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生防菌 !"#$%& 合成脂肽类化合物 !"# 操纵子突变株构建及功能
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摘要：生防枯草芽孢杆菌 E;J"/0 对水稻纹枯病有很好的防治效果。【目的】明确其合成脂肽类化合物操纵子

.$" 功能，为遗传改良提高 E;J"/0 防效奠定基础。【方法和结果】采用同源重组方法成功更换 .$" 内源启动

子为组成性表达强启动子和插入失活 .$" 启动子，分别得到突变株 ERR/+! 和 ERR/+#。突变株生物学活性

测定结果表明：ERR/+! 上清液相对 E;J"/0 上清液对几种病原真菌毒力，血红细胞的溶血能力都显著提高；

而 ERR/+# 则显著降低。采用 0 =7*2S 盐酸沉淀及甲醇抽提方法从 E;J"/0 和突变株培养液中制备脂肽类化

合物。反相 TCS1 结果表明 E;J"/0 产生的脂肽类化合物与 )58()9 & 具有不同保留时间，ERR/+! 培养液中脂

肽类化合物量增加了 @ 倍，ERR/+# 培养液中未检测到脂肽类化合物峰。运用基质辅组解离质谱方法测得

E:> 合成的脂肽类化合物分子量分别为：/++BUB D:、/+%/UB D: 和 /+@#UB D:；推测属于相差一个（—1T%）亚甲

基同系物。【讨论】研究表明 .$" 编码多功能复合酶催化合成脂肽类化合物是 E;J"/0 抗真菌活性关键因子，

表达量提高可以增强其对多种病原真菌的毒力。
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应用枯草芽孢杆菌防治植物病害已经有几十年

的历史，目前全世界保存的野生型生防枯草芽孢杆

菌有 !++ 多株，据研究证实能够产生 !+ 多种具有不

同结构和功能的抗菌物质［/］。其中分泌的脂肽类化

合物是一类由亲水性环状短肽头部和长链疏水性脂

肪酸尾巴组成的双亲性化合物，是一种生物表面活

性剂，具有强溶血性能。脂肽类化合物由于具有抗

真菌活性高、抑菌谱广、结构稳定，对人兽无害等特

性，极具潜力开发为一种新型、环境友好的生物农

药［% $ !］。据国外报道，已经有许多具有优良性状的

枯草芽孢杆菌菌株产生的脂肽类化合物的结构、功

能及遗传机理被阐明，目前操纵子已被克隆的脂肽

类化 合 物 有 表 面 活 性 素（ ;8(V:>5)9），伊 枯 草 素 类

（ )58()9&， W:>)**7=O>)9，=O>7;8W5)*)9 ） 和 泛 革 素

（KH9QO>)9）［/，# $ B］。国内只有少数枯草芽孢杆菌菌株

产生脂肽类化合物的结构被鉴定，如：E@ 菌株产

;8(V:>5)9 同系物、X& 菌株产 )58()9& 同系物等［?J/+］；然

而，对其遗传机制研究更是鲜有报道。因此，加强对

国内具有优良生防性状的枯草芽孢杆菌菌株产生脂

肽类化合物的结构、功能及遗传机制研究具有重要

意义。枯草芽孢杆菌 E;J"/0 是江苏农科院 %+ 世纪

"+ 年代与国际水稻研究所合作、分离获得的生防



菌，依托其为主要成分开发的新一代新型生物杀菌

剂“纹曲宁”累计推广面积达到 !""" 万亩，产生了巨

大的社会、经济和生态效益。据本实验室以前研究

报道，#$%&’( 分泌抗真菌物质主要存在发酵液中，一

类是经过核糖体途径合成的抗菌蛋白和抗菌肽［’’］，

另一 类 是 经 过 非 核 糖 体 途 径 合 成 的 脂 肽 类 抗 生

素［’)］。本实验室还从 #$%&’( 基因组中克隆测序到

一 个 完 整 的 合 成 脂 肽 类 化 合 物 的 操 纵 子 !"#
（*+’&,,()），经同源比对分析表明其属于伊枯草素

类 化 合 物 操 纵 子，但 与 -./0-12，3456$/7.-8-1，

795-886345-1 操纵子存在一段高度可变区域。为进一

步明确 #$%&’( !"# 合成的脂肽类化合物遗传机制及

功能，本研究报道了（’）通过同源重组技术更换和破

坏了 #$%&’( !"# 启动子区域，筛选到突变株 #::’",
和 #::’"!；（)）测定了 #$%&’(、#::’", 和 #::’"!
上清液对几种病原真菌毒力及溶血性能；（;）从 #$%
&’( 和突变株培养液中提取了脂肽类化合物并进行

了 <=>? 和质谱分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及细菌生长条件：!本研究所用

细菌及质粒见表 ’；"病原真菌：水稻纹枯、西瓜枯

萎、白菜黑斑、番茄早疫、油菜菌核、稻瘟、番茄灰霉

都由 本 实 验 室 保 存。#生 防 菌 #$%&’(（ !"#$%%&’
’&()$%$’ &’(）和突变株 #::’", 所用培养基为 @=:2

（每升含蛋白胨 ’" A，酵母提取物 ! A，葡萄糖 ! A，B<
CD"），)EF培养。水稻纹枯病菌及其它病原真菌培

养基为 =G2 培养基（每升含马铃薯 )"" A，蔗糖 )" A，
B< CD"），)EF培养。大肠杆菌（*’#+,-$#+$" #.%$）所用

培养基为 >/0-9 706.H，;CF培养。#$%&’( 感受态细胞

制备培养基采用 IB’ 和 IB) 培养基［’;］。$ * J #.%$
感受态细胞制备用 IK# 培养基［’,］。%抗生素的用

法及 用 量 为 * J #.%$：氨 苄 青 霉 素 ’"" &AL3>；! J
’&()$%$’：硫酸新霉素 )"&AL3>。

表 ! 菌株和质粒

M978N ’ I.09-1$ 91O B89$3-O$
I.09-1$ 91O B89$3-O$ ?H9095.N0-$.-5$9 I6/05N
* J #.%$ +P’’" -/’0（$.00），)+-，%,&，)+$% ’，%"#@，1"%Q，1"%M，"-"，).22，)’3，4"5，4#5，’&/R,,， >97 $.65S

#$%&’( T-8O $.09-1 >97 $.65S

#::’", #$%&’( ON0-U9.-UN，#95 19.-UN B0636.N0 0NB895NO 74 =0NBV，W30 MH-$ $./O4

#::’"! #$%&’( ON0-U9.-UN，#95 6BN061 B0636.N0 O-$0/B.NO $.09-1，W30 MH-$ $./O4

B#RIM!"’ B:RP, 59004-1A .HN =0NBV B0636.N0 91O 1N6 AN1N X063 BV#’’"，W30 YNXN0N15N［’!］

BPG’E%M ?861-1A UN5.60，2B0 M9Q9Y9
BV?’& ?861-1A UN5.60，2B0 M9Q9Y9
B#2?’"’ "DC!%S7 Z=795* X09A3N1. -1$N0.NO -1.6 BV?’&，2B0 MH-$ $./O4
B#2?’") "DE"%S7 Z=795Y X09A3N1. -1$N0.NO -1.6 BV?’&，2B0 MH-$ $./O4
B#2?’"; "DE"%S7 Z=795Y X09A3N1. X063 B#2?’") -1$N0.NO -1.6 B#2?’"’，2B0 MH-$ $./O4
B#2?’", =0NBV%1N6 X09A3N1. -1$N0.NO -1.6 B#2?’";，2B0 W30 MH-$ $./O4
B#2?’"! =0NBV%1N6 X09A3N1. -1$N0.NO -1.6 B#2?’";，2B0 W30 MH-$ $./O4

9 2B0，0N$-$.915N .6 93B-5-8861；W30，0N$-$.915N .6 1N6345-1J

!"!"# 引物：以硫酸新霉素作为筛选标记构建整合

质粒载体，通过双交换形式破坏和更换 #95 启动子。

根据 !"# 核酸序列（:N1#91S 序列号：*+’&,,()）设计

两对引物（表 )）。用于扩增 Z=795* 片段，正向引物

B0-3N0 ’ 和反向引物 B0-3N0 )。用于扩增 Z=795Y 片

段，正向引物 B0-3N0 ; 和反向引物 B0-3N0 ,。

表 # 引物名称和序列

M978N ) =0-3N0 193N 91O $N[/N15N
=0-3N0 193N I-\NL7B YN$.0-5.-61 $-.N IN[/N15N（!]!;]）

=0-3N0’ ), :?2M:?（6/+’） ??2:?2M:?:?MMM:M??:::2M2

=0-3N0) )( ?M:?2:（7’)’） ??2?M:?2::::2M2?22M2M??M2?

=0-3N0; )( M?M2:2（8("’） ??2M?M2:2M222:::2M2MMMM:M2

=0-3N0, ), ???:::（85"’） 222???:::?:?:?::M:2?2MMM

!"!"$ 主要试剂和仪器：GW2 P90SN0、限制性内切

核酸酶、9": GW2 聚合酶、M, GW2 连接酶、BV?’& 和

BPG’E%M 购自宝生物工程大连有限公司（M9Q9Y9）；

卡那霉素、硫酸新霉素、GW2 胶回收试剂盒购自上

海生工生物工程技术服务有限公司；’S7 P90SN0 为

WR#（WN^ R1A891O #-6897$，#NUN084，P2，VI2）公司产

(,, ?H/B-1A >/6 N. 98 J L;#)" <$#-.($.%.1$#" 6$2$#"（)""&）,&（,）



品；!"#$!%& 和 ’#$()*"!% 标准样品购自美国 +!,-) 公

司，其 它 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯 或 色 谱 纯。&,!./%"
0123 三重串联四级杆质谱仪，&,!./%" 2233 高效液相

色谱 仪 购 自 美 国 安 捷 伦 科 技 股 份 有 限 公 司。

4565*./$74梯度 869 仪购自美国 :!;9)< 公司。

!"# 整合载体的构建和突变株筛选

=8>)*? 片段扩增条件：@AB C -!%；@1B 1A ’，
A0B 1A ’，DEB 2 -!%，C3 个 循 环；DEB 23 -!%。

=8>)*9 片段扩增条件除退火温度为 AEB外，其它条

件同上。=8>)*? 片段经过 !"#!和 $%&!双酶切后，

插入到 FG62@ 克隆载体构建为质粒载体 F:&6232。

=8>)*9 片段经过 ’()!和 ’*)!双酶切后，插入到

FG62@ 克 隆 载 体 构 建 为 质 粒 载 体 F:&623E。

F:&623E 中 =8>)*9 片段经 ’()!和 ’*)!双酶切后

亚 克 隆 至 F:&6232 构 建 为 质 粒 载 体 F:&623C，

F:H+7A32 质粒经过 ’()!酶切后释放一条长 2EI3
>F 片段插入 F:&623C 的 ’()!酶切位点区域，顺向

插入构建整合质粒载体为 F:&6231，反向插入构建

整合质粒载体为 F:&623A。

!"$ 整合载体转化、突变株筛选及鉴定

通 过 化 学 转 化 的 方 法［2C］ 将 F:&6231 和

F:&623A 转化至 :’J@20，涂布在含有 E3",KL 硫酸新

霉素的 L: 平板上，CDB培养，筛选转化子。提取转

化子基因组 MN& 作为模板，利用 2 O E 中正向引物 2
和反向引物 1 进行 869 鉴定，确定转化子基因组中

是否含有硫酸新霉素抗性基因。869 条件：@AB C
-!%；@1B 1A ’，A1B 1A ’，DEB C -!%，C3 个循环；DEB
23 -!%。869 产物经凝胶回收后，克隆至 F4M2IJ7
质粒载体，测序由上海生工生物工程技术服务有限

公司完成。

!"% 生长曲线、培养液抑菌活性及溶血性能测定

以过夜培养的 :’J@20 和突变菌株培养液接种

至 EA3 -L L: 培 养 基 中，初 始 PM 值 为 3QE，

2I3 $K-!%，EIB培养，每隔 E R 测定其 +,033 值，测定

突变株生长曲线。DE R 培养 :’J@20 及突变株发酵

液离心后，采用 3QE"-;.KL 滤膜过滤得到无菌滤液。

采用平板对峙实验测定无菌滤液对水稻纹枯病菌等

病原真菌抑菌活性。取 233"L 无菌滤液滴加至含

AS新鲜绵羊血细胞的血清琼脂平板中，CDB培养至

呈现透明溶血圈［20］。

!"& 脂 肽 类 化 合 物 制 备 及 ’()*（ ’+,-.
/0123145670 8+9:+; 7-1345<3,15/-=）分析

脂肽类化合物提取采用酸沉淀和甲醇抽提方

法［2D］。233 -L T8U& 培养基培养 DE R :’J@20 和突

变株 :UU231、:UU23A 发酵液，离心除去菌体，用浓

盐酸调至 FV EQ3 沉淀过夜。I333 , 离心 EA -!% 得

到沉淀，沉淀采用 23 -L 甲醇分两次抽提，每次抽提

E R，合拼甲醇抽提物。甲醇抽提物经 3QEE"-;.KL
微孔 滤 膜 后，即 为 粗 制 备 的 脂 肽 类 化 合 物 样 品。

!"#$!%& 配制成 2 -,K-L，作为标准样品。标准样品和

粗制 备 脂 肽 类 化 合 物 进 行 V8L6 分 析，采 用 62I
（A"-；EA3 >5 1Q0 --；WTM&6 E2I 78；WTM&6，V/’F/$!)，
6&）柱；流动相为乙腈 X水 X三氟乙酸（13 X 03 X 3QA WK
W）；流速为 2 -LK-!%；紫外检测波长为 E3A %-［20］。

!"> 脂肽类化合物质谱分析

按 2QA 方法粗制备脂肽类化合物采用含有饱和

#J氰基J1J羟基桂皮酸，3Q2S三氟乙酸，乙腈和水（体

积比 C X 2）溶液稀释 2333 倍后，通过注射器直接进

样。采用基质辅助解离质谱法测定化合物的分子

量，电 喷 雾 条 件 为：毛 细 管 电 压 CE W、喷 雾 电 压

E3 YW、毛细管温度 CE3B，检测方式：正离子。

图 ! 凝胶电泳分析整合质粒载体构建过程

?!,O 2 &,)$;’/ ,/. /./*"$;FR;$/’!’ )%).5’!’ ;( "R/ F$;*/<#$/ ;( "R/

*;%’"$#*"!;% ;( !%"/,$)"!;%). Z/*";$’O 4：MN& -)$Y/$；L)%/’ 2J0 ’")%< (;$

FG62@，F:&6232，F:&623E，F:&623C，F:&6231，F:&623A Z/*";$’

<!,/’"/< >5 $%&! $/’"$!*"!;% /%[5-/O

# 结果

#"! 整合质粒载体构建

根据 -). 序列，设计引物从 :’J@20 基因组 MN&
中分别扩增到 -). 部分启动子区域 =8>)*? 和 -).,
部分区域 =8>)*9。以 =8>)*?、=8>)*9 作为同源臂，以

含有组成性强表达启动子和硫酸新霉素抗性基因表

达盒（8$/FGJ%/;）作为筛选标记，经过几次酶切和连接

反应，构建整合质粒载体 F:&6231 和 F:&623A。上

述质粒载体构建具体过程如图 2。整合质粒载体

F:&6231，用于更换 -). 启动子为组成性表达启动

D11罗楚平等：生防菌 :’J@20 合成脂肽类化合物 -). 操纵子突变株构建及功能 O K微生物学报（E33@）1@（1）
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子；整合质粒载体 !"#$%&’ 用于插入失活 !"# 启动

子区域。

!"! 转化、筛选及 #$% 鉴定

根据文献［%(］，经过几次转化实验，将整合质粒

!"#$%&) 和 !"#$%&’ 转化至野生型菌株 "*+,%-，然

后涂布在含有 .&!/012 硫酸新霉素 2" 平板上，共

筛选到 %- 个转化子。提取野生型菌株和转化子基

因组 34#，经 $#%5"和 &’(6#直接酶切后进行凝

胶电泳，电泳图谱未发生重要变化。通过整合质粒

!"#$%&) 筛选转化子，789!:+;9< 表达盒以图 .+" 方

式，命名为 "==%&)；通过整合质粒 !"#$%&’ 筛选转

化子 以 图 .+$ 方 式 插 入，命 名 为 "==%&’。采 用

!8>198% 和 !8>198) 引物，通过 7$5 方法进一步鉴定

789!:+;9< 表达盒是否插入到 "*+,%- 基因组 34# 中。

结果表明，从转化子扩增到大小约 .?@ AB 片段，从

"*+,%- 中扩增到大小约 %?’ AB 片段（图 (）。根据扩

增到的 %?’ AB 和 .?@ AB 片段克隆测序结果表明

789!:+;9< 表达盒成功插入到 !"# 启动子区域。

图 ! &’()*+ &,- 操纵子启动子 #.,-更换为组成性表达强启动子 #/012和失活

C>/D. 59!EFG919;H >; "*+,%- <I HJ9 <8>/>;FE 7BFG !8<1<H98 BK HJ9 789!: F;6 6>*8L!H><;D（#）59G</;>H><; <I J<1<E</<L* 89/><;* E<GFH96（>）!F8H>FE 89/><; <I

HJ9 7BFG MF* /9;98FH96 BK 7$5 F;6 MF* 69*>/;FH96 N7BFGC；（>>）>1196>FH9EK 6<M;*H89F1 <I HJ9 7BFG !8<1<H98 MF* 69*>/;FH96 N7BFG5D C<L8 /9;9*，BFG3，BFG#，

BFG" F;6 BFG$，G<;*H>HLH9 HJ9 BFG <!98<; F;6 G<69 I<8 F 1FE<;KE G<9;OK19 # H8F;*FGKEF*9 F;6 HJ899 !9!H>69 *K;HJ9HF*9*，89*!9GH>P9EKD 789!:，!8<1<H98 <I HJ9

89!E>GFH><; /9;9 <I !:"%%&；;9<，/9;9 G<;I988>;/ 89*>*HF;G9 H< ;9<1KG>;0AF;F1KG>; I8<1 !:"%%&D（"）$<;*H8LGH <BHF>;96 I<8 HJ9 /9;<1>G 34# <I HJ9 *H8F>;

I<EE<M>;/ J<1<E</<L* 89G<1B>;FH><;D QJ9 BFG <!98<; GF19 L;698 G<;H8<E <I HJ9 G<;*H>HLH>P9 !8<1<H98 789!: D（$）#GG<86>;/ H< HJ9 19HJ<6* 69*G8>B96 FB<P9，

G<;*H8LGH <BHF>;96 I<8 HJ9 /9;<1>G 34# <I HJ9 *H8F>; I<EE<M>;/ J<1<E</<L* 89G<1B>;FH><;，HJ9 7BFG MF* 6>*8L!H96 BK HJ9 >;*98H><; 789!:+;9< GF**9HH9D

图 3 凝胶电泳分析采用引物 * 和引物 4 #$% 产物

C>/D( #/F8<*9 /9E 9E9GH8<!J<89*>* F;FEK*>* <I 7$5 !8<6LGH /9;98FH96 BK

!8>198 % F;6 !8>198 ) D % D HJ9 7$5 !8<6LGH I8<1 "*+,%- /9;<1>G 34#；.D

HJ9 7$5 !8<6LGH I8<1 "==%&) /9;<1>G 34#；( D HJ9 7$5 !8<6LGH I8<1

"==%&’ /9;<1>G 34#D

!"3 &’()*+ 及突变株生物学特性及抑菌活性

"*+,%- 和突变株 "==%&)、"==%&’ 生长曲线表

明突变株相对 "*+,%- 的生长速度没有显著差异。

溶血性能测定表明，"*+,%- 的滤液滴加在血清平板

上，经 (RS培养后呈现明显的溶血透明圈，突变株

"==%&’ 上清液滴加处溶血透明圈明显减弱，突变株

"==%&) 上清液滴加处透明圈明显加强（图 )）。"*+
,%- 和突变株 "==%&)、"==%&’ 上清液抑菌活性测

定表明："==%&) 对多种病原真菌抑菌活性得到明显

增强，"==%&’ 抑菌活性显著降低（表 (）。因此，上

述实验结果表明 "==%&) 更换为组成性表达强启动

子 789!:后，加强了 !"# 操纵子转录强度，增加了脂肽

类化合物合成量，从而增强其上清液溶血能力和对

病原真菌抑菌活性；"==%&’ 由于 !"# 操纵子启动子

遭到破坏，相应脂肽类化合物合成量降低，从而降低

其对病原真菌拮抗能力。

@)) $JL!>;/ 2L< 9H FE D 0)#*" +’#,%-’%.%/’#" 0’(’#"（.&&,）),（)）
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表 ! "#$%&’ 和突变株 "((&)*、"((&)+ 上清液对病原真菌

抑制活性

!"#$% & ’()*+,(-"$ ".)*/*)*%0 1+ 0,2%3(")"()0 1#)"*(%4 +315 )6% 7089:; "(4

)6% 5,)"()0 7<<:=>，7<<:=? .,$),3% #31)6

@)3"*(
@,2%3(")"() "()"-1(*0)*. ".)*/*)A"

7089:; 7<<:=> 7<<:=?
!"#$%&’()#( *%+()# B B B B B B

,-*(.#-/ %01*2%.-/ B B B B B B B

3+’4.)(.#( 5.(**#&(4 B B B B B B

3+’4.)(.#( *%+()# B B B B B B

6&+4.%’#)#( *&%+4.%’#%.-/ B B B B B C

71.#&-+(.#( %.1$(4 B B B B B B B

8%’.1’#* &#)4.4( B B B B B C
!6% *()%(0*)A 1+ )6% "()"-1(*0)*. ".)*/*)A D"0 3")%4 1( )6% #"0*0 1+ )6% 0*E% 1+
-31D)6 *(6*#*)*1( E1(%0 +315 )6% D%$$0 *( D6*.6 0,2%3(")"() D%3% 4%210*)%4 )1
)6% %4-% 1+ )6% 023%"4*(- +,(-"$ 5A.%$*,5 13 .%$$ .1$1(AF C ，= 55；B ，: )1 >
55；B B ，? )1 G 55；B B B ，9 55 13 513%F

,-* "#$%&’及突变株产脂肽类化合物的 ./01分析

高效液相色谱结果表明从 7089:; 和 7<<:=> 发

酵液中制备脂肽类化合物虽然与 *),3*(’ 在色谱柱

中保留时间不同，但是与 *),3*(’ 标样都有 & 个峰，

图 * "#$%&’ 和突变株培养液溶血活性

H*-F> I%51$A)*. ".)*/*)*%0 1+ 0,2%3(")"()0 1#)"*(%4 "+)%3 -31D)6 1+ )6%

7089:; "(4 J,)"()0F "：7089:;；#：7<<:=?；.：7<<:=>F

且峰形相似。据此，推测 7". 合成脂肽类化合物的

结构类似 *),3*(’，也是由 & 种具有不同脂肪酸链的

同系物组成（图 ?）。以 *),3*(’ 作为参照，根据峰面

积粗略估算 7089:; 分泌该脂肽类化合物的量约为

::: 5-KL；7<<:=> 分泌量约为 &>> 5-KL，相对 7089:;
总量提高了约 & 倍（图 ?）。进一步分析发现 7<<:=>
相对 7089:; 三个峰提高的比例不一致，峰 : 大约为

M FM 倍，峰 M 和峰 & 大约为 ? 倍。突变株 7<<:=? 制

备物中未检测到相应的脂肽类化合物合成，推测可

能是 7". 启动子的破坏，导致丧失合成该脂肽类化

合物的能力。

图 + ./01 分析脂肽类抗生素图谱

H*-F? INLO 02%.)31-3"50 +13 $*212%2)*4%0 2314,.)*1(F ’：O3,4% $*212%2)*4%0 %P)3".)0 +315 789:;；7：O3,4% $*212%2)*4%0 %P)3".)0 +315 7<<:=>；O：O3,4%

$*212%2)*4%0 %P)3".)0 +315 7<<:=?；Q：@)"(4"34 *),3*(’（: 5-K5L）F

,-+ 脂肽类化合物的质谱分析

将从 7089:;、7<<:=> 和 7<<:=? 中制备的脂肽

类化合物分子量进行基质辅助解离质谱法测定（图

;）。结果表明 7". 操纵子合成化合物质子化峰分别

为 :==GRS、:=MMRS 和 :=&;RS；而 :=&=RS、:=>>R? 和

:=?GRS 为化合物的钠离子加合物峰。据此推测该

化合物为脂肪酸链相差一个亚甲基（—OIM）的同系

物，分子量分别为 :==SRS、:=M:RS 和 :=&?RS。在上述

质荷比（5KE）处，7<<:=> 离子峰强度相对 7089:; 明

显增强，在 7<<:=? 未检测到相对应离子峰（表 >）。

据报道，目前分子量已被测定的 *),3*( 家簇脂肽类化

合 物 *),3*(’ 分 子 量 为：:=MGR>，:=>MR>，:=?;R?；

5A.10,#)*$*( 分 子 量 为：:=?;R;，:=S;R;，:=G>R;；

#".*$$15A.*( 分子量为：:=&=R;，:=>>RS，:=?GRS［S，9，:;］；

这些化合物的分子量都与 7". 合成的脂肽类化合物

分子量不一致。

9>>罗楚平等：生防菌 7089:; 合成脂肽类化合物 8(& 操纵子突变株构建及功能 F K微生物学报（M==9）>9（>）
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图 ! 基质辅助解离质谱法分析提取的脂肽类化合物

!"#$% &’()"*+’,,",(-. /’,-) .-,0)1("02 "02"3’("02+("4- 05 5/"#6( ,1-7()’ ’2’/8,", 05 (6- -*()’7(-. /"101-1(".-,$

表 " 质谱检测从野生型菌株 #$%&’! 和突变株 #((’)"、#((’)* 提取脂肽类抗生素

9’:/- ; <"101-1(".- 1)0.=7(, -*()’7(-. 5)04 >"/. (81- ?,+@A% ’2. 4=(’2(, ?BBAC;，?BBACD .-(-7(-. :8 &E

E()’"2
F2(-2,"(8

ACCGHI（4J3） ACKKHI（4J3） ACLCHI（4J3） ACL%HI（4J3） AC;;HD（4J3） ACDGHI（4J3）
?,+@A% AHC IHC LHC AAHC ADHC KIHC
?BBAC; KHD AKHD IH% KGHC LGHC G;HC
?BBACD C C C C C C

+ 讨论

本研究通过同源重组的方法，分别成功地构建

了 !"# 启动子区域失活的突变株 ?BBACD 和 ?’7 组

成性表达的突变株 ?BBAC;。?BBAC; 和 ?BBACD 对

多种病原的真菌的抑菌性能测定及抗菌物质分泌特

征研究表明 !"# 操纵子合成的抗真菌物质是属于

含有 I 个氨基酸残基的环脂肽类化合物，其结构可

能与已报道的伊枯草素类化合物存在差异，是 ?,+
@A% 防治水稻纹枯病菌的关键因子。目前枯草芽孢

杆菌抗菌物质研究已从纯化、特性、鉴定深入到遗

传、代谢、理性改造三个方面。如：通过更换脂肽类

化合物内源启动子为强启动子，构建工程菌株分别

L 倍 提 高 了 "(=)"2M 表 达 量 和 AD 倍 提 高 了

4870,=:("/"2 表达量［D，A%］。?,+@A% 脂肽类化合物合成

操纵子 !"# 置于组成性表达启动子下，其相应脂肽

类化合物表达量也提高了 L 倍。脂肽类化合物分泌

量不仅与相应操纵子转录强度相关，还与菌株自身

免疫能力、分泌系统、反馈抑制途径等密切相关［A］。

随着对脂肽类化合物遗传机制研究日益深入，为采

用基因工程手段大幅度提高枯草芽孢杆菌脂肽类化

合物分泌量奠定了基础［KC］。另外，对合成脂肽类化

合物结构基因进行重新洗牌设计合成新型脂肽类化

合物已有成功报道［KA］。!"# 操纵子与已报道的脂

肽类化合物操纵子相比具有可变区域，本研究结果

也证实其分泌的脂肽类化合物结构可能与已报道

"(=)"2 家簇其它化合物不同。因此，对 !"# 结构域与

其它脂肽类化合物合成操纵子结构域进行互换，有

可能理性设计合成出新型的脂肽类化合物。迄今为

止，本实验室已从 ! $ $%&’()($ ?,+@A% 发酵液中鉴定

出具有抗真菌活性的抗菌蛋白 ?’7",=:"2 和克隆到

一个完整的合成脂肽类化合物操纵子 !"#。?,+@A%
抗真菌活性物质基础及遗传机制的阐明，为我们采

用基因工程的手段改良 ?,+@A%，提高其在田间对病

原真菌的防治效果奠定基础［KK］。
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（本文责编：王晋芳）

《微生物学报》对摘要的写作要求

1: 研究报告摘要：基本要素包括研究目的、方法、结果和结论，并要求在文中给出“【目的】、【方法】、【结果】和【结论】”等字样。

具体地讲就是研究工作的主要对象和范围，采用的手段和方法，得出的结果和重要结论。在结果和讨论中应写明本文的创

新之处。

R: 综述摘要：包括论述内容的发展水平、自己的评论及展望。

K: 英文摘要的撰写要点：英文摘要的内容应与中文摘要一致，但比中文摘要更详尽。要求在文中按照［T7U*+&!6*］、［M*&5$,.］、

［V*.48&.］、［E$(+84.!$(］顺序分项撰写。英文摘要完成后，务必请英文较好、且专业知识强的专家审阅定稿后再返回编辑部。

凡不符合要求的，即使学术上可以达到刊出的水平，本刊也将推迟发表。

（1）在英语摘要中，不要使用任何汉字字符，包括标点、括号、温度、希腊字母等。

（R）建议使用第一人称，以此可区分研究结果是引用文献的还是作者的。

（K）建议用主动语态，被动语态表达拖拉模糊，尽量不用，这样可以免好多长句，以求简单清晰。

（A）摘要应当使用过去时态，语法正确，句子通顺。

（C）摘要中不用缩写语，除非是人人皆知的，如：QWJ，J;= 等。

（2）句子的开头处最好不要使用数字。
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