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类鼻疽菌素是类鼻疽伯克霍尔德菌的主要毒力因子之一
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　　［摘要］　目的　研究类鼻疽菌素在类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｌｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）致病性中的作

用。方法　通过基因同源重组的方法突变类鼻疽菌素的主要合成酶基因ｍｅｓＣ，检测野生菌和突变菌产生类鼻疽菌素能力的
差异以及突变前后该菌对微生物（２株真菌：青霉菌、黑曲霉菌；２株细菌：粪链球菌、金黄色葡萄球菌）、线虫、小鼠的毒力差异。

结果　突变菌的菌落形态发生了明显变化，失去了产生菌膜的能力，同时也失去了对微生物的抑制活性和对线虫、小鼠的致

病性。结论　类鼻疽菌素可能是Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的主要毒力因子之一，在其致病性中起着重要的作用。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｌｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａ

ｌｌｅｉ，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）是一种革兰阴性短杆菌［１］，是

导致东南亚及澳大利亚东北部人和动物类鼻疽病的

病原体［２］。类鼻疽病例多发于南北纬２０°之间的赤

道地区，是导致泰国东北部以及澳大利亚２０％获得

性败血症和２０％～４０％菌血症死亡病例的主要原

因［３４］。目前，其主要毒力因子尚不清楚［５］，也没有

商业化疫苗可以使用。

　　植物病原菌丁香假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎ

ｇａｅ，Ｐ．ｓｙｒｉｎｇａｅ）可 以 引 起 多 种 作 物 病 害，与

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ同属于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。

丁香假单胞菌能分泌一些在结构上相似的多肽缩氨

酸及其衍生物，被称之为丁香素，其主要成分是丁香

素Ａ（ｓｙｒｉｎｇｏｌｉｎＡ）［６７］。丁香素具有抗生素活性，能抑

制真菌（如青霉菌、酵母菌）和细菌（如伤寒沙门菌、链

球菌）等的生长。研究发现，丁香素是丁香假单胞菌

的主要毒力因子，敲除该菌的丁香素主要合成酶基因

后，该菌完全失去了对植物的致病作用［７９］。
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　　作为假单胞菌属的一员，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ有很

好的抑制青霉菌生长的活性，也能抑制多种真菌和

细菌 的 生 长［１０１１］。通 过 基 因 序 列 比 对 发 现，

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ也有小分子抗生素物质的合成酶基

因，而这些基因和丁香假单胞菌丁香素合成酶基因

有７０％的相似性［８，１２］。因此Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ也可

能合成这种小分子活性物质，我们将其命名为类鼻

疽菌素（ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｎ）。基于此，本实验首先通过序

列比对，得到Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ基因组中类鼻疽菌素

合成酶的同源序列，确定其主要合成酶基因ｍｅｓＣ。

然后对野生菌株Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ中的合成酶基因

ｍｅｓＣ 通过同源重组进行缺失突变，并系统研究突变

菌株和野生菌株对真菌、细菌、线虫和小鼠的毒力。

１　材料和方法

１．１　材料及实验安全要求　Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＣＭ

ＣＣ５３００１购自中国兽医药品监察所菌种保藏中心。

其他用于检测的病原微生物由西安交通大学医学院

馈赠。ｐＥＴ２８ａ、ｐＭＴＬ２０购自 ＥＭＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
（Ｎｏｖａｇｅｎ）公司。所有涉及Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的菌

株培养、培养物的制备、ＤＮＡ的抽提、抗菌活性检

测、突变和野生菌株的动物感染实验均在中国科学

院武汉病毒研究所ＢＳＬ３级实验室完成，培养物和

ＤＮＡ经过加热处理灭菌后，在ＢＳＬ２级实验室开展

相关实验。动物实验获得中国科学院武汉病毒研究

所动物伦理委员会许可。

１．２　同源重组载体的构建　通过序列比对，得到

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ基因组中类鼻疽菌素合成酶的同

源序列（表１），确定其主要合成酶基因ｍｅｓＣ。将从

ｐＥＴ２８ａ载体上切下的卡那霉素抗性编码基因连接

到 载 体 ｐＭＴＬ２０ 上，得 到 ｐＭＴＬ２０ｋａｎ。 以

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ全基因组 ＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增的

模板。设计类鼻疽菌素合成酶基因ｍｅｓＣ 上游片段

的引物ＰＳＭＥＳＣＵＰ３２１１和ＰＳＭＥＳＣＵＰ３２１２
（表２），用于扩增上游同源基因（３２１ｂｐ）。设计下

游片段的引物ＰＳＭＥＳＣＤ３０１１和ＰＳＭＥＳＣＤ

３０１２（表２），用于扩增下游同源基因（３０５ｂｐ）。将

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切的上游片段连接至同样

双酶切的ｐＭＴＬ２０ｋａｎ，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，获得

ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎ质粒。将ＳｔｕⅠ和ＢｇｌⅡ双酶切的

下游片段连接至同样双酶切的ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎ，获

得ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎｄｏｗｎ同源重组质粒，电转转入

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ感受态细胞。质粒 ＤＮＡ 提取、

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ总基因组ＤＮＡ的提取、ＤＮＡ片段

回收和纯化、外源片段和载体的连接、Ｅ．ｃｏｌｉ的转

化参照《分子克隆实验指南》。

１．３　突变株的筛选及鉴定　挑取卡那霉素平板上

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ转化菌的单菌落，接种到涂布酵母

菌的平板上，观察野生菌株与突变菌株对酵母菌抗

性 变 化。 设 计 引 物 ＰＳ ＭＥＳＣＵＰ８１５４０３ 和

ｐＭＴＬ２０ｋａｎ２２４５０（表２），扩增ｍｅｓＣ 上游和卡

那霉素抗性基因的序列（４５０ｂｐ），用于ｍｅｓＣ基因插

入失活检测。如果ＰＣＲ扩增能检测到４５０ｂｐ的条

带，说明该菌株有可能是突变菌株。突变菌的全基

因组ＤＮＡ用基因组提取试剂盒（北京天根生化科技

有限公司）提取。用１．５％琼脂糖凝胶电泳观察

ＰＣＲ产物条带。测序在上海生工生物工程技术服务

有限公司进行。

表１　Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ全基因组中类鼻疽菌素合成酶相关基因

Ｔａｂ１　ＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅｓｆｏｒｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｎｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓｉｎＢ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉｇｅｎｏｍｅ

Ｇｅｎｅ Ｓｉｔｅ（ＮＣ＿００６３５０） Ｎａｍｅｏｆｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ Ｌｅｎｇｔｈ（ａａ）

ｍｅｓＡ １７３５７０４１７３７４９７ ＰｕｔａｔｉｖｅａｃｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ５９８

ｍｅｓＢ １７３４１４７１７３４９５０ ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＢＰＳＳ１２７０ ２６８

ｍｅｓＣ １７２１３８７１７３４０９７ Ｐｕｔａｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ ４２３６

ｍｅｓＤ １７２００９３１７２１３８２ Ｐｕｔａｔｉｖｅｅｆｆｌｕｘｓｙｓｔｅｍｐｒｏｔｅｉｎ ４３０

ｍｅｓＥ １７１９８６８１７２００７４ ＰｕｔａｔｉｖｅＭｂｔＨｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ６９

ｍｅｓＦ １７１６５７３１７１９７８８ Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ １０７２

１．４　突变菌株的形态观察　将Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ
突变体和野生型接种到 Ａｓｈｄｏｗｎ和ＬＢ固体培养

基上，３７℃培养３ｄ。取 Ａｓｈｄｏｗｎ平板上的单菌落

涂布到载玻片上，用碱性复红染色后，显微镜下观察
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菌体形态。野生型在培养液中能形成菌膜，表现为

在培养液表面形成一层黄色活性物质。将野生型和

突变体接种到 Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ发酵培养液中，

３０℃震荡培养（１５０ｒ／ｍｉｎ）７ｄ后，观察菌膜的形成。

１．５　突变菌株抑菌活性分析　将野生菌株和突变

菌株接种到５ｍＬ的ＬＢ培养液中，３７℃震荡培养

（１５０ｒ／ｍｉｎ）２４ｈ后，将药敏纸片溶于菌液，得到含

菌的药敏纸片。将该药敏纸片分别贴于涂布青霉

菌、黑曲霉菌、粪链球菌和金黄色葡萄球菌的固体培

养基上，检测ｍｅｓＣ突变对抑菌活性的影响。

表２　同源重组中用到的引物以及检测引物

Ｔａｂ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｎａｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＰＳＭＥＳＣＵＰ３２１１ ＴＴＧＧＡＴＣＣＴＧＣＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴ（ＢａｍＨⅠ） ３２１

ＰＳＭＥＳＣＵＰ３２１２ ＴＴＧＡＡＴＴＣＧＣＡＣＧＴＴＣＡＣＣＧＣＣＡＧＣＡＣＡＴ（ＥｃｏＲⅠ）

ＰＳＭＥＳＣＤ３０１１ ＴＴＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＴＧＣＧＧＣＧＣＣＧＡＣＧＴＡＴＧ（ＢｇｌⅡ） ３０５

ＰＳＭＥＳＣＤ３０１２ ＴＴＴＴＡＧＧＣＣＴＴＣＡＧＣＧＣＧＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＧＧ（ＳｔｕⅠ）

ｐＭＴＬ２０ｋａｎ２２４５０ ＣＡＡＡＴＧＧＴＴＣＧＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴＣ ４５０

ＰＳＭＥＳＣＵＰ８１５４０３ ＡＡＡＴＣＧＡＴＣＧＴＧＣＣＧＴＣＴＴＣＧＡ

１．６　突变菌株对线虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）的毒力检测　供

试线虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓｓｔｒａｉｎＮ２）来源于华中农业大

学。将２０μＬ过夜培养的野生株和突变株的菌液分

别均匀涂布到ＮＧ琼脂平板上放置２ｈ。待平板干

燥后，在ＮＧ培养基平板上分别接入８０条线虫（利

用 Ｍ９缓冲液从ＮＧ琼脂平板上冲洗下来的不同生

长阶段的线虫）。将平板放入２６℃培养箱中，每８ｈ
观察活线虫的数量，直到所有线虫死掉。实验重复

２次。用Ｅ．ｃｏｌｉＯＰ５０作为对照菌株。

１．７　突变菌株对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的毒力检测　４周龄

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体质量１７～２３ｇ（购自武汉大学中南医

院动物实验中心）。通过向小鼠腹腔内一次性接种不

同菌量的细菌菌液，观察突变菌株和野生菌株对小鼠

存活的影响并计算半数致死量（ＬＤ５０）。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

分为１３组，每组６只（雌雄各３只）。野生菌株和突

变菌株各接种６组，接种菌量分别为１０１、１０２、１０３、

１０４、１０５、１０６ＣＦＵ／只；另设１组作为对照，接种细菌稀

释液ＰＢＳ。观察２１ｄ，记录小鼠的死亡情况，并对死

亡小鼠进行解剖，观察脏器的变化。

２　结　果

２．１　同源突变载体构建　通过ＰＣＲ扩增得到同源

基因的上下游片段（图１Ａ、１Ｂ）。成功构建了类鼻疽

菌素合成酶基因的同源突变载体ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎ

ｄｏｗｎ，长度为４８００ｂｐ（图２Ａ），双酶切鉴定分别可

以看到上游和下游基因片段（图２Ｂ、２Ｃ）。

２．２　突变菌株的筛选与鉴定　肉眼观察可见，突变

菌株失去了对酵母菌的抑制活性，没有抑菌圈，而野

生对照有明显的抑菌圈。用鞭毛扩增引物和突变检

测引物同时对突变菌株进行ＰＣＲ检测，可同时扩增

到产物条带（图３）。胶回收产物条带测序表明得到

了Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉｍｅｓＣ 基因的同源突变菌株。

ＰＣＲ扩增突变株１６ＳｒＤＮＡ序列，回收１５００ｂｐ的

产物条带进行测序。序列比较发现和Ｂ．ｐｓｅｕｄ

ｏｍａｌｌｅｉ的１６ＳｒＤＮＡ同源性达到１００％，鉴定该突

变株为Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ。

图１　ＰＣＲ扩增类鼻疽菌素合成酶基因的同源片段

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ

ｆｏｒｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｎｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ

Ａ：ＵｐｓｔｒｅａｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（１，２）ａｎｄＤＬ２０００ （Ｍ１）；Ｂ：

ＤｏｗｎｓｔｒｅａｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（１，２）ａｎｄ５００ｂｐｌａｄｄｅｒ（Ｍ２）

２．３　固体培养基上突变株菌落形态　菌落在

Ａｓｈｄｏｗｎ培养基上由有皱褶的菜花样（野生型，图

４Ａ１）变成了光滑的圆形（突变株，图４Ｂ１）；平板的底

色由紫色（野生型）变为红色（突变株）。在ＬＢ平板

培养基上，野生株为明显的皱褶菌落（图４Ａ２），而突

变株为光滑圆形凸起菌落（图４Ｂ２），野生株和突变
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株的菌落大小及颜色相差不大。取Ａｓｈｄｏｗｎ平板上

的单菌落涂布到载玻片上，用碱性复红染色后，显微

镜下可见野生株为两极浓染的短杆菌，两极着色比较

明显。而突变株两极着色较浅，菌体形态变得椭圆。

２．４　液体培养液中突变菌株形态　野生菌株能产

生明显的菌膜，培养液上明显漂浮一层土黄色物质；

突变株不能产生菌膜（图５）。

图２　同源突变载体的构建

Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

Ａ：ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎｄｏｗｎ （Ｍ：１ｋｂｌａｄｄｅｒ；１８：Ｔｅｓｔ

ｓｔｒａｉｎｓ）；Ｂ：ｐＭＴＬ２０ｕｐｋａｎ ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠ ａｎｄ

ＥｃｏＲⅠ （Ｍ：１ｋｂｌａｄｄｅｒ；１４：Ｓｃｒｅｅｎｅｄｓｔｒａｉｎｓ）；Ｃ：ｐＭＴＬ

２０ｋａｎｄｏｗｎｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＳｔｕⅠａｎｄＢｇｌⅡ （Ｍ：１ｋｂｌａｄｄｅｒ；

１２：Ｓｃｒｅｅｎｅｄｓｔｒａｉｎｓ）

图３　同源突变菌株检测以及同源突变ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＢ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

ａｎｄＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｍｕｔａｎｔ

Ｍ：１ｋｂｌａｄｄｅｒ；１：Ｆｌａｇｅｌｌｉｎｇｅｎｅ（Ｆｌｉｃ）；２：ＭｕｔａｔｉｏｎｍｅｓＣ

２．５　突变菌的抑菌活性分析　Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ突

变体和野生型对２株真菌和２株细菌的抑菌活性见

图６，平板中心为野生菌株，四周为突变菌株。野生

菌株对青霉菌和黑曲霉菌能产生明显的抑菌圈，而

突变株失去了对这２株真菌的抑制活性。野生菌株

对粪链球菌和金黄色葡萄球菌有很好的抑制活性，

突变株失去了对这２种细菌的抑制活性。

图４　Ａｓｈｄｏｗｎ培养基（上）和ＬＢ培养基（下）上的菌落形态

Ｆｉｇ４　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＢ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

ｏｎＡｓｈｄｏｗｎａｇａｒｐｌａｔｅ（ｕｐｐｅｒ）ａｎｄＬＢａｇａｒｐｌａｔｅ（ｌｏｗｅｒ）

Ａ１，Ａ２：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｓ；Ｂ１，Ｂ２：Ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

图５　突变对菌膜形成的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ

图６　野生型和突变株对微生物的抑制活性

Ｆｉｇ６　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔＢ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

Ａ：Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．；Ｂ：Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｓｐｐ．；Ｃ：Ｓｔｒｅｐｔｏ

ｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓｓｐｐ．；Ｄ：Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓｓｐｐ．．Ｃｅｎｔｅｒ

ｓｔｒａｉｎｉｓｗｉｌｄｔｙｐｅｂａｃｔｅｒｉａ，ａｎｄｏｔｈｅｒｓａｒｅｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
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２．６　突变株对线虫的毒力　野生株在２４ｈ内杀死

了所有线虫，包括成虫和幼虫，死亡率达到１００％
（图７）。而突变株平板在３ｄ培养时间内未见线虫

死亡，说明突变菌株完全失去了对线虫的毒性。

图７　野生型和突变株对线虫的毒力作用

Ｆｉｇ７　Ｖｉｒｕｌｅｎｔｅｆｆｅｃｔｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ

ａｎｄｍｕｔａｎｔＢ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉｏｎＣ．ｅｌｅｇａｎｓ

２．７　突变株对小鼠的毒力　小鼠腹腔接种野生菌

株后第４天开始出现死亡，死亡小鼠的肝脏、脾脏肿

大，肺部萎缩；接种菌量１０６ＣＦＵ／只的小鼠第４天全

部死亡，接种菌量１０５ＣＦＵ／只的小鼠在第６天全部

死亡，接种菌量１０４ＣＦＵ／只的小鼠在２１ｄ的观察期

里仅死亡２只，接种菌量１０３ＣＦＵ／只的小鼠在２１ｄ
的观察期里仅死亡１只，其余组别小鼠均未发生死

亡；野生株的ＬＤ５０为１０４ＣＦＵ。而接种突变株的小

鼠全部存活，接种２１ｄ内未见死亡。对照组小鼠

正常。

３　讨　论

　　本实验结果发现：类鼻疽菌素合成酶基因ｍｅｓＣ
缺失突变的Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ不能产生菌膜，失去

了对真菌、细菌的抑制活性，完全失去了对线虫和小

鼠的毒力，说明类鼻疽菌素有可能是Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａ

ｌｌｅｉ的主要毒力因子。

　　线虫是Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的毒力检测的模式生

物，可以根据线虫的死亡率判断Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ
毒力的强弱。Ｃｈｕａ等［１３］的研究表明 Ｂ．ｐｓｅｕｄ

ｏｍａｌｌｅｉＫＨＷ可在３ｄ内杀死所有线虫。本实验

中，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＣＭＣＣ５３００１野生菌株在２４ｈ
内对线虫致死率为１００％，这表明Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

ＣＭＣＣ５３００１的毒力大大强于 Ｂ．Ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

ＫＨＷ 的毒力。在３ｄ甚至１周的观察时间内，突变

株对线虫的致死率为０，而且线虫的数量由于繁殖

有所增长。类鼻疽菌素合成酶 ｍｅｓＣ 的突变使

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ完全失去了对线虫的毒力，这表明

类鼻疽菌素可能是Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的主要毒力因

子，至少是导致线虫死亡的主要原因。

　　在对小鼠的毒力实验中，Ｌｉｕ等［１４］的研究发

现，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的最低 ＬＤ５０

为４５ＣＦＵ。相对于Ｌｉｕ等的实验结果，我们实验用

到的Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＣＭＣＣ５３００１可能由于保存

时间较长，对小鼠的致病力有所下降，在１０４ＣＦＵ才

能达到ＬＤ５０，接种４ｄ后才开始死亡。相比较而言，

突变株完全失去了对小鼠的致病性，２１ｄ甚至１个

月的观察期内没有小鼠死亡。这个结果进一步证实

了类鼻疽菌素有可能是Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的主要毒

力因子。

　　丁香菌素是丁香假单胞菌的主要毒力因子，具

有不可逆酶抑制活性，特别是对真核生物的一系列

蛋白酶具有很好地抑制活性作用［１５］；丁香假单胞菌

是小麦病原菌，能导致小麦的白粉病，将丁香菌素的

主要合成酶突变后，其失去了对植物的致病性［６，１６］。

与之类似，在本实验中，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的类鼻疽

菌素的主要合成酶基因的突变导致其对小鼠和线虫

的毒力完全丧失。所以，我们认为类鼻疽菌素是

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的 主 要 毒 力 因 子 之 一，在

Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的致病性中起着重要的作用。

　　类鼻疽菌素作为Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ的主要毒力

因子，目前还没有关于其分离纯化的相关报道。这

可能与其为生物安全等级三级微生物有关。本实验

在相关文献研究的基础上将类鼻疽菌素的主要合成

酶基因进行突变，发现该菌素是其致病力的主要原

因之一。但是由于条件所限，本实验没有进行该菌

的发酵实验来分离纯化该类鼻疽菌素，也没有做该

菌突变后产生菌素的生长曲线研究。在以后的实验

中，我们可以通过基因工程技术将Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ
所有合成类鼻疽菌素相关基因克隆成一个大质粒载

体，在工程菌株中表达类鼻疽菌素，从而研究该菌素

的一些生物学功能。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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