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苜蓿中华根瘤菌 !"#$% -(.! 基因的克隆、敲除与功能的
初步分析

杜秉海 姜巨全 李小红 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与其应用重点开放实验室 北京 1$$$.!）

摘 要：通过 I2J扩增获得了 $!#3K的 !"#$基因。该基因与苜蓿中华根瘤菌（%&!"’(&)"*&+, ,#-&-".&）1$#1!"#$ 的同
源性为 ..L，而其 -&9)与 1$#1-&9)的相似性为 ./L。还发现其 -&9)与中慢生根瘤菌（/#0"’(&)"*&+, B*(）3-21可
能的 M)K6依赖性的甲基转移酶相似性为 0#L，而其 0$0 N 08#氨基酸区域与大肠杆菌（102(#’&2(&3 2"-&）的核糖体 "$M
亚基的 O11蛋白甲基转移酶（I+>)）的 18$ N ##$氨基酸区域的相似性达到 !1L。通过插入卡那盒，敲除 !"#$，获得
突变株 $!#3K)6P>。与苜蓿中华根瘤菌 $!#3K相比，敲除 !"#$的突变株在普通紫花、保定、宁夏、百发和傲汉苜蓿
品种上的结瘤数、根瘤鲜重和植株地上部分的干重都有不同程度的增加，而在秘鲁苜蓿品种上的结瘤数和植株地

上部分的干重明显下降，在皇后和美国杂花苜蓿品种上则没有明显的变化。
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根瘤菌与植物的共生相互作用是具有专一性

的，即每种根瘤菌（或菌株）只能在特定的豆科植物

上结瘤固氮，其共生结构的形成是一个十分复杂的

生物学过程，依赖于共生体双方分子信号的识别和

交换，而且是由根瘤菌和植物多个基因所决定

的［1］。根瘤菌的结瘤基因包括 !"4、!"- 和 !"# 等。
在百脉根中慢生根瘤菌（/#0"’(&)"*&+, -".&）［#］和大豆
慢生根瘤菌（5’346’(&)"*&+, 738"!&2+,）［0］基因组中，
结瘤基因主要位于染色体上的共生岛内，而苜蓿中

华根瘤菌的结瘤基因主要集中于共生质粒 *M?>)
上［!］。1.."年，)+G&F+9’等报道，!"#$ 和 !"#5 是苜蓿
中华根瘤菌的两个宿主专一性结瘤基因，而且处于

同一个操纵子中［"］，它们的功能可能具有紧密的相

关性。#$$!年，本实验室采用 7@"61$80转座诱变法
分离了 $!#3K !"#5 基因，并推测其 -&93是一个跨
膜蛋白，含有 !个跨膜区，但与已知的运输蛋白没有
同源性，可能具有一个未知的新的共生作用机制［8］。

*RQ#$$MP是一个自杀性质粒，含有枯草芽孢杆
菌的 0325 基因，该基因编码果聚糖蔗糖酶，可以被
蔗糖诱导表达，对革兰氏阴性菌产生致死作用［/］，

因此，在 "L蔗糖存在时，该质粒在根瘤菌中不能存
活。此外，它还是一个穿梭质粒［4］，所以可以将外源

基因克隆到 *RQ#$$MP 上，然后利用 *S2!P 上的卡
那盒对目标基因进行体外敲除［.］。再将携带有突变

基因的重组质粒转移到根瘤菌中，进行同源重组，筛

选基因敲除突变株［1$］。

本文采用上述方法，对分离自新疆和田的普通

紫花苜蓿（ /#4&239" 03.&:3）的苜蓿中华根瘤菌
$!#3K 的 !"#$ 基因进行敲除，获得 !"#$ 敲除突变
株。并通过结瘤试验，研究 $!#3K !"#$ 基因与结瘤
作用的关系，分析其功能，试图阐明 !"#$ 基因作用
的分子机制，从而丰富人们对根瘤菌—豆科植物共

生相互作用过程的认识。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 菌株和质粒：本试验所用菌株与质粒见表 1。
&’&’# 酶和生化试剂：;3< T-) 聚合酶、=>+ T-)
聚合酶、I2J其它试剂、=0.!、$83!、%8#!以及庆
大霉素（U>）、氨苄青霉素（)*）、卡那霉素（P>）和氯
霉素（2>）等购自华美公司，7! T-)连接酶、碱性磷
酸单脂酶、5I7U、V6A;’和 T-)胶回收试剂盒等购自
上海生物工程技术服务有限公司。



表 ! 菌株和质粒
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+.,

1)*"+-23$",0+. 4%$%5"-) (6"*"()%*+,)+( 178*(%
!"#$%&"’$(")* *+,",$-"
9:;’< =+$. )>/% ,)*"+-，?0* !6+, $"#7*")7*>
9:;’<@AB0 9:;’< #$+. C 08)"-)，#$+.：：B0，?0*，B0* !6+, ,)8.>

/01&+%"1&"2 1$,"
DEF! E7,) 7G *%(70#+-"-) /$",0+., E"-"6"- DH &IJK［&&］

/LM;991B ?$7-+-N 5%()7*，,8+(+.% /$",0+. ("**>+-N 0213，O0* 1%5+$$" P-+5%*+,+)>
/4B;9&K E%$/%* /$",0+.，-%2 Q B0* =7$R ? 3H &II&［&;］

/P?:B ?"**>+-N B0 (",,%))%，B0*，@/* !">$7* S @H&IJJ［I］

/LMA@ #$+. DT@ G*"N0%-) ($7-%. +-)7 /LM;991B，O0* !6+, ,)8.>
/LM@AB0 B0A(",,%))% +- 40-U ,+)% +-,%*)%. +-)7 #$+. 7G /LMA@，O0*，B0* !6+, ,)8.>
/OV<A! %",> !A@ ($7-+-N 5%()7*，@/* 3*70%N"
/OV<!A@ 3?4 /*7.8() 7G #$+. ($7-%. +-)7 /OV<A! %",>，@/* !6+, ,)8.>

!"# 培养基和培养条件
9:;’< 及相关突变株采用 !W 培养基［&K］，在

;JX下培养。大肠杆菌（/01&+%"1&"2 1$,"）采用 S’培
养基［&:］，在 KYX下培养。
!"$ 结瘤试验
采用试管琼脂斜面法［&F］进行结瘤试验。在温

室培养 K9.后，观察结瘤情况。
!"% !"#$ 的 &’(扩增和 )*+测序
根据苜蓿中华根瘤菌 &9;&基因组中的 #$+. 序

列，设计一对 3?4 扩增引物，分别为 #$+.3&：FZA
@!OO?@@O@@!OO?OO@?@OAKZ 和 #$+.3;： FZA
!!@?!?!O@!?!!!?O@@?OAKZ。引物的合成由上海
博亚生物技术有限公司完成。

3?4反应体系（F9"S）：..E; [ :9\F"S，&9 ] 45)
#8GG%* F"S，.T!3（&9"07$2S）&"S，#$+.3&（&9"07$2S）
&"S，#$+.3;（&9"07$2S）&"S，9:;’< 总 DT@ &"N，45)
DT@聚合酶 ;P。反应条件：I:X :0+-；I:X &0+-，
F9X ;0+-，Y;X :0+-，K9 个循环；Y;X &90+-。在预
变性后，加入 45) DT@聚合酶，以防止其对引物的
降解。在最后延伸阶段，加入 627 DT@聚合酶，添
加 .@尾巴。
将上述扩增产物连接到 /OV<A! %",> 上，送上

海博亚生物技术有限公司测序。

!", 分子遗传学操作
苜蓿中华根瘤菌总 DT@的提取参照文献［&^］；

质粒 DT@提取、DT@的限制性酶切和连接等按文献
［&:］进行。
!"- !"#$ 敲除突变株的筛选
在辅助质粒 /4B;9&K的帮助下，通过三亲本杂

交［^］，将携带 #$+.!B0 的重组质粒导入苜蓿中华
根瘤菌 9:;’<，在含有卡那霉素（;9"N20S）、氯霉素
（Y"N20S）和蔗糖（F_）的 !W培养基上筛选突变株。

!". 菌落 &’(筛选双交换突变株
建立以下反应体系（&99"S）：..E; [ YI0S，&9 ]

627 #8GG%* &90S，<N?$;（ ;F007$2S） "̂S，.T!3
（&9"07$2S）&"S， #$+.3&（&9"07$2S）&"S， #$+.3;
（&9"07$2S）&"S，627 DT@聚合酶 &9P。
将上述 ;F"S 的 3?4反应液分装于 9\F0S的薄

壁管中。用无菌牙签随机挑取上述 &9个突变株的
少许菌体，分别“接种”于薄壁管反应液中，进行 3?4
扩增。其反应条件为：I:X &90+-；I:X &0+-，F&X
;0+-，Y;X K0+-，K9个循环；Y;X &90+-。

# 结果

#"! /%#01 !"#$ 基因的克隆
以 9:;’< 总 DT@ 为模板，用引物 #$+.3& 和

#$+.3;进行 3?4 扩增。回收 3?4 产物，将其连接
于 /OV<A! %",>，转化 / H 1$," DEF!。在含有氨苄青
霉素（F9"N20S）、U3!O和 ‘AN"$的 S’平板上，经过蓝
白斑筛选和酶切分析，获得重组质粒 /OV<!A@。对
插入的 3?4产物进行测序，将测序结果在 O%-’"-R
（6))/：22aaaH -(#+ H -$0H -+6 H N752）中进行 ’$",)- 搜索。
结果证实，所扩增产物为 #$+. 基因（O%-’"-R
@((%,,+7- T[H：@WFYKI;I）。 9:;’< #$+. 与 &9;&
#$+. 的同源性为 II_。对 9:;’< 的 T7%@ 进行
’$",)/搜索，其与 &9;& T7%@的相似性为 IY_。此
外，还发现其 T7%@ 与中慢生根瘤菌（8+0$%&"’$(")*
,/H）’T?&可能的 1@<A依赖性的甲基转移酶相似性
为 K;_，而其 K9K b K^;氨基酸区域与大肠杆菌、鼠
疫耶尔森氏菌（ 9+%0"#"2 :+0-"0）和睡眠嗜血菌
（;2+*$:&",)0 0$*#)0）的核糖体 F91亚基的 S&&蛋白
甲基转移酶（3*0@）的 &^9 b ;;9氨基酸区域的相似
性分别达到 :&_、KI_和 KF_，与深海发光细菌
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（!"#$#%&’$()*+, -)#.+/0+,）!"" 蛋白甲基转移酶的
"#$ % &’$氨基酸区域的相似性为 $()，说明该区域
是这类甲基转移酶的保守性结构域（图 "）。

图 ! "#$%& ’()*与 +!!蛋白甲基转移酶的氨基酸序列同源性比较
*+,-" ./01/23/ +4/25+6+/7 86 ($&9: ;8/< =+5> !"" ?/5>@A5BC276/BC7/7

DE(("F’$"F，.<:G4/H/24/25 ?/5>@A5BC276/BC7/；EB?<，I<J&"KF’，;E$(#"""，DE(("’&LKF CB/ 5>/ L(. B+M878?CA 71M12+5 !""

?/5>@A5BC276/BC7/7 86 12’"()*’"*& ’#3*，!"#$#%&’$()*+, -)#.+/0*+,，4()2*/*& -(2$*2 C24 5&(,#-"*3+2 2#,/+2，B/7H/35+N/A@-

$,$ 重组质粒 -./*012的构建
通过限制性酶切位点的分析发现，/#(6 基因中

没有6-&!和 7-(!位点。可以利用HJO:GP/C7@上
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的相应位点，用 !"#!和 $"%!对 !"#$%&’进行双
酶切，回收 &’%! ()’ 片段。然后连接到同样经过
!"#!和 $"%!双酶切的线性 !*+,--./上，获得含
有 &’%! 的自杀性重组质粒 !*+&’。由于在 &’%! 基
因第 ,01、234和 445 个碱基处有 2 个 ()*!限制性
酶切位点。因此，可以用 ()*!酶切 !673/，回收卡
那盒。后将其连接到经过 ()*!酶切的线性!*+&’
上。将连接产物转化 + 8 ,’-. (90"。经过蓝白斑筛
选和限制性酶切分析，获得重组质粒 !*+’&/:。在
该质粒上，&’%! 的第 ,44 ; 444碱基之间的 3-<=!的
()’片段被 <,3<=!的卡那盒所取代。
!"# $%!&’ !"#$ 基因的敲除
通过三亲本杂交，将重组质粒 !*+’&/:导入苜

蓿中华根瘤菌 -3,>$ 中，重组质粒上的 &’%!：：/:
与根瘤菌基因组中的 &’%! 发生同源重组，将 &’%!
进行敲除（图 ,）。

图 ! ()盒对 $%!&’ !"#$基因的敲除突变示意图
?@A8, (BCBD@EF EG -3,>$ &’%! H@DI /: JKLLBDDB

表 ! $%!&’*+()对不同苜蓿（%#&’()*" +),’-)）品种的结瘤情况
%K=CB , )EMNCKD@EF EG -3,>$’&/: EF M@GGBOBFD JNCD@PKOL EG KCGKCGK

7NCD@PKO .DOK@F )N:=BO EG FEMNCBL
!BO !CKFDQ:A

)EMNCB
JECEO

?OBLI HB@AID EG FEMNCBL
!BO !CKFDQ:A

RCKFD DE! MOS HB@AID
!BO !CKFDQ:A

RNDEFA T@INK

>KEM@FA

)@FAU@K

>K@GK

’EIKF

9NKFAIEN

TKINK

$@CN

-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$
-3,>$’&/:
-3,>$

3V13 W -V22
2V55 W -V0-
3V5< W -V02
2V22 W -V0X
0V-X W <V-3
3V33 W -V55
3V<5 W <V23
,V,0 W -V,0
3V45 W -V23
,V54 W -V,1
,V-- W -V2X
,V3, W -V3,
,V50 W -VX5
2V50 W -V,1
2VX2 W -V54
0V45 W -V,1

R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY
R@FY

,V,0 W -V,0
<VX, W -V<4
,V03 W -V2-
<V-- W -V--
,V3, W -V,1
<V22 W -V0X
,V-- W -V--
<V0X W -V2X
,V22 W -V20
<V40 W -V1,
<V0- W -V20
<V22 W -V0X
<V0X W -V2X
<V50 W -V--
,V<5 W <V-3
2V,0 W <V-4

5V4- W -V,4
0V00 W <V<3
XV,, W -V3X
0V4, W -V1-
1V-- W -V0-
3VX< W <V<0
4V<2 W <V,3
0V50 W <V-1
4V<5 W -V54
0V-- W -V--
0V1, W <V44
0V0- W -V5<
4V0- W -V50
0V22 W <V54
XV<5 W <VX1
<0V-- W 3V10

ZKCNB @F DIB DK=CB @L DIB :BKFL W .(8 %O@!C@JKDBL HBOB MEFB GEO BKJI DOBKD:BFD，0 !CKFDL !BO DN=B8

由于在 0[ 蔗糖存在的情况下，!*+’&/:所携
带的 )#,/ 基因的表达对 -3,>$产生致死作用，只有
发生双交换的重组子才能够存活下来。因此，可以

在含有 0[ 蔗糖、5#AQ:\ 7: 和 ,-#AQ:\ /: 的 %]
平板上筛选 &’%! 发生双交换的突变株。进一步通
过菌落 R7^方法，以 &’%!R<和 &’%!R,为引物，以可
能的 &’%! 双交换突变株 -3,>$’&/: 基因组 ()’
为模板，进行扩增。对扩增产物进行凝胶电泳检测。

从菌落 R7^扩增产物的凝胶电泳谱可以看出，&’%!
重组突变株 -3,>$’&/: 的 R7^ 扩增产物大约为
,V,Y=，而野生型菌株 -3,>$的 R7^扩增产物约为
<V3Y=（图 2）。这个结果说明，在 -3,>$’&/:基因组
中，&’%! 基因的 3-<=! 的 ()*!()’ 片段确实是通
过双交换而被 <,3<=!的卡那盒 ()’片段所取代。

图 # 用 !"#$ ,-.)/-进行的 $%!&’*+()菌落 012凝胶
电泳图谱

?@A82 7ECEFS R7^ !OEMNJDL EG -3,>$’&/: H@DI &’%! !O@:BOL

$8$()’Q+,’ !̂_ 0.&M%；<8 R7^ !OEMNJD EG -3,>$ ABFE:@J ()’；

, ; 38 R7^ !OEMNJDL EG -3,>$’&/: ABFE:@J ()’8

!"% $%!&’*+()突变株的结瘤能力
用突变株分别接种保定苜蓿、宁夏苜蓿、美国杂

花苜蓿、秘鲁苜蓿和百发苜蓿等，并以 -3,>$为对
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照，观察结瘤情况。从表 ! 中可以看出，与 "#!$%
相比，!"#$ 敲除突变株 "#!$%&’()在普通紫花、保
定、宁夏、百发和傲汉苜蓿品种上的结瘤数、根瘤鲜

重和植株地上部分的干重都有不同程度的增加，而

在秘鲁苜蓿品种上的结瘤数和植株地上部分干重明

显下降，在皇后和美国苜蓿品种上则没有明显的变

化。这些结果表明，该突变株对苜蓿的结瘤固氮能

力表现出明显的品种特异性。

! 讨论
基因敲除技术是研究根瘤菌基因功能的有效途

径之一［*"］。与出发菌株 "#!$% 相比，!"#$ 基因的
敲除突变株 "#!$%&’()在保定等苜蓿品种上的结
瘤固氮能力显著提高，而且表现出明显的品种特异

性。这些试验结果与 !"#% 基因的转座子插入突变
对结瘤固氮能力的影响相似［+］。由于它们同处于一

个操纵子，这意味着它们在功能上具有密切的联系。

此外，"#!$% ,-.&的 /"/’/+!氨基酸区域与大肠杆
菌 (’*!菌株的核糖体 0"1亚基的 2** 蛋白甲基转
移酶 34)&的 *+" 5 !!" 氨基酸区域的相似性达到
#*6。34)&对 2**蛋白进行翻译后甲基化修饰，进
而影响 2** 的功能［*7］。2** 具有多种功能，其严紧
型应答作用使得在外界氨基酸缺乏时 8,&合成速
度降低和合成量减少［*9］。据此推测，"#!$%的 ,-.&
可能与 ,-.$共同参与氨基酸信号转导途径。,-.&
可能对 2**进行甲基化修饰，改变 2**的构象，使其
失去了对 8,&的稳定和保护作用，进而降低了一系
列与结瘤和固氮作用有关的基因的蛋白质翻译速

度。当 !"#$ 发生突变后，可能解除了 ,-.& 对 2**
的甲基化修饰作用，提高了与结瘤和固氮有关基因

的蛋白质合成水平，从而使 "#!$%&’()在某些苜蓿
品种上的结瘤固氮能力提高。以上设想有待进一步

证实。
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8%9#$显微镜新产品介绍

为适应科研领域对显微镜技术日益增加的需求，0’‘6(公司近期推出了一系列显微镜新产品。这些产品针对科研领域的
热点（比如活细胞研究）作了大量技术改进，使整个显微系统性能得到有效提高。新产品主要包括：E<:’光谱式激光共聚焦显
微镜，=!’aZ!’新型显微镜，̂.FXa7b ^.FX全反射荧光显微镜，D/*1XD模块，DX:完美调焦系统。

E<:’光谱式激光共聚焦显微镜：在 E<:’的开发理念中，0’‘6(的设计人员着重强调了 "点：更亮，更快，更准确，更灵活。
$\\:衍射效率增强系统从光路上提高了整体效率，又采用了双积分器设计使得曝光时间得到 <!!K的利用（0’‘6(专利技
术）。Q#个经过严格校准的 D>^同时拍摄 Q#个波长，只需要 <秒钟就可以得到 Q#通道的全光谱图像，速度和性能居于同类产
品榜首。使用光谱线性拆分技术，可以准确区分出各种荧光染料（即使发射峰非常接近），提高了用户在设计实验方案时的灵

活性。

=!’aZ!’新型显微镜：=!’aZ!’系列显微镜充分体现了“为数码成像服务”的设计理念。其中的 $.W数码成像头将荧光光路，
$.E棱镜等光学组件和两个照相端口整合为一体，并首次在显微镜领域引入了光学变倍（!GZ b #5），使显微镜和数码相机的配
合更加合理有效。复眼照明保证了视场更加均匀，切趾相差减少了相差观察时的光晕现象，提供了 Q种 $.E模块（标准型a高
分辨率型a高反差型）供用户选择。电动 0$滤光片的应用使得用户不用再受色温变化的困扰，在连续调节光亮度（# b <!!K）
的同时保持恒定的色温。

^.FXa7b ^.FX全反射荧光显微镜：̂.FX系列利用全反射成像，将成像范围限制在玻片表面 [! b <!!纳米范围内，极大减
少了干扰荧光，从而可以观察到高信噪比的单分子荧光等图像。7b ^.FX采用普通荧光光源而不是激光，可以直接从目镜观
察到 ^.FX图像，同时滤光片选择的灵活性大大提高，在性价比方面相当出色。

D/ b 1XD模块：简化了用户在进行 D/ b 1XD实验时的操作，并提供高质量的图像。DX:完美调焦系统：解决了一直困扰用
户的焦点漂移现象。该模块通过实时反馈和自动调节，保证了焦点的稳定性。非常适合于需要长时间拍摄的用户。
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