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摘要：【目的】考察茎瘤固氮根瘤菌 ORS571中鞭毛马达蛋白 FliN、FliM的编码基因分别缺失的突变体

表型，初步探究其功能机理。【方法】本研究采用同源重组和三亲本接合转移的方法构建突变体，测定

野生型及突变株的生长曲线、趋化性、胞外多糖的分泌、生物膜的形成及细胞絮凝等表型。【结果】三

种菌株的生长速率基本无差，与野生型菌株相比突变株鞭毛结构丧失，趋化能力、分泌的胞外多糖和生

物膜形成能力均下降，但相同时间内细胞絮凝程度比野生型明显。【结论】实验表明，鞭毛基因 fliN、

fliM对茎瘤固氮根瘤菌 ORS571鞭毛的形成、趋化运动、胞外多糖的分泌、生物膜的形成及细胞絮凝能

力等均有调控作用。 
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茎瘤固氮根瘤菌 (Azorhizobium caulinodans) 

ORS571属于 α-变形菌，最初由 Dreyfus等从热带

豆科植物毛萼田菁(Sesbania rostrata)的茎瘤中分

离得到。其寄主植物非常有限，尽管能与多种田

菁属植物共生结瘤，但只在 S. rostrata 和 S. 

punctata 上形成有效瘤[1]。与其他根瘤菌一样，

ORS571 通过固定大气中的游离氮为寄主提供氮

素养料，从而减少寄主对土壤中氮肥的依赖。区

别于其他根瘤菌的是，ORS571能够同时在植物的

根和茎上结瘤，既能与其天然宿主共生固氮，又

能自生或作为内生菌在其他植物体内固氮[2]。基于

ORS571 既具有根瘤菌的共性又有自身固氮的特

性，使其比其他根瘤菌更具有研究价值。 

鞭毛是广泛存在于细菌体表的一种特殊结

构，通常呈细长弯曲的波浪状。它是细菌在进化

过程中长期适应的结果，使细菌能更好地适应环

境以利于自身生存[3]。鞭毛由鞭毛丝(filament)、鞭

毛钩(hook)和基底部(basal body) 3部分组成。每根
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鞭毛在位于基底部的鞭毛马达(flagellar motor)的

驱动下旋转，从而推动细胞运动。鞭毛马达主要

由包含 FliG、FliM、FliN、MotA 和 MotB 等约

20种蛋白构成，其中 MotAB复合体构成非旋转部

分——定子(stator)，FliG、FliM 和 FliN 构成的切

换复合体(C 环)作为马达的转子(rotor)。细菌通过

调节鞭毛的旋转方向和频率来改变其运动状态及

运动方向[4]。长期以来鞭毛仅被简单地当做细菌的

运动器官。但近些年，随着对鞭毛结构及功能的

不断深入研究，发现在许多细菌中鞭毛已被证实

具有除运动外其他重要的生物学功能，如在细菌

的致病性、粘附定居、生物膜的形成等方面起重

要作用[5–7]。此外，鞭毛也因其独特的免疫学效应

而被越来越多地应用于新型免疫佐剂的研发中[8]。 

一直以来研究者们对于鞭毛马达蛋白的研究

主要集中于 MotA和 MotB蛋白[9–12]。为了丰富对

FliN和 FliM的认识，明确其作为鞭毛马达的一部

分在细菌运动中所起到的具体作用，初步探究茎

瘤固氮根瘤菌 ORS571中 fliM和 fliN基因的生物

学功能，以期为今后从分子水平探究 ORS571趋

化信号转导机制提供依据，本研究从 ORS571基

因组中克隆这 2个基因，利用同源重组的方法分

别构建了 ORS571 的基因缺失突变体 ΔfliM 和

ΔfliN，将它们与野生型菌株WT比较，分析了 fliM

和 fliN 这两种基因的缺失分别对 ORS571 的趋

化、胞外多糖的分泌以及生物膜的形成等表型的

影响。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株和质粒：本实验中使用的菌株和

质粒详见表 1。 

1.1.2  引物：本实验中使用的各引物详见表 2。 
 

表 1.  实验所用菌株和质粒 

Table 1.  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Relevant characteristics Source and reference 

Strains   
A. caulinodans ORS571 Wild type strain, NaI and Amp [13] 
Mutant strains ORS571 derivative, Gen This study 
Escherichia coli DH5α General cloning strain This study 

Plasmids   
pEASY blunt simple The vector cloning PCR products, Kan TransGen 
pCM351 The construction of mutant, Gen, TC [14] 
pRK2013 Helper plasmid, carries tra genes, Kan [15] 

NaI: nalidixic acid; Amp: ampicillin; Gen: gentamicin; TC: tetracycline; Kan: kanamycin. 
 

表 2.  实验所用引物 

Table 2.  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) Restriction sites 

fliN-up-F GGTACCTCTTGTTGATGATGTCGGC Kpn I 
fliN-up-R CATATGAGACAACTCCCGTTTCGGC Nde I 
fliN-down-F ACCGGTATGGTCTCTTCCTTGCCGT Age I 
fliN-down-R GAGCTCACGCTCGTGAAGCTGGAAA Sac I 
fliM-up-F GGTACCCGACCGAGCTTCATGAGAT Kpn I 
fliM-up-R CATATGGCGGGTCGAAGAGCAGATC Nde I 
fliM-down-F ACCGGTCATCGAGCAGCATGTCT Age I 
fliM-down-R GAGCTCGACGCAGTATATCTGCGAC Sac I 

 
 
 



884 Rimin Shen et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2018, 58(5) 

actamicro@im.ac.cn 

 

1.1.3  培养条件：TY[16]和 L3[17]培养基用于茎瘤

固氮根瘤菌 ORS571，37 °C培养。LB培养基用于

大肠杆菌，37 °C培养。抗生素的工作浓度为 NaI 

(萘啶酮酸) 25 μg/mL，Kan (卡那霉素) 50 μg/mL，

Gen (庆大霉素) 30 μg/mL，TC (四环素) 10 μg/mL，

Amp (氨苄青霉素) 100 μg/mL。 

1.1.4  主要试剂和仪器：切胶回收试剂盒和 T4连

接酶购自全式金生物技术有限公司，质粒小提试

剂盒购自天根生物科技有限公司，限制性内切酶

购自 NEB公司。引物合成由华大基因完成，测序

由北京奥克鼎盛生物科技有限公司完成。

JEM-1400 透射电子显微镜由滨州医学院提供，

PCR扩增仪和凝胶成像系统购自 Bio-Rad。 

1.2  基因片段的克隆和重组载体的构建 

重组载体的构建过程如图 1 所示，以 ORS571

基因组DNA为模板，用 fliN-up-F/R与 fliN-down-F/R

两对引物扩增得到大小为 714、667 bp的上下游片

段 fliN-up 与 fliN-down，同样用 fliM-up-F/R 与

fliM-down-F/R两对引物扩增得到大小为 694、579 bp

的上下游片段 fliM-up 与 fliM-down。将得到的片

段分别连接到 pEAST载体上并测序验证。验证正

确的上游片段和 pCM351载体都用 Kpn I和 Nde I

酶切，将回收的酶切片段与 pCM351载体用 T4连

接酶 16 °C 过夜连接，得到 pCM351::fliNup 和 

 

 
 

图 1.  敲除载体 pCM351 的构建 

Figure 1.  Construction of knock-out vector pCM351. 
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pCM351:: fliMup质粒。将以上得到的两种质粒分

别转入大肠杆菌感受态中，菌落 PCR验证，挑选

出验证正确的阳性克隆子进行质粒提取并酶切验

证。用同样的方法将测序正确的下游片段

fliN-down 与 fliM-down 连接到对应的 pCM351:: 

fliNup与 pCM351:: fliMup质粒上，从而得到构建好

的 pCM351:: fliNup-down和 pCM351:: fliMup-down

质粒。 

1.3  茎瘤固氮根瘤菌 ΔfliN 与 ΔfliM 缺失突变株

的构建 

利用三亲结合的方法[18]将野生型菌株 ORS571、

含有 pCM351::fliNup-down质粒的大肠杆菌 DH5α、

含有辅助质粒 pRK2013 的大肠杆菌 DH5α 按照

10:3:2 的比例混合，根据同源重组交换的原理，野

生型 ORS571中 fliN基因片段就会与 pCM351载体

上的 Gen基因片段互换。用 TY+NaI+Amp+Gen的

平板筛选突变株，并用 fliN-up-F、fliN-down-R这

对引物对筛选出的克隆子进行 PCR验证，同时用

ORS571的野生型WT作为阳性对照，根据扩增条

带的大小差异筛选出阳性克隆子并送测序验证，

测序结果正确的即为构建成功的 ΔfliN突变株。按

照同样的方法构建 ΔfliM突变株。 

1.4  生长曲线的测定 

将待测菌株WT在 TY+NaI+Amp的固体平板

上活化，ΔfliN 与 ΔfliM 分别在 TY+NaI+Amp+Gen

的固体平板上活化，挑取单菌落接种于 TY+NaI+ 

Amp的液体培养基中再次活化，37 °C、200 r/min

培养至 OD600为 0.6–0.8，取适量菌液转接至 50 mL

的 TY液体培养基中，设置起始 OD600为 0.05，每

隔 2 h取样测定 OD600。 

1.5  趋化实验 

趋化实验采用 Bible[19]的半固体平板法。将野

生型菌株 WT、突变株 ΔfliN、ΔfliM 接种至

TY+NaI+Amp的液体培养基中，37 °C、200 r/min

培养过夜，调 OD600值为 0.8，各取 5 μL滴在 0.3%

的 L3 (乳酸钠为碳源)半固体培养基上，37 °C培

养 2 d左右，观察各菌株趋化圈的大小。 

1.6  细菌形态学观察 

细菌鞭毛的形态采用负染后在投射电镜下观

察。将 50 μL菌液滴加到铜网上，10 min后用滤

纸轻轻吸取菌液，滴加一滴磷钨酸(2%，pH 7.4)

负染 1 min，立即用滤纸吸取磷钨酸，将铜网放置

在 65 °C烘箱内烘干后于透射电镜下观察。 

1.7  胞外多糖的观察与测定 

分别配制以乳酸钠、甘油和苹果酸为碳源的

L3无氮固体培养基，其中碳源浓度为 10 mmol/L，

琼脂浓度为 8 g/L。将 OD600均为 0.8的WT、ΔfliN

和 ΔfliM三种菌液悬滴到上述平板上，每种碳源 3

个重复，37 °C度恒温培养 4–5 d。观察每种菌株

胞外多糖(EPS)的分泌情况，并利用蒽酮-浓硫酸氧

化法定量测定。 

1.8  生物膜的形成与测定 

参照 Barnard 介绍的方法[20]进行生物膜的形

成及测定。配制以琥珀酸(10 mmol/L)为碳源的含

氮和无氮 L3液体培养基。调节待测各菌株 OD600

为 2，取 150 μL接种于 1.5 mL的上述培养基中，

3个平行实验，30 °C静置培养 3–5 d后弃培养液，

加入 0.1%结晶紫 2 mL染色 20 min，小心移除染

色液，再用蒸馏水洗 3–5 次，观察各菌株生物膜

的形成情况。对于生物膜的定量测定，取 15 μL

待测菌液接种至加入 150 μL 上述培养基的 96 孔

板中，3个平行实验，30 °C静置培养 3–5 d后弃

培养液，加入 0.1%结晶紫 200 μL染色 20 min，小

心移除染色液，再用蒸馏水洗 3–5 次，放入培养
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箱中烘干后加入 30%的乙酸溶解，利用酶标仪测

定 OD590处的吸光度。 

1.9  絮凝实验 

待测菌株接种至 TY+NaI+Amp的液体培养基

中，37 °C、200 r/min培养过夜，调 OD600值为 1.0。

50 mL锥形管中加入 10 mL L3+1/2 N的液体培养

基(乳酸钠为碳源)，并接入 200 μL 待测菌液，

37 °C、180 r/min分别培养 24 h、48 h。取出锥形管

静置 30 min，取上清菌液测 OD600，吸光值定义为

ODS。用组织研磨器将沉淀与上清研磨混匀后测

OD600，吸光值定义为 ODt。细胞絮凝百分比按公式

(1)计算。flocculation(%)=[(ODt–ODS)/ODt]×100。 

2  结果和分析 

2.1  ΔfliN与 ΔfliM突变株的构建 

三亲本结合后，能够在含有 NaI和 Gen抗性的

TY平板上生长，但不能在含有 NaI、Gen和 Tc抗

性的 TY平板上生长的结合子可能为潜在突变株。利

用 fliN-up-F/fliN-down-R、fliM-up-F/fliM-down-R

这两对引物做菌落 PCR 验证的结果表明，在野生

型 WT 中扩增出的片段大小与在潜在突变株中扩

增出的大小不同，如图 2所示。此外，测序结果也

显示潜在突变株中上下游片段间的目的基因 fliN、

fliM均被载体上的庆大霉素抗性基因 Gen替换。上

述结果表明，突变株 ΔfliN、ΔfliM构建成功。 

2.2  生长曲线测定结果 

在 TY液体培养基中测定野生型WT、突变株

ΔfliN和 ΔfliM不同时期的 OD600值，结果如图 3。

从图中可以看出，突变株的生长曲线几乎与野生

型一致，说明鞭毛马达基因 fliN、fliM单个缺失后

并不影响菌株的生长状况。 

 
 

图 2.  突变株的 PCR 验证 

Figure 2.  PCR confirmation of the mutant strains. M: 
marker. Primers fliN-up-F/fliN-down-R: 1: The genomic 
DNA of ΔfliN mutant strain; 2: The genomic DNA of 
wild-type strain. Primers fliM-up-F/fliM-down-R: 3: The 
genomic DNA of ΔfliM mutant strain; 4: The genomic 
DNA of wild-type strain. 
 

 
 

图 3.  野生型 WT、突变株 ΔfliN 和 ΔfliM 生长曲线的

测定 

Figure 3.  The growth curve of wild type WT, mutants 
ΔfliN and ΔfliM. 
 

2.3  趋化能力的测定及鞭毛形态观察结果 

在 fliN和 fliM分别缺失后不影响其生长的前

提下，进行了趋化能力的测定。如图 4 所示，从

图中可看出在 0.3% L3 半固体平板上 ΔfliN 和

ΔfliM的趋化圈明显小于野生型WT，说明鞭毛马

达基因 fliN、fliM能够影响 ORS571对外源化学吸

引剂的趋化能力。 
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图 4.  3 株菌株对乳酸钠的趋化能力 

Figure 4.  The chemotaxis ability to sodium lactate of 
the three different strains. 
 

2.4  鞭毛形态观察结果 

如图 5 所示，野生型菌株 WT 具有完整的鞭

毛结构，而突变株 ΔfliN和 ΔfliM均丧失鞭毛，说

明鞭毛马达基因 fliN、fliM 分别缺失后会影响

ORS571鞭毛的构建。 

2.5  胞外多糖的观察与测定结果 

在以乳酸钠、苹果酸和甘油三种物质为碳源

的 L3无氮固体平板上培养 4 d后，野生型菌株和

ΔfliN、ΔfliM突变株的菌落形态和分泌的胞外多糖

均有明显差异，结果如图 6-A。其中野生型菌株分

泌的胞外多糖最多，除乳酸钠平板外，在其他碳

源的平板上整个菌落都被胞外多糖包裹，菌落表

面湿润光滑。从图中可看出 ΔfliN突变株的胞外多

糖最少，而 ΔfliM介于两者之间且菌落边缘不平滑。 

利用蒽酮-浓硫酸氧化法测定各菌株胞外多

糖含量，结果如图 6-B所示。在无氮培养情况下，

当以乳酸钠为碳源时，三种菌株分泌胞外多糖均

比其他两种碳源多，且野生型的胞外多糖产量远

高于两种突变株。当以乳酸钠为碳源时，ΔfliN和

ΔfliM 的胞外多糖含量相比野生型 WT 分别下降

36%和 30%；以甘油为碳源时分别下降 40%和

20%；以苹果酸为碳源时分别下降 31%和 24%。 

2.6  生物膜的形成与测定结果 

鞭毛对生物膜的形成具有重要作用。为了探

究鞭毛马达基因 fliN和 fliM对 ORS571生物膜形

成的影响，我们利用 L3液体培养基，分别在有氮

与无氮的情况下对野生型和突变株的生物膜产生

量进行了定性与定量分析，结果如图 7 所示。经

过 4 d的培养后，在有氮与无氮的情况下，突变株

ΔfliN和 ΔfliM的生物膜形成能力都明显低于野生

型WT，并且在有氮培养条件下生物膜的产量要明 

 

 
 

图 5.  菌株的形态观察 

Figure 5.  Morphological examinations of the three strains under electron microscope. A: Wide-type strain of 
ORS571 with flagellar; B: Mutant strain ΔfliN without flagellar; C: Mutant strain ΔfliM without flagellar. 
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图 6.  菌株的胞外多糖表型与定量分析 

Figure 6.  Colony morphologies and quantitative analysis of the EPS. A: Colony morphologies of the three 
different strains spotted on the L3-N plates with three different carbon sources (sodium lactate, glycerol and malic 
acid). Photographs were taken after 4 days of incubation. There were distinct differences between the wide-type 
strain (WT) and the mutant strains (ΔfliN and ΔfliM); B: Quantitative analysis of the EPS. The error bars represent 
SE of means from three independent experiments. Asterisks indicate statistically significant differences (*: P<0.05). 

 

 
 

图 7.  菌株的生物膜形成与定量 

Figure 7.  Biofilm formation and quantification of ethanol-solubilized CV from PVC plates biofilms. A: Biofilm 
morphologies upon crystal violet staining of the WT, ΔfliN and ΔfliM. Lane 1: Strains were inoculated with L3+N 
liquid medium; line 2: Strains were inoculated with L3-N liquid medium; B: Biofilm formation was quantified by 
crystal violet staining method. The error bars represent SE of means from three independent experiments. Asterisks 
indicate statistically significant differences (*: P<0.05 and **: P<0.01). 
 

显高于无氮培养情况下，如图 7-A。定量分析发现，

较野生型菌株WT，有氮时 ΔfliN和 ΔfliM的生物

膜形成能力分别下降 43%和 51%，无氮时分别下

降 40%和 54%，且差异均显著。 
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2.7  絮凝实验结果 

A. caulinadans ORS571在高度氧化的情况下，

利用寡营养培养基培养时可产生凝结沉淀。为了

研究鞭毛马达基因 fliN和 fliM是否影响到这一过

程，我们按照 1.8的方法比较了野生型与突变株的

细胞凝结能力。结果表明(图 8)，突变株 ΔfliN 和

ΔfliM 的凝结能力均高于野生型，说明 fliN、fliM

对 ORS571 的凝结过程具有调节作用。且随着培

养时间的延长，由于生物量的增加，三者在 48 h

的凝结量均高于 24 h。 

 

 
 

图 8.  野生型与突变株的絮凝比较 

Figure 8.  Flocculation of wild-type and mutant 

strains. A: Flocculation morphologies of the WT, ΔfliN 

and ΔfliM. Strains were inoculated with L3+1/2N 

liquid medium, and photographs were taken after 48 

hours of incubation; B: Quantitative analysis of the 

flocculation cell mass. The error bars represent SE of 

means from three independent experiments. Asterisks 

indicate statistically significant differences (*: P<0.05 

and **: P<0.01). 

3  讨论 

细菌的运动依赖于鞭毛，对鞭毛的长期研究

表明鞭毛不仅影响细菌的运动性，在细菌粘附、

侵染、生物膜的形成等过程中也起重要作用。本

研究采用分子生物学和生物化学等手段，对茎瘤

固氮根瘤菌 ORS571 的鞭毛马达基因 fliN 和 fliM

分别进行了缺失突变，探究了这两种基因对

ORS571趋化、絮凝、生物膜形成以及胞外多糖产

生等方面的影响。结果表明，fliN、fliM的单独缺

失，都会使 A. caulinadans ORS571丧失鞭毛和趋

化能力，同时发现突变株分泌的胞外多糖含量和

生物膜的形成量相对野生型都减少。相反，细胞

的凝结能力增强。 

在复杂多变的自然环境中，细菌需要感知环

境中的变化并及时作出反应。有运动能力的细菌

通过受体感应环境中的有益或有害物质后，通过

信号转导途径将胞外信号传递给鞭毛马达，促使

转子的旋转方向发生改变，从而驱动细菌向着对

自身有利的方向运动。因此，将鞭毛马达中转子

的重要组成部分 FliN 或 FliM 缺失后势必会对菌

株的运动能力造成损害，进而也影响到其趋化作

用。此外，我们在显微镜下观察到这两种突变株

的运动状态与野生型菌株相比的确表现出明显的

运动缺陷，大多数突变株的状态都是左右摆动或

原地打转，很少出现前进或者转弯的运动轨迹(未

发表)。 

有人已经研究过胞外多糖(EPS)对细菌运动

的影响，但不同菌株结果不同，甚至是有争议的。

在苜蓿中华根瘤菌 RMB7201中，运动缺失突变体

合成的 EPS较少，而将 EPS过表达后菌株则会表

现出不同程度的运动缺失[21]。运动能力增强的铜
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绿假单胞菌突变体产 EPS的能力会减弱[22]，相反

EPS 合成受损的枯草芽孢杆菌其运动能力也大大

减弱[23]。Liu[24]等的实验结果表明，产 EPS量少的

突变体菌株在泳动板上的运动能力也会减弱。进

一步的分析推测，菌体自身分泌的 EPS 可能会通

过增加菌落表面的湿度并且减少菌体与基质间的

表面张力来促进菌体运动。而对交替假单胞菌

SM9913的研究表明，SM9913泳动不会诱导 EPS

的产生，反之菌体自身分泌的 EPS 会促进菌体的

泳动。细菌的运动除鞭毛的旋转驱动外，菌体表

面的类黏蛋白层也会促进运动，EPS 产量的减少

会影响类黏蛋白层的形成，作者解释这也许是

EPS 合成能力丧失会减弱细菌泳动的主要原因。

关于 EPS 能够促进细胞泳动的研究报道少之又

少。有研究表明，大肠杆菌泳动时胞外脂多糖可

能会作为一种渗透物质促进平板中的水分渗出，

这有利于细菌的泳动。细菌胞外的荚膜胞外多糖

(CPS)也能够通过协助菌落水合促进细菌在固体

表面的移动同时也能为鞭毛提供一个水环境，利

于鞭毛更好地发挥作用 [25–26]。基于不同菌株间

EPS 和运动的关系存在很大差异，因此进一步从

机理上深入探索细菌自身分泌的 EPS 对其运动的

影响是非常必要的。除运动外，适当的 EPS 对细

菌的粘附、成熟生物膜结构的形成、细菌毒力以

及在木质部的扩散是必不可少的[27–29]。对荧光假

单胞菌来说，它分泌的 EPS 在菌体与植物和菌体

与丛植真菌的互作中也起重要作用[30]。胞外多糖

琥珀酰聚糖(SCG)对苜蓿中华根瘤菌的有效共生

是必需的，并且它的表达水平会影响菌株在植物

表面的定殖状况[31]。 

生物膜是细菌为适应生存环境而形成的一种

特殊的生存方式。细菌运动与生物膜的形成息息

相关，本实验中，突变株 ΔfliN 和 ΔfliM 的生物

膜形成能力相对野生型明显下降，我们推测由于

A. caulinodans是需氧微生物，但只有在微好氧的

情况下才能固氮。马达蛋白缺失的突变体由于运

动缺陷很可能无法到达培养基与空气接触处最

佳的氧气浓度位置，从而难以形成生物膜结构。

另外，胞外多糖如纤维素和藻酸盐也参与到了生

物膜结构的形成[32–33]。Berleman 等[34]的研究发

现，粘球菌细胞组织形成生物膜依赖于 EPS形成

的微孔道。细胞被高度地集中在由 EPS微孔道三

维结构中，这种结构有助于细胞的排列和在物质

表面的运动，缺少 EPS的突变体则表现出细胞组

织和运动的减弱。胞外多糖通过影响生物膜中细

菌密度、水通道、离子分布等因素，进而影响生

物膜整体结构以及细菌在其中的生存状态。以此

推测，ΔfliN和 ΔfliM胞外多糖的减少可能也是生

物膜形成下降的重要原因之一。细胞凝结是由提

升的氧气浓度和氮源的限制所诱导的，因此我们

推测突变株为了补偿功能上的一些缺失，在低氮

状态下相对野生型过早产生凝结来对抗这种  

胁迫。 
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Function analysis of flagellar genes fliN and fliM in Azorhizobium 
caulinodans ORS571 
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1 College of Agriculture, Shanxi Agricultural University, Taigu 030801, Shanxi Province, China 
2 Yantai Institute of Coastal Zone Research, Chinese Academy of Sciences, Yantai 264003, Shandong Province, China 

Abstract: [Objective] To investigate the phenotypes of Azorhizobium caulinodans ORS57 mutant strains that 

lacked the flagellar motor proteins FliN and FliM respectively, and the functional mechanism of these proteins. 

[Methods] The gene knock-out mutant strains (ΔfliN, ΔfliM) were constructed by homologous recombination and 

triparental conjugation. The phenotypes including cell growth, chemotaxis, exopolysaccharide production, biofilm 

formation and cell flocculation were investigated. [Results] Mutants ΔfliN and ΔfliM did not shown any difference 

in cell growth compared with the wild-type strain. However, both mutants lost their flagella when observed under 

electron microscope. In addition, ΔfliN and ΔfliM were impaired in chemotaxis, exopolysaccharide production, and 

biofilm formation. To the contrary, the flocculation ratio of both mutants was higher than that of the wild-type strain 

within the same amount of time. [Conclusion] The flagellar genes fliN and fliM could regulate the flagellum 

formation, cell motility, exopolysaccharide production, biofilm formation and cell flocculation of Azorhizobium 

caulinodans ORS571. 
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