
第３８卷 第１期

２０１９年　１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．１

Jan．２０１９,１~９

收稿日期:２０１８Ｇ０５Ｇ０８
基金项目:国家重点研发计划项目(２０１６YFD０１００７００);国家自然科学基金项目(３１３７０２７８)
凌　颖,硕士研究生．研究方向:共生固氮分子生物学．EＧmail:１５５２７０４０５１＠qq．com
通信作者:曹扬荣,博士,教授．研究方向:共生固氮分子生物学．EＧmail:yrcao＠mail．hzau．edu．cn

百脉根 Rboh 基因家族在共生固氮中的功能研究

凌　颖　张婷婷　端木德强　张忠明　曹扬荣

华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探索植物呼吸爆发氧化酶(respiratoryburstoxidasehomologue,Rboh)基因家族在共生固氮中的

功能和作用机制,利用分子生物学、细胞生物学和遗传学等方法,围绕百脉根Rboh 基因家族中在根瘤中特异性

表达的基因LjRbohA(Lj５g３v１４９７８４０)以及在根瘤中高表达的基因 LjRbohB(Lj６g３v１５４９１９０)和 LjRbohC
(Lj５g３v１４９７８２０),分别对其蛋白的亚细胞定位、基因的表达模式、基因的启动子活性及蛋白的功能进行了研究.

结果显示:LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC蛋白都定位在植物的细胞膜上;LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 基因

在接种根瘤菌后表达上调;LjRobhA 和LjRobhB 基因在根瘤、维管束和侧根原基表达;利用 CRISPRＧCas９技术

对LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC３个基因分别进行敲除导致结瘤数目减少.这些研究结果表明,LjRbohA、

LjRbohB 和LjRbohC 这３个基因可能都参与调控百脉根与根瘤菌的共生结瘤过程.
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　　生物固氮在农林业生产和氮素的生态系统平衡

中发挥着重要作用[１].共生固氮体系是自然界中最

重要的生物固氮体系,其突出的特点就是在豆科植

物和微生物共生互作过程中形成根瘤,根瘤菌生活

在根瘤中,它们能将氮气转化为氨供植物吸收利用,
同时植物为根瘤菌提供生长繁殖所需要的碳源营

养.豆科植物根瘤的形成是一个复杂的过程,在根

瘤菌与豆科植物中存在着复杂的信号通路[２Ｇ５].大

量研究表明,活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)
作为重要的信号分子参与植物的生长、发育、抗逆和

植物—微生物的互作过程[６Ｇ１２].植物呼吸爆发氧化

酶 Rbohs(respiratoryburstoxidasehomologues,

Rbohs)是产生 ROS的主要来源[１３].植物中Rboh
以基因家族的形式存在[１４],在拟南芥中有１０个

Rboh 基因(AtRbohAＧJ),研究表明,拟南芥中AtRＧ
bohAＧJ 表现出不同的组织器官特征:AtRbohD 和

AtRbohF 在植株的所有部位均表达,AtRbohAＧG 和

AtRbohI 在植株的根中特异性表达,而 AtRbohH
和AtRbohJ 在植株的花粉中特异性表达.拟南芥

Rboh 基因家族各成员在植株器官表达上的差异,表
明各成员在生物学功能上存在一定的差异[１５].

本研究通过分析豆科植物中 Rboh系统进化树

及百脉根中Rboh 基因的表达图谱,发现百脉根中

RbohA(Lj５g３v１４９７８４０)在根瘤中特异表达,RbohB
(Lj６g３v１５４９１９０)和RbohC(Lj５g３v１４９７８２０)在根瘤

中高表达,推测RbohA、RbohB 和RbohC 可能在共

生固氮中发挥重要作用,并围绕上述３个基因研究

其蛋白的亚细胞定位、基因的表达模式、基因的启动

子活性和蛋白的功能,并观察统计其共生结瘤表型,
旨在进一步完善豆科植物与根瘤菌之间的共生信号

通路,并为进一步理解活性氧在调控共生固氮中的

作用机制提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

百脉根(Lotusjaponicus)MG２０生态型种子、
烟草(Nicotianabenthamiana)种子、发根农杆菌

Agrobacterium．rhizogenesLBA１３３４、根癌农杆菌

Agrobacterium．tumefaciensEHA１０５、百脉根根瘤

菌MesorhizobiumlotiMAFF３０３０９９均由华中农业

大学农业微生物学国家重点实验室保存;中间载体

pBluescriptＧLjU６和毛根转化载体pCAMBIA１３００Ｇ
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sGFPＧCas９由笔者所在实验室改造而得[１６Ｇ１７].
1.2　sgRNA 引导序列设计

通过网站(http://cbi．hzau．edu．cn/crispr/)[１８]

筛选sgRNA 序列.综合分析软件提供的sgRNA
分值、靠前外显子区域和潜在脱靶位点等条件,对每

个基因选择４个靶位点,设计对应的４个sgRNA
序列.
1.3　构建用于毛根转化的 CRISPRＧCas9 敲除载体

　　１)敲除单基因载体构建.针对１个目标基因选

取４ 个 sgRNA,设 计 ３ 对 特 异 性 引 物,以 PTG
(polycistronicttRNAＧgRNA)为模板,PCR 扩增得

到３ 个 片 段,用 于 构 建 tRNAＧgRNA 多 顺 反 子

PTG.将载体pBluescriptSK(＋)ＧLjU６用BbsⅠ
单酶切线性化后与上述３个片段用 Gibson方法连

接,即构建好中间载体pBluescriptSK(＋)ＧLjU６Ｇ
tRNAＧsgRNA.进一步用 KpnⅠ和 XbaⅠ双酶切

中间载体,回收酶切下来的 LjU６ＧtRNAＧsgRNA 片

段,并连接到用KpnⅠ和XbaⅠ双酶切过的最终载

体pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９上.得到包含４个

sgRNA的百脉根毛根转化单基因敲除载体.

２)同时敲除２个基因和３个基因载体构建.先

分别构建１个基因敲除中间载体 pBluescriptSK
(＋)ＧLjU６ＧtRNAＧsgRNA,用KpnⅠ和SpeⅠ双酶

切该载体并回收载体骨架,用KpnⅠ和XbaⅠ双酶

切第２ 个 基 因 的 中 间 载 体 pBluescriptSK(＋)Ｇ
LjU６ＧtRNAＧsgRNA,回收酶切下来的LjU６ＧtRNAＧ
sgRNA片段,将该片段通过酶切酶连的方式连接到

载体骨架上(SpeⅠ和 XbaⅠ是同尾酶),即通过将

２个结构单元 LjU６ＧtRNAＧsgRNA 串联在一起,实
现２个基因的同时敲除.最后再将串联２个结构单

元 LjU６ＧtRNAＧsgRNA 连 接 到 最 终 载 体 pCAMＧ
BIA１３００ＧsGFPＧCas９上,即构建了具有２个 LjU６Ｇ
tRNAＧsgRNA启动单元的包含８个sgRNA百脉根

毛根转化２个基因敲除载体.同理还可以构建包含

１２个sgRNA 的百脉根毛根转化 ３ 个基因敲除

载体.
1.4　烟草叶片瞬时表达植物蛋白

１)配制菌悬缓冲液.５０mL１０mmol/LMgCl２

中加５００μL１mol/LMES和１００μL１００mmol/L
As混匀备用.

２)平板划线活化菌株.挑单菌落于５mL加有

相应抗性LB的液体培养基中,２８℃、２００r/min培

养１２~１６h使 OD６００为０．５~０．７,４０００r/min离心

６min收集菌体,弃上清;加５mL菌悬缓冲液重悬

菌体,４０００r/min离心６min收集菌体,弃上清,再
次用５mL菌悬缓冲液重悬菌体,室温静置３~５h.

３)农杆菌注射.将不同农杆菌样品与 P１９以

等体积混合,用１mL医用注射器(取掉针头)吸取

适量体积的混合菌液,注射烟草下表皮;１．５~２．０d
后,于荧光显微镜或激光共聚焦显微镜下观察蛋白

定位情况.
1.5　组织化学染色

１)２００mLGUS染色工作液配制.将１００mL
１００mmol/L 磷酸钠缓冲液 (pH ７．０)、４ mL５０
mmol/L铁氰化钾母液、４mL５０mmol/L亚铁氰

化钾母液、４mL０．５mol/LEDTA 母液(pH８．０)、

１mL１００mg/mLXＧGluc溶液和２００μLTritonXＧ
１００混合,用蒸馏水定容至２００mL,最后称０．２g
十二烷基肌氨酸钠溶于上述溶液,即配成２００mL
GUS染色工作液(－２０℃避光保存).

２)GUS染色.将植物组织用清水洗净,用吸水

纸吸干表面的水分;将植物组织放入离心管中,加入

GUS染色工作液至完全浸没植物组织,３７℃培养

箱中温育、染色３~６h或有蓝色出现,用７０％乙醇

洗涤４次,使用立体显微镜观察.
1.6　百脉根毛根转化体系构建与鉴定

１)百脉根 MG２０种子表面消毒及萌发.用浓

H２SO４处理百脉根 MG２０种子８~１２min;小心吸

出 H２SO４,用无菌水重复漂洗种子３~４次;用２％
(有效氯)NaClO溶液处理１０~１５min,弃废液,用
无菌水漂洗种子７~１０次,最后留部分水浸没种子;

４℃暗处理１d左右使种子充分吸胀,置于１/２MS
无蔗糖固体培养基上;２３℃暗培养２~３d,然后置

于２３℃光照培养箱(１６h光照,８h黑暗)中继续培

养１~２d,待用.

２)农杆菌侵染与阳性毛根鉴定.用剪刀将百脉

根幼苗从下胚轴绿色的茎和白色的根之间膨大的位

置倾斜剪下,用转入目标质粒的发根农杆菌A．rhiＧ
zogenesLBA１３３４菌液侵染剪好的幼苗３０min.随

后,幼苗在 HRE培养基上生根１０~１４d.在体视

荧光显微镜下,调好荧光通道,通过荧光筛选标记,
鉴定阳性幼苗.

３)炼苗、移栽和根瘤菌的接种.把鉴定的阳性

苗放在装有水的平皿中,于２３℃光照培养箱炼苗

１~２d.随后将幼苗移栽到蛭石和珍珠岩比例为

２∶１的花盆中,浇无氮营养液,放置于光照培养室中

２
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生长.待幼苗移栽约３~５d后,植株刚长出真叶(第

１片叶子)时,接种根瘤菌M．lotiMAFF３０３０９９,２~３
周后,观察并统计共生表型.

2　结果与分析

2.1　百脉根 LjRbohA、LjRbohB 和 LjRbohC 基因

和蛋白结构特征

　　在百脉根中,LjRbohA 和LjRbohC 基因位置

相邻,都位于百脉根第５号染色体上.LjRbohA 的

CDS全长由２３８８个核苷酸组成,编码含７９５个氨基

酸的蛋白;LjRbohC 的CDS全长由２６７９个核苷酸

组成,编码含８９２个氨基酸的蛋白;LjRbohB 位于

百脉根第６号染色体上,CDS全长由２６６１个核苷

酸组成,编码含８８６个氨基酸的蛋白.

LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC属于 NADPH
家族的蛋白,根据这３个蛋白的氨基酸序列,利用网

站(http://smart．emblＧheidelberg．de/)分析其蛋白

结构,结果表明这３个蛋白都包含有保守的跨膜域,
并且Rboh蛋白N端都包含约３００个氨基酸延长区

域,该区域包含２个保守的 Ca２＋ 结合 EF手性模体

结构.
2.2　烟草叶片中 LjRbohA、LjRbohB 和 LjRbohC 亚

细胞定位

　　通过软件预测LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC
蛋白都包含跨膜结构域,推测这３个蛋白可能定位

在植物的细胞膜上.通过构建融合载体,使 GFP分

别融合在LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC的 N端,
该融合载体用３５S启动子来启动表达,利用农杆菌

A．tumefaciensEHA１０５介导烟草叶片瞬时表达

蛋白,于激光共聚焦显微镜下观察蛋白定位情况.
结果表明,３５S启动子启动表达的 GFP在细胞核、
细胞质及细胞膜上都有表达,而 LjRbohA、LjRbohB
和LjRbohC融合的 GFP蛋白在细胞膜上表达,故可

以确定这３个蛋白都定位在植物的细胞膜上(图１).

　LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC蛋白在烟草叶片中亚细胞定位,空载体３５S启动子表达的 GFP蛋白在细胞膜、细胞质和细胞核上表达

(上),而LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC融合的 GFP蛋白在细胞膜上表达(中和下),５５４基因融合 DsRed标签作为细胞膜标志物.SubＧ

cellularlocalizationsofGFPＧLjRbohA,GFPＧLjRbohBandGFPＧLjRbohCfusionproteinsinN．benthamianaleafcells．Nuclear,cellmemＧ

braneandcytoplasmlocalizationsoffreeGFPexpressedfromthecontrolvector(Upper)．GFPＧLjRbohA,GFPＧLjRbohBandGFPＧLjRboＧ

hCwerelocalizedattheplasmamembrane(Middleandbottom)．５５４fusedwithDsRedwasusedasaplasmamembranemarker．

图１　LjRbohA、LjRbohB和LjRbohC蛋白烟草亚细胞定位

Fig．１　SubcellularlocalizationsofLjRbohA,LjRbohBandLjRbohCinN．benthamiana

３
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2.3　 LjRbohA、LjRbohB 和 LjRbohC 基因的表达

分析

　　在基因表达谱信息分析数据库(http://www．
ncbi．nlm．nih．gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/)
对比分析百脉根中各Rboh 基因的表达图谱,发现

在百脉根Rboh 基因家族中LjRbohA 是在百脉根

根瘤中特异表达的基因;LjRbohB 和LjRbohC 是

在百脉根根瘤中高表达的基因.
对此进行实验验证,分别在百脉根 MG２０接种

根瘤菌M．lotiMAFF３０３０９９后０、１、３、５、７、１４d和

２１d对其根部组织抽提 RNA,设计引物通过qRTＧ

PCR检测这３个基因在接种根瘤菌前后各时期的

表达情况.结果表明:同阳性对照 NIN 基因一样,
百脉根根瘤中特异表达的基因LjRbohA 在接种根

瘤菌后１４d和２１d上调表达非常显著(图２A、B),
而该阶段正是根瘤形成时期.LjRbohB 在接种根

瘤菌 １d 后 有 短 暂 上 调 表 达,之 后 则 表 达 下 调

(图２C).LjRbohC 在接种根瘤菌２１d表达上调

５倍(图２D).综上,LjRbohA 在百脉根根瘤中表达

显著,很有可能参与了共生结瘤过程.同时LjRboＧ
hB 和LjRbohC 在接种根瘤菌后表达上调,也有可

能参与了共生结瘤过程.

　以Ubquitin作为内参基因,通过qRTＧPCR检测接种根瘤菌后０、１、３、５、７、１４d和２１dLjRboh 基因的表达水平,以０d未接种的根部

样品作为空白对照,NIN 基因作为阳性对照.数据是３次技术重复的平均值.∗∗表示经Student’sttest检验,实验组与对照组相

比,具有显著性差异(P＜０．０１).A:NIN 基因的表达模式;B:LjRbohA 基因的表达模式;C:LjRbohB 基因的表达模式;D:LjRbohC
基因的表达模式.TherelativeexpressionofeachLjRbohgenewasevaluatedbyqRTＧPCRinrootsofplantsharvestedat０d,１d,３d,

５d,７d,１４dand２１dpostinoculation(dpi)．TranscriptaccumulationwasnormalizedtotheexpressionofUbquitin,whichwasusedas

areferencegene．Uninoculatedroots(０d)servedasacontrol．NINgeneasapositivecontrol．Errorbarsrepresentmeans±SD．Data

aretheaveragesofthreetechnicalreplicates．Asterisk∗∗representssignificantdifferencescomparedwithcontrolplants(Student’st

test)(P＜０．０１)．A:ExpressionprofilesofNIN;B:ExpressionprofilesofLjRbohA;C:ExpressionprofilesofLjRbohB;D:ExpresＧ

sionprofilesofLjRbohC．

图２　LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 基因的表达模式

Fig．２　ExpressionprofilesofLjRbohA,LjRbohBandLjRbohC
2.4　 LjRbohA、LjRbohB 和 LjRbohC 基因的启动子

活性分析

　　为了进一步研究LjRbohA、LjRbohB 和LjRＧ
bohC 基因的时空表达特征,将这３个基因的起始密

码子 ATG上游２kb启动子(启动子序列来源于网

站http://www．kazusa．or．jp/lotus/)构建到载体

DX２１８１Ｇmcherry上,构 建 这 ３ 个 基 因 启 动 子 与

GUS 报告基因的融合载体.其中LjRobhCPro ∶∶

GUS 融合载体构建失败,原因可能是网站上提供

LjRobhC 启动子序列存在问题.以百脉根 MG２０
基因组为模板PCR扩增LjRobhC 启动子序列,扩
增的启动子序列测序结果与网站上提供的序列不匹

配.将LjRobhAPro∶∶GUS 和LjRobhBPro∶∶GUS
融合载体转化到农杆菌A．rhizogenes LBA１３３４
中,空载体DX２１８１Ｇmcherry作为对照,利用毛根转

化体系,在百脉根的根和根瘤中检测 GUS活性.

４
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在接种根瘤菌７~１４d时检测启动子表达活性,结
果表明,对照组在任何组织都不表达,LjRobhA 和

LjRobhB 基 因 在 根 瘤,维 管 束 和 侧 根 原 基 表 达

(图３).

　通过组织化学染色检测转基因植株中启动子活性,在转入空载体的转基因植株中没有检测到 GUS活性(AＧD);A:维管束;B和 D:

１４d根瘤;C:侧根原基;LjRobhAPro∶∶GUS 转基因植株在维管束(E)及根瘤组织(FＧH)检测到 GUS蛋白表达;LjRobhBPro∶∶GUS 转

基因植株在维管束(I)、根瘤组织(J,K)及侧根原基(L)检测到GUS蛋白表达.Promoteractivitywasrevealedbyhistochemicalstaining

oftransgenicroots．AtoDnoGUSactivitywasdetectedinnodulesandintransgenicrootsbearingapromoterＧlessconstructasaconＧ

trol．A:Vasculartissue;BandD:Nodule(１４dpi);C:Lateralrootprimordia．LjRobhAPro∶∶GUSactivityintransgenicrootswasdeＧ

tectedatthevasculartissue(E)andthenodule(FtoH)．LjRobhBPro∶∶GUSactivityintransgenicrootswasdetectedatthevascular

tissue(I),thenodule(JandK),andinthecellsatthebaseoflateralrootprimordia(L)．

图３　组织化学染色分析LjRobhA 和LjRobhB 基因的表达

Fig．３　ExpressionanalysisofLjRobhAandLjRobhBbyhistochemicalstaining
2.5　 CRISPRＧCas9 系统敲除 LjRbohA、LjRbohB
和 LjRbohC 毛根转化载体的构建

　　１)LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 单基因敲

除毛根转化载体的构建.首先,构建 LjU６ 启动

sgRNA的表达单元,将tRNAＧgRNA 连接到中间

载体pBluescriptSK(＋)ＧLjU６上(图４A,B).然

后通过酶切酶连将 LjU６ＧtRNAＧsgRNA 连接到最

终载体pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９上,即构建了包

含４个sgRNA 的百脉根毛根转化LjRbohB 单基

因 敲 除 载 体 pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６Ｇ
gRNA (LjRbohB)(图４D).

２)LjRbohA 和LjRbohC ２个基因及 LjRboＧ
hA、LjRbohB 和LjRbohC３个基因同时敲除毛根

转化载体的构建.由于LjRbohA 和LjRbohC 位于

同一染色体上且基因位置相邻,可能存在基因冗余

的情况,所以将２个基因进行同时敲除.将 LjU６Ｇ
tRNAＧsgRNA(LjRbohA)和 LjU６ＧtRNAＧsgRNA
(LjRbohC)串联在一起,实现２个基因的同时敲除,
选pBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohC)作
为中间载体,通过酶切酶连将 LjU６ＧtRNAＧsgRNA
(LjRbohA)连接到该中间载体上(图４A,B).最后

再连接到最终载体pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９上,
即构建好对２个基因进行同时敲除的载体pCAMＧ
BIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６Ｇ
gRNA(LjRbohA)(图４D).同理,选pBluescriptSK
(＋)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)
作为 载 体,通 过 酶 切 酶 连 将 LjU６ＧtRNAＧsgRNA
(LjRbohB)连接到该中间载体上(图４A,C).最后连

接到最终载体上,即构建好对３个基因进行同时敲除

毛 根 转 化 载 体 pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６Ｇ
gRNA (LjRbohC )ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohA )ＧLjU６Ｇ
gRNA(LjRbohB)(图４D).
2.6　 LjRbohA、LjRbohB 和 LjRbohC 3 个基因同时

敲除毛根转化表型分析

　　为了研究LjRboh 基因家族是否影响百脉根的

共生结瘤过程,采用百脉根毛根转化体系来对植株

结瘤表型进行分析.将作为对照的空载体pCAMＧ
BIA１３００ＧsGFPＧCas９和构建好的对３个基因进行

同时敲除的毛根转化载体 pCAMBIA１３００ＧsGFPＧ
Cas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRboＧ
hA)ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohB)转 入 发 根 农 杆 菌

A．rhizogenesLBA１３３４中,得到阳性转基因幼苗.

５
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将转基因幼苗移栽到蛭石和珍珠岩中,接种根瘤菌

M．lotiMAFF３０３０９９,于光照培养室中生长,每隔

３d浇１次无氮营养液,在接种根瘤菌２１d后观察

统计转基因植株的结瘤情况.结果发现,与对照植

株相比,同时对LjRboh 基因家族的３个基因LjRＧ

bohA、LjRbohB 和LjRbohC 进行敲除时,转基因植

株结瘤数目减少.这说明LjRbohA、LjRbohB 和

LjRbohC 基因可能参与调控了百脉根的共生结瘤

过程,并 且 在 该 过 程 中 发 挥 着 正 调 控 的 作 用

(图５).

　A:PCR扩增片段:泳道１~３、４~６和７~９分别是LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 的tRNAＧsgRNA结构单元;B:泳道１和２
为酶切(KpnⅠ/Xba Ⅰ)鉴定中间载体 pBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohB)和pBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA(LjRboＧ

hC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)的成功构建;C:酶切(KpnⅠ/Xba Ⅰ)鉴定中间载体pBluescriptSK(＋)ＧLjU６gRNA(LjRbohC)Ｇ

LjU６ＧgRNA(LjRbohA)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohB)成功构建(泳道 １);D:PCR 分别鉴定最终载体 pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９Ｇ

LjU６ＧgRNA(LjRbohB)(泳道１~２)、pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)(泳道３~４)和

pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohB)(泳道５~７)的成功构建.

A:PCRamplificationproducts．Lane１Ｇ３,Lane４Ｇ６andLane７Ｇ９:ThetRNAＧsgRNAunitofLjRbohA,LjRbohBandLjRbohCreＧ

spectively．B:MiddlevectorspBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohB)(Lane１)andpBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA(LjRboＧ

hC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)(Lane２)werecorrectlyconstructed,identifiedwithdoubleＧenzyme(KpnⅠ/Xba Ⅰ)respectively．

C:MiddlevectorpBluescriptSK(＋)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohB)wascorrectlyconＧ

structed,identifiedwithdoubleＧenzyme(KpnⅠ/Xba Ⅰ)(Lane１):D:RecombinantexpressionvectorspCAMBIA１３００ＧsGFPＧ

Cas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohB )(Lane １Ｇ２),pCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohC )ＧLjU６ＧgRNA (LjRbohA )

(Lane３Ｇ４)andpCAMBIA１３００ＧsGFPＧCas９ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohC)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohA)ＧLjU６ＧgRNA(LjRbohB)(Lane５Ｇ７)

werecorrectlyconstructed,identifiedwithPCRrespectively．

图４　CRISPRＧCas９系统毛根转化载体的构建

Fig．４　ConstructionofCRISPRＧCas９hairroottransformationvectors

　A:空载体转基因植株和LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC３个基因同时敲除的转基因植株结瘤表型;B:接种根瘤菌后２１d植株

结瘤数目统计.∗∗表示经Student’stＧtest检验,实验组与对照组相比,具有显著性差异(P＜０．０１).误差线代表±SEM,数据

是３次生物学重复的平均值(n＞２０).A:NodulationphenotypesofcontroltransgenicrootsandLjRbohAＧLjRbohBＧLjRbohC

knockouttransgenicroots．B:Nodulenumberintransformedhairyrootsat２１dafterinoculationwithM．loti MAFF３０３０９９．AsＧ

terisk(∗∗)representssignificantdifferencescomparedwithcontrolplants(Student’sttest)(P＜０．０１)．Errorbarsrepresent

means±SD．Dataaretheaveragesofthreebiologicalreplicates(n＞２０)．

图５　CRISPR/Cas９系统介导的LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 基因编辑对植株结瘤的影响

Fig．５　EffectofCRISPR/Cas９mediatedgeneeditingofLjRbohA,LjRbohBandLjRbohConplantnodulation

６
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2.7　 LjRbohB 单基因敲除和 LjRbohA、LjRbohC 双

基因敲除的毛根转化表型分析

　　当对LjRboh 基因家族的３个基因LjRbohA、

LjRbohB 和LjRbohC 进行同时敲除时,转基因植

株结瘤数目减少,说明LjRbohA、LjRbohB 和LjRＧ
bohC 基因可能参与了百脉根的共生结瘤过程.为

了进一步研究这３个基因各自对百脉根结瘤过程的

影响,分别对这３个基因进行了单基因敲除和双基

因敲除.由于LjRbohA 和LjRbohC 位于同一染色

体上且基因位置相邻,可能存在基因冗余的情况,所
以将２个基因进行双敲除观察共生表型,并同时对

LjRbohB 基因进行单敲除以观察共生表型.
结果发现,对LjRbohB 进行单基因敲除时结瘤

数目减少.同时,对LjRbohA 和LjRbohC 进行双

基因同时敲除时结瘤数目也比对照组减少.这表明

LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC３个基因可能都参

与了百脉根的共生结瘤过程(图６).

　A:LjRbohAＧLjRbohC 双基因敲除转基因植株结瘤表型;B:LjRbohB 单基因敲除转基因植株结瘤表型;C:GFP荧光视野下的转基

因植株根部;D:接种根瘤菌后２１d统计的毛根转化植株的结瘤数目.∗∗表示经Student’stＧtest检验,实验组与对照组相比,具有

显著性差异(P＜０．０１).数据是３次生物学重复的平均值(n＞２０).A:NodulationphenotypesofcontroltransgenicrootsandLjRboＧ

hAＧLjRbohCknockouttransgenicroots;B:NodulationphenotypesofcontrolandLjRbohB knockouttransgenicroots;C:Transgenic

rootsinthefluorescencefield;D:Nodulenumberintransformedhairyrootsat２１dafterinoculationwithM．lotiMAFF３０３０９９．AsterＧ

isk∗∗representssignificantdifferencescomparedwithcontrolplants(Student’sttest)(P＜０．０１)．Errorbarsrepresentmeans±

SEM．Dataaretheaveragesofthreebiologicalreplicates(n ＞２０)．

图６　转基因植株LjRbohBＧCRISPR、LjRbohAＧLjRbohCＧCRISPR的共生表型

Fig．６　SymbiosisphenotypesoftransgenicLjRbohBＧCRISPR,LjRbohAＧLjRbohCＧCRISPRplants

3　讨　论

本研究结果表明百脉根LjRboh 基因家族中的

３个基因LjRbohA、LjRbohB 和LjRbohC 都在根

瘤内表达,其中LjRbohA 在百脉根结瘤时期表达上

调同NIN 基因一样显著,而LjRbohB 在接种根瘤

菌１d后有短暂上调表达,LjRbohC 在接种根瘤菌

后２１d表达也上调了５倍.对这３个基因进行分

别敲除时,转基因植株结瘤数目减少,表明LjRboＧ
hA、LjRbohB 和LjRbohC 这３个基因可能都参与

了百脉根的共生结瘤过程.

Marino等[１９]在蒺藜苜蓿中报道了 MtRbohA
在接种根瘤菌后表达水平显著上调,且 MtRbohA
影响了共生结瘤过程.在豆科植物菜豆中发现对

PvRbohB 进行RNAi时,会导致侵染线形成受阻,

并进一步抑制了根瘤的形成[２０Ｇ２１].但是在百脉根中

７
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还没有关于Rboh 调控共生结瘤的相关研究.通过

分析豆科植物蒺藜苜蓿、百脉根、大豆及菜豆 Rboh
家族系统进化树发现,百脉根中 LjRbohA 和 LjRＧ
bohC与蒺藜苜蓿 MtRbohA 同源性较高,且LjRＧ
bohA 和LjRbohC 基因位置相邻,都位于百脉根第５
号染色体上.而百脉根 LjRbohB与菜豆 PvRbohB
同源性较高.在豆科植物中Rbohs 是一个多基因

家族,是否还有其他的Rboh 基因参与共生结瘤过

程值得进一步研究.
在豆科植物与根瘤菌的共生过程中,Rboh是

介导ROS产生的主要来源.研究表明,ROS作为

重要的信号分子调控了侵染线及根瘤的形成过程.
另外有研究报道,通过沉默苜蓿中 ROP９ＧGTPase
基因导致侵染线形成受到抑制[２２].豆科植物识别

结瘤因子后,豆科植物毛根根尖钙离子浓度富集,同
时Rboh介导 ROS产生.小 G 蛋白可以和 Rboh
蛋白上的２个EFＧhand结构域发生相互作用,小 G
蛋白ROP可能通过磷酸化 Rboh的 N 末端来调控

Rboh氧化酶的活性,进而调控 ROS的产生,ROS
则作为重要的信号分子调控根瘤菌的侵染和根瘤器

官的形成[２３].在百脉根中有１０个同源性相近的小

G蛋白,其与 LjRbohA、LjRbohB和 LjRbohC之间

的相互作用值得进一步研究.
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FunctionofRbohgenefamilyinLotusjaponicas
duringsymbioticnitrogenfixation

LINGYing　ZHANGTingting　DUANMUDeqiang　ZHANGZhongming　CAOYangrong

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeSciencesandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThreeRboh (reactiveoxygenspecies)genesincludingRbohA(Lj５g３v１４９７８４０),RbohB
(Lj６g３v１５４９１９０)andRbohC (Lj５g３v１４９７８２０)werefoundtobeprimarilyexpressedinnodulesbasedon
thetranscriptionsofRbohgenesinsymbiosisinLotusjaponicus．Theirfunctioninvolvedinsymbiosis
werefurtherstudiedinLotusjaponicus．Thesubcellularlocationofproteins,theexpressionpatternof
Rbohgenes,theproteinsfunctionandthepromoteractivityofRbohgenesinLotusjaponicaswerestudＧ
iedwithmethodsofmolecularbiology,cellbiologyandgenetics．TheresultsshowedthatLjRbohA,LjRＧ
bohBandLjRbohCproteinswerelocalizedattheplasmamembrane．ThetranscriptofLjRbohA,LjRboＧ
hBandLjRbohCaccumulatedabundantlyinrootsandnodules．TheactivityofLjRbohAandLjRbohB
promotersweredetectedatvasculartissue,nodule,andthelateralrootprimordia．ThenumbersofnodＧ
uleswerereducedinLjRbohB,LjRbohAＧLjRbohCandLjRbohAＧLjRbohBＧLjRbohCknockouttransgenＧ
icrootscomparedwithcontroltransgenicroots．ItisindicatedthatthesethreeRbohsmighthaveanoＧ
verlappingfunctioninregulatingnitrogenfixationsymbiosisinL．japonicus．

Keywords　Lotusjaponicus;symbioticnitrogenfixation;respiratoryburstoxidasehomologue
(Rboh);reactiveoxygenspecies(ROS);nodule
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