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百脉根根瘤菌群体感应相关基因的克隆与表达

杨梦华，钟增涛，朱 军"

（南京农业大学生命科学学院 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 南京 #%$$0/）

摘 要：在实验室的纯培养条件下，检测不到百脉根根瘤菌自体诱导物的产生，但是通过基因序列同源性比对分析

发现，百脉根根瘤菌基因组中至少含有 ! 种自体诱导物合成酶基因；将其中一个自体诱导物合成酶基因 !"#$#% 克

隆到大肠杆菌表达载体 G91.$5，构建得到能异源表达该基因的大肠杆菌重组菌株；对该大肠杆菌重组菌株进行自

体诱导物检测发现，该合成酶基因在大肠杆菌中能合成至少 . 种自体诱导物因子。
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根瘤菌与豆科植物共生关系的建立是两种生物间一个

复杂的信号交流过程，越来越多的研究表明群体感应参与调

控根瘤菌许多与共生固氮作用相关的细胞行为，如胞外多糖

的产生，侵染的过程，生物膜（,:FJ:2+）的形成等［%］。在豌豆根

瘤菌中，发现有 ! 种群体感应体系（-5:，-?:，*:= 5=B K-5）。这

! 种群体感应体系相互作用，协同调节根瘤菌的结瘤、固氮

等生理功能［#］。但至今对于中慢生型根瘤菌的群体感应体

系的研究并不多，对华癸根瘤菌和天山根瘤菌的研究得知，

群体感应体系与根瘤菌的生物膜形成［.］，结瘤效率，胞外多

糖的产生等都有着重要作用。

国内外对百脉根根瘤菌的群体感应体系都研究的不多，

但百脉根根瘤菌能与植物百脉根形成共生固氮关系，而百脉

根又是研究微生物与高等植物之间相互作用的一种理想模

式植物［!］，因此对百脉根根瘤菌群体感应的研究对于深入了

解微生物与植物的相互作用关系具有很大的意义［!］。利用

本实验室所构建的一种检测自体诱导物的超敏感菌株［/］对

7 种中慢生型根瘤菌的培养物上清进行自体诱导物检测［"］，

结果表明这几种根瘤菌在实验室培养条件下，能产生结构和

数量不同的自体诱导物，但却检测不到百脉根根瘤菌和鹰嘴

豆中慢生根瘤菌的自体诱导物［"］。然而，通过基因同源比对

发现，百脉根根瘤菌基因组中至少含有 ! 个与自体诱导物合

成酶同源的蛋白基因。为进一步确定这些基因的功能，同时

对百脉根根瘤菌群体感应调控机制进行探讨，把其中一种合

成酶基因 !"#$#% 克隆到大肠杆菌表达载体进行异源表达，

分析大肠杆菌重组菌株培养液上清，可检测到 . 种自体诱导

物。这些结果说明，百脉根根瘤菌中至少具有 ! 种自体诱导

物合成酶基因，而其中一个基因在大肠杆菌中异源表达后仍

能发挥其功能，合成自体诱导物。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及生长条件：表 % 为本试验所使用的菌株

和质粒及其特性。百脉根根瘤菌在 1L 培养基中 #7M培养，

根癌土壤杆菌在 NO 培养基中 #7M培养，大肠杆菌在 NO 培

养基中 .&M培养。

表 ! 供试菌株和质粒

15,2) % 1?) PK-5:=P 5=B G25P+:BP <P)B := K?:P PK<BD
QK-5:= 5=B R25P+:B S?5-5*K)-:>5K:F= QF<-*) F- -)J)-)=*)

QK-5:=P
&’()*+,-).,/! ")0, T:2B PK-5:= SSOIU，O):;:=E，S?:=5
12*).340’*,/! 0/!’534,’6(（VWI%） ()K)*K)B PK-5:= ［&］

7(4+’*,4+,3 4)",（ON#%3(9.） 96G-)PP:F= ?FPK R-F+)E5 SFA
R25P+:BP

G91.$5 96G-)PP:F= X)*KF- R-F+)E5 SFA
GVW%$$! 96G-)PP:F= G25P+:B 1?:P PK<BD

!"!"# 试剂和仪器：各种限制性内切酶购自 15Y5Z5 公司，

839 酶 和 1! ([I 连 接 酶 购 自 R-F+)E5 公 司；\[R]
（F8=:K-FG?)=D28!8(8E525*KFGD-5=FP:B)，邻硝基苯8!8(8半乳吡喃糖

苷）和 ^R1]（:PFG-FGD28!8(K?:FE525*KFP:B)，异丙基8!8硫代半乳糖



苷）购于 !"#$% 公司；&’( 反相薄层层析板购于 )*+,- 公司。

引物合成及序列测定均由北京三博远志生物公司完成。

!"# 自体诱导物酰基高丝氨酸内脂类化合物的活性检测及

薄层层析

具体操作按照文献［.］进行。

!"$ 自体诱导物合成酶基因 !"!"!# 的克隆

根据基因 $%!"!# 的序列设计合成了以下一对引物：/01
223344&&34342&44444424&443&33&4& 150；/01&&2&4&2
32443423&2&&&4&&44422&&150。并在引物两端分别设计

有 &’(!和 )*+!酶切位点（下划线部分），以百脉根根瘤菌

基因组 673 作为模板，8&9 条件：:;< /$"=；:;< 5>?，/@<
’$"=，.A< ’B/$"=，循环 A/ 次；.A< ’>$"=，扩增得到 @/(CD 的

基因片段 $,%-!"!#。

!"% 重组蛋白的诱导表达及 &’&()*+, 检测

将表达质粒转化大肠杆菌菌株 EFA’G6H5，于含 />"#G$F
I$ 的 FE 培养基中，在 5.<摇床培养至 ./@>>达 >BA 后，加入

’$JKGF L842 至终浓度为 >B/"$JKGF，并继续培养 AM。分别收

集细胞和培养液上清，向 ’$F 所收集到的细胞加入 ’ 倍的

!6!1832H 上样缓冲液，稍振荡后于沸水中水浴 /$"=，即可进

行全细胞蛋白 !6!1832H 分析；培养液上清经乙酸乙酯萃取

后，进行活性检测及薄层层析分析。

!"- 百脉根根部分泌物的提取

百脉根种子分别经过 ./N乙醇和 >B’N升汞表面灭菌

后，用无菌水浸泡 A O 5M，于含有湿润滤纸的培养皿中，在

A(<恒温培养箱催芽 AP 后，置于琼脂斜面上，并保持斜面底

部具有适量无菌水，于 A(<恒温培养箱连续培养 5 O ;P 后，

把斜面底部溶液吸出，并进行过滤除菌，所得溶液为百脉根

根部分泌物的提取液。

将百脉根根部分泌物提取液与 A Q 4R 培养基等体积混

合，并接种百脉根根瘤菌；以无菌水与 A Q 4R 培养基等体积

混合作为负对照。在 A(<摇床中培养至 ./@>> S A，离心收集

上清，并对上清进行自体诱导物活性检测。

# 结果和分析

#"! 百脉根根部分泌物对百脉根根瘤菌自体诱导物产生的

影响

为检测植物根部分泌物是否能诱导百脉根根瘤菌产生

自体诱导物，向培养基中加入百脉根的根部分泌物，百脉根

根瘤菌在 A(<下摇床培养 AP 后，检测培养液上清的自体诱

导物活性发现，不管根部分泌物是否添加，仍然未检测到百

脉根根瘤菌自体诱导物的活性（图 ’）。

#"# 百脉根根瘤菌自体诱导物合成酶的同源性分析

尽管在实验室纯培养条件下以及在加入百脉根根部分

泌物的条件下培养，均检测不到百脉根根瘤菌培养液上清中

自体诱导物的存在，然而，百脉根根瘤菌基因组全序列已经

公 开［MTTD：GGUUUV T"#+ V J+#GT"#+1?,+"DT?G&)9AG2*=J$*8%#*5B ?DK？
P%T%C%?* S =T$K>A］，与自体诱导物合成酶基因 %01!，2,3!以

及 %31!等蛋白质序列（在 2*=E%=- 中的序列号分别为 R81

图 ! 百脉根根部分泌物对百脉根根瘤菌合成自体诱导

物（*./）的影响
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A>@((A，781>/:.@’ 和 3H>>;/.A）进行同源比对发现，百脉根

根瘤菌基因组中至少含有 ; 种自体诱导物合成酶基因。其

中，有 两 个 基 因（在 &)9 中 的 序 列 号 为：74>A)F/>’@ 和

74>A)F/A(@）与这 5 种蛋白的氨基酸同源性可达 5>N或更

高，而另外两个基因（在 &)9 中的序列号为：74>A)FE>>@5
和 74>A)F;/;5）的同源性在 A/N左右。

#"$ 大肠杆菌表达质粒 012!33% 的构建

通过 8&9 扩增得到约 @>>CD 的基因片段 $%!"!# 与大肠

杆菌表达载体 DH45>% 分别经 &’(!G)*+!双酶切后，连接得

到表达质粒 D_‘’>>;。由于该表达质粒具有利用乳糖的强诱

导型启动子，在乳糖类似物 L842 的诱导下，可大量表达外源

蛋白。把 D_‘’>>; 转化大肠杆菌菌株 EFA’，得到异源表达

$%!"!# 基因的重组大肠杆菌菌株。

#"% 百脉根根瘤菌自体诱导物合成酶基因 !"!"!# 在大肠

杆菌中的表达

根据合成酶基因 $%!"!# 的氨基酸序列，推测其分子量

约为 A>-6%。大肠杆菌重组菌株的表达质粒 D_‘’>>; 具有乳

糖启动子，可在乳糖结构类似物 L842 的诱导下高效表达外

源基因。图 A 为大肠杆菌重组菌株经 L842 诱导培养后，全

细胞蛋白的 !6!1832H 分析。从图中可见，经 L842 诱导的重

组菌株的全细胞蛋白电泳在标准分子量 A>-6% 处有一条明

显的蛋白条带（箭头所指），而不经 L842 诱导的重组菌株却

没有，这表明 )F;/;5 在大肠杆菌中被成功表达。

#"- 大肠杆菌重组菌株的 *./4 活性检测及 5/6 分析

利用本实验室构建的酰基高丝氨酸内酯（3[F）超敏感

菌株 _‘3’［/］对大肠杆菌重组菌株培养液上清进行 3[F 活性

检测，检测结果（图 513）表明经 L842 诱导后，大肠杆菌重组

菌株培养液上清中自体诱导物活性明显要高于未经诱导的

样品，这 说 明 当 百 脉 根 根 瘤 菌 自 体 诱 导 物 合 成 酶 基 因

(>>’ R372 )*=#1M\% (2 3% V G>:23 ;9:,+=9+%+?9:3 @989:3（A>>@）;@（@）



!"#$#% 在大肠杆菌中被超表达时，其蛋白功能也被加强，在

大肠杆菌中也能合成自体诱导物 !"#。$#% 分析发现百脉

根根瘤菌自体诱导物合成酶基因 !"#$#% 在大肠杆菌中能合

成 & 种酰基高丝氨酸内酯类自体诱导物（图 &’(）。

图 ! 大肠杆菌重组菌株全细胞蛋白分析
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图 " 大肠杆菌重组菌株自体诱导物活性（#）及 $%&（’）

分析

)*+,& !7736 98? !"# 3=A*L*A6（!）34F !"# =84A<4A（(）89 A;< =<55’9?<<
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%N’".#，34F &’M’%O’".# :<?< >7<F 37 7A34F3?F7 *4 A;< $#% 37736,

" 讨论

通过生物信息学基因同源比对的方法，发现百脉根根瘤

菌基因组中具有至少 J 种自体诱导物合成酶基因，把其中一

个合成酶基因克隆到大肠杆菌表达载体，并在大肠杆菌中诱

导表达后，可检测到重组大肠杆菌菌株胞外有 & 种酰基高丝

氨酸内脂类（!"#）自体诱导物因子。这说明，通过基因同源

比对的方法所找到的基因确实具有自体诱导物合成酶的功

能，同时也证明了百脉根根瘤菌中存在群体感应体系。

但是在实验室纯培养的条件下，却未能检测到百脉根根

瘤菌胞外的自体诱导物，推测这很可能是受到植物对根际微

生物的作用所影响。根瘤菌与植物之间形成的共生固氮关

系是一个复杂的生理生化过程，其间需要植物与微生物之间

不断的信号传导和信息的交换［N，P］。因此，根瘤菌中群体感

应体系往往比其他非共生型微生物的群体感应体系更为复

杂，比如，同一个菌株存在有多个自体诱导物合成酶基因和

调控基因（#>GH’A6@< 34F #>GQ’A6@< @?8A<*47），对不同的细胞功

能进行调控，同时还受到植物根部分泌的信号因子及外部环

境 因 素 的 调 节［ER］。 如 *+),(-).! 7@, S1Q-&J 菌 株 的

@S1Q-&J3 质粒上的 A?3HTA?D 操纵子基因与根癌根杆菌 $* 质

粒的 A?3 系统具有极高的同源性，但其质粒转移效率却极大

地低于 $* 质粒，"< 等［EE］推测这是由于 *+),(-).! 7@, S1Q-&J
菌株的 /01* 基因的表达受到植物某些代谢产物的调控。由

此推测，百脉根根瘤菌的群体感应体系的功能主要是调控植

物与微生物之间的相互作用，因此，尽管其基因组中含有 J
种与自体诱导物合成酶同源的基因，但其表达也许受到在自

然环境中与植物形成共生固氮关系的过程中某些信号因子

的严格调控，而这些调控因子也许并不是单纯的植物根部分

泌物，而是在植物与微生物相互作用的过程中所产生的。但

在纯培养的条件下，根瘤菌缺乏与植物之间的相互作用，其

体内的群体感应体系也就未能被启动。另外，自体诱导物的

产生及其在细菌体外的累积除了与菌的浓度有关之外，也会

受到多种因素的影响［E-］。在对华癸根瘤菌进行培养时发现

在 $U 培养基中能检测到自体诱导物的合成，而在 II 培养

基中 则 不 能 检 测 到；慢 生 型 大 豆 根 瘤 菌（ 201340+),(-).!
516(7)’.!）的信号因子只有当生长环境中某些金属离子缺乏

的条件下才被合成［E&，EJ］。而且自体诱导物 !"# 的稳定性在

不同的 @" 值下会有很大差异［V］。百脉根根瘤菌中确实含有

群体感应体系，但有关该系统的功能及其调控仍有待更深入

的探讨和研究。
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