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　　摘要：为研究ＧＡ２０氧化酶基因在蓖麻中的表达情况，以具有典型代表的４种高秆和４种矮秆蓖麻品种为材料，
采用实时定量ＰＣＲ和荧光定量ＰＣＲ技术，对ＧＡ２０氧化酶基因在蓖麻的不同器官及器官发育的不同阶段的表达特异
性进行分析。结果表明，蓖麻的矮化不是由ＧＡ２０氧化酶基因的突变所引起；ＧＡ２０氧化酶基因在种子和嫩叶中的表
达量最高，在成熟叶中可大量表达，在茎中可微量表达，在根中可痕量进行表达；同一生长时期，高秆品种的 ＧＡ２０氧
化酶基因表达量明显高于矮秆品种，不同生长时期高秆品种 ＧＡ２０氧化酶基因的表达量呈现由高到低再升高的变化
趋势，而矮秆蓖麻ＧＡ２０氧化酶基因的表达量始终处于相对较低水平。该研究结果为进一步阐明蓖麻ＧＡ２０氧化酶基
因的功能特征及揭示其参与调控植物生长的分子机制提供了参考。
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）是一种经济潜力十分巨大的
工业油料作物，是世界十大油料作物之一，具有极高的应用价

值和巨大的经济前景［１］。以蓖麻籽为原料生产的蓖麻油具

有性能稳定、不易变性等特点，在极端温度环境下仍能保持原

有的燃烧特性。此外，蓖麻油是目前羟基脂肪酸的唯一来

源［２］，以蓖麻油为基础原料的深加工产品多达３０００多种，广
泛用于航空、纺织、环保、医药等领域［３］。然而，我国主推种

植的蓖麻品种绝大多数属高秆品种，因植株高大，单位面积单

株数过少且抗倒伏性较差，使我国蓖麻种植面临的机械化收

割困难和种植效益低下等问题日益突出，影响了农民种植蓖

麻的积极性，使我国蓖麻原料的供应不足，成为严重制约我国

蓖麻产业健康发展的瓶颈［４］。

实践证明，矮化育种是解决蓖麻种植业发展瓶颈的有效

途径之一。通过植株适当矮化，改善株型，增大群体结构，能

够提高植物光合效率等能力［５］。赤霉素（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ，简称
ＧＡｓ）是一类普遍存在于高等植物体内的类四环二萜羧酸，在
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促进植物生长发育过程中起重要作用［６］。ＧＡ２０氧化酶是赤
霉素生物合成中最重要的限速酶之一［７］，其在植物徒长型和

矮化型突变体内的表达量存在很大的差异。因此，ＧＡ２０氧
化酶家族基因常被用于植物矮化基因工程育种和降低植物内

源ＧＡｓ水平的生理效应研究中［８］。

国外水稻ＧＡ２０氧化酶基因研究表明，正义转化表现出
植株增高，反义转化表达植株明显“矮化”［９－１２］。国内也有报

道指出，ＧＡ２０氧化酶功能缺失的突变体具半矮生的表型，而
过量表达ＧＡ２０氧化酶能导致赤霉素的过量合成和明显加快
植株生长。通过ＲＮＡｉ抑制水稻中ＯｓＧＡ２０氧化酶基因表达，
能导致水稻内源ＧＡ１含量减少并使植株矮化［１３］。上述赤霉

素及ＧＡ２０氧化酶的研究，为矮化型转基因蓖麻植株的培育
奠定了基础，但针对蓖麻种的 ＧＡ－２０氧化酶基因的研究还
处于初级阶段，相关报道较少。

本研究以蓖麻为材料，采用实时定量 ＰＣＲ和荧光定量
ＰＣＲ技术对ＧＡ２０氧化酶基因在不同高矮蓖麻植株中的不同
器官及器官发育不同阶段的表达特异性进行了初步研究，为

最终利用转基因技术实现蓖麻矮化育种提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１４年３月至２０１５年１１月在天津科技大学食

品工程与生物技术学院进行。选取８个蓖麻品种，其中高秆
品种４个：淄蓖麻５号（市场购买）、蓖绿２号（南开大学蓖麻
工程研究中心惠赠）、ＣＳＲ２４．１８１（购于通辽市农业科学研究
院）、浙蓖１７号（浙江省农业科学院惠赠）；矮秆品种４个：中
北４号、中北５号（购于山西经作蓖麻科技有限公司）、天蓖
２６号、浙蓖３６号（浙江省农业科学院惠赠）。

试验用大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈａｃｏｌｉ）ＤＨ５α菌株，购自
Ｔａｋａｒａ（宝 生 物 工 程 大 连 有 限 公 司）；根 癌 农 杆 菌
（Ａｇｒｏｂａｏｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＥＨＡ１０５菌株，由中国农业科学院
油料作物研究所惠赠；克隆载体（ｐＵＣ－ＴＶｅｃｔｏｒ）购自康维世
纪生物科技有限公司；ＰｌａｎｔＲＮＡＫｉｔ试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ公
司；ｐＢＩ－１２１双元表达载体、ｐＨＡＮＮＩＢＡＬ载体由笔者所在实
验室保存。

１．２　试验方法
１．２．１　ＧＡ２０氧化酶基因组织特异性表达分析　提取淄蓖
麻５号蓖麻品种的种子、根、茎、嫩叶、成熟叶等器官的总
ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，以各器官的 ｃＤＮＡ为模板，以蓖麻
Ａｃｔｉｎ基因作为内参基因，以表１中的引物进行半定量 ＲＴ－
ＰＣＲ分析。构建反应体系，扩增程序为 ９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ，５５～６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
利用１％琼脂糖凝胶电泳检测，分析ＧＡ２０氧化酶基因在不同
器官表达模式。

表１　半定量ＲＴ－ＰＣＲ引物

引物名称 引物序列
产物大小

（ｂｐ）

ＧＡ２０－ｏｘ Ｆ：５′－ＧＴＧＣＣＡＴＣＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＣＡ－３′ ５７０
Ｒ：５′－ＡＡＧＡＧＴＧＣＴＣＡＴＡＧＣＣＴＣＧＣ－３′

Ａｃｔｉｎ Ｆ：５′－ＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＣＣＣＡＧＧＧＣＡＧ－３′ ４８６
Ｒ：５′－ＡＧＡＴＣＡＣＧＴＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＣ－３′

１．２．２　不同品种蓖麻ＧＡ２０氧化酶基因编码区比较　提取４
个典型蓖麻矮秆品种中北４号、中北５号、天蓖２６号、浙蓖３６
号，以及 ４个典型蓖麻高秆品种蓖绿 ２号、淄蓖麻 ５号、
ＣＳＲ２４．１８１、浙蓖１７号叶片的总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ。根
据目的基因设计特异性引物（Ｆ：５′－ＡＴＧＧＣＡＡＴＡＧＡＧＴＧＣＡＴＣ
ＡＡ－３′和Ｒ：５′－ＣＴＡＣＴＴＴＣＴＣＴＧＴＴＧＡＡＣＣＣ－３′）。分别以８个
不同品种的ｃＤＮＡ为模板，对其 ＧＡ２０氧化酶基因的编码区
进行ＰＣＲ扩增，反应体系及扩增程序同“１．２．１”节，ＰＣＲ扩增
产物经１％凝胶琼脂糖电泳检测分析。对８个品种扩增得到
的ＰＣＲ产物进行纯化回收，将回收的ＰＣＲ产物送至北京奥科
鼎盛生物科技有限公司测序，测序结果使用ＤＮＡＭＡＮ软件进
行比对分析。

１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓ－ｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）　对８个蓖麻品种进行播种，以第３０天、第
６０天、第７５天、第９０天及第１０５天５个生长时期的新生幼嫩
叶片的ｃＤＮＡ为模板，以“中北４号”在第３０天的嫩叶 ｃＤＮＡ
为对照，以蓖麻Ａｃｔｉｎ为内参基因，对８个蓖麻品种在不同时
期的ＧＡ２０氧化酶基因进行相对定量分析。

以蓖 麻 ＧＡ２０氧 化 酶 基 因 的 ｍＲＮＡ 序 列 （ＸＭ＿
００２５１０８２７．１）为模板，依据荧光定量引物的设计原则，通过
ＮＣＢＩ的Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ设计１对最优的特异性引物 ＧＡ２０－
ｏｘＢ（Ｆ：５′－ＴＡＣＴＧＣＧＡＧＧＣＴＡＴＧＡＧＣＡＣ－３′和Ｒ：５′－ＧＧＡＴＣ
ＧＣＡＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＧＴ－３′），以蓖麻Ａｃｔｉｎ基因为内参基因，设
计内参基因引物ＡｃｔｉｎＢ（Ｆ：５′－ＣＧＡＧＣＡＡＧＡＡＣＴＴＧＡＧＡＣＴＧ
Ｃ－３′和Ｒ：５′－ＣＴＣＧＴＧＧＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＴ－３′）。使用
ＴＡＫＡＲＡ公司的ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ进行实时荧光定
量ＰＣＲ试验。

依据试剂盒说明，构建ＲＴ－ｑＰＣＲ反应体系，扩增程序为
９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５℃ ６０ｓ，７２℃ ６０ｓ，４５个循环；
９５℃３０ｓ，５５℃６０ｓ，９５℃３０ｓ。每个反应３个平行，重复１
次。反应完成后，记录试验数据，通过 ＭｘＰｒｏ软件，采用相对
定量分析方法中的２－ΔΔＣＴ法，对ＧＡ２０氧化酶基因的表达量进
行分析。

２　结果与分析

２．１　ＧＡ２０氧化酶基因组织特异性表达分析
分别提取淄蓖麻５号蓖麻的种子、根、茎、嫩叶、成熟叶等

不同器官的总 ＲＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳，其结果如图１所
示。从图１中可以看出，蓖麻不同器官总 ＲＮＡ提取２８Ｓ、１８Ｓ
条带较完整，经酶标仪检测其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８～２．０
之间，质量符合下一步试验要求。
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　　将从不同器官提取的总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ
作为模板，进行实时定量ＰＣＲ分析，结果如图２所示。

　　从图２中可以看出，在蓖麻的种子、根、茎、嫩叶、成熟叶中
ＧＡ２０氧化酶基因都有表达，但表达水平存在明显差异。ＧＡ２０
氧化酶基因在种子和嫩叶中表达量最高，其次是在成熟叶中可

进行大量表达，在茎中可微量表达，在根中有痕量表达。表明

ＧＡ２０氧化酶基因在蓖麻不同器官中具有不同的表达模式。
２．２　不同品种蓖麻的ＧＡ２０氧化酶基因编码区比较

分别以８个高矮蓖麻品种的ｃＤＮＡ为模板，对蓖麻ＧＡ２０
氧化酶基因的编码区进行 ＰＣＲ扩增，用１％凝胶电泳进行检
测，结果如图３所示。
　　从图３可以看出，８个品种的ＧＡ２０氧化酶基因扩增效果
良好，切胶回收目标条带，可直接进行测序，得到的序列片段

长度均为１１３７ｂｐ。

　　将８个蓖麻品种的 ＲｃＧＡ２０氧化酶基因进行序列比对，
其结果如图４所示。从图４可以看出，８个高矮不同蓖麻品
种的ＲｃＧＡ２０氧化酶基因核苷酸序列中存在少数碱基差异，
但所对应氨基酸序列并不存在差异，由此说明，试验使用的中

北４号、中北５号、天蓖２６号、浙蓖３６号这４种典型矮秆蓖
麻品种在生长中表现出的矮化现象，不是由于 ＲｃＧＡ２０氧化
酶基因突变所引起的。

２．３　ＧＡ２０氧化酶基因的实时荧光定量表达分析
选取的５个生长时期的扩增曲线均达到平台期，且扩增

效果良好；熔解曲线显示，各扩增条带均只有１个尖锐的峰，
没有杂峰出现，说明扩增产物稳定准确，扩增产物单一，没有

非特异性扩增，各生长时期的电泳结果良好，得到清晰单一的

条带，同样也验证了无非特异性扩增，荧光定量 ＰＣＲ结果可
信。从各个时期的电泳图还可以出，８个不同品种在同一个
时期的ＰＣＲ产物电泳条带亮度不一，表明 ＧＡ２０氧化酶基因
的表达均存在差别。

采用相对定量分析方法对８个蓖麻品种在不同时期ＧＡ２０
氧化酶基因相对表达分析汇总如图５所示。在蓖麻播种后的
第３０天、第６０天、第７５天、第９０天及第１０５天５个时期，４个
高秆蓖麻品种的 ＧＡ２０氧化酶基因表达量明显高于４个矮秆
蓖麻品种的基因表达量，且与植株高矮表现一致。播种后第

３０天（生长初期）与播种后第９０天（生长旺盛期），高秆蓖麻与
矮秆蓖麻品种之间ＧＡ２０氧化酶基因表达量变化的差异更为
明显。在这５个生长时期中，高秆蓖麻品种ＧＡ２０氧化酶基因
的表达量是由高到低再升高的变化趋势，而矮秆蓖麻品种
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ＧＡ２０氧化酶基因的表达量都始终处于相对较低的水平。

３　讨论与结论

近年来，随着基因工程技术的不断发展，已经有２０～３０
种高等植物的ＧＡ２０氧化酶基因被克隆分离鉴定出来，有的
已被转化到其他植物体内，相关结果已经对其生物功能及作

用机制进行了深入研究和分析［１４－１５］。

Ｋａｎｇ等从正在发育的西瓜种子中克隆得到了 ＧＡ２０氧
化酶基因，进一步研究发现，ＧＡ２０氧化酶基因在西瓜胚株中
强烈表达，但在成熟种子中却几乎检测不到 ＧＡ２０氧化酶基
因的表达［１６］。Ｖｉｄａｌ等从柑橘中克隆得到ＧＡ２０氧化酶基因，
在顶端和叶片中强烈表达，但在节间、节点和根部只是微量表

达［１７］。由此可以看出，ＧＡ２０氧化酶基因在植物体内表达分
布上存在着较大差异。

本研究中，在蓖麻的种子、根、茎、嫩叶、成熟叶中 ＧＡ２０
氧化酶基因都有表达，但表达水平存在明显差异。ＧＡ２０氧
化酶基因在种子和嫩叶中表达量最高，其次是在成熟叶中高

量表达，在茎中微量表达，在根中痕量表达。表明 ＧＡ２０氧化
酶基因在蓖麻不同器官中具有不同的表达模式。

Ｅｒｉｋｓｓｏｎ等将克隆得到的拟南芥 ＧＡ２０氧化酶基因转入
杂交杨中使其超量表达，结果显示，转基因植株体内赤霉素含

量增多，叶片变大，树体的主干和直径变长［１８］。Ｄａｙａｎ等将
拟南芥ＧＡ２０氧化酶基因转化烟草使其过表达，发现转基因
烟草在早期营养生长时期，茎的高度有很明显提高，并且纤维

产量也有很大程度增多［１９］。

本研究对８个不同高矮蓖麻品种的 ＧＡ２０氧化酶基因的
编码区进行比对分析，证明选取的４种典型矮秆蓖麻品种的
矮化不是由于ＧＡ２０氧化酶基因突变所引起的，采用荧光定
量ＰＣＲ对８个不同高矮品种的不同生长时期ＧＡ２０氧化酶基
因的相对表达量分析表明，高秆蓖麻品种的ＧＡ２０氧化酶基因
表达量明显高于矮秆蓖麻品种的基因表达量，且与植株高矮表

现一致。在这５个生长时期，高秆蓖麻品种ＧＡ２０氧化酶基因
的表达量是由高到低再升高的变化趋势，而矮秆蓖麻品种

ＧＡ２０氧化酶基因的表达量都始终处于相对较低的水平。
本研究结果表明，蓖麻的 ＧＡ２０氧化酶基因与其他大多

数植物的ＧＡ２０氧化酶基因功能相似，在赤霉素合成过程中
可以催化形成具有生物活性的 ＧＡｓ。这也说明，蓖麻 ＧＡ２０
氧化酶基因的表达差异会影响赤霉素的合成，是影响植株表

现高矮的重要原因之一。该结果为进一步明确ＧＡ２０氧化酶
基因的功能特征及揭示其参与调控植物生长的分子机制奠定

了基础，为利用转基因技术进行矮化蓖麻育种提供了参考。
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