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摘　 要：赤霉素（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ，ＧＡｓ）作为一种植物激素，对植物的生长发育具有重要调控作用，但其作用机制有待进一步完善。 Ｆ⁃ｂｏｘ
蛋白是 ＳＣＦ 复合体的一个亚基，通过特异性识别底物来调控植物的生长发育。 本研究采用生物信息学方法，通过分析拟南芥基因芯

片数据库提供的数据筛选到３８个受ＧＡ 调节的候选Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，并对其中６个基因进行了实时荧光定量ＰＣＲ 验证。 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析

显示，其中 ３０个基因的启动子区具有 ＧＡ 响应元件、以及 ＩＡＡ、ＡＢＡ、光、温度干旱胁迫、或生物钟相关的顺式作用元件。 通过分析

ＢｉｏＧｒｉｄ 数据库提供的相互作用对象，发现其中 １８个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白与 ＧＡ２ｏｘ１， ＧＡ３ｏｘ１和 ＧＡ３ｏｘ３具有相互作用关系。 基因表达谱

分析表明，这些候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因在拟南芥各个组织器官中都有不同程度的表达，对 ＩＡＡ、ＡＢＡ、光、温度干旱等胁迫或不同光周期都具

有一定的响应。 为深入研究 ＧＡ 调控植物生长发育的分子机制提供了重要线索。
关键词：赤霉素；Ｆ⁃ｂｏｘ 基因；拟南芥；基因芯片
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　 　 赤霉素（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ，ＧＡｓ）是一类双萜类植物

激素，它在植物的各个生理学过程中起促进作用，包
括种子的萌发、营养生长、开花以及各种生物和非生

物胁迫响应等［１－４］。 活性 ＧＡｓ 的水平通常是受到严

格调控的，并且在特定的作用位点积累来调控植物的

生长发育［５－８］。 目前就 ＧＡｓ 合成途径的研究比较详



细，它需要一系列酶的参与，其中关键酶 ＧＡ２０－氧化酶

（ＧＡ２０ｏｘ）和 ＧＡ３－氧化酶（ＧＡ３ｏｘ）的丰度在很大程度

上决定着活性 ＧＡｓ 的水平，然而另一种关键酶 ＧＡ２－氧
化酶（ＧＡ２ｏｘ）能使活性 ＧＡｓ 失活［９－１２］。 对于 ＧＡ 信号

途径，始于 ＧＡ 与其受体 ＧＩＤ１（在拟南芥中有：ＧＩＤ１Ａ，
ＧＩＤ１Ｂ 和 ＧＩＤ１Ｃ）结合，然后促进 ＧＡ－ＧＩＤ１－ＤＥＬＬＡ 复

合物的形成，进而启动 ＤＥＬＬＡ 蛋白的泛素化降解，从
而解除 ＤＥＬＬＡ 蛋白的生长抑制效应［１３－１５］。

ＳＣＦ 复合体是众多 Ｅ３ 泛素连接酶中的一种，其
组成亚基之一，Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白能特异性识别底物，从而

介导靶蛋白的降解［１６］。 在拟南芥中，当 ＧＡ 存在的

情况下，Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白 ＳＬＹ１ 就通过与 ＤＥＬＬＡ 蛋白直

接相互作用使其被泛素化降解，进而促进植物对

ＧＡ 的应答［１７］。 拟南芥基因组中约存在 ７００ 多个

Ｆ⁃ｂｏｘ基因［１８］，大多数 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因的功能尚不清楚。
那么是否还存在其它更多的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因参与到复杂

的 ＧＡ 信号途径中呢？
我们采用生物信息学方法，试图挖掘拟南芥中

受 ＧＡ 调节的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，分析这些候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因

上游启动子中的顺式作用元件，组织器官表达谱、对
各种环境因子如光、温度、不同光周期等的响应表达

谱，预测这些基因的编码蛋白与 ＧＡ 合成代谢及信

号途径关键酶和蛋白因子之间的相互作用关系，为
深入研究 ＧＡ 调控植物生长发育的分子机制提供重

要线索和思路。

１　 材料和方法

１．１　 芯片数据下载

登录 ＮＣＢＩ 的 ＧＥＯ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉ ｈ．ｇｏｖ ／ ｇｄｓ），以“Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ”和“Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ”为
关键词检索，分别下载登录号（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ）ＧＳＥ２９６９９，
ＧＳＥ３５４０８，ＧＳＥ３９３８４，ＧＳＥ６１５０ 和 ＧＳＥ７３５３ 等 ５ 组芯

片数据。 挑选芯片数据时，仅选取 ＧＡ 处理野生型拟

南芥的数据，多种激素处理或 ＧＡ 处理突变体的芯片

全部排除，以确保试验的准确性。
１．２　 芯片数据分析

利用 ＲＭＡＥｘｐｒｅｓｓ 将原始芯片数据标准化［１９］，
然后用自定义的 ｐｅｒｌ 程序筛选表达量有差异的基

因。 同时满足下列条件的基因被认定受 ＧＡ 调节的

候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因：（１）该基因的表达值大于或等于本

组芯片所有表达值的 ２５％分位值；（２）ＧＡ 处理后该

基因的表达量上调或下调 １． ４ 倍以上（Ｐ＜ ０． ０５）；
（３）该基因的表达变化趋势（升高或降低）至少在 ２
组芯片中表现一致。

１．３　 启动子分析

从 Ｔａｉｒ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ ／ ）下载

基因的启动子（起始密码子上游 １ ５００ ｂｐ 的序列），利
用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ．
ｂｅ ／ ｗ ｅｂｔｏｏｌｓ ／ ｐｌａｎｔｃａｒｅ ／ ｈｔｍｌ ／ ）提供的在线分析工具

分析所有序列［２０］，并统计和 ＧＡ、ＩＡＡ、ＡＢＡ、光、温度

干旱胁迫及生物钟相关的顺式作用元件。
１．４　 候选基因的表达谱和相互作用网络分析

利用 Ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ． ｃｏｍ ／
ｇ ｖ ／ ）分别分析候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因在不同激素（ＡＢＡ、
ＩＡＡ）、光、温度（冷、热）、干旱、光周期和不同组织中

的表达情况［２１］。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 分析候选Ｆ⁃ｂｏｘ基因

编码蛋白与 ＧＡ 合成代谢途径及信号途径关键酶和

蛋白因子的相互作用情况［２２］，分析过程仅以 ＢｉｏＧｒｉｄ
数据库提供的相互作用数据为对象［２３］。 由于整个相

互作用网络比较复杂，对 ＧＡ 与候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白建立

连接没有影响的其它蛋白已被移除。
１．５　 ＧＡ 处理

首先对拟南芥野生型 Ｃｏｌ－０ 种子进行表面消

毒，即：用 ７０％的乙醇消毒 ３０ ｓ，然后加入 １．５％的次

氯酸钠（ＮａＣｌＯ），使种子完全淹没其中，并不断晃动

确保消毒效率，１０ ｍｉｎ 后用无菌水将种子清洗 ５ 次。
接着，将消毒后的种子播种于 １ ／ ２ＭＳ 培养基上，于
４ ℃黑暗下低温处理 ４ ｄ，然后转到持续白光下生

长，６ ｄ 后，用 ５０ μｍｏｌ 的 ＧＡ３喷洒幼苗，分别于 ０、
０．５、１．５、３、６、９、１２ ｈ 后收集材料（ＧＡ 处理前收集材

料的时间点定为 ０ ｈ），在液氮中速冻，然后保存于

－８０ ℃，用于 ＲＮＡ 分析。
１．６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

首先用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂（Ｔａｋａｒａ，Ｊａｐａｎ）提取材料

中的总ＲＮＡ，然后参照试剂盒提供的说明，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）
（Ｔａｋａｒａ，Ｊａｐａｎ）将 ＲＮＡ 逆转录成单链 ｃＤＮＡ。 随后，用
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （Ｔａｋａｒａ，
Ｊａｐａｎ）试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析。 实时荧光

定量 ＰＣＲ在Ｍｘ３０００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ系统（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｔｈｅ
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）中进行，ＰＣＲ程序为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ，９５℃ ３０ ｓ，
５８ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，根据基因本底表达水平的差异，设
计不同的循环数，一般为 ４０ 个循环。 ＰＣＲ 引物为：
Ａｔ１ｇ２３３９０ （ ５′⁃ＡＡＧ ＣＴＴＣＴＣＧＡＴＣＴＣＴＧＴＣＣＣＧ⁃３′ 和

５′⁃ＡＴＣＣＣＴＣＴ ＴＡＧＴＴＴＣＴＣＣＡＡＡＴＡＣＧ⁃３′）； Ａｔ１ｇ６１３４０
（ ５′⁃ＧＡＧ ＡＧＴＣＴＴＴＧＴＴＡＡＴＴＣＡＧＣＧＡＧＴ⁃３′ 和 ５′⁃
ＡＴＧＴＧ ＡＣＴＧＣＴＴＴＧＣＴＡＴＣＡＴＴＧＴＡ⁃３′）；Ａｔ１ｇ７８２８０
（５′⁃ ＧＴＧＧＴＴＧＧＴＧＧＣＡＣＴＧＴＡＴＣＣＴ⁃３′和 ５′⁃ＴＣＡＴＣ
ＣＧＴＧＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴＴＴ⁃３′）； Ａｔ３ｇ６１０６０ （ ５′⁃ＡＣＧＧ
ＧＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＴＴＡＴＣＴＡＴＴＴ⁃３′ 和 ５′⁃ＴＣＣＴＴＣＣ
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ＡＡＧＣＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＴＴＴ⁃３′）； Ａｔ４ｇ２１５１０ （ ５′⁃ＴＣＴ
ＣＧＡＣＴＴＧＡＧＴＧＴＣＴＣＣＣＴＣ⁃３′ 和 ５′⁃ＧＣＴＣＴＴＴＣ
ＣＴＣＴＴＡＧＣＣＴＴＧＧＴ⁃３′）； Ａｔ５ｇ５０４５０ （ ５′⁃ＡＣＧＣＴＣ
ＴＴＡＣＣＴＣＴＣＴＣＴＧＡＡＡＴＣ⁃３′ 和 ５′⁃ＣＣＧＡＣＣＣＧＡ
ＡＣＴＡＡＡＣＣＡＣＴＣＴ⁃３′）； Ａｃｔｉｎ２ （ ５′⁃ＣＡＣＴＧＴＧＣＣＡＡ
ＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴ⁃３′ 和 ５′⁃ ＡＣＡＡＡＣＧＡＧＧＧＣＴＧＧ
ＡＡＣＡＡＧ⁃３′）。 以拟南芥持家基因 ＡＣＴＩＮ２ 的表达

水平作为内参计算待测基因的相对表达水平［２４］。
每一个数据代表三个重复试验的平均值。

２　 结果和分析

２．１　 受 ＧＡ 调节的拟南芥 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因筛选及其启

动子分析

　 　 在拟南芥基因组中约存在 ７００ 多个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基

因，为了初步确定哪些 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因可能为 ＧＡ 途径

相关基因，我们首先采用生物信息学方法筛选受

ＧＡ 调节的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因。 在 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅ ｏ ／ （ＧＥＯ）网站中共下载了 ５ 组基因芯

片， 分 别 是 ＧＳＥ２９６９９， ＧＳＥ３５４０８， ＧＳＥ３９３８４，
ＧＳＥ６１５０ 和 ＧＳＥ７３５３，用 ＲＭＡＥｘｐｒｅｓｓ 将原始数据标

准化，然后用自定义的 ｐｅｒｌ 程序进行数据分析，结果

筛选到 ３８ 个受 ＧＡ 调节（在 Ｐ＜０．０５ 时，上调或者下

调 １．４ 倍以上）的候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因（见表 １）。 随后，
对这 ３８ 个基因起始密码子上游 １ ５００ ｂｐ 启动子序

列进行分析，结果发现其中 ３０ 个基因的上游启动子

区具有不同数量的 ＧＡ 响应元件 ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ（见表

１），进一步说明这些基因可能是 ＧＡ 反应相关基因。
此外，还发现这些基因的启动子序列中具有光、激
素、温度和干旱胁迫、或光周期等环境因子响应元件

（见表 １）。
表 １　 ３８ 个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因的统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ３８ ｓｅｌｅｃｔｅｄ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ

Ｔａｉｒ ＩＤ Ｓｈｏｒｔ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｏｔｈｅｒ ｎａｍｅ（ｓ） ＧＡ Ｌｉｇｈｔ ＩＡＡ，ＡＢＡ Ｓｔｒｅｓｓ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｌｏｃｋ

Ａｔ１ｇ１０７８００ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ＲＮＩ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ１６Ｂ５．８ ２ ２３ ５ １

Ａｔ１ｇ１２７１０ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ２－Ａ１２ ＰＰ２－Ａ１２； Ｔ１２Ｃ２４．２３； Ｔ１２Ｃ２４＿２３ １ １６ １ １

Ａｔ１ｇ１２８２０ ａｕｘｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｆ⁃ｂｏｘ ３ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ１３Ｋ２３．７； Ｆ１３Ｋ２３＿７ １ １６ １ ３ ４

Ａｔ１ｇ１５６７０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＭＤ Ｆ７Ｈ２．１； Ｆ７Ｈ２＿１ ２２ ４ ２

Ａｔ１ｇ２１４１０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＫＰ２Ａ Ｆ２４Ｊ８．５； Ｆ２４Ｊ８＿５； ＳＫＰ２Ａ １ ２２ ２ ３ ２

Ａｔ１ｇ２３３９０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ２６Ｆ２４．２６； Ｆ２６Ｆ２４＿２６ ２２ １ １

Ａｔ１ｇ３０９５０
ｐｒｏｔｅｉｎ ＵＮＵＳＵＡＬ
ＦＬＯＲＡＬ ＯＲＧＡＮＳ

Ｆ１７Ｆ８．１６； ＵＦＯ； ＵＮＵＳＵＡＬ
ＦＬＯＲＡＬ ＯＲＧＡＮＳ

１ ２ ２

Ａｔ１ｇ３１３５０ ＫＡＲ⁃ＵＰ Ｆ⁃ｂｏｘ １ ＫＵＦ１；Ｔ１９Ｅ２３．１４；Ｔ１９Ｅ２３＿１４ １４ １

Ａｔ１ｇ４７７９０ ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ２Ｅ６．１１； Ｔ２Ｅ６＿１１ １５ ４ １

Ａｔ１ｇ６１３４０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ １ Ｔ１Ｆ９．１７； Ｔ１Ｆ９＿１７ ２ １８ ４ ６

Ａｔ１ｇ６３０９０ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ２－Ａ１１
ＡｔＰＰ２－Ａ１１； Ｆ１６Ｍ１９．１６；
Ｆ１６Ｍ１９＿１６；ＰＰ２－Ａ１１

２ １８ ２ １

Ａｔ１ｇ６８０５０
ｆｌａｖｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ，

ｋｅｌｃｈ ｒｅｐｅａｔ， ｆｂｏｘ １
ＡＤＯ３；ＦＫＦ１；

Ｔ２３Ｋ２３．１０； Ｔ２３Ｋ２３＿１０
２ １２ １ ４ １

Ａｔ１ｇ７８１００ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ１１Ｉ１１．４； Ｔ１１Ｉ１１＿４ ２ １８ ２ ３ ２
Ａｔ１ｇ７８２８０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ３Ｆ９．１８； Ｆ３Ｆ９＿１８ １ １９ ６ ３ １

Ａｔ１ｇ７８８４０
ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ＦＢＤ ／
ＬＲＲ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆ９Ｋ２０．１１； Ｆ９Ｋ２０＿１１ １ １９ １ ３ １

Ａｔ１ｇ８０４４０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ２１Ｆ１１．２３； Ｔ２１Ｆ１１＿２３ ８ １４ １ １
Ａｔ２ｇ０２８７０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＫＩＰ１１ Ｔ１７Ｍ１３．４； Ｔ１７Ｍ１３＿４ ２ １２ １ ２
Ａｔ２ｇ１８７８０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＳＦ３．１６； ＭＳＦ３＿１６ １ １９ ６ ２ １
Ａｔ２ｇ２１６８０ ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ２Ｇ１．５； Ｆ２Ｇ１＿５ ２ ２３ ２ ３
Ａｔ２ｇ３２５６０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ２６Ｂ１５．１２； Ｔ２６Ｂ１５＿１２ １ ３ １２ ２
Ａｔ２ｇ４１１７０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔ３Ｋ９．６； Ｔ３Ｋ９＿６ ４ １０ ５ ３
Ａｔ２ｇ４４１３０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ６Ｅ１３．２６ １ １６ １ ２ ２
Ａｔ３ｇ０７５５０ ＲＮＩ⁃ｌｉｋｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ２０ ２ １

Ａｔ３ｇ０８８１０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ １１ ４ １ ４
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续（表 １） 　

Ｔａｉｒ ＩＤ Ｓｈｏｒｔ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｏｔｈｅｒ ｎａｍｅ（ｓ） ＧＡ Ｌｉｇｈｔ ＩＡＡ，ＡＢＡ Ｓｔｒｅｓｓ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｌｏｃｋ

Ａｔ３ｇ２０７１０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １ １７ ５ １ ２

Ａｔ３ｇ２３８８０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ １０ １ ３ １

Ａｔ３ｇ４９１５０ ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ＬＲＲ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ １２ １ ６

Ａｔ３ｇ４９５１０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ １６ ３ ４

Ａｔ３ｇ６１０６０ ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ２－Ａ１３
ＡｔＰＰ２－Ａ１３； ｐｈｌｏｅｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ２－Ａ１３；

ＰＰ２－Ａ１３
２ １９ ５ ２ ２

Ａｔ４ｇ２１５１０ Ｆ⁃ｂｏｘ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ Ｆ１８Ｅ５．１３０； Ｆ１８Ｅ５＿１３０ ３ ２０ ２ ２ ４

Ａｔ４ｇ３０６４０ ＲＮＩ⁃ｌｉｋｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ１７Ｉ２３．２０； Ｆ１７Ｉ２３＿２０ ２ １６ ２ １ １

Ａｔ５ｇ０２９２０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ＬＲＲ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ２５ Ｆ９Ｇ１４．２３０； Ｆ９Ｇ１４＿２３０ １１ １ １

Ａｔ５ｇ０４０１０ ｐｒｏｂａｂｌｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ８Ｆ６．２２０； Ｆ８Ｆ６＿２２０ １ １０ ２ ２

Ａｔ５ｇ０６５５０ ＨＲ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ１５Ｍ７．８； Ｆ１５Ｍ７＿８ １ １３ ２

Ａｔ５ｇ４００５０ ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＵＤ１２．３； ＭＵＤ１２＿３ ２ １９ ３ ８ １

Ａｔ５ｇ４３１９０ Ｆ⁃ｂｏｘ ／ ｋｅｌｃｈ⁃ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＮＬ１２．１； ＭＮＬ１２＿１ ２ ２２ １ ６ １

Ａｔ５ｇ５０４５０ ＭＹＮＤ⁃ｔｙｐｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １４ １ １ １

Ａｔ５ｇ６０６１０ ＦＢＤ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＵＰ２４．３； ＭＵＰ２４＿３ ５ １６ ３ ８ ４

２．２　 部分候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因表达鉴定

为了进一步确定芯片分析结果的可靠性，我们

从中挑选了 ６ 个在芯片中表达量改变倍数较大的 Ｆ⁃
ｂｏｘ 基因进行实时荧光定量 ＰＣＲ 鉴定，这些基因分

别是 Ａｔ１ｇ２３３９０，Ａｔ１ｇ６１３４０，Ａｔ１ｇ７８２８０， Ａｔ３ｇ６１０６０，
Ａｔ４ｇ２１５１０ 和 Ａｔ５ｇ５０４５０。 芯片结果中（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ｑｕｅｒｙ ／ ａｃｃ． ｃｇｉ？ ａｃｃ ＝
ＧＳＥ６１５０），在 ＧＡ 处理 ０．５ ｈ 时，Ａｔ１ｇ２３３９０ 的表达水

平下降 ２．２ 倍，随着处理时间延长，在 １ ｈ 和 ３ ｈ 时，
其表达水平有所回升，而 Ａｔ１ｇ６１３４０ 的表达变化趋

势则相反，在 ＧＡ 处理 ０．５ ｈ 时的表达水平较对照上

升了 ４． ７ 倍， 然 后 随 着 时 间 推 移， 逐 渐 下 降；
Ａｔ１ｇ７８２８０ 和 Ａｔ３ｇ６１０６０ 对 ＧＡ 的反应相对较慢，ＧＡ

处理 １ ｈ 后，其表达水平才有显著的升高，分别是对

照的 １．６ 倍和 ２．１ 倍，在 ３ ｈ 时，与对照相比，稍微有

所降低；Ａｔ５ｇ５０４５０ 则在 ＧＡ 处理 ０．５ ｈ、１ ｈ 和 ３ ｈ
下，其 ｍＲＮＡ 水平逐渐升高。

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明，这 ６ 个

Ｆ⁃ｂｏｘ基因对外源 ＧＡ 均有响应（见图 １），并且变化

趋势与芯片结果大体一致。 例如，Ａｔ１ｇ２３３９０ 和

Ａｔ１ｇ６１３４０ 对 ＧＡ 的响应较迅速，在 ＧＡ 处理后

０．５ ｈ就分别达到表达水平的最低值和峰值，分别

下降 和 升 高 １． ７ 倍 和 １． ９ 倍 （ 见 图 １ａ， ｂ ）；
Ａｔ１ｇ７８２８０ 和 Ａｔ３ｇ６１０６０ 在 ＧＡ 处理 ６ ｈ 时，其表达

水平较对照分别降低了 １． ４７ 和１．６９倍（见图 １ｃ，
ｄ）。 进一步证实了筛选结果的可靠性。
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图 １　 外源 ＧＡ３处理对 ６ 个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因表达的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ６ ｃａｎｄｉｄａｔｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ
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２．３　 候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白与 ＧＡ 途径关键蛋白的相互

作用网络分析

为了进一步分析候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因与 ＧＡ 的关系，
我们利用 ＢｉｏＧｒｉｄ 数据库中提供的相互作用对象，用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件分析 ３８ 个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白与 ＧＡ 途径

关键酶和蛋白因子（ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ、ＧＡ２ｏｘ、ＧＩＤ１ 和

ＤＥＬＬＡ）之间是否存在直接或间接相互作用关系。 结

果发现 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白 Ａｔ１ｇ６８０５０（ＦＫＦ１）与 ＧＡ２ｏｘ１ 和

ＧＡ３ｏｘ３ 具有相互作用关系，其它 １７ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白

（图 ２ 中粗线框标记部分）通过 ＳＣＦ 复合体组成亚基

Ｓｋｐ１ 相关蛋白 Ｓｋｐ１ ＨＯＭＥＬＯＧＵＥ １、Ｓｋｐ１⁃ｌｉｋｅ２ 和

Ａｔ１ｇ２２９２０ 与 ＧＡ２ｏｘ１、ＧＡ３ｏｘ１ 和 ＧＡ３ｏｘ３ 蛋白间有关

联（见图 ２），表明这 １８ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因可能参与调控

ＧＡ 的合成和代谢。

图 ２　 候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白与 ＧＡ 途径关键蛋白的相互关系网络

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＧＡ ｐａｔｈｗａｙ

２．４　 候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因的表达谱分析

２．４．１　 不同组织器官中的表达谱分析

由于 ＧＡｓ 通常是在植物特定的功能部位积累

并发挥作用［５－８］，因此我们对候选的 ３８ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基

因在拟南芥不同组织器官中的表达情况进行了分

析。 从图 ３ 中可以看出，Ａｔ１ｇ７８１００、Ａｔ２ｇ４１１７０ 和

Ａｔ３ｇ０８８１０ 这 ３ 个基因在所有组织中的表达都是极

其低的，Ａｔ１ｇ４７７９０ 和 Ａｔ３ｇ４９５１０ 只在果荚中表达较

高，可能参与调控果荚及种子的发育；Ａｔ３ｇ２０７１０ 和

Ａｔ５ｇ６０６１０ 只在雄蕊中有一定量的表达，可能参与

花和雄蕊的发育；其它 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因的表达则相对广

泛，在拟南芥幼苗、下胚轴、花、果荚和根中都有不同

程度的表达，表明这些基因可能参与了植物整个生

长发育过程的调控。

图 ３　 候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因在拟南芥不同组织中的表达谱

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
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２．４．２　 不同激素、光、温度和干旱胁迫及不同光周

期下的表达谱分析

由于其它激素，如生长素可以调控ＧＡｓ 的合成［１］，
且激素之间通常可以形成复杂的交叉调控网络，同时

ＧＡ 也可以将环境信号如光、非生物胁迫及光周期等信

号进行整合，进而调控植物的生长发育，从而使植物适

应 外 界 环 境 的 变 化［２５－３０］。 因 此， 我 们 利 用

Ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ 分析了 ３８ 个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因响应 ＩＡＡ、
ＡＢＡ、光、温度和干旱胁迫及不同光周期的表达谱。

从图 ４ 中可看出，大部分 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因对这些环

境因子及激素都有一定的响应，其中对环境因子的

应答较强烈。 具体而言，在上述因子分别作用下其

表达水平上调或下调超过 ２ 倍（Ｐ＜０．０５）的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基

因 有， 激 素 （ ＡＢＡ、 ＩＡＡ ） 处 理 下： Ａｔ１ｇ１０７８０，
Ａｔ１ｇ２１４１０， Ａｔ１ｇ８０４４０， Ａｔ３ｇ２３８８０， Ａｔ３ｇ６１０６０，
Ａｔ５ｇ０６５５０；不同光下：Ａｔ１ｇ２３３９０，Ａｔ１ｇ８０４４０；光周期

影 响 下： Ａｔ１ｇ１５６７０， Ａｔ１ｇ２３３９０， Ａｔ１ｇ６１３４０，
Ａｔ１ｇ６３０９０， Ａｔ１ｇ７８１００， Ａｔ１ｇ８０４４０， Ａｔ２ｇ４４１３０，
Ａｔ３ｇ２３８８０， Ａｔ３ｇ６１０６０， Ａｔ４ｇ２１５１０； 胁 迫 影 响 下：
Ａｔ１ｇ１０７８０， Ａｔ１ｇ１５６７０， Ａｔ１ｇ２１４１０， Ａｔ１ｇ２３３９０，
Ａｔ１ｇ６１３４０，Ａｔ１ｇ８０４４０，Ａｔ３ｇ６１０６０。 综合而言，对各

种环境因子都响应显著的基因为： Ａｔ１ｇ２３３９０ 和

Ａｔ１ｇ８０４４０，这 ２ 个基因可能通过 ＧＡ 信号通路，参
与激素间的交叉会话以及植物对环境因子的响应。

图 ４　 候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因在不同激素或环境因子影响下的表达谱

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｒ ｈｏｒｍｏｎｅｓ

３　 讨　 论

本研究通过基因芯片分析，总共筛选到表达水

平受 ＧＡ 上调或下调 １． ４ 倍以上的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ３８
个。 通过对这 ３８ 个基因上游 １ ５００ ｂｐ 启动子区分

析，发现其中 ３０ 个基因都具有 ＧＡ 响应元件 ＧＡＲＥ⁃
ｍｏｔｉｆ，以及其它激素或者环境因子响应元件，如

ＩＡＡ、ＡＢＡ、光、生物钟或温度及干旱等响应元件，表
明这些基因可能在 ＧＡ 信号通路以及植物对外界环

境变化的响应中起重要作用。
从 ３８ 个基因中挑选了 ６ 个在芯片分析结果中

表达量改变较大的基因进行了实时荧光定量 ＰＣＲ
鉴定，证实这 ６ 个基因对外源 ＧＡ 均有不同程度的

响应，并且与芯片结果大体一致。 此外，通过对

ＢｉｏＧｒｉｄ 数据库中提供的相互作用对象分析，发现一

些候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白与 ＧＡ 合成代谢途径关键酶

ＧＡ３ｏｘ１、ＧＡ３ｏｘ３ 和 ＧＡ２ｏｘ１ 具有一定的相互作用关

系，但是在植物体内是否存在相互作用，是间接互作

还是直接互作，还有待进一步验证。
植物体内 ＧＡｓ 的水平受到严格调控并且在特

定的功能位点积累进而调控植物的生长发育［５－８］。
通过对 ３８ 个候选 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因的表达谱分析，发现大

部分基因在拟南芥幼苗、下胚轴、花和根中有不同程

度的表达，而这些部位的生长发育也受到 ＧＡ 的调

控［１－４］。 ＧＡｓ 不仅直接调控植物的生长发育，还能

通过对环境信号，如光、温度和干旱等非生物胁迫及

生物钟等进行整合进而对植物的生长发育进行调
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控［２５－３０］。 本研究筛选到的受 ＧＡ 调节的部分候选

Ｆ⁃ｂｏｘ 基因对不同光、光周期及胁迫具有很强的响

应，同时对激素 ＡＢＡ 和 ＩＡＡ 也有不同程度的应答。
推测这些基因可能通过 ＧＡ 信号通路参与植物生长

发育，以及植物对环境因子的响应。
总之，通过生物信息学方法，我们筛选到了一系

列响应 ＧＡ 的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，并可能通过 ＧＡ 信号通路

参与植物对环境因子的应答。 因此，本研究结果为

我们今后深入研究 ＧＡ 调控植物生长发育的分子机

制提供了重要线索。
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