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摘　 要:利用数据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 获得大豆胱甘肽还原酶(Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＧＲ)基因 ４ 个成员的编码序列

(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ) 序列ꎬ以大豆叶片和根中 ＲＮＡ 为模板ꎬ经 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增获得 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙ￣
ｍａ０２ｇ１６０１０ 基因ꎬ二者大小均为 １ ６３８ ｂｐꎬ基因结构相似ꎻ获得 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 基因ꎬ二者结构相

似ꎬ基因大小均为 １ ５０６ ｂｐꎮ 系统进化分析显示ꎬＧｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 和 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０
蛋白聚类于不同分支ꎬ但分别都与豇豆、尖叶菜豆和芸豆亲缘关系最近ꎮ ４ 个成员的结构域相同ꎬ均含有 ＦＡＤ / ＮＡＤ－
ｂｉｎｄｉｎｇ＿ｄｏｍ 结构域和 Ｐｙｒ＿ｎｕｃｌ－ｄｉｓ＿ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ｄｉｍｅｒ 结构域ꎮ 三级结构显示 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 构象

相似ꎬＧｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 构象相似ꎬ４ 个蛋白均以二聚体结构存在ꎬ互作蛋白完全相同ꎬ包括 ２ 个硫氧

还蛋白还原酶和 ８ 个硫氧还蛋白ꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法分析 ＧＲｓ 基因对连作逆境的响应ꎬ结果显示ꎬ在连作胁迫下ꎬ敏感

品种 ＨＦ５５ 的 ＧＲｓ 基因表达在根中启动较早(出苗后 １５ ｄ 内)ꎬ而叶片中启动较晚ꎬ出苗后 ４５ ｄ 时表达仍呈上升趋

势ꎻ对于抗性品种 ＫＸ８ꎬ根和叶片中 ＧＲｓ 基因各成员均在出苗后 １５~４５ ｄ 表达量达到最高ꎬ３０ ｄ 时根中 ＧＲｓ 基因总表

达量增加达 １９.０３ 倍ꎬ叶片中 ＧＲｓ 基因总表达量增加 ２.５０ 倍ꎮ
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　 　 植物细胞在代谢过程中会产生多种活性氧

(ＲＯＳ)如 Ｏ—
２ 、Ｈ２ Ｏ２、ＯＨ 等ꎮ 正常生长条件下ꎬ

ＲＯＳ 维持在较低水平ꎬ不会对细胞造成伤害ꎬ但当

植物处于逆境状态时ꎬＲＯＳ 含量便会增加ꎬ如不及

时清除将会导致蛋白质、核酸等生物大分子氧化受

损ꎬ严重时导致细胞死亡ꎬ引起植株衰老和枯萎ꎮ
谷胱甘肽(ＧＳＨ)是维持活性氧自由基动态平衡及

细胞正常代谢的重要分子ꎬ在植物逆境防御中具有

多重作用ꎬ如抵抗 ＲＯＳ 和甲基乙二醛对细胞的破

坏ꎬ保护膜蛋白功能ꎬ降低 ＤＮＡ 损伤几率ꎬ参与氧化

还原反应等[１－３]ꎮ 另外ꎬＧＳＨ 在应激状态下还可促

进蛋白质的 Ｓ－谷胱甘肽化修饰而调节靶蛋白功能ꎬ
具有增强植物免疫力的作用[４－６]ꎮ 大量研究显示ꎬ
在干旱、低温、盐碱、重金属等胁迫下ꎬ植物体内源

ＧＳＨ 含量及 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ(氧化型谷胱甘肽)比值增

加ꎬ一定程度上可缓解和保护细胞免受伤害[７－８]ꎮ
外源施用 ＧＳＨ 可增强水稻、小麦、番茄、大豆等多种

作物对淹水、重金属、低温、高盐等胁迫的耐受能

力[９－１５]ꎬ进一步证实了 ＧＳＨ 对于植物正常生长发育

和抗逆性的重要作用ꎮ
细胞内 ＧＳＨ 水平高低主要取决于其合成、利

用、降解过程以及 ＧＳＨ 和 ＧＳＳＧ 之间的相互转化ꎮ
谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)可在烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸(ＮＡＤＰＨ)存在下催化氧化型谷胱甘肽 ＧＳＳＧ
转变为 ＧＳＨꎬ从而保持谷胱甘肽功能分子的还原状

态ꎮ 已有不少试验证实了 ＧＲ 活性与逆境胁迫防御

之间的关系[１６－１７]ꎮ 例如ꎬＰáｌ 等[１８] 和 Ｎａｚａｒ 等[１９] 在

研究不同植物盐胁迫耐受相关物质时发现ꎬ植物暴

露于水杨酸环境会增加氮和硫的同化作用ꎬＧＳＨ 含

量增加ꎬ同时 ＧＲ 活性增高ꎬ从而增加植物光合作用

等生理过程ꎮ Ｋｏｐｒｉｖａ 等[２０] 和 Ｊｉａｎｇ 等[２１] 发现脱落

酸处理会使植物中 ＧＳＨ 水平和 ＧＲ 活性增加ꎮ ＧＲ
基因过表达增加植物耐盐性ꎬ进一步证实 ＧＲ 活性

在增强植物抵抗逆境胁迫中的重要作用[２２]ꎮ
迄今为止ꎬ植物 ＧＳＨ 的作用及 ＧＲ 基因的胁迫

应答研究主要针对某一种胁迫展开ꎬ而对于其与植

物应对“综合逆境”的关系ꎬ尤其是与连作综合逆境

(主要包括生物障碍、植物化感自毒作用、土壤理化

性状劣变与营养失衡等)的关系鲜见报道ꎬ在一定

程度上制约了对该类基因的有效利用ꎮ 本研究基于

实验室前期大豆甲基化组测序数据筛选获得连作胁

迫下发生差异甲基化的 ＧＲ 基因 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０[２３]ꎬ
进一步在大豆数据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 搜索获得 ４ 个大豆

ＧＲ 基因成员ꎬ对其进行生物信息学分析、基因扩增

及在连作胁迫下的表达ꎬ该结果可为进一步研究 ＧＲ
基因在应对连作胁迫综合逆境中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 大豆 ＧＲｓ 基因获取及生物信息学分析

利用 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ －
ｎｅｘｔ.ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ)搜索ꎬ获取大豆 ＧＲｓ 蛋白和基因序

列ꎬ根据基因定位信息确定 ＧＲｓ 基因各成员在染色

体上的具体位置ꎬ利用 ＭａｐＣｈａｒｔ ２.２ 软件ꎬ按照基因

和染色体长度的相对比例进行绘制ꎻ 在 ＮＣＢＩ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库获取同源蛋

白ꎬ然后利用 ＭＥＧＡ ４.０ 软件中的 ＣｌｕｓｔａｌＸ 进行氨

基酸序列比对分析ꎬ采用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇꎬ
ＮＪ)绘制系统进化树ꎻ基因结构分析利用在线软件

ＧＳＤＳ２.０(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｇａｏ－ｌａｂ.ｏｒｇ / )进行[２４]ꎻ结构域

预测利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒ￣
ｐｒｏ / ｓｅａｒｃｈ / )软件ꎬ进一步利用 Ｄｏｇ ２.０ 软件绘图ꎻ利
用在线软件 Ｉ －ＴＡＳＳＥＲ－ＭＴＤ( ｈｔｔｐｓ: / / ｚｈａｎｇｇｒｏｕｐ.
ｏｒｇ / Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ－ＭＴＤ / ) [２５] 进行 ＧＲｓ 蛋白三级结构

预测ꎬ获取 ３Ｄ 模型以及相关信息ꎻ蛋白质互作预测

利用 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ. ｏｒｇ)在线软件

进行ꎬ分别输入各成员的氨基酸序列ꎬ物种选择

Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ所有互作蛋白来源(Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｓｏｕｒｃｅｓ)均经过试验验证ꎬ最低得分设置为中等置信

度 ０.４０ꎮ
１.２　 供试材料

供试大豆品种为‘合丰 ５５’(ＨＦ５５ꎬ连作敏感品

种[２３])和‘抗线 ８ 号’ (ＫＸ８ꎬ耐连作品种)ꎬ由黑龙

江八一农垦大学大豆遗传育种实验室提供ꎮ 连作

土为黑龙江省安达市大豆连作一年土壤ꎬ近缘大豆

玉米轮作土壤为对照ꎮ 试验采用盆(直径 ２５ ｃｍꎬ高
２０ ｃｍ)栽方法ꎬ每盆定量装土 ２ Ｌꎬ在黑龙江八一农

垦大学盆栽场进行ꎮ 每品种分别在连作和非连作土

壤种植 ４ 盆ꎬ每盆留苗 ３ 株ꎬ分别于出苗后 １５、３０、４５

１６第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 韩　 蓓等:大豆谷胱甘肽还原酶基因的扩增及连作胁迫应答



ｄ 收取大豆根和叶片样品ꎬ液氮速冻后－８０℃保存ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取及反转录

提取 ＲＮＡ 采用 ＵＮＩＱ－１０ 柱式 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 抽

提试剂盒(Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ)进行ꎮ 去除残留基因组

ＤＮＡ 过程:在 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ＰＣＲ 管中加入总 ＲＮＡ
１ μｇꎬＤＮａｓｅ Ｉ １ μＬꎬ１０ ×Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ｗｉｔｈ ＭｇＣｌ２
１ μＬꎬＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎬ用移液器轻轻吹

打混匀ꎬ４２℃温浴 １５ ｍｉｎꎮ 反转录过程:在冰浴 Ｎｕ￣
ｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ ＰＣＲ 管中加入 Ｒａｎｄｏｍ Ｐｒｉｍｅｒ ｐ( ｄＮ) ６

(１００ ｐｍｏｌ)１ μＬꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘ(０.５ ｍｍｏｌＬ－１ ｆｉｎａｌ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ)１ μＬꎬＲｎａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １４.５ μＬꎬ
轻轻混匀后离心 ３~５ ｓꎬ在 ６５℃温浴 ５ ｍｉｎ 后ꎬ冰浴

２ ｍｉｎꎬ离心 ３ ~ ５ ｓꎻ冰浴环境下再加入 ５×ＲＴ ｂｕｆｆｅｒ
４ μＬꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＲｉｂｏＬｏｃｋ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
(２０ Ｕ) ０.５ μＬꎬＭａｘｉｍａ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ (２００
Ｕ) １ μＬꎬ轻轻混匀后离心 ３~５ ｓꎬ在 ＰＣＲ 仪上进行

反转录反应ꎮ 反应条件如下:２５℃ １０ ｍｉｎꎬ５０℃ ３０
ｍｉｎꎬ８５℃ ５ ｍｉｎꎬ反应结束后－２０℃保存ꎬ用于基因

扩增及荧光定量试验ꎮ
１.４　 基因扩增

为扩增完整的 ＧＲｓ 基因ꎬ引物均设计在目的基

因的两端ꎮ 引物序列信息如表 １ 所示ꎮ 将 ｃＤＮＡ 样

品稀释 １０ 倍作为模板ꎮ 反应总体积 １０ μＬꎬ包括

Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬꎬ引物 Ｆ(１０ μｍｏｌＬ－１)和引物

Ｒ(１０ μｍｏｌ Ｌ－１ ) 各 ０. ４ μＬꎬ模板 ｃＤＮＡ １ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ３.２ μＬꎮ ＰＣＲ 条件为 ９５℃ ３ ｍｉｎꎬ然后 ９５℃
１５ ｓ、５５℃ １５ ｓ、７２℃ ３０ｓꎬ循环 ３５ 次后 ７２℃ ５ ｍｉｎꎮ

表 １　 ＧＲｓ 基因扩增引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＧＲｓ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列 ５′→３′
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ５′→３′

扩增长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ Ｆ: ＡＴＧＧＣＧＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴＣＣＧＴＴ
Ｒ: ＴＴＡＡＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＣＡＧＴＴＴＴＴＧＣ １６３８

Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ Ｆ: ＡＴＧＧＣＧＡＣＧＴＣＧＣＴＣＴＣＴＧＴＴＴ
Ｒ: ＴＴＡＡＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴＧ １６３８

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ Ｆ: ＡＴＧＧＣＴＡＧＧＡＡＧＡＴＧＣＴＴＡＴＣＧＡＴ
Ｒ: ＴＴＡＣＡＡＡＴＴＧＧＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＡＣ １５０６

Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ Ｆ: ＡＴＧＧＣＴＡＧＧＡＡＧＡＴＧＣＴＴＡＴＣＧＡＣ
Ｒ: ＴＴＡＣＡＡＡＴＴＧＧＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧ １５０６

１.５　 荧光定量试验

由于 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 与 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 的 ＣＤＳ
序列相似性高达 ９６. ７６％ꎬＧｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 与 Ｇｌｙ￣
ｍａ０２ｇ０８１８０ 的 ＣＤＳ 序列相似性高达 ９６.７５％ꎬ不存

在各自特异性序列ꎬ无法针对单个基因设计引物进行

特异性扩增ꎮ 因此本试验测定的是 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０

与 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 表达量之和ꎬ Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 与

Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 表达量之和ꎮ 为避免两基因之间扩

增效率出现差异ꎬ引物均分别设计在两基因的序列相

同区ꎬ引物序列信息如表 ２ 所示ꎬ内参基因为肌动蛋

白基因 Ａｃｔｉｎꎮ 将 ｃＤＮＡ 样品稀释 ５ 倍作为模板ꎮ 反

应总体积 １０ μＬꎬ包括 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
５ μＬꎬ引物 Ｆ(１０ μＭ)和引物 Ｒ(１０ μＭ)各 ０.２ μＬꎬ
模板 ｃＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３.６ μＬꎮ ＰＣＲ 条件为 ９５℃
３ ｍｉｎꎬ然后 ９５℃ １５ ｓ、６０℃ ３０ ｓ 循环 ４５ 次ꎮ 相对表

达量以 ２－ΔΔＣｔ 的值[２６] 表示ꎬ其中 ΔＣｔ ＝ (Ｃｔ测定基因 －
Ｃｔ内参基因) ꎬΔΔＣｔ ＝ (ΔＣｔ连作胁迫 －ΔＣｔ非连作胁迫)ꎬＣｔ 为反

应管内的荧光信号到达设定域值时所经历的循环数ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大豆 ＧＲｓ 基因结构及染色体定位

在大豆 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库中搜索ꎬ确定谷胱甘

肽还原酶成员 ４ 个ꎬ信息如表 ３ 所示ꎮ 基因名称分

别 表 示 为 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０、 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０、 Ｇｌｙ￣
ｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ꎬ分别位于 １０ 号、２ 号、
１６ 号和 ２ 号染色体ꎬ在染色体上的相对位置如图

１Ａ(见 ６４ 页)所示ꎮ 基因结构和氨基酸多序列比对

如图 １Ｂ、Ｃ(见 ６４ 页)所示ꎬＧｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 基因和

Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 基因均含有 １０ 个外显子ꎬ９ 个内含

子ꎬ且内含子较小ꎬ编码序列(ＣＤＳ)相似性为 ９６.
７６％ꎬ蛋白质氨基酸序列的相似性为９７.４３％ꎻＧｌｙ￣
ｍａ１６ｇ２７２１０ 基因和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 基因均含有 １６
个外显子ꎬ１５ 个内含子ꎬ且内含子很大ꎬＣＤＳ 相似性

为 ９６.７５％ꎬ蛋白质氨基酸序列的相似性为 ９６.６１％ꎮ
４ 个 ＧＲｓ 蛋白氨基酸序列相似性为 ７３.３７％ꎬ均具有

保守的吡啶核苷酸二硫化物氧化还原酶活性位点

(图 １Ｃ)ꎮ
２.２　 大豆 ＧＲｓ 蛋白系统进化分析

以单子叶植物玉米和水稻为外群构建系统进

化树ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 大豆的 ４ 个 ＧＲｓ 蛋白成员中ꎬ
Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 聚为一类ꎬ Ｇｌｙ￣
ｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 聚为一类ꎬ分别与其

他植物 ＧＲｓ 蛋白不同成员聚类为两个分支ꎮ 两个

分支中的大豆 ＧＲｓ 蛋白均与豇豆、尖叶菜豆和芸豆

亲缘关系最近ꎮ Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 与

豇豆、尖叶菜豆和芸豆的序列相似性达 ９４. １５％ꎬ
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 与豇豆、尖叶菜豆

和芸豆的序列相似性达 ９５.１８％ꎮ 以上结果表明所

列物种 ＧＲｓ 蛋白成员在单、双子叶植物中均进化为

两个分支存在ꎬ其序列在豇豆、尖叶菜豆和芸豆等

豆科作物中高度保守ꎮ

２６ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４２ 卷



表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列 ５′→３′
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ５′→３′

扩增长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ Ｆ: ＴＡＴＴＴＴＧＡＡＣＡＡＴＧＣＴＧＧＧＧＴＣＡ
Ｒ: ＡＡＴＣＡＡＧＧＧＣＡＧＣＡＴＣＴＧＡＡＴＣＴＡ １８５

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ Ｆ: ＡＡＣＧＴＧＴＧＴＴＡＴＴＣＧＴＧＧＴＴＧＴＧ
Ｒ: ＡＴＣＣＧＣＴＴＧＴＡＡＡＧＴＣＣＡＴＴＴＡＡＴＣ １８６

Ａｃｔｉｎ Ｆ: ＧＧＴＧＧＴＴＣＴＡＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣ
Ｒ: ＣＴＴＴＣＧＣＴＴＣＡＡＴＡＡＣＣＣＴＡ １３９

表 ３　 大豆 ＧＲｓ 蛋白成员信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｍｂｅｒ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

ＮＣＢＩ 检索号
ＮＣＢＩ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 基因别名
Ｇｅｎｅ ａｌｉａｓ ｉｎ ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

氨基酸数目
ＡＡ ｎｕｍｂｅｒ

ＸＰ＿００３５３６８３７.１ Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ Ｃｈｒ１０:２８０７２３４..２８１２７２３ｒｅｖｅｒｓｅ ５４５
ＮＰ＿００１２３８００６.２ Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ Ｃｈｒ０２:１４６４５３５９..１４６５０９７５ ｆｏｒｗａｒｄ ５４５
ＸＰ＿００６５９９４４４.１ Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ Ｃｈｒ１６:３１５９１５７０..３１６０６１６７ ｒｅｖｅｒｓｅ ５０１
ＸＰ＿００３５１８３１８.１ Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ Ｃｈｒ０２:６４７３４０２..６４８８５５０ ｒｅｖｅｒｓｅ ５０１

图 ２　 大豆 ＧＲｓ 蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＲｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２.３　 大豆 ＧＲｓ 蛋白的结构域及三级结构分析

如图 ３ 所示ꎬ大豆 ＧＲｓ 蛋白 ４ 个成员的结构域

相同ꎬ均含有 ＦＡＤ / ＮＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇ＿ｄｏｍ 结构域和 Ｐｙｒ
＿ｎｕｃｌ－ｄｉｓ＿ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ｄｉｍｅｒ 结构域ꎮ 其中 ＦＡＤ / ＮＡＤ
－ｂｉｎｄｉｎｇ＿ｄｏｍ 结构域为 ＦＡＤ 和 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 的结合

域ꎬ与催化功能有关ꎻＰｙｒ＿ｎｕｃｌ－ｄｉｓ＿ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ｄｉｍｅｒ
为二聚化结构域ꎬ可使蛋白质聚合成二聚体ꎮ 进一

步利用 Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ－ＭＴＤ 预测三级结构ꎬ结果如表 ４

所示ꎬ４ 个 ＧＲｓ 成员的模板建模分数值均大于 ０.５ꎬ
表明预测模型具有正确的拓扑结构ꎻ４ 个蛋白均主

要以 α － 螺旋、 β － 折 叠 和 无 规 卷 曲 构 成ꎬ Ｇｌｙ￣
ｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 三级结构非常相似ꎬ
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 三级结构非常相

似ꎬＦＡＤ / ＮＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇ＿ｄｏｍ 结构域和 Ｐｙｒ＿ｎｕｃｌ－ｄｉｓ＿
ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ｄｉｍｅｒ 结构域在空间上均形成独立的折叠

区ꎬ各自发挥功能ꎮ
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　 　 注:Ｃ 图红色框内为保守的吡啶核苷酸二硫化物氧化还原酶活性位点ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｒｅｄ ｂｏｘ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ｃ ｓｈｏｗｉｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｄｉｓｕｌｐｈｉｄｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ.

图 １　 大豆 ＧＲｓ 基因染色体定位、ＧＲｓ 基因结构及 ＧＲｓ 蛋白序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧＲｓ ｇｅｎｅｓꎬ ＧＲｓ ｇｅｎｅｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧＲｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ３　 大豆 ＧＲｓ 的功能结构域示意图

Ｆｉｇ.３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＧＲｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２.４　 大豆 ＧＲｓ 蛋白的互作蛋白分析

如图 ４ 所示ꎬ大豆 ４ 个 ＧＲｓ 蛋白的互作蛋白完

全相同ꎬ共有 １０ 个ꎬ其中 ２ 个(Ｇｌｙｍａ０２ｇ３３０７０.１ 和

Ｇｌｙｍａ１０ｇ１３１９０.１)注释为硫氧还蛋白还原酶(Ｔｈｉ￣
ｏｒｅｄｏｘｉｎ ＲｅｄｕｃｔａｓｅꎬＴｒｘＲ)ꎬ与所预测蛋白的互作得

分均为 ０.６７１ꎬ二者之间也有互作ꎬ得分为 ０.６８２ꎮ 其

他互作蛋白得分均为 ０.５５８ꎬ通过数据库 ＳｏｙＫＢ(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｏｙｋｂ.ｏｒｇ)搜索显示均为硫氧还蛋白(Ｔｈｉｏｒｅ￣
ｄｏｘｉｎꎬＴｒｘ)ꎮ
２.５　 大豆 ＧＲｓ 基因扩增

以大豆叶片和根组织的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用

ＤＮＡ 聚合酶分别进行 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０(１ ６３８ ｂｐ)、
Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ ( １ ６３８ ｂｐ)、 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ ( １５０６
ｂｐ)和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０(１ ５０６ ｂｐ)基因扩增ꎮ 电泳结

果如图 ５ 所示ꎬ均与预期大小一致ꎬ表明基因扩增

成功ꎮ
２.６　 大豆 ＧＲｓ 基因对连作胁迫的响应

本研究通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法检测 ＧＲｓ 基因在敏

感品种 ＨＦ５５ 和抗性品种 ＫＸ８ 的叶片及根组织中的

相对表达量ꎬ内参基因为 Ａｃｔｉｎꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ连
作胁迫下 ＧＲｓ 基因 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０
和 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 在两品种的叶片

和根组织中均显示一致的变化趋势ꎮ 对于敏感品

种 ＨＦ５５ꎬＧＲｓ 基因在根中的表达量在出苗后 １５ ｄ 时

开始下降ꎬ而在叶片中出苗后 ４５ ｄ 时表达仍呈现上
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表 ４　 大豆 ＧＲｓ 蛋白三级结构及相关信息
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

蛋白质名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

模板建模分数
ｅＴＭ－ｓｃｏｒｅ

均方根偏差
ｅＲＭＳＤ(Å)

Ｐ 值[２７]

Ｐ ｖａｌｕｅ
三级结构

３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ ０.６８±０.１２ ８.２±４.４ ０.７５

Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ ０.６４±０.１３ ８.９±４.６ ０.５６

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ ０.７５±０.１１ ６.８±４.０ ０.４８

Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ ０.７９±０.０９ ６.１±３.８ ０.５

图 ４　 大豆 ＧＲｓ 互作蛋白分析
Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧＲｓ

升趋势ꎬ此时 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 表达

量升高 ６.９３ 倍ꎬＧｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 表

达量升高 ２.４９ 倍ꎬ二者之间具有显著性差异ꎮ 对于

抗性品种 ＫＸ８ꎬ根和叶片中 ＧＲｓ 基因均在出苗后 ３０
ｄ 表达量最高ꎬ根中 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０
表达量升高 １２.５８ 倍ꎬＧｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０
表达量升高 ６.４５ 倍ꎬ二者之间具有显著性差异ꎬ而叶

　 　 注:Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１、２:Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 叶片、根ꎻ３、
４:Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 叶片、根ꎻ５、６:Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 叶片、根ꎻ７、８:
Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 叶片、根ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １ / ２: Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ ｌｅａｆ / ｒｏｏｔꎻ ３ / ４:
Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ ｌｅａｆ / ｒｏｏｔꎻ ５ / ６: Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ ｌｅａｆ / ｒｏｏｔꎻ ７ / ８:
Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ ｌｅａｆ / ｒｏｏｔ.

图 ５　 大豆 ＧＲｓ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

片中表达量相对较低ꎬ仅分别升高 １.４０ 倍和 １.１４
倍ꎻ另外在 ３０ ｄ 和 ４５ ｄ 时ꎬ根中 ＧＲｓ 基因总表达量

分别增加 １９.０３ 倍和 ８.７４ 倍ꎬ分别是叶片中 ＧＲｓ 基
因总表达量的 ７.６１ 倍和 ８.４９ 倍ꎬ差异均达显著水

平ꎮ 两品种之间进行比较ꎬ抗性品种 ＫＸ８ 根中 ＧＲｓ
基因最高总表达量(３０ ｄꎬ１９.０３ 倍)是 ＨＦ５５ 根中(１５
ｄꎬ２.８２ 倍)的 ６.７５ 倍ꎮ 以上结果表明抗性品种的 ＧＲｓ
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图 ６　 连作胁迫对不同品种大豆 ＧＲｓ 基因表达的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

基因在根系中表达量明显高于敏感品种ꎬ且 Ｇｌｙ￣
ｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 表达占优势ꎬ根组织中

ＧＲｓ 蛋白高水平对促进大豆抗(耐)连作可能具有

更积极作用ꎮ

３　 讨　 论

作物出苗、生长发育到成熟、衰老过程总会受

到多种环境胁迫影响ꎬ成为作物产量的主要限制因

素ꎮ 环境胁迫会诱导细胞中 ＲＯＳ 过度产生和累积ꎬ
引起蛋白质、核酸和脂类等大分子物质氧化ꎬ导致

细胞损伤ꎮ 植物在不断进化过程中产生了可以清

除 ＲＯＳ 的抗氧化物质及抗氧化酶ꎬ使自身能够更好

地适应胁迫环境[２８]ꎮ ＧＲ 和 ＧＳＨ 是抗坏血酸谷胱

甘肽(ＡｓＡ－ＧＳＨ)途径的重要组分ꎬ其对细胞清除

ＲＯＳ、维持生物分子还原态具有重要作用[１ꎬ８]ꎮ 对玉

米、小麦、水稻、黄瓜、番茄等多种作物的研究均显

示 ＧＲｓ 基因在不同类型胁迫下表达水平提高[１７ꎬ２９]ꎮ
而且拟南芥、烟草的转基因试验也表明 ＧＲｓ 基因增

加了植物对氧化胁迫的抗性[２２ꎬ３０－３１]ꎬ证明 ＧＲｓ 酶活

性与植物逆境防御密切相关ꎮ
本研究在大豆数据库中直接搜索确定 ４ 个

ＧＲｓꎬ将其基因及蛋白序列进行比较分析显示ꎬＧｌｙ￣
ｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 基因结构相似ꎬ在进

化树中同处于一个分支ꎬ Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙ￣
ｍａ０２ｇ０８１８０ 基因结构相似ꎬ在进化树中同处于另一

个分支ꎮ 大豆 ４ 个 ＧＲｓ 成员的结构域相同ꎬ均含有

ＦＡＤ / ＮＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇ ＿ｄｏｍ 结构域和 Ｐｙｒ ＿ｎｕｃｌ － ｄｉｓ ＿
ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ ｄｉｍｅｒ 结构域ꎮ ＦＡＤ / ＮＡＤ － ｂｉｎｄｉｎｇ ＿ ｄｏｍ

结构域为 ＦＡＤ 和 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 的结合域ꎬ发挥催化活

性[３２]ꎻＰｙｒ＿ｎｕｃｌ－ｄｉｓ＿ＯｘＲｄｔａｓｅ＿ｄｉｍｅｒ 为二聚化结构

域ꎬ使 ＧＲ 蛋白聚合形成二聚体[３３－３４]ꎮ 三级结构预

测结果证实了 ４ 个蛋白均以二聚体结构存在ꎬＧｌｙ￣
ｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 构 象 相 似ꎬ Ｇｌｙ￣
ｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ 构象相似ꎬ但 ４ 个成

员的活性位点是相同的(图 １Ｃ)ꎬ均属于吡啶核苷

酸二硫化物氧化还原酶ꎬ这与 Ｔｒｉｖｅｄｉ 等[２９] 报道的

拟南芥和水稻的 ＧＲｓ 结构相同ꎮ 大豆中 ４ 个 ＧＲｓ
成员的互作蛋白完全相同ꎬ包括 ２ 个硫氧还蛋白还

原酶(ＴｒｘＲ)和 ８ 个硫氧还蛋白(Ｔｒｘ)ꎮ ＴｒｘＲ 与 ＧＲ
活性相似ꎬ其可催化 Ｔｒｘ 保持还原态ꎬ进而通过调节

多种酶或蛋白的巯基氧化还原状态参与 Ｈ２Ｏ２清除、
ＤＮＡ 合成、基因转录及信号转导等过程[３５－３６]ꎮ 互作

蛋白的预测结果表明大豆中 ＧＲｓ 发挥作用时会与

Ｔｒｘ 及 ＴｒｘＲ 相互协调ꎬ共同参与体内多种代谢过程ꎮ
４ 个 ＧＲｓ 成员的互作蛋白完全相同表明他们在

细胞内发挥完全相同的作用ꎬ因此他们在细胞内总

表达量的变化对于植物细胞内抗氧化物质 ＧＳＨ 含

量或 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值具有重要指示意义ꎮ 本研究

分析连作胁迫下不同抗性品种叶片和根组织中 ＧＲｓ
基因总表达量ꎬ与内参基因 Ａｃｔｉｎ 相比ꎬ抗性品种

ＫＸ８ 根中 ４ 个 ＧＲｓ 基因总表达量显著高于叶片中ꎬ也
显著高于敏感品种 ＨＦ５５ꎬ可能因为 ＫＸ８ 根系细胞在

连作胁迫下ꎬ能够通过大量表达 ＧＲｓ 酶而维持 ＧＳＨ
的还原态ꎬ从而快速及时清除产生的 ＲＯＳꎬ保护细胞

免受损伤ꎬ这可能也是该品种耐受连作综合逆境的原

因之一ꎮ 然而本研究中由于取样时间设置在出苗后
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１５~４５ ｄꎬ无法确定几个基因在敏感品种 ＨＦ５５ 的叶

片和根组织中的最大表达量及时间ꎬ但可以确定的是

ＧＲｓ 基因在根中表达启动较早ꎬ在出苗 １５ ｄ 前表达最

高ꎬ而在叶片中启动较晚ꎬ出苗后 ４５ ｄ 时表达仍呈现

上升趋势ꎮ 本研究结果可为进一步研究 ＧＲｓ 基因参

与连作胁迫应答机制提供参考ꎮ

４　 结　 论

大豆 ＧＲｓ 的 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０
基因结构及蛋白质结构相同ꎬ具有相同的进化来

源ꎬＧｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ 和 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ 基因结构及

蛋白质结构相同ꎬ具有相同的进化来源ꎮ ４ 个成员

的结构域和互作蛋白均完全相同ꎬ表明它们在细胞

内发挥的作用相同ꎮ ＧＲｓ 基因在抗性品种表达量高

于敏感品种ꎬ且在根组织中表达量高于叶片ꎬ表明

大豆根中高 ＧＲｓ 活性可能是大豆抗(耐)连作的原

因之一ꎮ

参 考 文 献:
[１]　 ＨＡＳＡＮＵＺＺＡＭＡＮ Ｍꎬ ＢＨＵＹＡＮ Ｍ Ｈ Ｍ Ｂꎬ ＡＮＥＥ Ｔ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕ￣

ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｃｏｒｂａｔｅ￣ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ
ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ]. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓꎬ ２０１９ꎬ ８(９): ３８４.

[２]　 ＺＥＣＨＭＡＮＮ Ｂ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｄｅ￣
ｆｅｎｓｅ ｄｕｒｉｎｇ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０２０ꎬ ９(９): １０６７.

[３] 　 ＢＡＮＥＲＪＥＥ Ａꎬ ＲＯＹＣＨＯＵＤＨＵＲＹ Ａ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ[Ｍ] / / ＨＡＳＡＮＵＺＺＡＭＡＮ Ｍꎬ ＦＯＴＯＰＯＵＬＯＳ
Ｖꎬ ＮＡＨＡＲ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎꎬ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｓｕｌｆｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ
ｐｌａｎｔｓ: ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ.
Ｈｏｂｏｋｅｎ: Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ Ｌｔｄꎬ ２０１９: １５９￣１７２.

[４]　 ＬＵ Ｃ Ｃꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｋꎬ ＹＵＥ Ｙ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｎｄ ｎｅｏｄｉｏｓｍｉｎ
ｆｅｅｄｂａｃｋ ｓｕｓｔａｉｎ ｐｌａｎｔ ｉｍｍｕｎｉｔｙ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ
２０２３ꎬ ７４(３): ９７６￣９９０.

[５]　 ＤＯＲＩＯＮ Ｓꎬ ＯＵＥＬＬＥＴ Ｊ Ｃꎬ ＲＩＶＯＡＬ Ｊ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ
ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ: ｂｅｙｏｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ].
Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎬ ２０２１ꎬ １１(９): ６４１.

[６]　 ＫＡＬＩＮＩＮＡ Ｅꎬ ＮＯＶＩＣＨＫＯＶＡ Ｍ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｄｏｘ ｍｏｄｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓ￣ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ
２０２１ꎬ ２６(２): ４３５.

[７]　 ＨＡＳＡＮＵＺＺＡＭＡＮ Ｍꎬ ＮＡＨＡＲ Ｋꎬ ＡＮＥＥ Ｔ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ
ｐｌａｎｔｓ: ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌ￣
ｅｒａｎｃｅ[Ｊ]. Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０１７ꎬ ２３(２):
２４９￣２６８.

[８]　 ＧＩＬＬ Ｓ Ｓꎬ ＡＮＪＵＭ Ｎ Ａꎬ ＨＡＳＡＮＵＺＺＡＭＡＮ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｎｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ: ａ ｂｏｏｎ ｉｎ ｄｉｓｇｕｉｓｅ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ
ｄｅｆｅｎｓｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１３ꎬ ７０:
２０４￣２１２.

[９]　 ＳＩＤＤＩＱＵＩ Ｍ Ｎꎬ ＭＯＳＴＯＦＡ Ｍ Ｇꎬ ＲＡＨＭＡＮ Ｍ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｉｃｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｓｕｂｍｅｒｇｅｎｃｅ: ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｉｔｓ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３２５:
１０９￣１１８.

[１０]　 ＣＡＩ Ｙꎬ ＣＡＯ Ｆ Ｂꎬ ＣＨＥＮＧ Ｗ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｌｕ￣
ｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｐｈｙｔｏｃｈｅｌａｔｉｎｓ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｄ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｄｉｆｆｅｒｉｎｇ ｉｎ Ｃｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ [ Ｊ ].

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｔｒａｃｅ Ｅｌｅｍｅｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１１ꎬ １４３(２): １１５９￣１１７３.
[１１]　 ＺＨＯＵ Ｙꎬ ＷＥＮ Ｚ Ｌꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｌ￣

ｌｅｖｉａｔｅｓ ｓａｌｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｒｅｄｏｘ ｓｔａｔｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ].
Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅꎬ ２０１７ꎬ ２２０: ９０￣１０１.

[１２]　 ＡＫＲＡＭ Ｓꎬ ＳＩＤＤＩＱＵＩ Ｍ Ｎꎬ ＨＵＳＳＡＩＮ Ｂ Ｍ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ [Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.)
ｍｅｒｒｉｌｌ] ａｔ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔａｇｅ [ Ｊ ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ３６(４): ８７７￣８８８.

[１３]　 ＬＩ Ｇ Ｚꎬ ＣＨＥＮ Ｓ Ｊꎬ ＬＩ Ｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ｃａｄｍｉｕｍ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｂｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｌｏ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ[Ｊ]. Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ １０７(２): ３２０￣３２６.

[１４]　 ＷＥＮ Ｋꎬ ＬＩ Ｘ Ｇꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｌｕｔａ￣
ｔｈｉｏｎｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｉｔｓ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ
ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ.)[Ｊ]. Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓａｆｅ￣
ｔｙꎬ ２０２２ꎬ ２３４: １１３４０５.

[１５]　 ＧＵＬ Ｎꎬ ＡＨＭＡＤ Ｐꎬ ＷＡＮＩ Ｔ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｐｕｓａ ｓｈｅｅｔａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｏｆ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐ￣
ｅｒｓｉｃｕｍ[Ｊ]. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２２ꎬ １２(１): １２５４８.

[１６]　 ＨＡＲＳＨＡＶＡＲＤＨＡＮ Ｖꎬ ＷＵＺ Ｍꎬ ＨＯＮＧ Ｃ Ｙ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｍ] / / ＨＯＳＳＡＩＮ Ｍ Ａꎬ ＭＯＳＴＯ￣
ＦＡ Ｍ Ｇꎬ ＤＩＡＺ￣ＶＩＶＡＮＣＯＳ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ. Ｃｈａｍ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２０１７: ２６５￣２８６.

[１７]　 ＭＡＤＨＵꎬ ＫＡＵＲ Ａꎬ ＴＹＡＧＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅ￣
ｄｕｃｔａｓｅ ｆｏｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｂｒｅａｄ ｗｈｅａｔ (Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ
Ｌ.)[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２２ꎬ ４１(３): ６３９￣６４５.

[１８]　 ＰÁＬ Ｍꎬ ＫＯＶÁＣＳ Ｖꎬ ＳＺＡＬＡＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙ ａｎｄ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０１４ꎬ ２００(１): １￣１１.

[１９]　 ＮＡＺＡＲ Ｒꎬ ＩＱＢＡＬ Ｎꎬ ＳＹＥＥＤ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ
ｓｕｌｆｕｒ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｗｏ
ｍｕｎｇｂｅａｎ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １６８(８):
８０７￣８１５.

[２０]　 ＫＯＰＲＩＶＡ Ｓ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｂｅ￣
ｙｏｎｄ[Ｊ]. Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２００６ꎬ ９７(４): ４７９￣４９５.

[２１]　 ＪＩＡＮＧ Ｍꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄｅｆｅｎｃｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ
ｏｆ ｍａｉｚｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ ４２(１１):
１２６５￣１２７３.

[２２]　 ＺＨＡＩ Ｊ Ｌꎬ ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｌꎬ ＺＥＮＧ Ｓ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ (ＳｌＧＲ) ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｓａｌｔ ｔｏｌ￣
ｅｒａｎｃｅ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０２３ꎬ １９６: ４９７￣５０６.

[２３]　 ＬＩＡＮＧ Ｘ Ｌꎬ ＨＯＵ Ｘꎬ ＬＩ Ｊ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｏｍｅ
ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ]. ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１９ꎬ １９(１): ７９.

[２４] 　 ＨＵ Ｂꎬ ＪＩＮ Ｊ Ｐꎬ ＧＵＯ Ａ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＳＤＳ ２.０: ａｎ ｕｐｇｒａｄｅｄ ｇｅｎｅ
ｆｅａｔｕｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｅｒｖｅｒ [ Ｊ] . Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０１５ꎬ ３１ ( ８):
１２９６￣１２９７.

[２５]　 ＹＡＮＧ Ｊ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙ. Ｉ￣ＴＡＳＳＥＲ ｓｅｒｖｅｒ: ｎｅｗ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ[Ｊ]. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２０１５ꎬ ４３(Ｗ１): Ｗ１７４￣Ｗ１８１.

(下转第 ９７ 页)

７６第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 韩　 蓓等:大豆谷胱甘肽还原酶基因的扩增及连作胁迫应答


