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摘    要：【目的】 鉴定影响普城沙雷氏菌 ACCC 02146产灵菌红素能力的基因，构建 ACCC 02146的转座子突变体文

库，为进一步研究普城沙雷氏菌 ACCC 02146灵菌红素合成机制奠定基础。【方法】 采用平板划线法从菌种保藏中

心购买菌株和实验室保藏菌株中获得 15株产灵菌红素的菌株。采用 16S rRNA基因测序法鉴定各菌株，邻接建树将

其分类，并比较不同类别菌株灵菌红素合成基因簇启动子序列差异，观察各菌株产色能力。对 16S rDNA序列和灵

菌红素合成基因簇启动子序列均有异于其他菌株的普城沙雷氏菌 ACCC 02146合成灵菌红素的调控基因展开研究。

构建 ACCC 02146的转座子突变体文库，筛选出产色能力明显改变的克隆子并鉴定出对应的转座子插入突变基因。

【结果】  该突变体文库中有 74个突变体表现出产灵菌红素能力的变化。其中 25个突变体转座子插入发生在 pigA、

pigB、pigC、pigD 和 pigH 等 5个灵菌红素合成簇基因上，49个突变体转座子插入基因为灵菌红素合成基因簇之外的

基因。在鉴定到的产色能力改变的突变体中，麦芽糖 O-乙酰基转移酶基因突变菌株有 6个，二氢乳清酸脱氢酶基因

突变菌株有 4个，MarR家族转录因子 SlyA基因突变体有 3个，winged helix家族的双组分转录调控因子 RstA基因突

变体有 3个，H-醌氧化还原酶亚基 I基因突变菌株有 3个，NADH-醌氧化还原酶 G链基因突变菌株有 3个，肽基脯

氨酰异构酶 B基因突变菌株有 3个，其他突变基因对应的克隆子数量为 1～2个。【结论】 在沙雷氏菌中，除了灵

菌红素合成簇基因调控灵菌红素合成，推测灵菌红素合成簇外编码相关酶、转录调控因子和一些结构蛋白的基因通

过直接或间接途径在不同程度上调控了灵菌红素的合成。
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Prodigiosin-producing Genes in Serratia plymuthica ACCC 02146
DING Xiafei1,   JIA Xianbo2,   LIN Chenqiang2,   ZHUANG Zhenhong1,   CHEN Jichen2 *

（1. College of Life Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou, Fujian　350001, China; 2. Institute of Soil and

Fertilizer, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou, Fujian　350003, China）

Abstract: 【Objective】   Genes relating to prodigiosin synthesis in Serratia plymuthica ACCC 02146 were identified, and a

transposon mutant library on the strain constructed.【Methods】 Fifteen prodigiosin-producing microbes were obtained from a

conservation center and a laboratory. After identification by 16S rRNA gene sequencing, they were classified according to the

neighbor-joining trees. Promoter sequences of prodigiosin synthesis gene were analyzed, and color producing capacity of the

individual  strains  evaluated.  Selected  strain  was  cloned  and  further  studied  to  establish  a  library  on  the  transposon  mutants.

【Results】   Differed from other strains in terms of 16S rDNA and promoter sequences of the prodigiosin biosynthesis gene

clusters, S.plymuthica ACCC 02146  was  selected  to  clone  the  candidate  gene  for  further  investigation.  A transposon  mutant

library  was  constructed  subsequently.  In  the  library,  of  74  mutants  showing  significant  variations  in  prodigiosin-producing

ability, 25 had the insertions in pigA, pigB, pigC, pigD, and pigH, while 49 in the genes outside the cluster. On color formation,

6 strains with the mutation on maltose o-acetyltransferase gene, 4 on dihydroorotate dehydrogenase gene, 3 on MarR family of

transcription factor SlyA genes, 3 on two-component transcriptional regulator RstA of the winged helix family, 3 on NAD(P)H-
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quinone oxidoreductase  subunit  I gene,  3  on NADH-quinone oxidoreductase,  chain  G gene,  3  on peptidylprolyl  isomerase  B

gene,  and  one  to  two  on  other  genes  were  found  possibly  related  to  significant  alterations  on  the  prodigiosin  production  as

well.【Conclusion】 Aside from the identified specific clusters of prodigiosin synthesis-associated genes, additional factors in

the forms of enzymes,  transcriptional  regulators,  and/or structural  proteins were now speculated to also directly or  indirectly

contribute in varying degrees to the prodigiosin synthesis in Serratia sp.

Key words: Serratia marcescens；prodigiosin；transposon；mutant library；regulatory gene

 

 0    引言

【研究意义】灵菌红素族（Prodigiosins）是一类

具有甲氧基吡咯环骨架结构的天然色素[1]，是由沙雷

氏菌属（Serratia sp.）、放线菌属（Actinomycetes）、假

单胞菌属（Pseudomonas）、链霉菌属（Streptomyces）
等产生的次级代谢产物，根据其侧链基团结构的不

同，可分为灵菌红素（Prodigiosin，PG）、十一烷基

灵菌红素（Undecylprodigiosin，UPG）、间环丙菌素

（Metacycloprodigiosin，MPG）、 环 丙 烷 灵 菌 红 素

（Cycloprodigiosin， CPG）和 壬 烷 基 灵 菌 红 素

（Nonylprodigiosin，NPG）等系列结构类似物 [2]。灵

菌红素对酸碱性敏感，在碱性条件下易分解，在酸

性条件下可较长时间保存[3]。灵菌红素是一种脂溶性

色素，难溶于水，易溶于甲醇、乙醇、乙醚、氯仿

等有机溶剂 [4]。灵菌红素对多种癌细胞具有抑制作

用 [5,6]，还具有免疫抑制 [7]、抗细菌 [8]、抗真菌 [9]、抗

疟疾 [10]、抗原生动物 [11]、染色 [12] 和除藻 [13,14] 等多种

功能。因此，对灵菌红素的深入研究有重要的应用

价值。合成灵菌红素的能力受多种内外因素影响，

外在因素包括培养基组分、发酵温度和 pH等；内在

因素为灵菌红素合成基因簇相关酶的活性和多种基

因的调控。相关调控基因的鉴定和调控机制的阐明

有助于发现细菌新的次生代谢产物合成调控机制，

从而应用基因工程技术提升菌株灵菌红素的产量。

【前人研究进展】沙雷氏菌合成菌红素是由两个分

叉途径组成，这两个途径合成了两个前体物质 2-甲

基 -3-n-戊基吡咯（2-methyl-3-n-amyl pyrrole，MAP）

和 4-甲氧基 -2-2 ′-双吡咯 -5-甲醛（4-methoxy-2-2 ′-

dipyrrolid-5-formaldehyde，MBC），再由MAP和MBC

缩 合 生 成 灵 菌 红 素 [15]。 灵 菌 红 素 生 物 合 成 由

pigA–pigN 共 14个编码基因共同参与，将这 14个编

码基因称为 pig 基因簇。其中，2-辛烯醛作为起始前

体用来合成 MAP，在 pigD、pigB 和 pigE 的催化下氧

化脱氢形成 MAP；MBC的合成是以 L-脯氨酸为起始

底 物 ， 在 基 因 pigA、 pigF、 pigG、 pigH、 pigI、
pigJ、pigK、pigL、pigM 和 pigN 的作用下通过一系

列酶促反应合成 MBC[16]。在沙雷氏菌中，灵菌红

素的合成也受到其他转录调控因子的直接或间接

调 控 ， 包 括 灵 菌 红 素 合 成 负 调 控 因 子 MetR[17]、

SpnR[18] 和 SmaR[19]， 以 及 正 调 控 因 子 EepR[20]、

RbsR[21] 和 PigP[22] 等。【本研究切入点】但是，有关

沙雷氏菌转录调控因子和其他基因参与灵菌红素合

成的调控机制还有待深入研究。【拟解决的关键问

题】经测序与比对，普城沙雷氏菌 ACCC 02146在

16S rDNA序列和 pig 基因簇启动子序列上均与已广

泛研究的产灵菌红素沙雷氏菌有较大区别，怀疑该

菌株合成灵菌红素的调控机制可能也与已报道菌株

有所区别。因此，建立普城沙雷氏菌 ACCC 02146的

转座子突变体库，鉴定该菌株参与调控灵菌红素合

成的基因，为进一步提升沙雷氏菌产灵菌红素能力

提供理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    供试材料

 1.1.1   菌株及培养条件　  供试菌株为 15株沙雷氏

菌，FZSF02、S1、S2和 S3菌株来源于本实验室，

CICC 23 703、CICC 23 838、CICC 24 478、CICC 10 698、

CICC 20 223和CICC 24 369等菌株来源于中国工业菌种

保藏中心，CCTCC AB2014323和 CCTCC AB2015384

来源于中国典型培养物保藏中心，ACCC 02146、

ACCC 01294和 ACCC 04168来源于中国农业微生物

菌种保藏中心。试验所用引物由铂尚生物公司合成

（表 1）。如无特殊说明，黏质沙雷氏菌在 27 ℃ 培

养，使用 LB培养基（酵母粉 0.5%、胰蛋白胨 1%、

氯化钠 0.5%）或者 NA培养基（蛋白胨 1%、牛肉膏

0.3%、氯化钠 0.5%），固体培养基含 2%琼脂。卡

那霉素工作液质量浓度为 100 mg·L−1。

 1.1.2   主要试剂及仪器　 高保真DNA聚合酶PrimeSTAR®

Max DNA Polymerase（R045A）购自宝日医生物技术（北

京）有限公司；转座子突变试剂盒 EZ-Tn5™ ＜KAN-

2＞   TnpTransposome™  Kit（TSM99K2， Epicentre）

购自北京全式金生物技术有限公司；琼脂粉购自擎

科生物；3-18K超高速冷冻离心机购自德国 Sigma公

司 ； SpectraMax  190光 吸 收 酶 标 仪 购 自 Molecular

Devices Corporation；PCR扩增仪购自赛默飞世尔科
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技（中国）有限公司；细菌 DNA提取试剂盒购自北

京 百 泰 克 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 电 转 化 仪 Gene
Pulser  Xcell购自 Bio-Rad；稳压稳流电泳仪 DYY-
6B购自北京六一仪器厂；引物合成以及 DNA测序

服务均由铂尚生物公司提供。

 1.2    试验方法

 1.2.1   菌株的鉴定分类　 
　　（1）形态学观察。挑取一定量的菌落用平板划

线法在 NA固体培养基上活化菌株，置于 27 ℃ 的恒

温培养箱培养 2 d后，肉眼和光学显微镜结合观察比

较 15株沙雷氏菌菌落形态和颜色。

（2）16S rDNA测序鉴定。在 NA平板上活化 15
株灵菌红素产生菌，27 ℃ 培养箱培养 12 h。挑取单

菌落于装有 1mL ddH2O的 1.5 mL EP管中，吹打均

匀，用细菌基因组提取试剂盒提取菌株全基因组，

经琼脂糖凝胶电泳验证后作为模板。本研究使用细

菌 16S rRNA基因通用引物 27F及 1492R[23] （表 1）
进行 PCR扩增，扩增得到的相应序列用 DNAMAN
软 件 拼 接 ， 并 在 BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/）比对，MEGA5软件对测序所得序列构建进化

树。PCR扩增反应程序：94 ℃ 5 min；然后 94 ℃ 30
s；54 ℃ 30 s；72 ℃ 2 min，32个循环；最后 72 ℃ 10
min后延伸。产物应用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，验

证后送擎科生物科技有限公司测序。

 1.2.2   灵菌红素产量和菌株生长的测定　  从琼脂平

板上挑取一环新鲜的单菌落接入装有 50 mL LB液体

培养基的 250 mL三角瓶中，180 r·min -1 、27 ℃ 恒温

振荡培养箱培养 12 h作为种子液。

应用比色法测定灵菌红素产量。取 1 mL菌体发

酵液加入 4 mL酸性甲醇 [V（浓盐酸）∶V（甲醇）=

1.67∶500]，剧烈振荡后静置 10 min，8 000 r·min−1 离
心 5 min，利用酶标仪测定上清液 535 nm处吸光值评

价灵菌红素产量。通过测定菌株发酵液的 OD600 值

来判断菌株的生长状况。

 1.2.3   突变体库的建立　  采用 MEGA5邻接建树对

15株沙雷氏菌进行聚类分析，并经过 BLAST比对，

发现沙雷氏菌 ACCC 02146的灵菌红素合成基因簇启

动子不同于其他 14株沙雷氏菌，因此选择沙雷氏菌

ACCC 02146进行突变体库的建立。37 ℃、180 r·min−1

培养至 OD600 值约 1.0的新鲜菌液冰浴 30 min，冰浴

结束后转移至 50 mL离心管，于 4 ℃ 离心机中 5 000
r·min−1 离心 10 min；弃上清后用 40 mL预冷的无菌

水洗涤后 4 ℃ 离心 10 min，再用无菌水重复洗涤离

心 1次；用 40 mL的冰预冷的 10%甘油洗涤后，4 ℃
离心 10 min，重复用 10%甘油洗涤离心 1次；用 0.5
mL 10%甘油悬浮菌体沉淀，以 100 μL每管分装至

1.5 mL离心管作为电转感受态细胞。

EZ-Tn5™＜KAN-2＞  Tnp  Transposome™Kit
(TSM99K2)用来构建突变文库。使用 0.1 cm电穿孔

比色皿（Cat: 1652083, Bio-Rad）在 Gene Pulser Xcell™
（Bio-Rad）上进行电子脉冲操作，电穿孔参数如

下：25 μF，200 Ω，1 800 F。电击结束后立即将菌液

转入 1 mL NB液体培养基中，37 ℃、200 r·min−1 振
荡培养 2 h。将培养液适当稀释后在涂布于含卡那霉

素（100 mg·L−1）的 NA琼脂平板上，27 ℃ 倒置培养

24 h后挑选产色能力发生改变的单菌落。

 1.2.4   鉴定突变体中转座子插入位点　  采用高效热

不对称交错 PCR技术鉴定突变体转座子插入位点[25,26]，

引物见表 1。该方法分为 3个步骤。第一步反应：

PCR反应总体积为 20  μL，含有 10  μL  STAR  Max

 
表 1    供试引物

Table 1    Primes applied

引物 Primes 序列 Sequences（5′-3′） 用途 Purpose 来源 Sources

27F AGAGTTTGATCC TGGCTCAG 16S rDNA 测序 [23]

1492R ACGGTTACCTTGTTACGACTT 16S rDNA 测序 [23]

LAD1 ACGATGGACTCCAGAG(G/C/A)N(G/C/A)NNNGGAA 高效热不对称交错PCR [24]

LAD3 ACGATGGACTCCAGAG(T/A/C)N(A/G/C)NNNCCAC 高效热不对称交错PCR [24]

AC1 ACGATGGACTCCAGAG 高效热不对称交错PCR [24]

F389 TCAAGCATTTTATCCGTACTCCTG 高效热不对称交错PCR [24]

F536 CGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTA 高效热不对称交错PCR [24]

F772 TAGGTTGTATTGATGTTGGACGAG 高效热不对称交错PCR [24]

KproF GCAACACTCCGCAATCTATA 菌株ACCC 02146启动子序列 本研究

KproR CTCTATCTCCATGAAAGAGT 菌株ACCC 02146启动子序列 本研究
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DNA聚 合 酶 （TAKARA  Japan）， 2  μL引 物

F389（20  pmol）， 1  μL（约 100  ng）基因组 DNA和

7 μL ddH2O；第二步反应：将第一步反应产物稀释

10倍作为模板，PCR反应总反应体积为 25 μL，其

中 12.5  μL  STAR  Max  DNA聚 合 酶 （TAKARA
Japan）， 2  μL引 物 F536（20  pmol）， 0.5  μL引 物

LAD1（5  pmol）， 0.5  μL引 物 LAD3（5  pmol）， 1
μL模板以及 8.5 μL ddH2O；第三步反应：将第二步

反应产物稀释 50倍作为模板，PCR反应总体积为 25
μL，其中 12.5 μL STAR Max DNA聚合酶（TAKARA
Japan）， 1  μL引 物 F772（10  pmol）， 1  μL引 物

LAC1（10 pmol），1 μL稀释后的 PCR产物作为模

板，9.5 μL ddH2O。反应程序如下：第一步反应程序

为 98 ℃ 10 s；58 ℃ 或 60 ℃ 5 s，72 ℃ 30 s，20个循

环。将第一步反应产物稀释 10倍，作为第二步反应

的模板，第二步反应程序为 98 ℃ 10 s，68 ℃ 5 s，72 ℃
1 min；然后 98 ℃ 10 s，25 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min；最

后 98 ℃ 10 s，58 ℃ 5 s，72 ℃ 30 s，45个循环。将

第二步反应产物稀释 50倍，作为第三步反应的模

板，第三步反应程序为 98 ℃ 10 s，60 ℃ 5 s，72 ℃
30 s，98 ℃ 10 s，56 ℃ 5 s，72 ℃ 30 s，98 ℃ 10 s，
52 ℃ 5 s，72 ℃ 30 s，12个循环。

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后送铂尚福

州测序部进行测序，将测序结果在 BLAST（https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/）比对以鉴定转座子插入基因

及插入位置。

 2    结果与分析

 2.1    菌株的分子生物学鉴定及分类

15株具有灵菌红素合成能力的沙雷氏菌属菌株

16S rDNA序列经 BLAST比对可知，与菌株 ACCC
02146序 列 同 源 性 最 高 菌 株 属 于 普 城 沙 雷 氏 菌

Serratia plymuthica，同源性达 99.93%，其他研究菌

株同源性最高的菌株都属于黏质沙雷氏菌 Serratia
marcescens，同源性均高达 99%以上。

形态学鉴定各菌株菌落形态特征见表 2，结合形

态学鉴定及 16S rRNA基因序列，鉴定菌株 ACCC
02146为普城沙雷氏菌 Serratia plymuthica，其他菌株

为黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens。MEGA5软件将

所有菌株进行多序列比对，通过邻接法构建系统发

育树（图 1），所有菌株分为 4类：第一类包括菌株

ACCC  02146；第二类包括菌株 ACCC  04168、 S1、
CCTCC  AB2015384、 CICC  10698、 CICC  23703、
CICC  24369、CICC  23838；第三类包括菌株 CICC
24478、S3、S2和 FZSF02；第四类包括菌株 CICC

20223、CCTCC AB2014323和 ACCC 01294。其中菌

株 ACCC 02146与其他菌株同源性最低。

  
表 2    菌落形态特征

Table 2    Colony morphology

菌株编号

Strain No.
菌落形态特征

Colony morphology characteristics

FZSF02 圆形凸起，湿润黏稠，红色

S1 圆形凸起，湿润黏稠，红色

S2 圆形凸起，湿润黏稠，红色

S3 圆形凸起，湿润黏稠，红色

CICC 23703 圆形凸起，湿润黏稠，深红色

CICC 23838 圆形凸起，湿润黏稠，红色

CICC 24478 圆形凸起，表面干燥粗糙，红色

CICC 10698 圆形凸起，湿润黏稠，橙红色

CICC 20223 圆形凸起，湿润黏稠，橙色

CICC 24369 圆形凸起，湿润黏稠，深红色

CCTCC AB2014323 圆形凸起，湿润黏稠，深红色

CCTCC AB2015384 圆形凸起，湿润黏稠，红色

ACCC 02146 圆形凸起，湿润黏稠，橙红色

ACCC 01294 圆形凸起，湿润黏稠，深红色

ACCC 04168 圆形凸起，湿润黏稠，深红色

 
 

 2.2    各菌株灵菌红素合成能力比较

经不同温度试验发现 15株沙雷氏菌产灵菌红素

最适温度均为 27 ℃。在 27 ℃ 温度条件下，S2菌株

产灵菌红素量比已报道的黏质沙雷氏  FZSF02更

高 [27]，且其产灵菌红素能力最强；普城沙雷氏菌

ACCC 02146  产 灵 菌 红 素 能 力 高 于 黏 质 沙 雷 氏

CCTCC AB2015384、CICC 10698、 CICC 23838、CCTCC
AB2014323、 CICC  23703、 S1和 CICC  20223菌株，

低于黏质沙雷氏 S2、ACCC  01294、ACCC  04168、
S3、CICC 24369和 CICC 24478菌株，黏质沙雷氏

S1和 CICC 20223菌株的产灵菌红素能力最差（图 2）。

 2.3    构建普城沙雷氏菌 ACCC 02146的 EZ-Tn5突变

文库

应用 EZ-Tn5转座子构建了转座子突变体库，平

板划线法筛选到 74个表现出产色能力变化的突变

体。其中有 25株突变基因位于灵菌红素合成基因

簇，剩余 49个突变体对应的插入突变基因位于灵菌

红素合成基因簇外部，对应基因及其插入位点见

表 3。挑选 31株分别对应 31个不同突变基因的菌株

进行灵菌红素合成能力和菌株生长能力检测。在

27°C LB液体培养基中培养 36 h后，测定各突变菌株
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的灵菌红素产量（535 nm处  OD值）和菌量（600
nm 处 OD值）（表 3）。

本试验中，有 5个灵菌红素合成基因簇基因突

变后菌株合成灵菌红素能力改变，有利用磷酸烯醇

式丙酮酸酶（pigC）突变体 7个、假设蛋白（pigD）

突变体 7个、甘氨酸 C-乙酰基转移酶（pigH）突变

体 2个、异戊酰基 -辅酶 A脱氢酶（pigA）突变体

5个和富马酸还原酶/琥珀酸脱氢酶黄蛋白结构域蛋

白（pigB）突变体 5个（表 3）。

灵菌红素合成簇外，参与了灵菌红素合成的调

控、产灵菌红素能力改变的突变体包括麦芽糖 O-乙

酰基转移酶基因突变菌株 6个，二氢乳清酸脱氢酶

 

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens ACCC 04168

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CCTCC AB2015384

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 10698

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 23703

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 24369

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 23838

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens S3

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 24478

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens S2

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens FZSF02

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CICC 20223

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens CCTCC AB2014323

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens ACCC 01294

普城沙雷氏菌 Serratia plymuthica ACCC 02146

黏质沙雷氏菌 Serratia marcescens S1
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图 1    菌株系统发育树

Fig. 1    Phylogenetic tree of Serratia sp.
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图 2    各菌株灵菌红素合成能力比较

Fig. 2    Prodigiosin synthesis capabilities of Serratia sp.
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表 3    突变体产灵菌红素能力及其菌量

Table 3    Prodigiosin synthesis capabilities and quantity of S.plymuthica mutant

基因登录号

Gene accession
number

突变体（基因长度/插入位点）

Mutant (gene length/insertion site)/bp
功能

Function
OD600

OD600

改变倍数

OD600 fold
change

OD535

OD535改变

倍数

OD535 fold
change

OD535改变倍数/
OD600改变倍数

OD535 fold change/
OD600 fold change

普城沙雷氏菌 ACCC 02146 2.540 1.000 0.213 1.000 1.000

AEG27540.1

B5-10 (2 673/1 075), B9-2 (2 673/
1 274), B6-4 (2 673/1 075), B6-6
(2 673/792), B5-6 (2 673/792),
B2-11 (2 673/1 266), B5-9 (2 673/153)

利用磷酸烯醇式丙酮酸酶

（PigC）
2.880 1.134↑ 0.005 0.023↓ 0.020

AEG27539.1

B5-1 (2 601/2 116),B8-1 (2 601/2 096),
B7-5 (2 601/1 099), B7-6 (2 601/1 099),
B7-11 (2 601/1 338), B9-4 (2 601/2
072), B9-5 (2 601/2 071)

假设蛋白（PigD） 2.644 1.041↑ 0.005 0.023↓ 0.022

AEG27535.1 B7-7 (1 971/1 905), B7-1 (1 971/1 905)
甘氨酸C-乙酰转移酶

（PigH）
2.600 1.025↑ 0.015 0.070↓ 0.068

AEG27542.1
B5-12 (1 161/195), B5-13 (1 161/794),
B6-8 (1 161/35), B7-8 (1 161/35), B9-1
(1 161/35)

异戊酰基-辅酶A脱氢酶

（PigA）
2.731 1.075↑ 0.004 0.019↓ 0.02

AEG27541.1
B5-2 (2 031/1 865), B5-11 (2 031/
1 865), B6-7 (2 031/1 865), B7-12
(1 161/35)

富马酸还原酶/琥珀酸脱氢酶

黄蛋白结构域蛋白（PigB） 2.665 1.049↑ 0.012 0.056↓ 0.053

AEG30298.1
F5-7 (558/202), F5-4 (558/524), F5-10
(558/273), F5-5 (558/518), F5-6
(558/495), F5-9 (558/189)

麦芽糖O-乙酰转移酶 2.618 1.031↑ 0.037 0.174↓ 0.169

AEG29267.1
H8-8 (978/910), H8-9 (978/262), H9-8
(978/217）

H-醌氧化还原酶亚基1 2.355 0.927↓ 0.245 1.150↑ 1.241

AEG27501.1
H7-1 (1 011/842), H7-4 (1 011/425), H9-
3 (1 011/378), H9-6 (1 011/234)

二氢乳清酸脱氢酶 1.967 0.774↓ 0.589 2.765↑ 3.572

AEG29268.1
H9-8 (2 748/217), H7-5 (2 748/2 682),
H7-9 (2 748/2 041)

NADH-醌氧化还原酶G链 2.216 0.872↓ 0.243 1.140↑ 1.307

AEG26904.1
B9-3 (495/290), B7-2 (495/290), B7-3
(495/290)

肽基脯氨酰异构酶B 3.827 1.507↑ 0.008 0.038↓ 0.025

AEG26553.1 H8-12 (1 800/1 017), H7-3 (1 800/1 236)
亚硫酸盐还原酶（NADPH）
黄蛋白α组分

2.646 1.042↑ 0.269 1.263↑ 1.212

AEG29408.1 H9-5 (1 728/1 484), H7-11 (1 728/1 484)
磷酸烯醇丙酮酸蛋白磷酸转

移酶Ptsl 2.660 1.047↑ 0.574 2.695↑ 2.574

AEG29263.1 H8-4 (1 848/189), H9-1 (1 848/853) NADH-醌氧化还原酶亚基L 2.473 0.974↓ 0.231 1.085↑ 1.114

AEG27032.1 H6-5 (390/192)
琥珀酸脱氢酶，细胞色素

b556亚基
1.758 0.692↓ 0.230 1.080↑ 1.561

AEG29294.1 H9-10 (1 518/1 085) 氨基磷酸核糖转移酶 2.317 0.912↓ 0.273 1.282↑ 1.406

AEG27629.1 H9-9 (1 047/533) 二氢乳清酸酶 2.164 0.852↓ 0.231 1.085↑ 1.273

AEG27038.1 H8-3 (1 167/336)
琥珀酰辅酶a合成酶（ADP形
成）β亚基

2.230 0.878↓ 0.282 1.324↑ 1.508

AEG27031.1 H8-5 (1 293/402), H8-2 (1 293/0) 柠檬酸合成酶I 2.052 0.808↓ 0.333 1.563↑ 1.934

AEG29271.1 H8-7 (1 797/618)
NADH-醌氧化还原酶亚基

C/D 2.542 1.001↑ 0.293 1.376↑ 1.375
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基因突变菌株 4个，MarR家族转录因子 SlyA基因

突变体 3个，winged helix家族的双组分转录调控因

子 RstA基因突变体 3个，H-醌氧化还原酶亚基 I基

因突变菌株 3个，NADH-醌氧化还原酶 G链基因突

变菌株 3个，肽基脯氨酰异构酶 B基因突变菌株

3个，其他突变基因对应的克隆子数量为 1～2个。

转座子插入到普城沙雷氏菌 ACCC 02146中编

码 NADH-醌氧化还原酶亚基 L（AEG29263.1）、磷

酸核糖胺-甘氨酸连接酶（AEG26076.1）、H-醌氧化

还原酶亚基 1（AEG29267.1）、NADH-醌氧化还原

酶 G链 （AEG29268.1）、 FAD装 配 因 子 SdhE

（AEF52157.1）、亚硫酸盐还原酶（NADPH）黄蛋

白 α组 分 （AEG26553.1）、 琥 珀 酰 辅 酶 a合 成 酶

（ADP形成）β亚基（AEG27038.1）、H-醌氧化还

原酶亚基 K（AEG29272.1）、NADH-醌氧化还原酶

亚 基 C/D（AEG29271.1）、 氨 基 磷 酸 核 糖 转 移 酶

（AEG29294.1）、柠檬酸合成酶 I（AEG27031.1）、磷

酸烯醇丙酮酸蛋白磷酸转移酶 Ptsl（AEG29408.1）、

孔蛋白 OmpC（AEG27490.1）、二氢乳清酸脱氢酶

（AEG27501.1）、Crp/Fnr家族转录调控因子 cAMP

激活的全局转录调控因子 CRP（AEG30425.1）、琥

珀酸脱氢酶细胞色素 b556亚基（AEG27032.1）和二

氢乳清酸酶（AEG27629.1）的基因中，对应突变体

不同程度地增加了灵菌红素的产量，灵菌红素增加

倍数见表 3。

转座子插入普城沙雷氏菌ACCC 02146中编码琥珀

酸脱氢酶或富马酸还原酶黄蛋白亚基（AEG27034.1）、

假设蛋白 ALQ63_03824（AEG26238.1）和葡萄糖转

运蛋白亚基 IIA（AEG29409.1）基因后，基因突变导

致灵菌红素产量和菌量均下降，这些基因对应的突

变体灵菌红素改变倍数和菌量改变倍数分别见表 3。

普城沙雷氏菌ACCC 02146中编码利用磷酸烯醇式

丙酮酸酶（AEG27540.1）、假设蛋白（AEG27539.1）、

甘氨酸 C-乙酰基转移酶（AEG27535.1）、异戊酰基-

辅酶 A脱氢酶（AEG27542.1）和富马酸还原酶/琥珀

酸脱氢酶黄蛋白结构域蛋白（AEG27541.1）肽基脯

氨 酰 异 构 酶 B（AEG26904.1）、 ATP结 合 蛋 白

（AEG30581.1）、 MarR家 族 转 录 调 控 因 子 SlyA

 

续上表

基因登录号

Gene accession
number

突变体（基因长度/插入位点）

Mutant (gene length/insertion site)/bp
功能

Function
OD600

OD600

改变倍数

OD600 fold
change

OD535

OD535改变

倍数

OD535 fold
change

OD535改变倍数/
OD600改变倍数

OD535 fold change/
OD600 fold change

AEG26076.1 H7-7 (1 284/606) 磷酸核糖胺-甘氨酸连接酶 2.579 1.015↑ 0.239 1.122↑ 1.105

AEG30581.1 F4-1 (1 785/73) ATP结合蛋白 2.640 1.040↑ 0.052 0.244↓ 0.235

AEG26238.1 B5-3 (630/624) 假设蛋白ALQ63_03 824 1.416 0.557↓ 0.01 0.047↓ 0.084

AEG29272.1 H7-6 (675/317) H-醌氧化还原酶亚基K 2.342 0.922↓ 0.285 1.338↑ 1.451

AEG27034.1 H7-8 (1 710/1 665), H9-7 (1 710 /1 352)
琥珀酸脱氢酶或富马酸还原

酶黄蛋白亚基
1.603 0.631↓ 0.055 0.258↓ 0.409

AEG27939.1
B4-1 (435/109), B6-3 (435/109), B6-5
(435/108)

MarR家族转录调控因子SlyA 2.712 1.068↑ 0.006 0.028↓ 0.026

AEG28365.1
F4-4 (849/38), F4-2 (849/36), F4-3
(849/38)

winged helix家族双组分转录

调控因子RstA 2.71 1.067↑ 0.039 0.183↓ 0.172

AEG30425.1 H8-1 (633/262)
cAMP激活的全局转录调控因

子CRP，转录调控因子

Crp/Fnr家族

2.243 0.883↓ 0.860 4.038↑ 4.573

AEF52 157.1 H7-14 (267/3) FAD装配因子SdhE 2.737 1.078↑ 0.259 1.216↑ 1.128

AEG27490.1 H7-10 (1 110/1 089) 孔蛋白OmpC 1.460 0.575↓ 0.585 2.746↑ 4.776

AEG26866.1 F5-12 (1 188/864)
多药外排RND转运蛋白质周

适配器亚单位SdeX 2.910 1.146↑ 0.022 0.103↓ 0.090

AEG29409.1 H3-1 (510/364) 葡萄糖转运蛋白亚基IIA_ 2.234 0.880↓ 0.051 0.239↓ 0.272

下划线标注的为代表性突变体；“↑”代表升高；“↓”代表降低。

Underline indicates mutant; "↑" indicates elevation; "↓" indicates decline.
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（AEG27939.1）、winged helix家族双组分转录调控

因子 RstA（AEG28365.1）、多药外排 RND转运蛋白

质周适配器亚单位 SdeX（AEG26866.1）的基因突变

后灵菌红素合成能力降低，但是菌体生长能力提

高，这些基因对应的突变体灵菌红素改变倍数和菌

量改变倍数分别见表 3。

图 3是本试验突变体库中出现的 3种转录调控因

子突变体菌落，其中突变体 F4-4显示粉色，产灵菌

红素能力下降；突变体 B4-1显示白色，产灵菌红素

能力基本消失；突变体 H8-1显示深红色，产灵菌红

素能力明显增加。

 
  

(a) (b) (c) WTWTWT B4-1 H8-1F4-4

 
a：突变体 F4-4；b：突变体 B4-1；c：突变体 H8-1。

a: Mutant F4-4; b: Mutant B4-1; c: Mutant H8-1.

图 3    3 种不同转录调控因子突变体菌落

Fig. 3    Colonies of 3 type transcriptional regulatory factor mutants
 

 3    讨论

沙雷氏菌中有众多基因调控灵菌红素合成，然

而本研究发现的灵菌红素合成中起调控作用的基因

尚未完全被报道。

双组分系统（TCS）是一种能够感知环境或生理

信号，进而改变基因表达，使细胞适应环境的信号

转导系统。通常情况下，传感器激酶感知到信号并

自我磷酸化，然后将磷酸基团给反应调控子，磷酸

化反应调控子调控靶基因的转录 [28]。双组分调控系

统在调控灵菌红素合成中起着重要作用，目前在沙

雷氏菌中发现的参与调控色素合成的双组分系统有

PhoB/PhoR[29]、EepR/EepS [30]、RssB/RssA [31]、PigQ/PigW[32]、

CpxR/A[33]、ecrA1/ecrA2[34]、GacA/GacS[35]、BaeS/R[36]

和 EnvZ/OmpR[37]。PhoB/PhoR是一种双组分体系，最

初被描述为在磷限制下参与无机磷酸盐（Pi）的运输

和代谢[38]，通过 PhoB/PhoR双组分系统会导致沙雷菌

39006的次生代谢上调 [39]，即正向调控灵菌红素合

成。EepR/EepS和 PigQ/PigW双组分系统是通过效应

蛋白直接与 pigA上游启动子区结合激活灵菌红素合

成基因簇的表达而正向调控灵菌红素合成[30,32]；RssB/
RssA系统通过 RssB与 pigA上游启动子直接结合抑

制灵菌红素合成基因簇表达从而负调控灵菌红素的

合成[31]；CpxA的磷酸酶活性在灵菌红素的生物合成

调控中起着至关重要的作用，CpxR/A通过负调控来

调控灵菌红素的生物合成 [33]。ecrA1/ecrA2基因对灵

菌红素合成基因簇具有正调控作用 [34]。GacA/GacS

双组分体系调控沙雷氏菌产生表面活性剂，表面活

性剂又对灵菌红素的扩散有重要作用 [35]。BaeS/R双

组分调控系统中 BaeS是一种内膜结合的组氨酸激

酶，BaeR是一种细胞质的转录因子，能在 BaeS的

作用下发生磷酸化，增强与 DNA结合的亲和力，

BaeS/R的缺失突变会导致沙雷氏菌对卡那霉素抗性

的增强 [36]。EnvZ/OmpR双组分调控系统通过影响整

个基因簇的转录实现正调控灵菌红素的合成 [37]。本

研究 winged helix家族双组分转录调控因子 RstA在

灵菌红素合成过程中起着重要的作用，Tn5转座子插

入普城沙雷氏菌 ACCC 02146中 RstA的基因后，产

灵菌红素能力明显下降，显示该转录调控因子在灵

菌红素合成过程中起着正向调控的作用，该基因是

本研究新发现的一个尚未报道的灵菌红素合成调控基因。

除双组分调控系统基因外，本研究发现 MarR家

族转录调控因子 SlyA和 Crp/Fnr家族转录调控因子

cAMP-Crp也在灵菌红素合成过程中起着重要的作

用 。 有 报 道 称 SlyA/MarR家 族 的 转 录 调 节 因 子

Rap被认为与耶尔森菌属的全局调控因子 RovA（毒

性调节因子）有相似之处，是沙雷氏菌 39 006中次

生代谢的激活因子[29]，新的 SlyA同系物形成了一个

高度保守的亚群，在一个不断增长的细菌调节蛋白

超家族中，控制着人类、动物和植物病原体的各种

生 理 过 程 [40]， 删 除 转 录 调 控 因 子 slyA 基 因 后 ，

ΔslyA菌株失去了灵菌红素的合成能力，但具有更高

的细胞密度 [41]。本研究 Tn5转座子插入到普城沙雷

氏菌 ACCC 02146中编码 MarR家族转录调控因子
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SlyA 基因中后，普城沙雷氏菌 ACCC 02146几乎丧失

合成灵菌红素的能力，MarR家族转录调控因子

SlyA对沙雷氏菌产灵菌红素能力起着正转录调控的

作用。富马酸盐和硝酸盐还原调节因子 Fnr是结构相

关转录因子扩展超家族的创始成员[42]，Fnr 抑制沙雷

氏菌 ATCC 39 006 有氧条件下的灵菌红素生产，起着

负转录调控的作用 [43]。本研究中 Tn5转座子插入普

城沙雷氏菌 ACCC 02146中编码 Crp/Fnr 家族 cAMP
激活的全局转录调控因子 Crp的基因中后，突变体

与野生型相比灵菌红素产量明显升高超过 4倍，

Crp/Fnr家族转录调控因子 cAMP-Crp对沙雷氏菌产

灵菌红素能力起着负转录调控的作用。

Tn5转座子插入某些编码蛋白基因，突变体显著

降低了灵菌红素产量，这些基因包括编码多药外排

RND转运蛋白质周适配器亚单位 SdeX和琥珀酸脱

氢酶或富马酸还原酶黄蛋白亚基的基因。RND蛋白

家族是一类以质子驱动力（即质子进入细胞质释放

的自由能转化为 RND把底物排出细胞所需要的动

力）为能量的外排系统，由 3部分组成，包括外膜

外排蛋白（OMP）、膜融合蛋白（MFP）和内膜外

排蛋白（IMP），膜融合蛋白（MFP）具有一个 α-螺
旋发卡结构、酯域和 β-桶状结构，这些结构组装成

含 β片段的 α-螺旋柱状结构，产生一个跨整个周质

空间的通道，诱导或稳定了外膜蛋白开放状态，使

底物直接排到细胞外[44]。Gristwood等[45] 发现黏质沙

雷 氏 菌 ATCC  39 006中 一 个 TetR家 族 的 调 节 器

PigZ，它通过直接与 zrpA-PigZ 基因间区域结合，抑

制由 zrp（PigZ抑制的泵）ADBC编码的 RND外排

泵的转录，这个假定的 RND泵包含两个预测的膜融

合蛋白（MFPs）：ZrpA和 ZrpD。一些编码结构蛋

白的基因缺失后，沙雷氏菌显著提升了灵菌红素的

产量，这些基因包括编码 SdhE、亚硫酸盐还原酶

（NADPH）黄蛋白 α组分、琥珀酸脱氢酶和富马酸

还原酶铁硫蛋白、孔蛋白 OmpC和琥珀酸脱氢酶细

胞色素 b556亚基的基因。琥珀酸脱氢酶是电子传递

链和三羧酸循环的重要组成部分，在琥珀酸上作为

唯一的碳源生长和琥珀酸脱氢酶的功能都需要

SdhE。SdhE最初被确定为一个邻近 YgfX的基因，

YgfX是一种灵菌红素生产的调控因子，而这些基因

中的任何一个或两个的缺失都会导致灵菌红素合成

操纵子的转录下降 [46]；大肠杆菌的亚硫酸盐还原酶

具有 α8β4亚单位结构，其中 α8是一种黄素蛋白

（SiR-FP），含有 FAD和 FMN两个修复基团。它还

表现出 NADPH黄素氧化还原酶的活性，此活性可能

在核糖核苷酸还原酶的激活过程中或在铁素体的还

原过程中发挥作用 [47]，但亚硫酸盐还原酶黄蛋白

α组分在沙雷氏菌产灵菌红素过程中所起作用未有报

道；有报道称铁硫蛋白特殊的结构负责氧化磷酸化

中的氧化应激，它也是易被各种损伤因子攻击的靶

点。琥珀酸脱氢酶铁硫蛋白功能在沙雷氏菌产灵菌

红素过程中所起作用未有报道。有研究称在沙雷氏

菌中缺乏孔蛋白 OmpC或 OmpF后对银离子的抗性

是野生型菌株的 3~4倍 [48]。黏质沙雷氏菌对广泛抗

生素具有天然耐药性，导致这种天然抗生素耐药性

的一个因素是外膜通透性降低，部分受 OmpF和

OmpC孔蛋白控制[49]，本研究中转座子插入普城沙雷

氏菌 ACCC 02146中编码孔蛋白 OmpC的基因后，突

变菌产灵菌红素能力与野生型相比得到显著提升。

一些编码代谢酶和其他酶的基因也影响着灵菌

红素的生物合成。本研究中 Tn5转座子插入编码 H -
醌氧化还原酶亚基 1、 NADH-醌氧化还原酶 G、

NADH -醌氧化还原酶亚基 L、H-醌氧化还原酶亚基

K和 NADH -醌氧化还原酶亚基 C/D的基因产生突变

菌产灵菌红素能力显著提升。醌氧化还原酶 1（NQO1）
是一种抗氧化酶，能催化几种不同种类的醌类化合

物（醌类、醌亚胺类和硝基芳烃类）的双电子还

原。醌或醌类代谢物的单电子还原产生半醌，以启

动氧化还原循环，负责产生活性氧和氧化应激，

NADH-醌氧化还原酶 1可将质子泵过线粒体内膜或

许多细菌的质膜，络合物 I通过氧化 NADH催化电

子传递的第一步，从而为醌还原为喹啉提供两个电

子。络合物 I中的电子转移过程与穿过内膜的 4个质

子的易位相耦合，从而产生电化学质子梯度 [50]，

NADH-醌氧化还原酶是呼吸链中最大、最不为人知

的 酶 复 合 体 [51]， 转 座 子 Tn5插 入 醌 氧 化 还 原 酶

1中，将其结构破坏，但是增加了灵菌红素的产量，

但它如何影响灵菌红素的合成还不清楚。据报道二

氢乳清酸脱氢酶、二氢乳清酸酶中有降低黏质沙雷

氏菌合成灵菌红素能力的作用 [26]，但本研究中有提

升普城沙雷氏菌合成灵菌红素能力的作用，二氢乳

清酸脱氢酶、二氢乳清酸酶到底如何调控沙雷氏菌

产灵菌红素能力还有待研究。

 4    结论

本研究发现 15株产灵菌红素沙雷氏菌菌株，根

据 16S rDNA序列同源性分为 4类，ACCC 02146与

普城沙雷氏菌同源性最高，处于一个单独的分支

上。灵菌红素合成基因簇启动子序列比较也发现

ACCC 02146有异与其他菌株。应用 Tn5转座子构建

了普城沙雷氏菌 ACCC 02146的突变文库，获得了
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74个灵菌红素合成能力发生变化的转座突变体。这

些突变体中鉴定到 31个参与灵菌红素合成或调控的

不同基因，其中 5个基因位于灵菌红素合成簇上，

其他 26个基因位于灵菌红素合成簇外。上述基因簇

外的基因分别编码相关酶、转录调控因子和一些结

构蛋白，推测这些基因通过直接或间接途径在不同

程度上调控了灵菌红素的合成。本研究在基因组水

平上鉴定了普城沙雷氏菌 ACCC 02146潜在的灵菌红

素合成调控基因，这些基因将有助于更好地了解次

生代谢物灵菌红素的调控机制，为通过基因工程改

造该菌株从而大规模发酵生产灵菌红素提供候选靶

标基因。
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