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天冬氨酸转氨酶在中慢生根瘤菌 MAFF303099
共生固氮中的作用

王婧仪,曹扬荣,朱辉

农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　为 寻 找 根 瘤 菌 中 与 共 生 固 氮 相 关 的 调 控 基 因,采 用 同 源 重 组 法,分 别 敲 除 中 慢 生 根 瘤 菌

MAFF３０３０９９在与豆科植物百脉根共生固氮过程上调表达的１０个基因,研究它们对共生固氮的影响.结果显

示:Δmlr５８８３敲除突变体相比于野生型 MAFF３０３０９９,其固氮酶活性下降４０％,侵染细胞形态未发生显著改

变,对Δmlr５８８３回补可恢复固氮酶活性;预测 mlr５８８３编码天冬氨酸氨基转移酶,体外检测该酶的天冬氨酸转

氨酶活性为１６．６７U/mg.该基因的突变会影响固氮效率,推测其可能参与对植物供给碳源的代谢过程.
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　　自发现土壤微生物与豆科植物共生具有固定氮

元素的功能[１Ｇ２]以来,两者形成的共生体系一直是人

类研究的热点领域.在共生固氮过程中,根瘤菌在

根瘤中定殖并分化形成具有固氮能力的类菌体[３],
与宿主植物发生复杂的物质交换和信号转导.建立

的共生固氮网络需要整合植物宿主与类菌体两者的

碳Ｇ氮代谢途径.
类菌体为适应根瘤环境会抑制和激活不同的代

谢途径,与此同时,植物根瘤中的代谢也会发生一些

特化.尽管我们已经了解两者之间会发生碳氮交

换,但至今对于其具体机制并不清楚.在豆科植物

与根瘤菌形成的共生体中,细菌向植物提供氮素营

养,以换取宿主供应的碳源与能源[４].相对于植物

的根系,根瘤组织中存在高丰度的蔗糖[５].植物通

过光合作用产生的蔗糖经韧皮层输送给根瘤,在侵

染细胞的细胞质中蔗糖合成酶和糖酵解酶等的作用

下经过一系列分解代谢,转化为苹果酸和琥珀酸等

四碳二羧酸类物质[６].现在普遍认为这２种有机酸

是植物提供给类菌体的主要能源和碳源[７Ｇ８].类菌

体膜上存在四碳二羧酸转运系统 Dct(energyＧdeＧ
pendentdicarboxylatetransport)可以转运四碳二

羧酸类物质进入类菌体[９],其后可能通过三羧酸循

环驱动类菌体的呼吸[１０].类菌体中天冬氨酸转氨

酶催化三羧酸循环中的草酰乙酸与谷氨酸反应生成

天冬氨酸与αＧ酮戊二酸,参与对植物碳源的利用与

代谢.在苜蓿根瘤菌中可转运天冬氨酸至共生体腔

的 Aap/Bra转运蛋白是保证固氮能够进行所必

需[１１].除此之外天冬氨酸转氨酶的缺失也会导致

苜蓿根瘤菌的结瘤不固氮表型[１２].
２００４ 年 日 本 学 者 检 测 了 中 慢 生 根 瘤 菌

MAFF３０３０９９ ( Mesorhizobium japonicum
MAFF３０３０９９)与百脉根共生固氮过程中基因表达

变化情况,其中上调表达的基因多位于染色体共生

岛位置[１３].推测这些上调表达基因很可能与共生

固氮网络的维持相关.本研究利用相关转录调控数

据库,通过比较分析,选取部分上调表达基因,通过

同源重组的方式进行敲除,考察该基因敲除后对根

瘤菌与百脉根共生固氮过程的影响.这些基因涉及

蛋白分泌、物质转运、代谢等生理生化活动,以期通

过这种方法筛选出参与共生固氮调控的新基因,进
一步解析根瘤菌Ｇ豆科植物的共生固氮机制.

1　材料与方法

1.1　材料及载体

百脉 根 中 慢 生 根 瘤 菌 MAFF３０３０９９(MesoＧ
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rhizobiumjaponicum MAFF３０３０９９)、大 肠 杆 菌

(Escherichiacoli)DH５α、大肠杆菌 S１７Ｇ１、大肠杆

菌 BL２１(DE３)ＧCodonPlus 及质粒 pBBRMCSＧ３、

pGEXＧ４TＧ１和pK１８ＧmobＧSacBＧGenta均由华中农

业大学农业微生物学国家重点实验室生物固氮室研

究保藏;百脉根(Lotusjaponicus)MGＧ２０生态型种

子由华中农业大学农业微生物学国家重点实验室生

物固氮研究室扩繁.本研究中的引物合成和基因测

序主要由上海生工生物工程有限公司、武汉擎科生

物技术有限公司、北京奥科生物技术有限等公司完

成;文中所用到的限制性内切酶、T４DNA连接酶、

ExTaq酶、PrimerstarDNA 合成酶等均购自宝生

物公司.根瘤菌基因组抽提试剂盒为全式金公司

产品,谷草转氨酶(GOT)活性检测试剂盒为北京

索宝莱公司产品.其他生化试剂均为国产分析纯

产品.
1.2　百脉根盆栽试验

百脉根种子萌发时,先用磨砂纸轻轻刮磨约

１min,将磨好的种子倒入无菌锥形瓶,用浓硫酸处

理５~８min,后将浓硫酸吸出,用无菌水冲洗种子５
次,去除残留的浓硫酸.２％的次氯酸钠溶液处理

８~１０min,后用无菌水清洗种子８~１０次,去除残

余的次氯酸钠.加入少许无菌水淹没种子表面,

４℃条件避光进行春化.后将已经膨胀体积变大的

种子置于无糖 MS培养基上,２２℃暗培养２d使其

生根,光照培养(培养条件:１６h光培养/８h暗培

养)２~３d发芽.之后转移到无菌培养基质(蛭石和

珍珠岩的质量比为３∶１)中.移栽完毕后,置于２３℃
的光照培养箱中培养,光照条件为１６h光照/８h黑

暗.百脉根幼苗长出第１片真叶后,接种活化后的新

鲜根瘤菌悬液(D６００＝０．０２~０．０５)５mL/棵至百脉根

根部.
1.3　固氮酶活性的测定

取带根瘤的百脉根植株放入小玻璃瓶中,瓶口

密封.先用注射器从瓶中抽出１/１０体积的空气,造
成瓶内负压,再注入１/１０瓶体积的乙炔气作为固氮

酶底物.小瓶置２８℃反应２h后用微量进样器从

每个小瓶中抽取１００μL气体注入气相色谱进样室

中,记录检测结果.取样完毕后用镊子摘下根瘤并

称质量,计算样品的固氮酶活性.
1.4　蛋白的诱导表达与纯化

将经鉴定的重组载体转化到大肠杆菌表达菌株

中,挑取单菌落于４mL相应抗性的LB液体培养基

中,３７℃过夜培养.按照１％接种量接种震荡培养

至D６００＝０．４~０．６.加入终浓度为０．２mmol/L的

IPTG,１６℃培养１８h后收集菌体.用１０mLPBS
溶液重悬菌体后液压破碎细胞破碎３次,对总蛋白

取样.４℃８０００r/min将破碎后的液体离心１h.
用０．４５μm 的过滤器过滤细胞破碎液离心后的

上清,取上清样１０μL,加１０mL过滤后的上清蛋白

液至纯化柱中,４℃摇床旋转１h孵育,取下底部盖

子,让液体自然流出,取样窜流液１０μL.加１０mL
的磷酸缓冲液至纯化柱中,用枪吹打混匀,静置１０
min,取下底部盖子,让液体自然流出.重复２~３
次,并取样１０μL.加入１mL的１０mmol/L还原

性谷胱甘肽溶液,４℃摇床旋转孵育２０min,取下底

部盖子使液体自然流出,即得到纯化好的蛋白,
取样１０μL.分装至无菌的１．５mL离心管,液氮

速冻后放至－８０℃冰箱备用.对蛋白纯化柱填

料进行清洗和保存.对所取样品进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳.
1.5　两亲本杂交法介导的基因敲除

培养根瘤菌 MAFF３０３０９９和 S１７Ｇ１菌株至对

数生长期.分别收集１mL菌体.TY 液体培养基

重悬.重复离心、加无抗 TY洗涤１次.然后１０００
r/min离心１min收集洗涤２次后的菌体.用３０~
５０μL的无抗 TY 液体培养基重悬２种菌体,并将

菌体混合液滴在０．２２μm 的微孔滤膜上,置于 TY
平板.２８℃培养２d后用无菌水将菌体从滤膜上洗

脱并重悬;取２００μL菌悬液涂布于含庆大霉素(５０

μg/mL)、磷霉素(１００μg/mL)和１０％蔗糖的 TY
固体培养基上,２８℃倒置培养至长出单菌落.菌落

PCR验证上下臂是否发生同源重组交换.
1.6　碘Ｇ碘化钾染色法观察根瘤内淀粉粒

将包埋好的石蜡块于－２０℃预冷１０min后固

定在样品夹上,设置切片厚度为５μm,使用徕卡切

片机进行切片,将组织置于干净的载玻片上,滴加

４０％的乙醇预展片,后置于４２℃的水浴锅中充分展

片.组织切片置于载玻片上,做好标记,５５℃烘片

３min.于染色缸中用二甲苯浸泡石蜡切片１５min,
并重复该操作３次;之后用９５％、８５％、７５％乙醇依

次于染色缸中浸泡切片各１５min,用碘液将组织染

色１０min,倾去染液后快速水洗;甩干水,于６０℃烘

４~６h后用二甲苯透明３min,盖上盖玻片用体式

９６
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显微镜和光学显微镜对染色后的根瘤切片进行观察

并拍照记录.

2　结果与分析

2.1　共生表型统计

前期研究筛选出 MAFF３０３０９９在共生固氮过程中

的上 调 表 达 基 因 (Δmlr２５６６、Δmll４８６０、Δmll５０６０、

Δmlr５８８３、Δmlr６１１４、Δmll６１２７、Δmlr６１３２、Δmlr６２１０、

Δmlr７５７０和mlr７５７２),通过两亲本杂交和同源重组

方法构建了相应的１０株基因敲除突变体菌株.将

这些突变体菌株接种至野生型百脉根,观察植物固

氮酶活性和结瘤数表型,探讨突变体根瘤菌对其共

生固氮的影响.
对百脉根植株分别接种１０种不同根瘤菌突变

体,发现根瘤菌突变体所形成的根瘤菌数量与野生

型根瘤菌相比没有显著差异(表１).但 Δmlr５８８３
菌株固氮酶活性显著下降(图１),且３次重复实验

表型稳定.故后续以该基因为主,探究mlr５８８３在

表１　突变体结瘤数和固氮酶活性表型统计

Table１　Nodulesnumberandnitrogenaseactivityofmutantsphenotype

Δmlr２５６６

Ⅰ Ⅱ

Δmll４８６０

Ⅰ Ⅱ

Δmll５０６０

Ⅰ Ⅱ

Δmlr５８８３

Ⅰ Ⅱ

Δmlr６１１４

Ⅰ Ⅱ

Δmll６１２７

Ⅰ Ⅱ

Δmlr６１３２

Ⅰ Ⅱ

Δmlr６２１０

Ⅰ Ⅱ

Δmlr７５７０

Ⅰ Ⅱ

Δmlr７５７２

Ⅰ Ⅱ

ns ns － ＋ ns ＋ － － ns ns ＋ ＋ － － ns ns － － ns ＋

ns ns ns ns ns － ns ns ＋ ns ns ns ns ns ns ns ns ＋

ns ns ns － ns ns ns ns ns ns

　注:Ⅰ:结瘤数;Ⅱ:固氮酶活性;ns:与野生型相比没有显著差异;＋:与野生型相比共生表型(结瘤数/固氮酶活性)显著增加;－:共生表

型与野生型相比显著降低.Note:Ⅰ:Nodulenumber;Ⅱ:Nitrogenaseactivity;ns:Thereisnosignificantdifferencecomparedwiththewild

type;＋:Thesymbioticphenotype(nodulenumber/nitrogenaseactivity)issignificantlyincreasedcomparedwiththewildtype;－:The

symbioticphenotypeissignificantlyreducedcomparedtothewildtype．

　误差 线 表 示 标 准 差;∗ ∗ 表 示 在 １％ 的 水 平 上 的 显 著 差 异,

(n＞５０).下同.ErrorbarsdenoteSE;∗∗ meanssignificantdifferＧ

encesatP＜０．０１(n＞５０)．Thesameasfollows．

图１　Δmlr５８８３与野生型的固氮酶活性

Fig．１　NitrogenaseactivityofΔmlr５８８３andwidetype
共生固氮中发挥的作用.
2.2　生物信息学分析

mlr５８８３有１１９１个碱基,可编码形成具有３９６
个氨基酸的蛋白产物.Uniprot网站(https://www．
uniprot．org/)预测该蛋白具有天冬氨酸氨基转移酶,
催化LＧ天冬氨酸转氨基至αＧ酮戊二酸形成草酰乙

酸和LＧ谷氨酸.SMART 网站预测在 mlr５８８３的

６３~２０５碱基处有一个氨基转移酶结构域.

mlr５８８３的敲除导致固氮酶活性的下降,但并

不完全丧失酶活性.推测可能在 MAFF３０３０９９中

存在仍能发挥相同功能的酶或者存在其他并行生化

途径.为探究是否由于同功蛋白致使 Δmlr５８８３菌

株仍具有部分固氮功能,在 MAFF３０３０９９基因组和

２个共生大质粒上检索具有潜在天冬氨酸转氨酶功

能的基因,采用最大似然法经自举法检验(bootＧ

strap检验)构建蛋白分子进化树(图２A),结果显

示,质粒 pLMa上的 ２ 个基因产物 MLR９１１８ 和

MLR９１１６与 MLR５８８３有最大的相似性,同一性分

别为６７．７％和５０．０％.采用相同的方法对与同源性

最近的mlr９１１８进行单敲除,并未发现固氮酶活性

与野生型有 显 著 变 化 (图 ２B).据 此 可 以 推 测,

MAFF３０３０９９ 在与百脉 根 的 共 生 固 氮 过 程 中,

mlr５８８３作为主要功能基因发挥天冬氨酸转氨酶

作用,为 验 证 这 一 假 设,笔 者 曾 尝 试 同 时 对

mlr５８８３、mlr９１１８和 mlr９１１６实行多基因敲除,

但未能成功.

０７
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　A:MLR５８８３的分子进化树;B:Δmlr５８８３,Δmlr９１１８和野生型菌株固氮酶活性.误差线表示标准误;∗表示在５％的水平上的显著差异

(n＞５０).A:MolecularevolutionarytreeofMLR５８８３;B:NitrogenaseactivityofΔmlr５８８３,Δmlr９１１８andwidetype．Errowbarsdenote

SE;∗∗ meanssignificantdifferencesatα＝０．０５(n＞５０)．

图２　分子进化树与同源基因固氮酶活性

Fig．２　MolecularevolutionarytreeanalysisandnitrogenaseactivityofΔmlr５８８３,Δmlr９１１８andwidetype
2.3　MLR5883 天冬氨酸转氨酶(AAT)活性验证

为了测定 MLR５８８３编码蛋白是否具有预测的

天冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 功 能,构 建 pGEXＧ４TＧ１/

MLR５８８３蛋白表达载体,原核诱导表达可溶性的目

的蛋白.网站预测的目的重组蛋白大小约为 ６９
ku,考马斯亮蓝染色结果显示,靠近７５ku条带位置

下方存在一明显条带,与预测蛋白大小相近(图３).
经 GST 标 签 纯 化 后 的 蛋 白 质 量 浓 度 为 ０．２１
mg/mL.根据标准曲线计算得到纯化的重组蛋白天

冬氨酸 氨 基 转 移 酶 活 性 为 １６．６７ U/mg.证 明

MLR５８８３编码蛋白具有 AAT酶活性.

　M 为 ABclonal蛋白 marker(RM１９００１);泳道１为纯化蛋白样

品.M:Proteinmarker;Lane１:Elutionproteinsample２０μL．

图３　融合蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳

Fig．３　Inducedproteinexpressionandpurificationoffusionprotein

2.4　根瘤组织中侵染细胞形态与淀粉粒的观察

为了探究导致固氮酶活性下降的原因,首先对

根瘤组织中的侵染细胞形态进行观察.根据以往的

研究[１４]推测该基因参与根瘤菌与植物共生时碳源

的代谢,故对根瘤中淀粉粒情况进行观察.
观察结果(图４)显示:野生型和Δmlr５８８３菌株

所形成的根瘤中侵染细胞在形态上没有显著差异,
淀粉颗粒的大小和数量发生显著改变.野生型根瘤

中的淀粉粒数量较多,直径较大.而突变体形成的

根瘤中淀粉颗粒的数量大大减少,且直径更小.
2.5　Δmlr5883 回补表型的观察

构建回补载体 pBBR１ＧMCS３/oxＧmlr５８８３,将

其接合转入 Δmlr５８８３中.接种野生百脉根 MGＧ
２０,共培育２１d后观察共生表型.结果显示,２１d
后接种不同种根瘤菌和不接种根瘤菌的植物的生长

状态有区别.不接种的百脉根植株长势最弱小

(图５A),根系上没有根瘤形成,表现为明显的缺氮

表型.其次为接种只含质粒的 Δmlr５８８３对照组

(图５B),与接种回补根瘤菌和野生型根瘤菌的植株

相比较为弱小.接种了 mlr５８８３回补菌株的百脉

根苗(图５C)长势与接种野生型的百脉根苗(图５D)
长势相近甚至更好,但差异不显著.植株表型与固

氮酶活性的测定结果相吻合,固氮酶活性最高的为

回补菌株形成的根瘤,其次为野生型,突变体长势最

差并与前两者相比有显著差异(图５E).同时还发

现三者的结瘤数量与固氮酶活性的趋势恰好相反,
但对三者结瘤数量进行统计分析并没有发现显著差

异(图５F).
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　A:甲苯胺蓝染色观察侵染细胞形态;B:体式显微镜下碘Ｇ碘化钾染色法观察根瘤内淀粉粒;C:普通光学显微镜观察根瘤内淀粉粒.

A:Toluidinebluestainingtoobservethemorphologyofinfectedcells;B:Amyloplastsarestainedwithpotassiumiodide,imagesaretakenby

asereoscopicmicroscopes;C:Amyloplastsarestainedwithpotassiumiodide,imagesaretakenbyaopticalmicroscope．WT:野生型 Wild

type;CK:对照,未加碘化钾染色 Controlcheck,withoutpotassiumiodidestained．

图４　Δmlr５８８３与野生型根瘤石蜡切片

Fig．４　ParaffinＧembeddedslidesofnodules

3　讨　论

本 研 究 选 取 百 脉 根 中 慢 生 型 根 瘤 菌

MAFF３０３０９９在成熟根瘤中表达上调的基因,构建

了相关基因敲除突变体菌株,鉴定了这些突变体菌

株与百脉根共生过程中的结瘤固氮表型.其中

mlr５８８３编码一个天冬氨酸氨基转移酶(AAT).
已有的研究表明在形成不定型根瘤的苜蓿根瘤菌

中,其 AAT 突变后会导致 Fix－ (结瘤不固氮)表

型[１２],而敲除了 mlr５８８３的 MAFF３０３０９９菌株导

致固氮酶活性降低,根瘤中淀粉颗粒的大小与数量

发生变化.对该基因回补表达后固氮酶活性提升至

野生 型 水 平,这 些 结 果 表 明 MAFF３０３０９９ 中

mlr５８８３在百脉根共生固氮中发挥重要作用.在苜

蓿根瘤菌与百脉根根瘤菌中敲除 AAT 基因,两者

接种植物后其共生固氮表型有差异,可能原因一是

由于不定型根瘤与定型根瘤代谢差异所导致,二是

mlr５８８３在百脉根根瘤菌中有２个同源基因,它们

可能存在功能冗余现象.
接种Δmlr５８８３突变根瘤菌所形成根瘤的固氮

酶活性的降低与植物提供碳源变化存在关联,具体

机制需要进一步的试验证明.在类菌体吸收植物供

给碳源的过程中,普遍认为植物来源的苹果酸在苹

果酸脱氢酶(MDH)作用下生成草酰乙酸,草酰乙酸

在柠檬酸循环中代谢,为类菌体维持自身生理生化

反应和固氮反应供能[１５Ｇ１６].Mcdermott等[１７]认为

存在跨类菌体膜的苹果酸/天冬氨酸循环,该循环可

为固氮反应提供还原当量但不涉及碳源的转运.

AAT为该循环所必需的关键酶.但苹果酸/天冬

氨酸循环中涉及的底物转运在一些共生关系中速

率较低.故苹果酸/天冬氨酸循环跨类菌体膜是

否真实存在仍有较多疑点.与不定型根瘤 AAT
突变体的Fix－ 表型[１２]相比,本研究再次验证了根

瘤器官的代谢多样性[１８].对于类菌体中 AAT如

何影响根瘤中氨基酸代谢和碳源代谢仍需要进一

步探究.

２７



　第６期 王婧仪 等:天冬氨酸转氨酶在中慢生根瘤菌 MAFF３０３０９９共生固氮中的作用 　

　AＧD为接种２１d后百脉根植株生长状态,A:未接种;B:接种 Δmlr５８８３/pBBR１ＧMCS３;C:Δmlr５８８３/pBBR１ＧMCS３ＧoxＧmlr５８８３;D:接

种野生型 MAFF３０３０９９;E:３种菌株的固氮酶活性;F:３种菌株的结瘤数.A:ThegrowthstateoftheMG２０withoutincubationwithrhiＧ

zobiumat２１dpi;B:ThegrowthstateoftheMG２０incubationwithΔmlr５８８３/pBBR１ＧMCS３at２１dpi;C:ThegrowthstateoftheMG２０inＧ

cubationwith Δmlr５８８３/pBBR１ＧMCS３ＧoxＧmlr５８８３at２１dpi;D:Thegrowthstateofthe MG２０incubation with wildtype M．loti

MAFF３０３０９９at２１dpi;E:NitrogenaseactivityofoxＧmlr５８８３,vectorandwidetype．Thenitrogenaseactivitywasmeasured２１daysafterinＧ

oculated;F:NodulesnumberofoxＧmlr５８８３,vectorandwidetype．

图５　回补共生表型的观察与统计

Fig．５　Symbiosisphenotypeobservationandstatistics

　　 本研究证实百脉根根瘤菌 MAFF３０３０９９ 中

mlr５８８３基因所编码的天冬氨酸转氨酶参与调控固

氮过程,该基因的缺失对根瘤中淀粉颗粒积累产生

影响.该基因可能通过参与类菌体中植物供给碳源

的代谢和利用,从而影响固氮过程.这些研究为解

析共生固氮中的根瘤菌与豆科植物的碳氮代谢及物

质交换过程提供证据,为深入研究共生固氮的作用

机制奠定基础.
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Roleofaspartateaminotoransferaseinsymbioticnitrogen
fixationofMesobrorhizobium MAFF３０３０９９

WANGJingyi,CAOYangrong,ZHU Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeSciencesandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inordertofindtheregulatorygenesrelatedtosymbioticnitrogenfixationinrhizobia,

homologousrecombinationwasusedtoknockout１０upＧregulatedgenesduringthesymbioticnitrogen
fixationofLotusjaponicusandRhizobium MAFF３０３０９９．TheresultsshowedthatthenitrogenaseactiviＧ
tyoftheΔmlr５８８３was４０％lowerthanthatofthewildＧtypeMAFF３０３０９９．Themorphologyofinfected
cellsdidnotchangesignificantly,andreplenishingmlr５８８３restorednitrogenaseactivity．Itispredicted
thatmlr５８８３encodesanaspartateaminotransferase．Theaspartateaminotransferaseactivityofthis
MLR５８８３was１６．６７U/mginvitro．Themutationofmlr５８８３affectedtheefficiencyofnitrogenfixaＧ
tion,indicatingthatitmaybeinvolvedinthemetabolicprocessofsupplyingcarbonsourcestoplants．

Keywords　aspartateaminotransferase;Mesobrorhizobium MAFF３０３０９９;symbioticnitrogenfixaＧ
tion;homologousrecombination
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