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摘 要：设计引物从假单胞菌 D%4 基因组 )EF 中扩增并获得 !"#$ 基因的 ’/4-G 保守区段。以此为探针，从假单胞

菌基因组文库中克隆了包括 !"#$ 基因全序列及其相邻序列的 ’B%H- %&#I!8’(#!片段。通过抗性基因（抗庆大霉

素基因）的定点插入构建了"’4亚基缺失突变株 D%4J。KLMN 检测结果显示，"’4 亚基缺失引起该菌株的抗生物质合

成代谢的显著变化。与野生株相比，缺失突变株的吩嗪8%8羧酸在 LLD 和 1D3 中 # 种培养基中合成量由 04#>O,M
和 %$B##>O,M 分别减少到 #$B!#>O,M 和 $#>O,M；而缺失突变株的藤黄绿脓菌素则相反，在 LLD 和 1D3 两种培养基

中合成量由 $B0#>O,M 和 #$B0#>O,M 分别提高到 /0B!#>O,M 和 %40B"#>O,M。表明"’4亚基可区别性调控假单胞菌 D%4
的抗生物质合成代谢。 !"#$ 基因的互补实验和两种抗生素基因与$8半乳糖苷酶基因的翻译融合表达实验进一步

验证了上述的结果："’4亚基正调控吩嗪8%8羧酸的表达，而负调控藤黄绿脓菌素的表达。
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在不同生长时期或不同的胁迫因子作用下，原

核生物 通 过 诱 导 表 达 不 同 的"因 子 并 不 断 与 由

%#$$Q 等亚基组成的核心酶竞争结合，从而启动不同

的基因转录与表达并以此适应复杂多变的环境［%］。

研究显示，在多种革兰氏阴性菌和一些革兰氏阳性

菌生长的不同阶段，已涉及的"因子有 #$ 种以上。

在大肠杆菌等革兰氏阴性细菌中，当细菌由对数期

进入稳定期时，通过更换"因子从而启动并调节细

菌的 次 生 代 谢 的 过 程［#］。其 中"’4，即"J（ 又 称

IGCJ），就 是 此 时 转 录 并 表 达 的 一 种 重 要 调 节 因

子［’］。

"’4亚基缺失的效应是多重的。在进入对数期

以后，不仅突变株对各种胁迫因子如饥饿、温度、盐

浓度、K#R# 及各种营养因子等的敏感性增强，而且

突变株的次生代谢也受到了明显影响［!，0］。在荧光

假单胞菌 LS80 中，当抗性基因插入 !"#$ 基因使"’4

因子缺失时，突变株抗生物质合成代谢的特征为：硝

吡咯素（L.T）的合成完全被抑制；藤黄绿脓菌素（L7U）
和 #，!8二乙酰基间苯三酚（L@7）的合成量显著增

加［!］。在荧光假单胞菌 NKF$ 中，当"’4亚基缺失后，

突变株在抗生物质合成代谢上表现出与 LS80 不同

的调控方式［"］。虽然在藤黄绿脓菌素的代谢上表现

一致，但 !"#$ 在突变前后的 #，!8二乙酰基间苯三酚

的合成并未出现明显的变化。由此不难发现，同属

假单胞菌，不同菌株的"’4因子缺失对次生代谢的调

控作用存在种间差异。此外，在有关病原菌"’4因子

的功能研究中发现，病原菌的毒力因子的合成与分

泌多与"’4亚基表达有关［/］。

假单胞菌 D%4 是一种从土壤中分离的对引起

多种植物病害的病原真菌有抑制或杀灭作用的生防

菌株。已有研究表明，其生防功能归功于分泌的吩

嗪8%8羧酸（LNF）和藤黄绿脓菌素两种抗生物质［4］。

据现有文献报道，同时合成 LNF 和 L7U 的菌株仅此

一种［&］。在对另一调控因子 V:+F 的研究中发现，

V:+F 表现出不同于其它假单胞菌的特有的调控方

式和策略［%$］。为了探知"’4 转录因子对上述两种抗

生物质的影响，本研究首先通过设计引物，从假单胞

菌 D%4 基因组中扩增并克隆了 !"#$ 基因的部分保

守区段。以该 LNI 产物作探针进行菌落原位杂交，

从基因组文库中克隆了该基因的全序列及两侧的相



邻片段。然后利用抗性基因的定点插入和基因同源

重组技术，构建了!!" 因子缺失株 #$"%。通过野生

株和缺失株的 &’( 和 &)* 生物合成量的比较与分

析，表明!!"因子可对 &’( 和 &)* 合成代谢进行区别

性的调控。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：本研究所涉及的菌株与质粒见

表 $。

表 ! 菌株和质粒

+,-’. $ %(/,012 ,13 4’,25032
%(/,012 ,13 4’,25032 )6,/,7(./02(072 %89/7.
%(/,012

! : "#$% ;<=" &’"($ ’)*($ +,&(>? -.%@$ ./*A$B（ &0@ 10 C ）/23DEE &’$($ F,- 78’’.7(081
! : "#$% %#$G H@ -.%@ $ -.&@ $ $’24? &’"( -#)(I$ $5"6$ /23!EE（#9)C ）#@ J5/ ［$B］

7/’2*#1#)5/ 24: #$" K0’3 (L4.，&)*，&’( 4/8397./，%4.A F,- 78’’.7(081
7/’2*#1#)5/ 24: #$"% &)*@，&’( C C 4/8397./，!!"@，%4.A M.1A +602 2(93L

&’,25032
4N’9.27/04( %J )8’D，7’8101O ,13 2.P9.1701O Q.7(8/，*54A F,- 78’’.7(081
4MD#@+ )8’D，7’8101O ,13 2.P9.1701O Q.7(8/，*54A &/85.O,
4MD#% 4MD#@+ .,2L Q.7(8/ 7,//L01O !B"-4 R/,O5.1( 8R &3#8，*54A +602 2(93L
4NF% 4N’9.27/04( %J 7,//L01O !S$T- !"#A$@9.#$ R/,O5.1( 8R &3#8，*54A +602 2(93L
4NF%M &3#8 012./(.3 U0(6 GS"T- 55":$ 7,22.((. 01 4NF%，*54A +602 2(93L
4#D?GGG 4NNA$#)% 8/0，$5"; 1#< C ，+.(A ［$E］

4#D?GGG% 4#D?GGG 7,//L01O !S$T- !"#A$@9.#$ R/,O5.1( 8R &3#8，+.(A +602 2(93L
4AJ%$ )82503 781(,0101O &3#8 O.1. R/,O5.1(，J,1A +602 2(93L
4AJ%I )82503 781(,0101O &3#8 O.1. R/,O5.1(，J,1A +602 2(93L
4V)M5 )’8101O Q.7(8/，M.1A ［$=］

4DW$"+7 %90703. 4’,2503，+.(A ［$?］

4DW% &3#8 01,7(0Q,(.3 U0(6 55":$ O.1. 01 &DW$"+7，+.(AM.1A +602 2(93L

!"!"# 培养基和生长条件：假单胞菌 #$" 产抗生物

质培养基 &&# 和 J#N 的配制以及培养条件参见文

献［"］。大肠杆菌（!/".’&%".%5 "#$%）FN 培养基中抗

生素用量（%OX5F）：卡那霉素（J,1）=G、氨苄青霉素

（*54）$GG、庆大霉素（M.1）IG、壮观霉素（%4.）=G、四

环素（+.(）IG。假单胞菌 #$" 培养基中抗生素用量

（%OX5F）：卡那霉素（J,1）=G、氨苄青霉素（*54）$GG、

庆大霉素（M.1）EG、壮观霉素（%4.）$GG、四环素（+.(）
$I=。

!"!"$ 酶和试剂：多种限制性内切酶、+E ;Y* 连接

酶、;Y* #,/T./ 购自华美生物工程公司；=5> ;Y*
聚合酶购自上海生工生物工程技术服务有限公司，

同位素［"@!I &］3)+& 购自北京亚辉生物科技公司，

&)A 产物回收、;Y* 胶回收试剂盒购自华舜生物工

程公司。其它生化试剂级别均为分析纯。

!"# 基因组 %&’ 的提取

假单胞菌 #$" 基因组 ;Y* 的提取参照文献

［$$］进行。

!"$ !"#$ 基因片段的扩增、克隆与测序

根据假单胞菌等几种革兰氏阴性菌 &3#8 基因

保守区段设计一对引物 &$ 和 &I［E，=，B，$I］。引物序列

为 &$： =Z@++MM*)M)**)M)*M)+M@!Z， &I： =Z@

)M)*MM+*M*)M++M*M)@!Z。以 #$" 的基因组 ;Y*
为模板，&)A 扩增 &3#8 基因。反应条件：>E[ "501；

>E[ $501，==[ $S=501，BI[ I501，!G 个循环；BI[
$G501。

回收 &)A 产物（约 EGG-4）并与 4MD#@+ .,2L 载

体连接后转化 ! : "#$% ;<="，筛选阳性克隆 4MD#%。

其中质粒提取、;Y* 酶切、电泳、;Y* 胶回收和连

接，感受态细胞制备和质粒 ;Y* 转化均参照相关文

献［$!］进行。酶切验证后的 4MD#% 委托上海博亚

生物技术公司测序。

!"( 菌落原位杂交和 !"#$ 基因及相邻片段的克隆

为获得假单胞菌 #$" 的 &3#8 基因全序列，用同

位素标记的 !B"-4 &3#8 基因 &)A 片段探针进行菌

落原 位 杂 交。将 所 得 的 阳 性 柯 斯 质 粒 4AJ%$ 和

4AJ%I 分别用几种常见内切酶酶切后进行 %89(6./1
杂交。得到一条 !S$T- 的 !"#A$@9.#$片段分别

克隆于 4N’9.27/04( %J 和 4#D?GGG［$E］。其中探针标

记、菌 落 原 位 杂 交 和 %89(6./1 杂 交 等 方 法 按 文 献

［$!］进行。

!") !$*缺失突变株 +!*, 的构建

从 4V)M5 中 切 取 GS"T- 815$片 段（ 含 有

55":$ 抗 庆 大 霉 素 基 因 盒）［$=］，插 入 4NF% 中 经

GE> MD \0@6. ’- 5$ : X("-5 ?%"&#<%#$#+%"5 8%)%"5（IGG?）E?（?）



!"#$%& ’()*+#$,（-./ 0%"1+#()2#!）补平的!"#3!位

点。从所获质粒中切取 45678 的 $%&9!:’(&!片

段，克 隆 于 自 杀 质 粒 0;<=>?@ 中［=A］。 所 得 质 粒

0;<B 以电击法转化 $ C %&)* BD=E［=F］。将携带 0;<B
的 BD=E、受体菌株 D=> 分别接种于 4+G 含有相应

抗生素的 GH 液体培养基中，4FI振荡培养过夜。分

别从两种菌悬液中取 JEE"G 离心，弃上清。经 =+G
GH 培养基洗涤后将菌体混匀于 =JE"G 的 GH 中，点

种于无抗生素 GH 平板中央的直径为 K@+ 无菌微孔

滤膜上，并在 4FI下培养 =E L =>M。然后，刮取菌体

稀释 于 =+G 的 GH 培 养 基 中，涂 布 于 含 N#$OE、

B0#=EE 和 >P蔗糖的 GH 筛选平板并在 4FI下培养

O> L FKM。挑取所得克隆分别用无菌牙签接种于含

N#$OE和含 ?#,=KJ 平板的一一对应位置。凡是在

?#, 平板不生长而在 N#$ 平板上生长的相应克隆表

明已发生双交换，即获得假单胞菌 D=> 的#4>亚基缺

失突变株 D=>B。

!"# !"#$ 基因的互补实验

为了证实#4> 亚基缺失对次生代谢的影响以及

+,&- 基因定点突变真实性，将携带 +,&- 基因的穿梭

质粒 0D;AEEEB 分 别 转 化 野 生 株 D=> 和 缺 失 株

D=>B。测定抗生物质 QR/和 Q", 的产量并比较分析。

!"$ 翻译融合表达载体的构建与!%半乳糖苷酶活

性测定

为进一步验证#4>对抗生物质 QR/ 和 Q", 合成代

谢的影响，利用已分别构建的翻译融合表达载体

0D;S/（ ,(./T:T )"%0）和 0D;/S（ ,)1/T:T )"%0）［=E］转化

野生株和缺失株。分别同时在 !DH 培养基中培养，

参照 DU""#( 法［=K］测定$:半乳糖苷酶活性。

!"& ’() 和 ’*+ 的定量测定

为了确定#4>亚基缺失后对 QR/ 和 Q", 合成的影

响。将野生菌株 D=> 和缺失菌株 D=>B 分别接种于

QQD 和 !DH 培养基中进行 K>I发酵培养。接种过

程为：挑取相应的单克隆接种于 JE+G 的 !DH 种子

培养基中，K>I、KKE(V+U$ 条件下培养 =KM。按 JP的

接种量将种子放大发酵。具体做法为：用移液管吸

取 F5J+G 发酵后的种子培养基，接种于含有 =JE+G
QQD 或者 !DH 液体培养基的 JEE+G 三角烧瓶中，在

K>I、KKE(V+U$ 条件下进行发酵。每 >M 取样分析，

对两种抗生物质进行 3QGR 定量测定［=E］。

, 结果

,"! !"#$ 基因的克隆、测序和同源性分析

根据设计的引物，以 D=> 的基因组 -./ 为模板

扩增所得 4F>80 的 QR9 产物片段，经 ? 载体克隆、测

序和序列同源性比对，结果表明，QR9 所得序列为该

菌株的 +,&- 基因保守区段。以［%:4K Q］WR?Q 同位素

标记该 QR9 片段，并从基因组文库中钓得 45=78 阳

性片段（N#$H)$7：.%C /XFK>=JF）。比对的结果显

示，该片段第 JJ4 L =JJF 区间的 =EEJ 个核苷酸正是

该基因的开放阅读框，是完整的 +,&- 基因。D=> 的

+,&- 基 因 与 铜 绿 假 单 胞 菌 Q/Y=（ 2 C "3+45*6&7"
Q/Y=）+,&- 序列的同源性最高，达到 66P。此外该

基因与 /.&1&8"%13+ 9*63)"6:**、2 C %()&+&+",(*7 YA、2 C
,41*:" !?KOOE、2 C 7;+*65"3 0ZC ",1"1" RR=KJ 等菌株

同类基因的同源性分别达到 >OP、>4P、>4P、>=P。

相应的氨基酸残基比对的结果显示，D=> 的#4> 亚基

与 2 C "3+45*6&7" Q/Y= 的#4> 同 源 性 最 高，达 到

665JP。

,", 缺失株 -!&. 的 ./0+1234 杂交验证

为了验证突变株抗性基因的插入真实性，分别

提取野生型与突变型菌株的基因组 -./ 并分别用

$%&9!、271!进行双酶完全酶切。杂交结果如图 =
所示，野生型的阳性带位置约在 45=78 左右，而突变

株的阳性带约在 45678 左右，与预期的结果相符

（45=78 序列中插入 E5>78 的 ""%<=抗庆大霉素基因）。

图 ! !"#$ 基因插入突变株的 ./0+1234 杂交

[U*C = B%\,M#($ 8"%, Z#(U’U@),U%$ %’ +,&- *#$# +\,),U%$C =5D=>；

K5D=>BC

,"5 "5&因子缺失对 ’() 合成的影响

根据 QR/ 合成的曲线（图 K），发现缺失株 D=>B
的 QR/ 的合成受到了显著的影响。在 QQD 培养基

中，野生株 D=> 的 QR/ 产量可以达到 J>"*V+G，而缺

失株 D=>B 的 最 大 产 量 只 有 KE5O"*V+G。说 明 在

QQD 培养基中#4>因子缺失导致了 QR/ 合成部分抑

制。推测#4>因子可能对 QR/ 的合成呈正调控作用。

在 !DH 培养基中，野生株 D=> 的 QR/ 的合成只有

=E5K"*V+G；而缺失株 D=>B 的发酵液中却检测不出

QR/ 的存在。由此说明在该种培养基条件下，缺失

株 D=>B 的 QR/ 合成因#4> 因子缺失受到了完全抑

制。两种菌株在两种培养基中的 QR/ 合成量以及

受影响程度的差异，主要由于两种培养基的成分不

同造成的（在 Q", 的检测中也同样有此现象）。综合

两种培养基中 QR/ 的 产 量 以 及 与 野 生 型 菌 株 的

=O6葛宜和等：9./ 聚合酶#4>亚基缺失对假单胞菌抗生物质合成代谢的影响 C V微生物学报（KEEA）OA（A）



!"# 产量的比较，有理由推测!$% 因子对抗生物质

!"# 的合成代谢有明显的正调控作用。

图 ! 缺失株 "#$% 和野生株 "#$ 在两种培养基中的

&’( 合成动力学曲线

&’()* !"# +,-./01’-2 -3 145 6’7.819+5 :1,;’2 <=% -, 145 >/1;21 <=%?

’2 !!< -, @<A >5.’/>，,5:+501’B579)

!)* !+$因子缺失对 &,- 合成的影响

在测定上述 !"# 的同时，又分别取样检测了 !71
的合成动态情况。测定结果绘制的曲线如图 $ 所

示，野生菌株 <=% 在 !!< 培养基中 !71 的最高合成

量为 CDE"(F>G，在 @<A 培养基中 !71 的最高合成量

为 *CDE"(F>G。对于缺失株 <=%? 来说，在 !!< 培养

基中 !71 的最高合成量为 HEDI"(F>G，在 @<A 培养基

中 !71 的最高合成量达 =%EDJ"(F>G。由此说明缺失

株因!$%因子缺失导致了 !71 合成的显著提高。可以

推测!$%对抗生物质 !71 的合成代谢有明显的负调控

作用。

图 + 缺失株 "#$% 和野生株 "#$ 在两种培养基中的 &,-
合成动力学曲线
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!). !+$因子的互补验证与"/半乳糖苷酶活性分析

为了检验 !"#$ 基因突变导致!$% 因子缺失所引

起的细胞次生代谢方面的变化，将含有 !"#$ 基因自

身启动子和开放读码框（KL&）的质粒 +<MJCCC? 导

入缺失株 <=%? 中，互补实验统计数据显示（表 *），

!"#$ 基因的导入使缺失株 <=%? 恢复了野生株相关

抗生物质代谢的水平。互补实验证明，缺失株的抗

生物质的变化确与!$%因子缺失相关。

根据 <’775, 法测定的结果表明（图 I），翻译融合

载体 "%&’N8N ()*+ 在野生株中的表达量可达缺失株

中的 O 倍以上。而翻译融合载体 "(,’N8N ()*+ 在缺失

株中的表达量可达野生株中的 =C 倍以上。该结果

相对于缺失株和野生株中的抗生物质 !"# 和 !71 的

代谢变化趋势是一致的。

表 ! 野生菌株 "#$ 及缺失株发酵抗生物质的合成量比较
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图 * 野生株和缺失株对"/半乳糖苷酶表达活性的影响
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! 讨论

假单胞菌 !"# 能够合成并分泌两种抗生物质

$%& 和 $’(，而目前国际上未见分泌此两种抗生物质

的其他菌株报道。该菌株因其特殊性具有相当的研

究价值。同时因抗生物质 $%& 和 $’( 对多种植物的

真菌病害及一些细菌病害有广泛的抑制作用，所以

该菌株在现代生态型、绿色农业的发展中具有潜在

的应用前景。针对于抗生物质合成的相关次生代谢

调控机制的研究，将有利于进一步挖掘该菌株的生

防功效，扩大其在未来农业中的应用。

本部分研究涉及 !"#$ 基因的克隆、测序、定点

突变及!) 缺失突变株构建。结果显示，!) 功能的缺

失使抗生物质 $%& 和 $’( 的合成代谢受到显著影

响，并呈现明显的区别性调控作用。即对 $%& 呈正

调控作用，对 $’( 则呈负调控作用。

% * &#’( 中至少有 + 种!因子（!+,、!+#、!-.）在稳定

期表达并参与相关基因的表达［"#］。在 % * &#’( 和假

单胞菌等革兰氏阴性菌株中，常常通过控制!+#和!-.

的比值来调控相关基因的表达［",］。在稳定期前，!-.

的表达及量占主导地位，即!-. /!+# 的比值高，控制着

一定持家基因的表达。而当菌体生长进入稳定期

时，!+#的表达明显占优且量会超过!-.，即!-. /!+#的比

值要低，此时!+#与!-.竞争结合于 01& 聚合酶，从而

启动依赖于!+# 的稳定期表达的基因表达。以往的

实验表明，!"# 中的!-. 过表达可以提高 $%& 和 $’(
的合成量，同时无法得到!-.基因的抗性基因插入突

变株［#］。说明 !"# 的!-.因子与荧光假单胞菌 %2&.
的!-.因子相似，为抗生物质合成代谢所必需。

根据上述实验可以推论，假单胞菌的 $%&、$’(、

$3’ 和 $45 等抗生物质的合成受到!-. /!+#直接或间接

的调控。在荧光假单胞菌 $678 中，由于 $45 结构基

因的转录可能依赖于!+# 因子，所以当 !"#$ 突变时，

$45 的合成途径被终止了。在假单胞菌 !"# 中，!+#

因子对 $%& 合成的调控可能与 $678 中的 $45 的合成

调控相似。而!+#因子缺失导致 $’( 的合成明显提高

可能有两种解释：（9）一些编码 $’( 生物合成的阻遏

蛋白的基因是依赖!+#因子进行转录的；（99）!+# 因子

作为一种负调节物与相关的 $’( 合成所必需的!因

子竞争结合 01& 聚合酶。对于两种解释的真实性

有待进一步研究证实。
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