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摘 要：假单胞菌（!"#$%&’&()" @J*）K32 株的藤黄绿菌素（L=(),B.(M<-，L)B ）生物合成基因簇下游存在一个 L)B 生物合

成负调控基因 *+,- 和一个负责 L)B 分泌及自身抗性的 10N（16L4O<-C<-H D8@@.BB.）转运系统基因簇。利用启动子探针

载体 JK:&%3" 和 JK:&"$$ 分别构建 10N 转运基因 *+,. 与 +)/- 的翻译和转录融合表达质粒 JPQR7 和 JPQN7，分别

引入野生型假单胞菌 K32 株和 *+,- 突变菌株 K32Q。半乳糖苷酶活性的测定结果表明：在 *+,- 突变株 K32Q 中，

*+,.’F‘ +)/Q 翻译融合表达水平约比野生型提高 #I5 S 2I! 倍，*+,.’4‘ +)/Q 转录融合表达水平显著提高了 $I2 S 5I!
倍，表明 *+,- 能在转录水平上阻抑 L)B 10N 转运系统的表达，*+,- 很可能通过阻抑 L)B 10N 转运系统的表达，间接地

负调控 L)B 的生物合成。
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细菌中存在着多种转录调控蛋白家族，这些蛋

白依靠螺旋4转角4螺旋（P.)<946,M-4P.)<9，P6P）模体

与靶基因 U/1 结合调控转录。6.BV 家族调控蛋白

依靠其 / 端约 &% 个氨基酸残基组成的 P6P 模体与

U/1 结合，调控基因的表达，N 端区域涉及自身寡聚

化以及与诱导因子（如药物）的结合。近年来，该家

族中报道的新成员越来越多，如 1DMV、T8DV、KBMV、

6.BN、6.BV、L@M1 等。许多 6.BV 家族调控蛋白主要作

为膜转运基因或操纵子的转录阻抑因子，控制细菌

对疏水抗生素等代谢产物的敏感性水平［3，$］。

广泛 存 在 于 原 核 生 物 和 真 核 生 物 中 的 10N
（16L4O<-C<-H D8@@.BB.）转运系统是通过水解 16L 驱

动化合物的吸收与外排的一组膜结合蛋白，是最大

的蛋白家族之一。一个典型的 10N 转运系统由 !
个结构域组成，其中：两个高度疏水，各包含 & 个跨

膜片段；$ 个亲水，为 16L 结合结构域，负责 16L 的

结合与水解。10N 转运系统能驱除细胞内的毒性

化合物，防止它们的积累，保护细胞不受毒性物质危

害。在合成抗生素的微生物中，10N 转运系统的主

要功能是促进抗生素分泌、增强对抗生素的自身抗

性以提高免疫保护［#，!］。

假单胞菌（!"#$%&’&()" @J*）K32 菌株是从上海

郊区甜瓜根际土壤中分离获得的植物根际促生细菌

（L)8-B HM(WBG JM(;(B<-H M<XG(@O8DB.M<,;，LYLV），它能

同时合成两种不同类型的抗生素，聚酮类抗生素藤

黄绿菌素（L=(),B.(M<-，L)B ）和吩嗪类抗生素吩嗪434
羧酸（LG.-8X<-.434D8MO(9=)<D 8D<C，LN1）属国内外首次

报道［"］。在 K32 菌株中，藤黄绿菌素生物合成基因

簇下游存在一个 6.BV 家族调控蛋白编码基因 *+,-，

负调控藤黄绿菌素的生物合成［&］。但对其具体的调

控机制如调控路线、作用位点、是直接作用在 *+, 操

纵子还是通过其它中间因子实施间接调控都还未了

解。紧邻 *+,- 下游存在一个 10N 转运系统负责 L)B
的分泌［5］。 *+,- 是否也转录阻抑 L)B 10N 转运系统

的表达、通过调控 L)B 的转运分泌间接调控 L)B 的生

物合 成？本 文 研 究 了 *+,- 对 L)B 10N 转 运 基 因

*+,.’4‘ +)/- 转录、翻译融合报道系统的调控作用，

结果表明 *+,- 对 L)B 10N 转运系统进行转录阻抑调

控。

" 材料和方法

"’" 菌株和质粒

本研究所涉及的菌种、质粒及其来源见表 3。



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,

’()"*+, 0) .",/*-, 1%+0(2.% "+- 30) )%$%4"+( 56")"5(%)*,(*5, 7%8%)%+5%

’()"*+,

!"#$%&’&()" ,.9 :&;

<*$- (2.% 76*=0,.6%)% *,0$"(%-，>$( ? >@A? A.)’.) !6*, B"#

:&;C :&;D*+,- E ，*+,-：：F/) >$( ? >@A? A.) ’.) F/) ［G］

. 9 /&+0 HIJ! "$*.KK"+)/L&GM（!;N +)/-":&J）1"%2&O 3#/4& #(%4& 5634MG ,10D& 3#+4& !6*, B"#
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.:TGNUP .V’&D.&JA . 9 /&+0D*"#$%&’&()" ,6S(($% 4%5(0)；+)/78D!,)/ TW.)%,,*0+ 4%5(0)，!5) H*%(%) I"",

.CX&K& &KY# ./&7Z 8)"R/%+( 8)0/ .BA>P 5$0+%- *+(0 .:TGNUP，!5) !6*, ,(S-2

.:TGN&J .V’&D.&JA . 9 /&+0D*"#$%&’&()" ,6S(($% 4%5(0) 80) ()"+,$"(*0+"$ +)/- 8S,*0+, "+- .)0/0(%) .)0#*+R，!5) H*%(%) I"",

.:TGJPP .V’&D.&JA . 9 /&+0D*"#$%&’&()" ,6S(($% 4%5(0) 80) ()"+,5)*.(*0+"$ +)/- 8S,*0+, "+- .)0/0(%) .)0#*+R，!5) H*%(%) I"",

.ICB[
UO&#. ./&7ZD!",Z >@7 "/.$*8*%- 8)"R/%+( 50+("*+*+R (6% 8*),( UJ 50-0+, "+- PKU#. H\A ,%]S%+5% S.,()%"/
08 ()"+,$"(*0+"$ ,(")( ,*(%（A!1）08 *+,9 5$0+%- *+(0 .:TGN&J，!5)

!6*, ,(S-2

.IC@[
PU; #. ./&7ZD!",Z >@7 "/.$*8*%- 8)"R/%+( 50+("*+*+R P&K #. H\A ,%]S%+5% S.,()%"/ 08 ()"+,5)*.(*0+"$ ,(")(
,*(% 08 *+,9 5$0+%- *+(0 .:TGJPP，!5)

!6*, ,(S-2

!"# 试剂和培养条件

限制性内切酶、H\A 连接酶、H\A 分子量标记

物均购自 :^Z 公司。H\A :)8 聚合酶、胶回收试剂

盒购自上海申能博彩生物科技有限公司。B^ 培养

基按文献［;］配制；F*+R’, ^ 培养基：每升含蛋白胨

PNR，FPI>QK N_UR，甘油 &J/B，:R’QK·OIPQ &_JR，.I
O_J ；相应固体培养基每升加 &JR 琼脂粉。抗生素

用量（#R3/B）：卡那霉素（ F/）JN，氨苄青霉素（A.）

&NN，壮观霉素（’.）&NN，四环素（!)）PJ（大肠杆菌）、

&NN（假单胞菌）。培养温度：大肠杆菌为 UO‘；假单

胞菌为 P;‘。

!"$ %&’ 常规操作技术

质粒抽提、酶切、凝胶电泳、连接、转化等步骤均

根据文献［;］进行。

!"( )*+ 反应

根据假单胞菌 :&; 的 *+,9 基因及其上游区域

核苷酸序列设计 U 条引物：>68&（JaDA!!@!A;44:<
:=@A1@!!@@!@1@A1ADUa）（划线序列为 ./&7$酶

切位点）、>6)&（JaD!1@1A!=:;=4;1!@1AAA!@AAA
!!@DUa）和 >6)P（JaDA!@A!!=:;=4;@A1!!!@A111
@A!@DUa）（划线序列均为 !",$酶切位点），由上海

博亚生物技术有限公司合成。以 >68& 和 >6)P 为引

物，.CX&K& 质粒为模板，>@7 扩增 UO&#. 片段。以

>68& 和 >6)& 为引物，.CX&K& 质粒为模板，>@7 扩增

PU; #. 片段（图 &DA）。>@7 反应体系（JN#B）：&N b

>@7 ^S88%) J#B，-\!>（P_J//0$3B）K#B，引物 & 和引

物 P（&NN./0$3#B）各 N_J#B，模板 H\A &#B，:)8 酶

（JL3#B），重 蒸 水 U;_J#B。 >@7 扩 增 条 件：MK‘
J/*+；MK‘ &/*+，GN‘ &/*+，OP‘ &/*+，UN 个循环；

OP‘ &N/*+。

!", %&’ 序列分析

采用鸟枪法（’60(DRS+）进行 H\A 测序，序列结

果的 Q7[ 分析采用 1%+%:")Y9 6// 程序［M］进行。利

用 \@^Z 的 ^BA’! 程序进行蛋白序列的同源性搜

索，蛋白质可能结构域的同源性搜索在 >8"/［&N］和

>7Q’Z!T［&&］数据库中进行。H\A 序列的启动子分析

采用 \\>>（>)0/0(%) >)%-*5(*0+ #2 \%S)"$ \%(c0)Y）程

序［&P］进行。

!"- !.半乳糖苷酶活性测定

将携带 *+,9’D‘ +)/C 转录、翻译融合表达质粒的

假单胞菌野生型菌株 :&; 和 *+,- 突变菌株 :&;C 的

过夜培养物按 &d的接种量接种于装有 JN/B F*+R’,
^ 培养基的 PJN/B 三角瓶中，培养基中添加相应抗

生素 和 N_NJd 的 !)*(0+ XD&NN，在 P;‘、转 速 为

PPN)3/*+的摇床中培养。分别在不同培养时间点取

样测定%D半乳糖苷酶活性，测定方法参照文献［;］。

# 结果

#"! )/0 ’1* 转运系统基因族的组织和鉴定

*+,- 位于 >$( 生物合成基因簇中 *+,>4?=@.A;
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转录子的下游，单独构成一个反向转录的开放阅读

框，属于细菌调控蛋白 !"#$ 家族的一个新成员［%］。

紧邻 !"#$ 基因下游是一个 &’( 转运系统编码基因

簇（)"*’+*, 序列号：&-./0100）。该基因簇由 !"#%、

&、’、(、)、* 共 % 个基因组成。序列分析表明，!"#%
与+ 2 ,-". 的 /012、3"45 家族同源，编码一个膜融合

蛋白；!"#& 与 6#1/!#-04,/7 89#.:.-#.,;7 的 -"/<、=/17.9.8
!/7#.7 的 /"7+、+ 2 ,-". 的 08,< 等基因同源，编码 &!3
结合 蛋 白，负 责 &!3 的 结 合 与 水 解；!"#’ 和 !"#(、

=/17.9.8 !/7#.7 的 /"75、+ 2 ,-". 的 4:36、4:3>、6#1/!#-04?
,/7 @87;A8/97.7 的 @87B 等基因同源，编码 &’( 转运系

统的内膜通透酶成分，各包含 % 个跨膜片段；!"#) 与

C7/;D-0-987 !;#.D8 4!5006 的 -!1)、C7/;D-0-987
8/1;A.9-78 的 -!1B、-!1’ 等基因同源，编码外膜通道

蛋白；!"#* 编码一个跨膜蛋白，与 (7+8、9:;< 家族

同源，可能为 &’( 转运系统辅助蛋白，这 % 个基因

组成一个最完整的转运系统。该 &’( 转运系统能

促进 3=# 的转运分泌，能提高合成菌株的自身抗性

和免疫保护能力［>］。

!"! !"#$ 与 #$% 转运基因间隔区域序列分析

!"#$ 与 &’( 转运基因簇反向排列，&’( 转运基

因簇由 !"#%、&、’、(、)、* 等 % 个基因组成一个操

纵子，共 用 一 个 启 动 子。在 !"#$ 与 !"#% 之 间 有

??6@A 的距离，该区域包含了 !"#$ 和 !"#% 的前导序

列，如 $’B 位点、启动子、调控区域等成分。在 !"#%
起始密码子 &!) 上游 >@A 间隔处存在一段 $’B 序

列 &&)))&，在转录起始位点上游存在!>6启动子的C
?6 成分（!!!)&!）和C.D 成分（!!!&(!），共同组成

!"#%&’()* 操纵子的启动子。

!"& !"#%’’‘ "&’$翻译、转录融合报道质粒 ()*+,、

()*%, 的构建

以 3EF? 和 3EG5 为引物、AHI?0? 质粒为模板，

3($ 扩增的 .>?@A 片段（图 ?C&）包含 !"#% 基因前 .D
个密码子及起始密码子上游 50.@A，该序列包含 !"#%
基因的启动子区域和 BJ 序列（即 $’B 位点）。3($
产物经 +,-$"和 C7#"酶切后克隆在启动子探针载

体 AK<%6?D，得到带有 !"#%’C‘ "8,H 翻译融合的表达

质粒 ALH9M（图 ?C’）。

以 3EF? 和 3EG? 为引物、AHI?0? 质粒为模板，

3($ 扩增的 5.1 @A 片段（图 ?C&）包含 !"#% 基因转录

起始位点上游 5?0 @A 的序列，该序列包含 !"#% 基因

的启动子区域但不包括 BJ 序列（即 $’B 位点）。

3($ 产物经 +,-$"和 C7#"酶切后克隆在启动子探

针载体 AK<%D55，创造带 !"#%’C‘ "8,H 转录融合的表

达质粒 ALH(M（图 ?C’）。

图 - !"#%’’‘ "&’* 翻译、转录融合表达质粒的构建

MNO2? (P*;#GQR#NP* PF #G+*;=+#NP*+= +*S #G+*;RGNA#NP*+= !"#%’C‘ "8,H FQC

;NP* "TAG";;NP* A=+;7NS;

&：3($ AGPSQR#; FPG RP*;#GQR#N*O !"#%’C "8,H FQ;NP*;2 ?U 5.1@A 3($

FG+O7"*#;；5U KP="RQ=+G 7+G,"G；.U .>?@A 3($ FG+O7"*#;2 ’：3E:;NR+=

7+A PF #G+*;=+#NP*+= +*S #G+*;RGNA#NP*+= !"#%’C "8,H FQ;NP* RP*;#GQR#;2

BJ，3Q#+#NV" BEN*" J+=O+G*P ;"WQ"*R"2 !"#% ;"WQ"*R"; +G" ;EPX* @:

E"+V: @=+R, =N*";，"8,$ @: XEN#" @PT";2 3!"#%，#E" AGP7P#"G PF #E" !"#%

O"*"2

图 ! !"#$ 对 !"#%’’‘ "&’$ 翻译融合表达的影响

MNO25 Y*F=Q"*R" PF !"#$ P* #G+*;=+#NP*+= !"#%’C‘ "8,$ FQ;NP* "TAG";;NP*

&2 B#G+N*;’OGPX#E X+; 7"+;QG"S +; *5%66；’2#C)+=+R#P;NS+;" +R#NVN#N";2

!". !"#$ 阻抑 !"#%’’‘ "&’$ 翻译融合的表达

将 !"#%’C‘ "8,$ 翻译融合表达质粒 ALH9M 分别

引入假单胞菌野生型菌株 K?1 和 !"#$ 基因突变菌

株 K?1H，测定#C半乳糖苷酶活性，分析 !"#$ 基因的

突变对 !"#%’C‘ "8,$ 翻译 融 合 表 达 的 影 响。菌 株

K?1（ALH9M）和 K?1H（ALH9M）在 4N*O’; ’ 培养基中

的生长曲线见图 5C&，结果表明这两个菌株的生长

情况（ *5%66 ）无显著差异。然而整个生长 周 期 内

K?1H（ALH9M）菌株的 !"#%’C‘ "8,$ 翻译融合表达水

平显著高于 K?1（ALH9M）菌株（图 5C’），在 ?5E、50E、

.%E、01E 的#C半乳糖苷酶活性（KN=="G Q*N#;）测定结果

显示，K?1H（ALH9M）菌株的 !"#%’C‘ "8,$ 翻译融合表

达水平比 K?1（ALH9M）菌株分别提高了 .U>、%U1、>U0
和 1U0 倍。 !"#%’C‘ "8,$ 翻译融合表达水平在 50E
达到高峰，K?1H（ALH9M）菌株高达 15U. 单位，而此

%0. 微 生 物 学 报 0D 卷



时 !"#（$%&’(）仅为 ")*+ 单位。由于 !"#$ 基因的

突变，!"#%’,‘ "&’$ 翻译融合表达水平得到了显著提

高，说明 !"#$ 基因可能在翻译，也可能在转录水平

上阻抑 -./ 012 转运基因的表达。

!"# !"#$ 阻抑 !"#%’$‘ "&’$ 转录融合的表达

将 !"#%’,‘ "&’$ 转录融合表达质粒 $%&2( 分别

引入假单胞菌野生型菌株 !"# 和 !"#$ 基因的突变

菌株 !"#&，得到 !"#（$%&2(）和 !"#&（$%&2(）两

个菌株，分别测定在 3456’7 1 培养基中的生长情况

（()8))）和!,半 乳 糖 苷 酶 活 性（!4..9: ;54/7）。!"#
（$%&2(）和 !"#&（$%&2(）菌株的生长无显著差异

（图 <,0）。图 <,1 结果显示，!"#%’,‘ "&’$ 转录融合

表达水平由于 !"#$ 基因的突变得到了显著的提高，

在 "=>、=?>、<8>、?#> 的 ? 个时间点，!"#&（$%&2(）菌

株的 !"#% ’,‘ "&’$ 转 录 融 合 表 达 水 平 比 !"#
（$%&2(）菌株分别提高了 =*#、?*=、8*8 和 @*? 倍。!,

半乳糖苷酶活性在 =?> 达到最大值，!"#&（$%&2(）

为 #8*? !4..9: ;54/7，而 !"#（$%&2(）仅为 "8*+ !4..9:
;54/7。结果说明 !"#$ 基因对 !"#%’,‘ "&’$ 转录融合

表达存在显著的阻抑作用，也说明 !"#$ 对 -./ 012
转运基因进行转录阻抑调控。

图 % !"#$ 对 !"#%’$‘ "&’$ 转录融合表达的影响

(46A< B5C.;95D9 EC !"#$ E5 /:F57D:4$/4E5F. !"#%’,‘ "&’$ C;74E5 9G$:9774E5

0A H/:F457’6:EI/> IF7 J9F7;:9K F7 ()8))；1A!,LF.FD/E74KF79 FD/4M4/497A

% 讨论

在合成抗生素的微生物中，抗生素生物合成结

构基因、调控基因及转运、抗性相关基因通常成簇分

布。本课题组首次报道了在 -./ 生物合成基因簇下

游存在一个 N9/O 家族调控蛋白编码基因 !"#$ 和一

个促进 -./ 分泌的 012 转运系统基因簇。已报道

!"#$ 负调控 -./ 的生物合成，但准确的调控机制还不

清楚［8］。本文研究结果显示，!"#$ 阻抑 !"#%’,‘ "&’&
翻译融合的表达，由于翻译融合构建包括翻译水平

和转录水平两个层次，这说明 !"#$ 可能在翻译或转

录水平上阻抑 012 转运系统的表达。同时 !"#$ 又

阻抑 !"#%’,‘ "&’& 转录融合的表达，说明 !"#$ 肯定在

转录水平上阻抑 -./ 012 转运系统的表达，至于是

否存在翻译水平上的阻抑调控，还有待于进一步研

究。-./& 调控蛋白可能通过其 P 端 %N% 模体结合

在 012 转运基因 !"#% 的启动子区域以阻抑 012 转

运基因的转录。因此，我们可以推测 !"#$ 有可能通

过调控 -./ 的 012 转运系统来间接调控 -./ 的合成。

!"#$ 的突变能促进 012 转运系统的表达，进而提高

细胞外排分泌 -./ 的效率，同时提高细胞自身对 -./
的抗性、降低 -./ 细胞内积累、毒性，维持理想的细

胞内环境，从而显著提高 -./ 合成。此外，!"#$ 是否

同时还直接作用在 -./ 生物合成结构基因簇的启动

子区域参与调控，需要进一步研究。

假单胞菌 !"# -./ 生物合成调控基因 !"#$ 及其

012 转运系统的发现，对运用基因工程技术如定向

突变 !"#$、过表达 012 转运系统来构建 -./ 高产菌

株，提高 -./ 的抗生素产量，改善生物防治能力可能

具有重要意义。
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为了提高学术期刊质量，鼓励科技工作者发表高水平的学术论文，促进学科发展和人才成长，中国科协学术交流工作委

员会决定：从 344Y 年起，开展“中国科协期刊优秀学术论文评比活动”，每年评选一次。3449 年 8 月，《微生物学报》推荐中国科

学院微生物研究所陈远童等人的论文参加第二届评比活动（陈远童，庞月川，郝秀珍 2微生物发酵生产十三碳二元酸的研究 2 Y]
（Y）：38] 7 3K!），经专家评审委员会评审，此文荣获第二届中国科协期刊优秀学术论文奖，全国共计 ]] 篇科技论文获此殊荣。

本刊编辑部希望能有更多的作者参与此项活动，明年将是第三届，若您在 3444 7 3449 年有文章刊登在本刊，欢迎您在

3446 年 5 月 Y4 日前将一些相关的证明材料（详见以下 Y 条）寄回到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。今后我们将进

一步改进工作，更好的为科研工作者服务，使本刊成为您真正的朋友，以下为参加优秀论文评比时需要提供的材料。

!2 在 3444 Z 3449 年，发表在本刊的论文或相关成果的获奖情况（包括 3444 年前发，3444 年后获奖的）。包括：论文题目、

作者、发表时间（年 7 卷 7 期 7 页码）、获奖名称（国家，省部级），并提供奖状或证书复印件一份。

32 在 3444 Z 3449 年，由于论文或相关成果在本刊发表，促进了相关研究成果在应用和推广中获得的经济效益和社会效益

情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 7 卷 7 期 7 页码），并提供经济效益的证明材料（包括转让金额、投产规模、专利等）

（加盖公章），提供社会效益的简单文字材料 。

Y2 您的论文被国内外权威检索系统（检索期刊和数据库）收录情况。
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