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研究报告 

玉米联合固氮菌 Kosakonia radicincitans GXGL-4A 转座突变

体系的构建 

孙帅欣  程杰杰  陈云鹏* 
(上海交通大学农业与生物学院 农业部都市农业重点实验室  上海  200240) 

 
 

摘  要：【背景】长期以来，农业生产上过度施用化学氮肥造成了农田生态环境的破坏，引起

土壤板结、次生盐渍化和重金属污染。此外，由于田间大量的氮素流失和淋溶导致水体富营

养化和地下水污染，使得农产品硝酸盐含量超标，最终可能通过食物链危及人类的健康。因

此，通过合理地开发和利用生物固氮菌，从而减少化学氮肥施用量，对于保护生态环境，促

进农业的可持续生产具有十分重要的意义。【目的】对从玉米根部分离得到的联合固氮菌

Kosakonia radicincitans GXGL-4A 进行 Tn5 转座突变，从而创制大量的突变体，经筛选后应

用于对固氮及其调控的分子机制和氮代谢调控网络解析等研究。【方法】以固氮菌 K. 

radicincitans GXGL-4A 为研究对象，通过 PCR 法克隆得到 GXGL-4A 菌株的亚硝酸还原酶基

因 nirBD。通过构建重组质粒 pMOD-egfp-tet，并利用电击转化法将转座复合体导入 GXGL-4A

野生株，进行 Tn5 转座突变，从而获得大量突变菌株。【结果】筛选到 4 株亚硝酸盐还原酶

活性显著降低的突变株，并克隆了突变株 M36 突变位点的侧翼序列。【结论】对玉米联合固

氮菌 K. radicincitans GXGL-4A 进行 Tn5 转座突变是可行的，初步建立了该菌株稳定有效的

插入突变技术体系。 

关键词：Kosakonia radicincitans GXGL-4A，亚硝酸还原酶，Tn5 转座突变 

Generation of Tn5 insertion mutations in nitrogen-fixing bacterium 
Kosakonia radicincitans GXGL-4A associated with maize 

SUN Shuai-Xin  CHENG Jie-Jie  CHEN Yun-Peng* 

(School of Agriculture and Biology, Shanghai Jiao Tong University, Key Laboratory of Urban Agriculture,  
Ministry of Agriculture, Shanghai 200240, China) 

Abstract: [Background] The long-term excessive use of chemical nitrogen fertilizers in 
agriculture has already caused ecological destruction of farmland. The direct consequences are soil 
compaction, secondary salinization and heavy metal pollution. Moreover, a large amount of 
nitrogen leaching loss of field could lead to eutrophication and groundwater pollution. The nitrate 
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content of agricultural products may exceed standard, and eventually human health would be 
threatened due to the food chain. Thus, developing the biological nitrogen-fixing (NF) bacterial 
agents to reduce the use of chemical nitrogen fertilizer is of great significance for environmental 
protection and sustainable agriculture. [Objective] This study aims at creating abundant mutants of 
an associative NF bacterial strain, Kosakonia radicincitans GXGL-4A, isolated from maize root by 
Tn5 insertional mutagenesis and the results will benefit for further exploration of nitrogen fixation 
mechanism, nitrogen metabolism and related regulatory network, and lay a solid foundation for the 
application of GXGL-4A in agricultural production. [Methods] The nitrite reductase gene nirBD 
was cloned from K. radicincitans GXGL-4A by PCR. Meanwhile, a Tn5 transposon plasmid 
pMOD-egfp-tet was constructed and then transferred into the wild type GXGL-4A bacterial cells 
by electroporation to generate Tn5 insertional mutants. [Results] Large quantities of mutants were 
obtained, and four mutants with significant decrease in nitrite reductase activities comparing with 
the wild type strain GXGL-4A were identified. Subsequently, DNA sequence flanking integration 
site in the genome of mutant M36 were also isolated. [Conclusion] It is feasible and applicable for 
Tn5 transposon mutagenesis in the associative NF K. radicincitans strain GXGL-4A, and an 
effective and stable insertional mutagenesis system of this microorganism has been successfully 
established in this study. 

Keywords: Kosakonia radicincitans GXGL-4A, Nitrite reductase, Tn5 insertional mutagenesis 

氮循环作为重要的地球生物循环之一，与生

物的生命活动息息相关[1]，其在农业生态系统中的

重要地位更是不言而喻。早在 19 世纪科学家就提

出了氮循环理论，同时发现了生物的反硝化作  

用[2]，并证实了生物固氮的存在[3]。这两大氮素循

环过程一直是固氮菌和反硝化细菌研究领域的热

点 课 题 。 反 硝 化 作 用 包 括 四 步 反 应

(NO3
−→NO2

−→NO→N2O→N2)，其中 NO2
−→NO

这一步由亚硝酸还原酶(Nir)催化，该酶主要包括

两种类型，分别为由 nirS 编码的细胞色素 cd1 型亚

硝酸还原酶和由 nirK 编码的 Cu 型亚硝酸还原   

酶[4-6]。然而，反硝化作用仅是硝酸盐异化还原过

程的途径之一，硝酸盐异化还原过程的另一种途

径是硝酸盐异化还原成铵(Dissimilatory nitrate 

reduction to ammonium，DNRA)，与之相对的有硝

酸盐同化还原过程[7-8]。在硝酸盐异化还原成铵途

径中将 NO2
−还原为终产物 NH4

+这一步同样是由

Nir 催化的，但不同于反硝化过程中的 Nir[9-10]。研

究证实，由 nirBD 编码的依赖于 NADH 的亚硝酸

还原酶在硝酸盐还原过程(包括硝酸盐同化过程和

异化成铵)中起到重要的催化作用[11-13]。目前，对硝

酸盐还原过程及其机理的研究较少，对其催化过 

程中的亚硝酸还原酶 Nir 的研究更是少之又少，亟

待进一步研究。 

Kosakonia 属 是 新 近 从 肠 杆 菌 科

(Enterobacteriaceae)肠杆菌属(Enterobacter)独立出

来的新属[14-15]。早期，我们从玉米根部分离出一株

具有高效固氮能力的联合固氮菌株 GXGL-4A，经

鉴 定 归 属 于 Kosakonia radicincitans[16] 。 本 文 以    

K. radicincitans GXGL-4A 为研究对象，通过构建重

组质粒 pMOD-egfp-tet，建立 Tn5 随机插入突变体

系，筛选亚硝酸还原酶突变体，克隆侧翼序列等手

段，以期为研究在农业生态系统中 nirBD 基因的作

用机制及亚硝酸还原酶 NirBD 在维持氮循环内稳态

中的调控作用奠定坚实的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

实验所用菌株及质粒见表 1。其中，Kosakonia 

radicincitans GXGL-4A 是本实验室从玉米根部分

离出的一株具有高效固氮能力的联合固氮菌株。

目前该菌株已完成全基因组测序，GenBank 登录号

为 CP015113.1。 
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表 1  供试菌株及质粒 
Table 1  The strains and plasmids used in this study 

菌株/质粒 

Strains/Plasmids 
特性 

Characteristics 

来源 

Source 
K. radicincitans GXGL-4A Wild type, Amp resistance Isolated by this lab

E. coli DH5α::egfp Contain pMOD-egfp plasmid Reserved by this lab

E. coli DH5α::tet Contain pMOD-tet plasmid Reserved by this lab

pMOD-egfp Contain egfp gene, Amp resistance Reserved by this lab

pMOD-tet Contain tet gene, Tet resistance Reserved by this lab

pMOD-egfp-tet Contain egfp and tet gene, Amp and Tet resistance Constructed by this study

 

1.1.2  主要试剂和仪器 

PCR 引物及相关分子生物学试剂均由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成或购得；BamH I、

Hind III、T4 DNA 连接酶购自赛默飞世尔科技公

司；细菌 DNA 抽提试剂盒(Hipure Bacterial DNA 

Kit)购自美基(Magen)生物公司；亚硝酸还原酶试

剂盒购自苏州科铭生物技术有限公司；PCR 产物

回收试剂盒购自天根生化科技有限公司；侧翼序

列克隆试剂盒(LA PCRTM in vitro Cloning Kit)购自

宝生物工程有限公司。 

96 孔酶标板，上海少辛生物有限公司；热循

环 PCR 仪、MicroPulser 电击仪，Bio-Rad 公司；酶

标仪，Molecular Devices 公司；超声波破碎仪，宁

波新芝科器研究所。 

1.2  方法 

1.2.1  GXGL-4A 亚硝酸还原酶基因克隆 

从平板上挑取 K. radicincitans GXGL-4A 野生

菌单菌落接种于含 100 μg/mL 氨苄抗生素的 LB 液

体培养基[16]中，37 °C、180 r/min 培养过夜。参照

细菌 DNA 抽提试剂盒的方法提取细菌总基因组 

DNA，提取的总 DNA 采用 1.2% (质量体积比)琼脂

糖 凝 胶 电 泳 检 测 其 浓 度 与 质 量 。 依 据 K . 

radicincitans GXGL-4A 的全基因组测序结果，利

用 Primer3web version 4.1.0 设计引物(表 2)，并以

GXGL-4A 基因组 DNA 为模板，扩增出亚硝酸还原

酶基因。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq PCR Master 

Mix 12.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，模 

表 2  亚硝酸还原酶基因扩增引物 
Table 2  The PCR primers used for the amplification of 
nitrite reductase gene 

引物 

Primers 

核酸序列 

Nucleotide sequences (5′→3′) 

产物大小

Product 
size (bp) 

Nir18800-F ATTGGGCACGGCATGGTC 
2 838 

Nir18800-R ATGAACCCAGATATGCCCGT 

Nir22885-F TTGTGAAGAGCCGCGTAAAG 
2 406 

Nir22885-R ATACGTTCATAGGGCGTTGC 

Nir22890-F GACCCGAATGTGCAAGTGG 
502 

Nir22890-R GTTCGACGTAGCATACCAGC 
 
 
 
 
 
 

板 DNA (100 μg/L) 2 μL，ddH2O 8.5 μL。PCR 反应

条件：94 °C 10 min；94 °C 1.5 min，58 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min。将 PCR

产物于 1.2% (质量体积比)琼脂糖凝胶电泳上进行

检测，产物回收纯化后送生工生物工程(上海)股份

有限公司测序。 

1.2.2  载体构建   

出发质粒 pMOD-egfp 和 pMOD-tet 由本实验室

早期构建[17]，经 BamH I 和 Hind III 双酶切后，分

别回收 3.5 kb 的带有增强型绿色荧光蛋白基因表达

元件(egfp)和 1.8 kb 的四环素抗性基因片段(tet)，再

用 T4 DNA 连接酶连接，构建 Tn5 转座载体

pMOD-egfp-tet。将过夜酶连后的产物通过热激转

化到 E. coli DH5α 感受态细胞中，恢复生长后涂布

于加入氨苄(Amp)和四环素(Tet)的抗性平板上，于

37 °C 暗培养，12 h 后挑取单菌落进行 PCR 检测和
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酶切验证。 

1.2.3  转座复合体的制备  

以质粒 pMOD-egfp-tet DNA 为模板，采用 PCR

法扩增 Tn5 转座元件。其中，正向引物序列为：

5′-ATTCAGGCTGCGCAACTGT-3′；反向引物序列

为 ： 5′-GTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG-3′。

PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq PCR Master Mix   

12.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板

DNA (100 μg/L) 2 μL，ddH2O 8.5 μL。PCR 反应条

件：94 °C 10 min；94 °C 1.5 min，57 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min。扩增产

物采用 1.2% (质量体积比)琼脂糖凝胶电泳检测，

再 用 胶 回 收 试 剂 盒 纯 化 回 收 ， 所 得 产 物 即 为

Transposon DNA (100 μg/mL)。取 2 μL Transposon 

DNA、4 μL Tn5 转座酶和 2 μL 无菌甘油充分混匀后

室温静置 30 min，产物于−20 °C 保存备用。 

1.2.4  电击转化  

制备 GXGL-4A 电转感受态细胞。在 37 °C、

180 r/min 条件下培养 GXGL-4A 野生型菌株至

OD600 约为 0.8，冰浴 20 min 后于 4 °C、6 000 r/min

离心 10 min，无菌条件下弃上清，用等量的无菌水

重悬，再次离心，重复 2 次。最后，用 2 mL 电击

缓冲液重悬沉淀，分装至 1.5 mL 的离心管中备

用。随后，将 4 μL 的转座复合体与 100 μL 的

GXGL-4A 电转感受态细胞在离心管中混匀，加入

到预冷的电击杯中，在电转仪上进行电击转化。

电击条件为电压 2.5 kV，时间 4 ms。电击后加入

700 μL 的 LB 培养基于 37 °C、180 r/min 恢复培养    

4 h。取 200 μL 菌液涂布于含 100 μg/mL 氨苄、  

10 μg/mL 四环素的 LB 双抗平板上，37 °C 暗培养

24 h 后挑取转化子、鉴定并验证。 

1.2.5  PCR 检测 

以质粒 pMOD-egfp-tet 为阳性对照，挑取转化

子进行菌液 PCR。根据 Tn5 转座元件设计筛选引

物，正向引物序列为：5′-CGGGTGTTCTCGCATA 

TTGG-3′；反向引物序列为：5′-GTCTTGTAGTTG 

CCGTCGTC-3′，PCR 扩增程序同 1.2.3，目标产物

大小为 537 bp。 

1.2.6  亚硝酸还原酶活性测定 

以 GXGL-4A 野生株为对照，从平板上挑取

Tn5 突变株单菌落接种于含 100 μg/mL 氨苄(Amp)

和 10 μg/mL 四环素(Tet)的 LB 液体培养基中，于

37 °C、180 r/min 培养 24 h 后，按 1% (体积比)的接

种量将活化菌株分别接种于 20 mL 含抗生素的 LB

液体培养基和 A15 限制性无氮培养基[4]中。待培养

至对数生长期后，于 6 000 r/min 离心 10 min，弃上

清，沉淀用 PBS 缓冲液重悬，重复 2 次。冰浴条件

下超声破碎细胞，每个样品破碎 6 s，间隔 14 s，

破碎 99 次，功率 300 W，获得粗酶液。酶活的测定

按照亚硝酸还原酶试剂盒的说明书进行。用无菌水

调零，于 96 孔酶标板中测定各样品在 540 nm 下的

吸光值，每个处理重复 3 次。 

1.2.7  侧翼序列克隆 

提取 Tn5 突变株的基因组 DNA 后，根据

TaKaRa 公司的 LA PCRTM in vitro Cloning Kit 说明

书进行侧翼序列的克隆。 

2  结果与分析 

2.1  GXGL-4A 亚硝酸还原酶相关基因克隆 

如图 1 所示，根据 GXGL-4A 菌株全基因组设

计的 3 对引物均扩增出 1 条明亮且清晰的条带。其

中，Nir18800 基因对应于泳道 1 的扩增片段，大

小约为 2 800 bp；Nir22885 基因对应于泳道 2 的扩

增片段，大小约为 2 400 bp；Nir22890 基因对应

于泳道 3 的扩增片段，大小约为 500 bp，均与预

期大小一致。将各 PCR 产物回收测序，并进行

BLAST 比对。结果表明，克隆到的 Nir18800、

Nir22885 及 Nir22890 这 3 个 GXGL-4A 菌株的亚

硝酸还原酶基因序列，与标准株 K. radicincitans 

DSM 16656 及 K. oryzae D4 菌株对应基因的序列

相似性均达到 99%，与标准株 K. oryzae Ola 51 序

列相似性分别为 96%、97%、97%。由此推断

GXGL-4A 菌株的亚硝酸还原酶是由 nirBD 基因编

码的、依赖于 NADH 的功能蛋白。 
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图 1  固氮菌 GXGL-4A 亚硝酸还原酶基因的 PCR 扩增 
Figure 1  PCR amplification of nitrite reductase gene from 
nitrogen-fixing bacterial strain GXGL-4A  

Note: M: DL15000 DNA marker; 1: Nir18800; 2: Nir22885; 3: 
Nir22890. 

 

2.2  载体构建 

从加入氨苄(Amp)和四环素(Tet)抗性平板上随

机挑取 3 个阳性转化子 4 号、5 号、6 号菌株，培

养过夜后提取质粒进行单酶切验证，结果如图    

2 所示。同时对阳性转化子提取的质粒进行 PCR 检

测，以 E. coli DH5α为阴性对照，以 pMOD-egfp 质 

 

 

 
图 2  重组质粒 pMOD-egfp-tet 单酶切验证 
Figure 2  Restriction analysis of the recombinant plasmid 
pMOD-egfp-tet 

注：M：DL10000 DNA marker；1−4：携带 pMOD-egfp-tet 质粒

的 DH5α 菌株阳性转化子. 
Note: M: DL10000 DNA marker; 1−4: Positive transformants of 
DH5α carrying plasmid pMOD-egfp-tet. 

粒为阳性对照，通过 egfp 以及 pMOD 两对引物进

行 PCR 扩增。如图 3 所示，所提取的质粒均分别通

过 egfp 引物扩增出约 750 bp 的 egfp 基因片段，以

及通过 pMOD 引物扩增出约 3 kb 的 Tn5 转座元

件。结果表明重组质粒 pMOD-egfp-tet 已构建完成

并成功转入 E. coli DH5α 菌株。 

2.3  Tn5 转座突变株的获得 

将转座复合体通过电击转化到 GXGL-4A 野生

菌株感受态细胞中，24 h 后从加入氨苄(Amp)和四

环素(Tet)抗性平板上挑取单菌落，采用 PCR 法筛

选阳性转化子。经多轮筛选后初步得到候选转座

突变株。如图 4 所示，M11、M30、M36、M108 这 

 

 
 

图 3  阳性转化子 PCR 扩增检测 
Figure 3  PCR detection of positive transformants 
carrying different plasmids 

Note: M: DL15000 DNA marker; CK1: E. coli DH5α; CK2: 
Plasmid pMOD-egfp; 4−6: Plasmid pMOD-egfp-tet. 

 

 

 
图 4  转座突变株的 PCR 法筛选 
Figure 4  PCR detection of putative Tn5 insertional 
transformants of the nitrogen-fixing strain GXGL-4A 

注：M: DL10000 DNA marker; M1、M11、M30、M32、M36、

M78 和 M108：候选转化子. 

Note: M: DL10000 DNA marker; M1, M11, M30, M32, M36, M78 
and M108: Tn5 mutants. 
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4 个菌株均可特异扩增出 Tn5 转座元件中的 537 bp

目标片段，产物大小与预期完全一致，表明转座

元件已整合到这 4 个菌株的基因组中。 

为进一步确定所得突变株为固氮菌野生株

GXGL-4A 突变而来，采用表 2 中的 3 对特定引物

扩增该菌的亚硝酸还原酶基因片段，如图 5 所示，

利用引物 Nir18800、Nir22885 和 Nir22890 分别扩

增出大小为 2.8 kb、2.4 kb 及 502 bp 的目的片段，

所有产物与预期大小完全一致。检测结果表明

M30、M36、M108 这 3 个转化子确为出发菌

GXGL-4A 的突变株，而并非杂菌污染。 

2.4  亚硝酸还原酶活性测定 

以 GXGL-4A 野生株为对照，分别测定 Tn5 转

座突变株在富氮(LB 培养基)和无氮(A15 限制性培 

 

 
 

 
图 5  GXGL-4A Tn5 转座突变株的 PCR 验证 
Figure 5  The confirmation of Tn5 insertional mutants of 
GXGL-4A by using PCR amplification 

注：A、B、C：分别为固氮菌 GXGL-4A 验证引物对 Nir18800、

Nir22885 和 Nir22890 的扩增. M：DL10000 DNA marker；

GXGL-4A：野生型 GXGL-4A 菌株；CK：携带 pMOD-egfp-tet

质粒的 E. coli DH5α；M30、M36、M108：转座突变株. 

Note: A, B, and C: The PCR amplicons using primer pairs of 
Nir18800, Nir22885 and Nir22890, respectively. M: DL10000 
DNA marker; GXGL-4A: Wildtype strain GXGL-4A; CK: E. coli 
DH5α carrying plasmid pMOD-egfp-tet; M30, M36, and M108: 
Tn5 mutants of GXGL-4A. 

养基)培养条件下的亚硝酸还原酶活性。从图 6 可

以看出，除 M481 在 LB 培养基(富氮)中的亚硝酸还

原酶活性与 GXGL-4A 野生株无显著性差异外，其

他 3 株突变株 M36、M108 和 M386 的亚硝酸还原

酶活性均显著降低。其中，突变株 M108、M386

的亚硝酸还原酶活性与 GXGL-4A 野生株差异更是

达到极显著水平(P<0.01)。 

从图 7 可以看出，在 A15 限制性培养基(无氮)

中，GXGL-4A 野生株的亚硝酸还原酶活性仍是最

大，但与富氮培养条件下相比，其与突变株酶活

性差异倍数明显增大。与 GXGL-4A 野生株相比，

4株突变株 M36、M108、M386、M481的亚硝酸还

原酶活性均显著降低，并且该差异达到极显著水

平(P<0.01)。 

综合看来，除突变株 M481 外，其他菌株在

A15 限制性培养基(无氮)中的亚硝酸还原酶活性较

LB 培养基(富氮)均急剧升高，大约为 5−10 倍，而

突变株 M481 在两种培养基中的酶活性差别不大。

这 些 结 果 表 明 Tn5 转 座 突 变 导 致 了 固 氮 菌

GXGL-4A 的 亚 硝 酸 还 原 酶 活 性 改 变 ， 突 变 株

M481 表现尤其特殊，值得进一步研究。 

2.5  侧翼序列克隆 

提取 M36 突变株基因组 DNA，对其目标基因

插入位点的侧翼序列进行了克隆，并对测序结果 
 

 
 

图 6  固氮菌GXGL-4A及其突变株在 LB培养基中的亚

硝酸还原酶活性 
Figure 6  Nitrite reductase activities of GXGL-4A and its 
Tn5 insertional mutants cultured in LB medium 
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图 7  固氮菌 GXGL-4A 及其突变株在 A15 无氮培养基

中的亚硝酸还原酶活性 
Figure 7  Nitrite reductase activities of GXGL-4A and its 
Tn5 insertional mutants cultured in A15 nitrogen-free 
medium 
 

进行 BLAST 比对。根据我们已经得到的玉米联合

固氮菌 K. radicincitans GXGL-4A 的全基因组序列

信息，确认 Tn5 转座位点位于基因组上的 tRNA 

2-selenouridine(34) synthase MnmH 基因内。由于该

基因的插入突变，导致了突变株 M36 亚硝酸还原

酶活性的显著变化，无论是在富氮还是无氮培养

条件下，M36 与野生株 GXGL-4A 的酶活性差异均

达到极显著水平(P<0.01)。 

3  讨论与结论 

在无氧条件下，nirBD 基因能够在大肠杆菌中

编码亚硝酸还原酶，该酶通过将硝酸盐呼吸过程

中产生的 NO2
−还原，从而减缓因亚硝酸盐积累而

产生的毒害作用[18]，同时生成 NAD+[19]。在许多细

菌和真菌中，NirBD 也能够参与硝酸盐同化过程，

将 NO2
−还原为 NH4

+，进而作为氮源供微生物代谢

利用[13,20]。另有研究表明，参与硝酸盐同化还原

过程由 nasB 基因编码的同化型亚硝酸还原酶，与

大肠杆菌细胞质内依赖于 NADH 的亚硝酸还原酶

具 有 高 度 的 相 似 性 [19] 。 本 文 克 隆 了 固 氮 菌 K. 

radicincitans GXGL-4A 的亚硝酸还原酶基因，并

通过 BLAST 比对后，推测 GXGL-4A 菌株的亚硝

酸还原酶是由 nirBD 基因编码的依赖于 NADH 的

NirBD。同时，通过分析发现，Nir18800 基因序列

分别与 Nir22885 基因和 Nir22890 基因具有高度的

相似性，但结构不同，表明 GXGL-4A 菌株中存在

两种不同结构的亚硝酸还原酶，但其功能是否一

致，是仅作为异化型亚硝酸还原酶参与 DNRA 过

程？还是仅作为同化型亚硝酸还原酶参与硝酸盐

同化过程？抑或两种功能并存？这都有待今后通

过相关实验进一步研究。目前，尚未发现关于

tRNA 2-selenouridine(34) synthase MnmH 调控细菌

亚硝酸还原酶活性的相关报道，该基因的突变对

亚硝酸还原酶是否有调控作用，为何会引起亚硝

酸还原酶活性的显著降低等问题需要通过互补实

验等加以验证和解析。 

Tn5 转座突变在革兰氏阴性菌中的研究已相对

成熟[21-22]，结合电击转化法能够快速筛选到大量的

突变菌株，进而构建突变文库。同时，由于 Tn5 插

入突变的随机性，能够获得类型多样的突变株，这为

今后研究不同基因之间的作用机制等提供了可能。本

文初步建立了固氮菌 GXGL-4A 的转座突变体系，并

成功获得了多株亚硝酸还原酶突变株，所得结果为深

入阐明固氮菌 GXGL-4A 的生物固氮机制，剖析其氮

素合成及循环利用途径等打下良好的基础。 
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