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利用细菌双杂交文库筛选华癸中慢生根瘤菌
7653R 中与外膜蛋白 Opa22 互作的蛋白
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摘要 为研究华癸中慢生根瘤菌(Mesorhizobiumhuakuii)7653R外膜蛋白 Opa22在共生固氮过程中的作

用机制,构建了细菌双杂交基因组随机文库,并以 Opa22为诱饵,钓取与其相互作用的候选靶蛋白。结果获得

12个与Opa22蛋白互作的阳性克隆,为后续研究Opa22的作用机制提供了新的线索和思路,同时也为开展根瘤

菌蛋白互作的研究构筑了良好的技术平台。
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  根瘤菌和豆科植物的共生固氮是一个多基因参

与的复杂过程,涉及到多种细胞信号传递途径及多

个蛋白的相互作用[1-2]。随着愈来愈多根瘤菌基因

组测序的完成,更多的学者开始致力于共生固氮中

蛋白互作网络的研究,以期从蛋白互作的角度进一

步完善对根瘤菌共生固氮分子机理的认识。细菌双

杂交系统是一种在细胞内研究蛋白质互作的有效方

法,与酵母双杂交系统相比,它具有如下一些优点:
大肠杆菌比酵母菌生长繁殖快、转化效率高、遗传操

作方便,可进行快速高通量的研究;检测灵敏度高,
降低了假阳性和假阴性的发生率[3];适用范围广,可
用于研究膜蛋白的相互作用[4]等。因此细菌双杂交

系统被广泛应用于功能基因组学的研究,目前该系

统也已被应用于固氮领域的研究。如廖贡献等[5]利

用大肠杆菌双杂交系统研究了阴沟肠杆菌固氮调节

蛋白NifL和NifA的相互作用;王应祥等[6]建立了

大豆根系细菌双杂交的cDNA文库,从中钓取并获

得与GmWNK1互作的蛋白。
华癸中慢生根瘤菌(Mesorhizobiumhuakuii)

7653R可以与豆科植物紫云英共生固氮。前期工作

中我们利用Tn5转座子插入突变体库,从该菌中分

离克隆到一个与早期结瘤相关的新基因opa22,它
编码一个含有257个氨基酸残基的蛋白[7]。Blastn
分析发现opa22同源基因存在于多个种属根瘤菌

及相关近缘细菌中。结构域分析表明 Opa22蛋白

属于外膜蛋白,具有β-barrel结构域,与不透明蛋白

及相关的表面抗原COG3637、表面抗原2家族以及

外膜蛋白OmpW家族具有较高同源性[8]。这3个

家族在许多动植物的病原菌中均存在,COG3637家

族参与细菌与宿主的相互识别、附着和侵染[9];表面

抗原2家族可保护病原菌免受宿主免疫反应的伤

害,引起免疫逃逸[10];而 OmpW 家族可保护细菌,
抵抗抗生素等不良因素的胁迫,免受宿主细胞的吞

噬[11-12]。前期研究表明opa22的突变株不能在紫

云英根部结瘤,干扰了侵入线的形成。因此推测,

Opa22可能参与根瘤菌与宿主之间的相互识别,在
侵染过程中发挥作用。为了研究该蛋白在共生固氮

过程中的作用机制,本研究构建了华癸中慢生根瘤

菌7653R细菌双杂交基因组随机文库,旨在筛选与

Opa22互作的候选靶蛋白,为后续的深入研究提供

新的线索、思路和材料。

1 材料与方法

1.1 材 料

报告菌株大肠杆菌EscherichiacoliXL1-Blue、
细菌双杂交载体pBT和pTRG均购自Stratagene
公司;华 癸 中 慢 生 根 瘤 菌 7653R(M.huakuii
7653R)、大肠杆菌DH5α和DH10B均为华中农业
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保存。ExTaq酶、T4连接酶(Fermentas)、各种限

制性内切酶为Fermentas公司产品;AlkalinePhos-
phatase,Calfintestine(CIAP)购自Promega公司;

DNA分子量标准购自广州东盛生物科技有限公司。
1.2 华癸中慢生根瘤菌 7653R 基因组 DNA 的提取

挑取新鲜的 M.huakuii7653R单菌落,接种于

4mLTY液体培养基,置于28℃振荡培养2~3d,

12000r/min离心收集菌体,用STE缓冲液洗涤

3次后 重 悬 于 1 mL 高 浓 度 的 TE 缓 冲 液 (50
mmol/LTris-HCl,20mmol/LEDTA)。然后加入

终质量浓度为0.5mg/mL的溶菌酶,37℃孵育30
min后加入10%的SDS至终质量分数为1%,充分

混匀 再 加 入 5 mol/L NaClO4 使 其 终 浓 度 为

1mol/L,37℃保温至菌液透明,分别使用等体积的

苯酚-氯仿、氯仿抽提。抽提后上清液使用1倍体积

的异丙醇处理,最后离心收集沉淀,干燥后溶于去离

子水,通过琼脂糖凝胶电泳检测所制备的根瘤菌基

因组DNA的质量。
1.3 细菌双杂交文库的构建

将基因组DNA用Sau3AⅠ进行部分酶切,琼
脂糖凝胶电泳检测后回收1.5~3.0kb的DNA片

段。抽 提 pTRG 质 粒,用 Sau3AⅠ 的 同 尾 酶

BamHⅠ单酶切4h,使其线性化,然后对线性化的

质粒用CIAP去磷酸化处理。分别取等量的去磷酸

化前后的质粒pTRG转化大肠杆菌DH5α,检测去

磷酸化效果,当二者转化子的数量达到100∶1时说

明载体去磷酸化效果较好。将纯化后的基因组

DNA部分酶切片段和去磷酸化的pTRG载体,按
照质量比4∶1的比例,用 T4连接酶16℃连接过

夜。配制8个同样的连接体系,酶连后分别转化8
组大肠杆菌DH10B的高效感受态细胞,将菌液全

部涂布于40个添加了四环素的LB平板,置于30℃
培养14h,待菌落长出之后计算文库覆盖率。文库

覆盖率根据Clarke-Carbon公式计算:N=ln(1-
P)÷ln(1-f),其中f为插入片段大小与全基因组

总DNA大小的比值,N 为克隆数。将40个平板中

的克隆全部刮下,置于含有15%甘油的LB液体培

养基中,-80℃保存。
1.4 文库的检测与保存

随机挑取24个文库转化子进行菌落PCR以检

测插 入 片 段 的 大 小,采 用 的 引 物 为5′-TGGCT-
GAACAACTGGAAGCT-3′和 5′-ATTCGTCGC-

CCGCCATAA-3′。按照100μL/管分别从80个甘

油管中吸取菌液,加入200mLLB+Tet液体培养

基中,30℃振荡培养过夜,次日收集菌体并抽提文

库转 化 子 的 混 合 质 粒,作 为 华 癸 中 慢 生 根 瘤 菌

7653R细菌双杂交文库,于-80℃保存。
1.5 诱饵质粒构建及检测

1)诱饵质粒构建。以华癸中慢生根瘤菌7653R
基 因 组 DNA 为 模 板,采 用 引 物 5′-TTTT
CCTTTTGCGGCCGCAATGACACTCACATTG-
CGTATTGTG-3′和 5′-CCGCTCGAGGACT AC-
CAGAGATCGTAGCGCAGTCC-3′ PCR 扩 增

opa22基因编码区,用NotⅠ和 XhoⅠ双酶切,插入

质粒pBT,经测序后得到诱饵质粒pBTopa22。

2)诱饵质粒自激活检测。将质粒pBTopa22和

pTRG共转化报告菌株,分别取共转化菌株、正对照

和负对照菌株的单菌落至4mLLB液体培养基中,

30℃振荡培养18h,然后分别取3μL菌液,点种于

NSSM和DSSM平板上,观察、比较菌株在2种培养

基上的生长情况,以检测诱饵的自激活活性。
1.6 细菌双杂交文库的筛选

将诱饵质粒pBTopa22转化报告菌株 E.coli
XL1-Blue,经PCR验证后挑取正确的阳性克隆,按
照Inoue法制备高效感受态细胞。取10μL文库混

合质粒转入5组感受态细胞中,涂布含有氯霉素和

四环素的LB平板,于37℃培养。待菌落长出后,
用无菌牙签挑取共转化子分别对应地点种于NSSM
和DSSM平板上,37℃培养。培养12h后观察菌

落的生长情况并记录,然后将平板继续放入37℃培

养,每隔8h观察和记录菌落生长情况,直到培养

72h终止。最后将72h内能够同时在 NSSM 和

DSSM平板上生长的菌落挑出保存。
1.7 阳性克隆的检测

采用菌落PCR的方法检测阳性克隆中插入片

段的大小。抽提阳性克隆中的质粒,并将抽提物转

化大肠杆菌 DH5α,涂布含有四环素的 LB平板,

37℃培养。待菌落长出后,用牙签将各单菌落分别

点种于分别含有四环素、氯霉素加四环素的两种LB
平板,在前者能够生长而在后者不能生长的菌落,即
为仅含有pTRG重组质粒的克隆。分别挑取这些

单菌落接种至含有四环素的 LB液体培养基中,

30℃振荡培养16h后抽提质粒,进行酶切验证和

测序。将测序结果在NCBI数据库中进行Blast比

对分析。

92



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

2 结果与分析

2.1 华癸中慢生根瘤菌 7653R 基因组 DNA 的提取

与检测

  高质量的基因组总DNA对于文库的构建非常

重要,因此需对提取的根瘤菌基因组DNA进行检

测。首先利用紫外分光光度计测定样品的吸光度,
结果表明:样品的 D260为0.55;样品 D260/D280为

2.0,说明没有蛋白质或酚类物质污染;D260/D230为

8.6,说明没有碳水化合物等污染;D320为0.0,说明

样品比较纯净。其次,用琼脂糖凝胶电泳检测总

DNA质量发现:DNA条带亮度较高,且清晰无降解

(图1)。以上结果说明制备的根瘤菌基因组DNA
质量较高,符合实验要求。

 泳道1:M.huakuii7653R基因组DNALane1:GenomicDNA

ofM.huakuii7653R;M:DNAmarker.

图1 华癸中慢生根瘤菌7653R基因组DNA的电泳检测

Fig.1 DetectionofgenomicDNAfromM.huakuii
7653Rbyagarosegelelectrophoresis

2.2 华癸中慢生根瘤菌 7653R 细菌双杂交文库的

构建

  根瘤菌基因组DNA用Sau3AⅠ进行部分酶切

预实验,通过改变酶量确定最佳反应条件为:10μg
总DNA的最佳酶用量为0.078125U,此时酶切产

物的主带刚好位于1.5~4.0kb范围。然后将反应

体系扩大至1.2mL,回收主带为1.5~3.0kb的

DNA片段,并利用 Marker进行定量,确定其质量

浓度为50ng/μL。文库载体pTRG用BamHⅠ线

性化处理并回收大小为4.4kb的酶切片段 (图2);
然后用CIAP去磷酸化并利用Marker进行定量,其
质量浓度为20ng/μL。将部分酶切回收后的基因

组总DNA片段与去磷酸化的pTRG连接,并转化

大肠杆菌DH10B高效感受态细胞,共获得16000
个原始阳性克隆,计算得文库覆盖率P=99.99%,
表明该文库以99.99%的概率覆盖整个基因组。进

一步随机挑取24个文库转化子进行菌落PCR,检
测插入片段的大小,结果如图3所示:插入片段大小

均在500bp以上,主要分布于1.0~3.0kb,且长度

具有多态性,表明所构建的文库达到了预期质量。

 泳道1~2:部分酶切回收产物 Lane1-2:Productsofpartially-
digestedM.huakuii7653RgenomicDNApurifiedbygelextrac-
tion;M:DNAmarker.

图2 M.huakuii7653R基因组DNA的部分酶切

Fig.2 PartialdigestionofgenomicDNAisolated
fromM.huakuii7653R

 泳道1~24:菌落PCR检测随机挑取的阳性克隆Lane1-24:In-
sertedDNAfragmentsinrandomlypickedclonesfromthelibrary;

M:DNAmarker.

图3 文库插入片段大小的检测

Fig.3 SizedetectionoftheinsertedDNA
fragmentsinthelibrary

2.3 诱饵载体的构建和自激活检测

以华癸中慢生根瘤菌7653R基因组DNA为模

板,扩增opa22基因全长,预期大小为788bp,琼脂

糖凝胶电泳显示扩增产物大小符合预期。产物经回
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收测序后用NotⅠ和 XhoⅠ双酶切与质粒pBT连

接,得到诱饵质粒pBTopa22,经PCR和测序验证正

确后,将pBTopa22和空的pTRG共转化报告菌株

E.coliXL1-Blue,检测自激活活性。结果发现培养

至72h,共转化菌株未在DSSM 平板上生长而在

NSSM上生长良好(图4),由此判断 Opa22蛋白在

本研究所使用的细菌双杂交筛选系统中没有自激活

活性,诱饵载体pBTopa22可以用于候选靶蛋白的

筛选。

 A:不加链霉素和3-AT的NSSM平板检测结果,所有菌株均有

生长 TheresultonNSSMplatewithoutstreptomycinand3-AT,

allthestrainsgrewnormally;B:添加链霉素和5mmol/L3-AT
的DSSM平板检测结果,负对照和含有诱饵质粒pBTopa22的菌

株均不 生 长 TheresultonDSSM platewithstreptomycinand

5mmol/L3-AT,thenegativecontrolandrecombinantstrainhar-
boringpBTopa22couldnotgrow.

图4 诱饵质粒pBTopa22的自激活活性检测

Fig.4 Detectionoftheauto-transcriptional
activationofpBTopa22

2.4 Opa22 互作蛋白的筛选及分析

将文库混合质粒转入含有诱饵质粒的报告菌株

的高效感受态细胞中,进行细菌双杂交筛选,结果获

得能够在DSSM平板上生长的阳性克隆21个。菌

落PCR检测这21个阳性克隆所含有的插入片段,
发现其大小均在2.0kb左右。将其中的pTRG重

组质 粒 测 序,在 NCBI数 据 库 中 进 行 Blastn和

Blastp比对,发现有9个为假阳性,其余12个的比

对结果见表1。其中,阳性克隆LF-O66的插入片

段所编码产物的氨基酸序列与百脉根中慢生根瘤菌

(MesorhizobiumlotiMAFF303099)的一个假想蛋

白 Mlr2785(497aa)的羧基端高度同源,为一种细

胞外膜射流蛋白。考虑到 Opa22也是一种外膜蛋

白,属于表面抗原2家族成员,基于该线索和对其互

作可能性的分析,我们选择LF-O66进行进一步的

验证。
2.5 阳性克隆 LF-O66 的验证

为了验证LF-O66中的细胞膜射流蛋白是否能

与Opa22发生相互作用,将所钓取的基因片段与华

癸中慢生根瘤菌7653R基因组比对,找到完整的编

码区序列(该基因在 M.huakuii7653R基因组中命

名为mhr4347),大小为1509bp。利用PCR方法

扩增其编码区,克隆于载体pTRG,得到诱饵质粒

pTRGmhr4347。将pTRGmhr4347与pBTopa22

表1 与Opa22蛋白相互作用的阳性克隆的同源比对分析

Table1 BlastanalysisofthecandidateproteinsinteractingwithOpa22

克隆名称

Clonename

插入片段大小/bp
Lengthofinsert
fragment

氨基酸序列长度

Lengthofputativeamino
sequence(aa)

同源性较高的候选靶蛋白

Candidatetargetproteinshowed
highhomologywiththepositiveclone

LF-O8 1860 277 WD-40repeatcontainingbetatransducin-likeprotein
LF-O34 1995 110 DMSOreductasechainA
LF-O36 1569 71 HypotheticalproteinMlr1131(M.lotiMAFF303099)

LF-O41 1811 66 HypotheticalproteinMsr7053(M.lotiMAFF303099)

LF-O49 1901 92 HypotheticalproteinMll0814(M.lotiMAFF303099)

LF-O52 1952 297 HypotheticalproteinMlr5528(M.lotiMAFF303099)

LF-O53 2100 176 AminotransferasenifS
LF-O58 1811 98 Endopeptidase
LF-O59 1832 149 Hydantoinutilizationprotein
LF-O60 1410 92 HypotheticalproteinMll0814(M.lotiMAFF303099)

LF-O65 1259 107 ATPbindingprotein
LF-O66 1873 158 Mlr2785,integraloutermembraneeffluxprotein(M.lotiMAFF303099)

共转化 报 告 菌 株 得 到 试 验 组 菌 株,将 pTRGm-
hr4347与pBT共转化报告菌株得到对照组菌株。
最后将以上2组菌株以及正、负对照菌株和pBTo-
pa22的自激活检测菌株分别点种于NSSM 平板和

DSSM平板,观察培养结果发现试验组菌株能在

DSSM平板上生长,且 Opa22和 Mhr4347蛋白均

无自激活作用,表明 Mhr4347蛋白确实能与Opa22
蛋白发生相互作用 (图5)。

13



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

 A:不加链霉素和3-AT的NSSM平板检测结果,所有菌株均有

生长 TheresultonNSSMplatewithoutstreptomycinand3-AT,

allthestrainsgrewnormaly;B:添加链霉素和5mmol/L3-AT的

DSSM平板检测结果,只有正对照和同时含有 Opa22和 Mhr4347
的菌株可以生长TheresultonDSSMplatewithstreptomycinand

5mmol/L3-AT.Onlythepositivecontrolandrecombinantstrain

harboringbothOpa22andMhr4347couldgrow.

图5 细菌双杂交验证Mhr4347与Opa22的相互作用

Fig.5 ConfirmationoftheinteractionsbetweenMhr4347

andOpa22bybacterialtwo-hybridsystem

3 讨 论

Opa22是我们从华癸中慢生根瘤菌7653R中

分离克隆到的一个外膜蛋白,其功能与早期根瘤菌

的侵染相关。本研究通过构建根瘤菌7653R基因

组细菌双杂交随机文库,初步筛选到了12个可能与

Opa22蛋白互作的候选阳性克隆,研究结果为深入

研究Opa22在共生固氮中的作用机制提供了新的

思路和试验材料。
文库的覆盖率和插入片段的大小对于文库的质

量和靶蛋白的筛选十分关键。根据计算,本研究构

建的细菌双杂交文库的覆盖率高达99.99%,插入

片段的长度主要分布在1.0~3.0kb之间且具有多

态性,均符合文库构建的要求。同时与Opa22蛋白

互作的阳性克隆的获得也证实了该文库的质量和有

效性。该文库的构建为开展根瘤菌蛋白互作组的研

究提供了良好的技术平台。
在12个与 Opa22互作的候选阳性克隆中,

LF-O66的插入片段编码一种细胞外膜射流蛋白,我
们克隆了其全长编码区基因 mhr4347,在大肠杆菌

中进一步验证了 Mhr4347和 Opa22蛋白的互作。
在革兰氏阴性菌中,细胞膜外射流蛋白可跨越细胞

壁,将多种物质运输到细胞外,这些物质包括抗生

素、铁载体以及脂类等[13]。在许多革兰氏阴性病原

菌中,细胞膜射流蛋白的这种运输作用对其致病性

至关重要。如一些病原菌通过射流蛋白将宿主产生

的抗生素甚至其他抗菌物质分泌到胞外,从而使其

逃脱宿主的防御机制,完成侵染过程并在宿主细胞

内定殖[14]。这些射流蛋白主要包括5大家族:MF
(majorfacilitator),MATE(multi-drugandtoxic
efflux),ABC(ATPbindingcassette),SMR(small
multi-drugresistance)和 RND (resistance-nodula-
tiondivision)[15]。本研究筛选到的 Mhr4347蛋白

属于 MF家族,推测它可能与根瘤菌侵染过程中的

自我保护有关;而Opa22蛋白可能也与根瘤菌侵染

过程中的自我保护相关。因此认为,Mhr4347和

Opa22的功能存在一定相关性,值得深入研究。
除了射流蛋白以外,另外一个值得注意的是含

有 WD40重复结构域的β转导样蛋白。一般认为

WD40蛋白存在于真核生物中,具有多种生物学功

能,如参与细胞分裂、光信号感受和传导、花的发育、
花青素的合成等[16-17]。在一些豆科植物中它作为一

种泛素连接酶发挥作用,调控结瘤因子的信号转导

途径。例如,在百脉根中发现的CERBERUS蛋白

具有保守的 WD40重复结构域,该蛋白已被证实与

早期侵入线的形成以及根瘤菌在根际的定殖相

关[18]。近年来在细菌中也发现了 WD40家族的存

在。例如天蓝色链霉菌的 WD40蛋白在细胞分化

和次级代谢产物的产生方面发挥作用[19]。在根瘤

菌中目前还没有该家族蛋白的相关报道。因此,该
蛋白也是一个值得进一步研究的候选蛋白。
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ScreeningproteinsinteractingwiththeoutermembraneproteinOpa22
inMesorhizobiumhuakuii7653Rwithbacterialtwo-hybridlibrary

LIYi-xing LIFang ZHOUXin-lan XIEFu-li LIYou-guo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Opa22isanoutermembraneproteinidentifiedinMesorhizobiumhuakuii7653Rinour
previouswork.Toinvestigateitsfunctionsduringsymbioticnitrogenfixation,arandomgenomicDNA
libraryofM.huakuii7653Rbasedonthebacterialtwo-hybridsystemwasconstructed.Thecandidate
proteinsinteractingwithOpa22werescreenedfromthelibraryandtwelvepositivecloneswereobtained
andanalyzed.ThisstudywillprovidebothnewinsightsonunderstandingOpa22functionsduringsymbi-
osisandtechniqueplatformsforthefurtherresearchesontheprotein-proteininteractionnetworkas
well.

Keywords Mesorhizobiumhuakuii7653R;bacterialtwo-hybridlibrary;symbioticnitrogenfixa-
tion;Opa22;interactingprotein
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