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摘 要 利用限制性内切酶酶切和分子杂交等手段，对弗兰克氏菌菌株 At4和Hrl6的固 

氮基因克隆的 nifH (pPCI 201)、nifD(pr'C1202)及 niffK(pPC1203)基因为探针杂交，定位了 

At4和 Hrl6的 nifH 和 nifD基因 同时发现，一条 1．3kb的 BamHI片段 丢失。 
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与绝大多数非豆科植物共生固氮的内生菌都属于弗兰克氏菌 (Frankia)，它与豆科 

根瘤菌拥有相似的固氮效率。迄今为止，在弗兰克氏菌遗传学研究中，最成功的方法是 

利用DNA探针杂交技术克隆 (clone)与弗兰克氏菌共生固氮有关的基因 

本研究室以广谱可转移的 COg质粒 pLAFRI构建了基因文库，以肺炎克氏杆菌的 

固氮酶结构基因 (nifHDK)为探针，通过放射性分子杂交，克隆了菌株A“和Hrl6 

的固氮酶结构基因。本文研究了弗兰克氏菌固氮酶结构基因的保守性，意外发现，nifH 

与转座子有关。 

1 材料和方法 

1．1 菌株的基因型和质粒的插入片段 

详细组成如表 1所示。 

1．2 培养基和培养条件 

大肠杆菌生长于 LB培养基中 (37~C)，培养基中抗生素用量按 Maniatis等的方 

法 “ 进行。 

1．3 质粒制备 

大肠杆菌中质粒的提取参见文献 (4]。 

1．4 DNA—DNA杂交 

滤膜杂交和探针标记按 Maniatis等的方法 进行。 
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1．5 酶和试剂 

限制性内切酶、T4 DNA连接酶及 DNA聚台酶 I均为 Boehringer Mannheim产 

品， ～ P-dCTP购 自北京市福瑞生物工程公司，反应条件按厂家要求。 

表 1 菌檬的基因型和质粒的插^ 片段 

2 结果与分析 

2．1 各 nif克隆的限制性内切酶分析 

pAtlGx用 BamHI酶切时，有 5条带；用 BamHI—EcoRI双酶切时，有 7条带 

(不 包 括 载 体 )。 两 条 BamHl-EcoRI DNA 片 段 分 别 为 2 0和 0．6kb， 5条 

BamHI DNA 片段分 别为 9 7，6．9，2 7，2 1和 1．7kb．HindⅢ ，kpnI和 PstI在 

pAttGx上无切点。 

对 于 Hrl4， Hrl7和 Hrl8， 用 EcoRI酶 切 时 ，都 只 有一 条 1 3kb的带 (用 

0．7％TAE琼脂糖凝胶，40V电泳 30h，未能使逸条带一分为二)；用BamHI和 EcoRI 

双酶切时，Hrl4有 5条带，Hrl7和 Hrl8都包含有和 Hrl4一样的 5条带。我们推 

测：Hrl7和 Hrl8均为两条 1 3kb EcoRI片段的迭合物。为了证明这个推断，我们进 

行了下面的实验：用 EcoRI酶切 pHrl8Gx，加 T4DNA连接酶随机连接后，转化 

HB101(用四环素选择)。长出转化子后，随机选出 12个，提取质粒 DNA．用 

BamHI—EcoRI双酶切时，发现两种亚克隆 (sub-clone)：一种与 Hrl4一样，命名为 

H18-②，另一种为 H18'-① (Hr14与 Hrl8 ①台起来，即为 Hf18 ，见图 I-C，图 

2)。 

2．2 菌株 A“和 }Irl6的ni棚 和 JdfD基因的定位 

崔玉海等 ” 用 BamHI酶切 AI4和 Hrl6的总 DNA，Southern转移后，以肺炎 

克氏杆菌的 nilHDK 为探针进行杂交，结果在 At4总 DNA中发现两条杂交带；一条 

为 1．7kb，另一 条为 0．8kb；在 Hrl6总 DNA中也有两条杂交带：一条为 2．0kb，另一 

条为 1．3kb (见 图 1一A)。我 们 以 pCclGx的插 入片 段 为 探 针 ，与 pHrl8Gx的 

BamHI-EcoRI酶切带杂交，结果出现 3条杂交带 ：2 0kb，1．3kb和 1 2kb．根据上面 
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的信息，2．0kb BamHI片段和 1．2kb BamHI-EcoRI片段属于 Hrl4，1．3kb BamHI 

陶 l 弗兰克氏菌圃氨酶结构基时的保守性 

A a A【4总DNA／BamHI，b Cco1．总DNA／BamHl~c．H r】6总 DNA／BamHl~ 

a c 分别为 a，b．c与 括记的 pSA30杂交后 的放射自显影图：d z／Hittd~[ 

B a pAtlGx／BamHl：b pH rl4Gx／BamHl~ pHrl 7Gx／Bam HL d pHrl 8Gx／BamH L 

a ， c ， 分别为a，b，c．d与 P标记的pcdo 的̂插 ^片段杂交后的放身t自显影圈；e i／l-lind]ll 

C a，口HrI8'-(cGx／BaalHI—EcoRI；b pHrI8 一 I Gx，BamHI．c pHrl8-@Gx／BarnHl-EcoRl 

d．pHrl 8- z Gx／Bm HI；e pHrl4G x／ Bm aHl EcoRl~f pHr]4Gx／BamHIi 

B pHrlSGx／BamH l EcoRL h pH rl8Gx／BamHI：I l／HindI~； 

c e ，g‘，h 分别为c d．e，f g-h与 P标记的pcclox的插^片段杂交后的放射自显影阁 

i／HindUl的 DNA片疆，从大至小待别为 23 ，9 4，6 7 4．3，2 3，l 9和0 6kb(下团『il】J 
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片 段 属 于 H1 8一① (见 图 1一C)。 因 此 ， 可 以 推 断 ： 1．3kb BamHI片 段 与 

1．2kb BamHI-EcoRI片段之问是一条 0．1kb BamHI-EcoRI片段。这就说明：①为什 

么在照片上，Hrl8或 Hrl8-①少一条 BamHI—EcoRI片段 (琼脂糖凝胶电泳可分离的 

最小 DNA片段是 100多个碱基对，这在照片上一般看不见)；②为什么 Hrl8用 

BamHI酶切时，有两条杂交带，而用 BamHI—EcoRI双酶切时有 3条杂交带；另外， 

以 pCdGx的插入片段为探针，与 pAt1Gx的 BamHI酶切带杂交，出现两条杂交带： 
一 条为 1．7kb，另一条位于载体上 (见图 卜B)，而载体本身与 pCelGx的插入片段无杂 

交。结合以上事实说明：pAt1Gx上的 BamHI-EcoRI DNA杂交带为 0．6kb 

图2 弗兰克氏菌nifH及 nifD基因的保守性 

A a pHrl8：Gx／BamHI-EcoRL b pHrl7Gx／BamH I-EeoRL c pHrl4Gx／Bam HI EcoRl； 

d pAt1Gx／BamHI-EcoRL e i／Hhad ITI 

a ， ，c ， ，e 分别为a，b．c，d，e与 P标记的pPc1201杂空后的放射自显影圉 

B 探针为 P标记的 pPCI202 

最后，我们分别以 pPCl201(nifH)，pPCI202(nifD)和 pPCl203(nifK)为探针 ，与 

pAtlGx，pHrl4Gx，pHrl7Gx和 pHrl 8／Gx的 BamHI-EcoRI酶切带杂交 (见图 

2)。结果表明：在 pAtlGx中，与 pPCI201同源的是 0．6kb BamHI-EcoRI片段，由 

此 可得出菌株 At4 nifH 及 nif【)基因 的排布图 (见图 3，I)；在 pHrl8 Gx中，与 

pPCI201同源性较强的是 1 2kb BamHI-EcoRI片段，而与 2．Okb BamHI片段同源性 

较 弱 ， 与 pPCI202同 源 的 是 2．0kb BmaHI片 段 。 可 惜 的是 ， 由于 Hrl8 无 

1．3kb BamHI片段，因此．未能直接证明该片段属 F nifl-I基因，但有 3个间接证据可 

表明这一点：①该片段与 1．2kb BamHI-EcoRI片段相邻；②与 pCclGx的插入片段杂交 

时，这两个片段具有同等强度的杂交信号 (见图 I-C)；@迄今为止，所有实验均表 
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明：在弗兰克氏菌中，nifH及 nifD基因紧密连锁 所以，可得出菌株Hrl6的nifH和 

nifD基固的排布图 (见图3，Ⅱ)。 

n JfD I 

皿皿皿Ⅲ圈 ⅢⅢ皿  
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nill3 nf讲  

匝 皿丑Ⅱ 皿叩珂皿Ⅱ邛皿Ⅲ皿皿 

图 3 菌株 At4(1) Hrl6(11)的 hill4及 nifD基因排列 

B示 BamHl；E示 EcoRI 

3 讨 论 

以肺炎克氏杆菌的 nifK基固为探针，未探测到上述 n订克隆中有杂交信号。这说 

明在弗兰克 氏菌中，nifK基因的保守程度比 nit~l和 nifD 基固差，或者说，这些克隆 

中没有 n腿 基因。 

另外，我们发现了一个奇怪的现象：Hr18 和 Hrl8 ①缺失一条 1．3kb BamHI片 

段 (属于固氨酶结构基固的一部分)。面衍生 Hrl8'-①亚克鹰的 Hrl8是完整的，有 

1．3kb BamHl片段存在。站在基因工程角度看，这决非偶然的机械损伤。从理论上 

说，关于二者丢失该片段的机会，最大可能是在大肠杆菌繁殖期间 这与 Lechevalier 

等人的发现有相似之处 ：他们将来自红枝桤木似 rubra)的菌株 AiRI2接种至桤木 

幼根上时，结果产生根瘤，但不固氮。用Arl3的nifHDK基固为探针，与 A Rl2的总 

DNA杂交时，未探测到任何杂交信号，也就是说，菌株AiR12的固氨酶结构基因垒部 

丢失，而这种丢失的可能途径是在菌株繁殖期间。如果我们认为这种缺失有必然性的 

话，那么，缺失的DNA片段最可能与转位因子有关 根据以上事实，我们试图对固氮 

酶结构基固的缺失现象作出如下解释：固氮酶结构基因有一部分位于转座子上，当大肠 

杆菌繁殖时，转座子切离跳至质粒上，质粒随后丢失。这种行为与真核生物中的类质粒 

DNA相似 

为 了证 明 上 述 解 释 ， 可 将 1．3kb BamHI片 段 从 凝 胶 中 提 取 出 来 。 用 

BamHI-EcoRI双酶切 pHrl8／Gx，pHrl4Gx和 PHrl8f-①Gx，用 BamHI酶切大肠杆 

菌 (去除质粒 pHrl8 Gx)总 DNA，琼脂糖凝胶 电泳及 Southern转移后 ，以 

1．3kb BamHI片段为探针 杂交 。如果 与 Hrl8 总 DNA 有很 强的杂交信 号， 而与 

Hrl8 ，Hrl4和 Hrl80①仅有弱杂交或无杂交，则说明缺失的 1 3kb BamHI片段插八 

了大肠杆菌的染色体上。 
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Jiang Aimin 
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AbsU'act Nif gene clones from Fankia strain At4 and Hrl6 were analysed physical· 

lY using digestion of restriction endonucleases，molecular hybridization and other tech- 

niques．And then，they were hybridized with nim (pPC1201)，nifD (pPCI202)and nifK 

(pPC1203)genes from Klebsiella pneumoniae，respectively．At the salne time a loss of 

1．3-kb BamHI DNA fragment WaS discovered． 
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