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　　摘要：生长素是调控植物生长的主要激素之一，ＴＩＲ１／ＡＦＢ是主要生长素受体基因，参与生长素信号的响应及
传递。本研究分析了大豆中生长素受体ＴＩＲ１／ＡＦＢ基因家族的各个成员，依据拟南芥生长素受体基因序列比对及
系统进化分析，可将大豆生长素受体分为三个聚类，其中 Ｉ类和 ＩＩ类分别作为 ＡＴＴＩＲ１／ＡＦＢ１和 ＡＴＡＦＢ２／ＡＦＢ３的
同源蛋白均含有ＦＢＯＸ和ＬＲＲ（ＬｅｕｃｉｎｅＲｉｃｈＲｅｐｅａｔ）结构域，ＩＩＩ类作为 ＡＴＡＦＢ４／ＡＦＢ５的同源蛋白仅含 ＬＣ（Ｌｏｗ
ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）结构域。基因表达芯片分析结果表明，部分大豆生长素受体基因在不同组织中具有特异性的表达模式，
预示着这些基因可能参与相关生物学过程的调控。组织化学表达模式检测结果表明，部分生长素受体在大豆主根

及侧根中具有特异表达模式，预示这些基因可能参与大豆主根生长及侧根发生的调控过程。
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　　大豆为一年生豆科植物，具有很高的营养及经
济价值，在日常的生产生活中占有重要地位。发掘

调控大豆生长发育的重要基因对培育优质大豆品

种，提高大豆产量具有十分重要的意义。

生长素是一种十分重要的植物激素，在调控胚

胎及果实发育、组织发生、维管组织分化、植物根系

的发生和向地性以及植物顶端优势等方面均发挥重

要作用［１］。生长素对植物根系，尤其是对植物主根

生长及侧根形成方面具有重要作用。

在植株中，生长素受体蛋白含有ＦＢＯＸ结构域，



作为ＳＣＦ（Ｓｋｐ－Ｃｕｌｌｉｎ－Ｆ－ｂｏｘ）型泛素 Ｅ３连接酶
复合体中的组分发挥功能。ＴＩＲ１作为最早发现的
生长素受体，在生长素信号通路中发挥重要功

能［２，３］。在低浓度生长素的情况下，ＡＵＸ／ＩＡＡ可与
ＡＲＦ（ａｕｘｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ）形成二聚体，抑制 ＡＲＦ
的转录激活活性，生长素信号处于关闭状态；在高浓

度生长素的情况下，生长素分子可与 ＴＩＲ１直接结
合，增强 ＴＩＲ１与 ＡＵＸ／ＩＡＡ的结合能力，通过泛素
蛋白酶体途径降解 ＡＵＸ／ＩＡＡ蛋白，释放对 ＡＲＦ的
抑制作用，开启生长素信号通路［４］。植物中存在与

ＴＩＲ１具有类似结构的蛋白 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＢ３、
ＡＦＢ４及 ＡＦＢ５，它们与 ＴＩＲ１一样是生长素的受
体［５～７］。

植物根系局部的生长素梯度及特定部位的生长

素积累对于根原基的发生具有至关重要的作用［８］。

如根毛的发生依赖于生长素内运蛋白 ＡＵＸ１（ａｕｘｉｎ
ｉｎｆｌｕｘｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１）的参与，而植物根分生组织的活
动及根尖的发育则依赖于生长素外运蛋白ＰＩＮ的参
与［９，１０］。在拟南芥中，ＡＵＸ／ＩＡＡ可参与侧根发生数
目的调控。ＩＡＡ１４功能获得突变体 ｓｌｒ－１中，由于
中柱鞘细胞无法分裂，导致该突变体无法形成侧根

原基［１１］，而ＩＡＡ１４功能缺失突变体ｉａａ１４－１却无异
常的侧根发生表型，说明在拟南芥的２９个ＡＵＸ／ＩＡＡ
家族中，除ＩＡＡ１４外，还有其它成员参与侧根发生的
调控［１２］。后续研究表明，ＩＡＡ１４可与 ＡＲＦ７及
ＡＲＦ１９形成二聚体，而ａｒｆ７ａｒｆ１９双突变体与 ｓｌｒ－１
具有类似的侧根发生表型，说明 ＩＡＡ１４很可能通过
这两个ＡＲＦ调控侧根发生［１３，１４］。ＡＲＦ家族成员既
包含转录激活因子，也包含转录抑制因子。如 ａｒｆ１０
ａｒｆ１６双基因突变体导致侧根发生数目增多；ｍｉＲ１６０
负调控 ＡＲＦ１０、ＡＲＦ１６及 ＡＲＦ１７的表达，过表达
ｍｉＲ１６０后，植株也表现侧根增多的表型［１５］。生长

素受体单基因突变体植株 ｔｉｒ１或 ａｆｂ的侧根发生数
目没有明显变化或仅略微减少，但 ｔｉｒ１ａｆｂ２ａｆｂ３三
基因突变体侧根发生数目与野生型相比则减少

９０％，说明生长素对侧根发生数目具有显著影
响［５，１６］。

自２００５年，ＴＩＲ１被确证为生长素受体以来，对
生长素受体ＴＩＲ１／ＡＦＢ相关的功能研究在模式植物
拟南芥和水稻等作物中取得了较大的进展，研究发

现ＴＩＲ１／ＡＦＢ在植物生长发育以及响应逆境胁迫等
多个生物学过程中均发挥功能。在拟南芥中，ＴＩＲ１／
ＡＦＢ可通过参与生长素信号通路影响植株的叶片
发生数目及子叶生长的偏上性状［１７］。而对于地下

部分的生长发育，拟南芥生长素受体 ＡＴＡＦＢ３可特

异地响应硝酸盐信号调控主根长度及侧根发生密

度［１８］。在水稻中，ＲＮＡｉ敲除 ＯｓＴＩＲ１和 ＯｓＡＦＢ２后
可显著增加旗叶夹角［１９］，而ＯｓＴＩＲ１和ＯｓＡＦＢ２被抑
制后还会导致水稻植株出现分蘖数增加及早花的表

型［２０］。

在拟南芥中，ＡＢＡ处理可抑制植株侧根发生，
而当过表达ＡＦＢ２后，ＡＢＡ对侧根生长的抑制解除，
说明 ＡＦＢ２在拟南芥参与逆境响应过程中发挥功
能［２１］。ＴＩＲ１／ＡＦＢ在植物响应生物逆境胁迫过程中
同样具有重要功能，在拟南芥中，采用细菌鞭毛蛋白

Ｆｌｇ２２处理植株后，ＴＩＲ１、ＡＦＢ１、ＡＦＢ２和 ＡＦＢ３的基
因表达水平下调，进而降低植物体生长素信号通路

的强度，使植物对外源菌的抗病性增强［２２］。

大豆中同样存在ＴＩＲ１／ＡＦＢ生长素受体基因家
族成员，但它们的相关研究仍未见报道。本研究分

析了大豆生长素受体 ＴＩＲ１／ＡＦＢ基因家族成员的结
构和功能，并对它们的基因表达模式进行了分析，以

期为研究生长素调控大豆生长发育的相关功能提供

支持。

１　材料与方法
１．１　试验材料及培养

实验材料为已完成基因组测序的大豆品种Ｇｌｙ
ｃｉｎｅｍａｘｖａｒ．Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２［２３］。大豆培养条件为：以
蛭石作为培养基质，温度 ２６℃，光培养 １６ｈ，暗培养
８ｈ，湿度６０％。在大豆材料生长期间，每５ｄ以纯净
水浇灌，保证培养基质的湿度和养分。

１．２　拟南芥及大豆生长素受体基因序列获得及系
统进化树构建

在拟南芥信息资源网站ＴＡＩＲ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａ
ｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）下载生长素受体 ＴＩＲ１、ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、
ＡＦＢ３、ＡＦＢ４和ＡＦＢ５基因序列及蛋白编码序列。以
拟南芥生长素受体蛋白编码序列为条件在植物基因

组数据库网站 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｊｇｉ．
ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ＃）中搜索各基因在大豆中的
同源基因，选取序列同源性高于６０％的基因作为备
选基因，并获得各个基因的基因全序列及蛋白编码

序列。采用生物信息学在线分析软件Ｐｌａｚａ（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｐｌａｚａ／ｖｅｒｓｉｏｎｓ／ｐｌａｚａ＿ｖ３
＿ｄｉｃｏｔｓ／）对大豆中获得的基因进行进化分析，选择
拟南芥生长素受体基因的直系同源基因作为目的基

因。采用基因结构在线分析软件 ＧＳＤＳ２．０（Ｇｅｎｅ
ＳｔｒｕｃｔｕｒｅＤｉｓｐｌａｙＳｅｒｖｅｒ：ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．
ｃｎ／）绘制基因结构图。采用ＭＥＧＡ５．０软件对各基
因蛋白序列进行比对，选择 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ算法

８３４ 中国油料作物学报　２０１７，３９（４）



构建系统进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为１０００［２４］。
１．３　基因蛋白结构域分析

利用蛋白结构域在线分析软件ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）对生长素受体蛋白结
构域进行预测。采用蛋白结构在线分析软件 Ｅｘ
ＰＡＳｙ（Ｐｒｏｓｉｔｅ：ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｈｔ
ｍｌ）绘制蛋白结构域模式图。
１．４　大豆生长素受体基因表达模式分析

在大豆资源在线网站ＳｏｙＢａｓｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｙｂａｓｅ．
ｏｒｇ／）上获取大豆生长发育期生长素受体基因芯片
表达数据，在植物生物学生物分析资源网站（Ｔｈｅ
ｂｉｏ－ＡｎａｌｙｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ：ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂａｒ．ｕｔｏｒｏｎｔｏ．ｃａ／）上下载生长素受体在生长发
育及根瘤菌侵染状态下基因芯片表达数据。利用

ＭｅＶ４．５软件对得到的基因表达数据进行矩阵分
析［２５］。同时，采用荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）的方
法，以大豆品种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２不同组织材料 ｃＤＮＡ为

模板对部分基因的转录表达模式进行验证，实验所

用引物见表 １。
１．５　启动子－ＧＵＳ组织化学染色载体构建

对 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００蛋
白编码序列上游启动子顺式作用元件分析结果显

示，在 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００上游 １６４３ｂｐ及 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００上游１８６４ｂｐ的区段内包含生长素功能
相关的顺式作用元件，因此选择相应长度的ＤＮＡ序
列作为各自基因启动子。在提取大豆全基因组

ＤＮＡ后，分别扩增目的基因启动子序列，ＰＣＲ扩增
引物见表 １。以 ｐＣＡＭＢＩＡ１３９１为目的载体，选择
ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＢａｍＨＩ作为酶切位点将目的基因启动子
连入载体，构建成功的载体转化进生根农杆菌

ＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓＫ５９９中用于转基因侵染大
豆。依据Ｋｅｒｅｓｚｔ等的方法［２６］，采用大豆发根转化

技术，在大豆中表达构建好的两个载体，分析各基因

组织化学表达模式。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

基因名称 Ｇｅｎｅｎａｍｅ 用途 Ａｉｍ 引物 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ 启动子 ＰＣＲｆｏｒｐｒｏｍｏｔｏｒ Ｆ：ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＡＧＣＡＧＡＣＣＴＧＡＡＡＴＧＴ

Ｒ：ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＣＴＴＡＡＣＣＡＡＣＴＣＡＣ
Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ Ｆ：ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＴＧＴＣＴＴＣＣＣＧＴ

Ｒ：ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＣＴＣＡＣＴＣＡＧＴＧＡＴＣＣＡＡＡＣＴ
Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ０６５３００ ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｆ：ＧＡＴＧＣＣＡＧＣＣＧＴＴＴＧＡＴＴＣＧＡ

Ｒ：ＧＧＴＧＡＡＡＣＴＣＣＡＴＴＧＧＴＴＧＧＧＧ
Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００ ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｆ：ＧＡＴＧＴＧＴＡＧＡＴＣＧＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧ

Ｒ：ＧＧＴＣＴＴＧＧＣＣＡＣＡＣＡＡＣＣ
Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００ ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｆ：ＣＡＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣ

Ｒ：ＧＧＣＡＣＴＣＡＣＡＴＧＴＴＣＣＧＴＧＣ
Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｆ：ＧＴＧＴＴＧＴＧＴＴＴＡＣＣＴＴＡＣＴＴＧＧＴＴＧＣ

Ｒ：ＧＴＧＡＴＡＧＡＡＡＧＣＣＴＣＡＡＡＡＣＣＣ

１．６　大豆转基因发根组织化学染色
将转入生长素受体基因启动子 －ＧＵＳ的大豆

转基因植株于培养室中培养，分别在植株长出主根

（培养１４ｄ）和侧根（培养１８ｄ）时对根部进行取材，
放入配制好的 ＧＵＳ染色液中于 ３７℃黑暗中染色
１２ｈ。待染色结束后将 ＧＵＳ染色液吸去，加入７５％
酒精进行脱色，将材料置于显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ－
ＳＺＸ７）下进行观察，并拍摄照片。

２　结果与分析
２．１　大豆生长素受体基因结构及系统进化分析

为获得并分析大豆中生长素受体基因，以拟南

芥生长素受体 ＡＴＴＩＲ１（ＡＴ３Ｇ６２９８０）、ＡＴＡＦＢ１
（ＡＴ４Ｇ０３１９０）、ＡＴＡＦＢ２（ＡＴ３Ｇ２６８１０）、ＡＴＡＦＢ３
（ＡＴ１Ｇ１２８２０）、ＡＴＡＦＢ４（ＡＴ４Ｇ２４３９０）和 ＡＴＡＦＢ５
（ＡＴ５Ｇ４９９８０）蛋白编码序列为标准序列，通过序列

同源比对及基因进化直系同源分析共得到１２个大
豆生长素受体基因。采用ＭＥＧＡ５软件对获得的生
长素受体基因及拟南芥生长素受体基因进行了系统

进化分析。结果显示，获得的１２个大豆生长素受体
基因可分为三个分支：第 Ｉ个分支包含拟南芥 ＡＴ
ＴＩＲ１和ＡＴＡＦＢ１与４个大豆生长素受体基因，分别
为 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ１５２８００、Ｇｌｙｍａ．１０Ｇ０２１５００、Ｇｌｙｍａ．
０３Ｇ２０９４００和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００；第 ＩＩ个分支包含
拟南芥ＡＴＡＦＢ２和ＡＴＡＦＢ３与４个大豆生长素受体
基因，分别为Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ０６５３００、Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００、
Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００；第 ＩＩＩ个分
支包含拟南芥 ＡＴＡＦＢ４和 ＡＴＡＦＢ５与４个大豆生长
素受体基因，分别为 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００、Ｇｌｙｍａ．
１４Ｇ１７９５００、Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００和 Ｇｌｙｍａ．０６Ｇ０９５４００
（图 １）。大豆１２个生长素受体基因组ＤＮＡ长度在
２９５５ｂｐ至３８３９ｂｐ之间，它们有相似的基因结构，
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均含有３个外显子和２个内含子。以上结果说明大
豆生长素受体基因在进化上较为保守，具有类似的

基因结构及组成。

图１　拟南芥与大豆生长素受体基因结构及系统进化树
Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆａｕｘｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｓｏｙｂｅａｎ

２．２　大豆生长素受体蛋白结构域分析
为预测大豆生长素受体的相关功能，利用蛋白

结构域在线分析软件 ＳＭＡＲＴ对拟南芥及大豆生长
素受体蛋白保守结构域进行了分析。结果表明在系

统进化树第Ｉ分支中的４个大豆生长素受体与它们
的直系同源基因一样，含有ＦＢＯＸ结构域和 ＬＲＲ结
构域。其中ＡＴＴＩＲ１和 ＡＴＡＦＢ１蛋白均含有６个串
联 ＬＲＲ结构域，而 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ１５２８００和 Ｇｌｙｍａ．
１０Ｇ０２１５００具有相似的蛋白结构，均含有４个 ＬＲＲ
串联结构域及一个ＬＣ（ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）区域；Ｇｌｙｍａ．
０３Ｇ２０９４００和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００具有类似的蛋白结
构，均含有７个ＬＲＲ串联结构域（图２）。在系统进
化树第ＩＩ分支的２个拟南芥生长素受体分别为ＡＴ
ＡＦＢ２和ＡＴＡＦＢ３，蛋白结构域分析结果表明，ＡＴ
ＡＦＢ２作为主要的生长素受体同时含有 ＦＢＯＸ结构
域和ＬＲＲ结构域，而 ＡＴＡＦＢ３仅含有 ＦＢＯＸ结构
域，并未发现含有ＬＲＲ结构。与它们处于同一分支
中的４个大豆生长素受体均与 ＡＴＡＦＢ２类似，同时
含有 ＦＢＯＸ结构域和 ＬＲＲ结构域，其中 Ｇｌｙｍａ．
０２Ｇ０６５３００、Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００
蛋白结构更为类似，均含有６个 ＬＲＲ串联结构域，
而Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００含有５个ＬＲＲ串联结构域（图
２）。在系统进化树第 ＩＩＩ分支的 ２个拟南芥受体
ＡＴＡＦＢ４和 ＡＴＡＦＢ５均不含有 ＦＢＯＸ结构域，其中
ＡＴＡＦＢ４仅含 １个 ＬＣ区域，ＡＴＡＦＢ５含有一个 ＬＣ
区域和５个ＬＲＲ串联结构域。在第 ＩＩＩ分支中的大
豆生长素受体与 ＡＴＡＦＢ４具有更为类似的蛋白结
构，均不含有ＦＢＯＸ结构域和ＬＲＲ结构域，仅含有１
个或多个 ＬＣ区域。蛋白结构域分析结果表明，与
系统进化树一致，处于同一分支中的拟南芥与大豆

生长素受体具有更为类似的蛋白结构（图２）。第 Ｉ
分支与第 ＩＩ分支中的大豆生长素受体同时含有
ＦＢＯＸ结构域和ＬＲＲ串联重复结构域，推测它们与
ＡＴＩＲ１和 ＡＴＡＦＢ２一样，在大豆中作为主要的生长
素受体发挥功能。

图２　拟南芥与大豆生长素受体蛋白结构域预测
Ｆｉｇ．２　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｏｔｉｆａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｕｘｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｓｏｙｂｅａｎ

２．３　大豆不同生育期生长素受体基因表达模式分析
为预测大豆生长素受体家族各成员在大豆不同

生育期可能发挥的功能，依据 Ｓｏｙｂａｓｅ数据库中的
生长素受体基因表达芯片的结果对各基因成员的组

织表达模式进行了分析。结果表明第 Ｉ分支的４个
生长素受体的基因表达水平比较类似，除个别基因

外，总体上具有相似的基因表达模式，说明第Ｉ分支
中的４个成员在大豆生长发育过程中可能发挥类似
的功能（图３）。根据基因表达模式分析，与第 Ｉ分
支类似，第ＩＩＩ分支基因成员间也可能存在功能冗余
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（图３）。与上述结果不同，第 ＩＩ分支的４个大豆生
长素受体基因组织表达强度差异十分明显，Ｇｌｙｍａ．
０２Ｇ０６５３００和Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００在各组织中表达水
平很低，与之相反，Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００在各组织中均有高的表达水平，说明这两
个基因很可能调控大豆生长发育的各个过程（图３）。

在大豆的叶组织中，处于第 Ｉ分支的３个生长
素受体基因 Ｇｌｙｍａ．１０Ｇ０２１５００、Ｇｌｙｍａ．０３Ｇ２０９４００
和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００具有较高的表达水平，说明这
３个基因在叶的发育及功能中可能发挥特异的调控
作用。尽管Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００
在叶中也具有较高的基因表达水平，但由于这两个

基因在其它组织中也具有高表达，因此这两个基因

在叶的发育及功能的调控方面并不特异（图 ３）。处
于第ＩＩＩ分支的 Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００与其它基因相比
在花中具有较高的表达水平，说明该基因很可能特

异地在花组织中发挥调控功能（图３）。根据第 Ｉ分
支中 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ１５２８００和 Ｇｌｙｍａ．１０Ｇ０２１５００以及
第ＩＩＩ分支中 Ｇｌｙｍａ．１４Ｇ１７９５００在开花后２５～３５ｄ
种子中特异的高表达水平推测，在大豆种子发育成

熟后期，可能主要受到这３个基因的调控；而 Ｇｌｙ
ｍａ．０６Ｇ０９５４００在开花后１４ｄ种子中特异的高表达
水平预示着该基因可能参与大豆种子早期的发育过

程（图３）。

图３　大豆不同生育期生长素受体基因表达模式分析
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｕｘｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇｅｎｅｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓ

２．４　大豆生长素受体基因在根中及根瘤菌处理条
件下组织表达模式分析

为预测大豆生长素受体对植株地下部分生长发

育的作用，提取了ｅＦＰ数据库网站中大豆生长素受
体的基因表达芯片结果，并对其进行分析。分析结

果表明，在大豆植株地下部分，第 Ｉ分支和第 ＩＩＩ分
支的大豆生长素受体基因表达维持在中等强度表达

水平，第 ＩＩ分支的生长素受体中，依旧是 Ｇｌｙｍａ．
０２Ｇ０６５３００和Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００在各组织中基因表
达水 平 很 低，而 Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００在各组织中的基因表达水平很高。该结
果表明，生长素受体各基因在地上部分和地下部分

基因表达水平比较一致，同时也侧面反映出两个数

据库基因芯片检测结果较为一致（图４）。
生长素在细胞分裂及细胞伸长过程中发挥重要

作用，而细胞分裂及生长主要发生在顶端分生组织

及其邻近部位，主要包括茎顶端分生组织（ＳＡＭ：
ｓｈｏｏｔｍｅｒｉｓｔｅｍ）和根尖，因此了解生长素在这些组织
中的基因表达情况对预测其功能十分重要。因此，

首先分析了各生长素受体基因在茎顶端分生组织中

的表达。结果表明，３个分支中均有在 ＳＡＭ中特异
高表达的基因，即第 Ｉ分支中的 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００、
第ＩＩ分支中的Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００以及第 ＩＩＩ分支中
的Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００（图４）。该结果说明这３个基
因很可能参与典型的生长素信号通路，调控分生区

细胞活动相关的生长发育过程。

对大豆生长素受体在地下组织中的基因表达模

式分析结果表明，在根中，第 ＩＩ分支的 Ｇｌｙｍａ．
１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００以及第 ＩＩＩ分支的
Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００基因表达水平较高，说明这些基
因可能参与了大豆根系形态建成方面的相关过程。

其中，Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００在根尖组织中表达水平最
高，说明该基因与大豆植株根尖分生区细胞的分裂

和生长密切相关（图４）。
根瘤是豆科植物与土壤中一类特异的根瘤菌通

过共生作用形成的特有组织，可将空气中无机氮气

转换成可被植物利用的氨，供植物体生长发育的需

要。生长素信号通路与根瘤的发生发育密切相关，

因此对生长素受体在根瘤中的表达模式进行分析十

分必要。分析结果表明，在１２个大豆生长素受体
中，第ＩＩＩ分支的Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００在根瘤中的表达
水平最高，同时该基因在地下部分所有组织中仅在

根瘤中表达水平最高，说明该基因可能与根瘤的生

长发育或共生固氮过程密切相关（图 ４）。根瘤形成
早期会发生根瘤菌与植物根毛细胞的相互作用，因

此对生长素受体基因在根瘤菌侵染大豆根系早期的

基因表达水平进行了分析。结果表明，根瘤菌侵染

１２ｈ，第 Ｉ分支的 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ１５２８００、第 ＩＩ分支的
Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ０６５３００、第 ＩＩＩ分支的 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００
和Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００受根瘤菌侵染的诱导表达；根
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瘤菌侵染 ２４ｈ，第 Ｉ分支的 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ１５２８００、Ｇｌｙ
ｍａ．１０Ｇ０２１５００和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００以及第ＩＩＩ分支
的Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００受根瘤菌侵染的诱导表达；根
瘤菌侵染 ４８ｈ，第 Ｉ分支的 Ｇｌｙｍａ．１０Ｇ０２１５００受根
瘤菌侵染的诱导表达。其中，Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ２１１８００在
根瘤菌侵染１２ｈ和２４ｈ后，基因表达水平提高十分
明显，说明该基因可能在植物根系响应根瘤菌侵染

过程中发挥重要功能（图４）。

图４　大豆根中生长素受体基因表达模式及
根瘤菌侵染条件下基因表达模式分析

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｕｘｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｓ
ｉｎｒｏｏｔａｎｄｕｎｄｅｒＲｈｉｚｏｂｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．５　第ＩＩ分支各基因在大豆不同组织中转录水平
检测

以第 ＩＩ分支的四个基因为对象，采用 ｑＲＴ－
ＰＣＲ的方法，对大豆生长素受体部分基因在大豆不
同组织中的转录水平进行检测。研究结果表明Ｇｌｙ
ｍａ．０２Ｇ０６５３００和 Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００在检测的所有
组织中基因表达水平较低，而 Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和
Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００在各组织中的基因表达水平相对
较高，该结果与基因芯片检测的数据结果基本一致

（图５）。所有基因在不同组织中的表达水平具有相
似特点，它们均在根瘤中的表达水平最高，在花中表

达水平也相对较高，而在根、茎、叶中的表达水平则

相对较低（图 ５）。这一结果说明，生长素受体在大
豆根瘤及花发育过程中需要维持高表达水平来调节

相应的发育过程。由于取样材料限制，并未对根部

的根毛及根尖进行取样，基于第 ＩＩ分支各基因在根
中表达水平较低，而基因芯片结果显示各基因在分

生组织、根尖及根毛中表达水平较高的检测结果表

明，在调控大豆根系形态建成方面需要生长素受体

在特定的部位发挥功能而并不需要组成型的持续

表达。

由于ＡＴＴＩＲ１和ＡＴＡＦＢ２是拟南芥中主要的生
长素受体，且它们在大豆中的同源基因均含有

ＦＢＯＸ结构域和 ＬＲＲ结构域，选择第 Ｉ分支中 ＡＴ
ＴＩＲ１的同源基因 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００和第 ＩＩ分支中
ＡＴＡＦＢ２的同源基因 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００构建启动子
－ＧＵＳ表达载体，通过组织化学染色的方法，分析
它们在大豆中的基因组织表达模式。

图５　第ＩＩ分支基因在大豆不同组织中转录表达水平分析
Ｆｉｇ．５　ＧｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｔｅｓｔｉｎｃａｌｄｅＩＩ

２．６　Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００组织
化学表达模式分析

研究结果表明，在 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳ
转基因大豆植株的主根中，染色部位特异地分布在

主根的分生区（图 ６Ａ），说明该基因对调控根尖分
生区细胞的分裂及生长具有重要作用，因此推测该

基因与大豆主根生长密切相关。在侧根发生阶段，

该基因则仅在中柱部位的侧根原基中表达（图

６Ｂ）。随着侧根的发育，在产生幼嫩侧根时期，该基
因仅在侧根部位表达（图 ６Ｃ）。在成熟的侧根中，
Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００的表达模式与主根类似，在侧根
根尖部位具有特异的高表达水平（图 ６Ｄ）。该结果
说明，在大豆主根生长和侧根发生发育过程中，Ｇｌｙ
ｍａ．１９Ｇ２０６８００在细胞分裂活跃的分生区部位维持
组织特异性高表达水平，表明该基因通过调控分生

区细胞的活动特异性地影响大豆主根生长和侧根发

生发育。

对Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ｐｒｏ：ＧＵＳ转基因大豆根中
的组织化学染色结果表明，Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００特异
地在主根中柱及根尖部位表达，但与 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ２０６８００的表达模式相反，该基因在主根根尖分
生区部位却表现为不连续的表达（图 ６Ｅ）。Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００在中柱部位的表达预示着该基因可能参

与根木质部相关的水分和矿物质运输过程及韧皮部

相关的养分运输过程，而该基因在根尖部分的表达

预示着该基因可能也参与大豆主根生长及发育过

程，且在功能上与 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００相互补充。在
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侧根原基形成阶段，Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００在中柱及侧
根原基中具有组织特异的表达模式（图 ６Ｆ），随着
侧根的发育，该基因在侧根原基中具有高水平的特

异表达（图 ６Ｇ），说明该基因在大豆侧根发生过程
中同样发挥重要调控功能。在成熟侧根中，Ｇｌｙｍａ．

１９Ｇ１００２００依旧主要在中柱中表达，但与主根中的
表达模式不同，该基因在侧根根尖分生区的整个部

位均有特异的高表达水平（图 ６Ｈ），说明该基因在
大豆侧根的生长及发育过程中具有重要的调控

作用。

注：Ａ～Ｄ：表达Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳ的转基因大豆根系；Ｅ～Ｈ：表达Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ｐｒｏ：ＧＵＳ的转基因大豆根系。Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｈ的比
例尺＝３ｍｍ，Ｂ、Ｆ的比例尺＝１ｃｍ。
Ｎｏｔｅ：Ａ－Ｄ：ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＧｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳ；Ｅ－Ｈ：ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＧｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ｐｒｏ：ＧＵＳ．Ａ，
Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｇ，Ｈ：ｂａｒ＝３ｍｍ，ＢａｎｄＦ：ｂａｒ＝１ｃｍ

图６　Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳ和Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ｐｒｏ：ＧＵＳ组织化学表达模式分析
Ｆｉｇ．６　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｏｏｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ

Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳａｎｄＧｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００ｐｒｏ：ＧＵＳ

３　讨论
生长素受体是生长素信号通路中最上游的调控

因子，对生长素信号通路的开关十分重要［２７］。

ＴＩＲ１／ＡＦＢ介导的生长素信号通路在植物中的作用
十分广泛，包括植物器官发生［２８］、叶子发育［１９］、根

系发育［２９］、生物逆境胁迫响应［３０］及非生物逆境胁

迫响应等诸多过程［３１］。然而，大豆生长素受体相关

功能的研究却未见报道。因此，本研究详细分析了

大豆生长素受体基因家族的成员及表达模式等特

征，为今后大豆生长素受体功能的研究奠定基础。

根据基因同源序列比对和直系同源分析，在大

豆中共找到１２个生长素受体基因，是拟南芥中生长
素受体基因的２倍。系统发育树和基因结构的分析
结果表明，大豆１２个生长素受体基因每２个形成一
个小分支，且它们互相之间具有十分相近的基因组

长度、外显子长度和内含子长度（图 １），说明在大豆
中每一个生长素受体基因都含有两个拷贝。大豆生

长素受体含有多个拷贝的现象可能与大豆的进化相

关。尽管大豆被认为是二倍体植物，但其基因组测

序及进化研究结果表明大豆曾经历过两次基因组加

倍，一次发生在早期大豆所在的蝶形花亚科基因组

加倍，一次发生在后期的大豆物种基因组的加

倍［２３，３２］，因此拟南芥的一个生长素受体基因对应大

豆中多个生长素受体基因，与大豆物种进化历史一

致。由此可以推测大豆生长素受体不同基因之间，

尤其是处于同一小分支上的两个基因之间可能存在

功能上的冗余。

基因芯片表达数据的结果也表明处于同一小分

支内部的两个大豆生长素受体基因在基因表达模式

上十分相似。如第 ＩＩ分支中第一个亚分支上的两
个基因 Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ０６５３００和 Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ１４６４００在
各个组织中表达水平都较低，而第 ＩＩ分支中第二个
亚分支上的两个基因 Ｇｌｙｍａ．１６Ｇ０５０５００和 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００在各个组织中的表达水平都较高（图３、
４）。因此，大豆生长素受体每个基因对应的两个拷
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贝不仅在序列上相近，在表达模式上也十分雷同，由

此推测它们在调控植物生长发育过程中基因功能冗

余现象十分普遍。生长素受体基因功能冗余现象不

仅在大豆中存在，在其它物种中也较为普遍。如在

模式植物拟南芥中，对于 ＴＩＲ１／ＡＦＢ单基因突变体，
仅ｔｉｒ１－１基因缺失突变体对２，４－Ｄ处理表现为敏
感性降低，而ｔｉｒ１－１ａｆｂ２双基因突变体相比于 ｔｉｒ１
－１单基因突变体则表现为对生长素更加不敏感，
说明ＡＦＢ２作为生长素受体在基因功能上与其它受
体存在冗余［３３］。在水稻中 ＯｓＴＩＲ１和 ＯｓＡＦＢ２也同
时调控水稻对盐胁迫的敏感性［３４］。因此，在后期研

究大豆生长素受体基因功能及大豆育种过程中必须

考虑并合理利用基因功能冗余现象，以取得比较理

想的成效。

Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００ｐｒｏ：ＧＵＳ转基因大豆根系组
织化学染色结果表明，该基因在主根、侧根原基以及

侧根的分生区具有特异性的表达，该结果与其在拟

南芥中的同源基因 ＡＴＴＩＲ１的表达模式类似。在拟
南芥中，ＡＴＴＩＲ１ｐｒｏ：ＧＵＳ在根系的所有部位呈现组
成型表达，但由于上游调控因子 ｍｉＲ３９３的转录后
抑制作用，ＡＴＴＩＲ１在主根及侧根分生区以外部位
的转录产物被降解，使其仅在主根及侧根原基的分

生区发挥功能，该结果可被 ＡＴＴＩＲ１ｐｒｏ：ｃＴＩＲ１：ＧＵＳ
的组织化学染色结果证明［３０］。相比于拟南芥中的

同源基因 ＡＴＴＩＲ１，Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ２０６８００调控大豆主根
生长及侧根发生的过程更加简单，仅在发挥功能的

部位表达来对根系形态建成进行调控。Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００的组织化学表达模式与拟南芥中同源基
因ＡＴＡＦＢ２也略有不同，ＡＴＡＦＢ２与ＡＴＴＩＲ１一样，仅
在主根及侧根的分生区中表达［３３］，而 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００除在主根及侧根的分生区中表达外，在
中柱 部 位 也 有 强 烈 的 表 达，预 示 着 Ｇｌｙｍａ．
１９Ｇ１００２００在根中具有更为广泛的调节功能。

已有研究表明，在大豆中过表达 ｍｉＲ３９３可降
低大豆根系对生长素响应的敏感性。ｍｉＲ３９３作为
上游的调控因子在转录后水平抑制 ＴＩＲ１／ＡＦＢ基因
的表达，进而影响生长素受体介导的生长素信号通

路调控的生物学过程。该结果表明，过表达 ｍｉＲ３９３
后，Ｇｌｙｍａ．０２Ｇ０６５３００（Ｇｌｙｍａ０２ｇ０７２４０）、Ｇｌｙｍａ．
１６Ｇ０５０５００（Ｇｌｙｍａ１６ｇ０５５００）和 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００
（Ｇｌｙｍａ１９ｇ２７２８０）三个第ＩＩ分支中的基因表达水平
均有不同程度的下调，并导致生长素对大豆侧根发

生密度抑制作用降低的表型，说明这些基因在调控

大豆侧根发生过程中发挥功能［３５］。而本研究组织

化学染色结果表明 Ｇｌｙｍａ．１９Ｇ１００２００在侧根原基

强烈表达，可能参与大豆侧根发生过程的调控，与上

述研究结果一致。近期研究表明，位于生长素信号

通路中生长素受体下游的生长素响应因子 ＡＲＦ在
大豆根瘤发生过程中也发挥功能。如在大豆中过表

达ＧｍＡＲＦ８ａ和ＧｍＡＲＦ８ｂ可显著降低大豆根瘤发生
数目［３６］。ＧｍＴＩＲ１／ＡＦＢ２是生长素信号通路中位于
ＧｍＡＲＦ更上游的调控因子，因此很可能通过调控
ＧｍＡＲＦ来调节大豆根瘤发生发育过程。本研究发
现 Ｇｌｙｍａ．０４Ｇ０９３５００在根瘤组织中表达特别强烈
且转录水平受到根瘤菌侵染的诱导表达，因此该基

因很可能与 ＧｍＡＲＦ８位于同一信号通路中共同影
响大豆根瘤发生过程，需进一步实验进行验证。

４　结论
生物信息学研究结果表明，大豆中含有１２个生

长素受体ＡＴＩＲ１／ＡＦＢ的同源基因，它们具有相似的
基因结构，可分为三个分支。第 Ｉ分支和第 ＩＩ分支
分别为 ＡＴＴＩＲ１／ＡＦＢ１和 ＡＴＡＦＢ２／ＡＦＢ３的同源基
因，具有经典的ＦＢＯＸ结构域和 ＬＲＲ结构域，第 ＩＩＩ
个分支为 ＡＴＡＦＢ４／ＡＦＢ５的同源基因，仅含 ＬＣ区
域。大豆生长素受体在大豆生长生育期不同组织中

具有不同的表达模式，不同基因成员可能既存在功

能上的冗余，也具有组织特异的基因功能。组织化

学染色结果表明，第Ｉ分支和第 ＩＩ分支的两个基因
在根中具有典型的生长素受体基因表达模式，预示

着它们可能通过在根系分生区的组织特异性表达来

调控大豆根系形态建成。
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