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　 　 摘要:　 雷帕霉素靶(ＴＯＲ)蛋白是植物生长、发育和应激反应中的主要调节因子ꎮ 目前对植物 ＴＯＲ 基因的研

究仍十分有限ꎬ且在重要农作物大豆中的相关研究尤为缺乏ꎮ 本研究利用生物信息学方法鉴定了大豆 ＴＯＲ 基因家

族ꎬ分析了其蛋白质理化性质、基因结构、蛋白质二级结构、磷酸化位点、染色体位置、系统发育关系、进化压力、启
动子元件、蛋白质互作网络和表达模式等ꎮ 结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 蛋白序列长度均为２ ４６８ ａａꎬ二级结构

主要为 α 螺旋和无规则卷曲ꎬ分别有 １９３ 个、１９１ 个潜力较高的磷酸化位点ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 分别位于 １ 号和

１１ 号染色体上ꎬ启动子区存在脱落酸(ＡＢＡ)、茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、乙烯(ＥＴＨ)、赤霉素(ＧＡ)和水杨酸(ＳＡ)等响应

元件ꎬ表明 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 可能参与激素调控、干旱胁迫、盐胁迫、低温胁迫、大豆疫霉菌侵染等响应过程ꎮ 转

录组数据分析结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在茎尖、花、侧芽和豆荚中优势表达ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 受淹水胁

迫后在根中的表达先下降后上升ꎬ而在叶中的表达模式截然相反ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 受低温胁迫、大豆疫霉菌

侵染和乙烯诱导后下调表达ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 基因在盐胁迫下的表达模式与转录组测

序结果基本一致ꎮ 本研究系统分析了 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 的序列特征、进化关系及表达模式ꎬ丰富了对大豆 ＴＯＲ
基因家族的认知ꎬ并为它们的后续功能研究奠定了坚实的理论基础ꎮ
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　 　 大豆是中国重要的油料和粮食作物[１￣２]ꎬ在农业

生产过程中ꎬ常面临多种生物和非生物胁迫ꎬ进而影

响其产量和品质[３￣４]ꎮ 雷帕霉素靶(ＴＯＲ)蛋白属于

非典型的丝氨酸(Ｓｅｒ) /苏氨酸(Ｔｈｒ)蛋白激酶ꎬ可以

感知和整合糖代谢、次生代谢物、激素和其他外界信

号ꎬ参与调节植物生长发育、细胞分化伸长、抗病和

胁迫响应等过程[５￣６]ꎮ 因此ꎬ明确大豆 ＴＯＲ 基因的

序列特征、进化和表达模式等ꎬ对深入研究大豆

ＴＯＲ 基因的功能具有重要意义ꎮ
ＴＯＲ 的功能和结构高度保守ꎬ从 Ｎ 端到 Ｃ 端

包含典型的 ＨＥＡＴ 结构域、ＤＵＦ３３５８ 结构域、ＦＡＴ
结构域、ＦＲＢ 结构域、ＰＩ３Ｋｃ 结构域和 ＦＡＴＣ 结构

域[７] ꎮ 在动物和酵母菌中ꎬ ＴＯＲ 形成 ＴＯＲＣ１ 和

ＴＯＲＣ２ ２ 种复合体ꎬ而在植物中只发现了 ＴＯＲＣ１
复合体[８] ꎮ 研究结果表明ꎬＴＯＲ 是协调植物生长

发育的重要能量传感器[９] ꎮ 葡萄糖驱动 ＴＯＲ￣ＦＩＥ￣
ＰＲＣ２ 信号调控拟南芥叶、分枝、花和角果的形成

以及营养生长向生殖生长的转变[１０] ꎮ 沉默盐芥

ＴＯＲ 基因导致植株生长缓慢ꎬ花和种子的发育明

显受阻[１１] ꎮ 玉米 ＦＫＢＰ１２ 与 ＴＯＲ 形成蛋白复合

体调控种子萌发[１２] ꎮ 水稻核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶通

过 ＴＯＲ￣ＲＡＰＴＯＲ２ 途径调控类囊体膜形成和植株

生长[１３] ꎮ 葡萄糖￣ＴＯＲ￣ＥＩＮ２ 信号途径通过 ＥＩＮ２
磷酸化调控拟南芥细胞的伸长和增殖[１４] ꎮ 水稻

ＦＫＢＰ１２ 将蔗糖信号转导至 ＴＯＲ 通路ꎬ从而调控

细胞分裂[１５] ꎮ 除此之外ꎬＴＯＲ 基因还参与植物营

养利用、激素合成和次生代谢途径[１６] ꎮ 拟南芥

ＴＯＲ 蛋白作为营养传感器与 ＣＢＬｓ、ＣＩＰＫｓ 组成了

低钾响应信号网络[１７] ꎮ 雷帕霉素靶蛋白通过自噬

和茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)途径调节平邑甜茶对低氮

胁迫的响应[１８] ꎮ 拟南芥 ＴＯＲ 基因通过影响 ＡＣＳｓ
的转录和蛋白质表达负调控乙烯生物合成[１９] ꎮ 丹

参 ＴＯＲ 信号途径影响次生代谢途径中萜类和酚酸

类化合物的生物合成[２０] ꎮ 研究结果表明ꎬＴＯＲ 基

因在作物抗病和非生物胁迫中也发挥着重要功

能ꎮ 烟草中异源表达盐芥 ＴＯＲ 基因增强了植株对

黑胫病的抗性[２１] ꎮ 黄瓜 ＣＴＰｓ 介导 ＴＯＲ 信号途径

调控植株对白粉病的抗病性[２２] ꎮ 番茄 ＴＯＲ 参与

光合作用、叶绿素合成和低温响应等多个信号通

路[２３] ꎮ 棉花 ＴＯＲ 通过调控 ＭｅＪＡ 的合成和转导影

响棉苗对干旱胁迫的抗性[２４] ꎮ
ＴＯＲ 基因广泛存在于植物中ꎬ目前对 ＴＯＲ 基因

家族的研究主要集中在拟南芥、玉米、水稻等模式植

物ꎬ而大豆 ＴＯＲ 基因鉴定鲜有报道ꎮ 本研究拟通过

对大豆 ＴＯＲ 基因的序列特性、系统进化、表达模式等

进行生物信息学分析ꎬ旨在为深入研究 ＴＯＲ 基因在

大豆生长发育和响应逆境胁迫的机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 大豆 ＴＯＲ 基因家族的鉴定

从大豆数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｓｏｙｂａｓｅ. ｏｒｇ / )下载

大豆(Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２)和野生大豆(Ｗ０５)的基因组数据ꎬ
从 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｌａｎｔｓ.ｅｎｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.
ｈｔｍｌ)下载拟南芥、水稻、玉米和小麦的基因组数据ꎬ

７８８１张中起等:大豆 ＴＯＲ 家族全基因组鉴定及表达特征分析



从豌豆数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｅａｇｄｂ.ｃｏｍ / ｉｎｄｅｘ / )下载豌豆

的基因组数据ꎬ从烟草数据库(ｈｔｔｐ: / / ｌｉｆｅｎｇｌａｂ.ｈｚａｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / Ｎｉｃｏｍｉｃｓ / )下载烟草基因组数据ꎬ从棉花数据

库(ｈｔｔｐ: / / ｃｏｔｔｏｎ.ｚｊｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍ)下载棉花基因

组数据ꎮ 通过 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ.
ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ｄｏｗｎｌｏａｄ / ｐｆａｍ / )下载 ＴＯＲ 蛋白的 ＨＥＡＴ
结构域(ｐｆａｍ１３５１３)、ＤＵＦ３３５８ 结构域(ｐｆａｍ１１８６５)、
ＦＡＴ 结构域(ｐｆａｍ０２２５９)、ＦＲＢ 结构域(ｐｆａｍ０８７７１)、
ＰＩ３Ｋｃ 结构域(ｐｆａｍ００４５４)和 ＦＡＴＣ 结构域的隐马尔

可夫模型(ＨＭＭ)文件ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 ＨＭＭＥＲ
程序检索候选 ＴＯＲ 基因ꎮ 使用 ＮＣＢＩ￣ＣＤ￣Ｓｅａｒｃｈ 在线

网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)(参数 Ｅ￣Ｖａｌｕｅ ｃｕｔ￣ｏｆｆ:０.０１)确认最终 ＴＯＲ
蛋白ꎮ 使用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ)分析 ＴＯＲ 蛋白的相对分子量、等电点、不稳定系

数、脂肪指数和总平均亲水性等ꎬ利用在线网站 Ｐｌａｎｔ￣
ｍＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣
ｍｕｌｔｉ / )预测亚细胞定位ꎮ
１.２　 大豆 ＴＯＲ 基因结构和保守基序分析

根据 ＴＯＲ 基因的注释信息ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软

件[２５]绘制基因结构图ꎮ 使用在线网站 ＭＥＭＥ(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ) 分析 ＴＯＲ
蛋白的保守基序ꎮ
１.３　 大豆 ＴＯＲ 蛋白二级结构和磷酸化位点分析

利用在线网站 ｐｒａｂｉ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / )预测大豆 ＴＯＲ 蛋白二级结构ꎮ 利用网站 Ｎｅｔ￣
Ｐｈｏｓ￣３. １ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ) 预测

ＴＯＲ 蛋白磷酸化位点ꎮ
１.４　 大豆 ＴＯＲ 基因启动子元件和群体选择性消除

分析

　 　 提取大豆 ＴＯＲ 基因上游１ ５００ ｂｐ 的启动子序

列ꎬ使用在线网站 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )分析启动子

序列中顺式作用元件ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ 整理启动子元件

类型和数量ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件 Ｈｅａｔｍａｐ 程序[２５] 绘

制热图ꎮ 利用在线数据库 ＳｏｙＭＤ(ｈｔｔｐｓ: / / ｙａｎｇｌａｂ.
ｈｚａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ＳｏｙＭＤ / ＃ / )统计大豆 ＴＯＲ 基因的群体

选择性消除分析结果ꎮ
１.５　 大豆 ＴＯＲ 基因染色体定位和复制事件分析

根据 ＴＯＲ 基因的注释信息ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软

件[２５]对 ＴＯＲ 基因在大豆染色体上的分布进行可视

化ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 ＭＣＳｃａｎＸ 程序[２５]分析 ＴＯＲ

基因在大豆基因组中的复制事件ꎬ并探讨大豆与其他

植物间的共线性ꎮ 利用 Ｋａ / Ｋｓ＿Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ ３.０[２６]软件

计算大豆 ＴＯＲ 旁系同源基因对的非同义替换位点

替换次数(Ｋａ) /同义替换位点替换次数(Ｋｓ)值ꎮ
１.６　 大豆 ＴＯＲ 基因家族系统发育树和蛋白质互作

网络分析

　 　 参考从大豆和野生大豆、拟南芥、豌豆、棉花、烟
草、水稻、小麦、玉米等 ９ 个物种中获得的 ＴＯＲ 蛋白

序列信息ꎬ利用 ＭＥＧＡ １１ 软件[２７]构建系统进化树ꎬ
采用邻接法ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 值为１ ０００次ꎮ 使用在线网站

ｉＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / ｉｔｏｌ. ｃｇｉ)对系统发育树进

一步美化、着色和分类ꎮ 利用在线网站 ＳＴＲＩＮＧ １１.５
(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )分析大豆 ＴＯＲ 蛋白互作

网络ꎮ
１.７　 大豆 ＴＯＲ 基因转录组表达数据

为了解大豆 ＴＯＲ 基因的表达模式ꎬ通过大豆数

据库 ＳｏｙＯｍｉｃｓ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｇｄｃ. ｃｎｃｂ. ａｃ. ｃｎ / ｓｏｙｏｍｉｃｓ /
ｉｎｄｅｘ)获得了来自不同组织或器官的转录组数据ꎮ
通过数据库 ＰｌａｎｔＥｘｐ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｔｅｃ. ｎｊａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｐｌａｎｔＥｘｐ / )获得大豆 ＴＯＲ 基因在淹水、干旱、低温、
盐胁迫和大豆疫霉菌侵染以及乙烯处理下的转录组

数据ꎮ
１.８　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证大豆 ＴＯＲ 基因表达

首先采用 １％次氯酸钠将大豆 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 种

子消毒液浸泡 １５ ｍｉｎꎬ随后用去离子水冲洗 ３ 次ꎮ
将表面消毒后的种子均匀平铺于湿润滤纸上ꎬ置
于 ２５ ℃人工气候箱中恒温催芽 ３ ｄ 后转移至 １ / ２
改良 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中ꎬ在 ２６ ℃环境培养室中进

行水培ꎬ光周期设置为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎮ 在１ / ２
改良 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营 养 液 中 分 别 添 加 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ(模拟盐胁迫)或 ２０％聚乙二醇 ６０００(模拟干

旱胁迫)ꎬ待大豆幼苗第一片三出复叶完全展开进

行胁迫处理ꎬ于处理 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时

采集大豆幼苗根系组织ꎬ每个时间点合并 ３ 个生

物学重复的样本进行总 ＲＮＡ 提取ꎮ 采集后的根系

组织样本经液氮速冻后转移至－８０ ℃超低温冰箱

保存ꎮ 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取大豆根系 组 织 总

ＲＮＡꎮ ｃＤＮＡ 合成使用 ＴａＫａＲａ 公司 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
试剂盒完成ꎮ 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计基因引物ꎬ以大

豆内参基因 ＧｍＡｃｔｉｎ 作为标准化对照ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法

计算目标基因相对表达量ꎮ 本研究所用引物序列见

表 １ꎮ
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表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因 正向引物(５′→３′) 反向引物(５′→３′)

ＧｍＡｃｔｉｎ ＣＧＧＴＧＧＴＴＣＴＡＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣ ＧＴＣＴＴＴＣＧＣＴＴＣＡＡＴＡＡＣＣＣＴＡ

ＧｍＴＯＲ１ ＡＣＴＴＴＴＧＧＴＴＣＧＧＡＴＴＧＧＧＣ ＡＧＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧＴＧＣＣＴＣＡＴ

ＧｍＴＯＲ２ ＡＣＴＴＴＴＧＧＴＴＣＧＧＡＴＴＧＧＧＣ ＡＡＣＧＧＣＴＡＧＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧＴ

２　 结果与分析

２.１　 大豆 ＴＯＲ 基因家族成员鉴定

从 ９ 个物种基因组中鉴定到 １７ 个 ＴＯＲ 基因ꎬ分
别是 大 豆 ＧｍＴＯＲ１ ( Ｇｌｙｍａ. ０１Ｇ２４１３００)、 ＧｍＴＯＲ２
(Ｇｌｙｍａ.１１Ｇ００２６００)ꎬ野生大豆 ＧｓＴＯＲ１(Ｇｌｙｓｏｊａ.０１￣
Ｇ００２４９１)、ＧｓＴＯＲ２(Ｇｌｙｓｏｊａ. １１Ｇ０２８５７７)ꎬ拟南芥 Ａｔ￣
ＴＯＲ(ＡＴ１Ｇ５００３０)ꎬ豌豆 ＰｓＴＯＲ１(Ｐｓａｔ０４Ｇ０６４７１００)ꎬ

棉 花 ＧｈＴＯＲ１￣１Ａ ( ＧＨ ＿ Ａ０１Ｇ０１０７ )、 ＧｈＴＯＲ１￣１Ｄ
(ＧＨ＿Ｄ０１Ｇ００９８)、 ＧｈＴＯＲ２￣１２Ａ ( ＧＨ ＿ Ａ１２Ｇ０１６９)、
ＧｈＴＯＲ２￣１２Ｄ(ＧＨ＿Ｄ１２Ｇ０１７８)ꎬ烟草 ＮｔＴＯＲ１(Ｎｂｅ０￣
１ｇ００５８０)、ＮｔＴＯＲ２(Ｎｂｅ１２ｇ３２９６０)ꎬ水稻 ＯｓＴＯＲ(Ｏｓ￣
０５ｔ０２３５３００)ꎬ玉米 ＺｍＴＯＲ(Ｚｍ００００１ｅｂ２８５８４０)ꎬ小
麦 ＴａＴＯＲ１￣１Ａ(ＴｒａｅｓＣＳ１Ａ０３Ｇ０５９２８００)、ＴａＴＯＲ１￣１Ｂ
(ＴｒａｅｓＣＳ１Ｂ０３Ｇ０６８７８００)、ＴａＴＯＲ１￣１Ｄ( ＴｒａｅｓＣＳ１Ｄ￣
０３Ｇ０５６４４００)ꎮ 除拟南芥 ＡｔＴＯＲ、玉米 ＺｍＴＯＲ、水稻

ＯｓＴＯＲ 已被克隆报道外ꎬ其他 ６ 个物种 ＴＯＲ 基因尚

未被鉴定ꎮ 从物种间 ＴＯＲ 基因数量来看ꎬ棉花具有

最多的 ＴＯＲ 基因ꎮ 大豆 ＴＯＲ１ 蛋白、ＴＯＲ２ 蛋白均

具有典型的 ＨＥＡＴ 结构域、ＤＵＦ３３５８ 结构域、ＦＡＴ
结构域、ＦＲＢ 结构域、ＰＩ３Ｋｃ 结构域和 ＦＡＴＣ 结构域

(图 １)ꎬ相同的结构域有相似的分布位置ꎮ

１:ＨＥＡＴ 结构域ꎻ２:ＤＵＦ３３８５ 结构域ꎻ３:ＦＡＴ 结构域ꎻ４:ＦＲＢ 结构域ꎻ５:ＰＩ３Ｋｃ 结构域ꎻ６:ＦＡＴＣ 结构域ꎮ
图 １　 大豆 ＴＯＲ 蛋白结构域

Ｆｉｇ.１　 Ｓｏｙｂｅａｎ ＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎｓ

２.２　 大豆 ＴＯＲ 蛋白的理化性质

由表 ２ 可知ꎬ大豆 ＴＯＲ１、ＴＯＲ２ 蛋白序列长度

均为２ ４６８ ａａꎬ相对分子量分别为２７７ ４８０、２７７ ６７０ꎬ
等电点分别为 ６􀆰 ４１、 ６􀆰 ４４ꎬ 不稳定系数分别为

４２􀆰 １２、４２􀆰 １９ꎬ脂肪指数分别为 １００􀆰 ３９、１０１􀆰 １８ꎬ总平

均亲水性均小于 ０ꎬ表明 ２ 个大豆 ＴＯＲ 蛋白具有亲

水性ꎮ 大豆 ＴＯＲ１ 蛋白、ＴＯＲ２ 蛋白的亚细胞定位预

测结果均为细胞质ꎮ 综上可知ꎬＧｍＴＯＲ１ 与 Ｇｍ￣
ＴＯＲ２ 的蛋白质理化性质相似性较高ꎮ

表 ２　 大豆 ＴＯＲ 蛋白理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因名称 基因编号　 蛋白质长度
(ａａ) 相对分子量 等电点 不稳定系数 脂肪指数 总平均亲水性 亚细胞定位

ＧｍＴＯＲ１ Ｇｌｙｍａ.０１Ｇ２４１３００ ２ ４６８ ２７７ ４８０ ６.４１ ４２.１２ １００.３９ －０.１２ 细胞质

ＧｍＴＯＲ２ Ｇｌｙｍａ.１１Ｇ００２６００ ２ ４６８ ２７７ ６７０ ６.４４ ４２.１９ １０１.１８ －０.１１ 细胞质

２.３　 大豆 ＴＯＲ 基因结构和保守基序

大豆 ＴＯＲ 家族的基因结构和保守基序见图

２Ａꎬ经统计发现 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的外显子数量均

为 ５７ 个ꎬＧｍＴＯＲ１ 的基因序列长度接近５０ ０００ ｂｐꎬ
而 ＧｍＴＯＲ２ 基因序列相对较短ꎮ 由此可见ꎬ大豆

ＴＯＲ 基因的外显子数量多且序列较长ꎮ 由图 ２Ｂ 和

图 ２Ｃ 可知ꎬ从大豆 ＴＯＲ 蛋白中鉴定到 １０ 个共有的

保守基序(ｍｏｔｉｆ１~ｍｏｔｉｆ１０)ꎬ基序的长度相似ꎮ 从分

布位置来看ꎬ基序 ７ 位于氨基端ꎬ基序 １ 位于羧基

端ꎬ基序 １ 和基序 ６ 分布较为紧凑ꎮ
２.４　 大豆 ＴＯＲ 蛋白二级结构特征

分析发现ꎬ大豆 ＴＯＲ 蛋白均没有跨膜蛋白和信

号肽ꎮ 由表 ３ 可知ꎬＧｍＴＯＲ１ 蛋白与 ＧｍＴＯＲ２ 蛋白

二级结构中 α 螺旋占比分别为 ６８􀆰 １９％、６８􀆰 ９２％ꎬ延
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Ａ:基因结构ꎻＢ:保守基序分布ꎻＣ:保守基序氨基酸序列ꎮ 图 Ｂ 中ꎬ方框中数字代表保守基序序号ꎮ
图 ２　 大豆 ＴＯＲ 家族的基因结构和保守基序

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＴＯＲ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

伸链占比分别为 ２􀆰 ５９％、２􀆰 ４７％ꎬβ 转角占比分别为

１􀆰 ４６％、１􀆰 １３％ꎬ无规则卷曲占比分别为 ２７􀆰 ７６％、
２７􀆰 ４７％ꎮ 综上可知ꎬＧｍＴＯＲ１ 蛋白与 ＧｍＴＯＲ２ 蛋白

二级结构的构成类型和占比相似ꎬα 螺旋和无规则

卷曲为主要组成部分ꎮ

表 ３　 大豆 ＴＯＲ 蛋白的二级结构

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

蛋白质
α 螺旋占比

(％)
延伸链占比

(％)
β 转角占比

(％)
无规则卷曲
占比(％)

ＧｍＴＯＲ１ ６８.１９ ２.５９ １.４６ ２７.７６

ＧｍＴＯＲ２ ６８.９２ ２.４７ １.１３ ２７.４７

２.５　 大豆 ＴＯＲ 蛋白的磷酸化位点

蛋白质磷酸化是植物体内重要的共价修饰ꎬ参
与细胞周期调控、生长发育、胁迫响应和信号转导等

关键生理过程ꎮ ＴＯＲ 蛋白作为激酶家族成员ꎬ通过

磷酸化修饰介导植物细胞内信号传递ꎬ其磷酸化位

点对这一过程至关重要ꎮ 大豆 ＴＯＲ 蛋白的磷酸化

位点分析结果如表 ４ 所示ꎬＧｍＴＯＲ１ 蛋白、ＧｍＴＯＲ２
蛋白的磷酸化位点数量具有相似性ꎬ分别有 １９３ 个、

１９１ 个潜力较高的磷酸化位点ꎬ其中丝氨酸磷酸化

位点数量最多ꎬ苏氨酸磷酸化位点次之ꎬ酪氨酸磷酸

化位点最少ꎮ

表 ４　 大豆 ＴＯＲ 蛋白的潜在磷酸化位点

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

蛋白质
丝氨酸磷酸
化位点数量

苏氨酸磷酸
化位点数量

酪氨酸磷酸
化位点数量 合计

ＧｍＴＯＲ１ １１８ ５３ ２２ １９３

ＧｍＴＯＲ２ １１９ ５１ ２１ １９１

２.６　 大豆 ＴＯＲ 基因启动子调控元件

大豆 ＴＯＲ 基因启动子调控元件的类型和数量见

图 ３ꎬ由图 ３Ａ 可知ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２均具有脱落酸响

应元件(ＡＡＧＡＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＡＢＲＥ)ꎬＧｍＴＯＲ２ 具有 ６ 个乙烯

响应元件(ＥＲＥ)ꎬ多于 ＧｍＴＯＲ１ꎻＧｍＴＯＲ１ 具有 ４ 个茉

莉酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)、２ 个

水杨酸响应元件(ａｓ￣１)ꎻＧｍＴＯＲ２ 具有 １ 个生长素响应

元件(ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ)、１ 个水杨酸响应元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ)ꎻ仅 ＧｍＴＯＲ１ 含有 １ 个赤霉素响应元件(ＧＡＲＥ￣
ｍｏｔｉｆ)ꎮ 由图 ３Ｂ 可知ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 均具有的干
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旱胁迫响应元件有 ＭＹＣ、ＭＹＢ、Ｍｙｂ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎮ Ｇｍ￣
ＴＯＲ１特异性地具有干旱胁迫响应元件(ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ、ＭＢＳ)、厌氧响应元件(ＡＲＥ)、缺氧响应元件

(ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ)、防御和应激响应元件(ＳＴＲＥ)ꎮ ＧｍＴＯＲ２
特异性具有 １ 个机械损伤响应元件(ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ)、２ 个

病原响应元件(Ｗ ｂｏｘ、Ｆ￣ｂｏｘ)、１ 个防御应激元件(ＴＣ￣
ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)、１ 个低温响应元件(ＬＴＲ)、１ 个诱导子响

应元件(ＡＴ￣ｒｉｃｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)、１ 个 ＭＹＢＨｖ１ 结合位点

(ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ)、１ 个 ＭＹＢ 识别位点(ＭＹＢ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ)ꎮ 由图 ３Ｃ 可知ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 同时具有 ４ 种

光响应元件(ＭＲＥ、ＡＥ￣ｂｏｘ、Ｂｏｘ ４、Ｇ￣ｂｏｘ)ꎬ此外ꎬＧｍ￣
ＴＯＲ１还具有 ２ 种特有的光响应元件(ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ 和

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ)ꎬＧｍＴＯＲ２ 还具有 ２ 种特有的光响应元件

(ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ 和 Ｉ￣ｂｏｘ)ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 具有胚乳表达调控

元件(ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ)、玉米醇溶蛋白代谢调控元件(Ｏ２￣
ｓｉｔｅ)和分生组织表达调控元件(ＣＡＴ￣ｂｏｘ)ꎬＧｍＴＯＲ２ 具

有 １ 个类黄酮生物合成基因调控元件(ＭＢＳＩ)ꎮ 综上可

知ꎬ大豆 ＴＯＲ 基因启动子调控元件的类型丰富ꎮ

Ａ:激素响应元件ꎻＢ:生物和非生物胁迫响应元件ꎻＣ:生长和发育响应元件ꎮ
图 ３　 大豆 ＴＯＲ 基因启动子调控元件

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＴＯＲ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２.７　 大豆 ＴＯＲ 基因染色体定位和复制事件

由图 ４ 可见ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 分别定位于

１ 号染色体的远端和 １１ 号染色体的远端ꎬ基因组内部

共线性分析结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１ 与 ＧｍＴＯＲ２ 属于旁系

同源基因对ꎬ蛋白质氨基酸序列相似度为 ９９􀆰 ０％ꎬ非
同义替换位点替换次数(Ｋａ) /同义替换位点替换次

数(Ｋｓ)＝ ０􀆰 ０６５(小于 １􀆰 ０００)ꎬ表明大豆主要受纯化选

择压力的影响ꎬ可能主要经历了基因组复制ꎮ
２.８　 大豆 ＴＯＲ 基因群体选择性消除分析

大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 基因在 ８ 个大豆群体

中的选择性消除分析结果见表 ５ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 基因在

Ｇ１(野生大豆)类群中的 π 值最高ꎬ为 ０􀆰 ００５ꎬ其次

是 Ｇ２(中国黄淮海地区的地方品种)类群(０􀆰 ００４)
和 Ｇ６(美国的地方品种和栽培品种以及来自中国黄

淮海和华北地区的部分栽培品种)类群(０􀆰 ００４)ꎬ在
Ｇ３(中国黄淮海地区的栽培品种) 类群中最低

(０􀆰 ００２)ꎬ表明 ＧｍＴＯＲ１ 基因在野生大豆和地方品

种类群的核苷酸多样性较高ꎬ在栽培品种类群中的

核苷酸多样性较低ꎮ ＧｍＴＯＲ２ 基因在 Ｇ２(中国黄淮

海地区的地方品种)类群中的 π 值最高(０.００２)ꎬ在
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Ｇ１、Ｇ３、Ｇ４(中国南方的地方品种和栽培品种)、Ｇ５
(日本和韩国的地方品种)、Ｇ６、Ｇ７(中国北方的地

方品种)和 Ｇ８(中国北方的栽培品种)类群中的 π
值相对较低ꎬ表明 ＧｍＴＯＲ２ 基因在 ８ 个大豆类群中

的核苷酸多样性均较低ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 基因在 Ｇ１、Ｇ２、
Ｇ３、Ｇ４、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７ 和 Ｇ８ 品种类群中的 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ
均大于 ０ꎬ表明该基因可能因为种群收缩、正向选择

或一些非中性演化的事件产生了较多的低频变异ꎮ
ＧｍＴＯＲ２ 基因在 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４、Ｇ５、Ｇ７ 和 Ｇ８ 等 ７
个品种类群中的 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ 均大于 ０ꎬ在 Ｇ６(美国

的地方品种和栽培品种以及来自中国黄淮海和华北

地区的部分栽培品种)类群中 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ 小于 ０ꎬ表
明该基因可能因为种群扩张、负向选择、群体分化或

亚群体之间的基因流减弱等进化过程ꎬ在不同类群

中分别积累了特定的高频变异ꎮ

Ｋａ:非同义替换位点替换次数ꎻＫｓ:同义替换位点替换次数ꎮ
图 ４　 大豆 ＴＯＲ 基因染色体定位和基因复制

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＯＲ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

表 ５　 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 基因群体选择性消除分析结果分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＴＯＲ１ ａｎｄ ＧｍＴＯＲ２ ｇｅｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

选择信号 基因 Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４ Ｇ５ Ｇ６ Ｇ７ Ｇ８

π ＧｍＴＯＲ１ ０.００５ ０.００４ ０.００２ ０.００３ ０.００３ ０.００４ ０.００３ ０.００３

ＧｍＴＯＲ２ ０.００１ ０.００２ ０.００１ ０.００１ ０.００１ ０.００１ ０.００１ ０.００１

Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ ＧｍＴＯＲ１ ３.５９０ ６.４２０ １.３９０ ３.１２０ ２.３９０ ３.５３０ ３.３２０ １.９５０

ＧｍＴＯＲ２ ０.４６３ ２.５９０ ０.０８８ １.３６０ ０.１５５ －０.２１６ １.０００ １.０００
π 值代表群体内遗传多样性ꎮ Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ 统计量被用于判断群体是否符合中性进化模型ꎬ负值表明可能存在正选择导致的选择性清除ꎮ Ｇ１
(Ｎ＝ ５９１)代表野生大豆种质ꎻＧ２ (Ｎ＝ ４３９)代表中国黄淮海地区的地方品种ꎻＧ３ (Ｎ＝ ３７９)代表中国黄淮海地区的栽培品种ꎻＧ４ (Ｎ＝ ６８６)代表
中国南方的地方品种和栽培品种ꎻＧ５ (Ｎ＝ ２５１)代表日本和韩国的地方品种ꎻＧ６ (Ｎ＝ ６８７)代表美国的地方品种和栽培品种以及来自中国黄淮
海和华北地区的部分栽培品种ꎻＧ７ (Ｎ＝ ５３９)代表中国北方的地方品种ꎻＧ８ (Ｎ＝ ８４２)代表中国北方的栽培品种ꎮ Ｎ 代表品种数量ꎮ

２.９　 植物 ＴＯＲ 基因系统进化树和共线性

大豆、野生大豆、豌豆、棉花、拟南芥、烟草、玉
米、小麦和水稻等物种 ＴＯＲ 基因的系统进化关系见

图 ５Ａꎬ大豆与野生大豆的物种进化关系最近ꎬ与属

于双子叶植物的豌豆、棉花、拟南芥和烟草关系较

近ꎻ大豆与单子叶植物玉米、小麦和水稻的物种进化

关系较远ꎮ ９ 个植物 ＴＯＲ 基因的系统进化树见图

５Ｂꎬ１７ 个 ＴＯＲ 基因被分为 ４ 组ꎬ其中Ⅰ组仅包含双

子叶植物烟草的 ２ 个 ＴＯＲ 基因ꎻⅡ组仅包含单子叶

植物的 ５ 个 ＴＯＲ 基因ꎬ１ 个水稻 ＴＯＲ 基因、１ 个玉米

ＴＯＲ 基因、３ 个小麦 ＴＯＲ 基因ꎻⅢ组包含双子叶植

物豆科 ３ 个物种的 ５ 个 ＴＯＲ 基因ꎬ其中 ２ 个大豆

ＴＯＲ 基因、２ 个野生大豆 ＴＯＲ 基因、１ 个豌豆 ＴＯＲ
基因ꎻＩＶ 组分别包含双子叶植物 ４ 个棉花 ＴＯＲ 基因

和 １ 个拟南芥 ＴＯＲ 基因ꎻ系统进化关系分析结果表

明ꎬ单子叶植物水稻、玉米和小麦 ＴＯＲ 基因的遗传

进化关系较近ꎬ而双子叶植物大豆、野生大豆、豌豆

ＴＯＲ 基因的遗传进化关系较近ꎮ 此外ꎬＧｍＴＯＲ１￣
ＧｓＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２￣ＧｓＴＯＲ２ 分别位于系统进化树末

端相邻的分枝ꎬ表明它们的遗传关系最为相近ꎮ 物

种间共线性分析结果(图 ５Ｃ)表明ꎬ大豆与拟南芥仅

存在 １ 对直系同源基因 ＧｍＴＯＲ１￣ＡｔＴＯＲꎬ大豆与野

生大 豆 存 在 ＧｍＴＯＲ１￣ＧｓＴＯＲ１、 ＧｍＴＯＲ１￣ＧｓＴＯＲ２、
ＧｍＴＯＲ２￣ＧｓＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２￣ＧｓＴＯＲ２ 共 ４ 对直系同

源基因ꎬ大豆与棉花存在 ＧｍＴＯＲ１￣ＧｈＴＯＲ１￣１Ａ、Ｇｍ￣
ＴＯＲ１￣ＧｈＴＯＲ１￣１Ｄ、ＧｍＴＯＲ１￣ＧｈＴＯＲ２￣１２Ａ、ＧｍＴＯＲ１￣
ＧｈＴＯＲ２￣１２Ｄ、 ＧｍＴＯＲ２￣ＧｈＴＯＲ１￣１Ａ、 ＧｍＴＯＲ２￣Ｇｈ￣
ＴＯＲ１￣１Ｄ、ＧｍＴＯＲ２￣ＧｈＴＯＲ２￣１２Ａ、ＧｍＴＯＲ２￣ＧｈＴＯＲ２￣
１２Ｄ 共 ８ 对直系同源基因ꎬ大豆与豌豆存在 ２ 对直

系同源基因 ＧｍＴＯＲ１￣ＰｓＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２￣ＰｓＴＯＲ１ꎬ
大豆 与 烟 草 存 在 ＧｍＴＯＲ１￣ＮｔＴＯＲ２、 ＧｍＴＯＲ２￣Ｎｔ￣
ＴＯＲ２ 共 ２ 对直系同源基因ꎮ 此外ꎬ共线性分析结果

表明ꎬ大豆与玉米、小麦、水稻 ３ 个物种不存在 ＴＯＲ
基因的直系同源关系ꎮ
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Ａ:物种进化树ꎻＢ:系统进化树ꎻＣ:物种间共线性ꎮ 图 Ｂ 中ꎬＧｍ:大豆ꎻＡｔ:拟南芥ꎻＧｓ:野生大豆ꎻＧｈ:棉花ꎻＰｓ:豌豆ꎻＮｔ:烟草ꎻＴａ:小麦ꎻＺｍ:玉米ꎻ
Ｏｓ:水稻ꎮ 图 Ｃ 中ꎬ１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０ 分别表示染色体 １、染色体 ２、染色体 ３、染色体 ４、染色体 ５、染色体

６、染色体 ７、染色体 ８、染色体 ９、染色体 １０、染色体 １１、染色体 １２、染色体 １３、染色体 １４、染色体 １５、染色体 １６、染色体 １７、染色体 １８、染色体 １９、染
色体 ２０ꎮ Ａ 代表 Ａ 亚组染色体ꎬＤ 代表 Ｄ 亚组染色体ꎮ

图 ５　 植物 ＴＯＲ 基因系统进化树和共线性分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＯＲ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ
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２.１０　 大豆 ＴＯＲ 蛋白互作网络

大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 蛋白互作网络如图 ６ 所

示ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 蛋白处于蛋白互作网络的中心

位置ꎬ主要与 ３ 个参与无义介导的 ｍＲＮＡ 降解途径

(ＮＭＤ) 的因子 Ｇｌｙｍａ. １２Ｇ１７８６００ (ＳＭＧ８)、Ｇｌｙｍａ.０１￣
Ｇ２２８３００(ＳＭＧ９Ａ)和 Ｇｌｙｍａ.１１Ｇ０１１１００(ＳＭＧ９Ｂ)互作ꎬ
ＳＭＧ 蛋白具有进化上保守的 ＥＳＴ１ 结构域ꎬ在无义介导

的 ｍＲＮＡ 降解中发挥着进化保守的作用ꎮ 此外 Ｇｍ￣
ＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 同时与调控去磷酸化的 Ｇｌｙｍａ.
０４Ｇ２３４９００(ＰＰ２Ａ 调节亚基 ＴＡＰ４６)和 ＤＮＡ 结合转

录因子激活的 Ｇｌｙｍａ.０２Ｇ０８２８００(ＢＺＩＰ１３１)互作ꎮ
２.１１　 大豆 ＴＯＲ 基因组织表达特征

由图 ７ 可知ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的组织表

达特征具有相似性ꎬ它们均在侧芽、花、豆荚、茎尖等

组织或器官中优势表达ꎮ 此外大豆 ＧｍＴＯＲ１、Ｇｍ￣
ＴＯＲ２ 在豆荚和种子中也有一定程度的表达ꎮ 组织

表达特征分析结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 在大豆

生长发育的不同时期及不同组织或器官中具有不同

的表达特点ꎮ

图 ６　 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 蛋白互作网络

Ｆｉｇ.６　 ＧｍＴＯＲ１ ａｎｄ ＧｍＴＯＲ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

ＴＰＭ:每百万条转录本ꎮ
图 ７　 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 的组织表达

Ｆｉｇ.７　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＴＯＲ１ ａｎｄ ＧｍＴＯＲ２

２.１２　 大豆 ＴＯＲ 基因在胁迫和激素诱导下的表达

特征

　 　 由图 ８Ａ 和图 ８Ｂ 可知ꎬ在干旱胁迫下ꎬ大豆叶和

根中 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的表达特征具有相似性ꎮ 由

图 ８Ｃ 可知ꎬ在乙烯诱导的 ７２ ｈ 内ꎬ大豆叶中 Ｇｍ￣
ＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的表达总体呈下降趋势ꎬ表明它们的

表达受到了乙烯的抑制ꎮ 由图 ８Ｄ 和 ８Ｅ 可知ꎬ在淹

水胁迫下ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 在根和叶中呈现出

相反的表达特征ꎮ 在淹水胁迫前 ３ ｄꎬ叶中 ＧｍＴＯＲ１、
ＧｍＴＯＲ２ 的相对表达量呈现总体升高的趋势ꎬ淹水胁

迫消除后 １ ｄꎬ叶中 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的相对表达量

恢复到接近淹水处理前ꎮ 在淹水胁迫前 ２ ｄꎬ根中

ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的相对表达量呈现不断降低的趋

势ꎬ淹水胁迫消除后 １ ｄꎬ根中 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的相

对表达量恢复到接近淹水处理前ꎮ 由图 ８Ｆ 可知ꎬ大
豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 受大豆疫霉菌侵染后相对表达

量呈现降低趋势ꎮ 由图 ８Ｇ 可知ꎬ盐胁迫 ２ ｈꎬ大豆

ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 在叶中的相对表达量最低ꎬ随后相

对表达量整体呈上升趋势ꎬ并在盐胁迫 ４８ ｈ 达到峰

值ꎮ 由图 ８Ｈ 可知ꎬ盐胁迫下ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２
在根中的相对表达量呈先升高后降低再升高的趋势ꎻ
盐胁迫 ４ ｈꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的相对表达量最低ꎮ
由图 ８Ｉ 可知ꎬ低温胁迫下ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 在

叶中的相对表达量总体呈现降低的趋势ꎬ表明它们的

表达受到了低温的抑制ꎮ 综上ꎬ大豆 ＧｍＴＯＲ１、Ｇｍ￣
ＴＯＲ２ 在干旱胁迫、盐胁迫、低温胁迫、大豆疫霉菌侵

染和乙烯诱导条件下的表达具有多样性ꎬ暗示它们在

不同胁迫下发挥的功能不同ꎮ
２.１３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证大豆 ＴＯＲ 基因表达模式

利用大豆苗期植株材料ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证了

大豆 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 基因在干旱和盐胁迫下的

表达模式(图９) ꎬ干旱胁迫处理１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、
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Ａ:干旱胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆叶中的表达ꎻＢ:干旱胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆根中的表达ꎻＣ:乙烯诱导下 ＧｍＴＯＲ１ 和

ＧｍＴＯＲ２ 在大豆叶中的表达ꎻＤ:淹水胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆叶中的表达ꎻＥ:淹水胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆根中的表

达ꎻＦ:大豆疫霉菌胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆中的表达ꎻＧ:盐胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆叶中的表达ꎻＨ:盐胁迫下 ＧｍＴＯＲ１
和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆根中的表达ꎻＩ:低温胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆叶中的表达ꎮ ＴＰＭ:每百万条转录本ꎮ

图 ８　 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在胁迫和激素诱导下的表达

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＴＯＲ１ ａｎｄ ＧｍＴＯＲ２ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２４ ｈ ＧｍＴＯＲ１ 相对表达量较对照显著升高并在 １２ ｈ
达到峰值ꎬ干旱胁迫处理 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ
ＧｍＴＯＲ２ 的相对表达量较对照显著升高并在 ３ ｈ 达

到峰值ꎮ 盐胁迫下ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 基因在处理

１ ｈ 相对表达量显著升高ꎬ此外ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２
基因的表达响应趋势基本一致ꎬ基因表达模式与前

期转录组测序结果基本一致ꎮ

３　 讨 论

真核生物 ＴＯＲ 蛋白的序列、结构和功能具有显

著的保守性[２８]ꎬ其在植物的生长发育、细胞伸长、激
素合成和抗逆性等过程中具有重要的作用[２９]ꎮ 本研

究发现ꎬ大豆和野生大豆分别有 ２ 个 ＴＯＲ 基因ꎬ多于

豆科豌豆属植物豌豆(１ 个)ꎮ 从 ＴＯＲ 基因数量来

看ꎬ与二倍体且基因组较小的拟南芥[１９] (１ 个)、水
稻[１５](１ 个)和玉米[１２](１ 个)相比ꎬ多倍体且基因组

较大的棉花(４ 个)、小麦(３ 个)和烟草(２ 个)ＴＯＲ 基

因数量较多ꎬ暗示不同物种 ＴＯＲ 基因数量的差异可

能与基因组的大小和倍性有一定的关系ꎮ 虽然物种

间ＴＯＲ基因的数量有所差异ꎬ但植物ＴＯＲ蛋白的结
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Ａ:干旱胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 在大豆根中的表达ꎻＢ:干旱胁迫下 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆根中的表达ꎻＣ:盐胁迫下 ＧｍＴＯＲ１ 在大豆根中的表达ꎻＤ:盐胁迫

下 ＧｍＴＯＲ２ 在大豆根中的表达ꎮ 不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ９　 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 在盐和干旱胁迫下的表达分析

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＴＯＲ１ ａｎｄ ＧｍＴＯＲ２ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

构域较保守ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 的蛋白质长度、
相对分子量、等电点、不稳定系数、脂肪指数、总平均

亲水性和亚细胞定位均表现出相似性ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和

ＧｍＴＯＲ２ 的外显子数量均为 ５７ 个ꎬ多于拟南芥的 ５６
个[３０]ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 共有 １０ 个保守基序ꎬ
二级结构以 α 螺旋和无规则卷曲为主ꎮ 蛋白质磷

酸化属于植物体内重要的共价修饰ꎬ参与了细胞周

期调控、生长发育、胁迫响应和信号转导等多种重要

生理过程[３１]ꎮ 本研究发现 ＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 的

磷酸化位点数量较多ꎬ其中ꎬ丝氨酸磷酸化位点数

量>苏氨酸磷酸化位点数量>酪氨酸磷酸化位点数

量ꎮ
　 　 启动子顺式调控元件参与基因的表达调控ꎬ不
同类型的响应元件发挥不同的调控功能[３２]ꎮ 例如ꎬ
与抗旱相关的基因通常具有干旱胁迫响应元件

(ＭＹＢ 识别位点) [３３]、ＡＢＡ 响应元件(ＡＢＲＥ) [３４]、
光响应元件(Ｇ￣ｂｏｘ) [３５]ꎮ 研究结果表明ꎬ干旱胁迫

下棉花 ＴＯＲ 基因与茉莉酸(ＪＡ)信号互作共同调控

棉苗耐旱性和生长[２４]ꎬ番茄 ＭＹＣ２ 介导 ＪＡ 与 ＴＯＲ
信号调控番茄的生长发育和品质形成[３６]ꎮ 研究发

现ꎬＧｍＴＯＲ１ 和 ＧｍＴＯＲ２ 的启动子区具有大量与激

素相关的响应元件ꎬ如脱落酸响应元件、茉莉酸甲酯

响应元件、乙烯响应元件、生长素响应元件、赤霉素

响应元件和水杨酸响应元件等响应元件ꎬ暗示大豆

ＴＯＲ 基因可能参与多种激素调控途径ꎮ 有趣的是ꎬ
机械损伤响应元件 (ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ)、病原响应元件

(Ｗ ｂｏｘ和 Ｆ￣ｂｏｘ)、诱导子响应元件 ( ＡＴ￣ｒｉｃｈ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ)、厌氧响应元件(ＡＲＥ)、缺氧响应元件(ＧＣ￣
ｍｏｔｉｆ)、 低温响应元件 ( ＬＴＲ) 和干旱响应元件

(ＭＹＣ、ＭＹＢ、ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ、ＭＢＳ)也被发现存

在于大豆 ＴＯＲ 基因启动子中ꎮ 此外ꎬ一些代谢调控

和光响应顺式元件被发现在大豆 ＴＯＲ 基因启动子

区中分布富集ꎮ 通常情况下ꎬ片段复制的基因可能

因功能性分化呈现更高的 Ｋａ / Ｋｓ(正选择)ꎬ而基因

组复制的同源基因更可能保留原始功能(纯化选

择)ꎮ 大豆旁系同源基因对 ＧｍＴＯＲ１￣ＧｍＴＯＲ２ 编码

的蛋白质序列相似度 ９９.０％ꎬ分别定位于 １ 号和 １１
号染色体ꎬ受纯化选择压力的影响ꎮ 大豆 ＴＯＲ 基因

受胁迫和激素诱导的表达具有相似的表达特征ꎬ因
此ꎬ推测 ＧｍＴＯＲ１ 与 ＧｍＴＯＲ２ 可能主要经历了基因

组复制ꎮ π 代表了核苷酸多样性ꎬπ 值越大表明核

苷酸多样性越高ꎬπ 值越低说明核苷酸多样性越

低[３７]ꎮ 选择性消除分析结果表明ꎬＧｍＴＯＲ１ 在野生

大豆品种类群中的核苷酸多样性较高ꎬ在栽培品种类

群中的核苷酸多样性较低ꎮ ＧｍＴＯＲ２ 基因在 ８ 个大

豆品种类群中的核苷酸多样性均较低ꎮ Ｔａｊｉｍａ’ｓ Ｄ
是一种中性进化的检验统计量ꎬ通常用于评估在一

个物种或种群中ꎬ基因座是否经历了中性演化[３８]ꎮ
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ＧｍＴＯＲ１ 基因在 ８ 个大豆品种类群中的 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ
值均大于 ０ꎬ表明该基因可能产生了较多的低频变

异ꎮ ＧｍＴＯＲ２ 基因在 Ｇ６ 类群(美国的地方品种和

栽培品种以及来自中国黄淮海和华北地区的部分栽

培品种)的 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ 值小于 ０ꎬ表明该基因在该类

群中可能累积了高频变异ꎮ
系统进化树分析结果表明ꎬ９ 个物种的 １７ 个

ＴＯＲ 蛋白被分为 ４ 组ꎬ其中豆科 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２、
ＧｓＴＯＲ１、ＧｓＴＯＲ２、和 ＰｓＴＯＲ１ 共 ５ 个蛋白质分在第Ⅲ
组ꎬ单子叶植物ＯｓＴＯＲ、ＺｍＴＯＲ、ＴａＴＯＲ１￣１Ａ、ＴａＴＯＲ１￣
１Ｂ、ＴａＴＯＲ１￣１Ｄ 聚类在第Ⅱ组ꎬ暗示单子叶植物与双

子叶植物 ＴＯＲ 蛋白在序列上有一定的差异ꎮ 物种间

共线性分析发现ꎬ大豆与野生大豆、棉花、豌豆、拟南

芥和烟草之间分别存在 ４ 对、８ 对、２ 对、１ 对、２ 对共

线性直系同源基因ꎬ而大豆与玉米、小麦、水稻 ３ 个物

种不存在共线性 ＴＯＲ 基因ꎮ 由此可见ꎬ物种间 ＴＯＲ
蛋白的系统进化关系、共线性均与物种间进化树关系

具有一定相关性ꎬ物种间进化树中关系越近的物种ꎬ
它们的 ＴＯＲ 蛋白系统进化关系越近且可能存在更多

数量的共线性基因对ꎬ这种现象在其他作物基因家族

研究中也有类似结果[３９]ꎮ
ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 主要与 ３ 个参与无义介导的

ｍＲＮＡ 降解途径的因子 Ｇｌｙｍａ.１２Ｇ１７８６００(ＳＭＧ８)、Ｇｌｙ￣
ｍａ.０１Ｇ２２８３００(ＳＭＧ９Ａ)和 Ｇｌｙｍａ.１１Ｇ０１１１００(ＳＭＧ９Ｂ)
互作ꎬ 还 与 调 控 去 磷 酸 化 的 Ｇｌｙｍａ. ０４Ｇ２３４９００
(ＰＰ２Ａ 调节亚基 ＴＡＰ４６)和 ＤＮＡ 结合转录因子激

活的 Ｇｌｙｍａ.０２Ｇ０８２８００(ＢＺＩＰ１３１)互作ꎮ 研究结果

表明ꎬ拟南芥 ＳＭＧ７ 在无义介导的 ｍＲＮＡ 降解中发

挥着进化保守的作用[４０]ꎬ拟南芥 ＴＯＲ 在初生分生

组织、胚、胚乳中表达ꎬ而在分化细胞中不表达[３０]ꎮ
ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 的组织表达特征具有相似性ꎬ它
们在茎尖、花、侧芽和豆荚等组织或器官中优势表

达ꎬ在种子中相对表达量较低ꎮ ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２
在干旱胁迫下的相对表达量先升高后降低ꎮ 在淹水

胁迫下ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 在叶中的相对表达量先

升高后降低ꎬ在根中的相对表达量先降低后升高ꎬ叶
和根中表达趋势截然相反ꎮ 盐胁迫下ꎬＧｍＴＯＲ１、
ＧｍＴＯＲ２ 在叶中的相对表达量呈先降低后上升的趋

势ꎬ而在根中的相对表达量呈先升高后降低再升高

的趋势ꎮ 在大豆疫霉菌侵染、低温胁迫和乙烯诱导

下 ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 相对表达量均呈现降低趋势ꎬ
表明它们的表达受到了抑制ꎮ 类似的研究结果表

明ꎬ拟南芥 ＴＯＲ 通过调控 ＡＣＳｓ 的转录和蛋白质表

达负调控乙烯的生物合成[１９]ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果

表明ꎬＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 基因在盐胁迫下的表达模

式与前期转录组测序结果基本一致ꎮ 依据基因表达

数据并结合启动子元件分析结果ꎬ推测大豆 ＴＯＲ 基

因可能在植株生长发育、胁迫应答和激素调控等方

面发挥不同的功能ꎮ

４　 结 论

本研究从大豆基因组中鉴定到 ２ 个 ＴＯＲ 基因

(ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２)ꎬ它们的序列相似度为 ９９.０％ꎬ
它们分别位于 １ 号和 １１ 号染色体ꎬ外显子数量均为

５７ 个ꎬ蛋白质理化性质、基因结构、保守基序、磷酸

化位点和亚细胞定位高度相似ꎮ ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２
启动子区域存在脱落酸(ＡＢＡ)、茉莉酸甲酯(Ｍｅ￣
ＪＡ)、乙烯(ＥＴＨ)、赤霉素(ＧＡ)和水杨酸(ＳＡ)等激

素响应元件以及机械损伤、病原、诱导子、厌氧、缺
氧、低温、干旱、光和代谢调控等相关的顺式调控元

件ꎮ ＧｍＴＯＲ１ 在野生大豆品种类群中的核苷酸多样

性较高ꎮ ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 与野生大豆 ＧｓＴＯＲ１、
ＧｓＴＯＲ２ 的系统进化关系最近ꎮ ＧｍＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２
在干旱胁迫、淹水胁迫、低温胁迫、大豆疫霉菌侵染

和乙烯诱导下的表达模式不同ꎮ 综上ꎬ大豆 Ｇｍ￣
ＴＯＲ１、ＧｍＴＯＲ２ 可能在植株生长发育、激素调控和

胁迫响应等方面发挥重要作用ꎮ
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