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百脉根结瘤信号通道蛋白 NSP1 和
NSP2 的相互作用
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摘要 豆科植物百脉根是研究共生固氮体系的模式植物之一,对其根瘤菌共生信号转导途径和作用机制的

研究,有助于揭示根瘤菌与豆科植物共生关系建立和共生体形成的奥秘。本研究利用酵母双杂交系统和体外蛋

白质相互作用技术,证明百脉根GARS类家族转录因子结瘤信号通道蛋白NSP1和NSP2在体外体内均可以相

互作用,并将相互作用的位点定位在NSP1的GRAS结构域的LHRII区域和NSP2的LHRI区内。
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  根瘤菌与豆科植物能特异地形成共生体———根

瘤,这种共生关系的建立涉及到低等微生物与其宿

主植物之间复杂的信号识别、基因表达调控等过

程[1-2]。在模式豆科植物共生信号转导途径中,结瘤

信号通道蛋白NSP1和NSP2位于CCaMK(Ca2+/

calmodulin-dependentproteinkinase)下游并受其

调控,其基因突变均导致不结瘤表型[3]。NSP1和

NSP2基因所编码的蛋白都属于 GRAS家族转录

因 子[4],都 含 有 保 守 的 LHR1、VHIID、LHRII、

PFYRE、SAW 等5个结构域[5-6],但二者之间的同

源性非常低(约20%)。NSP1定位于细胞核中,而

NSP2开始定位在核膜和类质网上,当受根瘤菌感

染或结瘤因子处理后则定位到细胞核内[6-7]。最近,

Kalop等[6]的研究结果表明:在豆科植物苜蓿中

NSP1可以直接结合到早期结瘤素基因ENOD11
的启动子上,而NSP2则不能直接结合到ENOD11
的启动子上,NSP1和NSP2在细胞核内可能形成同

源和异源多聚体共同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,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[4,8-9]。
前期 的 研 究[10]结 果 表 明:百 脉 根 NSP2 和

NSP1在酵母体内均具有转录激活的能力,其转录

激活区段均位于GRAS类蛋白N-末端的可变区域,
缺失这一区段后,在酵母中均失去转录激活作用,

LjNSP1和LjNSP2均能够结合启始结瘤基因NIN
(noduleinception)的启动子。本研究利用酵母双杂

交和体外蛋白质相互作用技术验证百脉根NSP1和

NSP2蛋白是否具有形成异源二聚体的功能,以证

实其在体外、体内是否存在相互作用并进行定位。

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

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。

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

(美国,加利福尼亚)。
1.2 主要试剂

引物合成和测序由北京奥科公司完成;限制性

内切酶、TaqDNA 聚合酶、T4DNA 连接酶、RT-
PCR试剂盒等购自TaKaRa公司;GST柱子购自韦

氏博慧公司;凝胶 回 收 试 剂 盒 为 V-Gene公 司 产

品;SDS-PAGE 所 需 试 剂 和 X-Gal、IPTG、Amp、

DTT等购自Sigma;其他生化试剂均为国产分析

纯产品。
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1.3 pGEX-6P1-NSP、pET28a-NSP2/NSP2-1 及

NSP 全长的酵母表达质粒的构建

  以百脉根总RNA的反转录产物为模板,PCR
程序为:94℃4min;94℃30s,55℃45s,72℃
90s,循环30次;72℃延伸10min。扩增出全长

NSP1和 NSP2以及 NSP1的4种缺失突变体

DNA片段,按常规方法分别克隆到pET28a、pG-
BKT7、pGADT7载体上。

表1 NSP1、NSP2全长及缺失获得突变体基因的引物

Table1 PrimersofNSP1,NSP2fulllengthanddeletionmutants

基因

Gene
引物

Primer
内切酶

Endonuclease

NSP1

Upper:5′-CGAATTCATGACCATGGAAC-
CAAACT-3′

EcoRⅠ

Lower:5′-AAGTCTCGAGTCAGCTTGTG-
CCAC-3′

XhoⅠ

Lower:5′-ATCGGATCCTCAGCTTG TGC-
CACCCT-3′

BamHⅠ

NSP1-1

Upper:5′-CGGAATTCGGTAGATGGGCAG-
AGC-3′

EcoRⅠ

Lower:5′-ATCTCGAGTCAGCTTGTGCC-
ACCCT-3′

XhoⅠ

NSP1-2

Upper:5′-CGGAATTCCTCCACATCCTTG-
ACATTG-3′

EcoRⅠ

Lower:5′-ATCTCGAGTCAGCTTGTGCC-
ACCCT-3′

XhoⅠ

NSP1-3

Upper:5′-CGGAATTCGGTTATAACT-
ACTAT-3′

EcoRⅠ

Lower:5′-AAGTCTCGAGTCAGCTTGTGC-
CAC-3′

XhoⅠ

NSP1-4

Upper:5′-CGGAATTCTTAATTGTCTGTG-
C-3′

EcoRⅠ

Lower:5′-AAGTCTCGAGTCAGCTTGTG-
CCAC-3′

XhoⅠ

NSP2

Upper:5′-GGACTGCCATATGGAAATGG-
ATATAGATTG-3′

NdeⅠ

Lower:5′-ATCGGATCCTATGCACAAT-
CTGATTC-3′

BamHⅠ

NSP2-1

Upper:5′-GAGTAACCATATGGCGGCAGA-
CGACGACT-3′

NdeⅠ

Lower:5′-CCGGAATTCCTATGCACAATC-
TGAT-3′

EcoRⅠ

NSP2
(105-186)

Upper:5′-GGACTGCCATATGGAAATGGA-
TATAGATTG-3′

NdeⅠ

Lower:5′-GGAATTCCTAGATGACGTGGT-
GCTTGCT-3′

EcoRⅠ

1.4 靶蛋白诱导表达纯化

将 NSP1、NSP1-1、NSP1-2、NSP1-3、NSP1-
4、NSP2分别连接在质粒pGEX-6P1、pET28a上重组

载体,转化表达菌株E.coliDE3和RP中。按储晓洁

等[10]提供的方法表达并纯化蛋白。
1.5 酵母体内检测蛋白间的相互作用

分别将含有诱饵质粒的pGBKT7-NSP1、pG-

BKT7-NSP1-1、pGBKT7-NSP1-2的Y187菌株和

靶质粒pGADT7-NSP2的AH109菌株于3个含有

0.5mL2×YPDA的PA瓶中,同时将含有诱饵质

粒pGBKT7-NSP2、pGBKT7-NSP2-1的 Y187菌

株和靶质粒pGADT7-NSP1AH109菌株于另2个

含有0.5mL2×YPDA 的PA 瓶中,100r/min、

30℃培养20~24h,将培养物涂布SD/-Trp-Leu、

SD/-Ade-His-Trp-Leu平板,30℃培养3~5d,统
计平板上的菌落,挑选白色的直径大于2mm的菌

落点于含X-Gal(80μg/mL)的SD/-Trp-Leu、SD/-
Ade-His-Trp-Leu平板上,30℃培养。
1.6 β-半乳糖苷酶活性测定

挑取 SD/-Trp-Leu 、SD/-Ade-His-Trp-Leu2
种营养缺陷型平板上的单菌落,30℃培养20~
24h,之后每毫升过夜培养物加入4mLYPDA培

养基中,在D600nm=0.5~0.8时,收集菌体,然后按

Miller法测定β-半乳糖苷酶活性[11]。
1.7 Western blotting 技术检测蛋白间的相互作用

以His标签的 NSP2蛋白作为阳性对照,GST
标签的NSP1蛋白及其缺失突变体蛋白为检测蛋白

以及以NSP2-1蛋白作为阳性对照,NSP1全长蛋白

为检 测 蛋 白,进 行 SDS-PAGE 电 泳。按 储 晓 洁

等[10]提供的方法进行 Western杂交检测。

2 结果与分析

2.1 NSP 大肠杆菌表达质粒及酵母表达质粒的

构建

  为了鉴定哪些结构域参与2个蛋白间的相互作

用,按照图1-A所示,分别构建了一系列大肠杆菌

表达的缺失突变体,酶切结果证实表达载体含有外

源DNA,片段大小与预期相符(图1-B和C)。同

时,酶 切 和 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果 也 表 明 全 长 的

LjNSP1、LjNSP2已分别构建到酵母双杂交载体

pGBKT7和pGADT7上(图1-D)。
2.2 百脉根 NSP1、NSP2 及其缺失突变体融合蛋

白的表达和纯化

  分别将构建在pGEX-6P1上的NSP1及其突变

体和构建在pET28a上的 NSP2及 NSP2-1表达载

体转化到E.coliDE3和RP菌株中,在22℃诱导表

达融合蛋白。结果表明所有蛋白都存在于细胞裂解

物的上清液中,呈可溶性融合蛋白(结果未展示)。
利用GST琼脂糖凝胶柱绑定及纯化GST-NSP1及
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 A.LjNSP1、LjNSP2全长及其缺失突变体结构示意图 ThestructureofNSP1andthedeletionmutants;B.大肠杆菌表达载体

pGEX-6P-NSP1及其缺失突变体的EcoRⅠandXhoⅠ酶切-电泳图 NSP1andfourdeletionmutantsclonedinpGEX-6P-1,eachwasdi-
gestedwithEcoRⅠandXhoⅠ:M.DNAmarker;1.全长 NSP1ThefulllengthofNSP1;2.NSP1-1;3.NSP1-2;4.NSP1-3;5.NSP1-

4;C.大肠杆菌表达载体pET28a-NSP2及NSP2-1的NdeⅠandBamHⅠ酶切-电泳图NSP2、NSP2-1clonedinpET28aeachwasdi-
gestedwithNdeⅠandBamHⅠ:M.DNAmarker1.全长 NSP2ThefulllenghtofNSP2;2.NSP2-1;D.NSP1、NSP2全长构建到

pGBKT7、pGADT7载体上的酶切图,NSP1被 EcoRⅠ和 BamHⅠ 双酶切 NSP2被 NdeⅠ和 BamHⅠ双酶切 Thefulllengthof

NSP1、NSP2clonedinpGBKT7,PGADT7NSP1wasdigestedwithEcoRⅠandBamHⅠ,NSP2wasdigestedwithNdeⅠand

BamHⅠ:M.DNAmarker;1.pGBKT7-NSP1;2.pGBKT7-NSP2;3.pGADT7-NSP1;4.pGADT7-NSP2.

图1 NSP1、NSP2及其缺失突变体的构建

Fig.1 ConstructionofE.coliexpressionplasmidandyeastexpressionplasmid

其缺失突变体融合蛋白以10~20mmol/L还原型

谷胱甘肽洗脱;使用 Ni-ResinHP柱子纯化 His-
NSP2及NSP2-1融合蛋白。SDS-PAGE电泳结果

表明,纯化后得到相对纯化的GST-NSP1融合蛋白

(图2:1~5泳道)、纯化的 His-NSP2及NSP2-1融

合蛋白(图2:6~7泳道)。
2.3 百脉根 NSP1 与 NSP2 蛋白在酵母体内的相

互作用

  利用酵母双杂交技术,研究百脉根结瘤信号通

道蛋白NSP1和NSP2是否具有形成异源二聚体的

功能,以百脉根 NSP1、NSP2转录自激活活性为对

照(图3-A),分别将 NSP1构建在诱饵(pGBKT7-
NSP1)和靶质粒(pGADT7-NSP1)上;同时,也分别

将NSP2构建在诱饵(pGBKT7-NSP2)和靶质粒

(pGADT7-NSP2)上。将含有诱饵质粒的 Y187菌

株与含有靶质粒的 AH109菌株进行有性交配,在
含有X-Gal的SD/-Trp-Leu的培养基上都能生长,
蛋白质间有相互作用的菌落呈蓝色,没有相互作用

的菌落为白色。在有 X-Gal的SD/-Ade-His-Trp-
Leu的培养基上只有相互作用发生才能生长且菌落

呈蓝色(图3-B)。比较图3-A 和图3-B的结果,

NSP1、NSP2蛋白间相互作用的菌落呈现的蓝色明

显深于自激活作用呈现的蓝色,β-半乳糖苷酶酶活

测定的结果也证实了这一结论(图3-C),说明了全

长NSP1和 NSP2蛋白之间具有相互作用,可能形

成异源二聚体。
2.4 NSP2 与 NSP1 相互作用结构域的鉴定

为了确定NSP1蛋白与NSP2相互作用的结构

域,首先利用酵母双杂技术考察了NSP1-1、NSP1-2两

个截短蛋白与NSP2间的相互作用,结果表明NSP1
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 M.蛋白质标记 Proteinmarker;1.GST-NSP1融合蛋白 Puri-
fiedpGEX-6P-1-NSP1;2.GST-NSP1-1融合蛋白PurifiedpGEX-

6P-1-NSP1-1;3.GST-NSP1-2融 合 蛋 白 PurifiedpGEX-6P-1-

NSP1-2;4.GST-NSP1-3融合蛋白 PurifiedpGEX-6P-1-NSP1-

3;5.GST-NSP1-4 融 合 蛋 白 Purified pGEX-6P-1-NSP1-4;

6.His-NSP2融合蛋白PurifiedHis-NSP2;7.His-NSP2-1融合蛋

白PurifiedHis-NSP2-1;箭头所指为目标蛋白 Whatthearrowin-
dicatesarethetargetproteins.

图2 SDS-PAGE蛋白质电泳结果

Fig.2 SDS-PAGEproteinelectrophoresis
缺失 LHR1结构域后不能与 NSP2相互作用而

NSP2的LHR1结构域(105-186aa)则能与 NSP1
相互作用(图4-B)。这一结果说明 NSP1与 NSP2
的相互作用的区段主要集中在2个蛋白的LHRI结

构域,而附近的区段对相互作用有一定的影响。

  为了进一步证实酵母双杂交的研究结果,利用

pull-down和 Western印迹转移技术进行了体外蛋

白质相互作用试验。研究结果表明:在体外全长

NSP1蛋白与 NSP2全长蛋白具有相互作用(图5-
A),缺失了 N-末端(NSP1-1)、LHR1(NSP1-2)和

VHIID(NSP1-3)结构域的NSP1蛋白都能与NSP2
蛋白相互作用,而唯独缺失LHRII(NSP1-4)结构域

的NSP1不能与NSP2蛋白相互作用(图5-B)。说

明NSP1的LHRII结构域参与了2个蛋白间的相

互作用。同时,缺失 HPS(NSP2-1)结构域的NSP2
蛋白也能参与NSP1蛋白的相互作用(图5-C)。然

而在酵母双杂交试验中,这两者间是没有相互作用

的,其原因可能是由于 NSP2-1融合蛋白在细胞内

不能正确折叠,在空间结构上掩盖了LHR1结构域

导致不能与NSP1蛋白相互作用。当单独将LHR1
结构域(105-186aa)融合到BD载体上,则可以与

NSP1蛋白相互作用。

3 讨 论

NSP1、NSP2基因编码的蛋白属于 GRAS蛋

白家族,GRAS蛋白家族在整个植物界中都很常见,
并且 在 植 物 生 长 过 程 中 起 着 不 同 的 作 用[5-6]。

GRAS蛋白含有一个可变的 N-末端和一个保守的

C-末端。LjNSP1编码542个氨基酸,而LjNSP2编

 A.百脉根NSP1、NSP2转录自激活活性的检测,含有诱饵质粒的酵母菌Y187在含有X-gal的SD/-Trp培养基生长的菌落,蓝色具

有自激活活性,白色没有自激活活性ThetestoftranscriptionalactivationofNSP1andNSP2inyeastonmediawithselection,theblue

colonieshavetheautoactivation,thewhitecolonieshavenoautoactivation;B.NSP1和NSP2分别在诱饵和靶质粒上的相互作用,诱饵

质粒在Y187菌株中,靶质粒在AH109菌株中,通过有性交配得到的二倍体酵母在含X-gal的SD/-Trp-Leu和SD/-Trp-Leu-His-Ade
选择性培养基上生长的菌落,蓝色显示具有相互作用,白色没有相互作用 TheinteractionofNSP1andNSP2inthebaitandtargetplas-
mids,andthebaitplasimidinY187strain,thetargetplasmidintheAH109srain,thediploidyeastobtainedbysexuallymatinggrewon

mediawithSD/-Trp-Leu/X-galSD/-Trp-Leu-His-Ade/X-gal,thebluecoloniesindicatesinteraction,thewhitecoloniesindicatesnoin-
teraction;C.β-半乳糖苷酶酶活的测定,红色表示自激活活性,蓝色表示NSP1、NSP2蛋白间相互作用的活性 Theassayoftheβ-galac-
tosidaseactivity,theredindicatesautoactivation,theblueindicatesinteraction.

图3 体内NSP1与NSP2相互作用

Fig.3 TheinteractionofNSP1andNSP2invivo
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 诱饵质粒在Y187菌株中,靶质粒 AH109在菌株中,通过有性

交配得到的二倍体酵母在含 X-gal的SD/-Trp-Leu和SD/-Trp-
Leu-His-Ade选择性培养基上生长的菌落。蓝色具有相互作用,

白色没有相互作用。A.鉴定NSP1缺失突变体与全长NSP2相互

作用;B.鉴定 NSP2缺失突变体与全长 NSP1相互作用。The

baitplasimidinY187strain,thetargetplasmidinAH109srain,

thediploidyeastobtainedbysexuallymatinggrewonmediawith

SD/-Trp-Leu/X-galSD/-Trp-Leu-His-Ade/X-gal,thebluecolo-
niesindicatesinteraction,thewhitecoloniesindicatesnointerac-
tion.A.Identificationofinteractionofthethedeletionmutantsof

NSP1andthefull-lengthNSP2;B.Identificationofinteractionof

thedeletionmutantsofNSP2andthefull-lengthNSP1.

图4 酵母双杂交鉴定NSP1与NSP2相互作用的结构域

Fig.4 Identificationofinteractiondomain
ofNSP1andNSP2byY2H

码499个氨基酸,它们都含有5个GRAS家族典型

的结 构 域:即 LHRI、VHIID、LHRII、PFYRE 和

SAW[9]。

2009年,Hirsch等[8,13]在豆科模式植物苜蓿中

的研究表明:NSP1是一个结合DNA的蛋白,可以

结合到早期结瘤素基因ENOD11、ERN1和启始结

瘤 基 因 NIN 的 启 动 子 上,在 体 内 NSP1 和

ENOD11启动子的相互作用随着结瘤因子的诱导

而增强。已有的研究结果表明,非豆科植物广泛存

在结瘤信号通道基因 NSP1和 NSP2,其中烟草的

NSP1也可以互补豆科植物nsp1突变体,所结根瘤

与正常根瘤结构完全一样[6,8]。由于不同的物种结

瘤信号通道基因 NSP1和 NSP2的表达模式以及

在植物中所起的作用并不相同,本研究以豆科模式

植物百脉根为研究对象,证明了结瘤信号通道蛋白

NSP1和NSP2在体外、体内均可以相互作用,并且

明确NSP1的LHRII和NSP2的LHR1结构域是2
个蛋白相互作用所必需的,说明 NSP1和 NSP2百

脉根结瘤因子信号转导中是以异源二聚体或四聚体

形式行使其功能[13],前期研究[10]利用酵母单杂交技

术 证明了百脉根NSP1和NSP2均能结合到启始结

A.全长NSP1蛋白与NSP2蛋白间的相互作用 Theinteractionofthefull-lengthNSP1andNSP2;M.Proteinmarker;1.His-NSP2蛋

白PurifiedHis-NSP2;2.绑定在GST柱上的GST-NSP1蛋白 GST-NSP1proteinbindingtoGST-beads;3.GST柱子 GSTbeads;

4.GST蛋白 GST;

B.NSP1缺失突变体与NSP2蛋白间的相互作用 TheinteractionofthethedeletionmutantsofNSP1andNSP2:M.Proteinmarker;

1.His-NSP2蛋白purifiedHis-NSP2;2.绑定在GST柱上的GST-NSP1蛋白GST-NSP1bindingtoGST-beads;3.绑定在GST柱上

的GST-NSP1-1蛋白GST-NSP1-1bindingtoGST-beads;4.绑定在GST柱上的GST-NSP1-2蛋白GST-NSP1-2bindingtoGST-
beads;5.绑定在GST柱上的 GST-NSP1-3蛋白 GST-NSP1-3bindingtoGST-beads;6.绑定在 GST柱上的 GST-NSP1-4蛋白

GST-NSP1-4bindingtoGST-beads;7.GST柱子GSTbeads;8.GST蛋白 GST;

C.NSP1与NSP2-1蛋白间的相互作用 TheinteractionofNSP1andNSP2-1:M.proteinmarker;1.His-NSP2蛋白 His-NSP2;2.绑定

在GST柱上的GST-NSP1蛋白GST-NSP1bindingtoGST-beads;3.GST柱子GSTbeads;4.GST蛋白 GST.
 在A、B、C中,上框为SDS-PAGE电泳图,下框为 Westernblotting显影图,anti-NSP2为抗NSP2的抗体InthefigureofA,B,C,the
boxaboveisSDS-PAGEelectrophoresis,theboxbelowiswesternblottingimaging.

图5 体外检测NSP1及其缺失突变体与NSP2蛋白间的相互作用

Fig.5 TheinteractionofNSP1anddeletionmutantswithNSP2invitro
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瘤基因NIN 的启动子上,体外蛋白质与DNA相互

作用的研究正在进行之中。
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InteractionofLotusjaponicusNSP1andNSP2

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

University,Wuhan430070,China

Abstract Lotusjaponicusinlegumesisoneofthemodelplantsinthestudyofthesystemonthe
symbioticnitrogenfixation.Theresearchofthesymbioticsignalingpathwayandthemechanismofinter-
actionofrhizobialbacteriahelpstodiscoverthesecretabouttheestablishmentofsymbioticrelationship
andtheformationofthesymbiontbetweenrhizobialbacteriawithlegumes.Inthisstudy,theinteraction
ofthetwoGRASfamilyproteins,nodulationsignalingpathway1(NSP1)andnodulationsignalingpath-
way2(NSP2),wasconfirmedinvivoandvitrousingayeasttwo-hybridsystemandprotein-proteininter-
actioninvitro.TheinteractinglociwereassessedtobetheLHRIdomainofNSP2andLHRIIdomainof
NSP1.

Keywords Lotusjaponicus;nodulationsignalingpathway1(NSP1);nodulationsignalingpath-
way2(NSP2);symbioticsignaling;yeasttwo-hybrid
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