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摘 要：【目的】外膜蛋白 CirA 作为特异性儿茶酚酸盐铁载体的转运通道，参与铁载体及其他营

养物质的转运过程，在细菌生理功能中发挥着重要作用，但其对细菌耐药性的影响尚不明确。本

研究探究 ahcirA 在抗生素胁迫下对嗜水气单胞菌 ATCC 7966 耐药机制的影响，为深入解析

ahcirA 调控细菌耐药性的分子机制提供理论基础。【方法】以嗜水气单胞菌 ATCC 7966 为研究对

象，构建 ahcirA 基因缺失株(ΔahcirA)，并测定其对多种喹诺酮类和氨基糖苷类抗生素的敏感性。

进一步采用定量蛋白质组学技术，比较 ΔahcirA 菌株在有无抗生素胁迫条件下的蛋白表达差异，

并通过生物信息学方法对差异表达蛋白进行功能分析。【结果】在含恩诺沙星和诺氟沙星的培养

基中 ΔahcirA 菌株的生长状况显著低于野生型菌株；而在含卡那霉素和链霉素的培养基中

ΔahcirA 菌株的生长状况优于野生型菌株。蛋白质组学与生物信息学分析表明，ahcirA 缺失可能

通过影响与小分子代谢过程等多种生物过程相关的蛋白及耐药基因的表达，从而改变细菌的耐药

性。【结论】外膜蛋白 CirA 在嗜水气单胞菌耐药性中具有重要作用，其缺失可通过调控多种功能

蛋白及耐药基因的表达影响细菌对不同类型抗生素的敏感性。
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Abstract: [Objective] The outer membrane protein CirA serves as a specific transporter for 
catecholate-type siderophores and is involved in the uptake of siderophores and other nutrients, 
playing a crucial role in bacterial physiology. However, its impact on bacterial antibiotic resistance 
remains unclear. This study aimed to investigate the role of ahcirA in the antibiotic resistance of 
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 under antibiotic stress, thereby providing a theoretical basis for 
elucidating the molecular mechanism by which ahcirA regulates bacterial resistance. [Methods] 
With A. hydrophila ATCC 7966 as the model organism, an ahcirA knockout strain (ΔahcirA) was 
constructed, and its susceptibility to multiple quinolones and aminoglycosides was assessed. 
Quantitative proteomics was further employed to compare protein expression profiles of ΔahcirA 
with and without antibiotic stress. Bioinformatic approaches were adopted for the functional 
analysis of differentially expressed proteins. [Results] In the media containing enrofloxacin and 
norfloxacin, the growth of ΔahcirA was significantly impaired compared with that of the wild-type 
strain. In contrast, ΔahcirA exhibited enhanced growth in the media supplemented with kanamycin 
and streptomycin. Proteomic and bioinformatic analyses revealed that the deletion of ahcirA may 
alter bacterial antibiotic resistance by affecting the expression of proteins involved in multiple 
biological processes, such as small molecule metabolism, and by modulating the expression of 
antibiotic resistance genes. [Conclusion] CirA plays a significant role in the antibiotic resistance of 
A. hydrophila. Its absence influences bacterial susceptibility to different classes of antibiotics by 
regulating the expression of diverse functional proteins and antibiotic resistance genes.
Keywords: Aeromonas hydrophila; outer membrane protein AhCirA; quinolones; 
aminoglycosides; antibiotic resistance

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种

广泛分布于多种水体的革兰氏阴性菌，属于气

单胞菌属[1-2]。该菌是自然水域中常见的条件致

病菌，当水体环境或宿主体内环境发生剧烈变

化时可引发鱼类患出血性败血症，还能同时感

染人类、鱼类及两栖动物等多种宿主[3-4]。细菌

外膜在维持细胞生存与致病过程中起着关键作

用，它既能提供有效保护，又允许生命活动所

必需的物质进行交换[5]。目前，抗生素的作用机

制大多依赖于进入细胞内干扰生物过程，因此
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外膜蛋白直接影响细菌对抗生素的敏感性[6-7]。

Colicin I receptor (CirA)是嗜水气单胞菌中

的一种外膜蛋白，同时也是一种重要的铁载体

转运蛋白[8]。它能够在外膜形成特异性通道，负

责将儿茶酚酸盐类铁载体从胞外转运至周质空

间，该过程依赖 TonB 系统提供能量；随后，铁

载体进一步通过内膜上的 ABC 转运蛋白进入胞

内，从而参与维持细胞内的铁稳态[9]。除铁载体

转运功能外，CirA 在细菌毒力、生物膜形成以

及抗生素耐药性等方面也发挥着重要作用。例

如，肠道沙门氏菌中 cirA 基因的缺失会导致生

物膜形成能力显著下降，并削弱抗生素耐药

性[10]。多项研究还表明，在抗生素胁迫、铁限

制、氧化应激及胆盐应激等外界压力条件下，

多种细菌中 CirA 同源物的表达会显著上调[11]。

尽管已有研究显示嗜水气单胞菌的耐药性

问题日趋严峻，且对其部分耐药机制有所阐明，

然而其内在分子机制仍存在诸多未解之处，有

待进一步深入探索[12-13]。值得注意的是，喹诺

酮类和氨基糖苷类抗生素可通过降低膜通透性

影响细菌耐药性，是两类常用的抗菌药物[14]。

AhCirA 作为嗜水气单胞菌中关键的铁载体转运

蛋白和主要外膜通道蛋白，不仅影响生物膜形

成和细菌运动能力，还可能参与调控多种抗生

素耐受性。

本研究旨在探究 AhCirA 蛋白在嗜水气单胞

菌耐药性形成中的作用机制。通过定量蛋白质

组学方法分析 ΔahcirA 在多种抗生素胁迫下的蛋

白表达谱，可系统比较该缺失菌株与野生型菌

株的响应差异。进一步结合生物信息学分析，

有助于揭示差异表达蛋白所涉及的生物过程与

分子功能，从而为阐明 AhCirA 是否通过调控外

膜通透性等机制影响细菌耐药性提供线索。该

研究可为深入理解嗜水气单胞菌的耐药机制提

供新视角，并为后续防控策略及新型抗菌药物

的研发奠定理论基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

本研究所用菌株包括嗜水气单胞菌野生型

ATCC 7966、课题组先前研究中构建的 ahcirA

基因缺失菌株(ΔahcirA)[15]和 ΔahcirA 基因回补

菌株[16]。前期已对 ΔahcirA 突变株和回补株的

基础生理表型进行了系统性验证，实验结果显

示 ΔahcirA 菌株回补后其生理功能也得到

恢复[16]。

1.2　抗生素抗性测定

本研究选用 2 种喹诺酮类抗生素(恩诺沙星、

诺氟沙星)和 2 种氨基糖苷类抗生素(卡那霉素、

链霉素)进行 ahcirA 基因的抗生素敏感性检测。

配制含有不同终浓度抗生素的 LB 液体培养基，

将 4 种待测菌株接种后，于 30 ℃、200 r/min 条

件下培养至 OD600 为 1.0。将菌液进行 10 倍梯度

稀释(共 8 个梯度)，使用多通道移液器将各菌株

不同稀释度的样品点至普通 LB 平板上，30 ℃

倒置培养 12 h 后拍照记录。

1.3　最低抑菌浓度和生长曲线测定

采用二倍稀释法，用 LB 培养基对抗生素进

行梯度稀释。将活化过夜的菌液稀释后，并分

别加入含有抗生素的 LB 培养基中，以不含抗生

素的 LB 培养基作为阴性对照。然后，于 37 ℃

静置培养 16 h，记录最低抑菌浓度 (minimum 

inhibitory concentration, MIC) 值。根据测得的

ΔahcirA 菌株对卡那霉素(kanamycin, KAN)、链

霉素(streptomycin, SM)、恩诺沙星(enrofloxacin, 

ENR)和诺氟沙星(norfloxacin, NOR)的 MIC 值，

用 LB 培养基对上述抗生素进行梯度稀释，浓度

梯度为 1/8、1/4、1/2 MIC。将培养至稳定状态

的 ΔahcirA 菌株以 1:100 的比例分别转入添加/不

添加抗生素的 LB 培养基中，再转移至生长曲线

板中，每个样品重复 3 次，最后使用全自动生

长曲线分析仪于 30 ℃下连续监测 16 h，每小时

记录 1 次 OD600 值。
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1.4　蛋白质样品制备

将过夜菌以 1:100 比例转接到 50 mL 的 LB

液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养至 OD600=

1.0 时，4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min 收集所有

菌体，用预冷的 PBS 溶液洗涤 2 次，再于 4 ℃、

8 000 r/min 离心 10 min。接着加入 1 mL 的

Lysis buffer [6 mol/L 尿素和 2 mol/L 硫脲溶解于

0.1 mol/L 的 Tris-HCl (pH 7.6)溶液，并加入蛋白

酶抑制剂]混匀，置于冰上，在超声破碎仪(30%

功率)中超声破碎 15 min 至菌液呈现透明，4 ℃、

8 000 r/min 离心 15 min，然后将上清液转移到

新的离心管中测定蛋白浓度。每组约 50 μg 蛋

白质样品，在 56 ℃下用 10 mmol/L 二硫苏糖

醇 (dithiothreitol, DTT)还原 40 min，然后在室

温 黑 暗 环 境 中 使 用 50 mmol/L 碘 乙 酰 胺

(iodoacetamide, IAA)烷基化 30 min。接着加入胰

蛋白酶(1:50)，在 37 ℃下过夜酶解以获得多肽

样品。然后用 C18 柱对得到的肽进行脱盐，并

进行质谱鉴定。

1.5　质谱鉴定

脱盐后的肽样品使用 EASY-nano-LC 系统，

以 600 nL/min 的流速进行分离。分离梯度设

置为：0−12 min，10%−14% 的流动相 B (乙腈

含 0.1% 的 FA)；12−57 min，14%−26% 的流动

相 B，随后在 10 min 内将流动相 B 的比例从

26% 上升至 42%。利用 Q Exactive HF 质谱仪

(ThermoFisher Scientific 公司)进行数据非依赖性

采集 (data-independent aquisition, DIA)数据库构

建与分析。全扫描设置为 350−1 500 m/z 范围内，

分辨率 60 000；DIA 扫描分辨率设置为 30 000；

NCE：28%；AGC 目标：3×106，最大注入时间

为 auto。为 DIA 采集设置了 45 个可变 DIA 窗

口。将通过质谱收集的原始 DIA 数据与使用

Maxquant 软件版本 v.1.6.3.4 的数据库进行比较，

该数据库包含嗜水气单胞菌 ATCC 7966 的蛋白

质组序列。在肽和蛋白质水平上的错误发现率

(false discovery rate, FDR)设置为 1%。

1.6　生物信息学分析

生物信息学分析使用 David (https://david.

ncifcrf.gov/)在线数据库对差异蛋白(differentially 

expressed proteins, DEPs)进行基因本体论 (gene 

ontology, GO)富集分析。此外，本研究还使用

TBtools 软件[17]进行相关性分析及 UpSet 分析，

综合抗生素耐药数据库 CARD 在线网站(https://

card. mcmaster. ca/) 预测耐药基因，然后使用

Cytoscape 3.9.1 进行可视化。

1.7　RNA 提取

将过夜菌转接培养至 OD600=1.0，预冷离心

机后，以 5 000×g 离心 10 min 收集菌体，加入

1 mL TRIzol，充分吹打混匀，静置 2−3 min。氯

仿抽提：加入 200 µL 氯仿(所有试剂全部提前预

冷)，涡旋振荡 1 min 充分反应至淡粉色、微黏

稠，室温静置 5 min，4 ℃、10 000 r/min 离心

15 min，取上清并移至新的 RNA free 1.5 mL EP

管中(约为 600 µL)，加入体积分数为 60% 预冷的

异丙酮(约为 480 µL)，涡旋振荡 1 min 充分反应，

室温静置 5−10 min；洗涤：4 ℃、10 000 r/min

离心 15 min，弃上清，留沉淀(尽量吸干)加入 75%

乙醇 1 mL (无水乙醇 750 mL+DEPC 水 250 µL，

现用现配)，轻轻吹打混匀，4 ℃、7 500 r/min

离心 15 min，重复 1 次，4 ℃、7 500 r/min 离心

15 min，弃上清，留沉淀(将残留液体吸净)，无

菌台吹 3−5 min 至无乙醇味；加入 30 µL 的

DEPC 水，溶解沉淀，置于冰上测定其浓度。按

照反转录试剂盒说明书(TaKaRa 公司)进行反转

录获得 cDNA。

1.8　实时荧光定量 PCR

采用 TRIzol- 氯 仿 法 提 取 细 菌 总 RNA，

并逆转录成 cDNA 作为实时荧光定量 PCR 

(quantitative real-time PCR, qPCR) 模板。使用

SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa 公司)试剂，在

CFX96 Touch Deep Well 实时荧光定量 PCR 系统

(Bio-Rad 公司)上检测目标基因(表 1)的相对表达

水平。以 16S rRNA 基因作为内参，反应体系
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(25 μL)： 2×Phanta Max Mix (p515) 12.5 µL，

上、下游引物 (10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板

0.5 µL，ddH2O 10 µL。PCR 反应条件：95 ℃预

变性 5 min；95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 2 min，共 35 个循环；72 ℃终延伸

5 min。反应结束后，对扩增曲线与溶解曲线进

行质量评估。基因相对表达量采用 2−ΔΔCt 法计

算，并使用 TBtools (v2.109)软件进行数据分析

与可视化。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　ahcirA 缺失菌株对嗜水气单胞菌抗

生素耐药性的影响

将含有不同终浓度的恩诺沙星、诺氟沙星、

卡那霉素和链霉素的液体 LB 培养基，按 1% 的

比例接种野生型菌株 (wild-type strain, WT)和

ΔahcirA 菌株，于 30 ℃培养 3 h，利用稀释点板

法分别将上述培养好的 WT 和 ΔahcirA 菌株进行

10 倍稀释，并接种到普通 LB 平板上。结果如

图 1 所示，在正常液体 LB 培养基中培养 3 h

后，WT 和 ΔahcirA 菌株在平板上的生长状况无

表1　荧光定量PCR引物

Table 1　 The fluorescence quantitative primers of 

PCR

Gene names

ppsA-F

ppsA-R

AHA_1804-F

AHA_1804-R

AHA_3092-F

AHA_3092-R

AHA_2989-F

AHA_2989-R

AHA_1647-F

AHA_1647-R

AHA_4253-F

AHA_4253-R

cysA-F

cysA-R

AHA_4258-F

AHA_4258-R

AHA_0854-F

AHA_0854-R

Sequences (5′→3′)

GTGGTGGGTTGTGGTGATGC

GGCGAAGTCGAACGCTCTGT

GGGGAAGAGTTCAGCAAGCG

CAGCCAGATGACGAGAGGCA

CTGGTTTCCGTTCGCAACAT

TGCACCCGGCCATACATCTC

CGCTGATCGCCCAGAACAAC

CGCCTCCTGCCTGAACATCT

GGCGTCCCCCGACTATTTGC

AAAGCGGTCCCCCTGCTCCT

CCGTTTGCTGATTATTTTCC

GAGTCGCAGTCGAGCTTGTT

TCGGGTGGTGCTGATGAACG

TGGGTAGCAGGCGGGTGATG

CGGCTGCTTTCTCTATGCTG

GACCACCGAGTAGGTTTCCC

CCCCACTTCTTGGACAAAAG

CTTCGTAGCCATCCATCTTC

图1　野生菌和ΔahcirA菌株的抗生素敏感性测定结果

Figure 1　Antibiotics sensitivity assays of WT and ΔahcirA strains. A−D: Show the spot assay results of WT and 

ΔahcirA strains after 3 h of culture in media supplemented with the following antibiotics at the indicated final 

concentrations: 0.02 μg/mL ENR, 0.02 μg/mL NOR, 5 μg/mL SM, and 10 μg/mL KAN, respectively.

2343



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHAO Xinrui et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(5)

差异；在诺氟沙星培养基中培养 3 h 后，

ΔahcirA 菌株的生长状况明显低于野生菌株，恩

诺沙星抗性测定中也出现同样情况(图 1A、1B)，

而在卡那霉素和链霉素培养基中培养 3 h 并稀释

点板的结果则相反，缺失菌株的生长状况优于

野生菌株，如图 1C、1D 所示。

2.2　ΔahcirA 菌株对 SM、KAN、ENR

和 NOR 的 MIC 值和生长曲线

根 据 ΔahcirA 菌 株 在 不 同 浓 度 的 SM、

KAN、ENR 和 NOR 下的生长情况，测得其对

SM、KAN、ENR 和 NOR 的 MIC 值分别为 20、

3.12、0.031 2、0.05 μg/mL。依据测定的 MIC

值，利用生长曲线仪测定 ΔahcirA 菌株分别在

1/8、1/4、1/2 MIC 的 SM、KAN、ENR 和 NOR

条件下的生长曲线。如图 2A−2D 所示，当 SM、

KAN、ENR 和 NOR 的浓度分别为 5、0.781 25、

0.007 8、0.012 5 μg/mL 时，与未加抗生素处理

的对照相比，加抗生素处理的 ΔahcirA 菌株的生

长受到显著抑制。因此，本研究分别选择 5 μg/mL 

SM、0.781 25 μg/mL KAN、0.007 8 μg/mL ENR

和 0.012 5 μg/mL NOR 作为处理浓度进行后续

研究。

图2　不同浓度抗生素胁迫下ΔahcirA菌株的生长曲线

Figure 2　Growth curves of ΔahcirA under different concentrations of antibiotics stress. A−D represent SM, 

KAN, ENR, and NOR, respectively.
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2.3　ΔahcirA 在抗生素胁迫下的蛋白表

达差异

为全面了解抗生素对 ΔahcirA 菌株生理功能

的影响，本研究分别用 SM、KAN、ENR 和

NOR 处理 ΔahcirA 菌株后进行蛋白质组学分析。

通过 PCA 主成分分析(图 3A)结果显示，同一处

理组内的生物学重复紧密聚集，表明实验具有

良好的重复性。然而，当将抗生素处理的缺失

样本与 ΔahcirA 进行比较时组间表现出更大的分

离趋势，且同一类抗生素的分散性相近，表明

同类型抗生素存在一定程度上的系统性差异。

此外，密度图显示抗生素处理的缺失样本与

ΔahcirA 菌株之间的蛋白质比率分布无显著差异

(图 3B)。随后，采用 P 值<0.05，且变化倍数>

1.5 倍的标准来鉴定差异蛋白。与 ΔahcirA 相比，

ΔahcirA 在 SM 处理下共鉴定出 522 个差异蛋

白，其中 209 个蛋白表达上调，313 个蛋白表达

下调；同样，ΔahcirA 在 KAN 处理下共鉴定出

678 个差异表达蛋白，包括 251 个上调蛋白和

427 个下调蛋白；ΔahcirA 在 ENR 处理下共鉴

定出 480 个差异蛋白，其中 125 个蛋白上调，

355 个蛋白下调；ΔahcirA 在 NOR 处理下有 614 个

图3　定量蛋白质组学数据分析

Figure 3　Analysis of quantitative proteomics data. A: Principal component analysis (PCA) plot (Each color 

represents a distinct sample, with triplicate data points of the same color indicating three biological replicates); B: 

Density plot showing the distribution of protein expression ratios across different groups; C: Statistical summary 

of the number of DEPs in each group compared to the control; D: Distribution of differential proteins across 

groups.
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差异蛋白，包括 235 个上调蛋白和 379 个下调

蛋白(图 3C)。此外，通过火山图(图 3D)可以直

观了解这些差异蛋白的分布情况。

2.4　差异表达蛋白的代谢途径分析

本研究通过 GO 富集分析了解抗生素胁迫下

差异表达蛋白对代谢途径的富集情况。结果显

示，在被显著富集的前 10 个生物过程中，卡那

霉素和链霉素胁迫组中有 8 个是完全相同的生

物过程，分别是 α-氨基酸代谢过程、小分子代

谢过程、蛋白质源性氨基酸代谢过程、氨基酸

代谢过程、L-氨基酸代谢过程、氧酸代谢过程、

有机酸代谢过程和羧酸代谢过程；恩诺沙星和

诺氟沙星胁迫组中有 6 个是完全相同的，分别

是氨基酸代谢过程、小分子代谢过程、细胞分

解代谢过程、有机酸分解代谢过程、芳香氨基

酸家族的分解代谢过程和小分子分解代谢过程。

可见在相同类型抗生素胁迫下的差异表达蛋白

所富集到的生物过程高度重合，所富集到的分

子功能也较为类似。此外，在这些抗生素处理

组中 DEPs 的生物过程富集程度最高的途径是小

分子代谢过程，其富集程度显著，P 值较低。同

样，在分子功能中小分子结合代谢途径也显示

出大量富集的 DEPs (图 4)。总的来说，抗生素

胁迫下影响了 ΔahcirA 菌株的生物功能和各种代

谢途径。

2.5　差异表达蛋白分析

根据蛋白质组学结果比较处理组和对照组

之间的差异蛋白。图 5 中的重叠图表明，KAN

和 NOR 处理下的差异蛋白数量最多。此外，在

不同抗生素胁迫下，各组共同差异表达上调和

下调的蛋白分别有 12 个和 126 个。这 12 个共

同差异表达上调的蛋白分别是 SecD-2、RpoH、

TrmA、 AHA_0044、 AHA_3652、 AHA_4271、

AHA_0458、 TrpS-1、 AHA_3005、 AHA_0035、

DeoD-2、Tpx，这表明抗生素胁迫下的调控模块

具有一定的相似模式。

2.6　耐药基因

本研究还将差异蛋白的氨基酸序列与

CARD 数据库进行比对，以确定本研究中已知

的抗性基因 (antibiotic resistance gene, ARGs)蛋

白。如图 6 所示，共鉴定出 93 个 ARGs，其中

30 个耐药基因为卡那霉素组和链霉素组所共有，

19 个耐药基因为恩诺沙星组和诺氟沙星组所共

有，而 6 个耐药基因为卡那霉素组、链霉素组、

恩诺沙星组和诺氟沙星组所共有，这 6 个耐药基

因分别是 ppsA (phosphoenolpyruvate synthase)、

AHA_1804 (major facilitator family transporter)、

AHA_3092 (histidine kinase)、 AHA_1684 

(histidine ABC transporter, ATP-binding protein)、

AHA_3291 (DNA-binding response regulator) 和

AHA_3230 (glycerate dehydrogenase)。

2.7　qPCR 验证相关基因

为验证抗生素胁迫下 ΔahcirA 菌株差异表达

蛋白结果的准确性，本研究在 4 种抗生素胁迫

下的差异表达蛋白中随机各挑选 6 个耐药基因，

利用 qPCR 技术验证其表达量。结果如图 7 所

示，在卡那霉素或链霉素胁迫下，AHA_1804、

AHA_3092、 ppsA 均 表 达 下 调 ， AHA_2989、

AHA_1647、AHA_4253 均表达上调(图 7A、7B)；

在恩诺沙星或诺氟沙星胁迫下，AHA_1804、

AHA_3092、 ppsA 均表达下调， cysA、 AHA_

4258、AHA_0854 均表达上调(图 7C、7D)，转

录结果与定量蛋白质组学数据基本一致。

3　　讨论讨论

AhCirA 蛋白是嗜水气单胞菌中重要的铁载

体转运蛋白，同时也是大肠杆菌素 I 的受

体[18-19]。先前研究发现作为外膜重要的通道蛋

白，AhCirA 还是多功能蛋白，对嗜水气单胞菌

的铁摄取、生长繁殖、生物膜形成以及营养物

质的跨外膜运输均具有显著影响[16]。然而，

AhCirA 是否直接参与嗜水气单胞菌的耐药机
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图4　GO富集分析

Figure 4　GO enrichment analysis. A: Biological processes; B: Molecular functions. The circles represent the 

number of differentially expressed proteins involved in the relevant pathways, and the colored squares indicate 

the −lg P value.
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制，目前尚未有系统研究。本研究通过系统评

估 ΔahcirA 缺失株在喹诺酮类(恩诺沙星、诺氟

沙星)和氨基糖苷类(卡那霉素、链霉素)抗生素

胁迫下的表型变化及蛋白质组响应，初步揭示

AhCirA 在调控嗜水气单胞菌耐药性中的潜在

作用。

研究结果显示，ΔahcirA 菌株对喹诺酮类抗

生素的敏感性增强，而对氨基糖苷类抗生素的

耐受性反而提高，表明 AhCirA 对不同类型抗生

素的耐药性具有差异性调控作用。这一现象可

能与 AhCirA 作为外膜蛋白对不同抗生素的渗透

性调控有关。李永慧等[20]在大肠杆菌中的研究

也发现，cirA 基因缺失会导致菌株对多种抗生

素的敏感性发生变化，提示 CirA 同源物在细菌

耐药性中具有保守功能。

为进一步探究其分子机制，本研究采用定

量蛋白质组学技术，并分析 ΔahcirA 菌株在 4 种

抗生素胁迫下的蛋白表达谱。PCA 分析显示，

同一类型抗生素处理下蛋白表达模式高度相似，

图5　Upset图表示不同组之间差异蛋白的重叠

Figure 5　The upset plot illustrating the overlap of differentially expressed proteins among different groups. 

Bottom yellow bars: Total differential proteins per comparison; Top green bars: Group intersections (Numbers 

show overlap count). Central matrix: Single points denote group‑unique elements; Connecting lines indicate 

shared elements.

图6　耐药基因筛选

Figure 6　Screening of antibiotic resistance genes.
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说明 AhCirA 可能通过调控一组共同的代谢通路

来影响细菌的耐药性。GO 富集分析进一步表

明，差异表达蛋白主要富集于小分子代谢过程、

氨基酸代谢过程及相关分解代谢途径，提示

AhCirA 缺失可能通过干扰细胞的基础代谢状

态，间接影响细菌对抗生素的应激反应。此外，

通过 CARD 数据库比对，本研究共鉴定出 93 个

与抗生素耐药性相关的基因，其中多个基因在

氨基糖苷类和喹诺酮类抗生素处理下共同表达。

例如，ppsA、AHA_1804、AHA_3092 等 6 个基

因在 4 组处理中均出现差异表达，值得注意的

是，AHA_1804 (主要易化子超家族转运蛋白)作

为一种多药外排泵，在结核分枝杆菌等临床病

原体的耐药性形成中起关键作用[21]。上述结果

表明，这些共同响应的基因可能构成 AhCirA 调

控嗜水气单胞菌耐药性的核心靶标群。qPCR 验

证结果进一步证实了蛋白质组数据的可靠性，

表明 AhCirA 缺失确实影响了这些耐药相关基因

的转录水平。

综上所述，AhCirA 可能通过调控外膜通透

图7　qPCR验证ΔahcirA菌株在不同抗生素胁迫下的基因表达情况

Figure 7　qPCR verification results of differentially expressed genes of ΔahcirA strains under different antibiotic 

stresses. A−D: Show the up- and down-regulation of six randomly selected drug-resistance genes under treatment 

with streptomycin, kanamycin, enrofloxacin, and norfloxacin, respectively.
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性、代谢重编程以及耐药基因表达等多重机制

影响嗜水气单胞菌对喹诺酮类和氨基糖苷类抗

生素的敏感性。本研究为深入解析 AhCirA 在细

菌耐药性中的功能提供了新的实验依据和理论

支持。同时需要指出，本研究在抗生素种类覆

盖上存在一定局限性，AhCirA 可能同样参与其

他类别抗生素的耐药机制，这将是未来研究的

重要方向。

4　　结论结论

本研究以嗜水气单胞菌 ATCC 7966 为研究

对象，系统分析 ahcirA 在喹诺酮类和氨基糖苷

类抗生素胁迫下的功能。研究发现 ahcirA 缺失

显著增强菌株对恩诺沙星和诺氟沙星的敏感性，

但提高对卡那霉素和链霉素的耐受性，说明

ahcirA 对不同类型抗生素的耐药性具有特异性

调控作用。蛋白质组学分析显示，ΔahcirA 菌株

在抗生素胁迫下出现大量差异表达蛋白，主要

富集于小分子代谢、氨基酸代谢等生物过程，

提示 AhCirA 可能通过影响细胞代谢状态参与耐

药调控。此外，通过 CARD 数据库筛选及 qPCR

验证，鉴定出多个共同响应不同类型抗生素的

耐药基因，如 ppsA、AHA_1804、AHA_3092 等，

这些基因可能构成 ahcirA 调控网络的核心组成

部分。本研究从蛋白质组水平揭示了 AhCirA 在

嗜水气单胞菌抗生素耐药性中的多重调控功能，

为理解外膜蛋白在细菌耐药机制中的作用提供

了新视角，也为后续开发针对嗜水气单胞菌的

新型抗菌策略奠定了理论基础。
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