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摘要:目的:为湖南省饮用水中铜绿假单胞菌的溯源研究

和污染防治提供数据支持.方法:按 GB８５３８—２０１６检

验湖南省 部 分 市 县 随 机 采 集 的 桶 装 水,对 分 离 鉴 定 的

１８株铜绿假单胞菌进行全基因组测序、分子溯源以及毒

力基因和耐药基因分析.结果:通过系统进化树分析可

知,１８株铜绿假单胞菌有明显的聚类分布,清晰反映了样

本菌株的亲缘远近情况;通过统计分析毒力基因和耐药

基因,证实４株铜绿假单胞菌在地域分布、同源性、致病

基因和耐药基因型上呈现一致性,推测为同一来源.结

论:基于全基因测序、１６SrRNA和单拷贝直系同源分析,

可实现饮用水中铜绿假单胞菌的溯源、毒力基因及耐药

基因分析.

关键词:饮用水;铜绿假单胞菌;全基因组测序;系统进化

树;分子溯源

Abstract:Objective:Providedatasupportforthesourcetracing

andpollutionpreventionofPseudomonasaeruginosaindrinking

waterin HunanProvince．Methods:Accordingtothenational

foodsafetystandardsofGB８５３８—２０１６,thebottledwaterwas

testedrandomlycollectedfrom partialcitiesandcountiesin

Hunan Province, and the whole genome sequencing and

molecular traceability of the １８ strains of Pseudomonas

aeruginosa weredetected．Thecarryingofvirulencegenesand

drugresistancegeneswasdetected．Results:Itwasconfirmed

thatfourstrainsofPseudomonasaeruginosashowedconsistency

intermsofgeographicaldistance,geneticdistance,pathogenic

anddrugＧresistantgenotypes,anditwaspresumedthattherewas

the same source．Conclusion: The traceability analysis of

Pseudomonasaeruginosaindrinkingwaterandtheanalysisof

virulenceanddrugresistancegenesindrinking watercanbe

realizedbywholegenesequencingbasedon１６SrRNAandsingleＧ

copyorthologousgenes．

Keywords:drinking water;Pseudomonasaeruginosa;wholeＧ

genomesequencing;phylogenetictree;moleculartraceability

铜绿假单胞菌是桶装饮用水中常见的一种条件致病

菌,其最适生长温度为３５℃,广泛存在于自然界中,耐干

燥,主要产生胞外酶、内毒素、外毒素 A 等十余种致病因

子[１],抵抗力弱者如老幼等可引发急性肠道疾病、肺炎、

菌血症和脑膜炎等[２].

目前对铜绿假单胞菌的研究主要集中在疾控和临床

领域,一般以耐药分析为主,研究样本来源较为集中,尚

未见跨地域饮用水中铜绿假单胞菌的溯源分析.研究拟

通过采集湖南省内销售的桶装水,依据 GB８５３８—２０１６
检验方法分离、鉴定样品中的铜绿假单胞菌,并对检测出

来自５市１３县的１８株铜绿假单胞菌进行全基因组测序

与溯源分析,结合菌株之间的毒力基因与耐药基因的差

异,研究地域与铜绿假单胞菌亲缘远近分布的相关性,以
期为饮用水中铜绿假单胞菌的溯源研究和污染防治提供

数据支持.

１　材料与方法

１．１　材料

桶装饮用水:５桶/批次,湖南省各市州桶装水生产及

销售企业;

假单胞菌琼脂基础培养基(CN)、绿脓菌素测定培养

基、营养琼脂平板、HE 琼脂:北京陆 桥 技 术 股 份 有 限

公司;
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革兰氏阴性菌鉴定试剂卡(GN):法国 Bio Mérieux
公司.

１．２　仪器与设备

多联薄膜过滤器:EZＧFit(六联)型,默克密理博公司;

低温培养箱:MIRＧ２５４LＧPC型,日本松下电器产业株

式会社;

全自动微生物鉴定系统:VITEK２compact３０型,法
国生物梅里埃股份有限公司.

１．３　水样过滤

在洁净室中,无菌采样,量取２５０mL水样经０．４５μm
孔径滤膜过滤,滤膜贴合于CN平板.

１．４　培养

将CN平板倒置于３６℃培养箱培养２４~４８h.

１．５　生化试验

从CN平板上选择蓝色或绿色的疑似阳性菌落,进行

绿脓菌素确证性试验.

１．６　鉴定

选取在CN琼脂上生长并产生绿脓菌素的单菌落,划
线接种营养琼脂平板,３６℃培养２４h,挑取纯化的单菌落

制备菌悬液,采用 VITEK２compactsystem 全自动微生

物鉴定及药敏分析系统进行菌种鉴定.

１．７　菌株保存

单菌纯化后用甘油冻存管－７０℃保存.

１．８　全基因组测序

对１８株铜绿假单胞菌 DNA 的提取、测序、基因预

测,功能注释等工作由生工生物工程(上海)股份有限公

司完成.

２　结果与分析

２．１　菌株形态、生化鉴定结果

在CN琼脂培养基上,菌株形态为蓝色或绿色;单菌

落分离纯化后接种绿脓菌素测定培养基和乙酰胺肉汤

后,上层盐酸液内出现粉红色.

２．２　１８株铜绿假单胞菌基因组基本信息

由表１可知,１８株铜绿假单胞菌的基因组碱基数为

６３０９６８３~６６８５４６６,GC平均含量为６６．２６％,编码蛋白

的基因数为５９０２~６２８２,转运 RNA数为６７．１７,核糖体

RNA数为４．７８.

２．３　１８株铜绿假单胞菌同源基因分析

由表２可知,１８株铜绿假单胞菌单拷贝直系同源基

因数为５１７９~５６０７;多拷贝直系同源基因数为 ３６~
１９１;未聚类基因数为０~１４７,其中 HNTL０７的单拷贝直

系同源基因最少,多拷贝直系同源基因和未聚类基因最

多.HNTL０１ 和 HNTL１０ 分 别 采 自 怀 化 和 邵 阳,

HNTL０６和 HNTL１３分别采自怀化、永州,但单拷贝直

系同源基因、多拷贝直系同源基因、未聚类基因和其他基

表１　１８株铜绿假单胞菌基因组信息

Table１　１８StrainsofPseudomonasaeruginosagenomeinformation

菌株 碱基数量 GC含量/％ 编码蛋白的基因数量 转运 RNA数量 核糖体 RNA数量

HNTL０１ ６５６４１５３ ６６．１０ ６１０４ ６８ ４

HNTL０２ ６４５５４５７ ６６．４０ ６０６２ ６５ ６

HNTL０３ ６３０９６８３ ６６．４４ ５９０２ ６６ ３

HNTL０４ ６５０１４２５ ６６．３８ ６１２３ ６９ ３

HNTL０５ ６５２６１４１ ６６．３１ ６１５５ ６８ ７

HNTL０６ ６５７２０４５ ６６．１０ ６１２２ ６７ ４

HNTL０７ ６５３３１１６ ６６．０５ ６１６０ ６９ ５

HNTL０８ ６６８５４６６ ６６．０２ ６２５９ ６９ ３

HNTL０９ ６６４５３７９ ６６．２２ ６２８２ ６５ ５

HNTL１０ ６５６９１１１ ６６．１０ ６１１３ ６８ ４

HNTL１１ ６４０１８４８ ６６．５０ ５９９４ ６６ ６

HNTL１２ ６４３５５６８ ６６．３１ ５９８７ ６７ ６

HNTL１３ ６５７０８２９ ６６．１０ ６１１７ ６８ ４

HNTL１４ ６６１１５６８ ６６．２２ ６１７１ ６９ ５

HNTL１５ ６４９９９６１ ６６．３３ ６１３１ ６６ ６

HNTL１６ ６５７７７８９ ６６．３１ ６２０４ ６５ ６

HNTL１７ ６３８８７１３ ６６．３９ ５９３９ ６７ ５

HNTL１８ ６３６３０４７ ６６．４４ ６０１３ ６７ ４

平均值 ６５１１７３８．８３ ６６．２６ ６１０２．１１ ６７．１７ ４．７８
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表２　１８株铜绿假单胞菌直系基因与旁系基因分析

Table２　Analysisoforthologousgeneandparalogousgeneof１８strainsofPseudomonasaeruginosa

菌株 单拷贝直系同源基因 多拷贝直系同源基因 未聚类基因 其他直系同源基因未聚类基因 市县区

HNTL０１ ５５２９ ３９ ０ ５５６８ 邵阳新邵

HNTL０２ ５４３５ ４５ ４ ５４８０ 邵阳新邵

HNTL０３ ５２８７ ４９ ５４ ５３３６ 邵阳洞口

HNTL０４ ５３９４ ７９ ６６ ５４７３ 怀化辰溪

HNTL０５ ５４３６ ７１ ９５ ５５０７ 怀化芷江

HNTL０６ ５５３９ ４１ ２ ５５８０ 怀化麻阳

HNTL０７ ５１７９ １９１ １４７ ５３７０ 怀化洪江

HNTL０８ ５６０７ ５２ ３０ ５６５９ 怀化麻阳

HNTL０９ ５４２０ １１１ ７５ ５５３１ 怀化中方

HNTL１０ ５５３５ ３８ ０ ５５７３ 怀化中方

HNTL１１ ５３７８ ４３ ４５ ５４２１ 湘西保靖

HNTL１２ ５３０３ ５９ ５７ ５３６２ 湘西保靖

HNTL１３ ５５３６ ４１ １ ５５７７ 永州东安

HNTL１４ ５３７３ １３２ ９０ ５５０５ 永州东安

HNTL１５ ５４４８ ４１ ５１ ５４８９ 永州道县

HNTL１６ ５５２０ ５４ ３８ ５５７４ 株洲攸县

HNTL１７ ５３２４ ４７ ３２ ５３７１ 株洲醴陵

HNTL１８ ５３４７ ３６ ３８ ５３８３ 株洲荷塘

因的数量都非常接近,说明菌株同源性基因数与地域并

非一致性.

２．４　基于１６SrRNA、单拷贝直系同源基因分别构建

１８株铜绿假单胞菌系统发育树

　　由图１可知,基于１６SrRNA构建系统发育树,１８株

铜 绿 假 单 胞 菌 明 显 聚 集 为 ２ 簇,其 中 HNTL１０、

HNTL０６、HNTL０５、HNTL１８、HNTL０９、HNTL０８、

HNTL０１、HNTL１７、HNTL１５、HNTL１４、HNTL１３、

图１　基于１６SrRNA构建１８株铜绿假单胞菌系统发育树

Figure１　Phylogenetictreeof１８Pseudomonasaeruginosa
strainbasedon１６SrRNA

HNTL１２、HNTL０４ 共 １３ 株 聚 集 为 １ 簇,HNTL１６、

HNTL０３、HNTL０２共３株聚集为１簇,另有 HNTL０７、

HNTL１１无明显聚集.结合菌株地域来源,采自怀化麻

阳的 HNTL０６、HNTL０８,采 自 永 州 东 安 的 HNTL１３、

HNTL１４聚集为１簇.

　　由图２可知,基于单拷贝直系同源基因构建系统进

化树,１８株铜绿假单胞菌明显聚集为４簇,其中 HNTL０６、

图２　基于单拷贝直系同源基因构建１８株铜绿

假单胞菌系统进化树

Figure２　Phylogenetictreeof１８Pseudomonasaeruginosa
strainbasedonsingleＧcopyorthologousgenes

８
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HNTL０８、HNTL１０、HNTL１１、HNTL１２、HNTL１３、

HNTL０１ 共 ７ 株 聚 集 为 １ 簇;HNTL１７、HNTL１８、

HNTL１４、HNTL０３、HNTL０４、HNTL０７ 共６株 聚 集 为

１簇;HNTL１５、HNTL０５、HNTL０９共３株聚集为１簇,

HNTL１６和 HNTL０２共２株聚集为１簇.其中同在一

簇遗传距离较近的 HNTL０６、HNTL０８来自怀化麻阳,

HNTL１１、HNTL１２来自湘西保靖,而在另一簇遗传距离

相互接近的 HNTL０５、HNTL０９分别来自怀化芷江和

中方.

　　对１８株铜绿假单胞菌进行系统进化树分析可知,铜
绿假单胞菌基因差异性大,仅有一小部分菌株的地域分

布与亲缘远近有关联性.

２．５　１８株铜绿假单胞菌毒力基因分析

由图３可知,１８株铜绿假单胞菌共涉及１１２种毒力

基因类型,有 ９７种类型 １６８个毒力基因为共有基因:

Capsule、TTSS、LPS、Aerobactin、Hemolysin、LOS、

Type１fimbriae、AAFs、Alginate、Alkalineprotease、

BFP、BopD、Brk、Bsa T３SS、CapsuleI、CcmC、Chu、

ClpC、Cya、Cytolysin、Dot/Icm、Dradhesin、EfaA、

Enterobactin、EtpA、ExoS、ExoT、T２SS、T３SS１、

T３SS２、T６SS、T６SSＧ１、TTSS(SPIＧ１encode)、TTSS
(SPIＧ２encode)等.

　　由表３可知,１２种类型毒力基因仅在部分菌株中检

出 .ExoA、ExoU、ExoY、ExoS、ExoT基因注释分别为

图３　１８株铜绿假单胞菌毒力基因花瓣图

Figure３　Flowerplotof１８strainsofPseudomonas
aeruginosavirulencefactorgene

外毒素 A、外毒素 U、外毒素 Y、外毒素S和外毒素 T,其
中１８株菌株均检测出ExoS、ExoT 基因,外毒素S和外

毒素 T高度同源,兼具 ADPＧ核糖基转移酶和 GTP酶激

活蛋白活性,尤其是通过对膜结合型 GTP/GDP结合蛋

白(Ras)的 ADP核糖基化,从而影响宿主细胞功能,降低

其抗感染力[３－４];除 HNTL０７外,均含有ExoA,ExoA 作

为细胞内活性毒素,通过 ADPＧ核糖基修饰转移酶活性来

抑制宿主细胞蛋白质合成[５－７].

　　ExoU 为一种具有脂肪酶活性的磷脂酶,可诱导细胞

表３　１８株铜绿假单胞菌特有毒力基因分析†

Table３　Analysisofuniquevirulencefactorof１８strainsofPseudomonasaeruginosa

菌株 Flagella ACF ExoA ExoU FHA HpuAB MAM７ ExoY Ptx TCP FadD３３ TypeIVpili 合计

HNTL０１ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ４ １５

HNTL０２ ５ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ５ １８

HNTL０３ ５ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ４ １４

HNTL０４ ５ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ ５ １７

HNTL０５ ６ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ４ １６

HNTL０６ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ４ １５

HNTL０７ ５ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ ０ ５ １３

HNTL０８ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ ５ １７

HNTL０９ ６ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ ５ １８

HNTL１０ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ４ １５

HNTL１１ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ ５ １８

HNTL１２ ５ １ １ １ １ ０ １ ０ １ ０ ０ ４ １５

HNTL１３ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ４ １５

HNTL１４ ６ ０ １ ０ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ４ １４

HNTL１５ ６ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ ５ １８

HNTL１６ ５ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ５ １８

HNTL１７ ５ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ５ １８

HNTL１８ ６ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ５ １９

９
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褶皱变形和骨架裂解,从而导致细胞膜发生不可逆的破

坏,最终引起细胞快速死亡,造成组织破坏[８].传统观点

认为ExoS 和ExoU 基因位于细菌染色体同一染色体的

不同部位,因遗传因素二者不能共存[９],试验发现单拷贝

直系同源基因进化树同一分支的 HNTL０３、HNTL０４、

HNTL０７、HNTL１４、HNTL１７、HNTL１８均为(ExoS＋/

ExoU－)基 因 型;另 有 １２ 株 铜 绿 假 单 胞 菌 同 时 检 出

(ExoS＋/ExoU＋).有文献[１０]报道,迫于环境选择压

力,同一菌株可以同时检测到ExoS 和ExoU 基因,而双

阳性基因(ExoS＋/ExoU＋)的菌株传播传染能力更强.

ExoY 作为一种腺苷酸环化酶,可以增加宿主细胞内

cAMP水平,破坏细胞骨架中的微管,促使细胞变圆,从
而导致内皮细胞间隙形成,增加血管通透性,造成组织水

肿[１１].１８株铜绿假单胞菌中有１/２缺失该基因,其中来

自 湘 西 的 HNTL１１、HNTL１２、怀 化 的 HNTL０６、

HNTL０７、HNTL０８、HNTL０９、HNTL１０均缺失ExoY 基

因,而来自株洲的 HNTL１６、HNTL１７、HNTL１８均有此

毒力基因.

ACF 基因,该基因注释为辅助定植因子(AcfB),介
导协助菌体对宿主肠道系统定植[１２],单拷贝直系同源基

因 构 建 的 进 化 树 同 源 程 度 较 为 接 近 的 HNTL０７、

HNTL１４均未检出ACF 相关基因,推测其对肠道的侵袭

要弱于其他１５株菌株.HNTL０７和 HNTL１４在缺失

ACF 基因的同时,均缺少ExoU 基因,HNTL０７甚至还

缺失ExoA、ExoY 基因,推测 HNTL０７在１７株菌中的致

病能力最弱,HNTL１４次之.

毒素共调菌毛(TCP)基因能表达由多种 TCP亚单位

组成的IV型菌毛,是致病菌的主要黏附定居因子之一,

起到组织细胞黏附性和血凝性,并通过激活或加强其他

毒 力 基 因 表 达 的 作 用[１３]. HNTL０２、HNTL１５ 和

HNTL１６具有 ACF、ExoA、ExoU、ExoT、ExoS、ExoY
等基因以及TCP 基因,推测此３株铜绿假单胞菌的肠道

侵袭 致 病 能 力 最 强,而 缺 少 TCP 基 因 的 HNTL０１、

HNTL０３、HNTL０５、HNTL０６、HNTL１０、HNTL１２、

HNTL１３可能对宿主肠道黏附能力较弱.

HNTL０９、HNTL１２、HNTL１８都有百日咳毒素Ptx
(Pertussistoxin)基因,其表达的百日咳毒素具有抑制单

核细胞吞噬细菌的免疫调节特性,从而加强对呼吸道的

黏附能力[１４].采自怀化麻阳的 HNTL０６和 HNTL０８,湘
西保靖的 HNTL１１和 HNTL１２,地域相近,在系统进化

树上聚 为 一 簇,且 具 有 相 同 的 毒 力 基 因 型 (ACF ＋/

ExoA＋/ExoS＋/ExoT＋/ExoU＋/ExoY－),推测为同

一来源.而采自邵阳新邵的 HNTL０１和 HNTL０２、怀化

中方的 HNTL０９和 HNTL１０、永州东安的 HNTL１３和

HNTL１４均不在进化树的同一簇上,且毒力基因数量和

种类均有差异,说明同一地域的铜绿假单胞菌存在多

样性.

２．６　１８株铜绿假单胞菌耐药基因分析

为研究耐药基因分布,通过数据比对与分析(图４),

发现７６类４６２个共有耐药基因,如PmrA、acrB、acrD、

acrF、adeG、mdsB、mexD、mexF、amrB、ceoB、smeE、

mexB、adeB、adeJ、mtrD、mexQ、acrA、acrE、macB、

mdtB、mdtC 等耐药基因.将 HNTL０１~HNTL１８特有

耐药基因归类统计,结果见表４.

图４　１８株铜绿假单胞菌耐药基因花瓣图

Figure４　Flowerplotof１８strainsofPseudomonas
aeruginosaresistancegene

　　１８株铜绿假单胞菌均含有βＧ内酰胺酶前体和超广谱

βＧ内酰胺酶 OXAＧ１０前体相关基因,通过水解抗生素使之

失活,从而具有对青霉素、头孢菌素和氨曲南等抗生素的

耐药 性[１５－１６],其 中 HNTL１５ 的 相 关 基 因 最 少,只 有

２２个,HNTL０５的最多有５３个.

氯霉素乙酰基转移酶通过催化氯霉素乙酰化生成不

能与细菌核糖体结合的氯霉素Ｇ３Ｇ乙酸酯,致使氯霉素失

活,从而具有耐氯霉素的抗性,HNTL０７没有该基因,因
此推测其没有氯霉素的耐药性.

热不稳定延伸因子EFＧTu可增强对宿主上皮细胞的

黏附[１７],是细菌中最丰富的蛋白质之一,其主要功能是负

责蛋白质合成翻译延伸过程中作为氨酰基ＧtRNA与核糖

体ＧmRNA复合物结合的 GTP酶[１８],在单拷贝直系同源

基因进化树同一分支的 HNTL０１、HNTL０６、HNTL０８、

HNTL１０、HNTL１３都缺失了相关基因,可能会影响相关

蛋白质的合成和表达,或许会导致此５株菌株的侵袭能

力稍逊于其他菌株.

锌、镉、钴或铜会激活转录激活蛋白 CzcR基因,CzcR
蛋白会促进金属外排泵 CzcCBA 的表达,同时抑制具有

孔道活性的外膜蛋白 OprD的表达,从而抑制亚胺培南特

异性进入菌体,即碳青霉烯类抗生素的菌体进入途径.

同时,CzcR作为转录抑制因子会对绿脓菌素的生物合成

０１
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表４　１８株铜绿假单胞菌特有耐药基因分析†

Table４　Analysisofuniquedrugresistancegeneof１８strainsofPseudomonasaeruginosa

菌株 βＧ内酰胺酶

前体

延伸因子

Tu(EFＧTu)
βＧ内酰胺酶

OXAＧ１０前体

氯霉素乙酰

基转移酶

内膜转运

蛋白ydhP

转录激活

蛋白CzcR

转录调节

蛋白 OmpR

二氢蝶酸

合酶(DHPS)

HNTL０１ １８ ０ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL０２ ２５ ７ １１ １ １ １ ０ ０

HNTL０３ ２５ ７ ６ ２ １ １ １ ０

HNTL０４ ２５ ７ ７ １ １ １ １ ０

HNTL０５ ２５ ７ ２８ １ １ １ ０ ３

HNTL０６ １８ ０ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL０７ ７ ７ ２８ ０ １ １ １ ０

HNTL０８ １８ ０ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL０９ １８ ７ ６ ４ １ １ １ ０

HNTL１０ １８ ０ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL１１ ２５ ７ ４ ２ １ １ １ ０

HNTL１２ １８ ７ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL１３ １８ ０ ５ ３ １ １ ０ ０

HNTL１４ ２５ ７ ６ ２ １ ０ １ ０

HNTL１５ １８ ７ ４ １ １ １ １ ０

HNTL１６ ２５ ７ １１ １ １ １ ０ ０

HNTL１７ ２５ ７ ４ ２ ０ １ １ ０

HNTL１８ ２５ ７ ４ ２ １ ０ １ ０

菌株
异胞分化 ATP
结合蛋白 HepA

磷酸调节子转录

调节蛋白PhoB

DNA拓扑异构

酶４亚基B

甲苯外排泵周质

连接蛋白 TtgD前体

二氢叶酸

还原酶３型

转录激活蛋白

CzcR&QseB
合计

HNTL０１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８

HNTL０２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４６

HNTL０３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４３

HNTL０４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４３

HNTL０５ １ ０ ０ ０ ０ ０ ６７

HNTL０６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８

HNTL０７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４５

HNTL０８ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８

HNTL０９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３８

HNTL１０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８

HNTL１１ ０ １ ０ ０ ０ ０ ４２

HNTL１２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３５

HNTL１３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８

HNTL１４ ０ ０ １ １ ０ ０ ４４

HNTL１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３３

HNTL１６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４６

HNTL１７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０

HNTL１８ ０ ０ １ ０ １ １ ４３

有负调控作用.HNTL１４和 HNTL１８缺少CzcR 基因,

在绿脓菌素测定斜面上有明显的蓝绿色[１９],推测相比其

他能够表达CzcR蛋白的１６株铜绿假单胞菌,其对碳青

霉烯类(尤其是亚胺培南)更敏感,抗性更弱[２０].

除 HNTL０５外,１７株菌株均没有二氢蝶酸合酶基

因,其所表达的二氢蝶酸合酶是一种将对氨基苯甲酸合

成叶酸的酶[２１],而叶酸是微生物生长所必需的物质,从而

可以推测,只有 HNTL０５可以合成叶酸,其余菌株均需

要从外界摄入具有生物活性的叶酸;同时因为缺失了此

酶,导致磺胺类药物缺失了靶点[２２],１７株菌株对磺胺类

１１
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药物的耐药性要强于 HNTL０５.

具 有 耐 药 基 因 型 βＧ内 酰 胺 酶 前 体 ＋/OXAＧ１０

precursor ＋/EFＧTuＧ/CzcR ＋/DHPSＧ的 HNTL０６ 和

HNTL０８采自怀化麻阳;具有耐药基因型βＧ内酰胺酶前

体＋/OXAＧ１０precursor＋/EFＧTu＋/CzcR＋/DHPSＧ的

HNTL１１和 HNTL１２采自湘西保靖,进化树的遗传距离

均相互接近,在地域上也是邻近的,推测可能具有相同的

来源.采自邵阳新邵的 HNTL０１和 HNTL０２、怀化中方

的 HNTL０９ 和 HNTL１０、永 州 东 安 的 HNTL１３ 和

HNTL１４均不在进化树的同一簇上,且在耐药基因数量

和种类方面也各有差异,说明同一地域的铜绿假单胞菌

存在多样性.

３　结论

研究采集自湖南省 ５市 １３县的桶装水,依据 GB
８５３８—２０１６分离、鉴定出１８株铜绿假单胞菌,通过全基

因组测序、溯源分析,结合毒力基因与耐药基因的差异比

较,分析地域与铜绿假单胞菌亲缘远近分布的相关性.

结果发现,来自湖南西部的４株铜绿假单胞菌同源性较

高,初步证实了地域与菌株基因组有相关性;而其他１４株

铜绿假单胞菌在系统进化树、毒力和耐药基因方面均存

在明显差异,说明铜绿假单胞菌存在多样性,突变、获得

外源基因的能力较强,从基因层面揭示了铜绿假单胞菌

可能存在的致病风险和耐药特性.后续将进一步丰富样

本量,采集其他地域样本;与湖南省内临床机构合作,研
究食源性、医源性铜绿假单胞菌的同源性、致病基因与耐

药基因,探索病从口入的完整传染链.
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