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５ 个大豆 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因 ＧｍＡＨＬｓ 的克隆与定位分析
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摘要： 从大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．〕中克隆出 ５ 个 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因，分别命名为 ＧｍＡＨＬ１、ＧｍＡＨＬ２、ＧｍＡＨＬ３、
ＧｍＡＨＬ４ 和 ＧｍＡＨＬ５，其中，ＧｍＡＨＬ５ 为 ＧｍＡＨＬ１ 的重复基因。 序列分析结果表明：５ 个 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基序

分别位于其氨基酸序列的 ４２～５４、３９～ ５１、４２～ ５４、４１～ ５３ 及 ４２～ ５４ 处，且 ＧｍＡＨＬ１ 和 ＧｍＡＨＬ５ 蛋白的氨基酸序列相

同。 大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白和野大豆（Ｇ． ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ．） ＧｓＡＨＬｓ 蛋白与其他植物 Ｈ１ 组蛋白的亲缘关系较远，说明

ＧｍＡＨＬｓ 蛋白不属于 Ｈ１ 组蛋白。 ＧｍＡＨＬ１ 基因在所有检测的组织中均不表达；ＧｍＡＨＬ２ 基因主要在花、种子、叶片和

根中表达；ＧｍＡＨＬ３ 基因主要在花、叶片、茎和根尖分生组织中表达，在果荚中不表达，但在根瘤中有表达；ＧｍＡＨＬ４ 基

因在根瘤中高度表达，在根、茎端分生组织、茎和果荚中也有较高表达；ＧｍＡＨＬ５ 基因主要在叶片、种子、根尖分生组织

和花中表达。 ＧｍＡＨＬ２ 基因在根中的表达受氨的诱导，ＧｍＡＨＬ３ 基因在根中的表达受硝酸盐、尿素和根瘤菌的抑制。
亚细胞定位分析结果表明：大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白定位于细胞核。 研究结果显示：大豆 ＧｍＡＨＬｓ 基因均非组成型表达基

因，其中 ＧｍＡＨＬ２、ＧｍＡＨＬ３ 和 ＧｍＡＨＬ４ 基因的表达具有特异性，且可被外源氮素和根瘤菌处理诱导或抑制。
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ｍａｘ ａｒｅ ｎｏｎｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧｍＡＨＬ２， ＧｍＡＨＬ３， ａｎｄ ＧｍＡＨＬ４
ｇｅｎｅｓ ｈａｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （ Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； ＡＴ⁃ｈｏｏｋ ｇｅｎｅ； ＧｍＡＨＬｓ； ｃｌｏｎｉｎｇ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ

　 　 ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白是一类 ＤＮＡ 结合蛋白，含有以精

氨酸（Ａｒｇ） －甘氨酸（Ｇｌｙ） －精氨酸 （Ａｒｇ） －脯氨酸

（Ｐｒｏ）（ＲＧＲＰ）为核心的小基序，因此 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基序

也被称作 ＲＧＲＰ 基序［１］。 ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白首先是在哺

乳动物非组蛋白的染色体高移动群蛋白 ＨＭＧ－１ ／ Ｙ
中被发现［２］，这类蛋白往往定位于细胞核，又被称为

ＡＨＬ 蛋白（ＡＴ⁃ｈｏｏｋ ｍｏｔｉｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ） ［３］。
目 前， 在 拟 南 芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （ Ｌｉｎｎ．）
Ｈｅｙｎｈ．〕、水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ．）、番茄 （ Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ．）、大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．〕
和小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ．）等植物中也发现有

ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白［４］，而且越来越多的 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因家

族成员被鉴定出来，如拟南芥［３］、水稻［５］ 和番茄［６］ 中

分别含有 ２９、４５ 和 ３２ 个成员。
ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白家族不仅在植物生长发育、器官构

建、逆境胁迫和激素信号应答中起重要作用，还可作

为染色体结构和转录因子的辅助因子，调节基因的转

录活性［７－８］。 ＡＨＬ２７ 基因过量表达可降低叶片衰老

基因的表达水平，提高叶片光合效率和叶绿素含量以

延缓植物叶片的衰老［９］；而过量表达拟南芥 ＡＨＬ２７
基因可推迟拟南芥开花［１０－１１］。 说明 ＡＨＬ２７ 蛋白在

植物的营养生长过程中起重要作用，能够延缓营养生

长向生殖生长的转化。 丁丽雪等［６］ 采用脱落酸、水
杨酸、ＮａＣｌ、高温和低温处理番茄幼苗，结果显示：３２
个 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因受诱导表达，其中部分基因显著上

调或下调表达，推测这些基因很可能参与了番茄逆境

胁迫条件下的防御应答反应。 大豆含有 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基

序的 ＧｍＨＭＧ－Ｉ 蛋白可以与大豆根瘤素基因 Ｎ２３ 和

质体蓝素基因的启动子相互作用［１２－１３］；也有研究认

为，大豆的 ＨＭＧ－Ａ 相似蛋白 ＡＴ－１ＳＮＢＰ 能够结合到

大豆谷氨酞胺合成酶基因 ＧＳＩ５ 的启动子上，作为结

构蛋白维持该启动子的空间构象［１４］。
作者前期从大豆酵母双杂交文库中筛选到 １ 个

ＨＭＧＢ１ 基因，该基因编码的氨基酸序列中含有 ＡＴ－
ｈｏｏｋ 基序。 本研究从大豆中分离出 ５ 个 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基

因，分析其基因序列、蛋白质结构及基因的数字表达，
并与野大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ．）进行了序列

比较，还通过烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ．）表皮细胞

进行了亚细胞定位，以系统研究大豆 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因

及其编码蛋白。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

所用大豆品系 Ｗｉｌｌａｓｍ８２、大肠杆菌 ＤＨ５α、农杆

菌 ＧＶ３１０１、过表达载体 ｐＭＤＣ８３ 均由江苏省农业科

学院盐土农业研究中心保存。 载体 ｐＧＥＭ－Ｔ 购自

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，载体构建所用的 ＫＯＤ ＤＮＡ 聚合酶、质
粒提取试剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒分别购自宝

生物工程（大连）有限公司和天根生化科技（北京）有
限公司。 实验用引物合成和序列测定由南京金斯瑞

生物科技有限公司完成。
１􀆰 ２　 基因克隆

ＰＣＲ 体系含 ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬ、１０×ＰＣＲ 缓冲液 ５􀆰 ０
μＬ、２􀆰 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ ４􀆰 ０ μＬ、２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＳＯ４

３􀆰 ０ μＬ，１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ 上游和下游引物各 １􀆰 ５ μＬ、
ＫＯＤ ＤＮＡ 聚合酶 １􀆰 ０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０􀆰 ０ μＬ。
扩增程序为：９８ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；９８ ℃变性 ５ ｓ、５５ ℃
退火 １０ ｓ、６８ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；暂停程序，加
入 １􀆰 ０ μＬ ＫＯＤ ＤＮＡ 聚合酶，６８ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 电

泳检测后将 ＰＣＲ 产物送交南京金斯瑞生物科技有限

公司测序，获得目的基因序列，所用引物见表 １。
１􀆰 ３　 序列信息分析

利用 ｗｗｗ．ｓｏｙｂａｓｅ．ｏｒｇ 网站提供的数据库分析核

实基因序列， 利用 ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ 网站的

ＢＬＡＳＴｐ 程序分析目的蛋白的结构域和预测保守氨

基酸，利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）进
行多重比对和系统进化树的构建。
１􀆰 ４　 基因数字表达分析

从公共数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ；
ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ． ｓｏｙｂａｓｅ． ｏｒｇ ／ ；ｈｔｔｐｓ：∥ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｊｇｉ． ｄｏｅ．
ｇｏｖ ／ ｐｚ ／ ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ＃！ ｉｎｆｏ？ ａｌｉａｓ ＝ Ｏｒｇ＿Ｇｍａｘ）下载共

享的大豆不同组织的转录组测序原始数据 （ ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ）。 使用已得到的大豆基因 ＧｍＡＨＬ１、ＧｍＡＨＬ２、

２
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表 １　 大豆 ＧｍＡＨＬｓ基因 ＰＣＲ 扩增的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＡＨＬｓ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．

引物　 Ｐｒｉｍｅｒ 正向引物序列（５′→３′） 　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′→３′） 反向引物序列（５′→３′） 　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′→３′）

Ｐ１ ＣＡＣＣＡＴＧＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣ ＡＣＴＧＣＴＣＴＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＴＴＣ
Ｐ２ ＣＡＣＣＡＴＧＡＴＧＧＧＴＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣ ＡＣＴＡＣＴＣＴＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＴＴＣ
Ｐ３ ＣＡＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＧＣＧＣＣＡ ＡＧＴＧＣＴＴＴＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＴ
Ｐ４ ＣＡＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＴＣＧＣＣＡ ＡＧＴＧＣＴＴＴＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＴ

ＧｍＡＨＬ３、ＧｍＡＨＬ４ 和 ＧｍＡＨＬ５ 为参考序列，使用短

ｒｅａｄｓ 比对软件 ＳＯＡＰ２ ／ ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比

对到参考序列上，并利用 ＲＰＫＭ 法［１５］ 计算基因在不

同组织中的表达量。
１􀆰 ５　 亚细胞定位分析

设计 ５′端添加 ＣＡＣＣ 的正向引物和 ３′端去除终

止密码子的反向引物 （表 １），利用 ｐＥＮＴＲＴＭ ／ Ｄ －
ＴＯＰＯ ｖｅｃｔｏｒ 将 ＧｍＡＨＬ１、ＧｍＡＨＬ２、ＧｍＡＨＬ３ 和 ＧｍＡＨＬ４
基因置换到中间载体上，利用 Ｇａｔｅｗａｙ ＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ

试剂盒将目的基因置换到植物表达载体 ｐＭＤＣ８３ 上，
构建 ｐＭＤＣ８３－ＧｍＡＨＬｓ－ＧＦＰ，然后测序验证。 利用

冻融法［１６］ 将 ｐＭＤＣ８３ － ＧｍＡＨＬｓ － ＧＦＰ 转化农杆菌

ＧＶ３１０１，然后注射烟草表皮，参照李晓君等［１７］ 的方

法，２５ ℃培养 ２４ ｈ，采用 ＺＥＩＳＳ ＬＳＭ５１０ Ｍｅｔａ 激光共

聚焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ 公司）观察 ＧＦＰ 信号，确定

ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的亚细胞定位，同时用 ＤＡＰＩ（４′，６－二

脒基－２－苯基吲哚）进行细胞核荧光染色。

２　 结果和分析

２􀆰 １　 ＧｍＡＨＬｓ 基因的克隆与序列分析

从公共数据库 ｈｔｔｐｓ：∥ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ ／ ｐｚ ／
ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ＃！ ｉｎｆｏ？ ａｌｉａｓ ＝Ｏｒｇ＿Ｇｍａｘ 网站找到大豆中

５ 个含有 ＡＴ － ｈｏｏｋ 基序的基因， 登陆号分别为

Ｇｌｙｍａ１４ｇ０７４８００、Ｇｌｙｍａ０４ｇ０３２４００、 Ｇｌｙｍａ０６ｇ０３２３００、
Ｇｌｙｍａ１４ｇ０７５１００ 和 Ｇｌｙｍａ１７ｇ２５０３００， 依 次 命 名 为

ＧｍＡＨＬ１、ＧｍＡＨＬ２、ＧｍＡＨＬ３、ＧｍＡＨＬ４ 和 ＧｍＡＨＬ５，其
中，ＧｍＡＨＬ５ 为 ＧｍＡＨＬ１ 的重复基因。 序列分析结果

显示：ＧｍＡＨＬ１ 基因包含 ３ 个内含子和４ 个外显子，其
余 ４ 个基因均无内含子。

对大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白与野大豆 ＧｓＡＨＬｓ 蛋白的氨

基酸序列进行多重比对， 结果见图 １。 大豆 ＧｍＡＨＬ１、

ＧｍＡＨＬ１，ＧｍＡＨＬ２，ＧｍＡＨＬ３，ＧｍＡＨＬ４，ＧｍＡＨＬ５： 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； ＧｓＡＨＬ１，ＧｓＡＨＬ２，ＧｓＡＨＬ３，ＧｓＡＨＬ４，ＧｓＡＨＬ５： 野大豆 Ｇ． ｓｏｊａ
Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ．

图 １　 大豆 ＧｍＡＨＬｓ蛋白与野大豆 ＧｓＡＨＬｓ蛋白的氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧｍＡＨＬｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ． ａｎｄ

ＧｓＡＨＬｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ．

３
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ＧｍＡＨＬ２、 ＧｍＡＨＬ３、 ＧｍＡＨＬ４ 和 ＧｍＡＨＬ５ 蛋 白 的

ＡＴ－ｈｏｏｋ 基序分别位于其氨基酸序列的 ４２ ～ ５４、３９ ～
５１、４２ ～ ５４、 ４１ ～ ５３ 及 ４２ ～ ５４ 处， 且 ＧｍＡＨＬ１ 和

ＧｍＡＨＬ５ 蛋白的氨基酸序列完全一致。 对大豆

ＧｍＡＨＬ 蛋白与野大豆 ＧｓＡＨＬ 蛋白的氨基酸序列进

行比 较， 在 Ｃ 端 ＧｓＡＨＬ１ 蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 较

ＧｍＡＨＬ１ 蛋白少了 １ 个氨基酸 Ｓ，ＧｍＡＨＬ２ 蛋白与

ＧｓＡＨＬ２ 蛋白，以及 ＧｍＡＨＬ４ 蛋白与 ＧｓＡＨＬ４ 蛋白的

氨基酸序列完全一致，ＧｍＡＨＬ３ 蛋白与 ＧｓＡＨＬ３ 蛋白

的氨基酸序列有３ 个氨基酸存在差异；ＧｍＡＨＬ５ 蛋白

与 ＧｓＡＨＬ５ 蛋白的氨基酸序列差异较大，且 ＧｓＡＨＬ５
蛋白氨基酸序列的 ＲＧＲＰ 基序缺少 １ 个 Ｐ。

将大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白与含有 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基序的其

他植物的 Ｈ１ 组蛋白进行系统树进化分析，结果见图

２。 大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白和野大豆 ＧｓＡＨＬｓ 蛋白与其他

植物 Ｈ１ 组蛋白的亲缘关系较远，表明尽管大豆

ＧｍＡＨＬｓ 蛋白均为 ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白，但不属于 Ｈ１ 组

蛋白。
２􀆰 ２　 ＧｍＡＨＬｓ 基因的数字表达分析

大豆 ＧｍＡＨＬｓ 基因在不同组织中的数字表达结

果见图 ３。 由图 ３ 可见：ＧｍＡＨＬ１ 基因在所有检测的

大豆组织中均不表达；ＧｍＡＨＬ２ 基因主要在花、种子、
叶片和根中表达，其在根中的表达受氨的诱导；
ＧｍＡＨＬ３ 基因主要在花、叶片、 茎和根尖分生组织中

分支上的数据表示 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 百分比 Ｄａｔｕｍｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ． ＧｍＡＨＬ１， ＧｍＡＨＬ２， ＧｍＡＨＬ３， ＧｍＡＨＬ４，
ＧｍＡＨＬ５： 大 豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （ Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； ＧｓＡＨＬ１， ＧｓＡＨＬ２，
ＧｓＡＨＬ３，ＧｓＡＨＬ４，ＧｓＡＨＬ５： 野大豆 Ｇ． ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ．； ＭｍＨ１：
Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ ｓｕｂｓｐ． ｍａｌａｃｃｅｎｓｉｓ （Ｒｉｄｌ．） Ｎ． Ｗ． Ｓｉｍｍｏｎｄｓ； ＴａＨ１： 小
麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ．； ＬｌＨ１： 麝香百合 Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ．；
ＳｂＨ１： 高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ （ Ｌｉｎｎ．） Ｍｏｅｎｃｈ； ＺｍＨ１： 玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ
Ｌｉｎｎ．； ＢｄＨ１： 二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ （Ｌｉｎｎ．） Ｐ． Ｂｅａｕｖ．；
ＯｓＨ１： 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ．； ＯｂＨ１： Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ Ａ． Ｃｈｅｖ． ｅｔ
Ｒｏｅｈｒｉｃｈ．

图 ２　 大豆 ＧｍＡＨＬｓ蛋白与其他植物 Ｈ１ 组蛋白的 ＮＪ 系统树
Ｆｉｇ． ２　 ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧｍＡＨＬｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ
（Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ． ａｎｄ Ｈ１ ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

表达，在种子中表达量较低，在果荚中不表达，其根部

的表达受硝酸盐、尿素和根瘤菌的抑制，但在根瘤中

有表达；ＧｍＡＨＬ４ 基因在根瘤中高度表达， 根、茎端分

红色—黄色—绿色表示基因表达量从 ０ 到最大 Ｒｅｄ－ｇｒｅｅｎ－ｙｅｌｌｏｗ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｆｒｏｍ ｚｅｒｏ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ．

图 ３　 大豆 ＧｍＡＨＬｓ基因在不同组织中的数字表达
Ｆｉｇ． ３　 Ｄｉｇｉｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＡＨＬｓ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

４
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生组织、茎和果荚中也有较高表达；ＧｍＡＨＬ５ 基因主

要在叶片、种子、根尖分生组织和花中表达。
２􀆰 ３　 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的亚细胞定位分析

由于 ＧｍＡＨＬ１ 和 ＧｍＡＨＬ５ 蛋白具有完全相同的

氨基酸序列，因此，用含有 ｐＭＤＣ８３－ＧｍＡＨＬ１－ＧＦＰ、

ｐＭＤＣ８３－ＧｍＡＨＬ２－ＧＦＰ、ｐＭＤＣ８３－ＧｍＡＨＬ３－ＧＦＰ 和

ｐＭＤＣ８３－ＧｍＡＨＬ４－ＧＦＰ 的 ＧＶ３１０１ 农杆菌注射烟草

叶片表皮后，发现 ４ 个 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的 ＧＦＰ 标记与

经过 ＤＡＰＩ 染色的细胞核很好地融合在一起（图 ４），
表明这 ４ 个 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白全部定位于细胞核。

ＤＡＰＩ： ４′，６－二脒基－２－苯基吲哚（细胞核荧光染色） ４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ （ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ）； ＧＦＰ： 绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｂ： 明场 Ｂｒｉｇｈｔ； Ｍ： 融合 Ｍｅｒｇｅ； ＧｍＡＨＬ１－ＧＦＰ，ＧｍＡＨＬ２－ＧＦＰ，ＧｍＡＨＬ３－ＧＦＰ，ＧｍＡＨＬ４－ＧＦＰ： 分别为 ＧｍＡＨＬ１、ＧｍＡＨＬ２、
ＧｍＡＨＬ３ 和 ＧｍＡＨＬ４ 蛋白与 ＧＦＰ 的融合蛋白 Ｍｅｒｇｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＧｍＡＨＬ１， ＧｍＡＨＬ２， ＧｍＡＨＬ３， ａｎｄ ＧｍＡＨＬ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ＧＦＰ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ４　 大豆 ＧｍＡＨＬｓ蛋白在烟草叶片表皮细胞的亚细胞定位
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＡＨＬｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ． ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ． ｌｅａｆ

３　 讨　 　 论

目前，ＡＨＬｓ 基因在所有测序完成的植物中普遍

存在，从单细胞的苔藓到单子叶和双子叶植物，如拟

南芥、水稻、高粱〔Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｏｅｎｃｈ〕和

杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｐｐ．）等［１８］，这种在进化过程中的高度

保守性表明 ＡＨＬ 基因家族在植物的生长发育过程中

起重要作用。 根据ＡＨＬ 蛋白序列中保守核心氨基酸

基序 Ａｒｇ（Ｒ）－Ｇｌｙ（Ｇ）－Ａｒｇ（Ｒ）侧翼序列氨基酸的特

征，尤其是 Ｃ 端序列，ＡＨＬ 蛋白可以分为 ２ 个类型：
Ⅰ型的 Ｃ 端为 Ｇｌｙ（Ｇ） －Ｓｅｒ（Ｓ） －Ｌｙｓ（Ｋ） －Ａｓｎ（Ｎ） －

５
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Ｌｙｓ（Ｋ）；Ⅱ型的 Ｃ 端为 Ａｒｇ（Ｒ）－Ｌｙｓ（Ｋ）－Ｔｙｒ（Ｙ）－Ｘ
（任意氨基酸） ［４］。 Ａｒａｖｉｎｄ 等［１９］则将 ＡＨＬ 蛋白分为

３ 类：Ⅰ型 ＡＨＬ 蛋白的 ＲＧＲＰ 基序下游第 ２ 位置为

Ｇｌｙ（Ｇ）；Ⅱ型 ＡＨＬ 蛋白的 ＲＧＲＰ 基序下游第 ２ 位置

为 Ｌｙｓ（Ｋ）；Ⅲ型 ＡＨＬ 蛋白的 ＲＧＲＰ 基序下游第 ４ 位

置为 Ｌｙｓ（Ｋ）。 本研究克隆的大豆 ＧｍＡＨＬｓ 基因编码

的氨基酸序列仅含有 １ 个保守的 ＲＧＲＰ 基序，且
ＲＧＲＰ 下游第 ２ 位氨基酸均为 Ｋ，属于Ⅱ型 ＡＨＬ 蛋

白。 与 Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ ｓｕｂｓｐ． ｍａｌａｃｃｅｎｓｉｓ （Ｒｉｄｌ．） Ｎ．
Ｗ． Ｓｉｍｍｏｎｄｓ、 小麦、 麝 香 百 合 （ Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ
Ｔｈｕｎｂ．）、高粱、玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ．）、二穗短柄草

〔Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ （Ｌｉｎｎ．） Ｐ． Ｂｅａｕｖ．〕、水稻和

Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ Ａ． Ｃｈｅｖ． ｅｔ Ｒｏｅｈｒｉｃｈ Ｈ１ 组蛋白的

聚类分析结果显示：大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白与上述植物

Ｈ１ 组蛋白分为 ２ 类，表明大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白不属于

Ｈ１ 组蛋白，推测可能属于非组蛋白类型，用于结合

ＤＮＡ 与组蛋白共同构成核染色质，进而组装成染

色体。
丁丽雪等［６］利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对番茄

３２ 个植株的 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因进行组织表达分析，认为

该类基因在根和花中表达较高；拟南芥 ＡＨＬ２２ 基因

过表达表现出开花延迟和胚轴伸长受抑制表型［２０］；
而 Ｊｉｎ 等［２１］认为，ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白对于水稻的内稃形成

和花器官发育是必需的，且 ＡＴ－ｈｏｏｋ 蛋白对植物花

的发育存在较大影响。 作者对数据库中现有表达数

据的分析认为，大豆 ＡＴ－ｈｏｏｋ 基因（ＧｍＡＨＬ１ 除外）
在各组织中均有不同程度的表达，并且在根部表达受

外界生物和非生物胁迫的诱导。
ＡＨＬ 蛋白含有 ４ 个保守的 ＲＧＲＰ 残基［２］，这个

短的保守氨基酸序列对 ＡＨＬ 蛋白结合 ＤＮＡ 和细胞

核定位是必需的［１９，２２］。 本研究获得的 ４ 个大豆

ＧｍＡＨＬｓ 蛋白均含有保守的 ＲＧＲＰ 基序，这对其定位

于细胞核起到重要作用。 Ｆｕｊｉｍｏｔｏ 等［３］ 研究结果表

明：陆生植物的 ＡＨＬ 蛋白在 Ｃ 端含有 ＰＰＣ 结构域，
通常含有 ＬＲＳ、ＧＲＦＥＩＬ 和 ＦＴＰＨ ３ 类基序之一，ＰＰＣ
结构域负责 ＡＨＬ 蛋白的核定位和与其他蛋白相互作

用，大豆 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白在 Ｃ 端没有类似的 ＰＰＣ 基序，
而本研究通过烟草注射的方法发现大豆的 ＧｍＡＨＬｓ
蛋白全部定位于细胞核，暗示 ＲＧＲＰ 基序可能对

ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的亚细胞定位起着至关重要的作用，然
而，对于该类基因在大豆植株生长发育和应答外界胁

迫的功能和机制仍然需要进一步研究。

本研究首次报道并克隆了大豆中编码 ＡＴ－ｈｏｏｋ
蛋白的 ＧｍＡＨＬｓ 基因，并对这些基因在大豆不同组织

的表达以及 ＧｍＡＨＬｓ 蛋白的亚细胞定位进行系统研

究，为今后该类基因在大豆中的研究奠定了基础。
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欢迎订阅 ２０１８ 年《生态与农村环境学报》

　 　 《生态与农村环境学报》系国家环境保护部主管、环境保

护部南京环境科学研究所主办的全国性学术期刊，是《中文核

心期刊要目总览》入编期刊、中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ）核
心期刊、中国学术期刊评价研究报告（ＲＣＣＳＥ）核心期刊、中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊），被中国科技论文

与引文数据库（ＣＳＴＰＣＤ）、中文社会科学引文索引（ＣＳＳＣＩ）、
中国学术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）、中国期刊全文数据

库（ＣＪＦＤ）、中国核心期刊（遴选）数据库、ＣＡ、ＣＡＢＩ、ＢＡ、ＢＰ、
ＢＤ、ＵＰＤ、ＧｅｏＢａｓｅ、ＺＲ、ＥＭ、Ｓｃｏｐｕｓ、ＡＧＲＩＳ、中国农业文摘、中
国生物学文摘、中国学术期刊文摘及地球与环境科学信息网

（ＥＥＳ）等国内外重要刊库和网站收录。 系全国优秀环境科技

期刊、江苏省优秀期刊及中国期刊协会赠建全国百家期刊阅

览室指定赠送期刊。
本刊宗旨：及时报道生态与农村环境保护领域创新性研

究成果等。 主要栏目：研究报告、研究简报、研究方法、专论与

综述及学术讨论与建议等。 主要内容：１）区域环境与发展，包
括生态环境变化与全球环境影响、区域生态环境风险评价、环
境规划与管理及区域生态经济与生态安全等；２）自然保护与

生态，包括自然资源保护与利用、生物多样性与外来物种入

侵、转基因生物环境安全与监控、生态保护、生态工程与生态

修复、有机农业与农业生态及气候变化与生态响应等；３）污染

控制与修复，包括污染控制原理与技术、土壤污染与修复、水
环境污染与修复、大气污染防控、农业废物综合利用与资源

化、农用化学品风险评价与监控及化学品环境与健康等。 主

要读者对象：从事生态学、环境科学、农学、林学、地学和资源

科学等研究、教学和生产的科技人员，相关专业的高等院校师

生以及各级决策与管理人员。
本刊为月刊，每月 ２５ 日出版，Ａ４ 开本，每期 ９６ 页，每期

定价 ２５􀆰 ００ 元，全年定价 ３００􀆰 ００ 元，国内外公开发行。 全国

各地邮局均可订阅，国内邮发代号 ２８－１１４；国外由中国国际

图书贸易总公司（北京 ３９９ 信箱）负责发行，国外发行代号

Ｑ５６８８。 如漏订，可向本刊编辑部补订。 编辑部地址：江苏省

南京市蒋王庙街 ８ 号（邮编 ２１００４２）；电话：０２５－ ８５２８７０９２，
８５２８７６０１，８５２８７０３６，８５２８７０５２，８５２８７０５３；网址： ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．
ｅｒｅ．ａｃ．ｃｎ；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｅｒｅ＠ ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ，ｂｊｂ＠ ｎｉｅｓ．ｏｒｇ。

欢迎订阅！ 欢迎投稿！
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