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摘　 要:为进一步发掘野生大豆中的优质抗逆基因以用于大豆的种质改良ꎬ本研究选取积极参与调控植物生长和非

生物胁迫抗性的扩展蛋白基因为对象ꎬ在野生大豆中克隆了 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因并对其进行了生物信息学分析ꎬ通过 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测该基因在逆境胁迫下的转录情况ꎬ采用大豆毛状根转化试验分析其对于根系生长的调控作用ꎮ 结果显示:
启动子分析表明 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录可能参与光、脱落酸及干旱胁迫响应并与类黄酮物质合成相关ꎮ 在低温和干旱

胁迫下ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录呈显著增加趋势ꎬ分别在处理后 １２ 和 ９ ｈ 达到最高点ꎬ为对照组的 ３. ２７ 倍和 ２. ０９ 倍ꎮ
ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的过表达显著促进了转基因大豆毛状根的生长ꎬ毛状根数量、总根长和总根重ꎬ与对照组相比分别提高

了 ５６􀆰 ８３％ 、５３. １９％和 ５３. ３５％ ꎮ 结果说明野生大豆扩展蛋白基因 ＧｓＥＸＰＡ３ 对于栽培大豆的分子育种具有良好的应
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　 　 大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)是植物油和植物蛋白的主要

来源ꎬ也是我国重要的经济作物ꎮ 但近年来我国的

大豆产量无法满足国内的需求ꎬ每年均需进口大量

大豆ꎬ因此培育高产高抗的优质大豆品种具有重要

的实际意义[１]ꎮ 在长期的人为选择进化和育种驯

化过程中ꎬ栽培大豆的遗传多样性不断减少ꎬ对环

境胁迫的抗性逐渐减弱[２]ꎮ 将野生物种的高质量

基因引入到栽培种中是作物品种改良的快捷手段ꎬ
在多种作物的育种工作中已经获得了成功[３￣４]ꎮ 野

生大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ)是栽培大豆的祖先和近缘种ꎬ
具有丰富的遗传基因资源ꎬ发掘野生大豆中的优质

基因ꎬ并应用于大豆的种质改良中不仅能够提高大

豆的产量和品质ꎬ且有效解决了大豆遗传基础窄、
环境适应能力差的问题[５￣６]ꎮ

随着野生大豆基因组的解析及扩展蛋白家族

全基因组鉴定工作的完成ꎬ发掘野生大豆中优质的

扩展蛋白家族成员ꎬ并应用于栽培大豆的种植改良

工作得以开展[７]ꎮ 前期研究发现扩展蛋白基因

ＧｓＥＸＰＡ３ 在野生大豆中具有较高的基础转录水平ꎮ
扩展蛋白是普遍存在于植物中的一类细胞壁松弛

蛋白ꎬ于 １９９２ 年在黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ)的下胚轴

中首次被发现ꎬ家族成员涵盖 ＥＸＰＡ、ＥＸＰＢ、ＥＸＬＡ
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和 ＥＸＬＢ 等 ４ 个亚家族[８]ꎮ 因其在细胞壁松弛的进

程中执行关键功能ꎬ所以几乎参与了植物包括营养

生长和生殖生长的全过程[９]ꎮ 由扩展蛋白介导的

细胞壁形态结构改变是植物进行生长发育和适应

外界环境变化的重要途径[１０]ꎮ 在小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ)中ꎬ扩展蛋白被证实参与调控叶片的生长

并响应水分胁迫[１１]ꎮ ＴａＥＸＰＡ２ 基因的转录在 Ｈ２Ｏ２

处理下显著增加ꎬ通过调控细胞壁过氧化物酶的活性

调节植物的抗氧化能力[１２]ꎮ 冬小麦中 ＴａＥＸＰＢ７￣Ｂ
基因的过表达显著促进了转基因拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ) 的生长、 结实量及对低温胁迫的耐受

性[１３]ꎮ 番 茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ) 扩 展 蛋 白

ＳｌＥＸＰ１ 的表达同果实成熟期间果实软化的程度密

切相关[１４]ꎻ榴莲(Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ)果实中的扩展蛋

白 ＤｚＥＸＰ１￣３ 基因也在果实的开裂进程中执行重要

功能[１５]ꎮ 扩展蛋白的表达受外界生物胁迫及温度、
水分、重金属等非生物胁迫所调控ꎬ通常在胁迫响

应中执行正向的积极功能ꎬ在作物分子育种中也有

广泛的应用[１６￣１９]ꎮ
大豆扩展蛋白家族的全基因组鉴定显示共存

在 ７５ 个扩展蛋白基因ꎬ与野生大豆中的数量相

同[２０]ꎮ 大豆中扩展蛋白基因参与了叶片伸展的调

控进程[２１]ꎮ ＧｍＥＸＬＢ１ 基因与侧根的生长相关并受

低磷条件所诱导[２２]ꎮ 现阶段有关野生大豆扩展蛋

白家族的研究较少ꎬ仅报道 ＧｓＥＸＰＢ１ 基因的表达与

根系生长及植株耐盐性相关[７]ꎮ 本研究对野生大

豆 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因进行克隆ꎬ以栽培大豆毛状根遗传

转化体系初步分析该基因的功能ꎬ为野生大豆扩展

蛋白基因在大豆分子育种工作的应用提供候选基

因资源ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

野生大豆(Ｗ０５)及栽培大豆(东农 ５０)种子ꎬ均

由大豆生物学教育部重点实验室提供ꎮ 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒、ｃＤＮＡ 合成试剂盒、Ｔ３ 克隆载体和 ｑＲＴ￣

ＰＣＲ 试剂盒ꎬ均为北京全式金生物技术有限公司生

产ꎮ 限制性内切酶及 ＤＮＡ 连接酶ꎬ由 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ

Ｂｉｏｌａｂｓ 公司生产ꎮ 大肠杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ꎬ由北

京全式金生物技术有限公司生产ꎮ Ｋ５９９ 感受态细

胞ꎬ由上海唯地生物技术有限公司生产ꎮ 基因克

隆、阳性菌落 ＰＣＲ 及转基因毛状根 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定所

用试剂盒由南京诺唯赞生物科技股份有限公司

生产ꎮ

１. ２　 方法

１. ２. １　 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的克隆　 使用 ９８％ Ｈ２ＳＯ４打破

野生大豆种皮ꎬ播种于蛭石营养钵中ꎬ于昼夜温度

２５ ℃ / ２２ ℃、光照周期 １６ ｈ / ８ ｈ 条件下培养ꎬ３０ ｄ后

采集茎部ꎬ使用北京全式金生物技术有限公司的

试剂盒提取总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡꎮ 依据 Ｆｅｎｇ 等[７]

对野生大豆扩展蛋白家族的全基因组鉴定结果ꎬ

利用Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 ＰＣＲ

扩增引物 (表 １)ꎮ 基因克隆所用试剂为 ２ × Ｔａｑ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)ꎬ反应程序为:９５ ℃、 ３ ｍｉｎ预

变性ꎬ３５ 个循环 (９５ ℃、１５ ｓꎬ５８ ℃、１５ ｓꎬ７２ ℃、

１ ｍｉｎ)ꎬ７２ ℃、５ ｍｉｎ 延伸ꎮ 将 ＰＣＲ 产物连接至 Ｔ３

克隆载体ꎬ送交吉林省库美生物科技有限公司进行

测序ꎮ
表 １　 供试引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号

Ｎｕｍｂｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

长度

Ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ / ｂｐ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

１ Ｆ:ＡＡＧＣＡＣＴＴＴＡＣＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧＡ ２２ ９６６ ＧｓＥＸＰＡ３ 基因克隆

Ｒ:ＧＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＴＧＧＴＴＣＴＴＣＣＡＡＴ ２４

２ Ｆ:ＣＴＴＴＧＡＴＡＴＧＧＣＴＧＡＡＣＣＴＧＣ ２１ ２１１ ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ｒ:ＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＴＴＧＧＡＣＣＣ １８

３ Ｆ:ＣＴＴＡＣＡＴＴＧＣＣＣＴＴＧＡＣＴＡＣＧ ２１ １３１ 野生大豆内参基因 Ａｃｔｉｎ

Ｒ:ＡＡＣＣＴＣＴＧＧＡＣＡＴＣＴＧＡＡＡＣＧ ２１

４ Ｆ:ＴＴＴＡＣＴＡＧＴＡＴＧＡＣＡＣＡＣＡＡＧＧＡＡＴ ２５ ７８３ ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 Ｓｐｅ Ｉ 酶切位点添加

Ｒ:ＡＡＡＡＣＴＡＧＴＧＡＡＴＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＧＧ ２５

５ Ｆ:ＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＴＧＡＣ １９ ８０９ ＧｓＥＸＰＡ３ 表达载体鉴定

Ｒ:ＡＣＴＡＧＴＧＡＡＴＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＧＧ ２２
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表 １(续)

序号

Ｎｕｍｂｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

长度

Ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ / ｂｐ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

６ Ｆ:ＧＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＴＴＴＴＣＡＡＧＡＴＡＣＣＣ ２５ ３１５ 转基因毛状根的鉴定

Ｒ:ＣＧＡＴＧＴＴＧＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＴ １９

７ Ｆ:ＡＧＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＧ ２０ ９２ 大豆内参基因 Ａｃｔｉｎ

Ｒ:ＴＴＴＧＡＣＣＣＡＴＣＣＣＡＡＣＣＡＴ １９

１. ２. ２ 　 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的生物信息学分析 　 通过

ＤＮＡＭＡＮ 软件对测序结果序列进行比对ꎻ利用

Ｅｘｐａｓｙ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因所编码蛋白的理化

性质ꎬ 使 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )预测 ＧｓＥＸＰＡ３ 蛋白的三级

结构 模 型ꎻ 使 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ /
ｈｔｍｌ / )分析 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 ＡＴＧ 前 ２ ０００ ｂｐ 启动子

序列ꎻ利用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件构建栽培大豆扩展蛋白

家族成员和 ＧｓＥＸＰＡ３ 蛋白进化树[２０]ꎮ
１. ２. ３　 非生物胁迫及 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测　 以蛭石为基

质ꎬ按同上条件培养野生大豆ꎬ每隔 ５ ｄ 浇灌适量的

霍格兰营养液ꎬ培养 ３０ ｄ 后进行非生物胁迫处理ꎮ
非生物胁迫处理:(１)盐胁迫ꎬ以 １５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＮａＣｌ
模拟盐胁迫ꎻ(２)低温胁迫ꎬ将植株置于 ４ ℃光照培

养箱中ꎻ(３)干旱胁迫ꎬ以 １００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １甘露醇模拟

干旱胁迫ꎮ 分别于处理 ０ꎬ４ꎬ９ꎬ１２ 和 ２４ ｈ 后取全株

大豆幼苗ꎮ ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成方法同上ꎬ使用

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ􀅹 Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ参
照 Ｗｉｌｌｅｍｓ 等[２３]的方法分析数据ꎮ
１. ２. ４　 基因过表达载体构建　 以植物双元表达载

体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 为基础ꎬ构建 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因过表

达载体ꎮ 在 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 ＰＣＲ 扩增的正向和反向

引物 分 别 设 计 Ｓｐｅ Ｉ 酶 切 位 点ꎬ ＰＣＲ 产 物 与

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 表达载体单酶切后以 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

进行连接ꎬ连接产物转化至大肠杆菌中ꎮ 转化后的

单菌落通过 ＰＣＲ 鉴定是否连接成功及连接方向ꎬ引
物详见表 １ꎬ上述 ＰＣＲ 所用试剂和体系同 １. ２. １ꎬ将
正向连接的菌株送交吉林省库美生物科技有限公

司测序ꎬ重组载体命名为 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＧｓＥＸＰＡ３ꎮ
１. ２. ５　 基因过表达载体转化栽培大豆毛状根及表

型观察　 将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＧｓＥＸＰＡ３ 表达载体以冻

融法转化至发根农杆菌 Ｋ５９９ 中[２４]ꎮ 参照 Ｌｉ 等[２５]

的农杆菌介导的栽培大豆毛状根遗传转化体系将

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＧｓＥＸＰＡ３ 载体转化至大豆毛状根

中ꎮ 侵染后 １２ ｄ 对大豆毛状根进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定

并计算转化率ꎬ试剂采用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣
ＰＣＲ Ｋｉｔ (Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)ꎬ方法及体系参照 Ｆｅｎｇ 等[７] 进

行ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ 基因为参考基因ꎬ转基因毛状根的鉴定

引物详见表 １ꎮ 将鉴定为阳性的大豆毛状根移栽至

新的培养基中进行培养ꎬ分别在第 ０ 和 ７ 天拍照ꎬ
观察并统计毛状根数量、根长和根重ꎬ计算相对增

长量ꎮ
１. ２. ６　 数据分析　 所有试验均至少重复 ３ 次ꎬ结果

记为平均值 ± 标准差(Ｍｅａｎ ± ＳＤ)ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行差异显著性分析及制图ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因扩增

如图 １ 所示ꎬ以野生大豆的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ对
ＧｓＥＸＰＡ３ 基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物的电泳条带大小

与预期相符合ꎮ 对测序结果序列进行比对表明ꎬ基
因 ＣＤＳ 序列为 ９６６ ｂｐꎬ 与 Ｆｅｎｇ 等[７] 所鉴定 的

ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的 ＣＤＳ 序列比对率为 １００％ (图 ２)ꎬ
证明已成功扩增获得该基因ꎮ

　 　 注:Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１. ＧｓＥＸＰＡ３ 的 ＰＣＲ 产物ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３.

图 １　 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因 ＰＣＲ 扩增产物电泳检测结果

Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ　
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　 　 注:参考序列为 Ｆｅｎｇ 等[７]所鉴定的 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ[７] .

图 ２　 目的基因 ＰＣＲ 扩增序列测序结果比对

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

２. ２　 基因生物信息学分析

分析结果表明ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基因编码的蛋白由

２５５ 个氨基酸构成ꎬ相对分子质量为 ２７ ４３７. ７０ꎬ等
电点为 ７. ５５ꎬ蛋白质分子式为 Ｃ１２１６Ｈ１８２１Ｎ３３５Ｏ３６６Ｓ１４ꎬ
ＧｓＥＸＰＡ３ 蛋白的三级结构模型如图 ３ 所示ꎮ

通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线软件对 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的

启动子序列进行分析的结果如表 ２ 所示ꎬＧｓＥＸＰＡ３
基因启动子区域存在多个顺式作用元件ꎬ功能涵盖

脱落酸响应、光响应、干旱胁迫、类黄酮生物合成调

控等方面ꎬ表明该基因的转录可能受植物激素 ＡＢＡ
和干旱胁迫所诱导ꎬ同时参与类黄酮的生物合成ꎮ

图 ３　 ＧｓＥＸＰＡ３ 蛋白的三级结构预测模型

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ

ＧｓＥＸＰＡ３ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 ２　 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的启动子分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ

序号 Ｎｕｍｂｅｒ 元件名称 Ｅｌｅｍｅｎｔ ｎａｍｅ 位置 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′) 功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ ＡＢＲＥ ５８７ ( － ) ＡＣＧＴＧ 脱落酸顺式作用元件

２ ＡＲＥ ２９ ( ＋ ) ＡＡＡＣＣＡ 厌氧诱导所需顺式元件

４４２ ( ＋ )

２５７ ( － )

３ Ｂｏｘ ４ １６４ ( ＋ ) ＡＴＴＡＡＴ 参与光响应的保守 ＤＮＡ 模块

１０１４ ( － )

４ Ｇ￣Ｂｏｘ ５８７ ( ＋ ) ＣＡＣＧＴＴ 光响应顺式作用元件

５ ＭＢＳ ４７８ ( ＋ ) ＣＡＡＣＴＧ 参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点

６ ＭＢＳＩ １４０ ( － ) ａａａＡａａＣ(Ｇ / Ｃ)ＧＴＴＡ 类黄酮生物合成基因调控中的 ＭＹＢ 结合位点

７ ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ ５９ ( － ) ＴＣＴＣＣＣＴ 光响应元件的一部分

８ ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ １３７３ ( － ) ＴＣＴＴＡＣ 光响应元件的一部分

９ ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ １７５ ( － ) ＴＴＡＣＴＴＡＡ 光响应元件
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　 　 以栽培大豆的扩展蛋白家族成员为基础所构

建的 ＧｓＥＸＰＡ３ 氨基酸进化树如图 ４ 所示ꎬＧｓＥＸＰＡ３
蛋白与栽培大豆中的 ＧｍＥＸＰＡ２５ 和 ＧｍＥＸＰＡ４０ 位

于同一进化分支上ꎬ具有较近的亲缘关系ꎮ

图 ４　 ＧｓＥＸＰＡ３ 蛋白与栽培大豆扩展蛋白家族成员的氨基酸进化树

Ｆｉｇ. ４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘｐａｎｓｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ

２. ３　 非生物胁迫下基因转录模式分析

如图 ５ 所示:在盐胁迫处理 ４ꎬ９ 和 １２ ｈ 后ꎬ
ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录水平对与照组无显著差异ꎬ但
在处理 ２４ ｈ 时该基因的转录水平显著下调ꎻ
ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录对低温处理呈现较为强烈的

响应ꎬ在处理后 ４ꎬ９ꎬ１２ 及 ２４ ｈ 均显著高于对照组ꎬ
分别是对照组的 ２. ２７ꎬ２. ３３ꎬ３. ２６ 及 ４. ０８ 倍ꎬ且处

理后 １２ ｈ 的相对转录水平最高ꎻ干旱胁迫同样导致

该基因的转录水平上调ꎬ相比于对照组ꎬ干旱处理

９ ｈ该基因的转录显著上调ꎬ为对照组的 ２. １ 倍ꎬ但
随后逐渐下降ꎮ 上述结果显示ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转

录受低温和干旱胁迫所诱导ꎮ
２. ４　 过表达 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因对栽培大豆毛状根生

长的影响

　 　 如图 ６ 所示ꎬＰＣＲ 鉴定结果表明ꎬ获得了含有

重组表达载体(ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子驱动 ＧｓＥＸＰＡ３ 基

因表达的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 载体)的 Ｋ５９９ 发根农杆菌

阳性菌液ꎬ可用于栽培大豆毛状根诱导转化试验ꎮ

　 　 注:不同小写字母表示 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因在同一时间点不同处

理之间的转录水平存在显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ(Ｐ < ０. ０５) .

图 ５　 不同非生物胁迫下 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录水平分析

Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧｓＥＸＰＡ３
　 　 　 ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
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　 　 注:Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１ 和 ２. 阳性菌株菌液 ＰＣＲ 鉴定结果ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １ ａｎｄ ２. ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ.

图 ６　 转化 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＧｓＥＸＰＡ３ 表达载体 Ｋ５９９ 发根农杆菌 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ. ６　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ Ｋ５９９ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＧｓＥＸＰＡ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 如图 ７ 所示ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 试验逐一鉴定及计算表

明ꎬ转基因大豆毛状根转化率为 ８２％ (ｎ ＝ ５０)ꎮ 如

图 ８ 和表 ３ 所示ꎬ相比于 Ｋ５９９ 空菌对照组ꎬ过表达

ＧｓＥＸＰＡ３ 基因对大豆毛状根的生长表现出显著促

进作用ꎬ毛状根数目、总根长与总根重的相对增长

量均 显 著 高 于 对 照 组ꎬ 分 别 提 高 了 ５６􀆰 ８３％ 、

５３􀆰 １９％和 ５３. ３５％ ꎮ

图 ７　 过表达 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因大豆毛状根的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ. ７　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ

图 ８　 过表达 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因大豆毛状根的表型

Ｆｉｇ. ８　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ
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表 ３　 过表达 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因大豆毛状根的表型量化结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＧｓＥＸＰＡ３ ｇｅｎｅ

转化组

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

根数相对增长量

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ / 个

根长相对增长量

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ / ｃｍ

根重相对增长量

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ ｗｅｉｇｈｔ / ｇ

ＣＫ(Ｋ５９９) ２５. ３２ ± ４. ７９ １７０. ５３ ± ３１. ４４ ５. ２３ ± １. ０９

３５Ｓ::ＧｓＥＸＰＡ３ ３９. ７１ ± ５. １７∗ ２６１. ２４ ± ２９. １１∗∗ ８. ０２ ± １. ２４∗

　 　 注:∗和∗∗分别表示 Ｋ５９９ 与 ３５Ｓ::ＧｓＥＸＰＡ３ 毛状根同一表型存在显著(Ｐ < ０. ０５)或极显著差异(Ｐ < ０. ０１)ꎮ

Ｎｏｔｅ: ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ < ０. ０５) ｏｒ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ < ０. ０１) ｂｅｔｗｅｅｎ Ｋ５９９ ａｎｄ ３５Ｓ::ＧｓＥＸＰＡ３ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论

植物的生长主要分为两个途径ꎬ分别是细胞数

量的增多及细胞体积的变大ꎬ而扩展蛋白通常是在

后者中发挥作用ꎬ这也决定了其参与调控植物生长

发育的功能ꎮ 此外ꎬ植物的细胞壁是响应及抵御外

界环境胁迫的第一道屏障ꎬ细胞壁结构或组成的改

变也是植物快速适应外界环境变化的机制之一ꎮ
扩展蛋白因直接参与调控植物细胞的生长及胁迫

响应进程ꎬ可作为抗性分子育种工作中良好的备选

基因资源ꎬ在多种作物的分子育种工作中均获得了

成功[２６]ꎮ
在抗逆性较好的野生大豆材料中ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基

因的基础转录水平较高[７]ꎬ表明该基因可能在野生

大豆优良环境适应能力的调控途径中执行重要功

能ꎬ且启动子分析结果显示其可能参与植物对环境

胁迫的响应进程ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 试验的结果也进一步

证明了该猜测ꎬ即 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的转录本在低温和

干旱胁迫下显著增加ꎬ但有关其在这两方面胁迫抗

性进程中是否发挥作用和相关的机制还是未知的ꎬ
将在后续研究中进行系统的揭示ꎮ 此外ꎬ该基因的

启动子区域存在类黄酮生物合成调控基因相关的

ＭＹＢ 结合位点ꎬ表明 ＧｓＥＸＰＡ３ 可能与黄酮类化合

物的合成相关ꎮ 扩展蛋白通常被认知的功能主要

在细胞壁修饰方面ꎬ有关其与植物次生代谢产物关

联的报道较少[２７]ꎮ 大豆的种子中富含异黄酮ꎬ且具

有较高的价值[２８]ꎬ如能明晰扩展蛋白与黄酮类化合

物合成之间的调控机制ꎬ则对于扩展蛋白相关的理

论研究及大豆的分子育种均具有重要的意义ꎬ这也

是本研究后续相关工作的重点ꎮ
为鉴定 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因的功能ꎬ本研究选择了大

豆毛状根为植物材料并检测了过表达该基因对毛

状根生长的影响ꎮ 扩展蛋白与植物根系的发育密

切相关ꎬ而根系作为植物重要的营养器官ꎬ直接决

定植株的生长状况与应对外界水分胁迫的能力[２９]ꎮ
在本研究中ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基因同样参与了栽培大豆根

系的生长调控ꎬ过表达该基因毛状根的生长状态显

著优于野生型ꎬ毛状根数量、根长及根重均增加明

显ꎮ 植物根系的生长涉及细胞分裂、细胞伸长等进

程ꎬ而扩展蛋白通常被认知为在细胞伸长过程中发

挥作用ꎮ 扩展蛋白的过度表达会显著促进细胞壁

的松弛程度ꎬ进而增加原生质体或液泡在膨压驱动

下对水分的吸收[３０]ꎬ这可能是 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因促进

大豆毛状根生长的原因ꎬ但仍需后续的试验加以验

证ꎮ 发达的根系有助于植物对水分的吸收ꎬ进而增

强在干旱、盐等胁迫下的生存能力ꎬＧｓＥＸＰＡ３ 基因

在干旱胁迫下转录本的增加也可能是野生大豆通

过调控根系生长以适应干旱胁迫的机制之一ꎮ 尽

管 ＧｓＥＸＰＡ３ 发挥功能的详细途径还未清楚ꎬ但其仍

可作为栽培大豆抗性种质改良的候选基因进行下

一步的研究ꎬ以推动其在栽培大豆的分子育种工作

中的应用ꎮ

４　 结论

本研究对野生大豆扩展蛋白基因 ＧｓＥＸＰＡ３ 进

行了克隆ꎬ该基因编码的蛋白由 ２５５ 个氨基酸构成ꎬ
其转录水平在低温和干旱胁迫下显著上调ꎮ 过表

达 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因能够显著促进栽培大豆毛状根的

生长ꎬ毛状根数量、根长与根重的相对增长量均高

于对照组ꎬ表明 ＧｓＥＸＰＡ３ 基因对栽培大豆的种质改

良有较好的应用价值ꎮ
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(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )[Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２０１９ꎬ２０(１): １０１.

[１０] ＮＡＲＶÁＥＺ￣ＢＡＲＲＡＧÁＮ Ｄ Ａꎬ ＴＯＶＡＲ￣ＨＥＲＲＥＲＡ Ｏ Ｅꎬ ＳＥＧＯＶＩＡ

Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐａｎｓｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ｍｉｃｒｏｂｅ￣ｐｌａｎｔ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｌａｎｔ￣ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ [ Ｊ ] .

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ １６６(１１): １００７￣１０１８.

[１１] ＺＨＯＵ Ｓꎬ ＨＡＮ Ｙ Ｙꎬ ＣＨＥＮ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ

ｅｘｐａｎｓｉｎｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｅａｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ

ｗｈｅａｔ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １８３: ６４￣７４.

[１２] ＣＨＥＮ Ｙ Ｈꎬ ＲＥＮ Ｙ Ｑꎬ ＺＨＡＮＧ Ｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｗｈｅａｔ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅ ＴａＥＸＰＡ２ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１８ꎬ １２４: １９０￣１９８.

[１３] ＦＥＮＧ Ｘꎬ ＸＵ Ｙ Ｑꎬ ＰＥＮＧ Ｌ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. ＴａＥＸＰＢ７￣Ｂꎬ ａ β￣ｅｘｐａｎｓｉｎ

ｇｅｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ２４０: １５３００４.

[１４] ＭＩＮＯＩＡ Ｓꎬ ＢＯＵＡＬＥＭ Ａꎬ ＭＡＲＣＥＬ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ＳｌＥｘｐ１ ａｌｔｅｒ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｄｅｌａｙ ｆｒｕｉｔ

ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ꎬ ２４２: １９５￣２０２.

[１５] ＰＡＬＡＰＯＬ Ｙꎬ ＫＵＮＹＡＭＥＥ Ｓꎬ ＴＨＯＮＧＫＨＵＭ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｌｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｈｉｓｃｅｎｃｅ ｚｏｎｅ ｏｆ ｒｉｐｅｎｉｎｇ

ｄｕｒｉａｎ (Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ) ｆｒｕｉｔ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ

２０１５ꎬ １８２: ３３￣３９.

[１６] ＣＨＥＮ Ｙ Ｈꎬ ＨＡＮ Ｙ Ｙꎬ ＫＯＮＧ Ｘ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｃｔｏｐｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｗｈｅａｔ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅ ＴａＥＸＰＡ２ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｎａ ＋ / Ｋ ＋ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ [ Ｊ ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ ２０１７ꎬ １５９ ( ２ ):

１６１￣１７７.

[１７] ＪＡＤＡＭＢＡ Ｃꎬ ＫＡＮＧ Ｋꎬ ＰＡＥＫ Ｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｒｉｃｅ Ｅｘｐａｎｓｉｎ７ (Ｏｓｅｘｐａ７) ｃｏｎｆｅｒｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

ｉｎ ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０２０ꎬ ２１

(２): ４５４.

[１８] ＰＥＮＧ Ｌ Ｎꎬ ＸＵ Ｙ Ｑꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ . Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｐａｒａｌｏｇｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｅａｔ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅ ＴａＥＸＰＡ８ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｌｏｗ￣

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ２１

(６): １１１９￣１１３１.

[１９] ＲＥＮ Ｙ Ｑꎬ ＣＨＥＮ Ｙ Ｈꎬ ＡＮ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｈｅａｔ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅ

ＴａＥＸＰＡ２ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ Ｃｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ

[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１８ꎬ ２７０: ２４５￣２５６.

[２０] ＺＨＵ Ｙꎬ ＷＵ Ｎ Ｎꎬ ＳＯＮＧ Ｗ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)

ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｏｒｉｇｉｎｓ: Ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ

ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ

ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ １４: ９３.

[２１] ＤＥＶＩ Ｍ Ｊꎬ ＴＡＬＩＥＲＣＩＯ Ｅ Ｗꎬ ＳＩＮＣＬＡＩＲ Ｔ Ｒ. Ｌｅａｆ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｖａｐｏｕｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｄｅｆｉｃｉｔｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１５ꎬ ６６ ( ７ ):

１８４５￣１８５０.

[２２] ＫＯＮＧ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｂꎬ ＤＵ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ . ＧｍＥＸＬＢ１ ꎬ ａ ｓｏｙｂｅａｎ

ｅｘｐａｎｓｉｎ￣ｌｉｋｅ ｂ ｇｅｎｅꎬ ａｌｔｅｒｓ ｒｏｏｔ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ １０: ８０８.

[２３] ＷＩＬＬＥＭＳ Ｅꎬ ＬＥＹＮＳ Ｌꎬ ＶＡＮＤＥＳＯＭＰＥＬＥ Ｊ. Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ [ Ｊ ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００８ꎬ ３７９ ( １ ):

１２７￣１２９.

[２４] ＳＯＮＧ Ｊꎬ ＴÓＴＨ Ｋꎬ ＭＯＮＴＥＳ￣ＬＵＺ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｙｂｅａｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ: ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ ２０２１ꎬ １(７): ｅ１９５.

[２５] ＬＩ Ｃ Ｆꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｘ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｒｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１４ꎬ ３３

(１１): １９２１￣１９３２.

[２６] ＳＵＮ Ｑꎬ ＬＩ Ｙꎬ ＧＯＮＧ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ＮＡＣ￣ＥＸＰＡＮＳＩＮ ｍｏｄｕｌｅ

ｅｎｈａｎｃｅｓ ｍａｉｚｅ ｋｅｒｎｅｌ ｓｉｚｅ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｎｕｃｅｌｌｕｓ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０２２ꎬ １３(１): ５７０８.

[２７] ＡＲＳＬＡＮ Ｂꎬ ÍＮＣＩＬＩ Ç Ｙꎬ ＵＬＵ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｚｕｃｃｈｉｎｉ ａｎｄ

ｃｕｃｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ

ｓｔｒｅｓｓｅｓ[ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０２１ꎬ

２７(１２): ２７３９￣２７５６.

[２８] ＱＵ Ｓ Ｓꎬ ＫＷＯＮ Ｓ Ｊꎬ ＤＵＡＮ Ｓ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ

ｉｍｍａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｓｏｙｂｅａｎｓ ｂｙ ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ [ Ｊ ] .

Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２１ꎬ ２６(２４): ７４７１.

[２９] ＭＵＴＨＵＳＡＭＹ Ｍꎬ ＫＩＭ Ｊ Ｙꎬ ＹＯＯＮ Ｅ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ . ＢｒＥＸＬＢ１ ꎬ ａ

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｅｘｐａｎｓｉｎ￣ｌｉｋｅ Ｂ１ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｏｏｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ[ Ｊ] .

Ｇｅｎｅｓꎬ ２０２０ꎬ １１(４): ４０４.

[３０] ＣＯＳＧＲＯＶＥ Ｄ Ｊ. Ｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｗｈｅａｔ ｙｉｅｌｄｓ ｗｉｔｈ ｅｘｐａｎｓｉｎ[Ｊ] . Ｔｈｅ

Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０２１ꎬ ２３０(２): ４０３￣４０５.


