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研究报告 

绿针假单胞菌 HT66 中 ompR 基因的功能 

侯博文  郭树奇  彭华松*  张雪洪 
(上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240) 

 
 

摘  要：【背景】植物根部存在大量对植物生长有促进或对病原菌有拮抗作用的有益细菌，是

当前农业微生物研究的热点之一。其中，绿针假单胞菌 HT66 是一株可高效合成吩嗪-1-甲酰胺

(PCN)的环境友好型生防菌株。【目的】探究在绿针假单胞菌 HT66 中 ompR 基因的生理功能，

以及其对菌株生防作用的影响。【方法】通过基因无痕敲除的方法构建 HT66 菌株的 ompR 基因

缺失突变株，对比研究突变株与野生株在生长速率、渗透压感应、生物膜的合成、pH 耐受性、

群集运动和 PCN 产量的变化。【结果】与野生株相比，ompR 基因缺失突变株的细胞生物量微

量减少，生物膜的合成减少 31.5%，群集运动以及对渗透压和 pH 的耐受性明显下降，但是其

PCN 产量较野生株提高了 57.8%。【结论】在 HT66 菌株中，ompR 基因对其运动性、环境耐受

性和生理生防功能均有一定程度的调控作用。本研究丰富了绿针假单胞菌的代谢通路，此报道

将对后续 PCN 合成机制的研究和应用提供一定的理论依据。 
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Function of ompR gene in Pseudomonas chlororaphis HT66 
HOU Bo-Wen  GUO Shu-Qi  PENG Hua-Song*  ZHANG Xue-Hong 

(State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200240, China) 

Abstract: [Background] Plant rhizosphere growth-promoting bacteria are one of the hotspots in the 
current research of agricultural microorganisms because they promote plant growth or have 
antagonistic effects on pathogenic bacteria. Among them, Pseudomonas chlororaphis HT66 is a 
non-pathogenic biocontrol strain that can efficiently synthesize phenazine-1-carboxamide (PCN) — a 
promising and environmental friendly agricultural antibiotic. [Objective] To study the physiological 
function of ompR gene in P. chlororaphis HT66 and its biocontrol efficiency. [Methods] The ompR 
gene deletion mutant of HT66 strain was constructed by scar-less gene knockout method. We studied 
the effects of the mutation on the growth rate, biofilm synthesis, tolerance to pH and osmotic 
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pressure, swarming mobility and PCN production. [Results] Compared with the wild-type strain, the 
ompR gene deletion inactivated mutant showed a slight reduction in cell biomass. The biofilm 
decreased by 31.5%, whereas the swarming mobility of the strain and the tolerance to osmotic 
pressure and pH decreased. However, the yield of PCN increased by 57.8% in the mutant strain. In 
HT66 strain, the ompR gene has a certain degree of regulation of its motility, environmental tolerance 
and physiological and biological functions. [Conclusion] Our findings enriched the metabolic 
pathway of P. chlororaphis, and will provide a basis for the research and application of the 
subsequent PCN synthesis mechanism. 

Keywords: Pseudomonas, Gene knockout, ompR, Phenazine-1-carboxamide 

绿针假单 胞菌 (Pseudomonas chlororaphis) 

HT66 是本实验室从水稻根际土壤中分离得到的 

一株重要的生防菌株。该菌株营养需求简单，生长

迅速，可高效合成吩嗪 -1-甲酰胺 (Phenazine-1- 

carboxamide，PCN)，具有显著的生物防治作用[1]。 

天然吩嗪化合物是一类色彩丰富的含氮次级

代谢产物，具有广谱抗真菌活性[2-3]，可用于防治植

物真菌性病害。目前，生物合成的吩嗪类抗生素已

成为农药开发的重要领域之一[4]，其高效合成菌株

包括铜绿假单胞菌 M18[5]、PA1201[6]，以及绿针假

单胞菌 PCL1391[7]、GP72[8]和 HT66。研究表明，

与吩嗪-1-羧酸(PCA)相比，菌株 PCL 1391 产生的

PCN对尖孢镰刀菌具有更高的抗真菌活性[9]。从铜

绿假单胞菌 PA1201 提取的 PCN 对 Rhizoctonia 

solani Kühn和 Xanthomonas oryzae pv. oryzae抑菌

效果优于多菌灵和利福霉素[10]。PCN作为高效的抗

真菌剂[11]，对环境友好，具有良好的农业应用与开

发前景[12]。 

EnvZ-OmpR 是一个全局性的双组分调控系

统[13]，在许多革兰氏阴性菌中通过调控外膜孔蛋白

表达来应对渗透压变化。其中，OmpR是目前肠杆

菌科中研究最多的渗透压调节因子，能协同调节部

分细菌毒力基因的表达[14]。该系统还可通过鞭毛途

径调控共生细菌之间的相互作用，比如在细菌

Xenorhabdus nematophila中 OmpR具有调控鞭毛途

径、细菌的运动能力及抗生素分泌的作用[15]。 

经文献调研，尚未见 EnvZ-OmpR 系统影响假

单胞菌生防能力的报道。本论文在绿针假单胞菌

HT66中构建了 ompR基因缺失突变株，对比了细菌

生物膜、群集运动和吩嗪抗生素的合成以及对环境

pH、渗透压耐受性的变化，探讨了该基因对植物根

际微生物生防功能的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

实验用菌株和质粒参见表 1。 

表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmid used in this study 

Strains/Plasmid Genotype and relevant characteristics Sources 

Strains   

P. chlororaphis HT66 Wild type, Ampr, Spr This lab 

P. chlororaphis HT66ΔompR Gene deleted in HT66 This study 

E. coli DH5α supE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 This lab 

E. coli S17 res− pro mod+ integrated copy of RP4, mob+ This lab 

Plasmid   

pK18-ompR pK18mobsacB carrying EcoR I-BamH I insert of 476 bp and 421 bp  
segments flanking ompR; SacB, Kanr 

This study 

注：Ampr：氨苄青霉素抗性；Spr：壮观霉素抗性；Kanr：卡那霉素抗性. 

Note: Ampr: Ampicillin resistance; Spr: Spectinomycin resistance; Kanr: Kanamycin resistance. 
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1.1.2  培养基及菌株生长条件 

LB培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，

氯化钠 10.0，pH 7.5，固体培养基中含 14.0 g琼脂。

KB培养基(g/L)：蛋白胨 20.00，磷酸氢二钾 0.51，

硫酸镁 0.73，甘油 15 mL，pH 7.0。群集运动

(Swarming mobility)检测培养基(g/L)：葡萄糖 5.0，

胰蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，琼脂 5.0，   

0.68×105 Pa灭菌 30 min后制作成平板。抗生素用

量：硫酸卡那霉素(Kan) 50 mg/L，氨苄青霉素钠

(Amp) 100 mg/L。液体培养时在 250 mL凹角三角

瓶中装入 60 mL培养基，1.0×105 Pa灭菌 20 min。

大肠杆菌在 37 °C、180 r/min 培养；假单胞菌在

28 °C、180 r/min培养。每组实验设置 3个平行。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

PrimeSTAR DNA 聚合酶、限制性内切酶、

Solution I，宝生物工程(大连)有限公司；2×Taq 

Master Mix，南京诺唯赞生物科技有限公司；基因

组 DNA提取采用 Genomic DNA Kit、质粒抽提采

用 Plasmid MiniPrep Kit、电泳凝胶片段回收采用

Quick Gel Extraction Kit、酶切产物纯化采用 PCR 

Purification Kit，北京全式金生物技术有限公司；

IPTG、X-gal，生工生物工程(上海)股份有限公司。 

1.2  引物和 PCR 反应条件 

根据绿针假单胞菌 HT66 全基因组序列进行

ompR 基因前后同源臂克隆的引物设计，其上游同

源臂的引物对为：ompR-F1：5′-CCGGGGATCCTCT 

AGACGGTCACTTCCTTCCGGTAGC-3′ (EcoR I)和

ompR-R1：5′-CTGCTCAGCCCAGGGTCGT-3′；下

游同源臂的引物对为：ompR-F2：5′-CGACCCTGG 

GCTGAGCAGTCTGGGGCGTGGGTTACGT-3′ 和

ompR-R2：5′-GGCCAGTGCCAAGCTTTGGGCGAT 

GGCTGGCTG-3′ (BamH I)。以 HT66基因组为模

板，通过 PCR扩增 ompR基因序列。PCR反应体系

(50 µL)：2×GC Buffer 25 µL，HT66基因组 DNA  

(10 mg/L) 1 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4 µL，引物

ompR-F1和 ompR-R1 (10 μmol/L)各 1.5 µL，LA Taq 

(100 U/µL) 0.5 µL，双蒸水 16.5 µL。PCR反应条件：

94 °C 30 s；94 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C，50 s      

(1 min/kb)，30个循环；72 °C 10 min。 

1.3  ompR 基因缺失突变株的构建 

基因组及质粒提取、电泳凝胶片段回收、酶切、

产物的纯化和连接等均按试剂盒说明书进行操作。

采用基于同源重组的无痕敲除方法构建基因缺失

突变株，操作方法参照文献[16]。以菌株 HT66 基

因组为模板，使用 ompR-F1和 ompR-R1、ompR-F2

和 ompR-R2分别扩增 ompR基因簇的上、下游同源

臂。将产物纯化后作为模板，用引物 ompR-F1 和

ompR-R2 扩增获得融合片段。将融合片段和质粒

pK18mobsacB酶切并连接，转化大肠杆菌 DH5α感

受态，之后进行蓝白斑筛选和 PCR验证，测序正确

后即获得重组质粒 pK18-ompR。提取质粒，转化大

肠杆菌 S17感受态，在 Kan、Amp双抗培养基中将

该菌株与菌株 HT66 共培养，将获得的菌液稀释，

涂布于含 10%蔗糖的 LB 平板上，分别在 LB 和含

Kan 的 LB 平板上影印筛选，仅能在 LB 平板中生

长的为双交换菌株。最后，使用引物 ompR-F1 和

ompR-R2 进行原位菌落 PCR 验证，获得敲除突变

菌株 HT66ΔompR。DNA测序委托上海桑尼生物科

技有限公司完成。 

1.4  生长曲线的绘制 

将待测菌株在 KB平板上充分活化，分别接种

至添加不同浓度 NaCl 的 KB 液体培养基中，初始

OD600值为 0.02，于 28 °C、180 r/min培养，每隔

12 h取样，稀释 OD600值至 0.3−0.8，以分光光度计

检测其 OD600值。 

1.5  生物膜分析 

将活化后的待测菌株接种到 KB液体培养基

中，分装于 24孔板，28 °C静置培养 48 h后吸

去菌液。然后用结晶紫对生物膜染色，清洗多余

的染色液。用乙醇进行脱色，将脱色液转到酶标

板中，用酶标仪检测其 OD600值，具体方法参照

文献[17]。 

1.6  群集运动分析 

配制运动性检测平板，在平板上进行菌株的群
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集运动实验，相关操作参照文献[18]。 

1.7  PCN 产量测定  

样品中 PCN 浓度用高效液相色谱(HPLC)检

测。色谱柱为安捷伦 WondaSil-WR C18 反相柱  

(5 μm×250 mm)。样品的处理方法、HPLC检测条件

参照文献[19]。 

2  结果与分析 

2.1  ompR 基因克隆和分析 

设计 ompR基因的引物，以绿针假单胞菌 HT66

基因组为模板扩增 ompR 基因片段，并将扩增片段

回收纯化后测序。将测序结果与 NCBI数据库相关

序列进行比对。结果表明，菌株 HT66 中 ompR 基

因片段长度为 941 bp，与 Pseudomonas fluorescens 

F113的 ompR基因一致性最高，为 96.3%。 

2.2  突变株 HT66ΔompR 的构建 

为研究 ompR 基因对菌株 HT66 生物学功能的

影响，构建了 ompR基因缺失突变株 HT66ΔompR。

以突变株基因组为模板，ompR-F1 和 ompR-R2 为

引物扩增出长度约为 850 bp的上、下游同源臂融合

片段；以野生株基因组为模板，扩增片段长度约为

1 800 bp，与 ompR基因及上、下游同源臂的长度一

致，表明突变株构建成功(图 1)。 

2.3  ompR 基因缺失对菌株 HT66 生物功能的

影响 

在不同 NaCl 浓度梯度的 KB 培养基中分别接

种菌株 HT66 和 HT66ΔompR 后，在相同条件下进

行培养，定时取样测定 OD600值并绘制其生长曲线，

对比野生株和突变株在不同渗透压条件下生长的

差异，结果如图 2所示。在 KB培养基中，当 ompR

基因敲除后与野生株相比的生物量减少，而且随

着培养基中 NaCl浓度的增加，突变株的生长受抑

制程度则越来越明显。加入 5 g/L的 NaCl时，突

变株较野生株在对数生长期的生长速率略有降

低，但 48 h后菌体浓度接近；加入 20 g/L的 NaCl

后，野生株和突变株生物量均受到渗透压的抑制，

突变株 HT66ΔompR 受抑制的程度尤其明显，表

明 ompR 基因的缺失降低了菌株对高渗透压的耐

受性。 

为对比野生株和突变株对外界 pH 耐受性的

差异，配制了不同初始 pH 的 KB 培养基，定时

取样检测菌体浓度，结果如图 3 所示。HT66 菌 

 

 
 

图 1  菌株 HT66ΔompR 原位 PCR 验证 
Figure 1  Confirmation of strain HT66ΔompR by PCR 
注：M：Marker；L1：以菌株 HT66ΔompR 的基因组为模板；

L2：以菌株 HT66的基因组为模板. 

Note: M: Marker; L1: Using genome of strain HT66ΔompR as 
template; L2: Using genome of strain HT66 as template. 

 

 
 

图 2  敲除 ompR 基因后渗透压对菌株 HT66 生长的

影响 
Figure 2  Effect of ompR gene knockout on the growth of 
strain HT66 under different osmotic pressure 
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图 3  不同 pH 条件下野生型 HT66 (A)和突变株

HT66ΔompR (B)的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of wild-type strain HT66 (A) and 
mutant HT66ΔompR (B) under different pH condition 

 
株的最适生长 pH 值为 7.5，OD600值可达到 25.7 

(图 3A)。突变株 HT66ΔompR 的最适生长 pH 值为

7.0，OD600最大值为 23.2 (图 3B)。当 pH增加或者

减少时，其生长均开始减弱。可见，ompR 基因缺

失后突变株对环境酸性和碱性的耐受性下降更为

明显。 

为测定 ompR 基因缺失对菌株 HT66 生物膜合

成量的影响，以初始培养液为空白对照，于 24 孔

板中测定了菌株 HT66 和 HT66ΔompR 的生物膜合

成量，结果如图 4所示。与野生型相比，突变株生

物膜的形成受到一定程度的抑制，合成量约为野生

型的 68.5%。 

 
 

图 4  ompR 基因缺失对菌株 HT66 生物膜形成的影响 
Figure 4  Effects of ompR gene’s deletion on the biofilm 
formation of strain HT66 

 

细菌的运动能力与其定殖行为密切相关，运动

能力强则有利于其生防功能[20]。我们对比研究了菌

株 HT66 和 HT66ΔompR 在群集运动检测平板上的

生长情况，结果如图 5所示。野生株和突变株的菌

落形态较为类似，呈现发散状，且带有晕圈；但

ompR基因缺失后，突变株的运动半径从 4.1 cm减

小至 2.5 cm，表明其群集运动能力明显降低。推测

ompR 基因对细菌鞭毛基因的表达起正调控作用，

HT66敲除 ompR后影响了鞭毛表达，造成运动能力

显著减弱[15]。 

高效合成 PCN 的能力是绿针假单胞菌 HT66

的重要生防能力之一。分别将野生株和突变株在

相同条件下培养，定时取样检测 PCN浓度，结果

如图 6所示。在 ompR基因缺失后，突变株 PCN合 

 

 
 

图 5  菌株 HT66 (A)以及 HT66ΔompR (B)的群集运动 
Figure 5  The swarming motility of strain HT66 (A) and 
HT66ΔompR (B) 
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图 6  ompR 基因敲除对菌株 HT66 合成 PCN 的影响 
Figure 6  Effects of ompR gene’s deletion on PCN 
production of strain HT66 

 
成能力大幅增加，在36 h时达到最高产量720.9 mg/L，

比野生株提高了 57.8%。 

3  讨论与结论 

植物根际细菌的间接促生作用包括产生抗生

素、抗菌蛋白等抑制真菌性病害而促进植物生长，

并通过形成生物膜及群集运动以增强其在植物根

际的定殖[21]。 

EnvZ-OmpR 双组分调节系统由感受激酶

EnvZ 和响应调节因子 OmpR 组成。EnvZ 镶嵌于

细胞膜上，可以感受环境条件如渗透压和 pH的变

化，通过磷酸基团转移将信号传导到位于胞内的调

节因子 OmpR上来调节[22]。研究表明，EnvZ-OmpR

系统对蛋白酶、脂肪酶的分泌以及群集运动、鞭

毛基因、三型分泌系统等多种生理活动均有调控

作用[23-24]。这方面研究主要集中在病原细菌，OmpR

直接作用于编码膜孔道蛋白 OmpC及 OmpF基因

的启动子区，从而对高渗透压、酸性环境以及毒

性物质等胁迫作用进行响应 [25-26]。目前尚未有

EnvZ-OmpR 双组分系统影响植物根际假单胞菌生

防功能的报道。 

本论文克隆了绿针假单胞菌 HT66 中的 ompR

基因，通过比对发现其与 Pseudomonas fluorescens 

F113中 ompR基因的一致性高达 96.3%。通过基因

无痕敲除技术构建菌株 HT66 的 ompR 基因缺失菌

株，其 PCN产量提高 57.8%，增强了其对植物根际

病原真菌的抑制，有利于提高其生防功能。除了合

成抗生素外，细胞生物膜的合成和菌株的运动性也

在影响着根际微生物的生防功能。ompR 基因突变

株对 pH 和渗透压的耐受性、生物膜的合成及运动

性均下降，不利于其在植物根际的定殖，反而降低

其生防能力。因此，我们认为该基因对绿针假单胞

菌的生防功能存在比较复杂的调控机制，对不同的

生物学功能进行差异性调控。此外，鉴于 ompR 基

因对多种膜孔道蛋白具有重要的调节作用[25-26]，我

们推测 ompR基因敲除突变株中PCN产量的提高可

能与 PCN 的外排分泌系统调控有关，但该推测有

待进一步研究。 

本研究在绿针假单胞菌 HT66 中初步研究了

ompR基因的功能，丰富了研究者对 ompR基因生理

功能的认知，对了解绿针假单胞菌 HT66的 PCN产

物合成与代谢调控具有重要意义。由于 PCN 在生

物农药上具有较广阔的应用前景，本研究将为后续

生防菌株的合成代谢调控方面的研究提供参考。 
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