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大豆 GmBRI1 基因家族的鉴定及其对根瘤菌侵染的响应
杨家慧，黄乐香，刘郅贤，苏伯鸿，赵苗羽，邢程顺，刘宝辉，赵晓晖

（广州大学生命科学学院/广东省植物适应与分子设计重点实验室，广州 510006）

摘要：大豆（Glycine max (L.) Merr.）在世界粮食和经济作物中占据重要地位，与其他作物不同，大豆可以与根瘤菌形成共生关系，

进行生物固氮。油菜素类固醇（BR, brassinosteroid）是调控植物生长发育的重要植物激素，位于细胞膜上的受体 BRI1（Brassinosteroid

insensive 1）在 BR信号转导过程中起关键作用。虽然已有研究表明 BR对大豆结瘤具有负调控作用，但 BR受体 GmBRI1在共生

固氮方面的功能尚不明确。因此，鉴定与解析 GmBRI1基因家族成员的特征与功能对于揭示 GmBRI1在大豆生长发育中的独特作

用至关重要。本研究利用生物信息学方法在大豆基因组中共鉴定出 6个 GmBRI1基因，非均匀地分布在 4条染色体上，氨基酸数

量在 1 136-1 211 aa之间，亮氨酸占比最高，均为酸性的稳定蛋白。系统发育分析显示，GmBRI1基因家族可分为 3个亚家族，同

一亚家族的基因结构和保守基序分布高度相似。共线性分析表明片段复制是 GmBRI1基因家族扩张的主要原因。GmBRI1基因家

族的启动子上含有丰富的调控大豆光响应、激素响应、逆境响应和生长发育过程的顺式作用元件。GmBRI1的潜在磷酸化位点数

量在 111-132之间。预测了与 GmBRI1互作的蛋白有 19个，直接结合的有 9个，通过与多种蛋白互作参与到 BR信号转导途径中

调控多种生物学过程。GmBRI1家族基因在根和根瘤中均表达，而且 GmBRI1a、GmBRI1b、GmBRL1a和 GmBRL1b在受到根瘤菌

侵染后下调表达。本研究为大豆 GmBRI1基因的功能研究提供了新的理论依据，并证明了它们在根瘤菌侵染早期发生响应，这为

深入了解 GmBRI1基因家族在大豆共生结瘤中的功能与分子机制提供了基础信息。
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Abstract: Soybean ( Glycine max ( L. ) Merr. ) occupies an important position in food and economic crop worldwide. Unlike other

crops, soybean can form a symbiotic relationship with rhizobia for biological nitrogen fixation. Brassinosteroids ( BRs ) is an important

plant hormone that regulates plant growth and development. Brassinosteroid insensive 1 ( BRI1 ), a receptor located on the cell membrane,

plays a key role in the BR signal transduction. Although previous studies have shown that BR negatively regulates nodule formation in

soybean, but the function of the BR receptor GmBRI1 in symbiotic nitrogen fixation remains unclear. Therefore, it is important to identify

and elucidate the characteristics and functions of GmBRI1 gene family members to reveal the unique role of GmBRI1 in soybean growth

and development. In this study, six GmBRI1 genes were identified in the soybean genome by bioinformatics methods, which were unevenly
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distributed on four chromosomes. The number of amino acids ranged from 1136 to 1211 aa, with leucine accounting for the highest

proportion, all of which were acidic and stable proteins. Phylogenetic analysis showed that the GmBRI1 gene family could be divided into

three subfamilies. The genes structure and conserved motif distribution within the same subfamily were highly similar. Synteny analysis

indicated that the expansion of GmBRI1 gene family may depend on fragment repetition events. Promoter analysis showed that most

GmBRI1 gene promoters contain multiple cis-elements related to light, hormone, stress response and growth and development. The number

of potential phosphorylation sites of GmBRI1 ranged from 111 to 132. The protein interaction network predicted that there were 19

proteins interacting with GmBRI1 and 9 proteins directly binding, which participate in the regulation of various biological processes in the

BR signal transduction pathway by interacting with various proteins. The GmBRI1 family genes were expressed in both roots and nodules,

GmBRI1a, GmBRI1b, GmBRL1a and GmBRL1b were down-regulated after rhizobia infection. This study provided a new theoretical basis

for the functional research of soybean GmBRI1 family genes, and proved that they responded in the early stage of rhizobium infection,

which provided basic information for further understanding of the functions and molecular mechanisms of the GmBRI1 gene family in

soybean symbiotic nodulation.

Key words: soybean; GmBRI1 gene family; BR receptor; nodulation; rhizobia

大豆（Glycine max（L.）Merr.）不仅因其植物蛋白质和油脂含量高而成为世界范围内的主要经济作物之一

[1]，还因其独特的固氮能力使之在农业生产中具有重要的生态效益和经济效益。氮素是植物生长发育的基本元

素，在调节植物生长、产量增减和品质组成等方面具有重要作用，被认为是限制产量和品质决定的关键因素。

尽管土壤中的氮素有限，但豆科植物与其他作物不同，可以与土壤中的根瘤菌形成一种互惠互利的共生体系，

通过形成固氮根瘤来实现生物固氮，不仅能满足宿主植物的氮需求，同时也会释放到土壤中供其他植物吸收使

用[2]。根瘤菌会识别豆科植物根际所分泌的类黄酮化合物，这一过程会诱导结瘤相关基因的表达并促使结瘤因

子（NFs，nod factors）[3]的合成。随后根瘤菌侵染豆科植物的根毛，在中柱鞘细胞形成侵染线并进入植物根皮

层，皮层细胞被激活形成根瘤原基和根瘤[4]。大豆的 NF 受体可以感知并激活结瘤基因的表达，如结瘤起始因

子（NIN，nodule inception）[5]、共生信号途径关键转录因子 NSP1/NSP2（nodulation signaling pathway）[6]和早

期结瘤素基因(ENOD40，Early Nodulin 40）[7]等，NIN和其他因子相互作用，以调节根原基和根瘤的形成[8]。

油菜素内酯（BL，brassinolide）是一种甾醇类化合物，最早在油菜花粉中发现[9]，故将与 BL有相似活性

和结构的化合物统称为油菜素甾醇类化合物（BRs，brassinosteroids）[10]。BR是植物体内一种关键的类固醇激

素，参与生长发育的多个过程，包括细胞的分裂和伸长、维管分化、生殖发育、花粉发育、腋芽生长、根分生

组织发育、开花时间的调控、气孔发育及其开放和关闭、籽粒形态等，还在生物和非生物胁迫中起关键作用[11-12]。

已有研究发现在大豆品种 Enrei及其超结瘤突变体 En6500的叶面喷施 BR或将 BR直接注入根基，会减少根瘤

形成并抑制侧根发育，相反，外源施加 BR生物合成抑制剂芸苔素唑则促进结瘤形成[13]。近期，有研究者发现

BR 信号转导成分 GmBES1-1通过抑制 NF 信号和结节形成来抑制结瘤[14]。BR 信号转导的核心受体，油菜素内

酯不敏感型受体 BRI1（brassinosteroid insensive 1），属于一种位于细胞膜的富含亮氨酸重复受体激酶（LRR-RLK，

leucine rich repeats receptor-like kinase）[15]。它有 25个 LRR结构域，LRR XXI和 LRR XXII之间有一个长度为



70个氨基酸的岛结构域，该结构域为 BRI1 所特有，对感知 BR至关重要[16]。早期研究者通过化学诱变，筛选

出对 BR不敏感的拟南芥（Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.）突变体 bri1，该突变体表现出雄性不育和植株矮

小的特征，随后将控制该突变体的基因命名为 BRI1[17]。BR与 BRI1的细胞外结构域结合，以激活信号转导的级

联反应。在细胞表面没有 BR的情况下，BRI1与 BRI1激酶抑制剂 1（BKI1，BRI1‐associated kinase 1）结合，

处于非活性状态[18]。当感知 BR来临时，BRI1被部分激活并与 BKI1 解离，与另一种 LRR-RLK，BRI1受体相

关激酶 1（BAK1，BRI1-associated kinase 1）相互作用。BRI1 和 BAK1 激酶结构域之间能够相互进行磷酸化[18]，

这个过程最终导致两种转录因子 BES1（BRI1-EMS-suppressor 1）和 BZR1（brassinazole-resistant 1）被激活，

以调节 BR下游基因的表达，进而实现对植物生长与发育过程的调控[19,20]。

在拟南芥中 BRI1基因还有三类同源基因，BRL1（brassinosteroid insensive 1-like 1）、BRL2（brassinosteroid

insensive 1-like 2）和 BRL3（brassinosteroid insensive 1-like 3）。其中只有 BRL1和 BRL3与 BR结合，且能够回

补拟南芥 bri1突变体的矮化表型，是具有功能性的 BR受体[21]。BRI1除了转导 BR信号，在植物逆境胁迫响应

过程中也起着至关重要的作用。例如水稻（Oryza sativa L.）BRI1缺失突变体 d61对根结线虫表现出较强的抗性

[22]。在拟南芥中过表达 AtBRL3基因可以提高拟南芥的耐旱性[23]，而在高粱（Sorghum bicolor L.）中 SbBRI1突

变可以增强植物的耐旱性[24]。此外，在蒺藜苜蓿（Medicago truncatula Gaertn.）中，有研究者发现 mtbri1突变

体结瘤数量减少且表现出固氮缺陷[25]。在豌豆（Pisum sativum L.）的 BR生物合成突变体 lk、BR受体突变体 lkb

以及 bri1中，均发现侧根和根瘤数量减少[26]。这些研究表明 BRI1在植物发育和适应环境变化（如生物和非生

物胁迫）中均起关键作用，且对豆科植物根瘤形成具有重要的调节作用。

针对大豆 GmBRI1 基因的研究，Wang 等[27]和 Peng 等 [28]分别克隆了 GmBRI1a 和 GmBRI1b 基因，发现

GmBRI1a 在大豆快速生长器官和根部中表达较高，且均可以回补拟南芥 bri1-5 突变体的生长缺陷，验证了

GmBRI1a和GmBRI1b在BR信号转导中的受体作用，二者在进化上具有保守性。Chen等[14]通过RNA干扰（RNAi，

RNA interference）降低 GmBRI1a和 GmBRI1b在大豆毛状根中的表达，发现结瘤密度增加，同时 GmBRI1b过

表达的大豆植株结瘤数量减少。BRI1作为 BR的重要受体，目前已报导的大豆 GmBRI1基因的研究大部分依赖

于回补拟南芥突变体且只集中在家族成员 GmBRI1a和 GmBRI1b上，对 GmBRI1基因家族的功能研究在大豆体

内的验证还缺少证据，尤其在共生结瘤中的研究还不全面。因此，本研究对大豆 GmBRI1基因家族进行鉴定和

综合分析，包括蛋白质的理化性质、基因结构、染色体定位、系统发育分析、顺式作用元件分析、磷酸化位点

预测、蛋白互作网络预测以及表达模式分析等，探索 GmBRI1家族基因与根瘤菌侵染反应的关系，为深入解析

GmBRI1家族基因在大豆共生结瘤中的功能提供研究基础。



1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究所用的植物材料是大豆参考基因组品种Williams 82（Wm82），所用根瘤菌菌株为 USDA110。选择

发育良好的大豆成熟种子在灭菌蛭石中萌发，在人工气候室中培养，培养条件为 25℃恒温、16 h光照/8 h黑暗

的长日照光周期条件，相对湿度 70%。生长 7 d后接种根瘤菌，浓度用蒸馏水调至 OD600 = 0.08，每株大豆苗

接种 30 mL根瘤菌。

1.2 试验方法

1.2.1 GmBRI1 基因家族成员的鉴定 以 4 个拟南芥 BRI1 家族蛋白序列 AtBRI1（AT4G39400）、AtBRL1

（ AT1G55610）、 AtBRL2（AT2G01950）和 AtBRL3（AT3G13380）作为参考序列，在 Phytozome 13

（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/）数据库下载大豆全基因组序列进行 BLASTP 分析，并利用 Pfam 数据库

（http://pfam.xfam.org/search）获得 BRI1 蛋白的典型结构域，岛状结构域 PF 号（PF20141），利用 TBtools 的

Hmm Search 工 具 进 行 筛 选 。 然 后 使 用 SMART （ http://smart.embl-heidelberg.de/ ） 和 CDD

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）确认 GmBRI1家族基因的候选成员。

1.3.2 GmBRI1 蛋白理化性质预测 通过 ExPASy 在线网站中的 Prot Param（https://web.expasy.org/protparam/）

对大豆 GmBRI1 蛋白的氨基酸数量、分子量、分子式、原子数等进行理化性质分析[29]，并利用同个网站的 Prot

Scale （ https://web.expasy.org/protscale/ ） 预 测 蛋 白 疏 水 性 。 通 过 NetPhos 网 站

（https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/）对 BRI1家族成员进行磷酸化位点预测[30]。

1.3.3 GmBRI1基因家族的系统发育分析 在 Phytozome 数据库中获取拟南芥、百脉根（Lotus corniculatus L.）、

蒺藜苜蓿、番茄（Solanum lycopersicum L.）、水稻、玉米（Zea mays L.）、高粱的氨基酸序列，使用 Hmm search

搜索 7个物种中含有 BRI1蛋白典型的结构域的基因，利用 MEGA 11进行氨基酸序列多重比对，并通过相邻连

接法（Neighbor-Join, NJ）构建系统发育树[31]，bootstrap值设置为 1000。利用 ChiPlot对生成的系统发育树进行

美化（https://www.chiplot.online/）。

1.3.4 GmBRI1 基因结构和保守基序分析 保守基序通过在线工具MEME（https://meme-suite.org/meme/）检索[32]，

使用 TBtools工具完成可视化。利用 TBtools中的 Visualize Gene Structure插件进行基因结构分析。

1.3.5 染色体定位与共线性分析 利用大豆基因组的 GFF3文件和 TBtools确定每个 GmBRI1家族基因的染色体

位置[33]。使用TBtools中的One Step MCScanX插件对大豆物种内GmBRI1基因进行共线性分析[33]，使用Advanced

Circos插件进行可视化。使用 TBtools中 Dual Systeny Plot插件对大豆及其他物种的种间共线性进行分析。



1.3.6 顺式作用元件分析 获取 GmBRI1家族基因的转录起始位点上游 2 000 bp 的基因组序列，利用在线工具

PlantCARE（http://bioinformatics.psbugent.be/webtools/plantcare/html/）对每个成员的启动子序列进行顺式作用元

件分析[34],利用 Excel工具可视化。

1.3.7 GmBRI1互作蛋白预测 利用网站 Uniprot（https://www.uniprot.org/）得到 GmBRI1 家族所对应的蛋白

ID，导入在线网站 STRING（https://cn.string-db.org/），选择“Multiple sequences”，设置物种为“Glycine max”，线

条粗细表示两个相连蛋白质之间互作的强度，最低互作置信度为中等可信度 0.400，最大互作数中第一层、第二

层设置为 10个，其余参数设置为默认。

1.3.8 GmBRI1 基因家族的表达分析 在接种根瘤菌 0 h、12 h、24 h采集根毛样品，以及接种 28 d后采集根毛

和根瘤样品。使用 Ultrapure RNA Kit 试剂盒（康为世纪生物科技股份有限公司，江苏），提取样品总 RNA。

采用 HiScript III RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）试剂盒（诺唯赞生物科技股份有限公司，南京）将每个

样品的总 RNA逆转录合成第一链 cDNA。使用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix（诺唯赞生物科技股份

有限公司，南京），在实时荧光定量 PCR仪（罗氏，瑞士）进行 qRT-PCR。反应体系为 10 μL，反应程序为三

步法：95℃预变性 1 min，1个循环；95℃变性 5 s，60℃延伸 30 s，共 40个循环。内参基因为大豆 GmTubulin

（表 1），采用 2−ΔΔCT方式计算 GmBRI1家族基因的相对表达水平。3次生物学重复。利用 GraphPad Prism 9.0

软件的 Student’s t-test方法进行显著性分析并作图。

表 1 qRT-PCR引物列表

Table 1 Primer sequences for qRT-PCR

引物名称

Primer Name

引物序列

Primer Sequence (5′-3′)

GmTubulin-qF TCTTGGACAACGAAGCCATCT

GmTubulin-qR GGTGAGGGACGAAATGATCT

GmBRI1a-qF TCCTCCTCATTAACCTCCCT

GmBRI1a-qR TTGAGAAGCCAAGAAACGAC

GmBRI1b-qF AACCTCCAATCCCTCAACCTC

GmBRI1b-qR TTTGTTGCCTTTGAGAGAGA

GmBRL1a-qF GTATGATCTACCTTGACCTTTCC

GmBRL1a-qR AAGAAAGACCCTCCAATGCC

GmBRL1b-qF AACAAACTAACGGGTCAACTCAG

GmBRL1b-qR GAACTAGATTCTTGCACGAACC

GmBRL2a-qF AATGACAACAGCCAAACCAC

GmBRI2a-qR AAACCACCACACCCAATGAG

GmBRL2b-qF CAAGAATGATAACAGCCAACCC

GmBRI2b-qR AGCAACAGAGATGAGAATTCCC

GmNIN1a-qF CATCTTGAGCCTCTACCACC



GmNIN1a-qR GCTTTGACTCTAAAAGTGCCGG

GmENOD40.1-qF TGGACAACACCCTCTAAACCA

GmENOD40.1-qR GTGAGGGAGTGTGAGGAGTGA

2 结果与分析

2.1 GmBRI1 家族成员的鉴定及理化性质分析

利用拟南芥的 4个 BRI1 蛋白序列作为参考，筛选出大豆基因组中有 6 个 GmBRI1家族成员，与已报导的

结果一致 [28]，分别命名为 GmBRI1a（Glyma.06G147600），GmBRI1b（Glyma.04G218300），GmBRL1a

（ Glyma.04G115700 ）， GmBRL1b （ Glyma.06G320600 ）， GmBRL2a （ Glyma.05G136900 ）， GmBRL2b

（Glyma.08G092200）。为了解 GmBRI1家族成员的生物学特征和潜在功能，对 GmBRI1基因家族成员进行分析，

包括其在染色体上的位置、开放阅读框长度、氨基酸数量、分子量、理论等电点（pI）等。结果如表 2 所示，

这 6个 GmBRI1家族成员的开放阅读框在 3 411-3 636 bp之间；氨基酸数量在 1 136-1 211 aa之间；分子量范围

为 124.44-132.5 kD；原子数为 17 575-18 711之间；等电点在 5.85-6.44之间，均小于 7.0，为酸性蛋白；不稳定

系数在 30.9-36.66之间，均为稳定蛋白；亲脂系数在 96.96-101.24，均被预测为疏水性。蛋白所含的主要氨基酸

比例中均是亮氨酸 Leu含量最高（14.7%-15.4%），其次是丝氨酸 Ser含量（10.1%-12%），这可能与富含亮氨酸

重复的受体激酶性质有关。综上，尽管 6个 GmBRI1成员的氨基酸数目、分子量、分子数、原子数目存在差异，

但差距不大且不同成员之间具有一定的相似性，这些结果表明 GmBRI1家族成员之间可能存在功能的冗余性。

表 2 GmBRI1基因家族理化性质

Table 2 Physicochemical properties of GmBRI1 gene family in soybean

基因名称

Gene Name

基因位置

Gene location

开发阅读框

ORF (bp)

蛋白长度

Protein length (AA)

分子量

Molecular weight (kD)

分子式

Formula

原子数目

Total number of atoms

GmBRI1a Chr06:12052121 - 12056526 3555 1184 129.33 C5763H9119N1539O1741S47 18209

GmBRI1b Chr04:48926007 - 48930251 3564 1187 129.01 C5752H9111N1531O1735S48 18177

GmBRL1a Chr04:13274335 - 13277947 3612 1203 130.91 C5851H9266N1568O1747S43 18475

GmBRL1b Chr06:50922018 - 50925654 3636 1211 132.5 C5920H9390N1596O1762S43 18711

GmBRL2a Chr05:32948083 - 32953596 3522 1173 128.94 C5712H9184N1542O1732S55 18225

GmBRL2b Chr08:6973835 - 6977613 3411 1136 124.44 C5504H8849N1493O1677S52 17575

基因名称

Gene Name

等电点

pI

不稳定系数

Instability index

脂肪系数

Aliphatic index

疏水性

Hydrophobicity

主要氨基酸

Major amino acids（%）

磷酸化潜在位点

Phosphorylation potential



GmBRI1a 6.27 36.66 96.96 Hydropathicity
Leu 15.4,Ser 11.7,

Asn 7.4,Gly 7.3
132

GmBRI1b 6.23 35.87 98.69 Hydropathicity
Leu 15.4,Ser 12.0,

Gly 7.6,Asn 7.3
123

GmBRL1a 5.97 33.49 101.24 Hydropathicity
Leu 14.7,Ser 11.1,

Gly 8.1,Asn 6.9
123

GmBRL1b 6.44 34.19 100.64 Hydropathicity
Leu 14.8,Ser 11.3,

Gly 7.8,Asn 6.9
123

GmBRL2a 5.91 30.9 101.3 Hydropathicity
Leu 15.1,Ser 10.1,

Gly 7.3,Asn 6.9
117

GmBRL2b 5.85 31.04 100.76 Hydropathicity
Leu 15.2,Ser 10.2,

Gly 7.7,Asn 6.9
111

2.2 不同物种的 BRI1系统发育分析

为了研究大豆和其他物种 BRI1 的系统发育关系，分析了来自 8个物种的 30个 BRI1 蛋白序列。双子叶植物，

大豆中有 6个成员、拟南芥有 4个成员、百脉根有 3个成员、蒺藜苜蓿有 2个成员、番茄有 3个成员。单子叶

植物，水稻有 4个成员、玉米有 5个成员、高粱有 3个成员。系统发育树显示这些 BRI1 成员可以划为 3个亚

家族（图 1），分别是 BRI1（10个成员）、BRL1/3（12个成员）和 BRL2（8个成员）。除了蒺藜苜蓿以外，

其余 7个物种在三个亚家族中均有成员，属于同一亚家族的基因可能在进化过程中扮演相似的角色，具有保守

性。同时每个亚家族又进一步分为双子叶植物和单子叶植物两个小分支，表明双子叶植物和单子叶植物之间

BRI1 基因的结构和功能可能存在明显差异。



不同的亚家族由不同颜色代表；不同符号代表不同物种：拟南芥（空心星号）；大豆（红色星号）；百脉根（空心正方形）；蒺藜苜蓿（红色正方形）；番茄

（红色圆形）；水稻（空心圆形）；玉米（空心三角形）；高粱（红色三角形）

Different colors represent different subfamilies; Different symbols represent different species; Arabidopsis thaliana ( hollow star ); Glycine max ( red star );

Lotus corniculatus ( hollow square ); Medicago truncatula ( red square ); Solanum lycopersicum ( red circles ); Oryza sativa ( hollow circles ); Zea mays ( hollow

triangle ); Sorghum bicolor ( red triangle )

图 1 BRI1基因家族的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of BRI1 gene family

2.3 GmBRI1 基因分布及共线性分析

为了准确了解 GmBRI1基因在染色体上的位置，利用大豆基因组 GFF3 文件和 TBtools绘制染色体定位分

布图。6个 GmBRI1基因不均匀的分布在 4条染色体上（图 2），两对同源基因 GmBRI1a与 GmBRI1b、GmBRL1a

与 GmBRL1b分别分布在染色体 Chr 04和 Chr 06上，GmBRL2a与 GmBRL2b分布在 Chr 05和 Chr 08染色体上。

大豆是典型的古多倍体，先后经历了两次全基因组多倍化并伴随着缓慢的二倍化过程，导致近 75％的基因以多

拷贝形式存在[35]。除了多倍体事件以外，片段复制也是基因家族产生并扩张的主要原因[36]。种内共线性分析显

示，大豆基因组中 6个 GmBRI1家族基因存在 3个片段复制事件（GmBRI1a/GmBRI1b、GmBRL1a/GmBRL1b、

GmBRL2a/GmBRL2b）（图 3），这些基因对之间具有高度同源性，意味着它们可能在功能上相对保守，共同调控



大豆相同的生物学过程。

有研究指出物种间同源性高的基因对之间可能具有共线性，从而使它们具有相似的生物学特征和表达模式

[37]。为了解析 BRI1基因家族的进化关系，我们构建了 8个物种的 BRI1基因家族种间共线性图谱（图 4），包括

典型的双子叶模式植物、豆科植物以及单子叶植物，即大豆与拟南芥、百脉根、蒺藜苜蓿、番茄、水稻、玉米

和高粱的比较综合图谱，与大豆 GmBRI1基因关联强度由高到低为：百脉根（6对）、拟南芥（6对）、番茄（6

对）、蒺藜苜蓿（4 对）、水稻（2 对）、玉米（0 对）、高粱（0 对），即大豆与双子叶植物 BRI1基因存在 22对

共线性关系，而在被测单子叶植物中只与水稻存在 2对共线性关系，在玉米和高粱中均未发现共线性关系。其

中 GmBRI1a、GmBRI1b、GmBRL1a和 GmBRL1b与 4个物种（拟南芥、百脉根、蒺藜苜蓿、番茄）的同源基因

有关，GmBRL2a和 GmBRL2b与 3个物种（拟南芥、百脉根、水稻）的同源基因有关。表明 BRI1和 BRL1同源

基因对可能在单、双子叶植物分化之后才在双子叶植物中出现。值得注意的是，虽然大豆、百脉根与蒺藜苜蓿

同为豆科植物，但大豆 GmBRL2a和 GmBRL2b基因只与百脉根存在共线性关系，而蒺藜苜蓿中并不存在，表明

大豆与百脉根的亲缘关系可能更近，而且 BRL2同源基因对可能出现在大豆、百脉根与蒺藜苜蓿分化之后。根

据种间共线性分析的结果，说明 BRI1基因在双子叶植物和单子叶植物的进化过程中可能发生了显著的变异和

重复，而且极有可能在双子叶植物的分化过程中发挥更重要的作用。

比例尺以兆碱基（Mb）为单位。染色体上的颜色表示基因的密度，红色表示最高密度，蓝色表示最低密度

The scale is measured in Megabase ( Mb ). The colors on the chromosome represent the density of the gene, red represents the highest density, and blue represents the

lowest density

图 2 GmBRI1 基因家族在染色体上的分布

Fig. 2 Chromosomal distribution of GmBRI1 gene family



红色曲线连接片段复制的基因对。外侧部分指示基因在染色体上的对应位置，黄色框对应不同的染色体（Chr 01-Chr 20）。红色锯齿线突出显示了每条染色

体上的基因密度高低。图的内侧框进一步强调了染色体内的基因密度

Red curved line connects duplicated gene pairs. The outer part indicates the location of these genes on the chromosome, and the yellow boxs correspond to different

chromosomes ( Chr01-Chr20 ). Red serrated lines highlight the gene density on each chromosome. The inner frames of the chart further emphasize the gene density in

the chromosome

图 3 GmBRI1 基因家族的种内共线性分析

Fig. 3 Synteny analysis of GmBRI1 genes family in soybean



红色高亮线为 GmBRI1基因的物种间共线性对，灰色线条为大豆与其他物种基因组的所有共线性区块

The red lines highlight collinear pairs of GmBRI1 genes, while the gray lines in the background represent collinear blocks between the genome of soybean and the

other species

图 4 大豆与不同物种间 BRI1 基因的共线性分析

Fig. 4 Synteny analysis of BRI1 gene between soybean and other species



2.4 GmBRI1 基因结构和保守基序分析

为了探究大豆 GmBRI1 家族基因结构的保守性和功能的多样性，根据其编码序列和基因组信息，利用

TBtools 以及 MEME Suitez 在线网站分析了 GmBRI1 家族成员的基因结构和保守基序。基因结构分析表明，

GmBRI1家族基因均没有内含子（图 5A、B）。无内含子基因是一种在转录过程中无需内含子剪切步骤从而快速

应答相应外界因素的基因，可以更快速的完成转录过程[38]。大豆 6个 GmBRI1成员的 UTR序列长度不尽相同，

UTR 在分子遗传学中具有重要作用，通过富含的顺式作用元件精细调控基因的时空表达模式。因此，推测

GmBRI1成员之间可能会参与不同的生物学过程。所有 GmBRI1家族成员都包含 10个Motif，且同源基因之间

的Motif分布具有相似性（图 5C），表明同源基因间保守性较高，可能具有相似的生物学功能。

综上分析表明，GmBRI1家族成员既具有蛋白功能的相对保守性，同时又存在不同成员间的分工协作以快

速应对或缓冲各种不同的外界环境变化。这为深入了解 GmBRI1家族基因的功能提供了重要线索。

A：系统发育树；B：基因结构；C：保守基序

A： Phylogenetic tree;B：Gene structure; C:Conserved motif

图 5 GmBRI1 基因家族的基因结构和保守基序分析

Fig. 5 Analysis of gene structure and conserved motifs of GmBRI1 gene family

2.5 GmBRI1 基因启动子的顺式元件分析

基因的表达调控取决于启动子区顺式作用元件的种类和数量。为了探索 GmBRI1基因潜在的转录调控机制，

本研究选取 GmBRI1基因转录起始位点上游 2 000 bp序列分析其中的顺式作用元件。结果显示，共鉴定出 27

种顺式作用元件，Box 4和 G-box元件在 GmBRI1家族基因启动子中大量富集，表明 GmBRI1家族基因可能会

受到特定光信号的诱导。除了含有丰富的光响应元件外，还存在与调节生长发育、逆境胁迫和激素相关的元件

（图 6）。GmBRL1a和 GmBRL1b启动子的激素响应元件占比较大，分别为 6个和 8个，表明这两个基因可能在

激素通路中发挥主要作用；而 GmBRL2b和 GmBRI1b的胁迫响应元件居多，分别为 7个和 6个，这两个基因可

能在应对逆境中发挥关键作用，预示着 GmBRI1家族基因在功能上具有不同程度的差异性。



以上分析表明，GmBRI1家族基因在调控光响应、激素响应、逆境胁迫和生长发育过程中发挥重要的作用，

而且家族成员之间既存在功能的保守性又有差异，可能在长期演化过程中通过调整家族成员的基因表达，产生

了新的基因功能，以确保植物在生长发育及应对各种环境变化时由不同的 GmBRI1家族成员协同或独立的发挥

作用。

不同的顺式元件以不同的颜色表示

The different cis-elements are indicated by different colors

图 6 GmBRI1 基因家族启动子的顺式作用元件分析

Fig. 6 Analysis of cis-acting elements in the promoter of GmBRI1 gene family

2.6 GmBRI1家族蛋白的磷酸化位点预测

蛋白质的磷酸化修饰在植物发育过程和适应环境变化中的信号传导至关重要[39]。BR 信号转导需要通过其

受体 BRI1 的一些列磷酸化事件启动信号级联反应，并激活下游 BR响应基因的表达。磷酸化主要集中在丝氨酸

（Ser, Serine）、苏氨酸（Thr, Threonine）和酪氨酸（Tyr, Tyrosine）残基上。已知拟南芥 BRI1 的酪氨酸位点 Tyr-831



磷酸化会导致生长抑制和开花延迟，而 Tyr-956磷酸化会抑制 BRI1 激酶的活性[40]。利用 NetPhos 2.0 Server在

线工具，对 GmBRI1 家族成员进行磷酸化位点的预测分析，结果显示 6个 GmBRI1 蛋白的潜在磷酸化位点数量

在 111-132之间，其中 GmBRI1a磷酸化位点最多（表 1）。6个成员均包含丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸位点，3类

位点数量各不相同，但主要都是以丝氨酸和苏氨酸为主（图 7）。因此推测 GmBRI1家族成员之间在 BR信号转

导的功能与活性方面可能既存在一定的保守性又具有一定的差异性。

红色线条代表丝氨酸；绿色线条代表苏氨酸；蓝色线条代表酪氨酸；紫色线条代表阈值

Red lines represent Serine; green lines represent Threonine; blue lines represent Tyrosine; purple lines represent threshold;A:GmBRI1a; B: GmBRI1b; C: GmBRL1a;

D:GmBRL1b; E: GmBRL2a; F: GmBRL2b

图 7 GmBRI1家族蛋白的潜在磷酸化位点预测

Fig.7 Prediction of potential phosphorylation sites of GmBRI1 family protein in soybean.

2.7 GmBRI1的互作蛋白预测

为了深入了解 GmBRI1 家族蛋白的潜在功能，探索与其他因子的相互作用关系，使用在线程序 STRING

（https://string-db.org/）来预测其互作网络。结果显示，GmBRI1 家族蛋白存在复杂的相互作用，共获得 19个

互作蛋白（图 8，表 3），其中 I1K7Y9_SOYBN、K7M5K9_SOYBN、I1JTI5_SOYBN、I1MXP6_SOYBN这 4个

蛋白都属于 BKI1成员，即 BRI1激酶抑制剂，均与 6个 GmBRI1 蛋白直接互作，尤其与 GmBRI1a和 GmBRI1b

存在高强度的互作关系。除此以外，获得的其他直接互作蛋白分别属于 ATP酶、蛋白激酶及含有 BSD结构域



的转录因子。在获得的间接互作蛋白中，GMRIC2 的编码基因 CLE35（CLAVATA3-like 35），属于 CLE

（CLAVATA3/Embryo Surrounding Region）多肽激素家族，所编码的蛋白质在细胞间的信号传递中起着重要作

用，受根瘤菌和硝酸盐诱导，并通过 CLE/SUNN介导的结瘤自调节系统 AON（Autoregulation of nodulation）抑

制根瘤形成[41]；K7MZL8_SOYBN 是MYB 转录因子的一种；A0A0R4J3L2、I1JRY6_SOYBN和 I1NCI9_SOYBN

属于 JAR1（Jasmonate resistant 1）或 JAR4（Jasmonate resistant 4），可以激活 JA 信号途径，已有研究表明 JA

途径介导着植物的生长发育、胁迫响应以及调控根瘤菌的侵染[42,43]；I1KK99_SOYBN、I1LFY8_SOYBN属于类

固醇 5-α-还原酶 DET2（DEETIOLATED2），DET2是催化 BR生物合成过程中的主要限速酶，负责将油菜甾醇

转化为油菜甾烷醇[44]；K7LJB0_SOYBN、K7KGH2_SOYBN属于 PIF3 转录因子。

综上所述，预测出 GmBRI1 家族蛋白与 BRI1 激酶抑制剂 BKI1可以直接互作，或者通过 BKI1招募其他成

员形成更大的蛋白复合体，参与到 BR信号转导途径所调控的不同生物学过程中，其中可能既有 GmBRI1 蛋白

功能保守性的一面，又有调控豆科植物所特有的结瘤过程。

不同的球代表不同的蛋白质；彩色球代表直接互作蛋白，白色球代表间接互作蛋白；连接线段的粗细表示两个相连蛋白的互作强度，

线段越粗表示互作强度越高

Each ball represents a different protein; The color ball represents the direct interaction protein, and the white ball represents the indirect interaction protein; the

thickness of the connecting line thickness indicates the strength of the two connected proteins. The thicker the line , the higher the interaction intensity

图 8 GmBRI1家族成员互作蛋白预测

Fig. 8 Protein interaction prediction of GmBRI1 family members

表 3 GmBRI1互作蛋白列表

Table 3 List of BRI1 interaction protein in soybean
蛋白 ID

Protein ID

基因 ID

Gene ID

蛋白信息

Protein information

K7L4E7_SOYBN Glyma.08G014800 一种 ATP酶；属于 TRAFAC 类驱动蛋白

I1M1N4_SOYBN Glyma.13G224500 受体样蛋白激酶

I1N3A7_SOYBN Glyma.06G085400 受体样蛋白激酶

I1K7Y9_SOYBN Glyma.06G039100 BRI1 激酶抑制剂 1，BKI1；参与 BR 信号转导



K7M5K9_SOYBN Glyma.14G082300 BRI1 激酶抑制剂 1，BKI1；参与 BR 信号转导

I1JTI5_SOYBN Glyma.04G038100 BRI1 激酶抑制剂 1，BKI1；参与 BR 信号转导

I1MXP6_SOYBN Glyma.17G243000 BRI1 激酶抑制剂 1，BKI1；参与 BR 信号转导

K7M043_SOYBN Glyma.13G160600 未知功能的转录因子，具有 BSD 结构域

I1MU51_SOYBN Glyma.17G110900 未知功能的转录因子，具有 BSD 结构域

GMRIC2 Glyma.06G284100 CLE35；参与豆科植物结瘤自调节系统 AON

K7MZL8_SOYBN Glyma.19G219000 MYB 转录因子

A0A0R4J3L2 Glyma.07G057900 JAR1；茉莉酸-酰胺合成酶

I1LFY8_SOYBN Glyma.11G010000 类固醇 5-α-还原酶 DET2；参与 BR 的生物合成

I1KK99_SOYBN Glyma.07G144400 类固醇 5-α-还原酶 DET2；参与 BR 的生物合成

I1JRY6_SOYBN Glyma.03G256200 JAR4；茉莉单酰-L-氨基酸合成酶

K7LJB0_SOYBN Glyma.10G138800 转录因子 PIF3；具有 bHLH 结构域

K7KTY3_SOYBN Glyma.06G085400 一种糖基转移酶；具有 GT47结构域

K7KGH2_SOYBN Glyma.03G225000 转录因子 PIF3；具有 bHLH 结构域

I1NCI9_SOYBN Glyma.19G254000 JAR1；茉莉酸-酰胺合成酶

2.8 GmBRI1 基因家族对根瘤菌侵染的响应

为了探究 GmBRI1基因家族在大豆生长发育特别是在结瘤过程中的作用，首先分析了根和根瘤中 GmBRI1

的表达模式，结果显示该家族的所有成员在根和根瘤中均有表达，整体而言 GmBRI1a、GmBRI1b和 GmBRL1a

的表达量相对较高（图 9A）。为了进一步探究 GmBRI1基因家族在结瘤早期是否响应根瘤菌侵染，在Wm82植

株真叶完全展开时接种根瘤菌 USDA110，分析 0、12和 24 HAI（Hours after inoculation）GmBRI1家族基因的

相对表达量。GmNIN1a是大豆结瘤中的关键调控因子，GmENOD40.1是根瘤早期发育相关基因，都属于大豆识

别根瘤菌共生信号的 marker 基因。结果显示，在接种根瘤菌后，GmNIN1a和 GmENOD40.1均在 12、24 HAI

持续显著上调（图 9B-C）。在 12 HAI时，除了 GmBRL1b没有变化，其余 5个 GmBRI1基因在接种根瘤菌后相

比于对照组均下调表达。在 24 HAI时，GmBRI1a、GmBRI1b、GmBRL1a和 GmBRL1b的表达量相对于未接种

根瘤菌的对照组依然呈现下调表达，但相比于接种处理的 12 HAI 却表现出增加的趋势；而 GmBRL2a 和

GmBRL2b的表达量在 24 HAI表达量比对照组高（图 9D-I）。结果表明，GmBRL2a和 GmBRL2b的表达模式与

其他家族成员略有不同，但所有的 GmBRI1家族成员都能快速响应根瘤菌侵染，且整体而言表达量均受到根瘤

菌的抑制，因此推测可能通过抑制早期根瘤菌的侵染过程而抑制大豆结瘤，是一个结瘤负调控因子，GmBRI1

家族基因可能在大豆的共生固氮中发挥重要作用。



A:GmBRI1家族基因在根和根瘤中的相对表达量；B~C：GmNIN1a和 GmENOD40.1基因在接种根瘤菌后 0、12、24 h的相对表达量；D~I：GmBRI1家族基

因在接种根瘤菌后 0、12、24 h的相对表达量；显著性差异水平 * P ＜ 0.05；** P ＜ 0.01；*** P ＜ 0.001；**** P <0 .0001

A:Expression of GmBRI1 family genes in soybean roots and nodules; B-C:Expression of GmNIN1a and GmENOD40.1 at 0, 12, 24 hours after inoculation with

rhizobia;D-I:Expression of GmBRI1 family genes at 0, 12, 24 hours after inoculation with rhizobia;The level of statistical significance * P ＜ 0.05; ** P ＜ 0.01; ***

P ＜ 0.001; **** P < 0.0001

图 9 GmBRI1 基因家族的表达模式

Fig. 9 The expression pattern of GmBRI1 gene family

3 讨论

本研究在大豆基因组中共鉴定了 6个 GmBRI1家族基因，在不同物种中的系统发育分析显示，GmBRI1家

族可分为 3个分支，同一亚家族的基因高度同源。同时，发现大豆中含有的 GmBRI1基因数量均比其他物种都

要多（图 1），这可能与大豆进化史上发生的全基因组复制（WGD，the whole genome duplication）事件有关。



在大豆进化史上至少经历过两WGD事件，分别在约 59 Myr（Million years）和 13 Myr前，导致其基因组高度

复制，许多基因的数量与其他二倍体物种相比都有所增加[35]。种内共线性分析发现在 6个 GmBRI1基因中有 3

对同源基因且均为片段复制（图 3），这表明片段复制在 GmBRI1基因家族的长期进化过程中也起着重要的作用。

此外，基因结构分析和保守基序分析发现，GmBRI1基因结构非常保守且都没有内含子（图 5B），在同源基因

对中的保守基序分布和数量基本相似（图 5C），说明 GmBRI1基因家族在进化过程中可能功能相对保守。

顺式作用元件分析对研究基因表达调控机制、构建基因表达调控网络和发展基因工程技术具有重要作用。

如在蒺藜苜蓿中，JA 途径的核心转录因子 MtMYC2 能够与结瘤调控因子 NIN 表达所必需的共生相关基因

MtIPD3（Interacting protein DMI3）的启动子 G-box元件结合，促进 MtIPD3的转录，从而进一步激活共生信号

的传导，并积极调控根瘤菌的侵染过程。与此同时，研究者还通过 CRISPR/Cas9特异的敲除 G-box元件，导致

MtIPD3的表达大大降低并造成根瘤菌侵染线减少[43]。本研究分析发现所有的 GmBRI1基因启动子都包含丰富

的顺式作用元件，其中，G-box、Box-4和 ABA相关的元件最为常见，涉及光响应、生长发育、植物激素（ABA、

JA、SA、GA）反应和胁迫反应（干旱、低温、厌氧）等（图 6）。GmBRI1基因启动子频繁出现的这些顺式作

用元件，表明 GmBRI1基因家族在植物适应复杂的外界环境中起着关键作用，同时，我们也可以通过遗传调控

网络解析或者基因工程的手段利用这些元件调控 GmBRI1的基因表达，从而实现调控相关的生物学过程。

生物固氮是植物重要的进化事件之一，而豆科植物根瘤共生固氮进化过程中具有复杂的调节网络，最新研

究发现豆科植物对根瘤菌共生固氮适应性的进化是植物保守基因、豆科获得基因、豆科丢失基因共同作用的结

果[45]。我们对 GmBRI1基因家族的综合分析表明该家族成员在大豆共生固氮中发挥作用。植物激素 ABA以及

BR均抑制根瘤菌的表皮侵染[46，47]，而顺式作用元件分析中富含上述激素响应元件。此外，蛋白互作网络预测

出的互作蛋白中包含与调节豆科植物结瘤自调节系统 AON 的互作蛋白 GMRIC2 和 MYB 转录因子

K7MZL8_SOYBN。已有研究指出，MYB 转录因子在非生物胁迫以及调节类黄酮合成中发挥多种功能[48]，同时

还有一些 JA相关的蛋白。这些结果显示 GmBRI1 除了作为 BR信号转导过程中的重要受体，还与多种激素相

关，而这些激素均已被报道可以调节豆科植物的共生结瘤过程[43，46，47]。更重要的是，我们通过实验验证了GmBRI1

家族成员能够快速响应根瘤菌的侵染（图 9），且同一亚家族的成员具有相似的表达模式，推测 GmBRI1基因家

族可能为大豆结瘤的负调控因子。

综上所述，本研究利用生物信息学以及 qRT-PCR定量分析法对 GmBRI1基因家族进行系统发育、染色体位

置、基因结构、顺式作用元件、磷酸化位点和蛋白互作网络预测，以及根瘤菌侵染早期的表达模式进行了综合

分析，发现 GmBRI1基因家族在植物的生长发育过程与适应复杂的外界环境中起着关键作用。尤其，大豆作为



一种重要的经济作物，由于其独特的植物-根瘤菌共生关系而区别于其他非豆科植物，而 GmBRI1基因家族在大

豆共生结瘤过程中也发挥重要作用。研究结果不仅为 GmBRI1基因在大豆生长发育过程中的功能的深入探究奠

定重要基础，而且为共生固氮的分子调控网络提供新的候选基因。
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