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研究报告 

基于 ARTP 诱变和高通量筛选的绿针假单胞菌 GP72 

育种方法 

江耀祖  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：【目的】绿针假单胞菌 GP72 是一种植物根围促生细菌，其分泌的次级代谢产物 2-羟基-

吩嗪(2-OH-PHZ)具有广谱抗真菌活性，但其产量较低，不能满足农业生产的应用需求，因此需

对 GP72 进行改造，从而提高产量。【方法】从 GP72 的野生株出发，首次将 2-OH-PHZ 合成途径

的限制性因子 PhzO 用绿色荧光蛋白 (GFP)替换，以一种新型的常压室温等离子体技术

(Atmospheric and room temperature plasma，ARTP)进行诱变，通过酶标仪测定 96 孔板中突变株的

荧光强度进行高通量筛选；最后将荧光强度高的菌株中绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein，

GFP)替换为 PhzO 以获得 2-OH-PHZ 高产突变株。【结果】经过五轮诱变后，获得一株荧光强度

增加 1.62 倍的突变株，用 phzO 基因回替后，该突变株在 KB 培养基中摇瓶培养时 2-OH-PHZ 的

产量为野生型的 4.62 倍。【结论】基于安全、高效 ARTP 诱变技术，并以 GFP 替换限制性因子

作为标记进行高通量筛选，可以快速获得高产 2-OH-PHZ 的 GP72 突变株，克服了传统诱变育种

方法筛选难度大、费时费力的不足，为其它微生物的育种提供了参考。 

关键词：绿针假单胞菌，绿色荧光蛋白，常压室温等离子体，高通量筛选 

Breeding of Pseudomonas chlororaphis GP72 based on ARTP 
mutagenesis and high throughput screening 

JIANG Yao-Zu  PENG Hua-Song*  ZHANG Xue-Hong 

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

Abstract: [Objective] Pseudomonas chlororaphis GP72 is a plant growth-promoting rhizobacterium. Its 
secondary metabolite 2-hydroxy-phenazine (2-OH-PHZ) has broad-spectrum antimicrobial activity, 
although its yield is too low to apply in agricultural pest management. [Methods] The limiting factor 
PhzO in 2-OH-PHZ biosynthesis pathway was replaced by green fluorescent protein (GFP), and a 
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novel atmospheric and room temperature plasma (ARTP) technology was used to mutagenize the 
strain. High-throughput screening of the mutants in a 96-well plate was done by using a microplate 
reader. Finally, GFP was replaced reversibly by PhzO in the strain with high fluorescence intensity to 
obtain the 2-OH-PHZ high-yield mutant. [Results] The yield of 2-OH-PHZ was 4.62 times higher than 
that of the wild-type strain in KB medium in shake flask culture. [Conclusion] The high yield of 
2-hydroxy-phenazine GP72 mutants could be obtained rapidly and safely by high-throughput screening 
based on ARTP mutagenesis using GFP substitution of the restriction factor as the marker. This method 
overcomes the shortcomings of traditional breeding methods. This method could be used as a reference 
for other microbial breeding. 

Keywords: Pseudomonas chlororaphis, GFP, ARTP, High-throughput screening 

绿针假单胞菌 GP72 是从上海郊区甜椒根围土

壤中分离得到的一株具有广谱抗真菌活性的生防

菌株[1]，其抗菌活性主要依赖于它产生的 3 种吩嗪

化合物，即吩嗪-1-羧酸(Phenazine-1-carboxylic acid，

PCA)、2-羟基-吩嗪(2-Hydroxyphenazine，2-OH-PHZ)

和 2-羟基 -吩嗪 -1-羧酸 (2-Hydroxy-phenazine-1- 

carboxylic acid，2-OH-PCA)，其中 2-OH-PCA是以

PCA 为底物在 PhzO 蛋白作用下生成[2]，随后自发

脱羧生成 2-OH-PHZ。GP72具有吩嗪合成基因簇，

共 10个基因，大小约 12 000 bp，分别是群体感应

调 控 基 因 phzI 和 phzR ， PCA 合 成 基 因

phzABCDEFG，以及 2-OH-PHZ合成基因 phzO。但

是由于 PhzO 蛋白活性低、表达量少等因素，只有

少部分 PCA可以转化为 2-OH-PCA和 2-OH-PHZ，

尤其是具有更强抑菌活性的 2-OH-PHZ产量较低，

因而 PhzO 成为 2-OH-PHZ 生物合成的限制性因子

之一[1-3]。 

Liu等[2]通过基因敲除、替换和过表达等方式

对绿针假单胞菌 GP72 进行基因工程改造，

2-OH-PHZ产量最高达到 450.4 mg/L；但是多重改

造后的基因工程菌株不仅难以进一步提高产量，

而且其过表达株使用抗性标记，存在一定安全性

和稳定性问题，也增加了生产成本。然而诱变育

种相对来说较为简单，目前大多数的工业生产菌

株都是通过诱变育种技术获得[4]。因此，利用新型

的技术手段进行诱变育种，同时将具有易表达、

易定量检测等优势的 GFP作为标记基因来提高筛

选效率将是获得 2-OH-PHZ 高产菌种的有效途径

之一。 

常压室温等离子体(ARTP)诱变育种是一种新

型的育种技术，安全性好、正突变率高[5]；由清华

大学和北京思清源生物公司合作研发的 ARTP育种

仪，其在放电时产生的各种电子流对微生物基因进

行损伤从而诱导其进行诱变，具有活性粒子浓度

高、操作容易、运行成本低廉以及对环境无污染和

危害小等特点，使其在微生物突变育种及生物医学

领域中引起人们广泛关注[5-6]。 

绿色荧光蛋白是从水母中分离出来，其蛋白质

具有荧光效应，已经被广泛用于基因表达的检测和

细胞中蛋白质的定位等方面，被称为一种“有生命”

的荧光[7]，GFP 与其他荧光标记物兼容，并且不需

要其它辅助因子或种特异性的荧光修饰[8]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：实验所用的菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  培养基及培养条件：LB 培养基(g/L)：蛋白

胨 10.0，酵母提取物 5.0，氯化钠 10.0，pH 7.0；

KB 培养基(g/L)：蛋白胨 20.000，甘油 18.915，磷

酸氢二钾 0.514，硫酸镁 0.732，pH 7.5；固体培养

基中加琼脂粉 15.0，蔗糖培养基为 LB 培养基中加

蔗糖 15.0。抗生素用量(mg/L)：硫酸卡那霉素(Kan) 

50.0，氨苄青霉素钠(Amp) 100.0。其中大肠杆菌在

37 °C、180 r/min 振荡培养；假单胞菌在 28 °C、   

180 r/min振荡培养。 

1.1.3  主要试剂和仪器：2×Taq Master Mix，南京

诺唯赞生物科技有限公司；PrimeSTAR DNA 聚合

酶、限制性内切酶和 Infusion酶，宝生物工程(大连) 
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in the study 

Strains/Plasmids Genotype and relevant characteristics Reference 

P. chlororaphis GP72 Wild type, Ampr, Spr This lab 

E. coli   

DH5α supE44ΔlacU169(Φ80lacZΔM15)hsdR17recA1 gyrA96 thi-1 relA1 This lab 

S17 res-pro mod+integrated copy of RP4, mod+ This lab 

Plasmids   

pK18mobSacB Broad-host-range gene replacement vector, SacB, Kanr [9] 

pK18-G-O 
pK18mobSacB carrying EcoR Ι-BamH Ι insert of 597 and 403 bp flanking phzO and 
replace with GFP, SacB, Kanr 

This study 

pBbB5k-GFP contain a sequence 695 bp of GFP [10] 

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. 
 
有限公司；基因组提取试剂盒 Genomic DNA Kit、

质粒提取试剂盒 Plasmid MiniPrep Kit、电泳凝胶回

收试剂盒 Quick Gel Extraction Kit、酶切产物纯化试

剂盒 PCR Purification Kit，北京全式金生物技术有

限公司；IPTG 和 X-gal，生工生物工程(上海)股份

有限公司。高效液相色谱仪，安捷伦公司；色谱柱

为WondaSil-WR反相柱，岛津公司；常压室温等离

子体诱变仪，北京思源清生物科技公司；全波长酶

标仪，PE&ENSPIRE 2300；倒置荧光显微镜，

Nikon&Ti公司；透明及全黑 96孔板、96方形深孔

板，美国 Corning公司。 

1.1.4  引物：引物的合成委托苏州金唯智生物科技

有限公司，各引物的序列见表 2。 

1.2  以 GFP 基因替换 phzO 基因 

以 pBbB5k 质粒为模板，引物为 GFP-F2 和

GFP-R2，将 GFP基因从 pBbB5k质粒上扩增出来。

以 GP72全基因组为模板，并设计引物，扩增 phzO

基因上下游同源臂，上游同源臂引物对为 PhzO-F1

和 PhzO-R1，下游同源臂引物对 PhzO-F3 和

PhzO-R3。其中 F1、R3 包含与 pK18 质粒(EcoR Ι

和 BamH Ι酶切之后)反向互补的一段序列，R1、F3

包含一段与 GFP反向互补的一段序列，以便 4个片

段能够在 Infusion 酶作用下连在一起。基因组、质

粒的提取，以及电泳片段回收、酶切、产物纯化和

连接等均按试剂盒说明书进行。采用同源重组的方

法[11]，将 phzO上游同源臂、GFP基因片段、phzO 
 

表 2  引物序列 
Table 2  The sequence of each primers 

引物 

Primers 

序列 

Sequences (5′→3′) 

大小 

Sizes (bp) 

PhzO-F1 ACATGATTACGAATTTCATCCTCAATGGCCAG 32 

PhzO-R1 TTCTCCTTTACTCATGGTAGCAGCCTCAGTAATGT 35 

GFP-F2 ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG 29 

GFP-R2 TTATTTGTAGAGCTCATCCATGCCA 25 

PhzO-F3 GAGCTCTACAAATAAACCTGATTGCCGTGTAG 32 

PhzO-R3 CGACTCTAGAGGATCTGCTGAGCCTTTCGTGGAT 34 

注：引物 PhzO-F1、PhzO-R3 序列下划线部分为与 pK18mobSacB 质粒酶切后反向互补的一段序列；引物 PhzO-R1、PhzO-F3 序列

下划线部分分别为与 GFP-F2、GFP-R2从 5′开始的一段序列. 
Note: The underlined parts of the primers PhzO-F1 and PhzO-R3 are in reverse complement to the pK18 plasmid which had been digested. 
The underlined parts of the primers PhzO-R1 and PhzO-F3 are the sequences starting from 5′ of GFP-F2 and GFP-R2 respectively. 
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下游同源臂、pK18mobSacB 连接后转大肠杆菌

DH5α感受态，并进行蓝白斑筛选、PCR验证、测

序，验证正确后将获得的重组质粒 pK18-G-O 转入

大肠杆菌 S17感受态，在 Kan、Amp双抗培养基中

与菌株 GP72 共培养，进行结合转移后利用含 Kan

平板进行单交换筛选，以及蔗糖平板进行双交换筛

选，选择只能在 LB 板中生长的菌株。最后用引物

PhzO-F1和 PhzO-R3进行 PCR验证，可扩增出 phzO

上下游同源臂和GFP基因片段条带者为绿色荧光蛋

白(GFP)成功替换 PhzO的突变株，命名为 GP72-G。 

1.3  ARTP 诱变及筛选 

参考谭剑等 ARTP 诱变方法，取对数期的

GP72-G菌悬液(OD600约为 0.6)，用 0.01 mol/L PBS

稀释 10倍，取 10 μL菌液均匀涂抹于金属载片，设

置仪器功率 100 W，气流量 10 SLM，照射距离     

2 mm[12-13]。实验中以时间为变量，各组处理时间为

0、10、15、20、35、50、70、90 s，制作致死率曲

线。致死率=(未经诱变处理菌落数−经诱变处理菌

落数)/未经诱变菌落数×100%[4-5]。 

选择最优辐照时间，将诱变菌液稀释涂布 KB

平板，将生长出来的单菌落用牙签接种在另一块

KB 板上，标记好相应的序号；待菌落长大后，按

序号依次用牙签接种于 96 孔板，每个孔预先加入

600 μL 的 KB 培养基，盖上盖子后于摇床上振荡  

48 h，分别吸取 200 μL菌液至透明的 96孔板和全

黑 96 孔板[14]，分别用于测 OD600和荧光强度值。

测绿色荧光强度值的激发波长为 488 nm，发射波长

为 510 nm[13,15]。以单位 OD600的荧光强度值表示相

对荧光强度，代表突变菌株的 PhzO 活性变化[10]。

每次实验中初筛出较高荧光强度的 5株，通过摇瓶

培养重测一次，每组实验做 3个平行对照，筛出荧

光强度最高的一株菌后完成一轮诱变，并作为下一

轮诱变出发菌。 

1.4  突变株中 phzO 的回替 

将第 5轮诱变后获得的最高荧光强度菌株命名

为 GP72-G5。以类似于 1.2中 GFP基因替换 phzO

的方式，引物为 PhzO-F1和 PhzO-R3，以 GP72基

因组为模板，扩增出一条包含 phzO 上游同源臂、

phzO基因、phzO下游同源臂共 2 476 bp的一段基

因序列，并按 1.2中的方法连上 pK18mobSacB质粒

后，利用同源重组方法筛选 phzO 回替菌株。经过

测序验证正确后进行保藏，将该菌株命名为

GP72Y5。 

1.5  发酵及吩嗪产量测定 

以 GP72 野生型为对照，将突变株在 KB 培养

基中(每瓶 60 mL)进行摇瓶发酵，定时取样，分别

测定发酵液中菌体浓度及吩嗪产量，HPLC 检测方

法参照本实验室方法[1-3]。每个菌株分别以 3个摇瓶

进行发酵作为平行实验。 

2  结果与分析 

2.1  标记基因的克隆 

首先克隆出 GFP基因，然后克隆出 phzO上下

游同源臂，并将它们和质粒 pK18 连在一起后，用

同源重组的方法将 phzO替换为 GFP基因，替换之

后片段大小由约 2 500 bp变为 1 800 bp。利用 PCR

获得该片段，将该片段进行测序。序列比对结果显

示，phzO 上下游同源臂以及 GFP 基因片段与测序

结果完全一致，证明 GFP基因已经存在 GP72菌株

的基因组之中(图 1)，GFP 基因大小 695 bp，phzO

基因大小约 1 476 bp，上下游同源臂共约 1 100 bp。 
 

 
 

图 1  GFP 基因替换 phzO 的 PCR 验证 
Figure 1  Idetification of phzO replaced by GFP gene 
注：引物为 PhzO-F1和 PhzO-R3. L1：以 GP72-G基因组为模板；

L2：以 GP72基因组为模板；L3：以 ddH2O为模板；M：Marker. 
Note: Amplification using primers PhzO-F1 and PhzO-R3. L1: 
Genome of GP72-G as a template; L2: Genome of GP72 as a 
template; L3: ddH2O as a template; M: Marker. 
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2.2  ARTP 诱变及筛选 

2.2.1  ARTP 诱变致死率曲线：根据致死率公式，

以诱变时间为横坐标，制作 GP72-G 致死率曲线。

等离子体照射处理时间与 GP72-G 的致死率存在明

显相关性。照射时间 15 s 时，致死率为 77.80%，

照射时间 20 s时致死率为 80.65%，照射超过 35 s

后致死率接近 100% (图 2)。由于致死率在 75%左

右有较高的正突变率[10]，所以选择 15 s作为合适

的照射处理时间，即致死率在 75%左右的诱变剂

量。后续每轮诱变均采用 15 s 等离子体诱变处理

时间。 

2.2.2  ARTP 诱变后的筛选：每次诱变后，将诱变

菌液稀释后涂布 3 块 KB 平板，挑 90 个单菌落在

96方形深孔板中培养。与出发株进行对照，通过酶

标仪初筛，选出单位荧光强度较高 5株菌，然后通

过摇瓶培养对这 5株菌重测一次，每组 3个平行对

照，确定相对荧光强度最高的突变株。随后，从此

株出发进行下一轮诱变，共完成了 5次诱变。每轮

高产突变株的相对荧光强度见图 3。 

每轮诱变过后获得的突变株单位 OD600的荧光

强度值均有一定程度的提高，经 Excel统计分析，F

大于 F crit，且 P-value小于 0.01，表示差异极显著。

与诱变出发菌株 GP72-G 相比，第一轮到第五轮诱

变后获得的最高荧光强度突变株，其单位荧光强度

分别提高为 1.17、1.40、1.44、1.52、1.62倍。 

 

 
 

图 2  菌株 GP72-G 的 ARTP 致死率曲线 
Figure 2  The ARTP lethality curve of the strain GP72-G 

 
 

图 3  每轮诱变后突变株荧光强度变化 
Figure 3  Fluorescence intensity changes of the different 
mutants 
 

2.3  突变株中 phzO 的回替及发酵验证 

2.3.1  phzO 基因的回替：以同样的分子操作步骤，

在诱变株GP72-G5中用 phzO基因替换GFP基因并

整合到 GP72 基因组中。用引物对 PhzO-F1 和

PhzO-R3克隆出 phzO基因及上下游同源臂。 

由图 4A 中可知，以 GP72-G 为模板时，GFP

基因及上下游同源臂共约 1 800 bp，在突变株

GP72-G5中用 phzO回替后，phzO及其上下游同源

臂共约 2 500 bp，且经测序比对结果显示一致，表

明替换成功。 

在 KB 平板上培养时 GP72 菌落呈橙色。将五

轮诱变获得的突变株进行 phzO 回替后，获得的突

变株 GP72Y5，其菌落颜色较 GP72 野生株明显加

深，由于 PCA呈黄色，2-OH-PHZ呈砖红色，初步

推断出吩嗪产量，尤其是 2-OH-PHZ产量有所提高，

如图 4B所示。 

2.3.2  发酵验证：将 phzO 回替后获得的突变株

GP72Y5在 KB培养基中进行摇瓶培养，定时取样，

分别测定 OD600和吩嗪产量(图 5)。 

突变株 GP72Y5生长情况比野生型好，平衡期

GP72Y5最高生物量较野生型提高约 20% (图 5A)。 

突变株 GP72Y5 的 2-OH-PHZ 最高产量为 

28.94 mg/L，是野生型的 4.62倍。由此可见，以ARTP

技术对菌种 GP72 进行诱变后，可以大大提高

2-OH-PHZ的产量(图 5B)。 
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图 4  phzO 替换 GFP 基因的 PCR 验证(A)及突变株颜色变化(B) 
Figure 4  Idetification of phzO replace GFP gene (A) and the color change of mutant strain (B) 

注：引物为 PhzO-F1和 PhzO-R3. L1：以 GP72-G基因组为模板；L2：以 GP72Y5基因组为模板；L3：以 ddH2O为模板；M：Marker. 
Note: Amplification using primers PhzO-F1 and PhzO-R3. L1: Genome of GP72-G as a template; L2: Genome of GP72 as a template; L3: 
ddH2O as a template; M: Marker. 
 

3  结论与讨论 

ARTP 诱变技术是一种新型诱变育种技术，具

有安全性好、正突变率高等优点，已被广发用于微

生物育种。Lu 等[16]利用 ARTP 诱变技术，提高产

气肠杆菌的氢气产量 14.5%。本文使用ARTP技术对

绿针假单胞菌 GP72 进行诱变，显著提高 2-OH-PHZ

产量，诱变时间仅 15 s，而且在室温下进行，无需

进行辐射防护。由此可见，该方法设备简单、操作易

行、运行成本低、诱变育种过程安全高效。 

GFP 被广泛用于组织基因表达的检测和细胞

中蛋白质的定位[17]，但是使用 GFP 基因替换合成

途径的限制性因子作为标记基因进行诱变育种研

究未见报道，本方法使得在某些微生物育种过程

中，较难进行筛选的问题得到解决，并且提高了筛

选的效率，使高通量筛选得以进行。本研究中首次

以 GFP作为筛选标记，通过同源重组的方法将 GFP

替换 2-OH-PHZ 合成途径的限制性因子 PhzO，以

酶标仪测定荧光强度进行高通量筛选，成功获得一

株荧光倍数提高为 1.62倍的突变株；在突变株中进

行 PhzO 的回替后，其 2-OH-PHZ 产量为野生株的

4.62倍。由此可见，以 GFP替换合成途径的限制性

因子作为筛选标记，可以显著提高筛选效率和微生

物诱变育种水平。 

本研究中，首先选取了 GFP来替代 PhzO，使

得原来表达吩嗪化合物 2-OH-PHZ，变为表达 GFP，

从而使原本无法高通量地定量检测，变为仅使用高

通量的孔板和酶标仪检测便可实现，该方法可大大

提高筛选效率，获得更多正突变菌株。其次，在诱

变方法上采用新型的诱变手段ARTP，该方法

具有较高的正突变率，而且诱变操作简单，快速易 

 

 
 

图 5  菌株 GP72 与 GP72Y5 生长曲线(A)和 2-OH-PHZ 产量变化(B) 
Figure 5  OD600 value (A) and 2-OH-PHZ production of the strains GP72 and GP72Y5 (B) 
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行，可较快完成一轮诱变，这也为高产菌株的育种

打下基础。经过诱变可能造成 GP72 基因突变，从

而影响吩嗪合成的调控通路，对转录或翻译造成影

响，致使产量得到提高。当然本研究在诱变方式上

如果采用组合诱变的方式或许产量提高更加显著。 

本研究将 ARTP 诱变育种技术与 GFP 作为标

记基因的方法相结合，并采用高通量筛选方法，取

得较好的效果，为其他菌株育种提供了参考，具有

一定的应用价值。 
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