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赤霉素（犌犃３）和脱落酸（犃犅犃）对不同水稻品种生长和生理特性及

犌犃２０狅狓２、犌犃３狅狓２基因表达的影响
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　　近年来，随着人口的不断增长和人民生活水平的提高，

增加水稻产量、提升稻米品质成为人们日益关注的问题。赤

霉素（有生理活性的为赤霉酸，ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）和脱落

酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）是调节植物生长发育的重要激素。

其中，赤霉素是一种促进生长的植物激素，调节多种生理活

动，包括种子萌发、茎秆伸长、叶片生长、花粉管生长、花和种

子发育等［１４］。脱落酸是一种抑制生长的植物激素，主要作

用是引起芽休眠、叶片脱落和抑制生长等，在种子休眠、萌

发、气孔关闭、干旱、低温等非生物胁迫应答中起重要调控作

用［５］。ＧＡ２０ｏｘ和ＧＡ３ｏｘ位于赤霉素合成途径的节点，催化

多步反应，能将ＧＡ１２和ＧＡ５３催化合成有生物活性的ＧＡ１和

ＧＡ４。这些基因的表达受到有生物活性的 ＧＡ的反馈和前

馈调节［６］。水稻半矮秆基因狊犱１（犌犃２０狅狓２）和矮秆基因犱１８

（犌犃３狅狓２）会引起植株矮化［５，７］。本研究初步探讨了ＧＡ３和

ＡＢＡ对水稻生长、生理特性及犌犃２０狅狓２ 和犌犃３狅狓２ 基因表

达模式的影响，旨在揭示ＧＡ和 ＡＢＡ影响水稻生长的原因

及作用机理，并进一步从生理、基因表达水平上寻找原因，为

外源激素合理、有效施用提供理论参考，为作物产量的提高

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

　　所 用 水 稻 材 料 为 江 苏 省 常 规 粳 稻 品 种 武 育 粳 ３

收稿日期：２００９０８１３；修改稿收到日期：２００９１１０５。

基金项目：江苏省人事厅博士后资助项目；江苏省农业科学院博士

后基金资助项目；江苏省农业科技自主创新基金项目（Ｎｏ．ＣＸ［０８］

６０３）。

３３４

中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻），２０１０，２４（４）：４３３～４３７

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ
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号、武运粳７号、南粳４４和日本粳稻品种关东１９４、日本晴。

１．２　种子萌发率和苗高测定

　　选取健壮饱满的种子，用１％ ＮａＣｌＯ溶液消毒１５ｍｉｎ，

充分漂洗后置于铺垫４层滤纸、加有１５ｍＬ溶液的培养皿

中，加盖培养。溶液分别为１μｍｏｌ／ＬＧＡ３、１０ｍｇ／ＬＡＢＡ和

清水（ＣＫ）。每个培养皿１００粒种子，摆放均匀，每个处理３

次重复。培养至第６天时测定种子萌发率、芽长和根长，以

幼根至少达种子长度、幼芽至少达种子一半长作为发芽标

准［８］。３叶期时分别用１μｍｏｌ／ＬＧＡ３、１０ｍｇ／ＬＡＢＡ喷施

叶片表面，隔天喷施１次，处理８ｄ后选取有代表性的１０株

测量地上部分的高度（苗高），取平均值进行比较分析。

１．３　生理指标测定和基因表达分析

１．３．１　试验设计与材料培养

选取健壮饱满的种子，浮洗，用１％ ＮａＣｌＯ溶液消毒１５

ｍｉｎ，充分漂洗干净后于２８℃下浸种３６ｈ，然后３０℃下黑暗

中催芽４８ｈ，露白后挑选长势一致的种子播种于周转箱中

（１６ｃｍ×２４ｃｍ×６ｃｍ），室温２８～３０℃下培养，光周期为

１２ｈ光照／１２ｈ黑暗，光照度为２０００～２２００ｌｘ。每２ｄ更换１

次培养液（国际水稻研究所配方），每天用蒸馏水补充水分。

待幼苗长至３叶期时，分别用１μｍｏｌ／ＬＧＡ３和１０ｍｇ／Ｌ

ＡＢＡ（预试验结果，对水稻作用效果明显且不伤害水稻叶

片，添加少量的Ｆｌｕｃｋａ吐温８０）喷施叶片表面，隔天喷施１

次，以不喷作对照（ＣＫ）。待幼苗长至４叶１心期时，取第４

张真叶进行生理指标测定和基因表达分析。３次重复，取其

平均值进行统计分析（狋测验）。

１．３．２　生理指标的测定及ＳＤＳＰＡＧＥ

参照Ａｒｎｏｎ的方法［９］测定叶绿素含量。参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ

的方法［１０］测定可溶性蛋白质含量。参照紫外吸收法［１１］测

定细胞膜透性。

１．３．３　犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２基因表达模式检测

基因表达分析中所需试剂均购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

１．３．３．１　总ＲＮＡ的抽提和ｃＤＮＡ第１链的合成

水稻叶片总ＲＮＡ 抽提采用总 ＲＮＡ提取试剂盒进行。

１％琼脂糖凝胶电泳检测总ＲＮＡ的纯度和完整性。取１μｇ

总ＲＮＡ，参照反转录试剂盒方法，利用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８合成各

个样品的ｃＤＮＡ第１链。反转录条件：７０℃下５ｍｉｎ，４２℃下

６０ｍｉｎ，７０℃下１０ｍｉｎ，４℃下１０ｍｉｎ。

１．３．３．２　半定量ＲＴＰＣＲ检测表达模式

ＲＴＰＣＲ的内参基因为犃犆犜犐犖，ＰＣＲ反应程序为：９４℃

下３ｍｉｎ，９４℃下３０ｓ，５５℃下３０ｓ，７２℃下６０ｓ，２６个循环；

７２℃下１０ｍｉｎ。犌犃２０狅狓２、犌犃３狅狓２ 的ＰＣＲ反应程序与内参

基因犃犆犜犐犖 相似，只是退火温度分别为５６℃和６０℃，３２个

循环。试验所用引物详见表１，引物设计参考 Ｓａｋａｍｏｔｏ

等［７］。取ＰＣＲ产物３μＬ用于１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＥＢ

染色后用凝胶成像系统（ＵＳＡＧＥＮＥ公司）扫描成像。利用

ＢａｎｄＬｅａｄｅｒ３．０凝胶图像处理软件对ＰＣＲ产物进行量化计

算，目的基因的相对表达量以基因电泳条带的吸光度峰值与

内参基因的吸光度峰值的比值来表示。为保证结果的准确

性，试验重复３次。

２　 结果与分析

２．１　犌犃３和犃犅犃对种子萌发率和苗高的影响

　　由表２可以看出，１μｍｏｌ／ＬＧＡ３对不同水稻品种种子萌

发率的影响不大，不过，此浓度的 ＧＡ３显著促进水稻地上部

分的伸长生长，抑制根的伸长生长。１０ｍｇ／ＬＡＢＡ处理对５

个水稻品种种子的萌发具有极强的抑制作用，在此浓度下，

表１　基因和引物序列

犜犪犫犾犲１．犌犲狀犲狊犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犲狊狋狌犱狔．

基因Ｇｅｎｅ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
产物长度

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

犃犆犜犐犖 正向引物Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡ

反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＣＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧ

犗狊犌犃２０狅狓２ 正向引物Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＡＣＴＡＣＡＧＧＧＡＧＴＴＣＴＴＣＧＣＧＧＡＣＡＧＣＡ

反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＧＴＧＣＡＧＧＣＡＧＣＴＣＴＴＡＴＡＣＣＴＣＣＣＧＴＴ ２６８

犗狊犌犃３狅狓２ 正向引物Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＣＴＣＣＡＡＧＣＴＣＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＧＧＧＣＴＡ

反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＧＧＡＧＣＡＣＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＣＣＣＧＡＧＴ ３４６

表２　犌犃３和犃犅犃处理对种子萌发率、幼苗根长和苗高的影响

犜犪犫犾犲２．犈犳犳犲犮狋狊狅犳犌犃３犪狀犱犃犅犃狅狀狉狅狅狋犾犲狀犵狋犺犪狀犱犮狅犾犲狅狆狋犻犾犲犾犲狀犵狋犺，犪狀犱狊犲犲犱犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀．

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

种子萌发率

Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ／％

ＣＫ ＧＡ３ ＡＢＡ

芽长

Ｃｏｌｅｏｐｔｉｌｅｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ

ＣＫ ＧＡ３

根长

Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ

ＣＫ ＧＡ３

武育粳３号 Ｗｕｙｕｊｉｎｇ３ ９９ ９６ ０ １．７３±０．２６ １．８０±０．１８ ３．３５±０．２５ １．４７±０．２１

武运粳７号 Ｗｕｙｕｎｊｉｎｇ７ ９５ １００ ０ １．５５±０．１４ １．９０±０．２２ ２．２４±０．３３ １．７３±０．１５

关东１９４Ｋａｎｔｏ１９４ ９５ ９８ ０ １．０９±０．１１ １．７７±０．３２ １．６２±０．３２ １．５９±０．１７

南粳４４Ｎａｎｊｉｎｇ４４ ９７ ９６ ０ １．７６±０．３６ ２．１３±０．２９ ２．７５±０．２６ １．９８±０．２０

日本晴 Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ ９６ ９７ ０ １．７３±０．１４ ２．０３±０．２１ ２．５５±０．２２ １．９０±０．１６

　　和分别表示在同一品种中，处理与对照间差异达０．０１和０．００１显著水平。

ａｎｄｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＫ）ｆｏｒａｃｕｌｔｉｖａｒａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ０．０１ａｎｄ０．００１ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．
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图１　ＧＡ３和ＡＢＡ处理对水稻苗高、叶片叶绿素含量、细胞膜透性和可溶性蛋白质含量的影响

Ｆｉｇ．１．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡ３ａｎｄＡＢＡｏｎｓｅｅｄｌｉｎｇｈｅｉｇｈｔ，ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔ，ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ．

柱子上带不同小写字母者表示品种之间差异显著（犘 ＜０．０５）。图２同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｃｏｌｕｍｎｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｃｕｌｔｉｖａｒ．ＴｈｅｓａｍｅａｓｉｎＦｉｇ．２．

５个水稻品种种子的发芽率均为零。由图１Ａ可以看出，喷

施ＧＡ３显著促进水稻地上部分的伸长生长。喷施ＡＢＡ对水

稻地上部分的抑制作用不显著（犘 ＝０．１６５）。

２．２　犌犃３和犃犅犃处理对叶绿素含量的影响

由图１Ｂ可以看出，ＧＡ３处理后，５个水稻品种叶片的叶

绿素含量均呈上升趋势。其中，日本晴叶片的叶绿素含量比

比对照增加了１５．３％，上升幅度最大。ＡＢＡ处理后，５个水

稻品种叶片的叶绿素含量皆呈下降趋势。日本晴叶片的叶

绿素含量下降幅度最大，为其对照的８１．１％，关东１９４叶片

的叶绿素含量下降幅度最小，为其对照的９１．８％。研究结果

表明，日本晴叶片的叶绿素含量受ＧＡ３和ＡＢＡ影响较大。

２．３　犌犃３和犃犅犃处理对细胞膜透性的影响

　　本研究用紫外吸收物质的泄漏率来表示细胞膜透性的

大小。由图１Ｃ可以看出，ＡＢＡ处理后，５个水稻品种叶片

的细胞膜透性显著上升。ＧＡ３处理后，５个水稻品种叶片的

细胞膜透性有所上升，但与对照差异不显著。

２．４　犌犃３和犃犅犃处理对可溶性蛋白质含量的影响

由图１Ｄ可以看出，ＡＢＡ处理后，５个水稻品种叶片的

可溶性蛋白质含量呈轻微下降趋势，与对照差异不显著。

ＧＡ３处理后，５个水稻品种叶片的可溶性蛋白质含量提高，与

对照差异显著。

２．５　犌犃３和犃犅犃处理对犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２基因表达的影

响

本研究采用ＲＴＰＣＲ方法检测犌犃２０狅狓２ 和犌犃３狅狓２ 基

因表达水平的变化，以探讨 ＧＡ３和 ＡＢＡ 对 犌犃２０狅狓２ 和

犌犃３狅狓２基因表达模式的影响。由图２和图３可见，在武育

粳３号、武运粳７号、关东１９４和南粳４４中，犌犃２０狅狓２ 基因

表达受ＧＡ３诱导，表现为表达上调。在日本晴中，犌犃２０狅狓２

基因表达受到抑制，表达略微下调。犌犃２０狅狓２ 基因表达受

ＡＢＡ抑制，５个品种中均表现为表达下调。一般而言，ＧＡ３

和ＡＢＡ具有拮抗作用，犌犃２０狅狓２ 在５个品种中的表达模式

也验证了这一点。与其他４个品种不同，日本晴属于高秆品

图２　ＧＡ３和ＡＢＡ处理对犌犃２０狅狓２基因相对表达水平的影响

Ｆｉｇ．２．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡ３ａｎｄＡＢＡｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆ犌犃２０狅狓２．

５３４杨艳华等：赤霉素（ＧＡ３）和脱落酸（ＡＢＡ）对不同水稻品种生长和生理特性及犌犃２０狅狓２、犌犃３狅狓２基因表达的影响



图３　ＧＡ３和ＡＢＡ处理对犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２基因表达的影响

Ｆｉｇ．３．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡ３ａｎｄＡＢＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犌犃２０狅狓２ａｎｄ犌犃３狅狓２．

种，缺少狊犱１基因，这或许能部分解释日本晴犌犃２０狅狓２ 基因

的下调表达。犌犃３狅狓２在武育粳３号中表达水平没有明显变

化，在武运粳７号中表达量很低，基本检测不到。在南粳４４、

关东１９４和日本晴等３个品种中，ＧＡ３诱导犌犃３狅狓２表达，表

达量相应升高，而ＡＢＡ则抑制犌犃３狅狓２的表达，表达量显著

下降。

３　讨论

ＧＡ和ＡＢＡ是调节植物生长发育的重要激素。一般而

言，ＧＡ和ＡＢＡ具有拮抗作用，分别具有促进和抑制植物生

长的作用［１２］。本研究结果表明，１μｍｏｌ／ＬＧＡ３和１０ｍｇ／Ｌ

ＡＢＡ处理影响水稻的生长、生理特性及犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２

基因的表达。ＧＡ３对种子萌发率影响不大，但显著促进地上

部的伸长生长，抑制根的伸长生长。在生理特性方面，ＧＡ３

和ＡＢＡ对不同水稻品种表现出相反的作用效果。这与多个

研究结果一致［１３１８］。已有研究表明，低浓度的 ＡＢＡ会促进

生长，增强作物对胁迫环境的抗逆性［１９２０］。

犌犃２０狅狓２基因的表达模式与其功能密切相关 ［２１］。

ＧＡ２０ｏｘ位于赤霉素合成途径的节点，催化多步反应，在赤霉

素生物合成途径中具有极其重要的功能，是赤霉素代谢途径

的关键限速酶［２２２４］。Ｓａｓａｋｉ等［２３］研究认为先发现的编码

ＧＡ２０氧化酶基因（犌犃２０狅狓１）与狊犱１无关。狊犱１参与赤霉素的

生物 合 成，编 码 由 ３８９ 个 氨 基 酸 组 成 的 ＧＡ２０ 氧 化 酶

（ＧＡ２０ｏｘ），ＧＡ２０ｏｘ是赤霉素合成途径中的关键酶，催化

ＧＡ５３转换为 ＧＡ２０。犌犃２０狅狓２ 基因在叶片、茎秆、未开放的

花中强烈表达，而犌犃２０狅狓１ 基因则是在未开放的花中表达，

这解释了狊犱１水稻株高降低，而产量不受影响的原因，同时

也进一步验证了犌犃２０狅狓２功能的重要性。日本晴犌犃２０狅狓２

表达下调可能与其缺少狊犱１ 基因有关［２５］。本研究结果表

明，在武育粳３号、武运粳７号、关东１９４和南粳４４中，ＧＡ３

诱导犌犃２０狅狓２基因表达，显著促进水稻地上部分的伸长生

长，产生高秆表型，与已有研究结果一致［２６］。与犌犃２０狅狓２

基因一样，犌犃３狅狓２基因也是赤霉素生物合成途径中的一个

关键基因［２４］。除武育粳３号和武运粳７号之外，犌犃３狅狓２基

因的表达模式和犌犃２０狅狓２ 基因的表达模式基本一致。已有

研究表明，水稻矮秆基因犱１８的矮化效应是ＧＡ合成受阻造

成的，它的编码产物为 ＧＡ３氧化酶
［２７］。由于本研究所用品

种不含有矮秆基因犱１８，因而 ＧＡ３和 ＡＢＡ处理后，犌犃３狅狓２

在５个品种中表现出相似的表达模式。研究表明，绝大多数

矮秆水稻品种植株的内源赤霉素类物质含量极少，当用ＧＡ３

处理后，这些植株能够生长成正常高度的植株，表明矮秆基

因的存在对赤霉素的新陈代谢有抑制作用［２８］，这与我们的

研究结果基本一致。由于 ＧＡ和 ＡＢＡ的拮抗作用，因而在

影响犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２基因表达时亦呈现出相反的作用

模式。

总之，通过本研究我们初步探讨了ＧＡ３和 ＡＢＡ对水稻

生长发育、生理特性及犌犃２０狅狓２和犌犃３狅狓２基因表达模式的

影响，在一定程度上揭示了ＧＡ３和ＡＢＡ影响水稻生长、生理

特性的原因及作用机理，并从基因表达水平上找到原因，为

外源激素在水稻上的合理、有效施用提供了一定的理论参

考。不过，由于ＧＡ３和ＡＢＡ对植物的作用机理和作用过程

非常复杂，要全面了解其作用机理及过程，尚需对它们的功

能进行详细研究。
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