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γ-氨基丁酸代谢影响拟南芥叶片节律性运动
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摘要: 为阐明γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)和生物节律调控的关系, 本文以GABA合成(谷氨酸脱羧酶

gad等)和代谢(GABA转氨酶GABA-T/pop2、谷氨酸脱氢酶gdh等)突变体, 以拟南芥叶片节律性运动为监测指

标, 探讨了GABA代谢与叶片节律性运动的关系。结果显示, GABA合成突变体(gad1-3)和双突变体gad1/gad2
中叶片节律性运动的振幅低于野生型, 在gad1、gad2和gad1/gad2中叶片运动的振幅变化明显; pop2突变体中, 
叶片运动的节律性变化的振幅明显低于对照, gdh1/gdh2突变体中, 叶片运动呈现非节律性变化的特点; 此外, 
外源γ-氨基丁酸(1.0 mmol·L-1)不同程度提高拟南芥3种生态型(Col、Ler、Ws)叶片节律性运动的振幅, 其中Col
生态型和Ws生态型叶片振幅变化明显; 在生物钟核心基因突变体toc1、lhy、cca1中, 叶片运动呈现非节律性

变化模式; 但外源GABA的添加能够提高这些突变体叶片节律性运动的振幅或者恢复叶片的节律性。上述结

果表明GABA代谢平衡直接和间接影响生物钟节律, 外源或内源GABA的合成或代谢突变主要影响到叶片节

律性运动的振幅。
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生物节律(biological rhythm)在植物生命过程

中扮演着非常重要的角色(Nagel和Kay 2012), 其内

在的精细调节机制使植物能够根据周期性外界环

境的变化来协调自身的各种生理过程, 从而适应

环境诸如光照和温度的节律变化。生物的行为如

叶片的节律性运动等以及细胞内部的生理变化也

受到昼夜节律的控制(Hubbard和Dodd 2016)。
高等植物的生物钟能够调节许多代谢途径

(Nagel和Kay 2012)。研究表明生物钟控制着光合

作用活性、下胚轴的节律性生长、激素应答、营

养吸收和基因表达的日常变化(Fukushima等2009; 
Wang等2011)。植物昼夜节律系统是由输入途径

(input pathway)、核心振荡器(core oscillator)和输出

途径(output pathway)三部分组成的相互调控的反

馈环路(Nagel和Kay 2012; Hubbard和Dodd 2016), 
其核心振荡器主要由TOC1 (TIMING OF CAB EX-
PRESSION 1)、CCA1 (CIRCADIAN CLOCK-ASSO-
CIATED 1)和LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL)
三个核心元件组成, 核心振荡器与其他相关的生

物节律调节元件构成了互相调节的复杂调控网络

(Adams和Carré 2011; Nagel和Kay 2012)。在拟南

芥基因组中大约1/3的基因受到昼夜节律的调控

(Covington等2008)。近年来的研究显示了植物体

内的代谢产物如葡萄糖、活性氧等的产生和生物

节律存在着相互调控的关系(Bläsing等2005; Farré
和Weise 2012)。

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)是一

种抑制性神经递质。植物领域的研究表明GABA
是一种参与植物发育和响应胁迫的重要代谢物质

和信号分子(Liu等2011; Yu等2014)。GABA的合成

由谷氨酸脱羧酶(glutamate decarboxylase, GAD)催
化谷氨酸脱羧形成(Michaeli和Fromm 2015; Shelp
和Zarei 2017), 拟南芥中GAD主要由5种GAD基因

编码。GABA的氧化首先通过GABA转氨酶(GABA 
transaminase, GABA-T, POP2)的催化发生转氨作

用, 形成琥珀酸半醛后进入三羧酸循环(Michaeli和
Fromm 2015; Shelp和Zarei 2017; Koch等2017)。上

述反应和α-酮戊二酸的氧化一起构成GABA支路, 
该支路中分别涉及谷氨酸脱羧酶(GAD)、γ-氨基丁

酸转氨酶(GABA-T)和琥珀酸半醛脱氢酶(succinic 
semialdehyde dehydrogenase, SSADH) (Michaeli和
Fromm 2015; Shelp和Zarei 2017; Koch等2017)。同时, 
α-酮戊二酸经由谷氨酸脱氢酶(glutamate dehydro-
genase, GDH)催化可转变为谷氨酸, 同时又构成了谷

氨酸、α-酮戊二酸和γ-氨基丁酸相互调节的回路。
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植物的生物钟功能与三羧酸循环存在着密切

的调控关系(Fukushima等2009; Nakamichi等2009)。
叶片的节律性运动是拟南芥生物节律重要的输出

特征(Edwards和Millar 2007; Greenham等2015; 
Müller和Jiménez-Gómez 2016)。拟南芥2周龄相互

对生的2片幼叶具有明显的生物节律性运动的特

性, 在很大程度上能够反映细胞代谢的内在生理

变化(Edwards和Millar 2007; Dornbusch等2014; 
Greenham等2015; Müller和Jiménez-Gómez 2016)。
为研究γ-氨基丁酸(GABA)代谢和生物节律的内在

调控关系, 本论文以GABA合成(谷氨酸脱羧酶gad
等)和代谢(GABA转氨酶GABA-T/pop2、谷氨酸

脱氢酶gdh等)突变体为材料, 以拟南芥叶片的节律

性运动为监测指标, 探讨GABA代谢和生物节律互

作调控的潜在机制。

1  材料与方法

1.1  拟南芥材料

拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)种子有Columbia 
(Col)、Landsberg erecta (Ler)和Wassilewskija (Ws) 
3种野生生态型, 相关突变体具体如下: Col生态型

gad突变体材料(gad1-3突变体和gad1/gad2双突变

体)、Col生态型谷氨酸脱氢酶(GDH)突变体材料

gdh1/gdh2、Col生态型cca1突变体(拟南芥昼夜节

律核心基因突变体材料), Ler生态型pop2突变体

(pollen-pistil incompatibility), Ws生态型toc1、lhy
突变体、cca1/lhy双突变体和cca1/toc1双突变体。

以上gad1、gad2、gad3突变体和gad1/gad2双突变

体由加拿大University of Guelph的Barry Shelp教授

提供, gdh1/gdh2突变体材料由英国University of 
Warwick的Isabelle Carre教授提供; pop2突变体材

料和拟南芥昼夜节律核心基因突变体材料购自欧

洲种子中心。

1.2  材料培养

种子用氯气消毒氧化杀菌3~4 h。在超净工作

台中, 用灭菌的竹签将种子分别接种于1/2MS和
1/2MS+1.0 mmol·L-1 GABA (不含蔗糖, pH为5.8)的
方形塑料培养皿(10 cm×10 cm)上, 用透气型胶带

(3M MicroporeTM)密封, 放置于4°C冰箱春化2 d, 然
后取出放置于温室(16 h/8 h光/暗循环, 温度为

22°C)中培养。

1.3  叶片节律性运动的实时观察

叶片伸展运动的节律性观察按照已报道的方

法进行(Edwards和Millar 2007; Greenham等2015; 
Müller和Jiménez-Gómez 2016)。在超净工作台上

选取长出有2片幼叶的拟南芥, 用锋利刀片将幼苗

和固体培养基一起切割下来, 将培养基和幼苗一起

放置在竖立的带小格子的方形培养皿(5 cm×5 cm)
上, 注意2片叶片必须侧面正立对着方形培养皿盖

板(图1-A), 然后用封口膜封口。设置延时相机

(Brinno, 产地台湾)参数, 将切割转移好的拟南芥放

在培养室里进行持续实时拍照(图1-B)。根据相机

中记录的叶片上下运动的影像数据, 然后用Imag-
ing J软件分析叶片节律性运动的规律(图1-C)。

2  实验结果

2.1  内源性GABA合成突变体叶片节律性变化

谷氨酸脱羧酶(GAD)是控制GABA合成的关

键酶, 拟南芥中有多种GAD (GAD1~5), 它们特异

分布在拟南芥不同部位。为研究内源性GABA合

成缺陷是否影响叶片运动的节律性变化, 本研究

用已构建好的gad1-3单突变体和gad1/gad2双突变

体为材料, 基于叶片上下运动的追踪记录研究叶

片节律性变化的规律(图1)。结果表明, 在叶片运

动观察的早期, gad1突变体的叶片节律性运动的振

幅明显低于野生型(图2-A), 类似的现象在gad2突
变体也观察到(图2-B); 在gad3突变体中叶片的节

律性运动的振幅和对照相比无显著差异(图2-C); 
在gad1/gad2双突变体叶片的节律性运动振幅也明

显低于对照(图2-D)。表明内源性GABA合成缺陷

不同程度地影响着叶片节律性运动的振幅。

2.2  内源性GABA代谢突变体叶片节律性变化

POP2 (pollen-pistil incompatibility)是编码GABA
代谢过程中第一个关键酶——γ-氨基丁酸转氨酶

(GABA-T/POP2)的基因。POP2突变导致内源性

GABA含量增高。结果显示, pop2突变体中叶片节

律性运动的振幅低于野生型(图3-A)。表明内源性

GABA含量增加影响叶片运动节律的振幅, 与时相

变化无关。

谷氨酸脱氢酶(GDH)是催化氨还原性地固定

到α-酮戊二酸上, 形成GABA合成的前体物谷氨酸

反应的酶, 在拟南芥茎和叶伴胞细胞线粒体中特
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图1  叶片运动实验操作示意图

Fig.1  Sketch map of leaf movement experimental operation
A: 将生长2周后的方形培养皿中拟南芥幼苗连同培养基一起切割转移至带小格子的方形培养皿中, 保持幼叶的姿势在拍摄取景范围

内(红色方框显示); B: 延时摄影相机拍摄拟南芥叶片上下运动的图像; C: 使用Imaging J软件分析单个拟南芥叶片节律性运动变化的规律

(红色箭头所示)。

图2  内源性GABA合成突变体中叶片的节律性变化

Fig.2  Rhythmic changes of leaves in mutants of endogenous GABA biosynthesis
A: gad1突变体与野生型拟南芥的叶片节律性运动; B: gad2突变体与野生型拟南芥的叶片节律性运动; C: gad3突变体与野生型拟南芥

的叶片节律性运动; D: gad1/gad2突变体与野生型拟南芥的叶片节律性运动。
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图3  内源性GABA代谢突变体中叶片的节律性变化

Fig.3  Rhythmic changes of leaves in mutants  
of endogenous GABA catabolism

A: pop2突变体与Ler野生生态型拟南芥的叶片节律性运动; B: 
gdh1/gdh2突变体与Col野生生态型拟南芥叶片节律性运动。

异存在。此外GDH能够可逆催化谷氨酸生成α-酮
戊二酸, GDH双突变体(gdh1/gdh2)的研究表明, 
gdh1/gdh2双突变体叶片的节律性变化振幅低于对

照, 且表现出非节律性运动的模式(图3-B)。
2.3  外源性GABA与叶片节律性变化的调控

研究表明, 拟南芥3种野生生态型(Col、Ler、 
Ws)在含有1.0 mmol·L-1 GABA的培养基和不含有

GABA的培养基中叶片运动节律不同。外源GABA
能够影响3种生态型叶片节律性运动的振幅(图4), 
不同的是, Col生态型和Ws生态型的拟南芥在添加

外源性GABA的情况下, 叶片节律性运动的振幅显

著高于对照(图4-A和B), 而Ler生态型在添加外源

性GABA后, 叶片节律性运动的振幅略有增加(图
4-C)。
2.4  生物钟节律核心基因突变体中叶片的节律性

变化与GABA的调控关系

以生物节律核心元件基因的突变体为材料, 进
一步研究GABA和叶片节律性运动的调控关系。

图4  外源性GABA对3种生态型拟南芥叶片 
的节律性变化的影响

Fig.4  Effects of exogenous GABA on leaf rhythmic  
movements in three ecotypes of Arabidopsis 

A: Col生态型; B: Ws生态型; C: Ler生态型。

与对照相比, toc1突变体的叶片运动呈现非节律性

(图5-A); 值得注意的是, 在添加外源GABA情况下, 
toc1突变体叶片运动的模式发生了显著变化, 叶片

运动呈现出节律性(图5-B); 在lhy突变体(图5-C和

D)和cca1突变体(图5-E和F)中也观察到类似的现

象, 即添加外源GABA在一定程度上恢复了叶片节

律性运动(图5-D和F), 表明了GABA在节律性运动

中起着重要的调节作用。

与野生型相比, 在cca1/lhy双突变体中叶片的

运动呈现非节律性变化(图6-A), 外源性GABA的

添加并不影响cca1/lhy双突变体非节律性变化的模
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图5  拟南芥昼夜节律核心基因突变体中叶片运动的变化

Fig.5  Leaf movement in the mutants of core circadian genes in Arabidopsis
A: toc1突变体拟南芥与Ws生态型; B: 外源性GABA对toc1突变体叶片运动的影响; C: lhy突变体拟南芥与Ws生态型; D: 外源性GABA

对lhy突变体叶片运动的影响; E: cca1突变体拟南芥与Col生态型; F: 外源性GABA对cca1突变体叶片运动的影响。

式, 但在一定程度上增加了非节律性变化的振幅

(图6-B); 在cca1/toc1双突变体中叶片的运动呈现

节律性变化, 但节律性变化的时相滞后于对照(图
6-C), 外源GABA的添加提高了cca1/toc1双突变体

叶片运动的振幅(图6-D)。上述结果表明在生物钟

核心基因双突变体中, 外源性GABA的添加并不能

改变叶片的非节律性运动的模式。

3  讨论

γ-氨基丁酸(GABA)作为一种潜在的信号分子

和代谢产物参与了细胞内pH环境的调节、碳(C)/
氮(N)营养平衡、抑制昆虫啃食等各种生理生化反

应(Fait等2008)。此外, GABA还参与了花粉管生

长的调控(Yu等2014)等。本论文用成功构建的

gad1-3单突变体和gad1/gad2双突变体以及GABA
代谢突变体, 分析了γ-氨基丁酸(GABA)代谢对拟

南芥叶片节律性运动变化的影响。结果表明, 无
论GABA合成突变(gad等突变体)还是代谢突变

(pop2等突变体)都不同程度地影响叶片节律性运

动的模式, 叶片节律性变化的振幅明显低于对照, 
表明了GABA正常代谢的平衡是叶片节律性变化

模式所必需的。考虑到GABA代谢和三羧酸循环

的密切关系, 推测GABA的正常代谢对于生物节律

的维持起着重要的作用。

生物节律核心元件基因的突变体(toc1、lhy、
cca1等)的实验进一步明确了GABA对生物节律调
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图6  拟南芥昼夜节律核心基因双突变体中叶片运动的变化

Fig.6  Leaf movement in the double mutants of core circadian genes in Arabidopsis
A: cca1/lhy双突变拟南芥与Ws生态型; B: 外源性GABA对cca1/lhy双突变体拟南芥叶片节律性运动的影响; C: cca1/toc1双突变体拟南

芥与Ws生态型; D: 外源性GABA对cca1/toc1双突变体拟南芥叶片节律性运动的影响。

控之间的关系。在这些突变体中, 叶片运动的模

式呈现非节律性变化 ;  但值得注意的是 ,  外源

GABA的添加能够提高双突变体叶片非节律性运

动的振幅, 能够部分恢复单突变体叶片的节律性

变化, 这一结果充分表明GABA代谢和生物钟节律

基因之间存在着直接和间接的调控关系。

动、植物研究表明生物体内在的生物钟节律

调控着机体的生理功能和代谢过程, 而代谢过程

的中间产物反过来又调节生物钟节律(Asher和Sas-
sone-Corsi 2015; Kinmonth-Schultz等2013)。尽管

GABA代谢和生物节律基因互作调控叶片节律性

运动的内在机制尚未清晰 ,  但目前的研究表明

GABA正常代谢和叶片的节律性运动存在着相应

的调控关系。越来越多的证据表明, 代谢过程的

初级代谢物、能量代谢和活性氧、NAD+等都对

生物节律施加影响(Zhou等2015)。本研究发现谷

氨酸脱氢酶突变体(gdh1/gdh2)中叶片的运动呈现

非节律性变化, 这可能与gdh突变体中氧化还原状

态的改变有关(Tarasenko等2009)。
另外, 外源性GABA的添加提高了叶片节律

性振动的振幅, 并能恢复一些突变体叶片振动的

模式。考虑到植物的生物钟节律对植物光合代谢

产物积累、逆境胁迫响应、育种方面的重要作用

(Greenham和McClung 2015), 以及农作物驯化过程

中影响开花的突变在节律性变化振幅的差异(Shor
和Green 2016), 有理由认为GABA代谢可能对生物

钟节律调控施加影响, 对其作用机理的深入研究

有望成为提高作物产量的一种潜在途径。
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Effects of γ-aminobutyric acid metabolism on leaf rhythmic movement 
in Arabidopsis thaliana
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Abstract: To elucidate the relationship between γ-aminobutyric acid (GABA) and circadian clock regulation, 
using rhythmic movement of Arabidopsis leaf as monitoring indicators, the mutants of GABA biosynthesis en-
zymes (glutamic acid decarboxylase, GAD) and catabolism enzymes (GABA transaminase, GABA-T/POP2 
and glutamate dehydrogenase, GDH, etc.) were employed to explore the inherent interaction of GABA metabo-
lism and biological rhythm. The results showed that in GABA biosynthetic mutant (gad1-3) and double mutant 
gad1/gad2, the amplitude of rhythmic movement of leaves was lower than that of wild type in different degrees, 
and the amplitude of leaf movement varied significantly in gad1, gad2 and gad1/gad2. In pop2 mutant, the am-
plitude of rhythmic change of leaf movement was significantly lower than that of control. In gdh1/gdh2 mutant, 
leaf movement showed arrhythmic pattern. Furthermore, exogenous GABA (1.0 mmol·L-1) could increase the 
amplitude of the rhythmic movement of the leaves in three ecotypes of Arabidopsis thaliana (Col, Ler, Ws) to 
different extent, and the amplitude had obvious changes in Col ecotype and Ws ecotype after GABA spraying. 
In toc1, lhy and cca1 mutants, leaf movement showed arrhythmic change pattern, but exogenous GABA addi-
tion could increase the amplitude of rhythmic movement of these mutants or restore to the rhythmic movement 
of leaves. This results fully indicate that there is a direct or indirect governing relationship between the GABA 
metabolism and the circadian clock. These results also indicate that the balance of intracellular GABA metabo-
lism has direct and indirect effect on circadian rhythm. Data herein show that exogenous GABA and its endoge-
nous biosynthetic/metabolic mutants mainly affect the amplitude of leaf rhythmic movement.
Key words: γ-aminobutyric acid; circadian rhythm; leaf movement; GABA metabolism; Arabidopsis thaliana
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