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摘要 共生结瘤过程是根瘤菌与宿主植物交换信号分子的相互作用过程,结瘤信号通道蛋白基因 NSP1和

NSP2是结瘤因子诱导的共生信号转导途径的必要元件。LjNSP1和LjNSP2蛋白都包含植物所特有的GRAS
结构域,推测为转录调节子,但缺乏明确的生化证据。为验证这一推测,本研究采用酵母双杂交系统,将两者分

别融合到酵母GAL4转录因子的DNA结合结构域上,根据是否能激活报告基因的表达来验证它们的转录激活

能力。结果表明LjNSP1和LjNSP2在酵母体内均具有转录激活的能力。为进一步确定转录激活的区域,对

LjNSP1和LjNSP2构建了一系列的缺失突变,鉴别出转录激活区段均位于两者的N-末端的可变区域。为验证

作为转录因子的LjNSP1和LjNSP2是否具有结合某种特定基因的启动子的能力,进行了酵母单杂交实验。其

结果表明,LjNSP1和LjNSP2蛋白均能够结合根瘤起始基因 NIN 的启动子,但不能结合钙离子结合蛋白基因

CBP1的启动子。
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  豆科植物能特异地与根瘤菌形成固氮根瘤,根
瘤的形成和发育依赖于共生双方基因及信号分子的

参与[1]。结瘤因子作为根瘤菌共生信号分子作用于

宿主植物,引起植物一系列形态、生理生化等表型变

化及共生信号转导[2]。目前,已经从豆科植物百脉

根和苜蓿中鉴定出结瘤因子受体和一套共生信号传

递基 因[3-5]。其 中 结 瘤 信 号 通 道 基 因 NSP1 和

NSP2(nodulationsignalingpathway)是结瘤因子

信号转导所必需的[6-7]。突变体表型研究结果表明,

NSP1、NSP2基因分别突变后在接种根瘤菌或结

瘤因子处理条件下,都不能引起根毛的卷曲、侵染线

的形成以及皮层细胞的分裂,但不影响根毛尖端的

隆起和分枝[8]。NSP1、NSP2基因所编号的蛋白

都属于GRAS家族类转录因子,在共生信号传递途

径中位于CCaMK下游,NSP1直接受CCaMK的调

控[9-10]。

NSP1和CCaMK都定位在细胞核中,但还没

有证据直接证实它们之间的相互作用。NSP2的亚

细胞定位不同于NSP1,它开始定位在核膜和内脂

网上,当 用 结 瘤 因 子 处 理 后 则 定 位 于 细 胞 核

中[6,11]。

GRAS家族蛋白广泛存在于非豆科植物中[12],
其中Lj-NSP1、Lj-NSP2基因与水稻的Os-NSP1、

Os-NSP2都分别归类于一个亚家族。将烟草 Nb-
NSP1导入百脉根Lj-NSP1突变体能恢复结瘤的

功能,其根瘤也具有固氮酶活性[13]。最近的研究结

果[14]表明,在苜蓿中,NSP1和NSP2能形成同源和

异源多聚体并结合在早期结瘤素基因ENOD11启

动子上,调控早期结瘤素基因的表达。然而,在百脉

根中尽管 LjNSP2与 MtNSP2在核苷酸水平有

73%的同源性,但LjNSP2与 MtNSP2表达模式

不同,MtNSP2在根和茎中均有表达,并随着根瘤

菌的接种表达量增加;而LjNSP2只在根和早期的

根瘤中表达,在成熟的根瘤中被强烈抑制[6,11]。笔

者利用酵母单、双杂交系统,研究了百脉根LjNSP1
和LjNSP2蛋白在酵母体内的 转 录 激 活 和 结 合

DNA的能力,旨在为阐明其结构及其在结瘤因子信

号传导中的调控机制提供线索。



 第5期 储晓洁 等:百脉根结瘤信号通道蛋白NSP1和NSP2的转录激活作用  

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

酵母(Sacccharomycescereviaiae)Y187菌株,
质粒pGBKT7和pGADT7-Rec购自Clontech公司

(美国,加利福尼亚)。百脉根中生根瘤菌(Mesorhi-
zobiumloti)菌株 NZP2037、E.coliDH10B菌株由

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室保存。
1.2 主要试剂

TrizolRNA 抽提试剂为Invitrogen公司(美
国,加 利 福 尼 亚)产 品,反 转 录 试 剂 盒(TaKaRa
RNAPCRKit(AMV)Ver.3.0)、限制性内切酶和

连接酶等分子生物学试剂均购自 TaKaRa公司,

PCR所用引物和测序由北京奥科生物公司提供。
1.3 百脉根的培养方法

将百脉根(MG-20)的种子进行表面消毒处理:

70%无水乙醇处理30s,2%次氯酸钠浸泡8min,
无菌水漂洗7~8次,利用残留的水分进行催种发

芽,22℃避光培养,每天需换新鲜的无菌水,待芽长

到约2cm时移栽至灭菌后的细沙培养,每天浇灌无

菌水,待子叶脱落并长出新叶时接种根瘤菌,此后每

天以无氮营养液进行浇灌,22℃光照培养。
1.4 GAL4 BD-NSP 酵母表达质粒的构建

根据 NCBI数据库提供的 NSP1基因(Gen-
Bank:EF012819)和 NSP2(GenBank:DQ665943)
序列分别设计NSP1的引物为 (上游引物5′-CCG-
GAATTCATGACCATGGAACCAAAC-3′ 含

EcoRⅠ酶切位点,下游引物5′-ATCGGATCCT-
CAGCTTGTGCCACCCT-3′含BamHⅠ酶切位点)
和NSP2的引物(上游引物5′-GGACTGCCATAT-
GGAAATGGATATAGATTG-3′含NdeⅠ酶切位

点, 下 游 引 物 5′-ATCGGATCCCTATGCA-
CAATCTGATTC-3′含BamHⅠ酶切位点),以百

脉根总 RNA的反转录产物为模板,PCR程序为:

95℃5min;95℃30s,55℃30s,72℃60s,循环

30次;72℃延伸10min。扩增出 NSP1和 NSP2
的全长编码框,经 NdeⅠ和 BamHⅠ酶切后,连接

到pGBKT7上得到酵母表达质粒。所有构建的载

体均经过测序验证。
1.5 融合蛋白对酵母的毒性检测和转录激活分析

采用LiAc法制备酵母菌株 Y187的感受态细

胞,将诱饵质粒转化Y187菌株中。将pGBKT7-Lj-
NSP1/Y187和pGBKT7-Lj-NSP2/Y187划线接种

于含X-gal(80mg/L)的SD/-Trp选择培养基上,
检测报告基因LacZ 的表达。以pGBKT7/Y187为

阴性对照。同时,分别挑取新鲜的酵母转化子pG-
BKT7-nsp2-1/Y187和 空 载 体 pGBKT7/Y187于

SD/-Trp液体培养基中,30℃摇床培养16~24h,
测定D600nm值,鉴定融合蛋白的毒性。
1.6 ONPG 法定量检测β-半乳糖苷酶活性

将2mL过夜的待测培养物加入8mLYPD培

养基中,30℃,培养3~5h,记录收集细胞的D600nm

值;收集1.5mL/管,去上清,加入1.5mLZbuff-
er,再次离心收集,用300μLZbuffer重悬细胞;取

100μL到 新 的 离 心 管 中,浸 入 液 氮 速 冻0.5~
1min,取出置37℃水浴0.5~1min,重复2~5次

(在1个新的离心管中加入100μLZbuffer作为空

白对照);加入0.7mLZbuffer和β-巯基乙醇混合

液,并迅速加入160μLONPG(4mg/mL),开始记

时;30℃水浴孵育,当反应液变黄时,加入0.4mL
1mol/L的Na2CO3终止反应,记录所用时间;离心

后取出上清,检测上清D420nm的值;利用Miller公式

计算β-半乳糖苷酶活/U=1000×D420nm/(t×V×
D600nm)(t为所用时间,V =0.1×浓度因子,D600nm

为1mL培养物在600nm时所测光密度值)。
1.7 酵母单杂交分析

pGADT7-NSP1、pGADT7-NSP2 分 别 与

pNIN-HIS2和pCBP1-HIS2共转化酵母菌 Y187,
同 时 以 pGADT7-NSP1、pGADT7-NSP2 分 别 与

p53-HIS2共转化酵母菌 Y187作为阴性对照,以

pGADT7-53与pHIS-53共转化酵母菌 Y187作为

阳性 对 照。在 SD/-His/-Leu/-Trp+45 mmol/L
3-AT的选择性培养基上,检测蛋白是否能结合目标

启动子,从而启动下游基因的表达。

2 结果与分析

2.1 百脉根 NSP1 和 NSP2 基因克隆及酵母表达

载体的构建

  百脉根结瘤信号通道基因 NSP1和 NSP2所

编号的蛋白都属于GRAS家族转录因子,它们在根

瘤菌 共 生 信 号 转 导 中 起 重 要 作 用。为 了 研 究

NSP1、NSP2蛋白的结构和功能,通过NCBI数据库

提供的序列(GenBank:EF012819、DQ665943),设
计引物并利用RT-PCR分别从百脉根中扩增得出

全长的NSP1(1629bp)、NSP2(1500bp)CDS片

段 ,分 别 克 隆 到 酵 母 双 杂 交 载 体pGBKT7和
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 M.1kbDNAladder分子质量标准1kbDNAladdermarker;

1.pGADT7-NSP2的 NdeⅠ和 BamHⅠ双酶切结果 pGADT7-

NSP2digestedwithNdeⅠandBamHⅠ;2.pGBKT7-NSP2的

NdeⅠ和BamHⅠ双酶切pGBKT7-NSP2digestedwithNdeⅠand

BamHⅠ;3.pGBKT7-NSP1的 EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切结果

pGBKT7-NSP1digestedwithEcoRⅠandBamHⅠ.

图1 重组载体的酶切验证

Fig.1 Constructionofyeastexpressionplasmid

pGADT7质 粒 上,并 经 测 序 验 证 为 正 确 的 克 隆

(图1)。
2.2 百脉根 NSP1 和 NSP2 蛋白在酵母中的转录

激活作用

  将构建的pGBKT7-NSP1和pGBKT7-NSP2
酵母表达载体分别转化到酵母菌株 Y187中,鉴定

NSP1和NSP2是否具有转录因子的激活作用,结
果表明:分别含有pGBKT7-NSP1和pGBKT7-NSP2

的Y187菌株在SD/-Trp/X-gal的平板上,都能检

测到报告基因lacZ的表达,说明NSP1和NSP2在

酵母细胞中都具有激活lacZ 报告基因的作用。b-
半乳糖苷酶测定结果表明 NSP1的激活活性高于

NSP2(图2)。

 A.SD/-Trp/X-gal平板上检测转录激活作用Invivoplateas-
sayofβ-galactosidaseusingX-galinthemediumSD/-Trp/;B.酵

母菌落滤纸影印检测转录激活作用 β-galactosidaseassayusing

colony-liftfilter;C.ONPG法定量检测b-半乳糖苷酶活性 Liquid

cultureassayusingONPGassubstrate.

图2 NSP1和NSP2在酵母中转录激活作用的检测

Fig.2 Testthetranscriptionalactivationof
NSP1andNSP2inyeast

2.3 百脉根 NSP1 和 NSP2 蛋白结构域缺失突变

体的构建

  尽管百脉根NSP1和NSP2在蛋白质水平上同

源性很低(氨基酸等同性和相似性分别为20%、

 A.构建NSP1全长和2个缺失突变体的结构ConstuctoffulllengthNSP1andtwodeletionmutants;B.NSP1全长和2个缺失突

变体克隆到pGBKT7质粒上的酶切结果:M.1kbDNAladder;1.pGBKT7-NSP1EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切;2.pGBKT7-nsp1-1
EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切;3.pGBKT7-nsp1-2EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切 NSP1andtwodeletionmutantsclonedinpGBKT7,each
wasdigestedwithEcoRⅠandBamHⅠ;C.构建NSP2全长和4个缺失突变体的结构ConstuctoffulllengthNSP2andfourdeletion
mutants;D.NSP24个缺失突变体克隆到pGBKT7质粒上的酶切结果:M.1kbDNAladder;1.pGBKT7-nsp2-1NdeⅠ和BamHⅠ双

酶切;2.pGBKT7-nsp2-2NdeⅠ和BamHⅠ双酶切;3.pGBKT7-nsp2-3NdeⅠ和BamHⅠ双酶切;pGBKT7-nsp2-4NdeⅠ和BamHⅠ
双酶切FourdeletionmutantsclonedinpGBKT7,eachwasdigestedwithNdeⅠandBamHⅠ.

图3 NSP1和NSP2缺失突变体的构建

Fig.3 ConstructdeletionmutantsofNSP1andNSP2
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33%),但它们含有相同的几个蛋白结构域,分别为:

LHRI、VHIID、LHRII、PFYRE、SAW 结构域[15]。
为了 鉴 定 出 哪 个 结 构 域 与 激 活 作 用 相 关,按 照

NSP1和NSP2蛋白结构域位置(图3-A,C),分别

构建了NSP1基因的2个缺失突变体、NSP2基因

的4个缺失突变体。然后将这些突变体基因分别克

隆到pGBKT7质粒上,所构建的酵母重组表达载体

经酶切和测序验证,其结果见图3-B、D。
2.4 NSP1 和 NSP2 蛋白转录激活结构域的鉴定

将构建的缺失突变基因表达载体转化到酵母菌

株Y187中,SD/-Trp/X-gal检测转录激活活性。结

果表明:NSP1在缺失掉N-末端150个氨基酸后不

具备转录激活功能,其激活结构域位于N-末端150
个氨基酸中(图4-A、C);NSP2在缺失掉 N-末端

104个氨基酸后也不具备转录激活功能,其激活结

构域位于N-末端104个氨基酸中(图4-B、C),在这

 A.SD/-Trp/X-gal和平板影印分别检测NSP1及其2个缺失突

变体的转录激活活性,可见pGBKT7-nsp1-1和pGBKT7-nsp1-2
均不显蓝,NSP1激活结构域位于N-末端150个氨基酸中Invivo

SD/-Trp/X-galplateandcolony-liftfilterassayoftranscriptional

activationofNSP1andthetwodeletionmutants,BD-53asnega-

tivecontrol;B.SD/-Trp/X-gal分别检测 NSP2及其4个缺失突

变体的转录激活活性,可见pGBKT7-nsp2-1、pGBKT7-nsp2-2、

pGBKT7-nsp2-3和pGBKT7-nsp2-4均不显蓝,NSP2激活结构

域位于N-末端104个氨基酸中InvivoSD/-Trp/X-galplateassay

oftranscriptionalactivationofNSP2andthefourdeletionmu-

tants,BD-53asnegativecontrol;C.ONPG 法定量检测 NSP1、

NSP2及其缺失突变体的 b-半乳糖苷酶活性 Theβ-galactosidase

activityofNSP1,NSP2andthesixdeletionmutantsusingONPG

assubstrate.

图4 鉴定NSP1和NSP2的转录激活结构域

Fig.4 Thedomainoftranscriptional

activationofNSP1andNSP2

一区段中含有典型的多聚谷氨酸(polyE)和多聚苏

氨酸(polyT)的HSP结构域,该结构域与转录激活

作用密切相关。而在 NSP1中未发现该结构域,但
激活活性高于NSP2的2倍以上(图4-C)。
2.5 百脉根 NSP1 和 NSP2 具有结合 NIN 基因启

动子的能力

  在模式豆科植物百脉根中,已有的研究表明结

瘤启始基因 NIN(noduleinception)和钙离子结合

蛋白基因(CBP1)的表达完全依赖于根瘤菌结瘤因

子信号,NIN 所编码的蛋白也是一个转录因子,在
根瘤形成过程中起关键的调控作用[15-16]。在另一个

模式豆科植物蒺藜苜蓿中,MtNSP1、NSP2作用于

早期结瘤素基因ENOD11启动子[14]。在百脉根共

生信号转导途径中,NSP1、NSP2有可能位于NIN
基因上游。因此,本研究利用前期克隆的 NIN 和

CBP1基因启动子[17],将 NIN 和CBP1的启动子

区域分别融合到到载体pHIS2的报告基因上,同时

将NSP1和NSP2蛋白分别融合到pGADT7-Rec2
的GAL4-AD结构域上(图5-A),通过酵母单杂交

技术分别鉴定NSP1、NSP2是否具有结合 NIN 和

CBP1基因 启 动 子 的 能 力。结 果 表 明:NSP1和

NSP2都具有结合起始结瘤基因(NIN)基因启动子

的能 力,但 都 不 能 结 合 百 脉 根 钙 离 子 结 合 蛋 白

(CBP1)基因的启动子(图5-B、C)。

3 讨 论

在百脉根结瘤因子信号转导途径中,GRAS
(GAI,RGA,SCR)家 族 蛋 白 有 2 个:NSP1 和

NSP2,都含有一个可变的 N-末端和一个高度保守

的C-末端,包含5个熟悉的结构域,分别为:LHRI、

VHIID、LHRII、PFYRE、SAW 结构域[18]。模式豆

科植物苜蓿中,NSP1和 NSP2形成异源二聚体,

MtNSP1可以直接结合到ENOD11启动子顺式元

件AATTT上,调控早期结瘤素基因的表达,结合

启动子DNA区域是它的2个LHR结构域[14]。
在百脉根 NSP2突变体中,NIN 的表达几乎

完全阻断,诱导 NIN 的表达需要NSP2基因的参

与[11,19]。百脉根NIN 突变体能形成正常的共生菌

根和根瘤菌诱导的早期反应,包括根毛的变形、

Ca2+的流入和震荡[15]。对于信号从共生的一般途

径传到结瘤特有的途径的过程中,信号元件如何相

互作用尚未确定。有研究表明 MtNSP1可以结合

NIN启动子的-862~-13片段,但MtNSP2是否能
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 A.将NIN 和CBP1的启动子区域,分别融合到到载体pHIS2的报告基因上游,同时将 NSP1和 NSP2蛋白分别融合到pGADT7-

Rec2的GAL4-AD结构域上,共转化入Y187中 NSP2wasexpressedasafusionproteinwiththeGAL4AD(pGADT7-NSP2)inyeast

Y187cellsharboringthereporterconstructNINpro::HIS3,CBP1pro:HIS3,whichexpressestheHIS3reportergeneunderthepromot-
eroftheNINorCBP1gene;B、C.在SD/-Trp-Leu-His加有45mM3-AT的平板上共转化酵母的生长状况,p53-HIS2和pGADT7-53
共转化Y187作为阳性对照,p53-HIS2和pGADT7-NSP共转化Y187作为阴性对照 YeastcellswereexaminedforgrowthontheSD/-

Trp-Leu-Hisplatesinthepresenceof45mM3-AT.Yeastcellsharboringp53-HIS2andpGADT7-53wereusedasapositivecontrol,

whereasthosecontainingp53-HIS2andpGADT7-NSP2servedasnegativecontrol.

图5 酵母单杂交分析NSP1和NSP2结合NIN启动子的能力

Fig.5 AssayofNSP1andNSP2bindingtotheNINpromoterbyyeastonehybrid
够结合NIN 启动子没有明确的证据[14]。本研究利

用酵母单杂交技术,证明LjNSP1和 LjNSP2在酵

母体内均能够结合 NIN 启动子的-500~-1片

段,在体外还有待证明。LjNSP1和LjNSP2蛋白推

测为GRAS家族转录调节子,这个基因家族遍及植

物王国(拟南芥中含有33个成员),涉及赤霉素等植

物激素信号转导、根的发育、叶腋的发育以及芽顶端

分 生 组 织 的 维 持[6]。本 研 究 证 明 LjNSP1 和

LjNSP2都具有转录激活作用,其激活区段均位于

近N-末端区域;并通过酵母单杂交,证明了LjNSP1
和LjNSP2在酵母体内均能够结合NIN 启动子,初
步断定它们具有结合DNA的能力,为体外生化水

平和植物体内进一步确证LjNSP1和LjNSP2结合

DNA能力提供基础。
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TranscriptionalActivationofLotusjaponicusNSP1andNSP2

CHUXiao-jie KANGHeng HUXiao-jing ZHANGZhong-ming
StateKeyLaborotoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgricultural

University,Wuhan430070,China

Abstract Thesymbioticnodulationbetweenlegumesandrhizobacteriaisaninteractiveprocessof
exchangeofsignalmolecules.GenesfornodulationsignalpathwayNSP1andNSP2aretheessential
componentsfornod-factorinducedsymbioticsignalpathway.ProteinencodedbyLjNSP1andLjNSP2
includestheplant-specificGRASdomain,whicharepredictedtocodetranscriptionfactor,buttheunique
biochemicalevidenceremainstobeidentified.Toexaminethisinference,theabovetwogeneswerefused
intoDNAbindingdomainforyeastGAL4transcriptionfactorwithyeasttwohybrid.Whetherornotac-
tivatingexpressionofdownstreamreportergeneswereutilizedtotesttheirfunctionoftranscriptional
activation.Ourresultsubstantiatedencodingproductsofthesetwogenespossesssuchactivationin
yeast.Tofurtherdeterminethetranscriptionalactivationregion,aseriesofdeletionmutantswerecon-
structed,whichsuccessfullyidentifiedtheactivationregionbelongingtothevariabledomainofNtermi-
nalofeachprotein.Yeastone-hybridwasperformedtotestwhetherLjNSP1andLjNSP2proteins,pos-
sessfunctionofbindingpromoterforcertainspecifiedgenesastranscriptionfactor.Theresultshowed
thatproteinsencodedbyLjNSP1andLjNSP2werecapableofbindingpromoterofNIN (nodulationini-
tiation)gene,butfailedtobindthatofCBP1(calciumbindingprotein)gene.Thisstudydemonstrates
thatLjNSP1andLjNSP2possessfunctionofbindingparticularDNAandtranscriptionalactivation,pro-
vidingimportantsignificancefortheelucidationofmechanismfornod-factorinducedsignaling.

Keywords Lotusjaponicus;symbioticpathway;transcriptionalactivation;GRASprotein;yeast
one-hybrid
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