
!欧盟科研项目资助（!"#$"%&’(#&#）

本文!"#)基因序列在登记号为：*+(,(’-,
收稿日期：#&&$.(/.-(，修回日期：#&&$.(0.(/

苜蓿中华根瘤菌!"#$!"#%基因的克隆、

序列分析及其表达!

杨兴洪 杨苏声
（中国农业大学生物学院微生物系 北京#(((&,）

摘 要 苜蓿中华根瘤菌（$%!"&’%(")%*++,-%".%）(,-1是一株能在苜蓿和大豆上结瘤的菌

株。将(,-1的!"#)基因克隆到载体2113#4"5.6，并在豌豆根瘤菌（/’%(")%*+-,0*+%1
!"23&*+7894%5%3,）:336(,6系统中进行功能分析，发现(,-1的;<=)蛋白能与大豆的类黄

酮化合物>?@ABC?A@结合，也能与苜蓿的类黄酮化合物DEC?<DA@反应。表明(,-1!"#)基因很

可能是其能够在两类寄主植物上结瘤的寄主专一性决定因子。

将!"#)基因片段分别克隆到表达载体2%FA<GAB*、1和"，得到了/个重组质粒2H)*、

2H)1和2H)"。通过序列分析发现，2H)"中的!"#)基因与2%FA<GAB"中的.&6*基因阅

读框吻合。将大肠杆菌（785"-%）%<2#(（2H)"）经!I%J诱导后用5)5.I*JK分析，发现融合

蛋白表达成功，其分子量恰为%LM*与;<=)之和。利用 N?BC?L@印迹法证明785"-%%<2#(
（2H)"）所表达的蛋白质是由目的基因编码的。
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分类号 O’$ 文献标识码* 文章编号 (((#.0-(&（#&&&）(6.(,#0.-6

根瘤菌能与豆科植物结瘤固氮，并具有高度的寄主专一性。只有当组成型表达的正

调控基因!"#)与寄主植物分泌的诱导物类黄酮结合后结瘤基因才能表达［#，-］。结瘤基

因的表达产物能够合成一种称为结瘤因子的物质，它能诱导植物根毛发生一系列的形态

和生理方面的变化，最终导致根瘤的形成。根瘤菌的!"#)基因不但调控着结瘤基因的

表达，而且还是寄主专一性的决定因子，即它能与某一特定豆科植物所分泌的特定类黄酮

化合物相互作用［-，/］

根据过去的报道，$8+,-%-".%只能在苜蓿、草木樨和葫芦巴/个属的豆科植物上结瘤

固氮［,］。本室发现，$8+,-%-".%(,-1能与大豆植株结瘤固氮，具有广谱性［6］。本文克隆

其!"#)基因是为了揭示其寄主范围广的分子机制。

& 材料和方法

&9& 菌株与质粒

本实验所采用的菌株与质粒见表#。

&’# !"#%基因的()*+,-./杂交

将P,-1总);*用75"3!酶切后电泳。将);*条带影印至杜邦公司的J?@?.
5QL??@"9-*2杂交转移膜上，然后与!"#)探针（来自24I-0#!"#));*片段，如表#
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所示）和!!"#／$%&’!!!探针进行"#$%&’()杂交，以确定目标*+,条带的位置。

!"# 目的基因片段的筛选与阳性克隆$%&’质粒图谱的绘制

用()*-!酶切./01总*+,，电泳，回收/2.!32.45之间含有目标*+,的片段，与

经过()*-!酶切的载体611-789":;连接后转化(+)*,%*<;"。在含有=:>?@和!ABC
的D1（0.">／EDCE）平板上筛选白斑。选取F..个白斑在硝酸纤维素膜与探针&*’*作

"#$%&’()点杂交，得到阳性克隆。将该阳性克隆所含有的质粒称6G"*。

用限制性内切酶-./<!、0.)!、-1,!!、$%&’!!!和0.,!对6G"*酶切后电泳，影印至

C’)’"H(’’)!2,34杂交转移膜上，与&*’,19探针（来自68I"FJK&*’,19片段，如表7
所示）和&*’*探针分别进行"#$%&’()杂交。根据电泳图谱和"#$%&’()杂交的结果绘制

6G"*的酶切图谱。

表! 菌株和质粒的特性与来源

B?5@’7 "%(?L)M?)N6@?MELNM

菌株与质粒

"%(?L)?)N6@?MELN

特性

9&?(?H%’(LM%LHM

来源

"#$(H’M
(+)*,%*<;" <#M%O#((’H#E5L)?)%H#MELNM?)N6@?MELNM B&LM@?5#(?%#(P
()*,%"7Q:7 6(#R，%(?S B&LM@?5#(?%#(P
()*,%B#67. 56),，6&’,，74’-8"T !)UL%(#>’)
0+/6,%,*8%./01 V#(EL)>)#N$@’M5#%&#)M#P5’?)?)N?@O?@O? B&LM@?5#(?%#(P
9+,613/%&*4.53/
5UT:%)%.6
DA-;./;

6"PER，H?((PL)>6@?MELN68A7;/W&LH&H#)%?L)M%&’6(#E#%#(#O

&*’,H#)%(#@@L)>%&’,.)X>’)’T9&(#E#M#E?@E?(4’(，-LO-A@?MELN

E?(4’(，"%(-?)N9E-

"’UL@@?I)LU’(ML%P，

"6?L)

611-789":; 9@#)L)>?)NM’Y$’)HL)>U’H%#(，CE- Z#U?H&（7KK;）［3］

61@$’MH(L6%"Z（S） "’Y$’)HL)>U’H%#(，,E6- B&LM@?5#(?%#(P
6B&L#<LM,，1[9 ,E6-T,.)!Y，H#)%?L)L)>85;,O$ML#)>’)’ !)UL%(#>’)
68I"FJK 0+/6,%,*8%&*’,19L)6I97K，,E6- <$?X&#)>I)LT
68A037 0+/6,%,*8%&*’*7L)68AK0，BH "’UL@@?I)L，"6?L)
6G"*7 7TJ45()*-!?)N0.)!O(?>E’)%H#)%?L)L)>0+/6,%,*8%./01&*’*7

H@#)’NL)%#61@$’MH(L6%"Z（S）O#(M’Y$’)HL)>

B&LMM%$NP

6G"*0 7T;45-17!!?)N<7*!O(?>E’)%H#)%?L)L)>6?(%&*’*7H@#)’NL)%#

6C\8QXO（S）O#(M’Y$’)HL)>

B&LMM%$NP

6G"*F 7TF45-./ <!?)N()*-!O(?>E’)%H#)%?L)L)>6?(%&*’*7H@#)’N
L)%#6C\8QXO（S）O#(M’Y$’)HL)>

B&LMM%$NP

6G"*77 7TJ45()*-!?)N0.)!O(?>E’)%O(#E6G"*7H#)%?L)L)>0+/6,%,*8%
./01&*’*7H@#)’NL)%#611-789":;O$)H%L#)?@?)?@PMLM

B&LMM%$NP

,E6-：,E6LHL@@L)(’MLM%?)H’；CE-：C’)%?EPHL)(’MLM%?)H’；-LO-：-LO?EPHL)(’MLM%?)H’；"%(-："%(’6%#EPHL)(’MLM%?)H’T

!T( 目的基因的亚克隆与序列分析

通过对6G"*质粒的物理图谱确定./01&*’*在外源片段上的位置。将该片段亚

克隆至测序载体61@$’MH(L6%"Z（S），得到一系列测序亚克隆6G"*7、6G"*0和6G"*以

供测序用。通过1D,"B软件［Q］将目的基因的序列与非重复的基因库C’)1?)4S\81D
SZZ1]SAZ1进行同源性比较。

!") *(+,!"#’的功能测定

!T)T! 6G"*77 质粒的构建：将6G"*7采用()*-!和0.)!双酶切，与经过同样酶切的

载体611-7:89":;连接。转化(+)*,%*<;"，经蓝白斑筛选和酶切分析，得到含有./01
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!"#!的阳性克隆，称该重组质粒为"#$!%%!&’。用碱法提取质粒"#$!%%，转化$%
&"’($%()%。

!*"*# 黄酮诱导的显色反应：将$%&"’($%()%（"#!%%）与)%’*+,-(!"./0,-+,*1(&(/*
-./0120在硝酸纤维素滤膜上进行两亲杂交，在3#平板（/45，%1!6／7-；87，0!6／7-；

97，%1!6／7-）上于:;<筛选接合子。将接合子涂至含有=11!6／7->)6?@的上述平板，

分别用%1AB7C@／-@DEFC@4G和%1AB7C@／-6FG4HEF4G在:;<条件下诱导培养，:天后检查颜

色反应。

!$% 引物设计与&’(扩增

利用I@46C0软件，在!"#!起始密码子上游J11+""JJ2+"之间寻找合适的引物，得

到::+"的最佳引物：0’)K89’99’K’K99’K98898’8’)J。对该引物的0L端进

行改造，以引入23"M酶切位点，需突变掉J%0位的K（K!9），J%=位的9（9!’），J%(位

的8（8!9）和J%:的’（’!8）。为了让该切点酶切时容易进行，在0L端增加了两个保护

碱基’和9。修饰后引物为：

.%：0L)’98K89’9
23"M

9’K’K99’K98898’8’)JL（:0)7FN）

在另一端，选用与"O@DFHPN4"E$Q（R）匹配的通用引物KJ，其序列为：0L)’KK’’8
88K8’8K’’’999’)JL（:1)7FN）。在%11<条件下，将模板"#$!%、引物、S&K.混

合物和缓冲液变性074G，加入1T0!-4/5.@DHM!&’聚合酶（0U／!-）。于02<、(:<和

B2<循环:=次。末轮循环结束时，在(:<下保温%174G。

!*) 融合基因的构建与序列测定

上述.8/产物用$&"/M和23"M双酶切后，与经过同样酶切的载体"KV4CW4H’、O和

8连接，转化$%&"’(KC"%1。然后大量筛选，以寻找包含外源片段的重组质粒。对筛选得

到的阳性克隆$%&"’(KC"%1（">!8），用X4Y?NS".@DH$Z[4G4"NF"H试剂盒提取其质粒。

用下列引物测序：0L)KK88K89’898K’’88K9)JL（%;7FN）（MG,4ENC6FG8?E&C*QJ=1)
1%）。

!** 融合基因表达的诱导

从-O平板（’7"，%11!6／7-）上挑取$%&"’(KC"%1（">!8）的单菌落，接种于%17-
-O（’7"，%11!6／7-）液体培养基。在J(<振荡培养过夜。次日，取:11!-过夜培养物，

接种至%17-新鲜-O液体培养基（’7"，%11!6／7-）。在J(<振荡培养，直至光密度达

到1T0。吸取%7-培养物，0111N／74G离心074G，弃上清液，将沉淀物立即置A:1<保存。

该样品作为未经诱导的对照。余下的培养物，加入M.K9至终浓度为%77C@／-。在J(<
继续振荡培养。2V后取出培养物，离心，立即置A:1<保存。该样品作为经诱导的处理。

!$+ 融合基因表达的检测（,-,.&/01凝胶蛋白电泳）

样品处理和电泳按文献［;］及MG,4ENC6FG产品目录所介绍的方法进行，用考马斯亮蓝

/:01染色鉴定。

!$!2 融合基因表达的证实（345467印迹）

!*!2*! 蛋白转移：按文献［;］的方法进行。

!*!2*# 丽春红$染色，标出中度蛋白分子量标准条带：将$!$).’9\凝胶电泳得到的
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蛋白条带转移到硝酸纤维素滤膜。将滤膜浸入含有丽春红!溶液中染色"!#$%&’。当

清晰的蛋白带出现时，用铅笔标出，作为分子量标准的参照蛋白的位置。然后用蒸馏水洗

掉丽春红。

图# ()*+总,-.用!"#/0
充分酶切后的电泳条带与探针

$#%,杂交呈阳性条带的筛选

1&23# !4566’&’278!79:;65’;<=5&>&?@A

:&7’B7C&:&D6=@’>E&:;B57=6$#%,@8:65
6F64:57B;756C&C78:7:@F,-.78$)*+>&A

26C:6>47%BF6:6F<E&:;!"#/0
G3为",-.／!"#/0H&’$%000标准分

子量与",-.探针!79:;65’杂交后显

示出的!79:;65’印迹；#3()*+总,-.
用!"#/0充分酶切后的电泳条带与探

针$#%,杂交得到阳性条带"I=。

G3",-.／!"#/0H&’$%000!79:;65’
;<=5&>&?@:&7’B7C&:&D6=@’>%@5I65CE&:;

$#%, B57=6；#3J;6"I=85@2%6’:

C;7E6>B7C&:&D6E;6’:;66F64:57B;756C&C

=@’>C;<=5&>&?6>E&:;B57=6$#%,

!3!"3# 封闭硝酸纤维素滤膜的免疫球蛋白结合位点：将滤膜转移至J+!J（*$%%7F／K
J5&CALMF，BLNO"，#"$%%7F／K-@MF和$O$"PJE66’*$）H#P+!.（牛血清蛋白）的封闭

液中，在室温下温浴Q$!R$%&’。

!3!"3$ 第一抗体和靶蛋白的结合及第二抗体与第一抗体的结合：按文献［S］、0’D&:5726’
和T57%62@公司的产品目录所介绍的方法进行。

!3!"3% 洗去JE66’*$，显色：用J+!（*$%%7F／KJ5&CALMF，BLNO"，#"$%%7F／K-@MF）缓

冲液冲洗滤膜，以去掉残留在滤膜上的JE66’*$。加入

U6C:65’+F96!JG，显色至合适程度，弃去U6C:65’+F96!JG，

用蒸馏水冲洗，以终止显色反应。

& 结果

&’! "$&(!"#)基因的克隆

$)*+总,-.用!"#/0充分酶切后，将其电泳条带在

V6’6!4566’!()*+杂交转 移 膜 上 与$#%,探 针 和",-.／

&’$%000探针进行固相杂交，发现"O$I=的,-.条带与

$#%,杂交呈阳性（图#）。

$)*+总,-.用!"#/0大量酶切，进行电泳。回收)O$
!RO$I=的,-.条带，与经过!"#/0酶切的B++/#GM!A"F
连接，然后转化!,"#)’,L"!。通过蓝白斑筛选，并与探针

$#%,作!79:;65’点杂交。最终找到了含有$#%,基因的

阳性菌落"个，随机选出#个，将该重组质粒称为BW!,。

&’& *+,)质粒图谱的绘制

BW!,经-./L0、0."0、-1000、&’$%000和0.)0酶切后

的电泳条带，在V6’6!4566’!()*+杂交转移膜上分别与探

针$#%.+M和探针$#%,进行!79:;65’杂交（图*）。根据

电泳图谱和!79:;65’杂交的结果，绘制BW!,的酶切图谱。

&’# !"#)基因的亚克隆

BW!,的物理图谱显示，0,/2)’)#3’$#%,介于0."0与

!"#/0之间的#OSI=片段内。将该片段亚克隆至测序载体

B+F96C45&B:!X（H），得到亚克隆BW!,#；将-1)00与45#0
间的#O"I=片段亚克隆至测序载体BVYGNZ8（H），得到测

序亚克隆BW!,*；将-./L0与!"#/0间的#OQI=片段亚

克隆至测序载体BVYGNZ8（H），得到测序亚克隆BW!,Q。

将BW!,#、BW!,*和BW!,Q按图Q箭头所指方向测序。
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图! "#$%经（&）!"#’(，（!）$"%(，（)）!&’((，（*）()*+(((和（+）$"’(酶切后的电泳条带（,）分别与

探针*,+,-.（-）和*,+%$/012345杂交（.）后的电泳图谱与$/012345印迹。

6789! $/012345:;/1<5=3;3>14/"2/43?7?@<"/A"#$%<A13471B<?=783?13=B712（&）!"#’(，（!）$"%(，（)）!&’((，

（*）()*+(((<5=（+）$"’(（,），<5=$/0123452C:47=7D3=B712:/12"4/:3*,+,-.（-）<5=*,+%（.）

E9!%F,／()*+(((@<4G34?9

图) "#$%插入片段的物理图谱及其亚克隆和测序方向

6789) H2C?7><;@<"<5=?0:>;/53?/A";<?@7="#$%，<5=123?3I035>758=743>17/5/A123?3?0:>;/53?
最粗线为与*,+,-.杂交呈阳性的%F,区域；中粗线为与*,+%杂交呈阳性的%F,区域。

J23:/;=3?1;75375=7><13?123%F,4387/5B27>2?2/B3="/?717K3B235$/0123452C:47=7D3=B712"4/:3*,+%9

将L*!-*,+%介于$"%(与-%,M(之间的&NOG:片段克隆到载体"--M&E.$P+，得

到重组质粒"#$%&&。该质粒将用于检测L*!-*,+%基因的功能。

!9" 序列分析

介于$"%"与-%,M"之间的片段由&QQR:"核苷酸组成（图*）。通过序列测定发现，

从))*:"至&!+Q:"的阅读框与*,+%基因相对应，共S!*:"。*,+%上游T+*#U*为标

准的*,+:/V。通过与基因库W35-<5XUYE-ZUXX-[UHX-同源性比较，表明*,+%
核苷酸与苜蓿根瘤菌、./)0,1)2#?"9FWM!)*、费氏中华根瘤菌（$9345+))）和豌豆根瘤菌

（.6’5&2#)*,7"42#）等同源性分别为SS\、QS\、QO\和QR\。
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图! "!#$!"#%的核苷酸序列与蛋白序列

&’()! *+,-./0,121/’34,5.,-/,41-316’-71/’34,5.,-/,478"!#$!"#%(,-,1-3973%:27;,’-
核苷酸序列从<<!=:处起始，至>#?@=:处结束，由A#!=:个核苷核酸组成，编码<"B个氨基酸。

在起始密码子的上游有一个保守的!"#=7C，以阴影突出表示。

"!#$!"#%(,-,4,5.,-/,4;12;,38276<<!1-3;,26’-1;,31;>#?@=:，/76:74,378A#!=:，,-/703,3<"B11)

D:4;2,1678;+,4;12;/737-;+,2,’41E,00F3,8’-,3!"#=7CE+’/+E14+’(+0’(+;,3)

!)" 蛋白序列同源性比较

通过$GHI*软件［@］，将"!#$973%氨基酸序列与非重复的基因库J,-$1-KLMNF
$GLOO$PLQO$进行同源性比较。结果表明"!#$973%氨基酸序列与（>）$%&’()("*)
>"#>973%；（#）+%(’,-&)!"./0-& =R)1)2)/’>"">973%；（<）+%*0)3"())IS6:0146’3
973%；（!）$%30’#))973%；（?）$%30’#))DI%H>A>973%>；（T）+%,/(’,/’973%；（@）4%
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!"#$%&&!"#$%&’()#*和（+）’,-./&’()#*同源性分别为%%0%1，22031，240/1，

2/021，2/021，+50.1，2.0*1和3%0+1。

!"# $%!&’()*蛋白的功能检测

将’()*"&"*26*与+("!,-.&%*/$0-.7891&)&$!:;-45&4在硝酸纤维素滤膜上进行

杂交，在<=（->?，*5!@／A:；BA，4!@／A:；,A，*5!@／A:）平板上得到的接合子为+("!,-2
.&%*/$0-.（7891&)&$!:;-45&4（CD;*4&，C="#**）。涂布<=平板（->?，*5!@／A:；BA，

图4 融 合 基 因 诱 导 表 达 后 的

"#"6;$,E电泳分析

<>@94 "#"6C(FGHIJGFHA>)K@KFKFKLJ(CM(JK6

N>NHOHFGN>NH?LKJKPCJKNN>(O(??QN>(O@KOK

D9中等蛋白分子量标准；*9未经R;S,
诱导的’()*"&S(C*5全细胞蛋白电泳

图谱；.9经R;S, 诱 导 后 的 ’()*"&
S(C*5全细胞蛋白电泳图谱。

D9D>)6JHO@KCJ(LK>O A(FKIQFHJTK>@ML

AHJUKJN；*9VM(FKIKFF"#"6;$,E(?’(
)*"&S(C*5T>LM(QL>O)QIL>(O；.9VM(FK

IKFF"#"6;$,E(?’()*"&S(C*5>O)QIK)
7GLMKR;S,9

4!@／A:；,A，*5!@／A:，W6@HF），在.+X培养.)，检查颜

色反应，在含有@KO>NLK>O或FQLK(F>O的平板上呈蓝色反应

（图版"6$）。

!9+ 融合基因构建的检测

在引物;*和通用引物S/（4’6$SS$$BBBSB$B
S$$$,,,$6/’）及模板C=#*的;B-扩增反应体系

中，经3$4CFQN" #’$聚合酶的催化下经过.3轮循

环，将最终得到的;B-产物经电泳分析，其长度约为

*04U7。经过简单的酶切分析，证明该片段是所需扩增的

目的片段。

将上述扩增产物用’)*-R和56*R双酶切后，与同

样经过’)*-R和56*R酶切的CSM>(Y>N$、Z或B连接，

转化’()*"&S(C*5。经大量筛选，得到含有外源片段的

重组 质 粒，将 其 分 别 命 名 为CW#$、CW#Z和CW#B。

CW#B经测序表明，外源片段插入后，与上游融合基因读

框吻 合。至 此，708$和%*9#基 因 融 合 成 功，构 建 成

CW#B重组质粒（图版"6Z）。

!9, 融合基因的表达

凝胶经考马斯亮蓝-.45染色后，发现在&.02U#与

4405U#两条标准分子量条带之间，处理比未经诱导的对

照，多出一条又宽又亮的蛋白带（图4），大约为&202U#。

其分 子 量 为//0+U# 的 ’()# 蛋 白 与708$ 编 码 的

*.0+U#蛋白之和。

!"- 融合基因的表达的证实（./01/23杂交）

"#"6;$,E电泳后的全细胞蛋白条带转移到硝酸纤

维素膜后，经过 VKNLKJO杂交发现在&.02U#与4405U#
两条标准分子量条带之间，处理比未经诱导的对照多出

一条又宽又亮的大约为&202U#的蛋白带印迹（图3）。

另外，还 有 许 多 小 于&202U#的 蛋 白 带 印 迹，可 能 是

’()#蛋白降解所致。
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图! 通过"#$%#&’杂交证实融合基因诱导后的表达正确

()*+! ,-#’%).)/0%)1’1..2$)1’3&1%#)’#43&#$$)1’567#0’$1."#$%#&’581%
9+未经,:;<诱导的!"#$%&;139=全细胞蛋白电泳条带的"#$%#&’杂交结果；>+经,:;<诱导后的!"#$%&;139=全细

胞蛋白电泳条带的"#$%#&’杂交结果；?+丽春红染色后，用铅笔标出的中等蛋白分子量标准。

9+;@#"#$%#&’581%&#$28%1.%@#A@18#/#883&1%#)’#8#/%&13@1&#$)$1.!"#$%&;139=A)%@12%)’-2/%)1’；>+;@#"#$%#&’518%
&#$28%1.%@#A@18#/#883&1%#)’#8#/%&13@1&#$)$1.!"#$%&;139=)’-2/#-56,:;<；?+?)-B&0’*#3&1%#)’718#/280&

A#)*@%70&C#&$，-6#-56:1’/#02D，0’-%@#’)’-)/0%#-A)%@3#’/)8+

! 讨论
由于对类黄酮的专一性，’$(E基因作为豆科植物寄主专一性的遗传决定因子已经

得到肯定［F，G，9=，99］。<#’)$%#)’是由大豆根系分泌的或贮存于种子中，是一种能诱导费氏

中华根瘤菌（)"*+,(&&）结瘤基因表达的最有效的诱导物，而82%#18)’则是由苜蓿根系分泌

的能诱导苜蓿根瘤菌（)"-,%&%$&）结瘤基因表达的最有效诱导物。两者均导致其相应

H1-E蛋白构象的改变，从而使根瘤菌细胞内呈本底表达的无活性状态的H1-E被激活变

成有活性的H1-E。有活性的H1-E能与’$(514结合，从而调控’$(E基因的大量表

达，而且激活其它’$(操纵元’$(基因的表达。由于’$(E基因的大量表达，使得细胞内

的.$(E数量剧增，新合成的.$(E立即与类黄酮化合物结合，进一步促进’$(E基因的

表达，这种调控方式是自我放大式的正调控。与此同时，其它’$(操纵元’$(基因也由

于有活性H1-E的增加而大量表达。

3?:9IJ是,’K系列的质粒，与3LLM9?NDBI属于不同质粒相容群，所以3ODE99能

与3?:9IJ共存于/"%,01-&’$23+1-5P+4&#&3,Q:MI=JI细胞中。由于3?:9IJ含有一

个’$(R基因 的 启 动 子，控 制 着 下 游%3#5 基 因 的 开 关，所 以 反 过 来，可 以 通 过 检 测

Q:MI=JI的%3#5基因的开关状态来了解启动子’$(R514是否有H1-E结合上来。本研

究发现，)"-,%&%$6&=J>LH1-E能分别在*#’)$%#)’和82%#18)’的诱导下结合’$(R514，使

下游的%3#S基因表达，使TB*08变蓝。这个现象说明*#’)$%#)’和82%#18)’均是=J>LH1-E

F>JI期 杨兴洪等：苜宿中华根瘤菌=J>L’1-E基因的克隆、序列分析及其表达



的有效诱导物。

!"#$既能在大豆上结瘤，又能在苜蓿上结瘤，该菌株与这两种植物相互信号交流的

第一步便是 类 黄 酮 与 %&’(蛋 白 的 识 别 与 结 合 的 过 程。已 知 这 种 结 合 呈 寄 主 专 一

性［#，)］。只有类黄酮是有效的，才能诱导%&’(构象的改变，从而激活其它!"#操纵元的

表达，合成%&’因子，最终由%&’因子作用于寄主植物。在有效的%&’因子诱导下，植物

产生一系列变化，最终形成根瘤。可见%&’(与有效类黄酮的结合是整个结瘤过程中最

基本的第一步反应。在本研究中，!"#$所产生的%&’(既能与*+,-./+-,结合又能与

01/+0&-,结合表明该菌株确实存在着这样的初始反应机制。
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!"#!$%&#!&#’#!"#()%*+,-!.
!"#$%&’( $%!"&’%(")%*++,-%-".%，!"#(&#’#，/,01*’)%*!#1’

图 版 说 明

23)4$’$!1*’*5)4$!#0

6.7#’10!#1’和4,!#*41’诱导/’%(")%*+-,0*+%!"12&*+89.3%4%2,:;<=>?=（)@ABC，)D;E=?F)G@(EE）

在HI&$4平板上呈现的颜色反应

7#’10!#1’：用7#’10!#1’诱导；:,!#*41’：用:,!#*41’诱导；J*’!%*4：不加任何诱导物。

6./’%(")%*+-,0*+%!"12&*+89.3%4%2,:;<=>?=（)@ABC，)D;E=?F)G@(EE）1’+,-#+8A&#’10!#1’$’+4,I

!#*41’*’/GB#+1,B-*’!$1’1’&HI&$4

7#’10#1’：1’+#,-#+8A&#’10!#1’；:,!#*41’：1’+,-#+8A4,!#*41’；J*’!%*4：K1!"’*1’+,-#%$++#+.

L.)H(J融合基因序列分析

!"#(的;J<扩增产物插入载体)M"1*N10J后经对外源片段进行序列分析，发现外源片段在限制性内切

酶5’"O处与载体)M"1*N10J的N;I!"1*%#+*31’基因连接在一起。该位点用黑色画线标出。离5’"O位点

EP8)处为!"#(的起始密码子6M7。

L.@#Q,#’-1’&$’$4A010*55,01*’&#’#05%*B%#-*B81’$’!)4$0B1+)H(J

R#-!*%)M"1*N10J101’0#%!#+8A!"#;J<)%*+,-!*5!"#(&#’#，$’+!"#1’0#%!K$00#Q,#’-#+.M"#1’0#%!$’+

9#-!*%K#%#41&$!#+$!!"##’+*’,-4#$%$-1+#’SAB#01!#*55’"OK"1-"K$0,’+#%41’#+.M"#0!$%!-*+*’6M7*5
!"#(10EP8)$)$%!5%*B!"#5’"O01!#.

!M"10K*%TK$05,’+#+8A2,%*)#$’J*BB1001*’$0)$%!*5!"#OUJVI(J;%*&%$BB#（J*’!%$-!’WOJEXJMYZ>EYE）
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