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株疑似铜绿假单胞菌!
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"进行鉴定(并分析其致病和耐药机制(

为林麝
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感染化脓性疾病的防控奠定基础)+方法,将病原菌分离纯化后(依次进行生化试验*
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序列分

析*药敏试验和小鼠致病性试验(并通过全基因组测序(对分离菌株进行群体进化和物种分型分析以及基因功能注

释)+结果,分离自林麝化脓肺脏的
#

株疑似铜绿假单胞菌经鉴定与
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相符(命名为
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)药敏试验显示其

对阿莫西林*头孢曲松*氨曲南*多粘菌素
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和林可霉素耐药'对小鼠半数致死量为
L;!a#$

N

6̀7

$

KZ

)全基因组序

列分析显示该菌基因组大小为
DLNN#$$Y
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(序列类型为
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(与
c#GDBGG

株同源性最高(且两菌株基因组平均核

苷酸一致性!

4.F

"值达
L";LGb

'全基因组中共有
GNC

个序列编码
6VE[$$#

与致病性相关的基因(根据功能分为黏

附*铁摄取*胞外毒性蛋白和调控系统'

"!

个序列编码耐药基因(其中多药耐药外排泵为主要成分)+结论,从林麝化

脓肺脏中分离到
#

株致病性较强的
[4

(并获得
<\#%!L

型林麝源
[4

的全基因组序列(序列显示该菌携带大量药物

外排泵及生物膜形成相关基因(决定其具有多重耐药特性(哌拉西林等可作为该类型
[4

感染的临床用药)
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"是国家一级保护野生动物(

林麝是麝属中体型最小的一种)雄麝腹部生殖器前

有香囊腺的分泌物111麝香(麝香是传统名贵中药

材和高级动物香料)由于人类发展对林麝栖息环境

的干扰和破坏(使其种群数量急剧下降)作为麝香

需求大国(我国建立了麝的人工养殖研究所(对圈养

林麝采用活体取香技术(既能提高经济收入(又能保

护野生麝资源(可谓一举多得)为了保证和促进人

工养麝业的发展(做好圈养麝的疾病防治十分重

要%

#

&

)而化脓性疾病是限制林麝人工饲养种群数量

增长的主要因素%

%BG

&

(其中铜绿假单胞菌!

*$06(#;

)#-%$%016
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"是导致麝化脓性疾病的重要

病原菌之一%

!

&

)

[4

在自然界分布广泛(是一种机会致病菌)

该菌能够在机体内产生多种与毒力有关的物质(广

泛侵袭各个脏器组织(引起多种病变和炎症)例如

禽类的皮下水肿和急性败血症(水貂的出血性肺炎(

犬的子宫蓄脓(猪的心包炎和纤维素性肺炎等%

NB"

&

)

[4

主要攻击上皮细胞和免疫细胞(导致宿主体表

或体内多处炎症*化脓(对林麝而言(

[4

常常引起

其体表和内脏器官化脓(一年四季均可发生)幼龄

麝对
[4

的易感性最高%

C

&

)然而
[4

的耐药性特别

显著(一方面是由于其具有强大的生物被膜作为物

理屏障(另一方面是其具有多种药物外排泵%

L

&

)随

着
[4

多药耐药!

V(,/8B?)(

P

)2383/+*=2

(

VE_

"菌株

和泛药耐药!

>̂/2*3892,

:

B?)(

P

)2383/+*=2

(

XE_

"菌

株的流行(尤其是碳青霉烯和多粘菌素耐药菌株的

出现(打破了临床治疗
[4

感染的最后一道防

线%

#$B##

&

)基因组包含了生物体的全部遗传信息(在

VE_

和
XE_

流行的情况下(基于全基因组分析细

菌特征(掌握其传播机制和致病机制(对抗击细菌尤

为重要)然而目前对林麝源的
[4

全基因组研究尚

未深入)因此(本研究对从病死林麝中分离出来的

[4

进行全基因组测序(并分析其毒力基因*耐药基

因*遗传进化(探究林麝源
[4

的致病和耐药机制(

以期为林麝
[4

感染的防治奠定基础)
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材料与方法
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材
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料

营养琼脂!

.4

"培养基*血琼脂培养基*

V(2,B

,2)BW8*/'*

!

VW

"培养基*

Z()8+Bc2)/+*8

!

Zc

"培养

基*药敏纸片*细菌微量生化鉴定管等(均购自杭州

微生物试剂有限公司)细菌基因组
E.4

提取试剂

盒*

E.4,'+?8*

P

Y(--2)

*

%a8%

J

[̀ _ V+3/2)V8̂

(

购自天根生化试剂!北京"有限公司)细菌
#D<

)_.4

引物的合成和测序(均由生工生物工程!上

海"有限公司完成)

D!

只
<[6

级昆明小鼠(雌*雄各

半(购自成都达硕实验动物有限公司)

#;%

!

细菌的分离培养

四川都江堰养麝研究所一头病死林麝(剖检可

见肺脏出现化脓(将无菌采集到的病变肺脏组织分

别划线接种于
.4

*血琼脂和
Zc

液体培养基(于
GC

S

培养箱中培养
#D

"

%!0

(根据菌落形态特征以及

革兰氏染色结果(挑取单菌落进一步纯化*保存)

#;G

!

分离菌的生化试验

依据2伯杰细菌鉴定手册3

%

#%

&

(将分离菌接种到

细菌微量生化反应管中(具体操作步骤按照说明书

进行)

#;!

!

分离菌的
#D<)_.4

基因扩增与测序

采用细菌基因组
E.4

提取试剂盒对分离菌

E.4

进行提取(作为
[̀ _

反应模板)选用
#D<

)_.4

基因通用引物
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"和
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"进行
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扩增)反应体
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E.4

模板
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Z

(加
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Z

)以相同体系但不含模板的样本

为阴性对照)
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反应条件为#

L! S

预变性
N

K8*

(

L!S

变性
#K8*

(

NNS

退火
#K8*

(

C%S

延伸
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K8*

(
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个循环'

C% S

恢复延伸
NK8*

(

! S

保存)

[̀ _

产物经
#b

琼脂糖凝胶电泳后送至生工生物工

程!上海"有限公司进行测序)测序结果使用
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"进行序列相似性比对)
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分离菌的药敏试验

用
$;N

麦氏浊度的麦氏标准管进行对比(将
Zc

培养基内的菌液调至适宜浓度!

#;Na#$

"
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$

KZ

")用无菌棉拭子蘸取菌液(在管壁上挤压去掉

多余菌液(用棉拭子均匀涂布整个
VW

培养基表

面)采用
i8)Y

:

Bc+)2)

纸片法(将
#C

种标准药敏纸

片按合适距离贴在每个培养基上(并用镊子轻轻压

紧(于
GCS

培养箱中培养
#D

"

#"0

(观察并测量抑

菌圈直径大小(重复
G

次(记录数据)结果判定参照

临床实验室标准化研究所!

Z̀<F

"鉴定手册!

%$#C

版"
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#G

&进行)
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分离菌对小鼠的致病性试验

将分离菌划线接种于
Zc

固体培养基(置于
GC

S

培养箱培养
#D0

(用无菌生理盐水洗下制成菌液(

然后用平板计数法测定其浓度(将菌液制成
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度)将
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$;!
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$只)正常饲喂(攻毒后观察
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(并对小鼠死亡

情况进行记录(然后采用
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法%
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)对死亡小鼠进行剖检(观察

脏器变化(采集其心*肝*脾*肺*肾组织(经体积分数
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甲醛固定后(制作病理组织切片)
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病原菌全基因组测序及序列分析

利用
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平台对病原菌全
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P

$

?+/+Y+323;

30/K,

"数据库测定这些菌株的序列类型(选择在线

网站的工具
4.F=+,=(,+/')

!

0//

J

#$$

2*92B'K8=3;=2;

P

+/2=0;2?(

$

+*8

$

8*?2̂

"与
6VE[$$#

对比平均核苷

酸一致性!

4.F

"(并基于各个基因组的
C

个管家基

因进行多基因联合建树分析)选择提供注释的通用

功能数据库
i>UU

和
ÀU

(将预测基因与各功能

数据库进行
c,+3/

比对!

Y,+3/

J

(

0

值
%

#a#$

ON

"(对

于每一条序列的
c,+3/

结果(选取得分最高的比对

结果!默认一致性
&

!$b

(覆盖率
&

!$b

"进行注释)

分别采用
@6Ec

和
4̀_E

数据库对其携带的毒力

基因和耐药基因进行注释)基因组测序工作由北京

诺禾致源生物信息科技有限公司完成)

%

!

结果与分析

%;#

!

分离菌的形态特征

该病原菌在
.4

培养基上形成圆形*光滑*湿润*

边缘呈波状的中等大小菌落(菌落和培养基均呈淡黄

绿色'在血琼脂培养基上形成肉眼可见的
%

溶血环'

在
Zc

液体培养基中可见下层菌群聚集*浑浊(上层

呈淡黄绿色*有长细丝状悬浮物)革兰氏染色镜检

细菌呈红色长棒状(两端钝圆(单个或成对排列)

%;%

!

分离菌的生化试验

生化试验结果显示(分离菌株能分解葡萄糖和

尿素(不分解麦芽糖*甘露醇*乳糖及蔗糖(吲哚试验

阴性'

V_B@[

试验阴性'氧化酶试验阳性'不产生

W

%

<

)

%;G

!

分离菌株
#D<)_.4

基因的扩增结果及同源

序列分析

由图
#

可知(该分离菌的琼脂糖凝胶电泳结果

与预期结果一致)将目的条带切胶回收后测序(得

到该菌
#D<)_.4

大小为
#!!#Y

J

)将测序结果上

传
U2*c+*I

(登录号为
V.$%CL##;#

)

V;E.4 V+)I2)EZ%$$$

'

#;#D<)_.4

'

.;

阴性对照

V;E.4 V+)I2)EZ%$$$

'

#;#D<)_.4

'

.;.2

P

+/892='*/)',

图
#

!

分离菌株
#D<)_.4

基因的扩增结果

68

P

;#

!

[̀ _

J

)'?(=/3'-83',+/2?3/)+8*#D<)_.4

!!

c,+3/

比对结果表明(与该菌株
#D<)_.4

基因

序列相似性最高的均为
[4

基因(且与不同菌株的

相似性高达
LLb

以上)结合培养特性和生化试验(

88
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初步鉴定该分离菌株为
[4

)

%;!

!

分离菌株的药敏试验

药敏试验结果!表
#

"表明(该分离菌对哌拉西

林*头孢拉定*亚胺培南*庆大霉素*阿奇霉素*多西

环素*氟苯尼考*诺氟沙星*左氧氟沙星和恩诺沙星

敏感(对阿莫西林*头孢曲松*氨曲南*多粘菌素
c

和林可霉素耐药)

表
#

!

分离菌株的药敏试验结果

\+Y,2#

!

4*/8Y8'/8=32*38/898/

:

'-83',+/2?3/)+8*

药物

4*/8Y8'/8=

抑菌环直径$
KK

F*08Y8/8'*=8)=,2?8+K2/2)

敏感性判定标准$
KK<2*38/898/

:

=)8/2)8+

耐药
_2383/+*/

中间
F*/2)K2?8+/2

敏感
<(3=2

J

/8Y,2

结果

_23(,/3

哌拉西林
[8

J

2)+=8,,8* #"

%

#C O

&

#" <

氨苄西林
4K

J

8=8,,8* #!

%

## #%

"

#!

&

#N F

阿莫西林
4K'̂8=8,,8* L

%

#G #!

"

#C

&

#" _

头孢拉定
2̀-)+?8*2 #L

%

#! #N

"

#C

&

#" <

头孢曲松
2̀-+/)8+̂'*2 #%

%

#G #!

"

%$

&

%# _

氨曲南
4]/)2'*+K C

%

#N #D

"

%#

&

%% _

亚胺培南
FK8

J

2*2K %!

%

#G #!

"

#N

&

#D <

庆大霉素
U2*/+K8=8* %%

%

#% #G

"

#!

&

#N <

阿奇霉素
4]8/0)'K

:

=8* %!

%

#G #!

"

#C

&

#" <

多粘菌素
c[',

:

K

:

8̂*c ##

%

## O

&

#% _

多西环素
E'̂

:

=

:

=,8*2 %#

%

#% #G

"

#N

&

#D <

四环素
\2/)+=

:

=,8*2 #"

%

#! #N

"

#"

&

#L F

氟苯尼考
6,')-2*8=', %G

%

#! #N

"

#"

&

#L <

林可霉素
Z8*='K

:

=8* #G

%

#! #N

"

%$

&

%# _

诺氟沙星
.')-,'̂+=8* #L

%

#% #G

"

#D

&

#C <

左氧氟沙星
Z29'-,'̂+=8* %$

%

#G #!

"

#D

&

#C <

恩诺沙星
>*)'-,'̂+=8* %$

%

#$ ##

"

#N

&

#D <

!!

注#

<;

敏感'

F;

中间'

_;

耐药)

.'/2

#

<;<(3=2

J

/8Y,2;F;F*/2)K2?8+/2;_;_2383/+*/;

%;N

!

分离菌株对小鼠的致病性

观察发现(分离菌液
#$

#$

6̀7

$

KZ

浓度组小鼠

在接种后
#%0

内全部死亡(

#$

L

6̀7

$

KZ

浓度组小

鼠在接种后
%!0

内全部死亡(其余各组小鼠在
C?

连续观察中死亡情况见表
%

)根据每组小鼠死亡情

况(用
c,833

法计算该病原菌对小鼠的半数致死量

ZE

N$

为
L;!a#$

N

6̀7

$

KZ

)

表
%

!

分离菌对小鼠致病性的试验结果

\+Y,2%

!

[+/0'

P

2*8=8/

:

/23/'-83',+/2?3/)+8*'*K8=2

小组编号

U)'(

J

*(KY2)

菌液浓度梯度$!

6̀7

/

KZ

O#

"

c+=/2)8+,='*=2*/)+/8'*

死亡数$总数

E2+/03

$

\'/+,

#

#$

#$

"

$

"

%

#$

L

"

$

"

G

#$

"

C

$

"

!

#$

C

N

$

"

N

#$

D

G

$

"

D

#$

N

%

$

"

C

#$

!

$

$

"

"

#$

G

$

$

"

!!

采集死亡小鼠病变组织染色镜检(均可见大量

[4

)对死亡小鼠进行剖检(发现其腹壁毛细血管充

血(腹膜出血'心脏出现心包膜浑浊'肝脏肿大(表面

光滑(颜色不一'脾脏弥散性肿大'肺脏出现化脓(肉

眼可见肺脏表面出血点'双侧肾脏大小不一(表面可

见淤血)病理观察可见(肝脏肝小叶结构不清晰(中

央静脉淤血!图
%B4

"'肝细胞肿胀(细胞质出现明显

空泡(大小不等(呈脂肪变性(同时部分细胞伴有核

固缩现象(肝索不清晰(肝窦狭窄(部分充满红细胞

!图
%B4m

")脾脏脾小体数量增多(体积增大!图
%B

c

"'脾窦大量血细胞浸润!图
%Bcm

")肺脏肺泡腔塌

陷!图
%B̀

"'肺泡壁毛细血管扩张(充满红细胞(部

分腔内有红细胞*中性粒细胞*淋巴细胞浸润!图
%B

m̀

")肾小球充血(有中性粒细胞浸润(毛细血管袢

分辨不清(肾小管上皮细胞偶见空泡(间质水肿!图

%BEm

")

%;D

!

分离菌株全基因组基本信息

分离菌株全基因组大小为
DLNN#$$Y

J

(

UQ`

含量为
DN;LCb

(编码
DG"G

个基因(占整个序列的

"C;#Gb

(包含
/_.4NC

个(

)_.4C

个)从组装结

果来看(

'̀*/8

P

数量
N!

(该基因组序列的完整性一

般)将菌株命名为
6VE[$$#

(原始数据以
64<\g

的形式上传到
.̀ cF

的
<_4

数据库(获得登录号为

<__L"LCN%$

)组装后的序列以
64<\4

形式上传

至
U2*'K2

数据库(获得登录号为
@AF.$$$$$$$$

)

.8
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4

(

4m;[4

感染小鼠肝脏'

c

(

cm;[4

感染小鼠脾脏'

`

(

m̀;[4

感染小鼠肺脏'

E

(

Em;[4

感染小鼠肾脏

4

(

4m;[48*-2=/2?K'(32,892)

'

c

(

cm;[48*-2=/2?K'(323

J

,22*

'

`

(

m̀;[48*-2=/2?K'(32,(*

P

'

E

(

Em;[48*-2=/2?K'(32I8?*2

:

图
%

!

铜绿假单胞菌感染小鼠肝*脾*肺*肾组织后的
W>

染色结果

68

P

;%

!

W>3/+8*8*

P

'-*$06(#)#-%$%016

.

'-#$%8*-2=/2?K8=2,892)

(

3

J

,22*

(

,(*

P

+*?I8?*2

:

/833(23

%;C

!

6VE[$$#

基因组基本特征的比较

基于数据库中
[4

的
%3$!

*

%1#9

*

.

6%!

*

)65K

*

-6#H

*

&&

$!

和
51

&

9C

个管家基因得到
6VE[$$#

株序列类型为
<\#%!L

)图
G

为
6VE[$$#

的系统

进化树)

B;

J

(YVZ<\

数据库未收录该种序列类型

B;\08332

f

(2*=2/

:J

283*'/8*=,(?2?8*/02

J

(YVZ<\?+/+Y+32

图
G

!

6VE[$$#

的系统进化树

68

P

;G

!

[0

:

,'

P

2*2/8=/)22'-6VE[$$#
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!!

由图
G

可知(其与
[4

标准菌株
[4A#

比对(

4.F

值为
L";"$b

'其与分离于腹泻婴儿体内的

c#GDBGG

菌株亲缘关系最近(

4.F

值达
L";LGb

(在

!G

株菌中最高'与
%

株荧光假单胞菌!

*$06(#)#-%$

?

"6#10$30-$

(

[6

"和
%

株恶臭假单胞菌!

*$06(#;

)#-%$

&

65'(%

(

[[

"的
4.F

值均小于
"$b

(亲缘关系

较远)除
[4C

株之外(

6VE[$$#

与其余
[4

的

4.F

值均在
L"b

以上(根据
[4C

株在进化树上的

位置(不排除其自身原因(按全基因组
4.F

值
#

LDb

作为同一菌种的判定依据%

#N

&

(

6VE[$$#

可明

确鉴定为
[4

)

%;"

!

6VE[$$#

的基因功能分析

%;";#

!

i>UU

通路分析
!

经
i>UU

数据库注释共

有
GCG!

个基因能够找到参与代谢通路的信息(其

中新陈代谢类的基因占比最多(占注释基因总数的

DGb

)具体注释结果见表
G

)

表
G

!

6VE[$$#

基因
i>UU

通路注释结果

\+Y,2G

!

i>UU

J

+/01+

:

+**'/+/8'*'-6VE[$$#

P

2*2

代谢通路
!!!

[+/01+

:

3

!!!

基因数量

.(KY2)'-

P

2*23

疾病
E832+323 %$G

新陈代谢
V2/+Y',83K %GNG

过程
[)'=23323 GC"

加工
[)'=2338*

P

C%%

系统
<

:

3/2K3 C"

%;";%

!

ÀU

聚类分析
!

通过与
3/)8*

P

数据库进行

比对注释(共有
N$L%

个基因被注释到
%N

组
ÀU

的功能中(其中
!CGL

个蛋白与已知蛋白或已知的

假设蛋白同源(

GNG

个蛋白功能未知)用于通用功

能预测的蛋白数量最多(共
NLN

个'其次是负责转录

和氨基酸转运与代谢的蛋白(分别是
NDN

个和
N%D

个)

ÀU

功能分类见表
!

)

表
!

!

6VE[$$#

菌株
ÀU

功能分类结果

\+Y,2!

!

ÀU-(*=/8'*=,+338-8=+/8'*'-6VE[$$#

P

2*23

功能分类

6(*=/8'*=,+33

基因匹配数

.(KY2)'-K+/=02?

P

2*23

_.4

加工与修饰
_.4

J

)'=2338*

P

+*?K'?8-8=+/8'* %

染色质结构与动力学
0̀)'K+/8*3/)(=/()2+*??

:

*+K8=3 G

能量生产与转换
>*2)

P:J

)'?(=/8'*+*?='*92)38'* GGD

细胞周期调控(细胞分裂(染色体分裂
2̀,,=

:

=,2='*/)',

(

=2,,?89838'*

(

=0)'K'3'K2

J

+)/8/8'*8*

P

NN

氨基酸转运与代谢
4K8*'+=8?/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K N%D

核苷酸转运与代谢
.(=,2'/8?2/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K ##"

碳水化合物转运与代谢
+̀)Y'0

:

?)+/2/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K %DN

辅酶转运与代谢
'̀2*]

:

K2/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K %D#

脂质转运与代谢
Z8

J

8?/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K G$L

翻译*核糖体结构与生物合成
\)+*3,+/8'*

(

)8Y'3'K+,3/)(=/()2+*?Y8'

P

2*2383 %"#

转录
\)+*3=)8

J

/8'* NDN

复制*重组和修复
_2

J

,8=+/8'*

(

)2='KY8*+/8'*+*?)2

J

+8) #D$

细胞壁$膜$包膜生物合成
2̀,,1+,,

$

K2KY)+*2

$

2*92,'

J

2Y8'

P

2*2383 %LL

细胞运动
2̀,,K'/8,8/

:

#NN

翻译后修饰*蛋白质转换*分子伴侣
['3//)+*3,+/8'*+,K'?8-8=+/8'*

(

J

)'/28*/()*'92)

(

=0+

J

2)'*23 %%C

无机离子转运与代谢
F*')

P

+*8=8'*/)+*3

J

')/+*?K2/+Y',83K G!D

次生代谢产物的生物合成*运输和分解代谢
<2='*?+)

:

K2/+Y',8/23Y8'3

:

*/02383

(

/)+*3

J

')/+*?=+/+Y',83K %$G

仅通用功能预测
U2*2)+,-(*=/8'*

J

)2?8=/8'*'*,

:

NLN

功能未知
6(*=/8'*(*I*'1* GNG

信号传导机制
<8

P

*+,/)+*3?(=/8'*K2=0+*83K3 !#D

细胞内运输*分泌和囊泡转运
F*/)+=2,,(,+)/)+--8=I8*

P

(

32=)2/8'*

(

+*?9238=(,+)/)+*3

J

')/ #DL

防御机制
E2-2*32K2=0+*83K3 #NG

胞外结构
>̂/)+=2,,(,+)3/)(=/()23 D$

移动基因组#原噬菌体转座子
V'Y8,'K2

#

J

)'

J

0+

P

23/)+*3

J

'3'*3 CN

细胞骨架
`

:

/'3I2,2/'* #

%;";G

!

毒力因子注释
!

经
@6Ec

注释*

c,+3/

比对(

选取一致性
&

L$b

的结果(可知共有
GNC

个序列编

码
6VE[$$#

与致病性相关的基因)除了
[4

分泌

的毒素能够作为毒力因子直接对宿主产生致病性之

外(其他与调控生物膜形成相关的蛋白也能通过调

控毒力因子释放而间接发挥自身致病机制(包括菌

体表面的蛋白附属结构*铁摄取系统*群体感应和分

泌系统等)各个毒力因子的功能存在交叉(根据其

主要作用分类的相关基因见表
N

)

%;";!

!

耐药基因注释
!

在
6VE[$$#

中发现有
"!

个
A_6

分别编码
%

B

内酰胺类*氨基糖苷类*氟喹诺

酮类*氯霉素类*依法霉素类*氨基香豆素*多粘菌

素*磷霉素和莫匹罗星等耐药基因)绝大多数耐药

基因注释为产生抗生素耐药性的外排泵(部分是抗
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生素靶点修饰酶和抗生素灭活酶)结果见表
D

)

表
N

!

6VE[$$#

基因组中与致病性相关的主要毒力因子

\+Y,2N

!

V+

H

')98)(,2*=2-+=/')3+33'=8+/2?18/0

J

+/0'

P

2*8=8/

:

8*6VE[$$#

P

2*'K23

功能

6(*=/8'*

毒力因子

@8)(,2*=2-+=/')

相关基因

_2,+/2?

P

2*23

纤毛
68KY)8+2 36

&

!

*

36

&

C

*

36

&

7

*

36

&

9

鞭毛
6,+

P

2,,+

?

"

.

7

*

?

"

.

H

*

?

"

.

9

*

?

"'7

*

?

"%L

*

?

"0+

*

?

",!

*

)#5!

*

)#5!

*

3,0!

黏附

4?02)2*=2

$

型菌毛
\

:J

2

$J

8,8

&&

1!

*

5%(!

*

5%(C

*

5%(7

*

5%(H

*

5%(/

*

5%(L

*

13

&

!

*

13

&

7

*

?&&

!

*

&&

1C

*

?

"

&

*

5%(M

*

5%(!
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&

'"C

*

&

'"7

*

&

'"H

*

&

'"+

*

&

'"2

*

&

'"F

*

&

'"N

*

&

'"O

*

?

')G

*

1

&

#P

*

1

&

#+

*

=

?

1

*

313

*

3,

&

9

*

3,

&

H

脂多糖
Z[< Q%%!

*

Q%%*

*

Q%%L

*

Q%%7

*

Q%%/

*

#1

?

P

*

Q>

&

E

褐藻酸盐
4,

P

8*+/2 %"

.

!

*

%"

.

C

*

%"

.

M

*

%"

.

2

*

%"

.

R

*

%"

.

G

*

%"

.

C

*

%"

.

!!

*

%"

.

9

*

%"

.

K

*

%";

.

H

*

%"

.

L

*

%"

.

/

*

)63!

*

)63C

*

)637

螯铁蛋白
[

:

'=02,8*

&

3,!

*

*3,C

*

*3,7

*

*3,H

*

*3,9

*

*3,/

*

*3,L

*

*3,D

*

*3,4

*

*3,2

*

?&

5!

*

?&

5C

*

?&

57

*

?&

5O

铁摄取

F)'*(

J

/+I2

荧光嗜铁素
[

:

'92)?8*2 *!%G"G

*

*!%G"!

*

&

=(R

*

&

=(!

*

)>5D;"'B0

*

&

=(E

*

&

=(P
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&

=(@

*

&

=(/

*

&

=(9

*

&

=3H

*

&

=3!

*

&

=3C

*

&

=37
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&

=(+

*

?&

=!

*

?&

=4

*

&

=(H

*

&

=(S

*

&

=(4

*

&

=(D

*

&

=(K

*

&

=(L

*

&

=(+

*

&

=(T

*

&
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血红素摄取系统
W2K2(

J

/+I23

:

3/2K

&

,6N

*

&

,6F

*

&

,6G

*

&

,68

*

&

,6+

*

&

,62

吩嗪类生物合成
[02*+]8*23Y8'3

:

*/02383

&

,UD

*

&

,U!

*

&

,UC

*

&

,U+

*

&

,UL#

*

&

,U/#

*

&

,U7#

*

&

,UH#

鼠李糖脂
_0+K*',8

J

8? 1,"!

*

1,"C

*

1,"7

弹性蛋白酶
>,+3/+32 "%$!

*

"%$C

碱性蛋白酶
4,I+,8*2

J

)'/2+32 %

&

1!

胞外毒性蛋白

>̂/)+=2,,(,+)/'̂8=

J

)'/28*

磷脂酶
`[0'3

J

0',8

J

+32`

&

"3C

*

&

"3D

绿脓菌素
[

:

'=

:

+*8*

&

,UE

氰化氢合成酶
W

:

?)'

P

2*=

:

+*8?23

:

*/0+32 ,3-!

*

,3-C

*

,3-7

外毒素
4

前体
>̂'/'̂8*4

J

)2=()3') 5#:!

溶血素
&

W2K',

:

38*

&

,"

A

&

群体感应
g(')(K32*38*

P

"%$2

*

"%$4

*

1,"2

*

>$

&

2%

调控系统

_2

P

(,+/8'*3

:

3/2K

&

型分泌系统
\

:J

2

&

32=)2/8'*3

:

3/2K

&

#

&

P

*

&

31#

*

&

31%

*

&

31!

*

&

$3/

*

&

$3L

*

&

$3D

*

&

$3S

*

&

$3+

*

&

$32

*

&

$3G

*

&

312

*

&

31L

*

0:$!

*

0:$C

*

0:$7

*

0:$7

*

$

&

3+

*

,1

&

T

*

&

1,4

*

,1

&

D

'

型分泌系统
\

:J

2

'

32=)2/8'*3

:

3/2K

&&&

!

*

&&

B!

*

,$'D#

*

,$'9#

*

,3

&

#

*

5$0%

*

3"

&

F

*

5%

.

8

*
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*

=

.

1L

*
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&

!

*
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&

C

*
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&

#
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,$'S#

*

(#5G

*
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*

$

?
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*

$

?

%G

*

$5B#

*

$5

&
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表
D

!

6VE[$$#

菌株的耐药基因预测

\+Y,2D

!

[(/+/892+*/8Y8'/8=)2383/+*=2

P

2*238*6VE[$$#3/)+8*

耐药基因种类

_2383/+*/

P

2*2=+/2

P

')

:

耐药基因

_2383/+*/

P

2*2*+K2

%

B

内酰胺类
%

B,+=/+K+*/8Y8'/8=3 *H7;D

*

@O!;N$

氨基糖苷类
4K8*'

P

,

:

='38?2 !*D

!

GV

"

;4'>

氟喹诺酮类
6,(')'

f

(8*','*2

.A

1!

*

.A

1C

*

)

?

(

氯霉素类
0̀,')+K

J

02*8=',3 3%5CC

依法霉素类
>,-+K

:

=8* 9/;86

氨基香豆素
4K8*'='(K+)8* +,+<

*

=

:

3c

多粘菌素
[',

:

K

:

8̂* %1-!

*

&

)1!

*

&

)1C

*

&

)17

*

&

)1/

磷霉素
6'3-'K

:

=8* )61!

*

/#$!

莫匹罗星
V(

J

8)'=8* '"0+

多药耐药外排泵

>--,(̂

J

(K

J

='*-2))8*

P

+*/8Y8'/8=)2383/+*=2

%(0!

*

%(07

*

%(0L

*

-#=!

*

)(57

*

"1

?

!

*

)0:!

*

)0:9

*

)0:S

*

)0:L

*

)0:W

*

)0:7

*

)0:K

*

)0:+

*

)0:E

*

)0:D

*

)0:F

*

)0:N

*

)%3!

*

)%3C

*

#

&

1S

*

#

&

1E

*

#

&

1P

*

1#$C

*

51'!

*

51'C

*

51'7

*

)$>!

*

5%0!

*

0)19

*

#

&

)H

*

@

&

)D

*

?

%1C

*

-%"H

*

0=

.

+

*

-

?

:C

*

-%"7

G

!

讨
!

论

[4

是目前已知的具有相对较大基因组的细

菌(通常基因组越大的菌株(其代谢能力和耐受力越

强(更能适应不同的环境%

#D

&

)本研究对
[4

进行全

基因组测序(序列注释结果表明了其强大的代谢能

力和复杂的蛋白功能(在同源蛋白聚类中还有
GNG

个蛋白功能未知(仍有待后续研究)

在基因组比较分析中(用基于全基因组序列的

4.F

分析进行菌种鉴定和同源性研究结果准确且

有效)与传统的
E.4BE.4

杂交试验相比(

LNb

4.F

值与
C$bEEW

水平效果类似%

#C

&

)可以看到

6VE[$$#

株与
[[

*

[6

以及
[4

的
4.F

值在不同

种属间差别显著(但在同属间差别不大(其
4.F

值

高低与进化树的分布也并不完全一致(可能与管家

基因相对于全基因组占比太小有关)其次在对
!$

18

第
#$

期 伍
!

茜(等#林麝肺源
<\#%!L

型铜绿假单胞菌的分离鉴定及其全基因组序列分析



株
[4

进行多位点序列分型中发现(从林麝中分离

到的
6VE[$$#

株是独特存在的序列(

[(YVZ<\

数据库仅收录到
%

株序列类型为
#%!L

的菌株(分别

是
%$$L

年分离自痰液的西班牙
<EG#

株和来源未

知的中国
[%NNG

株(目前还没有关于该型的流行病

学报道)

郗立新等%

#"

&对圈养林麝
[4

的病原特性分析

发现(动物源菌株的致病力大于环境源菌株(且主要

流行菌株的
G

个聚类组的致病力略大于其余菌群)

而
[4

的致病性强弱在很大程度上取决于其复杂的

基因组和毒力因子库带来的遗传灵活性%

#L

&

)

[4

的

毒力因子中(纤毛*鞭毛*

$

型菌毛提供运动*粘附和

侵袭能力'不同的铁摄取机制获取铁来完成各种生

理功能%

%$

&

'血红素摄取系统与溶血素以及溶血性磷

脂酶
`

等共同导致
[4

的溶血特性'褐藻酸盐辅助

生物膜形成(同时作为黏附素阻止细菌从肺排出(拥

有免疫逃避的功能%

%#

&

'鼠李糖脂作为表面活性剂(

可能在
[4

入侵肺脏时导致肺泡塌陷%

%%

&

'绿脓菌素

是由
[4

分泌的蓝绿色特征性毒素(是具有氧化还

原能力的一种吩嗪类化合物(协助
62

GQ转化为
62

%Q

并加以利用%

%G

&

)此外(作为关键调控系统(群体感

应允许
[4

协调对适应环境的重要基因的表达(如

[4

的丛集运动*鼠李糖脂及凝集素的产量均由其

调控%

%!

&

)而分泌系统是转运蛋白的基本装置(能将

蛋白整合在细胞膜或直接分泌到环境与靶细胞内(

参与多种生理学过程(如细胞粘附*病原菌的致病性

和对环境的适应性等%

%N

&

)在这些毒力因子中(多种

基因调控生物膜的形成(共同构成了抗生素的第一

道防线机制%

%D

&

)

[4

的多个外排泵基因也决定了其具有多重耐

药性%

%C

&

)据报道(大多数
[4

都对多粘菌素敏感(

因此多粘菌素被用于
VE_

和
XE_

型
[4

感染的

治疗%

#$

(

%"

&

)但本研究分离到的
6VE[$$#

有多粘菌

素相关的耐药基因
%1-!

*

&

)1!

*

&

)1C

*

&

)17

*

&

);

1/

(药敏试验显示该菌表型也为多粘菌素耐药(所幸

流行的与耐药性相关的碳青霉烯酶未在该菌的耐药

基因中发现(这提醒人们临床用药不能仅通过某一

菌种的给药作为参考来选择(需综合考虑)与此不

同的是(基因序列显示
6VE[$$#

株有编码
%

B

内酰

胺类*氨基糖苷类*氯霉素类和氟喹诺酮类的耐药基

因(但药敏试验却对这些类别中的某些药物呈敏感

状态)胡凡%

%L

&研究也发现(表型耐药率高(但相关

基因检测的阳性率却较低)这一方面与宿主免疫力

和抗生素的选择压力有关%

G$

&

(另一方面是由于
[4

极易形成生物被膜(并且在不同的条件下可以形成

不同形态的生物被膜(这增加了对抗菌药物和宿主

防御的抵抗力%

G#

&

)此外(细菌生物被膜形成后会在

临床上产生多种选择性的表型突变%

%$

&

(最终导致耐

药性基因型和表型不一致的结果)

[4

作为人畜共患病原菌(其防控不管是在经

济还是公共卫生方面都有非常重要的意义)由于细

菌许多耐药基因定位于可移动遗传元件(近年来

VE_

和
XE_

的
[4

流行均呈上升趋势(因此研发

以生物被膜为代表的新靶标药物是未来应对
[4

感

染的新导向)
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