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类鼻疽伯克霍尔德菌Ⅵ型分泌系统的Ｈｃｐ１蛋白转位介导多核巨细胞形成
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　　［摘要］　目的　探讨类鼻疽伯克霍尔德菌Ⅵ型分泌系统溶血素共调节蛋白１（ｈｅｍｏｌｙｓｉｎｃｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｈｃｐ１）在感染宿主细胞引起多核巨细胞（ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄｇｉａｎｔｃｅｌｌｓ，ＭＮＧＣ）形成的作用及机制。
方法　分别采用同源重组和质粒回补技术构建类鼻疽菌ｈｃｐ１基因缺失株（ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１）和缺失回补
株（ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１）；分别用类鼻疽菌ＢＰＣ００６野生株、ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１和 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１感
染ＲＡＷ２６４．７细胞，通过激光共聚焦分析Ｈｃｐ１蛋白的定位情况；在２９３Ｔ细胞中转染Ｈｃｐ１真核表达载
体后进行细胞质膜分离进一步验证定位情况；在细胞感染模型上，通过吉姆萨染色检测抗 Ｈｃｐ１多克隆
抗体封闭对ＭＮＧＣ形成的影响，探究Ｈｃｐ１在类鼻疽菌感染导致的ＭＮＧＣ形成中的作用和生物学意义。
结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１不表达 Ｈｃｐ１蛋白，而 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１能恢复
Ｈｃｐ１蛋白的表达，成功构建类鼻疽菌ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１和ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１。细胞免疫荧光共定位实
验和质膜分离实验都表明Ｈｃｐ１可以定位在宿主细胞膜上，且相较于对照组抗Ｈｃｐ１多克隆抗体能抑制
类鼻疽菌感染所诱导的ＭＮＧＣ形成（Ｐ＜０．０１）。结论　类鼻疽菌感染 ＲＡＷ２６４．７细胞时 Ｈｃｐ１可转位
至细胞膜，并在ＭＮＧＣ形成中发挥重要作用。
　　［关键词］　 类鼻疽伯克霍尔德菌；Ｈｃｐ１；多核巨细胞；基因缺失与回补
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　　类鼻疽（ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓ）作为一种正在扩散的人畜共
患传染病，主要流行于东南亚、澳大利亚北部，以及我

国广东、海南、香港和台湾等地区［１－２］。临床常表现为

肺部炎症及多器官脓肿，严重感染时易发展为败血症、

脓毒血症，危及患者生命，其病死率可高达 ２０％～
６０％［３］。不典型的临床症状常导致类鼻疽的误诊和漏
诊，延误患者的治疗时机［４］。除此之外，随着全球变

暖和日益频繁的国际交往，类鼻疽正呈现一种全球扩

散趋势，故加强类鼻疽的防治迫在眉睫。

　　研究类鼻疽的发病机制对其防治至关重要。类鼻
疽由类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
ＢＰ）感染引起。该菌亦被称之为类鼻疽菌，是一种革
兰阴性胞内菌，呈短球杆状，两端钝圆，不形成荚膜和

芽胞，一端有３根以上鞭毛，运动能力强。主要存在于
水和土壤中，极易通过破溃皮肤黏膜、消化道和呼吸道

等方式传播感染，引发类鼻疽［５］。研究表明，类鼻疽

菌的一些毒力因子在其致病过程中发挥重要作用，如

荚膜多糖、脂多糖、Ⅲ型分泌系统、Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅ
Ⅵ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）、菌毛等。其中研究人员发
现以溶血素共调节蛋白 １（ｈｅｍｏｌｙｓｉｎｃｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｈｃｐ１）为代表的 Ｔ６ＳＳ介导宿主细胞形成多
核巨细胞（ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄｇｉａｎｔｃｅｌｌｓ，ＭＮＧＣ）后导致该
菌在宿主体内的快速播散，这可能是类鼻疽进展迅速

的主要原因之一［６］，但其介导 ＭＮＧＣ形成的机制尚不
明确。本研究首先拟利用同源重组技术构建类鼻疽菌

ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１，同时通过质粒回补的方式构建
ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１。然后利用上述缺失株、缺失回
补株及野生株感染ＲＡＷ２６４．７细胞模型观察 Ｈｃｐ１在
类鼻疽的定位特点，并通过抗 Ｈｃｐ１多克隆抗体封闭，
探讨Ｈｃｐ１转位对ＭＮＧＣ形成的影响，以期进一步阐释
类鼻疽菌Ｈｃｐ１介导ＭＮＧＣ形成的作用机制，为揭示类
鼻疽菌在宿主体内的快速播散机制提供线索和依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、质粒、细胞　　类鼻疽伯克霍尔德菌

ＢＰＣ００６［７］，自杀性质粒 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ，真核表达载体
ｐＣＤＮＡ４．１、ｐＣＤＮＡ４．１Ｈｃｐ１、ｐＣＤＮＡ４．１Ｔｉｒ，大肠埃
希菌感受态 ＢＬ２１（ＤＥ３），小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７
（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ７１）由本实验室保存；大肠埃希菌 Ｓ１７
１λｐｉｒ由陆军军医大学基础医学院微生物学教研室馈
赠；回补质粒ｐＭＬＳ７［８］由中国农业科学院烟草研究所
王晓强教授馈赠。

１．１．２　主要试剂　　细菌基因组提取试剂盒、琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、质粒提取试剂盒、ＤＮＡ薄层快
速回收试剂盒、氨苄霉素、硫酸卡那霉素、甲氧苄啶霉

素购自北京天根生物；ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ限制
性内切酶、ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ和蛋
白Ｍａｒｋｅｒ购自北京宝日生物（ＴａＫａＲａ）；吉姆萨染色
试剂盒和 ｉｎｆｕｓｉｏｎ连接酶购自上海生工生物；兔抗
ＧＡＰＤＨ多克隆抗体、ＨＲＰ标记抗兔 ＩｇＧ抗体、兔抗
ＤｎａＫ抗体、山羊抗兔荧光标记二抗 ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８、
山羊抗鼠荧光标记二抗 ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ５９４、ＤＡＰＩ、
Ｌｉｐ３０００转染试剂购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；细胞质膜分离试
剂盒购自 Ｉｎｖｅｎｔ；小鼠抗 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ单克隆抗体
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ；兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体和兔对照血清
由本实验室制备和保存［９］。

１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ引物的设计和合成　　根据美国国家生
物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中类鼻疽菌 ＢＰＣ００６
全基因组序列中的ｈｃｐ１基因序列及其上下游序列，并
综合对应质粒的多克隆位点，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计所用引物（表１），各引物均由深圳华大基因
公司合成。引物中下划线部分为酶切位点。

１．２．２　ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１的构建　　利用同源重组的方
法构建缺失株 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１。用引物 ｕｐＦ／ｕｐＲ从
ＢＰＣ００６菌株的基因组中扩增 ｈｃｐ１基因的上游片段
（８０２ｂｐ），用 ｄｏｗｎＦ／ｄｏｗｎＲ从 ＢＰＣ００６菌株的基因
组中扩增ｈｃｐ１基因的下游片段（５５０ｂｐ），缺失菌株的
具体构建方法参考文献［１０］。
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表１　ＰＣＲ引物及序列

引物名称 序列（５′→３′） 扩增片段 产物长度

ｕｐ
正向：ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＡＣＣＧＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＡＣ

反向：ＣＣＣＧＣＧＡＣＧＡＴＴＣＧＣＧＡＴＣＡＧＣＣＡＴＴＣＴＧＡＧＡＴＡＴＡＴＴＣＣＧＧＣＣＡＧＣＡＴＧ
ｈｃｐ１上游序列 ８０２ｂｐ

ｈｃｐ１
正向：ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＣＴＧＧＣＣＧＧＡＡＴＡＴＡＴＣＴＣＡＡＧＧＴＣＡＡＡＧＧ

反向：ＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＣＣＡＴＴＣＧＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＧＧＣ
ｈｃｐ１ ５１０ｂｐ

ｄｏｗｎ
正向：ＧＣＧＣＣＡＴＧＣＴＧＧＣＣＧＧＡＡＴＡＴＡＴＣＴＣＡＧＡＡＴＧＧＣＴＧＡＴＣＧＣＧＡＡＴＣＧＴＣＧ

反向：ＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧＧＣＧＡＡＣＧＡＧＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧ
ｈｃｐ１下游序列 ５５０ｂｐ

划线部分为酶切位点

１．２．３　ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１的构建　　用引物ｈｃｐ１Ｆ／
ｈｃｐ１Ｒ从ＢＰＣ００６菌株的基因组中扩增 ｈｃｐ１基因全
长，通过琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收该基因片段
后备用。将回收的 ｈｃｐ１基因片段和回补载体 ｐＭＬＳ７
分别用ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ双酶切后用Ｔ４连接酶进行连
接，构建以伯克霍尔德菌 ＰＳ７为启动子的重组质粒
ｐＭＬＳ７ｈｃｐ１。然后将重组的质粒通过细菌间接合的方
式导入到ＢＰＣ００６缺失株Δｈｃｐ１中利用含有甲氧苄啶
抗性的ＬＢ平板初步筛选阳性克隆，之后利用 ＰＣＲ进
一步鉴定出含有 ｈｃｐ１基因的菌株，即得 ＢＰＣ００６
Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１。
１．２．４　蛋白质免疫印迹验证ｈｃｐ１基因的缺失与回补
　　将在液体培养基中大量扩增的类鼻疽菌 ＢＰＣ００６
野生株、ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１和 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１菌液
离心后弃上清，加入适量含有蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ的
蛋白裂解液（ＲＩＰＡ），４℃超声后离心取上清即为所制
备的细菌蛋白样品。利用 ＢＣＡ法进行蛋白定量之后
加入适量的上样缓冲液，然后用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行
电泳分离，湿转法转至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭
２ｈ，兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体 １∶１０００稀释后 ４℃摇床
孵育过夜，次日ＴＢＳＴ缓冲液将膜洗涤３次后，用山羊
抗兔二抗（１∶１０００稀释）室温孵育１ｈ，用 ＴＢＳＴ洗涤
３次后用化学发光液曝光。
１．２．５　免疫细胞化学染色法检测 Ｈｃｐ１的定位特征
　　将分别感染类鼻疽菌 ＢＰＣ００６野生株、ＢＰＣ００６
Δｈｃｐ１株和ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１的细胞爬片在４％多
聚甲醛中室温固定 １０ｍｉｎ后用 ０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶
液透膜１０ｍｉｎ。透膜后 ＰＢＳ清洗 ３遍，然后将一抗
（兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体或小鼠抗 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ单
克隆抗体）按一定比例稀释后４℃孵育过夜。次日将
孵育完一抗的爬片用 ＰＢＳ清洗 ３遍后将对应属源的
荧光二抗以１∶２０００稀释于１％ＢＳＡ溶液中，室温避
光孵育１ｈ后用 ＰＢＳ清洗３遍。将 ＤＡＰＩ以１∶２０００
稀释后室温避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍后用荧光

防淬灭剂封片，待上机观察。

１．２．６　质膜分离蛋白免疫印迹验证Ｈｃｐ１的定位特征
　　将２９３Ｔ细胞以１×１０６个／孔铺板至６ｃｍ细胞培养
皿中，３７℃，５％ＣＯ２培养过夜。利用 Ｌｉｐ３０００转染试
剂分别将 ３种真核表达载体 ｐＣＤＮＡ４．１、ｐＣＤＮＡ４．１
Ｈｃｐ１、ｐＣＤＮＡ４．１Ｔｉｒ转染进２９３Ｔ细胞中，２４ｈ后利用
Ｉｎｖｅｎｔ公司质膜分离试剂盒分别提取细胞的胞浆和细
胞膜部分蛋白质。已有文献报道 Ｔｉｒ蛋白是一种定位
在宿主细胞膜上的大肠埃希菌效应蛋白［１１］，在本实验

中将该蛋白作为阳性对照组。然后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验检测Ｈｃｐ１蛋白的定位情况，方法同前［１２］，分别以

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ蛋白和ＧＡＰＤＨ蛋白作为细胞膜和细
胞浆的内参蛋白。

１．２．７　吉姆萨染色检测 ＭＮＧＣ的形成　　将
ＲＡＷ２６４．７细胞以 ５×１０４个／孔铺板至 ２４孔板中，
３７℃，５％ＣＯ２培养过夜。同时将类鼻疽菌ＢＰＣ００６野
生株、ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１和 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１接种于
５ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养。
将处于对数生长期的类鼻疽菌以１０的感染复数（ＭＯＩ＝
１０）感染ＲＡＷ２６４．７细胞２ｈ后，用含有２５０μｇ／ｍＬ的
卡那霉素的培养基培养２ｈ以杀灭胞外菌，更换加入
兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体或兔血清（１∶５０稀释）的无抗性
细胞培养基再培养８ｈ，用吉姆萨染色试剂盒染色后观
察ＭＮＧＣ形成情况，对 ＭＮＧＣ的统计方法参考文献
［１３］。将吉姆萨染色结果在显微镜下每组随机取
１０个视野（４００倍），用 ＩｍａｇｅＪ计数细胞每个视野细
胞总数，人工计数 ＭＮＧＣ细胞数量，然后统计 ＭＮＧＣ
的比例和大小。ＭＮＧＣ＝ＭＮＧＣ细胞数量／细胞总数×
１００％；ＭＮＧＣ大小＝ＭＮＧＣ细胞数量／ＭＮＧＣ数量。
１．３　统计学分析
　　每个实验结果设置 ３个平行，并进行 ３次重复。
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．３统计软件进行数据分析，多
组间比较采用多因素方差分析。以Ｐ＜０．０１表示差异
有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１的构建与验证
　　以 ＢＰＣ００６全基因组为模板，利用 ｕｐＦ／ｕｐＲ和
ｄｏｗｎＦ／ｄｏｗｎＲ 引 物，ＰＣＲ 扩 增 ｕｐｓｔｒｅａｍ 和

ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ目的基因片段后利用 ｉｎｆｕｓｉｏｎ连接的方法
构建ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃｂΔｈｃｐ１质粒（图 １Ａ）。将构建好的
质粒用ｕｐＦ／ｄｏｗｎＲ引物进行ＰＣＲ验证，琼脂糖凝胶
电泳鉴定结果符合预期，获得了１３５０ｂｐ左右的条带，
ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切实验也验证了这一点（图
１Ｂ）。将鉴定正确的重组自杀性载体通过细菌间接合
作用转入ＢＰＣ００６后通过２次压力筛选诱导其进行同
源重组交换。分别挑取多个同源重组交换后长出的单

菌落，用引物ｈｃｐ１Ｆ／ｈｃｐ１Ｒ进行菌液ＰＣＲ验证，结果
如图１Ｃ所示，发现有一个单菌落未扩增出约 ５００ｂｐ
的ｈｃｐ１基因片段，该菌落可能是缺失成功菌株。将该
单菌落于ＬＢ液体培养基扩增后涂布在 ＬＢ固体培养
基上，然后再挑取若干单菌落以 ｕｐＦ／ｄｏｗｎＲ引物进
行 ＰＣＲ验证，结果表明 ｈｃｐ１基因被成功缺失（图
１Ｄ）。最后将 ２对引物同时验证正确的菌株作为
ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１保种（图 １Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图
２Ｃ）也显示该菌株不表达Ｈｃｐ１蛋白，在蛋白水平证明
了ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１构建成功。
２．２　ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１的构建与验证
　　以ＢＰＣ００６全基因组为模板，利用 ｈｃｐ１Ｆ／ｈｃｐ１Ｒ

引物，ＰＣＲ扩增 ｈｃｐ１基因片段后利用 Ｔ４连接酶连接
后构建重组质粒 ｐＭＬＳ７ｈｃｐ１，其结构如图 ２Ａ所示。
在ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１的基础上，将验证正确的重组质粒
转入缺失株后利用带有甲氧苄啶霉素（５０ｎｇ／ｍＬ）抗性
的ＬＢ固体平板筛选。在该平板上挑取单菌落，以引物
ｈｃｐ１Ｆ／ｈｃｐ１Ｒ进行菌液 ＰＣＲ验证，结果显示该菌株
ｈｃｐ１基因片段ＰＣＲ扩增阳性（图２Ｂ）。同时对类鼻疽
菌全菌蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析也进一步证明
ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１恢复了Ｈｃｐ１蛋白的表达（图２Ｃ）。
２．３　类鼻疽菌感染 ＲＡＷ２６４．７细胞 Ｈｃｐ１定位于细

胞膜

　　为明确Ｈｃｐ１在类鼻疽菌感染时的定位情况，分别
将ＢＰＣ００６野生株、ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１、ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１
接种在ＬＢ液体培养基中过夜培养至对数期，然后分
别感染ＲＡＷ２６４．７细胞（ＭＯＩ＝１０）８ｈ。免疫荧光共
定位染色结果发现Ｈｃｐ１在类鼻疽菌感染时主要定位
在宿主细胞膜上，且与膜定位蛋白 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ存
在共定位现象。见图３。
２．４　Ｈｃｐ１真核转染２９３Ｔ细胞主要定位细胞膜
　　进一步通过真核转染表达 Ｈｃｐ１载体探究 Ｈｃｐ１
在非感染状态下的定位特点。分别将 ｐＣＤＮＡ４．１、
ｐＣＤＮＡ４．１Ｈｃｐ１和 ｐＣＤＮＡ４．１Ｔｉｒ载体转染至 ２９３Ｔ
细胞，２４ｈ后质膜分离Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果显示，与阳性
对照Ｔｉｒ蛋白一样，Ｈｃｐ１均主要存在分离的细胞膜蛋
白样品中（图４）。
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Ａ：ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１相关载体ｐＫ１８Δｈｃｐ１构建示意图　Ｋｍ＋：卡那霉素抗性基因；ｓａｃＢＲ：蔗糖致死基因；Ｂ：基因缺
失载体ｐＫ１８Δｈｃｐ１的酶切与 ＰＣＲ验证结果　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐＫ１８空载 ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切；
２：ｐＫ１８Δｈｃｐ１载体ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切；３：ｐＫ１８空载用ｈｃｐ１基因内部引物扩增结果；４：ｐＫ１８Δｈｃｐ１载体用
ｈｃｐ１基因内部引物扩增结果；Ｃ：ｈｃｐ１Ｆ，Ｒ进行菌液 ＰＣＲ对缺失株的初步鉴定结果　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；
１、２、３、５、６、７：ｈｃｐ１基因未成功缺失的菌株；４：ｈｃｐ１基因成功缺失的菌株；８：野生株ＢＰＣ００６；Ｄ：ｕｐＦ，ｄｏｗｎＲ菌液
ＰＣＲ进一步鉴定所得缺失株　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～５：初步鉴定的ｈｃｐ１缺失株；６：野生株 ＢＰＣ００６；Ｅ：ｈｃｐ１
缺失株的鉴定　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、３：野生株ＢＰＣ００６；２、４：ｈｃｐ１缺失株

图１　ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１的构建与鉴定
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Ａ：ｈｃｐ１基因回补质粒示意图　该质粒的启动子来自伯克霍尔德菌的ＰＳ７启动子；ｄｈｆｒ：编码甲氧苄氨嘧啶抗性的
二氢叶酸还原酶基因；Ｂ：ＰＣＲ鉴定ｈｃｐ１回补株　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：野生株 ＢＰＣ００６；２：ｈｃｐ１回补成功的
菌株；３：ｈｃｐ１未回补成功的菌株；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ｈｃｐ１基因缺失和回补情况　１：野生株 ＢＰＣ００６；２：ＢＰＣ００６
Δｈｃｐ１；３：ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１

图２　ＢＰＣ００６ｈｃｐ１基因回补株的构建与鉴定
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图３　Ｈｃｐ１在类鼻疽菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞时定位在宿主细胞膜
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ｃｏｎ：转染 ｐＣＤＮＡ４．１空载组（阴性对照）；Ｈｃｐ１：转染
ｐＣＤＮＡ４．１Ｈｃｐ１真核表达载体；Ｔｉｒ：转染 ｐＣＤＮＡ４．１Ｔｉｒ
真核表达载体（阳性对照）

图４　真核表达Ｈｃｐ１蛋白定位在２９３Ｔ细胞膜上

２．５　抗Ｈｃｐ１多克隆抗体抑制类鼻疽菌诱导的ＭＮＧＣ
形成

　　为进一步探究Ｈｃｐ１定位在宿主细胞膜的生物学
意义，观察Ｈｃｐ１抗体对ＢＰＣ００６诱导ＲＡＷ２６４．７细胞
形成ＭＮＧＣ能力的影响。在ＢＰＣ００６感染ＲＡＷ２６４．７
细胞后，利用兔抗 Ｈｃｐ１多克隆抗体对定位在宿主细
胞膜上的Ｈｃｐ１蛋白进行封闭，检测ＭＮＧＣ的形成（图
５Ａ）。结果表明相较于对照组，兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体
处理细胞后，可以在一定程度上抑制 ＭＮＧＣ的形成，
而这种抑制效应在 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１感染组并不明显
（图５Ｂ、Ｃ）。

５２７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）
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Ａ：吉姆萨染色观察兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体抑制 ＭＮＧＣ的形成；Ｂ：兔抗 Ｈｃｐ１多克隆抗体对类鼻疽菌诱导 ＭＮＧＣ
形成大小的统计结果；Ｃ：兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体对类鼻疽菌诱导ＭＮＧＣ形成比例的统计结果

图５　兔抗Ｈｃｐ１多克隆抗体抑制ＭＮＧＣ形成

３　讨论

　　类鼻疽菌具有致病性强、对多种抗生素耐药等特
性，被美国疾控中心归类为Ⅰ类病原体和 Ｂ类生物恐
怖剂，对公共卫生安全具有巨大威胁。自１９９１年我国
首次报道类鼻疽病例以来，研究人员陆续在海南、广

东、广西等地找到类鼻疽菌存在的证据，且该病例在我

国有逐年上升趋势［１４］。从目前报道的病例来看，类鼻

疽病临床表现复杂多样，治疗成本高昂且手段单一，因

此急需探索新的临床诊断和治疗方法。随着对该病的

致病机制和特点的深入研究，研究人员在类鼻疽菌中

鉴定了多种毒力因子和抗原结构，主要包括Ⅲ型和Ⅵ
型分泌系统、脂多糖、荚膜多糖、群体感应系统等［１５］。

其中，类鼻疽菌Ｔ６ＳＳ在类鼻疽菌细胞毒性、胞内播散
和复制以及细菌间竞争等多方面起着关键作用［１６］。

细菌Ｔ６ＳＳ不同的基因簇发挥着不同的功能，Ｔ６ＳＳ１
对于类鼻疽菌感染哺乳动物时的毒力至关重要。类鼻

疽菌感染机体后，Ｔ６ＳＳ１可以诱导 ＭＮＧＣ的形成，促
进该菌在宿主细胞间的快速播散和增殖［１７］。

　　Ｔ６ＳＳ１是一个有噬菌体尾巴样结构的大分子跨

６２７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



膜注射器，Ｈｃｐ１和缬氨酸甘氨酸重复蛋白Ｇ１（ｖａｌｉｎｅ
ｇｌｙｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎＧ１，ＶｇｒＧ１）分别与噬菌体尾部和
尾部刺突蛋白具有同源性［１８］。类鼻疽菌Ｈｃｐ１蛋白晶
体结构显示，该蛋白形成六聚环并可以堆叠成管，这对

于Ｔ６ＳＳ１的装配及多种效应蛋白的分泌都是必不可
少的。Ｈｃｐ１对于Ｔ６ＳＳ１功能的重要性决定了其在感
染过程中发挥着多种多样的作用［１９］。除了作为结构

蛋白发挥作用外，研究表明 Ｈｃｐ１还极有可能作为效
应蛋白被分泌到宿主细胞内发挥作用，但其作为效应

蛋白的具体功能尚不明确［２０－２１］。鉴于该蛋白的重要作

用，本研究采用自杀性质粒系统 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃｂ和同源
重组的原理成功构建了 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１。ｐＭＬＳ７由广
宿主质粒ｐＭＥ６０００改造而来，携带伯克霍尔德菌 ＰＳ７
启动子，将ｈｃｐ１基因插入改造质粒ｐＭＬＳ７并将重组质
粒 ｐＭＬＳ７ｈｃｐ１转入 ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１后获得相应的
ＢＰＣ００６Δｈｃｐ１：：ｈｃｐ１。然后将前面构建的缺失和缺失
回补菌株以及野生型类鼻疽菌分别感染 ＲＡＷ２６４．７
细胞，细胞免疫荧光结果观察到 Ｈｃｐ１蛋白在感染时
定位在宿主细胞膜上。除此之外，本研究将 Ｈｃｐ１真
核表达载体转入 ２９３Ｔ细胞后进行质膜分离，并通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现其也可以定位在细胞膜上。进
一步，当用抗 Ｈｃｐ１多克隆抗体处理被感染的细胞时，
类鼻疽菌诱导ＭＮＧＣ形成的能力减弱，而这可能是由
定位在宿主细胞膜的 Ｈｃｐ１蛋白被多克隆抗体封闭
所致。

　　综上所述，本研究结果表明 Ｈｃｐ１作为 Ｔ６ＳＳ１的
结构蛋白和效应蛋白，在类鼻疽菌感染宿主细胞时，可

能被分泌到宿主细胞内并定位在宿主细胞膜上，而且

这种膜定位特点在类鼻疽菌感染诱导 ＭＮＧＣ形成中
发挥着重要作用。本研究获得了类鼻疽菌 Ｔ６ＳＳ１
ｈｃｐ１基因的缺失和缺失回补株，并揭示了 Ｈｃｐ１在宿
主细胞内的定位特征，为进一步揭示类鼻疽的发病机

制提供了直接证据和线索。
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