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摘 要：粪产碱菌（!"#$"%&’(’)*$’#$"%)）:%#"%的吲哚乙酸（;::）合成需要外源色氨酸参与。

在不含色氨酸的限制性培养基中，:%#"%能良好生长，但不能合成;::，表明在:%#"%中存在

一条依赖于色氨酸的;::合成途径。:%#"%的;::合成具有菌体密度依赖特性。采用89#
转座诱变技术构建:%#"%的突变库，从1#""多株89#转染子中分离到一株色氨酸营养缺陷

型突变株:841。该89#突变株在不含色氨酸的限制性培养基上不能生长，但仍能进行;::
的生物合成，每毫升菌体密度等于%<"的突变株菌体的;::合成量为$<$!!=。对突变株

:841的研究表明在:%#"%中至少存在两条;::合成途径：一条以色氨酸为合成前体，另一

条以吲哚515磷酸甘油为前体。>’?,@./9杂交结果表明突变株中89#插入位点可能位于编

码色氨酸合成酶基因上。
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粪产碱菌（!"#$"%&’(’)*$’#$"%)）:%#"%分离自我国南方水稻根际土壤［%］，能固氮和分

泌吲哚乙酸（;::）和赤霉素等多种植物激素，对宿主植物有明显的促生长效应，但该菌的

;::合成途径尚不完全清楚。据报道，细菌中依赖于色氨酸的;::生物合成途径因前体

不同分为以下四类［$］：%）吲哚乙酰胺途径；$）吲哚丙酮酸途径；1）色胺途径；!）吲哚乙腈

途径。最近，B/C9>’9等发现在巴西固氮螺菌中还存在一条不依赖于色氨酸的;::合成

途径［1］。我们从89#突变库中筛选粪产碱菌色氨酸营养缺陷型突变株:841，研究该突

变株;::的合成特性和合成途径，初步开展了;::合成基因位点的鉴定工作。

% 材料和方法

!"! 培养基

DE培养基、限制性培养基配方及粪产碱菌的培养条件参见林敏等［!］的方法。外源色

氨酸浓度为%""!=／FD，培养条件参照8C.9等［#］的方法。

!"# G0:操作

质粒G0:和总G0:提取、限制性内切酶酶切、以及野生型和89#突变株总G0:的

>’?,@./9杂交试验均按分子克隆实验指南所述进行操作。89#探针和CHIJ基因探针由



法国巴斯德研究所!"#$%&’(博士惠赠。

!"# 菌株和质粒

本实验所采用的菌种和质粒列于表)
表! 供试菌株与质粒

*+,"$) -.%+&/0+/12"+0#&1030$1&/.(&045%6

-.%+&/0+/17"+0#&10 8$/5.97$0+/17($/5.97$0 -53%’$05%%$:$%$/’$0

-.%+&/0

!"#$%&$’();)<=) >&"1.97$ （)）

*)&+%,(&+($&-’(-)?@) A&B(:%$C3$/’9.%+/0:$’.&5/0.%+&/ （D）

!"#$%&$’();*DE F#%，*%7+3G5.%57(&’#3.+/. *(&045%6

2"+0#&10

7-H2<=)) F#% （D）

!"$ 突变库的构建

;)<=)的*/<突变库的构建参照I(&J/等［?］的方法进行。在含有色氨酸和卡那霉素

的限制性培养基上筛选色氨酸营养缺陷型突变株。

!"% K;;合成量的测定

;)<=)及其突变株K;;合成量的测定参见A+%.#+//等［L］的方法。本工作中，K;;
合成能力的单位“!B／#M”定义为菌体密度（./D==）等于)N=时)#M培养液中的K;;含

量。

O 结果和分析

&"! 色氨酸对粪产碱菌K;;合成的影响

固氮菌合成K;;时，一般都需要色氨酸作为前体，向培养基中加入色氨酸，K;;的生

物合成会明显增加［P］。当色氨酸浓度在=")===!B／#M范围内，而培养时间超过OQ(后，

色氨酸浓度与K;;合成之间呈正相关。在无色氨酸的限制性培养基中，粪产碱菌;)<=)
不能合成K;;，随着色氨酸浓度的升高，;)<=)的K;;合成量逐渐增多，当色氨酸浓度为

)===!B／#M时的K;;合成量达EQ!B／#M，是通常培条件下色氨酸浓度为)==!B／#M时的

)=倍左右。表明在;)<=)中存在着依赖于色氨酸的K;;合成途径。

&"& 粪产碱菌K;;合成的菌体密度依赖特性

为研究不同菌体密度下;)<=)的K;;合成状况，通过不断添加无菌培养液，可使培

养体系中菌体密度始终保持在某一水平上。在低密度培养条件即菌体密度低于)N=时，

;)<=)的K;;合成始终处于低水平，经QQ(培养后其K;;的合成总量仍低于O!B／#M。

在相同色氨酸浓度和培养条件下，当培养体系中菌体密度保持)ND时，随着培养时间的延

长，菌体的K;;合成量剧增，培养至QQ(后，其K;;合成量是低密度培养条件下的D倍以

上（图)）。这说明粪产碱菌;)<=)中K;;生物合成具有菌体密度依赖特性。这一现象

与胶粘发光杆菌（0+-1-2$&1%,(34#()&+%,(）中发光基因表达的密度依赖特性类似［)=］。
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图! 固氮粪产碱菌"##生物合成的菌体密度依赖型现象

$%&’! ()**+,)-.%/0,)1)-,)-/"##123,4(/%3-35#!67!
!!’7：%-,%(8/)./9)()**+,)-.%/035!"#$%&%’()#!67!（*+:77）;)*3<!’7；

"!’:：%-,%(8/)./9)()**+,)-.%/035!"#$%&%’()#!67!（*+:77）8;3=)!’:’

!"# 粪产碱菌>-$突变库的构建和色氨酸营养缺陷型突变株的筛选

采用携带自杀性>-6转座质粒1?@A67!!的供体菌,"&-’(?!BC!与受体菌#!67!
两亲结合，>-6转座序列随机插入到#!67!的基因组中，在含色氨酸和卡那霉素的限制

性培养基上挑选结合转移子D677多株，建立#!67!的>-6突变库。在本试验中，结合转

染的频率在!7C6左右。以含卡那霉素但不含色氨酸的限制性培养基为对照平板，从突变

库中筛选到一株具有EF抗性的色氨酸营养缺陷型突变株#>:D，该突变株不能在无色

氨酸的限制性培养基中生长。

!"% >-$插入突变株的特性及插入位点

表! 突变株#>&#在无色氨酸限制性

#’$培养基中的"##生物合成

>8;*)G >9)"##123,4(/%3-35#!67!8-,
#>:D%-#!6F%-%F8*F),%4F<%/934/H+>21

?/28%-. "##A23,4(/%3-／（!&／FH）

?/28%-#!67! ／

I4/8-/#>:D GJGK

!：-3"##<8.,)/)(/),

为进一步探讨#!67!的"##合成途径，我们对粪产碱菌色氨酸营养缺陷型突变株

#>:D的"##合成特性进行研究。在不添加色氨酸的HL培养基中，该突变株"##合成

量为MJK:!&／FH，比野生型（DJN6!&／FH）高一倍以上。培养基中添加色氨酸（!77!&／FH）

后，突变株#>:D"##合成能力无明显变化，但野生型#!67!比未添加色氨酸条件下的

"##合成能力高一倍多（图G）。在无色氨酸的限制性培养基中，未检测到#!67!的"##
合成，而#>:D显示一定的"##合成能力，其每毫升菌体密度等于!J7的菌液的"##合

成量为GJGK!&（表G）。

我们采用>-6探针和色氨酸合成酶(./0基

因探针，与野生型和突变株的经,&-O"完全酶解

的总PQ#样品进行.34/9)2-杂交试验，结果发

现在突变株中一个约:J:R;的,&-O"片段与>-6
探针和色氨酸合成酶基因探针杂交均出现强的阳

性信号，在野生型中一个约GJ7R;的,&-O"片段

与色氨酸合成酶基因探针杂交出现强的阳性信号

（图D）。由此可见，>-6转座序列确实插入到了
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突变株的基因组中，插入位点在大小约!"#$%的含!"#$ 基因的&’(片段上，大小约

)"*$%的+,*转座片段的插入使突变株的阳性杂交信号带增至-"-$%，同时引起以色氨

酸为前体的.((合成途径的阻断（图/）。

图! 突变株(+-/在01培养基中的.((
生物合成

2345! +67.((89:;<=>3:,:?+98@<AB
:>9:863=C<>@,>(+-/3,01C7;3<C
D5(D*#D；!5(D*#DE+98；/5(+-/；)5(+-/E+985

/ 讨论

与其 它 根 际 微 生 物 一 样，粪 产 碱 菌

(D*#D可以分泌赤霉素，生长素，细胞分裂

素等植物激素［)］。由于结构上的相似性，

普遍认为色氨酸是微生物合成.((的重要

图/ 野生型和+,*突变株总&’(的F:<>679,
杂交结果

2345/ G:<>679,6H%93;3I@>3:,:?+:>@J&’(?9:CK3J;
>H87F>9@3,(D*#D@,;+,*B3,;<=7;C<>@,>(+-/
0@,7D:9/：%&’L.B;743F>7;>:>@J&’(?9:C+,*B
3,;<=7;C<>@,>(+-/；!:9)：%&’L.B;347F>7;>:B
>@J&’(?9:CK3J;>H87F>9@3,(D*#D50@,7D:9
!：K3>638;M89:%7；/:9)K3>6+,*89:%75

前体之一［!］。据报道，粪产碱菌可以通过依赖于色氨酸的吲哚乙腈途径合成.((［DD］。本

工作证明，在无色氨酸的限制性培养基中，检测不到(D*#D有.((的生成；加入色氨酸

后，(D*#D合成.((的量明显增加，这说明在固氮粪产碱菌(D*#D中的确存在依赖于色

氨酸的.((生物合成途径。我们对粪产碱菌营养缺陷型突变株(+-/进行研究发现，该

突变株具有两个完全不同于野生型的.((合成特性，即在营养成分十分丰富的01培养

基中其.((合成不受色氨酸浓度变化的影响；在不含色氨酸的限制性培养基条件下仍具

有一定的.((合成能力。由此推测，(D*#D除了具有以色氨酸为前体的.((合成途径

外，还可能存在另一条以吲哚N/N磷酸甘油为前体的合成途径如下：

吲哚N/N磷酸甘油!.((
O色氨酸合成酶
"
色氨酸
"
.((

根据所示的合成途径分析，在不含色氨酸的限制性培养基中，野生型菌株由于生长代

谢需要大量细胞蛋白，胞内吲哚N/N磷酸甘油和色氨酸因代谢消耗其浓度极低，以吲哚
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!"!磷酸甘油和色氨酸为前体的#$$合成难以检测到。在突变株中，由于%&’插入导

致色氨酶合成酶失活，由该酶催化的吲哚!"!磷酸甘油（#()）转化为色氨酸的生物合成

被阻断，进而引起细胞内#()的积累，当#()积累到一定浓度时，以吲哚!"!磷酸甘油

为前体的#$$合成途径启动，突变株在不含色氨酸的限制性培养条件下仍能合成#$$。
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