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利用 !"#$%&’(转座诱变法分离苜蓿中华根瘤菌
&)*+, -(./ 基因的研究

杜秉海 李小红 林榕姗 王 磊 杨苏声"

（中国农业大学生物学院微生物学系 农业部农业微生物资源及其应用重点开放实验室 北京 0###-!）

摘 要：采用三亲本杂交方法将带有 7@460#8/（含 !"#$%）的质粒 )IJ0#8/; 导入苜蓿中华根瘤菌（ &’()*+’,)-’".
./!’!)0’）#!"2K，进行转座子插入诱变，在含有氯霉素、卡那霉素的 7L平板上筛选接合子。通过结瘤试验，从 0###个
突变株中，筛选到 /个结瘤突变株 #!"2KI4、#!"2KI00和 #!"2IK"-。它们都表现出发光酶活性，表明转座子正向
插入到基因组中的某个启动子下游。M%FNC9*@杂交结果证实，转座子均为单一位点插入。对 #!"2KI4突变株基因
组进行反向 O1I，扩增位于 7@460#8/两端的侧翼序列。测序结果表明，转座子插入到苜蓿中华根瘤菌的共生质粒
)M?>( ()/%基因内。根据基因组中 ()/%上游和下游序列扩增出 #!"2K ()/%，其与苜蓿中华根瘤菌 0#"0 ()/%的同
源性为 -3P，而与 ,%92蛋白的氨基酸序列相似性为 -4P。疏水性分析发现，,%92是一个跨膜蛋白，在 ,末端有 !
个跨膜区，其中包含 /个初级螺旋和 0个次级螺旋。
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根瘤菌与豆科植物之间的共生作用是由植物和

根瘤菌多个基因所决定的，是一个十分复杂的生物

学过程。在苜蓿中华根瘤菌中，已经鉴定出 "#多个
结瘤基因（()1、()! 和 ()/），除 ()12"和 ()13"存在
于 )M?>2上以外，其它结瘤基因均位于 0 ’ /4KR 的
共生质粒 )M?>(上，在 ".4SR的 T,(片段内组成 8
个操纵子。结瘤基因主要编码结瘤因子生物合成过

程中所需的酶和转录调节物，如共同结瘤基因

()1$%4在结构上是保守的，存在于所有根瘤菌中，
主要负责结瘤因子核心糖骨架的合成；宿主专一性

结瘤基因 ()15、()16、()1789、()1: 和 ()123 等主
要负责结瘤因子的糖骨架侧链基团的添加；结瘤调

节基因 ()1;0、()1;"和 ()1;/编码转录调节蛋白，
其中，()1;0和 ()1;"与植物结瘤信号分子类黄酮
共同作用，激活 ()1 操纵子的转录表达。 <=*5 和
<=*% 也是调节蛋白基因，与 ()1;/组成一个调控系
统，参与上述操纵子的转录调节［0 U !］。此外，

()!79:>、()!3& 和 ()/$% 等与结瘤有关的基因的功
能大多尚不清楚，可能与物质的运载有关。胞外多

糖对于根瘤菌 H 植物共生相互作用也是至关重要
的，苜蓿中华根瘤菌分泌 /种有关的胞外多糖，即琥
珀酰葡聚糖（=OM!）、半乳糖葡聚糖（=OM"）和 V抗

原（VOM）。=OM!的生物合成由 /#)、/#< 基因所控
制，而 =OM"的生物合成由 /#? 基因所控制，它们均
位于共生质粒 )M?>2上［4］。
利用转座子 7@4及其衍生物对原核生物进行转

座诱变，已广泛用于基因的鉴定、定位、定向和克隆。

7@4能够在许多革兰氏阴性细菌基因组中进行随
机、单位点的插入，可以用 7@4末端序列设计引物进
行 O1I扩增插入位点的侧翼序列［8，.］，或直接进行
测序［3，-］等。本文利用含发光酶基因 !"#$% 的 7@46
0#8/对苜蓿中华根瘤菌 #!"2K进行转座诱变，筛选
结瘤突变株，并进行了相关基因的分离与分析。

% 材料和方法

% -% 菌株和质粒
实验采用的菌株和质粒参见表 0。

表 % 菌株和质粒
7;R&9 0 2;EN9*+;& BN*;+@B ;@G )&;B>+GB

MN*;+@B ;@G )&;B>+GB 1C;*;EN9*+BN+E M%F*E9
& ’ ./!’!)0’ #!"2K :%*>+@A @%GF&9B %@ ;&W;&W; 7C+B &;R%*;N%*?
8 ’ @)!’ TX4# X%BN W%* )&;B>+GB 7C+B &;R%*;N%*?
)IJ0#8/; 1;**?+@A 7@46 !"#$%，V>*，M>* Y@+Z9*B+N? %W L%*S，YV
)IV"#0/ X9&)9* )&;B>+G，V>* 7C+B &;R%*;N%*?
)[=K67 9;B? 1&%@+@A ;@G B9\F9@E+@A Z9EN%*，(>)* O*%>9A;



! "# 酶和生化试剂
!"# !"#聚合酶、$%& !"#聚合酶、$%&其它试

剂、’("! 、!"#胶内回收试剂盒和抗生素等均购自
上海生工生物工程技术服务有限公司，’( !"# 连
接酶购自 $)*+,-.公司。引物的合成由上海生工生
物工程技术服务有限公司完成。

! "$ 培养基和培养条件
/(012 及相关突变株采用 ’3 培养基［4/］，在

056下培养。 ) 7 *+(, 菌株采用 81 培养基［44］，在
9:6下培养。抗生素所用终浓度：/(012为 ;"-<+8
氯霉素（%+），突变株为 ;"-<+8氯霉素和 0/"-<+8卡
那霉素（=+），大肠杆菌为 0/"-<+8卡那霉素。
! "% &’()!*+$插入诱变
将供体菌 ) 7 *+(, !>;#（?&84/@9.）和辅助菌

) 7 *+(, !>;#（?&=0/49）分别接种于含 9/"-<+8卡
那霉素的 81 液体培养基中过夜培养，取出 / 7 ;+8
菌液继续培养 9 A (B，至 -. 值为 4 7/左右。将受体
菌 /(012接种于含 ;"-<+8氯霉素的 ’3液体培养
基中，以 4:/)<+CD振荡培养 (/B，至 -. 值为 4 7 ;左
右。将供体菌、辅助菌、受体菌按 0 E 0 E 4比例混合，
40///)<+CD离心 ;+CD，将菌泥转移到含;"-<+8氯霉
素和 0/"-<+8卡那霉素的 ’3平板上的微孔滤膜上，
于 056培养 0/B。将膜上的菌体用无菌水洗下，涂
布在含氯霉素和卡那霉素的 ’3 抗性平板上，于
056培养 0 A 9F，挑选单菌落保存在 ’3斜面上。
! "( 结瘤相关突变株的筛选
采用双层瓶法［40］进行结瘤试验，将 /(012 的

’D;G4/@9插入突变株培养物分别接种于苜蓿上，在
温室培养 9/F后，观察结瘤情况。
! "+ 发光酶活性的检测
按葵醛熏蒸法进行［:］。

! ", -./分离和遗传操作
质粒 !"# 按碱裂解法［49］进行；苜蓿中华根瘤

菌总 !"# 的提取参照文献［4(］；!"# 的限制性酶
切、连接和 H*IJB,)D杂交按文献［44］进行；!"#探针
的标记和杂交检测按 &*KB,公司生产的地高辛试剂
盒（产品编号为 4:(;590）说明书进行。
! "0 &’()!*+$对目标基因的克隆
参照文献［@］和［:］的方法，采用 ’("!对苜蓿

中华根瘤菌总 !"# 进行完全消化，然后加热灭活
’("!，加入 ’( !"#连接酶，使 !"#进行自连。再
将 !"#自连产物重悬于无菌双蒸水中。根据 ’D;G
4/@9的末端反向重复序列，设计寡核苷酸引物 ;LG
MM’’%%M’’%#MM#%M%’#%G9L。建立以下反应体系

（4//"8）：4 N !"# 酶缓冲液，0//"+*O<8 F"’$，
4P;++*O<8 2-%O0，0"+*O<8引物，0// A ;// D- !"# 自
连产物，0 7 0Q !"# !"# 聚合酶。反应条件：R(6
(+CD；R(6 4+CD，;;6 0+CD，:06 (+CD，9;次循环。
根据苜蓿中华根瘤菌基因组中目的基因的上下游序

列设计引物，扩增完整的目的基因。

! "1 -./序列的测定和分析
采用琼脂糖凝胶电泳回收 $%& 产物，克隆到

?MS2G’ ,.TU载体上，序列的测定由上海博亚生物技
术有限公司完成，并通过 M,D1.DV进行序列同源性
和功能分析。

# 结果

# "! 结瘤突变株的获得
利用 ’D;G4/@9对 /(012进行随机插入诱变，获

得了 4///个突变株。通过结瘤试验，从中筛选出 9
个结瘤突变株，分别定名为 /(012&;、/(012&44 和
/(012&0R。它们的结瘤数没有明显改变，但根瘤重
和植株干重有不同程度的变化，而且表现出品种专

一性（表 0）。/(012&;、/(012&44 和 /(012&0R 在
普通紫花苜蓿形成根瘤的重量分别比野生型菌株提

高了 4R 7 9W 、0/ 7 :W和 0: 7 :W。在保定苜蓿上，它
们的植株干重分别提高 0: 7 ;W、99 7 /W和 4( 7 /W。
而在皇后苜蓿上均表现出植株干重的降低。

表 # *%#23及其转座子插入突变株在不同苜蓿
品种上的结瘤固氮能力

’.XO, 0 "*FIO.JC*D *Y /(012 .DF CJT ’D;G4/@9 CDT,)JC*D +IJ.DJT *D .OY.OY.

%IOJCZ.) HJ).CD "I+X,) *Y
D*FIO,

[,C-BJ *Y
D*FIO, <+-

[,C-BJ *Y J*?
F)U ?O.DJ<+-

/(012 (7(; @ 7/ 0R 7/

$IJ*D-G\CBI. /(012&; (79; R 7: 9( 7@
/(012&44 (705 4/ 7/ 9; 7 /
/(012&0R 9759 R 7R 9: 7/
/(012 (7(: @ 7/ 9: 7R

>I.D-G>*I /(012&; (75( : 7R 9: 7/
/(012&44 ;7/9 5 7; 9: 74
/(012&0R (709 : 7: 9: 7@
/(012 970; 0 70 0/ 7/

1.*G!CD- /(012&; 97@/ ; 74 0; 7;
/(012&44 07:; ( 7: 0: 7@
/(012&0R 97(; ; 7/ 00 75

’)C?OCK.J,T ],), F*D, Y*) ,.KB J),.J+,DJ，Z.OI,T CD JB, J.XO, .), JB, +,.DT *Y
9/ ?O.DJT7

利用葵醛熏蒸法检测上述 9个突变株的发光酶
活性，结果表明它们在 ’3平板上都能够发光，说明
’D;G4/@9 正向插入到目的基因的启动子下游（图
4）。用转座子上没有酶切位点的 ’("!对上述突变
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株的基因组 !"# 进行完全酶切，以 $%&’()*+ 的
!"#$% 片段作探针，进行 ,-./0123杂交分析，发现它
们都只有一条清晰的杂交带（图 4），说明 5367’()*
是以随机和单一位点方式插入的。

图 ! "#$%& ’()*!"+,插入突变株的发光酶活性的-光图片
89:;’ <72+= >9?@A -> ?.B9>12+A1 +B/9C9/= 93 (D4EF 5367’()* 93A12/9-3 @./+3/A

#; (D4EF%6；E; (D4EF%’’；G; (D4EF%4H;

图 $ "#$%&结瘤突变株基因组 ./0经 !"#!酶切后
与 "$%&’探针的 1234567( 杂交图谱

89:;4 ,-./0123 0=I29J9K+/9-3 -> (D4EF @./+3/A :13-@9B !"# J9:1A/1J

I= &!’! L9/0 !"#$% $2-I1

’ ; (D4EF%’’；4; (D4EF%6；*; (D4EF%4H;

$ 8$ "#$%&9)基因组的 ’()*!"+,侧翼 ./0片段
的分离和序列分析

提取 (D4EF%6的总 !"#，用 &!’!进行完全酶
切，酶切后的 !"#片段进行自连。以自连后的产物
作为模板，进行 MG%扩增，将获得的 MG%产物连接
到 $NOF75 1+A= 载体上，进行序列测定。由于苜蓿
中华根瘤菌 ’(4’的基因组全序列已经被测定［’］，将
本测序结果进行互联网的全基因组检索（0//$：PP
LLL; 3BI9 ; 3?@; 3C; :-CP）。结果表明，5367’()* 插入
到苜蓿中华根瘤菌 ()*% 基因的第 ’**’碱基（5）之
前。该基因是一个结瘤基因，位于共生质粒 $,=@#
的 D4(Q4’ R D44*S4I$之间，与上游的结瘤基因 ()*$
和 ()+, 组成一个受 3-J I-T 36 控制的操纵子。
根据 ()*% 上游和下游的序列设计引物，通过高

保真 MG% 扩增，获得 (D4EF 的 ()*%（N13E+3U
#BB1AA9-3 "-;#VD)*’(4），大小为 ’))4I$，编码 66*
个氨基酸。根据 !"#序列分析，(D4EF 的 ()*% 与
’(4’的 ()*% 同源性达 HSW。对由 !"#序列衍生的
氨基酸序列在 N13E+3U的蛋白质库中进行比较，其
"-1E 氨基酸序列相似性为 H6W。对 "-1E氨基酸序
列进行疏水性分析（0//$：PPA-A.9 ; $2-/1-@1; I9- ; /.+/ ;

+B ; X$），发现该蛋白是一个跨膜蛋白。跨膜区位于
"7末端第 D与第 ’4)位氨基酸之间，由 D个跨膜区
组成，包括 *个初级螺旋和 ’个次级螺旋（表 *）。

表 , "#$%& /26%的跨膜区位置和类型
5+I?1 * 52+3A@1@I2+31 21:9-3 -> (D4EF "-1E

"-; " /12@93+? 52+3A@1@I2+31 21:9-3 G /12@93+? 5=$1 &13:/0

’ D YZ&&&,M&ZY&&,MYY!#8[NZV 4) M29@+2= 4*

4 *D NV#ZY#GZ#YYN&#&NFY#58GV 6) M29@+2= 4*

* )( #ZN"ZZ5#N5&#Z5&8&8N!&,V S4 ,1B-3J+2= 4*

D ’(D N&ZZ&Y&Y&8\&F##ZM%FF##8 ’4) M29@+2= 4*

, 讨论
利用 5367’()* 对苜蓿中华根瘤菌 (D4EF 进行

转座诱变，筛选结瘤突变株，进而分离相关基因的方

法是行之有效的。本实验获得了 * 个结瘤突变株
(D4EF%6、(D4EF%’’和 (D4EF%4H，其结瘤固氮能力
都有不同程度的改变。上述突变株于葵醛熏蒸下在

平板上都可以发光，由于 5367’()*的 !"#$% 基因没
有自身的启动子，说明 5367’()*正向插入于 (D4EF
基因组中启动子的下游。对 (D4EF%6 的基因组进
行反向 MG%扩增和测序研究表明，5367’()*的单位
点插入该菌株的 ()*% 基因中。5367’()* 的插入并
未导致结瘤数的明显改变，但根瘤重和植株干重有

不同程度的改变，而且表现出明显的品种特异性。

在所测试的苜蓿品种中，除皇后苜蓿的植株干重有

所下降外，普通紫花、保定的植株干重都有大幅度

的提高。对 "-1E进行蛋白结构分析发现，"-1E是
一个跨膜蛋白。#2J-.21?等［’6］认为，"-1E与已知的
运输蛋白没有同源性，而且 ()*% 与其它结瘤基因的
作用不同，虽然是苜蓿结瘤所需的宿主专一性基因，

但是与结瘤因子的形成和分泌无关。我们由此设

想，()*% 可能通过一个未知的新的作用机制影响共
生固氮能力。具体功能有待进一步研究。
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