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藤黄绿脓菌素的自诱导及假单胞菌 !"# 抗生物质

代谢相关性初步分析
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摘 要：假单胞菌 F’0 的生防功能归功于其分泌吩嗪7’7羧酸和藤黄绿脓菌素。为了研究抗生物质合成代谢相关性

及调控机制，分别构建了两种抗生物质合成基因簇插入突变株 F’01 和 F’0G’。用翻译融合表达载体 HF8IG
（ !"#$J7J "%&’ ）分别转化野生株和突变株 F’01、发酵培养并测定!7半乳糖苷酶活性，结果显示，添加藤黄绿脓菌素使

突变株 F’01（HF8IG）的!7半乳糖苷酶活性比野生株 F’0（HF8IG）增加约 & 倍，表明藤黄绿脓菌素对自身基因簇具

正向自诱导作用。抗生物质的测定结果显示，突变株 F’01 无藤黄绿脓菌素合成，而吩嗪7’7羧酸的合成量与野生株

相同；突变株 F’0G’ 与野生株相比，吩嗪7’7羧酸明显减少，藤黄绿脓菌素却显著提高。过量的吩嗪7’7羧酸又抑制

藤黄绿脓菌素的合成。表明，假单胞菌 F’0 中独有的代谢相关方式为：藤黄绿脓菌素不影响吩嗪7’7羧酸，但吩嗪7
’7羧酸负调控藤黄绿脓菌素。
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在作物病虫害防治过程中，过去一直以喷施化

学农药为主的化学防治所造成的食品农药残留、土

壤板结硬化以及环境污染等已经成为人们关注的焦

点。而采用高效、安全的生物农药开展生物防治已

成为现代、绿色农业的首选方法。假单胞菌是一类

定植于植物根际，能够分泌多种抗生物质，具生物防

治功 能 并 促 进 植 物 生 长 的 根 际 促 生 细 菌（L25+M
NOAPME LOA9AM:+= QE:RAS5@M,O:5，LNLQ）。研究表明，

LNLQ 促进作物生长主要体现在 # 个方面：（’）诱导

作物 产 生 系 统 抗 性（ T+U*@,U VDWM,9:@ Q,W:WM5+@,，
TVQ）［’］；（$）合成并分泌抗生物质，抑制或杀死作物

病原真菌［$］；（#）与病原真菌竞争营养或空间［#］。目

前研究显示，土壤中假单胞菌大多可通过合成并分

泌一定种类和数量的抗生物质而起到生物防治功

能。分泌的抗生物质主要包括吩嗪、$，!7二乙酰基

间苯三酚、藤黄绿脓菌素、硝吡咯菌素、脂多肽、氢氰

酸以及它们的衍生物等［!］。

在合成多种抗生物质的假单胞菌中，抗生物质

的合成与表达具有一定的相关性。当一种抗生物质

的表达量降低或受到抑制时，它种抗生物质的表达

量就因内部的一种平衡系统调节而提高，藉以维持

对作物病原菌生物防治功能的稳定。此种现象称作

次生代谢的代偿作用。如在荧光假单胞菌 XYI%
中，$，!7二乙酰基间苯三酚与藤黄绿脓菌素在表达

量上相互遏制，即 $，!7二乙酰基间苯三酚过表达则

抑制藤黄绿脓菌素的合成，藤黄绿脓菌素的超量表

达则抑制 $，!7二乙酰基间苯三酚的合成。同时它们

各自对自身都有自诱导作用［-］。

从上海郊区甜瓜根际土壤中分离并获得的假单

胞菌菌株 F’0 对引起多种农作物病害的病原真菌、

细菌具有显著的抑制或杀灭作用。已有研究表明，

假单胞菌 F’0 的生防功能主要归功于其合成并分

泌的吩嗪7’7羧酸（LE,+5R:+,7’7@5OSA6D2:@ 5@:U，LXI）

和藤黄绿脓菌素（LDA2*M,AO:+，L2M）两种抗生物质［&］。

在已有报道中，能够同时合成并分泌吩嗪7’7羧酸和

藤黄绿脓菌素的菌株仅此一种。在过去 $% 多年中，

吩嗪7’7羧酸主要用于防治因镰刀菌等引起的小麦

“全蚀病”［"］，而藤黄绿脓菌素则用于由卵菌属真菌

等引起的黄瓜、番茄等“根腐病”的防治［0］。由于两

种抗生物质具有各自的抗（抑）菌谱，所以假单胞菌



!"# 理论上应具有更广泛的生物防治功能并在现代

农业中具有更广阔的应用前景。为此，深入开展该

菌抗生物质合成代谢机制及两种抗生物质的代谢相

关性研究，有利于提高其生物防治功效，进一步扩大

假单胞菌 !"# 在未来农业领域的使用范围。本研

究旨在分别构建吩嗪$"$羧酸和藤黄绿脓菌素合成

基因簇插入突变株等的基础上，开展对抗生物质代

谢相关性的研究与分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本研究所涉及的菌株、质粒及

其来源见表 "。

表 ! 菌株和质粒

%&’() " *+,&-./ &.0 1(&/2-0/
*+,&-./ &.0 1(&/2-0/ 34&,&5+),-/+-5/ *67,5)

*+,&-./
! 8 "#$% 9:;! &’"(" ’)*(" +,&(<= -.%$" ./*>"?（ &0$ 10 @ ）/23ABB &’"(" C&’ 56(()5+-6.
! 8 "#$% *!"D E$ -.%$ " -.&$ " $’24= &’"( -#)(F" $5"6" /23!BB（!73@ ）"$ G&.> ［"B］

7/’2*#1#)5/ /18 !"# H3I@ @!，H(+ @ @ 1,6075),，I21> *1)> C&’ 56(()5+-6.
7/’2*#1#)5/ /18 !"#J" H3IK@ ，H(+L @ @ @ 1,6075),，3.8"：：55"9"，I21> *1)> M).> %4-/ /+70N
7/’2*#1#)5/ /18 !"#* H3I@ ，H(+ @ @ @ 1,6075),，&3#:：：55"9"，I21> *1)> M).> ［"?］

7/’2*#1#)5/ /18 !"#% H3I@ @ ，H(+ O ，P 1,6075),，3$-;：：55"9"，I21> *1)> M).> ［";］

H(&/2-0/
1Q(7)/5,-1+ *G 36(A，5(6.-.R &.0 /)S7).5-.R T)5+6,，I21> C&’ 56(()5+-6.
1CEI>; 36/2-0 T)5+6, U6, 56./+,75+-.R +4) R).62-5 (-’,&,N，%)+> C&’ 56(()5+-6.
1QJE 1Q(7)/5,-1+ *G 5&,,N-.R V#D’1$H3> 1,6075+ 6U 3.8< R).) %4-/ /+70N
1H3I ?WVX’$451:Y U,&R2).+ 56.+&-.-.R 1&,+-&( 3.8 R).) 5(7/+), -. 1Q(7)/5,-1+ *G %4-/ /+70N
1QJM2 BW=X’$:-2Y U,&R2).+ ,)1(&5)0 Z-+4 55"9" 5&//)++) -. 1H3I %4-/ /+70N
1A["#%5 *7-5-0) 1(&/2-0，%)+> ［"B］

1A[J VW;X’$451:Y U,&R2).+ 56.+&-.-.R 55"9" 5&//)++) -. 1A["#%5 %4-/ /+70N

1!AIJ 1!A=D"D Z-+4 DW=$X’ 3$-( 71/+,)&2 U,&R2).+ &.0 & +,&./(&+-6.&( 3$-(\$\ $5"= U7/-6. 5&,,N-.R
U-,/+ # 3$-( 5606./

［<］

1]3M2 >)/67,5) 6U R).+&2N5-. ,)/-/+&.+ 5&//)++) ［"V］

!，@ @ -.0-5&+)/ 1,6075+-6. 6U &.+-’-6+-5/ ’N +4) Z-(0 +N1) /+,&-. !"#；K，@ -.0-5&+)/ ()// 1,6075+-6. 6U &.+-’-6+-5/ ’N +4) 0),-T&+-T) /+,&-. 6U !"#；L，@ @ @

-.0-5&+)/ 26,) 1,6075+-6. 6U &.+-’-6+-5/ ’N +4) 0),-T&+-T) /+,&-. 6U !"#；O ，̂ -.0-5&+)/ .6 1,6075+-6. 6U &.+-’-6+-5/ ’N +4) 0),-T&+-T) /+,&-. 6U !"#W

!"!"# 酶和试剂：限制性内切酶、%B 9_I 连接酶、

>5? 9_I 聚合酶、9_I !&,X), 和 ‘$硝基苯$#$9$半乳

糖苷（‘_HM）等购自上海生工生物工程有限公司。

9_I 胶回收试剂盒等购自天根生化科技（北京）有

限公司。同位素［!$VF H］03%H 购自北京亚辉生物科

技公司。

!"!"$ 培养基和培养条件：假单胞菌 !"# 培养基为

G!Q（G-.Ra/ 2)0-72 Q）［<］。配制时所需的氮源采用

+,N1+6.)（‘b-0) 原装），其它所用生化试剂纯度级别均

为分析纯。大肠杆菌 CQ 培养基中的抗生素用量

（$Rc2C）：卡那霉素（G&.）;D、氨苄青霉素（I21）"DD、

庆大霉素（M).）FD、壮观霉素（*1)）;D、四环素（%)+）
FD。假单胞菌 !"# 野生株及衍生株培养基中抗生

素用量分别为（$Rc2C）：卡那霉素（G&.）;D、氨苄青霉

素（I21）"DD、庆大霉素（M).）BD。吩嗪$"$羧酸和藤

黄绿脓菌素为实验室细菌代谢纯化产物。

!"# 细菌基因组 %&’ 的提取

假单胞菌 !"# 基因组 9_I 提取采用上海华舜

生物工程公司的细菌基因组 9_I 抽提试剂盒。具

体方法参照该试剂盒说明书。

!"$ ("$)*+!"#,- 吩嗪+!+羧酸基因簇片段的筛选

与克隆

!"$"! 3.8< 基因的 H3>、克隆与测序：根据荧光假

单胞菌 F$?<（7 8 @$2#&’/"’)/ F$?<）和致金色假单胞菌

VD$#B（7 8 52&’#@5"%’)/ VD$#B）菌株中吩嗪$"$羧酸基因

簇（3.8(49;!<A）的一个关键合成酶基因 3.8< 的编

码序 列［"D］，设 计 H3> 引 物 HJ" 和 HJF（HJ"：;\$
M3M3AA(>99%MMI33IM%3I3$V\；HJF：;\$%3%MA(
(>>9M3I%3MMM%3M3%$V\）。以假单胞菌 !"# 的基

因组 9_I 为模板，H3> 扩增 3.8< 基因片段。反应

条件：<Bd #2-.；<Bd "2-.，;;d "W;2-.，?Fd F2-.，

VD 个循环；?Fd "D2-.。回收 H3> 产物（约 V#D’1）经

451:%和 !"#>%酶切后连接并克隆于 1Q(7)/5,-1+
*G 中。所得克隆为 1QJE。其中质粒提取、酶切、电

泳、9_I 胶回收和连接反应，感受态细胞制备和质

粒 9_I 转化均参照文献［""］进行。酶切验证后的

FBB MA e-$4) ’- 5$ 8 c("-5 B%"&#C%#$#+%"5 :%)%"5（FDD?）B?（V）



!"#$ 委托上海博亚生物技术公司测序。

!"#"$ 基因组文库的构建及 !"#$ 基因阳性克隆的

筛选：构建假单胞菌 %&’ 的基因组文库载体为粘粒

!($)*+，构建过程参见文献［&&，&,］。用同位素标

记的 -’./! !"#$ 基因 01* 产物探针与位于 2 张杂

交膜上的 &3,. 个菌落（基因组文库）进行原位杂交。

其中杂交膜的制备与杂交的方法按文献［&&］进行。

通过杂交共获得 + 个阳性克隆，分别为 !*4#& 至

!*4#+。通过 01* 再次验证后的克隆 !*4#& 经上海

博亚生物工程公司酶切、克隆和测序鉴定，获得一条

56-7/8%&’9: 吩嗪8&8羧酸基因簇片段。此片段克隆

于 !";<=>?@A!B C4 得 !01)。

!"% 吩嗪&!&羧酸基因簇插入突变株的构建

从 !D1EF 中切取 .6’7/8(’&!基因片段（含有

&&)*& 抗庆大霉素基因盒）［&-］。并 以 此 替 换 位 于

56-7/8%&’9!吩 嗪8&8羧 酸 基 因 簇 片 段 中 间 的

26G7/8(+,!片段。然后将插有抗庆大霉素基因盒

的 -6+7/8%&’9!基因片段从 !"#EF 上切下并克隆

于自杀质粒 !HI&’J?［&2］，所得 !HI# 以化学转化法

转化 - K )./0 C%&.。以野生株 %&’ 为受体菌，- K
)./0 C%&.（!HI#）为供体菌，进行双亲杂交［&2］。根据

同源重组原理构建并获得抗庆大霉素插入突变株

%&’#&。

!"’ 翻译融合表达载体的构建和转化

翻译融合表达载体 !%H)#（ !/+1L8L /&)2）的构建

参见文献［3］，用电转法转化假单胞菌及衍生株。

!"( 野生株 )!* 及衍生株的生长状况测定

为了比较野生株 %&’ 和相关衍生株的生长状

况，将待测菌株分别接种在 4%" 培养基中于 ,’M、

,,.@NFAO 下 振 荡 培 养，定 时 取 样 测 定 其 光 密 度

（34G..）。根据测定结果绘制生长曲线。

!"+ 吩嗪&!&羧酸和藤黄绿脓菌素的定量测定

两种抗生物质的定量测定通过摇瓶发酵法进

行。根据吩嗪8&8羧酸和藤黄绿脓菌素的不同性质，

采用不同方法处理发酵液，并通过 90(1 进行定量

测定。具体方法及测定条件参照文献［3］进行。

!"* !&半乳糖苷酶活性的定量测定

为鉴定抗生物质藤黄绿脓菌素对自身或它种抗

生物质合成代谢的影响，利用已构建的翻译融合表

达载体 !%H)#（ !/+1L8L /&)2）转化野生株和突变株。

分别同时在 4%" 培养基中培养，定时取样并测定"8
半乳糖苷酶活性。"8半乳糖苷酶活性测定方法参照

%A;;=@ 法［&&］进行。

$ 结果

$"! 野生株 )!* 及其衍生株的生长曲线

为了比较野生株 %&’ 和相关衍生株的生长状

况，将 - 种菌株分别接种在 4%" 培养基中于 ,’M、

,,.@NFAO 下 振 荡 培 养，定 时 取 样 测 定 其 光 密 度

（34G..）并绘制相关生长曲线（结果未显示）。据生

长曲线反映，突变株 %&’J［&+］、%&’#& 与野生株在

4%" 培养基中生长状况无显著差异。表明编码两

种抗生物质基因簇的突变并不影响菌株生长。

$"$ 藤黄绿脓菌素的缺失不影响吩嗪&!&羧酸表达

为了验证藤黄绿脓菌素的合成代谢对抗生物质

吩嗪8&8羧酸合成的影响，我们构建了藤黄绿脓菌素

合成基因簇的抗庆大霉素基因插入突变株 %&’J。

将突变株 %&’J 与野生株 %&’ 分别同时接种于 4%"
培养基中，在 ,’M、,,.@NFAO 条件下经过 5,P 的发

酵，测定结果如图 &8)，" 所示。由图显示，突变株

%&’J 在发酵的过程中因其合成的基因簇已发生突

变，不能合成相应的酶，故没有藤黄绿脓菌素的产

生，与预期结果相符。然而，与野生株相比，突变株

%&’J 的吩嗪8&8羧酸合成量未发生明显改变。表

明，藤黄绿脓菌素合成能力的缺失没有影响吩嗪8&8
羧酸的合成。

图 ! 野生株 )!* 及其衍生株在 ,)- 培养基中的两种

抗生物质的合成曲线

$AQK & 0P=ORSAO=8&8?R@/TUV;A? R?AW ROW !VT;<B=T@AO !@TW<?=W /V BP=

XA;W BV!= >B@RAO %&’ ROW AB> W=@AYRBAY=> AO 4%" F=WA<FK

$"# 吩嗪&!&羧酸的弱表达引起藤黄绿脓菌素的过

表达

为了验证吩嗪8&8羧酸的合成代谢对抗生物质

藤黄绿脓菌素合成的影响，我们又构建了一个吩嗪8
&8羧酸合成基因簇的抗性基因插入突变株 %&’#&。

将突变株与野生株分别同时接种于 4%" 培养基进

行发酵培养。根据所测定的抗生物质的量绘制曲线
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（图 !"#）。据图 !"# 所示，与野生株相比，突变株

$!%&! 的吩嗪"!"羧酸合成量明显减少，藤黄绿脓菌

素合成量显著提高。此结果表明，吩嗪"!"羧酸的减

少促进了另一抗生物质藤黄绿脓菌素相关合成基因

的表达。此外，该突变株中吩嗪"!"羧酸的基因簇突

变以后，吩嗪"!"羧酸只是减少而不是零表达，表明

该 菌 株 极 有 可 能 与 铜 绿 假 单 胞 菌 ’()!（ ! *
"#$%&’()*" ’()!）一样［!+］，拥有两个相对独立的吩嗪

合成基因簇。

!"# 藤黄绿脓菌素的自诱导作用

为了检验藤黄绿脓菌素是否具有自诱导作用，

将翻译融合表达载体 ,$-(& 通过电转化法分别导

入野生株和突变株 $!%.。将携带 ,$-(& 的野生株

和突变株同时分别接种于 /$0 培养基中，在其发酵

过程中添加一定量的藤黄绿脓菌素，使其浓度达

!1!2345。每隔 %6 取样，以 $7889: 法测定""半乳糖苷

酶活性，测定结果如图 ; 所示。由图可知，当突变株

$!%.（,$-(&）在未添加藤黄绿脓菌素的条件下，其

""半乳糖苷酶活性最高可达 !%1<。但培养基中添

加一定的藤黄绿脓菌素后，其""半乳糖苷酶活性显

著提高约 + 倍并与野生株 $!%（,$-(&）相当，可达

到 !!11<。由此证明，在假单胞菌 $!% 中，藤黄绿脓

菌素对自身基因簇的表达具有正向的自诱导作用。

图 ! 野生株 $%& 和突变株 $%&’ 中 ($)*+ 在添加藤

黄绿脓菌素前后的!,半乳糖苷酶的活性分析

=72*; (>?8@A7A BC""2?8?DEBA7F?A9 ?DE7G7E79A BC ,$-(& 7> E69 H78F E@,9

AE:?7> $!%（(），E69 4IE?>E $!%. H7E6 ?FF7E7B> BC ,@B8IE9B:7>（0）B: E69

4IE?>E $!%. H7E6 >B ,@B8IE9B:7>（#）7> /$0 49F7I4，:9A,9DE7G98@*

!"- 过量的吩嗪,%,羧酸抑制藤黄绿脓菌素的合成

为了系统研究吩嗪"!"羧酸对藤黄绿脓菌素合

成的影响，我们选取已构建的转录因子#J 缺失突变

株 $!%J 作 实 验 材 料［!K］。已 有 研 究 表 明，突 变 株

$!%J 在 /$0 培养基中发酵时吩嗪"!"羧酸的合成被

完全抑制，而藤黄绿脓菌素却增加高达 !%1!2345。

鉴于突变株 $!%J 有此特征，我们在其发酵培养基

中逐 级 添 加 一 定 量 的 吩 嗪"!"羧 酸，使 其 浓 度 从

1!2345至 ;11!2345。按同样方法测定发酵过程中

的藤黄绿脓菌素的合成量（图 L）以及菌体的生长量

（+,+11）。

在发酵过程中，添加不同浓度的吩嗪"!"羧酸对

突变株 $!%J 的生长未产生显著的影响（结果未显

示）。据图 L 所示，在 /$0 培养基中添加吩嗪"!"羧
酸，在低浓度条件下，藤黄绿脓菌素的合成未有显著

变化，但当吩嗪"!"羧酸的浓度高于 !;1!2345 以上

时，藤黄绿脓菌素的合成量显著降低。由此表明，过

量吩嗪"!"羧酸的合成一定程度上对藤黄绿脓菌素

的合成具有抑制作用。

图 . 添加不同浓度吩嗪,%,羧酸对突变株 $%&/ 合成藤

黄绿脓菌素的影响

=72* L ’@B8IE9B:7> ,:BFIDE7B> BC E69 4IE?>E $!%J H7E6 ?FF7E7B> BC

,69>?M7>9"!"D?:NBO@87D ?D7F 7> /$0 49F7I4*

. 讨论

假单胞菌 $!% 因合成并分泌对多种作物病原

真菌的生长具有显著抑制作用的抗生物质吩嗪"!"
羧酸和藤黄绿脓菌素，在现代绿色农业中极具应用

前景。但是，从土壤中直接分离所得的野生型菌株

分泌的抗生物质的量相对较低，同时在不同作物根

际定植情况差异明显，这些特征限制了假单胞菌

$!% 在农业中的大面积推广使用。构建两种抗生物

质高表达的基因工程菌株，使之成为定植稳定、高效

安全的生防菌株成为现阶段的主攻目标。因此，有

必要首先开展两种抗生物质在代谢合成上的相关性

研究。

已有研究表明，能够分泌多种抗生物质的生防

菌株具有自身的平衡机制。一种抗生物质的表达受

抑制而减少，必然引起它种抗生物质的高表达，反之

亦然。在荧光假单胞菌 ’C"P 和 #Q(1 中都有相似报

道［P，!%］。通过相关的突变株构建及抗生物质代谢的

测定和比较发现，假单胞菌 $!% 具有独特的抗生物

RRR S- T7"69 #- ". * 3/0-" 1’0$)2’).)&’0" 3’(’0"（;11K）RK（L）



质合成代谢相关机制。其中，藤黄绿脓菌素零表达

并不导致吩嗪!"!羧酸的过表达。在已有假单胞菌

#"$ 的研究表明，一个藤黄绿脓菌素的负调控基因

!"#$ 突变后，使得藤黄绿脓菌素的合成量比野生株

提高近 % 倍，而吩嗪!"!羧酸的表达量却维持野生株

水平不变［"&］。表明，藤黄绿脓菌素的超量表达并不

抑制吩嗪!"!羧酸的表达。由此证明，藤黄绿脓菌素

的合成代谢并不影响吩嗪!"!羧酸的合成代谢。

虽然藤黄绿脓菌素合成代谢的变化并不影响吩

嗪!"!羧酸的合成代谢，但反之（逆命题）未必成立。

试验结果表明，与野生株相比，突变株 #"$’" 的吩

嗪!"!羧酸合成量的显著降低明显促进了藤黄绿脓

菌素的表达。而在突变株 #"$( 的 )#* 培养基中添

加一定浓度的吩嗪!"!羧酸，导致藤黄绿脓菌素合成

的抑制。由此证实，吩嗪!"!羧酸对藤黄绿脓菌素的

合成代谢具一定的负调控作用。吩嗪!"!羧酸对藤

黄绿脓菌素的影响充分展示了假单胞菌自身的次生

代谢的平衡机制。为何藤黄绿脓菌素却不影响吩嗪

!"!羧酸的合成代谢呢？一种可能的解释是，假单胞

菌 #"$ 可能还合成另外一种或几种未被鉴定的抗

生物质或次生代谢物，它或它们的合成与表达可能

受藤黄绿脓菌素调控。此外，我们只是初步证实藤

黄绿脓菌素具有正向自诱导作用。藤黄绿脓菌素的

直接作用位点或间接作用途径等命题需进一步研究

加以证实。
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+>>\ 年 9 月本刊新一届编委云南大学的李文均先生获得了本年度 NS*FG01 分类学奖———=W44（Q)* =2FIL W*L*F0E(21 M2F
48IE8F* 42II*DE(21K）NS*FG01 =0FL M2F :(DF2C(0I Q0P212GJ，并获邀请出席将于 +>>\ 年 "> 月在德国召开的第十一届世界菌种保藏联

盟大会作特邀报告。《微生物学报》编辑部特此向李文均先生表示祝贺！

NS*FG01 分类学奖是世界菌种保藏联合会专为表彰在微生物分类领域做出杰出贡献的青年科学家而设立的奖项，这个奖

项的获得标志着我国这几年的微生物系统分类研究的成绩得到了国际同行的认可。

《微生物学报》编辑部
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