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　　摘要：对拟南芥ｋｅａ突变体表型分析的结果表明，在黑暗条件下，单个 ＫＥＡ缺失后下胚轴和主根伸长与野生型相
比没有明显差异，而多个ＫＥＡ缺失导致幼苗出现去黄化现象，表现为下胚轴伸长受到抑制，子叶完全打开，真叶开始
出现，主根发育良好。ｑＲＴ－ＰＣＴ结果表明，呈现去黄化现象的ｋｅａ多突变体内生长素合成基因ＩＡＡ１、ＩＡＡ３、ＩＡＡ１７的表
达下调，而生长素转运基因ＡＵＸ１、ＰＩＮ１、ＰＩＮ３、ＰＩＮ７的表达没有明显变化。外源施加生长素类似物ＮＡＡ能够恢复ｋｅａ
多突变体去黄化现象。上述结果暗示ＫＥＡ在调控拟南芥光调控发育的某些方面发挥重要作用。
　　关键词：拟南芥；去黄化；生长素；暗形态建成
　　中图分类号：Ｑ９４５．１２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０６－００３０－０３

收稿日期：２０１５－０３－１０
基金项目：国家自然科学基金重大研究计划（编号：９１１２５０２８）。
作者简介：韩　蕾（１９８６—），女，陕西渭南人，博士研究生，主要从事
植物逆境生理生化特征研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｈａｎ＠ｉｓｓａｓ．ａｃ．ｃｎ。

通信作者：苏彦华，博士，研究员，主要从事植物氮钾素高效利用。

Ｔｅｌ：（０２５）８６８８１５２９；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｈｓｕ＠ｉｓｓａｓ．ａｃ．ｃｎ。

　　植物在光照下和黑暗中表现为不同的生长特性；光照下
萌发的幼苗表现为：下胚轴伸长受抑制、主根伸长、子叶展开、

叶绿素累积，称为光形态建成（ｐｈｏｔｏｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ）。在黑暗
中，植物的生长呈现出多种黄化特征，称为暗形态建成（ｓｋｏｔｏ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ）［１］。黄化苗主要特点为迅速生长和伸长的下
胚轴、发育迟缓的主根、闭合的子叶形成顶端弯钩（ａｐｉｃａｌ
ｈｏｏｋ）［２］。在自然界中，种子发芽起始于暗形态建成过程：种
子萌发后，大部分营养资源流向下胚轴，用于下胚轴伸长而不

是子叶和根系的发育，这种快速伸长的方式为幼苗更早的接

收光照提供了物理支持。此外，子叶通过紧闭形成顶端弯钩

以保护地上部分生组织在幼苗破土而出时免遭伤害。这一生

长策略能够保证幼苗在光合作用之前种子中贮备的有限营养

物质更有效利用［３］。

暗形态建成过程受多种植物激素如生长素、脱落酸、细胞

分裂素、油菜素内酯、赤霉素和乙烯的调控［２，４－７］。生长素能

够促进多种植物器官的伸长，例如：下胚轴、胚芽鞘和根，其机

理早在２０世纪７０年代由酸生长理论所解释［８－９］。此理论表

明在数分钟内，通过细胞质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ生长素促进质子
外排，此过程降低了质外体间ｐＨ值，促进细胞壁松弛［１０］。本

研究筛选到几个ｋｅａ突变体，其暗形态过程发生改变，通过分
析下胚轴、主根的表观特征，并利用基因表达和药理学试验初

步研究了其去黄化特征对生长素响应的改变，以期探讨 ＫＥＡ
基因在拟南芥发育过程中的功能，为进一步阐述拟南芥光发

育的相关机制提供良好的试验材料。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　植物材料　拟南芥野生型 Ｃｏｌ－０，单突变体 ｋｅａ３、
ｋｅａ４、ｋｅａ５、ｋｅａ６；双突变体ｋｅａ４／５和ｋｅａ４／６，多突变体体ｋｅａ４／
５／６。其中ｋｅａ３、ｋｅａ４、ｋｅａ５、ｋｅａ６单突变体种子从ＡＢＲＣ拟南芥
种子资源库购得。双突变体和多突变体通过杂交方法得来。

１．１．２　生长条件和培养基　光照培养箱（ＭＭＭ，Ｇｅｒｍａｎｙ）的
培养条件为：温度２３℃，相对湿度７０％，连续黑暗培养。培
养基修改自 Ｐｉｌｏｔ等的配方［１１］，成分包括：１ｍｍｏｌ／ＬＣａＳＯ４，
２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＮＯ３，１ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，
５０μｍｏｌ／ＬＮａＦｅ－ＥＤＴＡ，５０μｍｏｌ／ＬＨ３ＢＯ３，１２μｍｏｌ／Ｌ
ＭｎＣｌ２，１ μｍｏｌ／Ｌ ＣｕＣｌ２，１ μｍｏｌ／Ｌ ＺｎＣｌ２，３０ ｎｍｏｌ／Ｌ
（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４，２．４ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（２－吗啉己磺酸），１０ｇ／Ｌ
蔗糖，８ｇ／Ｌ琼脂，用１ｍｍｏｌ／ＬＫＯＨ调至 ｐＨ值５．７，１２１℃，
１００ｋＰａ灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　拟南芥种子消毒和播种　拟南芥种子，先用７０％乙
醇冲洗３０ｓ，再用含有体积分数 １％次氯酸钠和 ５ｇ／ＬＳＤＳ
（十二烷基硫酸钠）的消毒液冲洗，并且剧烈振荡５ｍｉｎ，然后
用无菌水冲洗 ５次，最后再加少量无菌水，４℃冰箱放置
４８ｈ。播种于培养基，用医用胶带密封后竖直放置在生长箱
培养。

１．２．２　激素处理试验　配制 １０ｍｍｏｌ／Ｌ生长素类似物
ＮＡＡ，待培养基灭菌冷却至６５℃左右，在超净工作台中，将
ＮＡＡ母液按照一定的稀释倍数添加到培养基。
１．２．３　下胚轴和主根长测量　拟南芥野生型和突变体在正
常培养基或含有不同浓度ＮＡＡ的培养基黑暗培养８ｄ后，以
直尺为参照进行拍照（ＣａｎｎｏｎＧ８），使用 ＩｍａｇｅＪ软件按照直
尺比例分析下胚轴和主根长。

１．２．４　拟南芥ＲＮＡ提取及反转录　采用 Ｔｒｉｚｏｌ（ＴａＫａＲａ）分
别提取野生型和突变体总 ＲＮＡ，并且用 ＤＮＡ酶去除基因组
ＤＮＡ污染。取２份ＲＮＡ，一份用于测定在２６０ｎｍ和 ２８０ｎｍ
处的吸光度，通过 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值得出总 ＲＮＡ的纯度，此
比值介于１．８～２．２之间为佳；另一份通过变性胶检测 ＲＮＡ
完整性，如果 ２８Ｓ和 １８Ｓ清晰无拖尾，而且亮度比值约为
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２∶１，说明提取的总 ＲＮＡ无降解且完整性较高。取 ２μｇ
ＲＮＡ，用反转录试剂盒（ＴＡＫＡＲＡ）合成ｃＤＮＡ。
１．２．５　实时定量荧光 ＰＣＲ　采用荧光染料 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
（ＴａＫａＲａ）进行分析。本研究所用引物见表１。定量 ＰＣＲ加
样量：２×ＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠ Ｐｒｅｍｉｘ１０μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．４μＬ，ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，ｃＤＮＡ模板（稀释４倍）
２．５μＬ，去离子水补充至２０μＬ。ＰＣＲ程序如下：９５℃３ｍｉｎ；
９５℃ １５ｓ，６０℃ １５ｓ，７２℃ １５ｓ，４５个循环；熔解曲线从
６５℃ 到９５℃，每０．５℃进行记录；最后１６℃。ＰＣＲ结束后
先分析熔解曲线，每对引物的溶解曲线一致，说明该 ＰＣＲ特
异，数据可信。另外分析扩增曲线，我们用 Ａｃｔｉｎ２为内参，以
２－ΔΔＣＴ相对定量的方法计算目的基因的相对表达量。ｃＤＮＡ
模板的ＣＴ值基本保证在１５～３０之间，超出此范围，数据不可
信。根据经验，一般稀释４倍。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物 ［１０，１２］

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＩＡＡ１－Ｆ ＣＡＣＣＧＡＣＣＡＡＣＡＴＣＣＡＡＴＣＴＣＣ
ＩＡＡ１－Ｒ ＴＧＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＣＡＴＡＴＣＴＣＣ
ＩＡＡ３－Ｆ ＡＡＣＴＧＡＡＡＣＡＴＣＣＣＣＴＣＣＴＣ
ＩＡＡ３－Ｒ ＣＣＡＴＣＴＣＴＣＴＣＡＡＡＧＴＡＣＴＣＴＣＣ
ＩＡＡ１７－Ｆ ＣＡＡＡＴＣＣＡＧＡＴＣＡＡＡＡＣＡＣＡＧＡＣＡＡ
ＩＡＡ１７－Ｒ ＧＧＴＧＴＴＡＡＴＴＧＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＴＣＴＴＡＣＧ
ＩＡＡ１９－Ｆ ＧＴＧＧＴＧＡＣＧＣＴＧＡＧＡＡＧＧＴＴ
ＩＡＡ１９－Ｒ ＣＧＴＧＧＴＣＧＡＡＧＣＴＴＣＣＴＴＡＣ
ＰＩＮ１－Ｆ ＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧＴＴＴＡ
ＰＩＮ１－Ｒ ＡＡＣＡＴＡＧＣＣＡＴＧＣＣＴＡＧＡＣＣ
ＰＩＮ３－Ｆ ＣＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＴＴＣＧＧＡＧＧＡ
ＰＩＮ３－Ｒ ＧＧＣＧＴＣＴＴＴＴＧＧＴＣＴＣＴＣＴＧ
ＰＩＮ７－Ｆ ＴＧＧＧＣＴＣＴＴＧＴＴＧＣＴＴＴＣＡ
ＰＩＮ７－Ｒ ＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＴＧＡＡＣＡＴＴＧＣ
ＡＵＸ１－Ｆ ＧＡＡＣＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＴＣＡＡＧ
ＡＵＸ１－Ｒ ＣＡＧＧＡＡＴＡＧＴＡＣＴＴＣＡＧＡＴＣ

１．２．６　数据统计与作图　所得统计结果用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软
件进行计量，用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１０．０软件进行计算和作图。

２　结果与分析

２．１　ＫＥＡ多突变体黄化苗出现去黄化现象
试验发现，在黑暗条件下生长５ｄ，与野生型（ＷＴ）相比，

ＫＥＡ单突变体的下胚轴长度略长或者没有差别（图１－Ａ）；
而ＫＥＡ多突变体，除了ｋｅａ４／５外，ｋｅａ４／６和ｋｅａ４／５／６与单突
变体或野生型相比，下胚轴长度较小，主根较长，特别是ｋｅａ４／
５／６，其下胚轴长度比野生型减小了２／３（图１－Ｂ、图１－Ｃ）。
另外还发现，除了ｋｅａ４／５，大多数多突变体ｋｅａ４／６和ｋｅａ４／５／
６子叶已经完全展开，而野生型和单突变体子叶还处于弯钩
（ｈｏｏｋ）状态（图１－Ｂ）。

为了更进一步了解多突变体黄化苗发育状况，连续测量

黄化苗在生长３ｄ至８ｄ的生长情况。如图２－Ａ、图２－Ｂ所
示，从生长４ｄ开始，多突变体就开始表现为根伸长量增加而
下胚轴伸长量减少。具体到生长 ８ｄ时，野生型和双突变
ｋｅａ４／５表现为典型的黄化现象（ｅｔｉｏｌａｔｅｄ），即较长的下胚轴，
较短的主根；而多突变体则表现出明显的去黄化现象（ｄｅ－
ｅｔｉｏｌａｔｅｄ），除了主根和下胚轴外，子叶完全展开，真叶开始冒
出，呈现出类似于光照下的表型（图２－Ｃ）。

２．２　ｋｅａ突变体内生长素合成基因表达下调
通过定量ＰＣＲ，发现突变体内生长素合成相关基因下调，

如ＩＡＡ１、ＩＡＡ３、ＩＡＡ１７，而生长素运输基因ＡＵＸ１或ＰＩＮ等表达
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没有发现明显变化（图３），因此推断，突变体的去黄化表型可
能是与生长素的合成有关，而与生长素运输关系不大。

２．３　生长素类似物ＮＡＡ能够恢复ｋｅａ突变体去黄化现象
为了验证ｋｅａ突变体去黄化现象是否与生长素合成有

关，向培养基添加一系列浓度 （０．０１、０．１、１μｍｏｌ／Ｌ）生长素
类似物萘乙酸 ＮＡＡ，如图４所示，黑暗条件下，低浓度 ＮＡＡ
（０．０１、０．１μｍｏｌ／Ｌ）对野生型和突变体ｋｅａ４／５下胚轴生长没
有明显的抑制作用，当ＮＡＡ浓度达到１μｍｏｌ／Ｌ时，其下胚轴
生长明显受到抑制，抑制率约为１７％、２１％。而对于突变体
ｋｅａ４／６和ｋｅａ４／５／６，ＮＡＡ对其下胚轴生长有明显的促进作用，

特别是对 ｋｅａ４／５／６，１μｍｏｌ／ＬＮＡＡ使其下胚轴伸长增加约
８２％。同时发现，ＮＡＡ（０．０１、０．１μｍｏｌ／Ｌ）对野生型和突变体
根系都有明显抑制作用，尤其是当浓度达到 １μｍｏｌ／Ｌ，所试
株系的主根伸长均被抑制。

总之，ＮＡＡ处理后，去黄化突变体ｋｅａ４／６和 ｋｅａ４／５／６恢
复或部分恢复黄化苗特征：较长的下胚轴，较短的主根，子叶

保持弯钩状态或部分展开。

３　讨论

在正常生长条件下，不同于单突变，ｋｅａ多突变体 ｋｅａ４／６
和ｋｅａ４／５／６呈现出明显的发育表型：下胚轴较短，主根较长，
弯钩消失，子叶完全展开，真叶开始出现，这说明ＫＥＡ基因在
控制拟南芥生长发育的某些方面发挥重要作用。同样作为双

突变体，ｋｅａ４／５的表型明显不同于 ｋｅａ４／６，这可能是由于
ＫＥＡ４和ＫＥＡ５之间存在功能冗余。生长素在植物地上部和
根系发育过程起着重要的调控作用，ｋｅａ多突变体内生长素
合成基因表达变化，暗示ＫＥＡ基因突变可能影响了拟南芥体
内的生长素相关路径。外源添加一定浓度的生长素类似物

ＮＡＡ，ｋｅａ多突变体下胚轴长度能够恢复到野生型的水平。
生长素也促进植物根系的伸长生长，但生长素促进根系生长

的最适浓度比促进下胚轴生长的最适浓度要低，稍高浓度的

生长素就会抑制根系的伸长生长。在本研究所使用的 ＮＡＡ
浓度下，野生型和突变体主根均被抑制。此外，黑暗条件下萌

发的幼苗，顶端弯钩的作用在于，降低其地上部顶端分生组织

在冲破泥土接收光照过程中所受的伤害［１３］。如果在地上部

冲破泥土前弯钩过早打开，其子叶和分生组织会遭到破坏；此

外，黑暗条件下，下胚轴快速生长能够加速地上部冲破泥土的

进程。以上结果显示，ＫＥＡ参与了拟南芥暗形态建成过程。
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中的细胞分离事件中发挥重要作用。为深入研究桃ＰＧ基因家族的功能，利用生物信息学方法对桃基因组中ＰＧ基因
家族成员进行鉴定，对其基因和蛋白特征、保守结构域、基因进化树分类和基因表达模式等方面进行研究。结果表明，

在桃基因组中共鉴定出了８４个ＰＧ基因，可以聚类成７个分支Ａ～Ｇ；ＰＧ基因在８条染色体上呈现不均匀分布，并存
在明显的串联重复现象，共发现１６个串联重复基因簇；利用 ＵｎｉＧｅｎｅ数据库进行的组织表达分析。说明有１０个基因
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　　多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧ）是一种细胞壁
结合蛋白，具有水解酶性质，广泛存在于细菌、真菌和植物中。

ＰＧ大约在５２年以前被鉴定，并被证明参与到植株生长发育
各个时期中果胶的降解。在降解果胶的诸多酶类中，ＰＧ属于
其中最大的水解酶家族。目前，已经在拟南芥、水稻、杨树、白

菜、黄瓜、甜瓜、卷柏、小立碗藓等物种中对其基因家族进行了

鉴定，并在进化上进行了分析［１－８］。ＰＧ从性质上主要分成３
种，即内切ＰＧ、外切 ＰＧ、鼠李糖 ＰＧ。根据不同的分类标准，
不同研究者将ＰＧ聚类为不同的亚类。拟南芥 Ａ～Ｆ等６类
中的ＰＧ基因在表达模式上存在差异，有些亚类的成员趋向
于在营养组织中表达，而有些则趋向于在生殖器官中表

达［８］。不同亚类的ＰＧ可能具有独特的生物学功能。Ｐａｒｋ等
认为，Ａ类和Ｂ类含有陆生植物的 ＰＧ基因，Ｅ类含有从藻类
到开花植物的ＰＧ基因，而Ｃ、Ｄ、Ｆ类则只含有开花植物的ＰＧ
基因［８］。对水稻、杨树、苔藓、小立碗藓和拟南芥５个物种中
的２２５个ＰＧ的研究表明，Ａ类和Ｂ类为内切ＰＧ，Ｃ类和Ｄ类
为外切ＰＧ，Ｅ类为鼠李糖ＰＧ，而Ｆ类的成员不能被归类于不
同性质ＰＧ中的任何一种［６］。

根据Ｈａｄｆｉｅｌｄ等对植物 ＰＧ功能的分类，ＰＧ可以分为三

大类，与果实成熟相关的 ＰＧ、与器官脱落相关的 ＰＧ、与花粉
发育相关的 ＰＧ［９］。研究表明，ｃｐＰＧ１和木瓜果肉软化有关，
ｃｐＰＧ１在木瓜中的过表达能够促进果肉的软化［１０］。Ｒｏｏｎｇ
ｓａｔｔｈａｍ等在油棕果实成熟和脱落的过程中鉴定出１４个 ＰＧ
基因，这些基因均在果实成熟时基部的脱落区表达［１１］。ＲＤ
ＰＧ１是油菜中的一个 ＰＧ基因，主要在果荚和花药的开裂区
表达，并且在花器官的脱落区、花粉管生长过程中的花柱组

织、茎和花梗的节点中表达，表明 ＲＤＰＧ１可能与器官脱落有
关［１２］。在拟南芥花粉发育过程中，花粉母细胞减数分裂形成

四分体小孢子，研究发现，ＰＧ基因 ＱＲＴ３参与了四分体小孢
子的分离。在花粉发育的早期，ＱＲＴ３由绒毡层分泌降解四
分体小孢子周围的花粉母细胞壁，从而使得四个小孢子能够

正常分离［１３］。

桃（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ）是蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）李属（Ｐｒｕｎｕｓ）植
物，是世界上广泛栽培的落叶果树之一［１４］。与蔷薇科木本植

物如李和酸樱桃等多倍体果树相比，桃是二倍体（ｎ＝８），具
有相对较小的基因组（２３０Ｍｂｐ），而且具有相对短的童期
（２～３年），这些独特的优点使得桃成为李属及其他蔷薇科植
物的模式基因组物种［１５］。桃基因组测序的完成和序列释

放［１６］使得在全基因组水平上对桃的重要功能基因的发掘比

较和功能研究成为可能。本研究利用生物信息学方法对桃

ＰＧ基因家族成员进行了鉴定和基因组注释，分析了其基因结
构和保守域，以期为进一步对桃 ＰＧ家族基因的功能研究提
供基础信息并最终在分子水平上对桃品种的改良提供明确的

候选基因。
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