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苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti) nifA基因通过
诱导宿主防卫反应调节根瘤的形成 
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摘要  苜蓿中华根瘤菌nifA基因是固氮基因的正调节因子, 本文研究了nifA基因对根瘤形成的调节作用. 
在分裂根实验中, nifA突变株对另一侧根的结瘤抑制率比野生型菌下降 43.7%, 感染突变株植物合成的
植保素和形成的坏死细胞的数量也相应减少, 与植物防卫反应相关的苯丙氨酸解氨酶基因、查儿酮合成
酶基因和几丁质酶基因不能表达. 这些结果说明, 苜蓿中华根瘤菌nifA基因通过诱导宿主植物的防卫反
应对根瘤的形成进行调节. 虽然nifA突变株在宿主植物上引发根瘤的数量增加, 它合成的结瘤因子的量
却比野生型菌株少. 因此, 可以推测nifA基因介导了多种信号途径对根瘤的形成进行调节.   
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根瘤菌在豆科植物的根部诱导根瘤的形成 , 并
与之建立共生关系 [1,2]. 根瘤的形成和发育需要共生
双方很多基因的表达及相互之间的信号交流 [3]. 宿
主植物分泌特殊的类黄酮诱导根瘤菌许多结瘤基因

的表达, 如nod, nol和noe基因 [4]. 结瘤基因的功能是
合成和分泌可诱导宿主植物结瘤的信号分子——结
瘤因子, 决定根瘤菌的宿主专一性和侵染过程 [5]. 苜
蓿中华根瘤菌结瘤因子的核心结构是一个非还原端

酰化的β-1,4-N-乙酰葡萄糖胺残基, 并且在还原端和
非还原端上都有决定宿主专一性的结构 [6,7].  

环境中的氮或氨对共生互作中根瘤的形成有抑

制作用 . 共生系统的一个显著特征是可以维持合理
的根瘤数量 [8], 这说明共生系统能感受环境中的多
种信号以对结瘤进行精确的调节 . 许多研究结果表
明, 不仅外源施加的氮、氨和尿素可以抑制豆科植物
结瘤, 根瘤菌固定的氮也对结瘤具有抑制作用 [9~11]. 
在缺氮的条件下 , 豆科植物接种不能固氮的根瘤菌
突变株会表现超结瘤的表型 [12]. 现在已经发现, 豆
科植物自我调节根瘤形成机制(autoregulation of root 
nodule formation)对感受氨信号和调节根瘤的形成起
主要作用. 在分裂根实验中, 用野生型根瘤菌感染第
一侧根会抑制宿主植物在另一侧根上形成根瘤 [13].  

根瘤菌在侵染阶段诱导豆科植物产生微弱的防

卫反应 . 寄主植物与病原物间的非亲和互作通常在
侵染点的下方形成坏死细胞, 产生防卫反应. 与防卫
反应和致病性相关的很多基因都被诱导表达 [14]. 同
时, 一些代谢物在植物细胞中累积, 细胞壁结构发生
变化以阻止病原物的进一步扩展 [15]. 共生互作过程
中也有植物防卫反应的产生 , 包括苜蓿植物与苜蓿
中华根瘤菌之间的共生互作 , 主要表现为根瘤菌侵
染点附近的根毛迅速死亡及阻止根瘤的形成 [16]、与

防卫反应相关的酚类物质和蛋白在死亡细胞中含量

的增加. 因此, 防卫反应是苜蓿植物调节侵染和结瘤
的一种机制 [16].  

以前的研究表明 , 苜蓿中华根瘤菌的竞争结瘤
基因nfe受nifA基因的调节 [17]. 引入多拷贝的nifHDK
基因启动子的野生型苜蓿中华根瘤菌 , 在宿主植物
上的共生表型与nifA突变株类似, 形成大量不能固氮
的根瘤 [18]. 这些结果说明, 苜蓿中华根瘤菌的nifA基
因可能参与了结瘤的调节 . 本研究对它调节结瘤的
功能进行了探讨.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 菌株 .  所用的苜蓿中华根瘤菌为野生菌

Rm1021[19], nifA 突 变 株 SmY[20] 和 nifH 突 变 株
Rm1491G[21]. 根瘤菌菌株在LB/MC培养基中 28℃培
养 [22].  
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(ⅱ) RNA提取和 RT-PCR.  接种根瘤菌 5, 10和
15 d 后收获植物根, 用总 RNA 抽提试剂盒Ⅳ(华舜, 
中国)提取根部的总 RNA, 去除污染的基因组 DNA
后, 用 SuperscriptⅡRNaseH−反转录酶(Invitrogen, 
USA)合成 cDNA. 设计特异性引物分别检测几丁质
酶基因(F, 5′-tgcttggggatactgttttgtgag-3′; R, 5′-gaagatc- 
cgaaaggcctttgaga-3′)、苯丙氨酸解氨酶基因(F, 5′-gtctt- 
ccaccttcttgattgcac-3′; R, 5′-cactcttctcctggtgaaatgaca-3′)
和查儿酮合成酶基因(F, 5′-atggagctgctgcactgattgtt-3′; 
R, 5′-cagtttcaatggtaagacccggt-3′)的表达. 用苜蓿 Msc27 
基因作为内标(F, 5′-ggaatgttgtgggaggttga-3′; F, 5′-aaa- 
gaattgaaggtccttgagc-3′). PCR 反应程序按下列参数进
行: 94℃, 5 min; 94℃, 50 s, 53℃, 40 s, 72℃, 50 s, 35 
循环; 72℃, 10 min.  

(ⅲ) 分裂根实验.  分裂根实验参照以前的方法
进行 [13]. 苜蓿种子用 0.1% HgCl2表面消毒 30 min后
用无菌水清洗 4次, 再放到 1.5%琼脂板上萌发. 待苜
蓿的根长 1~2 cm时用手术刀把根尖切除后继续培养. 
待侧根长出后 , 挑选能够长出同等大小两个侧根的
苗 , 其他的苗弃用 . 在Fahreus固体培养基平板上分
开两个侧根 , 在一侧侧根上分别接种无菌培养基及
根瘤菌Rm1021, SmY和Rm1491G. 2 d后在另一侧根
上接种野生菌Rm1021. 4周后, 观察第二侧根上的根
瘤数. 用不接菌植株第二侧根上的根瘤数作为分母, 
计算根瘤减少的比值, 即抑制率.  

(ⅳ) 坏死细胞的观察.  按(ⅲ)的方法培养苜蓿, 
只是不再切除根尖. 分别用根瘤菌野生菌 Rm1021, 
SmY和 Rm1491G接种苜蓿, 14 d后将植物的根浸于
5%亚甲蓝溶液中 5 min, 无菌水清洗 2次, 在显微镜
(Leica DME)下观察死亡的细胞.  

(ⅴ) 植保素含量分析.  用苜蓿根瘤菌Rm1021, 
SmY和Rm1491G分别感染苜蓿植物 5, 10 和 15 d后, 
分别从每种处理植物上取２  g根, 迅速放入液氮冷冻
5 min, 在研钵中用 2 mL甲醇将样品磨碎, 高速离心
(10000 r/min, 4℃, 10 min), 上清浓缩后进行HPLC分

析 [23].    
(ⅵ) 根瘤菌合成结瘤因子的含量分析.  用半定

量根毛变形实验检测苜蓿根瘤菌产生的结瘤因子的

含量 [24]. 在根瘤菌培养基中加入 2%苜蓿种子浸出液, 
待细菌长至A600 值达到 0.8 的时候, 离心除去菌体, 
上清过滤灭菌后处理苜蓿根部, 4 h后用生理盐水漂
洗根部, 在显微镜(Leica DME)下观察根毛变形情况.   

2  结果  
2.1  nifA基因通过系统信号抑制根瘤的形成 

分裂根实验证明, nifA基因对结瘤具有调节功能. 
在分裂根实验中 , 在第二侧根上形成的根瘤数目反
映出第一侧根所接菌株对结瘤的抑制效率 . 第二侧
根的根瘤数越多 , 说明接种于第一侧根的根瘤菌对
结瘤的抑制能力越低. 以第一侧根不接菌为对照, 第
一侧根接种野生菌对第二侧根结瘤的抑制率达到

62.5%. 第一侧根接种 nifH突变株 Rm1491G, 对第二
侧根结瘤的抑制率为 56.3%, 与野生菌没有明显的差
异. 而第一侧根接种 nifA 突变株 SmY 对第二侧根结
瘤的抑制作用明显下降, 抑制率降低到 18.8% (表 1).   

2.2  nifA基因参与宿主防卫反应的诱导 

植物与病原物非亲和互作中产生的防卫反应通

常也在根瘤菌与宿主植物的互作中出现 . 接种根瘤
菌可以诱导宿主植物细胞死亡 , 细胞的颜色变成黄
色或黑色, 可以很清晰地与周围健康细胞区分开来. 
在本研究中, 接种根瘤菌 4 d后就可以观察到细胞开
始死亡, 7 d 后可以在光学显微镜下清晰地识别坏死
细胞 . 观察到的细胞死亡频率与接种的菌株有密切
的关系. 经过多次重复实验, 我们发现苜蓿根瘤菌野
生菌和 nifH 突变株分别在每个根上诱导 35 和 25 个
坏死细胞, 而接种 nifA突变株 SmY的根部仅有 10个
坏死细胞(图 1(a)).   

因为植保素的合成与细胞的坏死相关 , 我们随
后测定了宿主植物中植保素的含量 . 在已知的多种
植保素中 , 我们随机选择了大豆黄素和染料木素进 

 
表 1  苜蓿中华根瘤菌 nifA突变株对结瘤的抑制率 a) 

接种第一侧根的菌株 菌株特征 植物株数 第一侧根结瘤数 第二侧根结瘤数 结瘤抑制效率(%) 统计分析** 

不接菌   8 0.0 6.4 ± 0.8 0 A 

Rm1021 野生型 23  6.7 ± 0.7 2.4 ± 0.4 62.5 B 

SmY nifA::Tn5 13 13.7 ± 1.6 5.2 ± 1.2 18.8 C 

Rm1491G nifH::Tn5 15  6.0 ± 0.8 2.8 ± 0.9 56.3 B 

a) 实验重复至少 3次. **, P<0.05 
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图 1  苜蓿中华根瘤菌 nifA基因参与宿主植物防卫反应的诱导 

(a) 植物根部坏死细胞. 实验重复 3次, 数据经统计学软件 Stata分析, P<0.05. (b) 大豆黄素和染料木素合成. (c) 苯丙氨酸解氨酶基因、查儿酮
合成酶基因和几丁质酶基因的诱导表达. CHI, 几丁质酶基因; PAL, 苯丙氨酸解氨酶基因; CHS, 查儿酮合成酶基因 

 
行 HPLC分析. 接种野生菌 Rm1021的苜蓿大豆黄素
的含量最高, 每克根中有 250 ng, 是接种 SmY 菌株
苜蓿的 22.8 倍; 接种野生菌的苜蓿中染料木素的含
量是接种 SmY菌株苜蓿的 18.7倍, 而接种 nifH突变
株 Rm1491G 的苜蓿中, 大豆黄素和染料木素的含量
比野生菌感染的苜蓿仅有少量的降低(图 1(b)). 

苯丙氨酸解氨酶(PAL)、查儿酮合成酶(CHS)和几
丁质酶(CHI)是寄主植物与病原物非亲和互作中典型
的防卫反应蛋白 . 它们的编码基因都可以被病原菌
诱导表达. 在接种苜蓿根瘤菌 5, 10 和 15 d 后, 用
RT-PCR 方法检测了这 3 个基因的转录表达. 它们都
可以被苜蓿根瘤菌野生菌 Rm1021 和 nifH 突变株
Rm1491G诱导表达. 几丁质酶基因在接种 5 d后就可
以检测到表达, 并可以持续到第 15 天. 苯丙氨酸解
氨酶基因和查儿酮合成酶基因在接种后 10 d 被诱导
表达, 在接种后 5和 15 d都没有检测到表达. 而 nifA
突变株在 5, 10和 15 d都不能诱导这 3个基因的转录
表达(图 1(c)).  

2.3  nifA突变株合成结瘤因子的半定量分析 

为了探明苜蓿中华根瘤菌中 nifA 基因与结瘤因
子合成之间的关系 , 我们运用半定量根毛变形法测
定了 nifA 突变株合成结瘤因子的水平. 苜蓿植株在

施加结瘤因子之前, 在显微镜下预先观察一次, 根毛
已经发生变形的植株弃用. 用结瘤因子处理后, 植株
在 28℃培养 4 h, 在显微镜下观察发生变形的根毛. 
在 3 次重复实验中, 野生菌 Rm1021 可以引起 80%~ 
90%根毛发生变形, nifH突变株引起 40%~70%的根毛
发生变形, 而 nifA 突变株引起 30%~50%的根毛发生
变形 . 野生菌引起根毛变形的数量比两个突变株都
多, nifA突变株引起的根毛变形最少, 这说明 nifA基
因突变以后, 结瘤因子的合成量下降.  

3  讨论 
苜蓿中华根瘤菌 nifA 基因是固氮正调节基因, 

调节很多固氮酶编码基因和微氧呼吸基因 ,  其中 
nifH是一个固氮酶编码基因 [17]. nifH突变株的共生表
型与nifA突变株相似, 在苜蓿植物上引发大量不能固
氮的白色根瘤, 苜蓿植物叶片发黄, 处在氮饥饿状态
[20]. 因为氮是调节结瘤的一个信号, nifA突变后导致
的缺氮生长条件是根瘤数目增加的原因之一 . 为了
说明nifA基因对结瘤的调节作用, 我们在分裂根实验
中用nifH突变株Rm1491G作平行对照 , 用来评价缺
氮条件对第二侧根根瘤形成的影响. 与野生菌相比, 
Rm1491G对另一侧根结瘤的抑制率稍有降低, 而nifA
突变株的抑制率下降了 60%, 说明nifA突变后引起的
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结瘤抑制率降低, 主要来自nifA基因本身的突变, 由
于缺氮引起的抑制率降低很少. 因此, 苜蓿中华根瘤
菌nifA基因是一个多效性调节基因, 参与了共生系统
自我调节结瘤.  

苜蓿中华根瘤菌nifA基因通过介导宿主植物的
防卫反应来抑制根瘤的形成. nifA基因对根瘤形成的
调节作用在我们的分裂根实验中得到充分的证明 , 
nifA基因通过系统的信号传导, 抑制了另一侧根上根
瘤的形成. 本研究结果还发现, 接种nifA突变株的苜
蓿植物根部合成的植保素和形成的坏死细胞都比接

种野生菌的根少 , 与植物防卫反应相关的苯丙氨酸
解氨酶基因、查儿酮合成酶基因和几丁质酶基因都不

能被nifA突变株诱导表达 . 因此 , 苜蓿中华根瘤菌
nifA基因是通过介导宿主植物的防卫反应调节结瘤
的. 与此同时, 结瘤因子对诱导宿主防卫反应的贡献
下降 , 因为nifA突变株合成的结瘤因子比野生菌少 . 
这与我们最近的研究结果 [25]一致: nifA突变的根瘤中, 
6 个结瘤基因nodF, nodH, nodQ2, nodB, nodD3 和
nodE的表达水平都下降.   

最近几年的研究说明, 接种根瘤菌或直接用结瘤
因子处理, 都可以诱导宿主植物产生防卫反应 [16,26]. 
对结瘤因子的结构分析发现结瘤因子具有诱导防卫

反应的激发子的特征 [27]. 还有报道认为, 外源施用
植物激素乙烯和茉莉酸也能够抑制根瘤的形成 [28]. 
因为这两个植物激素在植物与病原物非亲和互作中

参与了防卫反应的诱导 , 我们推测诱导防卫反应也
是它们抑制结瘤的一个机制 [29]. 但苜蓿接种胞外多
糖缺陷的不固氮根瘤菌突变株 , 反而使宿主植物的
防卫反应减弱 [23,30,31], 这可能是因为胞外多糖本身
就是一个诱导植物防卫反应的信号分子 [32]. 根瘤菌
侵染过程中参与诱导宿主防卫反应的因素很多 , 而
这些因素如何协同作用现在还不清楚 , 有待进一步
研究.  

类黄酮是植物合成的一类植保素 , 在大豆和苜
蓿等豆科植物中都有存在 . 而在大豆植物中类黄酮
的含量最高, 特别是大豆黄素和染料木素. 鉴于类黄
酮对人体健康的多种益处 , 通过基因工程方法在粮
油作物和饲草中增加类黄酮的含量越来越受到关注
[33]. 但在豆科植物中, 类黄酮物质对根瘤的形成有双
重效应, 在根瘤形成之前, 豆科植物分泌的类黄酮可
以诱导根瘤菌的结瘤基因的表达 , 在根瘤形成过程
中, 类黄酮物质又可以作为植保素, 抑制根瘤的继续

形成. 因此, 利用基因工程改造豆科植物类黄酮合成
时, 需要对植物的结瘤进行细致的观察和评价.   

致谢  感谢 Jording D博士提供苜蓿中华根瘤菌 nifH突变
菌株 Rm1491G.  
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