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大豆脯氨酸积累相关基因家族鉴定及干旱胁迫表达分析

商成慧，周泽宇，崔文雪，郭卫冷，杨敬华，白　琰，郭长虹
（哈尔滨师范大学生命科学与技术学院 / 分子细胞遗传与遗传育种重点实验室，哈尔滨 150025）

摘要：脯氨酸是一种广泛存在的渗透调节物质，在植物生长发育以及响应干旱胁迫的信号途径中具有重要作用。吡咯啉 -5-
羧酸合成酶（P5CS）、鸟氨酸转氨酶（δ-OAT）、吡咯啉 -5- 羧酸还原酶（P5CR）、脯氨酸脱氢酶（ProDH）、吡咯啉 -5- 羧酸脱氢酶

（P5CDH）、脯氨酸转运体（ProT）是影响植物体内脯氨酸积累的关键酶。但关于大豆脯氨酸积累相关基因家族成员的研究尚

未见报道。本研究在大豆基因组中鉴定出 7 个 GmP5CS、2 个 GmOAT、2 个 GmP5CR、5 个 GmProDH、3 个 GmP5CDH 及 6 个

GmProT 基因，不均匀地分布在大豆 20 条染色体中的 12 条上，发生 16 对片段复制事件。系统进化树分析发现，大豆脯氨酸积

累相关基因家族分为不同的进化分支，同一亚族间的基因结构和保守基序相似。顺式作用元件分析结果显示，脯氨酸积累相关

基因家族含响应逆境胁迫及植物激素的顺式作用元件。干旱胁迫下的表达模式分析结果显示，脯氨酸合成代谢相关基因家族

成员（GmP5CS、GmOAT、GmP5CR）响应干旱胁迫，在干旱胁迫 24 h 时显著上调表达；大多脯氨酸分解代谢相关基因家族成员

（GmProDH、GmP5CDH）下调表达，脯氨酸转运相关基因家族成员（GmProT）在干旱胁迫 24 h 显著上调表达，其中 GmP5CS5、
GmOAT1、GmProT2、GmProT4 及 GmProDH3~5 基因在干旱胁迫下的脯氨酸积累中可能起到关键作用。大豆幼苗 P5CS、OAT
活性随干旱胁迫时间的延长呈显著上升的趋势，与脯氨酸的积累呈正相关：ProDH 活性随干旱胁迫时间的增长呈显著下降的趋

势，与脯氨酸的积累呈负相关。本研究为进一步解析大豆脯氨酸积累相关家族基因响应干旱胁迫的功能提供了参考。
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Abstract：Proline is a ubiquitous osmotic regulator that plays an important role in plant growth and 
development as well as signaling pathways in response to drought stress. P5CS，δ-OAT，P5CR，ProDH，P5CDH 
and ProT are the key enzymes that affect proline accumulation in plants. However，the members of the gene 
families related to proline accumulation in soybean remained to be systemically investigated. In this study，seven 
GmP5CS，two GmOAT，two GmP5CR，five GmProDH，three GmP5CDH and six GmProT genes were identified 
and found to be unevenly distributed on 12 of 20 soybean chromosomes，showing 16 pairs of fragment duplication 
events. The phylogenetic analysis showed that the soybean proline accumulation-related gene families were 
classified into different evolutionary branches，while within each branch a conservation on functional structure 
and motifs was observed. Analysis of cis-acting elements in these gene families revealed contained cis-acting 
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elements that were reported associating with response to stress and plant hormones. Analysis of transcriptional 
profiles under drought stress treatment showed that the proline anabolism-related gene family members（GmP5CS，
GmOAT，GmP5CR）were significantly up-regulated 24 hours post treatment，the most proline catabolism-related 
gene family members（GmProDH，GmP5CDH）were down-regulated，and the expression levels of proline 
transport-related gene family members（GmProT）were significantly up-regulated. Especially，GmP5CS5，
GmOAT1，GmProT2，GmProT4 and GmProDH3-5 genes may play key roles in proline accumulation under 
drought stress. Moreover，the P5CS and OAT activity of soybean seedlings，which was significantly increased 
along with the increase of drought stress time，positively correlated with proline accumulation. The ProDH 
activity was significantly decreased along with the increase of drought stress time，and was negatively correlated 
with the accumulation of proline. Collectively，this study provided information for further analyzing the functions 
of soybean proline accumulation-related family genes in response to drought stress.

Key words：Glycine max；proline accumulation related gene families；drought stress；gene expression

植物在生长发育过程中经常遭受各种环境胁迫，

包括生物胁迫和非生物胁迫，其中干旱胁迫是对植物

生长和产量产生负面影响的重要非生物胁迫之一［1-4］。

在长期的进化过程中，植物形成了许多机制以抵抗或

部分抵抗外界的逆境条件。在干旱胁迫下，植物通过

积累渗透调节物质保护细胞结构。脯氨酸作为一种

信号化合物在干旱胁迫应答中发挥重要作用。

已有研究表明，植物内源脯氨酸的积累受到合

成、降解及细胞内、细胞间转运的共同调节［5］。植

物中脯氨酸合成主要分为谷氨酸途径和鸟氨酸途 
径［6-7］。谷氨酸在吡咯琳 -5- 羧酸合成酶（P5CS，
delta-pyrroline-5-carboxylate synthetase）及吡咯琳 -5- 
羧酸还原酶（P5CR，delta-pyrroline-5-carboxylate 
reductase）作用下生成脯氨酸［8］，鸟氨酸在鸟氨酸

转 氨 酶（δ-OAT，ornithine-δ-aminotransferase）及

P5CR 作用下生成脯氨酸［9］。脯氨酸的降解代谢

基本是合成代谢的逆过程，脯氨酸被脯氨酸脱氢

酶（ProDH，proline dehydrogenase）和吡咯啉 -5- 羧 
酸脱氢酶（P5CDH，delta-1-pyrroline-5-carboxylate 
dehydrogenase）催化降解［10］。在干旱胁迫下，植物

可以通过对脯氨酸高度选择运输的脯氨酸转运体

（ProT，proline transporter）运输脯氨酸［11］。以上研究

表明，P5CS、δ-OAT、P5CR、ProDH、P5CDH、ProT 6
类酶是影响植物体内脯氨酸积累的关键酶。

目前，已在拟南芥、烟草、水稻、玉米等多种植物

中研究脯氨酸积累相关基因［12-15］。P5CS 是脯氨酸

谷氨酸合成途径的关键限速酶，在拟南芥中，AtP5CS
可以被多种非生物胁迫诱导表达，如干旱、盐和 ABA
等［16］。拟南芥敲除突变体 atp5cs1 中脯氨酸含量显

著降低，植株对盐胁迫的敏感性增加，过表达 P5CS1
植株促进脯氨酸的积累，提高转基因植株的渗透调

节能力［17-18］。植物脯氨酸合成代谢的另一个关键酶

是 δ-OAT，δ-OAT 基因可被干旱、低温、ABA 胁迫诱

导表达，并且不受脯氨酸的反馈抑制作用［19］。过表

达 δ-OAT 植株脯氨酸大量累积，从而增强转基因烟

草对盐胁迫的耐受性［20］。干旱胁迫下，P5CR 催化

的反应位于植物脯氨酸合成代谢两条途径的交界位

置，在脯氨酸代谢调节中起重要作用。植物在干旱、

低温、盐胁迫或 ABA 处理的情况下诱导 P5CR 基因

表达［21-23］。ProDH 是脯氨酸分解途径的关键限速

酶，ProDH 在植物中参与脯氨酸氧化降解反应来改

变脯氨酸积累水平，进而改变植物对生物和非生物

胁迫的耐受性。在拟南芥中，反义抑制 ProDH 基因

会导致 ProDH 活性降低及脯氨酸含量升高，转基因

植株后代与对照植株相比更具有盐、干旱、低温胁迫

的抗性［24］。P5CDH 催化植物脯氨酸降解途径的最

后一步。在拟南芥中过表达 GmP5CDH 降低植物对

盐和 ABA 胁迫的耐受性，根长和鲜重以及植株体内

脯氨酸合成显著降低［25］。逆境胁迫诱导的脯氨酸积

累会受到转运的影响。HvProT 过表达导致转基因植

株地上部分的生物量和脯氨酸水平下降，而 PDH 的

mRNA 含量和活性均增加，表明 ProT 可能诱导脯氨

酸降解，致使脯氨酸含量降低［26］。

大豆（Glycine max（L.）Merr.）是我国乃至世

界上最重要的油料作物和粮食作物之一，是全球优

质蛋白质和食用植物油的优良来源［27］。随着极端

天气频发、全球气候变暖加剧及人口增长，水资源

短缺的形势愈发严峻，干旱已成为大豆高产可持

续的主要限制因素，因此挖掘大豆抵御干旱胁迫

相关基因资源刻不容缓。迄今为止，关于脯氨酸合

成、降解及转运的家族基因功能在拟南芥等植物

中已被挖掘和鉴定［12-15］，尚未见脯氨酸积累相关
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基因家族在大豆中的研究报道。本研究拟从大豆 
中鉴定出 GmP5CS、GmOAT、GmP5CR、GmProDH、

GmP5CDH、GmProT 基因家族成员，并对这些成员

的分子特性、基因结构、顺式作用元件、染色体定位、

进化关系、干旱胁迫下的表达模式进行系统分析，并

检测脯氨酸含量、P5CS、OAT 和 ProDH 酶活，以期

为进一步解析大豆脯氨酸积累相关家族基因响应干

旱胁迫的功能提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料

大豆品种：黑河 43（黑审豆 2007011）。RNA prep 
Pure Plant Kit（TIANGEN，北京，中国）；反转录试剂

盒（全式金，北京，中国）；THUNDERBIRD SYBR® 
qPCR Mix（TOYOBO，上海，中国）。

1.2　方法

1.2.1 大豆脯氨酸积累相关基因家族成员鉴定　大

豆基因组数据、CDS 序列、蛋白质序列以及注释文 
件，均来自 Phytozome（https：//phytozome.jgi.doe. 
gov/pz/portal.html#!infoalias=Org_Gmax）数 据 
库，拟南芥基因序列和蛋白序列下载自拟南芥信 
息资源（TAIR10，https：//www.arabidopsis.org/），
野生大豆（Glycine soja Siebold & Zucc.）、鹰嘴豆 

（Cicer arietinum L.）、木豆（Cajanus cajan L.）、花生 
（Arachis hypogaea L.）、蒺藜苜蓿（Medicago truncatula 

L.）和烟草（Nicotiana tabacum L.）脯氨酸积累相

关基因家族蛋白序列下载自 NCBI（https：//www.
ncbi.nlm.nih.gov/）。以已知的拟南芥 6 个基因家族

蛋白序列为参考对大豆的蛋白序列进行本地 Blast，
设置 E-value 参数为 0.001，筛选得到候选同源基

因。将搜索得到的序列提交到 SMART（http：// 
smart. embl-heidelberg.de/）进行蛋白结构预测，以

确定其含有特定保守结构域。最终筛选出大豆中的

GmP5CS、GmOAT、GmP5CR、GmProDH、GmP5CDH、 
GmProT 基因家族全部成员。

1.2.2 大豆脯氨酸积累相关基因家族蛋白理化性质

以及亚细胞定位分析　使用在线分析软件 Expasy
（http：//www.expasy.org/tools/）对大豆家族所有成

员基本理化性质进行预测；使用 Plant-mPLoc server
（http：//www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/）进

行亚细胞定位预测。

1.2.3 大豆脯氨酸积累相关基因家族的序列分析

与系统发育树构建　利用 ClustalX 软件（http：//www.
clustal.org/clustal2/）将大豆、野生大豆、鹰嘴豆、木豆、 

拟南芥、花生、蒺藜苜蓿和烟草 P5CS、OAT、P5CR、

ProDH、P5CDH、ProT 蛋白序列进行比对，并使用

MEGA7［28］中的 Neighbour-Joining（NJ）系统发育方法

构建系统发育树。Bootstrap 重复值 1000 次，使用 ITOL
（https：//itol.embl.de/）网站美化系统发育树。参考拟南

芥 P5CS、OAT、P5CR、ProDH、P5CDH、ProT 基因家族

分类结果对大豆脯氨酸积累相关基因家族进行分类。

1.2.4 大豆脯氨酸积累相关基因家族的基因结构和

motif 分析　利用在线网站 GSDS2.0（http：//gsds.
cbi.pku.edu.cn/）分析上述基因家族所有成员基因

结构；并通过在线网站 MEME（http：//meme-suite.
orgGSDS）预测脯氨酸积累相关基因家族保守基

序，参数设定保守基序数量为 10。基因结构及保守

结构域信息使用 TBtools 软件［29］进行可视化展示。

1.2.5 启动子顺式作用元件预测　利用 TBtools 软
件从大豆 GFF3 文件中提取脯氨酸积累相关家族基因

上游 2000 bp 的 DNA 序列，提交到 Plantcare（http：// 
bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html）
网站进行顺式元件预测，预测结果使用 TBtools 软

件进行可视化展示。

1.2.6 染色体定位和基因复制关系分析　从大豆

GFF3 文件中提取脯氨酸积累相关基因家族成员的

染色体位置信息和染色体长度信息，利用 TBtools 软

件的 Gene Location Visualize 功能绘制基因的染色体

定位图。利用 MCScanX 工具提取重复基因对，并使

用 TBtools Circos 工具进行重复基因对关系可视化。

1.2.7 大豆幼苗干旱胁迫处理　大豆种子种植于

装有土壤基质的营养钵中，置于温室（24 ℃，光照 
16 h/ 黑暗 8 h）中培养，3 周后，选取长势一致的幼

苗，用 5% PEG6000 溶液进行干旱胁迫处理，对照组

用水浇灌。分别于胁迫处理 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h
取材，液氮速冻后用于总 RNA 的分离。

1.2.8 总 RNA 提取和和实时荧光定量 PCR 分析　

提取植物总 RNA 采用 RNA prep Pure Plant Kit 试剂

盒。以提取出的总 RNA 为模板，使用反转录试剂

盒合成 cDNA。利用软件 Primer5［30］设计引物，以

大豆 Actin 为内参基因。使用 TOYOBO 公司 qRT- 
PCR 试剂盒进行定量 PCR 实验，具体程序设置参

考说明书进行，并使用 2-ΔΔCT 方法计算基因的相对

表达量。SPSS 软件进行差异显著性分析。

1.2.9 干旱胁迫下脯氨酸及脯氨酸积累相关的酶

活性测定　采用茚三酮显色法，测定在 PEG 胁迫不

同时间点的游离脯氨酸含量［31］。参照韩晓玲［32］的

方法，采用盐酸羟胺比色法，测定在 PEG 胁迫不同
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时间点的 P5CS 酶活性。参照赵贵林［33］的方法，测

定在 PEG 胁迫不同时间点的 OAT 酶活性。参照赵

福庚等［34］的方法，测定在 PEG 胁迫不同时间点的

ProDH 酶活性。

2　结果与分析

2.1　大豆脯氨酸积累相关基因家族鉴定

利用生物信息学手段和相关网站进行筛选验

证，在大豆全基因组中共鉴定获得 7 个大豆 P5CS 
基因（GmP5CS）、2 个大豆 OAT 基因（GmOAT）、2 个

大豆 P5CR 基因（GmP5CR）、5 个大豆 ProDH 基因

（GmProDH）、3 个大豆 P5CDH 基因（GmP5CDH）、 
6 个大豆 ProT 基因（GmProT）。根据它们在染

色体上的相对位置分别将其命名为 GmP5CS1~ 
GmP5CS7、GmOAT1~GmOAT2、GmP5CR1~GmP5CR2、
GmProDH1~GmProDH5、GmP5CDH1~GmP5CDH3、

GmProT1~GmProT6。
由表 1 可知，GmP5CS 家族编码蛋白的长度

为 713~763 个氨基酸，其他家族蛋白均表现出相似

的氨基酸残基数目。大多数脯氨酸积累相关基因

家族编码蛋白的等电点都大于 7，只有 GmP5CDH1、
GmP5CDH3 及 GmP5CS 在 7 以下，结果显示，

GmP5CS 可能是一类酸性蛋白。GmP5CS 分子量介于 
77.42 kDa（GmP5CS5）和 83.13 kDa（GmP5CS4）之间， 
GmProT 分子量介于 47.28 kDa（GmProT1）和 51.10 kDa 

（GmProT2）之间，其余家族蛋白具有相近的分子量。

亚细胞定位预测发现，GmP5CS 及 GmP5CR 蛋白定

位于细胞质、GmOAT 蛋白定位于叶绿体、GmProDH
及 GmP5CDH 蛋白定位于线粒体、大多数 GmProT
蛋白定位于细胞膜上，但 GmProT4 和 GmProT6 蛋

白定位于细胞膜或高尔基体中，结果显示同一家族

基因编码的大多数蛋白质具有相似的定位。

表 1　大豆脯氨酸积累相关基因家族基本信息
Table 1　Basic information of proline accumulation related gene families in soybean 

基因名称

Gene name
基因 ID
Gene ID

染色体

Chr.

氨基酸数量

No.of
amino acids

外显子数量

No. of 
exons

等电点（pI）
Isoelectric 

point 

分子量（kDa）
Molecular 

weight

亚细胞定位

Subcellular 
location

GmP5CS1 Glyma.01G099800 1 755 20 6.32 82.14 细胞质

GmP5CS2 Glyma.02G251100 2 713 17 6.37 77.53 细胞质

GmP5CS3 Glyma.03G069400 3 756 20 6.10 82.18 细胞质

GmP5CS4 Glyma.07G137300 7 763 20 6.42 83.13 细胞质

GmP5CS5 Glyma.14G065600 14 713 17 6.18 77.42 细胞质

GmP5CS6 Glyma.18G034300 18 715 20 6.57 78.01 细胞质

GmP5CS7 Glyma.18G188000 18 720 20 6.70 78.38 细胞质

GmOAT1 Glyma.05G141900 5 469 11 8.10 51.43 叶绿体

GmOAT2 Glyma.08G097800 8 467 10 7.08 51.18 叶绿体

GmP5CR1 Glyma.03G129100 3 274 7 7.91 28.64 细胞质

GmP5CR2 Glyma.19G131500 19 274 7 7.92 28.56 细胞质

GmProDH1 Glyma.08G255900 8 494 4 7.67 54.54 线粒体

GmProDH2 Glyma.13G049700 13 495 4 7.63 54.31 线粒体

GmProDH3 Glyma.18G278900 18 489 4 7.26 54.00 线粒体

GmProDH4 Glyma.19G042900 19 500 4 8.06 55.05 线粒体

GmProDH5 Glyma.19G043000 19 498 4 7.19 54.75 线粒体

GmP5CDH1 Glyma.05G029100 5 542 15 6.08 60.10 线粒体

GmP5CDH2 Glyma.05G029200 5 554 16 7.23 61.44 线粒体

GmP5CDH3 Glyma.17G097800 17 553 16 6.50 61.23 线粒体

GmProT1 Glyma.02G253200 2 433 7 8.18 47.28 细胞膜

GmProT2 Glyma.05G043000 5 450 8 9.36 51.10 细胞膜

GmProT3 Glyma.05G043100 5 450 8 9.34 50.94 细胞膜

GmProT4 Glyma.11G226000 11 444 7 9.12 49.10 细胞膜、高尔基体

GmProT5 Glyma.14G063200 14 435 7 8.99 47.64 细胞膜

GmProT6 Glyma.18G031300 18 443 7 8.95 48.81 细胞膜、高尔基体
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2.2　系统发育分析

为了进一步研究不同物种脯氨酸积累家族基因

的进化模式以及系统发育特征，利用 MEGA7 软件

对大豆、野生大豆、鹰嘴豆、木豆、花生、蒺藜苜蓿和

烟草脯氨酸积累相关基因家族蛋白序列共同构建系

统发育树（图 1）。P5CS 和 ProDH 基因家族均分为

2 个亚族，亚族 1、亚族 2 分别含有 3、4 个 GmP5CS
基因，3、2 个 GmProDH 基因，同一亚族内成员亲缘

A：GmP5CS 基因家族；B：GmOAT 基因家族；C：GmP5CR 基因家族；D：GmProDH 基因家族；E：GmP5CDH 基因家族；F：GmProT 基因家族

A：GmP5CS gene family；B：GmOAT gene family；C：GmP5CR gene family；D：GmProDH gene family；E：GmP5CDH gene family；F：GmProT gene family

图 1　大豆和其他物种脯氨酸积累相关基因家族系统进化树
Fig.1　Phylogenetic tree of proline accumulation related gene families in soybean and other species
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关系较近。GmOAT、GmP5CR、GmP5CDH 仅有 1 个

进化分支，且在进化分支中与野生大豆距离最近。

GmProT 基因家族同样分为 2 个亚族。

2.3　基因结构与 Motif 预测

基因内含子和外显子的组成是决定基因功能

的重要依据［35-36］。GmP5CS 基因家族外显子数目

为 17~20 个；GmOAT、GmProT 基因家族分别具有

10~11、7~8 个外显子；GmP5CDH 中除 GmP5CDH1
外均含有 16 个外显子；外显子数量的差别可能导

致家族成员基因功能差异（表 1、图 2）。GmP5CR、
GmProDH 家族成员内部外显子数目一致，结果显

示，GmP5CR、GmProDH 基因家族进化较保守，推

测可能具有类似的基因功能。

通过在线网站 MEME 预测 GmP5CS、GmOAT、
GmP5CR、GmProDH、GmP5CDH、GmProT 基 因 家 
族保守基序，对大豆脯氨酸积累相关基因家族蛋白

保守结构域进行分析，并按照其进化树顺序展示 
（图 3）。Motif 预测结果显示 GmOAT 家族成员仅

比拟南芥 AtOAT 多 1 个 Motif9 保守基序，整体差

异不大；P5CRs 均具有 7 个保守基序（Motif1~7），
推断可能为 P5CR 家族蛋白共性的保守基序；其

他家族成员保守基序组成模式完全相同，并且与

拟南芥保守基序组成模式基本一致。脯氨酸积累

相关基因在家族中都有极其相似的保守基序组

成和排列顺序，结果显示它们在进化过程中高度 
保守。

 

GmP5CS1

GmP5CS2

GmP5CS3

GmP5CS4

GmP5CS5

GmP5CS6

GmP5CS7

GmOAT1

GmOAT2

GmP5CR1

GmP5CR2

GmProDH1

GmProDH2

GmProDH3

GmProDH4

GmProDH5

GmP5CDH1

GmP5CDH2

GmP5CDH3

GmProT1

GmProT2

GmProT3

GmProT4

GmProT5

GmProT6
5' 3'

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

图 2　大豆脯氨酸积累相关基因家族成员的基因结构
Fig.2　Gene structure of proline accumulation related  

gene family members in soybean
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2.4　启动子顺式作用元件分析

启动子中的顺式作用元件通过与转录因子特

异性结合，在基因转录起始调控中起重要作用。顺

式作用元件分布的规律可能揭示了功能和调控水

平的差异［37］。启动子区的顺式作用元件分析结果

显示，脯氨酸积累相关基因家族启动子区均检测到

大量逆境胁迫、植物激素响应相关的顺式作用元

件（图 4）。其中，响应逆境胁迫的顺式作用元件

主要包括参与厌氧诱导元件 ARE（AAACCA）、光

响应元件 Box-4（ATTAAT）、低温响应元件 LTR
（CCGAAA）、干旱响应元件 MBS（CAACTG）、防

御和应激响应元件 TC-rich repeats（CACGTT）及

WUN-motif（AAATTACT）等，结果显示脯氨酸积

累相关基因家族在响应逆境胁迫方面存在广泛的

潜在机制。植物激素响应元件主要包括赤霉素响

应元件（GA）、水杨酸响应元件（SA）、茉莉酸甲酯

响应元件（MeJA）、脱落酸响应元件（ABA）和生

长素响应元件（IAA）。其中，GmP5CS 中发现了较

多的水杨酸响应元件及茉莉酸甲酯响应元件；在

GmProDH、GmP5CDH 中发现了较多水杨酸响应

元件，其他植物激素响应元件基本存在于脯氨酸积

A：GmP5CS 基因家族；B：GmOAT 基因家族；C：GmP5CR 基因家族； 
D：GmProDH 基因家族；E：GmP5CDH 基因家族；F：GmProT 基因家族

A：GmP5CS gene family；B：GmOAT gene family；C：GmP5CR gene family； 
D：GmProDH gene family；E：GmP5CDH gene family；F：GmProT gene family

图 3　大豆脯氨酸积累相关基因家族保守结构域
Fig.3　Conserved domain of soybean proline accumulation related gene families

累相关基因家族中。说明脯氨酸积累相关基因家

族在激素调节方面可能起到重要作用。GmP5CS、
GmProDH、GmP5CDH、GmProT 中还存在昼夜节

律调控元件（Circadian control）。
2.5　染色体定位和基因复制关系分析

从大豆 GFF3 文件中提取脯氨酸积累相关家族成

员的染色体位置信息和染色体长度信息，结果发现，

GmP5CS、GmOAT、GmP5CR、GmProDH、GmP5CDH、

GmProT 分别定位在大豆 20 条染色体中的 12 条上，

在 5 号染色体上分布的基因最多，共含有 5 个基因；

其次是 18 号染色体上含有 4 个基因；其余染色体上

均含有 1~3 个脯氨酸积累相关基因（图 5）。说明，

大豆脯氨酸积累相关基因在染色体上的分布是不均 
匀的。

复制事件对植物进化过程中基因家族成员的扩

增至关重要［38］。若 2 个同源基因的间隔少于 5 个

基因，则判定其为串联重复，被 5 个以上基因分开则

判定其为片段重复［39］。通过对大豆脯氨酸积累相

关基因家族成员扩增分析，共发现 16 个重复基因

对，均为片段重复，无串联重复（图 6）。结果显示片段

复制在脯氨酸积累相关基因进化中发挥了主要功能。
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ARE：厌氧诱导元件；Box-4：光响应元件；LTR：低温响应元件；MBS：干旱响应元件；TC-rich repeats、WUN-motif： 
防御和应激响应元件；GA：赤霉素响应元件：SA：水杨酸响应元件；MeJA：茉莉酸甲酯响应元件； 

ABA：脱落酸响应元件；IAA：生长素响应元件；Circadian control：昼夜节律调控元件

ARE：Anaerobic responsiveness element；Box-4：Light responsiveness element；LTR：Low-temperature responsiveness element； 
MBS：Drought responsiveness element；TC-rich repeats、WUN-motif：Defense and stress responsiveness element； 

GA：Gibberellin responsiveness element：SA：Salicylic acid responsiveness element； 
MeJA：MeJA responsiveness element；ABA：Abscisic acid responsiveness element； 
IAA：Auxin responsiveness element；Circadian control：Circadian control element

图 4　大豆脯氨酸积累相关基因家族启动子中顺式作用元件
Fig.4　Cis-acting elements in promoters of soybean proline accumulation related gene families

图 5　大豆脯氨酸积累相关基因家族成员在染色体上的位置
Fig.5　Chromosome positions of proline accumulation related gene family members in soybean
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A：GmP5CS 基因家族；B：GmOAT 基因家族；C：GmP5CR 基因家族； 
D：GmProDH 基因家族；E：GmP5CDH 基因家族；F：GmProT 基因家族

A：GmP5CS gene family；B：GmOAT gene family；C：GmP5CR gene family； 
D：GmProDH gene family；E：GmP5CDH gene family；F：GmProT gene family

图 6　大豆脯氨酸积累相关基因家族基因复制关系
Fig.6　Gene replication relationship of soybean proline accumulation related gene families

2.6　干旱胁迫下大豆脯氨酸积累相关基因家族表

达模式分析

通过 qRT-PCR 方法对 15 个大豆脯氨酸积累相

关家族基因干旱胁迫下表达模式进行分析。结果

显示，大豆脯氨酸积累相关基因家族的各个亚族间

的表达趋势各不相同（图 7）。GmP5CS、GmOAT、
GmP5CR 为脯氨酸合成相关基因家族。GmP5CS3

（GmP5CS 亚族 II 基因）在干旱胁迫 3 h 表达量降

到最低，随后在 6~12 h 表达量有所上升，在干旱胁

迫 24 h 显著上调表达，GmP5CS5（GmP5CS 亚族 I
基因）在 3、12、24 h 显著上调表达，在 24 h 达到峰

值。GmOAT 家族基因呈现上调表达趋势，GmOAT1
在干旱胁迫 3 h 达到峰值。在干旱胁迫处理 24 h
时，GmP5CR1 微弱上调表达，GmP5CR2 显著上调

表达。GmProDH、GmP5CDH 为脯氨酸分解相关基

因家族。除 GmProDH2 外，GmProDH 家族基因表

达量均在 3~24 h 呈现下调表达趋势。GmP5CDH
在干旱胁迫 3~24 h 呈现下调表达趋势。GmProT

为脯氨酸转运相关基因家族。GmProT 基因在干旱

胁迫 3 h 的表达量降到最低，随后在干旱胁迫 6 h 时

表达量开始上升，直至 24 h 达到峰值。结果显示，

脯氨酸合成代谢及转运相关基因家族成员在干旱

胁迫 24 h 上调表达；脯氨酸分解代谢相关基因家族

成员在干旱胁迫下大多下调表达。脯氨酸积累相

关基因家族成员响应干旱胁迫，其中积极响应干旱

胁迫的基因有 GmP5CS5、GmOAT1、GmProDH3~5、
GmProT2、GmProT4 基因。

2.7　干旱胁迫下脯氨酸及脯氨酸积累相关酶活性分析

对干旱胁迫下大豆体内脯氨酸含量和相关酶活

性进行了分析。结果显示，随着干旱胁迫时间的延

长，大豆体内脯氨酸含量显著上升（图 8）。P5CS、
OAT、ProDH 是脯氨酸积累过程中的关键酶，随着

干旱胁迫时间延长，合成途径的关键限速酶 P5CS、
OAT 活性显著增强，而分解途径的关键限速酶

ProDH 活性显著降低。植物体内脯氨酸含量上升，

可能与 P5CS、OAT 及 ProDH 作用有关。
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图 7　干旱胁迫处理下脯氨酸积累相关基因家族表达模式的 qRT-PCR 分析
Fig.7　qRT-PCR analysis of gene families expression patterns  

related to proline accumulation under drought stress
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3　讨论

脯氨酸是一种广泛存在的渗透调节物质，动物、

植物、真菌、藻类中都有脯氨酸的累积［40］。脯氨酸

具有调节渗透平衡、提供能量来源、储藏氮素物质、

清除活性氧、保护酶的活性以及降低胞内酸度和调

节氧化还原电势等作用［41-44］。在干旱胁迫条件下，

脯氨酸合成增加、降解减少及运输会导致植物体内

脯氨酸大量累积，从而提高植物对干旱的适应性。

脯氨酸积累相关家族成员已在多个物种中被鉴定

出来，比如在模式植物拟南芥中分别鉴定出 AtP5CS 
（2 个）、AtOAT（1 个）、AtP5CR（1 个）、AtProDH（2 个）、

AtP5CDH（1 个）、AtProT（3 个）家族成员［45-48］。本

研究对大豆脯氨酸积累相关家族进行了全基因组

鉴 定，共 鉴 定 到 7 个 GmP5CS、2 个 GmOAT、2 个

GmP5CR、5 个 GmProDH、3 个 GmP5CDH 及 6 个

GmProT 基因，高于拟南芥中鉴定出的成员数，这

反映出大豆作为古四倍体的特征。系统进化树分

析发现，大豆脯氨酸积累相关基因家族分为不同

的进化分支。基因结构差异对基因功能有巨大的

影响［49］。有研究发现，油菜 BnaP5CS、BnaP5CR、
BnaPDH、BnaP5CDH 分别含有 17~20、5~10、3~4、
10、15 个外显子［50］；而本研究基因结构分析结果显 

示，大 豆 GmP5CS、GmOAT、GmP5CR、GmProDH、

GmP5CDH、GmProT 分别含有 17~20、10~11、7、4、
15~16、7~8 个外显子，亲缘关系近的基因间，外显子

相似，表明大豆脯氨酸积累相关基因家族结构较为

保守。Motif 预测结果显示大豆与拟南芥脯氨酸积

累相关家族成员保守结构域种类和数量基本保持一

致，进一步表明脯氨酸积累相关基因家族在进化和

功能上的保守性。

基因复制在生物体进化中起着关键作用［51］。基

因复制主要有两种途径：串联复制和片段复制［52-53］。

本研究在大豆脯氨酸积累相关基因家族共发现了

16 个重复基因对，且均为片段重复，结果显示片段

复制对大豆脯氨酸积累相关基因家族成员扩增更为

重要，可能是大豆脯氨酸积累相关基因家族成员扩

增的主要原因，相似的扩增方式也出现在油菜等物

种中［48］。基因复制增加了脯氨酸积累相关基因家

族成员数目，使脯氨酸积累相关基因家族成员具有

特异和多样功能。基因的表达受启动子中顺式作用

元件的调控。启动子区顺式作用元件分析结果显

示，脯氨酸积累相关基因家族均含有多种与激素及

逆境胁迫响应相关的顺式作用元件。脯氨酸积累相

关基因家族成员除含有干旱响应元件外，还存在多

种植物激素响应元件，而植物激素信号是植物响应
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图 8　干旱胁迫时间对大豆游离脯氨酸含量、P5CS、OAT、ProDH 活性的影响
Fig.8　Effects of drought stress time on activities of free proline content，P5CS，OAT and ProDH in soybean
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干旱应答的关键，结果显示脯氨酸积累相关基因家

族在干旱响应中发挥至关重要的作用。

脯氨酸参与植物体内渗透调节，启动植物对 
干旱的保护性反应［54］。随着干旱胁迫时间延长，大

豆体内脯氨酸含量显著上升（图 8）。P5CS、OAT、

ProDH 是脯氨酸积累过程中的关键酶。邓凤飞［55］

研究发现，10%PEG 6000 处理后，小桐子幼苗脯氨酸

含量显著提高了 212.1%，P5CS 和 OAT 的活性分别

提高了 114.3% 和 77.0%，ProDH 活性下降了 60.6%。

本研究中随着干旱胁迫时间延长，P5CS、OAT 活

性显著增强，与脯氨酸积累正相关；而 ProDH 活性

显著降低，与脯氨酸积累呈负相关。植物体内脯氨

酸含量上升，可能与 P5CS、OAT 及 ProDH 作用有

关。基于干旱胁迫下大豆幼苗的基因表达模式分析

发现，脯氨酸积累相关基因家族成员不同程度地响

应干旱胁迫。其中，GmP5CS 亚族 I 基因 GmP5CS5
及 GmOAT1 在干旱胁迫下明显上调表达，表明

GmP5CS 亚族 I 基因 GmP5CS5 及 GmOAT1 在脯氨

酸合成代谢中起到关键作用。姜南［56］研究表明，过

表达 P5CS 基因提高了玉米植株抵抗干旱胁迫的能

力，减轻了植株发黄和萎蔫程度。吴亮其等［57］研

究发现，过表达 AtOAT 水稻植株在干旱胁迫下大量

积累脯氨酸，提高了水稻的产量。GmProDH3~5 基

因在干旱胁迫下显著下调表达，表明其在脯氨酸分

解代谢中起到重要的作用。在拟南芥中，反义抑制

ProDH 基因明显增强转基因植株对干旱胁迫的耐

受性［24］。GmProT 基因在植物体内脯氨酸远距离运

输及从土壤中吸收外源脯氨酸以抵抗干旱胁迫伤害

过程中起作用［58］，GmProT2、GmProT4 基因在干旱

胁迫 24 h 显著上调表达，推测其可能在这一过程中

起主要作用。Guo 等［59］研究发现，过表达 GmProT
基因拟南芥中脯氨酸大量积累，增强了拟南芥对

盐胁迫和渗透胁迫的耐受性。综上，GmP5CS5、
GmOAT1、GmProDH3~5 及 GmProT2、GmProT4 基

因在干旱胁迫下的脯氨酸积累中可能起到关键作用

（图 7）。
脯氨酸积累相关家族基因参与植物体内脯氨酸

调控，在抵抗非生物胁迫中起到至关重要的作用。

但仅在拟南芥、油菜等植物中研究较为深入，目前对

大豆脯氨酸积累相关基因家族在响应干旱胁迫过程

中的功能了解有限。本研究提供了完整的大豆脯氨

酸积累相关基因家族成员的序列结构特性、顺式作

用元件、染色体定位、进化关系，以及在干旱胁迫下

的表达模式，研究结果将为将来从大豆基因组中选

择优质抗旱基因、解析大豆脯氨酸积累相关基因家

族的生物学功能以及为创制抗旱大豆新种质提供

依据。
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