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根瘤菌是一类能与豆科植物共生结瘤固氮的土壤微生物，它属于根瘤菌科（Rhizobiaceae)，该科包含有4

个属：Rhi_-obium, Bra办rhizobium, Sinorhizobiu。和Azorhizobium c 1l。根瘤菌与豆科植物间形成特殊的共生

体系，可以固定较大量的氮供植物生长．共生结瘤过程涉及根瘤菌与寄主植物间的信息物质传递。从发现根瘤菌

至今的一百多年以来，通过人们的不懈努力，已在根瘤菌中定位了几十个与共生结瘤有关的基因，并对其产物的

生物化学结构、功能等进行了深人研究，特别是近年来根瘤菌共生结瘤基因的分子生物学研究的迅速发展、取得

了许多成果，本文将简介之。

1根瘤菌的结瘤(nod, nol, noe）基因

根瘤菌可根据其生长速度不同，分为快生型，如快生型大豆根瘤菌、豌豆根瘤菌、三叶草根瘤菌、首宿根瘤

菌。菜豆根瘤菌；慢生型如慢生型大豆根瘤菌、羽扇豆根瘤菌等。根瘤菌的寄主范围有互接种族的不同，这不仅

与根瘤菌自身，也与寄主植物的基因型等有关．快生型和慢生型根瘤菌的结瘤基因在基因组中的位置不同，快生

型根瘤菌的结瘤基因存在方式较复杂，随菌株不同而异，但一般认为其结瘤基因簇位于巨型质粒上；而慢生型根

瘤菌的结瘤基因簇则位于染色体上。

已经确定了超过50个结瘤基因，命名了nodA至nodX一因此，又继续用nol和noe表示结瘤基因（即］101和

、。也表示结瘤基因）。这些基因在不同的菌株中排列顺序和所处的基因簇均不一样〔么’、“〕。根据不同的结瘤基

因突变体对结瘤过程的影响，可将结瘤基因分为3类，一是共同结瘤基因，如，iodABDIJ,由于共同结瘤基因突

变或缺失造成根瘤菌丧失结瘤的功能，可由种间的共同结瘤基因互补得以恢复。nodABC产生使根毛变形的物

质，并参与植物早期结瘤素的表达。大多数根瘤菌的nodABC处于同一操纵子中，rnodIJ一般位于nodC的下

游。nodIJ突变在R. leguminosarun；中表现结瘤推迟。nodABDIJ在4个根瘤菌属中均有，认为这4个属的起源

是相同的 二是寄主专一性基因，如，2odEFL, nodMNT, nodO，这类基因的突变一般仅会导致延迟结瘤和结瘤

量少，或者寄主范围发生变化，不同种的根瘤菌间碱基同源性差，其突变体不能被种间互补。第三类是结瘤的调

节基因，主要是，iodD基因，过去将其归为共同结瘤基因，因为4个属的根瘤菌中均具有nodD基因，且具有一

定的同源性，但不同的菌株的nodD的拷贝数不同。nodD基因编码正向转录调节蛋白质，是一种其他 nod基因

表达所必需的蛋白质。在豌豆根瘤菌中nodD又受其自身负反馈调节，N. dD蛋白可与 ，god box DNA形成专一

的核酸一蛋白质复合物〔’〕、说明它是一个能结合DNA的转录激活因子(6)。

①广西区科委青年基金和广西区教委资助项目。
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从八十年代初期开始至今，已克隆了与结瘤有关的许多基因，对其中一些基因的结构、功能等进行了研究

‘见表1) c 2, 3, 4)。但许多的结瘤基因的表达、调控、功能及其之间的相互作用和它们是如何参与植物的结瘤有

关过程的等均有待于进一步研究1101及110。系列的尚不清楚，从略。

2结瘤基因的表达调控

在所有的根瘤菌中，zod基因的调控是相似的，它们的调控包含3个因素：一是trans-acting调节子N. dD

蛋白起的转录激活作用；二是 N. dD蛋白结合到存在广泛的同源序列的启动子上即 ，iod box上；三是通过 N.

dD蛋白激活的，iod基因的转录需要有豆科植物根分泌的植物信号分子如黄酮类物质或具苯环的化合物的存在。

在至今所检测的所有根瘤菌中均存在nodD基因，在一些菌株中只有一个拷贝，如R. leguminosarum和R.

trifolii；而另一些菌株则为2或3个拷贝，如R. meliloli, R. phaseol, R. fredii和B. japonicum。在R. loti则已发

现了4个拷贝的，zodD基因门。nodD基因的拷贝数甚至在一个种内也会发生变化。只有单拷贝，iodD基因的菌

株 ，?odD突变会产生 Nod-Hac一表型；而多拷贝，iodD基因的菌株中，一个拷贝的，todD基因突变影响的表型效

应根据菌株和寄主植物的不同而不同，如在曹宿根瘤菌中，其1个或2个拷贝的nodD失活，引起在Medicago

sativa上结瘤延迟，只有 3个拷贝的，iodD均突变才表现出Nod一表型，由此说明所有3个nodD 基因在其寄主

植物结瘤时均有作用。首宿根瘤菌对另一些寄主如Melitotus albu；则有2个，zodD（即，todDl和，iocID3）就足

够了 3个不同的nodD的突变，其不同的N. dD蛋白与不同的植物渗出液结合时表现出不同的程度，说明每个

rtodD对不同的植物表现出不同的程度。某些菌株的 ，iodD 基因的一些点突变可使之扩大寄主范围，如将

Rhi=obiunt sp. NGR234菌株的，todDl基因转人R. meliloti后，可在Siratro上结瘤。

nodD基因与原核生物调节基因LysR簇基因具有同源性〔’。〕。与LysR蛋白相似，N. dD也是N一末端含

有helix-turn-helix修饰的DNA结合蛋白〔11) o N. dD蛋白可结合到nod操纵子上游启动子区的保守序列

nod box上，nod box最先在R. meliloti中发现，为47bp的保守序列〔12)。首宿根瘤菌的，tod box突变则表现

出位于下游的基因失活。nod box在 nod操纵子的协调表达中起正向调节序列的作用。在 Arorhi<obium

caulinodan；和B. japonicum中，发现同源性更差的，tod box，并发现了新的更短的相同序列〔”’也在通过LvsR

蛋白调节的基因的启动子中存在。而且长的 ］tod box也含有这些短序列的重复，这种重复现象也在多拷贝的

rtodD类型菌株中存在。nodD对，tod基因的转录激活需要有植物浸出液的存在〔14， 植物浸出液中的植物信号

分子是一些黄酮类物质，这类，tod基因诱导物在浓度低至10-9摩尔／升就能起作用〔1s)。

Rhi-obium sp. NGR234的，todDl突变后不能在Siratro上结瘤，R. meliloti的，todDl基因不能恢复前者的

功能。同样，三叶草根瘤菌的 nodD基因突变也不能由R. meliloti的，iodD］基因互补恢复其在红三叶草上的结

瘤能力。同时R. meliloti的，todD］对 Siratro和三叶草植物的浸出液是不起反应的。不同的 ，todD基因在转人相

同的首宿根瘤菌菌株，但其nodD却被不同结构的黄酮类物质所诱导。说明不同的N. dD蛋白对不同的专一性诱

导物起作用。某种特殊的黄酮类物质与 N. dD蛋白相互作用后形成其他 ，iod基因的正向转录激活子，诱导Nod

因子的产生，而反过来被植物识别，产生一系列共生结瘤反应( 16)。因此N dD与植物信号分子结合与否就控

制了，iod基因的表达与否，从而控制寄主专一性〔17)。寄主范围广泛的N. dD蛋白能与许多种类的化合物结

合，其中不仅包括3个环的化合物，还有一些单环的芳香族化合物如香草醛 （3一甲氧基一4-经基苯甲酸）等 寄

主范围相对窄的根瘤菌的N. dD蛋白则仅能与较少种类的黄酮类物质结合。另一方面，在植物的根毛区可测得

nodD基因表达水平很高，而在根尖其表达受抑制，说明对 N. dD有激活和抑制作用的诱导物的数量或比例在根

的不同区和时间是不同的。在cv. Saxa幼苗的根际供应黄酮类物质：异甘草根糖精宁（( isoliquirtigenin)，在幼苗

根部形成更多的根瘤〔1s)。因此，认为植物也许在根瘤形成过程中具有控制，god基因激活的作用〔19)

44
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表 1 根瘤菌结瘤基因及其功能〔2一4)

基 因 突变株表型 存在及同源性 功 能

nodA Nod一 Hac 普 遍 存 在 于 根 瘤 菌 ，功 能 互 补 乙酞 转 移 酶 ， 参 与结 瘤 因子 的非 还 原 端 的 N一取代 过 程

itodB 同 上 同 上 脱 酞 基 酶 ， 参 与 结 瘤 因子 的葡 糖 寡 聚 糖 骨 架 的 合 成

nods 同 上 聚 乙酞 氨 基 葡 糖 合 成 酶， 催 化 N一乙酞 -D-氨 基葡 糖 残

基间的刀-1,4键，合成聚乙酞氨基葡糖低聚体的骨架

noelD Nod-（为 单 拷 则 ， 存 在 所 有 的 根 瘤 菌 ， 能 在 相 关 转 录 nod 基 因 的激 活 因 子 ， 与 激 活 蛋 白质 LvsR 

Nod del（为多拷则 种间互补，寄主范围发生变化 相类似

nod五 Nod del，寄 主 范 围 R. meliloti，R. leguinosartim bvs. viciae 卜 M7脂 酞 基 合 成 酶 （缩 合 酶 、柠 檬 酸 合 酶 ） 在 合 成 结

(hsnB) 发生变化 和 tr的Iii没有功能互补 瘤因子的酞基链中起作用，与寄主专一性有关

nodF Nod del 同 上 酞 基 载 体 蛋 白 （CAP), 参 与 合 成 结 瘤 因 子 脂 K链 ，与

(hsnA) 寄主专一性有关

nod6 N Oddel R. meliloti 核 糖 醇 或 葡 萄 糖 脱 氢 酶 ， 认 为 它 在 修 饰 结 瘤 因 子 脂 酞

(hsnc) 侧链中起作用，与寄主专一性有关

nodH Noddel R. meliloti 磺 基 转 移 酶 ， 参 与 结 瘤 因 子 合 成 中 含 硫 基 团 的转 移 ，

(hsi7D) 引起首宿特殊的结瘤因子产生，与寄主专一性有关

nodI Nod"", Nod+ R. leguminosarum bvs. viciae和 trijblii ATP结 合 蛋 白质 ， 与 ，iod J一 起 构 成 转 运 系 统

R. meliloti, B. japonicum 

nodJ Nod del R. legtmtinosartim bvs. viciae和 trijblii 膜 蛋 白 ，与 ，iod I一起 构 成 膜 转 运 系 统

nodK B ，．(Parasponia) 尚 不 清楚

nodL Nod- Hac R. leguminosarum bvs. viciae和 trifolii 乙 酞 转移 酶 ，在 6-0一乙 酞化 结瘤 因子 形成 中起 作 用

norm Nodd", Had- Nod', R. neliloti, R. leguminosarum bvs. 葡 糖 胺 （氨 基葡 糖 ）合 成 酶 ，它 对 合 成 结瘤 因 子 的糖

Nod"于一些寄主 viciae和，rifolii 基亚单位中起作用

nodN Nodd", Had" R. meliloti, R. leguminosarum bvs. 参 与 结 瘤 因 子 的 产 生 过程

viciae和trifolii 

nod口 R. leguminosarum bvs. viciae Ca'＋结 合 蛋 白， 与 溶 血 因子 （H妙A）和 相 关 的 转 运蛋 白

和tr加iii 类似，可能在根瘤菌一豆科植物相互作用的早期起作用

noclp Nod M R. meliloti, R. tropici ATP硫 酸 化 酶 ， 参 与 结 瘤 因 子 还 原 端 O一取 代 作 用

nodQ 扩大寄主范围 同 上 ATP硫酸化酶和APS激酶，参与结瘤因子还原端O- 
取代作用

notIR R. meliloti 位 于 染 色 体 上 ， 功 能 尚 不 清 楚

nods B. japonicum, R. tropici, R. etli, R S一腺 昔 甲硫 氨酸 甲基 转 移 酶 ， 参 与 结 瘤 因 子 还 原 端 的

夕edii, A. caulinodans, R, sp. NGR234 N一取代作用

nodT Nod＋在 R. legunrinosanem bvs. viciae和 trijblii 与 寄 主 专 一 性 有 关 ， 是 一 种 膜 蛋 白

r subterraneum 

Nod d̀l 

nodL' 同 ，Cods 尚不 清 楚

nodV Nod一在 mungbean B. japonicum 双 组 份 调 控 系统 ： 感 受 子 蛋 白 ，转 录激 活子 蛋 白

cowpea和suatro 

nodal Nod dei在 大 豆 B. japonicum 双 组 份 调 控 系统 的激 活子 蛋 白、 可 能 调节 一 个 或 一些

尚未知晓的基因

nodx Nod一在 阿 富 汉 豌 豆 R. leguminosarum 乙 酸转 移 酶 ， 与结 瘤 因子 还 原端 O一取 代 作 用 有 关 ， 与

寄主专一性有关

nodY Nod一在 siratro, B. japonicum 尚 不 清楚

Nod＋在大豆

nodZ B. japonicum, A. caulinodans 岩 藻糖 转 移 酶， 与寄 主专 一 性有 关
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黄酮类物质是与 nodD基因直接相互作用的。对 nodD的点突变及杂种 nodD基因的分析结果表明，N. dD蛋

白间的C一末端比N一末端的同源性差，C一末端决定了黄酮类物质的专一性，而且其C一末端中具有与动物的类

固醇受体同源的片段，认为动物类固醇的结合位点与黄酮类物质结合N. dD的位点是共同的进化位点川〕。黄

酮类物质和 N, dD蛋白均被发现定位在细胞膜上，认为N. dD与黄酮类物质的结合发生于细胞质膜上，结果N.

dD蛋白形态发生变化，成为可以激活nod基因转录的形式，从而使 nod基因转录得以进行。

syrM基因是另一类勿sR族基因，它既受nodD2和nodD3控制，又起到激活nodD2和nodD3基因的表达

的作用，而nodD3转而又促进syrM的表达。携带nodD3和syrM的多拷贝质粒的菌株可以在甚至没有植物诱

导物的情况下诱导nod基因高水平的表达〔lo. 21)。syrM也调节胞外多糖(EPS)合成过程中起作用的ex。基因
的表达。syrM能协同调节EPS和结瘤因子的代谢，EPS和结瘤因子在根瘤菌侵染过程中起作用，而syrM的转

录是由nodD2和 nodD3控制的，nodD2和nodD3又由黄酮类物质所激活，因此专一性的植物诱导物能够影响

EPS和结瘤因子的合成。首宿根瘤菌中发现了nolR基因，它是nod基因表达的阻遏子，这种阻遏子结合到

nodDl和，iodD2启动子上，通过抑制nodDl和nodD2的转录，从而调节可诱导的nod基因的表达（见图 1)e

黄酮类物质 甲氧基查尔酮

图1 曹宿根瘤菌基因的调节模型(20)

黑色三角形代表nod boxes；圆圈表示阻遏物结合位点．

在大豆根瘤菌中，nodVW 突变菌株在大豆上可结瘤，但失去了在cowpea, mungbean和Siratro上的结瘤

能力〔22)。nodV和nodW的氨基酸顺序表明它们是属于双组份调控系统的蛋白〔22)。认为）nodV基因产物是膜

受体，与植物信号分子发生反应；nodW是调节子，调控结瘤过程中的一个或几个基因〔22)。另一个基因，iolA
是大豆基因型特异结瘤基因，其序列相似于转录调节蛋白MerR的N末端〔”，，认为其产物是一种调节蛋白。

在R. fredii USDA257菌株有控制大豆品种专一性结瘤的基因族noff, nolW, nolBTUV，其中只有no1W 的表

达不依赖黄酮类物质的存在和nodD］的表达，而no[W 与nolB是相邻而转录方向相反的基因，两者的表达调控

区仅位于两者间的109bp的片段上〔24)。nod基因的表达调控是相当复杂的，不仅与根瘤菌本身的基因有关，也

与植物的基因表达有关。人们普遍认为。dD基因的调节作用是比较重要的。

3结瘤因子

结瘤因子又称胞外结瘤因子，它在根瘤菌结瘤的初始阶段起着十分重要的作用。提纯的Nod因子在浓度低

共同结份基因

寄主专一性

结启基因

NH,‘过量
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至10-12MO1 / L时也能引起根毛变形〔25)。最先从首宿根瘤菌中分离到结瘤因子〔26)，于1990年分析了其主要

结构〔27)，随后分析了许多根瘤菌结瘤因子〔28)。首宿根瘤菌的结瘤因子是由4或5个刀-1, 4-氨基葡糖组成葡

糖寡聚糖骨架，在非还原端上含有 C16不饱和脂肪酸，其上具有酞胺基团；在还原端有磺基基团。所有的结瘤

因子均是具有少1, 4-N一乙酚-D一葡糖胺的骨架，长度为3-6个糖单位。非还原端糖基上在C2位置上连接着

脂肪酸。不同的结瘤因子其脂肪酸的结构是不同的，在非还原端和还原端是的基团取代也不同〔’”〕。结瘤因子是

由根瘤菌产生的，nod基因决定着Nod因子的结构。但在游离的根瘤菌细胞中是不产生Nod因子的，其产生还

需要，todD基因产物和寄主植物的黄酮类物质的存在。遗传学和生物化学的研究表明：Nod因子的骨架的合成是

由，iodA, nodB, nodC基因产物催化的。NodC是聚乙酞氨基葡糖合成酶，催化合成聚乙酞氨基葡糖低聚体的骨

架。而NodB为脱酞基酶，催化聚乙酞氨基葡糖低聚体的非还原端的糖基脱去酸基，接着NodA将脂肪酸转移

到这个位置上〔'0) . NodA为乙酞转移酶。其他的Nod蛋白参与这种聚乙酞氨基葡糖低聚体的修饰〔4, 29. 31,

寄主专一性nod基因产物参与胞外结瘤因子的修饰。在R. leguminosarum bv. viciae的nodE基因是与寄主

专一性有关的基因，其基因产物参与结瘤因子中高度不饱和C18: 4脂肪酞胺部分的合成‘32)。而在R.

legacminosa；二。z bv. trirolii中，2odE参与Nod因子的C20: 2, C20: 3, C20: 2或C18 : 3的脂肪酸链的合

成〔”〕R. leguminosarum bv. viciae的，iodX基因决定着扩大该菌株的寄主专一性到野生阿富汉豌豆品种上，将
rtodX转移到一个缺少｝nodX的R. leguminosarum bv. vicia。菌株，结果其产生的结瘤因子在还原端的糖基上多了

O一乙酞基团，no(lx编码乙酞转移酶〔34)。R. melilo“的，iodH编码磺基转移酶，参与结瘤因子合成中的含硫基

团的转移．5)，从而使菌株产生的胞外结瘤因子具有首宿专一性。R. meliloti的nodPQ 基因也决定寄主专一

性，它们的基因产物是ATP硫酸化酶和APS激酶，与合成结瘤因子的含硫基团有关，从而产生特异的结瘤因

子，保持对寄主的专一性。
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