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摘　 要:大豆与根瘤菌的共生固氮是农业生态系统中主要的氮来源之一ꎬ研究其互作机制意义重大ꎬ但是由于根瘤菌

个体小ꎬ转化难ꎬ目前尚缺乏高效、稳定标记根瘤菌的方法ꎬ限制了其在互利共生方面的研究ꎮ 为开发用于大豆与慢

生根瘤菌互作研究的根瘤菌标记方法ꎬ本研究通过改造原始载体 ｐＭＧ１０３ꎬ构建高效表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＧＵＳ、ＬＵＣ 的标记

载体ꎬ以高效固氮的慢生根瘤菌株系 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 为试验菌株ꎬ采用电击转化法进行标记ꎮ 利用显微

镜、ＧＵＳ 染液、化学成像仪观察标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 根瘤菌在大豆不同时期不同部位的定殖情况ꎮ 结果表明:成
功获得了 ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＧＵＳ 及 ＬＵＣ 标记的慢生根瘤菌转化菌株ꎬ携带不同标记的慢生根瘤菌株 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 能在大

豆根表及根瘤内稳定定殖ꎬ并且可满足不同试验需求ꎮ 本研究建立了较为稳定的表达多种标记蛋白的载体ꎬ且能较

好地应用于慢生根瘤菌株系中ꎬ为直观研究大豆与慢生根瘤菌的互作提供有效的方法参考ꎮ
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　 　 氮是植物生长发育中需求量最大的矿质营养

元素ꎬ对植物的生长、发育至关重要[１]ꎮ 然而土壤

中的氮素往往不能满足植物的生长需求ꎬ在农业活

动中ꎬ人们通常通过施用化肥来满足作物生长发育

所需ꎬ但是由于不合理的化肥施用造成了许多生态

环境问题[２￣４]ꎮ 地球上大部分的氮主要是以氮气的

形式存在ꎬ占空气的 ７８％ ꎬ但是氮气并不能被生物

直接利用[５]ꎮ 生物固氮是自然界存在的ꎬ通过微生

物的固定作用直接将氮气还原为氨ꎬ是生态系统氮

的重要来源[６]ꎮ 因此ꎬ利用生物固氮降低化肥施用

是解决以上难题的重要潜在策略ꎮ 共生固氮是固

氮效率最高的生物固氮形式ꎬ主要发生在豆科植物

与根瘤菌之间[７￣９]ꎮ 据统计ꎬ豆科植物与根瘤菌之

间的共生固氮约占生物固氮总量的 ６０％ 以上ꎬ其

中ꎬ大豆与根瘤菌间的共生固氮是农业生态系统中

主要的氮来源之一[７]ꎮ 同时ꎬ根瘤菌固定的氮素不

仅供豆科生长所需ꎬ还能为其他植物所用ꎬ是一种

环境友好型的重要植物[１０￣１３]ꎮ 因此ꎬ研究和充分利

用共生固氮是农业可持续发展的重要保障ꎮ

目前ꎬ在大豆与根瘤菌的互作中已经有许多研

究ꎬ与分子对话、信号转导、根瘤发育等过程相

关[１４￣１５]ꎮ 大豆能够与快生型根瘤菌和慢生型根瘤
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菌共生结瘤[１６￣１７]ꎬ但是由于慢生型根瘤菌存在生长

速度慢ꎬ标记难等问题ꎬ大部分的研究主要利用快

生型根瘤菌进行研究[１７￣１８]ꎮ 目前对根瘤菌的标记

主要有荧光蛋白标记[１９￣２０]、化学发光标记[２１]和化学

反应显色[２２￣２３]等方法ꎮ 然而ꎬ大部分的标记主要是

在快生型根瘤菌上实现的ꎬ由于质粒存在不稳定易

丢失的特性ꎬ容易导致标记信号弱且不稳定等情况

出现[２４￣２５]ꎮ 基于此ꎬ本研究使用两个载体的复制起

始位点 ｐＨＳＧ２９８ ｏｒｉ 和 ｐＭＧ１０１ ｏｒｉꎬ启动子选用细

菌内的强启动子 ＮＰＴＩＩ 的稳定高效表达的 ｐＲＢＣꎬ构

建 ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＧＵＳ、ＬＵＣ 不同标记的 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ꎬ为后续可视化研究大豆与根瘤菌之

间的相互作用提供更成熟的技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试大豆品种为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎮ 供试根瘤菌为慢

生根瘤菌 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３(本实验室

保存)ꎬ供试大肠杆菌为 ＤＨ５αꎮ

根瘤菌 ＹＭＡ 培养基:甘露醇 １０ ｇ􀅰Ｌ － １、ＭｇＳＯ４􀅰

７Ｈ２Ｏ ０. ２ ｇ􀅰Ｌ －１、ＮａＣｌ ０. １ ｇ􀅰Ｌ －１、 酵母提取物３ ｇ􀅰Ｌ －１、

Ｋ２ＨＰＯ４ ０.２５ ｇ􀅰Ｌ －１、ＫＨ２ＰＯ４ ０.２５ ｇ􀅰Ｌ －１、 琼脂１５ ｇ􀅰Ｌ －１ꎮ

大肠杆菌 ＬＢ 培养基:Ｔｒｙｐｔｏｎｅ １０ ｇ􀅰Ｌ －１、 酵母提取物

５ ｇ􀅰Ｌ － １、ＮａＣｌ １０ ｇ􀅰Ｌ － １、琼脂 １５ ｇ􀅰Ｌ － １ꎮ 大豆营养

液参考艾文琴等[２６]的大豆全营养液配方ꎬ根据试验

所需对含量进行调整ꎮ

１. ２　 试验设计

利用电转的方式将改造好的外源表达载体

ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ、ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、ｐＲＢＣ￣

ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 导入到受体菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的感

受态细胞ꎮ 在卡那抗性 ＹＭＡ 平板上对阳性克隆进

行筛选并鉴定ꎮ

向 ５ ｄ 苗龄的大豆根系ꎬ分别接种携带有 ｐＲＢＣ￣

ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ、 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 和 ｐＲＢＣ￣

ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ 载体的标记 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ꎮ 在大

豆生长期间提供低氮(ＮＨ ＋
４ / ＮＯ －

３ :２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)营

养液ꎮ 培养一定时间后ꎬ挖出大豆根系ꎬ去除蛭石ꎬ

于共聚焦荧光变倍显微镜下观察大豆根毛部位

ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光信号ꎻ 向大豆根系喷施荧光底物

Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍꎬ置于化学发光检测仪器上进行

检测ꎬ观察根瘤菌在大豆根系的定殖情况ꎻ将大豆

根系浸泡在 ＧＵＳ 染液中进行显色反应ꎬ通过蓝色信

号指示根瘤菌在根系、根瘤内的定殖ꎮ

利 用 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 载 体 标 记 的

Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ꎬ在激光共聚焦荧光变倍显微镜下

观察根瘤菌在大豆成熟根瘤内细胞水平的定殖情况ꎮ

１. ３　 方法

１. ３. １　 载体构建 　 对原始载体 ｐＭＧ１０３(图 １Ａ)多

克隆位点进行改造ꎮ 在 Ｓｐｈ Ｉ(ＧＣＡＴＧＣ)和 ＥｃｏＲ Ｉ

(ＧＡＡＴＴＣ)酶切位点间ꎬ添加 １ 个 Ｓｐｅ Ｉ(ＡＣＴＡＧＴ)

的内切酶酶切位点ꎬ改造后的载体命名为 ｐＲＢＣꎮ

利用内切酶 Ｓｐｈ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 切开 ｐＲＢＣ 载体ꎬ将卡

那启 动 子 ＮＰＴＩＩｐｒｏ 连 接 在 ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧 光 蛋 白

(ｔｄＴｏｍａｔｏ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰｒｏｔｅｉｎꎬＧｅｎＢａｎｋ: ＣＶＨ７４１３５. １)

的基因表达框ꎬ置于 Ｓｐｈ Ｉ ( ＧＣＡＴＧＣ) 和 ＥｃｏＲ Ｉ

(ＧＡＡＴＴＣ) 酶切位点之间ꎬ 构建 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣

ｔｄＴｏｍａｔｏ 载体 ( 图 １Ｂ)ꎬ 大小为 ７ ４２７ ｂｐꎮ ＧＵＳ

(β￣ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅꎬ ＧｅｎＢａｎｋ: ＡＢＯ３９２０９. １ ) 及 ＬＵＣ

(ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅꎬＧｅｎＢａｎｋ: ＡＫＡ９５３５１. １)标记载体构建

方 法 同 上ꎬ ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣

ＬＵＣ 载体示意图如图 １Ｃ 和图 １Ｄ 所示ꎮ

１. ３. ２　 慢生根瘤菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 感受态制备

　 使用灭菌的接种环ꎬ蘸取 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 菌液ꎬ

在 ＹＭＡ 固体培养基上划线ꎬ置于 ３０ ℃恒温培养箱

中倒置培养 ２ ~ ３ ｄꎮ 挑取 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 克隆至

含有５ ｍＬ ＹＭＡ 液体培养基的５０ ｍＬ 离心管中ꎬ３０ ℃

２００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １震荡培养 ２ ~ ３ ｄꎮ 将培养好的菌液在

超净工作台中以 １ ∶ １００ 的比例稀释至含有 １００ ｍＬ

ＹＭＡ 液体培养基的三角瓶中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １震

荡培养至对数生长期(ＯＤ６００ ＝ ０. ３ ~ ０. ５)ꎮ 在超净

工作台中将菌液转移至无菌的 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ冰

上静置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃、 ７ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 ８ ｍｉｎꎬ 收

集菌体ꎮ 使用冰预冷的无菌去离子水重悬菌体ꎬ于

４ ℃、６ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎮ 重复上

一步 ２ ~ ３ 次ꎬ完全去除培养基后ꎬ将水分吸干净后

加入 ２ ｍＬ 冰预冷的甘油(１０％ )重悬菌体ꎬ分装至

１. ５ ｍＬ 离心管中(每管 ５０ μＬ)ꎬ液氮速冻后保存于

－ ８０ ℃冰箱ꎮ
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　 　 注:Ａ. 原始载体 ｐＭＧ１０３ 图谱ꎻＢ. ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 载体图谱ꎻＣ. ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ 载体图谱ꎻＤ. ｐＲＢＣ￣

ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 载体图谱ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ａ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＧ１０３ꎻＢ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏꎻＣ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣

ＧＵＳꎻＤ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ.

图 １　 载体图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒｓ

１. ３. ３ 　 电转标记　 将分别携带有 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣
ｔｄＴｏｍａｔｏ、 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ
载体的大肠杆菌ＤＨ５α在含有卡那抗生素(５０ μｇ􀅰ｍＬ －１)
的 ＬＢ 培养基中扩大培养ꎮ 利用质粒提取试剂盒

(北京全式金生物技术有限公司ꎬＥａｓｙＰｕｒｅ􀅹 Ｐｌａｓｍｉｄ
ＭｉｎｉＰｒｅｐ Ｋｉｔ ) 提取质粒 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ、
ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣꎮ 取 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ
ＢＸＹＤ３ 感受态置于冰上解冻ꎬ加入 ３ ~ ５ μＬ 浓度约

为 ３００ ｎｇ􀅰μＬ － １的质粒 ＤＮＡꎬ轻轻混匀ꎬ冰上静置 １０

~ １５ ｍｉｎꎮ将含有质粒 ＤＮＡ 的感受态转移至 － ２０ ℃

预冷 ２ ｈ 的电击转化杯中ꎬ１. ２５ ｋＶ􀅰ｃｍ － １电击两次ꎬ

向电击转化杯中加入 ８００ μＬ ＹＭＡ 液体培养基ꎬ用

移液枪充分吸打后将菌液转移至 ２. ０ ｍＬ 离心管中ꎮ

３０ ℃ 恒温培养箱震荡培养 ２ ｈꎬ离心收集菌体ꎬ

预留 ２００ μＬ上清重悬菌体ꎬ用涂布棒涂布于含有

５０ μｇ􀅰ｍＬ － １卡那霉素的 ＹＭＡ 固体培养基的培养皿

上ꎬ于 ３０ ℃培养 ７ ~ １０ ｄ 后鉴定(图 ２)ꎮ

图 ２　 电击转化流程图

Ｆｉｇ. ２　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
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１. ３. ４ 　 慢生根瘤菌接种液的制备 　 挑取转化有

ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ、ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、ｐＲＢＣ￣
ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 载体的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 单克隆菌落

至含有 １ ｍＬ ＹＭＡ 的 ２ ｍＬ 离心管中活化ꎬ３ ~ ５ ｄ 后

转移至含 ５００ ｍＬ ＹＭＡ 的三角瓶中ꎬ培养至 ＯＤ６００约

为 １. ０ꎬ离心收集菌体ꎮ 利用大豆低氮营养液将菌

体ꎬ重悬配制 ＯＤ６００约为 ０. ３ 的根瘤菌接种液ꎮ
１. ３. ５　 不同标记的慢生根瘤菌鉴定　 利用蔡司共

聚焦荧光变倍显微镜鉴定 ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光标记的

Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ꎬ观察单克隆菌落是否散发出红色

荧光ꎮ
从转化 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ 和 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣

ＬＵＣ 载体的细菌培养基平板上随机挑选单克隆菌

落(以未转化的根瘤菌为对照)ꎬ转移至 ＹＭＡ 液体

培养基中进行扩繁ꎬ培养至 ＯＤ６００ > ０. ５ꎮ
吸取 ３０ μＬ ＬＵＣ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 菌液

与 ＬＵＣ 底物(Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍ)等比例混匀ꎬ黑暗

条件下反应 ５ ｍｉｎꎬ于全自动化学发光图像分析仪

(Ｔａｎｎｏｎ５２００)下检测并拍摄 ＬＵＣ 荧光ꎮ 选取荧光

强度较强的单克隆根瘤菌进行保存ꎮ
吸取 ３０ μＬ ＧＵＳ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 菌液

与 ＧＵＳ 染液等比例混匀后ꎬ放置在 ３７ ℃恒温培养

箱中ꎬ显色反应 ３０ ｍｉｎ 左右ꎬ以未转化的根瘤菌为

对照ꎬ观察菌液是否变蓝ꎬ未转化的根瘤菌对照不

显蓝色ꎬ阳性克隆根瘤菌显蓝色ꎮ
１. ３. ６　 荧光标记的慢生根瘤菌定殖观察　 将大豆萌

发所需的蛭石及小红盆进行高温高压 (１２１ ℃、
２０ ｍｉｎ)灭菌处理ꎬ种子经 ７０％乙醇表面消毒后种植

在蛭石中ꎮ 将以上制备好的菌接种物(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ３)ꎬ
每盆接种 ５０ ｍＬꎬ生长期间提供低氮(１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)
大豆营养液下继续在蛭石中培养ꎮ 培养 ５ ｄꎬ将接种

携带 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的大豆根系

从蛭石中取出ꎬ去除蛭石ꎬ在蔡司激光共聚焦荧光

变倍显微镜下通过 ＲＦＰ 荧光通道观察 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ
ＢＸＹＤ３ 在大豆根毛上的定殖情况ꎮ 培养至 １４ ｄ 时

将接种携带 ＬＵＣ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的大豆

根系从蛭石中取出ꎬ去除蛭石ꎬ在全自动化学发光

图像分析仪(Ｔａｎｎｏｎ５２００)下观察 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３
在大豆根系的定殖情况ꎮ 培养至 ２０ ｄ 时从蛭石中

取出接种携带 ＧＵＳ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的大

豆根系ꎬ浸泡在 ＧＵＳ 染液中ꎬ３７ ℃恒温培养箱中染

色ꎬ观察根瘤是否有变蓝现象ꎮ 取接种 ３０ ｄ 携带

ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的大豆根瘤ꎬ将
根瘤进行切片ꎬ利用蔡司激光共聚焦荧光变倍显微

镜鉴定观察根瘤内荧光信号ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 慢生根瘤菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 标记结果检测

如图 ３Ａ 所示ꎬ转化有 ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光标记的慢

生根瘤菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 单克隆菌落在荧光的激

发下产生了不同程度的红色荧光信号ꎮ
如图 ３Ｂ 所示ꎬ将转化有 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ 载

体的慢生根瘤菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 单克隆菌进行扩

繁及 ＧＵＳ 显色反应ꎬ未转化的根瘤菌对照不显现蓝

色ꎬ而阳性根瘤菌克隆产生明显的蓝色ꎬ说明挑选

的单克隆根瘤菌已经被 ＧＵＳ 成功标记ꎮ
如图 ３Ｃ 所示ꎬ从转化 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 载体

的细菌培养基平板上挑选单克隆菌落(以未转化的

根瘤菌为对照)ꎬ进行扩繁及显色反应ꎬ未标记的根

瘤菌中检测不到明显的发光信号ꎬ而阳性根瘤菌克

隆产生了明显的信号ꎬ说明挑选的单克隆根瘤菌已

经被 ＬＵＣ 成功标记ꎮ
以上的结果表明通过电转的方式 成 功 使

Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 携带以上 ３ 种标记ꎬ可用于后续

研究ꎮ

　 　 注:Ａ. ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光图ꎻＢ. ＧＵＳ 染色图ꎻＣ. ＬＵＣ 荧光图ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ａ. ｔｄＴｏｍａｔｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｐꎻ Ｂ. ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍａｐꎻ Ｃ. ＬＵＣ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｐ.

图 ３　 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 标记结果

Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ ｌａｂｅｌｉｎｇ
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２. ２　 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 在大豆上定殖

如图 ４Ａ 所示ꎬｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 载体标

记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 在大豆根系的根表上以及大

豆的根毛上可以检测到荧光信号ꎬ特别是在因受到

侵染而发生形变卷曲的根毛上有较强的荧光信号ꎬ
说明根瘤菌在此形成了微克隆ꎬ表明 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记

的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 能用于观察慢生根瘤菌在大豆

根系上的定殖情况ꎮ
如图 ４Ｂ 所示ꎬ在大豆根系的根基部和主根上

检测到强烈的 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ 载体标记的

Ｂ􀆰 ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的 ＬＵＣ 荧光信号ꎬ而在基根和侧

根上的信号相对较弱ꎬ表明在大豆苗期ꎬＢ. ｅｌｋａｎｉｉ
ＢＸＹＤ３ 主要在大豆的根基部及主根部位大量定殖ꎮ
结果说明 ＬＵＣ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 可以用于

在组织和器官水平上观察根瘤菌在整体根系上的

不同部位的定殖情况ꎮ
如图 ４Ｃ 所示ꎬ低氮培养 ２０ ｄ 后ꎬ接种携带 ＧＵＳ

标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 的大豆根系形成的根瘤上

具有明显的蓝色信号ꎬ在部分侧根和主根部分也具

有少量的蓝色信号ꎮ
以上结果说明ꎬ携带 ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＬＵＣ、ＧＵＳ 标记

的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 可用于观察慢生根瘤菌在大豆

根系及根瘤的定殖情况ꎮ
２. ３　 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 根内定殖情况　

如图 ５ 所示ꎬ 在 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光标记的

Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 接种大豆之后ꎬ在无抗生素存在

的条件下ꎬ经过多代的繁殖ꎬ在大豆根瘤内仍然能

够检测到强烈的红色荧光信号ꎬ表明 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记

的 Ｂ􀆰 ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 能够稳定的表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光

蛋白ꎬ可用于在根瘤细胞水平观察根瘤菌定殖ꎮ

　 　 注:Ａ. 大豆根毛 ｔｄＴｏｍａｔｏ 荧光图ꎻＢ. 大豆根系 ＬＵＣ 荧光图ꎻＣ. 大豆根瘤 ＧＵＳ 染色图ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ａ. ｔｄＴｏｍａｔｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔ ｈａｉｒꎻ Ｂ. ＬＵＣ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍꎻ

Ｃ. ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍａｐ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ.

图 ４　 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 在大豆根系 /根瘤上的定殖情况

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｎｏｄｕｌｅｓ

图 ５　 大豆根瘤切片荧光检测

Ｆｉｇ. ５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｎｏｄｕｌｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ
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３　 讨论

随着大豆与根瘤菌互作研究的深入ꎬ特别是在

结瘤、共生固氮方面尤为突出[２７￣２９]ꎮ 虽然通过显色

标记的方式来研究大豆与根瘤菌之间的相互作用

已有部分报道ꎬ但是目前荧光标记载体大多采用单

个复制起始位点ꎬ如刘伟等[３０] 和琚慧敏等[３１] 研究

中所构建的荧光表达载体均只采用一个复制起始

位点ꎮ 其他研究表明解淀粉芽孢杆菌和溶磷草木

樨中华根瘤菌中所用的绿色荧光蛋白标记载体携

带有两个复制起始位点ꎬ遗传稳定性较好[３２￣３４]ꎮ 本

研究改造的载体也采用了两个复制起始位点ꎬ相比

于单个复制起始位点的载体而言ꎬ一定程度上能够

增加质粒的拷贝数ꎬ降低细胞分裂导致的质粒丢失

概率ꎮ 此外ꎬ本研究中供试载体使用的是细菌卡那

抗性基因的启动子 ＮＰＴＩＩ 启动子ꎬＮＰＴＩＩ 启动子是细

菌内的强启动子ꎬ能够持续地激活下游基因转录ꎬ
增强标记基因表达ꎮ 本研究中在成熟的根瘤内依

然观察到较强的荧光信号ꎬ证明本研究的载体具有

较强的信号优势ꎮ
本研究中对于不同显色标记对探究大豆与根

瘤菌 互 作 的 应 用 表 明ꎬ ＬＵＣ 标 记 的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ
ＢＸＹＤ３ 可用于细菌在不同部位上的定殖情况的整

体观察ꎬ例如在植物的根基部、中段、侧根及根尖

等ꎬ可应用于研究不同试验处理对该菌在根系上定

殖的影响ꎮ 对 ＧＵＳ 标记的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 大豆

根瘤进行染色后可以看到明显的变蓝现象ꎬ可广泛

应用于根际微生物竞争方面的研究ꎮ ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记

的 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ 在根瘤内荧光强度高、持续时

间长ꎬ可直接观察ꎮ 但以上 ３ 种显色标记也均存在

一定缺陷ꎬ如 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记存在一定的背景荧光ꎬ
ＬＵＣ、ＧＵＳ 的显色是通过与底物进行反应实现的ꎮ
后期可以进一步改造并构建一个半衰期更短、检测

效率更高的 ＬＵＸ 标记根瘤菌ꎬ通过自身携带的 ｌｕｘ
(ＣＤＡＢＥ)基因簇编码合成荧光素酶及其相应的发

光底物而产生独特的光信号ꎬ免去添加荧光底物的

操作ꎬ从而直接在全自动化学发光图像分析仪观察

到荧光信号[３５￣３７]ꎮ
综上ꎬ携带本研究中 ３ 种不同标签标记的慢生

根瘤菌 ＢＸＹＤ３ 均可用于豆科植物与根瘤菌之间互

作的研究ꎮ 本研究仅在大豆的苗期进行了初步验

证ꎬ在大豆的成熟期以及在大田情况下是否可行仍

需更多的试验验证ꎮ 另外ꎬ该载体目前只在慢生根

瘤菌 ＢＸＹＤ３ 单一菌种中使用ꎬ在其他细菌中的适

用性还有待进一步探究ꎮ

４　 结论

本研究通过载体改造的方式构建了能够稳定

表达不同标签的载体 ( ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ、
ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＧＵＳ、 ｐＲＢＣ￣ＮＰＴＩＩｐｒｏ￣ＬＵＣ) 并电转

方式转化慢生根瘤菌 Ｂ. ｅｌｋａｎｉｉ ＢＸＹＤ３ꎬ成功获得了

ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＧＵＳ 及 ＬＵＣ 标记的慢生根瘤菌转化菌株ꎬ
并且能在大豆根表及根瘤内稳定定殖ꎮ 研究结果

为后续大豆 － 慢生根瘤菌互作研究提供了方法和
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