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荧光假单胞菌 2P24 中 retS对抗生素 2，4-二乙酰基间苯三酚合
成的影响
刘九成，张伟，吴小刚，张力群 *

中国农业大学植物病理系，农业部植物病理学重点开放实验室，北京 100193

摘要:假单胞菌中 RetS 是一个位于膜上的感应激酶，对多种基因的表达都有调控作用。在铜绿假单胞菌中，
RetS 可以与另一个感应激酶 GacS 直接互作，并抑制 GacS 的磷酸化。【目的】本文利用遗传学方法研究了荧
光假单胞菌 2P24 中 RetS 对抗生素 2，4-二乙酰基间苯三酚(2，4-DAPG)合成的影响，并对其可能的调控机制
进行了初步探索。【方法】利用高压液相色谱法(HPLC)检测 2P24 及其衍生菌株中 2，4-DAPG 的产量。将
Gac /Rsm 信号途径中小 RNA 及调控蛋白的转录报告质粒转入到菌株 2P24 及其 retS 突变菌株中，检查 RetS
对以上基因转录表达的影响。【结果】菌株 2P24 中缺失 retS 后未知红色素和抗生素 2，4-DAPG 的产量较野
生型均明显升高。进一步试验表明，RetS 转录水平负调控小 RNA RsmX 和 RsmZ 的表达，这说明 RetS 可在
转录后水平影响 2，4-DAPG 的合成。然而，同时缺失 retS 和 gacS 或同时缺失 retS 和 gacA 之后，由 retS 单基
因缺失所造成的未知红色素和 2，4-DAPG 合成量升高、小 RNA 转录表达增强等性状消失，而与 gacS 或 gacA
单基因缺失突变体的表型一致。【结论】以上结果说明菌株 2P24 中 RetS 是 2，4-DAPG 及未知红色素合成的
负调控因子，并且 RetS 对 2，4-DAPG 及未知红色素合成的调控依赖于 Gac /Rsm 信号传递路径。
关键词:荧光假单胞菌( Pseudomonas fluorescens)，2，4-二乙酰基间苯三酚 (2，4-diacetylphloroglucinol，2，4-
DAPG)，感应激酶 RetS，Gac /Rsm 信号途径
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荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens) 2P24，
分离自小麦全蚀病自然衰退土壤，可以有效防治多
种植物病原真菌、细菌引起的土传病害。前期研究
表明该菌株能产生多种抗菌物质，其中 2，4-二乙酰
基间苯三酚 (2，4-diacetylphloroglucinol，2，4-DAPG)
是主要防病机制［1 － 2］，其合成受到 GacS /GacA 双因
子 系 统 ( two-component regulatory system ) 的 调
控［3 － 4］。GacS /GacA 双因子系统由感应激酶 GacS
及其对应的反应调控因子 GacA 组成，其调控机制

主要经由小 RNA 途径实现［5］。在 P． fluorescens
CHA0 中，当位于细胞膜上的感应激酶 GacS 感应到
外界特定的信号刺激时，就会发生自体磷酸化，经过
两次传递，最终将磷酸基团传递给位于胞质中的
GacA［6］。磷 酸 化 的 GacA 正 调 控 3 种 小 RNA
(RsmX、RsmY 和 RsmZ)的表达，小 RNA 大量产生
后就会竞争性的与调控蛋白(RsmA 和 RsmE)结合，
以解除后者对目标基因转录产物 mRNA 的翻译抑
制，这样就实现了对包括 2，4-DAPG、藤黄绿菌素等
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抗生素合成基因在内的下游基因表达的转录后调
控［7 － 8］。

研究表明，2，4-DAPG 的合成与一种未知的红
色素连锁［9］。实验室前期研究中，以未知红色素作
为筛选指标对菌株 2P24 进行 Tn5 转座子突变，在大
约 3000 株突变体中筛选到 29 个红色素产量明显增
加的突变体，其中 2 个突变体中 Tn5 破坏了 retS。

在 P． aeruginosa 中， RetS ( regulator of
exopolysaccharide and type III secretion)负责激活许
多与急性感染( acute infection)相关的基因，例如 III
型分泌系统( type III secretion system，TTSS)及一些
毒性因子;而抑制与慢性感染( chronic infection)相
关的基因，如生物膜形成相关基因［10］。利用转座子
插入突变研究 RetS 的调控路径，发现当 GacS /
GacA /RsmZ 信号传递路径中的任何一个组份发生
突变时，由 retS 缺失所引起的 TTSS 被抑制和生物膜
过量表达等表型都可以被逆转［11］。细菌双杂交实
验表明，RetS 与 GacS 能够通过激酶核心区(HisKA /
H + ATPase)特异地结合互作［12］，但 RetS 与 GacA 之
间无直接互作［10］。RetS 与 GacS 结合后能够抑制
GacS 的自磷酸化，同时还能够影响已磷酸化的
GacS 的稳定性，使其去磷酸化［11］。

本文在前期研究的基础上，从遗传学角度确认
了 RetS 对 2，4-DAPG 及未知红色素合成的调控作
用，并对其可能的调控机制进行了初步的探索。研
究结果表明，P． fluorenscens 2P24 中 RetS 负调控 2，
4-DAPG 及未知红色素的产量，而且这种影响依赖
于 Gac /Rsm 信号传递路径。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
基因组 DNA 提取试剂盒和质粒提取试剂盒购

自 Promega 公司。Ex-Taq DNA 聚合酶、限制性核酸
内切酶以及 T4 DNA 连接酶均购自 TaKaRa 公司。
引物由北京三博远志生物有限责任公司合成。其他
试剂均为国产或进口分析纯。
1. 2 菌株、质粒和培养条件

本实验中所用的菌株和质粒列于表 1 中。菌株
的培养条件参照文献［3］。抗生素使用浓度分别
为:氨苄青霉素 ( Ap ) 50 μg /mL，卡那霉素 ( Km )
50 μg /mL，庆大霉素(Gm) 5 μg /mL，5-溴-4-氯-3-吲

哚-β-D-半乳糖苷(X-Gal)40 μg /mL。
1. 3 DNA 操作和序列分析

DNA 操作参照文献［13］。质粒电击转化到 P．
fluorescens 菌株中的方法参照文献［16］。DNA 序列
测定由北京三博远志生物有限责任公司完成。核苷
酸序列分析由在线 BLAST 搜索引擎完成( http: / /
blast． ddbj． nig． ac． jp / top-e． html)。
1. 4 retS 内缺失突变菌株的构建

菌株 2P24 的 retS 内缺失突变菌株通过双交换
同源重组的方法得到。方法如下:分别利用引物
retS-2334 / retS-3336 和 retS-5106 / retS-6380(表 1)通
过 PCR 的方法得到 retS 上下两段侧翼序列，将得到
的片段酶切后克隆到载体 pBLR 中，获得自杀载体
pBLR-ΔretS，将该载体电击转入菌株 2P24 中，二次
同源交换后即获得 retS 内缺失突变菌株 ΔretS。利
用互补引物对野生菌及 ΔretS 进行 PCR，电泳验证缺
失成功(图未给出)。为互补突变菌株 ΔretS，利用引
物 retSC-2568 和 retSC-5682(表 1)，以 2P24 基因组为
模板 PCR 扩增得到完整的 retS 并克隆到穿梭载体
pBBR1MCS-5 中得到互补载体 pBBRGm-retS。互补
载体转化突变体 ΔretS 后得到互补菌株 ΔretSC。
1. 5 红色素产量变化检查

将菌株 2P24 及其衍生菌株在 LB 培养基平板
上划线，30℃培养48 h后观察颜色。
1. 6 抗生素 2，4-DAPG 的定量检查和 β-半乳糖苷
酶的活性测定

为定量检测 2，4-DAPG，菌株 2P24 及其衍生菌
株于 30℃摇培30 h后，用10 ℅三氟乙酸酸化至 pH
2. 0，然后用等体积乙酸乙酯萃取，萃取物旋转蒸发
后干物质溶于0. 5 mL甲醇。2，4-DAPG 检测方法参
照文献［17］。本实验重复 3 次。

测定 β-半乳糖苷酶活性时，首先将菌株 2P24
及其衍生菌株接种在5 mL液体 LB 培养基中，30℃，
135 r /min摇培30 h，然后按 1 ∶ 1000(V∶ V)的比例接
种到40 mL LB 培养液中继续培养，9 h后开始取样，
之后每隔3 h取样，直到细菌生长达到稳定期，β-半
乳糖苷酶活测定方法见文献［18］。

2 结果和分析

2. 1 P． fluorescens 2P24 菌株中 retS 筛选及鉴定
实验室前期研究中，利用 Tn5 转座子随机插入
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表 1 本实验所用菌株、质粒和引物
Table 1 Bacterial strains，plasmids，and oligonucleotides used in this study

Strains or plasmids Characteristics Reference or Source
Strains
P． fluorescens
2P24 Wild-type，Apr

ΔgacA Derivative of 2P24，gacA in-frame deletion，Apr ［4］

ΔgacS Derivative of 2P24，gacS in-frame deletion，Apr ［3］

ΔretS Derivative of 2P24，retS in-frame deletion，Apr This study

ΔgacSΔretS Derivative of 2P24，gacS and retS in-frame deletion，Apr This study

ΔgacAΔretS Derivative of 2P24，gacA and retS in-frame deletion，Apr This study

Escherichia coli DH5α
F- recA1 endA1 hsdR17 deoR thi-1 supE44 gyrA96 relA1 Δ ( lacZYA-argF ) U169λ －

(Φ80dlacz ΔM15)
［13］

Plasmids
pBLR Suicide plasmid for Pseudomonas spp．，used for homologous recombination，Kmr This study
pBLR-ΔretS Suicide plasmid containing deleted retS on pBLR，Kmr This study
pBBR1MCS-5 Broad-host-rang cloning vector，Gmr ［14］
pBBRGm-retS pBBR1MCS-5 carrying intact retS，Gmr This study
p970Km-rsmZp pRG970Km containing a 0. 4 kb fragment of the promoter region of rsmZ，Kmr ［15］
p970Km-rsmXp pRG970Km containing a 0. 26 kb fragment of the promoter region of rsmX，Kmr This lab
p970Gm-rsmYp pRG970Gm containing a 0. 33 kb fragment of the promoter region of rsmY，Gmr This lab
p970Gm-rsmEp pRG970Gm containing a 0. 36 kb fragment of the promoter region of rsmE，Gmr This lab
p970Km-rsmAp pRG970Km containing a 0. 4 kb fragment of the promoter region of rsmA，Kmr This lab
Oligonucleotides Sequence (5' － 3') Restriction site
retSdeletion primers
retS-2334 ATGAATTCCCAAGTGTCGGTGTCGTAT EcoRⅠ
retS-3336 ATGGATCCTGAGCGAGTGTAGGCATAGC BamHⅠ
retS-5106 ATGGATCCACCGAGCGATTTCCGCAT BamHⅠ
retS-6380 ATGAGCTCGCTTTCAGGCGAACTTATCCG SacⅠ
retS complementation primers
retSC-2568 TTAAAGCTTCGACTGGGAAGGTTGTTTC Hind III
retSC-5682 ATGGATCCGCAGCCAGGAAGAAATGG BamHⅠ

突变的方法在大约 3000 株突变体中筛选得到 2 株
红色素产量明显增加的突变体，遗传学分析表明 2
株突变体中的插入突变都发生在 retS 上(图 1)。菌

株 2P24 中推测的 retS 长2778 bp，与其他假单胞菌
中的 retS 具有高度的一致性(数据未列出)。

图 1 P． fluorescens 2P24 中 retS 结构示意图
Fig． 1 Schematic diagram of the retS in P． fluorescens 2P24． The single-headed arrows represent the location and orientation

of the genes in P． fluorescens 2P24 chromosome． Locations of the Tn5-transposon insertion are indicated as solid triangle． The

construction of plasmids pBLR-ΔretS and pBBRGm-retS is described in Materials and Methods． The bars designate the

fragments cloned into the vector pBLR to give pBLR-ΔretS，and into pBBR1MCS-5 to give pBBRGm-retS． The fragment

inserted in pBBRGm-retS was used to complement the retS mutation in ΔretS． Δ = region deleted in strain ΔretS．
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2. 2 RetS 负调控未知红色素及抗生素 2，4-DAPG
的合成

与野生菌 2P24 相比，缺失 retS 可明显提高红色
素的合成量，菌苔及培养基呈红褐色，而将含有完整
retS 的互补质粒 pBBRGm-retS 导入到 ΔretS 后，菌体
颜色即可恢复到野生型水平(图 2-A)，这表明 RetS
负调控红色素的合成。

图 2 RetS 负调控菌株 2P24 中红色素 (A)和 2，4-DAPG

(B)的合成
Fig． 2 Production of red pigment ( A ) and 2，4-DAPG ( B ) was

negatively regulated by RetS． Red pigment production of P． fluorescens

2P24，its retS deletion mutant ( ΔretS) and the complemented strain

(ΔretSC) on LB plate ( A) ． P． fluorescens 2P24 and variants were

assayed for the level of 2，4-DAPG production by HPLC． The 2，4-DAPG

quantification was performed in triplicate，and the mean values ± SD are

indicated (B) ．

前期研究报道 2，4-DAPG 的合成与红色素的合
成连锁，所以 RetS 可能对 2，4-DAPG 也有调控作
用。利用 HPLC 对野生菌 2P24、ΔretS 和 ΔretSC 中
抗生素 2，4-DAPG 的产量进行了定量检测。结果表
明缺失 retS 后，2，4-DAPG 的产量较野生菌 2P24 明
显升高，而其互补菌株 2，4-DAPG 的产量则远远低

于野生菌 2P24(图 2-B)，这可能是由于多拷贝 retS
的导入使 2，4-DAPG 合成基因的表达受到强烈抑制
的结果。为了验证这一推测，我们将 retS 互补质粒
导入到野生菌 2P24 中并检测其 2，4-DAPG 产量，结
果表明其抗生素产量同样明显低于野生菌 2P24，而
与 ΔretSC 中 2，4-DAPG 的产量基本相当(图 2-B)。

这些结果表明在菌株 2P24 中 RetS 对抗生素 2，
4-DAPG 和红色素的合成有着明显的抑制作用，是
2，4-DAPG 和红色素合成的负调控因子。
2. 3 RetS 对 2，4-DAPG 及红色素合成的负调控依
赖于 GacS /GacA 双因子系统

在菌株 2P24 中，GacS /GacA 双因子系统正调控
2，4-DAPG 的产生，gacA 缺失突变体的 2，4-DAPG
产量与野生型 2P24 相比下降了大约 50 倍［4］。已知
在 P． aeruginosa 中 RetS 是通过与 GacS 直接互作调
控下游基因表达的［10］，推测 RetS 可能通过与 GacS /
GacA 双因子系统互作调控 2，4-DAPG 的合成。

利 用 HPLC 分 别 对 菌 株 ΔretS、ΔgacS、
ΔgacSΔretS、ΔgacA、ΔgacAΔretS 所产生的 2，4-DAPG
进行了定量。结果表明，双缺失突变体 ΔgacSΔretS、
ΔgacAΔretS 的 2，4-DAPG 产量分别与 ΔgacS、ΔgacA
的 2，4-DAPG 产量基本相当，而都明显低于 ΔretS 的
2，4-DAPG 产量(图 3-A)。真菌对峙培养试验也表
明菌株 ΔgacSΔretS、ΔgacAΔretS 都丧失了对病原菌
Rhizoctonia solani 的拮抗作用，而与 ΔgacS、ΔgacA 的
表型一致(数据未列出)。这些结果说明 RetS 对 2，
4-DAPG 合成的调控依赖于 GacS /GacA 双因子调控
系统。

已知红色素的合成与 2，4-DAPG 连锁，所以
RetS 对红色素合成的调控作用应该也是依赖于
GacS /GacA 双因子系统的。试验结果表明，在 retS
缺失的基础上再缺失 gacS 或 gacA 后，由 retS 缺失
所引起的红色素合成量升高的现象消失(图 3-B)。
据此可知，RetS 对未知红色合成的调控依赖于
GacS /GacA 双因子系统。
2. 4 RetS 对小 RNA 和调控蛋白转录的影响

GacS /GacA 双因子调控系统对于下游基因的调
控经由小 RNA 以及调控蛋白 RsmA 和 RsmE 进
行［5］。菌株 2P24 中现已发现 3 个小 RNA(RsmX、
RsmY 和 RsmZ)。本研究中将 3 个小 RNA 的转录
融合 报 告 质 粒 ( p970Km-rsmXp、p970Gm-rsmYp、
p970Km-rsmZp)分别导入野生菌 2P24 和 ΔretS 中，
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图 3 RetS 对 2，4-DAPG 及红色素产量的影响依赖于 GacS /GacA 双因子调控系统
Fig． 3 Effect of RetS on production of 2，4-DAPG (A) and red pigment ( B) was dependent on GacS /GacA two-component regulatory

system． The level of 2，4-DAPG production in strain 2P24，ΔretS，ΔgacS，ΔgacSΔretS，ΔgacA，ΔgacAΔretS was detected by HPLC using

the method described by Shanahan et al． (1992) ． All experiments were performed in triplicate，and the error bars indicate the standard

deviations (A) ．

以检测 RetS 对小 RNA 转录的影响。结果表明，
ΔretS 中 rsmX、rsmZ 的转录水平明显高于 2P24 野生
型，这说明 RetS 负调控小 RNA 基因 rsmX 和 rsmZ
的转录(图 4-A、C);retS 缺失后 rsmY 的转录也有一
定程度的提高，但变化不像 rsmX、rsmZ 那样明显(图
4-B)。据此推测，在 RetS 调控 2，4-DAPG 合成的过
程中 3 种小 RNA 所发挥的作用或其作用机制可能
并不完全相同。

目前 2P24 中已经发现有 2 种调控蛋白 RsmA
和 RsmE，它们对 2，4-DAPG 合成起着负调控作
用［15］。分别将其转录报告载体 ( p970Km-rsmAp、
p970Gm-rsmEp)导入到野生菌 2P24 和 ΔretS 中，以
研究 RetS 对调控蛋白编码基因转录的影响。结果
表明，缺失 retS 对 rsmE 转录基本没有影响 (图 4-
E)，而 rsmA 的转录略有升高(图 4-D)。

2. 5 RetS 对小 RNA 转录的负调控依赖于 GacS /
GacA 双因子系统

将小 RNA 基因启动子的报告质粒分别导入菌
株 ΔretS、ΔgacS、ΔgacSΔretS、ΔgacA、ΔgacAΔretS 中，
通过检测各个菌株的 β-半乳糖苷酶活性来确定它
们之间的关系。结果表明，当同时缺失 retS 和 gacS
后，菌株中小 RNA 的转录表达量远远低于单独缺失
retS 的突变体 ΔretS，而与 gacS 单缺失突变所造成的
表型基本一致 (图 5-A、C)。所以，RetS 对小 RNA
基因的调控依赖于野生型 GacS。同理 RetS 对小
RNA 基因的调控依赖于野生型 GacA(图 5-B、D)。
以上结果说明 RetS 对小 RNA 转录的调控依赖于
GacS /GacA 双因子调控系统。

这些结果说明 RetS 是通过 Gac /Rsm 调控系统
负调控 2，4-DAPG 合成的。
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图 4 RetS 对小 RNA RsmX /RsmZ /RsmY 及调控蛋白 RsmA /RsmE 转录水平的影响
Fig． 4 Transcriptional regulation of the small RNA genes and regulatory protin genes by RetS． β-Galactosidase activities of the plasmid p970Km-

rsmXp (A)，p970Gm-rsmYp (B)，p970Km-rsmZp (C)，p970Km-rsmAp (D)，p970Gm-rsmEp (E) in P． fluorescens strains were measured at

various time points after inoculation． Strains were grown in liquid LB medium at 30℃ ． Growth curve was indicated by dotted lines． All experiments

were performed in triplicate，and the error bars indicate the standard deviations．

3 讨论

前期遗传学研究已经证明抗生素 2，4-DAPG 是
生防菌株 P． fluorenscens 2P24 防治植物病害的主要
因子［1 － 2］，对其合成调控的研究有助于进一步了解
2P24 的生防机制。文献报道 2，4-DAPG 的合成与
一种未知的红色素连锁，当向 13 株不产生 2，4-
DAPG 的假单胞菌中导入 P． fluorenscens Q2-87 的
2，4-DAPG 合成基因簇时，它们可以同时获得产生
2，4-DAPG 和红色素的能力［9］。

本研究中我们克隆了菌株 2P24 中的 retS。序
列比对分析表明，该基因与其它荧光假单菌中的相
应基因具有高度的一致性。菌株 2P24 中 RetS 对 2，
4-DAPG 的合成具有负调控作用，而且这种调控是
通过 Gac /Rsm 途径进行的。当在缺失 retS 的同时
再缺失 gacS 或 gacA 后，retS 缺失所引起 2，4-DAPG
产量升高、小 RNA 转录增加等表型则被逆转。根据
在 P． aeruginosa 中 RetS 通过与 GacS 直接结合互作
调控下游基因的表达等已知的结论，并结合本研究
的结果，我们推测了 RetS 对 2，4-DAPG 合成基因簇
phlACBD 表达调控的可能过程(图 6):首先 RetS 与

GacS 互作，抑制或解除后者的磷酸化，这样 GacA 就
无法接受磷酸基团，从而失去了对下游小 RNA 转录
表达的激活作用。此时没有被小 RNA 结合的调控
蛋白 RsmA 和 RsmE 则处于自由状态，可以与
phlACBD 转录的 mRNA 中的核糖体结合位点结合，
阻碍其翻译，从而实现 RetS 对 phlACBD 表达的抑制
作用;当缺失 retS 后，GacS 可以自由磷酸化并把信
号传递给 GacA，GacA 正调控小 RNA 大量产生，这
样小 RNA 就可以竞争性地与调控蛋白结合，从而解
除调控蛋白对 mRNA 的抑制，phlACBD 得以大量表
达，2，4-DAPG 产量升高。真菌平板拮抗试验(图未
给出)及红色素表型都佐证了以上推测。

retS 缺失后 RsmA 转录表达有所增强，这与 retS
缺失后 2，4-DAPG 合成量升高的表型相悖。一种可
能的解释是，rsmA 的表达量虽有升高但其升高量有
限，不足以抵消小 RNA 表达量的增加，所以并不能
改变最终抗生素产量升高的表型。

RetS 负调控小 RNA 的转录，这一结果在其他
细菌中也得到了证实［11，19］。但是我们的结果进一
步发现 RetS 对 3 种小 RNA 调控的程度并不相同，
RetS 对 rsmZ 和 rsmX 的调控明显强于对 rsmY 的调
控。这说明 3 种小 RNA 在 RetS 调控抗生素合成的
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图 5 RetS 对 rsmX 和 rsmZ 转录的调控依赖于 GacS /GacA 双因子调控系统
Fig． 5 The effect of RetS on transcription of rsmX and rsmZ was dependent on GacS /GacA two-component regulatory system． (A) /(B) p970Km-

rsmXp ，(C) /(D) p970Km-rsmZp． Growth was indicated by dotted lines． All experiments were performed in triplicate，and the error bars indicate

the standard deviations．

图 6 假单胞菌 2P24 中 RetS 通过 Gac /Rsm 系统负调

控 2，4-DAPG 合成的示意图
Fig． 6 RetS negatively regulates the production of antibiotic 2，4-

DAPG through the Gac /Rsm pathway in P． fluorescens 2P24．

过程中所发挥的作用可能并不完全相同。在 P．
fluorescens CHA0 中，过量表达 rsmY 或 rsmZ 可以补

偿由 gacS 或 gacA 缺失所造成的对下游基因表达的
影响，而在 rsmX / rsmY / rsmZ 3 基因缺失突变体中过
量表达 rsmX 可以在一定程度上补偿 3 基因缺失对
下游基因表达所造成的影响［20 － 21］。另外，3 种小
RNA 对 RsmA 和 RsmE 的结合能力基本相同，依此
推断它们在功能上应该是冗余的［22］。但是它们的
表达时期却存在着差异: rsmX 和 rsmY 的表达会随
着细菌生长而增加，而 rsmZ 在生长后期才表达［22］，

从这一方面来看三者的功能可能是有差别的。这也
为我们之前的推测提供了一定的依据，而至于 3 种
小 RNA 具体的功能还有待于进一步的研究。
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Effect of retS gene on biosynthesis of 2，4-diacetyl-
phloroglucinol in Pseudomonas fluorescens 2P24

Jiucheng Liu，Wei Zhang，Xiaogang Wu，Liqun Zhang*

Department of Plant Pathology，China Agricultural University; Key Laboratory of Plant Pathology，Ministry of Agriculture;
Beijing 100193，China

Abstract:Regulator of exopolysaccharide and type Ⅲ secretion ( RetS) is a hybrid sensor kinase / response regulator
protein located on bacterial membrane，and essential for expression of numerous genes． In Pseudomonas aeruginosa，RetS
modulates the phosphorylation state of another kinase GacS via a direct interaction．［Objective］The goal of this study is
to study the effect of retS on the antibiotic 2，4-diacetyl-phloroglucinol (2，4-DAPG) production in P． fluorescens 2P24．
［Methods］ Production of 2，4-DAPG in strain 2P24 and its mutants was quantified by HPLC． To determine the effect of
RetS on the Gac /Rsm pathway，the promoters of the small RNA genes rsmX / rsmY / rsmZ and regulatory genes rsmA / rsmE
in the Rsm pathway were fused with a promoterless lacZ，and the promoter activities were measured in 2P24 and the retS-
deficient mutants． ［Results］Genetic inactivation of the retS in strain 2P24 increased the production of an uncharacterized
red pigment and the antibiotic 2，4-DAPG． RetS negatively regulated the transcription of the small RNAs RsmX and
RsmZ． In the retS and gacS double mutant or the retS and gacA double mutant，all the phenotypic changes caused by the
retS deletion were reversed to the level of gacS or gacA single gene mutant． ［Conclusion］ In P． fluorescens 2P24，RetS
negatively regulates the production of antibiotic 2，4-DAPG through the Gac /Rsm pathway．
Keywords: Pseudomonas，2，4-diacetyphloroglucinol，RetS，Gac /Rsm
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