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两个大豆 GmSBP 基因的特征、亚细胞定位及对非生
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杨艳, 王爽, 黄丽燕, 等. 两个大豆 GmSBP 基因的特征、亚细胞定位及对非生物胁迫的响应. 生物工程学报, 2014, 

30(11): 1709−1719. 
Yang Y, Wang S, Huang LY, et al. Characterization and subcellular localization of two SBP genes and their response to abiotic 
stress in soybean (Glycine max (L.) Merr.). Chin J Biotech, 2014, 30(11): 1709−1719. 

摘  要 : 我国南方春大豆种子发育过程中，常处于高温、高湿季节，加之种子本身富含蛋白 (约 40%) 和脂肪 

(约 20%)，导致南方春大豆种子易劣变。本项目组前期差异蛋白质组学研究发现蔗糖结合蛋白在高温高湿胁迫

168 h 时在种子田间劣变抗性品种湘豆 3 号发育种子中呈下调表达。为进一步从分子水平了解 GmSBP 基因表

达以及响应高温高湿胁迫的特性，本研究利用 RT-PCR 技术从大豆扩增出两个 GmSBP 基因(GmSBP2 和

GmSBPL)。两个基因编码的蛋白均为亲水性，不完整的膜蛋白。荧光定量 PCR 分析表明：在高温高湿条件下，

种子田间劣变不抗品种宁镇 1 号和抗性品种湘豆 3 号发育种子中 GmSBP2 和 GmSBPL 基因表达量均受高温高

湿胁迫影响，也会导致种子中蔗糖和可溶性糖含量变化。在籽粒发育过程中，GmSBP2 和 GmSBPL 基因表达

量在花后 30 d 左右达到最高，对应时期的蔗糖和可溶性糖含量也达到最大值。组织特异性显示 GmSBP 和

GmSBPL 基因在不同组织间存在差异表达。亚细胞定位结果表明 GmSBP2 和 GmSBPL 蛋白均定位在细胞膜和

细胞质中。以上结果表明 GmSBP2 和 GmSBPL 基因可能参与了植物非生物胁迫的应答过程，这将从一个侧面

丰富我们对大豆种子田间劣变性和劣变抗性的认识。 

关键词 : 大豆，SBP，基因分离，表达分析，亚细胞定位 
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Characterization and subcellular localization of two SBP 
genes and their response to abiotic stress in soybean 
(Glycine max (L.) Merr.) 

Yan Yang, Shuang Wang, Liyan Huang, Hongyu Ma, Yingjie Shu, Xiaoling He, and Hao Ma 

State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu, China 

Abstract:  High temperature and humidity stress during seed growth and development of spring soybean can result in seed 

deterioration in South China. We isolated two genes (GmSBP and GmSBPL) encoding putative SBP proteins from soybean 

(Glycine max (L.) Merr.) to study their biological functions and response to abiotic stress,. The two SBP proteins are 

hydrophilic and incomplete membrane ones. Real-time quantitative (RT-PCR) analysis reveals that the expression of the 

two genes in the developing seeds of the seed deterioration resistant cultivar Xiangdou No. 3 and sensitive cultivar 

Ningzhen No. 1 was significantly affected by high temperature and humidity treatment. Meanwhile, the levels of sucrose 

and soluble sugar in the developing seeds of both cultivars were also affected under high temperature and humidity stress. 

During seed growth and development, the expression of the two genes as well as the levels of sucrose and soluble sugar 

reached the highest at 30 days after flower. GmSBP2 and GmSBPL were found to be differentially expressed in different 

soybean tissues. Sub-cellular localization indicated that two genes were located in cytoplasm and cell membrane. Our 

results indicate that GmSBP2 and GmSBPL might be involved in the response to abiotic stress, which will enrich our 

understanding of pre-harvest seed deterioration and resistance in soybean from one side. 

Keywords:  soybean, SBP protein, gene isolation, expression analysis, subcellular localization 

种子生理成熟后，出现不可逆转的质量下

降变化，称为劣变 (Seed deterioration) 或者老

化 (Aging)。种子劣变具有不可逆、不可避免的

特性[1]。不同品种种子老化速率不同[2]。种子劣

变包括收获前劣变和收获后劣变。收获前劣变

主要是因为高温高湿条件下加速生理生化变化

导致种子的老化[3]，表现为细胞器的解体，酶活

性下降，呼吸速率降低，DNA、RNA、蛋白质

等一些大分子物质合成速率减慢，核糖体水解，

膜完整性丧失，膜脂过氧化及代谢物质渗漏  

等[4]。种子劣变会降低种子质量、活力、贮藏力

及田间出苗率从而造成难以估算的经济损失。

中国南方春大豆种子收获时正处于高温、高湿

季节，加之大豆 (Glycine max (L.) Merr.) 本身

富含蛋白和脂肪，春大豆收获前后及贮藏期间

极易受环境影响而发生劣变，种子活力迅速下

降。种子劣变已成为中国南方地区发展春大豆

生产的重大障碍。 

国内外有关大豆种子劣变的研究主要集中

在收获及贮藏期间引起劣变的内外诱因，野生

与栽培大豆间劣变的差异程度，劣变过程中细

胞学、遗传学和生理生化等变化以及劣变对农

艺性状的影响等方面。对种子劣变的分子机制

研究比较少。目前防止种子劣变的方法主要是

通过改变贮藏条件，降低种子含水量等物理方

法。大豆籽粒中碳水化合物含量约为 30%左右，

主要成分是蔗糖、乳糖和少量粗纤维。蔗糖是

植物生长发育过程中的重要化合物之一，光合

作用的主要产物，植物的能量载体，细胞代谢

的调节因子，可能通过影响基因表达发挥作用，
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同时蔗糖具有信号功能[5-6]可以诱导或阻遏某些

基因的表达[7]。蔗糖被认为在信号传导过程中参

与了植物激素、磷酸盐、光及逆境胁迫相关的

过程[8]。国外学者通过对 D-葡萄糖在光合作用

和防御反应的关系中所反应出的相关代谢调节

的影响研究时指出：碳水化合物作为一种信号

分子，能够在胁迫条件下激活细胞内不同的信

号途径，最终，它们统一协调库和源的代谢关

系以激活防御系统[9]。因此研究植物蔗糖的代谢

及生理生化规律是很有必要的。大豆种子中蔗

糖积累受一系列因子的共同作用，如蔗糖的合

成、运输、分配及在种子中的代谢等，其中蔗

糖在种子中的分解强度是增强库强、提高糖卸

载能力、保证新合成的蔗糖由源到库不断运输

的重要环节[10]。在植物体中，蔗糖分子从源叶

装载进入韧皮部及从韧皮部卸载进入库组织主

要通过 2 种不同的途径来进行，即共质体途径

和质外体途径[11]。质外体途径的装载主要由蔗

糖主动越膜装载入韧皮部进行运输，然后在库

端越膜卸载进入库器官细胞。早期研究发现蔗

糖的跨膜运输及其在植物中的分配需要依赖于

膜上的蔗糖转运蛋白(Sucrose/H+ cotransporters

或 sucrose transporters, SUCs或 SUTs)，蔗糖转

运蛋白在蔗糖转运过程中起着极为重要的作  

用[12-14]。随后发现一种新的参与蔗糖转运的蛋

白-蔗糖结合蛋白。蔗糖结合蛋白最初被发现是

在子叶中与蔗糖类似物 6-脱氧-6’-(4-叠氮-2 羟

基)-苯甲酰氨基-蔗糖有强亲和力，而蔗糖类似

物 6-脱氧-6’-(4-叠氮-2 羟基)-苯甲酰氨基-蔗糖

能竞争性的抑制放射性标记的蔗糖从大豆子叶

进入细胞原生质体[15-16]。SBP 基因在分子结构

上与 SUT 家族无关，结构上与豌豆球蛋白类  

似[17]，属于贮藏蛋白家族。有大量实验证明其

与植物蔗糖转运有关[18]。例如在烟草细胞中抑

制表达 GmSBP，植物体表现出了与蔗糖转运受

损时相同的表型[19-20]。通过将 GmSBP 在 SBP

转化酶缺失的酵母突变株系内进行异源表达，

发现酵母细胞可以在以蔗糖为唯一碳源的培养

基上生长[21]。 

本项目组前期春大豆差异蛋白质组学研究

发现蔗糖结合蛋白在高温高湿胁迫 168 h 时在

种子田间劣变抗性品种湘豆 3 号发育种子中呈

下调表达[22]。本研究分离出与蔗糖转运有关的

两个 GmSBP基因，并进行亚细胞定位，同时以

种子田间劣变不抗品种宁镇 1 号和抗性品种湘

豆 3 号为材料，模拟田间高温高湿条件，对其

在逆境胁迫中的表达情况及其转运产物含量变

化进行分析，以期从分子水平了解 GmSBP基因

表达及响应高温高湿胁迫的特性，为进一步从

一个侧面揭示春大豆种子田间劣变的分子机制

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料的培养及胁迫处理 

选用实验室当年保存的种子田间劣变不抗

品种宁镇 1号和抗性品种湘豆 3号种子，次氯酸

钠表面消毒，浸种 1–2 h，25 ℃培养箱中催芽 2–3 d，

播种于装有营养土的花盆中，置于室外生长。当

幼苗长出第一片三出复叶时，取根、茎、叶组织。

随后取盛花期的花。当植株长到种子生理期 (R7

期) 时，取一部分植株于培养箱内进行高温高湿

处理：温度 40 /30  ℃ ℃ (白天 /黑夜 )，RH 

100%/70%，光周期 10 h/14 h，处理 7 d。其他于

室外正常生长作为对照组。分别取处理和对照组

0、24、48、96、168 h的豆荚。室外生长的大豆

于盛花期开始挂牌，当天计为 0 d，分别取盛花
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后 15、20、25、30、35、40、45、50、55、60 d

的豆荚。所有样品立即置液氮中速冻，于–80 ℃

保存备用。用 2 周苗龄的幼叶提取总 RNA 和基

因组 DNA。亚细胞定位材料为新鲜洋葱表皮。 

1.2  总 DNA 和 RNA 提取纯化和 cDNA 的制备 

采用 CTAB法提取基因组总 DNA。参照新

型植物总RNA提取试剂盒说明书提取大豆材料

的 RNA。采用 TaKaRa 公司反转录试剂合成第

一链 cDNA，–20 ℃保存备用。 

1.3  克隆引物的设计 

从 NCBI 中搜索已经公布的 GmSBP 基因序

列，发现两个蔗糖转运蛋白基因：GmSBP2 

(GenBank Accession No. AY234869.1)和 GmSBPL 

(GenBank Accession No. XM_003536582.1)。在基

因上下游设计特异性引物 (表 1)，以 DNA 和

cDNA 为模板进行 PCR 扩增，反应总体积为   

25 μL，DNA/cDNA 2 μL，10×PCR缓冲液 (Mg2+ 

Free) 2.5 μL，25 mmol/L MgCl2 2.5 μL，2.5 mmol/L 

dNTPs 4 μL，10 ng/μL基因特异引物 2 μL，Taq 

DNA 聚合酶 0.25 μL，灭菌蒸馏水 11.75 μL。  

PCR 扩增程序为：95  4 min℃ ；4 ℃ 45 s，

54/56/58/60  45 s℃ ，72  2 min℃ ，30个循环；最

后 72  10 min℃ 。 

将 PCR 产物采用 1.5%琼脂糖凝胶电泳后，

将目的片段进行回收、连接、转化、PCR菌液检

测后送测序。 

1.4  GmSBP2和GmSBPL基因生物信息学分析 

在 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上进

行基因 Blastx 同源比对分析，通过 ProtParam 

(http://www.expasy.ch/tools/protparam.htmL) 对

GmSBPL和GmSBP2基因编码的氨基酸序列的理

化性质进行分析，利用 TMHMM server v. 2.0软

件对该基因的跨膜螺旋区域进行分析。用

DNA-MAN 软件对 GmSBP2 和 GmSBPL 基因进

行多序列比对和进化树分析，用 SoftBerry 亚细

胞定位软件 Prot-Comp 9.0在线分析 GmSBPL和

GmSBP2蛋白在细胞中的分布。 

1.5  实时荧光定量 PCR 

以发育时期和高温高湿胁迫处理的 cDNA

为模板，根据获得的目的基因序列设计引物，以

大豆 actin 基因作为对照，采用 TaKaRa 公司的

SYBR Premix Ex TaqⅡ (Prefect real-time) 试剂

盒，Bio-RADiCycler 实时荧光定量 PCR 仪进行

扩增。采用 2–ΔΔCT算法分析实验结果。 

1.6  可溶性总糖、蔗糖含量测定 

蒽酮硫酸法测定可溶性总糖，间苯二酚法测

定蔗糖含量[23]。测定可溶性总糖时取发育时期及

高温高湿胁迫处理的样品提取液 0.1 mL 加入   

5 mL蒽酮硫酸，90 ℃水浴 15 min，冷却后 620 nm

比色。测定蔗糖时取样品提取液 0.1 mL 加入  

0.1 mL NaOH，100 ℃水浴 5 min，冷却后加入  

3.5 mL 30% HCl和 1 mL 0.1% 间苯二酚摇匀，  

80 ℃水浴 10 min，冷却后 480 nm比色。 

1.7  GmSBP2 和 GmSBPL 蛋白的亚细胞定位 

为设计引物构建融合表达载体，在 GmSBP2

和 GmSBPL 基因特异引物上游和下游分别引入

EcoRⅠ与 BamHⅠ的酶切位点 (表 1)，从反转

的 cDNA 中扩增出带有以上酶切位点的 ORF

片段，将片段从琼脂糖胶回收后连接 pMD-19 

(TaKaRa)载体上，然后以 EcoRⅠ和 BamHⅠ对

连接载体进行双酶切，凝胶电泳后回收片段与

同样双酶切后线性化的 pJIT166 载体连接，获

得绿色荧光蛋白与目的基因的融合蛋白表达   

载体。 
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表 1  本研究所用的引物  

Table 1  PCR Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) 

SBP2-F CTCACCATGGCGACC 

SBP2-R ATACATTCCCCGTTATCAGC 

SBPL-F GTTCCTCACTGACCAAGCC 

SBPL-R TTAATACATTCCCCGTGATCTT 

SBP2-D-S-F CTCACCATGGCGACC 

SBP2-D-S-R GTTGGAGAAAGTGGGAC 

SBP2-D-X-F CAGACCCCAAAAGGAAAGTTAGAAA

SBP2-D-X-R ATACATTCCCCGTTATCAGCCACCT 

SBPL-D-S-F GTTCCTCACTGACCAAGCC 

SBPL-D-S-R AAATACTTCCCTCGTTCT 

SBPL-D-X-F ATTTTTCGGGCCTGGAG 

SBPL-D-X-R TTAATACATTCCCCGTGATCTT 

SBP2-q-F ACTGAAGTTGGTCCTGATGAT 

SBP2-q-R TCTGGGTGATGTTGGTAAAG 

SBPL-q-F CGTGAGAAGAAAGAGGAGGAG 

SBPL-q-R CAAAGTGGCGAGGAGACA 

actin-q-F CCTCAACCCAAAGGTCAACAG 

actin-q-R GACCAGCGAGATCCAAACGAA 

SBP2-YF ACTGAAGTTGGTCCTGATGAT 

SBP2-YR TCTGGGTGATGTTGGTAAAG 

SBPL-YF CGTGAGAAGAAAGAGGAGGAG 

SBPL-YR CAAAGTGGCGAGGAGACA 

 

取一块长、宽大约 4 cm 的洋葱幼嫩表皮，

在固体 MS 培养基上 22 ℃培养 3–4 h。采用

PDS-1000/He 基因枪 (Bio-Rad) 轰击洋葱表皮

细胞，可裂膜压力为 1 100 psi，轰击距离约为    

5 cm。轰击的洋葱表皮细胞于 22 ℃培养箱中培

养 14–16 h，于激光共聚焦显微镜下 (Leica, TCS 

SP2) 观察 GFP的表达定位。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因 GmSBP2 和 GmSBPL 的 cDNA

和 DNA 的分离及生物信息学分析 

以种子田间劣变不抗品种宁镇 1号和抗性品

种湘豆 3 号 cDNA 为模板，利用特异引物

GmSBP2-F/R 和 GmSBPL-F/R 分离出大豆蔗糖

结合蛋白基因 GmSBP2 和 GmSBPL，两个基因

cDNA序列在宁镇 1号和湘豆 3号两个品种间没

有差异。测序结果同 NCBI 公布的 GmSBP2 

(AY234869.1) 和 GmSBPL (XM_003536582.1)基

因进行比对发现在 GmSBP2 基因中有两个碱基

不同 (G→C，C→T)，导致编码的蛋白中有两个

氨基酸不同，GmSBPL 基因中有 4 个碱基不同 

(A→T，C→A，A→T，A→G)，编码的蛋白中两

个氨基酸不同。 

以湘豆 3号叶片 DNA为模板，进行 PCR扩

增，分别得到 3 110 bp的 GmSBPL基因 DNA序

列和 3 637 bp的 GmSBP2基因 DNA序列。测序

结果与所得 GmSBP2 和 GmSBPL 基因的 cDNA

序列一致。 

通过对 GmSBP2 和 GmSBPL 基因的 cDNA

序列进行比对，发现 GmSBP2包含由 1 467 bp核

苷酸组成的完整 ORF，编码由 489个氨基酸残基

组成的蛋白质。GmSBPL包含由 1 512 bp核苷酸

组成的完整 ORF，编码 504个氨基酸残基组成的

蛋白质。采用 Softberry网站的 ProtComp 9.0 预

测 GmSBP2 和 GmSBPL 基因氨基酸序列，结果

表明两个基因编码的蛋白定位于细胞膜上。将比

对获得的 GmSBP相关基因提交到 GenBank数据

库，利用 Mega 5.0软件进行多重序列比对和系统

发育树构建。结果表明，Lawrence等鉴定出的类

豌豆球蛋白中高度保守的 26 个氨基酸残基[24]中
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GmSBP2和 GmSBPL均出现 23 (88%) 个。这些

氨基酸残基已经被证明在维持蛋白三维结构中

有重要作用。将 GmSBP2 蛋白和 GmSBPL 蛋白

序列与不同植物的同源蛋白序列构建系统进化

树，表明两个基因编码的蛋白与同属豆科的苜蓿

和蚕豆的 SBP蛋白亲缘关系最近。 

2.2  GmSBP2和GmSBPL基因的表达模式分析 

高温高湿胁迫下，种子田间劣变不抗品种宁

镇 1号和抗性品种湘豆 3号发育种子中 GmSBP2

基因在不同胁迫时间点的表达量存在差异。胁迫

处理 0–48 h期间，相对于对照组，处理组宁镇 1

号和湘豆 3号种子中 GmSBP2基因表达量下降，

但品种间基因表达量下降幅度不同。胁迫处理

96–168 h，处理组宁镇 1 号和湘豆 3 号种子中

GmSBP2基因表达量均上升(图 1)。 

在种子发育过程中，从花后 15 d开始宁镇 1

号和湘豆 3号种子中GmSBP2基因表达量整体呈

现单峰变化 (图 2A)。为了明确 GmSBP2基因在

不同器官中的表达特征，检测了它在宁镇 1号和

湘豆 3号各个主要器官中的转录水平。结果发现，

GmSBP2基因在两个品种中的根、茎、叶、盛花 
 

 
 

图 1  高温高湿胁迫下 GmSBP2 基因的表达 

Fig. 1  Expression patterns of GmSBP2 gene under 
high temperature and humidity stress. Vertical bars 
indicate ±SE and values sharing a common letter are 
not significantly different at 0.05 level. 

 

 

 
图 2  GmSBP2 基因的表达模式 

Fig. 2  Expression verification of GmSBP2 gene. (A) 
The expression patterns of the GmSBP2 gene in 
developing seed of Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. 
(B) Real-time quantitative PCR analysis of GmSBP2 in 
different organs of Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. 
Vertical bars indicate ±SE and values sharing a 
common letter are not significantly different at 0.05 
level. 

 
期花、幼荚中均能检测到表达，其中在叶、盛花

期花中两个品种表达量最高，在茎中表达量最少

(图 2B)。 

高温高湿胁迫下，种子田间劣变抗性品种湘

豆 3号发育种子中GmSBPL基因表达量在 096 h

低于对照组表达量；在 168 h时，GmSBPL基因

表达量与对照表达量相近。不抗品种宁镇 1号种

子中在处理 24 h时 GmSBPL基因表达量低于对

照组表达量，在处理 48 h时 GmSBPL基因表达

量与对照组表达量一致，48 h后高于对照组的表

达量 (图 3)。 
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图 3  高温高湿胁迫下 GmSBPL 基因的表达 

Fig. 3  Expression patterns of GmSBPL gene under 
high temperature and humidity stress. Vertical bars 
indicate ±SE and values sharing a common letter are 
not significantly different at 0.05 level. 

 
在种子发育过程中，从花后 15 d开始宁镇 1

号和湘豆 3 号种子中 GmSBPL 基因同 GmSBP2

基因表达量一样整体呈现单峰变化即先上升后

下降 (图 4A)。GmSBPL 基因在宁镇 1 号和湘豆

3 号两个品种中的根、茎、叶、盛花期花、幼荚

中均能检测到表达，其中在叶、盛花期花中两个品

种表达量最高，在根和茎中表达量最少 (图 4B)。 

2.3  蔗糖和可溶性糖含量变化 

高温高湿处理期间，种子田间劣变不抗品种

宁镇 1号和抗性品种湘豆 3号种子中蔗糖含量与

对照相近，但在处理 168 h时，宁镇 1号种子中

蔗糖含量高于对照，而湘豆 3号种子中蔗糖含量

低于对照 (图 5A)。在籽粒发育期间，宁镇 1 号

和湘豆 3号种子中蔗糖含量变化趋势相同。在花

后 30 d 左右，种子中蔗糖含量达到最大，花后

30–40 d期间，蔗糖含量有下降趋势，40 d后蔗

糖含量基本趋于稳定 (图 5C)。可溶性糖含量与

蔗糖含量变化趋势基本一致 (图 5B、D)。 

2.4  GmSBP2 和 GmSBPL 蛋白的亚细胞定位 

采用基因枪将 GmSBP2 和 GmSBPL 基因亚

细胞定位融合载体转入洋葱表皮细胞，用

pJIT166 表达载体作为对照。经过培养后，在激

光共聚焦显微镜下观察，结果如图 6，融合蛋白

GmSBP2 和 GmSBPL 主要定位在细胞膜和细胞

核上，而不含目的基因的对照 GFP 蛋白分布在

整个细胞中(图 6)。 

 
 

    
 

图 4  GmSBPL 基因的表达模式 

Fig. 4  Expression verification of GmSBPL gene. (A) The expression patterns of GmSBPL gene during seed 
development of Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. (B) Real-time quantitative PCR analysis of GmSBPL in different 
organs of Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. Vertical bars indicate ±SE and values sharing a common letter are not 
significantly different at 0.05 level. 
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图 5  蔗糖及可溶性糖含量变化 

Fig. 5  Changes of sucrose and soluble sugar. (A) The level of sucrose in the developing seeds of Ningzhen No.1 and 
Xiangdou No.3 under high temperature and humidity stress. (B) The level of soluble sugar in the developing seeds of 
Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3 under high temperature and humidity stress. (C) The level of sucrose during seed 
development of Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. (D) The level of soluble sugar during seed development of 
Ningzhen No.1 and Xiangdou No.3. Vertical bars indicate ±SE and values sharing a common letter are not 
significantly different at 0.05 level. 

 
 

 
 
图 6  GmSBP2：GFP 和 GmSBPL：GFP 在洋葱表

皮细胞的亚定位 

Fig. 6  Subcellular localization of the GmSBP2:GFP 
and GmSBPL:GFP proteins in onion epidermal cells. 

3  讨论 

蔗糖是光合作用的主要产物，蔗糖及其衍生

物是大多数高等植物光合作用同化的碳的主要

运输形式。源叶片中的蔗糖合成后装载入韧皮部

中的筛管伴胞复合体 (Sieve element companion 

cell complex, SECCC)，再经过长距离运输到库器

官[15,25]。在植物体中，蔗糖分子从源叶装载进入

韧皮部及从韧皮部卸载进入库组织主要通过 2种

不同的途径来进行，即共质体途径和质外体途 

径[11]。质外体途径的装载需要依赖专一性的载体

蛋白。蔗糖转运蛋白在蔗糖转运过程中起着极为
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重要的作用[12-14]，同时也有研究证明蔗糖结合蛋

白 GmSBP也参与蔗糖的转运，例如在烟草细胞

中抑制表达 GmSBP，植物体表现出了与蔗糖转

运受损时相同的表型[19-20]。通过将 GmSBP 在

SBP转化酶缺失的酵母细胞内进行异源表达，结

果发现酵母细胞可以在以蔗糖为唯一碳源的培

养基上生长[21]。但蔗糖转运蛋白的其他功能没有

被研究。植物在生长发育过程中会遇到各种非生

物胁迫，如高温、干旱、冷害、盐害盐渍等，这

些胁迫信号会诱导胞内蛋白质磷酸化的变化。蔗

糖的质外体途径装载是蔗糖主动通过质膜装载

在韧皮部的过程，依赖于 H+-ATPase 来提供能  

量[26]，也就是说蛋白的磷酸化影响蔗糖结合蛋白

的转运效率，间接调节了蔗糖的转运。 

蔗糖是植物体内主要的糖成分，是植物体内

普遍存在的小分子物质，能够以类似植物激素的

方式作为一种信号分子存在，调控多种基因的表

达[27]。本研究分离得到两个蔗糖结合蛋白基因

GmSBP2 和 GmSBPL，生物信息学分析表明

GmSBP2 包含由 1 467 bp 核苷酸组成的完整

ORF，编码由 489个氨基酸残基组成的蛋白质。

GmSBPL 包含由 1 512 bp 核苷酸组成的完整

ORF，编码 504个氨基酸残基组成的蛋白质。采

用 Softberry 网站的 ProtComp 9.0 预测 GmSBP2

和 GmSBPL基因氨基酸序列，结果表明两个基因

编码的蛋白定位于细胞膜上。将比对获得的

GmSBP 相关基因提交到 GenBank 数据库，利用

Mega 5.0 软件进行多重序列比对和系统发育树

构建。结果表明，Lawrence等鉴定出的类豌豆球

蛋白中高度保守的 26 个氨基酸残基 [24]中

GmSBP2 和 GmSBPL 均出现 23 (88%)个，属于

贮藏蛋白家族。 

本项目组前期通过对中国南方 92 份春大豆

种子进行甲醇胁迫处理及温箱蚀化处理，鉴定出

种子田间劣变抗性品种湘豆 3号和不抗品种宁镇

1 号 [28]。在此基础上本实验通过对目的基因

GmSBP2和GmSBPL受高温高湿胁迫表达模式进

行了分析，旨在探究其在大豆响应胁迫反应中的

表现。相对于对照，高温高湿胁迫下 GmSBP2和

GmSBPL基因表达量在宁镇 1号和湘豆 3号大豆

种子中呈差异表达，说明 GmSBP2 和 GmSBPL

基因可能参与了植物非生物胁迫的应答过程，并

且在调节过程中存在着差异。 

本研究中，与对照相比，高温高湿处理 0–48 h

期间种子田间劣变抗性品种湘豆 3 号种子中

GmSBP2和 GmSBPL基因表达量表现为下降；但

随着胁迫处理时间的延长 (96–168 h) ，GmSBP2

基因表达量反而呈上升趋势，而 GmSBPL基因表

达量继续下降，直至在胁迫处理 168 h时，与对

照表达量相近。而高温高湿处理前期和中期，抗

性品种湘豆 3 号种子中蔗糖含量与相应对照相

近，但在处理 168 h时，蔗糖含量显著低于对照。

对于种子田间劣变不抗品种宁镇 1号而言，其种

子中GmSBP2和GmSBPL基因在胁迫处理 0–48 h

期间表达量相对于对照呈下降趋势，但在胁迫处

理 96–168 h期间表达量上升。而高温高湿处理前

期和中期，不抗品种宁镇 1号种子中蔗糖含量与

相应对照相近，但在处理 168 h时，宁镇 1号种

子中蔗糖含量显著高于对照。推测导致 GmSBP2

和 GmSBPL 基因表达与蔗糖含量之间这种状况

可能是因为：1) GmSBP2和 GmSBPL基因在品种

间功能大小差异；2) 蔗糖转化为蛋白、脂肪的

能力存在品种间差异；3) 蔗糖消耗存在品种间

差异，这种消耗主要作为维持种子生长发育能量

供应以抵御高温高湿胁迫。前期研究发现高温高

湿胁迫处理会降低种子的发芽率及发芽势，使种
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子发生劣变，而抗性品种湘豆 3号种子发芽势和

发芽率下降幅度小于不抗品种宁镇 1 号种子的

下降幅度[30]。但 GmSBP2 和 GmSBPL 基因表达

以及蔗糖含量变化与湘豆 3号和宁镇 1号种子田

间劣变程度之间关系还有待进一步研究。 

在籽粒发育过程中，GmSBP2和 GmSBPL基

因在宁镇 1号和湘豆 3号种子中的表达量变化趋

势大致相同，在 30 d 左右达到最大值，宁镇 1

号和湘豆 3号种子中蔗糖和可溶性糖含量在 30 d

左右也达到最大。组织特异性分析表明 GmSBP2 

和GmSBPL基因在宁镇 1号和湘豆 3号两个品种

中的根、茎、叶、盛花期花、幼荚中均能检测到

表达，其中在叶、盛花期花中两个品种表达量最

高，在茎中表达量最少。幼叶、幼荚均能进行光

合作用合成蔗糖，对应蔗糖结合蛋白 GmSBP2和

GmSBPL基因表达量也高[31]。亚细胞定位结果显

示 GmSBP2 和 GmSBPL 基因编码的蛋白主要定

位在细胞膜和细胞质中，这表明 GmSBP2 和

GmSBPL 基因编码的产物可能在细胞膜和细胞

质中行使其功能。 

总之，大豆劣变性和抗劣变性是由多基因调

控的复杂途径，本文通过对 GmSBP2 和 GmSBPL

基因的特征、亚细胞定位及对非生物胁迫的响应

分析，以从一个侧面丰富对其的认识。 
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