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摘要  nifA 是共生固氮的正调节基因。nifA 基因调节固氮基因的表达伴随着一系列信号交换过程 , 在植物根部形成特定的器官———根
瘤 ,将大气中的N2 还原成铵供给植物作为生长的氮源。同时, 植物向类菌体提供光合产物和氨基酸作为其生长的碳源。固氮基因在

nifA 产物NifA 激活下表达 ,固氮过程由此开始。nifA 为固氮基因 nif / fix 的正调节基因。针对 nifA 基因的位置及其产物NifA 的结构和
功能作一综述。
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  自然界中只有少数微生物和藻类具有将大气中游离的

氮元素( 氮气) 转变为化合态氮元素( 如铵、硝酸盐) 的功能。

这些固氮生物可分为自生固氮和共生固氮两类。长期以来 ,

共生固氮被认为是有机体中氮元素来源的主要方式。共生

固氮是微生物依赖与植物之间的相互作用而建立起来的共

生关系。共生关系的形成起始于2 个共生体之间的信号交

换过程。以宿主豆科植物分泌的异黄酮、类黄酮等物质作为

化学趋化剂能吸引固氮根瘤菌趋向于植物根部运动并诱导

其结瘤基因( Nod Genes) 的表达。nod 基因的产物合成一类

具有种属专一性的脂质寡聚糖 , 称为结瘤因子( Nod Factor) 。

这些信号分子能引发宿主植物根部的特异反应, 如根毛的变

形、卷曲。根部皮层细胞的分裂最终导致根瘤原基的形成。

而根瘤菌附着于变形卷曲的根毛 , 并通过向内凹陷生长的侵

染线进入根部组织, 在根细胞内部分裂、分化成具有固氮功

能的类菌体[ 1] 。类菌体能把空气中游离的氮气还原为铵, 以

提供给宿主植物作为氮源, 同时植物向类菌体供应光合产物

和氨基酸作为微生物生长的碳源和氮源。

共生固氮需要根瘤菌某些特定基因的表达。这些基因

的产物主要参与结瘤因子的合成、根瘤发育、合成固氮酶组

件及类菌体的代谢等。另外, 一些植物基因( 结瘤素基因) 也

在根瘤菌的相互作用中被诱导表达[ 2] 。因此 , 有效根瘤的形

成要求宿主和细菌基因在时间和空间上协调表达。这种基

因的协调表达在共生早期是由特异的化学信号交换而引起 ;

而在共生后期, 随着根瘤的发育形成, 特定的细菌基因通过

外界环境中氧浓度的降低而被激活。植物组织中的特定细

胞起到氧扩散屏障的作用, 同时豆血红蛋白可逆地结合游离

氧。随着植物细胞中生理条件的变化, 根瘤菌中固氮基因和

与环境条件改变相关的基因开始表达。在根瘤的发育和固

氮过程中, nifA 基因是一个中心调节因子。nifA 基因的表达

受外界环境变化的调节, 其产物又能调节其他有关基因的表

达。笔者对苜蓿根瘤菌( Si norhizobiu m meliloti ) 及其他根瘤菌

的 nifA 基因表达的调节及其产物的功能作一概述。

1  苜蓿根瘤菌中 nif A 基因表达的调节

1 .1 苜蓿根瘤菌中 nif A 基因的位置 苜蓿根瘤菌携带2 个

大质粒( Megaplasmids) , 大小分别约为1 400 kb( pSym- a) 和

1 700 kb( pSym- b) 。与固氮有关的基因大都分布在pSym-a 上

( 图1) , 形成两大基因簇[ 3] 。基因簇 I 上有 nif HDKE 、nif N 、
�
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fi xABCX、nifAB 和 fdxN ; 基因簇Ⅱ位于 nif HDK 操纵子下游约

220 kb 处, 包括 fixLJ 、fi xK、fixNOQP 和 fixGHIS , 转录方向与基

因簇I 相反。nod 基因位于 nif E 和 nif N 间的约30 kb 区域。

其他建立和维持共生关系所需的基因则位于pSym-b 和染色

体上。苜蓿根瘤菌中的 nif A 基因处在 fi xABCX 操纵子和

nif B 基因之间, 与其下游的 nif B 基因、fdxN 基因和一个功能

不详的开放阅读框 ORF3 组成一个操纵子[ 4] 。苜蓿根瘤菌

nif HDKE 和 fi xABCX 操纵子分别有一个能被 Nif A 蛋白激活

的启动子, 称为P1 和P2 。这2 个操纵子编码主要的固氮酶结

构基因是Nif A 调控的主要靶基因。

图1 苜蓿根瘤菌中固氮基因的位置和 NifA 作用的两个启动子

1 .2 苜蓿根瘤菌 nif A 基因表达的调节 因为固氮需要较高

的能量供应, 而且固氮酶具有高度的氧敏感性, 所以固氮微生

物都具备一套精密的调控机制以确保细菌能感知最适合固氮

的外界环境, 并将该信号传递至基因表达水平。一般来说, 外

源氮元素和氧浓度是调节固氮酶表达的重要信号。而在根瘤

菌中固氮基因的表达主要受细胞内氧浓度的调节, 因为共生固

氮是发生在根瘤中的。根瘤是一个存在化合态氮的生理环境。

类菌体在固氮时已接受宿主植物提供的化合态氮。所以, 根瘤

菌中固氮基因的表达不受严格的氮元素控制。

固氮微生物中一般都存在2 个级联调节机制 , 以控制不

同的靶基因的表达。包含 Nif A 的调节机制控制固氮酶结构

基因和其他固氮相关基因的表达 , 调节方式与 Klebsiell a pneu-

moni ae 类似, 即通过依赖 RpoN 的-24/ - 12 启动子激活转录[ 5] 。

而另一个由FixLJ 组成的调节机制是根瘤菌所特有的。FixLJ

是普遍存在的双组分调节系统成员。感受蛋白FixL 的中心

胞质结构域上结合的卟啉环能感知细胞内氧浓度 , 进而修饰

其C 端结构域的激酶和磷酸酶活性[ 6] 。低氧条件引起 C 端

His 残基的自身磷酸化而激活激酶活性, 引起FixJ 的磷酸化 ,

再由FixJ 激活靶基因的转录。氧浓度升高时,FixJ 上的磷酸

基被磷酸酶水解而失活( 图2) 。苜蓿根瘤菌中 nifA 基因的

表达主要由依赖于 FixLJ 的启动子( pnif A) 直接控制。p nifA

位于 fixABCX 操纵子和 nifA 之间 , 具体结构尚不清楚。启动

子活性受- 39～ - 54 区域的点突变影响。与其他根瘤菌的

nifA 启动子序列的比较可以看出, 在- 30 ～- 40 之间的富含

A/ T 区域可能是重要的启动子元件。
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图2 FixLJ 介导的苜蓿根瘤菌 nifA 基因受氧浓度调节的表达机理

自生有氧状态下pnifA 的表达水平很低。而在自生微氧

状态或类菌体中,FixJ 的磷酸化诱导p nifA 转录并导致 NifA 的

合成,进而激活 fixABCX 和其他受Nif A 调节的基因的转录。这

个诱导过程与细胞内氮元素无关。从 fi xABCX 启动子起始的

转录通读至 nifA , 也可造成 nifA 基因表达的进一步升高[ 7] 。据

估计, 至少50 % 从 fixABCX 启动子起始的转录本包含 nifA 基

因, 而 nifA 基因的通读对共生固氮并不是必需的。

除了正调节, 苜蓿根瘤菌 nifA 基因还受FixK 的负调节 ,

以防止不利的 nif A 基因过度表达。另外 , nifA 基因也可由

ntrrC 基因产物在激活 fixABCX 启动子转录时诱导表达。

2  苜蓿根瘤菌 nif A 基因产物 NifA 蛋白活性的调节

Nif A 激活 nif 基因表达的作用首先在 Kl ebsiell a pneumoni-

ae 中被研究, 随后以 Klebsiell a pneu moni ae 中的 nifA 基因作为

探针发现了 nif A 基因也存在于其他固氮微生物中。所有Ni-

f A 序列具有相似的长度( 519 ～626 aa) , 除了三叶草( Rhizobi-

um trifolii ) 。序列比较发现, 不同 Nif A 的不同结构域保守性

不同。Nif A 与其他依赖于δ54 —RNA 聚合酶的转录激活蛋白

有着一些共同特征。

2 .1  NifA 蛋白的结构 苜蓿根瘤菌 Nif A 的 N 端结构域由

164 个氨基酸残基组成, 也是与其他根瘤菌 Nif A 同源性最低

的, 其中缺少被磷酸化的 Asp 残基, 说明 Nif A 并非像其他转

录调节因子那样是由磷酸化来调节活性的。该结构域的缺

失并不影响 Nif A 的激活 nif 基因启动子的活性和氧敏感

性[ 8] 。苜蓿根瘤菌Nif A 的N 端结构域与中心结构域之间有

短的连接区。这种连接区常见于细菌的信号转导系统成分。

其中富含 Gln 和其他亲水氨基酸, 被称为 Q-linker 。Q-linker

的缺失不影响激活功能, 中心结构域由240 个氨基酸残基组

成, 与其他根瘤菌 Nif A 的序列有高度同源性。已证明, 单独

的中心结构域仍具有转录激活能力[ 8] 。Nif A 蛋白激活基因

表达需要含δ54 因子的 RNA 聚合酶。中心结构域被认为与

δ54RNA 聚合酶直接相互作用。

Nif A 的C 末端结构域是 DNA 结合结构域, 包含一个高

度同源的螺旋 - 转角 - 螺旋二级结构。第1 个螺旋结构在

所有依赖δ54 转录激活因子中高度同源, 而第2 个螺旋有 Nif A

蛋白特异性。体外的 DNaseI 消化保护试验表明, 单独的

Klebsiell a pneumoniae Nif A 的 C 末端结构域能在体外与 DNA

结合。在苜蓿根瘤菌中 ,Nif A 蛋白C 末端结构域也通过一个

连列区与中心结构域相连, 其特征是具有2 个 Cys 残基。这

对维持 Nif A 的活性非常重要。

2 .2  NifA 蛋白激活转录的机理 Nif A 激活依赖于δ54 因子

的启动子的机制在所有根瘤菌中都是相同的。Nif A 结合于

其靶基因保守的上游激活序列( Upstream Activator Sequence ,

UAS) 。UAS 位于Nif A 激活的启动子上游约80 ～150 核苷酸

处, 一般具有5′- TGT- N10- ACA-′3 的保守序列。UAS 的功能可

能是在于提高NifA 在-24/ -12 启动子附近的局部浓度或帮助

Nif A 更有效地与δ54 作用。然而缺失UAS 或C 末端结构域缺

失的NifA 蛋白都保留转录激活功能, 表明 Nif A 也能直接与

δ54RNA 聚合酶作用。UAS 的数量和位置可能是 nif 和 fix 基

因表达、精细调节的一种方式。结合 UAS 的 Nif A 与δ54- RNA

聚合酶形成的转录复合物涉及 UAS 和-24/ - 12 启动子之间的

DNA 的成环。这个 DNA 的弯曲过程被认为是由整合宿主因

子(Integration Host Factor , IHF) 诱导引起的[ 9] ( 图3) 。DNaseI

保护试验证明了I HF 结合与包括 nif H 在内的很多受 Nif A 激

活的启动子区域。体外试验也证明,IHF 能刺激 Nif A 调节的

nif H 启动子的转录。所以,IHF 在依赖 Nif A 的基因表达过程

中起重要的调节作用。

图3 依赖NifA 的转录起始复合物的各组成成分

2 .3 NifA 蛋白活性的调节  Klebsiell a pneumoni ae 与根瘤菌

Nif A 结构的差异在于没有富含 Cys 残基, 与之相对应, 在没

有调节蛋白 NifL 的存在时, Klebsi ell a pneumoni ae Nif A 无论在

体外还是体内对氧都不敏感。而根瘤菌中,Nif A 的体内活性

被氧抑制, 表明根瘤菌中所有的Nif A 都有氧敏感性。

很多调节蛋白都有金属离子结合结构域,Nif A 中富含的

Cys 残基可能也是结合金属离子所需的, 因为根瘤菌中 Nif A

体内活性对EDTA 等螯合剂敏感, 并且螯合剂的抑制作用可

被二价金属离子如Fe2 + 所逆转。在低氧状态下, 处于还原状

态的金属离子可能通过 Cys 残基使 Nif A 的中心结构域和

DNA 结合结构域处于合适位置。在有氧状态时, 金属离子被

氧化而使 Nif A 失活或者还原状态的 Cys 上的巯基可能参与

二硫键的形成, 而细胞中的氧影响 Nif A 的结构[ 10] 。最后 ,

Nif A 在从有氧的无活性转变到无氧的活性状态时还可能涉

及寡聚体的形成。

还有研究表明, 苜蓿根瘤菌的 NifA 在大肠杆菌中有氧

生长时被降解。这可能是NifA 翻译后活性调节的一种方式。

而NifA 的降解还不能确定是有氧失活的原因还是结果。体

外突变的苜蓿根瘤菌 nifA 在引入体内可筛选出氧耐受性 ni-

fA 突变株。这种突变株在 Nif A 中心结构域中结合核苷酸位

点的 Met-217 突变为Ile 。这可能是突变造成核苷酸结合位点

的构象被锁定而使其无论在有氧还是无氧条件下都能结合、

水解ATP 。而在野生型中, 这种作用在有氧时被金属离子氧化

( 下转第5675 页)
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科117 个属。随着微孢子虫发现数量的增加 , 目前已达150

多个属。Cavalier 提出生物的六界分类系统, 将微孢子虫归

于真菌界[ 13] 。2002 年美国生物技术信息中心( NCBI) 将微孢

子虫归于真菌, 定位描述为 Cellular Organisms ,Eukaryote ,Fun-

gi/ Metazoa group ,Fungi ,Microsporidia。

4  微孢子虫起源的2 种假说

上述2 种定位可以代表微孢子虫起源的2 种假说。一

种是推测的微孢子虫起源于线粒体与细胞形成内共生出现

之前的地球生命期[ 13] , 是真核生物最早的分支。在 E . cuni-

culi 中与其他生物有明显同源的103 种蛋白质中, 只有19 种

支持微孢子和真菌有较近的进化关系,77 种蛋白的进化分析

支持微孢子是真核生物较早的分支[ 14] 。另一种是以加拿大

科学家 Keeling 为代表的。他们认为微孢子虫更接近于真

菌, 认为微孢子虫并非一开始就没有线粒体, 而是后来丢失

的。Gemot 等在蝗虫微孢子虫( Nose ma locust ae) 和纳卡变形孢

虫( Vairi mopha necatrix) 中发现, 微孢子虫中有真核生物的线

粒体热休克蛋白 HSP70[ 15 - 16] 。微孢子的 EFlα、肌动蛋白、α

和β微管蛋白的氨基酸序列构建的系统发育树与传统的SSU

rRNA 序列的发育树不同, 其中微孢子虫被聚类在真菌[ 17] 。

兔脑微孢虫基因组学的分析也表明, 微孢子虫属于真菌[ 18] 。

目前这2 种假设都有一些证据。第一种假设有 SSU

rRNA 序列构建的系统进化树的支持 , 但人们在微孢子虫中

发现了线粒体特有的蛋白———热休克蛋白 HSP70 , 甚至在一

种微孢子虫中发现了线粒体的类似物( 线体) 。在一些保守

蛋白质分子构建的进化树中, 微孢子虫也与真菌具有很近的

亲缘关系 , 所以很多科学家趋向于支持第2 种假设。但第2

种假设缺乏核糖体基因( 尤其是SSUrRNA 序列) 构建的进化

树的支持。所以, 目前分类学会还没有接受将微孢子虫归于

真菌的理论。
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导致构象转变而被抑制。

3  小结

Nif A 无论在共生还是自生固氮菌中都是固氮的中心调

节因子。它起到联系外界环境和内部固氮基因表达的作

用, 一直以来都是作为固氮调节基因。最近的研究表明,

nif A 在除共生固氮外的其他方面都有功能, 并且发现很多

受 Nif A 调节的新的基因。随着基因芯片技术的应用 , 比较

nif A 突变株和野生型苜蓿根瘤菌的表达发现很多基因表达

存在明显的差异 , 包括一些可能与固氮无关的基因。这对

进一步阐述 nifA 基因参与除固氮外的其他功能有重要

意义。
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