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假单胞菌株 !"#+$"! 基因对 $%& 和 %%& 合成正调控

及对 ’() 合成负调控无相关性

汤湘雍，严 安，黄显清，张雪洪，许煜泉"

（上海交通大学生命科学技术学院 上海 $%%$!%）

摘 要：经初步鉴定，假单胞菌株（!"#$%&’&()" ;F>）G)’ 至少能产生 1 种 H0酰基高丝氨酸内酯类（H03@8/0ED6D;-I7,-
/3@=D,-;，JKL;）信号分子，它们是：H0丁酰高丝氨酸内酯（H0M+=8I8/0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，N!0KOL，PKL）、H0己酰高丝氨

酸内 酯（H0E-43,D8/0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，N"0KOL，KKL）、H0#0氧0己 酰 高 丝 氨 酸 内 酯［H0（#0D4DE-43,D8/）0L0ED6D;-I7,-
/3@=D,-，#0Q4D0N"0KOL，QKKL］、H0#0氧0辛酰高丝氨酸内酯［H0（#0D4DD@=3,D8/）0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，#0Q4D0N’0KOL，QQKL］

和 H0#0氧0癸 酰 高 丝 氨 酸 内 酯［H0（#0D4D?-@3,D8/）0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，#0Q4D0N)%0KOL，QRKL）。在 *)+, 突 变 菌 株

G)’S中，信号分子的积累量明显减少，且只能检测出其中的 ! 种；同时，吩嗪0)0羧酸（TE-,3U7,-0)0@3IMD48/7@ 3@7?，

TNJ）的合成量比野生株 G)’ 提高了 $ 倍左右。在 G)’ 菌株中，基因 -./!的编码产物参与 PKL 和 KKL 的合成。构

建 -./0’0’/)+1 翻译融合表达质粒 FG5VW，分别导入野生株 G)’ 和突变株 G)’S，突变株 G)’S 的半乳糖苷酶活性比

野生株 G)’ 下降约 !%X，表明 S3@J 对基因 -./0 的表达具有正调控作用。但是，在野生株 G)’ 和突变株 G)’S 的发

酵液中，分别或同时添加过量的外源 PKL 和 KKL，对 TNJ 合成的影响不显著，表明在突变株 G)’S 中，TNJ 合成量

的增加与 PKL 和 KKL 合成量的减少没有明显的相关性。
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在大多革兰氏阴性细菌中，很多基因的表达受到菌体密

度的调节，称为菌群传感（Y+DI+6 ;-,;7,C）［)］。菌群传感参与

调控细菌多种生命活动，如根瘤菌与植物共生、蓝细菌中异

形胞分化、芽胞杆菌中感受态与芽胞形成、根癌农杆菌中 .7
质粒接合转移、病原细菌胞外酶与毒素产生、生物膜（P7DZ7/6）

形成、菌体发光、色素产生、抗生素形成［$］等。细菌通过分泌

信号分子监测菌群密度。费氏弧菌中菌群传感是由 L+4V[
L+4\ 介导完成的，L+4V 蛋白参与信号分子的合成，信号分子

与其受体 L+4\ 结合后，经信号级联传导，调控一系列基因的

表达。在 假 单 胞 菌 中 也 存 在 着 类 似 系 统，如 L3;V[L3;\ 和

\E/V[\E/\，其中 \E/V 是参与合成 H0丁酰高丝氨酸内酯（H0
M+=8I8/0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，N!0KOL，PKL）和 H0己酰高丝氨酸

内酯（H0E-43,D8/0 L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，N"0KOL，KKL）的蛋白因

子［#］。

在革兰氏阴性细菌中，主要的信号分子为 H0酰基高丝氨

酸内酯类（H03@8/0ED6D;-I7,- /3@=D,-;，JKL;）。各种信号分子

的区别在于侧链的长短，饱和度及 # 位碳的取代基。在铜绿

假单胞菌中，已发现 PKL、KKL 和 H0（#0氧0十二酰）高丝氨酸

内酯［H0（#0D4D?D?-@3,D8/）0L0ED6D;-I7,- /3@=D,-，#0Q4D0N)$0KOL，

Q?RKL］等 多 种 信 号 分 子［!］。根 癌 农 杆 菌（ ,*-&2)+3#-4$’
3$’#5)+4#(" H.L!），产 紫 色 杆 菌（ 6.-&’&2)+3#-4$’ 74&/)+#$’
N]%$"）和大肠杆菌（ 8"+.#-4+.4) +&/4 FOP!%)）是经常使用的 #
种指示菌，用于检测信号分子的种类和含量。

革兰氏阴性细菌中，广泛存在着 S3@O[S3@J 全局性双元

调控系统，与菌群传感相关联［1］。S3@O 是一种跨膜传感激

酶，当菌体生长达到一定密度时，它能接受某种胞外信号（何

种物质迄今未确定［1］），使配位因子 S3@J 磷酸化，S3@J 被激

活后，在转录或转录后水平上全局性地调控各种细菌生命活

动如次生代谢产物合成、蛋白质分泌、菌体移动及色素的生

成等［"，&］。

假单胞菌株（!"#$%&’&()" ;F>）G)’ 从上海郊区甜瓜根际

土壤中分离获得，是一株植物根际促生菌［’］。本文鉴定分析

了 G)’ 菌株中 JKL; 的种类，研究了基因 *)+, 对 JKL; 类信

号分 子 合 成 以 及 对 次 生 代 谢 物 吩 嗪0)0羧 酸（TE-,3U7,-0)0
@3IMD48/7@ 3@7?，TNJ）生 物 合 成 的 调 控 作 用，研 究 结 果 表 明

S3@J 可能通过多条途径调控 TNJ 的生物合成。

" 材料和方法

"*" 材料

"*"*" 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 )。

"*"*+ 培 养 基 和 培 养 条 件：大 肠 杆 菌 培 养 基 采 用 L+I730
P-I=3,7（LP）［A］，#&^振荡培养。根癌农杆菌（, > 3$’#5)+4#("）
H.L! 和产紫色杆菌（6 > 74&/)+#$’）N]%$" 的培养基采用 LP，

$’^振荡培养。假单胞菌的培养基为 TTG 和 _GP［’］，$’^振

荡培养。产紫色杆菌 N]%$" 层析板培养基采用 LP 软胶，根

癌农杆菌 H.L! 则采用软胶，$’^培养箱培养。LP 软胶：每

升含胰蛋白胨 )%C，酵母提取物 )%C，H3N/ &‘&C，琼脂 ’‘1C；软

胶：每升含葡萄糖 $C，琼脂 ’‘1C；相应固体培养基加琼脂 )1C。



胰蛋白胨购自 !"!#$ 公司。抗生素用量（!%&’(）：卡那霉素

（)’）*+，氨苄青霉素（,-）.++，庆大霉素（/’）0+，壮观霉素

（1-）.++，四环素（23）4*（大肠杆菌）、.++（假单胞菌）。液体培

养时，摇床转速为 .5+6&’78（大肠杆菌）或 44+6&’78（假单胞菌，

根癌农杆菌和产紫色杆菌）。

表 ! 菌株和质粒

29:;< . 1=6978> 98? -;9>’7?>
1=6978> @6 -;9>’7?> AB9693=<67>=73> 1@C63<

1=6978>
!"#$%&’&()" >-D E.5 FB7G@>-B<6< 7>@;9=<?，HA,I H;= I ,-6 1-6 2B7> (9:
! D >- DE.5/ HA,I H;= J ,-6 1-6 )’6，*)+, 2B7> (9:
! D )#-$*.(&") H,!. K7;? =L-< $7<=<6 M99>
/ D +&0. $M*" -#+,. #(%,. *1-,NO 23.P . 3"%F.Q（ -4 J ’4 I ）"$5R00 -#0,. 2B7> (9:
, D 2$’#6)+.#(" S2(0 17%89; ’@;<3C;96 6<-@6=<6，/’6 $7<=<6 M99>
7 D 8.&0)+#$’ AT+4O 17%89; ’@;<3C;96 6<-@6=<6，)’6 $7<=<6 M99>

H;9>’7?>
-ERO+.* HU>.P-.*, / D +&0.P5"#$%&’&()" >BC==;< U<3=@6 V@6 =698>;9=7@8 0)+9 VC>7@8> 98? -6@’@=<6 -6@:78%，236 $7<=<6 M99>

-ER#W 5N5:- /+&F#P!"2# HAF 9’-;7V7<? V69%’<8= 3@8=97878% *4X:- $S, ><YC<83<
C->=6<9’ @V =698>367-=7@89; >=96= >7=< @V -30: 3;@8<? 78=@ -ERO+.*，236 2B7> >=C?L

-1)6B;# -Z;C<>367-= 1) [7=B .\N]: ;<)# 98? =.(?$ V69%’<8= 3966L78% -30:，,-6 2B7> (9:

.\.\X 酶和试剂：!1-&<#"2 $S, 聚合酶购自 29)9F9 公司；各

种限制性内切酶、20 $S, 连接酶、FS, 酶及 $S, 分子量标记

物购自 EZ# 公司。"P/9; 购自上海 198%@8 公司。其它生化试

剂级别均为分析纯。薄层层析（2(A）板 A.5P^4*0> 购自 E<63]
公司，ZM(、MM( 标样购自 ^;C]9 公司。

图 ! 构建 !"#$’"’#%&’ 翻译融合表达质粒

^7%D . A@8>=6C3=7@8 @V <_-6<>>7@8 -;9>’7? @V =698>;9=7@89; VC>7@8 -30:’P’0)+9 D ,：HAF -6@?C3=> V@6 3@8>=6C3=78% -30:’P’0)+9 VC>7@8D .\ E@;<3C;96
’96]<6；4\ HAF V69%’<8=> @V 5N5:-D Z：HBL>739; ’9- @V =698>;9=7@89; -30:’P’0)+9 VC>7@8 3@8>=6C3=>D 1$，-C=9=7U< 1B78< $9;%968@ ><YC<83<D -30:
><YC<83<> 96< >B@[8 :L B<9UL :;93] ;78<>，0)+9 :L [B7=< :@_<>D H-30:，=B< -6@’@=<6 @V =B< -30: %<8<D

!#$ %&’ 常规操作技术

质粒抽提、酶切、连接、转化等操作参照文献［N］进行。

!#( 信号分子提取和薄层层析板展层及显色

信号分子提取和薄层层析及显色参照文献［0］进行。

!#) *+, 反应

质粒 -1)6B;# 为 -Z;C<>367-= 1) 的衍生物，含有 E.5 菌株

的 -30: 基因的完整片段。根据 -30: 基因及其上游区域核苷

酸 序 列 设 计 4 条 引 物。 引 物 .：*‘P,/,/,//,,22A,A
,,222/A2A,/A/2/A22PX‘（划线序列为 /+&F#酶切位点）；

引物 4：*‘PA2A2A2A2/A,/22/A,//A2//,AA,/,,2,PX‘（划

线序列为 !"2#酶切位点），由上海英骏生物技术有限公司

合成。以 -1)6B;# 质粒为模板，进行 HAF 反应。HAF 反应体

系（*+!(）：.+ a HAF ZCVV<6 *!(，?S2H（4\*’’@;&(）0!(，引物 .
和引物 4（4+-’@;&!(）各 .!(，模板 $S, +\4!(，采用 HL6@:<>= 酶

（*b&!(）+\4!(，重蒸水 X5\O!(。

!#- !"#$’"’#%&’ 翻译融合报告质粒的构建

用引物 .、4 从质粒 -1)6B;# 上 HAF 扩增出长度为 5N5:-
的片段（图 .P,），含有基因 -30: 起始密码子 ,2/ 上游的 *4X:-

（包括 -30: 完整启动子区域和 FZ1 结合区域等）以及下游

XQ*:-，经 /+&F#和 !"2#酶切后克隆到载体 -ERO+.*，得到

带有 6B;#’P’;93W 翻译融合的表达质粒 -ER#W（图 .PZ）。

!#. !"半乳糖苷酶活性测定

携带 -30:’P’0)+9 翻译融合表达质粒的假单胞菌野生型

菌株 E.5 和 *)+, 突变菌株 E.5/ 培养过夜，按 .c的接种量

分别接种于装有 *+’( )EZ 和 *+’( HHE 培养基的三角瓶中

（容积 4*+’(），45d、44+6&’78 震荡培养。在不同培养时间

点，取样测定%P半乳糖苷酶活性，测定方法参照文献［N］。

!#/ 生长曲线及抗生素产量测定

具体操作参照文献［.+，..］，菌株 E.5 和突变株 E.5/ 在

各装有 *+’( )EZ 或 HHE 培养基的 4*+’( 三角瓶中发酵，40B
后分别或同时加入 ZM(（纯品终浓度. a .+J *’@;&(）、MM(（纯

品终浓度 . a .+J O ’@;&(），对照不加 ZM(、MM(。每隔 .4B 取

样，测定 >?O++值及 HA, 产量，* 次重复，取平均值。

$ 结果

$#! 假单胞菌株 0!1 中 ’23 类信号分子的鉴定

在图 4P, 中，第 . 道为标样，上、下两点分别是 ZM(（. a
.+J X’@;&(）和 MM(（. a .+J * ’@;&(）。在 HHE 和 )EZ 培养基

中，菌株 E.5 产生的信号分子分别见 0、* 道，ZM( 和 MM( 的

合成 量 估 计 为 4 a .+J * ’@;&( 和 0 a .+J O ’@;&(。因 为 7 D
8.&0)+#$’ AT+4O 对 XP羟 基P乙 酰 高 丝 氨 酸 内 酯（XPBL?6@_LP
,M(>）不敏感［.4］，且 X 位有取代基的 ,M(> 迁移率大于无取

代基的 ,M(>［0］，因此推测位于中间的斑点是 SPXP氧P己酰高

丝氨酸内酯［SP（XP@_@B<_98@L;）P(PB@’@><678< ;93=@8<，XP!_@PAOP
M1(，!MM(］。 , D 2$’#6)+.#(" S2(0 能鉴定 A0PA.4 的 XP!_@P
,M(> 和 XPBL?6@_LP,M(> 以及 AOPA.4 的无取代基的 ,M(>。其

中 XP!_@P,M(> 和 XPBL?6@_LP,M(> 的 FV 值相同，但 XP!_@P,M(>
显色 时 拖 尾，XPBL?6@_LP,M(> 及 侧 链 X 位 碳 上 无 取 代 基 的

,M(> 显色时不拖尾［0］。图 4PZ 中，*、O 道分别是菌株 E.5 在

)EZ 和 HHE 培养基中的信号分子，以 ! D )#-$*.(&") H,!. 的

信号分子［0］为参照，表明菌株 E.5 中有 4 种 ,M(>，从下往上

NQ0汤湘雍等：假单胞菌株 E.5*)+, 基因对 ZM(和 MM(合成正调控及对 HA,合成负调控无相关性 D &微生物学报（4++O）0O（X）



依次 是：!"#"氧"癸 酰 高 丝 氨 酸 内 酯［!"（#"$%$&’()*$+,）"-"
.$/$0’12*’ ,)(3$*’，#"4%$"567"89-，4:8-］和 !"#"氧"辛酰高丝

氨 酸 内 酯［!"（#"$%$$(3)*$+,）"-".$/$0’12*’ ,)(3$*’，#"4%$"5;"
89-，448-］。在本实验条件下，可以初步确定菌株 <6; 中

能产生 = 种信号分子。

图 ! 信号分子的薄层层析图

>2?@A B.’ B-5 C1$D2,’ $D E8-0@ E：9)/C,’0 F’1’ G20H),2I’& F23. ! @
"#$%&’()* 5J7AK 1’C$13’1 031)2* @ 6L M8- )*& 88-；A，=L E8-0 D1$/
<6;N )*& <6; 1’0C’(32G’,+ 2* O<M (H,3H1’；#，PL E8-0 D1$/ <6;N
)*& <6; 1’0C’(32G’,+ 2* QQ< (H,3H1’@ M：9)/C,’0 F’1’ G20H),2I’& F23.
+ @ ,)*(-&’#(./ !B-PL 6L M8- )*& 88-； AL E8-0 D1$/ 0 @
&(1)2#.$/& QE46；#，=L E8-0 D1$/ <6;N )*& <6; 1’0C’(32G’,+ 2*
O<M (H,3H1’；P，KL E8-0 D1$/ <6;N )*& <6; 1’0C’(32G’,+ 2* QQ<
(H,3H1’@

!"! 突变菌株 #$%&中 ’() 类信号分子的鉴定

突变株 <6;N 的构建见文献［;］。在 O<M 和 QQ< 培养基

中，突变株 <6;N 产生的信号分子见图 A"E 第 A、# 道。与标

样相比，突变株 <6;N 中，M8- 和 88- 的合成量估计为 A R
67S K/$,T- 和 P R 67S U/$,T-，但检测不出 488-。图 A"M 第 #、P
道分别是突变株 <6;N 在 O<M 和 QQ< 培养基中的信号分子。

与 0 @ &(1)2#.$/& QE46 相比，突变株 <6;N 中只能检测出 A 种

信号 分 子，从 下 往 上 依 次 是 4:8-、448-。这 样，突 变 株

<6;N 中共检测出 P 种信号分子，但与野生株 <6; 相比积累

量明显下降。

!"* !"#$ 基因对 %&’(’+’’"#) 翻译融合表达的调控作用

为了 阐 明 N)(E 正 调 控 信 号 分 子 的 作 用 机 理，构 建

13%4’"’%&’5 翻译融合表达质粒 C<VWX，分别导入野生型菌株

<6; 和突变菌株 <6;N，测定!"半乳糖苷酶活性，分析 ?)(E 基

因的突变对 13%4’"’%&’5 翻译融合表达的影响。在 O<M 和

QQ<培养基中，菌株 <6;（C<VWX）和 <6;N（C<VWX）的生长曲

线见图 #"E，两个菌株的生长情况（67K77）无明显差异。然而

整个生长周期中菌株 <6;（C<VWX）的 13%4’"’%&’5 翻译融合表

达水平无论在 O<M 还是在 QQ< 培养基中都高于菌株 <6;N
（C<VWX）（图 #"M）。K.、6A.、6;.、AP.、#7. 和 #K. 的!"半乳糖苷

酶活性（<2,,’1 H*230）测定结果显示，在 O<M 和 QQ< 培养基

中，突变株 <6;N（C<VWX）的!"半乳糖苷酶活性仅为野生株

<6;（C<VWX）的一半左右表明 2&’+ 基因的突变使 13%4’"’%&’5
翻译融合表达水平下降，说明 N)(E 在基因表达水平上正调

控 13%4 基因的表达。

!", 添加过量外源 -() 和 (() 对突变株 #$%& 合成 ./’
的影响

在 O<M 和 QQ< 培养基中，突变株 <6;N 发酵培养 AP.
后，分别加入 M8- 和 88-，检测外源信号分子对 Q5E 产量的

影响。分别或同时添加 M8-、88- 后，与不添加信号分子相

比，突变株 <6;N 的生长无显著变化。Q5E 的产量也无显著

变化。实验结果说明在突变株 <6;N 中，添加过量 M8- 和

88- 对 Q5E 的合成没有显著影响。
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!"0 添加过量外源 -() 和 (() 对野生株 #$% 合成 ./’
的影响

在 O<M 和 QQ< 培养基中，菌株 <6; 发酵培养 AP. 后，分

别加入 M8-、88-、M8- 和 88-，检测外源信号分子对 Q5E 产

量的影响。分别或同时添加 M8-、88- 后，与不添加信号分

子相比，野生株 <6; 的生长无显著变化；菌株 <6; 在分别或

同时添加 M8-、88- 后 Q5E 的产量也无明显变化。实验结果

表明在野生型菌株 <6; 中，添加过量的 M8- 和 88- 对 Q5E
合成无明显作用。

* 讨论

无论在 O<M 还是 QQ< 培养基中，假单胞菌株 <6; 都能

产生至少 = 种 E8-0：M8-、88-、488-、448- 和 4:8-。在突

变株 <6;N 中，能 检 测 出 P 种 E8-0：M8-、88-、448- 和

4:8-，突变株 <6;N 中的 P 种信号分子合成量较少，表明

2&’+ 基因对信号分子的合成起着正调控的作用。但是，2&’+
基因突变后，信号分子并没有完全消失，说明信号分子合成

并不完全依赖于 N)(E 的调控作用。本研究结果还显示，

2&’+ 基因编码产物对 13%4’"’%&’5 翻译融合表达具有促进作

用，翻译融合构建包括翻译水平和转录水平两个层次，2&’+
基因可能在翻译水平，转录水平或同时在这两种水平上正调

控 13%4 基因的表达。Q’002 等［6#］在 0 @ &(1)2#.$/& QE46 及其

2&’+ 突变株 QE4KA;6 中证明 N)(E 最终在转录水平上正调控

13%4 基因的表达，菌株 <6; 中的 2&’+ 基因对 13%4 基因的调控

水平有待进一步研究。

突变株 <6;N 中的信号分子 M8- 和 88- 的合成量与野

生株 <6; 相比明显减少，是否可假设 N)(E 对 Q5E 合成的负

调控作用［;］是通过调节 M8- 和 88- 的表达量实现的？但

是，添加过量外源 M8- 和 88- 的实验证明，无论在 O<M 还

是 QQ< 培养基中，野生株 <6; 和突变株 <6;N 中的 Q5E 产量
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都没有明显变化，表明上述假设不成立。据文献报道，!"#$
通常在 % & %’( )*+,-# 的浓度激活诱导（或抑制）相关靶基因

的转录［%.］。在菌群传感级联放大系统中，/0! 合成基因簇主

要受到 !"#$ 基因的正调控［%1］，实验结果表明，突变株 2%34
中的 5"# 和 ""# 的量有一定程度的降低，但可能已经超过

开启 /0! 合成基因簇表达所需要的阈值，因此 /0! 能够正

常合成。由于 467! 对 !"#% 的转录有正调控作用［%8］，突变株

2%34 中 9:,9 表达量减少，鉴于“短板效应”，过量添加的外

源 5"# 和 ""# 不能结合到 9:,9 上，从而具有调控活性的

5"#;9:,9 或 ""#;9:,9 复合物总量并没有增加，因此无法过

量合成 /0!。野生株 2%3 中，9:,< 和 9:,9 表达量都处在正常

水平，因此过量加入 5"# 和 ""# 也无法过量合成 /0!。通

过以上实验和分析可以得出推测，假单胞菌株 2%3 中 &’()
基因对 5"# 和 ""# 合成的正调控作用及其对 /0! 合成的负

调控作用之间没有明显的相关性；菌株 2%3 中 467! 对 /0!
合成的负调控作用，可能是直接或通过非 !"#$ 类中间调节

因子间接地作用于 /0! 合成基因簇来实现的。
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