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ｋａｔＧ 基因在豌豆根瘤菌抗氧化中的功能
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摘要:【目的】 细菌中过氧化物 /过氧化氢酶 ＫａｔＧ 参与活性氧(ＲＯＳ)的解毒过程ꎬ从而防止其对细菌生长伤

害ꎬ本文研究根瘤菌中 ｋａｔＧ 基因的抗氧化功能对豌豆根瘤菌 ３８４１ 生长及共生固氮的影响ꎮ 【方法】 通过基

因敲除、遗传互补和对菌株的抗氧化和共生能力分析ꎬ系统地探究了根瘤菌中 ｋａｔＧ 基因的功能ꎮ 【结果】
ｋａｔＧ 基因突变不影响菌株在自生培养条件下生长状况ꎬ但 Ｈ２Ｏ２ 短时间处理导致突变株的存活率显著下降ꎮ
实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＨ２Ｏ２ 不能诱导豌豆根瘤菌 ３８４１ｋａｔＧ 基因的表达ꎮ 进一步研究发现突变体

中 ｋａｔＧ 基因缺失能显著提高抗氧化基因 ｏｈｒＢ 的表达ꎬ而降低 ｇｒｘＣ 基因的表达ꎮ 植物盆栽实验发现ꎬｋａｔＧ 突

变虽然对根瘤菌共生固氮能力和竞争结瘤能力均无影响ꎬ但 ｋａｔＧ 在类菌体中表达显著下调ꎮ 同时ꎬｋａｔＧ 突

变显著影响了根瘤菌在植物根圈中的定殖能力ꎮ 【结论】 研究表明 ｋａｔＧ 虽对豌豆根瘤菌自生和共生固氮无

明显影响ꎬ但在抗氧化和根圈定殖中起重要作用ꎬ外源 Ｈ２Ｏ２ 对 ｋａｔＧ 的表达无诱导作用ꎬ但 ｋａｔＧ 调节 ｏｈｒＢ 和

ｇｒｘＣ 等抗氧化基因的表达ꎬ从而在抗氧化和共生中发挥作用ꎮ
关键词:豌豆根瘤菌ꎬ ｋａｔＧ 基因ꎬ实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ抗氧化功能ꎬ共生固氮
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　 　 生物体中由生理代谢和环境胁迫产生的活性氧

(ＲＯＳ)包括超氧阴离子ꎬ羟基自由基和过氧化氢ꎮ
在氧化胁迫初期由于抗氧化系统的存在ꎬ低浓度的

Ｈ２Ｏ２ 可作为信号分子调节不同的代谢反应ꎻ但当其

积累量超出清除系统的清除能力时ꎬ导致细胞氧化

伤害[１]ꎮ Ｈ２Ｏ２ 能够穿透膜结构而与胞内的铁离子

通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应产生最具有毒性作用的羟基自由

基 ＨＯ􀅰[２]ꎬ同时将会破坏膜脂结构、蛋白质和核酸

等ꎬ从而导致细胞凋亡ꎮ
在根瘤菌固氮期间ꎬ固氮酶起着重要作用ꎮ 但

由于固氮酶遇到氧气失活ꎬ因此需要一个氧压较低

的环境ꎬ铁氧还蛋白、尿酸酶、豆血红蛋白等参与创

造这种低氧压环境[３]ꎮ 根瘤内的血红蛋白作为氧

的一种载体缓冲细胞环境ꎬ防止氧浓度大幅度变化ꎬ
宿主细胞间质中的抗坏血酸盐作为重要的中间介质

调整各种生理条件ꎬ而清除过氧化物则可能由过氧

化物酶完成[４]ꎮ
微生物体内有一套复杂地抗氧化系统来清除体

内过多的自由基ꎮ 过氧化氢酶又称触酶ꎬ是抗氧化

酶系统中的一种ꎬ能够将 Ｈ２Ｏ２ 催化生成 Ｈ２Ｏ 和 Ｏ２
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从而解除其毒性ꎮ 过氧化氢酶通常有两种:具有过

氧化物和过氧化氢双功能的酶 ＨＰⅠ和具有过氧化

氢单功能的酶 ＨＰⅡꎬ它们都含有血红素ꎬ此外在一

些细菌中也发现了不含血红素而含锰的过氧化氢

酶[５]ꎮ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ 中ꎬｋａｔＧ 和 ｋａｔＥ 分别编码 ＨＰⅠ和

ＨＰⅡ两种酶[６￣７]ꎬ在较低浓度 Ｈ２Ｏ２ 下ꎬｋａｔＧ 在对数

期可被 ＯｘｙＲ 激活ꎬ而 ｋａｔＥ 也能被激活ꎬ但需要的是

对数期的 σ 因子 ＲｐｏＳ[２４]ꎮ 在苜蓿中华根瘤菌

(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ)中发现 ｋａｔＡ 基因编码的过氧

化氢酶 ＫａｔＡ 受 Ｈ２Ｏ２ 诱导ꎬ并且是降解 Ｈ２Ｏ２ 主要

的过氧化氢酶ꎬ但对结瘤和固氮并无影响ꎬ另一个过

氧化氢酶 ＫａｔＣ 和过氧化氢 /过氧化物酶 ＫａｔＢ 在丰

富培养基中于稳定期表达[１５]ꎬｋａｔＡ 和 ｋａｔＣ 双突变

以及 ｋａｔＣ 和 ｋａｔＢ 双突变都能够显著的影响固氮酶

活ꎬ而且侵染结瘤不正常[１６]ꎮ
本研究构建了豌豆根瘤菌 ３８４１ ｋａｔＧ 基因突

变株ꎬ通过自生和共生实验ꎬ研究 ｋａｔＧ 基因突变

对菌株生长和共生固氮能力的影响ꎻ并通过荧光

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析抗氧化相关基因的表达ꎮ 为阐

明 ｋａｔＧ 基因抗氧化功能和调控机制提供了研究

基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌种质粒和培养基:豌豆根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ)３８４１ꎬ克隆载体 ｐｋ１９ｍｏｂ 和表达载

体 ｐＲＫ４１５ 均由英国牛津大学 Ｐｈｉｌｉｐ Ｓ. Ｐｏｏｌｅ 教授

提供ꎮ 甜豌豆和大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 由

实验室保存ꎮ ＬＢ 培养基[８]用于大肠杆菌培养ꎬ豌豆

根瘤菌培养用 ＴＹ 培养基[８] 和 ＡＭＳ 培养基[９]ꎮ 培

养根瘤菌所用抗生素:链霉素(Ｓｔｒ)ꎬ新霉素(Ｎｅｏ)、
卡那霉素(Ｋｍ)和四环素(Ｔｃ)ꎬ购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ使
用浓度为: Ｓｔｒꎬ ５００ μｇ / ｍＬꎻ Ｎｅｏꎬ ８０ μｇ / ｍＬꎻ Ｔｃꎬ
２ μｇ / ｍＬꎻ培养大肠杆菌所用抗生素浓度: Ｋｍꎬ
２０ μｇ / ｍＬꎻ Ｔｃꎬ ５ μｇ / ｍＬꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、
ＸｂａⅠ及 ＫｐｎⅠ等(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻｐｈｕｓｉｏｎ 高保真酶

( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ )ꎬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶 ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎬＤＮＡ 凝胶回收试剂盒(博大泰克)ꎬＴ４
ＤＮＡ 连接酶(ＴａＫａＲａ 公司)ꎬＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ( ＴａＫａＲａ
公司)ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ

(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)ꎬＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ (Ｒｏｘ)ꎬ７５２ 型紫外可见光光度计(上海光谱

仪器有限公司)ꎬＰＣＲ 仪(Ｂｉｏｍｅｔｒａ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ
仪(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ
１􀆰 ２　 ｋａｔＧ 基因插入突变与互补菌株构建

按照 Ｌｕｏ 等方法构建 ｋａｔＧ 基因突变株[１０]ꎬ主
要步骤为:以豌豆根瘤菌 ３８４１ 总 ＤＮＡ 为模板ꎬ以
ｋａｔ￣ｕｐ / ｋａｔ￣ｌｗ 为引物(表 １)扩增目的片段ꎬ将扩增

得到的产物与空载体 ｐＫ１９ｍｏｂ 分别经 ＸｂａⅠ和

Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切后ꎬＴ４ 连接酶连接过夜ꎬ然后转入感

受态 ＤＨ５α 中ꎬ克隆子经 ＰＣＲ 和测序验证后ꎬ获得

阳性克隆质粒 ｐＫｋａｔＧꎮ 以含 ｐＫｋａｔＧ 质粒的大肠杆

菌为供体菌ꎬ ３８４１ 为受体菌ꎬ含质粒 ｐＲＫ２０１３ 的大

肠杆菌为辅助菌进行三亲本杂交ꎬ通过抗性筛选及

用引物 ｋａｔ￣ｍａｐ / ＰＫ１９Ａ ＰＣＲ 验证得到缺失突变株

ＲＬｋａｔＧꎮ
构建 ｋａｔＧ 互补菌株:以豌豆根瘤菌 ３８４１ 总

ＤＮＡ 为模板ꎬ以 ｋａｔ￣１Ｆ / ｋａｔ￣１Ｒ 为引物扩增得到目的

片段(表 １)ꎮ 将扩增得到的产物与根瘤菌表达载体

ｐＲＫ４１５ 分别经 ＫｐｎⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后ꎬ利用 Ｔ４
连接酶连接过夜ꎬ然后转入感受态 ＤＨ５α 中ꎬ经 ＰＣＲ
和测序验证后ꎬ获得阳性克隆质粒 ｐＲＫｋａｔＧꎮ 然后

以含 ｐＲＫｋａｔＧ 质粒的大肠杆菌为供体菌ꎬ根瘤菌

ＲＬｋａｔＧ 为受体菌ꎬ含质粒 ｐＲＫ２０１３ 的大肠杆菌为

辅助菌进行三亲本杂交ꎬ经抗性筛选及用引物

Ｍ１３Ｆ / Ｍ１３Ｒ ＰＣＲ 验证ꎬ获得回复突变菌株 ＲＬｋａｔＧ
(ｐＲＫｋａｔＧ)ꎮ
１􀆰 ３　 菌株生长

１􀆰 ３􀆰 １　 菌株培养:将已活化的突变株 ＲＬｋａｔＧ 和野

生株 ３８４１ 经 ＡＭＳ 洗脱后ꎬ接种于 ５０ ｍＬ 的 ＡＭＳ 培

养基中ꎬ使初始 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ０１ꎬ每个菌 ３ 个重复ꎬ
２８℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 于摇床中振荡培养ꎬ每隔一段时间

取样ꎬ测 ＯＤ６００值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 抑菌实验:将培养至对数期(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)的
待测菌株经生理盐水清洗并重新溶解后ꎬ涂布于

ＡＭＳ 琼脂平板ꎬ待平板晾干后ꎬ将浸有不同浓度

Ｈ２Ｏ２ 的圆滤纸片放置在平板中央ꎬ每个平板 １ 个圆

滤纸片ꎬ每种浓度 ３ 个重复ꎮ ２０ ｈ后测量抑菌圈的

直径ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｈ２Ｏ２ 抑菌曲线测定:分别收集对数期

(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)的突变株 ＲＬｋａｔＧ 和野生株 ３８４１ 菌液

２０ ｍＬꎬ用生理盐水清洗后ꎬ分成 ４ 等份ꎬ然后分别用

４４８
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０、０􀆰 １、０􀆰 ５ 和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ ５ ｍＬ 于 ２８℃处理 １
ｈꎬ用生理盐水洗涤去除 Ｈ２Ｏ２ 后ꎬ稀释涂平板ꎬ每种

浓度 ３ 个重复ꎮ 倒置于 ２８℃培养箱中培养 ３ ｄꎬ计
算菌落数ꎮ

表 １. ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰＣＲ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)∗

ｋａｔ￣ｕｐ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｋａｔＧ ｍｕｔａｔｉｏｎ ＴＴＴＴＣＴＡＧＡＴＣＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＡＣＣＴＧＴＴＧ
ｋａｔ￣ｌｗ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｋａｔＧ ｍｕｔａｔｉｏｎ ＴＴＡＡＧＣＴＴＴＣＧＡＡＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＣＴＣＣＡ
ｋａｔ￣ｍａｐ Ｍａｐｐｉｎｇ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｋａｔＧ ｍｕｔａｔｉｏｎ ＡＧＡＣＣＧＧＡＴＣＧＡＡＡＣＧＣＡＧＣ
ｐＫ１９Ａ ｐＫ１９ｍｏｂ ｍａｐｐｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ＡＴＣＡＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＣＣＣＴＧＣ
ｋａｔ￣１Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｋａｔＧ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ＴＴＴＡＡＧＣＴＴＡＧＴＴＣＴＴＴＧＡＴＣＴＧＣＡＴＴＧＡＣ
ｋａｔ￣１Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｋａｔＧ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ＡＡＡＧＧＴＡＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＴＧＴＣＧＡＴＣＡＧＡＣＧ
Ｍ１３Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ＬａｃＺ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
Ｍ１３Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ＬａｃＺ ＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ
ｇｙｒＢ１￣ｆｏｒ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｙｒＢ１ ＧＧＣＡＴＣＡＣＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＡ
ｇｙｒＢ１￣ｒｅｖ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｙｒＢ１ ＧＣＧＡＧＧＡＧＡＡＴＴＴＣＧＧＡＴＣＡ
ＱｏｈｒＢ￣Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｏｈｒＢ ＣＧＧＧＣＡＧＧＣＴＧＡＣＡＴＴＧＡＧＧ
ＱｏｈｒＢ￣Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｏｈｒＢ ＧＣＴＧＣＴＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＴＣＡＣ
Ｑｇｐｘ￣Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｐｘ ＡＡＡＣＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＣＧＴＧＡＧ
Ｑｇｐｘ￣Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｐｘ ＧＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＴＣＣＣＴＣＡＴ
Ｑｐｒｘ￣Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｐｒｘ ＣＡＧＴＧＣＴＣＡＴＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣ
Ｑｐｒｘ￣Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｐｒｘ ＣＴＧＴＣＧＡＴＧＣＣＴＴＴＣＴＣＣＴＧ
ＱｇｒｘＣ￣Ｆ Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｒｘＣ ＧＡＡＧＡＡＡＡＧＧＧＴＧＴＣＧＡＡＴＡ
ＱｇｒｘＣ￣Ｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｒｘＣ ＡＧＡＴＣＴＧＣＧＧＡＡＡＡＧＴＧＧＴＡ

∗Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ.

１􀆰 ４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析相关抗氧化基因的表达量

进行细菌 ＲＮＡ 提取时ꎬ接种已活化的突变株

ＲＬｋａｔＧ 和野生型 ３８４１ 于 ＡＭＳ 液体培养基中ꎬ使得初

始 ＯＤ６００为 ０􀆰 ０１ꎬ每种菌 ３ 个重复ꎬ２８ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ于
摇床中振荡培养至 ＯＤ６００在 ０􀆰 ３ 至 ０􀆰 ６ 之间ꎬ菌体离

心收集后用生理盐水或 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理１ ｈꎬ
采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ然后利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒将其反转录

成 ｃＤＮＡꎬ用相关抗氧化基因的 ＰＣＲ 引物和 ｇｙｒＢ１
内参基因的引物(表 １)ꎬ对 ｃＤＮＡ 模板进行荧光定

量 ＰＣＲꎮ
进行类菌体 ＲＮＡ 提取时ꎬ从培养 ２５ ｄ 的豌豆

植株摘取根瘤置于预冷的研钵中ꎬ在液氮中研磨至

粉状ꎮ 每 １００ ｍｇ 根瘤加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌꎬ其后续 ＲＮＡ
提取、ｃＤＮＡ 制备等步骤与细菌 ＲＮＡ 提取相同ꎮ 以

用 ＡＭＳ 培养至对数期(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)的 ３８４１ 菌株为

对照ꎬ对类菌体中 ｋａｔＧ 基因进行荧光定量 ＰＣＲ
分析ꎮ
１􀆰 ５　 植物盆栽实验

按照 Ｐｏｏｌｅ 等 [１１] 的方法ꎬ采用无菌蛭石盆

栽ꎮ 豌豆种子经表面灭菌催芽处理后ꎬ播种至装

有已灭菌的蛭石塑料烧杯ꎮ 栽培豌豆用无氮营

养液ꎬ播种时每颗豌豆上加 １ ｍＬ 相应菌液ꎮ 一

钵 ２ 颗豌豆ꎬ３ 钵重复ꎮ 盖好保鲜膜后放入光照

培养箱中培养ꎮ ３ 周后利用乙炔还原法测量根瘤

固氮酶活ꎮ
进行竞争结瘤实验时ꎬ首先配置突变株 ＲＬｋａｔＧ

与野生株 ３８４１ 不同比例的混合菌液ꎬ使每 １ ｍＬ 菌

液中 ＲＬｋａｔＧ 与 ３８４１ 的 ＣＦＵ 比率分别为 １０７:１０６、
１０６ ∶ １０７ 和 １０６ ∶ １０６ꎮ 播种时每颗豌豆上加 １ ｍＬ 相

应比例的混合菌液ꎮ 每个处理 ３ 个重复ꎬ４ 周后ꎬ每
钵收集根瘤 ５０ 个ꎬ破瘤划线分别接种于含有 ＴＹ ＋
Ｓｔｒ ＋ Ｎｅｏ 和 ＴＹ ＋ Ｓｔｒ 平板ꎬ３ ｄ后统计ꎬ计算突变株

的占瘤率ꎮ
进行根圈定殖实验时ꎬ按照 Ｋａｒｕｎａｋａｒａｎ 等的方

法[２５]ꎬ配置突变株 ＲＬｋａｔＧ 与野生株 ３８４１ 不同比例

的混合菌液ꎬ使每 １ ｍＬ 中 ３８４１ 与 ＲＬｋａｔＧ 的 ＣＦＵ
比率分别为 １０３ ∶ ０、０ ∶ １０３、１０３ ∶ １０３、和 １０３ ∶ １０４ꎮ 分

别接种至已培养 ７ ｄ 的豌豆植株中ꎮ 接种 ７ ｄ 后ꎬ每
管加 ２０ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ并剧烈振荡 ３０ ｍｉｎꎬ菌悬液

经稀释后ꎬ涂布于 ＴＹ ＋ Ｓｔｒ ＋ Ｎｅｏ 和 ＴＹ ＋ Ｓｔｒ 平板ꎮ
培养 ３ ｄ 后统计数据ꎮ
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２　 结果和分析

２􀆰 １　 豌豆根瘤菌 ３８４１ ｋａｔＧ 基因突变体和回复菌

株的构建

按照 Ｋａｒｕｎａｋａｒａｎ 等[１２] 构建突变体的方法ꎬ利
用 ｋａｔ￣ｍａｐ / ｐＫ１９Ａ 对 ｋａｔＧ 突变株进行 ＰＣＲ 验证ꎬ
成功扩增出 １ ｋｂ 左右的目标片段ꎬ获得 ｋａｔＧ 基因突

变株 ＲＬｋａｔＧꎮ
在构建 ３８４１ ｋａｔＧ 回复突变体时ꎬ将 ｐＲＫｋａｔＧ

质粒通过三亲本接合ꎬ转入上述突变株 ＲＬｋａｔＧ 中ꎬ
然后利用 Ｍ１３Ｆ / Ｍ１３Ｒ 进行 ＰＣＲ 验证ꎬ成功扩增出

２􀆰 ７ ｋｂ 左 右 片 段ꎬ 获 得 回 复 菌 株 ＲＬｋａｔＧ
(ｐＲＫｋａｔＧ)ꎮ
２􀆰 ２　 豌豆根瘤菌 ｋａｔＧ 突变株对 Ｈ２Ｏ２ 敏感

２􀆰 ２􀆰 １　 ｋａｔＧ 基因突变不影响菌株正常生长:将
ＲＬｋａｔＧ 和 ３８４１ 分别接种于 ＡＭＳ 培养基培养ꎬ使初

始 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ０１ꎬ每隔一段时间测其 ＯＤ６００ꎬ绘制出其

生长曲线图ꎬ图 １ 所示ꎬＲＬｋａｔＧ 生长状况与野生型

３８４１ 类似ꎬ表明 ｋａｔＧ 基因对豌豆根瘤菌 ３８４１ 正常

生长无明显影响ꎮ

图 １.自生条件下 ３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ 的生长情况

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ３８４１ ａｎｄ ＲＬｋａｔＧ ｉｎ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ.

２􀆰 ２􀆰 ２　 ｋａｔＧ 基因突变使菌株对 Ｈ２Ｏ２ 敏感:抑菌圈

实验检测不同 Ｈ２Ｏ２ 浓度下 ３８４１、ＲＬｋａｔＧ 和回复突

变菌株 ＲＬｋａｔＧ( ｐＲＫｋａｔＧ) 的抑菌圈直径 (表 ２)ꎮ
２０ ｈ时ꎬ 当 Ｈ２Ｏ２ 浓度分别在 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ２００
ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ与对照 ３８４１ 相比ꎬＲＬｋａｔＧ 抑菌圈直径

最大并且有显著性差异ꎮ 而 Ｈ２Ｏ２ 对 ｋａｔＧ 基因的互

补菌株 ＲＬｋａｔＧ(ｐＲＫｋａｔＧ)抑菌圈很小ꎬ这表明互补

菌株中多拷贝 ｋａｔＧ 基因成功恢复了 ｋａｔＧ 突变菌株

的抗氧化能力ꎮ

表 ２.不同双氧水浓度下抑菌圈大小

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２

ｃ(Ｈ２Ｏ２) /

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｄｉａｍｅｔｅｒ / ｃｍ

３８４１ ＲＬｋａｔＧ ＲＬｋａｔＧ(ｐＲＫｋａｔＧ)
２０ １􀆰 ２ ± ０􀆰 ３ １􀆰 ８ ± ０􀆰 ２∗ ０􀆰 ７ ± ０􀆰 ２
２００ ２􀆰 ８ ± ０􀆰 １ ３􀆰 ５ ± ０􀆰 １∗ ２􀆰 ３ ± ０􀆰 ３

∗ Ｓｈｏｗｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｒｌｖ３８４１ ａｎｄ
ＲＬｋａｔＧ(ｐＲＫｋａｔＧ)ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５.

为进一步检测不同浓度双氧水对 ｋａｔＧ 突变菌

株生长的影响ꎬ将对数期的菌株经不同浓度的 Ｈ２Ｏ２

处理后ꎬ计算菌株的存活率ꎬ绘制出双氧水抑菌曲线

(图 ２)ꎮ 经不同浓度双氧水处理后ꎬ菌株生长均受

到一定程度的影响ꎬ但 ＲＬｋａｔＧ 敏感性更强ꎮ Ｈ２Ｏ２

浓度小于 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ 菌落数均

有所升高ꎮ 有研究发现:低浓度情况下ꎬＨ２Ｏ２ 将作

为一种信号分子ꎬ增强生物体抵御外界环境胁迫的

能力[１３]ꎮ 用 ０􀆰 １ － ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理菌株时ꎬ
野生型 ３８４１ 菌落数增加ꎬ而 ＲＬｋａｔＧ 菌落数随着

Ｈ２Ｏ２ 浓度增加而下降ꎬ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 时ꎬ两者

菌落数相差最大ꎮ

图 ２.不同浓度双氧水对菌体生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｒｌｖ３８４１ａｎｄ ＲＬｋａｔＧ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ .

Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈ２Ｏ２ ａｄｄｉｔｉｏｎ.

２􀆰 ３　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析抗氧化相关基因的表

达量

ＲＴ￣ＰＣＲ 后ꎬ将所得到的数据用 ２ － ΔΔＣｔ 进行处

理ꎮ 与用生理盐水处理的 ３８４１ 对照组相比ꎬ用 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２处理的 ３８４１ 中 ｋａｔＧ 表达量为 １􀆰 ４０１
倍ꎬ提高不显著ꎮ 然而ꎬ用 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理
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３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ 时ꎬ突变体 ＲＬｋａｔＧ 中 ｏｈｒＢ 表达量

显著提高ꎬ是 ３８４１ 的 １２􀆰 ７ 倍ꎬｇｒｘＣ 表达量则显著下

降ꎬ仅为 ３８４１ 的 ０􀆰 ３２ 倍ꎬ其他抗氧化基因表达变化

均不明显(图 ３)ꎮ 另外ꎬｋａｔＧ 在根瘤类菌体中表达

量仅为在自生条件下的 ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 ０９ 倍ꎬ表明 ｋａｔＧ
基因在共生根瘤中表达显著下调ꎮ

图 ３. Ｈ２Ｏ２ 条件下抗氧化基因相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ３８４１ ａｎｄ
ＲＬｋａｔＧ ｕｐｏｎ ａ ｔｒｅｎｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ . ｇｒｘＣ:ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｏｎＣꎻ ｇｐｘ:

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎻ ｏｈｒＢ: ｏｒｇａｎｉｃ ｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅꎻ ｐｒｘ:
ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ.

２􀆰 ４　 植物盆栽实验

盆栽 ３ 周后ꎬ突变株 ＲＬｋａｔＧ 接种植株形成红色

有效根瘤ꎮ 将培养 ４ 周的豌豆植株利用乙炔还原法

测定固氮酶活ꎮ 结果发现 ３８４１、ＲＬｋａｔＧ 和 ＲＬｋａｔＧ
(ｐＲＫｋａｔＧ)三者所接种的植株其固氮酶活并无显著

性差异ꎬ说明 ｋａｔＧ 基因突变根瘤固氮能力无明显影

响(图 ４)ꎮ

图 ４.野生型 ３８４１ꎬ突变菌株 ＲＬｋａｔＧ 和插入突变株

ＲＬｋａｔＧ(ｐＲＫｋａｔＧ)的共生固氮酶活

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｒｌｖ ３８４１ꎬＲＬｋａｔＧ
ａｎｄ ＲＬｋａｔＧ(ｐＲＫｋａｔＧ).

在竞争结瘤实验中ꎬ观察根瘤的生长情况ꎬ若在

ＴＹ ＋ Ｓｔｒ ＋ Ｎｅｏ 上长出ꎬ说明该菌为突变株 ＲＬｋａｔＧꎮ
结果表明:当 ３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ 接种浓度的比例分别

为 １０７ ∶ １０６、１０７ ∶ １０７ 和 １０６ ∶ １０７ 时ꎬＲＬｋａｔＧ 的占瘤率

分别为 ４０％ 、５２％和 ６８％ ꎮ 其中当 ３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ
接种浓度相同时ꎬ两者占瘤率相近ꎬ且 ＲＬｋａｔＧ 占瘤

率随着 ＲＬｋａｔＧ 浓度增加而增加ꎬ表明 ｋａｔＧ 突变不

影响根瘤菌竞争结瘤能力ꎮ
２􀆰 ５　 植物根圈定殖实验

为进一步研究根瘤菌 ｋａｔＧ 基因在豆科植物根

圈定殖中的功能ꎬ将 ３８４１ 和 ＲＬｋａｔＧ 以不同浓度比

例接种于豌豆植株根部ꎬ结果发现:当 ３８４１ 和

ＲＬｋａｔＧ 以相同浓度分别接种时ꎬ３８４１ 的菌株在根圈

中的数量是突变株的 ２􀆰 ３ 倍ꎻ当以相同浓度比例混

合接种时ꎬ３８４１ 的数量是 ＲＬｋａｔＧ 的 ２􀆰 ７ 倍ꎬ并且

ＲＬｋａｔＧ 数量与单独接种时相近ꎻ同时当 ＲＬｋａｔＧ 的

接种浓度是 ３８４１ 的 １０ 倍时ꎬ３８４１ 的数量是 ＲＬｋａｔＧ
的 ０􀆰 ５ 倍(图 ５)ꎮ 表明 ｋａｔＧ 突变严重影响根瘤菌

在植物根圈中的定殖能力ꎮ

图 ５.野生型根瘤菌 ３８４１ 和突变株 ＲＬｋａｔＧ 定殖情况

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ３８４１ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ＲＬｋａｔＧ.

３　 讨论

过氧化氢酶在生物体中的主要作用是分解细胞

内的过氧化氢ꎮ 细胞正常的生理代谢会产生如

Ｈ２Ｏ２ 等过氧化物ꎬ过量的过氧化物会损害脂质、蛋
白质及 ＤＮＡꎬ同时与细胞的衰老有关ꎮ 本研究发现

ｋａｔＧ 突变对豌豆根瘤菌 ３８４１ 正常条件下生长无影

响ꎬ但对 Ｈ２Ｏ２ 十分敏感ꎮ 用不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理对

数期的突变型与野生型根瘤菌时ꎬ在低浓度 Ｈ２Ｏ２
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Ｙａｎｌｉｎ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

条件下ꎬ根瘤菌生长有一定程度的增加ꎬ这是由于低

浓度 Ｈ２Ｏ２ 作 为 一 种 信 号 分 子 促 进 根 瘤 菌 生

长[１３￣１４]ꎻ但随着 Ｈ２Ｏ２ 浓度的增大ꎬ菌株的生长受到

抑制ꎬ其中 Ｈ２Ｏ２ 浓度达到 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ突变菌

株 ＲＬｋａｔＧ 最敏感ꎻ而当双氧水浓度过大时ꎬ根瘤菌

逐渐死亡ꎬ这说明处于对数期菌株中的 ｋａｔＧ 基因在

双氧水解毒过程中的作用是其他抗氧化基因所无法

弥补的ꎮ
本实验发现ꎬ经 Ｈ２Ｏ２ 处理的野生型菌株中

ｋａｔＧ 表达量提高到 １􀆰 ４０１ 倍ꎬ但没有达到 ２ 倍的显

著水平ꎬ说明 ｋａｔＧ 的表达不受外界 Ｈ２Ｏ２ 诱导ꎮ
Ｊａｍｅｔ 等研究也发现ꎬＳ. ｍｅｌｉｌｏｔｉ 的 ｋａｔＢ 基因突变在

ｂａｔｃｈ ｃｕｌｔｕｒｅ(分批培养)中即自然状态下培养是组

成型表达ꎬ在氧压力下不被诱导表达[１５￣１６]ꎮ 进一步

研究发现ꎬ突变体 ＲＬｋａｔＧ 中编码谷氧还蛋白的基因

ｇｒｘＣ 表达量显著降低ꎬ其表达水平仅为野生型的 １ /
３ꎬ而编码有机过氧化物酶的基因 ｏｈｒＢ 则显著提高ꎬ
其表达水平为野生型的 １２􀆰 ７ 倍ꎮ 在生物体中ꎬＧｒｘ、
Ｏｈｒ、Ｐｒｘ 和 Ｇｐｘ 在抗氧化保护中起重要作用ꎬ谷氧

还蛋白(Ｇｒｘ)能够还原分子之间的二硫键用以维持

细胞内氧化还原态[１７]ꎻＯｈｒＢ 是有机过氧化物酶ꎬ受
σＢ调控[１８]ꎻ过氧化物氧还蛋白(Ｐｒｘ)是一种过氧化

物酶ꎬ能将 ＲＯＯＨ(过氧化物过氧基)还原成 ＲＯＨꎬ
还可通过调节蛋白激酶的氧化还原态来调控细胞信

号转导通路[１９]ꎻ谷胱甘肽过氧化物酶(Ｇｐｘ)用以清

除脂质过氧化物ꎬ也可用于清除 Ｈ２Ｏ２
[２０]ꎮ 本研究

发现 ｋａｔＧ 虽对 ｐｒｘ 和 ｇｐｘ 转录无影响ꎬ但正调控

ｇｒｘＣ 基因表达而负调控 ｏｈｒＢ 基因表达ꎮ 因此推测ꎬ
ｋａｔＧ 基因除本身参与根瘤菌抗氧化功能外ꎬ还在根

瘤菌抗氧化体系中发挥了重要的调控作用ꎮ
已有研究表明ꎬｋａｔ 基因在共生侵染线形成阶段

和类菌体中均大量表达[１６￣２１]ꎮ 然而ꎬ在本研究中ꎬ
ｋａｔＧ 突变不影响根瘤菌 ３８４１ 共生固氮能力和竞争

结瘤能力ꎮ 在 Ｍ. ｌｏｔｉ ＭＡＦＦ３０３０９９ 中ꎬｋａｔＧ 突变导

致根瘤菌生长延迟并对 Ｈ２Ｏ２ 的敏感性增强ꎬ但对

根瘤菌结瘤固氮效率无明显影响[２２]ꎮ 研究发现ꎬ根
瘤固氮过程会产生一个高氧压环境[１６]ꎬ豌豆根瘤菌

通过降低 ｋａｔＧ 在类菌体中的表达(表达为自生情况

表达的 ２ / ５)ꎬ从而调控 ｇｒｘＣ、ｏｈｒＢ 等基因ꎬ激活其它

的抗氧化替代补偿机制[２７]ꎬ从而维持根瘤低氧的固

氮环境ꎬ这也是 ｋａｔＧ 基因缺失突变株不影响根瘤菌

结瘤和固氮的原因ꎮ 在 Ｓ. ｍｅｌｉｌｏｔｉ Ｒｍ１０２１ 中ꎬ就发

现了 ３ 种编码过氧化氢酶的基因ꎬ分别为具有单功

能团的 ｋａｔＡ 和 ｋａｔＣ 基因以及具有双功能团的 ｋａｔＢ
基因ꎬ突变研究发现:三者的单突变体对 Ｈ２Ｏ２ 都敏

感ꎬｋａｔＡ 在类菌体中大量表达ꎬ且 ｋａｔＢ 和 ｋａｔＣ 在根

瘤菌侵染阶段表达量显著提高ꎬ同时 ｋａｔＡ 和 ｋａｔＣ 双

突变以及 ｋａｔＣ 和 ｋａｔＢ 双突变都能够显著地影响固

氮酶活ꎬ而且侵染结瘤不正常[１６￣２３]ꎮ 另外ꎬ本研究

中还发现 ｋａｔＧ 突变影响根瘤菌 ３８４１ 在根圈中的定

殖能力ꎬ研究表明细菌在入侵植物时会使植物产生

活性氧来阻止其入侵[２６]ꎬ因此ꎬ根瘤菌中 ｋａｔＧ 基因

在根系抗氧化中发挥了极为重要的作用ꎮ 而成功的

根系定殖与吸附是结瘤的第一步ꎬ从而决定了共生

的成败[２９]ꎮ

致谢:感谢英国牛津大学 Ｐｈｉｌｉｐ Ｓ. Ｐｏｏｌｅ 教授提供

的 Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ３８４１ 菌 株、 ｐＫ１９ｍｏｂ 和

ｐＲＫ４１５ 质粒ꎮ
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[１３]　 Ｌｉ ＳꎬＸｕｅ ＬꎬＦｅｎｇ Ｈꎬ Ｘｕ Ｓꎬ Ａｎ Ｎ. Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ
２３(１０): ８０４￣８１０. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 李师翁ꎬ 薛林贵ꎬ 冯虎元ꎬ 徐世建ꎬ安黎哲. 植物中

的 Ｈ２Ｏ２信号及其功能. 中国生物化学与分子生物学

报ꎬ ２００７ꎬ ２３(１０): ８０４￣８１０.
[１４]　 Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｙｕ Ｚꎬ Ｘｕｅ Ｆ. Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

Ｈ２Ｏ２ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｈｅａｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｆｅｓｔｕｃａ
ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ ｂｙ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｙ. Ａｃｔａ Ｐｒａｔａｃｕｌｔｕｒａｅ
Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１０ꎬ １９(１): ８９￣９４. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 王艳ꎬ 李建龙ꎬ 余醉ꎬ 薛峰. 信号分子 Ｈ２Ｏ２ 调节抗

氧化系统提高高羊茅耐热性研究. 草业学报ꎬ ２０１０ꎬ
１９(１): ８９￣９４.

[１５]　 Ｈéｒｏｕａｒｔ Ｄꎬ Ｓｉｇａｕｄ Ｓꎬ Ｍｏｒｅａｕ Ｓꎬ Ｆｒｅｎｄｏ Ｐꎬ Ｔｏｕａｔｉ Ｄꎬ
Ｐｕｐｐｏ Ａ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋａｔＡ ｇｅｎｅ
ｏｆ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｃａｔａｌａｓｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９６ꎬ １７８
(２３): ６８０２￣６８０９.

[１６]　 Ｊａｍｅｔ Ａꎬ Ｓｉｇａｕｄ Ｓꎬ ｖａｎ ｄｅ Ｓｙｐｅ Ｇꎬ Ｐｕｐｐｏ Ａꎬ Ｈéｒｏｕａｒｔ
Ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｔａｌａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ
Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ￣Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｌａｎｔ￣ｍｉｃｒｏｂｅ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ２００３ꎬ １６(３): ２１７￣２２５.

[１７]　 Ｈｏｌｍｇｒｅｎ Ａ. Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ａｎｄ ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｔｈｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９８９ꎬ ２６４ ( ２４ ):
１３９６３￣１３９６６.

[１８]　 Ｚｕｂｅｒ Ｐ. Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ.
Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ６３: ５７５￣５９７.

[１９]　 Ｗａｎｇ Ｗꎬ Ｑｉ Ｔꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉ ＹꎬＪｉａｎｇ Ｙ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｌｉｆｅꎬ
２０１０ (２): １８４￣１８８. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 王蔚ꎬ 祁婷婷ꎬ 刘芸ꎬ李玉花ꎬ姜勇. 过氧化物氧还蛋

白家族的功能及调节机制. 生命的化学ꎬ ２０１０ (２):
１８４￣１８８.

[２０]　 Ｍａ Ｓ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ＧＳＨ￣Ｐｘ ａｎｄ ＧＳＴ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２００８ꎬ ２９ ( １０ ): ５３￣５６. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 马森. 谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽转硫酶研究进

展. 动物医学进展ꎬ ２００８ꎬ ２９(１０): ５３￣５６.
[２１]　 Ｊａｍｅｔ Ａꎬ Ｍａｎｄｏｎ Ｋꎬ Ｐｕｐｐｏ Ａ. Ｈ２Ｏ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ

ｏｐｔｉｍａｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ /
Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ １８９(２３): ８７４１￣８７４５.

[２２]　 Ｈａｎｙｕ Ｍꎬ Ｆｕｊｉｍｏｔｏ Ｈꎬ Ｔｅｊｉｍａ Ｋꎬ Ｓａｅｋｉ Ｋ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｃａｔａｌａｓｅｓ ｉｎ Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｏｔｉ
ＭＡＦＦ３０３０９９ ｕｎｄｅｒ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ １９１ ( ５ ):
１４６３￣１４７１.

[２３]　 Ｓｉｇａｕｄ Ｓꎬ Ｂｅｃｑｕｅｔ Ｖꎬ Ｆｒｅｎｄｏ Ｐꎬ Ｐｕｐｐｏ Ａꎬ Ｈéｒｏｕａｒｔ Ｄ.
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＨＰＩＩ￣ｌｉｋｅ ｃａｔａｌａｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂｏｔｈ ｃａｔａｌａｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９９ꎬ １８１ ( ８ ):
２６３４￣２６３９.

[２４]　 Ｍｕｌｖｅｙ ＭＲꎬ Ｓｗｉｔａｌａ Ｊꎬ Ｂｏｒｙｓ Ａꎬ Ｌｏｅｗｅｎ Ｐ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｋａｔＥ ａｎｄ ｋａｔＦ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９０ꎬ １７２(１２): ６７１３￣６７２０.

[２５]　 Ｋａｒｕｎａｋａｒａｎ Ｒꎬ ＥｂｅｒｔＫꎬ Ｈａｒｖｅｙ Ｓ. Ｔｈｉａｍｉｎｅ ｉｓ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ａ ｓａｌｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ｂｖ. ｖｉｃｉａｅ ｓｔｒａｉｎ ３８４１. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １８８(１８): ６６６１￣６６６８.

[２６]　 Ｆｕ Ａꎬ Ｌｕｏ Ｇꎬ Ｗａｎｇ Ａ. Ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｔｒｏｐｉｃａｌ ａｎｄ Ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０００ꎬ８ (１):６３￣６９.
(ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 傅爱根ꎬ 罗广华. 活性氧在植物抗病反应中的作用.
热带亚热带植物学报ꎬ ２０００ꎬ ８(１): ６３￣６９.

[２７]　 Ｖａｒｇａｓ Ｍｄｅｌ Ｃꎬ Ｅｎｃａｒｎａｃｉｏｎ Ｓꎬ Ｄａｖａｌｏｓ Ａꎬ Ｒｅｙｅｓ￣
Ｐｅｒｅｚ Ａꎬ Ｍｏｒａ Ｙ. Ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｃａｔａｌａｓｅꎬ ｋａｔＧꎬ ｉｓ
ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｔｌｉꎬ ａｎｄ ｉｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＯｘｙＲ ｏｎ ａ ｐｌａｓｍｉｄ ｒｅｐｌｉｃｏｎ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００３(５)ꎬ １４９: １１６５￣１１７６.

９４８



Ｙａｎｌｉｎ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

[２８]　 Ｈéｒｏｕａｒｔ Ｄꎬ Ｓｉｇａｕｄ Ｓꎬ ＭｏｒｅａｕＳꎬ Ｆｒｅｎｄｏ Ｐꎬ Ｔｏｕａｔｉ Ｄꎬ
Ｐｕｐｐｏ Ａ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋａｔＡ ｇｅｎｅ
ｏｆ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｃａｔａｌａｓｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ１９９６ꎬ１７８
(２３)ꎬ ６８０２￣６８０９.

[２９]　 Ｌｉ ＹꎬＺｈｏｕ Ｊ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｒｏｏｔ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｙｍａｎｉｃｓ ｉｎ ｆｏｕｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂｙ ｔｗｏ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｒｈｉｚｏｂｉａ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２００２ꎬ２１(６):５３１￣５３４. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 李友国ꎬ 周俊初. ２ 株重组根瘤菌在 ４ 个大豆品种根

圈中定殖动态的比较研究. 华中农业大学学报ꎬ
２００２ꎬ ２１(６): ５３１￣５３４.

Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋａｔＧ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ

Ｙａｎｌｉｎ Ｚｈｏｕꎬ Ｄｏｎｇｌａｎ Ｈｅꎬ Ｘｉａｏｈｕａ Ｌｉꎬ Ｘｉａｏｂｏ Ｚｅｎｇꎬ Ｍｅｎｇｙａｎｇ Ｔｉａｎꎬ
Ｇｕｏｊｕｎ Ｃｈｅｎｇ∗

Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｏｕｔｈ￣Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ Ｎａｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００７４ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｃａｔａｌａｓｅ￣ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ＫａｔＧ ｃａｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｌａｓｅ － ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ ｋａｔＧ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ３８４１. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]
ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｔｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｕｎｄｅｒ ｆｒｅｅ － ｌｉｖｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ
ｔｈｅ ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｎｏ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋａｔＧ ｓｔｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ ａｆｔｅｒ ａｑｕｉｃｋ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ . Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｋａｔＧ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｈ２Ｏ２ . Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｔｈｅ ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｈｒＢ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｒｘＣ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. Ｗｉｔｈ ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｐｉｓｕｍ
ｓａｔｉｖｕｍꎬ ｔｈｅ ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈａｂｌｅ ｉｎ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｎｏｄｕｌｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｋａｔＧ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｏｉｄｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｂｅｓｉｄｅｓꎬ ｔｈｅ
ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂｙ ｔｈｅ ｋａｔＧ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｋａｔＧ ｈａｄ ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ３８４１ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｂｕｔ ｗａｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｉｎ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ. Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｋａｔＧ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｉｔ ｓｔｉｌｌ ｐｌａｙｅｄ ａｃｅｎｔｒａｌ
ｒｏｌｅ ｉｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｏｈｒＢ ａｎｄ ｇｒｘＣ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍꎬ ｋａｔＧ ｇｅｎｅꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ
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