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绿豆 ＧＰＸ 基因家族鉴定及其对非生物胁迫的响应
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摘要:[目的]本文利用生物信息学方法从绿豆基因组中筛选谷胱甘肽过氧化物酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＰＸ)基因家族成

员ꎬ并探究其组织表达模式及其对若干胁迫的响应ꎮ [方法]利用生物信息学的方法对绿豆 ＧＰＸ 家族的等电点、相对分子

质量、共线性、上游顺式作用元件等进行分析ꎬ通过转录组测序和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 进一步分析绿豆 ＧＰＸ 基因家族的组织表达模式

以及在不同逆境胁迫和激素作用下的表达水平ꎮ [结果]从绿豆基因组中筛选出 ８ 个 ＧＰＸ 基因ꎬ其不均匀分布于 １ / ２ / ３ / ５ /
１０ 号染色体上ꎮ 基因结构及基序分析结果显示ꎬ８ 个 ＧＰＸ 的基因结构类似ꎬ均含有 ６ 个内含子区域ꎬ并且大部分 ＧＰＸ 成员

都具有 ＵＴＲ 区ꎮ 转录组以及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果表明ꎬ多个 ＧＰＸ 家族成员均能响应多种逆境胁迫ꎮ 组织表达分析结果显

示ꎬ不同 ＧＰＸ 家族成员在不同组织中呈特异性表达ꎻＧＰＸ 家族整体在绿豆中表达丰度较低ꎬ但表达量能被各种胁迫强烈诱

导ꎮ [结论]绿豆 ＧＰＸ 基因家族响应多种非生物胁迫ꎬ不同 ＧＰＸ 成员响应的胁迫类型不同ꎮ
关键词:绿豆ꎻＧＰＸ 基因家族ꎻ非生物胁迫ꎻ基因表达
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｕｓｅｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ(ｍｕｎｇ
ｂｅａｎ)ꎬａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔꎬｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔꎬ
ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｖ􀆰 ｒａｄｉａｔａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｏｔａｌ ｏｆ ８ ＧＰＸ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｇｅｎｏｍｅꎬｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｕｎｅｖｅｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １ / ２ / ３ / ５ / １０. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓꎬｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ＧＰＸ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬａｌｌ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉｘ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓꎬａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＧＰＸ ｍｅｍｂｅｒｓ ｈａｄ
ＵＴＲ ｒｅｇｉｏｎｓ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＧＰＸ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ.
Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＰＸ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ. ＧＰＸ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｗａｓ ｌｏｗ ａｎｄ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｔｈｅ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ
ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＰＸ ｍｅｍｂｅｒｓ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｍｕｎｇ ｂｅａｎꎻＧＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

植物在生长发育的过程中会遭受到多种非生物胁迫的影响ꎬ导致植物活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)积累ꎮ 一定浓度的 ＲＯＳ 能够作为信号分子激活植物的抗逆信号转导ꎬ提高植物的抗逆能力ꎬ而过高

浓度 ＲＯＳ 会导致植物体内氧化还原平衡失调ꎬ对细胞产生毒害作用[１－２]ꎮ ＧＰＸ 是一种非血红素过氧化物

酶ꎬ它能够以谷胱甘肽(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)或硫氧还蛋白( ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＴＲＸ)为还原剂ꎬ催化过氧化

氢(ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅꎬＨ２Ｏ２)、有机过氧化氢氧化物以及脂质过氧化物还原生成水或相应的醇ꎬ从而维持
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植物体内 ＲＯＳ 的平衡ꎬ保护细胞免受过高浓度 ＲＯＳ 带来的毒害作用[３－４]ꎮ
目前已经知道ꎬ几乎所有的真核生物基因组都含有 ＧＰＸ 家族的编码基因ꎮ 根据其器官分布、亚细胞

定位以及活性保守位点等差异ꎬＧＰＸ 在哺乳动物中共被分为 ８ 大类(ＧＰＸ１—ＧＰＸ８)ꎬ其中 ＧＰＸ１ 以同源四

聚体形式存在[５]ꎮ 根据 ＧＰＸ 家族成员的蛋白质一级结构及进化关系推测ꎬＧＰＸ１ / ２ / ３ / ５ / ６ 可能源于同一

个含有硒代半胱氨酸的祖先ꎬ它的结构可能与 ＧＰＸ１ 相似ꎬ且以四聚体的形式存在ꎻ而 ＧＰＸ４ / ７ / ８ 则可能

是单体[６－７]ꎮ 植物中的 ＧＰＸ 研究起步较晚ꎮ Ｃｒｉｑｕｉ 等[８]从烟草中分离鉴定到了第 １ 个植物来源的 ＧＰＸꎬ
而后陆续在拟南芥[９]、水稻[１０]、番茄[１１]等植物中发现了 ＧＰＸ 同源基因ꎮ 与动物 ＧＰＸ 不同的是ꎬ植物 ＧＰＸ
蛋白的活性位点为半胱氨酸(Ｃｙｓ)ꎬ而动物中多为硒代半胱氨酸( ｓｅＣｙｓ)ꎬ这也可能是植物中 ＧＰＸ 相比于

动物中 ＧＰＸ 活性更低的原因[１２]ꎮ 大多数植物来源的 ＧＰＸ 与动物 ＧＰＸ４ 高度同源ꎮ 除了杨树 ＰｔＧＰＸ５ 通

过疏水作用形成同源二聚体外ꎬ植物中已报道的 ＧＰＸ 都以单体形式存在[１３－１４]ꎮ
近几年来植物中 ＧＰＸ 蛋白的相关研究较少ꎬ且研究方向多数集中于 ＧＰＸ 与氧化还原以及 ＧＰＸ 调控

植物生长发育等方面ꎮ Ｙａｎｇ 等[１５]研究结果表明ꎬ过表达菊花 ＧＰＸ１ 可以减少低温条件下活性氧(ＲＯＳ)的
积累ꎬ提高转基因菊花的抗寒性ꎬ此外ꎬ低温处理会降低菊花 ＧＰＸ１ 在 ２２０ 位赖氨酸的巴豆酰化水平ꎮ
Ｒａｔｔａｎａｗｏｎｇ 等[１６]发现 ＲＯＳ 对于水稻受精卵生长发育至关重要ꎬ受精卵和早期胚胎在 ＲＯＳ 产生受到抑制

后表现出发育停滞ꎬＯｓＧＰＸ１ / ３ 在此过程中起着重要作用ꎮ Ｌｅｅ 等[１７]发现人参皂苷 ＲＥ 通过上调 ＧＰＸ４ 减

轻 ６－羟多巴胺诱导的氧化应激ꎮ
ＧＰＸ 在植物响应各类非生物胁迫的过程中也起着重要作用[１８]ꎮ Ｐａｓｓａｉａ 等[１９] 通过构建 ＡｔＧＰＸ１￣８ 的

单突变体对拟南芥 ＧＰＸ 家族的功能进行了初步探究ꎬ结果发现拟南芥 ｇｐｘ 突变体的茎叶大小均与野生型

相似ꎬ或仅有微小差异ꎬ而 ｇｐｘ 突变体的根生长表型却发生明显变化ꎮ 例如ꎬａｔｇｐｘ１ / ４ / ６ / ７ / ８ 突变体的侧

根密度高于野生型ꎬ而 ａｔｇｐｘ２ / ３ 的侧根密度则显著低于野生型ꎬ这也暗示 ＡｔＧＰＸ 介导的氧化还原控制在

控制根形态中的重要性ꎮ Ｍｉａｏ 等[２０]研究表明ꎬ拟南芥 ＡｔＧＰＸ３ 通过维持 Ｈ２Ｏ２ 的氧化还原稳态来传递氧

化还原信号ꎮ 同时ꎬＡｔＧＰＸ３ 与 ＡＢＡ 信号转导中的关键蛋白 ＡＢＡ ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ１ / ２(ＡＢＩ１ / ２)发生互作ꎬ激
活质膜 Ｃａ２＋和 Ｋ＋通道诱导的气孔关闭ꎬ从而参与 ＡＢＡ 和干旱胁迫信号路径ꎮ 在水稻中ꎬＯｓＧＰＸ３ 参与抗

氧化防护、氧化还原稳态调节和 ＡＢＡ 信号转导[２１]ꎮ Ｚｈｏｕ 等[２２] 报道 ＯｓＧＰＸ１ 能够通过乙酰化进入细胞

核ꎬ并且通过自身所形成的二硫键将氧化信号传递给 ＯｓｂＺＩＰ６８(ｂａｓｉｃ ｒｅｇｉｏｎ / ｌｅｕｃｉｎｅ Ｚｉｐｐｅｒ ６８)ꎬ进而转录

调控下游一系列靶基因ꎬ实现渗透胁迫下的氧化还原信号传递ꎮ
绿豆是我国种植的主要食用豆类之一ꎬ在南亚、东亚及东南亚都有广泛种植ꎬ因其丰富的营养价值、独

特的风味广受欢迎ꎮ 近年来ꎬ由于世界气候逐步恶劣ꎬ极端天气频繁出现ꎬ由此所带来的冷害、高温、干旱

等非生物胁迫对于作物产量的影响也愈来愈大ꎬ因此研究植物如何应对非生物胁迫以及如何提高植物对

于非生物胁迫的抗性是有必要的ꎮ 本研究从绿豆基因组中挖掘了绿豆 ＧＰＸ 编码基因ꎬ研究其组织表达特

异性以及在不同的胁迫和激素处理下的表达水平变化规律ꎬ为绿豆优质品种的选育提供思路ꎬ并且为深入

研究绿豆 ＧＰＸ 基因家族的生物学调控功能提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和处理方法

绿豆品种‘苏绿一号’(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ)由江苏省农业科学院经济作物研究所提供ꎮ 挑选饱满健康的绿

豆种子ꎬ用 ５％(体积分数)的次氯酸钠消毒 ３０ ｍｉｎꎬ灭菌水清洗干净后转移至垫有湿滤纸的培养皿中萌

发ꎬ发芽 ４ ｄ 后将其转移至 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液培养ꎮ 整个培养过程在 ２５ ℃、光 /暗培养时间 １６ ｈ / ８ ｈ、光
照度 ８ ０００ ｌｘ 的温室中进行ꎮ

将培养 １０ ｄ 后的绿豆幼苗用 ＰＥＧ６０００(２０％)处理 ２４ ｈ 模拟渗透胁迫ꎻ放置于 ４ ℃培养箱中处理

２４ ｈ 模拟冷胁迫ꎻ用含有 １００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ 的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液处理模拟盐胁迫ꎮ 在含有 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＡＢＡ、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１赤霉素 ＧＡ３ 或 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭｅＪＡ 的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中处理 ２４ ｈ 模拟不同的激素

处理ꎮ
１.２　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族成员的鉴定

绿豆基因组数据及其蛋白数据均由江苏省农业科学院经济作物研究所提供ꎮ 从 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ￣
ｌｅｇａｃｙ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )网站上下载 ＧＰＸ 结构域(ＰＦ００２５５)ꎬ通过 ＨＭＭＥＲ３.０ 对‘苏绿一号’蛋白数据库进行筛

４５４
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选ꎬｅ￣ｖａｌｕｅ 设置为 １×ｅ－１０ꎬ而后通过 ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )对候选成员蛋白结构进行第 ２ 次筛

选ꎬ将通过 ２ 次筛选的候选成员作为绿豆 ＧＰＸ 基因家族成员ꎮ
１.３　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族系统进化树构建

利用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对绿豆 ＧＰＸ 基因家族成员进行多序列比对ꎬ然后使用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件通过邻接法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系统发育进化树ꎬ自展值(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)设置为 １ ０００ꎮ
１.４　 绿豆 ＧＰＸ 基因的染色体定位及其理化性质分析

利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件和绿豆基因组数据、蛋白数据以及注释文件等ꎬ对绿豆 ＧＰＸ 基因家族的 ８ 个基因进

行染色体定位ꎬ并且利用 ＥＸＰＡＳＹ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )对绿豆 ＧＰＸ 蛋白的基础理化性质

进行分析ꎮ
１.５　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族结构及基序分析

根据现有的绿豆基因组注释信息ꎬ从绿豆基因组中检索 ＧＰＸ 基因序列ꎬ以研究绿豆 ＧＰＸ 基因家族的

内含子、外显子结构ꎮ 使用 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)对绿豆 ＧＰＸ 蛋白序列进行预测分

析并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视化处理ꎮ
１.６　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族顺式作用元件及共线性分析

通过现有的绿豆基因组数据及其注释文件ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件提取绿豆 ＧＰＸ 基因家族成员上游 ２ ０００
ｂｐ 的启动子序列ꎬ并在 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 上进行预测分析ꎮ 对于共线性分析ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 ＭＣＳｃａｎＸ 对绿豆

ＧＰＸ 基因家族及拟南芥进行分析并将结果进行可视化处理ꎮ
１.７　 绿豆 ＧＰＸ 蛋白磷酸化修饰的预测分析

将绿豆 ＧＰＸ 蛋白序列提交至 ＧＰＳ６.０(ｈｔｔｐ: / / ｇｐｓ.ｂｉｏｃｕｃｋｏｏ.ｃｎ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)并进行蛋白修饰的预测分

析ꎬ阈值选择“高”ꎮ
１.８　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族表达谱分析

对处理后的绿豆幼苗取样并送至广州基迪奥生物技术有限公司进行转录组测序ꎬ根据所得到的转录

组数据将 Ｃｏｕｎｔ 转化为 ＦＰＫＭ 值ꎬ再利用基迪奥(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｏｍｉｃｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / ｔｏｏｌｓ / Ｈｏｍｅ / Ｓｏｆｔ / ｇｅｔｓｏｆｔ)的热

图工具进行表达热图的绘制ꎬ利用 Ｚ￣ｓｃｏｒｅ 进行归一化处理并绘制热图ꎮ 为了更直观地观察组织特异性表

达谱ꎬ计算各组织 ＦＰＫＭ 的 ｌｏｇ２( ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ)值ꎬ并绘图ꎮ
１.９　 绿豆 ＧＰＸ 基因 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

使用 ＴＲｉｚｏｌ 对绿豆根部总 ＲＮＡ 进行提取ꎬ使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(ＴａＫａＲａ)进行反转录并得到

ｃＤＮＡꎬ最后使用 ｃＤＮＡ 对 ８ 个 ＧＰＸ 进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ计算基因的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族成员的鉴定及其理化性质分析

经过筛选从‘苏绿一号’中并鉴定出 ８ 个 ＧＰＸ 家族基因ꎬ再依据它们的基因登录号将其分别命名为

ＧＰＸ１—ＧＰＸ８(表 １)ꎮ 分析发现ꎬ８ 个 ＧＰＸ 不均匀地分布于 １、２、３、５ 和 １０ 号染色体上ꎬ其中 １ 号染色体上

存在 ３ 个 ＧＰＸꎬ１０ 号染色体存在 ２ 个 ＧＰＸꎬ而 ２、３、５ 号染色体上均只含有 １ 个 ＧＰＸ(图 １)ꎮ 通过基本理化性

质分析发现ꎬ编码绿豆 ＧＰＸ 家族成员可能的氨基酸数为 １７０~２６３ꎬ预测相对分子质量为 １９ ０３１ ~ ２９ ７９６ꎮ
表 １　 绿豆 ＧＰＸ 基因基本信息及其编码蛋白的理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因登录号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

染色体位置
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

氨基酸残基数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

等电点
ｐＩ

蛋白质疏水性
ＧＲＡＶＹ

ＶｒＧＰＸ１ ＥＶＭ０００３７９２ １０ １８０ ２０ １９４ ５.４３ －０.４３９
ＶｒＧＰＸ２ ＥＶＭ０００６２７２ １ １７１ １９ ４７３ ４.９８ －０.４８５
ＶｒＧＰＸ３ ＥＶＭ０００７３４３ １ ２３６ ２６ ０２８ ８.９９ －０.２８１
ＶｒＧＰＸ４ ＥＶＭ０００７６８７ １０ １７０ １９ ０９７ ５.１１ －０.３５２
ＶｒＧＰＸ５ ＥＶＭ００２２７１２ ３ １７０ １９ ０４９ ９.７１ －０.３２９
ＶｒＧＰＸ６ ＥＶＭ００２６７１３ ２ １７０ １９ ０３１ ９.４４ －０.４６１
ＶｒＧＰＸ７ ＥＶＭ００３２８９２ ５ ２６３ ２９ ７９６ ９.７５ －０.３２９
ＶｒＧＰＸ８ ＥＶＭ００３３８６２ １ １９８ ２２ ５８０ ６.６１ －０.１８９

５５４
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其中ꎬ相对分子质量最大的是 ＧＰＸ７ꎬ最小的是 ＧＰＸ６ꎮ 绿豆 ＧＰＸ 家族成员编码蛋白的等电点为 ５.１１ ~
９.７５ꎬ推断该家族中既存在酸性蛋白也存在碱性蛋白ꎮ 蛋白质疏水性为－０.１８９~ －０.４８５ꎬ显示绿豆 ＧＰＸ 蛋

白是一类亲水蛋白ꎮ

图 １　 ＧＰＸ 基因在绿豆染色体上的定位分布

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ｖ􀆰 ｒａｄｉａｔａ

２.２　 系统发育进化分析

系统发育进化树结果显示ꎬ拟南芥、水稻和绿豆 ＧＰＸ 家族分为 ５ 个亚家族(图 ２)ꎮ 其中进化树主要

出现了 ２ 个亚支ꎬⅠ—Ⅳ亚家族位于一个亚支ꎬ而Ⅴ亚家族则位于另一个亚支ꎮ 除Ⅴ亚家族外ꎬ３ 个物种

的 ＧＰＸ 分布较为平均ꎮ 其中ꎬＧＰＸ５ 和 ＧＰＸ６ 同属Ⅲ亚家族ꎬＧＰＸ１ 和 ＧＰＸ３ 同属Ⅳ亚家族ꎬ它们亲缘关系

非常近ꎬ因此推测可能在绿豆中的功能也较类似ꎮ 另外ꎬⅤ亚家族与其他 ４ 个亚家族差异较大ꎬ且其中不

包含水稻 ＧＰＸꎬ这可能是在物种进化中形成的一类特殊 ＧＰＸ 蛋白ꎬ推测在绿豆和拟南芥中具有特殊功能ꎮ

图 ２　 绿豆、水稻和拟南芥 ＧＰＸ 家族的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧＰＸ ａｍｏｎｇ Ｖ􀆰 ｒａｄｉａｔａꎬＯｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２.３　 ＧＰＸ 蛋白和基因结构及 ｍｏｔｉｆ 分析

对绿豆 ＧＰＸ 蛋白序列的基序(ｍｏｔｉｆ)分析可知(图 ３)ꎬ绿豆 ＧＰＸ 家族成员所编码蛋白中共存在 １６ 种

ｍｏｔｉｆꎬ其中的 ｍｏｔｉｆ １ / ２ / ３ 是所有的绿豆 ＧＰＸ 共有的 ３ 个基序ꎬ这与拟南芥及水稻中 ＧＰＸ 家族基序数相似

(除 ＡｔＧＰＸ６)ꎬ并且除绿豆 ＧＰＸ１ / ４ 以外ꎬ其余绿豆 ＧＰＸ 都具有 ｍｏｔｉｆ ４ 这一基序ꎮ 此外ꎬ根据之前所划分

的亚家族来看ꎬⅠ亚家族中所有成员均具有 ｍｏｔｉｆ ９ꎬ这个结构是其他亚家族成员所不具备的ꎬⅢ亚家族除

ＡｔＧＰＸ６ 外ꎬ其他 ＧＰＸ 成员均由 ｍｏｔｉｆ １ / ２ / ３ / ４ 所组成ꎬ推测Ⅲ亚家族的 ＧＰＸ 可能具有相似功能ꎮ ｍｏｔｉｆ ２０
则仅在 ＡｔＧＰＸ４ / ５ 中被发现ꎬ为拟南芥所独有的一类 ｍｏｔｉｆꎮ 基因结构分析的结果显示ꎬ８ 个绿豆 ＧＰＸ 成员

的内含子数量均为 ６ 个ꎮ 除 ＧＰＸ５ 和 ＧＰＸ３ 之外ꎬ其余 ＧＰＸ 成员都含有 ５′及 ３′ＵＴＲ 区ꎬ这与拟南芥和水稻

大多数 ＧＰＸ 家族成员的情况类似ꎮ

６５４
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图 ３　 绿豆、水稻和拟南芥 ＧＰＸ 基因结构及其所编码蛋白的基序

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧＰＸ ｇｅｎｅ ａｍｏｎｇ Ｖ. ｒａｄｉａｔａꎬＯ. ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 绿豆 ＧＰＸ 基因家族共线性分析

共线性分析(图 ４)后发现共有 １０ 对基因存在共线性关系ꎬ分别为 ＶｒＧＰＸ３ 与 ＡｔＧＰＸ６ / ８、ＶｒＧＰＸ６ 与

ＡｔＧＰＸ４ / ５、ＶｒＧＰＸ５ 与 ＡｔＧＰＸ４ / ５、ＶｒＧＰＸ７ 与 ＡｔＧＰＸ４ / ７、ＶｒＧＰＸ４ 与 ＡｔＧＰＸ６ / ８ꎮ 共线性关系说明其结构功能

相似ꎬ可能由同一个祖先进化而来ꎮ

图 ４　 绿豆和拟南芥 ＧＰＸ 基因间共线性关系

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＰＸ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ａｎｄ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ

２.５　 绿豆 ＧＰＸ 家族基因顺式作用元件分析

获取 ＧＰＸ 起始密码子前 ２ ０００ ｂｐ 作为 ＧＰＸ 的启动子用于顺式作用元件分析(图 ５)ꎮ 在顺式作用元

件分析中ꎬ顺式作用元件大致可分为 ３ 类ꎬ如生长发育相关顺式作用元件、胁迫响应相关顺式作用元件以

及激素响应相关顺式作用元件ꎮ ＧＰＸ１ / ２ / ３ 启动子都含有 ６~７ 个 ＭｅＪＡ 响应元件ꎬＧＰＸ４ 启动子含有 ６ 个

连续的 ＡＢＡ 响应元件ꎻＧＰＸ５ 启动子包含 ４ 个低温胁迫相关顺式作用元件ꎬ这暗示 ＧＰＸ 基因家族成员广

泛参与多种胁迫和发育响应的相关信号ꎮ
２.６　 绿豆 ＧＰＸ 蛋白磷酸化修饰的预测分析

对绿豆 ＧＰＸ 家族蛋白进行磷酸化修饰的预测(表 ２)结果显示ꎬＧＰＸ１—ＧＰＸ８ 均能发生磷酸化修饰ꎮ
其中以酪氨酸激酶( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎬＴＫ)催化酪氨酸磷酸化的概率分值较高且最为多见ꎮ 除此之外ꎬ也可

能存在以酪蛋白激酶 １(ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ꎬＣＫ１)、ＡＧＣ 蛋白激酶(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡＧＣꎬＡＧＣ)、鸟苷酸环化酶受

体( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｕａｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅｓꎬＲＧＣ)和 ＣＭＧＣ 类蛋白激酶为激酶的磷酸化修饰ꎮ 值得注意的是ꎬ这些发生

修饰的氨基酸位点较为保守ꎮ 例如ꎬＧＰＸ１ 的 ５０ 位酪氨酸在 ＧＰＸ 家族蛋白中高度保守ꎬＧＰＸ１ / ３ / ４ / ６ / ７ / ８
的该位点均预测出存在 ＴＫ 催化的酪氨酸磷酸化修饰ꎮ
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图 ５　 绿豆 ＧＰＸ 基因启动子区域的顺式作用元件分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＰＸ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ Ｖ􀆰 ｒａｄｉａｔａ
　 　 Ａ. 生长发育相关顺式元件[Ａ１. 启动子和增强子区的共同顺式作用元件ꎻＡ２. 与分生组织表达相关的顺式作用元件ꎻＡ３. ＭＹＢＨｖ１ 结合位

点ꎻＡ４. 富含 ＡＴ 的 ＤＮＡ 结合蛋白(ＡＴＢＰ￣１)结合位点ꎻＡ５. 最大激发子介导的激活元件ꎻＡ６. 参与胚乳表达的顺式作用元件]ꎻＢ. 低温干旱等

胁迫相关顺式元件(Ｂ１. 参与防御与压力的顺式作用元件ꎻＢ２. 结合 ＭＹＢ 参与干旱胁迫响应顺式作用元件ꎻＢ３. 厌氧诱导必需的顺式作用元

件ꎻＢ４. 参与低温响应调节的顺式作用元件ꎻＢ５. 创伤响应元件)ꎻＣ. 激素响应相关顺式元件(Ｃ１. 赤霉素响应原件ꎻＣ２. 参与赤霉素代谢调节

的顺式作用元件ꎻＣ３. 参与脱落酸响应的顺式作用元件ꎻＣ４. 生长素响应相关顺式元件ꎻＣ５. 参与茉莉酸甲酯响应的顺式作用元件ꎻＣ６. 参与赤

霉素代谢调节的顺式作用元件)ꎮ
Ａ. Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｓ ｅｌｅｍｅｎｔ[Ａ１. Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓꎻＡ２. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＡ３. ＭＹＢＨｖ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎻＡ４. Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ＡＴ￣ｒｉｃｈ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＡＴＢＰ￣１)ꎻＡ５. Ｅｌｅｍｅｎｔ ｆｏｒ
ｍａｘｉｍａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎻＡ６. ｃｉｓ￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ]ꎻＢ. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｏｕｇｈｔ(Ｂ１. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻＢ２. ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙꎻ
Ｂ３. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻＢ４. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻＢ５. Ｗｏｕｎｄ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻＣ. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ(Ｃ１. Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻＣ２. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻＣ３. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻＣ４. Ａｕｘｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻＣ５. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻＣ６. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ) .

表 ２　 绿豆 ＧＰＸ 蛋白发生磷酸化修饰的预测分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｖ􀆰 ｒａｄｉａｔａ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

预测被磷酸化的残基
Ｐｒｅｄｉｃｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

激酶
Ｋｉｎａｓｅ

预测肽
Ｐｅｐｔｉｄｅ

分数
Ｓｃｏｒｅ

阈值
Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ＶｒＧＰＸ１ ７ Ｔ ＣＫ１ ＭＡＳＱＳＮＴＫＳＳＶＨＤＦ ０.３７７ ０ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ１ ５０ Ｙ ＴＫ ＣＧＬＴＮＳＮＹＴＥＬＮＱＶＹ ０.９９６ １ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ１ ５７ Ｙ ＴＫ ＹＴＥＬＮＱＶＹＤＫＹＫＧＫＧ ０.９６８ ９ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ１ １１５ Ｙ ＴＫ ＧＤＮＡＡＰＬＹＫＦＬＫＳＳＫ ０.９４８ ９ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ１ １４９ Ｙ ＴＫ ＤＧＮＶＶＤＲＹＡＰＴＴＳＰＬ ０.９０１ ０ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ２ １５４ Ｔ ＡＧＣ ＶＤＲＹＹＰＴＴＳＰＬＳＬＥＲ ０.０４９ １ ０.０４７ ８
ＶｒＧＰＸ３ ７ Ｔ ＣＫ１ ＭＬＳＳＳＴＴＲＩＦＩＨＴＴ ０.１０８ ２ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ３ ７３ Ｔ ＣＫ１ ＲＴＤＨＴＭＡＴＳＳＡＫＳＶＨ ０.１３８ ７ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ３ １７８ Ｓ ＣＫ１ ＫＶＤＶＮＧＤＳＡＤＰＬＹＫＹ ０.１３４ ９ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ３ １１８ Ｙ ＴＫ ＣＧＬＴＮＳＮＹＴＥＬＳＱＬＹ ０.９９１ ８ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ３ １８３ Ｙ ＴＫ ＧＤＳＡＤＰＬＹＫＹＬＫＳＳＫ ０.９８６ ７ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ３ ２１７ Ｙ ＴＫ ＥＧＫＶＶＤＲＹＡＰＴＴＳＰＬ ０.９６８ １ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ４ １１０ Ｓ ＣＫ１ ＤＫＩＥＶＮＧＳＮＳＡＰＬＹＫ ０.１６４ ８ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ４ １３ Ｙ ＴＫ ＳＫＤＰＫＳＶＹＤＦＳＶＫＤＡ ０.９６６ ０ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ４ ５１ Ｙ ＴＫ ＣＧＬＴＮＳＮＹＴＥＬＮＥＬＹ ０.９８７ ６ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ４ １５０ Ｙ ＴＫ ＫＧＱＶＶＧＲＹＹＰＴＴＳＰＬ ０.９２６ １ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ５ ８ Ｓ ＣＫ１ ＭＧＡＳＱＳＩＳＥＮＳＩＨＥＦ ０.４２５ ８ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ５ １１ Ｓ ＣＫ１ ＳＱＳＩＳＥＮＳＩＨＥＦＴＶＫ ０.３５４ １ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ５ １１０ Ｓ ＣＫ１ ＧＫＩＲＶＮＧＳＤＳＡＰＶＦＫ ０.１０５ ７ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ６ ５５ Ｔ ＡＧＣ ＮＳＮＹＴＱＬＴＥＬＹＳＲＹＫ ０.０８８ ５ ０.０４７ ８
ＶｒＧＰＸ６ ８ Ｓ ＣＫ１ ＭＧＡＡＥＳＶＳＥＮＳＩＨＥＦ ０.２７２ ３ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ６ １１ Ｓ ＣＫ１ ＡＥＳＶＳＥＮＳＩＨＥＦＳＶＫ ０.３０６ ５ ０.０９９ ６
ＶｒＧＰＸ６ １５５ Ｓ ＲＧＣ ＫＲＹＧＰＴＴＳＰＬＳＩＥＮＤ ０.１１５ ８ ０.０９７ ０
ＶｒＧＰＸ６ ５１ Ｙ ＴＫ ＣＧＦＴＮＳＮＹＴＱＬＴＥＬＹ ０.９５７ ３ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ７ ３９ Ｔ ＣＭＧＣ ＡＦＳＴＴＦＦＴＰＬＨＤＦＴＨ ０.１８０ ９ ０.１５１ ０
ＶｒＧＰＸ７ １０７ Ｙ ＴＫ ＡＡＴＥＫＴＩＹＤＦＴＶＫＤＩ ０.９１１ ８ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ７ １４５ Ｙ ＴＫ ＣＧＬＴＳＳＮＹＳＥＬＳＲＬＹ ０.９４７ ９ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ８ １８４ Ｓ ＣＭＧＣ ＥＲＹＡＰＴＴＳＰＬＫＩＥＫＤ ０.４９７ ４ ０.１５１ ０
ＶｒＧＰＸ８ １８４ Ｓ ＲＧＣ ＥＲＹＡＰＴＴＳＰＬＫＩＥＫＤ ０.１２０ ３ ０.０９７ ０
ＶｒＧＰＸ８ ４２ Ｙ ＴＫ ＥＱＳＳＫＳＩＹＤＦＴＶＫＤＩ ０.９１５ ９ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ８ ８０ Ｙ ＴＫ ＣＧＬＴＱＴＮＹＫＥＬＮＶＬＹ ０.９６７ ９ ０.８９７ ０
ＶｒＧＰＸ８ ８７ Ｙ ＴＫ ＹＫＥＬＮＶＬＹＤＫＹＫＮＱＧ ０.９３８ ０ ０.８９７ ０

　 　 注:ＴＫ:酪氨酸激酶 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎻＣＫ１:酪蛋白激酶 １ Ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ꎻＡＧＣ:ＡＧＣ 蛋白激酶 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡＧＣꎻＲＧＣ:鸟苷酸环化酶受
体 Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｕａｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅｓꎻＣＭＧＣ:ＣＭＧＣ 激酶 ＣＭＧＣ ｋｉｎａｓｅ.
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２.７　 绿豆 ＧＰＸ 的组织特异性表达及不同胁迫和激素处理下的表达热图

为了探究 ＧＰＸ 在绿豆中的表达模式ꎬ对‘苏绿一号’的根、茎、叶及根尖进行了转录组测序分析ꎮ 结果

(图 ６－Ａ)显示:ＧＰＸ３ 和 ＧＰＸ８ 的表达丰度在所有组织中均较高ꎬ因此推测它们具有重要的功能ꎬ但 ＧＰＸ
家族整体表达丰度较低ꎮ ＧＰＸ 基因家族各成员具有组织特异性表达的特点ꎮ 例如:ＧＰＸ２ / ３ 在根中表达

量较高ꎬ而在根尖中的表达量却较低ꎻＧＰＸ４ 仅在根尖中表达量较高ꎬ这或许代表着其在根尖生长或者根

尖胁迫的感知中发挥一定作用ꎮ 这说明 ＧＰＸ 家族的各成员可能在不同组织中发挥较为特异的功能ꎮ
进一步对绿豆进行不同胁迫和激素处理ꎬ再通过转录组测序比较研究 ＧＰＸ 家族各成员的表达量变

化ꎮ 结果(图 ６－Ｂ)显示:ＧＰＸ２ / ４ / ６ 的表达量在 ＰＥＧ 导致的渗透胁迫下受到显著抑制ꎬＧＰＸ３ / ７ 则不受渗

透胁迫的影响ꎬ而 ＧＰＸ８ 在渗透胁迫下表达量提高ꎮ ＧＰＸ７ 在盐胁迫处理下表达量显著提高ꎬ而其余的

ＧＰＸ 成员无显著差异ꎮ ＡＢＡ 处理不影响 ＧＰＸ３ / ６ 的表达量ꎻＧＰＸ２ / ４ 的表达在 ＡＢＡ 处理下受到抑制ꎬ而
ＧＰＸ８ 则在 ＡＢＡ 处理下受到明显诱导ꎮ 在 ＡＢＡ 处理下ꎬＧＰＸ７ 的表达量受显著抑制ꎬ这与 ＰＥＧ 处理下的

结果正好相反ꎮ

图 ６　 ＶｒＧＰＸ 在不同组织(Ａ)和不同处理(Ｂ)中的表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＧＰＸ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ(Ａ)ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ(Ｂ)
　 　 图 Ａ 中的比例尺代表进行 ｌｏｇ２( ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ)后的 ＦＰＫＭ 值ꎻ图 Ｂ 中的比例尺代表进行 Ｚ￣ｓｃｏｒｅ 横向归一化后的 ＦＰＫＭ 值ꎮ

Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｉｎ ｐｉｃｔｕｒｅ Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ)ꎻＳｃａｌｅ ｂａｒ ｉｎ ｐｉｃｔｕｒｅ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ａｆｔｅｒ Ｚ￣ｓｃｏｒｅ ｒｏｗ

ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ. ＣＫ:对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＰＥＧ:聚乙二醇处理组 ＰＥＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻＮａＣｌ:氯化钠处理组 ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ
ＡＢＡ:脱落酸处理组 ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻＣｏｌｄ:冷处理组 Ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻＧＡ３:赤霉素处理组 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ
ＭｅＪＡ:茉莉酸甲酯处理组 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ７　 ＧＰＸ 在不同胁迫处理下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 表达分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＰＸ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１.

２.８　 ＧＰＸ 在不同胁迫和激素下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 对转录组数据进行验证ꎮ 结果(图 ７)表明ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果和转录组数据基本一
致ꎬ其中ꎬＧＰＸ２ / ４ / ６ 在盐胁迫、渗透胁迫和 ＡＢＡ 处理下的表达量均被极显著抑制ꎮ 然而ꎬＧＰＸ３ / ７ 表达量

受渗透胁迫、盐胁迫和 ＡＢＡ 诱导ꎬＧＰＸ８ 的表达仅在渗透胁迫和 ＡＢＡ 处理下稍有诱导ꎮ

９５４
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３　 讨论

本研究在绿豆基因组中共挖掘到 ８ 个 ＧＰＸ 基因家族成员ꎬ并将其依次命名为 ＧＰＸ１—ＧＰＸ８ꎮ 由于

ＧＰＸ 家族功能研究的结果主要集中于模式植物水稻和拟南芥中ꎬ因此本研究中仅参考了水稻和拟南芥的

研究结果并构建绿豆 ＧＰＸ 家族的蛋白系统发育进化树ꎬ以期为绿豆 ＧＰＸ 蛋白功能推测提供一定参考ꎮ
本研究中ꎬ同源性较高 ＧＰＸ 家族成员的表达模式存在明显差异ꎬ这也说明 ＧＰＸ 基因表达模式与其蛋白系

统发育进化无关ꎮ 此外对绿豆 ＧＰＸ 蛋白翻译后修饰进行预测ꎬ发现 ＧＰＸ１—ＧＰＸ８ 均预测能够发生磷酸

化修饰ꎬ且部分修饰位点存在保守性ꎬ因此推测 ＧＰＸ 特定位点磷酸化可能对其蛋白功能或活性有着重要

影响ꎮ 本研究还对泛素化修饰及依赖于组蛋白乙酰转移酶 １ 的乙酰化修饰进行预测ꎬ结果显示 ＧＰＸ 蛋白

不发生这 ２ 类修饰ꎮ
ＧＰＸ 基因上游区域含有大量的关于胁迫响应、激素响应以及转录因子结合的元件ꎬ这说明 ＧＰＸ 基因

家族可能是一个抗逆和生长发育相关的基因家族[２３]ꎮ 通过转录组分析可知ꎬＧＰＸ２ / ３ 在 ＭｅＪＡ 处理下有

明显响应ꎬ同时 ＧＰＸ２ / ３ 启动子区域都含有大量的 ＭｅＪＡ 响应元件ꎬ说明 ＭｅＪＡ 很可能通过这些响应元件

抑制 ＧＰＸ２ / ３ 转录[２４]ꎮ ＧＰＸ４ 的表达在渗透胁迫和 ＡＢＡ 处理下受到强烈抑制ꎬ同时其启动子有 ６ 个连续

的 ＡＢＡ 响应元件ꎬ因此推测 ＧＰＸ４ 在渗透胁迫下的大幅抑制很可能与 ＡＢＡ 的转录调控途径有关[２５]ꎮ
ＧＰＸ６ 虽然在渗透胁迫下也有响应ꎬ但是其在 ＡＢＡ 处理下不被诱导表达ꎮ Ｚｈｏｕ 等[２２] 研究表明ꎬＯｓＧＰＸ１
能够响应渗透胁迫ꎬ但是对于盐胁迫以及 ＡＢＡ 处理没有任何的响应ꎮ 作为与 ＯｓＧＰＸ１ 表达模式极其相似

的同源蛋白ꎬ推测 ＧＰＸ６ 在绿豆中也发挥相似的功能ꎬ这值得后续深入研究ꎮ 此外ꎬＧａｂｅｒ 等[２６] 发现敲除

ＡｔＧＰＸ８ 使得拟南芥在热胁迫下的生存率显著降低ꎬ热胁迫下突变体植物细胞中丙二醛含量和蛋白质氧化

水平显著升高ꎻＡｔＧＰＸ８ 能够响应 ＡＢＡ 处理以及甘露醇所模拟的渗透胁迫ꎮ 绿豆 ＧＰＸ２ / ４ 与 ＡｔＧＰＸ８ 的亲

缘关系较近ꎬ并且绿豆 ＧＰＸ２ / ４ 也能响应 ＡＢＡ 和渗透胁迫ꎬ在这 ２ 种处理下的表达变化趋势也是一致的ꎬ
因此猜测 ＧＰＸ２ / ４ 在绿豆中可能具有与 ＡｔＧＰＸ８ 相似的功能[２０ꎬ２７]ꎮ

综上ꎬ本研究利用生物信息学的方法共筛选到 ８ 个绿豆 ＧＰＸ 基因ꎬ通过转录组测序以及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 对

ＧＰＸ 的组织表达及胁迫和激素响应进行研究ꎬ研究结果为绿豆 ＧＰＸ 基因家族的生物学功能研究提供了前

期基础ꎮ 然而ꎬ绿豆的基因功能研究体系还有待完善ꎬ目前很难在绿豆中构建突变体和过表达材料ꎬ因此

关于绿豆 ＧＰＸ 蛋白功能及其响应抗逆信号的分子机制与途径还需后续进一步研究ꎮ
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