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提高大豆根瘤菌质粒稳定性的研究!

刘墨青!! 李友国 周俊初!!!

（华中农业大学 农业部农业微生物重点开放性实验室武汉 +#&&’&）

摘 要：以发光酶基因!"#$%作为报告基因，将广谱稳定性质粒,-.%&*的&’()%$／*+基

因导入含#/’01增效片段的,23.4#并去除该质粒的,-.序列，构建成重组质粒,56%%7和

,56%7"。同时，构建只带有,-.序列和!"#$%的参比质粒,56%7’和,56%7!。将上述+种

质粒通过三亲本杂交分别导入费氏中华根瘤菌（/01-(203-40"56(7800）56&%，将,56%77和

,56%7!通过两亲本杂交分别导入大豆慢生根瘤菌（%(’89(203-40"5:’&-10,"5）-3%%，在人

工继代培养条件下比较测定其质粒保持率。结果表明；经连续转接培养’次后，,56%77、

,56%7"、,56%7’和,56%7!在56&%中的质粒保持率分别为%&&8、"’8、’*8和(*8 。连

续转接培养+次后，,56%77和,56%7!在-3%%中的质粒保持率分别为(!8和(*8。说明

&’()%$／*+基因能显著提高质粒在快、慢生型大豆根瘤菌中的遗传稳定性，,-.序列的去除

也有一定的作用。
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周俊初等［%，*］从费氏中华根瘤菌:7*中分离筛选到一个#/’01的增效片段，含有该
片段的大豆慢生根瘤菌56#*，在黑龙江、广西和四川等地区的小区田间试验和大面积推
广应用中有明显的增产效果［#］。由于含增效片段的质粒,23.4%拷贝数低，在传代中容
易丢失，而且根据质粒携带的四环素抗性标记难于准确检测田间占瘤率。;1<=>等［+］的研
究表明，&’()%$操纵子编码一个质粒多聚体解离系统并含有解离多聚体所必须的顺式
作用位点。&’(*+操纵子编码的蛋白可以通过杀伤部分子代细胞来提高质粒的稳定性。

%((7年，?@A等［7］的研究证明&’(基因在+;,-!0、$<(-4’,=7(0"5="576’,071.、$3-=-4’,=7(
>017!’1800、$,017=-4’,=7(,’!,-’7=0,".、)’"!-4’,=7(,(7.,71=".和?.7"8-5-1’.’7("<01-.’
中均有稳定质粒的功能，但&’(基因能否在大豆根瘤菌中提高质粒稳定性则尚未报道。
因此，本研究以发光酶基因!"#$%作为报告基因，通过在质粒载体上克隆来自广谱质粒

.B*的可以增强质粒稳定性的&’()$%／*+基因，使#/’01的增效片段在重组菌中不易
丢失，以构建出稳定增效并易于追踪检测的重组大豆根瘤菌。
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! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
见表!。

表! 供试菌株和质粒

"#$%&! ’()#*+,#+-.%#,/*-,(&,(&-

’()#*+0).%#,/*- 1&%&2#+(3&+&0)45#)#4(&)*,(*4, ’06)4&0))&7&)&+4&

!"#$%&
89:!

’()!;; !%*#<!=>（"?@%*#A#B!:）

+’,-!C./#0!/1,0!23.0>=4+&5!./%0!
"5*,%#$D

’!CE!$E)&. $E)&.%F,03&+07’!CE!
6"7./,&&
9G@! G0-HI*JH

"5*,%#$D

8"9*)$1&#(:
"K!! G0-HI*JH

"5*,%#$D

.%#,/*-

.1LM@!N 4.*H，:$;O，’.&1 "5*,%#$D

."1!@M :$;H，4.*O，K/.1，"41 "5*,%#$D

.PQM>M: .<R!>的衍生质粒，K.1 "5*,%#$D

.9G!:! )*.<80／=!克隆于.PQM>M:，K/.1 "5*,S0)TD

.9G!:M %(>08表达单元克隆于.9G!:!，K/.1 "5*,S0)TD

.9G!@! %(>08表达单元克隆于.PQM>M:，K.1 "5*,%#$D

.9G!@; 增效片段克隆于.<R!!? "5*,%#$D

.UKI1N :$;H，4.*O，"41，40,/*- "5*,%#$D

.9G!:; 增效片段克隆于.UKI1N "5*,S0)TD

.9G!:: )*.<80／=!和%(>08表达单元克隆于.9G!:; "5*,S0)TD

.9G!:= %(>08表达单元克隆于.9G!:; "5*,S0)TD

.9G!:C %(>08表达单元克隆于.UKI1N "5*,S0)TD

.9G!:? %(>08表达单元和)*.<80／=!克隆于.UKI1N，40,/*- "5*,S0)TD

!"# 培养基和培养条件
大肠杆菌用UV培养基于NCW下培养。费氏中华根瘤菌用"X培养基［M］，大豆慢生

根瘤菌用’Y培养基［C］，在M?W下培养。费氏中华根瘤菌的三亲本杂交采用’B选择性
培养基［M］，大豆慢生根瘤菌的两亲本杂交采用V8培养基［=］。

!"$ 抗生素与浓度
氨苄青霉素（K/.）!@@%3／/U；壮观霉素（’.&）:@%3／/U；四环素（"4）M@&C@%3／/U。

!"% 酶和特殊试剂
限制性内切酶、";8GK连接酶和碱性磷酸酶购自华美生物工程公司和Z)0/&3#公

司。[E3#%和PZ"Y购自’*3/#公司。

!"& ’()操作
质粒8GK提取、酶切、片段回收、线性8GK的去磷酸化、酶连与细菌转化等均按文
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献［!］进行。

!"# 三亲本杂交和两亲本杂交接合子的筛选
三亲本杂交方法见文献［"］，两亲本杂交方法见文献［#］，同时利用选择性培养基筛选

发光转移接合子。

!"$ 细菌发光酶活性的检测
见文献［$］。

% 结果和讨论

%"! 重组质&’(!))和&’(!)#的构建

%&’()"经!"#!和$%&*!双酶切后，回收+,"-.的"%’($)／*+，与相同双酶切
的克隆载体%/0"1"2连接得到中间载体%*3(2(。%*3()(经$,-"酶切后回收+,+-.的

-./)$片段，与经$%&*!酶切并去磷酸化后的中间质粒%*3(2(连接，得到%*3(2"。

%456’+经$,-"酶切回收大片段，与经$%&*!酶切的%*3()7连接，筛选得到含有增
效片段的%*3(27。最后，用$,-"酶切%*3(2"，回收含-./)$ 和"%’($)／*+的大片
段，连接在%*3(27的$%&*!位点，得到重组质粒%*3(22。将单独的-./)$片段连
接在%*3(27的$%&*!位点，得到重组质粒%*3(2#。重组质粒的酶切验证见图(。

图( 重组质粒%*3(2(、%*3(2"、%*3(27、%*3(22和%*3(2#的酶切分析

689:( 5;<=>?8?@ABCD@E.8;<;F%=<?E8G%*3(2(，%*3(2"，%*3(27，%*3(22<;G%*3(2#.>C;H>ECG89C?F8@;

5 (:%*3(2(／!"#!I$%&*!； J 2:#K35／01#G$； L ():%*3(27／+23’!；

":%&’()"／!"#!I$%&*!； #:-./5JM"%’LJ5／KN／+23’!； ((:%45’+／+23’!；

+:%/0"1"2／!"#!I$%&*!； !:%*3(2"／$,-"； (":%*3()7／$%&*!；

7:#K35／01#G$IO<B-CB: $:%*3(2(／$%&*!； (+:%456’+／$,-"；

1:%*3()(／$,-"； (7:#K35／01#G$:
K (2:#K35／01#G$； N "):#K35／01#G$；

(#:%*3(22／+23’!； "(:%*3(2#／+23’!；

(!:%*3(27／+23’!； "":%*3(27／+23’!；

($:%*3(27／$%&*!； "+:%*3(27／$%&*!；

(1:%*3(2"／$,-"； "7:%*3()(／$,-":

%"% 参比质粒&’(!)$和&’(!)*的构建
用$,-"分别酶切%*3()(和%*3(2"，并回收-./)$和"%’($)／*+I-./)$片

段。将这两个片段分别连接在%456’+的$%&*!位点，通过发光酶活性筛选得到转化
子，分别命名为%*3(2!和%*3(2$。质粒的酶切验证见图"。
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图! 重组质粒"#$%&’和"#$%&(的酶切分析

)*+,! -./012*234567389*./.:"0/28*;"#$%&’

/.;"#$%&(916.<186;*+62:*3.

%,!=$-／!"#$"；!,"#$%&(／%&’>#；?,"#$%&’／

%&’>#；@,"A-)>?／%&’>#；&,"A-)>?／()*##；B,

"#$%&!／(+,$；’,"#$%C%(+,$,

!"# 重组质粒导入大豆根瘤菌
将 "#$%&&、"#$%&B、"#$%&’ 和

"#$%&(等 @ 个重组质粒，在辅助质粒

">D!C%?的协助下，通过三亲本杂交分别导
入#$C%。在含有!C%+／8A四环素EF的培
养基上筛选得到发光的转移接合子。将

"#$%&&和"#$%&(分别通过两亲本杂交导
入G-%%，在含有’C%+／8A四环素的H=培
养基上筛选得到发光的转移接合子。

!"$ 重组质粒的稳定性测定
为了探讨"A-)>?上&’-序列的存在以

及?I!J9的.)/0(1／2%对质粒遗传稳定性
的影响，本研究选取#$C%（"#$%&&）、#$C%
（"#$%&B）、#$C%（"#$%&’）和 #$C%
（"#$%&(）等@株费氏中华根瘤菌在GK液
体培养基连续转接培养的方法进行质粒稳定

性的比较测定。在连续’次转接中，于每次
转接前将菌悬液均稀释涂皿，通过发光菌落

的比例计算质粒的保持率。

表! 供试质粒经连续转接后的保持率

G/906! L.M65*:/906"6576.:/+634@"0/28*;2*.#$C%/4:6573.:*.N3N2*.37N0/:*3.2

E:5/*.2:62:6;
$N896534*.37N0/:*3.

% ! ? @ & B ’
#$C%（"#$%&&） %CC %CC %CC %CC %CC %CC %CC
#$C%（"#$%&B） O’ O? (@ (C ’& B’ B’
#$C%（"#$%&’） O% (! ’O ’( ’@ ’! BC
#$C%（"#$%&(） %CC %CC O( O& O? O! OC

由表!可见，重组质粒"#$%&&和"#$%&(在#$C%中的稳定性明显高于"#$%&B
和"#$%&’。菌株#$C%（"#$%&&）在连续转接’次后几乎没有质粒丢失发生。由于这两
种质粒均克隆有?I!J9的.)/0(1／2%，本结果表明，它们在#$C%中能显著提高质粒的
稳定性。比较质粒"#$%&&与"#$%&(及"#$%&B与"#$%&’的稳定性差异，表明&’-序
列对质粒遗传稳定性也有一定的影响。

在EP液体培养条件下，将G-%%（"#$%&&）和G-%%（"#$%&(）连续转接@次，测定结
果见表?。

表# 供试质粒连续转接后的质粒保持率

G/906? L.M65*:/906"6576.:/+634"#$%&&/.;"#$%&(/4:6573.:*.N3N2*.37N0/:*3.2

E:5/*.2:62:6;
$N896534*.37N0/:*3.

% ! ? @
G-%%（"#$%&&） %CC %CC %CC O(
G-%%（"#$%&(） %CC O( O? O!
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由表!可见，!"#$%&／’(也能提高质粒在大豆慢生根瘤菌中的遗传稳定性，而且

)*+序列的去除也起了一定的作用。由于质粒!,-./0和!,-./1通过两亲本杂交一直
未能得到发光的转移接合子，因此本研究缺少未克隆!"#$%&／’(的对照菌株，这也从
侧面表明这两个不含!"#$%&／’(的质粒极易丢失，从而大大影响了接合转移的效率。
本研究结果表明，供试载体仅去掉"#$%&!的)*+序列可使质粒保持率有一定的提

高，但效果有限。克隆!"#基因可以使质粒的稳定性显著提高，若在去除了)*+序列的同
时克隆!"#基因，则可以使重组质粒在快、慢生型大豆根瘤菌中稳定传代。因此，本研究
为下一步克隆异源基因和提高共生固氮效应打下了基础。
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