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费氏中华根瘤菌腺嘌呤缺陷突变株的构建与筛选

谢 波 陈大松 李友国 周俊初"

（华中农业大学教育部农业微生物重点实验室 武汉 !3$$7$）

摘 要：构建出费氏中华根瘤菌嘌呤合成酶基因 !"#$的基因置换载体 AF07$"，!"#$内部 %&’!6()&!片段被 *"+,-
基因取代，造成正常基因的破坏。用该载体对野生型费氏中华根瘤菌 FF"$3进行 !"#$ 的基因置换，筛选到腺嘌呤
缺陷型突变株 G1#H。波动实验和连续转接试验结果表明该突变菌株表型十分稳定。 !"#$ 表达载体 AIIJ6GK在
G1#H中可恢复其在基本培养基上的生长情况，证明突变株确实为 !"#$单基因破坏。盆栽结瘤实验结果表明，该突
变株只能侵染大豆根系形成不固氮的根瘤。
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营养缺陷型突变株与野生型菌株不同，它们在

环境缺乏必需的营养成分时将不能繁殖。这一特性

已应用于以下研究领域：如研究质粒在不同细菌之

间的水平转移，利用营养缺陷型突变株作为供体菌，

可以在基本培养基上快速地筛选转移接合子［"］；利

用一系列根瘤菌营养缺陷型突变株研究共生固氮的

代谢途径［#，3］；新发展的用体内表达技术研究微生物

与宿主相互作用［!，H］，也常利用不能正常寄生或共生

的营养缺陷型突变株，以正常的营养合成基因为报

告基因，开展时空特异表达基因的研究等。获得稳

定的、表型明显的营养突变体是开展上述研究的前

提。常用的突变体筛选方法如物理化学诱变和转座

子插入存在效率低、目标不明确且突变体易回复等

缺点。与上述方法相比，基因置换（K*D* ,*A’.>*6
:*DM）技术能够较好的弥补这些缺点，定点地得到所
需的稳定突变体。

!"#$基因在生物体中编码甲酰甘氨脒核苷酸
合成酶，在嘌呤核苷酸的合成途径中催化由甲酰甘

氨酰核苷酸到甲酰甘氨脒核苷酸的转变过程。最近

I-*DN;.6O’.P*,;. 4 Q等［2］获得一株 5DH转座子插入
!"#$ 的费氏中华根瘤菌突变株，该突变株为不能正
常共生固氮的腺嘌呤缺陷型菌株。本研究在费氏中

华根瘤菌中应用基因置换技术将原养型根瘤菌

FF"$3的嘌呤合成酶基因 !"#$ 定点破坏，阻断腺嘌
呤的合成途径，得到了一株稳定的腺嘌呤缺陷型突

变株。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：参见表 "。
!"!"# 培养条件和抗生素：大肠杆菌 37R培养于
SI培养基（每升含酵母粉 HT，蛋白胨 "$T，0.O’
"$T），根瘤菌培养于 5U培养基（每升含酵母粉 3T，
蛋白胨 HT，O.O’# $V2HT）或 WQ基本培养基（每升含甘
露醇 "$T，X#FGY! $VHT，X0Y3 $VHT，QTWY!·7F#Y
$V#T，0.O’ $V"T，O.O’# $V$HT，F3IY3 $V$#T，0.#Q&Y!

$V$#T，硫胺素、烟酰胺、泛酸钙和生物素各 "$E ! T）
（#1R），验证突变株的 WQ4培养基是在 WQ中添加
H$"TZ:S的腺嘌呤。抗生素链霉素（WM,）#$$"TZ:S，
庆大霉素（K:）#$"TZ:S，氨苄青霉素（4A）"$$"TZ:S。
!"!"$ 试剂和工具酶：实验所用各种试剂均为分析
纯，各种工具酶均购自华美生物工程公司。

!"# 方法
!"#"! [04操作：质粒 [04抽提、限制性内切酶反
应与连接酶反应均按《分子克隆实验指南》［?］操作。

GOJ 扩增 !"#$ 基因所用 H\端引物为 H\6
4O45O54K44OK45K4OK4555OO44O4OO63\，3\端引
物为 H\6O45K5O55OKO545OKOO5K63\，扩增条件为：
?2R 3:;D；?2R ":;D，H7R #:;D，7#R !:;D，循环 #H
次；7#R "$:;D。



表 ! 供试菌株和质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, (%,(%-

’()"*+, 01")"2(%) ’34)2%

!"#$%&’#$’( #)*’

567!
89，":;- *(#<#=&7，&%#+&，%,-+&，./&+>?，0$’@ &，$"-1&A（)B 9，/B

C ），

"23!DD，&%*+&，-%)1，#（ *(#45+@(&.6）E&?>
!1*, $"#

’&A@& &%#+ 3&) $"-1（FGD@H !2：：=4 B/：：!+A） ［A］

7’,)&$’8)9’2: ;&%-’’

66&;I J*$- (K.%，L3-C，8*MC，’()F !1*, $"#

G$",/*-

.E0/@! 0$3+*+N O%2(3)，P.F Q*323$3) Q*3$3N*2"$ ’2*%+2% R !%21+3$3NK 03S，T(-

.6L&;& 0"))*%, *2<+= N%+%，P.F !1*, $"#

.UVH;;’B ’4*2*-% O%2(3)，2"))*%, "(#= N%+%，W/F ［:］

.6LA;& 32&> N%+% )%.$"2%/%+( O%2(3)，W/F !1*, X3)Y

.QQF@GW 32&> N%+% %M.)%,,%- 4+-%) T"2< .)3/3(%)，W/F !1*, X3)Y

G0F扩增 *2<+= 片段所用 7Z端引物为 7Z@P0!W@
WP!00!PPWWPPP!W!!P!WPPP!!!WW@IZ，IZ端引物
为 7Z@P0!WW!P00P!0PPW!0P!0WP!!!0!W!W @IZ。扩
增条件为：>?[ I /*+；>?[ & /*+，7?[ H /*+，AH[
I\7 /*+，循环 H7次；AH[延伸 &; /*+。
!"#"# 接合转移：按文献［A］的方法进行。将含待
转移质粒的供体菌和受体菌分别培养至对数中期，

等体积混合后，离心去除培养液，将菌体均匀涂抹在

!]平板上的微孔滤膜上，H:[下静置 HD ^ D:1，再在
筛选培养基上筛选转移接合子。

!"#"$ 盆栽实验：大豆品种鄂豆 D号，种子经表面
灭菌催芽后播种于含无氮植物营养液的无菌沙钵

中，待第一子叶绽开时接种根瘤菌，接种量约

&;:08E_株，于光照室栽培 H7 ^ I;- 后观察结瘤情
况。

# 结果

#"! !"#$ 基因置换载体的构建
根据 7’,)&$’8)9’2: ;&%-’’ 的 32&> 基因序列（P2@

2%,,*3+ L3S P8HA7A&:）设计引物，G0F 扩增出 H\DY#
32&> 结构基因，扩增产物纯化后用 ?9($和!#)F%
双酶切并与同样双酶切的 .E0/@!载体连接，得到
重组载体 .E0/@!@.4)T。.6L&;& 质粒上携带有约
I\IY#的 *2<+= 片段，可用 =.*&切下后与 =.*&酶
切的 .E0/@!载体相连，得到 .E0/@!@$4M重组载体，
再用 @)0$和 ?$)$双酶切下 *2<+= 片段，与经同样
双酶切的 .E0/@!@.4)T 连接，可得到 .E0/@!@.4)T@

$4M载体，32&> 结构基因中的 @)0$@?$)$片段已被
取代为 *2<+=，造成基因的缺失破坏。再用 ?9($和
A3,$酶切下已插入 *2<+= 的 D\AY# 32&> 片段，与用
?9($和 A3,$部分酶切的 .UVH;;’B载体相连，得
到基因置换载体 .6LA;&。

32&> 结构基因内部各含一个 ?$)$和 B"0$位
点，两个 !#)F$位点。?$)$可以在 32&> 片段内部
进行单酶切得到约 7\&Y#的线状化质粒；B"0$可以
切割 32&> 内部和载体上的位点，得到 &\IY# 和
I\:Y#两个片段；!#)F$酶切得到 &\?Y# 和 I\7Y#
两个片段；?9($和 !#)F$双酶切可得到 H\DY#的
32&> 和 H\AY# 载体片段。结果表明 32&> 结构基因
已正确克隆到 .E0/@!载体上。
用 =.*&酶切 .6LA;&可以得到 I\IY# *2<+= 片

段；?$)$和 ?9($分别可以将质粒单酶切得到约
&;Y#的线状化质粒；?9($和 A3,$双酶切可得到
D\AY# 插入 *2<+= 的 32&> 片段。结果表明体外突变
的 32&> 已正确克隆到 .UVH;;’B上。
#"# 费氏中华根瘤菌中 !"#$ 基因的置换
质粒 .6LA;&上有可供协助转移的 :)9 基因和

蔗糖敏感基因 "(#=，其复制子不能在根瘤菌中复制，
因此在 W/选择压力下可以筛选到发生单交换的重
组子，进而再在蔗糖平板上可筛选到发生双交换的

重组子（图 &）。
将 .6LA;&转化大肠杆菌 ’&A@&，转化子经活化

后在 TQ液体培养基中培养至对数中期，与培养至
对数中期的 7 S ;&%-’’ 66&;I 等体积混合，菌体加
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图 ! !"#$基因发生双交换的筛选路线
!"#$% &’()"*+ ,- ./0++*"*# 1,’2)+ /0,..,3+0 ,- !"#$ "* % $ &#’()) 44%56

789无菌水，将菌液均匀涂在 :;< = >8 = :(0的固
体培养基上，7?@培养 %周，长出的菌落在 AB平板
活化，共得到 C个可能发生了单交换的菌株。选取
D株在 :;<液体中培养 7EF后稀释 %5G 6，均匀涂在

添加了 %5H蔗糖的 :;<平板上，同时设置不加蔗糖
的平板作为对照。培养 I1后可以发现在含蔗糖平
板上各长出 76、E5、C、J和 6?个菌落，而不加蔗糖的
平板上菌落数均达 %5E 左右，这些在蔗糖平板上长
出的菌落即可能是发生了双交换而丢失了 *+,- 基
因。为了验证是否发生了基因交换并且破坏了其原

有正常的 !"#$ 基因，选取部分菌落分别点种在 :;
和 :;<平板上，7?@培养 61后，发现有一些菌落在
:;<平板上长势与野生型相同，而在 :;培养基上
不生长或生长极其缓慢，将这些生长需要腺嘌呤的

菌落接种在液体培养基上检验，亦得到同样的结果，

将该腺嘌呤缺陷型突变菌株命名为 K?7D。
为了验证该腺嘌呤缺陷型确实是由于原养型菌

株的 !"#$ 基因的破坏而产生，将 !"#$L."*/ 表达单
元克隆在 0+,1 启动子之后，构建成组成型表达 !"#$
的重组质粒 MNNOLK>，将该质粒转入 K?7D后发现转
化子 K?7D（MNNOLK>）在 :; 平板上恢复了生长（图
7），表明原腺嘌呤缺陷型 K?7D 确实是发生了 !"#$
的单基因破坏。

用 0"2/- 基因特异性引物和 !"#$ 引物对 K?7D
总 PQ<进行检测。只有 K?7D和 M4QI5%能扩增出
0"2，表明 0"2 片段已经整合到根瘤菌基因组中。用
!"#$ 引物扩增 K?7D PQ< 所得片段约为 ERIS2，与
M4QI5%扩增结果一致。
"#$ 突变体稳定性测定
参照文献［%5］介绍的波动实验方法，将 K?7D菌

液稀释至约 %56T!UV89，首先取部分菌液接种 :;和
:;<培养基验证菌体确实是腺嘌呤缺陷型后，再分

图 " 菌株在 %&基本培养基和添加腺嘌呤
后的 %&’培养基上的生长情况

!"#$7 >0,W(F ,- W"1+(XM+ Y*1 8’(Y*( % $ &#’())

"* :; M)Y(+（<）Y*1 :;< M)Y(+（N）

%R Z"1+(XM+ .(0Y"*. 44%56；7R ;’(Y*( .(0Y"*. /Y00XL

"*# !"#$ +[M0+.. 3+/(,0 MNNOLK>；6R ;’(Y*( .(0Y"*.

K?7DR

别取 %55!9接种至 75份 5R789 AB液体培养基中，
培养 65F 至菌体浓度约 %5IT!UV89，再分别将它们
涂在 :;平板上。7?@培养 I1后未观察到任何一份
培养液有菌落长出。另外，K?7D 连续在 AB液体中
传接 %5 次后，经在 :;培养基上验证，也没有原养
型菌落的产生。上述结果表明突变体 K?7D 极为稳
定。

"#( 腺嘌呤缺陷型突变株的共生固氮特性
在大豆砂培盆栽结瘤实验中，发现 K?7D只能形

成微小的白色无效瘤，含有 !"#$ 基因表达载体的菌
株 K?7D（MNNOLK>）能够正常形成有效瘤。与野生型
44%56相比，K?7D 接种的植物鲜重也明显减轻（表
7），表明该腺嘌呤缺陷型菌株虽能侵染植物根系结
瘤，但未能与植物建立起有效的共生固氮体系。

表 " 结瘤实验结果
AY2)+ 7 O+.’)(. ,- M)Y*( Y..YX.

\*,/’)Y*( Q, "*,/’)Y*(（T]） 44%56 K?7D

KF+*,(XM+ Q,1G Q,1=，!"[= Q,1=，!"[G

A,M -0+.F W+"#F(V# 7R%? ERC? 7RE%
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! 讨论

基因置换技术能够将已知基因破坏，可以定位

引入缺失、插入或碱基转换等突变而广泛用于基因

功能研究，在转基因生物应用方面也有广阔的前景。

本研究在野生型根瘤菌 !"#$ 基因中引入的 %"&’( 基
因，已广泛用于土壤微生物生态学研究，本研究获得

的腺嘌呤缺陷型菌株的生长实验结果也表明，在补

充腺嘌呤之后，%"&’( 对该菌生长没有明显影响。
然而遗憾的是，由于未知的原因，在癸醛作用下我们

未能检测到 !"#$的发光，可能是由于 %"&’( 在染色
体中只有单拷贝，表达量小，且受染色体 !"#$ 启动
子转录的影响而不能检测到发光。另外，本研究在

蔗糖平板上能快速筛选到目的菌株，表明蔗糖敏感

基因 )*+( 适用于基因置换研究。
!"#$基因的破坏既导致菌株内源性腺嘌呤的

丧失，亦不能合成 %&!。在结瘤实验中 !"#$能够侵
染大豆根系，但不能形成有效的固氮根瘤，表明植物

根系不能提供菌体所需的腺嘌呤，根瘤菌不能从植

物直接得到碳源和能量，自身也不能进一步繁殖分

化，因此大量消耗能量且机制复杂的共生固氮体系

不会建立。本菌株也因此可作为研究共生固氮体系

中植物向根瘤类菌体供应能量效率以及代谢产物种

类的研究材料。

基因工程菌（’()）在投放到自然环境后可能会
带来不必要的风险，如何评估其外源基因的水平转

移，以及设计防范手段来尽可能减少其定殖和竞争

生态危害等已成为国内外日益关注的问题。腺嘌呤

缺陷型根瘤菌 !"#$可以携带外源载体，在测定其外
源载体或外源基因转移时可以用不添加腺嘌呤的抗

性平板筛选转移结合子，此法将比用原养型菌株作

出发材料更方便。本研究已证明腺嘌呤缺陷突变株

!"#$确实是发生了 !"#$ 单基因破坏，进一步让
!"#$ 处于已知的启动子下表达将不难恢复其生长
状态和共生固氮能力，因此可以用 !"#$ 为报告基因
设计出体内表达系统进行共生特异型的启动子的捕

获。所得到的含共生特异型表达系统的菌株既能有

效结瘤和固氮，在环境中自由生长时又难以繁殖，因

此将大大降低其生态风险，适于作为生态防范型根

瘤菌进行环境释放实验。

致谢 感谢西班牙 *+,-../大学 01-23*/-42 5 (博士提

供 !"#$ 核酸序列，感谢加拿大 6/.7/89大学)-:;/+. <
=94+>博士惠赠 ?5@#AA*B质粒。
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