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　 　 摘要：逆境下植物大量积累脯氨酸是减轻胁迫伤害的一种自我保护机制。 本研究应用同源克隆方法从 ＮａＣｌ 处理的野生

大豆中克隆获得一个脯氨酸合成酶（Ｐ５ＣＳ）基因，命名为 ＧｓＰ５ＣＳ。 该基因核苷酸序列全长 ２􀆰 ２３２ ｋｂ，含一个 ２１４８ｂｐ 开放阅读

框，编码 ７１５ 个氨基酸，包含有高等植物 Ｐ５ＣＳ 蛋白质的 ５ 个主要功能域，与菜豆 ＰｖＰ５ＣＳ１ 基因核苷酸序列相似性高达

９８􀆰 ７９％ 。 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析显示该基因受轻度盐胁迫诱导上调表达，根中表达高峰出现在 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理下，相对表

达量为对照的 ５􀆰 ８３ 倍；叶片中表达高峰出现在 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理条件下，相对表达量为对照的 １２􀆰 ７８ 倍。 并且该基因在

根和叶片中的表达模式和脯氨酸含量的变化模式相同。 上述结果说明，ＧｓＰ５ＣＳ 可能参与野生大豆脯氨酸合成。
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野生大豆是栽培大豆的近缘野生种，是大豆育

种极为重要的种质资源。 野生大豆的研究利用，对
拓宽栽培大豆的遗传基础，提高大豆育种水平有重

要价值［１］。 前人的研究证明野生大豆和大豆都具

有很强的抗盐能力［２⁃４］，但是野生大豆耐盐性相关

的理论研究至今尚未有突破性进展。 非生物逆境胁

迫是作物产量降低的主要原因之一，脯氨酸是植物

细胞中的渗透调节物质，在渗透胁迫条件下脯氨酸

的积累不仅有助于提高植物细胞的渗透势，提高植

物抗胁迫能力，而且还是植物从胁迫条件恢复正常

过程中迅速有效的氮源、碳源和还原剂［５⁃６］，因此提

高植物逆境下脯氨酸的积累速度对于提高植物抗渗

透胁迫能力具有重要的意义。 脯氨酸合成酶 Δ⁃吡
咯啉⁃５⁃羧酸合成酶 （ Ｐ５ＣＳ， ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ⁃５⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
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ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ）是植物脯氨酸生物合成中的限速酶，决
定着植物体内脯氨酸的积累速度［７］。 目前很多植

物 Ｐ５ＣＳ 基因已获得较深入的研究［８⁃１２］，但对野生大

豆脯氨酸合成酶基因仍然没有很好的研究，本研究

通过克隆野生大豆脯氨酸合成酶基因并分析其对盐

胁迫的反应，旨在从分子生物学角度解释野生大豆

抗盐机理。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 野生大豆幼苗培养

野生大豆种子用 ９８％硫酸处理 １０ ｍｉｎ，无菌水

清洗数遍至 ｐＨ 值接近中性后用无菌水室温培养至

发芽。 将发芽的种子单粒点播于营养钵内，营养土

用花土∶ 细砂∶ 壤土按照 １∶ １∶ １ 混合配制，每钵使用

５０ ｇ 营养土。 营养钵置于室温光照 １６ ｈ ／ ｄ 培养至

第 １ 对真叶完全展开，培养期间每隔 ３ ｄ 用自来水

浇灌营养土。
在第 １ 对真叶完全展开第 ２ 对真叶刚刚露出时

对所有幼苗进行一次充分灌溉，然后自然干旱控水，
５ ｄ 后选择大小一致、健康无损的幼苗进行盐胁迫

处理。 每钵分别用 １００ ｍＬ 浓度为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 溶液均匀浇灌营养土 ５ ｈ 模拟盐胁迫处理。 每

个处理重复 ６ 次，以自来水浇灌营养土为对照。
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 第 １ 链合成

分别取盐处理野生大豆幼苗叶片、茎和根，液氮

速冻后用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ。 按照 ＴａＫａＲａ 公

司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ２ 试剂盒说明，用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ） １５ 作为

引物合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链。 反转录产物稀释 １０ 倍

备用。
１􀆰 ３　 目的基因的扩增

参考普通菜豆 Ｐ５ＣＳ 基因序列 （ ＧｅｎｅＢａｎｋ：
ＥＵ４０７２６３），利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件包中的 ＰｒｉｍｅｒＳｅｌｅｃｔ
软件设计引物对 Ｇ１：５′⁃ＡＴＧＧＡＧＡＡＣＡＣＡＧＡＴＣＣＴ⁃
ＴＧ⁃３′， Ｇ２： ５′ ＣＴＡＧＡＧＧＡＡＡＴＡＡＡＡＣＡＣＡＧＧＣＴ⁃３′，
由上海生工生物工程技术有限公司合成。 ＰＣＲ 反

应体系总体积 ２０ μＬ，包括反转录产物 ４ μＬ 作模

板，目标基因上下游引物（引物浓度 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ）各

３ μＬ、２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序

为 ９５ ℃预变性３ ｍｉｎ；９５ ℃变性３０ ｓ，５０ ℃退火４０ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ ３０ ｓ，３３ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 目标基因表达量实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

按照 ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） ＰＣＲ 试剂盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）操作，以大豆 β⁃Ａｃｔｉｎ 基因作

为内参，采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ）检测基因相对表达量。 目标基因

引物对为 Ｆ：５′⁃ＧＧＣＣＣＴＣＣＧＡＧＴＧＡＣＣＡＡ⁃３′和 Ｒ：
５′⁃ＣＴＣＧＣＧＧＧＣＧＴＴＡＡＣＣＴＣＴＴＴＴ⁃３′。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反

应程序为：９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ２０ ｓ，６０ ℃退

火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ，４０ 个循环，７２ ℃延伸１０ ｍｉｎ。
基因的表达量采用 Ｋ． Ｊ． Ｌｉｖａｋ 等［１３］ 的 ２ － ΔΔＣＴ公式计

算，其中 ΔΔＣＴ ＝ ＣＴ，Ｔａｒｇｅｔ － ＣＴ，Ａｃｔｉｎ。 ＣＴ，Ｔａｒｇｅｔ和 ＣＴ，Ａｃｔｉｎ分

别是目标基因和内参基因在不同处理点的 ＣＴ值，每
个样品 ３ 次重复。
１􀆰 ５　 序列分析

目标扩增产物由上海英骏生物技术有限公司进

行测序，采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件系统的 Ｅｄｉｔｓｅｐ、ＭｅｇＡｌｉｇｎ
软件包以及 ＤＮＡＭＡＮ 软件分析基因序列。
１􀆰 ６　 脯氨酸含量检测

取盐胁迫处理幼苗真叶和根在液氮中充分研磨

后，参照陈红敏等［１４］的方法分别测定脯氨酸含量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增目的基因

用目标基因特异引物对 Ｇ１ ／ Ｇ２，以野生大豆幼

苗叶片反转录产物为模板进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物

电泳检测结果显示获得一条约 ２􀆰 ２ ｋｂ 左右的扩增

片段，大小与目标片段一致（图 １）。 测序结果表明，
该片段全长 ２􀆰 ２３２ ｋｂ，有完整的开放阅读框，无 ５′
ＵＴＲ 序列，３′ＵＴＲ 序列长 ８４ ｂｐ，编码 ７１５ 个氨基酸，
蛋白 质 的 大 小 约 ７７􀆰 ４２ ｋＤ （ 图 ２ ）， 将 其 命 名

为 ＧｓＰ５ＣＳ。

图 １　 ＧｓＰ５ＣＳ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＧｓＰ５ＣＳ ｇｅｎｅ

２􀆰 ２　 野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因序列分析

张春宝等［１９］２００７ 年曾报道 ２ 个 Ｐ５ＣＳ 基因，分
别为 ＧｓＰ５ＣＳ１ 和 ＧｓＰ５ＣＳ２， 其序列全长分别为

１５６８ｂｐ 和 ５６０ｂｐ。 序 列 比 对 表 明， ＧｓＰ５ＣＳ１ 与

ＧｓＰ５ＣＳ２ 的核苷酸相似性为 ７２􀆰 ７％ ，本研究获得

ＧｓＰ５ＣＳ 和 ＧｓＰ５ＣＳ１、ＧｓＰ５ＣＳ２ 的核苷酸相似性分别
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图 ２　 野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因序列及蛋白质序列

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧｓＰ５ＣＳ ｇｅｎｅ

为 ８９􀆰 ３％和 ７４􀆰 １％ ，说明 ＧｓＰ５ＣＳ 可能和 ＧｓＰ５ＣＳ１
是同一个基因。 ＧｓＰ５ＣＳ１ 第 １ 个核苷酸起始于

ＧｓＰ５ＣＳ 的第 ５８０ ｂｐ 处，其末端序列结束于 ＧｓＰ５ＣＳ
的第 ２１４８ ｂｐ。 从 ＧｓＰ５ＣＳ 蛋白的氨基酸序列比对结

果可以看出，ＧｓＰ５ＣＳ 的起始氨基酸和大豆、豇豆、普
通菜豆、拟南芥以及小麦 Ｐ５ＣＳ 蛋白的起始氨基酸完

全相同（图 ３），因此认为 ＧｓＰ５ＣＳ 具有完整的开放阅

读框，而 ＧｓＰ５ＣＳ１ 不具有完整的开放阅读框。
利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件系统中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件包，

分析野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因与其他植物 Ｐ５ＣＳ 基因序

列的多态性，结果表明 ＧｓＰ５ＣＳ 与大豆 ＧｍＰ５ＣＳ

（ ＡＹ４９２００５ ）、 菜 豆 ＰｖＰ５ＣＳ１ （ ＥＵ３４０３４７ ） 和

ＰｖＰ５ＣＳ２（ＥＵ４０７２６３）、豇豆 ＶａＰ５ＣＳ （Ｍ９２２７６）、拟
南芥 ＡｔＰ５ＣＳ１（Ｘ８６７７７）和 ＡｔＰ５ＣＳ２（Ｙ０９３５５）、小麦

ＴａＰ５ＣＳ（ＡＹ８８８０４５）基因的核酸序列相似性分别为

９３􀆰 ６％ 、８３􀆰 ３％ 、９８􀆰 ７９％ 、８３􀆰 ２％ 、７３􀆰 １％ 、７３􀆰 ３％ 、
６９􀆰 ４％ ，氨 基 酸 序 列 的 相 似 性 分 别 为 ９３􀆰 ２％ 、
８４􀆰 ４％ 、 ９７􀆰 ９％ 、 ８２􀆰 １％ 、 ７５􀆰 ６％ 、 ７４􀆰 ７％ 、 ７３􀆰 ９％ 。
采用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序分析了 ＧｓＰ５ＣＳ 与其他 Ｐ５ＣＳ 基

因的进化关系，结果显示野生大豆与菜豆 ＰｖＰ５ＣＳ２
亲缘关系最近，其次是大豆 ＧｍＰ５ＣＳ，亲源关系最远

的是单子叶植物小麦（图 ４）。
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下划线部分表示 ５ 个主要功能域的序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎｓ

图 ３　 ＧｓＰ５ＣＳ 基因与几种植物 Ｐ５ＣＳ 基因的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧｓＰ５ＣＳ１ｗｉｔｈ Ｐ５ＣＳ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 Ｐ５ＣＳ 基因的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｐ５ＣＳ ｇｅｎｅ

２􀆰 ３　 盐胁迫下野生大豆幼苗脯氨酸含量的变化

在整个处理期间，叶片和根中脯氨酸水平呈现

先升后降的变化趋势 （图 ５）。 叶片中脯氨酸从

２１􀆰 ５７ μｇ ／ ｇ · ＦＷ （ 对 照 ） 逐 渐 上 升 到 最 大 值

６４􀆰 ５９ μｇ ／ ｇ·ＦＷ（３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），为对照的 ２􀆰 ９ 倍，
然后又逐渐下降到 ４４􀆰 ９６ μｇ ／ ｇ·ＦＷ（５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。

方差分析显示，叶片中脯氨酸含量在不同胁迫点之

间差 异 极 显 著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）。 根 中 脯 氨 酸 从

１８􀆰 １２ μｇ ／ ｇ·ＦＷ（对 照 ） 逐 渐 上 升 到 最 大 值

３９􀆰 １２ μｇ ／ ｇ·ＦＷ（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），为对照的 ２􀆰 １ 倍，
然后又逐渐下降到 ２４􀆰 ４５ μｇ ／ ｇ·ＦＷ（５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。
方差分析显示，根中脯氨酸含量在 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 之间差异不显著，对照和其他各胁迫点

之间差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 盐胁迫下叶中脯氨酸

积累量都极显著高于根部（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），最高可达根

部的 ２􀆰 ０ 倍（４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。
２􀆰 ４　 野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因对盐胁迫的反应

应用实时定量 ＰＣＲ 的方法分析了盐胁迫处理

下 ＧｓＰ５ＣＳ 基因的相对表达量，结果显示，在整个处

理期间，叶片和根中 ＧｓＰ５ＣＳ 基因的相对表达量也

呈现先升后降的变化趋势（图 ６）。 无盐胁迫（对照）
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图 ５　 ＮａＣｌ 胁迫下野生大豆幼苗叶片和根中脯氨酸含量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｗｉｌｄ
ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

情况下，ＧｓＰ５ＣＳ 基因在根中和叶片中的相对表达量

无显著差异。 轻微的盐胁迫（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ）即
可诱导叶片和根中 ＧｓＰ５ＣＳ 基因的上调表达，其相

对表达量分别是对照的 １􀆰 ７８ 倍和 ４􀆰 ６３ 倍。 在

２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理下根中 ＧｓＰ５ＣＳ 基因相对表

达量就达到最大值，为对照的 ５􀆰 ８３ 倍；叶片中

ＧｓＰ５ＣＳ 基因最大相对表达量出现在 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 处 理 条 件 下， 为 对 照 的 １２􀆰 ７８ 倍。 在

５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理下叶片中 ＧｓＰ５ＣＳ 基因相对

表达量极显著小于对照（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），为对照的 ０􀆰 ２８
倍，虽然根中基因的相对表达量也有所下降，但比对

照还略高，为对照的 １􀆰 ２８ 倍。

图 ６　 ＮａＣｌ 胁迫下野生大豆幼苗叶片和根中

ＧｓＰ５ＣＳ 基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＧｓＰ５ＣＳ ｇｅｎｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ

ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨论

植物体内脯氨酸的合成有 ２ 条途径，即谷氨酸

途径和鸟氨酸途径，其中谷氨酸途径被认为是植物

逆境胁迫相关途径。 在谷氨酸途径中，脯氨酸的合

成起 始 于 谷 氨 酸， 在 Δ⁃吡 咯 啉⁃５⁃羧 酸 合 成 酶

（Ｐ５ＣＳ）的催化下转化成谷氨酸半醛，该物质自动转

化成吡咯啉⁃５⁃羧酸 （ Ｐ５Ｃ， ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ⁃５⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ），
Ｐ５Ｃ 再由吡咯啉⁃５⁃羧酸还原酶（ Ｐ５ＣＲ，ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ⁃５⁃
ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ） 催化生成脯氨酸［８，１５］。 Ｐ５ＣＳ
是植物细胞内脯氨酸合成途径的关键酶，目前已从

许多植物中分离到 Ｐ５ＣＳ 基因，并从分子遗传角度

证明该基因是一个有益的植物抗逆境胁迫基

因［１６⁃１７］。 本研究表明，ＧｓＰ５ＣＳ 具有 １ 个 ２１４８ ｂｐ 的

完整开放阅读框，推定其编码 ７１５ 个氨基酸，与其他

物种已证明的 Ｐ５ＣＳ 蛋白质相似。 序列分析结果表

明， ＧｓＰ５ＣＳ 与 同 为 豆 科 的 ＰｖＰ５ＣＳ２ 及 大 豆 的

ＧｍＰ５ＣＳ 同源性最高，与拟南芥、小麦的 Ｐ５ＣＳ 基因

同源性也较高，这与植物分类学上的亲缘关系一致。
Ａ． Ｃ． Ｔｕｒｃｈｅｔｔｏ⁃Ｚｏｌｅｔ 等［１８］ 通过对 ４８ 种植物和微生

物 Ｐ５ＣＳ 基因序列比对分析表明，植物 Ｐ５ＣＳ 基因在

进化过程发生过基因拷贝数复制现象，即 Ｐ５ＣＳ 在

植物体内都存在双拷贝。 张春宝等［１９］ 曾报道了一

个野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因，本研究又从野生大豆中克

隆获得一个 Ｐ５ＣＳ 基因，说明野生大豆 Ｐ５ＣＳ 基因在

进化过程中也出现过基因复制现象。
本研究结果表明，盐胁迫能够强烈诱导 ＧｓＰ５ＣＳ

基因的表达，并且脯氨酸含量的变化与 ＧｓＰ５ＣＳ 的

表达量平行，进一步证明 ＧｓＰ５ＣＳ 基因与野生大豆

体内脯氨酸的合成具有高度相关性。 前人的研究结

果证明 Ｐ５ＣＳ 基因在干旱、高盐等逆境胁迫下大量

表达，并调控内源脯氨酸的合成［７，２０⁃２１］，本研究结果

与前人的结果类似，说明 ＧｓＰ５ＣＳ 基因是一个盐胁

迫诱导上调表达基因。 本研究首次发现野生大豆

Ｐ５ＣＳ 基因在根和叶片中具有不同的表达规律，在相

同胁迫条件下根和叶中该基因的表达有明显的不

同，在 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理下，根中 ＧｓＰ５ＣＳ 基因

的表达是叶中的 ２􀆰 ６ 倍，然后随着胁迫程度的加强

该基因在叶中的表达量明显高于根部，最高可达根

部表达量的 ４ 倍（３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ），同时该基因在

根部表达峰值的出现早于叶部。 以上结果说明该基

因在根部对盐胁迫的反应速度快于叶部，但反应强

度小于叶部。 胁迫条件下基因在叶部总相对表达量

明显高于根部 ５ＣＳ，这刚好与脯氨酸在根和叶中的

积累量不同相吻合，这些结果暗示叶部 ＧｓＰ５ＣＳ 基

因的诱导上调表达速度对提高野生大豆抗盐能力具

有积极的意义。 本研究克隆了一个新的 ＧｓＰ５ＣＳ 基

因，为进一步研究 ＧｓＰ５ＣＳ 基因表达的调控和野生

大豆抗逆分子机理及创造耐盐新品种奠定了基础。
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