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植物细菌天山根瘤菌调控基因 mrtR在群体

感应中的作用
*
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摘 要 在许多种类的细菌中均发现了 luxR /lux I类型的群体感应调控系统, 其中 luxR是调节基因, 对

lux I合成自体诱导物 ( A I, auto inducer)起着正调控作用。通过建库筛选后, 测序比对发现天山根瘤菌中存在

mr tR /mr tI系统。通过基因敲除和转录水平基因表达对 m rtR进行研究, 发现 mr tR严格调控着 mrt I的表达,同时

mr tR的表达也受到 AI影响, 这表明 m rtR表达的调控是一种自调控, 同时根毛吸附实验显示该基因对根瘤菌与

宿主间相互作用密切相关。
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许多种类的细菌在高细胞密度下可以产生一

类化学信号分子 自体诱导物 ( A I, auto induc

er)监控细胞群体浓度的变化, 这一现象被称为群

体感应 ( quorum sensing )
[ 1]
。当信号分子积累到一

定浓度时可以与特异性受体蛋白结合, 调控细菌

特定基因的表达,包括细菌与真核生物的共生、细

菌质粒的接合转移、抗生素的产生及生物膜的形

成等
[ 2~ 4]
。目前对革兰氏阴性细菌的群体感应系

统研究最为广泛,酰基高丝氨酸内酯类化合物 ( ac

ylHSLs, AHLs) 是在革兰氏阴性细菌群体感应调

控中普遍存在的信号分子
[ 5]
。在革兰氏阴性细菌

的群体感应调控系统中, 对费氏弧菌 (Pho tobacteri

um f ischeri )的 luxR / lux I系统研究最为详细。 lux I

负责合成一种酰基高丝氨酸内酯类 ( AHLs)信号

分子, AHLs可以自由通过细胞膜并随着细胞密度

增加而增加, 当积累到极限浓度 (约 10 nm ol L
- 1
)

时, 就能和细菌细胞质中的 LuxR蛋白充分结合,

结合了自体诱导物的 LuxR可以与 luxICDABE 基

因启动子结合, 激活该基因的转录。该过程导致

自体诱导物合成酶及荧光强度呈指数增加
[ 6 ]
。

根瘤菌可以侵入豆科植物根部形成根瘤,固定

空气中的分子氮, 与植物建立互惠的共生关系
[ 5 ]
,

而氮是植物生长所需的重要的营养物质
[ 7, 8 ]
。而对

根癌农杆菌 (Agrobacterim tum efaciens )中的群体感

应系统中的 LuxR同源蛋白 T raR的研究表明,

T raR必须结合 AHLs后才能正常折叠而不被蛋白

酶水解, 并随即形成二聚体与 DNA结合
[ 9 ]
, 说明

了群体感应是一个复杂而完善的调控体系。而与

luxR同源的基因对整个群体感应系统起着调控的

作用。

本文以中慢生型天山根瘤菌 (M esorhizob ium

tianshanense )模式菌株 CCBAU 3306为实验材料,

该菌株由陈文新院士于 1995年自新疆干旱地区

分离获得,其原始宿主为刺果甘草 ( G lycy rrhiza pal

lid if lora)
[ 10]
。M tianshanense侵入甘草结瘤,如上

文提到的一样可以与植物建立互惠的共生关系进

行固氮反应, 并能够合成 N乙酰高丝氨酸内酯型

(N AHL, N acyl homoserine lactone)化合物进行群

体感应调控。通过对 AHL合成基因的建库筛选,

获得了包括 AHL合成基因的基因组片断, 经过序

列分析发现了 lux I同源的 AHL合成基因 mrt I, 和

与 luxR同源的调控基因 m rtR。本文在实验室前

期对 mrt I基因转录调控研究的基础上, 通过基因

敲除技术和回复突变的方法, 确切研究了 mrtR在

群体感应中的调控作用, 并通过植物试验确定了

mrtR对细菌侵染植物有明显的影响。这为进一步

了解 M tianshanense群体感应的调控机理和群体

感应与细菌侵染植物之间的联系奠定了基础。
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1 材料与方法

1 1 供试材料

1 1 1 菌株和质粒 试验所用菌株和质粒及其

特性见表 1。

表 1 供试菌株和质粒及其特性

Table 1 Bacterial strain s and p lasm ids

菌株和质粒

S trains and P lasm ids

特性

C haracterizat ion

菌株 S train s

天山根瘤菌

M tianshanense

CCBAU 3306 野生型 [ 10]

HM Z0 链霉素突变株 [ 11]

HM Z2 缺失 m rt I的 HMZ0[11]

XL5 缺失 m rtR,携带 m rtR la cZ的 HM Z0

XL6 缺失 m rtR,携带 m rtR la cZ的 HM Z2

XL7 转入 pXL104的 XL5

XL8 转入 pXL104的 XL6

根癌农杆菌

A tum efa cien s

JZA1 自体诱导物的检测菌株 [ 12]

质粒 Plasm ids

pV IK112 包含 R6K复制子的, lacZ转录融合载体 [ 13]

pXL103 包含 m rtR中间片段的 pV IK112

pXL104 表达 m rtR的 pBBR质粒

1 1 2 培养基和培养条件 天山根瘤菌及相关

突变株采用 TY培养基在 28 下培养, JZA1用 AT

培养基在 28 下培养。E coli菌株采用 LB培养

基, 在 37 下培养。抗生素所用终浓度: JZA1所用

四环素 ( Tc)为 2 g m l
- 1
;壮观霉素 ( Sp)为 100 g

m l
- 1
;庆大霉素 ( Gm )为 100 g m l

- 1
。E coli所用

卡那霉素 (Km )为 100 g m l
- 1
。

1 1 3 试剂 T aq酶, 各种限制性内切酶购自

Takara公司,引物合成与测序由上海博亚生物技术

公司完成。LB、TY、AT培养基使用 Ox id公司试剂

配制。其他试剂为国产分析纯或进口分装。

1 2 方法

1 2 1 质粒的构建 根据本试验室所得 m rtR

m rt I序列 ( GenBank accession no DQ123807)设计

interna lmrtR用于构建 pXL103,上游引物为 5!GT

GAATTCTTGAGGGGATTGGGGCAG 3!, 5!引入 EcoR I

限制酶切位点,下游引物 5!GCTCTAGATCGCGCGT

GGTGTGCTCC 3!, 5!引入 XbaI限制酶切位点。 PCR

体系及扩增条件为: 10 ∀PCR缓冲液 5 ,l EcoRI和

XbaI引物各 2 5 ,l每种 2 5 mmo l L
- 1

dNTP 5 ,l

Taq 1 ,l pHMZ9B1 1 ,l加去离子水至 50 ,l混匀

后在如下条件下进行扩增: 95 5 m in; 94 1 m in,

55 1m in, 72 1m in, 30个循环; 72 10m in。为

了便于验证和进一步克隆, PCR产物先与 pBSK连

接, 测序验证后, 酶切后与 pV IK112 连接, 转

入 BW20676。

1 2 2 菌株的构建 将携带 pXL103质粒的

BW20676与 HMZ0、HMZ2结合, 得到相应的 XL5、

XL6菌株。

1 2 3 半乳苷酶的活性的检验 按照 M ill

er
[ 14]
的方法进行检验。

1 2 4 AHL的检验 在含 10%体积比根瘤菌上

清的 AT 培养基
[ 2]
中接入约 10

7
m l

- 1
的显色菌

JZA1
[ 11 ]

,培养 12 h后,检验 半乳苷酶的活性。

1 2 5 C18反相薄层层析 参考高轶静等
[ 15 ]
的方

法使用Whatman的反向层析膜进行。

1 2 6 回复突变 将 pXL104通过结合, 转入

XL5、XL6菌株, 得到有外源表达 mrtR 的菌株

XL7、XL8。

1 2 7 根毛吸附试验 甘草种子表面消毒处理

后, 培育至根长约 1 cm左右, 放入含 200 l菌液

( OD600 = 1 5)的 20 m l AT缓冲液中 ( pH7 3) , 在

28 培养 4 h。然后将根用无菌水轻微振荡清洗,

除去未完全吸附着在根部的细菌。接着将种子根

部转移到有玻璃珠的离心管中, 加入 2 m l无菌水

进行振荡, 然后将菌体悬浮液通过涂布平板进行

计数。

2 结 果

2 1 m rtRI区域

图 1为 mrtR I的序列示意图, 包括 mrtR 和

mrt I, 其中用于构建 pXL103的部分用箭头表示出

来。构建 mrtR lacZ融合表达菌株的质粒 pXL103

时使用的 mrtR片段是不完整的中间片段,目的是构

建阅读框内敲除 m rtR的菌株, 从而研究 mrtR基因

在群体感应中的调控作用。
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图 1 mr tR和 m rtI区域示意

F ig 1 Loci ofmrtR andmrtI

2 2 m rtR在产生 AHL中的影响

A I的活性和 TLC板是按照前文所述的方法测

定 半乳苷酶的活性得到的。如图 2所示, 通过本

研究构建的 mrtR阅读框内缺失的菌株 ( XL5), 发现

其丧失了合成 A I的能力,而将含有外源的 mrtR表

达载体转入该菌株后, A I的合成水平基本恢复

( XL7)。说明mrt I的表达受 mrtR的严格调控的,而

且 mrtR对 mrt I的调控与其他 luxR / lux I系统一样是

正调控作用。这表明 mrtR在群体感应中发挥着对

合成 A I进行调控的关键作用。

图 2 m rtR对菌株上清中 A I活性的影响 (误差线如图示 )

F ig 2 AI activ ity ofw ild type, mrtR
-
andmrtR

-
contain ing pXL104

( The error bar is shown)

2 3 m rtR lacZ、 mrtR菌株的 半乳苷酶表达水平

图 3A显示了天山根瘤菌基因组 mrtR在 mrt I

完整的情况下的表达情况。它们分别 TY中 28 培

养 24 h后测得。由于 2种菌株自身均缺失 mrtR,无

法表达 m rtR。通过比较图 3A可以发现,当 mrtR缺

失时, mrtR自身的表达始终处于较低水平 ( XL5) ;

当有外源的 mrtR表达时 ( XL7) , mrtR lacZ的 lacZ

水平有了明显提高。即只有在 mrtR和 mrt I均表达

的情况下, mrtR的表达水平才会提高。图 3B中显

示了天山根瘤菌基因组 mrtR在 mrt I缺失的情况下

的表达情况。结果表明在 m rtI缺失的情况下基因

组 mrtR的表达始终处在极低水平。上述结果说明

mrtR的表达受着 mrtR和 mrt I的调控,而 mrtR又对

mrt I的表达进行着严格的调控。结合 M rtR活性需

要 A I存在的结果,证明在天山根瘤菌群体感应系统

中 mrtR的调控是采用自调控的方式进行的。

图 3 缺失 m rtR和回复突变的菌株中的 lacZ表达水平

(误差线如图示 )

Fig 3 mrtR lacZ express ion in XL5, XL6, XL7 and XL8

(The error bar is shown)

上述结果 (图 2、图 3)表明 mrtR在调节 mrt I合

成的同时,也受着 A I水平调控自身的表达, 这表明

mrtR和 m rtI存在着一种反馈调节作用。在低细胞

密度的情况下, 两个基因的表达均处于较低水平;

当细胞密度达到一定程度, 有足够浓度的 A I与 M r

tR结合,使之具有活性正调控 mrt I和 m rtR的表达,

从而启动该调控系统的功能。这为天山菌株群体

感应现象提供了一种可能的机理解释。

2 4 m rtR对根毛吸附的影响

为了进一步研究该调控基因在菌植互做中的

作用,对该阅读框内缺失 mrtR菌株进行了根毛吸附

试验。图 4的结果显示了 m rtR在根毛吸附过程中

的影响。缺失 mrtR的菌株对根毛的吸附能力明显

下降,而回复突变菌株在吸附能力方面有明显恢

复,这表明 m rtR对菌株的生理功能有显著影响。这

一结果与缺失 mrt I的植物试验结果相似,进一步表

明 mrtR在群体感应中起到关键的调控作用, 也说明
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由于 mrtR是自调控并严格调控 mrt I的表达, 无论

缺失 mrtR或 mrt I最终均会导致群体感应系统停止

运作, 引起菌株的生理功能改变。

图 4 m rtR基因对根毛吸附的影响 (误差线如图示 )

Fig 4 E ffect ofmrtR on root hair at tachm ent( The error bar is shown)

3 讨 论

使用基因敲除技术,发现天山根瘤菌在 mrtR缺

失的情况下对 mrtR的表达和它对群体感应系统的

影响进行研究,发现不只是 A I合成需要 mrtR, 同时

m rtR的表达也受 mrt I的调控。这些结果证明了

m rtR在群体感应合成 A I中起着关键的调控作用,

在低细胞浓度的情况下, 2个基因的表达均处于较

低水平,而当细胞浓度逐渐增加, A I的浓度随之不

断积累,直至达到一定的浓度, 即极限浓度。这时

AHLs与 M rtR蛋白充分结合,使其正确折叠从而具

有生物活性, 该活性蛋白可以正调控 mrt I和 mrtR

的表达,从而启动了 mrt I/mrtR这一群体感应调控

系统, 产生级联放大效应。同时在 M tianshanense

中 m rtR的表达采用的是一种自主调控的方式进行

的,只有当 A I的浓度积累到一定水平, 激活调控蛋

白 M rtR后,由 M rtR对 A I的合成和 mrtR的表达进

行正调控,促进 A I和 mrtR的合成,同时也可以对其

他 m rt启动子进行调控,进而改变细胞的生理功能。

总而言之,在 mrtR /mrt I群体感应系统中, A I的浓度

决定了整个系统的启动, mrtR在该系统中起到了关

键的调控作用,而 mrtR的表达是一种自调控的形式

进行的。进一步的试验表明, mrtR在群体感应中的

调控作用在根瘤菌对宿主的侵染过程中也起到重

要作用。

目前对根瘤菌群体感应的研究主要集中在对

M huakuii 93中自体诱导物信号分子的检测
[ 12, 17]

,

以及该菌群体感应系统对生物膜形成的影响方

面
[ 16]
。虽然与 luxR同源的 mrtR在群体感应中有

着重要的作用,但对其的研究并不常见。本文首次

对M tianshanense的 mrtR对群体感应中作用和自

身表达的调控进行了研究, 为全面了解 M tians

hanens群体感应的调控机理开辟了道路。同时, 由

于根瘤菌本身的特殊性, 进一步地研究 M tians

hanense本身细胞间的联系,及其与其他细菌包括植

物宿主之间的作用,无论在环境保护还是经济发展

角度均有着理论的和潜在的应用意义。
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ROLE OF REGULATORY GENE mrtR OF PLANT BACTERIUM

MESORHIZOBIUM TIANSHANENSE IN QUORUM SENSING

LaiX in Dai Jun ZhengH umi ing Zhong Zengtao Zhu Jun

(K ey Lab ofM icrobiolog ica lEng ineering Agricu ltu ra lEnv ironm ent, M inistry of Ag ricu ltu re,

Colleg e of L ife S cience, Nanjing Ag ricu ltural University, N anjing 210095, Ch ina )

Abstract The ab ility o f rh izobia to sym biot ically fix nitrogen from the atmosphere when form ing nodules on their host

plant roots requ ires s ignal transduct ion pathw ays LuxR /LuxI fam ily proteins are a unique quorum sensing system, found

in m any bacteria, LuxR is a regu latory prote in which regulates LuxI type prote ins in synthes izing auto inducer ( A I) In

this study, sequence ana lysis was conducted f inding a Lux I type synthase gene, mrt I, and a regulatory genem rtR present

inM tianshanense, which are homo log ic to the LuxR /LuxI type of protein Us ing gene knock out, m rtR was found regu

lating the express ion ofm rtI Furthermore, and us ing lacZ transcriptional fus ion, AHL m olecule demonstrating a key role

inm rtR expression, which proves thatmrtR is auto regulated The root hair adherence expermi ent showed thatm rtR af

fected plant bacteria interaction These data show that it is necessary to haveM rtR bonded w ith AHLs form rtI express ion

and the gene plays a key ro le in regulating the quorum sens ing system ofM tianshanense

K ey words Quorum sens ing; M esorhizobium tianshanens; m rtR; Auto regulation


