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摘要 重金属转运ATP酶(heavy metal transporting ATPase, HMA)主要参与植物体内重金属的转运. 前期研究发现,
HMA5基因与苜蓿铜胁迫及共生结瘤相关. 为探明豆科植物根瘤中的铜离子吸收、转运及平衡机制, 本研究以模

式豆科植物蒺藜苜蓿(Medicago truncatula, Mt)为材料, 对其HMA5同源基因MTR_8g079250在共生结瘤中的功能

进行了初步研究. 亚细胞定位分析表明, MTR_8g079250主要定位于细胞膜和细胞核上; GFP::MTR_8g079250融合

表达分析显示, MTR_8g079250主要在根瘤的分生区、侵染区、皮层和根的中柱、根冠表达, RNAi沉默目的基因

后对共生固氮表型没有产生明显影响. 然而, 目的基因过表达植株的鲜重和单株根瘤数目较野生型明显降低, 侵

染线和根瘤原基也显著减少; 透射电子显微镜分析表明, 根瘤细胞中含有少量的类菌体且形状不规则, 环类菌体空

间增大, 呈现出早衰的迹象; qRT-PCR结果显示, 结瘤标志性基因NIN、DMI1、ENOD11和豆血红蛋白基因的表达

水平均有不同程度的下调, 豆血红蛋白基因的表达水平也有所下调. 这些结果表明, MTR_8g079250过表达对共生

结瘤有抑制作用.
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豆科植物之所以能够在氮素限制的环境中生长,
是因为它们与土壤中的根瘤菌进化出了共生关系, 导

致形成新的器官, 即根瘤. 在根瘤中, 根瘤菌通过生物

固氮将氮素还原为氨供给宿主豆科植物, 用以交换其

所需要的物质和能量. 在此共生体系中, 豆科植物可以

为根瘤菌提供金属微量元素[1]. 铜作为生物体所必需的

微量矿质元素之一, 参与了植物的生长、发育及器官

分化过程. 在豆科植物-根瘤菌共生固氮过程中, 铜是

众多关键酶的辅助因子, 如作为超氧化物歧化酶辅因

子参与根瘤中的自由基代谢, 作为细胞色素氧化酶辅

因子参与呼吸链电子传递过程等; 同时铜离子也是酪

氨酸酶的辅因子, 对细菌的生长至关重要. 有研究表

明, 豆科植物与根瘤菌共生后会增强植物对重金属铜

的抗性, 例如在铜胁迫下接种根瘤菌, 可以缓解铜对植

物的生长抑制[2]. 然而, 铜过量也会对共生固氮产生毒

害. 例如在铜过量的情况下, 根瘤的固氮区中会积累大

量的H2O2, 导致固氮效率显著降低. 这是由于铜过量时

谷胱甘肽和过氧化氢酶不能及时清除植物产生的

H2O2,从而损伤植物细胞[3].由此可见,铜含量过高或过

低都不利于植物的正常生长发育, 会影响到包括共生

固氮在内的诸多生理过程, 因此植物中的铜含量必须

维持在一定的生理范围内. 为此, 高等植物进化出了复
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杂的生理机制以维持细胞内铜稳态的平衡[4]. 植物体通

过吸收、分布、利用、储存和外排等过程对金属离子

的平衡进行调控, 在调控的过程中重金属转运蛋白发

挥了重要作用. 植物体内与铜转运相关的蛋白包括

COPT转运蛋白、P1B型ATP酶、分子伴侣、ZIP转运蛋

白家族、麦根酸和烟酰胺等[5].
重金属转运ATP酶(heavy metal transporting AT-

Pase, HMA)是一种通过水解ATP跨膜运送重金属阳离

子的转运蛋白 , 属于P-ATPase家族中的一个亚类 .
HMA中的P1B被证实与重金属的转运相关, 可以选择性

吸收和运输植物生长发育所必需的金属离子(Cu+、
Cu2+、Zn2+和Co2+)和一些非必需的重金属离子(Cd2+和
Pb2+)[6~8]. 目前, 对拟南芥(Arabidopsis thaliana, At)、水

稻(Oryza sativa, Os)和黄瓜(Cucumis sativus, Cs)等植物

的HMA家族基因进行了较多研究[9~14], 对豆科植物中

包括HMA5在内的P-type ATPase的研究鲜有报道. 同

时, 豆科植物根瘤中的离子转运研究也并不多见, 许多

具体细节有待探明. 本实验室前期从天蓝苜蓿中分离

到一个与铜胁迫及共生结瘤相关的HMA5基因, 本研

究即以豆科模式植物蒺藜苜蓿的HMA5基因为研究对

象, 通过RNA干扰、过表达及表达定位等方法对其在

共生结瘤过程中的功能进行初步鉴定, 为最终探明豆

科植物根瘤中的铜离子吸收、转运及平衡机制奠定

基础.

1 材料与方法

(ⅰ) 植物培养和处理. 以蒺藜苜蓿(Medicago trun-
catula, Mt)A17为植物材料, 选取状态良好的种子用浓

硫酸处理10 min, 无菌水清洗. 30%的次氯酸钠溶液浸

泡种子8 min, 无菌水清洗后28°C摇床孵育3 h. 种子平

铺在水琼脂培养基上, 28°C黑暗萌发48 h. 将发芽的种

子转移到无菌基质中(蛭石:珍珠岩=2:1). 实验设置3组,
分别加入硫酸铜至终浓度为0、50和200 mg/kg的. 室温

放置一周后装盆. 接种根瘤菌Sinorhizobium meliloti
1021(A600=0.1)于长出真叶的幼苗根部.

(ⅱ) 蒺藜苜蓿HMA5基因系统发育分析. 对蒺藜苜

蓿中的HMA5所有相关基因进行聚类分析构建系统发

育树. 系统发育分析选取的物种为: 拟南芥(Arabidopsis
thaliana, At)、葡萄(Vitis vinifera, Vv)、水稻(Oryza
sativa, Os)、黄瓜(Cucumis sativus, Cs)、卷柏(Lyco-
phyte selaginella, Ls)、毛果杨(Populus trichocarpa,
Pt)、高粱(Sorghum bicolor, Sb).

(ⅲ) RNA的提取及反转录. 定期取蒺藜苜蓿转化

苗的根部样品0.25 g, 锡箔纸包严后液氮速冻, −80°C保
存. 使用TaKaRa MiniBEST Universal RNA Extraction
Kit试剂盒进行RNA提取. 将获得的RNA, 使用HiScript
II Q Select RT SuperMix反转录酶进行反转录, 获得

cDNA.
(ⅳ) 蒺藜苜蓿HMA5基因表达分析. 分别在接菌

5、10、18、23和28 d后提取50和200 mg/kg硫酸铜处

理的接菌和不接菌蒺藜苜蓿根部RNA. 使用SYBR
Green Real-time PCR Master Mix(Takara)进行qRT-
PCR. 所用引物为: MTR_8g079250-F: ACTGTTGTTT-
TCTGCGTTATGG、MTR_8g079250-R: CAATGGCG-
TCACGTATGCT、MTR_8g012390-F: TGGTTTAGCT-
TTAGAGGAGG、 MTR_8g012390-R: AGACACCAA-
GACATTAGCATC、MTR_5g010420-F: AGTTGGTG-
CATCTCAGGGTG、MTR_5g010420-R: GCTAGTG-
GATGTTCGCTGTTC. 在无酶PCR管中依次加入10 μL
SYBR GreenI Master Mix(Takara), 0.8 μL P1、0.8 μL
P2、2 μL cDNA模板，用ddH2O补至20 μL. 用两步法

进行扩增. 第一步: 95°C加热10 min, 进行一个循环; 第
二步: 95°C加热15 s, 60°C加热1 min, 进行40个循环. 溶
解曲线从60℃上升到90°C, 速度为0.5°C/s. 对每个试验

样品均设置3次重复, 以确保准确性. 以蒺藜苜蓿的持

家基因Actin作为内参, 基因表达水平与相对量化分析

采用2 CT方法[15], 使用SPSS 19.0软件绘图.
(ⅴ) MTR_8g079250基因时空表达分析. 通过预测

与鉴定, 确定MTR_8g079250为研究对象. 通过qRT-
PCR技术检测MTR_8g079250在接菌和不接菌条件下

的表达差异, 取样时间为接菌后0、3、5、7、10、15
和25 d. 对接菌后28 d蒺藜苜蓿的茎部、叶片、根瘤和

去瘤根分别取样, 提取RNA反转录获得cDNA后, 检测

该基因在蒺藜苜蓿不同组织中的表达情况.
(ⅵ) MTR_8g079250基因的洋葱亚细胞定位. 使用

特异性引物扩增MTR_8g079250基因全长序列: 上游引

物为C50-F: ACTCTAGAGGATCTCGAGATGGGTCG-
TAAAAAGTTTG; 下游引物为C50- : CATGG-
TACCCCGCTCGAGTTCAATTTGAATACCATTC斜体

标记的核苷酸与载体同源, 下同, 在两端添加XhoⅠ酶

切位点. 使用ClonExpress®Ⅱ一步克隆试剂盒(Vazyme,
南京)将扩增的片段克隆到洋葱表皮亚细胞定位载体

中, 生成MTR_8g079250-GFP. MTR_8g079250-GFP在洋

葱表皮细胞中通过使用生物特性的PDS-1000/He粒子
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传递系统(Bio-Rad)进行基因枪转化法瞬时表达. 洋葱

表皮细胞用4% NaCl处理5 min, 25°C避光孵育24~48 h
后立即进行显微镜观察.

(ⅶ) MTR_8g079250烟草叶片亚细胞定位. 根据目

的基因的编码框设计上下游引物Y50-F(CTAGTCTA-
G AATGGGTCGTAAAAAGTT TG )及Y 5 0 - R
(TCCCCCCGGGTTCAATTTGAATACCATTC)扩增目

的片段. 在载体XbaⅠ和XmaⅠ位点进行双酶切并回收

产物, 使用T4连接酶对线性化载体和目的片段进行连

接, 构建p35S::MTR_8g079250::eGFP载体. p35S::
MTR_8g079250::eGFP通过农杆菌瞬时化法注射本塞

姆氏烟草叶片, 注射后的烟草暗培养24 h后转入普通光

照培养箱培养2~5 d, 用刀片切取约1 cm×1 cm注射后的

叶片, 清水制片, 置于激光共聚焦显微镜下进行观察.
(ⅷ) 启动子融合表达载体. 使用PromoterScan软件

对MTR_1g083380进行分析, 预测启动子序列, 使用Pri-
mer Premier 5.0软件设计引物, 包含MTR_8g079250基
因前的-2001-1序列: PR50-F, CTTGGCTGCAGGTC-
GACGGATATTCCGGTGACTTTAAT; PR50-R, TTA-
GAATTCCCGGGGATCTAATATCAATAATTGTTCCT.
提取蒺藜苜蓿A17的DNA为模板, 扩增目的片段, 通过

同源重组法构建pMTR_8g079250::GUS融合表达载体,
方法同(ⅵ). 将重组载体质粒用电转的方法转入发根农

杆菌感受态Arqua1后进行发根转化. 取接种根瘤菌后

7 d的转化植株进行GUS染色后, 用光学显微镜观察启

动子表达部位.
(ⅸ) RNA干扰载体的构建. 使用软件Premer Pre-

mier 5.0在目的基因的5′端和3′端各设计一组引物:
RNAi-1F, 5′-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG-
CAGGCTTCTGCGTTATGGGAATGA-3′; RNAi-1R, 5′-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTG-
GAGGAGCAAGAAGTAC-3′; RNAi-2F, 5′-GGGGA-
CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGACCTTG-
CAAAGAAAACT-3′; RNAi-2R, 5′-GGGGACCACTTT-
GTACAAGAAAGCTGGGTTCATCTCCAAGTTGTTA-
AGC - 3 ′ . RNA i - 1干扰片段为目的基因CDS的

169~448 bp; RNAi-2干扰片段为目的基因CDS的
2731~2965 bp. 分别在上下游引物的两端添加attB1和
attB2位点序列(以斜体字表示), 确保目的基因可以在

BP克隆酶的作用下与载体发生位点特异性重组: 根据

Gateway BP clonase的说明书与载体进行BP克隆重组,
构建pMTR_1g083380-RNAi载体. 利用干扰载体上的

酶切位点XbaⅠ和XhoⅠ, 使用限制性内切酶分别对重

组质粒进行单酶切验证.
(ⅹ) 过表达载体构建. 按照亚细胞定位载体的构

建方法对载体p35s1301进行重组构建, 转入发根农杆

菌感受态Arqua1细胞并检测阳性克隆.
(ⅹⅰ) 蒺藜苜蓿发根转化及鉴定. 毛状根转化的具

体方法参见《蒺藜苜蓿手册》(https://www.noble.org/
medicago-handbook/). 取接菌7 d后的转化植株, 清水冲

洗根部, 除去杂质后放置于GUS染色液中浸泡染色,
37°C数小时至过夜. 在70%的乙醇中进行脱色, 直到阴

性对照的相应组织呈现白颜色. 取接菌(lac Z标记)7 d
后的转化植株: 0.1 mol/L的磷酸盐缓冲液固定1 h, 缓

冲液浸泡冲洗15 min, 重复两次. X-gal染色法检测β-半
乳糖苷酶的活性, 染液浸没根部, 黑暗条件下室温过夜.
次日除去染液, 用0.1 mol/L的磷酸盐缓冲液冲洗根部

10 min, 重复3次; ddH2O冲洗5 min, 重复2次. 用10%的

漂白剂浸泡植物材料1~3 min, ddH2O冲洗3次.

2 结果

2.1 HMA5系统发育分析

HMA中的P1B被证实与重金属的转运相关[6,16,17].
拟南芥和水稻中分别含有8和9个P1B-ATPase家族成

员[8]. 双子叶模式植物拟南芥中HMA家族中的所有成

员均已进行了功能鉴定和分类. 其中AtHMA5参与Cu
由根部到茎部的转运以及根部的解毒[7,18]. 对蒺藜苜蓿

中的HMA所有相关基因进行聚类分析构建系统发育

树, 确定蒺藜苜蓿HMA5家族的相关基因. 以目前分类

明确的HMA家族基因为依据, 使用软件MEGA6, 用最

大似然法构建系统发育树(图1). 与各物种HMA基因进

行对比分析发现, 蒺藜苜蓿中的MTR_8g079250、
MTR_5g010420和MTR_8g012390与其他物种的HMA5
家族基因聚类在一起, 预测这3个基因属于蒺藜苜蓿

HMA5家族.

2.2 蒺藜苜蓿HMA5基因表达分析

提取蒺藜苜蓿A17根部cDNA, 内参基因为Actin,
通 过 q R T - P C R 检 测 接 菌 和 不 接 菌 条 件 下

MTR_8g079250、MTR_5g010420和MTR_8g012390在
根中的表达差异, 发现3个基因在接种根中均受到不同

程度的诱导. 其中, MTR_8g079250主要在共生前期表

达, 在接菌后5 d(5 dpi, days post-inoculation)被强烈诱
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导(图2(a)); MTR_5g010420在整个共生过程中都受到接

种根瘤菌的显著诱导, 在28 dpi表达量最高(图2(b));
MTR_8g012390在共生中期和后期表达量较高, 在28
dpi受到强烈诱导, 但其他检测时期与未接种对照相比

没有太大差异 (图 2 ( c ) ) . M T R _ 5 g 0 1 0 4 2 0和
MTR_8g079250接菌后的表达量上调明显, 推测其与共

生关系更为密切.
根据前期实验所知, 低浓度Cu2+(50 mg/kg)促进苜

蓿的生长和共生结瘤、高浓度Cu2+(200 mg/kg)抑制植

株的生长与根瘤形成, 因此选取这两个浓度对蒺藜苜

蓿进行处理. qRT-PCR检测不同Cu2+浓度处理下蒺藜苜

蓿根中MTR _ 8 g 0 7 9 2 5 0、MTR _ 5 g 0 1 0 4 2 0和
MTR_8g012390的表达情况. 在加铜时, MTR_8g079250
在5和10 dpi的表达均下调, 但在200 mg/kg铜胁迫时,
MTR_8g079250在结瘤后期表达上调(图2(d)); 无论低

浓度还是高浓度铜处理, MTR_5g010420表达均下调

(图2(e)); 低浓度铜处理时, MTR_8g012390的表达与对

照 相 比 没 有 明 显 区 别 , 高 浓 度 铜 处 理 时 ,
MTR_8g012390表达在10及28 dpi下调, 在23 dpi有所上

调(图2(f)). 这说明, 在蒺藜苜蓿共生结瘤过程中, 3个基

因在对不同浓度铜离子的响应中可能发挥着不同作用,
其中MTR_8g079250可能和长期(结瘤后期)过量铜胁迫

相关. 结合与共生的关系, 选定MTR_8g079250为研究

的目的基因.

2.3 MTR_8g079250基因的亚细胞定位

在CaMV35S启动子的控制下表达绿色荧光蛋白

(GFP)标记的MTR_8g079250. 通过基因枪转化法将质粒

转入洋葱表皮细胞. GFP空载体作为对照.在表达GFP标
记的MTR_8g079250的细胞中, 绿色荧光主要出现在细

胞膜和细胞核上(图3(a)); 在表达GFP::MTR_8g079250
的本氏烟草叶片中也发现了类似的结果(图3(b)), 说明

目的基因MTR_8g079250主要定位于细胞膜和细胞核,
其作用可能与物质的转运及信号传递相关.

图 1 HMA5系统发育分析. *为蒺藜苜蓿中的HMA5同源基因. 系统发育分析选取的物种: 拟南芥(Arabidopsis thaliana, At)、水稻(Oryza sativa,
Os)、黄瓜(Cucumis sativus, Cs)、毛果杨(Populus trichocarpa, Pt)、葡萄(Vitis vinifera, Vv)、高粱(Sorghum bicolor, Sb)、卷柏(Lycophyte
selaginella, Ls)
Figure 1 Phylogenetic analysis of HMA5. * is the homologous gene of HMA5 in Medicago truncatula. Species selected for phylogenetic analysis:
Arabidopsis thaliana (At), Oryza sativa (Os), Cucumis sativus (Cs), Populus trichocarpa (Pt), Vitis vinifera (Vv), Sorghum bicolor (Sb), and Lycophyte
selaginella (Ls)
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2.4 MTR_8g079250的组织表达

用MTR_8g079250的自身启动子连接GUS报告基

因, 构建融合表达载体, 通过发根转化法转入蒺藜苜蓿

根部, 取接种根瘤菌后28 d的转化植株根及根瘤染色观

察, 在整个根瘤原基、成熟根瘤的顶端分生区、侵染

区及外围皮层组织中可见蓝色. 观察侧根根尖、主根

根尖以及根成熟区等部位, 发现根的中柱和根冠被染

成蓝色(图4). 因此推测MTR_8g079250参与根部铜离子

在维管组织以及新生组织中的转运.

2.5 MTR_8g079250在共生中的功能分析

为了研究MTR_8g079250在共生结瘤中的作用, 采

用RNAi抑制其表达, 构建RNA干扰重组质粒电转入发

根农杆菌Arqua1, 发根转化蒺藜苜蓿. 检测GUS基因在

转化植株根部的表达, 验证转化成功. RT-PCR和qRT-

PCR检测，结果与对照相比, 干扰植株根部目的基因

的表达量下调40%(图S1).
将转化植株转入珍珠岩和蛭石的混合培养基中培

养3 d后接种lac Z标记的根瘤菌, 7 d后染色观察, 分析

侵染情况(图5). 与对照组相比, 干扰植株的根毛卷曲及

侵染线没有差异, 皮层侵染线和根瘤原基稍有增多. 观
察接菌后28 d的转化植株, 发现RNAi-1植株与对照相

比无明显差异, RNAi-2植株侧根较多, 根瘤较多且略

有增大, 颜色更深. RNAi-1在株高、根长、鲜重及根

图 2 蒺藜苜蓿HMA5基因的表达水平. (a)~(c) 蒺藜苜蓿HMA5基因在共生和非共生条件下的表达水平. (d)~(f) 蒺藜苜蓿HMA5基因在不同铜

浓度下的表达水平. NJ为不接种根瘤菌处理, J0为接种根瘤菌不加铜处理, J50为接种根瘤菌加50 mg/kg铜处理, J200为接种根瘤菌加200 mg/kg
铜处理
Figure 2 The Medicago truncatula HMA5 gene expression level. (a)−(c) The expression level of HMA5 gene in Medicago truncatula under
symbiotic and non-symbiotic conditions. (d)−(f) The expression level of HMA5 gene in Medicago truncatula under different Cu concentrations. NJ
means no inoculation of rhizobia, J0 means inoculation of rhizobia without Cu treatment, J50 means inoculation of rhizobia with 50 mg/kg Cu treatment,
and J200 means inoculation of rhizobia with 200 mg/kg Cu treatment
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瘤数目等方面无明显差异; RNAi-2虽在鲜重和根瘤数

目上有所增加, 但差异均不显著(图S2).
接菌28 d后观察根瘤的超微结构, 结果显示, RNA

干扰转化植株的根瘤侵染细胞中类菌体与对照植株相

比无明显差异(图S3). qRT-PCR检测RNA干扰转化植株

根部的基因表达量, 发现NIN表达量上升; 接菌5 d后,
ENOD11的表达量有所上升(图S4(a)).

MTR_5g010420和MTR_8g012390是MTR_
8g079250的同源基因. 对干扰植株中这两个同源基因

的 表 达 量 进 行 检 测 发 现 , 在 干 扰 转 化 根 中 ,
MTR_8g012390表达均上调, MTR_5g010420略有上调

或下调(图S4(c)).
已有研究表明, 拟南芥乙烯信号传导通路中所必

需的铜离子由ATX1转运给HMA7/RAN1, 同时, 两个

图 3 (网络版彩色)GFP::MTR_8g079250融合蛋白的亚细胞定位. (a)
GFP::MTR_8g079250融合蛋白在洋葱表皮细胞中的亚细胞定位,
GFP空载体作对照, 标尺为50 µm. (b) GFP::MTR_8g079250融合蛋白

在烟草叶片细胞中的亚细胞定位, GFP空载体作对照, 标尺为50 µm.
箭头所指处为细胞核
Figure 3 (Color online) Subcellular localization of the GFP::
MTR_8g079250. (a) Subcellular localization of GFP::MTR_8G079250
in onion epidermal cells. GFP empty vector is as control with a scale of
50 µm. (b) Subcellular localization of GFP::MTR_8G079250 in tobacco
leaf cells. GFP empty vector is as control with a scale of 50 µm. The
arrow points to the nucleus

图 4 (网络版彩色)pMTR_8g079250::GUS融合蛋白在蒺藜苜蓿根

及根瘤中的表达. (a), (b) pMTR_8g079250::GUS在根瘤和根瘤原基

中的表达, Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别表示顶端分生组织、侵染区、固氮区, 箭
头指示根瘤原基. (c) pMTR_8g079250::GUS在根成熟区的表达. (d),
(e) pMTR_8g079250::GUS在主根根尖和侧根根尖中的表达. 标尺为

200 µm
Figure 4 (Color online) Expression of pMTR_8G079250::GUS in roots
and nodules of Medicago truncatula. (a), (b) Expression of pMTR_
8G079250::GUS in nodules and nodule primordial. Ⅰ is the apical
meristem,Ⅱ is infection zone, andⅢ is nitrogen fixation zone. The arrows
indicate the nodule primordia. (c) pMTR_8g079250::GUS expression in the
root maturation zone. (d), (e) pMTR_8G079250::GUS expression in the
root tips of principal root and lateral roots. Scale is 200 µm

图 5 (网络版彩色)接种根瘤菌7 d后MTR_8g079250 RNAi与过表达转化植株中的侵染事件观察. (a) 根毛卷曲; (b) 根毛侵染线; (c) 皮层侵染线;
(d) 根瘤原基. 标尺为100 μm
Figure 5 (Color online) Infection events of MTR_8g079250 RNAi and overexpressed transgenic plants at 7 dpi. Root hair curling (a), infection
threads (ITs) in root hair (b) or in the cortex (c), and nodule primordia (d). Scale is 100 μm

2021 年 10 月 第 66 卷 第 28-29 期

3724



铜离子伴侣蛋白ATX1和CCH分别与HMA5互作[19]. 因

此推测, 在植物中铜离子是由HMA5经ATX1和CCH传

递给HMA7/RAN1, 最终将铜离子转运给乙烯受体. 通

过比对和预测, MTR_4g094695和MTR_2g035840与
HMA7/RAN1家族的相似性最高, 铜离子伴侣MTR-
1g092670与CCH相似度最高. qRT-PCR检测了蒺藜苜

蓿RNA干扰植株中铜离子伴侣和HMA7/RAN1基因的

表达情况 . 在干扰植株中MT R _ 4 g 0 9 4 6 9 5、
MTR_2g035840和MTR_1g092670的表达量均无明显变

化(图S4(b)).
在MTR_8g079250的干扰实验中, 通过观察侵染事

件和根瘤超微结构发现, 与对照相比, 差异不明显, 因

此推测可能存在基因的功能冗余. 为更进一步探究

MTR_8g079250在共生结瘤进程中的功能, 对其进行了

过量表达.
构建过表达重组质粒电转入发根农杆菌感受态

Arqua1, 转化蒺藜苜蓿. RT-PCR显示, 转化植株根部目

的基因表达量上调一倍多. 根毛卷曲数目与对照组无

图 6 MTR_8g079250在过量表达植株中的表达. (a) qRT-PCR分析MTR_8g079250在接菌后5、18和28 d的蒺藜苜蓿转化根中的表达水平, 以蒺

藜苜蓿的Actin rDNA的表达水平进行标准化, 误差棒显示为标准误, 设置3个重复. (b)~(e) 接菌28 d后的过量表达转化植株侵染事件统计: (b) 根
毛卷曲; (c)皮层侵染线; (d) 根瘤原基; (e)根毛侵染线.数值表示平均值, 误差棒显示为标准差, 样本容量为30株植物, t检验, P<0.05,不同的字母

表示具有显著性差异
Figure 6 Infection events of MTR_8G079250 expressioned transgenic plants. (a) qRT-PCR analysis of the expression levels of MTR_8g079250 in 5,
18 and 28 dpi transformed roots, with Actin rDNA in Medicago truncatula as the endogenous control. Data are presented as the mean ± SE, with three
replicates. Numbers of root hair curlings (b), ITs in root hair (e) or in cortex (c) and nodule primordial (d) per root of the control and MTR_8G079250-
overexpressioned plants. The data were collected from 30 independent hairy root systems in each group of plants. Data are presented as the mean ± E.
Different letters above the bars indicate significant differences (P<0.05, Student-t test)
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差异, 根毛侵染线、皮层侵染线和根瘤原基的数目均

有所减少, 其中皮层侵染线和根瘤原基的数目显著减

少(图6). 过表达植株叶片发黄, 侧根稀疏, 根瘤较小,
根瘤数目与植株鲜重明显减少(图7). 透射电子显微镜

观察根瘤超微结构发现, 对照根瘤中被侵染的细胞中

类菌体排列紧密, 数目较多, 形状规则. 而过量表达转

化植株的根瘤受侵染细胞中类菌体稀疏, 数目较少, 环
类菌体空间明显扩大, 甚至出现类菌体被降解后的空

胞, 说明根瘤开始衰老(图8).

qRT-PCR检测根中相关基因, 发现在接菌后不同

时期, 与根瘤形成相关基因的表达均有不同程度的下

降, 这与根瘤数减少的现象一致; 与成熟根瘤固氮功能

相关的豆血红蛋白的表达量也有所下调(图9(a)).
对MTR_8g079250的同源基因MTR_5g010420和

MTR_8g012390进行检测发现 , 过表达植株中 ,
MTR_5g010420表达量略有上调, MTR_8g012390略有

下调(图9(c)), 推测MTR_8g079250过量表达不会引起

另外两个同源基因的转录变化, 即使有, 影响也较小.

图 7 (网络版彩色)接种根瘤菌28 d后过量表达MTR_8g079250转化植株的生长表型及生理指标统计. (a)转化植株表型.标尺为1 cm. (b)转化植

株根瘤表型, 标尺为1 cm. (c) 转化植株的生理指标统计: 依次为株高、根长、鲜重、根瘤数. 误差棒显示为标准差, 样本容量为30株植物, 不同

的字母表示具有显著性差异, t检验, P<0.05
Figure 7 (Color online) MTR_8g079250-overexpressing (O-exp) transgenic plant growth phenotypes and nodulation after inoculation at 28 dpi. (a)
Transgenic plants. Scale bar = 1 cm. (b) Nodules phenotypes. Scale bar = 1 cm. (c) The lengths of stems and roots, fresh weight and number of nodules
were scored at 28 dpi. The numbers of independent hairy root systems scored are 30 for each construct. Data are presented as the mean±E. a and b above
the bars indicate significant differences (P<0.05, Student-t test)
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对HMA7/RAN1的同源基因和CCH的同源基因进

行表达检测发现, 过表达植株中MTR_4g094695及CCH
同源基因的表达无明显变化; MTR_2g035840表达量上

调一倍以上(图9(b)).这说明MTR_8g079250基因过量表

达可能诱导了MTR_2g035840基因的表达, 推测蒺藜苜

蓿中HMA5家族基因与HMA7/RAN1家族基因在功能

上有一定的相关性.

3 讨论

水稻中的9个HMA家族成员中有5个已经得到了较

为详细的研究. 其中, OsHMA5定位在质膜上, 参与将

铜转运到根和其他器官的木质部[20]. 双子叶模式植物

拟南芥中HMA家族中的所有成员均已进行了功能鉴

定和分类. AtHMA5被发现参与Cu由根部到茎部的转

运以及根部的解毒[12,18]. 在黄瓜基因组中鉴定出了8个
假定的HMA家族成员 [ 2 1 ] . 其中 , CsHMA5.1和
CsHMA5.2是对铜高度亲和的转运体, 定位在液泡膜

上, CsHMA5.2可以将Cu隔离在液泡中从而行使解毒

功能[22].
近年来, 对豆科植物HMA5基因的研究鲜见报道.

本研究主要对豆科模式植物蒺藜苜蓿中HMA5基因的

同源基因MTR_8g079250在根瘤形成过程中的功能进

行了初步探索. 表达分析显示, 在铜胁迫时, 接菌18 d
后MTR_8g079250的表达量上升, 在接菌28 d时上调明

显. 已有研究表明, 拟南芥和黄瓜中的HMA5都具有解

毒功能, 因此可以推测在蒺藜苜蓿中过量铜处理时,
结瘤后期MTR_8g079250的表达上调可能也与解毒

有关.
对水稻和黄瓜中的HMA5基因表达分析显示 ,

OsHMA5主要在根维管束细胞和节间弥散性维管束的

木质部区域以及花序梗、轴和壳的维管束组织中表达,
定位在质膜上[20]; 黄瓜CsHMA5.1和CsHMA5.2均定位

在液泡膜上, CsHMA5.1只在根部表达, CsHMA5.2则
在根、下胚轴、子叶、叶柄和叶片等组织中均有表

达[22]. 拟南芥AtHMA5主要在根和花中表达, 但在细胞

和组织中的具体表达部位尚不明确[12,18]. 类似地, 本研

究对MTR_8g079250进行组织定位检测, 发现其主要在

根的维管组织及根瘤分生区、侵染区和外围皮层组织

中表达, 另外在新生根瘤原基中也有表达. 然而, 亚细

胞定位显示, MTR_8g079250除了定位于质膜外, 在细

胞核中也有表达.这与水稻和黄瓜中HMA5同源基因的

定位情况有所不同,表明在不同植物中HMA5可能具有

不同的表达模式, 行使着不同的功能.
对MTR_8g079250进行RNA干扰和过量表达研究,

以此探究它们在蒺藜苜蓿与根瘤菌共生固氮中的功能.
结果发现, MTR_8g079250的RNA干扰植株与对照植株

相比, 在根瘤菌侵染过程、生理表型、根瘤显微结构

和相关基因表达方面没有显著差异 , 说明干扰

MTR_8g079250对根瘤菌共生固氮没有明显影响. 前文

所说蒺藜苜蓿有 3个HMA 5同源基因 : MT R _
8g079250、MTR_5g010420和MTR_8g012390, 推测3个
基因的功能存在冗余, 在干扰MTR_8g079250后, 其他

两个同源基因的功能对其起到弥补作用; 同时, 也不排

除MTR_8g079250对共生过程的影响可能是间接的. 过

表达MTR_8g079250的植株与对照组相比, 皮层侵染

线、根瘤原基及根瘤的数量明显减少, 结瘤标志性基

因DMI1、NIN、ENOD11和豆血红蛋白都发生了不同

水平的下调, 说明MTR_8g079250的过量表达抑制了根

瘤菌的侵染过程及根瘤发育. 同时, 透射电子显微镜观

察结果显示, 过表达根瘤内侵染细胞的类菌体呈现降

解的状态 , 预示根瘤早衰 , 这些都说明过表达

MTR_8g079250对结瘤有抑制作用. 接种28 d后过表达

植株的叶片泛黄, 侧根减少, 鲜重下降, 推测目的基因

图 8 过量表达转化植株根瘤透射电子显微镜观察. (a), (c) 空载体

对照; (b), (d) 过量表达. 箭头所示a为环类菌体空间增大, b为空胞, 标
尺为2 µm
Figure 8 TEM micrographs of MTR_8g079250-overexpressing no-
dules at 28 dpi. (a), (c) Control; (b), (d) Rpf84-overexpressing plants.
Arrow a shows the space increase of the cycloids, and arrow b shows
empty cell. Scale bars = 2 µm
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过量表达后可能影响了植物自身铜离子的内稳态, 从

而影响了植株的正常生长.
已有研究表明, 乙烯调控根毛对结瘤因子响应的

敏感性[23]; 干扰钙信号, 调节着表皮侵染线进入皮层的

数量[24]; 同时, 与根瘤的起始定位有关[25,26]. 在拟南芥

中, 乙烯首先被乙烯受体识别, 乙烯受体蛋白需要与铜

离子结合后才能发挥作用. 而铜离子具有激发子活性,
能够激活乙烯合成关键基因ACS表达, 增强拟南芥的

抗病性[27], 是乙烯信号传导所必需的. 拟南芥AtHMA7
能够将Cu转运给乙烯受体并且参与维持幼苗中的Cu
稳态[28~30]. 而乙烯又可以通过调节结瘤因子的信号传

导来调控共生结瘤. 铜分子伴侣CCH和ATX1蛋白都可

以与HMA5的N端互作[31]. ATX1可以将铜离子运输到

HMA7/RAN1[19], 因此我们推测, 植物中HMA5先将铜

离子传递给ATX1和CCH, 再传递给HMA7/RAN1, 最后

转运到乙烯受体. MTR_8g079250过表达的蒺藜苜蓿共

图 9 定量PCR分析MTR_8g079250过量表达转化植株中结瘤和铜转运相关基因的表达. (a) 结瘤相关基因的定量分析. (b) HMA7/RAN1同源基

因和CCH同源基因的定量分析. (c) HMA5同源基因的定量分析. 以Actin的表达量进行标准化. 误差棒显示标准误, 设置3个重复
Figure 9 qPCR analysis of the expression levels of genes related to nodulation and Cu transport in the MTR_8G079250-overexpressed transgenic
plants. (a) Quantitative analysis of nodule-related genes. (b) Quantitative analysis of HMA7/RAN1 homologues genes and CCH homologues genes. (c)
Quantitative analysis of HMA5 homologous genes, standardized by Actin expression. Data are presented as the mean±SE
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生根中, HMA7/RAN1基因MTR_2g035840表达水平明

显上调, 说明MTR_8g079250可能通过影响细胞中与铜

离子相关的乙烯信号通路参与共生结瘤的调控. 另外,
由于铜离子是众多共生结瘤过程相关酶的辅因子 ,

MTR_8g079250也有可能直接影响了这些酶的活性, 进

而调控共生结瘤. 目前, 没有直接的证据表明蒺藜苜蓿

HMA5对共生结瘤的影响与乙烯信号通路有关.这些问

题还有待进一步探索.
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Summary for “蒺藜苜蓿重金属转运蛋白HMA5基因在共生结瘤中的功能分析”

Functional analysis of heavy metal transporter HMA5 gene in
symbiotic nodulation of Medicago truncatula
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Sciences, Northwest A&F University, Yangling 712100, China
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Leguminous plants are able to grow in a nitrogen-deprived environment because they have evolved a symbiotic
relationship with rhizobia in the soil, leading to the formation of new organs, namely nodules. In root nodules, rhizobia
reduce nitrogen to ammonia through biological nitrogen fixation and provide ammonia to the host legumes in exchange for
carbon source and energy they need. In the symbiosis, legumes also provide the metal trace elements to rhizobia, including
copper (Cu). As one of the essential elements for plant growth, Cu participates in multiple biological processes. However,
excess Cu induces oxidative stress to the detriment of many physiological processes including symbiotic nitrogen fixation.
Therefore, the copper content in plants must be maintained within a certain physiological range. The higher plants have
evolved complex physiological mechanisms to maintain the copper homeostasis in cells. The heavy metal transporter, P-
type ATPase (HMA), is mainly involved in the transport of heavy metals including copper in plants. All members of the
HMA family in the dicot model plant Arabidopsis have been identified and classified. Preliminary research in the
laboratory found that HMA5 gene is related to copper stresses and the symbiotic nodulation ofMedicago. In this study, the
function of HMA5 homologous gene was investigated during symbiotic nodulation inMedicago truncatula (Mt), a model
leguminous plant.
A phylogenetic tree was constructed based on the currently classified HMA family genes in Medicago truncatula and the

expression patterns of the genes were analyzed. A homologous gene MTR_8g079250 of HMA5 was selected for further
study. Subcellular localization assays showed that MTR_8g079250 was localized to the cell membrane and nucleus. The
fusion expression analysis of GFP::MTR_8g079250 showed that MTR_8g079250 was mainly expressed in the meristem,
infection zone and cortex of the nodules, as well as in the stele and cap of the roots. Knockdown of MTR_8g079250 by
RNA interference (RNAi) technology had no significant effect on the symbiotic nitrogen fixation phenotype. However,
overexpression ofMTR_8g079250 impaired the infection process and nodule development. Compared with the control, the
fresh weight and nodule number per plant were dramatically reduced in MTR_8g079250-overexpression plants. The
numbers of the infection threads and nodule primordia were also significantly decreased. Ultrastructure analyses showed
that the nodule cells contained fewer bacteria in the overexpression plants. In particular, the remarkable deformation of
bacteroids and enlargement of peribacteroid space occurred in the infected cells, suggesting premature aging of the
nodules. qRT-PCR analyses showed that the expression levels of the nodulation marker genes, NIN, DMI1, ENOD11 and
leghemoglobin gene were down-regulated to different extent. These results indicate that the overexpression of
MTR_8g079250 inhibited the symbiotic nodulation.
In summary, this study preliminarily assessed the function of HMA5 in symbiotic nodulation, laying a foundation for the

subsequent exploration of the absorption, transport and equilibrium mechanisms of copper ions during root nodule
symbiosis.

Medicago truncatula, HMA5, symbiotic nitrogen fixation, localization analysis, overexpression
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