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苜蓿中华根瘤菌共生固氮
相关基因突变体的分离和鉴定
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摘要　为了阐明豆科植物共生反应与免疫反应的协调机制,揭示参与植物细胞侵染、定殖及固氮过程中根

瘤菌基因的功能,以苜蓿中华根瘤菌Sm２０１１为材料,构建了约８０００株Tn５ＧsacB 转座子插入的突变体库.利

用巢式PCR检测技术,从中鉴定和筛选出nodC、nifH、smc０１１８８和smc０４０２４等４个特定目标基因的插入突变

体及其插入位点.通过结瘤试验考察突变体共生及固氮表型,结果显示:植株接种smc０１１８８突变体２８d后,与
对照植株相比,该基因突变导致根瘤固氮酶活下降,与慢生型大豆根瘤菌该基因突变体的表型类似;smc０４０２４
基因突变不影响植株生长,根瘤发育基本正常;接种nifH 突变体后,植株呈缺氮表型,生长发育受阻,根瘤为白

色;接种nodC 突变体后植株不结瘤,说明Tn５ＧSacB 的插入导致nifH、nodC 基因功能丧失.利用 PCR检测、

鉴定和分离目标基因突变体是一种行之有效的方法.
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　　根瘤菌入侵豆科植物并形成根瘤,根瘤菌在根

瘤中分化为类菌体进行固氮作用,为宿主植物提供

氮源(氨),植物为根瘤菌提供碳源,这种共生互惠的

关系是目前地球上最有效、最经济、最环保的氮素来

源,对现代农业生产具有重要的意义.蒺藜苜蓿作

为一种模式豆科植物被广泛用于共生固氮的研

究[１Ｇ２],其共生伙伴苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium
meliloti)的研究也受到广泛重视[３Ｇ４].蒺藜苜蓿所

形成的根瘤属于不定型根瘤,其分生组织活性持续

时间较长,根瘤菌持续侵入到分生组织,导致根瘤有

明确的分生区、侵染区、固氮区和衰老区,各区域处

于不同的发育阶段[５].根瘤菌在侵染区与固氮区开

始分化成类菌体并行使固氮功能,然而类菌体分化

的分子机制仍不清楚.目前,在苜蓿中发现有７００
多种根瘤特异富含半胱氨酸(noduleＧspecificcysteＧ
ineＧrich,NCR)多肽,大多在细菌侵染、根瘤发育的

不同阶段表达,这类多肽在体内体外都具有抗菌活

性[６Ｇ７].然而,根瘤菌遭遇到这些多肽是如何逃逸并

存活的还不清楚,在根瘤菌中发现 BacA 具有保护

根瘤菌抵御 NCR抗菌活性的功能[８].为了揭示根

瘤菌在根瘤中侵染、存活、定殖分化及固氮的机制,
需要鉴定出更多参与这些过程的根瘤菌功能基因.

Tn５转座突变技术已广泛运用于革兰氏阴性细菌

的分子遗传学研究中[９],用于构建突变体库与目标

基因的筛选.本研究以苜蓿中华根瘤菌Sm２０１１为

材料,构建了约８０００株Tn５ＧsacB 转座子插入的突

变体库.利用PCR检测技术鉴定和筛选出特定目

标基因的插入突变体,通过结瘤试验进一步观察突

变体的共生表型,旨在为鉴定苜蓿中华根瘤菌突变

体提供资源及筛选程序,为后续深入研究根瘤菌共

生固氮调节的分子机制提供基础资料.

1　材料与方法

1.1　植物、菌株和质粒

野生型蒺藜苜蓿 (Medicagotruncatula)R１０８
种子、苜 蓿 中 华 根 瘤 菌 Sinorhizobium meliloti
２０１１菌株(简称 Sm２０１１)、大肠杆菌 Escherichia
coliDH５α/pRK２０７３[pRK２０７３为辅助转移质粒,

５０μg/mL 壮 观 霉 素 (Spec)抗 性]以 及 供 体 菌

E．coliS１７Ｇ１/pMH１７０１[包含 Tn５ＧSacB转座子质
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粒,５０μg/mL 卡那霉素(Kan)抗性和 １０μg/mL
四环素(Tc)抗性]由笔者所在实验室保藏.
1.2　培养基

TY培养基:５．０g 胰蛋白胨,１．３gCaCl２ 􀅰

６H２O,３．０g母粉,ddH２O定容至１０００mL,pH 值

调至７．０~７．２.

SM 培养基:１０．０g露醇,０．５gK２HPO４,０．１g
NaCl,０．２gMgSO４,０．１gCaCl２􀅰６H２O,４．０mL
Rh元素液(５gH３BO３,５gNa２MnO４,ddH２O定容

至１０００mL),１．０mL混合维生素液(１０．０mg硫胺

素,１０．０mg泛酸钙,１０．０mg烟酰胺,１．０mg生物

素,ddH２O定容至１０００mL),ddH２O定容至１０００
mL,pH 值调至６．８~７．０.

植物培养基 FM:０．１０gCaCl２􀅰２H２O,０．１２g
MgSO４􀅰７H２O,０．１０gKH２PO４,０．１５gNa２HPO４􀅰

１２H２O,５．０mg柠檬酸铁(FeＧEDTA),１mL微量元素

母液(２．８６gH３BO３,２．０３gMnSO４􀅰４H２O,０．２２g
ZnSO４􀅰７H２O,０．１３g Na２MoO４ 􀅰２H２O,０．０８g
CuSO４􀅰５H２O,ddH２O 定容至１０００mL),定容至

１０００mL,调节pH至６．５.１２℃灭菌２０min,固体FM
培养基加入１２g/L琼脂.
1.3　突变体库的构建及检测

利用三亲本杂交技术,将供体菌E．coliS１７Ｇ１/

pMH１７０１、受 体 菌 Sm２０１１、辅 助 菌 E．coli/

pRK２０７３分别在相应抗性培养液中培养至对数期

(OD６００约０．８);将三者以２∶２∶１(２mL∶２mL∶
１mL)的比例混合收集后用 TY 液体洗涤数次,用

５０~７０μL的 TY液体重悬并转移到 TY平板的微

孔滤膜上,于２８℃倒置培养２d.然后５mL无菌

水将菌体从滤膜上洗脱下来并稀释至１０－１,取１００

μL涂布于SM＋Kan(７０μg/mL)平板,２８℃倒置培

养３~４d;在SM＋Kan平板上进行复筛;复筛后的

菌落分别点板于 SM＋Kan、SM＋Kan＋Tc(１０

μg/mL)、SM＋Kan＋Sac(７％蔗糖)的平板上,进行

下一步的筛选;选取只能在SM＋Kan平板上生长,
不能在SM＋Kan＋Tc和SM＋Kan＋７％蔗糖的平

板上生长的菌落构建突变体库.随机挑选单菌落用

引 物 Tn５ＧF(５ＧTAGTGAAGCCATGCAGGAAGＧ
GCGCTTAＧ３)/Tn５ＧR(５ＧCGATGGGTATAAATＧ
GTCGATGACGCGCAAGＧ３)进行Tn５ＧIS５０基因

PCR扩增验证.
1.4　目标基因突变体的鉴定

在目标基因的上下游 １００bp左右处各设计

１条引物(F/R),引物退火温度约６０℃,并以野生

型根瘤菌为模板进行 PCR 扩增验证.在转座子

Tn５ＧsacB 两侧１００bp左右和５０bp左右处,分别

设计引物 P(５ＧGCACGATGAAGAGCAGAAGTＧ
TATCATGAACＧ３)与P２(５ＧGTTAGGAGGTCAＧ
CATGGAAGTCAGＧ３),因 Tn５ＧsacB 首尾呈１８０°
倒置,两端引物均为P 与P２,记作PL、PR(Tn５左

和右)与P２L、P２R(Tn５左和右).巢式PCR方法:
第一轮PCR,以PL/F、PR/R 为引物分别扩增突变

体混合库;第二轮以稀释２００倍的第一轮PCR产物

为模板,用P２L/F、P２R/R 为引物分别进行扩增.
若能扩增出与目的基因大小相近的特异条带,则进

行测序验证.用F/PL和PR/R 引物扩增对应的９６
孔平板中的菌株逐个筛选,并在 TY＋Kan平板上

培养分离到单菌落,然后菌落PCR以F/PL、PR/R
和F/R 为引物进行扩增进一步验证及测序.
1.5　根瘤菌突变体表型的鉴定

将野生型 R１０８蒺藜苜蓿种子用浓 H２SO４１０
min、２％ NaClO５min灭菌消毒处理后,４℃无菌水

浸没春化２d后转移至FM 固体培养基中２３℃倒

置暗培养１２~１６h,移栽到灭菌处理的珍珠岩/蛭

石(１∶２)混合基质中,光照培养３d后接种根瘤菌,
将其用 TY液体培养至对数期(OD６００约为１．０),用

FM＋０．５ mmol/L KNO３ 重 悬 稀 释 至 OD６００ 在

０．０２~０．０４,接种２８d后,观察、统计植株的结瘤相

关表型.

2　结果与分析

2.1　苜蓿中华根瘤菌突变体库的制备及贮存

利用细菌三亲本杂交,以携带有Tn５ＧSacB 转

座子质粒(pMH１７０１)的大肠杆菌为供体、在含有协

助转 移 质 粒 (pRK２０７３)的 大 肠 杆 菌 辅 助 下,将

Tn５ＧSacB 转座子质粒导入受体菌株苜蓿中华根瘤

菌Sm２０１１中.通过在滤膜上杂交２d后制备杂交

混合菌悬液,稀释后分别涂布SM(基本培养基)和

SM＋Kan平板,待长出菌落后统计各个平板菌落

数.统 计 结 果 表 明,Tn５ＧSacB 转 座 效 率 约 为

１．８４×１０－６.由于质粒pMH１７０１在苜蓿中华根瘤

菌中不能复制,导致Tn５ＧSacB 转座子插入到根瘤

菌染色体或内源质粒上,使根瘤菌携带有 Kan抗性

和SacB 基因.因此,将杂交后在平板上长出的菌

落分别点种到SM＋Kan、SM＋Kan＋Tc和SM＋
Kan＋Sac(７％蔗糖)的平板上观察菌落生长.结果

４４
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显示,绝大多数菌落都能在SM＋Kan平板上生长,
而在另外２种平板上不能生长(图１A),说明Tn５Ｇ
SacB 转座 子 插 入 到 根 瘤 菌 复 制 子 中.在 Tn５Ｇ
IS５０片段上设计引物,随机挑取２３个菌落进行

PCR检测,都能扩增出８１０bp的条带,表明转座子

存在于苜蓿中华根瘤菌中(图１B).经过复证,筛选

并分离到约８０００个转座子插入克隆,分别接种于

９６孔板中(含 TY＋Kan培养液)并点种于平板培养

基上(每皿９６个克隆并对应于一个９６孔板),培养

后将平板上９６个菌落制备成混合菌悬液,置于一个

保藏管中;分别在９６孔板和混菌保藏管中加入５０％
甘油,在－８０℃贮藏备用.

　A．Sm２０１１插入突变体抗性筛选,选择培养基依次为SM＋Kan＋Tc(排除根瘤菌含 Tc抗性质粒pMH１７０１)、SM＋Kan＋Sac(含有

SacB 基因的根瘤菌对蔗糖敏感)、SM＋Kan;B．菌落PCR检测,M:DNAmarker;CK:受体菌株Sm２０１１;泳道１~２３:阳性克隆的Tn５Ｇ

IS５０扩增片段,大小为８１０bp.A．SelectionofdrugＧresistancemutants,mutantsweregrownonmediumSM＋Kan＋Tc,SM＋Kan＋Sac

andSM＋Kanrespectively．B．Tn５ＧIS５０(８１０bp)byPCR;M:DNAmarker;CK:WildtypestrainSm２０１１;Lane１Ｇ２３:Randomselective

drugＧresistancecolonies．

图１　苜蓿中华根瘤菌抗性筛选及Tn５转座子的鉴定

Fig．１　SelectionofdrugＧresistanceandidentificationofTn５transposoninmutantsofS．meliloti

2.2　苜蓿中华根瘤菌特定目标基因突变体筛选及

插入位点的鉴定

　　根据苜蓿中华根瘤菌Sm２０１１基因组信息选取

特定目标并设计相应的引物,利用巢式PCR方法鉴

定目标基因突变体.本研究选取的目标基因,其功

能分别编码固氮还原酶(nifH)、结瘤(nodC),调控

肽聚 糖 合 成 羧 肽 酶.首 先 利 用 Tn５ 上 的 引 物

P(PL、PR)和 P２(P２L、P２R)(Tn５左和右边)和

基因上引物F和 R(正向和反向)进行交叉配对,
对７９个混合菌液进行PCR扩增.当DNA扩增带

出现在某一管中时,再对相应的９６孔板中的每个

克隆分别进行扩增,鉴定出目标基因插入突变体.
大量和多次的 PCR 检测结果显示,在突变体中,

Tn５引物基因PL与F 引物则扩增出５４９bpDNA
片段,Tn５引物PR与基因引物R 则扩增出８７７bp
DNA片段,而基因F 和R 引物未能扩增出条带;
在野生型菌株Sm２０１１中,基因引物F 和R 能扩

增 出１１９０ bp 片 段,说 明 Tn５ＧSacB 插 入 在

smc０１１８８基因编码区(图２A).同样的方法,鉴
定到Tn５ＧSacB 分别插入在smc０４０２４基因非翻译

区(图２B)、nifH 基因编码区(图２C)和nodC 基

因编码区(图２D).

５４
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　A．羧肽酶基因突变体(smc０１１８８)不同引物对 PCR 扩增片段(左图),根据不同引物对扩增片段的大小及有无,鉴定到

Tn５ＧSacB插入位点(右图);B．糖基转移酶基因突变体(smc０４０２４)不同引物对PCR扩增片段;C．固氮还原酶基因(nifH)突变

体不同引物对PCR扩增片段;D．共同结瘤基因(nodC)突变体不同引物对PCR扩增片段.电泳图中泳道１:Sm２０１１菌株基因

组为模板,分别以目标基因F 与Tn５ＧPL引物扩增(见右图引物方位);２,３:分别以突变体２个菌落基因组为模板,以目标基因

F 与Tn５ＧPL引物扩增;４:以Sm２０１１基因组为模板,以目标基因R 与Tn５ＧPR引物扩增;５,６:分别以突变体２个菌落基因组

为模板,以目标基因R 与Tn５ＧPR 引物扩增;７:以Sm２０１１基因组为模板,以目标基因F 与R 引物扩增;８,９:分别以突变体２
个菌落基因组为模板,以目标基因F 与R 引物扩增;M:DNA 分子质量标准.A．smc０１１８８genemutant;B．smc０４０２４gene

mutant;C．nifH mutant;D．nodC mutant．ThetargetmutantDNAfragmentswereamplifiedbydifferentpairsofprimers
(Leftpicture)andschematicstructureofTn５ＧSacBinsertionsiteontargetgene(Rightpicture)．Twocolonieswereselected

forPCRdetectionineachmutant．Inelectrophoresis:Lane１:WildtypeSm２０１１strainwasamplifiedbyF/Tn５ＧPLprimers;

Lane２&３:TwocoloniesofeachtargetmutantwereamplifiedbyF/Tn５ＧPL primers;Lane４:WildtypeSm２０１１strainwas

amplifiedbyR/Tn５ＧPRprimers;Lane５&６:TwocoloniesofeachtargetmutantwereamplifiedbyR/Tn５ＧPRprimers;Lane

７:WildtypeSm２０１１strainwasamplifiedbyF/Rprimers;Lane８&９:Twocoloniesofeachtargetmutantwereamplifiedby

F/Rprimers;M:DNAmarker．

图２　目标基因突变体插入位点的PCR检测

Fig．２　DetectionofTn５ＧSacBinsertionsiteontargetgenesbyPCR
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2.3　苜蓿中华根瘤菌肽聚糖合成相关基因突变体

的表型

　　在苜蓿中华根瘤菌基因组存在６个基因编码调

控 肽 聚 糖 合 成 的 酶,它 们 分 别 是 羧 肽 酶 基 因

(smc００１２２、smc０１１８８)、糖 基 转 移 酶 基 因

(smc０４０２４)、细胞分裂因子基因(smc００７１６)、酰胺

酶基因(smc０１８５４)、水解酶基因(smc０４０２５).通过

转座子诱变及插入位点高通量测序发现,Tn５插入

上述基因中,在 NCR２４７多肽[１０]胁迫下导致其突变

体的竞争性降低[１],暗示这些基因在根瘤固氮过程

中可能参与根瘤菌抵御宿主的防御多肽的攻击.为

了进一步观察其突变体的共生固氮表型,我们选取

Tn５ＧSacB 插入突变体smc０１１８８、smc０４０２４进行

结瘤试验.结果显示,接种smc０１１８８突变体２８d
后,与对照植株根瘤相比,突变体根瘤粉红色区域大

大缩小、叶片也呈现出部分褐红色.说明该基因突

变导致固氮酶活下降,该结果与慢生型大豆根瘤菌

该基因突变体表型类似[１１].smc０４０２４突变体结瘤

试验结果表明,该基因突变不影响植株生长、根瘤发

育基本正常(图４).原因可能是由于Tn５ＧSacB 插

入位点在smc０４０２４基因上游非编码区(图２B),但

不影响该基因正常表达.
2.4　苜蓿中华根瘤菌 nifH 和 nodC 基因突变体的

表型

　　固氮酶结构基因nifHDK 存在于所有固氮微

生物中,且结构和功能都十分保守,其中任何一个基

因突变都导致固氮功能丧失.根瘤菌nifHDK 基

因突变则导致宿主植物产生白色根瘤、无固氮活性.
根瘤菌中nodABCD 等结瘤关键基因负责结瘤因子

的合成,其突变后将无法在宿主植物上正常结瘤.
将筛选到的固氮还原酶基因(nifH )和结瘤基因

(nodC)插入突变体在选择培养基上活化后在无氮

培养条件下进行盆栽结瘤试验.接种根瘤菌数天

后,观察植株生长状况及根瘤颜色,结果显示:当植

株接种野生型根瘤菌Sm２０１１后,植株生长发育正

常、根瘤呈粉红色;而接种鉴定出的nifH 突变体

后,植株呈缺氮表型,生长发育受阻,叶片出现褐红

色,根瘤为白色(图３AＧC).与野生型根瘤菌在宿

主植物上能够正常结瘤的表型相比较,接种nodC
突变体后植物上完全没有结瘤(图３DＧG).说明

Tn５ＧSacB 的 插 入 导 致 nifH,nodC 基 因 功 能

丧失.

　WT:表示植株接种野生型菌株Sm２０１１;smc０１１８８:接种smc０１１８８突变体菌株;smc０４０２４:接种smc０４０２４突变体菌株.豆血红蛋白

使根瘤呈粉红色,表示正常固氮根瘤,粉红色块体小说明固氮活性低下.叶片背面产生褐色说明植株呈现缺氮表型.WT:Inoculation

withwildtypeSm２０１１;smc０１１８８:Inoculationwithsmc０１１８８mutant;smc０４０２４:Inoculationwithsmc０４０２４mutant．Thepinknodule

withafillofleghemoglobinhasnormalnitrogenfixatingactivityandnodulewithlesspinkhaslownitrogenfixatingactivity．Leafwith

brownshowsplantgrewundernitrogenＧstarvation．

图３　根瘤菌肽聚糖合成相关基因突变体的表型

Fig．３　PhenotypeofpeptidoglycansynthesisrelatedgenemutantsinS．meliloti
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　A．接种根瘤菌２８d后植株生长状况;B．接种野生型菌株Sm２０１１后的根瘤;C．接种nifH 突变体菌株后的根瘤,呈白色无固氮活性;

D,F．接种野生型根瘤菌(D,E)和nodC 突变体(F,G)１０d后植株的共生表型.A．Thegrowthofplantsby２８dpiwithrhizobia．

BＧC．NodulesofplantinoculationwithwildtypeSm２０１１(B)andnifH mutant(C)．DＧG．Symbioticphenotypeofpalntsby１０dpiwith

wildtypeSm２０１１(D,E)andnodC mutant(F,G);E:Magnificationofrootnodulesin(D);G:Magnificationofrootin(F)．

图４　nifH 和nodC 基因突变体的表型

Fig．４　PhenotypeofnifHandnodCgenemutantsinS．meliloti

3　讨　论

Tn５转座诱变是一种构建突变体的传统方法,
广泛用于根瘤菌诱变[１２],但突变体的分离和鉴定都

靠植物结瘤试验来完成,耗时费力且需要大量的重

复试验.笔者所在实验室已分离到部分共生固氮相

关基因突变体[１３Ｇ１４],但仍然不能满足目前共生固氮

研究的需求.在豆科植物中发现了与根瘤菌共生相

关的信号途径[１５Ｇ１６],植物具有识别根瘤菌、调控其入

侵和感染、定殖及固氮的功能,在这些过程中根瘤菌

的入侵和定殖是如何逃逸植物防御体系的? 已有的

研究表明,植物依赖其天然免疫机制防止微生物入

侵,防御系统的第一道屏障是通过植物细胞跨膜受

体 (PRR)辨 别 微 生 物 或 病 原 相 关 分 子 模 式

(MAMPs/PAMPs)而激活免疫反应(PTI),从而抑

制微生物侵染[１７].然而,根瘤菌也具有微生物相关

分子模式,在侵染豆科植物时为何没有激活植物的

免疫反应,其中必然涉及根瘤菌相关基因的功能.
因此,本研究构建了苜蓿中华根瘤菌 Sm２０１１ 的

Tn５ＧsacB 转座子插入突变体库,建立了快速鉴定

和筛选目标基因插入突变体的程序.本研究成功地

分离到nodC、nifH、smc０１１８８、smc０４０２４等基因突

变体,可为后续研究根瘤菌共生固氮相关基因的功

能提供材料;同时,也可以利用豆科植物突变体大规

模筛选根瘤菌抑制宿主共生固氮缺陷突变的功能基

因,以便深入研究根瘤菌与豆科植物相互作用的分

子机制.
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Isolationandidentificationofmutantofsymbioticnitrogenfixation
relatedgenesfromSinorhizobiummeliloti

ZHANGQing　YU Haixiang　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Sinorhizobiummelilotistrain２０１１(Sm２０１１)wasusedtoconstructarandom mutantliＧ
braryconsistingofapproximately８０００cloneswithtransposonTn５ＧsacBinsertionmutagenesistechＧ
niquetoclarifythecoordinationmechanismofsymbiosisandimmunityinthelegumeＧrhizobiuminteracＧ
tionandtorevealthefunctionofrhizobiumgenesinvolvedinplantcellinfection,colonizationandnitroＧ
genfixationprocessinthenodule．Wescreenedinsertionalmutantsoffourspecifictargetgenesincluding
nodC,nifH,smc０１１８８andsmc０４０２４fromthemutantlibraryandidentifieditsinsertionsiteswithnesＧ
tedPCR．ThesymbioticandnitrogenＧfixingphenotypesofmutantswereexaminedbynodulationexperiＧ
ments．Theresultshowedthatthegene mutationcausedadecreasein nitrogenaseactivityafter
smc０１１８８mutantwasinoculatedfor２８dayscomparedwiththecontrolplantrootnodules,whichwas
similartothephenotypeoftheslowＧgrowingsoybeanrhizobium．Thesmc０４０２４genemutationdidnotafＧ
fectthegrowthoftheplant,andtherootnoduledevelopmentwasbasicallynormal．TheplanthadaniＧ
trogenＧdeficientphenotypewithwhitenodule,blockedgrowthanddevelopmentafterinoculationofthe
nifH mutant．TherewasnonodulationontheplantsaftertheinoculationofthenodC mutant,indicating
thattheinsertionofTn５ＧSacBresultedinlossoffunctionofthenifHandnodCgenes．Detection,idenＧ
tificationandisolationoftargetgenemutantswithPCRisaneffectivemethod．

Keywords　Sinorhizobiummeliloti;symbioticnitrogenfixation;Tn５transposon;insertedmutant
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