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荧光假单胞杆菌 !"!#中生防相关调控基因 +$", 的克隆和功能分析

魏海雷 张力群"

（中国农业大学植物病理系 北京 0%%%2!）

摘 要：荧光假单胞杆菌 $F$!菌株分离自小麦全蚀病自然衰退土壤，可产生多种次生抗菌物质，对一些作物土传
病害具有较好的防治能力。通过 FGH介导的方法从荧光假单胞杆菌 $F$!的基因组文库中克隆到调控基因 !"#$。
序列分析发现，该基因长度为 $1"! IJ，编码 201个氨基酸的肽链。此肽链与 %&’()*+*,"& #-.*/*/"0-1& 双因子组分之
一的感受激酶 K8BL相似性达 20M，与 % * 2.(*/’&#’,& GN4%的 K8BL相似性为 32M。与野生菌株 $F$!相比，!"#$ 基
因的缺失突变体完全丧失产生抗菌代谢物 $，!6二乙酰基间苯三酚、氢氰酸、蛋白酶的能力。拮抗试验中，!"#$ 缺失
突变体丧失对小麦全蚀病菌的拮抗作用，温室生物测定显示 !"#$ 的缺失突变体对小麦全蚀病的生防能力大幅下
降。但是 !"#$基因的互补突变体能够恢复产生抗菌次生代谢物的能力，且重新获得拮抗能力和生防能力。由此
证明 K8BL是生防菌株 $F$!中一个控制生防因子并影响生防效果的重要调控元件。
关键词：荧光假单胞杆菌，生物防治，双因子调控系统，!"#$基因
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双因子调控系统（5E(6B(;J(-.-O P.?,)8O(PQ RQR6
O.;）广泛存在于细菌中，它可以帮助细菌根据环境
信号适应不同条件，定殖于特定的生态位点。假单

胞杆菌（%&’()*+*,"& RJJ*）典型的双因子调控系统
包括一个感受激酶（L.-R(P S<-8R.）K8BL 和一个反应
调控因子（H.RJ(-R. P.?,)8O(P）K8B4。感受激酶 K8BL
（最早名为 T.;4）是作为 %&’()*+*,"& &3/1,!"’ JU*
&3/1,!"’ V1$38 在豌豆叶片上形成病斑的必要因子
提出的［0］。!"#$ 基因的失活突变体使这一菌株失
去毒性和生态适应性。在对几组典型的双因子调控

系统研究后发现，感受激酶识别信号后可进行自身

磷酸化，然后通过磷酸基团的转移激活反应调控因

子［$，#］。但是 K8BLWK8B4双因子调控系统在不同微
生物中所控制的性状及其对下游基因的调控方式不

尽相同。

%&’()*+*,"& 2.(*/’&#’,& $F$!是一株对小麦全蚀
病、番茄青枯病、沙打旺根腐病具有较高防效的生防

细菌［!，"］，它可以产生 $，!6二乙酰基间苯三酚（$，!6
X4FK）、氢氰酸（NG/）、嗜铁素、蛋白酶等多种抗菌
物质，尤其抗生素 $，!6X4FK在防治病害中起关键
作用［!，"］。本研究克隆了 $F$!的 K8BLWK8B4双因子
调控系统的 !"#$ 基因，并通过分子遗传学手段确定
了此调控系统与菌株 $F$!生防因子和生防功能的

关系。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株、质粒和培养条件：本实验所用菌株及
质粒见表 0。在 TV培养基中 % * 2.(*/’&#’,& $F$!及
其衍生菌株需 $3Y培养 #& Z !3>，4&#-’/1#-1" #*.1 各
菌株需 #1Y生长 0$ Z 0&>。抗生素 $，!6X4FK、NG/
检测为 [<-?\R V［&］培养基，检测蛋白酶所需培养基参
考文献［1］。双亲和三亲杂交在基本培养基 ]2 上
进行［"］。所用抗生素使用浓度分别为：氨苄青霉素

"%!?W;T，卡那霉素 "%!?W;T，氯霉素 $%!?W;T，四环
素 $%!?W;T。
$%$%! 试剂：实验所需限制性内切酶、连接酶均购
自 58[8H8，包装蛋白购自 FP(;.?8。
$%! &’(操作和序列分析
质粒 X/4提取采用碱裂解法，细菌基因组 X/4

提取采用 G54V法。限制性酶切、琼脂糖凝胶电泳、
感受态制备、连接、转化等操作参考文献［3］。引物
合成与序列测定由上海申友生物技术有限责任公司

完成。采用分析软件 VT4L5和 X/4]4/对核苷酸
及氨基酸序列进行分析。



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

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

! 5 "#$%&’()’*(
6768 9.)，:*$- (;.% 8
6768!’ 9.)，,()"*+ 6768 -%$%(%- <=> #. +)%?"@)"A/%+( *+ ,-). A%+% !2*, ,(4-;
6768!’BCD 9.)，!3)；6768!’ 30+("*+*+A .CD<>E6 !2*, ,(4-;
6768B’ 9.)，!3)；6768!’ 30+("*+*+A .CDB’ !2*, ,(4-;

/-’$0-**%01)’( ,&-02*2( !2% @4+A"$ ."(20A%+ 3"4,*+A :2%"( ("F%B"$$ G"# 30$$%3(*0+
+()3’&2)32- )%#2
HI=# $J> #-)4!C&=!（ #-)456B-&,7）8&<K 3(9:&L &’)6& ’*96& ;32B & G"# 30$$%3(*0+
’&LB&（!B.*)） ;32 <&% 3(9: 3(9= M &’)6 ?78B6B!3：：C4BN/：：!+L!<2& G"# 30$$%3(*0+

7$",/*-,
.O$4%,3)*.(%’NM 9.)，10$D& 0)*A*+ ’()"("A%+%
.G9P?= !3)，%&2> 30,/*- K
.’E&BEK !3)，" 30,/*- 3$0+% 30+("*+*+A ,-). !2*, ,(4-;
.O’B=’ .O$4%,3)*.( 30+("*+*+A " =Q8 F# ?2*- &B @-0I"@)"A/%+( @)0/ .’E&BEK :*(2 ,-). !2*, ,(4-;
.’BOI .O$4%,3)*.( 30+("*+*+A " EQ6 F# ?2*-&B@-0I"@)"A/%+( 0@ ,-). !2*, ,(4-;
.’BODI " .’BOI -%)*R"(*R% :*(2 (2% <=> #. +)%?"@)"A/%+( -%$%(%- @)0/ ,-). !2*, ,(4-;
.O’B’ .O$4%,3)*.( 30+("*+*+A (2% EQ> F# @-0I"@)"A/%+( 0@ ,-). !2*, ,(4-;
.’?8L’ N/)，%&2> (-)@ &>
.8L’!’ .’?8L’ 30+("*+*+A 6Q=E F# .-#"B@-0I"@)"A/%+( @)0/ .’BODI !2*, ,(4-;
.CD<>E6 !3)，#-)ASB7("3 %T.)%,,*0+ R%3(0) &&
.CDB’ .CD<>E6 30+("*+*+A (2% EQ> F# @-0I"@)"A/%+( @)0/ .O’B’ !2*, ,(4-;
.?N<>> 1/)，10$D& ?N6BC0#M ?N6B!)" M，2%$.%) .$",/*- &6

9.)，N/)，1/) "+- !3) *+-*3"(% )%,*,("+3% (0 "/.*3*$$*+，F"+"/;3*+，32$0)0/;3%(*+ "+- (%()"3;3$*+%，)%,.%3(*R%$;5

!"# !"#$ 基因的克隆
! 5 "#$%&’()’*( 6768 基因组 HU9经过 =B%"部

分酶切，连接到 @-0I"和 .)-"双酶切的粘粒
.G9P?=［K］，体外包装后转染 + 5 )%#2 HI=#，构建基因
组文库。根据已发表的 ,-). 基因核苷酸序列，在保
守区设计引物 ’BI：=VB!1WW19!19911W19!WW1BEV
和 ’BW：=VBW!W11!!1W1WWW!W991!!BEV。以菌株
6768基因组为模板进行 71?扩增。反应体系：6768
基因组 >Q=’G，6Q= //0$XG -U!7 =’G，&>’/0$XG 7)*/B
%), =’G，&> Y >-C #4@@%) =’G，灭菌去离子水 E=’G，
=ZX’G >-C HU9聚合酶 >Q=’G。所得片段经测序验
证，并以此为标记通过 71?方法筛选 6768 基因组
文库。所得阳性片段亚克隆后连接质粒 .O$4%,3)*.(
并测序。71? 反应条件：K8[ =/*+；K8[ 8>,，<=[
8>,，L6[ &/*+，E>个循环；L6[ &>/*+。
!"$ !"#$ 基因的缺失突变和基因互补
根据克隆的 6768菌株 ,-). 基因序列设计引物

’&：=VB19!99W1!!WW19W191!1BEV（含 ?2*-&酶切
位点）和 ’E&J<：=VB9!WW9!119W1!!9911W1BEV（含
@-0I"酶切位点）。以菌株 6768基因组为模板进
行 71?扩增，反应体系同 &QE。71?产物经相应酶
切后连接 .O$4%,3)*.( 构建重组质粒 .’BOI。.’BOI

经 +)%?"酶切后自连，得重组载体 .’BODI。采用
.-#"和 @-0I"双酶切 .’BODI，连接相应酶切过的
.’?8L’构建自杀载体 .8L’!’。利用双亲杂交法［&E］

将 .8L’!’转化 ! 5 "#$%&’()’*( 6768，以卡那霉素为标
记筛选重组菌。将筛选到的重组菌在无抗生素压力

下 6J[培养 E<2，连续转接 8次，平板筛选丢失卡那
霉素抗性的菌株，即发生第二次重组的菌株，从而获

得 ,-). 基因的缺失突变体，命名为 6768!’。
设计引物 ’&J8：=VB!1WW9!11!W1!!91!1W!1B

EV，与引物 ’E&J< 配对，以 .’BOI 为模板，进行 71?
扩增。扩增产物经 @-0I"消化后连接 @,#%酶切
过的穿梭载体 .CD<>E6，获得 .CDB’。三亲杂交
法［=］将重组载体从 + 5 )%#2 HI=#转入 6768!’，得到
,-). 基因互补菌。
!"% 抗菌代谢物的检测和拮抗测定
抗生素 6，8BH97W、I1U与蛋白酶的检测方法，

待测各菌株对小麦全蚀病菌（/-’$0-**%01)’( ,&-02D
*2(）的拮抗检测均参考文献［8］。
!"& 生长曲线
将待测各菌株液体培养 6J2，各取 =>’G转接于

=/G的 GO 培养液中，6J[培养 682。用新鲜的 GO
将各菌株稀释至 EF<>> \ >Q=，以 & ] &>>>（^X^）的比
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例将各个相同浓度的菌株接种于 !""#$的 $%培养
液中，&’( !)"*+#,-培养，每隔 &.同时测定各菌株
在 /""-#的吸光值（试验重复测定 &次）。
!"# 温室防治小麦全蚀病
将 012平板上培养的全蚀病菌捣碎后接种于

湿润的麦麸中，培养 !)3。取出晾干、磨细，与灭菌
土 ! 4!""（5+5）混匀。小麦种子表面消毒后 &’(催
芽，用 & 6 !"’ 789+#$的各处理菌液浸种 &.后播种。
每处理 :个重复，每重复 )盆，每盆 ;粒种子。设健
康和病株对照。:"3后取苗，用清水反复冲根，按分
级标准调查发病情况并计算防治效果［!)］。

$ 结果

$"! !"#$ 基因的克隆和序列分析
经测序和相似性比较，引物 <=>与 <=?扩增的

;)" @A片段（图 !泳道 !）与感受激酶基因相似。利
用这对引物用 0BC方法筛选菌株 &0&)的基因组文
库，结果从 &"""个克隆子中得到 :个阳性克隆。其
中 A<:!=:D经 !"#3!和 $%&>"亚克隆后得到一个
包含 ;E)F@阳性片段的质粒 A%<=;<。测序发现，一
段 &G;) @A的开放阅读框编码 D!G个氨基酸，推测其
分子量为 !"! F1。%$2<H 比较表明，此肽链与 ’ I
()*+,+,%-)". J/的 ?K7<（LDCD>!）相似性达 D!M，与
’ I /*0+,1.(1#. B>2" 的 ?K7<（LDN’1G）的相似性为
’DM，与 ’ I /*0+,1.(1#. 08=; 的 2A32（ ?K7<）
（&!&::;:2）相似性达 ’’M。在以上相似的菌株中
?K7<被证实为双因子调控系统中的感受激酶，它能
够控制多种次生代谢物的产生，因此可推断 ?K7<在
&0&)中也可能是一个重要的调控元件。本研究所
克隆的 2%(3 基因已递交 ?O-%K-F，序列号为
2P/&:’D’。
分析 ’ I /*0+,1.(1#. &0&) 中的 2%(3 基因，在起

始密码子 ?H?上游 ’个碱基处有一段类似于 <.,-O=
1KQRK*-S位点的序列，可能是感受激酶基因的核糖
体结合位点。但是，在 <1位点上游没有发现类似
于#G" =、#;) =、#:& =的假单胞杆菌启动子［!;］。对氨基酸
疏水性分析发现，在 ?K7<的 4=端有 &个疏水域，这
种结构与典型的感受激酶跨膜区相似。将菌株

&0&)的 ?K7<氨基酸序列与近源序列比对发现，在
&0&)的 ?K7<中具有感受激酶保守的自磷酸化的组
氨酸残基、接受域（CO7O,TO* 3S#K,-）保守氨基酸和
5=末端保守的组氨酸磷酸转移（>AU）功能域。
$"$ !"#$ 基因缺失突变体的构建
将重组质粒 A)G<$<转化 ’ I /*0+,1.(1#. &0&)，两

次同源重组后获得缺失 /;" @A 6(+C"片段的 2%(3
突变体 &0&)$<。以 <!和 <:!’/为引物，以 &0&)和
&0&)$<的新鲜菌落为模板，可分别扩增到 :E& F@和
&E; F@ 的片段（图 ! 泳道 & 和 :），由此可以证明
&0&)$<为 2%(3 的缺失突变体。

图 ! 菌落 %&’扩增片段的电泳图谱
N,RI! VQO7U*SA.S*OW,W S8 7SQS-X 0BC A*S397UW

YI YSQO79QK* ZO,R.U #K*FO*；!I H.O 8*KR#O-U K#AQ,8,O3 Z,U. A*,#O*W <=>

K-3 <=? 8*S# &0&) 7SQS-X；&I H.O 8*KR#O-U K#AQ,8,O3 Z,U. A*,#O*W <!

K-3 <:!’/ 8*S# &0&) 7SQS-X；:I H.O 8*KR#O-U K#AQ,8,O3 Z,U. A*,#O*W <!

K-3 <:!’/ 8*S# &0&)$<I

$"( !"#$ 对次生抗菌物质和拮抗作用的影响
相同条件下检测 &0&)、&0&)$<=YV和 &0&)=<次

生代谢物的产生情况，2%(3 基因的缺失突变菌
&0&)$<=YV完全失去产生抗生素 &，)=120?、氢氰酸
和蛋白酶的能力（表 &）。拮抗实验表明，&0&)$<完
全丧失对小麦全蚀病菌的拮抗作用，而互补菌 &0&)=
<产生以上抗菌代谢物和拮抗病原菌的能力都能恢
复到野生菌水平（表 &）。

表 $ % ) &’()*+,#+-, $%$*及其衍生菌对次生抗菌物
产生和拮抗作用的影响

HK@QO & 0.O-SUXA,7 7.K*K7UO*,[KU,S- S8 ’ I /*0+,1.(1#. &0&)

K-3 ,U 3O*,TKU,TOW

<U*K,- B.K*K7UO*
<O7S-3K*X=#OUK@SQ,UOW A*S397U,S-

&，)=120? >B\ 0*SUO,-KWO
2-U,@,SW,W K@,Q,UX
US 7 I 2,%&"#"

&0&) 5,Q3 UXAO ] ] ] ]

&0&)$<=YV 2%(3 ^ ^ ^ ^ ^

&0&)=< 2%(3 ] ] ] ] ]

]：YOUK@SQ,UO 3OUO7UO3；^：\S #OUK@SQ,UO 3OUO7UO3I

$"* !"#$ 对菌株生长的影响
在 $% 培养基中，’ I /*0+,1.(1#. &0&) 与其衍生

菌的生长曲线存在差异（图 &）。&0&)$<=YV的迟滞
期（$KR A.KWO）较野生菌 &0&)缩减了 &.，而以质粒形
式表达 ?K7<的 &0&)=<相对野生菌 &0&)来说，其迟
滞期延长了 !.。此外，2%(3 突变体进入静止生长期
（<UKU,S-K*X A.KWO）的时间较野生菌 &0&) 提前了 &.，
而 &0&)=<进入静止生长期的时间比 &0&) 推迟了
!.。由此可见，2%(3 基因与菌株的生长有关。
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图 ! ! " "#$%&’()’*( !#!$及其衍生菌的生长曲线
!"#$ % &’()*+ ,-’./ (0 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 345 "*6 5/’".3*/6 "4 78 9’(*+

!%& 温室对小麦全蚀病的防治
从病情指数来看（表 :），%1%2!;<=> 的病情指

数为 ?@AB，与病处理病情指数（CDAE）无显著差异，而
%1%2野生菌处理和 +,)- 基因互补菌处理的病情指
数均显著降低。%1%2野生菌处理和 +,)- 基因互补
菌对小麦全蚀病的防治效果均超过 CDF，而
%1%2!;<=>处理对小麦全蚀病的防治效果只有
CA@F，与 %1%2和 %1%2<;的防治效果形成显著差异，
野生菌和互补菌之间的病情指数和防治效果相似。

由此可见，调控基因 +,)- 的突变显著影响了菌株
%1%2对小麦全蚀病的防治效果。

表 ’ ! " "#$%&’()’*( !#!$及其衍生菌对小麦全蚀病
的防治作用

G39H/ : I(4*’(H /00","/4,J (0 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 345 "*6 5/’".3*/6

(4 )+/3* *3K/<3HH 5"6/36/
G’/3*L/4*6 M"6/36/ "45/N I(4*’(H /00","/4,JOF

M"6/36/ ,(4*’(H CDAE3 —

%1%2 BCAB9 CCA%

%1%2!;<=> ?@AB3 CA@

%1%2<; BCAD9 C?AC
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’ 讨论
本研究从 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 中克隆了 &3,;O

&3,P双因子调控系统的组分之一 +,)- 基因，并通
过功能互补证明了 &3,;是调控生防因子和生防功
能的重要元件。最近我们又从 ! $ "#$%&’()’*( %1%2
中发现和克隆了 &3,;O&3,P双因子调控系统的下游
组分 +,). 基因，经过遗传学解析证明其功能与本研
究的 +,)- 基因功能相同，肯定了 &3,;O&3,P双因子
调控系统在菌株 %1%2代谢调控中的作用［B?］。

&3,;是一类不常见的组蛋白感受激酶［B］。在
其 /<端有两个显著的疏水区，构成了可能的跨膜部
分，两个疏水区被称为周质环（1/’"QH36L", H((Q）的序

列分开。由此推测 &3,;可能是一个跨膜蛋白，其精
确结构还须研究证明。结合文献报道可以推测，当

&3,;接受到环境信号后被激活，引起 0<端构象的变
化，从而有利于自身磷酸化和磷酸基团的转移。根

据文献报道，接受磷酸基团的 &3,P 随之激活或阻
遏调控元件的转录，从而控制目标基因的表达，以此

作为对环境信号的应答［:］。但到目前为止我们还没

有明确与 &3,;相关的环境或生理信号分子。
有趣的是在我们的实验中，+,)- 的突变影响了

菌株的生长，其进入指数生长期和静止期的时间较

野生菌要提前，而互补菌株进入指数生长期和静止

期的时间较野生菌要推迟。如果与 &3,;控制多种
次生代谢联系起来，即当菌株失去几条耗能的代谢

途径后，无需太多的营养和能量就能迅速的生长繁

殖；而以质粒形式表达 &3,;的互补菌由于在强启动
子 !1,)的启动下大量表达 &3,;，使得次生代谢旺盛，

耗能增强，生长速率减慢。但也有报道称，细菌中的

6"#L3因子"6（ &2%- 的产物）是受 &3,;O&3,P 双因子
系统正调控的［BC］，而 &2%- 与细菌生长进入静止期有
关。因此，这种现象的产生究竟是能量代谢的原因

还是"6的作用，或者还有另外的原因尚需在菌株

%1%2中进一步验证。
我们在 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 中发现了另外一种

与生防功能相关的称为 R-(’-L<6/46"4#的调控系统，
其信号合成基因 2)%3 的表达证明是在转录水平受
&3,;的正调控（待发表）。由此推断 &3,;O&3,P双因
子系统调控靶标并非唯一。虽然有人推测 &3,;O&3<
,P系统主要在转录后水平调控次生代谢物的产
生［:］，但在 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 中 &3,; 调控次生抗
菌物质的方式还有待确切验证。结合 &3,;对 R-(<
’-L<6/46"4#和次生代谢的调控作用，说明 &3,;O&3,P
双因子系统是 ! $ "#$%&’()’*( %1%2 中次生代谢上游
的调控系统。
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