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苜蓿中华根瘤菌与耐盐有关?0@片段的
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（中国农业大学生物学院微生物学系 北京 "$$$8!）

摘 要：将苜蓿中华根瘤菌（!"#$%&"’$(")**+,",$-"）$!#3与耐盐有关的!A+.,/!?0@片段
克隆在BCD"##上，用0"#E"酶切下其#F!A+?0@片段，回收后与B332"<C5G#连接，然后
转化大肠杆菌（123&+%"3&"/3$,"）?H=#，筛选到转化子IG#。将残留在BCD"##上"F9A+.,/!
<0"#E"?0@片段连同质粒一起回收，让其自连，转化大肠杆菌G">;"，得到转化子IG$。
以IG$为供体，$!#3的盐敏感突变株IJ">为受体，进行二亲本杂交，没有得到接合子。以

IG#为供体，IJ">为受体，在辅助质粒B2K#$":的协助下，进行三亲本杂交，筛选到接合子

II#，获得#F!A+0"#E"与耐盐有关的?0@片段。将此片段连接到测序载体BI1C<>JL
（M）上进行测序。测序结果表明，该#F!A+0"#E"?0@片段含有:个开放阅读框（N2)）。
在此基础上再一次亚克隆，获得"F8A+与耐盐有关的?0@片段。
关键词：苜蓿中华根瘤菌，耐盐，亚克隆，测序

中图分类号：O8:: 文献标识码：@ 文章编号：$$$"<9#$8（#$$"）$"<$$$8<$>

目前，以大肠杆菌为材料所进行的渗透调节机制的研究日益深入，已相继分离和鉴定

了与渗透保护物合成有关的结构基因和渗透调节基因［"，#］。然而，对于遗传背景不太清

楚的根瘤菌，过去的研究工作主要集中在根瘤菌对渗透胁迫的生理学反应上［:］，只是在

最近几年，根瘤菌的耐盐机制研究才取得一些进展。?/’.P等发现了苜蓿中华根瘤菌壁
膜间隙葡聚糖的合成基因#456和#457，它们分别编码与环$<"，#<葡聚糖的合成和运输
有关的蛋白［!，=］，而该葡聚糖对根瘤菌在低渗条件下的适应和生长起重要作用［9］，研究表

明，这种作用只有在环$<"，#<葡聚糖被修饰后才能产生，而38*7基因编码的蛋白参与了
对环$<"，#<葡聚糖的修饰

［>，6］。甘氨酸甜菜碱是重要的渗透调节保护物，当遇到高渗环境

时，有些根瘤菌能积累甘氨酸甜菜碱来对抗高渗冲击［8］。C.PQ*等（"886）指出，苜蓿中
华根瘤菌的甘氨酸甜菜碱的合成由(+-9.76组成的操纵子调控。其中，(+-6编码胆碱脱
氢酶，(+-7编码甜菜醛脱氢酶，分别催化胆碱生成甜菜醛，并由甜菜醛生成甘氨酸甜菜
碱。(+-9编码调节蛋白。这:种蛋白在大肠杆菌细胞内也存在。此外，(+-.编码硫酸胆
碱酶，催化硫酸胆碱、磷酸胆碱生成胆碱，其氨基酸序列与大肠杆菌细胞内类似的蛋白质

只有#!R的同源性［"$］



苜蓿中华根瘤菌!"#$具有良好的耐盐性状，能在!%&’()／*+,-)条件下生长。本室
构建了该菌的基因文库，从中分离到"./与耐盐有关的0+1片段［22］。本文拟将该片段
进行亚克隆，以期获得更短的与渗透调节有关的0+1片段，并测定其序列，为分离根瘤
菌的渗调基因和有关蛋白的表达奠定基础。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
列于表2。

表! 菌株和质粒
3,/)42 $,56478,)967,8:9,:;<),9’8;9

=67,8:9,:;<),9’8;9 >4)4?4:6-@,7,5647896859 =(A7549
=67,8:9

!"#$%&%’(&!"#$ B7(C6@8:DE’4;8A’C86@!F&’()／*+,-) 3@89),/(7,6(7G
BH2I =,)694:9868?4’A6,:6J7(’!"#$ 3@89),/(7,6(7G

)"*’%&0K&! K(96J(7745(’/8:,:6<),9’8; 3@89),/(7,6(7G

=2IL2 +,’M -@8:49415,;4’G(J1N78L
5A)6A7,)=584:549

BO 37,:9J(7’,:65(:6,8:8:N"./0+1J7,N’4:674),64;6(9,)6
6()47,:54 3@89),/(7,6(7G

B=# 37,:9J(7’,:65(:6,8:8:N#F"./0+1J7,N’4:674),64;6(9,)6
6()47,:54 3@8996A;G

B=#L2 37,:9J(7’,:65(:6,8:8:N2FP./0+1J7,N’4:674),64;6(9,)6
6()47,:54 3@8996A;G

BB# 37,:95(:QAN,:65(:6,8:8:N#F"./0+1J7,N’4:674),64;6(
9,)66()47,:54 3@8996A;G

BB#L2 37,:95(:QAN,:65(:6,8:8:N2FP./0+1J7,N’4:674),64;6(
9,)66()47,:54 3@8996A;G

R),9’8;9
<$$>2LS-=# -)(:8:N?45647，T’7 T(?,5@（2PP&）

<S*2## B’7T’7 U:8?47986G(JV,961:N)8,
<>T#!2W K4)<47<),9’8;，T’7 U:8?47986G(JV,961:N)8,

<BVSLIHJ（X） =4YA4:58:N<),9’8;，1’<7 R7(’4N,

!"# 培养基

3E培养基［2#］用于根瘤菌的培养，*$培养基［2W］用于大肠杆菌的培养，DE培养基［2"］

为根瘤菌的基本培养基，用于接合子的筛选，其中含有!F"’()／*+,-)和相应的抗生素。

!"$ %&’的体外操作
质粒0+1的提取、酶切、转化和亚克隆等均按文献［2W］进行。

!"( 二亲本和三亲本杂交
二亲本杂交和三亲本杂交按文献［2&］进行。

!") %&’测序和分析

0+1测序工作由赛百盛公司完成。利用国际互联网的Z>DD8:;47和$*1=3软件
进行开放阅读框分析和同源性比较。
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! 结果和讨论

!"# 与耐盐有关的$%&片段的亚克隆和检测
将含有与耐盐有关!"#的$%&片段克隆在’()*++上，将其转化子,-与.!+/的

盐敏感突变株,0*1杂交，在含有.2!345／)%675的平板上得到接合子,8［**］，证实该

!"#$%&片段与耐盐有关。
提取,-的重组质粒’,-，用!"#9!酶切可得到大小比较适中的$%&片段（图*:&

泳道+），选作为亚克隆用酶。为便于用蓝、白斑菌落筛选，本文用亚克隆载体’//;*:
(7<+作为根瘤菌和大肠杆菌之间的穿梭质粒。
分别提取’,-和’//;*:(7<+，用!"#9!酶切。再用电洗脱回收酶切后的$%&片

段，以+=*（摩尔比）的比例与酶切后的’//;*:(7<+（图*:&泳道>）连接，转化大肠杆菌

$?@"。然后，涂布在含有>.#A／3)卡那霉素、B:A65和CDE,的)/平板上，进行蓝、白斑
菌落筛选。将得到的转化子接种于)/液体中培养，提取其质粒，用!"#9!酶切。电泳
检测表明，该转化子含有+2!"#!"#9!的$%&片段，编号为,<+（图*:&泳道!）。
检测盐敏感突变株,0*1的回复突变率为>28-F*.G*.!*.G8，符合实验要求。将转

化子,<+、辅助质粒’;H+.*>和,0*1以等比例混和，进行三亲本杂交，在含有>.#A／3)
卡那霉素、>.#A／3)萘啶酮酸和.2!345／)%675的IJ平板上培养，19后获得接合子，编
号为,,+。电泳检测发现，,,+的重组质粒’,,+含有+2!"#!"#9!与耐盐有关的

$%&片段（图*G/泳道+），而对照,<+、,0*1都没有菌落长出。
用!"#9!从’,-切去+2!"#$%&片段后，将残留在’()*++上的$%&$:!"#9!

*K-"#$%&片段连同该质粒一起用电洗脱法回收后，让其自连，转化大肠杆菌<*1:*，获
得转化子，编号为,<.，再将,<.和,0*1进行二亲本杂交，在含有同样成分的IJ平板
上筛选。然而，培养*.9后都没有菌落长出，说明该$%&片段与耐盐无关。

图* 重组质粒的限制性内切酶分析
ILAK* EMN6O65PQLQ4RSNQTSLUTL4ONOVP3N9LANQTL4OR4SSNU43#LO6OT’56Q3L9

&：*K%$%&／’();$:!"#9!；+K’,-／!"#9!；>K’//;*:(7<+／!"#9!；!K’,<+／!"#9!
/：*K%$%&／!"#9!；+K’,,+／!"#9!K

!"! 与耐盐有关的!"’()$%&片段的测序分析和进一步亚克隆
分别提取’,<+和测序载体’,W(:10R（X），用!"#9!酶切，连接后转化大肠杆菌
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!"#!，在含有氨苄青霉素的$%平板上进行蓝、白斑菌落筛选。挑取白色菌落，提取其质
粒。酶切检测表明，&’()*!"#+"!,-片段已经连到测序载体上（图&泳道(）。

图& 测序重组质粒./012345（6）7&8(的电泳图谱
9:;8& 0<=>?@A.BA@=C:CA5C=DE=F>:F;@=>AG*:FHF?.<HCG:+

I8#!,-／$%&J$2!"#+"；&8./K&／!"#+"；

L8./0123M5（6）／!"#+"；(8./012345（6）7&8(／!"#+"8

大量提取该重组质粒，送交赛百盛

公司测序，得到该!,-片段的序
列，全长为&(N(*.（图L）。将以上
的!,-序列输入!,-GHF软件进
行酶切位点和阅读框架分析，制作

其物理图谱，并初步确定L个OJ9C
（图(）。
再通过网络服务系统与非重复

基因库进行同源性比较，发现

OJ9I为一个不完整的编码苜蓿中
华根瘤菌胞外多糖合成酶的核苷酸

序列［IN］。OJ9&在正链上编码&NN
个氨基酸，推测的氨基酸序列与苜

蓿中华根瘤菌的焦磷酸硫胺素合成酶有PP’#Q的同源性［IN］（图#），而焦磷酸硫胺素作为
细胞内许多酶的辅酶，在代谢中具有不可替代的作用。另外，对OJ9&启动区序列的分析
发现，该启动区存在I个类似于大肠杆菌’(&)基因启动子7L#和7IR区的元件（图L），

’(&)的表达受到渗透压的调控［I3］。因此，推测OJ9&可能参与耐盐调控。
由OJ9L推测的氨基酸序列与苜蓿中华根瘤菌环%2I，&2葡聚糖修饰蛋白有LIQ的同

源性（图N），而该蛋白由%*+,基因编码合成，对环%2I，&2葡聚糖具有修饰作用，修饰后的
环%2I，&2葡聚糖与苜蓿中华根瘤菌的耐盐调控有密切关系

［3，S］。

根据&’()*!,-片段的物理图谱，在I，PI3*.处有一个-.%&酶切位点，用-.%&将
该片段切成两段。I段约R’#)*（图32-泳道&），包含不完整的OJ9I，回收后与.%%JI2
1TK&连接，再转化大肠杆菌!"#!，通过蓝、白斑菌落筛选得到转化子，编号为/K&2&。
提取/K&2&的重组质粒，用-.%&酶切，可得到R’#)*的!,-片段（图32-泳道L）。以

/K&2&为供体，.JU&RIL为辅助质粒，/4I3为受体，进行三亲本杂交，但IR+后都没有菌
落长出，证明该片段与耐盐无关。
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图! "#$%&’()片段的核苷酸序列
*+,-! (./0123+41516.17/128391"-$%&’()8:;,<17328=>*5

)::2?5:1@:151733914+:1/3+27283:;75/:+@3+272839151=>*5
A.3;3+B1:+&252<1C&+74+7,5+315;:1.741:0+714-D!-E;74DFG:1@:15173:15@1/3+B10HD!E
516.17/1;74DFG516.17/128=>*"，:15@1/3+B10H-I91532@/24275;:1<;:%14?+39;531:+5%5-

图$ "#$%&’()片段的物理图谱和可能的开放阅读框
*+,-$ A9H5+/;0<;@;74391@255+&012@17:1;4+7,8:;<1528"-$%&’()8:;,<173

J：!"#KL；K：$%&4!；M：’()"；(/：*+,"；M;：’"+#-

图E =>*"编码蛋白的氨基酸序列同源性比较
*+,-E )0+,7<17328391;<+72;/+4516.17/128391=>*"@.3;3+B1@:231+792<202,.15

IKLA：I9+@:231+728’-#./%/,0%-L4173+/;0;<+72;/+4:15+4.15;:1592?7;,;+753;4;:%&;/%,:2.74-
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图! "#$%编码蛋白的氨基酸序列同源性比较
$&’(! )*&’+,-+./0.1-2,&+/23&45-67-+3-5/0.1-"#$%87.2.&9-8:/.-&+

;<=>：3?3*&3@-.2AB，CA’*732+,/4&0&32.&/+8:/.-&+/0!"#$%&%’(&"
D4-+.&32*2,&+/23&4:-5&47-52:-51/E+2’2&+5.242:F@23F’:/7+4(

第C段约为BGHF@连在8;;#BA=IJC上（图KA)泳道C），回收后让其自连，转化大肠
杆菌JBKAB，得转化子，编号为<JCAB。提取<JCAB的重组质粒，用)&*4!A!+,"消化，得
到BGHF@的LM)片段（图KA)泳道N）。以<JCAB为供体，<OBK为受体进行二亲本杂交，
得到接合子<<CAB，表明该BGHF@)&*4!A!+,"LM)片段与耐盐有关（图KA;泳道B）。

图K 重组质粒的限制性内切酶分析

$&’(K P1-2+2*?5&5/0:-5.:&3.&/+-+Q?,-4&’-5.&/+/0:-3/,@&2+.8*25,&4

)：B(#LM)／-,’#$A)&*4!；C(8<JC／!+,"；%(8<JCAC／!+,"；N(8<JCRB／)&*4!A!+,"(
;：B(8<<CRB／)&*4!A!+,"；C(#LM)／-,’#$A)&*4!(

上述结果表明，该BGHF@)&*4!A!+,!LM)片段与耐盐有关，可能由"#$C、"#$%
单独或由它们共同调控和修饰与耐盐有关的基因或基因产物，它们对根瘤菌耐盐的渗透

调节有待进一步研究。
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