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摘要: 以芍药‘大富贵’芽为试材, 采用RT-PCR结合cDNA末端快速扩增(RACE)技术, 克隆得到GA20ox基因的cDNA全长, 命
名为PlGA20ox (GenBank登录号为KU886552)。该基因全长1 351 bp, 开放阅读框1 146 bp, 共编码381个氨基酸, 含有高度保

守的20G-Fe(II)-Oxy蛋白结构域、Fe2+
结合位点(His-247、Asp-249和His-303)和2-酮戊二酸结合位点(Arg-313和Ser-315)。

PlGA20ox蛋白分子量为43 209.1 Da, 为稳定蛋白, 无跨膜结构域, 无信号肽, 属于C19-GAoxs。氨基酸序列同源性及系统进

化树分析表明: PlGA20ox与牡丹PsGA20ox同源性高达96%, 亲缘关系最近。采用农杆菌介导法将PlGA20ox基因于本生烟

叶片中瞬时表达, 观察显示: PlGA20ox蛋白定位于细胞质中。该基因在芍药各器官中均有表达, 其中, 在芽中表达最高, 其
次花瓣, 在根、萼片、叶片和茎中表达微弱。实时荧光定量PCR和高效液相色谱(HPLC)结果显示: 在低温解除芍药芽内休

眠进程中, PlGA20ox表达水平呈先上升后总体下降趋势, 且与内源GA3含量呈显著正相关(r=0.901*); 外施赤霉素会明显增加

内源GA3含量, 但同时抑制PlGA20ox的表达, 说明PlGA20ox调控GA3的合成, 同时受植物体内活性GA3含量的负反馈调节。
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赤霉素(gibberellins, GAs)作为一种重要的植

物激素, 参与控制种子和芽的萌发、茎的伸长、

叶片伸展、根的生长以及花和果实的发育等多种

植物发育和生理过程(Olszewski等2002; 岳川等

2012)。GA20-氧化酶(GA20ox)是GAs生物合成过

程中的关键限速酶, 在GAs合成第三阶段的早期

13-羟基化和非13-羟基化途径中行使催化调控功

能, 从而生成具有生物活性的GAs (Xu等1995; 
Desgagné-Penix和Sponsel 2008), 调控具有活性

GAs的含量。因此, GA20ox基因的分离、表达特

性及功能研究近年来逐渐上升为GAs合成代谢及

相关研究领域的热点。

目前, 该基因已相继从多种植物中被克隆, 如
拟南芥(Phillips等1995)、水稻(Lisa等2002)、葡萄

(王西成等2012)、苹果(姜志昂等2013)和番荔枝

(刘锴栋等2015)等, 这些不同物种来源的GA20ox基
因序列差异明显(李伟等2003)。前人研究表明

GA20ox基因可行使多种调控功能, 例如, 番茄中

GA20ox1、GA20ox2和GA20ox3基因可调控种子休

眠与萌发(Xiao等2006), 水稻OsGA20ox2基因可调

节株高(乔枫等2013), 白杨GA20ox1基因可调控纤

维细胞次生壁的生长(Jeon等2016)。综上所述, 该
基因的功能研究主要涉及萌发与休眠、株高和植

物纤维素等。

芍药(Paeonia lactiflora Pall.)隶属于芍药科, 
是重要宿根花卉(秦魁杰2004)。在长期演化过程

中, 芍药形成了芽冬季休眠的特性, 需达到一定的

低温积累, 芽休眠解除后才可萌芽、生长、开花

(成仿云等2005)。本课题组前期及其他课题组研

究都表明, 5周的0~4°C低温处理可解除芍药‘大富

贵’芽内休眠, 而辅以200 mg·L-1的外源GA3处理可

有效降低开花所需积温(黄雪2010; 王历慧2011)。
张玉喜等(2014)研究表明: GA20ox基因在牡丹芽休

眠解除过程中发挥重要作用, 低温累积能够促进

牡丹芽中GA20ox基因的表达和GA3含量的提高, 
从而促进芽休眠解除。那么, 作为GAs生物合成过

程中的关键调控基因, GA20ox基因在芍药芽经低

温解除休眠过程中如何表达, 其与芍药内源GA3含

量的关系如何, 外施GA3又如何影响其表达等等, 
这些科学问题均亟待解答。

迄今为止, 芍药中尚未分离到GA20ox基因。

为此, 本研究拟基于前期的芍药芽转录组数据, 克
隆芍药GA20ox基因的cDNA全长序列, 在此基础

上, 着重研究其在芍药芽休眠解除进程中的表达

特性, 以期为进一步揭示其生物学功能并阐明芍

药芽内休眠解除的分子机理奠定基础。

材料与方法

1  材料

以三年生盆栽芍药(Paeonia lactiflora Pall.) 
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‘大富贵’为试验材料。基因克隆试材为芍药芽, 于
2015年11月采取; 组织差异表达试验所用叶片、

茎、萼片、花瓣及根于2016年4月下旬采集。休眠

解除进程中PlGA20ox基因表达分析和内源GA3含

量的测定均采用芽, 分别经2种处理后0、7、14、
21、28和35 d采取。所有样品均重复3次, 取样后

经液氮速冻于–80°C保存备用。

本生烟(Nicotiana benthamiana)为本实验室保

存, 亚细胞定位载体为pROKII-GFP, 克隆载体为

pMD19-T Vector, 大肠杆菌感受态细胞为DH5α, 农
杆菌感受态细胞为GV3101。
2  外源GA3和低温处理

2015年11月15日, 当日均气温降至10°C时, 将
144盆‘大富贵’平均分为2组: 一组以200 mg·L-1的

外源GA3进行灌根处理, 每棵250 mL; 另一组以水

代替GA3做相同处理。处理后全部移入0~4°C冷库

进行低温解除内休眠处理。

3  芍药PlGA20ox基因cDNA全长的克隆

RNA的提取参照艾德莱的EASYSpin植物

RNA快速提取试剂盒说明书操作。利用琼脂糖凝

胶电泳及分光光度计检测RNA的质量及浓度。

参考芍药‘大富贵’转录组测序结果中GA20ox
相关基因片段, 利用软件DNAMAN 5.2.2设计引物

(表1)。以cDNA为模板进行PCR扩增, 反应体系含

cDNA 1 μL、上下游引物各1 μL (10 µmol·L-1)、
PCR Mix 12.5 μL, 用ddH2O补足至25 μL。用特异

引物F1和R1 (表1)进行中间片段的特异扩增。PCR
反应条件为: 94°C 5 min预变性; 94°C 1 min, 52°C 
30 s, 72°C 45 s, 共35个循环; 72°C延伸10 min。将

PCR产物用胶回收试剂盒回收后, 与pMD19-T载体

连接, 然后转化大肠杆菌DH5α, 挑选阳性克隆, 送
华大基因公司测序。

以B26反转录获得的cDNA第一条链为模板, 
在获得中间片段碱基序列的基础上设计引物F2和

F3 (表1), 并与B26进行巢式PCR。PCR反应程序: 
94°C 5 min预变性; 94°C 1 min, 58°C 30 s (Outer)、
60°C 30 s (Inner), 72°C 45 s, 共35个循环; 72°C延
伸10 min。将PCR产物测序, 具体方法同上。最后

经过拼接和比对, 设计引物GA20-F和GA20-R (表
1)得到PlGA20ox编码区序列全长。

4  生物信息学分析及同源性、系统进化分析

用ORFfinder程序(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/orffinder/)进行开放阅读框(open reading frame, 
ORF)预测, 用ExPASy (http://www.expasy.org/)、
CBS Prediction Servers (http://www.cbs.dtu.dk/Ser-
vices/)、SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/
npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html)等在线软

件对推测蛋白的基本性质、保守结构域及高级结

构进行分析。

BLAST程序在NCBI数据库(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/)进行序列同源性的比较; MEGA 5.0软
件进行氨基酸序列同源性分析及系统发育分析, 

表1  芍药PlGA20ox基因克隆和表达分析及GFP载体构建所用的引物及其序列

Table1  Primers used to clone and analyze the expression of PlGA20ox and the vector construction of GFP

引物名称                              核苷酸序列(5′→3′)              用途

F1 ACAAAATGTCTCTCCTACTGG 中间片段PCR扩增

R1 TCAAACAAATCCGACCATGTG 
F2 ATTAGCTTGGGAGTCGATCGT 3′-RACE PCR扩增

F3 TGAGATGCAACTACTATCCAGCCTG 
B26 GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT 
GA20-F ACAAAATGTCTCTCCTACTGG 全长cDNA扩增

GA20-R AAGTGACTAGAATTTTGATGG 
Actin-F ACTGCTGAACGGGAAATT Actin内参引物

Actin-R ATGGCTGGAACAGGACTT 
qPCR-F AAATGGCAAGGCGTTCG 荧光定量PCR引物

qPCR-R TTCCCTATTCACTGCTCTA 
GFP-B-F CGGGATCCATGTCTCTCCTACTGGACTCAAG GFP载体构建

GFP-K-R GGGGTACCGAATTTTGATGGTTTAGATGATAG 

　　下划线部分‘GGATCC’和‘GGTACC’分别为添加的BamHI和KpnI酶切位点。
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构建Neighbor-Joining进化树, 采用自举法(boot-
strap)对系统发育树进行检验, 共1 000次重复, 其他

均为默认设置。

5  表达载体的构建及亚细胞定位

根据PlGA20ox的ORF设计引物GFP-B-F与
GFP-K-R (表1), 以其正确的克隆产物提取质粒, 经
BamHI和KpnI进行双酶切, 用T4 DNA连接酶连接

到pROKII-GFP载体上, 获得pROKII-PlGA20ox-
GFP的融合表达载体。然后转入DH5α感受态细

胞, 经PCR扩增和酶切筛选阳性克隆, 并对阳性克

隆进行测序验证。以正确融合表达载体pROKII-
PlGA20ox-GFP的克隆产物提取质粒, 并转入农杆

菌GV3101, 通过PCR鉴定阳性转化。

挑取新鲜培养的转化了pROKII-PlGA20ox-GFP
的农杆菌单菌落, 接种于5 mL含卡那霉素(50 μg·mL-1)
和利福平(25 μg·mL-1)的YEP培养基中, 于28°C下

200 r·min-1培养16~24 h。然后加入1%体积的菌液

到含有乙酰丁香酮(200 µmol·mL-1)的YEP培养基

中, 同条件下培养至菌液OD600=0.8~1.2。3 000×g
离心10 min, 去上清, 用10 mL MMA (10 mmol·mL-1 
MES-KOH, 10 mmol·mL-1 MgCl2, 0.1 mmol·mL-1乙

酰丁香酮)重新悬浮菌体, 于室温下静置3 h, 将含

有目的载体和空载体的菌液与P19菌液1:1混合, 用
注射器注射培养4周的烟草叶片。取侵染2 d后的

烟草叶片, 在激光共聚焦显微镜488 nm检测波长

下激发观察。

6  PlGA20ox在不同器官中表达分析

检测器官包括芍药‘大富贵’的芽、叶片、

茎、萼片、花瓣及根, 采用半定量PCR法。利用软

件Primer 5.0设计qPCR-F和qPCR-R特异引物, 内参

引物为芍药Actin基因(表1)。半定量PCR反应体系

与反应条件参考基因克隆, 采用琼脂糖凝胶电泳

进行分析。

7  芽内休眠解除进程中PlGA20ox基因的表达分析

与内源GA3含量测定

7.1  PlGA20ox基因的表达分析

采用软件Primer 5.0设计实时定量引物qPCR-F
和qPCR-R, 内参引物为芍药Actin基因(表1)。在

Bio-Rad CFX96TM系统进行荧光采集, 检测低温和

低温+GA3处理后, PlGA20ox在芽休眠解除进程中

的表达情况。20 μL反应体系含10 μL SYBR Green 

Master Mix、1 μL cDNA、引物各0.6 μL、ddH2O 
7.8 μL。反应程序为: 95°C变性5 min; 95°C 10 s, 
60°C 30 s, 共39次循环; 每次循环第3步进行荧光采

集, 最后退火至65°C, 每隔5 s上升0.5°C, 至95°C变
性1 min。cDNA标样和待测样均设置3次重复, 数
据分析采用2-ΔΔCT法。

7.2  内源GA3含量的测定

内源激素提取和纯化参考刘清等(2007)的方

法。高效液相色谱仪为Agilent 1100型, 色谱柱为

安捷伦SB (250 mm×4.6 mm, 5 µm)。色谱条件: 流
动相为甲醇:0.8%冰醋酸溶液=55:45, 柱温为30°C, 
灵敏度为0.08 AUFS, 流速为0.8 mL·min-1, 检测波

长为254 nm, 进样量为15 µL。每个样品重复测3
次, 取平均值。

数据采用Microsoft Office Excel 2003和SPSS 
21.0进行统计分析。

实验结果

1  PlGA20ox基因cDNA全长的克隆

经过中间片段和3′-RACE两次扩增, 分别获得

了长度为1 063和685 bp的片段(图1-A和B)。拼接

后得到一条长1 351 bp (含polyA尾巴)的cDNA序

列。利用ORF Finder预测该序列编码区(coding se-
quence, CDS)并进行特异扩增, 经PCR验证获得了

1 146 bp单一扩增条带(图1-C)。NCBI BLAST同源

序列比对显示, 该序列与同属植物牡丹PsGA20ox
同源性高达96%。故将其命名为PlGA20ox, Gen-
Bank登录号为KU886552。
2  PlGA20ox基因编码蛋白的生物信息学分析

利用ExPASy预测PlGA20ox蛋白的分子式为

C1952H2976N524O559S15, 相对分子量为43 209.1 Da, 理
论等电点为6.89。构成该基因蛋白肽链的381个氨

基酸中, 负电荷残基(Asp+Glu)共有43个, 正电荷残

基(Arg+Lys)共有42个。该基因蛋白的不稳定指数

为32.81, 属于稳定蛋白; 无跨膜结构域, 无信号肽, 
总平均疏水指数为–0.335, 属偏亲水性蛋白。同时, 
PlGA20ox蛋白与牡丹、莲、川桑等同源性较高的

13种植物的蛋白序列差别较小 ,  氨基酸数均在

378~388之间, 等电点5.67~7.67, 不稳定系数为

31.90~39.46, 都属于稳定性蛋白; 总平均疏水指数

在–0.502~–0.246, 均为亲水蛋白。
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图1  PlGA20ox基因 cDNA的PCR扩增

Fig.1  PCR amplification of PlGA20ox cDNA
M: 分子量标准DL2000; A: 中间片段产物; B: 3′-RACE产物; C: ORF扩增。

SOPMA预测分析表明, PlGA20ox蛋白二级结

构中, β-转角较少, 而其他3种类型结构较多。其

中, α-螺旋(α-helix) 117个(30.71%), β-转角(β-turn) 
33个(8.66%), β-折叠(β-sheet) 82个(21.52%), 无规

则卷曲(random coil) 149个(39.11%)。
3  PlGA20ox基因编码蛋白的同源性、保守结构域

和系统进化分析

通过DNAMAN软件对PlGA20ox编码的氨基

酸序列与GenBank数据库中其他物种进行同源性

比较, 结果表明: PlGA20ox蛋白有着GA20-氧化酶

蛋白家族共同的结构特点, 即N端序列相对变异较

大, C端序列则较保守, 在氨基酸序列C端225~322
含有保守的2OG-Fe(II)-Oxy蛋白结构域, 其中包含高

度保守的Fe2+结合位点(His-247、Asp-249、His-303)
和2-酮戊二酸结合位点(Arg-313、Ser-315), 此外, 
还有与GA底物相结合的保守序列LPWKET (图2)。

为进一步分析PlGA20ox蛋白的遗传进化关

系, 经NCBI数据库比对, 选取15个与PlGA20ox蛋
白同源性较高的序列, 运用DNAMAN和MEGA 5.0
软件进行多重序列比对、构建系统进化树。结果

显示, 同属于豆科的野大豆(Glycine soja)、木豆

(Cajanus cajan)、赤豆(Vigna angularis), 同属于锦

葵科的陆地棉(Gossypium hirsutum)、树棉(G. arbo-
reum)以及同属于杨柳科的毛果杨(Populus tricho-
carpa)、胡杨(P. euphratica)等均都在同一分支中, 

说明同科植物的GA20ox具有较近的同源关系。同

时, 这些氨基酸序列聚合成两大类, 分别为原始花

被亚纲和合瓣花亚纲。第一大类中, 芍药与同科

同属的牡丹(P. suffruticosa)最先聚合, 与同目的莲

(Nelumbo nucifera)后聚合, 表明其在进化上与牡丹

亲缘关系最近; 其次, 与豆科、桑科、梧桐科、锦

葵科亲缘关系较近, 而与杨柳科、大戟科亲缘关系

相对较远。第二大类只包括葫芦科的甜瓜(Cucumis 
melo)和黄瓜(C. sativus), 表明与这两种植物的亲缘

关系远(图3)。综上所述, PlGA20ox基因在遗传进

化方面较为保守且符合遗传进化规律。

4  PlGA20ox基因表达载体的构建及亚细胞定位

为明确PlGA20ox蛋白在植物细胞内的分布, 
成功构建了农杆菌介导的亚细胞定位载体pROKII- 
PlGA20ox-GFP。将PlGA20ox基因侵染八叶期本

生烟植株的叶片, 48 h后在激光共聚焦显微镜下观

察, 结果显示: 转入pROKII-GFP空载体的细胞中, 
绿色荧光信号呈弥散状态分布, 且定位不清晰, 而
转入pROKII-PlGA20ox-GFP融合表达载体的细胞

内, 绿色荧光信号呈颗粒状分布于细胞质中, 为非

胞浆酶(图4), 因而推断该基因定位于细胞质中。

5  PlGA20ox基因在不同器官组织中的表达分析

通过半定量RT-PCR分析PlGA20ox基因的组

织特异性(因‘大富贵’雌雄蕊退化严重, 故无雄蕊

和种子的表达分析), 结果显示: 该基因在不同组织



韩璐璐等: 芍药PlGA20ox基因的克隆及其在芽内休眠解除进程中的表达分析 681

图3  PlGA20ox与其他物种GA20ox蛋白系统进化树分析

Fig.3  The phylogenetic tree derived from the alignment of amino acid sequences of PlGA20ox and other GA20oxs

图2  预测的PlGA20ox与其他植物GA20ox的同源性比对

Fig.2  Alignment of the deduced PlGA20ox protein and GA20ox from other plants
箭头和三角分别表示Fe2+和2-酮戊二酸结合位点; 方框表示与GA底物相结合的保守序列。
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图4  PlGA20ox在本生烟叶片细胞中的定位

Fig.4  Subcellular localization of PlGA20ox in leaves of N. benthamiana
A: 荧光信号图; B: 叶绿体自发荧光图; C: 明图视野图; D: A、B、C的叠加图

器官中均表达, 但表达水平存在较明显差异, 其中, 
芽中表达丰度最高, 其次是花瓣, 而在根、萼片、

叶片及茎中表达微弱(图5)。

图5  芍药‘大富贵’不同器官中PlGA20ox基因的表达

Fig.5  Expression characteristics of PlGA20ox gene  
in P. lactiflora ‘Da fugui’ organs

6  PlGA20ox在芽内休眠解除进程中的表达量及内

源GA3含量的变化

两种处理下PlGA20ox在芽内休眠解除进程中

的相对表达量变化如图6所示。低温处理时, Pl-
GA20ox表达量随低温积累量的增加而增加, 在低

温处理7 d后出现最大值, 之后随低温时间的延长

呈总体下降的变化趋势, 即7 d后迅速下降, 21 d时
微弱上升, 之后平缓下降。而低温+GA3复合处理

后, PlGA20ox表达量则呈持续急速下降的变化趋

势, 28 d时降到最低, 35 d时小幅回升, 与低温处理

组相比, 表达量下降剧烈, 说明PlGA20ox表达量明

显受外源GA3影响。

两种处理下芽中内源GA3含量的测定结果见

图7。低温处理时, GA3含量呈先上升后下降的变

图6  PlGA20ox在芍药芽休眠解除进程中的表达特性

Fig.6  Expression characteristics of PlGA20ox during peony 
bud dormancy release

不同处理的数据标不同字母表示差异显著(P<0.05), 图7同。

图7  在芍药芽内休眠解除进程中GA3含量的变化

Fig.7  Dynamics of GA3 content during peony  
bud dormancy release
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化趋势, 低温处理7 d后出现峰值; 而低温+GA3复

合处理后, GA3含量变化剧烈, 7 d后含量急剧上升, 
之后迅速下降, 28 d后趋于较平稳状态, 且外源GA3

处理后, 内源GA3含量明显高于对照组。

比较相应时期PlGA20ox相对表达情况, 发现

在低温处理时, 内源GA3含量变化趋势与PlGA20ox
表达量变化趋势基本一致, 利用SPSS软件进行数

据分析, 两者之间呈显著正相关(r=0.901*)。外施赤

霉素后, 内源GA3含量明显升高, 而PlGA20ox相对

表达量明显下降, 两者之间呈负相关, 但无明确的

线性关系(r=–0.157)。

讨　　论

GA20-氧化酶是GAs合成过程中最后阶段的关

键限速酶(Hedden和Kamiya 1997; Desgagné-Penix和
Sponsel 2008), 目前已从至少30种植物中被分离。

本研究以芍药‘大富贵’为研究对象, 克隆得到cDNA
全长序列为1 351 bp的PlGA20ox基因, 并挖掘了其

生物学信息, 定位了其蛋白表达位置, 同时开展了

表达模式的研究。这是首篇有关芍药PlGA20ox的
报道。

研究认为, 不同植物来源的GA20ox基因编码

的氨基酸序列同源性较低, 大部分集中在50%~ 
60% (李伟等2003), 但在玉米、高粱等禾本科植物

之间的同源性为75%~89% (吴建明等2009)。本研

究中, PlGA20ox所编码氨基酸序列与上述15种
植物的同源性均在69%以上, 与同属植物牡丹Ps-
GA20ox (张玉喜等2014)同源性则高达96%。这一

方面可能是基于二者非常亲密的系统演化关系; 另
一方面, 也暗示PlGA20ox基因在芍药属植物中非

常保守, 预示其在芍药属植物芽发育中可能具有非

常重要的作用。蛋白的有序分布是保证生命个体

生长发育的基础, 因此对其进行亚细胞定位是对其

功能进行分析研究必不可少的环节(Emanuelsson
和Heijne 2001; 杨光等2011)。依据赤霉素合成途

径中酶的亚细胞定位, 其合成途径依次在质体、内

质网膜和细胞质3个亚细胞结构中进行(黄桃鹏等

2015), 其中GA20ox蛋白主要定位于细胞质中(Oikawa
等2004; Appleford等2006), 某些植物如葡萄(王西

成等2012)和苹果(姜志昂等2013)中GA20ox蛋白

也定位于细胞核和细胞质膜上, 本研究发现芍药

PlGA20ox蛋白定位在细胞质中。GA20ox蛋白是

一种2-酮戊二酸依赖性酶, 并且其催化时需要Fe2+

辅助(Aphrodite等2012; 高聪聪等2015), 推测Pl-
GA20ox蛋白正是在细胞质中结合游离的2-酮戊二

酸底物及辅因子Fe2+, 以进一步发挥其催化功能。

郑国生等(2009)将低温解除牡丹芽休眠划分

为低温积累期、解除启动期、基本解除期和彻底

解除期。本研究中当低温积累达到一定值时(7 d), 
PlGA20ox表达量和内源GA3含量均出现最大值, 说
明低温的积累促进了两者的增加, 达到一定阈值

后, 诱导内休眠解除启动期的开始, 休眠解除阶段

呈整体下降趋势, 内休眠解除后降至较低水平; 这
与袁燕波等(2014)在芍药休眠芽发育进程和张玉

喜等(2014)牡丹内休眠解除进程中GA3含量随休眠

的解除呈下降趋势的研究结果基本一致。另外, 
PlGA20ox基因的表达量和GA3含量的相关性分析

表明, 两者之间呈显著正相关, 说明PlGA20ox是调

控GA3合成的关键基因, 且发挥一定的正调控作

用。同时, 内源GA3含量变化在一定程度上可以反

映芍药芽的休眠进程, 但其休眠解除可能并不是

受内源GA3的单一调控, 而是可能同时受到其他活

性GAs的影响, 也可能更多地受生长类和抑制类激

素的平衡来调节和制约, 形成一个复杂的应答网

络, 致使激素间的交叉反应, 而其内部具体的相互

作用调控网络包括活性GAs之间的相互转化关系

等还需进一步探究。

在采用低温+外源GA3复合处理以解除芍药芽

内休眠进程中, PlGA20ox基因的表达水平持续剧

烈下降。已有报道表明, 采用外源GA4处理可降低

拟南芥GA20ox的表达水平(Xu等1995); 4°C低温结

合赤霉素或乙烯处理在解除山毛榉种子休眠进程

中, 其GA20ox转录水平下降(Calvo等2004)。本研

究结果支持了前人关于外源赤霉素下调GA20ox基
因表达水平的结论。复合处理过程中, 内源GA3含

量急剧上升、之后缓慢下降, 但在处理后的任何

一个时期, 其含量均明显高于处理前水平。相比

之下, PlGA20ox基因表达水平的变化趋势刚好相

反。诸多研究认为, GA20ox基因是控制植物GAs
合成的关键基因, 但同时也受到外源激素的影响

和内源GAs含量的负反馈调节(Yamaguchi和Kamiya 
2000; Ana等2003)。
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Plackett等(2011)曾指出, 植物中GA20ox是以

小基因家族的形式存在, 一般为3~5个基因家族成

员, 如拟南芥有5个, 水稻有4个。本研究基于芍药

芽转录组数据得到了1条芍药GA20ox基因序列, 但
芍药植株中是否还有更多的GA20ox基因, 尚待后续

深入研究。此外, 在草本植物中, 除休眠外, GA20ox
的功能还被更多地与株高相联系(Lange等1994; 
Qiao和Chen 2013), 那么PlGA20ox基因与芍药株高

之间有着怎样的关联, 也有待进一步研究。
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Cloning and expression analysis of PlGA20ox gene in peony (Paeonia lactiflora) 
buds during endodormancy release 
HAN Lu-Lu*, LI Jun-Jie*, MA Yan, GUO Jing, GUO Xian-Feng**

Colloge of Forestry, Shandong Agricultural University, Taian, Shandong 271018, China

Abstract: The full-length cDNA of PlGA20ox gene (GenBank accession number: KU886552) was cloned from 
Paeonia lactiflora ‘Da fugui’ buds by RT-PCR and rapid-amplification of cDNA ends (RACE) methods. Cloned 
PlGA20ox gene is 1 351 bp in length, containing 1 146 bp open reading frame (ORF) encoding 381 amino acids. 
Amino acid sequence analysis indicated that PlGA20ox possesses conserved 20G-Fe(II)-Oxy protein domain, 
highly conserved Fe2+ and 2-oxoglutaric acid binding sites. PlGA20ox is a kind of stable protein with a predict-
ed molecular weight of 43 209.1 Da and belongs to C19-GAoxs without transmembrane domain or signal pep-
tide. The homology between PlGA20ox and GA20ox from P. suffruticosa is as high as 96%, indicating the 
closest genetic relationship. Subcellular localization showed that the PlGA20ox protein was localized in the cy-
toplasm. Semi-quantitative PCR showed that PlGA20ox was expressed in each organ of P. lactiflora but differ-
entially. It was extremely high in buds, followed by petals, and weakly present in the leaves, stems, sepals and 
roots. The expression level of PlGA20ox showed an overall downward trend with an initial rise, which is posi-
tively correlated to endogenous GA3 content during bud endodormancy release induced by chilling. The exoge-
nous GA3 could increase the endogenous GA3 content and inhibit the expression of PlGA20ox significantly, in-
dicating that PlGA20ox can regulate the synthesis of GA3 meanwhile receive negative feedback regulation from 
active GA3 in plants. 
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