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百脉根小 GTPaseROPs 基因反转座子
插入突变体的分离和鉴定

李碧璇　张　晴　朱　辉　张忠明

华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为研究ROP(RhoＧrelatedGTPaseofplants,ROP)在豆科植物共生固氮过程中的功能和作用机制,从
百脉根逆转录转座子LORE１插入突变体库(http://www．kazusa．or．jp/lotus)中搜索到６个ROP 相关基因突变

体,通过分离和鉴定,得到不同突变体的 M１代和 M２代纯合体种子,对 M２代进行表型鉴定及统计分析.结果

表明:在早期共生表型的鉴定中,突变体与野生型植株相比,ropＧlike１植株的根瘤原基数明显下降,ropＧlike４植

株的侵入线数和侵入线密度也明显下降;但仅ropＧlike１植株在接种１４d后的结瘤数明显减少.
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　　在高等动、植物中广泛存在一类分子质量２０~
４０ku的小 G 蛋白并具有 GTPase酶活性,不同于

真菌和动物的小 G蛋白,在植物中发现的小 G蛋白

命名为ROP(RhoＧrelatedGTPaseofplants)[１].已

有的研究表明,小 G蛋白 ROPs是植物生长发育中

重要的分子开关,在细胞形态发育、细胞极性、细胞

骨架和囊泡运输、植物与微生物互作等生理过程都

起到关键的调控作用[２Ｇ４].豆科植物中发现一些根

瘤特异表达的小 GTPase[５],在蒺藜苜蓿(Medicago
truncatula)中,接种根瘤菌后 MtROP３、MtROP５
和MtROP６表达量上调,MtROP８表达量急剧下

降[６],而MtROP１０是根毛极性生长和根瘤菌诱导

根毛变形所必需的,同时控制着根瘤菌入侵[７].前

期研究发现,百脉根(Lotusjaponicus)ROP６能与

结瘤因子受体 NFR５相互作用,参与调控根瘤菌侵

染和根瘤发育[８],同时参与调控网格蛋白囊泡的形

成并介导结瘤因子受体复合物的内吞作用[９].
为了探明ROPs在豆科植物共生固氮过程中的

功能和作用机制,本研究利用日本和丹麦构建的百

脉根 反 转 座 子 LORE１ 插 入 突 变 体 库 (http://

www．kazusa．or．jp/lotus;http://usersＧmb．au．dk/

pmgrp)搜索到的rop６、ropＧlike１、ropＧlike２、ropＧ
like３、ropＧlike４及ropＧlike５LORE１插入突变体,

通过分离得到纯合突变体,经盆栽结瘤试验鉴定和

分析突变体共生表型,以期为进一步揭示 ROPs在

根瘤菌侵染、根瘤器官发生和发育、共生固氮过程中

的功能及调控机制提供材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

百脉根rop６、ropＧlike１、ropＧlike２、ropＧlike３、

ropＧlike４及ropＧlike５LORE１插入突变体株系 M１

代由丹麦奥胡斯大学CentreforCarbohydrateSigＧ
nallingandRecognition提供.百脉根L．japoniＧ
cusGifu种子来自于华中农业大学农业微生物学国

家 重 点 实 验 室. 根 瘤 菌 Mesorhizobium loti
MAFF３０３０９９及 M．loti MAFF３０３０９９/pHC６０ 来

自于中国科学院华南植物园吴国江研究员馈赠,于

－８０℃超低温冰箱保存备用.
1.2　突变体的种植栽培

种子用液氮处理２min,再用０．５％~１％ NaＧ
ClO处理１２~１４min,然后用无菌ddH２O 洗涤３
次,最后加２/３容器体积的无菌ddH２O并置于４℃
冰箱暗处理直到种子完全吸胀(１２~２４h),将种子移

至１/２MS(或琼脂)平板整齐排列,在光照培养箱里培

养,培养条件为温度２３℃/２３℃(昼/夜),光照周期
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１６h/８h(昼/夜)光照强度为３０μmol/(m２􀅰s),相对

湿度７０％,正放平板暗培养２４~４８h直至下胚轴伸

长到合适长度,光照培养至子叶变绿、撑开至适当程

度;将幼苗种入高温高压灭菌的珍珠岩＋蛭石(体积

比为２∶１)混合的基质中培养,使用１/２强度无氮

培养基 B&D 浇灌植物;待幼苗种植后５~７d接种

野生型根瘤菌(M．lotiMAFF３０３０９９),根瘤菌的培

养和侵染参照 Tansengco等[１０]的方法.
1.3　突变体的分离筛选

待幼苗长出１０片以上真叶,取１片幼嫩真叶采

用SDS法抽提总DNA,设计引物,对每份样品进行

PCR 扩增鉴定.PCR 程序:９５℃变性５min,９４℃
３０s、６０℃ ３０s、７２℃延伸４５s,３５个循环;７２℃
６min.分别使用rop６、ropＧlike１、ropＧlike２、ropＧ
like３、ropＧlike４及ropＧlike５基因的特异性引物F/

R及转座子 LORE１上引物 P２,鉴定 LORE１是否

插入到染色体上.当引物F与P２组合扩增出对应

大小的 DNA 片段,而引物F与 R组合不能扩增出

DNA 片段时,其植株才是插入的纯合突变体[１１].
通过PCR分离纯合体、杂合体和野生型;待植株开

花结实后,收获 M２代纯合体种子进行鉴定,杂合体

种子继续种植,分离纯合体.
1.4　突变体的表型鉴定

种子处理及盆栽试验见本文“１．２”,待幼苗种植

后５~７d接种带 GFP的野生型根瘤菌(M．loti
MAFF３０３０９９１０/pHC６０),接种第７ 天在荧光显微

镜下观察统计根部侵入线(IT)密度、数量等表型;
接种第１４天统计根部结瘤表型,包括成熟与未成熟

瘤数、结瘤密度等.如以上指标与对照有差别,即进

行进一步观察和后代遗传分析.
1.5　数据分析

所有数据均以野生型百脉根 Gifu生长为对照,
双尾卡方检验以及Student’stＧtest分析进行显著

性差异分析.

2　结果与分析

2.1　百脉根 rops LORE1 插入突变体基因分析

通过搜索百脉根逆转录转座子LORE１插入突

变体 库,获 得 了 包 括rop６、ropＧlike１、ropＧlike２、

ropＧlike３、ropＧlike４及ropＧlike５共６个LORE１插

入突变体株系(表１).对其基因序列以及插入位点

前后１０００bp 序列进行比对,分 析 每 个 株 系 的

LORE１插入位点(图１A).利用 Mega５．１软件进

行 At(Arabidopsisthaliana)、Mt(M．truncatula)
和Lj(L．japonicus)ROPs的氨基酸序列比对,分析

各突 变 体 株 系 之 间 的 同 源 性,结 果 发 现:除 了

LjROP６与 MtROP６同源性较低(５９％)外,LjROPＧ
Like１ 与 MtROP９、LjROPＧLike２ 与 MtROP９、

LjROPＧLike２ 与 LjROP５、LjROPＧLike３ 与 LjＧ
RAC２、LjROPＧLike４ 与 MtROP１０ 以 及 LjROPＧ
like５ 与 AtROP９ 同 源 性 均 较 高,分 别 为 ８７％、

８５％、９７％、１００％以及１００％(图１B).
表１　百脉根ropsLORE１突变体信息统计

Table１　SummaryofL．japonicusropsLORE１mutants

基因 Gene
基因ID(２．５版)

GeneID(build２．５)
植物ID
PlantID

插入位点

Insertion
插入拷贝

Insertioncopies
注释

Annotation

rop６ LjSGA_０４９６３４．１ ３００３１２２６ LjSGA_０４９６３４_５２５_F １ Exon

ropＧlike１ chr２．CM０２７２．８６０．r２．m ３００００５３７ chr２_２６５７８７６４_F １０ ５′UTR

ropＧlike２ chr１．CM００１７．１６００．r２．d ３０００３５５３ chr１_４０４３９３２７_R ２ Intron

ropＧlike３ chr３．CM０１６０．９９０．r２．m ３００５６０８８ chr３_３７９６２５０７_R ２ Intron

ropＧlike４ chr１．CM０１６６．８３０．r２．m ３００５２３８３ chr１_５２３４９２８_R ２ Exon

ropＧlike５ chr２．CM０６６０．２７０．r２．m ３００３４２５３ chr２_１２８１３８７８_F ２ Intron

2.2　百脉根 rops 突变体的分离和鉴定

将rop６、ropＧlike１ 、ropＧlike２、ropＧlike３、ropＧ
like４、ropＧlike５等６个株系与对照组(Gifu)共计约

３００粒种子,经表面灭菌等常规程 序 处 理 后,在

１/２MS(或琼脂)平板萌发.除 Gifu、ropＧlike３和

ropＧlike４发芽率达到９０％以上外,其他株系的发芽

率均为６０％左右,与对照相比,突变体种子发芽时

间延迟约２d.将萌发的种子转移到珍珠岩/蛭石的

盆栽钵中,观察各植株生长过程,发现成活的突变体

植株在苗期表现出生长缓慢、成株后生活力弱等特

点,成株后的叶片颜色、植株分枝及高度也有不同差

异(图２A).
为了分离得到纯合突变体植株,抽取各株系

DNA进行 PCR 鉴定(图２B),结果表明:除ropＧ

６４
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like２、ropＧlike３未分离得到纯合体外,其余株系均

分离得到纯合体.rop６纯合体植株由于不结荚未

能收到种子;ropＧlike５纯合体植株收获到的种子多

为瘪粒,数量不足２０颗,同时发芽率只有１０％,观
察到的表型没有统计学意义,故仅培养并收集下一

代种子.将其余纯合突变体收到的共计约３００粒种

　A:ropsLORE１突变体插入位点分析,方块代表外显子,线段代表内含子,倒三角代表插入位点;B:ropsLORE１突变体氨基酸序列

系统进化树,该系统进化树运用 Mega５．１软件最大似然率算法生成.A:InsertionsiteanalysisofropsLORE１mutants,squaresrepreＧ

sentexons,linesrepresentintrons,invertedtrianglesrepresentinsertionsites．B:PhylogenetictreeofropsLORE１mutantsbasedonaＧ

minoacidsequences．ThisphylogenetictreewasgeneratedusingMega５．１programbymaximumＧlikelihoodmethod．

图１　百脉根ropsLORE１突变体插入位点分析和氨基酸序列系统进化树

Fig．１　InsertionsiteanalysisandphylogenetictreeofL．japonicusropsLORE１mutantsbasedonaminoacidsequences

７４
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　A:部分LORE１纯合插入突变体植株发育较弱(Bar＝１cm);B:使用F/P２引物组鉴定插入片段,F/R引物组鉴定未插入基因组;通

过DNA琼脂糖凝胶电泳鉴定与预测片段大小相符的PCR产物.A:ThedevelopmentsofsomeLORE１insertionhomozygotemutants

areweaker(Bar＝１cm);B:PrimerpairF/P２wasusedtoamplifytheinsertionfragment,andF/Rwasusedtoamplifytheuninserted

genome．PCRproductswereconfirmedbysequencingandcorrectlymatchthepredictedsizesofDNAfragmentsinagarosegels．

图２　百脉根ropsLORE１突变体的鉴定与分离

Fig．２　IdentificationandseparationofL．japonicusropsLORE１mutants

子进行种植并鉴定分析 M２代共生表型.
2.3　百脉根 rops 突变体对根瘤菌侵染的影响

为了研究rops突变体能否影响早期结瘤阶段

根瘤菌对植物的侵染,从１个对照组(Gifu)、２个

ropsLORE１纯合突变体组中各选择约１０棵生长

状态一致的幼苗用于根瘤菌入侵分析,接种带 GFP
标记的根瘤菌并在第７天观察.结果表明:在ropＧ
like４纯合体植株中,虽然根瘤菌能够正常入侵根

毛,但是侵入线数量(图３C)和侵入线密度(图３D,
侵入线总数除以总根系长)均明显减少.另外,还检

测了各植株根瘤菌侵入起始的频率并统计了侵入口

袋 (infection pockets,IP)、侵 入 线 (infection
threads,IT)以及根瘤原基(noduleprimordia,NP)
的数量,结果发现:ropＧlike１纯合体植株的根瘤原

基数量较对照组相比有显著下降(图４B),同时还发

现了ropＧlike４纯合体植株的侵入口袋和侵入线较

对照组相比有显著下降(图４C).表明在ropＧlike１
和ropＧlike４突变体植株中,根瘤菌的侵染都受到

了不同程度的影响.
2.4　百脉根 rops 突变体对根瘤形成的影响

为了探讨rops突变体后期根瘤的形成是否受

到影响,统计并分析了２个ropsLORE１纯合突变

体在接种１４d的结瘤总数(包括成熟瘤和未成熟

瘤,图５A).结果显示:仅ropＧlike１的 M２代纯合体

与对照组相比结瘤数显著下降(图５B),但２个突变

体的结瘤密度与对照相比均没有显著差异(图５C),
说明ropＧlike１突变体植株根的生长受到影响,导致

其虽然结瘤数下降但是结瘤密度并没有差异.

８４
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　对ropsM２代突变体接种带 GFP的野生型根瘤菌,接种７d后与对照组比较;A:ropＧlike１纯合突变体侵入线数;B:ropＧlike１纯合

突变体侵入线密度;C:ropＧlike４纯合突变体侵入线数;D:ropＧlike４纯合突变体侵入线密度;∗ 表示与对照组经Student’stＧtest检验

的差异显著性(∗:P＜０．０５;∗∗:P＜０．０１),下同.ropsM２generationmutantswereinoculatedwithM．loti,whichconstitutivelyexＧ

pressesGFP．Comparedwiththecontrolplants７dpostinoculatedwithM．loti．A:ThenumberofITsperplantintheropＧlike１homoＧ

zygotelines．B:ThenumbersofITspercentimeterofropＧlike１homozygotelines．C:ThenumberofITsperplantintheropＧlike４homoＧ

zygotelines．D:ThenumbersofITspercentimeterofropＧlike４homozygotelines．Asterisks(∗)indicatestatisticallysignificantdifferＧ

ences(∗:P＜０．０５;∗∗:P＜０．０１)betweentreatmentsandcontrolsasdeterminedbyStudent’stＧtest．Thesameasfollows．

图３　百脉根ropＧlike１andropＧlike４植株对侵入线的影响

Fig．３　EffectsofL．japonicusropＧlike１andropＧlike４plantsoninfectionthreads

　对ropsM２代突变体接种带 GFP的野生型根瘤菌,接种７d后在荧光显微镜下统计各株系侵入口袋(IP)、侵入线(IT)、根瘤原基数

(NP);A:细胞内的绿色荧光表示IPs、Its、NPs,Bar＝ ５０μm;B:ropＧlike１的IPs、Its、NPs总数;C:ropＧlike４的IPs、Its、NPs总数.

ropsM２generationmutantswereinoculatedwithM．loti,whichconstitutivelyexpressesGFP．Sevendaysafterinoculation,thenumＧ

bersofinfectionpockets (IP),infectionthreads (IT)andnoduleprimordia (NP)wererecordedunderafluorescentmicroscope．
A:GreensignalsindicaterhizobiumcellsintheIPs,ITsorNPs．Bar＝５０μm．B:NumbersofIPs,ITsandNPsperplantofropＧlike１．
C:NumbersofIPs,ITsandNPsperplantofropＧlike４．

图４　百脉根ropＧlike１和ropＧlike４植株对根瘤菌入侵的影响

Fig．４　EffectofL．japonicusropＧlike１andropＧlike４plantsonrhizobiainvasion

９４
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　A:正常状态下百脉根 Gifu、ropＧlike１和ropＧlike４根的生长和结瘤情况(Bar＝１cm);B:各植株结瘤总数;C:各植株结瘤密度.

A:NormalrootgrowthandnodulationinL．japonicasGifu,ropＧlike１andropＧlike４M２generationmutantplants(Bar＝１cm);B:NodＧ

ulenumbersperplant．NodulenumbersperplantreducedsignificantlyinropＧlike１mutant．C:Nodulenumbersofpercentimeter．

图５　百脉根ropＧlike１和ropＧlike４植株对结瘤的影响

Fig．５　EffectofL．japonicusropＧlike１andropＧlike４plantsonnodulation

3　讨　论

插入突变体是一个广泛应用于植物基因发现和

功能探究的有效研究工具[１２],在正向和反向遗传学

研究中都发挥着重要作用.ROPs作为植物重要的

分子开关能够控制复杂的细胞过程,包括基因表达、
细胞壁合成、H２O２产生、内吞作用、胞外分泌、胞浆

的移动、细胞周期、真核生物器官细胞分化等.在

ROP家族中,单个的家族成员可能会有很多不同的

功能;同时,不同的家族成员也已经分化调节不同的

细胞过程,这种现象在高等植物中尤为明显[１３Ｇ１４].
为了进一步探明小 G 蛋白 ROPs在微生物与植物

互作 中 的 功 能,本 研 究 从 百 脉 根 逆 转 录 转 座 子

LORE１插入突变体库鉴定到６个ROP 基因相关

的LORE１插入突变体株系.通过系统进化树分

析,LjROPＧlike１ 与 MtROP９、LjROPＧlike２ 与

LjROP５、LjROPＧlike３与 LjRAC２、LjROPＧlike４与

MtROP１０以及 LjROPＧlike５与 AtROP９同源性均

较高,分别为８７％、８５％、９７％、１００％以及１００％;而

LjROP６与 MtROP６ 的 同 源 性 相 对 较 低,仅 为

５９％.
通过 M１代的分离和筛选,仅ropＧlike２和ropＧ

like３未分离到纯合突变体,而分离到的纯合突变体

不仅植株发育较弱,而且出现不结荚(ropＧlike１)或

０５
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结荚少且种子干瘪(ropＧlike５)的现象.有研究表

明,ROPs对花粉管的伸长有影响,同时花粉管的伸

长在时间上受到 ROPs活性振荡变化的调节[１５];

ROPs还能调控植物的发育[１６].因此,推测以上结

果的出现可能与LORE１的插入影响了 ROPs这部

分的功能有关.
对获得的 M２代纯合体进行早期和后期的共生

结瘤表型鉴定,结果表明:在ropＧlike１和ropＧlike４
植株中,根瘤菌的早期侵染受到了影响;ropＧlike１
在后 期 的 结 瘤 表 型 上 有 显 著 差 异. 据 报 道,

MtROP９(LjROPＧLike１与其同源性较近)在 ROS
参与的早期侵染信号途径中扮演重要角色[１７].在

拟南芥中过表达 MtROP１０(LjROPＧLike４与其同

源性较近)可使根毛变短、变粗甚至出现分叉,推测

其对根毛的极性生长以及根瘤菌在侵染过程中的极

性定位有重要作用[１８].本研究结瘤表型结果可能

是LORE１的插入影响了根瘤菌在侵染过程中信号

转导的相关应答,导致植株根瘤原基的形成、根瘤菌

的入侵和侵入线的生长受到了影响,并可能最终导

致植株侵入线和结瘤数量的减少.
本研究利用百脉根LORE１突变体库分离和鉴

定了多个ROPs相关基因突变体株系的共生表型,
并获得了有显著共生表型差异的突变体株系ropＧ
like１和ropＧlike４.虽然观察到的表型仍然存在值

得商榷的地方,比如突变体可能还有其他的LORE１
插入拷贝来影响试验结果的可靠性,但本研究结果

为探讨ROP类小 G蛋白调控体系在共生信号转导

途径中的作用提供了重要参考,并且也提供了突变

体材料储备.
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IsolationandidentificationofsmallGTPaseROPs
retrotransposonsinsertionmutantsinLotusjaponicus

LIBixuan　ZHANGQing　ZHU Hui　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　SixROPsrelatedgenemutantswerefoundthroughscreeningmutantslibraryoftheLoＧ
tusretrotransposons１insertion(http://usersＧmb．au．dk/pmgrp)．DifferenthomozygoteM１andM２genＧ
erationseedswereobtainedbytheisolationandPCRidentification．ResultsofidentificationandstatistiＧ
calanalysisofM２generationsymbioticphenotypeshowedthattherootnodulesprimordiumnumbersper
plantsofropＧlike１homozygoteweresignificantlydecreasedcomparedwiththoseofwildtype．Boththe
numbersanddensityofinfectionthreadsperplantinropＧlike４homozygotewerealsosignificantlydeＧ
creased．ThenodulenumbersofropＧlike１homozygotedecreasedsignificantlyincomparisonwiththose
ofwildtypeafter１４daysinoculation．ItwillprovideevidenceforfurtherstudyingROPsfunctionand
regulatorymechanisminrhizobiuminfectionandtheprocessanddevelopmentofnodulesorgans．

Keywords　Lotusjaponicus;LORE１;retrotransposons;RhoＧrelatedGTPaseofplants
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