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百脉根根瘤菌 nodＧlacZ 转录融合子
构建及表达分析

裴俊清　段柳剑　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　根据 Mesorhizobiumloti基因组信息,克隆nodA、nodB、nodD 等基因的启动子序列,分别与报告基

因构建相应的转录融合子(nodＧlacZ),并分别导入中慢生型百脉根根瘤菌 MAFF３０３０９９和广谱根瘤菌 NGR２３４
(Rhizobiumsp．)中,利用百脉根根的抽提物作为诱导物,检测结瘤基因的表达.结果表明:在 MAFF３０３０９９菌

株中,百脉根根抽提物不能诱导nodA 的表达;能诱导nodB 和nodD１的表达;nodD２呈组成型表达;供试的

５种不同的类黄酮化合物都不能诱导nodA 基因表达;在 NGR２３４菌株中,毛地黄酮(Luteolin)能诱导nodA
表达.
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　　根瘤菌能特异地与豆科植物形成共生体Ｇ根瘤,
根瘤的发生、发展和形成过程是微生物与植物相互

识别、信号分子间相互作用的结果[１Ｇ３].根瘤菌在有

宿主植物分泌的类黄酮化合物信号分子条件下,启
动结瘤基因的表达并合成结瘤因子.结瘤因子作为

根瘤菌共生信号分子作用于寄主植物,引起植物细

胞一系列形态、生理生化变化直至根瘤器官的形

成[４Ｇ５].除了类黄酮化合物以外,甜菜碱(betaines)、
赤酮酸(erythronic)和季酮酸(tetronicacid)等化合

物也能作为结瘤基因的诱导物[６].根瘤菌的结瘤基

因分为三类:调节基因(nodD)、共同结瘤基因(nodＧ
ABCIJ)和 宿 主 专 一 性 基 因 (如 nodFEGPQ,

nodH).在根瘤菌中,nodD 是一类调节基因,通常

位于nodABC 的上游,但转录方向与nodABC 相

反.该基因的产物 NodD蛋白属于lysR类转录调

控因子(LRRTs)[７],被类黄酮化合物激活后通过结

合到nod 基因的上游结瘤盒(nodbox)上调nod 基

因的表达.不同的根瘤菌中nodD 基因的拷贝数有

所不同,调控共同结瘤基因表达的机制也十分复杂,
如苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti)中存

在多个nodD 基因,分别受不同类黄酮化合物诱导;

而 广 谱 根 瘤 菌 (Rhizobium sp．)NGR２３４ 中 的

nodD１基因,却可以同时受多种类黄酮化合物诱

导,与多种宿主植物共生结瘤[８].此外,有些根瘤菌

的 NodD蛋白除了能调控其他nod 基因转录之外,

还能调控自身表达.

百脉根是重要的模式豆科植物之一,在共生固

氮基础研究领域占有重要地位.然而与百脉根共生

的中慢生型根瘤菌(Mesorhizobiumloti)结瘤基因

诱导表达机制仍不清楚.在 M．loti MAFF３０３０９９
菌株中大部分结瘤基因位于染色体的共生岛上,预

测nodA 和nodB 上游各有一个保守的结瘤盒(nod

box)序列[９],nodAC 属于一个转录单元,nodB 则存

在于 另 一 转 录 单 元.２ 个 调 节 基 因 nodD１ 和

nodD２都位于nodB 的下游,nodD１与nodB 的转

录方向相反,而nodD２与nodB 的转录方向相同.

为了揭示 M．loti结瘤基因表达调控机制,本研究

利用lacZ 报告基因,构建不同的转录融合子导入宿

主菌中,通过百脉根根抽提物及５种不同的类黄酮

化合物处理,检测M．loti结瘤基因表达,旨在为分

离和鉴定中慢生型百脉根根瘤菌nod 基因诱导物
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提供材料.

1　材料与方法

1.1　材料来源

百脉根 (Lotusjaponicus)MG２０种子、常规的

克 隆 载 体、大 肠 杆 菌 菌 株 以 及 根 瘤 菌

MAFF３０３０９９、NGR２３４等均为华中农业大学农业

微生物学国家重点实验室所保藏.DNA 聚合酶

PrimeSTAR MaxPremix(２×)购自 TaKaRa(大
连)公司,四环素、XＧgal、ONPG、实验所用类黄酮化

合物等均购自Sigma公司.

1.2　植物材料准备

用浓 H２SO４处理百脉根 MG２０种子８~１５min
后,将 H２SO４吸出;无菌水洗４~５次;加入２％次氯

酸钠溶液消毒３~１０min;用无菌水洗６~７次;留
部分水浸没种子;４℃低温黑暗处理２４h;将吸胀的

种子移至 MS平板中,２２℃培养箱暗培养１~２d,

光照培养２~３d;转移到蛭石和珍珠岩中培养,用无

氮营养液浇灌幼苗.

1.3　载体构建

根据nodA、nodB、nodD１、nodD２基因的启动

子(nodpro)序列,设计并合成引物(表１).本研究

所用载体为华中农业大学农业微生物学国家重点实

验室改造后的pHC６０１载体,即用lacZ 报告基因取

代pHC６０载体上的GFP 基因及其上游的 T７启动

子.通过 Gibson等[１０]的方法将扩增得到的nodＧ

pro片段连接到pHC６０１载体上,构建nodＧlacZ 转

录融合子.反应体系１０μL,包括５μLGibson反应

液以及等物质的量的载体和片段,反应条件为５０℃
反应６０min.转化８μLGibson反应体系到大肠杆

菌感受态细胞中,进行菌落PCR并测序验证重组载

体的正确性.
表１　nodpro克隆引物

Table１　Primersfornodproclone

启动子 Promoter 长度/bpLength 上游引物 FＧPrimer(５′Ｇ３′) 下游引物 RＧPrimer(５′Ｇ３′)

nodApro １１８０
TTCGAGCTCGGTACCTAAAACACTGGＧ
GAGACACTGTG

GGATCCCCGGGTACCGGGTCTATＧ
GAACGGCCCTCC

nodBpro ５１２
TTCGAGCTCGGTACCGACGCTGACGＧ
GTTCCGC

GGATCCCCGGGTACCAGCTGCGAACＧ
CCTTGCG

nodD１pro ９４６
TTCGAGCTCGGTACCCCGCTCACCGAＧ
CACCTTG

GGATCCCCGGGTACCGGCTTTCACTＧ
TATCCATAGC

nodD２pro １００１
TTCGAGCTCGGTACCTTCCCATＧ
GAAGAGTTTAACTGATAC

GGATCCCCGGGTACCGCCTCATCTＧ
GTCCGTAACGTG

1.4　根瘤菌感受态的制备及电转化

参照王北艳等[１１]苜蓿中华根瘤菌感受态制备

方法,并加以改进:电转化缓冲液为用超纯水配制的

１０％甘 油 和 ０．５ mmol/L 蔗 糖 溶 液;２８ ℃、２００
r/min培养至 D６００ 达到 ０．４~０．５;每升培养物以

１mL预冷电转化缓冲液重悬,每管４０μL分装后液

氮速冻３min,于－８０℃ 冰箱保存.
1.5　百脉根根粗提物的制备

取生长２周的百脉根的根１g,研磨后加入１０
mL８０％甲醇,４℃ 旋转 １８h,１０００r/min 离心

２min,将上清分装入新的离心管中,３５℃真空抽

干,加１mLH２O 重悬,过滤除菌后储存于－２０℃
冰箱中备用.本研究中,每１．４mL诱导混合物中

加入了 ８０μL 百脉根根的粗提物 (rootextract,

RE).

1.6　βＧ半乳糖苷酶活性测定方法

根瘤菌接种于 TY(含１０μg/mL四环素)液体

培养基中培养约４８h;记录收集细胞时的D６００,并

用含四环素的TY稀释D６００至０．１;配制诱导混合物

(含４００μL稀释后的菌液、１mL无菌水、适量类黄

酮诱导物);于２８℃、２００r/min诱导培养;记录诱导

后混合物的D６００;取４００μL诱导后的培养物于新的

离心管中(２个重复);加入 ２０μL 氯仿和 ５０μL

０．１％SDS,涡旋混匀;３０℃水浴５min;在一个新的

离心管中加入８００μLZbuffer做为空白对照;在反

应管和空白对照管中分别迅速加入１６０μLONPG
贮备液并开始记时,将所有离心管置于３０℃水浴孵

育;当反应液颜色变黄时,加入０．４mL１mol/L 的

Na２CO３终止反应,并记录所用时间;用酶标仪检测

２
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D４２０和D５５０的值,计算βＧ半乳糖苷酶活性[１２].

2　结果与分析

2.1　MAFF303099 结瘤基因启动子上的结瘤盒分析

　　广谱根瘤菌 NGR２３４中有１９个结瘤盒,它们

都 有 一 段 共 有 序 列[１３]. 为 了 寻 找 M．loti
MAFF３０３０９９的结瘤盒序列,以根瘤菌 NGR２３４结

瘤盒的共有序列为模板,分别将 MAFF３０３０９９的

nodA、nodB、nodC、nodD１、nodD２的启动子序列

与模板序列比对,结果如表２所示,在nodA、nodB、

nodD１的 上 游 各 找 到 了 １ 个 结 瘤 盒 序 列,未 在

nodC 和nodD２的上游找到结瘤盒序列.因此,分
别克隆了共同结瘤基因nodA、nodB 以及调节基因

nodD１、nodD２的启动子序列用于后续的研究.

表２　MAFF３０３０９９结瘤基因启动子上的结瘤盒序列

Table２　PredictednodboxesidentifiedinMAFF３０３０９９nodgenepromoters

基因

Gene
基因座标签

Locustag
结瘤盒序列

nodboxsequence
位置１)

Location
错配数

Mismatch

nodA MAFF_RS２５２１０
CATCCATAGCGTGGATGCTCGCGATCTAＧ
AACAATCAATTTTACCAATCC

－８１~－２２ １

nodD１ MAFF_RS２５２６５
TATCCATAGCGTGGATGCTCGCGATCTAＧ
AACAATCGATTTTACCAAACT

－５９~－１１ １

nodB MAFF_RS２５２４５
TATCCGCAACGTGGATGCTTGTＧ
CATCGAAACAATCGATTTTGCCGATTG

－３３８~－２９０ ６

Consensus
inNGR２３４

YATCCAYNNYRYRGATGNNNNYNATCＧ
NAAACAATCRATTTTACCAATCY

０

　注:根瘤菌 NGR２３４的结瘤盒共有序列参照文献[１０];R代表碱基 A或 G;Y代表碱基 U、T或 C;N代表任何一种碱基;１):结瘤盒

的位置以结瘤基因为参照.Note:ThenodboxconsensussequenceinNGR２３４showninreferenceliterature[１０];RforeitherA

orG;YreplacingU,T,orC;Nisforanybase．１):Thelocationindicatsesdistancefromthecorrespondingnodgene．

2.2　 nodＧlacZ 转录融合子构建

根据 MAFF３０３０９９菌株基因组提供的nodA、

nodB、nodD１、nodD２基因信息,鉴定出各基因的启

动子序列并设计引物.以M．loti MAFF３０３０９９菌

株的总DNA为模板,PCR扩增得到各个基因的启

动 子 序 列,nodApro、nodBpro、nodD１pro、

nodD２pro等４个启动子的长度分别为１１８０、５１２、

９４６、１００１bp(图１A).利用 Gibson一步法克隆技

术,分别将结瘤基因启动子连接到pHC６０１载体上

KpnⅠ酶切位点(图１B),构建不同的nodＧlacZ 转

录融 合 载 体.将 这 些 载 体 分 别 转 入 大 肠 杆 菌

DH１０B中扩增,所克隆片段经PCR验证及测序正

确后,通过电转化将这些转录融合载体分别导入中

慢 生 型 根 瘤 菌 MAFF３０３０９９ 和 广 谱 根 瘤 菌

NGR２３４菌株中,在含有四环素的根瘤菌培养基

(TY)上筛选转化子.
2.3　百脉根 RE 诱导 nodＧlacZ 转录融合子表达

　　用百脉根 RE分别诱导含有nodＧlacZ 融合子

的M．loti MAFF３０３０９９菌株,取１．５μL(D６００＝

０．１)菌液 接 种 到 含 有 XＧGal的 TY 平 板 上 培 养

２４h,观察菌落颜色.结果显示,含nodBＧlacZ 和

nodD１ＧlacZ 的根瘤菌经 RE处理后的菌落颜色变

蓝,nodD２ＧlacZ 在加或不加 RE时菌落都变蓝,含

nodAＧlacZ 的重组菌株在加或不加诱导物 RE的情

况下,始终不变蓝(图２).这表明,nodB 和nodD１
的转录融合子能被RE诱导表达;nodA 的转录融合

子不能被 RE诱导表达;nodD２的转录融合子表达

不依赖于诱导物RE,呈组成型表达.
2.4　百脉根 RE 诱导时间对 nodＧlacZ 表达的影响

为了探究不同诱导时间下,RE 对各个nodＧ
lacZ 的诱导情况并寻找 RE的最佳诱导时间(由于

nodAＧlacZ 在XＧGal平板上没有变蓝,因此没有检

测该融合子),分别在不同的诱导时间点取样,测定

βＧ半乳糖苷酶酶活并绘制诱导时间曲线(图３).结

果显示,前８h,nodBＧlacZ、nodD１ＧlacZ 和nodD２Ｇ
lacZ 的表达水平保持不变并与对照组无差别,之后

随着诱导时间的增加而增加;诱导２２h后均为本底

酶活水平的２~３倍.

３
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　A:nodA、nodB、nodD１和nodD２启动子PCR扩增产物胶图;B:pHC６０１质粒图谱;M:DNA分子质量标准;灰色

三角代表nod 启动子的插入位点.A:PCRproductsofnodA promoter,nodB promoter,nodD１promoterand

nodD２promoterrespectively;B:MapofpHC６０１．M:DNA Marker;Greytriangle:TheinsertionsiteofnodproＧ

moter．

图１　pHC６０１ＧnodＧlacZ重组表达载体构建

Fig．１　ConstructionofpHC６０１ＧnodＧlacZplasmid

　CK＋:组成型表达lacZ 的M．lotiNZP２２３５;CK－:为野生型

M．loti MAFF３０３０９９;A:水 处 理 组;B:RE 处 理 组.CK＋:

M．lotiNZP２２３５constitutiveexpressionoflacZ;CK－:Wild

typeM．loti MAFF３０３０９９;A:Watertreatment;B:REtreatＧ

ment．

图２　nodＧlacZ转录融合子在M．lotiMAFF３０３０９９中的表达

Fig．２　ExpressionofnodＧlacZfusionsinM．lotiMAFF３０３０９９

2.5　诱导后根瘤菌浓度对βＧ半乳糖苷酶酶活测定

的影响

　　为了优化根瘤菌nodＧlacZ 表达量测定方案,在

测定βＧ半乳糖苷酶酶活性的反应体系中分别加入

１００、２００、４００、８００μL诱导后的菌液,以 ONPG 为

底物,观察颜色差异和测定酶活.结果显示,除了

nodD２ＧlacZ 以外,nodBＧlacZ 以及nodD１ＧlacZ 百

脉根RE处理组的颜色明显深于水处理组的颜色,

nodD２ＧlacZ 处理组的颜色与未处理组差异不大

(图４A);通过测定βＧ半乳糖苷酶的活性,定量分析

了各个nodＧlacZ 融合子在 M．loti MAFF３０３０９９
中的表达情况,结果显示:当重组菌株的菌液量达到

４００μL后,nodBＧlacZ 以及nodD１ＧlacZ 的 RE 处

理组的酶活上调了２~３倍,而nodD２ＧlacZ 的 RE
处理组的酶活上调不到２倍(图４BＧD).

４
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　AＧC:分别表示不同诱导时间下,nodBＧlacZ、nodD１ＧlacZ 和nodD２ＧlacZ 的βＧ半乳糖苷酶酶活.AＧC:TheβＧgalＧ

actosidaseactivitiesofnodBＧlacZ,nodD１ＧlacZandnodD２ＧlacZfusionsrespectively．

图３　诱导时间对nodＧlacZβＧ半乳糖苷酶酶活的影响

Fig．３　TheeffectsofinductiontimeonβＧgalactosidaseactivitiesofnodＧlacZfusions

　A:终止反应后的反应液颜色;＋:RE处理组;－:水处理组;BＧD:受 RE诱导后,不同浓度的重组根瘤菌的βＧ半

乳糖苷酶酶活.A:Colorofthereactionliquidafterterminatedthereaction．＋:REtreatment;－:WatertreatＧ

ment;BＧD:TheβＧgalactosidaseactivitiesafterreactionwithdifferentconcentrationofbacteriumculture．

图４　菌液浓度对nodＧlacZ的βＧ半乳糖苷酶酶活的影响

Fig．４　TheeffectsofconcentrationofbacteriumcultureonβＧgalactosidaseactivitiesofnodＧlacZ

2.6　类黄酮化合物诱导 nodＧlacZ 转录融合子的表

达分析

　　为了鉴定诱导 MAFF３０３０９９结瘤基因表达的

类黄酮化合物,检测了芒柄花黄素 (FormononeＧ
tin)、花 旗 松 素 (Taxifolin hydrate)、毛 地 黄 酮

(Luteolin)、柚皮苷(Naringin)、柚皮素 (NaringeＧ
nin)等５种商购的类黄酮化合物诱导nodＧlacZ 转

录融 合 子 的 表 达 情 况.结 果 显 示:在 M．loti
MAFF３０３０９９菌株中,供试的５种类黄酮化合物都

不能诱导nodAＧlacZ 的表达;Formononetin和 NaＧ
ringin分别能诱导nodBＧZ 的表达,而nodD１ＧlacZ

和nodD２ＧlacZ 的只能被 Naringin诱导(图５A).
在 Rhizobium sp．NGR２３４ 中,Formononetin 和

Naringenin分别能诱导nodBＧlacZ 的表达,LuteoＧ
lin能诱导nodAＧlacZ 表达(图５B).

3　讨　论

不同的根瘤菌中nodD 基因拷贝数有所不同,
同一种根瘤菌中不同的nodD 基因的表达调控模式

和功能也存在很大差异.M．loti MAFF３０３０９９结

瘤基因nodA、nodB 和nodD１的上游分别有１个保

守 的结瘤盒序列,推测它们的表达可能受到NodD

５
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　A:M．lotiMAFF３０３０９９中nodＧlacZ 转录融合子在含有 XＧGal的 TY平板上的表达情况;B:NGR２３４中nodＧ

lacZ 转录融合子在含有 XＧGal的TY平板上的表达情况.A:ExpressionoflacZinMAFF３０３０９９withnodＧlacZon

TYplatecontainingbothXＧGalandtetracycline．B:ExpressionoflacZinNGR２３４withnodＧlacZonTYplateconＧ

tainingbothXＧGalandtetracycline．

图５　类黄酮诱导nodＧlacZ转录融合子的表达情况

Fig．５　TheexpressionofnodＧlacZfusionsaftertreatedbydifferentflavonoids

调控蛋白的调控.本研究通过XＧGal平板实验发现

nodD２ＧlacZ 在不受RE诱导的情况下也能表达;而

nodBＧlacZ 和nodD１ＧlacZ 在 RE处理后才能够表

达.根据以上结果推测,调控基因nodD２在M．loＧ
tiMAFF３０３０９９中呈组成型表达,而nodD１的表

达可能受到 NodD２或其他调控蛋白的调控,这种

NodD蛋白调控自身表达以及 NodD之间的互相调

控的情况在许多根瘤菌中都有报道[１４Ｇ１５];共同结瘤

基因nodB 的表达受“NodDＧ类黄酮”复合物的调

控.nodA 基因的上游也有一个保守的结瘤盒,在

M．lotiMAFF３０３０９９中却不被RE诱导表达,其原

因可能是根中其他类黄酮化合物或非类黄酮化合物

的调控,而本研究所提取的类黄酮粗提物中是否含

有此种化合物还有待深入分析.
通过定量分析发现,nodBＧlacZ、nodD１ＧlacZ、

nodD２ＧlacZ 的βＧ半乳糖苷酶酶活都能被 RE诱导

上调;但nodBＧlacZ 和nodD１ＧlacZ 的βＧ半乳糖苷

酶酶活始终只上调２~３倍;nodD２ＧlacZ 受 RE诱

导后的酶活也有一定的上调.根据以上结果推测,

NodD２蛋白不仅能激活其他nod 基因表达还能调

控自身表达,但是 NodD２和 NodD１的调控效率可

能不高,因此导致nodB 基因上调不明显.有研究

表明,苜蓿中华根瘤菌(S．meliloti)NodD１对自身

nod 基因的转录调控水平仅为其他根瘤菌 NodD的

２５％[１６].

nodbox 是 位 于nod 基 因 启 动 子 区 的 一 段

DNA序列,含有２个保守的 ATCＧN９ＧGAT回文序

列,该回文序列是 NodD调控蛋白的特异性结合位

点.有研究表明,nodbox序列对nod 基因启动子

活性有极大影响,当nod 基因上游的nodbox５′或

３′的保守核苷酸序列缺失突变后,该nod 基因的转

录受阻;当nodbox中的个别核苷酸突变后,该nod
基因的启动子活性或(和)“NodDＧ类黄酮”复合物与

nodbox结合效率发生相应改变[１７].可见,nod 基

因启动子区的nodbox也是调控nod 基因转录的一

个重要因素,本研究中共同结瘤基因nodA 和nodB
上游各有一个nodbox,虽然２个nodbox的保守序

列与其他种属根瘤菌较为一致,但其不保守序列却

存在较大差异(图６),这些差异也可能影响启动子

活性以及“NodDＧ类黄酮”复合物与nod box结合

效率.

６
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　R．leg:豌豆根瘤菌变种viciae;R．tri:豌豆根瘤菌变种trifolii;S．mel苜蓿中华根瘤菌;B．jap:慢生型大豆根

瘤菌;M．loti:中慢生型百脉根根瘤菌 MAFF３０３０９９.粗体表示ATCＧN９ＧGAT回文序列.R代表碱基A或G;Y表

示碱基 U、T或C;N代表任意碱基.R．leg、R．tri、S．mel以及B．jap 几种根瘤菌的结瘤盒序列见参考文献[１８].

R．leg:R．leguminosarumbv．viciae;R．tri:R．leguminosarumbv．trifolii;S．mel:S．meliloti;B．jap:B．jaＧ

ponicum;M．loti:M．lotiMAFF３０３０９９．TheATCＧN９ＧGATrepeatsareindicatedinboldfacetype．RforeitherAor

G;YreplacingU,T,orC;Nisforanybase．ThenodboxsequencesofR．leg,R．tri,S．melandB．japshownin

referenceliterature[１８]．

图６　根瘤菌共同结瘤基因结瘤盒序列比较

Fig．６　Sequencecomparisonofdifferentnodboxesupstreamfromthecommonnodgeneoperons

　　不同的“NodDＧ类黄酮”复合物,能结合不同的

nodbox,并且诱导nod 基因表达的效率也不同[１９].

Luteolin和 Naringenin是激活广谱根瘤菌 NGR２３４
中 NodD１蛋白的２种诱导物,能分别使 NGR２３４
自身nod 基因表达上调６倍和１５倍[１４].本研究

中,由于广谱根瘤菌 NGR２３４中的nod 基因调控网

络与M．lotiMAFF３０３０９９中的不同,因此,导致了

nodAＧlacZ、nodBＧlacZ 在广谱根瘤菌 NGR２３４中

被诱导的情况与在 M．loti MAFF３０３０９９中有所

不同.
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ConstructionandexpressionstudyofMesorhizobiumlotinodＧlacZfusions

PEIJunqing　DUANLiujian　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThepromotersequencesofnodA,nodB,nodD wereclonedbasedonthegenomicinforＧ
mationofMesorhizobiumlotiMAFF３０３０９９andfusedwiththereportergenelacZtoconstructthenodＧ
lacZfusionseparately．ThenthesefusionswereseparatelytransformedintoM．loti MAFF３０３０９９and
Rhizobiumsp．NGR２３４todetecttheexpressionofthesenodgenesafterinducedbyLotusjaponicus
rootextract(RE)．TheresultsshowedthattherewasnoexpressionofnodA whentreatedwithrootexＧ
tracts．REinducedexpressionofnodBandnodD１,butshowedupregulationofjust２Ｇ３times．nodD２exＧ
pressedconstitutivelyinM．loti MAFF３０３０９９．NeitheroftheseinducedtheexpressionofnodA in
M．lotiMAFF３０３０９９inducedby５differentflavonoidcompoundsseparately,buttheexpressionofnodA
wasdetectedinNGR２３４straintreatedbyLuteolin．

Keywords　Mesorhizobiumloti;nodulationgenes;rootextract;nodＧlacZfusion
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