
微生物学通报                                            DEC 20, 2008, 35(12): 1926~1931       
Microbiology                                         © 2008 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家自然科学基金项目(No. 30570040); 国家科技基础条件平台项目(No. 2005DKA21203) 
* 通讯作者： : yuliyan_2000@yahoo.com  
收稿日期：2008-10-07; 接受日期：2008-11-03 

研究报告 

以SecA为靶点的新型抗绿脓杆菌药物细胞 
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摘  要: Sec 途径(即分泌途径 secretion pathway)是蛋白质转运的主要途径。其中, 最为关键的组

分之一是 SecA ATP 酶, 是蛋白质转运途径中的“动力泵”, 通过 ATP 的水解循环驱使蛋白质前体

穿过细菌内膜, 在细菌中是不可缺少的。我们推测抑制 SecA ATP 酶活性的化合物, 必然会在一定

程度上抑制蛋白质的转运和分泌。通过绿脓杆菌与大肠杆菌 SecA 蛋白的互补作用, 利用本实验室

构建的高效表达 SecA 蛋白的基因工程菌, 建立了 SecA 蛋白 ATP 酶活性抑制剂的细胞水平筛选模

型。利用所纯化的绿脓杆菌 SecA 蛋白的 ATP 酶活测定体系, 验证了所建立的细胞水平筛选模型

具有一定的特异性。研究结果表明其中两个酯相组分在细胞水平和蛋白水平均具有活性, 值得进

行深入的研究。 
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The Establishment and Application of Anti-Pseudomonas 
aeruginosa Cell-based Screening Model Targeting to SecA 

ZHAO Li-Li  LI Qiu-Ping  WEI Yu-Zhen  ZHANG Yu-Qin  YU Li-Yan*
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Abstract: The most of secreted proteins are exported by Sec translocase (secretion pathway). SecA ATPase 
is one of the most important subunit in the Sec translocase, which is preprotein translocase nanomotor that 
undergo membrane insertion and deinsertion to drive preprotein across the bacterial inner membrane, and 
SecA is indispensable to bacteria. It should be presumed that the compound which inhibits the activity of 
SecA ATPase probably can be used as the candidate of bactericide. A secA gene from Pseudomonas aerugi-
nosa PAO1 was amplified and expressed in Escherichia coli BL21.19 (secA13). It has been shown that the 
wild-type SecA of Pseudomonas aeruginosa could fully complement the E. coli amber (secA13) mutant at 
the non-permissive temperature. So a cell level screening model targeting on SecA was established based on 
the above result. The inhibition of PaSecA ATPase activity was applied to validate the specificity of the 
cell-based method. Two positive samples based on both of cell and enzyme activities will be further studied. 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa), 又名
绿脓杆菌, 是假单胞菌属中的代表菌种, 是一种重
要的院内感染条件致病菌, 常常感染免疫力低下的
病人, 引起菌血症、肺炎和泌尿系统感染。近几年
的研究表明绿脓杆菌与大多数囊性纤维化病人的发

病率和死亡率有关[1], 81%的成年病人感染了绿脓杆
菌[2]。绿脓杆菌具有先天及后天的多重耐药性, 经常
表现对β-内酰胺类、氯霉素类、喹诺酮类、磺胺类
等多种抗生素的多重耐药, 临床治疗十分困难。因
此 ,  迫切需要新型、低毒并且有效的抗绿脓杆菌 
药物。 

三分之一的蛋白质在合成后要被转运到细胞质

外才能发挥功能[3−5]。大多数是通过Sec途径(即分泌
途径 secretion pathway)进行转运的[6]。SecA蛋白是
Sec途径中的“动力泵”, 它是一种ATP酶, 并且是Sec
途径中唯一已知的能量转化酶, 可通过水解ATP产
生的能量推动多肽穿过细胞膜。而在真核细胞的Sec
系统中不存在对应的具有ATP酶活性的组分, 而是
由热休克蛋白Bip来完成与SecA ATP酶相似的功能
[7]。因此SecA蛋白是细菌所独有且不可缺少的。我
们推测, 抑制SecA ATP酶活性的化合物必然在一定
程度上抑制蛋白的转运和分泌, 因此可以将SecA蛋
白作为筛选抗菌药物的崭新和低毒的靶点。本研究

通过建立细胞水平的筛选模型, 然后通过蛋白水平
酶活抑制验证的方法对发酵液样品进行筛选, 寻找
SecA蛋白的ATP酶抑制剂。 

1  材料 

1.1  菌株 
BL21.19[secA(am)supFtstrp(am)zch::Tn10recA::cat 

clp A::kan], 由佐治亚州州立大学生物系Tai 博士惠
赠。BL21.19/pET20b/PasecA：高效表达绿脓杆菌
SecA蛋白的温度敏感型大肠杆菌表达宿主细胞
BL21.19, 为本实验室构建并保藏。BL21.19/pET5a/ 
EcsecA：高效表达大肠杆菌SecA蛋白的温度敏感 
型大肠杆菌表达宿主细胞 BL21.19, 为本实验室 
构建并保藏。BL21.19/pET20b：携带 pET20b 空 
质粒的温度敏感型大肠杆菌 BL21.19, 为本实验室
构建并保藏。野生型绿脓杆菌(PAO1), 为本实验室
保藏。 

1.2  质粒 
pET20b, 为本实验室保藏。 

1.3  培养基 
1.3.1  TA(g/L)：K2HPO4  7, KH2PO4 3, (NH4)2SO4  
1, 柠檬酸钠(C6H5Na3O7·H2O) 0.47, 胰蛋白胨 10, 
NaCl 5, (若需固体另加琼脂 18 g), pH 7.0。 
1.3.2  S(g/L)：蛋白胨 5, 牛肉膏 3, (若需固体另加
琼脂 18 g), pH 8.0。 
1.3.3  LB(g/L)：胰蛋白胨 10, 酵母粉 5, NaCl 10, 
(若需固体另加琼脂 18 g), pH 7.0。 

1.4  主要溶液 
1.4.1  酶反应缓冲液：0.5 mol/L Tris-HCl, 0.2 mol/L 
KCl, 0.2 mol/L NH4Cl, 10 mmol/L DTT, 20 mmol/L 
Mg(OAc)2。置于 4°C保存。 
1.4.2  颜色试剂：4.2%钼酸铵溶解于 4 mol/L HCl, 
与 0.45% 孔雀绿按 1:3混合并过滤, 然后加入Triton 
X-100, 至终浓度 0.1%。置于室温保存。 

1.5  主要仪器 
蛋白垂直电泳槽购自北京市六一仪器厂, 高速

低温离心机购自 Thermo 公司 , 荧光检测仪购自
BMG公司。 

2  实验方法 

2.1  样品的准备 
细胞水平筛选样品的准备：将分离自四川、江

西、北京等地土壤的放线菌菌株, 经过纯化后, 进行

28°C发酵培养 96 h。然后取 10 mL菌株发酵液至试

管中, 3000 r/min离心得到的上清即为用于细胞水平

筛选的样品。 

蛋白水平验证样品的准备：由于酶活测定体系

不能引入外源磷酸根离子, 因此须将发酵液加入等

体积乙酸乙酯抽提, 离心后的上层酯相即为用于蛋

白水平验证的样品。 

2.2  细胞水平筛选方法的建立 
BL21.19 是一株温度敏感型琥珀突变的大肠杆

菌, 正常的生长温度是 30°C, 在这个温度它的 secA

基因可以正常表达。当温度达到 42°C时, secA基因

不能表达出有功能的蛋白质, 细菌不能生长。将绿

脓杆菌的 secA基因插入到表达载体中, 再转化到大

肠杆菌 BL21.19中, 在 42°C时, 若绿脓杆菌 secA基

因的表达可以弥补温度敏感型 BL21.19 在非允许温

度下的生长缺陷, 细菌可以正常生长。因此, 我们分

别挑取 BL21.19/pET20b、BL21.19/pET20b/PasecA、

BL21.19/pET5a/EcsecA 的单菌落, 在两个相同的含 
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有 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB平板上划线。并将
两个相同的平板分别放在 30°C 和 42°C 培养过 
夜。观察 42°C时 BL21.19/pET20b/PasecA能否正常
生长。 

2.3  细胞水平筛选 
细胞水平的筛选是通过纸片法进行的, 即将TA

和 S 固体培养基加热熔化, 冷却至温度接近体温时, 
往 TA 培养基中加入氨苄青霉素和 50%葡萄糖溶液, 
终浓度分别为 100 μg/mL、0.5%(即为 TAG培养基)。
将 BL21.19/pET20b/PasecA、BL21.19/pET5a/EcsecA
及 BL21.19/pET20b 的过夜培养的菌液分别加入至
含有 100 μg/mL氨苄青霉素的 TAG培养基中, 菌液
终浓度为 2%, 将 PAO1 的过夜培养的菌液加入至 S
培养基中, 菌液终浓度为 1%。将含有菌液的培养基
迅速倒入含有边框的透明玻璃平板, 厚度约 3 mm。

待培养基凝固后, 用 6 mm纸片沾取发酵液上清, 然
后整齐并保持一定间隔地贴在检定板上。将铺有

BL21.19/pET20b/PasecA 和 BL21.19/pET5a/EcsecA
两种检定菌的检定板放在 42°C 培养 , BL21.19/ 
pET20b 放在 30°C 培养, PAO1 放在 37°C 培养。第
二天测量抑菌圈的大小。 

2.4  绿脓杆菌 SecA 蛋白的纯化 
绿脓杆菌 SecA 蛋白的表达及纯化过程请参见

文献[8]。 

2.5  阳性样品在蛋白水平活性的验证 
绿脓杆菌 SecA 蛋白 ATP 酶活测定体系如表 1

所示。 
将反应体系在 37°C 孵育 30 min。然后加入 

160 μL颜色试剂反应 1 min。最后加入 20 μL 34%柠
檬酸钠溶液终止反应。在 660 nm测吸光值。 

 
表 1  绿脓杆菌 SecA 蛋白 ATP 酶活测定体系 

Table 1  The test system of Pseudomonas aeruginosa SecA ATPase activity 

 阳性对照组 
Positive control group

阴性对照组 
Negative control group

空白对照组 
Control group 

筛选样品组 
Sample screening group 

酶反应缓冲液 
Reaction buffer 

+ + + + 

20 mmol/L ATP + + + + 

ATP酶 
ATPase 

+(热失活) + − + 

去离子水 
ddH2O 

+ + + − 

微生物发酵液 
Microbial fermentation broth 

− − − + 

 

3  实验结果 

3.1  42°C 下外源 secA 基因对 BL21.19 缺陷的互

补作用 
分别挑取 BL21.19/pET20b、BL21.19/pET20b/ 

PasecA、 BL21.19/pET5a/EcsecA的单菌落, 在两个
相同的含有 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 平板上划
线。并将两个相同的平板分别放在 30°C和 42°C培
养过夜。BL21.19/pET20b由于没有外源的 secA基因
弥补其在非允许温度下的生长缺陷, 故其在 42°C时
不生长。BL21.19/pET5a/EcsecA 携带有大肠杆菌的
secA基因, 因此它在 30°C和 42°C都能够正常生长。
BL21.19/pET20b/PasecA 携带有绿脓杆菌的 secA 基
因, 它在 42°C 也可以正常生长(图 1)。实验结果表
明绿脓杆菌的 SecA 蛋白能够弥补温度敏感型

BL21.19在非允许温度下的生长缺陷。 

 

 
 
图 1  绿脓杆菌和大肠杆菌 SecA 蛋白对温度敏感型

Bl21.19 在非允许温度下生长缺陷的互补作用 
Fig. 1  Complementation of SecA Protein between E. coli 
and Pseudomonus aeruginosa 
1: BL21.19/pET20b; 2: BL21.19/pET5a/EcsecA; 3~12: BL21.19/ 
pET20b/PasecA 
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鉴于以上实验结果 , 建立了细胞水平的 SecA
蛋白抑制剂的筛选模型。将能够表达绿脓杆菌和大

肠杆菌 SecA 蛋白的温度敏感型大肠杆菌 BL21.19 
(即 BL21.19/pET20b/ PasecA 和 BL21.19/pET5a/ 
EcsecA)及 PAO1作为检定菌, BL21.19/pET20b作为
对照, 分别观察发酵液样品或化合物在 42°C、37°C
或 30°C下对检定菌或对照菌生长抑制的差异, 从而
筛选得到选择性作用于绿脓杆菌 SecA 蛋白 ATP 酶
活性的阳性样品。 

若检定菌都能正常生长 , 说明发酵液样品对
SecA 蛋白没有抑制作用。若检定菌 BL21.19/ 
pET20b/PasecA(42°C)不能生长, 而BL21.19/pET20b 
(30°C)和 BL21.19/pET5a/EcsecA(42°C)能正常生长, 
则该样品有可能对绿脓杆菌 SecA 蛋白有选择性抑
制作用。 

3.2  细胞水平筛选结果 
利用所建立的细胞水平的筛选模型, 对 7614个

发酵液样品进行了筛选 , 通过测量抑菌圈(抑菌圈 
大于 7 mm 即认为该发酵液样品为阳性)并经过两 
次生物学重复, 最终得到 30 个在 42°C 对检定菌
BL21.19/pET20b/PasecA 的生长有抑制作用, 而对
BL21.19/pET20b(30°C)和 BL21.19/pET5a/EcsecA  
(42°C)无抑制作用的阳性发酵液样品(表 1)。其中
I06AB-02747 的发酵液不仅对 BL21.19/pET20b/ 
PasecA(42°C)有活性, 对 PAO1(37°C)的生长也有抑
制作用的样品, 说明它的活性组分能够透过绿脓杆
菌的外膜, 很有研究潜力。 

3.3  绿脓杆菌 SecA 蛋白纯化结果 
表达后的菌体经过破碎、离心后, 弃去沉淀, 上

清用硫酸铵沉淀先除去一部分杂蛋白, 然后再经过
阳离子交换及分子筛, 最终能够得到纯度在 95%以
上的 SecA蛋白, 能够满足活性检测的要求(图 2)。 

3.4  阳性样品对绿脓杆菌 SecA 蛋白 ATP 酶活抑

制作用的测定 
为了检测阳性样品对绿脓杆菌 SecA 蛋白的选

择性抑制活性, 由于酶活测定系统中不能引入外源
的磷酸根离子, 因此, 对活性稳定的 30 个发酵液样
品进行了乙酸乙酯抽提, 将得到的酯相成分在蛋白
水平测定酶活抑制率。SecA 蛋白 ATP 酶活抑制百
分率的计算公式如下： 
抑制率(%)＝{1−[A660(样品) −A660(阳性对照)]/ 

[A660(阴性对照)−A660(阳性对照)]}×100 

 
 
图 2  绿脓杆菌 SecA 蛋白的纯化 
Fig. 2  Purification of protein of P. aeruginosa SecA 
1：细胞全蛋白; 2：经硫酸铵沉淀后的蛋白; 3：经过阳离子交换后的
蛋白; 4：经过分子筛后的蛋白; 5：蛋白分子量标准 
1: Whole cells; 2: Ammonium sulfate fractionation; 3: After SP 
column chromatography; 4: After size exclusion column chroma-
tography; 5: Protein standard marker 
 
其中 96.7%的样品对绿脓杆菌 SecA 蛋白的 ATP 
酶活性有抑制作用(表 2), 而空白培养基的酯相组 
分对酶活则几乎没有抑制活性, 在细胞筛选阴性样
品中只有 5.1%对酶活有较低的抑制作用。结果表明,
我们所建立的细胞水平筛选模型具有一定的特异 
性, 并且快速方便、成本较低, 可用于大规模样品的
初筛。 

3.5  阳性样品的酯相组分的抗菌活性 
将在蛋白水平上有活性的 29 个酯相样品进一

步在细胞水平筛选模型测定了其抗菌活性, 最终得
到 了 两 株 阳 性 菌 株 , 其 发 酵 液 酯 相 组 分 对
BL21.19/pET20b/PasecA或 PAO1有抑菌活性。实验
结果参见表 3, 其中 I06A-01517 为细胞水平筛选的
阴性菌株。 

鉴于这两个酯相样品在细胞水平和蛋白水平上

均具有较好的活性, 我们又进一步考察了不同样品
量对酶活抑制活性的影响, 结果如图 3 所示, 随着
反应体系中发酵液样品量的增加, 对蛋白酶活的抑
制作用的确有明显增强的趋势。 

由此可见, 菌株 I03A-04530和 I06A-02747的发
酵液酯相在细胞水平和酶水平上均对绿脓杆菌

SecA蛋白具有选择性抑制活性, 尤其是后者既能穿
透绿脓杆菌的细胞外膜, 而且对酶活抑制作用也较
强, 可作为分离纯化有效化合物的候选菌株。阴性
样品 I06A-01517 的酯相组分在细胞水平对鉴定菌
BL21.19/pET20b/PasecA 的生长无抑制作用 , 酶活
抑制实验结果也表明, 随着发酵样品量的增加, 其
酶活抑制率上升缓慢, 且抑制率较低(9.8%)。此实验
结果进一步又说明所建立的细胞水平的筛选模型具

有一定的特异性。 
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表 2  阳性样品在细胞水平的抑菌活性及其酯相对绿脓杆菌 SecA 蛋白的酶活抑制率 
Table 2  The cellular level activity and inhibitory rate to PaSecA protein of positive samples 

菌号 
No. of bacteria 

抑菌圈*(mm) 
Inhibition zone 

酶活抑制率(%) 
Inhibitory rate of 
ATPase activity 

菌号 
No. of bacteria 

抑菌圈*(mm) 
Inhibition zone 

酶活抑制率(%) 
Inhibitory rate of 
ATPase activity 

I03AB-04530 11.5 42.3 I06AA-00291 7 41.3 

I03AA-04868 7.5 61.6 I06AB-00367 16 82.2 

I03AB-05138 7.5 51.1 I06AA-01001 12 30.5 

I03AB-06187 20 39.4 I06AB-01001 12 24.1 

I03AB-09335 13.8 37.8 I06AB-01002 12 19.5 

I03AB-09336 12.5 41 I06AA-01059 12 24.8 

I03AB-09397 7.5 2.2 I06AB-01113 7 29.2 

I03AB-09790 15 25.7 I06AB-01138 7.5 56.8 

I03FB-09004 14.5 50.2 I06AA-01161 7 76.8 

I03FB-09017 7.5 14.6 I06AA-01190 7 27 

I05BB-00221 7.5 13.3 I06AA-01199 7.5 32.4 

I05BA-00858 7.5 63.2 I06AB-01199 14 46.3 

I05BA-00860 7.5 10 I06AA-02348 12.4 22.2 

I06AA-00147 7.5 81 I06AB-03163 7 61.6 

I06AB-00288 18 0 I06AB-02747 8 74.1 

注：*：以 BL21.19/pET20b/PasecA作为检定菌, 培养温度为 42°C 

Note: *: BL21.19/pET20b/PasecA bacteria as a test strain, and the cultivation temperature is 42°C 
 

表 3  乙酸乙酯抽提后各相活性统计表 
Table 3  Screening results statistics of ester soluble fraction 

PAO1 
                                   

BL21.19/pET5a/EcsecA
                                        

BL21.19/pET20b/PasecA 
                                         

BL21.19/pET20b 
                                     

全部 水相 酯相 全部 水相 酯相 全部 水相 酯相 全部 水相 酯相

I03A-04530 − − − − − − 11.5 10 9 − − − 

I06A-02747 7.5 − 9 − − − 8 − + − − − 

I06A-01517(Negative control) − − − − − − − − − − − − 

注：−：无抑菌活性; +：有较低的抑菌活性 

Note: −: No antibacterial activity; +: Lower antibacterial activity 
 

 
 
图 3  发酵液样品对酶活性的抑制率 
Fig. 3  The inhibitory rate of SecA activity of liquid fer-
mentation samples 

4  讨论 

SecA是细菌生存必不可少的蛋白之一, 是蛋白
质转运的“动力泵”, 因此, 我们推测抑制SecA ATP
酶活性的化合物必然在一定程度上抑制蛋白的转运

和分泌, 可以将SecA作为筛选抗菌药物的崭新和低
毒的靶点。为了减低筛选成本并保证模型具有一定

的特异性, 我们建立了以不同微生物SecA蛋白功能
互补为理论依据的细胞水平初筛模型。目前的研究

表明, 革兰氏阳性菌的SecA蛋白基本上不能够弥补
生长缺陷型革兰氏阴性菌的生长。如：金黄色葡萄

球菌的SecA蛋白可以弥补温度敏感型枯草芽孢杆菌
的生长缺陷, 却不能弥补温度敏感型大肠杆菌的生
长缺陷; 另外, 野生型枯草芽孢杆菌、变青链霉菌、
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结核分枝杆菌的SecA蛋白也不能弥补温度敏感型大
肠杆菌的生长缺陷[9−14]。 

不同的革兰氏阴性菌的SecA蛋白也不完全能
彼此替代。如：溶藻弧菌的SecA蛋白能够完全弥补
温度敏感型大肠杆菌的生长缺陷; 而伴放线放线杆
菌的SecA蛋白就不能弥补温度敏感型大肠杆菌的生
长缺陷[15,16]。本文通过将野生型绿脓杆菌的secA基
因导入生长缺陷型大肠杆菌中 , 证明绿脓杆菌的
SecA蛋白能够基本上弥补温度敏感型大肠杆菌的生
长缺陷, 功能蛋白之间的互补作用正是本细胞水平
筛选方法的理论基础。 

本研究在筛选对绿脓杆菌 SecA 蛋白有选择性
抑制作用的发酵液样品的同时, 还得到了 9 个有可
能对大肠杆菌 SecA 蛋白有选择性抑制作用的发酵
液样品, 和 100 余个有可能同时作用于大肠杆菌和
绿脓杆菌 SecA 蛋白的样品(大肠杆菌和绿脓杆菌
SecA 蛋白序列同源性为 64%)。对这些样品进行深
入研究, 有希望得到特异性抑制大肠杆菌 SecA 蛋
白或者是作用于 SecA 蛋白保守区域的广谱抗菌的
先导化合物。 
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