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摘要:【目的】为了确定铜绿假单胞菌调控因子 Pip 对两个不同吩嗪合成基因簇( phz1 和 phz2)的具体调控方
式与可能的调控机制。【方法】根据基因比对结果，采用同源重组技术构建 Pip 调控因子缺失突变株 PA-PG
以及克隆 pip 基因作互补分析;再以已构建的吩嗪基因簇缺失突变株 PA-Z1G 和 PA-Z2K 为受体菌，构建突
变株 PA-PD-Z1G 和 PA-PG-Z2K，测定并比较野生株及相关突变株的吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素的合成量，推定
Pip 对两个不同吩嗪合成基因簇的调控方式。【结果】在 GA 培养基中，突变株 PA-PG 的吩嗪-1-羧酸和绿脓
菌素都比野生型明显减少;互补分析显示，突变株 PA-PG 的吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素都显著提高并恢复到野
生株 PAO1 水平;突变株 PA-Z1G 的吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素合成量因 Pip 缺失而显著减少;而突变株 PA-Z2K
的吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素合成量在 Pip 缺失后仍保持不变。【结论】初步推定，转录调控因子 Pip 对铜绿假
单胞菌吩嗪合成代谢的确具有促进作用;Pip 通过正向调控吩嗪基因簇 phz2 的合成功能实现对吩嗪合成代
谢的调控。
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)，革兰
阴性，属条件致病菌。病人因长期应用激素、免疫抑
制剂，或进行肿瘤化疗、放疗等造成患者免疫功能低
下时，以及患者烧伤后或某些植入性手术(气管插
管、导尿管导尿等) 后易招致该菌感染，故该菌为医
院院内感染的重要病原菌之一［1 － 2］。研究表明，铜
绿假单胞菌除了合成并分泌外毒素 A 外，还分泌其
它多种毒力因子［3］。吩嗪及其衍生物是一类重要
的毒力因子，它们主要包括吩嗪-1-羧酸( Phenazine-
1-carboxylic acid，PCA )、绿 脓 菌 素 ( Pyocyanin，

PYO)、1-羟基-吩嗪(1-Hydroxyphenazine，1-HP)和吩
嗪-1-甲酰胺 ( Phenazine-1-carboxamide，PCN)等［4］。
深层机制研究显示，在宿主体内，吩嗪-1-羧酸、绿脓
菌素等吩嗪类化合物可引起呼吸道上皮细胞内氧化
性物质的增加、以及嗜中性粒细胞趋化因子 IL-8、白
细胞三烯 B4、胞间黏附分子 ICAM-1 的表达增
加［5］。同时，绿脓菌素还可引起呼吸道上皮中杯状
细胞的增生和转化［6］。目前已证实，铜绿假单胞菌
PAO1 全基因组共包含两个相对独立吩嗪合成基因
簇 phz1 和 phz2［4］。每个基因簇都包含紧密排列的
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phzABCDEFG 共 7 个基因，两者同源性高达 98. 3%。
它们不仅相距甚远(达2. 6 Mb)，而且上游启动子区
域差别迥异。这一事实显示，它们可能各自遵循特
定的调控策略和方式。尽管人们已发现并研究了与
吩嗪及其衍生物合成相关的许多调控因子及调控方
式，如 QscR、RsmA、RpoS 等调控因子抑制吩嗪及其
衍生物的合成，GacA 等调控因子促进吩嗪的合
成［7］。但目前同时针对 2 个吩嗪基因簇表达的具体
调控，除了在假单胞菌 M18 中有所研究［8］，在铜绿
假单胞菌 PAO1 中至今鲜有报道。

在绿 针 假 单 胞 菌 PCL1391 ( P． chlororaphis
PCL1391)中，pip 基因编码由 222 个氨基酸组成的
一种来自 TetR 家族的转录调控因子 Pip。当该基因
被敲除后，突变株不能合成吩嗪-1-甲酰胺，而且 C6-
HSL 信号分子表达量显著减少。这一结果表明，Pip
对绿针假单胞菌的吩嗪合成是必不可少的［9］。序
列比对结果显示，铜绿假单胞菌 PAO1 具有与该基
因相似的一个读码框 PA0243(铜绿假单胞菌 PAO1
全基 因 组 序 列 号 NC _ 002516 或 网 页 www．
pseudomonas． com)［10］。该读码框编码的氨基酸序
列与 Pip 的同源性达 65%。然而，(1)铜绿假单胞
菌 PA0243 编码区是否编码与 Pip 功能相似的转录

调控因子? (2) PA0243 编码的调控因子又将如何
调控两个彼此独立的吩嗪合成基因簇? 关于这些问
题的研究至今皆无报道。

为此，我们首先构建了该区段的缺失突变株，通
过互补分析，以及毒力因子吩嗪及其衍生物的定量
测定，发现 PA0243(Pip)缺失与发生在绿针假单胞
菌中影响截然不同:吩嗪及其衍生物的合成量明显
减少，却没有完全被关闭。随后以已构建的吩嗪基
因簇缺失突变株 PA-Z1G 和 PA-Z2K 为受体菌，我们
又构建了其 Pip 缺失突变株 PA-PD-Z1G 和插入突
变株 PA-PG-Z2K，根据它们吩嗪及其衍生物合成量
的变化，进一步推定 Pip 对吩嗪类毒力因子的合成
代谢主要通过调控吩嗪合成基因簇 phz2 实现的，表
明了铜绿假单胞菌 Pip 调控因子在作用方式或机制
上将有别于绿针假单胞菌 PCL1391。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:本研究所涉及的菌株、质粒及
来源见表 1。

表 1 菌株和质粒
Table 1 Strains and plasmids

Strain and plasmid Characteristics and description Reference or source
Strains
E． coli
DH5α Φ80 lacZΔM15Δ( lacZYA-argF) U169 hsdR17 recA1endA1 thi-1 11
SM10 F- thi － 1 thr － 1 leuB6 recA tonA21 lacY1 supE44(MuC

+ ) λ － KanR 13
P． aeruginosa
PAO1 Wild type，SpeR Stephen Lory
PA-PG pip gene deleted and replaced with aacC1 in PAO1，SpeR GenR This study
PA-Z1G phz1 locus deleted and replaced with aacC1 in PAO1，SpeR GenR Δ

PA-Z2K phz2 locus deleted and replaced with aph in PAO1，SpeR KanR Δ

PA-PD-Z1G pip gene deleted in the mutant PA-Z1G，SpeR GenR This study
PA-PG-Z2K pip gene deleted and replaced with aacC1 in the mutant PA-Z2K，SpeR KanR GenR This study
Plasmids
pEX18Tc Suicide plasmid ，TetR 13
pUCGm Resource of gentamycin resistance cassette ( aacC1)，GenR 14
pME6010 Low copy vector inPseudomonas sp．，TetR 16
pEXP 2. 0 kb up-and-down stream region of the pip gene in pEX18Tc，TetR This study
pEXPG 2. 0 kb pip fragment inserted with aacC1 cassette in pEX18Tc，TetR GenR This study
pME10P A 1217-bp fragment containing the whole pip gene cloned into pME6010，TetR This study

Δ 突变株 PA-Z1G 和 PA-Z2K 为我室已构建突变株，待另文发表。

1. 1. 2 培养基和培养条件:大肠杆菌(E． coli)的培 养采用 Luria-Bertani ( LB) 培养基;铜绿假单胞菌
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(P． aeruginosa)的培养采用 LB 或甘油-丙氨酸培养
基(GA)培养基［11 － 12］。根据不同培养条件和目的，
E． coli 培养基中抗生素的添加量分别为(μg /mL):
氨苄青霉素(Amp)100、盐酸四环素(Tet)25、庆大霉
素(Gen)20;铜绿假单胞菌培养基中需要添加的抗
生素用量(μg /mL)为:硫酸卡那霉素(Kan)750、盐
酸壮观霉素(Spe)100、Tet 125、Gen 40。细菌常规液
体培养时，大肠杆菌和铜绿假单胞菌均在 37℃、
180 r /min条件下振荡培养;而铜绿假单胞菌发酵一
般在 30℃、160 r /min条件下进行。
1. 1. 3 主要酶与试剂:本研究中所用的限制性内切
酶、T4 DNA 连 接 酶、DNA 分 子 量 标 准 物 皆 为
Fermentas (MBI)公司产品;rTaq、LATaq 等 DNA 聚
合酶、dNTP 购于 TaKaRa 宝生物(大连)工程有限公
司;Phusion Taq DNA 聚合酶购自美国 Finenzymes 公
司。在实验过程中，PCR 所需引物皆由南京金斯瑞
生物科技有限公司合成，引物的具体序列及酶切位
点等信息详见表 2 所示。细菌基因组 DNA 提取、
PCR 产物纯化与回收、DNA 胶回收等试剂盒、主要
生化试剂如 D /L-丙氨酸、5-溴-4-氢-3-吲哚-β-D-半
乳糖苷(X-gal)、丙基硫代-β-D-半乳糖( IPTG)、邻硝
基苯-β-D-半乳吡喃糖苷(ONPG)及多种抗生素等均
购自生工生物工程(上海)有限公司。此外，三氯甲
烷、丙氨酸、甘油等其它生化试剂级别均为分析纯
(或色谱纯)。

表 2 引物
Table 2 The primers used in this study

Name of
primer

Sequence ( 5' → 3') and artificial restriction enzyme site
( underlined and in italics)

p-1F CAATTAGAATTCGAAGAATGTCAGCCTGTTG (EcoRI)
p-1R CTAATACCCGGGATCAGGCTTGGACATC ( SmaI)
p-2F GAATTTCCCGGGTATTGCGCTACATCCGTG ( SmaI)
p-2R GTAATTCTGCAGCGCGAAGCGTTCCGC (PstI)
p-LF CCTTGGCCAGTGGTTGCAGCGACTG
p-LR GGTCGAAGTGCACCTGTCCAACGTC
g-1F GCAGCAACGATGTTACGCAG
g-1R TGTTAGGTGGCGGTACTTGG
g-LF GTCACAACGCCGCGGCCAATTC
g-LR CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTC
p-sF CTAATTAAGCTTCGACTTCGACGACGAGTTCC (HindIII)
p-sR CAAGTTCTCGAGGTGATCTACTTTCCGCTGG (XhoI)

1. 2 pip 基因的上下游片段的克隆与拼接
为构建 pip 基因缺失突变株，依据铜绿假单胞

菌 PAO1 基因组序列设计两对引物 p-1F /p-1R 和 p-
2F /p-2R，以铜绿假单胞菌基因组 DNA 为模板进行

PCR，分别扩增 pip 基因的上、下游两个片段 P-Up 和
P-Down。PCR 采用 Phusion Taq，反应程序及条件参
数为: 98℃ 20 s，一个循环; 98℃ 6 s、64℃ 20 s、
72℃ 30 s，34 个循环;72℃再延伸7 min。PCR 产物
经 0. 8%琼脂糖电泳检测、纯化和回收，交由生工生
物工程(上海)有限公司进行测序并鉴定。

铜绿假单胞菌基因组 DNA 提取、质粒小量抽
提、限制性内切酶酶切、DNA 片段胶回收、连接、感
受态细胞制备和转化等步骤均参照文献或相关试剂
盒推荐的方法进行［11］。P-Up 和 P-Down 两片段预
期大小分别为1036 bp和1045 bp，PCR 结果经测序
并鉴定后，将两个 PCR 片段混合。纯化后经 SmaI
酶切、纯化、连接、再纯化后作 PCR 的模板，并以 p-
1F /p-2R 作引物，利用 Phusion Taq 酶进行 PCR。
2. 0 kb的 PCR 产物经纯化后，再经 EcoRI-PstI 双酶
切，最后克隆于质粒 pEX18Tc 中［13］，所得质粒为
pEXP。
1. 3 Pip 缺失突变株 PA-PG 的构建

将来自于 pUCGm( SmaI 酶切)的0. 8 kb抗庆大
霉素基因片段(aacC1)克隆于 pEXP 载体上的 SmaI
位点中，所得质粒为 pEXPG［14］。用化学转化法将
pEXPG 转入 E． coli SM10［11］。

以 E． coli SM10 /pEXPG 为供体菌，铜绿假单胞
菌 PAO1 野生株为受体菌进行双亲杂交［13］。依据
对照平板，筛选对 Tet 敏感而对 Gen 有抗性的克隆，
即 Pip 缺失突变株 PA-PG。
1. 4 突变株 PA-PD-Z1G 和 PA-PG-Z2K 的构建

为了明确 Pip 是否对单个吩嗪基因簇具有调控
作用，我们分别利用已构建完成的单一吩嗪基因簇
缺失突变株 PA-Z1G( phz1 缺失)和 PA-Z2K( phz2 缺
失)为受体菌构建 Pip 缺失突变株 PA-PD-Z1G 和
PA-PG-Z2K。其中以 E． coli SM10 /pEXP 为供体菌
和突变株 PA-Z1G 为受体菌进行双亲杂交，获得突
变株 PA-PD-Z1G( Pip 无标记缺失突变)。而以 E．
coli SM10 /pEXPG 为供体菌和突变株 PA-Z2K 为受
体菌进行双亲杂交，获得突变株 PA-PG-Z2K(Pip 有
标记缺失突变)。其步骤与筛选突变株 PA-PG 基本
相同。
1. 5 pip 基因互补载体的构建和转化

为了构建 pip 基因的互补表达载体，以 PAO1 基
因组 DNA 为模板，利用引物 p-sF /p-sR 进行 PCR 获
得约 1. 2 kb 包含 pip 基因自身启动子的片段。纯化
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后的 PCR 片段通过 HindIII-XhoI 双酶切，之后采用
试剂盒纯化酶切所得的 PCR 片段，并克隆于低拷贝
穿梭质粒 pME6010 相应位点中［15］，所获质粒命名
为 pME10P。经测序验证后，分别将 pME6010 和
pME10P 通过化学转化方法转化野生株和突变株
PA-PG 后，进行互补分析［16］。
1. 6 发酵培养和生长曲线的测定

将野生菌株 PAO1 和突变株 PA-PG 等分别同时
培养于盛有150 mL的 GA 培养基中(接种比例按
1∶ 100)，每个样品设 3 个重复。每隔12 h取样，测定
OD600。
1. 7 吩嗪-1-羧酸测定

吩嗪-1-羧酸的定量测定方法基本参照文献
［17］进行，但稍作修改。样品处理的基本流程如
下: 取不同发酵时间段的发酵液 900 μL，加入
100 μL的浓盐酸(12 mol /L)作酸化处理，随后加入
2. 7 mL的三氯甲烷(3 ×体积)振荡抽提2 min。8000
× g 条件下，离心5 min。取下层有机相作不同程度
的稀释，在252 nm条件下，分光光度法测定其光密度
值(OD252 )，根据如下线性方程计算发酵液液中吩
嗪-1-羧酸的浓度(μg /mL): Concentration (μg /mL)
= 2. 9667 × OD252 － 0. 0979，R2 = 0. 9998。建立该线
性方程所需的吩嗪-1-羧酸纯品由原上海交通大学
微生物代谢国家重点实验室许煜泉教授课题组惠
赠。
1. 8 绿脓菌素的测定

绿脓菌素的定量测定方法参见文献［18］进行。
基本步骤如下:取不同发酵时间的细菌发酵液
4 mL，加入2. 4 mL三氯甲烷振荡抽提2 min，8000 × g
条件下，离心5 min。吸取下层有机相2 mL并向其中
加入4 mL的0. 2 mol /L的盐酸，振荡混匀3 － 5 min，
8000 × g 条件下，离心 5 min。取上层水相 (桃红
色)，在520 nm条件下采用分光光度计测定其光密
度值 ( OD520 )，并 依 据 标 准 曲 线 和 消 光 系 数
(17. 072)计算其浓度。绿脓菌素的标准品购自美
国 Cayman 公司。
1. 9 数据分析

同一实验至少重复 3 次，每个实验组和对照组
设 3 个重复。根据统计学原理，测定的结果除了进
行算术平均数的计算，我们还进行了离差和标准差
等分析。同时针对每个时段实验组和对照组的 3 个
重复进行双尾 t 检验。若 P ＜ 0. 05，则认为差异显

著，若 P ＜ 0. 01，则认为实验组与对照组差异极其显
著。

2 结果

2. 1 PA0243 基因产物(Pip)同源性分析
根据 PA0243 基因序列可知，PA0243 可编码

222 个氨基酸。序列比对分析显示，该基因产物与
多种细菌的 TetR 家族的转录调控因子有较高的同
源性。其中与绿针假单胞菌 PCL1391(DQ311664)、
荧光假单胞菌 F113 (YP_005210469. 1)、恶臭假单
胞菌 KT2440(NP_745664. 1)、丁香假单胞菌番茄变
种 DC3000 ( NP _792164. 1)和维涅兰德固氮菌 DJ
(YP_002800926. 1)等细菌的 TetR 转录调控因子的
同源性分别为 65%、65%、63%、62%和 67%。表明
铜绿假单胞菌 PAO1 的 PA0243 的表达产物 Pip 可
能与其它菌中的同源物具有相似的调控功能。
2. 2 Pip 缺失突变株的构建和鉴定

为了进一步确认经抗性筛选所获得的 Pip 缺失
突变株是否正确，我们采用 PCR 方法加以鉴定。据
图 1 所示，来自于突变株 PA-PG 的 PCR 条带皆与预
期大小相符，表明抗庆大霉素基因盒 ( aacC1)插入
并替换了基因组中 pip 基因区段，证实我们确已获
得 Pip 缺失突变株 PA-PG。

突变株 PA-PD-Z1G 和 PA-PG-Z2K 中的 pip 基
因敲除同样由 PCR 鉴定(结果未显示)。
2. 3 Pip 缺失突变对吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素合成
代谢的影响

为了确定 Pip 缺失是否对生长产生一定的影
响，我们比较了突变株 PA-PG 与野生株 PAO1 的生
长状况。将它们分别接种于 GA 或 LB 液体培养基
中，振荡培养，每12 h取样分析，600 nm波长下测定
菌体的吸光度(OD600)。生长曲线显示，在两种培养
基中突变株 PA-PG 与野生株 PAO1 在 GA 培养基中
生长无显著差别，在相同的培养时间、温度等条件
下，突变株的菌体总量几乎与野生株无异 (结果未
显示)。表明，pip 基因的敲除对铜绿假单胞菌的生
长无显著影响。

为了确定 pip 基因对吩嗪类的合成代谢是否具
有调控作用以及调控方式，将已构建的缺失突变株
PA-PG 和野生株 PAO1 分别接种于 GA 培养基中进
行发酵培养。定时取样并分析产物合成量，并根据
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图 1 pip 基因缺失突变的构建与 PCR 鉴定
Fig． 1 Generation of pip deletion mutant． ( A ) Genomic

organization of the chromosomal region of P． aeruginosa PAO1

surrounding PA0243 ( pip，grey arrow) ． The opened arrows denote

the upstream ORF of PA0242 and the downstream ORFs of PA0244，

aroQ，and PA0246． The primers for mutation are shown also． (B)

Diagram of the deleted pip locus，indicating the pip gene is replaced

with aacC1 ( black arrow) ． The primers used for identification are

also indicated． ( C) PCR identification of the pip deletion． PCRs

were carried out with the primers shown at the top of lanes，using the

genomic DNA of the mutant PA-PG as template shown in lane 2

(L2)，L6 and L8，the genomic DNA of the parental strain PAO1

shown in L1，L5 and L7，double distilled H2 O shown in L4 as

negative control，and the genomic DNA of the mutant PA-SG shown

in L3 as positive control．

结果绘制发酵产物合成曲线。
据图 2-A 显示，与野生株 PAO1 相比，在发酵

24h 后突变株 PA-PG 合成的吩嗪-1-羧酸明显减少，
其合成量只有野生株 PAO1 的一半(P ＜ 0. 01)。此
结果表明，pip 基因的缺失在一定程度上抑制了吩
嗪-1-羧酸的合成。据图 2-B 显示，绿脓菌素的合成
量在突变株和野生株中的表现与吩嗪-1-羧酸相似，
突变株 PA-PG 的绿脓菌素的合成量比野生株 PAO1
显著降低(P ＜ 0. 01)，不足野生株的 1 /2。此结果显
示，pip 基因的缺失一定程度上也抑制了绿脓菌素的
合成。由此不难推测，pip 基因的表达与 Pip 的存在
应该对吩嗪及其衍生物的合成代谢具有一定的促进
作用。

图 2 铜绿假单胞菌 PAO1 与突变株 PA-PG

在 GA 培养基中吩嗪类合成量
Fig． 2 Production of phenazine-1-carboxylic acid ( A，

solid) and pyocyanin (B，open) of the wild type strain

PAO1 ( square ) and the pip deletion mutant PA-PG

( circle) in GA medium． All experiments were carried

out in triplicate，and each value is presented as the

average ± standard deviation．

2. 5 pip 基因的互补分析
为了进一步证实突变株 PA-PG 吩嗪及其衍生

物的合成量的变化确为 pip 基因缺失引起，我们构
建了 pip 基因的互补表达载体 pME10P，并同时用
pME6010 做阴性对照分别转化突变株 PA-PG 和野
生株 PAO1。转化子经质粒抽提验证后，接种 GA 发
酵培养基进行发酵培养，并定时测定吩嗪及其衍生
物的合成量。发酵培养结果如表 3 所示，当突变株
PA-PG 重新引入 pip 基因以后，其吩嗪-1-羧酸和绿
脓菌素的合成量都有显著提高，并与野生株相应产
物的表达量相差无几。当 pME6010 引入野生株和
相关突变株，并未带来铜绿假单胞菌的吩嗪合成代
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谢上的显著变化。结合突变株中吩嗪及其衍生物的
变化，据此互补分析的结果可以确定，在铜绿假单胞

菌中 Pip 的确对吩嗪及其衍生物合成具有促进作用
(正向调控)。

表 3 突变株的互补实验分析
Table 3 Complementation of the pip gene in PAO1 and its derivatives

PCAa PYOb

PAO1 16. 85 ± 1. 5 4. 50 ± 0. 4
PA-PG 8. 86 ± 1. 0(PAO1 as control，P《0. 01) 2. 50 ± 0. 2(PAO1 as control，P《0. 01)
PAO1( pME6010) 17. 10 ± 1. 0(PAO1 as control，P = 0. 411) 4. 45 ± 0. 3(PAO1 as control，P = 0. 435)
PA-PG( pME6010) 9. 04 ± 1. 5(PA-PG as control，P = 0. 435) 2. 65 ± 0. 2(PA-PG as control，P = 0. 205)
PA-PG( pME10P) 17. 50 ± 1. 0(PAO1 as control，P = 0. 283) 5. 25 ± 0. 5(PAO1 as control，P = 0. 056)

a Phenazine-1-carboxylic acid production after inoculation in GA medium for 24h．
b Pyocyanin production after inoculation in GA medium for 24h．
Each value is expressed as mean ± SD of three independent experiments．

2. 6 Pip 缺失对单个吩嗪基因簇的合成功能影响
鉴于铜绿假单胞菌具有 2 个拷贝的吩嗪基因

簇，且它们都参与了吩嗪及其衍生物的合成，为了进
一步推定 Pip 是否对 phz1 和 phz2 两个基因簇的表
达有一定的调控作用，分别以已构建的单一吩嗪基
因簇缺失突变株 PA-Z1G 和 PA-Z2K 为受体菌，再次
构建 Pip 的缺失突变，产生新的突变株 PA-PD-Z1G
和 PA-PG-Z2K。

为了确认 Pip 缺失是否影响了吩嗪基因簇 phz1
的合成代谢，我们采用突变株 PA-PG-Z2K 接种 GA
培养基进行发酵培养，同时以 PA-Z2K 为对照。定
时取样，测定吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素的合成量。据
图 3 显示，突变株 PA-PG-Z2K 的吩嗪-1-羧酸和绿脓
菌素的合成量与突变株 PA-Z2K 的合成量无显著差
异(P ＞ 0. 05)。由于 PA-Z2K 中吩嗪及其衍生物的
合成由吩嗪基因簇 phz1 承担，因此我们推定 Pip 的
缺失并未影响 phz1 的合成功能。

Pip 既然对吩嗪基因簇 phz1 的合成代谢无显著
影响，而 Pip 缺失的确造成了吩嗪及其衍生物合成
量的明显减少，据此我们推断，Pip 的缺失很可能抑
制了吩嗪基因簇 phz2 的合成功能。为了证明这一
推定，我们以 PA-Z1G 为对照，发酵培养突变株 PA-
PD-Z1G。

据图 4 所示，在发酵早期( ＜ 24 h)，实验株 PA-
PD-Z1G 与对照株 PA-Z1G 相比，吩嗪-1-羧酸和绿脓
菌素的合成量差异不显著。但发酵进入中后期以
后，实验株 PA-PD-Z1G 的吩嗪-1-羧酸和绿脓菌素比
对照株 PA-Z1G 明显减少。互补实验也表明，Pip 缺
失的确导致了实验株 PA-PD-Z1G 的吩嗪及其衍生
物的合成量减少(结果未显示)。由于出发菌株 PA-
Z1G 中吩嗪基因簇 phz1 缺失，实验株 PA-PD-Z1G 吩

图 3 突变株 PA-Z2K 和 PA-PG-Z2K 在 GA 培养基

中吩嗪及其衍生物的合成量
Fig． 3 Phenazine-1-carboxylic acid ( A ) and pyocyanin ( B )

production in the mutant PA-Z2K and PA-PG-Z2K after inoculation

in GA medium for 72 h． Each value is expressed as mean ± SD of

three independent experiments． * indicating P ＞ 0. 05，two-tailed

paired Student's t test．

嗪及其衍生物的减少显然由 Pip 的缺失负调控了
phz2 的合成功能而引起的，这一结果与我们的推定
相符。
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图 4 突变株 PA-Z1G 和 PA-PD-Z1G 在 GA 培养基

中吩嗪及其衍生物的合成量
Fig． 4 Phenazine-1-carboxylic acid ( A) and pyocyanin ( B)

production in the mutant PA-PD-Z1G and PA-Z1G after

inoculation in GA medium for 72 h． Each value is expressed as

mean ± SD of three independent experiments． * indicating P ＜

0. 01，two-tailed paired Student's t test．

综合分析推定，铜绿假单胞菌 PA0243 的确编
码了 Pip 调控因子且对吩嗪及其衍生物合成代谢具
正向调控作用;同时，Pip 对吩嗪类合成代谢的调控
主要通过介导吩嗪基因簇 phz2 的合成功能来实现
的，对吩嗪基因簇 phz1 无调控作用。

3 讨论

作为一种最常见的病原细菌之一，铜绿假单胞
菌尽管合成并分泌多种毒力因子，但主要的毒力因
子包括吩嗪类、外毒素 A 和弹性蛋白酶三类［19］。为
了探讨 pip 基因是否对吩嗪及其衍生物的合成具有
调控作用，本文采用抗庆大霉素基因插入失活的策
略构建了 Pip 缺失突变株 PA-PG。通过发酵培养发
现，不论吩嗪-1-羧酸，还是绿脓菌素，缺失突变株
PA-PG 的合成量与野生株相比明显减少。表明，铜

绿假单胞菌 PAO1 的 Pip 对吩嗪的合成具有正向的
调控作用。为了进一步探索 Pip 针对两个吩嗪合成
基因簇的具体调控方式与机制，我们又相继构建了
PA-PD-Z1G 和 PA-PG-Z2K 突变株。发酵结果表明，
Pip 对 phz1 无调控作用，对 phz2 具有正向调控作用。

在绿针假单胞菌 PCL1391 中，pip 基因突变导
致突变株 PCL1114 不再合成 PCN，因为在发酵过程
中检测不到 PCN 的存在［9］。而在铜绿假单胞菌
PAO1 中，Pip 的缺失导致次生代谢物吩嗪及其衍生
物的明显减少，因为发酵过程中我们仍然可以检测
到吩嗪及其衍生物的存在，只是合成量降低罢了。
因此，铜绿假单胞菌 PAO1 的 Pip 调控因子对吩嗪
的调控作用与绿针假单胞菌 PCL1391 相比具有明
显的差异。

Pip 在调控吩嗪合成方面，两种菌株之所以表
现出明显的差异，应源于它们迥然不同的合成吩嗪
的基因簇和调控通路。首先，铜绿假单胞菌具有两
个同源性极高，功能相同的两个吩嗪基因簇 phz1 和
phz2［4，20］，而在绿针假单胞菌 PCL1391 中，目前鉴定
仅存在一个吩嗪合成基因簇。其次，铜绿假单胞菌
PAO1 两个吩嗪基因簇尽管结构基因部分同源性
高，但是它们的上游调控区段的序列截然不同:在
phz1 操纵子的启动子区域存在 1 个类似 las-box 的
组成元件，该元件为群体感应(Quorum sensing)系统
的顺式调控元件;在 phz2 操纵子的上游却存在另一
个调控基因 qscR［21］。在绿针假单胞菌 PCL1391 中，
吩嗪基因簇可以被 phzI / phzR 调控。这些结构上的
差异，显然为它们各自采取不同的调控方式与机制
提供了平台和空间。第三，在铜绿假单胞菌 PAO1
中，目前已鉴定的参与毒力因子代谢调控的系统至
少包括 lasR-lasI、rhlR-rhlI 和 qscR 等调控系统，而在
绿针假单胞菌 PCL1391 中，调控通路和调控机制就
简单得多。由此看来，尽管铜绿假单胞菌 PAO1 和
绿针假单胞菌 PCL1391 的 Pip 因子同源性达 65%，
但由于 PAO1 中调控通路的复杂性致使 Pip 表现出
不同于绿针假单胞菌的调控方式，这一结果的出现
是完全可以发生的。

根据我们的实验结果，在铜绿假单胞菌 PAO1
中，Pip 仅对吩嗪基因簇 phz2 的合成代谢具有一定
的正向调控作用。由于对 phz1 的合成代谢没有调
控作用，因此针对为何突变株 PA-PG 的吩嗪及其衍
生物的合成量减少的原因就不难理解了。尽管如
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此，作为一种转录调控因子，Pip 如何调控吩嗪基因
簇 phz2 的转录与表达，即针对 phz2 的 Pip 调控的路
径和机制等问题，我们目前一无所知。显然，针对这
些问题有待进一步研究。
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Positive regulation in expression of the phenazine-
producing operon phz2 mediated by Pip in Pseudomonas
aeruginosa PAO1
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Abstract:Pseudomonas aeruginosa PAO1，an opportunistic pathogenic bacterium，produces phenazine and its derivatives
which play a critical role in pathogen-host interaction during its infection． In a biological control strain P． chlororaphis
PCL1391，Pip positively regulates PCN production． ［Objective］Our aim is to identify the function and regulation of an
ORF of PA0243 ( the homolog of Pip) in Pseudomonas aeruginosa PAO1． ［Methods］We first cloned the fragment of the
pip gene from the chromosomal DNA of P． aeruginosa PAO1 and constructed the pip-defect mutant PA-PG with the
insertion of gentamycin resistance cassette (aacC1) ． With construction and introduction of pME10P ( containing the whole
pip gene region)，complementation of the pip was then carried out． With creation of the mutants PA-PD-Z1G and PA-PG-
Z2K，phenazine-1-carboxylic acid and pyocyanin were measured in GA medium in relative mutants，respectively． ［Results］
In GA medium，production of phenazine-1-carboxylic acid and pyocyanin in the mutant PA-PG decreased dramatically in
comparison with that produced in the wild type strain PAO1． The amounts of phenazine-1-carboxylic acid and pyocyanin，
however，were recovered with complementation of the derivative PA-PG bearing pME10P． The production of phenazine-1-
carboxylic acid and pyocyanin in mutant PA-PG-Z2K were same to those in parental strain PA-Z2K． Phenazine-1-carboxylic
acid and pyocyanin produced by the mutant PA-PD-Z1G were lower than those in the original strain PA-Z1G． ［Conclusion］
With these results，it is suggested that Pip exerts positively regulation in phenazine biosynthesis by specifically modulating
expression of the phz2 operon，not by mediating expression of the phz1 operon in P． aeruginosa PAO1．
Keywords: P． aeruginosa，Pip，phenazine-1-carboxylic acid，pyocyanin，metabolic control
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