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苜蓿中华根瘤菌与耐盐有关的!"#片段的克隆"

陈雪松 张海瑜 高为民 朱 坤 阚凤玲 杨苏声
（中国农业大学生物学院微生物学系 北京 $555"7）

摘 要 以耐盐的苜蓿中华根瘤菌（!"#$%&"’$(")**+,",$-"）57%8为材料，制备其总*09，经

过限制性内切酶./$:!的部分酶解，利用电洗脱方法回收$;"%;<.大小的*09片段。以

碱法制备载体质粒=>9?:!，用./$:!将其切成线状，然后用47*09连接酶将回收片段与

线状载体连接，利用包装蛋白进行包装后，感染大肠杆菌（.0/&+%"/&"1/$,"）@$A6$，构建了57%8
的基因文库。以固体亚硝基胍作为诱变剂处理出发菌株，在5B;-’(／>0C2(的条件下，从

%555个菌落中筛选得到$%株57%8的盐敏感突变株，以其中稳定的盐敏突变株DE$A为受体

菌，利用两亲本杂交将含有57%8的*09片段的=>9?:!重组质粒转移到DE$A中，在含有

四环素和5B;-’(／>0C2(的基本培养基上筛选出能够耐盐的阳性克隆，获得了与耐盐有关的

A<.长的*09片段。对该片段进行亚克隆，最终获得了7<.与耐盐有关的片段。
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八十年代以来，细菌耐盐机制的研究日益深入。以大肠杆菌和其它遗传背景较清楚

的肠道细菌为材料进行的工作，使细菌渗调机理的研究推进到分子水平，已相继分离和鉴

定了与渗透保护物合成途径有关的结构基因，如2%$345和(+-基因，以及转录表达受到

渗透压调控的一些操纵子，如672操纵子、2%$和$2)系统以及作为全细胞调节因素的

$*28系统［$，%］。然而，对于有重要经济价值的根瘤菌而言，研究工作基本上仍集中在根

瘤菌对渗透胁迫的生理学反应以及相关渗透保护物质的鉴定方面［!］。最近发现和鉴定

了苜蓿中华根瘤菌壁膜间隙葡聚糖的合成基因#793 和#794 ，但对其调控机制还不清

楚［7］。由于高盐、干旱等不利条件使根瘤菌的存活和其共生结瘤固氮能力均有下降［;］，

因此，为了充分发挥根瘤菌的共生固氮潜力，进一步研究其渗调机制，尤其是分离和鉴定

有关渗调基因，对于构建耐盐高效的根瘤菌，以及在此基础上构建耐盐植物，进而充分利

用盐碱土壤具有重要的意义。

苜蓿中华根瘤菌57%8分离自新疆的和田苜蓿［#］，具有良好的耐盐性状，在基本培养

基中能耐5B;-’(／>0C2(，在完全培养基上能耐5B3-’(／>0C2(。在高渗胁迫下，其细胞

内可积累大量谷氨酸，而且外源性的谷氨酸和甘氨酸甜菜碱具有协同效应，可减轻高盐对

其生长的抑制作用［A］。通过=@GH;5$$及辅助质粒:H7的作用，本实验室将4I;6J’.随

机插入57%8基因组中，再经三亲本杂交将57%8的*09片段引入慢生大豆根瘤菌G@6
*9$$5中，获得生长快且耐高盐的接合子［3］。



本研究利用能在革兰氏阴性菌中转移和复制的广谱寄主载体!"#$%!，构建了该菌

的基因文库。通过接合转移使文库菌与&’()的盐敏突变株互补，以期从文库中分离出

与渗调有关的*+#片段，为*+#测序及最终获得渗调基因打下基础。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

列于表,。

表! 菌株和质粒

-./01, 234.567.68!0.79587

菌株和质粒
23.567.68!0.79587

有关特性
%101:.63;<.4.;3145735;7

来源
2=>4;17

!"#$%&%’(&&’() ?4=@3<56$A9185>9@53<&BC9=0／"+.D0 -<570./=4.3=4E
)"*’%&2,FG, +,’H D<56171#;.819E=I#J45;>03>4.02;516;17
!"#$%K -;4，#’-L，(,.H M65:14753E=IN.73#6J05.
!O",(( ?94，+94，#’-L M65:14753E=IN.73#6J05.
?P,F 2.037167535:19>3.63 -<5773>8E

&’()GQ’ -4.67;=6R>J.63;=63.5656JFS/*+#
I4.J9163410.3183=7.033=014.6;1 -<5773>8E

?T -4.67I=49.63;=63.5656J’S/*+#
I4.J9163410.3183=7.033=014.6;1 -<5773>8E

?U -4.67;=6R>J.63;=63.5656J’S/*+#
I4.J9163410.3183=7.033=014.6;1 -<5773>8E

!"# 培养基

-A培养基［V］用于根瘤菌的培养，")培养基［,&］用于大肠杆菌的培养，$A培养基［U］

为基本培养基，用于根瘤菌接合子及其盐敏突变株的筛选（其中加入&WC9=0／"+.D0）

!"$ %&’的体外操作

&’()总*+#的制备参照O1.81［,,］的方法进行。部分酶解片段的回收和纯化、质粒

的碱法提取和去磷酸化、*+#片段的回收和载体质粒的连接均参照文献［,&］进行。使用

购自X4=91J.的"噬菌体头部蛋白包装连接产物，并感染受体大肠杆菌2,FG,，其方法均

按照试剂盒使用说明书进行。

!"( 质粒%&’的转移

通过滤膜杂交方法［,(］进行质粒的接合转移。大肠杆菌感受态细胞的制备和质粒

*+#的转化均参照文献［,&］进行。

!") *(#+盐敏突变株的诱变和筛选

使用固体亚硝基胍法诱变&’()，方法与参考文献［,Y］相同。

# 结果和讨论

#"! 苜蓿中华根瘤菌*(#+基因文库的构建

提取&’()的总*+#，经电泳检查，其*+#片段大于C&S/。经紫外分光光度计测定

/0(T&／/0(U&Z,BFVT，/0(T&／/0(Y&Z(W&，表明所提的*+#纯度合乎要求，并测得其浓

度约为&WC#J／#"。取,&#J*+#进行)*’%!部分酶切试验，确定获得,C$(CS/*+#
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片段的最适酶用量为第!管的浓度（图"），即#$#!%!&／!’()*。用最适酶浓度的一半进

行大量酶切，然后在#$+,琼脂糖凝胶中电泳，以电洗脱法回收片段，纯化后得到大小约

为"+"-+./的片段。

图" !"#$%&%’(&#0-1总()*的部分酶切图谱

23’4" 56789()*6:!"#$%&%’(&#0-1;8<73899=>3’?@7?>/=)*’A#
"4$／+&,-% B8<.?<；-4()*C+D)*’A#；E4()*C-4+D)*’A#；04()*C"4-+D)*’A#；

+4()*C#4F-+D)*’A#；F4()*C#4E"-+D)*’A#；!4()*C#4"+FD)*’A#；%4()*C#4#!%D)*’A#；

G4()*C#4#EGD)*’A#；"#4()*C#4#"0+D)*’A#；""4$()*／+&,-% B8<.?<4

用碱法提取;&*2A#，并用)*’A#完全酶切，使之成线状，然后用碱性磷酸酶处理，

以防止线状质粒的自我环化。;&*2A#和#0-1的回收片段以"H-混合，在50()*连接

酶作用下进行连接。连接产物包装后，立即转染大肠杆菌I"!J"，在含"+!’／K&四环素的

&1平板上共获得抗性菌落%$#L"#E个。随机挑取-#个菌落，以碱法提取质粒后，经

)*’A#完全酶切。电泳检查发现，有"G个菌落的质粒含有插入的外源片段（图-），因此，

重组子大约占G+,。以此推算，含有外源片段的全部基因文库菌数为%$#L"#ELG+,M
!F##。

图- !"#$%&%’(&#0-1基因文库的电泳检测

23’4- 5N?’?9?9?7<6;N6<?@3@8O89=@3@6:’?O?93/<8<=6:!"#$%&%’(&#0-1
"""#;&*2AP8O>3O@?<7?>:<8’K?O7@；""4$()*／)*’A# B8<.?<4

在理论上，对构建的基因文库质量的评估用Q98<.?的公式［"-］进行计算。对于根瘤菌

而言，其基因组大小估计为E+##./［""］。在实验中所获得的外源插入片段的平均长度为
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!"#$，如果以%%&%%’的概率筛选到某个外源片段的标准来计算，文库中含有的克隆数应

为()**个。在本实验构建的基因文库中，重组子已达+,**，远远超过理论上应含有的数

目，说明构建的基因文库符合要求，包含了*-!.的整个基因组。

!"! #$!%盐敏感突变株的筛选

由于根瘤菌的营养状况与耐盐性有关［,］，我们选用营养较贫乏的/0培养基为筛选

盐敏突变株的培养基，并使其所含的1234浓度达到*&)564／71234，此为野生型*-!.在

此营养条件下所能耐受的最大浓度。

在不含1234和含*&)564／71234的/0平板上，分别对应地点种!***多个经亚硝

基胍处理后在80平板上长出的*-!.单菌落，在!9:培养+;后，选择在含*&)564／7
1234的/0平板上不生长，而在不含1234的/0平板上生长的菌落，经反复划线验证，以

及在含*&)564／71234的/0液体中与野生型*-!.做生长曲线对比测定，确证其中(!
株为稳定的盐敏突变株。在本研究中选用其中的(株作为后续实验材料，编号为<=(+，

经检测，其回复突变率为"&(+>(*?(*。

!"& 阳性克隆的筛选及鉴定

将基因文库菌与盐敏突变株<=(+杂交，在含!*!@／57四环素和*&)564／71234的

/0平板上，经!9:培养9;后，长出约(**个菌落。挑取其中几个菌落提取质粒，并经

!"#A"酶切后电泳，发现均含有外源片段，大小在)#!)#$之间。为了确证是否获得了

恢复耐盐性状的阳性克隆，选择其中的*-!.BC-菌株接种在含*&)564／71234的/0液

体中，于摇床培养,;。同时，以野生型*-!.和盐敏突变株<=(+为对照，测得三者的

$%-!*值分别为*&-(+、*&+-"和*&*,-，其中*-!.和*-!.BC-的$%-!*值接近，而<=(+
在此条件下几乎未见生长，表明*-!.BC-确为阳性克隆。

图" +#$与耐盐有关D1E片段的电

泳图谱

/F@G" 8HII4IJKL6MH6LINFNML6OF4IN6OD1E

OL2@5IPKLI42KI;K6N24KK64IL2PJI

(G$D1E／!"#A" Q2L#IL；!GM7E/A"；

"GM7E/A"R+#$D1EOL2@5IPKG

为了便于后续的遗传操作，采用碱法提取*-!.BC-的重组质粒，转化感受态大肠杆

菌S(+B(，于含!*!@／57四环素的7.平板上获得近

(***个转化子。经检测，转化子中的重组M7E/AT质粒

含有+#$外源D1E片段，将其编号为M=CB-（图"）。

!"$ 耐盐有关片段的亚克隆

碱法提取M=CB-重组质粒，用 多种限制性内切酶

酶切。电泳检测发现，&’("、)(""、*+,"、-.’%、

-(/U"均可从+#$D1E切下小片段，由于&’("所

切的片段单一，且大小适中，故选作亚克隆用酶（图

-）。

提取含耐盐有关片段的M7E/A"质粒及亚克隆

载体MQ7(!!，均用&’("完全酶切，以碱性磷酸酶处

理上述MQ7(!!，防止自连。将M7E/A"和MQ7(!!
以!V(混和，用8-D1E连接酶连接，转化大肠杆菌

S(+B(，在含!*!@／57庆大霉素的7.平板筛选转化

子，并逐个点种于含!*!@／57卡那霉素的7.平板，找

出抗庆大霉素而对卡那霉素敏感的转化子，检测发现
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均含有带!"#外源片段的$%&’((质粒，编号为)*（图+）。

图+ 阳性亚克隆的电泳图谱

,-./+ 012.232324567$17628-8$679-32879
$78-5-:2437;28

’/!<=>／!"#$" %?6"26(/)*／%&’#
@，!/)A／%&’#+/&?BB26C?6"26/

图! 亚克隆用酶的选择

,-./! 012823245-7;7962856-45-7;2;DEC29768F#437;-;.
’/!<=>／()*G# %?6"26；(/+,&$；@/%&’#；!/-’)#；

+/+’.H#；*//01#/

以)*与盐敏突变株)I’J进行二亲本杂交，在含(K%.／C&庆大霉素和KL+C73／&
=?M3的,N平板培养一周后长出菌落，镜检为根瘤菌。随机挑取’K个菌落进行检测，发

现均有带!"#片段的$%&’((质粒，编号为)A（图+），将)A、K!(O和)I’J分别接于含

KL+C73／&=?M3的,N平板，发现K!(O和)*均可生长，而)I’J不生长，说明)A为接受

含!"#片段的重组质粒后恢复耐盐性状的阳性克隆。
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!"#$%$&#’($)’*)&+,$-*,")-,(-#.)"--#",*)$!,
%$!"#$%&"’$(")**+,",$-"/012!

!"#$%&#’($) *"+$),+-.& /+(0#-1-$ *"&2&$ 2+$3#$)4-$) 5+$)6&’"#$)
（!"#$%&’"(&)*+,-%).,)/)01，2)//"0")*3,)/)0,-$/4-,"(-"5，26,($70%,-8/&8%$/9(,:"%5,&1，3",;,(078889:）

)3456785 ;(<+4=>?@+A<-+44.B-)#’<#BC.<-)D!E+’@A#@+A#BF(A4=’"/,/)&,8:GH，-$E"-I"7J
"GJKC=>?FA+)1#$<’E#A#I(44#I<#BLM#I<(A@N?3D! E+’@&A-F-#B+$BB-)#’<#BC.<-)D!，

+$B<"#$<"#O+A-(&’=>?FA+)1#$<’(F8:GHE#A#4-)+<#BE-<"@N?3D!C.;:=>?4-)+’#L/#$#
4-CA+A.(F4=’"/,/)&,8:GHE+’I($’<A&I<#BE-<"@N?3D!&’-$)<=-)/,67PQ7+’A#I-@-#$<L;"#
$&1C#A(FC+I<#A-+4A#I(1C-$+$<’(C<+-$#BE+’+C(&<R888+$B9JS(F<"#1I($<+-$#BF(A#-)$=>?
FA+)1#$<’LT’-$)>;/，8:GHE+’1&<+<#B($35@4+<#’+$B7G’#$’-<-O#’<A+-$’E#A#’IA##$#B+<
8UJ1(4／N>+!4FA(1G888I(4($-#’LV$#(F<"#1E+’$+1#B/*7P+$B’#4#I<#B+’+A#I-@-#$<
’<A+-$LH.C-@+A#$<+41+<-$)<"#F(A#-)$=>?FA+)1#$<’E#A#-$<A(B&I#BFA(1)#$#4-CA+A.(F’<A+-$
8:GH-$<(A#I-@-#$<’<A+-$/*7PE"-I"-’’#$’-<-O#<(8UJ1(4／N>+!4L;"#$<"#<A+$’I($W&)+$<’
E#A#)A(E$($35@4+<#’I($<+-$-$)<#<A+I.I4-$#（G8#)／1N）+$B8UJ1(4／N>+!4L?PKC-$’#A<#B
=>?FA+)1#$<A#4+<#B<(’+4<<(4#A+$I#E+’(C<+-$#BLX$’&CI4($-$)#Y@#A-1#$<，+:KC=>?FA+)Q
1#$<A#4+<#B<(’+4<<(4#A+$I#E+’(C<+-$#BL
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