
微生物学通报 May 20, 2023, 50(5): 2113−2126 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.221025 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2023 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：宁夏回族自治区自然科学基金(NZ17210)；国家自然科学基金(81960365) 
This work was supported by the Natural Science Foundation of Ningxia Hui Autonomous Region (NZ17210) and the National 
Natural Science Foundation of China (81960365). 
*Corresponding author. E-mail: weidong1969@hotmail.com 
Received: 2022-10-18; Accepted: 2022-11-29; Published online: 2023-02-01 

简  报 

铜绿假单胞菌 PAO1 中 c-di-GMP 代谢相关基因

PA2072 的生物学分析 

席那仁 1，海娥 1，张小敏 2，郭嘉义 2，黄卫东*1 

1 宁夏医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系，宁夏 银川 750000 
2 宁夏医科大学科技中心，宁夏 银川 750000 
 

席那仁, 海娥, 张小敏, 郭嘉义, 黄卫东. 铜绿假单胞菌 PAO1 中 c-di-GMP 代谢相关基因 PA2072 的生物学分析[J]. 微生物学

通报, 2023, 50(5): 2113-2126. 
XI Naren, HAI E, ZHANG Xiaomin, GUO Jiayi, HUANG Weidong. Biological characterization of a c-di-GMP 
metabolism-related gene PA2072 mutant from Pseudomonas aeruginosa PAO1[J]. Microbiology China, 2023, 50(5): 2113-2126. 

摘  要：【背景】铜绿假单胞菌为革兰氏阴性杆菌，是医院感染的常见条件致病菌之一。广泛存

在于细菌中的第二信使分子环鸟苷二磷酸(cyclic-di-guanosine monophosphate, c-di-GMP)对细菌生

理生化功能具有重要的调节作用。铜绿假单胞菌 PAO1 中存在参与 c-di-GMP 代谢的基因 PA2072。
【目的】探讨铜绿假单胞菌 PAO1 中 c-di-GMP 代谢相关基因 PA2072 的生物学功能。【方法】运

用 PCR 及分子克隆技术构建 PA2072 基因及各结构域的自杀载体，运用基因敲除方法获取 PA2072
基因的 3 个突变株；利用泳动性(swimming)、蜂群运动(swarming)、蹭行运动(twitching)和生物膜

定量实验对细菌进行初步的表型分析，进一步通过刚果红染色法对菌株进行分析。【结果】成功

构建 PA2072 基因敲除突变菌株及回补菌株；生物膜定量结果发现基因 PA2072 的敲除会影响细菌

生物膜的形成，PA2072 蛋白的不同结构域对生物膜的合成也起到了重要作用；细菌运动能力检测

中发现 PA2072 相关基因的敲除对细菌运动能力也有一定影响。刚果红平板检测结果显示，与野生

型 PAO1 菌株相比，PA2072 敲除菌株菌苔呈红色，提示其胞内 c-di-GMP 含量升高。【结论】基

因 PA2072 的敲除影响了铜绿假单胞菌胞的表型，可能由于铜绿假单胞菌胞内 c-di-GMP 水平变化

引起，该结果为进一步研究基因 PA2072 的生物学功能奠定了基础。 
关键词：铜绿假单胞菌 PAO1；环鸟苷二磷酸；PA2072 敲除突变菌株  
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Abstract: [Background] Pseudomonas aeruginosa, a Gram-negative bacterium, is a common 
opportunistic pathogen of nosocomial infection. Cyclic di-guanosine monophosphate 
(c-di-GMP), a secondary messenger ubiquitous in bacteria, plays a role in regulating the 
physiological and biochemical functions of bacteria. PA2072 is a gene involved in c-di-GMP 
metabolism in P. aeruginosa PAO1. [Objective] To investigate the biological functions of 
PA2072 in P. aeruginosa PAO1. [Methods] The suicide vectors carrying the full length and 
different domains of PA2072 were constructed by common molecular cloning technology. 
Three mutant strains of PA2072 were obtained and studied. The swimming, swarming, and 
twitching motility, as well as the biofilm formation, of the strains was studied. Congo Red 
staining was further employed to determine the c-di-GMP levels of the strains. [Results] 
PA2072 mutant strains and complement strains were successfully constructed. The deletion of 
PA2072 affected the biofilm formation, and the individual domains of PA2072 also played a 
role in biofilm formation. The motility tests showed that PA2072 was involved in the regulation 
of bacterial motility. Compared with the wild-type PAO1 strain, PA2072-delected strains 
displayed red lawn, which indicated an increased level of intracellular c-di-GMP. [Conclusion] 
The deletion of PA2072 affects the phenotypes of P. aeruginosa, which might be because of the 
changes in c-di-GMP level. Our work lays a foundation for further characterization of the 
biological functions of PA2072. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa PAO1; c-di-GMP; PA2072-deleted mutant 
 
 
 

铜绿假单胞菌是环境中存在的能引起人类

感染的条件致病菌之一，可引起呼吸道、泌尿

道、烧伤创面和菌血症等严重感染。随着抗生

素的广泛使用，铜绿假单胞菌的耐药性越来越普

遍，感染检出率呈现上升趋势，严重威胁患者生

命安全，为临床抗感染治疗带来巨大挑战[1]。 
目前对铜绿假单胞菌模式菌株 PAO1 基因

组序列分析已经完成，并鉴定出部分参与细菌

生理、代谢过程调控以及与抗药性相关的基因；

然而铜绿假单胞菌毒力和抗性受到多种复杂信

号网络的调控，亟待进一步研究。 
环 鸟 苷 二 磷 酸 (cyclic-di-guanosine 

monophosphate, c-di-GMP)于 20 世纪 80 年代被

发现，已被证明是一种广泛存在于细菌内的小

分子环核苷酸第二信使[2]，对细菌各项生理生

化功能具有重要影响。c-di-GMP 在胞内的合成

及降解机制是目前的研究热点。作为第二信使，

在一定信号条件下 c-di-GMP 的合成和水解受 
两类酶的调控，胞内的 c-di-GMP 由二鸟苷酸环

化酶(diguanylate cyclase, DGC)合成，并由特异
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性的磷酸二酯酶(phosphodiesterase, PDE)降解[3]。

研究发现在细菌中，具有 DGC 活性的蛋白通常

含 GGDEF 结构域，而具有 PDE 活性的蛋白通

常含有 EAL 结构域[4]。GGDEF 结构域能够将 2
分子 GTPs 催化合成 1 分子 c-di-GMP，而 EAL
结构域能够将 c-di-GMP 降解为 1 分子 pGpG 和

2 分子 GMP[5]。 
目前铜绿假单胞菌 PAO1 的全基因组测序[6]

工作表明，其基因组中共具有 18 个 GGDEF、5 个

EAL、16 个 GGDEF/EAL 和 3 个 HD-GYP 蛋白

结构域基因，这些蛋白结构域参与了 c-di-GMP
代谢。研究者们注意到这类基因的 C 端结构域

往往与环鸟苷二磷酸的代谢有关，主要包括 2 个

方面：GGDEF 结构域可以催化 c-di-GMP 合成，

而 EAL 结构域则催化其降解；而这类基因的 N 端

往往大部分都包含有 PAS 结构域、GAF 结构域

和 REC 结构域等信号感应结构域，以感知抗生

素、磷酸化反应、金属离子、光和小分子等外

界环境刺激，从而调控细菌相应的生理生化过

程[7]；但具体到每个基因的生物学功能，仍有

很多问题亟待分析。 
参与铜绿假单胞菌 c-di-GMP 代谢的未知

功能基因 PA2072 引起了广泛关注，研究表明

PA2072 基因 N 端含有可感应外界信号的结构域，

C 端含有参与 c-di-GMP 代谢的 GGDEF/EAL 结

构域[8]。由此我们推测 PA2072 可能在感应外界

环境信号及调控细菌 c-di-GMP 的水平等方面

有着复杂功能，通过对 PA2072 进行表型分析和

胞内 c-di-GMP 含量的检测，以期为后续 PA2072
的生物学功能研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料  
1.1.1  菌株和质粒 

实验所用到的菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 
铜绿假单胞菌在 37 ℃的 LB 液体(220 r/min)

或固体培养基以及假单胞菌分离琼脂(Pseudomonas 
isolation agar, PIA)培养基 [9]中培养。PIA 培养

基：假单胞分离琼脂 45 g/L；刚果红培养基[11]：

LB 固体培养基中添加刚果红 Congo Red 0.04 g/L，
考马斯亮蓝 G-250 0.02 g/L。 

抗生素浓度：大肠杆菌在 LB 培养基中使

用 50 μg/mL 庆大霉素(gentamicin, Gm)；铜绿假

单胞菌在 LB 培养基中使用 100 μg/mL 羧苄青

霉素(carbenicillin, Cb)，在 PIA 培养基中使用

150 μg/mL 庆大霉素。 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒、质粒提取试

剂盒、琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒，Axygen 公

司；Q5 DNA Polymerase、限制性内切酶、T4 
DNA 连接酶，NEB New England Biolabs 公司；

实验所用培养基以及抗生素均购于北京索莱宝

科技有限公司。酶标仪，Thermo Fisher 公司；

PCR 仪，Gene Company Limited 公司；电转化

仪、凝胶成像系统，Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  铜绿假单胞菌敲除突变菌株的构建 

根据生物信息学比对序列筛选 PA2072 不

同结构域，设计 PA2072 全长、CHASE4 和

GGDEF-EAL 结构域的 3 组上、下游引物，所

用引物见表 2。根据细菌基因组提纯试剂盒使用

说明提取铜绿假单胞菌 PAO1 基因组 DNA 作为

模板。敲除突变体构建流程如图 1所示。以PA2072
为例，以 PAO1 gDNA 为模板，以 PA2072-F1/ 
PA2072-R1 和 PA2072-F2/PA2072-R2 2 组引物对，

分别 PCR 扩增 PA2072 全长基因上、下游同源臂

PA2072-1 和 PA2072-2 片段(各 1 000 bp)。PCR 反

应体系(50 μL)：DNA 模板(150 ng/μL) 2 μL，引物 F、
R (10 μmol/L)各 2.5 μL，Q5 DNA polymerase   
(2 U/μL) 0.5 μL，Q5 reaction buffer 10 μL，Q5  
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 
材料 
Materials 

基因型及相关特征 
Genotype and relevant characteristics 

来源 
Source 

菌株 Strains   

Escherichia coli   

DH10B F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)Δ80lacZΔM15 [9] 

 ΔlacX74 recA1 araΔ139  

DH5α F-φ80 lac ZΔM15Δ(lacZYA-arg F) LAMpir U169 endA1 recA1 
hsdr17(rk–, mk+) supE44λ– thi –1  
gyrA96 relA1 phoA 

[10] 
 

Pseudomonas aeruginosa  

PAO1 Wild type Lab collection 

ΔPA2072 PAO1 knockout mutant PA2072 domain; GmR This study  

ΔCHASE4 PAO1 knockout mutant CHASE4 domain; GmR This study  

ΔGGDEF-EAL PAO1 knockout mutant GGDEF-EAL domain; GmR This study  

CΔPA2072 (ΔPA2072) complemented strain; CbR 
CbR 

This study  
 

CΔCHASE4 (ΔCHASE4) complemented strain; CbR This study  

CΔGGDEF-EAL (ΔGGDEF-EAL) complemented strain; CbR This study  

CΔPAO1 PAO1 complemented strain; CbR This study  

PΔPAO1 PAO1 containing the empty vector pUCP20; CbR This study  

PΔPA2072 ΔPA2072 containing the empty vector pUCP20; CbR This study  

质粒 Plasmids   

pRK2013 Broad-host-range helper vector; KanR Lab collection 

pEX18GM Broad-host-range gene replacement vector; GmR Lab collection 

pUCP 20 E. coli-P. aeruginosa shuttle plasmid; CbR Lab collection 

KanR: Kanamycin resistance; GmR: Gentamicin resistance; CbR: Carbenicillin resistance. 

 
enhancer buffer 10 μL，dNTPs (0.1 mol/L) 1 μL，
ddH2O 21.5 μL。PCR 反应条件：98 °C 30 s；98 °C 
10 s，60 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 2 min。
PCR 产物纯化后通过 Sac Ⅰ与 Hind Ⅲ双酶切，连

接至同样双酶切的 pEX18GM 中，连接产物转化

至大肠杆菌 DH10B 感受态细胞中，所得质粒经过

酶切及 PCR 验证，得到质粒 pEX18GM-PA2072。
以含有质粒 pEX18GM-PA2072的大肠杆菌DH10B
作供体菌，PAO1 作受体菌，质粒 pRK2013 作协

助菌，进行三亲株杂交。挑取在含 Gm 和 20%

蔗糖的 PIA 平板上生长的单克隆扩大培养，以 YZ 
CHASE4-F/YZ PA2072-R 为验证引物进行 PCR
检测。PCR反应体系(25 μL)：DNA模板(150 ng/μL) 
1 μL，引物 F、R (10 μmol/L)各 0.5 μL，Taq DNA 
polymerase mix 12.5 μL，ddH2O 10.5 μL。PCR 反

应条件：98 °C 20 s；98 °C 20 s，60 °C 30 s，72 °C 
2 min，30 个循环；72 °C 5 min。经测序验证后，

获得敲除突变菌株 ΔPA2072，甘油冻存保种。 
以类似方法构建 CHASE4 及 GGDEF-EAL

的敲除突变菌株 ΔCHASE4 和 ΔGGDEF-EAL。 
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表 2  本研究所用引物序列 
Table 2  Sequences of primers used in PCR amplification reactions in this study 
引物 
Primers  

序列 
Sequences (5′→3′) 

产物大小 
Product size (bp) 

PA2072-F1 TATCGAGCTCCGACCAGGAGAAGATGGGCATCGCCC 1 000 
 PA2072-R1 TATCCTGCAGCGATTCGCCATCCTTGTGACCGTATA 

PA2072-F2 TATCCTGCAGGCGGGCGTCAGAAGGGCGCACGCGGT 1 001  
PA2072-R2 TATCAAGCTTCGAGGCCAGGAATGCGCCCAGCGACA 
CHASE4-F1 TATCGAGCTCCAAGCCGCAGGTGGCCTATCGCGAGA 1 004 
CHASE4-R1 TATCCTGCAGCTTTTCCACGTAGAAATGGCTCTGCT 
CHASE4-F2 TATCCTGCAGGCCGGCGGCGCGGCGGGCGACAAGGA 1 026 
CHASE4-R2 TATCAAGCTTGCCCCGCGGATCGCCGCCGTGCTCCG 
GGDEF-EAL-F1 TATCGAATTCCTACGTCTATCTGGGAAACCGGGTCG 1 000 

  GGDEF-EAL-R1 TATCGGATCCGTCGGTGATGTCGGCCGCCGTGCCGC 
GGDEF-EAL-F2 TATCGGATCCCTGCGCGATCTGCTGGAGCGCGAGGC 1 000  
GGDEF-EAL-R2 TATCAAGCTTCGGCGTTTCGTGCGGCAGGTAGCGGG 
YZ PA2072-R CAGTCAGGTCAAATAATCAGTTCAGC 601  
YZ CHASE4-F TACTCGATGGAGTTCGTTCGCT 829 
YZ CHASE4-R TATCGCTATCCAGCAACTCGTC 
YZ GGDEF-EAL-F TTGCCGCTGCTGGGAATCTTCG 925 
YZ GGDEF-EAL-R GGTGAAGCCGGTGACCATGGTG 
PA2072-C-F CGAGCTACTCGATGGAGTTCGTTCGCTATG 3 006 
PA2072-C-R TCAAGGCCGGCGCGCAGCATGGCCTTC 
下划线序列：限制性内切酶识别序列. Sac Ⅰ：GAGCTC；Pst Ⅰ：CTGCAG；Hind Ⅲ：AAGCTT；EcoR Ⅰ：GAATTC；BamH Ⅰ：
GGATCC 
Underlined sequences: Restriction endonuclease recognition sequences. Sac Ⅰ: GAGCTC; Pst Ⅰ: CTGCAG; Hind Ⅲ: AAGCTT; 
EcoR Ⅰ: GAATTC; BamH Ⅰ: GGATCC. 
 

 
 
图 1  敲除突变菌株的构建流程 
Figure 1  Flowchart of knockout mutant strains construction. 
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1.2.2  敲除回补菌株的构建 
以 PA2072 为例，在铜绿假单胞菌网站上获

取 PA2072 基因及上、下游核酸序列，设计回补

引物，所用引物见表 1；以野生型 PAO1 gDNA
为模板，以 PA2072-C-F/PA2072-C-R 为引物对，

PCR 扩增包括完整的启动子和开放阅读框的目

的片段(3 000 bp)。利用 Sac Ⅰ/Hind Ⅲ与 pUCP 20
连接，获得质粒 pUCP 20-PA2072-C，将其电转

入 ΔPA2072，挑取单克隆扩大培养获得 PA2072
敲除回补菌株 CΔPA2072。 

类似方法构建 CHASE4 和 GGDEF-EAL 的

敲除回补菌株 CΔCHASE4 和 CΔGGDEF-EAL；

另将质粒 pUCP 20-PA2072-C 电转至 PAO1 中，

获得 PAO1 对照菌株 CΔPAO1。 
1.2.3  细菌生物膜的检测及定量 

将空白对照PAO1，3 个敲除突变菌株ΔPA2072、
ΔCHASE4 和 ΔGGDEF-EAL，以及 3 个敲除回补

菌株CΔPA2072、CΔCHASE4和CΔGGDEF-EAL，
于 37 ℃、220 r/min 培养过夜，调节 OD600 为

0.6 左右。在聚苯乙烯试管中加入 1 mL 新鲜 LB
液体培养基，分别加入 10 μL 菌液，每组 3 个

重复，于 37 ℃、100 r/min 孵育。在 12、18、
24、36 和 48 h 取出试管，冲洗晾干后加入 2.5 mL 
0.2%结晶紫染色 30 min 后，双蒸水清洗晾干后

拍照记录。定量时需加入 5 mL 95%乙醇溶解，

常温摇床培养 12 h 后，酶标仪测量 OD595 并进

行统计分析。 
1.2.4  细菌运动能力的检测 

将 空 载 体 pUCP 20 电 转 至 PAO1 和

ΔPA2072 中，获得敲除突变对照菌株 PΔPAO1
和 PΔPA2072 作为条件对照。 

将空白对照 PAO1，3 个敲除突变菌株

ΔPA2072、ΔCHASE4 和 ΔGGDEF-EAL，3 个敲除

回补菌株 CΔPA2072、CΔCHASE4 和 CΔGGDEF- 
EAL，以及对照菌株 PΔPAO1、PΔPA2072 和

CΔPAO1，于 37 ℃、220 r/min 条件下培养过夜，

调节 OD600 为 0.6 左右。吸取 0.6 μL 菌液分别

插入泳动性 (swimming)、蜂群运动 (swarming)
和蹭行运动(twitching)的平板[12]中，封口正置培

养，在 16 h 后密切观察各菌株生长情况，拍照

并测量菌落直径，每个菌落测量 3 次取平均值，

并进行统计学分析。 
1.2.5  刚果红平板检测胞内 c-di-GMP 含量 

将空白对照PAO1，3 个敲除突变菌株ΔPA2072、
ΔCHASE4 和 ΔGGDEF-EAL，3 个敲除回补菌

株 CΔPA2072、CΔCHASE4 和 CΔGGDEF-EAL，

于 37 ℃、220 r/min 条件下培养过夜，调节 OD600

为 0.6 左右。吸取 1 μL 菌液分别滴加在刚果红

平板表面，点样结束后，开盖晾 5 min 左右至

液体挥发，封口倒置于 37 ℃温箱培养 48 h 以

上，观察菌苔颜色并拍照记录。 

2  结果与分析 
2.1  铜绿假单胞菌敲除突变菌株及敲除回

补菌株的构建 
依据 PA2072 基因的不同结构域序列设计

引物，以 PAO1 gDNA 为模板，利用高保真 DNA
聚 合 酶 扩 增 PA2072 全 长 、 CHASE4 和

GGDEF-EAL 结构域的 3 组上游及下游片段，

克隆至 pEX18GM 中，得到 3 个重组质粒

pEX18GM-PA2072 、 pEX18GM-CHASE4 和

pEX18GM-GGDEF-EAL。将这 3 个重组质粒转

化至大肠杆菌 DH10B 中作为供体菌，供体菌与

受体菌野生型 PAO1 混合培养后，利用庆大霉

素及蔗糖进行筛选，获得 3 个敲除突变菌株。

以野生型 PAO1为阴性对照，验证引物进行 PCR
检测及 DNA 测序，证实铜绿假单胞菌 PAO1 基

因 PA2072 的 3 个敲除突变菌株，即 ΔPA2072、
ΔCHASE4 和 ΔGGDEF-EAL 构建成功。各菌株

gDNA 的 PA2072 扩增结果如图 2 所示，敲除菌

株扩增片段明显小于野生型菌株 PAO1。 
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图 2  PA2072 敲除突变菌株的 PCR 验证   M：Trans2K Plus Ⅱ DNA Marker. A：ΔPA2072 和

ΔGGDEF-EAL 敲除菌株的 PCR 验证，1 和 3：野生型 PAO1；2：ΔPA2072；4：ΔGGDEF-EAL. B：ΔCHASE4
敲除菌株的 PCR 验证，1–2：ΔCHASE4；3：野生型 PAO1 
Figure 2  PCR validation of PA2072 knockout mutant strains. M: Trans2K Plus Ⅱ DNA Marker. A: PCR 
validation of ΔPA2072 and ΔGGDEF-EAL knockout strains; Wild-type PAO1 in lane 1 and lane 3; ΔPA2072 
in lane 2; ΔGGDEF-EAL in lane 4. B: PCR validation of ΔCHASE4 knockout strain; ΔCHASE4 in lanes 1–2; 
Wild-type PAO1 in lane 1. 
 

由 PAO1 基因组 DNA 扩增获得 PA2072 编码

区及上游约 1 000 bp 的完整序列，克隆至载体

pUCP 20 中，获得回补载体 pUCP 20-PA2072，
将其电转入 3 个敲除突变菌株，即获得 3 个敲

除 回 补 菌 株 CΔPA2072 、 CΔCHASE4 和

CΔGGDEF-EAL。 
2.2  细菌生物膜合成分析研究 

为了探究基因 PA2072 的生物学功能，首先

进行了生物膜分析实验。当细菌附着于惰性或

活性实体表面，为了适应生存环境，繁殖、分

化所分泌 pel 和 psl 型胞外多糖、海藻酸钠等包

裹菌体群落所形成的细菌聚集体膜状物结构称

为生物膜[10]。生物膜经结晶紫染色后会在聚苯

乙烯试管底部形成紫色的环状结构，经 95%乙

醇溶解并通过 OD595 定量。其结果如图 3 所示，

与野生型 PAO1 菌株相比，3 个敲除突变菌株在

培养 12 h 后，生物膜含量均比野生型低；培养

18 h 时，ΔPA2072 和 ΔCHASE4 含量比野生型

低，ΔGGDEF-EAL 与 PAO1 无明显差异；培养

24 h，3 个敲除突变菌株均高于野生型水平。培

养 36–48 h 后，ΔPA2072 趋于平稳期，ΔCHASE4

处于缓慢上升趋势，而 ΔGGDEF-EAL 呈下降趋

势，但各敲除突变菌株仍高于野生型水平。 
将回补质粒转入敲除突变菌株后，与野生

型 PAO1 菌株相比，培养 12–48 h 回补的 3 个基

因的生物膜形成均已基本恢复至野生型水平。

因此，基因 PA2072 的敲除对细菌生物膜的形成

有一定影响，经回补后可得到部分弥补。 

2.3  细菌运动能力的检测结果 
为了进一步探究基因 PA2072 的生物学功

能，对各菌株的运动能力进行了检测。野生型

PAO1、PA2072 基因的 3 个敲除突变菌株，以

及 3 个敲除回补菌株的泳动能力、蜂群运动能

力和蹭动运动能力如图 4 所示，测量菌落直径

并统计分析后发现，与野生型 PAO1 菌株相比，

ΔPA2072 菌株的蜂群运动能力及泳动能力增强

(P<0.05)，而蹭行运动能力减弱(P<0.05)；将空

载体 pUCP 20 转入 PAO1 及 ΔPA2072 后，发现

其对 PAO1 及 ΔPA2072 的泳动能力、蜂群运动

能力及蹭行运动能力均无明显影响；而将

PA2072 回补载体转入 PAO1 及 ΔPA2072 菌株

后，发现 CΔPAO1 蜂群运动能力增强，泳动能 
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图 3  生物膜结晶紫染色和定量统计分析   A 和 B：敲除菌株生物膜结晶紫染色以及定量统计分析. C
和 D：回补菌株的生物膜结晶紫染色以及定量统计分析 
Figure 3  Crystal violet staining and statistical analysic of biofilm. A and B show biofilm crystal violet 
staining and quantitative statistical analysis of knockout strain biofilm. C and D show biofilm crystal violet 
staining and quantitative statistical analysis of complement strains. 
 
力及蹭行运动能力与野生型相比无明显差异，

而 CΔPA2072 泳动能力、蜂群运动能力以及蹭

行运动能力均基本恢复至野生型水平(图 4A、

4B)。以 ΔPA2072 作为对照，与 ΔCHASE4 以

及 ΔGGDEF-EAL 对比发现，ΔPA2072 的泳动

能力强于 ΔCHASE4 及 ΔGGDEF-EAL，而蜂群

运 动 低 于 ΔCHASE4 及 ΔGGDEF-EAL ；

ΔCHASE4 的泳动能力及蜂群运动能力均高于

ΔGGDEF-EAL，而 ΔPA2072、 ΔCHASE4 及

ΔGGDEF-EAL 的蹭行运动能力无明显差别   
(图 4C、4D)；将回补载体转入 ΔCHASE4 及

ΔGGDEF-EAL 后，发现 3 个回补菌株间的泳动

能力、蜂群运动能力以及蹭行运动能力无明显

差别，基本恢复至野生型水平(图 4C、4D)。由

此可见，基因 PA2072 的敲除也影响细菌的运动

能力，但此种作用较为复杂。 
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2.4  刚果红平板检测胞内 c-di-GMP含量结果 
由于基因 PA2072 的 C 端存在 GGDEF 及

EAL 结构域，提示 c-di-GMP 的合成和降解可

能对其发挥生物学功能具有影响。刚果红平板

染色法[11]可以粗略反映胞内 c-di-GMP 水平：

c-di-GMP 能够促进纤维素的合成，当 c-di-GMP
含量偏高时，纤维素和刚果红结合后为红色或

棕色。因此，我们对 3 个敲除突变菌株以及 3 个

回补菌株进行了刚果红染色分析。如图 5 所示，

与野生型 PAO1 菌株相比，ΔPA2072、ΔCHASE4
及ΔGGDEF-EAL菌苔均呈红色，表明其 c-di-GMP
含量升高，此结果提示尽管具有 GGDEF 及 EAL 
2 个结构域，PA2072 总体呈现出 PDE 活性，此

结果与 Valentini 等的观察一致[8]；将回补质粒

转入敲除突变菌株后，刚果红平板结果显示，

CΔPA2072、CΔCHASE4 及 CΔGGDEF-EAL 菌

苔较敲除突变菌株均相应变浅，提示回补后的

3 个菌株胞内 c-di-GMP 的水平降低，部分恢复

至野生型水平。 

3  讨论与结论 
铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)

是一种常见的革兰氏阴性菌，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[13]。近年来发现的小分子环核苷酸

第二信使环鸟甘二磷酸(c-di-GMP)调控细菌的

生长及行为，包括运动性、毒性、生物膜形成

和细胞周期等，也影响了细菌的致病性和耐药 
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图 4  PA2072 敲除菌株运动能力   平板法检测细菌的运动能力(A)以及细菌运动能力柱状统计图(B). 
平板法检测细菌的运动能力(C)以及细菌运动能力柱状统计图(D). 每组测量细菌直径 3 次，计算平均值. 
与对照相比：*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.004；****：P<0.001；ns：无显著性差异 
Figure 4  Movement ability of PA2072 knockout strain. Detection of motility of bacteria by plate method (A) 
and the column statistical chart (B). Detection of motility of bacteria by plate method (C) and the column 
statistical chart (D). Measure the diameter of bacteria three times per group, calculate the average value. *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.004; ****: P<0.001; ns: No significant difference. 
 

 
 
图 5  刚果红结合实验   A：3 个敲除菌株与野生型 PAO1 对比. B：3 个敲除回补菌株与野生型 PAO1
对比 
Figure 5  Congo Red binding experiment. A: Comparison of 3 knockout strains with wild-type PAO1. B: 
Comparison of 3 complement strains with wild-type PAO1. 
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性[14-15]。PA2072 作为一个潜在的 c-di-GMP 代

谢基因，可能通过其所含结构域感应外界环境

信号，调控胞内环鸟苷二磷酸水平以发挥生物

学作用。 
本项研究根据基因 PA2072 所含结构域设

计引物，通过基因敲除的方法构建了铜绿假单

胞菌 PAO1 中基因 PA2072 的 3 个缺失突变菌株

ΔPA2072、ΔCHASE4 及 ΔGGDEF-EAL，并对

其展开初步的生物学功能分析。首先，生物膜

是嵌入在细胞外聚合物质中的微生物群落，是

慢性和持续性感染的主要原因[16]。生物膜的形

成能够使细菌抵御宿主免疫防御系统及抗生素

的影响，其往往与细菌鞭毛所促进的迁移和扩

散协同作用，因此有助于病原菌与宿主的相互

作用[17]。铜绿假单胞菌在感染人体后会迅速生

成生物膜，从而具有更强的耐药性和免疫逃逸

能力，增加了临床治疗难度[18]。c-di-GMP 在生

物膜形成过程中起着重要作用，当 c-di-GMP 升

高时会刺激黏着素和胞外多糖的生物合成，以

增强生物膜的形成；c-di-GMP 降低时则与活性

和毒性的增加有关[19]。 
本研究的结果显示，野生型 PAO1 菌株在

培养 0–18 h 后进入生物膜合成的快速生长期并

达到饱和，随后进入衰退期；而各敲除菌株的生

物膜合成在培养 0–12 h 上升缓慢，培养 12–24 h
进入快速生长期，而在培养至 36 h 后，ΔPA2072
的生物膜趋于平稳，ΔCHASE4 处于缓慢上升趋

势，ΔGGDEF-EAL 则出现下降，但各突变菌株

生物膜水平均高于野生型(图 3A、3B)。以此我

们推测，基因 PA2072 在删除特定的结构域后，

可能通过第二信使的层层级联反应使生物膜的

形成相较于野生型出现了迟滞。铜绿假单胞菌

的 c-di-GMP 信号分子是一种环核苷酸，在细菌

的胞质中以自由扩散的方式运动，而不同的

DGC 和 PDE 在一个复杂的网络中发挥着不同

的作用[20]。在这种情况下，所有的 DGC 和 PDE
都可能在整个胞质中影响 c-di-GMP 的浓度[17]；

因此，c-di-GMP 对不同效应子的结合亲和力不

同，从而影响不同的表型。PA2072 的缺失导致生

物膜形成增加，这是 EAL 基因在 P. aeruginosa
中的典型特征，显示了 PDE 活性，这与 Wei 等
对 PA0285 和 PA4367 中的观察[19]一致。将回补

质粒转入 3 个敲除突变菌株后，其生物膜形成

能力基本接近野生型。由此可以推断，铜绿假

单胞菌 PAO1 的基因 PA2072 参与调节细菌生物

膜的形成。 
为了进一步探究基因 PA2072 的生物学功

能，我们进行了细菌运动能力的检测，包括蜂

群运动(swarming)、泳动(swimming)以及蹭行运

动(twitching)。其中，细菌的泳动能力依赖于鞭

毛的泳动及旋转梭动以克服表面斥力[17]；蹭行

运动则是指个体在Ⅳ型菌毛的伸展和收缩作用

下产生的运动；而蜂群泳动是以群体细胞为基

础，依赖鞭毛、Ⅳ型菌毛以及鼠李糖脂等的复

杂协调[20]进行的表面协同运动[21]。 
本研究中，与野生型 PAO1 菌株相比，3 个

敲除菌株 ΔPA2072、ΔCHASE4 及 ΔGGDEF-EAL
的蜂群运动能力及泳动能力均增强；其中，

ΔPA2072 的泳动能力增强较为明显，ΔCHASE4
的蜂群运动能力也有一定的增强，对二者运动

能力所产生的差异可能由于蜂群运动能力还受

到胞外多糖和鼠李糖脂组分的影响，这些组分的

改变可能抵消了鞭毛功能变化的影响[20]；3 个敲

除菌株的蹭行运动能力无明显差别，与野生型

相比均有所降低(图 4C、4D)。一般认为，当

c-di-GMP 的浓度升高时有利于生物膜的形成，

而不利于细菌的运动；当 c-di-GMP 的浓度降低

时则有利于细菌的运动，不利于生物膜的形成[18]，

这一概念已被广泛接受。从现有结果来看，高

水平 c-di-GMP 条件下，3 个敲除突变菌株的生



 
2124 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

物膜形成能力增强，蹭行运动能力减弱，符合此

逻辑；而 3 个敲除突变菌株的泳动能力及蜂群运

动能力的增强，则说明 c-di-GMP 的信号转导作

用可能具有多样性；正如 Massie 等对霍乱弧菌中

c-di-GMP 信号的系统分析指出，高特异性信号预

示体内总 c-di-GMP 水平与 DGCs 的下游表型调

节之间几乎不存在相关性，因为个别 DGCs 有

助于形成分离的 c-di-GMP 微域，这表明 DGC
编码基因在假单胞菌中的分布及作用是高度可

变的[22]。当 c-di-GMP 的浓度升高时不仅有利于

生物膜形成，也可能有利于细菌的运动[23-24]，不

同的 P. aeruginosa 菌株存在调控差异，其调控

程度可能并不完全相同[25]。将空载体 pUCP 20
转入 ΔPA2072 后，发现 PΔPA2072 泳动能力、

蜂群运动能力及蹭行运动能力未能达至野生型

水平，这与 Feng 等的观察[25]一致；而将回补载

体转入 ΔPA2072 菌株后，发现 CΔPA2072 的泳

动能力、蜂群运动能力和蹭行运动能力均恢复

至野生型水平；将回补载体转入 ΔCHASE4 及

ΔGGDEF-EAL 菌株后，其泳动能力、蜂群运动

能力和蹭行运动能力也恢复至野生型水平。由

此可见，基因 PA2072 的功能也涉及对细菌运动

能力的调控。 
PA2072 基因影响生物膜合成及运动性的

具体机制尚不清楚，但其结构中具有调控

c-di-GMP 代谢的 GGDEF-EAL 结构域，很可能

影响胞内 c-di-GMP 的水平，从而影响表型，最

终实现其功能。本项实验中刚果红结合实验显

示野生型 PAO1 菌株菌苔呈白色，而 ΔPA2072、
ΔCHASE4 及 ΔGGDEF-EAL 菌苔均呈红色  
(图 5A)，表明 PA2072 的 3 个基因敲除突变菌

株 c-di-GMP 含量均高于野生型，提示 PA2072
可能具有 PDE 催化活性，这与生物膜实验所得

结果一致。将回补质粒转入敲除突变菌株后，

刚果红平板结果显示，回补后的 3 个菌株菌苔

颜色均部分恢复至野生型水平，提示 PA2072
呈现 PDE 活性，能够降解 c-di-GMP，由此建立

PA2072 敲除突变株与 c-di-GMP 之间的联系。至

于运动性变化较为复杂，仍有待进一步分析。 
本研究通过构建基因 PA2072 的敲除及回

补实验，对其生物学功能及可能的机制进行初

步探讨，PA2072 引致的表型变化可能由胞内

c-di-GMP 水平波动所致，但是 PA2072 基因是

一个多结构域多功能的复杂基因，其具体信号

转导作用仍需进一步深入研究。 
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