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中华根瘤菌自体诱导物合成酶基因的筛选及其在大肠杆菌中的表达

汪 洋，郑会明，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 $&%%1#）

摘 要：通过携带有 =80>A/0 转座子的质粒 JKL$1% 随机插入诱变中华根瘤菌（!"#$%&"’$(")* *+,",$-"）建立突变子文库，

并从中筛选到自体诱导物（8E,->AGE+/0，MN）部分缺失突变株 OP&。M0.>,080Q R2S 扩增、TUM 测序得到 OP& 基因组

TUM 中 =80>A/0 转座子两端侧翼序列，经 TUM 序列拼接在 V/A38AW 上进行同源性分析后获得一个 :$&.J 的完整的开

放阅读框（*S7），该 *S7 编码的酶具有 $%: 个氨基酸，与草木樨中华根瘤菌（ !"#$%&"’$(")* *+."/0+）PXY!&1 的 ZE9N
类自体诱导物合成酶（8E,->AGE+/0 [QA,@8[/）408N 的同源性高达 11\。因此，也将该基因命名为 -%0!。将该基因克隆

到广宿主范围表达载体 JO2&$ 并在大肠杆菌 12/&+%"/&"0 /$," T]#"中成功表达，2&’ 反相薄层层析（4Z2）在阳性重组

子培养上清中检测到四种自体诱导物分子，其中的两种正是 MN 缺失突变株 OP& 所缺失的 MN，这些结果表明该 -%0

!基因在苜蓿中华根瘤菌负责合成两种自体诱导物分子，为进一步研究其群体感应系统奠定了理论基础。
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许多种类的细菌在高细胞密度下可以产生自体

诱导物分子（8E,->AGE+/0）监控细胞群体密度的变化，

从而调控细菌特定功能基因的表达，这一现象被称

为群体感应（_E-0E= [/A[>AB）［&］。酰基高丝氨酸内酯

类化合物（8+Q58,/G @-=-[/0>A/ 58+,-A/，M]Z）是在革兰

氏阴 性 细 菌 群 体 感 应 调 控 中 普 遍 存 在 的 信 号 分

子［$］。迄今为止，所有已发现的 M]Z 都由一个可变

的酰基链尾部与一个稳定的高丝氨酸内酯（]XZ）头

部相连，不同的 M]Z 分子其酰基链的长度为 ! 至 &’
个碳，其第三个碳上的氢常被羟基或氧取代，另一个

改变是在酰基链上存在双键，这种可变的酰基链尾

部决定 M]Z 的特异性。]XZ 结构域从 X;腺苷甲硫

氨酸衍生而来，酰基链则是通过带电荷的酰基;酰基

载体 蛋 白（8+Q5;M2R）或 酰 基;辅 酶 M 来 合 成 的［(］。

ZE9N 类自体诱导物合成酶，通过将酰基 H 酰基载体

蛋白（8+Q5;M2R）上的酰基侧链结合到 X;腺苷甲硫氨

酸（XMY）的高半胱氨酸基团上，产生特异的酰化

]XZ 分子［!，#］，这种酰化的 ]XZ 分子再进一步内酯化

生成 M]Z。M]Z 介导的群体感应系统最基本的模

型包括一个产生 M]Z 信号分子的合成酶 ZE9N 类蛋

白和一个转录调节物 ZE9S 类蛋白，当 M]Z 积累到

阈值浓度时 S 蛋白便与 M]Z 结合成复合物，与其靶

启动子序列结合，识别特殊的启动子序列并激活特

定基因的表达［:］。目前已知群体系统能够调控细菌

的多种生理生化功能如细菌与真核生物的共生、细

菌毒性、细菌质粒的接合转移、抗生素的产生及生物

膜的形成等［"］，通常情况下根瘤菌的群体感应系统

与根瘤菌和植物的共生作用密切相关。

以能与宿主植物紫花苜蓿共生结瘤的苜蓿中华

根瘤菌为出发菌株，利用 M]Z 高效检测菌株对其 MN
产生情况进行了检测，然后通过 =80>A/0 转座子随机

突变的方法及 M0.>,080Q R2S 技术筛选并鉴定了其群

体感应系统中 MN 合成酶基因，为进一步深入研究其

群体感应系统及群体感应所调控的生理生化功能提

供了理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：试验所用菌株和质粒见表 &。

!"!"# 培养基和培养条件：根瘤菌及相关突变株采

用 4O 培 养 基，在 $’‘ 下 培 养。根 癌 土 壤 杆 菌

aO2## 和 S&% 分别在 M4［1］、Z3 培养基中在 $’‘下

培养。1 F /$," 菌株采用 Z3 培养基，在 ("‘下培养。

所用 抗 生 素 终 浓 度：aO2## 所 用 四 环 素（4+）为

$#B6=Z；壮观霉素（XJ）为 &%%#B6=Z；庆大霉素（V=）

为 &%%#B6=Z。S&% 所 用 四 环 素（ 4+）为 $#B6=Z。



! ! "#$% "#$%!&’(（&)*+,%）所 用 氨 苄 青 霉 素（-&）为

$%%"./01，庆 大 霉 素（ 20）为 +%"./01。 ! ! "#$%
345#（&67$+）所用庆大霉素（20）为 +%"./01。

表 ! 试验所用的菌株和质粒

89:;< $ =9>?<(’9; @?(9’A@ 9AB &;9@0’B@ C@<B ’A ?D’@ @?CBE
"?(9’A@ F( G;9@0’B@ 7D9(9>?<(’@?’>@ H<I<(<A>< F( "FC(><
=9>?<(’9 @?(9’A@

&%’#()%*#+%,- -.$%$#/% J’;B ?E&< 8D’@ ;9:F(9?F(E
&%’#()%*#+%,- -.$%$#/% 6J% 3<(’K9?’K< FI & ! -.$%$#/%，"&FA?9A<FC@ "0( 8D’@ @?CBE
&%’#()%*#+%,- -.$%$#/% 6J$ 3<(’K9?’K< FI 6J% 0C?9?<B :E 09(’A<( ?(9A@&F@FA，-L 0C?9A? 8D’@ @?CBE
01(#+2"/.(%,- /,-.32"%.’4M6755（&)*NO+）（&)*NPQ）（&)*Q$%） 0 ! /,-.32"%.’4 H$%；8’ R :’F9@@9E @?(9’A 8D’@ ;9:F(9?F(E［P］

0 ! /,-.32"%.’4 H$%（&7S+$P） G(FBC><@ 9C?F’ABC><( NTUT7PT4"1，9@ 9 &F@’?’K< >FA?(F; 8D’@ ;9:F(9?F(E［,］

!4").(%")%2 "#$% "#$%!&’( 7FAVC.9; BFAF( @?(9’A，"0@，DF@? FI &)*+,% 8D’@ ;9:F(9?F(E
!4").(%")%2 "#$% 345# "?9AB9(B >;FA’A. DF@?，DF@? FI &67$+ 8D’@ ;9:F(9?F(E

G;9@0’B@
&)*+,% HWM K<>?F( X’?D 9 09(’A<( ?(9A@&F@FA（20(），-&( 8D’@ ;9:F(9?F(E
&67$+ =4H G?9> <Y&(<@@’FA K<>?F(，20( 8D’@ ;9:F(9?F(E
&6J$ =4H &67$+ B<(’K9?’K< >9((E’A. ’A?9>? -L @EA?D9@< .<A<，20( 8D’@ @?CBE

!"!"# 主要试剂：各种限制性内切酶购自 89M9H9
公司；邻硝基苯T$T3T半乳吡喃糖苷（FTZ’?(F&D<AE;AT$T
3T29;9>?F&E(9AF@’B<，UZG2），5T溴TQT氯TNT吲哚T$T3T半
乳 糖 苷（ 5T:(F0FTQT>D;F(FTNT’ABF;E;T$T3T.9;9>?F&E(9AT
F@’B<，[T29;）购于 "’.09 公司；7$P反相薄层层析板购

于 #<(>\ 公司；526 3Z- 聚合酶和 8Q3Z- 连接酶、

G7H 产 物 纯 化 试 剂 盒 及 胶 回 收 试 剂 盒 均 购 自

G(F0<.9 公司；引物合成及 3Z- 测序均由上海生工

生物工程技术服务有限公司完成。

!"!"$ 引物：表 + 为实验所用引物。

表 % &’()*’+’, -./ 引物序列

89:;< + U;’.FAC>;<F?’B<@ C@<B 9@ &(’0<(@
G(’0<(@ G(’0<( @<]C<A><（5^!N^）
20T$ --77787-78---222--7
20T+ 722--8-22--7887-2-77
M0T$ 2-2--778272827--877
M0T+ 22-728728-82228--2
-H=$ 2277-7272872-78-28-7ZZZZZZZZZZ2-8-8
-H=W 2277-7272872-78-28-7ZZZZZZZZZZ-7277
-H=+ 2277-7272872-78-28-7

!"% !"#$%&"’$(")* *+,",$-" 012 的生长曲线和自

体诱导物活性检测

将 &%’#()%*#+%,- -.$%$#/% 6J% 在 86 培养基中的

培养物每 PD 取样，测 78W%% 值并检测上清中自体诱

导物的活性。

!"# 自体诱导物活性检测与 .!3 反相薄层层析

（45.）

参照文献［P］进行操作。

!"$ 接合转移

采 用 两 亲 接 合 的 方 法，受 体 &%’#()%*#+%,-
-.$%$#/% 6J% 和供体 ! ! "#$% "#$%!&’(（&)*+,%）接合，

构建突变株文库。参照文献［$%］进行操作。

!"6 自体诱导物缺失突变株的筛选

挑取突变株单菌落分别点种在含有 86 液体培

养基（含有 20 和 "0）的 ,W 孔板的各个 孔 内，在

+P_下培养 Q% D 后，将每个孔内的 +%"1 上清转移至

另一新的 ,W 孔板中，并且该板的每个孔内都含有混

合了检测菌株 M6755（$%O ><;;@/01）和 [T29;（$%%"./
01）的 -8 琼脂培养基（%‘5a）。将新的 ,W 孔板在

+P_下静置 $PD 以观察 [T29; 的水解情况。由于上

清中含有的自体诱导物可诱导生物检测菌株的 9/(2
%T $2": 的表达，产生的$T半乳糖苷酶水解 [T29; 后

呈蓝色。然而，如果转座子的插入破坏了自体诱导

物特定相关基因的表达，此孔将不会呈及浅的蓝色。

则该孔的位置在初始 ,W 孔板中相对应孔里的突变

株即为自体诱导物缺失突变株。

!"7 &’()*’+’, -./
-(:’?(9(E G7H 包括两轮 G7H 扩增反应。第一轮

G7H 所用的引物为根据 09(’A<( 转座子的 5^!N^ 端

设计的特异性引物（M0T$!20T$）和 + 个可以与染

色体 3Z- 随机结合的随机引物（-H=$ 和 -H=W）。

反应体系为 $%"1，反应模板为 6J$ 基因组 3Z-，反

应条件为：,5_ 50’A；,Q_ N%@，N%_ N%@，O+_ $0’A，

W 个循环；,Q_ N%@，55_ N%@，O+_ $0’A，N% 个循环；

O+_ 50’A。第二轮 G7H 的引物为转座子 5^!N^ 端

的巢式引物（M0T+!20T+）和随机引物 -H=+，反应

体系为 5%"1 并取 $"1 第一轮的产物作为第二轮的

模板，反应条件为：,Q_ N%@，55_ N%@，O+_ $0’A，N%
个循环；O+_ 50’A。将扩增产物取 N"1 直接进行

$‘%a的琼脂糖凝胶电泳检测。

!"8 9+’):;’ 转座子插入位点侧翼序列分析

-(:’?(9(E G7H 第二轮产物分别以 20T+，M0T+ 为

,NP汪 洋等：中华根瘤菌自体诱导物合成酶基因的筛选及其在大肠杆菌中的表达 ! /微生物学报（+%%O）QO（5）



相应的测序引物，提交至上海生工生物工程技术服

务有限公司 进 行 !"# 测 序，测 序 结 果 采 用 $%&’(
)*’*+(, -,&.(//0&’*% 1203( 软件进行 !"# /(42(’5( 比

对，去除转座子序列后拼接两序列并在 "6$7 数据

库中 68#19 的 3,*’/%*3(: 42(,; </ = >,&3(0’ :*3*?*/(
（6%*/3@）在线分析比较。

!"# 表达质粒的构建及在大肠杆菌中的表达产物

的检测

根据目的基因序列以及载体 >A$BC 上的多克

隆位 点 的 特 征，设 计 合 成 了 以 下 一 对 引 物：DEF
G$G$$#9#9G$#GG9##99G$##999$FHE 和 DEF
G$G##G$99####9$GG$#GGG# GGFHE；引物上分别

设计有 !"#!和 $%&:"酶切位点（下划线部分）并

以 AIJ 的基因组 !"# 为模板扩增目的基因。-$K
反应 条 件：HJ 个 循 环，LDM BN0’，DDM HJ/，OCM
BN0’。-$K 产物纯化后与载体 >A$BC 分别经 !"#!
和 $%&:"双酶切后，经电泳检测，胶纯化回收目的

片段，酶连，电转化 ’ = ()*% !PD#，再通过酶切与测

序验证获得阳性重组子。阳性重组子和对照 ’ = ()*%
!PD#（>A$BC）培养物上清进行定量 #P8 活性显色

和定性的 98$ 分析。

$ 结果和分析

$"! !"#$%&"’$(")* *+,",$-" %&’ 的自体诱导物的

定量、定性分析

在根癌土壤杆菌的 +,-.F +,-!群体感应系统中，

9,*7 负责合成 #P8 信号分子，9,*K 为依赖于 #P8 的

转录调控蛋白，一定阈值浓度的 #P8 与 9,*K 结合

形成有活性的转录调控因子，有活性的 9,*K 与 3,*7
上游的启动子相结合正向反馈调节 +,-!基因的表

达。#P8 高效检测菌株 / = +01#2-(%#&3 QA$DD 因为

敲除了自体诱导物合成酶基因 +,-!而自身不产生

自体诱导物，4+,-5F *-(6 的表达完全依赖于外源自

体诱导物的诱导；而且控制其 +,-. 表达的为 -9O 强

启动子，同时导入 9O K"# 聚合酶，因此在培养过程

中可超量表达 9,*K。细胞中该蛋白的超强表达，对

外源自体诱导物的敏感性增强，能高效检测外源自

体诱导物。

#P8是根瘤菌群体感应系统中最常使用的信

号分子。为了检测苜蓿中华根瘤菌是否具有群体感

应现 象，利 用 #P8 高 效 检 测 菌 株 / = +01#2-(%#&3
QA$DD（>RSHOC）（>RSHTU）（>RSUBJ）对其产生自体诱

导物 的 能 力 进 行 了 检 测。 图 B 的 结 果 显 示，

7%&),8%9):%01 1#*%*)+% AIJ 具有产生自体诱导物的能

力，并且 #P8 浓度随着细胞密度的增加而不断增

加，在菌体密度最高时其值最大，但在菌体生长后

期，#P8 含量逐渐减少，培养上清液中自体诱导物

活性具有典型的依赖细胞密度的特征，具有典型的

群体感应现象。

图 ! !"#%&"’$(")* *+,",$-" %&’ 的生长和自体诱导物活

性变化

V0+=B G,&W3X 52,<(（ %0’(*,03;）*’: #7 *530<03; 52,<(（>0%%*,）&. 7 =

1#*%*)+% AIJ

根据结构不同的 #P8 在以 YJZ甲醇为迁移相

的 $BT薄层层析板上的迁移率不同的原理，98$ 分析

发现：7 = 1#*%*)+% AIJ 可以产生 D 种不同的 #P8，它

们之间不仅存在着种类的差异而且存在着活性大小

的差异（图 C）。

图 $ 不同菌株的自体诱导物的 ()*分析

V0+= C 98$ *’*%;/0/ &. *23&0’:25(,/ >,&:25(: ?; :0..(,(’3 /3,*0’/= B[ / =

+01#2-(%#&3 KBJ；C[ 7 = 1#*%*)+% AIJ；H[ 7 = 1#*%*)+% AIB；U[ ’ = ()*%

!PD#（>AIB）；D[ ’ = ()*% !PD#（>A$BC）=

JUT I#"G A*’+ #+ -* = \/(+- ;%(,):%)*)<%(- 7%&%(-（CJJO）UO（D）



!"! 自体诱导物缺失突变株的筛选及验证

从 !""" 个接合转移突变株中筛选得到了一株

自体诱导物缺失突变株 并 将 其 命 名 为 ! # "#$%$&’%
$%&。’() 分析表明：*+( 突变株比野生型缺失了

两种 *+( 分子，但它仍然可以产生 ! 种 *+( 分子

（图 ,），未缺失的 ! 种 *+( 分子总体活性很低，与野

生型相比约降低了约 ," 倍（图 !）。

图 # 不同菌株上清中自体诱导物活性检测

-./#! *+( 012.3.24 562612.78 .8 296 :;<6=802082: 7> 5.>>6=682 ?0126=.0@

:2=0.8:# &A ! # "#$%$&’% $%"；,A ! # "#$%$&’% $%&；!A ( # )&$% B+C!
（<$%&）；DA ( # )&$% B+C!（<$)&,）#

!"# $%&’()& 转座子插入位点侧翼序列分析

以 *E 缺失突变株 $%& 的基因组 BF* 为模板，

分别以 G0=.86= 转座子 CH和 !H端的引物进行扩增分

别得到 G0=.86= 转座子的 CH和 !H端的序列各 I""?<
左右，以 $%" 为阴性对照未扩增到任何片段。经

BF*测 序，去 除 两 序 列 上 转 座 子 序 列、拼 接 后 经

J68K08L序列同源性比对发现：G0=.86= 转座子插入

该开放阅读框（MN-）的 !OO?< 和 !OI?< 之间，该 MN-
由 P,&?< 的碱基（J68K08L 登录号 Q-&ODDO"）组成，

编码 ,"P 个氨基酸，与 !%*&+,%-&.%/" "#0%)1# %RSD&T
中 *+( 合成酶的同源性达 TTU，与 2 # ’/"#31)%#*4 和

5,%-&.%/" :<# FJN,!D 中的 ’=0E 同源性达 O"U，该

MN- 记作 ’+1"。

!"* 重组质粒构建及其在大肠杆菌中的表达产物

分析

阳性重组质粒 <$%& 经 60#"和 7%*5#双酶切

及 BF* 测序验证可得到 P,&?< 的 *E 合成酶基因片

段（电泳图略）。*E 合成酶基因在大肠杆菌中表达

的定 量 检 测 结 果 表 明：阴 性 对 照 ( # )&$% B+C!
（<$)&,）上 清 中 几 乎 没 有 *+( 活 性，而 ( # )&$%
B+C!（<$%&）上 清 中 的 *+( 活 性 约 为 ! # "#$%$&’%
$%" 的 , 倍，这是由于重组质粒中的 *E 合成酶基因

受 <$)&, 上的强启动子 8’1) 控制而强表达所致（图

!）。*E 合成酶基因在大肠杆菌中表达的定性检测

表明：阴性对照 ( # )&$% B+C!（<$)&,）上清中 ’() 检

测无蓝斑，即不产生 *+(，而 ( # )&$% B+C!（<$%&）可

产生 D 种 *+( 分子并且 ’() 检测到 D 种的 *+( 分

子中的 , 种正是根瘤菌 ! # "#$%$&’% $%& 突变株所缺

失的，从而证明了 ! # "#$%$&’% $%& 突变株中 , 种

*+( 的缺失正是由于 G0=.86= 转座子插入失活而非

极性效应引起的；缺失的 , 种 *+( 是由 P,&?< 的

MN- 负责合成（图 ,）。

# 讨论

对苜蓿中华根瘤菌 *E 合成酶基因的研究是通

过转座子插入失活反向筛选的方法进行的，*E 缺失

突变株经自体诱导物活性定量与定性检测一致表

明，该 *E 缺失突变株为 *E 部分缺失突变株，它仍然

可以产生 ! 种自体诱导物分子，我们推测未缺失的

自体诱导物分子可能是由该菌株中其它的群体感应

系统中 & 种或者几种自体诱导物合成酶基因负责合

成；例 如 豌 豆 根 瘤 菌（ 5,%-&.%/" # $#9/"%*&41+/" ?3
:%)%1#）含有的 D 个群体感应系统（ +1%，+,%，)%* 和

’+1）中，)%* 5;，’+1 5; 系统分别负责产生 !VM+V)&D：& V
+R( 与 !V7W7V)I V+R(，而 +1% 5;，+,% 5; 系统则分别可

以产生 ! X D 种不同的 *E 分子［&& X &C］；而其它的 *E 合

成酶基因可以通过建立基因组 BF* 文库的方法正

向筛选获得。对于该 (;WE 类 *E 合成酶基因在大肠

杆菌 ( # )&$% B+C!所产生不同于 *E 缺失菌株所缺

失的另外 , 种 *E 的原因，可能是因为 *E 合成酶催

化合成 *+( 分子所需的可变的酰基链前体在大肠

杆菌与根瘤菌存在的种类不同所致。

此外，研究中发现 *E 合成酶基因下游存在着与

质粒接合转移有关的 ’+.< 基因，这表明该苜蓿根瘤

菌群体感应系统可能同 2 # ’/"#31)%#*4 中的 ’+15; 系

统一样控制着质粒转移［T］，不过这些推论都还有待

于进一步研究。
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