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大豆快生根瘤菌 SfHH103_03182 基因突变体
的构建和共生固氮表型分析

杜　思　曾小波　李友国

华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以大豆快生根瘤菌 HH１０３中glnK 同源基因SfHH１０３_０３１８２为研究对象,采用pK１９mob单插入

失活技术构建该基因的插入失活突变体,菌落PCR和测序分析表明突变体构建正确.植物盆栽试验结果显示,

与接种野生型菌株 HH１０３相比,突变体接种植株的根瘤数量增多,植株鲜质量和根瘤鲜质量增加,根瘤固氮酶

活无显著差异.在不同浓度氮素处理和盆栽条件下,对共生表型的检测表明突变体接种植物的根瘤数量没有显

著变化.
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　　 氮素是生命活动所必需的元素.空气中有

７８％的成分为氮气.氮气由于本身化学结构非常稳

定不易被植物或微生物直接利用[１].根瘤菌和豆科

植物能够形成特殊的共生结构———根瘤,进而将空

气中的氮气转化为可被吸收利用的铵态氮.SinoＧ
rhizobiumfrediiHH１０３是一种具有优良广谱的快

生型大豆根瘤菌,已获得全基因组序列[２],可以和多

种大豆形成有效共生关系.

Shapiro[３]在研究谷氨酰胺合成酶活性的调节

作用时,纯化得到具有脱腺苷作用的蛋白PⅡ蛋白.

PⅡ蛋白是自然界最广泛分布的信号转导蛋白之

一,广泛存在于细菌、古细菌和植物.在大多数细菌

中包含至少２类 PⅡ蛋白,通常为 GlnB和 GlnK.

PⅡ蛋白通过蛋白Ｇ蛋白之间的相互作用来调节各种

靶信号蛋白的活性.PⅡ蛋白在细胞内通常以三聚

体结构存在,细胞内存在的特殊效应因子 ATP、

ADP和２Ｇ酮戊二酸可以影响 PⅡ蛋白和靶蛋白的

结合[４].与PⅡ蛋白作用的靶蛋白大多数是参与到

细胞氮代谢中的膜蛋白、酶和转录因子[５].例如,

PⅡ蛋白的尿苷化和去尿苷化可以激活或者抑制谷

氨酰胺合成酶腺苷酰基转移酶(ATase,Glne编码

的蛋白)的活性,而 ATase可以通过共价修饰来调

节谷氨酰胺合成酶(GS)的活性,影响氨基酸的合

成[６];GlnK 蛋白在氮充足的条件下会被具有尿苷

酰转移酶和裂解酶活性的 GlnD 脱尿苷修饰,从而

结合细胞膜上的铵转运通道蛋白 AmtB来阻断铵

的吸收[７].
农业生产中化肥的大量施用使得土壤中的无机

氮含量过高.土壤中存在的无机氮源对豆科植物和

根瘤菌的共生固氮作用产生较大影响.较高浓度的

氮抑制根瘤形成.在环境中 NH４NO３浓度达到１０
mmol/L时,豆科植物几乎不与根瘤菌形成根瘤[８].
无机氮负调控结瘤的所有阶段,包括根瘤菌侵染、根
瘤发育和固氮酶活.特别是无机氮的存在对结瘤早

期,如根瘤菌吸附、根毛卷曲、皮层细胞分裂和侵染

线的形成均具有一定的抑制作用[９].
目前尚未见关于S．frediiHH１０３中PⅡ蛋白

在共 生 固 氮 中 的 功 能 研 究 报 道,HH１０３ 中 SfＧ
HH１０３_０３１８２基因编码的 GlnK 蛋白和 M．huaＧ
kuii７６５３R 中MCHKＧ５４７６基因编码的PⅡＧlike蛋

白Pz同源性达到７０％.基于 GlnK 在调节氮素水

平和参与氮素代谢等方面的功能,我们分析认为该

基因在共生固氮中可能影响铵的转运吸收,从而影

响 HH１０３和大豆植物之间的共生固氮表型.本研
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究通 过 构 建 插 入 失 活 突 变 体,考 察 SfHH１０３_

０３１８２缺失后根瘤菌和大豆的共生表型,并在高氮

处理条件下,进一步检测突变体的结瘤能力变化,旨
在探究SfHH１０３_０３１８２基因在大豆快生根瘤菌

HH１０３共生固氮中的功能,为解析根瘤菌在共生条

件下对环境氮素水平的感知和应答途径提供科学

依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

天隆１号大豆种子、费氏中华根瘤菌 HH１０３
(Sinorhizobium fredii HH１０３, 以 下 简 称

HH１０３)、大肠杆菌(Escherichiacoli)DH５α、大肠

杆菌(Escherichiacoli)S１７Ｇ１、自杀质粒pK１９mob

由华中农业大学微生物学国家重点实验室生物固氮

研究室保存;抗生素卡那霉素、氨苄青霉素购于

Duchefa公司;pMD１９ＧT(simple)购于 TaKaRa公

司;DNA 回收试剂盒购自上海华舜公司;TaqDNA
聚合酶、ExTaqDNA 聚合酶、dNTPs、DNA分子质

量标准 marker均购自东盛科技公司TaqDNA 聚

合酶,限制性内切酶等酶制剂购于Fermentas公司;

PCR仪为 BioＧRad生产;气相色谱仪 GC４０００A 购

自北京东西仪器有限公司.
1.2　分子生物学操作和引物

细菌基因组 DNA 抽提、质粒抽提、PCR 扩增,

DNA琼脂糖凝胶电泳、限制性内切酶酶切、TA 克

隆、大肠杆菌感受态制备等操作步骤参照文献[１０].
本试验所用引物见表１.

表１　供试PCR引物

Table１　PCRprimerusedinthisstudy

引物

IDofprimers
引物序列

Sequencesofprimers(５′→３′)
酶切位点

Restrictionsite
作用

Function

０３１８２ＧF AAGCTTCGAGGCAGACAAGGATGGGA HindⅢ
扩增上游交换臂片段

Toamplifytheexchangeupstream
armfragmentsbyPCR

０３１８２ＧR CCCGGGGACGGAACCGCGATCTCGA SmaⅠ
扩增下游交换臂片段

Toamplifytheexchangedownstream
armfragmentsbyPCR

０３１８２ＧMAP TCCTGTTGATGACCGTTCCCG
检测突变体

Todetectthemutant

pK１９ＧMAP CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT
检测突变体

Todetectthemutant

1.3　两亲本接合转移

活化受体菌 HH１０３(第１天)和含有重组质粒

pk１９mobＧSfHH１０３_０３１８２ 的 供 体 菌 大 肠 杆 菌

S１７Ｇ１(第２天),保证２种菌株同时生长到合适浓

度.按１∶１的体积比６０００r/min离心３min分别

收集处于合适浓度的菌体,用无抗 TY 液体培养基

洗涤菌体３次后重悬菌体于５０μL的 TY液体培养

基中,将重悬后的菌液混合点接在无抗 TY 平板上

的滤膜中央,正置于２８℃培养箱中培养,２d后将培

养好的滤膜取下,置于灭菌后的 PA 瓶中,加入

５mL无菌水,用移液器吹打滤膜使滤膜上的菌体脱

落于无菌水中,取打散均匀的菌液稀释至不同浓度

涂布在 AMS＋Kan抗性平板上.倒置于２８℃培养

箱中培养５~７d,挑取单菌落进行筛选验证.
1.4　pK19mob 单交换失活突变体构建方法

在中慢生根瘤菌中存在多种可行的基因敲除策

略[１１Ｇ１２].本研究对快生型大豆根瘤菌 HH１０３用单

交换质粒pK１９mob可以使目标基因快速失活[１３].

在pK１９mob上连接交换臂DNA片段,构建单交换

载体.利用两亲本结合转移将单交换载体导入到受

体菌 HH１０３中,由于交换臂序列和细菌基因组目

的片段序列相同,使基因组和单交换载体交换臂发

生同源重组.发生同源重组后质粒整合至受体菌基

因组上,从而使目的基因发生插入突变,同时由于受

体菌基因组整合质粒序列后,随基因组复制翻译质

粒上的Kan 基因在自身启动子的作用下表达,会使

宿主菌具有 Kan抗性.经抗性平板 AMS＋Kan筛

选的菌落由PCR扩增和测序验证.同源重组交换

发生后,pK１９mob的 MCS位点上游的验证引物

pk１９ＧMAP与目的基因在基因组下游的验证引物

０３１８２ＧMAP可 扩 增 得 到 目 的 产 物,但 以 野 生 型

HH１０３基因组 DNA 为模板不能扩增到产物,说明

pK１９mob质粒已经通过同源重组单交换整合至染

色体目的基因中.
突变体构建和筛选的操作步骤为:以 HH１０３

上的目的基因 DNA 序列作为模板,选取长度小于

６３
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目的基因的片段作为交换臂片段,设计扩增引物

０３１８２ＧF和０３１８２ＧR.以０３１８２ＧF和０３１８２ＧR 为引

物扩增片段回收测序.经过测序验证交换臂片段符

合要求,酶连片段至pK１９mob,构建单交换载体;将
单交换载体钙转化至大肠杆菌S１７Ｇ１中.PCR 扩

增验证转化结果.以 HH１０３作为受体菌,含有单

交换载体的S１７Ｇ１为供体菌,通过两亲本接合转移

技术向受体菌 HH１０３中导入单交换载体.等待涂

布混合菌液的筛选平板 AMS＋Kan上生长出单菌

落,挑取菌落,以pk１９ＧMAP和０３１８２ＧMAP为突变体

验证引物,通过菌落PCR扩增和测序检测突变体的

可靠性.
1.5　大豆盆栽试验

在密封良好的玻璃干燥器中,用烧杯装２００mL
次氯酸钠,向次氯酸钠中加入８．４mL浓盐酸,两试

剂混合后产生氯气,快速盖紧玻璃干燥器盖子,将大

豆种子放置其中灭菌６h.之后取出种子,放置于

超净工作台吹４０min,用无菌水浸泡种子１h.
盆栽试验采用双层钵沙培方式.多次清洗沙子

除去可能含有的有机营养,装瓶后于１２１℃灭菌

１h.每钵种２粒大豆种子保证发芽.在大豆发芽

后长出第１片真叶时接菌.用 Fahraeus无氮营养

液浇灌植株.进行高氮胁迫培养时,向营养液中加

入 NH４NO３至终浓度分别为０、５、１０、２０mmol/L.
光照室温度３０℃,光照１６h/黑暗８h.
1.6　固氮酶活测定

１)制备乙烯标准曲线.向测样玻璃瓶中注入

５、１０、１５、２０、２５、３０μL乙烯标准气体.按要求设置

气相色谱仪,用微量进样器抽取１００μL气体注入气

相色谱进样室,记录乙烯峰面积,制作标准曲线.

２)固氮酶活测定.取生长２８d的新鲜根瘤放

入测样玻璃瓶中,密封玻璃瓶.用注射器抽出２mL
气体后,再注入２mL乙炔气体作为反应底物.置于

２８℃反应２h.反应完成后,用微量进样器取出测样

瓶中反应后的气体１００μL进样,记录乙烯峰面积,根
据标准曲线计算乙烯体积并计算固氮酶活[１４].

2　结果与分析

2.1　 glnK 基因序列及编码蛋白结构域分析

大豆快生根瘤菌 HH１０３的glnK(SfHH１０３_

０３１８２)基因全长４１４bp,编码１３７个氨基酸.同时,
在上游发现与其连锁的基因amtB(SfHH１０３_

０３１８１),amtB 编码铵转运蛋白.在原核生物中,

glnK 和amtB 的遗传连锁是非常保守的,这也说明

了 GlnKＧAmtB复合物作用的重要性.Sant等[１５]

通过对 PⅡ蛋白进行详细的系统发育分析,认为

glnK 和amtB 之间的连锁可能代表了 PⅡ蛋白的

起源.
对SfHH１０３_０３１８２基因的氨基酸序列分析

发现:该基因编码的第２６~１３７个氨基酸包含一个

功能结构域 COG０３４７ (图１),属于 PⅡ 超家族.

COG０３４７结构域与信号转导、氨基酸转运代谢等相

关,具有该结构域的蛋白可以调节谷氨酰胺合成酶

活性.因此,在S．fredii HH１０３中SfHH１０３_

０３１８２可能通过调控根瘤菌的氨基酸同化吸收而影

响 HH１０３与豆科植物的共生作用.

图１　SfHH１０３_０３１８２编码蛋白保守结构域分析

Fig．１　AnalysisofconserveddomainsofSfHH１０３_０３１８２
将SfHH１０３_０３１８２编码蛋白的氨基酸序列

在 NCBI数据库中进行 BLAST 同源性比对,将搜

索获得的同源蛋白构建系统发育树(图２).结果显

示,GlnK蛋白广泛分布于细菌的各个种属.与SiＧ
norhizobiumfredii NGR２３４编码的 ACP２６８８５．１
蛋白(注释为nitrogenregulatoryproteinPⅡ)序列

相似性最高,达到８２％;与Sinorhizobium meliloＧ
ti１０２１编码的 NP_３８７２９５．１蛋白(注释为nitrogen
regulatoryproteinPⅡ)相似性达到７８％;与 MesoＧ
rhizobiumloti MAFF３０３０９９编码的 BAB５０９４９．１蛋

白(注释为nitrogenregulatoryproteinPⅡ;GlnK)和
Mesorhizobiumhuakuii７６５３R编码的 AID３３２６９．１蛋

白(注释为PⅡＧlikeproteinPz)相似性达到７０％.除

共生固氮菌外,与大肠杆菌(Escherichiacoli)编码的

WP_０８７９０５１２１．１(注释为nitrogenregulatoryprotein
PⅡ)蛋白相似性为 ６９％;与联合固氮菌 PseudoＧ
monasstutzeriA１５０编码的 WP_００３０９６４７６．１蛋白

(注释为 PⅡfamilynitrogenregulator)相似性为

６４％;与自生固氮菌Azotobactervinelandii编码的

WP_０１２７０３２４５．１蛋白(注释为PⅡfamilynitrogen
regulator)相似性达到６４％.从系统发育树可以看

出:Sinorhizobium fredii 中 GlnK 蛋 白 非 常 保

守,形成一个相对独立的发育分支.自生固氮菌和

联合固氮菌各自形成一个单独的系统发育分支,且
与共生固氮菌的亲缘关系较远,可能与其存在功能

７３
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图２　GlnK蛋白系统发育分析

Fig．２　PhylogeneticanalysisoftheGlnKprotein

上的差异.
2.2　 SfHH103_03182 插入失活突变体的构建与

鉴定

　　以 HH１０３基因组DNA为模板,以０３１８２ＧF和

０３１８２ＧR为引物,扩增目的基因SfHH１０３_０３１８２
同源交换臂,片段大小为２２５bp.克隆交换臂片段

至 TA克隆载体pMDＧ１９T,测序获得正确 TA克隆

后,抽提质粒.回收经 HindⅢ和SmaⅠ双酶切的

目的片段,酶连片段至经相同双酶切的pK１９mob,
转化E．coliS１７Ｇ１.以 M１３通用引物PCR验证转

化结果,得到符合预期大小３７５bp的片段(图３A).
以含有同源重组质粒 pK１９mobＧSfHH１０３_

０３１８２的E．coliS１７Ｇ１为供体菌,野生型SinorhiＧ
zobiumfredii HH１０３为受体菌做两亲本接合转

移,将同源重组质粒pK１９mobＧSfHH１０３_０３１８２
导入至 HH１０３.同源重组质粒上的交换臂片段与

HH１０３基因组中SfHH１０３_０３１８２基因发生同源

重组,质粒整合至 HH１０３染色体上,随着细菌基因

组的复制,质粒上 Kan基因在自身启动子的作用下

表达,使突变体菌株产生 Kan抗性,使用含 Kan抗

性的选择性平板 AMS筛选根瘤菌突变体.
将筛选平板 AMS＋Kan上生长的菌落转接划

线至 TY＋Kan 平 板.通 过 菌 落 PCR 方 法,以

pK１９mob质粒序列上的验证引物pK１９ＧMAP和相

应根瘤菌基因组序列上的验证引物０３１８２ＧMAP进

行PCR扩增验证,同时以野生型 HH１０３菌液作为

对照模板.验证引物pK１９ＧMAP和０３１８２ＧMAP扩

增突变体预期目的条带大小为６４４bp,扩增出的片

段大小符合预期且野生型 HH１０３对照组无条带

(图３B).扩增该条带进行测序分析,比对分析结果

发现该片段在同时具有原基因组序列和质粒序列,
质粒片段插入目的基因 ORF 的２７６bp处,表明

SfHH１０３_０３１８２基因突变体构建正确.

　M:DNAmarker;１:pk１９mobＧSfHH１０３_０３１８２;１Ｇ２:SfHH１０３_

０３１８２mutant;CK:HH１０３．

图３　同源交换质粒pK１９mobＧSfHH１０３_０３１８２构建(A)

与SfHH１０３_０３１８２基因突变体PCR验证(B)

Fig．３　ConstructionofplasmidofpK１９mobＧSfHH１０３_０３１８２(A)

andPCRidentificationofSfHH１０３_０３１８２mutant(B)

2.3　突变体共生表型的检测与分析

以野生型 HH１０３为对照菌株,以突变株SfＧ
HH１０３_０３１８２mutant为实验菌株,以不接菌为空

８３
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白对照,以天隆１号大豆品种为接种对象进行植物

盆栽试验.接菌后的植物在２２℃光照培养室培养

２８d,然后收集植物样品,测定植物共生表型.由图

４和表２可见,空白对照组的大豆植物长势矮小,叶

片发黄,无结瘤.接种突变株SfHH１０３_０３１８２的

植物长势和接种 HH１０３相比,根瘤数量和根瘤鲜

质量增加,植物地上部分质量和根瘤固氮酶活无明

显差异.
表２　SfHH１０３_０３１８２突变株共生表型测定结果

Table２　SymbiosisphenotypesofSfHH１０３_０３１８２　mutanttestedonTianlong１soybean

菌株

Strain

单株植物鲜质量/g
Freshweight

perplant

固氮酶活/(μmol/(gh))
Nitrogenfixation

activity

单株瘤质量/g
Freshweightof
noduleperplant

单株瘤数

Numberof
noduleperplant

HH１０３ ３．６６±０．２７a １７．３１±６．１６a ０．４７２±０．１３１a ５３．６０±１９．９８a

SfHH１０３_０３１８２mutant ３．９０±０．１５a １７．０８±４．４８a ０．６１０±０．１６８a ６８．４０±１７．５２a

CK １．６０±０．３９b ０ ０ ０

　注:表中数据为３个重复的平均值,每列数据包含相同字母表示无显著差异(P＜０．０５).Note:Thedataisaverageofthreereplicates．

Dataineachcolumnfollowedbythesameletterindicatesnosignificantdifferences(P＜０．０５)．

　A．接种 HH１０３、不接菌和接种SfHH１０３_０３１８２mutant植株地上部分表型;B．接种 HH１０３植物的结瘤表型;C．不接菌的植株不结

瘤;D．接种SfHH１０３_０３１８２mutant植株的结瘤表型.A．SymbiosisphenotypesofaerialpartinoculatedwithHH１０３andSfHH１０３_

０３１８２mutant;B．NodulationphenotypeofundergroundpartinoculatedwithHH１０３;C．Nonodulationphenotypesofundergroundpart

withoutinoculation;D．NodulationphenotypesofundergroundpartinoculatedwithSfHH１０３_０３１８２mutant．

图４　SfHH１０３_０３１８２突变株与大豆天隆１号的共生表型

Fig．４　SymbiosisphenotypesofSfHH１０３_０３１８２mutanttestedonTianlong１soybean

2.4　不同浓度氮素处理下的共生表型检测分析

设计不同的NH４NO３浓度(０、５、１０、２０mmol/L)
处理 进 行 盆 栽 试 验,接 种 HH１０３ 和 突 变 体 SfＧ
HH１０３_０３１８２mut.接菌后的大豆植株在２２℃光照

培养室培养２８d后收集植物样品,统计结瘤数量,
从而检测接种突变体的大豆是否在高氮情况下解除

氮对结瘤的抑制作用.由图５和图６所示,对比结

瘤数量发现,在２０mmol/L处理的大豆完全不结

９３
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瘤,在１０mmol/L处理下接种野生型和突变体SfＧ
HH１０３_０３１８２mutant的大豆均表现出少量的结瘤

能力,但是突变体和野生型的结瘤数量并没有显著

差异.

　A．０mmol/LNH４NO３;B．５mmol/LNH４NO３;C．１０mmol/LNH４NO３;D．２０mmol/LNH４NO３．每个处理从左至右依次是接种

HH１０３、接种SfHH１０３_０３１８２mutant和不接菌(对照)植株;TreatmentsfromlefttorightareinoculatedwithHH１０３,SfHH１０３_

０３１８２mutantandwithoutinoculation．

图５　不同浓度NH４NO３处理下SfHH１０３_０３１８２突变株与野生型天隆１号的结瘤表型

Fig．５　NodulationphenotypeofSfHH１０３_０３１８２mutanttestedonTianlong１atthedifferentconcentrationofNH４NO３

图６　在不同NH４NO３浓度处理下SfHH１０３_０３１８２
突变株与大豆天隆１号共生时的结瘤数量测定

Fig．６　NodulenumberofSfHH１０３_０３１８２mutanttestedon
Tianlong１atthedifferentconcentrationofNH４NO３

3　讨　论

土壤中氮的缺失是根瘤菌和大豆互利共生形成

根瘤的前提,土壤中氨和硝酸盐的浓度过高可能会

造成根瘤无法正常形成[１６].PⅡ蛋白在研究谷氨酰

胺合成酶的活性中被发现,是受氮传感蛋白 GlnD
共价修饰的三聚体蛋白,ATP和２Ｇ酮戊二酸也可以

修饰PⅡ蛋白从而控制 PⅡ蛋白和靶蛋白的作用,
脱尿苷的PⅡ蛋白会激活组氨酸激酶 NtrB活性磷

酸化 NtrC蛋白使其控制氮素调控基因的表达[１７].
自 GlnK 蛋白被发现以来,有大量研究围绕大肠杆

菌、古细菌、自生固氮菌以及联合固氮菌等细菌中的

glnK/glnB的功能进行研究.在大肠杆菌中,GlnK
蛋白在缺氮情况下会调控 Ntr 基因的表达,对于细

菌在缺氮条件下的生长至关重要;在缺氮情况下对

大肠杆菌补氨后细菌能够快速恢复生长也能起到一

定作用[１８].通过对大肠杆菌中氮同化的动态调节

研究发现在氮富集的情况下 GlnK 受到严格的调

控,在氮缺乏的情况下被表达,表明在大肠杆菌中

GlnK可能在氮浓度发生急剧变化时作为缓冲,还
可能 在 碳 氮 代 谢 联 系 中 起 作 用[１９].Haloferax
mediterranei中 GlnK蛋白会在高氮情况下阻断氨

转运 蛋 白 的 作 用[２０].He 等[２１]在 Pseudomonas
stutzeriA１５０１中使glnK 基因失活,发现在glnK
突变体中nifA 基因的转录被关闭,从而影响了突变

体的固氮酶活.在共生固氮菌中关于 GlnK蛋白的

作用报道比较少,在Sinorhizobium meliloti１０２１
中发现glnK 突变后,根瘤菌依旧可以和植物形成

有效共生固氮关系[２２].
本研究通过对 GlnK 蛋白进行系统发育分析,

发现 GlnK 广泛存在于各个菌属,其中自生固氮菌

和联合固氮菌各自分别形成一个单独的系统发育分

支.在Sinorhizobium 中 GlnK 蛋白序列保守,推
测其 功 能 也 较 相 似.在 Mesorhizobium huakuii
７６５３R中MCHK_５４７６基因编码PⅡＧlike蛋白Pz,
根据转录组数据分析发现该基因在类菌体中显著上

调表达[２３],但Sinorhizobium meliloti[２４]和RhizoＧ
biumleguminosarum[２５]在共生条件下,PⅡ基因均

下调表达.推测在不同根瘤菌中 GlnK的共生固氮

功能可能不同.
本研究通过单交换同源重组的方法构建了大豆

０４
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根瘤菌SfHH１０３_０３１８２突变株,通过PCR扩增和

测序验证了突变体的可靠性.通过盆栽试验发现

SfHH１０３_０３１８２缺失后根瘤数量和根瘤鲜质量上

升,地上部分植物和固氮酶活无明显差异.说明

SfHH１０３_０３１８２没有参与大豆根瘤菌 HH１０３和

大豆天隆１号共生作用中固氮酶相关代谢过程,但
影响根瘤的形成和数量,与Sinorhizobium meliloti
１０２１中突变glnK 后的共生表型结果类似.通过

高氮处理接种大豆根瘤菌 HH１０３和突变体的大豆

植株,对突变体在大豆上的结瘤能力观察发现,随着

NH４NO３浓度升高,大豆结瘤数目减少,但glnK 基

因突变后不会解除高浓度氮素对大豆的结瘤抑制作

用.推测,由于 GlnK和 GlnB在氮素调节中共同被

GlnD修饰调控,缺失单独glnK 后可能存在功能弥

补作用.
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Mutantconstructionandsymbioticnitrogenfixationphenotype
analysisofsoybeanrhizobiaSfHH１０３_０３１８２

DUSi　ZENGXiaobo　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheGlnKproteinisaPⅡfamilyproteinexistingwidelyinbacteria,archaeaandplants
andinvolvedinregulatingnitrogen metabolism．Theinsertion mutantofglnK homologuegeneSfＧ
HH１０３_０３１８２inSinorhizobiumfrediiHH１０３wasconstructed．TheresultsofPCRandsequenceanaＧ
lysesconfirmedthatthemutantwascorrectlyconstructed．Theresultsofpotplantexperimentsshowed
thatthenodulenumberoftheplantinoculatedwiththemutant,thefreshweightofplantsandthefresh
weightofrootnodulesincreasedcomparedwithinoculatedwithwildＧtypestrainHH１０３．Therewasno
significantdifferenceinrootnodulenitrogenaseactivity．Theresultsofsymbioticphenotypetestedon
hostplantsoybeanatdifferentconcentrationsofnitrogenlevelsshowedthattherewasnosignificant
changesinthenumberofrootnodulesinthemutantinoculatedplants．

Keywords　Sinorhizobiumfredii HH１０３;PⅡ protein;insertedmutant;symbioticnitrogenfixaＧ
tion;highnitrogenstress
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