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板栗外生菌根诱导基因 CmNRT3的表达及功能研究

任艳艳，李子平，何玉吉，张昊琳，王韵清，张 卿，肖婷婷，李虎臣，曹庆芹*

（北京农学院植物科学技术学院·农业应用新技术北京市重点实验室，北京 102206）

摘 要：【目的】外生菌根是板栗获取土壤氮素的重要途径，但目前外生菌根对提高板栗氮素吸收

和利用的分子机制尚不明确。探明板栗外生菌根诱导上调的硝酸盐转运蛋白基因 CmNRT3的序列

特征、表达模式及相关功能，为外生菌根促氮吸收提供理论依据。【方法】通过转录组数据分析、

荧光定量 PCR、瞬时转化体系及酵母互补方法研究 CmNRT3基因的表达特征和生理功能。【结果】

CmNRT3基因在板栗外生菌根中显著上调表达。在未接种板栗及苜蓿转基因根系的表皮细胞中检测

到 CmNRT3启动子驱动的 GUS信号，而在苜蓿的丛枝菌根中，GUS信号主要存在于含有丛枝的皮

层细胞中。亚细胞定位结果显示 CmNRT3定位于细胞膜及苜蓿含有丛枝的细胞膜上。酵母互补实

验表明 CmNRT3转运蛋白不能互补硝酸盐转运缺陷型酵母的功能。【结论】CmNRT3受外生菌根诱

导表达，定位于细胞膜上。CmNRT3启动子驱动的 GUS信号在含丛枝的苜蓿根系皮层细胞中表达

强烈，但不具备硝酸盐吸收或转运功能。该研究为进一步揭示板栗外生菌根促氮吸收提供了理论基

础。
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1Abstract： 【Objective】 Ectomycorrhizae is an important trait that enables chestnut trees to
obtain limited soil nutrients, such as nitrogen. The molecular mechanism involved in nitrogen
absorption and utilization by ectomycorrhizae has not yet been clarified in chestnut. In this study,
the highly induced nitrate transporter gene CmNRT3 of Chinese chestnut in response to
ectomycorrhizal symbiosis was identified and further its spatial expression pattern and protein
function were analyzed. 【 Methods 】 The plant materials used were Chinese chestnut
'Jingshuhong', which produced healthy, pest-free fruits, and Medicago truncatula ecotype A17
and Nicotiana benthamiana, which were propagated in our laboratory. The ectomycorrhizal
fungus selected was Scleroderma citrinum, obtained by propagation on P20 medium. The
arbuscular mycorrhizal fungus used was spores of Rhizophagus irregularis, provided by the
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arbuscular mycorrhizal fungi germplasm resource center of Beijing Academy of Agriculture and
Forestry Sciences. △ ynt-Leu- yeast lacking of nitrate transportation ability was provided by
Yuan Lixing's research group (China Agricultural University), and cultured in YNB yeast
medium. To investigate which chestnut NRTs were involved in ectomycorrhizal symbiosis, the
excavation and expression analysis of Chinese chestnut NRT gene family in both control and
ectomycorrhizal roots were conducted. The CmNRTs by using protein sequence BLAST of
Arabidopsis and rice NRTs against the chestnut genome were identified, and MEGA7.0.14
software for gene sequence alignment and evolutionary analysis was employed. The highly
induced CmNRT3 among NRT gene family in chestnut ectomycorrhizal roots was confirmed
using quantitative real-time PCR (BIO-RAD, USA). Primers used were designed by Primer 3
(v.0.4.0) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Primer sequences of CmNRT3 were CmNRT3-F:
5'- GTCTAGCTGTAACTTGTTATGGA-3', CmNRT3-R: 5'-CTGGCAAACTCTGGTTTAGA-
3'. Primer sequences of CmACTIN as a reference gene were CmACTIN-F: 5'-
GTGGCGGTTCAACCATGTTC-3', CmACTIN-R: 5'- GGATGGACCACTCTCATCGT-3'.
Further, a 1.6 kb promoter of CmNRT3 was cloned, and the CmNRT3 promoter-GUS construct
was generated and transgenic roots expressing this reporter by performing hairy root
transformation were obtained. Additionally, this construct was introduced into Medicago
through hairy root transformation as well, and then the transgenic roots were inoculated with R.
irregularis. The transgenic roots underwent GUS staining, plastic embedding, and sectioning
with a microtome (Leica). The sections were counterstained with ruthenium red and observed
under a light microscope (Leica 5500). In this way the spatial expression pattern of CmNRT3
was studied in chestnut control roots, and heterozygously analyzed in Medicago arbuscular
mycorrhizal roots. To further identify the CmNRT3’s subcellular localization,
35S::CmNRT3::GFP and CmNRT3pro::CmNRT3::GFP fusion constructs were generated and
transiently expressed in N. benthamiana leaves and Medicago roots, respectively. Here, plasma
membrane-tagged protein pm-rb CD3-1008 expression vectors were used as a marker, and a
laser confocal microscope (Leica STELLARIS 5) was used for protein expression observation.
To test whether this CmNRT3 function as a nitrate transporter, CmNRT3-pDR-F1-GW vector by
using pENTR-TOPO-CmNRT3 vector (with stop codon) through LR recombination reaction was
generated. Subsequently, yeast functional complementation experiments by expressing the
aforementioned vector in △ ynt-Leu- yeast were conducted. 【 Results】 60 putative nitrate
transporter (NRT) gene family members in chestnut genome were characterized, and divided
into three subfamilies, NRT1, NRT2 and NRT3. In NRT3 subfamily, Cm06G00423 was the only
member and therefore named as CmNRT3. Based on transcriptome data analyses of Chinese
chestnut control and ectomycorrhizal roots, CmNRT3 was induced 8 folds in 2 months old
ectomycorrhizal roots. Meanwhile, through quantitative real-time PCR the expression level of
CmNRT3 gene was up-regulated 3.13-fold in 1 month old ECM, compared with control roots. A
1.6 kb CmNRT3 promoter-driven GUS signal was mainly detected in the epidermis and weakly
in the cortex in chestnut and Medicago control roots. However, the GUS signal was
predominantly present in arbuscule containing cells upon arbuscular mycorrhizal symbiosis in
Medicago roots. The subcellular localization analysis by using 35S::CmNRT3::GFP construct
indicated that CmNRT3 was localized on the cell membrane, marked by the plasma membrane



pm-rb CD3-1008 reporter in N. benthamiana leaves. In Medicago arbuscular mycorrhizal roots
expressing CmNRT3pro::CmNRT3::GFP fusion vectors, CmNRT3 protein was mainly localized
in arbuscule containing cells and specifically on the peri-arbuscular membrane, an interface
between plants and arbuscular mycorrhizal fungi. Through yeast complementation assay, the
nitrate transportation defective yeast expressing CmNRT3 failed to recover the growth in Leu-
deficient medium, in contrast, the growth could be restored by adding Leu in the medium.
【Conclusion】 This analysis indicated that CmNRT3 is a unique gene within NRT3 subfamily
in Chinese chestnut, indicating this gene has a specific function. Expression of CmNRT3 was
up-regulated in both early and late stages of ectomycorrhizal symbiosis, suggesting it is required
during the whole process of symbiotic interaction. Promoter-GUS assay showed that its
expression pattern was conserved in different plant species. However, upon arbuscular
mycorrhizal signal, its expression pattern was altered, indicating a specific transcriptional
regulation during fungal symbiosis. Whether this was also the case during ectomycorrhizal
symbiosis need to be further clarified. When heterogeneously expressed either in tabacco leaves
or in Medicago arbuscular mycorrhizal roots, the CmNRT3-protein fusions were localized on
membranes. To be specific the former in the plasma membrane, but the later in arbuscular
plasma membrane, was in line with an alteration in gene expression pattern. Although sequence
analysis predicted its nitrate transportation potential, CmNRT3 did not display nitrate absorption
or transportation ability in the yeast complementation experiment. It was well possible that
CmNRT3 functioned as a membrane co-transporter that could be investigated by protein-protein
interactions. This study underscored the role of ectomycorrhiza in promoting nitrogen
absorption and utilization in Chinese chestnut.
Keywords：Chinese chestnut；Ectomycorrhiza；CmNRT3；Nitrate absorption and transport；
Gene function

菌根是自然界中普遍存在的一种共生现象，是由土壤中的菌根真菌与高等植物根系

形成的共生关系[1]。研究表明，菌根真菌所获取的氮和磷可占植物根系吸收的 80%[2]。外

生菌根是菌根中的一种主要类型，主要在木本植物中形成，如板栗、杨树和松树等。与丛

枝菌根真菌入侵植物根系皮层细胞形成细胞内丛枝结构不同，外生菌根具有典型的结构特

征，真菌菌丝在根尖外层形成菌套，在根表皮细胞之间形成哈蒂氏网以及根外形成外延菌

丝[3- 4]。外生菌根真菌通过外延菌丝从土壤中吸收水分及矿质营养元素远距离运输给菌根，

然后通过相关转运蛋白转运至共生界面提供给宿主植物。

氮素是植物生长发育过程中必不可少的营养元素[5]。在自然界中，植物根系吸收氮的

主要形式是硝酸盐（NO3-）和铵盐（NH4+）[6-8]。在好氧土壤条件下，NO3-是大多数植物

吸收氮的主要形式[9]。为了适应土壤中硝酸盐的浓度变化，高等植物发展出了两种不同的

硝酸盐吸收系统，分别为高亲和力运输系统（HATs）及低亲和力运输系统（LATs）[10]。

在植物根系中，NO3-的吸收及运输主要由硝酸盐转运蛋白家族（nitrate transporter，

NRT）负责。NRTs包含了 3个基因家族：NRT1家族 [又称 PTR（peptide transporter）基

因家族或 NPF（NRT1 PTR FAMILY）基因家族][11]、NRT2家族及 NRT3家族（又称 NAR



家族）[9]。NRT1基因家族十分庞大，除转运 NO3-外，还能转运 NO2-、多肽和氨基酸等物

质，大多数 NRT1家族成员主要在 LATs中起作用[12-14]。NRT2家族主要在 HATs系统中起

作用，他们往往需要 NRT3家族作为伴侣蛋白共同促进植物在低氮水平下对硝酸盐的吸收

[15]。在番茄[16]、苜蓿[17]和水稻[18]中均发现了受丛枝菌根诱导表达的硝酸盐转运蛋白基因，

其中水稻 OsNPF4.5在丛枝菌根中的转录水平比对照组增加了 500倍以上；当以硝酸盐作

为唯一氮源时，该基因在氮吸收中的贡献可占菌根氮吸收贡献的 45%[18]。目前部分丛枝

菌根植物共生途径的硝酸盐转运已得到证实，但外生菌根诱导的硝酸盐转运的研究相对较

少，其转运机制尚未明确。有研究表明，外生菌根真菌与杨树共生后，杨树 PcNRT1.1和

PcNRT2.1基因转录水平明显高于对照组[19]。

板栗（Castanea mollissima）为壳斗科栗属植物，属于坚果类乔木经济植物的一种，

具有极高的营养价值，有着“木本粮食”、“干果之王”的美称[20]，大多生长在土壤贫瘠、

干旱的地区[21]。板栗抗旱，耐瘠薄，与其能够形成外生菌根的能力密切相关。板栗可与

多种外生菌根真菌共生[22]，外生菌根形成后，显著促进板栗对土壤水分、养分的吸收，

增强植物对干旱、盐碱、重金属胁迫的耐受性，以及对病虫害的抗性，满足了板栗植株正

常生长的需求[23]。

笔者通过同源序列比对，在板栗基因组中鉴定出 60个 CmNRT基因，进化分析表明，

他们分布于 3个进化支，其中 CmNRT3为 NRT3进化支中仅有的成员，前期研究发现该

基因受外生菌根响应后上调表达[24]。笔者在本研究中进一步对板栗 CmNRT3基因开展了

时空表达定位及相关功能等方面的研究，以期为板栗外生菌根促氮吸收提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验于 2021—2022年在北京农学院农业应用新技术北京市重点实验室进行。本研究

用到的植物材料包括板栗（C. mollissima）京暑红、蒺藜苜蓿 A17（Medicago truncatula）

及本氏烟草（Nicotiana benthamiana）。板栗种子果实饱满、无病虫害，蒺藜苜蓿 A17种

子、本氏烟草种子均为实验室扩繁所得。外生菌根真菌橙黄硬皮马勃菌（Scleroderma

citrinum，Sc）为笔者实验室分离培养，丛枝菌根真菌异形根孢囊霉（Rhizophagus

irregularis，Ri）由北京农林科学院丛枝菌根真菌种质资源库提供。

1.2 外生菌根真菌培养

配制 P20 固体培养基（Di-NH4-tartrat 0.5 g·L-1、磷酸二氢钾 1 g·L-1、七水合硫酸镁

0.5 g·L-1、葡萄糖 1 g·L-1、Kanieltra 1000×母液 1 mL、Thiamine 100 mg·L-1母液 1 mL、琼

脂 18 g·L-1、氢氧化钾调节 pH至 5.5），用于培养外生菌根真菌橙黄硬皮马勃菌。将继代

培养的马勃菌丝切割成 5 mm× 5 mm的方块，倒置于 P20固体培养基上，随后将培养基正



置于 25 ℃培养箱中，黑暗培养 15 ~ 20 d即可获得菌丝活力较强的真菌。

1.3 板栗外生菌根土盆共生

在干净的生长钵中放入 2/3无菌蛭石，将板栗幼苗放置于生长钵中央，自来水浇透。

利用固态橙黄硬皮马勃菌接种板栗根系，每株板栗苗接种三个 3 cm×3 cm的固态橙黄硬

皮马勃菌菌块。同时，用保鲜膜封住生长钵，一周后，逐步揭开保鲜膜。隔周分别浇灌水

和营养液，2个月左右即可观察到外生菌根的形成。

1.4 CmNRT3序列克隆及载体构建

利用 Omega植物 RNA提取试剂盒对板栗菌根及未接种根系进行 RNA提取，反转录

获 得 cDNA 。 根 据 CmNRT3 序 列 设 计 引 物 CmNRT3-ORF-F （ 5’-

ATGGCAGCACGTGGAATTCTCT-3’ ） /CmNRT3-ORF-R （ 5’-

TCACTTCTTCTGAGACTGTTTTGCCCTTC-3’ ） 和 CmNRT3-PRO-F （ 5’-

TCGGGCAGAGTGGAATCTGAATAC-3’ ） /CmNRT3-PRO-R （ 5’-

TTGCTGCTCTGAGTTGTTGCCA-3’），分别扩增 CmNRT3 ORF 序列及起始密码子上游

1.8 kb 启动子序列。将扩增产物连接到 TOPO 载体上，测序正确后，分别构建

CmNRT3pro::GUS、35S::CmNRT3::GFP及 CmNRT3pro::CmNRT3::GFP表达载体。

1.5 CmNRT3序列比对及进化分析

通过已知的拟南芥、水稻硝酸盐转运蛋白与板栗基因组进行 BLASTp比对分析，并

下 载 相 应 的 板 栗 硝 酸 盐 转 运 蛋 白 氨 基 酸 序 列 ； 在 NCBI 数 据 库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）中下载拟南芥（Arabidopsis thaliana）、水稻（Oryza

sativa）、蒺藜苜蓿（M. truncatula）及毛果杨（Populus trichocarpa）等草本及木本植物

NRT3 家族蛋白序列。使用 MEGA7.0.14 软件中的 ClustalW 功能进行序列比对，导入

GeneDoc中标记跨膜结构域与保守结构域；使用 MEGA7.0.14软件中的 NJ邻接法构建进

化树，参数 Bootstrap值设为 1000。

1.6 CmNRT3的表达分析

分别取板栗未接种根系及外生菌根的样品提取 RNA，反转录获得 cDNA。所用引物

通过 Primer 3（v.0.4.0）进行设计（http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/），并通过 BioEdit进

行特异性分析（引物序列为 CmNRT3-F： 5’-GTCTAGCTGTAACTTGTTATGGA-3’；

CmNRT3-R：5’-CTGGCAAACTCTGGTTTAGA-3’）。利用 CFX96 Touch荧光定量 PCR检

测系统（BIO-RAD，美国）进行 qRT-PCR 反应，数据用 2-△△CT算法进行处理，并通过

SPSS软件进行差异显著性分析。所有试验均设置 3次重复，CmACTIN作为内参基因（引

物 序 列 为 CmACTIN-F ： 5’-GTGGCGGTTCAACCATGTTC-3’ ； CmACTIN-R ： 5’-

GGATGGACCACTCTCATCGT-3’）。



1.7 CmNRT3启动子 GUS分析

将 CmNRT3pro::GUS表达载体转化至发根农杆菌 MSU440中，利用毛根转化方法[24-

25]获得转基因根系。板栗和苜蓿毛根转化的外植体均是新长出的 2~3 d的胚根。将含有转

基因根系的板栗/苜蓿植株分别与外生菌根真菌橙黄硬皮马勃菌/丛枝菌根真菌异形根孢囊

霉进行共生，获得转基因菌根。取板栗/苜蓿转基因的菌根与未接种根系放入含有 GUS染

液的离心管中，避光抽真空 1~2 h后放入 37 ℃培养箱，避光反应 40 h左右，将根段进行

树脂包埋和切片处理。切片完成后，对切片进行 0.1%钌红染色 15 min，即可使用显微镜

观察。

1.8 CmNRT3蛋白亚细胞定位

将 35S::CmNRT3::GFP及 Marker质膜标记蛋白 pm-rb CD3-1008表达载体转入根癌农

杆菌 GV3101中，并制备侵染液。选择状态较好的烟草，吸取侵染液注射烟草叶片下表皮。

过夜暗培养后，光照培养 2~3 d。将侵染后的烟草叶片剪成小块放置于载玻片上（下表皮

朝上），盖上盖玻片，利用激光共聚焦显微镜（Leica，STELLARIS 5）观察拍照。

利用发根农杆菌介导的毛根转化方法，将含有 CmNRT3pro::CmNRT3::GFP表达载体

的发根农杆菌 MSU440侵染苜蓿，获得转基因根系，进而与异形根孢囊霉共生获得转基

因丛枝菌根。将菌根放置于体视显微镜下用双面刀片从中间切成两部分，使用激光共聚焦

显微镜进行观察。由于转基因材料带有 GFP融合蛋白及 DsRed红色荧光蛋白，因此可通

过 GFP（激发光为 489 nm，接收光为 495~560 nm）和 DsRed（激发光为 561 nm，接收光

为 565~680 nm）双激发光，于 40倍水镜下进行观察拍照。

1.9 酵母功能互补

利用 Invitrogen 公司 Gateway® LR ClonaseTM II 重组酶及其试剂盒，将已构建好的

pENTR-TOPO-CmNRT3载体（含终止密码子 TGA）与酵母表达载体 pDR-F1-GW进行 LR

重组反应获得 CmNRT3-pDR-F1-GW表达载体。将实验组 CmNRT3-pDR-F1-GW表达载体

及对照组 pDR-F1-GW载体转入硝酸盐缺陷型的多形汉逊酵母菌株（△ynt-Leu-）中[26-27]。

配制不同硝酸盐浓度的选择培养基，以培养基中加入亮氨酸作为阳性对照。选择 PCR鉴

定 为 阳 性 的 重 组 酵 母 单 菌 落 进 行 活 化 （ PCR 鉴 定 引 物 为 pDR-F ： 5’-

ATTATGACCGGTGACGAAACGTG-3’ 和 CmNRT3-ORF-R ： 5’-

TCACTTCTTCTGAGACTGTTTTGCCCTTC-3’），3000 r·min-1离心 5 min，无菌水清洗两

次后再用无菌水重悬，调整酵母 OD600为 1.0，最后用无菌水进行 10倍稀释。在不同硝酸

盐浓度的培养基上吸取 2 μL菌液进行点接。37 ℃倒置培养，2 d后进行观察。



2 结果与分析

2.1 板栗 NRT基因家族成员 CmNRT3的鉴定

为鉴定板栗基因组中的硝酸盐转运蛋白成员，利用拟南芥、水稻硝酸盐转运蛋白对

板栗基因组进行了 BLASTp 筛选，共鉴定出 60 个 NRT家族成员。进化树分析表明，

NRT1家族成员 56个，NRT2家族成员 3个，NRT3家族成员 1个（图 1）。在 NRT3基因

家族中，只有 1个板栗基因（Cm06G00423），该基因被命名为 CmNRT3。对板栗、拟南

芥、水稻、苜蓿和杨树 NRT3家族成员的进化树分析表明，这些物种分别存在 1、2、2、

2和 3个 NRT3基因（附图 1），因此利用板栗研究 NRT3基因的功能可以避免同源基因功

能的冗余性。

图 1板栗 NRT基因家族系统进化树
Fig. 1 Phylogenetic tree of NRT gene family in Chinese chestnut

蛋白序列比对结果（图 2）表明，前述 5 个物种的 NRT3 中均含有 NAR2（high-

affinity nitrate transporter）保守结构域及两个跨膜结构域。在水稻中 NAR2结构域参与了

硝酸盐的信号转导 [28]；而跨膜结构域则参与硝酸盐的吸收及运输。这些结果预示了

CmNRT3可能参与板栗根系氮素利用的生物学功能。



图 2 CmNRT3与其他物种 NRT3蛋白的多序列比对
Fig. 2 Multiple sequence alignments of CmNRT3 protein with NRT3 proteins in other

species

2.2 CmNRT3在外生菌根中诱导上调

对板栗 60个 NRT家族成员进行转录组数据分析[29]，发现与对照组相比，共有 14个

基因在外生菌根中极显著上调，且上调倍数大于 2 倍（图 3）。其中 Cm06G00423

（CmNRT3）在外生菌根中高度表达，与对照组相比上调了 8倍。为研究 CmNRT3是否在

外生菌根中具有作用，qRT-PCR结果表明，与未接种的对照根相比，该基因在外生菌根

中的表达量上调了 3.13倍，因此该基因为外生菌根诱导上调的基因（图 4），可能在外生

菌根共生中发挥作用。

NM，未接种根系；ECM，外生菌根。下同。

NM represents uninoculated root; ECM represents ectomycorrhizal. The same below.

图 3板栗菌根中上调极显著的 NRT基因家族成员转录组数据分析

Fig. 3 Transcriptome data analysis of NRT gene family members in chestnut mycorrhizal
group that were significantly upregulated



图 4 CmNRT3在板栗未接种根系与外生菌根中的相对表达量
Fig. 4 Relative expression of CmNRT3 in non-inoculated roots and ectomycorrhiza of

chestnut

2.3 CmNRT3基因启动子在板栗根中的表达定位

为明确 CmNRT3基因的表达定位，构建了由 CmNRT3起始密码子上游 1.8 kb启动子

序列驱动的 GUS表达载体 CmNRT3pro::GUS，将该表达载体瞬时转化至板栗根系中。对

含有转基因根的板栗苗接种橙黄硬皮马勃菌或不接菌处理（对照组）。但与真菌互作一个

月后，所有的转基因根均未能形成外生菌根（n=6）。将对照组及真菌互作组的转基因根

GUS 染色，并利用半薄塑料切片进行观察。如图 5 所示，对照组的板栗转基因根中

（n=6），GUS信号在其表皮细胞中表达强烈，在皮层细胞中也有部分表达。真菌互作组

中未形成外生菌根的转基因根也有 GUS信号，其表达模式与对照组一致（附图 2）。

图 5 CmNRT3在未接种板栗根系中的启动子活性
Fig. 5 Promoter activity of CmNRT3 in uninoculated chestnut roots



2.4 CmNRT3基因启动子在苜蓿根中的表达定位

在未接种丛枝菌根真菌的苜蓿转基因对照根中，GUS活性在苜蓿转基因根系各个组

织中均有表达，其中表皮细胞中的表达最高（图 6-A），这与板栗中的表达模式一致，推

测不同物种中 CmNRT3 表达模式较为保守。转基因苜蓿根系接种丛枝菌根真菌后，

CmNRT3基因在表皮细胞和未形成丛枝的细胞中表达微弱，其主要表达于丛枝细胞。同时，

在形成成熟丛枝的细胞中，GUS信号最为强烈（图 6-B，红箭头指示的细胞类型），而在

衰退丛枝的细胞中 GUS信号减弱（图 6-B，黑箭头指示的细胞类型），表明 CmNRT3的表

达与丛枝菌根的发育阶段具有相关性。CmNRT3基因在成熟丛枝细胞中表达量高预示其参

与了丛枝的功能，推测该基因介导了丛枝细胞中氮信号转导或硝酸盐的运输。

A：未接种的苜蓿转基因根（NM）的 CmNRT3启动子活性；B：接种 R.irregularis的苜蓿转基因根（AM）的 CmNRT3启动

子活性。红箭头指示丛枝成熟的细胞，黑箭头指示丛枝衰退的细胞。

A: CmNRT3 promoter activity of non-inoculated M. truncatula transgenic root (NM); B: CmNRT3 promoter activity of inoculated
with AM fungus R. irregularis in M. truncatula transgenic root (NM). The red arrow indicates cell containing mature arbuscular

branches, and black arrow indicates cell with degenerated arbuscular mycorrhiza.
图 6在接种与不接种丛枝菌根真菌的苜蓿根中 CmNRT3启动子的活性

Fig. 6 CmNRT3 promoter activity in M. truncatula roots during mycorrhizal symbiosis
and non-inoculated with AM fungus

2.5 CmNRT3蛋白亚细胞定位

为 准 确 定 位 CmNRT3 所 编 码 的 蛋 白 发 挥 功 能 的 确 切 位 置 ， 构 建 了

35S::CmNRT3::GFP表达载体并进行烟草叶片亚细胞定位分析。观察发现，CmNRT3-GFP

融合蛋白与 Marker质膜标记蛋白 pm-rb CD3-1008共定位（图 7），说明 CmNRT3蛋白定

位在细胞膜上，是膜转运蛋白，与其具有两个跨膜结构域一致（图 2）。



图 7 CmNRT3 在烟草叶片中的亚细胞定位
Fig. 7 The subcellular localization of CmNRT3 in tobacco leaves

为进一步探究 CmNRT3在菌根共生中的功能，利用苜蓿丛枝菌根体系研究 CmNRT3

在苜蓿丛枝中的亚细胞定位。首先利用 CmNRT3起始密码子上游 1.8 kb的启动子构建了

CmNRT3pro::CmNRT3::GFP融合表达载体，瞬时转化获得苜蓿转基因根后，接种丛枝菌

根真菌异形根孢囊霉或不进行接种（对照组），4周后利用激光扫描共聚焦显微镜对 GFP

信号进行定位观察。在对照根中，CmNRT3蛋白定位于细胞膜上（图 8），与烟草中的观

察结果一致；在苜蓿的丛枝菌根中观察到菌丝分支及丛枝主干被 GFP包围，该部位类似

于丛枝围膜，推测 CmNRT3蛋白定位于丛枝围膜上（图 8）。

图 8 CmNRT3 在苜蓿接种与不接种丛枝菌根真菌根系中的亚细胞定位
Fig. 8 Subcellular localization of CmNRT3 in the M. truncatula roots inoculated and non-

inoculated arbuscular mycorrhizal fungi

2.6 酵母功能互补

为了研究 CmNRT3是否具有硝酸盐转运功能，构建了 CmNRT3-pDR-F1-GW酵母表



达载体以开展同源互补实验，分别将上述载体与空载分别转化酵母突变体。在 Leu缺陷

培养基中，CmNRT3基因及空载转化的缺陷型酵母突变体均不能正常生长（图 9-A）。向

酵母培养基中添加 Leu后，恢复了缺陷型酵母体内的氨基酸合成途径，缺陷型酵母及转

基因酵母生长状况良好（图 9-B）。由此可以推断，CmNRT3基因编码的蛋白不具有硝酸

盐吸收或转运的能力。

图 9 CmNRT3 在酵母突变体△ynt-Leu-中的功能验证
Fig. 9 Functional verification of CmNRT3 in yeast mutant △ynt-Leu-

3 讨 论

目前由于板栗转基因效率低及转基因根系共生难等原因，难以获得板栗转基因外生

菌根。与板栗不同，其亲缘支中豆目豆科的苜蓿转基因效率高，常用来作为研究丛枝菌根

共生机制的模式材料，且有研究表明，外生菌根与丛枝菌根的进化共生机制具有一定的相

似性和保守性[30-31]。因此笔者利用菌根模式材料苜蓿来研究 CmNRT3基因的表达模式，

从而推测其相关功能。

CmNRT3受外生菌根信号响应上调表达，推测可能介导了板栗外生菌根的硝酸盐途径。

试验结果表明，CmNRT3pro::GUS表达载体分别转化苜蓿和板栗后，在未接种转基因根系

中，两者均表现出在根表皮组织中表达信号强烈，而在皮层组织中表达相对较弱的现象，

推测 NRT3在板栗与苜蓿的空间表达模式上具有高度的进化保守性。当苜蓿与丛枝菌根真

菌共生后，发现 GUS信号在含有成熟丛枝的皮层细胞中表达强烈，而在含有衰退丛枝的

细胞中表达较弱，这与水稻 OsNPF4.5的表达模式基本一致 [18]。此外，前人报道大豆

GmAMT4.1[6]、高粱 SbAMT3.1[32]均在丛枝中特异表达，且定位于丛枝周膜中，负责将

NH4+从丛枝交换界面运输到宿主植物中，证明了这些基因在丛枝菌根促氮吸收中起着关

键作用。笔者通过构建 CmNRT3pro::CmNRT3::GFP表达载体并转化苜蓿，发现 CmNRT3

蛋白定位于苜蓿丛枝菌根的丛枝上。基于 CmNRT3在外生菌根中显著上调表达，且丛枝

菌根与外生菌根具有一定的进化保守性，猜测 CmNRT3基因在外生菌根共生途径中具有

重要功能。

CmNRT3可能作为氮信号分子参与外生菌根途径中的硝酸盐运输。在拟南芥中，酵



母双杂和拟南芥原生质体实验表明，所有 NRT2（除 AtNRT2.7外）基因均与 AtNAR2.1

（AtNRT3.1）基因相互作用[33]。同样地，水稻 NRT2家族成员中的 OsNRT2.1、2.2和 2.3a

也需要在 OsNAR2.1（OsNRT3.1）的协助下吸收硝酸盐[34]。此外，许多硝酸盐转运蛋白除

运输硝酸盐外，还常常充当硝态氮的信号分子感受器，介导相关信号的传递工作 [35]。

AtNPF6.3/AtNRT1.1突变后不再具有转运硝酸盐的能力，但仍具有传递硝酸盐信号的作用，

表明其同时具有信号分子的功能[36]。酵母功能互补结果表明，CmNRT3不能直接参与吸

收或转运硝酸盐，推测其可能以氮信号分子感受器的形式参与外生菌根硝酸盐吸收。在未

接种的对照根中表皮细胞的根毛往往是根感受氮信号以及硝酸盐吸收的主要部位，qRT-

PCR结果以及启动子分析分别证明了 CmNRT3在未接种的板栗对照根中有表达，且在表

皮细胞表达量最高。在形成菌根后，植物氮吸收途径不再局限于根毛，CmNRT3在苜蓿未

接种根系及丛枝菌根中的表达模式也发生了相应的改变。在苜蓿丛枝菌根研究中，感受磷

信号的 SPX1和 SPX3在未接种的对照根和丛枝菌根中的表达模式也发生了变化，在未接

种的对照根中均匀表达，但在形成丛枝菌根后在丛枝细胞中特异表达[37]，这与本研究的

结果是一致的。

4 结 论

笔者通过转录组数据分析及实时荧光定量 PCR验证筛选出了在外生菌根中高度表达

的硝酸盐转运蛋白基因 CmNRT3。通过组织学定位发现，板栗、苜蓿非菌根的表皮细胞中

检测到 CmNRT3启动子的 GUS信号；在苜蓿菌根中，CmNRT3仅在含丛枝的细胞中特异

性表达。亚细胞定位结果表明，CmNRT3在烟草叶片的细胞膜上具有活性，是膜转运蛋

白；在苜蓿中主要在含丛枝的细胞中表达并定位于丛枝围膜上。酵母功能互补验证表明，

转化 CmNRT3基因的缺陷型多形汉逊酵母突变体仍不能生长，说明该基因不具备运输

NO3-的能力。
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