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摘要：【目的】基于丛枝菌根(AM)真菌改变柑橘酚类现象，筛选外源酚酸诱导菌根共生差异基因，分析

酚相关基因功能。【方法】以枳(Poncirus trifoliate L.)接种 AM 真菌，并施加外源酚酸，采用随机引物扩

增，获得差异表达片段；继而克隆酚相关基因并进行生物信息学分析。【结果】试验采用 20 条随机引物

和 3 条锚定引物扩增 cDNA，共获得了 154 条差异显示的表达片段；对其中 16 条 Northern 杂交显示阳

性的片段测序与比对，发现 9 条有相关功能注释，参与环境因子及内源信号的识别，调节共生体的形成；

DD-11 基因只有在外源酚酸添加和接种 AM 真菌的根系中表达，该片段 cDNA 全长序列长度为 1382 bp，

编码 454 个氨基酸，分子式为 C2210H3427N603O657S31，其理论等电点和相对分子量分别为 7.81 和 49950.03；

磷酸化分析发现，该蛋白有 22 个丝氨酸残基、14 个苏氨酸残基及 7 个酪氨酸残基可能成为蛋白激酶磷

酸化位点。通过 PredictProtein 服务器对 DD-11 蛋白质的二级结构进行分析，该蛋白含有 α 螺旋 22%、

无规则卷曲 58%、延伸链 20%，不含有 β 折叠结构。【结论】本试验获得菌根共生过程酚相关基因，

其功能与植物内源信号识别密切相关，为探讨酚类在菌根共生过程中的分子机制提供了新的视角。 

关键词：丛枝菌根真菌，酚酸，差异片段筛选，蛋白结构 

菌根共生体的建立过程存在丛枝菌根(AM)真

菌与植物根系间相互识别的过程。AM 真菌能够

识别植物根系释放的信号物质，诱导孢子萌发和

菌丝分枝[1]。同样，在孢子萌发过程中，AM 真菌

能够释放信号物质促进根系中共生信号代谢途径

的激活和根系生长模式的改变[2]，为 AM 真菌的

侵染做准备。 

研究表明，植物信号识别、传导的物质是

由 包 括 黄 酮 类 (Flavonoids) 、 倍 半 萜 类

(Sesquiterpenoids)、酚类 (Phenols)以及脂肪酸类

(Hydroxy fatty acids)在内的一类混合物构成[3–4]。

其中，酚类物质作为重要的信号分子，已有研究

相对较少[5]。 

酚类物质不仅调控植物-微生物、植物-植物间
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的互作关系，更是参与植物抵抗逆境(病虫害侵袭

等)环境的防御反应体系[6]。已有研究表明，AM

真菌侵染宿主植物根系，能够引起根系酚类物质

含量的显著变化(表 1)。 

本课题组前期研究发现[19]，接种 AM 真菌地

表多样孢囊霉 Diversispora epigaea 显著增加了枳

根系分泌物肉桂酸、香豆酸、没食子酸、原儿茶

酸和丁香酸的含量，分别增加 67%、33%、50%、

71%和 43%；近年来，菌根的信号传导研究取得

了快速发展。特别是随着分子生物学及研究方法

的发展，菌根形成过程中共生信号相关的基因取

得了突破性的进展[20]。然而，在酚类信号领域分

子生物学相关研究依然薄弱。 

本试验为进一步了解酚类物质在菌根共生过

程中的信号传导机制，对相关差异性表达基因进

行深入研究，以探讨酚类相关基因在菌根共生过

程中的功能作用与分子调控机制。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

供试丛枝菌根(AM)真菌为地表多样孢囊霉

(Diversispora epigaea)，孢子含量为每毫升 704 个，

由北京市农林科学院植物营养与资源研究所“中国

丛枝菌根真菌种质资源库(BGC)”提供，菌种编号

BGC504，含有孢子及繁殖体的菌剂保存于 4 C 冰箱。 

供试植物材料为枳(Poncirus trifoliate L.)。 

供试基质为河沙、蛭石和粘土，按体积比 1:1:1

混合均匀后，121 C 高温湿热灭菌 4 h，取出冷却

至室温，装入盆口直径为 12 cm 的塑料盆里，每

盆 2.5 kg。 

1.2  主要试剂 

DL2000 Marker、DL5000 Marker、DL15000 

Marker、cDNA 合成试剂盒、Ex Taq DNA 聚合酶、

质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒、pMD18-T、 

 
表 1.  接种 AM 真菌对寄主植物酚类相关物质的影响 

Table 1.  Effects of AM fungi on phenolics in their host plants 

Category Host plants AM fungi Notes References 

Flavonoid Allium cepa L. Glomus mosseae ↑ Perner et al., 2008[7] 

Ophiopogon Japonicus Glomus mosseae ↑ Wang et al., 2008[8] 

Astraglus membranaceus Glomus mosseae ↑ He et al., 2009[9] 

Seriphidium minchunense Glomus mosseae ↑ He et al., 2011[10] 

Phenolics  Trifolium repens L. Glomus mosseae ↑ Zhang et al., 2013[11] 

Cynarascolymus L. Glomus mosseae ↑ Ceccarelli et al., 2010[12] 

Arnica montana 
Glomus intraradices 

↑ Jurkiewicz et al., 2010[13] 
Glomus intraradices 

Ferulic acid Cucumis sativus L. Glomus mosseae ↑ Chen et al., 2013[14] 

Lycopersicon esculentum Mill. Glomus mosseae ↑ Lopez-Raez et al., 2011[15] 

 Glomus intraradices   

Cynarin Echinacea purpurea Glomus intraradices ↑ Araim et al., 2009[16] 

Romarinic acid Ocimum sanctum var. purpurescens Glomus caledonium ↑ Toussaint et al., 2007[17] 

Cinnamic acid Cucumis sativus L. Glomus mosseae – Chen et al., 2013[14] 

Glycyrrhizin 
Glycyrrhiza uralensis Fisch. 

Glomus mosseae 
Glomus versiforme 

↑ Liu et al., 2007[18] 

↑: Content increased; ↓: Content decreased; –: Content unchanged 
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BamH I 限制性内切酶和 Hind III 限制性内切酶均

购自宝生物工程(大连)有限公司；RNA 提取试剂

盒、RNA 纯化试剂盒购自北京天根生化科技有限

公司；DIG DNA 标记试剂盒购自罗氏诊断产品

(上海)有限公司；其他试剂均为分析纯，购自国药

集团。 

1.3  主要培养基 

MS 培养基(1 L)：大量元素 20 mL，微量元素

5 mL，铁盐 5 mL，有机溶液 5 mL，蔗糖 30 g，

琼脂 6 g，肌醇 0.1 g 溶于 1 L 蒸馏水中，pH 6.5。 

1.4  试验设计 

剪取枳新鲜幼茎，每个茎段至少留有两个芽

点，自来水下冲洗 1 h；70%酒精浸泡 30 s 后，用

无菌水冲洗 3 次；接着用 2%次氯酸钠浸泡 20 min，

无菌水冲洗 5 次；最后用 1%升汞浸泡 10 min，无

菌水冲洗 6 次；无菌滤纸吸干植物表面水分；将

消毒后的茎段插入到含有 6-BA 和 IAA 的 MS 培

养基中，在 27 C 恒温培养室中进行芽诱导培养

30 d，然后将新芽剪下转接到含有 IBA 和 NAA 的

MS 培养基中，在 27 C 恒温培养室中进行根诱导

培养 40 d。    

将生根后的组培苗移栽至放有灭菌基质的塑

料盆中，每盆 3 棵。试验采用双因素设计，(1) AM

真菌处理：每盆接种 20 g 接种物，对照接种等量

灭菌菌剂；(2) 外源酚酸处理：每盆喷施 100 mL

浓度 100 mg/L 的肉桂酸，对照喷施等量无菌水，每

周喷 1 次。试验供 4 个处理，随机排列，重复 5 次，

盆栽试验于华侨大学温室中进行，温室温度夜间/

白天 16–18 C/26–28 C，培养 40 d。取其新鲜根

系，迅速置于液氮中保存。 

1.5  根系总 RNA 提取 

所有提取 RNA 使用的离心管、枪头、镊子、

研钵、玻璃器皿均浸泡于 1‰的 DEPC 溶液中预处

理 24 h，取出高压灭菌 2 h 后，备用。检测 RNA

的电泳装置同样使用 DEPC 处理水清洗一遍。 

根据 TIANGEN 植物总 RNA 提取试剂盒说明

提取枳根系总 RNA。以去离子水为空白对照，吸

取 1 μL 的 RNA 样品，在 Implen 超微量分光光度

计上分别读取紫外分光光度计波长为 230、260、

280 nm 下的吸光度值，通过计算检验 RNA 纯度

与质量。 

1.6  差异片段克隆与分析 

cDNA 第一链的合成：采用反转录试剂盒

(PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit，

TaKaRa 公司)合成 cDNA，于–20 C 保存备用。 

DDRT-PCR 反应扩增：以 cDNA 为模板进行

PCR 扩增，随机引物 26 个，Oligo(dT)10G(C 或 A) 

锚定引物均为上海生工产品，组合成 78 对引物组

合，进行 PCR 扩增(表 2)。 

 
表 2.  试验所用引物 

Table 2.  Primers for the experiment 

No. 
Primers sequence 

(5′3′) 
No. 

Primers sequence 

(5′3′) 

F301 TACAACGAG G) F316 GATCACGTAC 

F302 TGGATTGGTC F317 GATCTGACAC 

F303 CTTTCTACCC F318 GATCTCAGAC 

F304 TTTTGGCTCC F319 GATCATAGCC 

F305 GGAACCAATC F320 GATCAATCGC 

F306 AAACTCCGTC F321 GATCTAACCG 

F307 TCGATACAGG F322 GATCGCATTG 

F308 TGGTAAAGGG F323 GATCTGACTG 

F309 TCGGTCATAG F324 GATCATGGTC 

F310 GGTACATTGG F325 GATCATAGCG 

F311 TACCTAAGCG F326 GATCTAAGGC 

F312 CTGCTTGATG F327(G) AAGCTTTTTTTTTTG

F313 GTTTTCGCAG F328(C) AAGCTTTTTTTTTTA

F314 GATCAAGTCC F329(A) AAGCTTTTTTTTTTC

F315 GATCCAGTAC   
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聚丙烯酰胺凝胶电泳及染色：本试验分离差

异条带采用 6%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳法。利

用 16 孔垂直板电泳槽电泳。比较处理组与对照组

之间、不同引物组合之间的条带差异。 

Northern 杂交：采用的是 DIG High Prime 

DNA Labeling and Detection Starter Kit (Roche 公

司)试剂盒，操作均按说明书步骤进行。 

差异片段的克隆、测序、分析及同源性比对：

常规方法制备大肠杆菌感受态细胞；差异片段克

隆采用 TaKaRa 公司 pMD-18-T Vector 试剂盒；本

试 验 小 提 质 粒 采 用 TaKaRa 公 司 的 TaKaRa 

MiniBEST Plasmidmid Purification Kit 试剂盒。 

pMD-18-T 载体在插入序列两端具有多个酶

切位点，本试验选取适当酶切位点对重组质粒进

行双酶切鉴定，并由上海生工完成测序。将所测

得的序列利用 NCBI (http//www.ncbi.nlm.nih.gov/)

在线工具中的 BLASTn 和 BLASTx 子选项进行同

源 序 列 比 对 及 蛋 白 质 序 列 相 似 性 分 析 。 利 用 

DNAMAN 软件对序列进行分析。将待分析的序列

导入 Channel，对片段序列进行剪切、截取等操作，

以及多序列同源性比与以及酶切位点分析。 

差异片段全长序列的克隆及生物信息学分

析：根系总 RNA 提取、RNA 纯度及完整性检测、

cDNA 第一链的合成方法同上述。 

基因全长序列的扩增：通过序列比对获得

NCBI 数据库(http//www.ncbi.nlm.nih.gov/)中已知

的 DD-11 同源基因序列，用 Primer Premier 5.0 软

件设计了一对特异性 PCR 引物：正向引物 TGC 

TCT CTC CAA ACA AAG CA；反向引物 TGA 

TAA CAA CCA CCT TGC ATT。 

目的片段的回收纯化、克隆与测序同上述

方法。 

1.7  DD-11 基因的生物信息学分析 

(1) 运用 DNAMAN 软件分析核酸序列的分

子质量、碱基组成和碱基分布。 

(2) 通过 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

在线工具，进行同源序列比对；采用信息库的

BLAST 模块进行蛋白质序列相似性分析。 

(3) 运用 protParam 软件(http://web.expasy.org/ 

protparam/)对 ORF 翻译的蛋白的分子量、等电点、

氨基酸组成等基本性质进行分析。 

(4) 利 用 瑞 士 生 物 信 息 学 研 究 所 (Swiss 

Institute of Bioinformatics，SIB)的 ExPASy 服务器上的

ProtScale 程序(http://us.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl)

分析 ORF 翻译后的氨基酸序列疏水性。 

(5) 利用丹麦科技大学的 CBS 服务器(http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对蛋白质序列的

信号肽(signal peptide)预测。 

(6) 利用丹麦科技大学(DTU)的 CBS 服务器

上的 NetPhos2.0 Server 程序(http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/NetPhos/)对蛋白质 Ser、Thr 和 Tys 进行磷

酸化位点预测。 

(7) 通过网站 SWISS-MODEL (http://swissmodel. 

expasy.org/)提供的同源建模法，对蛋白质进行同

源建模，获得蛋白质三级结构，使用 RasMol 软件

查看其三级结构[21]。 

2  结果和分析 

2.1  枳根系总 RNA 提取及 cDNA 合成 

本试验利用微量分光光度计检测总 RNA 吸

光值。结果表明，OD260/280 比值在 1.9–2.0 之间，

说明所提取的 RNA 无污染；OD260/230 为 1.9–2.1，

说明 RNA 无其他小分子及离子污染。试验用琼脂
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糖凝胶电泳检测 RNA 完整性，结果显示 RNA 条

带清晰完整且亮度较高，说明本试验提取的 RNA

纯度较高且完整性良好，可适用于后续实验。 

2.2  DDRT-PCR 技术筛选菌根过程酚相关差异

表达片段 

2.2.1  DDRT-RCR 扩增：以处理组和对照组 cDNA

为模板，采用 TaKaRa 公司的 Ex Taq DNA 聚合酶，

进行 PCR 扩增。PCR 扩增产物采用 2%琼脂糖凝

胶电泳检测(图 1)。所有的引物组合均能产生丰度

不同的差异条带，PCR 扩增产生的条带丰度较高，

且大部分引物均能扩增出差异条带(图 1)。 

2.2.2  RCR 产物凝胶电泳检测：分别以 Oligo(dT)10A/ 

C/G 作为锚定引物与 26 条随机引物组合的 78 对

引物对合成的 cDNA 进行 PCR 扩增。扩增共得到 

 

 
 

图 1.  PCR 扩增产物 2%琼脂糖凝胶电泳 

Figure 1.  2% agarose gel electrophoresis of PCR 
amplified products. Lane 1–12: treatments; M: marker. 

1000 余条带，其中差异较明显的差异条带有 154

条。G 为锚定引物，分别与编号为 F301、F302、

F303、F305、F306、F308、F309、F311、F312、

F315、F317、F318、F321、F322、F325、F326 的

随机引物组合进行 PCR 扩增得到差异条带 36 条；

C 为锚定引物，分别与编号为 F301、F303、F305、

F304、F306、F307、F308、F309、F310、F311、

F312、F313、F314、F315、F316、F317、F318、

F321、F322、F323、F324、F325、F326 的随机引

物组合进行 PCR 扩增得到差异条带 78 条；A 为

锚定引物，分别与编号为 F301、F302、F304、F306、

F309、F311、F312、F313、F315、F316、F317、

F319、F322、F324 的随机引物组合进行 PCR 扩增

得到差异条带 40 条。其中外源添加酚酸获得的差

异条带有 131 条(图 2)。 

2.2.3  差异条带回收与二次扩增：以聚丙烯酰胺

凝胶回收得到的 DNA 为模板，选取对应的随机引

物和锚定引物进行二次扩增，扩增后的产物在

1.1%的琼脂糖凝胶上电泳。从结果可知，琼脂糖

凝胶电泳图显示的条带单一、明亮，且无非特异

片段污染的条带共有 26 条，其大小与聚丙烯酰胺

变性凝胶上回收带大小一致(图 3)，可以用于下一

步试验。 

 

 
 

图 2.  部分聚丙烯酰胺凝胶电泳图 

Figure 2.  Partial polyacrylamide gel electrophoresis of PCR amplified products. A: PCR with an anchoring primer 
Oligo G; B: PCR with an anchoring primer Oligo A; C: PCR with an anchoring primer Oligo C. Different fragments 
were labelled with arrows. 
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图 3.  部分差异片段再扩增结果(1%琼脂糖凝胶电泳) 

Figure 3.  Agarose gel electrophoresis results of 
re-amplified production. 

 

2.2.4  克隆及测序：对上述差别显示的 23 个

cDNA 条带进行 PCR 二次扩增、回收、标记，分

别与对照和处理组的总 RNA 进行 Northern 杂交，

杂交的结果中共有 16 个差异表达的 cDNA 片段显

示为阳性杂交信号。选取其中杂交为阳性且效果

较为明显的 16 条片段进行克隆，测序。 

BamH I 和 Hind III 双酶切重组质粒后电泳，

结果表明，酶切后的质粒条带及相应大小的差异

片段，与插入片段大小相等(图 4)，说明目的片段

己插入质粒相应位点。 

将差异片段进行 TA 克隆，测序工作由上海

(生工)生物工程有限公司完成。在 NCBI 网站对测

序结果进行 BLAST 比对分析(表 3)。 

利用 NCBI 网站提供的 BLASTn 和 BLASTx

程序，对 16 条测序结果进行核酸和氨基酸序列相 

 
 

图 4.  部分差异片段重组质粒酶切鉴定结果 

Figure 4.  The identification results of the different 
clips recombinant. 

 

似性比对，有 9 条找到相关的功能注释，另 6 条

为其他植物物种的 cDNA 片段(未找到功能注释)。

这 9 条大部分与甜橙中已知的基因序列具有较高

的同源性，PP2A 催化亚基一条，亚硫酸还原酶一

条，与 GTP 结合蛋白相似度较高的有 2 条，1 条

与 5′-3′核酸外切酶同源性较高，而 DD-8 和 DD-11

片段在外源添加酚酸的处理组中均有表达，分别

与甜橙中的 XIAP-相关因子和半胱氨酸蛋白酶相

似度较高；DD-4 和 DD-12 只在接种 AM 真菌和

外源添加酚酸的处理组中表达，分别与甜橙中的

GID1 和 WRKY 转录因子具有较高的相似性。 

以反转录得到的 cDNA 为模板，根据 NCBI

数据库中的同源基因序列设计了两条特异性引物

进行 PCR 扩增得到 1382 bp 的特异条带(图 5)，与

甜橙中半胱氨酸蛋白酶基因的同源性高达 90%以

上，说明该基因为枳半胱氨酸蛋白酶基因。 
 

表 3.  差异片段比对结果 

Table 3.  Sequence comparison results of differential fragments 
No. Homology analysis E value Identity/% Query cover/% 

DD-1 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit 6e-74 99 91 

DD-2 Sulfite reductase 3e-46 94 94 

DD-4 Gibberellin receptor GID1 5e-53 99 94 

DD-5 5′-3′ Exoribonuclease 1e-20 100 86 

DD-6 Nucleolar GTP-binding protein 3e-44 98 98 

DD-8 XIAP-associated factor 1 7e-68 99 94 

DD-9 Nucleolar GTP-binding protein 1e-85 99 98 

DD-11 Cysteine protease 1e-36 94 51 

DD-12 WRKY transcription factor  6e-100 98 98 



王明元等 | 微生物学报, 2019, 59(7) 1389 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 5.  枳根系 DD-11 基因全长序列的扩增(Lane 1，2，3) 

Figure 5. DD-11 full cDNA amplified from citrus roots 
(Lane 1, 2, 3). 
 

2.3  DD-11 基因的生物信息学分析 

利用 NCBI 提供的 ORF Finder 工具对该核酸

序列的可能读码框进行分析，该序列包含一条长度

为 1080 bp 的完整的阅读框。利用 DNAMAN 软件

对该基因序列进行分析，结果显示该序列编码

454 个氨基酸，分子式为 C2210H3427N603O657S31，其理

论等电点和相对分子量分别为7.81和49950.03 (表4)。 

通过 Protscale 工具分析 DD-11 序列推定蛋白

质的疏水性(图 6)。从图中可以看出，DD-11 编码

的蛋白质中疏水性最大值为 3.222 (第 27 个氨基

酸)，最小值为–2.544(第 159 个氨基酸)，在 350–400

区域的氨基酸具有较强的疏水性。 

 
表 4.  DD-11 片段氨基酸组成分析 

Table 4.  Amino acids composition of DD-11 
Amino 
acids 

Numbers Percent/% 
Amino 
acids 

Numbers Percent/%

Ala (A) 37 8.1 Leu (L) 37 8.1 

Arg (R) 19 4.2 Lys (K) 24 5.3 

Asn (N) 18 4.0 Met (M) 11 2.4 

Asp (D) 18 4.0 Phe (F) 19 4.2 

Cys (C) 20 4.4 Pro (P) 13 2.9 

Gln (Q) 19 4.2 Ser (S) 42 9.3 

Glu (E) 23 5.1 Thr (T) 23 5.1 

Gly (G) 39 8.6 Trp (W) 9 2.0 

His (H) 11 2.4 Tyr (Y) 18 4.0 

Ile(I) 21 4.6 Val (V) 33 7.3 

 
 
图 6.  DD-11 序列推定编码蛋白质疏水性分析 

Figure 6.  Prediction of hydrophobicity regions of 
DD-11 hypothetic protein. 

 

通过 SignalP-4.1 软件分析可知，该蛋白为细

胞外分泌蛋白，且在第 36 个氨基酸处 C 值最大，

S 值陡峭，Y 值最高峰，预测为信号肽剪切位点

(图 7)。 

本研究通过对 DD-11 蛋白进行磷酸化分析发

现，该蛋白有 22 个 S、14 个 T 及 7 个 Y 可能成

为蛋白激酶磷酸化位点(图 8)。 

通过 PredictProtein 服务器对 DD-11 蛋白质的

二级结构进行了分析，该蛋白含有 α 螺旋 22%、 

 

 
 

图 7.  DD-11 氨基酸序列信号肽结构预测 

Figure 7.  The signal peptide analysis of DD-11 amino 
acids. 
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无规则卷曲 58%、延伸链 20%，不含有 β 折叠结

构。然后通过 SWISS-MODEL 在线工具，输入柑

橘 DD-11 基因氨基酸序列对其进行同源建模，并

通过 RasMol 软件得到其三级结构(图 9)。 

 

 
 
图 8.  DD-11 蛋白磷酸化位点分析 

Figure 8.  Protein phosphorylation site analysis of 
DD-11. 
 

 
 

图 9.  DD-11 蛋白的三级结构 

Figure 9.  3D structure of DD-11 protein. 

3  讨论 

AM 真菌与寄主植物的识别有三个阶段，在

早期阶段，植物分泌信号物质，诱导 AM 真菌菌

丝分枝，与此同时，AM 真菌也产生信号识别物

质。而酚酸类物质作为一种信号物质目前已成为

研究热点[22–23]。 

植物与 AM 真菌相互识别后，AM 真菌菌丝

侵入宿主植物皮层细胞，诱导植物细胞膜以及细

胞器结构的改变，植物单细胞基因大量表达，细

胞活性增强，促进共生体的形成[24–25]。 

DD-1 与 甜 橙 中 的 丝 氨 酸 苏 氨 酸 磷 酸 化 酶

(PP2A)催化亚基相似度较高，调节真核细胞中大

部分的磷酸化酶，继而影响细胞内的信号通路。

在 ABA 信号传导途径研究中发现 PP2A 既是该信

号识别相关基因，同时也证明了其在菌根共生的

过程中具有重要作用[26–27]。 

DD-6 与 DD-9 和 GTP 结合蛋白(G 蛋白)相关，

广泛存在于生物界，是细胞信息传导过程极为重

要的开关分子，能够调控信号传导通路[28]。 

前人研究结果表明，Ｇ蛋白信号传导通路还可

以调控病原菌信号的传导、根瘤因子 METNODR

基因的表达等生物学功能[29–30]，而 AM 形成的过

程本身就是信号识别的复杂过程，说明其在共生

体形成过程中也是不可或缺的。DD-4 与赤霉素受

体(GID1)序列相似，在赤霉素信号途径中发挥了

重要的作用。研究发现 GA-GID1-DELLA 信号元

件通过对环境因子及内源信号的识别来调节共生

体的形成[31]。 

DD-12 与 WRKY 转录因子相似性较高，在水

杨酸等外界因素的诱导下作用于共生体形成前

期，同时还能诱导产生 Ca2+信号，促进菌丝的蔓

延，继而形成丛枝结构[32]。DD-11 与甜橙中的半

胱氨酸蛋白酶序列具有较高的相似性，广泛参与

植物的各种生理过程，许多研究表明半胱酸蛋白

酶在生物胁迫或生长激素等信号物质的影响下，

既可作为转录因子调节基因表达，又可对蛋白质

进行双重加工[33]。其中，PP2A 是丝氨酸-苏氨

酸蛋白磷酸酶 (STK)的成员之一，是一类蛋白

磷酸酶，在转录、翻译、分化和信号传导中起多
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种作用[34]。 

PP2A 是真核生物体内重要的磷酸酶，调节植

物众多信号通路和生理过程，如 PP2A 可调节粗

糙链孢霉(Neurospora crassa)菌丝的生长 [35]以及

构巢曲霉(Aspergillus nidulans)菌丝形态建成[36]。 

稻瘟病菌(Magnaporthe oryzae)入侵水稻叶的

方式与 AM 真菌侵染植物根系的过程非常相似。

PP2A 催化亚基失活可抑制稻瘟病菌营养菌丝生

长，导致菌丝不能正常侵入寄主植物细胞 [37]。

PP2A 在枳菌根共生过程中高效表达，说明其在

AM 真菌菌丝发育中可能起重要作用。研究表明，

PP2A 可被 ABA 诱导，而接种 AM 真菌可以增加

宿主植物 ABA 含量，因此可以推测该基因不是直

接被 AM 真菌诱导，而是间接通过增加酚类物质

水平诱导。 

有研究表明，在受到机械损伤或真菌侵染时，

茉莉酸甲酯(MeJA)和脱落酸(ABA)作为信号传导

途径的中间介质，能够诱导板栗、马铃薯和豆梨

植物半胱氨酸蛋白酶抑制剂基因 mRNA 的积累，

使体内半胱氨酸蛋白酶含量下降，从而起到防御

作用[38]。 

此外，半胱氨酸蛋白酶还参与信号传导响应

外界环境中的生物和非生物胁迫，而且激素是重

要的信号传导诱发因素[39]。例如马岩岩等[40]发现

柑橘半胱氨酸蛋白酶基因 CsCysP 强烈响应 ABA

信号，但是被 ET、SA 和 MeJA 抑制。而本试验

中半胱氨酸蛋白酶基因在只接种 AM 真菌的根系

中不表达，而同时接种 AM 真菌并外源添加酚酸

的根系则表达。因此，推测半胱氨酸蛋白酶可能

通过正调控或者负调控参与多重信号传导途径。

再者，AM 真菌侵染枳根系时，可能酚类物质作

为一种信号物质，在其诱导下突破植物的防御体

系，进而促进了菌丝的分枝以及共生体的形成，

最终导致半胱氨酸蛋白酶在枳根系的积累。而关

于菌根共生体中，半胱氨酸蛋白酶积累的分子机

理有待进一步深入研究。 
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Screening of genes induced by exogenous phenolic on 
mycorrhized Poncirus trifoliate 
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Abstract: [Objective] It has been reported that phnolics contents could be changed by the inoculation with 

arbuscular mycorrhizal (AM) fungi. In the present study, the differentially expressed genes were screened, and the 

genes function was analyzed with the exogenous phenolic addition. [Methods] Poncitrus trifoliata (L.) inoculated 

with AM fungi was treated by exogenous phenolic. We obtained the differentially expressed bands by 

differential-display RT-PCR (DDRT-PCR), and then cloned the related genes and analyzed the bioninformation. 

[Results] A total of 154 differentially accumulated transcript-derived fragments were identified. After the 

sequencing and blast of 16 fragments, 9 genes were found related to putative functions which participated into the 

recognition of environment factors and internal signals, and the adjust of mycorrhizal formation. The bioinformatic 

analysis showed that the cDNA sequences of DD-11 was 1382 bp in length, containing a complete 1080 bp open 

reading frame and 454 amino acids were encoded, which was only expressed under mycorrhizal inoculation and 

exogenous phenolic. The molecular weight, theoretical pI of the DD-11 gene deduced protein were 49950.03 Da, 

7.81, C2210H3427N603O657S31. The deduced DD-11 protein included 22 Ser, 14 Thr, 7 Tyr, which became the 

phosphorylation sites of protein kinase. The secondary structure of the deduced DD-11 protein mainly included 

Alpha helix, Random coil, Extended strand, Beta turn, which were 21.81%, 57.71%, 20.48% and have no Beta turn. 

[Conclusion] The genes related to phenolic expressed in mycorrhizal formation were obtained in our study, which 

were related closely to the plants signal recognition. Our study provide a new perspective of molecular mechanism 

of phnolics occurring in mycorrhizal formation. 

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi, phenolic acid, screening of differential fractions, protein struction 
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