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华癸中慢生根瘤菌7653R MCHK_8182 基因
的共生固氮功能

路　达　彭杰丽　谢福莉　陈大松　李友国

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　根据华癸中慢生根瘤菌７６５３R 全局转录组分析结果,获得在共生固氮阶段显著上调表达的基因

MCHK_８１８２;设计重叠延伸PCR引物,构建 MCHK_８１８２双交换突变重组质粒载体;通过三亲本杂交,将突变

载体导入７６５３R;在蔗糖压力培养下进行筛选,最终获得 MCHK_８１８２双交换突变株.PCR及测序验证双交换

突变株构建成功.植物盆栽试验结果显示,与７６５３R野生型接种的植株相比,MCHK_８１８２突变菌株接种的植

株根瘤数减少,但固氮酶活未见明显差异.
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　　植物中 CYP４５０与苯丙烷(phenylpropanoid)、
类黄酮(flavonoids)、萜类化合物(terpenoids)、生物

碱(alkaloids)、脂类(lipids)和生氰糖苷(cyanogenic
glycosides)的生物合成相关,同时也有代谢异生型

化合物的作用.大豆[１]、野葛豆[２Ｇ３]、紫花苜蓿[４]中

的２Ｇ羟基异黄酮合酶(IFS),鹰嘴豆的异黄酮 ２Ｇ羟

化酶和３Ｇ羟化酶[５]都属于细胞色素 P４５０超家族.

Zhang等[６]从蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)中克

隆到２个FNSⅡ(flavonesynthaseⅡ)基因 MtＧ
FNSIIＧ１和 MtFNSIIＧ２,两者都具有 CYP４５０的

羟基化活性,并且 MtFNSⅡ基因被 RNA 干扰时,
蒺藜 苜 蓿 的 结 瘤 数 下 降 明 显.豆 科 植 物 中 的

CYP４５０种类较多且参与类黄酮异黄酮物质的代谢

途径,从而对根瘤菌结瘤产生影响.由于 CYP４５０
在植物类黄酮代谢中发挥的重要作用并且在细菌中

与脂质代谢密切相关,Luyten等[７]对 Rhizobium
sp．BR８１６中的 CYP１２７A２进行了表达分析,并尝

试用各种诱导物处理来检测CYP１２７A２的表达量,
从而预测CYP１２７A２的表达条件,但CYP１２７A２的

具体功能仍然未知.

Mesorhizobiumhuakuii７６５３R MCHK _８１８２
基因 长 度 为 ７７４bp,位 于 pMHb 共 生 质 粒 上,

MCHK_８１８２基因注释为细胞色素 P４５０超家族,
其 与 Mesorhizobium australicum WSM２０７３ 的

Mesau _ ０５８７６、Mesorhizobium opportunistum
WSM２０７５ 的 Mesop_６４０３、Mesorhizobiumciceri
biovarbiserrulae WSM１２７１的 Mesci_５８２８、MesoＧ
rhizobiumloti MAFF３０３０９９ 的 mlr５８７６ 高 度 同

源,对７６５３R转录组分析的结果表明,其在共生过

程中上调表达明显(上调２０２倍)[８],联系到细胞色

素P４５０的单加氧酶性质,该基因有可能与共生过

程中脂质分子代谢相关;且 MCHK _８１８２基因在

nifQ 家族蛋白基因的上游,nifQ 家族蛋白基因参

与铁钼辅因子的初期合成.本研究利用重叠延伸

PCR引物的方法构建双交换突变重组质粒载体,考
察其共生固氮表型,探讨共生基因 MCHK_８１８２的

功能,旨在为研究细胞色素 P４５０在共生固氮中的

功能及全面了解紫云英根瘤菌共生固氮机制奠定

基础.

1　材料与方法

1.1　基本分子生物学操作

小量细菌质粒 DNA 的抽提、PCR 扩增、DNA
琼脂糖凝胶电泳、DNA限制性内切酶酶切、T４连接
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酶连接反应、普通大肠杆菌化学转化感受态的制备

等操作参照文献[９]进行.
1.2　三亲本杂交

在第１天活化受体菌根瘤菌７６５３R,第２天晚

上活化供体菌 DH５αＧpjq２００sk８１８２mut与辅助菌

２０７３.
当３种菌都活化到适宜浓度时,按３∶２∶２的

体积比将３种菌液混合,２５００r/min离心１０min
收集菌体,用 TY液体培养基洗涤菌体２次,并重悬

于５０~７０μL的TY培养基中,取４μL重悬液点在

TY无抗平板的滤膜上,正置于２８℃培养箱培养

１~２d.
在已灭菌的细菌瓶中加入５mL无菌水,将已

培养好的滤膜放入瓶中,用移液器吹打,充分打散.
以不同的稀释浓度分别涂布在SM＋Gm＋Kan抗

性平板上.２８ ℃ 培养 ４~６d,挑取单菌落进行

筛选.
1.3　紫云英盆栽试验

挑选颗粒较为饱满、颜色较青的紫云英种子置

于灭菌的细菌瓶中,９５％乙醇浸泡５min去除表面

蜡质,用１０％次氯酸钠浸泡灭菌１０min,而后用无

菌水洗涤１０次,无菌水浸泡种子４~６h.无菌水洗

涤种子１０次,洗涤至上清无颜色后将种子平铺在素

琼脂平板上.２２℃光照培养箱倒置培养１~２d.
取足量的沙子,用自来水反复洗涤至上清不浑

浊后晾干,装入小塑料杯中,塑料杯由纱布条贯穿底

部,留取足够长度以便吸收水分.
向玻璃罐中加入适量无氮营养液,与装沙子的

小塑 料 杯 组 合,用 双 层 报 纸 封 口 后 放 入 灭 菌 锅

１２１℃高压灭菌６０min.将催芽后的种子播种到灭

过菌的双层钵里,加少量无氮营养液后放置于２２℃
光照培养箱培养.等待植株第１片真叶张开后接种

根瘤菌.
1.4　固氮酶活测定

首先制备乙烯标准曲线.取６个细菌瓶,用塑

胶塞密封,各注入１００μL乙炔气体,然后分别注入

５、１０、１５、２０、２５、３０μL乙烯.将气相色谱仪设置好,
用微量进样器从每个瓶中抽１００μL气体注入气相色

谱仪的进样室,记下乙烯峰面积,制作标准曲线.
将适量的根瘤或新鲜的样品根部放入小玻璃瓶

中,用橡胶塞密封瓶口,先用注射器从瓶中抽出１/１０
体积的气体,再注入１/１０体积的乙炔气体作为固氮

酶底物,密封后置于２８℃培养箱反应２h,反应完毕

后用微量取样器抽取玻璃瓶内气体１００μL,用气相

色谱仪检测乙烯吸收峰值,根据相同条件下制备的

标准曲线折算乙烯体积并计算固氮酶活[１０].

2　结果与分析

2.1　MCHK_8182 突变体的构建及筛选

１)突变载体的构建.根据基因组序列信息设计

SOEＧPCR的引物,如图１所示.在设计引物时,尽
量避开上下游基因.

图１　SOEＧPCR设计方案

Fig．１　SchemeofSOEＧPCR

　　首先使用 Mesorhizobiumhuakuii７６５３R基因

组DNA 为模板,以 PＧA、PＧC,PＧB、PＧD 为引物,扩
增MCHK _８１８２的上臂下臂;以pMD１８TＧKm 为

模板,PＧE、PＧF为引物扩增 Km 基因片段,上臂片

段为６９８bp,下臂片段为５２１bp,Km 片段为９２５
bp.回收３种片段并以其质量比１∶１∶１为模板,
用PＧA与PＧB作为引物进行扩增,琼脂糖凝胶电泳

回收重叠延伸后的片段.

７５
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　左图为 SOEＧPCR 使用的模板汇总,右图分别为在５５℃与

５３℃退火条件下SOEＧPCR结果.Thegraphontheleftshows

theresultoftemplatesofSOEＧPCRandthegraphontheright

showstheresultofSOEＧPCRundertheannealingtemperature

in５５℃and５３℃;１．Marker;２．上臂 Theupperarm;３．下臂

Thelowerarm;４．Km;５．SOEＧ１;６．SOEＧ２．

图２　SOEＧPCR片段验证

Fig．２　FragmentsvalidationofSOEＧPCR

　　SOEＧPCR验证过程见图２.将融合片段克隆

到 TA克隆载体pMDＧ１９T 上,挑取克隆子活化后

抽提质粒,酶切质粒验证并测序(图３).编号SOEＧ
TAＧ２、SOETAＧ６、SOETAＧ８的克隆酶切验证正确,
均能得到２０００bp片段.经过测序,编号SOETAＧ
６克隆所含片段正确.

根据测序结果选择正确的 TA 克隆,抽提质粒

并酶切,琼脂糖凝胶电泳回收正确的融合片段,并克

隆到pJQ２００sk载体上,挑取克隆子活化后抽提质

粒,酶切验证克隆阳性.编号pJQSOEＧ１、pJQSOEＧ
５、pJQSOEＧ１７经酶切验证正确,酶切后均能得到

２０００bp条带(图３).
以 含 有 pJQSOEＧ１ 的 DH５α 为 供 体,含

pRK２０７３的E．coli为辅助菌,７６５３R 为受体菌,通
过三亲本杂交将pJQSOEＧ１载体导入到７６５３R中,
挑 取转化子活化后以菌液为模板,PＧE、PＧF为引物

图３　置换载体构建过程验证

Fig．３　Constructionofreplacementvectors
进 行 PCR 验 证 阳 性. 编 号 为 ７６５３RpJQＧ１、

７６５３RpJQＧ２、７６５３RpJQＧ３、７６５３RpJQＧ４的克隆均能

得到９２５bp的Km 片段,证明pJQSOEＧ１已成功导

入７６５３R(图４).

２)MCHK _８１８２突变体的筛选与验证.将含

有pJQSOEＧ１的７６５３R活化后置于 TY＋１２％蔗糖

培养基中培养传代,以３d为单位,传代到第８代

时,将菌液使用无菌水稀释后涂在SM＋Km＋Str
平板上,２８℃培养３~４d,分别挑取单菌落到TY＋
Km＋Str与 TY＋Km＋Str＋Gm 平板上,进行观

察.若２~３d之内,筛选菌在 TY＋Km＋Str上生

长而在 TY＋Km＋Str＋Gm 上不生长或生长很慢,
那么该单菌落就有可能为双交换突变株.筛选进行

传代到２５代左右时,筛选菌株开始出现在 TY＋
Km＋Str＋Gm 生长缓慢或不生长的现象,收集双

交换突变株,用pBBRＧ８１８２引物验证原有基因的完

整性,并以菌液为模板,PＧA、PＧB为引物,PCR验证

上臂上游到下臂下游的长度,并对阳性结果进行

测序.
经PCR验证(图５),编号７６５３RＧ８１８２mutＧ２、

７６５３RＧ８１８２mutＧ４的菌 株 作 为 模 板 无 法 扩 增 出

MCHK_８１８２原基因,经测序确认,编号７６５３RＧ

８５
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　１．Marker;２．７６５３RpJQＧ１;３．７６５３RpJQＧ２;４．７６５３RpJQＧ３;

５．７６５３RpJQＧ４．

图４　三亲本杂交验证结果

Fig．４　Validationofcloneresultoftransformtion

８１８２mutＧ２、７６５３RＧ８１８２mutＧ４的上臂上游与下臂下

游之间的片段不含有 MCHK_８１８２原基因,被Km
片段取代,双交换 MCHK _８１８２ 突 变 菌 株 构 建

成功.
2.2　 MCHK_8182 突变体的表型检测

分别以野生型７６５３R(７６５３RＧwildtype)与突变

株(７６５３RＧ８１８２mutＧ２)为接种菌株,以不接菌为空

白对照,进行紫云英盆栽试验,在２２℃光照培养箱

培养３５d,观察与检测植株共生表型与固氮酶活.
如图６所示,空白对照生长正常,野生型７６５３R 及

８１８２突变株与空白对照存在明显差异.与野生型

相比,突变株地上部分略稀疏,地上部分鲜质量没有

明显差异,突变株根瘤数目少于野生型,突变型植株

的根瘤较大但小瘤数量明显少于野生型,总瘤质量

两者持平,固氮酶活没有明显差异(表１).

　左图为使用pBBRＧ８１８２引物验证原 ORF完整性,右图为使用PＧA、PＧB引物验证片段大小.Thegraphontheleftshowstheresult

ofconfirmationofopenreadingframethroughpBBRＧ８１８２primersandthegraphontherightshowstheconfirmationofthelengthof

exchangedfragmentsthroughPＧAandPＧBprimers．

图５　MCHK_８１８２基因同源双交换突变体PCR验证

Fig．５　IdentificationofdoubleＧcrossrecombinatebyPCR
表１　MCHK_８１８２突变体表型观测结果

Table１　Symbiosisphenotypesinducedby７６５３RＧ８１８２mutＧ２mutanttestedonAstragalussinicusL．

菌株

Strains

单株地上部鲜质量/g
Abovegroundparts’

massperplant

单株瘤数

Thenumberof
nodulesperplant

平均瘤质量/mg
Theaveragemass
ofeachnodule

固氮酶活/(μmol/(g􀅰h))
Theaverageof

nitrogenaseactivity

CK ０．０８４±０．００５a ０．００ ０．００ ０．００
野生型７６５３R

７６５３RＧwildtype
０．３６３±０．０２９b ２６．５±６．９b １．６７±０．１４b ７．７８±０．２９b

７６５３R突变株

７６５３RＧ８１８２mut
０．３３９±０．０９２b １４．６７±５．８c ２．８７±０．５０c ９．０２±１．１２b

注:表中数据为３个重复的平均值,每列数据中有相同字母表示没有显著差异(P＜０．０５).Thedataisaverageofthreereplicate．Data

ineachcolumnfollowedbythesameletterarenotsignificantdifference(P＜０．０５)．

９５
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　A:由左至右分别为空白对照、野生型７６５３R、７６５３R突变株;B:野生型７６５３R、７６５３R突变株根部特写;C:植株整体图,由左至右分

别为空白对照、野生型７６５３R、７６５３R突变株;D:由左至右分别为空白对照、野生型７６５３R、７６５３R突变株的根部放大图.A:Fromleft

toright,thereareblankcontrol,７６５３RＧwildtype,７６５３RＧ８１８２mutＧ２;B:Thefeaturesof７６５３RＧwildtypeand７６５３RＧ８１８２mutＧ２’sroot;

C:Thegraphofwholeplants,fromlefttoright,thereareblankcontrol,７６５３RＧwildtype,７６５３RＧ８１８２mutＧ２;D:Enlargedimagesof

plantsroot．Fromlefttoright,thereareblankcontrol,７６５３RＧwildtype,７６５３RＧ８１８２mutＧ２．

图６　MCHK_８１８２基因同源双突变株与紫云英共生表型

Fig．６　Symbiosisphenotypesandnodulationsinducedby７６５３RＧ８１８２mutＧ２mutanttestedonAstragalussinicusL．

3　讨　论

笔者所在课题组前期对 MesorhizobiumhuaＧ
kuii７６５３R 在共生过程中的基因表达使用 RNAＧ
Seq与 Microarrays进行分析,发现 MCHK _８１８２
基因在类菌体中上调表达并且上调表达量居于前

２５位[８].本研究通过蔗糖压力筛选,获得了 MesoＧ
rhizobiumhuakuii７６５３RMCHK _８１８２双交换突

变菌株,并通过盆栽试验观测了突变体的表型.与

野生型的７６５３R相比,MCHK_８１８２突变体的地上

表型差异并不明显,但根部差异明显,MCHK_８１８２
突变体的根瘤明显少于野生型７６５３R 且小根瘤减

少明显.

CYP４５０作为一类单加氧酶,其功能主要集中

在内生物质的修饰与外源物质的代谢方面[１１Ｇ１４].关

于CYP４５０在根瘤菌中的表达,Tully等[１１]的研究

表明Bradyrhizobiumjaponicum 中的CYP１１２和

CYP１１４在共生条件下表达而在自生状态下不表

达,笔者所在课题组前期的研究[８]也证实 MCHK _

８１８２与共生固氮过程相关,并且受到固氮相关因素

调控.Luyten等[７]对 Rhizobium sp．BR８１６ 中的

CYP１２７A２做过相应的研究,在nifH 突变的RhiＧ

zobiumsp．BR８１６中检测CYP１２７A２的表达,发现

其表达基本不受影响,nifH 突变对Rhizobiumsp．
BR８１６的结瘤能力没有影响但根瘤没有固氮活性,
说明CYP１２７A２的底物并不是固氮相关的代谢物.

Luyten等[７]在模拟条件下使用多种诱导物处理

Rhizobiumsp．BR８１６并检测CYP１２７A２的表达水

平,采用黄酮黄烷酮类化合物、香草醛、葫芦巴碱、香
豆素作为诱导物诱导 CYP１２７A２,并不能有效地诱

导 CYP１２７A２ 表 达;加 入 短 链 醇 类 物 质 时,

CYP１２７A２上调表达明显.本研究中紫云英盆栽试

验结果显示,MCHK_８１８２突变体的根瘤明显少于

野生型７６５３R,说明MCHK_８１８２的突变影响到根

瘤菌结瘤的过程;突变株固氮酶活性没有明显变化,
说明 MCHK _８１８２没有参与固氮酶相关的代谢过

程.因此,我们推测:一方面 MCHK _８１８２可能参

与某种植物根系的脂质代谢,而该物质的积累不利

于根瘤的发生;另一方面MCHK_８１８２可能是结瘤

因子修饰中的一环,直接或间接参与结瘤因子修饰.
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SymbioticnitrogenfixationfunctionofMCHK_８１８２
inMesorhizobiumhuakuii７６５３R

LUDa　PENGJieli　XIEFuli　CHENDasong　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　BasedonanalyzingthetranscriptomeofMesorhizobiumhuakuii７６５３R,MCHK _８１８２
wasidentifiedtobeupＧregulatedsignificantlyduringthestageofsymbioticnitrogenfixation．SOEＧPCR
primersweredesignedandanMCHK_８１８２replacementvectorwasconstructed．Throughthreeparental
matting,thereplacementvector wasintroducedinto M．huakuii ７６５３R．Thetransconjugants were
screenedunderapressureofsucroseculture．TheMCHK_８１８２replacementmutantwasfinallyobtained
anditscorrectnesswasconfirmedbyPCRandsequencing．Theresultofthepotexperimentshowedthat
thephenotypeofhostplantsinducedbyMCHK _８１８２muthadaremarkablyreducednumberofroot
nodulescomparedwithwildＧtype７６５３R,butnodulesnitrogenaseactivityremainedunchanged．

Keywords　 Mesorhizobium huakuii;cytochrome P４５０(CYP４５０);doubleexchange;mutant
strains;symbioticnitrogenfixation;symbioticgeneMCHK_８１８２;phenotype
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