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铜绿假单胞菌色素代谢相关基因的研究
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摘 要：首次应用 E.转座重组技术研究铜绿假单胞菌色素合成与调控的机制。通过一系列的表型筛选，得到 5株
色素合成能力改变的突变子。经基因克隆、核苷酸测序研究，证明转座子分别插入到 !"#$、%&’(、’)*+、%!,-、%!,.#
五个基因中。!"#$基因转座失活导致酪氨酸分解代谢中间产物尿黑酸的积累，后四种情况转座突变显著地影响
了铜绿假单胞菌最重要的色素7绿脓素（F0’@0/;:;）的合成，其中 (!,-和 %!,.#是绿脓素合成过程中的结构基因，%&’(
基因是 #个磷酸转移酶系统的重要组分，’)*+基因的产物是三羧酸循环中的琥珀酰辅酶 G合成酶，对后两个基因
在色素合成的调控方面可能起到重要作用的报道尚属首例。
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铜绿假单胞菌（(’/)01"123’ 3/4)#521’3）俗名绿
脓杆菌，是一种条件致病菌。由于菌群失调引起的

绿脓杆菌的感染，已成为临床上较顽固的疾病。

绿脓杆菌能产生包括绿脓素在内的多种色

素［#］。绿脓素是一种蓝绿色的吩嗪类化合物，为 ( )
3/4)#521’3所特有，也是重要的毒力因子，与感染性
和致病性密切相关：绿脓杆菌感染动物和人类的组

织后，分泌绿脓素诱导嗜中性粒细胞凋亡，破坏由其

介导的免疫防御机能［$］；绿脓素通过灭活!#蛋白酶
抑制因子影响肺丝氨酸蛋白酶活性，与肺囊性纤维

化疾病密切相关［2］；绿脓素和另一种绿脓杆菌酚嗪

类代谢物 #7羟基酚嗪还会抑制呼吸道上皮细胞的
纤毛运动能力，利于绿脓杆菌在呼吸道内形成生物

被膜［!］。绿脓杆菌合成的色素除了拥有感染性和致

病性以外，绿脓素等色素还具有抑制真菌［"］和革兰

氏阴性细菌［6］生长的作用。

( ) 3/4)#521’3 色素合成与调控机制十分复杂，
多个基因，操纵子和调控系统参与其中。以绿脓素

为例，细胞密度、营养条件、培养方式、抗生素的使用

等等都会影响其合成；同时，自然界中存在许多色素

表达量差异巨大的菌株，这种菌株之间的差异蕴藏

着众多未知的调控机制。另外，由于 ( ) 3/4)#521’3
包括色素在内的多种毒力因子经常受相同的调控系

统影响，因此深入研究色素代谢的未知环节，发掘潜

在的调控方式，对于寻找药物作用的新靶点，解决由

( ) 3/4)#521’3 引起的难治性感染，具有极其重要的
意义。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：菌株 IG$%%$%65是从一个支气管扩张
患者送检的痰标本中分离所得，经美国全自动微生

物分析仪 &J48K7JEL6%鉴定为 ( ) 3/4)#521’3，对卡那
霉素敏感（EJM N %O$""<P9Q）。大肠杆菌（6’*!/45*!53
*175）RS"!为本实验室保存菌种。
!"!"# 人工 E. 转座子、E.G 转座酶：均为芬兰赫
尔辛基大学 L/T:(/?U:博士惠赠。
!"!"$ 引物：转座子 R1G 检测引物 9.#："V7WMM
WM4WG4MG4M4GWGWG72V，9.$： "V74MMMGMMGWM44
G4G4GMM472V；测序引物为 F-:9+-#："V7WMGGM4W4
MMG4GM4M4WG72V，F-:9+-$："V7MWM4WWW444G4MW4
MWG72V（引物合成及测序反应委托上海生工公司完
成）。K"% 测序引物 K"%F-:9+-："V7GMG444MMWGW4
MMM4MGMM72V（引物合成及测序反应委托博亚公司
完成）。

!"!"% 试剂：限制性内切酶、氨苄青霉素、卡那霉
素、X14I 购自华美生物制品公司；胰蛋白胨
（4-0FU’;+），酵母粉（Y+/ZU +CU-/@U ）为英国 [C’:X 公司
产品；小肠碱性磷酸酶、4! R1G连接酶、839 R1G聚
合酶，分子量标准 RQ$%%%和 RQ#"%%%为 4/K/\/公



司产品；假单胞菌分离琼脂（ !"#$!"#$%&’&()"
"%&’()*&+ #,(-）为美国 .*/0&公司产品；其它试剂均为
国产分析纯。

!"!"# 仪器：1*0-& 23’%4- 电转化仪为 5*&$6(7 公司
产品。8"9#:8" ;<!6$=;. 高速冷冻离心机为日立
公司产品。>=; 分光光度计由上海分析仪器厂生
产。!:6仪 !9: ? ;<< 24’*)4- )@4-A(’ 0B0’4-为基因公
司产品。

!"$ %&转座复合物的制备及检测
操作均参照文献［>］进行。

!"’ 感受态细胞的制备及电转化
操作均参照文献［C］进行。

!"( 色素变化突变株的初筛
将转座重组到的转化子在含有 DA（=<!,EAF）的

F5平板上进行划线培养，每板上 G; H GI 个，GC@后
观察菌膜的颜色，与野生型 !#;<<;<IC比较，挑出潜
在的色素突变株。

!"# 表型确认
将潜在的突变株单独在 !"#［J=,EF !"#$%&’&()"

"%&’()*&+ #,(-，;K（LEL）甘油，沸水中加热搅拌 GA*+
使粉末溶解，高压灭菌］平板上划线培养 GC@，比较
与野生型的颜色差异（!"#培养基有利于绿脓素合
成）；同时将这些突变株分别接种于 F$5-&)@液体培
养基（G<,EF 胰蛋白胨，=,EF 酵母粉，=,EF M(:’）中，
N>O，;<<-EA*+ 震荡培养 GC@ 后加入等体积的氯仿
抽提（这时绿脓素溶于氯仿层，呈现蓝色），观察上下

两相的颜色。

!") 绿脓素合成曲线的测定
参照 P%%(-的方法［Q］，进行了改进：取单菌落接

种于 = AF F$5-&)@，过夜培养，次日按 G：G<< 接种至
;<< AF F$R-&)@ 培养基中，;<< - EA*+，N>O震荡培养，
每 ;S=@取出 G< AF，G<<<< - EA*+ 离心 =A*+，上清分
别用等体积氯仿和 GS= AF的 <S;A&’EF的盐酸抽提，
测上层水相 *+=;<吸光度。

!"* 基因克隆、+,-检测及测序
用限制性内切酶 ,)’8"或 -.("（在转座子

.M#上没有切点）酶切质粒 2T:GQ及色素突变株基
因组 .M#，2T:GQ的酶切产物用小肠碱性磷酸酶去
磷酸化，在 9J .M#连接酶作用下，将酶切后的突变
子基因组 .M# 与载体质粒 2T:GQ 进行连接。取
;!F连接产物电转化入 / U 0&12 .8=#中。用双抗培
养基（N<!,EAF DA，G<<!,EAF #A2）筛选重组子。将
重组子提取质粒进行酶切和电泳检测，同时用转座

子 .M#检测引物 A3G和 A3;鉴定重组子，采用该对

引物会扩增出 13 转座子 .M# 上 ><QR2 的一段序
列。经过鉴定的重组子以转座子两端的反向序列做

引物，测定转座子插入位点侧翼的核苷酸序列。测

序引物为 2-*A4-G和 2-*A4-;。

$ 结果

$"! %&转座复合物电转化条件的优化
通过实验摸索，确定在铜绿假单胞菌中，13转

座复合物的最佳电转化条件是在细胞生长的对数中

期（*+=J<为 <SI 左右）时，制备感受态细胞，电脉冲
场强为 GNDLE0A［C］。
$"$ 色素变化菌株的检出
从 JIN株 13转座复合物转化 !#;<<;<IC得到

的转化子中，共筛选出 C株颜色明显变化的突变子，
按照颜色的不同有 J种主要突变表型。野生型产生
少量绿脓素，绿脓素溶于氯仿，呈现蓝色；突变株

#;<与 VJJ 产生水溶性红色素，无绿脓素；WCN 与
DGJ=产生水溶性褐色素和少量绿脓素；5CJ产生大
量绿脓素；:G;J，"GNI和 D=<绿脓素合成减少。结果
见图版$$#和图版$$5。
$"’ 绿脓素合成曲线
绿脓素在酸性溶液中会变成粉到深红色，按材

料与方法 GSI 两步抽提后测得的 *+=;< 值乘以

G;SCA,EAF约等于绿脓素的浓度。结果发现，与野
生型相比，突变子 5CJ绿脓素的合成大幅增加，"GNI
减少了一半，#;< 不合成绿脓素，而 D=< 比较特殊，
在早期不合成绿脓素，;J@ 左右开始大量合成绿脓
素（图版$$:）。
$"( %&转座子插入位置两侧序列的克隆
酶切分析表明，所有的双抗重组子中，质粒由约

;S>XR的 2T:GQ 载体和一至数条，不同大小的外源
片段组成。

由于重组子克隆的片段带有 13 转座子 .M#，
可以用转座子 .M#检测引物 A3G和 A3;鉴定重组
子，该对引物扩增的目的片段长 ><QR2。结果 C个重
组子均扩增出 ><<R2左右片段，而阴性对照宿主菌
.8=#2T:GQ转化子没有扩出带。
$"# %&转座子插入位点侧翼的核苷酸序列分析
对 C个色素突变子的转座子插入位点两侧的基

因组序列进行测序研究，每个突变子做了两个测序

反应。每个反应测出约 I<<R2的核苷酸序列。测序
结果在铜绿假单胞菌的基因组数据库（YYYU
2%437&A&+(%U 0&A）或 V4+5(+X的 5F#Z9中进行序列
比对，结 果 表 明，所 测 序 的 !#IC 的 序 列 与

=GG 期 徐海津等：铜绿假单胞菌色素代谢相关基因的研究



! ! "#$%&’()*"标准株 "#$% 基因组的相应序列一致
性（&’()*&*&(+）达 ,-. / ,,.。
由于 01转座酶切割靶 23#时，切割点在双链

23#分子上彼此相差 4个核苷酸，这样就导致了转
座子两侧 4个核苷酸的重复，即靶位点的复制，成为
01转座子插入位点的标记（表 %）。

表 ! 转座子整合位置及靶位点的复制
5678( % 596)+:;+;) &)*(<96*&;) +&*(+ 6)’ *69<(* +&*( ’1:8&=6*&;)+

01*6)* >(?1()=(6
596)+:;+;)
;9&()*6*&;)7

@()(*&= 8;=6*&;)=

@()( A;;9’&)6*(+ >(=*&;)

#BC：：01 =<=<6=<<6=#A@@A（DEF01）#A@@A66<====6<< G +,-. -HHB I -HHJ H,,

@KK：：01 66*6=<66<6#@A@A（DEF01）#@A@A<<=<<==<6= I +,-. -,H, I -,KH H,,

L%HJ：：01 <<==**==6<A5@@@（DEF01）A5@@@==*<66<<<= G *%/0 J,H I J,- %KM

A%BK：：01 =<*6<6=6== AAA@#（DEF01）AAA@#6<6<<==<=6 G *%/0 B-J I BMC %KM

NMH：：01 =<<<=**<*=@AA@@（DEF01）@AA@@<=<=<**<<= I ,1&2 4,MH I 4,M- %MM

D%K4：：01 <=6<*<==6<A@@@5（DEF01）A@@@5===6<=<=6< I ,1&2 JC4B I JC4J %MM

OMK ：：01 6*<==<===65A@@A（DEF01）5A@@A6*<6*<<*=< I +3*! ,MJM I ,M-B HB

D4C：：01 6<6<=<*=<=A@A@A（DEF01）A@A@A*<*==<=<=* G +,-4% 4JH% I 4JH4 H,,
6（DEF01）E(6)+ E&)&F01 *96)+:;+;) P&*Q R6)6ES=&) 9(+&+*6)=( <()(! 569<(* +&*( ’1:8&=6*&;)+ 69( &) 7;8’T6=( =6:&*68 8(**(9+!
7A;E:69(’ *; *Q( <();E&= +(?1()=(+ +Q;P)，*Q( *96)+=9&:*&;) T9;E *Q( *96)+:;+;) :9;=((’+ T9;E 8(T* *; 9&<Q*（ G）;9 T9;E 9&<Q* *; 8(T*（ I）!
=@()(*&= 8;=6*&;)+ P(9( ’(*(9E&)(’ 7S =;E:69&+;) *; *Q( "#$% =;E:8(*( <();E(!

在 M 个突变子中，转座子分别插入到 ,1&2、
+,-.、*%/0、+3*!、+,-4 的基因内部（表 %），其中，有些
突变发生于同一个基因的不同位置，NMH和 D%K4转
座失活的是 ,1&2 基因，#BC 和 @KK 转座重组点位
于 +,-. 基因上，而 L%HJ和 A%BK的是 *%/0 基因，它
们表型两两相似，突变子 OMK位于基因 +3*! 上，D4C

的插入点在酚嗪合成操纵子的第六个基因 :QUN上，
不过由于铜绿假单胞菌基因组含有两个同源性极高

的酚嗪合成操纵子（图 %），需要再按照 :QUN下游的
序列设计引物进一步测序到操纵子以外，通过进一

步 定 位，发 现 与 D4C 相 关 的 是 操 纵 子
+,-2%5%0%6%7%4%8%。

图 ! 与绿脓素合成有关的结构基因
N&<!% @()(+ &)V;8V(’ &) 7&;+S)*Q(+&+ ;T :S;=S6)&)

#：$:(9;) +,-2%5%0%6%7%4%8%；O：$:(9;) +,-2B5B0B6B7B4B8B；WO>：W&7;+;E( 7&)’&)< +&*(!

" 讨论

,1&2 基因编码尿黑酸 %，BF双加氧酶（表 B），该
酶参与酪氨酸的分解代谢，NMH和 D%K4突变子分泌
的褐色素很可能是尿黑酸在培养中积累和随后的氧

化、多聚化，最终生成一种脓F黑色素（:S;FE(86)&)）的
结果［%C］。

另外 J 个突变子绿脓素的合成均产生显著变
化，涉及 K 个基因。 +,-4% 基因位于酚嗪生物合成
操纵子上，+,-. 基因位于这个操纵子的下游（图 %）。

J% 微 生 物 学 报 K4 卷



表 ! 突变基因及其所编码的蛋白质
!"#$% & ’%(%) *("+,*-",%. "(. /0,",*-% /12,%*()

30,"(, ’%(% 412,%*( ("5% +2(6*.%(+% 75*(2 "+*.) 412.0+,

7&8：：30 !"#$ 9 :8& ;$"-*(<+2(,"*(*(= 52(22>?=%(")%

’:: ：：30 !"#$ 9 :8& ;$"-*(<+2(,"*(*(= 52(22>?=%(")%

@9AB：：30 %&’( & ACC D0++*(?$<E27 )?(,F%,")% #%," +F"*(

E9&:：：30 %&’( & ACC D0++*(?$<E27 )?(,F%,")% #%," +F"*(

;CA：：30 ")*+ & :A& G252=%(,*)",% 9，&<.*2>?=%(")%

H9:I：：30 ")*+ & :A& G252=%(,*)",% 9，&<.*2>?=%(")%

JC: ：：30 !,%- & KIL 4F2)/F2%(2$/?10-",%</12,%*( /F2)/F2,1"()6%1")%

HI8：：30 !"#.9 9 &KC 412#"#$% /F%("M*(% #*2)?(,F%)*) /12,%*(

E$")) 9：;0(+,*2( %>/%1*5%(,"$$? .%52(),1",%. *( - N /01&*234%/；E$")) &：;0(+,*2( 26 F*=F$? )*5*$"1 =%(% %>/%1*5%(,"$$? .%52(),1",%. *( "(2,F%1 21="(*)5（"(.
=%(% +2(,%>, +2()*),%(, *( ,%15) 26 /",FO"?) *,) *(-2$-%. *(，*6 P(2O(）N

绿脓素，由色氨酸合成的重要中间产物分枝酸

（+F21*)5*+ "+*.）开始，K个基因组成的操纵子控制合
成中间产物酚嗪<9<羧酸［99］，再由酚嗪<9<羧酸经过甲
基化和脱羧（分别由 !"#5 和 !"#$ 基因控制）合
成［9&］。突变子 7&8和 ’::在 !"#$ 基因失活后失去
了合成绿脓素的能力，有报道由于 !"#$ 基因被破坏
可能积累一种红色的中间产物 I<甲基酚嗪<9<羧酸
甜菜碱［9&］，将培养基染成醒目的红色，这与 7&8 和
’::的表型一致。合成酚嗪<9<羧酸的操纵子在绿脓
杆 菌 基 因 组 内 有 两 个，分 别 命 名 为

!"#+969(97989.999 和 !"#+&6&(&7&8&.&9&，
两个操纵子序列 LCQ同源，表达产物功能相同，在
基因组上的位置相隔很远，上下游基因和转录调控

元件不同（图 9）。在 !"#+969(97989.999操纵子
的启动子区域存在 9 个 :/%<;4<，这是群体感应
（R02105 )%()*(=）系统的顺式调控元件。群体感应是
一种细菌细胞与细胞间的通讯系统，即细菌通过可

扩散的小分子信号分子感知细胞群体的密度，从而

引起一些特定基因在细菌群体中的协调表达。在绿

脓杆菌中有多个群体感应系统，其中最主要是两个

级联的系统 :/%=< :/%> 和 1":=< 1":>，:/%=< :/%> 系统占主
导地位［9A］。基因组分析表明，?%’= 基因位于
!"#+&6&(&7&8&.&9& 操纵子的上游（没有 :/%<;4<
元件），该基因产物通过抑制 :/%=< :/%> 系统从而负调
控许多群体感应控制基因的表达［9:］。HI8突变子绿
脓素合成曲线显示培养 &&SIF之前没有绿脓素的合
成，而之后开始产生较多的绿脓素，推测临界细胞密

度所触发的开启绿脓素合成的 :/%=< :/%> 系统和
1":=< 1":> 系统对 !"#+&6&(&7&8&.&9& 操纵子影响
小或没有影响，该操纵子在一般情况下相对不活跃，

在特定条件下（如生长阶段是稳定期后期等）表达，

具体调控机制则有待研究。

基因 !,%- 和 %&’( 与绿脓素代谢的关系没有文
献报道，%&’( 产物琥珀酰辅酶 7合成酶参与三羧酸
循环，可能对绿脓素的合成在底物和能量方面产生

影响。!,%- 基因的产物是磷酸烯醇丙酮酸<蛋白磷
酸转移酶 T@U,1，与蛋白 U41和 @@7U,1组成一个烯醇式

丙酮酸磷酸转移酶系统 4!DU,1。在细胞质中，磷酸化
的 T@U,1将磷酸基团转移到 U41蛋白，后者再转移到
@@7U,1［9I］，@@7U,1是一种重要的转录调节因子，实验表

明在恶臭假单胞菌（ -%0&@4)43/% !&,2@/）中至少有
AC:种多肽的表达受 @@7U,1的调控［9B］。另外，H*(=
等［9K］报 道 在 慢 生 大 豆 根 瘤 菌（ 61/@A1"2#4;2&)
B/!432’&)）中 T@U,1与天门冬氨酸激酶共同调节寡肽
的跨膜转运，可能有些被转运物质就是群体感应系

统的信号分子。推测 !,%- 基因可能通过磷酸转移
酶系统 4!DU,1或（和）群体感应系统直接或间接地调
控绿脓素的代谢，由于关于 !,%- 基因对细菌基因表
达调控的报道很少，还需要更多的研究来证明 !,%-
基因复杂的功能。本实验室拟通过遗传互补，基因

失活，基因表达分析等技术对 !,%- 和 %&’( 控制绿脓
素代谢的具体机制进行深入的研究。
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