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苜蓿中华根瘤菌与鹰嘴豆中慢生根瘤菌
原生质体的融合研究

Ξ

韦革宏1,朱铭莪1,郭　杰1,陈文新2

(1 西北农林科技大学 资源环境学院,陕西 杨陵 712100; 2 中国农业大学 生物学院,北京 100094)

　　 [摘　要 ]　利用原生质体融合技术, 以链霉素和青霉素分别作为苜蓿中华根瘤菌 (S inorh iz obium m eliloti)

102F28 和鹰嘴豆中慢生根瘤菌 (M esorh iz obium ciceri )U SDA 3383 的抗药性选择标记, 成功地获得了 102F28 和

U SDA 3383的属间融合子。该融合子可分别在双亲寄主植物上结瘤,其在细胞形态、大小和蛋白质电泳图谱上与亲

本菌株均有所差异。融合子与 102F28的DNA 同源性为 90. 8% ,而与U SDA 3383的DNA 同源性为 15. 2%。
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　　原生质体融合技术作为高频重组的有效方法和

遗传学研究的工具,已受到国内外生物学者的重视。

细菌原生质体可以经溶菌酶处理而制备,在高渗条

件下通过 PEG 促融,使两个亲株的基因之间发生接

触、交换而产生重组体,并通过再生而获得重组子。

因此, 原生质体融合克服了种、属间杂交的“不育

性”,大大提高了基因间重组的频率[1 ]。

微生物原生质体融合技术已有多年的实际应

用,但如何利用原生质体融合技术扩大根瘤菌的结

瘤范围,目前尚未见报道。本研究以苜蓿中华根瘤菌
(S inorh iz obium m eliloti) 和鹰嘴豆中慢生根瘤菌
(M esorh iz obium ciceri)为材料, 进行根瘤菌原生质

体的属间融合研究。

1　材料和方法
1. 1　供试菌株

　　S inorh iz obium m eliloti 102F28, 寄主为苜蓿;

M esorh iz obium ciceri U SDA 3383,寄主为鹰嘴豆。均

由中国农业大学根瘤菌资源库提供。

1. 2　培养基及有关试剂

YM A 高渗培养基: 在 YM A 培养基中再加入

0. 25 mo löL丁二酸钠和 0. 25 mo löL 蔗糖。
D F 稀释液: 0. 25 mo löL 蔗糖, 0. 25 mo löL 丁
二酸钠, 0. 01 mo löL ED TA , 0. 02 mo löL K 2H PO 4,

0. 11 mo löL KH 2PO 4, 0. 01 mo löL M gC l2, pH 7. 0。

新生磷酸钙: K 2H PO 4 0. 5 g, CaC l2·H 2O

29. 4 g,溶于 100 mL 水,用时等体积混合。

PEG溶液: 400 göL PEG 8000溶于D F稀释液中。

1. 3　方　法

1. 3. 1　抗性标记的筛选　将青霉素、链霉素、卡那

霉素和氯霉素4种抗生素分别按 5, 50, 100, 300 m göL
的终质量浓度加入到YM A 培养基中, 倒平板, 接种

102F28和U SDA 3383。每个处理设 3个重复。

1. 3. 2　原生质体的形成及形成率和再生率的计

算　按文献[ 2 ]的方法进行。

1. 3. 3　原生质体的融合　供试菌株培养到对数生

长期, 离心收集菌体, 加入质量浓度 1 göL 的溶菌
酶, 37 ℃保温 1 h,离心弃上清,悬浮于含有 5 m göL
DNA 酶和 5 mmo löL ED TA 的D F 液中,总体积为

4 mL ,各取原生质体 1 mL 充分混合,离心弃上清,

加含 5 m göL DNA 酶的质量浓度为 400 göL 的
PEG 8000至 4 mL ,轻轻悬浮,随后加入 0. 05 倍体

积的新生磷酸钙,在紫外灯下 28 cm 处照射 90 s,保

温 30 m in,接种到 YM A 高渗培养基和基础培养基

上, 28 ℃培养 3 d。

1. 3. 4　根瘤菌的回接及固氮酶活测定　根瘤菌的

回接采用水培法, 固氮酶活测定采用乙炔还原法。

按照文献[ 3 ]的方法进行。

1. 3. 5　SD S2全细胞可溶性蛋白电泳分析　蛋白样品的
制备、电泳及染色方法按照文献[ 4 ]的方法进行。

1. 3. 6　DNA 2DNA 杂交　采用复性速率法, 在

L am bda B io 20型紫外分光光度计上自动测定[5 ]。
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2　结果和讨论
2. 1　出发菌株的抗性鉴定

　　分别用 4 种抗生素,以 5, 50, 100, 300 m göL 4

个质量浓度梯度对出发菌株进行抗生素抗性鉴定,

其结果见表 1。

表 1　出发菌株的抗性鉴定结果

T able 1　T he resu lts of resistance to an tib io tics of paren tal stra ins

菌株
Strains CK

青霉素ö(m g·L - 1)
Pen icillin

链霉素ö(m g·L - 1)
Strep tom ycin

卡那霉素ö(m g·L - 1)
Kanam ycin

氯霉素ö(m g·L - 1)
Ch lo rom ycetin

5 50 100 300 5 50 100 300 5 50 100 300 5 50 100 300

102F28 + + + + - - - - - + + + - + - -
U SDA 3383 + + - - - + + - - + + - - + - -
　　注:“+ ”表示具有抗性,“- ”表示不具有抗性。

N o te:“+ ”indicating resistance to an tib io tics,“- ”indicating no resistance to an tib io tics.

　　由表 1可见,供试菌株对不同质量浓度的青霉

素、链霉素和卡那霉素 3 种抗生素的抗药性显示出

一定的差异。102F28对青霉素 (5～ 100 m göL )具有

抗性, 而U SDA 3383 对青霉素 (50～ 100 m göL )却

很敏感; 102F28 对链霉素 (5～ 50 m göL )不具有抗

性, 而 U SDA 3383 却具有抗性; U SDA 3383 在含

100 m göL 的卡那霉素培养基上不能生长, 而

102F28却能生长。两菌株对氯霉素的抗药性没有差

异。因为微生物的抗药性是其菌种本身的特性,所

以,可将抗性鉴定特征作为亲本菌株进行融合试验

的标记[1 ]。根据供试菌株抗性鉴定结果, 以

100 m göL的青霉素和 50 m göL 的链霉素分别作为

筛选 102F28和U SDA 3383融合子的抗药性选择标

记。

2. 2　青霉素处理对溶菌酶作用效果的影响

经不同质量浓度青霉素预处理后,分别加入质

量浓度0. 2, 1. 0 göL 的溶菌酶, 考察青霉素质量浓

度对溶菌酶作用效果及不同质量浓度溶菌酶对原生

质体形成的影响,其结果见图 1, 2。

由图 1, 2 可以看出,用 1. 0 göL 的溶菌酶处理

效果比 0. 2 göL 的好,对供试菌株的破壁作用强,因

此,选择 1. 0 göL 的溶菌酶较为理想。在 1. 0 göL 溶

菌酶作用下,随着青霉素质量浓度的升高,曲线呈下

降趋势,透光率增大,原生质体形成率增高。青霉素

质量浓度在 0～ 0. 8 m göL 时,曲线下降幅度较小;

在 0. 8～ 10. 0 m göL 时曲线迅速下降,透光率增大,

破壁作用增强。当青霉素质量浓度达到 50. 0 m göL

后,基本呈一直线。本试验选择 5. 0 m göL 的青霉素

处理,虽对菌体生长有一定的影响,但能增强溶菌酶

的破壁效果。

2. 3　青霉素预处理时间对溶菌酶敏感性的影响

供试菌株分别加入 1. 6 和 5. 0 m göL 青霉素,

考察青霉素预处理时间对溶菌酶作用效果的影响,

结果见图 3, 4。
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　　由图 3, 4可见, 6～ 24 h 时,随青霉素预处理时
间的增加,曲线下降,透光率增大。24 h 时曲线下降
至最低点,透光率最大,表明预处理时间为 24 h 时
溶菌酶对细胞壁的破壁作用最强。而超过 30 h 之后
曲线又逐渐上升,说明预处理时间过长,又会降低破
壁效果,故选择 24 h 为最佳预处理时间。5. 0 m göL
的青霉素预处理比 1. 6 m göL 的青霉素更有利于原
生质体的形成。
2. 4　融合子的检出及稳定性检验

2. 4. 1　融合子的检出　将供试菌株的原生质体经
PEG 处理后, 接入到含有 100 m göL 青霉素和 50
m göL 链霉素的 YM A 选择性高渗培养基上, 28 ℃
培养 3 d 后,结果长出菌落,初步表明其在分类地位
上属于 S inorh iz obium 属,寄主为苜蓿的 102F28 与
属于M esorh iz obium 属、寄主为鹰嘴豆的 U SDA
3383间发生了融合现象。
2. 4. 2　融合子稳定性的检验　初步得到的融合子
在非选择条件下经 10次传代后,接入到青霉素和链
霉素抗性培养基中。结果经过传代后的融合子仍能
继续在双亲抗性培养基中正常生长,说明双亲菌株
经过融合后产生了稳定的融合子。

2. 5　融合子及亲本菌株的形态特征

将融合子与亲本菌株经革兰氏染色、镜检,均为
革兰氏阴性菌。在 19 000倍的电镜下,观察细胞形
态,并测量其大小,结果见表 2和图 5。

表 2　融合子及亲本菌株的细胞大小

Table 2　Size of cell of paren ts and fusion hybrid Λm

菌　株
Strains

长
L ength

宽
W idth

荚膜厚
Cap su le
th ickness

102F28 2. 84 0. 26 0
融合子
Fusion hybrid

1. 47 0. 28 0. 68

U SDA 3383 0. 97 0. 58 0. 11

　　由表 2和图 5 可以看出,融合子与其亲本菌株

在细胞形态和大小上存在着一定的差异。102F28细

胞形态为长杆状, U SDA 3383 为粗杆状。其融合子

细胞长度介于两个亲本菌株之间,而宽度与 102F28

菌株相近。在荚膜厚度上融合子与亲本菌株之间的

差别非常明显, 102F28 菌株几乎没有明显的荚膜,

U SDA 3383菌株荚膜层厚度仅有 0. 11 Λm 左右,而

融合子荚膜厚度达 0. 68 Λm 左右。

图 5　融合子及亲本菌株的电镜照片 (×19 000)

F ig. 5　Cell electron m icrograph s of paren ts and fusion hybrid
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2. 6　结瘤试验结果

为了考察融合子能否扩大亲本菌株的结瘤范

围。笔者将融合子分别回接于两个亲本菌株所属的

豆科植物。经水培回接试验,结果见表 3。

表 3　3个菌株的结瘤试验及固氮酶活性

T able 3　T he resu lts of inocu lat ion in legum inous p lan t of th ree sta ins and ezym ic activity of N 2fixation

植　物
P lan ts

102F28 融合子 Fusion hybrid U SDA 3383

结瘤情况
Situation of
inocu lation

酶活ö(Λmo l·g- 1·h - 1)
Enzym ic activity

结瘤情况
Situation of
inocu lation

酶活ö(Λmo l·g- 1·h - 1)
Enzym ic activity

结瘤情况
Situation of
inocu lation

酶活ö(Λmo l·g- 1·h- 1)
Enzym ic activity

苜　蓿
M elilo ti Y 16. 3 Y 16. 5 N ö

鹰嘴豆
C iceri N ö Y 12. 4 Y 6. 84

　　注:“Y”表示能结瘤;“N”表示不能结瘤。

N o te:“Y”indicating inocu lation;“N”indicating no inocu lation.

　　由表 3 可见, 102F28 可在原寄主苜蓿上结瘤,

其固氮酶活性为 16. 3 Λmo lö(g·h) ,而不能在鹰嘴

豆上结瘤。U SDA 3383 可在原寄主鹰嘴豆上结瘤,

其固氮酶活性为 6. 84 Λmo lö(g·h) ,而不能在苜蓿

上结瘤。102F28与U SDA 3383的融合子在苜蓿和

鹰嘴豆上均可结瘤。根瘤大小约 1. 5 mm ,颜色为粉

红色,其在苜蓿和鹰嘴豆植株上产生的根瘤固氮酶

活性分别为 16. 5和 12. 4 Λmo lö(g·h)。融合子与

102F28 的固氮酶活性差异不大, 但比U SDA 3383

的固氮酶活性提高了 5. 56 Λmo lö(g·h)。表明发生

融合后其融合子的结瘤范围得以扩大。

图 6　融合子与亲本菌株的蛋白电泳图谱
1. 102F28; 2. 融合子; 3. U SDA 3383

F ig. 6　E lectropherogram of w ho le2cell p ro tein
of paren ts and fusion hybrid

1. 102F28; 2. Fusion hybrid; 3. U SDA 3383

2. 7　SD S2全细胞可溶性蛋白电泳分析
采用 SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳技术,分析了融

合子及其亲本菌株的全细胞可溶性蛋白质组分,电

泳图谱结果见图 6。

从图 6 中可以看出, 融合子及其亲本菌株

102F28和U SDA 3383在蛋白质电泳图谱上存在着

一定的差异。 102F28 和 U SDA 3383 分别属于

S inorh iz obium 属和M esorh iz obium 属, 蛋白质电泳

图谱差异非常明显。融合子与U SDA 3383图谱差异

很大, 而与 102F28 图谱很相近, 但仍有 2 条带不

同。说明原生质体发生融合后菌株的蛋白质组分产

生了一定的变化。

2. 8　DNA 2DNA 杂交

采用复性速率法, 利用计算机得出DNA 样品

的复性速率,根据DNA 同源性计算公式,求出融合

子与亲本菌株以及亲本菌株之间的DNA 同源性,

其结果见表 4。

表 4　融合子及亲本菌株的DNA 同源性

T able 4　T he levels of DNA homo logy betw een

paren ts and fusion hybrid %

菌　株
Strains

102F28 融合子
Fusion hybrid U SDA 3383

102F28 100 90. 8 56. 6
融合子
Fusion hybrid

90. 8 100 15. 2

U SDA 3383 56. 6 15. 2 100

　　由表 4 可以看出, 102F28 和U SDA 3383 是两

个不同的根瘤菌菌种,其DNA 同源性为 56. 6% ,小

于 70%。融合子与U SDA 3383 的DNA 同源性很

低, 为 15. 2% , 而与 102F28 的 DNA 同源性高达

90. 8%。DNA 同源性以 70%作为根瘤菌定种的标

准,大于 70%为同一个种,小于 70%为不同种[6 ]。融

合子与U SDA 3383的DNA 同源性小于 70% ,而与

102F28的DNA 同源性大于 70% ,故融合子应该属
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于 S inorh iz obium m eliloti。原生质体发生融合后,染

色体DNA 发生了一系列的变化,出现了DNA 的交

换、重排现象。融合子保留 102F28染色体DNA 的

成分很多。此结果与全细胞蛋白电泳分析结果具有

很好的一致性。

[参考文献 ]
[ 1 ]　辛明秀,马玉娥. 微生物的原生质体融合及应用[J ]. 微生物学通报, 1995, 22 (6) : 365- 370.

[ 2 ]　张克旭,陈　宁,张永志,等. 用原生质体融合技术选育谷氨酸高产菌[J ]. 微生物学报, 1991, 31 (2) : 108- 114.

[ 3 ]　周平贞. 豆科植物结瘤试验水培法介绍[J ]. 中国油料, 1979, (2) : 60- 62.

[ 4 ]　韦革宏,陈文新,朱铭莪. 根瘤菌新类群的全细胞蛋白电泳及DNA 2DNA 杂交[J ]. 西北大学学报 (自然科学版) , 1998, (5) : 1- 5.

[ 5 ]　韦革宏,陈文新,朱铭莪. 木蓝根瘤菌的 16S rDNA 全序列分析及DNA 2DNA 杂交[J ]. 遗传学报, 2000, 27 (11) : 1027- 1032.

[ 6 ]　Chen W X, T an Zh Y, Gao J L , et al. D escrip tion of R h iz obium H ainanense sp nov iso lated from trop ical legum es[J ]. In t J Syst Bacterio l,

1997, 47 (3) : 870- 873.

Study on fu sion of p ro top lasts from S inorh iz obium m eliloti

and M esorh iz obium ciceri
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Abstract: Strep tom ycin and pen icillin w ere regarded as the sign of resistance to an t ib io t ics of S inorh i2
z obium m eliloti 102F28 and M esorh iz obium ciceri U SDA 3383 respect ively. U sing the p ro top last fu sion tech2
n ique, 102F28 and U SDA 3383 w ere successfu lly fu sed. Fu sion hyb rid can inocu la te in the legum inou s of

paren ta l st ra in s respect ively. T here w ere apparen t d ifferences betw een paren ts and fu sion hyb rid in cell

mo rpho logy, and pat tern of w ho le2cell p ro tein. T he values of DNA homo logy betw een fu sion hyb rid and

102F28 and U SDA 3383 w ere 90. 8% and 15. 2% respect ively.

Key words: P ro top last fu sion; S inorh iz obium m eliloti;M esorh iz obium ciceri
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