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百脉根 LjSERKs 基因家族在根瘤共生中的功能鉴定
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摘要　为探索百脉根中的体细胞胚胎发生受体类蛋白激酶基因(somaticembryogenesisreceptorＧlikekinaＧ
ses,SERKs)家族在根瘤共生过程中的功能和作用机制,根据拟南芥AtSERKs基因序列,从百脉根基因组中鉴

定到８个同源基因(LjSERKs).利用 CRISPRＧCas９基因组编辑和毛根转化技术,分别敲除LjSERKs家族不

同基因,观察并分析其对共生结瘤表型的影响.结果显示:敲除LjSERK２、LjSERK３、LjSERK６和LjSERK７
后,其植株结瘤数与对照植株相比均无明显差异;敲除LjSERK８后,植株结瘤数显著减少.这些结果表明

LjSERK８参与根瘤共生过程,而该家族其他基因间可能存在功能冗余现象.
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　　植物体拥有丰富多样的受体类蛋白激酶,其中

的典型代表就是富含亮氨酸重复序列的受体蛋白激

酶(leucineＧrichrepeatreceptorＧlikekinases,LRRＧ
RLKs)[１].依据胞外 LRR数量与结构上的差异特

征,将LRRＧRLKs划分为１３大亚家族,其中体细胞

胚胎发生受体类蛋白激酶基因 SERKs(somatic
embryogenesisreceptorＧlikekinases,SERKs)从属

于第二大亚家族[２].SERKs最早发现于胡萝卜中,
是作为体细胞向胚性细胞过渡时期表达的关键基

因[３].随后,研究者又在苜蓿、可可、柑橘、拟南芥等

多种植物中发现SERKs 基因.目前,研究最多的

是拟南芥的SERKs基因[４].在拟南芥中,共鉴定

了５个SERKs 基因,分别命名为 AtSERK１、AtＧ
SERK２、AtSERK３、AtSERK４、AtSERK５.虽 然

不同物种的SERK 基因来源不同,但是其基本结构

大致相似,具有典型的胞外结构域、跨膜结构域和胞

内激酶结构域的 LRRＧRLKs结构特征[５].研究表

明,AtSERK１和AtSERK２参与孢子体的发育,而
且彼此可能存在相互作用或功能互补的情况[６Ｇ７].

AtSERK１、AtSERK２、AtSERK３、AtSERK４是促

进气孔形成过程所必需的基因[８].而且,AtSERK３
还与油菜素内酯(brassinosteroid,BR)信号转导紧

密相关[９],体外生化试验和磷酸化试验证实,AtＧ

SERK３可以与 BRI１相互作用,且彼此可相互磷酸

化[１０Ｇ１２].此外,SERK３与FLS２(flagellinＧsensing２)形
成复合物[１３],参与植物的免疫应答反应[１４].

为探索百脉根中的SERKs基因家族在根瘤共

生中的功能与作用机制,本研究从百脉根数据库中

鉴定得到８个SERKs 基因.利用 CRISPRＧCas９
基因组编辑技术,分别定向编辑８个SERKs基因,
经过毛根转化实验体系,统计百脉根根上的结瘤数,
分析 共 生 结 瘤 表 型,旨 在 为 进 一 步 阐 明 百 脉 根

SERKs基因家族在根瘤菌侵染、根瘤发生和发育过

程中的功能和作用机制提供材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料及载体

百脉根(Lotusjaponicus)MG２０生态型种子由

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室保存.
百 脉 根 野 生 型 根 瘤 菌 Mesorhizobium loti
MAFF３０３０９９由中国科学院华南植物园提供,保存

于－８０℃超低温冰箱中.pBluescriptＧLjU６中间载

体和pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９骨架载体由笔者

所在实验室改造而来[１５].
1.2　百脉根 SERKs 基因的 sgRNA 设计

根据百脉根的SERKs基因序列,在CRISPRＧP
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(http://cbi．hzau．edu．cn/cgiＧbin/CRISPR)软件[１６]

上分析,寻找合适的基因靶位点.结合软件预测、

GC含量和靠前外显子区域考虑,对每个基因选择

２~３个靶位点,设计对应的sgRNA序列.
1.3　CRISPRＧCas9 体系敲除靶基因载体的构建

以PTG(polycistronictRNAＧgRNA)为模板,
设计特异性引物,PCR 扩增得到 ３ 个 含tRNAＧ
gRNA的PTG序列,这是在原来设计１个sgRNA
的基础上[１５]改进而来,以提高对靶基因的编辑效

率.将中间载体pBluescriptＧLjU６经BbsⅠ酶切线

性化,与tRNAＧgRNA 序列连接,之后经过 KpnⅠ
和XbaⅠ双酶切,将LjU６ＧtRNAＧsgRNA特异结构

单元,酶连到经 KpnⅠ和 XbaⅠ双酶切的pCAMＧ
BIA１３００ＧsGFPＧCas９骨 架 载 体 上,完 成 CRISPRＧ
Cas９系统毛根转化载体的构建.
1.4　百脉根毛根转化体系

百脉根毛根转化方法主要参考LotusjaponiＧ
cus手册,并作少量修改.百脉根 MG２０种子用浓

硫酸处理８~１２min,无菌水漂洗３~４次,再用NaＧ
ClO消毒１０~１５min.再加少许水浸没种子,４℃
暗处理２~３d使种子充分吸胀,然后置于 MS培养

基上.２２℃条件下,正置暗培养２d至下胚轴生长

到合适长度,光照培养(光/暗,１６h/８h)２~３d至

子叶撑开.用活化的发根农杆菌 LBA１３３４侵染下

胚轴剪切的幼苗３０min后,将幼苗置于 MS上暗培

养２d,光照培养(光/暗,１６h/８h)３d.随后,幼苗

在 HRE培养基上生根１０~１５d.荧光显微镜下,
通过 GFP筛选标记鉴定阳性苗后,室温炼苗１d.
将幼苗移栽到经过高温高压灭菌的珍珠岩＋蛭石

(V珍珠岩 ∶V蛭石 ＝１∶２)的基质中,并施以无氮营养

液.栽 培 ５d 之 后,接 种 野 生 型 根 瘤 菌 M．loti
MAFF３０３０９９.３周后,观察并统计结瘤数,分析共

生结瘤表型.
1.5　基因组的提取及靶基因位点的突变检测

取毛根转化植株的阳性根为材料,液氮研磨抽

提基因组 DNA,具体操作参考 TIANGEN 公司的

植物基因组DNA提取试剂盒 (DP３０５)说明书.以

抽提的植物根基因组 DNA 为模板,设计靶基因的

特异引物,PCR 扩增目的片段,酶连单克隆载体

pEASYＧBlunt,转化大肠杆菌后,挑取单菌落送测

序.利用SnapGene软件,比对测序结果与靶基因

序列,分析基因组编辑情况.
1.6　数据处理与分析

所有植株结瘤数据是以转入了空载体的百脉根

MG２０ 植 株 为 对 照,采 用 双 尾 卡 方 检 验 以 及

Student’stＧtest分析方法进行显著性差异分析.

2　结果与分析

2.1　百脉根 SERKs 基因的结构特征

利用百脉根数据库信息进行Blast序列比对分

析,鉴定得到８个与拟南芥SERK 同源性高的基

因,并 分 别 命 名 为 LjSERK１、LjSERK２、􀆺

LjSERK８.为深入了解并确认百脉根的SERKs
基因与AtSERKs 基因的同源关系,采用 Mega５．１
软件构建系统进化树.从进化树上看出,百脉根８
个SERK 基因位于不同染色体上,并分为２个大

类,其中LjSERK１、LjSERK２、LjSERK３与拟南

芥 AtSERK１、LjSERK２、LjSERK３、LjSERK４、

LjSERK５ 分 在 一 类,而 LjSERK４、LjSERK５、

LjSERK６、LjSERK７、LjSERK８在另一类(图１).
选取其中的LjSERK２和LjSERK３为代表进行基

因结构分析,其中LjSERK２基因定位在第５号染

色体上,全长６７４２bp,有１２个外显子,含有６６９个

氨基酸;而LjSERK３则定位在第６号染色体上,全
长为８０６４bp,有１１个外显子,含有６１６个氨基酸.
2.2　CRISPRＧCas9 系统毛根转化载体的构建

为了获得LjSERKs的功能缺失突变体,利用

CRISPRＧCas９系统对LjSERKs 基因家族进行编

辑,构建CRISPRＧCas９敲除的毛根转化载体.首先

完成LjU６启动sgRNA 结构单元(图２A),通过酶

切与酶连的途径,将LjU６ＧtRNAＧsgRNA元件连接到空载

体pCAMBIA１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９上(图２B),并进行

PCR鉴定(图２C).构建完成８个SERKs基因的毛根转

化 载 体,分 别 为 p１３００ＧsGFPＧ２ × ３５SＧCas９ＧLjU６Ｇ
LjSERK１、p１３００ＧsGFPＧ２ × ３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK２
(图３)、p１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK３、p１３００Ｇ
sGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK４、p１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧ
Cas９ＧLjU６ＧLjSERK５、p１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６Ｇ
LjSERK６、p１３００ＧsGFPＧ２ × ３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK７、

p１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK８.
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图１　SERK系统进化树分析

Fig．１　PhylogenetictreeanalysisofLjSERKsandAtSERKs

　A:PCR扩增LjSERK２的tRNAＧsgRNA结构单元;B:从pBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧLjSERK２载体扩增LjU６ＧtRNAＧsgRNA结构单元;

C:PCR 鉴 定 pC１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK２ 载 体.A:PCRamplificationproducts．Lane１Ｇ３:ThetRNAＧsgRNA unitof

LjSERK２;B:PCRamplificationproducts．Lane１Ｇ３:TheLjU６ＧtRNAＧsgRNAproductsfrompBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧLjSERK２vector;

C:PCRamplificationproducts．Lane１Ｇ４:TheLjU６ＧtRNAＧsgRNAproductsfrompC１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK２vector．

图２　CRISPRＧCas９系统毛根转化载体的构建与鉴定

Fig．２　ConstructionandidentificationofCRIPRＧCas９hairroottransformationvectors

pC１３００ＧsGFPＧ２×３５SＧCas９ＧLjU６ＧLjSERK２

图３　CRISPRＧCas９系统介导的基因编辑载体

Fig．３　ThevectorofCRISPRＧCas９systemＧmediatedgeneediting

１１
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2.3　毛根转化共生结瘤表型的分析

为研究LjSERKs基因家族在百脉根根瘤共生

过程中对共生结瘤表型的影响,采用百脉根毛根转

化技术对植株结瘤表型进行深入分析.将空载体

pCAMBIA１３００ＧsGFP和构建的相应SERKs 基因

的CRISPRＧCas９ 载体通过发根农杆菌 A．rhizoＧ
genesLBA１３３４介导的转化方式,侵染经过剪切的

下胚轴的百脉根 MG２０幼苗,经过１０~１５d生根培

养,得到转基因植株,再经过 GFP荧光标记鉴定之

后,种植转基因阳性植株,５d后接种野生型根瘤菌

MAFF３０３０９９,观察接种３周后的结瘤情况,并对结

瘤数进行统计分析.结果显示:与对照植株相比,单
敲除SERK８基因,结瘤数显著减少(图４A),表明

SERKs家族中的SERK８基因可能参与根瘤共生

过程,在共生信号转导过程的晚期阶段,影响了共生

结瘤表型,导致结瘤数发生显著性变化;单敲除百脉

根的SERK２、SERK３、SERK６、SERK７基因后,
其植株的结瘤数均没有发生显著性变化(图４B),表

　A:空载体p１３００与CRISPRＧCas９介导的LjSERK２、LjSERK３、LjSERK６、LjSERK７、LjSERK８的毛根转化结瘤表型;B:空载体

p１３００与LjSERK２,LjSERK３,LjSERK６,LjSERK７,LjSERK８转基因单株苗的毛根结瘤数统计,∗∗表示经Student’stＧtest检

验,CRISPRＧCas９ＧLjSERK８与空载体相比,具有显著性差异(∗∗:P＜０．０１).A:Nodulationphenotypesofemptyvectorp１３００and

CRISPRＧCas９transgentichairyrootsofLjSERK２,LjSERK３,LjSERK６,LjSERK７,LjSERK８;B:Thenodulenumbersperplanton

emptyvectorandtransgentichairyrootsofLjSERK２,LjSERK３,LjSERK６,LjSERK７,LjSERK８．Asterisks∗∗indicatedstatistiＧ

callysignificantdifferences(P＜０．０１)betweenCRISPRＧCas９ＧLjSERK８andemptyvectorasdeterminedbyStudent’stＧtest．

图４　CRISPRＧCas９系统介导的百脉根SERK 基因的编辑对植株结瘤的影响

Fig．４　CRISPRＧCas９systemＧmediatedmutagenesisofLjSERKseffectsnoduleformation
明可能基因之间存在功能冗余的现象,具有互补彼

此功能缺失表型的作用,导致未产生结瘤表型的显

著性差异.
2.4　CRISPRＧCas9 系统定点编辑百脉根 SERKs
基因

　　为了确认LjSERKs基因家族毛根转化的结瘤

表型是由CRISPRＧCas９系统敲除基因后而造成的,
从每个SERK 基因通过毛根转化体系获得的转基

因阳性植株中,随机挑选出２株,剪下带 GFP荧光

筛选标记的阳性根,抽提根的基因组 DNA,通过设

计的特异性靶位点引物,PCR扩增特定的靶基因片

段,酶连到pEASYＧBlunt克隆载体,挑取单菌落送

公司测序.利用SnapGene软件,比对测序结果与

靶基因序列,分析基因组编辑情况.结果发现,这８
个SERK 基因都发生了比较显著的基因突变,其中

以缺失突变为主要突变形式,并伴随有插入突变和

单碱基突变,每个靶基因的各个靶位点的编辑效

率 也各有差异(图５).其中,LjSERK１、LjSERK２、

２１
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　AＧH:由pCas９ＧLjU６ＧsgRNA 载体引发百脉根的SERK１、SERK２、SERK３、SERK４、SERK５、SERK６、SERK７、SERK８的基因编

辑.红色区域表示突变类型(“－”代表 DNA缺失;“＋”代表插入突变;“̂”代表单碱基突变).突变比例显示在右边.AＧH:Thegene

editingofLjSERK１,LjSERK２,LjSERK３,LjSERK４,LjSERK５,LjSERK６,LjSERK７,LjSERK８inducedbypCas９ＧLjU６ＧsgRNA

vectors．Redsectionmeansthetypeofmution(“－”indicatesDNAdeletion;“＋”representsinsertionmutation;“̂”representssingle

basemution)．Themutantrateareshowninrightside．

图５　CRISPRＧCas９系统介导的LjSERKs的基因编辑

Fig．５　CRISPRＧCas９systemＧmediatedgeneeditingofSERKinLotusjaponicus

３１
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LjSERK５和LjSERK８同时发生缺失突变、插入

突变和单碱基突变,编辑效率也较高(图５A、B、E、

H).对于LjSERK１和LjSERK７,由于靶基因对

应的２个sgRNA相距很近,同时引导 Cas９蛋白行

使切割功能,编辑效果尤为显著(图５A、G).相对

其 他 基 因,对 于 LjSERK３ 的 编 辑 水 平 较 低

(图５C),可能主要与sgRNA 结合靶序列特异性和

一定程度的脱靶效应有关.总体而言,每个基因都

被不同程度地编辑而发生基因突变,而造成编辑水

平高低的主要原因可能与sgRNA 的碱基组成分

布、GC含量、对靶基因位点亲和性等因素相关.因

此,对靶标基因同时设计多个相应的sgRNA,以确

保提高编辑效果.结合毛根转化结瘤表型结果分

析,表明LjSERKs家族基因被编辑后发生了基因

突变,影响根瘤共生过程,产生了基因功能缺失的结

瘤表型.

3　讨　论

作为研究基因功能的重要手段,CRISPRＧCas９
基因组编辑技术以其系统优越性和高效性被越来越

多的研究者所采用[１７Ｇ１８].目前,拟南芥 AtSERKs
基因研究得最多也最为透彻,AtSERKs 参与体细

胞胚的发育、孢子体的形成、病原体的防御、气孔形

成和油菜素内酯信号转导等生理活动.本研究以

AtSERKs功能研究为基础,鉴定了百脉根中与拟

南芥同源的SERKs基因,运用百脉根毛根转化体

系,采用 CRISPRＧCas９ 技术定向编辑 SERKs 基

因,获得了基因功能缺失突变体,研究SERKs基因

在百脉根根瘤共生中的功能,结果显示:单敲除

LjSERK８,与对照植株相比,其共生结瘤数显著减

少,表明该基因极有可能参与共生信号转导途径,且
是根瘤器官发生时期所必不可少的关键基因,作为

正 调 控 子 发 挥 作 用.LjSERK２、LjSERK３、

LjSERK６、LjSERK７功能缺失后,并没有产生共

生结瘤表型上的差异,说明这些基因可能不参与根

瘤共生过程,也有可能存在基因功能冗余的现象.
有研究表明,在其他植物中,２个或者多个SERKs
基因同时在某项生理活动中行使功能,当其中一个

基因功能缺失,不影响其相应的表型[１９].关于豆科

植物的SERKs基因是否也存在类似的情况,在共

生信号转导途径中是否存在基因功能冗余,需要分

析将百脉根的多个SERK 基因同时敲除后对根瘤

共生表型的影响.此外,通过CRISPRＧCas９技术的

毛根转化体系获得的突变株虽然可以快速检测突变

体的表型,但依然存在嵌合体的情形,一定程度上会

干扰表型的观测.若要深入研究LjSERKs敲除后

对根瘤共生表型的影响,还需要通过稳定转化体系,
获得基因完全敲除的转基因突变体来分析.

有研究表明,AtSERK３还参与调控植物的免

疫防御反应,LjSERK３是否也具有类似功能,这二

者具有较高的同源性,基因结构组成也极为相似.
在豆科植物中,根瘤菌不被当作病原体被免疫,反而

与其形成根瘤器官,行使固氮功能,一定程度上可能

是植物对根瘤菌的免疫防御被抑制.有报道指出豆

科植物免疫防御在根瘤菌入侵百脉根的起始阶段是

先上调的,随后又下调[２０Ｇ２２],推测LjSERK３可能是

豆科植物根瘤共生中的免疫抑制的一个重要因素,
其机制还有待进一步研究.
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IdentifyingthefunctionofLjSERKsgenefamilyinrootnodulesymbiosis

WANGTao　FENGYong　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Somaticembryogenesisreceptorproteinkinasegene(SERKs)belongstothefamilyof
genesencodingLRRreceptorkinaseandparticipatesinmultiplelifeactivitiesincludingplantgrowth,deＧ
velopmentandimmunity．Eighthomologousgenes(LjSERKs)wereidentifiedfromArabidopsisthaliＧ
anaAtSERKsgenesequencetoexplorethefunctionand mechanism ofSERKsgenefamilyinthe
processofnodulesymbiosis．UsingtheCRISPRＧCas９genomeeditingandhairroottransformationtechＧ
nique,thedifferentgenesoftheLjSERKsfamilywereknockedoutseparately．TheeffectsonthesymbiＧ
oticnodulephenotypewereobservedandanalyzed．Theresultsshowedthatthenumberofnoduleswas
notdifferentsignificantlyfromthatofthecontrolplantsafterknockoutingLjSERK２,LjSERK３,

LjSERK６and LjSERK７．The numberofnodules wassignificantly decreased after knockouting
LjSERK８．ItisindicatedthatLjSERK８isinvolvedinthenodulesymbiosisprocessandtheremaybe
functionalredundancybetweenothergenesinthefamily．

Keywords　Lotusjaponicus;SERKsgenefamily;CRISPRＧCas９technology;symbioticnodules
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