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斯氏假单胞菌 !"#$"固氮新基因 %&’"($#的功能分析
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摘要：【目的】研究斯氏假单胞菌 M.#%.基因组“固氮岛”中 N,D.A%#基因在 M.#%.生物固氮过程中所起的作
用。【方法】利用同源重组与三亲接合的方法构建 N,D.A%# 的非极性突变株。乙炔还原法测定固氮酶活。
ODGN0O分析 N,D.A%#基因与其周围基因转录单元的关系，OE(;GD>?E N0O比较 N,D.A%#在最佳固氮与非固氮
条件下表达水平的差异。【结果】突变株 :5.A%#的固氮酶活显著降低，功能互补菌株 :5.A%#07?5能基本恢
复细胞的固氮作用。N,D.A%#与其上游的 -&./、.012、下游的 -&.3 等基因位于同一个转录单元，组成一个操
纵子。基因芯片表明，N,D.A%#基因在固氮比非固氮条件下表达量显著上调（约 A$PB倍），OE(;GD>?E N0O验
证支持这一结果。【结论】N,D.A%#基因参与固氮过程，其突变会影响固氮酶的活性，该基因可能通过参与
M.#%.固氮酶电子传递或者固氮酶的氧保护过程影响固氮效率。
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斯氏假单胞菌（ 45670(8(-$5 5#7#96’&）M.#%.，*%
世纪 $%年代分离自我国南方水稻根际土壤［.］，属于
变形细菌!亚群。该菌在微好氧条件下具有良好的
固氮活性，而且固氮产物能够迅速被水稻直接吸收

利用［*］。这是目前在假单胞菌属中发现的少有的具

有联合固氮特性的菌株之一。

不同固氮菌的固氮酶系统在基因结构和组织水

平上 存 在 着 很 大 的 差 异。模 式 菌 :*6)5&6**$
;-678(-&$6 只在厌氧条件下固氮，其固氮基因排列
紧凑，仅 *% 个基因参与固氮过程。 !9(#()$"#6’
<&-6*$-0&& 在好氧条件下可以固氮，该菌自生有一套
氧保护机制，确保固氮酶活性不被 Q* 破坏，但过量

氧存在时固氮酶合成亦会受阻［A & !］，在基因排列上，

该菌的固氮基因被分割在 A个不同区域。斯氏假单
胞菌 M.#%.的基因组测序工作已经完成［#］，在其基
因组中，一个长 !" RS，由 #"个基因编码的“固氮岛”

被发现。M.#%.菌可在微好氧的条件下固氮，“固氮
岛”中包括了 M.#%. 所有固氮相关基因，另外尚有
*%多个功能未知基因穿插于传统的固氮基因之间，
且与已知固氮基因组成同一操纵子结构。固氮基因

组成的不同昭示着不同的固氮菌在长期的进化过程

中为了适应不同生活环境而对基因进行了一定的取

舍。

“基因岛”一般都是在细菌进化过程中，通过基

因水平转移的手段与其他物种进行遗传信息交流而

获得的［/］，“基因岛”可赋予宿主菌适应环境的选择

优势。固氮岛中插入的未知功能基因在长期的进化

过程中保留下来，可能在 M.#%.的固氮过程中发挥
作用。本文通过构建整合突变株、测定生理生化指

标、并在芯片数据的基础上采用荧光适时定量 N0O
方法对 M.#%.固氮岛内一个新的基因 N,D.A%#的功
能进行了分析及验证，该结果为进一步鉴定



!"#$%&’在 ($’&$菌生物固氮过程中的具体作用奠
定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：斯氏假单胞菌（ !"#$%&’&()"
"*$*+#,-）($’&$ 为本实验室分离和鉴定的联合固氮
菌；感受态细胞 . ) /&0- *+$&,购自 #-./012/ 3456278
公司。9:$;<5=为本实验室保存的自杀性载体，具
有 :<抗性，用于同源单交换［>］；9?:@&$%为辅助质
粒，帮助供体菌转入受体菌中［;］，具有 :<抗性；广
宿主质粒 9A:$&&用于构建功能互补质粒，具有 ?:@
复制子和 :<、#7双重抗性［,］。
!"!"# 培养基与生长条件：B3培养基用于大肠杆
菌 %>C培养，+2D4E< :基本培养基［$&］用于斯氏假单
胞菌 %&C培养。抗生素的使用浓度为卡那霉素 ’&

!FG<B，氨苄霉素 ’&!FG<B，四环素 $’!FG<B。
!"!"$ 主要试剂：限制性内切酶和 HIJ1)2 KL(聚
合酶购自 #.:.?.公司；!M?纯化回收试剂盒和荧光
染料试剂盒均购自 NO(1HL公司；?L(提取试剂盒
购自 !-5<2F. 公司；#P 连接酶、反转录试剂盒购自
L2Q H/FR./D 345R.=0公司。
!"# %&’!$()基因片段的克隆及重组载体 *()+!的
构建

根据斯氏假单胞菌 ($’&$（12/3./S 登录号
M!&&&%&P）的 !"#$%&’ 基因序列，设计一对 !"#$%&’
基因特异性引物 !$%&’T（’UJ1#MM#1M(#M(#M##M
#(M1(1J%U）和 !$%&’?（ ’UJ(1M#M1MM1#(M##1(
#M1J%U）。以野生型 ($’&$基因组 KL(为模板进行
!M?扩增并纯化。将纯化后的 !M?产物和自杀载
体 9:$;<5= 经 3’)"酶切，连接后，转化 . ) /&0-
*+$&,菌株，测序验证正向插入的阳性克隆，得到重
组载体并命名为 9&’J$。
!"$ 斯氏假单胞菌 %&’!$()非极性突变株的构建
利用三亲接合的方法将重组载体 9&’J$转入野

生型 ($’&$，通过重组单交换得到 !"#$%&’ 基因非
极性突变株 /9$%&’（非极性突变：目的基因的突变
不影响下游基因的转录），具体方法见参考文献

［$$］。在 !"#$%&’ 的下游 (-45 内部设计一个 !M?
验证引物 !$%&’75/?（’UJ1#M1##1(M#1M1(MM#MMJ
%U），利 用 9:$;<5= 载 体 上 的 通 用 !$;75/T（’UJ
1MM1(##M(##((#1M(1M#11M(M J%U）和 !$%&’75/?，验
证含有重组载体是否整合到野生型 ($’&$的染色体
上。

!", 功能互补菌株的构建
设计引物 !$%&’T@（’UJMM((1M##M1((#MM#1

M1#M((J%U）和 !$%&’?@（’UJMM((1M##1(#1(#M#1
M1M#(1MM(J%U）（划线部分为加入的 6-(D#酶切位
点）扩增完整的 !"#$%&’基因，将此片段连接到经同
样酶切的广宿主载体 9A:$&&，得到重组质粒
9A:!$%&’。用三亲接合的方法将该质粒转入
/9$%&’，得到 !"#$%&’突变株的功能互补菌株，命名
为 /9$%&’M5<9。
!") -’+%.-转录单元的研究
在固氮条件下，分别提取野生型 ($’&$ 和

/9$%&’的总 ?L(，并反转录为 7KL(。设计 !"#$%&@
V (-45 基 因 的 验 证 引 物 !$%&WT（ ’UJ
MM#11(#M#(M#11((M((MJ%U） 和 !$%&@? （ ’UJ
MM1M#1##M##M((#1MM#MJ%U）。另外，由于 !"#$%$&
和 !"#$%$$ 基因转录方向相反，设计 !$%$&T（’UJ
1##M1(#1((MM(#MMM#MM1J%U）和 !$%$$?（ ’UJ
M111(#(1(#(1(M111(1M(MJ%U）验证提取的 ?L(
中是否有 KL(污染。
!"/ 突变株及功能互补菌株的生长情况和固氮酶
活的测定

野生型 ($’&$、/9$%&’、/9$%&’M5<9生长曲线及
固氮酶活的测定见参考文献［$@］。
!"0 固氮和非固氮条件下，%&’!$()基因表达情况
的比较

分别以固氮（&X$ <<5RGB LYP
Z 和 &X’[ \@）和

非固氮条件下（@& <<5RGB LYP
Z和 @$[ \@）($’&$的

7KL( 为模板，!$%&’T%（ ’UJMM1((M(11M(M#11(
1MJ%U）和 !$%&’?%（’UJ1M(##1(#1MM1(MM(1J%U）为
引物，?2.R #4<2 !M? 比较这两种处理条件下
!"#$%&’基因表达量的差异。所选择的每个基因的
扩增作三个重复，利用 $W" -KL(作为内标基因。

# 结果和分析

#"! %&’!$()基因保守结构域及同源进化分析
!"#$%&’基因包含一个砷酸盐还原酶（(-02/.62

-2DE76.02 -2R.62D 9-5624/）的保守结构域。将该基因编
码的蛋白在 LM3O 上进行 3R.06 比对并同源进化分
析，结果表明：该蛋白与棕色固氮菌（ 7+&*&8)/*#,
9-(#0)(%-- (]\!）、海洋固氮蓝藻（ :;(<8;) 09) !MM
;$&W）、硫酸盐还原菌（ =#"$04$,&’&()" )/#*&>-%)("
K"+W;P）中所编码的固氮相关蛋白（ /46-5F2/.02J
.00574.62D 9-5624/）同源性较高，分别为 W%[，’;[，
’>[（图 $）。

$;’樊慧俐等：斯氏假单胞菌 ($’&$固氮新基因 !"#$%&’的功能分析 ) G微生物学报（@&&,）P,（’）



图 ! 不同菌属中 "#$!%&’编码类似蛋白同源进化分析
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 &12%345 0/*6 !"#$%&’&()" "*$*+#,- 7%54% 8,9 /+)8-+9 :-/8",:

()( "#$!%&’非极性整合突变株的构建
利用一种快速基因突变法［%%］构建了 &12%345基

因的非极性突变株 ,;%345。以 &%<.*,!= &%345.*,>
为引物，从 ,;%345中扩增到预期片段?@4 A;，而从野
生型 7%54%菌中不能扩增到相应片段，表明自杀性质
粒整合到野生型 7%54%的染色体 BC7上。

图 ( "#$!%&’与其上下游基因在 *!’&!染色体上的排
布（*）及其共转录的 "+,验证（-）
!"#$D E/#8,"F8-"*, *0 &12%34D，&12%343，(-./，&12%345，.%01 8,9

(-.2 ", -’+ #+,*6+ *0 !"#$%&’&()" "*$*+#,- 7%54%（7）8,9 /+:+8/.’ *,

-’+ -/8,:./";-"*, G,"- *0 &12%345 #+,+（H）I %I BC7 68/J+/（!BC7K

3-(9" L 45&>#）；DI -+6;)8-+：.BC7，;/"6+/:：&%34M!=&%34D>；

3$ -+6;)8-+：#+,*6".BC7，;/"6+/:：&%34M!=&%34D>；@$ -+6;)8-+：

.BC7，;/"6+/:：&%3%4!=&%3%%>； 5$ &*:"-"N+ .*,-/*)（ -+6;)8-+：

#+,*6". BC7，;/"6+/:：&%3%4!=&%3%%>）$

()% "#$!%&’基因转录单元的研究
基因组学分析表明：&12%345 基因与其周围的

&12%34D、&12%343、(-./、.%01、(-.2 基因转录方向一
致，基因间的间隔很小，这 M个基因可能形成一个操
纵子，它们在染色体上的排布情况如下图 DO7所示

（括弧中的数字表示相邻基因间隔的碱基数，单位

A;）。在固氮条件下提取 7%54%的总 >C7，经反转录
成 .BC7，利用引物对 &%34M!=&%34D> 进行 &P> 扩
增，并利用 &%3%4!=&%3%%> 证明 .BC7 中无基因组
BC7污染。结果表明，&12%34D Q (-.2 M个基因确实
位于同一个操纵单元，结果如图 DOH。

图 % 野生型 *!’&!、./!%&’以及 ./!%&’+01/固氮酶活
（*）及的生长曲线（-）的测定
!"#$3 2"6+O.*G/:+ ,"-/*#+,8:+ 8.-"N"-(（7）8,9 #/*R-’ .G/N+（H）*0
R")9 -(;+ 7%54%，6G-8,- :-/8", ,;%345 8,9 0G,.-"*,8) .*6;)+6+,-8/(
:-/8", ,;%345P*6;$

()2 野生型 *!’&!、突变株 ./!%&’、功能互补菌株
./!%&’ +01/固氮酶活及生长曲线测定
为研究斯氏假单胞菌 7%54%中 &12%345基因的

突变对固氮酶活的影响，采用野生型 7%54%最适固

D<5 SG")" !8, +- 8) $ K65*) 7-5,&8-&9&:-5) ;-(-5)（D44T）@T（5）
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氮条件（!"# $$%&’( )*+
,和 !"-. /0），分别培养野

生型 1#-!#、突变株 23#4!- 以及功能互补菌株
23#4!-5%$3，结果如图 461：23#4!-的固氮酶活性比
野生型大幅下降，仅为野生型 1#-!# 的 -0.，而
23#4!-5%$3能部分恢复固氮酶活性，从而推测
789#4!- 基因可能参与固氮，影响固氮酶的活性。
为排除 789#4!-基因突变导致固氮酶活性降低是由
于菌株生长状况受影响造成的，对野生型 1#-!#、突
变株 23#4!-以及功能互补菌株 23#4!-5%$3在基本
培养基 : 中的生长进行了测定，由图 46; 可知，
1#-!#、23#4!-以及 23#4!-5%$3均能正常生长，说明
789#4!- 基因突变后并不影响斯氏假单胞菌的
生长。

!"# 固氮和非固氮条件下，$%&’()*基因表达差异
的研究

在固氮条件（!"# $$%&’( )*+
, 和 !"-. /0）和

非固氮条件下（0! $$%&’( )*+
, 和 0#. /0），从

$<)1的水平研究 789#4!- 基因的表达量差异，以
编码固氮酶的结构基因 !"#$ 作为参照，基因芯片的
结果表明，789#4!- 基因在固氮条件比非固氮条件
下的表达明显上调 4=">倍［-］，荧光实时定量 75<验
证的结果是 0="+? @ A"-?倍，与芯片结果基本相符，
这为该基因可能参与固氮的推测提供另一证据。

( 讨论
为鉴定斯氏假单胞菌（ %&’()*+*!,& &-(-.’/"）

1#-!#“固氮岛”中 789#4!- 基因在生物固氮过程中
所起的作用，本研究通过序列比对、同源进化分析、

转录水平基因表达特点的研究及突变株构建和功能

互补、生理生化指标的测定，结果表明在 % B &-(-.’/"
1#-!#中，尽管 789#4!-不是固氮所必需的（突变后
并不能完全丧失固氮酶活），但它确定参与了固氮酶

的最佳活性表达，可能是一个新的固氮基因，然而其

具体的作用机理还有待进一步研究。

生物信息学分析表明 789#4!-含有一个砷酸盐
还原酶 1CD5的保守结构域，推测该基因来源于外源
基因水平转移，插入在固氮相关基因簇中，其具体功

能未知。通常在氧化还原反应过程中，必定有电子

的得失，而生物固氮又与电子传递密切相关［#］。在

% B &-(-.’/" 1#-!# 中，789#4!- 基因与 789#4!0、
789#4!4、789#4!+（ !"#0）、789#4!-E（ #)12）、789#4!?
（!"#3）紧密连锁，形成一个操纵子，它们在棕色固氮
菌 1F/7 基因组中也存在且排布方式高度保守。
789#4!-基因的上游是 #)12 基因，其编码产物是铁

氧还蛋白类似蛋白，该蛋白是直接的电子供体，负责

将电子传递给固氮酶，在固氮过程中是必须的［#4］；

下游是 !"#0 基因，其与 !"#3、!"#4 及 !"#2 在合成固
氮酶的铁钼辅因子中起关键作用［#+］。据此，推测该

基因可能在生物固氮的过程中参与电子向固氮酶的

传递［#-］。

另外，从不同固氮菌固氮模式差异的角度来分

析，好氧呼吸能供给固氮作用所需的能量，但是固氮

酶在绝大多数的固氮菌中是氧敏感的，而且遇氧不

可逆失活，因此固氮菌进化出不同的策略来解决氧

与固氮的矛盾，好氧菌中必然存在一套防氧保护系

统［#?］。模式菌 5 B 6!’(+*!",’ 只在厌氧条件下固
氮，其固氮基因排列非常紧凑，无类似 7894!- 的基
因。斯氏假单胞菌 1#-!#在微好氧的条件下固氮，
789#4!-基因插入“固氮岛”中并在长期的进化过程
中得以保留，必定是自然选择的结果。棕色固氮菌

7.*-*8,9-’/ :"!’;,!)"" 在有氧条件下可以固氮，其固氮
基因簇中也排列着与 789#4!-基因相似性非常高的
一个基因 1G!=#-，似乎暗示着 789#4!-基因可能参
与 1#-!#菌中固氮酶的氧防护过程。
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