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豌豆根瘤菌ohrB 基因的抗氧化和共生固氮表型

田梦洋　何冬兰　李晓华　周艳琳　曾小波　程国军

中南民族大学生命科学学院,武汉４３００７４

摘要　采用基因敲除构建豌豆根瘤菌ohrB 基因突变株,研究突变株的抗氧化和共生固氮表型.结果表明:

ohrB 基因不影响菌株在自生培养条件下的生长能力,但对氢过氧化枯烯(cumenehydroperoxyde,CuOOH)、过
氧化氢(H２O２)、次氯酸钠(NaClO)等氧化物敏感,且在CuOOH 胁迫下,相比野生型菌株,突变株的存活率显著

下降.荧光定量 RTＧPCR结果显示,豌豆根瘤菌ohrB 基因表达不受 H２O２诱导,且ohrB 基因的缺失对其他抗

氧化基因的表达没有影响.共生实验表明,ohrB 基因对根瘤菌共生固氮能力及根际定殖能力没有影响,但在

７d瘤龄的豌豆根瘤类菌体中表达水平显著提高,并对根瘤菌结瘤能力有影响.ohrB 基因虽对豌豆根瘤菌的自

生生长、共生固氮、根圈定殖没有影响,但在抗氧化及竞争结瘤中发挥重要作用.
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　　机体在正常的生理代谢中会产生一定量的活性

氧(ROS)[１Ｇ２],如 H２O２、超氧阴离子自由基、氢氧根

和有机过氧化物,同时动植物体为了防止微生物的

入侵引起的DNA、脂质和蛋白质的损伤[３],也会产

生相应的氧化反应阻止其侵入.
在根瘤菌侵染豆科植物根部、产生根瘤并固氮

期间,根瘤中的固氮酶有着关键作用,然而根瘤需要

一个氧压较低的环境,才能维持固氮酶的活性[４],尿
酸酶、铁氧还蛋白、豆血红蛋白等在维持低氧环境中

均发挥重要作用.其中,豆血红蛋白在类菌体中能

截留和释放氧分子,并有效控制氧浓度;氧化物的清

除则由复杂的抗氧化系统完成[５].
生物体中已进化出了复杂的抗氧化系统抵抗产

生的 ROS,但当积累量超出清除系统的能力时,

ROS就会对机体有毒害作用[６].而在 ROS中,由
于有机过氧化物会与细胞膜及其他大分子反应生成

自由基,故而有更高的毒性.细菌中主要抵抗有机

过氧化物损害的体系是由ahpCF 操纵子编码的烷

基过氧化氢还原酶,属于过氧化物还原酶家族[７];而
另一道防线则是 Ohr家族,这种蛋白最早由 MonＧ
gkolsuk等[８]在Xanthomonascampestris的缺失突

变 体 中 发 现,Hong 等[９] 在 枯 草 芽 胞 杆 菌 中,

Ochsner等[１０]在铜绿假单胞菌中对其抗氧化性均

有研究.Ohr家族中的ohrA 基因和ohrB 基因对

有机氧化物的损害都有抵抗作用,ohrA 基因需在

ohrR的调控下发挥作用,而ohrB 基因则需 σB调

控[１１].Ohr家族在根瘤菌Ｇ豆科植物共生固氮体系

中的作用或机制鲜有报道,本研究构建了豌豆根瘤

菌ohrB 基因的突变株及其互补菌株,在此基础上,
通过菌株自生以及菌株与甜豌豆共生固氮试验,研
究ohrB 基因对氧化物的敏感性及在共生固氮中的

功能,并分析了ohrB 基因及其他抗氧化相关基因

的表达,为阐明根瘤菌ohrB 基因的抗氧化机制提

供科学依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌株和培养基.文中所用菌株、质粒见表１.
试验所用甜豌豆种籽:笔者所在实验室保藏;豌豆根

瘤菌培养用AMS或TY培养基,培养温度３０℃;大
肠杆菌培养用LB培养基,培养温度３７℃.豌豆根

瘤菌培养所用抗生素:四环素(Tc)２μg/mL,新霉

素(Neo)８０μg/mL,链霉素(Str)５００μg/mL;大肠

杆菌培养使用抗生素:四环素(Tc)５μg/mL;卡那
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表１　菌株、质粒及PCR引物

Table１　Strains,plasmidsandprimers

菌株、质粒或引物

Strains,plasmidsorprimers
特征 Description

参考文献、来源、序列

Reference,sources,sequences
菌株 Strains
　Rlv３８４１ Rhizobiumleguminosarumbvviciae,Strr [１２]

　RLohrB Rlv３８４１ohrB∶∶pKohrB,StrrNeor 本研究 Thisstudy
　RLohrB(pRKohrB) RLohrBcarryingpohrB,StrrNeorTcr 本研究 Thisstudy

　DH５α
F－lacZDM１５recA１hsdR１７
supE４４D(lacZYAargF)

本研究 Thisstudy

质粒 Plasmids

　pRK４１５
IncP广宿主克隆载体

IncPbroadhostrangecloningvector,Tcr
笔者实验室保存 Thislab

　pK１９mob pUC１９衍生质粒

pUC１９derivativelacZmob;Kmr
笔者所在实验室保存 Thislab

　pRK２０１３
三亲本接合辅助质粒

Helperplasmidfortriparentalmating;Kmr
笔者所在实验室保存 Thislab

　pKohrB
含pr１３７３/pr１３７４扩增片段的pK１９mob质粒

pr１３７３/pr１３７４PCRproductinpK１９mob,Kmr
本研究 Thisstudy

　pRKohrB
含pr１４９０/pr１４９１扩增片段的pRK４１５质粒

pr１４９０/pr１４９１PCRproductinpRK４１５,Tcr
本研究 Thisstudy

引物 Primers
　ohrUP ohrB 基因定点突变引物

PrimersforRL２９２７(ohrB)mutation
５′TTTAAGCTTCTATAGATGGCCCGATTCCCG３′

　ohrLW ５′TTTTCTAGATATTGCCGTGTGTCGCCTTGG３′

　ohrMP
检测ohrB 基因的引物

MappingPCRprimerforohrB
５′GGCCCTCCGCATCAAATCCTC３′

　pK１９A
　pK１９B

pK１９mob质粒的通用引物

PrimersforpK１９mob
５′ATCAGATCTTGATCCCCTGC３′
５′GCACGAGGGAGCTTCCAGGG３′

　ohrBhbUP
　ohrBhbLW

ohrB 基因互补引物

PrimersforohrBcomplementation
５′TTTGGTACCGCGCAGCAACCCATGGAAACC３′
５′TTTGGATCCCAGGCCCTCCGCATCAAATC３′

　M１３ＧF
　M１３ＧR

LacZ 引物LacZprimers
５′CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC３′
５′CACACAGGAAACAGCTATGAC３′

　gyrB１Ｇfor
　gyrB１Ｇrev

gyrB１荧光定量PCR引物

gyrB１primersforqRTＧPCR
５′GGCATCACCAAAAGGGAAAA３′
５′GCGAGGAGAATTTCGGATCA３′

　ohrBＧQF
　ohrBＧQR

ohrB 荧光定量PCR引物

ohrBprimersforqRTＧPCR
５′CGGGCAGGCTGACATTGAGG３′
５′GCTGCTCAGAGAAAGATCAC３′

　gpxＧQF
　gpxＧQR

gpx 荧光定量PCR引物

gpxprimersforqRTＧPCR
５′AAACAGTGGATGGTCGTGAG３′
５′GAGCTTTTCCAATCCCTCAT３′

　prxＧQF
　prxＧQR

prx 荧光定量PCR引物

prxprimersforqRTＧPCR
５′CAGTGCTCATTGGGTTGTTC３′
５′CTGTCGATGCCTTTCTCCTG３′

　grxCＧQF
　grxCＧQR

grxC 荧光定量PCR引物

grxCprimersforqRTＧPCR
５′GAAGAAAAGGGTGTCGAATA３′
５′AGATCTGCGGAAAAGTGGTA３′

　注:下划线为限制性酶切位点 Note:Therestrictionsitesareunderlined．

霉素(Km)２０μg/mL.所用抗生素均购于 Sigma
公司.

２)试 剂 与 仪 器.T４ DNA 连 接 酶、RNAiso
Plus、限 制 性 内 切 酶 均 购 于 TaKaRa 公 司;Taq
DNA 聚合酶、phusion 高保真酶购于 ThermoSciＧ
entific公司;反转录试剂分别使用 PrimeScriptTM

RT reagent Kit 和 FastStart Universal SYBR
GreenMaster(Rox).

1.2　RLohrB 突变菌株和 RLohrB(pRKohrB)互补菌

株的构建

　　１)构建 RLohrB突变菌株.参照 Luo等[１３]方

法构建ohrB 基因突变株,以ohrUP/ohrLW 为引

物(表１),根瘤菌３８４１的总DNA作为扩增模板,进
行 PCR 反 应. 用 Xba Ⅰ 和 HindⅢ 双 酶 切

pK１９mob载体与目的片段,经 T４DNA 连接酶过

夜连接,转化大肠杆菌DH５α感受态,转化子经酶切

５５
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和测序验证后,获得阳性转化子大肠杆菌 DH５α
(pKohrB).再 进 行 三 亲 本 结 合 实 验:以 根 瘤 菌

３８４１为受体菌,大肠杆菌 DH５α(pKohrB)为供体

菌,大肠杆菌DH５α(pRK２０１３)为辅助菌,通过抗生

素平板筛选及 ohrMP/pK１９A 为引物的 PCR 验

证,最终获得突变菌株RLohrB.

２)构建 RLohrB(pRKohrB)互补菌株.以豌豆

根瘤菌 Rlv３８４１总 DNA 为模板,ohrBhbUP/ohrBＧ
hbLW 为引物(表１),进行 PCR 反应,得到目的片

段.采用KpnⅠ和BamHⅠ双酶切pRK４１５载体

和目的片段,经 T４DNA 连接酶过夜连接,转化大

肠杆菌DH５α感受态,转化子经酶切和测序验证后,
获得阳性转化子pRKohrB.三亲本接合方法同上,
采用引物 M１３F/M１３RPCR验证,获得回复突变菌

株RLohrB(pRKohrB).
1.3　菌株自生生长试验

１)无 H２O２胁迫条件下菌株的生长.已活化的

突变菌株RLohrB与野生型豌豆根瘤菌３８４１接种

于添加相应抗生素的 TY 斜面,３０℃培养２d,经

AMS培养基洗脱后,接种于 AMS培养基中,培养

条件为３０℃、２００r/min,每隔６h取３mL测D６００

值,每组３个重复.

２)抑菌试验.已活化的突变菌株 RLohrB、互
补菌株 RLohrB(pRKohrB)和野生型豌豆根瘤菌

３８４１接种于添加相应抗生素的 TY斜面,３０℃培养

２d,无菌水洗脱,使菌液D６００为１,涂布１００μL菌

液于 AMS平板,然后将含有不同浓度的氢过氧化

枯烯(cumenehydroperoxyde,CuOOH)、过氧化氢

(H２O２)、次氯酸钠(NaClO)的圆滤纸片置于平板中

央,每组均３个重复,３０℃正置培养,２４h后测量抑

菌圈直径.CuOOH 溶于 ９５％ 无水乙醇,以润有

９５％无水乙醇的圆滤纸片作为对照.

３)氧化物条 件 下 存 活 率 测 定.将 突 变 菌 株

RLohrB与野生型３８４１菌株分别接种于液体培养

基,３０℃、２００r/min 摇床培养至对数期 (D６００ 为

０．３~０．６),每组３个重复.取６管１０mL菌液,离
心,用生理盐水清洗３遍,再用浓度分别为０、０．５、１、

２、３、５mmol/L 的１０mLCuOOH 在３０℃培养箱

中处理１h[１４],菌体经生理盐水洗涤后,稀释涂布

TY平板.３０℃培养２d ,测定细菌存活率,每组

３个重复.
1.4　qRTＧPCR 检测基因表达量检测

将突变菌株 RLohrB与野生型３８４１菌株分别

接种于 AMS液体培养基,３０℃、２００r/min摇床培

养至D６００值为０．３~０．６,每组３个重复.菌体经清

洗后,用０．５mmol/LH２O２处理１h,对照用生理盐

水处理.RNA 提取采用 Trizol方法,经试剂盒反

转录 成 cDNA,再 对 cDNA 模 板 进 行 荧 光 定 量

PCR.相关抗氧化基因引物见表１,gyrB１为内参

基因.
提取类菌体RNA时,采集接种２５d的豌豆植

株根瘤,加入液氮,将根瘤研磨成粉状.RNA提取、

cDNA制备方法与细菌 RNA 制备方法相同.进行

类菌体中相关抗氧化基因表达分析时,以 AMS培

养的对数期野生型菌株为对照.
1.5　植物盆栽试验

使用蛭石作为基质[１５]种植甜豌豆,豌豆种籽经

９５％乙醇、２％ 次氯酸钠水溶液表面消毒后,播种于

已灭菌并含有无菌无氮营养液的蛭石塑料烧杯中,
每钵２粒豌豆,３钵重复,每粒豌豆接种１mL 相应

菌液.播种完毕保鲜膜封口,置于光照培养箱培养.
培养条件:２２℃、湿度７０％ 光照培养１６h;２０℃、湿
度７０％ 黑暗培养８h.３~４d后,用无菌牙签将保

鲜膜挑破,让幼苗长出.

１)根瘤固氮酶活测定.接种突变菌株 RLoＧ
hrB、互补菌株 RLohrB(pRKohrB)和野生型菌株

３８４１于添加相应抗生素的 TY 斜面上,３０℃培养

２d,用无菌水洗脱,稀释至相同D６００值,每粒豌豆

接种１mL 上述菌液,于光照培养箱中培养３周.
根瘤固氮酶活采用乙炔还原法测定.

２)竞争结瘤试验.从相应 TY斜面上用无菌水

洗脱菌体,配置不同比例的３８４１与 RLohrB混合菌

液,使每毫升中 ３８４１ 与 RLohrB 的 CFU 比例为

１０６∶１０６、１０６∶１０７、１０７∶１０６.播种时,接种１mL
上述混合菌液.４周后,每钵取根瘤５０个,捣破根

瘤沾其液体划线于 TY＋Str＋Neo和 TY＋Str平

板上,３０℃恒温培养箱培养３d,统计突变株.

３)突变株根圈定殖能力测定.将３８４１与 RLoＧ
hrB菌液按不同体积比混合成１ mL,RLohrB∶
３８４１比例分别为０∶１、１∶０、１∶１、１０∶１[１６],每组

８~１０个重复.接种 １mL菌株混合液于种植１周

的豌豆植株根部,置光照条件下培养１周后,去除根

部以上部分,加入PBS缓冲液２０mL,高速震荡３０
min后,取上清菌液并１０倍梯度稀释,分别涂布于

抗生素平板 TY＋Str和 TY＋Str＋Neo.３０℃培

养３d后,统计菌落数.其中,TY＋Str长出的菌为

６５
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野生型和突变体菌落的总和,而 TY＋Str＋Neo平

板长出的菌为突变体RLohrB.

2　结果与分析

2.1　RLohrB 突变菌株和 RLohrB(pRKohrB)互补菌

株构建

　　以含Str、Neo的抗性平板筛选出来的单菌落为

模板,用ohrMP/Pk１９A引物成功扩增出１kb左右

的PCR产物,获得ohrB 基因插入突变株RLohrB.
将pRKohrB质粒通过三亲本接合导入突变株

RLohrB,Tc抗性筛选接合子.以 M１３ＧF/M１３ＧR
引物,成功从接合子中扩增出１．１kb左右的目的片

段,获得阳性互补菌株RLohrB(pRKohrB).
2.2　菌株自生生长

１)ohrB 突变对菌株生长的影响.将突变菌株

RLohrB与野生型豌豆根瘤菌３８４１接种于 AMS液

体培养基中,每隔６h取样测D６００值,并记录.数据

显示,RLohrB生长情况与野生型菌株３８４１生长状

况没有显著差别,表明ohrB 基因突变不影响豌豆

根瘤菌正常生长.

２)ohrB 突变对菌株抗氧化物的影响.不同氧

化物对RLohrB、３８４１和互补菌株的抑菌能力结果

见表２.H２O２浓度为２０、１００、５００、１０００mmol/L,

２０h时,与对照３８４１相比,突变菌株抑菌圈直径均

较大,且在 H２O２浓度为１０００mmol/L时,两者有

显著差异;CuOOH 浓度为５、２０、１００、５００mmol/L,

２０h时,与对照３８４１相比,在 CuOOH 浓度为１００
mmol/L时,两者有显著差异;NaClO 浓度为１２、

６４、３２０、６４０mmol/L,２０h时,与对照３８４１相比,在

NaClO浓度为３２０mmol/L时,两者有显著差异.
而这３种氧化物对ohrB 基因的互补菌株 RLohrB
(pRKohrB)抑菌圈大小与３８４１没有显著差别,表明

互补菌株中ohrB 基因成功恢复了ohrB突变菌株

的抗氧化能力.
表２　不同氧化物的抑菌能力(抑菌圈直径)

Table２　Inhibitionzonediametersofdifferentoxides cm

菌株

Strain

氧化物 Oxides
１０００mmol/L

H２O２

１００mmol/L
CuOOH

３２０mmol/L
NaClO

３８４１ ５．１７±０．３１ ３．３７±０．１５ ４．４３±０．１２

RLohrB ６．３７±０．２９∗ ４．０３±０．２１∗ ６．６３±０．１５∗

RLohrB(pRKohrB) ５．２３±０．２５ ３．７０±０．４６ ４．４０±０．１０
　注:∗表示在０．０５水平上 RLohrB(pRKohrB)和 Rlv３８４１存在

显著差异 Note:∗showssignificantdifferencecomparedto

RLohrB(pRKohrB)andRlv３８４１atP＜０．０５．

为了检测菌株在有氧化物胁迫下的生存能力,
用不同浓度的CuOOH 处理对数期的菌株,计算存

活率(图１).在 CuOOH 处理下,菌株的生长均受

到一定的影响,但是 RLohrB突变菌株更加敏感.
在CuOOH 浓度分别为０．５、１、２mmol/L时,RLoＧ
hrB突变菌株存活率分别为４２％、２４％、０．７％,相比

野生型３８４１菌株,其存活率均显著下降.

图１　CuOOH胁迫下菌株抑制曲线

Fig．１　InhibitionofthegrowthofRLohrBandRlv３８４１
inthepresenceofCuOOH

2.3　RTＧPCR 分析抗氧化相关基因的表达量

将对数期的菌体用生理盐水及 ０．５ mmol/L
H２O２处理１h后,提取 RNA,进行荧光定量 RTＧ
PCR后,将所得到的数据用２ －ΔΔCt进行处理,结果

如图２所示.用０．５mmol/L H２O２处理３８４１和

RLohrB菌株时,突变体 RLohrB菌株中ohrB 表达

量是３８４１的０．００９±０．００１倍,其他抗氧化基因表达

量分别为katG 为３８４１的１．４６３±０．１４倍,gpx 为

３８４１的０．６１７±０．０７倍,prx为３８４１的１．１９±０．０５

　ohrB:Organichydroperoxide;gpx:Glutathioneperoxidase;

prx:Peroxiredoxin．

图２　菌株抗氧化基因在H２O２胁迫下的表达量

Fig．２　TheantioxidativegeneexpressionofRLohrB
and３８４１inthepresenceofH２O２

７５
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倍,其表达量均没有达到显著差异水平.结果表明:
在 H２O２胁迫下,ohrB 基因对其他抗氧化相关基因

的表达没有影响.此外,用浓度为０．５mmol/L 的

H２O２处理３８４１菌株１h,ohrB 基因的表达量为未

处理的 ０．８３±０．３０ 倍,尚未达到显著差异水平

(图２).

ohrB 在形成２５d根瘤类菌体中表达量为在自

生条件下的１．７３±０．２２倍,表达量有一定提高,但
没有达到显著水平.然而,ohrB 基因在形成７d根

瘤类菌体中的表达已有文献报道,其表达量为在自

生条件下的５．５９±０．０４倍[１７],表明在根瘤形成初期

ohrB 基因表达显著上调(图３).

　以自由生长下ohrB 基因表达对照.A:０．５mmol/LH２O２;B:

７d类菌体;C:２５d类菌体．TheexpressionofohrBinfreeliving

conditionwasusedascontrol．A:０．５mmol/LH２O２;B:７ＧdayＧold

peabacteroids;C:２５ＧdayＧoldpeabacteroids．

图３　ohrB 基因在H２O２

胁迫条件下与类菌体中相对表达量

Fig．３　TheexpressionofohrBduringsymbiosis
andfreeＧlivinggrowthundertheH２O２

2.4　菌株与植物共生

１)根瘤固氮酶活.盆栽４周后,突变株 RLoＧ
hrB接种植株形成红色有效根瘤,而且与野生型

３８４１相比,突变株和互补菌株 RLohrB(pRKohrB)
形成根瘤数没有显著差异(表３).进一步利用乙炔

还原法测定固氮酶活,结果表明:突变株与野生型菌

株及互补菌株固氮酶活没有差异(表３),证明ohrB
表３　突变体的共生固氮能力

Table３　Thesymbioticnitrogenfixationability
ofthemutantRLohrB

菌株

Strain

根瘤数/株

Nodulenumbers
perplant

单株固氮酶活/(nmol/h)
Nitrogenaseactivity

perplant
Rlv３８４１ １２３．０±２３．０ ３．３２±０．３６
RLohrB １３３．０±５８．１ ３．０８±０．５５
RLohrB(pRKohrB) １４１．６±２１．９ ３．１０±０．９１

基因的突变对菌株固氮能力没有影响.

２)竞争结瘤能力.突变株RLohrB形成类菌体

能在 TY＋Str＋Neo平板上长出,而野生型则不能.
当植株接种３８４１和 RLohrB的比例分别为１０７∶
１０７、１０７∶１０６和１０６∶１０７时,突变体 RLohrB的根

瘤占有率分别为３２％、１６％和４５％(图４).其中在

接种比例为１０７∶１０７时,３８４１和 RLohrB的根瘤菌

占有率仅为野生型的１/３左右,表明根瘤菌ohrB
突变显著影响其竞争结瘤能力.

图４　突变株RLohrB竞争结瘤能力实验

Fig．４　Atestoncompetitioninnodulation
abilityofthemutantRLohrB

　　３)根圈定殖能力.将不同浓度的３８４１和 RLoＧ
hrB混合菌液接种豌豆植株,研究ohrB 突变对根瘤

菌根瘤定殖能力的影响.分别接种３８４１和 RLoＧ
hrB时,３８４１菌数为RLohrB的１．１２倍;当３８４１和

RLohrB按１∶１混合接种时,３８４１菌数为 RLohrB
的１．２１倍;当 RLohrB的接种量为３８４１ 的１０倍

时,RLohrB的菌数仅为３８４１是的１．２８倍.结果表

明,ohrB 基因突变对根瘤菌在根圈的定殖能力没有

显著影响.

3　讨　论

H２O２ 等氧化物会通过损害蛋白质、脂质及

DNA,影响细胞的正常生理代谢,而机体已进化出

了许多复杂的机制来保护自身不受 ROS的损害.
本研究发现ohrB 基因的突变对豌豆野生型根瘤菌

３８４１的生长没有影响,但对 H２O２、CuOOH、NaClO
等氧化物十分敏感.在BurkholderiathailandenＧ
sis、Mycobacteriumsmegmatis[１８]等细菌中,已证明

了 OhrＧOhrR在抵抗氧化物过程中有重要地位.说
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明ohrB 基因在有机氧化物的解毒过程中的作用是

其他 抗 氧 化 基 因 不 可 替 代 的.用 不 同 浓 度 的

CuOOH 处理对数期的突变型与野生型菌株时,菌
数生长受到抑制,且随着氧化物浓度的增加,菌株逐

渐死亡.在 Pseudomonasaeruginosa 中,ohrB 基

因缺 失 突 变 体 在 １．２５ mmol/L CuOOH 及 １１４
mmol/LtＧBHP处理时,其抑菌圈大小与野生型比

较有显著差异[１０].
本研究中经 H２O２ 处理,野生型菌株３８４１中

ohrB 基因的表达量没有显著变化,Ochsner等[１０]在

Pseudomonasaeruginosa 中也发现 H２O２、百草枯

等对ohrB 基因的表达没有诱导作用.Prx、Grx、

KatG和 Gpx在抗氧化系统中发挥重要作用,Prx
能将ROOH(过氧化物过氧基)还原成 ROH[１９];谷
氧还蛋白(Grx)在维持细胞内氧化还原态中发挥重

要作用[２０];谷胱甘肽过氧化物酶(Gpx)具有清除自

由基及其衍生物的作用.研究表明,gpx、prx 等抗

氧化基因在 H２O２ 胁迫下的表达并不受ohrB 基因

突变的影响,说明豌豆根瘤菌ohrB 突变不影响其

他抗氧化基因的表达[２１],该基因的表达 调 控 与

OxyR的调控系统相互独立.研究发现,在 AlfalfaＧ
Sinorhizobiummeliloti共生体中,根瘤菌侵染及结

瘤受到早期抗氧化系统的调控[２２],但ohr基因的缺

失对植物的共生和固氮酶活没有影响[２３].本研究

也发现,ohrB 的突变不影响植株的共生固氮能力和

根圈定殖能力.Ochsner等[１０]发现在ohr 基因缺

失时 OxyR等抗氧化系统会对其缺失有补偿作用,
保持根瘤低氧环境,从而弥补了因ohrB 基因缺失

而导致的抗氧化缺陷,保证了突变株的共生固氮功

能,但ohrB 基因的突变影响了根瘤菌在豌豆宿主

根部的竞争结瘤能力,Smadar等[２４]发现 ROS在共

生过程中会对根瘤菌早期侵染产生损害.进而推

测,ohrB 基因突变可能导致早期共生受损,从而影

响突变株的竞争结瘤能力.并且 RTＧPCR 检测也

表明,在形成７d和２５d的根瘤类菌体中其表达量

与自生条件下比较有明显差异,说明在类菌体分化

和根瘤形成阶段,ohrB 基因在抵抗 ROS中有重要

作用.
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Antioxidationandsymbioticnitrogenfixationphenotype
ofohrBgeneinRhizobiumleguminosarum

TIAN Mengyang　HEDonglan　LIXiaohua　ZHOUYanlin　ZENGXiaobo　CHENGGuojun

CollegeofLifeScience,SouthＧCentralUniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　Throughhomologousrecombination,aRhizobiumleguminosarumohrB mutantwas
constructed,anditsantioxidationandsymbioticnitrogenfixationphenotypeswerestudied．ThegrowthaＧ
bilityoftheohrB mutantwasthesameasthewildtypeunderfreeＧlivingcondition．However,cellsofthe
ohrB mutantweresensitivetoCuOOH,H２O２andNaClO．TheohrB mutantwashighlysensitiveafter
theshortexposuretoCuOOH．TheresultsofquantitativerealＧtimePCRshowedthattheexpressionof
ohrB wasnotstimulatedbyexogenousH２O２．ThetranscriptionofotherantioxidantgenesintheohrB
mutantstrainwasnotchanged．TheohrB mutanthadnormalnitrogenaseactivityandthesamecolonizaＧ
tionabilityinthepearhizospherecomparedtothewildtype．However,theohrB genein７ＧdayＧoldpea
bacteroidswasexpressedsignificantlyhigherthanthatinfreeＧlivingcells．Thecompetitionnoduleability
ofohrB mutantwasreducedcomparedtothatofthewildtype．ItisindicatedthatohrBisessentialinanＧ
tioxidationandcompetitionofnoduleability,playinganimportantroleinantioxidationandsymbiosis．

Keywords　Rhizobiumleguminosarum;ohrB mutant;antioxidativeactivity;geneexpression;

symbioticnitrogenfixation
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