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铜绿假单胞菌多重耐药基因的筛选及鉴定 
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摘要：【目的】研究铜绿假单胞菌中与耐药性相关的基因。【方法】筛选转座突变体文库中对多种抗

菌药物敏感的突变体，通过随机 PCR、核苷酸测序及序列比对确定突变体中转座子的插入位点及其

破坏的基因。【结果】筛选得到 2株对多种抗菌药物敏感的突变体，其中被破坏的基因分别为功能未

知的新基因 PA2580 和 PA2800。【结论】PA2580 和 PA2800 可能分别通过参与细胞氧化还原作用和

细胞壁合成进而与铜绿假单胞菌耐药性相关。 
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）是一

种条件致病菌，在机体免疫力低下的情况下易发生感

染，已成为医院内感染最常见的病原菌之一，临床治

疗困难很大[1,2]。 
随着抗菌药物的广泛使用，病原菌的耐药性日趋

严重。目前认为病原菌主要存在以下 5种耐药机制：
①细菌可以产生抗生素水解酶或钝化酶使之失活；②

改变抗生素作用的靶位使其失去作用位点；③降低细

胞膜的通透性使抗生素无法进入细胞不能到达作用

靶位；④通过主动外排机制将进入胞内的药物泵至胞

外；⑤生物被膜的形成 [3,4]。铜绿假单胞菌感染难以

根除的主要原因是其具有内在的多重耐药性 [4~5]，机

制较为复杂。寻找耐药基因、研究和揭示可能存在的

耐药机制及分子机理是应对耐药性病原菌威胁的重

要课题。 
本试验利用转座子随机突变，造成插入基因的失

活，通过高通量筛选获得对多种抗菌药物敏感的突变

体；经随机 PCR、核苷酸测序、序列比对后确定转座
子插入位点，发现了与多重耐药性相关的新基因，对

于深入了解细菌多重耐药性的分子机制、寻找药物作

用的新靶点具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌种：铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）PAO1、大肠杆菌（Escherichia coli）
SM10-λpir（含质粒 pBT20 [6]）均为本实验室保存。 
1.1.2  培养基：LB液体培养基：10 g/L胰蛋白胨，5 
g/L酵母粉，10 g/L NaCl；LB固体培养基：LB液体
培养基中加入 1.5%的琼脂粉。假单胞分离琼脂培养
基：44.4 g/L假单胞分离琼脂，20 mL/L甘油。根据
试验需要添加相应的抗菌药物。 
1.1.3  主要试剂和仪器：酵母粉、胰蛋白胨为 OXOID
公司产品，羧苄青霉素（Carbenicillin）、四环素
（Tetracycline）、庆大霉素（Gentamicin）、氯霉素
（Chloramphenicol）、环丙沙星（Ciprofloxacin）、
红霉素（Erythromycin）、磺胺（Sulfanilamide）、
琼脂粉均来自 Wolsen公司；多粘菌素（Polymixin）
来自 SIGMA公司；DMSO、EDTA、Tris-base、CTAB、
M9 培养基均为 Amresco 公司产品；Taq 酶、dNTP
均购自北京天为时代公司；DNA 产物纯化试剂盒购
自鼎国公司；假单胞分离琼脂（PIA）购自自北京陆
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桥技术有限责任公司；其他试剂均为国产分析纯。

Wallac 1420 Multilabel counter 购自 PerKinElmer 公
司；离心机 Centrifuge5415D、Centrifuge5810R、PCR
仪 Mastercycle gradient 均购自 Eppendorf 公司；
Luminescent image analyzer LAS 3000 购自 Fujifilm
公司；96 孔板、384 孔板均为 Costar 公司产品；
Multi-blot replicator（48 pins and 96 pins）为 V&P
公司产品。  

1.2  铜绿假单胞菌转座突变体文库的构建 
采用双亲株杂交的方法进行转座突变 [6,7]。将含

有转座子携带质粒 pBT20的供体菌 E.coli SM10-γpir
和受体菌 PAO1分别接种在含庆大霉素（50 μg/mL）
和不含抗生素的 LB平板上，过夜培养。将培养物分
别悬浮在 LB液体培养基中，4500 r/min离心 5 min，
用 0.01 mol/L 的 PBS 缓冲液洗涤菌体，然后将菌体
各自悬浮在 2 mL 的 LB 液体培养基中，使供体菌的
浓度为 OD600=40，受菌体的浓度为 OD600=20。将   
25 μL 供体菌悬浮液和受体菌悬浮液混合后点在 LB
平板上，同时分别取 50 μL供菌体和受菌体作为对照，
37℃培养 2 h。将培养后的混合物刮下并悬浮在 M9 
培养基中，然后取 100 μL 涂布在含庆大霉素(150 
μg/mL)的假单胞分离琼脂平板上，37℃过夜培养，同
时以供体菌和受体菌作为负性对照。将选择培养基上

长出的单克隆收集于 384 孔板中，培养 16 h 后加入
DMSO（终浓度为 10%）于−70℃保存。 

1.3  各种抗菌药物对铜绿假单胞菌最小抑制浓度(MIC)
的测定 
1.3.1  LB固体培养基中铜绿假单胞菌 MIC的测定：
用Multi-blot replicator将 LB液体培养基中过夜培养
的野生型 PAO1 接种于含 1/2 浓度梯度稀释后的各种
抗菌药物的 LB平板上，37℃培养 24 h后观察，确定 
MIC的大概范围[8]，然后逐步缩小浓度范围最终确定

每种抗菌药物的 MIC精确浓度。 
1.3.2  LB液体培养基中铜绿假单胞菌 MIC的测定：
使用透明 96 孔板，以羧苄青霉素 500 μg/mL、氯霉
素 200 μg/mL、环丙沙星 2 μg/mL、红霉素 500 μg/mL、
四环素 100 μg/mL、多粘菌素 20 μg/mL、磺胺 2000 
μg/mL为起始浓度进行 1/2梯度稀释，每孔各 100 μL 

培养基，用 Multi-blot replicator 将处于指数生长期

的野生型 PAO1 接种于培养基中，起始 OD600 为

0.06~0.07，在 Wallac 1420 Victor multilabel counter
上于 37℃每隔半小时测定 OD600，共测定 24 h, 根据
生长曲线确定该抗菌药物对 PAO1的 MIC。 

1.4  抗菌药物敏感突变体的筛选 
1.4.1  固体培养基中敏感突变体的初步筛选：从构建
的转座突变体文库中筛选对 7种抗菌药物，即羧苄青
霉素、氯霉素、环丙沙星、红霉素、四环素、多粘菌

素、磺胺敏感的菌株。首先将保存的转座突变体转接

到含 LB液体培养基的 384孔板中，37℃培养 16 h后，

使用 Multi-blot replicator 将其点接到含 1/4MIC（固

体）抗菌药物的 LB 固体平板上，每块平板可点接

192 株突变体。培养 24 h 后进行观察，筛选出在含

1/4MIC 抗菌药物平板上不能生长或生长明显弱于

野生 PAO1 的敏感突变体。将筛选得到的突变菌株

在含抗菌药物的 LB 固体培养基上重新筛选 2 次以

排除假阳性，并保存到 96 孔板中。 
1.4.2  液体培养基中敏感突变体的复筛及其 MIC 的

确定：将固体培养基中筛选得到的敏感突变体分别接

种到加有 100 μL LB液体培养基的 96孔板中，37℃
过夜培养后，各取 3 μL转接到新鲜 LB培养基中继续

培养 3 h，然后使用 Multi-blot replicator 将突变体接

种到 96孔板中，板中预先添加了含有低于 PAO1 MIC
（液体）的抗菌药物的 LB 培养基，于 Wallac 1420 
Victor multilabel counter 上检测接种量，控制起始
OD600为 0.06~0.07, 在 37℃摇床培养 24 h 后，再次
检测其生长量，以 OD600浓度之差≤0.02作为抑制细
菌生长的标准，确定各种抗菌药物对铜绿假单胞菌突

变菌株的 MIC。 

1.5  随机 PCR 及测序 
通过随机 PCR 确定转座子的插入位点[9]。随机

PCR 包括两次 PCR 反应，首先提取抗菌药物敏感突
变体的基因组 DNA 作为模板，以 P7-1：CTAACA- 
ATTCGTTCAAGCCG和 ARB1：GGCCACGCGTCG- 
ACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT 为引物进行第
一次 PCR，反应程序为：95℃ 5 min；95℃ 30 s，30℃  
30 s，72℃ 1.5 min，重复 6个循环；95℃ 30 s，45℃    
30 s，72℃ 2 min，重复 30个循环；72℃ 4 min。然
后以第一次 PCR 产物作为模板，以 P7-2：
GGATGCGTCTAAAAGCCTGC和 ARB2：GGCCAC- 
GCGTCGACTAGTAC为引物进行第二次 PCR，反应
程序为：95℃ 1 min；95℃ 30 s，52℃ 30 s，72℃    
2 min，30个循环；72℃ 4 min。P7-1、P7-2都是以
转座子上一段序列设计的引物，P7-2位于 P7-1下游，
ARB1 为包含 ARB2 序列的随机引物（图 1）。纯化
后的 PCR终产物以 P7-2为引物进行测序，引物合成
及测序委托北京博尚生物技术有限公司完成。 
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图 1  随机 PCR 原理图示 
Fig. 1  Schematic depiction of primer binding in the two round arbitrary PCR. 

 

2  结果 

2.1  转座突变体文库的构建 
为了寻找铜绿假单胞菌中与耐药性相关的基因，

本研究利用转座子对铜绿假单胞菌基因组进行随机

突变，构成转座突变体文库，用以筛选对多种抗菌药

物敏感的突变体。随机突变利用携带 Mariner C9转座
酶和庆大霉素抗性基因的自杀质粒 pBT20 进行，通
过双亲株杂交，在含庆大霉素(150 μg/mL)的假单胞分
离琼脂平板上长出的单克隆即为插入转座子的铜绿

假单胞菌突变体，阴性对照无菌落生长。共挑取 17600
多个转座突变体保存于 46 块 384 孔板中构成转座突
变体文库。 

2.2  抗菌药物的选择及其对铜绿假单胞菌的最小抑制

浓度 
本试验选择具有不同的作用机理的 7 种抗菌药

物进行筛选：羧苄青霉素为细胞壁合成抑制药物，多

粘菌素能够破坏细胞膜的完整性，环丙沙星抑制

DNA 的合成和复制，氯霉素、红霉素、四环素为蛋
白合成抑制药物，磺胺可以抑制叶酸的合成。试验确

定了 7种抗菌药物对野生型铜绿假单胞菌的最小抑制
浓度（见表 1）。 

 
表 1  各种抗菌药物对铜绿假单胞菌的最小抑制浓度 

Table 1  MIC of antibacterial agents against PAO1 

Antibacterial agents MIC on agar 
LB/(μg/mL) 

MIC in liquid 
LB/(μg/mL) 

Carbenicillin 250 225 
Chloramphenicol 100 60 

Ciprofloxacin 1.2 0.6 

Erythromycin 360 300 

Tetracycline 60 35 

Polymixin 16 6 

Sulfanilamide 1000 1000 

 

2.3  抗菌药物多重敏感突变体的筛选 
在固体 LB 平板上分别采用 7 种抗菌药物的

1/4MIC 浓度对转座突变体文库进行筛选，得到 192
株对抗菌药物敏感的转座突变菌株。将这些菌株转接

至 LB液体培养基中，在抗菌药物浓度低于野生菌株
MIC（液体）的条件下进一步筛选。在接种量相同的
情况下，按照 1.4.2 的方法确定了各突变菌株对 7 种
抗菌药物的 MIC，得到 32 株对抗菌药物敏感的突变
体。对其中 2株对多种抗菌药物敏感的突变体 S1和 S2
进行了进一步研究，其MIC比野生型 PAO1有明显降低，
见表 2。其中，突变菌株 S1对羧苄青霉素、氯霉素、环
丙沙星三种抗菌药物敏感，其MIC分别为野生型 PAO1
的 1/3、1/2、1/2；突变菌株 S2对环丙沙星和四环素敏感，
其MIC分别为野生型 PAO1的 1/2和 1/3。 

2.4  突变体中转座子插入位点的核苷酸序列分析 
对筛选得到的对多种抗菌药物敏感的突变体 S1

和 S2 进行随机 PCR，以确定转座子在染色体上插入
的具体位置以及被破坏的基因。引物 ARB1 包含 10
个随机寡核苷酸，可与染色体 DNA 随机进行结合，
P7-1 与转座子特异性结合。第一次 PCR 可以扩增出
大小不同的半随机 PCR 片段，其中既包含一个或多
个以 P7-1 和 ARB1 为引物合成的包含部分转座子序
列的、长度不等的目的片段，还可能包含以一对 ARB1
为引物合成的非目的片段（见图 2-A）。第二次 PCR
以 P7-2 和 ARB2 为引物，扩增出大小不同的目的片
段和以一对 ARB2 为引物合成的非目的片段（见图
2-B）。以 P7-2为引物对 PCR终产物进行测序，P7-2
只能结合包含转座子序列的目的片段，得到其 DNA
序列。只有当转座子插入染色体单一位点时，才能得

到准确 DNA 测序，转座子多个位点插入将使 DNA
测序结果将出现双峰或多峰。S1和 S2测序均为单峰
结果，表明是单一位点突变体。 
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图 2  突变体随机 PCR 凝胶电泳图 
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis graph of the arbitrary PCR 
products. A: Result of PCR round 1; B: Result of PCR round 2. 
M. DNA marker; 1. mutant strain S1; 2. mutant strain S2. 

测序得到的 DNA 序列用 BLAST 软件与铜绿假
单胞菌的基因组数据库（www.pseudomonas.com）或
GenBank数据库进行比对，即可确定转座子的插入所
破坏的基因。所测序列与 P. aeruginosa标准株 PAO1
基因组中单一基因的一致性（identities）达 100%，
表明两个突变体中，转座子分别插入到铜绿假单胞菌

染色体的这一基因中。 

结果表明，在突变体 S1和 S2中转座子分别插入到
PA2580 和 PA2800 两个基因内部。PA2580 和 PA2800
均属于功能未知的Ⅳ类基因（class 4），PA2580编码的
蛋白可能为 NADPH-醌还原酶（NADPH-quinone reduc-
tase），PA2800的产物可能属于脂蛋白（表 2）。ClustalW2
比对结果显示，PA2580所编码的蛋白与 Escherichia coli
的MdaB蛋白具有 75%的同源性，PA2800基因所编码的
蛋白与 Shigella flexneri的 VacJ蛋白具有 52%的相似性，
见图 3。 

 

表 2  转座子插入位点及敏感突变体对药物的敏感程度 
Table 2  Transposon insertion sites and drug susceptibilities of mutant strains 

MIC/(μg/mL) Strain Insertion 
site Gene Alternate 

gene name 
Protein name 
confidence COG predictions 

Car Chl Cip Tet 
PAO1      225 60 0.6 35 

S1 2916759 PA2580 mdaB class 4 MdaB, Putative NADPH-quinone 
reductase (modulator of drug activity B) 75 30 0.3 35 

S2 3157039 PA2800 vacJ class 4 VacJ, Surface lipoprotein 225 60 0.3 12 
Car, Carbenicillin; Chl, Chloramphenicol; Cip, Ciprofloxacin; Tet, Tetracycline. 
 

 
 

图 3  PA2580 及 PA2800 产物的比对结果 
Fig. 3  ClustalW2 results of the products of PA2580 and PA2800. A: Result of the product of PA2580; B: Result of the product of 

PA2800. * means identical; : means conserved substitutions; . means semi-conserved substitutions. 
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3  讨论  

铜绿假单胞菌全基因组测序的完成为研究其功

能基因组提供了信息平台[4]，使全基因组水平寻找铜

绿假单胞菌的耐药基因成为可能[10]，了解病原菌中耐

药基因的常规方法是寻找已知耐药基因的同源基因，

但这种方法无法得到新类别的耐药基因[11]。本文应用

转座突变技术研究细菌多重耐药性，试验使用 7种作

用机制不同的抗菌药物对铜绿假单胞菌的转座突变

体文库进行筛选，找到了两个与铜绿假单胞菌多重耐

药性相关的新基因。以 Multi-blot replicator 和

Multilabel counter作为筛选工具，减少了工作量，具

有高通量的优点。 

本文从突变体文库中筛选得到两株与铜绿假单

胞菌多重耐药性相关的基因 PA2580 和 PA2800 均为
功能未知基因。PA2580 所编码的蛋白与 Escherichia 
coli 的 MdaB 蛋白具有 75%的同源性。最早由于在
DMP 840、adriamycin或 etoposide等抗肿瘤药物存在
时，Escherichia coli可以通过过量表达 MdaB蛋白而
使自身受到保护，因而该蛋白被命名为毒性调节器 B
（modulator of drug activity B）[12]。而后又有实验证

明此蛋白可使 E. coli对聚乙烯类化合物产生抗性[13]，

可能会改变拓扑异构酶的活性[14]。Pfam分析 PA2580
编码蛋白属于黄素氧化还原蛋白家族，推测其可能为

NADPH-醌还原酶。该酶为两个相同亚基的二聚体，
以黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）为辅基，将 NAD(P)H
的两个电子传递给醌类化合物进入呼吸链，使细胞免

受自由基和活性氧簇破坏[15]。目前对 PA2580基因的
研究未见任何报道，本试验证明该基因与铜绿假单胞

菌多重耐药性有关，初步推断可能由于 PA2580的破
坏，使细菌处于高氧化状态，导致突变菌株 S1 对多
种药物的抗性降低。 

另一个突变株 S2中，由于转座子插入到 PA2800
基因内部而对环丙沙星和四环素敏感。PA2800 基因
所编码的蛋白与 Shigella flexneri 中的 VacJ 蛋白有
52%的相似性，Pfam 显示 VacJ 可能属于脂蛋白类分
子。Suzuki T、Murai T等人的研究表明，VacJ暴露
于细菌表面，是 Shigella flexneri在宿主细胞间传播蔓

延所必需的[16]。Atsushi Tabata经实验发现 PA2800

所编码的蛋白属于外膜蛋白，该蛋白过量表达能够使

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 对季铵化合物
产生抗性，而将该基因突变后菌体会对季铵化合物变

敏感，推断其可能为脂蛋白或通道蛋白，使药物不易

进入菌体或将某些药物排出 [17]。本实验结果与

Atsushi Tabata 研究结果相吻合，突变株可能由于
PA2800 编码的脂蛋白或通道蛋白被破坏而对环丙沙
星和四环素更为敏感。采用基因敲除，遗传互补等方

法对这两个新基因的耐药机制进行的进一步研究尚

在进行中。 
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Screen and identification of genes involved in multidrug resistance in  
Pseudomonas aeruginosa  
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(Molecular Microbiology Laboratory, Northwest University, Xi,an 710069, China) 

Abstract: [Objective] To identify genes involved in multidrug resistance in Pseudomonas aeruginosa. [Methods] We 
constructed and screened a transposon mutation library and obtained mutants that exhibited decreased drug resistance. The 
insertion sites of the transposon were identified by arbitrary PCR and subsequent DNA sequencing. [Results] Two mutants 
which became more susceptible to several antibacterial agents than the wild type were identified as mutants with trans-
poson insertion in gene PA2580 and PA2800 respectively. The functions of these two genes are described as unknown in P. 
aeruginosa database. [Conclusion] PA2580 and PA2800 are involved in drug resistance, possibly through their roles in 
redox reactions and cell envelope biogenesis. 
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