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　 　 摘要:　 本研究建立在对金手指葡萄果形转录组分析的基础上ꎬ通过分析样品间表达差异发现ꎬ与对照相比ꎬ
ＧＡ２０ｏｘ２ 基因的转录水平在 ＧＡ３处理后有显著差异ꎮ 为了进一步从分子水平阐述 ＧＡ２０ｏｘ２ 在赤霉素合成途径中的

作用机理ꎬ本研究以金手指葡萄幼果为材料ꎬ克隆了 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因ꎬ分析了此基因碱基序列特征ꎬ并通过构建融合

表达载体对其进行亚细胞定位分析ꎮ 研究结果表明ꎬ克隆了葡萄赤霉素合成途径中的 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因ꎬ测序得 ＣＤＳ
全长为１ １３４ ｂｐꎬ编码 ３７７ 个氨基酸ꎮ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 编码的氨基酸序列与 ＮＣＢＩ 上其他物种 ＧＡ２０ｏｘ 序列相似性在

５１％~６７％ꎬ其中该基因与可可(ＥＯＸ９２６０３.１)和杨树(ＰＮＴ２８１９２.１)的亲缘关系较近ꎮ 该基因定位在细胞核和细胞

膜中ꎮ 外源 ＧＡ３处理后的成熟葡萄果实与对照相比纵径显著伸长ꎬ且在幼果中该基因表达量在一段时间内明显上
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　 　 赤霉素作为一种植物内源激素ꎬ在种子的萌发ꎬ
茎和根的伸长ꎬ叶片伸展ꎬ花和果实的发育等植物生
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长的整个生命周期起着重要的调控作用[１￣７]ꎮ 目前

关于赤霉素生物合成路径的研究已趋于完善[８￣１１]ꎬ
此过程需要多种酶参与完成ꎬ包括参与 ＧＡ 合成早

期步骤的一些酶ꎬ如古巴焦磷酸合成酶(ＣＰＳ)、内
根￣贝壳杉烯合成酶 (ＫＳ)、内根￣贝壳杉烯氧化酶

(ＫＯ)和内根￣贝壳杉烯酸氧化酶(ＫＡＯ)及参与后期

步骤的一些酶ꎬ如 ＧＡ２０￣氧化酶(ＧＡ２０ｏｘ)、ＧＡ３β 羟

基化酶 ( ＧＡ３ｏｘ) 和 ＧＡ２￣氧化酶 ( ＧＡ２ｏｘ)ꎬ其中ꎬ
ＣＰＳ、ＧＡ２０ｏｘ 和 ＧＡ３ｏｘ 被认为是整个赤霉素的生物

合成过程中起关键作用的酶ꎬＧＡ２０ｏｘ 的主要作用是

通过多步反应将 ＧＡ１２ 和 ＧＡ５３ 催化合成 ＧＡ９ 和

ＧＡ２０ꎬ从而形成有生物活性的 ＧＡｓ[１２￣１３]ꎮ
葡萄是世界上广泛种植的果树之一ꎬ中国的鲜食

葡萄产量占全球葡萄产量的 １４％[１４]ꎬ金手指葡萄

(Ｇｏｌｄｅｎ ＦｉｎｇｅｒꎬＶ. ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. × Ｖ. ｌａｒｂｒｕｓｃａ Ｌ.)为鲜食

葡萄的一种ꎬ甘甜爽口ꎬ有浓郁的冰糖味和牛奶味ꎬ且
果粒形状奇特美观ꎬ深受广大消费者喜爱ꎮ 由于自然

环境及自身生长因素的影响ꎬ在成熟时葡萄果粒往往

形态大小不一致ꎬ造成商品质量下降ꎮ 为了更加有效

地提高生产质量ꎬ开展葡萄果实形状的研究变得尤为

重要ꎮ 传统的改良果实形状的育种方法主要是杂交实

生选种ꎬ这需要较长的时间和较大的种植规模[１５]ꎮ 目

前生产上多使用植物生长调节剂调节果实发育ꎬ改善

果实品质ꎬ外源赤霉素(ＧＡ３)作为一种重要的生长调节

剂ꎬ在果实的发育及膨大方面起着重要作用ꎬ可调节果

实形状[１６￣１８]ꎮ 有研究结果表明外源 ＧＡ３处理对葡萄的

果形指数影响较大ꎬ郑焕等[１７]发现钟山红葡萄果形指

数随着盛花期使用 ＧＡ３浓度的增加而增大ꎬ当浓度达

到一定值后ꎬ果形指数并无显著提高ꎮ 但赤霉素调节

葡萄果实形状的分子机制仍不清楚ꎬＧＡ２０ｏｘ 作为赤霉

素合成过程中的关键酶ꎬ可能调节果实发育ꎬ影响葡萄

果形变化ꎮ 染色质免疫共沉淀表明 ＡｔＧＡ２０ｏｘ１ 基因作

为 ＡｔＯＦＰ１的靶基因调控着果实的发育ꎬＡｔＯＦＰ１ 转录

因子通过抑制 ＡｔＧＡ２０ｏｘ１的表达ꎬ从而抑制下胚轴细胞

的生长ꎬ产生矮小的植株表型ꎬ过量表达 ＡｔＯＦＰ１ 的拟

南芥角果纵径变短[１９]ꎮ 目前在葡萄中关于 ＧＡ２０ｏｘ２基

因的研究主要集中在 ＧＡ２０ｏｘ 在赤霉素合成过程中的

调控ꎬ因此探讨 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因在葡萄果实形状上的作

用具有重要的实际意义和参考价值ꎮ
针对金手指葡萄果形的特异性ꎬ掌握合适的 ＧＡ３

处理时间及浓度对果实的生长及形状的一致性尤为关

键ꎬ本试验以金手指葡萄盛花后 ７ ｄ 的幼果为材料ꎬ克

隆出 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２基因ꎬ对其进行序列特征及表达分析ꎬ
以期从分子水平上初步了解赤霉素调控葡萄果实发育

机理ꎬ为葡萄果形方面的研究提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验于 ２０１７ 年 ５ 月在南京农业大学汤山葡萄

试验基地进行ꎮ 供试品种为 ５ 年生金手指葡萄ꎬ采
用平棚架避雨栽培ꎬ株行距为 ３.０ ｍ×６􀆰 ０ ｍꎬ Ｔ 型

架ꎬ常规田间管理ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 田间处理　 选取 ３ 株长势一致的金手指葡萄

树ꎬ为了增强试验的可靠性ꎬ在处理前统一修剪花序ꎬ
序尖留约 ４ ｃｍꎬ试验进行 ３ 次生物学重复ꎬ在每株树

的两臂分别为处理组和对照组ꎮ 以每个花序一半以

上的小花开放时期作为盛花期ꎬ在盛花后 ７ ｄꎬ用质量

浓度为 ２５ ｍｇ / Ｌ的赤霉素溶液对幼果进行浸泡处理ꎬ
处理时间大约为 １０ ｓꎬ以清水处理作为对照(ＣＫ)ꎮ
１.２.２　 样品采集　 分别采集处理后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７
ｄ、１４ ｄ ５ 个时期的对照组及处理组葡萄果实样品ꎬ
从 ３ 次生物学重复的植株上随机采集ꎬ取样时兼顾

阴阳两面ꎬ用液氮速冻ꎬ带回实验室ꎬ保存于－８０ ℃
冰箱中待用ꎮ 果实成熟时ꎬ在处理组和对照组中各

选取 ３０ 粒果粒用冰盒带回实验室ꎬ测量其纵横径ꎮ
１.２.３　 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第一条链的合成 　 采

用多糖多酚植物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒(成都福

际公司产品)提取上述各时期样品的总 ＲＮＡꎬ利用

反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓ Ｋｉｔ (ＴａＫａＲａ 公司产品)反转录合成 ｃＤＮＡ 第一

条链ꎬ稀释后的 ｃＤＮＡ 用于实时荧光定量 ＰＣＲꎮ
１.２.４　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因 ＯＲＦ 的克隆及生物信息学

分析　 根据已知 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序结果ꎬ在 ＮＣＢＩ 中查

找到 ＧＡ２０ｏｘ２ 在 葡 萄 中 的 预 测 序 列 ( ＸＰ ＿
００２２６６５３６.１)ꎬ其 ＣＤＳ 区在 ＧｅｎＢａｎｋ 的登录号为

ＫＣ８９８１８６ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ ８.０ 设计特异性引物 Ｍ１
(表 １)ꎬ以盛花后 ７ ｄ 果实 ｃＤＮＡ 为模版ꎬ进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ反应体系(２５􀆰 ０ μｌ)为:稀释后的 ｃＤＮＡ １􀆰 ０
μｌꎬ５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＧＸＬ ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ
２􀆰 ０ μｌꎬＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＧＸＬ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｃｒａｃｅ ０􀆰 ５ μｌꎬ上、
下游引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ灭菌后 ｄｄＨ２Ｏ １５􀆰 ５ μｌꎻ反应程

序:９８ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 １５
ｓꎬ６８ ℃延伸 ８０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ６８ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃
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保存ꎮ 琼脂糖凝胶电泳检测后用 ＤＮＡ 凝胶回收试

剂盒回收目标片段ꎬ并连接到 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 载体(全
式金)ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ阳性克隆

鉴定后由擎科公司进行测序ꎮ

利 用 ＢｉｏＸＭ 和 Ｐｒｏｔ￣Ｐａｒａｍ 在 线 软 件 对

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因编码的氨基酸序列、蛋白质分子量和

等电点等理化性质及结构进行预测分析ꎬ利用

ＭＥＧＡ５􀆰 ０ 软件进行同源性分析和系统进化树构建ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 　 　 上游引物(５′→３′) 　 　 　 下游引物(５′→３′)

Ｍ１ ＡＴＧＧＡＣＴＣＧＡＧＴＧＣＣＴＣＡＡＣ ＴＴＡＴＴＴＧＧＴＴＴＧＡＧＡＴＧＡＧＡＧＡＧＡＣＧ

Ｍ２ ＧＣＴＴＡＴＴＧＴＣＡＧＡＧＡＡＧＧ ＣＴＧＧＡＧＡＧＴＡＴＣＡＴＴＡＴＴＧＧ

Ｍ３ ＣＴＧＣＣＣＴＴＴＣＧＡＡＡＧＡＴＣＣＣ ＡＴＡＡＣＧＴＣＡＴＧＣＡＴＴＡＣＡＴＧ

ａｃｔｉｎ ＴＡＣＡＡＴＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＴＧ ＴＴＡＧＡＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＧＴＧＡＡＣＡＡＴＧ

１.２.５　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因的亚细胞定位　 通过 Ｇａｔｅ￣
ｗａｙ 系统ꎬ构建 ＰＭＤＣ４３￣ＧＦＰ / ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 表达载体ꎮ
首先将已鉴定测序正确的 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因连接到入

门级载体 ｐＤＯＮＲ２２１ꎬ然后使用 ＢｓｒＧＩ 将其单酶切

线性化ꎬ通过同源重组与 ＰＭＤＣ４３ 载体进行连接ꎬ
从而完成 ＰＭＤＣ４３￣ＧＦＰ / ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 瞬时表达载体

的构建ꎬ最后将获得的连接产物转化到 ＥＨＡ１０５ 农

杆菌感受态细胞中ꎬ经 ＰＣＲ 扩增(引物 Ｍ３ 见表 １)
筛选阳性克隆ꎬ并对阳性克隆进行测序验证正确后ꎬ
进行烟草瞬时侵染试验ꎮ

农杆菌介导重组载体的烟草瞬时转化及激光共

聚焦扫描显微镜观察亚细胞定位的方法参考已有报

道[２０]进行ꎮ
１.２.６　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因的表达分析　 根据 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２
基因碱基序列设计实时荧光定量 ＰＣＲ 特异引物 Ｍ２
(表 １)ꎬ以葡萄 Ａｃｔｉｎ(ＸＭ＿００２２６５４４０)作为内参基因ꎮ
ＰＣＲ 反应体系(２０􀆰 ０ μｌ)为: ｃＤＮＡ １􀆰 ２ μｌꎬ２×ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ (ＴａＫａＲａ 公司)１０􀆰 ０ μｌꎬ上、下游引

物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ灭菌后 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ 反应程

序为:９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ２０ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃ ４０ ｓꎬ
４０ 个 循 环ꎮ 每 个 样 品 设 ３ 次 重 复ꎬ 采 用

ＡＢＩ７３００ｓｙｓｔｅｍ 软件和 ２ －△△Ｃｔ [２１] 方法分析数据ꎮ
１.２.７　 果实纵、横径的测量及果形指数的计算　 果

实成熟后ꎬ每个处理各取 ３０ 个有代表性的果粒ꎬ用
电子游标卡尺测量其纵、横径ꎬ计算果形指数ꎮ 数据

采用 ＳＡＳ ９.１ 软件进行方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 葡萄 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因的克隆

根据先前 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 研究结果中选择差异表达基

因 ＧＡ２０ｏｘ２ꎬ在 ＮＣＢＩ 中获得此基因的预测序列ꎮ 以

盛花后 １４ ｄ 金手指葡萄幼果为材料ꎬ扩增出一条

１ ０００ ｂｐ 左右的片段(图 １)ꎮ 测序并通过 ＤＮＡＭＡＮ
软件将得到的序列与预测序列(ＸＰ＿００２２６６５３６.１)进
行比对发现ꎬＣＤＳ 序列长度一致ꎬ长度为１ １３４ ｂｐꎮ 第

５４７ 位核苷酸发生突变ꎬ由 ＴＧＧ 变成 ＡＧＧꎬ其编码氨

基酸由色氨酸变成精氨酸(图 ２)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｔꎻ１:ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因片段扩增产物ꎮ
图 １　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ｇｅｎｅ

２.２　 葡萄 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白生物信息学分析

２.２.１　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的理化性质分析　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ
基因编码 ３７７ 个氨基酸ꎬ包含 ５１ 个酸性氨基酸(Ａｓｐ＋
Ｇｌｕ)ꎬ４９ 个碱性氨基酸(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)ꎬ编码产物相对分

子量为４２ ７８８.６０５ꎬ等电点为 ６􀆰 ９３ꎬ蛋白质的不稳定系

数是 ３２􀆰 ８ꎬ平均亲水系数为－０.６４９ꎬ属于亲水蛋白质ꎮ
２.２.２　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的疏水性、信号肽和跨膜结

构分析　 疏水性分析结果表明ꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白没

有明显的疏水性区域ꎬ属于亲水蛋白ꎮ ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｃｒ ｖ.２.０ 分析结果表明ꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白没有
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方框内为突变位点ꎮ
图 ２　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因 ＯＲＦ 及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

跨膜区域ꎮ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ４.０ 软件预测信号肽ꎬ结果

表明 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白没有信号肽ꎮ
２.２.３　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的二级结构和卷曲螺旋预

测　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白包含 ３２􀆰 １０％的 α￣螺旋(Ａｌｐｈａ
ｈｅｌｉｘ)ꎬ２１􀆰 ４９％的 β￣折叠(Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)ꎬ１０􀆰 ６１％
β￣转角(Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)和 ３５􀆰 ８１％的无规则卷曲(Ｒａｎ￣
ｄｏｍ ｃｏｉｌ )ꎬ 利 用 在 线 网 站 Ｎｅｔ ＮＥＳ１􀆰 １ 预 测

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的 ＮＥＳꎬ结果表明 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白

仅有 ４ 个 ＮＥＳ 保守位点ꎬ分别是亮氨酸(１９７ꎬ２０２)ꎬ
异亮氨酸(１９９ꎬ２０５)ꎮ
２.２.４ 　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的系统进化树 　 在 Ｐｆａｍ
数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / ) 中 查 找 葡 萄

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白的结构域ꎬ发现第５９ ~ １７１ 氨基酸

位点为 ＤＩＯＸ＿Ｎ 结构域ꎬ第２２１ ~ ３２０ 位点是 ２ＯＧ￣
Ｆｅｌｌ＿Ｏｘｙ 结构域ꎮ

将 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白氨基酸序列与其他物种的同

源氨基酸序列进行比对(图 ３)ꎬ试验结果表明ꎬ所有

氨基酸序列均含有上述两个结构域ꎬ说明 ＧＡ２０ｏｘ 蛋

白在各个物种中是相对保守的ꎬ通过同源性比对分

析ꎬ发现 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因编码的氨基酸序列与多种植

物 ＧＡ２０ｏｘ 氨基酸序列相似性在５１％~６７％ꎬ其中ꎬ与
可可(ＥＯＸ９２６０３.１)和杨树(ＰＮＴ２８１９２.１)的同源性较

高ꎬ分别达到 ６５％和 ６７％ꎬ与草莓(ＡＢＢ００３５９.１)、番
茄(ＮＰ＿００１２３４０７０.１)、拟南芥(ＡＧＷ２４３３２.１)、水稻

(ＡＥＲ４５７９７. １)、 玉 米 ( ＡＱＫ９９１０２. １)、 烟 草 ( ＸＰ ＿
０１６４７１２４５.１)的同源性分别为 ５３％、５５％、５３％、５５％、
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黑色方框代表 ＤＩＯＸ＿Ｎ 结构域ꎬ红色方框代表 ２ＯＧ￣Ｆｅｌｌ＿Ｏｘｙ 结构域ꎮ
图 ３　 葡萄 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 与其他植物 ＧＡ２０ｏｘ 蛋白氨基酸序列的同源性比对

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ａｎｄ ＧＡ２０ｏｘ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

５３３１高世敏等:葡萄赤霉素合成关键基因 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 的克隆、亚细胞定位和表达分析



５４％、５６％ꎬ而与小麦 ( ＣＦＶ０４３５５. １) 的同源性为

５１％ꎮ 系统进化树分析结果表明 (图 ４)ꎬ 葡萄

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白与可可和杨树亲缘关系较近ꎬ与模

式植物拟南芥、番茄等植物亲缘关系较远ꎬ系统进化

树与物种进化关系一致ꎮ

图 ４　 葡萄 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 与其他物种 ＧＡ２０ｏｘ 蛋白氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ｉｎ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ＧＡ２０ｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.３　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白亚细胞定位

为探索 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因所编码蛋白在植物亚细

胞结构中的分布情况ꎬ进一步构建了 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 的瞬

时表达载体 ３５Ｓ￣ＶｖＧＡ２０ｏｘ２￣ＧＦＰꎬ并将其转化到烟草

细胞内ꎬ借助绿色荧光蛋白来确定目标蛋白在细胞内

的分布情况ꎮ 利用农杆菌介导法转化烟草细胞ꎬ在侵

染后将烟草暗培养 ３ ｄ 后ꎬ制作临时切片ꎬ用激光共

聚焦扫描显微镜观察绿色荧光蛋白信号ꎮ 结果显示ꎬ
ＰＭＤＣ４３￣ＧＦＰ 空载体在整个细胞范围内都显示出绿

色荧光信号(图 ５)ꎬ而瞬时表达载体 ３５Ｓ￣ＶｖＧＡ２０ｏｘ２￣
ＧＦＰ 表达的融合蛋白不仅在细胞核上有荧光信号ꎬ在
细胞膜上也可观察到绿色荧光(图 ５)ꎮ

图 ５　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 在烟草表皮细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.５ 　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｐｉ￣
ｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因在 ＧＡ３处理后表达分析

ＧＡ３ 处 理 后 不 同 时 期 金 手 指 葡 萄 果 实

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因表达实时荧光定量分析结果显示

(图 ６)ꎬ在 ＧＡ３处理后第 １ ｄꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因处理组

的 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因表达量显著低于对照ꎬ呈现显著

下降趋势ꎮ 随后在 ＧＡ３ 处理后第 ２ ｄꎬ 处理组

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因表达急速上升ꎬ在第 ３ ｄ 时相对表达

量达到最高ꎮ 在 ＧＡ３处理后第 ７ ｄꎬ此基因表达水平

与对照相比差异较小ꎬ在 ＧＡ３ 处理后第 １４ ｄ 几乎检

测不到该基因的表达ꎮ

图 ６　 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因在赤霉素处理的金手指葡萄果实中不同

时期的表达水平

Ｆｉｇ.６ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｇｏｌｄ Ｆｉｎｇｅｒ
ｇｒａｐｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｓｔａｇｅｓ
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２.５　 果粒纵、横径及果形指数

葡萄果粒纵径在赤霉素处理下相比对照均有增

长ꎬ且差异极显著(表 ２)ꎮ ＧＡ３处理下葡萄果粒横

径增大ꎬ相比对照差异不显著ꎬ２５ ｍｇ / Ｌ赤霉素处理

后果形指数与对照差异极显著ꎬ说明葡萄果形发生

显著变化ꎮ

表 ２　 赤霉素处理对果粒形状的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｆｒｕｉｔ ｓｈａｐｅ

处理
果粒横径
(ｍｍ)

果粒纵径
(ｍｍ) 果形指数

ＣＫ １６.３１Ａａ ３２.２２Ａａ １.９７Ａａ

２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ 处理 １６.４１Ａａ ４２.８７Ｂｂ ２.６１Ｂｂ
同列数据不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ不同大写字母表示
差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ

３　 讨 论

在赤霉素生物合成途径中ꎬ参与 ＧＡ 合成早期

步骤的一些酶由单基因编码ꎬ而参与后期步骤的一

些酶则由多基因家族编码ꎮ 目前ꎬ许多赤霉素合成

代谢中的关键基因在葡萄上已经被克隆并进行了研

究[２２￣２４]ꎬＧＡ２０ｏｘ 家族基因是植物体内合成活性赤霉

素的关键基因ꎬ在活性赤霉素的合成过程起着极其

重要的作用ꎮ 在葡萄中关于 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因的研究多

集中于对赤霉素合成的调控ꎬ主要研究赤霉素处理

葡萄在不同花期 ＶｖＧＡ２０ｏｘ３ 表达的变化[２５]ꎮ 改变

基质浓度研究 ＧＡ２０ｏｘ２ 对其基因调控产物 ＧＡ１２合

成的影响[２６]ꎬ及在不同品种中的 ＧＡ２０ｏｘ 家族的组

织特异性表达差异[２７]ꎬ并未深入探讨 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因

在赤霉素调控合成中的作用对果实形状的影响ꎮ 本

试验通过对金手指葡萄果形转录组的分析ꎬ找到差

异表达基因 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ꎬ并在金手指葡萄中克隆出

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因ꎬ与 ＮＣＢＩ 中预测基因相比ꎬ该基因

发生点突变ꎬ但突变位点不在功能结构域内ꎬ这可能

是由于测序品种和试验品种不同造成的ꎮ 多序列比

对和系统发育树分析结果显示ꎬ在葡萄、杨树、番茄、
拟南芥、水稻、烟草、可可、小麦、草莓和玉米等 １０
种植物中ꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因与杨树同源基因亲缘关

系最近ꎬ并且在 １０ 种植物中具有相似的保守结构

域ꎬ说明 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因功能是相对保守的ꎮ
农杆菌介导法转化烟草细胞瞬时表达结果显

示ꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 蛋白同时定位在细胞核和细胞膜中ꎬ
说明此基因编码的产物不仅在细胞核上有功能ꎬ而

且在细胞膜上起作用ꎮ 由于膜上的蛋白质主要有载

体蛋白、与细胞活动相关的离子泵、通道蛋白和蛋白

受体等ꎬ因此 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 的编码产物对细胞质膜的

稳定或控制蛋白转运具有一定的作用[２８]ꎮ 与
ＶｖＧＡ２０ｏｘ１ 蛋白定位结果一致[２２]ꎬ推测可能发挥相

似的功能ꎮ
利用外源 ＧＡ 对花序和幼果处理可有效地提高

果实品质ꎬ促进果实发育及膨大ꎬ在许多果树生产中

应用广泛ꎮ 本试验采用外施 ＧＡ３处理葡萄幼果ꎬ在
果实成熟时ꎬ处理后的果实纵径显著增长ꎬ与对照相

比ꎬ 果 形 发 生 明 显 变 化ꎮ 为 了 进 一 步 了 解

ＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 基因在调节葡萄果形方面的功能ꎬ试验

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对该基因在处理与对

照样品间的表达特性进行了分析ꎬ试验结果表明ꎬ在
ＧＡ３处理后 １ ｄ 内ꎬＶｖＧＡ２０ｏｘ２ 的表达受到抑制ꎬ其
原因可能在于 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因的转录水平受到 ＧＡｓ
初期的反馈调节影响ꎮ 由于施用了外源 ＧＡ 使得果

实内 ＧＡ 含量增高ꎬ进而抑制了该基因的表达ꎬ这与

ＧＡ 应答系统与活性 ＧＡ 含量之间存在着前馈和反

馈调节的关系相一致ꎬ在 ＧＡ３处理 １ ｄ 后表达量迅

速升高ꎬ并在第 ３ ｄ 达到峰值ꎮ 在拟南芥中ꎬ Ａｔ￣
ＧＡ２０ｏｘ１ 和 ＡｔＧＡ２０ｏｘ２ 基因可以促进下胚轴生长及

角果的伸长[２９]ꎬ推测 ＡｔＧＡ２０ｏｘ 同源基因 ＶｖＧＡ２０ｏｘ２
可能参与了葡萄果形拉长的调控ꎬ从而促进果实的

增长ꎬ产生长形果实ꎮ 在 ＧＡ３处理后第 ７ ｄꎬ基因的

表达逐渐下降ꎬ在第 １４ ｄ 几乎没有表达ꎬ可能与赤

霉素的作用减弱有关ꎮ 有研究结果表明ꎬ外源 ＧＡ３

的作用效果可以持续 ７~１５ ｄ[３０]ꎮ
关于 ＧＡ３对葡萄果实形状的调控作用ꎬ研究仍

未深入ꎬ 从拟南芥果形相关的研究中可知ꎬ Ａｔ￣
ＧＡ２０ｏｘ１ 基因作为 ＡｔＯＦＰ１ 的靶基因调控着果实的

发育ꎬ影响植株大小ꎮ 本试验从葡萄活性赤霉素合

成中关键活性基因的序列功能及表达进行了分析ꎬ
通过 ＧＡ３处理后 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因在幼果中的表达变

化ꎬ调节内源赤霉素含量ꎬ从而影响果实发育ꎬ控制

果形变化ꎮ 同时ꎬ推测 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因可能作为控制

果形 ＯＶＡＴＥ 基因的靶基因调控果实发育ꎬ影响果实

形状ꎬ但具体的调控机制仍不清楚ꎬ需要后续试验验

证两者的关系ꎬ关于 ＧＡ２０ｏｘ２ 基因的在果形上的功

能需要通过基因沉默和超表达进一步研究ꎮ
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