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毛萼田菁茎瘤菌被种子浸提物诱导表达基因的筛选及其功能

蔡文通，蔡韬，张江，郑会明，钟增涛!，朱军
（南京农业大学生命科学学院，南京 .#//"&）

摘要：【目的】选择毛萼田菁茎瘤菌 NO’&$# 为研究对象，筛选毛萼田菁茎瘤菌在菌植互作早期被宿主植物种

子浸提物诱导表达的基因。【方法】采用新颖的基于抗性的活体表达筛选技术，以种子浸提物为诱导物，筛

选获得能够稳定被种子浸提物诱导的突变株。通过中间片断融合报告基因的方法研究信号分子对相关基

因的诱导情况。【结果】随机引物 P3O 产物测序及网上 QRS’C 结果表明，被诱导表达的基因为 RT=H 家族的

成员。而且，对另外 A 个属根瘤菌中 *./0 基因的研究发现，它们都可以被相应的宿主植物种子浸提物诱导

表达。此外，这四株根瘤菌的 *./0 突变株都表现对刀豆氨酸极为敏感。本文首次报道了 *./0 家族在根瘤菌

中的生理功能。【结论】我们推测：RT=H 家族蛋白可能广泛存在于根瘤菌中，并在根瘤菌与宿主植物的早期

相互作用中发挥重要作用。
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毛萼田菁（ ,1/)$-&$ ’(/#’$#$）与毛萼田菁茎瘤菌

（!2(’3&2()&45 "$4*&-(6$-/ NO’&$#）建 立 的 共 生 体 系，

可同时形成根瘤和茎瘤。茎瘤与根瘤相比具有许多

优越性，如固氮酶活性高，固氮量大，化合态氮耐受

性高等。而且，茎瘤的形成不受植物根毛的限制和

土著根瘤菌竞争的影响［#］。由于毛萼田菁与毛萼田

菁茎瘤菌建立的共生体系的固氮能力较只产生根瘤

的固氮体系要高很多，所以毛萼田菁被广泛的在热

带地区作为绿肥使用。因此，研究毛萼田菁茎瘤菌

具有很重要的应用意义。

豆科植物与根瘤菌的共生识别是一种双向的信

号物质交换过程。早期是豆科植物的根或种子分泌

类黄酮物质，诱导根瘤菌的结瘤基因表达，产生结瘤

因子，分泌到胞外后被植物所识别，从而引发植物某

些特异性的基因表达，最终导致根毛卷曲等一系列

变化。

已有报道表明，种子浸提物和根系分泌物都能

诱导根瘤菌某些早期结瘤基因的表达。其中，研究

最广泛的是具有趋化诱导作用的黄酮类物质。作为

植物的共生信号，黄酮类物质与根瘤菌的结瘤调节

基因 -(67 的 产 物 一 起 发 挥 作 用，诱 导 结 瘤 基 因

-(6!89 等的表 达，形 成 根 瘤 菌 结 瘤 因 子 % 寡 脂 多

糖，结瘤因子分泌到菌体外并作用于根尖，最终诱导

根瘤的形成［.］。本文以种子浸提物作 为 诱 导 物，采

用新颖的基于抗性的活体表达筛选，筛选到可被诱

导的 $/&0 基因，同源比对发现，$/&0 是 RT=H 家族的

一员。研究表明该基因对根瘤菌与宿主的早期识别

具有重要意义。由 于 RT=H 家 族 在 根 瘤 菌 及 茎 瘤 菌

中报道的很少，所以 $/&0 可以为我们了解豆科植物

与根瘤菌的共生识别提供新的思路。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株与质粒：本试验所用菌株和质粒见表 #。



表 ! 本研究中所用的菌株和质粒
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! "! "# 培养基和培养条件：毛萼田菁茎瘤菌及相关

突变株采用 >X 培养基，在 EIY 下培养。其 它 根 瘤

菌及 相 关 突 变 株 采 用 !> 培 养 基，在 =QY 下 培 养。

, P .%+# 菌株采用 X’ 培养基，在 EIY下培养。所用

抗生素终浓度：链霉素（40）为 &<<#OZ0X，卡那霉素

（L0）为 G<#OZ0X，, P .%+# 4C&<!/+*（/B@=H<）所用氨苄

青霉素（:/）为 &<<#OZ0X，氯霉素（70）为 =<#OZ0X。

! "! "$ 试 剂 与 仪 器：各 种 限 制 性 内 切 酶 购 自

!"L"8" 公司或 S%*0%-)", 公司；MT6[（邻硝基苯\$\F\
半乳吡喃糖苷，5\T+)*5/2%-3$-\$\F\["$"()5/3*"-5,+.%），

K6![（ 异 丙 基\$\硫 代 半 乳 糖 苷， +,5/*5/3$\$\
F)2+5O"$"()5,+.%），]\["$，7"-"N"-+-%（刀 豆 氨 酸，7:T）

购于 4+O0" 公司；809 FT: 聚合酶和 !UFT: 连接酶、

678 产 物 纯 化 试 剂 盒 及 胶 回 收 试 剂 盒 均 购 自

6*50%O" 公 司；引 物 合 成 及 FT: 测 序 均 由 深 圳 华 大

基因研究院完成。

! "# 种子浸提物（%&）的制备

取 U< O 毛萼田菁种子，先用无菌水洗干净。再

用 I<^酒精进行表面消毒。消毒处理后，用无菌水

清洗两次，最后加入 &<< 0X 无菌水 =QY浸泡两天。

收集 浸 泡 液，加 无 菌 水 至 &<< 0X，过 滤 除 菌，于 _
=<Y贮存。

! "$ 接合转移建立突变子文库

受体 :;(< 和供体 , P .%+# 4C&<!/+*（/B@=H<）进

行两亲接合，参照文献［I］进行操作。

! "’ 目的菌株的筛选

由于 0"*+-%* 转座子（见表 &，6$",0+.,）上含有没

有启动子 的 卡 那 霉 素 抗 性 基 因（L0* ），当 它 转 座 插

入到某个启动子 后 面 或 基 因 的 内 部，L0* 的 表 达 就

会受到该启动子的调控。将转座子突变文库中的插

入突变 株 稀 释 适 当 的 倍 数 后，涂 布 于 含 有 40&<<，

L0U<，4D & （̂JZJ）的 >X 平板上。长出的菌落，就

是 L0* 基因得到表达的突变株，即卡那霉素抗性基

因插在组成型表达的基因内或者是被种子浸提物诱

导表达 的 基 因 内。挑 取 这 些 菌 落，分 别 点 在 L0U<
和 L0U<，4D & （̂JZJ）的 >X 平板上。如果转座子文

库中的突变株在两种固体培养基上都生长，说明为

组成型表达的启动子；如果只在含根系浸提物的平

板上生长，这说明卡那霉素抗性基因很有可能插在

了被种子浸提物诱导表达的基因内，这些插入突变

株即为候选的目的菌株。

! "( )*+# 生长曲线的测定

按 &^ 接 种 :;(= 至 两 瓶 含 有 G<#OZ0X 卡 那 霉

素的 >X 液 体 培 养 基 中，一 瓶 加 入 &^ 种 子 浸 提 物

（4D），另一瓶加入等量的去离子水做对照，EIY摇床

培养。每 隔 Q 2 测 定 菌 体 浓 度（ :;H<< ），绘 制 生 长

曲线。

! ", 任意 -./（)01230405 -./）对目的基因的扩增

及序列分析

按照文献［U］进行操作。序列如下：&EI\&：G‘\7\

=I&& ?%-)5-O 7"+ %) "$ P Z 1.*0 7#./%&#%+%<#.0 5#2#.0（=<<a）Ua（a）



!"""!#!##!""!$$$!$%&’；(&)%*：+’%#$$##"$#%
!#!""$!""#"%&’。!,-./,0,1 2#3 第二轮 产 物 分 别

以 (&)%*，45%* 为相应的测序引物，提交至深圳华大

基 因 研 究 院 进 行 67! 测 序，测 序 结 果 采 用

#89:;<0:0=;, 2,9>;??.9:08 @A./; 软 件 进 行 67!
?;BA;:C; 比 对，拼 接 两 端 序 列 并 在 7D#E 数 据 库 中

DF!@$ 的 /,0:?80/;G BA;,1 H? I J,9/;.: G0/0-0?;（D80?/K）

分析。

! "# !"#$ ""#$ %"#& ’"#$$ (!)* 转录融合表达菌株的

构建

以 !"#$ 为例，在已获得的 !"#$ 基因中间选取一

段 L+M -J 左 右 的 片 段，根 据 此 片 段 设 计 一 对 引 物，

上游引物带有 $%&3!酶切位点，下游引物带有 ’(!

!酶 切 位 点。2#3 扩 增 出 目 的 片 段，然 后 与 载 体

JNE4((* 分别经双酶切后，经电泳检测，胶纯化回收

目的片段，酶连，电转化入 $ O %&)# DP*MQ)Q 中，再通

过酶切验 证 以 得 到 阳 性 克 隆，命 名 为 J!RC(。 将 该

菌株 和 !RCM 进 行 双 亲 接 合。由 于 JNE4((* 是 自 杀

性质粒载体，其通过接合进入 !RCM 后，无法复制，但

是质粒 J!RC( 上的 !"#$ 片段可以 与 !RCM 基 因 组 上

!"#$ 发生同源重组，进而将 J!RC( 整合在染色体上。

得到 目 的 接 合 子，液 体 SF 培 养 基 培 养 后 抽 提 总

67!，以 !"#$ 表达引物和 F0CT%9A/ 为上下游引物，验

证 J!RC( 在 !RCM 中是否发生同源重组，得到的重组

子命名为 !RC(。

! "% !$半乳糖苷酶活性的测定

按照文献［U］进行操作。

! "& ’() 敏感性试验

按照文献［V］进行操作。

图 ! (*+, 插入失活突变株 (-./ 的生长曲线

W.= O ( ",9X/Y CA,H; 9> !"#$ .:?;,/.9: 5A/0:/ X./Y ?;;G ;KAG0/;?（@Z）O

/ 结果

/ "! 目的突变株的获得及验证

通过上述平板筛选的方法，从 ++MM 个突变株中

筛选获得了一株可以被稳定诱导的突变株，即在平

板上表现出极大的生长差异。为了验证所得结果，

测定了突变株 !RC* 的生长曲线。由图 ( 可知，当没

有种子浸提物存在的情况 下，!RC* 在 45 的 作 用 下

被杀死，生长受到抑制，在 QL 小时内 [6QMM 值几乎

没有变化。而当种子浸提物存在，!RC* 表现出正常

的生长规律，这是因为种子浸提物诱导了转座子上

游启动子 的 表 达，因 此 45, 被 诱 导 表 达，表 现 为 对

45 不敏感。

/ "/ 012+342 转座子插入位点侧翼序列分析

以 !RC* 的 基 因 组 67! 为 模 板，分 别 以 50,.:;,
转座子 +’端和 &’端 的 引 物 进 行 任 意 2#3 扩 增 分 别

得到 50,.:;, 转座子的 +’和 &’端的序列各 UMM -J 左

右，以 !RCM 为阴性对照未扩增到任何片段。经 67!
测序，去除两序列上转座子序列、拼接后经 ";:D0:\
序 列 同 源 性 比 对 发 现：50,.:;, 转 座 子 插 入 在

*+&,-#+&(#./ %!.)#0&1!0" [3@+)( 的 F%赖 氨 酸 输 出 蛋

白基因（命名为 !"#$）(&( -J 和 (&* -J 之间。该基因

（";:D0:\ 登录号 W]Q(*LLV）由 QMQ 个核苷酸组成，与

^<TM 的 /"#* 基因有 +Q_的同源性。

图 / 不同根瘤菌菌株中 (+"$ 基因受刀豆氨酸诱导表达

的情况

W.= O * )2"$ ;KJ,;??.9: .:GAC;G -1 #!7 .: G.>>;,;:/ 3Y.R9-.0 ?J;C.;? O

/ "5 !"#$ 及其他相似基因的诱导表达分析

本实验室已有的实验结果表明（未发表数据）甘

草种子浸提物 中 含 有 的 #!7 能 够 诱 导 天 山 根 瘤 菌

##D!‘&&MQ 中 /"#* 的 表 达，/"#* 突 变 株 表 现 为 对

#!7 敏感。!?.Z 和 <?.! 氨基酸序列有 +Q_的同源

性。用 !"#$ 的 序 列 在 7#DE 上 D80?/a 结 果 显 示，很

多根 瘤 菌 的 基 因 组 中 都 有 !"#$ 的 同 源 基 因，包 括

3#0&,-#+&(#./ "4 O ((*U 中的 ""#$ 和 5-#+&(#./ 67)# #Z&
中的 ,"#$，与 !"#$ 同源性分别为 ++_和 +L_。本实

验选取了实验室保存的根瘤菌菌株并结合 7#DE 数

据库上已有的序列信息，对 !"#$ 同源基因都构建了

)!%8 中间片断转录融合表达体系，检测这 些 基 因 的

诱导表达情况。结果发现，!"#$ 只能被 #!7 诱导表

&)((蔡文通等：毛萼田菁茎瘤菌被种子浸提物诱导表达基因的筛选及其功能 O b微生物学报（*MMV）LV（V）



达，而三种碱性氨基酸和其他已报道过的可以诱导

!"#$ 基 因 表 达 的 氨 基 酸［!"］都 不 能 诱 导 %#&$ 表 达

（#$%%&’()*+ )*,&’-.()&*）。而且，%#&$ 在四种根瘤菌中

的同 源 基 因 都 可 以 不 同 程 度 地 被 /01 诱 导 表 达。

由图 2 可知，该类基因的本底表达量很低，而在 345!
中的诱导能力高达约 26 倍。

! "# !"#$ 及其同源基因的突变株对刀豆氨酸的敏

感性分析

对于不同 属 的 根 瘤 菌，用 !""!+7-8 刀 豆 氨 酸

同时处理野生型和突变株后，进行梯度稀释，计算单

菌落数量。结 果（图 9）发 现，刀 豆 氨 酸 处 理 野 生 型

菌株，几乎没有造成菌数量的减少；而同样的条件作

用于突变株，细菌数量显著降低，未处理的细胞数量

约为处理后的 !"" : !""" 倍。

图 $ !"#$ 及其在不 同 根 瘤 菌 中 同 源 基 因 的 突 变 株 对 刀

豆氨酸的敏感性

;)+ < 9 #=*>)()?)(@ (& A.*.?.*)*= &, %#&$ -$(.*( .*B >)-)C.’ -$(.*(> )*

&(4=’ D4)E&F). >%=A)=> <

$ 讨论

本文采用新颖的基于抗生素的活体表达筛选技

术，在毛萼田菁茎瘤菌中筛选获得一个可被种子浸

提物诱导表达的基因 %#&$，G80#H 比对后发 现 其 属

于 8@>I 家 族。利 用 J’=B)A(J’&(=)* 对 0>)I 进 行 结 构

预测发现此蛋白具有六个疏水区，但只有五个螺旋

跨膜区域，这些区域是很多膜上运输蛋白具有的典

型结构域。此结果与 K’C5)A 等通过基因融合表达得

到的结果一致［!"］。进一步分析证明，种子浸提物中

的刀豆氨 酸 可 以 诱 导 %#&$ 的 表 达。对 实 验 室 已 有

菌株 !"#$ 家族基因的表达分析发现，它们都可以在

不同 程 度 上 被 刀 豆 氨 酸 诱 导 表 达，而 且，%#&$ 缺 失

突变株 0EA! 对 刀 豆 氨 酸 很 敏 感，而 野 生 型 0EA" 的

生长却不受刀豆氨酸影响。

G=CC 等（!LMN）报道，8O刀豆氨酸普遍存在于豆科

的 2P" 属，!2"" 种植物中。由于 8O刀豆氨酸结构与

8O精 氨 酸 的 结 构 类 似，精 氨 酰O(D10 合 成 酶 会 将 刀

豆氨酸误认为精氨酸，在蛋白质的合成过程中添加

到多肽链中，含刀豆氨酸的肽链不能正确的折叠从

而导致蛋白质变性，导致细胞在形态和生长上出现

异常［!!］。

8@>I 家族 氨 基 酸 运 输 蛋 白 最 早 在 谷 氨 酸 棒 状

杆菌（ ’()"*+,%-.+)&/0 1!/.%0&-/0）中 被 发 现，其 功 能

是将胞内过量的赖氨酸运出到胞外［!2］，后来在其它

细 菌 中 也 有 发 现。1.*B)*=*) 等 报 道，大 肠 杆 菌 中

Q++0 与 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 的 8@>I 具 有 很 高 的 相 似

性，而且 Q++0 可 以 将 胞 内 的 精 氨 酸 和 刀 豆 氨 酸 运

输到胞外，Q++0 突 变 株 表 现 出 对 刀 豆 氨 酸 敏 感［L］。

而 %#&$ 与谷氨酸棒状杆菌的 !"#$ 具有 M"R 的同源

性，所以我们推测，毛萼田菁茎瘤菌中存在 %#&$ 可

以将 8O刀豆氨酸运输到胞外，消除其对细胞的毒性

作用。在许多豆科植物中，其种子萌发时可以分泌

大量的刀豆氨酸，作为防御因子控制根际土壤中微

生物的种类和数量，ISSIDH 等实验表明 蜡 状 芽 孢

杆菌 2%-&!!/# -+)+/# 刀豆氨酸抗性突变株 TU2""" 和

野生型 TUN6 相比，可以 更 好 的 在 苜 蓿 种 子 周 围 生

长［!9］。

刀豆氨酸作为一种植物的防御因子，可以抑制

某些根际细菌的生长。由于毛萼田菁茎瘤菌中存在

%#&$，可以将 8O刀豆氨酸运输到胞外，消除其毒性作

用。本实验中 检 测 到 在 不 同 属 的 根 瘤 菌 中 !"#$ 都

可以被刀豆氨酸诱导，同时 8@>I 家族蛋白在根瘤菌

中普遍存在，可以推测这类蛋白能使根瘤菌更好的

适应豆科植物种子周围较高浓度的刀豆氨酸，从而

为根瘤菌与宿主植物的早期相互作用提供良好的基

础，这也许是根瘤菌与宿主植物在长期的进化过程

中相互选择适应的结果，本研究结果为根瘤菌与宿

主植 物 之 间 的 协 同 进 化 提 供 了 理 论 依 据 和 新 的

思路。
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