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摘  要：【背景】布鲁氏菌(Brucella spp.)是一种兼性胞内寄生菌，能够引起世界范围内的人兽共患流

行病——布鲁氏菌病(以下简称布病)。链霉素是治疗布病的推荐药物，但我国已有链霉素耐受分离

株(根据 CLSI 推荐的耐药折点)。【目的】筛选并鉴定羊种布鲁氏菌(Brucella melitensis)链霉素耐受的

新基因。【方法】利用转录组筛选羊种布鲁氏菌链霉素耐受新基因，并利用同源重组、分子对接等

技术预测并鉴定相关基因的功能。【结果】羊种布鲁氏菌(M5 疫苗株)在含 2×MIC 浓度链霉素培养

基上，12 h 后通过耐受恢复增殖能力。转录组分析表明，细胞膜组成成分在低浓度链霉素耐受中

发挥重要作用，核糖体通路相关基因表达量显著性增加[|log2FC|≥2.0, P<0.05]，群体感应通路、

Ⅳ型分泌系统相关基因表达量显著性降低(|log2FC|≥2.0, P<0.05)。利用同源重组技术缺失组成Ⅳ型

分泌系统的元件，发现缺失 virB3 和 virB5 基因后，M5 疫苗株链霉素 MIC 值增高，回补后与亲本

株差异不显著。分子对接预测发现，VirB3 和 VirB5 能够通过氢键与链霉素结合。【结论】链霉素

主要影响羊种布鲁氏菌细胞膜组分涉及的相关通路。羊种布鲁氏菌通过降低Ⅳ型分泌系统组成元

件 virB3 和 virB5 基因的表达耐受链霉素。本研究为布鲁氏菌耐药株研究提供了新思路，为布鲁氏

菌新药研发提供了候选靶点。 
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Abstract: [Background] Brucella spp. are facultative intracellular pathogens causing a 
worldwide zoonosis, brucellosis. Streptomycin is the recommended antibiotic for treating 
brucellosis, while streptomycin-resistant isolates have been identified in China (according to the 
breakpoint recommended by CLSI). [Objective] To screen and identify new genes associated 
with streptomycin resistance in Brucella melitensis. [Methods] We employed RNA sequencing 
(RNA-seq) to mine new genes associated with streptomycin resistance in B. melitensis. 
Homologous recombination and molecular docking were employed to predict and identify the 
functions of the relevant genes. [Results] B. melitensis M5 restored its proliferation after 12 h 
of culture in the medium supplemented with 2×MIC of streptomycin. The results of RNA-seq 
revealed that cell membrane components played a role in the resistance to low-concentration 
streptomycin. Under streptomycin stress, the expression of genes involved in the ribosome 
pathway was up-regulated [|log2FC|≥2.0, P<0.05], while that of genes involved in quorum 
sensing and type IV secretion system was down-regulated (|log2FC|≥2.0, P<0.05). The MICs of 
streptomycin for virB3- and virB5-deleted strains were higher than that for M5, while the MICs 
of streptomycin for complemented strains were not significantly different from that for the 
wild-type strain. Molecular docking results demonstrated that VirB3 and VirB5 could bind to 
streptomycin through hydrogen bond. [Conclusion] Streptomycin mainly affected pathways 
related to cell membrane components of B. melitensis. B. melitensis develops resistance to 
streptomycin by down-regulating the expression of virB3 and virB5 of the type IV secretion 
system. This study provides new insights into the research on the antibiotic-resistant strains of 
Brucella spp. and offers candidate targets for the development of new agents for treating 
brucellosis. 
Keywords: Brucella melitensis; streptomycin; type IV secretion system; VirB operon 
 
 

布鲁氏菌病(以下简称布病)是由革兰氏阴

性菌—布鲁氏菌(Brucella spp.)引起的世界范围

内的人兽共患病，通常通过直接接触患病动物

或者摄入灭菌不彻底的患病动物制品感染[1]。

人患布病后，表现出发热、乏力、关节疼痛等

症状，诊疗不当还容易引发各种并发症[2]，由

该病导致的患者劳动力丧失和动物繁殖障碍每

年造成数十亿美元的损失。近年来，世界范围

内人和动物的布病均呈再流行趋势，每年布病

新增感染病例超过 50 万例[3]，并且真正的感染

人数是实际报道的 10−25 倍[4]。随着经济的发

展、频繁的牲畜及畜产品贸易和全球的旅游增
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强了布鲁氏菌的传播[5]。从家养牲畜到野生动

物，甚至海洋动物，布鲁氏菌均能感染。人和

动物面临布鲁氏菌带来的健康和公共卫生威胁

越来越大。 
我国布病流行比较严重，布病是我国法定

报告传染病系统中年新增病例增长最快的人兽

共患病(https://www.ndcpa.gov.cn/jbkzzx/c100016/ 
common/list.html)。近年来越来越多的报道表明

布鲁氏菌存在耐药株[6]。耐药株的存在加剧了

布病防控的难度。链霉素是世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)推荐的布病

治疗一线用药[7]，自 1986 年起一直应用至今。

链霉素属于氨基糖苷类抗生素，作用于细菌的

核糖体 30S 亚基，抑制细菌蛋白质的合成，进

而发挥杀菌活性[8]。团队前期的研究发现，我

国 新 疆 存 在 链 霉 素 最 小 抑 菌 浓 度 (minimal 
inhibitory concentration, MIC)较高的羊种分离株

(4 μg/mL，标准菌株为 0.5–1.0 μg/mL)，并且未

发现已报道的链霉素耐药基因获得突变[9]。因

此，为筛选并鉴定布鲁氏菌链霉素耐受新基因，

本研究拟利用转录组分析链霉素耐受相关基

因，并利用同源重组等技术鉴定相关基因的功

能，以期为布鲁氏菌耐药株的研究提供新思路，

为布鲁氏菌新药研发提供候选靶点。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

羊种布鲁氏菌(B. melitensis)疫苗株 M5、药

敏质控菌株大肠杆菌 (Escherichia coli) ATCC 
25922 和 pgex-18AP 质粒、pBBR1MCS 质粒由

中国农业科学院畜牧兽医研究所动物生物安全

与公共卫生防控团队保藏、复苏及培养；相关

试验在中国农业科学院畜牧兽医研究所动物生

物安全与公共卫生防控团队生物安全二级实验

室(BSL-2)内完成。 

羊种布鲁氏菌疫苗株 M5 的基因组、基因

及编码蛋白序列下载自 NCBI RefSeq 数据库

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/000/
348/645/GCF_000348645.1_MD5v1/)。 

1.2  主要试剂和仪器 
链霉素(streptomycin, SM)标准品，中国食

品药品检定研究院；RNAprotect Bacteria Reagent，
凯杰生物(北京)有限公司；细菌总 RNA 提取试

剂盒，天根生化生物(北京)有限公司；二代测序

MGISEQ-2000RS 测序载片、MGISEQ-2000RS
高通量测序试剂盒，深圳华大智造科技股份有限

公司；Premix ExTaq (Probe qPCR)、PrimeScript RT 
Reagent Kit，2×Premix Taq，宝日医生物技术(北
京)有限公司；ClonExpress MultiS One Step Cloning 
Kit，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 

二代测序仪器 MGISEQ-2000，深圳华大智

造科技股份有限公司；Qubit 4 Fluorometer，
Invitrogen 公司；NanoDrop，Thermo Scientific
公司；PCR 扩增仪，Bio-Rad 公司；电子比浊仪，

BioMerieux 公司；荧光定量 PCR 仪，西安天隆

科技有限公司。 

1.3  培养基 
布氏肉汤及布氏琼脂培养基参考文献[10]配

制；蔗糖培养基，在布氏琼脂培养基添加 0.22 μm
滤膜过滤除菌后的蔗糖溶液，使培养基中蔗糖

终浓度为 10%。 

1.4  体外链霉素 MIC 值的检测 
参考文献[10]建立的方法，利用 96 孔平板倍

比稀释链霉素至 0.125−256 μg/mL，加入 100 μL
稀释的 M5 菌液(约为 1×105 CFU/孔)，(35±2) ℃
生化培养箱中培养 48 h 后读取 MIC 值。大肠杆

菌 ATCC 25922 作为质控菌株，以未加菌液的

培养基作为阴性对照。 

1.5  rpsL 基因的检测 
参 考 文 献 [10] 建 立 的 方 法 提 取 基 因 组
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DNA，针对链霉素作用布鲁氏菌靶基因 rpsL 全

长序列，利用 Primer 5 设计上游引物(5′-ATGCC 
TACCGTAAACCAGC-3′)和下游引物 (5′-ACTT 
CGGACGCTTTGCACC-3′)进行 PCR 扩增。反应体

系(20 μL)：2×Premix Taq 10 μL，引物(1.0 μmol/L)
各 1 μL，模板 1 μL，灭菌双蒸水 7 μL。反应条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 
1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。扩增产物送

生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.6  生长特性检测及转录组测序分析 
划线布氏琼脂培养基，37 ℃培养 M5 疫苗

株，取单菌落分别加入布氏肉汤及添加 1 μg/mL
链霉素的布氏肉汤培养基中，37 ℃、220 r/min
培养，每 12 h 检测 1 次 OD600 的值。 

另取单菌落按上述条件培养至 OD600 为

0.4−0.6 左右，加入 RNAprotect Bacteria Reagent
处理后，参考前期建立的方法[10]，分别提取总

RNA。利用 2%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完

整性，用 NanoDrop 检测 RNA 的浓度。利用磁珠

去除 OD260/280≥1.8、OD260/230≥1.8 及 RIN 值≥7.0
样品中的 rRNA，反转录为 cDNA 后，利用 Qubit 4 
Fluorometer 检测浓度，适当稀释后取 100 ng 利

用相应的试剂盒进行酶切打断、片段回收、末

端修复、添加接头、PCR 扩增、变性、单链环

化后，制备、加载 droplet-based nucleic acid 
(DBN)，使用 MGISEQ-2000 测序仪测序，测序

覆盖度大于 200×。 
参考前期建立的方法[10]处理测序原始数据

获得 clean data。将 clean data 与 M5 参考菌株

基因组进行比对，利用 SAMtools[11]去除不合格

序列，利用 RSEM[12]软件将基因组注释文件定

量分析，获得每个样品的表达量数据，利用

edgeR[13]将表达量数据均一化并分析差异表达

基因。|log2FC|≥2.0 且 P<0.05 条件下为差异表

达基因筛选阈值。利用 clusterProfiler 将差异表

达基因进行 Gene Ontology (GO) 和 KEGG 
pathway 富集分析，将 P<0.05 的通路定义为显

著富集的通路。 

1.7  荧光定量检测 
利用荧光定量 PCR法(qPCR)检测相关基因

的表达。利用 PrimeScript RT Reagent Kit 将提

取的总 RNA 反转录为 cDNA。qPCR 体系及反

应条件参考 Premix ExTaq (Probe qPCR)说明书。

反应结束后执行熔解曲线，确定反应产物的单

一性。通过相对定量方法(2–ΔΔCt)比较添加链霉

素后参考基因的表达水平，布氏肉汤培养基中

M5 菌株的 16S rRNA 表达水平用作参考以标准

化所有值。每个样品重复 3 次。 

1.8  基因缺失株及回补株的构建 
参考文献[10]构建基因缺失株。分析质粒

pgex-18AP 的酶切位点，按照 Kpn I 和 BamH I
酶切位点，对 pgex-18AP 质粒进行双酶切后回

收。设计引物(表 1)，PCR 扩增目的基因上、下

游各约 500 bp 片段。PCR 反应体系(50 μL)：
M5 菌液模板 1 μL，上、下游引物各 2 μL，ddH2O 
20 μL，2×Premix Taq 25 μL。反应条件：95 ℃
预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 1.5 min，35 个循环；72 ℃延伸 10 min。
利用 ClonExpress MultiS One Step Cloning Kit
将上、下游片段的 PCR 产物等量混合并连接至

pgex-18AP 载体，转化至 DH5α 感受态细胞中。

提取阳性质粒电转入 M5 疫苗株中，利用蔗糖

培养基复筛，挑选阳性菌落。 
利用 pBBR1MCS 质粒构建回补菌株，按照

参考文献[10]的操作完成回补菌株的构建及鉴定。 

1.9  分子对接 
在 AlphaFold Protein Structure Database 

(https://alphafold.com)下载目的蛋白预测的蛋白

结构，在 NCBI PubChem 数据库(https://pubchem. 
ncbi.nlm.nih.gov)下载链霉素(CID 19649)分子 
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表 1  virB 操纵子基因扩增引物 
Table 1  Primers for amplification of virB operon genes 
引物名称 Primer name 序列 Sequence (5′→3′) 
virB1-f gccgctctagaactagtggatccATGGTGCCATTCCTTGTCCTC 
virB1-r gggaacaaaagctgggtaccTTAGAAAACAACTACGCCGTCCG 
virB2-f cgctctagaactagtggatccATGAAAACCGCTTCCCCCAGCAAG 
virB2-r ccctcactaaagggaacaaaagctgggtaccTTACCTAAGCAGGTAAGAGG 
virB3-f ccgctctagaactagtggatccATGACAACGGCACCACAGG 
virB3-r ctaaagggaacaaaagctgggtaccTTATGATTCTCTTTTGCGCTTTGTGAAGGC 
virB4-f cgctctagaactagtggatccATGGGCGCTCAATCCAAATACGCG 
virB4-r ctcactaaagggaacaaaagctgggtaccTCACCTTCCTGTTGATTTGG 
virB5-f ctctagaactagtggatccATGAAGAAGATAATTCTCAGCTTCGCATTCGCCC 
virB5-r caaaagctgggtaccTTAATAGGCGGCTTCCAGTGCTTTCG 
virB6-f gccgctctagaactagtggatccATGGTTAATCCTGTAATCTTTGAGTTC 
virB6-r ggaacaaaagctgggtaccCTAATCCCTGTTGAACTGGCC 
virB7-f gctctagaactagtggatccATGAAAAAGGTAATCCTTGCTTTTGTCGCC 
virB7-r gggaacaaaagctgggtaccTTAGTCCTCGTAAGTGTCAACG 
virB8-f gccgctctagaactagtggatccATGTTTGGACGCAAACAATCTCC 
virB8-r ggaacaaaagctgggtaccTCATTGCACCACTCCCATTTCTGG 
virB9-f gccgctctagaactagtggatccATGAAAAGATTCCTGCTTGCG 
virB9-r caaaagctgggtaccTCATTGCAGGTTCTCCCCGGGCGATTTG 
virB10-f ccgctctagaactagtggatccATGACACAGGAAAACATTCCGG 
virB10-r ctaaagggaacaaaagctgggtaccTCACTTCGGTTTGACATCATACACAC 
virB11-f cggccgctctagaactagtggatccATGTCAAACCGAAGTGA 
virB11-r ggaacaaaagctgggtaccTCATTGCGCCTTCTCACTGTGTTG 
大写字母是亲本菌株的序列，小写字母是来自质粒的序列。 
Uppercase letters represent sequences derived from the parental strain, and lowercase letters represent sequences derived from 
the plasmid. 
 
结构，利用 MOE (2019)默认参数快速优化蛋白

结构后，使用全部位点进行分子对接，其余参

数默认，筛选自由能最低且存在氨基酸与链霉

素非共价键结合的模型。 

1.10  数据统计 
利用 Excel (2010)对数据进行初步统计，利

用 GraphPad Prism 5 和 R 绘制相关图片，利用

Jalview 进行序列比对，利用 SPSS Statistics 23
对数据进行差异统计，P<0.05 时差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  羊种布鲁氏菌耐受低浓度链霉素 

利用稀释法检测疫苗株 M5 链霉素 MIC

值，结果为 0.5 μg/mL，而 Clinical & Laboratory 
Standards Institute (CISL) (M45)[9]推荐的布鲁氏

菌链霉素耐药折点 MIC 值为大于 8 μg/mL。因

此，本研究选择超过 MIC 值且未达到耐药水平

的链霉素浓度 1 μg/mL (2×MIC)进行后续菌株

培养及转录组测序。 
生长特性检测结果发现，菌株 M5 在 1 μg/mL

的链霉素条件下生长较布氏肉汤培养下缓慢，

差异显著(P<0.001) (图 1A)。检测添加链霉素的

培养基中不同时间点菌株 M5rpsL 基因序列，

未发现 rpsL 基因突变(图 1B)。以上结果表明，

羊种布鲁氏菌能在靶基因不突变的条件下耐受

低浓度链霉素。 
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图 1  添加链霉素后菌株 M5 的生长特性及 rpsL 基因变异检测   A：生长特性检测(WT 为布氏肉汤培

养的亲本株，WT+SM 为添加 1 μg/mL 的链霉素布氏肉汤培养的亲本株。ns：P>0.05，*：P<0.05，**：
P<0.01，***：P<0.001)。B：rpsL 基因变异检测。 
Figure 1  Growth characteristics and variations in the rpsL gene of the M5 strain under normal conditions 
and in medium supplemented with added streptomycin. A: Growth curves of the strains in different media. 
WT represents the wild-type strain cultured in Brucella broth, and WT+SM represents the WT strain cultured 
in Brucella broth supplemented with 1 μg/mL streptomycin. ns: P>0.05, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
B: Consensus sequence analysis of the rpsL gene by sequencing. 
 
2.2  羊种布鲁氏菌细胞膜组成成分在

低浓度链霉素耐受中的重要作用 
转录组测序表明，1 μg/mL 链霉素培养下，菌

株 M5 存在 98 个基因显著性差异表达，其中 23 个

基因表达量显著性上调，75 个基因表达量显著

性下调(图 2A)，qPCR 检测部分基因的相对表达

量，表明转录组分析结果可靠(图 2B)。GO 功能

分类结果表明，显著性上调基因主要功能为分子

功能(molecular function, MF) (图 2C)，显著性下

调基因主要功能为生物过程(biological process, 
BP) (图2D)。对显著性差异表达的基因进行KEGG 

pathway 分析，结果表明，上调基因主要参与

核糖体 (ribosome) 和氨酰基 -tRNA 生物合成

(aminoacyl-tRNA biosynthesis)途径(图 2E)，下调

基因主要参与群体感应(quorum sensing)和细菌

分泌系统(bacterial secretion system)途径(图 2F)。
转录组测序分析发现，添加 2×MIC 链霉素后，

Ⅳ型分泌系统组成基因表达量均下调，其中

virB1、virB3、virB4 和 virB5 基因的表达量显著

降低。以上结果表明，链霉素主要作用羊种布鲁

氏菌细胞膜组成成分涉及的相关通路，其中Ⅳ型

分泌系统在链霉素耐受过程中发挥重要作用。 
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2.3  羊种布鲁氏菌Ⅳ型分泌系统耐受

链霉素的作用 
为研究Ⅳ型分泌系统中各基因在链霉素耐

受中的作用，本研究利用同源重组技术分别缺

失组成Ⅳ型分泌系统的 virB1–11 基因，并检

测缺失株的 MIC 值。结果发现，缺失 virB1–11

基因后不影响布鲁氏菌增殖(图 3A)，缺失 virB3
和 virB5 基因后菌株链霉素 MIC 值增高，回补

基因后 MIC 值与亲本株差异不显著(图 3B)。以

上结果表明，羊种布鲁氏菌通过降低Ⅳ型分

泌系统中的 virB3 和 virB5 基因的表达耐受链

霉素。 
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图 2  链霉素条件下转录组分析   A：差异表达基因火山图；B：qPCR 定量检测基因的表达量；C：显著

性上调基因 GO 功能分类；D：显著性下调基因 GO 功能分类；E：显著性上调基因 KEGG pathway 功

能分类；F：显著性下调基因 KEGG pathway 功能分类。 
Figure 2  Transcriptome analysis under streptomycin conditions. A: Volcano plot of differentially expressed 
genes; B: Quantitative gene expression analysis by qPCR; C: GO functional classification of significantly 
upregulated genes; D: GO functional classification of significantly downregulated genes; E: KEGG pathway 
functional classification of significantly upregulated genes; F: KEGG pathway functional classification of 
significantly downregulated genes. 
 

 

分子对接试验表明，VirB3 和 VirB5 蛋白能

够与链霉素结合。链霉素可与 VirB3 蛋白中 20 位

Ile、104 位 Tyr 和 22 位 Lys 以氢键结合(图 3C
和 3D)；可与 VirB5 蛋白中 201 位 Gln、142 位

Asp 以氢键结合(图 3E 和 3F)。以上结果表明，

链霉素可能通过结合Ⅳ型分泌系统中 VirB3
和 VirB5 蛋白进入布鲁氏菌内，进而发挥杀菌

作用。 

3  讨论 
世界范围内已有对链霉素耐药的布鲁氏菌

分离株的报道。有研究系统性分析 1983−2020 年

布鲁氏菌对氨基糖苷类抗生素的耐药性，发现

布鲁氏菌对链霉素、庆大霉素和阿米卡星的耐药

率分别为 2.7% (95% CI, 0.015–0.049)、2.3% (95% 

CI, 0.017–0.032)和 0.8% (95% CI, 0.002–0.039)， 
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图 3  VirB3 和 VirB5 蛋白在羊种布鲁氏菌链霉素耐受中发挥重要作用   A：亲本与缺失株生长特性

检测。B：体外检测亲本与缺失株链霉素最小抑菌浓度。WT 为亲本株，ΔvirB3 为 virB3 基因缺失株，
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ΔvirB5 为 virB5 基因缺失株，CvirB3 为 virB3 基因缺失株的回补株，CvirB5 为 virB5 基因缺失株的回补

株。C：分子对接预测 VirB3 蛋白与链霉素结合模型，红色框内为预测链霉素与 VirB3 蛋白结合区域。

D：VirB3 蛋白中氨基酸与链霉素结合位点的 2D 模型。E：分子对接预测 VirB5 蛋白与链霉素结合模

型，红色框内为预测链霉素与 VirB5 蛋白结合区域。F：VirB5 蛋白中氨基酸与链霉素结合位点的 2D
模型。 
Figure 3  VirB3 and VirB5 proteins play important roles in streptomycin tolerance of B. melitensis. A: 
Growth characteristics of wild-type and deletion strains. B: MIC value of streptomycin for WT and deletion 
strains in vitro. WT indicates wild-type strain, ΔvirB3 represents the virB3 gene deletion strain, ΔvirB5 
represents the virB5 gene deletion strain, CvirB3 represents the virB3 gene complement strain, and CvirB5 
represents the virB5 gene complement strain. C: Molecular docking prediction model of the VirB3 protein 
with the streptomycin binding site. The red box indicates the predicted binding region between streptomycin 
and VirB3 protein. D: 2D model of the amino acid residues at the streptomycin binding site in the VirB3 
protein. E: Molecular docking prediction model of the VirB5 protein with the streptomycin binding site. The 
red box indicates the predicted binding region between streptomycin and the VirB5 protein. F: 2D model of 
the amino acid residues at the streptomycin binding site in the VirB5 protein. 
 
并且近年来布鲁氏菌对氨基糖苷类抗生素的耐

药性有所增加[14]。早在 1947 年就报道了牛种布

鲁氏菌分离株能够对链霉素产生耐药[15]。研究

表明，链霉素作用布鲁氏菌的靶基因为 rpsL 和

rrs[8]，靶基因突变后能够导致布鲁氏菌耐链霉

素。目前，布鲁氏菌中明确链霉素耐药的是布

鲁氏菌疫苗株 Rev.1，该疫苗株在含链霉素的培

养基中传代获得，测序发现该菌株 rpsL 基因存

在突变[16]。现阶段布鲁氏菌耐药相关的研究大

多局限于分离株药物敏感性和已报道的耐药基

因检测，其他的链霉素耐药机制，如获得耐药

基因 aadA (修饰链霉素)，在布鲁氏菌中鲜有报

道。近年来国内外研究人员均发现了部分耐药株

无已报道的耐药基因获得/突变[17-18]现象。本研

究利用转录组筛选链霉素耐受相关基因，发现

98 个基因的表达量受链霉素影响，其中核糖体

途径、群体感应和Ⅳ型分泌系统相关基因的表

达量显著性改变，其中 rpsL 基因的表达量显著

性上调(|log2FC|≥2.0, P<0.05)，rrn 基因的表达

量上调但差异不显著(|log2FC|<2.0, P<0.05)。本

研究发现的显著性差异相关通路可为后续研

究布鲁氏菌链霉素耐受提供候选基因及研究

思路。 
Ⅳ型分泌系统在布鲁氏菌药物耐受中发挥

重要作用。Ⅳ型分泌系统存在于多种革兰氏阴

性菌中，是一种多蛋白复合物[19]，由 virB 操纵

子编码，包括 virB1-11 以及 virD 基因[20]。virB
操纵子中不同的基因功能不同。VirB1 蛋白可能

影响着其他 VirB 蛋白，VirB6、VirB7 和 VirB10
蛋白是细菌跨膜蛋白的传送信号，VirB4 和

VirB11 蛋白与 VirD 蛋白偶联，使 ATP 酶从表

面跨膜进入细胞质，VirB2 和 VirB5 蛋白可能是

细菌表面菌毛结构蛋白[21]，VirB5 蛋白是靶向

宿主细胞受体的特异性黏附素[22]，在布鲁氏菌

入侵宿主细胞的过程中发挥重要作用，同时也

与胞内运输相关[23]，VirB3 蛋白位于Ⅳ型分泌

系统内膜，帮助形成分泌通道，并通过与其他

VirB 蛋白的正确组装，支持布鲁氏菌在宿主细

胞中的生存、增殖及逃避免疫[24]，VirB8 在Ⅳ
型分泌系统中起主要作用，主要是与 VirB9 和

VirB10 在细胞膜上形成群体[21]，VirB12 功能尚

不明确，推测可能与复合体的装配有关[25]。研

究发现，除 VirB7 外，VirB3−VirB11 蛋白都是布

鲁氏菌在小鼠体内维持毒力的必要组成部分[26]，
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virB3 和 virB5 基因在布鲁氏菌标准株和分离株

中高度保守[26-27]。Ⅳ型分泌系统不仅是布鲁氏

菌的重要毒力因子，还与药物耐受相关。有研

究表明，virB7-11 基因在羊种布鲁氏菌利福平

耐受中发挥重要作用，缺失 virB7-11 基因后布

鲁氏菌的利福平 MIC 值增加[10]。本研究利用同

源重组技术构建Ⅳ型分泌系统缺失株，发现缺

失 virB3 和 virB5 基因可导致疫苗株 M5 链霉素

MIC 值增加，表明布鲁氏菌通过降低 virB3 和

virB5 基因的表达来耐受链霉素。Ⅳ型分泌系统

在布鲁氏菌其他药物耐受中是否发挥重要作

用，还需进一步研究。 

4  结论 
综上所述，本研究利用转录组筛选羊种布

鲁氏菌链霉素耐受新基因，并利用同源重组技

术鉴定相关基因的功能。研究发现，添加链霉

素后，羊种布鲁氏菌菌株 M5 核糖体通路相关

基因表达量增加，群体感应和Ⅳ型分泌系统通

路相关基因表达量降低。同时，Ⅳ型分泌系统

在布鲁氏菌链霉素耐受中发挥重要作用，布鲁

氏菌通过降低 virB3 和 virB5 基因的表达耐受链

霉素。本研究为我国布鲁氏菌耐药株研究提供

新思路，为我国布病防控提供基础数据。同时，

研究筛选的基因可作为布鲁氏菌新药研发的新

靶点。 
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