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过表达 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因对拟南芥根长的影响
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摘　 要: 为研究液泡 Ｈ＋￣ＡＴＰａｓｅ ｃ 亚基 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因在植物生长发育过程中的作用ꎬ 本研究构建了拟

南芥 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达载体并转化野生型拟南芥ꎬ 分别获得 ９ 个和 ７ 个 Ｔ２ 代转基因纯合体株系ꎮ 采用

半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对过表达 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 的转基因纯合体进行阳性鉴定ꎬ 发现其 ｍＲＮＡ 表达量均高于

对照ꎮ 对转基因纯合体进行暗培养和正常光照培养ꎬ 结果显示ꎬ 黑暗条件下ꎬ 所有 ＶＨＡ￣ｃ４ 转基因株系的主根

变短ꎬ 而在正常光照下ꎬ 所有 ＶＨＡ￣ｃ５ 转基因株系的主根变短ꎬ 推测 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 分别在黑暗和光照条件

下影响植物根的生长ꎮ 用 ＡＢＡ 和糖(葡萄糖和蔗糖)处理转基因纯合体ꎬ 结果显示它们与野生型的表型无明显差

异ꎬ 表明 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因的过表达没有影响拟南芥对 ＡＢＡ 和糖的响应ꎮ
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ｔｙｐｅꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＶＨＡ￣ｃ４ ａｎｄ ＶＨＡ￣ｃ５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｏ ＡＢＡ ｏｒ ｓｕｇａｒ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ ＶＨＡ￣ｃ４ꎻ ＶＨＡ￣ｃ５ꎻ Ｄａｒｋꎻ Ｎｏｒｍａｌ ｌｉｇｈｔꎻ ＡＢＡꎻ Ｓｕｇａｒ

　 　 液泡 Ｈ＋￣ＡＴＰａｓｅ(Ｖａｃｕｏｌａｒ￣ｔｙｐｅ Ｈ＋￣ＡＴＰａｓｅꎬ
简称 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ)是由多个亚基构成的高度保守的

内膜质子泵ꎬ 在真核生物的囊泡运输、 蛋白质降解

和离子平衡等生命活动过程中起重要作用[１]ꎮ 植

物中ꎬ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 广泛分布于液泡、 高尔基体和内

涵体等内膜系统[２－４]ꎮ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 是一个由 １３ 个亚

基组成的复合体酶ꎬ 这些亚基又组成了两大亚复合

体ꎬ 即 Ｖ１亚复合体(由 Ａ ~ Ｈ ８ 个亚基组成)和 Ｖ０

亚复合体 (由 ａꎬ ｃꎬ ｃ″ꎬ ｄꎬ ｅ ５ 个亚基组成) [２]

(图 １)ꎮ
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图 １　 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ的结构模型 (引自 Ｓｚｅ 等[２] )
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ

(Ｃｉｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ[２] )

　 　 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 可将 Ｈ＋泵入膜内ꎬ 从而调节细胞和

细胞器的 ｐＨ 值ꎬ 产生的质子电化学梯度可以驱动

离子及代谢物的转运ꎬ 从而影响膨压和细胞的伸长

和扩展[５ꎬ６]ꎮ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 还可参与植物生长发育的

调控ꎬ 其中 Ａ 亚基和 Ｅ 亚基可分别调控胡萝卜

(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ Ｌ.)和大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.)
叶片的生长[７ꎬ８]ꎻ Ｃ 亚基能影响拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐ￣
ｓｉｓ ｔｈａｌｉａｌａ(Ｌ.)Ｈｅｙｎｈ)植株的高度及根长[９]ꎮ 此

外ꎬ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 还能应对各种非生物胁迫(如冷害、

干旱和盐胁迫等)ꎮ 冷胁迫下ꎬ 绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａ￣
ｔａ(Ｌ.)Ｗｉｌｃｚｅｋ) 下胚轴的 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性被抑制

(可逆) [１０]ꎻ 干旱胁迫下ꎬ 玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.)
ＶＡＴＰａｓｅ 的 Ｂ 亚基对花期干旱胁迫有响应[１１]ꎻ 盐

胁迫下ꎬ 冰叶日中花(Ｍｅｓｅｍｂｒｙａｎｔｈｅｍｕｍ ｃｒｙｓ￣
ｔａｌｌｉｎｕｍ Ｌ.)的 Ａ、 Ｂ、 Ｅ、 ｃ 亚基的转录水平均升

高[５]ꎻ 受盐胁迫的烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)悬
浮细胞的 Ａ 亚基的转录水平增加了 ２ ~ ４ 倍[１２]ꎮ

Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 的 ｃ 亚基(ＶＨＡ￣ｃ)是 Ｖ０亚复合体的

主要组成元件ꎬ 它以 ４ 或 ５ 拷贝的形式呈对称分

布ꎬ 分子量约为 １６ ｋＤꎬ 是质子转运的通道ꎬ 且对

Ｖ１ ~ Ｖ０ 的装配起关键作用[１３ꎬ１４]ꎮ ＶＨＡ￣ｃ 包含

ＴＭ１ ~ ＴＭ４ ４ 个跨膜转运区域ꎬ 这些区域包含的

氨基酸数目约占 ＶＨＡ￣ｃ 氨基酸总数的一半ꎮ ＴＭ４
中的谷氨酸(Ｇｌｕ)残基是质子结合位点ꎮ 酵母的

ＶＨＡ￣ｃ 由单基因 Ｖｍａ３ 编码ꎬ 破坏 Ｖｍａ３ 基因或

用其它氨基酸(如谷氨酰胺、 缬氨酸或赖氨酸)替

换 Ｇｌｕ 均会降低 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性ꎬ 表明其主要通过

ＶＨＡ￣ｃ 发挥作用[１５]ꎮ
研究发现ꎬ ＶＨＡ￣ｃ 与植物的生长发育及抗非

生物胁迫有关ꎮ 例如ꎬ 在正常培养和盐胁迫条件

下ꎬ 过表达星星草(Ｐｕｃｃｉｎｅｌｌｉａ ｔｅｎｕｉｆｌｏｒａ (Ｇｒｉｓｅｂ.)
Ｓｃｒｉｂｎ. ＆ Ｍｅｒｒ.)ＶＨＡ￣ｃ 基因的拟南芥与野生型相

比ꎬ 在根长、 鲜重、 植株高度及荚子数量方面都具

有更好的表型[１６]ꎻ 盐胁迫可诱导冰叶日中花 ＶＨＡ￣

ｃ 基因的表达[１７]ꎻ 盐和干旱胁迫可增加御谷(Ｐｅｎ￣
ｎｉｓｅｔｕｍ ｇｌａｕｃｕｍ (Ｌ.) Ｒ. Ｂｒ.)ＶＨＡ￣ｃ 基因的转录

水平[１８]ꎻ 过表达互花米草 ( Ｓｐａｒｔｉｎａ ａｌｔｅｒｎｉｆｌｏｒａ

Ｌｏｉｓｅｌ.) ＶＨＡ￣ｃ 基 因 可 增 强 水 稻 的 耐 盐 性[１９]ꎻ
ＶＨＡ￣ｃ 基因与野生玫瑰(Ｒｏｓａ ｒｕｇｏｓａ Ｔｈｕｎｂ.)的

耐盐性密切相关[２０]ꎮ
在参与生长发育及抗非生物胁迫方面ꎬ 模式植

物拟南芥的 ＶＨＡ￣ｃ 亚基也不例外ꎮ 该亚基由 ５ 个

同源基因(即 ＶＨＡ￣ｃ１ ~ ＶＨＡ￣ｃ５)编码ꎬ 这些基因

的氨基酸序列高度保守(> ９８％) [２]ꎮ 关于拟南芥

ＶＨＡ￣ｃ 的研究已有很多ꎬ 如 Ｐｅｒｅｒａ 等[２１] 证实光

照、 盐和营养胁迫等均参与了拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ 亚基

同源基因的表达调节ꎻ 王瑞刚[２２] 对拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ
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亚基部分同源基因的调控序列进行了研究ꎬ 发现其

指导的 ＧＵＳ 基因在转基因烟草内的表达水平与组

织、 器官及发育状态相关ꎬ 且不同程度地受光照、
温度、 ｐＨ 值、 ＮａＣｌ 浓度、 植物激素、 糖类物质以

及矿物质含量等的调控ꎻ Ｐａｄｍａｎａｂａｎ 等[２３] 通过

ＲＮＡｉ 抑制 ＶＨＡ￣ｃ１ 或 ＶＨＡ￣ｃ３ 基因的表达ꎬ 发现

Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 的活性降低并抑制根的生长ꎻ 徐萍

等[２４]发现 ＶＨＡ￣ｃ 基因对高盐、 水分和 ＡＢＡ 胁迫

有响应ꎻ 郭荣起[２５] 利用 ＲＮＡｉ 技术发现 ＶＨＡ￣ｃ１
沉默纯合体的根和下胚轴都变短ꎻ 于秀敏等[２６] 揭

示 ＶＨＡ￣ｃ２、 ＶＨＡ￣ｃ３ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 可被光照促进表

达ꎻ Ｚｈｏｕ 等[１６]研究表明ꎬ 正常培养条件下拟南芥

突变体ａｔｖｈａ￣ｃ５ 的 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性降低、 主根变短

且鲜重减少ꎮ 本实验室曾研究发现暗培养条件下

ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 过表达纯合体的主根变短ꎬ 推

断 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 可能影响拟南芥根细胞的扩

展[２７－２９]ꎮ
以上研究证明ꎬ 拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ 亚基在植物生

长发育和响应非生物胁迫过程中具有重要的作用ꎮ
它们由 ５ 个同源性很高的基因编码ꎬ 但这 ５ 个基因

所编码亚基的特定功能及在植物生长发育过程中是

如何相互协调发挥作用的目前尚不清楚ꎮ 为进一步

探明拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ 基因的功能ꎬ 本实验构建了拟

南芥 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因的过表达载体ꎬ 并转

化野生型拟南芥ꎻ 采用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对这两

个基因的转基因纯合体进行了阳性鉴定ꎻ 在暗培养

和正常光照培养条件下ꎬ 采用不同浓度的 ＡＢＡ 和

渗透胁迫物质(葡萄糖和蔗糖)处理转基因纯合体

植株的培养基ꎬ 并检测其生长表型ꎬ 以期为阐明

ＶＨＡ￣ｃ 基因在调控植物生长发育方面的机制提供

线索ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

野生型拟南芥(Ｅｃｏｔｙｐｅ Ｃｏｌｕｍｂｉａꎬ Ｃｏｌ￣０)由

内蒙古农业大学植物分子生物学实验室提供ꎮ 在温

室中培养拟南芥幼苗ꎬ 培养温度 ２２℃ꎬ 湿度 ６５％ꎬ
光照周期为 １６ ｈ / ８ ｈꎮ
１􀆰 ２　 菌株和质粒

根癌农杆菌 ＧＶ３１０１、 大肠杆菌 ＤＨ５α 和

ｐＣＨＦ３ 载体由内蒙古农业大学植物分子生物学实

验室保藏ꎮ
１􀆰 ３　 基因克隆和过表达载体的构建

用 ＣＴＡＢ 法[３０]提取拟南芥基因组 ＤＮＡꎬ 然后

以其为模板ꎬ 分别扩增拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ４(ＧｅｎＢａｎｋ
号: Ａｔ１ｇ７５６３０)和 ＶＨＡ￣ｃ５(ＧｅｎＢａｎｋ 号: Ａｔ２ｇ￣
１６５１０)目的片段ꎬ 引物分别为 Ｃｌｏｎｅ￣ＶＨＡ￣ｃ４ 和

Ｃｌｏｎｅ￣ＶＨＡ￣ｃ５(表 １)ꎮ
ＶＨＡ￣ｃ４ 的 ＰＣＲ 扩增条件为: ９８℃预变性

１ ｍｉｎꎬ ９８℃变性 １０ ｓꎬ ５８℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸

２ ｍｉｎꎬ 共 ３０ 个循环ꎻ 然后 ７２℃延伸 ６ ｍｉｎꎮ
ＶＨＡ￣ｃ５ 的 ＰＣＲ 扩增条件为: ９８℃预变性 １ ｍｉｎꎬ
９８℃变性 １０ ｓꎬ ６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎ
３０ ｓꎬ 共 ３０ 个循环ꎻ 然后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ

ＰＣＲ 产物经纯化和回收后连接到 ｐＧＭ￣Ｔ 载体

(天根公司)ꎬ 进行测序ꎮ 测序结果鉴定无误后ꎬ
利用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和 ＳａｌⅠ共酶切 ｐＧＭ￣Ｔ￣
ｃ４、 ｐＧＭ￣Ｔ￣ｃ５ 及目的载体 ｐＣＨＦ３ꎬ 将酶切获得

的两个目的片段分别与载体 ｐＣＨＦ３ 连接并转化大

肠杆菌 ＤＨ５αꎬ 获得目标过表达载体 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 和

ｐＣＨＦ３￣ｃ５ꎮ
采用电击法[３１] 将过表达质粒载体 ｐＣＨＦ３￣ｃ４

和 ｐＣＨＦ３￣ｃ５ 转化到农杆菌 ＧＶ３１０１ 细胞中ꎬ 取

５０ μＬ 转化产物涂于含 ２５ μｇ / ｍＬ 庆大霉素(Ｇｅｎｔ)
和 １００ μｇ / ｍＬ 壮观霉素(Ｓｐｅｃｔ)的固体培养基上ꎬ
２８℃培养 ３６ ~ ４８ ｈꎬ 筛选阳性克隆并进行菌落

ＰＣＲ 和双酶切验证ꎮ
１􀆰 ４　 拟南芥转化及转基因植株的筛选

采用浸花法[３２] 转化野生型拟南芥ꎬ 转化后将

植株于正常条件下继续培养 ３ ~ ４ 周ꎬ 成熟后收取

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒｓ (５′－３′)

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒｓ (５′－３′)

Ｃｌｏｎｅ￣ＶＨＡ￣ｃ４ ＣＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＧＣＡＡＣＡＧＴＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧ(ＫｐｎⅠ) ＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＴＧＡＴＡＡＴＡＡＣＡＡＴＡＡＧＴＣＴＣＣ(ＳａｌⅠ)
Ｃｌｏｎｅ￣ＶＨＡ￣ｃ５ ＧＧＴＡＣＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＴＣＴＡＣＧＴＴＣＡＧ(ＫｐｎⅠ) ＧＴＣＧＡＣＧＧＣＴＣＣＣＧＡＴＡＣＴＡＣＡＴＡＣ(ＳａｌⅠ)
ＲＴ￣ＰＣＲ￣ａｃｔｉｎ[２３] ＡＴＧＧＣＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＡＴＴＣＡＧ ＧＡＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＧＴＧＧＡＣＴＡＴＴＧＡ
ＲＴ￣ＰＣＲ￣ＶＨＡ￣ｃ４[２３] ＣＴＣＡＴＣＧＧＡＧＣＡＡＣＡＧＴＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＣＣＡ ＴＣＡＣＣＧＡＣＧＡＴＴＣＣＡＡＴＡＧＣＣＡＴＡＣＣＡＧＣＡ
ＲＴ￣ＰＣＲ￣ＶＨＡ￣ｃ５ ＴＧＴＣＴＡＣＧＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧＡＴＧ ＴＴＡＧＧＣＣＧＴＡＴＡＧＡＧＣＧＡＧＣＧ
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种子ꎮ 将种子播种于含 ３０ μｇ / ｍＬ 卡那霉素(Ｋａｎ)
的 １ / ２ＭＳ 选择培养基(ｐＨ ５􀆰８)上ꎬ ２２℃培养１０ ~
１２ ｄ 后挑选阳性植株ꎬ 待其成熟后分单株收取种

子(Ｔ１ 代)ꎻ Ｔ１ 代种子继续按单株播种于含 Ｋａｎ
的选择培养基上(同上)ꎬ ２２℃培养 １０ ~ １２ ｄ 后ꎬ
选择出现 ３ ∶ １ 性状分离的株系ꎬ 将幼苗移至蛭石

上培养ꎬ 单株收取种子(Ｔ２ 代)ꎻ Ｔ２ 代种子继续按

上述条件培养ꎬ 不再发生性状分离的即为转基因纯

合体株系ꎬ 用于本研究的各项分析ꎮ
１􀆰 ５　 转基因纯合体的阳性鉴定

以拟南芥 ａｃｔｉｎ(ＧｅｎＢａｎｋ 号: Ａｔ３ｇ１２１１０)为
内参基因ꎬ 采用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ 对转基因纯

合体的基因表达量进行阳性鉴定ꎮ 提取拟南芥野生

型、 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达转基因纯合体的总

ＲＮＡꎬ 反转录得到 ｃＤＮＡꎮ 再分别以这些 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ 对 ａｃｔｉｎ、 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基 因 进 行

ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＰＣＲ 反应条件均为: ９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃

变性 ３０ ｓꎬ ５０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 ９０ ｓꎬ ２５ 个

循环ꎻ ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ[２３]ꎮ
１􀆰 ６　 转基因植株暗培养

将转基因纯合体和野生型拟南芥种子同时种植

于 １ / ２ＭＳ 培养基上ꎬ ４℃春化 ３ ｄꎬ 再进行暗培养

５ ｄ 后ꎬ 统计根的长度ꎮ
１􀆰 ７　 转基因植株正常光照培养

将转基因纯合体和野生型拟南芥种子同时种植

在 １ / ２ＭＳ 培养基中ꎬ ４℃春化 ３ ｄꎬ 再于 ２２℃正常

光照条件下培养 ９ ｄ 后ꎬ 观察表型ꎮ
１􀆰 ８　 转基因植株 ＡＢＡ处理

(１)转基因纯合体和野生型拟南芥种子同时种

植在 １ / ２ＭＳ 培养基中ꎬ ４℃春化 ３ ｄꎬ 再于 ２２℃、
１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件下培养 ４８ ｈꎬ 然后转移至

含不同浓度 ＡＢＡ(０、 ４、 ８、 １２ μｍｏｌ / Ｌ)的 １ / ８ＭＳ
培养基(ｐＨ ５􀆰８)上ꎬ １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗培养 ４ ｄꎬ
统计主根长度ꎮ

(２)转基因纯合体和野生型拟南芥种子同时种

植在含有不同浓度 ＡＢＡ(０、 ０􀆰５、 １、 ２ μｍｏｌ / Ｌ)的
１ / ２ＭＳ 培养基 (ｐＨ ５􀆰８) 中ꎬ ４℃春化 ３ ｄ 后于

２２℃、 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件下培养 ２ ｄꎬ 统计

萌发率ꎮ
１􀆰 ９　 转基因植株糖处理

转基因纯合体和野生型种子分别种植在含

０％、 ４％、 ５％和 ６％的葡萄糖以及含 ０％、 ４％、
５％和 ６％蔗糖的 １ / ２ＭＳ 培养基(ｐＨ ５􀆰８)中ꎬ ４℃
春化３ ｄ 后于 ２２℃、 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件下培

养３ ｄꎬ 统计萌发率ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 基因克隆和过表达载体的构建

以拟南芥基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ 分别以两对引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 获得 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因

的目的片段大小分别为 １４３０ ｂｐ(图 ２: Ａ)和 ９００ ｂｐ
(图 ２: Ｂ)ꎬ 二者分别与 ｐＧＭ￣Ｔ 载体连接后测序ꎮ
经验证无误后ꎬ 将阳性质粒 ｐＧＭ￣Ｔ￣ｃ４、 ｐＧＭ￣Ｔ￣
ｃ５ 和表达载体 ｐＣＨＦ３ 用 ＫｐｎⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切ꎬ
胶回收 ＶＨＡ￣ｃ４、 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因和 ｐＣＨＦ３ 载体ꎬ 分

别将两个基因的目的片段与 ｐＣＨＦ３ 载体连接后转

化 ＤＨ５αꎬ 提取阳性转化子的质粒ꎬ 进行 ＫｐｎⅠ和

ＳａｌⅠ的双酶切验证(图 ２: Ｃꎬ Ｄ)ꎬ 证明重组表达

载体 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 和 ｐＣＨＦ３￣ｃ５ 构建成功ꎮ
用电击法将重组质粒 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 和 ｐＣＨＦ３￣ｃ５

分别转化农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ 通过菌落 ＰＣＲ 检测呈

阳性ꎬ 证明重组质粒 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 和 ｐＣＨＦ３￣ｃ５ 均已

转入农杆菌 ＧＶ３１０１ 中ꎮ
２􀆰 ２　 转基因植株的筛选

重组质粒 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 和 ｐＣＨＦ３￣ｃ５ 经农杆菌介

导转入野生型拟南芥ꎮ 经筛选获得的 ＶＨＡ￣ｃ４ 和

ＶＨＡ￣ｃ５ Ｔ１ 代转基因株系分别为 ２２ 和 ２６ 个ꎮ 进

一步筛选获得 ９ 个 ＶＨＡ￣ｃ４ Ｔ２ 代转基因纯合体株

系ꎬ 分别是: ｃ４￣１￣１、 ｃ４￣２￣３、 ｃ４￣９￣１、 ｃ４￣１０￣４、
ｃ４￣１１￣６、 ｃ４￣１５￣２、 ｃ４￣１８￣２、 ｃ４￣２１￣４ 和 ｃ４￣２２￣１ꎻ
获得 ＶＨＡ￣ｃ５ Ｔ２ 代转基因纯合体株系 ７ 个ꎬ 分别

是: ｃ５￣３￣２、 ｃ５￣５￣５、 ｃ５￣８￣５、 ｃ５￣１４￣６、 ｃ５￣１５￣
１０、 ｃ５￣１６￣４ 和 ｃ５￣３３￣８ꎮ
２􀆰 ３　 转基因纯合体的阳性鉴定

以野生型为对照ꎬ 釆用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 法对

ＶＨＡ￣ｃ４ 转基因纯合体进行检测(图 ３: Ａ)ꎮ 将 ＷＴ
的 ＶＨＡ￣ｃ４ 的转录水平定为 １００％ꎬ ｃ４￣１￣１、 ｃ４￣２￣
３、 ｃ４￣９￣１、 ｃ４￣１０￣４、 ｃ４￣１１￣６、 ｃ４￣１５￣２、 ｃ４￣２２￣１
的 ｍＲＮＡ 表达水平较强ꎬ ｃ４￣２１￣４ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平居中ꎬ 而 ｃ４￣１８￣２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平较弱ꎮ
采用相同方法检测 ＶＨＡ￣ｃ５ 转基因纯合体

(图 ３: Ｂ) ꎬ 结果显示 ｃ５￣３￣２、 ｃ５￣５￣５、 ｃ５￣８￣５、
ｃ５￣１４￣６、 ｃ５￣１６￣４ 和 ｃ５￣３３￣８ 的 ｍＲＮＡ 表达水平较
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Ａ: ＶＨＡ￣ｃ４ 目的片段扩增ꎻ Ｂ: ＶＨＡ￣ｃ５ 目的片段扩增ꎻ Ｃ: 重组质粒 ｐＣＨＦ３￣ｃ４ 的酶切鉴定ꎻ Ｄ: 重组质粒 ｐＣＨＦ３￣ｃ５ 的酶切鉴定ꎮ
Ａ: Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ４ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｂ: Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ５ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｃ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＣＨＦ３￣
ｃ４ ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＫｐｎⅠ ａｎｄ ＳａｌⅠꎻ Ｄ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＣＨＦ３￣ｃ５ ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＫｐｎⅠ ａｎｄ
ＳａｌⅠ.

图 ２　 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因扩增和重组载体的验证
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ４ ａｎｄ ＶＨＡ￣ｃ５ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

actin

VHA-c5

B

actin

VHA-c4

A
WT WT1 12 23 34 45 56 67 78 9

100% 100% 385% 317% 407% 322% 158% 238% 273%176% 213% 182% 182% 200% 204% 101% 157% 167%

ＷＴ 野生型(对照)ꎮ Ａ: ＶＨＡ￣ｃ４ 转基因纯合体ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ １ ~ ９ 分别是转基因系 ｃ４￣１￣１、 ｃ４￣２￣３、 ｃ４￣９￣１、 ｃ４￣１０￣４、 ｃ４￣１１￣６、
ｃ４￣１５￣２、 ｃ４￣１８￣２、 ｃ４￣２１￣４、 ｃ４￣２２￣１ꎻ Ｂ: ＶＨＡ￣ｃ５ 转基因纯合体ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ １ ~ ７ 分别是转基因系 ｃ５￣３￣２、 ｃ５￣５￣５、 ｃ５￣８￣５、
ｃ５￣１４￣６、 ｃ５￣１５￣１０、 ｃ５￣１６￣４、 ｃ５￣３３￣８ꎮ
ＷＴ: Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ｃｏｎｔｒｏｌ) . Ａ: Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ. １ － ９: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｃ４￣１￣１ꎬ ｃ４￣２￣３ꎬ ｃ４￣９￣
１ꎬ ｃ４￣１０￣４ꎬ ｃ４￣１１￣６ꎬ ｃ４￣１５￣２ꎬ ｃ４￣１８￣２ꎬ ｃ４￣２１￣４ ａｎｄ ｃ４￣２２￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｂ: Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ５ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ. １ － ７: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｃ５￣３￣２ꎬ ｃ５￣５￣５ꎬ ｃ５￣８￣５ꎬ ｃ５￣１４￣６ꎬ ｃ５￣１５￣１０ꎬ ｃ５￣１６￣４ ａｎｄ ｃ５￣３３￣８ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 转基因纯合体中 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 的 ｍＲＮＡ表达水平
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＨＡ￣ｃ４ ａｎｄ ＶＨＡ￣ｃ５ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

强ꎻ ｃ５￣１５￣１０ 的 ｍＲＮＡ 表达水平居中ꎮ
以上结果表明ꎬ 与野生型相比ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 和

ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达转基因纯合体拟南芥 ｍＲＮＡ 的表达

水平均有不同程度增加ꎮ
２􀆰 ４　 过表达转基因纯合体主根变短

２􀆰 ４􀆰 １　 ＶＨＡ￣ｃ４过表达纯合体在黑暗条件下主根

变短

在正常光照培养下ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 过表达纯合体与

野生型差异不明显ꎮ 暗培养条件下ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 过表

达纯合体与野生型种子的萌发状况无差异ꎮ 暗培养

５ ｄ 后ꎬ 所有株系的主根都比对照短ꎬ 分别比对照

减少 ５％、 ２１％、 ２９％、 ２２％、 １７％、 １６％、 ２９％、
２％和 ８％ꎬ 其中 ｃ４￣１１￣６ 与对照之间主根长度的差

异达到显著水平ꎻ ｃ４￣２￣３、 ｃ４￣９￣１、 ｃ４￣１０￣４、 ｃ４￣
１５￣２、 ｃ４￣１８￣２ 与对照之间主根长度的差异达到极

显著水平(图 ４: Ａꎬ Ｂ)ꎮ

２􀆰 ４􀆰 ２　 ＶＨＡ￣ｃ５过表达纯合体在正常光照下主根

变短

正常光照培养下ꎬ 所有 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯合体

的主根均比对照短ꎬ 而侧根与对照无明显差异ꎮ ７
个株系的平均主根长度分别比对照短 １０％、 ５％、
１５％、 １６％、 １３％、 １１％和 ６％ꎬ 其中 ｃ５￣３￣２ 和

ｃ５￣１６￣４ 与对照的差异达到显著水平ꎬ ｃ５￣８￣５、 ｃ５￣
１４￣６、 ｃ５￣１５￣１０ 与对照之间达到极显著水平(图 ５:
Ａꎬ Ｂ)ꎮ 而在黑暗条件培养下ꎬ ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯

合体的表型与野生型(对照)无明显差异ꎮ
２􀆰 ５　 ＶＨＡ￣ｃ４和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯合体经 ＡＢＡ 和

糖处理后无明显变化

研究发现 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 过表达纯合体

对 ＡＢＡ、 葡萄糖和蔗糖的抑制不敏感[２７ꎬ２８]ꎮ 本实

验将 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯合体用 ＡＢＡ 处

理后ꎬ 所有的纯合体幼苗与野生型相比无明显差异
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Ａ: 对照和转基因株系ꎮ Ｂ: 根长统计ꎻ １ ~ ９ 分别是转基因株系 ｃ４￣１￣１、 ｃ４￣２￣３、 ｃ４￣９￣１、 ｃ４￣１０￣４、 ｃ４￣１１￣６、 ｃ４￣１５￣２、 ｃ４￣
１８￣２、 ｃ４￣２１￣４、 ｃ４￣２２￣１ꎮ ∗表示显著性差异(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ ∗∗表示极显著差异性(Ｐ < ０􀆰０１)ꎮ 下同ꎮ
Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｌｉｎｅｓ. Ｂ: Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎻ １ － ９: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｌｉｎｅｓ ｃ４￣１￣１ꎬ ｃ４￣２￣３ꎬ
ｃ４￣９￣１ꎬ ｃ４￣１０￣４ꎬ ｃ４￣１１￣６ꎬ ｃ４￣１５￣２ꎬ ｃ４￣１８￣２ꎬ ｃ４￣２１￣４ ａｎｄ ｃ４￣２２￣１. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ < ０􀆰０５)ꎻ ∗∗ ｉｎｄｉ￣
ｃａｔｅｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ < ０􀆰０１) . Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 暗培养条件下 ＶＨＡ￣ｃ４ 转基因纯合体主根变短
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＶＨＡ￣ｃ４ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｌｉｎｅｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ
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Ａ: 对照和转基因株系ꎮ Ｂ: 根长统计ꎻ １~７ 分别是转基因株系 ｃ５￣３￣２、 ｃ５￣５￣５、 ｃ５￣８￣５、 ｃ５￣１４￣６、 ｃ５￣１５￣１０、 ｃ５￣１６￣４、 ｃ５￣３３￣８ꎮ
Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｌｉｎｅｓ. Ｂ: Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎻ １ － ７. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｃ５￣３￣２ꎬ ｃ５￣５￣５ꎬ ｃ５￣８￣５ꎬ ｃ５￣１４￣６ꎬ ｃ５￣
１５￣１０ꎬ ｃ５￣１６￣４ ａｎｄ ｃ５￣３３￣８ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ５　 ＶＨＡ￣ｃ５ 不同转基因纯合体在正常光照下主根变短
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＶＨＡ￣ｃ５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｌｉｎｅｓ
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(图 ６)ꎬ 其主根相对伸长量与对照相比差异不明

显ꎻ 同时ꎬ 过表达纯合体种子的萌发率也与对照基

本一致ꎻ 当用不同浓度的葡萄糖或蔗糖处理过表达

纯合体的种子后ꎬ 种子萌发率也与野生型无明显差

异(图 ７)ꎮ 这些结果表明ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基

因的过表达没有改变拟南芥对 ＡＢＡ 和糖的响应ꎮ

３　 讨论

３􀆰 １　 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因对拟南芥根生长的

影响及可能机制

植物 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 通过运输质子而使细胞器酸

化[１３]ꎮ 作为 Ｖ０亚复合体的重要成员ꎬ ＶＨＡ￣ｃ 亚基

对质子的转运起关键作用[１]ꎮ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性的抑

制剂—吉他霉素ꎬ 可与 ＶＨＡ￣ｃ 特异性结合抑制质

子的转运ꎬ 表明 ＶＨＡ￣ｃ 亚基对于维持 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ
活性并行使其功能起重要作用[３３]ꎮ

很多关于 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 其它亚基的研究证实ꎬ
Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ活性对植物生长起关键作用ꎮ 例如ꎬ 棉

花(Ａｎｅｍｏｎｅ ｖｉｔｉｆｏｌｉａ Ｂｕｃｈ)纤维细胞的伸长过程

中 Ａ 亚基的转录水平增加[３４]ꎻ 通过抑制 Ａ 亚基的

表达ꎬ 转基因胡萝卜的叶片细胞变小[７]ꎻ 拟南芥

突变株 ａｔｖｈａ￣Ｃ (ｄｅｔ ３)的 Ｃ 亚基表达量的减少使

WT c4-11-6 WT

A 0 μmol/L ABA B 4 μmol/L ABA

C 8 ABAμmol/L D 12 ABAμmol/L

WT c4-11-6 WT c5-8-5 WT c4-11-6 WT c5-8-5

c5-8-5WT c5-8-5WT c4-11-6

图 ６　 ＡＢＡ处理后转基因株系 ｃ４￣１１￣６和 ｃ５￣８￣５的表型
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｃ４￣１１￣６ ａｎｄ ｃ５￣８￣５ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＡＢＡ.

0% Glu 4% Glu 5% Glu 6% Glu

0% Suc 4% Suc 5% Suc 6% Suc

WT

c4-11-6 c5-8-5

图 ７　 不同浓度葡萄糖(Ｇｌｕ)和蔗糖(Ｓｕｃ)处理下的 ｃ４￣１１￣６和 ｃ５￣８￣５的种子萌发
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ４￣１１￣６ ａｎｄ ｃ５￣８￣５ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｇｌｕｃｏｓｅ (Ｇｌｕ) ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ (Ｓｕｃ)
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Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ活性显著下降ꎬ 导致根变短且植株矮

小[９]ꎻ 在扩展的大麦叶片中 Ｅ 亚基的转录水平增

加[８]等ꎮ
有关 ＶＨＡ￣ｃ 亚基的研究也证明其通过影响 Ｖ￣

ＡＴＰａｓｅ 活性对植物根的生长起关键作用ꎮ 例如ꎬ
ＲＮＡｉ 抑制 ＡｔＶＨＡ￣ｃ１ 或 ＡｔＶＨＡ￣ｃ３ 基因表达ꎬ 使

Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性降低ꎬ 并使拟南芥根变短[２３]ꎮ 利用

吉他霉素抑制 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性使野生型和 ＰｕｔＶＨＡ￣
ｃ 转基因植株的根变短ꎻ 拟南芥 Ｔ￣ＤＮＡ 插入的突

变体 ａｔｖｈａ￣ｃ５ 表现出 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性降低和根变

短ꎻ 而过表达 ＰｕｔＶＨＡ￣ｃ 拟南芥的 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性

增强、 根变长[１６]ꎮ 我们的研究虽没有验证 Ｖ￣ＡＴ￣
Ｐａｓｅ 活性的变化ꎬ 但同样发现过表达 ＶＨＡ￣ｃ４ 和

ＶＨＡ￣ｃ５ 基因使拟南芥的主根分别在黑暗和正常光

照下变短ꎬ 这表明 ＶＨＡ￣ｃ 可能对植物根的生长发

育起重要作用ꎮ
研究表明ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯合体

的 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 可以影响根的生长ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１６] 的发

现ꎬ 星星草 ＶＨＡ￣ｃ 亚基通过影响 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 依赖

的内涵体运输而在植物生长方面起重要作用ꎮ 同

时ꎬ 通过生物信息学分析已经确定ꎬ ＶＨＡ￣ｃ４ 和

ＶＨＡ￣ｃ５ 基因的调控区存在光调控元件ꎬ 如 ＡＥ￣
ｂｏｘ、 ＧＡＴＡ、 ＡＣＥ 等ꎬ 光照 /暗信号可能直接或间

接影响 ｃ 亚基的表达ꎬ 进而使根细胞的 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ
活性发生改变[３５]ꎬ 推测其原因可能是由于光照 /黑
暗信号影响了拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯

合体 ＶＨＡ￣ｃ 亚基的表达ꎬ 限制了拟南芥根细胞中

Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 依赖的内涵体运输ꎬ 最终影响根细胞的

扩展(图 ８)ꎮ
３􀆰 ２　 过表达 ＶＨＡ￣ｃ 基因拟南芥表型的比较

拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ 亚基由 ＶＨＡ￣ｃ１ ~ｃ５ 五个基因

编码ꎬ 这 些 基 因 的 氨 基 酸 序 列 高 度 保 守 ( >
９８％) [２]ꎬ 但它们在植物生长发育方面所发挥的作

用却不同ꎮ 虽然 ＶＨＡ￣ｃ１、 ＶＨＡ￣ｃ３ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 具

有相同的氨基酸序列ꎬ 但 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 在不

同的组织中表达ꎬ 表明 ＶＨＡ￣ｃ 基因的功能取决于

它们在特定组织和细胞中的表达[２３]ꎮ
本研究揭示 ＶＨＡ￣ｃ 基因可能在参与植物生长

发育和细胞信号转导方面起不同的作用ꎮ 我们已对

过表达 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 基因的拟南芥进行了研

究[２７－２９]ꎬ 本实验采用与之相似的方法研究过表达

ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因的拟南芥ꎮ
通过对 ４ 个基因过表达纯合体的表型进行比较

和分析发现ꎬ 正常光照培养下ꎬ 只有 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表

达纯合体的主根变短ꎮ 暗培养下ꎬ ＶＨＡ￣ｃ１、 ＶＨＡ￣
ｃ３ 和 ＶＨＡ￣ｃ４ 过表达纯合体的主根变短ꎬ 而 ＶＨＡ￣
ｃ５ 过表达纯合体却与对照基本一致ꎮ 这说明ꎬ
ＶＨＡ￣ｃ１、 ＶＨＡ￣ｃ３、 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 对光照 /黑
暗有不同的响应ꎮ 虽然 ＶＨＡ￣ｃ１、 ＶＨＡ￣ｃ３ 和 ＶＨＡ￣
ｃ５ 具有相同的氨基酸序列ꎬ 但是过表达 ＶＨＡ￣ｃ１、
ＶＨＡ￣ｃ３ 与 ＶＨＡ￣ｃ５ 对主根生长的影响却相反ꎮ 推

测其原因可能是持续过表达上述基因后ꎬ 不同部位
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ＡｔＶＨＡ￣ｃ 主要分布于内涵体ꎻ. 过表达 ＡｔＶＨＡ￣ｃ 可能通过降低 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 活性减缓了内涵体的转运ꎮ
ＡｔＶＨＡ￣ｃ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｄｏｓｏｍａｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔꎻ Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｔＶＨＡ￣ｃ ｍａｙ ｒｅｔａｒｄ ｅｎｄｏｓｏ￣
ｍａｌ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 ８　 ＡｔＶＨＡ￣ｃ参与的内涵体运输模型 (引自 Ｚｈｏｕ 等[１６] )
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡｔＶＨＡ￣ｃ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｅｎｄｏｓｏｍａｌ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ (ｃｉｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ[１６] )
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的细胞微环境(如 ｐＨ 值)以及下游依赖于 Ｖ￣ＡＴ￣
Ｐａｓｅ 的催化反应等发生改变所致ꎮ

ＡＢＡ 处理下ꎬ 大部分 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 过表

达纯合体种子萌发率增大ꎬ 根变短且子叶的展开程

度增加ꎻ 糖(葡萄糖和蔗糖)处理下ꎬ 大部分 ＶＨＡ￣
ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３ 过表达纯合体种子的萌发率增大ꎮ
而 ＶＨＡ￣ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 过表达纯合体却在 ＡＢＡ 和

糖处理下没有类似表型ꎮ 表明 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３
过表达纯合体对 ＡＢＡ 和糖的抑制不敏感ꎬ 而 ＶＨＡ￣
ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 的过表达却没有影响拟南芥对 ＡＢＡ
和糖的响应ꎮ 我们推测拟南芥 ＶＨＡ￣ｃ１ 和 ＶＨＡ￣ｃ３
可能参与了 ＡＢＡ 和糖介导的信号转导途径ꎮ

综上所述ꎬ 本实验利用过表达对拟南芥 ＶＨＡ￣
ｃ４ 和 ＶＨＡ￣ｃ５ 基因进行了研究ꎬ 对过表达纯合体

进行了正常光照培养、 黑暗培养以及 ＡＢＡ、 葡萄

糖和蔗糖的处理ꎬ 将其表型与之前研究的 ＶＨＡ￣ｃ１
和 ＶＨＡ￣ｃ３ 过表达纯合体进行了比较ꎬ 可为深入理

解 ＶＨＡ￣ｃ 亚基以及 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 在植物生长发育、
细胞信号转导及抗非生物胁迫方面的功能奠定
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ｐｒｅｓｓｅｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＶＨＡ￣ｃ３ ｔｏ ｄａｒｋꎬ ＡＢＡ ａｎｄ ｓｕｇａｒ[Ｊ] .

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ ２０１６ꎬ ３２(６): ８９－９５.

[３０] 　 Ｍｕｒｒａｙ ＭＧꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＷＦ. Ｒａｐｉｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｌｅ￣

ｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｌａｎｔ ＤＮＡ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ １９８０ꎬ ８

(１９): ４３２１－４３２５.

[３１] 　 Ｍｅｒｓｅｒｅａｕ Ｍꎬ Ｐａｚｏｕｒ ＧＪꎬ Ｄａｓ Ａ. Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ [ Ｊ ] .

Ｇｅｎｅꎬ １９９０ꎬ ９０(１): １４９－１５１.

[３２] 　 Ｃｌｏｕｇｈ ＳＪꎬ Ｂｅｎｔ ＡＦ. Ｆｌｏｒａｌ ｄｉｐ: ａ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ １９９８ꎬ １６(６): ７３５－７４３.

[３３] 　 Ｈｕｓｓ Ｍꎬ Ｉｎｇｅｎｈｏｒｓｔ Ｇꎬ Ｋｏｎｉｇ Ｓꎬ Ｇａｓｓｅｌ Ｍꎬ Ｄｒｏｓｅ Ｓꎬ

Ｚｅｅｃｋ Ａꎬ Ａｌｔｅｎｄｏｒｆ Ｋꎬ Ｗｉｅｃｚｏｒｅｋ Ｈ. Ｃｏｎｃａｎａｍｙｃｉｎ Ａꎬ ｔｈｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅｓꎬ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｖ( ０) ｓｕｂｕｎｉｔ

ｃ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２００２ꎬ ２７７(４３): ４０５４４－４０５４８.

[３４] 　 Ｓｍａｒｔ ＬＢꎬ Ｖｏｊｄａｎｉ Ｆꎬ Ｍａｅｓｈｉｍａ Ｍꎬ Ｗｉｌｋｉｎｓ ＴＡ. Ｇｅｎｅｓ ｉｎ￣

ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｕｒｇｏｒ￣ｄｒｉｖｅｎ ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎ￣

ｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｃｏｔｔｏｎ ｆｉｂｅｒｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ

[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９９８ꎬ １１６(４): １５３９－１５４９.

[３５] 　 Ｂｒüｘ Ａꎬ Ｌｉｕ ＴＹꎬ Ｋｒｅｂｓ Ｍꎬ Ｓｔｉｅｒｈｏｆ ＹＤꎬ Ｌｏｈｍａｎｎ ＪＵꎬ

Ｍｉｅｒｓｃｈ Ｏꎬ Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ Ｃꎬ Ｓｃｈｕｍａｃｈｅｒ Ｋ. Ｒｅｄｕｃｅｄ Ｖ￣

ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ￣Ｇｏｌｇｉ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃａｕｓｅｓ ｏｘｙｌｉｐｉｎ￣

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] .

Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００８ꎬ ２０(４): １０８８－１１００.
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