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　 　 摘要:　 转录因子在植物应对逆境胁迫的响应和调节过程中起着十分重要的作用ꎮ 为探究大豆 ｂＨＬＨ 转录因子

家族成员 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 在植物耐盐胁迫中的功能ꎬ本研究利用序列同源比对分析大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白与三裂叶薯、番
茄、芝麻、本氏烟草和拟南芥 ＭＹＣ２ 蛋白的保守结构域ꎬ利用半定量 ＰＣＲ 检测盐胁迫对大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因表达模式

的诱导作用ꎬ通过烟草叶片瞬时表达分析 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白的亚细胞定位ꎬ利用浸花法获得转 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因拟南芥植

株ꎬ并分析野生型和转基因拟南芥植株对盐胁迫的响应及机制ꎮ 结果表明ꎬ大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白具有 ｂＨＬＨ 家族典型

的保守结构域且定位于细胞核ꎻ盐胁迫下ꎬ大豆根和叶中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因表达量明显上调ꎮ 盐胁迫下ꎬＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因

过表达拟南芥植株叶片中丙二醛含量和过氧化氢含量显著低于野生型拟南芥植株ꎬ叶片中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活
性和过氧化物酶(ＰＯＤ)活性显著增加ꎻ抗氧化酶基因 ＡｔＳＯＤ 和 ＡｔＰＯＤ 的相对表达量亦显著上调ꎮ 以上结果说明大豆

ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因能通过抗氧化途径增强植物的耐盐性ꎮ 本研究结果为大豆等作物的耐盐性遗传改良提供候选基因ꎮ
关键词:　 大豆ꎻ 转录因子ꎻ ＧｍＭＹＣ２Ｌ ꎻ 耐盐性
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　 　 植物生长过程中容易受到不利环境因素的影响ꎬ
包括极端温度、干旱和盐渍化等非生物胁迫及病虫害

等生物胁迫[１]ꎮ 其中ꎬ土壤盐渍化会加剧植物体内活

性氧过量积累ꎬ破坏 Ｎａ＋和 Ｋ＋离子平衡ꎬ抑制光合作

用ꎬ进而导致植物生长受阻甚至死亡[２]ꎮ 为了在逆境

下生长ꎬ植物通常会在生理、生化和分子水平上形成

应对策略[３]ꎮ 分子层面上转录因子是一类可以结合

到下游基因启动子元件上调控基因表达水平的蛋白

质家族ꎬ在植物的耐盐性调控中起重要作用[４]ꎮ 目前

ＷＲＫＹ[５]、ＥＲＦ[６]、ＭＹＢ[７]、ＮＡＣ[８]、ＡＲＦ[９]、ｂＺＩＰ[１０]和

ｂＨＬＨ[３]等转录因子参与植物耐盐胁迫调控已得到证

实ꎮ
转录因子 ｂＨＬＨ 家族成员较多ꎬ是植物中的第

二大转录因子家族ꎬ通常含有两个高度保守的结构

域ꎬ即基本结构域和 ＨＬＨ 结构域[３]ꎮ 基本结构域位

于 Ｎ 端ꎬ能够结合下游基因启动子上的 Ｇ￣ｂｏｘ 或 Ｅ￣
ｂｏｘ 元件ꎻＨＬＨ 结构域主要位于 Ｃ 端ꎬ在蛋白质间互

作时发挥作用ꎮ ｂＨＬＨ 家族成员参与植物耐盐胁迫

调控已有较多研究ꎮ 拟南芥 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 基因的表达

水平受盐胁迫诱导上调ꎬ拟南芥 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 突变体

对盐胁迫更敏感ꎬ而 ＡｔｂＨＬＨ１２２ 基因过表达植株的

耐盐性明显增强[１１]ꎮ 番茄 ｂＨＬＨ 家族成员 Ｓｌ￣
ｂＨＬＨ２２ 则可通过激活抗氧化系统ꎬ清除多余活性

氧ꎬ增强植株耐盐性[１２]ꎮ 花生 ＡｈｂＨＬＨ１２１ 蛋白可

以直接结合 ＡｈＰＯＤ、ＡｈＣＡＴ 和 ＡｈＳＯＤ 等基因启动子

的 Ｇ￣ｂｏｘ / Ｅ￣ｂｏｘ 区域ꎬ从而提高上述基因的表达水

平ꎻ此外ꎬＡｈｂＨＬＨ１２１ 基因过表达的转基因花生植株

在盐处理下的抗氧化酶活性显著上升ꎬ活性氧积累

量明显减少ꎬ即转基因植株对盐胁迫的耐受性明显

增强[１３]ꎮ 编码水稻 ｂＨＬＨ 家族成员 ＯｒｂＨＬＨ００１ 基

因过表达则可激活 Ｋ＋通道基因 ＯｓＡＫＴ１ 的表达ꎬ进
而促进盐胁迫下根和茎中的 Ｋ＋向叶片的运输ꎬ同时

减少根对 Ｎａ＋的吸收ꎬ维持水稻植株 Ｎａ＋含量 / Ｋ＋含

量处于正常水平ꎬ减轻盐胁迫对水稻植株造成的损

伤[１４]ꎮ 盐诱导下ꎬ大豆 ｂＨＬＨ 家族基因 ＧｍｂＨＬＨ３
的表达上调ꎬ其编码蛋白质可结合到氯离子通道蛋

白质基因 ＧｍＣＬＣ１ 的启动子上并上调其表达水平ꎬ
进而介导大豆毛状根对 Ｃｌ－、ＮＯ－

３等离子的吸收并限

制其向地上部的转运ꎬ维持 ＧｍｂＨＬＨ３ 过表达大豆植

株较低的 Ｃｌ－含量 / ＮＯ－
３含量和 Ｎａ＋含量 / Ｋ＋含量ꎬ增

强其耐盐性[１５]ꎮ ＭＹＣ２ 属于 ｂＨＬＨ 转录因子ꎬ能够

响应植物生长发育相关的多种内源和外源信号ꎬ在
信号转导途径中发挥核心作用[１６]ꎮ 盐处理可以诱

导丹参 ＳｍＭＹＣ２ 基因的表达ꎬ过表达该基因可以提

高转基因植株体内超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化

物酶(ＰＯＤ)和过氧化氢酶(ＣＡＴ)等抗氧化酶活性ꎬ
增加脯氨酸含量ꎬ导致转基因拟南芥植株对盐胁迫

的耐受性明显增强[１７]ꎮ 盐胁迫下ꎬ甘薯 ＩｂＭＹＣ２ 基

因的表达水平显著上调ꎬＩｂＭＹＣ２ 基因过表达植株的

花青素含量显著增加ꎻ同时ꎬ盐胁迫还能激活抗氧化

酶和脯氨酸合成酶编码基因ꎬ增强活性氧清除能力ꎬ
赋予植株更强的耐盐性能[４]ꎮ

大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)是中国重要的粮油作物ꎬ富
含蛋白质ꎬ是食用油、植物蛋白质和动物饲料的关键

原料ꎮ Ｘｕ 等[１８] 从栽培大豆基因组中筛选鉴定出

３０８ 个 ｂＨＬＨ 家族基因ꎻ其中ꎬ该家族成员 ＧｍＰＩＢ１
能抑制活性氧产生的关键酶编码基因 ＧｍＳＰＯＤ１ 的

表达ꎬ减少活性氧(ＲＯＳ)的积累ꎬ增强大豆疫霉菌抗

性[１９]ꎮ 大豆 ＧｍＭＹＣ２ 基因参与盐胁迫适应过程调

控ꎬＧｍＡＲＦ１６ 转录因子可以直接激活 ＧｍＭＹＣ２ 的

表达ꎬＧｍＭＹＣ２ 负向调控脯氨酸的合成ꎬ增强大豆对

盐胁迫的敏感性[２０]ꎮ 本研究团队在前期的研究中

筛选到 １ 个 ＧｍＭＹＣ２ 的同源基因 ＧｍＭＹＣ２Ｌꎬ为明

确其在盐胁迫应答过程中的功能机理ꎬ本研究通过

转基因、生理生化测定和分子生物学技术ꎬ分析 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 基因在盐胁迫下的表达模式及其编码蛋白

质的亚细胞定位ꎬ探究野生型和转 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因

拟南芥植株在耐盐性方面的差异及机制ꎬ为大豆的

耐盐品种选育提供理论依据和重要基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 不同植物 ＭＹＣ２ 蛋白质氨基酸序列分析

从大豆基因组参考数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｙｋｂ.ｏｒｇ / )
下载 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 氨 基 酸 序 列 ( 登 录 号: Ｇｌｙｍａ.
０１Ｇ０９６６００)ꎬ从美国国家生物信息中心(ＮＣＢＩ)数

据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载三裂叶薯
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( Ｉｐｏｍｏｅａ ｔｒｉｌｏｂａ)、番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)、芝麻

(Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ)、本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)的 ＭＹＣ２ 氨基酸序

列ꎬ数据库登录号分别为 ＸＰ＿０３１０９５９６２.１(三裂叶

薯)、ＸＰ＿００４２４４６５６.１(番茄)、ＸＰ＿０１１０８１３４４.１(芝
麻)、ＸＰ ＿０１６５００１６６. １ (本氏烟草) 和 ＮＰ ＿１７４５４１.
１ＡｔＭＹＣ２(拟南芥)ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 和 ＩｔＭＹＣ２、 ＳｌＭＹＣ２、 ＳｉＭＹＣ２、 ＮｔＭＹＣ２、 Ａｔ￣
ＭＹＣ２ 的氨基酸序列进行对比ꎮ
１.２　 组织 ＲＮＡ 提取和基因表达检测

大豆盆栽试验于 ２０２３ 年 ３ 月在湖南科技学院植

物生长室进行ꎮ 将大豆种子(品种为中黄 １３)播种于

直径 ２０ ｃｍ、高 ３０ ｃｍ 装有 ５ ｋｇ 营养土的花盆中ꎬ每盆

播种 ６ 颗种子ꎬ共 １２ 盆ꎬ于植物生长室进行培养ꎮ 生

长室内温度恒定 ２０ ℃ꎬ相对湿度６０％~７０％ꎬ日照时

间 １６ ｈ / ｄꎬ白天光照度为 １００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰 ｓ)ꎮ 待大

豆幼苗的真叶完全展开后ꎬ使用 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶
液浇灌ꎬ以清水浇灌作为对照(ＣＫ)ꎬ各 ６ 盆ꎬ分别在 ０
ｈ、３ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 时取大豆根和叶各 １ ｇꎬ液氮速冻后

在－８０ ℃冰箱中保存ꎮ
在研钵中加入液氮和植物组织样品ꎬ将样品充

分研磨后使用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒[翌圣生物科

技(上海)股份有限公司产品]提取总 ＲＮＡꎬ取 ２ μｇ
ＲＮＡ 使用反转录试剂盒[翌圣生物科技(上海)股份

有限公司产品]合成 ｃＤＮＡꎮ 以 ＧｍＵＢＩ３ 为内参基

因ꎬ利用 ２× Ｈｉｅｆｆ Ｃａｎａｃｅ 􀅺 ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真

酶和 ＰＣＲ 仪(德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司产品)进行半定量

ＰＣＲꎬ明确大豆幼苗根和叶中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因的相

对表达水平ꎮ 所用引物如表 １ 所示ꎮ
１.３　 大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 的亚细胞定位

以大豆 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ克隆不含终止密码子的

ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因编码序列ꎬ并连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣
ＧＦＰ 表达载体(上海百风生物科技有限公司产品)
３５Ｓ 启动子下游ꎬ 获得融合质粒 ３５Ｓ￣ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣
ＧＦＰꎮ 使用农杆菌介导的方法将融合质粒 ３５Ｓ￣Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ￣ＧＦＰ 和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 载体分别转化本

氏烟草叶片ꎮ 其中ꎬ转化 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 空载

体的烟草叶片为对照ꎮ 转化后的烟草转移到植物生

长室避光培养 １ ｄꎬ再按 １６ ｈ / ｄ 的光照条件培养 １
ｄꎬ使得外源基因在烟草叶片中产生相应蛋白质ꎮ 使

用 Ｕｌｔｒａ ＶＩＥＷ ＶｏＸ 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ( 美 国

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司产品)观察绿色荧光在烟草叶片细

胞中的位置进行 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白的亚细胞定位ꎮ
１.４　 载体构建和转基因植株筛选

以大豆 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ克隆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因编

码序列ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ切下含有目的条带

的凝胶进行片段回收ꎬ然后将回收片段插入双元表

达载体 ｐＦＧＣ５９４１ 的 ３５Ｓ 启动子下游ꎬ获得重组质

粒 ３５Ｓ￣ＧｍＭＹＣ２Ｌꎬ并将其转入 ＧＶ３１０１ 根癌农杆菌ꎮ
利用浸花法转化野生型拟南芥ꎬ收获 Ｔ０代种子ꎮ 将

Ｔ０代种子经 ７５％乙醇消毒 ５ ｍｉｎ 后均匀撒在含 ２５
ｍｇ / Ｌ潮霉素(ＨＹＧ)的 ＭＳ 培养基上ꎬ筛选得到能正

常生长的抗性幼苗ꎮ 进一步提取野生型拟南芥和抗

性幼苗的 ＤＮＡ 和 ＲＮＡꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ 检测抗

性植株中 Ｈｙｇ 基因(所用引物见表 １)是否存在以及

ＧｍＭＹＣ２Ｌ 的相对表达水平ꎬ得到过表达转基因植株

(ＯＥ)ꎬ将转基因植株继续培养ꎬ收获相应的种子用

于后续试验ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 所用引物见表 １ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物　 　 序列(５′→３ ′) 　 　 　 　 目的

ＧｍＵＢＩ３￣Ｆ ＧＴＧＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＴＴＣＣＣ 校正基因表达水平

ＧｍＵＢＩ３￣Ｒ ＡＣＡＣＡＡＴＴＧＡＧＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＣＧ 校正基因表达水平

ＡｔＡＣＴＩＮ２￣Ｆ ＣＡＡＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＡＧＡ 校正基因表达水平

ＡｔＡＣＴＩＮ２￣Ｒ ＧＴＣＡＴＧＧＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＴＣＴＴＴＡＧＴ 校正基因表达水平

ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣Ｆ ＣＴＣＡＣＴＣＴＧＧＣＴＣＡＡＣＣＣＴＧ 基因表达检测

ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣Ｒ ＣＡＧＣＡＧＣＡＣＴＡＧＧＧＧＴＡＴＣＧ 基因表达检测

ＡｔＳＯＤ￣Ｆ ＴＧＧＡＡＣＴＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡ 基因表达检测

ＡｔＳＯＤ￣Ｒ ＴＴＣＣＧＡＧＧＴＣＡＴＣＡＧＧＧＴＣＴ 基因表达检测

ＡｔＰＯＤ￣Ｆ ＴＡＡＣＣＡＡＣＣＡＧＡＣＧＡＧＡＣＧＣ 基因表达检测

ＡｔＰＯＤ￣Ｒ ＴＣＧＡＡＴＣＴＴＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＣ 基因表达检测

Ｈｙｇ￣Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＡＧＴＡＧＣＧＣＧＴＣＴ 基因表达检测

Ｈｙｇ￣Ｒ ＴＴＧＡＣＴＧＧＡＧＣＧＡＧＧＣＧＡＴＧ 基因表达检测

ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣Ｆ ＡＣＴＡＧＴＡＴＧＡＣＣＧＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＧＡ 基因序列克隆

ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣Ｒ ＡＣＴＡＧＴＣＴＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＴＣＧＣＣＡ 基因序列克隆

　 　 拟南芥野生型和转基因植株中 Ｈｙｇ 基因检测方

法:将能够生长的抗性幼苗移栽到营养土中继续培

养ꎬ２１ ｄ 后剪取植株叶片ꎬ使用植物 ＤＮＡ 提取试剂盒

[翌圣生物科技(上海)股份有限公司产品]提取

ＤＮＡꎬ利用 ２０􀆰 ０ μＬ ＰＣＲ 反应体系(２×Ｈｉｅｆｆ Ｃａｎａｃｅ 􀅺
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶 １０􀆰 ０ μＬ、无菌水 ８􀆰 ０ μＬ、
Ｈｙｇ 正向引物和反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ、ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０
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μＬ)进行扩增ꎬ即利用 ＰＣＲ 仪(德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司产

品)进行半定量 ＰＣＲꎬＰＣＲ 产物利用 １％琼脂糖凝胶

电泳以检测植株中 Ｈｙｇ 基因表达情况ꎮ
拟南芥野生型和转基因植株中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因

的相对表达水平检测:拟南芥野生型和抗性幼苗培

养 ２１ ｄ 后ꎬ利用拟南芥野生型和转基因植株叶片提

取 ＲＮＡꎬ以 ＡｔＡＣＴＩＮ２ 基因作为内参基因ꎬ２×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ[翌圣生物科技(上海)股份有限公司产

品]为荧光染料ꎬ参照 Ｘｕ 等[１８] 方法ꎬ利用荧光定量

ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品)进行拟南芥野生

型和转基因植株的 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因表达水平检测ꎮ
１.５　 拟南芥耐盐性评价和生理生化指标测定

将 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 过表达拟南芥种子(ＯＥ)和野生型

拟南芥种子(ＷＴ)消毒后均匀播在常规 ＭＳ 培养基和

含 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 ＭＳ 培养基中ꎬ每个培养皿播

３０ 粒种子ꎬ４ ℃放置 ３ ｄ 后转移到植物生长室[恒定

温度 ２０ ℃ꎬ相对湿度６０％~７０％ꎬ日照时间 １６ ｈ / ｄꎬ光
照度 １００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)]垂直放置ꎬ７ ｄ 后观察种子

的萌发和根的生长情况ꎬ测量并统计平均根长ꎮ
将 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 过表达拟南芥种子(ＯＥ)和野生

型拟南芥种子(ＷＴ)播种于面积 ３６ ｃｍ２、高 ５ ｃｍ 装

有 １００ ｇ 营养土的塑料钵中ꎬ每钵播种 ６ 粒种子ꎬ４
℃黑暗放置 ３ ｄ 后移至植物生长室[恒定温度 ２０
℃ꎬ相对湿度６０％~ ７０％ꎬ日照时间 １６ ｈ / ｄꎬ光照度

为 １００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)]培养ꎮ ２１ ｄ 后挑选长势一致

的植株分成 ２ 组ꎬ各 １２ 株ꎬ以 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水
溶液浇灌作为处理ꎬ以清水浇灌作为对照ꎬ处理 ７ ｄ
后观察植株生长状况ꎮ 参照文献[２１]的方法测定

不同处理下拟南芥植株叶片的丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎬ
利用过氧化氢测定试剂盒(南京建成生物工程研究

所有限公司产品)测定拟南芥叶片中的 Ｈ２Ｏ２含量ꎮ
利用总超氧化物歧化酶(Ｔ￣ＳＯＤ)测试盒和过氧化物

酶(ＰＯＤ)测定试剂盒(南京建成生物工程研究所有

限公司产品)ꎬ按照试剂盒使用说明书进行不同处

理下拟南芥植株(ＷＴ 和 ＯＥ)叶片中超氧化物歧化

酶 ( ＳＯＤ)、过氧化物酶 ( ＰＯＤ) 的活性测定ꎮ 以

ＡｔＡＣＴＩＮ２ 为内参基因ꎬ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ[翌圣生

物科技(上海)股份有限公司产品]为荧光染料ꎬ参
照 Ｘｕ 等[１８] 方法ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司产品)进行拟南芥野生型和转基因植株的

ＡｔＳＯＤ 和 ＡｔＰＯＤ 基因的相对表达量测定ꎮ
上述测定均设 ３ 个重复ꎬ利用 ＳＰＳＳ ｖ２０ 软件进

行差异显著性分析(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大豆转录因子 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 鉴定及 ＧｍＭＹＣ２Ｌ
基因表达模式

　 　 大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 的氨基酸序列与三裂叶薯、番
茄、芝麻、本氏烟草和拟南芥的 ＭＹＣ 氨基酸序列比

对结果如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ大豆 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 与其他物种 ＭＹＣ２ 的氨基酸序列均具有典

型的 ｂＨＬＨ￣ＭＹＣ 结构域和 ＨＬＨ 结构域ꎮ
盐胁迫及 ＣＫ 处理下大豆幼苗中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基

因的表达情况如图 ２ 所示ꎮ 从图可以看出ꎬ盐胁迫

３ ｈꎬ大豆根中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 的表达量明显增加ꎻ６ ｈ 时

表达量略有降低ꎬ但仍明显高于无盐胁迫对照ꎻ盐胁

迫 ３ ｈꎬ大豆叶中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 的表达水平也呈上调趋

势ꎬ上述结果说明 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因参与大豆对盐胁

迫的响应过程ꎮ
２.２　 大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白的亚细胞定位

分别 转 化 融 合 质 粒 ３５Ｓ￣ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣ＧＦＰ 和

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 空载体的本氏烟草叶片细胞绿

色荧光特征如图 ３ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ转化

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 空载体的烟草叶片细胞细胞膜

和细胞核中都能够观察到明显的绿色荧光ꎬ而转化

重组质粒 ３５Ｓ￣ＧｍＭＹＣ２Ｌ￣ＧＦＰ 的烟草叶片细胞仅细

胞核中有荧光信号分布ꎬ说明大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白

定位于细胞核ꎮ
２.３　 外源大豆基因 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 过表达拟南芥植株

的筛选鉴定

　 　 克隆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因全长序列ꎬ插入 ｐＦＧＣ５９４１
载体 ３５Ｓ 启动子下游ꎬ获得基因过表达载体 ３５Ｓ￣
ＧｍＭＹＣ２Ｌ(图 ４Ａ)ꎮ 含有潮霉素抗性的拟南芥幼苗

能够正常生长ꎬ即子叶正常展开ꎬ不含有潮霉素抗性

的幼苗则在萌发后生长受到抑制(图 ４Ｂ)ꎮ 含有潮

霉素抗性的拟南芥幼苗生长 ２１ ｄ 后叶片 ＰＣＲ 检测

结果显示其含有外源 Ｈｙｇ 基因(图 ４Ｃ)ꎮ 含有潮霉

素抗性的拟南芥幼苗生长 ２１ ｄ 后叶片半定量 ＰＣＲ
分析结果显示内参基因(ＡｔＡＣＴＩＮ２)在野生型拟南

芥(ＷＴ)和抗性幼苗均有表达ꎬ证明 ＲＮＡ 提取无

误ꎮ 野生型拟南芥中大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因不表达ꎬ
而抗性幼苗中外源大豆基因 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 正常表达

(图 ４Ｄ)ꎬ说明本研究建立的外源大豆基因 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 过表达拟南芥植株(ＯＥ)是可靠的ꎮ

５８１１张　 斌:大豆转录因子 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 参与植物耐盐性调控



ＩｔＭＹＣ２:三裂叶薯 ＭＹＣ２ 蛋白ꎻＳｌＭＹＣ２:番茄 ＭＹＣ２ 蛋白ꎻＳｉＭＹＣ２:芝麻 ＭＹＣ２ 蛋白ꎻＮｔＭＹＣ２:本氏烟草 ＭＹＣ２ 蛋白ꎻＡｔＭＹＣ２:拟南芥 ＭＹＣ２
蛋白ꎻＧｍＭＹＣ２Ｌ:大豆 ＭＹＣ２ 同源蛋白质ꎮ

图 １　 不同植物 ＭＹＣ２ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＭＹＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

图 ２　 盐胁迫下 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因在大豆根和叶中的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＭＹＣ２Ｌ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

图 ３　 大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白的亚细胞定位

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＭＹＣ２Ｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
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Ａꎬ载体构建示意图ꎻＢꎬ箭头所指为具有潮霉素抗性的幼苗ꎬ其余为不具有潮霉素抗性的幼苗ꎻＣꎬＭ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ３ 均为具有潮霉素抗性

的拟南芥幼苗样本ꎻＤꎬＷＴ 为野生型拟南芥植株ꎻ１~３ 为转基因拟南芥植株ꎮ
图 ４　 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因表达载体构建模式及转基因植株筛选与鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｏｆ ＧｍＭＹＣ２Ｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

２.４　 过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株的耐盐性

常规 ＭＳ 培养基上野生型拟南芥植株(ＷＴ)和
过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株(ＯＥ)的根长无显著

差异ꎻ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ盐胁迫下ꎬ过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南

芥植株(ＯＥ)的根长显著长于 ＷＴ(图 ５)ꎮ

图柱上∗表示相同处理下过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株(ＯＥ)和野生型拟南芥植株(ＷＴ)根长存在显著差异ꎮ
图 ５　 盐胁迫对不同拟南芥植株的根生长影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ

　 　 清水灌溉对照ꎬ过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株

(ＯＥ)和野生型拟南芥植株(ＷＴ)的长势差异不大ꎬ
单株鲜重无显著差异ꎻ而 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水溶液

浇灌处理ꎬ过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株(ＯＥ)的长

势明显好于 ＷＴ 植株ꎬ单株鲜重显著高于 ＷＴ 植株

(图 ６ꎬ表 ２)ꎮ 同样ꎬ清水灌溉对照ꎬ过表达 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株 ( ＯＥ) 和野生型拟南芥植株

(ＷＴ)叶片中ＭＤＡ 含量和 Ｈ２Ｏ２含量亦无显著差异ꎬ

７８１１张　 斌:大豆转录因子 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 参与植物耐盐性调控



而 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水溶液浇灌处理ꎬ过表达 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株 ( ＯＥ) 和野生型拟南芥植株

(ＷＴ)叶片中ＭＤＡ 含量和 Ｈ２Ｏ２含量均显著增加ꎬ且
野生型拟南芥植株(ＷＴ)叶片中 ＭＤＡ 含量和 Ｈ２Ｏ２

含量显著高于过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株 (表

２)ꎬ上述结果说明过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株对

盐胁迫的耐受性增强ꎮ

ＷＴ:野生型拟南芥植株ꎻＯＥ:过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株ꎮ
图 ６　 盐胁迫下不同拟南芥植株的耐盐性表现

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｒａｂｉｄｏｐ￣
ｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

表 ２　 盐胁迫下不同拟南芥植株叶片丙二醛含量和过氧化氢含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ

材料 处理 ＭＤＡ 含量
(ｎｍｏｌ / ｇ)

Ｈ２Ｏ２含量
(μｍｏｌ / ｇ)

单株鲜重
(ｇ)

ＷＴ ＣＫ ２.３４ｃ ３.１２ｃ ０.５６ａ

ＮａＣｌ ９.２１ａ ６.４５ａ ０.２４ｃ

ＯＥ ＣＫ ２.３７ｃ ２.９９ｃ ０.５７ａ

ＮａＣｌ ４.１３ｂ ４.８８ｂ ０.３８ｂ
ＷＴ:野生型拟南芥植株ꎻＯＥ:过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株ꎮ ＣＫ:清
水灌溉处理ꎻＮａＣｌ:１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水溶液浇灌处理ꎮ 同一列数据
后不同小写字母表示处理间存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.５　 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 对抗氧化酶活性及其基因表达量

的影响

　 　 清水灌溉对照ꎬ拟南芥 ＷＴ 和 ＯＥ 叶片中 ＳＯＤ 活

性和 ＰＯＤ 活性均无明显差异ꎻ盐胁迫处理ꎬＯＥ 叶片

中 ＳＯＤ 活性和 ＰＯＤ 活性高于野生型植株ꎮ 与酶活

性相对应ꎬ盐胁迫处理ꎬ过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植

株(ＯＥ)叶片中 ＡｔＳＯＤ 基因和 ＡｔＰＯＤ 基因的相对表

达量显著高于野生型拟南芥植株(ＷＴ)(表 ３)ꎮ

表 ３　 拟南芥 ＷＴ 和 ＯＥ 叶片中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)和过氧化物

酶(ＰＯＤ)活性及其基因相对表达量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

(ＰＯＤ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＯＥ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ

材料 处理
ＳＯＤ 活性
(Ｕ / ｇ)

ＰＯＤ 活性
(Ｕ / ｇ)

ＡｔＳＯＤ 基因
相对表达量

ＡｔＰＯＤ 基因
相对表达量

ＷＴ ＣＫ １７８.８８ｃ ４１ ５５０ｃ １.００ｃ １.００ｃ

ＮａＣｌ ２２２.９０ｂ ５１ １００ｂ ２.５１ｂ ５.２５ｂ

ＯＥ ＣＫ １８２.０５ｃ ４１ ２４０ｃ １.２６ｃ １.３５ｃ

ＮａＣｌ ２４９.９０ａ ５８ ５４０ａ ５.９３ａ １１.４３ａ
ＷＴ:野生型拟南芥植株ꎻＯＥ:过表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 拟南芥植株ꎮ ＣＫ:清
水灌溉处理ꎻＮａＣｌ:１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水溶液浇灌处理ꎮ 同一列数据
后不同小写字母表示处理间存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨 论

盐胁迫已成为农作物生长的主要限制因素之

一[２２￣２５]ꎬ且中国盐渍化耕地面积呈扩大趋势[１]ꎮ 挖

掘作物耐盐基因并进行耐盐性品种选育已成为保障

作物生产的重要手段ꎮ 国内外学者在作物耐盐性调

控的生理机理、关键基因的挖掘和分子调控网络解

析方面已有较多成果[１]ꎮ 转录因子在作物耐盐性

调控中处于核心位置[５￣１０]ꎮ 转录因子 ＭＹＣ２ 参与植

物生长调节、信号传导、激素相互作用及多种非生物

胁迫应答等过程[３ꎬ１１]ꎮ 茉莉酸处理条件下ꎬ拟南芥

ＡｔＭＹＣ２ 基因过表达ꎬ能促进拟南芥花青素的积累ꎬ
但抑制根系生长[２６]ꎮ ＩｂＭＹＣ２ 基因的过表达能增强

甘薯植株的耐盐性[４]ꎮ 大豆 ｂＨＬＨ 家族基因在调节

金属离子运输和提高植株耐受生物胁迫方面的作用

已有报道[１８￣１９]ꎮ 本研究发现大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 蛋白也

包含与其他植物类似的 ｂＨＬＨ￣ＭＹＣ 和 ＨＬＨ 保守结

构域ꎬ无盐胁迫对照大豆根和叶中 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因

表达水平较低ꎬ但盐胁迫处理ꎬ大豆根和叶中 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 基因表达水平均明显上调ꎬ且根中更加明

显ꎮ 根是作物响应盐胁迫最早的器官ꎬＧｍＭＹＣ２Ｌ 基

因在根中迅速上调是作物根系对盐胁迫响应的具体

表现ꎮ
甘蓝型油菜 ＢｎＭＹＣ２ 基因能调节气孔开闭ꎬ进

而提高油菜的耐旱性[２７]ꎮ Ｄｅｎｇ 等[１７]发现过表达丹

参 ＳｍＭＹＣ２ 的转基因拟南芥和丹参毛状根的耐盐

性更强ꎬ主要原因是转基因植株在盐胁迫处理下比

野生型植株具有更高的抗氧化酶活性以及更低的

ＭＤＡ 含量和活性氧(ＲＯＳ)含量[１７]ꎮ 但拟南芥 Ａｔ￣

８８１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 ７ 期



ＭＹＣ２ 基因过表达则导致转基因植株耐盐性明显降

低[１６]ꎮ 因此ꎬ不同植物的 ＭＹＣ２ 基因功能是不保守

的ꎮ 本研究通过构建 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因过表达载体并

获得转 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 基因拟南芥植株(ＯＥ)ꎬ发现 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 基因过表达不影响拟南芥植株的正常生长ꎬ
在培养基和营养土上拟南芥野生型和转基因植株的

生长状况无明显差异ꎻ而在盐胁迫处理下ꎬ转基因植

株的幼苗根长显著长于野生型植株ꎬ拟南芥幼苗地

上部的单株鲜重亦明显优于野生型植株ꎬ说明 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 基因过表达赋予拟南芥植株更强的盐胁迫

适应能力ꎮ 但是ꎬＷａｎｇ 等[２０] 研究显示大豆 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２ 负调控植物耐盐性ꎬ分析发现其报道的 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２ 基因(Ｇｌｙｍａ.０８Ｇ２７１９００)与本研究基因 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 均被注释为 ＭＹＣ２ꎬ二者相似性为 ８７.３７％ꎬ
进一步证明植物 ＭＹＣ２ 同源基因功能的多样性ꎮ 通

常非生物胁迫会导致活性氧(ＲＯＳ)在植株中过量积

累ꎬ造成细胞的氧化伤害ꎬ进而降低酶活性ꎬ抑制植

物生长[２８]ꎮ 植物可以通过激活抗氧化酶(如 ＳＯＤ
和 ＰＯＤ)活性ꎬ维持细胞 ＲＯＳ 稳态ꎬ减少对植株的损

害[２９]ꎮ 脯氨酸是重要的渗透调节物质ꎬ可降低逆境

下细胞的渗透电位ꎬ增强细胞吸水量ꎬ减轻逆境对植

物生长的影响[３０]ꎮ 本研究发现大豆 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 调

节植物耐盐性的生理机制与丹参 ＳｍＭＹＣ２ 类似ꎬ过
表达 ＧｍＭＹＣ２Ｌ 植株在盐胁迫下积累更少的 ＭＤＡ
和 Ｈ２Ｏ２ꎬ同时 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性增强ꎻ对应的基因

ＡｔＳＯＤ、ＡｔＰＯＤ 也在盐胁迫处理的 ＯＥ 中表现出更高

的表达水平ꎮ 即大豆 ｂＨＬＨ 家族转录因子 Ｇｍ￣
ＭＹＣ２Ｌ 能够通过激活抗氧化途径ꎬ提高抗氧化酶活

性ꎬ清除盐胁迫导致的过量活性氧ꎬ从而增强植物的

耐盐性ꎮ 本研究结果为大豆和其他作物耐盐性遗传

改良提供依据和基因资源ꎮ
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