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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
关键词:大豆ꎻ谷胱甘肽还原酶ꎻ连作逆境ꎻ基因扩增ꎻ基因表达

中图分类号:Ｓ５６１.１ꎻ Ｓ３４４.４ꎻ Ｑ７８６　 　 文献标志码:Ａ

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

ＨＡＮ Ｂｅｉ１ꎬ ＬＩ Ｃｈｅｎ２ꎬ ＰＡＮＧ Ｙｕａｎｙｕａｎ１ꎬ ＦＡＮＧ Ｓｈｕｍｅｉ１ꎬ ＬＩＡＮＧ Ｘｉｌｏｎｇ２

(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｄａｑｉｎｇꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ １６３３１９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｄａｑｉｎｇꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ １６３３１９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｅ ＣＤＳ ｏｆ ｆｏｕｒ ＧＲ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｄａｔａｂａｓｅ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. Ｔｈｅ ＧＲ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ａｎｄ ｒｏｏｔ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ ａｎｄ Ｇｌｙ￣
ｍａ０２ｇ１６０１０ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ １ ６３８ ｂｐꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ ａｎｄ
Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｗｉｔｈ １ ５０６ ｂｐ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ ａｎｄ
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ / Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｃｈｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｖｉｇｎａ ｕｎ￣
ｇｕｉｃｕｌａｔａꎬ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ａｃｕｔｉｆｏｌｉｕｓ ａｎｄ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ＧＲｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｗｉｔｈ ＦＡＤ /
ＮＡＤ ｂｉｎｄｉｎｇ＿ ｄｏｍ ａｎｄ Ｐｙｒ＿ Ｎｕｃｌ ｄｉｓ＿ ＯｘＲｄｃａｓｅ＿ Ｄｉｍｅｒ. Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２７２１０ ａｎｄ Ｇｌｙｍａ０２ｇ０８１８０ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｇｌｙｍａ１０ｇ０３７４０ ａｎｄ Ｇｌｙｍａ０２ｇ１６０１０ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｍｉ￣
ｌａｒｉｔｙ ａｓ ｗｅｌｌ. Ａｌｌ ｆｏｕｒ ＧＲｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｈｏｍｏｄｉｍｅｒｓꎬ ｗｉｔｈ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｗｏ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｒｅ￣
ｄｕｃｔａｓｅｓ ａｎｄ ｅｉｇｈｔ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｓ. Ｔｈｅ ＲＴ－ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＧＲｓ ｔｏ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐ￣
ｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ＧＲｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｖａｒｉｅｔｙ ＨＦ５５
ｗａｓ ｉｎｉｔｉａｔｅｄ ｅａｒｌｉｅｒ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｗｉｔｈｉｎ １５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｌａｔｅｒ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｉｌｌ

收稿日期:２０２３￣０９￣２３　 　 　 　 　 修回日期:２０２４￣０２￣２６
基金项目:国家级大学生创新创业训练计划项目(２０１９１０２２３０１２)ꎻ国家自然科学基金项目(３１２０１１６３)
作者简介:韩蓓(１９９８－)ꎬ女ꎬ内蒙古呼伦贝尔人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为植物逆境与化学调控ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:６３４７１１７３７＠ ｑｑ.ｃｏｍ
通信作者:方淑梅( １９７７－)ꎬ女ꎬ黑龙江密山人ꎬ副教授ꎬ主要从事植物抗逆调控及基因功能研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｆａｎｇｓｈｕｍｅｉ５２０＠ １２６.ｃｏｍ

梁喜龙( １９７６－)ꎬ男ꎬ黑龙江安达人ꎬ教授ꎬ主要从事植物化学调控与抗逆研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｘｉｌｏｎｇｌｉａｎｇ＠ １２６.ｃｏｍ



ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｕｐｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ ａｔ ４５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ. Ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｖａｒｉｅｔｙ ＫＸ８ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ
ｌｅａｖｅｓ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅｉｒ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １５ ｄａｙｓ ａｎｄ ４５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ. Ａｔ ３０ ｄａｙｓꎬ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＧＲｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １９.０３ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ２.５０ ｔｉｍｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎻ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ

　 　 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
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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 ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－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 μｍｏｌ􀅰Ｌ－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
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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
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