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铜绿假单胞菌 Arr 基因突变对生物膜和 
绿脓菌素合成的影响 

周金凤  葛宜和  刘婷  程显好  王磊  高兴喜* 
(鲁东大学生命科学学院  山东 烟台  264000) 

 
 

摘  要: 为了研究铜绿假单胞菌 Arr 基因对生物膜和绿脓菌素合成的影响, 采用抗庆大霉素基因

序列(Gentamycin resistance cassette, aacC1)插入失活的策略构建了铜绿假单胞菌 Arr 基因突变株

PA-AG, 通过 96 孔板静止培养、结晶紫染色的方法检测其生物膜的形成量, 利用抽提的方法检测

绿脓菌素的合成量。结果在 KMB 或 LB 培养基中, 突变株 PA-AG 形成生物膜的量均有所减少, 野

生株约是突变株的 2 倍, 然而突变株合成绿脓菌素的能力却明显加强, 约为野生株的 2.5 倍。由此

推测, 铜绿假单胞菌 Arr 基因在一定程度上促进了生物膜的形成, 抑制了绿脓菌素的合成。 
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Effects of Arr Mutation on Biofilm and Pyocyanin  
Biosynthesis in Pseudomonas aeruginosa 

ZHOU Jin-Feng  GE Yi-He  LIU Ting  CHENG Xian-Hao  WANG Lei  GAO Xing-Xi* 
(School of Life Sciences, Ludong University, Yantai, Shandong 264000, China) 

Abstract: As an opportunistic pathogen, Pseudomonas aeruginosa can produce biofilm and pyocyanin, 
which play a critical role in its pathogenesis. This study aims to elucidate the function of the Arr gene in 
formation of biofilm and production of pyocyanin in Pseudomonas aeruginosa. Using the chromosome 
DNA of Pseudomonas aeruginosa as template, we first cloned the Arr gene by PCR. With the insertion 
of gentamycin resistance cassette (aacC1), the mutant PA-AG has then been constructed by homologous 
recombination. The formation of biofilm is determined by staining with crystal violet, and production of 
pyocyanin is detected with spectrophotometric method. In KMB or LB medium, biofilm formation of 
the parental strain PAO1 is about 2 folds higher than that of the Arr mutant PA-AG. The biosynthesis of 
pyocyanin in the Arr mutant PA-AG is about 2.5 folds higher than that in the parental strain PAO1. 
These results indicate that the Arr gene negatively controls the pyocyanin biosynthesis, but Arr could 
exert some positive effect on the biofilm formation. It is suggested that regulation mediated by the Arr 
gene on biofilm and biosynthesis of pyocyanin in Pseudomonas aeruginosa is specific and different. 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是革兰

氏阴性细菌, 是一种常见的医院内感染的条件致病

菌, 被世界卫生组织调查公认为医院内感染的主要

病原菌之一[1]。该菌的致病性与毒力因子的产生密

切相关 [2], 而绿脓菌素(Pyocyanin)不仅是其分泌的

一种毒力因子, 而且是铜绿假单胞菌的信号分子。

它是一种蓝色的有活性的氧化还原次级代谢产物 , 
可以诱导嗜中性粒细胞凋亡, 从而破坏由其介导的

免疫防御机能[3]; 可以灭活 α1 蛋白酶抑制因子从而

影响肺丝氨酸蛋白酶活性 , 引发肺囊性纤维化疾

病 [4]; 可以抑制呼吸道上皮细胞的纤毛运动能力 , 
从而有利于铜绿假单胞菌在呼吸道内形成生物膜

(Biofilm)[5]。生物膜是细菌为了适应生存环境而形成

的与浮游细胞相对应的生存形式, 是指由附着于惰

性或者活性实体表面的细菌细胞和包裹着细菌的水

合性基质所组成的结构性细菌群落[6]。铜绿假单胞

菌生物膜的形成是一个较为复杂的过程, 该过程受

外界环境如营养成分、pH、温度、渗透压、水流冲

刷力、介质的表面特性及铁离子浓度和氧化还原电

位等的影响, 而且是个动态过程[7]。现在已知: 密度

感知(Quorum sensing, QS)系统可以调控生物膜的形

成 [8]; 对氧磷酶(Paraoxonases)的表达抑制生物膜的

形成 [9]; 在氨基糖苷类抗生素存在的情况下铜绿假

单胞菌野生株形成生物膜的能力是铜绿假单胞菌

Arr 基因突变株的 8 倍[10]。而 Arr 基因在铜绿假单胞

菌中可以编码一种内膜磷酸二酯酶, 底物为广泛存

在于细菌中的新型第二信使 c-di-GMP, 可以调节细

胞的表面粘附。 
目前如何清除铜绿假单胞菌生物膜和干预其形

成已成为研究重点, 然而铜绿假单胞菌生物膜和多

种毒力因子经常受相同的调控系统影响。例如当铜

绿假单胞菌 rpoS 基因突变后绿脓菌素和生物膜的形

成量均增加[11−12], 虽然已知在氨基糖苷类抗生素存

在的情况下铜绿假单胞菌野生株形成生物膜的能力

是其 Arr 基因突变株的 8 倍, 但是关于 Arr 基因对铜

绿假单胞菌绿脓菌素合成的影响并未见报道。因此, 
为了进一步研究 Arr 基因对生物膜和绿脓菌素合成

的影响, 发掘其潜在的调控方式, 本文采用抗庆大

霉 素 基 因 序 列 (Gentamycin resistance cassette, 
aacC1)插入失活的策略构建了铜绿假单胞菌 Arr 基

因突变株 PA-AG, 通过 96 孔板静止培养、结晶紫染

色的方法检测生物膜的形成量, 利用抽提的方法检

测绿脓菌素的合成量。从而阐明了铜绿假单胞菌 Arr
基因在一定程度上促进生物膜的形成, 抑制绿脓菌

素的合成。这对于寻找药物作用的新靶点, 解决由

铜绿假单胞菌引起的难治性感染, 具有极其重要的

意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 本研究所涉及的菌株、质粒及

其来源见表 1。 
 

表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

Strains and 
plasmids Characteristics Source 

Strains   

E. coli   

DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi−1 
hsdR17(rk−mk+)supE44 relA1 This Lab 

SM10 
F− thi−1 thr−1 leuB6 recA 
tonA21 lacY1 supE44 (MuC+) 
λ− KanR 

This Lab 

Pseudomonas 
aeruginosa   

PAO1 Wild type This Lab 

PA-AG Arr gene mutated with aacC1 
cassette in PAO1 This study

Plasmids   

pUCm-T ColE, cloning and sequencing 
vector, AmpR 

Sangon, 
Shanghai 

pJF1 
pUCm-T carrying 0.9 kb up-
stream part of Arr gene from 
PAO1 

This study

pJF2 
pUC18 carrying 0.9 kb up-
stream part of Arr gene from 
PAO1 

This study

pJF3 855 bp-Sma I aacC1 cloned 
into EcoR V of pJF2 This study

pEX18Tc Suicide plasmid, TetR [13] 

pUCGm Resource of gentamycin re-
sistance cassette (aacC1) [14] 

pEXT-AG 
0.9 kb Arr fragment inserted 
with aacC1 cassette in 
pEX18Tc 

This study

 
1.1.2  培养基和培养条件 : 大肠杆菌的培养基为

LB; 铜绿假单胞菌的培养基为 KMB 或 LB。LB
培养基按文献 [15]配制 ; KMB 培养基 : 每升含胰

蛋白胨 20 g, K2HPO4 0.392 g, 甘油 15 mL, MgSO4 

0.732 g, pH 7.5; 相应固体培养基每升加 12.0 g 琼脂

粉。根据培养需要 E. coli 培养基中添加抗生素的用

量(mg/L)为: 氨苄青霉素(Amp) 100、庆大霉素(Gen) 
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20, 铜绿假单胞菌培养基中添加抗生素的用量为

(mg/L): 壮观霉素(Spe) 100、庆大霉素(Gen) 20。菌

体液体培养时, 大肠杆菌在 37°C、180 r/min 条件下

振荡培养; 铜绿假单胞菌在 37°C、220 r/min 条件下

振荡培养。 
1.1.3  主要试剂和仪器: 多种限制性内切酶、T4 
DNA 连接酶、DNA 分子量标记物皆为 Fermentas 
(MBI)公司产品并购于上海生工生物工程技术服务

有限公司; Taq DNA 聚合酶、dNTP 购于天根生化科

技(北京)有限公司; PCR 产物回收、DNA 胶回收试

剂盒购自华舜生物工程公司; 其它生化试剂级别均

为分析纯。本实验所需主要仪器有 PCR 仪(Bio-Rad, 
USA) 、 冷 冻 离 心 机 (CR3i multifunction, Thermo 
Electron Corporation, USA)、紫外可见分光光度计

(TU-1810, 北京普析)等。 

1.2  Arr 基因的 PCR 扩增、克隆和测序 
为提高同源重组的双交换几率, 根据铜绿假单

胞菌 PAO1 基因组中 Arr 基因及相邻片段, 设计引物

(Arr1: 5′-ATTGACCCGGATGACCATGC-3′; Arr2: 5′- 
TGACTTCCAGGACCAGTTGC-3′), 以 铜 绿 假 单 胞

菌基因组为模板进行 PCR, 其中 PCR 的反应程序及

条件参数为: 94°C 4 min; 94°C 1 min, 55°C 1 min, 
72°C 1 min, 35 个循环; 72°C 10 min。PCR 产物胶回

收纯化后交于上海生工生物工程技术服务有限公司

进行测序。铜绿假单胞菌基因组提取、质粒抽提、

限制性内切酶酶切、DNA 片段胶回收、连接、感受

态细胞制备和转化等步骤均参照文献[15]或相关试

剂盒提供的方法进行。PCR 获得的片段约为 0.9 kb, 
与 T 载体 pUCm-T 相连。T 载体的连接反应和 E. coli 
DH5α 的转化按上海生工生物工程技术服务有限公

司试剂盒操作手册进行, 所获质粒命名为 pJF1。 

1.3  Arr 基因插入失活突变株 PA-AG 的构建 
用 PstⅠ酶切质粒 pJF1, 获得约 0.9 kb 的 Arr 基

因片段 , 与用相同酶酶切的 pUC18 质粒连接 , 使

Arr 基因片段插入位于 pUC18 内唯一的 PstⅠ位点

中, 所获得的阳性克隆命名为 pJF2。用 SmaⅠ平端

酶切质粒 pUCGm, 获得约 0.85 kb 的抗庆大霉素基

因 序 列 片 段 (Gentamycin resistance cassette, 
accC1)[14], 用 EcoR V 平端酶切 pJF2 质粒, 与抗庆

大霉素基因序列片段连接, 所获得的正确质粒命名

为 pJF3。用 PstⅠ酶切质粒 pJF3, 切下片段胶回收

后与用相同限制性内切酶酶切并回收的自杀质粒

pEX18Tc[13]相连接。连接产物转化 E. coli DH5α, 涂

布于含庆大霉素的平板, 37°C 恒温培养。挑单克隆

培养、提取质粒、酶切验证, 获得的阳性克隆命名

为 pEXT-AG, 至此用于构建突变株的自杀质粒载体

构建完成。 
用 CaCl2 转化法将 pEXT-AG 转入 E. coli SM10, 

方法见文献[15]。 
以 pEXT-AG 所在的 E. coli SM10 为供体菌, 野

生型铜绿假单胞菌 PAO1 为受体菌进行固相纤维滤

膜接合转移。主要步骤如下: 将两种菌分别接种于

4 mL 含相应抗生素(四环素、壮观霉素)的 LB 和

KMB 培养基中, 过夜培养。分别取 1 mL 菌液离心

弃上清, 用 1 mL 新鲜的相应培养基洗涤 2−3 次。将

菌体混合并悬浮于 150 μL 新鲜 LB 中, 吸取混合菌

液转移至无抗生素的 LB 平板中央的一片圆形微孔

滤膜(孔径 Ø 0.22 μm、已灭菌)上, 37°C 恒温箱培养

24 h。刮取上述菌体涂布于含有 Spe100 和 Gen40 的

筛选平板, 37°C 恒温箱培养 48−72 h。随机挑取单菌

落用含 15%蔗糖的 KMB 培养基连续培养数代( > 5
代), 然后稀释法涂布于含 Gen40 的平板。挑取所获

克隆分别点种于含 Gen40 和 Tet100 的平板上。筛选

Tet 平板不生长而 Gen 平板上生长的相应克隆, 即铜

绿假单胞菌 PAO1 的 Arr 基因插入失活突变体, 命名

为 PA-AG。 

1.4  生长曲线的测定 
将野生菌株 PAO1 和突变株 PA-AG 分别同时培

养于 KMB 和 LB 中, 37°C 摇床培养, 每隔 12 h 取样, 
稀释涂布培养, 数菌落个数, 3 次重复取平均值。 

1.5  绿脓菌素含量的测定 
将铜绿假单胞菌野生型 PAO1 和突变体 PA-AG

菌株分别在试管中用 LB 和 KMB 两种培养基过夜培

养, 稀释至 0.1 × 106 CFU/mL, 分别取 1 mL 相应接

种于含有 50 mL KMB 和 LB 培养基的 250 mL 三角

瓶中, 在 37°C、220 r/min 摇床培养 72 h, 测定绿脓

菌素的表达量, 即: 将发酵液 4500 r/min 离心 1 min
得上清液 , 取 5 mL 上清液与 3 mL 的氯仿混合 , 
4500 r/min 离心 8 min 后, 将氯仿相转移到另一离心

管中, 加入 1 mL 0.2 mol/L 盐酸, 混合后 4500 r/min 
离心 8 min, 取上层无机相在 520 nm 处测吸光值, 
每毫升培养上清液产生的绿脓菌素(毫克)的量等于

在 OD520 处的消光系数乘以 12.8 g/L[16]。重复 3 次, 
取平均值。 
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1.6  生物膜体外膜型的建立 
生物膜体外模型的建立参照文献[17], 并有所

改 进 。 将 铜 绿 假 单 胞 菌 野 生 株 PAO1 和 突 变 株

PA-AG 分别在 LB 和 KMB 两种培养基中过夜培养, 
稀释至 1 × 105 CFU/mL, 使无菌的 96 孔板的每孔加

入等量的菌, 并作多个重复, 阴性对照只含有 LB 和

KMB 培养基, 于 37°C 条件下培养, 每 24 h 换培养

基 1 次, 连续培养数天, 将在气液交界处形成稳定

的细菌生物膜。 

1.7  生物膜检测--结晶紫染色法 
利用生物膜内物质对某些染料的结合, 可以通

过染色的办法对生物膜进行定量。最常用的就是结

晶紫[18], 将已形成稳定生物膜的 96 孔板用蒸馏水冲

洗 3 次, 洗去浮游菌, 用福尔马林固定 5 min, 结晶

紫染色 30 min, 再用蒸馏水冲洗 3 次。放置干燥后

用 400 μL 95%乙醇脱色 30 min, 所得有色溶液用分

光光度计测 590 nm 处吸光值。 

2  结果 

2.1  Arr 基因序列分析 
根据设计的引物, 以 PAO1 的基因组 DNA 为模

板进行 PCR。通过优化 PCR 反应条件获得了一条约

0.9 kb 的阳性条带 , 该条带大小与预期结果相符 , 
且测序结果与 Pseudomonas Genome Database 中 Arr
基因序列完全一致(序列号为 PA2818)。将其克隆于

pUCm-T 载体中, 所获质粒 pJF1 分别用酶 BamHⅠ

酶切, 琼脂糖凝胶电泳表明(结果未显示), pJF1 质粒

得到大小约为 0.7 kb 和 2.9 kb 两个片段, 根据得到

的片段大小, 可以确定 pJF1 构建成功。 

2.2  Arr 基因插入失活突变株的构建和鉴定 
铜绿假单胞菌 PAO1 的单交换菌株既抗四环素

又抗庆大霉素, 而双交换菌株即 Arr 基因插入失活

突变株对四环素敏感但抗庆大霉素。因此凡是在四

环素平板上不生长而在庆大霉素平板上生长的菌落

即为铜绿假单胞菌 PA-AG 突变株。为了进一步验证

其 Arr 基因是否已插入有 aacC1 基因序列, 我们采

用 PCR 的方法进行验证。分别提取野生株 PAO1 和

突变株 PA-AG 的基因组 DNA, 以 Arr1 和 Arr2 为引

物, 分别以野生株和突变株的基因组 DNA 为模板进

行 PCR。琼脂糖凝胶电泳表明: 野生株的 PCR 条带

约 0.9 kb, 而突变株 PCR 条带约 1.5 kb, 与预期结果

一致。这是因为插入的抗庆大霉素基因序列(aacC1)

约为 0.85 kb, 而在构建自杀质粒载体 pEXT-AG 的过

程中 Arr 基因被酶切掉约 250 bp, 如图 1 所示。PCR
产物胶回收纯化后交于上海生工生物工程技术服务

有限公司进行测序, 测序结果经比对表明突变株的

Arr 基因中已插入有抗庆大霉素基因序列(aacC1), 
证实已获得 Arr 基因插入失活突变株 PA-AG。 

 

 
图 1  Arr 基因突变的 PCR 验证 
Fig. 1  PCR verification of Arr gene mutation 
Note: M: 1 kb DNA marker; 1: PAO1; 2: PA-AG. 
 
2.3  Arr 基因失活对菌体生长的影响 

为了比较铜绿假单胞菌突变株 PA-AG 与野生

株 PAO1 的生长状况 , 将它们分别接种于 LB 和

KMB 两种培养基中, 振荡培养, 每 12 h 取样稀释涂

布培养, 数单菌落个数。根据结果绘制生长曲线。

根据图 2 结果显示: 突变株 PA-AG 与野生株 PAO1
无论在 LB 培养基中还是在 KMB 培养基中生长状况

都基本相似, 说明 Arr 基因突变对菌体生长基本没

有影响。 
 

 
图 2  铜绿假单胞菌野生株 PAO1 及突变株 PA-AG 在 LB
和 KMB 培养基中生长曲线 
Fig. 2  Growth curves of wild type strain PAO1 and its 
mutant PA-AG in LB and KMB medium 
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2.4  Arr 基因失活对绿脓菌素合成的影响 
发酵培养铜绿假单胞菌的野生株 PAO1 和突变

株 PA-AG, 用抽提的方法检测绿脓菌素合成量。根

据测定结果绘制图表, 如图 3 所示, 无论在 KMB 培

养基还是在 LB 培养基中, 突变株 PA-AG 合成绿脓

菌素的量都明显高于野生株 PAO1, 统计分析表明

突变株大约是野生株的 2.5 倍, 说明铜绿假单胞菌

Arr 基因在一定程度上抑制了绿脓菌素的合成。 
 

 
图 3  绿脓菌素测定结果 
Fig. 3  Pyocyanin production 
 
2.5  Arr 基因失活对生物膜形成的影响 

为了检测 Arr 基因失活后对生物膜形成的影响, 

用 96 孔板静止培养 PAO1 及 PA-AG, 并且每隔 3 d

检测生物膜的形成量, 根据检测结果绘制曲线。根

据图 4 发现, 在 KMB 培养基中, 野生株 PAO1 3 d

就可以形成最大量的生物膜, 以后的时间里即使更

换培养基继续培养 , 生物膜的量也基本不再增加 ;  
 

 
图 4  铜绿假单胞菌野生株 PAO1 及突变株 PA-AG 在 LB
和 KMB 培养基中生物膜的形成 
Fig. 4  The formation of bacterial biofilm about wild type 
strain PAO1 and its mutant PA-AG in LB and KMB medium 

而在 LB 培养基中则需 6 d 才可以形成最大量的生物

膜 , 并且在形成稳定的生物膜以前无论是在 KMB

还是在 LB 培养基中均表现为 Arr 基因突变抑制了生

物膜的形成, 统计分析表明野生株与突变株最大比

值约为 2。这说明在铜绿假单胞菌中: (1) 生物膜的

形成与营养条件有一定的关系, 而且在一定的空间

内, 生物膜的形成量具有饱和性; (2) Arr 基因在一

定程度上促进了生物膜的形成。 

3  讨论 

铜绿假单胞菌的致病机理与其合成并分泌的多

种毒力因子密切相关, 绿脓菌素是该菌产生的重要

毒力因子之一, 而生物膜的形成极大的增强了它的

抗药性, 为临床治疗带来很大的困难。本文的研究

结果表明: 在一定程度上, 铜绿假单胞菌 Arr 基因

抑制了绿脓菌素的合成, 促进了生物膜的形成, 从

而为临床治疗提供了一定的理论依据。Hoffman 等

人的研究表明: 次抑菌浓度的氨基糖苷类抗生素可

以诱导铜绿假单胞菌和大肠杆菌生物膜的形成, 而

且在氨基糖苷类抗生素存在的情况下铜绿假单胞菌

野生株形成生物膜的能力是其 Arr 基因突变株的 8

倍, 而本文的研究结果表明在无任何抗生素存在的

情况下铜绿假单胞菌野生株形成生物膜的能力仅为

Arr 基因突变株的 2 倍, 说明 Arr 基因对生物膜形成

的影响程度远远小于氨基糖苷类抗生素对其产生的

影响。但本文的研究结果与 Hoffman 等人的研究结

果一致, 即铜绿假单胞菌 Arr 基因促进了生物膜的

形成。 

铜绿假单胞菌色素合成与调控机制十分复杂, 多

个基因、操纵子和调控系统参与其中。绿脓菌素由色

氨酸合成的重要中间产物分枝酸(Chorismic acid)开

始, 由phzA1B1C1D1E1F1G1 和phzA2B2C2D2E2F2G2

操纵子控制合成中间产物酚嗪-1-羧酸, 再由酚嗪-1-
羧酸经过甲基化和脱羧 (分别由phzM和phzS 基因

控制)合成[19]。在phzA1B1C1D1E1F1G1 操纵子的启

动子区域存在 1 个las-box, 是密度感知系统的顺式

调控元件[20]。现在已知绿脓菌素的合成受密度感知

系统的调控, 细菌间通过自身合成的信号分子——

酰基高丝氨酸内酯(N-acylhomo serine lactone, AHL)

传递信息, AHL与相应的调控蛋白结合后启动下游基

因的表达 , 导致绿脓菌素等毒力因子合成增加 [21]; 
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人和哺乳动物的对氧磷酶 1 (Paraoxonase 1, PON1)
具有AHL内酯酶活性, 能够水解AHL, 阻断铜绿假

单胞菌的密度感知系统 , 从而减少绿脓菌素的生

成。而当Arr基因突变后铜绿假单胞菌绿脓菌素的合

成量明显增加, 因此推测Arr基因可能通过密度感知

系统直接或间接的参与铜绿假单胞菌绿脓菌素的合

成, 但具体的调控机制还有待进一步研究。 
致 谢: 本文突变株 PA-AG 的构建由我院本科毕业

生张翠霞同学参与, 在此向她致以诚挚的感谢。 
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