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参与紫云英共生固氮的 个上调表达结瘤素
基因 的分离与鉴定
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摘要 　基于接种华癸中慢生根瘤菌 ( Mesorhizobi um huakuii) 7653R 的紫云英 ( A st ragal us sinicus L . ) 感染

根与未接种对照根在转录水平上的差异 ,利用抑制差减杂交技术 ( suppression subtractive hybridization ,SSH) ,

建立了紫云英结瘤固氮过程中的差异表达 cDNA 文库 ,共获得 527 个有效克隆 ,其中增强或特异性表达的上调

文库中包含 341 个克隆 ,抑制表达的下调文库包含 186 个克隆。对其中的 1 个上调表达 cDNA 克隆 A sB6 利用

RACE(rapid amplification of cDNA ends)方法获得了其基因全长序列 ,利用 BLAST 在线软件和 GenBank , Gen2
Bank EST 和 Tigr Porcine EST 等数据库进行同源序列比较 ,表明 A sB6 与苜蓿的β2酮酯酰合成酶及依赖于

SAM (S2adenosglmethiomine ,S2腺苷蛋氨酸) 的羧甲基转移酶具有 66 % 的同源性 ,同时利用实时荧光定量 PCR

研究了该基因的时空表达特征。结果显示 ,接种根瘤菌 7653R 后 ,在紫云英感染根和根瘤中该基因的表达量显

著增强 ,且在接种后根瘤形成早期和固氮中晚期表达量相对较高。推测其可能与根瘤菌前期感染和根瘤形成、

根瘤代谢功能有关。
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　　紫云英 ( A st ragal us si nicus) 是生长于中国、韩

国和日本的一种豆科绿肥 ,多种植于稻田中 ,用于提

高土壤肥力。华癸中慢生根瘤菌 ( Mesorhi z obi um

huak ui i)可以和紫云英共生固氮 ,互作形成不定型

根瘤。它和紫云英的共生体系是中国特有的优势共

生固氮资源。华癸中慢生根瘤菌具有很强的宿主

专一性 ,决定了它和紫云英的共生体系是研究根

瘤菌与宿主植物共生固氮机理的好材料 ,尤其是

在研究根瘤菌和宿主植物之间共生固氮信号的传

导和相互作用方面 ,该体系具有重大的研究价

值 [ 124 ] 。

但是目前对于紫云英参与共生固氮的功能基因

研究报道较少。共生固氮包括早期和晚期 2 个过

程 ,大量的根瘤菌和植物双方基因参与其中。早期

共生基因调控根瘤菌侵染、侵入线形成以及根瘤形

成等过程 ,晚期共生基因调控着类菌体的分化、根瘤

固氮及衰老 ,从而调控共生固氮的全局过程。然而

目前大部分研究都集中在共生早期双方的分子对话

方面[526 ] ,晚期的研究相对较少 ,人们对于共生固氮

晚期分子机理的认识还远远不够。

本研究利用 SSH 技术比较了紫云英感染根和

未接种对照根的基因转录情况 ,建立了其感染根及

未接种对照根的差异表达 cDNA 文库 ,以期对紫云

英参与共生结瘤固氮过程中的功能基因进行系统的

鉴定 ,从而分离获得新的结瘤固氮相关宿主功能基

因和更多有用的分子探针。在前期研究中 ,作者所

在实验室报道了紫云英 13 个根瘤特异性或增强表

达的基因[728 ] 。这些基因所编码的多肽主要包括

U sp 家族 ( universal st ress p rotein family , U sp ) 类

似物、半胱氨酸蛋白家族 (cysteine cluster p roteins ,

CCP) 同源物和脂类转运蛋白家族 ( lipid t ransfer

p rotein ,L TP)类似物。

本文则报道另外1 个在紫云英共生固氮过程

中的上调表达基因 A sB6 的克隆鉴定及其表达特

征 ,并结合序列查询及结构域分析讨论了它的功

能。
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　材料与方法

　材 　料

将紫云英种子浸入 95 %的乙醇 5 min ,再以

5 %NaClO 表面消毒 5 min ,无菌水洗涤 6～8 次 ,黑

暗中于室温下发芽 2 d。将发芽的种子无菌条件下

浅播于灭菌砂钵中 ,浇灌 Fahraeus 无氮营养液[9 ] ,

按照 16 h 光照/ 8 h 暗期于 18～22 ℃培养 6 d 后 ,

接种华癸中慢生根瘤菌 ( M. huak ui i) 7653R。

　总 提取

用 Trizol 试剂 ( Invit rogen ,CA ,U SA) 提取 ,具

体操作按说明书进行。分别提取紫云英接种根瘤菌

7653R 后 21～26 d 的感染根、根瘤及相应苗龄未接

种对照根的 RNA ,进行 SSH 分析。提取紫云英接

种后 6、9、12、15、18、21、25、30 d 的感染根 ,紫云英

接种后 26 d 的去瘤根、根瘤、叶子、茎 ,相应苗龄未

接种根的 RNA ,进行实时荧光定量 PCR 分析。

　 合成

利用 Clon Tech SMAR T PCR cDNA Synt hesis

kit (Clon Tech ,CA , U SA) 进行 cDNA 的合成与扩

增 ,操作按试剂盒说明书进行 ,略作如下改动 :取

1μg纯化后的总 RNA ,加入 cDNA 合成 (CDS)引物

及 SMAR T Ⅱ寡聚核苷酸 ,42 ℃温育 1 h ,合成第 1

链 cDNA。随后 ,向 10μL 第 1 链反应体系中加入

40μL Tricine2ED TA 缓冲液 ,72 ℃温育 7 min。取

1μL 上述稀释后的单链 cDNA 为模板进行长距离

(LD) PCR。反应体系为 100 μL 。反应程序为 :

95 ℃15 s ,65 ℃30 s ,68 ℃6 min ,共 17 个循环。

于 P TC2100 TM Peltier Thermal Cycler ( MJ Re2
search TMInc ,Massachuset t s ,U SA)上进行扩增。

　 和差减 文库构建

利用 Clon Tech PCR2Select cDNA Subt raction

kit 进行文库的构建。简言之 ,获取总 RNA 之后 ,

以链霉素亲和磁珠法分离 poly (A) RNA ( PolyA T2
t ract   mRNA Isolation Systema Ⅲ, Promega ,

U SA) ,分别以 2μg 紫云英接种后 21～26 d 的根及

相应苗龄未接种根中的 poly (A) RNA 为模板合成

cDNA ,随后用限制性内切酶 Rsa Ⅰ酶切消化。酶

切后的 cDNA 片段作为 Tester 和 Driver 进行正向

和反向杂交。正向杂交中 ,以来自接种根的 cDNA

片段为 Tester 进行目的基因的筛选 ,反向杂交中 ,

则以来自未接种根的 cDNA 片段为 Tester ,去除那

些非特异性表达的基因。Tester cDNA 两端分别

连接 2 个不同的接头 ,该接头含有与 PCR 引物配对

的序列及克隆位点 , Driver cDNA 不加接头。将

Tester cDNA 分为 2 份 ,变性 ,分别与变性后的

Driver cDNA 差减杂交。紧接着进行第 2 次杂交 ,

亦即差减后的 2 份 Tester cDNA 之间的杂交。最

后 ,扩增 Tester cDNA 中特异表达的 cDNA 片段 ,

并克隆到 p GEM   2T 载体 ( Promega)上。

　目标基因测序及 获取基因全长

将上调表达 cDNA 克隆 A sB6 插入片段送交

Invit rogen 公司测序。将测序结果利用 BL AST 在

线软件与 GenBank , GenBank EST 和 Tigr Porcine

EST 等数据库进行同源序列比较。利用 3′2Full

RACE Core Set Ver . 2. 0、5′2Full RACE Kit

( Ta KaRa)和基因特异性引物 ( GSP) 扩增目的基因

的 5′及 3′2cDNA 末端 ;全长 cDNA 的克隆通过 5′

及 3′2RACE 产物重叠部分的拼接获得。全长 cD2
NA 随后与 p GEM2T 载体 ( Promega) 相连。5′2cD2
NA 末端扩增引物为 GSP 1 :5′2CAA TACCA TCA2
CACCACCCTCCACAA GT23′和 GSP 2 : 5′2TC2
CCT T GT T TA GT GGT TCT GCT TCT23′; 3′2cDNA

末端扩增引物为 GSP 1 : 5′2GGT T GCTCT TCA G2
GACCAAA T GCT23′ 和 GSP 2 : 5′2CAA GT2
TACTCCCT GA T T TCCACC23′。

　序列分析和统计分析

目的基因的氨基酸序列推测利用 Bio Edit 软件

进行[10 ] 。同源搜索利用 Blast 程序 ( ht tp :/ / www.

ncbi. nlm. nih. gov/ ) 进行 ,理论上的等电点 (p I) 和

分子质量通过 Comp ute p I/ MW 软件预测 (http :/ /

ca. expasy. org/ tools/ ) 。通 过 对 Inter Pro2Scan

( ht tp :/ / www. ebi. ac. uk/ ) 、Pfam ( ht tp :/ / www.

sanger . ac. uk/ Sof tware/ ) 和 PROSITE ( http :/ /

www. p redictp rotein. org/ ) 数据库的查询 ,证实氨

基酸保守结构域。Signal P 3. 0 Server 软件预测信

号肽的存在及其可能的切割位点 ( ht tp :/ / www.

cbs. dt u. dk/ services/ ) 。二 级 结 构 分 析 通 过

PSIPREDView 程序[11 ]进行。

　实时荧光定量 分析

利用 SYBR   Green Realtime PCR Master Mix

( TO YOBO) 进行实时荧光定量 PCR。利用 oligo2
d T 为引物反转录得到 cDNA , 18S rRNA 基因

( GenBank A F3595597) 作为内参 ,在 Bio2Rad Mini

Opticon 荧光定量 PCR 仪上进行荧光定量 PCR 反

应。每个反应重复 3 次。具体操作程序为 :95 ℃预

071
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变性 30 s ,接着做 40 个循环 ,95 ℃变性 5 s ,60 ℃退

火 20 s , 72 ℃延伸 20 s。PCR 反应引物为 : 5′2
GAAAA GTCAATACCATCACACCACC 23′和 5′2A G2
GACCAAATGCTCTTATGCCTATC 23′。

　结果与分析

　 的制备和质量检测

制备高质量的 mRNA 是保证获得 cDNA 高产

量的前提。从接种了根瘤菌 7653R 的紫云英感染

根和未接种对照根中分别提取了 mRNA ,紫外分光

检测结果显示 ,其质量浓度分别为 0. 287 和0. 350

μg/μL ;纯度 D260 nm / D280 nm分别为 1. 98 和 1. 92。在

2 % 琼脂糖凝胶电泳中还可看出 ,28S rRNA 条带的

亮度约为 18S rRNA 条带的 1. 5～2 倍 (图 1) 。以

上数据和结果表明本研究的有关制备程序可保障获

得高质量的 mRNA 样品 ,其质量完全可满足进行

差减杂交的技术要求。

图 1 　紫云英感染根组织总 RNA 电泳检测

Fig. 1 　Total RNA isolated from infected

roots of Astragalus sinicus L.

　差减文库的构建和 序列分析

利用抑制差减杂交技术 ,建立了紫云英结瘤固

氮过程中的差异表达 cDNA 文库 ,共获得 527 个有

效克隆 ,其中增强或特异性表达的上调文库中包含

341 个克隆 ,抑制表达的下调文库中包含 186 个克

隆。利用斑点杂交技术 ,对于上调表达文库中的

341 阳性克隆进行了再次确证筛选。与未接种根相

比 ,选择那些在接种根中的表达强度明显提高 (至少

3 倍)的克隆进行测序与生物信息分析 ,结果得到了

57 个不同的 cDNA 克隆 (另文发表) 。57 个 cDNA

克隆的测序结果表明 ,17 个片段与豆血红蛋白基因

(L b)有着很高的同源性 ;3 个片段分别编码紫云英

天冬酰胺合成酶基因 A sA S1、A sA S2 ;7 个片段分别

与早期结瘤素基因 EN OD2、晚期结瘤素基因 nod u2
l i n226 以及来自田菁 ( S esbani a rost rat a) 的磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶基因、羽扇豆 (L u pi nus l uteus) 的

二磷酸核苷酸磷酸酶 1 基因、推测的辣椒 ( Ca psi2

cum annuum)半胱氨酸蛋白酶基因、拟南芥 ( A rabi2
dopsis t hal i ana)的 RNA 螺旋酶以及苜蓿 ( Medica2
go t runcat ul a)的一个BAC 克隆 mt h2210i23 表现出

或多或少的相似性 ;另外 ,有 30 个片段没有找到同

源基因。

　 差减文库消减效率的检测

用看家基因泛素 (ubiquitin)半定量 PCR 做消减

效 率 的 分 析。引 物 序 列 为 : 上 游 5′2ATG2
CA GATCTTTTGTGAA GAC 23′, 下 游 5′2ACCAC2
CACGGAA GACGGA G23′;反应程序 : 94 ℃ 4 min ,

94 ℃30 s ,56 ℃30 s ,72 ℃30 s ,循环数为 18～33

个。吸取 5μL PCR 产物进行电泳鉴定。与未消减

组 PCR 产物相比 ,消减组 PCR 产物中泛素基因产

物大大减少 ,扩增滞后于消减前约 5～10 个循环 ,

说明所构建的消减文库具有很高的消减效率 (结果

未显示) 。

　目的基因的克隆和序列分析

针对增强或特异性表达的上调文库中的 341 个

克隆 ,通过半定量 R T2PCR 方法 ,证实获得了 1 个

在感染根 (瘤) 中显著增强表达的 cDNA 克隆。利

用 5′2及 3′2RACE 方法 , 获得了其基因全长 cDNA

序列 , 命名为 A sB6。其 GenBank ID 登录号为

FJ 784756。A sB6 基因克隆原始插入片段大小为

644 bp ,通过 RACE 获得其 cDNA 全长为 1 250

bp 。依据其开放阅读框推定的基因转录翻译产物

(图 2) 可以看出 ,基因 A sB6 编码的蛋白含有 266

个氨基酸。进一步的预测显示其分子质量为 30

ku ,等电点 (p I) 为 5. 11。Blast P 同源搜索表明 ,

A sB6 与苜蓿的β2酮酯酰合成酶及依赖于 SAM 的

羧甲基转移酶具有同源性 ,相似度 66 % , E 值为 4e2
112。Inter Pro2Scan 分析表明 A sB6 确实具有β酮

合成酶及依赖于 SAM 的羧甲基转移酶 2 个功能结

构域。

　基因 的时空表达特征分析

为了定量分析目标基因的表达水平和特征 ,从

一套与 SSH 同样生长条件下栽培紫云英的接种根

瘤菌感染根和未接种对照根中分别提取总 RNA ,在

完成基因组 DNA 的去除与纯度检测后 ,进行荧光

定量 PCR 分析。A sB6 在植物不同生长时期、不同

器官中 mRNA 的相对积累动态如图 3 所示。由图

32a 可见 ,A sB6 在接种根瘤菌后 6 d 表达有 1 个高

峰 ,随后几乎不表达 ,到接种根瘤菌后 21 d 又开始

表达。由图 32b 可见 ,在接种根瘤菌的紫云英叶片

171
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及茎中 A sB6 不表达 ,在根瘤中的表达量大约为未

接种对照根中的 2 倍 ,而在去瘤根中的表达量则非

常高 , 为未接种对照根中的 55 倍 , 但都比 18S

rRNA 基因表达量低。可以看出 ,在紫云英的共生

固氮中晚期 ,A sB6 表达量逐步增强 ,推测其在共生

固氮过程中具有重要的维持作用。

图 2 　AsB6 开放阅读框的转录翻译产物

Fig. 2 　Deduced translation product of opening read frame for AsB6

a : A sB6 在紫云英结瘤不同时期的表达 Gene expression pattern in a time2course during nodulation ;

b : A sB6 在不同组织器官中的表达 A sB6 gene expression pattern in spatial tissues or organs ;

　用于荧光定量 PCR 的总 RNA 来自接种根瘤菌后 6 、9 、12 、15 、18 、21 、25 、30 d 的感染根 The total RNA was isolated respectively

from infected root s at 6 ,9 ,12 ,15 ,18 ,21 ,25 d and 30 d ; N :接种后 26 d 的根瘤 Nodules at 26 d ; R :32 d 的未接种对照根 322day2old

uninfected root s ; Q :接种后 26 d 去掉根瘤的根 Infected root s at 26 d with nodules removed ; L :接种后 26d 的叶 Infected leaves at 26

d ; S :接种后 26 d 的茎 Infected stems at 26 d ; 18 S rRNA 为内参 ( P < 0 . 05) The 18S rRNA was used as a constitutive control ( P <

0 . 05) .

图 3 　AsB6 基因在紫云英结瘤不同时期 (a)及不同组织器官中的时空表达测定 (b)

Fig. 3 　Quantitative fluore scence real2time RT2PCR analysis of mRNA accumulation for AsB6

271
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　讨　论

SSH 是抑制 PCR 与差减杂交技术相结合的更

为简单而快速分离差异基因的方法。本研究采用

SSH 方法成功构建了 2 个感染根和未接种根差异

表达 cDNA 基因文库 ,获得紫云英共生固氮过程中

在感染根 (瘤) 中增强或特异性表达的 341 个有效

cDNA 克隆 ,抑制表达的 186 个有效 cDNA 克隆。

对其中的 1 个 A sB6 克隆进行深入研究 , RACE 获

得其基因全长 1 250 bp , Blast P 同源搜索表明 ,

A sB6 与苜蓿β酮酯酰合成酶及依赖于 SAM 的羧

甲基转移酶具有同源性 ,相似度 66 %。对于根瘤特

异性和增强表达的宿主植物共生固氮基因研究 ,目

前主要集中在 2 种模式植物苜蓿 ( M. t runcat ul a) 和

百脉根 (L ot us j a ponicus)中[12214 ] 。目前还没有检索

到关于该基因的研究报道 ,本研究发现了在紫云英

共生固氮过程中该基因的增强表达。

该基因在接种早期和固氮晚期大量表达 ,接种

根瘤菌与未接种对照组的表达差异更是显著 ,同时

发现该基因在去瘤根 Q 中的表达量最高 ,而在根瘤

N 中的表达量并不高 ,这种表达特征不同于一般报

道的根瘤特异或增强表达的结瘤素基因 ,可以认为

是一种“结瘤调控”(nodulation2regulated) 型的宿主

植物基因 ,并且其具有一定的组织特异性 ,因为该基

因在植物其它组织器官 (如叶 ,茎) 中并不表达。该

基因在根瘤形成后开始固氮的中晚期其表达水平逐

步上升 ,推测其可能与维持根瘤的正常结构和发育、

信号传导和代谢有关。文献报道β2酮酯酰合成酶可

以调节脂肪酸的链长[ 15 ] ,脂肪酸参与信号转导 ,同

时脂肪酸类物质也是细胞膜的重要组成部分。在紫

云英与根瘤菌建立共生固氮体系的过程中 ,紫云英

根部细胞的细胞膜成分会发生改变[16217 ] ,这或许是

A sB6 在早期表达水平上调的一个原因 , A sB6 早期

表达水平较高 ,表明其参与根瘤菌的前期感染和根

瘤形成 ,此阶段是共生双方信号分子识别和对话的

关键时期 ;另据文献报道 ,水杨酸的过量累积会影响

蚕豆的正常生长[18 ] ,由于水杨酸的这种毒性 ,植物

会将水杨酸转化为各种衍生物 ,如葡萄糖苷水杨酸 ,

水杨酸甲酯[19220 ] 等 ,以降低水杨酸的含量。其中水

杨酸羧甲基转移酶就是该转化过程中重要的某一中

间步骤的催化酶[21 ] 。推测 A sB6 在接种根瘤菌的

紫云英根部大量表达与抵抗水杨酸的毒害作用也有

很大关系。A sB6 在紫云英共生固氮过程中的生理

作用和分子机制还有待进一步研究 ,如可以采用基

因沉默、超表达、转化技术和原位杂交等途径。
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Isolation and Identif ication of an Up2Regulated Nodulin Gene AsB6

Involved in Symbiotic Nitrogen Fixation of Ast r a gal us si nicus L.

WU Mei 　CHOU Min2xia 　L I Yi2xing 　CH EN Da2song 　L I You2guo

S t ate Key L aboratory of A g ricul t ural M icrobiolog y , H uaz hon g

A g ricul t ural Universi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract 　A cDNA library of A st ragal us si nicus L . genes specifically expressed in infected root s by

Mesorhi z obi um huak ui i 7653R was generated by using a PCR2based suppressive subt ractive hybridization

(SSH) technique with two mRNA pop ulations of infected and uninfected root s. A total number of ap2
proximately 527 SSH cDNA clones were obtained ,including 341 up2regulated gene clones and 186 down2
regulated gene clones. The f ull2lengt h cDNA sequence of up2regulated A sB6 gene was obtained by RACE

and analyzed t hrough Blasting , GenBank , GenBank EST and Tiger Porcine EST. A sB6 gene showed 66 %

similarity with a2etoacyl2ketoacyl synt hase and SAM dependent carboxyl met hylt ransferase in Medica go

t runcat ul a. The temporal and spatial expression pat tern of A sB6 was estimated using quantitative fluo2
rescence real2time R T2PCR analysis. It was found t hat it s exp ression level , induced by M. huak ui i

7653R ,in infected root s and nodule was significantly enhanced ,and it reached the peak level during t he

early period of nodulation. The result s suggested t he symbiotic f unction of A sB6 gene might involved in

t he rhizobium infection ,nodulation and maintenance of nodule metabolism.

Key words 　suppression subt ractive hybridization ; A st rag al us si nicus ; up2regulated gene ; beta2ke2
toacyl synt hase ; symbiotic nit rogen fixation
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