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摘 要：目前已知苜蓿中华根瘤菌（! A "#$%$&’%）G9-%$- 87BGH 突变导致胞外多糖!（8IJ !）的过量表达，而胞外多

糖是根瘤菌成功侵染宿主植物形成有效根瘤必需的物质。软琼脂板实验发现 87BGH 突变株运动能力有缺陷。但

是鞭毛染色实验并没有检测到突变株的鞭毛与野生型有什么不同。通过启动子3 $()* 融合子进一步研究突变株中

基因表达的差异发现，87BG 以细胞密度依赖的方式调节 "&’+ 操纵子的表达。由此可见，在苜蓿中华根瘤菌中，

87BG 同时参与了胞外多糖!的合成和细胞运动能力的调节。
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苜蓿中华根瘤菌（ !%,&-.%/&0%1" "#$%$&’%）与宿主紫花苜蓿

（2#3%)(4& 5(’%6(）通过复杂的相互作用，发育形成有效根瘤，

将空气中的分子氮转化成可被植物利用的化合氮。而根瘤

菌分泌的胞外多糖是根瘤发育时侵染线形成所必需的［-，$］。

苜蓿中华根瘤菌（! A "#$%$&’%）分泌两种胞外多糖，胞外多糖!
（8JI!）的合成分别受转录因子 87BG 和 M)CG 负调控，87BP

和 IFE/ 正调控［#］。Q)7G 家族转录因子 87BG 以细胞密度依

赖的方式激活胞外多糖!合成酶基因的表达，而且可能参与

细菌趋化性和运动相关基因表达调控［!］。根瘤菌中与运动

能力相关的 !- 个基因，包括 -% 个 ).# 基因、! 个 "&’ 基因、-4
个 7$4R 7$.R 7$% 基因和 ! 个 7$( 基因，成簇分布在 !4ST 的根瘤菌

染色体上；其中，7$4R 7$.R 7$%R 7$( 基因参与鞭毛的形成，而 ).#
基因与趋化性相关［4，"］。而苜蓿中华根瘤菌鞭毛的非定向运

动由 "&’8 和 "&’9+: 控制［&，0］。细胞周质蛋白 MEK. 与 MEK8
相互作用，稳定 MEK/ 的周质结构域，从而使 MEKORMEK/ 形成

稳定的胞膜质子通道［,］。MEKU 是细胞质蛋白，与 5:2M 相互

作用，是细菌快速转动所必需的［-%］。我们发现 #;<= H 突变体

运动能力有缺陷，其原因可能是在低细胞密度条件下该转录

因子抑制了 "&’ 基因的表达。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌株和质粒：本研究所用的菌株和质粒见表 -。

’(’() 细菌培养基和使用的抗生素：Q/ 培养基用来培养大

肠杆菌（>5).#-%).%( )&$%），Q/RM. 培养基用来培养根瘤菌［--］。

所有的固体培养基，均由液体培养基中添加 -V4W的琼脂粉

获得。所用抗生素及其用量如下：氯霉素（CF2E?69BF+*:CE2）
-%#;R9Q；四环素（ K+K?6C=C2:*+）-%#;R9Q；庆大霉素（;+*K69:C:*）

4%#;R9Q；新霉素（*+E9=C:*）$%%#;R9Q 和 链霉素（@K?+BKE9=C:*）

4%%#;R9Q。

’(’(* 主要试剂：限制性内切酶 9("X$和 ?%,L%来自 Y+Z
8*;26*L /:EQ6T [*C；小量胶回收试剂盒和质粒抽提试剂盒均

来自博大泰克（/:EU+\）公司；1! UYO 连接酶来自 16]6G6 公

司；̂ 3P62 和硝酸银等化学试剂均来自 J:;96 公司。

’() 启动子 *$"4 翻译融合子的构建

以 7$(8、"&’+ 和 ).#@- 所在的操纵子的 UYO 序列为参

照，设计含有 9("X$和 ?%,L%位点的启动子 I.G 引物。

"&’+ Q+_K I?:9+?：4‘3...88A+BB.1P11..OPPOO1OOPPP.O13
#‘（ 9("X$）；"&’+ G:;FK I?:9+?：4‘3.PPPO1..P.OO1.1.11
1.1PO1P.1.P3#‘（ ?%,L %）；7$(8 Q+_K I?:9+?： 4‘3...OO
P.11.PP.OOPOO1..P11OOP.O3#‘（ 9("X$）；7$(8 G:;FK
I?:9+?：4‘3.PPPO 1..1PP1..11POP11PPP1PO13#‘ ?%,L%）；

).#@- Q+_K I?:9+?：4‘3...OOP.11.POOOP11.1P.1.P11P.P 3
#‘（ 9("X $）； ).#@- G:;FK I?:9+?： 4‘3.PPPO1...111
.PP1O1.PP.OOP.O.3#‘（?%,L%）。在适当的退火温度下进

行高保真 I.G 扩增，用小量胶回收试剂盒回收产物片段，

#&a用 9("X$和 ?%,L%酶切 $F，0%a高温失活 -%9:*。用

质粒抽提试剂盒抽提并纯化载体 BPU,$"，用同样的方法酶

切。取 "#Q 回收 的 I.G 产 物 和 $#Q 的 载 体，用 16]6G6 的

1!UYO 连接酶，-"a连接过夜。转化 UX4&感受态细胞。挑

取转化子，酶切鉴定。



表 ! 本试验所使用的菌株和质粒

!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+., 1,%. +- )2+, ,)1.3

4)*"+-, "-. /$",0+., 5%$%)+6% (2"*"()%*+,)+(, 5%7%*%-(% 8* ,81*(%

4)*"+-

! 9 "#$%$&’%

50&:;& 41<= ,)*>;&，?@/5A ，B+$. )3/%，4)** ［&&］

50CDE: 78*0%*$3 !"#5&:&，50&:;& ?@/5F ，4)** ［;］

50&&D;C 50CDE: $%&’：：G%- ［&;］

( 9 )&$%

HID! ,1/ ?<<" $"( J&KL（#C: $"(M"N&D）2,.5 &= *%( O& %-. O& P3* O LK )2+>& *%$ O& Q"# ,)8(R

N!K&K #()> C; *+%> &!&,-& $.#/<<+$,’&= A +$,0 F (!1-DK，S2$*，("**3+-P /5TK:: ［&E］

U$",0+.

/GHL;K !%)*，-8 /*808)%*> 2314 /*808)%* 71,+8- ［&<］

/GVQ;& !%)*，523 /*808)%*> 2314 /*808)%* 71,+8- !2+, B8*R

/GVQ;; !%)*，6)* /*808)%*> 2314 /*808)%* 71,+8- !2+, B8*R

GVQ;E !%)*，1+! /*808)%*> 2314 /*808)%* 71,+8- !2+, B8*R

!"# 接合转移

应用三亲本接合转移法，将带有启动子>$"(M 翻译融合

子的 质 粒 转 移 至 根 瘤 菌。以 上 述 转 化 子 作 为 供 体 菌，以

N!K&K 和 50&:;& 分别为辅助菌和受体菌，培养至 78K::!

:WD，重悬，以 &X& X& 比例混合，接种于无抗菌素平板上，培养

过夜，挑取菌落涂布于抗性平板上，筛选接合转移子［&E］。

!"$ !%半乳糖苷酶活力测定

$>半乳糖苷酶活力按 N+$$%* 方法测定［&D］。将接合转移

子培养至对数前期（78K:: Y :WD）和对数后期（78K:: Y ;W:），

分别测定$>半乳糖苷酶活力。

!"& 细胞运动能力测定

将根瘤菌培养至对数期，转接于 :WEZQ’[NS 软琼脂平

板上，培养 ; \ <.，测定扩散圈的直径［&K］，并用 T8."R 数码相

机拍照。

!"’ 鞭毛染色（硝酸银法）

用 LDZ的乙醇洗涤新的载玻片，在火上烘干。取一环

菌，滴在载玻片的一端，倾斜载玻片使菌液流至另一端，晾

干。用单宁酸溶液媒染 &:0+-，用双蒸水轻轻冲洗。再用硝

酸银溶液染色 D0+-，在酒精灯火焰上烘烤，直至有蒸汽冒出

开始计时。然后用双蒸水洗去染料，在普通光学显微镜下观

察拍照［&=］。

( 结果和讨论

("! )*+,- 突变株的运动能力

将 E 种 根 瘤 菌 50&:;&（ 野 生 型，?@/5A ）、50CDE:
（?@/5F ）和 50&&D;C（?@/5F 和 4+-5A ）<C2 培养物，室温静止

;2。发现 ?@/5F 突变细菌沉积于试管底部，而其它两株细菌

都没有出现这种现象（图 &>O）。我们又将 E 种细菌的新鲜培

养物接种到 :WEZ的 Q’[NS 软琼脂平板上，;C]培养 ;.，测

得 50&:;&、50CDE: 和 50&&D;C E 种根瘤菌的扩散圈直径分

别 &K00、&E00 和 &K00；培养至 <.，扩散圈直径为 ;;00、

&=00 和 ;:00。因此，?@/5F 突变株的运动能力有明显缺陷

（图 &>’）。为了确定这一现象是否与鞭毛的形成有关，进行

了硝酸银染色试验，结果发现 E 株细菌的鞭毛数量并无明显

区别。因此，?@/5F 突变株的运动缺陷与鞭毛的多少无关。

图 ! 苜蓿中华根瘤菌（! . "#$%$&’%）的运动能力

^+P9& N8)+$+)3 87 9 9 6!2%2)*% ,)*"+-,9 O：S1$)1*%, B%*% ,)"3%. ") *880

)%0/%*")1*% 78* )B8 281*,；’：N+P*")+8- 87 #"()%*+" 8- " ,B"*0+-P /$")%9

!2+, %@/%*+0%-) B", *%/%")%. )2*%% )+0%,9

("( )*+, 调节 "&’* 操纵子的表达

根据 I8"-P 等［<］的报道，苜蓿中华根瘤菌 4+-5>4+-%系

统可能调节多个基因的表达，包括运动性，化学趋向性及其

它细胞学过程中的基因，而且，这些调节作用可能依赖调节

因子 ?@/5 的 存 在。因 此，我 们 分 别 构 建 了 523-、6)*: 和

1+!;& 启动子的 2314 融合子，来调查 ?@/5 对这些操纵子表

达的影响。

$>半乳糖苷酶活力的测定显示，在对数前期，6)*: 操纵

子在 ?@/5F 突变株 50CDE: 中的表达量只相当于在野生型菌

株 50&:;& 和 ?@/5F 4+-5A 双突变型菌株 50&&D;C 中的 &[;
左右；而在对数后期，6)*: 在 ?@/5F 突变株中的表达量与野

生型菌株相当，略高于 ?@/5F 4+-5A 双突变株中的表达量

D=<罗 利等：苜蓿中华根瘤菌（9%&)(+%<)=%.6 6!2%2)*%）Q1@5家族转录因子 ?@/5调节 6)*: 操纵子的表达 9 [微生物学报（;::K）<K（E）



（图 !），"#$% 在低细胞密度下抑制 !"# 操纵子的表达，而在

高细胞密度条件下则解除抑制。 $%&’、()*+& 启动子和 %&(,
融合子在 ’ 个菌株中的表达没有明显的差别。这些结果表

明 "#$% 通过细胞密度依赖的方式调节 !"#- 操纵子的表达。

图 ! !"#$ 根瘤菌中的表达

()*+! ,-. .#$/.00)12 13 !"#- +

通过实验观察到 *./0 4 突变株的运动能力有缺陷。但

是这是什么原因造成的呢？首先，这一现象与鞭毛的形成没

有关系，这也与鞭毛蛋白的表达相吻合。其次，我们知道

"#$% 是一个 56#% 家族转录因子，而且以细胞密度依赖的方

式调节胞外多糖!的合成［&7］。"8半乳糖苷酶活力显示 !"#-

操纵子在 "#$%4 背景下也是以细胞密度依赖的方式表达（图

!）。而 !"# 相关的基因产物，组成细菌细胞膜上的质子通

道，为鞭毛运动提供动力。因此，%97:’; 在低细胞密度条件

下，下调 <1= 基因的表达，导致鞭毛动力不足，所以运动缓

慢。这与我们观察到的根瘤菌在低细胞密度的运动相一致

（图 &8>）。综上所述，"#$% 在低细胞密度下抑制 !"#- 操纵

子的表达可能是该基因获得功能突变株（%97:’;）运动缺陷

的主要原因。
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B12HIF.H博 士 分 别 提 供 苜 蓿 中 华 根 瘤 菌 菌 株 %97:’; 和
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