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蒺藜苜蓿中 1 个聚半乳糖醛酸酶基因突变体的筛选
及共生固氮表型的初步鉴定
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摘要　以模式豆科植物蒺藜苜蓿中１个聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase,PG)基因为对象,对其进行生

物信息学分析,结果显示:该基因全长４１５０bp,其编码区１２７８bp,编码４２５个氨基酸;其编码蛋白包括２个与

细胞壁主要成分果胶降解有关的保守结构域 PLＧ６superfamily和 Glyco_hydro_２８;该酶蛋白与鹰嘴豆、赤豆等

豆科植物中的PG蛋白同源关系更近.苜蓿基因表达谱数据库分析和 RTＧPCR检测结果表明,MtPG 在根瘤中

呈显著增强表达,在非共生组织如根、叶中表达量很低.此外,基于该基因３个 Tnt１转座子插入的目标候选突

变体(NF０９９９、NF５５６１和 NF４７４６)插入位点分析,得到１个纯合突变体材料 NF４７４６,共生表型观察表明,MtPG
基因在豆科植物共生固氮的早期侵染过程中发挥重要作用.
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　　高等植物细胞的细胞壁是由不同种类多糖和结

构蛋白组成的复杂的结构,其中多糖包括纤维素、半
纤维素和果胶.细胞壁除了能够维持细胞架构,还
能够抵御外来病原菌的侵染[１].在双子叶植物中,
果胶占细胞壁干质量的３０％~３５％,是细胞壁和胞

间层最主要组分之一,富含不同比例的半乳糖醛酸

残基和多达１７种中性单糖,如DＧ果糖、DＧ葡萄糖、

LＧ阿拉伯糖、LＧ鼠李糖等,根据果胶的主链结构、半
乳糖醛酸残基连接方式和中性多糖的种类,可将其

分为４种不同的大分子结构区域,如聚半乳糖醛酸

(HGs)、鼠李糖半乳糖醛酸Ⅰ(RGⅠs)、鼠李糖半乳

糖醛酸Ⅱ(RGⅡs)和木糖半乳糖醛酸(XGs),其中

聚半乳糖醛酸约占果胶成分的６５％,被认为是果胶

最主要组成成分[２Ｇ４].HGs是一种由αＧ１,４糖苷键

连接的半乳糖醛酸聚合而成的线性多糖,能够与

RGⅠs、RGⅡs或者细胞壁其他组分的聚合物以共

价交联的方式结合,因其能够增加细胞壁的黏度而

被认为是细胞壁的核心结构[５].此外,HGs在高尔

基体合成的过程中,其主链上CＧ６、OＧ２或者 OＧ３上

连接的半乳糖醛酸残基分别被高度甲基酯化或者乙

酰酯化后被分泌出来作为细胞壁主要组分,半乳糖

醛酸被甲酯化程度不同会形成不同结构的 HGs,如
连续＞１０个未被甲酯化的半乳糖醛酸可以与 Ca２＋

结合而形成稳定的 “eggＧboxes”HGs模型[６].细

胞内存在着许多控制 HGs甲酯化或者乙酰酯化程

度的酶,参与其结构修饰,导致 HGs行使不同的功

能,如果胶乙酰酯酶(PAEs)能够脱乙酰化从而阻碍

植物花粉管的延长;果胶甲基酯酶(PMEs)能够将

甲基酯化的 HGs水解为寡聚半乳糖醛酸的果胶裂

解酶类(PLLs)和聚半乳糖醛酸酶(PGs)[７].

PGs作为最主要的 HGs水解酶,属于糖基水解

酶２８家族,普遍存在于植物、食草昆虫和微生物中,
尤其在高等植物生长发育过程中有着非常广泛而重

要的作用[８].PGs有２种存在形式,即内生 PGs
(EC３．２．１．１５)和外生PGs(EC３．２．１．６７),无论是哪

种存在形式,其作用方式均是通过水解主链和半乳

糖醛酸之间的 αＧ(１Ｇ４)键而达到水解 HGs的目

的[１,９].在拟南芥中存在多个聚半乳糖醛酸酶基

因,PGX１参与细胞的伸长、膨胀和花的生长和发

育;PGX２则能够促进拟南芥子叶下胚轴的伸长、叶
的扩张、茎的木质化等;QRT２、ADPG１和ADPG２
对拟南芥生殖发育过程中花粉粒等不同的细胞分裂
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具有很重要的作用[１０Ｇ１２].此外,在水稻中PGs的超

表达降低果胶组分和细胞黏着力的同时还增加了对

非生物逆境的敏感性[１３];而在苹果中PGs的超表达

导致叶片形态发育不正常、果实脱落等表型[１４].关

于该基因在豆科植物中的功能研究却不多.
豆科植物在土壤缺乏氮元素的条件下,会通过

根系分泌类黄酮物质吸引根瘤菌并诱导其合成特殊

的脂壳几丁寡糖—结瘤因子,当结瘤因子被植物特

异性地识别后,根瘤菌被弯曲的根毛捕获进入根毛

细胞形成植源性的侵入线,随后根瘤菌通过植源性

的侵入线进入植物根内皮层细胞,刺激内皮层分生

细胞形成根瘤原基[１５Ｇ１６].在根瘤菌侵染早期不仅涉

及到复杂的信号传递过程[１７],还需要很多的宿主植

物基因参与.例如,在侵入线形成和根瘤菌进入植物

内皮层细胞的过程中,植物细胞的细胞壁破裂才能够

保障根瘤菌进入植物细胞,而在豆科植物中与早期侵

染有关的细胞壁裂解相关基因的研究却很少.
在豆科植物紫花苜蓿中发现PG３与分生组织的

形成有关,还参与豆科植物Ｇ根瘤菌共生早期的侵染

过程中宿主植物根毛细胞壁重排、根瘤菌入侵和侵染

线的形成过程[１８].在豆科模式植物百脉根的研究中

发现,果胶裂解酶基因LjNPL 在根瘤菌早期侵染过

程中能够裂解宿主植物的细胞壁,协助根瘤菌进入宿

主皮层细胞,对于早期侵染线形成的起始也有很重要

的作用[１９].在模式植物蒺藜苜蓿基因组数据库中,
除了具有与LjNPL 同源的果胶裂解酶基因,还有很

多 PGs 也 能 够 降 解 果 胶,例 如 Medtr６g００５６３０、

Medtr２g０３２７１０、Medtr５g０３４０９０等.
基于基因表达谱网站(MtGEA,https://mtＧ

gea．noble．org/v３/)中的数据库分析,发现蒺藜苜蓿

PG 基因Medtr６g００５６３０在根瘤和根中均表达,但
在根瘤中表达量远高于在根中的表达,这暗示其在

共 生 固 氮 中 具 有 潜 在 重 要 功 能. 为 确 定

Medtr６g００５６３０基因的功能,本研究对该基因的

３个Tnt１转座子插入突变体进行 PCR 筛选鉴定、
基因表达和共生表型等分析,旨在揭示该基因在豆

科植物早期侵染过程中的作用,同时也为模式植物

蒺藜苜蓿早期侵染过程的分子机制研究提供一定的

证据.

1　材料与方法

1.1　植物材料、菌株、主要试剂和仪器

蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)A１７由华中

农业大学农业微生物学国家重点实验室生物固氮室

保存;蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)R１０８来自

华中农业大学微生物学国家重点实验室张忠明老师

课题组;突变体材料(NF５５６１、NF４７４６、NF０９９９)为
英国 JohnInnesCentre赠予.苜蓿中华根瘤 菌

(Sinorhizobiummeliloti)１０２１和苜蓿中华根瘤菌

(S．meliloti)２０１１均为华中农业大学农业微生物学

国家重点实验室生物固氮室保存.

RNA 抽提试剂 GatewayBPＧclonaseTrizolreＧ
agent,用到的TaqDNA 聚合酶、反转录酶等酶制

剂均为 Fermentas公司产品;植物基因组DNA提取

试剂盒购于 TIANGEN 公司;荧光定量试剂盒为

SYBRGreenrealＧtimePCR MasterMix,抗生素链霉

素、卡那霉素等购自 Duchefa公司.PCR 仪为BioＧ
Rad生产,SteponeRealＧtimePCRsystem 购自 ABI,
气相色谱仪GC４０００A购自东西仪器.
1.2　蒺藜苜蓿盆栽试验

挑选粒大饱满的蒺藜苜蓿种子,用刀片或１mL
注射器针头在种子表面轻轻划出浅浅的划痕,移至

１００mL无菌 PA 瓶中,再加入２％次氯酸钠溶液

(稀释５倍,注意先加入无菌水,再加入１０％次氯酸

钠),表面消毒２~５min,种子划痕处出现褐色破

损,弃废液,无菌水冲洗种子至PA瓶中液体变淡或

无色.最后留部分水浸没种子.将种子放入４℃冰

箱,低温黑暗处理２４~４８h.将吸胀的种子移入

FM 平板中,于２８℃倒置暗培养１２~２４h,直至种

子长出０．５~１．５cm 胚轴和胚根.将已发芽的种子

移植入灭菌盆中进行沙培,灭菌培养箱(１６h光照

２２℃,８h黑暗１８℃)中进行培养,第１片真叶展开

后接种苜蓿中华根瘤菌.
1.3　蒺藜苜蓿组织材料收获及 RNA 抽提

取生长３、５、７、１５d植株,冲洗干净,收集相应

的根、叶、瘤等组织,于－８０℃冻存备用.
将收集的植物组织放于研钵中,加入液氮研磨,

按１００mg/mL加入 Trizol试剂,待其完全融化澄

清后于４℃１２０００r/min离心１０min,取上清于一

支新 EP管中,加入０．２mL氯仿充分混匀后４℃
１２０００r/min离心１０min;取上清于另一支新 EP
管中,加入等体积的异丙醇冰上静置１０min后４℃
１２０００r/min离心１０min,去上清,加入１mL７５％
乙醇洗涤,振荡混匀,４ ℃ １２０００r/min 并加入

DNaseI处理后置于－８０℃冻存备用[２０].

３６
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1.4　实时荧光定量 PCR
分别收取蒺藜苜蓿接种苜蓿根瘤菌后３、５、７d

的根、１５d的根瘤和去瘤的根、叶.反转录得到

cDNA,进行荧光定量 PCR,比较基因表达量用普

通 PCR方法检测引物(扩增应得到单一、明亮的条

带);用 DEPC稀释以调整各样品浓度,并用实时荧

光定 量 PCR 方 法 检 测 目 的 基 因 的 表 达;按 照

SYBRGreenRealtimePCR MasterMix(TOYOＧ
BO)说明书配制 RealＧtimePCR 反应体系,反应条

件:９５℃３０s;９５℃５s;５９℃２０s,７２℃２０s,４０
个 循 环. 上 游 引 物:５′ＧCACTTGTGTCAGTＧ
GTTTGGCATCGＧ３′,下游引物:５′ＧCCCCAACAＧ
CAATGAATTGGAAATCＧ３′.
1.5　蒺藜苜蓿基因组 DNA 的抽提

按照 TIANGEN公司基因组DNA的抽提试剂

盒说明书进行抽提.
取蒺藜苜蓿植株新鲜组织约１００mg,加入液氮

充分碾磨,迅速转移到装有７００μL６５℃预热缓冲

液 GP１的离心管中(含０．１％巯基乙醇),混匀后,

６５℃水浴２０ min,期间混匀样品数次.加入７００

μL氯仿,充分混匀,１２０００r/min离心５min.取上

层水相转入一个新的离心管中,加入７００μL缓冲液

GP２,混匀,转入吸附柱 CB３中,１２０００r/min离心

３０s,弃掉废液.向吸附柱CB３中加入５００μL缓冲

液 GD,１２０００r/min离心３０s,倒掉废液.向吸附

柱CB３中 加入６００μL 漂洗液 PW,１２０００r/min
离心３０s,倒掉废液,将吸附柱CB３放入收集管中.
重复上一步.

将吸附柱CB３放回收集管中,１２０００r/min离

心２min,倒掉废液.将CB３置于室温放置数分钟,
以彻底晾干残余的漂洗液.将 CB３转入一个干净

的离心管中,滴加５０~２００μL洗脱缓冲液 TE,室
温放置２~５min,１２０００r/min离心２min,将溶液

收集到离心管中.
1.6　引物设计及突变体筛选

得到各个突变体材料基因组 DNA 后,利用

PCR对MtPG 基因Tnt１转座子插入突变体进行

筛选.所设计的引物见表１.
表１　筛选突变体的引物设计

Table１　Primersdesignedforthemutantsscreeningandidentification

名称 Names 引物 Primers 长度/bpLength

PG１
F　５′GAAGTGATGGTGTAAGTGTGAGTGG３′
R　５′GAACTCGCATCTCCGACCAA３′

７４４

PG２
F　５′ATTGGTCGGAGATGCGAGTTC３′
R　５′TGCCGATGCCAAACACTGA３′

７４５

NF０９９９
F　５′TGGATGAATGAGACTGGAGGG　３′
R　５′TGCCGATGCCAAACACTGA　３′

９２４

NF５５６１
F　５′AGTCACTTGCTCGTCTTGGACAC　３′
R　５′AGACACACAATCATCCCCTACATG３′

８２４

NF４７４６
F　５′TGGATGAATGAGACTGGAGGG　３′
R　５′TGCCGATGCCAAACACTGA　３′

８８７

　　将突变体材料种子灭菌后放置于平板上萌发,
发 芽 后 置 于 光 照 培 养 室 进 行 无 菌 沙 培,其 中

NF５５６１９颗,NF０９９９５颗,NF４７４６９颗.
待植株第１片真叶展开后,接种苜蓿中华根瘤

菌SM２０１１,观察其接种后３０d植株共生表型.同

时收取各突变体植株叶片,抽提其基因组 DNA,利
用PCR进行纯合突变体的筛选.

若目的基因能够扩增出来(PGＧF、PGＧR),插入

的下游片段(MutＧF、PGＧR)未扩增出来,则说明为

野生型植株;若前者未扩增出目的条带而后者扩增

出产物,则说明为纯合突变植株;若两者均扩增出目

的条带 则 说 明 为 杂 合 突 变 植 株.在 NF５５６１ 和

NF０９９９植株中,目的基因均扩增出来,插入位点下

游均未扩增出目的条带,说明它们均是野生型植株.
1.7　根瘤固氮酶活测定

取６个２０mL的 PA 瓶,用医药葡萄糖瓶的橡

胶塞密封.用微量进样器分别加入 ５、１０、２０、３０、

４０、６０μL标准乙烯气体.调试好气相色谱仪后,用
微量进样器从每个瓶中抽１００μL气体注入气相色

谱仪的进样室,记录乙烯峰面积,制作标准曲线.将

适量的根瘤或新鲜的样品根部放入小玻璃瓶中,用
橡胶塞密封瓶口,先用注射器从瓶中抽出１/１０体积

４６
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的气体,再注入１/１０体积的乙炔气体作为固氮酶底

物,密封后置于２８℃培养箱反应２h,反应完毕后用

微量取样器抽取玻璃瓶内气体１００μL用气相色谱

仪检测乙烯吸收峰值,根据相同条件下制备的标准

曲线折算乙烯体积并计算固氮酶[２１].

2　结果与分析

2.1　 MtPG 基因序列和编码蛋白的结构域分析

从 NCBI及phytozomv１１．０(https://phytoＧ
zome．jgi．doe．gov/pz/portal．html)中查询得知,MtＧ
PG(Medtr６g００５６３０)基因全长４１５０bp,其中编码

区１２７８bp,编码４２５个氨基酸.同时在 NCBI上

分析 MtPG 基因编码蛋白质的结构域,结果显示:

MtPG 基因氨基酸序列包含多个结构域,其中包括

PLＧ６superfamily 和 Glyco_hydro_２８(GH２８;

Pfam００２９５)２个保守结构域.其中PLＧ６superfamＧ
ily为多糖裂解酶家族,包括褐藻胶裂解酶等,这些

酶主要水解βＧ１,４糖苷键和糖醛酸;而 Glyco_hydro
_２８为糖基水解酶家族,该家族中包括鼠李糖半乳

糖醛酸酶等,这些酶对细胞壁的降解和重塑非常

重要.
2.2　 MtPG 的同源性比对和系统发育分析

将MtPG 编码的氨基酸序列在 NCBI中进行

BLAST比对分析,将搜索得到的该基因在不同物

种中的同源蛋白构建了系统发育进化树(图１),结
果显示,PG 基因在豆科植物及其他高等植物中普

遍存在.值得注意的是,豆科植物的PG 基因在进

化树中构成一个独立的进化枝,且 MtPG 基因与鹰

嘴豆、赤豆等中的PG 基因同源关系更近.这表明

PG 基因可能与豆科植物共生固氮功能关系密切.
进一步选取 MtPG 与几种亲缘关系较近的豆

科植物同源蛋白进行氨基酸序列比对,结果表明,

MtPG与鹰嘴豆(Cicerarietinum)中PG 的氨基酸

序列同源性最高.

图１　MtPG的系统发育分析

Fig．１　PhylogeneticanalysisoftheMtPGprotein

2.3　 MtPG 的共生表达特征分析

基因表达谱网站中的数据分析(MtGEA)显

示,MtPG 在根瘤和根中均表达,但是在根瘤中表达

量远高于在根中表达.为了验证这一结果,抽提了

接种和未接种根瘤菌植株的不同时间、不同组织的

RNA,通过 RTＧPCR 检测 MtPG 的表达水平.结

果表明,在接种根瘤菌的第３天 MtPG 表达量最

高,到第 ５ 天、第 ７ 天 表 达 量 很 低,几 乎 不 表 达

(图２A),在未接菌的根中均没有表达,这暗示 MtＧ
PG 功能与早期共生过程有关.在接种根瘤菌１５d
植株各组织中,根瘤中表达量最高,在接种根瘤菌植

株的根中仅有少量表达,而在未接种根瘤菌植株的

根和叶中均未表达(图２B),这进一步说明MtPG 可

能在共生固氮早期中发挥功能.
2.4　 MtPG Tnt1 插入突变体的确定及筛选引物

设计

　　为了研究 MtPG 在蒺藜苜蓿Ｇ苜蓿根瘤菌共生

过程中的生物学功能,用 MtPG 在 NobelFoundaＧ
tionTnt１突变体库(http://medicagoＧmutant．noＧ
ble．org/mutant/)中查询、比对,发现３个该基因的

Tnt１插入突变体NF５５６１、NF０９９９和NF４７４６.突

变体 NF５５６１是转座子 Tnt１反向插入在该基因全
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长第４个外显子内,而 NF０９９９和 NF４７４６均为转

座子Tnt１插入到该基因最后一个外显子内(图３).
根据插入位点设计５对引物(表１),其中包括２对

目的基因引物PG１(F、R)和 PG２(F、R)(图４).

　A．MtPG 在接菌和不接菌蒺藜苜蓿根中的表达量;B．MtPG 在接菌和不接菌蒺藜苜蓿根、叶、瘤中的表达量 A．Transcriptlevelsofof

MtPGinrootsandnoduleswithorwithoutSM１０２１inoculationinM．truncatula;B．TranscriptlevelsofMtPGinleaves,roots,and

nodulesat２２dpiwithorwithoutSM１０２１inoculationinM．truncatula．

图２　MtPG 的表达分析

Fig．２　ExpressionassayofMtPG

图３　３个突变体在MtPG 基因组DNA上的插入位点

Fig．３　Tnt１insertionsof３mutantsinMtPG

图４　突变体筛选引物设计示意图

Fig．４　DemonstrationofPCRprimersdesignedforscreeningthemutants

2.5　目标突变体的筛选和验证

在 NF４７４６植株中,１、３、４、７、９号植株目的基

因和插入位点下游均有目的条带被鉴定为Tnt１插

入杂合体(图５);５号植株均扩增出目的基因,插入

位点下游均无目的条带,为野生型;２、６、８号植株目

的基因未扩增出来,插入位点下游均有目的条带,为

Tnt１插入纯合体(图５).
2.6　 MtPG 纯合突变体 NF4746 的共生表型检测

为了鉴定MtPG 在共生固氮中的作用,将筛选

获得的MtPG 纯合突变体种子NF４７４６进行盆栽试

验.将 NF４７４６ 突 变 体 种 子 和 对 照 植 株 野 生 型

R１０８种子经过灭菌处理后,进行无菌沙培,当第

１片真叶展开时接种苜蓿中华根瘤菌SM２０１１,收取

接种３０d的植株进行表型观察与检测.
与野生型植株相比,NF４７４６突变体植株地上

部分长势无明显差异(图６).对植株地上部分鲜质

量及植株根瘤数量进行统计分析,发现突变体植株

地上部分鲜质量比对照略低(图７A),但没有达到显

著性 差 异 (n＝９),突 变 体 植 株 根 瘤 数 量 增 多

(图７B),也未达到显著性差异(n＝９).
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　M:DL２０００,１~９:NF４７４６突变体种子编号;A和B显示目的基因扩增结果,C和 D显示为 NF４７４６ＧF和插入位点下游引物 NF４７４６ＧR
扩增结果.M:DL２０００,１Ｇ９:NumberofNF４７４６seeds．AandBindicateidentificationofMtPGgene,CandDindicateidentificationof

mutants．

图５　NF４７４６突变体筛选

Fig．５　IdentificationofNF４７４６

　　但是观察发现,突变体植株所结根瘤比野生型

所结的红色瘤颜色淡,为浅褐色.进一步利用乙炔

还原法测定突变体植株所结根瘤的固氮酶活性,结
果显示突变体根瘤的固氮酶活显著降低(P＜０．０５,

n＝３)(图７C).

3　讨　论

在豆科植物与根瘤菌共生固氮的早期,根瘤菌

释放的结瘤因子被植物特异性地识别,根毛弯曲并

捕获周围根瘤菌开始进入根毛细胞,形成侵入线,随
后根瘤菌通过植源性的侵入线进入根内皮层,刺激

皮层细胞分裂,形成根瘤原基然后进一步发育成根

瘤行使固氮功能[２２].此过程中根瘤菌需在细胞壁

裂解时才能进入植物细胞,在豆科植物紫花苜蓿中

PG３和百脉根中的LjNPL 均和细胞壁裂解相关,
且参与豆科植物共生固氮早期根瘤菌入侵和侵染线

形成等过程[１８Ｇ１９].

HGs作为细胞壁的主要成分,其功能伴随着结

构的改变而不同,而 HGs的改变,如甲酯化、乙酰化

以及聚合的程度主要依赖于一些特殊的酶类,即

HGMEs (HGＧmodifying enzymes),其 中 包 括

PAEs、PMEs、PLLs和 PGs[２３].PGs作为 HGs的

主要水解酶,在植物生长发育过程中有着广泛的功

能,比如参与细胞的伸长、膨胀及分裂等[２５].
本研究通过对蒺藜苜蓿的 PGs系统发育分析

发现,与 MtPG 同源关系更近的均为豆科植物(鹰
嘴豆、赤豆、大豆等)中的PG,这说明该基因可能与

豆科植物某些特殊过程有关,例如共生固氮.苜蓿

基因表达谱分析结果显示,MtPG 基因在苜蓿根、
茎、叶中表达量极低,在根瘤中表达量较高,且在根

瘤分生区和侵染区表达量更高,这一结果暗示 MtＧ
PG 基因可能与共生固氮早期过程密切相关.为了

证实这个推测,本研究利用 RTＧPCR对该基因进行

时空表达和特异性表达分析,结果表明:该基因确实

在根瘤菌接种根中表达量相对较高,这表明该基因

可能参与共生固氮早期侵染过程.对其进行结构域

分析,发现MtPG 基因氨基酸序列包括PLＧ６superＧ
family(cl１９１８８;PolysaccharideLyaseFamily６)和

Glyco_hydro_２８(GH２８;Pfam００２９５)２个保守结构

域,其中PLＧ６superfamily为多糖裂解酶家族,包括

褐藻胶(２种糖醛酸通过１,４糖苷键结合一起)裂解

酶 和软骨素酶,这些酶主要水解βＧ１,４Ｇ糖苷键和糖
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　A．野生型 R１０８植株地上部分表型;B．突变体 NF４７４６植株地上部分表型;C．野生型R１０８植株地下部分表型;D．突变体 NF４７４６植株

地下部分表型.A．AcrialpartofwildtypeR１０８;B．AcrialpartofNF４７４６;C．UndergroundpartofwildtypeR１０８;D．Undergroundpartof

NF４７４６．

图６　突变体NF４７４６的共生表型观察

Fig．６　SymbioticphenotypeofNF４７４６

　A．突变体 NF４７４６植株地上部分鲜质量;B．突变体 NF４７４６植株根瘤数量;C．突变体 NF４７４６所结根瘤的固氮酶活性测定.

A．FreshweightofaerialpartbetweenWTandNF４７４６;B．NodulenumberofWTandNF４７４６;C．Identificationofnitrogenaseactivity

betweenWTandNF４７４６．

图７　突变体NF４７４６共生表型测定

Fig．７　SymbioticphenotypeofmutantNF４７４６

醛酸[２５];Glyco_hydro_２８为糖基水解酶家族,包括

鼠李糖半乳糖醛酸酶、聚半乳糖醛酸酶等,这些酶对

细胞壁的降解是必需的[２６].而在共生固氮早期,根
瘤菌需要在细胞壁裂解时才能进入植物细胞内,进
而形成侵染线,进一步揭示 MtPG 可能参与苜蓿共

生固氮早期,且可能跟早期根瘤菌侵染过程中细胞

壁裂解有关.
本研究筛选得到了该基因纯合Tnt１插入突变

体 NF４７４６,并进行了表型验证.表型观察和分析

结果显示,与野生型植株相比,NF４７４６突变体根瘤

颜色较浅,固氮酶活显著性降低.一方面是因为突

变体早期侵染过程的破坏,导致含菌细胞的减少进

而影响后期根瘤的表型;另外,可能因为 NF４７４６突

变体Tnt１插入位点并没有在其保守结构域的活性

位点,而使半乳糖醛酸酶功能部分丧失,从而使植株

共生固氮能力部分减弱;此外,由于PGs基因属于
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一个大细胞壁裂解酶基因家族,PG 突变体功能的

缺失 可 能 会 被 其 他 基 因 功 能 弥 补[３],所 以 在

NF４７４６突变体中植株地上部分鲜质量和结瘤数量

均未达到显著差异.
对MtPG 基因Tnt１插入突变体的筛选及共生

表型的观察分析表明:MtPG 基因确实影响了宿主

植物的共生固氮作用.但是,MtPG 基因在蒺藜苜

蓿Ｇ根瘤菌共生互作中的功能机制需要进一步的研

究和证据.
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Screeningandidentifyingpolygalacturonase
genemutantinMedicagotruncatula

YANGQianqian　LIUYuan　CHENDasong　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience&Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Thepolygalacturonase(PG)geneinMedicagotruncatulawasanalyzedwithbioinformatＧ
ics．Resultsshowedthatthelengthofthegenewas４１５０bpwith１２７８bpcodingregionencoding４２５
aminoacids．Theproteinencodedcontainstwoconserveddomains,PLＧ６superfamilyandGlyco_hydro_

２８,whicharerelatedtodegradationofcellwallpectin．ThehomologybetweenPGinMedicagotruncatＧ
ulaandPGinsomeotherleguminousplantsincludingchickpeasandredbeanwasclose．Resultsofgene
expressionprofileandRTＧPCRdetectionshowedthatMtPGexpressionwassignificantlyenhancedinthe
rootnodulesbutverylowinnonＧsymbiotictissuesincludingrootsandleaves．ThreeTnt１transposonsinＧ
sertionmutants(NF０９９９,NF５５６１andNF４７４６)werescreenedbyPCRandonehomozygousmutant
NF４７４６wasobtained．ItisindicatedthattheMtPGgenemayplayanimportantroleintheearlyinfecＧ
tionofsymbioticnitrogenfixationinlegumes．

Keywords　Medicagotruncatula;polygalacturonasegene;RTＧPCR;transposonsinsertion muＧ
tants;symbioticphenotype
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