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ＨＮＳ蛋白对泰国伯克霍尔德菌毒力作用的初探
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　　［摘要］　目的　构建泰国伯克霍尔德菌ＢＰＭ的ｈｎｓ基因过表达菌株，探究ｈｎｓ基因过表达对细菌
生长、运动、生物被膜形成能力和抗菌药物敏感性的影响。方法　将ｈｎｓ基因０３２５３和０５３０７分别克隆
至表达载体ｐＴＡＣＣｍ上，获得重组载体ｐＴＡＣ０３２５３和ｐＴＡＣ０５３０７；将两种质粒分别电转至ＢＰＭ感受
态菌株中获得重组菌株，对其生长、运动、生物被膜和药物敏感性的表型变化进行检测。结果　成功获
得ｈｎｓ基因过表达菌株；和野生株ＢＰＭ相比，ｈｎｓ基因过表达菌株的生长和运动能力受到明显抑制，生
物被膜形成能力显著增强，对左氧氟沙星和米诺环素的敏感性下降。结论　ＨＮＳ蛋白在泰国伯克霍尔
德菌ＢＰＭ毒力和耐药性的调控中发挥重要作用，可成为泰国伯克霍尔德菌感染诊治的新靶点。
　　［关键词］　 泰国伯克霍尔德菌；ＨＮＳ蛋白；基因过表达；生物被膜；药敏试验
　　［中图法分类号］　Ｒ３７８．９９；Ｒ４４６．５；Ｒ９１５ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８２０７２３４８）

［通信作者］　鲁卫平，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｗｐ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２４，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＮＳｐｒｏｔｅｉｎｏｎｔｈｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅｏｆＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ
ＷＥＩＬｅｉｌｅｉ，ＭＯＦｅｉ，ＷＡＮＧＣｈｕｎｙａｎ，ＬＵＷｅｉｐｉｎｇ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆ
ＰＬＡ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｈｎｓｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ
ＢＰＭ，ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｎｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈ，ｍｏｔｉｌｉｔｙ，ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｒｕｇｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｈｎｓｇｅｎｅｓ０３２５３ａｎｄ０５３０７ｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＴＡＣＣｍｔｏｙｉｅｌｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｓｐＴＡＣ０３２５３ａｎｄｐＴＡＣ０５３０７．Ｔｈｅｎｔｈｅ２ｔｙｐｅｓ
ｏｆｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅＢＰＭ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｓｔｒａｉｎｔｏｏｂｔａｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｓ，ａｎｄｔｈｅｉｒ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｇｒｏｗｔｈ，ｍｏｔｉｌｉｔｙ，ｂｉｏｆｉｌｍ，ａｎｄｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｏｆ
ｈｎｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｙｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｏｔｉｌｉｔｙ，
ｍａｒｋｅｄｌｙｅｎｈａｎｃｅｄａｂｉｌｉｔｙｔｏｆｏｒｍ ｂｉｏｆｉｌｍｓ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎａｎｄｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＢＰＭｓｔｒａｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＮＳｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓＢＰＭ，ａｎｄｃａｎｂｅｃｏｍｅａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｃａｕｓｅｄｂｙＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ．
　　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ；ＨＮＳｐｒｏｔｅｉｎ；ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｂｉｏｆｉｌｍ；ｄｒｕｇ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２０７２３４８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＵＷｅｉｐｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｗｐ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　泰国伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ，
Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ）是一种条件致病的非发酵革兰阴性
杆菌［１－３］，主要分布在东南亚和澳大利亚北部等类鼻

疽流行地区的土壤、水体和稻田中，虽然传统上认为

Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ对人类和动物无害，但近年来，有关其
通过呼吸道、消化道和破损的皮肤等途径感染人类致

１８５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）
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病的案例逐渐增多［４］。本课题组前期从一肺脓肿合

并脓毒血症死亡患者的痰液和血液标本中分离到了一

株Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ，将其命名为ＢＰＭ，与泰国伯克霍尔
德菌标准株 ＡＴＣＣ７００３８８（Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓＥ２６４）相
比，ＢＰＭ具有更高的毒性和致病性；比较基因组学分
析揭示了 ＢＰＭ中包含１８个特有的致病基因，这些基
因主要与脂多糖（ＬＰＳ）、ＩＩＩ型分泌系统和蛋白酶等相
关［５］，而这些致病因子的差异表达决定了ＢＰＭ的毒力
和致病性（ＢＰＭ基因组及转录组信息已提交至
ＧｅｎＢａｎｋ，ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：ＣＰ０５００２０．１，ＣＰ０５００２１．１；
ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＰＲＪＮＡ６１４０１７）。然 而，由 于
Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ与类鼻疽伯克霍尔德菌在生物学特
性、生化特征等方面非常接近，且目前临床实验室检测

技术 存 在 局 限 性 和 菌 库 信 息 不 完 整，导 致

Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ引起的感染常被误诊为类鼻疽［６］。因

此，Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ是一种被忽视的人类条件致病菌，
其致病性及相关调控机制的研究尚待深入探索。

　　 组蛋白类核结构蛋白 （ｈｉｓｔｏｎｅｌｉｋｅｎｕｃｌｅｏｉｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ，ＨＮＳ）是多种革兰阴性菌中高度保守的一
类全局性负调控因子，其主要功能是调节细菌的基因

转录、沉默水平转移和获得的外源性基因等［７］。ＨＮＳ
蛋白可以通过调控细菌生长、生物被膜形成、运动能

力、多糖的生物合成以及抗菌药物耐药性和分泌系统

的活性等，影响病原菌的毒力和致病性［８－１１］。例如，在

希瓦氏菌中，ＨＮＳ蛋白的乙酰化会降低氮代谢关键调
控因子ｇｌｎＡ的表达，进而降低细胞内谷氨酰胺含量，
抑制细菌生物被膜形成［１２］；多食伯克霍尔德菌的

ＨＮＳ蛋白表达上调会影响细菌的动力、菌毛合成、ＶＩ
型分泌和染色体相关功能基因表达差异［１３］；在鲍曼不

动杆菌中，ＨＮＳ参与调节抗生素耐药性、生物被膜形
成和群体感应相关基因表达［１４］。我们前期研究发现，

与标准株 ＡＴＣＣ７００３８８相比，ＢＰＭ中多个 ＨＮＳ基因
的表达水平有显著性差异，尤其是ＢＰＭｈｕｎ０３２５３基因
（ｈｎｓ３）和 ＢＰＭｈｕｎ０５３０７基因（ｈｎｓ７）的表达显著下
调，其编码的ＨＮＳ３蛋白和ＨＮＳ７蛋白的氨基酸序列
结构分析显示其为ＤＮＡ结合蛋白。
　　本研究构建了泰国伯克霍尔德菌 ＢＰＭ的 ＨＮＳ
相关基因０３２５３和 ０５３０７的过表达菌株，通过评估其
对细菌生长、生物被膜、运动能力和药物敏感性的影

响，初步揭示了 ＨＮＳ蛋白在泰国伯克霍尔德菌 ＢＰＭ
致病性和毒性中的作用。这一研究为深入理解 ＨＮＳ
蛋白在细菌致病性调控中的功能提供了新的见解，并

为临床诊治提供了潜在的新策略。

１　材料方法

１．１　菌株及重组载体
　　泰国伯克霍尔德菌ＢＰＭ（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：ＣＰ０５００２０．
１，ＣＰ０５００２１．１）由本课题组前期分离和鉴定；大肠杆
菌ＤＨ５α感受态购买自上海生工有限公司；质粒ｐＴＡＣ
购买自丰海生物科技有限公司，该质粒携带氯霉素

（Ｃｍ）抗性基因，Ｔａｃ启动子，是广宿主革兰阴性菌表
达质粒。

１．２　主要仪器和试剂
　　基因组提取试剂盒、通用型 ＤＮＡ回收试剂盒，天
根生化科技（北京）有限公司；ＥａｓｔｅｐＳｕｐｅｒ总 ＲＮＡ提
取试剂盒，普洛麦格（北京）生物技术有限公司；Ｅｘ
ＰｒｅｍｉｅｒＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，质粒小提试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＦＡＳＴＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ，ＴａＫａＲａ；２×
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＦａｓｔｑＰＣＲＭｉｘ，ＡＢｃｌｏｎａｌ；Ｇｅｎｅ
ＭａｓｔｅｒＰｒｏＫｉｔ，重庆葆光生物技术有限公司；ＰＣＲ引物
合成及测序由北京擎科生物科技股份有限公司完成；

多功能酶标仪，超微量分光光度计 Ｎａｎｏｄｒｏｐ，Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；凝胶成像仪，电转仪，ＢｉｏＲａｄ；ＰＣＲ扩
增仪，ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ。
１．３　引物
　　根据 ０３２５３（ＧｅｎｅＩＤ：４５１２２８７１）和 ０５３０７（Ｇｅｎｅ
ＩＤ：６６５４８９７７）基因序列和 ｐＴＡＣＣｍ质粒图谱，利用
ＳｎａｐＧｅｎｅ４．２．４软件设计用于无缝克隆的引物，其中
引物 ｐＴＡＣ０３２５３Ｆ／ｐＴＡＣ０３２５３Ｒ用于扩增和验证
０３２５３基因片段，ｐＴＡＣ０５３０７Ｆ／ｐＴＡＣ０５３０７Ｒ用于
扩增 和 验 证 ０５３０７基 因 片 段，１６ｓＦ／１６ｓＲ 为
Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ内参引物。引物序列见表 １。
１．４　过表达菌株构建
　 　 通 过 ｐＴＡＣ０３２５３Ｆ／ｐＴＡＣ０３２５３Ｒ 和 ｐＴＡＣ
０５３０７Ｆ／ｐＴＡＣ０５３０７Ｒ引物分别扩增 ＢＰＭ菌株的
０３２５３和 ０５３０７基因片段，利用 ｐＴＡＣＶＦ／ｐＴＡＣＶＲ
将ｐＴＡＣＣｍ载体反向 ＰＣＲ得到线性化的质粒，将两
个ｈｎｓ基因片段分别连接至线性化的 ｐＴＡＣＣｍ载体
上，并将连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞
中，涂布在含有３４μｇ／ｍＬ的氯霉素平板上进行筛选，
用 ｐＴＡＣ０３２５３Ｆ／ｐＴＡＣ０３２５３Ｒ 和 ｐＴＡＣ０５３０７Ｆ／
ｐＴＡＣ０５３０７Ｒ引物分别对挑选出的单克隆进行 ＰＣＲ
验证，将验证正确的单克隆转移至含有氯霉素的液体

培养基中进行扩培，提取质粒并测序鉴定。

　　用０．３ｍｏｌ／Ｌ的蔗糖制备ＢＰＭ感受态细胞，将测
序正确的质粒电转入ＢＰＭ感受态细胞中，并将菌液涂
至含有３４μｇ／ｍＬ的氯霉素平板上，３７℃培养。
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表１　本研究所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 退火温度／℃ 扩增产物长度／ｂｐ

ｐＴＡＣＶＦ ＧＧＴＡＴＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＡＡＡＧＴＴＡＡＡＣ ５５ ４９７９

ｐＴＡＣＶＲ ＴＣＧＡＧＡＴＣＧＡＴＡＣＣＧＣＡＴＡ

ｐＴＡＣ０５３０７Ｆ ＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＡＡＣＡＧＴＴＡＴＣＡＡＧＡＡＴＡＣＡＡＡＣＡＧ ６５ ３２４

ｐＴＡＣ０５３０７Ｒ ＴＧＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＣＴＣＴＣＡＣＣＣＧＣＡＡＴＧＧＴＣＧ

ｐＴＡＣ０３２５３Ｆ ＧＴＡＴＧＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＣＴＣＴＣＡＧＣＣＧＡＴＣＡＡＡＡＡＧＣＧＡＴ ６５ ３４０

ｐＴＡＣ０３２５３Ｒ ＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＴＣＴＣＡＡＴＡＣＧＣＧＡＡＡＡＴＣＡ

１６ｓＦ ＧＴＴＧＣＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡ ６０

１６ｓＲ ＴＣＴＣＡＧＧＴＣＧＧＣＴＡＴＧＴＡＴＣＧ

ｑｐｃｒ０３２５３Ｆ ＣＧＡＡＡＡＴＣＡＡＧＧＣＧＣＡＧＡ ２０３

ｑｐｃｒ０３２５３Ｒ ＴＴＴＣＧＧＡＴＣＧＣＧＧＴＡＣＴＴ

ｑｐｃｒ０５３０７Ｆ ＴＧＣＴＣＣＡＧＧＡＧＡＴＴＣＧＣＧ １９４

ｑｐｃｒ０５３０７Ｒ ＧＴＴＧＣＣＣＣＧＡＴＴＧＣＴＣＧＡ

ｑｐｃｒｆｌｉＦＦ ＴＣＧＡＣＧＣＧＡＧＣＣＡＧＣＴ １９２

ｑｐｃｒｆｌｉＦＲ ＧＡＡＴＣＧＣＧＣＴＴＴＧＣＴＧＣ

ｑｐｃｒｆｌｇＫＦ ＴＧＴＣＧＡＧＧＴＴＣＧＣＧＧＧ １６９

ｑｐｃｒｆｌｇＫＲ ＡＴＣＧＴＣＴＧＡＣＴＧＣＣＧＡＡＣ

ｑｐｃｒｆｌｇＥＦ ＡＣＧＧＧＣＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＴＣ ２０４

ｑｐｃｒｆｌｇＥＲ ＧＧＴＣＧＧＣＧＴＣＴＧＧＴＴＣＴＴ

ｑｐｃｒｆｌｇＬＦ ＡＣＧＴＣＧＡＣＧＡＡＧＣＴＧＡＴＧ １９１

ｑｐｃｒｆｌｇＬＲ ＴＴＣＴＧＣＡＧＴＴＧＣＡＧＧＡＡＣＴＧ

ｑｐｃｒｍｏｔＡＦ ＣＣＴＧＡＴＣＣＡＧＣＡＴＣＣＣＴＴＣ １９７

ｑｐｃｒｍｏｔＡＲ ＧＴＴＧＣＴＣＧＡＧＡＣＧＧＴＧＣ

ｑｐｃｒｍｏｔＢＦ ＣＡＴＧＡＣＣＧＣＧＡＴＧＡＴＧＧＣ １８８

ｑｐｃｒｍｏｔＢＲ ＣＧＴＣＧＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＴ

１．５　生长曲线测定
　　分别挑取ＢＰＭ、ＢＰＭ／ｐ０３２５３和ＢＰＭ／ｐ０５３０７单
克隆细菌于 ＬＢ液体培养基中过夜培养，利用酶标仪
分别测定３种细菌在６００ｎｍ处的吸光度，将３种细菌
的吸光度稀释为一致后，以１∶１００转接于装有２００μＬ
新鲜培养基的９６孔板中，放于多功能酶标仪中，设置
温度为３７℃，每隔 ３０ｍｉｎ测定 ６００ｎｍ处的吸光度，
持续检测４８ｈ，以培养时间为横坐标，ＯＤ６００值为纵坐
标绘制生长曲线。

１．６　生物被膜检测
　　分别挑取ＢＰＭ、ＢＰＭ／ｐ０３２５３和ＢＰＭ／ｐ０５３０７单
克隆细菌于 ＬＢ液体培养基中过夜培养，利用酶标仪
测定３种细菌的在６００ｎｍ处的吸光度，用 ＬＢ培养液
将菌液稀释至ＯＤ６００＝０．１，并分别吸取２００μＬ菌液至
９６孔板中，于３７℃静置培养３６ｈ。
　　生物被膜检测：弃掉上清液，各孔中加入 ２００μＬ
１×ＰＢＳ洗涤 ３次，晾干后对孔板进行拍照，随后加入
２２０μＬ１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，吸去染液，加入２２０μＬ
１×ＰＢＳ洗涤 ３次，晾干后用 ２２０μＬ９５％乙醇洗脱
３０ｍｉｎ，测定５７０ｎｍ处的吸光度。

１．７　细菌运动能力检测
　　采用半固体琼脂穿刺法观察细菌动力：在试管中
加入４ｍＬ含 ０．４％琼脂的 ＬＢ培养液，制成半固体培
养基，用接种针挑取细菌单克隆，垂直穿刺接种于半固

体培养基中，３７℃培养２４ｈ，观察细菌扩散生长状态
并测量其扩散区直径。

１．８　细菌药敏试验
　　按“ＣＬＳＩＭ１００Ｅｄ３３抗微生物药物敏感性试验执
行标准”，采用纸片法检测菌株抗菌药物敏感性，测试

药物包括临床常用的 β内酰胺酶类、头孢类、碳青霉
烯类、氨基糖苷类、喹诺酮类、四环素类和磺胺类等共

１７种。用生理盐水将待测菌配制 ０．５麦氏单位的菌
悬液，用无菌棉签蘸取菌液均匀涂布在 Ｍｕｅｌｌｅｒｈｉｎｔｏｔ
（ＭＨ）琼脂平板上，放置１５ｍｉｎ后贴上药敏纸片，３７℃
培养２４ｈ后，测量抑菌圈直径。
１．９　逆转录实时定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑＰＣＲ）

　　分别挑取ＢＰＭ、ＢＰＭ／ｐ０３２５３和ＢＰＭ／ｐ０５３０７单
克隆细菌于 ＬＢ液体培养基中过夜培养。以１∶１００转

３８５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



接于５ｍＬ新鲜 ＬＢ中，继续培养至 ＯＤ６００＝０．６，取
１ｍＬ各细菌分别装于无菌无酶的 １．５ｍＬＥＰ管中，
１００００×ｇ，离心１ｍｉｎ，弃上清，通过 ＲＮＡ提取试剂盒
提取细菌总 ＲＮＡ，再利用反转录试剂盒进行反转录，
随后进行ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测目的基因表达情况。
１．１０　统计分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２统计软件的 ｔ检验和
ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验对 ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ、生物被膜、运
动能力和药敏试验结果进行分析，采用 ＳＰＳＳ２８．０统
计软件的重复测量方差法对生长曲线结果进行分析，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｈｎｓ基因在ＢＰＭ中的表达情况
　　结果如图１所示，和标准株 ＡＴＣＣ７００３８８（Ｅ２６４）
相比，在ＢＰＭ中０３２５３和０５３０７基因的相对表达量分
别为（０．２１±０．０１）（Ｐ＜０．０００１）和（０．２４±０．０２）（Ｐ＜
００００１），均显著下调，与转录组结果一致。
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图１　ＲＴｑＰＣＲ检测ｈｎｓ基因在Ｅ２６４和ＢＰＭ菌株中的
表达情况（ｎ＝３）

２．２　ｈｎｓ过表达菌株构建
　　结果如图 ２Ａ、Ｂ所示，成功构建了 ＢＰＭ／ｐＴＡＣ
０３２５３和ＢＰＭ／ｐＴＡＣ０５３０７重组细菌，重组克隆 ＤＮＡ
片段的ＰＣＲ扩增结果均为阳性，条带清晰透亮，片段
大小与阳性对照一致，无非特异性扩增条带。ＲＴ
ｑＰＣＲ验证结果如图２Ｃ所示，和野生株 ＢＰＭ相比，在
ＢＰＭ／ｐＴＡＣ０３２５３和 ＢＰＭ／ｐＴＡＣ０５３０７中，０３２５３和
０５３０７的表达量分别为（３．１６±０．２７）（Ｐ＝０．０１０８）和
（１．７５±０．１１）（Ｐ＝０．０２４９），ＨＮＳ的表达量显著提高，
这表明成功构建了ＨＮＳ高表达菌株。
２．３　ｈｎｓ基因过表达株的生长情况
　　野生株 ＢＰＭ和 ｈｎｓ过表达株的生长曲线如图 ３
所示，和 ＢＰＭ相比，ｈｎｓ过表达株 ＢＰＭ／ｐ０３２５３（Ｐ＜
０．０００１）和 ＢＰＭ／ｐ０５３０７（Ｐ＜０．０００１）的 ＯＤ６００值在
１６ｈ后逐渐低于野生株 ＢＰＭ，在３６ｈ后到达平台期，
表明ｈｎｓ基因的过表达抑制了泰国伯克霍尔德菌ＢＰＭ
的生长。

２．４　ＨＮＳ过表达株的生物膜形成能力的变化
　　如图４Ａ所示，与野生株 ＢＰＭ相比，ｈｎｓ过表达菌
株生物被膜在形态上明显增宽、增厚。进一步定量分

析结果如图 ４Ｂ所示，ＢＰＭ、ＢＰＭ／ｐ０３２５３和 ＢＰＭ／
ｐ０５３０７的ＯＤ５７０值分别是（０．９２±０．１０）、（２．０６±０．１７）
（Ｐ＝０．０００４）和１．８８±０．１４（Ｐ＝０．００１），ｈｎｓ过表达菌
株的生物被膜形成能力均显著增强。这表明 ｈｎｓ基因
的过表达可能通过调节相关基因的表达或代谢途径，

促进了生物被膜的形成和发育。
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Ａ、Ｂ：０３２５３、０５３０７基因过表达菌株ＰＣＲ验证　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～１０：以菌液为模板扩增片段；＋：以ＢＰＭ基因组为模板
扩增片段；Ｃ、Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ分别验证ＢＰＭ／ｐ０３２５３和ＢＰＭ／ｐ０５３０７菌株中０３２５３基因和０５３０７基因的表达情况（ｎ＝３）

图２　ｈｎｓ基因过表达菌株的鉴定
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图３　ｈｎｓ基因过表达泰国伯克霍尔德菌的生长曲线（ｎ＝３）
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Ａ：ｈｎｓ基因过表达泰国伯克霍尔德菌的生物被膜形成情
况；Ｂ：ｈｎｓ基因过表达泰国伯克霍尔德菌的生物被膜定量
结果；ｎ＝３

图４　ＨＮＳ过表达对泰国伯克霍尔德菌生物被膜的影响

２．５　ＨＮＳ过表达株运动能力的变化
　　如图５Ａ、Ｂ所示，０３２５３和 ０５３０７基因过表达时，
细菌生长扩散区直径明显小于野生株ＢＰＭ（Ｐ＜０．０５）。
ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ进一步验证显示和 ＢＰＭ 相比，当
０３２５３或 ０５３０７基因过表达时，细菌动力相关基因
ｆｌｉＦ、ｆｌｇＫ、ｆｌｇＥ和 ｆｌｇＬ的表达均显著下调，而在 ＢＰＭ／
ｐ０３２５３中ｍｏｔＡ、ｍｏｔＢ的表达也下调。这一观察结果
表明，当ｈｎｓ基因过表达时，细菌的运动能力被抑制。
２．６　体外抗菌药物敏感性试验结果
　　相对于野生型ＢＰＭ，１７种抗菌药物中，ｈｎｓ基因高
表达菌株的米诺环素（ＭＨ）和左氧氟沙星（ＬＥＶ）抑菌
圈明显缩小，如图６和表２所示。这一结果表明泰国
伯克霍尔德菌的ＨＮＳ蛋白与抗菌药物敏感性之间存
在相关性。
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Ａ：ＨＮＳ过表达菌株在半固体培养基中的扩散情况（红色
线段长度代表扩散直径）；Ｂ：ＨＮＳ过表达菌株在半固体
培养基中的扩散直径；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＢＰＭ、ＢＰＭ／
ｐ０３２５３和ＢＰＭ／ｐ０５３０７中细菌动力相关基因的表达情
况；ｎ＝３

图５　ＨＮＳ过表达对泰国伯克霍尔德菌运动能力的影响

米诺环素 左氧氟沙星

图６　ＨＮＳ过表达泰国伯克霍尔德菌的药敏试验结果（ｎ＝３）

表２　米诺环素和左氧氟沙星抑菌圈直径大小（珋ｘ±ｓ，ｍｍ）

菌株 米诺环素 左氧氟沙星

ＢＰＭ ３０．３３±０．４７ ２３．００±２．１６

ＢＰＭ／ｐ０３２５３ ２０．６７±０．９４ １６．６７±２．４９

ＢＰＭ／ｐ０５３０７ ２４．００±２．８３ １６．００±１．６３

３　讨论

　　组蛋白类核结构蛋白（ＨＮＳ蛋白）是一类在革兰

５８５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



阴性细菌中广泛存在的保守蛋白，其主要功能是作为

转录抑制子全局性调控基因转录，如 ＨＮＳ蛋白通过
与ＤＮＡ结合形成抑制环以捕获 ＲＮＡ聚合酶，从而抑
制基因转录过程［１５］，这种调控作用对细菌的生理过程

具有深远影响。细菌在进化历程中，能够通过水平基

因转移获得毒力基因和耐药基因，但新基因的异常表

达可能会与细菌的适应性发生冲突，导致新基因与细

菌的组合被淘汰，而 ＨＮＳ蛋白及其相关蛋白通过提
供转录沉默机制，帮助细菌避免这种局面［１６－１８］。此

外，ＨＮＳ蛋白还能通过调节生物被膜和鞭毛形成的关
键基因表达来调控细菌生物学性状，例如，在副溶血性

弧菌中，ｈｎｓ基因的缺失导致细菌无法合成胞外多糖
和极性鞭毛，抑制了生物被膜形成［１９］；在大肠杆菌中，

ｈｎｓ突变会降低鞭毛素含量，影响了细菌的运动能
力［２０］，使细菌更容易附着在生物或非生物表面。ＨＮＳ
蛋白还参与调控与细菌生长相关的基因，例如通过抑

制胞外多糖合成基因ｉｃａＡ的表达，参与调节细菌的生
长速度和细胞周期［２１］。作为全局转录因子，ＨＮＳ蛋
白不仅参与基因组的组装，还在调控细菌适应渗透性、

ｐＨ等环境变化的应激反应基因中发挥关键作用，以帮
助细菌在多变复杂的环境中适应并生存［２１］。此外，

ＨＮＳ蛋白还参与了细菌的耐酸机制改造，研究表明，
通过过表达ｈｎｓ基因，大肠杆菌能够在面临中等酸胁
迫的条件下，增强其细胞的耐受能力，提高细胞密

度［２２］。因此，ＨＮＳ蛋白不仅对细菌自身的生存和适
应性至关重要，也在细菌的生理机制、进化过程以及与

宿主的相互作用发挥关键作用。

　　为研究 ＨＮＳ蛋白对泰国伯克霍尔德菌 ＢＰＭ致
病性的影响，我们构建了ＨＮＳ相关的０３２５３和０５３０７
基因过表达菌株 ＢＰＭ／ｐ０３２５３和 ＢＰＭ／ｐ０５３０７，并检
测了ＨＮＳ蛋白过表达对细菌生长、生物被膜形成、运
动能力和药敏的影响。结果发现在泰国伯克霍尔德菌

ＢＰＭ中过表达 ｈｎｓ基因，能够抑制细菌的生长，同时
增强细菌生物被膜形成能力，抑制细菌的运动，而生物

被膜、细菌运动能力和细胞内第二信使ｃｄｉＧＭＰ高度
相关，ｃｄｉＧＭＰ的积累可以促进细菌生物被膜形成，
ｃｄｉＧＭＰ的分解和以及降低有利于细胞的运动行为，
这提示我们 ＨＮＳ蛋白可能也参与调控了细胞内
ｃｄｉＧＭＰ表达。药敏结果显示，ｈｎｓ基因高表达，会更
耐受左氧氟沙星和米诺环素，这表明 ｈｎｓ基因的高表
达可能通过调节抗生素外排泵的表达、改变细胞壁的

通透性或影响其他相关代谢途径，从而降低了菌株对

米诺环素和左氧氟沙星的敏感性，这为开发新的抗生

素抗性策略提供了潜在的分子靶点。

　　综上所述，ＨＮＳ蛋白在泰国伯克霍尔德菌 ＢＰＭ
的毒力和致病性中发挥着重要的调控作用，这些发现

不仅有助于进一步探究泰国伯克霍尔德菌 ＢＰＭ的致
病机制，也对深入理解ＨＮＳ蛋白的作用机制、开发新
的抗菌策略以及临床诊断和治疗提供了参考。
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