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摘要?世界范围内!病原菌对抗生素的耐药性日趋严峻!但药物研发效率日趋缓慢!迫切

需要新的抗感染药物或药物作用靶点" 铜绿假单胞菌群体感应系统# Q/+0/M761791J!

R<$与其致病性密切相关!寻找靶向R<系统的抑制剂是新型抗感染药物新策略" 前期研

究发现!以咖啡酸为主要成分的大血藤提取物对铜绿假单胞菌的群体感应具有转录抑制

作用" 进一步探究了咖啡酸对铜绿假单胞菌的R< 系统相关基因的表达和毒性因子产生

的抑制作用%通过分子对接结合缺失突变体感染白菜模型检测!探究了咖啡酸的作用靶

点" 结果表明&咖啡酸显著抑制铜绿假单胞菌R<系统相关基因!"#$'!"#%'&'()'&'($及其

调控的毒性因子的编码基因如&"*)+'#,(-等!进一步抑制该类毒性因子的产生和降低了

细菌的运动性和生物被膜!最终降低了铜绿假单胞菌的感染性!其可能通过靶向 &'(系统

发挥其R<抑制作用"

关键词?咖啡酸% 铜绿假单胞菌% 群体感应系统% 毒力因子靶点% &'(
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?? 铜绿假单胞菌是一种自然环境中常见的革

兰氏阴性条件致病菌($)

# 通常容易在免疫力低下

患者' 特别是囊性纤维化患者和烧伤患者中引起

各种急性和慢性感染(!EH)

% 铜绿假单胞菌对多种

甚至新发现的抗生素具内在及获得性耐药# 导致

其感染治疗效率低下# 患者死亡率不断升高#发

现新的抗铜绿假单胞菌感染药物或治疗靶点迫在

眉睫(#)

%

铜绿假单胞菌R< 系统在铜绿假单胞菌的致

病性和耐药性中具有重要作用(%)

% 铜绿假单胞

菌的R< 系统包括 #,('!"#和 &'(系统(O)

#其中 #,(

系统对弹性蛋白酶'蛋白水解酶具有直接调节作

用(N)

#!"#系统对绿脓菌素具有调节作用(@)

#&'(系

统对生物被膜的形成以及绿脓菌素'鼠李糖脂等

多种毒性因子具有调节作用(O)

% 生物被膜在铜

绿假单胞菌的慢性感染和耐药性中具重要地

位(P)

#群集运动'泳动'蹭行等运动及胞外蛋白

酶'绿脓菌素是铜绿假单胞菌抵达感染位点'定植

及急性感染中主要致病因子($"E$$)

% 通过抑制铜

绿假单胞菌的 R< 系统#从而在不影响细菌生长

的情况下降低其相关毒性因子的表达及后续致病

性#成为一种独辟的不同于杀死或抑制细菌生长

的新方法#该抑制物被称为群体感应抑制剂($!)

%

咖啡酸已被证明具有抗菌'抗病毒的作

用($HE$#)

% 前期研究发现#中药大血藤的水提物对

铜绿假单胞菌 R< 系统具有显著抑制作用#咖啡

酸是大血藤的主要成分% 本研究对咖啡酸对铜绿

假单胞菌的 R< 系统及其调控相关基因的转录'

产物表达等进行了研究#发现其具有显著的抑制

作用$进一步通过白菜感染模型和果蝇感染模型

验证了其对铜绿假单胞菌的感染性的控制作用#

分子对接结果显示咖啡酸与铜绿假单胞菌 R< 系

统中的_Q7S蛋白具有较强结合作用#相关突变

体侵染试验结果显示咖啡酸可能作用于 &'(系统

发挥R< 作̀用% 因此#咖啡酸是一种潜在的铜绿

假单胞菌感染临床治疗前导药物#在未来有可能

作为一种抗生素代替药物来对抗细菌感染%

:;菌株"仪器与试剂

:<:;菌株和质粒

本文使用的菌株和质粒如表 $ 所示%

表 $?本研究使用的菌株和质粒

b2W)$?b467(0291721> a,27M9>7/76> 91 (4977(/>;

菌株T质粒?? 描述 来源

菌株

9<,0!7/813(, _\&$ 野生型铜绿假单胞菌 本实验室

_\&$!

"

#,($" _\&$ #,($基因敲除突变体 本实验室

_\&$!

"

!"#$" _\&$ !"#$基因敲除突变体 本实验室

_\&$!

"

&'($" _\&$ &'($基因敲除突变体 本实验室

质粒

aD<#"! 携带无启动子的,/KE]B\c=报告质粒 本实验室

aIBE!"#$ 携带!"#$启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

aIBE!"#% 携带!"#%启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

aIBE&'($ 携带&'($启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

aIBE&'() 携带&'()启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

aIBE#,(- 携带#,(-启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

aIBE&"*)+ 携带 &"*)+ 启动子的 aD<#"! 质粒 本实验室

:)=;实验仪器

本研究使用的仪器如下*<;160J;G$ 多功能

酶标仪 !美国 c9+(6V"'ZF.N!"" 型分光光度计

!美国819'+"'AH!O I离心机!德国 G60M,6"'恒

温摇床!上海智城分析仪器制造公司"'YG_EP@"

隔水式恒温培养箱!上海齐欣科学仪器有限公
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司"'<ZE].ÈF型超净工作台!苏净安泰"'BIE

!"""EH^型水浴锅!天津泰斯特仪器有限公司"%

:)>;试剂和培养基

$)H)$?试剂

甲氧苄啶!bMa"'二甲亚砜!BD<&"购于美

国79JM2公司$氯仿'浓盐酸'无水乙醇购于天津

富宇精细化工有限公司$硫酸镁'氯化钠'氢氧化

钠'结晶紫购于天津科密欧化学试剂有限公司$蛋

白胨'酵母粉'脱脂奶粉'营养肉汤培养基'葡萄

糖'蔗糖'琼脂粉购于生工生物工程!上海"股份

有限公司#以上试剂和培养基均为分析纯% 本研

究所用试剂浓度均为体积分数%

$)H)!?培养基

$" /̂092Ec60(219! ĉ"培养基*蛋白胨 $" J'酵

母粉 % J'氯化钠 $" J#溶于 $ ^>>G

!

&调 aG为

Nd! eNd##灭菌后用于后续试验%

!" 运动培养基%

9" 泳动!JT̂"*$" J蛋白胨'% J氯化钠#调溶

液 aG至 Nd! eNd# 后加入 H J琼脂粉#$!$ f灭菌

!" M91%

99" 群集运动!JT̂"*@ J营养肉汤培养基'% J

葡萄糖#调溶液 aG至 Nd! eNd# 后加入 % J琼脂

粉#$$% f灭菌 H" M91%

999" 蹭行!JT̂"*固体 ĉ培养基%

=;实验方法

=):;铜绿假单胞菌培养

从牛奶管接 _\&$ 及 _\&$ !

"

#,($"'_\&$

!

"

!"#$"'_\&$!

"

&'($"于 ĉ固体平板划线#其

他菌株于含有 bMa 抗性的平板划线#HN f培养

!# 4 进行菌株复苏% 挑 _\&$ 及 _\&$!

"

#,($"'

_\&$!

"

!"#$"'_\&$ !

"

&'($"单克隆于 ĉ液体

培养基 HN f#!"" 0TM91过夜培养#其余突变菌株

单克隆于含有bMa的液体 ĉ中 HN f#!"" 0TM91

过夜培养#用于进行后续试验%

=<=;铜绿假单胞菌?#@测定

根据 ]̂ < 中̀所提供的方法并稍做修改($%)

#

在 PO 孔板根据菌液的浑浊度测定 _\&$ 的 D̀]%

过夜培养的铜绿假单胞菌转接 $g到新鲜液体

ĉ中 HN f活化 H 4#接种 %

#

^活化后的菌液加

入含有新鲜 ĉ和不同浓度咖啡酸的 PO 孔板中#

使得每孔总体积为 $""

#

#̂最后加入 %"

#

^石蜡

防止液体挥发% 用酶标仪每 H" 分钟测定一次

&B

O""

#持续 !# 4%

=<>;咖啡酸对23系统核心基因的影响

利用含有荧光素酶基因 ,/KE]B\c=的质粒

来构建目的基因启动子发光报道子菌株#根据发

光报道菌株的化学发光情况!]_<"检测 _\&$ 中

目的基因的表达($O)

% 具体检测步骤如下*首先#

转接 %"

#

过̂夜摇的发光报道菌株于 % M̂ 含有

HNd%

#

^bMa的液体培养基#HN f#!"" 0TM91 活

化 H 4$其次#在 PO 孔板中每孔加入不同浓度的咖

啡酸和新鲜 ĉ#使其总体积为 P%

#

#̂对照组用

BD<&代替#然后每孔加入 %

#

^活化后的菌液$

最后#加入 %"

#

石̂蜡防止液体挥发#使用酶标仪

于 HN f进行 !# 4发光检测#每 H" M91 检测一次

]_<%

=<A;咖啡酸对铜绿假单胞菌毒性因子作用

!d#d$?生物被膜

结晶紫染色法测定生物被膜产量($N)

%过夜培养

_\&$调至&B

O""

为 "d%% 取 H"

#

菌̂液分别加入到

已配好 H M̂ ĉ和不同浓度药物的培养基中#HN f

静置培养 !# 4后弃去管内菌液#用_c<洗涤除去残

余菌液后加入结晶紫进行染色% H" M91后弃去试管

内结晶紫#并用 >>G

!

&清洗#观察染色情况#最后用

$ M̂ P%g乙醇洗下生物被膜后测定&B

%P%

%

!d#d!?绿脓菌素

取 %"

#

过̂夜培养_\&$ 接种于含有不同浓

度药物的 % M̂ ĉ中#HN f#!"" 0TM91培养 $O 4#

@ """ 0TM91离心 % M91% 取上清并加入等体积的

氯仿#振荡混匀后 @ """ 0TM91 离心 $" M91#将氯

仿相取出并加入 $ M̂ "d! M+,T̂的 G],混匀后

静置#测定无机相&B

%!"

($@)

%

!)#)H?胞外蛋白酶

将_\&$ 过夜培养以后取 %"

#

^接种于含有

不同浓度药物的 % M̂ ĉ中#HN f#!"" 0TM91 培

养 $! 4# @ """ 0TM91离心 % M91% 取 !""

#

菌̂液

上清和 @""

#

^!g脱脂牛奶加入 $d% M̂ =_管

中# HN f水浴锅中孵育 H" M91#然后测定混合液

的&B

##"

($P)

%

!)#)#?运动

蹭行*培养好的_\&$ 调至&B

O""

为 "d%#将含

有不同浓度咖啡酸的蹭行培养基用 !""

#

^枪头

从中间穿透#吸取 !

#

^菌液注入到穿透位置#静

置后转移到 HN f培养箱#培养 !# 4#除去培养基

后用结晶紫染色观察运动情况%

泳动'群集运动*取 !

#

^&B

O""

为 "d%的菌液点
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在含不同浓度药物的培养基中央#静置后平稳转移

到 HN f培养箱#培养 $! 4#观察运动情况(!")

%

=)B;咖啡酸对铜绿假单胞菌感染的抑制作用

!)%)$?中国白菜感染模型

经不同浓度咖啡酸处理的_\&$ 过夜培养后

收集菌体#用 $" MM+,的 DJ<&

#

重悬至 &B

O""

为

!d"#将 $"

#

^悬液注入表面经 "d$g G

!

&

!

消毒

的菜茎中% 将菜茎置于含有浸渍了 $" MM+,DJE

<&

#

的滤纸的无菌培养皿中#H" f下孵育 O >#并

记录白菜腐烂面积(!$)

%

!d%d!?果蝇感染模型

将铜绿假单胞菌与不同浓度的咖啡酸在 ĉ

肉汤中过夜培养后于 @ """ 0TM91 离心 % M91#然

后用 %g的蔗糖将菌体重悬至&B

O""

为 !d"% 将无

菌滤纸片覆盖于培养瓶中的灭菌蔗糖琼脂表面#

并将 %""

#

^重悬后的菌液均匀注射于滤纸片并

吹干#取 !" 只同期化后的雄性果蝇饥饿处理 H 4

并放于培养瓶中% 培养瓶于 !% f培养 $" >#每

!# 4统计一次存活果蝇数(!!)

%

=)C;咖啡酸作用靶点探究

!)O)$?分子对接

从_Bc蛋白数据库获得铜绿假单胞菌 2̂7S'

2̂7̀'_Q7S'_Q7\蛋白的 HB结构!_Bc格式"#用

a;M+,对蛋白进行预处理后得到 HB结构'a/WE

'46M数据库获得咖啡酸的 HB结构#利用 M+6进

行蛋白和小分子的对接及结果分析%

!)O)!?突变体验证

挑突变菌株单克隆 _\&$ !

"

#,($"'_\&$

!

"

!"#$"'_\&$!

"

&'($"于含有不同浓度咖啡酸

或BD<&的 % M̂ 液体 ĉ培养基中#于 HN f !""

0TM91过夜培养#@ """ 0TM91 离心 % M91#收集菌

体% 菌体用 $" MM+,的 DJ<&

#

重悬至 &B

O""

为

!d" 后#取 $"

#

^注入到经 "d$g G

!

&

!

消毒的菜

茎% 菜茎置于含有 $" MM+,的 DJ<&

#

浸润的无

菌滤纸的玻璃平皿中#H" f培育#观察菜茎的腐

烂面积%

>;研究结果

>D:;咖啡酸对23系统及相关基因表达的影响

群体感应抑制剂不影响细菌生长#但对群体

感应基因及其调控基因等具有抑制作用(!H)

% 本

研究利用酶标仪连续 !# 4检测 HN f条件下菌液

的&B

O""

确定了咖啡酸对 _\&$ 的最小抑菌浓度

为 ! """

#

JTM̂ %

以咖啡酸溶解溶剂 BD<&为对照#在不影响

生长的 %""'$ """

#

JTM̂ 的咖啡酸作用下#检测

R< 系统相关基因!"#$'!"#%'&'($'&'()及毒性因子

相关基因#,(-'&"*)+的表达% 结果如图 $所示#咖

啡酸明显降低了 !"#$'&'($'!"#%'&'()基因表达#

其中在第 @ e$! 4 内存在对于 !"#$'!"#%'&'()显

著的抑制效果#然后抑制作用逐渐减弱#而咖啡酸

在 !# 4内表现出&'()的抑制作用% 此外#咖啡酸对

R<相关毒性因子#,(-'&"*)+ 的表达在转录水平也

有抑制作用% 这表明咖啡酸对铜绿假单胞菌的R<

系统调控基因具有转录水平的抑制作用%

图 $?咖啡酸对R<系统相关基因表达的影响
F9J)$?=336'(+3'23369'2'9> +1 (466Ka06779+1 +3R< 277+'92(6> J6167
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>)=;咖啡酸对群体感应控制毒力因子的影响

进一步检测咖啡酸对群体感应相关毒性因子

产物水平表达的影响%

绿脓菌素和蛋白水解酶是铜绿假单胞菌破坏

宿主细胞表面的基质成分#引起细胞内稳态失衡#

导致各种感染的主要原因% 检测了 %""'$ """

#

JTM̂ 的咖啡酸对这两种毒性因子的作用!见图

!"% 结果显示# 与对照组相比添加咖啡酸后铜绿

假单胞菌蛋白水解酶和绿脓菌素的产量明显降

低%

图 !?咖啡酸对蛋白水解酶和绿脓菌素产量的影响

F9J)!?=336'(+3'23369'2'9> +1 (46a0+>/'(9+1 +3:90/,61'632'(+07

>)>;咖啡酸对运动的影响

细菌的运动同样在其感染过程中具有重要作

用#运动主要参与细菌在宿主细胞表面的黏附和

抵抗宿主的免疫反应等过程% 本文检测了咖啡酸

对铜绿假单胞菌运动能力的影响% 由图 H 可知#

与对照组相比咖啡酸抑制了铜绿假单胞菌的运动

能力#其中 $ """

#

JTM̂ 的咖啡酸对群集运动和

泳动具有极显著的抑制作用#同时结晶紫染色结

果表明蹭行运动也受到一定程度的抑制%

图 H?咖啡酸对运动的影响

F9J)H?=336'(+3'23369'2'9> +1 (46M+(9,9(;+3_\&$

>)A;咖啡酸对生物被膜抑制作用

生物被膜通过形成胞外聚合物来对多种抗生

素产生抵抗作用#它与细菌的慢性感染和抗生素

耐药性密不可分% 本研究结果如图 # 所示#咖啡

酸明显降低了生物被膜的生成量#当咖啡酸浓度

达到 $ """

#

JTM̂ 时#其对生物被膜的抑制率可

以达到 %"g左右#证明咖啡酸可以抑制生物被膜

的形成%

>)B;咖啡酸对铜绿假单胞菌感染的减轻作用

通过中国白菜感染模型和果蝇感染模型对咖
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啡酸抗致病性进行检测#结果如图 % 所示#! h"

为_\&$ 感染#! i"为_\&$ 未感染% 与仅_\&$

感染的对照组相比#不同浓度的咖啡酸处理浓度

依赖性地显著减少了中国白菜的腐烂面积,见图

%!2"-#显著提高了果蝇侵染模型中的果蝇 $" >

后的生存率$同时果蝇感染模型中#仅使用咖啡酸

处理后的果蝇存活率与未经任何处理的空白对照

组的果蝇生存率接近#无显著性差异#表明咖啡酸

对动物无显著毒性%

图 #?咖啡酸对生物被膜产量的影响

F9J)#?=336'(+3'23369'2'9> +1 W9+39,M3+0M2(9+1

图 %?咖啡酸对_\&$ 致病性的降低作用

F9J)%?=336'(+3'23369'2'9> +1 (46a2(4+J619'9(;+3_\&$

>)C;咖啡酸作用靶点推测

HdOd$?分子对接预测咖啡酸作用于_Q7S蛋白

本研究利用分子对接预测了咖啡酸与 R< 系

统 2̂7S' 2̂7̀'_Q7\'_Q7S蛋白的作用靶点#结果

如图 O 所示% 由于 _Bc数据库中缺少 S4,̀和

S4,S蛋白的晶体结构#因此#未进行咖啡酸和以

上两个蛋白的对接% 由表 ! 可知#_Q7S蛋白与咖

啡酸的结合能为 i%dH"O # V'2,TM+,#已知结合能

越低两个分子的结合强度越高#因此咖啡酸可能

作用于&'(系统%

图 O?咖啡酸和_\&$ R<相关蛋白对接 HB结构

F9J)O?HB7(0/'(/06>+'V91J067/,(7+3'23369'2'9> 21>

R<E06,2(6> a0+(691
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表 !?咖啡酸与R<相关蛋白的对接结果

b2W)!?B+'V91J212,;7973+0'23369'2'9> 21> R<E06,2(6> a0+(691

小分子配体 大分子蛋白!_Bc̀B" 结合能T!V'2,TM+," 形成氢键的氨基酸残基

咖啡酸 2̂7̀!$S&%" i#dH$! H?? ?????*2,O%

咖啡酸 2̂7S!OBO\" i#)O!$ %?? ?????b0aO" b;0%O

咖啡酸 _Q7\!%&=O" i%)""# O?? ?????\71@#

咖啡酸 _Q7S!#.*B" i%dH"O #?? ????? ,̀6!HO 6̂/!"@

HdOd!?中国白菜感染模型验证咖啡酸作用于&'(

系统发挥R< 效̀果

利用实验室前期构建的 H 个缺失突变株

_\&$!

"

#,($"'_\&$!

"

!"#$"'_\&$!

"

&'($"和不

同浓度的咖啡酸混合后进行白菜侵染试验#根据白

菜的腐烂程度推测咖啡酸作用靶点% 结果如图 N

所示#咖啡酸与 _\&$ !

"

#,($"'_\&$ !

"

!"#$"混

合并注射到白菜后的腐烂面积明显减少#_\&$

!

"

&'($"对白菜腐烂的影响程度不明显#说明 &'(

系统受损后咖啡酸失去作用位点#导致其难以发

挥抗致病性作用% 根据以上结果结合分子对接结

果推测#咖啡酸可能通过靶向 _Q7S蛋白以发挥

R< 作̀用%

图 N?R< 突变体在中国白菜感染模型中的致病性分析

F9J)N?_2(4+J619'9(;212,;7973+0(46R< M/(21(7:92]49E

1676]2WW2J69136'(9+1 M+>6,

A;结语

铜绿假单胞菌作为一种广泛存在于自然界革

兰氏阴性条件致病菌#由于其对抗生素耐药性的

不断加重#成为影响人类健康的重大威胁之

一(!#)

% 铜绿假单胞菌的致病性和耐药性主要是

由于毒力因子的分泌和生物被膜的形成#而这些

毒力又受到其体内的 R< 系统调节(!%)

% 因此#以

R<系统为靶标开发群体感应抑制剂!R< "̀#可以

作为抵抗铜绿假单胞菌感染的重要策略(!O)

% 研

究发现#包括许多天然物质以及人工合成化合物

在内的许多物质具有 R< 活̀性#如以 R< 信号分

子为母核结构合成的结构类似物 Mcb̂

(!N)

#天然

植物中广泛存在的酚类物质绿原酸(!@)

'黄酮类物

质槲皮素(!P)等% 而中草药提取物由于成分复杂

并且往往具有抗菌'抗病毒的功效#因此可以作为

R< 发̀掘的天然资源库(H")

% 大血藤是我国特有

的传统中药材#常被用于治疗阑尾炎'跌打肿痛

等(H$)

#咖啡酸是大血藤的主要成分之一#其具有

抗炎'抗菌'抗病毒'抗细胞损伤等功效(H!EHH)

%

研究发现#咖啡酸能在转录水平和产物水平

抑制铜绿假单胞菌 R< 系统% 同时#白菜感染模

型和果蝇感染模型发现咖啡酸显著降低了铜绿假

单胞菌的致病性% 此外#进一步研究了咖啡酸在

R<系统的作用靶点% 首先#利用分子对接预测了

咖啡酸与蛋白质 _Q7S的最强结合$其次#采用白

菜感染模型对 R< 系统的相关突变体 _\&$

!

"

#,($"'_\&$!

"

!"#$"'_\&$!

"

&'($"的致病性

进行了检测% 研究结果发现#_Q7S的缺失导致了

咖啡酸对 R< 系统抑制效应的消失#验证了咖啡

酸可能主要通过作用&'(系统#尤其是与 _Q7S作

用#从而发挥 R< 系统抑制效应的作用#扰乱 R<

系统对下游基因的调控作用#以发挥 R< 活̀性%

R< 7̀的群体感应抑制机制主要包括竞争性地阻

断信号分子与其相应受体蛋白的结合#抑制 R<

信号分子的生物合成#降解细胞内的 H 种信号分

子% 研究发现#咖啡酸很有可能与信号分子 _R<

竞争性结合受体蛋白 _Q7S#抑制 R< 系统从而降

低铜绿假单胞菌的致病性%

综上#本研究证明了咖啡酸可能通过干扰&'(

系统进一步抑制铜绿假单胞菌的 R< 系统#降低

毒力因子的产生最终导致铜绿假单胞菌的致病性
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降低#在治疗铜绿假单胞菌感染的同时避免其抗

生素耐药性的产生#咖啡酸对果蝇的低毒作用也

说明其具有较好的临床应用价值%
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