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摘要：【目的】尿素 ABC 转运体透性酶亚基编码基因 urtB 可能参与尿素代谢及支链氨基酸转运；本文

旨在获得实验证据阐明 urtB 基因对华癸根瘤菌结瘤和固氮的影响，为深入研究其功能机制提供一定的

科学依据。【方法】利用生物信息学分析 urtB 基因的结构特征及生物学功能，通过荧光定量检测 urtB

基因在自生和共生条件下的时空表达特征和启动子原位表达技术检测 urtB 基因组织表达特征，采用插

入突变构建 urtB 突变株，通过植物盆栽并结合添加氮素处理，检测与分析突变体的共生固氮表型变化。

【结果】分析表明 urtB 基因对于氮素转运非常重要，在共生条件下的表达水平比自生培养条件下显著

上调表达；在成熟根瘤的固氮区中大量表达；正确构建和筛选获得了根瘤菌 urtB 突变株；接种 urtB 突

变株与野生型菌株 7653R 相比较，突变体根瘤发育异常；植株地上部分生物量和根瘤固氮酶活性显著

降低；添加氮素可恢复其共生缺陷表型。【结论】华癸中慢生根瘤菌 urtB 基因可能通过影响根瘤中氮转

运或同化，进而在根瘤发育与共生固氮中发挥重要作用。 
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根瘤菌具有多种多样的物质运输系统，能够

利用土壤和根际中的各种复合物[1–2]，如运输氨基

酸的 ABC 转运系统(ABC transporter)等。ABC 型

尿素转运体是典型的 ABC 转运系统，包括 1 个锚

定基底物结合蛋白、2 个整合膜转运亚基和 2 个

ATP 结合蛋白。该系统是由 urtABCDE 基因簇编

码，其中 urtA 编码脂质锚定尿素结合蛋白，urtB

和 urtC 编码整合膜蛋白，由尿素透性酶的 2 个亚

基组成，而 urtD 和 urtE 编码 ATP 结合蛋白[3]。在

蓝细菌中，urtA、urtB 和 urtE 的突变导致蓝细菌

减少尿素的吸收[4]。在缺乏氮素的条件下，ABC

转运体才会诱导表达和合成，尿素的吸收能力提

高 3 倍以上。但是在有氮培养基中，尿素转运会

停止或尿素吸收也被阻碍。根瘤菌是一种能够以

类菌体形式存在于豆科植物根瘤中的革兰氏阴性

菌，一方面将氮气固定成植物所需氮源，另一方
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面利用植物所提供的碳源、氮源生存。有研究报

道，在豌豆根瘤菌(Rhizobium leguminosarum)中， 

编码氨基酸透性酶 Aap 和 Bra 基因双突变后，由

于不能利用谷氨酸、谷氨酰胺、脯氨酸及天冬氨

酸等氨基酸，根瘤菌生长受到明显影响[5]。另外，

在肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)中发现

作为 ABC 转运体的 psa 透性酶不仅参与 Mn2+转

运，同时在系统毒性和抵御超氧化物及过氧化物

中发挥重要作用[6]。特别值得关注的是有研究报道

在耻垢分枝杆菌中，在氮饥饿处理条件下，urtB

基因上调表达 19.17[7]。 

华癸中慢生根瘤菌为我国特色的固氮资源，

具有宿主专一性，其宿主为紫云英[8–9]。7653R 基

因 组 序 列 已 注 释 完 成 ， 根 据 本 实 验 室

RNA-sequence 和 Microarray 以及建立的共生固氮

子网络，urtB、urtD 和 urtE 在共生固氮中均上调

表达，其中 urtB 基因上调 16.8，其余分别为 9.4

和 5.1[10]。本研究利用生物信息学分析 UrtB 蛋白

的结构特征及生物学功能，通过荧光定量和启动

子原位表达技术检测 urtB 在自生和共生条件下的

时空和组织表达特征，采用插入失活突变技术构

建 urtB 突变株，进行植物盆栽实验鉴定其共生表

型，以期获得直接证据阐明 urtB 基因在结瘤和固

氮中的重要功能，为深入研究 urtB 基因的功能机

制奠定工作基础和科学思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：本实验所用供试菌株和质粒

见表 1。 

1.1.2  主要试剂及试剂盒：Ex Taq DNA 聚合酶、

dNTPs、 2×Taq Master Mix、 限 制 性 内 切 酶 、

T4-DNA 连接酶、M-MuLV 反转录酶、RNase 抑

制剂购自 Ferments 公司和 TaKaRa 公司，琼脂糖

凝胶电泳 Marker 购自东盛公司，PCR 产物凝胶

回收试剂盒购自上海华舜(Watson)生物公司，抗

生素、培养基相关组分等分子生物学常规药品及

试剂均购自中国国药集团。本研究所用 PCR 引物

由武汉天一辉远生物科技有限公司合成，DNA 测

序工作由天一辉远公司和南京金斯瑞生物科技

有限公司完成。 

1.1.3  引物：本实验所用引物见表 2。 
 

表 1.  菌株和质粒 

Table 1.  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strains/Plasmids Characteristics Source 

M. huakuii 7653R Wild type, Strr This lab 
E. coli DH5α  Host of recombinant plasmids This lab 
E. coli S17-1 Host of transformation plasmids This lab 

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

pK19mob 
Mutant strains construction 
vector, Kanr 

This lab 

pRG960 Strr, Sper This lab 
 

 

表 2.  实验所需引物 

Table 2.  PCR primers used in this study 
ID of primers Sequences of primers(5′→3′) Characteristics 
urtB-F CCCAAGCTTAATTCGACATTGGCGCTTTG The forward primer of urtB exchange fragment 
urtB-R GCTCTAGACAGCACCAGCACGACGATC The reverse primer of urtB exchange fragment 
urtB-D AAAGTATGCCGCAATAGCCC The verification primer of urtB mutant 
M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC The common forward primer of pK19 vector 
M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGG The common reverse primer of pK19 vector 
urtB-RT-F TCGGGAGCGGTGAAGGA The quantitative forward primer of urtB 
urtB-RT-R CGACGAAGGTGGTGTAGGC The quantitative reverse primer of urtB 
urtB-p-F AACTGCAGCGGCGAAATCCAGGCCGA The forward promoter primer of urtB 
urtB-p-R CGGGATCCCGTCATCGGCTTCTGTTAACCCCTT The reverse promoter primer of urtB 
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1.2  培养基和培养条件 

大肠杆菌的培养采用 LB 培养基，在 37 °C 培

养。7653R、突变株和定位菌株培养采用 TY 培养

基，筛选突变株采用 AMS 培养基，在 28 °C 培养。 

AMS 培养基(g/L)：MOPS 4.190，K2HPO4·3H2O 

0.114，NaCl 0.200， MgSO4·7H2O 0.500，加入 1 mL 

Solution A 和 2 mL Solution B 后，调节 pH 至 7，

1105 Pa 灭菌 30 min。Solution A (g/L)： EDTA-Na2 

15.000，ZnSO4·7H2O 0.160，NaMoO4 0.200，H3BO3 

0.250，MnSO4·4H2O 0.200，CuSO4·5H2O 0.020，

CoCl2·4H2O 0.001，4 °C 长期保存。Solution B：

CaCl2·2H2O 1.28 g (定容至 50 mL)，FeSO4·7H2O 

0.33 g (定容至 50 mL)，随后混匀为 100 mL，混合

溶液现配现用，混合溶液 4 °C 贮存不超过 1 周。

Solution C (g/L)：Thiamine hydrochloride 1.000，

D-Pantothenic acid calcium salt Biotin 2.000，Biotin 

0.001，过滤除菌，4 °C 保存。 

1.3  urtB 突变株、启动子表达定位菌株的构建及

筛选 

1.3.1  重组质粒的构建：以 7653R 菌株基因组

DNA 为模板，urtB-F 和 urtB-R 引物扩增同源交换

臂。PCR 反应条件：95 °C 5 min，55 °C 30 s，72 °C 

1 min，30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 DNA

凝 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 后 连 接 载 体 pMD19-T 

(simple)并转化至 DH5α，PCR 验证后将阳性克隆

送至南京金斯瑞测序。抽提测序正确的阳性克隆

质粒和载体 pK19mob 质粒[11]。以 Hind III、Xba I

双酶切阳性克隆质粒和 pK19mob，回收双酶切后

的目的片段、载体，用 T4-DNA 连接酶连接后转

化至 S17-1。PCR 检测阳性克隆并将正确的阳性克

隆菌株命名为 urtB-pK19mob。 

1.3.2  启动子表达定位菌株的构建：通过网站

(http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/)预测 urtB

基因启动子序列，PCR 克隆目的片段并连接到

pRG960 载 体 [12] ， 将 构 建 好 的 重 组 质 粒

urtB-pRG960 和空载 pRG960 质粒分别通过电转化

到 7653R 感受态中。随后将通过 GUS 染色筛选得

到 的 阳 性 菌 株 ， 分 别 命 名 为 urtB-promoter 和

pRG960-CK。随后分别接种在紫云英根部。之后

分别收取 10、17、25、30 d 的根，经过简单清洗

后放到 GUS 染液中，37 °C 染色 3 h 以上，随后在

普通光学显微镜和体式显微镜下观察[13]。 

GUS 染液：0.01 mol/L K4[Fe(CN)6]，0.50 mol/L 

EDTA，0.001% Triton X-100，20%甲醇，0.019 mol/L 

X-Gluc，0.050 mol/L PBS (pH 7.0)。 

1.3.3  △7653R urtB 单交换突变株的筛选：以

urtB-pK19mob 为供体菌、7653R 为受体菌，进行

两亲本接合转移。将 urtB-pK19mob 导入 7653R，

基因通过同源重组交换将质粒整合到染色体上，

从而使靶基因失活。采用含有 Str+Neo 的 AMS 选

择性平板上筛选突变体[14]。将筛选获得的单菌落

转移到含有 Str+Neo 抗性的 TY 平板上，以载体

pK19mob、通用引物 M13-F 与酶切位点对应的目

的基因筛选引物 D 进行 PCR 检测，同时用野生型

7653R 基因组 DNA 为模板作对照[15]。 

1.4  植物盆栽实验及共生表型的测定 

1.4.1  植物盆栽实验：用 75%乙醇清洗紫云英种

子表面 5 min，2% (V/V)的 NaClO 溶液表面消毒

10 min，再用无菌水清洗 8–10 次，彻底洗去 NaClO

残留，消毒后的种子吸水膨胀 4–8 h 后铺于无菌素

琼脂平板表面，于 22 °C 培养箱(16 h 光照，8 h 黑

暗)中培养约 2–3 d 催芽。催芽后的种子播种含

Fahareus 无氮植物营养液的无菌沙盆，每组处理  

5 株，约 3–5 d 植物幼苗长出第一片真叶后，在根
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系接种 1 mL (OD600=0.5)相对应的根瘤菌悬液，光

照培养箱培养 30 d。另外以 Fahareus 无氮植物营

养液为基本营养液和 NH4NO3 配制所需营养液的

无菌双层沙盆。 

1.4.2  共生表型的测定：观察植株长势并测定地

上部分鲜重、瘤数、瘤重、固氮酶活(乙炔还原

法)[17]。 

1.5  目标基因在自生和共生条件下的荧光定量表

达检测 

分别抽提自生条件下培养的华癸中慢生根瘤

菌 7653R、接种 7653R 的紫云英 9、12、14、18、

21、25、30、45、50 d 根瘤的 RNA，纯化后测定

RNA 浓度，均调至 2000 ng，并进行反转录。

RT-PCR 程序：42 °C 1 h；72 °C 10 min。 

1.6  荧光定量 PCR 

先用普通 PCR 将内参基因亮度调一致，然后

用目标基因进行扩增，若条带单一，大小正确，

再进行荧光定量 PCR 检测，内参基因为 rnpB。

Real-time qPCR 程序：95 °C 5 min；95 °C 30 s；

60 °C 20 s，72 °C 20 s，40 个循环。信号检测染料

使用 SYBR Green，分析相对表达量采用 2–△△CT

值的方法[18–19]。 

1.7  目标基因的生物信息学分析 

利用 NCBI 网站根据目标基因的 ID 名称查找

编 码 蛋 白 质 的 序 列 及 名 称 ， 然 后 通 过 NCBI 

Conserved Domain Search 网页分析靶蛋白的保守

结构域，根据保守结构域预测靶蛋白的功能；将

蛋白序列通过 BLASTp 比对查找同源蛋白，挑选

不同物种的同源蛋白序列，使用 DNAMAN 软件

进行蛋白同源比对分析，使用 Clustal X 和 MEGA7

软件的邻位相接法系统(bootstrap N-J Tree)来构建

系统发育树。 

2  结果和分析 

2.1  urtB 基因编码蛋白的结构域和功能分析 

基于前期工作基础，我们分析了系列目标基

因在共生根瘤中的表达变化，发现 urtB、urtD 和

urtE 等在共生固氮条件下均显著上调表达，其中

urtB 上调 16.8 倍，urtD 上调 9.4 倍，urtE 上调 5.1

倍[10–20]。这表明 ABC 型尿素转运体在共生固氮中

应该发挥重要功能。urtB 基因全长 1614 bp，编码

537 个氨基酸，分子量预期大小为 56.6 kDa。我们

进一步在 NCBI 上分析了 urtB 基因编码蛋白的保

守结构域(图 1)。 

通过基本的生物信息分析发现，UrtB 蛋白氨

基酸序列包含一个 TM-ABC transporter signature 

motif 和 urea_trans_UrtB 结构域，含有该结构域的

蛋白超家族参与尿素的代谢和循环。蓝细菌中的

研究结果表明该基因缺失造成高亲和力尿素转运

的缺失[4]。UrtB 在苜蓿根瘤菌 2011 中的同源基因 

 

 
 

图 1.  UrtB 保守结构域示意图 

Figure 1.  Structure diagram of the conserved domain of UrtB protein. 
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蛋白是 SMb20604，在苜蓿根瘤中该基因在侵染

区、过渡区和固氮区均有表达，其中在侵染区和

固氮区的表达量最高。因此，以上分析提示该类

基因在根瘤固氮中具有重要作用。 

2.2  urtB 基因的同源性比对和系统发育分析 

将 urtB 基因编码的氨基酸序列在 NCBI 中进行

BLASTp 比对分析，将搜索得到的不同物种中该基

因的同源蛋白构建一个子系统发育树(图 2)。从系 

统发育树可看出，urtB 基因在中慢生根瘤菌中构成

一个相对独立的进化枝，且与 Mesorhizobium sp. 

SEMIA 3007 (WP_069092226.1)、Mesorhizobium loti 

(WP_064985651.1)等关系更近。这表明 urtB 基因在

中慢生根瘤菌属中相当保守。进一步选取 urtB 基因

编码蛋白与几种较近的中慢生根瘤菌同源蛋白进行

氨基酸序列比对，结果表明 UrtB 与 Mesorhizobium 

loti (WP_064985651.1)氨基酸序列同源性最高。 

 

 

 
图 2.  UrtB 及同源蛋白的系统发育分析 

Figure 2.  Phylogenetic analysis of the UrtB and homologous proteins. The phylogenetic tree of UrtB was 
constructed basing on amino acid sequences. The phylogenetic tree showing relationships between UrtB protein and 
some highly homologous members from Mesorhizobium sp. SEMIA 3007 (WP_069092226.1) and Mesorhizobium 
loti (WP_064985651.1). The neighbor-joining phylogenetic tree was constructed using MEGA 7.0 software. 
Bootstrap values (%) were calculated by 1000 resampling repetitions. The number in parentheses represents the 
accession of protein. Node number represents the confidence level of relatives, the length of branches represents the 
evolutionary distance and the coefficient is 0.020.  
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2.3  urtB 基因在自生和共生条件下的表达水平和

动态变化 

为了探究 urtB 基因在 7653R 中的表达特性，

分别收获接种 M. huakuii 7653R 生长到第 9、12、

14、18、21、25、30、45、50 天的根瘤以及自生

条件下培养到对数期的 7653R，抽提 RNA 并反转

录获得 cDNA，进行 Real-time PCR 定量分析。PCR

定量分析以编码 RNaseP 的 rnpB 为内参基因。结

果显示在共生根瘤的各个时期 urtB 基因均增强表

达，且在 12、14 d 表达量提高 10 倍以上(图 3)。 

2.4  urtB 基因启动子在共生条件下的原位表达 

分析 

本文进行了 urtB 基因启动子表达定位的 GUS 染

色和检测，结果显示 urtB 基因在早期侵染的根毛、

侵染线以及早期根瘤中不表达。但是，urtB 基因在接

种 10 d 根瘤中的侵染区有少量表达(图 4-A)，在 17–  

30 d 的根瘤固氮区中大量表达(图 4-B–D)。这表明

urtB 基因与根瘤发育和共生固氮功能密切相关。 

2.5  7653R urtB 突变体菌株的构建和鉴定 

以 7653R 总基因组 DNA 为模板，扩增大小为

849 bp 的同源片段，电泳结果表明大小与预期相

符(图 5-A)；测序正确克隆经 HindⅢ和 XbaⅠ双酶

切与同样双酶切的载体 pK19mob 酶连，转化 E. 

coli DH5，抽提质粒酶切验证。重组质粒导入华

癸根瘤菌 7653R 中，重组质粒上交换片段与根瘤

菌基因组中的 urtB 基因发生同源重组，整合到染

色体上，进而将该基因失活。 
 

 
 

图 3.  urtB 在培养条件和不同时期根瘤中的动态表达 

Figure 3.  The dynamic expression patterns of urtB 
under free-living condition and different-staged root 
nodules. From left to right: nodules collected at 9, 12, 
14, 21, 25, 30, 45 and 50 d respectively; 7653R of 
free-living cells. The error bars represent the standard 
deviations of three independent experiments. 

 

 
 

图 4.  urtB 启动子在根瘤发育过程中的原位时空表达检测 

Figure 4.  Spatial and temporal expression analysis of urtB promoter in nodules. A–D: urtB fusion with GUS 
staining observation of nodules collected at 10, 17, 25 and 30 d respectively; E–H: pRG960-CK GUS staining 
observation of nodules at 10, 17, 25 and 30 d respectively; Bar=500 μm (A); Bar=100 μm (B–H). 
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图 5.  7653R△urtB 突变株的 PCR 检测鉴定 

Figure 5.  Identification of 7653R△urtB mutant by PCR. M: DL2000 DNA marker; lane 1: PCR product of urtB 
mutant genomic DNA; lane 2: PCR products of wild-type 7653R genomic DNA. 
 

抽提菌落总 DNA 进行 PCR，以载体 pK19mob

的通用引物 M13-F 与酶切位点对应的目的基因的

筛选引物 urtB-D 进行 PCR 验证，同时采用野生型

7653R 总 DNA 模板为阴性对照，使用 M13-F 和

urtB-D 扩增的△urtB 突变株的PCR 产物约为1215 bp 

(图 5-B)，片段大小与预期相符，7653R 阴性对照

组无条带扩出。结果表明△urtB 突变体构建正确。 

2.6  △7653R urtB 突变株的共生固氮表型检测和

分析 

以 7653R 和 7653RΔurtB 为接种菌株，不接菌

为对照，进行紫云英盆栽实验。光照培养箱中培养

30 d 后收集植株。由地上部分长势可看出，接种

7653R 的紫云英植株，长势正常、叶片绿色，而接

种 7653RΔurtB 的紫云英植株长势矮小、叶片发黄，

表现出明显的氮饥饿状态(图 6-A)。同时，观察植

株地下部分表型可见，接种 7653R 的植株根系发

达，根瘤数量多且为粉色根瘤，而突变株根瘤为白

色根瘤，对照植株不结瘤(图 6-B)。石蜡切片结果

显示接种 30 d 的野生型植株所结根瘤正处于旺盛

的固氮时期，各个分区明显，且固氮区占大部分，

含菌组织体积较大(图 6-C 左)，这表明根瘤固氮活

力旺盛。而突变植株根瘤固氮区含菌细胞明显较

少，部分细胞呈现衰老裂解状态(图 6-C 右)，这与 

 
 

图 6.  7653R△urtB 突变株与紫云英的共生表型测定分析 

Figure 6.  △Symbiosis phenotypes of 7653R urtB 
mutant tested on Astragalus sinicus. A: Appearances of 
plant growth, negative control (without inoculation of 
any rhizobia strain) (left), 7653R-wild type (middle) 

△and 7653R urtB mutant (right); B: Appearances of 
root nodulations, control (left), 7653R-wild type 

△(middle) and 7653R urtB mutant (right); C: 
Microscopic observations for the development of root 
nodules. Paraffin-embedded slides of longitudinal 
section of 30 d nodules stained with toluidine blue. 

△7653R nodule (left) and 7653R urtB mutant nodule 
(right). mer, meristem; infz, infection zone; fixz, 
nitrogen fixation zone. Bars=500 μm. 
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植物长势矮小，固氮酶活降低的盆栽表型相吻

合。表明 urtB 基因在固氮时期发挥重要作用。进

一步，对植株地上部分鲜重、瘤数、瘤重及固氮

酶活性进行数据统计分析(图 7)，结果发现接种突

变体菌株与野生型菌株相比，在地上部分鲜重、

瘤数、瘤重及根瘤固氮酶活性均存在显著性差异

(P<0.05, n=12)。 

2.7  补加氮素处理可恢复 △7653R urtB 的共生固

氮缺陷表型 

为了确认上述共生固氮缺陷表型(植株所表

现出的缺氮特征)确实是由于目标基因 urtB 的功

能失活所导致的，我们进一步在盆栽中额外补充 

氮素，并检测在接种 △7653R urtB 后紫云英的共

生表型。结果表明，野生型组根瘤为正常粉色根

瘤，加氮处理组突变株所结根瘤仍为白色小根瘤，

但植物叶片呈绿色(图 8)。经统计学分析，瘤数、

瘤重及固氮酶活与野生型相比仍表现出显著性差

异，但地上部分鲜重较野生型无显著性差异(表 3)。

所以不难看出，补充氮素能够弥补由于 urtB 基因

氮素转运功能缺失所导致的共生植株缺氮表型，

使得植物此时能够正常生长，从而地上部分生物

量与野生型无差异。这个结果进一步说明该基因

可能参与共生固氮过程中类菌体所固定有机氮素

的转运或同化吸收。 

 
 

 
 
 

图 7.  植株地上部分鲜重、瘤数、瘤重及固氮酶活的比较测定 

Figure 7.  Comparative quantification of the fresh weight of plant, number of nodule, nitrogenase activity and 
△fresh weight of nodule induced by 7653R urtB mutant. *: significant difference at P<0.05; the error bars represent 

the standard deviations of three independent experiments. 
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图 8.  补加氮素处理条件下 urtB 突变株共生固氮缺陷表型的恢复 

Figure 8.  Symbiosis phenotype restoration of urtB mutant after N addition treatment in pot plant experiment. A: 
Appearances of plant growth, 7653R-wild type (left, no nitrogen addition) △and 7653R urtB mutant (right, with 
nitrogen addition); B: Appearances of root nodulations, 7653R-wild type (left, no nitrogen addition) and 

△7653R urtB mutant (right, with nitrogen addition).  
 

表 3.  7653R△urtB 共生固氮缺陷表型的恢复测定 

Table 3.  Symbiosis phenotypes re △storation of 7653R urtB by the addition nitrogen in pot experiment 

Group 
Fresh weight of 
 plant/(g/plant) 

Number of 
nodule/(plant) 

Fresh weight of 
nodule/(g/plant) 

Nodule nitrogenase 
activity/(μmol/g nodule h) 

WT-7653R 0.57a±0.06 36.5a±0.16 0.09a±0.01 13.88a±2.52 

△7653R urtB+N 0.48a±0.04 20.67b±0.33 0.02b±0.02 6.27b±1.11 

The data is average of three replicates; values in each column followed by the different letter indicate significance difference (P<0.05). 

 

3  讨论 

生物固氮是指固氮微生物将空气中的 N2 还原

成 NH4
+的过程。根瘤菌与宿主豆科植物相互作用

形成根瘤，主要以类菌体(bacteroids)形式进行生物

固氮作用。根瘤菌与宿主豆科植物两者互利共生，

宿主豆科植物为根瘤菌提供作为碳源、能源以及

还原力的四碳二羧酸，作为回报[21]，根瘤菌将类

菌体中固定的有机氮分泌供给植物利用，同时自

身生长也需要氮素。 

在蓝细菌的研究报道中发现，urtB 基因可能

参与运输、结合蛋白、氨基酸、肽和胺，该超家

族蛋白对于氮素转运非常重要。在耻垢分枝杆菌

中有研究报道，调控氮代谢的转运体也包括尿素

ABC 转运体[21]。通过生物信息学分析，我们发现

7653R urtB 基因的保守结构域与蓝细菌非常相似。

系统发育分析该基因在中慢生根瘤菌中较为保

守，暗示了 urtB 基因可能参与中慢生根瘤菌中共

生体的形成及共生固氮中 N 素的运输。为了探究

华癸根瘤菌 urtB 基因对根瘤发育及共生固氮的影

响，本文进行了一系列实验及检测分析。转录组

分析显示 urtB 基因在共生固氮时期上调表达

16.8。荧光定量测定显示，该基因在根瘤形成及共

生固氮过程中的表达量都明显升高，说明了 urtB

基因参与根瘤形成与共生固氮过程。我们构建筛

选了 urtB 基因单交换突变体[22–23]，并检测在缺氮

条件下接种紫云英的共生表型。盆栽实验结果显

示，urtB 基因突变株地上部分矮小，叶片发黄，

根瘤颜色为白色，根瘤较小。突变体植株地上部

分鲜重、瘤数、瘤重及固氮酶活均显著性降低。

石蜡切片观察发现 urtB 基因突变导致根瘤含菌细

胞少、类菌体数量少。这些结果均表明 urtB 基因
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与根瘤发育及共生固氮密切相关。在有氮条件下

接种 urtB 突变株后发现，突变株所结根瘤仍为白

色小根瘤，瘤数、瘤重及固氮酶活仍然很低，但

地上部分长势和叶色与接种野生型 7653R 菌株无

明显差异，这进一步说明该基因可能参与根瘤发 

育和共生固氮过程中氮素的运输。另外共生体膜

上还存在大量其他的转运系统，如 MgtE 在豌豆根

瘤中被推测为 Mg2+转运子，它的缺失突变影响到

镁的代谢及 Mg2+-ATP 参与的固氮作用，产生结瘤

不固氮的共生表型(Fix-)[24]；百脉根硫转运子 SST1

缺失突变后，影响到电子传递而产生结瘤不固氮

的共生表型(Fix-)[25]；urtB 基因缺失之后导致了紫

云英结瘤不固氮，可能影响到类菌体所固定有机

氮素的转运或同化吸收。 

本文首次研究了根瘤菌中尿素 ABC 转运体在

氮素转运中对共生固氮的影响。我们通过生物信

息学及实验结果分析，认为中慢生根瘤菌中 urtB

基因可能在根瘤发育及共生固氮过程中参与氮素

的转运，但具体的转运机制还有待进一步实验研

究。可通过免疫电镜来观察根瘤中该基因蛋白的

表达定位；还可通过抽提突变株根瘤 RNA，采用

荧光定量方法检测其上下游基因 urtD、urtE 表达

情况，以及固氮酶铁蛋白 nifH 及谷氨酰胺合成酶

GS 基因等的表达[10]。 
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Construction and analysis of symbiotic phenotypes of urtB 
mutant in Mesorhizobium huakuii 7653R 

Xuejuan Zhou, Chuncao Ma, Yanan Li, Chang Hu, Youguo Li* 
State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, Hubei Province, China 

Abstract: [Objective] Urea ABC-transporter permease subunit UrtB may be involved in urea metabolism and 

branched-chain amino acid transport. This study aimed to obtain experimental evidence to clarify the effect of urtB 

gene on the nodulation and nitrogen fixation of Mesorhizobium huakuii and provide scientific basis for further 

study of its functional mechanism. [Methods] The structure characteristics and biological functions of UrtB protein 

were analyzed by bioinformatics, the expression pattern of urtB gene under free-living growth and symbiosis 

conditions were detected by fluorescent quantitative real-time PCR, and in situ expression of urtB gene in nodule 

tissue during nodulation process were detected by promoter fusion with β-glucuronidase activity. The urtB gene 

mutant was constructed by site-directed insertion, pot plant experiments and in combination with nitrogen addition 

treatment were carried out to identify symbiotic phenotypes and restoration. [Results] It showed that the urtB gene 

was anticipated to be involved in nitrogen transport of rhizobia. The expression level of urtB gene under symbiotic 

conditions was significantly up-regulated compared to that under free-living conditions, and urtB gene was highly 

expressed in the nitrogen-fixing zone of the mature nodules; an urtB mutant of 7653R was screened and obtained. 

Compared with the wild-type strain 7653R, the 7653R△urtB mutant inoculated with host plant resulted in an 

abnormal development of the nodule, and the above ground biomass of plants and nodule nitrogenase activity were 

significantly decreased. Adding nitrogen in the pot experiment could restore its symbiotic defective phenotype. 

[Conclusion] The urtB gene of Mesorhizobium huakuii may affect nitrogen transport or assimilation in root 

nodules, and therefore it plays an important role in root nodule development and symbiotic nitrogen fixation. 

Keywords: Mesorhizobium huakuii, urtB, mutant, symbiotic nitrogen fixation 
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