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大豆 GmGLP10 基因的克隆及生物信息学分析
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摘 要:通过 PCＲ的方法从大豆抗菌核病品种 Maple Arrow 中克隆得到 GmGLP10 基因，生物信息学分析结果显示
GmGLP10 蛋白由 213 个氨基酸组成，具有一个糖基化位点和多个磷酸化位点，为胞外分泌蛋白。通过对 GmGLP10 基

因起始密码子上游 1 500 bp序列进行顺式作用元件分析，预测 GmGLP10 启动子上具有多个与激素和防御胁迫应答相

关的顺式作用元件。进化树分析结果表明，GmGLP10 与多个生长素结合蛋白进化距离较近，推断其可能具有相似的

功能。GmGLP10 基因在菌核病菌胁迫下的转录本丰度的变化结果表明在菌核胁迫处理后 GmGLP10 基因表达量上调

明显。GmGLP10 可能作为生长素结合蛋白参与调控大豆的生长发育与抗病防御应答反应。
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Cloning and Bioinformatics Analysis of GmGLP10 in Soybean
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Abstract: GmGLP10 gene was isolated from soybean Sclerotinia Sclerotiorum resistant cultivar Maple Arrow by PCＲ method.
Bioinformaties analysis showed that GmGLP10 gene encoding a 213 amino acids protein，with a N-glycosylation site and sever-
al phosphorylation sites and was putatively to be a extracellular protein. The Upstream 1 500 bp sequence of GmGLP10 gene
were analyzed，multiple cis-elements related to hormone and defense stress responses existed in the GmGLP10 promoter re-
gion. Phylogenetic analysis results indicted that GmGLP10 and several Auxin binding proteins( ABPs) had closer genetic rela-
tionship，that may have similar functions. The GmGLP10 transcript abundance was significantly increased after Sclerotia infec-
tion. These results suggested GmGLP10 may function as an Auxin binding protein to regulate growth and development of soy-
bean and disease resistance defense responses.
Keywords: Soybean; GmGLP10 gene; Cloning; Sclerotinia Sclerotiorum; Auxin binding protein

类萌发素蛋白 ( germin-like protein，GLPs) 属于
Cupin超家族中的成员，它们是定位于细胞质基质

中的可溶性糖蛋白。GLPs在植物中广泛分布［1］，通

过表达序列标签( EST) 和基因组测序的方法已经分

离鉴定了超过 100 个 GLPs，GLPs 在植物的不同组
织器官和发育时期都有不同程度的表达，表明其在

植物生长发育过程中行使重要功能［2］。除此之外，

GLPs在植物防御应答反应中也起到重要作用，部分
GLPs具有 OXO或 SOD酶活性，它们催化底物产生

的 H2 O2会促进病原菌侵染部位细胞壁的交联，

H2O2作为一种重要的胞内信号还可以激活一系列

植物防御相关的信号转导途径，阻止病原菌的入

侵［3-5］。因此，GLPs 结构和功能的深入研究对了解

植物生长发育、对环境胁迫的反应机理等方面具有

重要的意义［6］。

在农业生产中，逆境和真菌性病害等严重影响

大豆的品质和产量，现代基因工程方法已成为提高

大豆抗逆性和抗病性的重要途径［7］。近来的研究

发现，在苔藓、小麦、大麦等多种植物中发现的 Ger-

min类蛋白，在控制植物病原菌方面具有重要作

用［8］。本研究通过 PCＲ 的方法从大豆抗菌核病品

种 Maple Arrow中克隆得到大豆类萌发素家族基因
GmGLP10，通过对 GmGLP10 基因及其蛋白的功能进

行预测，分析 GmGLP10 启动子区域存在的顺式作用

元件以及该基因在菌核胁迫下的转录本水平的变

化，以阐述 GmGLP10 基因功能及作用途径，旨在为
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大豆抗病、抗逆分子育种提供重要分子理论基础。

1 材料与方法

1. 1 材料
选用加拿大引进的抗菌核病品种 Maple Arrow

作为试验材料［9］。菌核病病原菌由本实验室从大
豆发病植株上采集、分离、纯化并扩繁。质粒载体
pGM-T vector、Trizol、cDNA 第一链合成试剂盒、
SYBＲ Green 荧光定量试剂盒、大肠杆菌感受态
Top10 购自天根公司，Super-Fidelity Polymerase 和
T4 DNA Ligase 购自 Invitrogen 公司，胶回收和质粒
小提试剂盒购自 OMEGA 公司，化学试剂购自 SIG-
MA公司。合成引物及测序均由哈尔滨博仕生物公
司完成。
1. 2 方法
1. 2. 1 基因克隆 从 Phytozome 网站 ( http: / /
www. phytozome. net / ) 上获得 GmGLP10 基因编码序
列( GenBank登录号: EU916258. 1) ，利用 Primer 5. 0

设计 GmGLP10 克 隆 引 物，GmGLP10KL-F: AT-
GAAGAAGATGATTCTAACCCTCT; GmGLP10KL-Ｒ:
TTAACCTGACCCTCCAAGAACACCC。

取菌核病菌胁迫处理 4 d 的大豆叶片，ＲNAiso

提取叶片总 ＲNA。利用 cDNA 为模板，PCＲ 扩增
GmGLP10 基因。PCＲ 反应条件为: Super-Fidelity
Polymerase 0. 3 μL，High Fi-delity PCＲ Buffer 2. 5

μL，50 mmol·L －1 MgSO4 1 μL，10 mmol·L －1 dNTP

Mixture 0. 5 μL，cDNA 1 μL，10 μmol·L －1引物 1 μL，
ＲNase-free H2O 18. 7 μL。PCＲ 反应按以下条件进
行: 95℃预变性 3 min; 95℃变性 10 s，60℃退火
20 s，72℃ 延伸 30 s，36 个循环; 72℃ 终延伸
10 min［10］。凝胶电泳后胶回收 GmGLP10 基因片
段，连接 pGM-T载体后测序。
1. 2. 2 活体叶片接种法侵染大豆 选取营养生长
时期的大豆植株，取大小相近的大豆叶片，首先将

叶片依次用一定浓度的乙醇和次氯酸钠溶液表面

消毒 5 s，然后取 PDA培养基上生长 5 ～ 7 d的菌碟，

放在叶片的相同位置上，3 次重复。密封保湿( 23 ±
2) ℃、12 h光照 /12 h 黑暗处理 6 d，对照叶片仅接
种与病菌培养天数相同的空白培养基。
1. 2. 3 实时定量 PCＲ分析在菌核胁迫下 GmGLP10

转录本丰度 根据基因 GmGLP10 的编码序列设计
定量 PCＲ 引物，GmGLP10DL-F: AGTCTCAGGCTTT-
GGCTTTTG; GmG-LP10DL-Ｒ: CTGACCCTCCAAGAA-

CACCC。使 用 大 豆 GmUBQ3 基 因 作 为 内 参，
GmUBQ3-F: CAGCAGCCAATAGAGAATTCGG; GmUBQ3-
Ｒ: TCACTGGGTTGTGATTACCAAAC ［11］。

以 cDNA第一链为模板进行荧光定量 PCＲ 分
析。反应体系包括 1 μL cDNA，10 μL 2 × SYBＲ
Mix，1 μL GmGLP10 基因特异性引物，8 μL ddH2O。
PCＲ反应按以下条件进行: 95℃预变性 15 min; 95℃

变性 20 s，60℃退火 20 s，72℃延伸 30 s，40 个循
环［12］。采用 Bio-Ｒad CFX Manager 软件分析数据，

统计 GmGLP10 基因在菌核胁迫处理不同时间的转
录本丰度。
1. 2. 4 生物信息学分析 采用 Expasy的 ProtParam

在线网站预测 GmGLP10 蛋白氨基酸的理化性质。

采用 PredictProte-in数据库对 GmGLP10 蛋白的二级
结构进行预测。NCBI在线预测 GmGLP10 蛋白质的
保守结构域，SWISS MODEL 在线预测 GmGLP10 蛋
白质 的 三 级 结 构。 PlantCare 在 线 网 站 预 测
GmGLP10 启动子区域顺式作用元件。GmGLP10 蛋
白的亚细胞定位采用 WoLFPSOＲT 在线网站进行预
测，SignalP 4. 1 预测 GmGLP10 蛋白可能存在的信号
肽。利用 NCBI 数据库和 Phytozome 数据库进行同
源基因的检索，DNAMAN 软件比对氨基酸序列，
MEGA 6. 0 构建系统进化树［13］。

2 结果与分析

2. 1 基因克隆
将菌核胁迫处理 4 d 的叶片用液氮研磨后，利

用 Trizol提取叶片总 ＲNA( 图 1a) 。以反转录得到的
cDNA为模板，PCＲ 克隆获得 GmGLP10 基因全长编
码序列，长度为 642 bp( 图 1b) 。

a: 大豆叶片总 ＲNA 电泳图; b: 克隆的 GmGLP10 基因的电

泳图; M: DL2000 Marker; 1: GmGLP10。

a: Total ＲNA from soybean leaves; b: The PCＲ products of

GmGLP10; M: DL2000 Marker; 1: GmGLP10.

图 1 GmGLP10 基因克隆

Fig. 1 Cloning of GmGLP10 gene
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应用 DNAMAN软件对扩增得到的 GmGLP10基因
测序，结果与 Phytozome 数据库中提供的 Williams 82

品种 GmGLP10 基因核苷酸序列进行比对，在核苷酸
水平上，从 Maple Arrow 中扩增得到的 GmGLP10 核
苷酸序列与数据库中 Williams 82 中的 GmGLP10 基
因有 2 个单核苷酸差异，即第 538 和 600 位核苷酸
位点存在差异，序列一致性为 99. 69% ( 图 2 ) 。在

氨基酸水平上，比对结果显示 2 个发生变化的核苷
酸位点产生了 1 个氨基酸差异，仅第 538 位核苷酸
差异引起了氨基酸变化，氨基酸由原来的丝氨酸变

为丙氨酸。第 538 位发生变化的氨基酸位于该基因
的保守结构域内，该氨基酸的变化可能会影响不同

大豆品种间的抗病性。

Predicted:Williams 82 中 GmGLP10 CDS序列; Sequencing: Maple Arrow中扩增得到的 GmGLP10

CDS序列。

Predicted: Coding sequence of GmGLP10 from Williams 82; Sequencing: Coding sequence of

GmGLP10 from Maple Arrow.

图 2 GmGLP10 核苷酸序列比对

Fig. 2 Nucleic acid sequence alignment of GmGLP10

2. 2 大豆 GmGLP10 蛋白理化性质及结构与功能
预测

ProtParam 分析表明 GmGLP10 蛋白理论 pI 为
6. 03，预测分子质量为 22. 23 kDa。GmGLP10 蛋白
的不稳定系数为 20. 25，蛋白性质稳定。蛋白质二
级结构预测结果显示在 GmGLP10 中共存在 6 种可

能的翻译后修饰位点，即 1 个 N －糖基化位点、2 个
蛋白激酶 C磷酸化位点、3 个酪蛋白激酶 II 磷酸化
位点、2 个酪氨酸激酶磷酸化位点、4 个 N －豆蔻酰
化位点和 1 个萌发素家族信号。通过在线网站
SWISS-MODEL 对 GmGLP10 蛋白的三级结构进行
预测( 图 4 ) ，其含有 2 条反向平行 β －转角组成的
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Cuptin结构域，与结构域功能预测结果一致( 图 3) ，

可见 GmGLP10 是类萌发素家族成员。信号肽分析
结果表明 GmGLP10 具有一个 N 端信号肽，在第 22

和 23 个氨基酸残基之间存在可能的剪切位点，

WoLFPSOＲT 的 亚 细 胞 定 位 预 测 结 果 也 显 示
GmGLP10 定位在质外体，且该蛋白不含有核定位信
号。因此推测 GmGLP10 蛋白质是一种胞外分泌
蛋白。

图 3 GmGLP10 蛋白的 Cupin结构域

Fig. 3 Cupin domain of GmGLP10 in soybean

图 4 GmGLP10 蛋白的三维结构

Fig. 4 3D structure of GmGLP10 protein
2. 3 大豆 GmGLP10 启动子的功能预测
在 Phytozome 中检索大豆 GmGLP10 基因起始

密码子上游 1 500 bp序列，利用 PlantCare在线网站

分析序列中所含有的顺式作用元件，结果表明:

GmGLP10 预测的启动子区域含有多个与激素和逆
境胁迫诱导相关的顺式作用元件。包括响应脱落
酸、MeJA、乙烯与水杨酸的顺式作用元件及参与高
温、低温、生长素等胁迫应答的顺式作用元件等( 表
1) 。预测结果表明 GmGLP10 基因在植物抵御逆境
胁迫的过程中起到至关重要的作用。
2. 4 大豆 GmGLP10 蛋白的系统进化树

按照李慧玉等［14］对植物 GLP 蛋白进行聚类分
析的方法，GmGLP10 属于类萌发素亚家族 3 ( GLP
subfamily 3) 中的成员，该亚类所具有的特点是只在
叶部表达，且表达量很高。本研究通过将克隆得到
的 GmGLP10 蛋白序列与 NCBI 中相似度较高的类
萌发素蛋白进行同源性比对，并构建系统发生树。

结果表明: GmGLP10 与苜蓿 ABP19a 蛋白亲缘关系
最近，与川桑、碧桃中的生长素结合蛋白 ( ABP) 的
亲缘关系也相对较近( 图 5 ) ，推测其可能作为生长
素结合蛋白发挥作用。

表 1 GmGLP10 基因启动子顺式调控元件的位置与功能预测

Table 1 Location and putative function of cis-elements in GmGLP10 promoter

基序

Motif

正( + ) 反( － ) 链

Sense( + ) antisense( － ) strand

位置

Location

序列

Sequence

预测功能

Putative function

ABＲE + － － 289 bp，－ 575 bp TACGTG 脱落酸顺式应答元件

CGTCA － motif － + － 585 bp，－ 1076 bp CGTCA MeJA 顺式应答元件

EＲE + － － 906 bp，－ 919 bp ATTTCAAA 乙烯应答元件

HSE + － 103 bp AAAAAATTTC 热胁迫应答元件

LTＲ + － 815 bp CCGAAA 低温应答元件

TC-rich repeats － + － 1102 bp，－ 1162 bp GTTTTCTTAC 防御与胁迫应答元件

TCA-element － － + － 26 bp，－ 389 bp，－ 202 bp GAGAAGAATA 水杨酸顺式应答元件

TGA-element － － 747 bp AACGAC 生长素应答元件

TGACG-motif + － － 585 bp，－ 1076 bp TGACG MeJA 顺式应答元件
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图 5 GmGLP10 蛋白系统发生树分析

Fig. 5 Phylogenetic tree analysis of GmPLP10 protein

2. 5 GmGLP10 基因在菌核胁迫处理下的表达
规律

实时定量 PCＲ分析表明 GmGLP10 基因在大豆
菌核胁迫处理下，呈现出明显的上调表达，随着菌

丝的不断侵染，在第 4 天时，GmGLP10 的表达量达
到峰值，之后逐渐下降( 图 6) 。表明 GmGLP10 基因
参与大豆对于菌核病侵染的防卫应答。

图 6 GmGLP10 在菌核胁迫下的表达水平

Fig. 6 Expression level of GmGLP10 under

Sclerotinia Sclerotiorum treatment

3 结论与讨论

目前大量的植物 GLP基因已被分离鉴定，并对
其 GLPs的结构、细胞定位、基因表达和调控进行了
详细的研究。但大多数研究都停留在对于基因表
达水平和酶活分析方面，少有对分子机理方面的解

析。研究结果表明，盐、干旱、重金属、机械伤害等
不良环境因素可诱导该基因的大量表达，这证明植

物 GLP基因在抵御环境胁迫中发挥着积极的作用。

由此可以推断植物 GLP 基因在植物响应和适应环
境胁迫中起着重要的作用［6］。

本研究根据 Phytozome上预测的大豆 GmGLP10

基因序列信息，从大豆抗菌核病品种 Maple Arrow

中克隆得到 GmGLP10 基因，对 GmGLP10 蛋白质的
生物信息学分析表明该基因具有 N 端信号肽，为胞

外分泌蛋白。这与之前的报道 GLPs 定位于细胞壁
和细胞外基质中相符合［15-17］。Ohmiya 等［18］在研究
生长素受体中发现桃树中的生长素结合蛋白

( ABP ) 有 2 种形式，ABPl9 和 ABP20。ABPl9 和
ABP20 与 ABP1( 从玉米中分离的生长素受体) 中的
Box A的同源性高达 40%，而 Box A 是推测的生长
素绑定位点。对 GmGLP10 蛋白的系统进化分析结
果显示 GmGLP10 与碧桃 ABPl9 和 ABP20 等多个生
长素结合蛋白亲缘关系较近，其可能作为生长素结

合蛋白发挥作用。GmGLP10 基因在大豆菌核病菌
侵染下明显上调表达，并且 GmGLP10 基因上游有多
个与抗病胁迫应答相关的顺式作用元件，暗示其在

大豆抵抗菌核病原菌入侵过程中可能发挥重要作

用，但是其作用的分子机理还有待进一步解析。
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国产大豆进口大豆错位发展优势互补
在农业部近日举行的新闻发布会上，农业部种植业管理司副司长潘文博表示，中国大豆生产发展的定位就是满足国内食

用大豆需求，同时构建用地养地结合的耕作制度，形成国产大豆与进口大豆错位发展、优势互补的格局。
1. 我国大豆进口量逐年增加
大豆是重要的植物蛋白源，也是重要的食用植物油源，同时也是种地养地结合的重要倒茬作物，因为大豆有根瘤共生固

氮作用。这些年国内大豆进口量较大，有一组数据: 1996 年中国从大豆的净出口国转变为大豆的净进口国，2000 年大豆进口
量达到 1 000 万 t，2010 年达到 5 000 万 t，2013、2014、2015 年，三年连续突破 6 000 万 t、7 000 万 t和 8 000 万 t。2015 年大豆进
口达到 8 169 万 t，是国内生产量的 6. 8 倍，大约是世界大豆贸易量的 70%，是国内消费量的 87%，这在所有农产品中进口依存
度是最高的。

2. 国产大豆生产莫轻言放弃
这些年，各级农业部门在全力抓好粮食生产、保障国家粮食安全的同时，也采取了一些积极措施，努力稳定大豆生产。但

是受多种因素的影响，大豆生产出现了滑坡。而城乡居民消费水平的提高和畜牧业规模化养殖的发展，大豆的需求快速增
长，国内生产不足，只能依靠进口来弥补国内的需求缺口。专家分析，近 3 年我国大豆每年消费增量是 800 万 t 左右，每年自
产 1 200 万 t。需求增量主要有 3 个方面:一是饲料豆粕，二是食用豆油，三是食用大豆。今后 5 ～ 10 年，这三方面还是呈刚性
增长的趋势，但是年均增量是下降的，不会像前几年增速那么快。
中国是大豆原产地，种植历史悠久，而且消费文化底蕴深厚，豆制品在百姓餐桌上不可或缺。综合考虑大豆的食用特性、

生态功能和种植替代性，应该保持大豆生产的稳定，不能轻言放弃。大豆生产发展的定位就是满足国内食用大豆的需求，同
时构建用地养地结合的耕作制度。这不是追求大豆的自给水平，也不是与进口大豆相抗衡，而是要形成国产大豆与进口大豆
错位发展、优势互补的格局。

3. 五措施提高大豆种植效益
日前农业部发布《关于促进大豆生产发展的指导意见》，目标就是“一扩大”“三提高”。“一扩大”是指扩大大豆的种植面

积，主要来自于玉米面积调减下来的这一块;“三提高”就是提高单产、提高品质、提高效益。大豆能不能种，核心还是在效益。
提高大豆种植效益主要采取 5 个方面措施:一是调整优化布局，把“镰刀弯”地区非优势区的玉米调下来，推行玉米和大

豆轮作，构建合理轮作体系;二是推进科技创新，今年准备在东北、黄淮地区选择一批绿色高产高效的示范点，创建一批亩产
200 kg以上的高产示范典型，目前全国大豆平均亩产水平只有 120 kg;三是完善大豆的扶持政策，主要是目标价格政策;四是
建立优质大豆保护区，重点保护大豆的种质资源，保护生产能力，保护生产主体; 五是科学引导健康消费，提倡健康的生活方

式，鼓励居民合理食油、用油，宣传大豆食品的营养功效和保健功能，扩大国内优质大豆消费市场。
转自中国食品网


