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　 　 摘要:　 为了探究大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０基因在植物干旱胁迫中的调控功能ꎬ利用生物信息学分析 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 与其他物

种 ｂＨＬＨ 家族成员的系统进化关系ꎬ检测 ＧｍｂＨＬＨ１３０基因及其启动子对干旱胁迫的响应ꎬ对 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 蛋白的亚细胞

定位和转录激活活性进行分析ꎬ最后初步评估 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥的耐旱性ꎮ 结果显示ꎬ在进化树中 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０与拟南芥 ＡｔｂＨＬＨ１２２进化关系最近ꎻＧｍｂＨＬＨ１３０基因受干旱诱导上调表达ꎻＧｍｂＨＬＨ１３０基因启动子也受干旱诱

导激活下游报告基因ꎻ烟草叶片瞬时表达分析结果表明 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 蛋白定位于细胞核ꎬ并且具有转录激活活性ꎮ 此外ꎬ
ＧｍｂＨＬＨ１３０基因过表达拟南芥在干旱处理下的绿色子叶率和根长均显著大于野生型ꎮ 本研究结果初步证明了大豆 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０基因在增强植物耐旱方面的功能ꎬ为后续探究其参与耐旱性调控的分子机制提供了理论依据ꎮ
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　 　 植物在生长发育过程中经常会受到多种不利环

境因素的影响ꎬ如高盐、干旱、高温和低温等ꎬ其中干

旱胁迫是导致农作物减产的重要原因之一[１]ꎮ 植

物在长期的进化过程中形成了多种应对干旱胁迫的
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方式ꎬ如增加叶片蜡质、气孔关闭等生理响应ꎬ关键

基因的响应引起植物体内渗透调节物质、抗氧化酶

活性增加等分子调控[２]ꎮ 转录因子在植物干旱胁

迫应答过程中发挥重要作用ꎮ 目前已知能够参与植

物干 旱 胁 迫 的 转 录 因 子 家 族 包 括: ＭＹＢ[３]、
ｂＨＬＨ[４]、ｂＺＩＰ [５]、ＷＲＫＹ[６] 和 ＡＰ２ / ＥＲＦ[７] 等ꎮ 转录

因子发挥作用的分子机制是其结合到胁迫相关基因

启动子的特定顺式作用元件上ꎬ进而激活或抑制下

游基因的表达ꎬ最终防止或减少逆境胁迫对植物的

伤害ꎮ ｂＨＬＨ 家族是被子植物中第二大转录因子家

族ꎬ其广泛分布于所有的真核生物中ꎮ ｂＨＬＨ 家族

蛋白质能够结合到基因启动子区的 Ｅ￣ｂｏｘ 或 Ｇ￣ｂｏｘ
元件上调控基因表达[８]ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子在植物干

旱胁迫响应中的功能及分子机制已有较多报道ꎮ 例

如ꎬ过表达拟南芥 ＡｔｂＨＬＨ１１２ 基因有利于降低植株

体内活性氧水平和提高脯氨酸含量ꎬ增强转基因拟

南芥植株对干旱胁迫的耐受性[４]ꎮ 拟南芥 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１２２ 在干旱和渗透胁迫响应过程中均发挥重要

作用ꎬ过表达 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 基因的转基因拟南芥耐旱

性和耐盐性均明显增强[９]ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子 Ａｍ￣
ＤＥＬ 则可通过介导黄酮类物质的大量累积增强植

物 耐 旱 性[１０]ꎮ 密 罗 木 ｂＨＬＨ 家 族 基 因 Ｍｆ￣
ｂＨＬＨ３８[１１]、日本百脉根 ＬｊｂＨＬＨ３４[１２] 等基因均能正

调节植物的耐旱性ꎮ 转录因子 ｂＨＬＨ 家族成员在植

物耐旱性调控过程中的保守功能使其在作物耐旱性

育种改良中具有重大价值ꎮ
大豆是中国重要的粮油作物ꎬ是食用油、植物蛋

白和动物饲料的关键原料ꎬ但是其生产也受到干旱

胁迫的影响ꎮ 尽管在大豆耐旱机理研究和品种选育

方面已有较多报道[１３￣１４]ꎬ但至今仍无法阐明大豆应

对干旱胁迫的分子调控网络ꎮ 研究结果表明ꎬ大豆

中有 ３０８ 个 ｂＨＬＨ 家族成员ꎬ其中 ＧｍＯＲＧ３ 蛋白能

够通过减少根对镉的吸收和向地上部的转运增强转

基因大豆的耐镉性[１５]ꎬＧｍＰＩＢ１ 能够结合到活性氧

(ＲＯＳ)产生关键酶编码基因 ＧｍＳＰＯＤ１ 启动子上的

Ｅ￣ｂｏｘ 元件抑制其表达ꎬ减少 ＲＯＳ 的产生ꎬ进而增强

对大豆疫霉菌的抗性[１６]ꎮ 此外ꎬＧｍｂＨＬＨ５７ 和 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ３００ 在大豆铁稳态维持方面发挥重要作用[１７]ꎮ
然而ꎬ大多数大豆 ｂＨＬＨ 转录因子家族基因的生物

学功能ꎬ尤其是在干旱胁迫应答方面的功能和分子

机制尚不清楚ꎮ 本研究前期从大豆中筛选出 １ 个表

达受干旱诱导显著上调的 ｂＨＬＨ 家族基因 Ｇｍ￣

ｂＨＬＨ１３０ꎬ结合生物信息学技术、亚细胞定位、转录

激活活性分析及转基因拟南芥相关试验初步探究了

其在植物干旱胁迫中的功能ꎮ 本研究结果将为进一

步解析大豆干旱胁迫应答机制和抗旱品种的分子育

种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 系统进化树构建

下载已报道的参与植物非生物胁迫(包括干旱胁

迫、盐胁迫)调控的 ｂＨＬＨ 家族成员的氨基酸序列ꎬ包括

ＭｆｂＨＬＨ３８(ＭＴ３８３７４７)、ＧｍｂＨＬＨ３００(ＮＰ＿００１３５４０３３)、Ｏｓ￣
ｂＨＬＨ１４８(ＡＫ０７１７３４)、ＶｖｂＨＬＨ１ (ＸＰ ＿００２２７０２３９)、 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１７ (Ａｔ２ｇ４６５１０)、 ＦｔｂＨＬＨ３ (ＫＵ２９６２１７)、 ＴｈｂＨＬＨ１
(ＫＭ１０１０９４)、ＧｍｂＨＬＨ５７ (ＸＰ＿００３５４０２０３)、ＯｓｂＨＬＨ０３５
( ＡＫ１０６２９２ )、 ＡｔｂＨＬＨ１２２ ( Ａｔ１ｇ５１１４０ )、 ＡｔｂＨＬＨ６８
(Ａｔ４ｇ２９１００)、 ＯｓｂＨＬＨ０６８ ( Ｏｓ０４ｇ０６３１６００)、 ＡｔｂＨＬＨ１１２
(ＡＴ１Ｇ６１６６０)ꎮ 将整理好的氨基酸序列与 ＧｍｂＨＬＨ１３０
(ＬＯＣ１００８１２８０２)序列使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件进行多重比对ꎬ
利用ＭＡＧＡ￣Ｘ软件再次分析氨基酸多重比对结果ꎬ然后

利用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)绘制系统进化树ꎬ参数

设置:泊松模型ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ＝１ ０００ꎮ
１.２　 大豆种植及模拟干旱处理

试验用栽培大豆品种为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎮ 将大豆种

子在水中浸泡 ６ ｈ 后均匀铺在润湿的滤纸上萌发ꎬ待
长出胚根(约１.０~ １.５ ｃｍ)后移至石英砂中ꎬ用 １ / ２
Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液浇灌ꎬ在生长室进行培养ꎬ生长环境:
温度 ２５ ℃ꎬ空气相对湿度６０％~７０％ꎬ长日照(昼 １６
ｈ /夜 ８ ｈ)ꎮ 待幼苗的第一对真叶展开后ꎬ挑选株高一

致的植株放置在黑暗条件下继续培养 ２４ ｈꎮ 用含有

２０％ 聚乙二醇(ＰＥＧ)的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液(干旱

处理)浇灌ꎬ分别在 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 取大豆

植株的根和叶ꎬ液氮速冻后放于超低温冰箱保存ꎬ每
个时间点、每个组织均包括 ３ 组生物学重复ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取和基因表达水平检测

使用 ＲＮＡ 提取试剂盒[生工生物工程(上海)
股份有限公司] 提取大豆根和叶的总 ＲＮＡꎬ使用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ根据反转录试剂盒

[ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ赛默

飞世尔科技(中国)有限公司]的说明书操作合成

ｃＤＮＡꎮ 以合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行半定量 ＰＣＲ 分

析基因的表达情况ꎬＰＣＲ 反应总体系为 ２０􀆰 ０ μｌ:
１０􀆰 ０ μｌ Ｔａｑ Ｍｉｘ[翌圣生物科技(上海)股份有限公
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司]ꎬ８􀆰 ０ μｌ 去离子水ꎬ正向和反向引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ
ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌꎬ以大豆 ＧｍＵＢＩ３ 基因作为内参基

因ꎬ本研究所用的引物见表 １ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因　 　 引物序列(５′→３′) 目的

ＧｍＵＢＩ３ Ｆ:ＧＴＧＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＴＴＣＣＣ
Ｒ:ＡＣＡＣＡＡＴＴＧＡＧＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＣＧ

校 正 基 因
表达水平

ＡｔＡＣＴＩＮ２ Ｆ:ＣＡＡＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＡＧＡ
Ｒ:ＧＴＣＡＴＧＧＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＴＣＴＴＴＡＧＴ

ＧｍｂＨＬＨ１３０ Ｆ:ＧＴＧＣＴＴＣＴＧＧＣＡＧＴＧＣＴＴＴＴＧ
Ｒ:ＡＧＧＣＴＴＴＣＡＴＴＴＣＣＡＴＴＴＴＣＧＧ

基 因 表 达
检测

ＧｍｂＨＬＨ１３０ Ｆ:ＡＴＧＡＧＴＧＴＴＡＴＧＴＡＴＡＧＴＣＣＴＧＴＴＣ
Ｒ:ＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＧＴＴＣＴＡＧＴＧＴＡＡＴ

ＣＤＳ 片 段
克隆

ＣＤＳ:编码序列ꎮ

１.４　 ＧＵＳ(β￣葡萄糖苷酸酶基因)组织化学染色

以 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因起始密码子上游 １ ５００ ｂｐ 序

列作为启动子区ꎬ以大豆 ＤＮＡ 为模板克隆启动子片

段ꎬ插 入 双 元 表 达 载 体 ＰＢＩ１０１ 获 得 融 合 质 粒

ＰＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＵＳꎮ 将质粒 ＰＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＵＳ 导入根癌农

杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ利用浸花转化法获得转基因拟南芥ꎬ并
筛选得到 Ｔ３ 代纯合子ꎮ 将在正常 ＭＳ 培养基上培养

７ ｄ 的拟南芥幼苗分别用去离子水和 ２０％ ＰＥＧ 处理

２４ ｈꎬ然后取幼苗浸没到 ＧＵＳ 染色液[１􀆰 ４４ ｍｌ １
ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４、１􀆰 ０６ ｍｌ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、 １􀆰 ００ ｍｌ
１００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ４Ｆｅ(ＣＮ)６􀅰３Ｈ２Ｏ、１􀆰 ００ ｍｌ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｋ３Ｆｅ(ＣＮ)６、５００ μｌ ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ乙二胺四乙酸(ＥＤ￣
ＴＡ)、５０ μｌ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００、２０ ｍｇ ５￣溴￣４￣氯￣３￣吲哚葡萄

糖苷(Ｘ￣Ｇｌｕｃ)ꎬ定容至 ５０􀆰 ００ ｍｌ]中ꎬ置于 ３７ ℃ꎬ避光

染色 １２ ｈꎮ 倒掉 ＧＵＳ 染色液后ꎬ用 ７５％乙醇脱色ꎬ最
后观察 ＧＵＳ 染色情况ꎮ
１.５　 亚细胞定位检测

将不含终止密码子的编码序列(ＣＤＳ)片段插入

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 载体ꎬ获得重组质粒 ３５Ｓ::Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０::ＧＦＰ 并导入根癌农杆菌 ＧＶ３１０１ꎮ 根据已

报道的方法[１８]ꎬ将含有重组质粒的农杆菌菌液注射

到生长旺盛的本氏烟草叶片中ꎬ以注射 ３５Ｓ:: ＧＦＰ 空

载体的叶片为对照ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ使用激光共聚焦

显微镜观察烟草叶片细胞中的绿色荧光信号ꎮ
１.６　 转录激活活性检测

克隆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因全长 ＣＤＳ 插入酵母表达

载体 ｐＧＢＫＴ７ 中ꎬ 获 得 重 组 质 粒 ｐＧＢＫＴ７￣Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ꎮ 分别将空载体 ｐＧＢＫＴ７ 和重组质粒 ｐＧ￣

ＢＫＴ７￣ＧｍｂＨＬＨ１３０ 导入酵母菌株 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄꎮ 经

ＰＣＲ 检测后ꎬ选取阳性单菌落接种到酵母浸出粉葡

萄糖液体培养基 (ＹＰＤＡ) 中ꎬ待 ＯＤ６００ 为０.８~ １􀆰 ０
时ꎬ抽取菌液分别滴到 ＹＰＤＡ、 ＳＤ / ￣ＴＲＰ / ￣ＨＩＳ 和

ＳＤ / ￣ＴＲＰ / ￣ＨＩＳ / ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 固体培养基上ꎬ５ ｄ 后根据

菌落的生长情况判断转录因子的激活活性ꎮ
１.７　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥表型分析

克隆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因全长 ＣＤＳ 插入双元表达

载体 ｐＦＧＣ５９４１ 的 ３５Ｓ 启动子下游ꎮ 利用根癌农杆

菌介导的浸花法转化野生型拟南芥ꎬ将收获的 Ｔ０代

种子播种在含有 ５ ｍｇ / Ｌ草铵膦的 ＭＳ 培养基上筛选

抗性植株ꎮ 此外ꎬ提取 ＲＮＡ 进行半定量 ＰＣＲ 检测

外源基因是否成功高表达ꎬ选取外源基因高表达的

株系ꎬ筛选到 Ｔ３ 代ꎬ获得纯合材料用于初步鉴定

ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因的功能ꎮ
取同时期收获的野生型(Ｃｏｌ￣０ꎬＷＴ)和转基因

拟南芥种子于 ７５％乙醇中灭菌 １０ ｍｉｎꎬ在超净台

中吹干种子ꎬ然后均匀播种于 ＭＳ 培养基和 ２０％
ＰＥＧ 处理的 ＭＳ 培养基中ꎬ在 ４ ℃冰箱中春化 ３ ｄ
后移至生长室正常培养 ７ ｄꎬ然后观察不同材料的

长势并统计绿色子叶率(叶片能正常生长呈现绿

色的植株数占播种下去的种子总数比例)ꎮ 此外ꎬ
将表面消毒的拟南芥种子播种并经过 ４ ℃ 春化

后ꎬ在生长室垂直放置培养ꎬ７ ｄ 后观察并测定不

同材料的根长ꎮ
野生型拟南芥和过表达株系(Ｌ１ 和 Ｌ２)的种子

经 ７５％乙醇表面消毒后ꎬ均匀播种于湿润的营养土和

蛭石混合(１ ∶ １)基质上ꎬ于 ４ ℃春化 ３ ｄ 后转移至植

物培养室ꎬ使用自来水浇灌ꎬ保证每盆每次浇水量相

同ꎮ ３ 周后取长势一致的拟南芥用于干旱处理ꎬ使其

自然干旱ꎬ观察野生型和过表达株系的表型变化ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 的系统进化树和氨基酸序

列分析

　 　 根据已知报道ꎬ本研究整理了参与非生物胁迫

调控的 ｂＨＬＨ 家族成员的氨基酸序列ꎬ包括 Ｍｆ￣
ｂＨＬＨ３８、 ＧｍｂＨＬＨ３００、 ＯｓｂＨＬＨ１４８、 ＶｖｂＨＬＨ１、 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１７、 ＦｔｂＨＬＨ３、 ＴｈｂＨＬＨ１、 ＧｍｂＨＬＨ５７、 Ｏｓ￣
ｂＨＬＨ０３５、ＡｔｂＨＬＨ１２２、ＡｔｂＨＬＨ６８、ＯｓｂＨＬＨ０６８、 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１１２ꎬ与 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 构建系统进化树ꎮ 结果

显示ꎬ所选的 ｂＨＬＨ 家族成员分布在 ２ 个不同分支ꎬ
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ＧｍｂＨＬＨ１３０ 与拟南芥 ＡｔｂＨＬＨ１１２、ＡｔｂＨＬＨ１２２、Ａｔ￣
ｂＨＬＨ６８ 以及水稻 ＯｓｂＨＬＨ０６８ 在同一分支ꎬ并且

ＧｍｂＨＬＨ１３０ 与 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 进化关系最近(图 １Ａ)ꎮ

进一步对比氨基酸序列发现ꎬＧｍｂＨＬＨ１３０ 与 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１２２ 序列相似度为 ４８􀆰 １８％ꎬ但 Ｃ 端的 ｂＨＬＨ
结构域十分保守(图 １Ｂ)ꎮ

Ａ:大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 和其他 ｂＨＬＨ 蛋白的系统进化树ꎻＢ:ＧｍｂＨＬＨ１３０ 和 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 的氨基酸序列比对ꎮ 划线部分(ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ ｌｏｏｐ ｈｅｌｉｘ)
为碱性螺旋￣环￣螺旋ꎮ Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ:一致ꎮ

图 １　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 和其他 ｂＨＬＨ 家族蛋白质系统进化分析和氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｂＨＬＨ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.２　 大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因对干旱胁迫的响应

利用 ＰＥＧ 模拟干旱胁迫ꎬ检测 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基

因在大豆幼苗中的表达模式ꎮ 结果显示ꎬ干旱处理

３ ｈ 时ꎬＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因表达水平在根和叶中均明

显增加ꎻ但随着处理时间增加ꎬ表达水平又恢复至与

干旱处理前无明显差异(６ ｈ 和 １２ ｈ)ꎬ干旱处理 ２４

ｈ 时表达水平又增强(图 ２Ａ)ꎮ 进一步克隆了 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ 基因起始密码子上游１ ５００ ｂｐ 的启动子片

段ꎬ构建 ＧＵＳ 融合载体ꎬ并获得相应的转基因拟南

芥植株 ＰＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＵＳꎮ 在 ＭＳ 培养基上生长 ２ 周

的拟南芥 ＰＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＵＳ 被随机分为 ２ 组(各 １０
株)ꎬ分别用去离子水和 ２０％ ＰＥＧ 溶液处理ꎬＧＵＳ
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染色结果显示对照组未观察到蓝色ꎬ而处理组观察

到明显的蓝色ꎬ说明 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因启动子受干旱

胁迫诱导激活 β￣葡萄糖苷酸酶基因的表达ꎬ生成的

β￣葡萄糖苷酸酶与染色液中的底物反应生成蓝色物

质(图 ２Ｂ)ꎮ

Ａ:干旱处理下 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因在大豆根和叶中的表达水平ꎻ
Ｂ:ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因启动子对干旱胁迫的响应ꎮ ２０％ ＰＥＧ:２０％
聚乙二醇溶液处理ꎮ
图 ２　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因及其启动子对干旱胁迫的响应

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｔｏ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

２.３　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 蛋白的亚细胞定位

普遍认为转录因子蛋白定位于细胞核内发挥转

录调控作用[１８]ꎮ 为了研究大豆转录因子蛋白 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ 的亚细胞定位ꎬ将 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因除终止

密码子外的 ＣＤＳ 插入 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 载体ꎬ构建

３５Ｓ::ＧｍｂＨＬＨ１３０::ｅＧＦＰ 融合表达质粒ꎮ 通过根癌

农杆菌介导的方法在烟草叶片中进行瞬时表达ꎬ以转

化 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 空载体(３５Ｓ:: ｅＧＦＰ)的叶片

为对照ꎮ 结果显示ꎬ３５Ｓ:: ｅＧＦＰ 转化的烟草叶片细

胞核和细胞膜上均观察到较强的绿色荧光ꎬ而仅在

３５Ｓ::ＧｍｂＨＬＨ１３０::ｅＧＦＰ 融合质粒注射的叶片细胞

核中观察到较强的绿色荧光信号ꎬ说明转录因子 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ 蛋白定位在细胞核中(图 ３)ꎮ
２.４　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 蛋白具有转录激活活性

利用酵母双杂交系统验证 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 转录因

子的转录激活活性ꎮ 结果显示ꎬ含有 ｐＧＢＫＴ７ 空载

体或 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍｂＨＬＨ１３０ 重组质粒的 Ｙ２Ｈ 酵母菌

株都能在 ＹＰＤＡ 培养基上生长ꎮ 而在 ＳＤ / ￣ＴＲＰ / ￣

ａ:３５Ｓ::ＧＦＰꎻｂ:３５Ｓ::ＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＦＰꎮ
图 ３　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＨＩＳ 营养缺陷培养基上ꎬ导入 ｐＧＢＫＴ７ 空载体的酵

母菌株不能生长ꎬ但含 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍｂＨＬＨ１３０ 的酵母

可在 ＳＤ / ￣ＴＲＰ / ￣ＨＩＳ 培养基上生长ꎬ且菌斑在含 Ｘ￣
α￣Ｇａｌ 的 ＳＤ / ￣ＴＲＰ / ￣ＨＩＳ 培养基上变蓝ꎬ说明转录因

子 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 能够激活 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 菌株中 ＨＩＳ、
ＭＥＬ１ 基因的表达ꎬ具有转录激活活性(图 ４)ꎮ

ａ:ｐＧＢＫＴ７ꎻｂ:ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍｂＨＬＨ１３０ꎮ
图 ４　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 的转录激活活性

Ｆｉｇ.４　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５ 　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥的获得及耐

旱性分析

　 　 为了验证大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因在植物干旱胁

迫响应过程中的功能ꎬ本研究构建了该基因的过表

达载体(图 ５Ａ)ꎻ通过根癌农杆菌介导的浸花法转

化ꎬ并在含有草铵膦的 ＭＳ 培养基上筛选获得抗性

苗(图 ５Ｂ)ꎻ进一步提取拟南芥野生型和抗性苗的总

ＲＮＡꎬ半定量 ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ外源基因 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ 在拟南芥抗性苗中成功表达(图 ５Ｃ)ꎬ说明

获得的遗传材料可靠ꎬ可用于后续试验ꎮ
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Ａ:ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达载体构建模式图ꎬＢａｒ 表示抗除草剂基因ꎬＭＡＳ Ｐｒｏ 和 ＣａＭＶ ３５Ｓ ｐｒｏ 均为强启动子ꎬＧｍｂＨＬＨ１３０ 为目的基因ꎻＢ:
转基因拟南芥筛选ꎬ箭头所指为拟南芥抗性苗ꎻＣ:转基因拟南芥 ＰＣＲ 鉴定ꎮ

图 ５　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥的筛选鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

　 　 挑选同时期收获的拟南芥种子ꎬ包括野生型

(ＷＴ)、转基因拟南芥 Ｔ３ 代纯合子(２ 个独立株系

Ｌ１ 和 Ｌ２)ꎬ均匀播种于正常 ＭＳ 培养基和 ２０％ ＰＥＧ
处理的 ＭＳ 培养基上ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ观察拟南芥的生

长状况ꎬ发现正常培养基上 ＷＴ 和转基因拟南芥都

能正常生长且子叶几乎都能展开ꎻ而在 ２０％ ＰＥＧ 处

理的 ＭＳ 培养基上野生型种子虽然能够萌发ꎬ但是

子叶几乎无法正常展开ꎬ即受到严重的抑制ꎬ过表达

株系 Ｌ１ 和 Ｌ２ 的绿色子叶率则显著高于 ＷＴ(图

６Ａ、图 ６Ｂ)ꎮ 进一步将在正常 ＭＳ 培养基上萌发 ２ ｄ
的 ＷＴ、过表达株系 Ｌ１ 和 Ｌ２ 移至 ＭＳ 培养基和 ２０％
ＰＥＧ 处理的培养基上ꎬ然后将培养基垂直放置培养

７ ｄꎬ结果显示正常条件下上述材料的根长无明显差

异ꎻ而在 ２０％ ＰＥＧ 处理条件下ꎬＬ１ 和 Ｌ２ 的根长显

著大于ＷＴ(图 ６Ｃ)ꎮ 在盆栽条件下对比过表达 Ｇｍ￣
ｂＨＬＨ１３０ 基因植株与 ＷＴ 的耐旱性ꎬ发现正常浇水

条件下ꎬ生长表型无明显差异ꎻ而自然干旱导致 ＷＴ
植株枯萎死亡ꎬ过表达植株生长虽然受到抑制ꎬ但仍

然存活ꎻ恢复浇水后ꎬＷＴ 植株无法复活ꎬ而过表达

植株叶片变绿、能够继续生长(图 ６Ｄ)ꎮ 以上结果

说明 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达导致转基因拟南芥植

株耐旱性增强ꎮ

３　 讨 论

研究结果表明ꎬ植物 ｂＨＬＨ 家族基因在植物非

生物胁迫逆境响应方面发挥重要作用[４]ꎮ 甘蓝型

油菜 ＢｎｂＨＬＨ１２２ 基因在高温、低温、干旱、高盐和渗

透胁迫下均显著上调ꎬ证明 ＢｎｂＨＬＨ１２２ 基因在植株

抵御逆境胁迫过程中发挥调节作用[１９]ꎮ 沈方圆

等[２０]利用全基因组和转录组联合分析在欧洲山杨

中鉴定出 ４ 个潜在的 ｂＨＬＨ 抗旱蛋白ꎮ 本研究通过

构建不同植物 ｂＨＬＨ 家族成员的系统进化树ꎬ发现

大 豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 与 拟 南 芥 ＡｔｂＨＬＨ１１２、 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１２２、ＡｔｂＨＬＨ６８ 及水稻 ＯｓｂＨＬＨ０６８ 在同一分

支ꎬ并且和 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 进化关系最近ꎮ 对基因家族

或同源基因进行系统进化分析时ꎬ一般认为属于同

一亚家族或同一进化分支的成员同源性较高ꎬ可能

具有 类 似 的 生 物 学 功 能[２１]ꎮ 鉴 于 拟 南 芥 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１２２ 在增强植物耐旱性方面的功能[９]ꎬ推测进

化关系较近的大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 在干旱胁迫响应和

适应过程中可能发挥特定功能ꎮ 本研究结果显示ꎬ
２０％ＰＥＧ 模拟处理的大豆根和叶中 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基

因的表达水平都显著上调ꎬ且在根中上调更明显ꎬ但
是随着处理时间延长基因表达出现上下波动ꎬ这种

干旱诱导表达特性可能与其对干旱胁迫的适应有

关[１]ꎮ 此外ꎬ克隆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因启动子ꎬ构建启

动 子 融 合 ＧＵＳ 报 告 基 因 的 转 基 因 拟 南 芥

ＰＧｍｂＨＬＨ１３０::ＧＵＳꎬ通过模拟干旱处理和 ＧＵＳ 染色显

示启动子对干旱胁迫的响应ꎬ这一结果也进一步证

明 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因参与干旱胁迫调控过程ꎮ 通常

认为转录因子是核定位蛋白ꎬ在细胞核中结合到目

标基因的特定顺式作用元件调控基因表达[２]ꎮ 本

研究结果显示ꎬ大豆 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 也是核定位转录

因子ꎬ在 Ｙ２Ｈ 酵母细胞中也能表现明显的转录激活

活性ꎬ表明 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 作为激活下游靶基因表达

的转录因子发挥作用ꎮ
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Ａ:正常培养和干旱处理条件下ꎬ野生型拟南芥 ＷＴ 和过表达株系(Ｌ１、Ｌ２)的萌发表型比较ꎻＢ:绿色子叶率ꎻＣ:拟南芥 ＷＴ 和过表达株系

(Ｌ１、Ｌ２)的根长ꎻＤ:野生型拟南芥 ＷＴ 和过表达植株在正常、干旱处理 ７ ｄ 和复水 ３ ｄ 的表型ꎮ ２０％ ＰＥＧ:２０％聚乙二醇溶液处理ꎮ
图 ６　 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥植株的耐旱性分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧｍｂＨＬＨ１３０ ｇｅｎｅ

　 　 有报道称外源基因在组成型启动子控制下的表

达会对转基因拟南芥的正常生长、发育过程产生不

利影响[２２]ꎮ 本研究通过农杆菌浸花转化法获得了

ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达拟南芥植株ꎮ 比较拟南芥

野生型 ＷＴ 和 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 过表达株系(Ｌ１ 和 Ｌ２)
在正常培养基和栽培基质上的生长表型ꎬ发现过表

达植株和 ＷＴ 表型无明显差异ꎬ说明大豆基因的异

源表达未对拟南芥的生长发育产生不利影响ꎮ 而在

干旱条件下ꎬ所有材料的生长均受到抑制ꎬ绿色子叶

率降低ꎬ但是过表达植株的绿色子叶率明显高于

ＷＴꎻ此外ꎬ模拟干旱条件下ꎬ过表达株系的根长也显

著大于 ＷＴꎻ盆栽自然干旱条件下过表达植株也表

现出较 ＷＴ 植株更强的耐旱性ꎮ 研究结果证明ꎬ
ＧｍｂＨＬＨ１３０ 基因过表达在不影响植株正常生长过

７４４１张　 斌:大豆转录因子基因 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 克隆及在干旱胁迫中的功能分析



程的前提下增强了拟南芥的耐旱性ꎬ这对大豆等作

物耐旱性分子育种具有重要意义ꎮ 本研究筛选到 １
个受干旱诱导表达上调的 ｂＨＬＨ 转录因子家族基因

ＧｍｂＨＬＨ１３０ꎬ通过系统进化、亚细胞定位、转录激活

活性以及干旱处理的转基因拟南芥表型分析ꎬ初步

证明了 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 可增强转基因植株的耐旱性ꎮ
但是转录因子 ＧｍｂＨＬＨ１３０ 参与植物干旱胁迫响应

和适应的分子机制仍需进一步研究ꎮ
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