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摘　 要:根瘤菌与大豆建立的共生模式为大豆提供了生长发育所必须的氮素ꎬ在共生建立时根瘤菌Ⅲ型效应因子是

影响结瘤发生的重要信号分子之一ꎮ 为了解析根瘤菌Ⅲ型效应因子在结瘤中的作用ꎬ进行 ＴｔｓＩ 突变根瘤菌 ＨＨ１０３
(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ ＨＨ１０３)结瘤鉴定以及根瘤转录组分析ꎬ并对差异基因进行富集分析ꎮ 结果显示:ＴｔｓＩ 突变可以降

低绥农 １４ 根瘤的固氮酶活性ꎬ但不影响野生豆 ＺＹＤ００００６ 的根瘤固氮酶活性ꎮ ＴｔｓＩ 突变根瘤菌 ＨＨ１０３(ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ)
使绥农 １４ 根瘤内部分编码氮转运的相关基因以及 ＮＬＰ７ 下调表达ꎬ并且接种 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 与接种 ＨＨ１０３ 相比ꎬ
Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ 和 ＮＬＰ７ 在 ＺＹＤ００００６ 的根瘤中的相对表达没有显著差异ꎮ 通过 ＧＯ 富集、ＫＥＧＧ 富集以及 ＧＳＥＡ
富集分析显示ꎬ差异基因主要涉及信号传导以及代谢进程等ꎬ差异基因主要在植物激素信号传导以及 ＭＡＰＫ 信号通

路上富集ꎮ 研究结果为后续Ⅲ型效应因子的功能和机制的解析以及大豆高效固氮设计提供了新的思路ꎻ同时氮转运

相关基因的表达差异可为进一步选育高结瘤、高固氮效率以及高氮利用率的大豆品种提供理论支撑ꎮ
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Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＨ１０３ꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｙｍａ.
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻ ｒｈｉｚｏｂｉａꎻ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ ＨＨ１０３ꎻ ｔｙｐｅ Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓꎻ ＴｔｓＩꎻ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ

　 　 大豆是起源于中国的重要粮油作物之一ꎬ是优

质的植物蛋白和油分来源[１]ꎮ 我国是大豆的主产

国之一ꎬ但也是全球最大的大豆进口国[２]ꎮ 由于大

豆的高依存度ꎬ以及贸易的不确定性ꎬ大豆安全面

临巨 大 的 挑 战ꎬ 为 我 国 的 粮 食 安 全 带 来 巨 大

压力[３￣４]ꎮ
氮素是大豆生长发育所需的重要元素ꎮ 但现

代农业为了提高大豆产量ꎬ高度依赖工业氮肥的使

用ꎬ这不仅大大增加了农业的成本ꎬ同时也造成了

土壤板结等一系列环境问题[５]ꎮ 而大豆与根瘤菌

共生模式下的生物固氮ꎬ不仅能为大豆提供生长发

育所需的氮素ꎬ增加其产量ꎬ并且有利于农业的可

持续发展ꎮ
费氏中华根瘤菌 ( Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ) ＨＨ１０３
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是世界上最早发现的一株快生型根瘤菌ꎬ其全基因

组序列已经公布ꎬ并且有结瘤率高ꎬ宿主范围广谱

等特点ꎬ一直作为根瘤菌研究的模式菌株ꎮ 随着

ＨＨ１０３ 基因组序列的特征分析和基因的转录活性

分析的开展ꎬ已经解析了Ⅲ型效应因子在根瘤菌基

因组中的分布ꎬ明确了基因的编码序列特征ꎮ 与其

他革兰氏阴性菌相似ꎬ根瘤菌中存在多种分泌系

统ꎬ其中Ⅲ型分泌系统(Ｔ３ＳＳ)在根瘤菌中广泛存

在ꎬ目前ꎬ将近 １０ 种Ⅲ型效应因子(Ｔ３Ｅｓ)可以通过

Ｔ３ＳＳ 从根瘤菌中分泌到大豆宿主细胞内ꎬ调控大豆

共生结瘤ꎮ 其中 ＮｏｐＡ、ＮｏｐＢ、ＮｏｐＸ、ＲｈｃＮ 和 ＲｈｃＪ
等是Ⅲ型分泌系统 Ｎｅｅｄｌｅ 的组成部分ꎬ参与根瘤菌

Ⅲ型效应因子(Ｔ３Ｅ)的分泌[６￣８]ꎮ Ｔ３Ｅｓ 是共生建立

时的重要对话者之一ꎬ其转录受到根瘤菌转录因子

ＴｔｓＩ 的诱导[８￣１０]ꎮ 在共生建立初期ꎬ宿主分泌的类

黄酮类化合物诱导根瘤菌 ＮｏｄＤ 的表达ꎬ其作为一

个重要的转录因子激活 ＴｔｓＩ 表达[８]ꎮ ＴｔｓＩ 通过结合

不同 Ｔ３Ｅｓ 的启动子区的 ｔｔｓ ｂｏｘ 已激活下游基因的

表达[１０]ꎮ 不同的 Ｔ３Ｅｓ 在共生的过程中发挥不同的

功能ꎬ共同影响共生的建立以及信号传导ꎮ 截止目

前ꎬ许多 Ｔ３Ｅｓ 已被报道与研究ꎮ 其中 ＮｏｐＡＡ、
ＮｏｐＣ、Ｂｅｌ２￣５(ＮｏｐＤ)、ＮｏｐＬ、ＮｏｐＭ、ＮｏｐＰ、ＥｒｎＡ 以及

Ｓｕｐ３ 被认为是潜在的效应蛋白[８ꎬ １１￣１６]ꎮ ＮｏｐＡＡ 属

于苷水解酶家族(ＧＨ１２)具有纤维素和半纤维素的

水解酶活性ꎬ能够促进共生过程的细胞壁重塑ꎬ并
诱导 ＧｍＡＲＰ 的表达[１７￣１８]ꎮ ＮｏｐＣ 可能通过调控

ＧｍＣＲＰ 的表达而影响共生建立时的侵染线的形成ꎬ
从而调控共生的建立[１９]ꎮ ＮｏｐＰ 会被大豆的 Ｒ 蛋白

ＧｍＮＮＬ１ 所识别ꎬ 激活 ＥＴＩ 反应而抑制结瘤发

生[２０]ꎮ 除此之外ꎬＮｏｐＰ 还参与 Ｒｊ２ 介导的宿主免

疫[２１]ꎮ ＮｏｐＴ 具半胱氨酸蛋白酶的活性ꎬ可以与

ＧｍＰＢＳ１ 互作ꎬ介导根瘤菌侵染时的宿主免疫反

应[２２]ꎮ Ｂｅｌ２￣５(ＮｏｐＤ)能够挟持大豆共生建立时结

瘤因子(ＮＦｓ)的信号ꎬ并参与 Ｒｊ ４ 的信号传导抑制

ＷＲＫＹ３３ 在内的一些免疫基因的表达[２３￣２４] ꎮ 与

Ｂｅｌ２￣５ 相似的是ꎬ ＥｒｎＡ 是慢生型根瘤菌特有的

Ｔ３Ｅꎬ能够赋予 ＮＦｓ 信号缺失下的豆科宿主结瘤能

力ꎮ 并且 ＥｒｎＡ 在豆科植物根部的异位表达能够引

发豆科宿主自发结瘤的现象[１４] ꎮ ｓｕｐ３ 是近期新鉴

定出的 Ｔ３Ｅꎬ 能够恢复 ＥｒｎＡ 突变后的结瘤表

型[２５] ꎮ
现阶段对于根瘤菌中 Ｔ３Ｅｓ 的研究主要停留于

Ｔ３Ｅｓ 在侵染前期的功能研究上ꎬ而 Ｔ３Ｅｓ 在固氮过

程中的功能以及对根瘤发育影响的研究较少ꎮ 本

研究通过对绥农 １４ 和野生豆 ＺＹＤ００００６ 进行结瘤

鉴定ꎬ 分 析 根 瘤 菌 ＨＨ１０３ ( Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ
ＨＨ１０３)的 ＴｔｓＩ 突变(ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ)能否影响野生豆

ＺＹＤ００００６ 根瘤的固氮酶活性ꎬ通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ、ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析、ＧＯ 富集和 ＧＳＥＡ 富集分析进一步明确

ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 对绥农 １４ 根瘤固氮酶活性的影响ꎬ并
为大豆—根瘤菌共生建立后的高效固氮ꎬ以及大豆

高效氮利用的解析提供新的思路ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试根瘤菌为 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ ＨＨ１０３(简称

ＨＨ１０３)及其 ＴｔｓＩ 突变体ꎬ具有利福平抗性(Ｒｉｆ ＋ )ꎮ
供试大豆材料为栽培大豆绥农 １４ 和野生大

豆 ＺＹＤ００００６ꎮ
１. ２　 试验设计

为了 研 究 Ｔ３Ｅｓ 对 共 生 结 瘤 的 影 响ꎬ 对

ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 进行结瘤鉴定ꎮ 在结瘤试验中ꎬ大豆材

料在 ２５ ℃、１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件下ꎬ使用缺氮的

植物营养液进行培养[２６]ꎮ 为了进一步研究 ＴｔｓＩ 突

变对绥农 １４ 固氮酶活性的影响ꎬ对接种 ２８ ｄ 的绥

农 １４ 的根瘤进行转录组测序分析ꎮ 为了验证候选

基因是否在野生大豆 ＺＹＤ００００６ 接种 ＴｔｓＩ 突变体的

根瘤中也是下调表达ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析这些基因

的相对表达量ꎮ 为了进一步分析 ＤＥＧｓ 参与的信号

通路以及行使功能ꎬ对 ＤＥＧｓ 进行了 ＧＯ 富集分析ꎮ
１. ３　 方法

１. ３. １　 固氮酶酶活测定　 采用乙炔还原试验[２７] 测

定固氮酶活性ꎮ 将整个植物根瘤收集到 １ ｍＬ 密封

的棕色玻璃瓶中ꎬ注入 ２ ｍＬ 乙炔ꎬ反应 ２ ｈꎬ然后用

气相色谱仪(Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＧＣ２０１０)测定 ０. ２ ｍＬ 气体中

的乙烯ꎬ计算每小时根瘤中固氮酶还原的乙炔的

量ꎬ３ 次生物学重复ꎮ
１. ３. ２ 　 ＲＮＡ 提取及 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 分析 　 取分别接种

ＨＨ１０３ 和 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 后 ２８ ｄ 的绥农 １４ 的根瘤ꎬ使
用 ＦｒｅｅＺｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ (诺唯赞) 提取总 ＲＮＡꎬ 采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 方法进行文库构建ꎬ使
用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台测序ꎮ 使用 Ｒ 语言包

ＤＥｓｅｑ２￣ｅｄｇｅＲ 进行差异基因分析ꎬ差异倍数( Ｆｏｌｄ
ＣｈａｎｇｅꎬＦＣ) 大于 ２ 为 ＤＥＧｓ 的筛选条件ꎬ 使用
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ＴＢｔｏｏｌｓ 进行 ＧＯ 富集和 ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ
１. ３. ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析　 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ( ＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ) (诺唯赞)对 ＲＮＡ 进行反

转录ꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ 使用 ２ ￣△ＣＴ计算基因的相对表达

量[２８]ꎬ以 ＧｍＵＫＮ１(Ｇｌｙｍａ. １２ｇ０２０５００)为内参基因进

行均一化定量ꎮ
１. ４　 数据分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ( ＧｒａｐｈＰａｄ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬ
ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｒａｐｈｐａｄ. ｃｏｍ)进行数据统计与分析ꎮ
进行 Ｔ 测验ꎬＰ 值小于 ０. ０５ 记为显著ꎬ小于 ０. ０１ 为

极显著ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＴｔｓＩ 突变不影响野生大豆 ＺＹＤ００００６ 的根瘤

固氮酶活性

　 　 接种 ２８ ｄ 后ꎬ统计结瘤表型ꎬ结果显示ＨＨ１０３
根瘤菌的 ＴｔｓＩ 基因突变造成绥农 １４ 和野生大

豆 ＺＹＤ００００６ 的根瘤数量显著减少(图 １Ａ 和 Ｂ)ꎮ
除此之外ꎬ接种 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 根瘤菌的绥农 １４ 根瘤

的固氮酶活性显著低于接种 ＨＨ１０３ 的绥农 １４ 根

瘤ꎮ 但与接种 ＨＨ１０３ 相比ꎬＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 根瘤菌不

能引起野生豆 ＺＹＤ００００６ 根瘤固氮酶活性的显著变

化(图 １Ｃ)ꎮ

　 　 注:Ａ. 接种不同根瘤菌的大豆根系及根瘤形态ꎬ根 Ｂａｒｓ ＝ １ ｃｍꎬ根瘤 Ｂａｒｓ ＝ ２ ｍｍꎻＢ. 绥农 １４ 与野生大豆

ＺＹＤ００００６ 的根瘤数统计ꎻＣ. 绥农 １４ 与野生豆 ＺＹＤ００００６ 的根瘤固氮酶活性统计ꎮ∗ . Ｐ < ０. ０５ꎻ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻｎｓ. 没

有显著性ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａꎬ ｂａｒｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ＝ １ ｃｍꎬ ｂａｒｓ ｏｆ

ｎｏｄｕｌｅ ＝ ２ ｍｍꎻ Ｂ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｄｕｌｅ ｏｆ Ｓｕｉｎｏｎｇ １４ ａｎｄ ＺＹＤ００００６ꎻ Ｃ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ

ｎｏｄｕｌｅ ｏｆ Ｓｕｉｎｏｎｇ １４ ａｎｄ ＺＹＤ００００６. ∗ . Ｐ < ０. ０５ꎻ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻｎｓ. Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 接种 ＨＨ１０３ 以及 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 根瘤菌的结瘤表型

Ｆｉｇ. １　 Ｎｏｄｕｌｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＨ１０３ ｏｒ ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ ｍｕｔａｎｔ
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２. ２　 ＴｔｓＩ 突变使根瘤 ＮＬＰ７ 以及部分氮转运体的

下调表达

　 　 与接种 ＨＨ１０３ 根瘤菌的根瘤相 比ꎬ 接 种

ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 根瘤菌的根瘤共产生了 ６９９ 个差异基

因(ＤＥＧｓ)ꎬ其中上调表达 ２３２ 个ꎬ下调表达 ４６７ 个

(图 ２ＡꎬＯＳＩＤ 附表 １)ꎮ 对差异表达基因进行分析

表明 ＴｔｓＩ 突变导致了绥农 １４ 根瘤中 ＮＬＰ７ 以及一

些编码氮转运蛋白的基因下调表达(表 １ꎬ附表 １)ꎮ
而这可能是造成绥农 １４ 接种 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 根瘤的

根瘤固氮酶活性降低的原因ꎮ

进一步利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析这些基因的相对表

达量 的 结 果 显 示: ＴｔｓＩ 突 变 后 可 以 使 Ｇｌｙｍａ.
１１Ｇ２３５２００ ( ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５􀆰 １ ) 和 Ｇｌｙｍａ.
１６Ｇ１８２４００(ＮＬＰ７)在绥农 １４ 根瘤中的表达量显著

降低ꎬ但野生豆 ＺＹＤ００００６ 接种野生型 ＨＨ１０３ 或者

ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 的根瘤中 ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５􀆰 １ 和

ＮＬＰ７ 的相对表达量并没有显著差异(图 ２Ｂ ~ Ｈ)ꎮ
说明可能由于 ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５􀆰 １ 和 ＮＬＰ７ 的

表达并没有显著差异ꎬ使野生大豆 ＺＹＤ００００６ 接种

ＴｔｓＩ 突变体的固氮酶活性并没有显著降低ꎮ

　 　 注:Ａ. 转录组中差异基因数目ꎻＢ ~ Ｈ. 差异基因中下调的氮转运相关基因的相对表达量ꎻＢ. Ｇｌｙｍａ. ０４Ｇ０３６１００ꎻ

Ｃ. Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ０３６２００ꎻ Ｄ. Ｇｌｙｍａ. １０Ｇ１８３９００ꎻ Ｅ. Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１７６８００ꎻ Ｆ. Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ꎻ Ｇ. Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ１９１３００ꎻ

Ｈ. Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１８２４００ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＤＥＧｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ Ｂ￣Ｈ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ Ｂ. Ｇｌｙｍａ. ０４Ｇ０３６１００ꎻ Ｃ. Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ０３６２００ꎻ Ｄ. Ｇｌｙｍａ. １０Ｇ１８３９００ꎻ

Ｅ. Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１７６８００ꎻ Ｆ. Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ꎻ Ｇ. Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ１９１３００ꎻ Ｈ. Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１８２４００.

图 ２　 氮转运相关的差异基因相对表达量

Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
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表 １　 绥农 １４ 根瘤中下调的氮转运相关基因

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓｕｉｎｏｎｇ １４ ｎｏｄｕｌｅ

基因名 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 基因注释 Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｇｌｙｍａ. ０４Ｇ０３６１００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ４. ６ａ

Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ０３６２００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ４. ６ｂ

Ｇｌｙｍａ. １０Ｇ１８３９００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５. ２

Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１７６８００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ８. １ａ

Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５. １

Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ１９１３００ ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ８. １ｂ

Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１８２４００ ＮＬＰ７

２. ３　 Ｔ３Ｅｓ 影响根瘤的激素信号和 ＭＡＰＫ 信号的

传导

　 　 ＧＯ 富集分析显示ꎬＴｔｓＩ 突变的相关差异基因主

要涉及细胞进程、代谢进程、催化活性以及转运活

性(图 ３Ａ)ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析显示ꎬ差异基因主要富

集于植物激素信号传导以及 ＭＡＰＫ 信号通路(图
３Ｂ)ꎮ 进一步的 ＧＳＥＡ 基因集富集分析显示ꎬＴｔｓＩ 突

变后的差异基因主要富集在信号传导与细胞分化

上(图 ３Ｃ)ꎬ造成了很多激素相关基因如脱落酸受

体基因(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＰＹＬ９)、乙烯响应转录

因子基因(Ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １Ｂ)
和 ＢＺＲ１ 等的差异表达(附表 １)ꎮ 结果表明 ＴｔｓＩ 突
变可能通过上述途径使绥农 １４ 根瘤的固氮酶活性

降低ꎮ
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图 ３　 差异表达基因的富集分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ

３　 讨论

根瘤菌 Ｔ３Ｅｓ 在大豆与根瘤菌共生建立过程中

起到了重要作用ꎬ如 ＮｏｐＴ 通过与 ＰＢＳ１ 互作调控共

生 的 建 立[２２]ꎬ ＮｏｐＰ 会 被 一 些 受 体 所 识 别

(ＧｍＮＮＬ１、ＡｓＮＩＰ４３ 等)ꎬ并激活下游的免疫信号

等[２１ꎬ２９]ꎮ 但是 Ｔ３Ｅｓ 在根瘤固氮期的功能研究尚不

深入ꎮ 通 过 对 栽 培 大 豆 绥 农 １４ 和 野 生 大 豆

ＺＹＤ００００６ 的结瘤鉴定发现ꎬ与前人研究相似ꎬＴｔｓＩ
突变可以显著减少根瘤数目[３０]ꎮ 本研究发现 ＴｔｓＩ
突变会造成绥农 １４ 根瘤固氮酶活性降低ꎬ这表明

Ｔ３Ｅｓ 在根瘤固氮期对根瘤的维持以及固氮酶活性

的稳定具有重要作用ꎮ 但 ＴｔｓＩ 突变并不影响野生大

豆 ＺＹＤ００００６ 的根瘤固氮酶活性ꎬ绥农 １４ 和野生大

豆 ＺＹＤ００００６ 在接种 ＨＨ１０３ 以及 Ｔ３Ｅｓ 缺失的突变

体的根瘤固氮酶活性的差异ꎬ可能是由于大豆材料

的基因型和生态型之间差异的原因造成了不同大

豆材料对 Ｔ３Ｅｓ 的响应不同[３１￣３２]ꎮ
通过对绥农 １４ 接种 ＨＨ１０３ 以及 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ

的根瘤的 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 分析发现ꎬ一些硝酸盐转运蛋白

以及氮响应核心转录因子 ＮＬＰ７ 都显著下调ꎬ除此

之外 Ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅ 转运体 ５ 和 Ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅ 转运体 ７
也存在显著的下调表达(附表 １)ꎬ表明 Ｔ３Ｅｓ 可能通

过影响根瘤内的氮相关的转录因子以及转运体的

表达从而影响根瘤的固氮酶活性ꎮ 进一步的

ｑＲＴ￣ＰＣＲ分析接种 ＨＨ１０３ 及其突变体 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ
后ꎬＧｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ (ＮＲＴ１ / ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５. １)和

Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１８２４００(ＮＬＰ７)在野生豆 ＺＹＤ００００６ 的根

瘤中 并 没 有 显 著 的 表 达 差 异ꎬ 而 这 与 野 生 豆

ＺＹＤ００００６ 固氮酶活的表型相吻合ꎬ表明 ＮＬＰ７ 和

ＮＲＴ１ 的表达是造成绥农 １４ 和野生豆 ＺＹＤ００００６ 在

固氮酶活上的差异的原因ꎮ ＫＥＧＧ 分析显示差异基
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因植物激素信号传导以及 ＭＡＰＫ 信号通路具有显

著的富集ꎮ ＴｔｓＩ 的突变造成了很多激素相关基因如

脱落酸受体(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＰＹＬ９)、乙烯响应

转录因子(Ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １Ｂ)
和 ＢＺＲ１ 等的差异表达表达 (附表 １)ꎬ表明一些

Ｔ３Ｅｓ 可能挟持豆科宿主根瘤细胞的激素信号ꎬ从而

影响根瘤菌的定植与后续固氮ꎮ ＭＡＰＫ 信号是植物

应对复杂多变的环境以及保证自身正常生长发育

的重要信号模块ꎬ也参与共生的信号传递[３３]ꎬＴ３Ｅｓ
是根瘤菌与豆科宿主共生建立时的主要对话者之

一ꎬ可以影响前期信号的传递ꎮ 一些 Ｔ３Ｅｓ 如

ＮｏｐＬ 可以与 ＳＩＰＫ 互作从而影响 ＭＡＰＫ 信号的传

递[１３] ꎬ而在根瘤中 ＴｔｓＩ 突变导致了许多 ＭＡＰＫ 基

因的差异表达ꎬ这些结果表明 Ｔ３Ｅｓ 在根瘤固氮期

也会影响根瘤内的信号传导ꎬ从而稳定根瘤的共

生状态ꎮ
本研究发现绥农 １４ 和野生大豆 ＺＹＤ００００６ 在

接种 ＨＨ１０３ 以及 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 的根瘤固氮酶活性存

在差异ꎬ可以利用两个大豆材料进行大豆群体的构

建ꎬ为大豆根瘤固氮酶活性响应 Ｔ３Ｅｓ 的基因进行

挖掘ꎬ提供新的思路ꎮ 同时本研究通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 发

现的差异基因可以为大豆高效氮利用以及大豆高

效固氮的品种选育提供技术支撑ꎮ

４　 结论

研究通过对绥农 １４ 和野生大豆 ＺＹＤ００００６ 接

种 ＨＨ１０３ 和 ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 的结瘤鉴定表明ꎬＴｔｓＩ 突

变能显著降低绥农 １４ 根瘤的固氮酶活性ꎬ但不影响

野生大豆 ＺＹＤ００００６ 的固氮酶活性ꎮ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 分析

显示ꎬ很多编码硝酸盐转运体以及氮素核心响应转

录因子 ＮＬＰ７ 的表达存在差异ꎮ 进一步 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分

析显示ꎬ 野生大豆 ＺＹＤ００００６ 接种 ＨＨ１０３ 或者

ＨＨ１０３ΩＴｔｓＩ 的根瘤的 Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ２３５２００ ( ＮＲＴ１ /
ＰＴＲ ＦＡＭＩＬＹ ５. １)和 Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１８２４００(ＮＬＰ７)的相

对表达量并没有显著差异ꎮ 对 ＤＥＧｓ 的富集分析显

示ꎬ差异基因主要富集在植物激素信号传导以及

ＭＡＰＫ 信号通路上ꎮ
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[１４] ＴＥＵＬＥＴ Ａꎬ ＢＵＳＳＥＴ Ｎꎬ ＦＡＲＤＯＵＸ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｔｙｐｅ

Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＥｒｎＡ ｃｏｎｆｅｒｓ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｆｏｒｍ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｌｅｇｕｍｅｓ

[ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１９ꎬ １１６(４３): ２１７５８￣２１７６８.

[１５] ＤＡＩ Ｗ Ｊꎬ ＺＥＮＧ Ｙꎬ ＸＩＥ Ｚ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｎｄ

ｄｅｌｅｔｅｒｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮｏｐＴꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ｔｙｐｅ ３ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ ＮＧＲ２３４[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １９０(１４):

５１０１￣５１１０.

[１６] ＲＯＤＲＩＧＵＥＳ Ｊ Ａꎬ ＬÓＰＥＺ￣ＢＡＥＮＡ Ｆ Ｊꎬ ＯＬＬＥＲＯ Ｆ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.

ＮｏｐＭ ａｎｄ ＮｏｐＤ ａｒｅ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｕｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ:

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＬＣ￣ＭＡＬＤＩ ａｎｄ ＬＣ￣ＥＳＩ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ

ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｃｏｌｕｍｎ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００７ꎬ ６

(３): １０２９￣１０３７.

[１７] ＪＩＭÉＮＥＺ￣ＧＵＥＲＲＥＲＯ Ｉꎬ ＰÉＲＥＺ￣ＭＯＮＴＡÑＯ Ｆꎬ ＺＤＹＢ Ａꎬ ｅｔ

ａｌ. ＧｕｎＡ ｏｆ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( Ｅｎｓｉｆｅｒ) ｆｒｅｄｉｉ ＨＨ１０３ ｉｓ ａ Ｔ３ＳＳ￣

ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｃｏｗｐｅａ

ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ ２０１９ꎬ ４３５(１): １５￣２６.

[１８] ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＭＡ Ｃꎬ ＭＡ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＧｍＡＲＰ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｙｐｅ Ⅲ

ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＮｏｐＡＡ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)

[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０２２ꎬ １３: ８８９７９５.

[１９] ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＭＡ Ｃꎬ ＭＡ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ＧｍＣＲＰ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｍｅｒｒ. ) [ Ｊ] .

Ｔｈｅ Ｃｒｏｐ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２２ꎬ １１(１ / ２): １６５１￣１６６６.

[２０] ＺＨＡＮＧ Ｂꎬ ＷＡＮＧ Ｍꎬ ＳＵＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ＮＮＬ１ ｒｅｓｔｒｉｃｔｓ

ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａ ｖｉａ

ｒｏｏｔ ｈａｉｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０２１ꎬ ７(１): ７３￣８６.

[２１] ＳＵＧＡＷＡＲＡ Ｍꎬ ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ Ｓꎬ ＵＭＥＨＡＲＡ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｉｎ ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａｌ ＮｏｐＰ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ

ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ Ｒｊ２￣ｓｏｙｂｅａｎｓ ｖｉａ ｅｆｆｅｃｔｏｒ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１８ꎬ ９(１): ３１３９.

[２２] ＫＨＡＮ Ａꎬ ＷＡＤＯＯＤ Ｓ Ｆꎬ ＣＨＥＮ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｏｒ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ: Ａ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｔａｒｇｅｔｓ

ｓｏｙｂｅａｎ ｋｉｎａｓｅ ＧｍＰＢＳ１￣１[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ １８９(４):

２３８２￣２３９５.

[２３] ＲＡＴＵ Ｓ Ｔ Ｎꎬ ＨＩＲＡＴＡ Ａꎬ ＫＡＬＡＷ Ｃ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｏｍａｉｎｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｔｙｐｅ Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｂｅｌ２￣５ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｓｏｙｂｅａｎ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ

１２: ６８９０６４.

[２４] ＲＡＴＵ Ｓ Ｔ Ｎꎬ ＴＥＵＬＥＴ Ａꎬ ＭＩＷＡ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｈｉｚｏｂｉａ ｕｓｅ ａ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｔｏ ｈｉｊａｃｋ ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ

[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２１ꎬ １１: ２０３４.

[２５] ＣＡＭＵＥＬ Ａꎬ ＴＥＵＬＥＴ Ａꎬ ＣＡＲＣＡＧＮＯ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ

Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｅ Ｔｙｐｅ Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｔｒｉｇｇｅｒ

ｌｅｇｕｍｅ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｎｏｄ ｆａｃｔｏｒ [ Ｊ] . Ｔｈｅ ＩＳＭＥ

Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２３ꎬ １７(９): １４１６￣１４２９.

[２６] ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＭＡ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＱＴＬ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎｄ ｄａｔａ ｍｉｎｉｎｇ

ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ ＨＨ１０３

Ｔ３ＳＳ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＮｏｐＤ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ

２０２０ꎬ １１: ４５３.

[２７] ＭＡ Ｃꎬ ＬＩＵ Ｃꎬ ＹＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＧｍＴＮＲＰ１ꎬ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ

ｔｙｐｅ￣Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＮｏｐＴꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｄｕｌｅｓ

ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ) [Ｊ] . Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｅｎｅｒｇｙ Ｓｅｃｕｒｉｔｙꎬ ２０２３ꎬ

１２(４):

[２８] ＭＡ Ｃꎬ ＭＡ Ｓꎬ ＹＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＧｍＡＭＴ１ꎻ１ ａｓ ａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｌｅａｄ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｎｏｄｕｌｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈａｚａｒｄｏｕｓ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ

２０２４ꎬ ４６５: １３３２６３.

[２９ ] ＬＩＵ Ｙꎬ ＬＩＮ Ｙꎬ ＷＥＩ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇ￣ｔｙｐｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ

ＡｓＮＩＰ４３ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｕｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ

ａｎｄ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２３ꎬ １９３

(２): １５２７￣１５４６.

[３０] 田博宇ꎬ 孙志君ꎬ 刘函西ꎬ 等. 根瘤菌 ＴｔｓＩ 突变体构建及结瘤

表型鉴定 [ Ｊ] . 中国油料作物学报ꎬ ２０２０ꎬ ４２ (１ ): １７￣２４.

(ＴＩＡＮ Ｂ Ｙꎬ ＳＵＮ Ｚ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｈ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴｔｓＩ

ｍｕｔａｎｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ[ Ｊ] .

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｉｌ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０２０ꎬ ４２(１): １７￣２４. )

[３１] 辛大伟ꎬ 邹佳男ꎬ 刘洋ꎬ 等. 寒地大豆根瘤菌与不同大豆种质

资源的结瘤能力鉴定 [ Ｃ] / / 中国作物学会 ( Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅ

Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ) . 中国作物学会———２０１５ 年学术年会论文摘

要集ꎬ ２０１５: １.

[３２] 徐巧珍ꎬ 张学江ꎬ 李志玉ꎬ 等. 大豆种质资源共生固氮特性评

价及遗传初步研究[ Ｊ] . 中国油料作物学报ꎬ ２０００ꎬ ２２(１):

１９. ( ＸＵ Ｑ Ｚꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｊꎬ ＬＩ Ｚ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｆｏｒ

ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｉｌ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｖｅｓꎬ

２０００ꎬ ２２(１): １９. )

[３３] ＧＲＯＵＰ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ. Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃａｓｃａｄｅｓ ｉｎ

ｐｌａｎｔｓ: Ａ ｎｅｗ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００２ꎬ

７(７): ３０１￣３０８.

开放科学(资源服务)标识码(ＯＳＩＤ):


