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华癸中慢生根瘤菌 7653R SraG sRNA
的共生固氮功能

李振鹏　马春草　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　基于前期对华癸中慢生根瘤菌(Mesorhizobiumhuakuii)７６５３RsRNA(smallnonＧcodingRNA,

sRNA)的生物信息学预测,经 Northernblot验证获得SraGsRNA.本研究采用 RACE与转录组高通量深度测

序确定了SraG 全长,并分别利用 RNAfold软件和 TargetRNA软件预测了SraG 二级结构和靶位点,进而构建

了 M．huakuii７６５３R的SraG 插入失活突变体(M．huakuiiSraGmut),并对突变体接种紫云英的共生表型进行

了检测.盆栽试验结果表明,与野生型菌株M．huakuii７６５３R相比,接种突变株M．huakuiiSraGmut的固氮能

力显著下降,突变株固氮酶活性下降约４０％,植株鲜质量和根瘤数目也显著降低.结果表明,SraG 的功能与

M．huakuii７６５３R的共生固氮过程相关,作为sRNA可能参与根瘤菌的共生固氮调控过程.
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　　原核生物中的ncRNA 是一类长度在５０~５００
nt之间的RNA 分子,统称为smallRNA(sRNA).

sRNA一般至少具有２个或２个以上的颈环结构.
通过形成特殊的颈环结构,sRNA 与靶位点完全或

部分互补调控基因的转录或翻译;依赖这种颈环结

构,sRNA又与伴侣蛋白 Hfq相结合使其分子构象

稳定;通过分子结构上的构象变化,sRNA也与环境

中的效应因子结合从而对胁迫条件做出应答.在细

菌中,sRNA通过调节rRNA的甲基化、抑制或激活

mRNA的翻译和转录、隔离或降解功能蛋白等对多

种细胞功能进行调控.sRNA调控的功能涉及细胞

分裂、抗生素抗性、碳代谢、铁平衡、RNA 聚合酶的

功能和生物膜的形成,并对胁迫条件如氧、外膜的酸

碱 盐 等 浓 度 变 化、胞 内 磷 酸 糖 的 积 累 等 做 出

反应[１Ｇ４].
华癸中慢生根瘤菌７６５３R(M．huakuii７６５３R)

为我国特有的根瘤菌资源[５Ｇ７],仅有紫云英一个互接

种族,其基因组序列具有种的保守型和特异性.笔

者所在课题组前期完成了 M．huakuii７６５３R 的基

因组测序和基因注释等相关工作[８],并通过生物信

息学预测和 Northernblot分析和鉴定了 M．huaＧ
kuii７６５３R 的sRNA,最终获得１个大小约为２００
bp、在共生、厌氧、共生晚期和自生条件下均高丰度

表达的sRNA,命名为SraG[９].
本研究采用RACE和高通量测序获得SraG 全

长,通过生物信息学方法预测SraG RNA的二级结

构和靶位点,进而构建SraG 插入失活突变载体,观
察突变体菌株的共生表型,以期获得SraG 对紫云

英根瘤的固氮能力产生影响的直接证据,为挖掘与

共生固氮功能相关或直接参与调控共生固氮过程的

sRNA,并为其作用机制的揭示奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

克隆基因载体pMD１８ＧT、ExＧTaq 酶均购自大

连 TaKaRa 有 限 公 司.华 癸 中 慢 生 根 瘤 菌 (M．
huakuii７６５３R)、辅助菌２０７３均为华中农业大学微

生物学国家重点实验室生物固氮分室所保存.PCR
仪为BioＧRad公司生产,T４连接酶、内切酶均购自

Fermentas公司、提取总 RNA 所用试剂为InvitroＧ
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gen公司的 Trizol试剂.
1.2　华癸中慢生根瘤菌 7653R 总 RNA 的提取

将摘取的根瘤放于研钵中,加入液氮研磨.按

照１mL/１００mg加入Trizol试剂,待其完全融化澄

清后于４℃、１２０００r/min离心１０min.取上清于

一支新 EP 管中,加入０．２ mL 氯仿,充分混匀后

４℃、１２０００r/min离心１０min.取上清于另一支

新EP管中,加入等体积的异丙醇,冰上静置１０min
后,４℃、１２０００r/min离心１０min.去上清,加入

１mL７５％乙醇洗涤,振荡混匀.４℃、１２０００r/min

离心１０min,去上清.让乙醇充分挥发干净,加入

DEPC 水 溶 解.加 入 DNaseⅠ 处 理 后,保 存 于

－８０℃备用.
1.3　RNA 5′RACE

用 Alkalinephosphatase 处 理 根 瘤 总 RNA
１h,使 其 ５′端 磷 酸 基 团 进 行 去 磷 酸 化,接 着 用

TabaccoAcidPyrophatase处理１h,使５′帽子结构

保留一个磷酸基团.对其进行５′Adapotor连接.
进行完反转录后,进行巢式 PCR 扩增.巢式 PCR
反应中的引物见表１.

表１　SraG５′RACE扩增所用引物

Table１　PCRprimerusedforSraG５′RACE

名称 Name 引物序列 Sequence 作用 Function
OuterPrimer CGGCAAGTGGACGATTACTGATGATCAGTCGATG
InterPrimer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA
SraGinterPrimer AAGACCAGTAGCGTGGCGAAATTC
SraGouterPrimer GTTCCTTGGGCAGCAAAC

SraG５′RACE

1.4　克隆 SraG 全长

根据SraG 序列,设计扩增SraG 的引物:SraGＧ
S:CGGGATCCCCGATCCTTCGCATTGGCA SraGＧ
AS: CCCAAGCTTTTTCGTACGCGATGGTGTGT
(下划线部分为酶切位点),以 M．huakuii７６５３R总

DNA 为模板扩增SraG,后 TA 克隆于 pMD１８ＧT
载体中,挑选阳性克隆子送交南京金斯瑞公司测序.
挑取序列正确的单菌落接种于４mLLB中,培养至

D６００为０．８时收集菌体,抽取质粒,用BamHⅠ酶和

HindⅢ酶进行双酶切,回收酶切产物.
1.5　 SraG 插入失活突变载体的构建和筛选

挑取 新 鲜 的 pK１９mob 单 菌 落,菌 落 接 种 于

４mLLB中,培养至D６００为０．８时收集菌体,抽取质

粒,用BamHⅠ酶和 HindⅢ酶进行双酶切,回收酶

切产物.将酶切后的SraG 插入pK１９mob载体中.
用三亲本接合转移的方法将SraG 插入失活突变载

体导入M．huakuii７６５３R中,并在 AMS＋Kan＋Str
的平板上筛选阳性克隆子.以引物 M１３F和SraG 下

游基因的序列(SraGouteras:CCAAGCGCGCGGTGＧ
GCGGCAGCC)为引物检测克隆子.
1.6　紫云英盆栽试验

选取大而饱满且呈浅绿色的紫云英种子,用

７５％乙醇处理５min,３％NaClO 处理１０min,然后

用无菌ddH２O冲洗７~９次,将紫云英种子浸泡在

ddH２O中２h;之后将种子铺在水琼脂平板上,倒置

放于２３℃光照培养箱内２d,种于无菌的沙钵中,待
子叶展开(约５d)后分别接种M．huakuii７６５３R与

M．huakuiiSraGmut,３０d后对植物地上部分鲜质

量、地下部分根瘤数量等指标进行统计.
1.7　固氮酶活测定

参照 文 献 [７]采 用 乙 炔 还 原 法 测 定 固 氮

酶活.

2　结果与分析

2.1　华癸中慢生根瘤菌 7653R 总 RNA 的提取与质

量检测

　　首先利用紫外分光光度计测定样品的吸光度,
检测结果显示D２６０/D２８０＝１．９２,表明样品无蛋白或

酚类的杂质污染;D２６０/D２３０＝１．９０,说明无碳水化

合物(糖类)、盐类或有机溶剂污染.其次,用琼脂糖

凝胶电泳检测提取的总RNA的质量,发现RNA未

被降解(图１),可以用于后续实验.

　１~３:华癸中慢生根瘤菌７６５３RRNA.１Ｇ３:RNAofM．huaＧ

kuii７６５３R．

图１　华癸中慢生根瘤菌７６５３RRNA的电泳检测

Fig．１　DetectionofRNAfromM．huakuii
７６５３Rbyagarosegelelectrophoresis

２５
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2.2　 SraG 全长的获得

为获得 SraG ５′端序 列,本 研 究 按 照 ５′Ｇfull
RACE试剂盒步骤进行操作,巢式 PCR结束,琼脂

糖凝胶电泳检测后发现在１８０bp附近有１条清晰

的条带(图２).回收 PCR 产物测序,经与 NCBI
blast比对后确认其序列正确;并进行了基于烟草磷

酸酶 (tobaccoacidpyrophosphatase)处 理 的 M．
huakuii７６５３R转录组高通量深度测序,进一步确

认SraG５′RACE的结果是准确的.并通过高通量

深度测序结果获得SraG ３′端序列,得到了SraG
全长:

GTACGCGATGGTGTGTAGCCGTGCGGCTCＧ
GTGAAGGAATTTCGCCACGCTACTGGTCTTＧ
TTGCTCGAAGCATTTCCGGCAGTTTGCTGCＧ
CCAAGGAACCGCATCGCCGCCAATCTCGCＧ

ACTTGCACAAACTTATATTGCACTGCAGTATＧ
GGGTCGGGGCGGGAATGCGAGCCGGGTTCＧ

GGATGTGTACCGCCGTGCCCTTTCGCA

图２　PCR扩增SraG５′端

Fig．２　 PCRamplicationofthe５′SraG
2.3　RNAfold 预测 sRNA 二级结构

不同于 mRNA,nonＧcodingRNA 可以形成具

有多个颈环的复杂二级结构和特定功能序列如 Hfq
结合位点和SD序列,这是实现sRNA 调控功能的

关键因素[１０Ｇ１１].笔者采用 RNAfold软件对SraG
RNA的二级结构进行预测,发现SraG RNA 具有

４个以上颈环结构,且 CG 含量高达５８．０４％,符合

sRNA的特征.而在富含 A/U 处可能为 Hfq蛋白

结合位点(图３).

图３　RNAfold预测SraGRNA二级结构

Fig．３　ThesecondarystructureofSraGRNAbyRNAfoldprediction

2.4　 SraG RNA 靶位点预测

sRNA可以通过与靶位点的作用发挥调节功

能.采用 TargetRNA 软件[１２]进行SraG RNA 靶

位点的预测,对SraG 序列与 TargetRNA数据库中

的根瘤菌数据库进行分析,找到SraG 可能作用的

靶位点(表２),其中的LysR家族转录调控子、GntR

家 族 转 录 调 控 子 等 调 控 子 与 生 物 固 氮 过 程 相

关[１３Ｇ１４].
2.5　 SraG 插入失活突变载体的构建

采用本文 “１．５”设计的引物,以 M．huakuii
７６５３R总 DNA 为模板,扩增两端带有BamHⅠ和

HindⅢ位点的SraG 全长(图４),获得预期大小为

３５
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２０５bp的片段.测序正确后克隆到相同双酶切后

的 pK１９mob 质 粒 上,构 建 重 组 质 粒 pK１９mobＧ
SraG.经双酶切(图５)及测序后分析SraG 克隆

正确.
表２　SraGRNA靶位点预测

Table２　ThepredictionfortargetedgeneofSraG RNA

IG
上游基因功能描述

Functionaldescriptionoftheupstreamgene
下游基因功能描述

Functionaldescriptionofthedownstreamgene

nqo４􀆺nqo２
NADH 脱氢酶亚基 D

SubunitDofNADHdehydrogenase
NADH 脱氢酶亚基E

SubunitEofNADHdehydrogenase

RL３６１８􀆺RL３６１９
LysR家族转录调控子

LysRfamilytranscriptionfactor
假设蛋白

Hypotheticalprotein

RL２６９１􀆺RL２６９２ 假设蛋白 Hypotheticalprotein
假定 DAHP合成酶蛋白质

PutativeDAHPsynthetaseprotein

RL３０５８􀆺RL３０５９
细胞被膜蛋白

Cellenvelopemembraneprotein
假设蛋白 Hypotheticalprotein

RL４１６５􀆺RL４１６６
假定乙二醛酶家族的蛋白质

Putativeglyoxalasefamilyprotein
假设蛋白 Hypotheticalprotein

RL３３７１􀆺RL３３７２
ABC转运体 ATP结合蛋白

ATPbindingproteinofABCtransporter
GntR家族转录调控子

GntRfamilytranscriptionfactor
RL０７８９􀆺RL０７９０ 假设蛋白 Hypotheticalprotein TetR家族蛋白 TetRfamilyprotein
ppx􀆺RL１６０１ 外切磷酸酶 ExoＧphosphataseprotein 假设蛋白 Hypotheticalprotein

图４　PCR扩增SraGORF
Fig．４　PCRamplicationoftheSraGORF

　M:DNA marker;泳道１:质粒 pK１９mobＧSraG;泳道２:质粒

pK１９mobＧSraGBamHⅠ和 HindⅢ双酶切验证．Lane１:Plasmid

pK１９mobＧSraG;Lane２:Enzymaticdigestion by BamH Ⅰ 和

HindⅢ．

图５　质粒pK１９mobＧSraG 酶切验证

Fig．５　pK１９mobＧSraGdigestedby
restrictionendonucleases

2.6　 SraG 插入失活突变菌株的筛选

将含有 pK１９mobＧSraG 质粒的大肠杆菌、M．
huakuii７６５３R 和辅助菌２０７３三亲本接合转移后

稀释涂布于 AMS＋Str＋Kan平板上筛选阳性克

隆子.
以 M１３F引物与SraG outer为引物扩增验证

筛选的阳性克隆子,可以扩增出清晰的大小为３００
bp左右的条带,而用引物SraGＧS和SraGＧAS不能

扩增出SraG 的 ORF(图６),证明筛选得到了SraG
插入失活突变菌株(M．huakuiiSraGmut).

　 M:DNAmarker;泳道１:引物 M１３F和SraGouterPCR验证;

泳道２:PCR扩增SraG 全长.Line１:PCRamplicationwithM１３F

andSraGouter;Line２:PCRamplicationofSraG ORF．

图６　SraG 插入失活突变菌株的PCR验证

Fig．６　IdentifyM．huakuiiSraGmutbyPCR
2.7　突变体菌株的共生表型

为准确鉴定SraG 在宿主植物共生固氮中的作

用,本研究进行了紫云英盆栽试验,结果显示,与接

种野生型 M．huakuii７６５３R相比,接种突变株 M．

４５
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huakuiiSraGmut的植物矮小、根系不发达;突变株

的根瘤数量少、体积小、呈白色(图７),但是其质量

均比空白对照大.
接菌 ３０ d 后 收 集 对 照、接 种 M．huakuii

７６５３R、M．huakuiiSraGmut的地上部植株与根

瘤,观察植株共生表型,并用乙炔还原法预测根瘤的

固氮酶活,结果显示,接种 M．huakuiiSraGmut的

植株根瘤的固氮酶活约为接种 M．huakuii７６５３R
的４０％(表３),表明SraG 突变后导致根瘤菌共生

固氮能力下降.

　A:空白对照;B:接种 M．huakuiiSraGmut菌株;C:接种M．huakuii７６５３R.A:CK;B:InoculatingM．huakuiiSraGmut;C:InocuＧ

latingM．huakuii７６５３R．

图７　供试菌株在紫云英上的结瘤情况

Fig．７　NodulesinducedbystrainstestedonAstragalussinicusL．

表３　M．huakuiiSraGmut突变菌株共生表型

Table３　SymbioticphenotypeofM．huakuiiSraGmut

菌株

Strain

单株鲜质量/g
Freshbiomass

perplant

单株瘤数

Numbersof
nodulesperplant

单株瘤质量/g
Biomassof

nodulesperplant

固氮酶活/(μmol/(g􀅰h))
Theaverageof

nitrogenaseactivity

M．huakuii７６５３R ０．２１±０．０３９a １３．００±５．３a ０．０２９±０．０２８a ２５．３０±２．４０a
SraGmut ０．１４±０．０２７b ９．１３±２．４b ０．１２０±０．０１６b １０．１０±０．７５b

CK ０．０５±０．００４c ０．００ ０．００ ０．００
　注:表中数据为５次重复的平均值;每列数据中有相同字母表示没有显著差异(P＜０．０５).Note:ThedataaretheaverageoffiverepliＧ

cates．Valuesineachcolumnfollowedbythesameletterarenotsignificantdifference(P＜０．０５)．

3　讨　论

目前对根瘤菌sRNA的研究涉及SinorhizobiＧ
um meliloti、Rhodopseudomonasetli、BradyrhiＧ
zobiumjaponicum 和Agrobacteriumtumefaciens,
其中关于S．meliloti的报道最多[１１Ｇ１８].在这些报

道中,对根瘤菌sRNA 的研究重在挖掘和鉴定新的

sRNA,而对调控机制的研究特别是参与菌植互作

与共生固氮过程的sRNA 鲜有报道[１９].TorresＧ
Quesada等[２０]对 S．meliloti 中调控支链氨基酸

ABCtransporters的２个结构类似的相邻sRNA
AbcR１和 AbcR２的功能进行了详细研究,结果显

５５
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示:AbcR１和 AbcR２在根瘤菌自由生长、分化的类

菌体中均有表达,AbcR２的表达在抗生素胁迫时和

生长稳定期表达量最高,但２个sRNA 的单、双缺

失突变株均对共生表型没有太大影响,表明 AbcR１
和 AbcR２对S．meliloti的共生固氮过程没有明显

的调控功能,不是共生固氮必需的调控基因.
本研究通过构建SraG 插入失活突变菌株(M．

huakuiiSraGmut)并接种紫云英进行盆栽试验,证
实了SraG 的功能与M．huakuii７６５３R 的共生固

氮过程相关,可能参与根瘤菌的共生固氮调控过程.
对SraG 的转录单元序列进行分析发现,SraG

上游结构基因功能为酰基转移酶家族的蛋白,下游

结构基因功能为脱氢酶家族的蛋白.SraG 位于明

确注释基因的间隔区,可能为反式编码sRNA[２１Ｇ２２].

RNAfold软件预测SraGRNA具有 Hfq结合位点,
可以通过与RNA伴侣蛋白 Hfq结合,与靶 mRNA
序列通过不完全配对,对靶 mRNA 进行调控[２３].

sRNA可能与其靶基因 mRNA５′端进行不完全互

补配对,进而阻断靶基因的表达;还可以与 mRNA
的３′端结合使该 mRNA 稳定[１６,２４].TargetRNA
软件预测SraG 有LysR家族转录调控子、GntR家

族转录调控子、ABC转运体 ATP结合蛋白等多个

与共生固氮相关的靶基因.紫云英盆栽试验结果表

明,SraG RNA对根瘤菌的固氮能力具有一定的影

响,可能在SraG 插入失活突变菌株中SraG RNA
失去了对LysR家族转录调控子、GntR家族转录调

控子等靶基因的调控作用,进而影响了共生固氮过

程.但关于SraG RNA 准确的靶位点及对共生表

型的影响机制还有待进一步研究.
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SymbioticnitrogenfixationfunctionofSraGsRNA
inMesorhizobiumhuakuii７６５３R

LIZhenpeng　MAChuncao　XIEFuli　CHENDasong　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　BasedonthebioinformaticspredictionofsmallnonＧcodingRNA(sRNA),SraGsRNA
waspredictedandconfirmedbyNorthernblotting．ThefullＧlenghSraG wasobtainedwithRACEand
highＧthroughputsequencingoftranscriptome．ThesecondarystructureandtargetgenesofSraG were
predictedwithRNAfoldandTargetRNAsoftware,respectively．ToconfirmthefunctionoftheSraG
geneinsymbioticnitrogenfixation,adisruptantstrainofSraG wasconstructedandnamedM．huakuii
SraGmut．ThepotexperimentsofplantnodulationwereconductedtoexaminethenitrogenfixationabiliＧ
tyofthedisruptantstrain．ThenitrogenaseactivityofA．sinicusL．inoculatedM．huakuiiSraGmutwas
only４０％ofthatofinoculatedM．huakuii７６５３R,indicatingthatSraGasaRNAaffectedthesymbiotic
nitrogenabilityoftherhizobiumtested．ItprovidesasolidfoundationforstudyingthefunctionalmechaＧ
nismofsRNAduringsymbioticnitrogenfixationofrhizobiuminthefuture．

Keywords　Mesorhizobiumhuakuii７６５３R;sRNA;mutant;symbioticnitrogenfixation;phenotype
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