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��  ������������, ��������� nifH �������������. ���

nifH ���������, �������������������. ������, ��� 6 ��

���������. PCR ��� Southern ��������, aadA � nifH �����������

����������; Western �������������, nifH ���������	�����.  

���  ���  nifH ��  �� 

���������������� , ���

��������������. ���� 20 ��

�, ���������� nif ���� Klebsiella 

pneumoniae(Kp)���� E. coli, ������ 1�

���������[1]. ������������

������, ������� 16~20 �(�	
�

��	�������	��), ��������

�	���
�� , �����������
�


	���, ��	, �������������

��.  

��������� , ����������

�(����	�� �������������

���	���)�	
��
��, ����
�

������� nif �����	�[2]. ��, ��

������������ , ����	����

���� ATP � NADPH[3]���
������


����	�. ��, �����������	�

���	� , ��
�������������

��
��
��[4]. ������, ������

��������
	�������[5]. 


����������
 , ���
���

��
�
����	����� nifH ����. 


�
�� nif �������������
��

� , ��
�����������		���


��.  

1  ����� 

( ) ������� pTRCH205.  
����

��� psbA5 -nifH-psbA3 ����������

Prrn-aadA-TpsbA 
�����������	��

��� rpl2-trnH-psbA, trnK-ORF509A. �����

����� [6]. ���� (Nicotiana tabacum cv. 

Dayanye)���������������. 

( ) ������	����������

DNA �
��.  ����[7].  

( ) PCR � Southern ��.  �� Sambrook �

�[8]���.  

( ) ����	���
.  
 1 g ����
�


���, �� 1 mL ��	���(PBS)(140 mmol/L 

NaCl, 2.7 mmol/L KCl, 10 mmol/L Na2HPO4, 1.8 
mmol/L KH2PO4, pH 7.3~7.4), 
��
, ����


 2 SDS�������(100 mmol/L Tris-HCl (pH 

6.8), 200 mmol/L DTT, 4% SDS, 0.2%�
�, 20%�

	); ���
�
����� 10 min; ���


10000 × g ����
 10 min, 
����� SDS- 

PAGE �	.  

( ) Western �
 .  � � Promega ��

ProtoBlot® AP System ���, ����
���

��. �� Klebsiella pneumoniae (Kp)������

�������	�
�
����.  

( ) ����������
	����.  �

�����[9].  

2  �� 

2.1  ���������� PCR �� 

������� pTRCH205 ���
 1 ��. 

����� pTRCH205 �, ���� nifH �	��

������ psbA ����	(psbA5 )���	

(psbA3 )��; ������ aadA ��	����

� 16S rRNA��	(Prrn)� psbA����	(TpsbA)

��. 

������
 pTRCH205 ����	�� 
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 1  ������� pTRCH205 ��
 

LTR �
�	��� rpl2-trnH-psbA, RTR ���	���

trnK-ORF509A 

DNA �����������. ����� 6 ��

������� . ����
 205H(�), 205H(1), 

205H(2), 205H(3), 205H(4)� 205H(5).  

�� Chinault ��[10]��� aadA ��	�, �

��� PCR ��: aadA �� 1: 5 -atg agg gaa gcg gtg 

atc gcc gaa-3 (24 nt), aadA �� 2: 5 -aag ctt att tgc 

cga cta cct t-3 (22 nt). ��
����������

��������� DNA 

�, ����� PCR

	������� aadA; 	�, 
 pTRCH205 
�

DNA 
���.  PCR 	����
 2. 

��� 6 �������, � 5 �	����

0.8 kb � aadA ���� ,  ����
����

pTRCH205 
� DNA �	��������	;   

�
������������� DNA 

��

PCR ����	������� DNA��. ��	

���
, �������� 205H(2)��	�� 

 

 2  
��������� DNA 

� PCR 	���

���� aadA 
1 ��	��� Spp DNA/EcoR ; 2 ����, 
� pTRCH205;   

3 �	��, ����������; 4~9 ������� 205H(1),  

205H(2), 205H(3), 205H(4), 205H(5)� 205H(�) 

0.8 kb ���, �
 aadA ��������
��

�����. ���
�
��������� MS

��� ������, �����������, 

��� 16S rRNA ���
������[11, 12](860 C

A, 1139 C U), ���������/�����. 

������!��
, ������ aadA �

� 205H(2)
���������������.  

2.2  ��������������������

��� 


�������������������

�������
������	
���� , �

����������	��� [13], �
����


��: CHR �� 1: 5 -cca gtt aca gaa gcg acc cca tag 

g-3 (25 nt), CHR �� 2: 5 -tga tct ggc gaa tta tca atg 

att c-3 (25 nt). �	��������������

�����(Bgl ��)���	���(chloroplast 

homologous region, CHR)�, ����� 0.6 kb(
 3). 



����� DNA 

�, ���	��� 

���� PCR 	��, ������	���� 0.6 

kb � DNA ��; ��	
���������, "

�������
���������� , �	�

��� 3.4 kb���; �������������

�����������	
������� , �

������������������	���, 

�
�
��	�� 0.6 � 3.4 kb ����.  

PCR	�����	���
 4��, ��	�

��������� DNA �	����� 0.6 kb �

��, ���
� pTRCH205 	����� 3.4 kb 


�� DNA ��; 	� 4~6 ����
�����

205H(1), 205H(4)� 205H(5)�� 1
�������

������ DNA 	���, 	� 7~9 
����

�� 3 
������ 6~10 ���������

DNA � PCR 	���. ����
������

205H(1), 205H(4)� 205H(5)�
� 0.6 � 3.4 kb ��

��, � 0.6 kb������. ��
������


��� , �
���������������


������������ , ��������

������.  

�� 3 
�������
����, ����

�����������#����������

��
�. �
� PCR���
������ 3.4 kb 
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 3  ���	���  ����  PCR �����	$�������
�

 

(a) �������, �� PCR �� CHR P1 � CHR P2 �����
 0.6 kb; (b) �������, �� PCR �������	�
 3.4 kb 
 

 

 4  ������	
����� PCR�
 

1 ��	��� Spp DNA/EcoR ; 2 �	��, ��������

��; 3 ����, 
� pTRCH205; 4~6 �� 1 
��������

���� 205H(1), 205H(4)� 205H(5); 7~9 �� 3 
������� 

����� 205H(1), 205H(4)� 205H(5) 

������, �������� 0.6 kb��
�#

���
�. ��
�����������, ��

��������������.  

��, 
����
� PCR ��������

���� 205H(1)� 205H(4), 
���� nifH 
	

�, �� Southern�	����. 
 5 
�����

�� DNA ��
 Sma � Pst %	$� Southern

���� . �
	$���	�����
���

���, � 205H(1)�205H(4)����������

���	� 2.9 � 1.9 kb �����(��
 3(b)). 

����������&��
, '� aadA �

nifH ��������������������

�����.  

2.3  ��������� nifH ���� 

�
����� 205H(1), 205H(4)� 205H(5)�

�	��, ��� Kp ������� Western �
.  

3 ��������
�������� Kp ���

�	����	�	�����, �
 nifH ��� 

 

 5  
���� nifH 
	�� Southern�� 

1 ��	��� Spp DNA/EcoR ; 2 �
� pTRCH205 DNA/Sma ; 

3 ��������� DNA/Sma ; 4 � 5 ������� 205H(1)

� 205H(4)��� DNA/Sma ; 6 �
� pTRCH205 DNA/Pst ; 7 �

�������� DNA/Pst ; 8 � 9 ������� 205H(1)� 

205H(4)��� DNA/Pst  

���(NifH)��	��
��� Kp �����	

��	, �
 32 ku. ��	����������

������
���
�������(
 6). 

���
 , ��	������������

����(���. 
��� nifH ��� psbA ��

	���
��������� , �
�
���

%������ NifH ��������. ��	�


���������������
�� NifH �

����� . �
���
��������
	

��!����, ��	�������. ���	

��
 psbA ��	��	����	�����	. 

	�, 
������
����������, �

�������	 nifH �������
��
)

�, ��������
, �
 nifH������� 
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 6  ��������� Western�
 
1 � 2 ����, ��� Kp ���(20, 200ng); 3 �	��, ���� 

�; 4~6 ��������� 205H(1), 205H(4)� 205H(5) 

����������. 

2.4  ��������������������

�� 


�������������������

������������ , 
����
���

�� 205H(4)� T1 ������
	������

������. 
 205H(4)
�
 �����




� F1 �
	���� ������; ����


�
  ���


������������

�(
 7). 

 

 7  ���������������������� 

(a) ����������
	; (b) ����� 205H(�) �����( ); (c) ����� 205H( ) �����(�) 

 
�����
 , �����������%���

����, "����
��
�����	�. �


���, �����������������, 

��������������������
 3

�1, ������, ���������
���



, ����� 1�1. 

3  �� 


������������
�� NifH ��

�, ��������������������, 

���������. �*, ������, ���

���������
�� nifS ��� nifU ���

���� , �	� [Fe-S]����������

�[14~16]; ���
���� nifM ���(NifM)��

������������(���� , �	�


NifM �����������	���	
�	�

����, ���$���	(���. �����

���������
�� 10 � nif������

�. ��, ������	����	�, ����

�� , 	!"�������, 	�������. 

�����	������������(���. 

��, ������	�+�	�������, �

�	��������
�
�, . ��
���

� nif ��
���������	����
, �

������� , ����	������	��

�	�
�
 . �������������
�

���������� [17], ��
������


����
�����.  

��   
������������	�� (�
� : 
39400067). 
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