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华癸根瘤菌中自体诱导物的初步研究
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摘 要：群体感应（G.’-.; H+>H<>E）是细菌通过产生可扩散的小分子量自体诱导物信号分子感知细胞群体密度变

化，进行基因表达调控的生理行为。将根癌土壤杆菌（!"#$%&’()#*+, (+,)-&’*)./）构建为超量表达群体感应调节蛋白

5-/I 的检测菌株 JKL#，试验证明该检测菌株能检测纳摩尔浓度的自体诱导物，利用该菌株对 2 株不同华癸根瘤菌

（0)/$#1*2$%*+, 1+&3+**）进行自体诱导物活性检测，发现该 2 株华癸根瘤菌均能产生自体诱导物，其表达量与菌体密

度成正相关，但 2 株菌在相同培养条件下自体诱导物的表达量存在差异，结果表明自体诱导物在种内水平上存在

一定的多样性；同时发现高 MN 条件能大大降低自体诱导物的稳定性，为进一步研究群体感应调节在共生固氮上的

作用提供理论及实践依据。
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近来，单细胞细菌通过产生可扩散的小分子量

信号分子用于细胞间的通讯已经得到公认，这一现

象被称为“群体感应”（G.’-.; H+>H<>E）［#，$］。群体感

应是细菌根据细胞密度变化进行基因表达调控的一

种生理行为，具有群体感应的细菌能产生并释放称

为自体诱导物（L.O’<>B.C+-，LP）的信号分子，它随着

细胞密度的增加而增加，当积累到一定阈值时可与

调控蛋白结合从而启动细菌中特定基因的表达［2］。

高丝氨酸内酯类（ 49/C0(9@’;’H+-<>+ (/CO’>+H，LNQH）
信号分子调节细菌基因的表达是细菌细胞间通讯最

具代表性的例子［#］。细菌细胞通过群体感应与周围

环境进行信息交流，从而改变其生理活性，如共生、

细菌毒性、竞争、接合、抗生素的产生、运动性、孢子

及生物膜的形成等［2］。目前，细菌细胞间的信号传

导在微生物学研究中已经成为一个新的领域，对群

体感应的研究也成为微生物学的一大热点。

根瘤菌与豆科植物共生关系的建立是两种生物

间一个复杂的信号交流过程。侵染入植物细胞内的

根瘤菌菌体逐渐膨大并形成多种特殊的形态，这些具

特殊形态的根瘤菌称为类菌体，其生存在由膜包围的

间隔区———共生小体内。每一个被感染的植物细胞

内都充满着共生小体，具有相当的细菌密度，因此该

情况下的共生过程可以通过 LNQH 介导的群体感应

系统进行调控，进而调节其生理活性。在根瘤菌的群

体感应研究中，对豌豆根瘤菌（5 ) 6)"+,*.$/&#+, ,R)

7*’*&)）的群体感应系统研究最为详细，它共有 ! 个群

体感应系统（ #&*，#1*，’*. 和 (#&），产生 3 种 LNQH 分

子，其中 #1*!产生 2 种短链 LNQH，该系统通过 I@<I
对 #1*LST 进行调控从而影响结瘤效率［!，"］。苜蓿根

瘤菌（5 ) )(6*）T1UL*"#$ 有两个群体感应系统 #&*58
和 ’*.58，共产生 F 种 LNQH 分子，其 #&*8 突变株可以

增加植株的结瘤数量，该发现首次证明了群体感应与

细菌的共生过程的密切联系［3，F］。

本实验的研究目的是通过构建一株自体诱导物

的高 效 检 测 菌 株，并 以 此 对 中 慢 生 华 癸 根 瘤 菌

（0)/$#1*2$%*+, 1+&3+**）的自体诱导物进行初步研究。

该根癌土壤杆菌检测菌株中所构建的超量表达根癌

土壤杆菌 5-/I 蛋白的质粒（U9F9 (#&5）及含有 U (#&89
6&’: 启动子序列的报告质粒，由于 5-/I 与自体诱导

物结合后转变为活性形式并与 (#& 的启动子序列结

合，启动其转录使 6&’: 表达。因此 5-/I 的超量表达

可提高其与自体诱导物的结合，从而增强 6&’: 报告

基因的表达，提高检测菌株对自体诱导物的灵敏度。

利用本实验室所构建的高效检测菌株检测到华

癸根瘤菌培养物上清中自体诱导物的存在，为进一步

研究其自体诱导物的合成酶基因及其表达调控具有

重要意义，同时有助于了解根瘤菌在豆科植物细胞内

的生理行为，为进一步了解根瘤菌与植物相互作用进

行共生固氮这一复杂的生物过程提供理论依据。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及生长条件：表 ! 为本试验的供

试菌株和质粒及其特性。华癸根瘤菌在 "# 培养基

中 $%&培养，根癌土壤杆菌在 ’( 培养基中 $%&培

养。所用抗生素浓度为：)*+,- 所用四环素（".）为

!!/01’，234! 所用四环素（".）为 $!/ 01’；壮观霉素

（56）为 !77!/01’；庆大霉素（81）为 !77!/01’。

表 ! 供试菌株和质粒

"9:;< ! "=< >?@9AB> 9BC 6;9>1AC> D><C AB ?=A> >?DCE
5?@9AB> F@ 6;9>1AC> *=9@9.?<@AG9?AFB 5FD@.< F@ @<H<@<B.<
!"#$%&’($)’*+ &*,-*’’

I=JK
I=J,
**(4L$M7J

./%$),01"%’*+
1*+"2,0’"3#
)*+,-
234!

45,#+’6#
6N3N$7!
65)$!K
6*+$!%
6*+K-$
623K-$
623K%,
623,!7

!"#$%&%’(" ")*)+(" ’O 9> A?> =F>? 6;9B?
!"#$%&%’(" ")*)+(" ’O 9> A?> =F>? 6;9B?
!"#$%&%’(" ")*)+(" ’O 9> A?> =F>? 6;9B?

)*+,-（6*+$!%）（6*+K-$），?@9P Q

R#*SS（623K-$）（623K%,）（623,!7），"A Q

56@，:@F9C =F>? @9B/< T<.?F@
".@，6*+K-$ >D:.;FBAB/ T<.?F@
".@，.9@@AB/ N?<?U?@9V /<B<
56@，.9@@EAB/ ?@9PU;9.3 @<6F@?<@ HD>AFB /<B<
".@，.9@@EAB/ ?@9PU;9.3 @<6F@?<@ HD>AFB /<B<
56@，6N3N$7! .9@@EAB/ N"-U?@9V /<B<
81@，.9@@EAB/ "- VW4 6F;E1<@9>< /<B<

’9: .F;;<.?AFB
’9: .F;;<.?AFB
X@ O *=<B )<BYAB（*4L）

%
"=A> >?DCE

J
!7
!!
!$
"=A> >?DCE
"=A> >?DCE
"=A> >?DCE

!"!"# 试 剂 和 仪 器： FUWP"VZN[\W#’ "UXU
84’4*"ZN#V4WZ5PX\（ZWN8），购 于 5A/19 公 司；

*!%反相薄层层析板，购于 I<@.] 公司。

!"# 构建高效检测菌株 $%&!
将 N,-U #$%- 基因亚克隆至广宿主载体 6N3N$7!

中［J］，构建得质粒 623K%,；构建含有编码 "- VW4 聚

合酶基因的质粒 623,!7；克隆 #$%.U ’%+/ 报告基因至

质粒载体 65)$!K［!7］，构建得 623K-$ 质粒。该 K 种

相容性质粒共转化至根癌农杆菌中，构建得自体诱

导物检测菌株 234!。

!"’ 自体诱导物活性检测（!(半乳糖苷酶法）

按照文献〔!!，!K〕进行操作。将检测菌株加入

含有相应抗生素的 4" 培养基中并分装，分别加入

华癸根瘤菌培养物的上清，培养至 01M77 为 7^$ _
!^7，加入 ZWN8 显色。

!") *+,’、*+,) 和 --.&/#01, 的生长曲线及其

自体诱导物活性曲线的制作

将待测菌株分别培养至 01M77 为 ! 后转接，每

!$= 取样，测 01M77，6[ 值并检测上清中 4P 的含量。

!"2 薄层层析

将待测菌株的培养物上清液用乙酸乙酯萃取

后，点加在 *!% 反相薄层层析板上，以乙酸乙酯为流

动相进行层析，经风干后在薄板上铺一层含有 ‘U/9;
和检测菌株（234!）的 4" 琼脂培养基，培养 !$= 后观

察薄板的颜色变化［!,］。

!"0 *+,’ 上清调至不同 34 值并振荡反应后进行

自体诱导物活性检测

培养 I=JK 至自体诱导物活性为最高时的细胞

浓度，此时培养物 6[ 为 -^%,，取其培养物上清调至

不同 6[：M^S，-^S，%^S，J^S，并振荡反应，取不同反应

时间的上清进行活性检测。

# 结果和分析

#"! 检测菌株 $%&! 高效性的验证

234! 与 )*+,- 均为敲除了自体诱导物合成酶

基因 #$%. 的根癌农杆菌，由于自身不产生自体诱导

物，其 N #$%.U ’%+/ 的表达完全依赖于外源自体诱导

物的 诱 导。 234! 是 在 )*+,- 基 础 上，将 其 控 制

#$%- 基因表达的 N #2# 启动子替换为 N,- 强启动子，

同时导入 "- VW4 聚合酶，因此在培养过程中可超

量表达 "@9V。细胞中该蛋白的超强表达，对外源自

体诱导物的敏感性增强，能高效检测外源自体诱导

物。

通过利用合成的自体诱导物 3UKUFYFUF.?9BFE;U’U
=F1F><@AB< ;9.?FB<（KUFYFU*% U[5’）（根癌农杆菌的自

体诱导物），比较 234! 与 )*+,- 在检测自体诱导物

时的敏感性。结果显示（图 !），当自体诱导物浓度

较低时（7^77KBI），234! 能准确检测自体诱导物的

存在，而 )*+,- 则不能反映其存在；在自体诱导物

浓度为 7^77K _ !^777B1F;0’ 时，234! 与 )*+,- 均能

检测到自体诱导物的存在，但 234! 对自体诱导物的

检测更为灵敏；只有当自体诱导物浓度极高的时候
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（ ! "#$%&’()），两者检测的活性才比较接近。该实

验充分说明了 *+," 在检测自体诱导物时的高敏感

性和高效性，从而为紫云英根瘤菌中自体诱导物的

研究提供了便利、可靠的手段。

图 ! "#$!与 %&’()检测的 *+,-,+&.+/01浓度+酶活曲线

-./0 " 1234&&567$&8’29:) ;&<=2>=<?&$<= 5@>A=< &B ! 0 "#$%&’()%*+
<6>7.$< *+,"（<C@7>=<）7$; DE-FG
H.7%&$;< :8$6I=6.5 12&4&&567$&8’29:) J7< ;.’@6=; 7< .$;.576=; 7$; 7;;=;

6& K%) &B ,L %=;.@% <@??’=%=$6=; J.6I 7??>&4.%76=’8 "#G 5=’’<，
.$5@M76=; J.6I 7=>76.&$ B&> "KI，7$; 7<<78=; B&>!2/7’756&<.;7<= 756.A.68 0

图 2 ! 3 "#$%#&& 的生长与自体诱导物活性变化

-./0 K N>&J6I 5@>A=（’.$=7>.68）7$; ,9)< 756.A.68 5@>A=（?.’’7>）&B , 0
-#’.#))

242 "#$! 对 567*、567( 和 &&8$92:;7 中自体

诱导物的检测

2424! OIP1、OIPF 和 EEQ,RKS#P 的生长曲线、自

体诱导物活性曲线及其 L)E 验证：图 K 的生长曲线

显示，1 株华癸根瘤菌在 LT 培养基中的生长具有明

显的对数期和稳定期，同时自体诱导物活性曲线显

示，随着细胞密度的不断增加，自体诱导物的含量也

随之增加并存在最高值。其中，OIP1 的 ,U 含量最

高，OIPF 次之，而 EEQ,RKS#P 最低。图 1 的 L)E 结

果也显示，在 1 株华癸根瘤菌中均检测到一种具有

相同迁移率的自体诱导物，可初步推断为同一种自

体诱导物，但最终应依据结构分析的结果。斑点大

小反映其自体诱导物的含量，与用!V 半乳糖苷酶

法的检测结果一致。以上结果说明了自体诱导物的

表达情况在华癸根瘤菌种内水平上存在差异，该差

异与紫云英根瘤菌的结瘤固氮能力是否相关需进一

步研究。

图 * ! 3 "#$%#&& 的反相薄层层析

-./0 1 L)E &B 7@6&.$;@5=>< <8$6I=<.W=; M8 , 0 -#’.#))
"0 :8$6I=6.5 ,9)<；K0 OIP1；10 OIPF；F0 EEQ,RKS#P0

图 ( 上清的 </ 值和反应时间对 $= 活性的影响

-./0F XBB=56 &B ,U 756.A.6.=< &$ ?9 7$; 6.%=

24 24 2 ?9 对 , 0 -#’.#)) 中自体诱导物的影响：

,9)< 是由一个可变的乙酰基链尾部与一个稳定的

高丝氨酸内酯头部相连，该结构在酸性条件下最稳

定，强碱可能会导致高丝氨酸内酯开环，从而破坏其

结构［1，"Y］。图 K 的自体诱导物曲线显示，在菌体生

长后期，,U 含量逐渐减少。经测定，OIP1 在生长初

期（KFI）、,U 活性最高时（FZI）及活性最低时（PSI）培

养物的 ?9 值分别为 G[#Y、G[ZF 和 Z[ZK，由此推测

OIP1 中 ,U 的降解与 ?9 值的升高有关。

为此，我们选择 OIP1 进一步研究 ?9 值对 ,9)
稳定性的影响。培养 OIP1 至自体诱导物活性最高

时的细胞浓度，取其上清调至不同 ?9 值进行反应，

并取不同反应时间的上清进行活性检测。图 F 结果

显示，?9 值越高，反应时间越长，,U 活性越低。这

表明，在 OIP1 中体诱导物会随着环境 ?9 值的升高

而进行碱水解，从而导致其浓度降低，其半衰期与

?9 密切相关，显示了环境条件改变对群体感应的基

因调控具有微调作用。此外，在 ,U 的降解过程中也

可能有酶在起作用，有待进一步研究。

"K" 期 高轶静等：华癸根瘤菌中自体诱导物的初步研究



! 讨 论

本实验成功地构建高效检测菌株 !"#$，在 % 株

华癸根瘤菌中均检测到自体诱导物的存在，表明了

华癸根瘤菌种内自体诱导物表达情况存在多样性，

并发现了培养基中 &’ 值升高对自体诱导物稳定性

的影响。

对群体感应的研究已有十几年时间，对其信号

分子结构和功能的认识也越来越深入，而对与植物

相互作用的根瘤菌的群体感应及其在菌植互作中的

作用已成为该领域的研究热点。据报导，豌豆根瘤

菌和苜蓿根瘤菌中的群体感应系统可能会影响结瘤

数目和共生过程，但其具体机制仍待研究［(，)］；中华

苜蓿根瘤菌的群体感应系统控制胞外多糖 *+, !
的产生，该多糖与根瘤的形成过程有关［$-］。

利用本实验室所构建的高效检测菌株，对华癸

根瘤菌产生自体诱导物的种类及其差异性进行了比

较，同时对其自体诱导物的性质也进行了初步的研

究，这对于继续研究华癸根瘤菌中自体诱导物的合

成酶基因及其表达调控，并进一步研究群体感应的

目的基因及其调节系统如何在华癸根瘤菌共生固氮

过程中（如根毛吸附、结瘤和固氮能力等）发挥作用

具有重要意义。
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