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摘　 要:膨胀素(ＥｘｐａｎｓｉｎꎬＥＸＰ)通过调控细胞壁的松弛在植物应对环境胁迫过程中起着重要作用ꎮ 为研究 ＥＸＰ 基因

在大豆应对干旱和盐胁迫过程中的作用ꎬ本研究对大豆中的两个 ＥＸＰ 基因(ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６)进行生物信息学

分析ꎬ通过实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测基因干旱和盐胁迫后的表达量ꎮ 结果表明:ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６
基因分别位于大豆第 ３ 和 １１ 号染色体上ꎬ编码的蛋白序列长度分别为 ２６７ 和 ２７７ 个氨基酸ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白分子量

为 ２８. ８１ ｋＤａꎬ理论等电点为 ５. ６２ꎻＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白分子量为 ２９. ３７ ｋＤａꎬ理论等电点为 ４. ９５ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６
均为不稳定的亲水蛋白且定位于细胞壁中ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白均含有 １ 个保守的 ＤＰＢＢ＿１ 结构域ꎮ
ＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白与小麦 ＴａＥＸＰＢ１０ 蛋白的亲缘关系最近ꎬＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白与 ＧｍＥＸＰＢ２ 蛋白亲缘关系最近ꎮ 干旱胁迫能

够诱导 ＧｍＥＸＰＢ３ 的表达ꎬ但不能诱导 ＧｍＥＸＰＢ６ 的表达ꎮ 盐胁迫能够诱导 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 的表达ꎮ
ＧｍＥＸＰＢ３ 的启动子区域含有 ５ 种与逆境有关的顺式作用元件ꎬＧｍＥＸＰＢ６ 的启动子区域含有 ４ 种与逆境有关的顺式

作用元件ꎮ 研究结果可为大豆 ＥＸＰＢ 基因抗逆机制的研究及应用提供理论依据ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｅｘｐａｎｓｉｎ ( ＥＸＰ) ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ
ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ. Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＥＸＰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｗｏ ＥＸＰ ｇｅｎｅｓ (ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ
ＧｍＥＸＰＢ６) ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｔｈｅ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ３ ａｎｄ １１ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２６７ ａｎｄ ２７７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ２８. ８１ ｋＤａ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｉｓ ５. ６２. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ２９. ３７ ｋＤａ
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ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＴａＥＸＰＢ１０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｗｈｅａｔꎬ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＧｍＥＸＰＢ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ. Ｄｒｏｕｇｈｔ
ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ＧｍＥＸＰＢ６. Ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ
ＧｍＥＸＰＢ６. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｆｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ６
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｆｏｕｒ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ￣
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＥＸＰＢ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻ ｅｘｐａｎｓｉｎꎻ ＥＸＰＢꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 膨胀素(ＥｘｐａｎｓｉｎꎬＥＸＰ)也称为拓展蛋白ꎬ最早

从黄瓜细胞壁中分离出来[１]ꎮ ＥＸＰ 是一类在植物

细胞生长期间释放的具有非水解酶活性的细胞壁

松弛蛋白ꎬ广泛存在于各种植物中ꎬ几乎参与了植

物的各个生长发育过程ꎬ包括种子的萌发、根毛的

形成、 茎和叶的发育、 果实的成熟及逆境响应

等[２￣５]ꎮ ＥＸＰ 为多基因家族ꎬ主要分为 ＥＸＰＡ ( α￣
ｅｘｐａｎｓｉｎ)、ＥＸＰＢ( β￣ｅｘｐａｎｓｉｎ)、ＥＸＬＡ(Ｅｘｐａｎｓｉｎ￣ｌｉｋｅ
Ａ)和 ＥＸＬＢ(Ｅｘｐａｎｓｉｎ￣ｌｉｋｅ Ｂ)４ 个亚家族[６]ꎬ又以

ＥＸＰＡ 和 ＥＸＰＢ 两个亚家族较为主要ꎬ它们的功能

在许多方面既有相似之处但也存在不同ꎮ
研究发现ꎬＥＸＰ 基因多为诱导型基因ꎬ易受各

种激素和生物及非生物胁迫的诱导表达[７]ꎮ 低温

胁迫可以诱导 ＴａＥＸＰＢ８ 和 ＴａＥＸＰＢ１０ 在冬小麦中

的表达ꎬ且它们在强抗寒小麦品种中的表达量明显

高于低抗寒小麦品种[８]ꎮ 相反ꎬＴａＥＸＰＢ１２￣Ａ / Ｂ / Ｄ
这 ３ 个同源基因在冬小麦中的表达则被低温胁迫所

抑制ꎬ而干旱胁迫和脱落酸、茉莉酸甲酯及水杨酸
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处理则会诱导它们的表达[９]ꎮ 盐胁迫可以促进抗
盐玉米品种中 ＺｍＥＸＰＢ２、ＺｍＥＸＰＢ６ 和 ＺｍＥＸＰＢ８
表达量的上调[１０]ꎮ 干旱和缺磷胁迫能够诱导
ＯｓＥＸＰＢ２ 在水稻中的表达[１１]ꎮ 利用 ＥＸＰ 基因改良
作物的抗逆性也逐渐成为可能ꎮ 玫瑰 ＲｈＥＸＰＡ４ 在
拟南芥中过表达后产生了短茎、卷曲叶和花序紧凑
的表型ꎬ且转基因植株对干旱和盐胁迫的耐受性增
强[１２]ꎮ 小麦 ＴａＥＸＰＢ２３ 的过表达提高了转基因烟
草的氧化胁迫耐受性[１３]ꎮ 谷子 ＳｉＥＸＰＢ５ 在干旱胁
迫下表达量增加ꎬ其异源表达能够增强转基因拟南芥
的抗旱性[１４]ꎮ 野生大麦 ＨｖＥＸＰＢ７ 通过促进根毛伸
长来增强抗旱性[１５]ꎮ 烟草 ＮｔａｂＥＸＰＡ１２ 通过增大细
胞体 积 进 而 促 进 烟 草 叶 片 的 扩 展ꎬ 过 表 达
ＮｔａｂＥＸＰＡ１２ 提高了转基因植株的抗盐和抗旱性[１６]ꎮ

大豆是我国重要的粮油饲兼用作物ꎬ在保障国
家粮食安全中具有重要的地位ꎮ 通过分子育种改
良培育抗旱、抗盐大豆品种ꎬ实现旱地、盐碱地大豆
产量与品质的协同提高ꎬ对缓解目前我国面临的粮
食安全问题具有重大意义ꎮ 到目前为止ꎬＥＸＰＢ 基
因的相关研究大多集中于禾本科作物ꎮ 研究发现ꎬ
大豆中共存在 ９ 个 ＥＸＰＢ 基因[１７]ꎮ Ｇｕｏ 等[１８] 报道
大豆 ＧｍＥＸＰＢ２ 在非生物胁迫环境下与根系统的形
态建成密切相关ꎮ 大豆中其他 ＥＸＰＢ 基因与非生物
胁迫关系的研究尚鲜见报道ꎮ 鉴于 ＥＸＰＢ 基因的研
究可能对大豆抗逆性的改良及产量的提高发挥积
极作用ꎬ本研究针对大豆 ＥＸＰＢ 基因家族中的
ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 进行生物信息学分析ꎬ并对
它们在干旱和盐胁迫处理下的表达量进行检测ꎬ为
大豆 ＥＸＰＢ 基因抗逆机制的研究及应用提供理论
依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料
供试大豆品种为克山 １ 号ꎬ由黑龙江省农业科

学院克山分院提供ꎮ
１. ２　 试验设计

选择大小一致、饱满的大豆种子ꎬ均匀播撒在
沙土和草炭土(１ ∶ １混合)中ꎬ覆膜管理ꎮ 待种子萌
发ꎬ根长至 ６ ~ ８ ｃｍ 时(７ ｄ 左右)移入 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营
养液中培养ꎬ期间 ２ ~ ３ ｄ 更换 １ 次营养液ꎮ ７ ｄ 左
右ꎬ幼苗第一片三出复叶基本展开ꎬ开始进行干旱

和盐胁迫处理ꎮ 分别配置含有 ２０％ ＰＥＧ８０００ 和
２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＮａＣｌ 的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液ꎬ将幼苗根
部浸入其中分别进行干旱和盐胁迫处理ꎮ 将未经处
理的 ０ ｈ(对照)以及胁迫处理后 １ꎬ２ꎬ５ꎬ１０ 和 ２４ ｈ 设
置为取样时间点ꎬ在每个时间点分别取 ０. １ ｇ 第一
片三出复叶并于液氮中速冻ꎮ 所取叶片样品材料
均保存在 － ８０ ℃超低温冰箱中ꎮ
１. ３　 方法
１. ３. １　 生物信息学分析 　 从 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )数据库下载大豆 ＧｍＥＸＰＢ３ 和
ＧｍＥＸＰＢ６ 的基因编码序列及蛋白质氨基酸序列ꎮ
利用在线网站 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )进行蛋白的基本理化性质分析ꎮ 利用
在线网站 ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｔｏｏｌｓ /
ｐｓｏｒｔ)预测蛋白的亚细胞定位ꎮ 利用在线网站
ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )分析预
测蛋白序列的保守结构域及所在位置ꎮ 使用
ＤＮＡＭＡＮ ８ 软件进行蛋白序列比对ꎮ 使用在线数
据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣ｎｅｘｔ. ｊｇｉ. ｄｏｅ.
ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ￣ｓｅａｒｃｈ ) 搜 索 并 下 载 ＧｍＥＸＰＢ３ 和
ＧｍＥＸＰＢ６ 的启动子序列ꎬ利用在线软件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
( ｈｔｔｐ: ∥ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )预测 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 启动
子中的顺式作用元件ꎮ 利用 ＭＥＧＡ７ 软件构建
ＥＸＰＢ 蛋白系统进化树ꎮ
１. ３. ２ 　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成 　 利用 ＴａＫａＲａ 公
司的 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂分别提取各叶片样品的总
ＲＮＡꎮ 使用 Ｉｎｎｏｖａｇｅｎｅ 公司的反转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ 第一链ꎬ － ２０ °Ｃ 冻存ꎮ
１. ３. ３ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 　 利用
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软 件ꎬ 根 据 ＧｍＥＸＰＢ３ 和
ＧｍＥＸＰＢ６ 的 ｃＤＮＡ 序列设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 内参基因选取大豆 Ｇｍβ￣Ｔｕｂｕｉｎ 基因[１９]ꎮ 引物
序列如表 １ 所示ꎬ引物由长春生工生物公司合成ꎮ
以各样品的 ｃＤＮＡ 为模版ꎬ使用 Ｉｎｎｏｖａｇｅｎｅ 公司的
２ × Ｔａｑ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒ꎬ在 ＢＩＯ￣ＲＡＤ
ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 上ꎬ 对 ＧｍＥＸＰＢ３ 和
ＧｍＥＸＰＢ６ 在干旱和盐胁迫下的表达量进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的程序设置和体系参照 Ｑｉｕ
等[１９]ꎬ所有处理均采用 ３ 次重复ꎬ依据 ２ － ΔΔＣｔ法[２０]

计算 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 的基因相对表达量ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
上游引物(５′￣３′)

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′￣３′)
下游引物(５′￣３′)

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′￣３′)

Ｇｍβ￣Ｔｕｂｕｌｉｎ ＧＧＡＡＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＣＡＴＴＧＧＴＡ ＡＧＴＧＧＣＡＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＣ

ＧｍＥＸＰＢ３ ＡＡＣＣＣＴＧＴＧＡＧＣＧＴＧＡＴＧＡＴＡＡＣＴＧ ＣＧＡＡＧＡＴＴＡＴＣＴＧＣＴＴＧＧＣＣＴＧＧＡＧ

ＧｍＥＸＰＢ６ ＴＧＣＣＡＡＧＧＴＴＧＡＡＣＴＣＡＡＧＧＡＡＧＣ ＴＴＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＧＴＧＴＧＧＴＴＡＧＣ
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２　 结果与分析

２. １　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 基因及编码蛋白序

列分析

　 　 从 ＮＣＢＩ 数据库中获取两个功能未被鉴定的大

豆 ＥＸＰＢ 基 因ꎬ ＧｍＥＸＰＢ３ ( Ｇｅｎｅｂａｎｋ 登 录 号:
ＮＭ００１２８９２２５ ) 和 ＧｍＥＸＰＢ６ ( Ｇｅｎｅｂａｎｋ 登 录 号:
ＮＭ００１２５２８６８)ꎮ 如表２ 所示ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６

基因分别位于大豆第 ３ 和 １１ 号染色体上ꎬ编码的蛋

白序列分别为 ２６７ 和 ２７７ 个氨基酸ꎮ 预测 ＧｍＥＸＰＢ３
蛋白分子量为 ２８. ８１ ｋＤａꎬ理论等电点为 ５. ６２ꎻ
ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白分子量为 ２９. ３７ ｋＤａꎬ理论等电点为

４. ９５ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白的不稳定系数均

大于 ４０ꎬ亲水性指数均为负值ꎬ表明它们均为不稳定

的亲水蛋白ꎮ 亚细胞定位预测结果显示ꎬＧｍＥＸＰＢ３
和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白均定位于细胞壁中ꎮ

表 ２　 大豆 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 基本信息及特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６

基因

Ｇｅｎｅｓ
染色体位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

氨基酸数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

分子量

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ / ｋａ

等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔ

不稳定系数

Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

亲水性指数

Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
ｉｎｄｅｘ

亚细胞定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＧｍＥＸＰＢ５ Ｃｈｒ３ ２６７ ２８. ８１ ５. ６２ ４８. １２ － ０. ００３ 细胞壁

ＧｍＥＸＰＢ７ Ｃｈｒ１１ ２７７ ２９. ３７ ４. ９５ ４６. ７４ － ０. １４０ 细胞壁

　 　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白的氨基酸序列如

图 １ 所示ꎬ它们的同源性为 ４９. ８２％ ꎮ 在 ＧｍＥＸＰＢ３
蛋白序列的 Ｎ 端含有一段信号肽序列(１ 到 ２４ 位氨

基酸)ꎬ但在 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白中并未预测到信号肽序

列ꎮ 此外ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白均含有 １ 个

保守的 ＤＰＢＢ＿１ 结构域(ＧｍＥＸＰＢ３:７７ ~ １５３ 位氨基

酸ꎻＧｍＥＸＰＢ６:８４ ~ １６５ 位氨基酸)ꎬ此结构域是

ＥＸＰ 家族蛋白的共有结构域ꎮ

图 １　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２. ２　 植物 ＥＸＰＢ 蛋白系统进化分析

将 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白与已经得到鉴

定的 １１ 个植物 ＥＸＰＢ 蛋白构建系统进化树如图 ２

所示ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白与小麦 ＴａＥＸＰＢ１０ 蛋白的亲缘

关系最近ꎬ ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白则与大豆中的另一个

ＥＸＰＢ 蛋白 ＧｍＥＸＰＢ２ 的亲缘关系最近ꎮ
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　 　 注:Ｏｓ. 水稻ꎻＺｍ. 玉米ꎻＴａ:小麦ꎻＧｍ:大豆ꎻＳｉ:谷子ꎻＨｖ:大麦ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｏｓ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｚｍ. Ｚｅａ ｍａｙｓꎻ Ｔａ. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻ

Ｓｉ. Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａꎻ Ｈｖ. Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ.

图 ２　 植物 ＥＸＰＢ 蛋白系统进化分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ＥＸＰＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２. ３　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 干旱胁迫表达分析

如图 ３ 所示:干旱胁迫能够诱导大豆幼苗中

ＧｍＥＸＰＢ３ 表达ꎬ在干旱胁迫处理后 １ꎬ１０ 和 ２４ ｈ 的

表达量均明显高于对照(０ ｈ)ꎬ２ 和 ５ ｈ 的表达量与

对照相差不明显ꎻ相反ꎬＧｍＥＸＰＢ６ 的表达量在干旱

胁迫处理后变化不明显ꎮ

　 　 注:不同小写字母代表差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ( Ｐ <

０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 在干旱胁迫处理下的表达量

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６

ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

２. ４　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 盐胁迫表达分析

如图 ４ 所示ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 的表达量

在盐胁迫处理后均呈现先升高后下降再升高的趋

势ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 表达量峰值出现在处理后 ２４ ｈꎬ是对

照的 ５. ２ 倍ꎻＧｍＥＸＰＢ６ 表达量峰值出现在处理后

１０ ｈꎬ是对照的 ２. ５ 倍ꎮ

图 ４　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 在盐胁迫

处理下的表达量

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６
ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

２. ５　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 启动子顺式作用元

件预测分析

　 　 对 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 基因起始密码子

ＡＴＧ 上游 ２ ０００ ｂｐ 的启动子序列中潜在的逆境相

关顺式作用元件的预测分析结果如表 ３ 所示:
ＧｍＥＸＰＢ３ 的启动子区域含有 ５ 种与逆境有关的顺

式作用元件ꎬ分别是 １ 个厌氧诱导元件(ＡＲＥ)、１ 个

茉莉酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ)、１ 个赤霉素响

应元件(ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ)、１ 个水杨酸响应元件(ＴＣＡ￣
ｅｌｅｍｅｎｔ)和 １ 个 ＭＹＢ 转录因子结合位点 (ＭＹＢ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ)ꎻＧｍＥＸＰＢ６ 的启动子区域含有 ４ 种与

逆境有关的顺式作用元件ꎬ分别是 ２ 个脱落酸响应

元件(ＡＢＲＥ)、１ 个厌氧诱导元件(ＡＲＥ)、３ 个茉莉

酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ)和 １ 个水杨酸响应

元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎮ
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图 ５　 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 启动子顺式作用元件预测分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＧｍＥＸＰＢ３ ａｎｄ ＧｍＥＸＰＢ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

３　 讨论

植物的生长包括细胞数量增加和细胞体积增

大两条途径ꎬＥＸＰ 主要在细胞体积增大过程中起作

用ꎮ ＥＸＰ 作为一种酶蛋白能够以非水解的方式作

用于细胞壁ꎬ在不改变细胞壁共价结构的同时打断

多糖间交联的氢键ꎬ从而增加细胞壁的柔韧性ꎬ促
进细胞的生长和伸长[２１]ꎮ 因此ꎬＥＸＰ 可以通过重塑

细胞壁的结构进而提高植物对外界不利环境条件

的耐受性[１２]ꎮ 大豆中存在 ９ 个 ＥＸＰＢ 基因[１７]ꎬ本研

究对其中功能尚未明确的 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６
进行生物信息学分析ꎮ 蛋白系统进化分析结果显

示ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白和 ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白的亲缘关系并

不近ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白与小麦 ＴａＥＸＰＢ１０ 蛋白的亲

缘关系最近ꎬ研究显示 ＴａＥＸＰＢ１０ 基因与小麦的抗

寒性相关[８]ꎮ ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白则与同样来自大豆的

ＧｍＥＸＰＢ２ 蛋 白 的 亲 缘 关 系 最 近ꎬ 研 究 显 示

ＧｍＥＸＰＢ２ 基因在非生物胁迫环境下与大豆根系统

的形态建成密切相关[１８]ꎮ 由以上进化分析结果推

测 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 很可能也在大豆遭受逆

境胁迫时发挥积极作用ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＧｍＥＸＰＢ３ 在大豆幼苗中

对干旱和盐胁迫均存在响应ꎬＧｍＥＸＰＢ６ 只响应盐胁

迫ꎮ 冯珊珊等[９]推测干旱胁迫下 ＥＸＰＢ 基因表达量

的升高与植物为了提高吸水能力而促进根毛生长

相关ꎮ Ｈａｎ 等[２２]推测小麦 ＥＸＰ 基因在盐胁迫下的

上调表达可能在维持细胞内 Ｎａ ＋ 和 Ｋ ＋ 平衡中起重

要作用ꎮ 由此可以预见 ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 可

能在大豆抗盐和抗旱基因工程育种中存在潜在的

应用价值ꎮ 基因的表达主要发生在转录调控水平

上ꎬ受多种顺式作用元件与反式作用因子的相互协

调作用[２３]ꎮ 对基因启动子中顺式作用元件进行分

析有助于了解基因表达的调控网络[２４]ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３
和 ＧｍＥＸＰＢ６ 启动子预测分析结果显示ꎬ这两个启

动子序列中含有多个激素响应相关的顺式作用元

件ꎮ 研究表明逆境胁迫会改变植物体内激素的含

量ꎬ并通过信号分子以及与关键转录因子的互作来

提高植物的抗逆性[２５￣２６]ꎮ 脱落酸、茉莉酸甲酯、赤
霉素和水杨酸等响应元件存在表明 ＧｍＥＸＰＢ３ 和

ＧｍＥＸＰＢ６ 的基因表达可能会受到多种激素信号分

子的诱导[２７￣２８]ꎮ 此外ꎬ在 ＧｍＥＸＰＢ３ 启动子序列中

还预 测 到 ＭＹＢ 转 录 因 子 的 结 合 位 点ꎬ 表 明

ＧｍＥＸＰＢ３ 有可能是功能多样的 ＭＹＢ 家族转录因子

调控的靶基因ꎮ 盐和干旱胁迫能够显著诱导小麦

部分 ＥＸＰ 基因的表达与它们启动子序列中含有数

量不 等 的 逆 境 相 关 顺 式 元 件 有 关[２２]ꎮ 因 此ꎬ
ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 及其启动子可能通过响应

多种激素参与大豆对干旱和盐胁迫的应答ꎮ

４　 结论

ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 基因分别位于大豆第 ３
和 １１ 号染色体上ꎬ编码的蛋白序列长度分别为 ２６７
和 ２７７ 个氨基酸ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 均为不

稳定的亲水蛋白且定位于细胞壁中ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 和

ＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白均含有 １ 个保守的 ＤＰＢＢ＿１ 结构域ꎮ
ＧｍＥＸＰＢ３ 蛋白与小麦 ＴａＥＸＰＢ１０ 蛋白的亲缘关系

最近ꎬＧｍＥＸＰＢ６ 蛋白与 ＧｍＥＸＰＢ２ 蛋白亲缘关系最

近ꎮ 干旱胁迫能够诱导 ＧｍＥＸＰＢ３ 的表达ꎬ但不能

诱 导 ＧｍＥＸＰＢ６ 的 表 达ꎮ 盐 胁 迫 能 够 诱 导

ＧｍＥＸＰＢ３ 和 ＧｍＥＸＰＢ６ 的表达ꎮ ＧｍＥＸＰＢ３ 的启动

子区域含有 ５ 种与逆境有关的顺式作用元件ꎬ
ＧｍＥＸＰＢ６ 的启动子区域含有 ４ 种与逆境有关的顺

式作用元件ꎮ
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