
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(４):９３１￣９３８
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

于海伟ꎬ李铭杨ꎬ张 　 军ꎬ等 . 大豆 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的非生物胁迫诱导表达及其转基因烟草鉴定[ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ
３９(４) :９３１￣９３８.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０４.００２

大豆 ＧｍＮＣＥＤ１￣２的非生物胁迫诱导表达及其转基因
烟草鉴定

于海伟１ꎬ　 李铭杨１ꎬ　 张　 军２ꎬ　 李珊珊１ꎬ　 张梅娟１ꎬ　 马天意１ꎬ　 赵　 艳１ꎬ　 兰红宇３ꎬ　
翟　 莹１

(１.齐齐哈尔大学生命科学与农林学院ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６ꎻ ２.黑龙江省农业科学院畜牧兽医分院ꎬ黑龙江 齐齐哈尔

１６１００５ꎻ ３.黑龙江省农业科学院齐齐哈尔分院ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６)

收稿日期:２０２２￣０８￣１２
基金项目:黑龙江省省属高等学校基本科研业务费科研项目

(１４５１０９５０６)ꎻ国家自然科学基金项目(３２１０１６９４)
作者简介:于海伟(１９７９－)ꎬ女ꎬ内蒙古赤峰人ꎬ学士ꎬ高级实验师ꎬ主

要从事大豆分子遗传育种研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)Ｙｕｈａｉｗｅｉ２０２０＠
１６３.ｃｏｍ

通讯作者:翟　 莹ꎬ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｆａｉｒｙ３９８０９０７９＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 ９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双加氧酶(ＮＣＥＤ)是脱落酸(ＡＢＡ)合成途径中的关键酶ꎮ 本研究从大豆中克

隆 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ꎬ其开放阅读框全长１ ８１８ ｂｐꎬ编码 ６０５ 个氨基酸ꎬ预测蛋白质相对分子质量６.６９３×１０４ꎬ等电点 ８􀆰 ００ꎮ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白含有 １ 个 ＲＰＥ６５ 超家族结构域、２ 个保守序列 ＭＩＡＨＰＫｘＤＰ 和 ＨＤＦＡＩＴＥ 以及 ４ 个保守的组氨酸

残基ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白的亚细胞定位预测结果显示其位于叶绿体中ꎮ 蛋白质系统进化分析结果表明 ＧｍＮＣＥＤ１￣２
蛋白与 ＣｒＮＣＥＤ１ 蛋白和 ＭｈＮＣＥＤ３ 蛋白的亲缘关系较近ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在叶中的表

达量最高ꎮ 脱落酸、干旱、高盐、高温和低温胁迫下 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的表达量均升高ꎮ 顺式作用元件预测分析结果表

明 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 启动子含有 ２ 个 ＡＢＲＥꎬ３ 个 ＡＲＥꎬ１ 个 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 和 １ 个 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 顺式作用元件ꎮ 将

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 构建植物表达载体并转化烟草ꎬ获得 ３ 棵转基因烟草植株ꎮ 烟草根长和生物量测定结果显示ꎬ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的过表达抑制了转基因烟草根的伸长及植株的生长ꎮ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ａｇｒｏ￣Ｆｏｒｅｓｔｒｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｑｉｑｉｈａｒ Ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ (ＮＣＥＤ) ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒａｔｅ￣ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ)
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ. ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２
ｗａｓ １ ８１８ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ６０５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｗｉｔｈ ａ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ６.６９３×１０４ ａｎｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉ￣

ｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ８. ００. ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｏｎｅ ＲＰＥ６５ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｄｏｍａｉｎꎬ ｔｗｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ＭＩＡＨＰＫｘＤＰ ａｎｄ ＨＤＦＡＩＴＥꎬ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｃｏｎ￣
ｓｅｒｖｅｄ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏ￣
ｐｌａｓｔｓ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧｍＮＣＥＤ１￣２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＣｒＮＣＥＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
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ＭｈＮＣＥＤ３ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣
ｅｓｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ｓａｌｔꎬ ｈｅａｔ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｃｉｓ￣ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｗｏ ＡＢＲＥꎬ ｔｈｒｅｅ ＡＲＥꎬ ｏｎｅ ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ａｎｄ
ｏｎｅ ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ. ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｔｏｂａｃｃｏ. Ｔｈｒｅｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｔｏｂａｃｃｏ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｔｏｂａｃｃｏ ａｎｄ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓ￣
ｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓｏｙｂｅａｎꎻ ＮＣＥＤ ｇｅｎｅꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏꎻ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ

　 　 脱落酸(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬＡＢＡ)是以异戊二烯为

基本单位的半萜烯化合物ꎮ 作为植物的重要激

素ꎬＡＢＡ 不仅具有促进种子休眠、影响根系结构、
调节气孔关闭、促使叶片衰老脱落等多种生理作

用[１] ꎬ还参与逆境条件下植物的适应过程[２] ꎮ 在

ＡＢＡ 合成路径中ꎬ９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双加氧

酶(ＮＣＥＤ)是一种关键的限速酶[３] ꎬ该酶由 ＮＣＥＤ
基因编码ꎮ 因此ꎬＮＣＥＤ 基因的表达量直接影响植

物体内 ＡＢＡ 的含量ꎮ
第 １ 个 ＮＣＥＤ 基因是从玉米中克隆而来[４]ꎮ 随

着研究的不断深入ꎬ人们发现 ＮＣＥＤ 基因在植物中

常以多基因家族的形式出现ꎮ 拟南芥 ＮＣＥＤ 基因家

族包括 ９ 个成员ꎬ其中 ５ 个成员 ( ＡｔＮＣＥＤ２、 Ａｔ￣
ＮＣＥＤ３、ＡｔＮＣＥＤ５、ＡｔＮＣＥＤ６、ＡｔＮＣＥＤ９)的编码产物

具有 ＮＣＥＤ 酶活性ꎬ参与 ＡＢＡ 的合成[５]ꎮ ＡｔＮＣＥＤ３
与拟南芥的抗旱性相关ꎬ过表达 ＡｔＮＣＥＤ３ 的转基因

植株抗旱性得到提高[６￣７]ꎮ ＡｔＮＣＥＤ６ 和 ＡｔＮＣＥＤ９ 与

种子萌发过程中的 ＡＢＡ 合成相关[５]ꎮ 此外ꎬ Ａｔ￣
ＮＣＥＤ９ 还参与高温胁迫下 ＡＢＡ 的合成和种子萌发

的抑制[８]ꎮ ＡｔＮＣＥＤ５ 与 ＡｔＮＣＥＤ３ 共同参与水分胁

迫下的 ＡＢＡ 合成ꎬ ＡｔＮＣＥＤ５ 与 ＡｔＮＣＥＤ６ 和 Ａｔ￣
ＮＣＥＤ９ 则共同调控种子的休眠[９]ꎮ ＮＣＥＤ 基因在

植物基因工程中的应用也在逐渐开展ꎮ 在拟南芥中

异位表达甘蓝型油菜 ＢｎＮＣＥＤ３ 促进了拟南芥种子

休眠ꎬ使开花期提前ꎬ植株的抗逆性也得到提高[１０]ꎮ
番茄 ＬｅＮＣＥＤ１ 能够使转基因白三叶植株的 ＡＢＡ 含

量显著提高ꎬ蒸腾速率显著下降ꎬ从而使长期水分利

用效率提高[１１]ꎮ 水稻 ＯｓＮＣＥＤ４ 在拟南芥中的异源

表达改变了转基因植株大小和叶片形状ꎬ延缓了种

子萌发并导致萌发后的植株生长对糖超敏感ꎬ增强

了对 干 旱 胁 迫 的 耐 受 性[１２]ꎮ 过 表 达 野 海 棠

ＭｈＮＣＥＤ３ 的转基因拟南芥对渗透和镉胁迫的耐受

性增强[１３]ꎮ ＡｔＮＣＥＤ３ 的过表达则能够提高温室和

大田条件下转基因大豆的抗旱性[１４]ꎮ

作为一种重要的油料作物ꎬ人们对大豆的功能

基因研究始终热度不减ꎮ 前人已从大豆中鉴定出一

个能够应答非生物胁迫和外源 ＡＢＡ 的 ＮＣＥＤ 基因

(ＧｍＮＣＥＤ１)ꎬ其过表达可以提高转基因植株的抗盐

性和抗旱性[１５￣１６]ꎮ 本研究对大豆中的另一个 ＮＣＥＤ
基因 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 进行克隆及功能初探ꎬ为其后续

功能研究及应用提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验所用大豆品种北豆 ９ 号、烟草品种 ＮＣ８９、
菌种大肠杆菌 ＤＨ５α 和根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 由本实

验室保存和提供ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 大豆幼苗非生物胁迫处理　 使用 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营

养液ꎬ参照李铭杨等的方法水培大豆幼苗[１７]ꎮ 播种

１４ ｄ 后ꎬ幼苗的第一片三出复叶已经完全展开ꎬ此时

进行非生胁迫处理ꎮ 将幼苗移至含有 ２００ μｍｏｌ / Ｌ
ＡＢＡ 的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中处理培养ꎮ 干旱、高盐、高
温和低温处理均参照李铭杨等的方法[１７]ꎮ 在 ＡＢＡ、
干旱、高盐、高温和低温处理不同时间点(０ ｈ、１ ｈ、２
ｈ、５ ｈ、１０ ｈ 和 ２４ ｈ)取幼苗的三出复叶 ０􀆰 １ ｇꎬ同时取

未经处理的幼苗叶片、根和茎各 ０􀆰 １ ｇꎬ所有取样均重

复 ３ 次ꎬ于液氮中保存备用ꎮ
１.２.２　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ) 　 使用 ＴａＫａＲａ
公司 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂提取大豆叶片 ｍＲＮＡ 并反转

录成第一链 ｃＤＮＡ(ｃＤＮＡ 反转录试剂盒购自 Ｉｎｎｏ￣
ｖａｇｅｎｅ 公司)ꎮ 以第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ｑＰＣＲ
检测 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的表达量ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ ｑＰＣＲ 反应体

系包括 ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌ、上下游引物各 ０􀆰 ８ μｌ、２×Ｔａｑ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ (购自 Ｉｎｎｏｖａｇｅｎｅ 公司)
１０􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ 根据 ＮＣＢＩ 数据库中

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的 ｍＲＮＡ 序列设计 ｑＰＣＲ 引物ꎬ上游引

物 ５′￣ＡＣＧＴＣＧＴＣＣＡＧＡＡＧＣＣＴＴＡＣ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣
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ＡＴＣＧＴＧＣＡＴＣＡＴＧＧＴＧＧＧＴＴ￣３′ꎮ 内参基因为 Ｇｍβ￣
Ｔｕｂｕｌｉｎꎬ上游引物 ５′￣ＧＧＡＡＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＣＡＴＴＧＧ￣
ＴＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物 ５′￣ＡＧＴＧＧＣＡＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＣ￣
３′[１８]ꎮ 在 ＢＩＯ￣ＲＡＤ ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪上设

置参数如下:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５８ ℃ ３０
ｓꎬ共循环 ４０ 次ꎮ 所有样品重复 ３ 次计算基因表达

量ꎮ 使用 ＳＰＳＳ 软件对数据进行差异显著性分析ꎮ
１.２. ３ 　 基 因 克 隆 及 生 物 信 息 学 分 析 　 根 据

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的开放阅读框 ( Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ
ＯＲＦ) 序 列 设 计 ＰＣＲ 扩 增 引 物ꎬ 上 游 引 物 ５′￣
ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣ￣３′ꎬ
下划线代表 Ｎｄｅ Ｉ 酶切位点ꎻ下游引物 ５′￣ＧＧＡＡＴ￣
ＴＣＴＣＡＡＧＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＣＡＡＡＴＣＡＴＴ￣３′ꎬ下划线代表

Ｅｃｏ ＲⅠ酶切位点ꎮ 以大豆 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 完整 ＯＲＦ 序列ꎬＰＣＲ 退火温度设为 ６０
℃ꎮ ＰＣＲ 扩增产物回收后与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体(购
自 ＴａＫａＲａ 公司)连接ꎬ转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ提
取质粒通过双酶切验证ꎮ 菌液寄送生工生物工程有

限公司进行测序ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白相对分子质量

及等电点的预测使用在线网址 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白的保守结构域

预测使用在线网址 ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ /
ｓｍａｒｔ / ｓｅｔ＿ｍｏｄｅ. ｃｇｉ? ＮＯＲＭＡＬ ＝ １ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋

白亚细胞定位预测分析使用在线网址 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ. ｈｔｍｌ? ｓｒｃ ＝ ｌｅｆｔｂａｒꎮ 使 用

ＭＥＧＡ 软 件 构 建 ＮＣＥＤ 蛋 白 的 系 统 进 化 树ꎮ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 启动子序列的获取使用在线数据库 ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｇｄｂ.ｏｒｇ / ＧｍＧＤＢ / ꎮ 启动子顺式作用

元件的预测分析使用在线网址 ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ￣
ｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ꎮ
１.２.４　 植物表达载体构建及烟草遗传转化 　 使用

ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(购自 ＴａＫａＲａ 公司)将 ＧｍＮＣＥＤ１￣
２ 与植物表达载体 ｐＲＩ１０１(购自 ＴａＫａＲａ 公司)连

接ꎬ所用限制性内切酶为ＮｄｅⅠ和Ｅｃｏ ＲⅠꎮ 重组载

体质粒经双酶切验证后ꎬ热激转化根癌农杆菌

ＥＨＡ１０５ 感受态细胞ꎮ 烟草的遗传转化采用农杆菌

侵染烟草叶盘法[１９]ꎮ 在 ＭＳ 培养基中添加 ５０ ｍｇ / Ｌ
卡那霉素筛选 Ｔ０代和 Ｔ１代转基因烟草ꎮ 使用基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒(购自 ＴａＫａＲａ 公司)提取烟草

叶片基因组 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 检测 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 是否

整合 进 入 烟 草 基 因 组 中ꎮ 通 过 ｑＰＣＲ 检 测

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在 Ｔ０代转基因烟草中的表达量ꎬ检测

方法参照方法 １.２.２ꎬ退火温度改为 ５６ ℃ꎬ内参基因

换为 烟 草 Ｎｔα￣Ｔｕｂｕｌｉｎ 基 因ꎬ 上 游 引 物 ５′￣ＡＴ￣
ＧＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡＴＡＴＣＧＡＴ￣３′ꎬ 下 游 引 物 ５′￣
ＴＴＣＡＣＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧＡＡ￣３′[１８]ꎮ 通过 ＳＰＳＳ 软

件分析数据差异显著性ꎮ
１.２.５　 转基因烟草根长及生物量测定　 对 ＭＳ 培养

基上生长 １８ ｄ 的野生型(Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)烟草和 Ｔ１

代转基因烟草的根长和生物量进行测量ꎮ 通过

ＳＰＳＳ 软件分析数据差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２的克隆及序列分析

从 ＮＣＢＩ 数据库中获取一个大豆 ＮＣＥＤ 基因

ＧｍＮＣＥＤ１ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ０１４７６８３１９ꎬ其功能

尚未被鉴定ꎮ 通过 ＰＣＲ 从大豆叶片 ｃＤＮＡ 中克隆

获得基因的完整 ＯＲＦ 序列ꎬ测序结果显示所获得的

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的序列相符ꎮ 由于大豆中

已经鉴定出 １ 个 ＧｍＮＣＥＤ１ 基因[１５￣１６]ꎬ故将本研究

中克隆的基因命名为 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 位

于大豆基因组 １５ 号染色体上ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的核苷

酸序列及其编码的蛋白质氨基酸序列如图 １ 所示ꎬ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 基因 ＯＲＦ 全长１ ８１８ ｂｐꎬ编码 ６０５ 个氨

基酸ꎬ预测蛋白质相对分子质量６.６９３×１０４ꎬ理论等

电点 ８􀆰 ００ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白含有 １ 个 ＲＰＥ６５ 超家

族结构域(氨基酸序列第 １３４ 位至 ５９７ 位)ꎬ还含有

２ 个保守序列 ＭＩＡＨＰＫｘＤＰ 和 ＨＤＦＡＩＴＥ 及 ４ 个保守

的组氨酸残基ꎬ这些均属于 ＮＣＥＤ 蛋白家族特征ꎮ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白的亚细胞定位预测结果显示其位

于叶绿体中ꎮ
２.２　 ＮＣＥＤ 蛋白系统进化分析

将功能已经得到鉴定的 １３ 个植物 ＮＣＥＤ 蛋白

与 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白构建系统进化树ꎮ 进化分析结

果(图 ２)表明ꎬＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白与柑橘 ＣｒＮＣＥＤ１
蛋白和野海棠 ＭｈＮＣＥＤ３ 蛋白的亲缘关系较近ꎬ与
大豆中的另一个 ＧｍＮＣＥＤ１ 蛋白亲缘关系较远ꎮ
２.３　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２表达模式分析

通过 ｑＰＣＲ 对 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在根、茎、叶中的表

达量进行检测ꎮ 如图 ３ 所示ꎬＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在叶中的

表达量最高ꎬ是根中表达量的 ２８.５ 倍ꎻ在茎中的表

达量约是根中表达量的 ４. ４ 倍ꎮ 通过 ｑＰＣＲ 对

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在 ＡＢＡ、干旱、高盐、高温和低温处理

２４ ｈ 内叶片中的表达动态进行检测ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ

３３９于海伟等:大豆 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的非生物胁迫诱导表达及其转基因烟草鉴定



胁迫处理后ꎬＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的表达量均存在升高趋

势ꎮ ＡＢＡ 处理后ꎬＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的表达量在 １ ｈ 和 ２４
ｈ 出现 ２ 次峰值ꎻ干旱处理后 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的表达量

升高最明显ꎬ在 ２４ ｈ 的表达量是未处理对照(０ ｈ)
的 ４５５􀆰 ８ 倍ꎻ高盐、高温和低温处理后ꎬＧｍＮＣＥＤ１￣２
表达量峰值分别出现在 １０ ｈ、５ ｈ 和 ２４ ｈꎮ

下划线表示保守的 ４ 个组氨酸残基ꎻ阴影部分表示保守序列 ＭＩＡＨＰＫｘＤＰ 和 ＨＤＦＡＩＴＥꎻ∗表示终止密码子ꎮ
图 １　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２

２.４　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２启动子顺式作用元件预测分析

对 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 基因起始密码子上游２ ０００
ｂｐ 的启动子区域进行预测分析ꎬ发现其含有 ４
种逆境及激素响应相关顺式作用元件 ( 表 １ ) ꎬ
包括 ２ 个脱落酸响应元件( ＡＢＲＥ) ꎬ３ 个厌氧诱

导元件( ＡＲＥ) ꎬ１ 个防御和胁迫响应元件 ( ＴＣ￣
ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ) 和 １ 个 茉 莉 酸 甲 酯 响 应 元 件

( ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ) ꎮ 这些顺式作用元件的存在ꎬ与
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 能够应答 ＡＢＡ 和非生物胁迫的结

果相符合ꎮ
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括号里列出的是蛋白质 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号ꎮ
图 ２　 植物 ＮＣＥＤ 蛋白系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ＮＣＥＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图柱上不同小写字母表示不同组织间或不同处理时间间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２的表达分析

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２

表 １　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２启动子顺式作用元件预测

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

顺式作用元件 预测功能　 　 　 　 序列 数目

ＡＢＲＥ 脱落酸响应元件 ＡＣＧＴＧ ２

ＡＲＥ 厌氧诱导元件 ＡＡＡＣＣＡ ３

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 防御和胁迫响应元件 ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 茉莉酸甲酯响应元件 ＴＧＡＣＧ １

２.５　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２转基因烟草遗传转化及鉴定

烟草叶片基因组 ＤＮＡ ＰＣＲ 检测结果(图 ４Ａ)显
示ꎬ共获得 ３ 棵 ＧｍＮＣＥＤ１￣２转基因烟草植株ꎬ分别命

名为 ＯＥ１、ＯＥ２ 和 ＯＥ３ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在转基因烟草

植株中的表达量为ＯＥ１>ＯＥ３>ＯＥ２(图 ４Ｂ)ꎮ
２.６　 Ｔ１代 ＧｍＮＣＥＤ１￣２转基因烟草根长和生物量分析

　 　 对生长 １８ ｄ 的野生型(ＷＴ)烟草和 ＧｍＮＣＥＤ１￣

５３９于海伟等:大豆 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的非生物胁迫诱导表达及其转基因烟草鉴定



２ 转基因烟草的根长和生物量进行测定ꎮ 根长测定

结果(图 ５)显示ꎬＷＴ 烟草的根长显著长于转基因

烟草ꎮ 生物量测定结果(图 ５)显示ꎬＷＴ 烟草的生

物 量 显 著 高 于 转 基 因 烟 草ꎮ 以 上 结 果 表 明

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的过表达抑制了转基因烟草根的伸长

及植株的生长ꎮ

Ａ:烟草基因组 ＤＮＡ ＰＣＲ 检测ꎻＢ:ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在转基因烟草植株中的表达量ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒ(基因大小标记)ꎻＷＴ:野生型烟草植株ꎻ＋:ｐＲＩ１０１￣
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 阳性质粒ꎻＯＥ１~ＯＥ３:Ｔ０代转基因烟草植株ꎮ 图柱上不同小写字母表示不同烟草植株间 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 相对表达量差异显著(Ｐ<

０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 ＧｍＮＣＥＤ１￣２转基因烟草鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ

ＷＴ:野生型烟草ꎻＯＥ１~ＯＥ３:Ｔ１代转基因烟草植株ꎮ 图柱上不同小写字母表示不同烟草植株间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ５　 ＷＴ 烟草和 ＧｍＮＣＥＤ１￣２转基因烟草根长和生物量

Ｆｉｇ.５　 Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ＷＴ ｔｏｂａｃｃｏ ａｎｄ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ

３　 讨 论

ＡＢＡ 在植物生长发育及应对逆境胁迫过程中

的生物合成受 ＮＣＥＤ 基因表达水平的调控ꎬ这一点

已经得到了广泛的证实ꎮ 因此ꎬ对 ＮＣＥＤ 基因进行

遗传操作可以提高植物体内 ＡＢＡ 水平ꎬ调控植物生

长发育并增强其胁迫耐受性[２０￣２１]ꎮ 尽管从大豆中

已经 鉴 定 出 一 个 具 有 非 生 物 胁 迫 抗 性 的

ＧｍＮＣＥＤ１[１５￣１６]ꎬ但由于 ＮＣＥＤ 基因为多基因家族基

因ꎬ且各基因之间存在一定的分工[５￣９]ꎬ因此有必要

对大豆中其他 ＮＣＥＤ 基因的功能进行探索ꎮ 本研究

克隆的 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 所编码的蛋白质含有一个类胡

萝素裂解酶均有的 ＲＰＥ６５ 结构域ꎬ还含有 ４ 个保守

的组氨酸残基ꎬ这些残基负责与铁辅因子相结

合[２２￣２４]ꎮ 以往研究结果表明ꎬＮＣＥＤ 蛋白大多定位

于叶绿体中[２５￣２６]ꎬ因为它们的作用底物位于质体

中[２３]ꎮ 本试验也预测 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋白定位在叶绿

体 中ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 蛋 白 与 ＣｒＮＣＥＤ１ 蛋 白 和
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ＭｈＮＣＥＤ３ 蛋白的亲缘关系较近ꎬ它们可能在功能上

存在相似性ꎮ ＭｈＮＣＥＤ３ 可以被干旱、低温、盐和镉

胁迫诱导表达ꎬ其过表达提高了转基因植株对渗透

和镉胁迫的耐受性[１３]ꎮ ＣｒＮＣＥＤ１ 可以被干旱、低
温胁 迫 和 ＡＢＡ 诱 导 表 达[２７]ꎬ 这 些 也 为 后 续

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的功能鉴定提供了参考ꎮ
ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在叶中的表达量最高ꎬ在根中的表

达量最低ꎬ这一结果与 ＣｒＮＣＥＤ１ 的组织定量结果一

致ꎬ意味它们具有组织特异性表达的特点[２７]ꎮ 以往

研究结果也表明ꎬＮＣＥＤ 基因可以在不同组织中表

达并调节 ＡＢＡ 的生物合成ꎬ包括根、茎和叶ꎬ但在根

部的表达量往往最低[２８]ꎮ 因此后续选择大豆幼苗

叶片作为试验材料ꎬ分析 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 对非生物胁

迫的应答情况ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在不同的胁迫处理下

表现出不同的表达模式ꎬ这表明存在不同的转录调

控机制控制着 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 的转录ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 对

干旱胁迫的应答最为明显ꎬ其次是高盐胁迫ꎬ但在高

温或低温胁迫下其表达量的变化不超过 １０ 倍ꎮ 不

同 ＮＣＥＤ 基因对不同非生物胁迫的应答也不尽相

同ꎬ例如 ＶｕＮＣＥＤ１ 的表达能够被干旱和高盐胁迫诱

导ꎬ但 对 ＡＢＡ 和 高 温 或 低 温 胁 迫 无 响 应[２９]ꎻ
ＴａＮＣＥＤ３ 能够被 ＡＢＡ 诱导表达ꎬ但对高盐和低温

胁迫无响应[３０]ꎻ而 ＦｖＮＣＥＤ３ 的表达则被 ＡＢＡ、干旱

和高盐胁迫诱导ꎬ但在高温和低温胁迫下表达量却

下降[３１]ꎮ
ＡＢＲＥ 是响应 ＡＢＡ 的主要顺式作用元件ꎬ常位

于胁迫诱导基因的启动子中[２６]ꎮ ＧｍＮＣＥＤ２￣１ 启动

子中含有 ２ 个 ＡＢＲＥꎬｑＰＣＲ 结果也证实 ＡＢＡ 可以

诱导 ＧｍＮＣＥＤ２￣１ 的表达ꎮ 而 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 则是响

应茉莉酸的顺式作用元件ꎬ茉莉酸信号也参与植物

的抗逆机制调控[３２]ꎮ 此外ꎬＧｍＮＣＥＤ２￣１ 启动子中

还含有 ３ 个厌氧诱导元件和 １ 个防御和胁迫响应元

件ꎬ这些元件的存在表明 ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 可能受复杂

调控机制的调控ꎬ是其能够响应多种逆境胁迫的重

要原因ꎮ
研究结果表明ꎬ用 ＡＢＡ 处理拟南芥幼苗ꎬ可以

抑制主根伸长ꎬ浓度过高时会导致幼苗子叶无法张

开ꎬ不能长出真叶[３３]ꎮ ＮＣＥＤ 基因通过控制 ＡＢＡ 的

合成可以调控种子萌发和根系生长等植物生长发育

过程ꎮ ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 在烟草中的过表达抑制了转基

因烟 草 根 的 伸 长 和 植 株 的 生 长ꎬ 这 应 该 与

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 过表达后导致烟草中 ＡＢＡ 含量升高相

关ꎮ 在其他 ＮＣＥＤ 过表达的转基因植物中也存在类

似现象ꎮ 例如ꎬＢｎＮＣＥＤ３ 转化拟南芥后促进了拟南

芥种子休眠ꎬ抑制侧根生长ꎬ并使转基因拟南芥提前

开花[１０]ꎮ ＣｒＮＣＥＤ１ 转基因烟草的根生长速度慢于

野生型ꎬ但在含 ＡＢＡ 的培养基上ꎬ转基因烟草的根

生长速度则快于野生型ꎬ表明 ＡＢＡ 对转基因烟草根

的生长抑制作用较小[２７]ꎮ 另有文献报道ꎬ干扰 Ｎｔ￣
ＮＣＥＤ３￣２ 的表达会抑制烟草初生根的发育ꎬ出现发

育迟缓和叶片腺毛数量减少的现象[３４]ꎮ 综上ꎬ大豆

ＧｍＮＣＥＤ１￣２ 作为 ＮＣＥＤ 基因家族成员能够响应非

生物胁迫ꎬ其过表达抑制了转基因烟草根的伸长和

植株的生长ꎮ
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