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百脉根 4 个共生基因在水稻中的共表达
及其对水稻转录组的影响

李文清　曹文刚　李　豪　方　庆　张忠明

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　为建立水稻Ｇ根瘤菌共生固氮体系,将百脉根共生信号转导途径中的４个功能基因(LHK１、NSP１、

NSP２和 NIN)转入水稻,获得稳定转化的转基因水稻,并初步检测转基因水稻的表型和转录组水平上的差异.

根瘤菌感染试验结果显示,根瘤菌侵染对照(转入空载体)和转基因水稻的根毛和表皮的比率没有显著变化,但
接种根瘤菌１４d后,对照与转基因水稻的侧根原基数有显著差异,转共生基因水稻的侧根原基明显增多.利用

水稻cDNA芯片,检测转基因水稻组与对照组在接种根瘤菌７d和不接种根瘤菌条件下根的转录组变化,结果

显示,转基因组与对照组水稻在植物防御反应、激素信号转导途径相关基因均有差异性表达,表明豆科共生基因

影响了水稻对根瘤菌的反应.
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　　豆科植物能识别根瘤菌并形成一个新的器

官———根瘤.根瘤菌在根瘤中能将空气中的氮气

(N２)还原成氨(NH３)供植物吸收,即共生固氮.目

前,从模式豆科植物(苜蓿、百脉根)中鉴定了许多与

根瘤菌共生相关的功能基因[１Ｇ５].通过遗传学的上

下位效应,推测并建立了共生途径模式图[６].在百

脉根中,组氨酸激酶LHK１作为一个细胞分裂素受

体对根瘤的形成具有关键作用[７],LHK１在水稻中

存在多种同源基因,如OsHK１、OsHK２、OsHK３、

OsHK４等[８],目前尚不清楚它们是否参与共生过

程.结瘤信号通路基因 NSP１、NSP２是结瘤因子

信号传递所必须的关键基因,其突变均导致不结

瘤[９Ｇ１０];在 水 稻 中 存 在 它 们 的 同 源 基 因,水 稻 的

OsNSP１/OsNSP２能够分别互补百脉根相应突变

体的结瘤表型[１１].结瘤起始基因NIN 是共生信号

传递的终端,NIN 的表达完成依赖于根瘤菌或结瘤

因子诱导,其突变可中断侵入线形成和根瘤器官发

生,表明 NIN在共生中起关键作用[１２Ｇ１３].在水稻中

发现 了 ３ 个 NIN 相 似 蛋 白,分 别 是 OsNLP１、

OsNLP２、OsNLP３,其中与LjNIN 同源性最高且进

化距离最近的 OsNLP１[１４]不能互补百脉根 NIN的

突变体表型.
本研究将百脉根共生信号途径下游的４个基因

LHK１、NSP１、NSP２和 NIN 构建在同一表达载

体上并转入水稻,考察豆科共生基因对水稻共生表

型、根的生长和发育及转录组学的影响,旨在为建

立水稻与根瘤菌的共生体系提供理论依据,并为在

水稻中搭建完整的共生基因线路与后续转入共生途

径上游基因(NFR１、NFR５、SymRK、CCaMK、CyＧ
clops)的水稻进行杂交聚合提供材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

百脉根(Lotusjaponicus)MG２０,华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室保存;水稻 (OryＧ
zasativa)材料为野生型日本晴,由作物遗传改良

国家重点实验室林拥军教授惠赠.百脉根根瘤菌菌

株 MAFF３０３０９９,为华南植物园吴国江研究员惠

赠;M．loti MAFF３０３０９９/pHC６０、E．coliDH５α/

E．coli１０B为农业微生物学国家重点实验室共生
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固氮实验室保存;水稻愈伤转化用到的根癌农杆菌

菌株 EHA１０５及表达载体pCAMBIA１３０２ 来源于

作物遗传改良国家重点实验室.
1.2　转基因水稻材料的获得

利用 表 达 载 体 pCAMBIA１３０２ 和 中 间 载 体

pGB３５GFP,采用常规酶切酶连的方法,获得目的载

体,进而获得稳定转化的转基因水稻,具体步骤见文

献[１５].
1.3　共生效应考察及芯片材料的处理

分别对转基因水稻及转入空载体的对照进行浸

种、催芽后移栽水培袋,用液体 YMA培养带有绿色

荧光标记的根瘤菌 M．loti MAFF３０３０９９/pHC６０,

３０℃培养约２４h后加入２００mL终质量浓度为１０
mg/L的类黄酮,再培养２４h,至D６００≈０．６.用１×
B&D稀释菌液至D＝０．１,接种水稻.根据转基因

组与对照组是否接种根瘤菌共获得４组试验材料:
空载接种(CKＧinoculated)、空载未接种(CKＧuninＧ
oculated)、转基因接种(TgＧinoculated)、转基因未接

种(TgＧuninoculated).在接种７d后,取每组试验

材料的根用于cDNA 芯片杂交,每组设３个生物学

重复;取接种１０d后的样品观察表型.
表１　cDNA芯片样品

Table１　cDNAmicroarraysamples

样品编号

Sample
number

样品名称

Sample
name

样品信息

Sample
information

１ １３０２１１Y１
空载接种,重复１

CKＧinoculated,repeat１

２ １３０２１１Y２
空载接种,重复２

CKＧinoculated,repeat２

３ １３０２１１Y３
空载接种,重复３

CKＧinoculated,repeat３

４ １３０２１１N１
空载未接种,重复１

CKＧuninoculated,repeat１

５ １３０２１１N２
空载未接种,重复２

CKＧuninoculated,repeat２

６ １３０２１１N３
空载未接种,重复３

CKＧuninoculated,repeat３

７ １３０２４１６YCEF
转基因接种,重复１

TgＧinoculated,repeat１

８ １３０２４１６YEFG
转基因接种,重复２

TgＧinoculated,repeat２

９ １３０２４１６YFGH
转基因接种,重复３

TgＧinoculated,repeat３

１０ １３０２４１６NCDE
转基因未接种,重复１

TgＧuninoculated,repeat１

１１ １３０２４１６NEFG
转基因未接种,重复２

TgＧuninoculated,repeat２

１２ １３０２４１６NFGI
转基因未接种,重复３

TgＧuninoculated,repeat３

1.4　芯片杂交

每个样品设置３个生物学重复,将材料委托上

海康成生物工程有限公司利用 AgilentWholeGeＧ
nomeOligoMicroarrays进行全基因组表达分析.

2　结果与分析

2.1　转基因水稻鉴定

愈伤转化获得转基因水稻成苗 ３２ 株,通过

DNA及 RNA 水平上的检测(图１),共鉴定出阳性

苗５株,全部收到种子.
2.2　根瘤菌对转基因水稻根表皮细胞的感染

利用微室培养技术,在荧光显微镜下观察了根

瘤菌对转基因水稻根毛及表皮的感染过程,结果显

示:转基因水稻组与对照组在接种根瘤菌１０d后,
都能观察到根瘤菌侵入了水稻根毛和表皮细胞的现

象,在被侵染的细胞中观察到根瘤菌大量繁殖以至

充满整个细胞(图２A).为比较转基因组与对照组

的表型差异,统计了根瘤菌对４１株转基因水稻及

３２株对照组水稻侵染比例,发现根瘤菌对根毛和表

皮的侵入比率没有显著差异(图２B).说明所转入

的共生基因并没有影响根瘤菌对水稻的侵染,这种

侵染有别于根瘤菌对豆科植物的侵入过程,根瘤菌

虽然入侵了水稻表皮细胞,但也仅仅是侵入了单个

细胞,并没有观察到成片细胞受到侵染,也没有像百

脉根那样分化形成根瘤原基.在通常情况下,根瘤

菌侵染豆科植物是从根毛顶端开始并导致根毛形成

“牧羊拐”状,通过侵入线到达皮层[１６](图２Aef).
而在水稻转基因组或对照组中,根瘤菌对表皮的入

侵几乎全都发生在侧根或侧根原基附近,表明可能

是由于侧根或侧根原基的发生导致细胞间产生“裂
隙”,根瘤菌由此侵入到表皮细胞及根毛.
2.3　根瘤菌对转基因水稻侧根发育的影响

盆栽试验结果显示:非转基因水稻接种根瘤菌

１４d后,侧根数量明显比未接种对照组增多,而转

基因水稻接种根瘤菌后侧根数量更多(图３A).取

２mm 根尖统计侧根及侧根原基数目,对照组未接

种根尖３７条,平均每条根尖侧根及侧根原基数为

１．００;对照组接种根尖３２条,平均每条根尖侧根及

侧根原基数为２．６８;转基因未接种的水稻根尖２７
条,平均每条侧根及侧根原基数为１．６７;转基因接种

的水稻根尖４１条,平均每条侧根及侧根原基数为

８．３９.接种与未接种根尖之间呈现显著性统计学差

异,说明根瘤菌的入侵会促进侧根及侧根原基的发

６５
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　A．在 DNA水平上进行阳性鉴定的结果:１~５分别是LjNSP１、LjNSP２、LjNNIN 和LjLHK１的鉴定结果,６是载体,

７和８分别是野生型与水的阴性对照;B:RTＧPCR 检测４个基因 mRNA 转录水平.A．ThegenesweretestedattheDNA

level．Line１to５,identificationLjNSP１,LjNSP２,LjNINandLjLHK１,line６wasthevector,line７and８wasWTandwaＧ

ter,respectively．B．ThegenesweretestedbyRTＧPCR．

图１　转基因水稻的鉴定

Fig．１　Identificationoftransgenicrice

　A．根瘤菌侵染水稻根系观察:a和 b是对照组(OsＧCK),c和d是转基因组(OsＧTransgenic),２组图片都是接种根瘤菌１０d
后拍摄;e和f是百脉根接种根瘤菌１４d后的情况;a、c、e是在明场下观测,b、d、f是在荧光显微镜下观测.B．OsＧCK 与 OsＧ

Transgenic在接种根瘤菌１０d后于荧光显微镜下观测到的结果统计.A．Observationofrhizobiuminfection:aandbwerethe

controlgroup(OsＧCK),canddwerethetransgenicgroup(OsＧTransgenic),bothofthem wereinoculatedwithrhizobiumfor

１０days;eandfwereLotusjaponicasthatwereinoculatedwithrhizobiumfor１４days．a,c,ewereobservedinbrightfield．

b,d,fwereobservedinfluorescentmicroscope．B．TheOsＧCKgroupandOsＧTransgenicgroupwereinoculatedwithrhizobium

for１０days．Fluorescentmicroscopewasappliedtosummarizetheobservedresults．

图２　根瘤菌对水稻及百脉根的入侵及根瘤菌侵染比例

Fig．２　RhizobiuminfectionofO．sativaandL．japonicusandtheratioofinfection

生.转基因接种与对照接种组之间侧根及侧根原基

数呈现显著性差异(图３B),说明转入了共生功能基

因的水稻在接受根瘤菌刺激的条件下,侧根及侧根

原基数提高更明显.侧根发育受多种植物激素的调

控[１７],推测水稻侧根增多是由于其植物激素转导途

径受到了影响.
2.4　根瘤菌及豆科共生基因对水稻转录组的影响

１)芯片数据的有效性.共种植２批水稻材料,

７５
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根据是否接种根瘤菌获得４种样本,每样本设置３
次独立生物学重复,计算每组样本重复２、重复３与

重复 １ 之 间 的 相 关 系 数,结 果 显 示 相 关 系 数 为

０．９６２~１．０００,平均相关系数为０．９９１.从芯片杂交

结果中挑出８个差异表达的基因进行实时荧光定量

PCR,试验结果与芯片数据大致相同.

２)差异表达基因总体特征.在FoldChange≥
２．０的条件下,空载接种vs空载未接种,上调基因有

６１０个,下调基因有８４５个;转基因接种vs转基因

未接种,上调基因３１７６个、下调基因３０７５个;空载

接种vs转基因接种,上调基因５１９７个,下调基因

４４１２个;空载未接种vs转基因未接种,上调基因

５４６个,下调基因８４２个(图４).其中转基因接种的

样本与对照样本比较,差异表达基因的数量明显高

于其他组,说明接种根瘤菌后,转入相关共生基因的

水稻其转录组水平的变化更加显著.

　A．接种根瘤菌１４d后水稻侧根表型观察:a是未接种根瘤菌的对照组;b是接种根瘤菌的对照组;c是未接种根瘤菌的转

基因组;d是接种根瘤菌的转基因组;标尺为１００μm.B．转基因组与对照组侧根数量的变化:接种根瘤菌１４d后,侧根数量显

著上升.A．Observationofricelateralrootafterinoculationwithrhizobium１４days:a．ControlＧuninoculatedgroup;b．ControlＧ

inoculatedgroup;c．TransgenicＧuninoculatedgroup;d．TransgenicＧinoculatedgroup;Bars＝１００μm．B．Thechangeoflateral

rootnumberbetweentransgenicgroupandcontrolgroup:afterinoculatedwithrhizobiumfor１４days,lateralrootnumberhad

increasedsignificantly．

图３　根瘤菌影响水稻侧根发育观察

Fig．３　Observationofrhizobiumaffectingricelateralrootdevelopment

　　３)植物激素信号转导途径中相关基因表达的变

化.在对各个组别的差异基因进行 GO(geneonＧ
tology)分析及代谢途径富集(数据未显示)的基础

上,发现在转基因接种vs转基因未接种、转基因接

种vs空载接种、转基因未接种vs空载未接种中都

富集到了植物激素信号转导途径相关基因.在转基

因接种vs转基因未接种中,生长素信号途径、细胞

分裂素信号途径、脱落酸信号途径、乙烯信号途径、
油菜素甾醇信号途径、水杨酸信号途径中的相关２５
个基因发生上调,明显高于转基因未接种vs空载未

接种;而在转基因接种vs空载接种中,有３６个基因

上调表达(表２).比较植物激素信号转导途径相关

的基因差异表达的变化,转基因接种＞转基因未接

种＞空载未接种≈空载接种,说明豆科共生基因

LHK、NSP１、NSP２、NIN 及根瘤菌都可以改变水

稻中植物激素代谢水平及平衡.

　DEG１、DEG２、DEG３、DEG４分别对应于空载未接种vs转基因

未接种、空载未接种vs空载接种、空载接种vs转基因接种、转基

因接种vs转基因未接种.DEG１,DEG２,DEG３,DEG４correspond
toCKＧuninoculatedvsTgＧunioculated,CKＧuninoculatedvsCKＧinＧ
oculated,CKＧinoculatedvs TgＧinoculated,TgＧinoculatedvs TgＧ
unioculated,respectively．

图４　各组间差异表达基因数(变化倍数≥２．０)

Fig．４　Numbersofdifferentialexpressedgenes

８５
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表２　植物激素信号转导途径上调基因计数

Table２　NumbersofupＧregulatedgenesbyplant

hormonesignaltransduction

组别名称

Groupname
基因计数

Numberofgenes

转基因未接种vs空载未接种

TgＧinoculatedvsCKＧinoculated
１０

转基因接种vs转基因未接种

TgＧinoculatedvsTgＧunioculated
２５

转基因接种vs空载接种

TgＧunioculatedvsCKＧuninoculated
３６

　　４)植物防御反应相关的基因表达情况.植物中

乙烯、水杨酸、茉莉酸信号转导途径都参与植物防御

反应[１８].在转基因未接种vs空载未接种中,乙烯、
茉莉酸信号得到放大;转基因接种vs转基因未接种

中,乙烯、水杨酸信号得到放大,这是由于根瘤菌的

刺激所致.而在空载接种vs空载未接种的比对中,
没有植物激素转导途径相关基因的富集,说明只有

转基因的水稻在受到根瘤菌刺激后防御反应相关的

激素信号才会发生变化.植物体受到外界的病原微

生物侵染会产生并积累一类抗菌小分子物质—植物

抗毒素.植物抗毒素在植物体内含量往往不高,但
在抗菌活性上表现得很突出,是植物防御体系的重

要组成部分[１９].在 GO分析结果中,接种与未接种

根瘤菌组、转基因水稻与空载组,植物抗毒素代谢相

关的基因均发生了上调.说明根瘤菌是作为外源的

病原菌为水稻所识别,而外源共生基因的表达对水

稻的影响与根瘤菌对水稻的刺激有相似之处.在转

基因未接种vs空载未接种的比对中,发现转基因

组相较于对照组,CDPK、CaM/CML等在植物抗病

　A．植物激素信号转到途径中差异表达的基因的变化.B．植物激素信号转到途径中差异表达的基因的归一化强度.A．TheFCvalue

ofdifferentiallyexpressedgenesinplanthormonesignaltransduction．B．Thenormalizedintensityofdifferentiallyexpressedgenesin

planthormonesignaltransduction．

图５　植物Ｇ病原菌互作信号途径上调基因的变化及其归一化强度

Fig．５　TheFCvalueandnormalizedintensityofupＧregulatedgenesbydifferentiallyexpressed

genesinplantＧpathogeninteraction

信号途径中共有８个基因上调表达(图５),说明共

生基因确实与根瘤菌侵染有关并导致植物防御反应

相关基因上调表达.

3　讨　论

在豆科植物百脉根中 LHK１是一个组氨酸激

酶,其功能缺失突变导致不结瘤,而功能获得性突变

则在没有根瘤菌存在条件下自发结瘤[２０].在共生

途径中,结瘤信号通路基因 NSP１、NSP２ 编 码

GARS类转录因子,其基因突变导致侵入线延伸和

根瘤原基形成受阻,NSP１和 NSP２蛋白定位在细

胞核中,形成同源和异源二聚体共同调节启始结瘤

NIN 基因等的表达[２１].NIN 基因表达完全依赖

根瘤菌侵染或结瘤因子调控,是早期根瘤菌共生信

号途径的终端,是整合和调控根瘤发生、细菌侵入及

根瘤形成的关键调控子[１２].本研究将上述４个基

因导入水稻并共表达,考察了它们对水稻共生、根发

育和转录组的影响.根瘤菌侵染试验结果表明,外
源共生基因并没有改善水稻对根瘤菌的识别,但刺

激了侧根原基的形成.而侧根原基的形成和发育与

植物激素水平,特别是生长素和细胞分裂素的水平

和比例密切相关.已有的研究表明,生长素含量高

有利于根的生长发育,而细胞分裂素含量高则有利

于侧根原基的形成[７].根瘤是一个新器官,也被认

９５
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为是一个畸形发育的侧根.因此,外源共生基因导

致水稻侧根原基增多,有可能为诱导水稻产生根瘤

原基提供微环境.水稻转录组分析数据也表明,外
源基因导致植物激素信号相关基因上调表达.

在豆科植物与根瘤菌共生过程中,根瘤菌入侵

豆科植物根表面时,会诱导植物产生短暂的防御反

应,随后根瘤菌会通过多种方式抑制植物的免疫反

应,而 植 物 也 会 通 过 多 种 机 制 抑 制 自 身 免 疫 反

应[２２Ｇ２３].本研究中转录组分析表明,在接种根瘤菌

后,植物防御反应相关基因发生了上调,说明水稻将

根瘤菌识别为病原菌并启动了免疫防御反应,而在

水稻中这种免疫防御反应并不能被感染的根瘤菌所

抑制.为了在水稻中搭建与根瘤菌共生的基因线

路,使水稻具有识别根瘤菌及结瘤因子的功能,笔者

所在实验室已将百脉根共生信号途径上游基因

NFR１、NFR５、SYMRK、CCaMK 和CYCLOPS 构

建在同一表达载体上,导入水稻并获得转基因材料,
后续研究在进行中.

本研究所获得的转基因水稻将上述转基因材料

进行杂交聚合,获得含有完整豆科共生途径基因的

水稻新材料,为探索建立水稻Ｇ根瘤菌共生固氮体系

提供了理论依据和技术资料.
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CoexpressionoffoursymbioticgenesfromLotusjaponicus
inriceanditseffectsonricetranscriptome

LIWenqing　CAO Wengang　LIHao　FANGQing　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToexplorethepossibilityofestablishingthericeＧrhizobiumsymbioticnitrogenfixation
system,fourgenes(LHK１,NSP１,NSP２andNIN)ofsymbiosissignalinginLotusjaponicuswerecoＧ
transformedintorice．Transgenicriceplantswereobtained．Afterinoculationwithrhizobium,therewas
nosignificantdifferenceintheroothairsandepidermisinfectedbyrhizobiaofthecontrolandthetransＧ
genicplants．Thenumberoflateralrootandprimordiaintransgenicplantswassignificantlyincreased
comparedwiththoseinthecontrolafterinoculation１４days．Theresultsoftranscriptionalanalysisusing
ricecDNAmicroarrayshowedthatexpressionofthosegenesinvolvedinplantdefenseresponseandphyＧ
tohormonesignalingwassignificantlyupＧregulatedinthetransgenicplants．ItisindicatedthatlegumiＧ
noussymbioticgenesaffectriceresponsetorhizobia．

Keywords　Lotusjaponicus;rootnodulesymbiosis;transgenicrice;rhizobia
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