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苜蓿中华根瘤菌 !"#$% -(.!/ 基因的转录调控

杜秉海 王 磊 李小红 亓苏伟 杨苏声"

（中国农业大学生物学院微生物学系 农业部微生物资源及其应用重点实验室 北京 2%%%0!）

摘 要：对苜蓿中华根瘤菌（ !"#$%&"’$(")* *+,",$-"）%!$4F #$+./ 基因的表达调控进行研究。结果发现，葫芦巴碱不

能使 #$+./ 的表达水平提高，证明它们的转录不受 #$01$ 的调控。当 #$01# 和 23%4 同时存在时，#$+./ 的表达水

平没有明显的变化，表明它们也不受 #$01#8 23%4 系统的调控。在 GH 基本培养基上，毛地黄黄酮的诱导使 #$+./ 基

因的表达水平提高 2& 倍，而在不添加该诱导物的 9H 培养基上，#$+./ 基因的表达水平也能够提高 #% 倍以上，说明

#$+./ 是受 #$012 控制的，但除受毛地黄黄酮诱导外，#$+./ 还可能受到其他因子的调节。
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苜蓿中华根瘤菌与宿主的结瘤共生过程是由结

瘤基因控制的，其中，公共结瘤基因和宿主专一性结

瘤基因的转录表达是受结瘤调节基因 #$01 控制

的。苜蓿中华根瘤菌含有 # 个 #$01 基因。 #$012
是组成型表达的，它对结瘤基因的调控需要毛地黄

黄酮的诱导激活［2］。#$01$ 的调控作用则需要葫芦

巴碱和水苏碱的诱导激活［$］。#$01# 的表达受 23%4
的调控，其上游含有 $ 个分离的启动子，它们之间含

有 $ 个开放阅读框架。第一个启动子控制整个操纵

子的转录，介导结瘤基因的高效组成型表达；第二个

启动子紧靠着 #$01# 编码区的上游，对结瘤基因的

转录 激 活 作 用 需 要 5$012 和 植 物 类 黄 酮 的 参

与［#，!］。

#$+./ 是苜蓿中华根瘤菌中与结瘤固氮作用有

关的两个基因，与 #$06 一起组成一个操纵子，受

#$0 ($7 #" 启动子的控制［"］。它们的功能以及表达

调控机制尚不十分清楚。我们已经克隆获得了苜蓿

中华根瘤菌 %!$4F 的 #$+/［2&］和 #$+. 基因［1］。在此

基础上，对其表达调控机制进行研究，有助于对它们

功能的了解。本文根据苜蓿中华根瘤菌 2%$2 基因

组的测序结果［5］，通过 J3K 扩增获得了 %!$4F 的不

同结瘤调节基因，并利用报告基因 ,89:［0，2%］研究了

#$01、23%4 以及植物类黄酮化合物对 #$+./ 基因的

转录调控的情况。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 种子、菌株和质粒：苜蓿种子为紫花苜蓿

（4+0"98;$ 28-"<8），购自中国农业科学院畜牧研究

所。本研究所用菌株和质粒见表 2。

&’&’# 培养基：%!$4F 及相关突变株采用 9H［22］或

GH［2$］培养基。大肠杆菌（=29&+%"9&"8 9$,"）菌株采用

L4 培养基［2#］。根据不同菌株的抗性，添加相应的

抗生素。

&’&’( 酶和生化试剂：!8,!、/;,"、>?#!等限制

性内切酶、M/7 纯化试剂盒和卡那霉素、氯霉素、四

环素、链霉素、庆大霉素和氨苄青霉素等购自上海

N<-?(- 公司，@8A M/7 聚合酶、BC) M/7 聚合酶、J3K
其 它 试 剂、9! M/7 连 接 酶、碱 性 磷 酸 单 脂 酶 和

OP:F89 .<@> 试剂盒等购自 JQ(;.?<，L7 M/7 聚合酶

购自 9<R<K<（大连）公司，6J9P、S8P<) 等购自华美公

司，大肠杆菌感受态细胞购自北京博大生物基因技

术有限责任公司，毛地黄黄酮和葫芦巴碱购自 N=?;<
公司。毛地黄黄酮的配制采用 1%T乙醇溶解，浓度

为 2;;()UL，于8$%V避光保存；葫芦巴碱的配制和

保存按说明书进行，浓度为 %W";;()UL。

&’# )*+ 的提取和遗传操作

苜蓿中华根瘤菌总 M/7 的提取参照文献［2!］

的方法；质粒的提取、M/7 的限制性酶切和连接等

操作参照文献［2#］的方法进行。



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+.,

1)*"+- "-. /$",0+. 2%$%3"-) (4"*"()%*+,)+( 156*(%
! 7 "#$%$&’%

89:’; <+$. )=/% ,)*"+-，>0* !4+, $"#5*")5*=
()%*&+%," $#-,"%.&/01,"

?@2A89A /1=0B(6*%.，(4*505,50% 0"*C%* 2+D* E-+3%*,+)= 5D ?%+.%-，!4% F%)4%*$"-.,
2’?BA89A ?@2A89A（/;@&A9G/;@:H&） !4+, ,)6.=
2’?B8&I& ?@2A89A（/;@&J8G/;@:H&） !4+, ,)6.=
2’?B8:I& ?@2A89A（/;@&J8BFAG/;@:H&） !4+, ,)6.=
2’?B8&I: ?@2A89A（/;@&J8G/’’2&;>1ABI:） !4+, ,)6.=
2’?B8:I: ?@2A89A（/;@&J8BFAG/’’2&;>1ABI:） !4+, ,)6.=
2’?B8&;IK ?@2A89A（/;@&J8G /’’2&;>1AB;IK） !4+, ,)6.=
2’?B8:;IK ?@2A89A（/;@&J8BFAG/’’2&;>1AB;IK） !4+, ,)6.=
2’?B8&IK ?@2A89A /;@&J8G/’’2&;>1ABIK） !4+, ,)6.=
2’?B8:IK ?@2A89A（/;@&J8BFAG/’’2&;>1ABIK） !4+, ,)6.=
2’?B8&; ?@2A89A（/;@&J8G/’’2&;>1AB;） !4+, ,)6.=
2’?B8:; ?@2A89A（/;@&J8BFAG/’’2&;>1AB;） !4+, ,)6.=
2’?B8&;>1 ?@2A89A（/;@&J8G/’’2&;>1BA） !4+, ,)6.=
2’?B8:;>1 ?@2A89A（/;@&J8BFAG/’’2&;>1BA） !4+, ,)6.=

2/3)#1%3)%0 3&$%
ILA! L5,) 5D *%(50#+-"-) /$",0+., !4+, $"#5*")5*=

@$",0+.
/2M:8&K L%$/%* /$",0+.，’10 N M0* !4+, $"#5*")5*=
/;@&J8 &OAC# .%*+3")+3% 5D /M!:&9 $034（/*505)%*$%,,），P-Q "&+ N ，>0*，10* E-+3%*,+)= 5D ?%+.%-，!4% F%)4%*$"-.,
/;@&J8BFA .&5 #5R -A +- /;@&J8 !4+, ,)6.=
/;@&A9 @*505)%* .&56B $034 D6,+5- +- /;@&J8，P-Q，"&+ N ，>0*，10* E-+3%*,+)= 5D ?%+.%-，!4% F%)4%*$"-.,
/;@:H& .&57& S+)4 +),%$D /*505)%* +- /;@J: P-@，!(* E-+3%*,+)= 5D ?%+.%-，!4% F%)4%*$"-.,
/TU;B! %",= !BV ($5-% 3%()5*，V/* @*50%W"
/TU;!BFA @>2 /*5.6() 5D .&5 #5R -A ($5-%. +-)5 /TU;B! %",=，V/* !4+, ,)6.=

@>2 /*5.6() 5D .&57: ($5-%. +-)5 /TU;B! %",=，V/*
/TU;!BI: @>2 /*5.6() 5D .&57K ($5-%. +-)5 /TU;B! %",=，V/* !4+, ,)6.=
/TU;!BIK @>2 /*5.6() 5D /819 ($5-%. +-)5 /TU;B! %",=，V/* !4+, ,)6.=
/TU;!B; !4+, ,)6.=
/’’2&;>1BA ’*5". 45,)B*"-W% ($5-+-W 3%()5*，T0* E-+3%*,+)= 5D 1%3+$$"，1/"+-7
/’’2&;>1ABI: .&57: S+)4 +),%$D /*505)%* +- /’’2&;>1BA !4+, ,)6.=
/’’2&;>1ABIK .&57K S+)4 +),%$D /*505)%* +- /’’2&;>1BA !4+, ,)6.=
/’’2&;>1AB; /819 S+)4 +),%$D /*505)%* +- /’’2&;>1BA !4+, ,)6.=
/’’2&;>1AB;IK .&57K S+)4 +),%$D /*505)%* @&"-. @: +- /’’2&;>1AB; !4+, ,)6.=

!"# 引物的设计

根据苜蓿中华根瘤菌 &8:& 基因组［X］中的相关

区段、基因的上下游序列以及克隆载体上多克隆位

点的情况，设计引物。扩增 .&5 #5R -A 所用的上游

引物添加 !0$"位点，即 FA@&：AYBT!>TV>V>!>>!!>B
>!!T>>TVTBKY；在 下 游 引 物 添 加 :-$ #位 点，即

FA@:：AYBVTV!>!>T!>!>>!>!>VTVV>TBKY。 扩 增

.&57: 所 用 的 上 游 引 物 添 加 !03 " 位 点，即

.&57:@&：AYBTVT>!>>>T>VV!>VVT>>VVVT!BKY；在 下

游引 物 添 加 ;)&"位 点，即 .&57:@:：AYB>!>TVT!B
T>!>T!TV!V>!>!>T>VT> BKY。扩增 .&57K 所用的上

游引物添加 <=."位点，即 .&57K@&：AYBTT!V>>>TB
T>!!>V>T>>!TT>TT>BKY；在下游引物添加 <=."位

点，即 .&57K@:：AYBTT!V>>V>TT!>!!>VTV!TTT>TV B
KY。扩增 /819 所用的上游引物添加 ;)&"位点，即

/819@&：AYB>!>TVTVT>!>T>T>>TTT!TVVTV>BKY；在

下游引物添加 !=#"位点，即 /819@:：AYBV>!VT!TT!B
T!TVT!>V!>TTT>VV BKY。

!"$ !"# %&’ () 和结瘤调节基因的 *+, 扩增和菌

落 *+,
.&5 #5R -A 的 扩 增 反 应 体 系（A8$?）：..L:Z

98OA$?，&8 [ >0? #6DD%* A$?，;W>$:（:A005$G?）K$?，.F!@
（&8005$G?）&$?，89:’; 总 IFV &$?（&88-W），FA@&
（:8$05$G?）&$?，FA@:（:8$05$G?）&$?，>0? IFV 聚合酶

（AEG$?）8OA$?；扩增反应条件：J9\ 90+-，J9\ &0+-，

A8\ &0+-，]:\ &0+-，K8 个 循 环，]:\ &80+-。扩 增

.&57:的反应体系（A8$?）：..L:Z 98OA$?，&8 [ @A, #6DD%*
A$?，.F!@（&8005$G?）&$?，89:’; 总 IFV &$?（&88-W），

.&57:@&（:8$05$G?）&$?，.&57:@:（:8$05$G?）&$?，@A,
IFV聚合酶（AEG$?）8OA$?；扩增反应条件：J9\ 90+-，

J9\ &0+-，A8\ :0+-，]:\ A0+-，K8 个循环，]:\ &80+-。

@A, IFV 聚合酶要求在预变性后加入，以防止其对

引物的降解；在最后延伸阶段，再加入 >0? IFV 聚

合酶，用于使 @>2 产物添加 .V 尾巴，便于进行 !BV
克 隆。 扩 增 .&57K 的 反 应 体 系（A8$?）：..L:Z
K]OA$?，&8 [ ?V #6DD%* A$?，;W>$:（:A005$G?）K$?，.F!@
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（!"##$%&’）!!’，"()*+ 总 ,-. !!’（!""/0），!"#$12!
（)"!#$%&’）!!’，!"#$12)（)"!#$%&’）!!’，’. ,-. 聚合酶

（34&!’）"53!’；扩增反应条件：6(7 8#9/，6(7 !#9/，

3:7 !#9/，;)7 (#9/，13 个 循 环，;)7 !"#9/。扩 增

%&’( 所 用 的 反 应 体 系 和 条 件，除 引 物 %&’(2! 和

%&’(2) 外，与 !"#$) 相同。

菌落 2<= 反 应 体 系（!""!’）：>>?)@ ;;53!’，

!" A )*+ BCDDEF !"!’，+0<%)（)3##$%&’）8!’， >-G2
（!"##$%&’）)!’，-32! !!’，-32) !!’，)*+ ,-. 聚合

酶（34&!’）)!’。将上述反应液按每管 )3!’ 分装到

"53#’ 的 2<= 薄壁管中，用牙签分别挑取少量转化

子的菌体，在反应液搅拌片刻，进行扩增。反应条

件：6(7 !"#9/；6(7 !#9/，3"7 !#9/，;)7 !#9/，1"
个循环；;)7 !"#9/。

!"# $%& 序列测定

将 2<= 产物连接于 HIJ+KG ELMN 载体上，送上

海博亚生物技术有限公司进行测序。

!"’ 三亲本杂交试验

操作步骤按文献［8］进行。

!"( 类黄酮化合物的诱导

!"("! 在培养基平板上进行的诱导试验：在 OP 和

GP 培养基中分别添加相应的诱导物：毛地黄黄酮

!"!#$%&’，葫 芦 巴 碱 3!#$%&’。并 在 平 板 表 面 涂 布

("!’ QKIL%（)"#0&#’）。在上述培养基中加入相应

的抗 生 素，!"!0&#’ 四 环 素（GR），3!0&#’ 氯 霉 素

（<#），)3!0&#’ 链 霉 素（ S#），)3!0&#’ 庆 大 霉 素

（I#）。将待测菌株接种于培养基中，在 ):7培养 1
T 3>。观察记录菌落颜色的变化情况，如菌落变蓝，

表明 ,*-. 基因表达。

!"(") 在液体培养条件下的诱导试验和"K半乳糖

苷酶活测定［!3］：将待测菌株接种于含有相应抗生素

的 OP 液体培养基中，):7、!:"F&#9/ 震荡培养 (:U，

然后将培养物浓度用 OP 培养液调整到 /8"" 为 "5)3
左右。分别加入相应的诱导物：!"!#$%&’ 毛地黄黄

酮；3!#$%&’ 葫芦巴碱。继续培养 !:U，然后用 OP 培

养液将培养物浓度调整到 /8"" 为 "5(" 左右，测定

"K半乳糖苷酶活。

) 结果

)"! *+),- !"# ./0 1# 启 动 子 区 的 获 得 和

2-3!4*5%# 的构建

以 "()*+ 总 ,-. 为模板，用 !"# B$V /3 的引物

扩增，获得了 );"BH 左右的 2<= 产物，经过 GK. 克隆

构建了重组质粒 HIJ+GK-3。测序结果证实该扩增

产物为含有 !"# B$V /3 启动子区的 ,-. 片段（IE/K
*L/W .RREMM9$/ -@X.P3;:)61）。利用 0*,#和 12,$
对 HIJ+GK-3 进 行 双 酶 切，将 酶 切 片 段 连 接 到

H+2!6" 上，得到重组质粒 H+2!6"K-3（图版#K.）。

)") *+),- !"#$)、!"#$6 和 %&’( 的获得

以 "()*+ 总 ,-. 为模板，用相应的特异性引物

进行 2<= 扩增，通过 GK. 克隆、酶切分析和测序验

证，分 别 获 得 含 有 !"#$)（IE/*L/W .RREMM9$/ -@X
.P3;:)6"）、!"#$1（IE/*L/W .RREMM9$/ -@X .P3;:)6)）和

%&’(（IE/*L/W .RREMM9$/ -@X.P3;:)6!）及其自身启动

子的重组质粒 HIJ+GK,)、HIJ+GK,1 和 HIJ+GK+。

)"6 含有结瘤调节基因的重组质粒的构建

为了确定不同的结瘤调节基因对 "()*+ !"3/1
的调控作用，需要构建含有不同结瘤调节基因的重

组质粒。用 0*-#和 45"#对 HIJ+GK,) 进行双酶

切，将酶切片段连接到 H**=!+<SK3 上，构建了含有

!"#$) 及其自身启动子的重组质粒 H**=!+<S3K,)
（图版#K*）。

用 67!#对 HIJ+GK,1 进行完全酶切，将酶切

片段连接到 H**=!+<SK3 上，构建了含有 !"#$1 及

其自身启动子的重组质粒 H**=!+<S3K,1。用 073#
和 45"#对 HIJ+GK+ 进行双酶切，将酶切片段连接

到 H**=!+<SK3 上，构建了含有 %&’( 及其自身启动

子 的 重 组 质 粒 H**=!+<S3K+。 用 67! # 酶 切

HIJ+GK,1，回收含有 !"#$1 的 ,-. 片段，将其克隆

到 H**=!+<S3K+ 上，构建了含有 !"#$1 和 %&’( 的

重组质粒 H**=!+<S3K+,1（图版#K<）。

)"+ *+),- 诱导表达调控系统的建立

通过 三 亲 本 杂 交，将 H+2!6"（含 有 ,*-.）和

H+2!6"K-3 分别导入缺失共生质粒的豌豆根瘤菌

（859:";9<= ,32<=9!"%*’<=）’2=3"(3 中，获得了分别

含有上述质粒的重组菌株 =*’K"!、=*’K")。再将重

组质粒 H+2)8!（含有 !"#$!）、H**=!+<S3K,)、H*K
*=!+<S3K,1、H**=!+<S3K+、H**=!+<S3K+,1 以及

H**=!+<SK3 分别导入 =*’K"! 和 =*’K") 中，获得重

组菌 株 =*’K"!,!、=*’K"!,)、=*’K"!,1、=*’K"!+、

=*’K"!+,1 和 =*’K"),!、 =*’K"),)、=*’K"),1、

=*’K")+、=*’K")+,1 以及 =*’K"!+<S、=*’K")+<S。

此外，将 H+2!3(（含有 !"#/ 的启动子）和 H+2)8! 转

移到 ’2=3"(3 中，获得重组菌株 =*’K3"(3。

)"# 类黄酮等化合物对 *+),- !")*+ 启动子的诱导

分别将上述重组菌株接种于含有相应诱导物、

QKIL% 的 OP 和 GP 平板上，并以缺失共生质粒的豌
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豆根瘤菌 !"#$%&$ 作为阴性对照，以 #’!($%&$（含

有 )*"+$&,)*"-.+）作为阳性对照。在 -/0下培养

1 2 $3，观察菌落的颜色变化情况（图版!(4）。

从图版!(4(5 可以看出，在 67 平板上，#’!(
%-4+ 的菌落变蓝色；在含有毛地黄黄酮的 87 平板

上（图版!(4(9），#’!(%-4+ 的菌落也变蓝色，但颜

色比其在不加毛地黄黄酮的 67 平板上淡；在含有

葫芦巴碱的 87 培养基上（图版!(4(:），#’!(%-4-
和 #’!(%-*41 的菌落均不变蓝色。

为了定量研究不同结瘤调节基因对 !"#$% 基因

!"& 9;< =$ 启动子的转录调控作用，分别将上述重

组菌株接种于 87 或 67 液体培养基，-/0、+/%>,?@=
条件下，振荡培养 &/A，然后加入相应的诱导物，继

续培养 +/A。测定了在不同的诱导条件下各重组菌

株培养液的"(半乳糖苷酶活性（表 -）。当 !"&’+ 存

在时，在 87 培养基上，毛地黄黄酮的诱导使 !"#$%
基因的表达水平提高了 +. 倍，而在不添加毛地黄黄

酮的 67 培养基上，表达水平则提高了 1% 多倍。在

含有葫芦巴碱诱导物的 87 培养基上，#’!(%-4- 培

养物的"(半乳糖苷酶活性没有变化，#’!(%-*41 与

#’!(%+*41 培养物的"(半乳糖苷酶活性也没有明

显的差别。

表 ! "#!$% 重组菌株培养物的!&半乳糖苷酶活性

659BC - "(D5B5:E;F@35FC 5:E@G@E@CF @= :HBEH>CF ;I >C:;?9@=5=E FE>5@=F I>;? %&-’*

JE>5@= "B5F?@3 *C3@H? K=3H:C> L:E@G@EM ;I"(D5B5:E;F@35FC
!HEC;B@= 6>@D;=CBB@=C ,*@BBC> H=@EF

#’!(%+4+ )*"+N%,)*"-.+ 87 O P +$
87 P P +-
67 P P -+

#’!(%-4+ )*"+N%(Q$,)*"-.+ 87 O P +.%
87 P P +%
67 P P .1%

#’!($%&$ )*"+$&,)*"-.+ 87 O P +$1/-
87 P P ++1
67 P P -/-

#’!(%+4- )*"+N%,)’’#+*RJ$(4- 87 P O +S
#’!(%-4- )*"+N%(Q$,)’’#+*RJ$(4- 87 P O +S
#’!(%+*41 )*"+N%,)’’#+*RJ$(*41 87 P P .N
#’!(%-*41 )*"+N%(Q$,)’’#+*RJ$(*41 87 P P &1
#’!(%+41 )*"+N%,)’’#+*RJ$(41 87 P P -S
#’!(%-41 )*"+N%(Q$,)’’#+*RJ$(41 87 P P 1.
#’!(%+* )*"+N%,)’’#+*RJ$(* 87 P P $1
#’!(%-* )*"+N%(Q$,)’’#+*RJ$(* 87 P P +N
#’!(%+*RJ )*"+N%,)’’#+*RJ($ 87 O P +-
#’!(%-*RJ )*"+N%(Q$,)’’#+*RJ($ 87 O P -+

T5BHCF @= EAC E59BC @F EAC ?C5=F ;I EA>CC >C)B@:5ECFU

’ 讨论

苜蓿中华根瘤菌 +%-+ 基因组全序列的测定结

果［/］为本实验研究 %&-’* !"#$% 的转录调控提供了

方便和快捷的途径。诱导试验表明，!"#$% 基因的

表达是受 !"&’+ 调控的，但在不添加毛地黄黄酮的

富含氨基酸的 67 培养基上，!"#$% 基因也具有较高

的表达水平，说明它们除受毛地黄黄酮的诱导外，还

可能受到其它因子的诱导。葫芦巴碱对 !"& 9;< =$
没有 诱 导 作 用，表 明 !"#$% 不 受 !"&’- 的 调 控。

!"&’1( ()*+ 的调控作用是不需要类黄酮诱导的，因

此，!"#$% 也不受 !"&’1( ()*+ 的调控。

Q;C’ 是一个与转运蛋白无同源性的膜蛋白［+.］，

而 Q;CL 是一个可能的核糖体 !++ 蛋白的甲基化转

移酶，对其进行翻译后甲基化修饰，从而影响该蛋白

的功能［S］。!++ 具有严紧型应答的功能，也就是在

外界氨基酸缺乏时，控制 #QL 的合成，使合成速率

降低［+.］。在苜蓿中华根瘤菌中，严紧型应答对根瘤

菌(植物共生相互作用的影响是多方面的［+S］。如鸟

苷四磷酸（))V))）是严紧型应答的效应物分子，它可

调节琥珀酰葡聚糖的合成，控制着根瘤菌对宿主植

物和环境的适应性的生理学变化，特别是对氨基酸

等营养物质的供应状况方面的适应性变化。由此推

断，!"#$% 可能是与膜结合性信号转导有关的 - 个

基因，它们的表达可能受到某些氨基酸的诱导。具

体的调控分子机制有待进一步研究。
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