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大豆 GmGolS1 的克隆及转基因烟草耐高温性鉴定
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摘要：棉子糖系列寡糖（RFOs，raffinose family oligosaccharides）是植物体内一种重要的渗透调节物质，肌醇半乳糖苷合

成酶（GolS，galactinol synthase）是 RFOs 合成过程中的关键酶。本研究从大豆中克隆了 GmGolS1 基因。序列分析结果显

示，GmGolS1 基因位于大豆 3 号染色体，基因序列内部有 3 个内含子，开放阅读框（ORF，open reading frame）全长 1020 bp，
编码的多肽含有 339 个氨基酸，分子量 38.82 kDa，等电点 5.47。GmGolS1 氨基酸序列具有植物 GolS 蛋白的共同特征：一

个保守的丝氨酸磷酸化位点、一个锰离子结合相关的 DXD 元件和一个羧基末端疏水性五肽。蛋白系统进化分析结果显示，

GmGolS1 与沙东青 AmGolS 和蒺藜苜蓿 MtGolS 的亲缘关系较近。实时荧光定量 PCR 结果显示 GmGolS1 在大豆幼苗中可

以不同程度的应答高温、低温、干旱及高盐胁迫，且高温胁迫下 GmGolS1 的表达量升高最明显。构建 GmGolS1 植物表达载

体并转化烟草，获得 4 个转基因烟草株系。GolS 酶活性检测结果显示，转基因烟草中 GmGolS1 转录后的产物发挥了 GolS
的催化活性。高温胁迫下 GmGolS1 转基因烟草的植株表型及电解质渗透率、可溶性糖含量和丙二醛含量的检测结果表明，

GmGolS1 提高了转基因烟草的耐高温性。
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Abstract：Raffinose family oligosaccharides（RFOs）are one of important osmoregulatory substance in 
plants. Galactinol synthase（GolS）is a key enzyme in the synthesis of RFOs. In this study，GmGolS1 was cloned 
from soybean based on sequence homology. GmGolS1 was found on chromosome 3 with three introns. The full 
length open reading frame（ORF）of GmGolS1 was 1020 bp，which encodes 339 amino acids with the molecular 
weight of 38.82 kDa，and the isoelectric point of 5.47. The amino acid sequence GmGolS1 has characteristics that 
are commonly detected in plant GolS proteins：a conserved serine phosphorylation site，a manganese ion binding 
associated DXD element，and a carboxy-terminal hydrophobic pentapeptide. The phylogenetic analysis showed 
that GmGolS1 was closely related to AmGolS and MtGolS. Real-time fluorescence quantitative PCR analysis 
showed that GmGolS1 was inducible upon heat，low temperature，drought and salt stresses in different degrees in 
seedlings，and the most abundant expression was observed under heat stress treatment. By transforming GmGolS1 
was into tobacco，four transgenic lines were identified using genomic DNA PCR and real-time fluorescence 
quantitative PCR. Test for GolS enzyme activity showed that the transcribed product of GmGolS1 in transgenic 
tobacco played the catalytic activity of GolS. Gained from plant phenotype，electrolyte leakage，soluble 
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carbohydrate content and malondialdehyde content of GmGolS1 transgenic tobacco under heat stress，GmGolS1 
was found correlating with improved heat resistance in transgenic tobacco.

Key words：soybean；galactinol synthase；abiotic stress；heat resistance

植物可以通过增强细胞渗透压来减少极端温

度、盐碱和干旱等非生物胁迫带来的影响。棉子糖

系列寡糖（RFOs，raffinose family oligosaccharides），

包括棉子糖、水苏糖和毛蕊花糖等可溶性小分子在

植物中的积累可以起渗透保护剂的作用，在非生物

胁迫条件下维持植物细胞稳态，降低氧化性损伤，

确保光合作用的有序进行［1-3］。在豌豆中首次发现

的肌醇半乳糖苷合成酶（GolS，galactinol synthase）

可以催化肌醇和 UDP- 半乳糖反应生成肌醇半乳糖

苷，这是 RFOs 合成的第一步，也是最重要的限速

（调控）步骤［4-5］。

GolS 作为 RFOs 合成的关键酶，植物中的 GolS
基因往往与非生物胁迫相关，且不同的 GolS 基因

在不同非生物胁迫中的作用也不相同。拟南芥

中的 AtGolS2 可以提高转基因水稻的抗旱性，提

高干旱胁迫下的作物产量［6］。小麦中的 TaGolS1
和 TaGolS2 可以应答低温胁迫，过表达后可以提

高转基因水稻的低温胁迫抗性［7］。过表达花生中

的 AdGolS3 的转基因拟南芥植株在干旱和盐胁迫

下棉籽糖含量增加，胁迫症状减轻［8］。GolS 基因

与高温胁迫关系的研究也在逐渐增加。高温胁迫

下，热激因子 HSF3（Heat shock factor 3）调控靶基

因 AtGolS1 的表达，对棉子糖的合成具有促进作 
用［9］。葡萄中的 VvGolS1 在高温胁迫下表达量升

高缘于热胁迫相关转录因子 VvHsfA2 对其启动子

的激活［10］。在丹参的 3 个 GolS 基因中，高温可以

诱 导 SmGolS1 和 SmGolS2 的 表 达［11］。 玉 米 热 激

转 录 因 子 ZmHSFA2 可 以 与 ZmGolS2 启 动 子 上 的

HSE（Heat shock element）元件结合，使其在热激胁

迫下表达量升高［12］。高温和氧化胁迫可以诱导鹰

嘴豆中 CaGolS1 的表达，将其转化拟南芥后可以提

高转基因植物的耐热性［13］。

大豆（Glycine max（L.）Merr.）是世界各地广

泛种植的商业作物。由于全球气候变暖导致的高

温热害是大豆生长迟缓、产量降低的重要因素之 
一［14］。NCBI 数据库搜索结果显示，大豆中存在 6
个 GolS 基 因，GmGolS1 和 GmGolS2-3 定 位 于 大

豆 基 因 组 3 号 染 色 体，GmGolS 定 位 于 大 豆 基 因

组 10 号 染 色 体，GmGolS1-like 和 GmGolS2-1 定 位

于大豆基因组 19 号染色体，GmGolS2-2 定位于大 

豆 基 因 组 20 号 染 色 体。 本 实 验 室 前 期 已 鉴 定

GmGolS2-1 可以提高转基因烟草的耐旱和耐高温

性［15-16］。本研究对大豆 GmGolS1 基因进行克隆，

检测 GmGolS1 在高温、干旱、低温和高盐胁迫下的

表达模式，并对其耐高温性进行鉴定，为大豆 GolS
基因耐热机制的研究提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

大豆种子北豆 9 号、烟草种子 NC89、大肠杆菌

DH5α 菌株和根癌农杆菌 EHA105 菌株均来自齐齐

哈尔大学植物分子育种研究室。

1.2　基因克隆及生物信息学分析

从 NCBI 数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）
下载大豆 GmGolS1 的基因及蛋白序列。GmGolS1
基因 PCR 扩增引物序列列于表 1 中，引物两端添加

Nde I 和 EcoR I 酶切位点。以大豆叶片 cDNA 为模

板，PCR 扩增 GmGolS1 基因编码序列，退火温度均

为 58 ℃。PCR 产物回收后连接 pMD18-T 克隆载

体（Takara 公司），重组质粒经双酶切验证后送生工

生物公司测序验证。

蛋白分子量及等电点的预测使用 Expasy 在线

软 件（https：//web.expasy.org/compute_pi/）。 亚 细

胞定位的预测使用 PSORT 在线软件（https：//www.
genscript.com/psort.html）。蛋白系统进化树的构建

使用 MEGA5 软件。

1.3　基因表达量检测

使用沙土与草炭土（1∶1）的混合物种植大豆

种子（避光 25 ℃培养），6 d 后根长大约 5 cm 时移

入 Hoagland 营养液中水培（自然光下 25 ℃培养），

至幼苗第 1 片三出复叶完全展开，进行非生物胁迫

处理。将幼苗移至 42 ℃培养箱中进行高温胁迫

处理；移至 4 ℃培养箱中进行低温胁迫处理；移至

20% PEG8000 的营养液中进行干旱胁迫处理；移

至 150 mmol/L NaCl 的营养液中进行高盐胁迫处

理。分别在未处理（0 h）及处理 1 h、2 h、5 h、10 h 
和 24 h 进行取样（其中高温处理只取到 10 h，因为

高温处理 24 h 时大豆幼苗已经死亡），剪取 0.1 g 
第 1 片三出复叶，3 次重复，迅速置于液氮中保存 
备用。
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按照说明书提取各时间点样品 RNA（RNAiso 
Plus，Takara 公 司）并 反 转 录 成 第 一 链 cDNA

（cDNA 反 转 录 试 剂 盒，Novoprotein 公 司）。 以

cDNA 为模板，大豆 β-Tubuin 为内参基因（GenBank
登录号：GMU12286）［15］，通过实时荧光定量 RT-
PCR（qRT-PCR，real-time fluorescence quantitative 

RT-PCR）检测 GmGolS1 基因的表达量（TB Green 
Premix Ex TaqⅡ，Takara 公 司）。qRT-PCR 体 系 和

参数设置参照何佳琦等［17］。qRT-PCR 引物序列列

于表 1 中。所有处理进行 3 次重复，基因相对表达

量依据 2- △△ Ct 法计算。使用 SPSS 软件和 Excel 软

件进行处理数据和图片制作。

表 1　PCR 引物序列
Table 1　Primer sequences for PCR

引物名称
Name of primer

上游引物 5′–3′
Forward primer

下游引物 5′–3′
Reverse primer

用途
Use

PGmGolS1 CATATGATGGCTCCTGAACTTGTCCC GAATTCTTAAGCTGCTGAAGGCGC PCR 扩增

qGmGolS1 ACTTCAACGCTGGCATGTTCG CAGCATGGCGAGGACAAGATTG qRT-PCR

β-Tubuin ATGAGAGAGTGCATATCGAT TTCACTGAAGAAGGTGTTGAA qRT-PCR

α-Tubulin ATGAGAGAGTGCATATCGAT TTCACTGAAGAAGGTGTTGAA qRT-PCR

1.4　植物表达载体构建及烟草遗传转化

用限制性内切酶 Nde I 和 EcoR I 将测序后的

pMD18-T-GmGolS1 重组质粒双酶切，酶切产物回

收后连接植物表达载体 pRI101（Takara 公司）。重

组质粒经双酶切验证后转化根癌农杆菌 EHA105
感 受 态 细 胞。 烟 草 遗 传 转 化 方 法 参 照 Hoekema 
等［18］。

提取野生型烟草和 T0 代转基因烟草的基因

组 DNA（基因组试剂盒，Takara 公司），以基因组

DNA 为 模 板 进 行 GmGolS1 基 因 的 PCR 扩 增，其

中野生型烟草基因组 DNA 作为阴性对照，pRI101-
GmGolS1 重组质粒作为阳性对照。通过 qRT-PCR
对转基因烟草中 GmGolS1 的表达量进行检测，方法

参照“1.3 基因表达量检测”，退火温度改为 54 ℃，

内参基因选择烟草 α-Tubulin 基因（GenBank 登录

号：AB052822），引物序列列于表 1 中。转基因烟

草 GolS 酶活性检测参照 Qiu 等［15］的方法进行，加

入 GolS 的催化底物肌醇和 UDP- 半乳糖，检测产物

肌醇半乳糖苷的合成量。使用 SPSS 软件和 Excel
软件进行处理数据和图片制作。

1.5　转基因烟草高温胁迫及抗性鉴定

将 8 周龄的野生型烟草和 T1 代转基因烟草在

42 ℃培养箱中进行高温胁迫处理（其间保持土壤湿

润），每个株系处理 3 株，20 h 后取出进行拍照和取

样。电解质渗透率检测参照 Qiu 等［15］；可溶性糖含

量检测参照 Zhai 等［19］；脯氨酸含量检测参照 Bates
等［20］；丙二醛含量检测参照 Shao 等［21］。使用 SPSS
软件和 Excel 软件进行处理数据和图片制作。

2　结果与分析

2.1　GmGolS1 克隆及序列分析

通过 NCBI 数据库获取功能尚未被鉴定的大豆

GmGolS1 基因（GenBank 登录号：XM003521556）。

经 PCR 扩 增 获 得 1020 bp 的 GmGolS1 基 因 编 码

序 列（图 1），测 序 结 果 与 NCBI 数 据 库 中 公 布

的 序 列 相 同。GmGolS1 基 因 定 位 于 大 豆 3 号 染

色 体，含 有 3 个 内 含 子，开 放 阅 读 框（ORF，open 
reading frame）全 长 1020 bp，编 码 的 多 肽 含 有 
339 个氨基酸，分子量预测值 38.82 kDa，等电点

预 测 值 5.47。GmGolS1 蛋 白 的 亚 细 胞 定 位 预

测显示其主要位于细胞质中。GmGolS1 氨基酸

序列具有植物 GolS 蛋白的共同特征：一个保守

的 丝 氨 酸 磷 酸 化 位 点、一 个 锰 离 子 结 合 相 关 的

DXD 元件和一个羧基末端标志性的疏水性五肽 
（图 1）。

2.2　GolS 蛋白系统进化分析

将 大 豆 GolS 蛋 白 与 拟 南 芥（Arabidopsis  
thaliana（L.）Heynh.）、蒺藜苜蓿（Medicago truncatula 
Gaertn.）、沙 东 青（Ammopiptanthus mongolicus

（Maxim. ex Kom.）S. H. Cheng）、陆地棉（Gossypium 
hirsutum L.）、玉 米（Zea mays L.）、小 麦（Triticum 
aestivum L.）等植物中的 19 个 GolS 蛋白构建系统进

化树。蛋白系统进化分析结果表明，GmGolS1 与沙

东青 AmGolS 和蒺藜苜蓿 MtGolS 的亲缘关系较近，

它们均为豆科植物蛋白，在功能上可能具有相似性

（图 2）。
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方框代表保守的丝氨酸磷酸化位点；阴影部分代表锰离子结合相关的 DXD 元件；下划线代表羧基末端疏水性五肽；× 代表终止密码子

The conserved serine phosphorylation site is in the box，the DXD element associated with manganese ion binding is in shadow，the carboxy-terminal 
hydrophobic pentapeptides（APSAA）is underlined，× represents the termination codon

图 1　GmGolS1 核酸及氨基酸序列
Fig.1　Nucleic acid and amino acid sequence of GmGolS1

2.3　GmGolS1 非生物胁迫诱导表达分析

qRT-PCR 结 果 显 示（图 3），高 温 胁 迫 下，

GmGolS1 的表达量迅速升高，在处理后 2 h 达到最

大值，达到未处理对照的 74.4 倍，最低值出现在处

理后 5 h，达到未处理对照的 26.3 倍。低温、干旱和

高盐胁迫下，GmGolS1 的表达量也有不同程度升

高，但表达量变化均未超过未处理对照的 12 倍，与

高温胁迫处理相比表达量变化不明显。以上结果表

明 GmGolS1 在大豆幼苗中可以不同程度的应答高

温、低温、干旱及高盐胁迫，且高温胁迫下 GmGolS1
的表达量升高最明显。

2.4　GmGolS1 转基因烟草鉴定

基 因 组 DNA PCR 检 测 结 果 显 示，共 获 得 4
个 GmGolS1 过表达转基因烟草株系，分别命名为

OE1~OE4（图 4A）。GmGolS1 在 4 株 转 基 因 烟 草

株 系 中 的 表 达 量 如 图 4B 所 示，OE2 中 GmGolS1
的表达量最高，其次为 OE3，因此后续选择 OE2 和

OE3 对 GmGolS1 基 因 进 行 功 能 鉴 定。 烟 草 GolS
酶活性检测结果显示（图 4C），OE2 和 OE3 中 GolS
酶活性显著高于野生型烟草，表明在转基因烟草中

GmGolS1 转录后的产物发挥了 GolS 的催化活性。

2.5　GmGolS1 转基因烟草耐高温性鉴定

GmGolS1 对高温胁迫的应答最明显，因此对

GmGolS1 转基因烟草的耐高温性进行鉴定。高温

胁迫处理 20 h 后的烟草表现如图 5 所示，野生型

烟草植株脱水严重，植株萎蔫，而 GmGolS1 转基因

烟草植株表型变化不大，植株的生长没有受到明显 
影响。
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MsGolS(AAM97493) Medicago sativa L.

VhGolS (AGW51291) Vicia hirsuta L.）Gray

AtGolS2 (AAG09103) Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.

ArGolS1 （CAB51533） Ajuga reptans L.

XvGolS（ABK27907） Xerophyta Viscosa Baker.

MtGols（KEH24464） Medicago truncatula Gaertn.

AtGolS1（AAB63818） Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.

GmGolS2-1(NP001341795)  Glycine max（L.）Merr.

VpGolS1（ABQ12640）  Verbascum phoeniceum L.

ArGolS2（CAB51534） Ajuga reptans L.

PsGols（CAB51130） Pisum sativum L.

BnGols（ACJ15472） Brassica napus L.

CaGolS1（ADM92588） Coffea arabica L.

AtGolS3（BAB78532） Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.

TaGols（BAF51565） Triticum aestivum L.

CsGolS2(AKS29170) Camellia sinensis（L.）O.Ktze.

ZmGolS2 （AAQ07249） Zea mays L.

CsGolS1（AGQ44777） Camellia sinensis(L.)O.Ktze.

GhGolS（AFG26331） Gossypium hirsutum L.

GmGolS1（XP003521604 Glycine max（L.） Merr.

AmGols（ABF66656） Ammopiptanthus mongolicus（Maxim.ex Kom.）S.H.Cheng

括号里列出的是 GenBank 登录号

GenBank accession numbers are listed in parentheses

图 2　植物 GolS 蛋白系统进化树
Fig.2　Phylogenetic tree of plant GolS proteins

字母（abc）表示显著性水平，采用单因素方差分析（P ≤ 0.05），下同

Letters（abc）represents the level of significance according to one-way ANOVA with post hoc Duncan′s test（P ≤ 0.05），the same as below

图 3　GmGolS1 在非生物胁迫下的表达
Fig.3　Expression of GmGolS1 under abiotic stresses
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A：烟草基因组 DNA PCR 检测；B：GmGolS1 在转基因烟草株系中的表达量；C：转基因烟草 GolS 酶活性；M：DL2000 分子量标记物； 
WT：野生型烟草；+：pRI101-GmGolS1 阳性质粒；OE1~OE4：转基因烟草，下同

A：Genomic DNA PCR detection of tobacco，B：Expression levels of GmGolS1 in transgenic tobacco lines，C：GolS enzyme activity in transgenic tobacco 
lines，M：DL2000 marker，WT：Wild type tobacco ，+：pRI101-GmGolS1 positive plasmid，OE1-OE4：Transgenic tobacco，the same as below

图 4　GmGolS1 转基因烟草鉴定
Fig.4　Identification of GmGolS1 transgenic tobacco

图 5　野生型烟草与 GmGolS1 转基因烟草高温胁迫下的表型
Fig.5　The phenotype of wild type tobacco and GmGolS1 

transgenic tobacco under heat stress

对高温胁迫处理下野生型烟草和 GmGolS1 转基

因烟草叶片的电解质渗透率、可溶性糖、脯氨酸及丙二

醛含量进行检测。高温胁迫处理 20 h 后，OE2 和 OE3
叶片的电解质渗透率显著低于野生型烟草（图 6A）；

野生型烟草和转基因烟草中可溶性糖含量在高温胁

迫后均升高，且转基因烟草中可溶性糖含量高于野生

型烟草（图 6B）；野生型烟草和转基因烟草中脯氨酸

含量在高温胁迫处理后均升高，但转基因烟草与野生

型烟草之间脯氨酸含量的差异不显著（图 6C）；高温

胁迫后，野生型烟草和转基因烟草中丙二醛含量均升

高，但转基因烟草中丙二醛含量显著低于野生型烟草 
（图 6D）。以上结果表明，高温胁迫下，GmGolS1 转基

因烟草株系能够积累更多的可溶性糖，拥有更强的过氧

化物清除能力，叶片细胞受损害的程度低于野生型烟

草。GmGolS1 提高了转基因烟草的耐高温胁迫能力。

** 和 * 分别表示差异显著（P < 0.05）和差异极显著（P < 0.01）
** and * indicate significant differences at P < 0.05 and P < 0.01，respectively

图 6　GmGolS1 转基因烟草高温胁迫下生理指标检测
Fig.6　Detection of physiological indexes of GmGolS1 transgenic tobacco under heat stress



2 期 李铭杨等：大豆 GmGolS1 的克隆及转基因烟草耐高温性鉴定 581

3　讨论

高温严重阻碍作物的生长发育，是致使作物减

产的一个重要因素。受全球气候变暖的影响，农作

物受高温胁迫侵害的比重激增，给农业生产造成了

巨大损失。调查显示，全球平均气温每升高 1 ℃，大

豆平均减产 3.1%［22］。RFOs 是植物中广泛存在的

一类水溶性碳水化合物，在植物遭受非生物胁迫时

可以大量积累，提高植物对各种非生物胁迫的抵抗

力。GolS 基因在其他植物中的抗性研究开展较早，

但在大豆的 6 个 GolS 基因中只有 GmGolS2-1 的功

能得到了鉴定［15］。

GmGolS1 的基因序列内存在 3 个内含子，这与

拟 南 芥 AtGolS1 及 大 豆 GmGolS2-1 和 GmGolS2-2
序列中的内含子数目一致［15］。在 GmGolS1 氨基酸

序列中含有 1 个保守的丝氨酸磷酸化位点、1 个锰

离子结合相关的 DXD 元件和 1 个羧基末端疏水性

五肽，这些都是植物 GolS 蛋白的标志性特征［15，23］。

后续的研究也证明在转基因烟草中 GmGolS1 编码

产物具有 GolS 的催化活性，转基因烟草中 GolS 酶

活性显著高于野生型烟草，同样转基因中可溶性糖

含量也高于野生型烟草。

植 物 中 往 往 存 在 多 个 GolS 基 因 成 员，不 同

GolS 基因对不同非生物胁迫的应答差异较大。例

如，拟南芥中的 AtGolS1 和 AtGolS2 应答干旱和高

盐胁迫，而 AtGolS3 则应答低温胁迫［24］。在大豆

中，GmGolS1 主要应答高温胁迫，而 GmGolS2-1 和

GmGolS2-2 则主要应答干旱胁迫［15］。应答高温胁

迫的 GolS 基因也越来越多的被人们发现，例如葡萄

中的 VvGOlS1［10］、鹰嘴豆中的 CaGolS1［13］及丹参

中的 SmGolS1 和 SmGolS2 等［11］。由此预见植物中

的部分 GolS 基因应该在植物抵御高温胁迫时发挥

重要作用。前人研究表明，GolS 基因之所以能够应

答高温胁迫是因为它们的启动子中含有 HSE 顺式

作用元件，可以被热激转录因子 HSF 调控［9-10，12］。

而 GmGolS1 的启动子序列中没有 HSE 元件（数据

未列出），推测 GmGolS1 可能通过其他途径来应答

高温胁迫。

与明显应答高温胁迫相反，GmGolS1 对低温、

干旱和高盐胁迫的应答并不明显，这也可能是本研

究选取的胁迫处理方法导致的。本研究只对转基

因植物的耐高温性进行了鉴定。植物遭受高温胁

迫时首先会脱水，进而影响植物体内自由基产生和

消除的平衡，产生过氧化作用，破坏细胞膜的完整 

性［25］。高温胁迫处理后 GmGolS1 转基因烟草在植

株表现、电解质渗透率、可溶性糖含量及丙二醛含

量方面的表现均好于野生型烟草。综合来看，OE2
株系在高温胁迫下的表现好于 OE3 株系，这应该

与 OE2 株系中 GmGolS1 的表达量高于 OE3 株系

相关，且 GolS 活性检测结果也显示 OE2 株系高于

OE3 株系。但转基因烟草与野生型烟草之间脯氨

酸含量的差异不显著，由此推测 GmGolS1 转基因烟

草的耐高温胁迫能力的提高可能主要是可溶性糖

等渗透调节物质含量提高的结果。以上结果表明，

GmGolS1 提高了转基因烟草的耐高温性，且转基因

烟草耐高温能力的提高与 GmGolS1 的表达量呈正

相关，这与 Qiu 等［15］的研究结果相符。
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