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大豆转录因子 ＧｍＭＹＢ４６ 调控
植物耐旱性的功能研究

张　 斌
(湖南科技学院湖南省银杏工程技术研究中心ꎬ湖南 永州 ４２５１９９)

摘　 要:为解析大豆转录因子 ＭＹＢ 家族成员 ＧｍＭＹＢ４６ 基因在干旱胁迫应答中的调节机制ꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ
检测其在 ＰＥＧ 模拟干旱处理的大豆中的表达水平ꎮ 克隆 ＧｍＭＹＢ４６ 基因编码序列构建过表达载体ꎬ利用农杆菌介导

转化野生型拟南芥ꎬ在正常培养和干旱处理条件下观察转基因和野生型(ＷＴ)拟南芥植株的生长情况ꎬ测定叶片电

导率、可溶性糖和脯氨酸含量以及抗氧化酶活性ꎬ观察对比叶片气孔开度ꎮ 结果表明:ＧｍＭＹＢ４６ 受干旱胁迫诱导在

根和叶中的表达量显著上调ꎬ最高达 ８.９ 倍和 １６.３ 倍ꎮ 成功获得 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达的拟南芥植株 ＯＥꎬ在培养基

和营养土培养模式下 ＯＥ 植株耐旱性均明显增强ꎬ其长势优于 ＷＴ 植株ꎮ 干旱处理后ꎬＯＥ 植株电导率较 ＷＴ 降低

４６.１％ꎻ可溶性糖和脯氨酸含量均显著高于 ＷＴ 植株ꎬ分别增加 ５４.９％和 ２２５.０％ꎻ超氧化物歧化酶、过氧化物酶和过

氧化氢酶活性也明显上升ꎬ在根中分别增加 ８.８％、１４.６％和 ４７.０％ꎬ叶中则分别增加 １１.２％、６９.２％和 ２１.２％ꎮ 说明大

豆 ＧｍＭＹＢ４６ 基因可能与细胞渗透调节、抗氧化酶活性以及气孔开度等生理过程的调节相关ꎮ
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　 　 植物在自然生长过程中会受到多种不利因素

的影响ꎬ如病虫害、干旱、盐碱和重金属等生物与非

生物胁迫ꎮ 干旱是影响农作物生长最普遍的非生

物胁迫ꎬ是制约作物产量的关键因素之一[１]ꎮ 转录

因子在干旱胁迫中占有十分重要的地位ꎬ例如

ＧＲＡＳ[２]、ＮＡＣ[３]、ＭＹＢ[４]、ＷＲＫＹ[５]、ｂＨＬＨ[６] 和 ｂＺＩＰ[７]

等转录因子家族基因在干旱胁迫中的功能已有大

量报道ꎮ
ＭＹＢ 基因家族作为干旱胁迫下最活跃的转录

因子家族之一ꎬ在植物生长发育中具有多种作

用[８]ꎮ ＭＹＢ 家族编码的氨基酸 Ｎ 端具有高度保守

ＤＮＡ 结合域ꎬ由 １ ~ ４ 个不完全串联重复的结构

(Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４)构成ꎬ每个重复结构包含 ５０ ~ ５３
个保守氨基酸残基[９]ꎮ ＭＹＢ 基因家族基因能够调

节细胞壁、根和气孔发育[８]ꎮ 拟南芥 ＡｔＭＹＢ４６ 和玫

瑰 ＲｒＭＹＢ１８ 可通过上调细胞壁相关基因的表达来

促进细胞壁生物合成[１０]ꎻＡｔＭＹＢ９６ 能响应 ＡＢＡ 信

号的诱导ꎬ 激活角质层蜡的生物合成[１１]ꎻ 苹果

(Ｍａｌｕｓ × ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)基因 ＭｄＳＩＭＹＢ１ 能够调节生长

素响应基因的表达ꎬ促进根系生长[１２]ꎮ 气孔是植物

失水的主要部位ꎬ植物对气孔开闭的调节是应对干

旱胁 迫 的 策 略 之 一[４]ꎮ 有 研 究 显 示ꎬ 拟 南 芥

ＡｔＭＹＢ６０ 能够参与调节保卫细胞的发育和气孔运

动ꎬ拟南芥 ｍｙｂ６０ 突变体材料在干旱胁迫下气孔开

度减小ꎬ使 ｍｙｂ６０ 突变体拟南芥植株的耐旱性增

强[１３]ꎻ而 ＡｔＭＹＢ６１ 基因过表达的拟南芥植株使气

孔开度减小ꎬ减少蒸腾作用ꎬ来增强转基因拟南芥

的耐盐性[１４]ꎮ 研究发现 ＭＹＢ 家族成员 ＡｔＭＹＢ８８ 通

过负调控与气孔发育相关基因和激活胁迫响应相

关基 因 来 增 强 转 基 因 拟 南 芥 的 耐 旱 性[１５]ꎮ
ＡｔＭＹＢ１２４ 与 ＡｔＭＹＢ８８ 的功能相似ꎬ也能够通过调

节气孔的发育来抵御非生物胁迫[１６]ꎮ Ｌｉｕ 等[１７] 的

研究显示黑麦草(Ｌｏｌｉｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ) ＬｍＭＹＢ１ 基因

在拟南芥中过表达ꎬ通过调控细胞壁的生物合成过

程和降低叶片表皮的气孔密度ꎬ提高转基因拟南芥

植株的耐旱性ꎮ Ｇａｏ 等[１８] 研究显示 ＢｎＭＹＢＬ２－１ 基

因过表达能提高 ＡＢＡ 的积累量ꎬ导致气孔开度减

小ꎬ提高甘蓝型油菜的耐旱性ꎮ 以上研究印证了

ＭＹＢ 家族基因在应对植物干旱胁迫中的重要作用ꎮ
大豆是我国重要的油料作物之一ꎬ维持大豆高

产稳产对我国粮食安全具有重要作用ꎮ 大豆 ＭＹＢ
家族有很多基因在非生物胁迫中的功能已被报道ꎮ
课题组前期研究发现大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 在盐胁迫下表

达上调ꎬＧｍＭＹＢ４６ 能够激活脯氨酸合成关键基因

Ｐ５ＣＳ１ 和抗氧化酶编码基因 ＳＯＤ、ＰＯＤ 等的表达来

增强转基因拟南芥植株的耐盐性[１９]ꎬ但 ＧｍＭＹＢ４６
在干旱胁迫中的功能未被报道ꎮ 本研究利用生物

信息学分析方法和分子生物学研究手段ꎬ获得了

ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达的转基因植株ꎬ通过对转基因

拟南芥的表型鉴定、可溶性糖和脯氨酸含量以及抗

氧化酶等生理指标的测定ꎬ初步探究了 ＧｍＭＹＢ４６
在干旱胁迫中的功能和生理机制ꎮ 本研究结果将

为进一步探究大豆干旱胁迫应答机制和大豆耐旱

性育种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＲＮＡ 提取和荧光定量 ＰＣＲ
以大豆‘中黄 １３’品种为试验材料ꎬ将大豆种子

用无菌水浸种 ４ ｈ 后在湿润的滤纸上黑暗条件下萌

发 １２ ｈꎬ待胚根长出 １ ｃｍ 左右时移至石英砂中ꎬ用
５０％ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液浇灌培养ꎬ置于温度 ２４℃±１℃ꎬ
湿度 ６０％~７０％ꎬ光周期 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗的生长

室中生长 ２１ ｄ 后用 ２０％ＰＥＧ 进行模拟干旱处理ꎬ分
别取干旱处理 ０、３、６、１２、２４、４８ ｈ 时大豆植株的根

和叶ꎬ经液氮速冻后ꎬ置于－８０℃保存ꎮ
利用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒(翌圣生物科技股

份有限公司ꎬ上海)提取大豆根茎和叶的总 ＲＮＡꎬ使
用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 微 量 分 光 光 度 计 ( Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＵＳＡ)测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ取 １ μｇ ＲＮＡ 反转

录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎮ ＧｍＵＢＩ３
和 ＡｔＡＣＴＩＮ２ 基因分别为大豆和拟南芥中的内参基

因ꎬ用于校正基因表达水平ꎻＧｍＭＹＢ４６ 基因引物 Ｆ’
和 Ｒ’用于该基因 ＣＤＳ 片段的克隆ꎻＢａｒ 基因引物用

于检测转基因植株中是否成功导入外源片段ꎮ 反

应体系:ｃＤＮＡ １ μＬꎬ正向和反向引物各 ０.５ μＬꎬ无
菌水 ８ μＬꎬ荧光染料 ＳＹＢＲ 预混液 １０ μＬꎮ 扩增程

序:预变性 ９５℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ变性 ９５℃ꎬ１０ ｓꎬ退火延伸

６０℃ꎬ３０ ｓꎻ扩增 ４０ 循环ꎬ最后于 ６５ ~ ９５℃制备溶解

曲线ꎮ 基于原始数据用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＧｍＭＹＢ４６ 基

因表达量ꎮ 本研究所用引物见表 １ꎮ
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表 １　 本研究所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名字
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

序列(５′→３ ′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增效率 / ％
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＧｍＵＢＩ３
Ｆ: ＧＴＧＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＴＴＣＣＣ ５５
Ｒ: ＡＣＡＣＡＡＴＴＧＡＧＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＣＧ ５８

１００.２５ ０.９９７

ＡｔＡＣＴＩＮ２
Ｆ: ＣＡＡＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＡＧＡ ５６
Ｒ: ＧＴＣＡＴＧＧＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＴＣＴＴＴＡＧＴ ５６

９９.９８ ０.９９９

ＧｍＭＹＢ４６
Ｆ: ＣＣＡＴＧＧＡＣＡＡＧＧＧＴＧＴＴＧＧＡ ５８
Ｒ: ＴＣＴＴＧＧＧＧＴＧＡＧＡＡＴＧＣＡＣＣ ５８

１００.４１ ０.９９８

ＧｍＭＹＢ４６
Ｆ’: ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＧＡＡＧＣＣＡＧＡＡＧＣＧ ６３
Ｒ’: ＡＣＴＡＧＴＧＴＡＴＧＡＡＡＡＡＴＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧ ５５

Ｂａｒ
Ｆ: ＡＴＧＣＣＡＧＴＴＣＣＣＧＴＧＣＴＴ ５８
Ｒ: ＡＴＧＡＧＣＣＣＡＧ ＡＡＣＧＡＣＧＣ ５９

１.２　 基因过表达载体构建及转基因拟南芥筛选

提取大豆叶片的 ＲＮＡꎬ逆转录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ以
大豆 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 ＧｍＭＹＢ４６ 基因的 ＣＤＳ 片

段ꎬ插入 ｐＦＧＣ５９４１ 载体的 ３５Ｓ 启动子下游ꎬ构建

ＧｍＭＹＢ４６ 基因的过表达载体ꎮ 将构建成功的载体

导入 ＧＶ３１０１ 根癌农杆菌细胞ꎬ浸花法转化拟南芥

哥伦比亚生态型(Ｃｏｌ－０ꎬＷＴ)ꎬ将收获的 Ｔ０代种子

播种在营养土中ꎬ喷施含 ５０ ｍｇＬ－１草铵膦的溶液ꎬ
筛选能正常生长的抗性植株ꎮ 利用 ＣＴＡＢ 法提取抗

性植株叶片 ＤＮＡꎬ用 Ｂａｒ 基因引物对进行 ＰＣＲ 检测

抗性植株中是否成功导入外源基因ꎻ同时提取抗性

植株的 ＲＮＡꎬ用 ＧｍＭＹＢ４６ 的基因表达检测引物检

测其在抗性植株中是否表达ꎮ 选取外源基因高表

达的株系筛选至 Ｔ３ 代ꎬ获得纯合材料后用于 Ｇｍ￣
ＭＹＢ４６ 基因功能研究ꎮ
１.３　 转基因植株耐旱性分析

取同时期收获的野生型ＷＴ 和 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过

表达的转基因拟南芥(ＯＥ)种子用 ７５％乙醇表面消毒

１０ ｍｉｎꎬ在超净台中吹干种子ꎬ然后分别均匀地播种于

ＭＳ 培养基、含 ２０％ＰＥＧ 和 ３０％ＰＥＧ 的 ＭＳ 培养基中ꎬ
在 ４℃冰箱中低温处理 ３ ｄ 后移至生长室垂直培养 ７
ｄꎬ观察不同材料的长势、测定不同材料的根长ꎮ

将拟南芥 ＷＴ 和 ＯＥ 植株种子ꎬ均匀播种于湿

润的营养土上ꎬ４℃低温处理 ３ ｄ 后转移至植物生长

室中ꎬ使用自来水浇灌ꎬ保证每盆每次浇水量相同ꎮ
正常生长 １４ ｄ 后取长势一致的拟南芥进行自然干

旱处理ꎬ７ ｄ 后测定不同材料在正常和干旱处理条

件下的电导率、可溶性糖和脯氨酸含量ꎬ每种材料

取 ３ 个重复ꎻ然后进行复水处理ꎬ３ ｄ 后观察野生型

和过表达株系的表型变化ꎮ
１.４　 抗氧化酶活性检测

将拟南芥植株 ＷＴ 和 ＯＥ 正常培养 １４ ｄ 后停止

浇水ꎬ７ ｄ 后取样测定干旱处理前后不同材料根和

叶中过氧化氢酶(ＣＡＴ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和超氧

化物歧化酶(ＳＯＤ)的活性ꎮ
ＣＡＴ 活性的测定根据过氧化氢酶活性检测试

剂盒(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃａｔ＃ＢＣ０２００)所述方法ꎬ在紫外分光

光度计 ２４０ ｎｍ 波长下测定 １ ｍｉｎ 内吸光值随反应

时间的变化率 ΔＡ２４０ꎬ根据变化率计算 ＣＡＴ 的活性:
ＣＡＴ(Ｕｇ－１)＝ ６７８ΔＡ２４０ /Ｗꎬ其中 Ｗ 为样品经冷冻

干燥后的取样质量(ｇ)ꎮ
ＰＯＤ 活性的测定根据过氧化物酶活性检测试

剂盒(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃａｔ＃ＢＣ００９０)所述方法ꎬ在可见分光

光度计 ４７０ ｎｍ 波长下测定 １ ｍｉｎ 内吸光值随反应

时间的变化率 ΔＡ４７０ꎬ根据变化率计算 ＰＯＤ 的活性:
ＰＯＤ(Ｕｇ－１)＝ ７１３３ΔＡ４７０ /Ｗꎮ

ＳＯＤ 活性的测定根据超氧化物歧化酶活性检

测试剂盒(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃａｔ＃ＢＣ５１６５)所述方法ꎬ在微量

分光光度计 ４５０ ｎｍ 下测定对照管、空白管 １、空白

管 ２ 和不同拟南芥材料的吸光值 ＡＣＫ０、ＡＣＫ１、ＡＣＫ２和

Ａ４５０ꎬ计算 ＳＯＤ 活性ꎬＳＯＤ(Ｕｇ－１) ＝ １０Ｆ×[１－(Ａ４５０

－ＡＣＫ０ ) / ( ＡＣＫ１ － ＡＣＫ２ )] / [Ｗ × ( Ａ４５０ － ＡＣＫ０ ) / ( ＡＣＫ１ －
ＡＣＫ２)]ꎬ其中 Ｆ 为样品稀释倍数(ｇ)ꎮ
１.５　 叶片气孔开度观察测定

撕取正常培养和 ＰＥＧ 模拟干旱处理前后的 ＷＴ
和 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达的转基因拟南芥叶片下表

皮ꎬ在光学显微镜下观察拟南芥叶片气孔的形态并

拍照ꎮ 每种材料随机选取 ５０ 个气孔ꎬ将所有气孔调

整至同一比例尺下后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量每种材料

在干旱处理前后的气孔开度 (宽 /长)ꎬ进行统计

分析ꎮ
１.６　 统计分析

本研究中数据统计分析使用 ＳＰＳＳ ２０ 软件完

成ꎬ数据以平均值±标准误差呈现ꎬ基于 Ｄｕｎｃａｎ 检

验进 行 多 组 数 据 间 的 差 异 显 著 性 分 析ꎬ 基 于
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Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ－ｔｅｓｔ 进行两组数据间的差异显著性分

析(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 基因系统进化分析及对非生物

胁迫的响应

　 　 在 ＰＥＧ 模拟干旱处理 ０、３、６、１２、２４、４８ ｈ 时ꎬ鉴
定大豆叶和根中 ＧｍＭＹＢ４６ 基因的表达ꎮ 结果显

示ꎬＧｍＭＹＢ４６ 基因的表达在根和叶中均明显受干旱

胁迫的诱导ꎮ 在叶中ꎬ干旱处理 ６ ｈ 时ꎬＧｍＭＹＢ４６
的表达量显著上调ꎬ在干旱处理 １２ ｈ 时表达量最

高ꎬ随着时间的推移ꎬ表达量逐渐下降ꎬ但仍高于 ０ ｈ
和 ３ ｈ 时的表达水平(图 １Ａ)ꎮ 在根中ꎬ干旱处理 ３
ｈ 时ꎬＧｍＭＹＢ４６ 的表达量显著上调ꎬ在干旱处理 １２、
２４、４８ ｈ 时ꎬＧｍＭＹＢ４６ 的表达量均上调了 １０ 倍以上

(图 １Ｂ)ꎮ

　 　 注:图中不同字母表示植株相同部位处理间显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｌａｎｔ ｐａｒｔ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 干旱处理条件下大豆叶和根中 ＧｍＭＹＢ４６ 的表达水平

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧｍＭＹＢ４６ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.２　 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达拟南芥鉴定

克隆大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 基因编码序列ꎬ连接至 ｐＦ￣
ＧＣ５９４１ 载体ꎬ构建 ＧｍＭＹＢ４６ 基因的过表达载体

(图 ２Ａ)ꎮ 浸花法转化拟南芥获得 Ｔ０代种子后ꎬ播
种在营养土中ꎬ待生长出两片子叶时喷施含 ５０ ｍｇ
Ｌ－１草铵膦的溶液ꎬ非抗性植株则叶片泛黄ꎬ无法

长出真叶ꎻ而抗性植株能够正常生长(图 ２Ｂ)ꎮ 进

一步提取抗性植株 ＤＮＡꎬ用 Ｂａｒ 基因引物对其进行

ＰＣＲ 检测ꎬ野生型 ＷＴ 植株中未检测到 Ｂａｒ 基因条

带ꎬ抗性植株中能检测到 Ｂａｒ 基因(图 ２Ｃ)ꎻ同时提

取拟南芥 ＷＴ 和抗性植株的总 ＲＮＡꎬ检测大豆 Ｇｍ￣
ＭＹＢ４６ 基 因 的 表 达 情 况ꎬ 以 拟 南 芥 自 身 基 因

ＡｔＡＣＴＩＮ２ 为内参基因ꎬ在抗性植株中检测到了 Ｇｍ￣
ＭＹＢ４６ 基因的表达ꎬ而 ＷＴ 植株中未检测到ꎬ说明

成功获得了 ＧｍＭＹＢ４６ 过表达植株(ＯＥ)(图 ２Ｄ)ꎮ
２.３　 转基因拟南芥耐旱性鉴定

为了鉴定 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达的转基因拟南

芥(ＯＥ)幼苗的耐旱性ꎬ以野生型 ＷＴ 为对照ꎬ在 ＭＳ
培养基、含 ２０％ＰＥＧ 和 ３０％ＰＥＧ 处理的 ＭＳ 培养基

上垂直培养 ７ ｄꎬ观察不同浓度 ＰＥＧ 模拟干旱处理

下各材料生长情况ꎮ 结果显示ꎬ在 ＭＳ 培养基(ＣＫ)
生长时ꎬ拟南芥 ＷＴ 与 ＯＥ 植株的根长无明显差异ꎬ
在 ２０％ＰＥＧ 和 ３０％ＰＥＧ 处理条件下ꎬＯＥ 植株受到

的影响较 ＷＴ 更小ꎬ根长显著大于 ＷＴ(图 ３Ａ、Ｂ)ꎮ

对比拟南芥 ＷＴ 和 ＯＥ 植株在自然干旱处理和

干旱复水后的表型变化ꎬ发现在正常生长条件下ꎬ
ＷＴ 和 ＯＥ 的生长表型无明显差别ꎻ自然干旱 １４ ｄ
后ꎬＷＴ 植株严重泛黄、干枯ꎬ但 ＯＥ 相较于 ＷＴ 而

言ꎬ植株受到的干旱胁迫相对较轻ꎻ干旱复水 ３ ｄ
后ꎬＷＴ 和 ＯＥ 的生长均无法恢复至对照水平ꎬ尤其

是 ＷＴ 植株几乎无法存活ꎬ而 ＯＥ 植株大部分都能

恢复生长ꎬ证明 ＯＥ 植株与 ＷＴ 相比ꎬ更具有耐旱性

(图 ４Ａ)ꎮ 进一步测定自然干旱 １４ ｄ 后不同材料的

相对电导率、可溶性糖和脯氨酸含量ꎬ结果显示干

旱处理后 ＯＥ 植株中的相对电导率显著低于 ＷＴꎬ可
溶性糖和脯氨酸含量显著高于 ＷＴꎬ说明 ＧｍＭＹＢ４６
过表达植株可通过降低相对电导率、提高可溶性糖

和脯氨酸等渗透调节物质来应对自然干旱造成的

胁迫(图 ４Ｂ~Ｄ)ꎮ
２.４　 转录因子 ＧｍＭＹＢ４６ 激活抗氧化酶活性

测定自然干旱处理的 ＷＴ 和 ＯＥ 植株根和叶中

的抗氧化酶 ＣＡＴ、ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活性ꎮ 结果显示ꎬ干
旱处理后ꎬＷＴ 和 ＯＥ 植株根中的 ＣＡＴ、ＰＯＤ 和 ＳＯＤ
酶活性均显著上升ꎬ但 ＯＥ 材料中的升幅显著大于

ＷＴꎻ在叶中ꎬＯＥ 材料中的 ＣＡＴ、ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活性也

显著高于 ＷＴꎬ这些酶活性在 ＯＥ 材料中的显著上升

说明在干旱胁迫下 ＧｍＭＹＢ４６ 能够提高抗氧化酶活

性来应对干旱胁迫反应(图 ５Ａ~Ｃ)ꎮ
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　 　 注:Ａ:ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达载体示意图ꎻＢ:拟南芥抗性苗筛选ꎻＣ:ＤＮＡ 水平鉴定转基因植株ꎬＭ 代

表 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬＷＴ 代表拟南芥野生型植株ꎬ１~３ 代表转基因植株ꎻＤ:不同转基因株系中 ＧｍＭＹＢ４６ 基因

的表达水平检测ꎬ内参基因为 ＡｔＡＣＴＩＮ２ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＧｍＭＹＢ４６ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎻ Ｂ: Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｃ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ＤＮＡ ｌｅｖｅｌｓꎬ Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ ＷＴ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｗｉｌｄ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓꎬ １~３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓꎻ Ｄ: Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧｍＭＹＢ４６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓꎬ ＡｔＡＣＴＩＮ２ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ.

图 ２　 过表达载体构建及转基因拟南芥筛选鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

图 ３　 正常和 ＰＥＧ 处理条件下拟南芥幼苗根长比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ＰＥＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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图 ４　 自然干旱条件下 ＷＴ 和 ＯＥ 植株的耐旱性比较
Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＯＥ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｎａｔｕｒａｌ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.５　 转录因子 ＧｍＭＹＢ４６ 调控气孔开度

为了探究 ＧｍＭＹＢ４６ 对气孔开度的影响ꎬ取在

模拟干旱处理前后的 ＷＴ 和 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达

转基因拟南芥叶片下表皮ꎬ在光学显微镜下观察拟

南芥叶片气孔形态、拍照并进行气孔开度统计分析ꎮ
观察分析发现ꎬ干旱处理后ꎬＯＥ 植株的气孔开度显著

低于 ＷＴꎬ这说明干旱胁迫下 ＧｍＭＹＢ４６ 能够降低气

孔开度ꎬ减少蒸腾作用ꎬ维持植株的正常生长(图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

植物在生长过程中易遭遇不利环境胁迫ꎬ包括

盐渍化、极端温度和洪涝干旱等ꎮ 随着全球气候变

暖和社会经济用水量剧增ꎬ缺水干旱极大限制了农

业生产ꎬ影响作物产量[２０]ꎮ 植物可通过多种调控途

径响应干旱胁迫ꎬ包括加大根部吸水、减少蒸腾作

用失水、激活抗氧化系统、维持体内渗透压[１８]ꎮ 在

分子调控层面ꎬ转录因子被证明在干旱胁迫应答中

发挥重要作用[８]ꎮ ＭＹＢ 转录因子家族是最大的家

族之一ꎬ在响应非生物胁迫方面起着重要作用[１５]ꎮ
前期研究表明ꎬ大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 参与植物耐盐性调

控ꎬ过表达 ＧｍＭＹＢ４６ 基因的拟南芥植株耐盐性增

强[１９]ꎮ 本研究发现干旱胁迫下大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 的

表达受诱导上调ꎬ其中在根部更早产生应答ꎬ上调

倍数也高于叶片ꎮ

图 ５　 正常和干旱处理条件下 ＷＴ 和 ＯＥ
植株根和叶中抗氧化酶活性

Ｆｉｇ.５　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ＷＴ ａｎｄ ＯＥ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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图 ６　 正常和干旱处理条件下 ＷＴ 和 ＯＥ 植株叶片气孔开度
Ｆｉｇ.６　 Ｓｔｏｍａｔａｌ ｏｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＯＥ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　 　 进一步利用 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达的转基因拟

南芥(ＯＥ)进行耐旱性功能验证ꎬ发现其在培养基和

营养土栽培条件下的耐旱性均较野生型 ＷＴ 增强ꎮ
研究表明ꎬ黑麦草 ＭＹＢ 家族 ＬｍＭＹＢ１ 可通过增加抗

氧化酶活性来改善 ＲＯＳ 清除ꎬ并通过降低电导率来

改善渗透保护ꎬＬｍＭＹＢ１ 过表达还导致拟南芥表皮

气孔密度降低ꎬ减少水分散失[１７]ꎮ 本研究结果则显

示 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达植株在干旱条件下的叶片

电导率显著降低ꎮ 可溶性糖可以参与植物的渗透

压调节ꎬ其生物合成途径关键基因 Ｐ５ＣＳ１ 的过表达

有利于增强植物的非生物胁迫耐受性[２１]ꎮ 可溶性

糖通过维持细胞膜完整性、ＲＯＳ 解毒和调节细胞渗

透压增强植物耐逆性[２２]ꎮ 脯氨酸则是植物重要的

渗透调节物质ꎬ可通过降低不利环境胁迫下的细胞

渗透电位增强细胞吸水量ꎬ减轻不利环境的影响ꎮ
本研究显示ꎬ干旱处理后ꎬ转基因拟南芥叶中可溶

性糖和脯氨酸含量显著增加ꎬ这可能是转基因植株

耐旱性增强的重要影响因素ꎮ 植物低浓度 ＲＯＳ 被

认为是植物自我调节所必需的信号分子[２３]ꎮ 然而ꎬ
逆境胁迫导致过量的 ＲＯＳ 积累将超出植物自身调

节能力造成损害[２４]ꎮ 为了应对干旱等胁迫引起的

氧化应激ꎬ植物自身的抗氧化酶系统会被激活[２５]ꎮ
本研究发现ꎬ干旱胁迫下 ＯＥ 植株根和叶中的抗氧

化酶 ＣＡＴ、ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活性都明显高于野生型植株

ＷＴꎮ 此外ꎬ植物对气孔的调节使自身更能适应多变

的气候和环境ꎬ如在干旱条件下减小气孔直径以减

少水分散失ꎬ提高耐旱性ꎮ 本研究发现正常培养的

拟南芥 ＷＴ 和 ＯＥ 植株叶片气孔开度无明显差异ꎬ
但干旱处理后ꎬＯＥ 植株的气孔开度明显小于 ＷＴꎬ
说明 ＧｍＭＹＢ４６ 基因过表达植株可能通过调节气孔

开度减少水分散失以应对干旱胁迫ꎮ 因此ꎬ本研究

结果表明大豆 ＧｍＭＹＢ４６ 可通过增加可溶性糖含

量、脯氨酸含量、激活抗氧化酶等维持细胞膜完整

性、调节渗透压、清除 ＲＯＳ 以及减少水分流失ꎬ进而

增强植株对干旱胁迫的耐受性和适应能力ꎮ
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