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摘 要 干旱已成为限制大豆产量提高的突出问题。本研究以 12 个不同生态类型的大豆品种为试验材料，研究水分胁迫

条件下不同时段四个抗旱相关基因的表达特性，揭示旱诱导条件下的基因表达与调控。研究结果表明：①大豆在旱诱导条件

下，大豆叶片中 MAPK2 基因表达量下降，抗旱品种 MAPK2 基因的表达量高于对照，旱诱导的中后期，品种间差异较大，

黑农 44 和丰收 24 表现了明显的抗旱性；②大豆在旱诱导条件下，GST 基因活性明显增加，提高了大豆清除活性氧的能力，

各品种叶片中 GST 基因相对表达量明显提高，其中合丰 55、绥农 28、黑农 59、丰收 24 的表达量明显高于对照；③大豆

在旱诱导条件下，内源热体克蛋白表达量均比自身 CK 有较大增高，但品种间存在差异。到干旱处理后期，与对照品种黑农

44 相比，热体克蛋白表达量高的品种有哈 5489、黑农 56、绥农 28、黑农 59、黑农 50，其余品种表达量相对较低；④干旱

对大豆中类似钙调素结构式的蛋白激酶的表达有一定的影响，旱诱导初期，参试品种 CDPK 基因较自身 CK 有小幅超量表

达，胁迫中期，该基因表达与正常处理表现出明显的超量表达，表达量最高的品种主要有哈 5489、绥农 28、黑农 56、黑农

59。研究结果证实：旱诱导条件下，大豆的抵御干旱胁迫的表现是由多个相关基因启动高表达，同时调解不同代谢途径来适

应干旱胁迫。 
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Abstract Because of global warming, drought has become one of the most important factors limiting soybean production. With 

12 soybean cultivars from different ecotypes as materials, we studied four drought resistance related genes expression characteristics 

on four different drought induction phases. And the results showed that:① The expression of gene MAPK2 in leaves declined, and 

the expression of gene MAPK2 in drought resistance cultivar was higher than that in contrast. At the middle and later phases of 

drought induction, the drought resistances among soybean cultivars were significant different, such as Heinong44 and Fengshou24 
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showed drought resistance. ② The activity of gene GST-Vsa highly rose, which increased the ability of soybean to eliminate active 

oxygen. The relatively expression of gene GST-Vsa in leaves from different cultivars enhanced, and which from Hefeng55, 

Suinong28, Heinong59 and Fengshou24 were higher than that in contrast. ③ Endogenous heat shock protein expression is much 

higher after drought induction than control, but differs among different  cultibvars. In the later stage of drought induction, the heat 

shock protein gene expressed higher in Ha5489, Heinong56, Suinong28, Heinong59 and Heinong50 compared with contrast cultivar 

Heinong44, but lower in other cultivars. ④ Drought had an influence on the expression of Calcium-Dependent Protein Kinase in 

soybean. Compared to under normal environment, the CDPK gene had little excess expression in the early drought stage,  and 

apparently excess expression in the middle stage. Cultivars Ha5489, Suinon28, Heinong56 and Heinong 59 had the highest 

expression. The study results confirmed that: under drought, multiple genes enabled high  expression, and mediated diverse metabolic 

pathways to make soybean resistant to drought. 

Keywords Drought Stress, Soybean, Resistance Genes, Expression 

 

随着全球气候变暖，对需水性作物如大豆等的

增产带来了一定的难度。随着大豆主产区干旱或半

干旱地区的面积在逐年扩大，提高大豆品种的抗旱

能力是摆在每一位育种专家面前的主要难题。因此，

挖掘大豆本身的抗逆潜力，改良大豆抗旱性，选育

抗旱品种是大豆育种研究的首要任务(陈红等, 2010;

张剑侠等, 2010, 黑龙江气象, 27(1): 20-22)。目前研

究人员已从野生大豆和高抗旱栽培豆中克隆了一

些抗旱基因，但单一基因的转化未能实现品种抗旱

性的改变。品种的抗旱性是由多个基因调控的，大

豆的结荚- 鼓粒期受干旱影响很大，常因干旱导致

绝产(刘丽君等, 2011)。因此，研究旱诱导条件下大

豆基因表达的特点，成为植物抗逆分子生物学的研

究热点和抗逆基因工程重要的研究方向(陈善福和

舒庆共,1999; 郭卫东等, 1999; 沈元月等, 2002; 陈

建中等,2009;唐益苗等, 2009)。部分研究人员对抗旱

相关转录因子能够调节功能基因的表达和信号转

导以及植物应答基因的表达调控进行了研究，为植

物非生物胁迫研究提供了技术支持，也为大豆的抗

旱性研究提供了途径和手段 (Ito et al., 2006; 

Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Lu et al., 

2009)。 

 

本研究选取不同调控途径的四个关键内源基

因，分别为 MAPK 基因、GST-Vsa 基因、Gm-Hsf1 

基因和 CDPK 基因。大豆中促分裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)，它接受外

界刺激信号，并将信号传入细胞内，影响特定基因

的表达，从而在大豆生长、发育、分化和调整等过

程起着重要作用。大豆中的谷胱甘肽转移酶

(glutathione transferase, GST)，是一类多功能的细胞

脱毒酶，该酶催化清除植物体内的自由基，是植物

防止活性氧损伤的主要基因，其活性依赖于还原态

的谷胱甘肽，干旱胁迫下 GST 活性明显增加，提

高了大豆清除活性氧的能力，在大豆的抗氧化过程

中起重要作用。Gm-Hsf1 基因是大豆的热体克蛋白

基因，对高温和干旱胁迫有一定调解能力，高温胁

迫下，大豆体内的 Gm-Hsf1 基因表达量增加，缓解

高温对植物细胞的损伤。钙依赖蛋白激酶(calcium 

dependent protein kinase, CDPK)是大豆中类似钙调

素结构域的蛋白激酶，它与胁迫反应密切相关，干

旱和盐胁迫能够增强 CDPK 调控基因的表达，

CDPK 是植物产生抗病反应的必要条件之一，病原

菌侵染后发生超敏反应，产生坏死细胞阻止病原的

进一步扩展。其活性的提高，是触发细胞活力坏死

的原初反应，CDPK 还参与植物激素信号转导和光

周期的调节及细胞肌动张力的植物营养代谢的调

节。 

 

本研究利用 Real Time PCR 方法，研究不同时

段水分胁迫下 12 个不同抗旱性的大豆品种中内源

调控关键基因的表达差异，从分子水平上推断和揭

示大豆抗旱性机制。 

 

1 结果与分析 

1.1 干旱胁迫下 MAPK2 基因的表达特性 

由结果可以看出，水分胁迫初期参试品种间

MAPK 调控基因 MAPK2 表达量呈现出明显差异。

水分胁迫组，其基因表达量较对照处理多数呈下降

趋势，由于品种间对水分胁迫耐性不同，MAPK2 基

因的表达量受到了调控。黑农 44、黑农 50、合丰

55 和 M2 四个品种在旱诱导初期，基因表达量明
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显增加为正调控，表现出基因表达量高于同组对照

处理，而且，黑农 50、M2、黑农 44 和合丰 55 干

旱胁迫指数分别 4.40、4.39、2.13 和 1.47，只有合

丰 55 低于对照品种黑农 44。 

 

由图 1 所示，水分胁迫中期，黑农 44 和丰收

24 基因表达量高于自身 CK，其余各参试品种表达

量均低于自身 CK。但整体上来看，与对照品种黑

农 44 相比，黑农 56、黑农 59 和哈 5489 品种的

MAPK2 基因表达量较高，表现在正常水分和水分

胁迫下均较高，在提高品种抗旱性方面起到了一定

作用，可认为这三个品种为 MAPK2 基因高表达的

品种，且在胁迫后期，也有类似的表现，黑农 56、

黑农 59、哈 5489 和黑农 50 在干旱胁迫下该基因

的表达呈现出高于自身正常处理的品种。旱诱导

MAPK2 基因的表达，在这几个品种中表现明显。 

 

1.2干旱胁迫下大豆内源 GST-Vsa 基因的表达特性 

实验发现，干旱胁迫的 GST 调控基因 GST-Vsa

的表达量增加但参试品种间存在着差异(图 2)。干旱

胁迫初期，哈 5489、黑农 56、合丰 55 和黑农 46 在

干旱胁迫下 GST-Vsa 基因较正常水分下有小幅超

量表达，其余品种都下调表达。与对照品种黑农 44 

相比较，黑农 59、黑农 56 和哈 5489 品种的

GST-Vsa 基因相对表达量较高，黑农 50、丰收 24、

M2 和合丰 55 表达量居中，其余品种相对表达量较

低。 

 

干旱胁迫中期，各品种中 GST-Vsa 基因相对表

达量均较初期有所提高，这说明该基因的表达不仅

与品种有关，还与水分胁迫有关。在干旱胁迫中期，

除黑农 59、绥农 28 和合丰 55 外，其余品种在干

旱胁迫下 GST-Vsa 基因较自身对照有超量表达。与

对照品种黑农 44 相比较，黑农 59、哈 5489、丰收

24、绥农 28 和 M3 该基因表达量较高，合丰 55、

黑农 56 和 M1 表达量居中，其余品种表达量较低。 

 

干旱胁迫后期，各参试品种 GST-Vsa 基因相对

表达量均较正常水分条件下有超量表达。与对照品

种黑农44 相比，GST-Vsa基因相对表达量均增高，

合丰 55、绥农 28、黑农 59 和丰收 24 该基因相对

表达量较高，哈 5489、M2 和 M3 相对表达量居中，

其余品种相对表达量较低。 

 

图 1 不同大豆品种叶片中的 MAPK2 基因在干旱胁迫下的

表达量比较 

注: 1: 黑农 44; 2: 黑农 46; 3: 黑农 50; 4: 黑农 56; 5: 黑农

59; 6: 哈 5489; 7: 丰收 24; 8: 绥农 28; 9: 合丰 55; 10: M1; 

11: M2; 12: M3 

Figure 1 MAPK2 gene expression in leaves of different  

cultivars under drought stress 

Note: 1: Heinong44; 2: Heinong46; 3: Heinong50; 4: 

Heinong56; 5: Heinong59; 6: Ha5489; 7: Fengshou24; 8: 

Suinong28; 9: Hefeng55; 10: M1; 11: M2; 12: M3 

 

图 2 不同大豆品种叶片中的GST-Vsa 基因在干旱胁迫下的

表达量比较 

注: 1:黑农 44; 2:黑农 46; 3:黑农 50; 4:黑农 56; 5:黑农 59; 6:

哈 5489; 7:丰收 24; 8:绥农 28; 9:合丰 55; 10: M1; 11: M2; 

12:M3 

Figure 2 GST-Vsa gene expression in leaves of different 

cultivars under drought stress 

Note: 1: Heinong44; 2: Heinong46; 3: Heinong50; 4: 

Heinong56; 5: Heinong59; 6: Ha5489; 7: Fengshou24; 8: 

Suinong28; 9:Hefeng55; 10: M1; 11: M2; 12: M3 

 

1.3 干旱胁迫下大豆内源热体克蛋白 Gm-Hsf1 基因

的表达特性 

干旱胁迫初期，黑农 50 和丰收 24 在干旱胁

迫下体内 Gm-Hsf1 基因较正常水分处理下有小幅

超量表达外，其余参试品种 Gm-Hsf1 基因表达量低
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于自身对照(图 3)。与对照品种黑农 44 相比较，哈

5489、黑农 56、绥农 28 和黑农 59 中 Gm-Hsf1 基

因相对表达量较高，黑农 50、丰收 24、M1 和合丰

55 表达量居中，其余品种相对表达量较低。 

 

干旱处理中期，合丰 55 和 M2 品种的内源

Gm-Hsf1 基因较自身对照的表达量均较初期有所

提高，其中哈 5489 在干旱条件下该基因表达与对

照相比有明显的超量表达，除该品种以外，绥农 28、

黑农 59、黑农 56 也表现出不同程度上的超量表达

(图 3)。其余各品种与对照品种黑农 44 相比有一定

的超表达，但程度较轻。 

 

水分胁迫后期，水分胁迫下各参试品种

Gm-Hsf1 基因相对表达量均较自身对照低(图 3)。各

个品种与对照品种黑农 44 相比，Gm-Hsf1 基因相

对表达量高的品种主要是：哈 5489、绥农 28、黑

农 56、黑农 59；黑农 50、M1、合丰 55 相对表达

量居中，其余品种相对表达量较低。 

 

1.4 干旱胁迫下大豆 CDPK 基因的表达特性 

干旱处理初期，黑农 44、黑农 50、丰收 24、

绥农 28 和合丰 50 在旱诱导下 CDPK 基因表达量

低于对照，其它参试品种在干旱胁迫下 CDPK 基因

较对照有小幅超量表达(图 4)。与对照品种黑农 44 

相比较，M3 品种中该基因相对表达量较高；黑农

56、黑农 59 和哈 5489 相对表达量低于对照品种黑

农 44，其余各品种 CDPK 基因相对表达量居中。 

 

干旱处理中期，旱胁迫下品种 CDPK 基因相对

表达量与正常水分条件下的表达量差异不显著，其

中 M3、黑农 56、黑农 59 在干旱条件下该基因表

达与正常处理表现出明显的超量表达，除这几个品

种以外，其余各品种与对照品种黑农 44 相比有一

定的超表达，品种间该基因表达量上没有较大差别。 

 

干旱处理后期，干旱处理下除 M2 以外，各参

试品种 CDPK 基因相对表达量均高于自身对照。参

试品种与对照品种黑农 44 相比，CDPK 基因相对

表达量高的品种主要是：哈 5489、绥农 28、黑农

56、黑农 59；黑农 50、M1。合丰 55 相对表达量

居中，其余品种相对表达量较低。 

 

图 3 不同大豆品种叶片中的 Gm-Hsf1 基因在干旱胁迫下的

表达量比较 

注: 1:黑农 44; 2:黑农 46; 3:黑农 50; 4:黑农 56; 5:黑农 59; 6:

哈 5489; 7: 丰收 24; 8: 绥农 28; 9: 合丰 55; 10: M1; 11: M2; 

12: M3 

Figure 3 Gm-Hsf1 gene expression in leaves of different 

cultivars under drought stress 

Note: 1: Heinong44; 2: Heinong46; 3: Heinong50; 4: 

Heinong56; 5: Heinong59; 6: Ha5489; 7: Fengshou24; 8: 

Suinong28; 9: Hefeng55; 10: M1; 11: M2; 12: M3 

 

 

图 4 不同大豆品种叶片中的 CDPK 基因在干旱胁迫下的表

达量比较 

注: 1: 黑农 44; 2: 黑农 46; 3: 黑农 50; 4: 黑农 56; 5: 黑农

59; 6: 哈 5489; 7: 丰收 24; 8: 绥农 28; 9: 合丰 55; 10: M1; 

11: M2; 12: M3 

Figure 4 CDPK gene expression in leaves of different cultivars 

under drought stress 

Note: 1: Heinong44; 2: Heinong46; 3: Heinong50; 4: 

Heinong56; 5: Heinong59; 6: Ha5489; 7: Fengshou24; 8: 

Suinong28; 9: Hefeng55; 10: M1; 11: M2; 12: M3 
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2 讨论 

结荚-鼓粒期的干旱是影响大豆产量的重要因

素，研究这一时期抗旱相关基因的表达，能够揭示

抗旱基因表达和调控作用，为优异基因挖掘和克隆

提供基础数据。 

 

从研究结果看到：旱诱导条件下在大豆的结荚

期- 鼓粒期 MAPK2 基因整体表达量较高，与对照

品种黑农 44 相比，黑农 56、黑农 59 和哈 5489 品

种的 MAPK2 基因表达量较高，表现在正常处理和

干旱处理均较高，在提高品种抗旱性方面起到了一

定作用，可以认为这三个品种为 MAPK2 基因高表

达的品种。 

 

在大豆的结荚期- 鼓粒期旱诱导 GST-Vsa 基

因整体表达量也较高，与对照品种黑农 44 相比，

胁迫初期黑农 59、黑农 56 和哈 5489 的表达量较

高；胁迫中期，黑农 59、哈 5489、丰收 24、绥农

28 和 M3 该基因表达量较高；胁迫后期，合丰 55、

绥农 28、黑农 59 和丰收 24 该基因相对表达量较

高。 

 

Gm-Hsf1 基因在大豆的结荚期- 鼓粒期整体

表达量较低，与对照品种黑农 44 相比，胁迫初期，

哈 5489、黑农 56、绥农 28 和黑农 59 该基因相对

表达量较高；胁迫中期，哈 5489 在干旱条件下该

基因表达与正常处理表现出明显的超量表达；胁迫

后期，合丰 55、绥农 28、黑农 59 和丰收 24 该基

因相对表达量较高。 

CDPK 基因在大豆的结荚期- 鼓粒期整体表达量较

低，与对照品种黑农 44 相比较，胁迫初期，M3

品种该基因相对表达量较高；胁迫中期，M3、黑农

56 和黑农 59 在干旱条件下该基因表达与正常处理

表现出明显的超量表达；胁迫后期，CDPK 基因相

对表达量高的品种主要是：哈 5489、绥农 28、黑

农 56 和黑农 59。 

 

通过本研究结果发现，对不同类型大豆品种中

抗旱相关基因表达差异是存在的，由此也反映了品

种对干旱胁迫的耐受性，为挖掘抗旱品种提供支撑。

植物适应水分胁迫的能力是受基因表达调控的，从

本研究所述的 4 个基因在旱诱导条件下的表达可

以看出，抗旱品种黑农 59 和丰收 24，渗透调解基

因的表达量高于自身对照，因此在非生物胁迫条件

下，如果实现上述基因的过量表达，就可提高品种

的抗逆性。 

 

由研究结果可以看出，旱诱导条件下，大豆抵

御干旱胁迫的表现是由多个相关基因启动高表达，

同时调解不同代谢途径来适应干旱胁迫，由此也可

以看出大豆适应水分胁迫是细胞学和分子生物学

共同作用的结果，提高大豆的抗旱性，应该从多基

因聚合或实现多基因过量表达的方法入手，才能大

幅度地提高其抗旱性。 

 

3 材料与方法 

3.1 实验材料 

选用不同生态类型的大豆品种黑农 44、黑农

46、黑农 50、黑农 56、黑农 59、哈 5489、丰收 24、

绥农 28、合丰 55、M1、M2 和 M3，受体品种抗旱

性可参见刘丽君等(2011)的前期工作。 

 

3.2 实验处理 

实验材料种植于塑料桶中，每个品种种 12 盆，

每盆 3 株，每个品种设 CK 和水分胁迫处理。在大

豆结荚- 鼓粒期，于水分胁迫第 1 天，胁迫后第 5 

天，胁迫后第 10 天，3 次采集叶片，提取总 RNA，

并把 RNA 反转录成 cDNA，获得 12 个品种 cDNA 

样品。材料采用盆栽称重法，对照组正常浇水，土

壤含水量保持在 18%，干旱处理组土壤含水量保持

9%。 

 

调控关键基因：选择不同调控途径的 4 个与抗

旱相关的基因，即促分裂原活化蛋白激酶基因

MAPK2、蛋白激酶 CDPK、谷光苷肽转移酶基因

GST 和热休克蛋白 Hsf (Mizoguchi et al., 1993; 

1996; 1997;Hrabak et al., 1996; Sharma and Komatsu, 

2002; Ludwiget al., 2004; Novillo et al., 2004)。根据

GenBank 上注释基因序列，利用 Primer Premier 5.0 

应用软件，设计引物，由上海生工合成。 

 

3.3 大豆 RNA 提取 

RNA 提取采用 RNAprep Plant Kit 方法，RNA

浓度及纯度检测采用紫外分光光度仪检测，利用琼

脂糖凝胶检测采用凝胶浓度 2%，0.5XTB 电泳缓冲
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液 150 V 30 min。利用 Supermo RT Kit cDNA 试剂

盒合成 cDNA 第一链。 

 

3.4 mRNA 的反转录 

配制反应混合体积 49 μL，由 A 管和 B 管两

个体系组成。其中 A 管包括 1 μL Oligo (dT)，2 μg 

总 RNA，并用 RNase-free H2O 补足至 25 μL；B 管

包括 5 μL 10 ×Buffer，5 μL 25 mmol/L MgCl2，5 μL 

DTT(0.1 mol/L)，0.5 μL RNase inhitor (40 U/μL)，2.5 

μL10 mmol/L dNTP，并用 RNase-freeH2O 补足至

24 μL。 

冰上混匀，与前一个反应管一起 50℃温浴 5 

min 后混合，加入 1 μL SuperScript Ⅱ，50℃保温

50 min，72℃保温 15 min。4℃终止反应，-20℃保

存。 

 

3.5 Real-time PCR 扩增 

根据 Triz01 方法进行改良应用：以大豆 Tublin

基因为内参，目的基因及Tublin 基因各设计了1 对

引物。引物设计应用 Primer Premier 5.0 软件，由

Invitrogen 公司合成。反应条件为 95℃，变性退火

温度 60℃，40 个循环。 

 

3.5.1 相对定量 

在实时定量 PCR 仪中，设置看家基因为

Normal，黑农 44 叶片 cDNA 为 Calibrator，其他

11 个大豆品种的植株叶片 cDNA 为 Unknow，重

复 3 次，设目的基因和看家基因 NTC 各一个。绘

制扩增曲线，溶解曲线。 

 

3.5.2 数据分析 

将相对定量实验的所有结果放在一个坐标图

上，取 3 次重复的数据的平均值。 

采用 CT 法(△△CT)比较方法进行计算： 

相对表达量=2
-△△CT

=2
--(△△CT 样品-△△CT 对照) 

=2
-[(CT 样品-CT 内参)-(CT 对照-CT 内参)]

 

胁迫指数=干旱条件下数值/ 正常条件下数值

×100%。 
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