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抗生素 !，"#二乙酰基间苯三酚作为荧光假单胞菌 !$!"菌株
生防功能因子的实证分析

魏海雷 周洪友 张力群" 王 烨 唐文华
（中国农业大学植物病理系 北京 %$$$3!）

摘 要：荧光假单胞杆菌 #I#!菌株分离自小麦全蚀病自然衰退土壤，它是酚类抗生素 #，!7二乙酰基间苯三酚（#，!7
JKIL）的高产菌，对多种土传病害具有较好的防治能力。利用同源重组构建 #，!7JKIL合成基因的定位突变体，并
对突变体进行基因互补，通过检测突变菌株和恢复突变菌株抗生素产量和生防效果确定 #，!7JKIL在菌株 #I#!生
防功能中的作用。实验中，定位突变体丧失产生抗生素和拮抗病原菌的能力，而恢复突变体的抗生素产量和拮抗

能力均恢复至野生菌水平。在对番茄青枯病的防病试验中，#，!7JKIL突变体的防效低且下降快，而恢复突变体的
生防能力与野生菌相当，且效果稳定。由此可确定 #，!7JKIL是菌株 #I#!防治番茄青枯病的主要因子，在防效上
起关键作用。
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假单胞菌（!"#$%&’&()" NHH)）用于植物病害的
生物防治已有许多报道，不同菌株的生防机理不尽

相同，其中生防微生物的次生代谢产物对保护植物

免受病原物侵染起重要作用。在许多生防系统中，

产生抗生素被证实是生防菌抵抗病原菌的重要机

制［%］。例如许多生防荧光假单胞杆菌（!"#$&%&’&()"
*+$&,#"-#("）产生的酚类抗生素 #，!7二乙酰基间苯三
酚（#，!7J=9+.,G(H?(’/’A(D+=@’(，#，!7JKIL，I?(）［#］，由于
它对多种植物病原真菌、细菌、线虫具有抑制或杀死

作用，因而近年来已成为众多植物病理学者研究的

对象。! ) *+$&,#"-#(" OI87%$是一株防治土传病害的
高效生防菌株，其 #，!7JKIL合成基因已被克隆、测
序#。核苷酸分析表明该序列与 ! ) *+$&,#"-#("
OPK$和 8%%1 的 #，!7JKIL 合成基因簇相似，其中
结构基因 ./+0123 作为一个操纵子负责合成 #，!7
JKIL及其前体；./+4 可能与 #，!7JKIL输出细胞有
关；./+5 基因位于 #，!7JKIL合成基因簇的上游，它
与许多微生物的转录抑制基因具有较高的同源

性［1］。这种 #，!7JKIL合成基因结构与许多聚酮类
化合物合成基因簇非常相似［!］。

生防菌 ! ) *+$&,#"-#(" #I#! 分离自山东麦田全
蚀病自然衰退（49Q.79(( E.+(=@.，4KJ）土壤，它是一

株对小麦全蚀病、棉花立枯病、番茄青枯病都具有显

著防效的生防菌［"，2］。该菌株可产生 #，!7JKIL、
PO0、嗜铁素、蛋白酶等次生抗菌物质［"］，但各相关
因子在菌株 #I#!生防中的作用还未知，本文通过遗
传学方法确定抗生素 #，!7JKIL在菌株 ! ) *+$&,#"6
-#(" #I#!生防功能中的作用。

% 材料和方法
%&% 菌株、质粒和培养条件
本实验所用菌株和质粒见表 %。培养条件参照

文献［"］。三亲杂交后在 R3培养基上筛选转化子。
相应的抗性质粒所用抗生素浓度分别为：氨苄青霉

素 "$!AS<T，卡那霉素 "$!AS<T，氯霉素 #$!AS<T，四
环素 #$!AS<T。
%&! ’()操作和序列分析

J0K操作参照文献［6］。克隆片段由上海申友
生物技术有限责任公司测序。采用 UTKM4对序列
进行同源性分析。硅胶板（L8#"!）购自青岛海洋化
工厂。

%&* 构建 !，"#’)$+定位突变体
以 #I#! 基因组 J0K 为模板，!/+#9（"V7LKL7

LKOL4OLKKLKOOKOOK71V）和 !/+#-（"V7KOOLOKL7



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

’()"*+, 0) .$",/*-, 12")"3(%)*,(*3, ’04)3%
’()"*+,

! 5 "#$%&’()’*(
6768 6，89:;7<=，;.)，>*$- (?.% @
6768A7 6，89:;7<B，;.)，C/) !2*, ,(4-?
6768A79AD 6，89:;7<B，;.)，C/)，!3)，6768A7 30+("*+*+E .ADFGH6 !2*, ,(4-?
676897 6，89:;7<=，;.)，C/)，!3)，6768A7 30+("*+*+E .AD9I8 !2*, ,(4-?

+,’$-,**%-.)’( /&,-0*0( J4+E"$ ."(20E%+ 3"4,%- >2%"( ("K%9"$$ L"# 30$$%3(*0+
1,#(2%*0, (%#,*,)’,&$- M"3(%)*"$ ."(20E%+ 3"4,%- (0/"(0 #"3(%)*"$ >*$( L"# 30$$%3(*0+
1304%)2%*0, (%#,*0 J4+E"$ ."(20E%+ 3"4,%- 30((0+ -"/.*+E90NN L"# 30$$%3(*0+
5()3’&0)30, )%#0 :O@! "IG #,)P#A&@#（ #,)6789,&/9）:&FQ 3(;1&R &’)8& ’*;8& 2309 & F

7$",/*-,
.A:&I9! ;.)，10$D& 0)*E*+，!9S%3(0) !"C"T"
.M$4%,3)*.($’C = ;.)，10$D& 0)*E*+ ’()"("E%+%
.A:OL ;.)，.A:&I9! >*(2 GUR@ K# N)"E/%+( 0N <3#= !2*, ,(4-?
.O’<6QQ C/)，10$D& 0)*E*+ !"C"T"
.6QQOL C/)，.O’<6QQ >*(2 GUR@ K# !(2%95)%T% <3#= N)"E/%+( N)0/ .A:OL !2*, ,(4-?
.8&@9&6 !3)，.TC8&@ >*(2 &GUI K# >,-O%N)"E/%+( %V.)%,,*+E <3#8?>=5 N)0/ ! 5 "#$%&’()’*( 17J9&G !
.M’9I8 ;.)，.M$4%,3)*.( >*(2 IU8 K# >,-O%9?#,%N)"E/%+( N)0/ .8&@9&6 !2*, ,(4-?
.ADFGH6 !3)，#,)@W97 2,) %V.)%,,*0+ S%3(0) I
.AD9I8 !3)，.ADFGH6 >*(2 IU8 K# >,-O%9A3%%N)"E/%+( N)0/ .M’9I8 !2*, ,(4-?
.TCFGG 1/)，10$D& TC69A0#= TC69!)"=，2%$.%) .$",/*- Q

;.)，C/)，1/)，"+- !3) *+-*3"(% )%,*,("+3% (0 "/.*3*$$*+，K"+"/?3*+，32$0)0/?3%(*+ "+- (%()"3?3$*+%，)%,.%3(*S%$?5

1;!1<!<!;!<;<9HX）［&G］为引物扩增 6，89:;7<合成
基因片段。71T反应程序：Q8Y @/*+；Q8Y 8G,，F@Y
8G,，R6Y &/*+，H@个循环；R6Y &G/*+。扩增产物用
Z/%E" D5 P5[5;" <%$ DV()"3(*0+ C*(（:6@G&9G&）回收
后连接质粒 .A:&I9!，构建载体 .A:OL。对质粒所
连片段测序并通过同源性比较确定 71T扩增片段
的正确性。用 !(2%与 5)%T%双酶切 .A:OL，将酶
切片段连接质粒 .O’<6QQ，建成自杀载体 .6QQOL。
将自杀载体 .6QQOL电击转化野生菌 ! 5 "#$%B

&’()’*( 6768，在添加卡那霉素的 LM平板上筛选转化
子。电击转化条件为：电压 6U@K\，电容 6U@&J，电阻
HGG’。电击仪为 M*09T"- <%+% .4$,%)"$。
!"# 定位突变体的基因互补
亚克隆含 6，89:;7< 合成基因簇的质粒 .8&@9

&6。用 >,-O%和 ?#,%双酶切 .8&@9&6，将 IU8 K#
大片段连接相应酶切的质粒 .M$4%,3)*.($’C =，定
名为 .M’9I8。用 >,-O%和 A3%%双酶切 .M’9I8，
将大片段接入 >/#$与 A3%%消化过的 .ADFGH6，定
名为 .AD9I8。利用助手质粒 .TCFGG，通过三亲杂
交［R］分别将穿梭质粒 .AD9I8 和 .ADFGH6 从 :O@!
转入突变菌 6768A7。
!"$ 抗生素 %，#&’()*的检测
操作方法参照文献［@］。

!"+ 对病原真菌、细菌的平板拮抗作用
分别以小麦全蚀菌（+,’$-,**%-.)’( /&,-0*0(）、

棉花立枯菌（1304%)2%*0, (%#,*0）和番茄青枯菌（1,#B
(2%*0, (%#,*,)’,&$-）为拮抗对象，检测 6768及其衍生
菌的拮抗能力，具体方法参照文献［@］。
!", 温室防治番茄青枯病试验
操作方法参照文献［@］。

% 结果和分析
%"! 抗生素 %，#&’()*突变体和恢复突变体构建
以 !3#6" 和 !3#6# 为引物扩增 6768 基因组可

得到 R8@ #.的片段，基因库比对结果显示此片段与
多个已发表的 <3#= 基因同源性高达 QQ]，因此确
定此片段属于 6，89:;7<合成基因序列。将含有该
片段的自杀质粒 .6QQOL转入菌株 6768，由于同源
重组，质粒 .6QQOL整合到 6768染色体上，造成 6，89
:;7<合成基因的插入突变，从而可以得到抗卡那
霉素的定位突变体 6768A7。
重组质粒 .8&@9&6的 >,-O%位点所接入是一

段 &GUI K#的包含 6，89:;7<合成基因簇的功能片
段，此 :[;片段来自菌株 6768的近源菌 ! 5 "#$%&’B
)’*( 17J9&G#。本实验对质粒 .8&@9&6上的大片段进
行亚克隆，得到 IU8 K# 含有完整的 <3#8?>=5 的功
能性片段，将此片段正向接入带有强启动子的穿梭

载体 .ADFGH6，转化 6，89:;7<突变菌株 6768A7，得
到互补突变菌株 676897。
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!"! 抗生素 !，#$%&’(的检测
以抗生素 !，"#$%&’标样为参照，将 !&!"及其

衍生菌株的抽提物在硅胶薄层层析板上展开（图

(）。突变菌 !&!")&#)*泳道没有可检测的抗生素
!，"#$%&’，而野生菌株 !&!" 与互补菌株 !&!"#&均
可产生 !，"#$%&’。由此说明自杀载体 +!,,-.转化
野生菌 !&!"后造成了 !，"#$%&’合成基因的插入突
变，质粒 +)*#/"能够使突变体恢复产生抗生素 !，"#
$%&’的能力。

图 ) 薄层层析（*+,）检测假单胞菌株 !’!#及其衍生菌
株的 !，#$%&’(产生情况
0123( 4.5 67689:1: ;< !，"#$%&’ +=;>?@A1;7 ;< ! 3 "#$%&’()’*( !&!"
67> 1A: >B=1C6AB:
( 3 D6E+8B ;< !，"#$%&’；!3 !&!"；F 3!&!")&#)*；"3 !&!"#&3

!"- 拮抗测定
试验条件下抗生素 !，"#$%&’突变体 !&!")&#

)*对供试 F 种病原菌都失去拮抗作用，而野生菌
!&!"与互补突变体 !&!"#&对供试病原菌均表现出
较强的拮抗作用，且 !&!"#&的拮抗能力较野生菌略
强（表 !），说明抗生素 !，"#$%&’ 在 ! 3 "#$%&’()’*(
!&!"拮抗病原菌的过程中起主要作用。

表 ! 假单胞菌株 !’!#及其衍生菌株对病原菌的拮抗能力
46G8B ! %7A62;71:A1@ 6G181A9 ;< ! 3 "#$%&’()’*( !&!" 67> 1A: >B=1C6AB:

&6AH;2B7:
%7A62;71:A1@ I;7B ;< 7; +6AH;2B7 2=;JAHKEE

!&!" !&!")&#)* !&!"#&

+,’$-,**%-.)’( /&,-0*0( /LM N OL" O /L/ N OLF
1203%)4%*0, (%#,*0 /LO N OL! O /L" N OL!

1,#(4%*0, (%#,*,)’,&$- PL! N OL( O PLM N OL!
$6A6 6=B 6CB=62B: ;< AH=BB =B+B6A:3

!"# 温室生测效果
温室盆栽试验中，接种番茄青枯菌 M>后开始出

现发病植株。从病情指数上看（表 F），第 (O> 病对
照的病情指数达到 Q!LM，!，"#$%&’突变菌处理的病
情指数达 "QLP，而野生菌处理和互补菌处理的病指
均低于 !M。第 (Q>的调查结果显示，!，"#$%&’突变
菌处理的病情指数为 POLM，接近于病对照处理，而

野生菌处理和互补菌处理的病情指数在 FO左右，显
著低于病对照和 !，"#$%&’突变菌处理。从防效上
看（表 F），野生菌和 !，"#$%&’互补菌对番茄青枯病
的防效均达到 QOR以上，且较稳定。而 !，"#$%&’
突变菌的防效较野生菌显著降低，不足 !OR，且下
降较快。由此可见，抗生素 !，"#$%&’是菌株 !&!"
的重要生防因子。

表 - 假单胞菌株 !’!#及其突变菌株对番茄青枯病的防治
效果

46G8B F 5;7A=;8 B<<1@1B7@9 ;< ! 3 "#$%&’()’*( !&!" 67> 1A: >B=1C6AB E?A67A:

;7 A;E6A; G6@AB=168 J18A

4=B6AEB7A:
$1:B6:B 17>BS

(O > (Q >

5;7A=;8 B<<1@1B7@9KR

(O > (Q >

$1:B6:B @;7A=;8 Q!LM6 /"LQ6 — —

!&!" !"LQ@ F!L,@ QOL/6 Q(LQ6
!&!")&#)* "QLPG POLMG !ML"G (QL/G

!&!"#& !!LM@ FOLO@ Q"L(6 Q"LM6
$6A6 <;88;JB> G9 >1<<B=B7A 8BAAB=: 17 AHB :6EB @;8?E7 EB67 :1271<1@67A >1<<B=#
B7@B 6A OLOM 8BCB8 3

- 讨论
随着分子生物学技术在植物病害生防机制研究

中的应用，微生物之间的拮抗作用成为生防机理研

究中最清楚的部分。一般来说，与野生生防菌株相

比，如果抗生素产生能力降低或丧失的突变菌株的

抑菌和防病能力大大降低，恢复突变后，抑制病菌和

防病能力又能够随之恢复，则认为该菌产生的抗生

素对病害防治起关键性作用［(!］。本研究即利用分

子遗传学手段证明抗生素 !，"#$%&’在菌株 !&!"生
防功能中的作用。

对已发表的 !，"#$%&’ 合成基因分析发现，其
同源性非常高，几个转录单元的氨基酸序列同源性

都高于 /MR，尤其 &H8$更为保守。!2#!6和 !2#!G
就是在 52#6 上设计的特异性引物。该引物可用来
筛选 &H8产生菌，它对于已采集到的全世界范围内
&H8产生菌是保守的［(!］。本研究利用此引物从菌株
!&!"中克隆到 52#6 片段，并通过同源重组构建菌
株 !&!"的 52#6 插入突变体。由于 52#6 负责合成
!，"#$%&’ 的前体，因此该突变菌株将直接影响到
!，"#$%&’的产生。对菌株 !&!"及其突变菌株的抑
菌能力进行检测后发现，!，"#$%&’突变菌株失去拮
抗病原菌的能力，而恢复突变后又重新获得拮抗能

力，充分说明抗生素 !，"#$%&’是生防菌 !&!"拮抗
病原菌的主要因子。在对番茄青枯病的防病试验

中，!，"#$%&’突变菌的防效显著低于野生菌和互补
菌，且在短时间内迅速下降，由此可以证明抗生素

!，"#$%&’在生防菌 !&!" 防病过程中起关键作用。
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但实验中同样发现，!，"#$%&’突变菌并没有完全丧
失生防能力，在接种病原菌后的第 ()*和第 (+*，突
变菌株仍分别具有 !,-".和 (/-+.的防效，说明抗
生素 !，"#$%&’并不是生防菌 !&!"发挥生防功能的
唯一因素。其原因可能与其他生防因子如氢氰酸、

嗜铁素、蛋白酶等有关，也可能与营养的竞争和在根

围的定殖有关。实验中发现，虽然 !，"#$%&’ 的突
变对氢氰酸和蛋白酶的产生无明显影响，但突变体

的嗜铁素产量明显升高。虽然目前还没有证据说明

!，"#$%&’与嗜铁素之间的关系，但作为一种产量较
大的次生代谢产物，!，"#$%&’的缺失必然会影响到
物质和能量的代谢。这种影响是否触及到宿主菌的

生长、定殖以及对环境的适应能力尚需进一步研究

证实。
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