
第３８卷 第１期

２０１９年　１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．１

Jan．２０１９,２８~３４

收稿日期:２０１８Ｇ０４Ｇ１２
基金项目:国 家 重 点 研 发 计 划 项 目 (２０１８YFD０２０１００６);国 家 自 然 科 学 基 金 项 目 (３１６７０２４３);华 中 农 业 大 学 科 技 创 新 基 金 项 目

(２６６２０１７PY０５２,２６６２０１７PY１２１)
钟喆栋,硕士研究生．研究方向:生物固氮与菌植互作．EＧmail:７０４７２７９１３＠qq．com
通信作者:李友国,博士,教授．研究方向:生物固氮与菌植互作．EＧmail:youguoli＠mail．hzau．edu．cn

ACC 脱氨酶对大豆快生根瘤菌及苜蓿中华根瘤菌
共生固氮与竞争结瘤的影响

钟喆栋　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　利用大肠杆菌S１７Ｇ１与根瘤菌进行两亲本接合转移,将苜蓿中华根瘤菌Sm１０２１中的 ACC脱氨酶基

因导入大豆快生根瘤菌 HH１０３,在苜蓿中华根瘤菌Sm１０２１中过表达 ACC脱氨酶基因,探讨 ACC脱氨酶对根

瘤菌共生固氮及竞争结瘤的影响.结果显示:接种过表达 ACC脱氨酶的重组根瘤菌Sm１０２１,宿主植物地上部

分鲜质量与结瘤数量有所增加;接种外源导入 ACC脱氨酶的重组根瘤菌 HH１０３,能够增加结瘤数,提高植物地

上部分干质量且竞争结瘤能力增强.但是,接种２种重组根瘤菌后,宿主植物的根瘤鲜质量和根瘤固氮酶酶活

性无明显变化.
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　　接种根瘤菌菌剂能够减少氮肥使用,促进豆科

作物生长.但一些研究也显示,常规接种根瘤菌菌

剂,通常很难达到预期效果,其影响因素多样,其中

之一是接种的根瘤菌无法竞争土壤中土著根瘤

菌[１Ｇ２].乙烯是一种常见的植物激素,在很多豆科植

物中,乙烯能够抑制结瘤早期的信号级联,影响侵染

线的形成和伸长,最终抑制结瘤[３Ｇ６].在苜蓿中,乙
烯能够影响根瘤形成、发育以及数量[７Ｇ８].但在大豆

中,没有发现明显的抑制作用[９].部分根瘤菌进化

出一些机制来减少乙烯对结瘤的抑制作用.慢生型

根瘤菌可以分泌根瘤菌毒素,能够抑制乙烯合成途

径中的２种酶[１０Ｇ１１],不能合成根瘤菌毒素的突变体,
结瘤竞争性降低.一些植物促生菌能够分泌 ACC
脱氨酶,可将乙烯合成的直接前体物 ACC(１ＧaminＧ
ocyclopropaneＧ１Ｇcarboxylate)分 解 成 氨 和 αＧ酮 丁

酸[１２].ACC脱氨酶最早在假单胞菌中发现[１３].之

后在蚕豆根瘤菌与苜蓿根瘤菌中也发现了 ACC脱

氨酶的存在[１４Ｇ１５].在根瘤菌中,一般认为 ACC 脱

氨酶作用模式是根瘤菌吸附在种子或植物根部,将
种子或根渗出的 ACC分解,从而降低乙烯水平,解
除乙烯对于植物根部的抑制作用[１６Ｇ１７].Ma等[１８]报

道在根瘤菌中具有活性 ACC脱氨酶,但与假单胞

菌相比,活性比较低,他们将豌豆根瘤菌１２８C５３K
中 ACC脱氨酶基因和上游调控基因导入无 ACC
脱氨酶的苜蓿根瘤菌,研究结果显示,改造后菌株的

结瘤效率和竞争性提高３５％~４０％;而根瘤菌ACC
突变体则显示结瘤能力下降[１９].本研究通过将苜

蓿根瘤菌中的 ACC脱氨酶基因导入大豆根瘤菌,
在苜蓿根瘤菌中过表达 ACC脱氨酶,检测和分析

其对于共生固氮及结瘤竞争性的影响,旨在为构建

高效固氮和强竞争能力的根瘤菌接种剂提供科学

依据.

1　材料与方法

1.1　材料及载体

大豆快生型根瘤菌费氏中华根瘤菌 HH１０３
(Sinorhizobium fredii HH１０３, 以 下 简 称

HH１０３)、苜蓿中华根瘤菌Sm１０２１(Sinorhizobium
meliloti１０２１,简 称 Sm１０２１)、带 GFP 标 签 的

HH１０３ＧGFP、大肠杆菌(Escherichiacoli)DH５α、
大肠杆菌S１７Ｇ１及质粒pBBRMCSＧ５均由华中农业
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存;pMD１８ＧT购自 TaKaRa公司;蒺藜苜蓿(MediＧ
cagotruncatula)A１７由华中农业大学农业微生物

学国家重点实验室生物固氮室扩繁,天隆１号大豆

种子由中国农业科学院油料作物研究所周新安研究

员馈赠.
限制性内切酶、T４ＧDNA 连接酶购自 FermenＧ

tas公司和 TaKaRa公司,PCR反应相关试剂、琼脂

糖凝胶电泳 Marker购自东盛公司,PCR产物纯化

试剂 盒、琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒 购 自 上 海 华 舜

(Watson)生物公司,链霉素、卡那霉素、庆大霉素

(Gm)等抗生素购自Duchefa公司、培养基相关组分

等分子生物学常规药品及试剂均购自中国国药集

团,气相色谱仪 GC４０００A购自东西仪器.
1.2　引物设计

根据 GenBank登录的基因序列用 Primer５．０
软件设计引物,引物由南京金斯瑞公司合成,详见

表１.ACCＧF为 ACC脱氨酶基因上游引物,ACCＧFＧ
rbs为在 ACC脱氨酶上游引物基础上再增加一个

核糖体结合位点;ACCＧR为 ACC脱氨酶基因下游

引物,并设计了flag标签.
表１　供试PCR引物

Table１　Primerssequencesoftargetgenes

引物 Primers 序列 Sequencesofprimers(５′→３′) 用途 Usage

ACCＧF CGGAATTCCATGTCACTGTTGGAAAAGTTCGA
扩增 ACC 脱 氨 酶 基 因 片 段 Toamplifyfragmentof
ACCdeaminasegene

ACCＧFＧrbs
CCGGAATTCCTAAACGAGGAGＧ
GTCGACGATGTCACTGTTGGAAAAGTTCGA

扩增添加核糖体结合位点的 ACC脱氨酶基因片段 To
amplifyfragmentofACCdeaminasegeneaddingriboＧ
somebindingsite

ACCＧR
CGGGATCCTTACTTATCGTCGTCATCCTTＧ
GTAATCGCCGTCCCTGTAGTAATAGCTATAG

扩增 ACC 脱 氨 酶 基 因 片 段 Toamplifyfragmentof
ACCdeaminasegene

M１３ＧF CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 通用引物 Universalprimer

M１３ＧR AGCGGATAACAATTTCACACAGG 通用引物 Universalprimer

1.3　大豆盆栽试验

选择颗粒饱满、大小均一的天隆１号大豆种子

进行盆栽试验.播种前对大豆种子进行消毒处理:

７５％乙醇浸泡５min去除表面蜡质,加入０．５％次氯

酸钠浸泡３min,立刻用无菌水洗涤８~１０次,直到

洗出液澄清透亮.于超净台将消毒后的大豆种子用

灭菌的镊子转接到１％水琼脂平板上,均匀分布,置
于２８℃培养箱２~３d,待长出１cm 左右的根后,转
接到已灭菌处理过的沙钵,每钵１粒种子,用沙轻轻

覆盖,置于２８℃光照室培养,待大豆萌发出第１片

真叶后,于根部均匀接种１mL重悬根瘤菌菌液,在
光照室培养２５~３０d后观察大豆长势,测定地上部

分鲜质量、单株根瘤数、单株根瘤鲜质量、固氮酶活

等指标.
1.4　苜蓿盆栽试验

挑选粒大饱满的蒺藜苜蓿种子,用刀片或１mL
注射器针头在种子表面轻划出一道浅划痕,移至

１００mL无菌 PA 瓶中,再加入２％次氯酸钠溶液,
表面消毒２~５min,至种子划痕处出现褐色破损,
弃废液,立即用无菌水冲洗种子至 PA 瓶中液体呈

无色.加入无菌水浸没种子.将种子放入４℃冰

箱,低温黑暗处理２４h.将吸胀的种子移入FM 平

板中,于２８℃倒置暗培养１２~２４h,直至种子长出

０．５~１．５cm 胚轴和胚根.将已发芽的种子移植入

灭菌盆中沙培,第１片真叶展开后接种苜蓿中华根

瘤菌.光照室培养３０d后,收获植株.
1.5　重组根瘤菌菌株的构建与筛选

利用上游引物 ACCＧF、ACCＧFＧrbs及下游引物

ACCＧR,从Sm１０２１总DNA中扩增得到 ACC脱氨

酶片段,约１．２kb,将 ACC脱氨酶基因片段酶切、酶
连克隆构建于pBBRMCS５质粒载体.进一步采用

氯化钙法转入大肠杆菌S１７Ｇ１,利用S１７Ｇ１与野生型

菌株Sm１０２１和 HH１０３为受体菌,进行两亲本接合

转移,将带有 ACC脱氨酶基因的质粒载体导入根

瘤菌.混合菌液作梯度稀释,取１５０μL适当浓度菌

液涂布在筛选培养基SM＋Gm 平板上,长出来的菌

落进一步进行单菌落划线分离,最后采用 M１３引物

扩增,测序分析和鉴定突变体是否构建成功.
1.6　竞争结瘤试验

摇床培养 HH１０３(GFP)、HH１０３ＧHacds(含核

糖体结合位点的 ACC脱氨酶基因),收菌后用无菌

水洗涤、重悬至 OD＝０．５,以１∶１、１∶１０、１０∶１将

HH１０３(GFP)、HH１０３ＧHacds 在灭菌的 PA 瓶中

混匀,混合菌液接种天隆１号,每株大豆接种１mL

９２
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菌液,均匀接种到根部,接菌后的植物于２８℃光照

室培养,２５d后收获植株.洗净大豆根部,摘取根

瘤,在培养皿中排列整齐,于荧光显微镜下观察根瘤

发光情况(对不发光的根瘤切开检查和确证),不发

光的根瘤即为目标菌株所结根瘤,除以总瘤数,即为

目标根瘤菌的占瘤率.

2　结果与分析

2.1　基于 ACC 脱氨酶基因的重组大豆根瘤菌和苜

蓿根瘤菌的构建

　　 以野生型 Sm１０２１ 基因组 DNA 为模板,以

ACCＧF和 ACCＧR为引物,通过PCR反应扩增得到

ACC脱氨酶基因acds,约１．２kb,以及带有核糖体

结合位点的 ACC 脱氨酶基因 Hacds.克隆 ACC
脱氨酶基因片段至 TA克隆载体pMDＧ１８T,经测序

验证正确,抽提质粒.质粒用EcoRⅠ和BamHⅠ
双酶切,回收目的片段.目的片段酶连到经相同内

切酶酶切的质粒pBBRMCS５上,质粒转化大肠杆

菌S１７Ｇ１,转化子用 M１３引物PCR验证.
以含 有 重 组 质 粒 pBBRMCS５Ｇacds 或 pBＧ

BRMCS５ＧHacds的大肠杆菌S１７Ｇ１为供体菌,野生

型S．fredii HH１０３、S．meliloti１０２１为受体菌,
进行两亲本接合转移,将带有脱氨酶基因的重组质

粒导入根瘤菌,转化子用 M１３引物PCR验证,条带

大小约１．２kb,与预期结果一致(图１).
2.2　过表达 ACC 脱氨酶对苜蓿根瘤菌 Sm1021 共

生固氮表型的影响

　　将野生型的 Sm１０２１与重组根瘤菌 Sm１０２１Ｇ
Hacds、Sm１０２１Ｇacds在无氮条件下进行盆栽试验,
接菌后３０d收获植物,测定共生固氮相关表型.接

　A:Sm１０２１Ｇacds;B:Sm１０２１ＧHacds;C:HH１０３Ｇacds;D:HH１０３ＧHacds;M:DL２０００marker;１Ｇ６:重组菌株 Recombinantrhizobia

strains．

图１　重组根瘤菌HH１０３与Sm１０２１中的ACC脱氨酶基因鉴定

Fig．１　IdentificationofACCdeaminasegeneintherecombinantrhizobiastrainsHH１０３andSm１０２１

种苜蓿根瘤菌能显著提高苜蓿地上部分鲜质量,与
接种野生型 Sm１０２１相比,Sm１０２１ＧHacds 地上部

分鲜质量提高５％,Sm１０２１Ｇacds 地上鲜质量提高

２４％(图２),显示重组根瘤菌对地上部分的促进作

用大于野生型根瘤菌的.根瘤鲜质量表型数据显示

过表达 ACC 脱氨酶对鲜质量几乎无影响,接种

Sm１０２１根瘤鲜质量为０．０３３２g,Sm１０２１ＧHacds
为０．０３３０g,Sm１０２１Ｇacds 为 ０．０３２１g(图 ３).

Sm１０２１ＧHacds,Sm１０２１Ｇacds能够促进苜蓿结瘤,

Sm１０２１ＧHacds,Sm１０２１Ｇacds 较野生型 Sm１０２１,
结瘤数量均有所增加,增量分别达到１８％和１５％
(图４).接种Sm１０２１的根瘤菌固氮酶活为２０．８０

μmol/(gh),同样,接种Sm１０２１ＧHacds的根瘤菌

固氮酶活为２１．５２μmol/(gh),接种Sm１０２１Ｇacds
的根瘤菌固氮酶活为１８．５６μmol/(gh)(图５).
2.3　导入 ACC 脱氨酶对大豆快生根瘤菌 HH103
共生固氮表型的影响

　　进行大肠杆菌S１７Ｇ１与 HH１０３两亲本接合转

０３
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移,将带有脱氨酶基因的pBBRMCS５重组质粒导

入野生型菌株 HH１０３,PCR扩增验证.选用天隆１
号大豆进行盆栽试验,接菌后３０d收获大豆植株,
测定地上部分干质量、瘤数、瘤质量以及根瘤酶活

性.结果表明:与接种 HH１０３相比,接种 HH１０３Ｇ
Hacds与 HH１０３Ｇacds 后植株地上部分干质量分

别提高７％和１２％(图６).接种 HH１０３、HH１０３Ｇ
Hacds和 HH１０３Ｇacds后,大豆单株根瘤鲜质量差

异不明显(图７).但是,根瘤数量相差较大,HH１０３
平均 结 瘤 数 为 ３７ 个,HH１０３ＧHacds 与 HH１０３Ｇ
acds较 HH１０３分别增加了３５％和２７％,分别达到

５０个和４７个(图８),但根瘤较小.接种 HH１０３,

HH１０３ＧHacds和 HH１０３Ｇacds后大豆单株的固氮

酶活分别为５．３、６．９和５．５μmol/(gh).
2.4　导入 ACC 脱氨酶对大豆快生根瘤菌 HH103
竞争结瘤能力的影响

　　将带有 GFP标签的费氏中华根瘤菌 HH１０３
作为标记菌株,目标菌株与标记菌株混合接种,２５d
后收获根瘤,在荧光显微镜下观察根瘤的发光情况.
(图 ９),具 有 绿 色 荧 光 的 为 HH１０３ＧGFP. 当

HH１０３ＧGFP与 HH１０３ＧHacds 按 １∶１ 接种时,

HH１０３ＧHacds的平均占瘤率为６２．１％.HH１０３Ｇ
GFP与 HH１０３ＧHacds 按１∶１０接种时,HH１０３Ｇ
Hacds的平均占瘤率为９９．１％.HH１０３ＧGFP 与

HH１０３ＧHacds按１０∶１接种时,HH１０３ＧHacds的

平均占瘤率为２１．８％.在３种混合接种比例下,

HH１０３ＧHacds占瘤率均高于理论值(图１０).因此,
外源导入ACC脱氨酶的 HH１０３竞争结瘤能力增强.

图２　分别接种Sm１０２１、Sm１０２１ＧHacds和

Sm１０２１Ｇacds后苜蓿植株地上部分植物鲜质量

Fig．２　Plantsabovegroundfreshweightofalfalfainoculated
withSm１０２１,Sm１０２１ＧHacdsandSm１０２１Ｇacds

图３　分别接种Sm１０２１、Sm１０２１ＧHacds
和Sm１０２１Ｇacds后苜蓿根瘤鲜质量

Fig．３　NoduleweightofalfalfainoculatedwithSm１０２１,

Sm１０２１ＧHacdsandSm１０２１Ｇacds

图４　分别接种Sm１０２１、Sm１０２１ＧHacds
和Sm１０２１Ｇacds后苜蓿根瘤数量

Fig．４　NodulenumberofalfalfainoculatedwithSm１０２１,

Sm１０２１ＧHacdsandSm１０２１Ｇacds

图５　分别接种Sm１０２１、Sm１０２１ＧHacds
和Sm１０２１Ｇacds后苜蓿的根瘤固氮酶活性

Fig．５　Nitrogenaseactivityofnodulesinoculated
withSm１０２１,Sm１０２１ＧHacdsandSm１０２１Ｇacds
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图６　分别接种 HH１０３、HH１０３ＧHacds和HH１０３Ｇacds
后的大豆植株地上部分干质量

Fig．６　Plantsabovegrounddryweightofsoybean
inoculatedwithHH１０３,HH１０３ＧHacdsandHH１０３Ｇacds

图７　分别接种 HH１０３,HH１０３ＧHacds
和HH１０３Ｇacds后的大豆根瘤鲜质量

Fig．７　NoduleweightofsoybeaninoculatedwithHH１０３,

HH１０３ＧHacdsandHH１０３Ｇacds

图８　分别接种 HH１０３,HH１０３ＧHacds
和HH１０３Ｇacds后的大豆根瘤数量

Fig．８　NodulenumberofalfalfainoculatedwithHH１０３,

HH１０３ＧHacdsandHH１０３Ｇacds

图９　HH１０３ＧGFP与HH１０３ＧHacds混合接菌后根瘤发光情况

Fig．９　NoduleswiththeluminescenceofGFPwhen
mixinoculatedHH１０３ＧGFPandHH１０３ＧHacds

图１０　HH１０３ＧGFP与HH１０３ＧHacds混合接菌的占瘤率

Fig．１０　Therateofnodulationwhensoybeanmixinoculated
withHH１０３ＧGFPandHH１０３ＧHacds

3　讨　论

乙烯能够抑制植物茎的伸长、促进茎或根的增

粗、引起叶柄和胚轴偏上生长.逆境条件下,植物会

合成大量乙烯,导致胁迫发生,表现出叶片衰老、落
叶,植株矮小,根长变短,影响植物的养分获取和光

合作 用.在 豆 科 植 物 中,乙 烯 还 会 抑 制 结 瘤 过

程[２０Ｇ２１],降低乙烯的浓度,能够部分解除逆境胁迫,
促进生产.在小麦根际接种含ACC脱氨酶的假单胞

菌,能够提高小麦的产量２０％[２２],在盐胁迫条件下,
小麦产量增加达到７６％,干质量增加达到６７％[２３].
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赵龙飞等[２４]从２７６株大豆根瘤内生菌中筛选出８
株具有ACC脱氨酶活性的菌株,其中１株芽胞杆菌

菌株对小麦生长具有促进作用.ACC脱氨酶在植

物促生菌(PGPR)中研究较多,虽然自然界中部分

根瘤菌也存在 ACC脱氨酶,但其在豆科植物中的

应用研究较少.
本研究通过构建Sm１０２１过表达 ACC脱氨酶

菌株以及外源导入 ACC脱氨酶基因的 HH１０３菌

株,分别进行苜蓿和大豆的盆栽试验评价 ACC脱

氨酶在共生固氮中的作用,结果显示:在苜蓿和大豆

中,ACC脱氨酶主要作用是促进结瘤,植株地上部

分质量略有增加,但根瘤固氮酶活和根瘤鲜质量变

化不明显.这可能与乙烯在结瘤信号早期传导中起

作用有关,ACC脱氨酶解除了乙烯对于早期结瘤信

号的抑制,导致形成更多根瘤;而对于地上部分促进

作用不大,可能是由于根瘤菌中 ACC脱氨酶的活

性比较低,没有达到显著影响乙烯的水平.
中国是大豆原产国之一,大豆的长期栽培使得

土壤中富含土著根瘤菌,常规根瘤菌剂因无法在与

土著根瘤菌竞争中占居优势而应用效果不佳.本研

究发现,ACC脱氨酶能够提高大豆根瘤菌的竞争结

瘤能力,特别是当改造后的菌株占比较大时,占瘤率

几乎可达到１００％.但研究也发现,同一个菌株在

不同大豆个体间的占瘤率变异较大,竞争性易受植

物生长状况影响.本研究结果为改造根瘤菌提高其

竞争力提供了一定的依据和基础,但构建一个真正

具有应用价值的稳定高效重组根瘤菌株,仍需进一

步改良和田间试验.
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EffectsofACCdeaminaseonsymbioticnitrogenfixationandcompetitive
nodulationinSinorhizobiummeliloti１０２１andSinorhizobiumfrediiHH１０３

ZHONGZhedong　ZENGXiaobo　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AnACCdeaminasegenefromSinorhizobiummeliloti１０２１wasintroducedintoSinorhiＧ
zobiumfrediiHH１０３andSm１０２１(providingextracopyofACCdeaminasegene)usingtheconjugation
ofEscherichiacoliS１７Ｇ１andRhizobium．Thesegeneticengineeringstrainswereinoculatedtohost
plantstostudytheeffectofACCdeaminaseonsymbioticnitrogenfixationandcompetitivenodulationaＧ
bility．TheresultsshowedthatoverexperssionofACCdeaminaseinSm１０２１increasedthenodulenumＧ
berandfreshweightinalfalfa．Insoybean,inoculatedwithHH１０３containingACCdeaminasealsoinＧ
creasedthenodulenumber,thedryweightandcompetitivenodulationability．Butthenodulefresh
weightandnodulenitrogenaseenzymeactivityhadnosignificantchangebothinalfalfaandsoybean．

Keywords　ACCdeaminase;Sinorhizobiummeliloti１０２１;SinorhizobiumfrediiHH１０３;competiＧ
tivenodulationability;symbioticnitrogenfixation
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