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摘 要：荧光假单胞菌 E/2 对多种植物病原真菌具有显著的抑制作用。荧光假单胞菌

（!"#$%&’(’)#" *&$’3 +#"%#)"）E/2 能同时合成吩嗪3/3羧酸（FG1）和藤黄绿菌素（F(A）两种抗生素。

从 E/2 的基因组中克隆了 +,’- 基因，其相应的氨基酸序列与荧光假单胞菌 GH1I 中 JK’L 蛋

白的氨 基 酸 序 列 完 全 相 同。利 用 基 因 重 组 技 术 和 大 肠 杆 菌3荧 光 假 单 胞 菌 穿 梭 质 粒

KE:%$"#，将 +,’- 置于强启动子 F./% 的控制下，导入 E/2 菌株。发现经重组质粒转化的 E/2，

与对照相比，培养基中 FG1 和 F(A 开始累积的时间分别提前 !@ 和 2@，积累量提高 / 倍和 % 倍。
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在细菌中，仅一种 J.1 聚合酶承担着转录细胞内全部种类 J.1 的功能。但是，J.1
聚合酶的核心酶（!#""’#）只具有转录延长和终止功能。转录因子$对核心酶识别特定启

动子的专一性序列和转录启始起着关键性作用［/］。$6$（又称为 JK’L，+,’- 基因编码）是主

要的持家转录因子，此外，在 0 ) %’&1 N/# 中，还发现了其他 % 种$因子，如$"2（又称为

JK’O）、$"#、$7、$:、$P-B(和$4!。在细胞中，各种$转录因子对核心酶的竞争结合能力是基因

转录的一种调节方式［#］。在各种不同外界环境条件下以及在菌体生长和发育的各个时

期，各种特异性表达的基因利用不同的$因子启始转录。细菌分泌次生产物抗生素与细

菌的生长状态和生长环境有着极大的联系。本文探讨了 +,’- 基因的扩增、细菌的生长状

态与次生产物合成间的相互关系。

植物根际促生细菌（F(8,A QR’SA@ FR’;’A<,T J@<U’V8BA-R<8）以多种方式促进植物生长并

抑制土壤中的植物病原菌，其中主要的机理之一是分泌抗生素。根际细菌分泌的抗生素

主要有五大类，其主要的化学结构分别属于吩嗪类和聚酮类衍生物。已经发现在同一种

细菌中能分泌几种抗菌素，在化学结构上，一般都属于同一种类型的抗生素衍生物，或者

分泌吩嗪类，或者分泌聚酮类［"］。本课题组以环丙烷3/3氨基3/ 羧基为唯一氮源，从上海

郊区的甜瓜根际土壤中分离获得了一株产荧光假单胞菌 E/2（ !"#$2’(’)/" *&$’+#"%#).
E/2 ）［!］。从 E/2 的菌悬液中，分离纯化了两种不同类型的抗真菌物质，经元素分析，紫

外、红外扫描，QG3EO 联用和核磁共振氢谱和碳谱鉴定，确定了这两种物质的分子结构分

别为吩嗪3/3羧酸（FG1，吩嗪类抗生素）和藤黄绿菌素（F(A，聚酮类抗生素）。在一个假单胞

株菌中，同时分泌两类不同的抗生素，在国内外文献中至今未见报道。FG1 对由小麦全蚀



病菌（ !"#"$"%%&$’(#) *+"$,",) !"# $ -+,-,(,，%&’）具 有 强 大 的 抑 制 作 用；()’ 对 终 极 腐 霉

（.’-/,%$ %0-,$%$）引起的棉花、甜菜立枯病具有很强的防治效果。*+, 菌株分泌两类不

同的抗生素，扩大了该生防菌的抗菌谱，经离体、盆栽接种和多年的大田试验结果表明，

*+, 对甜瓜蔓枯病和黄瓜枯萎病菌有显著的防治效果［-，.］。研究 *+, 两类抗生素生物合

成的调控机制，对分析和提高该菌株的生防机理和效果具有重要意义。

在荧光假单胞菌中，12&3 基因对于聚酮类抗生素生物合成的影响国外已有所报

道［/］，但对于吩嗪类抗生素生物合成的影响尚无研究先例。本文利用大肠杆菌0荧光假单

胞菌穿梭质粒 1*2/345，将 +2&3 全长基因（!63因子的编码基因）置于强启动子 (-"( 的控制

下，导入 *+, 生防菌株。发现经质粒转化的 *+,，不仅提前了 (78、()’ 的生物合成时间，

且产量也大大提高。结果表明，在荧光假单胞菌 *+, 中，重组质粒携带 +2&3 基因，经

9(:% 诱导，能以直接或间接的方式增强 (78 和 ()’ 编码基因的表达和次生代谢物的生物

合成。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

本实验使用的菌株和质粒列于表 +。

表 ! 菌株与质粒

:";)< + =’#">?@ "?A 1)"@B>A@

=’#">?@ "?A 1)"@B>A@ 7C"#"D’<# =EF#D<

=’#">?@

4 $ (&0, GH." +#(80I0 #568+ *’+J/ -/,0+ /)6K+6（ +7 L $7 M ）)%2-- +#+8+ N";$ DE))<D’>E?

4 $ (&0, N24J5 IL /)6K.6- )%22-- )%2I., 0"(O+ !"0P5 *"0:55 $#-Q+ -+2K.. (#EB<&"

.)#%6&$&5") @1$ *+, (78，()’ 1#EAFD<A，8B1# N"; DE))<D’>E?

()"@B>A@

1N8IK0. 9?D( :DK (&) M N"; DE))<D’>E?

1Q)F<@D#>1’ P= 1*Q+ 8B1# N"; DE))<D’>E?

1*2/345 1R=+01+.8 4 $ (&0,0.)#%6&$&5") @CF’’)< !<D’E#； 0"(8S0( -"( 2T1#<@@>E?
!<D’E# :D#

UVV<#<A ;W G><’<#
H""@ =X>’Y<#)"?A

1%2*0:<"@W 7E)2，8B1# (#EB<&"

1*+,K8 Z 1*+,KI 1N8IK0. X>’C 5,[; V#"&B<?’ V#EB *+, :C>@ @’FAW

1*+,K+ 1%2*0: X>’C 463;1 (7K V#"&B<?’ :C>@ @’FAW

()"@B>A@ 7C"#"D’<# =EF#D<

1*+,K5 1Q)F<@D#>1’ P= X>’C 4 [; 4(&KR V#"&B<?’ V#EB 1*+,K8 :C>@ @’FAW

1*+,K4 1%2*0:<"@W X>’C +\,. [; (7K :C>@ @’FAW

1*2K1EG 1*2/345 X>’C " +\,. [; 4(&K#]9*0$ (7K V#"&B<?’ +2&3 F?A<# ( -"(

DE?’#E)
:C>@ @’FAW
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!"# 培养基和生长条件

!"# 产抗生素培养基 $$! 和生长温度按文献［%］，! & "#$% 生长培养基 ’( 和 ’) 和生

长温度按文献［*］。实验所用抗生素剂量，! & "#$%：四环素 +,!-./’，氨苄青霉素 ,0!-./’；

!"#：四环素 "00!-./’。

!"$ 工具酶与试剂

限制性内切酶、连接酶、12) !34564 购自 !(7，839、:;< 12) 聚合酶购自上海生工生物

工程公司，［"=+ >$］?)@$ 同位素试剂盒购自华美生物工程公司，$AB 回收、胶回收、染色体

12) 提取试剂盒购自华舜生物工程公司。建文库所用包装蛋白购自 $4C/6-3。其余化学

试剂均为国产。

!"% &’( 的操作技术

!"%"! !"# 菌株染色体 12) 的提取：按照华舜试剂盒说明书。

!"%"# 质粒的重组、转化和测序：12) 的酶切，回收，连接，其中 !"# 的转化采用电转法，

按文献［D］。上海申友生物技术有限责任公司测序。

!"%"$ !"# 菌株染色体 12) 基因组文库的构建：!"# 菌株染色体 12) 经 &’(=)7 部分酶

切，蔗糖梯度离心，取 +#5E 左右片段插入 :’)FB>, 的 )’*G#位点，体外包装，转化! & "#$%
’H=I+。具体步骤参见［D］。

!"%"% 探针的制备、基因组文库筛选、JC<8K64L>EMC88NL- 和 :!"#B+ 的构建：根据文献［D］经

2A(7 (’)J@ 同源对比，以荧光假单胞菌属 +,#- 基因最保守的区域设计引物 ,O：@APPP>
@)@))@AA@APPA 和 =O：APA)@P@)A)@PAPA)A。以 !"# 总 12) 为模板，采用 $AB 技术，

反应体系参照［D］。扩增出约 =*0E: 的靶带，插入 :PH!>@63QR，得到重组克隆 :!"#B"，测

序予以验证。

以 =*0E: 的 $AB 产物为探针，筛选 !"# 基因组文库，得到 D 个阳性克隆 :!"#B) S
:!"#BF，经 !"#B$酶 切，进 行 JC<8K64L>EMC88NL-，得 =5E 阳 性 片 段，插 入 :(M<6QT4N:8 UJ
!"#B$位点，得到重组克隆 :!"#B+，测序验证。文库筛选、JC<8K64L>EMC88NL- 具体步骤参见

［D］。

!"%") 重组质粒 :!"#B= 的构建：根据 :!"#B+ 测序结果及 :!HD0=+ 的 $.’" 启动子下游

的酶切位点，上下游引物设计如下：

,O>PPPPP))@@A@PP)@)PPP@P@@)@P@AA（!"#B#酶切位点及 B(J 及起始密码子

)@P）；

,O>))AA)P)@A@@@)A@AP@AP)PP))PP)P（)/$%酶切位点）

以 :!"#B+ 总 12) 为模板，为保证准确性，采用 :;< 高保真聚合酶，反应体系参照文

献［D］。扩增条件：I,V，,/NL，" TRTM6；I,V，=0Q；,,V，%,Q；*+V，%/NL；=0 TRTM6Q；*+V，

D /NL。"W#,5E 的 $AB 产物经纯化、末端加 ) 的步骤，@>) 克隆入 :PH!>@63QR，转化 ! & "#$%
1G,"，得重组质粒 :!"#B=。测序结果与 :!"#B+ 测序结果吻合。

!"%"* :!HB:C1 表达载体的构建及在 !"# 的诱导表达：从 :!"#B= 中切出 !"#B#和

)/$%片段，插入 :!HD0=+ 的 !"#B#和 )/$%的位点之间，转化 ! & "#$% 1G,"，筛选四环素

抗性转化子，得到的重组质粒 :!HB:C1，电转入 !"# 菌株，得到 !"#（:!HB:C1），挑取单

菌落，置于含有四环素（"00!-./’）的 $$! 培养液中，+#V培养过夜，然后按 " X+0 比例放大
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培养，至 !"!"" # "$% 时，加 &’() 至终浓度为 *++,-./，继续培养。

!"# $%& 和 $’( 的定量测定和分离纯化、分子结构鉴定

取 0*1 发酵液 *+/，23 调至 4$" 后，’56 经 7 倍体积氯仿抽提，弃上清，取 %!/ 氯仿

层，进样；’-8 经等体积乙酸乙脂抽提，离心取上清，真空抽干，再溶于 *+/ 甲醇中，取 %!/
进样。3’/5 检测条件为：’56 检测波长 941:+，保留时间 *$;1+<:；’-8 检测波长 7"1:+，保

留时间为 7$* +<:；流动相为 ;"=甲醇，流速 *+/.+<:，5*1反相分析柱。分子结构分析：抽

提方法和 3’/5 检测条件同上，5*1反相制备柱收集纯品，经 >? 扫描、气相@质谱和核磁氢

谱和碳谱四谱分析。

!") $%&，$’( 生物合成的动力学分析

分别挑取 0*1，0*1（20A!"79）和 0*1（20AB2,C）的单菌落，接入 ’’0 培养液中，后两

者加入四环素（*""!D.+/），91E培养过夜，然后按 * F 9" 比例放大，91E，99" G.+<:，连续培

养。其中 0*1（20AB2,C）在 !"!"" # "$% 时，经 &’() 诱导，每隔 9H，分别测定 !"!""值、’56
和 ’-8 产量。各种处理设置 ! 个重复，取平均值。

* 结果

*"! !"#$ 基因的克隆和序列同源性比较

从 0*1 基因组文库 *I9" 个克隆中获得的 ! 个阳性克隆，经 #$%B? 酶切，进行 J,K@
8HLG:@M-,88<:D分子杂交，最后验证其中 20*1A 为假阳性。所得的阳性片段（图 *），插入

2N-KLOPG<28 QJ #$%B? 位点，得到含有 &’%" 完整基因的重组质粒 20*1B9。经测序和同源

性比较，在起始密码上游是 ))6(6) 可能的核糖体结合位点，同源性分析表明 0*1 菌株

中，&’%" 基因的核苷酸序列与荧光假单胞菌 536R 菌株中 &’%" 基因的同源性有 II$4%=
（*171.*141），而且其 B2,C 蛋白与 536R 菌株 B2,C 蛋白的序列完全一致，表明了在荧光

假单胞菌属 &’%" 基因在进化中的高度保守性（图 9）。

图 ! 阳性克隆酶切图谱及 +,-(./01 2’,((314 杂交

S<DT* BLO8G<P8<,: L:U,:KP-LVOL U<DLO8<,: ,W 8HL 2,O<8<XL P-,:LO V:U J,K8HLG: M-,88<:D

0T*YM -VUULG；* Z !T 20*16@20*1S.()*U"；; Z *9T 20*16@20*1S.#$%B?T NLPVKOL 8HLGL [VO 2,O<8<XL O<D:V- <: 8HL % V:U ;

-V:LO，20*1A P-,:L OPGLL:LU M\ <:@O<8K H\MG<U<]V8<,: [VO <UL:8<W<LU VO V: VG8<W<P<V- 2,O<8<XL P-,:LT
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图 ! "#$ 菌株中 !"#$ 核苷酸测序结果及其推测的氨基酸顺序

!"#$% &’()*+,"-* .*/’*0(* +1 234 .,56"0 60- ,7* -*-’(*- 68"0+ 6("- .*/’*0(*

97* .*/’*0(* .",*. +1 !"#$ :7"(7 65* -"11*5*0, 15+8 ;<=> .,56"0 65* ?+)-16(* 60- ,7* @’,6,"A*

5"?+.+8*B?"0-"0# .",*（CDE）". ’0-*5)"0*-$

!%! &’( 和 &)* 的分子结构鉴定

从 234 的菌悬液中，分离纯化了两种不同类型的抗真菌物质，经元素分析，紫外、红

外扫描，F;B2E 联用和核磁共振氢谱和碳谱鉴定，确定了这两种物质的分子结构分别为吩

嗪B3B羧酸（G;=，吩嗪类抗生素）和藤黄绿菌素（G),，聚酮类抗生素）。G;= 和 G), 的紫外吸

收和 F;B2E 质谱特征，分别见图 H 和图 I。

!%+ "#$ 菌株中 !"#$ 基因扩增对于 &’( 和 &)* 生物合成的影响

以 234 野生型、234 带有 @2JKLH% 为对照，234（@2JC@+M）在菌体浓度 %$KLL N LOP
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时用 !"#$ 诱导，每隔 %& 测 !"’((值、")* 和 "+, 产量。结果见图 -。

图 ! "#$ 的紫外吸收和 %#&’( 质谱特征

./012 #&3 45 6738,9: :;< $)=>? 6738,9:+

8&:9:8,39/6,/86 @A ")*

图 ) "*+ 的紫外和 %#&’( 质谱特征

./01B #&3 45 6738,9: :;< $)=>? 6738,9:+

8&:9:8,39/6,/86 @A "+,

结果表明，在 >CD 野生型和 >CD 带有 7>E’(2% 的对照中，"+, 在 ""> 培养基中的积累

始于培养后的 CD&，在 %-& 后，"+, 在达到最大值约为 C%F-!0GHI。经 7>EJ7@K 转化的 >CD，

未经 !"#$ 诱导，其 "+, 在培养液中的积累过程与对照类似，经 !"#$ 诱导后，"+, 在培养基

中的积累始于培养后的 C(&，%-& 后在培养液中的积累量达到最大值约为 L-!0GHI。与对

照相比，"+, 的积累时间提前 D&，积累量增加 ’ 倍。在 >CD 野生型、>CD 带有 7>E’(2% 以

及 >CD 带有 7>EJ7@K（未经 !"#$ 诱导）的 2 种培养液中，")* 的生物合成都始于培养后

的 ’&，但是，带有 7>EJ"MK 的 >CD，经 !"#$ 诱导，")* 的累积始于培养后的 %&，经 %B& 培

养后，")* 的积累量达到了 C((!0GHI，与野生型 >CD、>CD 带有 7>E’(2%（不携带 #$%"）相

比，")* 的积累时间提前 B &，产量提高 C 倍。（>CD 带有 7>EJ7@K 的培养液中，不经 !"#$
诱导其生物合成 "+, 和 ")* 的动力学特征与野生型和 >CD 带有 7>E’(2% 相同，结果未显

示）。

实验结果表明经 7>EJ7@K 转化 >CD，由于 #$%" 基因经质粒扩增和 !"#$ 诱导，能改变

")* 和 "+, 生物合成的动力学，使 ")* 和 "+, 的积累时间分别提前 B& 和 D&，并同时使 ")*
和 "+, 产量分别提高 C 倍和 ’ 倍。说明在 >CD 菌株中，质粒携带的 #$%" 基因，经 !"#$ 诱

导，使 #$%" 基因的表达量增加，可能以某种间接或直接的方式促进 ")* 和 "+, 的生物合

成。

! 讨论

")* 和 "+, 都是生防菌株 >CD 的次生代谢物，通常是在对数期后期至平稳期前期这

一段时间内开始产生 ")* 和 "+,，营养条件的限制及高细胞密度是这一时期典型的特征，

符合革兰氏阴性细菌分泌次生代谢物的一般规律［D］。荧光假单胞菌中抗生素的产生受到

复杂的、由众多元件组成的级联放大的调控系统控制，#$%"、#$%&、’()*、($+* 和 #,-* 都可

能是其中的组成部分［N，C(］，而"因子作为所有原核基因转录的必需因子，应该是这个级联

放大系统中的一个重要环节。

在大肠杆菌中至少有 2 个"因子（"L(，"2D和"2%）参与平稳期时的基因表达［CC］。在大肠
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图 ! "#$% 对于 &’( 和 &)* 在 +,- 菌株中生物合成的影响

!"#$% &’()*+’,+ -( ./-0 +1/2+33"-’ -’ 456 7’8 4)9 /2-8*,9"-’ "’ :;< 3927"’

6$ :;< =")8 9>/+；?$:;< ="9@ /)73A"8 /:BCDEF；5$:;< ="9@ 9@+G !"#$ 4 %&’ /)73A"8 /:B./-0；

—!—H927"’3’#2-=9@ =73 A+73*2+8 73 ($CDD；—"—456 /2-8*,9"-’；—#—4)9 /2-8*,9"-’$

杆菌和荧光假单胞菌中，细胞内的!ID和!E<比值受到精密的调控。!E<与持家因子!ID竞争

性地与 .J6 聚合酶结合，随着细菌进入平稳期，!E< K!ID的比值增加，使一些依赖于!E< 因子

的基因进行区别性地表达［;F］。在 ) $ *+,#!-.’-/. 4(% 菌株中，!"#0 基因（编码!E< 因子）的失

活使 4)9 和 F，LG二乙酰藤黄酚（4@)）产量有所提高，同时另一种抗生素硝吡咯菌素（42’）却

停止合成［;E］。在 ) $ *+,#!-.’-/. 5M6N 菌株中，!"#$ 基因的过表达也会使 4)9 和 4@) 的产量

提高［C］。在本次实验中：即在 :;< 菌株中，!"#$ 的过量表达，同时增强 4)9 和 456 两类不

同抗生素的生物合成。 !"#$ 基因在 5M6N 菌株和 :;< 菌株中所起的作用是不可缺少的，

与 5M6N 菌株中的情况一样，在 :;< 菌株中，也无法得到 !"#$ 基因失活的突变株。

根据以上结果，可以大致推论：荧光假单胞菌中 456、4)9、4@) 和 42’ 等抗生素的产生

受到 ./-HK./-0 直接或间接的调控。在 4(% 菌株中由于 42’ 结构基因的转录可能依赖于

!E<因子，因此当 !"#0 基因失活时，42’ 的合成就停止了。在 4(%、:;<、5M6N 菌株中，!"#0
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的失活或 !"#$ 的过表达都会使 !"#、!$" 和 !%& 的产量提高。可能的解释有两种：（’）一些

编码 !"#、!$"、!%& 的生物合成阻遏蛋白的基因，是依赖!()因子进行转录的；（*）!()因子作

为一种负调节物与这些抗生素合成所必需的!因子（如!+,）竞争结合 -.& 聚合酶。!+, 因

子的过表达或者!()因子的缺乏，都有可能提高那些由依赖!+,因子识别的、由弱启动子所

驱动的基因的表达。

到目前为止，对 -/012-/03 调控 !%&、!$"、!"# 和 !45 等的具体机制的了解还不清楚。

最近报道，在 % 6 &’!()*+#,& !&7’ 菌株中，!"#- 的失活使 89甲基9’9羟基吩嗪（!:7，/;0<;=9
5>5，绿脓菌素，吩嗪类衍生物）的产量增加、产生时间提前。其原因归咎于!() 因子可以抑

制 !./0 基因（-$"? 酶负责合成 %@9A1B，它是一种种群感应信号分子，CD04DE9FG5F>5H F>H5="）
的表达，虽然这种抑制作用相对较弱，但由于 %@9A1B 在指数期前期时的含量很低，!./0 在

表达水平上细小的变化，都会大大影响 %@9A1B 的水平。随着 %@9A1B 出现时刻的前移和

水平的提高，绿脓菌素的产生发生相应变化［’@］。这个结果启示：在荧光假单胞菌 I’) 中

同样存在着许多结构类似的种群感应信号分子（如 &AB，高丝氨酸内脂类）。!%& 和 !"# 的

生物合成可能受到两个不同的信号分子的调控。!() 2!+, 相对含量的变化对不同的信号分

子造成的影响程度不同，最后导致 !%&、!"# 在生物合成的动力学上的变化也不尽相同，正

如本次实验所得的结果那样：!%& 的积累时间提前 @ $，产量提高 ’ 倍，!"# 的积累时间提

前 ) $，积累量增加 J 倍。当然，上述的假设还需要进一步的实验验证。
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