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外源 AHL 对中慢生型天山根瘤菌群体 

感应系统作用的初步研究
①
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摘  要： 通过将天山根瘤菌中的自体诱导物合成酶基因mrtI 在转录水平融合 lacZ构建了5’mrtI-lacZ融合表达菌株HMZ1。

利用多株不同属的根瘤菌上清液对该菌株进行诱导，发现有 3 株豌豆根瘤菌和 1 株三叶草根瘤菌上清提取物能诱导 mrtI 基因的

表达，且外源上清量越多，mrtI 被诱导的程度越高，TLC 的结果则显示它们可能有着相同的 AI。该结果显示在相同功能的细菌

间存在信号交流，为进一步研究群体感应调节在共生固氮上的作用提供了理论及实践依据。 
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群体感应（quorum sensing , QS）是指当细菌的数

量达到一定的密度（quorum）时才能发生的感应

（sensing）现象，即细菌能够通过某些特定信号分子

的浓度变化来感知周围环境中自身或其它细菌的数量

变化，当信号分子达到一定浓度阈值时，启动相关基

因的表达来适应环境的变化[1-2]。参与调节群体感应信

号分子合成及其相关操纵元组成的系统被称为群体感

应系统。革兰氏阴性细菌中的  QS 系统主要由  N 

-acyl-homoserine lactones（AHL）类信号分子及其受体

蛋白组成；革兰氏阳性细菌不产生 AHL，其 QS 系

统主要利用 Autoinducing peptide （AIP）为信号分子
[3]。除了具有细菌特异性的 AHL 或 AIP 信号分子，

还有一类 AI-2 型信号分子[4]，其在所有细菌中均为呋

喃酰硼酸二酯，细菌可以利用这类信号分子感知其它

细菌数量来调控自身的行为。目前，在许多原核生物

中都发现了群体感应系统，调节其各种生理学反应和

某种特定功能，如：生物发光、质粒转移、生物膜形

成和抗生素生物合成等，对群体感应的研究成为微生

物学的一大热点[5]。 

据估计，全球生物固氮量约为 17500 万t ，而现

今工业上采用的 Haber-Bosch 法固定的大气无机氮

量约为 4500 万t，不及生物固氮量的 1/3。其中豆科

植物-根瘤菌的共生固氮量为 3500 万t，几乎可以与

工业法固定的无机氮相媲美。根瘤菌与其宿主豆科植

物建立共生关系的过程是一个复杂的信号交流过程。

根瘤菌可以侵入豆科植物根部形成根瘤[6]，固定空气

中的分子氮，与植物建立互惠的共生关系[7-8]。根瘤菌

在植物细胞中形成的类菌体具相当的细胞密度，而根

瘤菌作为一类革兰氏阴性细菌，存在 acyl－HSL 类信

号分子，可以引起群体感应调节，参与调节共生固氮

相关基因的表达。 

在本实验室以前的工作中已经发现并鉴定出了

M.tianshanense中的自体诱导物合成酶基因mrtI和群体

感应调控蛋白基因mrtR[9]。本实验的研究目的是通过

构建一株中慢生型天山根瘤菌外源自体诱导物的检测

菌株，通过研究其它根瘤菌自体诱导物对该系统的影

响，进而分析不同根瘤菌之间群体感应系统的相互作

用，对研究不同根瘤菌之间的交互感应有重要意义，

同时有助于了解根瘤菌在豆科植物细胞内的生理行

为，为进一步了解根瘤菌与植物相互作用进行共生固

氮这一复杂的生物过程提供理论依据。 
 

1  材料和方法 
 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株、质粒及生长条件    本试验的供试

菌株和质粒及其特性见表 1。R. leguminosarum（豌豆

根瘤菌）和R. trifolii (三叶草根瘤菌) 用TY培养基，

28℃培养。M. tianshanense（中慢生天山根瘤菌）用TY

培养基，于 28℃下培养，Sm 2 μg/ml，Tc 20 μg/ml以

避免HMZ1 回复突变；A. tumefaciens用AT培养基，于

28℃下培养，Tc 2 μg/ml，Spe 100 μg/ml，Gm 100 μg/ml；

E. coli用LB培养基，37℃下培养, Km 100 μg/ml。 
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表 1  供试菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids used in this study 

菌株与质粒 编号 特性 来源 

菌株     R.. leguminosarum Pi18 野生型 实验室保存 

 Pi22 野生型 实验室保存 

 Pi24 野生型 实验室保存 

R.. trifolii Tri4 野生型 实验室保存 

M. tianshanense CCBAU 3306 野生型 文献[10] 

 HMZ0 中慢生天山根瘤菌 CCBAU3306 链霉素抗性突变株 实验室保存 

 HMZ1 中慢生天山根瘤菌 mrtI 转录融合 lacZ，mrtI 缺失菌株 实验室保存 

A. tumefaciens JZA1 AHL 生物检测菌株KYC55(pJZ372)[TcR](pJZ384)[SpeR](pJZ410)[GmR] 文献[11] 

E.coli DH5α 克隆菌株 实验室保存 

 BW20676 结合菌株 实验室保存 

质粒 pBSK AmpR，克隆载体 实验室保存 

 pVIK112 lacZ 转录融合载体 文献[12] 

 pHMZ101 pVIK112 中融合mrtI-lacZ片断的重组质粒 实验室保存 

 

1.1.2  试剂和仪器    DNA限制性内切酶、Taq DNA

聚合酶、T4 DNA 聚合酶，购自TaKaRa公司；PCR产物

纯化试剂盒购自Promega公司；X-GaL购自南京赛吉生物

技术有限公司；C18反相薄层层析板，购于Merck公司；

引物合成均由北京三博远志生物技术有限责任公司完

成。 o-NITROPHENYL β-D-GALACTOPYRANOSIDE 

（ONPG），购于Sigma公司。 

1.2  构建检测菌株 HMZ1 

1.2.1  mrtI 基因的 PCR 扩增及纯化     根据

CCBAU3306 中 mrtI 基因的 DNA 序列，设计一对 PCR

扩增引物，分别为 5'-GGAATTCTACGCTGCCGTACTC-3' 

和 5'-GCTCTAGATTGCCGTAGCCGTC-3'。两个引物分别

加了 EcoRI 和 XbaI 酶切位点，以便于与经 EcoRI/XbaI

双酶切的克隆载体 pBSK 连接。反应条件：30 个循环，

变性 94℃ 1 min，退火 52℃ 1 min，聚合 72℃ 1 min。

PCR 产物液体纯化操作按 Promega 试剂盒说明书进

行。 

1.2.2  mrtI  PCR产物及 pBSK载体的酶切酶连及酶

连产物的转化    方法步骤详见参考文献[13]。 

1.2.3  pBSK-mrtI 及 pVIK112 载体的酶切，酶连及酶

连产物的转化    方法步骤详见参考文献[13]。 

1.2.4  pHMZ101 与 BW20676 的转化    方法步骤

详见参考文献[13]。 

1.2.5  PCR 检测 mrtI-lacZ 同源重组菌株 HMZ1      

HMZ1 中的 5’mrtI-lacZ 在含有高活性 AHLs 分

子的 M. tianshanense 野生型上清存在的情况下能够

被诱导表达，而已失去 AHL 产生能力的 mrtI 基因突

变株 HMZ1 的上清则不能诱导 mrtI 基因的表达（图

1），这说明在 M. tianshanense 中 mrtI 的表达受其自

身产物信号的诱导，也说明了 mrtI 基因是该群体感

应的一个调控基因，同时该菌株丧失合成 AHLs 的

能力，可以作为研究外源 AHLs 对该菌株信号交流的 

    挑取 10 株接合平板中的单菌落，进行 mrtI-lacZ

融合表达菌株的 PCR 验证。设计引物序列为：

mrtI-5'-EcoRI 5'-GGAATTCGGCCTATGCCATGC-3'；

lacZ-out 5'- ACGACGACAGTATCGGCCTC-3'。 

1.2.6  HMZ1 菌株的AHLs诱导实验    将HMZ1 于

2 ml TY培养基中活化至平稳期，以 2% 接种量转接

于 2 ml TY培养基中，其中分别加入不同含量的

CCBAU3306 野生型AHL高活性培养上清和HMZ1 自

身的上清，培养HMZ1 至OD600约 1.0，取其中菌液进

行β-半乳糖苷酶活性检测。 

1.3  上清活性检测 

在野外从豌豆、大豆、三叶草及苜蓿等植物上采

集根瘤菌，获取上清并进行检测。将有诱导活性的根

瘤菌制备上清，分别以 0%、0.3%、1%、3%、10% 的

浓度诱导 HMZ1，具体操作按照文献[14-15]进行。 

1.4  薄层层析  

   具体操作按照文献[16]进行。 
 
2  结果与分析 
 

2.1  HMZ1 的 AHLs 诱导实验 



  第 1 期               徐 翔等：外源 AHL 对中慢生型天山根瘤菌群体感应系统作用的初步研究                69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

材料。 
800

2.2  用 HMZ1 对各根瘤菌上清诱导活性的检测 

培养从大豆、豌豆、三叶草及苜蓿等根部分离   

的根瘤菌 40 株，制备上清。以 10% 的浓度加入HMZ1

中，培养至OD600 为 1.0 时显色。共有 4 株根瘤菌上清

与HMZ1 显示较高的反应活性。其中 3 株为豌豆根瘤

菌Pi18、Pi22、Pi24，1 株为三叶草根瘤菌Tri4（图 2）。 

中慢生型天山根瘤菌中的 mrtI 基因可以被上述几

种根瘤菌的上清提取物所诱导，而且外源上清量越多，

5’mrtI-lacZ 被 诱导的程 度越高。 这说明在 M. 

tianshanense 中 mrtI 的表达可以受其他根瘤菌 AHLs

信号的诱导，同时并非所有的根瘤菌 AHLs 信号分子

都能诱导该基因的表达，说明根瘤菌中 LuxI/LuxR 类

群体感应系统间的多样性，这种多样性对根瘤菌间的

信号传递以及基因的表达调控具有重要的意义。 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

图 2  豌豆根瘤菌 Pi18, Pi22, Pi24,Tri4 上清对 mrtI 的诱导作用 

Fig. 2  Effect of supernatant from Pi18, Pi22, Pi24 and Tri4 on mrtI 
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图 1  HMZ1 与野生型上清对 mrtI 诱导作用的对比 

Fig. 1  Comparison between the effect of HMZ1  

and wildtype on mrtI expression 
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2.3  M. tianshanense 与 Pi18、Pi22、Pi24、Tri4 的 AHL

分子 TLC 对比试验 

为了进一步研究这几种根瘤菌产生的AHLs对M. 

tianshanense的影响，对其产生的AHLs进行了TLC分

析。 如图 3 所示，M. tianshanense可以产生 5 种AHL

分子，上述几株能与其进行信号交流的根瘤菌分别产

生 1 ~ 4 种迁移率与M. tianshanense 相同的AHL分

子，可初步判定为相同的自体诱导物，但最终确定应

依据结构分析的结果。以上结果说明，不同属的根瘤

菌中可能使用相同的AHLs分子进行信号传递，也解

释了为什么上述几株根瘤菌可以诱导M. tianshanense 

的mrtI基因表达。 

 

3  讨论 
 

本实验构建了 5’mrtI-lacZ 融合表达菌株 HMZ1，

通过对 HMZ1 中 mrtI 的报告基因 lacZ 表达活性的检

测，发现 mrtI 基因在 M. tianshanense mrtR/I 群体感应

中起着调控作用，并且通过对多种根瘤菌上清的检测

发现了 3 株豌豆根瘤菌和 1 株三叶草根瘤菌对其有诱

导作用。TLC 的结果则显示这几种根瘤菌可能通过产

生相同的 AHL 分子进行信号交流。可以初步推断在不

同属根瘤菌中存在相同的 AI 分子，而且不同根瘤菌群

体感应系统间存在着分子对话的现象，而以前对细菌

群体感应的认识在AI-2型群体感应系统间由于信号分

子的保守性强，因此在不同菌株间普遍存在相互的分

子对话，对 AI-1（AHLs）信号系统，由于信号分子的

多样性，因此相关的报道较少，而相关的研究对阐明

细菌在自然条件下与环境中不同细菌间的相互交流具

有重要的意义。在过去对根瘤菌群体感应的研究中多

是集中在该信号系统对根瘤菌侵染植物及结瘤能力的

影响上，而本实验说明根瘤菌之间也存在着相互间的

影响，这对进一步研究野生条件下各种根瘤菌如何实

现种间的交流，并与宿主植物形成共生固氮体系有重

要的意义。 
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On Foreign AHL’s Effect on Quorum Sensing System of M. tianshanesne 
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Environment, Ministry of Agriculture, Nanjing  210095, China ) 

 

Abstract:  Quorum sensing is a mechanism used by single-cell bacteria to monitor their population density and control a variety of 

physiological functions in a cell-density-dependent manner. We constructed an 5’ mrtI-lacZ (the mrtI is the AHL production gene in M.tianshanesne) 

transcriptional fusion strains. We found the supernatant of three strains which were got from pea and one strain which got from clover can induce the 

mrtI-lacZ expression. We also found the more the supernatant was the stronger the lacZ expressed. The TLC experiment showed that their AIs maybe 

have the same structure. This study showed the interaction between strains with same function and also paved the way of further studying the 

relationship between quorum sensing and symbiotic nitrogen fixation of the M. tianshanesne strains. 
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