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摘　 要: 为探究 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的分子功能ꎬ该文以在黄梁木形成层区域中高表达的扩展蛋白基因 ＮｃＥＸＰＡ８
为研究对象ꎬ研究其在黄梁木种子萌发过程中的表达及其过表达对拟南芥种子萌发的影响ꎮ 该文以黄梁木

和拟南芥野生型(ＷＴ)(Ｃｏｌ￣０)种子以及转 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的拟南芥 Ｔ３ 代纯合体种子为实验材料ꎬ利用实时

荧光定量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄梁木种子萌发不同阶段的表达量ꎬ并分析 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因和拟南

芥种子萌发内源相关基因在拟南芥 ＷＴ 和转基因不同株系萌发种子中的表达量ꎬ且对拟南芥 ＷＴ 种子和转

基因 Ｔ３ 代纯合体种子在不同处理和不同时间的萌发率进行比较ꎮ 结果表明:ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄梁木种子

萌发不同阶段的表达量存在差异ꎬ在种壳破裂时表达量最高ꎬ随后降低ꎮ 与拟南芥 ＷＴ 相比ꎬ过表达

ＮｃＥＸＰＡ８ 基因不仅显著提高了种子的萌发速度ꎬ而且提高了对赤霉素的敏感性ꎬ降低了对脱落酸的敏感性ꎬ
但未影响拟南芥内源相关结构基因的表达ꎮ 该研究初步分析了黄梁木 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在种子萌发中的功

能ꎬ但其最终确定还需在黄梁木中进行验证ꎮ
关键词: 黄梁木ꎬ ＮｃＥＸＰＡ８ 基因ꎬ 种子萌发ꎬ 拟南芥
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　 　 植物扩展蛋白( ｅｘｐａｎｓｉｎꎬ 简称 ＥＸＰ)首次在

黄瓜下胚轴中被发现ꎬ是一类负责酸性诱导细胞

壁伸展的细胞壁蛋白ꎬ但不具有细胞壁水解活性

(Ｍｃｑｕｅｅｎ￣Ｍａｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)ꎮ 对植物而言ꎬ细胞

壁是一种极其重要的结构ꎬ提供植物所需的机械

支持ꎬ同时为植物组织器官生长发育提供可塑性ꎻ
植物的生长发育需要改变细胞的大小和形状ꎬ这
就需要对细胞壁的可塑性进行调节 ( Ｍａｒｏｗａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 尽管对于扩展蛋白生化作用机理的

了解还不彻底ꎬ但大家普遍认为扩展蛋白参与了

细胞壁可塑性的调节ꎬ即通过打断细胞壁微纤丝

与基质间的非共价键而使细胞壁软化ꎬ允许细胞

壁多聚物在细胞膨压作用下“蠕动”导致细胞快速

伸展(Ｃｏｓｇｒｏｖｅꎬ ２０００ꎬ ２０１５)ꎮ 随着研究的深入ꎬ
认为扩展蛋白对植物各个组织生长发育都有重要

作用ꎬ 例 如: 根 ( Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｂｏｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)、茎(Ｂｏｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)、叶
(Ｄｅｖｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ ) 和 果 实

(Ｍｉｎｏｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)的生长发育ꎮ
黄梁木(Ｎｅｏｌａｍａｒｃｋｉａ ｃａｄａｍｂａ)ꎬ又名团花树ꎬ

隶属茜草科(Ｒｕｂｉａｃｅａｅ)团花属(Ｎｅｏｌａｍａｒｃｋｉａ)ꎬ常
绿大乔木ꎬ原产中国广东、广西和云南南部以及越

南、缅甸、马来西亚等地ꎬ由于其生长十分迅速ꎬ在
１９７２ 年的第七届世界林业大会上ꎬ被各国专家誉

为“奇迹树”ꎬ而且该树种材质好ꎬ是胶合板、纤维

板和制浆造纸等的理想原料(邓小梅等ꎬ２０１２)ꎮ
克隆到黄梁木形成层中高表达的扩展蛋白基因

ＮｃＥＸＰＡ８ꎬ并构建过表达载体 Ｐｂｉ１２１￣ＮｃＥＸＰＡ８ 转

化拟南芥ꎬ发现 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的过量表达促进了

拟南芥植株生长以及茎段纤维细胞的伸长( Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ

种子萌发起始于干种子吸水ꎬ结束于胚根突

破包裹胚的种皮(Ｎｏｎｏｇａｋｉꎬ ２０１９)ꎮ 萌发过程分

为 ２ 个连续的步骤:种皮沿着已经裂开的缝破裂ꎬ
然后仅留胚乳帽覆盖胚根(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ只有

在胚乳帽充分软化后才能被胚根生长穿破ꎬ这也

标志着萌发过程的结束(Ｎｏｎｏｇａｋｉꎬ ２０１９)ꎮ 前人

研究表明ꎬ种子萌发过程中ꎬ编码修饰细胞壁蛋白

的木葡聚糖基转移酶 /水解酶(ＸＴＨｓ)、扩展蛋白

在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、番茄( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)、芹菜(Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ)的胚乳帽区域

均为特异表达(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｖｏｅｇｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｓáｎｃｈｅｚ￣Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ且 ＧＡ 缺乏

的突变体(ｇｉｂ￣１)种子只有在外源 ＧＡ 存在时才能

萌发ꎬ在吸胀 １２ ｈ 内 ＧＡ 诱导 ＬｅＥＸＰ４ 的表达

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎬ说明通过细胞壁修饰引起胚

乳帽区域软化对种子萌发起到的促进机理具有较

高的保守性ꎮ

５５６４ 期 廖嘉明等: 黄梁木 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因提高拟南芥种子萌发速度的研究



已有研究表明ꎬ在拟南芥扩展蛋白家族基因

中ꎬＡｔＥＸＰＡ２ 基因在拟南芥萌发的种子中特异高

表达ꎬ参与种子萌发 ( Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｓáｎｃｈｅｚ￣
Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 此外ꎬ还有其他结构基

因ꎬ如 ＡｔＭＡＮ７、ＡｔＴＺＦ４ 等也参与了种子萌发的过

程ꎬ其中 ＡｔＴＺＦ４ 对种子的萌发起到抑制作用ꎻ赤
霉素诱导 ＡｔＭＡＮ７ 表达上调ꎬ但下调 ＡｔＴＺＦ４ 的表

达ꎻＡＢＡ 诱导 ＡｔＴＺＦ４ 表达上调ꎬ但对 ＡｔＭＡＮ７ 表达

无 调 控 作 用 ( Ｉｇｌｅｓｉａｓ￣Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｉｇｌｅｓｉａｓ￣Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｂｏｇａｍｕｗａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ 因此ꎬ本研究分析了 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄

梁木种子萌发过程中不同时期的相对表达量ꎬ并
分析了拟南芥 ＷＴ 和转基因植株中 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因

和参与拟南芥种子萌发的内源相关基因 ＡｔＥＸＰＡ２、
ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 在空白处理和植物激素 ＧＡ３和

ＡＢＡ 处理下的相对表达量ꎬ以及探究了 ＧＡ３ 和

ＡＢＡ 对拟南芥 ＷＴ 和转基因种子萌发的影响ꎬ试
图为后续研究 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄梁木种子萌发中

的功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究以当年收集的黄梁木的种子、拟南芥

野生型 ＷＴ(Ｃｏｌ￣０)以及已获得的转 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因

的拟南芥 Ｔ３ 代纯合体种子 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７) 为

材料ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 合成

利用植物 ＲＮＡ 试剂盒(Ｏｍｅｇａ)提取总 ＲＮＡꎬ
用 ４０ μＬ 的 ＤＥＰＣ 水洗脱 ＲＮＡꎬ于－８０ ℃ 保存备

用ꎮ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(Ｔａｋａｒａꎬ
大连)说明书ꎬ将总 ＲＮＡ(０.５ μｇ)逆转录为第 １ 链

ｃＤＮＡꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３ 荧光定量(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)分析

将合成的第 １ 链 ｃＤＮＡ 稀释 １５ 倍备用ꎬＲＴ￣
ｑＰＣＲ 在罗氏(Ｒｏｃｈｅ) ＬＣ４８０ 定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ
每个点重复 ３ 次ꎬ取平均值分析ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 代替模

板作为实验的空白对照ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ２０ μＬ 反应体

系如下:２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ １０ μＬꎬ引物 Ｆ
(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１) １ μＬꎬ引物 Ｒ (１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１) １

μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎮ 反应程序如下:９５
℃ ３０ ｓꎻ４０ 个循环(９５ ℃ ５ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０
ｓ)ꎻ７２℃ ２ ｍｉｎꎻ进行 ５８ ~ ９５ ℃的熔解曲线分析ꎻ４０
℃冷却 ３０ ｓꎮ 黄梁木和拟南芥的内参基因分别为

ＮｃＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ 和 ＡｔＰＰ２ＡＡ３( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ拟南

芥 ＡｔＥＸＰＡ２、ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 基因 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引

物 参 考 已 有 的 文 献 ( Ｉｇｌｅｓｉａｓ￣Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｂｏｇａｍｕｗａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ
所用引物见表 １ꎮ
１.４ 材料处理及萌发试验

黄梁木种子泡于常温的水中并置于 ３７ ℃ 恒

温箱 ２４ ｈꎻ在培养皿中平铺滤纸并吸足蒸馏水ꎬ将
浸泡过的种子平铺于滤纸上ꎬ盖上盖子ꎬ置于光照

强度为１ ５００ ｌｘ、１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗光周期、２５ ℃
培养箱中培养ꎬ分别于培养 ３、６、７、８ ｄ 收集种子ꎮ
根据 Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.(２０１４)的方法ꎬ收集于 ２５ ℃空白处

理(水)、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３和 ＡＢＡ 中浸泡 ２４ ｈ 的

拟南芥 ＷＴ 和转 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因 Ｔ３ 代纯合体种子ꎮ
每个样品设 ３ 个生物学重复ꎬ样品采集后放入液

氮速冻ꎬ置于－８０ ℃冰箱储存备用ꎮ
根据 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１６)的方法ꎬ在培养皿中

平铺滤纸并各自吸足蒸馏水、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３和

ＡＢＡꎬ将拟南芥 ＷＴ 和转 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因 Ｔ３ 代纯合

体种子置于滤纸上ꎬ每个培养皿 ８０ ~ １００ 粒种子ꎬ
盖上盖子ꎬ４ ℃黑暗中处理 ３ ｄꎬ再置于连续光照强

度为１ ５００ ｌｘ、温度为 ２５ ℃的培养箱中培养ꎮ 以胚

根出现衡量种子已萌发ꎬ分别于 １２、１８、２４、４８ ｈ 统

计种子萌发率ꎬ每个基因型设 ４ 个生物学重复ꎮ
采用 ＳＰＳＳ １９ 统计软件的 ｔ 检验进行显著性分析ꎬ
并计算在 １８ ｈ 时ꎬＧＡ３和 ＡＢＡ 对各基因型种子萌

发的促进率和抑制率ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄梁木种子萌发过程中的表

达分析

黄梁木种子在培养 ６ ｄ 后ꎬ胚根才出现(图 １:
Ｂ)ꎬ在黄梁木种子萌发过程的不同阶段ꎬＮｃＥＸＰＡ８
基因的表达变化大ꎮ 种子在培养 ３ ｄ 后ꎬ表达量较

低ꎻ在培养 ６ ｄ 后ꎬ其表达量达到最高ꎬ此时胚根刚

６５６ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

上游引物(５′→３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′→３′)

下游引物(５′→３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′→３′)

ＡｔＥＸＰＡ２ ＣＡＴＡＡＡＣＴＣＣＧＡＣＧＡＣＡＡＣＧ ＴＡＣＣＣＡＣＡＡＧＣＡＣＣＡＣＣＣＡＴ

ＡｔＭＡＮ７ ＴＣＡＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＧＧＧＡＡＡＣ ＡＧＣＴＧＡＧＡＴＣＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧ

ＡｔＴＺＦ４ ＡＡＣＴＡＡＣＴＣＡＣＣＴＣＡＧＧＣＧＡＡＣＴ ＴＣＴＴＣＣＡＣＣＧＡＡＡＴＴＴＡＣＡＴＴＣＴ

Ｐｂｉ１２１￣ＮｃＥＸＰＡ８ ＴＡＴＣＧＴＧＡＧＧＧＴＴＴＴＣＧＴＧＡＡＧ ＧＧＴＴＡＧＡＣＴＣＴＧＡＡＧＴＴＣＴＴＴＣＣＡ

ＡｔＰＰ２ＡＡ３ ＴＡＡＣＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＴＧＡＴＧＣ ＧＴＴＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＣＴＴＧＧＴ

ＮｃＥＸＰＡ８ ＴＡＡＡＴＧＴＧＴＴＴＴＧＣＴＡＡＡＴＡＧＴＴＧＧ ＴＣＡＣＡＣＴＴＴＡＣＴＴＴＴＡＣＡＣＴＴＣＣＣＴ

ＮｃＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ ＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＴＣＴＡＴＣＴＡＴＧＧ ＡＡＣＣＴＧＣＣＣＡＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴ

露白ꎮ 随后ꎬ胚根不断生长ꎬ但 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的表

达却显著降低ꎬ并维持在较低水平(图 １:Ａ)ꎮ
２.２ ＮｃＥＸＰＡ８、ＡｔＥＸＰＡ２、ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 基

因在转基因拟南芥中的表达

利用实时荧 光 定 量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技 术 检 测 了

ＮｃＥＸＰＡ８、ＡｔＥＸＰＡ２、ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 基因在空

白处理(水)、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３和 ＡＢＡ 处理下拟

南芥 ＷＴ 和转基因 ＮｃＥＸＰＡ８ 株系萌发的种子(胚
根刚露白阶段)中的表达ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ在转基因

Ｔ３ 代纯合体萌发的种子中ꎬ各株系 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因

的表达量都很高(图 ２:Ｂꎬ Ｃꎬ Ｄ)ꎬ而在拟南芥 ＷＴ
中没有表达(图 ２:Ａ)ꎮ 在相同处理下ꎬＡｔＥＸＰＡ２、
ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 基因在拟南芥 ＷＴ 和各转基因

株系间相对表达量无差异ꎮ ＡｔＥＸＰＡ２ 和 ＡｔＭＡＮ７
基因在拟南芥萌发的种子中特异表达ꎬ参与种子

萌发 ( Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｓáｎｃｈｅｚ￣Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 与空白处理 (水) 相比ꎬ在 ＡＢＡ 处理下ꎬ
ＡｔＥＸＰＡ２ 和 ＡｔＭＡＮ７ 基因在拟南芥 ＷＴ 和各转基

因株 系 的 萌 发 种 子 中 的 表 达 无 明 显 差 异ꎬ 而

ＡｔＴＺＦ４ 则显著提高ꎻ但在 ＧＡ３处理下ꎬＡｔＥＸＰＡ２ 和

ＡｔＭＡＮ７ 基因在各基因型萌发种子的表达量显著

提高ꎬ而 ＡｔＴＺＦ４ 则表达量极低ꎮ
２.３ 拟南芥种子萌发率分析

按照 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１６)的方法ꎬ进行种子萌

发率比较ꎬ由表 ２ 可知ꎬ４ ℃ 黑暗处理 ３ ｄ 后 ( ０
ｈ)ꎬ拟南芥 ＷＴ 和 ３ 个转 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因 Ｔ３ 代纯合

体的种子ꎬ都未萌发ꎮ 在 ２５ ℃培养箱中培养 １２ ｈ
后ꎬ１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理的 ＷＴ 种子仍未萌发ꎬ
转基因种子有个别开始萌发ꎬ但数量极少ꎬ一个培

养皿中最多只有 ４ 粒ꎬ其余处理的种子都有部分

开始萌发ꎬ且转基因种子的萌发率显著高于 ＷＴꎮ
在培养箱中培养 １８ ｈ 后ꎬ除 ＡＢＡ 处理外ꎬ其余处

理的拟南芥 ＷＴ 和转基因种子大部分都已萌发ꎻ此
时空白处理(水)的转基因 ３ 个株系种子萌发率都

极显著地高于拟南芥 ＷＴꎻ与空白处理相比ꎬ１０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理的各基因型种子萌发率低ꎬ其
中拟南芥 ＷＴ 仅有 ２０.１７％ꎬ而 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３处

理的各基因型种子萌发率显著提高ꎬ且各转基因

种子分别在一半的培养皿中已全部萌发ꎮ 培养 ２４
ｈ 后ꎬ除了 ＡＢＡ 处理ꎬ其余处理的各基因型种子全

已萌发ꎮ 培养 ４８ ｈ 后ꎬ各处理的各基因型种子全

都萌发ꎮ 因此ꎬ过量表达 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因只是加速

种子萌发ꎮ
ＧＡ３和 ＡＢＡ 对拟南芥 ＷＴ 和转基因种子萌发

的影响结果见表 ２ꎮ 经 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３ 处理的

ＷＴ 和 ３ 个转基因株系的种子萌发都显著提高ꎬ且
３ 个转基因株系的种子萌发促进率为 ３１. ４７％ ~
３２.０９％ꎬ大于拟南芥 ＷＴ 的萌发促进率 ２０.９２％ꎻ
而经 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理的各基因型种子萌发

率显著降低ꎬ但转基因种子的萌发抑制率 ( ４７.
６％ ~ ４８.７３％ ) 小 于 拟 南 芥 ＷＴ 的 萌 发 抑 制 率

７０.８％ꎬ说明过量表达 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因提高了 ＧＡ３

对种子萌发的促进率ꎬ降低了 ＡＢＡ 对种子的萌发

抑制率ꎮ

３　 讨论与结论

模式植物基因组含有许多 ＥＸＰ 基因(ｈｔｔｐｓ: / /
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Ａ. 种子萌发不同阶段 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的表达水平ꎻ Ｂ. 种子不同萌发阶段的形态ꎬＢａｒ ＝ １００ μｍꎻ Ａ 中不同大写字母表示不同时期

表达量存在极显著差异(Ｄｕｎｃａｎ 检验ꎬＰ<０.０１)ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮｃＥＸＰＡ８ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓꎻ Ｂ. Ｓｅｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓꎬ Ｂａｒ ＝ １００ μｍꎻ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ Ａ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ (Ｄｕｎｃａｎ ｔｅｓｔꎬ Ｐ<０.０１).

图 １　 黄梁木种子萌发过程中的形态及基因 ＮｃＥＸＰＡ８ 在此过程中的表达
Ｆｉｇ. １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮｃＥＸＰＡ８ ｄｕｒｉｎｇ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｏｌａｍａｒｃｋｉａ ｃａｄａｍｂａ ｓｅｅｄｓ

ｈｏｍｅｓ.ｂｉｏ.ｐｓｕ.ｅｄｕ / ｅｘｐａｎｓｉｎｓ / ｇｅｎｅｓ.ｈｔｍ)ꎬ但在不同

的组织器官以及不同生长发育阶段ꎬ这些基因的

表达水平存在差异ꎬ因此它们的具体功能也各有

差异ꎮ 如拟南芥中的 ＡｔＥＸＰＡ１０ 基因在幼嫩的叶

片中高表达ꎬ它的过表达和反义植株在很大程度

上增加和降低了叶片的大小 ( Ｃｈｏ ＆ Ｃｏｓｇｒｏｖｅꎬ
２０００)ꎻＡｔＥＸＰＡ７、ＡｔＥＸＰＡ１８ 与 ＡｔＥＸＰＡ１７ 以高丰度

表达在根毛的起始和根的生长中起着决定性的作

用(Ｃｈｏ ＆ Ｃｏｓｇｒｏｖｅꎬ ２００２ꎻ Ｌｅｅ ＆ Ｋｉｍꎬ ２０１３)ꎻ在
叶片保卫细胞特异表达的 ＡｔＥＸＰＡ１ꎬ通过改变保卫

细胞壁的结构调控气孔开关 (Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ )ꎻ 在 萌 发 种 子 中 高 表 达 的

ＡｔＥＸＰＡ２ꎬ参 与 种 子 的 萌 发 ( Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ
Ｓáｎｃｈｅｚ￣Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 此外ꎬ在其他植

物不同的组织器官以及不同生长发育阶段中高表

达的 ＥＸＰ 基因ꎬ都参与相应组织器官的生长发育ꎬ

如番茄(Ｒｏｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)、水
稻(Ｃｈｏ ＆ Ｋｅｎｄｅꎬ １９９７ꎻ Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｍａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)等ꎮ

对于种子萌发和休眠以及相关分子网络已经

被广泛地研究ꎬ种子萌发分别受植物激素 ＧＡ 和

ＡＢＡ 的诱导和打破休眠的调控ꎻ种子萌发起始于水

分的吸取ꎬ导致种壳的破裂ꎬ最后胚根伸出(Ｆｉｎｃｈ￣
Ｓａｖａｇｅ ＆ Ｌｅｕｂｎｅｒ￣Ｍｅｔｚｇｅｒꎬ ２００６ꎻ Ｈｏｌｄｓｗｏｒｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ 尽管 ＥＸＰ 对种子萌发作用的细节尚不清

楚ꎬ但已有研究证实ꎬ在种子萌发中需要细胞壁的

软化以及 ＥＸＰ 参与珠孔胚乳的软化和胚根生长

(Ｍｏｒｒｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｖｏｅｇｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎻ而 ＥＸＰ
具有 软 化 细 胞 壁 导 致 细 胞 快 速 伸 展 的 功 能

(Ｃｏｓｇｒｏｖｅꎬ ２０００ꎬ ２０１５)ꎮ 因此ꎬ可以推断 ＥＸＰ 在种

子的萌发中起着重要的作用ꎮ 在黄梁木种子萌

发的过程中ꎬＮｃＥＸＰＡ８基因的表达量在种子刚萌发

８５６ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



Ａ. 拟南芥 ＷＴꎻ Ｂ. 转基因株系 Ｌｉｎｅ １ꎻ Ｃ. 转基因株系 Ｌｉｎｅ ２ꎻ Ｄ. 转基因株系 Ｌｉｎｅ ３ꎻ ａ. 水ꎻ ｂ. 赤霉素ꎻ ｃ. 脱落酸ꎮ
Ａ. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｂ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｌｉｎｅ １ꎻ Ｃ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｌｉｎｅ ２ꎻ Ｄ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｌｉｎｅ ３ꎻ ａ. Ｗａｔｅｒꎻ ｂ. ＧＡ３ꎻ ｃ. ＡＢＡ.

图 ２　 基因 ＮｃＥＸＰＡ８、ＡｔＥＸＰＡ２、ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 在不同株系中的表达
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ＮｃＥＸＰＡ８ꎬ ＡｔＥＸＰＡ２ꎬ ＡｔＭＡＮ７ ａｎｄ ＡｔＴＺＦ４ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｎｅｓ

时最高ꎬ而后在胚根的生长中极显著降低ꎬ并维持

在较低水平ꎮ 这些结果表明ꎬＮｃＥＸＰＡ８ 基因可能

参与了黄梁木种子的萌发ꎬ尤其是胚乳帽区域的

软化ꎮ
为了鉴定基因功能ꎬ转基因技术是常用的有

效手段之一ꎬ尤其是对拟南芥模式植物的转化ꎮ
由于其转化技术成熟、基因组小、生长周期短、植
株小等优点ꎬ对其容易进行表型观测、生理生化指

标测定以及基因表达检测ꎬ已被广泛应用于基因

功能的检测( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｂａｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｂｏｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 在我们的

前期研究中ꎬ已获得了过表达黄梁木 ＮｃＥＸＰＡ８ 基

因的拟南芥 Ｔ３ 代纯合体种子(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ

在本研究中ꎬＮｃＥＸＰＡ８ 基因在 ３ 个转基因株

系萌发的种子中都存在很高的表达ꎬ其表达水平

显著高于在种子萌发中特异表达的 ＡｔＥＸＰＡ２、
ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ 基因ꎬ但与拟南芥 ＷＴ 相比ꎬ转
基因并未改变这些内源基因的表达ꎮ 参与种子萌

发的内源基因 ＡｔＥＸＰＡ２、ＡｔＭＡＮ７ 和 ＡｔＴＺＦ４ꎬ其中

ＡｔＴＺＦ４ 对种子的萌发起到抑制作用(Ｂｏｇａｍｕｗａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ在 ＧＡ３ 处理下ꎬ萌发种子中 ＡｔＥＸＰＡ２
和 ＡｔＭＡＮ７ 的相对表达量提高ꎬＡｔＴＺＦ４ 的表达被

抑制ꎻ在 ＡＢＡ 处理下ꎬＡｔＴＺＦ４ 的表达量提高ꎬ但对

ＡｔＥＸＰＡ２ 和 ＡｔＭＡＮ７ 的表达无明显影响ꎮ 此外ꎬ在
ＧＡ３处理下ꎬ转基因种子的萌发促进率明显高于拟

南芥 ＷＴꎻ 而在 ＡＢＡ 处理下ꎬ转基因种子的萌发抑
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表 ２　 拟南芥种子萌发率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｓ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

萌发率 Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

０ ｈ １２ ｈ １８ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

促进率
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒａｔｅ

(％)

ＷＴ Ｈ２Ｏ ０±０ ９.４±０.７７ ６９.０８±１.３４ １００±０ １００±０ —

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＧＡ３ ０±０ １１.５９±０.５２＋ ８３.５４±１.３１＋＋ １００±０ １００±０ ２０.９２

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＡＢＡ ０±０ ０±０＋＋ ２０.１７±２.６＋＋ ５４.７９±２.３３＋＋ １００±０ －７０.８０

Ｌｉｎｅ １ Ｈ２Ｏ ０±０ １０.６３±０.４８∗ ７５.２５±１.６３∗∗ １００±０ １００±０ —

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＧＡ３ ０±０ １４.２９±０.６３∗∗＋＋ ９８.９３±１.２４∗∗＋＋ １００±０ １００±０ ３１.４７

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＡＢＡ ０±０ ２.８４±０.９４∗∗＋＋ ３８.５８±１.６８∗∗＋＋ ６９.４１±２.４∗∗＋＋ １００±０ －４８.７３

Ｌｉｎｅ ２ Ｈ２Ｏ ０±０ １１.３３±０.６９∗ ７４.６４±０.７９∗∗ １００±０ １００±０ —

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＧＡ３ ０±０ １５.２８±１.０８∗∗＋＋ ９８.５９±１.７∗∗＋＋ １００±０ １００±０ ３２.０９

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＡＢＡ ０±０ １.３８±１.０６＋＋ ３９.１１±１.２４∗∗＋＋ ６９.５５±１.０５∗∗＋＋ １００±０ －４７.６０

Ｌｉｎｅ ３ Ｈ２Ｏ ０±０ １１.４７±０.５２∗∗ ７４.２２±０.７７∗∗ １００±０ １００±０ —

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＧＡ３ ０±０ １５.１５±１.１４∗∗＋＋ ９７.６±２.７８∗∗＋＋ １００±０ １００±０ ３１.５０

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＡＢＡ ０±０ １.６２±１.０８＋＋ ３８.２９±１.４９∗∗＋＋ ６７.６６±０.６２∗∗＋＋ １００±０ －４８.４１

　 注: 负数表示抑制率ꎻ表中数据为 ４ 次重复的平均值±标准误ꎻ ∗和∗∗分别表示同一处理和同一时期转基因株系与 ＷＴ 种子萌
发率的差异达到了显著(Ｐ<０.０５)和极显著(Ｐ<０.０１)水平( ｔ 检验)ꎻ ＋和＋＋分别表示同一基因型相同时期与空白对照处理种子萌
发率的差异达到了显著(Ｐ<０.０５)和极显著(Ｐ<０.０１)水平( ｔ 检验)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ｔｈｅ (ｘ± ｓｘ) ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓꎻ ∗ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ＷＴ ｓｅｅｄｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅａｃｈｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ <０.０１) ｌｅｖｅｌｓ ( ｔ￣ｔｅｓｔ)ꎻ ＋ ａｎｄ ＋＋ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ａｎｄ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｒｅａｃｈｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ <０.０５) ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ <０.０１) ｌｅｖｅｌｓ ( ｔ￣ｔｅｓｔ).

制率明显低于拟南芥 ＷＴꎮ 这些结果表明ꎬ种子萌

发速度的改变ꎬ是 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因过表达的直接结

果ꎬ内源相关基因的表达并未受到转基因的影响ꎻ
过表达 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因不仅促进了拟南芥种子的萌

发ꎬ而且提高了其对 ＧＡ 的敏感性ꎬ降低了对 ＡＢＡ
的敏 感 性ꎮ 因 此ꎬ 这 些 信 息 进 一 步 加 深 了

ＮｃＥＸＰＡ８ 基因参与黄梁木种子萌发的推断ꎮ 为了

进一步了解 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的功能ꎬ对转基因的纯

合体植株表型和细胞形态进行观察分析发现ꎬ过
表达 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因还促进了拟南芥茎叶的生长、
纤维细胞的伸长等多效的表型( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
这些发现ꎬ暗示着 ＮｃＥＸＰＡ８ 具有促进多类细胞软

化伸展ꎬ从而促进植物的生长功能ꎮ
但要了解 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因在黄梁木中的真正功

能ꎬ还需在黄梁木自身个体中进行功能验证ꎬ利用

包括基因过表达以及 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因敲除(Ｈｓｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等技术创造黄梁木 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的

突变体ꎮ 目前ꎬ我们已建立了黄梁木的遗传转化

体系(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ为在黄梁木中开展基因功

能验证奠定基础ꎮ 因此ꎬ先前对 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的

研究(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)以及本研究将为在黄梁木中

开展 ＮｃＥＸＰＡ８ 基因的研究奠定基础ꎮ
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