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摘  要：铜绿假单胞菌为专性需氧非发酵革兰氏阴性杆菌，是医院感染的常见条件致病菌之一，

可引起呼吸道、泌尿道、烧伤创面和菌血症等严重感染。铜绿假单胞菌耐药形势日益严峻，给临床

治疗带来困难。必需基因是生长过程中必不可少的看家基因，对铜绿假单胞菌必需基因进行深入研

究，不仅有助于了解细菌的生长、毒力等基本特性，也有助于筛选新的抗菌药物靶标。本文针对铜

绿假单胞菌及其必需基因进行综述，首先介绍了铜绿假单胞菌的基本生理特性及目前耐药趋势，又

归纳了必需基因的研究方法，最后对铜绿假单胞菌必需基因的研究进展进行总结。 
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Abstract: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), an obligatory aerobic non-fermented Gram-negative 
bacterium, is one of the common opportunistic pathogens of nosocomial infection. P. aeruginosa can 
cause severe infection such as respiratory tract, urinary tract, burn wounds and bacteremia. The antibiotic 
resistance of P. aeruginosa spread widely, which brings difficulties to clinical treatment. Essential genes 
are indispensable genes for organisms to grow. Investigation of P. aeruginosa essential genes could help 
us to understand the basic characteristics of bacteria such as growth and virulence, and could also help us 
to screen new targets of antibacterial agents. This paper will summary the progress of P. aeruginosa 
essential genes, including basic physiological characteristics of P. aeruginosa, the research methods of 
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essential genes and the progress and significance of P. aeruginosa essential genes. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, essential genes, transposon, bioinformatics, CRISPRi 

1  铜绿假单胞菌的生理特点 

1.1  铜绿假单胞菌的生理、生化特性 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)

又名绿脓杆菌，为革兰氏阴性杆菌，属于专性需氧

非发酵菌类假单胞菌属。铜绿假单胞菌能形成生物

膜[1]黏附在生物宿主组织或非生物材料的表面，保

护细菌应对不良环境，并在不良环境下进行菌体的

散播和定殖。铜绿假单胞菌广泛存在于自然界中，

在土壤、空气、水中均可生长，在人工环境中也可

以生长繁殖，如医疗器械表面、管道内壁[2]等。有

研究表明铜绿假单胞菌在 6−48 °C 均可生长[3]，在

4 °C 不生长，而在 42 °C 能生长是铜绿假单胞菌最

显著的特征之一。铜绿假单胞菌的最适生长温度为

35 °C，最适产毒温度为 26 °C，在 pH 5.0−7.0 范围

内生长较好，最适 pH 为 7.2[4]。铜绿假单胞菌携带

的毒力因子主要有外毒素 A (Exotoxin A)、弹力蛋白

酶 B (Elastase B)、绿脓菌素(Pyocyanin)、脂多糖

(Lipopolysaccharide，LPS)、Ⅲ型分泌系统(Type  Ⅲ

Secretion System，T3SS)的效应蛋白等[5]。目前已报

道的铜绿假单胞菌分泌系统有 5 类，分别为Ⅰ型分

泌系统(T1SS)[6]、Ⅱ型分泌系统(T2SS)[7]、Ⅲ型分泌

系统(T3SS)[8]、Ⅴ型分泌系统(T5SS)[9]、Ⅵ型分泌系

统(T6SS)[10]。其中 T1SS 组成最简单，是由 T1SS

基因簇编码的 3 种膜蛋白(ABC-转运蛋白、MFP-膜

融合蛋白、OMP-孔蛋白)构成的复合体；T2SS 主要

涉及 12−15 种蛋白，由单一基因座中 12−16 个基因

编码；T3SS 是单一基因座上 15−25 个基因编码约

20 种蛋白组成的针状多蛋白复合体。T5SS 是自主

转运蛋白系统(Autotransporters，AT)，自主转运蛋

白大多由单个基因编码，转运过程不需要能量偶联

或者辅助因子；T6SS 常包括 13−25 个蛋白构成的

核心组件和若干辅助组件，这些蛋白均由 T6SS 基 

因簇编码，其中有 13 个保守基因对其功能是必不

可少的；此外，T1SS 和 T3SS 是一步性分泌系统，

不依赖信号肽，将所分泌的效应蛋白直接从胞质运

送到细胞表面，而 T2SS 和 T5SS 则依赖信号肽，使

用两步过程将蛋白输送细胞外部，T6SS 分泌机制尚

不明确[11-12]。目前数据库共收录有 4 954 个铜绿假单

胞菌基因组(https://www.pseudomonas.com/)。铜绿假

单胞菌的基因组比较大，从 5−7 Mb 不等，具有较

高的 GC 含量(65%−67%)[13]。研究较多的铜绿假单

胞菌标准菌株 PAO1 基因组大小为 6.26 Mb，GC 含

量为 66.6%，包含 5 697 个基因，编码蛋白数量为   

5 572 个[14]。此外，铜绿假单胞菌的很大一部分基

因参与代谢适应性，是调节网络的一部分，使之在

应对环境压力方面具有极大的灵活性[13]。 

1.2  铜绿假单胞菌的感染和耐药性趋势 

铜绿假单胞菌是医院感染的常见条件致病菌

之一。铜绿假单胞菌常定殖于人体皮肤、黏膜、呼

吸道、胃肠道等部位，当患者患有基础疾病或长期

住院免疫力低下时，易发生铜绿假单胞菌感染。此

外，因治疗需要进行外科手术或侵入性操作，如气

管插管、使用呼吸机、留置引流管、导尿管等，均

会使感染机会增加。不同病区由于患者疾患不同，

感染发生部位也不同，神经外科以呼吸道为主，烧

伤科、普通外科则以伤口或创面感染最为多见[15]。

铜绿假单胞菌可引起呼吸道、泌尿道、烧伤创面等

局部感染，还可以引起菌血症、败血症和脓毒血症

等全身性感染，是导致患者死亡的重要病原菌之

一。根据中国细菌耐药检测网 2018 年调查公布的

数据，铜绿假单胞菌在临床中所有的分离病原菌中

排第 4 位，占了 9.57%[16]，与 2017 年占 8.69%[17]、

2016 年占 8.66%[18]相比，铜绿假单胞菌感染检出率

呈现上升趋势。雪上加霜的是，随着第 3 代头孢菌

素、碳青霉烯类等广谱抗菌药的广泛应用，铜绿假
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单胞菌的耐药也日益严峻。中国细菌耐药检测网

2018 年数据指出，在中国分离的铜绿假单胞菌对亚胺

培南和美罗培南的耐药率分别为 30.7%和 25.8%[16]， 

耐药率与 2017 年的 23.6%和 20.9%[17]、2016 年的

28.7%和 25.3%[18]相比均有所上升。同时，从 2005 年

开始，临床上多重耐药铜绿假单胞菌和泛耐药铜绿

假单胞菌的出现也逐渐增多，2016 年检出泛耐药铜

绿假单胞菌共 278 株，占 2.1%，与 2015 年的 1.7%

和 2014 年的 1.6%相比呈现上升趋势[18]。多重耐药 

(Multi-Drug Resistant，MDR)菌是指同时对临床使

用的三类或三类以上抗菌药物同时呈现耐药的细

菌，而泛耐药 (Extensively Drug Resistant，XDR)

菌是指仅对 1−2 种潜在有抗不动杆菌活性的药物

(主要指多黏菌素)敏感的菌株。有文献报道，在中

国烧伤研究所，多重耐药铜绿假单胞菌在临床上的

分离率为 54.59%，而泛耐药铜绿假单胞菌在临床中

的分离率达到 21.42%[19]。据报道国外铜绿假单胞

菌的耐药也同样日益严峻[20-21]，多重耐药和泛耐药

铜绿假单胞菌的出现严重威胁患者的生命安全，为

临床抗感染治疗带来巨大挑战。抗生素耐药已经成

为一个世界性的卫生问题，2008 年，美国感染学会

(Infectious Diseases Society of America，IDSA)的抗

生 素 效 益 评 估 小 组 经 调 查 后 认 为 屎 肠 球 菌

(Enterococcus faecium) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella 

pneumoniae) 、 鲍 氏 不 动 杆 菌 (Acinetobacter 

baumanii)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)

及肠杆菌属(Enterobacter)等 6 类细菌耐药情况极度

严 峻 ， 取 其 各 自 拉 丁 文 名 称 首 字 母 而 简 称

“ESKAPE”[22-23]。2018 年，世界卫生组织使用多标

准决策分析方法对抗生素耐药细菌进行优先排序，

制定需研发新抗生素的耐药菌优先级列表。以总体

死亡率、有效治疗的可行性、医疗负担以及耐药性

的增加作为评估优先级的最重要标准，将碳青霉烯

类耐药铜绿假单胞菌归为需要投资和研发新抗生

素的优先级病原菌[24]。 

2  必需基因的研究方法 

必需基因(Essential Genes)是指在一定环境下

维持某种生物体生命活动所必不可少的基因。目前

基因的必需性已被广泛接受为条件性状[25]，即基因

的必需性依赖于对其进行探测的环境背景和自身

遗传背景。在对基因必要性进行定义时，不仅要考

虑相应突变细胞的生存能力，而且还要考虑对其进

行探测的环境和遗传背景等因素[26]。细菌必需基因

大多是细胞生长、分裂过程中染色体复制、转录、

翻译、蛋白质折叠所需的持家基因。细菌必需基因

研究方法可分为 2 类：第 1 类是通过基因敲除、单

基因灭活、快速鸟枪方法反义 RNA、转座子插入突

变等技术来确定必需基因的实验方法，此类方法需

较长时间且花费巨大，此外还存在条件必要性，即

实验方法确定的必需基因都依赖于所采用的实验

条件，而实验条件与物种在野外竞争生长的条件不

同，导致 2 种条件下确定的必需基因和必需基因数

目可能不同；第 2 类是利用测序和生物信息技术比

对方法分析多个物种全基因组来预测必需基因，此

方法操作简单，方便且高效，但依赖于已测序得到

的生物基因组，检测比较全基因组的生物数目和种

类不同，所得到的某待测生物必需基因和必需基因

数目也可能不同。目前细菌必需基因的鉴定主要通

过转座子技术和生物信息技术相结合的方式进行。

首先通过生物信息技术对现有完整基因组进行比

对分析，预测待测生物基因组中可能的必需基因，

再结合转座子技术验证相应基因的必需性；也可首

先通过转座子技术鉴定某条件下基因组必需基因，

再利用生物信息技术将不同条件所得的基因组必

需基因进行比较分析。两类方法互为补充，大大增

加了必需基因研究的可靠性和效率。 

2.1  转座子技术 

转座子(Transposon，Tn)是一种可以通过转座酶

介导的复制或“剪切-粘贴”机制在基因组内或基因

组之间移动的遗传元件，其结构主要包括双侧末端
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重复序列及中间的抗性基因、转座酶读码框等。广

泛存在于自然界各种生物的基因组中，自从 20 世

纪 40 年代美国科学家 McClintock 首次在玉米中发

现转座子并命名为“Ac/Ds”元件[27]以来，已经成为

许多生物细胞基因分析的重要工具。转座子具有  

2 个主要特征：一是能够从细胞染色体的一个位点

转座到另一个位点引起生物基因组或基因的重组

和变异，加速生物多样性和进化速率；二是能够在

生物基因组中大量扩增拷贝[28]。转座子理论的出现

改变了以往人们认为遗传物质是固定排列在染色

体上的观念。转座子技术即利用转座子特有的转座

功能，对生物基因组进行基因突变并研究基因功

能，如常利用转座子构建菌株突变体文库。其机制

是：所有转座子都携带转座所必需的基因，因而转

座作用不依赖于转座子与靶点之间的序列同源性。

因转座子插入阻断了转录或翻译过程，导致靶点基

因失活，而且插入往往表现出极性效应，即转座子

在操纵子上游基因的插入影响到下游基因的表达，

原因是转座子序列中含有终止子或终止密码子，造

成转录或翻译的终止，因此影响后续基因的表达，

进而依靠表型鉴定出突变体[29-31]。转座子技术的出

现使得对基因组进行基因突变更为高效、简便。转

座子在细菌基因组中的插入是随机的，如果表征足

够多的突变体，则可以鉴定出必需基因，因为细菌

必需基因被破坏通常是致死性的，不能产生活的突

变体。然而许多非必需基因，尤其片段较短的基因

不会被偶然破坏，因此可能被错误地归类为必需基

因，但也可通过增加转座子文库的数量来降低此类

错误的发生[32-33]。 

在大规模并行测序出现后，研究者将全基因组

转座子诱变与高通量测序相结合，开发了现代转座

子插入测序(Transposon-Insertion Sequencing，TIS)[34]。

在 2009 年又发布了 4 个 TIS 变体：转座子测序

(Transposon Sequencing，Tn-Seq)[35]、转座子定向插

入位点测序(Transposon Directed Insertion Sequencing，

TraDIS)[36]、插入测序(Insertion Sequencing，INSeq)[37]

和高通量测序(High Throughput Sequencing，

HITS)[38]。自开发以来，TIS 已应用于一系列体外研

究以及体内感染模型中，并在识别与抗生素抗性有

关 基 因 、 筛 查 毒 力 基 因 、 发 现 必 需 基 

因等方面广泛应用[34]。转座子诱变与 Tn-Seq 的结

合实现了鉴定基因的最大速度和通量，但当需建立

多个转座子文库、分析上百种样本时，操作繁琐且

花费巨大，无法运用于多种细菌的数百种实验条件

的基因组测序鉴定。2015 年 Wetmore 等[39]提出了

随机条形码转座子位点测序 (Random Bar Code 

Transposon-Site Sequencing，RB-TnSeq)，该方法将

转座子诱变与条形码测序(Bar Code Sequencing，

BarSeq)结合，可以对不同条件下的突变体池进行批

量分析。转座子插入测序作为基于转座子的基因组

分析新工具，自开发以后广泛应用于各种条件下分

析多种不同细菌生长所需的基因组范围[40]。如曾先

后被运用于伤寒沙门氏菌[36]、霍乱弧菌[41]、大肠杆

菌[42]等常见致病菌必需基因研究。近年 Klein 等[43]

用 Tn-Seq 技术确定牙龈卟啉单胞菌的必需基因并

鉴定其毒力因子。Goodall 等[44]运用 TraDIS 的方法

鉴定得出大肠杆菌 K-12 的 358 个必需基因，与已

有必需基因数据进行比较，确定了 248 个共有必需

基因。Ruiz 等[45]也使用 TraDIS 的方法鉴定短双歧

杆菌 UCC2003，分析得出 453 个必需基因。转座子

技术的发展使研究者发现细菌必需基因以及了解

基因功能变得简单易行，将有助于发现新型抗菌药

物靶点、开发新型药物以缓解临床耐药菌抗生素选

择压力。 

2.2  基因组与生物信息技术 

基 因 组 (Genome) 的 概 念 由 德 国 汉 堡 大 学 的

Winkles 教授于 1920 年首次提出，即基因组是由基

因和染色体共同组成，包含生物体全部基因和染色

体的总和。大部分物种的基因组由 DNA 组成，有

些病毒基因组由 RNA 组成。生物信息基因组比对

技术，即通过现代生物信息技术比较不同物种或同

一物种不同个体间的全基因组在 DNA 序列、基因、
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基因顺序、调控序列以及其他基因组结构标签等方

面的差异，揭示物种及个体间在生物学上的异同及

进化关系。利用生物信息技术进行基因组比对可以

预测生物的核心基因组，进而预测生存必需基因和

最小基因组，即通过寻找不同微生物基因组中的保

守基因来确定生存必需的基因集合。 

在 1995 年 2 个细菌的完整基因组序列发表之

后，1996 年 Mushegian 和 Koonin 首次尝试最小基

因 集 合 的 鉴 定 ， 他 们 对 流 感 嗜 血 杆 菌 [46] 

(Haemmophilus influenzae) 和 生 殖 支 原 体 [47] 

(Mycoplasma genitalium)进行基因组比较分析，发现

两者共有约 256 个保守基因[48]。鉴于这 2 个细菌属

于古老的细菌谱系，系统进化距离较远，分别为革

兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌，所以认为两者间存在

的保守基因极有可能是维持生命所必需的[49]。此

后，肺炎支原体、集胞藻、酿酒酵母、大肠杆菌[50]

等完整基因组序列相继公布，随着第一代 DNA 测

序仪的出现，基因组测序效率得到逐步提高，由于

第一代测序的低通量和高成本，商用第二代测序技

术于 2005 年出现，通过并行大规模测序 DNA 分子

来实现更高的通量，如 Illumina 的 HiSeq、MiSeq、

Illumina 测序技术等，二代测序因实现高通量和较

低成本而广泛运用，在第一个细菌实现完整基因组

测序 10 年后，即到 2006 年已完成 300 多个细菌基

因组测序[51]，2014 年已公开提供了 30 000 多个测

序细菌基因组[52]，在高通量、DNA 单分子测序技

术——第三代测序技术[53-54]出现后，基因组测序更

是飞速发展，到 2020 年，NCBI 数据库已公开提供

了 266 000 多个测序细菌基因组(https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/) 序 列 数

据的积累，是比较基因组技术得以开展的根本条

件。然而使用生物信息技术预测必需基因存在固

有缺陷，只能识别出对大部分细菌都通用的必需

基因，而不能确定某一细菌所特有的必需基因，

所以结合转座子技术对细菌进行基因突变发现某

一细菌特有必需基因，有助于补充生物信息技术

的不足。  

DNA 测序和生物信息技术的高速发展，也为微

生物学家研究细菌基因功能以及从比较基因组学

角度研究细菌中特殊代谢途径、致病性、耐药性以

及基因进化提供了有力支持。如，在基因比对技术

产生之初，葛兰素史克的研究人员就开始将基因比

对技术用于流感嗜血杆菌、卡他莫拉菌，肺炎链   

球菌、金黄色葡萄球菌和粪肠球菌中鉴定必需基  

因[55]。近年来，Fernández-Piñar 等[56]和 Poulsen 等[57]

的研究团队，先后对多个铜绿假单胞菌转座子文库

进行基因比对分析，寻找铜绿假单胞菌核心必需基

因。Allen 等也利用基因比对方法，从 100 株临床

收集的铜绿假单胞菌中鉴定毒力基因[58]，Kociolek

等 [59] 用 同 样 方 法 分 析 艰 难 梭 菌 的 流 行 菌 株

DH/NAP11/106 基因型特征及毒力基因，以及 Bai[60]

等分析呼吸道病人痰标本中溶血不动杆菌分离株

致病性和耐药基因。生物信息技术为研究者分析新

型或耐药致病菌基因特征以及寻找或筛选致病菌

必需基因提供巨大便利。 

2.3  CRISPR 相关技术 

CRISPR-Cas 系统是细菌的获得性免疫系统，

通过特异性识别并剪切噬菌体或质粒的特定序列

进而清除外源性核酸的感染[61-62]。近年来，研究

者将 CRISPR-Cas 系统能够特异性识别并剪切双链

DNA 这一特性用于细菌和细胞的基因编辑[63-64]。

进一步开发了 CRISPR-Cas 的衍生技术，CRISPR 

Activation (CRISPRa) 和 CRISPR Interference 

(CRISPRi)[65-66]用于基因表达调控，其原理为 Cas9

蛋白剪切双链 DNA 依赖 2 个核酸酶结构域(HNH 域

和 RuvC 域)。Qi 等[67]突变了 HNH 结构域和 RuvC

域中各一个氨基酸位点(D10A 和 H841A)，使得突

变后的 Cas9 蛋白失去了剪切 DNA 的能力，即 dCas9 

(Nuclease-Deactivated Cas9)；dCas9 虽然失去了剪

切 DNA 的能力，但是仍能够在 gRNA 的引导下结

合到靶序列；dCas9-sgRNA-DNA 的结合能够阻断

RNA 聚合酶的结合、延伸等过程，进而阻断转录过
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程 ， 达 到 沉 默 基 因 表 达 的 功 能 ， 即 CRISPR 

Interference (CRISPRi)。CRISPRi 技术成为近年来

用于研究基因功能，尤其是必需基因功能的一个高

效有力的手段。CRISPRi 系统用于研究细菌必需基

因具有以下几个优点：(1) 操作简便，只需要设计

好 sgRNA 的序列，通过常规分子克隆在 1 周内可

以构建完成一个靶基因的 CRISPRi 系统；(2) 可进

行高通量研究，通过设计不同基因的 sgRNA 序列，

可进行多个基因的调控；(3) 效率高，可诱导控   

制[68]。2013 年，Qi 等[67]在大肠杆菌中成功建立了

可诱导的 CRISPRi 系统，将靶基因的表达水平下调

了 300−1 000 倍。近年一些研究者也开始将 CRISPRi

这一新兴技术运用于研究细菌必需基因。2016 年，

Peters 等[69]在枯草芽孢杆菌中成功建立了 CRISPRi

系统，对细菌必需基因进行系统表型分析，并表明

CRISPRi 技术适用于对各种细菌必需基因功能进行

全面、高通量分析。2018 年，Tan 等[70]在铜绿假单

胞菌中成功建立 CRISPRi 系统，表明细菌的表型变

化与靶基因耗竭一致。2019 年，Peters 等[71]通过建

立可移动的 CRISPRi 研究变形杆菌的必需基因，寻

找潜在的抗生素靶点。目前我们也成功在铜绿假单

胞菌中建立了基于 CRISPRi 的基因敲除系统，并进

一步用于对铜绿假单胞菌生存力至关重要的必需

基因 prtR 的研究[68]。CRISPRi 因其高度特异性靶向

目标基因的特殊优势，有望成为未来必需基因研究

的有力工具。但目前还需努力解决实践操作中存在

的如嵌合体、脱靶效应等问题。 

3  铜绿假单胞菌的必需基因 

有关铜绿假单胞菌必需基因研究可以追溯到

21 世纪初，2003 年，Jacobs 等[33]首次使用转座子

诱变技术分析铜绿假单胞菌菌株 PAO1 全基因

组，以确定铜绿假单胞菌必需基因数目。Jacobs

等 [33 ]利用 Tn5IS50L 的衍生物 ISphoA/hah、

ISlacZ/hah 这 2 种不同的转座子产生了共 42 240 个

突变体，对其测序分析发现 PAO1 基因组的所有 

ORF 中有 678 个 ORF 无转座子插入，并预测此

678 个 ORF 为潜在的铜绿假单胞菌必需基因，进一

步使用多个模型对转座子插入结果进行生物信息

学分析，认为铜绿假单胞菌中必需基因的实际数量

在 300−400 之间。2006 年，Liberati 等[72]同样使用

转座子诱变技术，对铜绿假单胞菌菌株 PA14 进行

全基因组分析，与 Jacobs 等不同的是，他们使用

Himar1 转座子[73]，在测序分析 30 336 个转座子插

入突变体后，发现 PA14 基因组中有 1 493 个基因

无转座子插入，预测此 1 493 个基因为潜在的铜绿

假单胞菌必需基因，进一步对铜绿假单胞菌菌株

PAO1 和 PA14 转座子突变文库进行比较分析，最终

认为铜绿假单胞菌必需基因数为 335[72]。2013 年，

Skurnik 等[74]使用特殊设计的转座子(Tn)，通过插入

测序(INSeq)技术分析了铜绿假单胞菌菌株 PA14 约

3×105 个突变体，得出铜绿假单胞菌 PA14 必需基因

数为 636，其中有 407 个基因已在先前的 PA14 菌

株中被鉴定为必需基因[72]，198 个也在 PAO1 中认

为是必需基因[33]。2015 年，Turner 等[75]使用 Tn-Seq

技术分别分析了铜绿假单胞菌菌株 PAO1 和 PA14

在实验室合成培养基、MOPS-痰液培养基 2 种条件

下的必需基因数目，实验得出：菌株 PAO1 和 PA14

在实验室条件下测序必需基因数分别为 336 和 434，

在囊性纤维化痰液培养条件下必需基因数分别增

加了 130 和 122。同年 Lee 等[76]也使用 Tn-Seq 技术,

进一步加大转座子文库数量，同时分析了不同培养

条件下的铜绿假单胞菌 PAO1 的必需基因，筛选

100 万个转座子突变体后，确定了 551 个潜在必需

基因，其中有 352 个在多种条件下均为必需基因，

另外 199 为特定条件下存在的必需基因。2019 年，

Poulsen 等[57]将在 LB 培养基条件下培养的 PA14 菌

株测定的必需基因组与其他在 5 种不同生长条件下

的 8 种不同铜绿假单胞菌菌株进行比较，而且 9 个

菌株的基因组从 6.34 Mb 到 7.15 Mb 不等，经 Tn-Seq

测序分析得出 321 个基因为铜绿假单胞菌核心必需

基因。归纳总结见表 1。 
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表 1  已报道的铜绿假单胞菌必需基因 
Table 1  Published essential genes of Pseudomonas aeruginosa 
Author Methods Transposon Strains Growth conditions Strain’s essential genes 

count 
References

Jacobs et al Transposon 
Mutagenesis 

Tn5 IS50L 
derivatives, 
ISphoA/hah and 
ISlacZ/hah 

PAO1 Plating on LB agar 
containing tetracycline 
(60 μg/mL), 
chloramphenicol 
(10 μg/mL) 

PAO1: 678 
  

[33] 

Liberati et al Transposon 
Mutagenesis 

Himar1 derivative, 
MAR2xT7 

PA14 and two 
PA14 derivatives, 

exoU and 

exoUspcU 

LB agar plates 
containing (15 μg/mL) 
gentamicin and  
(1 μg/mL) Irgasan 

PA14: 1 493; PAO1 
and PA14: 335 
 

[72] 

Skurnik et al INSeq technique and 
high-throughput 
sequencing 

− PA14 Murine model of GI 
tract colonization and 
systemic 
dissemination 

PA14: 636 [74] 

Turner et al Transposon 
sequencing (Tn-Seq)

Tn 5 derivative, IS 
lacZhah-tc 

PAO1 and PA14 A complex 
laboratory medium;  
MOPS-sputum 

Laboratory condition: 
PAO1: 336; PA14: 434
Sputum condition: 
PAO1: 466; PA14: 556

[75] 

 Lee et al Transposon 
sequencing (Tn-Seq)

Tn 5 derivative, IS 
lacZhah-tc 

PAO1 (13 strains) LB nutrient agar; 
MOPS-pyruvate  
agar; Media made 
from cystic fibrosis 
sputa; High nutrient 
medium (brain-heart 
infusion, BHI); A 
dilute nutrient 
medium with 
supplements 
(0.1×LB); Medium 
made from human 
serum 

352 [76] 

Poulsen et al Transposon 
sequencing (Tn-Seq)

Himar1-derived 
transposon MAR2xT7

PA14, 
ATCC19660, 
X13273, BWH005, 
BWH013, 
BWH015, BL23, 
PS75, CF77 

LB and M9 minimal 
agar containing  
(30 μg/mL) 
gentamicin and  
(5 μg/mL) Irgasan; 
Synthetic cystic 
fibrosis medium agar
(SCFM); Pooled 
filter-sterilized urine 
and FBS 

321 [57] 

注：−：未使用转座子 
Note: −: Without transposon 
 
 

通过对上述铜绿假单胞菌必需基因的研究进行

归类、总结，明确了铜绿假单胞菌 PA14 和 PAO1 在

LB 培养条件下共同拥有的 335 个必需基因。含量最

多必需基因种类是翻译、翻译后修饰和降解相关基因

有 61 个，功能未知的必需基因有 57 个，辅因子、辅

基和载体相关必需基因有 26 个，能量代谢相关必需

基因有 25 个，其他还包括细胞壁相关必需基因、小

分子转运体相关基因、核苷酸代谢相关基因等(图 1)。 
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图 1  铜绿假单胞菌 PA14 和 PAO1 共有必需基因的功能分类 
Figure 1  Genetic functional class for essential genes of Pseudomonas aeruginosa PA14 and PAO1 

注：数字：必需基因的数目 
Note: Numbers: Number of essential genes 

 
总结从 2000 年初到现在有关对铜绿假单胞菌

全基因组测序确定必需基因的实验，我们发现：(1) 

确定铜绿假单胞菌必需基因数目受实验方法、选择

菌株种类、实验条件等多因素影响，符合上述基因

的必需性依赖于对其进行探测的环境背景和自身

遗传背景观点[25]。(2) 不同菌株之间必需基因数目

存在很大差别，普遍实验结果均表明铜绿假单胞菌

PA14 必需基因数目较 PAO1 多。(3) 同一菌株在不

同实验条件下确定的必需基因数目也存在巨大差

异。此结论与近年 Blazier 等[77]对已发表的铜绿假

单胞菌必需基因数据的大规模比较分析结果相同，

他们还提出可以通过重建基因组代谢网络方法来

识别条件非依赖和条件依赖的必需基因，这对研发

新型有效抗生素至关重要。 

4  铜绿假单胞菌必需基因的意义 

铜绿假单胞菌是 ICU、老年患者和烧创伤患者

局部感染和全身感染的常见病原菌。近年来，铜绿

假单胞菌的感染率呈现上升趋势，同时耐药性也日

益严峻，多重耐药和泛耐药铜绿假单胞菌的出现严

重威胁患者的生命安全，在当前可选择的有效抗生

素变得越来越少的情况下，我们急需努力研究并开

发铜绿假单胞菌的新型抗生素。 

截至目前，当前所有的抗生素都靶向细菌细

胞中的基本功能，所以正确精准地确定铜绿假单

胞菌必需基因是筛选、开发新型抗生素的关键；

此外，明确生物必需基因有助于促进我们对细胞

生命原理的理解，了解生命起源及进化。目前研

究细菌必需基因的最好方式是现代转座子插入技

术与生物信息基因组比对技术的结合，已有许多

研究者使用此类方法进行铜绿假单胞菌必需基因

的研究，但由于基因的条件必需性使得不同研究

者测得的必需基因各有差异，尚未得出明确的铜

绿假单胞菌必需基因。 

结合课题组前期在铜绿假单胞菌中建立的

CRISPR-dCas9 系统，我们正在构建一个能够靶向
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PAO1 所有必需基因的 CRISPRi 文库，以期为铜绿

假 单 胞 菌 必 需 基 因 功 能 研 究 提 供 帮 助 。 除 了

CRISPR 相关技术外，合成生物学技术、高通量技

术、组学技术和生物信息技术的快速发展也有助于

铜绿假单胞菌必需基因的研究，这些新技术有望突

破目前铜绿假单胞菌必需基因研究的瓶颈，推动其

研究进入一个新的阶段。铜绿假单胞菌必需基因的

研究除了应用于抗生素靶点的筛选外，在疫苗靶点

筛选、快速病原学诊断等临床应用领域也有潜在的

应用价值。 
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