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摘要：【目的】探究花生根瘤菌 Bradyrhizobium sp. MM6 的 III 型分泌系统(T3SS)的结构及其在根瘤菌与

不同宿主建立共生关系中的作用。【方法】同源比对分析菌株 MM6 的 T3SS 基因簇的结构特征，并采用

三亲本接合转移的方法构建 T3SS 调节基因 ttsI 突变菌株；通过蛭石结瘤和石蜡切片实验，比较突变体

与野生型的共生固氮表型差异。【结果】经预测，MM6 的 T3SS 基因簇编码区长约 34.1 kb，可分为

3 个区域，包含 10 个保守结构基因和 8 个效应蛋白基因，与 B. diazoefficiens USDA110 相应基因的序列

相似性为 83%–93%；成功构建了 MM6 的 ttsI 突变株；ttsI 突变株与野生型分别与花生(S523 和 Y45)、
野大豆和大豆中黄 57 结瘤，ttsI 突变体在花生中的总瘤数显著增加(P<0.05)，根瘤中含菌细胞更多；ttsI

突变体在野大豆中平均每株植物增加 4 个根瘤，根瘤中含菌细胞更多，地上部干重相比野生型 MM6 显

著增加(P<0.05)；在大豆中黄 57 中，野生型 MM6 能形成红色的有效根瘤，ttsI 突变体不结瘤，且植株

叶片发黄，地上部干重相比野生型 MM6 显著降低(P<0.05)。【结论】MM6 的 T3SS 在花生和野大豆共

生体系中起着有害的作用，而在大豆中黄 57 的共生体系中起着有利的作用。 
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III 型分泌系统(T3SS)被称为纳米级的分子注

射器，在革兰氏阴性细菌与宿主相互作用中发挥

着重要作用。在病原菌中，通过 T3SS 分泌的效应

因子进入宿主细胞后会影响宿主防御反应系统[1]，

有利于病原菌进入宿主。在根瘤菌中，不同根瘤

菌菌株与不同豆科植物建立共生关系时，T3SS 会

起着有利、中性或有害的作用[2–4]。已研究的根瘤

菌的 T3SS 基因簇长 30–47 kb，其结构可以分为：

编码 T3SS 核心组成部分的保守基因简称为 rhc 

(rhizobium conserved)，编码 T3SS 分泌的效应蛋白

的基因简称为 Nops (Nodulation outer proteins），以

及编码调节蛋白的 ttsI 基因(原名 y4xI)，是一种转
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录激活因子[5]。 

根瘤菌侵染豆科植物的方式主要有侵染线侵

染和相对古老的裂隙侵染方式[6]，前者以大豆、苜

蓿等为模式植物，T3SS 在菌植互作的研究报道较

多[2–3,7]；而后者主要以合萌为模式植物，T3SS 在

建立共生关系中的作用略有研究[8]。已发现在侵染

线入侵的根瘤菌-大豆共生体系中，植物分泌的类

黄酮先与 NodD 蛋白结合后，诱导 ttsI 基因的表达，

TtsI 通过结合在 T3SS 相关基因的启动子上起始

T3SS 相关基因的表达[2]。然而最近研究发现，在

根瘤菌-合萌共生体系中，具有 T3SS 的不同慢生

根瘤菌菌株侵染不同种合萌时，T3SS 都在其中发

挥重要作用[8]。花生根瘤菌也是以裂隙侵染方式侵

染花生建立共生固氮体系，但是 T3SS 在根瘤菌-

花生共生固氮体系中的功能研究报道相对滞后。

本实验室对分离自广东省主要花生种植区的 71 株

花生根瘤菌代表菌株，采用 PCR 技术扩增其 T3SS

序 列 保 守 的 rhcRST 基 因 片 段 ， 发 现 包 括

Bradyrhizobium sp. MM6 在内的 23 株慢生型花生

根瘤菌具有 T3SS[9]。rhcRST 基因片段的系统发育

分析表明，MM6 与大豆共生的 B. diazoefficiens 

USDA110 亲缘关系更近[9]。为进一步明确 MM6

的 T3SS 的结构和功能，本研究在获得 MM6 基因

组草图的基础上，利用生物信息学分析其 T3SS 基

因簇的结构特征，并构建 T3SS 调节基因 ttsI 突变

菌株，通过蛭石结瘤实验，比较突变体与野生型

的共生固氮表型差异，探究 T3SS 在根瘤菌-花生

共生固氮体系中的功能。 

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，其中供试菌株 Bradyrhizobium sp. MM6 

(缩写 MM6)分离自广东省茂名土壤的花生根瘤，

由本实验保存，具体信息参见文献[10]。 

1.1.2  主要试剂及试剂盒：Ex Taq DNA 聚合酶、

dNTPs、Mix、T4-DNA 连接酶、琼脂糖凝胶电泳

Marker 购自 TaKaRa 公司，细菌总 DNA 提取试剂

盒、PCR 产物凝胶回收试剂盒购自美基生物公司。

研究所用 PCR 引物由上海英潍捷基公司合成，DNA

测序工作由深圳华大基因股份有限公司完成。 

1.1.3  培养基：活化及培养 MM6 及突变株采用

TY[11]或 YMA 培养基[12]，28 °C 培养。SM 培养基

用于三亲本接合转移实验的突变体筛选 [13]和培

养。活化及培养 E. coli 菌株采用 LB 培养基[14]，

37 °C 培养。 

1.1.4  引物：本实验所用引物见表 2。 

1.2  T3SS 结构比较分析 

利用 MM6 的 rhcRST 基因片段与基因组序列

进行比对，将其定位于相应的支架序列文件，然

后将 Scaffold 上预测到的编码序列与 NCBI 的 
 

表 1.  菌株和质粒 
Table 1.  Bacterial strains and plasmids used in this study 

Strains/Plasmids Characteristics Source 
Bradyrhizobium sp. MM6 Wide type, NAr This lab 
E. coli DH5α Host of recombinant plasmids This lab 
pMD19-T (simple) TA cloning vector, Ampr TaKaRa Co. 
pK18mobsacB Mutant strains construction vector, Kanr Miaolingbio. Inc 
pRK2013 Auxiliary plasmid, Kanr China Agricultural University 
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表 2.  实验所需引物 
Table 2.  PCR primers used in this study 

Primer names Sequences of primers (5ʹ→3ʹ) Characteristics 

ttsI-286F CGGAATTCGATGATTTCCTGCCCAAG The forward primer of ttsI exchange fragment 

ttsI-675R CCCAAGCTTGTGCCAACGAGTTCAAGAGTG The reverse primer of ttsI exchange fragment 

pK18mobsacB-T GGCCGATTCATTAATGCAGC The primer used in PCR amplifing 200 bp upstream of 
pK18mobsacB 

ttsI-818R GCGGAAACAGCAAAGCAAG Downstream primer for the downstream sequence of 
MM6-ttsI 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC The common forward primer of pK19 vector 

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGG The common reverse primer of pK19 vector 

 
GenBank 中已经提交注释的参比序列进行比对，

根据比对的结果绘制成 T3SS 基因簇基本结构图。

以 B. diazoefficiens USDA110 为参考菌株，根据基

因的序列相似性、大小以及转录的方向绘制 MM6

与 B. diazoefficiens USDA110 T3SS 基因簇的基本

结构对比图。 

1.3  △ttsI 突变体质粒载体的构建 

提取慢生型花生根瘤菌总 DNA，根据 ttsI 基

因 的 核 酸 序 列 设 计 上 下 游 引 物 ttsI-286F 和

ttsI-675R，分别添加 EcoR I 和 Hind III 酶切位点。

扩增 ttsI 基因的部分片段，与载体 pMD-19T 连接，

双酶切重组质粒和 pK18mobsacB 自杀载体，连

接、转化，获得 ttsI 基因体外突变的重组质粒

pK18mobsacB-△ttsI。DNA 提取参照文献[15]的方

法；质粒的提取、DNA 的限制性酶切和连接等操

作参照文献[16]的方法进行。 

1.4  花生根瘤菌 III 型分泌系统调节基因 ttsI 突变

菌株的获得 

三亲本接合转移的方法筛选获得 ttsI 突变菌

株，具体操作方法按文献[17]操作。突变体 PCR

验证后，进行克隆测序。 

1.5  蛭石结瘤实验 

分别收集培养至对数生长期的 MM6 野生型

菌体及其突变体的菌体用灭菌的生理盐水制成

40 mg/mL 的菌悬液。将花生汕油 523 (缩写为

S523)、粤油 45 (缩写为 Y45)、大豆中黄 57 (缩写

为 GM57)和野大豆(缩写为 GS)的种子表面消毒并

播种[18]。以不接菌的植物作为空白对照，1 mL 野

生型菌株和△ttsI 突变菌株菌液分别接种不同宿

主植物，每个处理 3–5 个重复。置于 26–28 °C 培养，

光照和黑暗时间分别为 16 h 和 8 h。培养 40 d 后

收获并统计总瘤数和地上部干重，同时固定根瘤

进行石蜡切片分析[10]。 

2  结果和分析 

2.1  T3SS 基因簇的基本结构 

对 Bradyrhizobium sp. MM6 基因组草图测序

经数据组装后得到 MM6 基因组大小约为 9.28 Mb，

GC 含量 62.86%，共 127 个 scaffold 文件，350 个

contig 文件。基因组组分分析预测 MM6 基因组中

含有 9258 个基因，总长度约为 7.72 Mb，平均长

度为 834 bp，占基因组全长的 83.21%。利用已知

的 MM6 菌株的 rhcRST 基因片段与基因组进行比

对，将 MM6 的 T3SS 定位在 Scaffold10 上，将

Scaffold10 上的编码序列与 NCBI 的 GenBank 中已

经提交注释的参比序列进行比对，发现 MM6 的
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T3SS 基因簇位于 Scaffold10 上编号为 1299–1341 基

因区域，总长度约为 34.1 kb，GC 含量 57.9%，单

个基因如 ttsI 基因的 GC 含量为 57.8%，rhcV 基因

的 GC 含量为 56.6%。根据比对的结果绘制成 T3SS

基因簇基本结构图(图 1)，图中 MM6 T3SS 中的基

因组成根据编码蛋白的功能的不同主要分为 3 类，

分别是编码装置结构蛋白的保守基因、编码分泌

蛋白的效应基因和编码调节蛋白的基因；此外，

还包括迄今为止功能未明确的基因，暂时命名为

假定蛋白基因。具体的比对结果及基因注释结果

见附表 1。 

MM6 的 T3SS 基因簇由 3 个区域组成：Region I、

Region II 和 Region III。Region I 位于中央区域，

包含有编码 T3SS 核心组分的基因 rhcC1、rhcJ、

nopV、rhcN、nopZ、rhcQ、rhcR、rhcS、rhcT 和

rhcU，这些基因在组成和组织上都是高度保守的[1]。

T3SS 中的调控蛋白基因 ttsI 位于 Region II 中。 

Region II 和 Region III 主要包含效应基因，如

nopAJ、nopAR、nopE1、nopH、nopY 和 nopM，

以及一些假定蛋白基因，如图 1 中黑色箭头所示。 

2.2  MM6 与 B. diazoefficiens USDA110 T3SS 基

因簇基本结构的比较分析 

根据 MM6 与 B. diazoefficiens USDA110 基因

的序列相似性、大小以及转录的方向绘制 T3SS 基

因簇的对比图中(图 2)，MM6 的保守结构基因 

rhcC2、rhcU、rhcT、rhcS、rhcR、rhcQ、rhcN、

rhcJ、rhcC1、rhcV 与 B. diazoefficiens USDA110

相应基因的序列相似性为 87%–93%；效应蛋白基

因 nopAR (1326)、nopZ (1318)、nolV、nopE1 (1312)、

nopH (1311) 、 nopY (1309) 与 B. diazoefficiens 

USDA110 相应基因的序列相似性为 83%–93%；调

节基因 ttsI 与 B. diazoefficiens USDA110 ttsI 基因

的序列相似性为 94%。此外，两者 T3SS 基因簇的

基因转录方向完全一致，基因的长度相近。 

2.3  MM6△ttsI 突变体的构建和验证 

根据同源单交换的原理，采用三亲本接合转

移的方法构建了 ttsI 基因的突变体。将通过三亲本

接合转移获得的能够在含有 NA+和 Kan+抗性的 SM

筛选平板上生长的接合子，用引物 pK18T/ttsI-818R

进行 PCR 验证，同时以野生型 MM6 总 DNA 模板

为阴性对照，接合子可以扩增出约 749 bp 的片段，

阴性对照没有扩增出条带，证明接合子确实发生

ttsI 基因的插入突变(图 3)。为进一步明确△ttsI 突变

株的 ttsI 基因成功发生了插入突变，将△ttsI 突变株

与花生形成的根瘤进行分菌，将类菌体分离至 YMA

平板上，挑取镜检形态大小正确且 PCR 验证条带大 

 

 
 

图 1.  MM6 T3SS 基因簇基本结构图 
Figure 1.  Basic structure of MM6 T3SS gene cluster. 
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图 2.  Bradyrhizobium sp. MM6 和 B. diazoefficiens USDA110 T3SS 基因簇的对比图 
Figure 2.  Comparison of the type III secretion gene clusters in Bradyrhizobium sp. MM6 and B. diazoefficiens 
USDA110. Colored strips represent the conserved gene regions between the compared strains, and the color 
indicates the percentage similarity. 

 

 
 

 

图 3.  MM6 △ttsI 突变体验证的电泳图 
Figure 3.  The electrophoretic diagram of the 
MM6△ttsI mutant. M: DL2000 DNA marker; lane 1: 
PCR product of ttsI mutant genomic DNA; lane 2: PCR 
products of wide-type MM6 genomic DNA. 

 
小为 749 bp 的菌体进行扩繁，提取基因组 DNA，

用引物 pK18T/ttsI-818R 进行 PCR 扩增，将纯化后

的 PCR 产物进行克隆，送至深圳华大基因股份有

限公司进行测序。测序结果见图 S1、S2、S3。 

2.4  MM6△ttsI 突变体以及野生型菌株与不同花

生品种的结瘤 

将野生型 MM6 和 MM6△ttsI 突变体分别接种

花生汕油 523 和粤油 45。在汕油 523 和粤油 45

中，接种突变体与 MM6 野生型菌株相比，总瘤数

增加，且存在显著性差异(图 4-A，P<0.05)，但是

地上部干重没有明显的差异(图 4-B)。两个花生品

种相比，MM6 菌株的野生型和突变体在粤油 45

中能形成更多的根瘤(图 4-A)。比较不同品种花生

的叶片发现：在汕油 523 中，接种突变体的植株

叶片比接种 MM6 野生型菌株的绿，接种野生型菌 

株的植株叶片出现较为明显的缺氮现象(图 4-C)；

而在粤油 45 中，接种突变体的植株叶片和接种

MM6 野生型菌株的没有明显的差异(图 4-D)。 

对花生汕油 523 和粤油 45 的根瘤进行石蜡切

片并显微观察，发现在花生汕油 523 中，接种

MM6△ttsI 菌株的根瘤切片比接种 MM6 野生型菌

株的含菌区域更大，含菌细胞更多(图 5-A)；在花 

生粤油 45 中，接种 MM6 野生型菌株的根瘤切片

染色较浅，中央区域含有大量的未被根瘤菌侵染

的细胞，含菌细胞明显少于接种 MM6△ttsI 菌株

的根瘤切片(图 5-B)。 
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图 4.  MM6△ttsI 突变体以及野生型菌株与花生的共生表型 
Figure 4.  Symbiotic phenotypes of the ttsI mutant and wild-type strain with peanut. *: significant difference at 
P<0.05; ns: no significant difference. The error bars represent the standard deviations of three independent 
experiments. C: S523; D: Y45. 

 

 
 

图 5.  MM6 及 MM6△ttsI 突变体侵染花生后的根瘤石蜡切片 
Figure 5.  The paraffin section of root nodules after peanut infection by MM6 and its mutants. The semi-thin 
nodule section magnified 100 times (10×10). A: S523; B: Y45. 
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2.5  MM6△ttsI 突变体以及野生型菌株与野大豆

和大豆的结瘤 

在野大豆中，接种 MM6 野生型菌株形成的根

瘤数平均为 1 个，而接种 MM6△ttsI 菌株形成的

根瘤数平均能达到 5 个，且接种突变体的植株地

上部干重比接种 MM6 野生型菌株的重，并存在显

著性差异(图 6-A)。在大豆中黄 57 中，接种 MM6

菌株的植株平均根瘤数为 4 个，切开后为红色的

有效根瘤；接种 MM6△ttsI 菌株的植株除 1 株植

物上出现 1 个瘤状物外，其他重复均没有形成根

瘤，接种突变体的植株地上部干重比接种 MM6

野生型菌株的轻，并存在显著性差异(图 6-A)。比

较植物的叶片发现：在野大豆中，接种突变体的

植株叶片比接种 MM6 野生型菌株的绿(图 6-B)；

在大豆中黄 57 中，接种突变体的植株叶片出现更

为明显的缺氮现象(图 6-C)。 

对野大豆根瘤进行石蜡切片并显微观察，发

现在野大豆中，接种 MM6△ttsI 菌株的根瘤切片

的含菌细胞区域较大，含菌细胞更多(图 7-A)。 

3  讨论 

豆科植物与根瘤菌之间存在共生特异性，根

瘤菌的 T3SS 与其宿主特异性有关。不同植物在氮

饥饿条件下会产生不同种类的类黄酮物质，进而

吸引其根际的根瘤菌，并激活相应根瘤菌的 NodD

蛋白，类黄酮与 NodD 蛋白的响应具有特异性。

在以“侵染线”入侵的大豆根瘤菌中，被激活的

NodD 能诱导 ttsI 基因的表达，ttsI 基因编码转录

激活因子，结合于高度保守的 tts-boxes 区域，从

而诱导 T3SS 的激活和效应分子的表达[19]。已发现

具有抗性的大豆检测到 T3SS 的活性后，就会表达

抗性基因 R，产生由效应蛋白引起的保护性的免

疫应答(effector triggered immunity, ETI)，也称超敏

反应。其特征是出现快速的、局部的细胞重组性

死亡，从而阻止病原微生物的扩散[20]。研究表明，

在以“侵染线”入侵的大豆-根瘤菌共生体系中，植 

 
 

图 6.  MM6△ttsI 突变体以及野生型菌株与野大豆以及大豆中黄 57 的共生表型 
Figure 6.  Symbiotic phenotypes of the ttsI mutant and wild-type strain with wild Glycine soja and Glycine max 57. 
*: significant difference at P<0.05; **: significant difference at P<0.01; ns: no significant difference. The error bars 
represent the standard deviations of three independent experiments. B: GS; C: GM57. 
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图 7.  MM6 及 MM6△ttsI 突变体侵染野大豆后的根瘤石蜡切片 
Figure 7.  The paraffin section of root nodules after Glycine soja infected by MM6 and its mutants. The semi-thin 
nodule section magnified 40 times (4×10). 

 

物防御过程和根瘤菌 T3SS 编码的效应分子是决

定根瘤菌的宿主范围的因素之一[7]。在根瘤菌以

“裂隙”方式侵染豆科植物的共生体系中，目前许

多研究集中于慢生型根瘤菌-合萌这一共生体。在

非光合慢生根瘤菌 Bradyrhizobium elkanii USDA61

中，研究者发现它可以通过 T3SS 与不依赖结瘤因

子的合萌物种 Aeschynomene indica 共生结瘤，细

胞学分析发现根瘤中出现了褐色坏死的区域，说

明 B. elkanii USDA61 通过 T3SS 入侵 A. indica 细

胞时引起了植物的免疫防御反应，抑制了根瘤菌

在宿主细胞内的繁殖 [21]。此外，发现所有能与

A. indica 共生结瘤的慢生型根瘤菌都具有 T3SS，

但是并不是所有具有 T3SS 的菌株都能与 A. indica

结瘤，如 B. diazoefficiens USDA110，这说明除了

T3SS 装置外，菌株通过 T3SS 分泌的特定的效应

蛋白在同宿主的分子对话过程中也发挥着重要作

用 [21]。具有光合能力的慢生根瘤菌 ORS285 的

T3SS 结构基因 rhcN 突变后，在不依赖于结瘤因

子的合萌物种中的结瘤能力与野生型 ORS285 的

没有差别，但是在依赖于结瘤因子的 A. uniflora

中能形成更多的根瘤，且根瘤发育更好，而在 A. 

afraspera 中，与野生型 ORS285 相比，形成的根

瘤更少，这暗示了 ORS285 可能具有特殊的 T3SS

的效应混合物，可以影响与依赖结瘤因子的合萌

宿主的结瘤，但是对于不依赖结瘤因子的合萌宿

主没有影响[21]。与合萌相似，根瘤菌也是以裂隙

侵染的方式进入花生[22]。T3SS 在慢生根瘤菌-花

生共生体建立过程的作用未有报道。本研究通过

构建 MM6 ΔttsI 突变体并接种不同侵染方式的豆

科宿主，发现 T3SS 中的调节基因 ttsI 突变后，突

变菌株与花生汕油 523 和粤油 45 以及野大豆共生

结瘤的能力增强，说明 T3SS 在野生型的 MM6 菌

株与花生和野大豆建立共生体过程中起着有害的

作用；但是突变菌株丧失了与大豆中黄 57 的结瘤

能力，说明 T3SS 在野生型的 MM6 菌株与大豆

中黄 57 建立共生体的过程中起着有利的作用。

由此可见，花生根瘤菌 MM6 中的 T3SS 在其与

不同宿主建立共生体的过程中发挥着不同的作

用。这一结果表明，不同宿主豆科植物对根瘤菌

菌株具有选择性，这种专一性涉及了 T3SS 分泌

的效应蛋白在两者对话过程中的功能。然而，在

此分泌系统中哪些效应因子起着关键的作用还

是未知，需要进一步构建不同效应因子突变体进

行深入探究。 
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基因水平转移是形成根瘤菌多样性及适应新

环境的主要动力[23]。在本研究中，根据 MM6 的基

因组草图测定结果，菌株的全基因组的 GC 含量为

62.86%，T3SS 基因簇的 GC 含量为 57.9%，与基

因组的 GC 含量相差 4.96%，其中 ttsI 和 rhcV 基因

的 GC 含量分别与基因组的 GC 含量相差 5.06%和

6.26%。这表明 MM6 的 T3SS 中的一些基因很可能

是通过水平转移获得的。根据 MM6 菌株的基因组

草图数据，我们绘制了 MM6 的 T3SS 基因簇的基

本结构图，发现和其他慢生型根瘤菌的 T3SS 基本

结构很相似。将 MM6 的 T3SS 基因簇与目前研究

比较深入的标准菌株 B. diazoefficiens USDA110 的

T3SS 基因簇进行比较，发现 MM6 的 T3SS 基因簇

的组成及结构与 B. diazoefficiens USDA110 的很一

致，且基因序列相似性高。 
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Structure and function of type III secretion system in peanut 
Bradyrhizobium sp. MM6 

Yongxiu Lai, Meijuan Hu, Huaqin Ruan, Jingyu Chen, Xue Li, Ting Li, Huanhuan Jin, 
Jun Gu* 
School of Life Sciences, South China Normal University, Guangzhou 510631, Guangdong Province, China 

Abstract: [Objective] To reveal the functions of type III secretion system (T3SS) of peanut Bradyrhizobium sp. 
MM6 interacting with different host plants. [Methods] We analyzed its structural characteristics of T3SS gene 
clusters by BLASTn in NCBI related database, and constructed the T3SS regulatory gene ttsI mutant by 
homologous single exchange. We also compared the differences of symbiotic phenotype between the MM6 and its 
ttsI mutant by nodulating experiment. [Results] The T3SS gene clusters of MM6 included 3 regions containing 10 
conserved structural genes and 8 effectors. The similarity was 83% to 93% with B. diazoefficiens USDA110 
corresponding genes sequence. The total nodule number and fresh root nodule weight significantly increased in the 
ttsI mutant nodulating peanut and wild soybean. In soybean Zhonghuang 57, the MM6 formed red effective root 
nodules, whereas the ttsI mutant only formed 1 empty nodule, and the plant leaves turned yellow, and the dry 
weight of aboveground part was significantly lower than that of the wild type strain. [Conclusion] The T3SS of 
MM6 played a negative role in the symbiosis system of MM6 with peanut and wild soybean, whereas it played a 
positive role when nodulated with the soybean Zhonghuang 57. 
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