasmic space, 
Pvd is recycled by the OpmQ transporter. Pvd uptake enhances PvdS activities via the membrane-bound FpvA and 
FpvR system. 
 

由外膜转运蛋白 FpvA 转运到周质空间。Fe3+ 释放

之后，还原为二价铁离子 Fe2+随后进入细胞质，而

Pvd 则被重新分泌到细胞外而重复循环利用[19,22]。 

假单胞菌铁载体不产生菌(Pvd–)在自然界是

广泛存在的。从土壤、水、植物表面，到绿脓假

单胞菌慢性感染病人的肺部，都可以很容易地分

离得到[15,23–24]。这些 Pvd–欺诈者菌株失去了产生

铁载体的能力，但可以通过吸收其他菌株(合作者)

分泌产生的 Pvd 而获得生长所需的铁元素。因此

“合作与欺诈”被用来解释自然环境当中 Pvd–突变

体形成的根本原因，是目前大量相关工作的理论

基础[25]。 

当前报道的试验结果提出了很多有意义的假

设来阐明铁载体产生这一合作关系得以维系的机

制。例如，Sexton 等(2017)发现荧光假单胞菌对自

己产生的铁载体比对其他菌株产生的铁载体具有

更高的吸收利用能力，从而保证产生菌比不产生

菌更有竞争优势[26]。Kummerli & Brown (2010)证明

了铁载体的反复循环利用可以减少 Pvd 合成的耗

能，防止 Pvd–突变体的侵袭[16]。Jin et al. (2018)发

现绿脓假单胞菌在遭遇环境胁迫时会减少 Pvd 的

分泌，产生菌细胞内累积的 Pvd 转换成私有物品

(private goods)用于增强活性氧的抵御能力[27]。另

外，在 Pvd 扩散受限制的环境(如菌落内部)Pvd 集

中在产生菌的周围，从而可以减少被 Pvd–突变体

摄取的机会[28]。 

3  合作/欺诈理论的普适性问题 

铁载体的社会学属性最早源于 Griffin et al. 

(2004)发表在 Nature 的一篇论文，题为“病原细菌

的合作与竞争”[14]。很快这一认知就进入了教科
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书。激发了大量的研究工作，并在很短的时间之

内使假单胞菌 Pvd 成为研究微生物合作行为的一

个最重要的模式系统。然而，当几乎所有的工作

都集中在研究合作关系的维持机制的时候，一个

关键的基础性任务却被忽视了，那就是对 Pvd 的

产生这一合作行为本身进行严格的科学检验。到

目前为止，没有提出足够令人信服的证据来证明：

(i) Pvd 是进化学严格意义上的一个公共物品；(ii) 

Pvd 的产生是细菌之间的合作行为；(iii) 更进一

步 Pvd 产生的合作行为是可以不受环境条件的限

制[29]。换句话来说，从传统微生物学的角度，目

前尚缺乏足够证据证明“合作”与“欺诈”是解释自

然界众多环境条件下 Pvd–突变体形成的唯一机

理。需要指出的是，这一状况不仅仅限于 Pvd 铁载

体，而是存在于所有通过产生公共物品的方式来进

行合作的微生物合作行为，包括群体感应[13,30]。 

对微生物合作现象的普遍适用性的研究具有

重要的理论与现实意义。在理论上，假如认定自

然界所有的 Pvd–突变体都是通过欺诈的方式而获

得竞争优势的话，我们就失去了探索其他潜在进

化途径的学术机会。因为科学问题的提出是相关

研究工作的第一步。在实践应用上，鉴于 Pvd 是

病原假单胞菌的一个重要致病因子，利用合作与

欺诈(例如 Pvd–低毒菌株)来防治动植物以及人类

细菌侵染性疾病已经被提上了日程[2,5,31,32]。相关

的实践应用必须建立在正确的理论基础之上。 

4  实验进化(experimental evolution)

是检验微生物合作行为的有效技术

手段 

对于生物学中的合作行为，近年来已经形成

了一个大家公认的严格定义：合作是一个生物个

体付出代价而让另一个体受益的行为，而且这一

行为必须是自然选择的结果[8]。合作的概念是非常

清晰的，但是在具体操作上如何判定某一具体行

为是否是“合作”(或自然选择的结果)的时候，却面

临着技术上的巨大挑战。主要难点在于判断一个

具体行为是否是自然选择的结果。我们无从知道

一个微生物性状在漫长的生物进化史上进化形成

的环境条件，而环境条件对物种的适应性起着决

定性的作用。在这种情况下，实验进化就成为了检

验微生物合作行为的不可或缺的技术手段[33–34]。 

研究细菌的进化问题具有动物和植物所不具

备的优势，那就是我们可以准确地量化测定细菌

在特定生长环境条件下的相对适应性[34]。对于待

比较的两个菌株，需要对其中的一个进行标记，

最好是使用非选择性标记基因，对细菌的适应性

没有影响，比如 lacZ 基因。lacZ 基因标记和没标

记的菌株，在含 X-gal 的平板上会分别形成蓝色和

白色两种菌落。这样一来，就可以在同一个琼脂

平板上区分供试的两个菌株。将原始菌株与进化

菌株按照一定的比例(如 1:1)混合接种到一个新的

培养基(或植物)，分别测定它们在起始时间 t=0 的

细菌数(Ni)和生长结束时间 t=T 的细菌数。然后分别

计算它们的马尔萨斯氏参数(Malthusian parameter)：

mi=ln[Ni(T)/Ni(0)]。进化菌株相对于原始菌株的相

对适应性可以用选择效率常数来表示，即 selection 

rate constant：rij=mi–mj。rij 数值是正数就表明进化

菌株比原始菌株的适应性强。反之，负数就表明

进化菌株比原始菌株的适应性弱。二者适应性相

当的话，rij 数值就是零。 

在实验进化试验中，我们将起始的微生物菌

株在特定的环境条件下传代培养。中间形成的微

生物群体可以永久冷冻保藏起来，供后续分析试

验(其作用相当于动植物的化石)。随着第二代和第
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三代高通量测序技术的发展，人们可以很容易地鉴

定实验进化过程中所发生的基因突变。最后，利用

基因定位突变(site-directed mutagenesis)的技术将

相应的基因突变引入原始菌株(或中间体)[35]，来分

析该基因的生态学功能，并测定突变体在已知的相

应环境条件下的适应性(fitness)。这样就可以将基

因型、表现型以及环境条件三者有机地结合起来。 

5  合作与欺诈不是 Pvd－菌株进化

形成的唯一途径 

Zhang and Rainey (2013)首次使用实验进化的

方法，剖析了荧光假单胞菌 Pvd 铁载体在实验室

微宇宙(microcosm)条件下的进化过程[36]。将起始

的 Pvd 产生菌(Pvd+)接种到含 6 mL 培养基的试剂

瓶(图 2-B)，在静置和摇床两种培养条件下，进行

1000 倍稀释的连续传代培养(每转接一次，细菌繁

殖约 10 代)。经过 600 代之后，对进化形成的 Pvd–

突变体进行遗传学分析，发现所有的基因突变都

发生在 pvdS 基因。如图 2 所示，PvdS 是激活 Pvd

合成基因的正调节子(sigma 因子)[20,22]。Pvd 的吸

收和合成是偶联的。细胞吸收越多就合成越多，

而 PvdS 是协调 Pvd 吸收与生物合成的关键调节因

子(图 2)。pvdS 突变之后，突变体不再合成 Pvd，

但其吸收 Pvd 的能力则不受影响，因而具有一个

典型的“欺诈者”的特点。但是，对 Pvd–的相对适

应性进行了大量的研究之后，发现存在着非常复

杂的基因型与环境之间的相互作用。Pvd–只在适

度缺铁的环境中表现出一个“欺诈者”的特征。而

在其他环境条件(包括微宇宙环境)则不是一个“欺

诈者”：单独生长的时候，Pvd–突变体比 Pvd+产生

菌的适应性更强。据此，合作与欺诈的“普适性”

被首次质疑[36–38]。 

如图 2-B 所示，在微宇宙的异质环境条件下，

仅仅气液表面是一个好氧的环境，铁离子是以三

价的形式出现，从而细菌需要分泌产生 Pvd 来获

得生长所需的铁离子。但是微宇宙的下层则是一

个微好氧或厌氧的环境，还原态的二价铁离子是

可溶的，可以直接被细菌细胞吸收利用，因此这

里的细菌不缺铁，不需要合成 Pvd。但是，在静置

培养条件下，定植在表层的细菌所产生的 Pvd 会

往下扩散，诱导微宇宙下层的细菌不必要地合成

大量的 Pvd。具体从分子机理上来讲，在铁供应充

分时，Pvd 生物合成基因的转录表达是受到 Fur

阻遏蛋白抑制的，但是 Pvd-Fe3+复合体的吸收以及

PvdS 正调节子的高表达都可以解除 Fur 阻遏子的

抑制作用，从而导致野生型菌株在不缺铁的环境

(微宇宙下层)也合成 Pvd。很显然，野生型菌株是

不适应这种异质性封闭的生长环境的，相反地该

环境有利于 Pvd–突变体的生长。也就是说，实验

室微宇宙试验中 Pvd–突变体的出现并不是源于对

野生型菌株的“欺诈”。 

需要特别说明的是，异质性封闭环境在自然

界也是存在的，比如荧光假单胞菌定植的土壤团

聚体以及铜绿假单胞菌慢性感染病人的肺部。因

此，自然界包括 Pvd–在内的胞外产物突变体可能

存在多条进化途径。”合作/欺诈”只是其中的一条

可能途径，在我们接受它之前应该像对待其他的

假说一样进行严格的检验。 

6  小结和展望 

总而言之，合作与欺诈是近年来解释微生物

多样性形成机理的一个积极尝试。单纯从生物进

化的角度，利用微生物为研究材料阐明合作的进

化机理在方法学上是没有任何问题的，只要满足
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相关的条件要求就行，就像我们可以用计算机模

拟的手段来研究合作的机理一样。但是从微生物

学的角度，不能据此就认定 Pvd 等性状是微生物

的一种合作行为。除了螯合铁的主要功能之外，

Pvd 还参与了其他金属离子如铜和锌的代谢[39]，

同时具有抗菌和抗逆等功能[27,40]。另外，绝大多

数假单胞菌菌株的基因组都含有多套复杂的 Pvd

跨膜转运系统，它们既可以吸收自己合成分泌的

Pvd，也可以吸收利用环境中存在的其他细菌分泌

的 Pvd。因此，自然界 Pvd 进化形成的真实情况

显然比我们目前认识到的要复杂的多。对于合作

和欺诈的新假说，我们应该像对待其他科学假说

一样进行严格的实验检验。剖析在不同生态环境

条件下不产生菌的潜在进化途径是当前社会微生

物学研究的一项迫切任务。 
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Evolutionary insights into the emergence of pyoverdine 
non-producing mutants in Pseudomonas 
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Abstract: Pyoverdine (Pvd) — a diffusible iron-chelating agent produced by bacteria in the genus of Pseudomonas 

— has recently become a model system for studying sociomicrobiology. The sociobiology framework (specifically, 

cooperation and cheating) is used to explain the emergence of Pvd nonproducing mutants that are commonly found 

in natural environments. Pvd producing and nonproducing cells are considered cooperators and cheaters, 

respectively. Non-producers can receive the benefit of cooperation by taking up Pvd produced by other cells, but 

they do not pay the full cost of Pvd biosynthesis. Thus, nonproducing mutants are advantageous in direct 

competition with the producing cells. This review summarizes the multiple evolutionary pathways of Pvd 

nonproducing mutants, and further discusses the generality of the conclusion that Pvd production is a cooperative 

behaviour. 
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