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摘要：通过功能互补试验，从慢生型大豆根瘤菌 USDA110 菌株基因文库中筛选到能互补广宿主根瘤菌

NGR234 的 bdhA 突变体菌株 NGRPA2 和苜蓿根瘤菌的 bdhA 突变体菌株 Rm11107、使之恢复 Hbu+ 表型的克隆；

经酶活测定和 Southern 杂交证明该克隆含有 bdhA 基因。测定了 bdhA 基因全序列，并在 GenBank 登记（登记号为：

AY077581）。该基因由 789 个碱基对组成，编码分子量为 27 . 59 ku、含 262 个氨基酸残基的 3-羟基丁酸脱氢酶。在

该基因的开放阅读框内插入 interposonΩKm，并通过同源重组构建了 Bradyrhizobium japonicum bdhA 突变体（ bdh
A：：ΩKm）。植株试验未显示 bdhA 基因的突变对结瘤、固氮有明显影响。
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Abstract：A clone which can restore the ability of bdhA mutant strains NGRPA2 and Rm11107 to utilize 3-
hydroxybutyrate as sole carbon source（ Hbu+ ） was screened out by complementation experiment from
Bradyrhizobium japonicum USDA110 genomic library . It was confirmed by Bdh assay and Southern blot that
this clone contains bdhA gene. The entire sequence of bdhA gene was sequenced and the sequence was deposited
in GenBank at the accession number of AY077581 . bdhA gene consists of 789 base pairs and encodes Bdh with
262 amino acid and MW 27 . 59 ku. InterposonΩKm was inserted into the bdhA ORF at EcoRⅠsite and the
bdhA mutant was constructed in B . japonicum by homologous recombination . Plant test result did not show ob-
vious effects of mutation of bdhA gene on nodulation and nitrogen-fixation .

Key words：Bradyrhizobium japonicum；Bdh；bdhA gene；PHB

收稿日期：2002-03-25
作者简介：戴美学（1965-），男，山东临沂人，副教授，博士研究生，主要从事农业微生物资源与分子生物学科研和教学工作。Tel：0531-8929156；

E-mail：daimeixue@ hotmail. com

很多细菌在非碳素营养（如 N、P、O2 受限）而碳

源过剩时，在细胞内积累聚羟丁酸（poly-3-hydroxy-
butyrate，PHB）；而当碳源不足时，动用这种内部储

存的 PHB 作为碳源和能源［1］。

根瘤菌普遍具有积累 PHB 的能力，但在不同种

属间存在一定差异。如 Rhizobium meliloti 只在自
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由生长阶段及侵染线内的菌体中积累 PHB，而不能

在已分化的类菌体内形成 PHB［2，3］；Bradyrhizobi-
um japonicum 则不同，不仅可在自由生长的细胞内

积累 PHB，而且在共生阶段的类菌体内也可积累高

达细胞干重 50%的 PHB［4］。有人推测，类菌体中积

累的 PHB 的作用是在植物光合作用降低时为固氮

过 程 提 供 能 量，或 在 根 瘤 衰 老 后 延 续 固 氮 作

用［5 ～ 7］，但迄今没有发现直接证据。

关于细菌 PHB 代谢的生化和分子生物学的研

究已有许多报道，其在 Rhizobium meliloti 中的代

谢途径已较为明确［8］。3-羟丁酸脱氢酶（3-hydroxy-
butyrate dehydrogenase，Bdh；EC1 . 1 . 1 . 30）是 PHB
分解代谢过程中的一个关键酶，催化 3-羟丁酸（3-
hydroxybutyrate；HB）单 体 氧 化 为 乙 酰 乙 酸（ace-
toacetate；AA）［9］。对 Bradyrhizobium japonicum 的

Bdh 已有一些生化方面的研究［10］，但其分子生物学

方面的工作还未见报道。

笔者成 功 地 从 Bradyrhizobium japonicum 基

因文库中克隆到 bdhA 基因，完成了全序列测定，构

建了突变体并研究了该基因突变对结瘤固氮的影

响。

1 材料与方法

1 .1 菌株和质粒

见表 1。

1 .2 培养基和培养条件

所用培养基有 LB、TY、YMB（g·L - 1：K2HPO4

0 .5；MgSO4·7H2O，0 . 2；NaCl，0 . 1；Mannitol，10；酵

母提取物，0 . 5），M9 基本培养基［19］，M9-R-HB（M9
基本培养基中加入终浓度为 10 mmol·L - 1的 R-HB
作为惟一碳源）。

根瘤菌培养于 30℃，大肠杆菌培养于 30℃或

37℃。如需要使用抗生素，除文中特别说明外，使用

浓度为：Amp，100µg·ml- 1；Tc，20µg·ml- 1；Km，20

µg·ml- 1；Rf，50µg·ml- 1。

1 .3 酶和试剂

限制性内切酶、连接酶为 Promega 或 MBI 产

品；抗生素购自 Sigma 和 Boehringer Mannheim。

1 .4 DNA 制备

质粒 DNA 的制备按文献［20］的方法进行。根

瘤菌总 DNA 的制备按文献［21］方法进行。

1 .5 基因组文库的构建

EcoRⅠ部分酶切 B . japonicum USDA110 总

DNA，回收 10 ～ 25 kb 片段，与经去磷酸化处理的广

宿主粘粒载体 pLAFR1 连接后，用 Stratagene 包装

试剂盒进行包装，于 DH5α中增殖。

1 .6 杂交试验

Southern blot 杂交根据 Roche 推荐的方法进

行；DNA 探针采用 DIG High Prime Kit 进行标记。

1 .7 DNA 序列测定

将要测序的片段亚克隆到载体 pUC19，采用

Amersham pharmacia biotech 的 Thermo Seque-
naseTM CyTM5 / Cy5 . 5 末端标记的测序试剂盒在 Vis-
ible Genetics OpenGeneTM Long-Read TowerTM 测序

仪 上 进 行。 所 用 引 物 M13 Forward：5' gtaaaac-
gacggccagt 3'（17mer）；M13 Reverse：5'caggaaacagc-
tatgac 3'（ 17mer）；T7 Forward：5' taatacgactcac-
tataggg 3'（20mer）以及根据需要自行设计的引物

（见文中）。数据采用 Macvector version6 . 0 . 1（Ox-
ford Molecular Group）处理。

1 .8 Bdh（3-hydroxybutyrate dehydrogenase）酶活

测定

收集菌体，用 20 mmol·L - 1 Tris-HCl pH 7 . 8，1
mmol·L - 1 MgCl2 缓冲液洗两遍，然后将菌体悬于

2 ～ 4 ml 20 mmol·L - 1 Tris-HCl pH 7 . 8，1 mmol·
L - 1 MgCl2，10%甘油，10 mmol·L - 1巯基乙醇缓冲

液中，然后在超声波破碎仪 Ultrasonics Sonifier Cell
Disruptor Model W185-D 上 4℃处理 2 min。15 000
× g 离心 20 min 去除细胞碎片。无细胞提取液的

总蛋白采用文献［22］方法测定。Bdh（E. C 1 . 1 . 1 .
30）酶活测定根据文献［23］方法进行。

1 .9 植株试验

植株试验所用容器是根据 Magenta 缸的原理自

行设计组装的。由上下两容器组成，上面的容器为

上口直径 15 cm 的塑料盆，内装栽培基质，中心部位

穿一条粗棉絮条以使上下两容器相连；下面为1 000
ml 的玻璃烧杯，内盛营养液。栽培基质为 50%细沙

和 50%蛭石。每盆加入 400 ml Jensen 氏无氮营养

液，锡箔覆盖，121℃灭菌 1 h，冷却后移去锡箔，植入

3 日龄大豆芽苗（供试大豆品种为 Bayfield）。植苗

后第 2 天，接入 10 ml 浓度为 1 × 107 个·ml- 1的菌

液稀释液（YMB 30℃，200 r / min 培养 4 ～ 5 d）；空白

对照组接入同样体积的灭菌 ddH2O。

供试植株培养于自动调温、调湿、调光的中型培

养室内；16 h，25℃，光照；8 h，20℃，黑暗；光照强度

420µE·m- 2·Sm - 1。根据需要向培养容器中补加

灭菌的 ddH2O，植株试验周期为 6 周。
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表 1 菌株和质粒

Table 1 Strains and plasmids

菌株和质粒
Strains and plasmids

相关特征
Relevant characteristics

来源或参考文献
Sources and references

大肠杆菌 E . coli
DH5α F - endA1 hsdR17（rk - mk - ）supE44 thi-1 recA1Δ（argF - lacZYA）U169Φ GIBCO BRL

80 dlacZΔM15λA-

S17-1 E . coli294（F - thi pro hsdR）recA derivative ［11］

MT616 MT607（pRK600）；mobilizer ［12］

根瘤菌 Rhizobia
Rhizobium meliloti（ Sinorhizobium meliloti）
Rm1021 SU47 str-21 ［13］

Rm11107 Rm1021 bdhA1：：Tn5 ［8］

Rhizobium spp.
NGR234 广宿主，Bbroad-host，RfR ［14］

NGRPA2 NGR234 bdhA1：：ΩSmSp ［9］

Bradyrhizobium japonicum
BjUSDA110 野生株 Wild-type strain USDA，Beltsville，MD
Bj30064 bdhA：：ΩKm This work

质粒 Plasmid
pLAFR1 IncP cosmid cloning vector，Tcr ［15］

pSP329 IncP cloning vector，Tcr S . Porter，unpublished
pUC19 ColE1 cloning vector，Apr ［16］

pHP45ΩKm Apr，Kmr；oriColE1，source of theΩKm interposon ［17］

pJQ200（mp18） 自杀质粒 Gmr，sacB Suicide plasmid ［18］

pPA67 pSP329 携带 Rm1021 的 bdhA 基因（ 1 . 2 kb KpnⅠ-HindⅢ片段） ［9］

pSP329 carrying Rm1021 bdhA gene（1 . 2 kb KpnⅠ-HindⅢ fragment）
pDC16 从 B . japonicum 文库中分离到的能与 NGRPA2 互补的重组粘粒 This work

Recombinant cosmid plasmid isolated from B . japonicum genomic
library and can complement with NGRPA2 strain

pDC19 pSP329 上克隆有 pDC16 的 1 kb BamHⅠ片段 This work
pSP329 carrying the 1 kb BamHⅠ fragment of pDC16

pDC20 pSP329 上克隆有 pDC16 的 14 kb BamHⅠ片段 This work
pSP329 carrying the 14 kb BamHⅠfragment of pDC16

pDC25 pSP329 上克隆有 pDC20 的约 5 kb SacⅠ片段 This work
pSP329 carrying the about 5 kb SacⅠfragment of pDC20

pDC28 pSP329 上克隆有 pDC20 的 9 . 2 kb PstⅠ-BamHⅠ片段 This work
pSP329 carrying the 9 . 2 kb PstⅠ-BamHⅠfragment of pDC20

pDC29 pSP329 上克隆有 pDC20 的 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段 This work
pSP329 carrying the 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ fragment of pDC20

pDC32 pDC29 用 EcoRⅠ消化后 重连接 This work
pDC29 digested with EcoRⅠ then relegated

pMX87 pUC19 上克隆有 pDC29 的 3 . 5 kb EcoRⅠ-PstⅠ片段 This work
pUC19 carrying the 3 . 5 kb EcoRⅠ-PstⅠfragment of pDC29

pMX94 pUC19 上克隆有 pDC29 的 0 . 6 kb EcoRⅠ片段 This work
pUC19 carrying the 0 . 6 kb EcoRⅠ fragment of pDC29

pMX95 pUC19 上克隆有 pDC29 的 0 . 65 kb EcoRⅠ片段 This work
pUC19 carrying the 0 . 65 kb EcoRⅠ fragment of pDC29

pMX100 pJQ200（mp18）上克隆有 pDC29 的 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段 This work
pJQ200（mp18）carrying the 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠfragment of pDC29

pMX106 pMX100 在 bdhA 基因 ORF 内的 EcoRⅠ位点插入了ΩKm This work
pMX100 insertedΩKm at the EcoRⅠ site within bdhA ORF

pMX107 pUC19 上克隆有 pDC29 的 1 . 0 kb SalⅠ片段 This work
pUC19 carrying the 1 . 0 kb SalⅠfragment of pDC29

2 结果与分析

2 .1 基因组文库的构建及 b"#A 基因的获得

2 .1 .1 B . japonicum USDA110 基因组文库的构

建 在含 Tc 的选择平板上共获得 3 162 个带有重

组粘 粒 的 菌 落；随 机 挑 取 10 个 菌 落，提 取 质 粒

DNA，EcoRⅠ酶切检查，各重组粘粒所带外源片段

的平均大小为 12 . 5 kb。

2 .1 .2 能与 bdhA 突变体功能互补的克隆的获得

以 MT616 为辅助，通过三亲接合将 BjUSDA110 基
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因组文库分别引入 Rm11107（ bdhA1：：Tn5），根瘤

菌 NGRPA2（ bdhA1：：ΩSmSp）。将菌液涂布于以

R-HB 为 唯 一 碳 源 的 M9 培 养 基（ M9-R-HB）上，

30℃培养 5 d。结果从 NGRPA2 接合组平板上获得

12 个菌落；而从 Rm11107 接合组平板上未得到菌

落。

从 NGRPA2 接合组中提取质粒，BamHI 酶切、

电泳后证实含有一重组质粒 pDC16。随后将 pDC16
引 入 Rm11107 后 证 实 能 与 Rm11107 互 补，使

Rm11107 恢复利用 R-HB 作为唯一碳源的能力（即

表型为 Hbu+ ）。

用 BamHI 酶切 pDC16 后，获得 3 个片段，大小

分别为 23 kb、14 kb 和 1 kb。23 kb 片段经分析是

载体 pLAFR1 携 带 部 分 外 源 片 段（pLAFR1 缺 少

BamHⅠ切点）。1 kb 和 14 kb 片段分别被克隆到

IncP 克 隆 载 体 pSP329 上，获 得 质 粒 pDC19 和

pDC20。

通过接合分别将 pDC19、pDC20 引入 Rm11107
和 NGRPA2 受 体 菌，只 有 携 带 pDC20 的 菌 株

（Rm11107 / pDC20，NGRPA2 / pDC20）可以利用 R-
HB 作为唯一碳源而生长，这表明 bdhA 基因位于质

粒 pDC20 的 14 kb BamHⅠ片段上。

为缩小 bdhA 基因所在的范围（互补片段的大

小），试用多种限制性内切酶消化 pDC20（图 1）。将

有关片段克隆到载体 pSP329，所得重组质粒通过接

合引入 Rm11107，然后测定在 M9-R-HB 上的生长

能力。结 果，5 kb SacⅠ片 段（pDC25）和 4 . 8 kb
BamHⅠ-PstⅠ片段（pDC29）仍然保留与 Rm11107
互补的能力（图 2）。4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段是所

得到的最小互补片段。pDC25 和 pDC29 作为进一

步研究的材料。

2 .2 b"#A 基因存在的证实

2 .2 .1 Bdh 酶活测定 pDC25、pDC29 经接合引入

bdhA 突变体菌株 Rm11107 后分别测定其 Bdh 活

性；结 果 表 明，Rm11107 / pDC25、Rm11107 / pDC29
具有明显的 Bdh 活性（表 2），而阴性对照 Rm11107
不具 Bdh 酶活力。

2 . 2 . 2 Southern Blot 以 DIG 标记的 pPA67 的

1 . 2 kb KpnⅠ-HindⅢ 片段（携带 Rm1021 bdhA 基

因的完整序列）［9］作为探针进行杂交，结果显示，

pDC29 的 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ带呈阳性（图 3）。

此结果进一步证明，pDC29 的 4 . 8 kb BamHⅠ-Pst
Ⅰ片段上存在 bdhA 基因。

2 .3 b"#A 基因序列及 Bdh的氨基酸序列

M：标准（1 kb ladder）；A-I：pDC20 分别用 BamHⅠ、PstⅠ、BamHⅠ
+ PstⅠ、BamHⅠ + PstⅠ + SacⅠ、SacⅠ + BamHⅠ、SacⅠ、BamH

Ⅰ + EcoRⅠ、BamHⅠ + PstⅠ + EcoRⅠ、EcoRⅠ酶切

M：Marker（1 kb ladder）；A-I：pDC20 digested with BamHⅠ，PstⅠ，BamH

Ⅰ+ PstⅠ，BamHⅠ+ PstⅠ+ SacⅠ，BamHⅠ+ SacⅠ，SacⅠ，BamHⅠ+ EcoRⅠ，

BamHⅠ+ PstⅠ+ EcoRⅠ，EcoRⅠ，respectively
图 1 pDC20 限制性酶切

Fig . 1 Restricted digestion of pDC20

B，P，S 分别代表 BamHⅠ，PstⅠ，SacⅠ
B，P，S represents BamHⅠ，PstⅠ，SacⅠrespectively

图 2 pDC20 的不同片段及其互补能力

Fig . 2 pDC20 fragments and their complementing abilities

表 2 Bdh 酶活测定结果

Table 2 Bdh activity assay result

菌株
Strain

Bdh 活力 Bdh activity
nmol·min - 1·mg - 1 protein

Rm11107 / pDC25 32 . 12 ± 3 . 2
Rm11107 / pDC29 35 . 05 ± 2 . 9
Rm11107 -
Rm1021 41 . 32 ± 4 . 0

2 .3 .1 bdhA 基因序列的测定 为减少测序的工作

量和费用，需进一步确定 bdhA 基因所在的位置；为

此对 pDC29 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段试用不同的

限制性内切酶消化处理并进一步亚克隆。如图 4 所

示，pDC29 的 BamHⅠ-PstⅠ片段上有 3 个 EcoRⅠ
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切点和 2 个 SalⅠ切点。pDC29 经 EcoRⅠ消化后重

新连接，获得了含 3 . 5 kb EcoR I-Pst I 片段的质粒

pDC32。

M：λ/ HindⅢ；A：pPA67 用 KpnⅠ和 HindⅢ酶切；B：pDC29 用

BamHⅠ和 PstⅠ酶切

M：λ/ HindⅢ；A：pPA67 digested with KpnⅠand HindⅢ；B：pDC29

digested with BamHⅠand PstⅠ
图 3 pDC29 DNA Southern 杂交图

Fig . 3 pDC29 DNA Southern blot

B，E，S，P 分别代表 BamHⅠ，EcoRⅠ，SalⅠ，PstⅠ
B，E，S，P stand for BamHⅠ，EcoRⅠ，SalⅠ，PstⅠ respectively

图 4 4 .8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段的物理图及其亚克隆

Fig . 4 Physical map and subclones of 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ
fragment

通 过 接 合 将 pDC32 引 入 Rm-11107 得 Rm-
11107 / pDC32；划线接种于 M9-R-HB 平板上测定其

Hbu表型。结果 Rm11107 / pDC32 不能利用 R-HB
作 为 唯 一 碳 源 生 长，即 Hbu- 。 酶 活 测 定 证 明

Rm11107 /pDC32 无 Bdh 活 性。 这 说 明 3 . 5 kb
EcoR I-Pst I 片段中的切点 EcoR I，要么位于 bdhA
基因之外，要么破坏了 bdhA 基因的阅读框架。

根据 上 述 结 果，分 别 将 pDC29 上 的 0 . 6 kb

EcoR I 片段、0 . 65 kb EcoR I 片段、3 . 5 kb EcoR I-
Pst I 片 段 以 及 1 . 0 kb SalⅠ-SalⅠ片 段 克 隆 到

pUC19 载体上，分别获得 pMX94、pMX95、pMX87
和 pMX107；然后分别进行测序。

pMX95、pMX87 序列经 BLASTx 检索，分别具

有 bdhA 部分序列；将两部分序列结合后，得到完整

bdhA 序列。但序列的后半部分还未得到互补链序

列，为此，用软件“Primer3”设计一引物 5'cgccattc-
gaagtcctactc 3'，再以 pMX107 DNA 为模板进行测

序，如 此 获 得 bdhA 全 部 双 链 序 列，见 图 5。 B .
japonicum USDA110 bdhA 基 因 开 放 阅 读 框 架 由

789 bp 组成，GC 含量 63 . 6%，AT 含量 36 . 4%；该

基因序列在 GenBank 的登记号为 AY077581。

2 .3 .2 推导出的 BdhA 氨基酸序列 推导出的 Bd-
hA 氨基酸序列见图 5，由 262 个氨基酸残基组成，

分子量 27 . 59 ku。比较发现其与 Mesorhizobium
loti 的 Bdh 的相似性最高，二者都由 262 个氨基酸

组成，两者间完全相同和相似的氨基酸分别达 72%
和 81%。

2 .4 B . japonicum b-.A 突变体的构建与鉴定

2 .4 .1 B . japonicum bdhA 突变体的构建 首先将

pDC29 的 BamHⅠ-PstⅠ片 段 克 隆 到 自 杀 质 粒

pJQ200（mp18）［18］，获得 pMX100；然后用 EcoRⅠ对

pMX100 质 粒 DNA 进 行 部 分 酶 切。再 与 pHP-
45ΩKm 的 EcoRⅠ片段（interposon）进行连接，在 LB
+ Gm10Km20 平板上筛选，获得 162 个克隆；随机

挑取部分克隆，提取质粒 DNA，酶切、电泳检查，获

得 pMX106，经多种酶切证实系在 bdhA 基因开放阅

读框内的 EcoRⅠ位点正确插入了 interposonΩKm；

ΩKm 的插入破坏了 bdhA 基因的阅读框。

将 pMX106 质粒 DNA 转化感受态 S17-1 细胞，

获得 S17-1 / pMX106，然 后 与 B . japonicum US-
DA110 进行双亲接合，将接合后的菌悬液涂布于

YMA + Cm10Km40 平板上培养 6 ～ 7 d。

结果在接合组 8 个平板上共得到 626 个菌落，

对照组 S17-1 / pMX106 和 B. jUSDA110 平板上均无

菌落出现。

将上述菌落接于 TY + Cm10Km20 + 5% 蔗糖

平板上，测定菌落在含 5%蔗糖的培养基上的生长

情况。结果约 4 . 8%的被试菌落可在含 5%蔗糖的

TY 培养基上生长。这些菌落再分别划线接种于成

对的 TY + Gm30 和 TY 平板上测定其对 Gm 的敏

感性；结 果 表 明，大 部 分（约 76 . 5%）能 在 TY +
Cm10Km20 + 5%蔗糖培养基上生长的菌落对Gm
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方框：起始密码子；黑体：EcoRⅠ酶切位点；方框带阴影：终止密码子；阴影：引物匹配区域

Square：start code；blacken square：stop code；boldtype：EcoRⅠcut site；blacken part：sequence complementing with primer

图 5 B. japonicum uSDA110 b-.A基因序列及推导的 BdhA氨基酸序列

Fig . 5 Nucleotide and deduced amino acid sequences of bdhA gene of Bradyrhizobium japonicum

敏感。如此筛选到的对 Gm 敏感的菌株被认为是

bdhA 突变体，命名为菌株 Bj30064。

2 .4 .2 Southern Blot 证实 B . japonicum bdhA 突变

体 分别制备 Bj30064 和野生菌株 BjUSDA110 的

总 DNA，经 BamHⅠ酶切、电泳、转膜后，用 DIG 标

记的 pDC29 的 4 . 8 kb BamHⅠ-PstⅠ片段作探针进

行 Southern blot。结果，野生型 BjUSDA110 在约 14
kb 处出现 1 条阳性带，而 Bj30064 则分别于约 12 . 5
kb 和 1 . 5 kb 处出现 2 条阳性带（图 6）；这可解释为

14 kb BamHⅠ片段被 interposonΩKm 于 EcoRⅠ处

打断（ interposon ΩKm 也 可 被 BamHⅠ从 两 端 切

开），这与预计的结果完全相符。

2 .4 .3 突变体 Bdh 酶活测定 野生型菌株 BjUS-
DA110 和突变体菌株 Bj30064 分别于 YMB 中 30℃，

200 r / min 摇瓶培养 5 d，收集菌体，超声波破碎制备

无细胞提取液，测定 Bdh 酶活性。结果 Bj30064 培养

物的无细胞提取液未测得 Bdh 活性，而野生型菌株

BjUSDA110 测得明显的 Bdh 活性（表 3）。

2 .4 .4 植株试验 植株试验共设3 个重复试验组，

每试验组 3 个处理，分别为接种野生型菌株 BjUS-
DA110、接种突变体菌株 Bj30064 和不接种（以等体

积 ddH2O 代替菌液）；每处理 3 盆，每盆 3 株。结

果，未接菌的阴性对照组的植株培养至第 18 天开始

明显 变 黄，生 长 缓 慢；根 部 无 根 瘤。接 种 BjUS-
DA110 和 Bj30064 的试验组植株外观健壮，生长较

快；根部明显结瘤。突变体接种组和野生型菌株接

种组各测定指标统计分析未显示显著区别；而二者

与阴性对照组之间差别显著（表 4）。

7923 期 戴美学等：慢生型大豆根瘤菌（Bradyrhizobium japonicum）USDA110 菌株 3-羟丁酸脱氢酶基因（ bdhA）



M：λ/ HindⅢ；A：BjUSDA110 总 DNA，BamHⅠ酶切；B：Bj30064
总 DNA，BamHⅠ酶切

M：λ/ HindⅢ；A：Genomic DNA of BjUSDA110 digested with BamH

Ⅰ；B：Genomic DNA of Bj30064 digested with BamHⅠ
图 6 b"#A 突变体和野生型菌株总 DNA Southern bIot
Fig . 6 Southern blot of bdhA mutant and wild-type strain ge-

nomic DNA

表 3 Bdh 酶活性测定结果

Table 3 Bdh activity assay result

菌株
Strain

相关特征
Relevant

characteristic

Bdh 活性 Bdh activity
（nmolN·min - 1·

mg - 1 protein）

BjUSDA110 野生株 Wild strain 41 . 12 ± 3 . 6
Bj30064 bdhA 突变株 Mutant -

3 讨论

NGRPA2 菌 株 系 快 生 型 根 瘤 菌（ Rhizobium
spp.）NGR234 的 bdhA 突 变 体（ bdhA：：ΩSmSp），

bdhA 基因突变后，菌株不能合成 3-羟基丁酸脱氢

酶，不能将 3-羟基丁酸分解成乙酰乙酸进而进入三

羧酸循环代谢产能，因此不能以 R-HB 为唯一碳源

而生长。利用该特性，以其为受体菌，笔者成功地从

B . japonicum USDA110 菌株的基因文库中克隆到

bdhA 基因，证明采用快生型根瘤菌突变体菌株筛选

表 4 植株试验结果

Table 4 Plant test result

菌株
Strain

每株瘤数
Nodule number

per plant

每株瘤重
Average weight per plant

（mg）

平均单瘤重
Average weight per nodule

（mg）

植株平均干重
Average shoot dry
weight per plant（g）

Bj USDA110 38 . 80 396 . 70 10 . 22 3 . 625
Bj30064 34 . 89 379 . 98 10 . 89 3 . 426
CK（ - ） - - - 0 . 886

克隆 B . japonicum 某些基因是可行的，该方法具有

较好的重复性。

Aneja 和 Charles［9］报道在 Rhizobium meliloti
中，bdhA 基因和 xdhA 基因组成 bdhA- xdhA 操纵

子，xdhA 位于 bdhA 的下游，与 bdhA 共用一个启动

子。bdhA 和 xdhA 共存的意义还不清楚，推测可能

与碳饥饿和氮饥饿间的生理关联性有关。笔者分别

测定了 B . japonicum USDA110 bdhA 基因的部分

上游序列（0 . 9 kb）和下游序列（0 . 6 kb），均未发现

xdhA 基 因 序 列 的 存 在，说 明 在 B . japonicum 中

bdhA 基因并不像 Rhizobium meliloti 那样与 xdhA
基因组成操纵子。

致谢：本文部分工作在加拿大 University of Waterloo 生

物系 Trevor C. Charles 教授的实验室完成，衷心感谢 Charles
教授和该室王春霞博士的大力帮助。
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