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利用标记基因 lacZ 研究根瘤菌
对烟草发根的侵染
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摘　要：用发根农杆菌菌株 LBA1314采用叶盘法对烟草进行转化�诱导烟草发根。将标记基
因 nifHDK-lacZ、nifH-lacZ、hemA-lacZ 通过三亲交配法导入根瘤菌�然后接种烟草发根。β-半乳糖苷
酶组织化学染色和徒手切片观察表明�野生型根瘤菌可以感染烟草发根�回接试验证明侵染烟草
发根的细菌是根瘤菌。
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自1973年发现非豆科植物（Parasponia）根上有固氮根瘤�而且证明根瘤内的细菌又确
实是根瘤菌后�促进了根瘤菌对非豆科植物感染和结瘤固氮的研究。

近年来�国内外学者对发根农杆菌的 Ri 质粒转化植物越来越感兴趣�由于发根生长速
度快�生长条件可以人为控制�而且遗传上稳定�因而发根是进行许多与根相关理论研究的
理想实验系统。报道较多的是应用发根来研究根与根际微生物之间的关系。

生物固氮在提供植物氮素营养方面占有重要的地位。据统计�每年生物固氮提供了约
80％的氮素营养�豆科植物的共生固氮量是非豆科植物固氮量的4∙58倍（Wani 等�1995）。
扩大共生固氮的范围�是共生固氮研究领域的一个宏伟目标。

本试验的目的在于用含有固氮酶调节基因 nifHDK启动子-lacZ、nifH启动子-lacZ、血红
素基因 hemA启动子-lacZ的融合标记基因的野生型根瘤菌接种烟草发根�观察根瘤菌是否
对其感染�如果有所结果�将重新评估根瘤菌对非豆科植物的作用�这无论在理论上还是在
实践上都有重要的意义。
1　材料和方法
1∙1　试验材料

植物材料：烟草红花大金元由本室保存。
菌株和质粒：野生型豌豆根瘤菌 R．L．bv．Viciae USDA2370T、野生型三叶草根瘤菌 R．

l．bv．trifolii162K68R、野生型苜蓿根瘤菌R．l．bv．phaseoli127K17R由中国农业大学陈文新
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教授赠送。豌豆根瘤菌 R．l．bv．Viciae ACCC16101、R．l．bv．Viciae ACCC16102、R．l．bv．Vici-
ae ACCC16103、R．l．bv．Viciae ACCC16106由中国农业科学院刘慧琴副研究员赠送。
pAB358、pRK2013HB101由中国农业大学李季伦教授惠赠�其中 pAB358含有 nifH启动子调
控的 lacZ基因�pRK2013为协助质粒。Gmi10504由G．Truchet 博士提供�Gmi10504含有 hemA
启动子调控的 lacZ基因。pMB210由北京大学的王忆平教授赠送�pMB210含有 nifHDK启动
子调控的 lacZ基因。野生型发根农杆菌 LBA1314由荷兰的 Diaz 博士提供。
1∙2　试验方法

烟草无菌苗的制备：用0∙1％的硝酸银消毒5min后�无菌水洗涤5次�用95％的乙醇消
毒10s�再用无菌水洗涤5次�然后在1／2MS 固体培养基上萌发。

烟草发根的诱导：采用叶盘法转化�按文献［9］介绍的方法进行。
三亲交配法：按文献 ［3、4］所介绍的方法进行。将启动子 HemA、nifH、nifHDK、nifA启动

子调控的 lacZ基因通过三亲交配法导入根瘤菌。
β-半乳糖苷酶活性测定：按文献 ［10］所介绍的方法进行。测定导入 lacZ 标记基因的根

瘤菌和对照的β-半乳糖苷酶活性。
β-半乳糖苷酶组织化学染色：按文献［6］所介绍的方法进行。用含有标记基因的根瘤菌

感染烟草发根�进行β-半乳糖苷酶组织化学染色。
β-半乳糖苷酶组织化学染色后的徒手切片观察：按文献［1、6］所介绍的方法进行。
根瘤菌回接试验：按文献［5］所介绍的方法进行。

2　试验结果
2∙1　烟草发根的诱导

本试验选用苗龄7d的无菌烟草苗�用发根农杆菌菌株 LBA1314采用叶盘法对其进行
转化�将发根农杆菌 LBA1314接种于含50mg／L Rif 的YEB液体培养基中�28℃振荡培养�两
次培养活化至菌的浓度为 OD600＝0∙4～0∙6。第2次培养活化的细菌用MS 液体培养基稀释
至原来体积的3～5倍。将烟草无菌叶片剪成5mm×5mm小块�在上述菌液中浸泡10～30
min。用无菌滤纸吸干表面的菌液后�转入MS 固体培养基上共培养1～3d�然后转入附加杀
菌的500mg／头孢噻肟钠和500mg／L羧苄青霉素的 MS 基本培养基上�25℃下光照12h�诱
导发根的形成。一周左右呈现烟草发根。每隔一周�继代杀菌一次�4～5代后将抗生素浓
度降为100mg／L�直至杀菌完全。获得烟草发根。
2∙2　根瘤菌的β-半乳糖苷酶活力测定

为了标记根瘤菌�将固氮酶调节基因 nifA启动子、固氮酶结构基因 nifHDK启动子、固氮
酶结构基因之一 nifH启动子、根瘤菌合成血红素的基因 hemA启动子接上β-半乳糖苷酶 lacZ
基因�以便对标记的根瘤菌进行挑选、活性测定和染色鉴定。将根瘤菌在含有 ITPG和 X-gal
的培养基上培养�挑取蓝色菌落�再进行微氧液体培养�测定其β-半乳糖苷酶的活力。测定
结果见表1。
　　从表1中可以看出�对照根瘤菌有一定本底的β-半乳糖苷酶活性�而导入质粒后β-半乳
糖苷酶活性显著提高。与对照菌相比�hemA-lacZ 的活性最高�提高了4∙33～13∙38倍�
nifKDH-lacZ提高了1∙30～8∙71倍�nifH-lacZ 的活性提高了1∙65～8∙99倍。Boivin C．等
（1990）、Wu Tong 等（1995）在测定β-半乳糖苷酶活性时�也测出了根瘤菌的本底。在 pG-
mi10504质粒中根瘤菌 hemA启动子表达不受氧含量的影响�活性最高�而 pAB358、pMB210
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表1　 根瘤菌β-半乳糖苷酶活力的测定
根瘤菌菌株 质 粒 启动子 β-半乳糖苷酶活力 与对照比酶活力

提高的百分率（％）
R．l．bv．Viciae USDA2370T CK 296 0

PGmi10504 hemA 2251 660
PAB358 nifH 1050 254
PMB210 nifHDK 1055 256

R．l．bv．trifoii162K68R CK 250 0
PGmi10504 hemA 1332 433
PAB358 nifH 662 165
PMB210 nifHDK 576 130

R．l．bv．phaseoli127K17R CK 210 0
PGmi10504 hemA 1160 452
PAB358 nifH 951 353
PMB210 nifHDK 624 197

R．l．bv．Viciae ACCC16101 CK 85 0
PGmi10504 hemA 1223 1338
PAB358 nifH 849 899
PMB210 nifHDK 826 871

R∙l∙bv．viciae ACCC16102 CK 150 0
PGmi10504 hemA 1071 614
PAB358 hifH 700 366
PMB210 hifHDK 803 435

R．l．bv．viciae ACCC16103 CK 170 0
PGmi10504 hemA 1011 495
PAB358 nifH 773 355
PMB210 nifHDK 771 353

R．l．bv．viciae ACCC16106 CK 169 0
PGmi10504 hemA 1168 591
PAB358 nifH 936 454
PMB210 nifHDK 789 366

质粒中 nifH-、nifHDK-启动子的表达在有氧情况下是组成型低水平表达�活性降低。在同样
情况下�又以根瘤菌 R．l．bv．viciae ACCC16101的最好�本研究结果为根瘤菌的选择提供了
实验依据。
2∙3　lacZ基因标记的野生型根瘤菌接种烟草发根后β-半乳糖苷酶组织化学染色

取接种豌豆根瘤后的7、10、14d的烟草发根�用无菌水进行数次洗涤�去除根表的根瘤
菌�然后进行β-半乳糖苷酶组织化学染色。经过次氯酸钠透明后�在解剖镜下观察染色结果
（表2）。可见根瘤菌进入了烟草�其显著特点是在根维管系统被染色�占25％～30％的比
例。

表2　 接种根瘤菌的烟草发根组织化学染色结果 ％

感染部位
R．l．bv．viciae USDA2370T R．l．bv．phaseoli127K17R

hemA-lacZ nifH-lacZ nifHDK－lacZ wild type hemA-lacZ nifH-lacz nifHDK-lacZ wild type
维管系统 20∙9 37∙5 25∙9 0 31∙3 31∙7 25 0
未 感 染 79∙1 62∙5 74∙1 100 68∙7 68∙3 75 100

2∙4　烟草发根β-半乳糖苷酶组织化学染色的徒手切片观察
将经过β-半乳糖苷酶组织化学染色后的材料进行徒手切片�在显微镜下观察�结果见图

1-1、1-2、1-3、1-4。
从图中可见�染成蓝色的部位在烟草发根的维管系统和刚分化的侧根维管和分生组织

部位。接种有 hemA-lacZ质粒的根瘤菌�发根染色略深（图1-2、图1-4）�而有 nifHDK-lacZ 质
粒的根瘤菌染色略浅（图1-3）。
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　　图1-1：烟草发根对照；图1-2：用含 hemA-lacZ 的碗豆根瘤菌接种烟草发根（横切）；图1-3：用含 nifHDK-lacZ 的豌豆根
瘤菌接种烟草发根；图1-4：用含 hemA-lacZ 的豌豆根瘤菌接种烟草发根（纵切）；图1-5：从接种豌豆根瘤菌的烟草发根中分
离根瘤菌；图1-6：从烟草发根中分离的豌豆根瘤菌回接豌豆后形成的根瘤

图1　烟草发根β-半乳糖苷酶组织化学染色的徒手切片

276期　　　　　　王逸群等：利用标记基因 lacZ 研究根瘤菌对烟草发根的侵染



2∙5　根瘤菌回接试验
将接种豌豆根瘤菌的烟草发根洗涤�表面消毒�磨碎�低速离心�取液涂皿。在 YMA的

平板上涂有 X-gal�IPTG�出现蓝色菌落。再取菌落划线培养2～3d�有蓝色菌落出现（图1-
5）�从而证明是被接种的有标记基因的根瘤菌。将此根瘤菌回接到萌发3～7d 的豌豆根
上�2～3周后豌豆根上结有根瘤（图1-6）。经过β－半乳糖苷酶组织化学染色�观察到根瘤
也染成蓝色。
3　讨　论
3∙1　根瘤菌对烟草发根的感染

除了接种含有标记基因的豌豆根瘤菌外�还接种了含有同样标记基因的菜豆根瘤菌、三
叶草根瘤菌。从β-半乳糖苷酶组织化学染色的结果来看�烟草发根都能染成蓝色�说明这3
种根瘤菌对烟草发根的侵染并没有专一性。
3∙2　lacZ基因的表达

本试验中�由于含有 nifHDK、nifH启动子-lacZ融合标记基因的根瘤菌接种烟草发根�经
过β-半乳糖苷酶组织化学染色后都能染成蓝色�说明 lacZ 得到了表达�由此推断应有固氮
酶的表达�还需进一步试验来证实。
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Study on Rhizobia Infections to Tobacco Hairy Roots
by Using Reporter Gene lacZ

WANG Y-i qun�et al．
（College of Biological Engineering�Fujian Normal University�Fuzhou350007�China）

Abstract：Tobacco hairy roots were induced by A．rhizogenes strain LBA1314using leaf disc
transformation．The plasmids haboring the reporter gene lacZ fused to the promoters of hemA�nifHDK�
and nifH respectively�were transformed into rhizobia by triparental mating and the conjugated rhizobia
were inoculated into tobacco hairy roots．The results indicated that the histochemical staining ofβ-galac-
tosidase and a cross-section of tobacco hairy roots showed that the rhizobia could infect or enter into the
non-legume tobacco hairy roots．The bacteria isolated and purified from the colonized roots�which were
stained again for β-galactosidase activity�were reinoculated into legume pea for nodulation．It was
showed that the bacterias in the formed nodules with blue color afterβ-galactosidase staining were the
pea rhizobia with lacZ reporter gene．

Key words：Rhizobia；Infection；Tobacco hairy roots；β-galactosidase
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Effect of Induce Factors on Multiple Bud Formation of
Cotyledonary Node in Soybean

WANG Ping�WANG Jun-jun�SHNAG De-hu�WANG Gang
（Research Center of Plant Genetic Engineering�The Quatermaster

University of PLA�Changchun�130062�China）
Abstract：The effects of four factors on multiple bud fromation using two varieties（Jilin43and

Dongnong42）cotyledonary node in soybean were researched．The results showed that difference of fre-
quency and number of multiple bud did not reached significant level．MSB medium is better than B5
medium in inducing multiple bud．6-benzylaminopurine（1．1mg／L or1．7mg／L）stimulated multiple bud
formation．The frequency of multiple bud formation was not different between two genotypes．

Key words：Trans gene soybean；Cotyledonary node；Multiple shoot-bud
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