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假单胞菌 !"#$ ./"0 突变株的构建及其对抗生素合成的调控

王 沂，严 安，黄显清，张雪洪，许煜泉"

（上海交通大学生命科学技术学院 上海 #$$#!$）

摘 要：在革兰氏阴性菌中，全局性调控因子 I=BJ 参与菌群传感调节系统，调节多种毒素因子、次生代谢产物、稳

定期基因以及参与生物膜形成的基因的表达，它通过与靶基因 KL( 启动子的调节元件结合，调节基因转录。假单

胞菌株（!"#$%&’&()" =)@）M3.0 是促进植物生长的根际细菌，能同时分泌藤黄绿菌素（):H,9?2*+HC，N,?）和吩嗪3.3羧酸

（)G2C5O+C23.3B5*PH6:,+B 5B+A，NQ(）。运用同源重组技术，构建了假单胞菌（!"#$%&’&()" =)@）M3.0 株的 *"+, 突变菌株

M3.0I。比较野生株 M3.0 和突变株 M3.0I 生物合成 NQ( 和 N,? 的产量，在 #0R恒温条件下，在 NNM 和 SMT 培养基

中 M3.0I 菌株合成 NQ( 的量分别约为野生型 M3.0 菌株的 ! & / 倍和 - & % 倍，分别达到 !0$!FU8V 和 .!$!FU8V。在

NNM培养基中，野生株 M3.0 和突变株 M3.0I 几乎都没有 N,? 的合成，而在 SMT 培养基中，突变菌株和野生型 M3.0
合成 N,? 的量基本一致。反式互补实验表明，在 *"+, 突变株 M3.0I 中，NQ( 生物合成受到抑制而 N,? 的生物合成却

不受影响。-./0 基因是吩嗪合成基因簇中第一个基因，-./0‘3’1)+2 翻译融合实验表明，*"+, 基因产物通过抑制

NQ( 合成基因簇的表达，实施负调控作用。结果表明 *"+, 基因是作为一个全局调控基因区别性地调控 NQ( 和 N,?
的生物合成。
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在铜绿假单胞菌中，存在着两个属于 V96JUW 家

族的菌群传感系统，控制多种胞外蛋白和次生代谢

产物的合成。对这两个菌群传感系统已经有了充分

的研究。3)" 系统包括转录激活蛋白 V5=J 和 5B:,3
XYV 合成酶 V5=W 及其对应的 -3氧癸酰基3V3高丝氨

酸内 酯（-Z3Q.#3XYV）［.，#］。 ,.1 系 统 包 括 调 节 子

JG,J 和 5B:,3XYV 合成酶 JG,W 及其对应的丁酰基3V3
高丝氨酸内酯（Q!3XYV）［- & %］。 3)" 系统和 ,.1 系统

通过级联放大方式调节与致病因子、次生代谢、"型

分泌机制、生长后期基因以及生物膜形成等基因的

表达［/］。随后又发现了一个与 V5=J 和 JG,J 同源的

蛋白，命名为 I=BJ，是一个单独的信号分子受体蛋

白，不具有相应的 V5=W 或 JG,W 的同源蛋白。I=BJ 的

突变体具有超强的毒性，受到其他 5B:,3XYV 信号传

导系统基因的控制，也受到 I=BJ 自身的抑制。I=BJ
能抑制 % 个受菌群传感控制的基因簇的转录，这 %
个基因簇包括 # 个吩嗪合成基因簇，氢氰酸合成基

因簇，*"+.$% 和 1)"4［"，0］。I=BJ 对 V5=J 和 JG,J 激活

基因的抑制作用机理可能是：I=BJ 蛋白不仅能形成

同源多聚物，还能与 V5=J 和 JG,J 形成异源多聚

物［0］，干扰 V5=J 和 JG,J 的 活 性。I=BJ 还 可 能 与

-Z3Q.#3XYV 和 Q!3XYV 结合，与 V5=J 和 JG,J 竞争相

关信号分子。最近的研究表明，I=BJ 蛋白直接与

N(.0’" 的启动子区域及其相关序列结合，并且依赖

于 V5=W 合成的 -Z3Q.#3XYV。但是 I=BJ 蛋白不能直

接与 1)"T、氢氰酸合成基因簇和吩嗪合成的 # 个基

因簇的启动子结合［’］。

促进植物生长的根际细菌，能分泌多种抗生物

质抑制土壤病原菌的繁殖，保护植物免受病原菌感

染，已经成为一类重要的生物防治菌受到广泛关注。

假单胞菌株（!"#$%&’&()" =)@）M3.0 是从上海郊区甜

瓜根际土壤中分离到的一个 N[NJ 菌株，是国际上

首次发现的能同时分泌藤黄绿菌素（):H,9?2*+HC，N,?）
和吩嗪3.3羧酸（)G2C5O+C23.3B5*PH6:,+B 5B+A，NQ(）的假

单胞菌株［.$］。本文构建了 *"+, 突变的工程菌株 M3
.0I，深入研究了假单胞菌株 M3.0 中 I=BJ 对 N,? 和

NQ(的调控方式，研究结果表明，I=BJ 作为整体调

控因子，对这两种抗生物质的合成具有区别性调控



作用，对 !"# 基因簇具有负调控作用，而对 !$% 基因

簇没有明显的调控作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：本研究所涉及的菌株、质粒及

其来源见表 &。

!"!"# 培养基：’( 培养基按文献［&&］配制。蔗糖

选择培养基：’( 培养基另加 )*蔗糖；+,( 培养基：

每升含蛋白胨 -./，甘油 &)0’，,/123·45-2 &6)/，

+-5!23 .67/，85 46)；!!, 培养基：每升含胰蛋白胨

--/，葡萄糖 -./，+927 )/，85 46)；相应固体培养基

每升加琼脂 &)/。抗生素用量（!/:0’）：卡那霉素

（+0）).，氨苄青霉素（#8）&..，庆大霉素（;0）&)，壮

观霉素（18）&..，四环素（<=%）&-.。

!"!"$ 主要试剂和仪器：高保真 >9# 聚合酶，>9#
聚合酶（+$=?@A）、限制性内切酶、>9# 连接酶及 >9#
分子量标记物购自上海生工生物工程公司。高效液

相仪（5!’"，型号 15B,#>CD ’"EF#）购自岛津仪器

有限公司。分析柱为反相 "E&F 色谱柱（36G00 H I J I
!&).00，!K=?@0=?=L ’D9#）购 自 迪 马 科 技 有 限

公司。

表 ! 菌株和质粒

<MN$= & 1%OMH?P M?J 8$MP0HJP
1%OMH?P M?J 8$MP0HJP "KMOMQ%=OHP%HQP 1@ROQ=

1%OMH?P
! I "#$% 1,&. &’%E & &’( $)* &#+, $-". /*0! ()",：：S!3E-E<Q：：,R +0O <KHP $MN
! I "#$% >5)" ()",& )+1,& 2.(,TG &’% & ’/13&4（ (4 U 54 V ）/*0!33 ()&,& <KHP $MN
6/)*1#5#+-/ P8I ,E&F !"#，!$% 8O@JRQ=O，#08O 18O <KHP $MN
6/)*1#5#+-/ P8I ,E&FW !"#，!$% 8O@JRQ=O，#08O 18O 7/"SU <KHP P%RJX

!$MP0HJP
8($R=PQOH8% 1+ "@$Y，#08O <KHP $MN
81+W 8($R=PQOH8% 1+ AH%K &6.ZN 89-#E:%+J$ [OM/0=?% QMOOXH?/ 7/"S /=?=；#8O <KHP P%RJX
8D";, 1@ROQ= @[ ;0O QMPP=%%=；#8O，;0O <KHP $MN
81+W; 81+W H?MQ%H\M%=J AH%K ;0O；;0O #8O <KHP P%RJX
8Y]&F<Q ;=?= O=8$MQ=0=?% \=Q%@O AH%K 0R$%H8$= Q$@?H?/ PH%=P [O@0 8D" &F <KHP P%RJX
8Y] &F<QW; &6FEZN [OM/0=?% [O@0 81+W H? 8Y]&F<Q <KHP P%RJX

8,YG.7-
;(*#E!"#S# $-"<7E6&-" [OM/0=?% @[ 8^_&&FY5 PRNQ$@?=J H? =-55#E!"#S# J@RN$=
JH/=P%=J 8,YG.7&；$-"<7E6&-" =L8O=PPH@? \=Q%@O

<KHP $MN

8,YG.7-W 8,YG.7- AH%K &6. ZN [OM/0=?% QMOOXH?/ 7/"3 /=?=；<=%O <KHP P%RJX

8,YC# 3-.EN8 =-55#E6/&# !"S M08$H[H=J [OM/0=?% Q@?%MH?H?/ 0’>, AH%K R8P%O=M0 O=/H@?
Q$@?=J H?%@ 8,Y G.&) <KHP $MN

!"# 引物和 %&’ 反应

根据 6 I -)(*2%+#/- !#2& 的 7/"3 基因序列，设

计引物，!"S 扩增假单胞菌 ,E&F 基因组的 7/"3 基

因 片 段［F］。 引 物 &：)‘E";;"<#<"<#;##<;<#"<
<""#;;<"";;"<<;#<E7‘； 引 物 -： )‘E;;""<<
##;"<<#"<#;";<;"";;#"##"#;;#;;#E7‘。 在

引物的 )‘ 端分别增添 89-#或 :%+J$酶切位点。

!"S 反应体系（).!’）：&. a 高保真 >9# 聚合酶缓冲

液 )!’，J9<!（-6)00@$:’）3!’，引物 & 和引物 - 各

&!’，模板 >9# 7!’，高保真酶（)D:!’）.6-!’，重蒸水

7G!’。!"S 反 应 条 件：T3b )0H?；T3b 3.P，G-b
&0H?，4-b &0H? 7.P，7. 次循环；4-b &.0H?。染色体

>9# 提取采用申能博彩的试剂盒。

!"$ 克隆 !"#$ 片段及测序

质粒抽提、酶反应、>9# 片段回收、连接、感受

态细胞制备等均参照文献［&&］进行，>9# 序列委托

英骏生物技术有限公司测定。

!"( 细菌结合转移

采用固相滤膜杂交方法［&-］进行细菌结合转移。

!") 生长曲线测定及 %&* 和 %+, 的定量测定

每种 样 品 设 7 次 重 复，每 隔 &-K 取 样，测 定

?@G.. 值 及 !"# 和 !$% 产 量（5!’"），取 平 均 值。

?@G..值的测定及 !"# 和 !$% 的提取和定量测定方法

参照文献［&7］。发酵时，摇床转速 --.O:0H?。

!"- !.半乳糖苷酶活性的测定

从平板中挑取单菌落，接种于小瓶（&).0’ 三角

瓶，含培养基 ).0’）在 -Fb下震荡培养 &-K 后，转入

大瓶（)..0’ 三角瓶，培养基 &).0’），-Fb、--.O:0H?
震荡培养，隔一定时间取样，样品根据 ,H$$=O［&3］的方

法处理并测定%E半乳糖苷酶活性。

# 结果

#"! !"#$ 基因的 %&’ 克隆和测序

以野生型菌株 ,E&F 的染色体 >9# 为模板进行
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!"# 扩增，获得长度为 $%&’( 左右的片段，!"#!和

$%&)" 酶切后，插入载体 *+,-./012*3 45，获得质粒

*456 并测序。经 789:;< 软件分析，=>$? 的 ’()*
基因序列与 + @ #,-./%&0(# !9A$ 的 ’()* 基因的同源

程度为 BBC。因为 ’()* 基因中存在单一的 +(1!和

2)0#!酶切位点，并且两个位点间相距 D&&(*，质粒

*456经 +(1!和 2)0#!双酶切后，获得长度约为

D&&(* 的片段，表明 ’()* 基因位于该质粒中。

!"! !"#$ 基因的体外突变和突变菌株 #$%&’的获得

从 *E"F: 获 得 含 有 F:1 抗 性 基 因，长 度 为

&%?’( 的 34#!片段，插入质粒 *456 经 5,.<GH 大片

段末端钝化的 +(1!酶切位点，获阳性克隆 *456F
（图 $）。将 ’()*：：F:1 突变基因从质粒 *456F 转入

穿梭质粒 *IJ$?K0 中，切取含有 F:1 抗性标记的

’()* 基因的 !"#!>$%&)"双酶切片段 $%?’(，插入

经 !"#!>$%&)"双酶切处理的 *IJ$?K0 质粒，获重

组质粒 *IJ$?K06F，转化 2 @ )05% 7LM#。

图 % !"#$ 基因及其侧翼序列插入 ()* 抗性片段的物理

图谱

N2O@ $ !PQ/20;, :;* GR 3P. ’()* O.<. ;<) 23/ R,;<’2<O 1.O2G< H23P

2</.13.) F:1 O.<. 0;//.33.@

以 *IJ$?K06F 转化的 2 @ )05% 4=$& 为供体菌，

野生菌株 =>$? 为受体菌，经固相滤膜接合转移。质

粒 *IJ$?K06F 转入 =>$? 菌株后，不能在染色体外

自主复制，质粒携带的 ’()*：：F:1 突变基因与受体

菌 =>$? 的染色体同源重组。野生型 =>$? 抗壮观霉

素（4*），在含 F: 和 4* 的 S+ 平板中，选出共整合接

合子，随机挑选菌落接种于含 F: 的去载体蔗糖选

择培养基中，质粒 *IJ$?K06F 携带蔗糖反选择基因

(#)6*，经蔗糖诱导表达，对 =>$? 致死，借此可诱导

结合子发生第二次重组，消除共整合质粒后，从而获

得 ’()* 基因突变的 =>$? 菌株，命名为 =>$?6。采

用 !"# 法验证 =>$?6 突变株，采用野生型染色体

789 为模板，获得长度为 $%&’( 的条带，采用 =>$?6
染色体 789 为模板，获得长度为 $%?’( 的条带，比

野生型的条带长 &%?’(，表明 F:1 抗性片段已经插

入到 ’()* 基因内。

!"+ !"#$ 基因过表达载体 ,#-./+!’ 的构建

从质粒 *456 中获得 $%&’( 的含有 ’()* 基因的

789 片段，将这一片段克隆到质粒 *=IT&UV 中，获

得 ’()* 基因过表达载体，命名为 *=IT&UV6。在该

质粒中，’()* 基因位于强启动子 1#) 的下游，受强启

动子 1#) 的控制［?］。

!"0 123 和 145 生物合成的动力学分析

假单胞菌 =>$? 和 =>$?6 菌株在 !!= 和 5=+
培养基中的 !"9 生物合成和细胞生长的动力学曲

线见图 V。无论以 5=+ 还是 !!= 作为发酵的培养

基，!"9 都是在菌体进入对数生长后期至停滞期合

成，在 !!= 培养基中突变菌株 !"9 的产量是野生型

的 D W T 倍（图 V>9）；在 5=+ 培养基中，突变菌株

!"9 的产量是野生型 U W M 倍（图 V>+），表明 ’()* 突

变型可 以 促 进 !"9 的 合 成，也 可 以 说 6/0# 阻 遏

!"9 的合成。

图 ! 假单胞菌 #$%& 和 #$%&’ 菌株在 11#（3）和 6#7
（7）培养基中的 123 生物合成和细胞生长的动力学曲线

N2O@V 7Q<;:20 0-1X./ GR !"9 *1G)-032G< ;<) 0.,, O1GH3P GR 3P. /31;2<

=>$? ;<) =>$?6 (G3P 2< !!=（9）G1 5=+（+）:.)2-:/ 1./*.032X.,Q@

为了进一步证明 6/0# 对 !"9 生物合成的抑制

作用。我们监测了在 !!= 和 5=+ 中含有高拷贝重

组质粒 *=IT&UV6 的 =>$?6 菌株的 !"9 生物合成情

TMV Y98F Z2 ,1 #5 @ [7)1# 8%)-0"%050/%)# 3%&%)#（V&&\）D\（V）



况，质粒 !"#$%&’( 能够导致 !"#$ 基因的多拷贝以

及在强启动子 %&# 控制下的 !"#$ 基因的过表达。我

们采用只含有质粒 !"#$%&’ 的 ")*+( 菌株作为对

照（图 &）。结果 显 示，在 ,," 和 -". 培 养 基 中，

!"#$ 基因的过表达导致 ")*+( 菌株的 ,/0 的生物

合成降低到野生型，甚至比野生型更低的水平。这

些结果进一步确认了 !"#$ 的基因产物是 ,/0 生物

合成的抑制因子。

图 ! 在 ""#（$）和 %#&（&）培养基中 !"#$ 基因的过表

达抑制 #’()* 菌株中 "+$ 生物合成

1234& 56 789 :7;<26 ")*+(，789 =>9;9?!;9::2=6 =@ !"#$ 3969 :A!!;9::9:

789 ,/0 B2=:C6789:2: B=78 26 ,,"（0）<6D -".（.）E9D2AE4

野生型菌株和突变菌株生物合成 ,F7 的动力学

曲线见图 G。在 ,," 培养基中，野生型菌株和突变

菌株基本检测不到 ,F7 的产出（数据没有给出），而

在 -". 培养基中，,F7 的生物合成动力学曲线在野

生型和突变型中没有明显的改变。在 !"#$ 基因的

过表达试验中，,F7 的生物合成动力学曲线在含有

质粒 !"#$%&’ 的 ")*+( 和含有质粒 !"#$%&’( 的

")*+( 菌株中基本一致（图 H），可以推测 !"#$ 基因

在 ")*+ 菌株中不影响 ,F7 的生物合成。

图 , 假单胞菌 #’() 和 #’()* 菌株在 %#& 培养基中的

"-. 生物合成和细胞生长的动力学曲线

1234G IC6<E2J JA;>9: =@ ,F7 !;=DAJ72=6 <6D J9FF 3;=K78 =@ 789 :7;<26 ")

*+ <6D ")*+( 26 -". E9D2AE4

图 / 在 %#& 培养基中 !"#$ 基因的过表达不影响 #’
()* 菌株中 "-. 的生物合成
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01/ *234 对 "+$ 生物合成基因表达的影响

本研究进行了!)半乳糖苷酶活性的测定以进一

步探索 (:JL 对 ,/0 生物合成基因的负调控作用。

,8M0* 基因是 ,/0 生物合成基因簇 !8M0* N O* 里的

第一个基因，该基因的表达情况与 ,/0 的生物合成

情况是一致的，(:JL 对 ’()** 基因表达的影响会直

接反映在 ,/0 产量的变化上。质粒 !"#P0 含有一

个 ’()*‘ Q ’+&#, 翻译融合［*G］，质粒 !"#P0 被分别

转入到 ")*+ 和 ")*+( 菌株中，测定各自的!)半乳

糖苷酶活性。在 ,," 和 -". 培养基中，突变株 ")
*+( 中的 ’()*‘ Q ’+&#, 翻译融合的表达水平分别

是野生型中的 ’ N & 倍（图 $)0）和 ’ 倍左右（图 $)
.）。!)半乳糖苷酶活性测定的结果与 ")*+ 和 ")
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!"# 菌株 $%& 生物合成产量分析的结果一致。结果

表明，!"#$ 突 变 菌 株 ’(!"# 和 野 生 菌 株 ’(!" 的

$%&产量的差异是由于 $%& 生物合成基因表达水

平上的差异造成的，进一步证实了 !"#$ 在 $%& 的生

物合成中起着负调节因子的作用。

图 ! ""#（$）和 %#&（&）培养基中 !"#$ 基因影响 #’()
菌株中 "*$ 生物合成基因簇的表达

)*+,- ./0 *12340150 62 !"#$ +010 61 07890::*61 62 ;/0 $%& <*6:=1;/0;*5

+010 534:;09 , !(>?3?5;6:*@?:0 ?5;*A*;= 90:43;*1+ 296B 8/C&’(’%&#’

;9?1:3?;*61?3 24:*61 62 ;/0 :;9?*1 ’(!" ?1@ ’(!"# *1 ;/0 $$’（&）?1@

D’E（E）B0@*4B: 90:805;*A03=,

+ 讨论

为了深入研究假单胞菌株 ’(!" 中，!"#$ 基因

对 $%& 和 $3; 两种抗生素代谢的调控机制，构建了

突变株 ’(!"#。对假单胞菌株 ’(!" 及其 !"#$ 突变

的工程菌株 ’(!"# 的生长曲线和合成 $3; 及 $%& 的

动力学分析表明，!"#$ 基因产物对它们的合成具有

差异性的调控作用，它对 $%& 的合成具有显著的抑

制作用，而对 $3; 合成没有明显作用。这些结果表

明，在假单胞菌株 ’(!" 中，#:5F 参与到了 $%& 生物

合成的负调控作用中，但是并没有直接参与到 $3;
的生物合成中。本实验室在 ’(!" 菌株中曾经研究

了 (")* 和 +&#* 基因对 $%& 和 $3; 的生物合成的调

节作用［!G，!H］，结果显示在对 $%& 和 $3; 生物合成的

调节上存在差异性，这里这个结论得到了进一步的

确证。#:5F 对 $%& 和 $3; 两种抗生素代谢的差异性

调控也表明在假单胞菌株 ’(!" 中，$%& 和 $3; 的生

物合成有他们各自特异的代谢调控途径。

已有研究表明，#:5F 蛋白作为一个转录抑制因

子，在细菌对数生长期的后期负调节着大量基因的

表达。这些基因涉及到抗生素合成，胞外弹性蛋白

酶的合成以及菌群传感系统。但在这里 #:5F 作为

一个全局性的调控蛋白，差异性地调控着 $%& 和 $3;
的生物合成，说明 #:5F 并不对全部次生代谢都表现

为同一的抑制作用。!"#$ 基因对 $%& 和 $3; 差异性

调控的分子机制有待进一步研究。

!"#$ 基因对 $%& 和 $3; 差异性调控的分子机制

的发现给我们提供了一个契机，能够通过对 ’(!" 菌

株进行基因修饰的方法以提高 $%& 的产量，增强 ’(
!" 菌株的生防能力和对环境的适应性。
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