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紫云英 2 个转脂蛋白基因在共生
及重金属镉胁迫条件下的表达特征

赵彩春 李一星 陈大松 李友国

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 采用实时荧光定量PCR技术,研究了紫云英共生表达的非特异性转脂蛋白编码基因 AsE246和

AsIB259在根瘤发育和固氮过程中的组织和时空表达特征,并初步考察了其在重金属镉胁迫条件下表达水平的

变化。结果表明:2个目标基因仅在紫云英根瘤中特异表达,并且均在接种华癸中慢生根瘤菌7653R后22d左

右表达量达到最高。在低浓度重金属镉胁迫条件下,AsE246和AsIB259在处理早期的表达量明显升高。在低

或高镉胁迫条件下,在处理中期其表达量均显著低于正常根瘤,在处理后期则维持在较低水平,表明它们参与紫

云英应对镉胁迫的应答机制。
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  LTP(lipidtransferprotein)是广泛存在于植

物、动物和微生物中的一类脂质转移蛋白,其共同特

征是含有8个位点高度保守的半胱氨酸残基。根据

蛋白特性、相对分子质量和等电点等一些特征,可分

为LTP1和LTP22个家族[1-2],大多数植物的LTP
属于LTP1家族。大量研究表明:LTP1在植物的

生长发育过程中可能具有多种功能,包括参与脂类

的转运[3]、参与植物角质层和蜡质层的合成[4]、增加

细胞壁的延展性[5]、参与植物对病原菌的防御反

应[1]、与植物抵抗非生物胁迫[6]及花粉成熟[7]有关

等。LTPs基因属于一个小的多基因家族,不同的

LTPs基因编码相似的蛋白质,同一家族不同的成

员具有不同的表达模式,同时每个基因的表达模式

受植物的生长发育阶段、解剖结构、生物或非生物胁

迫的影响。水胁迫、重金属处理、寒冷、干旱或病原

物侵染和盐胁迫等都会诱导LTPs基因的表达,而
且个体的表达水平与植株的生长阶段、组织类型及

作用因素有着密切关系[8]。
前期研究中,通过抑制差减杂交技术,分离获得

了紫云英根瘤特异或增强表达的13个新基因及其

全长cDNA;序列分析表明,其中2个基因AsE246

和AsIB259编码非特异性脂质转运蛋白nsLTP1,
与多种植物的LTP1氨基酸序列具有较高的同源

性[9]。吴梅等[10]还发现在紫云英与华癸中慢生根

瘤菌共生体系中增强表达的结瘤素基因对共生固氮

具有重要作用。因此,在根瘤中特异或增强表达的

LTP 基因,很大可能也在豆科根瘤的共生固氮中具

有重要作用,然而目前人们对其具体功能及作用机

制的认识还远远不够。本试验研究紫云英共生表达

的非特异性转脂蛋白编码基因AsE246和AsIB259
在根瘤发育和固氮过程中的组织和时空表达特性,
探讨根瘤特异的转脂质蛋白基因是否参与非生物因

素重金属的胁迫应答,旨在为深入研究其在共生固

氮和胁迫应答中的功能及机制提供基础和依据。

1 材料与方法

1.1 共生体形成有关的菌株

华癸 中 慢 生 根 瘤 菌(Mesorhizobiumhuakuii
7653R)和摩西球囊霉(Glomusmosseae)均来自华

中农业大学农业微生物学国家重点实验室共生固氮

课题组保存的纯化菌株。
1.2 根瘤等器官组织材料收集

按照文献[11]处理紫云英种子,采用双层盆钵
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法种植紫云英,并浇灌Fahraeus无氮营养液,紫云

英植株长出第1片真叶时向试验组接种华癸中慢生

根瘤菌7653R,对照组不接菌,每组每个取材点不低

于3个重复。在接种根瘤菌后根瘤发育不同时期收

取紫云英根瘤、去瘤根、茎和叶等器官组织材料。
1.3 菌根组织材料收集

在盆栽钵的下层装入灭菌砂土混合物(等质量

砂土混合)至70%的高度,平铺1层AM 真菌接种

剂,再覆盖灭菌土,种入发芽的紫云英,每盆栽4株,
分2个组:对照组和处理组,对照组加全磷营养液,
试验组加无磷营养液。每处理各3个重复。恒温室

培养,温度20~28℃,每天12h光照,并浇适量蒸

馏水。第7周收取紫云英根段,通过染色确定其菌

根真菌的侵染。
1.4 重金属镉胁迫试验

紫云英植株接种华癸中慢生根瘤菌4d后,浇
灌含不同浓度镉离子的无氮营养液,2个处理组分

别为9、45μmol/L,不含镉离子为对照组,每组不低

于3个重复。按接种根瘤菌后根瘤发育不同时期收

取紫云英根瘤、去瘤根、茎和叶等器官组织材料。
1.5 总 RNA 抽提和 cDNA 合成

按照Invitrogen公司试剂盒说明书用Trizol法

抽提各材料总RNA,并用DnaseⅠ消化处理RNA,
排除基因组DNA干扰后,紫外分光光度计检测浓

度及纯度。整个操作过程中所用试 剂 为 RNase
free,所用耗材均用0.1%的DEPC水处理烘干后使

用。取3μL总RNA,按照反转录试剂盒(Fementas
公司)提供的操作程序反转录合成第1链cDNA,并
且PCR扩增保守基因泛素序列上游引物5′ATG
CAGATCTTTTGTGAAGAC3下游引物:5′
ACCACCACGGAAGACGGAG3′以验证cD-

NA合成是否成功。
1.6 目标基因的组织和时空表达检测

按照在 NCBI数据库中登记的紫云英AsE246
(DQ199648)基因序列设计上游引物5′CCCAAG-
CAAAGAATAAATAG3′和 下 游 引 物 5′CAC-
CACTTCACGGCAACT3′;按 照 紫 云 英 AsIB259
(DQ199649)基因序列设计上游引物5′TCTTTCT-
GCTGCTGTTGC3′和下游引物 3′CGGAGCAG-
TAGAGTGAGC5′。以 18SrRNA 为 内 参 基 因

(AF3595597)设计上下游引物:5′GTATGGTCG-
CAAGGCTGAAAC3′及5′TTAGCAGGCTGAG-
GTCTCGT3′。基于上述各组总RNA样品,以反转

录合成的第1链cDNA为模板,采用SYBERGreen
荧光染料实时定量PCR方法检测该基因在紫云英

的器官组织表达和根瘤发育固氮过程中的时空表达

动态。同时,采用相同方法初步检测2个基因在菌

根共生体中的表达特征。
1.7 镉胁迫条件下的目标基因表达检测

以SYBERGreen荧光染料实时定量PCR方

法,检测目标基因在9、45μmol/L镉浓度胁迫条件

下,在紫云英共生根瘤中的表达变化。操作方法和

引物同本文“1.5”和“1.6”。

2 结果与分析

2.1 盆栽试验、总 RNA 抽提及其质量控制结果

紫云英与华癸中慢生根瘤菌7653R互作形成

固氮根瘤,接种根瘤菌的紫云英植株生长良好,未接

种的紫云英植株矮小发黄。同时,紫云英可与丛枝

菌根真菌互作形成菌根共生体,接种菌根真菌的紫

云英植株长势良好,根段 TB染色显示侵染成功

(图1)。

 A:形成正常固氮根瘤 Formationofnormalnitrogen-fixingnodules;B:对照组,不形成结瘤 Negativecontrol,nonnodulesformed;

C:菌根感染TB染色鉴定IdentificationofmycorrhizalinfectionwithTBstaining.

图1 紫云英与华癸中慢生根瘤菌7653R以及菌根真菌互作的植物盆栽及根段TB染色试验

Fig.1 ThepotplantexperimentsforAstragalussinicusinteratingwithMesorhizobium
huakuii7653RandGlomusmosseaerespectively
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  按照常规的Trizol抽提方法,制备预先收集保

存的不同组织材料的总 RNA,经DnaseⅠ,37℃、

5min消化处理基因组DNA后,用紫外分光光度计

检测浓度和纯度,D260nm/D280nm≈1.9,表明其纯度

高,满足后续RT-PCR的质量要求。进一步反转录

合成cDNA模板,PCR扩增组成型表达的泛素参照

基因,条带清晰,说明反转录成功。这些操作和检测

充分保障了制备RNA和反转录cDNA的质量和可

靠性。
2.2 目标基因在器官组织中的表达特征

以紫云英根瘤、去瘤根、茎和叶组织的总RNA
为模板,利用设计的特异性引物,通过RT-PCR,分
别扩增AsE246和AsIB259目标基因。电泳检测结

果显示:2个基因仅在根瘤中表达,获得了预期大小

的特异 性 条 带。AsE246的 扩 增 片 段 为121bp,

AsIB259的扩增片段为141bp。进一步采用实时

定量PCR,检测分析目标基因在紫云英根瘤等组织

器官中的表达水平(图2),结果表明2个基因属于

根瘤特异性表达的共生固氮基因,在根、茎和叶中均

不表达。

N:根瘤 Nodule;R:根 Root;S:茎Stem;L:叶Leaves;

 误差线为标准差,英文字母表示用Duncan’s多重比较法做统计

学分析后,在P=0.05水平上的差异显著性,下同。Thebarsre-
presentstandarddeviation,thelettersshowthesignificancediffer-
enceatthelevelofP=0.05withtheDuncan’smultiplecompari-
sonmethod,thesameasbelow.

图2 目标基因AsE246及AsIB259
组织表达的定量PCR检测分析

Fig.2 Thetissue-expressionpatternanalysesfortarget

genesAsE246andAsIB259byusingquantitativePCR
2.3 目标基因在根瘤发育和固氮过程中的表达动态

首先依据RNA浓度将紫云英不同时期根瘤及

各器官cDNA调节到一致浓度,然后取部分cDNA
稀释为5个浓度梯度,以18SrRNA为内参基因,制
作荧光定量相对标准曲线,以优化实时定量PCR反

应条件。根据获得的最适条件分别进行2个目标基

因在各样品中表达水平的荧光定量分析。结果显

示:接种华癸中慢生根瘤菌7653R后,AsE246在

22d左右表达量相对最高,表达量较其他时期高出

近20倍,早期到中期呈现上升趋势,中期至晚期呈

下降 趋 势(图3)。AsIB259的 表 达 总 体 趋 势 与

AsE246相似,亦呈现中期表达量相对较高的趋势,
但整体表达量差异不及AsE246明显,大部分表达

量差异小于2倍(图4)。

图3 AsE246在根瘤发育固氮过程中的动态表达

Fig.3 ThedynamicexpressionpatternofAsE246during
noduledevelopmentandnitrogenfixationprocess

图4 AsIB259在根瘤发育固氮过程中

的动态表达(相对表达量)

Fig.4 ThedynamicexpressionpatternofAsIB259
innoduledevelopmentandnitrogenfixationprocess

2.4 目标基因在菌根共生体的表达检测

由于紫云英还可与菌根真菌共生形成菌根共生

体,考虑到根瘤和菌根2种共生体形成过程中可能

存在宿主参与、共生诱导表达的相同基因,检测了目

标基因在菌根中的表达状况。首先使用试验组菌

根、茎叶及对照组根cDNA为模板,PCR扩增泛素

以验证反转录cDNA 模板的可靠性;同时将根瘤

cDNA作为阳性对照,以排除PCR条件的影响;再
分别使用 AsE246和 AsIB259特异引物进行 RT-
PCR,PCR产物结果显示,在紫云英与丛枝菌根真

菌互作形成的菌根共生体中没有检测到这2个基因

的表达,进一步说明目标基因是共生根瘤中特异表

达的功能基因,与共生固氮作用关系密切。
2.5 目标基因应对重金属镉胁迫条件下的表达变化

  以2种不同浓度镉处理下不同时期的根瘤总

RNA为模板,分别进行 AsE246、AsIB259的荧光

定量检测分析,结果(图5)显示:接种根瘤菌后第9
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天,即镉胁迫后第5天,AsE246在9μmol/L低浓

度镉 处 理 时 表 达 量 较 对 照 组 明 显 升 高,在 45

μmol/L高浓度镉处理时表达量与对照组接近。在

接种根瘤菌后第24天,即镉胁迫后第20天,不管低

浓度还是高浓度镉胁迫下,其表达量与对照比较均

显著下降;在接种根瘤菌后第33天,即胁迫后第29
天,低浓度镉处理下AsE246的表达仍然处于相对

较高的水平,而在高浓度镉处理时,其表达量下降至

与对照组接近。对照组中AsE246的时空表达特征

与图3结果完全吻合。但在高浓度镉胁迫时,该基因

的表达量在整个根瘤发育和固氮过程都很低(图5)。

图5 AsE246在镉胁迫条件下

不同时期根瘤中表达的定量分析

Fig.5 QuantitativeanalysisofAsE246expressionin
nodulesofdifferenttermsundercadmiumstressconditions

  总体上,在镉胁迫条件下AsIB259在不同时期

根瘤中的表达特征与AsE246相似。由图6可见,
没有添加镉胁迫的对照组中,AsIB259表达趋势与

图4结果吻合;接种根瘤菌后第9天,AsIB259在低

浓度镉处理组中的表达量明显升高,高浓度镉处理

组中的表达量也有所上升;接种根瘤菌后第24天,

AsIB259在镉处理组中的表达量均显著低于正常对

照组;但是在接种根瘤菌后第33天,低浓度镉处理

组中的AsIB259表达仍然处于相对较高水平,高浓

度镉处理时,其表达量下降,且低于无胁迫对照水平

(图6)。

图6 AsIB259在镉胁迫条件下不同

时期根瘤中表达的定量分析

Fig.6 QuantitativeanalysisofAsIB259expressionin

nodulesofdifferenttermsundercadmiumstressconditions

3 讨 论

AsE246和AsIB259的组织空间表达的定量检

测结果显示:它们只在根瘤中特异、高效表达,而在

紫云英茎叶等组织和去瘤根中不表达,在菌根共生

体中亦不表达,直接说明了其基因表达具有严格的

组织器官特异性,从一个侧面说明了这2个基因与

根瘤发育和固氮功能有关;AsE246和AsIB259在

根瘤中的时空动态表达特征基本相似,均在接种根

瘤菌后第22天左右表达量达到最高,此时正是紫云

英成熟根瘤固氮的旺盛时期。但这2个基因在接菌

第40天之后表达水平明显下降,而此阶段的根瘤开

始进入衰老,固氮能力开始减弱。再次说明这2个

转脂蛋白基因与紫云英根瘤的共生固氮密切相关。
值得注意的是,AsIB259在早期(第9天)具有一个

相对较高的表达水平,我们推测该基因可能还与根

瘤菌早期感染和根瘤形成有关。
近年来,许多研究报道LTP 参与植物应对环

境胁迫,具有防御功能。陈大松等[6]研究了紫云英

共生固氮基因在铵胁迫及盐胁迫下的表达,结果表

明AsE246在NaCl胁迫下,其转录量上升,高于无

胁迫正对照的水平。本研究中的镉胁迫试验结果显

示,在低浓度镉胁迫条件下,在处理早期目标基因的

表达量明显升高。然而在高、低浓度镉处理组中期

目标基因的表达水平显著低于正常根瘤,并一直维

持在较低水平。我们推测在这种情况下,紫云英根

瘤的固氮作用将受到抑制和显著影响[12],事实上在

后期对共生固氮表型的观察中确实可见,在高浓度

镉处理组中的紫云英地上部分长势明显区别于正常

对照组。在低浓度镉胁迫时,紫云英植株感应到环

境刺激,启动胁迫应答,AsE246表达量明显升高。
然而,高浓度的镉胁迫处理时,目标基因在整个根瘤

发育和固氮过程中被强烈抑制,表达水平一直很低。
基于这些结果,我们认为重金属镉对于根瘤共生固

氮的抑制作用,可能是抑制了该过程中重要功能基

因的表达水平,如nsLTP1编码的基因,进而影响根

瘤的固氮能力。
本研究结果表明AsE246和AsIB259是紫云英

与华癸中慢生根瘤菌7653R共生特异表达的功能

基因,参与紫云英根瘤发育和固氮,而且还与应答镉

胁迫环境因素有关。但是要揭示和阐明此类LTP
的具体功能和调控机制、如何启动应对不利环境因

素的防御应答,还需要后续深入全面的分子、蛋白水

平和生理生化等层面的研究。
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Expressionpatternsoftwolipidtransferproteinencodinggenesof
Astragalussinicusundersymbiosisandheavymetalcadmiumstressconditions

ZHAOCai-chun LIYi-xing CHENDa-song LIYou-guo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,Huazhong
AgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract AsE246andAsIB259weretworootnodule-specificexpressednodulingenesencoding
nsLTP1(non-specificlipidtransferprotein1).Thetemporal-spatialexpressioncharacteristicsoftwo
targetgenesduringrootnoduledevelopmentandnitrogenfixationprocesswereinvestigatedwithreal-
timequantitativePCR.Meanwhile,thedynamicchangesofexpressionleveloftargetgenesunderheavy
metalcadmiumstressconditionwerealsoexamined.Theresultsshowedthattwotargetgeneswere
strictlyexpressedinsymbioticorgan-rootnodules,andreachedthepeaklevelatabout22daysafterinoc-
ulationofMesorhizobiumhuakuii7653R.ItwasalsofoundthattheexpressionlevelsofAsE246and
AsIB259weresignificantlyincreasedduringtheearlystageasaresponsetolow-level-cadmiumstress.
However,eitheratlow-orhigh-level-cadmiumstressconditions,theirexpressionweresignificantlysup-
pressedduringtheinterimstageofCd2+stresstreatmentcompariedwiththoseinnormalnodules,and
continuedtomaintainarelativelowerleveluntilthefinalstage.TheseindicatedthetwonsLTP1genes
couldplayafundamentalroleintheresponsemechanismofA.sinicustocadmiumstress.Inthiswork,
someconvincingdatawereobtainedtoconfirmthatAsE246andAsIB259werespecificexpressed
nsLTP1genesinA.sinicusrootnodules.

Keywords Astragalussinicus;lipidtransferproteinencodinggene;symbiont;expressionpattern;
real-timeqPCR
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