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摘　要：为了寻找大豆抗病新基因，培育大豆新型抗性品种，利用同源克隆的方法从大豆品种科丰１号中分离出１个
新的ＧｍＲＤＲ１基因，并对其进行序列分析，组织表达、抗逆境胁迫表达分析及该基因的亚细胞定位研究。结果表明：
ＧｍＲＤＲ１基因位于大豆基因组的第２号染色体，基因全长为３９５６ｂｐ，其中ＯＲＦ为３３７８ｂｐ，编码１１２５个氨基酸，相
对分子量和等电点分别为２７９．７２×１０３和４．６３；ＧｍＲＤＲ１含有ＲＤＲｓ家族的保守序列“ＤＬＤＧＤ”；该基因在所有被检测
组织中均表达，并且在叶中的表达量最高；荧光定量结果发现：在大豆花叶病毒（Ｓｏｙｂｅａｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＳＭＶ）处理下，
ＧｍＲＤＲ１在抗病材料科丰１号中的表达量显著高于感病材料南农１１３８２。盐及干旱胁迫下，４８ｈ之内，该基因的表
达量明显升高，ＳＡ诱导条件下该基因在６ｈ出现了早期响应，冷害处理下２４ｈ表达量出现了突然的升高。ＧｍＲＤＲ１
基因的亚细胞定位结果表明：该基因所编码的蛋白定位在细胞核里。根据以上结果判定ＧｍＲＤＲ１基因参与了大豆对
ＳＭＶ的抗性反应，并且能够强烈响应盐和干旱的胁迫，因此该基因在大豆抗逆分子育种中具有较好的应用价值。
关键词：大豆；基因克隆；组织表达；荧光定量ＰＣＲ；生物胁迫；非生物胁迫；亚细胞定位
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　　ＲＮＡ依赖的 ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡ ｄｅｐｅｎｄａｎｔ
ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲＤＲ或 ＲｄＲＰ，ＥＣ２．７．７．４８）是一
类能以 ＲＮＡ为模板从５′到３′方向进行延伸合成互
补 ＲＮＡ链的聚合酶的统称［１］，最初是在卷心菜中

被发现的，随后在棉花、烟草、真菌、ＲＮＡ病毒以及
原生生物中也发现了 ＲＤＲ的存在，但是在果蝇、老
鼠以及人的体内还未发现［２］。植物中的 ＲＤＲ是一

个大家族，目前在拟南芥中分离了 ６个同源基因
〔ＡｔＲＤＲ１、ＡｔＲＤＲ２（ＲＤＲ２ａ）、ＡｔＲＤＲ３（ＲＤＲ２ｂ）、
ＡｔＲＤＲ４（ＲＤＲ３ａ）、ＡｔＲＤＲ５（ＲＤＲ３ｂ）、ＡｔＲＤＲ６［３］〕在
水稻中已经分离了 ５个同源基因 （ＯｓＲＤＲ１、
ＯｓＲＤＲ２、ＯｓＲＤＲ３ａ、ＯｓＲＤＲ３ｂ、ＯｓＲＤＲ６）［４］。ＲＤＲＳ
主要是通过基因沉默途径参与植物的生长发育调

节、逆境表达以及表观遗传修饰等多种生物学过程，
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目前已经鉴定出３种功能独特的基因 ＲＤＲ１、ＲＤＲ２
和ＲＤＲ６。

ＲＤＲ１基因已在多种植物中被分离出来，如拟
南芥、棉花以及番茄等［３，５６］。ＲＤＲ１主要具有以下
功能：该基因在植物中的表达受多种内源信号分子、

生物以及非生物逆境胁迫的调节，ＭｅＪＡ和 ＳＡ等内
源激素可以诱导植物ＲＤＲ１的表达，不同植物ＲＤＲ１
基因对病毒、细菌和真菌的诱导表达具有选择性，在

盐和冷害等环境胁迫条件下ＲＤＲ１基因的表达量都
发生了变化［３，５，７８］；此外，ＲＤＲ１基因具有抗病性，像
ＲＤＲ２和ＲＤＲ６一样，该基因对拟南芥内源性 ｓｉＲ
ＮＡｓ的数量有影响，尽管这方面还没得到具体的细
节证实［９］，在被病毒感染的植物中，ＲＤＲ１基因的主
要作用在于能够生产和放大病毒诱导的外源性的

ｓｉＲＮＡｓ数量［１０１１］，另外还有研究证实 ＲＤＲ１基因可
以保护植物免受虫害［１２］。

大豆花叶病毒（ＳＭＶ）严重影响了大豆的产量，
目前的研究致力于筛选抵抗该病毒病的抗性品

种［１３］，这对于新型抗性品种的培育至关重要，目前

在大豆中还没有ＲＤＲ１基因的相关报道。本研究利
用同源克隆的方法从大豆中分离出了 １个新的
ＧｍＲＤＲ１基因，通过生物信息学方法对其进行序列
分析，确定它们属于ＲＤＲ１家族，利用荧光定量ＰＣＲ
检测它们在大豆不同组织器官中的表达情况以及在

生物胁迫ＳＭＶ以及非生物胁迫下的表达特征，通过
农杆菌介导的洋葱表皮亚细胞对该基因表达的蛋白

质进行定位，旨在为进一步探究该基因的功能奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、载体及试剂
大豆抗病品种科丰 １号，大豆感病品种南农

１１３８２，大豆花叶病毒（ＳＭＶ）ＳＣ１８株系毒样，大肠
杆菌ＤＨ５α均由江苏省农业科学院蔬菜研究所豆类
作物分子生物学实验室保存。分子量标准５０００ｂｐ
Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ），荧光定量酶ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（ＴａＫａＲａ），植物ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ提取试剂盒（天根），
质粒小提试剂盒（天根），反转录酶 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），基
因克隆酶 ＬｏｎｇＴａｑＰＣＲＭｉｘ（东胜），胶回收试剂盒
（ＯＭＥＧＡ），Ｔ Ａ克隆载体 Ｔ ｅａｓｙ（Ｐｒｏｍｅｇａ），Ｆａｓｔ
ＤｉｇｅｓｔＫｐｎＩ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），ＡＢＩ７５００荧光定量
ＰＣＲ仪（ＡＢＩ）。引物合成以及测序由上海英骏生物
技术有限公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）完成。
１．２　方法
１．２．１　ＧｍＲＤＲ１基因的克隆　当大豆品种科丰１
号生长至两叶期时取其叶片提取总ＲＮＡ，ＲＮＡ的提
取方法参照天根公司的 ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ试剂盒说明
书；用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司的反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ

的第 １链，合成方法参照说明书；根据拟南芥
ＡｔＲＤＲ１基因的保守序列比对大豆的全基因组序列
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／），用 Ｐｒｉｍｅｒ３在线设
计引物，ＧｍＲＤＲ１上游引物 Ｆ：５′ＡＴＧＧＧＡＡＡＡＡ
ＣＡＡＴＴＧＡＧＴＴＧＴ３′；下 游 引 物 Ｒ：５′ＴＣＡＡＣＴ
ＣＡＡＡＣＧＣＡＡＣＣＣＡＣ３′。内参 ｔｕｂｕｌｉｎ的上游引物
Ｆ：５′ＣＴＣＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＣＣ ＧＡＴＧ３′；下游引物 Ｒ：
５′ＴＧＡＴＧＧＴＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧ３′。ＰＣＲ 反 应 体 系
（２５μＬ）：ＬｏｎｇＴａｑＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ＰＣＲｅｎｈａｎｃｅｒ
４μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，上下游引物各 １μＬ，最后用
ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃ ３ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃ ４ｍｉｎ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过割胶回收后与Ｔ载体连接，转
化大肠杆菌感受态细胞，筛选阳性克隆送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司测序。

１．２．２　生物信息学分析　ＧｍＲＤＲ１基因编码的氨
基酸序列、蛋白质分子量、等电点由软件 ＢｉｏＸＭ２．６
分析，采用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／
ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉｉｄ＝ｉｎｄｅｘ在线分析其蛋白质三级结
构，采用 ＤＮＡｓｓｉｔ软件将其与其他物种的 ＲＤＲ１基
因进行氨基酸序列比对，采用 ＭＥＧＡ４．０［１４］构建系
统进化树。

１．２．３　植物组织表达分析　分别取大豆品种科丰
１号的根、茎、叶、花、荚、种子等不同器官进行总
ＲＮＡ的提取（同１．２．１）以及荧光定量ＰＣＲ分析，操
作方法同１．２．４。
１．２．４　抗逆境胁迫表达分析　在大豆品种科丰１
号以及南农１１３８２的叶片处于两叶期时对其进行
ＳＭＶ处理，采用ＳＭＶ强毒株系 ＳＣ１８对叶片进行摩
擦接种，对照采用磷酸缓冲液处理。分别于 ０，１，
２，５，１０，２４和４８ｈ取样。当大豆品种科丰１号叶
片处于两叶期时对其进行盐、干旱、低温以及 ＡＢＡ
非生物胁迫，采用 Ｈｏｇｌａｎｄ营养液水培，进行盐
（２００ｍｍｏｌ·Ｌ１ＮａＣｌ）以及干旱（２％ ＰＥＧ８０００）处理，
分别于０，６，１２，２４和４８ｈ取其根、茎、叶；４℃处理后
分别于０，１，２，５，１０和２４ｈ取其叶片；２００μｍｏｌ·Ｌ１

ＳＡ喷洒叶片后分别于０，６，９，１２，２４和４８ｈ取叶片，
以上处理取样后即刻用液氮保存。ＲＮＡ提取以及反转
录的方法同１．２．１。荧光定量引物设计ＧｍＲＤＲ１上游
引物 Ｆ：５′ＴＧＴＣＣＣＣＡＴＴＧＴＴＧＣＴＣＣＴＣ３′；下游引物 Ｒ：
５′ＴＣＡＣＣＡＴＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧＴＣＣ３′。ｔｕｂｕｌｉｎ上游引物Ｆ：
５′ＧＧＡＧＴＴＣＡＣＡＧＡＧＧＣＡＧＡＧ３′；下 游 引 物 Ｒ：５′
ＣＡＣＴＴＡＣＧＣＡＴＣＡＣＡＴＡＧＣＡ３′。反应体系：ＳＹＢＲ１０
μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅＩＩ０．１４μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、引物Ｆ
和Ｒ分别为 ０．４μＬ，补水至总体积２０μＬ。反应程序：
９５℃３０ｓ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３４ｓ，４０个循环。
采用２ΔＣｔ法［１５］分析数据，确定基因的相对表达量。每
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个取样点设３次重复。
１．２．５　ＧｍＲＤＲ１基因的亚细胞定位　通过 ＲＴ
ＰＣＲ的方法从大豆的ｃＤＮＡ中分离出包含完整ＯＲＦ
的ＧｍＲＤＲ１基因，但是不包含终止密码子。随后根
据Ｇａｔｅｗａｙ试剂盒的操作说明进行 ＢＰ和 ＬＲ反应，
将不包含终止密码子的 ＧｍＲＤＲ１基因完整的 ＯＲＦ
插入到表达载体 ｐＭＤＣ８３中，构建了融合表达载体
３５ＳｐＭＤＣ８３ ＧｍＲＤＲ１ ＧＦＰ。将其和空载分别通
过冻融法转化农杆菌 ＥＨＡ１０５，然后通过农杆菌介
导法转化洋葱表皮细胞，利用激光共聚焦显微镜观

察结果。

２　结果与分析

２．１　ＧｍＲＤＲ１基因的克隆
以大豆品种科丰１号叶片的 ｃＤＮＡ为模板，采

用ＲＴ ＰＣＲ克隆出 ＧｍＲＤＲ１基因，其 ＯＲＦ长度均
为３３７８ｂｐ（图１）。

图１　ＧｍＲＤＲ１基因的扩增
Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＧｍＲＤＲ１

２．２　ＧｍＲＤＲ１基因的序列分析
ＧｍＲＤＲ１基因位于大豆基因组的 ２号染色体

上，全长为３９５６ｂｐ，ＯＲＦ长度为３３７８ｂｐ，编码

１１２５个氨基酸，分子量和等电点分别为２７９．７２×
１０３和４．６３；蛋白质的三级结构预测结果显示（图
２），ＧｍＲＤＲ１具有ＲＤＲ蛋白的保守结构域，是一个
典型的ＲＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶基因。

图２　ＧｍＲＤＲ１三级结构预测
Ｆｉｇ．２　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＧｍＲＤＲ１

已有研究表明，ＲＤＲ的 β亚链包含一个 ＤｐＢＢ
结构域，该结构域含有一个特征性的蛋白序列 Ｄｂ
ＤＧＤ（ｂ代表任意碱基），该结构域是二价阳离子结
合并产生催化活性的位点［１６］，在植物中 ｂ一般代表
Ｌ（Ｌｅｕ）和 Ｆ（Ｐｈｅ），除了拟南芥中 ＡｔＲＤＲ３ａ、
ＡｔＲＤＲ３ｂ、ＡｔＲＤＲ３ｃ和水稻中 ＯｓＲＤＲ３ａ、ＯｓＲＤＲ３ｂ的
保守序列为 ＤＦＤＧＤ，其他植物 ＲＤＲ的保守序列为
ＤＬＤＧＤ。将大豆ＧｍＲＤＲ１与拟南芥、棉花以及烟草
等 ＲＤＲ１的部分氨基酸序列进行比对后发现，
ＧｍＲＤＲ１和其他作物的 ＲＤＲ１一样具有 ＲＤＲ家族
典型的保守序列ＤＬＤＧＤ（图３），因此它们可能具有
相同的功能。

利用ＭＥＧＡ４．０对不同植物的ＲＤＲ１蛋白序列
构建系统进化树（图 ４），系统进化树分布表明，
ＧｍＲＤＲ１与拟南芥和黄瓜的ＲＤＲ１蛋白亲缘关系较
近，与其他作物的ＲＤＲ１蛋白亲缘关系较远。

　　从上至下依次对应为棉花、拟南芥、大豆、普通烟草和番茄的ＲＤＲ１部分氨基酸序列。

ＦｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｗｅｒｅｐａｒｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｐｕｅｎｃｅｓｏｆＧｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ，Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ，ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍａｎｄＬｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ

ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　ＧｍＲＤＲ１与其他植物ＲＤＲ１的部分氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．３　ＰａｒｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆＧｍＲＤＲ１ａｎｄＲＤＲ１ｉｎｏｔｈｅｒｐｌａｎｔｓ
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　　从上至下依次为本生烟、普通烟草、番茄、葡萄、棉花、大豆、拟南

芥、黄瓜和大麦。

ＦｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｗｅｒｅＮｉｃｏｔａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ，Ｎｉｃｏｔｉｏｎａｔａｂａｃｕｍ，

Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ，Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ，Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ，Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ，

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ，ａｎｄＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图４　ＧｍＲＤＲ１进化树分析
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＧｍＲＤＲ１

２．３　ＧｍＲＤＲ１基因的植物组织表达分析
如图５所示，ＧｍＲＤＲ１基因在大豆所有被检测

的组织中均有表达，从表达量来看，该基因在叶中的

表达量远远高于其他组织器官，茎中的表达量较高，

表达量较低的是根和花。

２．４　ＧｍＲＤＲ１基因的抗逆境胁迫结果分析
从图６可知，ＳＭＶ处理２和５ｈ，ＧｍＲＤＲ１基因在

抗病材料科丰１号中的表达量远远高于感病材料南农
１１３８２，差异极显著，出现了早期响应，ＳＭＶ处理１，２４
和４８ｈ，该基因在抗病材料科丰１号中的表达量显著高
于感病材料南农１１３８２，而在ＳＭＶ处理的其他时段，
ＧｍＲＤＲ１基因在抗病材料科丰１号中的表达量只是稍
稍高于感病材料南农１１３８２，表达对比不明显，以上结
果可以初步判断ＧｍＲＤＲ１基因在抗ＳＭＶ方面具有一
定的功能，还需进一步研究。

图５　ＧｍＲＤＲ１在大豆品种科丰１号不同组织器官中的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｍＲＤＲ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＫｅｆｅｎｇ１

ｐ＜０．０５，ｐ＜０．０１．
图６　ＳＭＶ处理下ＧｍＲＤＲ１在科丰１号和南农１１３８２中的表达分析

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｍＲＤＲ１ｉｎＫｅｆｅｎｇ１ａｎｄＮａｎｎｏｎｇ１１３８２ａｆｔｅｒＳＭＶｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　植物生长必须要面对多种环境胁迫如高盐、干
旱、低温等。从图７可知，盐处理条件下，４８ｈ之内，
ＧｍＲＤＲ１基因在茎、叶中的表达量明显高于对照，且
在２４ｈ时表达量达到最高，ＧｍＲＤＲ１基因在根中的

表达量６ｈ时出现短暂升高，而后表达量呈现下降
趋势；干旱处理下，４８ｈ之内，ＧｍＲＤＲ１基因在根、
茎、叶中的表达量均高于对照，在根、茎、叶中分别于

６，４８，２４ｈ表达量达到最高，该基因在茎中的表达
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量呈持续上升趋势；在ＳＡ诱导条件下在６ｈ时出现
了早期响应；在冷害处理下该基因在２４ｈ时表达量

出现了突然的升高。因此初步判断 ＧｍＲＤＲ１基因
具有耐盐和耐干旱的功能，还有待进一步研究。

图７　非生物胁迫下ＧｍＲＤＲ１基因表达分析
Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｍＲＤＲ１ｇｅｎｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ

２．５　ＧｍＲＤＲ１基因的亚细胞定位分析
利用农杆菌介导法观察洋葱表皮细胞内

ＧｍＲＤＲ１基因的亚细胞定位，激光共聚焦显微镜观
察到ＧｍＲＤＲ１与ＧＦＰ融合蛋白的瞬时表达（图８）。
利用只导入携带 ＧＦＰ的 ｐＭＤＣ８３空载体的洋葱表

皮细胞作对照，可以看出绿色荧光在整个细胞中均

有分布，无明确的定位性；而 ＧｍＲＤＲ１与 ＧＦＰ融合
后瞬时表达主要在洋葱细胞的细胞核内有绿色荧

光，细胞质中没有，表明该基因所编码的蛋白定位在

细胞核里。
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图８　大豆ＧｍＲＤＲ１基因的亚细胞定位研究
Ｆｉｇ．８　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＧｍＲＤＲ１

３　结论与讨论

本研究采用同源克隆的方法，从抗ＳＭＶ大豆品
种科丰１号中分离出１个 ＧｍＲＤＲ１新基因，该基因
位于大豆基因组的第２号染色体，全长为３９５６ｂｐ，
其ＯＲＦ长度为３３７８ｂｐ，编码１１２５个氨基酸，相对
分子量和等电点分别为２７９．７２×１０３和４．６３。与
拟南芥、棉花及烟草等作物中的ＲＤＲ１比对后发现，
ＧｍＲＤＲ１和其他作物的 ＲＤＲ１一样具有 ＲＤＲ家族
典型的保守序列“ＤＬＤＧＤ”，这一保守序列是该基因
二价阳离子结合并产生催化活性的位点［１６］。系统

进化树分布表明，ＧｍＲＤＲ１与拟南芥和黄瓜的
ＲＤＲ１蛋白亲缘关系较近，与其他作物的 ＲＤＲ１蛋
白亲缘关系较远。

在不同植物的器官发育中，ＲＤＲ１基因的表达
差异较大。研究表明，ＬｅＲＤＲ１在番茄花萼和雌蕊中
表达量最高，叶片和花瓣中次之，在根、茎和雄蕊中

的表达量几乎没有，因此该基因在番茄花器官发育

和果实形成中起着重要的作用［１７］。拟南芥 ＡｔＲＤＲ１
基因在花序以及老叶中的表达量较高［３］。对于烟

草ＮｂＲＤＲ１基因来说，在烟草开花时期花中的表达
量最强［１８］。本研究中克隆的 ＧｍＲＤＲ１新基因在所
有被检测的组织中均有表达，从表达量来看，与以上

植物中的基因不相同，该基因在叶中的表达量远远

高于其他组织，茎中的表达量较高，表达量较低的是

根和花，因此，推测该基因主要在大豆叶片中行使生

物学功能。

植物ＲＤＲ１面对外界生物如真菌、细菌、病毒以
及昆虫等胁迫作用时会作出相应的应答，这种基因

表达量的变化和该基因的抗病作用密切相关。如拟

南芥 ＡｔＲＤＲ１和烟草 ＮｂＲＤＲ１受到烟草花叶病毒
（ＴＭＶ）和马铃薯 Ｘ病毒（ＰＶＸ）感染后其基因的

ｍＲＮＡ表达量升高，在抗病毒过程中发挥重要的作
用［１９］；心叶烟接种马铃薯Ｙ病毒（ＰＶＹ）、ＴＭＶ以及
黄瓜花叶病毒（ＣＭＶ）后，ＮｇＲＤＲ１表达量也有明显
提高，并且在接种不同种类的真菌后，也能诱导

ＮｇＲＤＲ１的表达，可以推测 ＮｇＲＤＲ１参与了病原侵
染反应过程［２０２１］；植物ＲＤＲ１基因通过ＲＮＡ沉默途
径抵御病毒的侵染，本文探究了ＧｍＲＤＲ１在ＳＭＶ诱
导下表达量的变化，结果发现，ＳＭＶ处理 ２和５ｈ，
ＧｍＲＤＲ１基因在抗病材料科丰１号中的表达量远远
高于感病材料南农１１３８ ２，差异极显著，出现了早
期响应，ＳＭＶ处理１，２４和４８ｈ，该基因在抗病材料
科丰１号中的表达量显著高于感病材料南农１１３８
２，而在ＳＭＶ处理的其他时段，ＧｍＲＤＲ１基因在抗病
材料科丰１号中的表达量只是稍稍高于感病材料南
农１１３８ ２，表达对比不明显，以上结果可以初步判
断ＧｍＲＤＲ１基因在抗ＳＭＶ方面具有一定的功能，推
测其与病毒诱导的基因沉默有关。

植物ＲＤＲ１的表达受多种内源信号分子以及非
生物逆境胁迫的调节，如 ＮｇＲＤＲ１转录水平受水杨
酸（ＳＡ）、异烟酸（ＩＮＡ）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和茉莉酸

甲酯（ＭｅＪＡ）的诱导而提高［２０２１］；拟南芥、棉花、玉米

等作物的 ＲＤＲ１受 ＳＡ的诱导［５，８，１９］，因此判断

ＲＤＲ１参与ＳＡ诱导的生物防御反应机制；本文探究
了ＧｍＲＤＲ１在非生物胁迫诱导下表达量的变化，盐
处理条件下，４８ｈ之内，ＧｍＲＤＲ１基因在茎、叶中的
表达量明显高于对照，且在２４ｈ表达量达到最高，
ＧｍＲＤＲ１基因在根中的表达量６ｈ出现短暂升高，
而后表达量呈现下降趋势；干旱处理下，４８ｈ之内，
ＧｍＲＤＲ１基因在根、茎、叶中的表达量均高于对照，
在根、茎、叶中分别于６，４８，２４ｈ表达量达到最高，
该基因在茎中的表达量呈持续上升趋势；在 ＳＡ诱
导条件下在６ｈ出现了早期响应；在冷害处理下该
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基因在２４ｈ表达量出现了突然的升高。因此，初步
判断 ＧｍＲＤＲ１基因参与了大豆盐和干旱的胁迫反
应，而这种机制是否和 ＳＡ诱导的防御反应机制是
否存在交叉尚需进一步确认。

由于在生命活动中真正起作用的是基因的表达

产物———蛋白质，而蛋白质的功能与其在细胞中的

位置相关，尤其对于真核细胞，蛋白质位于细胞的不

同部位所行使的功能也不同，因此对蛋白质进行亚

细胞定位是研究其功能必不可少的环节之一。为了

确定ＧｍＲＤＲ１基因蛋白在细胞的存在位置，本试验
采用农杆菌转化洋葱表皮的方法观察该基因所编码

蛋白在细胞中的位置，结果表明，ＧｍＲＤＲ１与 ＧＦＰ
融合后瞬时表达仅在洋葱细胞的细胞核内有绿色荧

光，表明该基因所编码的蛋白定位在细胞核里。上

述结果为进一步研究该基因的功能奠定了基础。
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