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蒺藜苜蓿紫色酸性磷酸酶 MtPAP3 基因在共生固氮中的功能

崔智强,谢丽萍,李友国,林会

农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　利用启动子组织表达 定 位、超 表 达 及 CRISPR/Cas９ 基 因 敲 除 等 方 法 对 蒺 藜 苜 蓿 酸 性 磷 酸 酶

MtPAP３基因的功能进行研究.结果显示:MtPAP３在蒺藜苜蓿根和根瘤的维管束组织以及根瘤的分生区和侵

染区中表达,在低磷胁迫和根瘤中均表现为特异性诱导后的高效表达;超表达 MtPAP３能够显著提高蒺藜苜蓿

的结瘤数及根瘤固氮酶活,敲除 MtPAP３基因能显著抑制根瘤的发育及固氮酶活.结果表明:MtPAP３参与低

磷胁迫条件下根瘤中的磷代谢及共生固氮过程.
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　　氮和磷是植物生长所必需的重要元素,它们直

接或间接地参与植物多种生理和生化过程,在植物

生长和发育过程中发挥着重要作用[１].植物的许多

新陈代谢活动如能量产生、核酸生成、光合作用、呼
吸作用、糖酵解过程、生物膜合成与组装、氧化还原

反应等都离不开氮和磷[２].农业耕地中氮、磷较低

的 利 用 率 已 成 为 限 制 作 物 生 长 和 产 量 的 主 要

因素[３].
豆科植物的根瘤是一个富含磷的植株组织,且

根瘤中的磷含量是根和叶中磷含量的３倍多,表明

植物各组织中的磷优先供给根瘤[４Ｇ６].当豆科植物

生长所需磷源供给不足时,体内的磷储备优先供给

根瘤,以保证根瘤中共生固氮所需磷含量不受太大

的影响[７Ｇ８].低磷条件下,许多参与有机磷化物循环

利用的基因大量表达,其中酸性磷酸酶是维持根瘤

内磷平衡最重要的成员[９Ｇ１１].分泌型的酸性磷酸

酶,可被分泌到根外,分解土壤中不能被植物吸收利

用的有机磷[１２];而定位于细胞内的酸性磷酸酶,可
能参与细胞内磷的生理平衡,尤其在细胞内有机磷

化物的分解和重吸收中发挥着关键作用[１３Ｇ１４].尽管

响应磷饥饿信号相关的植物基因已经得到广泛研

究[１５Ｇ１８],但是维持低磷胁迫下豆科植物根瘤中磷稳

态的分子机制研究却少有报道.
本研究基于蒺藜苜蓿表达谱数据,发现PAP家

族中的MtPAP３基因不仅在低磷胁迫的根中诱导

表达,在低磷胁迫下根瘤中的表达量也显著增加,表
明该基因可能参与共生固氮中的磷代谢.为了进一

步确定MtPAP３在共生固氮中的功能,采用启动子

组织表达定位、基因超表达和 CRISPR/Cas９基因

敲除等方法分析转基因植株的共生表型,旨在探索

该基因在蒺藜苜蓿根瘤磷代谢中的功能,同时也为

培育适应低磷土壤环境的豆科作物育种提供新的理

论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)A１７、发根农

杆菌 Agrobacteriumrhizogenes MSU４４０、苜蓿中

华根瘤菌Sinorhizobiummeliloti１０２１均来自华中

农业大学农业微生物学国家重点实验室生物固氮研

究室;启动子组织化学定位载体 DX２１８GＧmCherry、
超表达载体pLjU６ＧsGFP、CRISPR载体pBluescriptＧ
LjU６和pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９来自华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室曹扬荣教授课题组.
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1.2　盆栽试验

挑选颗粒大且饱满的蒺藜苜蓿种子,用刀片在

种皮表面轻轻划出划痕,然后将其移至１００mL无

菌的三角瓶中,再倒入２％的次氯酸钠,轻微振荡三

角瓶３~５min,对种子表面灭菌,直至种皮划痕变

成褐色破裂伤口,弃废液,无菌水冲洗种子１０次,消
除种子表面次氯酸钠残留;最后留少许无菌水淹没

种子,置于４℃冰箱暗处理春化２~３d;将吸胀的种

子移至FM 平板上,平板倒置２８℃黑暗处理１０~
１２h,此时种子已经长出约１cm 的胚根,然后将发

芽的种子移至含有无菌沙的花盆中,分别进行接菌

和不接菌２种处理;接菌组分别浇灌无氮营养液

(nitrogenＧfreenutrientsolution,NFS)和低磷无氮

营养液(lowphosphatenitrogenＧfreenutrientsoluＧ
tion,LPＧNFS),其 中 无 氮 营 养 液 含 １３６ mg/L
KH２PO４,低磷无氮营养液含０．６８mg/LKH２PO４;
不接菌组分别浇灌 Hoagland营养液和低磷 HoagＧ
land营养液(LPＧHoagland),其中 Hoagland营养液

含１３６mg/LKH２PO４,低磷霍格兰氏营养液含０．６８
mg/LKH２PO４,幼 苗 放 置 于 光 照 室 (１６h 光 照

２５℃,８h黑暗２１℃)培养.
1.3　蒺藜苜蓿 DNA 和 RNA 的提取

采用天根公司植物 DNA 提取试剂盒(Plant
DNA minikit)提取各组织总 DNA,采用艾德莱公

司植物总 RNA 提取试剂盒(TRIpureReagent)提
取各组织总RNA.
1.4　RTＧPCR 分析

将提取到的 RNA 采用诺唯赞公司 MＧMLV
(HＧ)反转录酶获得cDNA;按照翊圣公司qPCR试

剂盒(qPCRSYBRGreenMasterMix)进行基因表

达分析,以转录延伸因子EFＧ１α 作为内参基因,上
游引物:ACTGGTGGTTTTGAAGCTGGT,下游引物

TGGTGGACCTCTCAATCATGT;目的基因 MtPAP３
的上游引物:TGGTGGAAAGGGAGCTTCGT,下游引

物GCTGCATAAACCTTCCCCAC.
1.5　启动子克隆及组织表达定位载体构建

从 NCBI和 phytozom v１１．０(http://phytoＧ
zome．jgi．doe．gov/pz/portal．html)中 检 索 到 MtＧ
PAP３编码区(medtr６g０１３０５０)上游９８６bp的启动

子序列,分别设计含有PstⅠ和SalⅠ酶切位点的上

下游引物,以低磷胁迫处理７d的根部基因组 DNA
作为模板进行PCR扩增,引物如下:

MtPAP３ProF:

AACTGCAGTTTGTTATTTCGTTGCTTCCAAATAC;

MtPAP３ProR:

GCGTCGACTGTGTTGAATTGGATCCTCTAATGA.

用 PstⅠ 和 SalⅠ 双 酶 切 MtPAP３ 启 动 子

PCR产物,回收片段,并连接到PstⅠ和SalⅠ双酶

切过的启动子组织定位载体 DX２１８GＧmCherry,将

MtPAP３启动子片段置于GUS 报告基因 N端.
1.6　MtPAP3 编码区克隆及超表达载体构建

从 NCBI 数 据 库 中 查 询 到 MtPAP３
(medtr６g０１３０５０)１６８９bp的编码区序列,分别设计含

有XbaⅠ和AscⅠ酶切位点的上下游引物,以根瘤cDＧ
NA作为模板进行PCR扩增,引物如下:

MtPAP３OEF:

GCTCTAGAATGAAAATATGCAATTTTTGCA;

MtPAP３OER:

TTGGCGCGCCTTAATCCTTAAATCTAATCTGATTTAC.

用XbaⅠ和AscⅠ双酶切MtPAP３编码区PCR产

物,回收片段,并连接到XbaⅠ和AscⅠ双酶切过的超表

达载体pLjU６ＧsGFP,将 MtPAP３编码区置于百脉

根泛素启动子C端.
1.7　 sgRNA 引物序列设计及 CRISPR/Cas9 敲除

载体构建

　　 在 CRISPRＧP２．０(http://crispr．hzau．edu．cn/

CRISPR２/)网站中检索 MtPAP３的sgRNA序列,依
据网站提供的靶位点区域、GC含量、潜在脱靶率以及

综合得分筛选出３个候选靶位点,设计sgRNA序列:
MtPAP３gRNA１:

TTTGACTCATCACTGCGAAGAGG;

MtPAP３gRNA２:

ACTTGCCTATGACTCATCCAAGG;

MtPAP３gRNA３:

GACATGATGAATAATACCAGAGG.

CRISPR/Cas９敲除载体的构建以PTG作为模

板,获得tRNAＧgRNA多顺反子,通过 Gibson拼接

与中间载体pBluescriptSK(＋)ＧLjU６连接,最后连

接到pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９载体[１９].
1.8　蒺藜苜蓿毛根转化

１)种子处理.将表面含有划痕的种子在２％次

氯酸钠中消毒５min,弃废液,用无菌去离子水漂洗

种子８次,最后预留些许水淹没种子即可,置于４℃
春化２~３d,然后将吸胀的种子铺至FM 固体培养

基,倒置２８℃催芽１０~１２h,此时种子长出约１cm
的胚芽,待用.

０３



　第４期 崔智强 等:蒺藜苜蓿紫色酸性磷酸酶 MtPAP３基因在共生固氮中的功能 　

２)农杆菌侵染与阳性毛根鉴定.用无菌的手术

刀切下胚芽根尖,将根尖伤口刮取少量平板上含有

目标质粒的发根农杆菌 Ag．rhizogenes MSU４４０
菌落,置于FM 培养基上共培养７d,然后用无菌手

术刀切除根尖伤口处长出的非阳性根,将幼苗移至

HRE固体培养基上生根１０~１５d;在体式荧光显微

镜下,通过 GFP荧光筛选阳性植株.

３)根瘤菌接种盆栽试验.鉴定的阳性幼苗常温

炼苗１d;随后将幼苗移栽至盛有无菌沙的盆砵中,
浇灌LPＧNFS营养液,放置光照培养箱;待幼苗生长

３~５d后,接种根瘤菌S．meliloti１０２１,３~４周后

观察并统计共生表型.
1.9　组织化学染色

１)２０mLGUS染色工作液配置.将１４．６mL
５０mmol/LPBS缓冲液、４００μL０．５mmol/LEDＧ
TA、１mL１０mg/mLXＧGluc、２０μLTritonXＧ１００、

４mL甲醇以及０．０８４４gK４[Fe(CN)６]混合.

２)GUS染色.将收获的根和根瘤清洗干净,加

入GUS染液,３７℃孵育过夜,最后用PBS缓冲液冲

洗表面浮色,置于光学显微镜下观察.

2　结果与分析

2.1　MtPAP3 蛋白质序列分析和系统发育树构建

利用 NCBI和 Uniprot数据库分析可知,蒺藜

苜蓿酸性磷酸酶基因 MtPAP３(medtr６g０１３０５０)全
长４１３２bp,其中编码区１６８９bp,编码５８７个氨基

酸残基的蛋白质,分子质量为 ６６．１６ku,PI值为

６．１４.蛋白结构分析显示 MtPAP３蛋白含有特异的

金属磷酸酶结构域以及行使激活功能的活性位点.

将 MtPAP３蛋白质序列与拟南芥、大豆、鹰嘴豆和

水稻中的PAP蛋白序列进行序列比对和进化分析,

构建系统进化树 (图 １).结果显示,MtPAP３ 与

GmPAP３１ 同 源 性 最 高,达 到 ７７．６８％,预 测

MtPAP３与 GmPAP３１具有相似的功能,可能参与

低磷胁迫根瘤中的磷代谢.

图１　MtPAP３系统进化树

Fig．１　PhylogeneticanalysisofMtPAP３withotherPAPs

2.2　低磷胁迫对 MtPAP3 基因表达的影响

为了验证MtPAP３是否参与植物应对低磷胁

迫且参与蒺藜苜蓿根瘤中的磷代谢,分别收取磷饥

饿处理７d后的根和磷饥饿处理２１d后的根瘤样

品,抽 取 RNA,进 行 RTＧPCR 分 析.结 果 显 示:

MtPAP３在低磷(５μmol/LKH２PO４)胁迫根中的

１３
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表达量是高磷处理下根中的１４．６８倍(图２A);此
外,MtPAP３在LPＧNFS处理后根瘤中的表达量是

NFS(含１mol/LKH２PO４)处理后根瘤中的１５．４８
倍(图２B),该基因在低磷胁迫的根和根瘤中表达量

均显著增加.这一结果暗示在低磷胁迫下,为维持

根瘤共生中的磷稳态,植物大量表达 MtPAP３来分

解储藏于植物细胞内储存的有机磷,为根瘤的形成

和固氮提供磷元素.

　A:MtPAP３在LP(０．６８mg/LKH２PO４)和 HP(浇灌 Hongland营养液,１３６mg/LKH２PO４)处理下根中的表达量;B:MtPAP３在

LP(０．６８mg/LKH２PO４)和 HP(浇灌无氮营养液,１３６mg/LKH２PO４)处理下根瘤中的表达量.∗ 表示经过非配对Student’tＧtest分析,试

验组与对照组有显著性差异(P＜０．００１),误差线代表平均值±标准差,数据是３次技术重复的平均值.A:TranscriptlevelsofMtPAP３in

rootsafterLPandHPtreatments;B:TranscriptlevelsofMtPAP３innodulesafterLPandHPtreatments．Asterisk(∗∗∗)representssigＧ

nificantdifferencescomparedwithcontroltreatments(Student’tＧtest)(P＜０．００１)．Errorbarsrepresentmeans±SD．Dataaretheaverages

ofthreetechnicalreplicates．

图２　低磷处理下MtPAP３在根和根瘤中的转录水平

Fig．２　TranscriplevelsofMtPAP３inuninoculatedrootsafterLPtreatmentfor
７dandinoculatednodulesafterLPtreatmentfor２１d

2.3　 MtPAP3 组织表达定位

为了检测MtPAP３基因在根及根瘤中的表达

定位,构建了MtPAP３pro∶∶GUS的组织表达定位

载体,利用 GUS报告基因检测 MtPAP３在蒺藜苜

蓿根瘤不同部位中的表达.结果显示:MtPAP３在

LPＧNFS(含５μmol/LKH２PO４)处理２８d后的根

尖和根的中柱中均有表达(图３A、B),且在根瘤维

管束、根 瘤 与 根 接 触 部 位 的 维 管 束 中 强 烈 表 达

(图３C、D),这 些 表 达 定 位 的 结 果 进 一 步 表 明

MtPAP３与根瘤形成和发育过程中的磷代谢分配

有关.
2.4　 MtPAP3 对共生固氮的影响

为了进一步探索 MtPAP３在共生固氮中的功

能,分 别 构 建 了 超 表 达 (OE)和 敲 除 (CRISPR/
Cas９)载体,通过蒺藜苜蓿毛根转化获得相应的转基

因植株,浇灌 LPＧNFS营养液,接菌２８d后分别检

测２组植株的共生固氮表型.MtPAP３基因超表

达结果显示,超表达植株地上长势较好,地下根部较

长且密集,根瘤大且数量较多(图４).
对植株结瘤表型统计结果显示,超表达植株地

上鲜质量、固氮酶活、根瘤数量和根瘤鲜质量均高于

空载体对照组植株(图５),说明低磷胁迫条件下,
MtPAP３基因的过量表达能促进根瘤形成和发育,

提高固氮酶活,进一步促进地上部分的生长.
MtPAP３基因敲除结果显示,MtPAP３敲除

植株地上部长势较差,地下根部较短且根瘤较小

(图６).
对植株结瘤表型统计结果显示,MtPAP３敲除

植株的鲜质量和固氮酶活均显著下降,根瘤数量和

根瘤鲜质量没有显著性差异(图７),说明 MtPAP３
基因的敲除影响到根与根瘤中磷的平衡与分配,导
致根瘤因缺磷而固氮酶活下降,进而影响植株的

生长.
为了进一步探究 MtPAP３是否与根瘤的发育

相关,随机挑选接菌２８d后空载体植株、MtPAP３
超表达植株和 MtPAP３敲除植株根部５~１０个根

瘤,用FAA 固定液进行包埋、纵切、苯胺蓝染色,置
于体式光学显微镜下观察(图８).结果显示:与空

载体对照植株相比,超表达植株根瘤固氮区含菌细

胞较多且发育良好(图８B、E);而 MtPAP３敲除植

株根瘤内含菌细胞较少,分生区和侵染区基本没有

含菌细胞,固氮区内含菌细胞多数发育不正常,形态

不饱满,共生体膜明显皱缩,且周质空间增大(图８
C、F),表明 MtPAP３基因的超表达促进共生体根

瘤的发育,而该基因的敲除抑制了植物机体内储存

的磷元素向根瘤转运,严重影响根瘤的发育.
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　A、B、C和 D为 MtPAP３在接菌２８d后根和根瘤中的启动子组织表达定位.A,B,CandDarehistochemicallocationofMtPAP３inroots

andnodules．

图３　MtPAP３在蒺藜苜蓿根瘤中的时空表达

Fig．３　TemporalandspatialexpressionofMtPAP３inrootsandnodules

　A、B分别为空载体对照植株(左)和 MtPAP３ＧOE超表达植株(右)表型;C、D分别为对照和超表达植株结瘤基本表型.FigureA,Bare

phenotypeofcontrol(left)andoverexpression(right)transgenicplants．FigureCandDarebasicappearanceofnodulesoncontrolandoverＧ
expressiontransgenicplants,separately．

图４　MtPAP３超表达植株的结瘤表型

Fig．４　PhenotypeofMtPAP３Ｇoverexpressiontransgenicplants
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　A:地上部鲜质量;B:固氮酶活;C:根瘤数;D:根瘤鲜质量.数据是３次技术重复的平均值(n＝９),通过非配对Student’tＧtest对超表达

植株和对照植株间的数据进行统计分析(∗:P＜０．０５),误差线代表平均值±标准差.A．Shootfreshweightperplant;B．NitrogenaseacＧ

tivityasdeterminedbyanacetylenereductionassayintransgeniccontrolandMtPAP３ＧOEnodules;C．Nodulecnumberperplant;D．NodＧ

ulefreshweight．Dataaretheaveragesofthreetechnicalreplicates(n＝９)．ThestatisticalsignificanceofdifferencesbetweentransgenicconＧ

trolandMtPAP３ＧOEplantswasdeterminedusinganunpairedtwoＧtailedStudent’tＧtest(∗:P＜０．０５)．Errorbarsrepresentmeans±SD．

图５　MtPAP３超表达和对照植株共生表型测定

Fig．５　SymbioticphenotypeofMtPAP３Ｇoverexpressen(OE)transgenicplants

　A和B分别为空载体对照植株(左)和 MtPAP３ＧCRISPR/Cas９植株(右)基本表型,C 和 D 分别为空载体对照control和 MtPAP３Ｇ

CRISPR/Cas９植株地下部分根瘤形态.FigureA,Barebasicphenotypeofcontrol(left)andCRISPR/Cas９(right)transgenicplants．FigＧ

ureCandDarebasicappearanceofnodulesoncontrolandCRISPR/Cas９plants．

图６　MtPAP３ＧCRISPR/Cas９植株的结瘤表型

Fig．６　PhenotypeofMtPAP３ＧCRISPR/Cas９transgenicplants
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　A:地上鲜质量;B:固氮酶活;C:根瘤数;D:根瘤鲜质量.数据是３次技术重复的平均值(n＝９),通过非配对 Student’tＧtest对

CRISPR/Cas９植株和对照植株间的数据进行统计分析(∗∗:P＜０．０１;ns:没有显著性差异),误差线代表平均值±标准差.A．Shoot

freshweightperplant;B．NitrogenaseactivityasdeterminedbyanacetylenereductionassayintransgeniccontrolandMtPAP３ＧCRISPR/

Cas９nodules;C．Nodulecnumberperplant;D．Nodulefreshweight．Dataaretheaveragesofthreetechnicalreplicates(n＝９)．ThestatistiＧ

calsignificanceofdifferencesbetweentransgeniccontrolandMtPAP３ＧCRISPR/Cas９plantswasdeterminedusinganunpairedtwoＧtailed

Student’tＧtest(∗∗:P＜０．０１;ns:Nosignificantdifference)．Errorbarsrepresentmeans±SD．

图７　MtPAP３ＧCRISPR/Cas９和对照植株共生表型测定

Fig．７　SymbioticphenotypeofMtPAP３ＧCRISPR/Cas９transgenicplants

　A:空载体对照植株２８dpi根瘤纵切切片;B:超表达植株２８dpi根瘤纵切切片;C:CRISPR/Cas９植株２８dpi根瘤纵切切片;D、E和F分

别为 A、B和C中固氮区的局部放大;图中 mer表示分生区,infz表示侵染区,fixz表示固氮区.A．Longitudinalsectionofacontrol２８dpi
nodule;B．LongitudinalsectionofaMtPAP３Ｇoverexpressed２８dpinodule．C．LongitudinalsectionofaMtPAP３ＧCRISPR/Cas９２８dpinodＧ
ule．FigureD,E,andFaremagnificationoffixzinfigureA,BandCseparately．mer:Meristem;infz:Infectionzone;fixz:Nitrogenfixation
zone．

图８　MtPAP３超表达和CRISPR/Cas９植株根瘤石蜡切片

Fig．８　NodulesofMtPAP３ＧoverexpressionandCRISPR/Cas９intransgenicplants
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3　讨　论

磷是核酸、蛋白质和磷脂等生物大分子的重要

组成成分[１９Ｇ２０].磷酸根离子是植物吸收磷的主要形

式,但在土壤中分布不均且易与金属阳离子(Fe３＋ 、

Al３＋ 、Ca２＋ )形成难以被植物吸收利用的金属磷酸

盐,造成土壤中的磷含量长期处于匮乏状态[２１].为

了应对这些不利于生长的环境因素,豆科植物进化

出许多维持根瘤内磷稳态的策略,酸性磷酸酶活性

增加是最重要的策略之一[２２Ｇ２３].系统进化树显示,

MtPAP３与低磷胁迫根瘤中诱导表达的 GmPAP３１
及磷饥饿根中诱导表达 OsPAP２３和 CaPAP１５a具

有较高的同源性,其中GmPAP３１是 GmPAP家族

低 磷 胁 迫 根 瘤 中 诱 导 上 调 表 达 最 显 著 的 成 员,

OsPAP２３和CaPAP１５a 均在磷饥饿后表达量显著

增加.此外,本研究表明,MtPAP３在低磷胁迫的

根和根瘤中均强烈诱导表达,且主要在根和根瘤的

维管束组织以及根瘤的分生区和侵染区中表达,说
明该蛋白不仅参与根瘤内磷的分配,还参与磷的吸

收利用.MtPAP３基因超表达和敲除植株共生表

型显示,超表达植株地上部长势较好,固氮酶活较

高,且根瘤发育良好,表明该蛋白酶活性的增加,使
得更多的磷储备从植物各组织运送至根瘤,维持根

瘤内的磷稳态.而 MtPAP３敲除植株地上部长势

较差,固氮酶活显著降低,且类菌体发育异常,共生

体膜破裂,周质空间增大,表明 MtPAP３磷酸酶活

性的降低加重了根瘤内磷代谢的负担,造成运送到

根瘤内的Pi、Fe、Zn等矿质元素大量减少,以至于

类菌体形成发育所需大量元素无法及时供应,导致

共生体生长发育异常,最终影响共生固氮,表明 MtＧ
PAP３在调控低磷胁迫条件下根瘤磷代谢方面发挥

着重要作用.笔者初步研究了 MtPAP３在低磷胁

迫根瘤中的共生表型,但是具体的分子机制还有待

进一步研究.
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Symbioticfunctionofpurpleacidphosphatasegene
MtPAP３inMedicagotruncatula

CUIZhiqiang,XIELiping,LIYouguo,LIN Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceand
Technology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThisstudyinvestigatedsymbioticfunctionofpurpleacidphosphatasegeneMtPAP３in
Medicagotruncatula withMtPAP３Pro∶∶GUShistochemicallocation,overＧexpressionandCRISPR/

Cas９geneknockＧout．TheresultsshowedthatMtPAP３wasmainlylocatedinvascularbundleofroots
andnodules,andmeristemandinfectionzoneofnodules．ThetranscriptionlevelsofMtPAP３wereenＧ
hancedinrootsandnodulesunderPideficiencyconditions．ThenumbersandnitrogenaseactivityofnodＧ
uleswereincreasedintransgenicoverexpressionplants．TheknockＧoutofMtPAP３significantlyinhibiＧ
tedthedevelopmentandnitrogenaseactivityofnodules．ItisindicatedthatMtPAP３involvesinphosＧ
phorusmetabolismandsymbioticnitrogenfixationinnodulesunderlowphosphorusstress．

Keywords　rhizobium;Medicagotruncatula;acidphosphatase;phosphorusdeficiencystress;symＧ
bioticnitrogenfixation
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