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研究报告 

MvaT 调控铜绿假单胞菌吩嗪的合成机制 

纪南南  杨广  梁如冰* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240 

摘  要：【背景】属于 H-NS 家族的 MvaT 转录因子参与了铜绿假单胞菌的许多重要代谢过程，如吩

嗪合成代谢，但其调控方式仍不十分明确。【目的】确定转录调控因子 MvaT 是否直接调控铜绿假单

胞菌的吩嗪合成过程，即该蛋白是否可以直接结合 2 个吩嗪-1-羧酸合成基因簇(phzA1G1 和 phzA2G2)

与 3 个分支转化基因(phzH、phzS 和 phzM)的上游启动子区域。【方法】以铜绿假单胞菌 SJTD-1 和其

mvaT 基因敲除突变株 SJTD-1(ΔmvaT)为研究对象，检测其在不同培养基条件下吩嗪化合物的合

成量差异。通过体外异源表达与亲和纯化，获得重组蛋白 MvaT。利用凝胶阻滞实验，确定 MvaT

重组蛋白对 5 个吩嗪代谢基因簇/基因上游启动子的结合情况。【结果】mvaT 基因敲除突变株

SJTD-1(ΔmvaT)的吩嗪产量较野生型显著提升。MvaT 重组蛋白被有效表达与纯化，体外凝胶阻滞实

验结果显示，该重组蛋白可与 phzA1G1、phzA2G2、phzM、phzS 和 phzH 的上游启动子区域均发生

特异性结合。其中，重组蛋白 MvaT 与 phzA1G1 和 phzA2G2 的结合区域位于其上游启动子的 200 bp

以内，而该蛋白与 phzM、phzS 和 phzH 的结合区域则位于其上游启动子的 100 bp 以内。【结论】 MvaT

蛋白通过直接结合吩嗪合成代谢基因的上游启动子区域来直接调控假单胞菌的吩嗪类化合物合成。 

关键词：铜绿假单胞菌，MvaT，吩嗪，转录调控，吩嗪代谢基因 

Regulation of MvaT on phenazine synthesis in Pseudomonas 
aeruginosa 
JI Nan-Nan  YANG Guang  LIANG Ru-Bing* 

School of Life Science and Biotechnology, State Key Laboratory of Microbial Metabolism, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200240, China 

Abstract: [Background] MvaT protein belonging to the H-NS transcription factor family is involved in 
many important metabolic processes of Pseudomonas aeruginosa, such as phenazine synthesis pathway. 
However, up to now its regulation mode is still unclear. [Objective] The goal of this work was to 
determine if MvaT could directly regulate the two phenazine-1-carboxylic acid synthesis gene clusters 
(phzA1G1 and phzA2G2) and three transforming genes (phzH, phzS and phzM) of phenazine compounds, 
by detecting the binding capability of MvaT to the promoter regions of these genes. [Methods] 
Pseudomonas aeruginosa SJTD-1 was used as target and the mvaT-knockout strain SJTD-1(ΔmvaT) was 
constructed by homologous recombination. The yield of phenazine compounds of the two strains in 
different media was detected. Further the recombinant MvaT protein was obtained by the heterologous 
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expression and affinity purification. The electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was performed to 
determine if the recombinant MvaT protein could bind to the promoter regions of the five phenazine 
synthetic gene clusters/genes. [Results] The yield of phenazine compounds of strain SJTD-1(ΔmvaT) was 
significantly higher than that of the wild type SJTD-1 strain. The recombinant MvaT protein could be 
expressed and purified efficiently. In vitro EMSA results indicated that the recombinant MvaT protein 
could directly bind to the promoter regions of phenazine synthetic gene clusters/genes. The binding sites of 
MvaT to the promoter of phzA1G1 and phzA2G2 gene clusters were within the upstream 200 bp region, 
and that to the promoter of phzM, phzS and phzH genes were within its upstream 100 bp region. 
[Conclusion] MvaT protein can directly bind the upstream promoter regions of the five phenazine 
synthetic gene clusters/genes and regulate the synthesis of phenazine compounds. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, MvaT, Phenazine, Transcriptional regulation, Phenazine synthesis 
genes 

吩嗪类化合物是假单胞菌产生的一类重要的小

分子次级代谢产物，属于多氮稠杂环化合物，主要

包 括 绿 脓 菌 素 (Pyocyanin ， PYO) 、 吩 嗪 -1- 酰 胺

(Penazine-1-carboxamide ， PCN) 、 2- 羟 基 吩 嗪

(2-Hydroxyphenazine ， 2-HPCA) 和 吩 嗪 -1- 羧 酸

(Phenazine-1-carboxylic acid，PCA)等，参与了假单

胞菌的杀菌抑菌、信号转导、基因水平转移、药物

外排和生物膜形成等许多生理过程，具有重要的生

理生化作用[1-5]。绿脓菌素是条件性致病菌铜绿假单

胞菌分泌的多种毒性因子之一，在其侵染过程中起

重要作用[6]。吩嗪化合物可在病原菌感染人和动物

时直接干扰被侵染细胞的信号通路如 IL-8 和 NF-КB

途径，促进细菌侵染进程；同时吩嗪化合物可降低

丝氨酸蛋白酶活性，导致肺的囊性纤维化[7]。 

研究认为铜绿假单胞菌中吩嗪类化合物合成

是通过莽草酸代谢途径(Shikimic acid pathway)，

以分支酸为中间产物合成吩嗪的基本三环骨架，

产生的吩嗪-1-羧酸可作为前体进一步形成其它复

杂结构的吩嗪类化合物[4]。铜绿假单胞菌中已发

现 2 个独立的吩嗪合成基因簇，各自包括 7 个基因

(phzA1–G1：phzA1/B1/C1/D1/E1/F1/G1)与(phzA2–G2：

phzA2/B2/C2/D2/E2/F2/G2)，均可实现莽草酸向

吩嗪-1-羧酸(PCA)的转化[5]。此外，由 phzH、phzS

和 phzM 3 个基因编码的特定酶，可将吩嗪-1-羧酸分

别转化为绿脓菌素、吩嗪-1-酰胺和 2-羟基吩嗪[5]。 

转录因子 MvaT 属于 H-NS 蛋白家族，已被证

实参与了甲羟戊酸代谢、细菌毒性因子表达、生

物膜形成、信号分子合成、鞭毛组装及基因水平

转移等多个过程的调控，有助于细菌适应复杂多

变的环境[8-12]。有研究结果显示，敲除铜绿假单胞

菌 mvaT 基因可提升菌株的吩嗪类化合物产量，相

关合成基因簇的转录表达水平有所提升，推测该

转录因子参与了吩嗪类化合物的代谢过程，但具

体机制仍不十分明确[13]。 

铜绿假单胞菌 SJTD-1 是本课题组分离获得的

一株石油高效降解菌株，前期比较蛋白组结果显

示，在以 C18 为唯一碳源培养时，MvaT 蛋白的表

达量较其在以葡萄糖为唯一碳源培养时上调了

2.45 倍[14-15]。mvaT 基因敲除菌株 SJTD-1(ΔmvaT)

的吩嗪化合物产量较野生型菌株有 2−3 倍的提

升 [16]。因此，本研究以铜绿假单胞菌 SJTD-1 与

SJTD-1(ΔmvaT)为研究对象，检测其在不同培养

基中的吩嗪类化合物产量；同时通过体外克隆与

表达重组蛋白 MvaT，并结合体外凝胶阻滞实

验，检测确定 MvaT 蛋白对吩嗪合成相关基因是

否具有直接地调控作用，这将有助于解析 MvaT

蛋白对铜绿假单胞菌吩嗪合成过程的调控模式，

也可为后续构建高产吩嗪类化合物的工程菌株提

供思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒及引物 

所用的菌株和质粒及引物详见表 1、表 2。 
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表 1  本文所用菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

菌株/质粒 

Strains/Plamids 

基因型/抗性/描述 

Description of genotypes and resistances 

来源 

Sources/References

菌株 Strains   

Escherichia coli  
DH5α 

F′/endA1 hsdR17 (rK–mK–) glnV44 thi–1 recA1 gyrA (NalR) relA1 Δ (lacIZYA-argF) U169 
deoR (Φ80lacΔ (lacZ)M15) 

Invitrogen  

E. coli BL21(DE3) 蛋白异源表达菌株 

Protein allogeneic expression strain 

Novagen  

P. aeruginosa  
SJTD-1 

野生型烷烃降解铜绿假单胞菌菌株 

Strain with the alkane-degradation capability isolated from oil-contaminated soil, wild type 

[13] 

P. aeruginosa  
SJTD-1(ΔmvaT) 

mvaT 敲除突变株 

mvaT mutant of P. aeruginosa SJTD-1 

[16] 

质粒 Plasmids   

pET28a 大肠杆菌表达载体, oriT, 卡那霉素抗性 

E. coli expression plasmid, Kmr 

Novagen 

pET28a-mvaT MvaT 表达载体, oriT, 卡那霉素抗性 

Plasmid pET28a inserted with mvaT gene at Nde I/Hind III sites, Kmr 

This study 

 
 

表 2  本文所用引物列表 
Table 2  Primers used in this work 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

描述 

Description 
mvaT-orf-F ggggggCATATGtccctgatcaacgaatatcgc 扩增 mvaT 编码基因片段 

Amplification of mvaT gene fragment mvaT-orf-R ggggggGGATCCctggtttagccgagcagggt 

phzA1G1-U200-F ccaaaagaaacccgggctg 扩增 phzA1G1 操纵子上游 450 bp 和 

200 bp 片段 

Amplification of 450 bp and 200 bp 
promoter region of phzA1G1 operon 

phzA1G1-U450-F tagcaatcccgctccct 

phzA1G1-U200/450-FAM-R FAM-gcgccgcctccgagaggg 

phzA2G2-U200-F cctgtcaaatctggttacaa 扩增 phzA2G2 操纵子上游 450 bp 和 

200 bp 片段 

Amplification of 450 bp and 200 bp  
promoter region of phzA2G2 operon 

phzA2G2-U450-F cgcaagcgtccggccattca 

phzA2G2-U200/450-FAM-R FAM-ggtgcgaatctccgccagtt 

phzS-U237-F cgacaccgctgcgccggc 扩增 phzS 基因上游 237 bp 和 100 bp 

片段 

Amplification of 237 bp and 100 bp  
promoter region of phzS gene 

phzS-U100-F cggcgttatccgccgctgc 

phzS-U100/237-FAM-R FAM-gggtgcttccttttctcgagtgttc 

phzH-U200-F cacgttttttcctgttctatcattg 扩增 phzH 基因上游 200 bp 和 100 bp 

片段 

Amplification of 200 bp and 100 bp  
promoter region of phzH gene 

phzH-U100-F gcgaagcattcgtacgcc 

phzH-U100/200-FAM-R FAM-agggaaactcctataattgatgttt 

phzM-U200-F caggcagttggaaagttcca 扩增 phzM 基因上游 200 bp 和 100 bp 

片段 

Amplification of 200 bp and 100 bp  
promoter region of phzM gene 

phzM-U100-F ggtgttctgcggtatttctc 

phzM-U100/200-FAM-R FAM-cttttattctctctcgttacacatttcc 

注：下划线标示限制性酶切位点序列，FAM 表示 FAM 荧光集团标记. 

Note: The underline represented the sequences of the restriction sites, and FAM represented the flureoscence group of FAM. 
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1.1.2  主要试剂和仪器 

蛋白胨和酵母粉，Oxoid 公司；所有无机化

学试剂，国药集团化学试剂有限公司(上海)；十

二烷基磺酸钠(SDS)、丙烯酰胺、琼脂粉、乙二

胺 四 乙 酸 (EDTA) 、 N,N,N′,N′- 四 甲 基 乙 二 胺

(TEMED)、尿素等缓存液试剂，生工生物工程

(上海)股份有限公司；rTaq 酶，TaKaRa 公司；

PCR 产 物 纯 化 试 剂 盒 和 细 菌 基 因 组 提 取 试 剂

盒 ， 天根生物技术有限公司；限制性内切酶，

Thermo Fisher 公 司 ； 亲 和 层 析 介 质 Ni-TA ，

Bio-Rad 公司。 

低温台式离心机、梯度 PCR 仪，Eppendorf 公

司；紫外分光光度计与数显式稳压稳流电泳仪，

上海精科实业有限公司；Nanodrop 核酸分析仪，

Nanodrop Technologies 公司；蛋白电泳仪与凝胶成

像仪，Bio-Rad 公司。 

1.1.3  培养基和培养条件 

LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 8.0 (pH 7.0−7.2)。LB 固体培养基：在

LB 液体培养基中加入 1.5%−2%琼脂粉。KB 培养

基 (g/L) ： 蛋 白 胨 20.0 ， 甘 油 15 mL ， K2HPO4 

0.392，无水 MgSO4 0.732 (pH 7.5)。PB 培养基

(g/L)：蛋白胨 20.0，MgCl2 1.4，K2SO4 10.0 (pH 

7.0−7.2)。PPM 培养基(g/L)：蛋白胨 20.0，葡萄糖

18.0，NaCl 1.0，KNO3 5.0 (pH 7.0−7.2)。所有培

养基均 100 kPa 灭菌 20 min 后备用。所有大肠杆

菌和铜绿假单胞菌的菌株均在 37 °C、200 r/min 振

荡培养。 

1.2  方法 

1.2.1  吩嗪化合物含量的测定 

吩嗪化合物含量测定方法参考文献[17]。具体

步骤如下：先将铜绿假单胞菌菌株 SJTD-1 和

SJTD-1(ΔmvaT)在 LB 固体培养基活化后，挑取单

菌落接种到 LB 培养基中培养至 OD600 为 0.5。收集

细胞，无菌水洗 3 次后重悬菌体。以初始 OD600 为

0.05 时转接入 500 mL 的 PPM、PB、KB、LB 培养基

中培养，在不同时间点取样 2 mL；加入等体积氯

仿，振荡混匀，静置 30−60 min。8 000 r/min 离心  

5 min 后吸取有机相，加入 0.2 mol/L 盐酸 2 mL，振

荡混匀混合，静置 30 min。取上层盐酸相测定 OD520

值，吩嗪含量(mg/L)=OD52017.072，取 3 次独立实

验的平均值计算。 
 
 
 
 

 

1.2.2  MvaT 蛋白异源表达菌株的构建 

利用引物 mvaT-orf-F/R PCR 扩增 mvaT 基因编

码区片段。利用 Nde I 和 Hind III 酶切连接后，将

其插入同样酶切处理后的表达载体 pET28a 中，化

学法转入 E. coli DH5α 感受态中以获得阳性克隆。

提取质粒转化 E. coli BL21(DE3)细胞，获得 MvaT

蛋白表达菌株。 

1.2.3  蛋白异源表达与亲和纯化 

蛋白异源表达与亲和纯化方法参照文献[18]。

将 MvaT 蛋白表达菌株接种到 500 mL LB 液体

培养基中培养至 OD600 为 0.6，以 1:1 000 比例

加入 1 mg/mL IPTG 诱导培养 3−5 h。8 000 r/min

离心 10 min 后收集菌体，超声破碎细胞。4 °C、

12 000 r/min 离心 30 min 后收集上清。利用镍亲

和层析纯化获得重组 MvaT 蛋白，SDS-PAGE 电 

泳检测纯化的重组 MvaT 蛋白，BCA 法测定蛋白

质浓度。 

1.2.4  凝胶阻滞实验(Electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA) 

PCR 扩增带 FAM 标记的 phzA1G1、phzA2G2、

phzH、phzS 和 phzM 基因上游启动子区片段，引物

见表 2；纯化 PCR 产物并测定浓度。20 μL 结合反

应体系：dsDNA 片段(0.3 μmol/L) 1 μL，MvaT 蛋

白 1−5 μL，10×Binding buffer 2 μL，去离子 H2O 补

足 20 μL。8%非变性聚丙烯酰胺凝胶 50 mL：30%

丙烯酰胺 13.3 mL，10×TBE 5 mL，H2O 31.4 mL，

10% AP 350 μL，TEMED 33 μL。将纯化蛋白与目

标 DNA 片段在室温结合 30 min 后，通过 8%非变

性聚丙烯酰胺凝胶进行检测，利用凝胶成像系统

拍照。 
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2  结果与分析 

2.1  mvaT 基因缺失可显著提高铜绿假单胞菌

SJTD-1 的吩嗪类化合物产量 

检测了野生菌株 SJTD-1 和 mvaT 基因敲除突变

株 SJTD-1(ΔmvaT)在 4 种不同培养基中培养 24 h 和

72 h 后的吩嗪化合物产量，结果(图 1)显示，与野

生 型 菌 株 相 比 ， mvaT 基 因 敲 除 突 变 株

SJTD-1(ΔmvaT) 的 吩 嗪 类 化 合 物 产 量 均 有 显   

著提升，不同培养基中的提升倍数不同，可达

3−8 倍；在 PB 培养基中该突变株的吩嗪化合物产

量可达 9 mg/L，而野生菌株 SJTD-1 在 4 种培养基

中的吩嗪化合物产量均低于 3 mg/L。该结果与已

有的报道一致，铜绿假单胞菌 PAO1 的 mvaT 敲除

菌株所产生的绿脓菌素是野生菌株的 2 倍以上[13]。

说明 mvaT 基因敲除可有效提升菌株 SJTD-1 中吩嗪

化合物的产量。 

2.2  mvaT 基因的异源表达与 MvaT 重组蛋白的

亲和纯化 

为了研究 MvaT 蛋白是否可以直接调控菌株

SJTD-1 的吩嗪合成基因，对其编码基因进行了序

列比对、异源表达与亲和层析纯化。氨基酸序列

比对结果显示该 MvaT 蛋白与不同来源 H-NS 家族

中的 MvaT 亚家族蛋白有较高的一致性，序列保守

性较高(图 2A)，这与之前报道一致[8]。利用含有

mvaT 基因的表达质粒，在大肠杆菌 BL21(DE3)中

实现了基因的异源表达与亲和纯化，重组 MvaT 蛋

白分子量大小约为 14 kD，产量约为 30 mg/L (图

2B、2C)。 

 
 

 
 
 

图 1  两个菌株在 PPM (A)、PB (B)、KB (C)、LB (D)培养基中的吩嗪化合物产量 
Figure 1  Phanazine compounds yield of two strains cultured in PPM (A), PB (B), KB (C), and LB (D) media 
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图 2  MvaT 蛋白的氨基酸序列比对与重组质粒鉴定及重组蛋白纯化图 
Figure 2  The amino acid sequence alignment, the recombinant plasmids analysis and the protein purification of MvaT 
protein 

注：A：不同来源 MvaT 蛋白的氨基酸序列比对结果. B：pET28a-mvaT 质粒酶切鉴定图，M：Marker；1：pET28a-mvaT 质粒；2：

酶切后的 pET28a-mvaT 质粒. C：重组 MvaT 蛋白的 SDS-PAGE 电泳图谱，U：超声后上清；L：上柱流出液；W：洗杂液；E1 和

E2：目标蛋白洗脱液. 

Notes: A: The mutiple sequences alignment of MvaT proteins from different organisms. B: The restriction enzyme analysis of plasmid 
pET28a-mvaT, M: Marker; 1: Plasmid pET28a-mvaT; 2: Enzyme-treated plasmid pET28a-mvaT. C: SDS-PAGE analysis of the recombinant 
MvaT protein, U: Supernant solution of sonication; L: Solution after loading on the column; W: Solution after wash buffer; E1 and E2: 
Solution after elution. 
 

2.3  MvaT 蛋白可在体外特异性结合吩嗪合成

基因的上游启动子区域 

为确定 MvaT 蛋白是否直接调控吩嗪合成的基

因，将体外纯化的重组 MvaT 蛋白分别与 2 个吩 

嗪-1-羧酸合成基因簇(phzA1G1 和 phzA2G2)和 3 个

吩嗪-1-羧酸转化基因(phzH、phzS 和 phzM)的上游

启动子区进行结合，用体外凝胶阻滞实验来检测

此蛋白与不同 DNA 片段的结合情况。 

2.3.1  MvaT 蛋白可与 phzA1G1 和 phzA2G2 基因

簇的启动子区结合 

分别以 5′端带有 FAM 标记的 phzA1G1 和

phzA2G2 基因簇上游的 450 bp 片段和 200 bp 片段

作为目标 DNA 片段，检测其与重组 MvaT 蛋白的

结合情况。凝胶阻滞实验结果显示，MvaT 蛋白加

入会产生明显的阻滞条带，且该阻滞现象随蛋白

浓度增加而加强；空白 DNA 片段对照和加入牛血

清白蛋白(Bovine serum albumin，BSA)的对照均无

阻滞条带出现(图 3)。这表明 MvaT 蛋白与 phzA1G1

和 phzA2G2 基因簇的上游区域存在特异性结合。

因不同长度 DNA 片段与 MvaT 蛋白结合时均只出现

一条结合条带，说明该 MvaT 蛋白与 DNA 的结合区

域是位于基因簇上游的 200 bp 以内。MvaT 蛋白可

能直接调控了 phzA1G1 和 phzA2G2 基因簇的转录。 

2.3.2  MvaT 蛋白可在体外特异性结合 phzH、phzS

和 phzM 基因的上游启动子区 

以 5′端带有 FAM 标记的 phzH、phzS 和 phzM 上

游 200 bp 片段和 100 bp 片段为目标 DNA 片段，检测

其与 MvaT 蛋白的结合情况。结果显示，MvaT 蛋白

也可与phzH、phzS和phzM的上游片段发生特异性结

合，出现阻滞条带，同样具有浓度依赖性(图 4)。 
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图 3  MvaT 蛋白与 phzA1G1 和 phzA2G2 基因簇上游片段结合的 EMSA 图谱 
Figure 3  The EMSA results of MvaT protein binding with the upstream regions of phzA1G1and phzA2G2 clusters 

注：A–D 的目标 DNA 片段依次为 phzA1G1-450 bp、phzA1G1-200 bp、phzA2G2-450 bp、phzA2G2-200 bp；DNA 投入量均为 3 pmol；

−：空白对照；N：BSA 阴性对照；MvaT 蛋白/DNA 摩尔比依次为：50/1，100/1，200/1. 
Notes: Target DNA fragments of A–D were phzA1G1-450 bp, phzA1G1-200 bp, phzA2G2-450 bp and phzA2G2-200 bp, respectively; The 
input of all the DNA fragments were 3 pmol; −: The blank control; N: The negative control added with BSA protein; The molar ratio of 
MvaT/DNA was 50/1, 100/1, and 200/1, respectively. 
 

 

 
 
 

图 4  MvaT 蛋白与 phzH、phzS 和 phzM 基因上游片段结合的 EMSA 图谱 
Figure 4  The EMSA results of MvaT protein with the upstream fragments of phzH, phzS and phzM genes 

注：A–F 的目标 DNA 片段依次为 phzH-200 bp、phzS-200 bp、phzM-200 bp、phzH-100 bp、phzS-100 bp、phzM-100 bp；DNA 投入

量均为 3 pmol；−：空白对照；N：BSA 阴性对照；MvaT 蛋白/DNA 摩尔比依次为：50/1，100/1，200/1. 
Notes: Target DNA fragments of A–F were phzH-200 bp, phzS-200 bp, phzM-200 bp, phzH-100 bp, phzS-100 bp and phzM-100 bp, 
respectively; The input of all the DNA fragments were 3 pmol; −: The blank control, N: The negative control added with BSA; The molar 
ratio of MvaT/DNA was 50/1, 100/1, and 200/1, respectively. 
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跟 MvaT 蛋白与 phzA1G1 和 phzA2G2 基因簇上游区

域的结合不同的是，MvaT 蛋白与 phzH、phzS 和

phzM 的结合区域位于其上游 100 bp 以内，MvaT 蛋

白也可能直接调控了这 3 个基因的转录。 

3  讨论与结论 

吩嗪类化合物作为假单胞菌尤其是铜绿假单

胞菌的一种重要的毒力因子，其生物合成受群体

感应系统(Quorum sensing，QS)和 GacA/GacS 双组

分调控系统(Two-component regulatory systems，

TCSs)等多个系统调控；吩嗪类化合物也可作为信

号分子对多种基因，包括生物膜合成、细菌运

动、细菌致病和生物发光等基因加以调控，并调控

自身生物合成，提高菌株的环境适应能力[19-23]。如

铜绿假单胞菌的吩嗪-1-羧酸合成基因簇 phzA1G1

上游具有 QS 感应元件 las-box，可通过与 PqsR 和

RhlR 结合正调控 PCA 的合成代谢；而在 phzA2G2

上游则存在负调控因子 QscR 的结合区域，负调控

因子 QscR 可通过抑制基因 las 和 rhl 的表达对吩嗪

的合成起到负调控的效果[21]。GacA/GacS 双组分

调控系统可通过活化小 RNA RsmY 和 RsmZ，实现

吩嗪合成代谢的抑制系统去阻遏，促进 HCN、PYO

等吩嗪类化合物的生成 [22]，而转录调节因子 σS

则会抑制绿脓菌素的合成[23-25]。研究显示，铜绿

假单胞菌 PAO1 中存在的 2 个典型 H-NS 家族转

录因子蛋白 MvaT 和 MvaU 可调控绿脓菌素合

成。单敲除 mvaT 或 mvaU 基因，绿脓菌素产量均

有 2−3 倍提高，这与本研究的结果一致，但如果

双敲除 mvaT 和 mvaU 基因，则未能检测到绿脓菌

素的合成[13]，说明 MvaT 蛋白在吩嗪的合成过程

中起到重要作用。同时，群体感应信号因子 PQS 

[2-Heptyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone]可促进绿脓

菌素的合成，其基因缺失则可阻断绿脓菌素合

成，它可通过负调控 MvaT 和 RsmA 来实现促进

PA-IL 凝集素合成基因 lecA 的转录[9,26-27]。由于

本文结果显示 MvaT 可与吩嗪合成基因的上游启

动子区域发生直接结合，因而推测 PQS 对吩嗪 

合成过程的作用很可能是通过抑制 mvaT 基因的转

录，减少 MvaT 与吩嗪合成基因上游启动子的结合

进而启动吩嗪合成基因转录来实现的。因此，

MvaT 蛋白可直接调控吩嗪化合物的合成，同时也

可以介导其它因子对吩嗪合成的间接调控作用。

另一方面，由于绿脓菌素或吩嗪-1-羧酸等可实现

高效的电子传递，介导微生物燃料电池中阳极胞

外电子的传递过程[28-29]，通过基因改造提升绿脓

菌素的产量可提高细胞外电子传递效率和电流的

输出功率，增加产电量[16,30]。mvaT 基因敲除突变

株 SJTD-1(ΔmvaT)的吩嗪化合物产量增加，细胞

存活时间延长，因此放电时间更持久，总放电量

更多[16]。此外，有研究发现吩嗪类化合物浓度可

影响假单胞菌 NY3 对十六烷烃的降解效率，两者

呈正相关，这是由于吩嗪类化合物可与 NADH 或

GSH 反应产生超氧负离子自由基和/或羟基自由

基，产生的羟基自由基进攻碳原子，形成碳自由

基，促进十六烷的降解氧化[31]。因此，深入解析

调控吩嗪类化合物合成的分子机制，并基于此来构

建特定的工程菌株，有助于推进其理论研究与应

用进程。 

目前，在假单胞菌属中发现了多种 H-NS 家族

的类 MvaT 家族蛋白，在铜绿假单胞菌存在 MvaT

和 MvaU 2 个蛋白，荧光假单胞菌中有 3 个，丁香

假单胞菌中有 4 个，恶臭假单胞菌中则存在 5 个，

在棕色固氮菌中也发现了一个 MvaT 家族蛋白。所

有 MvaT 蛋白的氨基酸序列一致性可达 47 %[8]。转

录因子 MvaT 在微生物许多重要生命活动中发挥重

要作用。研究发现，MvaT 蛋白可调控包括细菌鞭

毛组装、生物膜形成及信号分子的合成等重要的

生理生化过程。在假单孢菌株 Y1000 中，过表达

mvaT 基因可显著降低细菌在半固体培养基上的运

动能力，MvaT 可直接影响细菌 IV 型纤毛的合成与

组装[10]。在铜绿假单胞菌中 mvaT 基因突变会导致

信号分子 N-乙酰高丝氨酸内酯(N-acyl-homoserine 

lactones，AHL)和 PA-IL 凝集素的含量上升[9]。此

外，MvaT 可通过调控 QS 系统来影响下游的生物
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膜合成基因，抑制生物膜的形成[11]。在生防假单

胞菌 2p24 中，MvaT 蛋白与其同源蛋白 MvaV 互相

作用，影响生物膜形成与抗生素 2,4-二乙酰基间苯

三酚(2,4-Diacetylphloroglucinol，2,4-DAPG)的生物

合成过程[12]。尽管前期研究发现铜绿假单胞菌的

mvaT 基因缺失菌株的吩嗪类化合物产量增加，且

相关合成基因簇的转录水平均有所提升，推测该

转录因子参与了吩嗪类化合物的代谢过程，但是

并未有证据表明 MvaT 蛋白是否直接调控了吩嗪化

合物的合成或者通过其它因子来实现。本文首次

通过体外实验证实 MvaT 蛋白对吩嗪合成相关基因

上游启动子区存在结合作用，说明 MvaT 蛋白对吩

嗪化合物的合成具有直接的转录调控作用。 

本 文 初 步 研 究 了 石 油 降 解 铜 绿 假 单 胞 菌

SJTD-1 中 MvaT 蛋白是否调控了吩嗪类化合物合成

代谢过程。体内外实验结果显示，MvaT 蛋白与    

5 个吩嗪化合物合成基因(phzA1G1、phzA2G2、

phzM、phzS 和 phzH)的上游启动子区均有特异性结

合，说明 MvaT 蛋白极有可能直接参与了这 5 个基

因的转录调控过程。后续我们将继续对 MvaT 与

DNA 结合的具体位点和调控模式进行深入研究。本

文结果不仅可推进 MvaT 调控吩嗪合成的分子机制

研究，同时结合吩嗪类化合物可作为电子介质进行

电子传递的特性，及其产生菌即石油降解菌 SJTD-1

的特点，有助于开发通过降解烷烃污染物、高产吩

嗪化合物进而搭建微生物燃料电池平台，实现环境

污染物的高效处理与有效转化。 
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