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百脉根根瘤菌 MAFF303099 Tn5 转座子
插入突变体库的构建及筛选

周向珍　朱　辉

华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　 以 百 脉 根 根 瘤 菌 MAFF３０３０９９ 为 材 料,利 用 转 座 子 Tn５ＧsacB 转 座 技 术 得 到 了 约 １００００ 个

MAFF３０３０９９的转座接合子,构建随机插入突变体库进行保藏;同时建立了一套能从突变体库中快速筛选突变

菌株的方法,且鉴定到共同结瘤基因nodB 的突变体.结果表明:组成突变体库的接合子基因组中均有 Tn５Ｇ
sacB插入,三亲本转化效率为３．７５×１０－５;与野生型相比,MAFF３０３０９９nodB 的突变体在表型上不能使其宿主

百脉根形成根瘤.
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　　Tn５转座子插入突变技术已被广泛运用在革兰

氏阴性菌的分子遗传学研究中[１],用于研究已知基

因的功能及探索未知的功能基因.随机插入转座子

目前在分子遗传学研究中也作为一种常见的技术手

段而应用[２],如遗传足迹、基因转录、翻译融合、标记

诱变(STM)等[３Ｇ４].根瘤菌和豆科植物共生固氮体

系的建立是一个非常复杂的过程[５],涉及二者间复

杂的信号转导及许多相关基因的表达调控[６Ｇ９].百

脉根根瘤菌MesorhizobiumlotiMAFF３０３０９９是中

慢生根瘤菌属内最早完成全基因组测序的菌株[１０].
根瘤菌染色体上的共生岛也首次在 MAFF３０３０９９
菌株中被报道.百脉根根瘤菌与百脉根(LotusjaＧ
ponicus)的共生在共生固氮体系中极具代表性,对
揭示共生固氮机制有重要的研究价值.

本研究以百脉根根瘤菌 Mesorhizobiumloti
MAFF３０３０９９为研究对象,构建 Tn５ＧsacB 转座子

插入突变体,组成 MAFF３０３０９９菌株的随机插入突

变体库.对于细菌突变体库,一般的筛选方法为反

向筛选,多为筛选细菌生理及发病机制相关基因突

变体,而对百脉根根瘤菌来说,这种筛选方法并不合

适.MAFF３０３０９９菌株中研究较多的为其共生结

瘤相关机制,传统的结瘤实验筛选周期长且易交叉

污染.为此,本研究构建了一套能从 Tn５转座子插

入突变体库中快速筛选目的突变体的方法,以期筛

选 到 与 共 生 结 瘤 过 程 相 关 的 基 因 突 变 体,为

MAFF３０３０９９与百脉根共生固氮相关机制研究提

供试验材料.

1　材料与方法

1.1　供试材料

１)植物、菌株和质粒.百脉根(LotusjaponiＧ
cus)MG２０ 种 子 和 大 肠 杆 菌 Escherichiacoli
DH５α/pRK２０７３[１１](pRK２０７３为辅助转移质粒)以
及根瘤菌 Mesorhizobiumloti MAFF３０３０９９,为笔

者 所 在 实 验 室 保 存.Escherichia coli S１７Ｇ１/

pMH１７０１[１２](pMH１７０１为含 Tn５ＧsacB 转座子的

质粒)由华中师范大学生命科学学院谢波教授馈赠.

２)酶和试剂.质粒抽提试剂盒、抗生素均购自

Sigma公司,DNA 聚合酶(２×FtaqPCR MasterＧ
Mix)和 DNA marker购自北京庄盟国际生物基因

科技有限公司,引物合成及 DNA 测序服务由昆泰

锐生物技术有限责任公司完成,其他生化试剂均为

上海国药分析纯产品.

３)培养基.SM 培养基:５．０g甘露醇,０．５g
KH２PO４,０．１gNaCl,０．２gMgSO４􀅰７H２O,０．１g
CaCl２ 􀅰６H２O,４ mL Rh 微 量 元 素 液 (５．０ g
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H３BO３,５．０gNa２MoO４,蒸馏水定容至１０００mL),

１mL混合维生素液(１０．０mg硫胺素,１０．０mg泛酸

钙,１０．０mg烟酰胺,１．０mg生物素,蒸馏水定容至

１０００mL),ddH２O 定容至１０００mL,调节pH 至

６．８~７．０.TY 培养基:５．０g胰蛋白胨,３．０g酵母

粉,０．６９gCaCl２,蒸馏水定容至１０００mL,调节pH
至７．０.LB培养基:１０．０g胰蛋白胨,５．０g酵母提

取物,１０．０gNaCl,蒸馏水定容至１０００mL,调节

pH 至７．０.
1.2　突变体库的构建

将 供 体 菌 E．coli S１７Ｇ１/pMH１７０１、受 体 菌

MAFF３０３０９９、辅助菌 E．coli/pRK２０７３分别接种

至含有卡那霉素(５０μg/mL)的液体 LB 培养基、

TY液体培养基及含壮观霉素(５０μg/mL)的液体

LB培养基中,供体菌和辅助菌分别在３７℃培养至

D６００在０．６~０．８,受体菌在３０℃培养至D６００在０．８~
１．０,分别以２∶２∶１(１mL∶１mL∶５００μL)的比

例离心收集并洗涤菌体,用６０μL液体 TY 重悬转

移到 TY平板的微孔滤膜上,于２８℃倒置培养２d;
用４mL无菌水将菌体从滤膜洗脱下来并将原液稀

释１００倍和１０００倍,涂卡那霉素 SM 平板,１０６和

１０７倍稀释涂SM 平板,２８℃倒置培养５~７d,待长

出菌落后计算转化效率并挑取卡那霉素SM 平板上

长出的菌落于新鲜的卡那霉素SM 平板复筛,复筛

后的菌落转移至卡那霉素SM 平板、卡那霉素和四

环素(１０μg/mL)SM 平板、卡那霉素和７％蔗糖的

SM 平板进一步筛选;用牙签挑取只能在卡那霉素

SM 平板上生长的菌落至卡那霉素 TY 平板,长出

后转移至含卡那霉素 TY 液体培养基的９６孔板中

培养,并对９６孔板进行编号(M１ＧM９６),２d后向每

孔中加甘油并每孔吸出５０μL混合,于－８０℃保存

备用.
1.3　Tn5ＧsacB 侧翼基因的扩增

根据 Tn５序列设计了３个嵌套引物 PF１、PF２

和PF３ 作为长引物,短引物为随机简并引物 AD
(AD１或 AD２)进行三轮PCR扩增.以PF１ 和 AD
为引物,菌体 DNA 为模板进行 PCR 扩增;第二轮

PCR扩增以第一轮产物为模板,PF２ 和 AD 为引

物,同理,第三轮 PCR 扩增以第二轮产物为模板,

PF３ 和 AD为引物.第三轮反应产物经琼脂糖电泳

分离纯化后,连接到pMDＧ１９T载体并测序.
1.4　目的基因突变体的筛选

在目的基因上下游２００~３００bp处各设计１条

引物(F/R),引物长度约２５bp,在转座子 Tn５ＧsacB
两侧距末端２００bp左右处设计引物 TnＧP,以每个

９６孔 板 的 混 合 菌 液 为 模 板,引 物 对 F/TnＧP 和

TnＧP/R分别扩增,若２对引物均扩增出特异性条

带,且２条带大小加起来近似于目的基因的大小,则
将２条带切胶回收并测序,确定是否插入目的基因,
并确定其对应编号的９６孔板培养皿;对确定有目的

基因插入的９６孔板培养皿中９６个突变菌株逐个筛

选,以每孔１μL 菌液为模板,以引物 F/TnＧP 或

TnＧP/R扩增,确定目的基因突变菌株所在的孔,并
对其转接扩大培养;将初步筛选到的目的突变株转

接培养物在卡那霉素 TY 平板上划线培养,分离单

菌落;对划线分离到的单菌落进行 PCR 鉴定,以３
对引物F/TnＧP、TnＧP/R和F/R对目的菌株进行菌

落PCR鉴定,若F/TnＧP和 TnＧP/R可以扩增出特

异性条带,且总和为目的基因大小,F/R 不能扩增

出任何条带,即可确定筛选并纯化到目的基因的

Tn５ＧsacB插入突变体.
1.5　突变体共生表型观察

１)百脉根种子的萌发.在５０mL无菌三角瓶

中倒入适量种子,浓硫酸处理８min,无菌水漂洗

５~６次至澄清;加入次氯酸钠溶液(有效质量分数

０．５％)处理１０~１５min,无菌水漂洗４~５次,留少

量水并置３７℃培养箱３０min,种子吸胀后于４℃春

化２d;将已吸胀的种子移入含 MS(MS基础盐培养

基,MS维生素粉０．１０３g,蒸馏水定容至１０００mL)
平板上,经２３℃暗培养２d后,光照培养２d备用.

２)百脉根盆栽接种试验.将植株种植在无菌的

珍珠岩＋蛭石(体积比为１∶１)的混合基质中,５d
后接种根瘤菌,提前１~２d培养根瘤菌至D６００＝
０．８~１．０,集菌后用１/２B&D(１mmol/LCaCl２,０．５
mol/L KH２PO４,１０ μmol/L 柠 檬 酸 铁,０．２５
mmol/L MgSO４,０．２５mmol/L K２SO４,１μmol/L
MnSO４,２μmol/LH３BO３,０．５μmol/LZnSO４,０．２

μmol/LCuSO４,０．１μmol/L CoSO４,０．１μmol/L
NaMoO４)重悬将其稀释至 D６００＝０．０２~０．０４,接种

到植株根系周围,期间浇以１/２B&D无氮营养液,

１４d后观察表型.

2　结果与分析

2.1　pMH1701 转入 MAFF303099 的鉴定

含pMH１７０１的大肠杆菌、根瘤菌 MAFF３０３０９９及

含质粒pRK２０７３的大肠杆菌在滤膜上杂交２d后,

７１
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稀释至适宜浓度涂布SM＋Km 平板,待长出菌落

进行PCR验证.质粒pMH１７０１中含有 Tn５ＧsacB
随机转座子,Tn５ＧsacB中含IS５０及sacB 基因(图

１A).随机挑取SM＋Km 平板上长出的接合子２３
个,用２对引物 TnＧPF/TnＧPR 和sacBＧMF/sacBＧ

MR分别扩增IS５０及sacB 基因,均可扩增出目的

条带,大小分别为１．５kb(图１B)和１．３kb(图１C),
同时对照组以野生型根瘤菌为模板,均未扩增出目

的条带.说明初筛得到的菌落均有pMH１７０１质粒

转入.

　A:以sacBＧMF/sacBＧMR和TnＧPF/TnＧPR为引物、质粒pMH１７０１为模板进行PCR扩增的sacB 及IS５０片段.泳道１:sacB 扩增片

段;泳道２:IS５０扩增片段;M:DNA marker;BＧC:菌落 PCR鉴定.B:IS５０扩增片段;C．sacB 扩增片段;泳道１~２３为阳性克隆;

CK－ :以野生型根瘤菌为负对照;M:DNAmarker.A:ThefragmentssacBandIS５０oftheplasmidpMH１７０１amplifiedbyPCRusing

theprimerssacBＧMF/sacBＧMRandTnＧPF/TnＧPR．Lane１:PCRfragmentofsacB;Lane２:PCRfragmentofIS５０;M:DNA marker;

BＧC:ColoneisdetectedbyPCR．B:PCRfragmentsofIS５０;C:PCRfragmentsofsacB;Lane１Ｇ２３arepositivecolonies;CK－ :ThenegaＧ

tivecontrolofwildtype;M:DNAmarker．

图１　SM＋Km平板上长出的单菌落中pMH１７０１的鉴定

Fig．１　IdentificationofpMH１７０１incoloniesgrownonSM＋Kmplate
2.2　三亲本杂交转化效率的计算

含pMH１７０１的供体大肠杆菌、MAFF３０３０９９
及含 辅 助 质 粒 pRK２０７３ 的 大 肠 杆 菌 (１ mL∶
１mL∶５００μL)在滤膜上杂交２d后,稀释至适宜

浓度涂布SM＋Km 及SM 平板,待长出菌落后统计

各个平板菌落数量(表１),根据公式(转化效率＝
SM＋Km 平板上长出的菌落数/SM 平板上长出的

菌落数)得出转化效率为３．７５×１０－５.
表１　平板菌落数据统计结果

Table１　Resultsofcolonycount

项目Items

稀释倍数 Dilutionratio
SM＋Km

１０２ １０３
SM

１０６ １０７

菌落数 Colonycount
１１１ １５ ２８２ ３９
１３２ １４ ２９６ ３２
１０５ ７ ３４４ ２４

平均值 Averagevalue １１６ １２ ３０７ ３２

2.3　Tn5ＧsacB 插入 MAFF303099 基因组的鉴定

质粒 pMH１７０１ 中 可 以 行 使 转 座 功 能 的 为

Tn５ＧsacB结构单元(图２A),Tn５ＧsacB中含有卡那

霉素抗性基因(kan),蔗糖筛选标记基因sacB(可以

合成高分子质量的果聚糖,高分子质量果聚糖积累

可造成细胞死亡).此外,质粒上还有四环素抗性基

因,且pMH１７０１为自杀性质粒,转座子 Tn５ＧsacB
只有插入基因组中才能在根瘤菌中存在.随机挑取

复筛后的突变菌株１００个,分别点板于SM＋Km、

SM＋Km＋Tc(四环素质量浓度为１０μg/mL)、

SM＋Km＋７％蔗糖的平板上,SM＋Km 平板上的

菌株均可以正常 生 长,SM＋Km＋Tc及 SM＋
Km＋７％蔗糖的平板上菌株均不能正常生长(图
２B),证实突变菌株中 Tn５ＧsacB均插入基因组中,
且突变菌株中已丢失完整质粒pMH１７０１.
2.4　TAILＧPCR 扩增 Tn5ＧsacB 插入位点侧翼序列

为了更直观明确地证实转座子 Tn５ＧsacB确实

插入根瘤菌 MAFF３０３０９９基因组,并估算其插入位

点位于基因编码框的效率,本研究用 TAILＧPCR的

方法鉴定转座子插入的具体位点.选取复筛后的

１６个突变菌株,用 TAILＧPCR方法扩增并回收其

插入位点的侧翼序列,通过 NCBI的序列比对确定

了１０株突变菌株的具体插入位点(表２),且有

８１
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１株中 Tn５ＧsacB插入在 MAFF３０３０９９的 大 质 粒

pMLa中的mlr０３２１基因,证实突变体库中的菌株

确有 Tn５ＧsacB插入,且插入基因编码框的效率约

为６２％.

　A:Tn５ＧsacB的结构示意图,包含IS５０L、IS５０R、sacB 和kan 基因,OE 和IE 为转座酶作用位点;B:平板鉴定 Tn５ＧsacB 插入

MAFF３０３０９９基因组;a、d为SM＋Km 平板上的菌落,d为a的部分放大图;b、e为SM＋Km＋７％蔗糖平板上的菌落,e为b的部分放

大图;c、f为 SM＋Km＋Tc平板上的菌落,f为c的部分放大图.A:SchematicstructureofTn５ＧsacB,Tn５ＧsacBcontainsIS５０L,

IS５０R,sacBandkangenes,OEandIEareactionsitesoftransposase;B:IdentificationofTn５ＧsacBinsertedingenomeofMAFF３０３０９９

onplates;aanddarecoloniesonSM＋Kmplates,dispartialenlargedofa;bandearecoloniesonSM＋Km＋７％sucroseplates,eis

partialenlargedofb;candfarecoloniesonSM＋Km＋Tcplates,fispartialenlargedofc．

图２　基因组中Tn５ＧsacB的鉴定

Fig．２　IdentificationofTn５ＧsacBingenome

表２　TAILＧPCR鉴定Tn５ＧsacB插入位点数据

Table２　ThedataofTn５ＧsacBinsertionsiteidentifiedbyTAILＧPCR

基因ID号

ID
基因位置

Location
插入位点

Insertionsite
基因产物

Geneproduct
mll２８５０ Chr:２２８７７３７．．２２８８４９５ ２２８８４９５ 未知蛋白 Unknownprotein
mll２８７７ Chr:２３１４５９２．．２３１７９５１ ２３１７２７４ 假定蛋白 Hypotheticalprotein
mll３１１０ Chr:２５００１６９．．２５００５９１ ２５００５８０ 未知蛋白 Unknownprotein
mll５６７９ Chr:４５６５９４８．．４５６６８５０ ４５６６７２３ 假定蛋白 Hypotheticalprotein
mll６３９１ Chr:５２１６０２９．．５２１６３０４ ５２１６０５３ 未知蛋白 Unknownprotein
mll８５５２ Chr:７０１２９８６．．７０１４６２３ ７０１３６８１ 未知蛋白 Unknownprotein
mll８５５４ Chr:７０１５７９４．．７０１６８５５ ７０１６７８０ DPM１DolicholＧphosphatemannosyltransferase
mll６３５８ Chr:５１７２８４１．．５１７５２７９ ５１７３２８４ 未知蛋白 Unknownprotein
mlr０３２１ Chr:２１９１４９．．２２０４８９ ２１９３８２ 分泌蛋白 Secretionprotein

mll０８２６ Chr:６５４８５５．．６５６２２８ ６５５８１４
２Ｇ脱氢Ｇ３Ｇ脱氧葡糖二醛酸缩酶

２ＧDehydroＧ３Ｇdeoxyphosphoheptonatealdolase

2.5　突变体库中 MAFF303099 nodB 基因突变体

的鉴定

　　在nodB 基因上下游２００~３００bp处各设计１
条引物nodBＧTn５ＧF/nodBＧTn５ＧR,在转座子 Tn５Ｇ

sacB两侧距末端２００bp左右处设计引物 TnＧP.引

物对nodBＧTn５ＧF/TnＧP 及 TnＧP/nodBＧTn５ＧR 分

别以编号为 M１ＧM９６的９６孔板中的混合菌液为模

板扩增,分别对有特异性条带扩增出的编号为 M７

９１
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及 M４８两个９６孔板中的菌落进行验证,筛选到了

２个nodB 基因的 Tn５ＧsacB 插入突变体,以引物

nodBＧTn５ＧF/TnＧP、TnＧP/nodBＧTn５ＧR 及 nodBＧ
Tn５ＧF/nodBＧTn５ＧR验证无误(图３A、B),即得到

２个nodB 不 同 位 点 插 入 的 突 变 体,命 名 为

MAFF３０３０９９/nodBＧ１ 和 MAFF３０３０９９/nodBＧ２,
简称为 MＧnodBＧ１和 MＧnodBＧ２.并通过测序确定

了其插入位点(图３C),发现 MＧnodBＧ１中转座子插

入 nodB (Chr:４９９５９６３．．４９９６６２２)基 因 中,而

MＧnodBＧ２转座子插入位点在nodB 后１９８bp处.

　A:MＧnodBＧ１的鉴定;B:MＧnodBＧ２的鉴定;M:DNAmarker;泳道１:引物nodBＧTn５ＧF/TnＧP扩增片端;泳道２:引物 TnＧP/nodBＧ

Tn５ＧR扩增片端;泳道３:引物nodBＧTn５ＧF/nodBＧTn５ＧR扩增对照;C:MＧnodBＧ１和 MＧnodBＧ２插入位点示意图;a:MＧnodBＧ１插入

位点示意图;Tn５ＧsacB插入位点为４９９６１４６;b:MＧnodBＧ２插入位点示意图;Tn５ＧsacB插入位点为４９９６８１９.A:IdentificationofMＧ

nodBＧ１;B:IdentificationofMＧnodBＧ２;M:DNAmarker;Lane１:ThefragmentamplifiedbyPCRusingtheprimersnodBＧTn５ＧF/TnＧ

P;Lane２:ThefragmentamplifiedbyPCRusingtheprimersTnＧP/nodBＧTn５ＧR;Lane３:ThecontrolamplifiedbyPCRusingtheprimＧ

ersnodBＧTn５ＧF/nodBＧTn５ＧR;C:SchematicstructureofTn５ＧsacBinsertionsiteinnodB mutants;a．SchematicstructureofTn５ＧsacB

insertionsiteinMＧnodBＧ１;TheinsertionsiteofTn５ＧsacBwas４９９６１４６;b:SchematicstructureofTn５ＧsacBinsertionsiteinMＧnodBＧ

２;TheinsertionsiteofTn５ＧsacBwas４９９６８１９．

图３　nodB 突变体的鉴定

Fig．３　IdentificationofnodBmutants

2.6　MAFF303099nodB 的突变体共生表型分析

野生型百脉根 MGＧ２０盆栽生长５d后,分别接

种野生型 MAFF３０３０９９、MAFF３０３０９９/nodBＧ２及

MAFF３０３０９９/nodBＧ１,接种后１２d观察表型.结

果表明:MAFF３０３０９９/nodBＧ２可以使百脉根形成

正常根瘤,与野生型无异;MAFF３０３０９９/nodBＧ１不

能使百脉根形成根瘤(图４),说明 MAFF３０３０９９中

nodB 基因的突变体不能使百脉根结瘤.

3　讨　论

细菌突变体的构建可以通过对其染色体的整合

或敲除来实现,主要遗传操作手段有同源重组、位点

特异性重组、转座子介导的基因整合[１３].转座子介

导的基因整合不需要同源序列的匹配[１４],可以广泛

地用于产生随机突变体.这也使转座子介导的遗传

工程在宿主细菌生理学和发病机制研究中占据重要

位值.Tn系列的转座子在细菌突变体的构建中较

为常用[１５].Tn５转座技术构建突变体相较于传统

的物理化学诱变等技术有着明显的优势.含 Tn５
的质粒均为自杀性质粒,其转座区域中的抗性筛选

基因也保证了转座子只有插入宿主基因组才能在抗

性筛选条件下存活.Tn５插入的随机稳定性为突变

体构建提供了更多可能.Tn５系列的衍生物也被广

泛运用,如 构 建 于 pUT 质 粒 上 的 一 系 列 miniＧ
Tn５[１６].根瘤菌中常见的定点突变基因的方法为同

源重组交换.Patsarin等[１７]用同源重组的方法在

０２



　第２期 周向珍 等:百脉根根瘤菌 MAFF３０３０９９Tn５转座子插入突变体库的构建及筛选 　

　百脉根 MG２０野生型植株分别接种野生型 MAFF３０３０９９、MAFF３０３０９９/nodBＧ２及 MAFF３０３０９９/nodBＧ１,１２d后观察植株表型.

a:依次为接种野生型根瘤菌、接种 MAFF３０３０９９/nodBＧ２及接种 MAFF３０３０９９/nodBＧ１的植株;b:a图植株的根部放大图.Phenotype

ofLotusjaponicusMG２０wildtype,inoculatedwithwildtypeMAFF３０３０９９,MAFF３０３０９９/nodBＧ２,andMAFF３０３０９９/nodBＧ１in１２

days．a:Followsarecontrolplant,inoculatedwithwildtypeMAFF３０３０９９,thetestplants,inoculatedwithMAFF３０３０９９/nodBＧ２and

MAFF３０３０９９/nodBＧ１;b:Therootspartialenlargedofa．

图４　MAFF３０３０９９nodB 突变体共生表型

Fig．４　SymbioticphenotypeofthenodBmutantofMAFF３０３０９９

MesorhizobiumlotiR７A中构建了十多种结瘤基因

的相关突变体,如nodABCD 等结瘤关键基因及结

瘤调控基因nodZ、nodS、nolL 等的突变体.同源重

组交换构建突变体可以准确得到目的菌株,其弊端

是耗时周期长、突变效率低.前期实验发现,在

MAFF３０３０９９中利用同源重组突变效率极低,很难

得到目的突变株.本研究利用 Tn５ＧsacB转座子构

建了百脉根根瘤菌 MAFF３０３０９９的插入突变体库,
包含约１００００个插入突变体,并构建了一套快速筛

选突变体的方法,可以在１周内分离纯化到目的突

变菌株,但转座子插入的随机性及偏好性可能会导

致转座子的插入位点并不在基因编码框内.TAILＧ
PCR鉴定结果说明,本研究中转座子插入菌株基因

组编码框的效率约为６２％,对筛选相关突变体影响

并不大.本研究构建的突变体库中约有１００００个

突变菌株,在筛选方法已经成熟的前提下,还可以通

过扩大突变体库来得到更多的有效插入突变体.
在种类繁多的根瘤菌中,均具有负责合成结瘤

因子(nodfactor)核心结构的 NＧ酰化寡糖的保守的

nodABC 基因,其中nodB 负责合成低聚壳聚糖脱

乙酰酶[１８],本研究中发现 MAFF３０３０９９nodB 基因

的突变体使其宿主百脉根不结瘤,与预期的nodB
突变体因不能合成完整的结瘤因子而不能使宿主结

瘤的表型一致.但在 MesorhizobiumlotiR７A 中,

nodB 的 突 变 体 可 以 使 百 脉 根 正 常 结 瘤[１７].在

R７A 中可能是菌株中其他脱乙酰酶代替了 NodB
的作用,允许宿主结瘤,但 MAFF３０３０９９中可能有

所不同,导致了宿主不结瘤的现象.本研究构建的

MAFF３０３０９９突变体库为共生相关研究提供了重

要材料,快速筛选方法也更利于快速定位并获得目

的突变菌株,同时nodB 突变体相关表型的发现,也
说明 NodB在不同根瘤菌中的功能还有待进一步

研究.
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ConstructingandscreeningaTn５transposoninsertedmutant
libraryofMesorhizobiumlotiMAFF３０３０９９

ZHOUXiangzhen　ZHU Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Mesorhizobiumloti MAFF３０３０９９wasusedtoconstructarandom mutantlibrarywith
transposonTn５ＧsacBmutagenesistechnique．Atotalofabout１００００independentmutantswereobtained．
A methodforrapidlyidentifyingmutantsfromthelibrarywasestablished．Themutantofthesymbiotic
nodulegenenodB wasidentifiedthroughscreeningthemutantlibrary．Theresultsshowedthatthe
transposonTn５ＧsacBwasinsertedintothegenomeDNAofallthemutantsinthemutantlibrary,with
thetriＧparentalmatingtransformationefficiencyof３．７５×１０Ｇ５．TheMAFF３０３０９９mutantofnodB did
notformnodulesonLotusjaponicusrootscomparingwiththewildtype．

Keywords　MesorhizobiumlotiMAFF３０３０９９;Tn５transposon;mutant;nodB
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