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摘要：【目的】探究 Mesorhizobium huakuii 7653R MCHK-3535 基因在共生固氮中的功能。【方法】构建

MCHK-3535 插入失活突变体、超表达和互补菌株，对其进行共生表型鉴定；并测定各菌株的生长曲线、

运动性及生物膜形成；利用 qRT-PCR 方法和组织表达定位分析 MCHK-3535 在共生过程中的时空表达

特征。【结果】与野生型 7653R 相比，突变体 Δ3535 达到稳定期的生物量增加，运动性下降，生物膜形

成增加。此外，MCHK-3535 基因的失活会显著提高紫云英固氮能力和植物地上部分鲜重，但不影响根

瘤数量及重量；且互补菌株 C3535 能部分回补到野生型性状，超表达菌株 OV3535 均无显著性差异；

qRT-PCR 和启动子组织表达定位发现，MCHK-3535 基因主要在根瘤的侵染区、过渡区及固氮区表达，

并且表达持续整个固氮期。【结论】MCHK-3535 基因在自生及与紫云英共生过程中发挥重要功能，参与

根瘤的正常发育并负向调控固氮酶活性。 
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华 癸 中 慢 生 根 瘤 菌 7653R (Mesorhizobium 

huakuii 7653R)属于 α-变形菌纲，是一种窄宿主范

围根瘤菌，豆科植物对人类社会是必不可少的，

它们提供了重要的燃料、纤维素和富含蛋白的食

物。在自然界中，根瘤菌可与豆科植物紫云英

(Astragalus sinicus)建立共生固氮关系，根瘤菌把

空气中的氮气转化为植物可以利用的氨，弥补土

壤中的低氮环境[1]，同时，植物为根瘤菌提供生活

所必需的碳源[2]，根瘤菌-豆科植物共生固氮体系

每年大约固定 2 亿 t 的氮元素[3]，解决了氮肥过量

使用所导致的一系列环境污染问题[4]。植物能感应

周边环境的变化，在植物营养缺乏时，在根际周

围分泌类黄酮，根瘤菌吸附在根毛细胞顶端，从

而形成共生固氮关系[5–7]。 

环二鸟苷酸(c-di-GMP)是广泛存在于细菌中

的第二信使分子[8]，在生物膜的形成、胞外多糖的

合成、III 型分泌系统及致病因子调控中发挥重要

作用。在 Rhizobium etli 和 R. leguminosarum 中，
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异源表达 DGCs 时，胞内 c-di-GMP 浓度升高，导

致 EPS 产量、生物膜形成及根瘤菌附着到植物根

部能力均增加，运动性降低[9]。此外，c-di-GMP

可 能 在 根 瘤 菌 和 植 物 共 生 过 程 中 发 挥 调 节 作

用 [10]。细胞内存在两种与 c-di-GMP 合成与降解相

关的酶，他们分别是二鸟苷酸环化酶(DGCs)和磷

酸二酯酶(PDE)。DGCs 通常含有 GGDEF 结构域，

能把 2 分子 GTP 转化为 1 分子的 c-di-GMP；PDE

含有 EAL 或者 HD-GYP 结构域，可将 c-di-GMP

降解为 GMP 或者 pGpG[11]。胞内存在多种响应

c-di-GMP 浓度变化的效应蛋白，包括含有 PilZ 或

GIL 结构域的蛋白、退化的 GGDEF 结构域、核糖

体开关等[12–16]，从而调控下游基因的表达，影响

细胞生命进程[17]。 

在 大 豆 慢 生 型 根 瘤 菌 Bradyrhizobium 

japonicum 基因组中存在 55 个与 c-di-GMP 信号相

关蛋白，苜蓿中慢生根瘤菌 S. meliloti Rm1021 中

含有 20 个 c-di-GMP 信号蛋白[18]，本室前期研究

表明，在 Mesorhizobium huakuii 7653R 中存在 36

个与 c-di-GMP 信号相关蛋白，预测它们可能具有

DGC、PDE 活性，参与 c-di-GMP 的代谢过程[19]。

在共生条件下，7653R MCHK-3535 基因上调表达

10 倍，因此本实验为探究 7653R MCHK-3535 基

因在共生固氮过程中的功能，分别构建了 7653R 

MCHK-3535 基因突变体(Δ3535)、超表达(OV3535)

和互补菌株(C3535)，研究各菌株在自生及共生条

件下的功能。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和培养基：所用菌株和质粒见

表 1。根瘤菌(Mesorhizobium huakuii 7653R)采用

TY 培养基，筛选突变体时采用 AMS 培养基，培

养条件是 28 °C；大肠杆菌(Escherichia coli，E. coli)

采用 LB 培养基，培养条件是 37 °C。 

1.1.2  植物材料：紫云英(Astragalus sinicus)种子

是信紫一号，购自河南省信阳市。 

1.1.3  主要试剂和仪器：限制性内切酶、反转录

酶、RNase inhibitor 购自 Fermentas 公司，pMD19-T 

(simple)、DNA 连接酶购自 TaRaKa 公司，PCR 反应

相关试剂、琼脂糖凝胶电泳 Marker 购自东盛公司；  

 
表 1.  本实验室所用菌株和质粒 

Table 1.  Bacterial strains and plasmids used in this study 

Strains/Plasmids Functions/Antibiotics Source 

E. coli DH5α Host of recombinant plasmids This lab 

E. coli S17-1 The helper strain used for conjugation This lab 

M. huakuii 7653R Wide type of Mesorhizobium huakuii, Strr This lab 

Δ3535 In frame deletion of MCHK-3535 from 7653R, kanr This study 

OV3535 7653R pBBR1MCS5-MCHK-3535, Gmr This study 

C3535 7653RΔMCHK-3535pBBR1MCS5-MCHK-3535, Gmr This study 

pMD19-T (simple) TA cloning vector, Ampr TaKaRa 

pK19 mob Mutant strains construction vector, Kanr This lab 

pK19-MCHK-3535 pK19 plasimid containing MCHK-3535 gene fragment, Kanr This study 

pRG960 Promoter expression vector, Sper This lab 

pRG960-PMCHK-3535 pRG960 vector containing the promoter of MCHK-3535, Sper This study 
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抗生素、培养基相关等分子生物学试剂均购自中国

国药集团。本研究所用 PCR 引物的合成和 DNA 的

测序工作由武汉天一辉远有限公司进行；荧光定量

PCR 仪为 ABI Step One，气相色谱仪 GC4000A。 

1.1.4  引物：研究所用引物见表 2，引物均用

Primer 5.0 软件设计。 

1.2  生物信息学分析 

利用 NCBI 网站查找目的基因序列，然后通

过 identify Conserved Domain 网页分析靶蛋白的

保守结构域并预测靶蛋白的功能；通过 BLAST 比

对查找同源蛋白，挑选不同种属的同源蛋白序列，

利用 MEGA 软件构建系统发育树。 

1.3  qRT-PCR 检测目的基因在自生及共生下的表

达量 

紫云英种子经表面消毒灭菌后，平铺于素琼

脂平板上，置于 22 °C 光照室培养 3 d，将紫云英

幼苗移栽到无菌沙子中，待幼苗长出第一片真叶

时，接菌华癸中慢生根瘤菌 7653R，分别收取接

菌后 12、15、20、25、30、35、40、45、50 d 的

根瘤组织，抽提以上各组根瘤及自生条件下 7653R

中的 RNA，并反转录成 cDNA，以得到的 cDNA

为模板，以 rnpB 为内参基因做荧光定量 PCR。

qRT-PCR 反应程序如下：95 °C 5 min；94 °C 30 s，

60 °C 20 s，72 °C 20 s；40 个循环，72 °C 5 min。

信号检测染料使用 SYBR Green，分析相对表达量

采用 ΔΔCT 值的方法。 

1.4  启动子组织表达定位分析 

1.4.1 MCHK-3535 启动子-GUS 融合表达载体的

构建：从 NCBI 数据库获取 MCHK-3535 启动子序

列，以 7653R 总 DNA 为模板，经引物 MCHK-3535- 

P-F/R PCR 扩增目的片段，经连接到 pMD19-T 

(simple)、测序、酶连等步骤，将目的片段连接到

载体 pRG960，构建融合表达载体 pRG960-MCHK- 

3535，再电转化到宿主菌 7653R。 

1.4.2  GUS 染色显微观察：挑选紫云英种子，表

面灭菌后，平铺于素琼脂平板，22 °C 光照培养 2 d，

将紫云英幼苗移植于无菌沙中，待长出第一片真

叶时，接菌 7653R (pRG960-MCHK-3535)，分别收

取接菌 3、7、9、14、21、28 d 的植物根部组织，

GUS 染色 3–4 h 后，在显微镜下观察并拍照。 

 

表 2.  研究所用引物 

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

MCHK-3535-F GCCTTCAAGCGGTTCTACTACG Hind Ⅲ 

MCHK-3535-R CCGGAATTCGCGGTGCGGACGTTCTTCT EcoR I 

MCHK-3535-y-F CCGCATCCGGTCCAAAC  

MCHK-3535-y-R CCGATCTTGGAATAGACGCTTT  

MCHK-3535-ORF-F CCCAAGCTTTCGGATCCATTTGATTTCTC EcoR I 

MCHK-3535-ORF-R GGAATTCCTATGCTTGCGTTTCGC BamH I 

MCHK-3535-p-F AACTGCAGGTGAATGCAGGTTGGATGGA Pst I 

MCHK-3535-p-R GGAATTCTCATGAAGTCCGCCCGG EcoR I 

MCHK-3535-q-F CACAACTGCACGCCTATTACGG  

MCHK-3535-q-R GCGGTGCGGACGTTCTTCT  

M13-F GAGCGGATAACAATTTCACACAGG  

M13-R CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC  
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1.5  MCHK-3535 基因缺失突变体、超表达及互

补菌株的构建 

1.5.1  Δ3535 突变体的筛选与鉴定：利用 pK19 

mob 单交换插入失活的方法[20]，构建 MCHK-3535

基因缺失突变体。以 7653R 基因组 DNA 为模板，

采用 MCHK-3535 F/R 引物，扩增 MCHK-3535 同

源交换臂，将产物连接到载体 pMD19-T (simple)，

测序正确后经过双酶切后与消化的 pK19 载体连

接，得到质粒 pK19-MCHK-3535；转化 E. coli S17-1，

经两亲本结合转移，稀释涂布于 AMS+Str+Neo 平

板上，经引物 MCHK-3535-y-F/R 及 M13F/R 筛选

转化子，进行 PCR 验证突变体。 

1.5.2  超表达 OV3535 及互补 C3535 菌株的构建：

以华癸根瘤菌 7653R 基因组 DNA 为模板，用

MCHK-3535-ORF-F/R 引物，扩增得到 MCHK-3535

基因完整的开放阅读框，经酶切回收后与同样双

酶切的载体 pBBR1MCS-5 酶连，构建重组表达载

体 pBBR5-MCHK-3535，测序正确后进行两亲本

接合转移，分别将重组载体导入野生型 7653R 及

突变体 7653RΔMCHK-3535 中，稀释涂布于含有

相应抗性的平板上，倒置于 28 °C 培养箱中，培

养 3–4 d 后，以 M13-F/R 为引物，PCR 验证阳性

转化子。 

1.6  植物盆栽实验 

挑选紫云英种子，表面灭菌后平铺于素琼脂

平板上，置于 22 °C 光照培养箱中倒置培养 2 d，

将幼苗移植到无菌沙子中，待紫云英长出第一片

真叶时，分别接野生型 7653R、突变体菌株 Δ3535、

超表达菌株 OV3535 及互补菌株 C3535，以不接

菌为空白对照，收取接菌后 25 d 植物，分别统计

野生型和突变体植物的地上部分鲜重、根瘤数量、

根瘤重量及固氮酶活变化。 

1.7  细菌生长曲线、运动性及生物膜生成的测定 

平板活化野生型 7653R、突变体 Δ3535、超表

达 OV3535、互补菌株 C3535，接菌于含有 TY 培

养基的 PA 瓶中，28 °C 摇床振荡培养 2–3 d 后，

按 1%接种量转接到含 50 mL TY 培养基中，28 °C、

200 r/min 摇菌，每 4 h 取样检测，测定 λ600 处的

OD 值，记录数据并作图分析。 

运动性检测方法参考文献[21]。当菌液 OD600

约为 0.5 时，取 2 μL 菌液点板于 20% TY 半固体

培养基(含 0.3%琼脂)，每次作 3 个重复，将平板

置于 28 °C 培养箱培养 3 d，对平板拍照记录，图

像处理软件 GIMP version 2 测量运动圈直径。 

生物膜形成检测方法参考文献[22]。测定菌液

浓度，用 30% MM 培养基稀释 OD 值至 0.2，取

100 μL 接种于聚乙烯材质的 96 孔板中，28 °C 静

置培养 3 d。弃培养液并用 ddH2O 清洗 2 遍，缓慢

加入 1% 200 μL 结晶紫溶液，静置 30 min 后弃上

清，用去离子水冲洗 3 次 96 孔板洗去未结合生物

膜的结晶紫溶液。加 100 μL 的 80%无水乙醇-20%

丙酮溶解，测定 A570，计算比值 A570/OD600。 

2  结果和分析 

2.1  生物信息学分析 

生物信息学分析表明，MCHK-3535 基因全长

1542 bp，编码 513 个氨基酸，包含 HD-GYP、

HTH-LuxR 和 DUF3391 三个结构域(图 1)。其中

HD-GYP 结构域属于Ⅱ型 c-di-GMP 磷酸水解酶，

主要参与 c-di-GMP 的降解；HTH-luxR 结构域属

于转录调控因子，两者均可以调控毒性因子合成，

在细菌与植物的共生或联合共生中起到重要作

用；DUF3391 超家族目前功能未知。 
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图 1.  MCHK-3535 蛋白保守结构域分析 

Figure 1.  Putative conserved domains of MCHK-3535 protein. 
 

分别用 BLASTp 和 BLASTn 检索，我们发现

MCHK-3535 的同源蛋白几乎只存在于中慢生根

瘤菌(Mesorhizobium)中，且相似度较高(>90%)，但

没有检索到该同源蛋白在其他根瘤菌属中的存

在。同时，结果显示，该同源蛋白在大量非根瘤菌

中存在，但相似度较低(<40%)，如 Streptacidiphilus 

jeojiense 和 Rhodococcus aetherivorans 等。这些同

源 蛋 白 都 标 注 为 含 HD-GYP 结 构 域 蛋 白 (HD 

domain-containing protein)。  

利用 MEGA 7.0 软件构建系统进化树(图 2)，结

果显示，MCHK-3535 的同源蛋白分为两簇，一簇

为相似度较高的中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)，

且与百脉根根瘤菌的同源关系最近；另一簇为相

似度较低的非根瘤菌属。因此，MCHK-3535 同源

蛋白在中慢生根瘤菌中保守性较高。 

2.2  根瘤发育过程中的基因动态表达特征 

由图 3 可知，7653R MCHK-3535 基因在固

氮时期均可表达，其中在 25 d 表达量最高，是

自生条件的 16 倍，这与前期转录组数据是一致

的，随后表达量逐渐下降，并趋于稳定。说明

MCHK-3535 基因在共生固氮的过程中发挥重要

功能。 
 

 
 

图 2.  MCHK-3535 同源蛋白的系统发育进化树 

Figure 2.  Neighbour-joining phylogenetic tree of MCHK-3535 homologue proteins. Numbers in bracket represent 
the sequences accession number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported by 
bootstrap. Bar, 0.05 sequence divergence. 
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图 3.  7653R MCHK-3535基因自生及共生不同时期动

态表达 

Figure 3.  Transcript expression level during different 
periods. Data presented are means±standard deviations 
of three independent experiments. 
 

2.3  MCHK-3535 基因启动子组织表达定位 

从 NCBI 中得到 MCHK-3535 基因的启动子序

列，构建启动子融合载体。将启动子融合载体电

转入 7653R 感受态中，获得菌株 7653R (pRG-960- 

MCHK-3535)。种紫云英植物盆栽，接菌 7653R 

(pRG-960-MCHK-3535)， 分 别 取 不 同 接 菌 天 数

的植物根部，GUS 染色，染色 3–5 h，显微观察

(图 4)。结果显示：MCHK-3535 基因在早期侵染

过程不表达(图片未展示)，在第 7 天根瘤中开始少

量表达，第 9 天后开始大量表达，在根瘤的侵染

区、过渡区及固氮区均可观察到较高的 GUS 酶活

性，表达持续整个固氮期，与同源基因表达谱预

测结果相一致。 

2.4  共生固氮表型检测和分析 

为了研究 7653R MCHK-3535 基因对共生固

氮是否有影响，本文构建了 MCHK-3535 基因单交

换插入突变体 7653RΔMCHK-3535，同时构建了超

表达 OV3535 及互补 C3535 菌株，并考察各菌株

与紫云英的共生表型。结果表明(图 5)，空白对照

(不接菌)植物叶片黄色、长势矮小，接菌野生型

7653R 的紫云英叶片发绿、长势正常、根瘤粉红

色，接种突变体的紫云英植株长势较高，叶片绿

色，根瘤为粉红色、较大且有畸形现象，接种超

表达的紫云英与野生型相比长势无明显差异，接

种互补菌株的紫云英植物表型介于野生型与突变

体之间，可部分恢复到野生型表型。 

 

 
 

图 4.  MCHK-3535 启动子组织表达定位分析 

Figure 4.  Spatial pattern of MCHK-3535 gene expression in nodules. A and E: nodules of 7 d for GUS staining 
observation; B and F: nodules of 9 d for GUS staining observation; C and G: nodules of 15 d for GUS staining 
observation; D and H: nodules of 28 d for GUS staining observation. D and H: Bar=500 μm; A–C, E–G: 
Bar=50 μm. 
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图 5.  植物盆栽共生表型 

Figure 5.  Symbiotic phenotype induced by strains tested on Astragalus sinicus. A, B, C: from left to right are 
plants inoculated with CK, 7653R, Δ3535, OV3535 and C3535. 

 

分别统计野生型、突变体、超表达及互补菌

植物的地上部分鲜重、根瘤数量、根瘤重量及固

氮酶活。由表 3 可知，与野生型 7653R 植株相比，

突变体植株地上部分鲜重及固氮酶活性显著性升

高(P<0.05，n=9)，根瘤数量及重量没有明显变化；

超表达与野生型相比没有显著性差异，互补菌株

各数据介于野生型和突变体之间，可部分恢复至

野生型性状。 

2.5  MCHK-3535 基因对细胞生长及生物膜形成

的影响 

根据文献[20]，本文分别测定了 7653R、Δ3535、

OV3535 和 C3535 菌株的生长曲线、运动性及生物 

 

表 3.  M. huakuii MCHK-3535 基因共生表型 

Table 3.  Symbiotic phenotype of M. huakuii MCHK-3535 gene 

Strains Fresh weight of plant/(g/plant) Number of nodules/plant 
Fresh weight of nodules/ 
(g/plant) 

Nitrogen fixation activity/ 
[μmol/(g·h)] 

CK 0.123c±0.090 0 0 0 

7653R 0.561b±0.035 27.780b±3.901 0. 039b±0.006 15.650b±0.869 

Δ3535 0.682a±0.060 22.778b±3.150 0.0373b±0.003 23.460a±0.798 

OV3535 0.522b±0.110 28.789b±2.030 0.031a±0.002 15.660b±1.265 

C3535 0.561b±0.110 31.667b±2.080 0.035b±0.004 16.560b±1.747 

*: The date is average of three replicates. a, b, c values in each column followed by the same letter are not significance difference 
(P<0.05). 
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膜生成，来探究 MCHK-3535 基因对菌自身生长是

否有影响，相对于野生型 7653R，生长曲线测定

结果表明(图 6)，Δ3535 在约 40 h 后进入对数生长

期，生长速度略快，在稳定期的生物量增加了约

30%，而超表达及互补菌株的生物量则无明显变

化(前期生长速度略慢，可能是加入了抗生素的影

响)，说明 MCHK-3535 基因突变提高了菌株自身

的生长速率；生物膜及运动性测定结果表明(图 7 
 

 
 

图 6.  MCHK-3535 基因对菌株生长的影响 

Figure 6.  The impact of MCHK-3535 gene on cell 
growth 

和图 8)，Δ3535 菌株的生物膜形成能力显著增强、

运动性显著性降低(P<0.05，n=6)，互补菌株均可

部分回补到野生型表型，超表达菌株无显著性变

化，猜测可能是 MCHK-3535 基因缺失突变后，

菌体的胞外基质分泌减少，从而降低了菌株的运

动性。 

 

 
 

图 7.  MCHK-3535 基因对菌株生物膜形成的影响 

Figure 7.  The impact of MCHK-3535 gene on biofilm 
formation. The date is average of three replicate. a, b, c 
values in each column followed by the same letter are 
significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 8.  MCHK-3535 基因对菌株运动性的影响 

Figure 8.  The impact of MCHK-3535 gene on swimming ability. A: the impact of MCHK-3535 gene on the 
phenotype of strains; B: Analysis of halo sizes of strains. The date is average of three replicate. a, b values in each 
column followed by the same letter are significant difference (P<0.05). 
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3  讨论 

本 课 题 通 过 构 建 M. huakuii 7653R 的

MCHK-3535 基因突变体，研究了该基因对紫云英- 

7653R 共生固氮的影响。MCHK-3535 基因的缺失

导致植株固氮酶活显著上升。qRT-PCR 的结果显

示，MCHK-3535 在自生条件下仅少量表达，而在

共生条件下表达量显著性升高(图 3)。此外，利用

启动子-报告基因(PMCHK-3535-GUS)融合的方法，发

现 MCHK-3535 基因在根瘤形成早期便开始表达，

且一直持续到根瘤衰老阶段。由此，我们推测

MCHK-3535 蛋白可能通过直接或间接抑制胞内

某些蛋白的活性，进而对共生固氮过程进行负调

控。宿主植物与根瘤菌共生体的形成是两者分子

对话和相互制约的结果。已有实验表明，根瘤菌

对自身负调控确实存在于共生过程中，如 SM1021

中的 CLR 蛋白可以通过识别由植物信号诱导产生

的 第 二信使 (cAMP)， 抑 制下游 基 因的表 达 (如

SMc2178)，进而减少侵染线的形成；而 Clr 的失

活会出现侵染线显著增多的表型，但对最终的结

瘤数量和固氮酶活没有影响；但是该植物信号的

成分和诱导方式尚不清楚[23]。MCHK-3535 也有可

能是受到某种植物信号诱导，参与根瘤发育过程

或者影响固氮酶活。 

利用生物信息学数据，我们分析了 MCHK-3535

的结构与功能的保守性。MCHK-3535 编码的蛋白

包含 3 个保守结构域，其中，HD-GYP 结构域蛋

白属于磷酸水解酶 HD 家族，可将 c-di-GMP 降解

为两分子的 GMP，目前已在植物病原菌中鉴定出

多个 HD-GYP 结构域蛋白，例如甘蓝黑腐病菌

RpfG 是一种磷酸二酯酶，可降解 c-di-GMP 及调

控病原菌毒性[24]，目前已经解析出 HD-GYP 结构

域的晶体结构，发现该蛋白发挥催化活性需要金属

离子的参与[25]。然而，检索数据显示，MCHK-3535

同源蛋白并没有出现在除了 Mesorhizobium 以外

的其他根瘤菌属中，却在相当数量的非根瘤菌中

检索到该同源蛋白的存在(尽管保守性不高)，如存

在于 Mycobacterium sp.中的同源蛋白，与病原菌

的致病性相关[26]。根据 MCHK-3535 基因在根瘤菌

中的分布局限及其在不同微生物中的相似序列的

保守性，我们推测该基因可能是通过基因水平转

移获得。 

此外，本文还探究了 MCHK-3535 的失活对

M. huakuii 7653R 自生状态的影响。生长曲线测定

结果表明，突变体提前到达对数期，在稳定期的

生物量明显增加(约 30%)。且菌体运动性降低，生

物膜生成增加(约 17%，图 7)。说明在野生型的

7653R 中，MCHK-3535 可以抑制宿主的生长速率

和生物量，同时抑制生物膜的形成。研究表明，

菌体内高浓度的 c-di-GMP，通过调控生物膜形成

相关组分如纤维素的表达，促进生物膜的形成；

另一方面通过促进纤毛表达，提高菌体之间的附

着能力，抑制菌株运动性[27]，这与本文实验结果

是一致的。 

因此，我们推测 MCHK-3535 蛋白所含的

HD-GYP 结构域可能参与宿主细胞中 c-di-GMP 的

浓度调节，进而通过级联反应影响下游基因的表

达。在 7653R 与紫云英共生过程中，MCHK-3535

的负调控作用会降低根瘤菌运动性，在共生过程

中也可以更有效地吸附到根毛表面，提高根瘤菌

早期侵染效率，最终调控共生固氮期的固氮酶活。

但是，这些表型变化是单一还是协同效应还有待

深入研究。根据目前结果显示 MCHK-3535 蛋白

在共生固氮体系中的功能并不是单一的，以后可

从降解 c-di-GMP 或者作为转录调控因子调控固
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氮相关基因，来探究 c-di-GMP 在根瘤菌侵染、

根 瘤 形 成 过 程 中 的 作 用 机 制 。 这 是 首 次 在

Mesorhizobium huakuii 7653R 中研究与 c-di-GMP

相关的基因，为深入了解 c-di-GMP 在生物固氮体

系中如何进行信号传导提供理论支持。 
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Role of Mesorhizobium huakuii 7653R MCHK-3535 gene in the 
free living condition and symbiosis with Astragalus sinicus 

Yanxia Yu, Zaiyong Si, Xiaobo Zeng, Youguo Li* 
State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, Hubei Province, China 

Abstract: [Objective] To study the function of MCHK-3535 gene in symbiotic nitrogen fixation between 

Mesorhizobium huakuii 7653R and Astragalus sinicus. [Methods] We constructed the deletion mutant Δ3535, 

overexpression strains OV3535 and complementary strains C3535, followed by identifying symbiotic phenotypes, 

detecting the growth curve, swimming motility and biofilm formation Besides, we used qRT-PCR and 

promoter-GUS fusion vector to detect the expression characteristics of MCHK-3535 in the symbiotic process. 

[Results] Compared with the wild type 7653R, mutant Δ3535 grew faster, decreased motility, and increased biofilm 

formation, moreover, Δ3535 significantly increased the ability of nitrogen fixation and the fresh weight of plants, 

while the number and weight of root nodules were not affected, in addition, the complementary strain C3535 

partially compensated to the wild-type phenotype, whereas OV3535 had no significant difference in these aspects. 

The results of qRT-PCR and the promoter-GUS reporter system showed that MCHK-3535 expressed in the infection 

zone, transitional zone and nitrogen fixation zone of the nodules, and the gene expressed lasted for the entire period 

of nitrogen fixation. [Conclusion] MCHK-3535 functions in the symbiotic nitrogen fixation process and may 

participates in the normal development of nodules and negatively regulates nitrogenase activity. 

Keywords: biological nitrogen fixation, Mesorhizobium huakuii 7653R, symbiotic phenotypes, spatio-temporal 

expression 
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