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铜绿假单胞菌新基因 PA0058 插入失活对 
氨基糖苷类抗生素耐药性的影响 
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摘  要: 【目的】铜绿假单胞菌是一种重要的条件致病菌, 临床上常引起难治性和顽固性

感染, 随着各种抗生素的广泛使用, 该菌对多种抗生素呈现耐药性, 研究其耐药性机理有

着重要意义。【方法】以一株临床分离株 Pseudomonas aeruginosa PA68 作为出发菌株, 应

用人工 Mu 转座技术构建突变文库并从中筛选得到一株对链霉素抗性明显增强的菌株

M122, 并对突变株 M122 进行测序分析及表型检测。通过 Southern 杂交实验证实转座子

是否为单拷贝插入, 对突变株 M122 的基因表达谱与野生型 PA68 菌株进行对比分析。

【结果】确定了 Mu 转座子在 M122 基因组上为单拷贝插入, 插入位点为基因 PA0058 的

第 214 bp 处。对 M122 进行表型检测, 发现其对多种氨基糖苷类抗生素的耐药性均得到

增强, 通过转入携带完整基因 PA0058 的表达质粒可以使突变株 M122 的耐药性有所降低, 

利用同源重组的方法, 在模式菌株 P. aeruginosa PAK 中进行 PA0058 基因敲除, 得到的敲

除株具有链霉素耐药性升高的表型。基因 PA0058 的缺失引起多种基因表达水平改变, 尤

其是 katB、ahpC、ahpF 等抗氧化酶基因转录表达显著增高。【结论】首次发现铜绿假单

胞菌 PA0058 基因的插入失活提高了细菌对氨基糖苷类抗生素的耐药性, 且导致突变株

M122 中抗氧化酶基因转录表达水平的上调。 
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Effects of insertional inactivation of novel gene PA0058 on the 
aminoglycoside resistance in Pseudomonas aeruginosa 
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Abstract: [Objective] Pseudomonas aeruginosa is a typical opportunistic pathogen which of-
ten causes serious and persistent infections in hospitals. As antibiotics have been used exten-
sively and constantly, P. aeruginosa developing higher multi-drug resistance. Hence, investi-
gating the mechanisms of antibiotic resistance in P. aeruginosa has significant clinical value. 
[Methods] A clinical isolated strain PA68 was adopted to construct a Mu transposon insertion 
mutant library. One mutant strain named M122 with abnormally high streptomycin resistance 
was isolated from the library. Southern blotting confirmed that the insertions had occurred as 
single event. DNA microarray was used to analyze the genomic expression in M122. [Results] 
Gene cloning and sequencing indicated that the alteration of M122 phenotype was due to the 
insertional activation of a novel gene PA0058. Mutation of PA0058 gene resulted in a higher 
resistance to several kinds of aminoglycoside antibiotics. After transforming a plasmid con-
taining gene PA0058 into M122, the resistance phenotype restored partially. To exclude the 
strain specific, gene PA0058 was knocked-out in P. aeruginosia PAK. The results indicated that 
the mutation of gene PA0058 causes multiple gene expression change in P. aeruginosa, espe-
cially the significantly up-regulated antioxidant enzyme genes. [Conclusion] This is the first 
time the gene PA0058 was identified and reported to be involved in upward aminoglycoside 
resistance in P. aeruginosa. 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa, PA), 

又称绿脓杆菌, 广泛分布于自然界、人体的皮肤、

肠道和上呼吸道中[1]。铜绿假单胞菌是一种重要

的条件致病菌, 也是引起严重的医院内获得性感

染的常见病原菌之一[2−3]。该菌也常引发慢性支气

管炎及囊性纤维化继发感染等疾病, 是严重烧

伤、创伤感染病人、囊性纤维化病人及晚期肿瘤

患者死亡的重要原因之一, 严重危害着人类的健

康和生命[4−5]。随着临床抗生素药物应用的日益广

泛, 多耐药铜绿假单胞菌的出现, 给医院有效的

抗感染治疗带来极大的困扰。因此, 研究其耐药

机理对于预防和治疗由铜绿假单胞菌引起的感

染有重要的意义。 

近年来, 国内外陆续发现多个铜绿假单胞菌

耐药性相关基因。赵兴艳等发现新基因 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的耐药性相

关[6]。陈林等筛选了铜绿假单胞菌转座突变体文

库, 确定了 45 个与内在耐药性相关的基因, 其中

菌毛合成基因 pilY1 的缺失导致菌株对羧苄青霉

素的 MIC 增加了 128 倍[7]。Yuji Morita 等研究发

现, PA5471 基因突变使得铜绿假单胞菌对庆大霉
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素抗性变弱, 而在野生株中过表达 PA5471 基因

后, 引起了外排泵基因 mexX 转录上升[8]。Coban
等报道 qnr 基因与铜绿假单胞菌对喹诺酮类抗生

素 的 耐 药 性 有 关 [9] 。 Struble 等 发 现 基 因 簇

PA4943−PA4946 和 PA0960−PA0963 的拷贝数增加

将导致铜绿假单胞菌产生 3 种氨基糖苷类抗生素

抗性(丁胺卡那霉素、庆大霉素、妥布霉素)[10]。 

通过对铜绿假单胞菌耐药性相关基因的研

究, 能够更深入地认识细菌产生耐药性的机制和

代谢途径等, 为新药物的设计和研发提供理论依

据, 最终能针对性地设计药物用以治疗和抑制铜

绿假单胞菌所引发的感染。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 文中使用的菌株和质粒见表 1。 

 
表 1  使用的菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids  
菌株/质粒 

Strains/plasmids 
特征 

Characteristics 
来源或参考文献 

Source/ References 
PA68 铜绿假单胞菌临床分离株, 对链霉素敏感 本室保存 

M122 P. aeruginosa PA68 的 Mu 插入突变株(PA0058∷Mu), 链霉素抗性提高 本室构建 

PAK 铜绿假单胞菌标准株, 对链霉素敏感 本室保存 

PAKΔ0058 P. aeruginosa PAK 的缺陷株(Δ0058)。 本室构建 

M122P 携带表达质粒 pDN18-0058C 的突变株 M122 本室构建 

M122B 携带质粒 pDN18 的突变株 M122 本室构建 

pEX-Δ0058 同源重组实验用载体, 含部分缺失的 PA0058 基因 本室构建 

pDN18-0058P 遗传互补实验用载体, 含完整 PA0058 基因 本室构建 

 
1.1.2  试剂: 蔗糖(Sucrose)购自美国 Sigma 公司, 
假单胞菌分离琼脂(Pseudomonas Isolation Agar, 

PIA)购自美国 Difco 公司, 四环素、链霉素、氨

苄青霉素等抗生素购自鼎国生物制品公司, 限制

性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、

dNTP、DNA 分子量标准、 IPTG 和 X-Gal 均为

TaKaRa 公司产品, 其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  突变株 M122 的表型检测 
1.2.1  鞭毛介导的泳动能力检测: 根据 Rashid 等

的方法[11], 挑取新鲜培养的 PA68 和 M122 菌落, 

点 种 到 泳 动 培 养 基 的 表 面 , 30 °C 正 置 培 养

14−16 h, 观察野生型 PA68 与突变株 M122 泳动

能力的差异。 

1.2.2  IV 型菌毛介导的蹭行运动能力检测: 根

据 Rashid 等的方法[11]挑取 LB 平板上新鲜培养的

PA68 和 M122 菌落, 接种到培养基下面的塑料平

皿上, 37 °C 培养 16−18 h; 轻轻移去培养基, 在塑

料平皿内倒入考马斯亮兰染色液染色 20 min。倒

掉染液, 用自来水轻轻冲洗平皿 1 min, 此时可观

察到细菌因蹭行运动而产生的圆形菌晕被染成

蓝色。 

1.2.3  生物被膜的分析: 静态生物被膜形成的分

析参照 Kulasakara 的方法[12]进行。生长到对数生

长期的菌液转接到 5 mL LB 液体培养基中(16 mL

试管), 初始浓度稀释到 OD600 为 0.002, 30 °C 静

置培养 20 h。轻轻倒掉培养基和表面的菌膜, 用

水冲洗试管 2 次, 在试管内加入 0.1%的结晶紫染

色, 之后再用水冲洗没有结合的染料。每个菌株

都重复检测 3 次以上。 
1.2.4  抗生素对菌株的最小抑菌浓度(MIC): 采
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用微量稀释法测定[13]。将隔夜液体培养基的细菌

按 1:1 000 稀释后取 200 μL 加入 96 孔微量滴定板

的第 1 孔, 然后在 2−10 孔各加入 100 μL 菌液。

在第 1 孔内加入设定浓度的抗生素, 混匀后取

100 μL 加入第 2 孔内, 按此方法依次稀释到最后

一个孔。37 °C 培养 20 h 后观察, 测定 MIC 值。 

1.3  Southern blot 实验 
对 Mu 插入突变株 M122 进行 Southern 印迹

杂交实验来确证 Mu 转座子是单点插入基因组

DNA 中的。Southern 杂交实验参照《分子克隆》

的方法进行[14], 提取野生型 PA68 和突变株 M122

的基因组 DNA, 分别用 ApaⅠ、EcoRⅠ和 KpnⅠ 

3 种内切酶进行酶切后用 0.8%琼脂糖凝胶电泳分

离, 将 DNA 从凝胶中转移到尼龙膜上, DNA 固定

在尼龙膜上后 4 °C 保存。以携带人工 Mu 转座子

DNA 的质粒 pHTH2 为模板, Mu1 (5′-GCCGCTG 

ATCATCTAGAGA-3′)和 Mu2 (5′-TCCCACCAG 

CTTATATACCT-3′)为引物。PCR 反应条件: 95 °C 

10 min; 95 °C 1 min, 58 °C 45 s, 72 °C 50 s, 共 30

个循环; 72 °C 10 min。1%琼脂糖凝胶电泳分离后

回收纯化 PCR 产物, 按照罗氏地高辛标记试剂盒

(Roche: DIG High Prime DNA Labeling and Detec-
tion Starter Kit)说明书进行标记后做为 Southen 杂

交实验的探针, 杂交及洗膜显色的步骤按照该试

剂盒说明书进行。  

1.4  遗传互补实验 
1.4.1  表达载体 pDN18-0058P 的构建: 以 PA68

基因组 DNA 作为模板, 以 0058P1 (5′-CGGAATT 

CACCCTCAGCACTATCTACATCA-3′)和 0058P2 

(5′-GCTCTAGACCTCGAAGCGGGTATTG-3′) 为

引物, PCR 反应条件: 95 °C 10 min; 95 °C 1 min, 

62 °C 45 s, 72 °C 100 s, 共 30 个循环; 72°C 

10 min。PCR 产物经 EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切后连接

到克隆载体 pUC18 上。提取质粒 pUC18-0058P, 

经 EcoRⅠ和 XbaⅠ双酶切, 1.0%凝胶电泳分离后, 

回收约 1.6 kb 的 PA0058P 片段; 将该片段与经

EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切处理后的载体 pDN18 连接; 

连接产物转化入 E. coli DH5α 感受态细胞中, 用

PCR 和质粒酶切的方法检测阳性转化子。构建的

表 达 质 粒 命 名 为 pDN18-0058P, 用 于 突 变 株

M122 的遗传互补实验。 

1.4.2  互补株表型检测: 取 50 ng 的 pDN18- 

0058P 质粒电转化入突变株 M122 的感受态细胞

中, 用 LB (200 mg/L Tc)固体平板培养, 37 °C 培

养 14−16 h。PCR 和质粒酶切检测转化子, 携带有

pDN18-0058P 表达质粒的 M122 突变株命名为

M122P。以空载体 pDN18 质粒转化入突变株

M122 的感受态细胞中, 筛选携带有载体 pDN18

质粒的转化子, 命名为 M122B, 做为阴性对照。

挑取铜绿假单胞菌株 PA68、M122、M122P 和

M122B 的单菌落, 转接 5 mL LB 液体培养基, 

37°C、200 r/min 过夜振荡培养; 次日按 1:100 转

接到含有 100 mL LB 液体培养基中, 37 °C、

200 r/min 振荡培养约 3−5 h, 在 OD540 为 0.5−0.6

时, 停止培养; 取 10 μL 的菌液加入到融化后的

固体培养基中(30 mL, 50°C), 摇匀后倒入玻璃平

皿中; 待培养基凝固后加入抗生素纸片, 37°C 培

养 20 h 后, 测定抑菌圈大小。以 PA68 为阳性对

照, M122B 为阴性对照, 观察突变株 M122P 的耐

药性能否由于 PA0058 基因的表达而得到恢复。 

1.5  同源重组实验 
1.5.1  重组质粒 pEX-Δ0058 的构建: 以铜绿假

单胞菌 PAOI 基因组 DNA 为模板, 在 PA0058 基

因上游和下游各设计一对引物 0058U1/U2 和

0058D1/D2, PCR 扩增得到长度为 995 bp 的

0058U 片段和 606 bp 的 0058D 片段, 经酶切纯化

后克隆到质粒 pUC18 上, 得到 pUC18-Δ0058。质

粒 pUC18-Δ0058 经 EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切后, 将大

小 1.6 kb 的 Δ0058 片段克隆到 pEX18Tc 载体上。

筛选阳性转化子 , 并酶切检测 , 得到重组质粒
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pEX-Δ0058。 

1.5.2  基因敲除菌株 PAKΔ0058 的构建: 以接合

转移的方法将重组质粒 pEX-Δ0058 转入铜绿假

单胞菌 PAK 中。以 Tc100 平板筛选单交换株, 挑

取一单交换子接种于 3 mL 无抗生素 LB 培养基, 

37 °C 培养 8 h, 将培养液稀释 100 倍涂含 5%蔗糖

的 PIA 平板, 挑取 PIA 平板上的单菌落, 37 °C 过

夜培养, 以 0058rF (5′-GCTCTAGAGATGAACGA 

CCTCACCCTGC-3′)和 0058rR (5′-CGGAATTCC 

ACGGCAGTGATGGCGAAA-3′)为引物, 进行菌

液 PCR。反应条件: 95 °C 10 min; 95 °C 1 min, 

63 °C 45 s, 72 °C 1 min 10 s, 共 30 个循环; 72 °C 

10 min。检测双交换的基因型, 得到的阳性菌株

命名为 PAKΔ0058。 

1.5.3  PAKΔ0058 抗生素抗性表型的检测: 采用

微量稀释法测定链霉素对铜绿假单胞菌株 PA68、

M122、PAK 和 PAKΔ0058 的 MIC。取 1 000 倍

稀释的过夜培养菌液加入 96 孔微量滴定板各孔

内, 在第 1 孔内加入终浓度为 512 mg/L 的链霉素, 

逐孔 2 倍稀释至 4 mg/L。37 °C 培养 20 h 后测定

链霉素对 PA68、M122、PAK 和 PAKΔ0058 各菌

株的 MIC 值。 

1.6  基因表达谱的获得 
TRIZOL 法提取菌株 PA68 和 M122 的总 RNA, 

采用 RNeasy 试剂盒(QIAGEN)结合 DNase Ⅰ清

除 DNA 模板。以 Random Primers 为引物, 在反

转录酶的作用下, 由 10 μg total RNA 反转录成单

链 cDNA, 同时掺入 poly-A control。利用试剂盒

(Qiagen MinElute PCR Purification Kit)对 cDNA

进行纯化 , 用 DNase I 将纯化的 cDNA 切成

50−200 bp 的片段。在末端转移酶的作用下, 将片

段化后的 cDNA 产物 3′端带上生物素标记。根据

芯片类型配制适当量的杂交液, 先进行测试芯片

的杂交、洗染和分析, 在洗涤工作站 FS450 上运

行相应程序, 对芯片进行清洗、染色和信号放大。

用 Scanner 3000 7G 4C 扫描仪上芯片对芯片进行

扫描和信号值转换。 

1.7  突变株 M122 对氧化剂、还原剂的敏感性

实验 
采用微量稀释法测定 M122 对 H2O2、DTT 和

维生素 C 的敏感性, 取 1 000 倍稀释的过夜培养的

PA68 和 M122 菌液接种于含不同浓度氧化剂和还

原剂的 LB 培养基中。(1) 含终浓度分别为 15%、

7.5%、5%、3%和 1% H2O2 的 LB 培养基; (2) 含

终浓度分别为 50.000、25.000、12.500、6.250 和

3.125 mmol/L DTT 的 LB 培养基; (3) 含终浓度分

别为 5.0、4.5、4.0、3.5 和 3.0 g/L 维生素 C 的 LB
培养基。 

2  结果 

2.1  突变株 M122 的表型 
用泳动检测培养基和蹭行运动检测培养基分

别检测 M122 的泳能力和蹭行运动能力, 与野生

株 PA68 相比, M122 菌株的蹭动能力略有减弱

(图 1), 而泳动能力基本正常。静态生物被膜形成

实验结果显示, M122 菌株与野生株 PA68 在生物

被膜的厚度和形态基本一样, 表明 PA0058 基因

的失活不影响生物被膜的形成。抗生素耐药性检

测结果显示, 突变株 M122 对几种氨基糖苷类抗

生素具有较高的耐药性(表 2), M122 对链霉素的 

 
图 1  蹭动能力检测 

Fig. 1  Twitching motility assay 
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表 2  各种抗生素对 PA68 和 M122 的 MIC 
Table 2  MIC of antibiotic to PA68 and M122 

抗生素 
Antibiotics 

PA68  
(mg/L) 

M122 
(mg/L) 

抗生素种类 
Types of antibiotics 

庆大霉素 
Gentamycin 

1.562 6.250 氨基糖苷类 

链霉素 
Streptomycin 

12.500 200.000 氨基糖苷类 

卡那霉素 
Kanamycin 

2.344 600.000 氨基糖苷类 

新霉素 
Neomycin 

100.000 200.000 氨基糖苷类 

壮观霉素 
Spectinomycin 

3.125 400.000 氨基糖苷类 

羧苄霉素 
Carbenicillin 

75.000 75.000 β-内酰胺类 

头孢锌钠 
Cefuroxime Sodium 

400.00 400.000 β-内酰胺类 

氨曲南 
Aztreonam 

6.250 3.125 β-内酰胺类 

四环素 
Tetracycline 

25.000 12.500  

氯霉素 
Chloromycetin 

200.000 100.000  

环丙沙星 
Ciprofloxacin 5.000×(0.5)

7
 5.000×(0.5)

6
 喹诺酮类 

 
耐药性是野生型菌株 PA68 的 16 倍; 另外, 对庆

大霉素、新霉素和壮观霉素的耐药性分别增长了

4 倍、2 倍和 128 倍。然而, M122 与 PA68 对 β-

内酰胺类抗生素的耐药性则无明显差别, 同样的

现象也发生在对四环素、氯霉素和喹诺酮类抗生

素的耐药性上。因此, 我们认为与野生型 PA68

相比, 突变株 M122 特异地对氨基糖苷类抗生素

具有较高的耐药性。 

2.2  Mu 转座子单点插入的确认 
Mu 转座重组系统具有体外组装、体内重组

的特点, 与传统转座子相比的优点之一是能够保

证转座子的单点插入, 用 Southern 印迹杂交实验

验证在突变株 M122 中 Mu 转座子在基因组中是

否为单点插入基因 PA0058。提取野生型菌株

PA68 和 M122 的基因组 DNA, 分别用 ApaⅠ、

EcoRⅠ和 KpnⅠ3 种内切酶进行酶切后用 0.8%琼

脂糖凝胶电泳分离, 由于作为探针的 Kan-Mu 片

段上没有 ApaⅠ、EcoRⅠ和 KpnⅠ的酶切位点, 

Southern blot 实 验 结 果 显 示 探 针 和 酶 切 后 的

M122 基因组 DNA 杂交后只出现一条杂交带

(图 2) , 表明所得到的 M122 突变株中 Mu 转座子

DNA 均以单拷贝形式整合到基因组中, 证明了

突变株 M122 表型的改变与 Mu 转座子插入位点

处相应基因突变的对应关系。 

2.3  遗传互补菌株 M122P 与基因敲除株

PAKΔ0058 的耐药性表型 
如表 3 所示, 遗传互补菌株 M122P 对氨基糖

苷类抗生素的耐药性部分恢复到野生株 PA68 的

水平, 30 mg 链霉素和 10 mg 庆大霉素对 M122P

产生的抑菌圈直径为 20.18 mm 和 19.62 mm, 显

著高于突变株 M122 的 17.58 mm 和 17.33 mm, 表

明基因PA0058与铜绿假单胞菌的氨基糖苷类抗生
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素耐药性的变化相关。但是, 上述数据与抗生素对

PA68 产生的直径为 29.75 mm 和 20.24 mm 的抑菌

圈相比仍有差距, 氨基糖苷类抗生素耐药性升高

的表型在遗传互补菌株 M122P 中部分地恢复了。 

PAKΔ0058 的链霉素耐药性检测结果(表 4)

显示, 链霉素对 PAK 和 PAKΔ0058 的 MIC 分别

为 16 mg/L 和 64 mg/L, 与野生型相比, 敲除株对

链霉素的耐药性升高了 4 倍, 这一表型与 Mu 插

入突变株 M122 是一致的。在菌株 PA68 和 PAK

中, 基因 PA0058 的失活均使链霉素的耐药性升

高, 这表明基因 PA0058 与铜绿菌株氨基糖苷类

抗生素耐药性改变是有关的, 且在不同背景菌株

中的表现是一致的, 即有不同程度的升高。 

2.4  突变株 M122 对氧化剂、还原剂的敏感性 
M122 菌株能够在含 15.0% H2O2 的 LB 培养

基中生长, 而 PA68 只能在含有浓度为 7.5%及更

低浓度 H2O2的 LB 培养基中生长; 25.0 mmol DTT

能够抑制 PA68 的生长, 而只需 12.5 mmol DTT

就可以抑制 M122 的生长; 当 LB 培养基含有

5 g/L 维生素 C 时, PA68 能够正常生长, M122 的

生长受到抑制或不生长。 

 
图 2  基因组 DNA 与人工 Mu 转座子 Southern blot
实验结果 
Fig. 2  Analysis of single insertion by Southern blot 
注: 1: 阳性对照, PCR 扩增的 700 bp 的 Kan-Mu 片段; 5: 阴

性对照, 经 EcoR I 酶切的 PA68 基因组 DNA; 2、3、4 分别

为 M122 用 ApaⅠ, EcoRⅠ和 KpnⅠ酶切的产物. 
Note: 1: 700 bp PCR generated Kan-Mu fragment as positive 
control; 2, 3, 4 in picture are genomic DNA of M122 digested 
with ApaⅠ, EcoRⅠ and KpnⅠ; 5: Genomic DNA of PA68 
digested with EcoRⅠ as negative control. 

 
表 3  抑菌圈测定结果 

Table 3  The result of antibacterial circle measurement 
抑菌圈直径 

Antibacterial circle 
diameter (mm) 

PA68 M122 M122B M122P 

链霉素 
Streptomycin 

29.75 17.58 19.70 20.18 

庆大霉素 
Gentamycin 

20.24 17.33 19.44 19.62 

 
 

表 4  基因敲除株 PAK△0058 的链霉素 MIC 
Table 4  MIC of streptomycin to PAK△0058 

抗生素浓度 
Antibiotic concentration 

(mg/L) 
512 256 128 64 32 16 8 4 

PA68 − − − − − − + + 

M122 − − + + + + + + 

PAK − − − − − − + + 

PAKΔ0058 − − − − + + + + 
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3  讨论 

铜绿假单胞菌菌株 M122 是 Mu 转座子插入

失活 PA68 菌株的基因 PA0058 而得到的突变株, 

其表型为链霉素耐药性上升。与野生型菌株 PA68

相比, M122 的链霉素耐药性上升 16 倍, 对庆大

霉素、新霉素、壮观霉素等氨基糖苷类抗生素的

耐药性均有不同程度的升高。Southern 杂交实验, 

验证了 M122 菌株中 Mu 转座子为单拷贝插入基

因 PA0058 中。遗传互补实验中, 完整 PA0058

基因的导入使得突变株 M122 的耐药性得到一定

程度的恢复, 虽然未能完全恢复到野生型的水

平, 但可以说明基因 PA0058 与氨基糖苷类抗生

素耐药性升高的表型之间的关联。通过同源重组

实验敲除了模式菌株 PAK 中的 PA0058 基因, 与

插入突变株 M122 一样 PAKΔ0058 也呈现链霉素

抗性升高的表型。遗传互补实验和同源重组两个

实验从正反两个方面证实基因 PA0058 是一个与

铜绿假单胞菌氨基糖苷类抗生素耐药性相关的

新基因。这是首次报道新基因 PA0058 的插入失

活影响了铜绿假单胞菌对氨基糖苷类抗生素的

耐药性。 

对菌株 PA68 和 M122 基因表达情况进行微

阵列基因芯片分析, 以 PA68 芯片为基准, M122

与 PA68 芯片之间共发现 398 个探针有显著差异, 

代表 392 个基因。我们重点研究 M122 中表达量

变化幅度较大且可能与抗生素耐药性相关的基

因, 值得注意的是, 在 M122 中编码过氧化氢酶

的基因 katB 与编码烷基过氧化物还原酶的基因

ohr、ahpC 和 ahpF 的转录水平均显示了 2 倍及以

上的变化。抗氧化基因的表达, 包括 katB、ahpB

和 ahpCF 受到特异的氧化压力响应系统的调控, 

在铜绿假单胞菌中该系统由能够感应 H2O2 的反

式作用因子 OxyR 调控[15]。OxyR 通过分子内二

硫键的形成导致的结构变化使其与启动子调节

区的结合状态发生改变并最终导致转录的启动, 
从而对胞内氧化压力信号做出反应, 这一反应的

表型包括对 H2O2 和氨基糖苷类抗生素的抗性[16]。

基因 PA0058 的表达产物预测为一种二硫键氧化

还原酶, 二硫键氧化还原酶能够催化二硫键的氧

化、还原与异构。突变株 M122 对氧化剂、还原

剂的敏感性实验表明, 基因 PA0058 的失活导致

M122 对氧化剂 H2O2 的耐受性增高, 而对还原剂

DTT 和维生素 C 变得更加敏感, 这说明基因

PA0058 的失活可能导致了铜绿假单胞菌细胞内

氧化还原水平的变化, 这与推测的 PA0058 表达

产物是一种二硫键氧化还原酶指向了同一个方

向, 即基因 PA0058 参与了细胞内的氧化还原反

应。突变株 M122 的基因表达谱分析显示, M122
中由 OxyR 调控的氧化压力响应系统中的几个成

员转录水平有所升高, 该系统能对胞内氧化压力

信号做出响应, 并产生某些表型的改变, 其中包

括对氨基糖苷类抗生素耐药性的增高 , 这与

M122 氨基糖苷类抗生素耐药性增高的表型是相

符的。基因 PA0058 究竟如何参与细胞内的氧化

还原过程, 这一过程与 OxyR 调控的氧化压力响

应系统及氨基糖苷类抗生素耐药性升高之间的

具体联系需要进一步研究。 
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