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摘要　从日本百脉根(Lotuscorniculatus)中克隆到一个可能与菌根因子识别相关的LcLRK１基因,通过设

计简并引物并利用RACEPCR手段,在百脉根中扩增得到LcLRK１基因全长序列.通过生物信息学的方法,对

LcLRK１基因进行结构分析和预测;接种Rhizophagusirregularis,检测LcLRK１基因在百脉根不同组织中的

表达水平;构建ProLcLRK１∶∶GUS 重组载体,观察LcLRK１基因在根中的表达部位;最后通过 RNA 干扰

(RNAi)技术进行LcLRK１基因沉默.结果表明:LcLRK１编码一个 LysM 型受体激酶,由３个胞外 LysM 结

构、１个跨膜结构域与１个胞内激酶结构域组成;LcLRK１在 AM 共生早期表达水平明显增强,并在根的表皮细

胞及根毛基部表达;LcLRK１基因沉默后抑制了早期丛枝的形成;相对于对照组,在LcLRK１RNAi的植株中

AM 真菌的侵染率明显下降,丛枝数目也明显降低.证实LcLRK１基因与菌根真菌信号分子识别相关,并且影

响 AM 真菌丛枝的形成.
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　　丛枝菌根(arbusculemycorrhiza,AM)是球囊

菌门(Glomeromycota)的 AM 真菌与陆生植物根形

成的互惠共生体.AM 在植物根细胞内形成复杂的

根内菌丝体和高度分化的树状丛枝结构[１Ｇ２],并且根

内菌丝迅速延伸到根外形成庞大的根外菌丝网,以
此来吸收土壤中的矿质营养和水分[３Ｇ４].在自然界

的高等陆生植物中有８０％以上可与土壤中的菌根

真菌形成 AM 共生体[５].在 AM 共生体中,丛枝菌

根(AM)为宿主植物提供无机矿质营养(主要是磷

素和氮素),促进植物生长发育;反过来,AM 真菌从

植物的光合作用产物中获得碳水化合物[６Ｇ７].这种

共生体在生态系统的磷循环、氮循环、碳循环中发挥

着重要作用,同时促进陆地生态系统的初级生产力,
因此,AM 共生体对于自然界的物质循环有着极其

重要的生态学意义.

AM 共生体的形成与发育需要经历一系列不同

的阶段.一般来说,主要包括共生前期、附着胞时

期、共生早期、AM 共生时期(丛枝形成时期)以及共

生后期(根外菌丝与孢子形成时期).共生前期主要

特征是 AM 真菌孢子萌发以及宿主植物根系分泌

激素独脚金内酯(SLs),SLs促进真菌菌丝分枝[８];
另一方面,AM 真菌分泌扩散性信号分子或菌根因

子(Mycfactor)LCOs诱导宿主植物中共生相关基

因的表达[９Ｇ１１].随后分枝的菌丝在根的表面形成附

着胞结构,此阶段称为附着胞时期[１２].附着足从附

着胞上形成,迅速侵入外皮层细胞,进行胞间和胞内

生长且在胞内形成具有引导作用的前侵染体结构

(PPA),此结构引导胞内菌丝进入中皮层细胞[１３],
此阶段为共生早期;真菌菌丝一旦进入内皮层细胞

后,AM 真菌便在皮层细胞内高度分化并形成二歧

分枝的菌丝结构,被称为丛枝(arbuscules)[１４].这

些复杂而高度分化的丛枝结构被一部分植物细胞膜

(PAM)包裹着,从而形成了丛枝Ｇ植物细胞共生界

面[１５],此阶段为丛枝形成时期.与此同时,AM 真

菌菌丝延伸到根系外的土壤中形成根外菌丝体,这
些菌丝体能吸收土壤中的磷素及其他矿质营养元
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素,同时形成新一代的侵染宿主根的孢子,此阶段为

根外菌丝体时期.
在丛枝菌根形成过程中,控制和影响 AM 结构

形成的因素是多方面和多水平的.在共生前期与早

期,AM 真菌分泌的信号分子(如 LCOs)影响真菌

对宿主根的侵染以及丛枝结构的形成[１１],宿主植物

中菌根型的LysM 结构域受体激酶基因控制丛枝结

构的形成[１６].在共生时期,植物中与共生信号途径

密切相关的基因DMI１、DMI２与DMI３是 AM 结

构形成的必需基因[１７].在丛枝形成时期,许多植物

基因的突变直接影响丛枝的形成与发育;VAPYRIN
基因调节早期胞内菌丝的分化,该基因突变导致形成

鸟足状(或分枝程度低)丛枝结构[１８].STR１/２[１９]与

RAM１/２[２０]基因的作用是促进丛枝的成熟.苜蓿的

PT４与水稻的PT１３基因的主要功能是维持丛枝的

生命周期,延迟丛枝的衰老与死亡[２１Ｇ２２].
近期研究表明,AM 真菌的菌根因子脂质几丁

糖(MycＧLCOs)与根瘤菌的结瘤因子(Nodfactor)
具有相似的结构[２３].在豆科植物中,宿主对根瘤菌

结瘤因子的识别需要２类编码LysM 结构域受体激

酶的基因,在日本百脉根(Lotusjaponicus)中是

LjNFR１a 与LjNFR５基因;在蒺藜苜蓿(MedicaＧ
gotruncatula)中 是 MtLYK３ 与 MtNFP 基

因[２４Ｇ２６].这些蛋白质具有相似的结构:含有３个

LysM 的胞外结构域、１个跨膜结构域和１个胞内激

酶结构域,其中任何一个基因的突变均能阻止结瘤

因子的诱导效应[２７Ｇ２９].有趣的是,非豆科植物榆科

糙叶山黄麻属(Parasponia)可以与根瘤菌共生形

成类根瘤结构,PaNFP可以作为识别结瘤因子和菌

根因子的共同受体.这表明在榆树中,丛枝菌根共

生体和根瘤共生体的形成受同一个受体蛋白的调

控[１６].由于豆科植物在进化过程中整个基因组发

生复制,导致这种类似的同源基因在大豆、苜蓿和百

脉根中也相继被发现[３０Ｇ３１].因此,在苜蓿和百脉根

中也可能存在着一类受体,可以作为菌根信号分子

的受体[３２Ｇ３３].到目前为止,关于菌根真菌特异性受

体的研究还比较少,但对于根瘤菌受体的研究比较

深入,因此,可以通过现有的结瘤因子受体研究为菌

根信号受体的发现提供新思路.
笔者从豆科植物百脉根(Lotuscorniculatus)中

克隆到一个与菌根真菌信号识别相关的LysM 型受

体激酶LcLRK１基因,通过分子生物学与反向遗传

学方法探讨LcLRK１基因与丛枝结构形成的关系,

旨在为菌根真菌共生体分子机制的建立和菌根信号

途径研究及 AM 真菌在农业生态系统中的应用提

供理论依据.

1　材料与方法

1.1　菌种和质粒

大肠杆菌EscherichiacoliDH５α、发根农杆菌

AgrobacteriumrhizogenesLBA１３３４及植物表达载

体pBI１２１,均由华中农业大学农业微生物学国家重

点实验室菌根分室提供.
1.2　植物材料与 AM 真菌接种剂

日本百脉根(Lotuscorniculatus)种子由华中农

业大学农业微生物学国家重点实验室菌根分室提

供,AM 真菌根内球囊霉菌(RhizophagusirreguＧ
larisAH１０１)购于中国科学院北京生态环境研究

中心.
1.3　培养基

LB培养基、水琼脂培养基:按０．５％~２％的量

添加琼脂粉;１/２MS培养基:１/２(大量元素＋微量

元素＋铁盐＋有机物＋０．２％植物凝胶),pH５．８;发
根培养基为 HRE培养基[３４].
1.4　引物序列

引物合成由上海生工生物工程有限公司完成

(引物序列见表１),基因序列测序是由擎科生物

完成.
1.5　日本百脉根的生长条件

将百脉根种子放入三角瓶中,加浓硫酸处理

８min,再用无菌水冲洗 １ 次,加入稀释 １０ 倍的

NaClO溶液处理１２min,无菌水冲洗３次,将灭菌的

百脉根种子放在３７℃培养箱,待种子吸水膨胀后在

水琼脂培养基上铺种.将洗净的沙子每天进行１次

１２１℃、１h的高温高压灭菌,连续３次;用７５％乙醇

将盆表面消毒.每个盆钵植入等量生长一致的幼

苗,用保鲜膜覆盖盆口后置入２２℃培养箱中炼苗

(光照１６h/黑暗８h),２~３d后揭除保鲜膜.
1.6　总 DNA 与 RNA 的抽提及基因表达的检测

百脉根总DNA 的分离参照植物总 DNA 提取

试剂盒方法(天根试剂PlantDNAminiKit,北京);
采用CTAB法提取百脉根的总 RNA.用１％的琼

脂糖凝胶电泳检测DNA与RNA的完整性,利用核

酸定量仪(ThermoNANO Drop２０００)检测 DNA
与RNA的浓度和纯度.按照反转录试剂盒(TaKa
Ra公司)操作手册进行实验,反转录合成第１链

９３
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表１　本研究所用的引物序列

Table１　Theprimersequencesinthisstudy

名称

Primername
序列

Sequence(５′→３′)
用途

Function
LcLRK１ＧF ATGSAAATCTKGTGAAACTAATGG Genecloning
LcLRK１ＧR: CATCCAYTTTCTTAIICTCTCYTCTCT Genecloning
LcLRK１IF２ GTTGAAGTTCTCGCCATTGAG InversePCR
LcLRK１IR２: GAGACCAAGTAAGGGACACC InversePCR
LcLRK１F２ GAAGGTGTTTGACATTGAGGGAG RACEPCR
LcLRK１R２ GAGGACTCGAGCTCAAGC RACEPCR
LcLRK１PF: CCCAAGCTTGTTGTTAGCACACAGTATGAC Promoterisolation
LcLRK１PR: CGCGGATCCTTTTGCGTAAGTTGTGAAGAAATG Promoterisolation
LcLRK１QF: AGAAGAGAGGCTAAGAAAATGGATG RealtimePCR
LcLRK１QR: ACAATTTCAGCAACGCTTGG RealtimePCR
LcLRK１dsF: TAACTAGTGGTACCGTTCTTAGTCTCTCCCTTC RNAi
LcLRK１dsR: TAGAGCTCGGATCCGAGACACAGAAATAAGCAAC RNAi
LcATPF CAATGTCGCCAAGGCCCATGGTG Referencegene
LcATPR AACACCACTCTCGATCATTTCTCTG Referencegene
LjNFR５QF: AACTTCGACCAACCCCATG RealtimePCR
LjNFR５QR: GATCTCCCACATATCCTTCCAC RealtimePCR
LjNFR１QF: GCCCTTTCAACACAAGATGC RealtimePCR
LjNFR１QR: GCCTTCGCTAGTTCCTGATATG RealtimePCR
LjLYS１QF: ATGGTAGCTATGTGCCCTTTC RealtimePCR
LjLYS１QR: GCCCAACTAGTACTCCAACAG RealtimePCR
LjLYS５QF: CACGATTACCATTCCCAAAGC RealtimePCR
LjLYS５QR: AGATCCATATGTTCCATGCCC RealtimePCR
LjLYS２０QF: TCCCACTTCAAACCTCATAGC RealtimePCR
LjLYS２０QR: ACCATTTCACCATCCCTCAC RealtimePCR

cDNA,放入－２０℃冰箱中备用.cDNA 稀释５倍

作为模板,体系如下:１μLcDNA模板,基因上游引

物(０．５μmol),基因下游引物(０．５μmol),１０μL
SYBRGreenRealtimePCR MasterMix(TOYOＧ
BO),用LcATP 基因作为内参.反应程序:９５℃变

性３０s;９５℃变性３０s,５８℃退火２０s,７２℃延伸

２０s,４０个循环;PCR 反应在 AppliedBiosystems
荧光定量 PCR 仪(steponeTMRealＧTimePCRsysＧ
temThermalcyclingABI７３００)中进行,反应后进行

熔解曲线分析,采用相对定量２Ｇ△△Ct的计算方法.
1.7　 LcLRK1 基因的克隆与测序

根据MtNFP/LjNFP５与MtLYR１/LjLYS１１基

因序列设计简并引物,以引物LcLRK１ＧF和LcLRK１Ｇ
R从日本百脉根DNA中扩增MtNFP/LjNFP５同源

基因.按下列体系进行PCR反应:１×Buffer,dNTPs
(０．２５mmol),Taq DNA 聚合酶(０．０５U),LcLRK１ＧF
(０．４μmol),LcLRK１ＧR(０．４μmol),模板 DNA(分
别用基因组 DNA 稀释１００倍或cDNA 作为模板)

１μL,ddH２O 补足２０μL.反应程序:９４℃预变性

１min;９４℃变性３０s,５０℃退火３０s,７２℃延伸

４５s,３０个循环;７２℃延伸１０min,降温至２０℃.
通过分子克隆及测序获得１个单基因片段,再利用

RACEPCR方法[３５Ｇ３６]从根组织的cDNA 中获得基

因全长序列(命名为LcLRK１).
1.8　 LcLRK1 基因结构分析

将获得的 LcLRK１ 全长氨基酸序列提交到

SMART 在 线 工 具 建 立 蛋 白 质 模 体 结 构. 将

LcLRK１的氨基酸序列提交到 SWISSＧMode(htＧ
tp://swissmodel．expasy．org/),用自动模 式 建 立

LcLRK１蛋白质的三维结构模型,通过 SwissＧPbd
Viewer４．０．１软件对 LcLRK１蛋白质三维结构进行

预测和分析.通过DNA MAN 对 LcLRK１同源蛋

白质进行多序列比对分析,通过 MEGA４．０软件的

NeighborＧJoining方法,选用 Bootstrap值为１０００
构建无根系统发育树(蛋白质序列名称及其序列号

如表格２所示).
1.9　RNAi 载体和 ProLcLRK1::GUS 报告基因表达

载体的构建

　　在LcLRK１基因的３′末端非编码区设计引物

LcLRK１dsF和LcLRK１dsR扩增３１０bp目的干扰

片段.先将目的片段通过 Gateway方法的PB反应

克隆 到 入 门 载 体 pDONR２１１ 生 成 pDONR２１１Ｇ
LcLRK１ＧRNAi重 组 载 体,然 后 通 过 LR 反 应 将

pDONR２１１ＧLcLRK１ＧRNAi 重 组 到 目 的 载 体

pK７GWIWG２(Ⅱ)ＧRedRoot中,构建成具有反向重

复 结构并携带红色荧光DsRED１报告基因的植物

０４
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表２　本研究所用的同源基因及其序列号

Table２　Thehomologousgenesandtheiraccession
numbersemployedinthisstudy

物种

Species
基因名称

Genename
序列号

Accessionnumbers
百脉根Lotusjaponicus LjNFR１a J５７５２４８
百脉根Lotusjaponicus LjNFR１b J５７５２４９
百脉根Lotusjaponicus LjNFR５ CAE０２５９８
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１ AB５０３６８２
百脉根Lotusjaponicus LjLYS２ AB５０３６８３
百脉根Lotusjaponicus LjLYS３ AB５０３６８４
百脉根Lotusjaponicus LjLYS４ AB５０３６８５
百脉根Lotusjaponicus LjLYS５ AB５０３６８６
百脉根Lotusjaponicus LjLYS６ AB５０３６８７
百脉根Lotusjaponicus LjLYS７ AB５０３６８８
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１１ AB５０３６９２
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１２ AB５０３６９３
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１３ AB５０３６９４
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１４ AB５０３６９５
百脉根Lotusjaponicus LjLYS１６ AB５０３６９６
百脉根Lotusjaponicus LjLYS２０ AB５０６７０３
百脉根Lotusjaponicus LjLYS２１ AB５０６７０４
蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK１ AY３７２４０１

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK２ AY３７２４２０

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK３ AY３７２４０６

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK４ AY３７２４０２

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK５ AY３７２４０３

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK６ AY３７２４０４

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK７ AY３７２４０５

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtLYK８ AY３７２４０６

蒺藜苜蓿

Medicagotruncatula
MtNFP ABF５０２２４

大豆Glycinemax GmNFR５a ADJ１９１０８
大豆Glycinemax GmNFR５b ABQ５９６１３
榆树 Parasponia PaNFP HQ７０５６０８．１
蓖麻 Ricinuscommunis RcLYR１ XP００２５３３２８０
杨树 Populustremula PtLYR２ XP００２３１０１９８
水稻Oryzasativa OsNFP AC１０３８９１．２

RNAi表达载体.将验证为阳性的干扰载体或空载

对照 载 体 电 转 化 到 发 根 农 杆 菌 (A．rhizogenes
LBA１３３４).为了分析LcLRK１基因的组织定位,
通过反向PCR方法克隆得到 ORF上游区域１．２kb
大小的启动子片段,在特异引物末端添加BamHⅠ
和 HindⅢ酶切位点,通过双酶切反应分别消化启

动子片段与pBI１２１质粒,利用 T４DNA 连接酶将启

动子片段克隆到pBI１２１载体的BamHⅠ和HindⅢ
酶切位点之间,构建带有 GUS标记基因的启动子

定位载体ProLcLRK１∶∶GUS.

1.10　农杆菌介导的毛根转化

待幼苗根部伸长至１cm 时,从下胚轴处将幼苗

快速切开,收集子叶部分作为百脉根外植体.将外

植体下胚轴浸入农杆菌悬液中,１５~３０min后取出

置于灭菌滤纸上吸干残液,植入不含蔗糖的１/２MS
培养基上,暗培养３~５d后可见切口处有大小不等

的膨大.此时将幼苗移入添加羧苄青霉素的 HRE
培养基中,１０d左右毛根从下胚轴处长出约２~３
cm.取具有大量转化根且整体长势良好的百脉根

幼苗平铺于水琼脂平板上,用干净的镊子将每株幼

苗的根分开并依次编号,进行 GUS活性或荧光信

号检测,然后选择阳性转化植株进行盆栽实验.
1.11　阳性毛根鉴定

１)GUS活性检测.利用农杆菌介导的百脉根遗

传转化技术,得到转化毛根,通过 GUS染液染色,

３７℃的条件下放置一段时间,观察pLcLRK１∶∶
GUS 在不接种菌根真菌以及接种菌根真菌后不同

时间的表达情况.

２)荧光信号检测.共培养５d后,幼苗切口处

观察到大小不等的膨大,可将外植体转入含 １００
mg/L羧卞青霉素的 HRE培养基中.待毛根从下

胚轴长出,在荧光显微镜下观察,若毛根出现较强的

红色荧光,则判定为阳性根,将无荧光的非阳性毛根

切掉.
1.12　AM 菌根侵染率的统计

将收集的 AM 根系用蒸馏水冲洗干净,浸入

１０％ KOH 溶液,９０℃水浴消化３０min后,用蒸馏

水轻轻冲洗,再用２％ HCl溶液浸洗２０min至自然

冷却,用蒸馏水冲洗残留的 HCl溶液,最后加入

０．０５％的台盼蓝(TB)染液常温过夜.用１０％的甘

油将根中的浮色洗去,将根剪成约１cm 长的根段,
并随机挑取根段摆放在载玻片上(每个载玻片放置

３０条根段),在显微镜下观察 AM 真菌侵染情况,丛
枝菌根真菌侵染率的统计采用 Trouvelot等[３７]所描

述的方法进行.
1.13　统计分析

每组实验设置至少３个生物重复,技术重复至

少３次,数据用SPSS１６．０软件进行t检验.

2　结果与分析

2.1　 LcLRK1 基因编码一个 LysM 型受体激酶

设计简并引物,从日本百脉根中扩增 MtNFP/

LjNFP５同源基因,再利用 RACEPCR 方法从根

１４
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组织 的 cDNA 中 获 得 基 因 全 长 序 列 (命 名 为

LcLRK１)并对基因序列进行拼接,LcLRK１基因全

长为１７９７bp,LcLRK１基因不含内含子.全长开

放阅读框(ORF)编码５９８个氨基酸,预测其分子质

量为６６ku,理论等电点为５．５０.
将LcLRK１基因编码的氨基酸序列提交到

SMART工具进行结构预测分析,发现 LcLRK１含

有３个胞外 LysM 结构域,还包括１个跨膜结构域

和１个胞内蛋白激酶结构域,是一个典型的 LysM
型受体激酶(图１A).利用 SWISSＧModel软件对

LcLRK１蛋白质序列的三维结构进行分析(图１B),
发现LcLRK１是一个富含亮氨酸的蛋白质,属于

LysMＧRLK家族中的一个成员,并且 LysMＧRLK
家族蛋白质的功能与 AM 真菌共生和/或根瘤菌信

号的识别相关[３１Ｇ３２],因此,推测LcLRK１编码的蛋

白可能与菌根因子 (Myc因子)或/和 结瘤因子

(Nod因子)识别相关的一个受体.

图１　预测的目的蛋白LcLRK１保守结构域

(A)与３D结构图(B)

Fig．１　Theputativeconserveddomains(A)andthreeＧ
dimensionaltstructuremodel(B)oftheLcLRK１protein

2.2　LcLRK1 蛋白质的进化分析

通过多序列比对发现 LcLRK１ 与 MtNFP、

LjNFR５、GmNFR５、LjLYS１１、PaNFP 基因编码

的蛋白质序列具有较大的相似性(图２).LcLRK１
蛋白质结构包括１个N端信号肽,LysMⅠ、LysMⅡ

图２　百脉根LysM 型受体激酶LcLRK１蛋白及不同植物来源的同源蛋白质序列的比对

Fig．２　AminoacidmultiplealignmentoftheLysMＧtypereceptorkinasesLcLRK１
(L．corniculatus)anditshomologsfromotherplants

和LysMⅢ,１个跨膜结构域和蛋白激酶结构域,图

２中的６个蛋白质都出现 P环和激酶活化环的缺

失.近期研究表明,PaNFP作为结瘤因子信号受体

和菌根分子信号受体[１６],LcLRK１基因编码的LyＧ
sM 型蛋白质可能与 PaNFP具有类似的生物学功

能,由此推测LcLRK１可能是一个与LjNFR５和

２４



　第３期 韩亚超 等:百脉根LysM 型受体LcLRK１参与菌根真菌丛枝形成 　

PaNFP 类似的受体.
为 了 确 定 LcLRK１ 基 因 的 进 化 地 位,将

LcLRK１的氨基酸序列和几个模式菌根植物的同源

基因通过软件比对构建系统进化树(图３),结果显

示,LcLRK１蛋白与蒺藜苜蓿(MedicagotruncatuＧ
la)中的 NFP、日本百脉根(Lotusjaponicus)中的

NFR５与 LYS１１、大豆中的 NFR５、榆树 (ParasＧ

ponia)中的 NFP处于同一个分支,这些基因具有密

切的亲缘关系.苜蓿中的NFP、百脉根中的NFR５、
大豆中的 NFR５均参与根瘤共生信号并作为结瘤

因子受体,而榆树中的 PaNFP在菌根真菌共生过

程中也起到了识别菌根真菌信号的作用,由此推测

LcLRK１可能在菌根真菌与植物共生过程中起到信

号受体的作用.

图３　利用NＧJ法对LcLRK１氨基酸序列与其他物种LysMＧRLK蛋白的遗传进化分析

Fig．３　PhylogenetictreeofLcLRK１andLysMＧRLKproteinsinotherplantsbyusingNＧJmethod
2.3　 LcLRK1 表达模式与 ProLcLRK1∶∶ GUS 组

织定位

　　根据LcLRK１的系统进化树分析,分别选取

LYSⅠ中的LjLys１、LjLys５和LjNFR１,LYSⅡ中

的LcLRK１、LjNFR５以及 LYSⅢ 中的 LjLys２０
进行基因表达分析.将百脉根分别接种菌根真菌

(R．irregularis)和不接种菌根真菌,经过２８d共培

养后,收获植物的叶片、茎,未被 AM 真菌侵染的根

以及被 AM 真菌侵染的根,然后对这些基因进行转

录水平分析,结果表 明 第 ２ 亚 家 族 LYSⅡ 中 的

LcLRK１、LjNFR５基因在根中的表达量高于叶片

和茎中的表达量(图４A),另一亚家族的一个与根瘤

菌信号识别相关的基因LjNFR１(图４A)在根中表

达量最大,在其他组织中表达量很低;同一亚家族的

LjLys１(图４B)在叶片表达量最大,其次是茎,在根

中的表达量很低,而与其来自同一亚家族的LjLys５
则是在茎和根中的表达量较高,叶片中的表达量相

对下降;来自第３亚家族的基因LjLys２０(图４B)在
接种 AM 真菌和未接种 AM 真菌的根中的表达量

较高.在接种 AM 真菌１０d以后,LcLRK１基因的

表达量比没有 接 种 AM 真 菌 的 根 样 要 低,推 测

LcLRK１基因发挥作用可能是在根中以及 AM 共

３４
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生早期.通过对基因在不同组织中的表达分析,发
现LcLRK１与 NFR１、NFR５基因的表达模式类

似,均在根组织中大量表达,而 NFR１、NFR５是与

结瘤因子信号识别相关的基因,因此推测LcLRK１
编码的蛋白质与 NFR１、NFR５蛋白质是一类相似

的受体蛋白.为进一步验证LcLRK１基因的表达与

菌根真菌侵染相关,将LcLRK１基因上游１．２kb长度

的 片 段 与 GUS 报 告 基 因 融 合,构 建 了

ProLcLRK１∶∶GUS重组质粒.通过农杆菌介导的毛

根转化的方法,将带有重组质粒的农杆菌转化到百

脉根中,检测 GUS酶活性(图４C、D、E),发现在根

表 皮细胞中以及根毛基部出现GUS信号,表明

　AＧB:LcLRK１及其同源基因在不同组织中的表达水平;误差线是指平均值的标准差(生物重复为３),∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１;

CＧE:转ProLcLRK１∶∶GUS 质粒的百脉根组织化学染色,在根毛(C)和表皮细胞(DＧE)中检测到蓝色信号;Arbuscule表示含有丛枝的根

组织;Rh表示根毛;Ep表示表皮细胞.AＧB:TheexpressionlevelsofLcLRK１anditshomologousgenesinvarioustissues．ErrorbarsreＧ

presentedSDofthemeans(n＝３)．∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１;CＧE:HistochemicalGUSstainingofL．corniculatusrootsexpressing

ProLcLRK１∶∶GUS．C:Bluestainingisdetectedintheroothairsandepidemis;DＧE:Arbusculeindicatedtherootscontainingarbuscules;

Rhindicatedhairs;Epindicatedepidermis．

图４　LcLRK１及其同源基因在不同组织中表达和LcLRK１基因的组织定位

Fig．４　ExpressionpatternsofLcLRK１anditshomologsinthevarianttissuesfromL．corniculatus
andthelocalizationofLcLRK１geneinroots

LcLRK１基因在根表皮细胞以及根毛基部表达.
2.4　 LcLRK1 基因在 AM 共生时期的表达模式

将生长状况一致的百脉根幼苗转移至盆栽体系

中,试验组接种 AM 真菌R．irregularis,对照组不

接种 AM 真菌,分别于接种后８、１６h,１、２、４、７、１０、

１４、２１、２８d取样,进行定量 RTＧPCR(图５A、B).
结果表明,LcLRK１基因的表达量在接种 AM 真菌

的早期(１６h~７d)上调表达;对根样进行TB染色,
发现在接种后７~１０d根的表面形成大量的附着

胞,丛枝已经在皮层细胞中开始形成,综上,可以推

测LcLRK１是一个与 AM 菌根共生相关的基因,但
随着丛枝大量形成后,LcLRK１基因的表达在根中

显著下降.进一步检测LcLRK１基因启动子驱动

的GUS 报告基因在根中的表达情况,结果显示:在
接种AM 真菌１６h~２d,在根表皮细胞中出现较强

的 GUS信号(图５D、E),而在接种 AM 真菌８h后

的根中的 GUS 信 号 较 弱 (图 ５C),该 结 果 表 明

LcLRK１基因可能在与 AM 真菌共生的早期发挥

作用,可能与 AM 真菌的信号识别有关.
2.5　 LcLRK1 基因沉默影响 AM 真菌侵染和丛枝结

构形成

　　LcLRK１的RNAi导致R．irregularis的侵染

率、侵染强度和丛枝数量均显著下降,对照组中侵染

强度很高,并且在对照组的根中,发现植物根细胞中

丛枝的数量也很多(图６A、B);而基因沉默植株中,
根段的侵染率以及丛枝丰度明显下降(图６C、D),
而且丛枝的分支程度低或者只形成初级的丛枝主干

(Trunk)(图６D),因此,LcLRK１基因的沉默阻碍

了丛枝的发育.为了进一步研究LcLRK１基因的

功能,通过定量RTＧPCR检测转基因植株中LcLRK１

４４
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　A:在共生早期(８h~７d),LcLRK１基因在根中的表达模式;B:在共生时期(１０~２８d),LcLRK１基因在根中的表达模式;误差线是

指平均值的标准差(生物重复为３),∗P ＜０．０５,∗∗P ＜０．０１,∗∗∗P ＜０．００１;CＧE:在接种AM 真菌后８h(C),１６h(D)和２d(E)

后,LcLRK１基因在根表皮细胞中诱导表达.Ep:表皮细胞.A:ExpressionpatternofLcLRK１geneinrootsat８,１６h,２,４,７d．B:ExＧ

pressionpatternofLcLRK１geneinrootsat１０,１４,２１,２８d．ErrorbarsrepresentedSDofthemeans(n＝３)．∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１,

∗∗∗P＜０．００１;CＧE:HistochemicalGUSstainingofL．corniculatusrootsexpressingProLcLRK１∶∶GUS．Bluestainingisdetectedin

therootepidemisafter８h(C),１６h(D)or２d(E)inoculation．Ep:Epidermalcells．

图５　LcLRK１基因在AM共生早期以及共生时期的表达模式

Fig．５　TheexpressionpatternsofLcLRK１geneinrootsatearlyandsymbioticstagesofarbuscularmycorrhizal(AM)symbiosis

　AＧB:对照组根中的 AM 表型;CＧD:RNAi根中的 AM 表型;E:LcLRK１基因的沉默效率;F:RNAi与 WT对照组根中的菌根真菌

总的侵染率(I)、侵染强度(M)与丛枝丰度(A);误差线是指平均值的标准差,∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１.AＧB:Arbuscularmycorrhizal

phenotypesincontrolroots;CＧD:ArbuscularmycorrhizalphenotypesinRNAiroots;E:ThesilenceefficiencyofLcLRK１gene;I:TheoＧ

verallfungalinfectionfrequency;M:Theintensityofinfection;A:ArbusculeabundanceinthecontrolandRNAiroots．ErrorbarsreＧ

presentedSDofthemeans∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１．

图６　LcLRK１基因沉默对AM真菌侵染与丛枝形成的影响

Fig．６　ThesilenceofLcLRK１geneaffectstheAMfungalinfectionandarbusculeformation
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基因的 mRNA 水平,结果表明在基因沉默植株中

该基因 mRNA 的水平为对照的５４％(图６E).对

侵染１４d的LcLRK１ＧRNAi及野生型对照根系进

行 TB染色,在显微镜下观察 AM 真菌侵染情况,用
“MYCOCALC”软件计算出AM 真菌的侵染率(I)、
侵染强度(M)和丛枝丰度(A),统计结果如图６F所

示,可知LcLRK１基因的干扰使得菌根的侵染率、
侵染强度和丛枝丰度都发生显著性下降且与图６A、

B、C、D 所 示 侵 染 表 型 一 致,由 此 可 以 推 测,

LcLRK１基因的沉默阻碍了 AM 真菌的侵染与丛

枝的形成,进而影响了 AM 真菌与宿主植物的菌根

化过程.

3　讨　论

目前对 AM 真菌与植物建立丛枝菌根共生体

的分子机制的了解还不够全面,尤其是对豆科植物

中识别 AM 真菌释放的 Myc因子的受体的认识还

知之甚少.本研究从百脉根(Lotuscorniculatus)中
分离得到１个基因 LcLRK１,LcLRK１基因编码

１个LysM 型蛋白激酶.在现有的研究中,发现杨树

中PaNFP同时作为结瘤因子和菌根因子信号分子

的受体[１６],PaNFP 基因编码的蛋白质也是一类

LysM 型 受 体 激 酶,LcLRK１ 编 码 的 蛋 白 质 与

PaNFP 编码的蛋白质相似,而 LysM 型蛋白是一

类与结瘤因子信号或菌根真菌信号分子识别相关的

受体激酶[２４Ｇ２５],因此推测,LcLRK１基因编码的蛋

白质是一类受体蛋白.通过基因表达分析,发现

LcLRK１基因主要在根中表达,目前发现的结瘤因

子的受体LjNFR１、LjNFR５基因表达也主要在根

部组织表达[３１],本研究通过构建 ProLcLRK１∶∶
GUS 重组质粒并用组织化学染色法,发现LcLRK１
基因在根表皮细胞以及根毛中表达,因此,可以推测

LcLRK１基因有可能具有受体的功能.
百脉根含有多个类似 MtNFP/LjNFP 的基

因[３０],为了探明本研究分离的新基因LcLRK１是

否对 AM 真菌侵染和丛枝形成起作用,利用反向遗

传学RNAi技术,对该基因进行功能分析.在接种

AM 真菌１４d后,在LcLRK１RNAi沉默和对照组

根中 的 侵 染 率 和 侵 染 强 度 有 明 显 差 异;并 且,

LcLRK１基因沉默阻止了丛枝的形成,然而对照组

根中的丛枝结构正常;因此,LcLRK１基因在 AM
菌根共生早期的信号转导途径中发挥重要作用.这

一结果与榆树中PaNFP 作为菌根型受体激发菌

根共生信号的功能相似[１６],然而LcLRK１与LjNＧ
FR１/５及 MtNFP、MtLYK３ 的 功 能 不 同,LjNＧ
FR１/５与 MtNFP/MtLYK３主要是识别结瘤因

子的受体激酶,参与根瘤共生信号途径,影响根

瘤的形成[２５Ｇ２６].因此,提出这样一个科学假设:
由于 MyＧLCOs因子与 Nod因子有着极其相似的

结构特征[２３],并且 Nod因子的受体是LysM 型受

体激酶[２５],LcLRK１与 PaNFP 能够募集菌根共

生信号,因此 MyＧLCOs因子的受体很可能是类

似于 LcLRK１ 与 PaNFP 的 一 类 LysM 型 受 体

激酶.
本研究从百脉根中克隆得到了LcLRK１基因,

并且发现该基因在丛枝菌根形成过程中发挥着重要

作用.因此,LcLRK１基因可能是识别 Myc因子的

一类LysM 型受体激酶,刺激菌根共生信号的形成,
参与丛枝形成过程,从而促进植物菌根化进程.
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LysMreceptorLcLRK１fromLotuscorniculatusinvolved
inthearbusculeformation

HANYachao１,２　XIEXian′an２　GENGCong２　ZHAOBin２

１．CollegeofBiochemicalEngineering,FuyangVocationaland
TechnicalCollege,Fuyang２３６０３１,China;

２．CollegeofLifeSciencesandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ALysMreceptorLcLRK１genepossiblyinvolvedinMycＧfactorperceptionwasisolated
fromLotuscorniculatus．ThefullＧlengthofLcLRK１genewasisolatedfromL．corniculatusbyusing
thedegenerateprimersandRACEPCRstrategies．ThestructureofLcLRK１genewasanalyzedwith
bioinformatics．TheexpressionprofilesofLcLRK１genewereinvestigatedinvarianttissuesfromL．corＧ
niculatusafterinoculationRhizophagusirregularis．ArecombinantplasmidharboringProLcLRK１∶∶
GUSreporterwasconstuctedtolocalizeLcLRK１intherootsofL．corniculatus．TheLcLRK１genewas
knockＧdownwithRNAinterference．TheresultsshowedthatLcLRK１gene,encodingaLysMreceptor
kinase,wascomprisedofthreeextracellularLysMdomains,atransmembranedomainandintracellular
kinasedomain．LcLRK１genewasupＧregulatedinrootsatearlystageofAMsymbiosisandthetranＧ
scriptsofLcLRK１weremainlypresentintherootepidemisandroothairs．TheknockＧdownofthe
LcLRK１genesignificantlydecreasedAMfungalcolonization．InRNAilines,theinfectionrateandarbusＧ
culenumberswerestronglyreducedcomparedtothatinthecontrols．TheLcLRK１genemayparticipate
intheperceptionofMycＧfactoranddownＧregulationofLcLRK１,affectingtheformationofAMfungal
arbuscule．

Keywords　Lotuscorniculatus;MycＧfactor;LcLRK１gene;Rhizophagusirregularis;LysMreＧ
ceptorkinase;RNAinterference(RNAi)
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