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摘  要：【背景】假单胞菌是广泛存在于土壤、水体环境的微生物，其中 Pseudomonas plecoglossicida 
NyZ12 是一株能够以环己胺为唯一碳源和氮源生长的革兰氏阴性菌，其基因组达到 7.0 Mb 左右。

【目的】研究假单胞菌 NyZ12 的基因组是否具有可塑性和多变特征。【方法】以环己胺为唯一碳

源和氮源生长的 P. plecoglossicida NyZ12 为研究对象，以琥珀酸或者代谢中间产物环己酮为碳源

连续传代让其自然发生突变，然后筛选在以环己胺为唯一碳源和氮源的无机盐培养基上不能生长

的突变体。将获得的突变体进行全基因组测序，并与野生型假单胞菌 NyZ12 的全基因组进行比对。

【结果】以琥珀酸和环己酮为碳源分别筛选到一株突变体 T1 和 T2，测序比对后发现假单胞菌突变

体 T1、T2 的基因组发生大量的缺失和突变。对基因丢失的原因进行了分析，丢失的 2 个大片段中

存在大量的重复序列、转座酶、转座子和原噬菌体。【结论】假单胞菌 NyZ12 的基因组具有可塑

多变的特征。其可能的机制为进一步揭示微生物的适应和进化提供了参考。 

关键词：假单胞菌 NyZ12；突变体；基因组；基因组可塑性  
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Abstract: [Background] Pseudomonas is genus of bacteria ubiquitous in soil and water 
environments, among which Pseudomonas plecoglossicida NyZ12 is a Gram-negative 
bacterium that can grow on cyclohexylamine as the sole carbon and nitrogen source, with the 
genome up to 7.0 Mb. [Objective] To investigate whether the genome of P. plecoglossicida 
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NyZ12 has plasticity and variability. [Methods] P. plecoglossicida NyZ12 was continuously 
cultured with succinic acid or the intermediate cyclohexanone as the carbon source for natural 
mutation, and then the mutants incapable of growing on cyclohexylamine as the sole carbon and 
nitrogen source were isolated. The whole genomes of the mutants T1 and T2 were sequenced and 
compared with that of the wild-type P. plecoglossicida NyZ12. [Results] The genomes of 
mutants T1 and T2 presented a large number of deletions and mutations compared with the wild 
type. A large number of repeats, transposons, and prophages were present in the two missing 
large gene fragments. [Conclusion] The genome of P. plecoglossicida NyZ12 is characterized 
with plasticity and variability. This study explores the possible mechanism and gives insight 
into the adaptation and evolution of microorganisms. 
Keywords: Pseudomonas plecoglossicida NyZ12; mutant; genome; genome plasticity 
 

环己胺(cyclohexylamine，化学式为 C6H13N)
是一种重要的精细化工中间体，被广泛用于制

造杀虫剂、增塑剂、防腐添加剂等[1]。同时，

环己胺还被用于医药和农业等方面。在化工生

产中，环己胺蒸汽被释放到大气中，给环境造

成污染。近些年，已经证实了环己胺具有一定

的致癌性 [2]。人通过吸入、食入或经过皮肤吸

收，会发生急性中毒。中毒的特征为剧烈呕吐、

腹泻、瞳孔散大、视力模糊、对光反应变得迟

钝、精神萎靡和语言发生障碍等 [1]。目前报道

的可以降解环己胺的纯培养物有 3 种，分别是

革兰氏阳性菌短杆菌(Brevibacterium oxydans) 
IH-35A[3-5]、革兰氏阴性菌不动杆菌(Acinetobacter 
sp.) YT-02[6-7] 和 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
plecoglossicida) NyZ12[1]。其中 P. plecoglossicida 
NyZ12 是由中国科学院武汉病毒研究所环境微

生物课题组在土壤中分离获得的能降解环己

胺的菌株。 
革兰氏阴性菌假单胞菌 P. plecoglossicida 

NyZ12 对环己胺的代谢途径为：环己胺→环己

酮→6-己内酯→6-羟基己酸→己二酸半醛→己

二酸，再将己二酸催化生成乙酰辅酶 A 和琥珀

酰辅酶 A，进入三羧酸循环[8] (图 1)。通过基因

组分析发现催化环己酮生成 6-己内酯的是环己

酮单加氧酶，编码基因为 chnB (RK21_02867)；
催化 6-己内酯生成 6-羟基己酸的是 6-己内酯水

解酶，编码基因为 chnC (RK21_02866)；催化

6-羟基己酸生成己二酸半醛的是 6-羟基己酸脱

氢酶，编码基因为 chnD (RK21_02869)；催化己

二酸半醛脱氢生成己二酸的是己二酸半醛脱氢

酶，编码基因为 chnE (RK21_02870)；并且编码

催化环己酮至己二酸的基因 RK21_02866−2870
位于同一个操纵子上[8]。对 chnB 进行敲除和回补

实验，发现 chnB 是控制环己酮分解至 6-羟基己

酸的唯一基因，并且实验证明 P. plecoglossicida 
NyZ12 对环己胺是经过环己酮代谢的[8]。同时，

预测了 5 个可能编码环己胺氧化酶的基因，分

别为 amo2631、amo4207、amo5539、amo0425
和 amo4637[9-10]。将这 5 个可能编码环己胺氧化

酶的目的基因分别克隆到表达载体并转入大肠

杆菌 DH5α 中，异源表达环己胺氧化酶，检测

其催化能力，并研究工程菌对底物环己胺的降解

情况和产物生成情况，结合质谱分析催化产物，

最终确定出 NyZ12 编码环己胺氧化酶的关键基

因之一 amo2631[11-13]。对这 5 个基因进行单个敲

除和累积敲除的结果显示，敲除后的 NyZ12 突

变体依旧能够利用环己胺为唯一碳氮源进行生

长，只是生长速率减慢了一些[10]。因此，推测 
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图 1  假单胞菌 NyZ12 降解环己胺的代谢途径 
Figure 1  Metabolic pathway of cyclohexylamine by Pseudomonas plecoglossicida NyZ12. 
 
催化环己胺到环己酮的酶或者代谢途径存在冗

余现象[9]。这种遗传上的冗余设计有利于其对

环境的适应，冗余基因的丢失和突变不是致死

的，导致其基因组的可塑性和多变特征。 
假单胞菌属栖息在广泛的环境中，它们具

有广泛的代谢能力和适应各种环境条件波动变

化的潜力。由于他们具有降解有机污染物(包括

芳香烃)的能力，许多假单胞菌从污染的土壤和

地下水中分离出来。其中恶臭假单胞菌是具有

强大代谢能力的非致病性微生物，研究者对其

基因组学、转录组、代谢组学和应用等方面进

行了系统的研究，它是开展污染物降解的模式

生物之一[14]。但我们对假单胞菌基因组具有可

塑性和多变的特征从而能够适应复杂环境条件

变化的理解仍然有限[15]。全基因组测序能够揭

示该属独特代谢能力的遗传基础、基因组动态

进化过程和可能的机制。传统观点认为大多数

微生物基因组是相对恒定的，而不像 RNA 病毒

突变那么快，因为 RNA 聚合酶无 3′→5′外切酶

活性，其校对作用有限，所以 RNA 的复制过程

更容易发生碱基突变，而目前有研究认为微生

物的基因组是可塑和变化的，通过比较细菌和

古细菌基因组发现，大多数古细菌和细菌基因在

其他生物中具有保守性和进化上的同源性，并且
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水平基因转移是原核生物进化的主导力量[16]。

水平基因转移在原核生物世界中无处不在，是

造成微生物基因组可塑性的重要原因之一。微

生物可以通过基因的获得、丢失和转移发生动

态的变化而不断进化，可以通过将环境 DNA 整

合到其基因组中获得新的基因，也可以通过基

因丢失来应对环境的变化。总之，微生物基因

组的进化是一个高度动态的过程[17]。 
为了确定假单胞菌 NyZ12 的基因组是相对

恒定还是可塑多变的，本研究采取连续传代的

方法筛选突变体，并对其进行全基因组测序，

通过比对分析，探讨基因突变和丢失的可能原

因，以期揭示 P. plecoglossicida NyZ12 基因组

是否具有可塑性和多变的特点，为进一步揭示

微生物的生理生态学机制和物种适应进化机制

提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和主要试剂、仪器 

假 单 胞 菌 NyZ12 (Ampr) 、 假 单 胞 菌

NyZ12Δ2631 (RK21_02631 无痕敲除)、假单胞

菌 NyZ12Δ3 (RK21_00425、 RK21_02631 和

RK21_05539 这 3 个基因无痕敲除)和假单胞菌

NyZ12ΔchnB 为本实验室保存。 
环己胺，Sigma-Aldrich 公司；环己酮和琥

珀酸，国药集团化学试剂有限公司；刃天青钠

盐，上海笛柏生物科技有限公司。PCR 仪，

Biometra 公司；琼脂糖凝胶电泳系统，北京六

一生物科技有限公司；琼脂糖电泳凝胶成像系

统，上海金鹏分析仪器厂；气相色谱质谱联用

仪，安捷伦科技有限公司。 

1.2  培养基 
无机盐培养基(mineral salts medium, MSM) 

(g/L) ： Na2HPO4∙12H2O 3.8 ， KH2PO4 1.5 ，

CaCl2∙H2O 0.01，MgSO4∙7H2O 0.05，MnSO4∙4H2O 

0.002，FeSO4∙7H2O 0.005。固体培养基加琼脂

粉 16 g/L。 
根据实验需求在无机盐培养基中分别添加

终浓度为 5 mmol/L 的环己胺、环己酮和琥珀酸

作为碳源，其中添加环己酮或者琥珀酸时需同

时添加 5 mmol/L 过滤除菌的硫酸铵作为氮源。 
LB 培养基(g/L)：NaCl 10.0，蛋白胨(tryptone) 

10.0，酵母提取物(yeast extract) 5.0。 

1.3  方法 
1.3.1  假单胞菌 NyZ12 突变体的筛选与鉴定 

挑取 NyZ12、NyZ12Δ2631 和 NyZ12Δ3 的

单菌落，分别接种在含 5 mmol/L 琥珀酸无机盐

液体培养基和含 5 mmol/L 环己酮无机盐液体

培养基中，28 ℃、200 r/min 进行连续传代培养，

每 24 h 转接 1 次。每 3 天取样品稀释到 10–6 涂

布至琥珀酸或环己酮无机盐固体培养基上，

28 ℃培养 3 d 左右。取平板上的单菌落于环己

胺无机盐液体培养基中，28 ℃、200 r/min 培养，

观察 24−36 h，若未生长立刻接至琥珀酸液体培

养基中，待长出菌液，划线至琥珀酸固体平板

上，于 28 ℃培养箱培养，验证琥珀酸平板上的

单菌落在环己胺和环己酮无机盐液体培养基中

的生长情况。 
挑取突变体的单菌落于含有 5 mmol/L 琥

珀酸的无机盐培养基中，28 ℃、200 r/min 培养

20 h 左右，取 1 mL 该菌液 4 ℃、12 000 r/ min
离心 1 min，去掉上清，加入 1 mL 无菌水重悬，

再次 4 ℃、12 000 r/min 离心 1 min 后去掉上清，

再加入 100 μL 无菌水悬浮，在 100 ℃沸水浴煮

10 min 后 4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min，取上

清为 PCR 模板。采用引物 27F (5′-AGAGTTT 
GATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACC 
TTGTTACGACTT-3′)扩增 16S rRNA 基因。PCR
反应体系(50 μL)：2×Taq Master Mix 25 μL，正、

反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，细菌 DNA 1 μL，
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无菌水 22 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 
30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min 30 s，30 个循环；

72 ℃ 5 min。PCR 产物送生工生物工程(上海)
股份有限公司进行测序。 
1.3.2  刃天青钠盐验证突变体的生长情况 

刃天青是一种传统的氧化还原染料，常被

用于微生物的生存和增殖情况评估。活细胞的

代谢反应将蓝色、弱荧光的刃天青还原为粉红

色、强荧光的试卤灵，说明细菌生长增殖[18]。

如果还原反应进一步发生，试卤灵将继续被还

原成无色、无荧光的二氢试卤灵[18]。 

挑取 NyZ12、NyZ12 突变体 T1、NyZ12 突

变体 T2 和 NyZ12ΔchnB 单菌落分别接种于含有

5 mmol/L 环己胺、琥珀酸和环己酮的无机盐液

体培养基中，28 ℃、200 r/min 培养至对数生长

期(OD600 达到 0.4−0.5 左右)。用 MSM 洗 2 次菌

体后，再重悬，取 2 μL 菌液分别加入到含有刃

天青(终浓度为 2 μg/mL)的环己胺无机盐液体

培养基和环己酮无机盐液体培养基中，28 ℃、

200 r/min 培养 5 d，观察颜色反应，从而判断突

变体在环己胺和环己酮无机盐培养基中的生长

情况。 
1.3.3  突变体全基因组测序 

用含琥珀酸(终浓度为 5 mmol/L)的无机盐

液体培养基 28 ℃、200 r/min 培养 NyZ12 突变

体 T1 20 h 左右，4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min

收集菌体后彻底去除上清，冻存于–80 ℃；用

含环己酮(终浓度为 5 mmol/L)的无机盐培养基

28 ℃、200 r/min 培养 NyZ12 突变体 T2 20 h 左

右，4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min 收集菌体后

彻底去除上清，冻存于–80 ℃冰箱。将这两株

突变体送至北京百迈客生物科技公司进行全基

因组测序。使用 Canu V1.5[19-20]软件对过滤后

subreads 进行组装，通过 Racon V3.4.3 软件[21]

利用三代 subreads 对组装结果进行矫正，通过

Circlator V1.5.5 软件[22]进行环化和调整起始位

点，采用 Pilon V1.22 软件[23]利用二代数据进一

步进行纠错，得到准确度更高的基因组进行后

续分析。通过软件 Prodigal V2.6.3 [24]进行基因

预测，该软件使用动态编程算法预测新测序基

因组中的基因。 
将突变体完成图与野生型基因组测序的数

据进行比对分析，对突变体插入、缺失和点突变

的信息进行统计分析，找出关键信息进行解析。 
1.3.4  静息细胞(resting cell)实验和 GC-MS 检

测中间产物 
将 NyZ12 野生型单菌落接入 5 mL 环己胺

无机盐液体培养基，28 ℃、200 r/min 培养 20 h
左右，将筛选到的 2 个突变体 T1 和 T2 的单菌落

分别接到 5 mL 琥珀酸无机盐液体培养基中，以

同样的温度和转速培养相同的时间。再将其扩

大培养后，4 ℃、8 000 r/min 离心收菌，并用

MSM 清洗 2 遍，再悬浮于 30 mL MSM 培养基

中进行饥饿处理 2 h，再加入 5 mmol/L 环己胺

作为碳氮源进行培养，分别在 30、60、90、120、
180、240、360 min 取培养物 3 mL，加入 0.5 mL
乙腈终止反应，再 8 000 r/min 离心 2 min，取上

清加入 1 mL 乙酸乙酯萃取，无水硫酸钠干燥，

采用 0.22 μm 有机相滤膜过滤至色谱瓶。气质

联用(GC-MS)检测中间产物。 
GC-MS 条件为：气相色谱质谱联用仪为

Agilent Technologies 7890B、Agilent Technologies 
5977B MSD，色谱柱为 HP-5，载气为 N2，流量

为 25 cm/min，检测器温度为 280 ℃。柱温采用

程序升温：初始温度为 75 ℃，初始时间为 5 min，
升温速率为 10 ℃/min，升温至 175 ℃，保留时

间为 10 min，继续以 10 ℃/min 的升温速率升温

至 200 ℃，保留 2.5 min。进样量为 1 μL。 
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2  结果与分析 
2.1  对筛选的突变体进行 16S rRNA 基因

的 PCR 扩增测序 
采取琥珀酸无机盐培养基对 NyZ12 野生

型、NyZ12Δ2631 和 NyZ12Δ3 分别进行传代，

每天传代 1 次，大概传代 20 次后从 NyZ12 野

生型的传代中获得了一株在环己胺和环己酮无

机盐培养基中均不生长的突变体 T1。将 NyZ12

野生型、NyZ12Δ2631 和 NyZ12Δ3 均在环己酮

无机盐培养基中进行传代培养，反复传代 30 次

左右，在 NyZ12Δ3 的传代中获得不能在环己胺

上生长的突变体 T2。将这两株突变体进行 PCR

验证，并送至生工生物工程(上海)股份有限公司

进行测序，将测序结果进行 BLAST 比对，结果

显示两株突变体与野生型假单胞菌 NyZ12 的

16S rRNA 基因序列一致性(identity)为 100%。 

2.2  刃天青钠盐验证突变体的生长 
接种 NyZ12 野生型、NyZ12 突变体 T1、

NyZ12 突变体 T2 和 NyZ12ΔchnB 的单菌落于环

己胺无机盐培养基中，NyZ12 野生型在环己胺

无机盐培养基中培养 36 h 后 OD600 可以达到

0.666 0±0.013 8，而各种突变体培养 5 d 后 OD600

仍然低于 0.002 00±0.002 65，表明突变体 NyZ12 
T1、NyZ12 T2 和 NyZ12ΔchnB 不能利用环己胺为

碳源生长；接种以上菌株的单菌落于环己酮无机

盐培养基中，NyZ12 野生型和 NyZ12 突变体 T2

在环己酮无机盐培养基中培养 36 h 后，OD600 分

别达到0.849 0±0.034 0和0.726 0±0.021 9，NyZ12
突变体 T1 和 NyZ12ΔchnB 即使培养 5 d，OD600

仍然低于 0.012 70±0.002 52，表明它们不能利

用环己酮为碳源生长。为了进一步确定突变体

是否能利用环己胺或者环己酮生长，采用刃天

青染料的方法进一步定性确定。 
用刃天青进行突变体的生长情况验证，设

置不接菌为阴性对照，接种野生型 NyZ12 为阳

性对照，并且设置 3 个重复。将其培养 5 d 后

观察其颜色变化。 
观察生长实验结果可知，NyZ12 突变体 T1 

不能以环己胺和环己酮为唯一碳源生长；

NyZ12 突变体 T2 不能以环己胺为唯一碳源生长，

但是仍然能以环己酮为唯一碳源生长(图2、图3)。
利用刃天青染料获得的结果与测定 OD600 的结

果一致。 
 

 
 
图 2  利用刃天青测试菌株在环己胺无机盐培养基中的生长   从左到右依次为：阴性对照(1–3)，NyZ12
野生型(4–6)，NyZ12 突变体 T2 (7–9)，NyZ12 突变体 T1 (10–12)，NyZ12ΔchnB (13–15) 
Figure 2  Growth analysis of wild type NyZ12 and its mutants in mineral salts medium containing 
cyclohexylamine with resazurin sodium treatment, from left to right are Negative control (1–3), NyZ12 wild 
type (4–6), NyZ12 mutant T2 (7–9), NyZ12 mutant T1 (10–12) and NyZ12ΔchnB (13–15).  
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图 3  利用刃天青测试菌株在环己酮无机盐培养基中的生长   从左到右依次为：阴性对照(1–3)，NyZ12
野生型(4–6)，NyZ12 突变体 T2 (7–9)，NyZ12 突变体 T1 (10–12)，NyZ12ΔchnB (13–15) 
Figure 3  Growth analysis of wild type NyZ12 and its mutants in mineral salts medium containing 
cyclohexanone with resazurin sodium treatment, from left to right are Negative control (1–3), NyZ12 wild 
type (4–6), NyZ12 mutant T2 (7–9), NyZ12 mutant T1 (10–12) and NyZ12ΔchnB (13–15). 
 
2.3  GC-MS 检测中间产物结果分析 

对 2 个突变体培养后进行全细胞转化，分

别在 30、60、90、120、180、240、360 min 取

样，加入乙腈进行终止反应，用乙酸乙酯萃取，

取有机相加入无水硫酸钠干燥，并且过滤至色

谱瓶中。通过 GC-MS 检测发现，阴性对照中只

能检测到环己胺(图 4A)，NyZ12 突变体 T1 在

240 min (图 4B、4C)和 360 min 的样品中能够同

时检测到环己胺和环己酮。然而，NyZ12 突变

体 T2 中只能检测到环己胺，未检测到环己酮 
(图 4D)。这些结果表明 NyZ12 突变体 T2 不能

利用环己胺为唯一碳源生长，推测 NyZ12 突变

体 T1中控制环己酮代谢的操纵子可能发生了丢

失，所以检测到环己酮的积累。 

2.4  突变体全基因组测序分析 
提取两株突变体的基因组，由北京百迈客

生物科技公司进行全基因组测序，以野生型基

因组为参考进行比对分析，获得突变体的插

入、缺失和点突变情况，分析结果见表 1 和

表 2。NyZ12 突变体 T1 有 8 处插入、5 处单

碱基突变和 5 处缺失，其中缺失了 2 个大片段

RK21_01203−01278 和 RK21_02818−02937。

NyZ12 突变体 T2 有 14 处插入、7 处单碱基突变

和 5 处缺失，其中有一大段 RK21_01203−01278
缺失。统计发现更多单碱基突变成 G 或 C。这些

结果表明，微生物的基因组可以自发发生大片段

缺失、单碱基突变，微生物基因组是柔性多变的。 

3  讨论 
假单胞菌是广泛存在于土壤和水体环境的

微生物，其基因组达到 7.0 Mb 左右，一般都比

较大，参与代谢的基因冗余使其在环境中有较

好的适应性，但冗余的基因特点也带来了不稳

定性。本研究将假单胞菌 NyZ12 在以琥珀酸

为底物的情况下进行传代培养，获得了 NyZ12
突变体 T1，分析其全基因组发现主要缺失了

RK21_01203–01278 和 RK21_02818–02937 这  
2 个基因大片段。然而假单胞菌 NyZ12Δ3 在以

环己酮为底物进行传代培养获得的 NyZ12 突变

体 T2 主要缺失了一大段 RK21_01203–01278。巧
合的是在上述 2 种不同底物培养条件下，均丢

失了 RK21_01203–01278 这一段。NyZ12 突变 
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图 4  GC-MS 检测 NyZ12 突变体 T1、T2 全细胞转化环己胺的中间产物   A：阴性对照(未接菌)含有

5 mmol/L 环己胺无机盐培养基在摇床中反应 30 min 取样进 GC-MS 检测. B：NyZ12 突变体 T1 全细胞

转化在 240 min. C：NyZ12 突变体 T1 全细胞转化在 240 min. D：NyZ12 突变体 T2 全细胞转化在 360 min 
Figure 4  Identification of intermediates from whole-cell transformation of mutant T1, T2 with GC-MS. A: 
The negative control medium (uninoculated) containing 5 mmol/L cyclohexylamine was incubated in the 
shaker for 30 min and sampled for GC-MS detection. B: Whole cell transformation of NyZ12 mutant T1 at 
240 min. C: Whole cell transformation of NyZ12 mutant T1 at 240 min. D: Whole cell transformation of 
NyZ12 mutant T2 at 360 min. 
 
表 1  NyZ12 突变体 T1 基因组中的突变  
Table 1  Mutation sites from the genome of NyZ12 mutant T1  
Type Base length Relative to the NyZ12 wild type position Influence the target gene 
Insertion G 398 176 No 
Base substitution C→G 640 898 RK21_00574 
Insertion G 1 000 945 No 
Deletion 82 383 bp 1 314 383–1 396 766 RK21_01203-RK21_01278 
Deletion T 1 821 732 No 
Mutation G→C 1 835 512 RK21_01715 
Insertion G 2 017 378 RK21_01875 
Base substitution A→G 2 178 597 RK21_02029 
Base substitution A→G 2 179 147 No 
Deletion 128 804 bp 2 958 644–3 087 937 RK21_02818-RK21_02937 
Insertion C 3 207 111 RK21_03060 
Deletion 10 bp 3 816 002-3 816 011 No 
Insertion C 4 438 674 RK21_04245 
Insertion 463 bp 4 957 921 RK21_04728 
Base substitution C→T 5 403 797 RK21_05151 
Deletion 11 bp 5 621 918–5 621 928 No 
Insertion C 6 232 635 RK21_r022 
Insertion G 6 233 178 RK21_r022 
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表 2  NyZ12 突变体 T2 基因组中的突变 
Table 2  Mutation sites from the genome of NyZ12 mutant T2 
Type Base length Relative to the NyZ12 wild type position Influence the target gene 
Base substitution A→G 272 888 RK21_00261 
Insertion G 398 176 No 
Deletion 1 887 bp 461 894–463 781 RK21_00425 
Insertion G 1 000 945 No 
Deletion 82 383 bp 1 314 383–1 396 766 RK21_01203-RK21_01278 
Insertion 1 567 bp 1 421 223 No 
Base substitution T→G 1 606 650 RK21_01500 
Base substitution G→C 1 835 512 RK21_01715 
Insertion G 2 017 378 RK21_01875 
Deletion 1 181 bp 2 760 848–2 762 029 RK21_02631 
Deletion 209 bp 3 017 742–3 017 951 RK21_02872 
Base substitution A→T 3 038 203 RK21_02893 
Insertion 1 235 bp 3 077 522 No 
Insertion C 3 207 111 RK21_03060 
Insertion 6 bp 3 357 920 RK21_03207 
Insertion 28 bp 4 425 234 RK21_04226 
Insertion C 4 438 674 RK21_04245 
Base substitution C→G 4 782 509 RK21_r012 
Insertion 1 567 bp 5 252 716 RK21_05012 
Base substitution A→C 5 510 973 RK21_r018 
Insertion 1 567 bp 5 559 665 No 
Base substitution C→G 5 644 413 RK21_05366 
Insertion 3 bp 5 840 753 RK21_05539 
Deletion 1 735 bp 5 840 755–5 842 490 RK21_05539 
Insertion C 6 232 635 RK21_r022 
Insertion G 6 233 178 RK21_r022 
 
体 T1 以 NyZ12 野生型为出发菌株筛选获得，结

合表型分析，它不能以环己胺和环己酮为唯一

碳源生长。通过比较基因组分析发现，该突变

体缺失的 RK21_02818–02937 片段中包含了环

己胺代谢下游途径(即催化环己酮分解进入三

羧酸循环的操纵子 RK21_2866–2870)，导致

NyZ12 突变体 T1不能利用环己酮为唯一碳源生

长。由于催化环己胺至环己酮的酶还存在，所

以利用 GC-MS 可以检测 NyZ12 突变体 T1 静息

细胞转化环己胺的产物有环己酮生成，但是初始

第 1 步产生的能量不足以维持其利用环己胺为唯

一碳源生长。NyZ12突变体T2以假单胞菌 NyZ12

的突变体 NyZ12Δ3 (RK21_00425，RK21_02631
和 RK21_05539 这 3 个基因已无痕敲除)为出发

菌株筛选获得，其不能以环己胺为唯一碳源生

长，但是仍然能以环己酮为唯一碳源生长。因

为 NyZ12 突变体 T2 是在环己酮为碳源传代培

养过程中获得的突变体，在筛选压力下，催化

环 己 酮 分 解 进 入 三 羧 酸 循 环 的 操 纵 子

RK21_2866–2870 仍存在于基因组中，但是参与

初始步骤催化环己胺生成环己酮的环己胺氧化

酶、转氨酶或者羟化酶基因已经全部缺失，所

以利用 GC-MS 无法检测到中间产物环己酮。后

续我们将在丢失大片段或者突变序列中鉴定参
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与催化环己胺生成环己酮的冗余代谢基因。 
利用 DNAStar 统计，发现丢失的 2 个大片

段中 RK21_01203−01278 的 GC 含量为 58.51%，

RK21_02818−02937 的 GC 含量为 58.4%。这 2 个

片段的 GC 含量显著低于 NyZ12 野生型基因组

的平均 GC 含量 64.2%，表明这 2 段可能来源于

基因的水平转移。原核生物种群的进化受同源重

组的显著影响，同源重组可以阻止基因转换而导

致的序列趋异，从而维持遗传的相对稳定[25]。由

于从外界获得新的基因簇导致同源重组频率降

低，重组障碍形成，尤其是新获得的基因参与了

不同栖息地(生境)的适应，重组障碍导致新获得的

有利于适应生境的基因发生选择性丢失[26-27]。

NyZ12 在以琥珀酸为碳源的生长过程中，由于

无环己胺或者环己酮为碳源的筛选压力，微生物

不需要合成相关代谢环己酮的酶，参与下游代谢

的基因簇 RK21_02818−02937 就容易丢失。 
细菌物种的适应能力与遗传多样性有关，

各种最适应环境的突变体被选择保留下来，目

前认为产生遗传多样性的机制有 3 种，分别是

点突变、水平基因转移和基因组内的重排。基

因的获得和丢失是通过插入和缺失大小不等的

基因组片段，包括大的基因组岛；通过非同源

重组的机制通常涉及可移动的遗传元件[17]。统

计发现，NyZ12 突变体 T1 有 8 处插入、5 处单

碱基突变和 5 处缺失，NyZ12 突变体 T2 有    
14 处插入、7 处单碱基突变和 5 处缺失(其中

RK21_00425，RK21_02631 和 RK21_05539 这  
3 个基因在出发菌株已经存在)。同时，分析发

现 2 个突变体的单碱基突变大多数都是由 A 或

T 转变为 G 或 C。通常 C 更容易经过氧化或者

甲基化而突变成 T，Wu 等[28]提出 polC 和 dnaE2
基因对基因组 GC 含量有很大影响，然而 GC
碱基对转换为 AT 碱基对(GC>AT)的突变发生

频率高于任何其他类型的突变，主要是由于自

发的胞苷脱氨基[29-30]。然而这 2 个突变体中这

种 GC 碱基对转换为 AT 的变化在 NyZ12 突变

体 T1 中仅有 1 处，可见不能以传统的思维研究

基因组的变化，同时也说明微生物基因组的变

化规律十分复杂。 
原核生物中水平基因转移频繁发生，其

中噬菌体、质粒及转座元件负责大量的水平

基 因 转移 [31] 。分析 RK21_01203−01278 和

RK21_02818−02937 这 2 个基因片段，发现

RK21_01203−01278 这一段中有 1 个编码转座

酶的基因(RK21_01277)和 1 个编码噬菌体整合酶

的基因(RK21_01278)；RK21_02818−02937 这一

段中有 7 个编码转座酶的基因(RK21_02844、
RK21_02846 、 RK21_02912 、 RK21_02915 、

RK21_02921、 RK21_02925、 RK21_02927)和   
2 个编码噬菌体整合酶的基因(RK21_02818、
RK21_02841)。由于缺失的这 2 个片段中含有

水平基因转移元件，所以基因的丢失不足为奇。

此外，这 2 个片段都各自包含一个基因岛。基

因岛主要是由一些灵活的基因高度聚集形成，

岛形成的潜在机制多种多样，包括温和噬菌体和

接合型接合转移元件的优先插入位点，以及基因

捕获系统如整合子 [31]。在 RK21_01203−01278
中 还 发 现 了 102 个 小 片 段 重 复 序 列 ， 在

RK21_02818−02937 中有 49 个小片段重复序

列，这些重复序列经过同源重组容易环化使该

区域整片脱落下来，从而造成基因的缺失。 
本研究分析了 NyZ12 突变体 T1 和 NyZ12

突变体 T2 这 2 个突变体的基因组，发现假单胞

菌 NyZ12 的基因组是可塑和多变的，在不同的

环境压力下会自然丢失一部分基因，使得细菌

更好地适应环境的变化。基因丢失成为微生物

进化的主要因素，基因的丢失似乎已经帮助许

多生物体进化，并战胜了新的环境挑战。基因

丢失尤其在共生或寄生物种中最为常见，它们
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通过将许多功能需求“外包”给其伴侣或宿主来

简化自身[32]。但是在非寄生和共生培养条件下，

相关基因丢失的研究很少，本研究填补了这方

面的空白。德国进化基因组学家 Michael Hiller
认为，进化过程中的大多数基因丢失很可能是

中性的，不会对有机体造成适应性后果[33]。本

研究发现在微生物群体培养过程中，微生物突

变进化速度远超过我们的想象，它是快速进化

的，个体之间的基因组的确存在一些差异，表

明未来微生物单细胞测序的重要性。 

4  结论 
微生物突变进化速度比较快，远超过我们

传统的认知。本研究对假单胞菌 NyZ12 的两株

突变体进行了全基因组测序，并与野生型

NyZ12 全基因组测序结果进行了比对分析，发

现假单胞菌 NyZ12 的基因组具有可塑性和多变

的特征并探究了可能的机制，研究结果为阐明生

物的环境适应性和物种进化机制提供了参考。 
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