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磷转运蛋白 AsPT6 对紫云英结瘤
及固氮酶活性的影响
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摘要　采用组织定位、超表达及 RNAi等方法对紫云英中的Pht１家族磷转运蛋白 AsPT６进行了研究.时

空表达结果显示,AsPT６基因在根、茎、叶中均有表达,接种根瘤菌后在根和根瘤中高量表达;化学组织定位分

析表明,AsPT６在根和根瘤的维管组织及根和根瘤连接处均有表达,起到向根瘤转运磷的作用;超表达及 RNAi
结果显示AsPT６能显著影响紫云英的结瘤及固氮酶活性.这些研究结果表明,AsPT６参与根瘤形成和发育过

程中磷的转运.
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　　氮和磷是植物生长发育不可或缺的元素,参与

植物体内酶和核酸等的合成[１Ｇ２].绝大多数豆科植

物能和根瘤菌进行共生固氮提供氮源[３Ｇ６],共生固氮

过程消耗大量能量,需要大量的磷参与[７].土壤总

磷含量十分充足,但大部分是难溶性磷,可吸收磷的

缺乏严重限制了豆科植物的生长[８Ｇ９].
磷同样也影响豆科植物根瘤的固氮活性.在豌

豆[１０]、大豆[１１]和蒺藜苜蓿[１２]中发现,随着磷施加量

的增加,根瘤数目和固氮活性也随之增加.在木麻

黄[１３]和白羽扇豆[１４]等植物中,发现磷缺乏严重抑

制植株的生长和体内代谢,从而使植物的结瘤固氮

受到影响.所以培育在磷限制条件下仍能高效固氮

的豆科作物品种,对于作物生长、维持农业生态平衡

是非常重要的.
豆科 植 物 可 以 直 接 或 间 接 从 土 壤 中 吸 收

磷[１５Ｇ１６],磷的吸收和转运通过磷转运蛋白进行[１７].
植物中的磷转运蛋白有Pht１、Pht２、Pht３和Pht４等

４个家族,其中对 Pht１ 家族蛋白的研究 最 为 广

泛[１８].Pht１家族蛋白主要位于细胞膜,起到转运

或吸收磷的作用[１９].目前对于Pht１家族的研究主

要集中于磷转运蛋白对植物生长和菌根真菌共生过

程的影响[２０Ｇ２３],而关于磷转运蛋白对豆科植物结瘤

固氮影响的分子机制研究甚少.２０１２年,Qin等[２４]

在大豆中鉴定出了一个高亲和力的磷转运蛋白基因

GmPT５,具有将磷从根向根瘤转运的作用,GmPT５
的大量表达显著促进大豆的生长和结瘤固氮.百脉

根LjPT３基因沉默会使根瘤数减少,根瘤固氮酶

活性下降[２５].本研究通过设计兼并引物从紫云英

基因组中分离出 Pht１家族的磷转运蛋白 AsPT６,
并研究 AsPT６对紫云英结瘤和固氮的影响,旨在为

阐明磷转运蛋白在结瘤固氮中的功能及培育磷限制

条件下仍高效固氮的优良的豆科品种奠定理论

基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

紫云英(AstragalussinicusL．)、华癸中慢生根

瘤菌７６５３R(Mesorhizobiumhuakuii７６５３R,简称

７６５３R)、发根农杆菌k５９９;质粒pCAMBIA２３０１(简
称２３０１)、pCAMBIA１３０１Ｇ３５SＧintＧT７(简称１３０１)、

DX２１８１GＧmCherry(２５２CＧT)(简称 DX２１８１G)均为

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室生物固

氮研究室保存.
1.2　盆栽试验

挑选颗粒饱满的紫云英种子,使用７５％的乙醇

浸泡１０ min后用无菌水清洗５~６遍,再用５％
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NaClO浸泡１０min后用无菌水反复清洗５~６遍,
置于培养箱中浸泡８h,待种子吸胀,将其均匀平铺

在水琼脂的平板上,于培养箱中倒置催芽２~３d.
当幼苗根长到２cm 时移栽.盆栽用到的沙子于

１２０℃灭菌２h.试验于２２℃光照培养室(光照

１６h、黑暗８h)进行.活化７６５３R,使用 TY＋Str
液体培养基培养,２８℃ ２００r/min 摇床震荡培养

２~３d,以１％的接种量扩大培养２４h,使 D６００＝
１．０,收集菌液后用无氮营养液洗涤２次后重悬,按
每株苗接种１mL菌液量接菌.设置－R(不接菌)
和＋R(接种７６５３R)处理,接菌组于幼苗第１片真叶

挺出时接种７６５３R,试验期间每隔１d浇低磷(LP:

５μmol/L)或高磷(HP:１mmol/L)无氮营养液.
1.3　紫云英 DNA 和 RNA 的提取

使用植物总DNA提取试剂盒(天根试剂,DNA
minikit)提取紫云英总 DNA.收取紫云英不同组

织和不同生长时期植株,使用 Trizol法提取紫云英

总RNA,选用 Thermo公司的反转录试剂盒进行反

转录,合成第一链cDNA,置于－２０℃冰箱中保存

备用.
1.4　 AsPT6 的启动子和基因全长克隆

按照Jones等[２６]方法进行反向PCR扩增５′端:
分别用EcoRⅠ、XbaⅠ单酶切DNA,酶切产物自连

后为反向PCR的模板,进行２次嵌套PCR扩增５′
UTR,第一轮体系:１０μLTaq Mix,０．８μL上下游

引 物 (AsPT６IF１: TTCACGATTCAGTTGATＧ
GGGATT:/ AsPT６IR１: TTCAGCTCCTTCTＧ
TCCTTCTTTG),１μL 模 板,ddH２O 补 足 到 ２０

μL.第二轮体系:１０μLTaq Mix,０．８μL上下游

引 物 (AsPT６IF２: TCAGCAGCAGGGAAACTＧ
TG/AsPT６IR２: CAACAGCATATGATGGAGＧ
CAT),第一轮产物稀释２０倍后加１μL 做模板,

ddH２O补足至２０μL.两轮 PCR 程序均为:９４℃
５min;９４℃３０s,６０℃３０s,７２℃３min,３５个循

环;７２℃１０min,降温至１６℃ 保存.

３′RACE扩增３′端参照ScottoＧLainoE等[２７]的

方法,进行两轮巢式 PCR扩增,反转录得到cDNA
直接作为第一轮扩增模板,第一轮使用引物３′AsＧ
PT６ＧF１:GGGCACAAACTCTTATTGCTTTATＧ
GT/Qo扩增,第二轮使用引物３′AsPT６ＧF２:GCＧ
TACAACATTTGTTGTACCAGCT/ QI 扩 增,第

一轮PCR产物稀释４００倍后用作第二轮模板.两

轮PCR程序均为９４℃ ５min;９４℃ ３０s,６０℃

４０s,７２℃２min,３５个循环;７２℃１０min.
根据反向 PCR,３′RACE以及已知AsPT６序

列获得完整序列后设计启动子引物(AsPT６ＧproＧ
moterＧF: CCCAAGCTTTCGAAGAAATTCATＧ
CACTTAAAC/AsPT６ＧpromoterＧR: CGCGＧ
GATCCTTCTCTCTCACACAAATGCTT),反 应

程序:９４℃ ５ min;９４℃ ３０s,５１℃ ３０s,７２℃
８０s,３５个循环;７２℃１０min.设计全长引物(AsＧ
PT６ＧORFＧF:TGCTCTAGAATGGCGAAGGAGＧ
CAAATCCAA/AsPT６ＧORFＧR: CGAGCTCTＧ
TATACCTCTGTTTCACATTCCTCTTC),反 应

程序:９４℃５min;９４℃３０s,５５℃３０s,７２℃９０s,

３５个循环;７２℃１０min.
各PCR 终产物分别连接 T 载体(pMD１９T,

TaKaRa)于昆泰锐公司测序.
1.5　荧光定量 PCR

设计 AsPT６基因特异性引物(AsPT６RTＧF:

AGGTTCACGATTCAGTTGATGG;AsPT６RTＧ
R:ACCAACCATAGCACCAAGTTTC)和肌球蛋

白βＧactin引物(actinＧF:GTTCTTTTCCAGCCTＧ
TCTATGA/ actinＧR: ATGTTTCCGTAＧ
CAGATCCTTTC),按照 SYBR® GreenRealtime
PCR MasterMix(ROX)说明书配制反应体系.反

应条件:９５℃１０min;９５℃１５s,５８℃２０s,７２℃
２０s,４０个循环.反应后对熔解曲线进行分析,用

２－ΔΔCt法计算AsPT６的相对表达量.
1.6　发根农杆菌介导的紫云英转化

１)AsPT６超表达载体的构建.将扩增得到的

AsPT６ORF片段用XbaⅠ和SacⅠ双酶切后连接

到２３０１载体上,构建AsPT６超表达载体(AsPT６Ｇ
OE).

２)AsPT６干扰载体的构建.将扩增得到的正

向干扰片段用SacⅠ和BamHⅠ双酶切后连接到

１３０１载体上,再将反向片段用SalⅠ和XbaⅠ双酶

切后连接到重组载体上,构建干扰载体(AsPT６Ｇ
RNAi).

利用电转法[２８]将各载体分别转入发根农杆菌

K５９９,通过含卡那霉素和链霉素的双抗 LB平板筛

选阳性克隆.活化含有目的基因的 K５９９,用 LB＋
Str＋Kan的液体培养基培养,２８℃２００r/min摇床

震荡培养２４h,以１％的接种量扩大培养６~７h,使

D６００达到０．８~１．０.紫云英种子培养１周后剪去下

胚轴以下部分,获得外植体,在培养好的菌液中浸泡

１５
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１０min后取出,吸去多余的菌液,平铺于水琼脂培

养基中,于２２℃ 培养箱中培养３d,将外植体使用

无菌水冲洗１次,转入含羧苄青霉素的无菌的 MS
平板上,２２℃ 培养箱中培养３周.挑选长势好的阳

性苗种植于无菌盆中.
1.7　紫云英启动子化学组织定位

通过荧光显微镜(OlympusBX５１)筛选带有红

色荧光标记的阳性转化植株,选取结瘤不同时期阳

性植株根段,参照 Karandashov等[２９]的方法进行

GUS染色.将根段浸没在 GUS染液中,３７℃黑暗

的条件下孵育３~２４h,通过显微镜观察染色根段

制片.

2　结果与分析

2.1　 AsPT6 基因的扩增和生物信息学分析

利用反向 PCR 和３′RACE获得AsPT６基因

全长序列,包括１２０４bp的上游序列和１５８１bp
ORF序列.使用 MEGA 将 AsPT６和紫云英、苜
蓿、拟南芥、大豆等豆科植株中磷转运蛋白进行多序

列比对及进化分析,发现 AsPT６和这些磷转运蛋白

有较高的相似性(图１).其中 AsPT６和 GmPT５
的相 似 性 最 高,为 ８１％,预 测 AsPT６ 可 能 与

GmPT５有相同的功能,与紫云英的结瘤固氮相关.
通过PROSITE(http://prosite．expasy．org)分析显

图１　AsPT６和豆科植物同源磷转运蛋白的进化分析

Fig．１　PhylogeneticanalysisofAsPT６withotherphosphatetransporters
示,AsPT６ 含有 Pht１ 特征序列 (GGDYPLSATIＧ
XsE)并具有 MFS超基因家族膜转运蛋白信号标

签;SOSUI(http://bp．nuap．nagoyaＧu．ac．jp/sosui/)

分析显示,AsPT６具有高度疏水性,有１１个跨膜区

域.蛋白序列和结构分析结果表明 AsPT６为Pht１
家族成员.

２５
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2.2　 AsPT6 基因的表达分析

将紫云英接种及不接种根瘤菌培养２８d后,检
测AsPT６在紫云英根、茎、叶中的表达.结果显

示,AsPT６在根、茎、叶中均有表达,在叶中的表达

量最高.AsPT６在叶中的表达量约是茎中表达量

的７倍,是根中表达量的１５倍(图２A).这一结果

表明AsPT６在紫云英各组织中均有表达,主要在

紫云英地上部分表达.
接种根瘤菌后AsPT６在紫云英根、茎、叶和根

瘤中均有表达.其在根中的表达量显著增高,且约

为不接菌处理植株根的１．５倍(图２A);AsPT６在

茎和叶中的表达量分别下降为未接种植株根中表达

量的２５％和１０％;AsPT６在根瘤中也有表达,其表

达量高于在茎叶中的表达量.这一结果显示接种根

瘤菌后,AsPT６的表达发生明显变化,地上部分的

表达显著下降,在根和根瘤中均高量表达,表明

AsPT６可能参与向根瘤中转运磷的过程.
提取接菌后７、１５和２８d的紫云英根和根瘤部

位的RNA,进行荧光定量分析.定量结果如图２B,
在根中,随着根瘤的形成发育AsPT６的表达量呈

现先上升后下降的趋势,在第１５天时表达量最高,
表达量约为第７天根中的４倍,第２８天时根中AsＧ
PT６的表达量大约是第７天根中的３倍;在根瘤

中,随着根瘤的成熟,AsPT６的表达量有所增加,第

２８天的成熟根瘤中AsPT６的表达量较高.不同时

期根和根瘤中AsPT６的表达量的差异进一步表明

AsPT６的表达与根瘤的形成发育以及固氮有关,

AsPT６可能参与紫云英结瘤固氮过程中的磷转运.

　A:荧光定量检测AsPT６在不接菌和接菌处理下在不同组织中表达情况,内参基因为actin,下图同;B:荧光定量检测AsPT６在结瘤不

同时期的表达情况.A:qRTＧPCRanalysistheexpressionofAsPT６indifferenttissuesinoculatedwith７６５３Randwithout７６５３R,Actin

isreferencegene;B:qRTＧPCRanalysistheexpressionofAsPT６atdifferentstageofnodulation．

图２　AsPT６在不同组织中的相对表达量

Fig．２　TheexpressionofAsPT６indifferenttissuesandatdifferentstage
2.3　 AsPT6 的组织表达定位

为了进一步验证AsPT６基因与紫云英结瘤固

氮的 关 系,构 建 了 DX２１８１GＧAsPT６pro:GUS 载

体,利用GUS 报告基因检测AsPT６在紫云英结瘤

不同时期的表达定位.结果显示:不接菌时,在根中

柱维管组织中检测到GUS 基因的表达(图３D),表
明AsPT６具有在植物体内运输磷的功能.接菌后

第７天,GUS染色结果显示AsPT６在根的维管组

织中大量表达,在根瘤原基与根的连接处少量表达

(图３E);接菌后第１５天和第２０天,在根的维管组

织以 及 根 和 根 瘤 连 接 处 发 现 GUS 的 大 量 表 达

(图３F、３G);在接菌后第２８天,AsPT６在根及根瘤

外层的维管组织大量表达(图３H),推测AsPT６具

有向根瘤中转运磷的功能.综合结果表明,AsPT６
在根维管束及根瘤中均有表达,且在根瘤成熟进行

固氮时表达增强,显示AsPT６具有从根向根瘤中

转运磷的功能.
2.4　 AsPT6 对紫云英结瘤固氮的影响

为了验证 AsPT６在结瘤和固氮中的功能,构建

超表达(OE)和RNAi载体,对转化植株的结瘤固氮

表型进行检测.超表达试验结果显示:盆栽植株显

示超表达植株要比对照植株长势好(图４);统计分

析结果显示:低磷(LP:５μmol/L)处理条件下,植株

鲜质量、根瘤数目和固氮酶活都要低于高磷(HP:

１mmol/L)处 理 的 植 株,超 表 达 植 株 的 鲜 质 量

(图５BＧD)、根瘤数目(图 ５E)和根瘤的固氮酶活
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(图５F)要高于空载对照植株,但是两者之间没有显

著差异,说明低磷限制了紫云英的生长和结瘤固氮.
而在高磷条件下,超表达植株地上部分的鲜质量

(图５B)大约是空载对照植株的１．３倍,根瘤鲜质量

(图５D)和根瘤的固氮酶活(图５F)大约是空载对照

植株的１．３倍,根瘤数无显著差异.这一结果进一

步表明 AsPT６具有磷转运功能,在髙磷条件下,

AsPT６的超表达能增强磷向地上部分的转运,进而

促进植物生长;在紫云英结瘤过程中,AsPT６能将

磷转运到根瘤,进而影响根瘤的发育和固氮.

　AＧC:空载 DX２１８１G对照植株根和根瘤染色;D:DX２１８１GＧAsPT６pro:GUS 转化植株根段染色;EＧH:在结瘤不同时期 DX２１８１GＧ

AsPT６pro:GUS 转化植株根和根瘤染色;E:接种根瘤菌后７d根中柱及根和根瘤染色,FＧG:接种根瘤菌后１５d和２０d根和根瘤染

色,H:接种根瘤菌后２８d根和根瘤染色.AtoC:GUSstainedinroot(AandB)andnodule(C)inemptyvectorcontrolplant;D:

GUSstainedinrootinDX２１８１GＧAsPT６pro:GUSplant;EＧH:GUSstainedinrootandnoduleinDX２１８１GＧAsPT６pro:GUSplantat

differentstageofnodulation,E:GUSstainedinrootandnoduleaftersevendayswithinoculation,FＧG:GUSstainedinrootandnodule

afterfifteenandtwentydayswithinoculation,H:GUSstainedinrootandnoduleaftertwentyＧeightdayswithinoculation．

图３　结瘤不同时期AsPT６在根和根瘤中的表达

Fig．３　TheexpressionofAsPT６inrootsandnoduleatdifferentstageofnodulation

图４　AsPT６超表达植株结瘤情况

Fig．４　NodulationofAsPT６overexpressionplants
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　在LP(５μmol/L)和 HP(１mmol/L)２种处理下空载体２３０１(CK)与AsPT６超表达(OE)植株鲜质量和结瘤数及固氮酶活统计结果.

A:AsPT６相对表达量;B:地上部分鲜质量;C:根鲜质量;D;根瘤鲜质量;E:根瘤数目;F:固氮酶活;每个处理有９株植株.误差线

为标准误,显著性差异是相同磷浓度条件下的 OE和CK植株比较,∗表示P＜０．０５,∗∗ 表示P＜０．０１,ns表示没有显著性差异,下图

同.Plantfreshweightandthenodulenumbersandnitrogenaseactivityonemptyvetor(２３０１)andAsPT６overexpression(OE)atLP
(５μmol/L)andHP(１mmol/L)condition．A:RelativeexpressionofAsPT６inA．sinicusAsPT６ＧOEtransgenicplant;B:Thefresh

weightofaboveground;C:Thefreshweightofroot;D:Thefreshweightofnodule;E:Thenumberofnodule;F:NitrogenaseacＧ

tivity;OE:Tansgenicplantcarryingtargetgene;CK:Overexpressionplantcarryingemptyvetor;Therewerenineplantsforeach

treatment．Errorbarsare±SE．AsteriskindicatesignificantdifferencesofthesametraitbetweeenOEandCKinsamePlevelinttest,

∗showP＜０．０５,∗∗showP ＜０．０１,nsshownotsignificantat０．０５．Thesamebelow．

图５　AsPT６超表达对紫云英结瘤固氮的影响

Fig．５　TheeffectofAsPT６overexpressiononnodulationandnitrogenfixation

　　AsPT６ＧRNAi结果显示沉默植株生长和结瘤

都受到显著抑制(图６).低磷处理时,沉默植株地

上 部 分 鲜 质 量 比 空 载 对 照 植 株 下 降 了 ２０％
(图７B),AsPT６的低量表达抑制了磷向地上部分

的转运;且沉默植株的根瘤鲜质量(图７D)和固氮酶

活(图７F)下降了５０％,但根瘤数目没有明显差异,
显示低磷条件下AsPT６的低量表达抑制了磷向根

瘤的转运进而影响紫云英根瘤的发育和固氮功能;
而高磷处理时,干扰植株与空载对照植株地上部分

和根鲜质量没有显著变化(图７BＧC),推测紫云英中

还有其他磷转运蛋白向地上部分转运磷;且与空载

对照植株比较.RNAi植株的根瘤鲜质量、根瘤数

目以及根瘤的固氮酶活下降了５０％(图７DＧF):表
明无论在低磷还是髙磷条件下,AsPT６的沉默都能

显著抑制根瘤的发育和固氮酶活.

3　讨　论

植物可以通过对磷的再活化和转运等机制来响

５５
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图６　抑制AsPT６表达对植株结瘤的影响

Fig．６　TheeffectofAsPT６ＧRNAionnodulation

应磷缺乏,磷的吸收和转运是通过磷转运蛋白进行

的[３０].其中Pht１家族磷转运蛋白主要起到向其他

组织中转运磷的作用[３１].进化分析显示AsPT６和

GmPT５的同源性最高,推测该基因可能和GmPT５
具有相似功能.不同组织AsPT６表达检测显示不

接菌时紫云英AsPT６主要在地上部分表达,且组

织定位也在维管组织中检测到AsPT６的表达,说
明 AsPT６主要起到向地上部分转运磷的作用.在

低磷条件下,AsPT６沉默植株地上部分生物量显著

降低;髙磷条件下,AsPT６的超表达能提高植物地

上部分生物量,进一步证实AsPT６与磷向地上部

分的转运有关.而在低磷条件下AsPT６的超表达

并没有显著影响植物的生物量,说明在低磷处理时

植物吸收磷的缺乏使向地上部分转运磷量减少,植

　空载体１３０１(CK)与AsPT６基因沉默(RNAi)植株在LP(５μmol/L)和 HP(１mmol/L)２种处理下鲜质量和结瘤数及固氮酶活统计,

A:AsPT６相对表达量;B;地上部分鲜质量;C:根鲜质量;D:根瘤鲜质量;E:根瘤数目;F:固氮酶活.RNAi:携带目的基因的植株;

CK:携带空载的植株;每个处理有９株植株.显著性差异是相同磷浓度的 RNAi和 CK 植株比较.Plantfreshandthenodulenumbers
andnitrogenaseactivityonemptyvetor(１３０１)andAsPT６tansgenicplant(RNAi)atLP(５μmol/L)andHP (１mmol/L)condition．
A:RelativeexpressionofAsPT６inA．sinicusAsPT６ＧRNAitransgenicplant;B:Thefreshweightofaboveground;C:Thefreshweight
ofroot;D:Thefreshweightofnodule;E:Thenumberofnodule;F:Nitrogenaseactivity;RNAi:A．sinicustansgenicplantcarrying
targetgene;CK:A．sinicustansgenicplantcarryingemptyvetor;Therewerenineplantsforeachtreatment．Asteriskindicatesignificant
differencesofthesametraitbetweeenRNAiandCKinsamePlevelinttest．

图７　AsPT６ＧRNAi对紫云英结瘤固氮的影响

Fig．７　TheeffectofAsPT６ＧRNAionnodulationandnitrogenfixation
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物因缺磷而生长受到抑制,AsPT６超表达对植株的

影响并不显著.

AsPT６在根和根瘤中同样也有表达.在接种

根瘤菌后,该基因在根中的表达量上升,而在茎叶中

的表达量显著下降;在根瘤成熟及发育后期,该基因

在根和根瘤的维管组织中大量表达,说明在根瘤形

成发育过程中 AsPT６能将根中的磷向根瘤转运;在
根瘤发育后期AsPT６的表达量要高于早期,表明

紫云英的根瘤在发育不同时期对磷的需求量不一

样,成熟固氮的根瘤需要更多的磷来维持根瘤的功

能.AsPT６ 的 超 表 达 和 沉 默 结 果 同 样 也 显 示

AsPT６影响根瘤的发育,同时还对根瘤的固氮酶活

产生影响.在高磷条件下,AsPT６的超表达和沉默

都会显著影响根瘤的鲜质量、固氮酶活和根瘤数.
进一步证实,AsPT６通过向根瘤转运磷进而影响到

根瘤的形成和发育,AsPT６的表达在紫云英的结瘤

固氮以及植株生长中起着重要作用.

AsPT６是紫云英中的非菌根特异性的磷转运

基因,其表达能促进低磷条件下紫云英的结瘤固氮.
但是对于磷转运蛋白向根瘤中转运磷是否具有普遍

性以及磷转运蛋白是否与其他蛋白共同作用而影响

植物结瘤固氮还需要进一步探讨.
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EffectsofphosphorustransportproteinAsPT６onnodulation
andnitrogenfixationinAstragalussinicus

CHENChong　LIYouguo　ZHAOBin　LIN Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Phosphorusisanimportantelementrequiredforplantgrowth．TheabsorptionandtransＧ
portationofPiarecarriedoutbyphosphatetransporterinlegumes．Inthispaper,phosphatetransporter
AsPT６,anew memberofpht１family,wasidentifiedinAstragalussinicus．AsPT６wasexpressedin
leaves,stemsandroots．TheexpressionofAsPT６wasincreasedsignificantlyintherootsandnodules
wheninoculatedwithMesorhizobium huakuii７６５３R．Theresultsoftissuelocalizationshowedthat
AsPT６wasexpressedinthevasculartissueofroots,nodules,andthejunctionsbetweenrootandnodＧ
ule,indicatingthatAsPT６mayplayaroleintransportingphosphatefromtheroottonodule．OverexＧ
pressionandRNAsilenceofAsPT６significantlyaffectedthenodulationandnitrogenaseactivityofnodＧ
ules．ItisindicatedthatAsPT６isinvolvedinthetransportationofphosphorusduringtheformationand
developmentofnodules．

Keywords　Astragalussinicus;Mesorhizobiumhuakuii;nodulation;phosphatetransporter;Pht１
family
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