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大豆谷氨酸受体通道蛋白基因家族鉴定与表达分析
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(1黑龙江八一农垦大学农学院/作物逆境分子生物学实验室，大庆 163319；2北大荒垦丰种业股份有限公司，哈尔滨 150090)

摘要：植物谷氨酸受体通道蛋白(GLRs，Glutamate Receptor-like channels)是一类参与细胞代谢、种子萌发、植物生长发

育及长距离信息传递的 Ca2+通道蛋白。本研究通过对大豆蛋白组进行全蛋白组鉴定，共获得 29个大豆 GLR成员。系统进化

关系表明大豆 GLR基因分为 GroupⅠ-Ⅲ，同一亚家族成员基因结构、保守结构域和保守基序分布相对保守。顺式作用元件分

析证实大豆 GLRs启动子区包含与激素、胁迫、光照以及植物生长发育相关调控元件。组织和胁迫表达模式分析表明，GLR

基因在大豆各组织均有较高表达，且显著受盐碱胁迫诱导表达。qRT-PCR分析显示 GmGLR3.13/3.15/4.8/4.9/4.10基因盐和碱

胁迫下呈现显著差异，表明其可能在胁迫应答方面具有重要作用。本研究为深入探究大豆 GLR基因在逆境应答中的作用提

供重要的理论依据。
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Abstract: Glutamate receptor like channels (GLRs) are a type of Ca2+ channel proteins involved in cellular metabolism, seed

germination, plant growth and development, as well as long-distance signal transmission. Here, in this study, a total of 29 soybean

GLR members were identified through a comprehensive proteomic identification of soybean. Their phylogenetic relationship suggests

that these soybean GLR genes can be classied into three subfamilies, members within the same subfamily exhibits conserved gene

structure and motif compositions. Cis-acting elements analysis indicates that the promoter regions of soybean GLRs contain a variety

of regulatory elements related to hormones, stress, light, and plant growth and development. The analysis of tissue and stress

expression patterns shows that GLR genes are highly expressed across various tissues in soybeans and involved in salt and alkaline

stress. GmGLRs exhibit significant variations under salt and alkaline stress by qRT-PCR analysis, suggesting that

GmGLR3.13/3.15/4.8/4.9/4.10 may play an important role in stress response. In summary, the results of this study provide an

important theoretical basis for further investigating the role of soybean GLR genes in stress responses.
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土壤盐碱化导致土壤渗透压上升，作物根系无法从土壤中吸收水和养分，进而造成水分流失，导致作

物脱水、枯萎、甚至死亡，最终影响产量[1]。我国是世界第三大盐碱地分布国家，约有 9913万 hm2盐碱

地，是粮食增产的“潜在粮仓”，是耕地“提质、扩容、增效”的重要战略后备资源[2]。因此，加快耐盐
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碱大豆选育，合理开发利用盐碱地资源，对于保障国家粮食安全和农业可持续发展具有战略意义。实现这

一目标的关键在于挖掘耐盐碱基因资源，增强大豆在盐碱环境下的生存和生长能力。在植物耐逆机制中，

钙信号系统发挥着枢纽作用。钙不仅是植物细胞壁等结构的组分，也作为第二信使参与调控植物生理、生

长和发育过程[3-4]。其中，植物类谷氨酸受体(Glutamate receptor-like，GLR)作为非选择性阳离子通道，通

过调控 K+、Ca2+、Na+等离子的跨膜运输，特别是介导 Ca2+动态平衡的精密调控，在信号传导和逆境应答

等过程中扮演关键角色[5]。

自从植物 GLR蛋白被发现以来，其功能不断被挖掘。目前，已在多种植物中鉴定出 GLR家族基因，

包括拟南芥(Arabidopsis thaliana)[6]、水稻(Oryza sativa)[7]、番茄(Solanum lycopersicum)[8]、苜蓿(Medicago

sativa)[9]、油菜(Brassica napus)[10]、甘薯(Ipomoea batatas)[11]、甘蔗(Saccharum spontaneum)[12]等。研究显示

植物 GLR蛋白包括：胞外 N端结构域(Amino-terminal domain，ATD)、受体家族配体结合结构域(Receptor

family ligand binding domain，PF01094)、细菌胞外溶质结合结构域(Bacterial extracellular solute-binding，

PF00497)、配体门控离子通道结构域(Ligand-gated ion channel，PF00060)以及多个跨膜结构域[13-14]。蛋白质

结构分析表明，植物 GLR属于典型的膜蛋白，具有配体门控离子通道活性。当 GLR被其特定配体激活

后，能够促进 Ca2+跨膜进入细胞，进而触发细胞内一系列与生理和发育相关的 Ca2+信号传导反应，这些反

应在调控植物生理活动和胁迫应答中发挥着关键作用[15]。例如，在水稻中，OsGLR3.1通过调控水稻幼苗

根尖分生组织细胞分裂，正向调节水稻根系的伸长发育 [16]。在白菜型油菜中，BraGLR1、BraGLR8和

BraGLR11 基因受盐胁迫显著上调表达，暗示它们可能参与油菜盐胁迫应答 [17]。研究发现，拟南芥

AtGLR3.7基因的缺失显著降低了拟南芥种子萌发率。与野生型相比，盐胁迫下 AtGLR3.7过表达拟南芥表

现出更高的钙离子响应水平，而 glr3.7突变体的钙离子浓度明显减弱，表明 AtGLR3.7通过影响钙信号传

导参与盐胁迫应答[18]。此外，GLR通过介导一氧化氮(NO)信号传导途径，在盐胁迫下调节抗氧化酶基因，

如超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)等的表达及其酶活性，增强植物清除活性氧(ROS)的能力，减

轻氧化应激对细胞的损伤。同时，GLR也参与调节离子通道的活性，影响离子的吸收和转运，维持细胞内

离子平衡，进而提升植物在盐胁迫下的生存能力[19]。综上所述，植物 GLR蛋白广泛参与调节植物生长发

育、信号传导和逆境应答。

大豆(Glycine max)作为一种起源于中国的豆科作物，现已成为全球重要的粮、油、饲兼用作物。然而

我国大豆总体种植面积和单位面积产量严重不足，难以满足我国对于大豆的生产需求[20]。2024年我国进口

大豆 8185万吨，同比增长 8.1%。为保障粮食安全，合理开发后备耕地资源，综合利用盐碱地极为重要

[21]。大豆是中度耐盐作物，土壤盐碱化给大豆生长发育带来许多负面影响，是影响大豆产量的关键非生物

胁迫因素之一[22]。因此探究盐碱胁迫对大豆生长的影响，对在盐碱地种植大豆具有重要意义。目前关于大

豆 GLR基因的相关研究较少。本研究利用生物信息学手段，检索大豆全蛋白组序列，挖掘剖析大豆 GLR
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基因家族关键信息，为深入探究大豆 GLR基因家族的功能提供坚实的理论基础，并为利用该家族基因进行

遗传改良提供理论参考。

1材料与方法

1.1大豆 GLR基因家族成员鉴定

为鉴定 GmGLR 基因家族成员信息，利用 Phytozome(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/)下载拟南芥

GLR家族蛋白序列[6]，并利用 HMMER3.0构建隐马尔科夫模型。进一步利用该模型对从 Phytozome获得的

大豆蛋白组序列进行比对，获得大豆 GLR 蛋白信息 [23]。为进一步确定候选 GLR 蛋白，利用

SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)[24]和 Pfam(http://pfam.xfam.org/)[25]对候选蛋白进行保守结构域分

析，并剔除低蛋白同源性和不完整结构域的候选基因。采用 ExPasy(https://web.expasy.org/protparam/)分析

GmGLR 蛋白等电点和分子量。最后，通过 WoLF PSORT(https://www.genscript.com/tools/wolf-psort)分析

GmGLR的亚细胞定位，使用 TMHMM-2.0(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)预测其跨

膜结构域。

1.2大豆 GLR基因进化关系、基因结构和保守结构域分析

利用MEGA7软件内置的 ClustalX程序对 GmGLRs蛋白序列进行比对，采用邻接法(NJ, Neighbor Joini

ng)构建系统发生树。自展值(bootstrap method)设为 1000，其余参数保持默认设置。通过 Phytozome获取大

豆 GFF3基因注释文件，利用 Tbtools提取 GmGLR基因家族 DNA和 CDS序列信息，并绘制基因内含子-外

显子结构图。利用 MEME(https://meme-suite.org/meme/tools/meme)预测保守基序(motif)，并将搜索保守基

序参数设置为 15。通过 NCBI Batch CD-Search(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)[26]

分析 GmGLRs家族功能结构域信息，并使用 Tbtools对 GmGLRs家族成员的保守基序和保守结构域进行可

视化处理[27]。

1.3大豆 GLR基因的染色体定位及共线性分析

通过 Phytozome获得大豆基因组及注释文件，利用 Tbtools软件确定大豆染色体的骨架长度及 GmGLR

基因在染色体上具体位置。使用 TBtools的MCScanX功能进行物种间共线性分析，并通过 TBtools实现可

视化处理。

1.4大豆 GLR基因启动子顺式作用元件分析

利 用 TBtools 提 取 GmGLR 基 因 家 族 起 始 密 码 子 (ATG) 上 游 2000 bp 序 列 ， 并 通 过

PlantCARE(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)预测并分析启动子区的顺式作用元件

[28]，利用 Tbtools进行可视化处理。

1.5大豆 GLR基因组织表达及胁迫表达模式分析

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.genscript.com/tools/wolf-psort
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通过 Soybean eFP Browser(https://bar.utoronto.ca/efpsoybean/cgi-bin/efpWeb.cgi)分析 GmGLR基因在大豆

不同组织的表达数据。此外，基于测序数据获得大豆 GLR基因在碱[29]和盐(GSE57252)[30]胁迫下的表达。

图中数据以 log2(fold change)的形式表示表达量的变化，与对照组相比，log2(fold change)≥1.5或≤-1.5倍数

变化的数据表明 GmGLRs基因胁迫反应下存在差异表达。最后利用 TBtools软件绘制基因表达热图。

1.6大豆 GLR基因盐碱胁迫表达模式分析

在相对湿度为 60%，温度为 24℃，光照时间为 16h/8h条件下，将大豆(东农 50，DN50)种植于湿润的

蛭石中。当大豆生长至 V2期(即第二个三出复叶阶段)时，将其转移至 1/8 Hoagland营养液中继续培养，在

达到 V3期后，对大豆植株施加碱胁迫(50mmol·L-1NaHCO3)和盐胁迫(100mmol·L-1NaCl)处理。在胁迫处理

0、3、6、12h后，取 0.1g大豆根组织用于 RNA提取。Trizol法[31]提取大豆根部总 RNA，并以此为模板，

使用诺唯赞公司 RT-PCR试剂盒于 50℃反应 45min，反转录合成 cDNA第一链，随后在 85℃下孵育 5s以

灭活反转录酶。选用大豆 ubiquitin 3基因(Glyma.20g141600)作为内参基因[31]，通过 Phytozome数据库获取

基因 CDS序列。利用 Primer premier 5.0设计引物，引物序列见表 1。将 cDNA稀释 10倍后作为模版，使

用 TransStart Top Green qPCR SuperMix(TransGen Biotech，中国)配制反应体系，并使用 Bio-Rad CFX96进

行 qRT-PCR扩增。实验设置 3次技术重复和 3次生物学重复，2-ΔΔC方法[32]计算基因的相对表达量，以内

参基因为参照，获得各基因在每个材料中的相对表达量，利用 GraphPad Prism 8软件进行统计学分析并作

图。

表 1大豆 GLRs基因 qRT-PCR引物信息

Table 1 Primer information for quantitative Real-time PCR of soybean GLRs gene
引物名称

Primer name

正向引物序列(5′-3′)

Forward primer sequence(5′-3′)

反向引物序列(5′-3′)

Reverse primer sequence(5′-3′)

GmGLR3.10 AAGTTCGGGCCTTTACGGTG CCATGAGAACTGTGGGGTCC

GmGLR3.13 AGAGGGTGCAAAACAAGGCA TGGCCAGCATTTGTCTTCCC

GmGLR3.15 TGCTTTCCTCTCTGCTCTGC GAGCAAGCACATAAACAGTGTCAT

GmGLR4.7 TGGTTACATGACGACCACAACC GCCACATCATCAGAGGTGCTT

GmGLR4.8 ACTGGCCAGAGACGTGTCAA TGTCATTGCCTTCTGGTGCC

GmGLR4.9 AGCTGATGATGGCACGCAT TGTCAGCCACCAAAGTTGTCT

GmGLR4.10 TTACCATTGCCCCTCATGCTG TGCTCGAGATACGTCAATTGCT

GmSUB3 GTGTAATGTTGGATGTGTTCCC ACACAATTGAGTTCAACACAAACCG

2结果与分析

2.1大豆 GLR基因家族成员鉴定

为鉴定大豆 GLR基因家族成员，利用已发表的拟南 GLR家族成员的蛋白序列构建隐马尔可夫模型

(HMM)。通过 Phytozome获取大豆蛋白组序列及其注释文件，使用 HMMER3.0进行搜索比对，初步筛选

出 118个候选大豆 GLR蛋白。进一步利用 Pfam数据库获得相关的隐马尔可夫模型 PF00060(Ligand-gated

ion channel，PF00060)，并以≤e-5为阈值对大豆蛋白质数据库进行检索，保留两种方法的重复序列。基于

https://bar.utoronto.ca/efpsoybean/cgi-bin/efpWeb.cgi
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SMART生物信息学工具，对候选大豆 GLR蛋白序列的保守结构域进行分析，筛选并剔除不含有受体家族

配体结合结构域(F01094)、细菌胞外溶质结合结构域(PF00497)、配体门控离子通道结构域(PF00060)以及所

含有结构域存在残缺情况的蛋白质序列，同时去除重复冗余的序列，最终确定了 29个大豆 GLR家族成员

(表 2)。依据这些成员与拟南芥 GLR蛋白在氨基酸序列上所呈现出的同源性特征，对其进行命名，依次为

GmGLR2.1-GmGLR2.2、GmGLR3.1-GmGLR3.15、GmGLR4.1-GmGLR4.12。理化性质分析表明其氨基酸

长度大多在 800～900aa，核苷酸长度主要在 4～10kb。所有成员均含有 3个以上跨膜结构，大多数成员蛋

白定位在细胞膜上，这为 GLR作为通道蛋白发挥功能提供了前提条件。

表 2大豆 GLR家族成员信息

Table 2 Information on GmGLR genes

序号

No.

基因名

Gene name

基因 ID

Gene ID

序列长度 Sequence length 等电点(pI)

Isoelectric

point

跨膜结构

Transme

mbrane

预测蛋白定位

Predicted

locationDNA

(bp)

cDNA

(bp)

蛋白(aa)

Protein

1 Glyma.07G226400 GmGLR2.1 7842 2463 821 7.84 3 质膜 PM

2 Glyma.07G226500 GmGLR2.2 4898 2559 853 8.26 4 质膜 PM

3 Glyma.14G001100 GmGLR3.1 3739 2748 916 9.01 4 质膜 PM

4 Glyma.06G305000 GmGLR3.2 6594 2790 930 7.34 4 质膜 PM

5 Glyma.04G016000 GmGLR3.3 4733 2778 926 7.75 5 质膜 PM

6 Glyma.12G194200 GmGLR3.4 6305 2844 948 8.53 4 质膜 PM

7 Glyma.12G099500 GmGLR3.5 6221 2775 925 7.4 3 质膜 PM

8 Glyma.16G111700 GmGLR3.6 5472 2751 917 7.35 3 质膜 PM

9 Glyma.12G194100 GmGLR3.7 6096 2730 910 7.99 3 质膜 PM

10 Glyma.06G016000 GmGLR3.8 5293 2790 930 7.98 5 质膜 PM

11 Glyma.13G308400 GmGLR3.9 6058 2844 948 8.59 4 质膜 PM

12 Glyma.13G308500 GmGLR3.10 5825 2730 910 8.29 3 质膜 PM

13 Glyma.01G157900 GmGLR3.11 5252 2817 939 7.23 3 质膜 PM

14 Glyma.09G197100 GmGLR3.12 5263 2928 976 7.58 5 质膜 PM

15 Glyma.09G197200 GmGLR3.13 4458 2793 931 6.68 3 质膜 PM

16 Glyma.09G197400 GmGLR3.14 5280 2793 931 7.47 3 叶绿体 Chl

17 Glyma.11G087100 GmGLR3.15 4982 2817 939 7.41 3 质膜 PM

18 Glyma.06G233600 GmGLR4.1 12297 2577 859 6.68 3 质膜 PM

19 Glyma.06G233900 GmGLR4.2 4438 2511 837 9 3 质膜 PM

20 Glyma.06G234000 GmGLR4.3 6014 2538 846 8.73 3 质膜 PM

21 Glyma.07G203700 GmGLR4.4 4078 2700 900 6.85 3 质膜 PM

22 Glyma.13G172100 GmGLR4.5 4822 2553 851 6.34 4 质膜 PM

23 Glyma.13G233000 GmGLR4.6 4658 2781 927 8.2 4 质膜 PM

24 Glyma.13G233300 GmGLR4.7 6509 2757 919 8.15 3 质膜 PM

25 Glyma.13G233400 GmGLR4.8 5248 2820 940 6.71 4 质膜 PM

26 Glyma.13G272400 GmGLR4.9 5255 2616 872 8.07 3 质膜 PM

27 Glyma.14G083200 GmGLR4.10 7862 2634 878 6.75 3 质膜 PM

28 Glyma.16G061600 GmGLR4.11 8353 2766 922 8.76 4 叶绿体 Chl

29 Glyma.16G061800 GmGLR4.12 6442 2652 884 9.04 4 叶绿体 Chl

2.2大豆 GLR家族基因进化关系分析
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为深入研究大豆 GLR基因家族的进化关系，本研究选取拟南芥和水稻 GLR家族基因作为参考，以此

来构建系统进化树(图 1)，拟南芥、水稻和大豆共 73个 GLR基因被划分到 4个亚家族(即 GroupⅠ~Ⅳ)，并

且各个亚家族内部基因数量呈现不均衡分布状态。GroupⅡ亚家族中 GmGLRs成员数量占据明显优势，多达

15个(即 GmGLR3.1-GmGLR3.15)；而 GroupⅢ亚家族仅包含 GmGLRs和 1个 OsGLR成员，猜测该亚家族

可能具有特殊的进化过程；GroupⅣ仅有 OsGLRs成员，Singh等[16]认为，水稻特有的Ⅳ亚家族可能是由于

其它 3个亚家族中的一个基因在复制过程中产生的副本进化产生的。通过对以上三个物种 GLR基因家族进

化对比分析发现，大豆 GroupⅡ和 GroupⅢ亚家族成员较多，可能存在功能冗余和亚功能化现象。

★:大豆，●:拟南芥,:水稻

★:Soybean,●:Arabidopsis;:Rice

图 1大豆、拟南芥和水稻 GLR家族成员进化关系分析

Fig. 1 Phylogenetic analysis of GLR proteins form soybean(Gm), Arabidopsis(At), and rice(Os)

2.3大豆 GLR基因定位及共线性分析

鉴于大豆和拟南芥 GLR基因在具有相似的进化方向，深入分析 GLR家族基因间的复制关系尤为重

要。通过图 2可知，在拟南芥中有 20个 GLR基因，离散分布于 5条不同染色体上；而大豆里存在 29个

GLR基因，相对均匀的分布在 10条各异染色体中。推断不同物种间 GLR基因在染色体上的分布差异，与

各物种独特的进化关系紧密相关。从拟南芥和大豆中鉴定出 15对同源基因对(图 2中的红线)，大豆中有 20

对同源基因(图 2蓝线)，拟南芥中有 3对旁系同源基因(图 2绿线)，猜测是由于大豆全基因组复制过程中的

基因扩增，或拟南芥基因丢失导致[31]。已有研究表明，拟南芥 AtGLR3.7通过调控钙信号通路参与盐胁迫

应答[18]。鉴于同源基因可能具有相似的功能，推测其大豆同源基因 GmGLR3.7和 GmGLR3.10也可能参与

盐胁迫应答。
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蓝色实线连接表示大豆旁系同源基因，绿色实线连接表示拟南芥旁系同源基因，红色实线连接表示大豆和拟南芥直系同源基因

The blue lines connected soybean paralogous genes, the green lines connected Arabidopsis paralogous genes, the red lines indicated orthologous genes between

soybean and Arabidopsis

图 2大豆和拟南芥 GLR基因染色体定位和复制关系

Fig. 2 Chromosome localization and syntenic analysis of soybean and Arabidopsis GLR genes

2.4大豆 GLR基因结构和结构域分析

进一步对大豆 GLR基因结构进行分析(图 3)，在对其外显子与内含子的分析中发现，GruopI成员均含

有 5个外显子和 4个内含子，GroupII成员含有 6个外显子和 5-6个内含子，而在 GroupIII中除 GmGLR4.11

外，其余所有的大豆 GLR基因均包含 5个外显子以及 4个内含子。保守结构域和蛋白基序分析表明，

GroupⅠ亚家族成员均缺失 Motif10；GroupⅡ亚家族只有 GmGLR3.7和 GmGLR3.10含有 Motif9；GroupⅢ亚

家族中 GmGLR4.10-12缺失 Motif12，GmGLR4.2缺失 Motif10，只有 GmGLR4.12具有 Motif11(图 4)。此

外，所有 GmGLR家族成员蛋白序列 N端存在一个信号肽序列，Motif5、Motif8和 Motif11-13构成的受体

家族配体结合结构域(Receptor family ligand binding domain，PF01094)，Motif2、Motif4和 Motif9组成的细

菌细胞外溶质结合结构域 (Bacterial extracellular solute-binding，PF00497)，Motif1、Motif3、Motif7 和

Motif14-15组成的配体门控离子通道结构域(Ligand-gated ion channel，PF00060)。值得注意的是，Motif1中

存在由 His-Arg-Glu组成的选择性过滤器。综上所述，GmGLR各亚家族成员在基因结构、保守结构域和保

守基序分布上表现出较高的保守性。
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绿色框代表非编码区；黄色框代表外显子；横线代表内含子

The green box represents untranslated regions; The yellow box represents exons; The horizontal line represents introns

图 3大豆 GLR基因结构分析

Fig. 3 Gene structure analysis of GmGLRs

图 4大豆 GLR基因家族的保守结构域和蛋白基序分析

Fig. 4 Conserved motifs and conservative domain analysis of GmGLRs

2.5大豆 GLR基因启动子顺式作用元件分析

通过对大豆 GLR基因启动子区域的顺式作用元件分析发现，GmGLR3.15(GroupⅡ)启动子区域包含 8个

TGACG-motif，以及多个 CAT-box元件(如图 5-6)。推测其可能参与激素信号转导通路，在植物生长发育、
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逆境胁迫响应等诸多生物学过程里发挥调控功能。GroupⅢ亚家族成员的启动子区含有厌氧特异性诱导元

件 ARE、低温响应元件 LTR、干旱诱导元件 MBS和防御与应激响应元件 TC-rich repeats等与胁迫响应紧

密相关的顺式作用元件。因此推测其可能参与大豆对各种胁迫条件的响应过程，在增强大豆的胁迫耐受性

以及保障大豆在逆境条件下的生存等方面发挥至关重要的作用。

图 5 GmGLR家族基因启动子顺式作用元件分布

Fig. 5 Distribution of the putative cis-acting elements in promoters of GmGLR genes family

数字表示顺式作用元件的个数

Number represents the number of cis-acting elements
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图 6大豆 GLR基因启动子顺式作用元件数量分析

Fig. 6 The quantity of cis-acting elements in promoters of GmGLR genes family

2.6大豆 GLR基因组织表达分析

为深入探究 GmGLR基因的功能机制，本研究对其在花、根瘤、叶片、根、根尖以及豆荚组织中的表

达特性进行分析(如图 7所示)。结果表明 GmGLRs的表达呈现出显著的组织特异性分布，在叶片组织中的

表达量最高，暗示 GmGLR基因可能参与大豆营养生长，在维持叶片的正常生理功能以及促进植株整体的

营养摄取等方面发挥作用。另外 GroupⅠ亚家族成员组织表达范围广泛且表达水平相对较高，推测 GroupⅠ亚

家族成员或许在大豆生理过程和组织发育中承担重要的调控职能。GroupⅢ亚家族成员则表现出相对局限

的表达模式，在花、叶及根中的表达量显著高于其他组织，而在其余组织中的表达量则处于较低水平甚至

没有表达量。这种表达模式的差异暗示 GroupⅢ亚家族成员的功能可能紧密关联于花、叶及根这些特定组

织的发育、生理功能维持以及对外界环境刺激的响应过程。

此外，尽管 GmGLR3.3和 GmGLR3.8是同源基因，但是组织表达模式却存在差异。GmGLR3.3在大豆

根瘤中表达量较高，而 GmGLR3.8主要在花中表达。结合基因启动子顺式作用元件的分析，GmGLR3.8基

因启动子区存在许多植物生长发育有关元件。因此，推断 GmGLR3.3和 GmGLR3.8在组织表达上的差异是

由其启动子区域不同元件的组成和分布所决定。

根据表达值，人为地设置了-2.5到 2.5的色阶限制，色阶显示从蓝色到红色的表达水平逐渐增加

According to the expression values, a color scale limit of -2.5 to 2.5 has been artificially set. The color scale shows increasing expression levels from blue to red

图 7大豆 GLR基因组织表达模式分析
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Fig. 7 Expression pattern analysis of soybean GLR genes family in different tissues

2.7大豆 GLR基因盐碱胁迫表达分析

鉴于 GLR的重要作用，本研究基于转录组数据分析 GmGLR基因在碱胁迫(50mmol·L-1 NaHCO3)和盐

胁迫(100mmol·L-1 NaCl)下的表达模式。如图 8-9所示，GmGLRs对不同的非生物胁迫表现出不同的反应。

在盐胁迫下，与对照相比，GroupⅠ亚家族成员均显著上调；GroupⅡ和Ⅲ亚家族中大多数成员保持较高表达

量，并且呈现上调趋势。其中 GmGLR3.13基因表达量显著上调，组织表达模式分析表明其在根组织中表

达量高，猜测其参与盐胁迫反应。GroupⅡ和 GroupⅢ亚家族大部分成员在碱胁迫下呈上升趋势，其中

GmGLR4.7、GmGLR4.8、GmGLR4.9表达水平显著上调。推测 GmGLR基因在植物盐碱胁迫应答体系中具

有关键作用。

根据归一化值，-2.1到 2.1是人工设置的色阶限制。色阶显示表达水平从蓝色到红色逐渐增加。差异表达基因（DEGs）以红色（上调）和蓝色（下

调）突出显示。

According to the normalized value, -2.1 to 2.1 was artificially set with the color scale limits. The color scale shows increasing expression levels from blue to red.

The differentially expressed genes (DEGs) were highlighted by red (up-regulation) and blue (down-regulation).

图 8 GmGLR基因在碳酸氢钠胁迫下表达分析

Fig. 8 Expression analysis of GmGLR genes under NaHCO3 stress
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根据归一化值，-1.5到 1.5是人工设置的色阶限制。色阶显示表达水平从蓝色到红色逐渐增加。差异表达基因（DEGs）以红色（上调）和蓝色（下

调）突出显示。

According to the normalized value, -1.5 to 1.5 was artificially set with the color scale limits. The color scale shows increasing expression levels from blue to red.

The differentially expressed genes (DEGs) were highlighted by red (up-regulation) and blue (down-regulation).

图 9 GmGLR基因在氯化钠胁迫下表达分析

Fig. 9 Expression analysis of GmGLR genes under NaCl stress

2.8大豆 GLR基因盐和碱胁迫表达模式验证

为进一步探究上述差异表达基因在转录水平是否对盐碱胁迫存在响应机制，通过 qRT-PCR 对

GmGLR3.10/13/15(GroupⅡ)、 GmGLR4.7/8/9/10(GroupⅢ)进 行 验 证 。 如 图 10 所 示 ， 与 对 照 相 比 ，

GmGLR3.10基因表达量在盐和碱胁迫处理后均上调表达；GmGLR3.13在碱胁迫 3h时表达量显著下降，盐

胁迫 12h时显著上调，表达倍数接近 3；GmGLR3.15基因表达量在碱胁迫后显著上调，盐胁迫后显著下

调。在 GroupⅢ亚家族中，GmGLR4.7/8/9均受到盐胁迫和碱性胁迫的诱导，表达水平显著上升，且碱胁迫

下的表达模式具有相似性；GmGLR4.10在碱胁迫下表达水平显著下降，但是盐胁迫与之相反。综合上述实

验结果可以推断，GmGLR基因可能在大豆应对盐胁迫和碱胁迫的应答机制中发挥关键作用。
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A：GmGLR基因碱胁迫表达模式验证；B：GmGLR基因盐胁迫表达模式验证； *：在 P<0.05水平差异显著， **：在 P<0.01水平差异显著

A：The expression validation of GmGLR genes under alkaline stress;B：The expression validation of GmGLR genes under salt stress;* : Significant difference at

P<0.05 level; ** : significant difference at P<0.01 level

图 10盐碱胁迫应答中 GmGLR基因的 qRT-PCR验证

Fig. 10 qRT-PCR validation of GmGLR genes in the response to salt alkali stresses

3讨论

盐碱胁迫严重制约作物产量和品质，是我国农业发展面临的主要非生物胁迫之一。因此，加强盐碱地

的有序开发和综合利用，对保障国家粮食安全、端牢中国饭碗具有重要战略意义[33]。在当前阶段，盐碱地

的开发利用策略已从“治理盐碱地以适应作物生长”转变为“选育耐盐碱植物以适应盐碱地”[34-35]。随着

组学和基因工程技术的迅猛发展，利用生物信息学手段发掘并鉴定功能基因已日趋成熟。自 2010年大豆

基因组测序完成以来，越来越多的大豆基因家族被鉴定，例如 PDI[36]、CIPK[37]、Whirly[38]等，这些研究为

筛选耐盐碱关键应答基因、解析耐盐碱分子机制以及培育耐盐碱作物新品种奠定了坚实的基础。

GLRs不仅参与调节植物的生长发育，在应对多种胁迫应答中也发挥关键作用[39-40]。现有研究表明，

在栽培大豆中已鉴定出 38 个 GLR 家族成员 [41]，其中 Glyma.06G233700.1、Glyma.13G093300.1、

Glyma.16G061700.1、Glyma.17G067300.1、Glyma.17G241900.1、Glyma.02G311500.1、Glyma.12G000100.1

是由于使用不同的版本导致差异。此外，通过蛋白结构域分析发现 Glyma.17G067200.1在结构上缺失受体

家族配体结合结构域，Glyma.13G165100.1缺失细菌细胞外溶质结合结构域和配体门控离子通道结构域，

所以被剔除。因此本研究在大豆蛋白组水平上共筛选鉴定了 29个 GmGLR家族成员。这些基因分布在 10

条不同的染色体上。此前研究表明，拟南芥和水稻分别有 20个和 22个 GLR基因。相比之下，大豆 GLR

基因数量显著增加，这可能是由于大豆基因组扩增导致的。对大豆 GLR蛋白的理化性质分析显示，该基



14

因家族成员的蛋白分子量以及等电点方面差异不显著，初步推测这些成员在功能上可能具有一定的相似性

(表 2)。通过系统进化关系分析(图 2)，可以确定大豆 GmGLR同样分为 3组，分别是 GroupⅠ、GroupⅡ以及

GroupⅢ，这一结果与拟南芥相似。在内含子-外显子结构分析中(图 3)，各组内的大部分成员具有相同数量

的内含子和外显子。保守结构域和蛋白基序分析结果显示(图 4)，GmGLRs蛋白基序组成高度相似，表明

GmGLR在进化过程中具备较高的稳定性。研究发现拟南芥 AtGLR家族不同分支(GroupI-III)在进化过程中

保留了跨膜结构域(TMD)、配体结合域(LBD)和离子选择性滤器(Selectivity Filter)等核心基序，同时也在这

些核心基序的基础上演化出特异性调控基序。拟南芥 AtGLR1.1(GroupI)配体结合域中精氨酸(Arg)和天冬氨

酸(Asp)残基能够特异性识别谷氨酸配体，激活 Ca2+通道并介导 Ca2+内流[42]。此外，各分支在调控域(如

GroupIII特异的 CDPK磷酸化位点)[18]和通道孔域(如 GroupII的疏水性基序)[43]上具有序列差异。由此推测

大豆 GLR 不同亚家族在信号传导和环境响应特异性上也具有功能分工。亚细胞定位预测结果表明

GmGLRs主要分布于膜系统，这与在拟南芥中所观察到的 GLR蛋白定位结果一致[44]，为后续深入研究

GmGLRs的生物学功能提供了重要的细胞定位层面的线索和依据。

GmGLR家族成员启动子元件的分析表明(图 5-6)，不同亚家族间的启动子元件存在显著差异，这可能

是由于基因组复制对 GmGLR基因的功能产生了影响，导致它们在生长发育和胁迫应答过程中承担不同角

色，进而发生功能分化。研究表明，脱落酸(ABA)处理降低了拟南芥 GLR3.7的表达 [45]，与其同源的

GmGLR3.10在叶片中具有较高的表达量，并且在盐和碱胁迫响应中呈上升趋势，在其启动子区含有大量光

和激素响应元件，由此推测二者可能具有相似的功能。拟南芥中 GLR在根、茎、叶、花和角果等器官中均

有不同程度的表达[6]，并且 AtGLR3.2/AtGLR3.4通过调控韧皮部 Ca2+信号参与侧根发生[46]。组织表达分析

表明 GmGLR具有一定的组织特异性，主要分布在花、叶及根(图 7)，这表明 GmGLR家族基因可能参与植

物营养生长过程。胁迫表达分析表明(图 8-9)，在碱胁迫下，GroupⅡ和Ⅲ亚家族大多数成员表达量上升，而

在盐胁迫下，除了 GmGLR4.4外，GroupⅢ亚家族的其它成员表达量均上升。通过 qRT-PCR分析证实(图

10)， GmGLR3.10/15、 GmGLR4.7/8/9 碱 胁 迫 下 显 著 上 调 表 达 ， 而 在 盐 胁 迫 下 ， GmGLR3.13、

GmGLR4.8/9/10显著上调表达，上述结果暗示了 GmGLRs基因在响应盐碱胁迫方面可能发挥重要作用。

研究表明，AtGLR3.7通过调控钙信号传导参与拟南芥盐胁迫应答。生化实验结果表明，AtGLR3.7的

第 860位丝氨酸位点受钙依赖的蛋白激酶 CDPK3/16/CDPK34磷酸化，同时该位点也是 14-3-3ω蛋白的结合

位点[18]。在盐胁迫响应中，AtGLR3.6 通过 CDPK16对其第 856位丝氨酸进行磷酸化，从而调控根系生

长。AtGLR3.6 过表达株系的根长显著长于野生型，而突变体 glr3.6的根长则显著短于野生型，表明

GLR3.6过表达显著增强拟南芥根系对盐胁迫的耐受性 [47]。此外，AtGLR3.4 通过激活 SOS(salt overly

sensitive)信号通路调节细胞内 Na+稳态，为种子在盐胁迫环境下的萌发提供稳定的离子环境保障。同时，

突变体 glr3.4在盐胁迫下细胞内 Ca2+活性显著降低，表明 AtGLR3.4在介导盐胁迫下 Ca2+内流过程中起着
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关键作用[48]。综上表明 GLR蛋白可能通过 SOS信号通路和 Ca2+传感器/激酶/质膜 H+-ATPase信号通路参

与盐碱胁迫应答[19, 49]。基于序列比对分析发现，GmGLR3.10与 AtGLR3.7蛋白序列相似性达 60.35%，而

GmGLR3.13与 AtGLR3.6蛋白序列相似性高达 70.86%，结合 GmGLR3.10和 GmGLR3.13在盐碱胁迫下的

上调表达特征，推测其可能在盐碱胁迫应答中发挥重要作用。

当植物遭受盐碱胁迫刺激时，GLR介导 Ca2+等阳离子跨膜进入细胞，激活 SOS信号通路和 Ca2+传感

器/激酶/质膜 H+-ATPase信号通路，进而调控下游 SOS1和 H+-ATPase活性，维持细胞内离子平衡和 pH稳

态。综上所述，GmGLR基因家族与植物盐碱胁迫应答存在密切关联。这为深入解析植物适应盐碱胁迫的

分子机制及发掘抗逆基因资源提供了重要的理论依据。GLR、SOS1和 H+-ATPase等膜通道蛋白，通过协

同调控膜两侧离子浓度梯度和电位，在维持细胞正常生理功能和内环境稳态中发挥关键作用。这种紧密的

功能联系不仅对细胞稳态维持具有决定性作用，也为深入解析植物在盐碱胁迫下的适应机制提供了重要切

入点。

4结论

运用全蛋白组鉴定技术，成功鉴定出 29个 GmGLRs基因家族成员，经染色体定位分析发现，这些基

因分散分布于 10条不同的染色体上。基于系统进化分析手段，将上述 29个 GmGLRs基因家族成员划分为

3个不同的组，且在各分组内部，蛋白序列及基因结构均展现出显著的保守性特征，此保守性在基因功能

及遗传稳定性等方面具有重要意义。进一步对组织表达特性以及非生物胁迫表达特性的分析，结果表明

GmGLRs在大豆的花、叶以及根等组织中呈现出较为明显的表达优势。除此之外，面对盐碱胁迫时，该基

因家族能够产生相应的应答反应。综合上述研究发现，推测 GmGLRs基因家族在植物应对非生物胁迫的复

杂应答机制中，极有可能扮演着不可或缺的关键角色，发挥着至关重要的作用。
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