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摘  要：【目的】研究施氏假单胞菌(Pseudomonas stutzeri) A1501 四碳二羧酸结合蛋白 DctP 的生

物学功能和自身表达特性。【方法】构建结合蛋白编码基因 dctP 的非极性突变株，测定 dctP 突

变株以不同四碳二羧酸(琥珀酸延、胡索酸、苹果酸)为唯一碳源时的生长情况和固氮酶活性；构

建 dctP 基因启动子的融合表达载体 dctP-lacZ，将其分别转入野生型 A1501 和 ntrBC、rpoN 和

dctB 突变株中，测定在不同四碳二羧酸为唯一碳源诱导条件下重组菌株中的 β-半乳糖苷酶活

性。【结果】dctP 基因的突变使菌株丧失了四碳二羧酸的利用能力，影响了菌株的固氮酶活性；

苹果酸、延胡索酸、琥珀酸对 dctP-lacZ 具有明显的诱导作用；在 rpoN、ntrBC 和 dctB 突变株中，

dctP 的表达量均显著降低。【结论】DctP 蛋白在四碳二羧酸的利用过程中起重要的作用，dctP 基

因的表达是 RpoN 依赖型，可被四碳二羧酸诱导，受到调控蛋白 NtrBC/DctB 的协同调控。 
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Abstract: [Objective] Current study was designed to determine the functional characterization and 
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expression pattern of C4-dicarboxylate binding protein coding gene dctP in nitrogen fixing bacterium 
Pseudomonas stutzeri A1501. [Methods] We constructed the nonpolar dctP mutant. The nitrogenase 
activity and growth curve between the wild type and mutants were assayed in minimal medium 
supplemented with different C4-dicarboxylates (succinate, malate or fumarate) as a sole carbon source 
were measured. The dctP-lacZ fusion vector was constructed and transformed to wild type A1501, dctB 
mutant, rpoN mutant and ntrBC mutant, respectively. The β-galactosidase activity was detected to 
analyze the expression of dctP gene in recombinant strains grown with different C4-dicarboxylates as a 
sole carbon source. [Results] It was found that dctP mutant lost the ability to utilise C4-dicarboxylates 
and its nitrogenase activity was much lower than the wild type. The analysis of β-galactosidase activity 
indicated that the succinate, malate or fumarate induced expression of the dctP gene. In comparison 
with wild type, the expression level of dctP gene was significantly decreased in the deletion mutants for 
dctB, rpoN or ntrBC. [Conclusion] The DctP protein played an important role in the C4-dicarboxylate 
utilization of P. stutzeri A1501. C4-dicarboxylates (succinate, malate or fumarate) induced the 
expression of dctP gene. The DctP transcription was RpoN-dependent and under the control of DctB 
and NtrBC. 

Keywords: Pseudomonas stutzeri A1501, C4-dicarboxylates, DctP 

四碳二羧酸包括琥珀酸、延胡索酸、苹果酸等，

是固氮菌根际生长首选的碳源和能源物质，也是联

合固氮菌强烈的趋化剂，它能促使固氮菌在植物根

际集群 [1-2]。四碳二羧酸由四碳二羧酸转运系统

(Dicarboxylic acid transport system，Dct系统)负责运

输[3]。目前对于细菌中四碳二羧酸转运系统的分类

和功能已经有所报道，细菌的四碳二羧酸载体依据

蛋白序列的相似性分为以下五类：四碳二羧酸转运

蛋白 DctA，由膜外向膜内转运四碳二羧酸的载体

DcuAB、DcuC、CitT 及不依赖 ATP 的三组分周质

转运载体蛋白 TRAP。其中 TRAP转运系统由聚集

在一起的 3个基因编码，dctP基因编码四碳二羧酸

结合蛋白，dctQ和 dctM编码四碳二羧酸转运体[4]。

根瘤菌中的 Dct系统由 3个基因聚集在一起，dctA

基因编码四碳二羧酸转运蛋白，dctB 和 dctD 基因

编码双组分调节系统，用来响应四碳二羧酸信号和

调控 dctA 的表达[5-7]。在大肠杆菌中，四碳二羧酸

在有氧条件下主要的转运者是 DctA，在无氧条件下

由 DcuA、DcuB、DcuC 和 CitT 运输[8-11]。虽然不

同细菌中四碳二羧酸转运载体类型有所差异，但是

四碳二羧酸的转运系统均由调节蛋白和转移酶系

两部分组成。 

施氏假单胞菌 A1501 (Pseudomonas stutzeri 

A1501)是一株分离自我国南方水稻根际土壤的联

合固氮菌，具有利用根际分泌物中的四碳二羧酸进

行高效固氮的特性[12]。本实验室已有研究表明，在

A1501菌中存在两组编码 Dct系统的基因，一组是

由连续排列在基因组上的 dctB、dctD、dctP、dctQ、

dctM组成的，另一组则无规律地分散在基因组中[13]；

另外，在 A1501菌中，dctB基因编码 Dct系统中的

调节蛋白 DctB，其在联合固氮菌四碳二羧酸的运输

和利用中发挥着重要的作用，进而影响菌株的固氮

效率[14]，但对于 A1501 菌中转运酶系 DctPQM 编

码基因的具体功能及表达特性并没有做出深入研

究。本研究以结合蛋白 DctP 为研究对象，通过突

变株的构建和生理生化表型的测定，对 dctP基因在

四碳二羧酸转运中的作用和自身表达特性进行了研

究，旨在进一步阐明联合固氮菌的四碳二羧酸转运

系统，为其调控体系的深入研究奠定理论基础，也

为进一步提高菌株的固氮活性提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  引物：实验所用 PCR引物由上海生工公司合

成，见表 2。 

1.1.3  培养基和抗生素：A1501 菌及其突变株于

A15培养基[15]30 °C培养，大肠杆菌 E. coli于 LB 
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

菌株和质粒 

Strains and plasmids 

相关特性 

Relevant characteristics 

来源 

Source 

P. stutzeri A1501 野生型 本实验室保存 

E. coli DH5α 大肠杆菌 本实验室保存 

ΔntrBC P. stutzeri A1501 ntrBC突变株，Kmr 本实验室保存 

ΔdctB P. stutzeri A1501 dctB突变株，Kmr 本实验室保存 

ΔdctP P. stutzeri A1501 dctP非极性突变株，Kmr 本研究构建 

ΔrpoN P. stutzeri A1501 rpoN突变株，Kmr 本实验室保存 

C. ΔdctP P. stutzeri A1501 dctP非极性突变株的回补菌株，Tcr，Kmr 本研究构建 

ntrBC (dctP-lacZ) 携带 dctP-lacZ质粒的 ntrBC突变株，Tcr，Kmr 本研究构建 

A1501 (dctP-lacZ) 携带 dctP-lacZ质粒的 A1501，Tcr，Kmr 本研究构建 

dctB (dctP-lacZ) 携带 dctP-lacZ质粒的 dctB突变株，Tcr，Kmr 本研究构建 

rpoN (dctP-lacZ) 携带 dctP-lacZ质粒的 rpoN突变株，Tcr，Kmr 本研究构建 

pUC4KIXX 携带卡那霉素的抗性盒，Kmr 本实验室保存 

pGEM-T Easy 克隆载体，Ampr Promega公司 

pRK2013 三亲结合助质粒，Kmr 本实验室保存 

pK18mob 自杀性质粒，Kmr 本实验室保存 

pK18mobF 构建 dctP非极性突变株所用到的重组质粒，Tcr 本研究构建 

pGD926 lacZ融合广宿主载体，Tcr 本实验室保存 

dctP-lacZ 含 dctP基因启动子的 lacZ融合表达载体，Tcr 本研究构建 

 

表 2  PCR 扩增所用的引物 
Table 2  Primers for PCR amplification 

引物 

Primers 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

用途 

Usage 

Pp-F GCGGGATCC AGCATCGCTGGTCTGGCCCACGC 
扩增 dctP基因 

Pp-R GCGAAGCTT CTTGCTGGAAGCGGTCGACC 

YP-F GCCGATTCATTAATGCAGCGGGCAC 
验证 ΔdctP 

YP-R CATGAACGCCCTCTGGCGGC 

P-F CTCAAGCTTCGTAAGACACTGCATGACAA 
扩增 dctP基因启动子 DNA片段 

P-R CCTGGATCCATTGATGTTTCCTCTTGTTGTG 

C-F CGGGATCCTGGCATTGCAGGGAGG 
扩增包含完整 dctP基因及其启动子的 DNA片段 

C-R CCAAGCTTACCAGGCTAACTAA 

 
培养基(g/L，胰化蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，

NaCl 5.0) 37 °C培养。测定菌体的固氮酶活性时采

用不添加(NH4)2SO4的 A15 培养基。琥珀酸、苹果

酸、延胡索酸、葡萄糖的终浓度为 50 mmol/L。抗

生素在培养基中的浓度：卡那霉素(Km) 50 mg/L，

氨苄青霉素(Amp) 100 mg/L，四环素(Tc) 12 mg/L。 

1.1.4  主要试剂和仪器：工具酶购于 NEB 公司和

TaKaRa公司；质粒提取、DNA提取及胶回收试剂

盒购于Magen公司；其它化学试剂购于北京化学试

剂公司。PCR仪、凝胶成像系统，Bio-Rad公司。 
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1.2  方法 

1.2.1  三亲结合：活化供体菌(含重组质粒的大肠杆

菌)、受体菌(野生型或突变株)和含有穿梭质粒

pRK2013 的大肠杆菌，转接至含有相应抗生素的

LB培养基中，供体菌和含有穿梭质粒 pRK2013的

大肠杆菌 37 °C、220 r/min振荡培养过夜，受体菌

30 °C、220 r/min振荡培养过夜。将上述菌分别以

2%的接种量转至新鲜的 LB培养基中，温度不变，

200 r/min 振荡培养至 OD600为 0.6−1.0，分别收集   

1 mL供体菌、受体菌和含有穿梭质粒 pRK2013的

大肠杆菌，4 °C、4 000 r/min离心 10 min。用 0.85%

的 NaCl洗涤菌体 2次，将 3种菌混合在一起离心，

用 100 µL 0.85%的 NaCl溶液重悬菌体沉淀。 

将重悬菌每次取 10 μL滴加到无抗性的 LB平

板上，后续菌液滴加至先前风干后的菌液上方，如

此重复直至滴加完毕。30 °C正置培养 48 h。将菌苔

刮下，用 0.85%的 NaCl溶液倍比稀释，各取 100 µL

涂于加相应抗生素的 A15培养基平板上，30 °C培

养至可以挑取单菌落。 

1.2.2  dctP 非极性突变株的构建：dctP 基因 DNA

片段的 PCR扩增：以 A1501总 DNA为模板，Pp-F

和 Pp-R为引物，经 PCR扩增获得突变基因 dctP的

DNA片段(目的片段大小为 350 bp)。PCR反应体系：

模板DNA (200 ng/µL) 1 µL，Pp-F和 Pp-R (20 µmol/L)

各 0.5 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，10×Buffer 2.5 µL，

Taq DNA聚合酶(5 U/µL) 0.5 µL，ddH2O 18.0 µL。

PCR反应条件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，55 °C   

30 s，72 °C 2 min，30个循环；72 °C 10 min。扩增

获得的突变基因 dctP的 DNA片段克隆到自杀质粒

pK18mob上，通过三亲接合导入野生型菌株，进行

同源单交换，经卡那霉素抗性筛选和 PCR 验证(以

YP-F和 YP-R为引物，目的片段大小为 827 bp)获

得 dctP非极性突变株。PCR扩增验证反应条件为：

95 °C 10 min；94 °C 1 min，55 °C 30 s，72 °C 2 min，

30个循环；72 °C 10 min。 

1.2.3  生长曲线的测定：挑取待测菌株接种于含对

应抗生素的 LB液体培养基中，30 °C、220 r/min振

荡培养过夜。4 °C、4 000 r/min离心 10 min收集培

养过夜的菌株，经 0.85%的NaCl溶液洗涤菌体 2次，

转接至以不同四碳二羧酸为唯一碳源的 A15 培养

基中，初始 OD600为 0.1，30 °C、200 r/min振荡培

养，每隔 2 h取样测定菌株的 OD600。以时间(h)为

横坐标轴，OD600为纵坐标轴绘制生长曲线。 

1.2.4  固氮酶活的测定：采用乙炔还原法测定菌株

的固氮酶活性。具体方法如下：用 0.85%的 NaCl

溶液洗涤培养过夜的菌体 2次，转接至装有 A15无

氮培养基的三角瓶中，初始 OD600 为 0.1，体积为    

10 mL。盖上胶塞，密封瓶口，充氩气 4 min用以

排出三角瓶中的空气。向瓶中注入 0.5%的氧气和

10%的乙炔。每个菌株做 5个重复，30 °C、220 r/min

振荡培养。每隔 2 h 用微量进样器从瓶中抽取   

250 μL气体注入气相色谱中(SP-2305型气相色谱仪)

检测乙烯含量，记录乙烯峰面积。利用公式计算固氮

酶的活性：固氮酶活性[nmol C2H4/(mg protein·h)]= 

所测菌株乙烯峰面积×(三角瓶中气相体积 /进样

量)/1 nmol标准乙烯峰的面积×菌体蛋白浓度×反应

时间。 

1.2.5  dctP-lacZ重组质粒的构建：以A1501总DNA

为模板，P-F和 P-R为引物，通过 PCR方法获得大

小为 430 bp的含 dctP基因启动子区的 DNA片段，

PCR产物经切胶回收后，与克隆载体 pGEM-T Easy

连接，转化至感受态细胞 E. coli DH5α中，蓝白斑

筛选并将阳性克隆质粒测序。提取测序正确的阳性

克隆质粒，用限制性内切酶 Hind III和 BamH I双酶

切，切胶回收的 DNA 片段，将其与经 Hind III 和

BamH I酶切的 pGD926载体连接，连接产物转化至

大肠杆菌 E. coli DH5α中，PCR筛选出阳性克隆并

测序验证。经测序正确的 dctP-lacZ 融合表达载体

通过三亲结合的方法，分别转入野生型菌株 A1501、

ntrBC突变株、rpoN突变株和 dctB突变株中，获得

重组菌 A1501 (dctP-lacZ)、ntrBC (dctP-lacZ)、rpoN 

(dctP-lacZ)和 dctB (dctP-lacZ)。 

1.2.6  β-半乳糖苷酶(β-galactosidase)活性的测定：采

用 ONPG 法测定，具体操作步骤如下：将待测菌
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株于 LB 培养基中 30 °C、220 r/min 振荡培养至

OD600约为 0.6，记录 OD600值。取 1 mL菌液 4 °C、

5 000 r/min离心 5 min，弃去上清并用无菌水洗涤  

2次后按需要悬浮菌体。菌悬浮液与 Buffer Z混合，

使总体积为 1 mL，加入 2–3滴氯仿，混匀，37 °C保

温 40 min。30 °C保温 5 min，加入 200 µL (4.0 g/L)

邻硝基苯-β-D-半乳吡喃糖苷(ONPG)，混匀，30 °C

继续保温，开始记录反应起始时间。待样品出现黄色，

加入 500 µL 1 mol/L的Na2CO3溶液用以终止反应，

记录反应终止时间，样品放冰上待测。用紫外分光光

度计测定OD420和OD550值。按以下公式计算 β-半乳

糖苷酶的活性：Units=1 000×(OD420−1.75×OD550)/ 

T×V×OD600 (T：反应时间，V：反应中菌体体积)。 

2  结果与分析 

2.1  dctP 基因生物信息学分析 

在 NCBI数据库中首先对 A1501菌中 dctP基

因进行核苷酸比对，分析发现其与铜绿假单胞菌

(P. aerugniosa PAO1)和棕色固氮菌 (Azotobacter 

vinelandli CA)中的 dctP 基因序列之间的相似性较

高，相似性分别为 93%和 86%，而且 A1501菌中的

Dct系统与 P. aerugniosa PAO1和 A. vinelandli CA

中的编码基因序列之间的相似性较高(图 1)。然后进

一步对 dctP 基因的启动子区域进行分析，发现了

RpoN的保守结合位点(GG-N10-GC，如图 1中黑色

框部分所示)，因此推测 dctP 基因的表达可能受到

RpoN蛋白的调控。 

2.2  dctP 非极性突变株及其功能回补株的构建 

为了研究 dctP基因在野生型 A1501中的功能，

根据同源重组的原理构建了 dctP 基因的非极性突

变株。以 A1501总 DNA为模板，以 Pp-F和 Pp-R

为引物进行 PCR 扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳验

证，获得大小为 350 bp的 dctPp (dctP的部分序列)

序列，见图 2 (图 2A第 2泳道)。PCR产物切胶回

收，将 PCR 产物和质粒 pK18mob 分别用 BamH I

和 Hind Ⅲ进行双酶切，然后进行连接和转化。提

取所得转化子质粒，用 BamH I和 Hind Ⅲ进行双酶

切验证，获得重组质粒 pK18mobF如图 2 (图 2B第

2泳道)所示。通过三亲结合，将 pK18mobF转化至野

生型 A1501 中，通过 Kmr筛选得到三亲接合子。以

三亲接合子的 DNA为模板，野生型基因组为对照，

YP-F和YP-R为引物进行 PCR验证见图 2 (图 2C第

1、2和 3泳道)。将扩增片段回收，经测序后分析发

现扩增片段的核苷酸序列与预期扩增的 DNA片段序

列有 100%的一致性，证明三亲接合得到的接合子为

正确的 dctP非极性突变株，将其命名为 ΔdctP。此外

构建了 ΔdctP 的功能回补株，通过 PCR 扩增验证回

补株(以C-F和 C-R为引物)，可以得到大小为 1.3 kb

的包含完整 dctP基因及启动子序列的DNA片段，见

图 2 (图 2D第 1泳道)，将回补株命名为 C. ΔdctP。 

 

 
 

图 1  施氏假单胞菌 A1501 中 Dct 系统的基因排布和同源比对 
Figure 1  Genomic organization of A1501 Dct system and comparison with equivalent clusters from different bacteria 

注：RpoN的结合位点如黑色框所示. 
Note: The conserved binding sites of RpoN are boxed in black. 
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图 2  dctP 非极性突变株和功能回补株的构建 
Figure 2  Construction of nonpolar dctP mutant strain and function complementary strain 

注：A：M1：GeneRulerTM 1 kb DNA ladder；1、2：dctPp片段. B：M1：GeneRulerTM 1 kb DNA ladder；1：pK18mob的酶切验证；

2：重组质粒 pK18mobF的酶切验证；3：重组质粒 pK18mobF. C：M1：GeneRulerTM 1 kb DNA ladder；1、2：dctP非极性突变体

的 PCR验证；3：阴性对照. D：M2：λDNA/EcoR I+Hind III marker；1：功能回补株 C. ΔdctP的 PCR验证. 
Note: A: M1: GeneRulerTM 1 kb DNA ladder; 1, 2: dctPp-fragment PCR product. B: M1: GeneRulerTM 1 kb DNA ladder; 1: Digestion of 
pK18mob; 2: Digestion of pK18mobF; 3: Plasmids of pK18mobF. C: M1: GeneRulerTM 1 kb DNA ladder; 1, 2: Identification of the nonpolar mutant 
ΔdctP by PCR; 3: Negative control. D: M2: λDNA/EcoR I+ Hind III marker; 1: Identification of the function complementary strain by PCR. 

 

2.3  dctP突变对A1501菌四碳二羧酸利用的影响 

为了探究 dctP 基因是否在四碳二羧酸代谢中

发挥作用，将野生型 A1501、dctP突变株 ΔdctP和

回补株 C. ΔdctP于琥珀酸、延胡索酸或苹果酸为唯

一碳源的 A15培养基中分别培养，测定菌株生长情

况，结果如图 3所示：野生型 A1501和 C. ΔdctP在

琥珀酸、延胡索酸或苹果酸为唯一碳源时生长良

好，而 dctP突变株无法正常生长，这说明 DctP蛋

白在 A1501 菌的四碳二羧酸利用中发挥着重要的

作用，是四碳二羧酸代谢系统所必需的(图 3)。 

2.4  dctP 突变对 A1501 菌固氮能力的影响 

四碳二羧酸是细菌重要的能源底物，而能量供

应是影响固氮微生物固氮能力的重要因素之一。为

了验证 DctP蛋白是否在 A1501 菌株的氮代谢调控

中发挥着作用，在测定了 ΔdctP对四碳二羧酸利用

情况的基础上，利用乙炔还原法比较了野生型

A1501、ΔdctP以及 C. ΔdctP在以苹果酸、琥珀酸、

延胡索酸为唯一碳源时的固氮酶活性，结果发现：

与野生型 A1501相比，dctP突变株在以苹果酸、琥

珀酸或延胡索酸为唯一碳源时的固氮酶活性均出

现了显著的降低，分别为野生型酶活的 1.69%、

1.32%、1.08%，而互补菌株恢复了菌株的固氮酶活

性(表 3)，说明 dctP 基因的突变影响了菌株的固氮

能力，推测 DctP 蛋白可能通过参与菌株的四碳二

羧酸转运影响能量供应，进而影响 A1501菌的固氮

能力。 
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图 3  野生型 A1501、dctP 突变株和功能回补株 C. ΔdctP 在琥珀酸(A)、苹果酸(B)、延胡索酸(C)为唯一碳源时的生长

曲线 
Figure 3  Growth properties of wild type A1501, dctP mutant strain and function complementary strain C. ΔdctP in medium 

supplemented with succinate (A), malate (B) or fumarate (C) as the sole carbon source 

 

表 3  野生型 A1501、ΔdctP 和 C. ΔdctP 在不同碳源

诱导条件下的固氮酶活性 
Table 3  Nitrogenase activities of the wild type A1501, 
ΔdctP and C. ΔdctP grown with different carbon sources 

(nmol C2H4/(mg protein·h), x ± s) 

菌株 

Strains 

苹果酸 

Malate 

琥珀酸 

Succinate 

延胡索酸 

Fumarate 

A1501 390.70±12.70 509.80±16.00 460.60±23.00

ΔdctP 4.03±0.30   4.47±0.80  2.70±0.40 

C. ΔdctP 389.30±10.00 510.60±15.40 456.00±18.20

2.5  dctP 基因的启动子分析及表达特性 

为了研究 dctP基因自身的表达特性，利用携有

不带启动子的 lacZ基因的启动子检测载体 pGD926，

以 P-F 和 P-R 为引物，PCR 扩增获得大小 430 bp

的含 dctP基因启动子序列的 DNA片段，构建 dctP

基因融合表达载体 dctP-lacZ (图 4)，通过三亲结合，

将融合表达载体分别转入野生型 A1501、ΔntrBC、

ΔdctB和 ΔrpoN，经 PCR验证所得正确的转化子分

别命名 A1501(dctP-lacZ)、ntrBC(dctP-lacZ)、dctB 

(dctP-lacZ)和 rpoN(dctP-lacZ)。 

 
 

 
 

图 4  重组载体 dctP-lacZ 的构建 
Figure 4  Construction of recombinant vector dctP-lacZ 

注：M2：λDNA/EcoR I+Hind III marker. A：1、2、3：PCR扩增得到 dctP片段；4：阴性对照. B：1：经 Hind III/BamH I酶切的 dctP

片段；2：经 Hind III/BamH I酶切后的 pGD926. C：1：阳性对照；2–5：假阳性菌株；6：含有 dctP-lacZ的菌株.       
Note: M2: λDNA/EcoR I+ Hind III marker. A: 1, 2, 3: dctP fragment PCR product; 4: Negative control. B: 1: Digestion of dctP by     
Hind III/BamH I; 2: Digestion of pGD926 by Hind III/BamH I. C: 1: Positive control; 2–5: False positive strains; 6: The confirmation of 
recombinant strains containing dctP-lacZ by RCR.     
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生长曲线测定结果表明 dctP 基因在四碳二羧

酸的利用中发挥着重要作用。为了测定 dctP基因的

表达是否受四碳二羧酸的诱导，将 A1501 (dctP-lacZ)

分别于葡萄糖和四碳二羧酸(苹果酸、琥珀酸和延胡

索酸)中进行诱导，通过测定 β-半乳糖苷酶活性验证

dctP的表达。结果表明：葡萄糖对 dctP基因的表达

没有诱导作用，而苹果酸、延胡索酸和琥珀酸均对

dctP 基因的表达具有明显的诱导作用(图 5)。为了

进一步验证 dctP 基因的表达是否受到其它调控因

子的调控，又分别比较了在不同碳源诱导条件下，

ntrBC 突变株、dctB 突变株和 rpoN 突变株中的 β-

半乳糖苷酶活性，结果显示，在 ΔntrBC、ΔdctB和

ΔrpoN中 dctP基因的表达显著降低(图 5)，而在 dctP

基因启动子区域发现了 RpoN转录因子的保守结合

位点(GG-N10-GC)，这表明在苹果酸、延胡索酸或

琥珀酸诱导条件下 dctP基因的表达是RpoN依赖型

的，受到调控蛋白 NtrBC/DctB的协同调控。    

3  讨论 

葡萄糖和四碳二羧酸中的琥珀酸、延胡索酸、

苹果酸是固氮菌有效的呼吸底物，是生物固氮的重

要能量供应物质。四碳二羧酸需要四碳二羧酸转运

系统将其运输到菌体内才能被有效利用，因此通过 

 

 
 

图 5  在苹果酸、琥珀酸、延胡索酸和葡萄糖诱导条件

下 dctP-lacZ 在野生型和突变株中的表达 
Figure 5  β-Galactosidase activities were measured in 
wild-type strain A1501 and mutants carrying dctP-lacZ 
transcriptional fusions grown with malate, succinate, 
fumarate or glucose 

对固氮菌中四碳二羧酸转运系统的研究，增强细菌

对四碳二羧酸的利用能力成为解决生物固氮能力

不足的重要策略之一。 

施氏假单胞菌 A1501 是一株具有利用根际分

泌物(琥珀酸、延胡索酸、苹果酸)作为碳源和能源

进行固氮特性的联合固氮菌。本实验室已经完成该

菌的全基因组测序，通过生物信息学分析发现了完

整的 Dct系统，其中 dctBD为四碳二羧酸转运调节基

因，dctPQM为结构基因[16]。本实验室已有的研究表明

dctB基因编码Dct系统中的调节蛋白DctB，其在联合

固氮菌四碳二羧酸的运输和利用过程中起着重要的作

用。已有研究表明在紫色光合细菌 (Rhodobacter 

capsulatus)中，TRAP (Tripartite ATP-independent 

periplasmic)载体已经被鉴定且描述为四碳二羧酸

转运系统，TRAP转运系统是由聚集在一起的 3个

基因编码的，dctP基因编码四碳二羧酸结合蛋白，

dctQ和 dctM编码四碳二羧酸转运体[17]，因此推测

在 A1501菌中 DctP为四碳二羧酸结合蛋白。 

本研究发现 dctP 的突变不但使菌株丧失了对

四碳二羧酸的利用能力，而且也使菌株丧失了固氮

能力。根据文献[18-19]报道，在根瘤菌(Rhizobium 

leguminosarum)中，破坏四碳二羧酸系统后，导致

菌体无法完成对四碳二羧酸的吸收和利用，最终形

成了一种无法固氮的根瘤，类似的现象也出现在三

叶草根瘤菌和豌豆根瘤菌，因此我们推测在 A1501

菌中 dctP可能通过影响四碳二羧酸的转运而影响菌

株的能量供应，进而参与 A1501菌的固氮调控网络。 

已有研究表明在铜绿假单胞菌中 DctPQM 被

RpoN和 DctB/DctD双组分系统调控[20]。在根瘤菌

和绿针假单胞菌中，RpoN激活 dctA和 dctPQM操

纵子的表达[21-26]。本研究结果发现，与野生型中相

比，在 rpoN突变株中 dctP表达量显著下调，而在

dctP基因启动子区域发现了 RpoN蛋白的保守结合

位点，这说明在 A1501 菌中 dctP 基因的表达也是

rpoN 依赖型的；与野生型中相比，在 dctB 突变株

中 dctP 的表达显著降低，说明 dctP 的表达可能受

调控蛋白 DctB 的影响。有文献报道，在根瘤菌中
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缺乏底物的条件下，转运蛋白 DctA 和调控蛋白

DctB可能在细胞质膜中相互起作用，抑制 DctB的

自我磷酸化，进而抑制四碳二羧酸运输系统编码基

因的表达[27-30]。在根瘤菌中 DctB 是典型的组氨酸

激酶传感器，负责检测四碳二羧酸[31-33]。在枯草芽

孢杆菌中 DctS/DctA/DctB 复合体形成四碳二羧酸

传感功能单元，DctS和 DctB之间存在相互作用，

DctB对于 dctA表达的有效诱导和增加 DctSR双组

分的特异性是必需的[34]。因此，A1501菌中调控蛋

白DctB与转运蛋白DctP之间是否存在相互作用还

有待深入的研究。  

此外，与其他菌株不同的是在 A1501的染色体

上存在两组 Dct系统的编码基因，一组是本研究中

涉及的有序排列的 Dct系统，一组无序分散在基因

组中。本研究表明单独突变 Dct 系统中的 DctP 蛋

白编码基因可以造成菌株对于四碳二羧酸利用能

力的完全丧失，说明这套紧密排列的 Dct系统对于

A1501 菌利用根系中的四碳二羧酸作为碳源是必需

的，而另一套无序分散的不完整系统可能是由于在

菌株长期的进化过程中出现了基因的转移、功能的

丢失或分化，这进一步反映出菌株对环境的适应性。 
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