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摘要：【目的】研究华癸根瘤菌7653R中MCHK_0866和MCHK_0867编码的RND家族外排泵的功能表

型。【方法】对外排泵编码基因及候选调控基因在基因组上的结构进行分析。采用测定OD600观察菌株

生长曲线的变化。通过测定最低抑菌浓度检测菌株的药物敏感性，RT-PCR检测目的基因经特定物质处

理后表达量的变化。通过细菌单杂交系统初步检测外排泵的转录调控。【结果】MCHK_0866和
MCHK_0867所编码蛋白共同组成一个RND家族射流泵。缺失该外排泵后，细菌生长曲线在稳定期

OD600数值降低,对萘啶酸、四环素和SDS的敏感性发生变化，萘啶酸处理细菌后2个基因的表达量增加。

同时，下游属于TetR转录因子家族的基因MCHK_0869表达产物作用于MCHK_0867的启动子区域。【结

论】该外排泵与萘啶酸的运输有关，缺失后自身生长受到影响，表达受到下游转录因子的调控。
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豆科植物与根瘤菌之间的相互作用是一个非

常复杂的过程，涉及到大量的信号物质交换，其

中，当植物氮饥渴时释放的类黄酮物质和根瘤菌

合成的结瘤因子对形成共生关系起到关键性的作

用[1]。类黄酮在植物中有多种功能，调节生长素

运输、花粉育种和抵御病原菌入侵等[2–3]。

细菌多重耐药性的机制是通过多药外排泵

(multidrug resistance efflux pumps)将药物排出体

外 [4]，外排泵有5个家族，分别是ABC转运家族

(ATP-binding cassette)，主要易化子超家族(major

facilitator superfamily)，防御结瘤分裂家族(resistance

nodulation cell division, RND)，小型多药防御家族

(small multidrug resistance)以及多药有毒化合物排

出家族(multidrug and toxic compound extrusion)[5]。

RND泵是一个三组分系统，外排泵定位在内膜

上，一个属于外膜因子(outer membrane factor)家

族的外膜通道，和一个属于膜融合蛋白(membrane

fusion protein)家族的周质接合蛋白[6–8]。

植物病原菌必须把植物分泌的抑菌物质排出

体外，才能成功的入侵植物，破坏欧文氏菌
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(Erwinia amylovora)和丁香假单胞菌(Pseudomonas
syringae)的RND外排泵，可以减少对宿主植物的

损害[9–10]。外排泵促进病原性的作用比较清楚，在

与植物共生的根瘤菌中外排泵的存在也比较普遍。

在日本大豆慢生根瘤菌(Bradyrhizobium japonicum)

中破坏了RND家族的RdeAB外排泵会影响固氮能

力和药物敏感性[11]。在苜蓿根瘤菌(Sinorhizobium
meliloti 1021)中当RND泵SmeAB被破坏后竞争结

瘤能力会受到影响[12]。

喹诺酮是一种广谱抗菌剂，第一代喹诺酮是

萘啶酸[13]。在肠杆菌科中很多基因编码药物转运

蛋白，但只有AcrAB/TolC超表达显示出外排喹诺

酮[14]。这个射流泵属于RND超家族，由3部分组

成，acrA和acrB共转录于同一个操纵子，AcrA蛋

白是一个膜融和蛋白，AcrB是一个锚定在内膜的

转运蛋白。第3个部件TolC是一个外膜蛋白 [15]。

acrAB被4个转录因子调控，Rob、MarA和SoxS

是转录激活因子，作用于acrAB操纵子的上游；而

acrR是该射流泵的局部抑制因子，定位于acrA基

因上游[16–17]。

本课题组前期工作，通过RNA-seq和Microarry

差异表达基因情况及共生固氮子网hub基因的类别

分析，挑选出感兴趣的2个基因MCHK_0866、
MCHK_0867进行研究，构建了这2个基因同时缺

失的突变菌株DoublemutKm，该突变株接种宿主

植物后会形成白色无效根瘤[18]。这2个基因所编码

的蛋白质共同组成一个属于RND家族的膜运输结

构。本研究通过对该外排泵基因结构的分析，缺

失该泵后对自生生长的影响及药物敏感性的变化

来研究该外排泵的功能表型，同时初步鉴定该外

排泵所受的调控作用。

1    材料和方法

1.1    菌株

华癸中慢生根瘤菌7653R为华中农业大学农

业微生物学国家重点实验室生物固氮室所保存，

大肠杆菌DH5α购自TaKaRa公司，组氨酸尿嘧啶

合成缺陷菌株USO购自Addgene。双基因突变菌

株Doublemutkm由华中农业大学博士研究生彭杰

丽构建。

1.2    主要试剂及质粒

Ex-Taq酶、克隆基因载体pMD18-T购自TaKaRa
公司。转录因子表达载体pB1H2W5和报告载体

pH3U3购自Addgene。Gel Extraction Kit购自

OMEGA公司。

1.3    敏感性实验

将抑菌药物配置成母液，无菌操作将倍比稀

释后不同浓度的抑菌药物溶液分别加到灭菌的

96孔聚苯乙烯板中，第一至十一孔加药液，第十

二孔不加药液的培养基作为阳性生长对照，密封

后–20 °C保存备用。待试菌株培养至对数期，经

TY1∶1000稀释后，往每个孔加入100 μL，密封

后孵育。结果判断，以在小孔内完全抑制细菌生

长的最低药物浓度为最小抑菌浓度(MIC)，当阳性

对照孔内细菌明显生长实验才有意义。

1.4    根瘤菌总RNA的抽提

菌株活化培养至对数期，接入三角瓶中TY培

养基28 °C振荡培养48 h。1.5 mL离心管收集菌

体，DEPC水洗。每管加入1 mL Trizol，待其溶解

澄清后4 °C、12000 r/min离心10 min。取上清液转

入另一离心管，加入0.2 mL氯仿，充分混匀后4 °C、

12000 r/min离心10 min。取上清加入等体积异丙

醇，冰上放置10 min后4 °C、12000 r/min离心10 min。
倒去上清，加入75%乙醇4 °C、12000 r/min离心

10 min。倒去上清，空气中干燥至乙醇挥发干

净，加入DEPC水溶解。加入DNaseⅠ消解DNA，

–80 °C保存备用。

1.5    荧光定量PCR

RNA反转录为cDNA后，调节至适宜浓度，

进行荧光定量PCR检测。信号检测使用SYBR
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GREEN购自Roche公司，分析相对表达量采用

ΔΔCt方法，使用管家基因rnpB作为对照。

1.6    细菌单杂交

本工作采用的细菌单杂交系统由3个元件构

成：转录因子表达载体(pB1H2W5)、报告载体

(pH3U3)、筛选菌株USO均购自Addgene。筛选

培养基配方及具体实验操作方法参考文献[19]中

报道。

2    结果和分析

2.1    目的基因结构分析

为了了解MCHK_0866、MCHK_0867两个基

因的功能，我们首先调查了他们的基因结构如图

1。同时进行功能预测如表1，发现MCHK_0866编

码384个氨基酸的膜融和蛋白，MCHK_0867编码

1058个氨基酸的运输蛋白，这2个蛋白组装在一起

构成RND运输系统的核心结构。同时在这2个基

因下游存在一个类似TetR家族的转录调控因子

MCHK_0869。

2.2    缺失MCHK_0866、MCHK_0867对根瘤菌自

身生长的影响

分别将7653R和Doublemutkm活化并培养至对

数期后，按1%接种量接种于5 mL TY液体培养

基，置于28 °C摇床振荡培养，每隔6 h取样测

OD600。如图2，系列1和系列2分别是7653R和

Doublemutkm，测定结果可以看出在自身条件

下，细菌生长周期的稳定期Doublemutkm相对

7653R OD600较低。

2.3    抑菌物质的敏感性

在其它根瘤菌中，破坏多组分射流系统后会

影响对毒素的敏感性。我们选取了几类抑菌性物

质按梯度浓度加入96孔聚苯乙烯板中，将7653R
与Doublemutkm培养至对数期，稀释后加入孔

中，密封后孵育。培养2 d后观察结果，以在小孔

内完全抑制细菌的生长的最低药物浓度为MIC，

当阳性对照孔内细菌明显生长实验才有意义。

如表2所示，Doublemutkm对萘啶酸的敏感性

增加了但是对四环素和SDS的敏感性降低了。

2.4    敏感性药物对基因表达的影响

由于D o u b l e m u t k m对萘啶酸、四环素和

SDS的敏感性相对野生型有变化，我们用这几个

物质处理7653R后检测MCHK_0866、MCHK_0867
表达量的差异，设计荧光定量PCR实验，同一种

图 1.  MCHK_0866和MCHK_0867区域基因结构

Figure 1.   Genetic organization of the MCHK_0866 and
MCHK_0867 region.

表1.  MCHK_0866、MCHK_0867和MCHK_0869所编
码蛋白的分子特性

Table 1.  Molecular characterization of proteins
encoded by MCHK_0866, MCHK_0867 and

MCHK_0869

Gene id Size/aa Putative function

MCHK_0866 384 Efflux transporter, RND family,
MFP subunit

MCHK_0867 1058 RND transporter

MCHK_0869 175 Bacterial regulatory, tetR family
protein

图 2.  野生型7653R和突变菌株Doublemutkm在TY培

养基上的生长曲线

Figure 2.   Growth curve of wild-type (circles) and
Doublemukm (squares) strains in TY medium.
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药物用了2种不同的浓度处理7653R。

测定结果如图3，用萘啶酸处理后2个基因都明

显上调表达，四环素和SDS处理后没有明显差异。

2.5    MCHK_0866、MCHK_0867转录调控的初步

检测

在基因组上位于MCHK_0866和MCHK_0867
下游有一个TetR家族的转录因子MCHK_0869，通

过MCHK_0866和MCHK_0867同源比对，发现在

其它根瘤菌中也有同样的情况。所以我们设计了

细菌单杂交实验来鉴定MCHK_0869能不能与该射

流系统的启动子区域相互作用。

该单杂交系统正对照设置为：pB1H2W5-zif268

和pH3U3-zif268，负对照设置为：pB1H2W5-

mutodd和pH3U3-zif268。因为MCHK_0867和
MCHK_0869转录方向相反，中间间隔500 bp左

右，所以我们选取MCHK_0867和MCHK_0869起
始位点中间的片段克隆于报告载体(pH3U3-p)，

MCHK_0869克隆于表达载体(pB1H2W5-69)，为

实验组。自激活设置为：pBIH2W5-69和pH3U3；

pB1H2W5和pH3U3-p。NSSM为非筛选平板，

DSSM为筛选平板，如果转录因子和启动子区域

相互作用就可以激活下游报告基因表达，就能在

DSSM选择培养基上生长。

如图4，NSSM平板点板验证结果和DSSM平

板点板验证结果，由上到下分别为正对照、负对照、

实验组和自激活。从图中可看出，实验组在DSSM

选择培养基上生长，因而判断MCHK_0869的表达

产物可以结合在MCHK_0867的启动子区域。

3    讨论

细菌多药物转运子是细胞自我保护的关键因

素，这种转运子主要的特点就是它能运输较大范

围的药物和有毒物质。在病原菌中多药物转运子

研究的较多，特别是属于RND家族的AcrAB-

TolC系统，其结构和作用机制以及基因的调控表

达都研究的非常多，为其它外排泵的研究起到了

指导性作用。根瘤菌入侵宿主和病原菌入侵宿主

有一定的相似性，但是在根瘤菌中外排泵研究的

表2.  多种抑菌剂对野生型菌株和突变体菌株的最低抑
菌浓度

Table 2.  MICs of various antimicrobial agents for wild-
type and Doublemukm strains.

Antimicrobial
MIC/(μg/mL)

7653R (WT) Doublemutkm

Gentamicin 16 16

Tetracycline 2 32

Tobramycin 4 4

Nalidixic acid 128 16

Deoxycholic 3200 3200

Zinc sulfate 400 400

Silver nitrate 6.25 6.25

SDS 400 6400

图 3.  7653R经萘啶酸、四环素和十二烷基磺酸钠处理

后MCHK_0866和MCHK_0867的相对表达量

Figure 3.   Relative transcript level of MCHK_0866 and
MCHK_0867 in 7653R after treatment with nalidix
acid, tetracycline and SDS. WT: wild-type 7653R. N32:
nalidixic acid 32 μg/mL. N64: nalidixic acid 64 μg/mL.
T0.5: tetracycline 0.5 μg/mL. T1: tetracycline 1 μg/mL.
S50: SDS 50 μg/mL. S100: SDS 100 μg/mL. Error bars:
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t
experiments. Statistical significance was analyzed by
SPSS. *: P<0.05; **: P<0.01. NS: not significant.
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较少。Takeshima等在日本大豆根瘤菌中发现一个

经染料木黄酮处理后大量表达的外排泵，失活该

外排泵后导致根瘤重量和固氮酶活减少，但是增

加了每株植物的结瘤数，同时在外排泵下游有一

个TetR家族转录因子。作者最后表示，该外排泵

在共生过程的早期阶段，在平衡染料木黄酮既诱

导nod基因的表达又是有毒物质的双重功能时，起

着关键性作用[20]。

MCHK_0866、MCHK_0867是本研究室前期

转录组分析，在共生时期表达量较高的基因，同

时突变这2个基因后会严重影响固氮酶活。本研究

通过对这2个基因的功能预测发现它们的表达产物

共同组成一个属于RND家族的外排泵，MCHK_

0867表达出一个外排转运蛋白，MCHK_0866表达

出一个膜融合蛋白，这2个蛋白构成外排泵的主要

部分。同时在这2个基因下游有一个属于TetR

家族的转录因子基因MCHK_0869。缺失该外排泵

的菌株Doublemutkm测定其生长曲线，发现相对

野生型菌株，在经过稳定期和对数期后，OD600值

明显降低，可能是外排泵被破坏后，某些有害的

代谢产物不能顺利排出体外导致细菌生长受到影

响。通过药物敏感性实验，从结果看出Doublemutkm

对萘啶酸、四环素和SDS的敏感性相对野生型发

生了变化。通过RT-PCR进一步研究这些物质对基

因表达量的影响，发现经萘啶酸处理后，MCHK_

0866和MCHK_0867都明显上调表达，可能该外排

泵与萘啶酸的运输有关系[21]。通过细菌单杂交实

验可以初步判断MCHK_0869的表达产物会作用于

MCHK_0867的启动子区域，TetR家族转录因子

作为一种负调控因子抑制外排泵的表达多次被报

道[22]。

外排泵作为细菌自我保护系统的重要组成，

在细菌面对外界不利环境的情况下发挥着重要作

用，但根瘤菌外排泵如何影响共生关系的机理还

需要进一步研究，特别是宿主植物所分泌的对诱

导根瘤菌入侵有利、同时具有抑菌能力的信号物

质有待进一步提取和分析鉴定。此外，在今后的

研究中还需要更精确的实验来鉴定外排泵的转录

调控作用，不仅是局部的阻遏因子作用，还有全

局的转录激活作用。

图 4.  非筛选平板和筛选平板点板验证

Figure 4.   Validation on nonselective and dual selective screening medium, MCHK_0869 and promoter (69-p), self-
activation detection (SA1, SA2).
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Characterization of phenotype and expression regulation of an RND-
type multidrug efflux pump in Mesorhizobium huakuii 7653R

Ziling Liu, Jieli Peng, Youguo Li *

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, Hubei Province, China

Abstract: [Objective] To study the function of an RND family efflux pump encoded by MCHK_0866 and
MCHK_0867 in Mesorhizobium huakuii 7653R. [Methods] Genetic organization of target genes was analyzed in
genome. The change of growth was observed by measuring OD600. Drug sensitivity was detected by minimal
inhibitory concentrations; relative transcription level of target genes was measured by RT-PCR. Transcript regulation
of the efflux pump was validated by bacterial one-hybrid system. [Results] Proteins encoded by MCHK_0866 and
MCHK_0867 formed an RND family efflux pump. The OD600 of growth curve reduced and it showed more sensitivity
to nalidixic acid, tetracycline and SDS after disrupting the efflux pump. Genes relative transcription level increased in
response to nalidixic acid treatment. Meanwhile, the downstream gene MCHK_0869 belongs to TetR family
transcription factor and its expression product can interact with the promoter region of MCHK_0867. [Conclusion]
The efflux pump is possibly associated with the transportation of nalidixic acid and affects rhizobial free-living
growth. The pump is putatively regulated by a downstream local transcription factor.
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(本文责编：张晓丽)

Supported by the National Natural Science Foundation of China (31371549, 31460056)
*Corresponding author. Tel: +86-27-87281685; E-mail: youguoli@mail.hzau.edu.cn

Received: 13 March 2016; Revised: 8 April 2016; Published online: 18 April 2016

1882 Ziling Liu et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(12)

actamicro@im.ac.cn

mailto:youguoli@mail.hzau.edu.cn

