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摘要：【目的】假单胞菌株 M#C（ ./012(3(-$/ >8 ? M#C）是从甜瓜根际土壤中分离获得的一株对多种植物病原

菌具有显著拮抗作用的菌株，在菌群传感（H:+.:A >-;>@;K）系统的调控下，能分泌吩嗪E#E羧酸（N3O）以及多种

吩嗪（ 456）类衍生物的抗真菌物质。全局性因子 P<)O 是 M#C 菌株吩嗪类物质的合成与菌群传感系统的重

要调控因子，本文将就 P<)O 对上述两者的调控做进一步研究。【方法】N3Q 基因扩增和测序研究 M#C 菌株

中 N3O 合成基因簇，运用 QREN3Q 及构建 456!E *$"7 转录融合手段研究 M#C 菌株中两个 456 基因簇各自的转

录特征以及受全局性因子 P<)O 的调控作用，运用翻译融合手段进一步研究 M#C 菌株中 P<)O 对菌群传感系

统的调控作用。【结果】M#C 菌株的染色体中存在着两个 N3O 合成基因簇 456!#E8# 和 456!/E8/，与铜绿假

单胞菌株（ . ? $0’1+&-(/$）NO(# 的一致性达 ""S。但是，M#C 菌株 456!/E8/ 基因簇下游的非编码区与 NO(#
菌株不同，存在着三段单位长度为 #!! ,8 的重复序列；在野生菌株 M#C 中，456!#E8# 的转录水平明显高于

456!/E8/，P<)O 促进 456!#E8# 转录，抑制 456!/E8/ 转录，区别性地调控两个 456 基因簇的转录，P<)O 在整

体上抑制 456 基因簇的转录，与 NO(# 菌株中，P<)O 对 456 的调控方式相反；+$"! 基因突变对菌群传感系统

中 *19 家族基因中的 *$/: 表达量无显著影响，但正调控 *$/ 系统下游的 ’5*: 表达量，P<)O 对 456 基因簇表达

的调控部分通过菌群传感系统实现。【结论】在 M#C 菌株和 NO(# 菌株中，P<)O 对吩嗪类产物合成的调控方

式相反，对菌群传感系统的调控也存在着差异性，这些差异可能是两个菌株在各自不同生境下长期进化的

结果。
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假单胞菌株 M#C（ ./012(3(-$/ >8 ? M#C）是本实

验室从甜瓜根际土壤中分离获得的一株对多种植物

病原菌具有显著拮抗作用的菌株，能同时分泌吩嗪

（87-;<T@;-）及 藤 黄 铜 绿 菌 素（8G+=:*-+.@;，简 称 N=*）
等两种不同类型的抗真菌物质，是一株在国际上首

次报道的在同一菌株内产生这两种不同类型抗真菌

物质的假单胞菌株［# ’ /］。对 M#C 菌株中多个调控蛋

白，如 P<)O、P<)1、Q>AO、Q8+1、Q7=0Q、UH>Q 及

6>)Q 等 的 测 序 比 对，与 铜 绿 假 单 胞 菌 株 NO(#（ . ?
$0’1+&-(/$ NO(#）的同源性都大于 "$S，而 #&1 .Q2O

（OV&"&%$/）的 同 源 性 达 到 ""S［#E&］，表 明 假 单 胞 菌

株 M#C 与 NO(# 菌 株 的 基 因 组 具 有 类 似 的 遗 传 背

景。但是，在假单胞菌株 M#C 中，含有长达 %$ W, 的

N=* 合成基因簇及其 相 关 调 控 蛋 白 与 荧 光 假 单 胞 菌

8XE4（ . ? ;*1(’0/0-"0 8XE4）具有高度同源性［/E%］，在 . ?
$0’1+&-(/$ NO(# 中 根 本 不 存 在。本 实 验 对 M#C 菌

株中 456 合成基因簇的序列及其与相邻基因间的间

隔区进行了 N3Q 克 隆、测 序 与 比 对，结 果 表 明 假 单

胞菌株 M#C 的 456 合 成 基 因 簇 与 铜 绿 假 单 胞 菌 株

NO(# 具 有 高 度 同 源 性。 但 是，在 M#C 菌 株 的



!"#$!"%! 基因簇与其下游基因之间的间隔区内，较

#$%& 菌株多存在着一个单位长度为 &’’ () 的三段

重复序列，说明 *&+ 菌 株 与 #$%& 菌 株 在 遗 传 上 存

在着差异。

表 ! 本实验使用的菌株及质粒

,-(./ & 012-345 -46 ).-57365 85/6 34 1935 5186:
*-1/23-.5 ;9-2-<1/23513<5 0=82</
"#$%&’(
& > ’()* ?@A! +,’$& ,-.$& /0+$BC 1"*& "2.3&D（ +4 E 54 F ）26!&’’ +,&$& 0-7(2==GH=55/.
72,6.(5(-82 5) > *"&+ #;$，#.1 )2=68</2，$7)2 0)2 @8 /1 -.（!IIA）

72,6.(5(-82 5) > *"&+J *&+ /8’$：：K72，#;$，#.1 )2=68</2，$7)2 0)2 J/ /1 -.（!II’）

)*%(+&,(
)*L CIII M2=-6"9=51"2-4N/ <.=434N O/<1=2，,/12 *-829=P/2 /1 -. >（&BB+）

)*L CI&A
#O5& )&A$ & > ’()*"72,6.(5(-82 59811./ O/<1=2 P=2 12-45.-13=4-. )8’9 P853=45 -46 )2=7=1/2 )2=(34N，

,/12
@//( /1 -.（!III）

)*L CA!!
#O5&")&A$ & > ’()*"72,6.(5(-82 59811./ O/<1=2 P=2 12-45<23)13=4-. )8’9 P853=45 -46 )2=7=1/2 )2=(34N，

,/12
@//( /1 -.（!II!）

)*LQ$& RCA"() &’(H""721"#;H -7).3P3/6 P2-N7/41 <=41-3434N !"#$& 8)512/-7 2/N3=4 <.=4/6 341= )*L CA!! ,935 5186:
)*LQ$! DII"() &’(H""721"#;H -7).3P3/6 P2-N7/41 <=41-3434N !"#$! 8)512/-7 2/N3=4 <.=4/6 341= )*L CA!! ,935 5186:
)*LCI&A.-5S RIA"() &’(H""721"#;H -7).3P3/6 P2-N7/41 <=41-3434N )82: 8)512/-7 2/N3=4 <.=4/6 341= )*L CI&A ,935 5186:
)TUJ BII() &’(H"";"(" #;H -7).3P3/6 P2-N7/41 <=41-3434N /8’$ <.=4/6 341= )*L CIII J/ /1 -.（!II’）

J-<$ 是 双 组 分 调 控 系 统 J-<0VJ-<$ 位 于 细 胞

质内的应答因子［D］。J-<0 具有激酶功能，位于细胞

膜中，接受外界信号分子后，能自身磷酸化并进一步

活化胞内 的 全 局 性 调 控 因 子 J-<$［+］。广 泛 存 在 于

假单胞菌 中 的 /8’< V /8’$ 双 组 分 系 统，具 有 高 度 保

守性，已经成为假单胞菌的一个遗 传 学 标 记［B］。在

各种具有促生作用的根际假单胞菌株中，如荧光假

单 胞（ 7 > =)6(+,2’,-2 ）菌 株 ;@$I［&I E &&］、#P"A［&! E &A］、

MWB&A［&C E &D］ 和 X&&R［&+］、绿 针 假 单 胞（ 72,6.(5(-82
’")(+(+8!"*2）菌 株 #;W&RB&［&B E !I］、以 及 致 金 色 假 单 胞

（7 > 86+,(=8’*,-2）菌 株 RI"+’［!&］等，/8’< V /8’$ 系 统

对次生代谢产 物 包 括 !，’"二 乙 酰 基 间 苯 三 酚（!，’"
?$#J），藤黄铜绿菌素（#.1），及氢氰酸（@;Y）等合成

基因簇的表达具有正调控作用［!! E !R］。

为了深入研究 *&+ 菌株中 J-<$ 对吩嗪类抗生

物质合成基因簇 !"# 的调控作 用，本 实 验 室 构 建 了

*&+ 菌 株 染 色 体 /8’$ 基 因 失 活 的 突 变 菌 株

*&+J［!］，结 果 表 明 在 *&+J 菌 株 中，吩 嗪"&"羧 酸

（)9/4-Z34/"&"<-2(=[:.3< -<36，#;$）的产量较野生型菌

株有数倍增长，与产吩嗪类的其他假单胞菌株，如铜绿

假单胞菌株 #$%& 相反［!’］，推测在假单胞菌株 *&+ 中，

J-<$ 对 !"# 基因簇的负调控作用具有菌株特异性，对

两个 !"# 基因簇的调控作用有待具体分析。

为进一步查明 /8’$ 基因对假单胞菌株 *&+ 中

!"# 的 调 控 网 络，运 用 H,"#;H 及 构 建 !"#$" )8’9 转

录融合，首次 深 入 研 究 了 J-<$ 对 *&+ 菌 株 中 两 个

!"# 合成 基 因 簇 !"#$&"%& 与 !"#$!"%! 的 区 别 性 调

控机制。

在荧光假单胞菌和绿针假单胞菌中，已经证明

)6> 家 族 类 似 的 !"#:? 系 统 对 !"# 基 因 的 正 调 控 作

用［!A］。在铜 绿 假 单 胞 菌 株 #$%& 中，存 着 在 )6> 家

族类 似 的 )82:3 和 +"):3 两 套 信 号 转 递 的 菌 群 传 感

（\8=287 5/4534N）级联放大系统［!C"!D］，但是，这种这种

级联放大 系 统 对 !"# 基 因 表 达 的 调 控 作 用 有 待 查

明。本实验室 已 证 明 假 单 胞 菌 株 *&+ 中 也 存 在 类

似于 +") 和 )82 的菌群传感系统，该系统能产生多种

酰基高丝氨酸内酯（$@W）信 号 分 子，$@W 能 正 调 控

#;$ 的合成并负调控 #.1 的合成［’］，而 J-<$ 则正调

控 +") 菌 群 传 感 系 统 的 表 达［!+］。 本 实 验 通 过 构 建

)82:" )8’9 翻译融 合 质 粒，测 定 分 析 比 较 融 合 质 粒 在

野生型菌株 *&+ 和 /8’$ 突变菌 株 *&+J 中 的 半 乳

糖苷酶活性，调查了 J-<$ 对 )82 菌群传感系统的调

控作用，发现了 J-<$ 对 *&+ 菌株中 )82 系统表达无

显著影响，即 J-<$ 可能直接作用 于 +") 系 统，而 非

通过 )82 与 +") 的级联放大系统正调控 +") 菌群传感

系统的表达。

! 材料和方法

! -! 材料

! -! -! 菌株及培养条件：假单胞菌株 *&+ 是从甜瓜

土壤根际分离的一株具有产荧光活性的菌株［&］。本

实验采用的其他菌株及质粒见表 &。大肠杆菌采用

WM 培 养 基，RD] 下 培 养［!B］。假 单 胞 菌 株 *&+ 及 其

衍生菌株采用 K*M 培养基，!+]下培养［RI］。假单胞

菌株 的 抗 生 素 使 用 浓 度（单 位：#NV7W：氨 苄 青 霉 素

（$)）&II、壮观霉素（0)）&II 和四环素（,<）&!I。
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! "! "# 引物：引物列于表 !。引物合成及 "#$ 产物

测序委托上海英骏生物技术有限公司及上海生工生

物技术服务有限公司完成。

表 # 本实验设计的引物

%&’() ! "*+,)*- .)-+/0). 12* 34+- -35.6
7(+/2058()23+.) 9):5)08)（;’!<’）&0. $)-3*+83+20 -+3) 925*8)
"$9="#>>? #%@@%>@>>%%#@%%@#%#@##%%#>%#@（!"#$A） %4+- -35.6
"$9="#>@? ##>%>#>>@#%%@##@#%#%@@%#@>%@%>@（$%&.AAA） %4+- -35.6
"$9="#>>! #%%>%#@>>%%#@@#@>>@>#%%##>@@（!"#$A） %4+- -35.6
"$9="#>@! @>>@>%>>@#%%%>##@@>#@#%##>@#>@%（$%&.AAA） %4+- -35.6
"$9="BC=D >@@#%@@>>>@@%%@%#@ %4+- -35.6
"$9="BC=E >@@#%@%@##@#%@%>> %4+- -35.6
"$9="BC9D %#%#@@#@@%@@>>@%@ %4+- -35.6
"$9="BC9E #%@#@@>%>@@#@%%@# %4+- -35.6
"$9=F9#$D #%#>>#%##>@#>>#>>@@ %4+- -35.6
"$9=F9#$E #%#@>>@>%##@#>#@% %4+- -35.6
"$9=">?GHID %#@@#@@%@@>>@%@%# %4+- -35.6
"$9=">?GHIE ###%@@%@#%@@@%%%#% %4+- -35.6
"$9="#>D @@#%>%%@#@>@>>##>#%> %4+- -35.6
"$9="#>E #>>%@#>#@#>@%%%#%@%> %4+- -35.6
"$9=$"7E? @>@#@@@>@@>@#@%%%># J&0 ’( )* K（!HHL）

"$9=$"7E! #@@@#>>>>>>%>>@#>@>@@ J&0 ’( )* K（!HHL）

"$9="#>?D %#>@#@@%>#>@@@>>># %4+- -35.6
"$9="#>?E %##@%@@%##>@%%@# %4+- -35.6
"$9="#>!D @@%%@>>>@@@%%%>##@ %4+- -35.6
"$9="#>!E %##@%@@%##>@%%@# %4+- -35.6
"4M>?"D" >%>%@>>%%#>@#>>%###@#>%>##（!"#$A） %4+- -35.6
"4M>?"E7NO %>%>#%@#>@@#@@#>%#@@%%>%%#（+,( A） %4+- -35.6
"4M>!"D" @%#>@>>%%#>>##@>@>%@#%#>>@%@（!"#$A） %4+- -35.6
"4M>!"E7NO >%%>#%@#>@>#@#>>%%##>@@%%@%#（+,( A） %4+- -35.6
(&-A"D" >#>%@>>%%#@#>@@%%#%#@##>%%#（!"#$A） %4+- -35.6
(&-A"E7NO >#%@#%@#>@>%>@@#@%>@%>>%#@>>@#（+,( A） %4+- -35.6

根 据 铜 绿 假 单 胞 菌 ">7? 的 -./0?P1? 和

-./0!P1! 基 因 序 列 设 计 "$9="#>>?、"$9="#>@?
及 "$9="#>>!、"$9="#>@! 两对引物，分别扩增假

单胞菌株 =?Q 基因组的两个 -./ 基因簇，预计长度

在 I R< S’ 左右。

根据 铜 绿 假 单 胞 菌 株 ">7? 的 -./0?P1? 基 因

簇上 游 -./2 基 因 的 序 列 设 计 引 物 "$9="BC=D、

"$9="BC=E、下 游 -./3 基 因 的 序 列 设 计 引 物

"$9="BC9D、"$9="BC9E；根 据 ">7? 的 -./0!P1!
基 因 簇 上 游 4,"5 基 因 的 序 列 设 计 引 物

"$9=F9#$D、"$9=F9#$E、下游 +0?GHI 基因的序列

设计 引 物 "$9=">?GHID、"$9=">?GHIE，分 别 "#$
扩增假单胞菌株 =?Q 基因组的两个 -./ 合成基因簇

的上下游基因及结构基因序列。

以假单胞菌株 =?Q 中两个 -./ 基因簇的第一个

基 因，-./0? 和 -./0! 基 因 作 为 $%P"#$ 的 目 标 基

因，这两个基因的长度均为 TQG ’U，具有 Q? RIV的同

源性，共有 <GG 个碱基一致。为研究 @&8> 在转录水

平对 =?Q 菌 株 中 "#> 合 成 的 总 体 调 控 作 用，利 用

-./0? 和 -./0! 中 的 同 源 序 列，设 计 一 对 引 物

"$9="#>D 和 "$9="#>E，对 =?Q 菌 株 8EO> 中 的

-./0? 和 -./0! 的 8EO> 一并进行 "#$ 扩增，测定总

体转录水平上 @&8> 对 =?Q 菌株中 -./ 合成基因簇

的调控作用。

在 -./0? 和 -./0! 基因序列的非同源区域内设

计 了 "$9="#>?D、"$9="#>?E 及 "$9="#>!D、

"$9="#>!E 两对引物，特异性 地 对 =?Q 菌 株 8EO>
中的 -./0? 和 -./0! 的 8EO> 分别进行 "#$ 扩增，用

以研究 @&8> 在转录水平上对每一个基因簇的特异

性调控作用。选用持家基因 6-#7［<?］为内标基因，以

引 物 "$9=$"7E? 和 "$9=$"7E! 开 展 $%P"#$，校

验目标基因的转录水平。

设计引物 -./0?"D" 和 -./0?"E7NO，"#$ 扩增

=?Q 菌株基因组中 -./0? 上游包含启动子 <I; ’U 的

区域，以 构 建 转 录 融 合 质 粒 -./0?P *)"8 及 -./0!P
*)"8。

QH<? =+0/:+ 94+ )3 &( K W 0"() 2%"6#9%#*#:%") 3%&%")（!HHG）TG（?H）
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设计引物 !"#$!"! 和 !"# #!$%&’，!() 扩增 *+,
菌株的基因 组 中 长 为 -./ 01 的 !"#$ 启 动 子 及 结 构

基因中少量氨基酸编码区域，以构建翻译融合质粒

!"#$‘2 ’!"%&。

! "! "# 主要试剂和仪器：限 制 性 内 切 酶、$’3 聚 合

酶（包括用于克隆高 4( 比的 53 678 $’3 聚合酶）、

$’3 分子量 标 记 和 其 他 相 关 工 具 酶 来 自 下 列 供 应

商：6797)7 和 *:# ;<=><?@7A，BC 离心柱基因组 $’3
提取试剂盒（D7?EF?），染色体 $’3 提取试剂盒（申能

博彩），反转录试剂盒（*:# ;<=><?@7A），DG:) 4=<<? #
染料，常规及荧光定量 !() 扩增仪（B11<?HF=I），"J2
K... 紫外分光光度计（"’#(%），4#D2+... 型凝胶成

像 系 统（ 67?F? ）， /L+/$ 型 高 速 台 式 离 心 机

（B11<?HF=I）。

! "$ %&’ 扩增 !"# 基因簇

采用长 片 段 !() 反 应 体 系（/.!5）：K M 高 4(
比 53 ’"( $’3 聚 合 酶 缓 冲 液 K/ !5，H’6!（ 各

K N/ >>FO）,!5，引物 + 和引物 K（K.!>FOP5）各+!5，

模 板 $’3 +（+!EP!5），6797)7 53 ’"( 聚 合 酶 ）

. N/!5（K N/ "），重 蒸 水 +- N/!5。 !() 反 应 条 件：

QLR / >S?，QLR + >S?，/TR + >S?，UKR +. >S?，-.
次循环，UKR -. >S?。采用申能博彩提供的试剂盒，

提取 *+, 菌株的染色体 $’3。

! "# %&’ 扩增 !"# 基因簇上、下游基因

!() 反应体系参照生产商提供的操作规范及扩

增序列的长度等因素共同决定。

! "( ’)* 提取及 ’+,%&’ 测定 !"# 基因簇的转录物

在 9*: 培养基中，当假单胞菌株 *+, 和 *+,4
的菌体密 度（ )*T.. ）达 到 K N. V K NL 时，提 取 菌 体 总

)’3。采用 BC 总 )’3 提取离心柱试剂盒（D7?EF?）

提取 )’3，采用 *:# ;<=><?@7A 试剂盒反转录合成第

一条 W$’3 链并 !() 扩增，依供应商提供的规范进

行操作。

每个 K/!5 的 !() 反应体系包括：K!5 W$’3 样

品；+ M !() 缓 冲 液；K..!>FOP5 H36!、H46!、H(6!、

$66!；每条引物各 +!>FOP5；K N/" ’"( $’3 聚合酶。

!() 反应按照以下步骤：首先在 QLR下反应 / >S?；

然后，以 QLR，L. A；，/LR，L. A；UKR，L. A 为一个循

环，循环 K/ 次。所有 W$’3 经 !() 扩增后的产物均

通过直 接 测 序 予 以 验 证。 半 定 量 )62!() 分 析 取

U!5反 应 产 物 在 ,.J、KX 琼 脂 糖 和. NU!EP>5 溴 乙

锭的电泳体 系 中 电 泳L. >S?，在 凝 胶 电 泳 成 像 仪 中

成像并采用 4<O2!=F 3?7OYZ<= [<=ASF? - N+ 软件进行分

析。荧 光 定 量 )62!() 选 用 DG:) 4=<<? # 作 为 染

料。所有 )62!() 反应均重复 - 次。

! "- 转录融合 !"#$!, %&’( 及 !"#$$, %&’( 的构建

构 建 图 见 图 -2(。 设 计 引 物 +,-.+!"! 和

+,-.+!$%&’（表 +），!() 扩 增 *+, 菌 株 基 因 组 中

+,-.+ 上游包含 启 动 子 -T/ 01 的 区 域，直 接 测 序 验

证，经 /%0)#21#2 # 酶 切 插 入 质 粒 1*BT/KK，以 构 建

1*BC3+，即 +,-.+2 !"%& 转 录 融 合 质 粒。同 样，设 计

引物 +,-.K!"! 和 +,-.K1$%&’（见表 +），!() 扩增

*+, 菌株的基因组序列中 +,-.K 上游包含启动子的

U.. 01 的区域，测序验 证 后，经 /%0)#21#2 # 酶 切，插

入质 粒 1*BT/KK，以 构 建 1*BC3K，即 +,-.K2 !"%& 转

录融合质粒。

! ". 翻译融合 %&)*‘,’%&’( 的构建

融合质粒的构建图见图 T2:。设计引物 !"#$!"!
和 !"# #!$%&’（表 +），!() 扩增 *+, 菌株的基因组

中长为 -./ 01 的 !"#$ 启 动 子 及 结 构 基 因 中 少 量 氨

基酸编码区域，测序验证，*+, 菌株的与 !3%+ 菌株

的 !"#$ 基 因 具 有 约 QQ N/X 的 一 致 性，经 /%0)#21#2 #
酶 切，将 该 基 因 插 入 1*BT.+/ 质 粒，以 构 建

1*BT.+/=\O)，即 !"#$‘2 ’!"%& 翻译融合质粒。

! "/ !,半乳糖苷酶活性的测定

从平板中挑取单菌落，接种于小瓶（三角瓶体积

为 +/. >5，含培养基 /. >5）在 K,R下震荡培养 +K \
后，转 入 大 瓶（ 三 角 瓶 体 积 为 /.. >5，含 培 养 基

+/. >5），K,R，KK. =P>S? 震 荡 培 养，隔 一 段 时 间 取

样，样品根据 *SOO<= 的方法处理后，并测定"2半乳糖

苷酶活性［-K］。

$ 结果

$ "! 在 0!1 菌 株 中，存 在 着 两 个 !"# 合 成 基 因 簇

与铜绿假单胞菌株 %*2! 高度同源

为了进一步研究 *+, 菌株中 47W3 对吩嗪合成

的调控作用，首先查明了 *+, 菌株中 +,- 合成基因

簇的序 列。基 于 已 研 究 的 基 因 结 果 显 示 假 单 胞 菌

*+, 株和铜绿假单胞菌 !3%+ 株的基因组序列具有

相似的遗传背景，以菌株 !3%+ 的 K 个 +,- 基因簇为

模 板 设 计 !)D*!(33+ 和 !)D*!(34+ 及

!)D*!(33K 和 !)D*!(34K 两 对 引 物，分 别 扩 增

*+, 菌株基因组中的 K 个 +,- 合成基 因 簇，均 得 到

了长度与 !3%+ 菌株中 K 个 +,- 合成基因簇长度类

似的 !() 产 物，采 用 $’3 步 行 法 分 段 分 别 测 序，K
个基因簇的长度分别为 TK,+ 01 和 TKU/ 01，测序结

果与假单胞菌 株 !3%+ 进 行 序 列 比 对，发 现 *+, 菌

株中的两个 +,- 合成基因簇与 !3%+ 中的一致性均

Q.-+史鸣奇等：47W3 对假单胞菌株 *+, 两个 +,- 基因簇和菌群传感的调控 ] P微生物学报（K..Q）LQ（+.）



在 !!" 以 上。 参 照 铜 绿 假 单 胞 菌 株 #$%& 中 的 命

名，分别称为 !"#$&’%& 和 !"#$(’%(（图 &’$），测序

结果已经存入 )*+,-+.，!"#$&’%& 和 !"#$(’%( 的登

录号分别为 /01!1!23 和 /01!1!2!。

图 ! 假单胞菌株 "!# 中两个 $%& 合成基因簇及其上下游基因组成示意图

/45 6 & 78* 9:;<=:<;* >? :@> !"# 5*+* =A<9:*;9 -+B :8*4; ?A-+.4+5 9*C<*+=*9 6 $：D>E>A>5F G*:@**+ & 6 ’()*+,-./’ #$%& -+B & 6 H&3；,：78* 33’GI ;*I*-:

9*C<*+=*（GA-=. A4+*）-+B JK’GI ;*I*-: 9*C<*+=*（5;*F A4+*）4+ :8* B>@+ 9:;*-E >? !"#$(’%( 4+ & 6 ’()*+,-./’ #$%& -+B & 6 9I 6 H&3 6

’ (’ 在 "!# 菌株中，!"#$’)%’ 下游的基因间隔区

存在着一个包含 * 个重复序列的区域

在铜绿假单胞菌株 #$%& 的 !"# 基因簇两侧存

在着重要的调控及修饰基因，对 !"# 基 因 簇 表 达 及

#L$ 产 物 的 衍 生 起 着 重 要 的 调 节 作 用。 在 菌 株

#$%& 中，基因簇 !"#$&’%& 的上游基因 !"#0 和下游

基因 !"#1，是修饰 #L$ 的两个基因，在 他 们 的 共 同

作用下将 #L$ 衍 生 为 绿 脓 菌 素（#M%）［NN O N1］。#$%&
基因簇 !"#$(’%( 的 上 游 为 2/34 基 因，该 基 因 负 调

控假单胞菌的菌群传感系统，进而负调控 #L$ 的合

成［NJ］。基因簇 !"#$(’%( 的下游为一个功能未知的

基因 &$&!2K。

由于 !"# 基 因 簇 的 上 下 游 基 因 对 #L$ 及 其 衍

生物的合成有着重要作用，本实验室同样对 H&3 菌

株中两个 !"# 合成基因簇两侧的基因进行 #LP 扩增

和序列分析，所使用的引物见表 &。结果如图 &- 所

示，在 H&3 菌株的 !"#$& 上游存在 !"#0 基因，!"#%&
下游存在 !"#1 基因，!"#$( 上游存在 2/34 基因，这 N
个基因以及与 !"# 合成基因簇之间的非编码区序列

一起，与菌株 #$%& 中的同源性均超过 !!"。然而，

在 H&3 菌株中 !"#$(’%( 基因簇下游存在着一条长

达 J(2 GI 的基因间隔区，除了在 JQ 端存在着与铜绿

假单胞菌株 #$%& 基因组相同位置基本一致的33 GI
碱基外，下游 较 #$%& 菌 株 还 多 存 在 着 一 段 长 度 为

1N( GI 的序列。这 1N( GI 的碱基又可以分为 N 段单

位长度 &11 GI 的重复序列，N 段序 列 之 间 的 碱 基 一

致性在 !2"以上。在 #$%& 菌株的间隔区 JQ端存在

的 33 GI 的序列仅为 H&3 菌株 &11 GI 重复序列一部

分，具有 !2"以上的相似性。即，H&3 菌株中 J(2 GI
的间隔区是由 1 段单位长度 33 GI 的重复序列和 N
段单位长度为 JK GI 的重复序列组成的，而 #$%& 菌

株相同位置则 只 有 & 段 33 GI 的 序 列（图 &’,）。测

序结果存入 )*+G-+.，登录号为 /01!1!2!。该重复序

列的具体功能有待进一步查明。在此重复序列的下

游存在着与 #$%& 菌株中 &$&!2K 高度同源的基因。

’ (* 在 "!# 菌株中，+,-& 区别性地调控两个 !"#
基因簇的转录

已有的测序 结 果 表 明，H&3 菌 株 中 两 个 !"# 基

因簇各自的上游基因和附近调控区域具有完全不同

的核苷酸序列，)-=$ 可能通过对该区域不同形式的

调控来影响两个 !"# 基因簇的转录。对 H&3 菌株中

两个 !"# 基因簇的转录物进行了 P7’#LP 分析，分别

研究了 )-=$ 对假单胞菌株 H&3 中两个 !"# 基因簇

转录的影响。选择两个 !"# 合成基因簇的第一个基

2&N& H4+5C4 R84 *: -A 6 S $35’ 0,3).6,.7.+,3’ 1,-,3’（(22!）1!（&2）
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因 !"#$! 和 !"#$"。选 取 两 个 基 因 间 核 苷 酸 不 同 的

区 域 设 计 两 对 引 物 #$%&#’(!(、#$%&#’(!) 和

#$%&#’("( 和 #$%&#’(")，用 于 分 别 测 定 两 个 基

因簇 的 转 录 量。 !"#$! 和 !"#$" 在 &!* 野 生 型 和

%&’$ 突变 株 &!*+ 中 的 ,$-( 转 录 水 平 如 图 " 所

示，选择 (!)* 作为内参基因，产物经琼 脂 糖 电 泳 分

离。由图可见野生型菌株 &!* 中 !"#$! 的 ,$-( 转

录 量 要 明 显 高 于 !"#$"，而 %&’$ 突 变 株 &!*+ 中

!"#$! 的 ,$-( 转录量则低于 !"#$"。同时，在 &!*
菌株中的 !"#$! ,$-( 转录量要高于突变株 &!*+，

而 !"#$" 在 &!* 中的 ,$-( 转录量则要低于 &!*+，

表明了 +./( 对 这 两 个 基 因 簇 的 区 别 性 调 控 作 用，

+./( 促进 !"#$!0+! 基因簇转录，抑制 !"#$"0+" 基

因簇的转录。

为进一步验证 +./( 对 &!* 株菌中两个 !"# 合

成基因簇的区别性调控，构建了两个转录融合质粒

!"#$!0 ,&’- 和 !"#$"0 ,&’-，分别被转入野生菌株 &!*

图 ! 琼脂糖电泳显示 "#$%&" 测定 ’() 及 ’()* 菌 株

中 !"#$( 及 !"#$! 的转录量

123 4 " %5,2067.89292:5 $;0#’$ .8.<=>2> ?@ !"#$! .8A !"#$" ,$-( 28

. 4 >B 4 &!* .8A . 4 >B 4 &!*+ C= .3.D?>5 35< 5<5/9D?BE?D5>2> 4

及其 %&’$ 突变株 &!*+ 中，分别测定每个菌株中的

!0半乳糖苷酶活性。如图 F 所示，融合质粒 !"#$!0

图 + *,-. 对 !"#$( 和 !"#$! 基因转录水平的区别性调控

123 4F G2@@5D5892.< 5@@5/9> ?@ +./( ?8 9E5 !"#$! .8A !"#$" 3585 5HBD5>>2?8.< <5:5<> 4 !0+.<./9?>2A.>5 5HBD5>>2?8（&2<<5D 7829>，D5<.92:5 ./92:29=）?@ 9E5

!"#$!0 ,&’- 9D.8>/D2B92?8.< @7>2?8 5HBD5>>2?8 B<.>,2A B&IJ(!（(）.8A 9E5 !"#$"0 ,&’- 9D.8>/D2B92?8.< @7>2?8 5HBD5>>2?8 B<.>,2A B&IJ("（)）K.> @?<<?K5A

?:5D 92,5 28 /7<97D5> ?@ K2<A 9=B5 &!*（>?<2A >67.D5）.8A &!*+（5,B9= >67.D5）4 L.<75> K5D5 9E5 ,5.8>（ M %G）@?D 9D2B<2/.95 /7<97D5> 4（’）&.B> ?@ 9E5

!"#$!0 ,&’- 9D.8>/D2B92?8.< @7>2?8 5HBD5>>2?8 B<.>,2A B&IJ(! .8A 9E5 !"#$"0 ,&’- 9D.8>/D2B92?8.< @7>2?8 5HBD5>>2?8 B<.>,2A B&IJ("N %OG，B79.92:5 %E2850

G.<3.D8? >56758/5 4 P !，B79.92:5 9D.8>/D2B92?8.< >9.D9 >295 ?@ 9E5 !"#$! ?D !"#$" 4 ;E5 B79.92:5 BD?,?95D D532?8 ?@ !"#$! ?D !"#$" .8A 29> @<.8Q283 >56758/5

.D5 >E?K8 .> . 9E2/Q C<./Q <285 4
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图 ! 琼 脂 糖 电 泳 显 示 "#$%&" 测 定 菌 株 ’()、’()*、

’()*+,’-./// 及 ’()*+,01* 总 !"#$ （ !"#$( 2

!"#$3）基因簇的转录量

!"# $% &’(")*+,-."."/’ 01)230 ,-,456"6 78 .7.,4 !"#$（ !"#$9 :4+6

!"#$;）(0<= "- % $ 6: $ >9?， % $ 6: $ >9?@， % $ 6: $ >9?@A

:>BCDDD ,-E % $ 6: $ >9?@A:FG@ H5 ,#,I76’ #’4 ’4’J.I7:K7I’6"6 $

&’() 在 >9? 菌株中的!)半乳糖苷酶活性为 >9?@ 中

的 L 倍多，而融合质粒 !"#$;) &’() 在 >9? 中的!)半
乳糖苷酶活性则仅为突变株 >9?@ 中的一半。

上述 01)230 及转录翻译融合的实验结果都表

明 @,J= 区别性地调控着两个 !"# 基因簇的转录，对

!"#$9)*9 的 转 录 为 正 调 控，对 !"#$;)*; 的 转 录 为

负调控。

3 4! *567 在 整 体 上 对 ’() 菌 株 !"# 合 成 基 因 簇

的转录实施负调控作用

本实验室已有的结果表明，+’($ 基因的失活会

导致突变株 >9?@ 中 23= 产量的提高［;］。为进一步

验证 此 结 果，研 究 @,J= 对 假 单 胞 菌 >9? 菌 株 中

23= 两个合成基因簇在整体水平上的转录的调控作

用，对 >9? 菌株中两个 !"# 合成基因簇的转录产物

进行了 01)230 分析。选择 ; 个 !"# 合成基因簇的

第一个基 因 !"#$9 和 !"#$;。由 于 这 两 个 基 因 之 间

的核苷酸序列具有 ?9 MCN 的同源性，即 LOO 个碱基

具有一致性，因此，可以在同源区域来设计一对引物

（20&>23=G 和 20&>23=P），运 用 01)230 测 定 的

!"#$（ !"#$9 Q !"#$;）总 体 转 录 物 产 量。同 时，为 进

一步验证实验结果的准确性，将带有完整 +’($ 基因

的质 粒 :FG@ 转 入 >9?@ 突 变 株 中 构 建 互 补 菌 株

>9?@A:FG@，并将质粒 :>BCDDD 的分别转入 >9? 菌

株和突变株 >9?@ 一起作为对照进行 01)230 分析。

图 % 显示的是总 !"#$ 转录物在 >9? 菌株的野生型、

#’($ 突变株 >9?@ 以及 >9?@ 互补菌株中的 (0<=
转录量，以 ,!-. 为内参基因。由图可见野生型 >9?
菌株中总 !"#$ 的 (0<= 转 录 量 要 明 显 低 于 突 变 菌

株 >9?@，而 互 补 菌 株 >9?@A:FG@ 中 总 !"#$ 的

(0<= 转录量 又 恢 复 到 了 类 似 野 生 型 >9? 株 的 水

平，表明 @,J= 在 总 体 水 平 上 对 于 >9? 菌 株 中 ; 个

!"# 合成基因簇转录实施负调控的作用。

3 48 荧光定量 "#$%&" 对 ’() 菌株 !"# 合成基因

簇的受 *567 调控的验证

为进一步验 证 ; ML 与 ; M% 的 半 定 量 01)230 结

果，进一步采用荧光定量 01)230 分别分析 @,J= 对

>9? 菌株两个 :KR 合 成 基 因 簇 和 总 基 因 簇 的 影 响，

选用 &ST0 @I’’- U 做染料。实验结果见图 V。

图 8 ’() 菌 株 和 ’()* 菌 株 !"#$(，!"#$3，!"# 基 因 簇

荧光定量 "#$%&" 实验结果

!"# $ V 0’,4)."(’ 01)230 ,-,456"6 78 !"#$9， !"#$; ,-E .7.,4 !"#

(0<= "- % $ 6: $ >9? ,-E % $ 6: $ >9?@ $

观察 >9? 菌 株 与 >9?@ 菌 株 中 !"#$9 和 !"#$;
在 转 录 水 平 的 差 异，发 现 @,J= 突 变 株 >9?@ 中

!"#$9 的转录量较野生 型 >9? 菌 株 下 降 了 约 CDN，

@,J= 正调控 !"#$9 的转录；>9?@ 中 !"#$; 的转录量

则是野生型 >9? 菌 株 的 W MV 倍，@,J= 负 调 控 !"#$;
的转录。同时，在野生型 >9? 菌株中，!"#$9 的转录

量约是 !"#$; 的 ; MV 倍，!"#$9 在 转 录 水 平 占 优；在

>9?@ 菌株中 !"#$9 转录量则仅有 !"#$; 的 9;N，表

明在 @,J= 突变株中，!"#$; 代替 !"#$9，在转录水平

占优。

观察 >9? 菌株与 >9?@ 菌株中 !"# 基因簇的整

体转录水 平 差 异，>9?@ 菌 株 中 !"# 的 转 录 量 约 为

>9? 菌株中的 9 MO 倍。该结果充分表明 @,J= 在 总

体水平上对于 >9? 菌株中两个 !"# 合成基因簇转录

实施负调控的作用，并为本实验室先前发表的结果，

即 +’($ 基因的失活会导致突变株 >9?@ 中 23= 产

量的提高［;］提供了新的证据。

3 4. *567 ’() 菌株的 %&’ 菌群传感系统无显著调

控作用

研究了假单胞菌株 >9? 中 @,J= 对菌群传感系

统的影响。构建了重组质粒 :>BCD9V4,6U，即翻译融

;9L9 >"-#*" &K" ’. ,4 $ A $(/’ 01(,-21-&-+1(’ 3141(’（;DDO）%O（9D）
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合质粒 !"#$‘! ’!"%&。将 该 质 粒 分 别 导 入 野 生 菌 株

"#$ 和 ’"%( 失活突变菌株 "#$% 中，分别测定每个

菌株中的!!半 乳 糖 苷 酶 活 性，结 果 见 图 &。结 果 表

明，在 "#$% 菌 株 中，’"(&)#*+,-. 的!!半 乳 糖 苷 酶

活性在 "#$ 菌株和 "#$% 菌株中没有显著差异，表

明 %,/0 对 !"#$ 基因的表达无显著调控作用。

图 ! "#$% 对 &#’( 基因的调控

123 4& (556/7 85 3,/0 89 !"#$ 3696 6:’;6--289 +6<6+- 4 !!%,+,/78-2=,-6

6:’;6--289（ "2++6; >927-， ;6+,72<6 ,/72<27? ） 85 7@6 !"#$‘! ’ !"%&

7;,9-+,7289,+ 5>-289 6:’;6--289 ’+,-A2= ’"(&)#*+,-B（0）C,- 58++8C6=

8<6; 72A6 29 />+7>;6- 85 C2+= 7?’6 "#$（-8+2= -D>,;6）,9= "#$%（6A’7?

-D>,;6）4 E,+>6- C6;6 7@6 A6,9-（ F GH）85 7;2’+2/,76 />+7>;6- 4（I）

",’- 85 ’+,-A2= ’"(&)#*+,-.，’>7,72<6 G@296!H,+3,;98 -6D>69/6 4 J #，

’>7,72<6 7;,9-/;2’7289,+ -7,;7 -276 4 K@6 ’>7,72<6 ’;8A876; ;63289 ,9= 27-

5+,9L293 -6D>69/6 ,;6 -@8C9 ,- , 7@2/L M+,/L +296 4

) 讨论

本实验室已经证明假单胞菌株 "#$ 中 ’"%( 基

因的 失 活 会 对 N+7 合 成 基 因 簇 的 表 达 产 生 抑 制 作

用，对 )*+ 合成基因簇的表达则 有 着 明 显 的 促 进 作

用，’"%( 突 变 菌 株 "#$% 能 使 NO0 的 产 量 成 倍 提

高［P］，表明 假 单 胞 菌 株 "#$ 与 铜 绿 假 单 胞 菌 株 不

同，在 "#$ 菌株中，%,/0 存在着一套特殊的调控机

制。本文就 %,/0 在对 )*+ 合成基 因 簇 转 录 水 平 的

调控作用进行深入研究。

首先，确定了 "#$ 菌株中两个 )*+ 基因簇的组

成及其特 点。在 铜 绿 假 单 胞 菌 株 N0Q# 中，存 在 P

个高度同 源 的 )*+ 合 成 基 因 簇 )*+(#!,# 和 )*+(P!
,P，每 个 基 因 簇 含 有 命 名 为 )*+( 到 )*+, 的 R 个 基

因，这 P 个基因簇的结构基因在 HS0 水平的一致性

达到 T$U，但 这 P 个 基 因 簇 上 游 的 启 动 子 区 域 及

上、下游基因的种类则完全不同。近来的研究表明

该 P 个合成基因簇都具有与大肠杆菌中 !"% 启动子

调控区类 似 的 调 节 区 域［VW］。本 文 运 用 NOB 对 "#$
菌株中 )*+ 合成基因簇及其上 下 游 基 因 进 行 扩 增，

并运用 HS0 步行方进行测序和比对。结果表明，假

单胞菌株 "#$ 具有和铜绿假单胞菌 N0Q# 高度同源

的 P 个 )*+ 合 成 基 因 簇 及 其 上 下 游 基 因，但 是，在

"#$ 菌 株 中，)*+(P!,P 基 因 簇 与 其 下 游 -(#T)& 同

源基因之间的间隔区较 N0Q# 菌株多存在着一个全

长度为 WVP M’ 的间隔区，由单位长度为 #WW M’ 的三

重复序列组成，表明假单胞菌株 "#$ 与铜绿假单胞

菌株 N0Q# 菌株在遗传上的差异性。

本文运用 BK!NOB 分别测定了在野生型 "#$ 菌

株和 ’"%( 失活 突 变 的 "#$% 菌 株 中，P 个 )*+ 合 成

基因簇的 转 录 物 总 量，再 一 次 证 实 了 %,/0 在 整 体

上对 )*+ 合 成 基 因 簇 的 ABS0 合 成 实 施 负 调 控 作

用，与原先发表的结果一致［P］。本文又 进 一 步 阐 明

了 ’"%( 对 "#$ 菌株中两个 )*+ 基因簇在转录水平

的区别 性 调 控 作 用。 运 用 BK!NOB 分 别 测 定 P 个

)*+ 合成基因簇的转录物，发现在野生型 "#$ 菌 株

中，两个基因簇的转录水平显著不同，在野生型 "#$
菌株 中，)*+(#!,# 的 转 录 水 平 显 著 高 于 )*+(P!,P
的转录水平，但是，在 ’"%( 失活突变菌株 "#$% 中，

)*+(#!,# 的 转 录 量 下 降 R)U，而 )*+(P!,P 的 转 录

量则提升了 W 倍多，)*+(#!,# 在转录水平优势明显

降低，表明 %,/0 在转 录 水 平 正 调 控 )*+(#!,# 的 转

录而负调控 )*+(P!,P 的转录，对两个基因簇实施着

区别 性 的 调 控 作 用。 通 过 构 建 转 录 融 合 质 粒

)*+(#! !"%& 和 )*+(P! !"%&，分 析 它 们 在 "#$ 菌 株 和

’"%( 突变株 "#$% 中!!半乳糖苷酶活性，进一步验

证了 BK!NOB 获得的实验结论。

在铜绿 假 单 胞 菌 株 N0Q# 中，!"# 和 .*! 组 成 的

菌群传感系统具有级联放大的功能，!"# 系统的表达

对 .*! 系统的表达具有促进作用。在荧光假单胞菌

P!RT 和 其 他 假 单 胞 菌 中，.*!$ 和 .*!/ 基 因 类 似 的

)*+$/ 的突变能完全抑制吩嗪类化合物的产生［V&］，正

调控绿脓菌素（NXQ）的产量。然而，在 "#$ 菌株中，

!"# 菌群传感 系 统 却 负 调 控 NO0 的 产 量，其 突 变 可

使 NO0 产量提高［VR］，而 .*! 菌群传感系统则正调控

NO0 的产量，其突变可使 NO0 产量降低［W］。故推断

V#V#史鸣奇等：%,/0 对假单胞菌株 "#$ 两个 )*+ 基因簇和菌群传感的调控 4 Y微生物学报（P))T）WT（#)）



在假单胞菌株 !"# 中，!"# 和 $%! 菌群传感系统并非

通过级联放大作用调控 $%& 的合成，这与铜绿假单

胞菌株 $&’" 中菌群传感系统对 $(’ 的调控形式不

同。

通过对 !"# 菌株中 )*+& 对菌群传感系统的研

究表明，)*+& 对 $%! 菌 群 传 感 系 统 呈 正 调 控［,-］，而

对 !"# 菌群传 感 系 统 的 影 响 不 显 著，同 样 也 表 明 了

)*+& 并非经由 !"# 菌群传感系统间接调控 $%! 菌群

传感系统的表达，而是其他途径直接或间接地调控

$%! 系统的表达。

综上 所 述，!"# 菌 株 中 )*+& 对 $%& 的 负 调 控

作用可能并 非 主 要 经 由 !"# 和 $%! 菌 群 传 感 系 统 实

现。根据已经获得的证据表明，!"# 菌群传感系统负

调控 $%& 的产量，但不受到 )*+& 的调控。 $%! 菌群

传感系统正 调 控 $%& 的 产 量，同 时 又 受 到 )*+& 的

正调控，故 )*+& 的缺失使得 $%! 系 统 表 达 量 降 低，

进而导致 $%& 等 吩 嗪 类 化 合 物 表 达 量 的 降 低。然

而，在 !"# 菌株中，)*+& 突变能使 $%& 产量成倍增

加［,］，说明 上 述 &"’(. $%!. )%* 途 径 只 是 )*+& 对 $%&
调控网络的一部分，)*+& 可能通过其他未知调控网

络负调控 $%& 的 合 成，且 在 调 控 力 度 上 远 远 大 于

&"’(. $%!. )%* 途径对 $%& 合 成 的 调 控 作 用，上 述 结

果总结为示意图 -。

图 ! "#$ 菌株中，!"#$ 和菌群传感系统对 %&’ 基因簇表

达的调控网络

/01 2 - 345 65178*90:; ;59<:6= :> &"’( *;? 945 @7:67A B5;B0;1 BCB95A

:D56 )%* 15;5 +87B956 5EF65BB0:; 2

本实验室已证明在 !"# 菌株中，两个 )%* 合成

基因簇的上游启动子区域的核苷酸序列显著不同，

并且 )*+& 正调控 )%*(".+" 基因簇而负调控 )%*(,.
+, 基因簇，推 断 )*+& 可 能 通 过 $%! 菌 群 传 感 系 统

正调控 )%*(".+" 基因簇，同时通过其他未知途径负

调控 )%*(,.+, 基 因 簇，且 对 )%*(,.+, 基 因 簇 的 调

控作用大于 )%*(".+" 基 因 簇，使 得 )*+& 在 整 体 上

负调控 !"# 中 $%& 的合成，但具体的调控机制还有

待进一步深入研究。

尽管 已 有 证 据 表 明 假 单 胞 菌 株 !"# 与 铜 绿 假

单胞菌株 $&’" 的 基 因 组 具 有 很 高 的 同 源 性，上 述

实验结论却与早先对假单胞菌株 $&’" 进行研究所

得出的结 论 明 显 不 同。鉴 于 假 单 胞 菌 株 !"# 是 从

土壤分离出 来 的 根 际 促 生 菌，而 非 如 $&’" 菌 株 从

人体中分离所得，我们推测可能由于环境和进化的

压力致使假单胞菌株 !"# 和铜绿假单胞菌 $&’" 中

)*+& 对合成基因簇的调控、两条 $%& 合成基因簇的

各自的表达 水 平 以 及 $%& 及 其 衍 生 物 的 产 量 产 生

了明显的不同。
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