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摘 要:近年来的研究显示,早期结瘤类(early nodulin-like, ENODL)基因在植物地下储藏器官的形成与发育中
起到关键作用。课题组前期研究发现,一些早期结瘤类基因在三叶青块根初始发育期及膨大期高丰度表达。本
研究克隆了两个三叶青(Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg)的早期结瘤类基因 ThENODL1与 ThENODL2的
cDNA,初步的生物信息学分析表明, ThENODL1的开放阅读框长度为 528 bp,编码 175个氨基酸, ThENODL2
的开放阅码框长度为 651 bp, 编码 217 个氨基酸 , ThENODL1 与 ThENODL2 都具有水稻早期结瘤类基因
(OsENODL1_like)保守域,并具备早期结瘤类基因的基本分子结构特征。相对荧光定量分析显示, ThENODL1的
cDNA表达量在块根中显著高于其他器官且在块根的初始发育阶段及膨大期显著提高, ThENODL2的 cDNA
在块根中的表达量最低且在块根发育的不同时期无显著差异。大肠杆菌原核表达体系的验证结果显示,所克
隆的 ThENODL1与 ThENODL2的 cDNA均可表达出与预期大小相符的蛋白质。本研究为进一步明确 ThEN原
ODL基因在块根发育中的功能提供了基本分子生物学参考依据。
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Abstract: Recent studies have found that early nodulin-like (ENODL) genes play a vital role in the formation
and development of underground storage organs in plants. Our previous study found that some ENODL genes
were expressed abundantly during the root formation and tuber expansion stages of Tetrastigma hemsleya-
num. In this study, two ENODL genes ThENODL1 and ThENODL2 from T. hemsleyanum were cloned. Pre原
liminary bioinformatics analysis showed that the open reading frame (ORF) for ThENODL1 is 528 bp, enco-
ding 175 amino acids, and the ORF for ThENODL2 is 651 bp, encoding 217 amino acids. Both ThENODL1
and ThENODL2 have the conserved domain of rice ENODL gene (OsENODL1_like), and possess the basic
molecular structure characteristics of ENODL gene. Relative fluorescence quantitation PCR revealed that the
expression level of ThENODL1 was significantly higher in tuberous roots than in other organs, and signifi-
cantly increased in the initial development stage and expansion stage of root tuber, while the expression level
of ThENODL2 was the lowest in tuberous roots and there was no significant difference in expression profiles
at different development stages of root tuber. Furthermore, the proteins encoded by cloned cDNAs of both
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三叶青(Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg)
有着悠久的民间用药历史[1], 相关研究报道, 其块
根提取物对肿瘤如乳腺癌 [2]、肠癌[3]及食道癌 [4]等
有显著的抑制作用, 随着其药用价值的深入研究,
三叶青正成为一种新兴的大宗中药材。三叶青块

根是其重要的药用器官及经济器官, 但在人工栽
培中存在块根形成困难、产量不稳定等问题,这制
约了三叶青栽培产业的规模化发展, 因此, 对块
根发育的分子调控机理及关键基因功能的研究有

着重要的现实意义。

针对三叶青块根发育不同时期的转录组研究

发现,三叶青早期结瘤类(early nodulin-like, ENO-
DL)基因在块根中大量表达[5]。早期结瘤蛋白质最
早发现于豆科植物与根瘤菌的相互作用过程中,
是一类诱导植物根瘤形成的多肽或蛋白质[6]。目前
研究发现, 许多非豆科植物体内存在大量的早期
结瘤类蛋白质, 如拟南芥 [7]、烟草[8]、百脉根 [9]及一
些单子叶植物 [10]。在油棕的胚状体发育过程中,
EgENOD93 基因表达对体细胞胚胎发生至关重
要, 说明该基因对于细胞的重塑及新器官的发生
具有重要作用[11]。植物地下储藏器官的起始发育
与豆科植物根瘤形成有相似之处[12], 课题组前期研
究发现, 早期结瘤类基因在三叶青块根发育不同
阶段高丰度且差异表达[5], 推测早期结瘤类蛋白质
可能在三叶青块根起始发育中具有一定的作用。

本研究以三叶青块根转录组为参照数据, 选取了
表达量最高的两个早期结瘤类基因进行克隆验

证, 并对这两个基因在块根发育不同时期及不同
器官中的表达量进行了比对分析, 初步明确了这
两个基因的表达特征, 最后利用大肠杆菌原核表
达体系成功表达了相应蛋白质。本研究为进一步

明确早期结瘤类基因在三叶青块根发育中的功能

提供了分子生物学参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究以上饶市玉山县农林合作社提供的三

叶青栽培品种“怀玉 2号”为实验材料。

植物 RNA提取采用北京华越洋生物科技有
限公司的 Quick RNA Isolation Kit GK 型试剂盒;
反转录试剂盒 PrimeScriptTM RT Reagent Kit with
gDNA Eraser (Takara, 日本)、胶回收试剂盒 Mini-
BEST Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver.4.0 (Ta-
kara, 日本)、克隆载体 pMDTM 18-T Vector Cloning
Kit (Takara, 日本)、感受态细胞 E. coli DH5琢 及
DE3 (Takara,日本)均购自南昌天沃科技有限公司;
荧光定量试剂盒(TransStart誖 Top Green qPCR Su-
perMix)、PCR 高保真酶(2伊TransTaq High Fidelity
PCR SuperMixI)及原核表达载体(pEASY-Blunt E1
Expression Kit)购自北京全式金生物科技有限公
司。琼脂糖及相关化学试剂均购自百化在线商城

(https://www.chem-mall.com/, 2022-05-21)。
1.2 生物信息学分析

三叶青早期结瘤类基因的开放阅读框(open
reading frame, ORF)分析、特异引物及相对荧光定
量引物设计、保守结构域预测和比对、蛋白质相对

分子质量及等电点预测、蛋白质三级结构预测、亚

细胞定位预测以及其参与的生物学过程分析等均

采用在线软件, 具体信息如表 1所示。采用 Clus-
tal W2进行序列的多重比对后, 利用 MEGA 7.0软
件的邻接法(neighbor-joining method)构建进化树。
1.3 植株取材

用于器官特异性表达分析的样品于 2022年
5月 15日采集自怀玉山玉峰村玉山县农林农民
专业合作社的玻璃温室内, 包括无病虫的健康功
能叶、顶芽、受精后的子房、显著膨大的块根及匍

匐状分枝(枝蔓)。叶片取正中间 1/4大小部位; 枝
蔓样品以互生叶中间的枝的 1/4长度为取样部位;
块根取正中间部位横向切片; 受精子房取样以子
房显著膨大且花冠萎蔫为标准, 取样时切去花托
及萎蔫的花冠; 对于顶芽, 尽量去掉周围的幼叶
后称量取样。针对不同时期根(块根)样品的获取,
以两年苗龄的三叶青扦插苗为取材对象, 按照块
根(或纤维根)的生物学外部形态将其分成 4个发
育阶段, 即未形成块根的植株纤维根(玉)、初始膨
大的块根(域)、膨大块根(芋)及具有块根植株的纤

ThENODL1 and ThENODL2 were expressed with the expected size using E. coli prokaryotic expression sys-
tem. This study lays a basic molecular biology foundation for further ascertaining the functions of ThENODL
genes in tuber development.
Key words: T. hemsleyanum; early nodulin-like (ENODL) gene; root tuber development; prokaryotic expression

（Life Science Research，2023，27（1）：023-030）
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Software
Primer 3-SGD
Primer3Plus
ORF Finder
BLASTP/BLASTN
Conserved Domain
Phyre2
ProtParam
Cell-PLoc 2.0

Usage
Primer design for cloning of ThENODLs
Primer design for qRT-PCR
Prediction for ORF
Protein or nucleic acid online site alignment
Conserved domain prediction
Prediction for protein tertiary structure
Prediction for molecular mass, isoelectric point and
possible biological processes involved
Subcellular localization

Website
https://www.yeastgenome.org/primer3
https://www.primer3plus.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2
https://web.expasy.org/protparam/
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/

表 1 用于生物信息学分析的在线软件
Table 1 Online bioinformatics analysis software used in the study

注: 以上软件分析于 2022年 5月 6日至 7日完成。
Note: The above software analyses were completed on May 6—7, 2022.
维根(郁), 具体取样方法参照文献[13]。每个样品
取 3~5株, 样品剪碎后混合, 每个样品取 100 mg,
设置 3个生物学重复; 样品称量后立即液氮速冻,
于-80 益保存备用。
1.4 总 RNA的提取及 cDNA的合成
样品的总 RNA提取参照 Quick RNA Isolation

Kit GK型试剂盒说明书。RNA提取后进行 RNA
的纯度及定量检测, 取 RNA浓度大于 200 ng/滋L
的总 RNA用于反转录, 具体操作参照反转录试
剂盒说明书。

1.5 cDNA的克隆和测序
根据前期转录组获得的 ThENODL 基因的

cDNA序列, 设计两个早期结瘤类基因的全长扩
增引物,引物信息见表 2。PCR反应体系为 50 滋L,
反应成分及用量参照说明书, 反应条件: 98 益变
性 10 s, 55 益退火 5 s, 72 益延伸 2 min, 共 40个
循环。以 1.2%琼脂糖 TAE凝胶电泳检测 PCR产

物。PCR产物纯化后与 pMDTM 18-T载体连接并
转化大肠杆菌, 菌落 PCR检测后挑选两个以上阳
性克隆进行测序。

1.6 相对荧光定量分析

目的基因的相对荧光定量(染料法)分析根据
试剂盒说明书的两步法操作。在块根发育不同时

期的检测中, 内参基因选用 ELF-琢 (登录号为 M-
T731970) 和 RP域, RP域的引物信息见表 1; 在器
官特异性检测中,采用 ELF-琢与 TUBA (登录号为
MT731969)为内参基因,引物设计参考文献[13]。内
参 Ct值取内参基因的几何平均值。设置生物学重
复、技术重复各 3次。相对荧光定量数据的分析采
用 2-吟吟Ct法[12], 显著性分析采用 SPSS软件的 LSD
字母标注法。

1.7 原核表达分析

根据 ThENODL 基因序列设计特异引物, 扩
增其 ORF序列, 具体连接及转化步骤参照载体说

表 2 用于 ThENODL基因克隆及相对荧光定量分析的引物序列
Table 2 Primers used for ThENODL gene cloning and relative fluorescence quantification

Abbreviation of gene name
(accession number)

ThENODL1
(ON086798)
ThENODL2
(ON086799)
ThENODL1
ThENODL2
ThENODL1
ThENODL2
RP域
(MW307822)

Usage
Full-length
amplification
Full-length
amplification
ORF
amplification
ORF
amplification
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR

Amplified fragment
length/bp

528
660
528
651
80

171
135

Primer
name

ThENODL1F
ThENODL1R
ThENODL2F
ThENODL2R
ThENODL1-1F
ThENODL1-1R
ThENODL2-1F
ThENODL2-1R
ThENODL1QF
ThENODL1QR
ThENODL2QF
ThENODL2QR
RP域-1QF
RP域-1QR

Primer sequence
(5忆寅3忆)

TGGACTTGTTTCCGGAATCA
TCAAATCCCCAACAGAGCAGAC
CTCTTTGCTTGCTCACATG
AATCCCAAACACCAACCAGC
ATGGCGACTTCACGAGTT
TCAAATCCCCAACAGAGCAGAC
ATGACTGATTCCGTGGTAAGA
TCAAGCTAAAAGAAGAGATG
TCGGAGGGAGTGTAGATGCA
GCGTTGTTTCTTGGCCCAAT
GTTCCTGCTGATGGTGCTCT
GACAGCACTGAGTCCTTCCC
ATCTCCGCTTGCAGCTTCTT
GCTGGTTGGCATGGTTGATG
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明书 pEASY-Blunt E1 Expression Kit, 载体连接
后转入大肠杆菌 DH5琢扩繁, 最后提取质粒送至
上海生工生物工程股份有限公司测序。选择序列

正确的重组原核表达载体转入大肠杆菌 DE3感
受态, 涂布于含有 50 滋g/mL氨苄西林的固体 LB
培养基上培养, 12 h后挑取单菌落扩大培养。在
菌液浓度(OD600 nm)达到 0.45~0.60时加入 1 mmol/L
的异丙基硫代-茁-D-半乳糖苷(isopropylthio-茁-D-
galactoside, IPTG), 诱导蛋白质表达, 摇菌 4 h后
取 1 mL菌液, 12 000 r/min 离心 10 min, 收集菌
体沉淀, 冰上超声波破碎, 4 益、12 000 r/min 离心
20 min, 分离上清后进行 SDS聚丙烯酰胺凝胶电
泳 (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS -
PAGE)检测。
2 结果

2.1 怀玉山三叶青 ThENODL基因的生物信息
学分析

ORF Finder在线分析表明, ThENODL1基因
的 ORF长度为 528 bp, 编码 175个氨基酸; 蛋白
质相似性比对表明, ThENODL1的推测蛋白质在
24~128氨基酸位点存在与水稻早期结瘤类基因
(OsENODL1_like, CD11019)编码蛋白高度相似的
氨基酸保守域。ThENODL2的 ORF长度为 651 bp,
编码 217个氨基酸; 其推测蛋白质序列在 33~135

氨基酸位点的保守域与 OsENODL1_like 保守域
的相似度最高。保守域分析表明, ThENODL1及
ThENODL2的推测蛋白质为植物蓝铜蛋白质家族
成员, 均为跨膜蛋白质。

ThENODL1 与 ThENODL2 基因推测蛋白质
的相对分子质量、等电点、生物学功能预测及亚细

胞定位如表 3所示。
通过 Clustal W2对所克隆的两个早期结瘤类

基因与水稻 OsENODL1基因的推测蛋白质序列
进行比对分析, 结果表明 ThENODL1 与 ThEN-
ODL2具有典型的早期结瘤类蛋白质结构, 包括
信号肽、质体蓝素类保守域(plastocyanin-like do原
main, PCLD)、脯氨酸与组氨酸富含区以及 N端的
疏水区(图 1)。

利用 Phyre2对 ThENODL1与 ThENODL2 的
推测蛋白质进行 3D模型构建(图 2), 两种模型构
建的置信度都达到了 100%。其中, ThENODL1的
3D模型是以辣根(horseradish)花青素氧化形式的
晶体结构为模板建立的; ThENODL2的 3D模型
是以西葫芦(Cucurbita pepo medullosa) mavicyanin
的晶体结构为模板建立的。

根据 BLAST在线的蛋白质相似性分析, 选取
与 ThENODL1及 ThENODL2序列高度相似的蛋
白质序列, 采用 MEGA 7.0的邻接法构建进化树。
结果如图 3所示, 所选取的蛋白质被划分为 3个

表 3 ThENODL1与 ThENODL2基因编码蛋白的相对分子质量、等电点、生物学功能预测及细胞亚定位
Table 3 The relative molecular mass, isoelectric point, biological function prediction and subcellular localization of

proteins encoded by ThENODL1 and ThENODL2

Putative protein name
ThENODL1
ThENODL2

Relative molecular mass
19 576.55
22 627.44

pI
6.29
5.10

Biological function
Electron transfer activity
Electron transfer activity

Signal peptide
1~29
1~38

ENODL domain
24~128
33~135

Subcellular localization
Cell membrane
Cell membrane

图 1 ThENODL1与 ThENODL2的推测蛋白质序列分析
红色加粗字体为信号肽位置; 黄色背景标注的氨基酸序列为质体蓝素类保守域; 蓝色背景标注的氨基酸序列为脯氨酸与
丝氨酸富含区域; 红色方框标注的是植物蓝铜蛋白质中形成二硫键的保守 Cys与 Gln残基; 紫色背景标注的氨基酸序列
是推测的糖基磷脂酰肌醇锚定信号; 蓝色加粗字体代表末端疏水区。
Fig.1 Analysis of deduced amino acid sequences of ThENODL1 and ThENODL2
The amino acid sequences in bold red font are signal peptides. The sequences on yellow background are the plastocyanin-like
domains, and those on blue background are Pro and His enriched domains. The red boxes mark the conserved Cys and Gln
residues that form disulfide bonds in phytocyanin. Amino acids on purple background shows deduced glycosylphosphatidylinositol-
anchoring signal. The sequences in bold blue font are hydrophobic regions.
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图 4 ThENODL1与 ThENODL2 PCR扩增的电泳结果
M: DL5000分子量标准; 1: ThENODL1的 PCR扩增检测结
果; 2: ThENODL2的 PCR扩增检测结果。
Fig.4 Agarose gel electrophoresis of ThENODL1 and
ThENODL2 PCR amplification products
M: DL5000 marker; 1: ThENODL1 PCR product; 2: ThEN原
ODL2 PCR product.

图 3 ThENODL1与 ThENODL2系统进化树的构建
红色、绿色及粉色背景代表不同的进化类群, 其中蓝色字体标记的是 ThENODL1与 ThENODL2所在位置。
Fig.3 Phylogenetic tree construction of ThENODL1 and ThENODL2
Different evolutionary groups are represented by red, green and pink backgrounds, respectively, and the locations of ThENODL1
and ThENODL2 are marked in blue font.

图 2 ThENODL1与 ThENODL2的推测蛋白质的 3D模型
Fig.2 The deduced protein 3D models of ThENODL1
and ThENODL2

类群 , ThENDODL1 与 ThENDODL2 分属不同类
群, 其中, ThENODL1与葡萄(Vitis riparia)的早期
结瘤类蛋白 1 相似程度最高, ThENODL2与唐松
草(Thalictrum thalictroides)的早期结瘤类蛋白 93
处于同一进化分支。

2.2 目的基因克隆

以怀玉山三叶青块根的 cDNA 为模板扩增
ThENODL1与 ThENODL2基因的 cDNA序列。凝
胶电泳结果显示, 扩增产物大小与预期相符(图4)。
测序得到的碱基序列(图 5)与前期获得的转录组
序列相似度大于 99%, 推测的氨基酸序列与转录
组原序列推测氨基酸相似度为 100%。

2.3 ThENODL1 与 ThENODL2 在不同器官和
根(块根)不同发育时期的表达量
为初步验证 ThENODL1 及 ThENODL2 与块

根发育的相关性, 我们检测了这两个基因在块根

Early nodulin-like protein 2 Tetrastigma hemsleyanum
KAF5185471.1 early nodulin-93 Thalictrum thalictroides

XP 031251492.1 early nodulin-93-like Pistacia vera
XP 018857869.1 early nodulin-93-like isoform X2 Juglans regia

XP 015895234.1 early nodulin-93-like Ziziphus jujuba
XP 006842815.1 early nodulin-93 Amborella trichopoda
XP 002305557.1 early nodulin-93 Populus trichocarpa
XP 030474060.1 early nodulin-93-like Syzygium oleosum
KHN27413.1 early nodulin-93 Glycine soja

XP 014508115.1 early nodulin-93-like Vigna radiata var. radiata

TKY54892.1 early nodulin-93 Spatholobus suberectus
XP 020231626.1 early nodulin-93 Cajanus cajan

XP 016162793.1 early nodulin-like protein 3 Arachis ipaensis
XP 018833667.1 early nodulin-like protein 1 Juglans regia
XP 010265564.1 PREDICTED: early nodulin-like protein 1 Nelumbo nucifera
XP 028227907.1 early nodulin-like protein 1 Glycine soja

XP 020208051.1 early nodulin-like protein 3 Cajanus cajan
NP 001235764.2 ENODL1-like domain-containing protein precursor Glycine max

XP 034700253.1 early nodulin-like protein 1 Vitis riparia
Early nodulin-like protein 1 Tetrastigma hemsleyanum

XP 004501389.1 early nodulin-like protein 1 Cicer arietinum
XP 022728841.1 early nodulin-like protein 1 Durio zibethinus

XP 027904646.1 early nodulin-like protein 1 Vigna unguiculata
KAG2400358.1 early nodulin-like protein Vigna angularis
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图 6 ThENODL1及 ThENODL2在块根发育不同时期的表达量
玉: 未形成块根的植株的纤维根; 域: 初始膨大的块根; 芋: 块根; 郁: 具有块根植株的纤维根。显著性水平为 P<0.05; 最大
平均数标记字母 a, 依次向下比较, 两两比较后, 若呈显著差异则依次标注 b、c及 d, 若差异不显著则标注相同字母。
Fig.6 The relative expression levels of ThENODL1 and ThENODL2 in different development stages of root tuber
玉: The fibrous roots without tuber; 域: Initially expanded tuber; 芋 : Tuber; 郁 : The fibrous roots with tuber. The significance
level is P<0.05. The letter“a”is marked the maximum average, and the average is compared with the following averages one by
one, and“b”,“c”and“d”were marked in turn if there is a significant difference after pairwise comparison. Those with the same
letter indicate that the difference between them is not significant.

图 5 ThENODL1与 ThENODL2 PCR扩增的测序结果
蓝色碱基部分为非编码区, 黑色碱基部分为编码区。
Fig.5 The results of ThENODL1 and ThENODL2 sequencing
The blue parts are non-coding regions, and the black parts are coding regions.
4个标志性发育时期的表达量。结果如图 6所示,
ThENODL1在块根发育的 4个时期的表达量具有
显著差异, 其中, 域期即块根发育初始阶段的表
达最高; 虽然芋期(块根期)的表达量显著低于域
期, 但显著高于玉期(纤维根期)及郁期; 郁期(具有
块根的纤维根)的表达量最低。ThENODL2的表达
量在块根发育的 4个时期无显著差异。

为了初步明确 ThENODL1 及 ThENODL2 与
不同器官发育的相关性, 我们检测了叶、顶芽、受
精后的子房、块根及枝蔓中这两个基因的表达量。

结果如图 7所示, ThENODL1在块根中的表达量
最高且显著高于其他器官, 在顶芽及枝蔓中的表
达量相近且无显著差异, 在叶片及刚受精子房中
的表达量相近且显著低于其他器官; ThENODL2
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图 8 ThENODL1及 ThENODL2原核表达的 SDS-PAGE结果
(A) ThENODL1; (B) ThENODL2。M: 97.2 kD的蛋白质分子量标准; 1: 对照(空载体); 2: ThENODL1或 ThENODL2经诱导表
达的蛋白质产物。

Fig.8 SDS-PAGE results of prokaryotic expression of ThENODL1 and ThENODL2
(A) ThENODL1; (B) ThENODL2. M: 97.2 kD protein marker; 1: Control (empty vector); 2: ThENODL1 or ThENODL2 expression
products.

在顶芽、刚受精的子房及枝蔓中的表达较高且相

互之间差异不显著, 在叶片中的表达量居中且与
其他器官呈显著差异, 在块根中的表达量最低且
显著低于其他器官。

2.4 ThENODL1与 ThENODL2的原核表达
ThENODL1编码 175个氨基酸, 原核表达载

体上带有 23个氨基酸, 故 ThENODL1 原核表达
的蛋白质约有 21.78 kD (198个氨基酸)。ThENO-
DL2编码 217个氨基酸, 其原核表达的蛋白质约
为 26.40 kD (240个氨基酸)。图 8显示, ThENO-
DL1与 ThENODL2表达的蛋白质大小与预期结
果相近。

3 讨论

经蛋白质相似性比对及保守域分析发现 ,

ThENODL1与 ThENODL2基因编码的蛋白质都属
于蓝铜蛋白质家族中的早期结瘤类亚家族(表 3)。
植物蓝铜蛋白质家族可分为蓝花青素(uclacyanin,
UC)、星藻蓝素(stellacyanin, SC)、植物花青素(plan-
tacyanin, PLC)和早期结瘤类 4个亚家族 [14], 各亚
家族之间重要的区分标准在于铜离子结合位点的

氨基酸类型。早期结瘤类基因因缺少铜的结合位

点而不能与铜结合[15], 所以早期结瘤类蛋白质被认
为参与到了不需要结合铜的生物学过程[16]。保守
域分析表明, 所克隆的两个三叶青早期结瘤类基
因的编码蛋白含有与水稻 OsENODL1 相似的保
守域(图 1)。OsENODL1基因在种子晚期发育阶段
特异表达, 被认为与种子发育密切相关[17]。但是,
ThENODL1在 N端脯氨酸和丝氨酸富含区有大
量的氨基酸缺失, 我们推测 ThENODL1和 ThEN-

图 7 ThENODL1及 ThENODL2在不同器官中的表达量差异
显著性水平为 P<0.05; 最大平均数标记字母 a, 依次向下比较, 两两比较后, 若呈显著差异则依次标注 b、c及 d, 若差异不
显著则标注相同字母。

Fig.7 The relative expression levels of ThENODL1 and ThENODL2 in different organs
The significance level is P<0.05. The letter“a”is marked the maximum average, and the average is compared with the following
averages one by one, and“b”,“c”and“d”were marked in turn if there is a significant difference after pairwise comparison.
Those with the same letter indicate that the difference between them is not significant.
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ODL2与水稻 OsENODL1的生物学功能可能存在
差异。

器官特异性表达分析表明, ThENODL1在块
根中的表达量显著高于其他器官(图 7), 证明 Th-
ENODL1具有块根高丰度表达特异性。早期结瘤
类基因在根中高丰度表达的特异性研究早有报

道, 例如: 蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)的 MtEN-
ODL27与 MtENODL28均可在根瘤处大量特异表
达[15], 与本研究结果类似。1989年 Hirsch等[18]的研
究表明, 通过施用生长素转运抑制剂(1-萘基邻苯
二甲酸及 2,3,5-三碘苯甲酸), 早期结瘤类基因可
以引起苜蓿根部结节状结构的生长, 说明该基因
与根部新器官的起始发育有关。目前的研究推

测, 早期结瘤类基因可能主要通过两种生物学过
程调控块根发育。第一种可能为早期结瘤类基因

促进了新器官的分化, Scheres等[19]认为豆科植物
早期结瘤基因参与了根部新器官的细胞分化过

程; 拟南芥早期结瘤类基因(At3g20570)的 cDNA
在生殖器官的筛管中特异表达, 证明该基因在促
进新器官形成中具有重要作用[7]。ThENODL1的表
达水平在初始膨大的块根及膨大的块根中显著提

高, 推测该基因可能参与了纤维根细胞向块根发
育的转变。第二种途径为早期结瘤类基因促进了

营养物质的运输, 从而促进了储藏器官的发育。
现有的文献报道, 拟南芥的早期结瘤类蛋白质
(SWEET 蛋白)是葡萄糖、果糖及蔗糖的运转蛋白
质[20], 而 AtENODL9被认为与碳水化合物的运输
有关[16], 影响植物从营养阶段向生殖阶段的转变。
此外, 水稻、拟南芥及玉米等的结瘤类蛋白质(ZIP)
被证明能够参与到植物对硼(B)、硅(Si)等矿质元素
的吸收运转过程[21]。目前, 已发现的早期结瘤类蛋
白质均为膜蛋白质[22], ThENODL1与 ThENODL2经
亚细胞定位被预测为细胞膜蛋白质, 与前人研究
结果一致。

越来越多的研究表明早期结瘤类基因是一个

多功能基因, 该类基因参与到根瘤的形成[15]、花粉
管与柱头的识别[23]及生殖发育[11]等多种生物学过
程。植物地下储藏器官的形成和发育是一个多方

面调控的生物学过程, 包括环境信号的刺激及基
因水平的应答与调控。本研究发现, ThENODL1在
块根发育过程中积极表达且在块根呈现高丰度表

达特征; 同时, 我们利用原核表达体系成功获得
ThENODL1相应的蛋白质。因此, 可初步拟定 Th-
ENODL1基因为参与三叶青块根发育相关的候选

基因, 而本研究为通过转基因方法进一步研究
ThENODL1基因的生物学功能提供了初步的分子
生物学基础。
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