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摘   要：【目的】以多效生防菌株——密旋链霉菌(Streptomyces pactum) Act12 为研究材料，探究

转录因子 BldM 对生防链霉菌 Act12 形态发育及抗生素合成的调控作用。【方法】通过基因工程

手段构建 bldM 基因缺失突变株∆bldM 及过表达突变株 OE-bldM，利用扫描电镜观察、抑菌实验、

高效液相色谱检测和实时荧光定量 PCR 探究缺失突变株∆bldM 及过表达突变株 OE-bldM 与野生

型(wild) Act12 在形态发育、生长速率、寡霉素产量及抗病原菌能力等方面的差异。【结果】经测

序验证 bldM 基因缺失突变体∆bldM 及过表达突变体 OE-bldM 均构建成功，其中∆bldM 寡霉素 D
产量明显降低且无法形成气生菌丝，而过表达突变株 OE-bldM 的气生菌丝更加密集，产孢更为丰

富。与野生型菌株相比，OE-bldM 的寡霉素 D 产量增加了 23%，编码寡霉素核心合成酶基因的转

录水平上调了 2−3 倍，抑菌活性显著增强。【结论】全局性转录调控因子 BldM 不但能影响 Act12
气生菌丝及孢子形成，并且参与正调控 Act12 寡霉素的合成，本研究结果为转录因子 BldM 的调

控功能进行了新的挖掘和补充，并为后续深入研究密旋链霉菌 Act12 的生长代谢途径和调控机制

提供了参考。 

关键词：密旋链霉菌 Act12；寡霉素；bldM；形态发育  
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BldM regulates morphological development and antibiotic 
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Abstract: [Objective] To investigate the regulatory role of the transcription factor BldM in the 
morphological development and antibiotic synthesis of Streptomyces pactum Act12, a 
biocontrol strain with multiple effects. [Methods] The bldM-deleted mutant strain ∆bldM and 
the bldM-overexpressing mutant strain OE-bldM were constructed by genetic engineering. The 
scanning electron microscopy, antibacterial experiment, high performance liquid 
chromatography, and real-time quantitative PCR were employed to compare the morphological 
development, growth rate, oligomycin yield, and resistance to pathogens, respectively, between 
∆bldM, OE-bldM, and the wild-type strain Act12. [Results] The sequencing results proved that 
∆bldM and OE-bldM were successfully constructed. ∆bldM showed significantly reduced 
production of oligomycin D and was incapable of forming aerial hyphae. OE-bldM presented 
dense aerial hyphae and active sporulation. Compared with the wild type, OE-bldM showed an 
increase of 23% in the yield of oligomycin D and the up-regulation of 2–3 times in the 
transcriptional levels of the genes encoding oligomycin core synthetase. Moreover, the 
antimicrobial activity of OE-bldM remarkably enhanced. [Conclusion] The global 
transcriptional regulator BldM can not only affect the formation of aerial hyphae and 
sporulation but also participate in the positive regulation of oligomycin synthesis in Act12. The 
results of this study supplement the knowledge about the regulatory function of BldM and 
provide a reference for further research on the growth, metabolism, and regulation mechanism 
of S. pactum Act12. 
Keywords: Streptomyces pactum Act12; oligomycin; bldM; morphological development 
 
 

链霉菌是一类具有分枝状菌丝体的革兰氏

阳性菌，作为生物活性化合物、医药化学品及新

型药物的重要来源，其次生代谢产物得到了广泛

的研究和应用[1]。据统计，目前超过 2/3 的抗菌

和抗肿瘤生物活性物质均来自链霉菌属的次生

代谢产物[2]，但由于大部分的次生代谢产物合成

基 因 簇 (secondary metabolites-synthesize gene 
clusters, SM-BGCs)是沉默或低表达的，链霉菌

属中潜在的天然活性产物资源还未得到充分的

挖掘和利用[3]，而相关研究表明，对玫瑰孢链霉

菌中 TetR 蛋白家族调控因子 DepR1 基因高表达

后，达托霉素的产量较于野生型提升了 41%[4]；

全局性调控因子 AveI 基因的缺失则导致阿维链

霉菌中阿维菌素的生物合成增加了 10 倍[5]，相关

研究证明通过基因工程手段对部分转录因子进

行抑制或过表达已成为激活链霉菌次生代谢产

物合成的有效方法。 
影响链霉菌属的次生代谢的转录调控因子
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分为 3 种类型，包括全局性调控因子、簇内调控

因子和多效调控因子[6]。其中，全局性转录调控

因子控制多种代谢途径并且可以通过直接或间

接 的 方 式 调 控 生 物 合 成 ， 双 组 分 系 统

(two-component system, TCS)作为全局性调控因

子中最主要的成分，其调控模式的复杂性和组成

成分的多样性成为了转录因子研究的热点，大量

研究表明 TCS 作为链霉菌中重要的信号传导系

统，能参与到各种生理代谢过程中，特别是与链

霉菌的形态分化和抗生素合成密切相关 [7]。

BldM 属于双组分调控系统 LuxR 家族 NarL/FixJ
亚家族的 DNA 结合响应调控因子，包含螺旋-
转角-螺旋(helix-turn-helix, HTH)结构域，在对委

内瑞拉链霉菌和天蓝色链霉菌的 BldM 功能研

究中发现，该转录因子不受磷酸化控制[8]，通过

形成同源二聚体 BldM-BldM 与异源二聚体

BldM-Whil 激活下游靶基因，包括 ssgR、rshA、

whiB、smeA-sffA 和 whiE，进而在链霉菌的形态

分化中发挥着关键调控作用[9]，但 BldM 是否参

与调控链霉菌次生代谢产物合成仍鲜有报道。 
本研究则以一株分离自青藏高原的拮抗性

放线菌——密旋链霉菌 (Streptomyces pactum) 
Act12 为研究对象，该链霉菌对多种病原真菌都

有明显的抑制作用，对草莓、甜瓜、人参等多种

园艺作物具有良好的促生作用，可以减轻受污染

土壤中的金属胁迫，还可以调节作物次生代谢，

改善作物根际微生物群落结构，维持土壤微生态

平衡，具有多种生物学活性[10-13]。通过对 Act12
生物合成基因簇进行分析，可能存在 30 个次生

代谢合成基因簇，目前，Act12 的次生代谢产物

寡霉素已得到分离鉴定，通过对相关转录调控因

子 SPA7074、SPA0520、LuxR-2306 进行敲除及

过表达，Act12 的寡霉素合成基因簇表达得到 
激活，寡霉素 D 产量和抑菌活性均得到大幅提

高[14-16]。在前期通过对构建得到的基因缺失突变

株∆spa7074 进行转录组学分析[17]，发现 bldM 基

因在 ∆spa7074 菌株中的转录水平较野生型

Act12 高出 2.69 倍，推测 BldM 转录因子不仅参

与形态发育的调控，同时对 Act12 抗生素的合成

也起到一定的调控作用。鉴于此，本研究以密旋

链霉菌 Act12 为研究对象，通过对 bldM 基因进

行敲除及过表达，探究 bldM 基因对 Act12 形态

发育及寡霉素合成的影响，对转录因子 BldM 的

调控功能进行补充，并为后续利用分子生物学手

段对其他链霉菌次生代谢产物的挖掘提供新的

改造靶点。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究所用菌株：密旋链霉菌(Streptomyces 
pactum) Act12；基因缺失突变株∆bldM (在野生

型 Act12 基础上通过同源重组法构建得到)；基

因过表达突变株 OE-bldM (通过位点特异性重组

构建得到)；大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、
S17-1；苹果腐烂菌(Valsa mali)、油菜菌核病菌

(Sclerotinia sclerotiorum) 和 烟 草 赤 星 病 菌

(Alternaria alternata)。 
本研究所用质粒：大肠杆菌-链霉菌穿梭质

粒 pKC1139，带有安普霉素抗性基因，含链霉

菌温度敏感 pSG5 复制子，温度高于 39 ℃时不

能自主复制，用于构建基因缺失突变株 [18]；

pSET152::PermE*，带有安普霉素抗性基因，含

红霉素抗性基因的强启动子，用于构建过表达菌

株；pET28a，带有卡那霉素抗性基因，用来扩

增 kan 基因片段(以上菌株、质粒均由本实验室

保存)。 
1.1.2  培养基和抗生素使用浓度 

大肠杆菌培养基为 LB，培养温度为 37 ℃；

链霉菌种子培养基为 TSB，发酵培养基为 SPY，
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接合转移采用 2CMY 培养基(胰蛋白胨 0.2%，可

溶性淀粉 1%，氯化钠 0.1%，硫酸铵 0.2%，磷

酸氢二钾 0.1%，碳酸钙 0.2%，硝酸钾 0.1%，无

机盐溶液，琼脂 1.6%)，固体培养基为 NP 培养

基、高氏一号培养基、MS 培养基及 R2YE 培养

基，培养温度为 28 ℃；真菌培养基为马铃薯葡

萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)，培养温度

为 28 ℃，具体培养基的配制参照《微生物学实

验手册》[19]。LB 培养基中氨苄青霉素(ampicillin, 
Amp)和卡那霉素(kanamycin, Kan)使用终浓度均

为 50 μg/mL。高氏一号培养基中卡那霉素和安

普霉素(apramycin, Apr)使用终浓度为 10 μg/mL，

萘啶酮酸(nalidixic acid, Nd)终浓度为 25 μg/mL。 
1.1.3  引物 

本研究所用引物(表 1)由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成。 

1.2  基因缺失突变株的构建 
以密旋链霉菌 Act12 基因组为模板，

bldM-U-F/bldM-U-R、bldM-D-F/bldM-D-R 两对

引物分别扩增 bldM 上、下游同源臂，以 pET28a
质粒载体为模板，bldM-KANA-F/bldM-KANA-R
引物对扩增替换目的基因的 kan 基因片段，并通

过多片段同源重组酶与经 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ双酶

切的载体 pKC1139 连接得到敲除重组质粒

PKC1139::∆bldM，随后通过热激法转化至大肠

杆菌 S17-1，经接合转移将敲除重组质粒转至

Act12，40 ℃高温培养，随后通过抗性筛选出只

含 Kan 抗性的单克隆菌株，推测其为双交换缺

失突变株，随后进行测序验证，获得基因缺失突

变株∆bldM。 

1.3  基因过表达突变株的构建 
通 过 同 源 重 组 的 方 法 构 建 重 组 载 体

pSET152::PermE*-bldM，随后转至 S17-1，经过

接合转移方法将重组载体整合至 Act12 基因组

中，安普霉素抗性筛选及测序验证后，得到基因

过表达突变株 OE-bldM。 
 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequence (5′→3′) 
bldM-U-F CTATGACATGATTACGAATTCTTCGCGACCGACGACTATCC 
bldM-U-R TATCCAGGGGACATCTCTACGCAGACGAGGACGGAAGT 
bldM-KANA-F GTAGAGATGTCCCCTGGATACCG 
bldM-KANA-R TCCTCGGAGAGAACCCCAGAGTCCCGCTC 
bldM-D-F TCTGGGGTTCTCTCCGAGGACACCGTCAAG 
bldM-D-R ACGACGGCCAGTGCCAAGCTTTCCATGCTAACGGGAAGTGG 
152-erm-bldM-F TCGTGCCGGTTGGTAGGATCCGCGGAGGACGGCCATGAC 
152-erm-bldM-R CAGGTCGACTCTAGAGGATCCCTAGCGGACCAGGCCCCA 
oli2298-qPCR-F TGGGTGGGAACCGAGAAATC 
oli2298-qPCR-R GTCAGATCCCCGTCCGGTA 
oli2302-qPCR-F GGTTCTTCGGGATCTCACCC 
oli2302-qPCR-R GTACCGCCCACGAAGACTC 
oli2305-qPCR-F CCACCGAGGAGGAACTCGTA 
oli2305-qPCR-R CATGTGCGGTGAGTGGAAGG 
hrdB-F CATCCGTATCCCGGTGCA 
hrdB-R GTCACCGAACTCGCTGTCG 
bldM-qPCR-F CCTCGTCTGCGACGACTC 
bldM-qPCR-R ATGCGCACGTCCATCA GAA 
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1.4  不同固体培养基中菌体形态观察 
分别将 wild Act12、∆bldM 和 OE-bldM 接种

至 4 种不同的固体培养基，28 ℃培养 7 d 后观察

3 个菌体在形态、产孢等方面差异。 
1.5  扫描电镜观察 

将 wild Act12、∆bldM 和 OE-bldM 孢子在高

氏一号培养基上划线培养，随后用直径≤7 mm
的灭菌盖玻片 45°扦片培养 7 d，用 2.5%戊二醛

常温浸渍固定 1 h 以上，随后 4 ℃低温固定 2 h
以上，用 pH 7.2、浓度 0.1 mol/L 的磷酸缓冲盐

溶液(phosphate buffered saline, PBS)浸洗 2−3次，

再用 30%、50%、70%、80%和 90%乙醇进行梯

度脱水，每次 10 min，再用无水乙醇进行脱水   
2 次，每次 10 min，最后用乙酸异戊酯进行置换，

时间 10 min。随后对样品干燥喷金并进行扫描电

镜观察。 
1.6  生长曲线测定 

挑取高氏平板上培养 7 d的单个菌落接种至

TSB 培养基，28 ℃、180 r/min 培养 3 d，随后按照

1:100 (体积比)的比例接种至 SPY 发酵培养基中，

28 ℃、180 r/min 发酵培养。从第 24 小时开始，每

隔 12 h 取样，抽滤、蒸发至恒重后，称量细胞干

重，每组 3 个重复，取平均值并绘制生长曲线。 
1.7  发酵液抑菌活性检测及寡霉素D产量分析 

将培养 3 d 的 TSB 培养基中菌体按照 1:100 
(体积比)的比例接种至 200 mL SPY 发酵培养基，

每组设置 3 个重复，28 ℃、180 r/min 发酵培养    
10 d。采用菌丝生长速率法[20]对各菌株发酵液抑菌

能力进行检测，取适量发酵液 8 000 r/min 离心   
10 min，将上清液经 0.45 μm 滤膜过滤除菌，随后

按照 1:10 (体积比)的比例加至约 60 ℃已融化的

PDA 培养基，混匀后倒入直径 9 mm 的灭菌培养

皿中，同时以加灭菌水的 PDA 培养基作为空白对

照，再取直径为 5 mm 的病原菌菌饼置于平板中

心，于 28 ℃培养 5 d。采用十字交叉法测量病原菌

菌落生长直径，并计算抑菌率[21](公式 1)。 

菌落直径(mm)=测量直径−菌饼直径 
抑菌率=[(对照菌直径−处理菌直径)/对照菌

直径]×100%                        公式(1) 
剩余发酵液则按照 1:1 (体积比)的比例向其

中加入乙酸乙酯进行萃取，共萃取 2 次，随后用

分液漏斗进行分液，获得萃取后的乙酸乙酯，用

圆底烧瓶进行旋蒸，蒸干后吸取 2 mL 甲醇溶解，

用 0.22 μm有机滤膜过滤除菌后用于高效液相色

谱 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)检测，HPLC 的条件为：使用 Symmetry   
5 μm 的 C18 反向层析柱；以甲醇为流动相 A，

水为流动相 B。梯度洗脱程序为：0−10 min 80%
甲醇、10−13 min 95%甲醇、13−14 min 95%甲醇− 
80%甲醇、14−20 min 80%甲醇。温度为 25 ℃，

柱温范围为±5 ℃，进样量 10 μL，流速 1 mL/min，
检测波长 215 nm。 

1.8  实时荧光定量 PCR (quantitative real- 
time polymerase chain reaction, qRT-PCR)
分析 

采用实时荧光定量 PCR 分析野生型菌株

wild Act12与突变菌株∆bldM和 OE-bldM中寡霉

素合成相关基因的转录水平，以 cDNA 为模板，

hrdB 基因为内参，根据 ΔΔCt 的计算公式[22]，通

过比较 Ct 值计算目标基因在各突变菌株和野生

菌株的转录水平差异。 
提取菌体总 RNA，方法依照 TaKaRa RNAiso 

Plus 试剂盒操作说明书进行，gDNA 的去除及

RNA反转录参照Thermo Fisher Scientific试剂公

司相关产品的说明书，qRT-PCR 反应按照上海

翌圣公司染料法定量 PCR 检测试剂盒 Hieff® 
qPCR SYBR Green Master Mix 操作说明进行。 

2  结果与分析 
2.1  Act12 中 BldM 的序列分析 

Streptomyces pactum Act12 基因组中 bldM 
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(B1H29_14650) ，其编码蛋白为 LuxR 家族

NarL/FixJ 亚家族的 DNA 响应调控因子，该蛋白

共由 203个氨基酸组成，预测分子量为 22.0 kDa，
与大多数响应转录因子一样，蛋白结构预测

BldM 有 1 个 N 端受体结构域 REC 以及 C 末端

的 HTH 的 DNA 结合结构域。为研究 BldM 的功

能，通过生物信息学分析找到不同链霉菌基因组

中对应的同源蛋白编码序列并进行比对分析，发

现 Act12 中 BldM 的氨基酸序列与灰色链霉菌

(Streptomyces griseus)、白色链霉菌(Streptomyces 
albus)、天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor)

和委内瑞拉链霉菌(Streptomyces venezuelae)中
同源蛋白氨基酸序列均为 100%一致(图 1)，说

明该调控因子具有高度的保守性。随后，对

Act12 基因组中 bldM 上下游基因座与天蓝色链

霉菌和委内瑞拉链霉菌进行比对分析(图 2)，发

现 Act12 基因组中 bldM 上下游临近的 4 个基因

与天蓝色链霉菌和委内瑞拉链霉菌中 bldM 上

下游 4 个基因非常类似，且在 Act12 基因组中

bldM 基因上下游 40 kb 范围内并未发现组氨酸

激酶结构基因，表明转录因子 BldM 属于孤立

响应调控因子[23]。 
 

 
 

图 1  不同菌株来源 BldM 同源蛋白的氨基酸多序列比对结果 
Figure 1  The result of multiple amino acid sequence alignment of BldM homologous proteins from different strains. 
 

 
 

图 2  Act12 与 Streptomyces coelicolor 及 Streptomyces venezuelae 中 bldM 上下游基因座比较 
Figure 2  The alignment of the locus of bldM (Act12) to the locus of bldM in Streptomyces coelicolor and 
Streptomyces venezuelae. The black arrows represent bldM (Act12), bldM (S. coelicolor), and bldM (S. 
venezuelae). The gray arrows represent homologous genes between the three strains. The numbers above the 
genes are the gene numbers in the genome sequence of the three strains. The numbers below the gene line 
indicate the gene spacing. 
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2.2  bldM 基因缺失突变株与过表达突变株

的构建 
为了探究 bldM 基因在密旋链霉菌 Act12 的

功能，通过同源重组法构建成功的基因敲除载体

PKC1139::∆bldM与过表达载体pSET152::PermE*- 
bldM 转至大肠杆菌 S17-1 后，分别与 Act12 进

行接合转移，通过抗性筛选得到可能的双交换基

因缺失突变株和过表达突变株。设计引物进行

PCR 扩增和 DNA 测序，用于验证基因双交换缺

失突变体的引物设计如图 3 所示，筛选得到正确

的 bldM敲除突变株和 bldM过表达突变株(图 4)。 

2.3  bldM 基因缺失及过表达对 Act12 形态

发育的影响 
如图 5 所示，将 wild Act12、∆bldM 和 OE-bldM

接种至不同的固体培养基，28 ℃培养 7 d 后观察

到，菌株 wild Act12 和 OE-bldM 菌落表面呈现

干燥、不透明呈致密的丝绒状态，上层有可以轻

易挑取的干粉状孢子，且 OE-bldM 形成的孢子 
 

 
 

图 3  验证基因缺失突变体的引物设计 
Figure 3  Primers design for validation of gene deletion mutant strain. 
 

  
 

图 4  bldM 双交换缺失突变株及过表达菌株电泳验证 
Figure 4  Electrophoresis verification of the bldM-double exchange deleted mutant strain and the 
bldM-overexpressing mutant strain. A: Electrophoresis detection of the bldM-double exchange deleted mutant 
strain. M: DL5000 DNA marker; Lane 1−3: Electrophoretic detection of the bldM-double exchange deleted 
mutant strain. Lane 1: Primers F1/R1 were amplified to obtain the upstream homologous arm; Lane 2: Primers 
F1/R2 were amplified to obtain the homologous knockout box; Lane 3: Primers F2/R2 were amplified to obtain 
the downstream homologous arm. Lane 4−6: Using the total DNA of the single-exchange mutant strain as the 
template. Lane 4: Primers F1/R1 were amplified to obtain a gene fragment containing the upstream homology 
arm. Lane 7−9: Using the total DNA of the wild type strain Act12 as the template. Lane 8: Primers F1/R2 were 
amplified to obtain a gene fragment containing the upstream homology arm, the target gene and the downstream 
homology arm. B: Electrophoresis detection of the bldM-overexpressing strain. M: DL2000 DNA marker; Lane 
1: Negative control using total DNA of the wild type strain Act12 as the template; Lane 2: Amplified product 
using total DNA of the bldM-overexpressing strain as the template; Lane 3: Positive control using the 
overexpressing vector pSET152::PermE*-bldM as the template. 
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更加浓密，而∆bldM 菌落表面较为湿润，表现出

“光秃”表型，并未产生孢子。根据扫描电镜的进

一步观察，如图 6 所示，野生型菌株正常发育形

成气生菌丝和孢子，∆bldM 未观察到孢子丝的形

成和孢子的分化，菌丝表面光滑无气生菌丝和孢

子表面特有的粗糙疏水鞘结构[24]，而 OE-bldM
则产生长而紧密盘绕的气生菌丝并分化成大量

柔曲、钩环状至松敞或紧密螺旋形，且具有频繁

隔膜的孢子丝以及密集的孢子分布。 

2.4  bldM 基因缺失及过表达对 Act12 生长

状态的影响 
经过对发酵培养基中菌体分时间段进行取

样并称重，绘制得到 wild Act12、∆bldM 与

OE-bldM 生长曲线，如图 7 所示，生长曲线表明

∆bldM 和 OE-bldM 相较于 wild Act12 存在一定

的差异。在早期(48 h 之前)，∆bldM 生长较为缓

慢，随着时间的推移，从 60 h 到 84 h，它继续

生长并获得更高的生物量，而 OE-bldM 则在早

期表现出更快的生长速率，但从 60 h 开始则进

入了生长稳定期，产生了相对较低的生物量。 

2.5  bldM 基因缺失及过表达对 Act12 抑菌

活性的影响 
采用菌丝生长速率法对各菌株发酵液抑菌

能力进行检测，如图 8 所示，菌株 OE-bldM 发 
 
 

 
 

图 5  不同培养基上野生型与各突变菌株的菌落形态比较 
Figure 5  Comparison of colony morphology between the wild type strain and mutant strains on different solid 
media. A: NP medium. B: Gauze’s synthetic medium No.1. C: MS medium. D: R2YE medium. 
 
 

 
 
图 6  扫描电镜观察 bldM 对 Act12 形态发育的影响 
Figure 6  Scanning electron micrographs (SEM) showing effects of bldM on morphological development of 
Act12. The results of SEM show the developmental changes of the wild-type strain Act12 and the deleted 
mutant strain ∆bldM and the overexpressing mutant strain OE-bldM, which grew on Gauze’s synthetic medium 
No.1 at 28 ℃ for 7 days. The scale is shown in the figure. A: Mycelium morphology of wild Act12. B: 
Mycelium morphology of ∆bldM. C: Mycelium morphology of OE-bldM.  
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图 7  各菌株生长曲线 
Figure 7  Growth curve of each strain. 

酵液对病原真菌苹果腐烂菌、油菜菌核病菌和烟

草赤星病菌都表现出更高的抑菌活性，病原菌菌

丝生长受到了更强的抑制，而∆bldM 则相反。随

后统计抑菌直径和抑菌率数据，如表 2 所示，

菌株 OE-bldM 发酵液对病原菌的拮抗能力显著

增强，而∆bldM 则显示出最弱的抑制效果。在

3 个病原真菌中，对油菜菌核盘菌的抑菌活性最

强，wild Act12、∆bldM 与 OE-bldM 的抑菌率分

别为 42.08%、27.29%和 73.96%。 

 

 
 

图 8  各菌株发酵液对病原真菌的拮抗作用 
Figure 8  Inhibition activity of each strain against pathogenic fungi. 
 
表 2  各菌株发酵液对病原真菌抑菌率测定结果 
Table 2  Results of inhibition rate of each strain fermentation broth to pathogenic fungi 
Actinomycete Valsa mali Sclerotinia sclerotiorum Alternaria alternata 

Inhibitory diameter 
(mm) 

Inhibitory 
rates (%) 

Inhibitory diameter 
(mm) 

Inhibitory 
rates (%) 

Inhibitory diameter 
(mm) 

Inhibitory 
rates (%) 

CK 0 d 0 d 0 d 0 d 0 d 0 d 
Wild Act12 14.67±1.26b 18.33b 33.67±0.76b 42.08b 29.00±0.87b 36.25b 
∆bldM 8.83±0.29c 11.04c 21.83±1.04c 27.29c 22.33±0.76c 27.91c 
OE-bldM 29.50±1.00a 36.88a 59.16±0.58a 73.96a 40.16±0.76a 50.21a 
The data represent means±SD, and different letters in the same column indicate significant differences (P<0.05).  
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2.6  bldM 基因缺失及过表达对 Act12 产寡

霉素能力的影响 
为进一步探究 bldM 对寡霉素合成调控影

响，将上述各菌株的发酵萃取液进行 HPLC 检

测，结果如图 9 所示，∆bldM 寡霉素 D 产量较

野生型 wild Act12 减少了约 19%，OE-bldM 的寡

霉素 D 产量则增加了 23%，随后，通过实时荧

光定量 PCR 检测在转录水平上寡霉素合成的差 

异，如图 10 所示，在∆bldM 菌株中，3 个编码

寡霉素核心合成酶基因 oil2298、oil2302 和

oil2305 的相对表达量均显著下降，而 OE-bldM
菌株中编码寡霉素核心合成酶基因的转录水平

相较于野生型则有了显著的提高，提高了 2−3 倍。

以上结果表明 BldM 转录因子可以通过正调控

Act12 中编码寡霉素核心合成酶基因的转录，进

而促进寡霉素 D 的生物合成。 
 

 
图 9  菌株发酵萃取液中寡霉素 D 含量检测 
Figure 9  Determination of oligomycin D in fermentation extracts of different strains. A: Wild Act12. B: 
∆bldM. C: OE-bldM. 

 

 
图 10  各菌株中编码寡霉素核心合成酶基因及

bldM 基因转录水平差异分析 
Figure 10  Analysis of transcription differences of the 
genes encoding oligomycin core synthetase and bldM 
gene in different strains. The relative expression levels 
of three genes encoding oligomycin core synthetase and 
bldM in different strains are displayed with hrdB as the 
internal reference gene (n=3). The error line represents 
the standard deviation, and different lowercase letters 
indicate significant differences (P<0.05). 

3  讨论与结论 
通过平板和扫描电镜观察发现，∆bldM 表现

出“光秃”的表型特征，未能形成气生菌丝且无法

正常分化成孢子，而 OE-bldM 则与之相反，可

以清楚地观察到其密集盘绕的气生菌丝形态和

丰富的孢子生成。气生菌丝的形成与两类表面活

性分子——SapB 和 chaplins 有关，二者可使气

生菌丝打破基质菌丝体水环境的表面张力，从而

在空气中生长。研究表明，SapB 和 chaplins 是

在丰富培养基上正常气生菌丝形成所必需的。对

于大多数 bld 突变体，其气生菌丝体形成可以通

过在含有甘露醇作为唯一碳源的 NL19 培养基

上来恢复[25-27]。然而，菌株∆bldM 在含有甘露醇 
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的 MS 以及其他固体培养基上仍然呈现“光秃”
的表型特征。表明 bldM 对于 Act12 气生菌丝和

孢子的形成起到了关键的调控作用，且无法通过

外源物质改变进行恢复。同时由于菌株∆bldM 不

产孢子的特性，在构建回补菌株时无法通过回收

孢子进行接合转移实验，后续可选择原生质体转

化等方法构建回补菌株进行进一步验证。 
通过绘制生长曲线，发现相较于wild Act12，

突变株∆bldM 和 OE-bldM 表现出了不同的生长

情况，∆bldM 生长缓慢，但随着时间推移，其生

物量的积累却超过了 wild Act12 与 OE-bldM，而

OE-bldM 虽然在早期生长速率更快，但其生物量

的积累却并未表现出突出的优势。可能是由于早

期 OE-bldM 的快速生长，造成培养基中的菌体

密度快速增长，营养物质被快速消耗，进而抑制

了菌体的生长。 
本研究检测了野生型菌株与突变菌株的抗

病原菌能力及编码寡霉素合成酶基因表达量与

寡霉素 D 产量之间的差异，结果显示∆bldM 发

酵液的抗病原菌能力相较于野生型有所减弱，而

OE-bldM 的抑菌能力得到显著提高，与之结果相

同的，其编码寡霉素核心合成酶基因的表达量及

寡霉素 D 的产量也在 wild Act12、∆bldM 和

OE-bldM 3 个菌株中表现出与抑菌实验同样的

趋势。前期研究发现，当 Act12 中转录因子

LuxR-2306 基因缺失后，∆LuxR-2306 菌株发酵

液中几乎检测不到寡霉素 D 的存在，且抑菌活

性几乎彻底丧失，推测 Act12 发挥抑菌活性的主

要贡献成分为寡霉素 D[16]。本研究中，重组菌株

的病原真菌活性也与寡霉素 D 产量以及寡霉素

核心合成酶基因的表达量显著相关，因此推测转

录因子 BldM 通过参与正调控 Act12 寡霉素 D 的

生物合成从而增强了菌株发酵液对病原真菌的

抑菌活性。同时，研究发现 BldM 直接调控的下

游靶标基因 whiE 不仅参与调控链霉菌孢子色素

的合成，还涉及了聚酮类化合物的生物合成[28]。

综合以上信息，推测转录因子 BldM 可能通过激

活 whiE 或其他调控聚酮类化合物的基因表达间

接调控了寡霉素 D 的生物合成，后续可通过构建

whiE 基因缺失突变株和过表达突变株进行验证。 
Act12 作为一株根际促生菌，因其优良的生

防活性现已得到了广泛的研究和应用，本文通过

研究 Act12 中 BldM 转录因子的调控作用，探究

得到 BldM 对 Act12 的形态发育起到了关键的调

控作用，并且可以正向调控 Act12 中寡霉素的合

成，提高 Act12 对病原菌的拮抗能力。本研究进

一步补充了全局性转录因子 BldM 的调控功能，

菌株 OE-bldM 密集的气生菌丝生成和孢子的大

量产生以及拮抗能力的显著增强为更高效的生

防菌株的挖掘改造提供了新的可能，后续可通过

相关的促生实验进行进一步的探究。 
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