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摘要  为深入研究苜蓿中华根瘤菌 NifA的特性, 分别用组成型表达的慢生型大豆根瘤菌和紫云英根瘤
菌的 nifA基因互补苜蓿中华根瘤菌 nifA突变体, 观察其共生表型. 结果表明, 慢生型大豆根瘤菌和紫云
英根瘤菌 nifA基因不能互补苜蓿中华根瘤菌 nifA突变体的共生表型. 以苜蓿中华根瘤菌 nifA突变体为
遗传背景, 利用全基因组微阵列实验比较分析引入异源 nifA 基因后产生的基因表达谱的变化. 结果显
示, 苜蓿中华根瘤菌自身 NifA 蛋白引起 238 个基因的表达发生变化. 这些表达差异的基因分属共生、
能量和中心代谢、持家、细胞结构与运输等生物学功能组. 慢生型大豆根瘤菌、紫云英根瘤菌和阴沟肠
杆菌的NifA蛋白分别引起了 20, 7和 9个基因的表达发生变化. 这些基因主要是固氮相关基因, 但差异
不及苜蓿中华根瘤菌NifA互补菌明显. 以苜蓿中华根瘤菌 nifH启动子与 lacZ融合基因为报道基因, 研
究 nifH的表达. 结果指出, 慢生型大豆根瘤菌和紫云英根瘤菌的 NifA蛋白只能部分激活苜蓿中华根瘤
菌 nifH的表达, 激活水平分别为苜蓿中华根瘤菌NifA蛋白激活率的 70%和 50%, 与微阵列实验结果相
符.  

关键词  Sinorhizobium meliloti  NifA  基因表达  基因组微阵列 

根瘤菌可以在豆科植物的根部引发一种特殊的

器官——根瘤, 并与宿主植物之间建立共生关系. 在
形成根瘤的过程中 , 细菌通过侵染线进入正在发育
的根瘤后, 进一步分化形成类菌体 [1~3]. 成熟的类菌
体可以把气态的氮还原成氨, 并提供给植物. 相应的, 
植物以二羧酸的形式向类菌体提供碳源和能量[4]. 在
共生固氮过程中, 氨源虽然是由根瘤菌产生的, 根瘤
菌和宿主植物之间的氨交换却可以由植物进行主动

的调节, 植物可以向类菌体提供过剩的氨基酸, 关闭
类菌体继续固氮的行为[5].  

在所有的根瘤菌中, nifA基因都是固氮的正调节
基因, 激活参与固氮过程的固氮酶结构基因(nitrogen- 
ase synthesis, nif)和微氧呼吸基因(microoxic respira-
tion, fix)[6]. nifA基因突变以后, 突变体在宿主植物根
部引发大量的不能固氮的白色根瘤 [ 7,8]. 此外, 一些
与固氮无直接关系的基因也受nifA基因的调节, 如苜
蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti, Sm)的nfe和mos基
因[6], 慢生型大豆根瘤菌(Bradyrhizobium japonicum, Bj)
的 n r g A B C基因 [ 9 ] .  S m  n i f A基因的表达 

受双组分调控系统FixL/FixJ的调节 , 并通过这个双
组分系统感受低氧环境条件[10]. 但在B. japonicum中
nifA基因的表达却不受FixL/FixJ的影响[11]. 这些结果
表明 , nifA基因的调节功能不仅仅局限于固氮基因 , 
不同根瘤菌nifA基因的表达存在一定的差异.  

本室以前的研究表明 , 自生固氮菌阴沟肠杆菌
(Eenterobacter cloacae, Ec)的NifA蛋白可以在大肠杆
菌内激活S. meliloti nifH基因启动子, 但不能恢复Sm 
nifA突变体的固氮能力[12]. 近来还发现, S. meliloti的
nifA基因突变以后, 有多达 601 个基因的表达发生变
化 , 几乎占了全基因组的十分之一 [13]. 本研究在Sm 
nifA突变体中分别引入组成型表达的S. meliloti, B. 
japonicum, E. cloacae和紫云英根瘤菌(Mesorhizob- ium 
huakuii, Mh) nifA基因, 检测引入异源NifA后Sm nifA
突变体共生表型的变化 , 重点研究了由此而产生的
基因表达差异.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 菌株与质粒.  本研究所使用的菌株和质粒

见表 1. 大肠杆菌在 Luria-Bertani (LB)培养基中 37℃ 
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表 1  本研究所使用的菌株和质粒 

质粒和菌株 特点 来源 

菌株   

Sinorhizobium meliloti   

Rm1021 野生型, Smr [14] 

SmY 来源于 Rm1021 的 nifA基因突变体(nifA::Tn5), NmrSmr [12] 

SmY/pSAWB5 组成型表达苜蓿中华根瘤菌 nifA基因的 SmY, NmrSmrTcr [12] 

SmY/pEAWB5 组成型表达阴沟肠杆菌 nifA基因的 SmY, NmrSmrTcr [12] 

SmY/pRJ7556 组成型表达慢生型大豆根瘤菌 nifA基因的 SmY, NmrSmrSpr 本研究 

SmY/pMAWB5 组成型表达紫云英根瘤菌 nifA基因的 SmY, NmrSmrTcr 本研究 

E. coli   

DH5α F′ minrecA, Ф80d LacZ, ∆M15 本室保存 

JM109 F′ recA1, sup44, hsdR17, thi ∆(lac-proAB) 本室保存 

YMC12 endA1, thi-1, hsdR17, supE44, ∆lacU169, fnr+, crp+, gyr+ [15] 

质粒   

pRK2013 帮助质粒, Kmr [16] 

pWB5 广宿主质粒载体, TcrKmr [17] 

pSAWB5 携带苜蓿中华根瘤菌 nifA基因的 pWB5重组质粒, Tcr [12] 

pEAWB5 携带阴沟肠杆菌 nifA基因的 pWB5重组质粒, Tcr [12] 

pMAWB5 携带紫云英根瘤菌 nifA基因的 pWB5重组质粒, Tcr 本研究 

pRJ7556 携带慢生型大豆根瘤菌 nifA基因的 pWB5重组质粒, TcrKmr [11] 

pHZ184 携带苜蓿中华根瘤菌 nifHp-lacZ的 pACYC184重组质粒, Cmr [12] 

 
培养, 根瘤菌是在LB/MC培养基中 28℃培养[18]. 抗
生素的使用浓度为: 链霉素, 200 μg/mL; 卡那霉素, 
25 μg/mL; 新霉素, 50 μg/mL; 氯霉素, 10 μg/mL; 四
环素, 10 μg/mL.  

(ⅱ) 质粒的构建.  根据 M. huakuii的 nifA基因 
序列, 设计特异性引物 5′-taggatcccgtgtgcgccgaggtac-3′ 
和 5′-tacaagcttcagctgccatcgtcggtc-3′, 从 M. huakuii 的 
基因组中扩增 nifA 基因的全长序列. 将 PCR 产物测 
序后, 克隆到载体 pWB5中形成重组质粒 pMAWB5.  

(ⅲ) 组成型nifA基因在大肠杆菌和根瘤菌中的
活力检测.  用CaCl2 转化方法, 把含Sm PnifH-lacZ报
告基因的融合子质粒pHZ184 转入大肠杆菌YMC12, 
形成YMC12/pHZ184 [ 19] . 用三亲本接合方法先把
pHZ184 转入S. meliloti的nifA突变体SmY, 形成 
SmY/pHZ184. 再将携带nifA基因的质粒pSAWB5, 
pMAWB5, pRJ7556 和pEAWB5 分别转入YMC12/ 
pHZ184 和SmY/pHZ184 中, 形成同时携带Sm PnifH

 - 
lacZ和组成型表达nifA基因的菌株. 大肠杆菌YMC12
在LB液体培养基中培养后, 按Miller[20]方法测定β-半
乳糖苷酶活性. 根瘤菌中β-半乳糖苷酶活性在根瘤中
测定. 用 0.1% HgCl2 处理过的苜蓿种子在根瘤菌培

养液中浸润 3 0  m i n ,  然后种在无菌的蛭石 - 

珍珠岩(2∶1)混合物中. 苜蓿在人工气候室生长, 每隔
2 d浇一次无氮营养液. 30 d后, 摘取根瘤, 测定β-半乳
糖苷酶活性[12]. β-半乳糖苷酶活性高低反应了组成型
nifA基因的活力强弱.  

(ⅳ) 固氮酶活性测定.  参照杨成涛等人[12]的方 
法. 

(ⅴ) 基因组微阵列实验.  用 RNeasy Mini Kit  
(Qiagen, Gemany)分离纯化根瘤总 RNA. 在液氮中,  
磨碎 0.3 g冻存的根瘤, 加入 4.5 mL RLT缓冲液使根 
瘤菌进一步裂解, 用酚-氯仿反复抽提后, 加入等体 
积异丙醇沉淀 RNA. RNA中污染的 DNA用 DNaseⅠ 
处理并通过 RNeasy Mini Kit进行纯化. 探针的标记 
和杂交按文献[13]进行. 用 GenePix Pro 4.0 (Axon,  
America)软件获得微阵列杂交图像, 并进行杂交点信 
号定量 .  用  TIGR ExpressConverter 1.4 软件把 
GenePix 数据(gpr 格式文件) 转换成 TIGR MultiEx- 
periment Viewer 文件格式(mev). 之后, 利用 TIGR  
MIDAS 2.17软件进行 lowest fit归一化处理. MIDAS 
软件的信噪比参数设为 2.0, 这样, 那些去除背景后 
的信号强度低于背景信号的点就不再进行分析 . 计 
算 LOWESS因子的 smooth参数设为 33%. 归一化之 
后的信号强度比值的对数值 log2Ratio 用 TIGR MEV  
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2.2 软件计算得到. 每个实验组中, 将每个基因在 3
个微阵列的 9个数据合并在一起. 缺失 3或 3个以上
的数据的基因不再进一步分析 . 利用Excel-Addin 
SAM 1.21软件, 筛选出表达显著上调或下调的基因, 
在分析过程中回应格式 (response format)设为 ‘one 
class’以及delta 值设为 1.2. 当log2Ratio不小于 1.00
或不大于−1.00时, 基因的表达算作有显著的差异[13].  

2  结果和讨论 

2.1  B. japonicum和 M. huakuii异源 nifA基因对 S. 
meliloti nifA突变体的互补  

自生固氮菌 E. cloacae 的 nifA 基因已被证明不
能互补 Sm nifA突变体 SmY的结瘤和固氮表型, 可能
是由于 E. cloacae和 S. meliloti NifA蛋白结构不同所 
致[12]. 本研究选用两种共生固氮菌, 即B. japonicum 
和M. huakuii的nifA基因, 把带有组成型表达的这两
种nifA基因的质粒pRJ7556和pMAWB5分别引入SmY
后, 互补菌SmY/pRJ7556 和SmY/pMAWB5 的共生表
型与SmY没有明显区别 , 在苜蓿根部引发不能固氮
的白色根瘤, 植株生长较弱, 叶片发黄, 呈明显的缺
氮状态 , 根瘤中检测不到固氮酶的活性 . 而携带Sm 
nifA基因的互补菌SmY/pSAWB5 引发苜蓿植物产生
具有固氮能力的红色根瘤 , 固氮酶活力恢复到野生
型的 75% (图 1). 

2.2  异源 nifA基因互补的 S. meliloti nifA突变体的
基因表达谱分析 

为了解 S. meliloti, B. japonicum, M. huakuii 和 E. 
cloacae NifA蛋白对 Sm nifA突变体的基因表达的影
响, 以 S. meliloti nifA突变体 SmY作为对照, 通过基
因微阵列实验比较互补菌 SmY/pSAWB5, SmY/ 
pRJ7556, SmY/pMAWB5和 SmY/pEAWB的基因表达
谱.  

基因微阵列实验结果表明, 在 SmY/pSAWB5中, 
有 49个基因的表达明显增强, 189个基因的表达减弱. 
在总共 238个差异表达的基因中, 有 132个为未知基
因, 占所有差异表达基因的 55% (结果未显示). 已知
的 106个基因分别涉及共生、能量和中心代谢、持家、
细胞结构与运输等生物学功能组 . 在所有差异表达
的基因中, 共生相关基因的表达水平差异最大, 包括
受 nifA 基因调节的 nifHDKE, fixABCX, nifN, nifB, 
fdxB和 nifX, 它们的表达水平可增强 10倍, 而具有电
子传递功能的固氮基因 fixG, fixP1Q1, fixN1, fixK1, 
fixK2 和 fixT2 的表达水平却是降低的. 此外, 参与结
瘤因子合成与分泌的 nod 基因的表达水平也发生了
变化. nodQ2, nodH, nodF 和 nolF 的表达增强, 而
nodL和 noeB的表达水平降低(表 2). 涉及其他生物学
功能的差异表达基因极大多数在 SmY/pSAWB5中表
达水平降低. 如参与能量和中心代谢的 27 个表达发 

 

 
图 1  Bradyrhizobium japonicum和 Mesorhizobium huakuii nifA基因对 Sinorhizobium meliloti nifA突变体的互补 
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表 2  不同来源 NifA蛋白引起的苜蓿中华根瘤菌 nifA突变体根瘤细菌中差异表达的基因 
基因表达差异的倍数(log2 Ration) a) 

基因序号 基因名称 基因产物 
SmY/pSAWB5 SmY/pRJ7556 SmY/pMAWB5 SmY/pEAWB5

共生 
sma0825 nifH 固氮酶 Fe蛋白 −3.6 −2.4 −1.4 − 
sma0827 nifD 固氮酶 Fe-Mo αl链蛋白 −4.1 −2.4 − − 
sma0829 nifK 固氮酶 Fe-Mo βl链蛋白 −3.8 −2.7 −1.3 − 
sma0830 nifE 氧化还原酶蛋白 −1.9 −1.3 − − 
sma0814 nifB FeMo辅助合成蛋白 −1.5 − − − 
sma0831 nifX 固氮蛋白 −4.2 −1.5 − − 
sma0822 fixA 黄素蛋白βl链 −3.8 −1.4 −2.6 − 
sma0819 fixB 黄素蛋白αl链 −4.2 −1.4 − − 
sma0817 fixC 氧化还原酶蛋白 −3.9 −1.4 − − 
sma0816 fixX 铁氧还蛋白 −3.4 − − − 
sma0834 fdxB 铁氧还蛋白Ⅲ −3.0 −1.8 −1.1 − 
sma1220 fixN1 细胞色素氧化酶亚基蛋白 1.0 − − − 
sma1211 fixG 铁硫膜蛋白 1.2 − − − 
sma1214 fixQ1 细胞色素氧化酶亚基蛋白 cbb3同源物 1.2 − − − 
sma0760 fixT2 电子传递功能蛋白 1.4 − − − 
sma1213 fixP1 细胞色素 c血红蛋白 1.4 − − − 
sma1225 fixK1 转录激活因子 1.6 − − − 
sma0762 fixK2 转录激活因子 1.5 − − − 
sma1209 fixI1 铜运输 ATP酶 1.5 − − − 
smb21224 nodQ2 硫酸腺苷酰转移酶 −2.0 − − − 
sma0876 nolF 分泌蛋白 −1.0 − − − 
smao864 nodI 膜运输蛋白 − − − −1.3 
sma0774 noeB 宿主专化结瘤基因 1.3  − − 
sma0852 nodF 乙酰转运蛋白 −2.3 − − − 
sma0772 nodL 乙酰转移酶 1.4    
sma0851 nodH 磺基转移酶 −3.6    
能量和中心代谢 
smb20404 smb20404 醛脱氢酶 −3.3 − − − 
smc00005 fabI1 烯酰 ACP还原酶 NADH −1.8 − − − 
sma0959 sma0959 3-氧酰还原酶 −1.1 − − − 
sma1236 napA 周质硝酸还原酶 − −1.2 − − 
smc02282 smc02282 含铜氧化还原酶 1.0 − − − 
smc00906 smc00906 乙酰转移酶 1.1 − − − 
sma1450 sma1450 硫解酶 1.6 − − − 
smb20150 smb20150 肌醇单磷酸酶 1.8 − − − 
smc03795 leuD 异丙基苹果酸脱水酶 1.1 − − − 
smc02767 trpF N-5′-磷酸核糖胺异构酶 1.3 − − − 
smc04214 cobU 2-苯丙咪唑磷酸磷酸核糖胺转移酶 1.0 − − − 
smc03231 hemC 胆色素原脱氨基酶 1.1 − − − 
smc02435 hemK1 甲基转移酶 1.2 − − − 
smb20079 smb20079 溶血素腺嘌呤环化酶 1.2 − − − 
sma1184 nosF 铜运输蛋白 1.0 − − − 
smc03201 bkdAa 2-氧异戊酸脱氢酶α亚基 1.4 − − − 
smc03817 smc03817 糖激酶 1.0 − − − 
smc01500 smoS 山梨糖醇脱氢酶 1.3 − − − 
smb21640 paaA 苯乙酸降解蛋白 1.5 − − − 
sma0002 fdoG 甲酸脱氢酶α 亚基 1.2 − − − 
sma1038 sma1038 含铜氧化还原酶 1.2 − − − 
smc01917 nuoE1 NADH脱氢酶Ⅰ链 E蛋白 1.1 − − − 
smc01915 nuoD1 NADH脱氢酶Ⅰ链 D蛋白 1.5 − − − 
smc01912 nuoA1 NADH脱氢酶Ⅰ链 A蛋白 1.7 − − − 
smc01030 pdhaA 丙酮酸脱氢酶α 亚基 1.3 − − − 
smc02651 era GTP结合蛋白 1.2 − − − 

 



 
 
 
 
 
 
 

  第 51 卷 第 19 期  2006 年 10 月  论 文 

2262   www.scichina.com 

续表 2   
基因表达差异的倍数(log2 Ration)a) 

基因序号 基因名称 基因产物 
SmY/pSAWB5 SmY/pRJ7556 SmY/pMAWB5 SmY/pEAWB5

smc04292 cyaF3 鸟苷酸环化酶 1.7 − − − 
smb20407 hyuB 甲基乙内酰脲酶 − −1.2 − − 
smb21638 paaC 苯乙酸降解蛋白 − − − 1.8 
smc02725 trpE 谷氨酰氨氨基转移酶 − − − −1.4 
smb20986 narB 硝酸还原酶大亚基 1.0 − − − 
结构和适应性 
smc00067 lppA 细胞外膜脂蛋白 1.3 − − − 
smc00122 pbp 青霉素结合蛋白 1.0 − − − 
smc01871 ddlB 丙氨酸连接酶 B蛋白 1.1 − − − 
smc01867 murC UDP-N-乙酰胞壁酸-丙氨酸连接酶 1.4 − − − 

smc01861 murE 
UDP-N-乙酰胞壁酸-谷氨酸-2,6- 
二氨基庚二酸连接酶 

1.7 − − − 

smc00894 kdtA 3-脱氧-D-甘露辛酮糖酸转移酶 1.2 − − − 
sma1568 cpaF2 鞭毛组装蛋白 1.2 − − − 
smc01117 rimI 乙酰转移酶 1.2 − − − 
sma1447 sma1447 跨膜蛋白 1.3 − − − 
smc04040 smc04040 热激蛋白 1.1 − − − 
smb21295 smb21295 热激蛋白 hsp20 1.3 − − − 
smc01860 ftsI 青霉素结合跨膜蛋白 1.8 − − − 
smc01143 hrcA 热激转录抑制因子 1.2 − − − 
smc03027 flgB 鞭毛蛋白 1.2 − − − 
smc03971 mexF2 多药物溢出系统跨膜蛋白 1.6 − − − 
smc03857 ffh 信号识别小分子 1.4 − − − 
smc02653 lepB 信号肽Ⅰ跨膜蛋白 1.0 − − − 
持家功能 
smc01010 thrS 苏氨酸-tRNA合成酶 1.5 − − − 
smc00321 truB 假尿苷-tRNA合成酶β蛋白 1.6 − − − 
smc02547 pip1 脯氨酸亚氨肽酶 1.2 − − − 
smc02652 rnc RNA酶Ⅲ 1.6 − − − 
smc02863 recF DNA修复蛋白 1.7 − − − 
smc03967 ruvC 霍利迪连接体限制性核酸内切酶 1.9 − − − 
smc02908 recR 重组蛋白 1.7 − − − 
smc03966 ruvA 霍利迪连接体 DNA解旋酶 1.9 − − − 
smc02912 nusA 氮吸收蛋白 A 1.2 − − − 
smc02914 infB 翻译起始因子 IF-2 1.3 − − − 
smc02796 rho 转录终止因子 Rho 1.5 − − − 
smb20989 smb20989 材质列的类 Stomatin蛋白 1.0 − − − 
smc03242 typA 酪氨酸磷酸化酶 A 1.2 − − − 
运输功能 
smc01949 livG 支链氨基酸 ABC转运蛋白 −2.2 − − − 
sma0803 sma0803 ABC转运载体 ATP结合蛋白 −3.1 −1.1 − − 
smb20786 smb20786 支链氨基酸吸收 ABC转运蛋白异构酶 −1.4 − − − 
sma1691 trkH 跨膜钾离子运输蛋白 −1.4 − − − 
sma0709 sma0709 ABC转运蛋白 −1.1 − − − 
sma2311 sma2311 ABC转运蛋白 −1.4 − − − 
smb20504 smb20504 ABC转运蛋白 −1.0 − − − 
sma0799 sma0799 ABC转运蛋白 1.3 − − − 
smc00078 livJ 亮氨酸结合蛋白 1.0 − − − 
smc02907 smc02907 氨基酸溢出蛋白 1.0 − − − 
smc02423 smc02423 ABC转运载体 ATP结合蛋白 1.4 − − − 
smc02831 smc02831 ABC转运蛋白异构酶 1.3 − − − 
smb20436 smb20436 硝酸运输蛋白 1.0 − − − 
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续表 2   
基因表达差异的倍数(log2 Ration)a) 

基因序号 基因名称 基因产物 
SmY/pSAWB5 SmY/pRJ7556 SmY/pMAWB5 SmY/pEAWB5

smc01496 smoE 山梨糖醇结合周质蛋白 1.0 − − − 
smc01497 smoF 山梨糖醇运输内膜蛋白 1.3 − − − 
smc01498 smoG 山梨糖醇运输内膜蛋白 1.5 − − − 
smc01499 smoK ABC转运载体 ATP结合蛋白 1.6 − − − 
smb20634 smb20634 糖吸收 ABC转运载体周质蛋白前体 1.8 − − − 
smb20364 smb20364 离子 ABC运输蛋白异构酶 1.0 − − − 
smb21595 smb21595 糖吸收 ABC转运载体周质蛋白前体 1.1 − − − 
smc03991 smc03991 ABC转运蛋白 1.0 − − − 
sma0300 sma0300 ABC运输蛋白异构酶 1.5 − − − 
smc02372 smc02372 跨膜运输蛋白 1.0 − − − 
smc01829 smc01829 跨膜运输蛋白 1.1 − − − 

a) −, 表达水平没有差异 
 
生变化的基因中, 仅有 3 个基因(fabII, smb20404 和
sma0959)的表达水平增强 . 丙酮酸脱氢酶复合体基
因 pdhAa 与有氧呼吸有关的基因 (nuoA1, nuoD1, 
nuoE1)以及参与氨基酸合成的 LeuD, trpF, bkdAa 和
paaA 的表达水平都下降. 24 个与运输相关的基因中
有 7 个基因表达水平增强, 其余 17 个基因表达水平
降低. 与细胞结构、适应性及与持家功能相关的 30
个基因表达水平都下降(表 2), 揭示了在营养饥饿状
态下, nifA突变的根瘤菌通过增强参与基础代谢的基
因的表达来维持生存. 

在 SmY/pRJ7556中有 20个基因的表达发生变化. 
参与固氮的 nifHDKE, fixABC, nifX和 fdxB的表达水
平增强了 5倍. 参与中心代谢的 napA和 hyuB增强表
达 2.3倍(表 2). 同样, 在 SmY/pMAWB5中只有 7个
基因的表达发生变化 , 其中已知的 4 个基因(nifH, 
nifK, fixA 和 fdxB)都与共生相关, 它们的表达水平增
强了近 3倍(表 2). 在 SmY/pEAWB5中也有 9个基因
的表达发生变化. 其中仅有 nodI与共生相关, 并且它
的表达水平增强. 另外与中心代谢相关的 2个基因分
别是 trpE和 paaC (表 2).  

在引入不同的 nifA基因后, S. meliloti nifA突变
体根瘤细菌中表达水平差异最大的是与固氮相关的

基因, 说明 nifA 基因在根瘤菌中的主要功能还是调
节固氮过程. 但不同的 nifA基因对 S. meliloti nifA突
变体的固氮基因表达水平的恢复能力存在差异.  

2.3  异源 NifA蛋白对 S. meliloti的 nifH启动子的激
活作用 

为了验证基因组微阵列实验的结果 , 通过体内 
检测启动子活性的方法进一步分析了 S. meliloti, B. 
japonicum, M. huakuii 和 E. cloacae 共 4种固氮菌

NifA蛋白对 Sm PnifH-lacZ (pHZ184)的激活水平. 把 4
种组成型表达 nifA质粒 pSAWB5, pMAWB5, pRJ7556
和 pEAWB5 分别转移进入大肠杆菌 YMC12/pHZ184
和苜蓿中华根瘤菌 SmY/pHZ184 中, 测定 Sm PnifH - 
lacZ 的β-半乳糖苷酶活力. 结果表明, 在大肠杆菌中
Bj, Mh和 Ec nifA基因都可以激活 Sm PnifH-lacZ, 并且
激活水平与 S. meliloti自身 nifA基因对 Sm PnifH -lacZ
的激活作用没有明显的差异, 揭示这 4 种 NifA 蛋白
都可以结合到 Sm nifH的启动子上, 激活 nifH基因的
表达(图 2(a)). 但在共生时的 S. meliloti中, Bj nifA基
因对 Sm PnifH-lacZ的激活水平是 SmnifA基因的 70%, 
Mh NifA 蛋白对 Sm PnifH-lacZ 的激活水平仅有 Sm 
NifA蛋白的 50%, 而 Ec NifA蛋白未能检测到β-半乳
糖苷酶活力(图 2(b)).  

S. meliloti, B. japonicum和M. huakuii都是共生固
氮根瘤菌 . 这类根瘤菌一般需要与宿主植物相互作
用, 在宿主根部形成根瘤后, 才能启动固氮基因的表
达从而进行固氮 . 共生固氮根瘤菌在自生和共生两
个不同的生存状态下基因表达的差异很大. 现在, 人
们已经运用转录组学和蛋白组学技术筛选出很多在

共生条件下增强表达的基因 , 这些基因可能在共生
固氮体系中起重要作用 [ 21~23]. 我们另外还报道了Sm 
nifA基因突变后引起 601 个基因的表达水平发生 
变化[13]. 本研究以Sm nifA突变体作为遗传背景进行
基因组微阵列实验 , 研究不同来源的NifA蛋白对
SmnifA突变体的互补, 发现有 238个基因的表达水平
可以被Sm nifA基因恢复, 为研究nifA基因的表达调控
提供了新的线索. 

在共生系统中, S. meliloti的nifA基因通过激活
nifHDKE和fixABCX的表达正向调节固氮过程 [ 6]. 本 
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图 2  S. meliloti, B. japonicum, M. huakuii和 E. cloacae nifA
基因在大肠杆菌(a)和共生条件下的 S meliloti(b)中对 Sm 

nifH基因启动子的激活能力 
 

研究结果显示, 异源的 nifA 基因具有激活 S. meliloti
的 nifHDKE 基因的能力, 因为在大肠杆菌中, B. ja-
ponicum, M. huakuii和 E. cloacae三种不同 nifA基因
对 Sm PnifH-lacZ的激活水平与 S. meliloti nifA基因相
当. 但在共生状态下的 S. meliloti 中, 组成型表达的
B. japonicum或 M. huakuii nifA基因, 对 Sm PnifH-lacZ
的激活水平远低于 S. meliloti nifA基因, 并且未能检
测到 E. cloacae nifA对 Sm PnifH-lacZ的激活作用. 我
们推测, 在 S. meliloti中存在特异性识别 NifA蛋白的
机制, 这个机制使 NifA 蛋白的调节功能具有专一性, 
即在 S. meliloti中, 只有 Sm NifA蛋白才能完成对固氮
的调节作用. 对这个识别机制进行深入地研究, 有助
于进一步了解 S. meliloti nifA基因的表达和调节机制.  
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