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　　［摘要］　目的　通过对１例复发类鼻疽进行系统病原学鉴定及生物学特性研究，分析和探讨类鼻
疽菌长期滞留机体可能的适应宿主机制。方法　对临床收集的来源于同一个患者时隔５年分离到的两
株类鼻疽菌，进行微生物学鉴定、全基因组测序，并使用相关软件对测序数据进行多位点序列分型

（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）、同源比对进化树、单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）以及插入缺失（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｄｅｌｅｔｉｏｎ，Ｉｎｄｅｌ）分析；进一步在感染肺上皮Ａ５４９细胞模型中比较感染不同
时间细胞内细菌载量变化；双向电泳质谱技术分析两株细菌在蛋白水平的表达变化。结果　分离到的
两株类鼻疽菌，全基因组均约７．１２Ｍｂ，ＣＯＧ功能注释编码蛋白大致约５０００个；ＭＬＳＴ分型均为 ＳＴ５８
型；同源比对进化树分析显示它们位于同一分支且与其他分离自中国的类鼻疽菌亲缘关系较近；ＳＮＰ／
Ｉｎｄｅｌ分析显示复发株有１１４个ＳＮＰ位点、５５个Ｉｎｄｅｌ位点；与原发株相比，双向电泳质谱结果表明复发
株共有６８个蛋白的表达水平发生了显著的变化；同时复发株感染 Ａ５４９后细胞内细菌载量明显增加
（Ｐ＜０．０５）。结论　以上复发菌株的基因组学、蛋白组学以及胞内感染增殖能力的系统研究提示类鼻疽
菌可能在机体长期的选择压力下微进化，通过对细菌基因转录表达、分泌系统、耐药以及能量代谢等方

面的调控更加适应其在宿主体内的生存而实现长期滞留。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，简称类鼻疽菌）是一种革兰阴性短杆
菌，可以引起人兽共患疾病类鼻疽。类鼻疽作为一种

热带疾病，主要流行于东南亚、澳大利亚北部以及我国

海南、广东、广西、香港、台湾等地。类鼻疽临床表现多

样，治疗不及时则病死率高达 ４０％［１－２］。尽管进行了
长期和适当的抗生素治疗，类鼻疽仍然保持着较高的

复发率。感染类鼻疽菌后第１年复发的比例约为６％，
而在１０年之内达到１３％［３］。复发类鼻疽是导致幸存
于急性类鼻疽患者发病和死亡的重要原因。目前大部

分研究聚焦于类鼻疽菌的急性感染过程，对类鼻疽的

复发机制却鲜有报道。

　　本研究以来源于同一个患者时隔５年分离到的２
株类鼻疽菌为研究对象，进行微生物学鉴定以及全基

因组测序，同时检测２株类鼻疽菌的胞内存活能力和
蛋白表达差异，初步分析可能与类鼻疽菌长期潜伏宿

主体内有关的蛋白质，为进一步研究类鼻疽菌的持续

性感染机制及防治提供有价值的参考。

１　材料与方法

１．１　菌株、细胞来源及主要试剂
　　类鼻疽菌 ＢＰ１４５Ａ：２０１２年分离于海南省三亚市
人民医院心胸外科某患者，本文称为原发株；ＢＰ１４５Ｂ：
２０１７年分离于同一医院呼吸内科同一患者，本文称为
复发株。菌株和人肺癌上皮细胞 Ａ５４９均由本实验室
保存。细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根公
司。

１．２　全基因组提取、测序
　　使用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书分别提
取原发株和复发株全基因组ＤＮＡ，测定ＤＮＡ浓度，１％

琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ样品有无降解，于－８０℃储
存。委托上海伯豪生物技术有限公司进行三代测序。

１．３　ＭＬＳＴ分型
　　表１列出了用于扩增７个管家基因的ＰＣＲ引物。
ＰＣＲ反应体系总体积为２５μＬ，ＰＣＲ反应条件为９５℃
预变性５ｍｉｎ；９５℃变性５ｓ，退火３０ｓ（ｇｍｈＤ、ｌｉｐＡ５５℃，
ａｃｅ、ｇｌｔＢ、ｎａｒＫ、ｎｄｈ６０℃，ｌｅｐＡ６２℃），７２℃延伸６０ｓ，
共３０个循环。将扩增片段送生工生物工程（上海）股
份有限公司进行测序，获得７个管家基因的碱基序列。
将７个目的片段序列上传至类鼻疽菌 ＭＬＳＴ数据库进
行在线分析 ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｂｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ／，得到
每个基因对应的等位基因号。将 ７个等位基因号按
ａｃｅｇｌｔＢｇｍｈＤｌｅｐＡｌｉｐＡｎａｒＫｎｄｈ顺序串联上传比对，
获得菌株的ＳＴ型（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ）。

表１　ＭＬＳＴ分型引物序列

基因 引物序列（３’→５’）
ａｃｅ 正义　ＧＡＡＴＣＧＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴＧＴＣ

反义　ＣＣＧＣＧＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＣＧＡＴＡ
ｇｌｔＢ 正义　ＡＣＧＣＴＣＧＣＧＡＴＣＧＣＧＡＴＧＡＡ

反义　ＴＴＣＡＧＣＡＧＧＡＧＣＧＴＣＴＧＣＴＧ
ｇｍｈＤ 正义　ＧＣＡＧＴＴＣＣＴＧＴＡＴＧＣＧＴＡ

反义　ＧＡＡＧＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＣＣ
ｌｅｐＡ 正义　ＣＡＴＡＴＴＣＧＣＡＡＴＴＴＣＴＣＧＡＴＣ

反义　ＣＡＣＧＡＧＣＡＴＣＡＣＧＡＣＧＣＣＧ
ｌｉｐＡ 正义　ＴＣＣＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＧＴＣＣＣＧＡ

反义　ＡＧＧＴＡＴＴＧＧＣＣＧＡＴＣＧＴＣＡＧ
ｎａｒＫ 正义　ＣＴＡＣＴＣＧＴＧＣＧＣＴＧＧＧＡＴ

反义　ＧＡＣＧＡＴＧＡＣＧＧＣＡＣＣＣＡＣ
ｎｄｈ 正义　ＡＧＴＣＧＣＧＡＣＧＴＴＣＴＡＣＡＣ

反义　ＣＧＡＧＴＴＧＣＡＧＡＣＧＡＧＡＴＡＴ

１．４　同源比对进化分析
　　以ＢＰ１４５Ａ、ＢＰ１４５Ｂ以及从ＮＣＢＩ上获得的２０株

２４４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



类鼻疽菌菌株全基因组蛋白序列文件为输入文件，

Ｏｒｔｈｏｆｉｎｄｅｒ２进行同源比对进化分析，ｈｔｔｐ：／／ｅｔｅｔｏｏｌｋｉｔ．
ｏｒｇ／ｔｒｅｅｖｉｅｗ／在线网站可视化物种进化树。
１．５　ＳＮＰ／Ｉｎｄｅｌ分析
　　ｂｗａ软件对 １４５Ａ和 １４５Ｂ进行 Ｇｅｎｏｍｅｍａｐｐｉｎｇ，
ｓａｍｔｏｏｌｓ和 ｂｃｆｔｏｏｌｓ软件进行变异分析，生成结果文
件。

１．６　细菌胞内生存实验
　　使用含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基（完全培
养基）培养 Ａ５４９细胞，待细胞密度达到 ８０％时，更换
培养基，以ＭＯＩ＝１０感染Ａ５４９细胞，共培养９０ｍｉｎ后
弃去培养基，ＰＢＳ洗细胞３次，加入预热的含２５０μｇ／ｍＬ
卡那霉素的完全培养基，继续孵育至相应时间点（２、
４、６、８ｈ）后用无菌 ＰＢＳ清洗细胞３次，加入 １ｍＬ的
０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解细胞，按１０倍的梯度倍比稀释
后，取１０μＬ稀释液涂布于２４孔 ＬＢ平板上，３７℃培
养３６ｈ，计数菌落。
１．７　蛋白提取
　　挑取 ＬＢ琼脂平板上的类鼻疽菌单个菌落，接种
到ＬＢ培养基中，振荡培养１２ｈ后，４℃，４５００×ｇ离心
３０ｍｉｎ，收集细菌沉淀和培养上清。细菌沉淀用预冷的
ＰＢＳ洗涤，重悬于裂解液中，超声３ｍｉｎ，４℃ １２０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，收集上清即为全菌蛋白（ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＢＰ）。－８０℃保存。
１．８　双向电泳质谱分析
　　取出冻存样品，加入１．７５μＬＩＰＧＢｕｆｆｅｒ以及水化
液至终体积 ３５０μＬ，混匀，室温放置 ３０ｍｉｎ，１５℃，
２６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １ｈ，取上清进行聚焦电泳，胶条平
衡后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，溴酚蓝刚刚迁移出凝胶底
部时终止电泳。固定 ３０ｍｉｎ，脱色 １２ｈ，进行图像扫
描，用保鲜膜包裹４℃保存备用。
　　将保存的凝胶置于明亮的灯光下，用剪过的吸头
戳取蛋白点，放入 ＰＣＲ管中，更换脱色液进行脱色至
无色透明，用真空离心浓缩仪抽干至胶块呈白色颗粒

状，胰酶消化１３．５ｈ后，分别加入肽段萃取液Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ分别温育１ｈ，合并３次的提取液，使用真空离心浓
缩仪中干燥肽段萃取至无液体残余。用２μＬ０．５％三
氟乙酸溶液充分溶解管壁上的肽段（应无明显沉淀可

见），用串联飞行时间质谱仪（５８００ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ）
进行测试分析。

１．９　统计学分析
　　每组实验均重复 ３次，结果以 珋ｘ±ｓ表示，利用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｍ７．０进行独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５认为
有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　１４５Ａ、１４５Ｂ的微生物学鉴定
　　１４５Ａ、１４５Ｂ均表现出典型的类鼻疽菌菌落形态，
血平板上生长２４ｈ可见光滑型菌落，４８ｈ后变为粗糙
型。出现表面褶皱，培养物伴有强烈霉臭味，革兰染色

阴性，镜下可见红色短杆菌，经１６ｓｒＲＮＡ鉴定为类鼻
疽菌。

２．２　１４５Ａ和１４５Ｂ全基因组的基本特征
　　１４５Ａ的基因组全长为７１２０２２１ｂｐ，其中１号染
色体４００７７５９ｂｐ，２号染色体３１１２４６２ｂｐ，平均 ＧＣ
含量为６８％，共预测到５８６９个编码基因、８８个ｔＲＮＡ、
１２个ｒＲＮＡ（图１Ａ、Ｂ）。对其编码基因对应蛋白序列
进行ＣＯＧ功能注释，共有５０９９个蛋白获得ＣＯＧ功能
注释（图２Ⅰ），占全部基因的 ８６．８８％。１４５Ｂ的基因
组全长为７１２０１５８ｂｐ，１号染色体４００７７７１ｂｐ，２号
染色体３１１２３８７ｂｐ，平均ＧＣ含量为６８％，共５８５７个
编码基因、８８个 ｔＲＮＡ、１２个 ｒＲＮＡ（图 １Ｃ、Ｄ）。对其
编码基因对应蛋白序列进行 ＣＯＧ功能注释，共有
５０９４个蛋白获得ＣＯＧ功能注释（图 ２Ⅱ），占全部基
因的８６．９７％。
２．３　ＭＬＳＴ分型
　　目前ＰｕｂＭＬＳＴ数据库中共有 ６１０３株类鼻疽菌
的ＭＬＳＴ分型信息，其中有３１０株类鼻疽菌来自中国，
对这３１０株类鼻疽菌的分析发现，分离自我国的类鼻
疽菌共有８９个型别，表明我国环境中类鼻疽菌的菌株
多样。进一步地，根据ＰｕｂＭＬＳＴ数据库比对７个管家
基因（ａｃｅ、ｇｌｔＢ、ｇｍｈＤ、ｌｅｐＡ、ｌｉｐＡ、ｎａｒＫ、ｎｄｈ），确定
１４５Ａ和１４５Ｂ的分型均为 ＳＴ５８型（图 ３），表明 １４５Ａ
和１４５Ｂ亲缘关系较近。在 ＰｕｂＭＬＳＴ数据库中，ＳＴ５８
型共有４７株，２３株来自中国，其中 ＢＰＣ００８、ＢＰＣ０２５、
ＢＰＣ０２７、ＢＰＣ０４５、ＢＰＣ０６５、ＢＰＣ０７９、ＢＰＣ０８１、ＢＰＣ０５９、
ＢＰＣ０９１、ＢＰＣ０９６、ＢＰＣ１３８、ＢＰＣ１４１、ＢＰＣ１６７、ＢＰＣ１０４、
ＢＰＣ１０７、ＢＰＣ１１１等等为本室提供，１９株来自泰国，其
余几株来自中国台湾、马来西亚、澳大利亚。

２．４　同源比对进化分析
　　通过Ｏｒｔｈｏｆｉｎｄｅｒ２软件构建基于全基因组蛋白序
列的物种系统发育树，如图４所示，结果表明，１４５Ａ和
１４５Ｂ位于同一分支上，提示１４５Ｂ可能为１４５Ａ在初次
感染治疗之后肺部的滞留菌株。并且与国内标准菌株

ＢＰＣ００６以及另一国内菌株 Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＨＮ１亲缘
关系较近，表明１４５Ａ可能是本地菌株变异而来。

３４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）
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Ａ：１４５Ａ１号染色体圈图；Ｂ：１４５Ａ２号染色体圈图；Ｃ：１４５Ｂ１号染色体圈图；Ｄ：１４５Ｂ２号染色体圈图　从内向外第１圈为基因
组大小的标识；第２圈为ＧＣ含量，向外的部分表示该区域ＧＣ含量高于全基因组平均ＧＣ含量，峰值越高表示与平均ＧＣ含量
差值越大，向内的部分表示该区域ＧＣ含量低于全基因组平均ＧＣ含量，峰值越高表示与平均ＧＣ含量差值越大；第３圈为ＧＣ
ｓｋｅｗ值，具体算法为（Ｇ－Ｃ／Ｇ＋Ｃ），在生物意义上该值为正值时正链更倾向于转录ＣＤＳ，为负值时负链更倾向于转录ＣＤＳ；第４圈、
第５圈分别为负链和正链上的ＣＤＳ

图１　１４５Ａ、１４５Ｂ染色体圈图
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Ⅰ：原发分离菌株１４５ＡＣＯＧ功能注释；Ⅱ：复发分离菌株１４５ＢＣＯＧ功能注释　Ａ：ＲＮＡ加工和修饰；Ｂ：染色质结构和动力学；
Ｃ：能量生产和转换；Ｄ：细胞周期调控、细胞分裂和染色体分配；Ｅ：氨基酸转运和代谢；Ｆ：核苷酸转运和代谢；Ｇ：碳水化合物转
运和代谢；Ｈ：辅酶转运和代谢；Ｉ：脂质转运和代谢；Ｊ：翻译、核糖体结构和生物合成；Ｋ：转录；Ｌ：复制、重组和修复；Ｍ：细胞壁／
细胞膜／胞外被膜生物合成；Ｎ：细胞运动；Ｏ：翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣；Ｐ：机离子转运和代谢；Ｑ：次级代谢产物的生成、转
运和代谢；Ｒ：一般功能预测；Ｓ：功能未知；Ｔ：信号转导机制；Ｕ：胞内运输、分泌和囊泡运输；Ｖ：防御机制；Ｗ：胞外结构；Ｙ：细胞
核结构；Ｚ：细胞骨架

图２　１４５Ａ、１４５Ｂ蛋白质ＣＯＧ聚类分析

４４４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



图３　基于管家基因的ＭＬＳＴ分型

图４　基于全基因组蛋白序列的进化树分析

２．５　ＳＮＰ／Ｉｎｄｅｌ分析
　　对１４５Ａ、１４５Ｂ进行全基因组水平ＳＮＰ分析，发现
在１４５Ｂ基因组中共有１１４个ＳＮＰ（图５Ａ），其中有８９
个ＳＮＰ落入编码区域，２５个 ＳＮＰ在非编码区域，１号
染色体上只有２４个 ＳＮＰ，大部分 ＳＮＰ在 ２号染色体
上（９０个）。同时共检测到５５个 Ｉｎｄｅｌ位点（图５Ｂ），
其中有３１个 Ｉｎｄｅｌ位点落入编码区域，２４个 Ｉｎｄｅｌ位
于非编码区域，在１号染色体上仅有８个位点存在Ｉｎ
ｄｅｌ，绝大部分Ｉｎｄｅｌ位于２号染色体（４７）。

２．６　原发株和复发株蛋白表达水平的变化
　　对１４５Ａ和１４５Ｂ的蛋白表达进行分析，双向电泳
结果如图６Ａ、图６Ｂ所示，质谱结果显示共有６８个蛋
白的表达发生了显著改变（图６Ｃ），属于２０个不同的
功能类别（表 ２），主要集中分布在 ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ、Ｏｘｉ
ｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ、Ｈｙｄｒｏｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ、Ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ、
ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ、ＰｒｏｔｅｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙｔｈｅｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ、Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ等
７个类别，另有１８个蛋白属未知功能（表２）。

５４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）
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Ａ：１４５Ｂ相对于１４５Ａ全基因组ＳＮＰ位点；Ｂ：１４５Ｂ相对于１４５Ａ全基因组Ｉｎｄｅｌ位点

图５　１４５Ｂ全基因组ＳＮＰ、Ｉｎｄｅｌ位点
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Ａ：１４５Ａ双向电泳图谱；Ｂ：１４５Ｂ双向电泳图谱；Ｃ：１４５Ａ、１４５Ｂ差异蛋白变化

图６　１４５Ａ、１４５Ｂ差异表达蛋白
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表２　差异蛋白功能类别统计

类别 蛋白名称 数目

ＡＴＰ结合 ＢＰＳＳ１８６５；ＢＰＳＳ０８５６；ＢＰＳＳ０４７７；ＢＰＳＬ２９８４；ＢＰＳＬ１８５６；ＢＰＳＬ０６８２ ６

氧化还原酶活性 ＢＰＳＳ１４６４；ＢＰＳＳ１４６６；ＢＰＳＬ２４４９ ３

水解酶活性 ＢＰＳＬ２４８６；ＢＰＳＬ１９４８；ＢＰＳＬ２５０４ ３

催化活性 ＢＰＳＬ２６２７；ＢＰＳＬ２４３８；ＢＰＳＬ１７１２；ＢＰＳＬ０４９３ ４

ＤＮＡ结合
ＢＰＳＳ２１４８；ＢＰＳＳ２１１７；ＢＰＳＳ０３１７；ＢＰＳＬ３３４４；ＢＰＳＬ１９１９；ＢＰＳＬ１３１１；ＢＰＳＬ０７７７；
ＢＰＳＬ０５８３；ＢＰＳＳ０６９９

９

Ⅲ型分泌系统分泌的蛋白质 ＢＰＳＳ１６１３；ＢＰＳＳ１５３２；ＢＰＳＳ１５２４；ＢＰＳＳ１４０３；ＢＰＳＳ１５４４ ５

抗生素耐药相关蛋白转运 ＢＰＳＳ１２８７；ＢＰＳＳ０２５６；ＢＰＳＬ２２３４；ＢＰＳＬ２１５１；ＢＰＳＬ１９７５；ＢＰＳＬ１８０２ ６

功能未知

ＢＰＳＬ１１０８；ＢＰＳＳ１０７２；ＢＰＳＬ２９１７；ＢＰＳＳ１０６５；ＢＰＳＬ１９０４；ＢＰＳＬ２４７４Ｂ；ＢＰＳＬ０１４４；
ＢＰＳＬ２１８３；ＢＰＳＳ１９５８；ＢＰＳＳ００２６；ＢＰＳＬ２７５１；ＢＰＳＬ０４９２；ＢＰＳＬ００８６；ＢＰＳＳ１２２７；
ＢＰＳＳ０６０３；ＢＰＳＬ２１０５；ＢＰＳＬ１７９６；ＢＰＳＳ００７９

１８

其他 ＢＰＳＳ０６１９；ＢＰＳＳ０２９６等 １４

２．７　原发株和复发株胞内生存能力的改变
　　对１４５Ａ和１４５Ｂ的胞内生存能力进行检测，结果
如图７所示，在肺上皮 Ａ５４９细胞中，复发株 １４５Ｂ的
胞内生存能力明显强于原发株１４５Ａ。
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图７　１４５Ａ和１４５Ｂ胞内生存能力差异

３　讨论

　　本研究中，我们首先对同一个患者时隔５年分离
到的２株类鼻疽菌进行了系统微生物学鉴定，表明其
确为类鼻疽菌。鉴于菌株的多样性，无法准确判断导

致类鼻疽复发的确切原因。为此，我们进一步通过全

基因组测序、ＭＬＳＴ分型、进化树分析、ＳＮＰ／Ｉｎｄｅｌ分析
排除了不同菌株导致的再感染，同时鉴定了复发株中

主要的基因组变化，这些基因组的变化可能会增加细

菌对抗生素的耐药性及其胞内生存能力。胞内生存实

验表明复发株的胞内存活增殖能力明显增强，提示类

鼻疽菌可能在机体长期的选择压力下微进化，使其更

加适应在宿主体内的生存而实现长期滞留。

　　病原菌与宿主的相互作用是决定其感染和发病的
前提。作为一种兼性胞内病原体，在感染过程中，类鼻

疽菌面临来自宿主的多种威胁，包括营养缺乏［４］、抗

生素、氧气限制［５］以及宿主自身防御机制［６］等，另一

方面，类鼻疽菌在感染过程中将毒力蛋白注入宿主细

胞内，干扰宿主免疫清除及代谢反应，以使其能在宿主

细胞中长期存活。全面了解类鼻疽菌在宿主细胞内表

达的蛋白对揭示类鼻疽的发病机理至关重要，因此我

们使用双向电泳分析了从不同时期分离出的类鼻疽菌

中提取的全菌蛋白，共发现了６８个差异表达蛋白，这
些蛋白可能是类鼻疽菌得以在宿主细胞内长期潜伏的

重要原因。深入分析发现，这些差异表达蛋白涉及众

多Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）相关
蛋白。Ｔ３ＳＳ是许多革兰阴性的重要毒力因子，可将细
菌分泌蛋白注入宿主细胞，干扰宿主生理过程［７］。研

究表明，类鼻疽菌 Ｔ３ＳＳ３在类鼻疽菌逃逸吞噬囊泡，
引起胞内持续性感染中发挥着关键作用，ＭＵＡＮＧ
ＳＯＭＢＵＴ等［８］研究发现 Ｔ３ＳＳ３ｂｓａＱ突变体表现出逃
逸吞噬囊泡能力减弱，胞内生存能力降低，类似地，

Ｔ３ＳＳ３蛋白 ＢｓａＺ［９］、ＢｓａＵ［１０］、ＢｉｐＣ［１１］、ＢｏｐＣ［１２］的表
达缺失也会导致吞噬体逃逸的延迟。此外，我们发现

差异蛋白中还涉及耐药相关蛋白，类鼻疽菌胞内寄生

的特性使其可在宿主细胞中寄生以躲避宿主免疫系统

和抗生素的攻击，同时类鼻疽菌自身具有较强的耐药

性，对多种抗生素存在不同程度的耐药，使得目前在降

低类鼻疽复发方面尚未取得较好的效果。现有研究显

示，类鼻疽菌可通过多种途径来增强其耐药性，

ＡＵＮＫＨＡＭ等［１３］研究发现，类鼻疽菌可以通过下调外

膜孔蛋白Ｏｍｐ３８的表达从而对头孢他啶、美罗培南及
亚胺培南产生耐药；ＲＨＯＬＬ等发现敲除ｐｅｎＡ基因后，
阿莫西林、羧苄西林和氨苄西林对类鼻疽菌的 ＭＩＣ值
降低１６～４２倍［１４］；另外，细菌可以依靠其拥有的外排

７４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）



泵系统将进入胞内的抗生素重新排出，减少胞内抗生

素的聚积，从而产生耐药，敲除 ｂｐｅＥＦｏｐｒＣ基因后，甲
氧苄啶对类鼻疽菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值降低近
１０倍，使耐甲氧苄啶菌株转变为甲氧苄啶敏感菌
株［１５］；而ＣＨＡＮＴＲＡＴＩＴＡ发现编码青霉素结合蛋白的
ＢＰＳＳ１２１９基因缺失导致头孢他啶作用靶点的改变，是
类鼻疽菌对头孢他啶耐药的主要因素［１６］。而在慢性

或潜伏感染状态下，细菌可能以非复制性的代谢状态

（类似厌氧菌）存在于细胞内，在这种情况下，它们对

常规抗生素的敏感性减弱，大大增加了细菌的胞内存

活能力［１７］。

　　综上所述，本研究通过此例复发类鼻疽的系统病
原学鉴定及生物学特性研究，初步发现参与调节毒力、

耐药、能量代谢等方面的蛋白质表达差异，促进类鼻

疽菌在宿主内的定殖和适应，这些差异表达的蛋白

质可能是类鼻疽菌建立潜伏感染的关键所在。我们

拟在后续研究中围绕这些蛋白质展开进一步深入研

究，以期为类鼻疽菌的持续性感染机制以及防治提

供理论指导。
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