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铜绿假单胞菌中一个新的吩嗪合成调节基因 

孔丽萍，梁海华，董兆麟，段康民*，沈立新* 
（西北大学生命科学学院，西部资源生物与现代生物技术教育部重点实验室，西安  710069） 

摘要：【目的】在次抑制浓度四环素条件下，研究铜绿假单胞菌 phzA1操纵子的调节基因及调节途径。

【方法】对转座突变库中 phzA1操纵子表达发生变化的突变体，进行随机 PCR、基因测序及比对，

确定突变位点。并以发光杆菌的荧光素酶基因操纵子 luxCDABE 为报道基因，研究基因调节作用及

调节路径。【结果】在两株突变体 PAM0487和 PAM0487R中 phzA1操纵子的表达降低，这两株突变

体的突变基因确定为假定钼元素转运蛋白调节子 PA0487 基因。【结论】PA0487 是 phzA1 操纵子表

达的一个新的正向调节子，并对密度感应系统相关基因的表达有调节作用。 
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）

是一个条件致病菌[1]，它的致病性与毒性因子的产生

密切相关[2]，吩嗪类化合物是重要的毒性因子，包括：

吩嗪-1-羧酸（phenazine-1-carboxylic acid，PCA）、
绿脓菌素（pyocyanin）、 1-羟基 -吩嗪（ 1-hydroxy- 
phenazine， 1-HP）和吩嗪 -1-甲酰胺（phenazine-1- 
carboxamide，PCN）等[3]。PCA等吩嗪类化合物在细
胞内可作为电子载体，增加感染细胞的氧化压力, 使
感染细胞中毒死亡[4]，绿脓菌素与囊肿性纤维化病人

(CF)的肺部感染有关[5]。PCA 为绿脓菌素、1-HP 和
PCN 合成的中间体，而 PCA 的合成主要由

phzA1B1C1D1G1 (phzA1) 操纵子的基因产物完成[3]。 
吩嗪类化合物的合成受密度感应系统（ quorum 
sensing，QS）的调控[6]。铜绿假单胞菌有两个以酰基

高丝氨酸内酯（AHL）为信号分子的 QS 系统， 
lasI/LasR和 rhlI/RhlR系统分别以 3-氧代十二烷基-L-
高丝氨酸内酯（N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine 
lactone，3-oxo-C12- HSL）和 N -丁酰基-L-高丝氨酸
内酯（N-butyryl-L-homoserine lactone，C4-HSL)作为
自诱导物，调节蛋白 LasR和 RhlR与自诱导物结合后

调节一系列基因的表达，而且 LasR/3-O-C12-HSL 激
活 rhlR的转录。另外，还有一个以 2-庚基-3-羟基-4-
奎诺酮（2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone）作为信号分
子的 PQS（Pseudomonas quinolone signal）系统[7]，

其中 pqsH 基因和转录调节子 MvfR/PqsR 是 PQS 信
号分子合成必须的[8]。PQS 系统调节 rhlI的表达，同
时 PQS的合成又受 LasR/3－O-C12-HSL的调节[7]。 
在前期的研究中，运用了转座子突变技术，对铜绿假

单胞菌进行了随机突变，在整个基因组中，对影响

phzA1表达的基因进行了筛选[9] 。本文对转座突变库

中两株突变体 PAM0487和 PAM0487R进行了突变基
因确定，通过随机 PCR（arbitrary PCR）、基因测序
及比对，确定突变点在染色体上的位置，并研究了突变

基因对 phzA1操纵子的调控作用及其与 QS系统的关系。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 1。
其中突变体 PAM0487、PAM0487R 为本实验室已构
建的转座突变库中菌株。 
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表 1  供试菌株和质粒 
Table 1  List of bacterial strains and plasmids used 

Strains and plasmids Genotype or phenotype References 
E.coli   

DH10B F-mcrA△(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ△M15△lacX74 
deoR recA1 araD139△(ara leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG 

Invitrogen 

P.aeruginosa    
PAO1 Wild type lab strain [10] 
PAM0487              PA0487 transposon mutant of PAO1; Gmr Constructed by lab 
PAM0487R PA0487 transposon mutant of PAO1; Gmr                        Constructed by lab  

plasmids   
pMS402 vector with luxCDABE reporter;Kn

r
,Tmpr [1] 

   

pKD-phzA1 pMS402 containing 844-bp promoter region of the phzA1 
operon cloned between XhoI and BamHI sites;Kn

r
, Tmpr 

[1] 

pKD-rhlI pMS402 containing rhlI promoter region; Kn
r
, Tmpr [1] 

pKD-rhlR pMS402 containing rhlR promoter region; Kn
r
, Tmpr [1] 

pKD-lasI pMS402 containing lasI promoter region; Kn
r
, Tmpr [1] 

pKD-lasR pMS402 containing lasR promoter region; Kn
r
, Tmpr [1] 

pKD-znuA pMS402 containing znuA promoter region; Kn
r
, Tmpr [1] 

   

pKD-pqsR pMS402 containing 940-bp promoter region of the  
pqsR cloned between XhoⅠand BamHⅠsites;Kn

r
,Tmpr 

This study 

   

pKD-pqsH pMS402 containing 826-bp promoter region of the 
pqsH cloned between XhoⅠand BamHI sites; Kn

r
, Tmpr 

This study 

Tmpr: Trimethoprim resistance; Gmr: Gentamicin resistance; Knr: Kanamycin resistance. 
 
1.1.2  ﹑主要试剂 培养基和仪器：大肠杆菌

（Escherichia coli）和铜绿假单胞菌 PAO1 均在 LB
液体（酵母粉及胰蛋白胨均购自 Oxoid 公司、NaCl
购自天津化学试剂厂）或 LB固体（含 1.2％琼脂粉，
琼脂粉购自 Oxoid公司）培养基中于 37℃培养；根据
实验需要添加特定的抗生素，所用抗生素浓度为：氨甲

氧嘧啶（Tmp）300 μg/mL、庆大霉素（Gm）50 μg/mL，
卡那霉素（Kn）50 μg/mL，四环素 (Tet)1.56 μg/mL
（1/4MIC），所有抗生素均购自 Amersco。Wallac 1420 
Multilabel counter：珀金埃尔默公司；荧光/化学发光成
像分析系统 LAS-3000：富士公司；紫外分光光度计
（UV-3310）：日立公司。 

1.2  次抑制浓度四环素条件下从转座突变库中筛选突

变体 
本实验室构建的转座突变库中的菌株均带有报

道载体 pKD-phzA1。通过 LAS-3000检测后，挑选发
光的突变体至含有氨甲氧嘧啶的 LB液体培养基中，
以野生型 PAO1（pKD-phzA1）为对照，于 37℃、    
200 r/min培养过夜。培养物转接到新鲜的含有氨甲氧
嘧啶的 LB培养基中培养 3 h，取 3 μL培养物分别转
接到装有 97 μL含终浓度为 1/4MIC的四环素或 97 μL 
LB 液体培养基的底部透明的 96 孔黑板中，置于
Wallac 1420 Multilabel counter里，于 37℃检测菌体
的发光值和生长（OD600）。与 PAO1（pKD-phzA1）

发光值相比较，挑出发光值增强或降低的菌株。筛选

3次，排除假阳性。 

1.3  随机 PCR 及基因测序确定转座子插入位点 
将 筛 选 的 突 变 体 中 的 两 个 （ PAM0487 、

PAM0487R）进行随机 PCR 以确定转座子的插入位 
点[11]。随机 PCR要进行两次 PCR扩增，先以突变体
的基因组为模板，以 P7-1（5′-CT AACAATTCGTTC- 
AAGCCG-3′）和 arb1（5′-GGCCACGCGTCGACTAG- 
TACNNNNNNNN NNGATAT-3′）为引物，进行第一
次 PCR扩增。其中 P7-1是以整个转座子的序列设计
的引物；arb1是随机引物，其碱基不确定的部分可以
和染色体 DNA 的任意部分结合，碱基确定的部分在
进行第二次 PCR时与随机引物 arb2结合。扩增条件：
95℃ 5 min；95℃ 30 s，30℃ 30 s，72℃ 1.5 min，   
6 个循环；95℃  30 s，45℃  30 s，72℃  2 min，      
30个循环；72℃ 5 min。以第一次 PCR产物为模板，
以 P7-2（5′-GGATGCGTCTAAAAGCCTGC-3′）和
arb2（5′-GGCCA CGCGTCGACTAGTAC-3′）为引物，
进行第二次 PCR扩增，其中 P7-2是以转座子上 3′端
一段序列设计的引物，这段序列位于转座子与染色体

DNA的结合部位，arb2引物是 arb1的 5′端的确定碱
基部分，可以与第一次 PCR 产物的 arb15′端的确定
碱基部分结合。扩增条件：95℃ 1 min；95℃ 30 s，
52℃ 30 s，72℃ 2 min，30个循环；72℃ 5 min。第
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二次 PCR 产物纯化后用于测序，测序引物序列为
P7-2，由北京博尚生物技术有限公司测序。 

1.4  质粒 pKD-pqsR 的构建 
pMS402 质粒带有无启动子的 luxCDABE 报道基

因，在多克隆位点上插入外源启动子后，通过

luxCDABE 发光值（CPS 值）的大小表明启动子的活
性，从而推断基因的表达状况。 

根据铜绿假单胞菌 PAO1 的 pqsR 基因启动子区
序列设计引物。正向引物 GGAAGATCTG CGGTGT- 
GCGACTTGCGC（下划线部分为 BglII位点），反向
引物 ATACTCGAGCGATGCT CGGCGCTCTCC（下
划线部分为 XhoⅠ位点）。PCR扩增条件：95℃，2 min；
95℃ 40 s，55℃ 40 s，72℃ 1.5 min，30个循环；
72℃ 10 min。PCR产物用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测
后以 BglⅡ、XhoⅠ酶切，然后连接到经过 BamHⅠ、
XhoⅠ酶切的 pMS402 质粒上。连接产物电转化至大
肠杆菌 DH10B 感受态细胞中，转化产物涂布到含卡
那霉素的 LB平板上，挑选单克隆扩大培养后提取质
粒，酶切验证后得到质粒 pKD-pqsR。 

1.5  QS 系统相关基因在 PAO1 及突变菌株中的发光值

测定 
为了将其它报道载体转化到突变体中，将带有

pKD-phzA1 质粒的突变体在不加抗生素的情况下培
养，使质粒丢失。由于突变体带有庆大霉素抗性基因，

而 pKD-phzA1 质粒带有氨甲氧嘧啶素抗性基因。所
以如果单菌落只在含庆大霉素的 LB平板上生长，而
不在庆大霉素和氨甲氧嘧啶的 LB平板上生长，即可
说明质粒已经丢失。 

然后将质粒 pKD-rhlI、pKD-rhlR、pKD-lasI、
pKD-lasR、pKD-pqsR、pKD-pqsH、pKD-znuA 分别
电转化到野生型 PAO1 及去除 pKD-phzA1 质粒的突
变体 PAM0487、PAM0487R中，采用与 1.4相同的方
法，在 Wallac 1420 Multilabel counter中于 37℃测定
菌体的发光值和生长状况。 

1.6  绿脓菌素含量的测定 

挑 取 野 生 型 PAO1 及 突 变 体 PAM0487、

PAM0487R的单菌落，分别在无四环素条件下和分别

含 1/8MIC、1/4MIC四环素的 LB液体培养基中 37℃

培养 16 h，测定绿脓菌素的表达量并测定 OD600，   

即[12]：将发酵液 4500 r/min离心 1 min得上清液，取 5 mL

上清液与 3 mL的氯仿混合，4500 r/min离心 8 min后，

将氯仿相转移到另一离心管中，加入 1 mL 0.2 mol/L盐

酸，混合后 4500 r/min离心 8 min，取上层无机相在    

520 nm处测吸光值。重复 3次取平均值。 

2  结果 

2.1  从转座突变库中筛选获得突变体 
次抑制浓度的抗生素可以作为信号分子调节病

原菌致病因子的表达 [13]。本实验室前期研究发现：

PAO1中在加入 1/4MIC四环素后，phzA1操纵子的表
达上升了 10 倍，我们运用转座子突变技术，对铜绿
假单胞菌进行了随机突变，在整个基因组中，1/4MIC
四环素条件下，筛选对吩嗪合成基因 phzA1表达有影
响的基因[9]。 

其中的两个突变体 PAM0487和 PAM0487R中，
phzA1操纵子的表达有不同程度的降低(图 1)。由图可
见：与 PAO1（pKD-phzA1）相比较，在 PAM0487
（pKD-phzA1）和 PAM0487R（pKD-phzA1）中，phzA1
操纵子的最大表达量具有不同程度的降低。1/4MIC
四环素条件下，phzA1操纵子在 PAO1（pKD-phzA1）
中的最大表达量与在 PAM0487（ pKD-phzA1）和
PAM0487R（pKD-phzA1）中最大表达量的比分别为
1.5和 30。说明突变体 PAM0487R中，突变的基因对
phzA1操纵子的表达具有正向调节作用。 
 

 
 
图 1  1/4MIC 四环素存在情况下，phzA1 操纵子在野生型

PAO1 和突变体 PAM0487R、PAM0487 中的表达 
Fig. 1  The expression of phzA1 in wild type PAO1 and the 
mutants in the presence of 1/4 MIC Tet. 
 

图 2为无四环素和 1/4MIC四环素条件下，phzA1
操纵子在突变体 PAM0487R中的表达情况，从图中可
以看出：不同浓度四环素条件下，phzA1操纵子在突
变体 PAM0487R 中的表达没有变化，即在突变体
PAM0487R中，四环素对 phzA1操纵子表达的调节作
用消失了，说明突变体 PAM0487R突变的基因可能与
次抑制浓度四环素对 phzA1操纵子的调节有关。 
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图 2  无四环素、1/4 MIC 四环素条件下，phzA1 在突变体

PAM0487R 中的表达 
Fig. 2  The expression of phzA1 in PAM0487R in the presence 
of 1/4 MIC Tet and without Tet. 
        
2.2  突变基因相关信息的确定 

为了确定突变点所在的基因及这一基因的相关

信息，通过随机 PCR 及产物测序，将测序结果在
http://www.pseudomonas.com网站上进行 BLAST，确
定了突变体 PAM0487 的突变位点在 PA0487 基因起
始密码子前 25 bp处，突变体 PAM0487R的突变位点
在 PA0487 基因起始密码子前 13 bp 处。由此推断突
变点位于 PA0487 基因的启动子区，即对 phzA1 操纵
子 起 正 向 调 节 作 用 的 基 因 是 PA0487 基 因 。

http://www.pseudomonas.com网站报道：PA0487基因
与大肠杆菌中钼元素的转运调节子同源。 

2.3  野生型 PAO1 及突变体中绿脓菌素的表达 
phzA1 操纵子是吩嗪类化合物 PCA 合成基因，

而 PCA是绿脓菌素合成过程中的中间体[3]。为了验证

转录水平的变化与表型变化相一致，本实验测定了野

生型 PAO1与突变体中绿脓菌素的表达量。 
结果见图 3。在未加入四环素的 LB 液体培养基

中，PAO1 野生型菌株的绿脓菌素生成量与突变体
PAM0487 相比变化不大。但是野生型 PAO1 的绿脓 

 
图 3  绿脓菌素测定结果 

Fig. 3  Pyocyanin production. 

菌素的生成量与突变体 PAM0487R 的绿脓菌素生成
量的比值为 3。在含 1/4MIC四环素的 LB液体培养基
中，野生型 PAO1的绿脓菌素生成量与突变体 PAM0487
和 PAM0487R中生成量的比值分别是 1.3和 5，表明
PA0487 基因对 phzA1 操纵子在转录水平的正向调节
作用也表现在表型上。 

由图还可以看出：在不同浓度四环素存在的条件

下，PAM0487R的绿脓菌素生成量无明显变化，说明
突变体 PAM0487R中四环素对 phzA1操纵子对的调节
作用消失了。 

2.4  次抑制浓度四环素条件下 PA0487 基因与 QS 关系

的研究 
phzA1操纵子的表达受到 QS系统的调节[6]。为了进

一步研究 PA0487基因对 phzA1操纵子调节与QS系统的
关系，测定了 QS系统相关基因 rhlR、lasR、lasI、rhlI、
pqsR、pqsH在 PAO1及两个突变体 PAM0487、PAM0487R
中的表达。图 4 表明了 rhlR 基因表达情况。与 PAO1
（pKD-rhlR）相比，rhlR 在 PAM0487（pKD-rhlR）和
PAM0487R（pKD-rhlR）中的最大表达量都有所降低：
无四环素条件下，rhlR 在 PAO1（pKD-rhlR）中的最大
表达量与 PAM0487R（pKD-rhlR）中最大表达量的比值
为 2.5（图 4-A）；在 1/4MIC四环素情况下，rhlR在 PAO1
（pKD-rhlR）中最大表达量与 PAM0487（pKD-rhlR）和
PAM0487R（pKD-rhlR）中最大表达量的比值分别为 4、
5（图 4-B）。说明 PA0487对 rhlR基因的表达具有正向 

 
图 4  无四环素(A)及 1/4MIC 四环素(B)条件下 rhlR 基因

在野生型 PAO1 和突变体 PAM0487R、PAM0487 中的表达 
Fig. 4  The expression of rhlR in wild type PAO1 and the PA0487 
mutants in the presence of 1/4 MIC Tet(A) and without Tet(B). 
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调节作用。 
其他以 AHL 为信号分子的 QS 系统的相关基因

lasR、lasI、rhlI在两突变体中的表达都比野生型 PAO1
的低（数据未列出），说明 PA0487 基因对以 AHL 为
信号分子的 QS系统具有正向调控作用。 

类似地，PQS 信号分子合成的相关基因 pqsR 和
pqsH 在两个突变体 PAM0487、PAM0487R 中的表达
也降低，其中 pqsR表达变化情况见图 5。其中 1/4MIC 
四环素条件下，pqsR在 PAO1中的最大表达量与在突
变体 PAM0487R 中的最大表达量之比约为 20（图
5-B）。说明 PA0487基因对喹诺酮类信号分子系统基 
 

 
  

图 5  无四环素(A)及 1/4 MIC 四环素(B)条件下，pqsR 基因在

野生型 PAO1 和突变体 PAM0487R、PAM0487 中的表达 
Fig. 5  The expression of pqsR in wild type PAO1 and the PA0487 
mutants in the presence of 1/4 MIC Tet(A) and without Tet(B). 
 

 
 

图 6  1/4 MIC 四环素条件下，znuA 基因在野生型 PAO1
和突变体 PAM0487R、PAM0487 中的表达 
Fig. 6 The expression of znuA in wild type PAO1 and the 
PA0487 mutants in the presence of 1/4 MIC Tet. 

因也有正向调节作用。 
为了进一步验证以上的结果，测定了与 QS系统

无关的基因 znuA在 PAO1 及两个突变体 PAM0487、
PAM0487R中的表达。发现无论四环素存在与否，基
因的表达无变化。其中，1/4MIC 四环素条件下 znuA
的表达情况见图 6。 

3  讨论 

在前期研究中，运用转座子突变技术，在铜绿假单

胞菌整个基因组中，筛选了对吩嗪合成基因 phzA1 的表
达有影响的基因。本文对其中两株突变体 PAM0487 和
PAM0487R 进行了深入研究。PAM0487R 和 PAM0487
中，phzA1 操纵子的表达有不同程度的降低（图 1），而
且表型也发生了相应的变化（图 2）。两株突变菌株
PAM0487R和 PAM0487突变点都在 PA0487基因前，分
别距 PA0487基因 13 bp和 25 bp,都位于 PA0487基因启
动子区内，因此对 phzA1 操纵子有调节作用的基因是
PA0487（图 1），这一基因与大肠杆菌中的钼元素的转运
调节子有同源性，表明它可能编码转录调节蛋白。 

突变体 PAM0487R、PAM0487 虽然在突变位点
上只相差 12 bp，但 phzA1 操纵子、QS系统相关基因
在其中的表达以及表型变化上都表现了一定的差异

（图 1、图 2、图 4、图 5），即：与在野生型 PAO1
的表达相比较，在突变体 PAM0487 中的表达变化弱
于在 PAM0487R 中表达的变化。可能是由于

PAM0487R 的突变位点更接近于 PA0487 基因的编码
起始位点，所以与野生型相比变化更明显，同时也说

明：基因 PA0487 中两个突变点相差的这 12 bp 的碱
基对其表达和调控很重要。 

已有的研究报道表明次抑制浓度的抗生素可以作

为信号分子调节致病基因的表达[13, 14]。前期研究表明次

抑制浓度的四环素对 phzA1 操纵子的表达具有调节作
用。但是野生型 PAO1 中次抑制浓度的四环素对 phzA1
操纵子表达的调节作用在突变体 PAM0487R中消失（图
2、图 3），推测 PA0487基因可能是次抑制浓度四环素调
节 phzA1操纵子表达途径中的一员。 

phzA1操纵子的表达与 QS系统有关[1]。本实验研究

发现 QS系统相关基因在突变体中的表达降低（图 4、图
5），表明 PA0487基因对 QS系统相关基因的表达具有正
向调节作用。 

两个突变点相差的这 12 bp 碱基的作用及
PA0487 基因对 phzA1 操纵子调节的具体路径需要后
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继实验的进一步研究。 
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A novel transcriptional regulator of the phzA1 operon in 
Pseudomonas aeruginosa   

Liping Kong, Haihua Liang, Zhaolin Dong, Kangmin Duan*, Lixin Shen*  
(Key Laboratory of Resources Biology and Biotechnology in Western China, Ministry of Education, 

Faculty of Life Sciences, Northwest University, Xi’an 710069, China) 

Abstract: [Objective] The aim was to investigate the regulator of phzA1B1C1D1E1F1(phzA1) operon in Pseudomoas aeruginosa. 
[Methods] Mutants affecting phzA1 expression in the presence of subinhibitory concentrations of tetracyclin were selected by 
screening a transposon mutagenesis library. The transposon insertion sites in the mutants were determined by arbitrary PCR and 
subsequent PCR product sequencing. [Results] We found two mutants affecting the phzA1 operon expression. The transposon in-
sertion sites in these two mutants were at the promoter region of gene PA0487 encoding a probable molybdenum transport regulator. 
Some genes involved in quorum sensing were also down-regulated in the mutant. [Conclusion] PA0487 was involved in regulating 
the expression of phzA1, possibly through the quorum sensing system. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa; phzA1 gene; quorum-sensing; Tetracycline 
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