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摘要　大豆属于短日照植物，其生长发育对光周期反应非常敏感，这一特性严重阻碍大豆品种的适
应性，是制约大豆单产提高的关键因素。本研究的目的是在细胞分子水平上从基因差异表达的角

度研究短日照光周期诱导开花和衰老过程中基因转录物丰度的变化，从而探索大豆叶片感受日长

变化诱导开花和衰老的复杂机制。利用抑制性消减杂交技术（ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎＳｕｂｔｒａｃｔｉｖｅＨｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＳＳＨ）成功构建了短日照诱导的大豆光周期敏感品种‘东农Ｌ１３’叶片中差异表达的ｃＤＮＡ消
减文库，从文库中一共筛选到７３８个克隆，通过反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交，从中得到１４８个克隆并测序，
它们代表７６个不同基因的非重复序列 ＥＳＴｓ。利用 ＢＬＡＳＴ在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列相似性比
对，功能分析表明这些基因与植物的转录、信号转导和细胞凋亡的调控，解毒和防卫，大分子降解细

胞壁修饰的合成代谢等多种植物的生理生化功能相关。本研究为揭示短日照诱导大豆开花和加速

衰老的作用机理提供依据。
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　　植物对昼夜相对长度的反应称为光周期现象
（ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄｉｓｍ），本世纪初美国科学家 Ｇａｒｎａｒ和
Ａｌｌａｒ［１］发现光周期对开花的影响。自光周期现象
发现以来，科学家们对其表现和机制进行了大量的

研究，开花素学说的提出、光受体的发现，以及光周

期反应有关基因的分离，都大大深化人们对光周期

反应机制的认识［２］。

大豆是光周期反应敏感的短日照植物，在光周

期反应的早期研究中被作为重要的模式植物［１］。

大豆的开花时间和成熟是农业生殖的重要性状，控

制着种子的产量和部分疾病的抗性［３］，品种所处的

纬度不同，对日长反应也不同。短日照促进开花，反

之长日照则推迟抑制花芽生长，这一对光周期敏感

特性严重阻碍大豆品种的跨区种植，南北不宜大幅

度调种，降低了大豆品种的适应性，影响产量水平的

有效发挥。

为了打破大豆的生长区域限制，使大豆品种

在不同的播种区域都能够正常的开花、有性生殖

和种子成熟。本研究利用抑制性消减杂交

（ＳＳＨ）技术研究大豆在营养生长时期、在不同日
长的光周期生长状态下、转录水平上的基因表达

差异，揭示大豆叶片中短日照诱导上调表达的

ＥＳＴｓ对光周期和衰老相关等生物体生命活动的
分子调节机制，进而获得光周期敏感的关键基

因，为从根本上改变大豆对光周期的敏感特性，

提高单产奠定了研究基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料
大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ．）Ｌ１３晚熟品种，

具有无限结荚习性，培养于光照培养箱 ２５℃ ２５０
μｍｏｌｍ－２ｓｅｃ－１白光，长日照（ＬＤ）（１６ｈ／８ｈ光／暗）
条件下生长，作为ＳＳＨｄｒｉｖｅｒ；待第一个三出复叶展
开后（出苗后第 １０ｄ），开始短日照（ＳＤ）光周期处
理，（８ｈ／１６ｈ光／暗）培养作为ＳＳＨｔｅｓｔｅｒ，在处理后
第１５ｄ，在黑暗／光照交替处时，同时对两个样本取
材，剪取第三个三出复叶，液氮速冻，－８０℃保存用
于构建抑制性消减文库。

１．２　化学试剂与药品
Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 ＧｉｂｃｏｌＢＲＬ公司；ＣＬＯＮＴＥＣＨ

ＳＭＡＲＴＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ和ＣＬＯＮＴＥＣＨＰＣＲ
－ＳｅｌｅｃｔＴＭｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ均购自 ＣＬＯＮＴＥＣＨ
公司；ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自ＱＩＡＧＥＮ公
司；ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒ
ｔｅｒＫｉｔ购自 Ｒｏｃｈｅ公司；ＳＹＢＲ（Ｒ）ＥｘＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ－
ＰＣＲＫｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公司；其它各种生化试剂均为
国产分析纯。

１．３　方法
１．３．１　抑制性消减杂交ｃＤＮＡ文库的构建 采用

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取大豆叶片总ＲＮＡ。依照 ＣＬＯＮＴＥＣＨ
ＳＭＡＲＴＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书利用ＳＭＡＲＴ
技术将两个样本总 ＲＮＡ逆转录成为 ｃＤＮＡ，并经过
合适的循环次数达到最佳的扩增状况，以确保双链

ｃＤＮＡ处于对数扩增阶段。以短日照暗处理的叶片
ｃＤＮＡ为ｔｅｓｔｅｒ，长日照的叶片 ｃＤＮＡ为 Ｄｒｉｖｅｒ，依
照 ＣＬＯＮＴＥＣＨＰＣＲ－ＳｅｌｅｃｔＴＭｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
说明书进行抑制性消减杂交。即将 ｔｅｓｔｅｒｃＤＮＡ用
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限制性内切酶 ＲｓａＩ酶切后分为两份，分别与接头１
和接头 ２Ｒ（Ａｄａｐｔｏｒ１和 Ａｄａｐｔｏｒ２Ｒ）１６℃连接过
夜，然后将它们分别与 ＲｓａＩ酶切的 ｄｒｉｖｅｒｃＤＮＡ进
行第一次杂交，６８℃杂交８ｈ，再向两组第一次消减
杂交体系混合物中加入过量的变性 ｄｒｉｖｅｒｃＤＮＡ进
行第２次杂交，６８℃过夜，再进行第一次和第二次
ＰＣＲ扩增。将消减杂交的产物纯化后与 ｐＧＥＭ－Ｔ
载体在４℃连接过夜，热击转化大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５ａ感受态细胞，培养于Ｘ－ｇａｌ／ＩＰＴＧ／
Ａｍｐ琼脂平板上进行蓝白斑筛选，挑取白色菌落接
种于液体ＬＢ培养基中，３７℃过夜培养后，进行菌落
ＰＣＲ鉴定，经鉴定为阳性克隆的菌落加入１５％甘
油，－７０℃保存菌种。
１．３．２ 反向 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交筛选阳性克隆 依照

ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒ
Ｋｉｔ程序制备地高辛标记探针，将阳性克隆 ＰＣＲ产
物点阵于尼龙膜上，分别与 Ｔｅｓｔｅｒ和 Ｄｒｉｖｅｒ的总
ＲＮＡ进行２次重复杂交筛选消减文库。
１．３．３　ＤＮＡ测序与序列分析 将阳性克隆送至

上海生工测序，序列经去除载体序列和引物序列后，

将所得的 ＥＳＴ利用 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ序列比对分析
软件进行序列相似性比对分析。

１．３．４　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－

ＰＣＲ）进一步验证差异表达的片段 根据６个推测
的大豆转录因子 ＧＡＭＹＢ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＢＰ）、
ＲＡＶ、ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ、ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ、ＮＡＣ和 ｌｉｇｈｔｒｅｃｅｐｔｏｒ的 ＥＳＴ片段序列和
ＧｅｎＢａｎｋ上登陆的大豆看家基因ａｃｔｉｎ４（作为内参）
分别设计引物。按照 ＳＹＢＲ（Ｒ）ＥｘＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ－ＰＣＲ
Ｋｉｔ的程序进行荧光定量 ＰＣＲ反应。总 ＲＮＡ反转
录合成ｃＤＮＡ第一链，反应体系如下：短日照和长日
照的ＲＮＡ样本（５００ｎｇ）各２μＬ，５×ｍ－ＭＬＶ缓冲
液２μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ（１０μＭ）０．５μＬ；随机引物六聚
体１μＬ，ｍ－ＭＬＶ反转录酶０．２５μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂
０．２５μＬ，加去离子水４μＬ至总体积１０μＬ，４２℃温
育１５ｍｉｎ，９５℃温浴２ｍｉｎ灭活反转录酶。ＰＣＲ扩
增反应体系如下：ｃＤＮＡ第一链２μＬ，上、下游引物
（表１）（１０μＭ）各０．４μＬ，２×ＳＹＢＲ（Ｒ）ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ１０μＬ，５０×ＲＯＸ对照染料Ⅱ０．５μＬ，加去离子
水６．７μＬ至总体积２０μＬ。每个样本进行３次重
复，使用 ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００ＳＤＳ（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）荧光定量 ＰＣＲ仪进行两步 ＰＣＲ，
ＰＣＲ反应条件：９５°Ｃ１０ｓ；４０个循环：９５°Ｃ１５ｓ，６０°
Ｃ１ｍｉｎ。ＰＣＲ反应后温度从６０℃上升到９５℃绘
制融解曲线以判断扩增产物的正确性，是否存在引

物二聚体。

表１ 荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ＥＳＴ登陆号 扩增片段大小

ＥＳＴＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ Ａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅ

引物序列５’→３’

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ５’→３’

ＧＢＰ（ＤＱ１１２５４０） （１９４ｂｐ） Ｆ：ＴＴＴＧＴＧＡＡＧＧＡＧＡＧＴＡＧＧＧＡＧＧＡＧ　Ｒ：ＴＴＡＧＴＡＧＡＧＧＣＣＡＴＡＣＣＡＡＧＡＧＣＡ

ＲＡＶ（ＤＱ１４７９１４） （１３４ｂｐ） Ｆ：ＴＡＴＡＧＡＣＴＧＣＡＡＧＧＣＧＡＧＧＡＧＴＧＧ　 Ｒ：ＣＧＧＧＴＡＣＧＧＧＴＡＧＴＴＴＣＡＡＡＡＧＧＴ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ（ＤＲ０１０１７７） （１４６ｂｐ） Ｆ：ＴＡＧＧＧＡＴＡＧＡＡＡＧＡＡＧＧＧＧＴＧＧＣ　 Ｒ：ＴＧＡＴＧＧＡＣＴＴＧＡＣＡＡＴＧＧＧＧＡＧ

Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＤＷ１７７０９１） （１９１ｂｐ） Ｆ：ＣＴＣＣＡＡＣＡＧＴＧＧＴＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＡ　 Ｒ：ＡＧＧＧＡＡＧＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡ

Ｌｉｇｈｔｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＤＹ５４４１６２） （１０１ｂｐ） Ｆ：ＡＴＧＣＴＡＧＴＧＡＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧＡＡＡＴ　 Ｒ：ＡＧＴＣＧＡＧＧＴＡＴＣＧＧＴＡＴＣＴＧＴＴＣＣ

ＮＡＣ（ＤＷ５８５１０４） （１８０ｂｐ） Ｆ：ＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＣＧＡＧＡＣＴＣＡＡＧＧ　　 Ｒ：ＡＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＴＡ

Ａｃｔｉｎ４（ＡＦ０４９１０６） （２１４ｂｐ） Ｆ：ＧＴＧＴＣＡＧＣＣＡＴＡＣＴＧＴＣＣＣＣＡＴＴＴ　 Ｒ：ＧＴＴＴＣＡＡＧＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＴＡＡＴＣＡ

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的质量和消减杂交结果
大豆总 ＲＮＡ经琼脂糖凝胶电泳检测，１８Ｓ和

２８ＳＲＮＡ带型清晰可辨（如图１所示），紫外分光光
度记检测 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．９～２．０之间，说明
ＲＮＡ完整性好、纯度高。

图１　大豆叶片总ＲＮＡ的提取
Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＲＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎｌｅａｖｅｓ
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２．２　ＳＭＡＲＴ技术合成ｃＤＮＡ

Ｍ为ＤＬ１５０００分子量标准；１－６为大豆ＴｅｓｔｅｒｃＤＮＡ在１５，
１８，２１，２４，２７，３０个循环时的扩增结果；７～１２为大豆Ｄｒｉｖｅｒ
ｃＤＮＡ在 １５，１８，２１，２４，２７，３０个循环时的扩增结果 Ｍ：
ＤＬ１５０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１～６：ＴｈｅｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｅｓｔｅｒ
ａｔ１５，１８，２１，２４２７ａｎｄ３０ｃｙｃｌｅｓ；ｔｈｅｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
Ｄｒｉｖｅｒａｔ１５，１８，２１，２４２７ａｎｄ３０ｃｙｃｌｅｓ

图２　Ｔｅｓｔｅｒ和Ｄｒｉｖｅｒ的ｃＤＮＡＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．２ ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃＤＮＡＰＣＲｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｅｓｔｅｒａｎｄｄｒｉｖｅｒ

对于本实验 Ｔｅｓｔｅｒ在第２７个循环时已显示出
过量扩增，故采用２３个循环对 ｃＤＮＡ扩增；Ｄｒｉｖｅｒ
在第３０个循环时已显示出过量扩增，故采用２６个
循环对ｃＤＮＡ扩增（图２）。
２．３　消减杂交后两次ＰＣＲ扩增的结果分析

经过两次杂交和两次ＰＣＲ的过程，得到长度在

２５０ｂｐ～２０００ｂｐ左右的均匀 ｓｍｅａｒ状 ＤＮＡ片段，平
均大小约在５００～７００ｂｐ左右（图３）。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１：正向差减产物第一次
ＰＣＲ产物；２：正向差减产物第二次ＰＣＲ产物
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｆｉｒｓｔＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ；２：ｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｓｅｃｏｎｄａｒｙＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

图３　正向差减产物的扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ

２．４　ＰＣＲ扩增差减片段文库的插入片段
经ＳＳＨ差减之后富集得到的 ｃＤＮＡ片段，转化

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，经过蓝白班筛选，随机挑取７３８个克
隆，ＰＣＲ扩增证实大多数克隆的插入片段长度在
４００～７００ｂｐ之间，插入片段长度平均约在５００ｂｐ左
右（图４）。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１－２０为差减文库的插入片段
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－２０：Ｉｎｓｅｒｔｓｏｆｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ

图４　差减文库中克隆的插入片段大小检测
Ｆｉｇ．４　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅｉｎｓｅｒｔｓｉｎｃｌｏｎｅｓｏｆｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｙ

２．５　反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ斑点杂交筛选结果
对ＰＣＲ扩增得到的插入片段进行反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

斑点杂交，选取与短日照材料ｃＤＮＡｓ探针杂交信号

强于与对照材料的 ｃＤＮＡｓ探针至少３倍以上的克
隆为阳性克隆，共得１４８个具有明显差异的片段，占
克隆总数的２０％。图５为两张拷贝膜分别与短日



１３８　　 大 豆 科 学 ２期

照材料的 ｃＤＮＡｓ和对照材料的 ｃＤＮＡｓ为探针的杂
交结果筛选结果，箭头所示为差异表达克隆。

Ａ和Ｂ分别为短日照处理和未处理总ｃＤＮＡ为
探针杂交的结果

Ａ和Ｂ分别为短日照处理和未处理总ｃＤＮＡ为探针
杂交的结果

Ａ：ｃＤＮＡｓｆｒｏｍｔｈｅｓｈｏｒｔｄａｙｔｒｅａｔｅｄｐｌａｎｔｓ；ＢｃＤＮＡｓ
ｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｎｔｓ
图５　分别利用短日照处理和未处理的总ｃＤＮＡ为探
针进行差异表达克隆的反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交筛选
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｖｅｒｓｅｎｏｒｔｈｅｒｎｄｏｔｂｌｏｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅ

ｓｈｏｒｔｄａｙｔｒｅａｔｅｄＳＳＨｃｌｏｎｅｓ．Ｔｗｏｄｕｐｌｉｃａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｂｅｓ

２．６　ＥＳＴ测序与同源性检索结果
将杂交信号具有明显差异片段所对应的克隆送至

测序，获得代表不同基因的非重复序列ＥＳＴｓ７６条，经
ＧｅｎＢａｎｋｎｒ（非冗余核酸数据库）Ｂｌａｓｔｎ和Ｂｌａｓｔｘ检索
结果显示，正向文库有４３个片段能够找到与之同源性
高的已知基因，其中７个功能未确定。３３个ＥＳＴｓ片段
的功能无法推测（ＧｅｎｂａｎｋＥＨ１８３３１０至 ＥＨ１８３３４０，
ＥＨ１８３４１６和ＤＲ００７２８５），其中大多数与水杨酸或
水压诱导的大豆ＥＳＴｓ相似。
２．７　基因功能分析

功能分析表明这些大豆ＥＳＴｓ参与合成和分解代
谢以及发育的调控。在其他种属中已有许多报道，同

系物参与暗诱导引起的衰老或光周期反应。调节类蛋

白占总数的１５％，包括转录、信号转导和细胞凋亡；压
力反应也占总数的较大一部分９％包括解毒和防卫反
应，它们与ＧｅｎＢａｎｋ已知基因的同源性比较得到的有
关功能信息见表２；其它还包括参与大分子降解的酶类
如蛋白和核酸的降解、细胞壁修饰的合成代谢、糖和脂

合成的初级代谢以及次级代谢。

２．８　候选ｃＤＮＡ片段差异表达检测分析结果
从已测序的７６个克隆中选取６个转录因子ＥＳＴｓ

片断，定量ＰＣＲ验证反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ筛选阳性的片断，表
１结果表明这６个推测编码调节类蛋白的ＥＳＴｓ在短日

照条件下与长日照条件相比表达呈４－９倍的上调，均
为阳性的差异表达片断（如图６所示）。
表２　部分短日诱导ＥＳＴｓ与ＧｅｎＢａｍｋ已知基因同源性比较结果
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｐａｒｔｉａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＳＴｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｈｏｒｔｄａｙｓ

ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｆｒｏｍｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｉｎＧｅｎＢａｍｋ

克隆分类

Ｃｌｏｎｅｃｌａｓｓ

推测功能

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｇｅｎｂａｎｋ
登录号

Ｇｅｎｂａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

克隆功能

Ｐｕｔａｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｎｅ

调节类 转录 ＤＱ１１２５４０ ＧＡＭＹＢ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ＤＱ１４７９１４ ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＲＡＶ

ＤＲ０１０１７７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ（ｅｎｈａｎ
ｃｅｒｏｆｐｏｌｙｃｏｍｂ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ）

ＤＷ１７７０９１ Ｐｕｔａｔｉｖｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
ＤＷ５８５１０４ ＮＡＣｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎＮＡＣ２（ＮＡＣ２）

信号转导 ＤＹ５４４１６２ Ｌｉｇｈｔｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｐｕｔａｔｉｖｅｂｌｕｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｈｏｔｏｔｒｏｐｈｉｎｏｒＰＨＹ３）

ＤＹ５４４１６５
　

Ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉ
ｎａｓｅ（ＭＡＰＫＫ）

ＤＲ００７２８０ Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
ＤＷ５８５１１９ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔｙｐｅ２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）

ｐｒｏｔｅｉｎ

ＤＷ５８５１０７ ＳＡＲ１（ＳＹＮＡＰＴＯＢＲＥＶＩＮ－ＲＥＬＡＴ
ＥＤＰＲＯＴＥＩＮ１）

细胞凋亡 ＤＷ５８５１１５ Ｐｕｔａｔｉｖｅｐｉｒｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ
压力反应 解毒 ＤＲ００７２８７ Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ１（ＧＳＨＰＸ）

ＤＲ００７２８６ Ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（γ－ＧＴ）

ＤＹ５４４１６３ ４－Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ（ＨＰＤ）

ＤＹ５４４１７０ Ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅ
ｐｈｙｔｙｌｐｒｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（Ｈｐｔ１）

ＤＷ５８５１１１ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ＤＷ５８５１１３ Ｃａｔａｌａｓｅ

防卫反应 ＤＹ５４４１６７ ＭＬＯｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇ１

图６　实时定量ＲＴ－ＰＣＲ验证６个推测编码调节类
蛋白的ＥＳＴｓ在短日照条件下表达上调

Ｆｉｇ．６　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｈａｎｇｅｓｉｎｍＲＮＡａｂｕｎｄａｎｃｅｓａｍｏｎｇ
ｓｉｘＥＳＴｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｅｎｃｏｄｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ＳＤｖｅｒｓｕｓＬＤｌｅａｖｅｓｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ



２期 赵琳等：大豆在暗诱导条件下差异表达ｃＤＮＡ文库的构建及分析 １３９　　

３ 讨论

植物感受光的器官是叶片，并通过信号传导影

响生殖生长，必然牵涉叶片中很多基因的互作。所

以本试验应用抑制性消减杂交（ＳＳＨ）技术，首次构
建了暗诱导大豆叶片的差异表达的 ｃＤＮＡ消减文
库，在此基础上发现了７６个与暗诱导相关的差异表
达基因，揭示了有关参与机体暗适应下蛋白质的上

调表达的信息，为进一步分离暗处理产生差异表达

基因奠定了基础。通过比较分析，暗诱导的差异表

达基因可分为１０类：调节、大分子降解、光合成、代
谢、压力反应、运输、蛋白合成、细胞壁修饰、未知功

能和未进行分类的ＥＳＴｓ。
调节类蛋白中转录因子大豆 ＧＡＭＹＢ－ｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ与大麦的ＨｖＧＢＰ高度同源，可能类似于大麦的
ＨｖＧＢＰ通过与ＨｖＧＡＭＹＢ蛋白结合参与ＧＡ信号转导
途径［４］；ＧｍＲＡＶ含有 ＡＰ２／ＥＲＦ和 Ｂ３结构域，ＡＰ２／
ＥＲＥＢＰ家族参与植物生长和发育（包括花发育、激素
信号转导和细胞分化）以及生物和非生物压力反应［５］。

因此推测被短日照强烈诱导表达的ＧｍＲＡＶ在光周期
控制大豆开花中起着重要的作用。ＧｍＮＡＣ在短日下
上调６．５倍，与大豆ＮＡＣ２ｍＲＮＡ３’端有９９％的同源
性，ＮＡＣ在芽端和花分生组织发育、叶子衰老以及生物
和非生物压力反应等方面起着重要的作用［６］。

细胞凋亡（ＰＣＤ）参与许多调节途径，最终选择性
的移除对生物体非必要的或有害的细胞。信号转导因

子Ｐｉｒｉｎ参与细胞凋亡（ＰＣＤ）的衰老过程，在西红柿衰
老后期阶段的叶片中，Ｌｅ－ｐｉｒｉｎｍＲＮＡ丰度也最高［７］。

调节蛋白和调节酶的磷酸化和去磷酸化能将细胞外短

日环境信号传递到细胞内部，蛋白激酶和蛋白磷酸化

酶催化可逆蛋白的磷酸化从而调节许多生物过程。激

酶－信号级联途径中分裂原激活蛋白激酶激酶（ＭＡＰ
ＫＫ）参与蛋白磷酸化的修饰；蛋白磷酸化酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）
是真核不同信号转导过程中的调节剂，通过信号转导

介导植物抵抗环境压力反应。

由于暗诱导会引起植物细胞内反应性氧化物水

平（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｉｄａｎｔｓｐｅｃｉｅｓＲＯＳ）升高，从而引起细
胞基因损伤和／或诱导细胞凋亡。介导压力反应的
解毒和防卫基因的表达水平在暗诱导衰老过程中上

升起到抵抗氧化压力和防止衰老的至关重要的保护

作用，使细胞免于过早死亡。抗氧化剂 ＧＳＨＰＸ，γ－
ＧＴ，Ｈｐｔ１，ＨＰＤＤ，ＮＡＤＨ脱氢酶和过氧化氢酶在衰

老中起到解毒的作用［８，９］。ＭＬＯ蛋白具有防卫功
能受枯萎、创伤、除草剂和叶片衰老的诱导，保护细

胞防止死亡［１０］。

综上所述，试验获得的短日诱导特异表达或优

势表达的 ｃＤＮＡｓ，主要是与发育调控、信号传导、细
胞凋亡防卫等有关的 ｃＤＮＡｓ，涉及具有保守结构域
的调控因子、受体蛋白激酶、抗氧化酶类以及某些未

知确切功能的一系列新基因，为进一步揭示暗诱导

促进开花和衰老的分子机制以及代谢调控的关系提

供了重要有益信息。
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