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摘 要 RAD 与 DIV 属于 MYB 转录因子家族成员，在金鱼草研究中发现它们对花对称性的形成起着重要

作用。本研究利用全基因组信息鉴定了大豆中的 GmRAD 与 GmDIV 基因，分析了其蛋白的理化性质、二级结

构，基因结构与其在染色体上的分布，并对其系统发生和表达方式进行了研究。研究表明：大豆中存在 5 个

GmRAD 基因和 5 个 GmDIV 基因，它们分别属于 MYB 家族的 R1 和 R2R3 类，分布在大豆的 9 条染色体上；

进化分析显示 GmRAD 和 GmDIV 基因具有不同的进化历程，GmDIV 比 GmRAD 基因更趋于单元发生；表达

分析证明，GmDIV 和 GmRAD 成员具有 不 同 的 表 达 模 式 ， 其 中 GmRAD3 和 GmRAD5 以 及 GmDIV1、
GmDIV3、GmDIV4 和 GmDIV5 在花组织中有较高的表达。
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Abstract Two MYB transcription factors, RADIALIS (RAD) and DIVARICATA (DIV), play an important role
in the control of flower symmetry in Antirrhinum. In this study, GmRAD and GmDIV genes in soybean were
identified through a genome-wide bioinformatics analysis. The biochemical properties and secondary structures of
their proteins, as well as their gene structures and their distributions in chromosomes were all analyzed. Their
phylogeny and expression pattern were also investigated. This research shows that in soybean there are five
GmRAD genes and five GmDIV genes, which belong to R1 class and R2R3 class of MYB family respectively, and
they are distributed in nine chromosomes of soybean genome. Phylogenetic analysis indicates GmRAD genes and
GmDIV genes evolved through different paths during speciation, and GmDIV genes are more likely to originated
from monophylesis than GmRAD genes. Expression analysis shows that members of these genes have different
expression patterns, and GmRAD3, GmRAD5, GmDIV1, GmDIV3, GmDIV4 are highly expressed in soybean
flowers.
Keywords Soybean (Glycine max), GmRAD gene, GmDIV gene, Bioinformatics analysis, Flower development

花是被子植物进行有性繁殖的主要器官，千姿百

态的花型是植物吸引动物传媒和被特异授粉者识别

的重要形态学特征。被子植物始祖的花为辐射对称

性花，伴随着特化传粉者的出现才有两侧对称性花的

出现。两侧对称花型被认为是由原始辐射对称花型

经过多次反复独立进化而来(Endress, 1999; Stebbins,
1974)。研究植物花型发育的分子调控机理，对于认识

高等植物发育进化的历程和发展人工改造植物花器

官形状的新方法具有重要的意义。
在过去的十多年中，对模式植物金鱼草的研究
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发现了由 CYCLOIDEA (CYC)、DICHOTOMA (DICH)、
RADIALIS (RAD)和 DIVARICATA (DIV)共同控制的

两侧对称花型发育的分子调控网络。野生型金鱼草

的花由 2 枚背部花瓣，2 枚侧部花瓣和 1 枚腹部花

瓣组成；其中背部花瓣和侧部花瓣的形状是不对称

的，而腹部花瓣为对映体对称。两个植物特有的 TCP
家族转录因子 CYC 和 DICH 共同控制了金鱼草的背

部花瓣属性，当这两个基因发生突变时，所有的花瓣

均呈现腹部花瓣的特征，花型由两侧对称变成辐射

对称(Luo et al., 1996; 1999)。植物 MYB 转录因子

RAD 同样参与了背部花瓣属性的控制，rad 突变体

与 cyc:dich 突变体具有类似的表型，在花原基发育的

早期，RAD 在背部区域表达，但是略晚于 CYC，CYC
和 DICH 基因可以激活 RAD 的表达(Corley et al.,
2005)。另一个 MYB 转录因子 DIV 蛋白决定了腹

部花瓣的特征，DIV 基因早期在所有花瓣原基中表

达，晚期集中在腹部花瓣原基中表达；在 cyc:dich:div
三突变体中，所有花瓣均表现为侧部花瓣的特征

(Almeida et al., 1997; Corley et al., 2005; Galego and
Almeida, 2002)。DIV 是一个由 307 个氨基酸构成的

MYB 转录因子，含有 R2R3 两个 MYB 保守域；RAD
是一个只含有一个 MYB 保守域的 93 个氨基酸的

MYB 转录因子。RAD 和 DIV 蛋白具有高度相似的

保守结构，可能通过目标序列的竞争结合，或者两者

直接结合使 DIV 所决定的背部属性在背部及侧部受

到抑制(Corley et al., 2005)。在野生型金鱼草花发育

过程中，两个 TCP 转录因子 CYC 和 DICH 在花原基

的背部表达，激活 RAD 基因的表达；而 RAD 抑制

DIV 在背部和侧部花原基中作用，从而使花瓣的背部

属性在近轴的背部花瓣和侧部花瓣得到不同程度的

体现，形成具有三种不同形态的两侧对称花(Corley
et al., 2005; Galego and Almeida, 2002; Cui et al., 2010)。
金鱼草中两侧对称花型发育的分子调控网络为认知

植物花器官形态发育提供了基础，近年的研究证实

在与金鱼草同属唇形目近缘的苦苣苔科和车前科中，

由 TCP 转录因子和 MYB 转录因子共同调控花型发

育的基因调控网络与种类次生辐射对称花的形成相

关，并且证实此基因调控网络的蜕变导致虫媒传粉

向风媒传粉症候的演化(Zhou et al., 2008; Preston et
al., 2011)。

大豆具有典型的两侧对称花型，但是其花瓣的

对称性排列方式与金鱼草截然相反。大豆的花瓣是

由 1 枚对称的背部旗瓣、2 枚不对称的侧部翼瓣和

2 枚不对称的腹部龙骨瓣所构成。两侧对称花型在

豆科和玄参科中花瓣排列方式也体现了它们独立

起源的事实(Donoghue et al., 1998; Stebbins, 1974)。
尽管 TCP 转录因子在控制豆科百脉根两侧对称花

的形成过程中起着决定作用(Feng et a1., 2006; Wang
et a1., 2008)，但是对于其下游的 MYB 转录因子是

否也被特异的激活导致其两侧对称花的发育仍然

不清楚。本研究利用生物信息学的手段鉴定了大豆

中 RAD 与 DIV 的同源基因，对其蛋白结构、基因结

构和理化性质的分析，利用 RNA-seq 的数据对它们

在 9 个不同时期不同器官的表达情况进行了研究，

为进一步研究大豆中 GmRAD 与 GmDIV 基因的功

能提供了基础。

1 结果与分析

1.1 大豆 GmRAD 与 GmDIV 同源基因的鉴定

利用金鱼草中 RAD 与 DIV 的氨基酸序列，在

大豆蛋白数据库 phytozome v7.0 中进行 Blastp 筛

选，将所有可能的候选基因构建系统发育树，最终确

定了大豆中与金鱼草中 RAD 同一分支的基因有 5
个 ：GmRAD1 (Glyma02g18210.1)、GmRAD2 (Glyma-
04g16390.1)、GmRAD3 (Glyma03g28050.1)、GmRAD4
(Glyma06g46590.1)和 GmRAD5 (Glyma19g30810.1)；
大豆中与金鱼草中 DIV 同一分支的基因有 6 个：

GmDIV1 (Glyma02g39000.1)、GmDIV2 (Glyma20g166-
30.1)、GmDIV3 (Glyma14g37050.1)、GmDIV4 (Glyma-
11g22960.1)、GmDIV5 (Glyma18g07250.1)和 Glyma15-
g36670.1。研究中发现，Glyma15g36670.1 与 GmDIV2
(Glyma20g16630.1)一致区域的相似度为 67%，但是

此基因仅含有一个 MYB 保守区，只有 108 个氨基

酸，推测其可能是 GmDIV 基因功能演化的一个产

物，在下面研究中未被包括。
利用 Clustal X (Version 2.1)分别对 GmRAD 和

GmDIV 蛋白序列进行比较分析结果如图 1 所示。这

些基因所编码的蛋白分别与金鱼草中的 RAD、DIV
有较高的相似度，与 RAD 的氨基酸序列相比，Gm-
RAD1 的相似度为 66%，GmRAD2 为 69%，GmRAD3
为 72%，GmRAD4 为 67%，GmRAD5 为 58%；与 DIV
的氨基酸序列相比较，GmDIV1 的相似度为 59%，

GmDIV2 为 48%，GmDIV3 为 60%，GmDIV4 为 58%，

GmDIV5 为 60%。GmRAD 的氨基酸序列比 GmDIV
的氨基酸序列分别与 RAD 和 DIV 的氨基酸序列总

体上表现出更高的相似性。
利 用 SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)
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对这些基因的保守区进行了分析，分析的结果显示

在 GmRAD 中，GmRAD1~GmRAD4 均一个具有典

型 的 MYB 结 构 域 ， 位 置 为 ：9~59 位 氨 基 酸 ，而

GmRAD5 在此区间有 14 个氨基酸的缺失(图 1)，已

经无法检测到典型的 MYB 结构域，推测此缺失可能

导致其功能发生较大的变化。GmDIV1~GmDIV5 都

具有典型的 R2R3MYB 保守域的结构，其第一个保

守域的位置在 29~81 位氨基酸之间，第二个保守域

的位置在 136~188 位氨基酸之间，其中 GmDIV2 两

个保守区之间的距离最大为 72 个氨基酸。

1.2 大豆 GmRAD 和 GmDIV 的理化性质和二级结

构分析

为了进一步确定大豆中 GmRAD 与 GmDIV 蛋

白质的理化性质，我们分析了它们编码的氨基酸组

成及理化性质(表 1)。GmRAD1~GmRAD4 氨基酸的

数目在 92~97 之间，分子量为 10 515.8~10 965.2 Da。

GmRAD5 由于中间 14 个氨基酸缺失，理化性质发生

较大差异，其氨基酸数目为 82，分子量为 9 581 Da。
GmDIV1~GmDIV5 氨基酸数目在 307~327 之间，分

子量在 34 429.1~37 015.9 Da 之间。与金鱼草中 RAD
与 DIV 相比，GmRAD 与 GmDIV 蛋白质都在碱性范

围内，表明蛋白分子中富含较多的碱性氨基酸，脂肪

族氨基酸指数在 55~80 之间，疏水指数在 -1.05~-0.5
之间，蛋白的亲水性较高。这些蛋白的不稳定指数在

42~85 之间，均大于 40，为不稳定蛋白。
对 GmRAD 与 GmDIV 二 级 结 构 的 比 较 发 现

(表 2)，大豆中 GmRAD 与 GmDIV 蛋白与金鱼草结

构高度相似，均由 α- 螺旋、无规则卷曲和扩展链结

构三种形式组成，且构成 α- 螺旋的氨基酸数目都比

较相近(GmRAD, 39~48; GmDIV, 62~89)。金鱼草中

RAD 含有 4 个 α- 螺旋区，大豆的 RAD 同源蛋白具

有相似的结构(GmRAD5 序列不完整, 只含有 3 个

图 1 金鱼草与大豆中 RAD 和 DIV 氨基酸序列比对

Figure 1 Amino acid alignments of RAD and DIV protein sequences in Antirrhinum majus and Glycine max

大豆中 GmRAD 与 GmDIV 基因的 in silico 鉴定及表达分析
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α- 螺旋)；金鱼草 DIV 含有 7 个 α- 螺旋，大豆中的

DIV 同源基因含有 5~7 个 α- 螺旋。在 MYB 基因家

族中，α- 螺旋在 MYB 转录因子发挥识别功能中起

着主要作用，因此含有的 α- 螺旋的不同可能会预示

着这些同源基因的功能具有多样性。

1.3 大豆 GmRAD 和 GmDIV 的基因结构与染色体上

的分布

利用 GSDS 在线工具制作内含子外显子结构图

(图 2)，与金鱼草中 RAD 和 DIV 的基因结构相比，大

豆中 GmRAD 与 GmDIV 基因的内含子长度具有较大

的差异。在大豆中 GmRAD 基因的内含子长度明显

小于金鱼草中的 RAD 基因内含子长度(829 bp)。其

中 GmRAD1~GmRAD4 的内含子长度分别为 351 bp、
515 bp、639 bp 和 383 bp；GmRAD5 含有两个内含子，

长度依次是 38 bp 和 94 bp。金鱼草 DIV 基因的内含

子长度为 260 bp，与 GmDIV 的内含子长度也存在显

著的差别。其中 GmDIV1 的内含子长度为 336 bp，

GmDIV3~GmDIV5 的内含子的长度分别为 372 bp、
441 bp 和 420 bp；GmDIV2 的结构比较特殊，含有 4 个

内含子，长度依次为：140 bp、176 bp、87 bp 和 320 bp。
GmRAD 中内含子长度减少和 GmDIV 基因内含子长

度增加的差异提示，两者可能经历了不同的进化选

择过程。
利用大豆基因组数据库中基因的位置信息，制

作了大豆中 GmRAD 与 GmDIV 在染色体上的分布

表 1 大豆与金鱼草中 RAD 与 DIV 理化分析

Table 1 The biochemical analysis of RAD and DIV in Antirrhinum majus and Glycine max

基因

Gene

RAD
GmRAD1
GmRAD2
GmRAD3
GmRAD4
GmRAD5
DIV
GmDIV1
GmDIV2
GmDIV3
GmDIV4
GmDIV5

氨基酸数目

No. of amino
acids
93
93
92
97
92
82
307
308
327
307
323
321

分子量(Da)
Molecular
weight (Da)
10 774.2
10 588.8
10 489.8
10 965.2
10 515.8
9 581.0
34 429.1
34 838.8
37 015.9
34 672.7
36 597.9
36 296.6

等电点

Theoretical
pI
9.74
7.94
9.40
8.89
9.47
9.63
8.82
8.95
8.93
8.86
9.06
8.73

分子式

Formula

C475H754N142O141S2

C460H731N133O148S3

C460H726N132O143S3

C482H759N139O152S1

C460H728N136O141S3

C425H686N124O124S2

C1510H2289N433O471S12

C1523H2372N444O478S9

C1642H2566N456O496S12

C1523H2370N438O473S9

C1613H2491N461O496S10

C1597H2464N454O493S12

不稳定指数

Instability index

42.89
48.66
83.32
67.49
81.50
85.19
57.10
50.92
47.52
51.38
60.15
55.29

脂肪酸指数

Aliphatic index

56.67
58.82
55.11
67.32
60.43
79.63
44.17
60.39
73.24
61.86
60.68
60.50

亲水性平均系数

Grand average of hy-
dropathicity (GRAVY)
-1.046
-1.040
-0.983
-0.884
-0.927
-0.783
-0.839
-0.800
-0.539
-0.763
-0.835
-0.780

表 2 大豆与金鱼草中 RAD 与 DIV 二级结构分析

Table 2 The secondary structure analysis of RAD and DIV in Antirrhinum majus and Glycine max

基因

Gene
RAD
GmRAD1
GmRAD2
GmRAD3
GmRAD4
GmRAD5
DIV
GmDIV1
GmDIV2
GmDIV3
GmDIV4
GmDIV5

α- 螺旋数目

Number of alpha helix domain
4
4
4
4
4
3
7
7
6
6
5
6

扩展链的数目

Number of extend strand domain
1
0
2
3
1
2
7
9
11
10
9
8

无规卷曲的数目

Number of random coil domain
5
5
5
6
5
5
15
14
18
14
13
16
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图 4 利用 MEGA 5 构建了五个物种的 RAD 与 DIV 蛋白的 NJ
系统发育树

注: 每一分枝显示 bootstrap (1 000 次)支持度大于 50%的序列;
大豆, GmRAD1~GmRAD5, GmDIV1~GmDIV5; 金鱼草, RAD,
DIV; 蒺藜苜蓿, Medtr5g078240.1, Medtr5g089190.1, Medtr3g0-
05020.1, Medtr7g106250.1; 拟南芥, AT4G36570.1, AT4G3925-
0.1, AT2G18328.1, AT5G58900.1, AT5G01200.1, AT2G38090.1;
水稻, Os05g37730.1, Os01g04930.1, Os01g63460.1, Os01g443-
90.2, Os05g50340.1, Os01g44390.1
Figure 4 Phylogram based on NJ analysis of RAD and DIV
proteins from five species using MEGA5
Note: Branches with bootstrap support (1 000 replicates) over
50% are indicated for each branch; The amino acid sequences
from the five species are: Glycine max, GmRAD1~GmRAD5,
GmDIV1~GmDIV5; Antirrhinum majus, RAD, DIV; Medicago,
Medtr5g078240.1, Medtr5g089190.1, Medtr3g005020.1, Medtr-
7g106250.1; Arabidopsis thaliana, AT4G36570.1, AT4G39250.1,
AT2G18328.1, AT5G58900.1, AT5G01200.1, AT2G38090.1;
Oryza sativa, Os05g37730.1, Os01g04930.1, Os01g63460.1, Os-
01g44390.2, Os05g50340.1, Os01g44390.1

图 3 大豆中 GmRAD 与 GmDIV 在染色体上分布

Figure 3 The distribution of GmRAD and GmDIV genes in Glycine
max chromosomes

图 2 金鱼草与大豆中 RAD 与 DIV 基因结构

Figure 2 The gene structures of RAD and DIV in Antirrhinum
majus and Glycine max

图(图 3)。从图 3 中可以看出，大豆的 5 个 GmRAD 基

因 分 别 定 位 于 2、3、4、6 和 19 号 五 个 染 色 体 上 ，

GmDIV 基因分别定位于 2、11、14、18 和 20 号五个染

色体上。其中 GmRAD1 与 GmDIV1 定位在 2 号染色

体上，其余基因分别分布在不同染色体的不同位置

上，提示这些基因可能在大豆多倍化过程中可能经

历了不同形式的选择。

1.4 大豆 GmRAD 与 GmDIV 的系统发育分析

利用金鱼草的 RAD 与 DIV 蛋白质序列，在拟

南芥，蒺藜苜蓿和水稻中分别找到与金鱼草 RAD 和

DIV 同源性较高的基因分别 3 个、2 个和 3 个。利

用这些序列和 GmRAD 与 GmDIV 构建系统发育树

(图 4)。从图 4 中可以看出，单子叶禾本科植物水稻

的 RAD 和 DIV 均处于一个独立的进化枝上，说明双

子叶中的 RAD 和 DIV 基因具有更高的亲缘关系；在

双子叶枝中，RAD 和 DIV 的进化方式存在很大的差

异，DIV 相较与 RAD 更趋于单元发生。在豆科模式

大豆中 GmRAD 与 GmDIV 基因的 in silico 鉴定及表达分析
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图 5 大豆中 GmRAD 与 GmDIV 基因表达谱分析

注: 1: 播种 84 h 后根毛; 2: 播种 120 h 后根毛; 3: 根瘤; 4: 茎顶

端分生组织; 5: 花; 6: 绿色果荚; 7: 叶片; 8: 根; 9: 根尖; 方块内

颜色显示基因表达水平, 红色最低, 黑色居中, 绿色最高

Figure 5 The expression profiles of GmRAD and GmDIV genes in
soybean
Note: 1: Root hair 84HAS; 2: Root hair 120HAS; 3: Nodule; 4:
SAM; 5: Flower; 6: Green pod; 7: Leaf; 8: Root; 9: Root tip; Col-
or in square represents the level of gene expression, red is the
lowest, black is the middle, green is the highest

植物蒺藜苜蓿中，RAD 和 DIV 的进化模式呈现出明

显的不同：在蒺藜苜蓿中有两个基因与金鱼草的 RAD
亲缘关系较近，而与 DIV 亲缘关系较近的只有一个

基因。大豆中 GmRAD 基因同蒺藜苜蓿一样，可以区

分为与 RAD 平行的两个进化枝，其中的 GmRAD1、
GmRAD2 和 GmRAD4 枝经历了两次分化；它们与

GmRAD3、GmRAD5 可能来源于不同始祖基因；而大

豆中 GmDIV 与单一的蒺藜苜蓿 DIV 蛋白聚类在同

一进化枝上，并在随后经历了三次分化，说明 GmDIV
可能来源于相同的始祖基因。系统发育分析比较显

示，大豆中 GmRAD 的进化途径与 GmDIV 的进化途

径明显相同。

1.5 大豆 GmRAD 和 GmDIV 基因的表达分析

利用大豆转录组的数据(Libault et al., 2010)，对

GmRAD 和 GmDIV 基因在 9 个不同表达时期及部

位(播种 84 h 后植株的根毛, 播种 120 h 后植株的根

毛, 根瘤, 茎顶端分生组织, 花, 绿色果荚, 叶片, 根和

根尖)进行了基因表达分析(图 5)。分析结果显示，

GmRAD1、GmRAD3~GmRAD5 主要在花瓣、叶片和绿

色果荚中表达，GmRAD2 主要在叶片与根尖中表达；

GmDIV1、GmDIV3~GmDIV5 主要在绿色果荚、叶片

表达，在播种 84 h 后植株的根毛、根瘤中也有表达，

而 GmDIV2 主要在播种 84 h 后植株的根毛和茎顶端

分生组织中表达。以RPM (Reads Per Million reads)为

标准，在花组织中 GmRAD1~GmRAD5 的表达相对量

分别为：0.97、0.00、41.52、0.00 和 13.52；GmDIV1~Gm-
DIV15 的表达相对量分别为：21.25、0.00、64.70、29.9
和 31.8。在 GmRAD 基因中，GmRAD3 和 GmRAD5
更有可能参与了花发育的调控，其余基因可能已经

被招募到其它器官的发育进程中；在 GmDIV 基因

中 ，GmDIV1、GmDIV3、GmDIV4 和 GmDIV5 均 有 可

能参与花发育的调控。

2 讨论

植物中 MYB 转录因子是植物中最大的一类转

录因子家族，广泛参与了植物的发育和代谢调控，所

包含的 MYB 结构域从一个到四个不等，其结构域数

目和构成与其功能密切相关(Feller et al., 2011)。MYB
保守区约含 51 或 52 个氨基酸残基，可以形成三段

螺旋结构，且在第二段和第三段螺旋之间折转成一

定的角度相连接，形成了螺旋 - 转角 - 螺旋的结构，

构成了一个疏水核心；第一个螺旋目前还没有明确

的结构意义，而第二个螺旋同 DNA 的磷酸骨架相接

触，稳固了与 DNA 的结合，第三个螺旋为识别螺旋，

通过氨基酸侧链以及 DNA 碱基之间的氢键同 DNA
相识别(Ogata et al., 1996; Dubos et al., 2010)。MYB
转录因子基因 RAD 与 DIV 作为 TCP 基因调控的下

游基因，它们在控制花对称性的作用机制已经在模

式植物金鱼草中得到了阐明(Corley et al., 2005)，本

研究分析和鉴定了大豆中的 GmRAD 和 GmDIV 基

因，证实大豆中 GmRAD 和 GmDIV 基因至少存在 5
个拷贝，GmRAD1~GmRAD4 基因均具有一个典型

的MYB 结构域，GmDIV1~GmDIV5 均具有典型的

R2R3MYB 保守域的结构：GmRAD5 在 MYB 保守

域存在的 14 个氨基酸的缺失；同时发现存在着一个

与 GmDIV2 同源性较高但失去一个 MYB 保守域的

Glyma15g36670.1 蛋白，大豆中 GmRAD 和 GmDIV
基因的多样性为深入研究 MYB 基因的功能演化提

供了一个很好的体系。
在大豆中 GmRAD 和 GmDIV 基因均存在多个

拷贝，这与大豆基因组的复制有关，已有的研究结果

表明，大豆基因组至少发生了两次复制，引起了整个

基因组的高度重复(约 75%的基因以多拷贝形式出

现) (Schmutz et al., 2010)。对 GmRAD 系统发育分析

比较显示：大豆中 GmRAD1、GmRAD2、GmRAD4 和

GmRAD3、GmRAD5 来源于不同的始祖基因，其始祖

基因的分化可能早于豆科蝶形花亚科的出现，而大

豆 GmDIV1~GmDIV5 基因则起源于相同的始祖基
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因，说明这两者之间经历了不同的进化过程。在蝶

形花亚科模式植物百脉根的研究中证实，CYC-like
基因同样决定和控制着背部花瓣的特征，在独立起

源的不同类型两侧对称花中，控制花的两侧对称性

的不同机制可能具有共同的分子起源(Feng et a1.,
2006)。随后在蝶形花亚科的豌豆中(Wang et al., 2008)
证明，PsCYC1、PsCYC2 和 PsCYC3 同样参与了豌豆

两侧对称花的形成，并与花瓣内部不对称性的形成

有关。在豆科中 CYC-like 基因可能来源与两次基因

加倍，第一次基因加倍发生在豆科蝶形花亚科分化

之前，导致 LEGCYC GROUP Ⅰ和 GROUP Ⅱ两类

CYC 基因的产生；第二次基因加倍发生在在蝶形花

亚科分化的早期，LEGCYC GROUP Ⅰ内部又发生基

因加倍事件，从而产生了 LEGCYC GROUP ⅠA 与

ⅠB 两类基因，因此在豆科中至少存在 3 个 CYC-like
基因(Citerne et al., 2003; Fukuda et al., 2003; Ree et
al., 2004)。因此，豆科中控制花型 TCP 基因进化途径

与 GmRAD 和 GmDIV 基因进化途径不尽一致，模式

植物金鱼草中调控两侧对称花发育的分子调控网络

的 MYB 转录因子在大豆中可能发生了功能冗余和

亚功能化。大豆中控制两侧花对称性发育基因调控

网络的因子在进化中呈现出功能多样性，其花型的

调控可能存在更复杂的机制。

3 材料与方法

3.1 材料

本实验研究所用的金鱼草 RAD 与 DIV 蛋白质

序列均来自 NCBI 网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
其登录号分别为 2CJJ_A 和 AAL78741，大豆、蒺藜苜

蓿和水稻全基因组的数据、蛋白数据等均来自于 http:
//www.phytozome.net/soybean 网站，拟南芥全基因组

的数据来自 TAIR 网站(http://www.arabidopsis.org/)。

3.2 大 豆 GmRAD 与 GmDIV 基 因 鉴 定 及 基 因 结 构

分析

利用金鱼草中 RAD 与 DIV 蛋白序列在大豆基

因组数据库(http://www.phytozome.com/)，蛋白数据

库中进行 Blastp 查询，为了能得到全部的 GmRAD
与 GmDIV 相关基因，E 值设为 1；利用 SMART (http:
//smart.embl-heidelberg.de/) 在线工具对蛋白保守域

进行了判定。利用 GSDS 在线工具(http://gsds.cbi.
pku.edu.cn/) 制作了 GmDIV 与 GmRAD 基因的外显

子 - 内含子结构图。根据 phytozome v7.0 中标注的

基因信息，手工标注大豆 GmRAD 与 GmDIV 在染色

体中的位置。

3.3 大豆 GmRAD 与 GmDIV 理化性质分析

利用 http://www.expasy.org 和 http://pbil.ibcp.fr/
htm/index.php 网站，对 GmRAD 与 GmDIV 同源蛋白

的分子量、等电点、亲水性、稳定性和二级结构等方面

进行预测，得到 GmRAD 与 GmDIV 的基本性质。

3.4 多序列比对及系统发育树的构建

将检索到的 GmRAD 与 GmDIV 相关序列保存

成 FASTA 格式，利用 Clustal X (Version 2.1)对金鱼

草、大豆、蒺藜苜蓿、拟南芥、水稻的 RAD 与 DIV 相

关蛋白进行比对分析，利用 MEGA 软件(version 5.05)
(Tamura et al., 2011)使用 Neighbor-Joining 的方法对

蛋白质序列构建系统发育树，bootstrap 1 000 次。

3.5 大豆 GmRAD 与 GmDIV 基因表达分析

根据已发表的对大豆转录组的测序结果(Libault
et al., 2010)，在其公布的大豆 51 529 个基因的表达

数据中筛选大豆 GmRAD 与 GmDIV 基因的相关数

据，检测大豆 GmRAD 与 GmDIV 基因在不同组织中

的表达情况。将得到的数据使用 R 软件 (Version
2.14.0)环境下的 heatmap.2 程序进行处理，制作成热

图(heatmap)。
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