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摘   要: 假单胞菌  (Pseudomonas sp.) M18 是促进植物生长的根际细菌 , 能产生吩嗪-1-羧酸 
(PCA) 和藤黄绿菌素 (Plt) 两种不同的抗生素。根据生物信息学分析, 铜绿假单胞菌 PA2572 基因

编码蛋白可能是一个双元调控系统的应答调节子。本研究从假单胞菌 M18基因组中扩增出 PA2572
同源基因片段 ppbR, 利用体外定点插入突变和同源重组技术构建了 M18 的 ppbR 突变株 M18P。
研究结果表明, 突变株 M18P 在泳动能力和群集运动能力上有显著的下降。突变株合成 PCA 的能

力比野生型有显著的下降, 在发酵液中 PCA 积累量仅为野生型的 50%。在 KMB 培养基中, 突变

株 Plt 的积累量和野生型没有显著的差异。 
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Abstract: Pseudomonas sp. M18, one of plant-growth-promoting rhizobacteria, can produce secondary me-
tabolites including phenazine-1-carboxylic acid (PCA) and pyoluteorin (Plt). PA2572 gene coding protein is 
a probable two-component response regulator in Pseudomonas according to homologous speculations. In 
order to investigate its genetic function, PA2572 homologous gene, ppbR, was amplified from M18 genome, 
inactivated by inserting a Gm cassette. The resulting reconstruct was introduced into the M18 genome using 
homologous recombination technique, so as to obtain the null mutant M18P. The results showed that the 
M18P has less flagellar swimming and swarming motility, and yielded fewer PCA. The production of PCA 
was only 50% of the wild type. However, there was no remarkable difference between mutant and wild type 
in producing pyoluteorin in KMB medium.  

Keywords: Pseudomonas sp. M18, ppbR, Two-component regulatory system, Swimming mobility, Swarm-
ing mobility, Phenazine-1-carboxic acid

革兰氏阴性细菌存在着与菌群传感 (Quorum Sensing)相关联的双元调控系统 (two-component 
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regulatory system)[1], 双元系统参与调控细菌多种生
命活动。铜绿假单胞菌基因组序列分析表明, 铜绿
假单胞菌中有64个应答调控子基因和63个组氨酸激
酶基因[2], 然而许多双元调控系统的生物功能仍然未
知 , 到目前为止只有少数例如GacA-GacS、PprA- 
PprB等双元系统有相关生物功能的文献报道[3,4]。   

PA2572基因位于铜绿假单胞菌PAO1全基因组
上, 是根据其保守氨基酸基序、结构特征及与其它
已知功能的基因具有一定同源性而推测出其功能的

基因 , 属于Ⅲ类基因  [5,6]。根据生物信息学分析 , 
PA2572编码蛋白是一个双元调控系统的应答调节
子, 蛋白比对结果表明PA2572编码蛋白是一个含有 
REC(CheY-like)结构域和HD-GYP 结构域的应答调
节子, 并推测与细菌的运动力、次生代谢产物合成、
蛋白质分泌以及与菌群传感系统相关联。但是所有

这些功能只是通过生物信息学分析推测, 并没有得
到实验验证。 

假单胞菌 M18( Pseudomonas sp. M18) 是从甜
瓜根际土壤中分离到的促进植物生长的根际细菌 , 
迄今为止的文献报道中唯一能同时分泌藤黄绿菌素

(Pyoluteorin, Plt)和吩嗪-1-羧酸(Phenazine-1-carbox- 
ylic acid , PCA) 两种抗生素的假单胞菌株[7]。为了

进一步通过实验研究 PA2572 同源基因在假单胞菌
M18 中的功能, 本研究从 M18 基因组 DNA 中克隆

出 PA2572同源基因 ppbR, 构建了基因 ppbR突变株
M18P, 通过对野生株和突变株在泳动能力、群集运
动能力、PCA 和 Plt 生物合成的动力学分析等相关
研究, 初步研究 ppbR 基因在假单胞菌 M18 中的功
能作用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  试剂、培养基和培养条件：DNA 聚合酶、限
制性内切酶、T4 DNA 连接酶均购自 TaKaRa公司, 
DNA抽提试剂盒购自上海生工生物工程有限公司。
LB 培养基按文献[8]配制; 蔗糖选择培养基：LB培
养基另加 5%蔗糖; PPM 培养基：每升含胰蛋白胨  
22 g, 葡萄糖 20g, KNO3 1 g, NaCl 5 g, pH 7.5; KMB
培养基：每升含蛋白胨 20 g, K2HPO4 0.392 g, 甘油
15 mL, 无水 MgSO4 0.732 g, pH 7.5; 相应固体培养
基每升加 15 g 琼脂。泳动能力(swimming mobility)
检测培养基、群集运动能力( swarming mobility) 检
测培养基均按文献[9]配制。抗生素用量(μg/mL) ：
卡那霉素(Km) 50, 氨苄青霉素(Ap)100, 庆大霉素
(Gm) 40, 壮观霉素(Sp) 100, 四环素(Tc)25(大肠杆
菌)、125(假单胞菌)。培养温度：大肠杆菌 37℃, 假
单胞菌 28℃。 

 
表 1  菌株与质粒 

Table 1  Strains and plasmids 

Strain/ Plasmid Characteristics Source 

Strain   

Pseudomonas sp. M18 Rhizosphere isolated, PCA+ Plt+ Apr Spr This Lab 

Pseudomonas sp. M18P PCA- Plt - Apr Spr Gmr, ppbR- This study 

E. coli DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17( rk- mk + ) supE44 relA1 This Lab 

E. coli SM10 thi-1 thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu Kmr Simon et al. 

Plasmid   

pEX18TC Suicide plasmid Tetr This Lab 

pUCGm Cloning vector, Gmr Thomashow 

pEX18TCP pEX18TC with 1.4kb f EcoRI- HindIII fragment of ppbR; Tetr This study 

pEX18TCPGM ppbR inactivated with aacC1 cassette in pEX18TCP, Tetr ,Gmr This study 

pMEZA 420-bp BamHI-PstI PCR amplified fragment containing pphzA with up-
stream region cloned into pME6015 This lab 

pMEAZ 733-bp BamHI-PstI PCR amplified fragment containing PpltLA-pltL-pltA’ 
cloned into pME6015 This lab 

 
1.2  引物和 PCR 反应 

根据 Pseudomonas aeruginosa PAO1 全基因组
数据库(www. pseudomonas. com)中 PA2572 基因的
保守序列, 设计 PCR 引物用于扩增假单胞菌 M18 
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基因组的 ppbR 片段 , 引物 1：5′-atat GAATTC 
CCAGGCCAGACTCGG-3′, 引物 2：5′-tatg AAGCTT 
ATGCGCTCGTCGGTG-3′, 分别在两引物的 5′端增
添 EcoRI 和 HindⅢ酶切位点, 以利于 PCR 产物克
隆, 由上海生工生物工程有限公司合成。PCR 反应

体系(50 μL ) 为：10×高保真酶缓冲液 5 μL, dNTP 

(2.5 mmol/L) 4 μL, 引物 1和引物 2各 0.5 μL, 模板
DNA 0.5 μL, 高保真酶 (5 U/μL)0.25 μL, 重蒸水
39.3 μL。PCR反应条件为：94℃ 5 min, 1个循环;  
94℃ 40 s, 63℃ 1 min, 72℃ 2 min, 30个循环; 72℃
延伸 10 min。 

1.3  DNA 常规技术操作 
质粒抽提、酶切、DNA 片段回收、连接、转化、

感受态细胞制备等均根据文献[8]进行, 细菌结合转
移根据文献[9]进行。染色体 DNA 提取使用生工生
物公司试剂盒, DNA 序列测序委托上海英骏生物公
司测定。 

1.4  泳动能力和群集运动能力测定 
具体操作方法参照文献[10]。 

1.5  生长曲线及 PCA 和 Plt 的测定 
具体操作方法参照文献[11]。发酵过程中, 每隔

12 h 取样, 测定 OD600及 PCA 和 Plt 的产量, 9次
重复, 取平均值。 

1.6  β-半乳糖苷酶活性测定 
将携带 pltA’-‘lacZ、phzA’-‘lacZ 翻译融合表达

质粒的假单胞菌野生型菌株 M18和 ppbR 突变菌株
M18P的过夜培养物按 1%的接种量分别接种于装有
150 mL KMB培养基和 PPM培养基的 500 mL 三角
瓶中, 在 28 ℃、转速为 220 r/min的摇床中培养。
分别在不同培养时间点取样测定 β-半乳糖苷酶活性, 
测定方法参照文献[7]。 

2  结果 

2.1  ppbR基因片段的扩增及序列分析 
以野生型菌株 M18 总 DNA 为模板进行 PCR, 

获得 1400 bp 左右的条带, 回收 PCR 产物, 将 PCR
产物进行测序, 测序结果通过软件分析和同源性比
对, M18的 ppbR基因(GenBank序列号：EF152323)
序列与 Pseudomonas aeruginosa PAO1的 PA2572基
因序列同源程度为 99.63%, 与 Pseudomonas fluo-
rescens Pf-5, Pseudomonas fluorescens PfO-1, Pseu-
domonas putida KT2440同源基因的同源程度分别为

78.10%, 76.15%, 73.89%。根据编码蛋白结构域分析, 
ppbR基因编码蛋白含有 1个 REC(CheY-like)结构域
和 1 个 HD-GYP 结构域, 并推测与细菌的鞭毛运动
能力以及次生代谢物形成有关。 

2.2  ppbR基因片段克隆 
将 PCR 回收产物用 EcoRI 和 HindⅢ 双酶切, 

插入带有 EcoRⅠ和 HindⅢ位点的质粒 pEX18TC中, 
构建新质粒 pEX18TCP, 转化大肠杆菌 DH5α, 筛选
转化子, 抽提质粒用 EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切验证
转化子。 

2.3  ppbR基因的体外突变 
选择 SacⅠ作为突变位点, 质粒 pEX18TCP经过

SacⅠ酶切, T4-DNA 聚合酶钝化末端, 从 pUCGm
中获得含有 Gmr 抗性基因的片段,长度为 850 bp ,与
钝化的线性 pEX18TCP连接后,转化大肠杆菌 DH5α,
筛选转化子酶切予以验证 (图 1),阳性克隆命名为
pEX18TCPGM。 

 

 
 

图 1  阳性克隆的酶切图谱 
Fig.1  Restriction map of positive clones.  
1: Marker; 2: pEX18TCPGM; 3: pEX18TCP 

 
2.4  ppbR突变菌株 M18P 的获得和验证 

将新得到的质粒 pEX18TCPGM 转化至大肠杆

菌 E.coli SM10, 平板筛选带有 Gm抗性的 SM10, 
并以此为供体菌, 与受体菌株 M18进行固相滤膜接
合转移。质粒受 pEX18TCPGM供体菌诱动转移到菌
株 M18 中。质粒不能自主复制 , 使质粒携带的
ppbR::Gmr突变基因盒与受体菌的染色体 ppbR 基因
发生同源重组。因为质粒 pEX18TCPGM带有 Gm和
Tet 抗性基因, 用含有 Gm 和 Tet 抗生素的 LB 平板
选出共整合接合子, 挑取所获克隆(单交换株)接种
于无抗或含Gm30的 LB液体培养基转代培养, 之后
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稀释涂布 Gm30 平板, 用灭菌牙签挑取单一克隆同
时分别点于含适量Gm和 Tet抗生素的平板, 诱导接
合子发生第二次重组, 凡是在 Tet 平板上不生长而
在 Gm 平板上生长的相应克隆表明已发生双交换, 
即获得假单胞菌 M18 的 ppbR 基因突变株, 命名为
M18P。以 M18P 基因组为模版, 用引物 1、引物 2
进行 PCR扩增并测序, 得到比原来片断多 850 bp的
片段, 表明突变成功。 

2.5  泳动能力的检测 
28℃培养 30 h, 图 2(A)显示野生型M18和突变

株 M18P 周围都有一圆环, 这是由于菌体在鞭毛介
导下泳动后留下的轨迹。两者圆环的大小差别较大, 
突变株相对于野生型菌株泳动能力减弱, 对于菌圈
直径的测定, 突变型泳动菌圈直径大约是野生型的
二分之一。 

2.6  群集运动能力的检测 
28℃培养 48 h, 见图 2(B), 结果表明突变型

M18P 只是形成非常有限的菌落, 表面扩散能力显
著下降, 这说明突变株群集运动能力明显下降。 

 

 
 

图 2  M18和 M18P运动能力检测 
Fig.2  Cell motility assays of the M18 and M18P 
A and B: Swimming (A) and swarming (B) motilities were 
assayed on corresponding plates incubated at 28℃. In all the 
plate tests, mutant M18P was patched on the left and M18 on 
the right. 

 
2.7  PCA 和 Plt 生物合成的动力学分析 

野生型菌株 M18 和突变株 M18P 在 KMB 及
PPM 中的生长曲线见图 3-A, 结果表明, 突变株和
野生型在两种培养基中的生长基本是一致的, 没有
区别, 这说明 ppbR 基因对 M18 的生长是没有影  

响的。 
野生型菌株和突变菌株在 KMB及 PPM两种培

养基中生物合成 PCA 的动力学曲线分别见图 3-B 
和 3-C, 结果表明, 无论在 PPM培养基还是在 KMB
培养基中, 突变株 M18P在发酵液中 PCA积累量都
要低于野生株M18, 特别是在 PPM培养基中, M18P
发酵液中 PCA 最高积累量只有野生株 M18 的 50%
左右。 

野生型 M18和突变株 M18P在 KMB培养基中
生物合成 Plt 的动力学曲线见图 3-D, 数据表明 , 
M18P在 KMB发酵液中 Plt的积累量略低于野生株
M18, 但是不管在哪个时段 , 两者都没有明显的差
别。在 PPM发酵液中, M18与 M18P都没有合成可
检测到的 Plt量。 

 

 
 

图 3-A  PPM、KMB培养基中 M18、M18P生长曲线 
Fig.3-A  Cell growth of M18 strain and M18P strain growing 
in PPM medium or KMB medium.  
Symbol ▲, ∆, OD600 of M18, M18P in KMB; symbol ■, □, 
OD600 of M18, M18P in PPM 

 

 
 
图 3-B  PPM 培养基中 M18、M18P 生物合成 PCA 的   
曲线 
Fig.3-B  PCA production of M18 and M18P in PPM medium 
Symbol ●, ○, OD600 of M18, M18P; symbol ■, □, antibiotics 
produced by M18, M18P 
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图 3-C  KMB 培养基中 M18、M18P 生物合成 PCA 的  
曲线 
Fig.3-C  PCA production of M18 and M18P in KMB medium 
Symbol ●, ○, OD600 of M18, M18P; symbol ■, □, antibiotics 
produced by M18, M18P. 

 

 
 
图 3-D  KMB 培养基中 M18、M18P 生物合成 Plt 的    
曲线 
Fig.3-D Plt production of M18 and M18P in KMB medium 
Symbol ●, ○, OD600 of M18, M18P; symbol ■, □, antibiotics 
produced by M18, M18P. 
 
2.8  β-半乳糖苷酶活性测定 

将携带 pltA’-‘lacZ、phzA’-‘lacZ 翻译融合表达
质粒的假单胞菌野生型菌株 M18和突变菌株 M18P, 
测定 β-半乳糖苷酶活性, 分析 ppbR 基因的突变对
pltA’-‘lacZ, phzA’-‘lacZ翻译融合表达的影响。见图
4, 携带有 phzA’-‘lacZ 翻译融合表达质粒的 M18 与
M18P 在 PPM 发酵液中生长情况并没有显著差异, 
然而在整个生长周期中, 特别是在 12 h~30 h 阶段, 
M18菌株的 phzA’-‘lacZ翻译融合表达水平明显高于
突变株 M18P, 表达水平在 18 h达到顶峰, M18菌株
表达水平高达 105 个单位, 而突变株 M18P 只有约
50个单位。由于 ppbR基因的突变, phzA’-‘lacZ翻译
融合表达水平显著下降。携带有 pltA’-‘lacZ 翻译融
合表达质粒的 M18 与 M18P 在 KMB发酵液中翻译
融合表达水平在整个生长周期中都没有显著差异

(数据未给出), 说明 ppbR 基因的突变并没有影响

pltA’-‘lacZ翻译融合的表达水平。 

 

 
 

图 4  ppbR对 phzA’-‘lacZ翻译融合表达的影响 
Fig.4  Influence of ppbR on translational phzA’-‘lacZ fusion 
expression 
Symbol ●, ○, OD600 of M18, M18P; symbol ■, □, β-Galactosi- 
dase activity of M18, M18P, harboring the translational fusion. 

3  讨论 

通过对假单胞菌 M18 的 ppbR 基因测序, 并与
其他假单胞菌株同源性比较 , 与 Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 的 PA2572 基因序列同源性最高, 
同源程度为 99.63%。ppbR 及其同源基因之前在国
内外文献中并未对其生物功能作过报道。本研究通

过构建 ppbR 突变株首次对 ppbR 基因在假单胞菌
M18中的功能作了初步研究和探讨。 

研究表明, 在 M18中, ppbR基因与鞭毛泳动能
力和群集运动能力相关, ppbR 突变株 M18P 在泳动
能力和群集运动能力上有显著的下降。同时, ppbR
基因影响着 M18 菌株 PCA 的合成产量, 突变株
M18P 在发酵液中 PCA 的积累量有显著下降, 将近
野生株M18积累量的 50%, 通过对 phzA’-‘lacZ翻译
融合表达水平的分析, ppbR 突变株翻译融合水平也
有明显下降, 但是由于翻译融合表达包括翻译水平
和转录水平两个层次, 所以 ppbR到底在翻译水平上
还是在转录水平上调控还有待进一步的研究。而

ppbR在 M18中对 Plt的生物合成没有明显的影响。 

参与鞭毛泳动的基因包括鞭毛合成的结构基

因、参与能量代谢途径、调控、信息传递及与趋化

作用相关的基因 [6], ppbR 基因通过何种途径影响
M18的泳动能力尚不清楚; ppbR正调控 PCA的生物
合成, 但是它对 PCA合成调控的分子机制还不清楚; 
ppbR 基因在假单胞菌中对信号分子的合成有没有
影响, 对何种信号分子的合成有影响, 对假单胞菌
其他生命活动、对其他与菌群传感相关的基因表达
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有没有作用, 这些都有待深入研究并进一步确定该
基因的相关主要功能。 

sequence of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an opportun-

istic pathogen. Nature, 2000, 406: 959−964. 

[6] 李迎丽, 白  芳, 单志英, 等. 铜绿假单胞菌泳动能力
相关新基因的筛选及鉴定. 微生物学报, 2006, 46 (1): 

18−22. 
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