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　 　 摘要:　 ＧＡＳＡ(Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃ ａｃｉｄ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ)蛋白是一类受赤霉素调控的小分子蛋白质ꎬ参与植物生长发

育的多条途径ꎮ 本研究在蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ)中同源克隆了 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因ꎬ该基因的开放阅读框全长为 ３６３ ｂｐꎬ编码 １ 个包

含 １２０ 个氨基酸残基的蛋白质ꎬＶｆＧＡＳＡ１在蚕豆叶片和嫩荚中高表达ꎬ亚细胞定位结果显示ꎬＶｆＧＡＳＡ１ 是一个定位于质外

体的分泌蛋白ꎮ 异源过表达 ＶｆＧＡＳＡ１导致转基因拟南芥开花延迟、莲座叶数量增多ꎬ外施赤霉素能够恢复这一现象ꎮ 实

时荧光定量结果显示ꎬ转基因拟南芥植株中 ＦＴ 基因显著下调ꎬ而 ＤＥＬＬＡ 基因中的 ＧＡＩ 基因显著上调ꎬ说明 ＶｆＧＡＳＡ１ 可能

是通过间接抑制 ＤＥＬＬＡ 蛋白的表达从而调控植物开花ꎮ 本研究结果为蚕豆的开花调控育种提供了理论依据ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃ ａｃｉｄ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ (ＧＡＳＡ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＧＡＳＡ ｇｅｎｅ
ＶｆＧＡＳＡ１ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ (Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) ｗａｓ ｇｏｔ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ(ＯＲＦ) ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１ ｗａｓ ３６３ ｂｐ ｉｎ
ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １２０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. ＶｆＧＡＳＡ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｆ ｆａ￣
ｂａ ｂｅａｎｓꎬ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＶｆＧＡＳＡ１ ｗａｓ ａ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｌａｓｔ. Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｏｖｅｒｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｃｏｕｌｄ ｄｅｌａｙ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｏｓｅｔｔｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｃｏｕｌｄ
ｂｅ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ＲＴ￣ＰＣＲ) ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ‘ｆｌｏｒｉｇｅｎ’ ｇｅｎｅ (ＦＴ) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｗｈｉｌｅ ＧＡＩ (ｏｎｅ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｇｅｎｅｓ) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ＶｆＧＡＳＡ１ ｍｉｇｈｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＥＬＬＡ
ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｆａｂａ ｂｅａｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎻ ＶｆＧＡＳＡ１ꎻ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎻ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅꎻ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ

　 　 开花是指被子植物由营养生长向生殖生长的转

变ꎬ是植物生命史的重要相变ꎬ也是农作物的重要农

艺性状之一ꎻ开花时间受到不同信号的影响ꎬ在拟南

芥中有光周期、自主途径、春化途径及赤霉素(ＧＡ)
信号途径等[１￣４]ꎮ 一些关键的调控因子负责整合这

些信号途径ꎬ包括 ＦＴ、ＳＯＣ１ 以及 ＬＦＹ 的表达[５￣７]ꎬ这

４４



些调控因子激活 ＬＦＹ、ＡＰ１ 和 ＦＵＬ 在花序分生组织

侧部的表达ꎬ诱导花原基的产生[８]ꎮ 其中ꎬＦＴ 是开

花调控的整合因子和决定基因ꎬ各信号途径最终通

过影响其表达水平而诱导开花ꎮ ＦＴ 基因的表达量

受到 ＣＯ 蛋白的正向调控[９]ꎬＣＯ 蛋白在光照条件下

积累ꎬ在黑暗条件下降解ꎬ引起 ＦＴ 的节律表达和蛋

白质积累ꎬ从而影响开花[１０]ꎮ
赤霉素是重要的植物激素之一ꎬ参与种子萌

发、节间伸长、叶片发育、开花时间调控、花器官建成

以及花粉成熟等生理过程[１１￣１５]ꎮ ＤＥＬＬＡ 蛋白是赤

霉素信号途径中的核心抑制因子ꎬ能够结合众多下

游蛋白质ꎬ阻碍 ＧＡ 信号的传递[１６]ꎮ 拟南芥共有 ５
个 ＤＥＬＬＡ 基因(ＧＡＩ、ＲＧＡ、ＲＧＬ１、ＲＧＬ２ 和 ＲＧＬ３)ꎬ这
些基因编码的蛋白质均可以抑制开花[１７]ꎮ 研究发

现ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白可以结合 ＣＯ 蛋白ꎬ阻止 ＣＯ 蛋白对

下游 ＦＴ 基因的调控ꎬ从而抑制植物开花[１８]ꎻＤＥＬＬＡ
蛋白中的 ＲＧＡ 蛋白可以结合 ＦＬＣ 蛋白并促进 ＦＬＣ
蛋白对 ＳＯＣ１ 和 ＦＴ 基因的抑制作用[１９]ꎮ 当植物感

受到 ＧＡ 信号后ꎬＧＡ 的受体蛋白 ＧＩＤ１ 通过结构的

改变与 ＤＥＬＬＡ 蛋白互作ꎬ使其泛素化并降解ꎬ受
ＤＥＬＬＡ 蛋白绑定的转录因子得以释放并行使功能ꎬ
从而使得下游基因响应表达[２０￣２１]ꎮ

植物体内有大量的基因受到 ＧＡ 的调控ꎬ但这

些基因是如何行使功能的ꎬ目前尚不明确ꎮ ＧＡＳＡ
(Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃ ａｃｉｄ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ) 是一类受

赤霉素调节的基因ꎬ最早在番茄 ＧＡ 合成缺陷突变

体 ｇｉｂ１ 中被鉴定[２２]ꎬ目前已在多种单子叶植物(如
水稻、 玉米) [２３￣２４] 和双子叶植物 (如拟南芥、 草

莓) [２５￣２６]中被克隆ꎮ 研究发现大多数 ＧＡＳＡ 基因表

达量都受到赤霉素的影响ꎬ这些基因可以调控植物

生长发育ꎬ包括种子萌发、细胞伸长、细胞分裂、开花

时间、胁迫响应和激素信号交流等[２７￣２８]ꎮ ＧＡＳＡ 蛋

白属于小分子多肽ꎬ一般长８０~ １２０ 个氨基酸ꎬ具有

３ 个结构域:Ｎ 端的信号肽、中间的亲水区域和 Ｃ 端

高度保守的 ＧＡＳＡ 结构域[２９]ꎮ 在模式植物拟南芥

中 共 有 １５ 个 ＧＡＳＡ 家 族 基 因 ( ＡｔＧＡＳＡ１ ~
ＡｔＧＡＳＡ１５) [２７￣２８]ꎬ其中 ＡｔＧＡＳＡ４、ＡｔＧＡＳＡ６、ＡｔＧＡＳＡ７、
ＡｔＧＡＳＡ８ 和 ＡｔＧＡＳＡ１３ 受 ＧＡ 诱导表达量上调ꎬ而 Ａｔ￣
ＧＡＳＡ１、ＡｔＧＡＳＡ５、ＡｔＧＡＳＡ９ 和 ＡｔＧＡＳＡ１１ 受 ＧＡ 诱导

表达量下调[３０]ꎮ ＡｔＧＡＳＡ４ 能够促进拟南芥开花[３１]ꎬ
而 ＡｔＧＡＳＡ５ 却抑制拟南芥开花[３２]ꎬ说明 ＧＡＳＡ 基因

家族在植物生长发育中出现了功能分化ꎬ但有关

ＧＡＳＡ 蛋白的研究还不明确ꎮ
蚕豆是重要的冬季食用豆作物ꎬ在中国有广泛

的种植[３３]ꎬ在南方地区ꎬ蚕豆一般在冬季播种ꎬ次年

春季收获鲜荚ꎬ促进蚕豆田间适量提早开花有助于

蚕豆提前上市ꎮ 前人研究发现ꎬ苗期春化处理可以

导致蚕豆叶片中大量 ｂＨＬＨ、ＥＲＦ 以及ＷＲＫＹ 基因家

族转录因子的基因表达量发生显著变化[３４]ꎬ此外还

有 ９１ 个参与不同路径的蛋白质在春化处理后有显

著积累[３５]ꎬ但是关于进一步的机理研究以及其他途

径对蚕豆开花时间影响的研究未见报道ꎮ 由于蚕豆

的基因组巨大ꎬ测序和组装的难度极大ꎬ其可用基因

组信息较少[３６]ꎬ因此有关蚕豆基因的克隆和功能研

究较少ꎮ
本研究以通蚕鲜 ６ 号为研究材料ꎬ同源克隆

ＶｆＧＡＳＡ１ 基因ꎬ对 ＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白的同源性和亚细胞

定位进行研究ꎬ并在拟南芥中过表达 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因ꎬ
以期研究该基因对蚕豆开花及其他性状的影响ꎬ丰
富蚕豆开花机制研究的理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料及其 ＲＮＡ 的提取

本试验采用的蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ)品种为通蚕鲜

６ 号ꎬ由江苏省农业科学院提供ꎮ 按照根、茎、叶片、
花、嫩荚、籽粒等组织取样后放入液氮中速冻ꎬ存于

－８０ ℃冰箱备用ꎮ 用 ＲＮＡ 提取试剂[天根生化科技

(北京)有限公司]提取总 ＲＮＡꎮ
１.２　 基因克隆

蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)是豆科中与蚕

豆亲缘关系较近的物种[３７]ꎬ根据美国国家生物信息

中心(ＮＣＢＩ)网站(ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ)提供的蒺

藜苜蓿 ＭｔＧＡＳＡ１３(ＬＯＣ１１４２２７０８)的序列信息ꎬ设计

引物 ＶｆＧＡＳＡ￣Ｆ１ 和 ＶｆＧＡＳＡ￣Ｒ１(表 １)进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ扩增程序:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １５ ｓꎬ５５
℃退火 ３０ ｓꎬ６８ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ终延伸 ５ ｍｉｎꎬ循环数

为 ３３ꎮ ＰＣＲ 产物通过琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ并利用

ＤＮＡ 回收试剂盒[擎科生物科技(南京)有限公司]
纯化回收ꎬ测序获得 ＶｆＧＡＳＡ１ 序列ꎮ 本研究所用引

物根据需求按照序列信息设计ꎬ采用的软件为 Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ ５ꎮ
１.３　 同源比对

通过在线 ＢＬＡＳＴ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)序列比对ꎬ将同源性较高、不同植物品

５４高　 营等:蚕豆 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因的异源过表达延迟拟南芥开花



种的 ＧＡＳＡ 家族基因进行系统进化分析ꎬ使用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件进行多序列分析ꎬ系统进化树用 ＭＥＧＡ
１０.０ 本地软件邻接法构建ꎻ利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 网站(ｗｗｗ.
ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ)对蛋白质结构进行预测ꎮ
１.４　 载体构建

根据 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５.１￣ＧＦＰ 序列设计 ＶｆＧＡＳＡ１
的接头引物 ＶｆＧＡＳＡ１￣Ｆ２ 和 ＶｆＧＡＳＡ１￣Ｒ２ 并扩增ꎬ
Ｘｂａ Ⅰ酶切产生的线性化载体和 ＰＣＲ 产物通过重

组酶(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)进行重

组连接ꎬ构建 ３５Ｓ ∶ ∶ ＶｆＧＡＳＡ１￣ＧＦＰ 融合载体ꎮ 利用

ＤＨ５α 大肠杆菌感受态转化连接产物ꎬ通过测序获

得正确的单克隆菌株ꎬ菌株扩繁后利用质粒提取试

剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]提取质粒ꎬ并
将其转入农杆菌感受态中ꎮ
１.５　 亚细胞定位

将农杆菌在 ２８ ℃ 条件下培养至 ＯＤ６００为０.５~
０􀆰 ８ꎬ收集菌体并用浸染液重悬至 ＯＤ６００为 ０􀆰 １ 左右ꎬ
选择 生 长 ２８ ｄ 左 右 健 康 本 氏 烟 草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)的倒三至倒五叶ꎬ利用注射器进行浸

染ꎬ浸染后 ４８ ｈ 内在激光共聚焦显微镜下观察荧

光ꎮ 观察到荧光后利用 ３０％蔗糖水溶液处理叶片

３０ ｍｉｎꎬ观察烟草叶肉细胞质壁分离后的荧光情况ꎮ
１.６　 拟南芥浸染

向 ２５０ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中加入农杆菌菌液ꎬ
２８ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎮ 至菌液 ＯＤ６００ 达到 １􀆰 ０
左右ꎬ室温离心收集菌体ꎬ配制植物浸染液ꎬ用等体

积的浸染液重悬菌体ꎮ 将长势良好的拟南芥花苞浸

入农杆菌浸染液中ꎬ４ ｍｉｎ 后拿出并用保鲜膜包裹ꎬ
避光倒伏放置 ２４ ｈꎬ然后按常规方法培育植株至结

实ꎬ收获 Ｔ０代种子ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析

利用 ＴａＫａＲａ 实时定量 ＰＣＲ 试剂盒 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ⅱ荧光染料法进行基因的表达量分析ꎮ 设计特异性引

物(表 １)ꎬ反应体系为:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ
１０􀆰 ０ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ Ｆ / Ｒ 各 ０􀆰 ８ μｌꎬ灭菌水 ６􀆰 ４ μｌꎬＤＮＡ 模

板 ２􀆰 ０ μｌꎬ总体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎮ 进行 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 两

步法扩增反应ꎬ每份样品设 ３ 个生物学重复ꎮ 试验结

果利用相对定量 ２－△△Ｃｔ方法计算表达量ꎮ

表 １　 本研究中所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 用途

ＶｆＧＡＳＡ￣Ｆ１ / Ｒ１ ＣＡＣＡＣＴＴＧＴＧＡＴＡＴＣＴＴＧＴＡＴＣＴ / ＴＣＡＡＴＡＧＴＡＣＴＣＡＡＧＣＴＧＡＡＴＡＣ 基因克隆

ＶｆＧＡＳＡ１￣Ｆ２ / Ｒ２ ＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＡＡＴＧＴＧＣＡＴＴＧ / ＡＧＧＧＣＡＴＴＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴ 编码序列(ＣＤＳ)克隆

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＧＡＳＡ￣(Ｘｂａ Ｉ) ￣Ｆ４ ＣＧＧＡＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＡＡＴＧＴＧＣＡ 载体构建

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＧＡＳＡ￣Ｒ４ ＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧＣＡＴＴＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴ 载体构建

Ｇｍ￣１￣ａｌｐｈａ￣Ｆ / Ｒ ＧＴＧＡＡＧＣＣＣＧＧＴＡＴＧＣＴＴＧＴ / ＣＴＴＧＡＧＡＴＣＣＴＴＧＡＣＴＧＣＡＡＣＡＴＴ 蚕豆内参

ＶｆＧＡＳＡ１￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＧＴＴＧＣＡＧＴＧＧＴＡＧＡＴＧＣＴＣＡ / ＧＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＴＧＧＧＴＣＴ ＰＣＲ 引物

ＡｔＧＡＩ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＡＣＧＣＣＧＡＧＴＡＣＧＡＴＣＴＴＡＡＡＧＣ / ＴＴＴＣＣＡＣＧＡＣＧＣＣＧＴＴＴＧＡＧ ＰＣＲ 引物

ＡｔＦＴ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＡＧＴＧＧＣＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧ / ＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡＣＣＧＴＴＣＧＴＴＡＣ ＰＣＲ 引物

ＡｔＳＯＣ１￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＡＧＡＡＧＡＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧＧＧＣＡＡＡＡＣ / ＡＧＣＡＴＣＡＣＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧＡＧＡ ＰＣＲ 引物

ＡｔＣＯ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＧＣＣＡＴＣＡＧＣＧＡＧＴＴＣＣＡＡＴＴＣＴＡＣ / ＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＡＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧ ＰＣＲ 引物

ＡｔＦＬＣ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ / Ｒ ＣＧＴＣＧＣＴＣＴＴＣＴＣＧＴＣＧＴＣＴＣ / ＴＴＣＧＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＡＧＴＣＡＣ ＰＣＲ 引物

下划线代表酶切位点ꎮ

１.８　 数据统计和分析

数据采用 Ｅｘｃｅｌ 软件绘图ꎬ用 ＳＰＳＳ ２３.０ 统计

软件对平均数进行单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 蚕豆 ＧＡＳＡ１ 基因的克隆与同源比对

根据与蚕豆亲缘关系较近的蒺藜苜蓿中的 Ｍｔ￣

ＧＡＳＡ１３(基因识别号:ＬＯＣ１１４２２７０８)序列设计引物

(表 １)ꎬ从蚕豆叶片 ｃＤＮＡ 中扩增出全长约 ６３０ ｂｐ
的单一条带ꎬ根据测序结果预测该基因编码序列

(ＣＤＳ)全长 ３６３ ｂｐꎬ编码 １ 个包含 １２０ 个氨基酸残

基的蛋白质ꎬ将该基因命名为 ＶｆＧＡＳＡ１ꎮ 进化树分

析结果(图 １Ａ)显示ꎬ与 ＶｆＧＡＳＡ１ 同源性最高的蛋

白质 是 来 自 苜 蓿 的 ＭｔＧＡＳＡ１３ ( 登 录 号: ＸＰ ＿
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００３６２５０６８.１)ꎬ相似性为 ８８􀆰 ３％ꎬ其次是鹰嘴豆 Ｃａ￣
ＧＡＳＡ１ 蛋白(登录号:ＸＰ＿００４４９３４３６.１)ꎬ相似性为

８５􀆰 ８％ꎬ这也和豆科植物与苜蓿、鹰嘴豆有较近的亲

缘关系一致[３８]ꎮ 在模式植物拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)中ꎬ与蚕豆 ＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白同源性最高的蛋

白质是 ＡｔＧＡＳＡ１５(登录号:ＮＰ＿００１３１９５１５􀆰 １)ꎬ相似

性约为 ６９􀆰 ０％ꎮ 根据 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 网站(ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ /

ｉｎｔｅｒｐｒｏ)的预测ꎬＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白的一级结构包含 ３
个结构域ꎬ前 ２４ 个氨基酸残基是一段信号肽ꎬ第 ６１
至第 １２０ 个氨基酸是 ＧＡＳＡ 结构域ꎬ中间是一段不

保守区域ꎬ与其他物种中同源蛋白相比ꎬＶｆＧＡＳＡ１
蛋白在 ＧＡＳＡ 结构域内高度保守ꎬ包含 １２ 个半胱氨

酸残基ꎬ而在信号肽区域的差异较大(图 １Ｂ)ꎮ

Ａ:ＶｆＧＡＳＡ１ 与同源蛋白的进化树分析ꎻＢ:ＶｆＧＡＳＡ１ 与同源蛋白的氨基酸序列比对ꎮ
图 １　 ＶｆＧＡＳＡ１ 的序列分析

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１

２.２　 ＶｆＧＡＳＡ１ 亚细胞定位

根据 ＴＭＨＭＭ 网站( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )的预测ꎬＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白是一个

分泌蛋白ꎬ可能定位于质外体ꎬ这与大部分 ＧＡＳＡ
蛋白的定位有差别ꎬ为检测 ＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白的亚细

胞定位情况ꎬ将重组质粒 ３５Ｓ ∶ ∶ＶｆＧＡＳＡ１￣ＧＦＰ 以及

ＰＰ２Ａ￣ｍＣｈｅｒｒｙ 共同转入本氏烟草叶片中进行瞬时

表达ꎬ结果发现绿色荧光蛋白 ( ＧＦＰ ) 信号与膜

ｍａｒｋｅｒ 的荧光重叠ꎬ均出现在细胞轮廓上 (图

２Ａ)ꎬ继续用 ３０％蔗糖溶液对烟草叶片进行质壁分

离处理ꎬ发现在质壁分离后的细胞膜和细胞壁上

均能观察到 ＧＦＰ 荧光(图 ２Ｂ)ꎬ综合以上结果推测

ＶｆＧＡＳＡ１ 是一个定位在质外体的分泌蛋白ꎮ
２.３　 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因的表达模式

ＧＡＳＡ 家族基因参与植物侧根、叶片、茎秆、花
器官和种子的生长发育ꎬ因此 ＶｆＧＡＳＡ１ 的表达模式

会决定其最终功能ꎮ 我们通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 对蚕豆不同

部位 ＶｆＧＡＳＡ１ 的表达量进行测定ꎬ结果显示ꎬＶｆＧＡ￣
ＳＡ１ 在嫩荚中表达量最高ꎬ在叶中也有很高的表达

量ꎬ在花器官中有一定的表达量ꎬ但是在茎和籽粒中

表达量很低ꎬ而在根中几乎检测不到表达(图 ３)ꎬ说
明 ＶｆＧＡＳＡ１ 是一个在嫩荚和叶片中高表达的基因ꎮ
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Ａ:本氏烟草叶片中 ＶｆＧＡＳＡ１￣ＧＦＰ 与细胞膜ｍａｒｋｅｒ 的共定位ꎻＢ:质壁分离后 ＶｆＧＡＳＡ１￣ＧＦＰ 在本氏烟草叶片中的定位情况ꎻ白色箭头指向发

生质壁分离的部位ꎮ
图 ２　 ＶｆＧＡＳＡ１ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ.２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ３　 ＶｆＧＡＳＡ１ 的表达模式

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１

２.４　 ＶｆＧＡＳＡ１ 在拟南芥中抑制开花的机制

ＶｆＧＡＳＡ１ 蛋白与拟南芥体内 ＡｔＧＡＳＡ１５ 编码蛋

白高度同源ꎬ此前未有关于 ＡｔＧＡＳＡ１５ 功能的研究ꎬ
为进一步研究 ＶｆＧＡＳＡ１ 在植物体内的作用ꎬ我们购

买了拟南芥突变体 ｇａｓａ１５ꎬ并在 Ｃｏｌ￣０ 型(野生型)
拟南芥中过表达了 ＶｆＧＡＳＡ１ꎬ在 Ｔ２代筛选得到阳性

转基因株系 Ｌ１６ 和 Ｌ２４ꎮ 定量结果显示ꎬ在这 ２ 个

阳性株系体内的 ＶｆＧＡＳＡ１ 有较高的表达量(图 ４Ａ)ꎬ
过表达株系在长日照条件下(光照 １６ ｈ /黑暗 ８ ｈ)ꎬ
开花时间明显延迟(图 ４Ｂ、图 ４Ｃ)ꎬ播种后第 ２３ ｄꎬ
野生型以及 ｇａｓａ１５ 突变体拟南芥均已开花ꎬ而 Ｌ１６、
Ｌ２４ 仍未抽薹(图 ４Ｂ)ꎬＬ１６、Ｌ２４ 株系在开花时莲座

叶数量也较野生型及 ｇａｓａ１５ 突变体拟南芥显著增

加(图 ４Ｄ)ꎬ说明外源 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因的过表达可以延

迟拟南芥的开花ꎬｇａｓａ１５ 突变体开花时间与野生型

拟南芥比没有差异ꎬ这可能是由其他 ＧＡＳＡ 基因的

功能冗余导致的ꎮ
为明确 ＶｆＧＡＳＡ１ 是否参与开花信号途径ꎬ我们

对长日照条件下拟南芥开花途径中的关键基因进行

了连续定量检测ꎬ结果发现过表达植株 ＡｔＦＴ 的表达

模式与野生型一致ꎬ但是转基因植株中 ＡｔＦＴ 的表达

量显著降低ꎬ尤其在光照 １６ ｈ 后(图 ４Ｅ)ꎮ ＡｔＣＯ 的表

达模式及表达量在野生型与转基因拟南芥之间没有

明显差异(图 ４Ｆ)ꎬ此外ꎬ开花途径负调控基因 ＦＬＣ 的

相对表达量在 Ｌ２４ 植株中极显著上调ꎬ而正向调控基

因 ＳＯＣ１ 的相对表达量显著下调(图 ４Ｇ)ꎬ这些结果

表明在过表达植株中开花途径被抑制ꎮ ＧＡ 途径主要

通过解除 ＤＥＬＬＡ 对 ＣＯ 的绑定ꎬ促进 ＦＴ 的表达从而

诱导开花ꎬ因此我们对比了野生型和转基因株系

ＤＥＬＬＡ 基因的表达量ꎬ５ 个 ＤＥＬＬＡ 基因中ꎬＧＡＩ 在过

表达株系 Ｌ２４ 中极显著上调(图 ４Ｈ)ꎮ
　 　 通过对开花基因以及 ＧＡＩ 的定量分析ꎬ我们推

测 ＶｆＧＡＳＡ１ 参与了赤霉素调控开花的过程ꎬ为验证

这一猜想ꎬ我们对转基因拟南芥植株外施 ＧＡ３处理ꎬ
结果发现赤霉素处理后过表达 ＶｆＧＡＳＡ１ 株系 Ｌ２４ 与
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Ａ:Ｔ３代转基因拟南芥 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因相对表达量的 ｑＰＣＲ 检测结果ꎻＷＴ 表示野生型拟南芥ꎻＬ１６、Ｌ２４ 表示转基因的拟南芥株系ꎻＢ:播种后第

２３ ｄ 野生型、ｇａｓａ１５ 突变体以及 ＶｆＧＡＳＡ１ 过表达拟南芥株系(Ｌ１６、Ｌ２４)的开花表型ꎻＣ:野生型、ｇａｓａ１５ 突变体以及 ＶｆＧＡＳＡ１ 过表达拟南芥株

系(Ｌ１６、Ｌ２４)的开花时间ꎻＤ:野生型、ｇａｓａ１５ 突变体以及 ＶｆＧＡＳＡ１ 过表达拟南芥株系(Ｌ１６、Ｌ２４)开花时莲座叶数量ꎻ Ｅ: ＡｔＦＴ 在野生型和过

表达拟南芥株系中的节律表达ꎻＦ:ＡｔＣＯ 在野生型和过表达拟南芥株系中的节律表达ꎻＧ:ＦＬＣ、ＳＯＣ１ 基因在转基因拟南芥植株中的定量分

析ꎻＨ:２０ ｄ 大小的野生型和过表达拟南芥株系中 ＡｔＧＡＩ 的相对表达量ꎻ∗表示经 ｔ 测验在 ０.０５ 水平差异显著ꎬ∗∗表示经 ｔ 测验在 ０.０１ 水平

差异显著ꎮ
图 ４　 过表达 ＶｆＧＡＳＡ１ 延迟拟南芥开花

Ｆｉｇ.４　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｆＧＡＳＡ１ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｄｅｌａｙｅｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

野生型的开花时间没有明显差异(图 ５)ꎬ并且相对

于未处理的植株ꎬ开花时间明显提前ꎬ外源赤霉素可

以恢复 ＶｆＧＡＳＡ１ 对开花的延迟作用ꎬ说明 ＶｆＧＡＳＡ１

缺失参与了赤霉素对开花时间的影响ꎬ并且起到负

调控的作用ꎬ可能是通过促进 ＤＥＬＬＡ 基因中 ＧＡＩ 基
因的表达ꎬ从而抑制开花ꎮ

９４高　 营等:蚕豆 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因的异源过表达延迟拟南芥开花



Ａ:ＧＡ３处理后ꎬ野生型、ｇａｓａ１５ 和过表达拟南芥植株的开花时间统计ꎻＢ:ＧＡ３处理后ꎬ野生型、ｇａｓａ１５ 和过表达拟南芥植株的总莲座叶数量统计ꎮ

图 ５　 ＧＡ３处理后野生型、ｇａｓａ１５ 以及过表达拟南芥的表型

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｃｏｌ￣０ꎬ ｇａｓａ１５ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｆｔｅｒ ＧＡ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨 论

中国是世界第一大蚕豆消费国和生产国[３９] ꎬ
在蚕豆生产中晚花会导致蚕豆受到高温胁迫ꎬ从
而使产量降低[４０] 以及异交率大幅提升[４１] ꎮ 近年

来ꎬ蚕豆晚花给蚕豆的产量提升以及育种工作带

来了极大的困扰ꎬ因此蚕豆晚花是亟待解决的问

题ꎮ 目前生产上常用苗期春化处理的方式促进蚕

豆早花ꎬ但是这种方式需要大量前期投入ꎬ而且对

某些春化不敏感品种没有效果ꎬ因此寻找其他办

法ꎬ例如外源赤霉素处理等来促进早花对于蚕豆

生产非常重要ꎮ
赤霉素信号途径通过解除 ＤＥＬＬＡ 蛋白对 ＣＯ

蛋白的抑制ꎬ提升 ＣＯ 蛋白对 ＦＴ 的转录激活能力ꎬ
提高 ＦＴ 的表达ꎬ从而促进植物开花[１８￣１９] ꎮ 但是关

于赤霉素下游基因如何行使功能的研究较少ꎬＧＡ￣
ＳＡ 家族基因是一类赤霉素下游响应基因[２７￣２８] ꎬ前
人的研究发现部分 ＧＡＳＡ 成员可以参与赤霉素对

植物开花的调控ꎬ例如 ＡｔＧＡＳＡ４ 能够促进拟南芥

提早开花[３１] ꎬＡｔＧＡＳＡ５ 能够抑制拟南芥开花[３２] ꎬ此
外 ＧＡＳＡ 家族成员还能够调控株型建成以及种子

大小等[２７￣２８] ꎬ显示出该家族成员在分子育种中的

潜力ꎮ
蚕豆庞大的基因组是蚕豆基因克隆和分子育

种的巨大障碍[３６] ꎬ前期关于蚕豆的研究较少ꎬ大部

分集中于抗病和抗列当寄生基因的 ＱＴＬ 定位[４２] ꎬ
以及产量相关性状的 ＱＴＬ 定位[４３] ꎬ关于蚕豆开花

时间的研究仅有春化的相关报道[３４￣３５] ꎮ 本研究通

过同源比对的方式从蚕豆 ｃＤＮＡ 中克隆出 １ 个

ＧＡＳＡ 家族基因并命名为 ＶｆＧＡＳＡ１ꎬ发现 ＶｆＧＡＳＡ１
是一个定位在质外体的分泌蛋白ꎬ受到赤霉素的

调控ꎬ在拟南芥中异源过表达 ＶｆＧＡＳＡ１ 能够显著

延迟拟南芥的开花时间ꎬ荧光定量的结果显示在

转基因植株中拟南芥 ＤＥＬＬＡ 基因中 ＧＡＩ 基因的相

对表达量显著上调ꎬ说明 ＶｆＧＡＳＡ１ 可能是通过影

响 ＤＥＬＬＡ 基因的表达ꎬ从而参与赤霉素对开花时

间的调节ꎬ考虑到 ＶｆＧＡＳＡ１ 定位在质外体ꎬ因此

ＶｆＧＡＳＡ１ 不会直接调控 ＤＥＬＬＡ 基因的表达ꎬ应该

存在某种间接途径影响 ＤＥＬＬＡ 基因的表达ꎬ这需

要后续的深入研究ꎮ
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[１７] ＧＡＬＶＡＯ Ｖ Ｃꎬ ＨＯＲＲＥＲ Ｄꎬ ＫＵＴＴＮＥＲ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐａｔｉａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｂｙ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｄｅｖｅｌ￣

ｏｐｍｅｎｔꎬ ２０１２ꎬ １３９(２１): ４０７２￣４０８２.

[１８] ＸＵ Ｆꎬ ＬＩ Ｔꎬ ＸＵ Ｐ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔ

ｗｉｔｈ ＣＯＮＳＴＡＮＳ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｌｏｎｇ ｄａｙｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐ￣

ｓｉｓ[Ｊ] . ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０１６ꎬ ５９０(４): ５４１￣５４９.

[１９] Ｌｉ Ｍꎬ ＡＮ Ｆꎬ ＬＩ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ＦＬＣ ｔｏ

ｒｅｐｒｅｓｓ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏ￣

ｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５８(７): ６４２￣６５５.

[２０] ＧＲＩＦＦＩＴＨＳ Ｊꎬ ＭＵＲＡＳＥ Ｋꎬ ＲＩＥＵ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＩＤ１ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ Ａｒ￣

ａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｏｎｌｉｎｅꎬ ２００６ꎬ １８(１２): ３３９９￣３４１４.

[２１] ＷＩＬＬＩＧＥ Ｂ Ｃꎬ ＧＨＯＳＨ Ｓꎬ ＮＩＬＬ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＤＥＬＬＡ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ

ＧＡ ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＡ ＩＮＳＥＮＳＩ￣

ＴＩＶＥ ＤＷＡＲＦ１Ａ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ

Ｃｅｌｌ Ｏｎｌｉｎｅꎬ ２００７ꎬ １９(４): １２０９￣１２２０.

[２２] ＳＨＩ Ｌꎬ ＧＡＳＴ Ｒ Ｔꎬ ＧＯＰＡＬＲＡＪ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ

ｓｈｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬ ＧＡ３ ￣ ａｎｄ ＡＢＡ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｏｍａｔｏ [ Ｊ] .

Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌ: ｆｏｒ Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９２ꎬ ２(２):

１５３￣１５９.

[２３] ＬＥＥ Ｓ Ｃꎬ ＫＩＭ Ｓꎬ ＨＡＮ Ｈ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎ￣

ｓｃｒｉｐｔꎬ ＯｓＧＡＳＲ１ꎬ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ａｌｐｈａ￣ａｍｙｌａｓｅ ｅｘ￣

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ２１４: １１６￣

１２２.

[２４] ＺＩＭＭＥＲＭＡＮＮ Ｒꎬ ＳＡＫＡＩ Ｈꎬ ＨＯＣＨＨＯＬＤＩＮＧＥＲ Ｆ. Ｔｈｅ Ｇｉｂ￣

ｂｅｒｅｌｌｉｃ Ａｃｉｄ Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ￣Ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ

ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １５２(１):

３５６￣３６５.

[２５] ＳＵＮ Ｓꎬ ＷＡＮＧ Ｈꎬ ＹＵ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＡＳＡ１４ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｅａｆ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ

ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１３ꎬ ６４(６):

１６３７￣１６４７.

[２６] ＤＥ ＬＡ ＦＵＥＮＴＥ ＪＯＳＥ Ｉꎬ ＩＲＡＩＤＡ Ａꎬ ＣＲＩＳＴＩＮＡ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ

ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｇｅｎｅ ＦａＧＡＳＴ ａｆｆｅｃｔｓ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｅｌｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２００６ꎬ ５７

(１０): ２４０１￣２４１２.

[２７] ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ＷＡＮＧ Ｘ. Ｏｎｅ ｎｅｗ ｋｉｎｄ ｏｆ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｉｎｔｅｇｒａｔｏｒ: ｕｐ￣ａｎｄ￣ｃｏｍｉｎｇ ＧＡＳＡ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

＆ Ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ２０１７ꎬ １２(２): ６４５３￣６４５９.

[２８] ＮＡＨＩＲＮＡＫ Ｖꎬ ＮＡＴＡＬＩＡ ＩＮＥＳ Ａꎬ ＨＯＲＡＣＩＯ ＥＳＴＥＢＡＮ Ｈꎬ ｅｔ

ａｌ. Ｓｎａｋｉｎ / ＧＡＳＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ａｎｄ

ｒｅｄｏｘ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ＆ Ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ２０１２ꎬ ７(８):

１００４￣１００８.

[２９] ＡＵＢＥＲＴ Ｄꎬ ＣＨＥＶＩＬＬＡＲＤ Ｍ Ｃꎬ ＤＯＲＮＥ Ａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓ￣

ｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＧＡＳＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ: ｔｈｅ ＧＡＳＡ４

ｇｅｎｅ ｉｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ ｉｎ ｍｅｒｉｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ[ Ｊ] .

Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９８ꎬ ３６(６): ８７１￣８８３.

[３０] ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｘ Ｊ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＧＡＳＡꎬ ｄｏｗｎ￣

ｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＤＥＬＬＡꎬ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅ￣

ｔｉｎꎬ ２００８ꎬ ５３(２４): ３８３９￣３８４６.

[３１] ＲＯＸＲＵＤ Ｉꎬ ＬＩＤ Ｓ Ｅꎬ ＦＬＥＴＣＨＥＲ Ｊ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＡＳＡ４ꎬ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ

１４￣ｍｅｍｂｅｒ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＧＡＳＡ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ｒｅｇｕ￣

ｌａｔｅｓ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ＆ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏ￣

ｇｙꎬ ２００７ꎬ ４８(３): ４７１￣４８３.

[３２] ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ＹＡＮＧ Ｃꎬ ＰＥＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＡＳＡ５ꎬ ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｆｌｏｗ￣

ｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏ￣

ｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ６９(６): ７４５￣７５９.

[３３] Ｏ'ＳＵＬＬＩＶＡＮ Ｄ Ｍ ꎬ ＤＥＥＰＴＩ Ａ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ

ａｎｄ ｇｅｎｏｍｉｃｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１６(７): １５０￣１６０.

[３４] ＧＡＯ Ｂꎬ ＢＩＡＮ Ｘ Ｃꎬ ＹＡＮＧ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｂａ ｂｅａｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ

２０１９ꎬ ２５１(１): ２２￣４１.

[３５] ＣＡＯ Ｙ Ｙꎬ ＢＩＡＮ Ｘ Ｃꎬ ＣＨＥＮ Ｍ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. ｉＴＲＡＱ￣ｂａｓｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａ￣

ｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｆａｂａ ｂｅａｎ (Ｖｉｃｉａ ｆａ￣

ｂａ Ｌ.)[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(１１): １０￣２８.

[３６] ＣＯＯＰＥＲ Ｊ Ｗꎬ ＷＩＬＳＯＮ Ｍ Ｈꎬ ＤＥＲＫＳ Ｍ Ｆ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ

ｆａｂａ ｂｅａｎ (Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.) ｇｅｎｏｍｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒ￣

ｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１７ꎬ ６８(８): １９４１￣１９５３.

１５高　 营等:蚕豆 ＶｆＧＡＳＡ１ 基因的异源过表达延迟拟南芥开花



[３７] ＣＲＵＺ￣ＩＺＱＵＩＥＲＤＯ Ｓꎬ ＡＶＩＬＡ Ｃ Ｍꎬ ＳＡＴＯＶＩＣ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒ￣

ａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｔｏ ｂｒｉｄｇｅ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｌｅｇｕｍｅ ｓｐｅｃｉｅｓ: ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＱＴＬｓ ｆｏｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｔｒａｉｔｓ[ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ １２５ ( ８):

１７６７￣１７８２.

[３８] ＹＡＮＧ Ｋꎬ ＴＩＡＮ Ｚꎬ ＣＨＥＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ａｄｚｕｋｉ

ｂｅａｎ (Ｖｉｇｎａ ａｎｇｕｌａｒｉｓ) ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｈｉｇｈ ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｌｏｗ

ｆａｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎ￣

ａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１５ꎬ

１１２(４３): １３２１３￣１３２１８.

[３９] ＬＩＵ Ｑꎬ ＤＯＮＮＥＲ Ｅꎬ ＹＩＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒ￣

ｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｅｒｅａｌｓꎬ ｔｕｂｅｒｓ ａｎｄ ｌｅｇ￣

ｕｍｅｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００６ꎬ ９９(３): ４７０￣

４７７.

[４０] ＮＡＹＡＫ Ｇ Ｋꎬ ＲＯＢＥＲＴＳ Ｓ Ｐ Ｍꎬ ＧＡＲＲＡＴＴ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ

ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｎａｔｕｒａｌ ｈａｂｉｔａｔｓ ｏｎ ｐｏｌｌｉｎａｔｏｒｓ

ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｂｅａｎｓ (Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) [ Ｊ] . Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ ＆ Ｅｎｖｉ￣

ｒｏｎｍｅｎｔꎬ ２０１５ꎬ １９９(２７): ５８￣６６.

[４１] ＢＩＳＨＯＰ Ｊꎬ ＪＯＮＥＳ Ｈ Ｅꎬ Ｏ’ ＳＵＬＬＩＶＡＮ Ｄ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｖａｔｅｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｄｒｉｖｅｓ ａ ｓｈｉｆｔ ｆｒｏｍ ｓｅｌｆｉｎｇ ｔｏ ｏｕｔｃｒｏｓｓｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ￣

ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｌｅｇｕｍｅꎬ ｆａｂａ ｂｅａｎ (Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉ￣

ｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１７ꎬ ６８(８): ２０５５￣２０６３.

[４２] ＫＡＵＲ Ｓꎬ ＫＩＭＢＥＲ Ｒ Ｂ Ｅꎬ ＣＯＧＡＮ Ｎ Ｏ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＮＰ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ

ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐｐｉｎｇ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ ( Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.)

ｐｅｒｍｉｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＱＴＬｓ ｆｏｒ ａｓｃｏｃｈｙｔａ ｂｌｉｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[ Ｊ] .

Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１４ꎬ ２１７ / ２１８(４１): ４７￣５５.

[４３] ＣＲＵＺ￣ＬＺＱＵＩＥＲＤＯ Ｓꎬ ＡＶＩＬＡ Ｃ Ｍꎬ ＳＡＴＯＶＩＣ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒ￣

ａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｔｏ ｂｒｉｄｇｅ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｌｅｇｕｍｅ ｓｐｅｃｉｅｓ: ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＱＴＬｓ ｆｏｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｔｒａｉｔｓ[ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ １２５ ( ８):

１７６７￣１７８２.
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