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苜蓿根瘤菌 1021外源 cAMP上调 glnⅡ及 
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摘要  苜蓿根瘤菌 1021 中多个腺苷酸环化酶基因的存在, 暗示着 cAMP 的重要性. 本研究用全基因组
DNA 微阵列分析了外源 cAMP 对苜蓿根瘤菌的功能. 分析结果表明, glnⅡ和 glnK 的转录水平在外源
cAMP 存在时有明显上调. 通过测定 glnⅡ和 glnK启动子与 lacZYA报告基因融合系统在苜蓿根瘤菌体
内的活性, 再次证实外源 cAMP对 glnⅡ和 glnK启动子表达有激活作用. 
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根瘤菌既可以在土壤中自由生活 , 又可以与豆
科植物共生 . 根瘤菌与豆科植物之间特异性的相互
识别是建立有效共生体系的前提 . 经历一系列的分
化过程, 两者最终在豆科植物根部组织里形成根瘤, 
里面含有特异分化的根瘤菌细胞——  类菌体. 植物细
胞给类菌体提供碳水化合物, 类菌体把分子N2 还原

成氨, 给植物细胞提供氮源. 与共生过程有关的信号
传递系统及受其调控的基因网络(genetic network)是
微生物与植物相互作用研究领域中的重要研究对象
[1,2].  

环腺苷酸(cAMP)是广谱的第二信使, 参与很多信
号传导途径, 由腺苷酸环化酶合成[3]. 在大肠杆菌及相
关细菌中, 腺苷酸环化酶由cya基因编码. 最初, cAMP
与其受体蛋白CRP形成的复合体被认为是碳代谢基因
的转录激活因子 [4]. 后来发现 , 在大肠杆菌中CRP- 
cAMP复合体参与更广的基因调控网络, 既有激活作用
也有抑制作用, 如谷氨酰胺合成酶基因的两个串联启
动子中, CRP-cAMP激活σ70-依赖型glnAp1, 抑制σ54-依
赖型glnAp2[5]. 在根瘤菌中, cAMP也参与多种代谢过程
的调节. 在大豆慢生根瘤菌(Bradyrhizobium japonicum)
中, cAMP降低谷氨酸合酶和谷氨酰胺合成酶的活性[6]; 
cAMP解除苹果酸或其他三羧酸循环中间产物对谷氨
酸代谢的抑制作用[7]. 根瘤菌中有多个腺苷酸环化酶基
因, 如苜蓿根瘤菌 1021的基因组中有 31个基因编码推
测的核苷酸环化酶(腺苷酸或鸟苷酸环化酶)[8]. 苜蓿根
瘤菌 1021 中多个腺苷酸环化酶基因的存在, 暗示着
cAMP的重要性.  

在苜蓿根瘤菌中, glnⅡ和glnK分别编码谷氨酰

胺合成酶和PⅡ类似蛋白GlnK[9]. 在根瘤中, 根瘤菌
glnⅡ和glnK等氨同化过程相关基因在侵染早期表达, 
形成类菌体后即关闭表达 [10]. 这种氨同化过程和固
氮过程的时序和空间上的分离 , 可能与有效共生固
氮体系建立和维持有关. 但是, 其中的信号传递途径
还不清楚.  

苜蓿根瘤菌 1021 的全基因组序列已经解析完毕
[11]. 在此基础上 , 建立并利用全基因组DNA微阵列
平台, 分析了不同遗传或生理条件下的基因表  达
谱变化 [12~15]. 本研究利用全基因组DNA微阵列以及
启动子-lacZ融合报告系统, 发现在苜蓿根瘤菌中gln
Ⅱ和glnK的转录水平在外源cAMP存在时有明显上
调. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 菌株与质粒.  见表 1.  
(ⅱ) 遗传操作 .  质粒DNA的提取和纯化、转

化、限制性酶切及连接按Sambrook等人 [18]的方法进 

表 1  本工作中所用的细菌菌株和质粒 
菌株/质粒 相关特点 来源/参考文献 
苜蓿根瘤菌菌株 

1021 野生型, 链霉素抗性 [16] 
质粒 

pGD926 lacZYA融合载体, 四环素抗性 [17] 

pKU1012 
pGD926衍生质粒, 带有苜蓿根瘤菌 
PglnⅡ::lacZYA 

本工作 

pKU1014 pGD926 衍生质粒 , 带有苜蓿根瘤菌
PglnK::lacZYA 

本工作 

pKU101 pGD926 衍生质粒 , 带有大肠杆菌
glnAp2::lacZYA 

[5] 
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行. 根据苜蓿根瘤菌的基因组数据(GeneBank 登录号: 
AL591688, AE006469和 AL591985)设计引物 PCR扩
增 glnⅡ启动子 (5′-cccaagctttccggaagcgaggag-3′, 5′- 
cgggatcctcgagcttatacttggtcatt-3′)和 glnK 启动子(5′-cc- 
caagcttctgatcgcctctgtc-3′, 5′-cgggatccatggccatcacaattttcat- 
c-3′). 

(ⅲ) 培养条件.  在分析外源cAMP (或cGMP)引
起苜蓿根瘤菌 1021 基因表达谱变化的实验中, 细菌
过夜预培养MOPS缓冲的GMS培养基 [19]. 然后稀释
到有或无 2 mmol/L cAMP (或cGMP)的 50 mL同样的
培养基中, 起始A600为 0.05, 待生长到A600为 0.8 时, 
迅速收获细菌, 用液氮快速冷冻, −80℃保存. 在检测
外源cAMP对PglnⅡ::lacZYA和PglnK::lacZYA表达影响
的实验中, 细菌培养条件与转录组学分析实验一致, 
在A600为 0.5~1.5的对数生长期内, 按照Miller[20]方法

测定β-半乳糖苷酶活性.  
(ⅳ) DNA 微阵列操作及数据分析.  总 RNA 提

取、杂交探针的标记、杂交、数据获得及分析按照文

献[12]报道的方法进行. 使用 2张DNA微阵列分别与
2个独立实验样品的探针进行杂交.  

2  结果 

多个 cya基因的存在预示着 cAMP在苜蓿根瘤菌
生理中的重要作用, 同时也预示着苜蓿根瘤菌中 cya
缺失分析的难度. 本研究利用全基因组 DNA微阵列, 
分析了外源 cAMP 对苜蓿根瘤菌的基因表达谱的影
响. 考虑到高浓度 cAMP在溶液中的带电特性可能影
响细胞膜的带电特性 , 会进一步影响基因表达谱的
变化, 故用 cGMP 作为对照. 比较了含有 2 mmol/L
的 cAMP或 cGMP的 GMS培养基中培养的苜蓿根瘤
菌 1021 以及不含任何环核苷酸的 GMS 培养基中培
养的苜蓿根瘤菌 1021. 每个基因的表达差异倍数的
对数值(M 值)对该基因的杂交信号强度的对数值(A
值)进行作图(图 1). 从这个分布图可知, 表达有显著
差异(M > 1 或< −1)的基因数目并不多. 与未处理的
细菌相比, 受 cAMP 处理的细菌中共有 48 个基因表
达有差异; 而受 cGMP 处理的细菌中共有 41 个基因
表达有差异. 在表 2中列出了外源 cAMP引起表达差
异最为显著的基因 . 其中 , 只有 4 个基因在外源
cGMP 引起的表达谱中也被检测到有显著变化, 剩下
的被认为是受 cAMP特异调控的. 有意思的是, glnⅡ
和 glnK-amtB的表达水平在外源 cAMP的存在下有显
著提高, 但不受外源 cGMP的影响.  

 
图 1  全基因组表达谱变化分布图 

每个基因的表达差异倍数的对数值(log2(I+cAMP/I−cAMP), M值)对该基因
的杂交信号强度的对数值(log2(I+cAMPΙ−cAMP)0.5, A值)进行作图. (a) 外 

源 cAMP引起的表达谱变化; (b) cGMP引起的表达谱变化 

 
表 2  外源 cAMP引起表达变化最显著的基因 
基因 功能 log2比率 

sma0958 可能的 AtrC乙酰乳酸合成酶 2.62 
sma1505 推测的 GntR家族转录调控子 −2.07 
sma2047 TRm24推测的转座酶 2.98 
sma2109 保守的假定蛋白 2.68 
sma2127 ATP结合蛋白 2.47 

smb20745 GlnⅡ, 谷氨酰胺合成酶Ⅱ蛋白 3.40 
smb21329 假定蛋白 2.00 (2.65)a) 
smc01878 LigA可能的 DNA连接酶蛋白 2.24 
smc02167 保守的假定蛋白 −2.02 
smc02278 假定/未知蛋白 2.26 (3.49) 
smc02774 胞外周质结合蛋白 2.03 (1.16) 
smc03806 GlnK可能的氮调控蛋白 PⅡ2 3.95 
smc04164 假定蛋白 4.18 (4.16) 

a) 括号里的数值是外源 cGMP引起的基因表达的倍数的对数值 

 
为了验证外源 cAMP对 glnⅡ和 glnK-amtB表达

的激活作用, 我们检测了在有或无外源 cAMP的条件
下苜蓿根瘤菌 1021中启动子-报告基因融合子的表达
量. 通过 PCR 方法扩增得到 glnⅡ和 glnK 的启动子
DNA 片段, 分别与低拷贝的广宿主质粒 pGD926 上
无启动子的 lacZYA 进行融合 , 得到 pKU1012 和
pKU1014. 通过三亲杂交, 把 pKU1012 和 pKU1014
以及空载体 pGD926分别导入到苜蓿根瘤菌 1021中. 
在有或无外源 cAMP (2 mmol/L)的 GMS培养基中培
养这些带有报告系统的细胞 , 并在不同的生长时间
测定β-半乳糖苷酶活性. 含有空载体 pGD926 的苜蓿 
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图 2  苜蓿根瘤菌中 PglnⅡ::lacZ (a), PglnK::lacZ (b)以及 glnAp2::lacZ (c)在有或无 2 mmol/L外源 

cAMP条件下表达活性 
 
根瘤菌 1021在有或无外源 cAMP (2 mmol/L)的条件
下, 在生长 A600为 0.4~1.5 时没有检测到β-半乳糖苷酶
活性(数据未显示). 含有 pKU1012 (PglnⅡ::lacZYA)或
pKU1014 (PglnK::lacZYA)的苜蓿根瘤菌 1021 的β-半
乳糖苷酶活性在有外源 cAMP 的条件下比在无外源
cAMP的条件高 2倍(图 2(a)和(b)). 这些结果表明, 外
源 cAMP 对 glnⅡ和 glnK-amtB 的表达确实有明显的
激活作用. 

由于glnⅡ和glnK-amtB的表达可能都是由σ54-依
赖型启动子启动的 [9], cAMP是否对苜蓿根瘤菌体内
的其他σ54-依赖型启动子的表达有激活作用? 为此, 把
带有大肠杆菌谷氨酰胺合成酶基因σ54-依赖型启动子
glnAp2 和 lacZYA 融 合 子 的 pGD926 衍 生 质 粒

pKU101[5]导入到苜蓿根瘤菌 1021 中. 结果表明, β-
半乳糖苷酶活性在有外源cAMP的条件下比无外源
cAMP的条件要高 3 倍(图 2(c)). 这个结果支持外源
cAMP对苜蓿根瘤菌体内的σ54-依赖型启动子的表达
具有激活作用的推测.  

3  讨论 
本工作发现 , 外源cAMP对苜蓿根瘤菌中glnⅡ

和glnK-amtB的启动子的表达有明显的激活作用(图
2(a)和(b)). 以前的研究表明, 在侵染过程中glnⅡ和
glnK有显著的表达 , 而在成熟的类菌体中表达量很
低, 其机制还不清楚[10]. 另一方面, 在侵染过程中, 3
个腺苷酸环化酶基因cyaD1, cyaF4和sma1591有特异
表达[21]. 据此, 推测在侵染过程中这些腺苷酸环化酶
基因的表达量升高, 带动了glnⅡ和glnK的表达量的
提高 . 在未来的研究中可以通过比较野生菌和这些
腺苷酸环化酶基因缺失菌产生的根瘤中glnⅡ和glnK
的原位表达来加以证实.  

外源的cAMP可能对苜蓿根瘤菌体内的σ54-依赖

型启动子的表达具有普遍激活作用. 作为一个证据, 
异源的大肠杆菌σ54-依赖型启动子glnAp2在苜蓿根瘤
菌中的表达也受cAMP的激活(图 2(c)). 从本工作的
转录组学分析中发现受 cAMP上调 (2.5 倍 )的
smb20436 很可能也是由σ54-依赖型启动子来带动的, 
此基因可能是编码硝酸盐转运蛋白 (www.promscan. 
uklinux.net). 在大肠杆菌中, cAMP及其受体蛋白CRP
形成复合体对σ54-依赖型的大肠杆菌glnAp2, 肺炎克
氏杆菌nif启动子和苜蓿根瘤菌dctA启动子的表达有显
著的抑制作用[5,22,23]. 本工作所涉及的苜蓿根瘤菌gln
Ⅱ和glnK启动子在大肠杆菌中也被cAMP显著抑制(数
据未显示). 大肠杆菌中这种cAMP对σ54-依赖型启动
子的体内表达的普遍抑制作用是依赖其受体蛋白CRP, 
并且其分子机理可能是多途径的[5,24,25]. 目前, 还没有
找到苜蓿根瘤菌中cAMP的特异受体蛋白. 至于cAMP
通过何种信号传递系统最终激活glnⅡ和glnK的表达
还不是很清楚, 有待进一步研究.  
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