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摘 要：从荧光假单胞菌（!"#$%&’&()" *+$&,#"-#(. @G)）H/2基因组中克隆了 I.1聚合酶的稳定期!@ 因子编码基因

,/&0，推测其氨基酸序列与铜绿假单胞菌、荧光假单胞菌和恶臭假单胞菌的同源性分别为 EEJ/K、24J"6K 和
24J2K。利用体外定点插入突变和同源重组技术，构建了 H/2的 ,/&0 突变株 H/2IF。对突变株 H/2IF 合成抗生

素吩嗪3/3羧酸（LM1）和藤黄绿菌素（L(B）的动力学分析结果表明，在 N0或 LLH培养基中，突变株合成 LM1的能力比
野生型分别提高了 #6或 6J42倍，但 L(B的积累量不受影响。与野生型相比，突变株对碳源饥饿的耐性下降。同时，
在碳源饥饿条件下对过氧化氢、乙醇和和氯化钠等环境胁迫的交叉保护性减小，存活率显著降低。
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在细菌中，I.1聚合酶的核心酶只执行转录延
伸和终止功能。核心酶结合各种不同的!因子，识
别专一性的特定启动子并起始转录，实现基因的区

别性表达。 ,/&0 基因编码!P，又称为 IG’P，是细菌
进入稳定期的调控因子。大肠杆菌开始进入稳定期

时，!P 在菌体内积累，参与多种基因的特异性表达，

增强对外界不良环境的抗逆性和适应能力［/］。在荧

光假单胞菌（!"#$&%&’&()" *+$&,#"-#("）LQ36中，,/&0 的
突变具有多重效应，对氧胁迫的存活率降低，次生代

谢物的合成谱发生改变，藤黄绿菌素（L=’(+B-’R<,，
L(B）和 #，!3二乙酰藤黄酚（#，!3C<8D=(GS(’R’T(+D<,’(，
LS(）生产过量，硝吡咯菌素（L=RR’(,<BR<,，L(,）合成停
止，表明 ,/&0 基因能同时控制胁迫反应和抗生素的
合成［#］。在恶臭假单胞菌株（! ) /$.1%)）N5#!!$中，
IG’P蛋白控制着 6$多种多肽表达，,/&0 突变，在碳
源饥饿胁迫下的存活率降低［"］。在哈氏弧菌（213,1&
4),5#61）中，,/&0 基因突变，菌体在高乙醇条件下存
活率下降，但不影响对高渗透压和过氧化氢的抗逆

性，IG’P蛋白与这些环境协迫的应答无关。各种研
究结果表明，,/&0 基因在不同微生物类群中的功能
具有特异性［!］。

荧光假单胞菌（!"#$%&’&()" *+$&,#"-#(. @G)）H/2
是一株促进植物生长的根际细菌（L(8,B TR’UBS GR’3
;’B<,T RS<V’W8DB-R<8）［6］，能合成抗生素抑制土壤中植
物病原菌繁殖，防止植物病害发生。已经查明，H/2

菌株能同时产生两种不同类型的抗生素：吩嗪3/3羧
酸（LM1，吩嗪类抗生素）和藤黄绿菌素（L(B，聚酮类
抗生素），在迄今为止的国内外文献报道中，H/2是
唯一能同时产生这两种抗生素的假单胞菌株［%］。

LM1对小麦全蚀病菌（7)#)’)$$&’6-#" 8,)’1)1" &8R)
BR<B<D<，XTB）和尖镰孢菌（9$"),1$’ &:6"/&,$’）具有很
强的抑制作用；L(B 能有效抑制终极腐霉（ !6.41$’
$+.1’$’）引起的棉花、甜菜立枯病。因此，与其他假
单胞菌株相比，H/2的代谢产物对植物病原菌具有
更大的抑菌谱。

次生代谢物的合成受到环境和生理信号的调

控，深入研究 H/2合成抗生素的调控机制以及对外
界环境的适应性，对于提高 H/2的生物防治效果具
有一定的理论意义和经济价值。本实验采用 LMI
技术，从 H/2基因组中克隆了 ,/&0 基因，并进行测
序和同源性比对分析。通过定点插入突变和同源重

组方法，构建了 ,/&0 突变株 H/2IF，分析了 ,/&0 基
因突变对次生代谢物 LM1和 L(B的合成以及对外界
环境胁迫（碳源饥饿、有机溶剂、过氧化物和渗透压）

应答的可能作用。

" 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 ! 菌株和质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,

’()"*+, "+- .$",/*-, 01")"2(%) ’34)2%

’()"*+,

! 5 "#$% 678! &’"9: ;: ’()9& *+&<= ,-%>& -.)?&@（ &/ : 0/ A）.12BB &’&9& C"#5 23$$%2(*3+

! 5 "#$% 7D&E& 9.) !2,；23+("*+*+F .GHB<@ C"#5 23$$%2(*3+

3.’1)#0#(4. ,.5 G&I J09 J$( .)3-42%)，9.)’.) K/, C"#5 23$$%2(*3+

3.’1)#0#(4. ,.5 G&I?: J09 J$( .)3-42%)；9.)’.) K/)，&2#5 : !1*, ,(4-L

J$",/*-,

.MHG>!%",L 03$H，9.) J)3/%F"

.GHB<@ G3#*$*N*+F .$",/*-，O+2J>&，!)" ?%.9（!,），9.) 65 7",,

.GHPEI@ 03$HO )%.$*23+，O+2J>&>/3#，!2)，,4*2*-% Q%2(3)； 65 7",,

.6’K8&< )%,34)2% 3R K/ )%,*,("+( 2",,%((% S5 !5 K%%+

.G&I’& .MHG>! T*(1 " &UEV# J0? R)"F/%+( 23+("*+*+F &2#5 F%+% !1*, ,(4-L

.G&I’W .G&I’& -%)*Q"(*Q% T*(1 " K/ )%,*,("+( 2",,%((% *+ #$4+(%- 6407" R)3/ .6’K8&< !1*, ,(4-L

.GH?.3’ .GHPEI@ T*(1 " WU=V# 6*$# R)"F/%+( R)3/ .G&I’W !1*, ,(4-L

!"# 培养基和生长条件
G&I产抗生素培养基 JJG和 KD以及培养条件

参见文献［=］。环境因子耐受性试验参见文献［P］，
基本培养基 G<，分别添加 &X和 &EX柠檬酸钠，见
文献［@，I］。抗生素用量：卡那霉素（K/）8E$FY/C，
氨苄青霉素（9.）&EE$FY/C，庆大霉素（M/）BE$FY/C，
氯霉素（01$）&EE$FY/C，壮观霉素（’.）&EE$FY/C。
!"$ 工具酶和试剂
限制性内切酶、连接酶、6S9 G")V%)购自 GDO，

748 6S9聚合酶购于上海生工生物工程技术服务有
限公司，［!>PW］J -0!J同位素试剂盒购于 !"K"?"公
司，J0?回收、胶回收、染色体 6S9 提取试剂盒购
自华舜生物工程公司。

!"% &’(的操作技术
!"%"! G&I 菌株染色体 6S9 的提取：按照华舜试
剂盒说明书进行。

!"%"# 基因操作：质粒 6S9提取、6S9酶切、电泳、
胶回收和连接，感受态细胞制备和质粒 6S9转化均
参照文献［<］，上海申友生物技术有限责任公司
测序。

!"%"$ 细菌的接合转移：采用固相纤维滤膜杂交方
法［<］。

!"%"% G&I &2#. 基因的克隆：根据 M%+D"+V中已经
公布的 &2#5 基因保守区域核苷酸序列设计简并引
物：8Z>MMMM9M9!0!9!MM0[0!09?[999M99M>PZ；
8Z>M99!9M9!0!!090!MM9909M0M[M!?M>PZ（划线

序列为 6*$#酶切位点，[ \ 9 3) !，? \ M 3) 0），以
G&I染色体基因组 6S9为模板，为了在 J0?产物 PZ
加 9，采用 7,- 6S9聚合酶（748 6S9聚合酶一种），
J0?反应条件为 <B] 8/*+；<B] PE,，88] B8,，
@W] &/*+，PE 个循环；@W] =/*+。扩增出长度约为
&UEV#的 6S9 片段，经纯化，!>9 克隆入 .MHG>
!%",L，得重组质粒 .G&I’&。
!") *+(和 *,-的制备、提取分离和定量测定
分别挑取野生型 G&I和突变株 G&I?:单菌落，

接种到 KD培养基，WI]培养过夜，按 8X的接种量
分别转接至含有 &8E/C JJG或 KD培养基的三角瓶
（体积为 8EE/C）中，=个重复，在 WI] WWE)Y/*+ 继续
培养。隔 I1 取样，测 9:=EE值、J09 和 J$( 含量。
J09和 J$(的提取和测定：取一定量发酵液，经氯仿
和乙酸乙酯分别萃取，离心分层，含 J09的氯仿相，
经微孔（W$/）膜过滤。含 J$(的乙酸乙酯相真空抽
干，溶于等量甲醇，再经微孔（W$/）膜过滤。各取
8$C进样，经 0&I柱 7JC0逆向定量分析，具体方法
见文献［=］。

# 结果

#"! !"#$ 基因的克隆、测序和蛋白同源性比较
根据已发表的 &2#5 基因保守序列，设计简并引

物，从 3.’1)#0#(4. ;$1#&’."’(, ,.5 G&I菌株中扩增出
长度为 &UEV#的 J0?片段，经测序，送入 S0DO进行
D$",(*+F，根据核苷酸序列推测的 ?.3’蛋白含有 PP8
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个氨基酸残基（结果未显示），与铜绿假单胞菌（! !
"#$%&’()*" "#$%）、荧光假单胞菌（! ! +,%)$#*-#(*）和
恶臭假单胞菌（! ! .%/’0"）的 &’()同源程度分别为
**+%,、-.+/0,和 -.+-,，与 1 ! -),’ 的 &’()同源性
只有 1/+1,。其 2端的 34个残基以及从 00至 5端
氨基酸残基，与假单胞菌属内其他菌株的氨基酸序

列几乎完全相同，但从 34 位氨基酸残基开始至 00
位氨基酸残基的序列与其它菌株有差异，可能表明

6%-是假单胞菌属中的一个新成员。

!"! 构建荧光假单胞菌#$%的 !"#$ 突变株
’6%-)%经 2"37!酶切，用 89:;(< 进行补平，

从 ’=)80%* 中切出含有 8>? 抗性基因的 !4%"片
段，长度为 %+1@A，与补平的线状 ’6%-)%连接后，转
化大肠杆菌 =70#，筛选转化子酶切予以验证，阳性
克隆命名为 ’6%-)3。’6%-)3 经 2&,"酶切，回收
3+1@A片段，克隆至自杀性质粒 ’6B/4-.中，命名为
’6B&’()（图 %）。

图 $ 重组质粒 &#$%’&()的构建流程图
CDE!% 5(;FG?HIGD(; (J ?:I(>AD;K;G ’9KF>DL (J ’6%-&’()

将 ’6B&’()转化 1 ! -),’ =70#，以此为供体菌，
在带有 ’6BM*. 1 ! -),’ 7N%4% 为辅助菌的辅助下，
与受体菌 6%- 野生型菌株进行固相纤维滤膜三亲
杂交。质粒 ’6B&’()转入 6%-野生型菌株，不能自
主复制，但携带的 $.)5：：8>片段与 6%- 菌株染色
体中的 $.)5 基因同源重组。6%- 本身抗壮观霉素
（)’），所以在含 8>和 )’的 ON平板上，筛选共整合
重组突变体 6%-)P%。然后，随机挑选单个菌落，分
别点样于含 8>、Q:G和 )’以及仅含 8>和 )’的 ON
平板诱导筛选出第二次重组的接合子。因共整合接

合子含有 Q:G? 抗性基因片段，在第二次重组时带有
/#/ 的 ’6B/4-.连同 $.)5 一起从接合子基因组中剔
除，而只留下 $.)5：：8>片段，因此在含 8>和 )’的
ON对照平板上生长，而在含 8>，Q:G和 )’的 ON平
板不能生长的菌落，为 6%- $.)5 基因的突变株，命
名为 6%-&R。

!"* )(+,-./0杂交验证突变株#$%’1

分别提取野生型 6%-、共整合接合子 6%-)P%和
6%-&R菌株的基因组 =2#，经 !*/!和 !4%"双酶切
后，电泳，转膜。以 ’6%-)%经 2&,"酶切得到近 %@A

片段作为探针（［#P/3］"随机标记 =2#片段），)(HGSP
:?;杂交结果见图 3。泳道 % 为野生型 6%- 染色体
=2#，得到 %@A 左右片段，泳道 3 为共整合接合子
6%-)P%染色体 =2#，获得 3+1@A和 %@A左右片段，而
泳道 /为 6%-&R染色体 =2#，只有一条 3+1@A片段，
比野生型 6%-条带长 %+1@A左右，正好是 8>?抗性

基因片段长度，表明 8>? 盒已经插入 $.)5 基因内。

图 ! 染色体经 %&’!和 %()"双酶切后的 )(+,-./0 杂
交图

CDE!3 )(HGS:?; A9(G K;K9TFDF (J IS?(>KF(>: LDE:FG:L <DGS !*/! K;L

!4%"
% !6%-；3!6%-)P%；/!6%-&R；6!6K?@:? !
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!"# !"#$ 基因突变对 $%&和 $’(生物合成的影响
将野生型 !"#和突变株 !"#$%分别接种至 &’

培养液中培养过夜，然后分别放大到 ((!和 &’培
养液中，每隔 #)取样，分别测 !"*++值、(,-和 (./产
量。实验结果显示，在 ((!和 &’两种培养基中，突
变株 !"#$%的 !"*++值都比野生型 !"# 的 !"*++值

低，特别是进入稳定期，差距更大，降低了 0至 1个
!"*++单位（图 23-）。说明无论在 ((!或 &’培养基
中，#$%& 基因突变后，不利于菌体生长。
无论在 &’ 还是在 ((! 培养基中，突变株

!"#$%合成 (,-的能力显著高于野生型 !"#，突变

株 (,-累积量可分别达到 "**4#5678和 ""#425678，
而野生型 !"# 的 (,- 产量只有 "9495678 和
**4#5678（图 23’），分别增加 #42 倍和 "4:* 倍。如
果考虑到菌体密度的因素，以单位菌体的生产量为

基础，突变株与野生型相比，在 &’和 ((!培养基中
(,-的产量分别提高了 0; 倍和 ;4:# 倍。野生型
!"#菌株和突变株 !"#$%在 ((!培养基中的 (./积
累量均未检出，在 &’培养基中，突变株的 (./ 产量
为 1"4; 5678，野生型产量为 ""+ 5678（图 23,），但
是，以单位菌体的合成量为单位，两种菌株的 (./合
成量差异不显著。

图 ) !"#$突变对 $%&和 $’(在*+,菌株中生物合成的影响
<=6>2 ?@A.BC@DC EA #$%& 5B/F/=E@ E@ (,- F@G (./ HIEGBD/=E@ =@ !"# J/IF=@

-> K/IF=@J’6IEL/) LFJ 5CFJBICG FJ !"*++；’> (,- HIEGBD/=E@；,> (./ HIEGBD/=E@>

!"- !"#$ 基因突变影响对环境协迫的应答
对碳源饥饿胁迫的应答。离心收集对数生长的

!"#和 !"#$%菌株的细胞，!9培养基洗涤，再接种
到添加 "55E.78柠檬酸钠的 !9 培养基中，每隔 2G
取样稀释，涂布平板计数（图 1）。接种时的菌体数
都为 141 M "+#,<N758（每毫升菌悬液中菌落形成单
位），在以后的 01G中，突变株 !"#$%的存活数明显

低于野生型，比野生菌株的存活率下降 2个数量级。
表明突变株菌株 !"#$%对碳源饥饿的抗逆性降低。

图 # 碳源饥饿条件下 ./01对菌体存活率的影响
<=6>1 ?@A.BC@DC EA #$%& 6C@C E@ JBIO=OF. EA !"# J/IF=@J =@ DFIPE@ J/FIOF3

/=E@

在碳源饥饿条件下，对乙醇、过氧化氢和氯化钠

胁迫的交叉应答。收集对数生长的 !"# 和 !"#$%

细胞，经 !9培养基洗涤，再接种到添加 "+55E.78柠
檬酸钠的 !9 培养基中，分别加入终浓度为 "# Q
（R7R）乙醇、0++!5E.78 过氧化氢和 0415E.78 氯化
钠。定时取样，稀释涂平板，计算菌落（图 ;）。
105=@后，突变株 !"#$% 在乙醇中的活菌数比野生

型!"# 降低近 "+++ 倍，在过氧化氢中降低近 "++
倍，突变株 !"#$%的存活率大幅度地快速下降。但

是，在高浓度的氯化钠，菌体死亡率的变化较小。以

上结果表明，在碳源饥饿条件下，#$%& 突变株
!"#$%对有机溶剂乙醇和过氧化物的环境胁迫高度

敏感，对氯化钠高渗透压的抗逆性变化较小。

) 讨论

!"#是迄今为止在国内外文献中未见报道的一
株假单胞菌菌株，能同时合成 (,- 和 (./两种不同
类型抗生素。通过 #$%& 基因的测序，推测的氨基酸
序列与其他假单胞菌株的同源性比对结果表明，它

与铜绿假单胞菌 (-S"、荧光假单胞菌株 (A3;和恶臭
假单胞菌株 &T011+菌株都具有高度的同源性，说明
!"#可能是假单胞菌属中的一个新成员，它的分类
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图 ! 在 "种胁迫条件下#$%菌株和突变株#$%&’菌株对环境胁迫的耐受性

!"#$% &’’()* +’ ,-."+/0 (1,".+12(1* 0*.(00(0 +1 0/.,",-3 +’ *4( 567 -18 5679: 0*.-"1

;$ <4-33(1#"1# ="*4 67>（?@?）(*4-1+3；A$ <4-33(1#"1# ="*4 BCC!2+3@D EBFB；<$ <4-33(1#"1# ="*4 B $G 2+3@D H-<3 $ ?"-I3( )+/1*0 J.(0(1* "1 (-)4 +’ *4( J.(K

)4-33(1#( 0-2J3(0（*"2( L(.+）=(.( 1+.2-3"L(8 *+ 6 $ M/.,",-3 =-0 8(*(.2"1(8 -0 .(3-*",( ,"-I3( )+/1*0$

地位可能与铜绿假单胞菌和荧光假单胞菌都比较

接近。

!"#$ 基因的突变对稳定期细胞的抗生素合成
以及对环境胁迫的抗逆作用具有多重效应［6C，66］。在

大肠杆菌和荧光假单胞菌中，细胞内的"NC @"0 比值

受到精密的调控，随着细菌进入稳定期，"0 开始积

累，"NC @"0 比值下降，"0 与持家因子"NC竞争性地与

9H;聚合酶结合，使一些依赖于"0 因子的基因表

达［6C］。在 567菌株中，!"#% 基因的过量表达，能够
同时增加 O<;和 O3*的生物合成［P］。本研究结果表
明，!"#$ 基因的突变，能提高 O<;生物合成的能力，
但 O3*的合成不受影响，表明高浓度的"NC以及高比

值的"NC @"0 都能促进 O<;合成的基因簇的表达；但
是，!"#$ 突变并不促进 O3* 的合成，可能表明 9J+Q
能直接参与 O3*基因的表达，但是，!"#$ 基因的编码
产物可能并不直接参与 O3*基因的表达。9J+M可能
区别性地影响各种抗生素编码基因的表达。

9J+M因子对细菌进入稳定期时的次生代谢物
的合成以及增强对环境胁迫的抗逆能力起着重要的

作用，但是在不同的细菌类群中，具体实施的功能并

不相同，存在着一定的差异性。在 & $ ’#() 和 * $ +(,-
#!./’.0/ O’K%等菌株中的 !"#$ 突变都会导致对环境
胁迫的抗逆性下降［6B，6R］。在本实验中，567 菌株中
!"#$ 突变表出现对碳源饥饿、有机物和过氧化物、
高渗透压抗逆性降低。在哈氏弧菌（ 1)2!)# 34!5.6)）
中，!"#$ 基因突变，菌体在高乙醇条件下的存活率
下降，但对高渗透压和过氧化氢的抗逆性不受影响，

9J+M蛋白与这些环境协迫的应答无关，表明 !"#$ 基
因在不同微生物类群中的功能不完全相同［G］。推测

9J+M因子激活若干依赖于"M 因子的基因，这些基因

的编码物对外界胁迫具有交叉保护作用。在不同细

菌群体中，9J+M因子激活的基因不同，这些基因的
表达量不同，产生了菌体对不同的胁迫因子的敏感

程度差异。也可能 9J+M因子与 9J+Q、S-);@S-)M以
及菌群传感（T/+./2 0(10"1#）系统的分子网络间存在
错纵复杂的调控关系。对这种复杂的关系性，有待

于进一步阐明。
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第五届世界食用菌生物学及产品大会将于 =>>?年在上海召开
“世界食用菌生物学及产品大会”（以下简称大会）是由世界食用菌生物学及产品学会（简称 "<)_)*）
组办的世界食用菌大会，内容涉及食用菌生理生化、分子生物学、遗传育种、分类、病虫害防治、栽培技术、菌

种制备、营养及药用成分的研发、食品安全及质量控制、产品开发、市场贸易等各个领域。每三年召开一次，

前四届已分别在香港、美国、澳大利亚和墨西哥举行。第五届世界食用菌生物学及产品大会将在我国召开，

这也是世界食用菌大会首次在中国举行。

第五届大会由 "<)_)*和上海市农业科学院主办，中国食用菌协会、中国菌物学会、中国农学会食用菌
分会、上海对外科技交流中心协办。大会拟定于 =>>?年 @月 K日至 !=日在上海召开，历时 ?天，有专题演
讲，学术讨论、海报展示、产品展览、参观考察等多项内容。欢迎国内外对食用菌生产、研究、开发、贸易有兴

趣的单位或个人参加本届大会。

欲知详情，请与大会组委会秘书处联系。

电话：KBI=!I?=BA>>A@、KBI=!I?=BA>!AL、KBI=!IB==>!AAL，或登录 NNN5 -#I:6-#,77:5 H7:。
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