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摘要：【目的】克隆葡萄糖酸脱氢酶（ＧＡＤＨ）小亚基基因 ｇａ２ｄｈ并进行鉴定。【方法】研究水稻根际细菌 Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｓｐ．ＮＤＷ３溶磷过程中菌株溶磷量、ＧＡＤＨ活性与ｇａ２ｄｈ基因表达量的变化，对 ｇａ２ｄｈ基因进行克隆和生物信息学
分析，并检测ｇａ２ｄｈ基因在大肠埃希菌ＢＬ２１中的表达。【结果】Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３溶磷过程中 ｇａ２ｄｈ基因的相对
表达量在１２ｈ最大，ＧＡＤＨ活性在２４ｈ达到最大值，ＮＤＷ３溶磷量在３６ｈ后趋于稳定。从Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３菌株
中克隆获得了７８１ｂｐ的ｇａ２ｄｈ基因序列，生物信息学分析发现该序列与 Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＳＣＢＩ菌株的基因相似性为
９９６２％，编码的蛋白属于葡萄糖酸脱氢酶亚基３超家族，主要由３个α－螺旋构成，且氨基酸序列中包含有位于胞
内、胞外和跨膜的区域。ｇａ２ｄｈ基因在大肠埃希菌ＢＬ２１体内表达，能够使得菌体ＧＡＤＨ的活性显著增加。【结论】
Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３菌株溶磷的主要机制依赖于直接氧化途径，ｇａ２ｄｈ基因编码的小亚基不仅对ＧＡＤＨ活性起重要
作用，也是介导ＧＡＤＨ跨膜结构的重要组成部分。
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　　磷是继氮之后作物所需的第２大营养元素，在
作物光合作用、能量转移、信号转导及大分子物质的

生物合成中都起着关键的作用［１］。但根据资料调查

显示，我国有７４％的耕地土壤缺磷［２］。可溶性磷肥

施入农田后，由于土壤的固定作用，大部分迅速转变为

作物难以吸收的无效磷，无法被植物直接吸收利用，导

致作物对磷肥的当季利用率不超过３０％［３］。土壤中

溶磷微生物能依靠自身的代谢或与其它生物协同作

用［４］，将不溶性磷转变成植物可吸收利用的磷。

溶磷菌可明显促进作物的株高、干质量［５］及产

量的增加［６］，也可以促进作物对磷素的吸收［７］，增加

土壤生物量。因此，越来越多的溶磷菌被分离，主要

集中在假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、埃希氏菌属 Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａ、肠细菌属 Ｅｎｔｅｒｂａｃｔｅｒ等［８］。不同的溶磷菌溶

磷的形式不同。微生物分泌的有机酸可作为Ｃａ２＋的
螯合剂，从而使磷从不溶性磷酸盐中释放出来。其

中葡萄糖酮酸在土壤磷酸盐的风化和溶解过程中起

着重要作用［９］。Ａｒｖｉｎｄ等［１０］提出，参与直接氧化途

径的葡萄糖脱氢酶（ＧＤＨ）和葡萄糖酸脱氢酶
（ＧＡＤＨ）都定位在溶磷微生物的细胞膜外侧［８］，当

葡萄糖扩散至质膜时，在 ＧＤＨ的作用下被氧化成葡
糖酸，葡糖酸进一步在 ＧＡＤＨ的作用下被直接氧化
形成酸性特别强的葡糖酮酸［１１］，然后被分泌到细胞

壁和细胞膜之间，使胞外处于酸性极高的环境，从而

溶解不溶性磷酸钙［１２］。

ＦＡＤ（黄素腺嘌呤二核苷酸）－ＧＡＤＨ由 ＦＡＤ－
脱氢酶大亚基、含有血红素 Ｃ的中间亚单位和１个
小亚基组成，大亚基和中间亚单位的功能主要是参

与氢及电子的传递，小亚基功能未知［１３］。本研究以

水稻根际土壤分离到的溶磷细菌—Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．
ＮＤＷ３为研究对象，对菌株 ＮＤＷ３ＧＡＤＨ小亚基基
因ｇａ２ｄｈ进行克隆与分析，旨在明确该基因的性质
以及在菌株ＮＤＷ３溶磷过程中的作用特点，进一步
揭示溶磷菌的溶磷机制，为溶磷菌在农业生产上的

应用提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　材料

菌株Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３为吉林农业大学作物营
养代谢与调控实验室于２０１４年分离于吉林农业大
学水稻试验田、具有较好溶磷能力的溶磷菌。大肠

埃希菌菌株ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）及载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）
均为该实验室保存。ｐＭＤ１８Ｔ载体试剂盒、琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒及限制性内切酶、ＥｘＴａｑ酶、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、蛋白质分子量标准均
购于ＴａＫａＲａ公司。细菌ＲＮＡ提取试剂盒为天根生
化科技（北京）有限公司产品，ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＴＭＦｉｒｓｔ
ｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ反转录试剂盒为北
京全式金生物技术有限公司产品，其它试剂均为国

产分析纯。

ＮＢＲＩＰ（Ｎａｔｉｏｎａｌｂｏｔａｎｉｃａｌｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｓｔｉｔｕｔｅ′ｓ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）培养基及 ＬＢ培养基的配制参照文献
［１４］。
１．２　菌株ＮＤＷ３溶磷量的测定

采用钼蓝比色法测定菌株的溶磷量［１５］，以

ＮＢＲＩＰ为基础培养基，Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源，接种
等量灭活菌液为对照。菌株 ＮＤＷ３接种在 ＬＢ培养
基中，当培养液细胞浓度为Ｄ６００ｎｍ＝０６时，菌液以φ
为１％的接种量接入装有５０ｍＬ液体培养基的１５０
ｍＬ三角瓶中，３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１进行培养，重复３
次。每隔 １２ｈ取样 １次，将 ２ｍＬ发酵液，１００００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液加水至３ｍＬ，加
入３ｍＬ定磷试剂，测定上清液的含磷量，计算供试
菌株的溶磷量；菌体用于ＲＮＡ的提取。
１．３　ＧＡＤＨ活性的测定

ＧＡＤＨ活性测定参照Ｙａｎｇ等［１６］方法：通过铁氰

化钾作为电子受体，取７８０μＬＭｃＩＩｖａｉｎｅ缓冲液放入
２５ｍＬ离心管中，然后加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１铁氰化钾和
１ｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖酸钠各１００μＬ，混匀后加入２０～
２００μＬ提取的粗酶液，再加入５００μＬ铁 －Ｄｕｐａｎｏｌ
溶液终止反应，２５℃温育２０ｍｉｎ进行显色，最后加入
３５ｍＬ去离子水，在波长为６６０ｎｍ条件下测定光密
度值，空白对照用去离子水代替酶液。ＧＡＤＨ酶活力
单位被定义为每分钟内催化１μｍｏｌ葡萄糖酸钠所需
的酶量（４０个光密度等于氧化１μｍｏｌ的葡萄糖酸），
酶活性用每毫克蛋白的酶活力单位数表示。

１．４　荧光定量ＰＣＲ
根据细菌总 ＲＮＡ试剂盒方法提取菌株 ＮＤＷ３

的ＲＮＡ，采用ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＴＭＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ
ｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ。实时荧光定
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量ＰＣＲ采用定量试剂 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ进行扩
增反应，用 Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计目的基因引物，
ＧＡ２ＤＨＦ： ５′ＣＡＴＣＧＴＴＴＡＣＡＧＣＧＴＧＧＡＣＴＡＣ３′，
ＧＡ２ＤＨＲ：５′ＴＣＣＡＧＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧ３′，内
参基因为 １６ＳｒＲＮＡ，引物 １６ＳＦ：５′ＣＣＡＡＣＣＧＡＣ
ＣＴＴＴＴＴＣＡＣＣＣ３′，１６ＳＲ：５′ＴＡＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴ
ＣＴＧＧＣ３′。反应体系为 ２０μＬ，包括 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭＩＩ（２×）１０μＬ，上下游引物各０８μＬ，ＲＯＸ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ（５０×）０４μＬ，ｃＤＮＡ模板 １０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性 １０
ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃复性３０ｓ，４０个循环。每
个反应设置 ３次重复。利用 ＳｔｅｐＯｎｅ生物软件和
ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ分析处理试验结果，参照 ＡＢＩ公司提
供的ΔΔＣｔ计算方法计算基因相对表达量。
１．５　ｇａ２ｄｈ基因的克隆与序列分析

从ＧｅｎＢａｎｋ上检索序列，根据同属菌 ｇａ２ｄｈ基
因的序列设计引物。以菌株 ＮＤＷ３的基因组 ＤＮＡ
为模板，分别以 ｇａ２ｄｈＦ：５′ＧＡＣＴＡＴＣＴＴＴＧＧＡＴＧ
ＧＡＡＴＧＴＧ３′和 ｇａ２ｄｈＲ：５′ＧＣＧＴＣＴＡＣＴＴＴＴＴＴＣＡ
ＴＴＡＣＣＧ３′为引物进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经 １０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测，检测正确的 ＤＮＡ片段
经凝胶试剂盒回收与 ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，转化大肠
埃希菌ＤＨ５α。经酶切及ＰＣＲ验证为阳性的克隆送
上海生工生物工程公司测序。将核苷酸序列转化成

氨基酸序列后进行 ＢＬＡＳＴ分析（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），并利用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＬＥ网站
进行结构预测，ＴＭＨＭＭ２０软件进行蛋白质跨膜区
域的预测。

１．６　原核表达载体ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ的构建与鉴定
以测序为阳性的重组质粒 ｐＭＤ１８Ｔｇａ２ｄｈ为模

板，两端具有ＥｃｏＲＩ／ＸｈｏＩ酶切位点的引物Ｇａ２ｄｈＦ：
５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＣＴＡＴＣＴＴＴＧＧＡＴＧＧＡＡＴＧＴＧ３′和
Ｇａ２ｄｈＲ： ５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＧＴＣＴＡＣＴＴＴＴＴＴＣＡＴ
ＴＡＣＣＧ３′（下滑线部分为酶切位点）进行 ＰＣＲ，获得
两端分别带有ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ酶切位点的目的片段。
ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ双酶切目的片段和 ｐＥＴ２８ａ（＋），凝
胶回收并于１６℃金属浴内连接１２ｈ。连接产物４２
℃热激转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞。
１．７　重组质粒 ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ在大肠埃希菌体内

的诱导表达

　　将鉴定为阳性的 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）挑取单
菌落到含卡那霉素（Ｋａｎ）的 ＬＢ液体培养基中，３７
℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，过夜培养。以φ为１％的接种量将

过夜培养的菌液转接到含有 Ｋａｎ抗性的 ＬＢ液体培
养基中，３７℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１培养至 Ｄ６００ｎｍ＝０６。加
入ＩＰＴＧ使其终浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导２和４
ｈ，各取１ｍＬ菌液，１００００ｒ·ｍｉｎ－１，离心１０ｍｉｎ收
集菌体。将收集到的菌体加入１００μＬ样品溶解液
充分混匀。１００℃处理 １０ｍｉｎ，裂解菌体细胞。
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集上清，上样２０μＬ，
采用１２％的分离胶和５％的浓缩胶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳检测蛋白表达。

１．８　大肠埃希菌ＧＡＤＨ活性的测定
菌体 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）及 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ）

ＧＡＤＨ活性测定方法如下：将过夜培养的菌悬液，按
φ为０５％ 接种于１００ｍＬＬＢ培养基，当培养液细胞
浓度Ｄ６００ｎｍ＝０６时，继续培养４ｈ。每隔１ｈ取菌液
２０ｍＬ，４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ后，收集菌
体。向菌体中加入含有１ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－巯基乙醇
的００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ＝６的磷酸盐缓冲液１０ｍＬ，超
声破碎２０ｍｉｎ（功率５０％，１０ｓ工作，２０ｓ间歇），４
℃浸提３ｈ。４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去上
清，向其中加入含有φ为１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００的００１
ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ＝６的磷酸盐缓冲液 ３ｍＬ，０℃，８０
ｒ·ｍｉｎ－１３ｈ，之后４℃浸提过夜，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ后，上清即为粗酶液。酶活性的测定参照
“１３”，数据采用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ新复极差法进行差异显
著性分析。

２　结果与分析
２．１　ＮＤＷ３溶磷量、ＧＡＤＨ活性、ｇａ２ｄｈ基因表达

为了明确 ＧＡＤＨ小亚基基因 ｇａ２ｄｈ的表达与
ＧＡＤＨ活性及溶磷之间的关系，测定了菌株 ＮＤＷ３
在９６ｈ内溶磷量的变化及ＧＡＤＨ的活性。如图１所
示，随培养时间的延长，溶磷量在３６ｈ之前表现出不
断增加的趋势，３６～９６ｈ内变化不明显。ＧＡＤＨ活
性在１２ｈ时较小，２４ｈ时达到峰值，然后逐渐降低。
４８ｈ内 ｇａ２ｄｈ表达量随着时间的增加而下降，１２ｈ
相对表达量远高于４８ｈ。
２．２　ｇａ２ｄｈ基因的克隆与鉴定

如图２所示，以 Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３提取的基因
组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增出约７８０ｂｐ左右清晰的目
的片段。利用 ＰＣＲ和双酶切验证目的片段与
ｐＭＤ１８Ｔ载体的连接，ＰＣＲ与酶切都获得清晰的目
的条带，说明目的基因与载体连接成功。

２．３　ｇａ２ｄｈ基因序列分析
利用 ＢＬＡＳＴ对 ｇａ２ｄｈ基因序列及 ＧｅｎＢａｎｋ核

酸数据库进行分析。菌株ＮＤＷ３的ｇａ２ｄｈ基因序列
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图１　菌株ＮＤＷ３溶磷量、ＧＡＤＨ活性及ｇａ２ｄｈ基因表达量的变化
Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｃｏｎｔｅｎｔ，ＧＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｇａ２ｄｈｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｄｕｒｉｎｇｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ

ｂｙｓｔｒａｉｎＮＤＷ３

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＮＤＷ３ＰＣＲ扩增产物；２：重组质粒的 ＰＣＲ
鉴定；３：重组质粒的酶切鉴定。

图２　ｇａ２ｄｈ基因的ＰＣＲ扩增与鉴定
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇａ２ｄｈｇｅｎｅ

与 Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＳＣＢＩ（ＣＰ００３４２４１）相似性最高，为
９９６２％。ｇａ２ｄｈ基因的生物信息学分析结果见图
３。从图３Ａ看出，ｇａ２ｄｈ基因编码的蛋白属于葡萄
糖酸脱氢酶亚基３超家族，结构主要由３个 α螺旋
构成，且预测结果的局部相似性均超过 ０６。利用
ＴＭＨＭＭ２０将蛋白质序列进行跨膜区的预测（图
３Ｂ），结果发现蛋白质序列中前１２个氨基酸位于胞
内，３６位氨基酸之后形成的蛋白质结构位于胞外，
１３～３５氨基酸位点之间形成跨膜的区域。

　　Ａ：ｇａ２ｄｈ蛋白保守结构域的三维结构模拟及可靠性检测　　　　　　　　　　　　　Ｂ：ｇａ２ｄｈ蛋白跨膜区域预测
图３　ｇａ２ｄｈ基因序列的生物信息学分析
Ｆｉｇ．３　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇａ２ｄｈｇｅｎｅ

２．４　ｇａ２ｄｈ基因在大肠埃希菌中的表达
２．４．１　原核表达载体ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ的构建　利用
测序结果正确的 ｐＭＤ１８Ｔｇａ２ｄｈ为模板进行 ＰＣＲ，
获得两端带有ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ酶切位点的目的片段，
利用双酶切与载体 ｐＥＴ２８ａ进行连接，并转化大肠
埃希菌ＢＬ２１。阳性克隆提取质粒，并进行双酶切验
证。结果如图４所示，酶切后的基因片段及载体大
小分别与目的基因及 ｐＥＴ２８ａ载体的大小一致，说
明原核表达载体ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ构建成功。
２．４．２　原核表达载体在大肠埃希菌中的诱导表达
　将 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）进行诱导表达，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳结果如图５所示，ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）

Ｍ：ＤＬ５０００Ｍａｒｋｅｒ；１：重组质粒的酶切片段。

图４　重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
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在相对分子质量约２７０００处存在明显的蛋白表达条
带，且含量远高于对照，说明该基因在大肠埃希菌

ＢＬ２１中可以表达。

　Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ）；２：未诱导的 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ
ｇａ２ｄｈ）；３：诱导的ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）。

图５　ｇａ２ｄｈ基因在ＢＬ２１中的蛋白表达

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａ２ｄｈｇｅｎｅｉｎｂａｃｔｅｒｉｕｍＢＬ２１

２．４．３　大肠埃希菌ＢＬ２１菌体ＧＡＤＨ活性分析　利
用ＬＢ培养基对带有不同质粒的 ＢＬ２１菌株进行培
养，ＧＡＤＨ活性如表１所示。结果表明：ＢＬ２１（ｐＥＴ
２８ａｇａ２ｄｈ）菌株ＧＡＤＨ活性随着培养时间增加而逐
渐增强，在４ｈ时菌株的酶活性为４１１６７Ｕ·ｍｇ－１，
显著高于其他时间段 （Ｐ＜００５）。ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ）
菌株在４ｈ内 ＧＡＤＨ活性也随着时间的增加而增
强，但同一时间内，酶活性都远低于 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ
ｇａ２ｄｈ），且 ４ｈ时，酶活性仅为 ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ
ｇａ２ｄｈ）体内酶活性的２０６５％。这说明 ＧＡＤＨ小亚
基基因 ｇａ２ｄｈ的表达，能够使大肠埃希菌 ＢＬ２１
ＧＡＤＨ的活性显著增加。

表１　ＧＡＤＨ活性分析

Ｔａｂ．１　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＡＤＨ

ｔ培养／ｈ
ＧＡＤＨ活性１）／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ） ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａｇａ２ｄｈ）
１ ４４．６７±２．５２ｃ １２４．００±１６．０９ｄ
２ ４７．３３±２．５３ｃ １６５．６７±２１．００ｃ
３ ７１．６７±５．６９ｂ ２９４．６７±２４．４４ｂ
４ ８５．００±３．０６ａ ４１１．６７±２４．１８ａ

　１）同列数据后凡具有一个相同小写字母，表示酶活性差异

不显著 （Ｐ＞０．０５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法 ）。

３　讨论与结论
Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．是１类具有溶磷能力的革兰阴性菌

株，Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ ＧＰＳ ５［１７］，Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ．
ＭＳＫ１［１８］等菌株已被分离并鉴定。本研究从水稻根

际土壤中也分离到１株溶磷能力较好的菌株Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｓｐ．ＮＤＷ３。Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ等［１９］认为菌株溶磷的特性受

无机磷酸盐浓度的影响。本试验以 ＮＢＲＩＰ为培养
基，不溶性磷酸钙为唯一磷源时，随培养时间的延

长，菌株ＮＤＷ３溶磷量表现出先增加，３６ｈ后趋于稳
定的趋势，这说明菌株 ＮＤＷ３溶磷可能同样受不溶
性磷的调节，培养基中可溶性磷浓度达到一定值时，

菌株溶磷特性受到抑制。

溶磷微生物的溶磷机理非常复杂，Ｓａｓｈｉｄｈａｒ
等［８］认为葡萄糖直接氧化成葡萄糖酸是细菌溶磷的

主要机制，革兰阴性细菌由于能分泌大量的有机酸

进入外膜空间，其溶磷效果要好于革兰阳性菌。研

究发现参与直接氧化途径的酶 ＧＤＨ和 ＧＡＤＨ都锚
定在内膜上，但催化结构域却朝向细胞质膜的外表

面，直接氧化途径产生的葡萄糖酸和２－酮基葡糖酸
被分泌到细胞壁和细胞膜之间，使胞外处于酸性极

高的环境［８］。ｇａ２ｄｈ基因编码 ＧＡＤＨ分子的１个小
亚基，本试验发现 ｇａ２ｄｈ基因的相对表达量在１２ｈ
最大，ＧＡＤＨ活性在 ２４ｈ达到最大值，而溶磷量在
３６ｈ后趋于稳定，这种规律可能是因为菌体内ｇａ２ｄｈ
基因表达后，ＧＡＤＨ蛋白的形成需要一定的时间，或
在培养过程中随着时间的增加，ｐＨ会抑制葡萄糖酮
酸的产生，从而对酶产生了反馈抑制作用。ｇａ２ｄｈ基
因表达量、酶活性与溶磷量三者表现出依次滞后的

趋势与高度相关性，说明 Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．ＮＤＷ３菌株溶
磷的主要机制可能仍是依赖于直接氧化途径。生物

信息学分析发现ｇａ２ｄｈ基因编码的蛋白质序列存在
跨膜以及胞内和胞外的区域。在大肠埃希菌中表达

该基因可以明显增加菌体 ＧＡＤＨ的活性。这说明
ｇａ２ｄｈ基因编码的小亚基不仅对 ＧＡＤＨ活性起重要
作用，也是介导ＧＡＤＨ的跨膜结构的重要组成部分。
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