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巴西固氮螺菌Y u62 g lnB 基因和
g lnZ 基因的克隆和序列分析①α
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摘　要　g lnB 基因编码的 P II蛋白在巴西固氮螺菌的固氮过程中起着非常重要的调控作用, 而 g lnZ 是与

g lnB 高度同源的基因, 其产物 Pz 可能也在固氮调控中起作用。本研究用 PCR 法克隆了巴西固氮螺菌 Yu62

g lnB 基因和 g lnZ 基因。DNA 序列分析表明 g lnB 和 g lnZ 这 2 个基因的编码区的长度都为 336 bp , 编码 112

个氨基酸。将巴西固氮螺菌 Yu62 菌株与标准菌株 Sp 7 的 g lnB 基因和 g lnZ 基因分别进行比较, 结果表明这 2

个菌株的 g lnB 基因在编码区的核苷酸顺序完全相同, 而 g lnZ 基因在长 336 bp 的编码区内有 4 个碱基发生

变化, 但改变后都是同义密码子, 即编码的氨基酸并未改变。g lnB 基因和 g lnZ 基因在核苷酸顺序上的同源性

高达 73. 2% , 氨基酸顺序的同源性达 66. 7%。
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Abstract　T he g lnB and g lnZ genes of A z osp irillum brasilense Yu62 are cloned by PCR

amp lif ica t ion. DNA analysis show s that the nucleo t ide sequence of the coding region of g lnB

gene from A . brasillense Yu62 is sam e w ith that of standard A . brasillense Sp 7, w h ile the

nucleo t ide sequence of the coding region of g lnZ gene from A . brasillense Yu62 is 98. 8%

iden t ica l to that of standard A . brasillense Sp 7. T here are 4 nucleo t ide bases that are changed

in the coding region of g lnZ gene, bu t the p ret icted am ino acid residues are no t changed. T he

homo logy of the nucleo t ide sequences of g lnB and g lnZ is 73. 2% , w h ile the homo logy of the

am ino acid sequences encoded by g lnZ and g lnB is 66. 7%.
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巴西固氮螺菌 (A z osp irillum brasilense) 是能够与玉米、小麦等许多禾本科作物联合共生

的固氮菌, 具有较大的应用潜力。铵作为固氮作用的调节信号, 在固氮螺菌的实际应用中是首

要的限制因子, 既高浓度的铵对固氮起抑制作用。该问题的解决有赖于深入地研究其固氮基因

的表达调控机制[1 ]。
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国外最近研究表明, 在巴西固氮螺菌中, g lnB 基因编码的 P II蛋白是固氮作用所必需的, 这

与其他固氮菌如肺炎克氏杆菌、荚膜红细菌等完全不同。在不同的铵水平下, P II蛋白通过调节

N ifA 的活性来调控固氮作用[2～ 6 ]。g lnZ 是一种与 g lnB 高度同源的基因, 其编码的 Pz 蛋白也

可能在固氮调控中起作用。因此, g lnB 基因和 g lnZ 基因的克隆, 为进一步研究 g lnB 基因编码

的 P II蛋白与N ifA 蛋白相互作用及 g lnZ 基因编码的 Pz 蛋白与N ifA 蛋白的相互作用奠定基

础, 也为深入研究 g lnZ 基因的功能奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株与质粒

巴西固氮螺菌 (A . brasillense) Yu62、大肠杆菌DH 10B 及质粒 pGEM 211Zf 为本室保存。

限制性内切酶、T 4 DNA 连接酶购自 P rom ega 公司; 测序试剂盒 D ye T erm inato r Cycle

Sequencing K it 购自 Perk in E lm er 公司。

1. 2　巴西固氮螺菌Y u62 的总D NA 提取

将 5 mL 过夜培养的细菌菌液, 离心收集菌体。菌体悬浮在 1 mL T E, 离心后的菌体再悬

浮在 400 ΛL T E 中, 再加入 50 ΛL p ro t ienase (15 m gõmL - 1) 和 50 ΛL 10% SD S, 56 ℃保温

1 h。然后用 1 mL 注射器 (22 号针头)抽提 2 次, 再用等体积的酚、氯仿依次抽提, 最后向上清

夜中加入 0. 1 体积的 3 mo lõL - 1 N aA c (pH 5. 2) 和 2 体积的无水乙醇进行沉淀。离心收集沉

淀, 70% 乙醇洗后, 将沉淀溶于 200 ΛL T E (pH 8. 0) 中。

1. 3　PCR 反应中的引物

引物 1: 5′2GCA GAA T TCA T GAA GAA GA TCGAA GCCA TCA T T 23′

E coR I

引物 2: 5′2A TCCGCTCGA GTCA GA TCGCGTCGCCTCCCT TCTC23′

X ho I

引物 3: 5′2GCA GAA T TCA T GAAA CT GGT TA T GGCCA TC23′

E coR I

引物 4: 5′2A TCCGCTCGA GTCA GA GA GCT TCGGT GT T GGTCTC23′

X ho I

PCR 反应中所用的以上 4 个引物均在上海生工生物工程公司合成。

1. 4　PCR 反应

50 ΛL 反应体系中, 引物为 50 pmo l, 模板 DNA 100 ng, 1 U T ag 酶, dN T P 浓度为

250 Λmo lõL - 1。扩增反应为先在未加 T ag 酶时煮沸 5 m in 使模板DNA 变性, 然后加 T ag 酶,

在 94 ℃ 1 m in, 55 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in 条件下进行 30 个循环, 最后于 72 ℃延伸 10 m in。

1. 5　PCR 产物的纯化、酶切和连接

按常规方法将 PCR 产物从琼脂糖凝胶中纯化出来, 用 E coR I 和 X ho I 进行双酶切。将双

酶切的 PCR 产物连接到用同样双酶切的载体 pGEM 211Zf 中。其酶切、连接和转化参照

Sam b rook 等[7 ]方法。

1. 6　D NA 序列分析

小量制备质粒DNA , 用 Perk in E lm er 公司 377 型序列分析仪测序。DNA 序列同源性比较
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采用DNA S IS 软件。

2　实验结果

2. 1　g lnB 基因和 g lnZ 基因的 PCR 克隆

2. 1. 1　g lnB 基因的 PCR 克隆　参照 de Zam aroczy 等发表的巴西固氮螺菌 Sp 7 的 g lnB 基因

序列, 选择包括起始密码子A T G 在内的N 端区域作为 5′引物 (引物 1) , 终止密码子 T GA 在

内的 C 端区域作为 3′端引物 (引物 2) , 以巴西固氮螺菌 Yu62 总DNA 为模板, 进行 PCR 扩

增, 获得 0. 3 kb 的DNA 片段, 与予期结果相同。将 0. 3 kb 的 PCR 产物回收后, 用 E coR I 和

X hoÉ 双酶切后, 克隆到 pGEM 211Zf 载体上, 构成 pGÊ 重组质粒。

2. 1. 2　g lnZ 基因的 PCR 克隆　参照 de Zam aroczy 等发表的巴西固氮螺菌 Sp 7 的 g lnZ 基因

序列, 选择包括起始密码子A T G 在内的N 端区域作为 5′引物 (引物 3) , 终止密码子 T GA 在

内的 C 端区域作为 3′端引物 (引物 4) , 以巴西固氮螺菌 Yu62 总DNA 为模板, 进行 PCR 扩

增, 获得 0. 3 kb 的DNA 片段, 与予期结果相同。将 0. 3 kb 的 PCR 产物回收后, 用 E coR I 和

X ho I双酶切后, 克隆到 pGEM 211Zf 载体上, 构成 pGZ 重组质粒。

2. 2　g lnB 基因和 g lnZ 基因的序列分析

2. 2. 1　g lnB 基因的序列分析　将含有 PCR 产物的 pG II 重组质粒进行序列分析, 得到 g lnB

基因编码区长 339 bp 的核苷酸序列 (图 1)。与巴西固氮螺菌 Sp 7 相应序列进性比较, 核苷酸

顺序无任何差异, 说明巴西固氮螺菌菌株之间的DNA 序列差异很小。

A T G AA G AA G A TC GAA GCC A TC A T T AA G CCG T TC AAA CTC GA C GAA GT G AA G GAA GCC CT T 60

M e t L y s L y s I l e G l u A l a I l e I l e L y s P r o P h e L y s L e u A s p G l u V a l L y s G l u A l a L e u 20

CA C GAA GTC GGC A TC AA G GGC A TC A CC GTC A CC GA G GCC AA G GGC T TC GGC CGT CA G AA G 120

H i s G l u V a l G l y I l e L y s G l y I l e T h r V a l T h r G l u A l a L y s G l y P h e G l y A r g G l n L y s 40

GGG CA C A CC GA G CT G TA C CGC GGC GCG GA G TA T GT G GTC GA C T TC CT G CCG AA G GT G AA G 180

G l y H i s T h r G l u L e u T y r A r g G l y A l a G l u T y r V a l V a l A s p P h e L e u P r o L y s V a l L y s 60

A TC GA G GT G GT G A T G GA G GA C TCC CT G GT G GA G CGG GCG A TC GA G GCG A TC CA G CA G GCC 240

I l e G l u V a l V a l M e t G l u A s p S e r L e u V a l G l u A r g A l a I l e G l u A l a I l e G l n G l n A l a 80

GCC CA C A CC GGC CGC A TC GGC GA C GGC AA G A TC T TC GTC A CC CCC GT G GAA GAA GT T GTC 300

A l a H i s T h r G l y A r g I l e G l y A s p G l y L y s I l e P h e V a l T h r P r o V a l G l u G l u V a l V a l 100

CGC A TC CGG A CC GGC GA G AA G GGA GGC GA C GCG A TC T GA 339

A r g I l e A r g T h r G lcy G l u L y s G l y G l y A s p A l a I l e 3 3 3 112

图 1　巴西固氮螺菌 Yu62 g lnB 基因的核苷酸顺序及氨基酸顺序

2. 2. 2　g lnZ 基因的序列分析　将含有 PCR 产物的 pGZ 重组质粒进行序列分析, 得到 g lnZ

基因编码区长 339 bp 的核苷酸序列。与巴西固氮螺菌 Sp 7 标准菌株的相应序列进性比较, 核

苷酸顺序同源性达 98. 8% , 即在编码区有 4 个碱基发生改变。Sp 7 菌株的第 75, 99, 279 和 297

碱基 T , G, T 和C 分别由 Yu62 菌株的C, C, G 和 T 所置换, 但这些碱基所编码的氨基酸并未

发生改变 (图 2)。
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M e t L y s L e u V a l M e t A l a I l e I l e L y s P r o P h e L y s L e u A s p G l u V a l A r g G l u A l a L e u 20

Yu62 A T G AAA CT G GT T A T G GCC A TC A TC AA G CCG T TC AA G CTC GA C GAA GT G CGC GA G GCG CT G 60

Sp 7 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222

T h r S e r L e u G l y I l e G l n G l y L e u T h r V a l S e r G l u V a l L y s G l y P h e G l y A r g G l n L y s 40

Yu62 A CG TCG CTC GGG A TC CA G GGC CT G A CG GT G A GC GA G GTC AA G GGC T TC GGA CGC CA G AA G 120

Sp 7 222 222 222 222 22T 222 222 222222 222 222 222 22G 222 222 222 222 222 222 222 222

G l y G l n T h r G l u I l e T y r A r g G l y A l a G l u T y r S e r V a l S e r P h e L e u P r o L y s V a l L y s 60

Yu62 GGT CA G A CC GA G A TC TA C CGC GGC GCC GA G TA T TCC GT G A GC T TC CT G CCC AA G GT G AA G 180

Sp 7 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222

V a l G l u V a l A l a V a l S e r A s p A s p G l n T y r G l u G l n V a l V a l G l u A l a I l e G l n L y s A l a 80

Yu62 GTC GA G GTC GCG GT G TCC GA C GA C CA G TA C GA G CA G GT G GTC GA G GCG A TC CA G AA G GCC 240

Sp 7 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222

A l a A s n T h r G l y A r g I l e G l y A s p G l y L y s I l e P h e V a l L e u A s p I l e A l a G l n A l a V a l 100

Yu62 GCC AA C A CC GGC CGC A TC GGC GA C GGC AA G A TC T TC GT G CT G GA C A TC GCC CA G GCT GT G 300

Sp 7 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 22T 222 222 222 222 222 22C 222

A r g I l e A r g T h r G l y G l u T h r A s n T h r G l u A l a L e u 3 3 3 112

Yu62 CGC A TC CGC A CC GGC GA G A CC AA C A CC GAA GCT CTC T GA 339

Sp 7 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222

图 2　巴西固氮螺菌 Yu62 g lnZ 基因序列及其与标准菌株 Sp 7 g lnZ 基因序列的比较

2. 3　g lnZ 基因编码的 Pz 蛋白与 g lnB 基因编码的 P II蛋白的氨基酸同源性比较

与巴西固氮螺菌的标准菌株 Sp 7 一样, Yu62 菌株的 g lnZ 基因和 g lnB 基因有 70% 以上

的同源性, 所编码的氨基酸同源性也达 66. 7% (图 3)。

　　　　　　Pz　M KLVM A IIKPFKLD EV REAL TSL G IQ GL TV SEV KGFGRQ KGQ TE IYRGA EYSV SFL

　　　　　　P II K IE K H EV K I T A H L V D

　　　　　　Pz　PKV KV EVAV SDDQ YEQVV EA IQ KAAN TGR IGD GK IFVLD IAQAV R IRTGETN TEAL

　　　　　　P II I VM E SLV RA I Q H TPV EEV KGGD I

图 3　巴西固氮螺菌 Yu62 Pz 和 P II蛋白质氨基酸顺序的比较

3　讨论

本研究用 PCR 法获得了巴西固氮螺菌 Yu62 g lnB 基因和 g lnZ 基因编码区全序列, 与标

准菌株巴西固氮螺菌 Sp 7 相应序列进性比较, 这 2 个菌株的 g lnB 基因核苷酸顺序完全相同,

而 g lnZ 基因虽有 4 个碱基的差异, 但所编码的氨基酸并未发生改变, 说明 g lnB 和 g lnZ 这 2

个基因保守性很强。从我们室克隆的巴西固氮螺菌Yu62 的几个基因, 如 n trBC, d raT G, n if A

等基因的核苷酸顺序比较看, 尽管巴西固氮螺菌 Yu62 和 Sp 7 这 2 个菌株同源性很高, 一般可

达 97% , 但还是存在差异的[8 ]。这些差异可能反应了不同菌株的亲缘关系。

g lnB 基因和 g lnZ 基因可能是固氮调控基因, 但它们的作用机理尚不很清楚。本研究对这

2 个基因的克隆将为深入研究其功能奠定基础。
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