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摘要　为明确半胱氨酸蛋白酶与定型根瘤 衰 老 的 相 关 性,通 过 与 已 鉴 定 的 紫 云 英 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶

AsNODf３２进行序列比对分析,从百脉根中鉴定出２个与根瘤衰老相关的蛋白酶基因LjCyp１和LjCyp５.蛋

白序列及结构分析表明,LjCyp１和LjCyp５同源性高达９６．２％,均含有２个典型的半胱氨酸蛋白酶结构域和液

泡定位信号肽,属于木瓜蛋白酶家族.体外酶活检测显示,２个蛋白都具有半胱氨酸蛋白酶活性.通过 RealＧ
timePCR和组织化学定位分析表明,２个蛋白酶基因主要在成熟和衰老的根瘤中表达.结果表明LjCyp１和

LjCyp５可能在百脉根根瘤衰老过程中发挥重要作用.
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　　在豆科植物与根瘤菌的共生固氮系统中,根瘤

是重要的固氮器官,根瘤的发育、成熟及衰老对固氮

效率都有着深远的影响,直接影响植物的生长、发育

和产量.因此,延缓根瘤衰老、提高根瘤固氮效率在

生产实践中具有重要意义.已有的研究表明,在根

瘤衰老的过程中,包括半胱氨酸蛋白酶在内的一系

列蛋白水解酶会被激活.在豌豆中,鉴定出一个与

根瘤发育、种子萌发和胁迫相关的半胱氨酸蛋白酶

基因PsCyp１５a,该基因在根瘤衰老过程中上调表

达,将PsCyp１５a在紫花苜蓿根瘤中过量表达时,能
加速根瘤的衰老[１].同时在苜蓿中抑制该蛋白的同

源基因 MsCyp１５a的表达后,延迟了根瘤衰老进

程[２].Naito等[３]在紫云英中也鉴定出一个与根瘤

衰老 相 关 的 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 基 因 AsNODf３２.

Moreno等[４]从模式植物蒺藜苜蓿中,鉴定出６个半

胱氨酸蛋白酶基因,作为根瘤发育和衰老的标记基

因.然而,目前所发现与根瘤衰老相关的半胱氨酸

蛋白酶基因都来自于不定型根瘤.在百脉根、大豆

等定型根瘤中虽然也有大量根瘤特异表达的半胱氨

酸蛋白酶基因[５],但还没有明确有多少或有哪些半

胱氨酸蛋白酶基因与根瘤衰老相关.本研究以百脉

根为材料,通过同源比对分析鉴定出百脉根中可能

与根瘤衰老相关的半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 LjCyp１ 和

LjCyp５,探索LjCyp１和LjCyp５在定型根瘤衰老

过程中的生物学功能和作用机制,为在豆科植物生

产过程中改良和提高共生固氮效率提供科学资料.

1　材料与方法

1.1　菌株与质粒

百脉根根瘤菌 Mesorhizobiumloti NZP２０３７、
大肠杆菌 DH１０B、大肠杆菌 BL２１ＧDE３、发根农杆

菌LBA１３３４及质粒pETＧ２８a由华中农业大学农业

微生 物 学 国 家 重 点 实 验 室 保 存;质 粒 pCAMＧ
BIA１３９１Z由华中农业大学生命科学技术学院林拥

军教授馈赠.
1.2　植物材料的栽培

百脉根(Lotusjaponicus)MG２０亚种的种子为

笔者所在研究室保存.将百脉根种子用浓硫酸处理

７~９min后用无菌水漂洗５~６遍;再用２％次氯酸

钠溶液处理４~５min后用无菌水漂洗６~７遍,保
留少量水于４℃下放置２d;之后转移至 MS培养基

上避光培养２d再光照培养２d,最后移栽到装有已

灭菌的珍珠岩和蛭石的花盆中;接种根瘤菌 M．loti
NZP２０３７ 后 分 别 收 集 不 同 时 间 段 接 种 的 植 物
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组织[６].
1.3　酶荧光法检测半胱氨酸蛋白酶酶活

ZＧ苯 丙 胺 酰Ｇ精 氨 酸Ｇ７Ｇ氨 基Ｇ４Ｇ甲 基 香 豆 素

(ZＧpheＧargＧAMC)是一种拟肽类物质,是多种半胱

氨酸蛋白酶和丝氨酸蛋白酶的底物,蛋白酶通过水

解ZＧpheＧargＧAMC释放荧光物质 AMC聚合体,使
荧光值增加,通过紫外分光光度计测定荧光值,将蛋

白酶单位时间内水解底物的能力作为蛋白酶活性测

定的指标,具体操作步骤参照Beyene等[７]的方法.
1.4　RealＧtime PCR 分析

收取接种不同时间百脉根的根、茎、叶和根瘤,
并用 Trizol(Invitrogen)方法提取总 RNA,将抽提

得到的RNA反转录得到cDNA.定量方法采用相

对定量△△Ct法,RealＧtimePCR 用的是 TaKaRa
RealＧtimePCR专用板和 ViiATM ７荧光定量 PCR
仪,并用 OneＧStepSYBR􀆾PrimeScriptTMRTＧPCR
Kit(perfectrealtime)试剂盒配置反应液,进行３次

重复实验.选用Ubiquitin (AW７２０５７６)作为内参基因;

LjCyp１的RealＧtimePCR上游引物:５′–AGAAGATTＧ
GGGGTGAAGAAGGATACＧ３′,下 游 引 物:５′ＧAATTＧ
GATGGGTACAATGGTGAATGG Ｇ３′;LjCyp５的 RealＧ
timePCR上游引物:５′ＧTCACATTTCATTAACCAACTＧ
TGAAGTAGＧ３′,下游引物:５′ＧCCATCCATTGCTCATＧ
GCCTCTCCTGＧ３′.
1.5　组织化学定位分析

以百脉根基因组 DNA 为模板,设计特异性引

物扩增出基因启动子片段.LjCyp１启动子扩增上

游 引 物:５′ＧAAAGTCGACAAGCTTACCAACCATCCＧ
３′,扩 增 下 游 引 物:５′ＧGGGGAATTCGGTAGCTAGTＧ
CAGCTAGTGTA Ｇ３′,LjCyp１启动子序列含有２１７３个

碱基;LjCyp５启动子扩增上游引物:５′ＧAAAGTCGACＧ
CCACGTGGCTGTCCTTAＧ３′,下游引物:５′ＧGGGGAATＧ
TCGGTAGCTAGTCAGCTAGTGTA Ｇ３′,LjCyp５ 启 动

子序列含有２０３６个碱基.将扩增得到的启动子片

段连接到含有GUS 报告基因的 pCAMBIA１３９１Z
载体上.然后利用农杆菌介导的毛根转化体系将重

组质粒转到百脉根中获得转基因的植物组织,通过

GUS活性检测法确定基因表达部位.

2　结果与分析

2.1　LjCyp1 和 LjCyp5 蛋白的序列及结构分析

百脉根中有４个半胱氨酸蛋白酶基因 LjCＧ
yp１、LjCyp２、LjCyp３和LjCyp４,转录组分析结

果表明在接种丛枝菌根真菌后这４个基因在根中的

表达明显上调[８].为了在百脉根中鉴定出根瘤特异

性半胱氨酸蛋白酶,在百脉根网站(http://www．
kazusa．or．jp/lotus/blast．html)中以紫云英根瘤特

异性半胱氨酸蛋白酶 AsNODf３２蛋白序列为源序

列进行比对,分析结果显示:在百脉根中同时位于３
号染色体上的 LjCyp１(GenBank:AB３００４５９)和 LjＧ
Cyp５(GenBank:JQ７５７１６８)与 AsNODf３２同源性最

高,其 中 LjCyp１ 和 LjCyp５ 同 源 性 高 达 ９６．２％
(图１A);LjCyp１ 和 LjCyp５cDNA 序 列 分 别 为

１２８１个碱基和１２６６个碱基,其蛋白都由３４２个氨

基酸组成;LjCyp１和LjCyp５均含有 AsNODf３２特

定的液泡定位信号肽 LQDA 和半胱氨酸蛋白酶

２个典型的结构域:抑制结构域Inhibitor_I２９和酶

活性结构域Peptidase_C１A;LjCyp１和LjCyp５均

包含对形成半胱氨酸蛋白酶活性位点至关重要的

QCHNW 氨基酸残基(图１B)[９].推测 LjCyp１和

LjCyp５可能是百脉根根瘤特异性的半胱氨酸蛋

白酶.
2.2　荧光法测定 LjCyp1 和 LjCyp5 蛋白酶活

设计特异性引物扩增出无抑制结构域的LjCＧ
yp１和LjCyp５部分基因片段,并分别命名为LjCＧ
yp１B和LjCyp５B.将去抑制结构域片段连接到带

有 His标签的pETＧ２８a载体上,将重组质粒转化到

大肠杆菌 BL２１ＧDE３中表达并纯化得到目的蛋白

LjCyp１B和 LjCyp５B.通过荧光法测定蛋白酶活

性,并加入半胱氨酸蛋白酶抑制剂EＧ６４观察对蛋白

酶活性的影响[１０].结果显示:LjCyp１B和 LjCyp５B
能分解底物ZＧpheＧargＧAMC并释放荧光物质 AMC
聚合体;当加入了抑制剂 EＧ６４后,LjCyp１B和 LjCＧ
yp５B的蛋白酶活性受到了抑制(表１).表明 LjCＧ
yp１B和LjCyp５B具有半胱氨酸蛋白酶活性,LjCＧ
yp１和LjCyp５是２个半胱氨酸蛋白酶.
2.3　 LjCyp1 和 LjCyp5 的时空表达分析

通过 RealＧtimePCR分析LjCyp１和LjCyp５
在百脉根不同组织中的表达情况.结果显示:百脉

根接种３０d时,LjCyp１和LjCyp５在瘤中的表达

量比在根、茎和叶中的表达量高;接种５０d时,LjCＧ
yp１和LjCyp５在瘤中的表达量比在根、茎和叶中

的表达量高出几万倍到几十万倍(图２A).在根瘤

中的表达分析结果显示:百脉根接种２０d和３０d
时,LjCyp１和LjCyp５在根瘤中的表达量较低;在
接种４０d和５０d的根瘤中,LjCyp１和LjCyp５的

７１
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　A．Cyps蛋白的进化树分析;B．LjCyp１和LjCyp５蛋白结构;双线标记的为抑制结构域,单线标记的为酶活性结构域.A．Phylogenetic

analysisofCypsprotein;B．ProteinstructureofLjCyp１andLjCyp５．TheinhibitorydomainwasmarkedwithdoubleＧstrandedandtheenＧ

zymeactivedomainwasmarkedwithasingleline．

图１　Cyps蛋白的进化树分析及结构分析

Fig．１　PhylogeneticandstructureanalysisofCypsprotein
表１　LjCyp１B和LjCyp５B的半胱氨酸蛋白酶活分析

Table１　CysteineproteaseactivityofLjCyp１BandLjCyp５B

半胱氨酸蛋白酶

Cysteineprotease
酶活/(μmol/(g􀅰min))

Activity
LjCyp１B ４．２５±０．１５
LjCyp１B＋EＧ６４ ０．５７±０．０８
LjCyp５B ５．４６±０．０７
LjCyp５B＋EＧ６４ ０．６６±０．０６
　注:本研究将每克蛋白酶单位时间内水解底物的能力作为蛋白

酶活性测定的指标.Note:Inthisstudy,theabilitytohyＧ

drolyzesubstratespergramofproteinaseinoneminutewas

usedasanindicatorofproteaseactivitydetermination．

表达量显著增加(图２B).表明LjCyp１和LjCyp５
主要在后期的根瘤中发挥作用,可能与根瘤的衰老

有关.
2.4　LjCyp1 和 LjCyp5 的组织化学定位

把Cyp１pro和Cyp５pro连接到含有报告基因

GUS 的pCAMBIA１３９１Z载体上,通过百脉根毛根

转化的方法,获得转基因的根和根瘤并观察GUS
基因的表达情况.结果显示:Cyp１pro在接种１０d
和２０d的根瘤原基中没有表达,接种３０、４０和５０d

８１
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　A．LjCyp１和LjCyp５在百脉根的根、茎、叶和根瘤中的表达;B．LjCyp１和LjCyp５在百脉根根瘤中的表达.A．ExpressionofLjCＧ

yp１andLjCyp５inroot,nodule,stemandleafofLotusjaponicas;B．ExpressionofLjCyp１andLjCyp５innodulesofLotusjaponicas．

图２　LjCyp１和LjCyp５在百脉根中的表达

Fig．２　ExpressionofLjCyp１andLjCyp５inLotusjaponicas

　A、F．１０d根瘤;B、G．２０d根瘤;C、H．３０d根瘤;D、I．４０d根瘤;E、J．５０d根瘤.A,F．１０dnodule;B,G．２０dnodule;C,H．３０dnodＧ

ule;D,I:４０dnodule;E,J:５０dnodule．

图３　Cyp１pro∶∶GUS和Cyp５pro∶∶GUS组织化学定位分析

Fig．３　AnalysisofexpressionofCyp１pro∶∶GUSandCyp５pro∶∶GUSintransgenichairyrootsofLotusjaponicus

９１
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后 在 根 瘤 的 共 生 区 有 大 量 表 达 (图 ３AＧE);

Cyp５pro在接种１０、２０和３０d的根瘤共生区中

均没有表达,接种４０和５０d后在根瘤的共生区

有大量表达(图３F,J).结合时空表达结果分析

进一步表明Cyp１pro和Cyp５pro主要在后期的

根瘤共生体区表达,可能在根瘤的衰老过程中发

挥作用.

3　讨　论

在植物组织中半胱氨酸蛋白酶是一类比较常见

的主要存在于裂解液泡中的组织蛋白酶[１１],并且通

常分为９个亚科[１２].半胱氨酸蛋白酶在植物种子

储藏蛋白的分解代谢[１３]和氧化应激[１５]等生理生化

过程中都发挥着重要作用.半胱氨酸蛋白酶一般以

蛋白酶前体的形式产生,同时含有一个自抑制结构

域,只有去除抑制区域后才能释放有活性的成熟蛋

白酶[１６].在豆科植物与根瘤菌的共生关系中,根瘤

的固氮作用对豆科植物的生长有着重要意义,根瘤

的过早衰老会对植物生长产生负面影响.与根瘤衰

老相关的半胱氨酸蛋白酶多属于木瓜蛋白酶家族,
目前的研究表明半胱氨酸蛋白酶在根瘤衰老过程中

发挥了重要作用,这在紫云英、豌豆和苜蓿中已经得

到证实.本研究通过与紫云英根瘤特异性半胱氨酸

蛋白酶 AsNODf３２进行比对分析,在百脉根中鉴定

出２个与 AsNODf３２有高度同源性的蛋白 LjCyp１
和LjCyp５.体 外 酶 活 检 测 结 果 显 示 LjCyp１ 和

LjCyp５具有半胱氨酸蛋白酶活性,通过 RealＧtime
PCR以及组织化学定位分析结果均显示LjCyp１
和LjCyp５主要在百脉根根瘤中表达,并且在早期

根瘤中表达量不高,而在后期根瘤中有大量表达.
表明LjCyp１和 LjCyp５可能是与百脉根根瘤衰老

有关的半胱氨酸蛋白酶,为进一步研究半胱氨酸蛋

白酶基因在根瘤衰老过程中的作用机制提供了工作

基础.但在根瘤衰老过程中LjCyp１和LjCyp５是

正调控还是负调控,是否是决定根瘤衰老的关键基

因而及由此通过调节基因的表达来控制根瘤的衰老

过程是后续研究的内容.
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Analysisofcysteineproteaseexpressionduringnodule
senescenceinLotusjaponicus

XUZeyuan　GOU Honglan　DUANLiujian　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　InordertoexplorethecorrelationbetweencysteineproteasesandthesenescenceofdeterＧ
minatenodules,LjCyp１andLjCyp５,associatedwithrootnodulesenescencewereidentifiedfromLotus
japonicusbysequencealignmentanalysiswithcysteineproteaseAsNODf３２．Theproteinsequenceand
structureshowedthatthehomologyofLjCyp１andLjCyp５wasashighas９６．２％,bothofwhichconＧ
tainedtwotypicalcysteineproteasedomainsandvacuolarlocalizationsignalpeptides,belongingtothe
papainfamily．Invitroenzymeactivityassaysshowedthatbothproteinshadcysteineproteaseactivity．
RealＧtimePCRandhistochemicallocalizationanalysisshowedthattwoproteasegenesweremainlyexＧ
pressedinmatureandagedrootnodules．TheresultsindicatedthatLjCyp１andLjCyp５cysteineproteＧ
asesmayplayanimportantroleduringnodulesenescenceinLotusjaponicus．

Keywords　Lotusjaponicus;cysteineprotease;nodulesenescence;symbioticnitrogenfixation
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