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百脉根小 GTPase 激活蛋白的鉴定及突变体分离
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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　以豆科植物百脉根为材料,利用蛋白质相互作用技术、基因表达分析和突变体表型观察研究了小

GTPase激活蛋白 RacGAP１和 RacGAP３在侧根及根瘤发育中的功能.结果表明:百脉根小 GTPase激活蛋白

RacGAP１和 RacGAP３能与 ROP６CA相互作用,RacGAP１和RacGAP３基因主要在根微管组织中表达,在接种

根瘤菌后呈下调表达趋势.RacGAP１在侧根及根瘤原基中无表达;RacGAP３则能在侧根及根瘤基部表达.

RacGAP１和RacGAP３的LORE１插入突变体表型观察显示,纯合突变体与 Gifu野生型共生表型无明显差异,

但RacGAP１突变体植株开花后,花朵枯萎掉落不结荚,而杂合体与野生型无差异,表明RacGAP１可能参与调

控花粉发育过程,而RacGAP３在早期共生过程中可能起负调控作用.
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　　在高等动、植物中存在着大量的小 G 蛋白(一
般分子质量在２０~４０ku之间),具有 GTPase酶活

性,几乎参与和调节细胞的所有生命活动.在植物

中存在 一 类 特 殊 的 小 G 蛋 白 ROP(RhoＧrelated
GTPaseofplants)并参与调控细胞极性、生长和形

态发育,植物与微生物互作、细胞骨架和囊泡运输

等[１Ｇ３].ROP在水解 GTP的过程中分为结合 GTP
和 GDP２种状态,通过氨基酸关键位点突变可使

ROP锁定在激活(constitutivelyactive,CA)或者失

活(dominantnegative,DN)状态[４].RopGAPs或

称RacGAPs(GTPaseactivatingproteins),是一类

小 GTPase激活蛋白,特异地与 ROP绑定 GTP形

式结合并增强其水解活性[５].在拟南芥和烟草中,

RopGAPs参与植物适应缺氧胁迫和花粉管的顶端

生长等[６Ｇ７].其中拟南芥中的 RopGAP４在缺氧胁

迫反应机制中起着类似可变电阻的作用,与 ROP
形成了一个负反馈调控循环,调控着细胞内 H２O２

含量的动态平衡[８];RopGAP２在空间上限制花粉

管顶端 ROP 的信号,从而影响花粉管的极性生

长[９].在豆科植物百脉根(Lotusjaponicus)中发现

一些根瘤特异表达的小 GTPase[１０].在蒺藜苜蓿

(Medicago truncatula )中,接 种 根 瘤 菌 后

MtROP３、MtROP５ 和 MtROP６ 表达量上调,而

MtROP８表达量剧烈下降[１１],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[１２].前期研究发现,百脉根 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[１３],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[１４].
然而小 G 蛋白作为分子开关,与其对应的 RopＧ
GAP、RopGEF和RhoGDI作为一个调控体系共同

发挥功能.本研究通过百脉根数据库比对,鉴定出

３个 ROP６激活蛋白基因,分别命名为RacGAP１、

RacGAP２(另文发表)、RacGAP３;利用PullＧdown、
组织化学染色、时空表达分析、突变体鉴定及表型观

察研究RacGAP１和RacGAP３在侧根及根瘤发育

中的功能,为确定植物与根瘤菌之间的相互作用奠

定研究基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

百脉根LotusjaponicusGifu种子来自华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室.根瘤菌 MesorhiＧ
zobiumloti MAFF３０３０９９ 及 M．loti MAFF３０３０９９/
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pHC６０由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.百脉根LORE１插

入突变体株系P２１５３和３００５０１３４来自于百脉根逆

转录转座子 LORE１插入突变体库(http://www．
kazusa．or．jp/lotus/LORE１/index．html).
1.2　试验方法

１)体外 PullＧdown.具体方法参照文献 [１６Ｇ
１７].将ROP６CA 和GAPs分别构建于原核表达载

体pET２８a和pGEXＧ４TＧ１上,经过在大肠杆菌中原

核表达、提取、纯化蛋白等过程,得到纯化的带 His
标签的ROP６CA和带 GST标签的 GAPs.将纯化好

的带 His标签的 ROP６CA蛋白和带有 GST 标签的

GAPs蛋白置于 GST柱内与冰上孵育.１~２h后

用清洗缓冲液充分清洗,取不同洗脱次数的样品跑

SDSＧPAGE胶分离结合在树脂上的蛋白,转膜,用
抗 His标签的抗体通过 Westernblot检测分离的

蛋白.

２)组织化学染色试验.通过百脉根数据库(htＧ
tp://www．kazusa．or．jp/lotus/index．html)比对分

别获得２个RacGAPs基因起始密码子上游３kb启

动子序列,构建到 DX２１８１G载体上,得到重组质粒

RacGAP１Pro∶∶GUS,RacGAP３Pro∶∶GUS.然

后通过农杆菌介导的毛根转化得到阳性植株,种植

到体积比为１∶１的蛭石与珍珠岩基质中,接种带有

绿色荧光标记的根瘤菌 MAFF３０３０９９/pHC６０,分
别取接种后不同时期的根染色观察.

３)时空表达分析.使百脉根 Gifu的种子萌发

并盆栽培育,具体方法参照文献[１３].待第１片真

叶长出后接种根瘤菌 M．loti MAFF３０３０９９,收取

接种后不同时间的根并采用 Trizol(Invitrogen)法
抽提总RNA.实时荧光定量RTＧPCR用的是 OneＧ
stepSYBRPrimeScriptRTreagentKit(Takara)
试剂盒,以及RocheLightCyclerapparatus荧光定

量PCR仪,定量方法采用相对定量法.

４)突变体鉴定.采用PCR的方法进行鉴定,取
插入位点上下游各１kb的侧翼序列,选择特异性高

的区域分别设计上游引物F和下游引物 R,LORE１
内部已有设计好的特异性引物 P２.取３片幼嫩叶

片用 CTAB 法抽提基因组,分别用 F 与 R 引物、

F与P２引物进行 PCR.百脉根是二倍体,若 F与

R、F与P２均有条带则植株为杂合体,若只有 F与

P２有条带则植株为纯合体,若只有 F与 R 有条带

则植株为野生型.

2　结果与分析

2.1　RacGAPs 与 ROP6CA蛋白在体外的相互作用

为了证实百脉根 RacGAPs是否与 ROP６CA相

互作 用,分 别 在 大 肠 杆 菌 中 表 达 和 纯 化 GSTＧ
GAP１、GSTＧGAP３和 HisＧROP６CA融合蛋白,在体

外进行 PullＧdown及 Westernblot检测.结果表

明:RacGAP１和 RacGAP３都能与 ROP６CA相互作

用(图１),与前期酵母双杂交结果一致[１５],说明百脉

根 RacGAP１ 和 RacGAP３ 都具有激活小 G 蛋白

ROP６的功能.

　RacGAPs和 ROP６的体外蛋白相互作用.被 GST柱拉下来的

蛋白质通过SDSＧPAGE胶分离(A),用 HRP偶联的抗 His的抗

体进行免疫印迹(B).１．GSTＧBeadsＧGAP１结合 HisＧROP６CA 蛋

白;２．GSTＧBeadsＧGAP３ 结 合 HisＧROP６CA 蛋 白;３．GSTＧBeadsＧ

GST 结 合 HisＧROP６CA 蛋 白;４．Beads结 合 HisＧROP６CA 蛋 白;

５．HisＧROP６CA 蛋 白.Invitro proteinＧproteininteractionassay

betweenRacGAPsandROP６．ProteinspullＧdownbyGSTＧBeads

wereseparatedonSDSＧPAGE(A)andimmunoblottedwithHRPＧ

conjugatedantiＧHisantibody(B)．１．GSTＧBeadsＧGAP１plusHisＧ

ROP６CAprotein;２．GSTＧBeadsＧGAP３plusHisＧROP６CA protein;

３．GSTＧBeadsＧGSTplusHisＧROP６CAprotein;４．BeadsplusHisＧ

ROP６CAprotein;５:HisＧROP６CAprotein．

图１　RacGAP１、RacGAP３与ROP６CA体外蛋白相互作用

Fig．１　InteractionofRacGAP１andRacGAP３

withROP６CAinvitro

2.2　实时荧光定量 PCR 检测 RacGAPs 基因的

表达

　　为了研究RacGAP１和RacGAP３基因是否参

与百脉根与根瘤菌的共生过程,利用实时荧光定量

PCR检测它们在不同时间段接种和不接种根瘤菌

４５
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条件下,RacGAP１和RacGAP３基因在根中的表达

水平.结果显示:６d之内接种和不接种根瘤菌

RacGAP１基因表达没有差异(图 ２A);接种 ２d

RacGAP３基因受到抑制,接种６d抑制效果更加明

显(图２B).表明RacGAP３基因在早期共生过程

中可能起负调控作用.

　RacGAP１(A)和RacGAP３(B)接种 M．loti根瘤菌前后的表达水平,ATPase作为内参对照.TheexpressionpatternsofRacGAP１
(A)andRacGAP３(B)wereinvestigatedbyquantitativeRTＧPCRbeforeandafterM．lotiinoculation．ATPasewasusedasaninternal

control．

图２　RacGAP１和RacGAP３基因在接种后根中的表达

Fig．２　ExpressionofRacGAP１andRacGAP３inrootsafterrhizobialinfection
2.3　 RacGAPs 基因在根瘤中的表达

前期在百脉根中发现 ROP６能与结瘤因子受

体 NFR５和网格蛋白重链CHC相互作用并介导网

格蛋 白 囊 泡 的 形 成[１３Ｇ１４].由 于 ROP６CA 与 RacＧ
GAP１、RacGAP３都有相互作用,本研究分别从百

脉根基因组中克隆出RacGAP１和RacGAP３基因

起始密码子上游３kb的启动子序列,与报告基因

GUS 构建转录融合子,并通过毛根转化到百脉根

中.利用组织化学染色方法检测RacGAPs基因在

结瘤过程中的表达.结果显示:RacGAP１和RacＧ

GAP３主要在根柱鞘中表达,其中RacGAP１在根

瘤原基和早期根瘤中均无表达,在成熟根瘤中则在

维管束中表达(图３A、B、C);而RacGAP３在根瘤

原基的基部表达,其表达随着根瘤的发育而向维管

束集中(图３D、E、F).
2.4　 RacGAPs 基因在根毛和侧根原基中的表达

利用组织化学染色方法检测RacGAPs基因在

接种前期的表达情况.结果显示:RacGAP１在根

毛中连续线状表达(图４A),在侧根原基形成初期不

表达,完全形成后在中柱基部表达(图４B、C);而

　构建RacGAP１Pro∶∶GUS/RacGAP３Pro∶∶GUS克隆子,包含１个３kb的RacGAP１/RacGAP３基因启动子融合 GUS编码区;通

过 GUS染色检测转化的毛根中RacGAPsPro∶∶GUS的表达;A、B、C:RacGAP１;D、E、F:RacGAP３.ConstructingRacGAP１Pro∶∶

GUS/RacGAP３Pro∶∶GUScontaineda３kbRacGAP１/RacGAP３genepromoterfusedtotheGUScodingregion．Transgenichairy
rootsexpressingRacGAPsPro∶∶GUSwerestainedforGUSreporteractivity．A,B,C:RacGAP１;D,E,F:RacGAP３．

图３　RacGAP１和RacGAP３基因在根瘤中的表达检测

Fig．３　ExpressiondetectionofRacGAP１andRacGAP３genesinrootnodules

５５
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　构建RacGAP１Pro∶∶GUS/RacGAP３Pro∶∶GUS克隆子,包含１个３kb的RacGAP１/RacGAP３基因启动子融合 GUS编码区;通

过 GUS染色检测转化的毛根中RacGAPsPro∶∶GUS的表达;A、B、C:RacGAP１;D、E、F:RacGAP３.ConstructingRacGAP１Pro∶∶

GUS/RacGAP３Pro∶∶GUScontaineda３kbRacGAP１/RacGAP３genepromoterfusedtotheGUScodingregion．Transgenichairy

rootsexpressingRacGAPsPro∶∶GUSwerestainedforGUSreporteractivity．A,B,C:RacGAP１;D,E,F:RacGAP３．

图４　RacGAPs基因在根毛和侧根原基中表达

Fig．４　ExpressionofRacGAPsinroothairandlateralrootprimordia

RacGAP３在根毛中点状表达(图４D),在侧根原基

中有明显表达;RacGAP３从中柱鞘分裂形成突起

开始表达于侧根基部(图４E),随着侧根原基的发育

和成熟,其于侧根中柱中表达(图４F).表明RacＧ
GAP３基因可能参与侧根的形成和发育.
2.5　 RacGAPs 基因 LORE1 插入突变体的分离与

鉴定

　　利用RacGAP１ 和RacGAP３基因组序列,在

百脉根逆转录转座子LORE１插入突变体库中比对

出P２１５３(RacGAP１)和３００５０１３４(RacGAP３)２个

突变体,其中P２１５３的插入位点在RacGAP１基因

的第１个外显子中;３００５０１３４插入在RacGAP３基

因第１个外显子２６０bp处,插入位点示意图见图

５A.为了确保鉴定的准确性,在RacGAP１基因中

设计了４条引物:F１、F２、R３、R４.通过F１/R３、F１/

R４、F２/R３、F２/R４四种组合,以及F１、P２、F２、P２

　A．鉴定所用引物位置;B．RacGAP１突变体的PCR鉴定,１＃ 是杂合体,２＃ 是纯合体;C．RacGAP３突变体的PCR鉴定,泳道５、８、９、

１０、１３、１５、１８、１９、２０、２１、２３是纯合体,泳道２、４、７、１２、１４、１７、２２、２４是杂合体,泳道１、３、６、１１、１６是野生型;WT:野生型对照;M:

DL２０００marker.A．Positionofprimersforidentification;B．IdentificationofRacGAP１mutantbyPCR;１＃ washeterozygoteand２＃

washomozygote;C．IdentificationofRacGAP３mutantbyPCR;Line５,８,９,１０,１３,１５,１８,１９,２０,２１and２３werehomozygotes;Line２,

４,７,１２,１４,１７,２２and２４wereheterozygotesandline１,３,６,１１,１６werewildtype;WT:Wildtypeascontrol;M:DL２０００marker．

图５　RacGAPs突变体的鉴定

Fig．５　IdentificationofRacGAPsmutant

６５
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两种组合,从 P２１５３突变体中鉴定出１株杂合体

(１＃ )和 １ 株纯合体(２＃ )植株(图 ５B).在 RacＧ
GAP３基因中设计了１对引物,利用 F/R 和 F/P２
两对引物组合,从２４株３００５０１３４突变体中鉴定出

１１株 纯 合 体、８ 株 杂 合 体 和 ５ 株 野 生 型 植 株

(图５C).
2.6　 RacGAPs 突变体表型观察及分析

通过盆栽结瘤试验,观察突变体植株的共生表

型.当接种根瘤菌后５~７d,突变体与野生型植株

相比,根瘤菌入侵根毛、侵入线和根瘤原基形成都没

有明显变化(结果未显示).当接种根瘤菌后２１d,
突变体植株的长势、株高、根长、侧根数等与野生型

都没有差异(图６A),根瘤发育状态、结瘤数与野生

型相比也没有显著性差异(图６B、C).然而,通过对

RacGAP１M１代纯合体和杂合体植株生长过程的

观察,发现在相同条件下,纯合体植株开花后,花朵

枯萎掉落不结荚;而杂合体植株则结荚率达９０％
以上,果荚发育壮实,种子饱满,与野生型植株无

异.表明RacGAP１可能与植物种子育性和发育

相关.

　A．RacGAP１和野生型的表型(标尺为１cm);B．RacGAP１和野生型接种 M．loti根瘤菌３周后的结瘤数;C．RacGAP３和野生型接种

M．loti根瘤菌３周后的结瘤数.A．PhenotypeofRacGAP１mutantandwildtype(Scalebarsis１cm);B．Thenumberofnoduleswere

collected３weeksafterM．lotiinoculationandtherewasnosignificantdifferencebetweenRacGAP１mutantandwildtype;C．Thenumber

ofnoduleswerecollected３weeksafterM．lotiinoculationandtherewasnosignificantdifferencebetweenRacGAP３mutantandwild

type．

图６　RacGAPs突变体的结瘤表型

Fig．６　NodulationphenotypesofRacGAPsmutant

3　讨　论

ROP作为植物中唯一的小 G 蛋白类胞外信号

分子调控多种生理过程,包括调控豆科植物中根瘤

的发育.而RopGAPs作为 ROP的激活蛋白,其功

能也是多种多样的,在花粉管生长、缺氧胁迫反应、
植物与微生物互作等方面都担任着重要角色.本研

究证实ROP６CA与RacGAP１和RacGAP３在体外有

相互作用,该结果与前期酵母双杂交研究结果一

致[１５],说明百脉根 RacGAP１和 RacGAP３都具有

激活小 G蛋白ROP６的功能.组织化学染色、时空

表达分析结果显示RacGAP１和RacGAP３基因主

要在根微管组织中表达,RacGAP１在侧根及根瘤

原基中均无表达;而RacGAP３则能在侧根及根瘤

基部表达,在接种根瘤菌后呈下调表达趋势.结合

RacGAP３突变体表型与野生型无显著差异,猜测

可能是RacGAPs之间存在基因冗余现象,当１个

RacGAP 突变后,其他RacGAPs会发挥类似功能.

RacGAP１纯合突变体植株开花后,花朵枯萎掉落

不结荚,而杂合突变体与野生型无异,该现象暗示着

RacGAP１可能影响植物生殖和育性;RacGAP１可

能参与调控花粉发育过程,而RacGAP３则可能参

与调控根分生组织的维持,并在早期共生过程中可

能起负调控作用.
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CharacterizationofsmallGTPaseactivatingprotein
andisolationofmutantinLotusjaponicas

HUANGBei　ZHOUSiyu　LIRong　ZHANGZhongming

CollegeofLifeScience& Technology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Twogenes(RacGAP１andRacGAP３)inLotusjaponicuswereidentifiedtoexplorethe
functionofsmallGTPaseactivatingproteinduringsymbioticprocess．ResultsofpullＧdownassayshowed
thatbothRacGAP１andRacGAP３areabletointeractwithROP６CA．TheresultofanalyzingtranscripＧ
tionshowedthatRacGAP１andRacGAP３wereexpressedmainlyinvascularsystemofrootsanddownＧ
regulatedexpressedafterbeinginoculatedwithMesorhizobiumloti．Promotersofthetwogeneswere
fusedwithGUSreporterandseparatelytransferredintoL．japonicusbyhairrootstransformation．The
resultsshowedthatRacGAP３wasexpressedinlateralrootprimordiaandnoduleprimordia,butthere
wasnoexpressionofRacGAP１inbothprimordia．RacGAP１andRacGAP３LORE１insertionmutant
didn’tshowanydefectsaboutnodulation．However,homozygousplantsofRacGAP１exhibitedsevere
defectsinreproductionwithwitheredflowersandfewerpodsincomparisonwiththewildＧtype．ItisindiＧ
catedthatRacGAP１maybeinvolvedinflowerdevelopmentandRacGAP３maynegativelyregulatethe
earlysymbioticprocessinL．japonicus．

Keywords　Lotusjaponicas;RacGAPsprotein;earlysymbioticprocess;nodulation
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