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赤霉素合成基因的克隆以及其相关矮化突变体

武涛曹家树*虞慧芳

(浙江大学蔬菜研究所，杭州 310029)

摘要 矮化突变体在阐明植物茎的生长发育调节机制和植物育种中具有十分重要的作用。

研究表明，赤霉素(GA)与植物矮化突变体的产生有密切关系。目前运用各种不同的方法，几乎所

有编码GA合成过程中的酶的基因都被克隆出来了。近年来，一系列新方法更加促进了 GA调控的

研究进展。现就GA合成过程中相关基因的克隆、 GA的信号转导以及如何进行GA调控等方面进

行综述。
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有关植物生长发育的分子基础研究常常是通过

突变体的分析而得以深入的，许多与植物生长发育

相关的调节基因均是通过对突变体的研究获得的。

矮化是作物育种中最有价值的特性之一，且对于阐

明植物茎的生长和发育的调节机制十分重要。半矮

化品种具有更强的抗逆性，同时能促进产量的稳定

增长[1]。由于其在农艺学和园艺学上的重要性，研

究人员在许多不同的物种中(拟南芥、玉米、水

稻、豌豆、番茄等)分离出了矮化突变体。

引起植物矮化的因素有多种，植物激素如赤霉

素(gibberellin ， GA)或油菜素内醋的生物合成或信号

转导途径受阻均会导致植物矮化。此外，细胞壁不

正常或细胞伸长不正常等也会引起植株的矮化[2] 。

目前研究较多的是与激素相关的植物矮化突变体。

根据植物矮化突变体对外源激素的反应，可将其分

为缺陷型和不敏感型两类。激素缺陷型矮化突变体

是活性激素的生物合成途径被抑制或阻断，使得植

物体内源活性激素缺乏或痕量存在。体外施用相应

的活性激素后，突变体的矮化表型可恢复到野生型

表型。激素不敏感型矮化突变体的内源活性激素水

平变化不大，甚至比野生型的还高。这类突变体在

体外施用相应的活性激素后不能恢复到野生型表型。

1 GA 的生物合成
GA在高等生物不同的生长和发育阶段都起着十

分重要的调控作用。例如，种子的萌发，茎的伸

长和花的发育等[3]0 GA 的生物合成途径已基本确

定。 GA 是类二蔽途径的产物，它们的形成由共同

的 C20 前体辘牛儿辘牛儿焦磷酸(GGPP)的环化开

始。 GGPP 环化形成内-贝壳杉烯(ent-kaurene)，由

古巴焦磷酸合成酶(CPS)和内·贝壳杉烯合成酶(KS)

催化。内-贝壳杉烯通过一系列由 CytP450 单加氧

酶和双加氧酶催化的氧化反应转化成 GA120 这些

过程中涉及的酶有内-贝壳杉烯氧化酶(KO)和内-贝

壳杉烯酸氧化酶(KAO)。最后具生物活性 GA 的合

成，从 GA53/GA12 到 GAlIGA4，是通过两条平行

的途径进行的。催化此过程的酶有 GA20- 氧化酶

(GA20ox) 、 GA3ß- f:圣基化酶(GA3ox)和 GA2ß- f:歪基

化酶(GA2ox)( 图 1) [4 J 。

2 GA 缺陷型矮化突变体
对于 GA 缺陷型矮化突变体，目前研究的热点

是克隆这些 GA 合成过程中发生作用的基因，并对

其进行功能验证[2] 。最近几年，利用不同的方

法[M]，几乎所有编码 GA 合成过程中的酶(CPS ，

KS , KO , KAO , GA20ox , GA30x 和 GA2ox)的

基因都被克隆出来了，而且在不同物种上都获得了

与其相关的突变体[9] 。这些酶的突变体的典型性

状，除了 GA20x 以外，均表现矮化。对这些突变

体施用外源 GA 能把它们恢复到野生型[1] 。同时，

Sakamoto 等[1]根据对突变体和表达的分析，还发现

参与 GA 合成早期步骤的一些酶(如 CPS ， KS , KO 

和 KAO)是由单基因编码的，而那些参与后期步骤

的一些酶(如 GA20ox ， GA30x 和 GA2ox)是由一个

小基因家族编码的。 GA200x 和 GA30x 分别至少有
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甲瓦龙酸 CMVA)

• 
4撞牛儿钱牛儿焦磷酸 CGGPP)

GAl •• CPS 

占巴焦磷酸 CCPP)

GA2 •• KS 

内-贝壳杉烯

ω ↓↓↓←KO， KAO 
内-贝光杉烯酸

• 
内-7α-扫墓贝壳杉烯酸

• 
GA12 醒

Gjl2 ω扫墓化酶
ω ↓↓↓← GA2叫七酶 •••• 

GA9 GA20 

Le • ← GA3ß-剧化酶→ • 
GA4 GA4 GAl 

•• 
GÁ34 +- GA2 ß -诠某化酶一.... GA8 

图 1 GA生物合成途径[4]

4 个基因编码，而 GA20x 至少有 6 个基因编码[9] 。

2.1 拟南芥 GA 缺陷型矮化突变体

根据 GA 缺陷型矮化突变体，目前已从拟南芥

中克隆出了 6 个 GA 合成相关基因。 GAl 编码 CPS ，

GA4 和 GA5 编码 GA 合成过程中后面几步的双加氧

酶的合成。 GA2 、 GA3 和 GA6可能编码促进 GA合

成的一些酶或其调控因子。

拟南芥 gal 突变体是雄性不育的矮化突变体，

对其连续施用 GA 能使其转变为野生型。与野生型

相比 ， gal 突变体内 GA水平下降且内-贝壳杉烯合

成酶的活性也非常低，其GA 的合成是在形成内.贝

壳杉烯之前被阻断的，但是内-贝壳杉烯形成之前

的几步反应却没有受到这个突变的影响 [10] 。

GA 反应的第一步是通过两次的环化反应，

GGPP 转化成内-贝壳杉烯。 GGPP 首先通过内-贝

壳杉烯合成酶A(KSA)被环化成中间产物Cpp，然后

CPP马上通过内-贝壳杉烯合成酶B(KSB)转化成内­

贝壳杉烯。 Koomneef 等[I 1]分离出了 9 个 gal 等位基

因，其中 gal-3 有 5 kb 的缺失。利用这个缺失，采

用基因组差减(genomic subtraction)的方法克隆到了

GAl 位点[7]，把 GAl cDNA 在大肠杆菌中进行表达，

结果表明拟南芥 GAl 编码 KSA，它能促进 GGPP 到

CPP 的转化[12] 。

-综述-

拟南芥ga2突变体是GA缺失型矮化突变体。以

前的生化研究表明，这是由于 CPP 转化为内-贝壳

杉烯这一步受到了破坏造成的。而这 A步是由 KS

催化的。把以前从南瓜上分离出的 KScDNA 克隆

在 ga2 中过量表达，能够使其恢复野生表现型。

Yamaguchi 等[3] 利用南瓜(Cucubita maxima)(CmKS) 

的 cDNA 作为探针，从拟南芥中分离出了 KS 、

AtKS。相应的拟南芥 cDNA 被分离出来且作为溶解

蛋白在大肠杆菌中进行表达。结果这个溶解蛋白具

有酶的活性。能把有[3H] CPP 转化为[3H] 内-贝壳

杉烯。来自 ga2-1 突变体的重组 AtKS 在 C末端被截

下了 14 kDa，它不含有明显的 KS 活性。序列分析

表明， C-2099 与 T 的碱基替换把 Gln-678 密码子变

成了」个终止子。这与前面工作结果相符合，从而

更加说明 AtKS 与 GA2 位点有关。 Yamaguchi 等[3]的

研究结果表明 ， GA2 位点编码 KS 。

Helliwell 等[川的研究表明 ， ga3-1 突变体体内

KO 活性减弱，并利用传统的图谱克隆和随机序列

相结合的方法，鉴定出了细胞色素 P450 基因，它

在遗传图谱上与 GA3在同一位置。根据 ga3 体内内­

贝克杉烯的积累以及体外施用内喃贝壳杉烯后并没有

引起 ga3 突变体的生长这两个证据，他们提出 ga3

突变体缺乏 KO 活性。因此 ， GA3 编码 KO(一个依

赖 f细胞色素 P450 的单加氧酶)0 GA3 含有 6 个内

含子和一个 1678 bp 的开放阅读框，编码→个 58.1

kDa 的蛋白质。另外 ， ga3 的两个等位基因的测序

结果表明，两个等位基因都含有一个碱基的替代，

分别在阅读框内引入一个终止子。

Chiang 等[6]在转基因拟南芥的后代中发现了与

GA 相关的半矮化突变体。对其进行的遗传分析表

明转基因植株有二个与 ga4 等位的插入性突变，

ga4-2。随后利用 T-DNA 插入标签法分离到了 ga4

位点[6] 0 这个基因拥有一个包含→个内含子的开放

阅读框，编码一种 40.2 kDa 的酶。随后的研究表

明，在拟南芥中 ， ga4 突变体等位基因阻断了 GA

生物合成过程中的 3札究基化作用，降低了内源

GA1 , GA8 和 GA4 的量，增加了内源 GA19 、 GA20

和 GA9 的量。 3户"起基化作用的下降导致植株半矮

化，即产生 ga4 突变体。突变了的 GA4 基因可能

编码改变了形式的 3ß- 琵基化酶。这→点与豌豆中

的 le 突变体很相似[14] 。

在 GA 的形成过程中，在 GA12 醒后还有一系

列的氧化步骤，从而形成具生物活性的 GA。利用

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
  

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    

 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
 



武 涛等:赤霉素合成基因的克隆以及其相关矮化突变体

南瓜 cDNA 克隆作为异源探针， Xu 等口5]从长日照

拟南芥的基因组文库中分离得到了编码GA200x的基

因组克隆。它包含了 GA-20ox 基因，这个基因包

含了 3个外显子和两个内含子。这3个外显子共 1131

bp 长，编码了 377 个氨基酸残基。用 RT-PCR 的方

法获得了与 GA200x基因组序列相应的 cDNA 文库，

并在大肠杆菌中对其进行了验证。它能将 GA53 转

变为 GA44，把 GA19 转变为 GA20。在衍生氨基酸

水平，拟南芥 GA200x 与南瓜 GA200x 具有 55% 的

一致性和大于 80% 的相似性。两种 GA200x 均与其

他 2- 酣戊二酸依赖性双加氧酶有同源性，但是它们

两者之间的同源性却是最高的。图谱分析结果表

明，拟南芥中 GA200x基因与 GA5有紧密连锁关系。

GA5 半矮化突变体有一个G到 A 的点突变，它在蛋

白质编码序列中插入一个翻译性终止密码子，于是

表明 GA5 位点编码 GA20oxo

拟南芥Heynh的化学突变产生了4种半矮化的突

变体[闷，它们可能都是 GA 合成突变体。它们均具

有非典型的 C20-GA 反应性状，这表明每一种突变

体都削弱了 GA200x 的表达。 11.2 这个突变体被证

明是和 ga5 等位的，命名它为 ga5-2 。另外两种突

变体 2.1 和 10.3， 都有着短的花序和长角果，两者

互为等位基因，但它们与己知的与 GA 相关的突变

体 ga1 到 ga5 是没有等位关系的。于是将其命名为

GA6 ， 它可能编码花序和长角果表达的 GA20 氧化

酶。第 4 种突变体 1. 1，其表现型类似与 ga5 ， 但

是与任何一个 ga 突变体都不是等位的。

2.2 豌豆 GA缺陷型矮化突变体

目前在豌豆(Pisum sativum)中发现的GA缺陷型

矮化突变位点主要有 4 个，即 : LS , LH , LE 和
NA。它们分别编码 KS[17] 、 KO[18] 、 3~- 美圣基化酶[19]

和 KAO[20] 0 

以前的一些生化实验表明，豌豆中的 ls-1 突变

体降低了 KSA 的活性。为了更详细的研究 ls-1 突变

体， Ait-Ali 等[17]克隆了编码豌豆 KSA 的 cDNA，且

证明是由 LS位点编码的。内含子中 G 到 A 的碱基

替代造成的 ιI 突变导致了刚A拼接的削弱。利用

南瓜KSB基因构建了一个KSA和KSB结合的离体化

验系统来证明 KSA 是由 LS和 ls-1 等位基因编码的。

利用重组的野生型 KSA和 KSB 溶解蛋白， GGDP在

离体状态下转化成了内·贝壳杉烯。根据RT-PCR产

物的序列， Ait-Ali等[17]预测在扣I 突变体中存在3个

不同的短缩的 KSA蛋白。虽然在离体条件下没检测
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到最丰量的突变KSA蛋白，但是 ls-1 等位基因并不

是一个无意义的突变。它至少能够部分地编码一个

功能性蛋白质。

豌豆 lh 突变体是 GA缺陷型突变体，与野生型

相比，其节间和根的生长都受到了抑制。 Davidson

等[18]分离到了一个名为 PsK01 的基因。它编码来自

于 701A 亚家族的细胞色素 P450。把PsK01 在酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中进行表达能促进GA合成

过程中从内-贝壳杉烯到内.贝壳杉烯酸的三步氧化

反应。进一步的研究表明 PsK01 具有 KO 活性。在

3 个独立的突变基因(lh-1 ， lh-2 , lh-3)中 ， PsK01 

的序列都发生了改变。在酵母中表达屿-1 ，结果体

内的内-贝壳杉烯得到了积累。从而说明 LH编码

PsK010 

在豌豆中，调控茎伸长的主要 GA 是 GA1 ， 它

是由 GA200x 通过地-程基化作用形成的。这一步

骤在豌豆中由 Le位点调控。这一位点的突变会导致

植株的矮化。 Le 位点几乎是被两组人员同时克隆出

来的[14 ， 1飞 Martin 等问从一系列含有 Le 、 le 、 le-3

和 led 的等位基因豌豆中分离出了编码 GA 3~- 起基

化酶的 cDNA 克隆。每一个 cDNA 克隆都在大肠杆

菌中进行了表达。结果表明 ， Le 编码 3β 挂基化

酶。 Le 转录产物在许多部位，比如正在萌发幼苗

的根、茎和子叶，幼苗的节间和叶片，还有正在

发育的种子中都有表达[叫。

豌豆 GA缺陷型矮化突变体 na 节间严重短缩，

根的生长减少，叶片缩小，种子能正常萌发。

Davidson 等[20]首先克隆了编码 CYP88A 亚家族细胞

色素 P450 单加氧酶的两个基因 ， PsKA01 和

PsKA02 ， 在酵母中对这两个基因进行表达，两者

都具有KAO的活性，能够促进GA合成途径中从内·

贝壳杉烯到 GA12这三步的反应。除了中间产物内-

7α-瓷基贝壳杉烯酸(ent-7α-hydroxykaurenoic acid)和

GA12醒外，一些其他的豌豆KAO活性产物也被检

测了出来，其中包括内 -6α ， 7α，二楚贝壳杉烯酸

(ent-6α，7α-dihydroxykaurenoic acid)等。在两个独立

的等位突变体na-1 和 na-2 中 ， PsKA01 改变了序列。

另外 ， PsKA01 中 5 个碱基的缺失是与 na-1 等位基

因联系在一起的，而 na-1 等位基因是与 na 表现型

共分离的，从而说明 NA 编码 PsKA01 。在茎、顶

芽、叶片、英和根等一些 na 突变体上的实验结果

表明 ， PsKA01 可以在降低了的 GA水平的器官中得

到表达。 PsKA02 只是在种子中得到了表达，这一
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点可能可以解释为什么 na 突变体的种子能够正常发

育且其体内有正常的 GA 合成。

3 GA不敏感型矮化突变体

这一类突变体是研究 GA 信号接收、传递过程

和机制的好材料。在拟南芥、水稻、豌豆、番茄、

大麦、小麦、玉米等植物中都发现了一些 GA 不敏

感型突变体，这些突变体一般根据其表型的不同而

分为两类:一类是 GA 不敏感型矮化突变体，这类

突变体的表现型与 GA 生物合成突变体相似，半矮

化或者完全矮化，发芽率降低，叶片浓绿紧缩，开

花延迟，花发育不正常，其中一些突变体是隐性

的，如水稻的 dwarfl (dl)突变体，拟南芥的pickle

(Pkl)突变体和 sleepyl (slyl)突变体等:另一些突变

体为半显性或显性，如拟南芥的 GA- 不敏感型突变

体 l(gail)，玉米的 D8 ， D9 突变体和拟南芥的短节

间(shi)突变体等。另一类突变体为组成型 GA 不敏

感型突变体(constitutive GA insentive mutants) ，这
类突变体植株的 GA 含量只有正常对照的儿十分之

一，但突变体表现出与 GA 过量处理过的野生型相

似的表型，叶柄和茎变长，叶片颜色变浅，育性

降低，且这些性状不受外加 GA 或 GA 抑制剂的影

响。这类突变体很可能是由于这些基因在 GA 信号

的吸收和传递过程中起着负调节的作用，基因突变

后这种负调节作用被解除，从而表现出与野生型

GA 处理后的表型相似的表型。这类突变体包括拟

南芥的 spindly (spy) 、 rga 突变体，豌豆的 la: cη 

突变体，大麦的 sln 突变体和水稻的 slrl 突变体等，

这些突变体都是隐性的。

通过对 GA 不敏感型突变体的遗传分析，已发

现和鉴定了一些与 GA 信号转导相关的基因，根据

它们在GA信号转导中是起正向调节或负调节作用而

把它们分为正向作用因子(positively acting compon­
ents)和反向作用因子(negatively acting components) 。

3.1 正向作用因子

3.1.1 D肌4.RF 1 DWARFl 是水稻里唯一个编码

GTP 结合蛋白的基因[21]，其突变体表现出典型的

GA 不敏感性状。与野生型相比，突变体的节间伸

长对体外施加 GA的敏感度不高，第二片叶对GA 的

敏感度与野生型相比是看不出区别的，但是这个突

变体的生长还是被抑制了。 dl 与 slrl 突变体均表现

弱小的表现型，这表明 SLRl 做为 GA反应过程中的

一个负调控因子，在 Dl 的下游发挥功能。尽管 dl

·综述.

突变株的一些表现型与一些G蛋白有关，而这些G

蛋白在 GA 反应的过程中也表现出正作用，但是突

变体第二片叶对赤霉素正常的敏感性表明这些蛋白

质可能并不是和 GA 反应中的-切过程均有关。拟

南芥功能缺失型突变体影响了 G蛋白的活性，尽管

它们只是影响了信号转导中的几个步骤且并没有造

成如 GA 缺陷型那样典型的矮化性状。因此， G 蛋

白对 GA反应的重要性在不同物种间可能是不同的。

3.1.2 PHORl PHORl (photoperiod-responsivel) 
是在筛选短日照下马铃薯哪些基因的mRNA水平会

上升的过程中鉴别出来的基因 [221 。反义抑制

PHORl 的表达会造成植株的半矮化，使植株对 GA

的敏感性下降，增加内源 GA 的水平。过量表达

PHORl 则会使植株生长过度，对 GA 的敏感度增

强。 GA处理能促进番茄BY2细胞中 PHORI-GFP 榕

解蛋白的核定位。而 GA 合成抑制物会使这个溶解

蛋白定位在胞液中。对缺失突变体的分析表明:有

两个区域对于 GA调控的 PHORl 基因的定位是非常

重要的。缺失突变分析鉴定了两个对GA调节PHORl

蛋白定位起重要作用的区域，其中一个区域是保守

的半脱氨酸.脯氨酸-异亮氨酸模体(CPI) , CPI 缺

失引起PHORl : GTP 融合蛋白组成性地定位于核内，

表明 CPI 是 PHORl的胞质溶胶定位信号，但其作用

可以被 GA所抑制。另一个与 PHORl 蛋白定位有关

的区域是 armadillo 重复序列， armadillo 重复序列是

最早在果蝇中发现的一种 42 个氨基酸的多拷贝序

列，在其他生物中也存在，具有核定位的功能。

PHORl含有 7个 armadillo 重复序列，缺失实验证明

这些armadillo重复序列是PHORl 的核定位信号，但

其核定位功能可为 CPI 所逆转，据此可以推测出

PHORl 发挥作用的模式，当 GA 信号不存在时，

CPI使 PHORl 保持在胞质溶胶中，这时 PHORl 处

于非活性状态:当 GA信号转导时， CPI受到抑制，

armadillo 重复序列使 PHORl 定位到核内，从而促

进 GA 反应中的正向作用因子基因的转录。

3.1.3 MYB GAMYB是 GA诱导的转录因子。它

能使大麦 α· 淀粉酶启动子活化，因而被人们所鉴

定。在糊粉层细胞中，来自拟南芥的 3 种 GAMYB

蛋白己被证明能够功能性地替代大麦中的 GAMYB

蛋白[231 0 其中的一种蛋白质， AtMYB33 可能与 GA

诱导的植物开花有关。诱导植物开花的过程中

AtMYB33 在茎尖得到了表达，且它的表达是受 GA

诱导的。花的分裂组织基因 LEAFY(LFη的表达同
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样受 GA 的诱导。一个特定的启动子组件 ， GOF9 , 

被证明给予了 GA 感应。 AtMYB33 与 GOF9 结合在

一起表明，在诱导花形成的过程中，受 GA 诱导的

AtMYB33 与 GOF9 结合在一起，促进了 LFY 的表

达。因为 AtGAMYBs 是在种子和植物组织中得到表

达，所以除了植物的开花以外，它们还可能参与了

GA 反应。

另一个来自拟南芥调控 GA 的 MYB 基因 GLA­

BROUSl (GLl)， 可能在反应的初始阶段和香毛簇
的分支方面发挥作用。拟南芥的 gal 突变体与野生

型相比含有更少的香毛簇，但是用 GA 处理能逆转

这种作用。因为 GLl 的 mRNA 在 gal 中丰度不高，

且GA处理能增加受GL1启动子驱使的一个报告基因

的表达，所以受 GA 诱导的 GLl 的表达可能会同时

促进初始阶段和香毛簇的分支。

3. 1.4 SLEEPYl 遗传筛选GA 反应途径中的正

向作用因子的一个潜在的困难是受那些因子作用的

突变体不能萌发。受 GA 合成影响的突变体的萌发

能通过降低脱落酸的合成水平或敏感性这样的突变

而被恢复[叫。与野生型相比 ， abil-l 突变体对脱落

酸的敏感性较低，因此它能够在 3μmoVL 的脱落酸

条件下萌发，而 3μmollL则能抑制野生型种子的萌

发。对于在 3μmoVL 脱落酸条件下不能萌发而在去

除脱落酸能萌发的突变体进行的。bil-l 抑制筛选己

经鉴定出了新的 GA合成突变体和 sleepyl (slyl)基因。

Slyl abil-l 植株是墨绿色的矮化株，它不能被施用
GA 而恢复其野生型性状。在没有 abil-l 等位基因

的情况下 ， slyl 的种子是不能萌发的。

3. 1.5 PICKLE 拟南芥 PICKLE (PKL)蛋白包含

具有 CH3 染色质改造特点的区域。并且一些pkl 突

变体表现型表明 P虹蛋白参与了 GA 反应[25]。功能

缺失型pkl 突变体是体内 GA含量增加的 GA不敏感

型矮化株。关于开花的时间 ， pkl 和 gai-l 表现出

协同作用，表明两种突变体影响了 GA 的反应途

径。与双亲单突变有关的是 ， pkl gai-l 植株在 SD

条件下开花严重推迟。除了上述几种表现型 ， pkl 
还有其他表现型，这表明 PKL 与 GA 的反应有着复

杂的关系。 pkl 植株种子萌发后胚胎特性继续发生

最明显的证据便是在主根膨胀的根尖上油脂的积累

和贮藏蛋白基因的表达。令人感兴趣的胚胎学现象

是它们并不是完全渗透的，用 GA 合成抑制剂能够

增加这种表现型的渗透性，而 GA 处理却能降低其

渗透性。 PKL 同样在 GA 调节方面还发挥着作用。

161 

与 asymmetricl 或 asymmetric2 突变结合 ， pkl 能在

叶子的凹陷处形成异位的托叶，在极少的时候甚至

形成异位的分裂组织。与 crab claw 结合 ， pkl 能

形成异位的近轴的心皮组织。

尽管 PKL 在 GA 反应过程中的作用还不清楚，

人们通过 CH3 染色质改造因素还是提出了一些可能

的机制。 CH3 蛋白是具有能抑制转录的组蛋白脱乙

酌基酶活性的一个大的复合物。因此， PKl 表现型

可能是异位基因的表达造成的。但是它仍然遗留了

一个问题，那就是异位表达的基因在 GA 反应过程

中是起直接作用还是间接的作用。

3. 1.6 GIBBERELLlN-INSENTIVE DWARFl Sasaki 

等问在水稻GA缺陷植株中观察到了隐性的GA不敏

感型矮化突变体， gibberellin-insentive dwarflv(gidl) 
的表现型。其第二片叶扩张，且用 GA 处理没有诱

导出 α- 淀粉酶的产生。另外，在突变体中 GA-20

氧化酶的表达得到了增加。 GIDl 这个基因己经得

到了克隆，尽管预测的 GID1 蛋白与水解酶家族成

员有相似性(解酶包括醋酶、脂肪酶和蛋白酶)，但

是 GID1 蛋白的功能还没有被确定。对 gidl 和 slyl

两个突变体的分析表明，作为对 GA 负调控的 GAI/

RGA 家族的一员 ， GIDl 在 SLRl 的上游起作用。与

GIDl 在 SLRl 的上游起作用一致的是，一个 SLR1-

GFP 溶解蛋白在 GA 处理后在野生型中含量降低而

在 gid1 中对 GA 处理却没有反应。

3.2 负作用因子

3.2.1 RGAlGAI 蛋白 许多 GA敏感型突变体改

变了编码 RGAlGAI 家族的基因。影响 RGAlGAI 蛋

白的突变体已经在拟南芥(rga 和 gai)、大麦(slnl) 、

玉米旷的、水稻(slrl)、小麦(rht)等物种中得到了鉴

定。可以把它们分为两种类型:拟南芥、玉米、

小麦、大麦中的半显性突变，它能导致植株矮化:

在拟南芥、大麦、水稻中的功能缺失型隐性突变，

它能加速植株的生长。功能型缺失的隐性突变表型

的等位基因分析表明那些蛋白质在GA反应过程中起

负调控作用。在大麦和水稻中，单基因的产物

SLN1 和 SLR1 在植物所有的发育阶段分别对 GA 的

反应起负调控的作用。相反，拟南芥含有一个基因

家族编码RGA ， GAI 和 3 个相似于 RGA(RGL)的有

重叠作用的蛋白。

RGA是在筛选抑制 GA缺失型 ga-l 突变的植株

矮化的突变体的过程中被鉴定的。功能缺失型 gal

突变能够在某种程度上抑制 gal 植株大部分的表现
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型，使植株矮化且降低顶端优势的作用。与 rga 等

位基因相反的是，一种功能缺失型等位基因 ， gai­

而，只是能稍稍地抑制 gal 的表达。然而，在 rga

和 gai-t6之间却有一个协同作用。 rag 和 gai-t6 两者

结合起来并没有加倍 gal 植株开花延迟等表现型，

甚至产生了 GA过量的表现型。这表明， RGA和GAI

是那些过程的主要的抑制者。 Rag 、 gai-t6 、 gal

这 3 个突变体不能萌发且在花瓣和其他的发育过程

中不表现缺失，这表明 RGLs 与那些过程有关。最

近，人们发现 RGLl 与萌发有关。转基因的拟南芥

种子， RGLl 在其体内没有表达，对 GA 合成抑制

剂 Paclobutrazol 类的萌发抑制物有抵抗作用。

3.2.2 SPINDL Y 对 Paclobutrazol 能同时抑制种

子的萌发和植株的矮化的基因进行筛选，结果得到

了一些 SP的DLY 的隐性等位基因[27]。对 gal 和 gai­

I 的抑制物进行筛选同样得到了另外的一些 spy等位

基因。尽管在许多方面这些抑制只是部分的，所有

被鉴定出来的 GA 缺失型表型都受到了 spy 的抑制。

在野生型背景下 ， spy 能够使得连续施用 GA3 的野

生型(其中包括直立的圆花饰叶子的表现型j变成叶子

白绿色，提早开花，且结实率降低这样的表现型。

在控制花椰菜镶嵌病毒 35S 启动子的条件下，在拟

南芥和矮牵牛中过量表达拟南芥 SPy，产生了与降

低了的 GA 活性一致的表现型。根据以上结果，

SPY应该是 GA 反应过程中的一个负调控因子。在

大麦糊粉层中过量表达大麦 SPY 这一实验也证明了

这个假设。

用 SPY::GUS 报告基因来检测拟南芥 SPY 的表

达，和通过 RT-PCR来检测矮牵牛 SPY 的表达这些

实验发现，它们组成性地在所有的发育阶段都得到

了表达，并且它们的表达不受 GA、其他激素或光

的调控。在细胞质和细胞核中都发现了拟南芥 SPY

蛋白。

3.2.3 SHORT INTERNODES 通过活化标签 Ds

转座子，对 SHORT INTERNODES (SHl)等位基因
的过量表达产生了半矮化的表现型，且这种表现型

不能被 GA 处理或增加内源 GA 的浓度而逆转 [28] 。

野生型的 SHI基因在未经受过快速延长生长的年幼

器官中得到了表达，这表明 SHI阻止了年幼器官在

GA作用条件下初始的不相称延长生长。因为 SHI在

正在进行延长生长的细胞里通常不表达，过量表达

SHl等位基因产生半矮化的作用可能要归功于异位表

达。在大麦糊粉层中表达SHI降低了 GA对 α. 淀粉

·综述·

酶的诱导作用，这表明在不同的物种中过量表达

SHI 能够对 GA 的反应起负调控作用。它仍然遗留

了一些问题，是否 SHI在 GA 反应中起作用，或者

说是否过量表达一些干扰 GA 反应的基因。尽管功

能缺失型 shi 等位基因没有产生相应的表现型，但

是 SHl是拥有 9 个成员的基因家族的一部分，提高

了在功能缺失型表现型决定前必须突变几个成员的

可能性。

4 对 GA合成相关基因的调控以控制株高

以及其他激素之间的关系

以前在农业或园艺学上对植株的调控主要是采

用一些化学的方法。在了解了 GA 生物合成途径的

基础上就可以利用生物技术从基因水平上对植株特

定组织特定基因进行调控。比如可以只对控制节间

伸长的基因进行调控就可以达到控制株高的目的，

且不会对果实的成熟的其他方面产生影响。这与化

学方法相比是一大优势。人们普遍认为对 GA 生物

合成的调控分布于几个接触反应步骤，改变其中的

一个对于整体上的 GA 合成没有太大的影响。所

以，过量表达 CPS，对拟南芥的生长和发育没有产

生巨大的影响[12]。但是，与此相反的是，调控 GA

合成过程中后面步骤中的几个酶(GA20ox， GA30x和

GA2ox)的表达，却对活性 GA 的合成产生了影响。

Niki 等[29] 在离宦上用强的组成性启动子盒(E12-35S­

Q)转化的方法，过量表达一种南瓜 GA20ox，表明

在 T2代，在矮化高宦中，内源性 GAl 和 GA4 水平

下降，而 GA17 和 GA25，作为南瓜 GA200x 无生

物活性的产物，却大量在矮化离宦体内积累。同

时，人们也还采用其他一些不同的方法来降低转基

因植株中有生物活性 GA 的水平。 Coles 等[30]利用反

义 RNA 的方法抑制拟南芥 GA200x 的表达，部分地

鉴别了基因家族中不同个体的作用。在两个转基因

系中，抑制AtGA200xl 的表达都起到了作用，降

低了植株体内活性 GA 的水平且使得植株半矮
化[30] 。

最近的一些研究对激素间的相互作用给予了高

度的重视。 Ross 等[31]阐明了生长素和 GA 的一种新

关系。在野生型豌豆品种中，去除顶芽后大大地降

低了节间中内源活性 GAl 的含量。同时，还降低

了 LE 基因的转录水平， LE 基因编码 GA3 氧化酶

(PsGA3oxl)从而在豌豆嫩芽完成从 GA20 到 GAl 的

转化。另外还增加了 SLN 基因的转录水平，它编
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码 GA2 氧化酶(PsGA2oxl)从而完成从 GA20 到非活

性 GA29 的转化。但是体外施用 IAA 后能够恢复活

性 GAl 的水平。 IAA 已被证明能够促进豌豆嫩芽活

性 GAl 的合成。 O'Neill 等[32]利用 Northern 杂交的

方法分析了 IAA对于豌豆中 GAl 合成与代谢后期一

些关键基因在转录水平的诱导时间，比如说

PsGA30xl (Mende's LE) , PsGA2ox l, PsGA20x 手日

PsGA200xl 。施用 IAA 后在 PsGA30xl 、 PsGA20xl 、

PsGA20泣的转录水平发生了较'快的变化(2~4 h) 。

GAl 的代谢研究表明 IAA抑制了 GAl 的钝化且这个

与 IAA 抑制 PsGA200xl (SLN)转录水平的结果是一

致的。对 sln突变体幼苗的研究同样表明 PsGA200xl

的活性与 GAl 的钝化作用有关。通过节间离体组织

培养表明 IAA 的浓度也是GAl 合成的一个关键因素。

5 小结

从最近的一些研究结果来看， GA 合成和作用

可能发生在不同组织，也可能发生在同一组织的不

同发育阶段。对 GA 生物合成途径中基因的克隆为

研究GA合成部位和生物合成酶的结构和功能提供了

一些新的信息，从而使得利用转基因的方法对特定

步骤特定部位进行遗传调控成为可能，它还帮助人

们认识到了影响植物株高的许多突变的分子基础。

但是这些进展只是研究 GA对植物调控的初始阶段。

虽然人们已经克隆出了编码 GA 合成过程中大

部分酶的基因，但是我们仍然有许多工作要做。人

们对许多酶和基因在这些 GA 合成步骤中发生作用

的机制并不是很清楚。这些基因的鉴定，对于全面

理解植物是如何调控其体内 GA 水平来说，是必需

的一个环节，但仍需一个对单加氧酶进行功能性表

达的有效系统，而这一系统有待进一步发展。

在 GA 代谢调节方面目前有几块内容仍在正在

进行之中，并可能在未来的几年中取得进展。对重

组酶结构的研究，尤其是对环化酶和双加氧酶的研

究，会对研究其功能提供一些基本的信息。这就可

能利用一些方法，比如说改变底物特异性，改变产

品的外形和改变其对抑制剂的敏感度等，来设计一

些酶。对一些同工酶采用基因剔除和 RNA干涉的方

法，可能会理解其对 GA 生物合成和植物发育的影
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响。对转基因植株中特定组织的 GA 水平进行调

控，可能会揭示出 GA 的一些新功能。转录物和蛋

白质的定位可能会确定 GA 代谢在不同组织间的区

分范围。最有意义的是，人们可能会对 GA 代谢调

控的分子机制有一个清晰的认识，从而增加对植物

发育的基本理解。

植物矮化突变体总体上是由于茎不能伸长引起

的。高等植物茎形态建成的机制还没有完全被人们

认识。随着分子生物学等学科的飞速发展和植物基

因工程技术的日益完善，完全有理由相信人们最终

会认识清楚植物矮化突变体的发生机制。
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The Cloning of Gibberellin Metabolism Enzyme Genes and 
Their Related Dwarf Mutants 

Tao Wu, Jia-Shu Cao*, Hui-Fang Yu 
(Institute ofVegetable Science, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

·综述.

Abstract Dwarf mutant has ve可 important effect on elucidating regulation mechanism of stem develop-

ment and plant l?reeding. The research shows that, gibberellin (GA):has a close relationship with dwarf mutant. 

Approximately all of the genes involved in the biosynthesis of the biqlogically active GA have now been isolated, 

using different kinds of strategies. In recent years, a series of new strategies has promoted the research develop­

mentofGAregulation-Here we sumadze thecloning ofthegenes iqWIvedin tt的iosynthesis of the biologic均

active GA, the GA signaling transduction, and how to do with the GA Iregulation. 

Key words dwarf; mutation; gibberellin; gene; cloning 
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