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西南地区生物多样性保育国家林业和草原局重点实验室，云南 昆明 650233）

摘要：为探讨外源赤霉素对云南松生长发育的影响，及关键合成酶基因 GA20ox 的表达分析，选用

云南松幼苗为材料，分别以 100、200、300 mg/L 浓度梯度赤霉素及赤霉素抑制剂多效唑进行外源喷

施处理，观察其苗高、地径变化；同时通过对云南松转录组数据的筛选、比对，获得 1 条

GA20ox 基因的同源序列，利用 RT−PCR 技术进行基因克隆，并进行生物信息学分析、密码子偏好

性分析和基因表达分析。结果表明：不同浓度梯度下，外源 200 mg/L 赤霉素显著促进云南松苗高生

长，而 100 mg/L 赤霉素则显著促进其地径生长。通过克隆所得的云南松 GA20ox(PyGA20ox) 基因

GenBank 登录号为 OR651279，其编码区长度为 1 107 bp，编码 368 个氨基酸，理论相对分子质量

为 41.7 kDa。密码子偏好性分析表明，该基因偏好使用以 A/U 结尾的密码子，酵母适合作为该基因

微生物异源表达受体，烟草和拟南芥均适合作为该基因遗传转化及功能研究的受体材料。荧光定量

PCR 结果显示，PyGA20ox 在根、茎、叶以及茎尖均有表达，且相对在茎中显著表达，而不同植物生

长调节剂处理下该基因表达模式不同。综上所述，通过外源植物生长调节剂处理确定了赤霉素对云

南松生长的显著促进作用，适宜喷施浓度为 200 mg/L，并对赤霉素生物合成途径中的关键酶

PyGA20ox 进行了克隆与表达分析。
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Abstract: To explore the effects of exogenous gibberellins on the growth and development of Pinus yunnan-
ensis, and to analyze the expression of the key synthase gene GA20ox, P. yunnanensis seedlings were selected as
materials and treated with exogenous spraying of gibberellin and the gibberellin inhibitor Paclobutrazol at concen-
trations of 100, 200, and 300 mg/L, respectively, to observe the changes in seedling height and ground diameter.
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At the same time, by screening and comparing the transcriptome data of P. yunnanensis, a homologous sequence
of GA20ox gene was obtained. RT-PCR technology was used for gene cloning, and bioinformatics analysis, codon
preference analysis,  and gene expression analysis  were performed.  The results  showed that  under  different  con-
centration gradients, exogenous 200 mg/L gibberellin significantly promoted the height growth of P. yunnanensis
seedlings, while 100 mg/L gibberellin significantly promoted their ground diameter growth. The GenBank login
number  of  P.  yunnanensis GA20ox(PyGA20ox)  obtained  through  cloning  is  OR651279,  with  a  coding  region
length of 1 107 bp,  encoding 368 amino acids,  with  a  theoretical  relative  molecular  weight  of  41.7 kDa.  Codon
preference analysis showed that the gene prefers to use codons ending in A/U, Saccharomyces cerevisiae was suit-
able as a microbial heterologous expression receptor for this gene, and both Nicotiana benthamiana and Arabidop-
sis thaliana were suitable as receptor materials for genetic transformation and functional studies of this gene. The
results of fluorescence quantitative PCR showed that PyGA20ox was expressed in roots, stems, leaves, and stem
tips, and was significantly expressed in stems. However, the expression pattern of this gene varied under different
hormone treatments. This experiment determined the significant promoting effect of gibberellin on the growth of
P. yunnanensis  through exogenous hormone treatment, with a suitable spraying concentration of 200 mg/L. The
key enzyme PyGA20ox in the gibberellin biosynthesis pathway was cloned and expressed.

Key words: Pinus yunnanensis；hormone treatment；gene clone；codon usage bias；expression analysis

云南松（Pinus yunnanensis），又称为“青松”

“飞松”和“长毛松”，主要分布在我国云南、贵

州、四川以及西藏、广西等西南地区，具有喜光，

适应性强等特点，是植树造林的先锋树种 [1]。近

些年来，由于云南松的经营管理措施较为粗放和

遗传效应的叠加 [2]，云南现存林分中，树干矮小

扭曲、质量低劣等现象普遍[3−4]，严重影响了林木

的生长和木材的利用价值 [5]；有研究也表明，其

在苗期就存在生长十分缓慢等问题[6−7]，严重制约

了良种繁育效率，经济价值和生态价值显著降

低，这都是云南松在人工林栽培中亟须解决的问

题。随着林业的不断发展，利用植物生长调节剂

对苗木进行调控，已经成为促进林木生长发育的

一种重要途径[8]。

赤 霉 素 作 为 一 类 四 环 二 萜 羧 酸 类 化 合

物 [9]，广泛参与植物的多种生命活动，尤其在促

进植物生长和高度调控方面具有显著作用 [10−12]。

已有多项研究表明，外源赤霉素施用能够显著促

进植物的生长。江雪等[13] 发现对毛竹（Phyllosta-
chys edulis）实生苗叶面喷施不同浓度赤霉素后，

能极大增加新分蘖竹株的秆高、节间长、叶片数

量和竹材纤维质量。Li等[14] 发现外源赤霉素通过

促进细胞伸长，有效促进了黄粱木（Neolamar-
ckia cadamba）的节间的生长，从而显著提升其生

物量和株高。另外田佳星[15] 的研究显示，赤霉素

显著影响毛白杨（Populus tomentosa）的生理、光

合、生长与木材品质性状。在 Li等 [16] 的研究

中，外源赤霉素在低红光诱导下促进油松（P.
tabuliformis）幼苗茎的伸长，对促进油松幼苗生

长具有重要作用。赤霉素的合成涉及多种酶的参

与，其中 GA20−氧化酶作为催化活性赤霉素产生

的关键酶和限速酶[17]，通过催化多步氧化反应将

生物活性低的赤霉素转化生成生物活性高的赤霉

素，从而影响植物的生长[18]。GA20ox 基因在植物

生长和调控中发挥着重要作用。在水稻（Oryza
sativa）中，沉默 GA20ox 表达会导致水稻的茎秆

长度减短，出现矮化表型 [19]。在油茶（Camellia
oleifera） [20]、 杂 交 白 杨 （ Populus  tremula  ×  P.
tremuloides）[21]、楝树（Melia azedarach）[22] 和赤

松（P. densiflora） [23] 等物种中，过表达 GA20ox
均能促进植株生长，增加生物量，加速茎生长和

木质部分化。

尽管在植物生长和调控方面对赤霉素和

GA20ox 基因的研究已相对充分，但在云南松中相

关研究尚未见报道。因此，本研究旨在通过外源

植物生长调节剂喷施，同时采用 RT−PCR技术克

隆云南松 PyGA20ox 基因，利用生物信息学方法

和密码子偏好性分析法对其进行分析，并初步研

究了该基因在不同组织中的表达特异性及其对外

源植物生长调节剂的响应，以期为进一步探究赤

霉素对云南松生长发育的影响以及对该基因的深

入研究提供参考。 
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1    材料和方法
 

1.1    试验材料及处理

本试验采用云南省弥渡县云南松无性系种子
园的种子，2023年 1月在西南林业大学格林温室
大棚进行育苗。先用 0.5%高锰酸钾溶液对种子浸
泡消毒 1 h，取出用清水冲洗，再放于 50 ℃ 的温
水中浸泡 24 h后，进行播种，每个穴 1～2粒种
子，播种完成后铺上松针，并用高锰酸钾溶液对
土壤 [V（腐殖土）∶V（红土）=3∶1]和播苗盘
进行消毒，用拱架搭成棚子，搭上遮阳网进行遮
阴，定期浇水以及管理。在 2023年 7月选择长势
良好，生长一致的苗木，配置如表 1所示不同浓
度植物生长调节剂赤霉素 A3（GA3），及赤霉素
抑制剂多效唑（PAC）进行处理，以清水作为对
照（CK），使用喷壶外源喷施至叶片和茎表面充
分湿润而基本无液滴落下，每 5 d喷施一次，共
喷施 4次，每个处理 3次重复，5个处理共计
150株。处理组间分别用步道隔开，避免植物生
长调节剂喷施影响。
  

表 1    试验处理

Table 1    Experimental treatment

处理编号 植物生长调节剂种类 浓度/(mg·L−1)
T1 CK 0
T2 GA3 100
T3 GA3 200
T4 GA3 300
T5 PAC 15

  

1.2    生长指标测定

从 2023年 7月开始，每月初使用直尺和数显
游标卡尺进行测量，共测定 6个月不同植物生长
调节剂喷施处理下的云南松苗高、地径指标。采
用 Excel 2019对试验数据进行整理，利用 SPSS 24
软件通过邓肯多重比较法分析不同处理下生长量
的差异显著性。 

1.3    总 RNA 的提取及反转录 cDNA 合成

按照多糖多酚植物总 RNA提取试剂盒（天根

生化科技有限公司，中国）说明书，提取云南松

总 RNA，使用美国 Nanodrop One 2000超微量紫

外分光光度仪检测 RNA的浓度和质量，并结合

1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性。根据反

转录试剂盒 HiScript® III 1st Strand cDNA Synthes-
is Kit （ + gDNA wiper） （诺唯赞生物科技股份

有限公司，中国）说明书，将检测合格的 RNA反

转 录 合 成 第 一 链 cDNA， 再 将 cDNA稀 释 至

10 ng/μL，作为克隆模板。 

1.4    目的基因的克隆

根据课题组前期云南松转录组数据（PRJNA
1057769），筛选、比对获得 GA20ox 基因序列，

使用 Snapgene软件设计特异性引物，引物见表 2，
以上述制备 cDNA为模板进行 PCR扩增，使用

DNA聚合酶 Green Taq Mix（诺唯赞生物科技股份

有限公司，中国） 12.5 μL，上、下游引物各 0.75 μL，
10倍 稀 释 模 板 cDNA  1  μL， ddH2O  10  μL，
总体系为 25 μL。PCR反应程序为预变性 95 ℃，

3 min；变性 95 ℃，15 s；退火56 ℃，15 s；延伸

72 ℃，90 s，共 35个循环；再延伸 72 ℃，5 min，
4 ℃ 保存。PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳分

析后，再使用高保真酶 2 × Phanta Max Master Mix
（Dye Plus） （诺唯赞生物科技股份有限公司，中

国）进行 50 μL体系 PCR扩增。同时将 pET30a +
质粒用 BamH Ⅰ进行酶切，分别回收纯化 PCR产

物和酶切产物，使用非连接酶依赖型的单片段一

步法克隆试剂盒 ClonExpress® II One Step Cloning
Kit（诺唯赞生物科技股份有限公司，中国）进行

同源重组连接至 pET30a + 载体上，并转化至大肠

杆菌 DH5α感受态细胞，涂板，37 ℃ 倒置培养

12 h，挑取单克隆阳性菌斑，进行菌液 PCR鉴

定，将含有目的片段的阳性菌液送至上海生工生

物有限公司进行测序。
 
 

表 2    引物序列

Table 2    Primers used in this study

引物名称 引物序列（5′→3′） 用途
PyGA20ox−F ATGGGTACTTCGAGTGTGAATG 扩增

PyGA20ox−R CTATGGCTGGTTTCTTGAGGTG

pET GA20ox−F GCCATGGCTGATATCGGATCCATGGGTACTTCGAGTGTGAA 扩增

pET GA20ox−R ACGGAGCTCGAATTCGGATCCCTATGGCTGGTTTCTTGAGG

q−PyGA20ox−F AAGGCAACCAAAGAAGCGTCAG 定量

q−PyGA20ox−R ATGAGCAGCAGTGAGGAGGTC

TUBA1−F AGTCTTTTCTCGGATTGACCAC 内参

TUBA1−R GAGCCTCAGAGAATTCACCCT
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1.5    生物信息学分析

通过表 3所示软件对 PyGA20ox 基因及其编

码蛋白进行生物信息学分析；为进一步分析

PyGA20ox蛋 白 的 进 化 关 系 ， 利 用 DNAMAN
9.0对 PyGA20ox蛋白进行多重序列比对。同时运

用 MEGA 11的邻接法构建不同物种的系统进化

树。其中油松（P.  tabuliformis，AHW42465.1）、

赤松（P. densiflora，AGI99537.1）、红松（P. ko-
raiensis，AYA73795.1）、日本柳杉（Cryptomeria
japonica，XP_057867848.1）、向日葵（Helianthus

annuus， XP_022034303.1）、 沉 水 樟 （ Cinnamo-
mum micranthum，RWR81380.1）、蓝星睡莲（Nym-
phaea  colorata， XP_031493539.1）、 鳄 梨 （ Per-
sea americana，KAJ8650985.1）、长刺矢车菊（Cent-
aurea  solstitialis，KAJ9545772.1）、烟草（ Nico-
tiana  tabacum，BAA32156.1）、小叶杨（Populus
simonii，FJ422146.1）、大桉（Eucalyptus grandis，
XP_010035059.1）以及橡树（Quercus robur，XP_
050253557.1） 等 物 种 的 氨 基 酸 序 列 从 NCBI
数据库中获取。

 
 

表 3    生物信息学分析在线软件及网址

Table 3    Online software and websites of bioinformatics prediction

在线软件 网址 用途

Expasy ProtParam https://web.expasy.org/protparam 理化特性分析

STRING https://string-db.org/ 蛋白互作分析

NCBI Conserved Domain Search https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 保守结构域分析

ProtScal https://web.expasy.org/protscale/ 亲疏水性分析

TMHMM2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0 跨膜结构分析

SignalP 6.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/ 信号肽分析

Cell−PLoc2.0 http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2 亚细胞定位预测

PSORT https://www.genscript.com/psort.html 亚细胞定位预测

NetPhos 3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/ 磷酸化位点分析

NetNGlyc 1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/ 糖基化位点分析

SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html 蛋白二级结构预测

SWISS−MODEL https://swissmodel.expasy.org/ 蛋白三级结构预测
  

1.6    密码子偏好性分析

使用 Codon W 1.4.2软件计算云南松 PyGA20ox
基因序列同义密码子相对使用度（RSCU），其

反映了特定密码子在编码相应氨基酸时同义密码

子使用的相对概率，当 RSCU>1时，其在同义密

码子中使用相对较多；RSCU=1时，其使用无偏

好性；RSCU<1时，其使用相对较少 [24]；有效密

码子数（ENC），是密码子实际值与随机值间的

偏离程度，其反映基因对密码子选择性的强弱，

其值的范围是 20～61，越趋近于 20偏好性越

强，与偏好性呈负相关 [25]；密码子适应指数

（CAI），常用于基因表达水平的评估，其值介

于 0～1，该值与偏好性呈正相关[26]。

通过 EMBOSS explorer计算密码子第 1、2、
3位碱基的 GC含量（GC1、GC2、GC3）和总 GC
含量（GC）。使用 CUSP分析该基因密码子的使

用频率，并通过 Codon Usage Database 密码子数

据库获取大肠杆菌（Escherichia coli）、酿酒酵母

（Saccharomyces  cerevisiae）、本氏烟（Nicotiana
benthamiana）、拟南芥（Arabidopsis thaliana）基

因组密码子使用频率。 

1.7    基因表达分析

使用多糖多酚植物总 RNA提取试剂盒，提取

未喷施处理的云南松根、茎、叶、茎尖各部位总

RNA及第 4次喷施处理结束后 T1、T2和 T5组的

云南松茎段总 RNA，使用反转录试剂盒 Hifair®
III  1st  Strand  cDNA  Synthesis  SuperMix  for  qPCR
（gDNA digester plus） （翌圣生物科技股份有限

公司，中国），合成作为实时荧光定量 PCR模板的

cDNA，10倍稀释后放于−20 ℃ 冷藏备用。表达分

析引物根据克隆所得的基因序列，使用 Primer 5.0
软件设计得到 q−PyGA20ox−F和 q−PyGA20ox−R，
以 TUBA1 基因为内参对照，使用 Taq Pro Univer-
sal SYBR qPCR Master Mix（诺唯赞生物科技股份

有限公司，中国）进行实时荧光定量表达分析。

反应体系共 20 μL，包括 cDNA模板 1 μL，F、R
引物各 0.4 μL，SYBR Mix 10 μL，无菌水 8.2 μL。
采用 2−∆∆Ct 法计算基因的相对表达量。通过 SPSS
24软件进行方差分析，使用 Graphpad Pism 9.5软

件进行作图。 
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2    结果与分析
 

2.1    不同植物生长调节剂处理对云南松苗高、地径

生长的影响

为了解植物生长调节剂处理对云南松苗高、

地径生长的影响，喷施植物生长调节剂后，连续

6个月测定云南松幼苗的生长情况，结果见图 1。
从图 1a可以看出 100 mg/L GA3 处理对苗高

有促进作用，但效果不明显，与对照相比仅在

9月差异显著，其他几个月未达显著水平；200、
300 mg/L GA3 处理的云南松苗高均显著高于对

照，在 12月时，其苗高分别为（10.15 ± 0.41）、

（9.57 ± 0.66）cm，相比于对照分别提高 25.46%
和 18.29%， 200  mg/L  GA3 处 理 的 效 果 较 好 ；

而15  mg/L  PAC处理与对照相比则表现出抑制

作用。
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图 1    不同浓度植物生长调节剂处理下的苗高（a）和地径（b）
Fig. 1    Seedling height(a) and ground diameter(b) under different concentrations of exogenous hormones treatment

 

由图 1b可以看出，不同浓度植物生长调节剂

处理对云南松地径生长有一定的促进作用，其

中 100 mg/L GA3 处理的促进效果较显著；200、
300 mg/L GA3 和 15 mg/L PAC效果次之，在 12月

时 ， 其 地 径 分 别 为 （ 6.17  ±  0.36）、（ 6.05  ±
0.33）mm和（6.14 ± 0.38）mm，相比于对照分别

提高 20.27%、17.93%和 19.69%；综上，对云南

松幼苗外源喷施赤霉素，可以显著促进植株的苗

高、地径生长，且 T3处理相比于其他处理综合

效果更好，说明外源喷施 200 mg/L赤霉素浓度是

促进云南松幼苗高生长的较适浓度。 

2.2    云南松 GA20ox 基因的克隆与理化性质分析

利用引物 PyGA20ox−F和 PyGA20ox−R，以云

南松 cDNA为模板进行 PCR扩增，得到目的基因，

通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示 1 000 bp
左右有特异性条带（图 2），与转录组测序所获

得的 ORF序列大小基本一致。测序结果表明

PyGA20ox 的长度为 1 107 bp，共编码 368个氨基

酸。对 PyGA20ox蛋白理化性质进行分析，结果

显示其分子式为 C1877H2 878N506O542S15，分子质量

为 41.7  kDa，理论等电点为 6.46，原子总数为

5 818个，脂肪指数为 76.03，带负电残基的总数

（Asp + Glu）为 44个，带正电残基的总数（Arg +
Lys）为 41个，半衰期为 30 h，不稳定性指数为

37.10，说明 PyGA20ox蛋白较为稳定。

  
M PyGA20ox

2 000 bp

1 500 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

M是Marker 2 000。

图 2    云南松 PyGA20ox 基因电泳检测图
Fig. 2    Electrophoresis detection map of

PyGA20ox gene in P. yunnanensis 
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2.3    生物信息学分析

保守结构域分析结果显示（图 3a）：其含有

2OG−Fe（II）加氧酶超家族 [2OG−Fe（II）]的特

征结构域，属于 GA20ox基因家族成员。基于 Ex-
PASy−Protscale在线软件的亲疏水性分析结果显

示，PyGA20ox蛋白在第 67位和 118位氨基酸处

出现最小值 −2.733，此处亲水性最强；在第

160位氨基酸处出现最大值 2.122，此处疏水性最

强（图 3b）；分布于 0以下的氨基酸残基数

230个，分布于 0以上的氨基酸残基数 130个，

总平均疏水指数（Grand average of hydropathicity）
为−0.365（<0），综合说明该蛋白是亲水性蛋白。
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图 3    PyGA20ox 蛋白保守结构域（a）、蛋白亲水性/疏水性（b）、蛋白糖基化位点（c）及蛋白磷酸化位点（d）
Fig. 3    PyGA20ox protein conserved domain(a)，protein hydrophilicity/hydrophobicity(b),

protein glycosylation site(c) and protein phosphorylation site(d)
 

对 PyGA20ox编码蛋白质的跨膜结构域、跨

膜方向和信号肽的预测结果显示，该蛋白不具备

跨膜结构域和信号肽，为非分泌蛋白。通过

Cell−PLoc2.0亚细胞定位预测于细胞质，PSORT
软件预测其定位 60.9%在细胞质、 26.1%在细

胞核， 8.7%在线粒体， 4.3%在高尔基体，说

明 PyGA20ox蛋白位于细胞质中的可靠性较高。

基于 NetNGlyc1.0及 Netphos  3.1预测结果显示，

PyGA20ox蛋白含有 2个潜在的糖基化位点，分

别在第 228位（NLTL），概率为 58.52%；第 297
位 （ NKTT）， 概 率 为 54.43%（ 图 3c）； 存 在

28个磷酸化位点（分数>0.5），其中丝氨酸位点

18个，苏氨酸位点 7个，酪氨酸位点 3个，该蛋

白丝氨酸磷酸化位点最多，而丝氨酸磷酸化的主

要作用是变构蛋白质以激活蛋白质的活力，主要

是指酶活力（图 3d）。 

2.4    多序列比对和系统进化分析

将云南松 PyGA20ox与其他物种氨基酸序列
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通过 DNAMAN进行多重比对分析，结果如图 4a
所示，其编码产物均有与赤霉素底物结合的高度

保守基序“LPWKET”，以及与 2−酮戊二酸结合

相关的保守基序“NYYPPCQKP” [27]。为进一步

分析 GA20ox蛋白在不同物种之间的进化关系，

通过 MEGA 11软件，采用 NJ法构建了不同物种

间 GA20ox蛋白的系统进化树，如图 4b所示，云

南松 PyGA20ox蛋白与日本柳杉（Cryptomeria ja-
ponica，XP_057867848.1）、赤松（P.  densiflora，
AGI99537.1）、 油 松 （ P.  tabuliformis， AHW
42465.1） 和 红 松 （ P.  koraiensis， AYA73795.1）
的 GA20ox蛋白同源性较近，共同聚到裸子植物

一支上，其余被子植物聚为一支，说明该蛋白在

裸子、被子植物中存在明显的遗传分化。
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图 4    PyGA20ox 氨基酸序列同源性分析（a）及系统发育树分析（b）
Fig. 4    Homology analysis of PyGA20ox amino acid sequence(a) and phylogenetic tree analysis(b)
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2.5    PyGA20ox 密码子偏好性分析

使用 Codon W1.4.2软件和 EMBOSS explorer
对目的基因进行分析，结果见图 5。从图 5
可以看出：该基因 ENC值为 56.96，趋近于 61，
说明其密码子偏好性较弱。其 CAI值为 0.202，
其值更趋近于 0，说明该基因表达水平不高。对

不同位置的 GC含量进行分析，结果显示，GC1 >
GC3  >  GC2， 其 含 量 分 别 为 52.03%、 44.99%、

39.57%，总 GC含量为 45.53%。其 RSCU值在

0.16（CUA）～3（UAG）之间，其中 5个密码子

的使用没有偏好性（RSCU=1），分别为 AUG、

CCU、CAA、CAG、UGG，25个密码子为高频

密 码 子 （ RSCU  >  1）， 分 别 为 UUG、 GUG、

AGU、CGA、CCA、GGA、GCU、GCA、ACU、

ACA、UAU、CAU、UGU、CUU、CUG、UCU、

UCA、AAA、AGG、GAU、GGU、AUA、GAG、

AAC、UUU，除编码谷氨酰胺的密码子 AAC以

C结尾外，其他密码子以 G结尾的 5个，以 A结

尾的有 8个，以U结尾的有 11个，说明 PyGA20ox
基因的密码子偏好以 A/U结尾。
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图 5    PyGA20ox 基因的同义密码子相对使用频率分析

Fig. 5    Analysis of the relative frequency of synonymous codon usage in PyGA20ox gene
 
 

2.6    与模式物种密码子使用频率比较分析

云南松 PyGA20ox 基因与大肠杆菌、酿酒酵

母、本氏烟、拟南芥各基因组密码子使用频率的

比值分别用 Py/Ec、 Py/Sc、 Py/Nb、 Py/At表示

（表 4）。若 2个物种间的密码子使用偏好性差

异较小，该比值常在 0.5～2之间[28]，超出此范围

则差异较大，若差异较大的密码子个数越少则说

明 2个物种的密码子偏好性越相似，越有利于基

因的异源表达。云南松 PyGA20ox 基因与大肠杆

菌和酿酒酵母偏好性差异较大的密码子分别为

30、15个，说明酿酒酵母相比于大肠杆菌更适合

作为该基因微生物内异源表达试验的受体。与模

式植物本氏烟和拟南芥的基因组相比，偏好性差

异较大的密码子数分别为 9、10个，说明在进行

遗传转化试验时，烟草和拟南芥均适合该基因的

异源表达。
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表 4    PyGA20ox 基因与大肠杆菌、酿酒酵母、本氏烟、拟南芥基因组密码子使用频率比较

Table 4    Comparison of codon usage frequencies of PyGA20ox gene with E. coli, S. cerevisiae,
N. benthamiana, and A. thaliana

氨基酸 密码子
密码子偏好的比值

氨基酸 密码子
密码子偏好的比值

Py/Ec Py/Sc Py/Nb Py/At Py/Ec Py/Sc Py/Nb Py/At

Phe UUU 1.59 1.35 1.49 1.62 His CAU 1.69 1.59 1.68 1.57

UUC 2.05 1.77 1.85 1.57 CAC 1.15 1.39 1.32 1.25

Leu UUA 0.20 0.10 0.21 0.21 Gln CAA 1.11 0.60 0.90 0.84

UUG 2.92 1.39 1.56 1.82 CAG 0.55 1.34 0.96 1.07

CUU 1.90 1.76 0.87 0.90 Asn AAU 1.13 0.61 0.75 0.97

CUC 1.29 2.51 1.08 0.84 AAC 1.12 0.98 1.44 1.17

CUA 0.69 0.20 0.29 0.27 Lys AAA 1.12 0.91 1.31 1.23

CUG 0.42 2.06 1.82 2.21 AAG 1.97 0.70 0.57 0.66

Ile AUU 0.36 0.36 0.41 0.50 Asp GAU 1.16 1.01 0.99 1.04

AUC 0.45 0.63 0.78 0.59 GAC 1.27 1.21 1.49 1.42

AUA 2.46 0.76 1.12 1.08 Glu GAA 0.62 0.53 0.69 0.71

Met AUG 0.90 1.17 1.02 1.00 GAG 1.74 1.69 1.05 1.01

Val GUU 0.60 0.49 0.42 0.40 Cys UGU 2.08 1.34 1.18 1.03

GUC 0.73 0.92 1.02 0.85 UGC 0.85 1.13 0.75 0.75

GUA 0.75 0.69 0.82 0.82 Trp UGG 1.06 1.56 1.31 1.30

GUG 1.14 2.76 1.91 1.71 Arg CGU 0.27 0.85 0.70 0.60

Pro CCU 4.14 2.21 1.58 1.59 CGC 0.39 3.13 1.94 2.14

CCC 2.42 1.99 2.12 2.56 Ser AGU 2.59 1.72 1.66 1.74

CCA 3.55 1.63 1.77 1.85 AGC 0.51 0.83 0.76 0.72

CCG 0.24 1.02 0.83 0.63 UCU 1.87 0.69 0.73 0.65

Thr ACU 2.08 0.93 1.09 1.08 UCC 0.91 0.57 0.78 0.73

ACC 0.36 0.64 0.80 0.79 UCA 2.01 0.87 0.95 0.89

ACA 2.34 1.07 1.25 1.21 UCG 0.31 0.32 0.48 0.29

ACG 0.36 0.68 1.00 0.70 Tyr UAU 0.99 0.86 1.03 1.11

Ala GCU 1.41 1.02 0.65 0.77 UAC 0.66 0.55 0.64 0.59

GCC 0.22 0.43 0.43 0.53 TER UAA 0.00 0.00 0.00 0.00

GCA 1.05 1.34 0.92 1.24 UAG 9.03 5.42 3.87 5.42

GCG 0.25 1.31 1.25 0.90 UGA 0.00 0.00 0.00 0.00

Gly GGU 0.78 0.79 0.78 0.85 AGA 2.80 0.38 0.51 0.43

GGC 0.29 0.83 0.71 0.88 AGG 6.02 1.18 0.83 0.99

GGA 2.74 2.24 1.08 1.01 CGA 4.28 5.42 2.80 2.58

GGG 0.92 1.81 0.98 1.06 CGG 0.44 1.59 0.51 0.55

 
 

2.7    蛋白质二级、三级结构分析和蛋白互作分析

蛋白的二级结构分析结果显示（图 6a），

PyGA20ox蛋白由 148个无规则卷曲，135个 α 螺

旋以及 60个伸展链和 25个 β 折叠构成。各结

构所占比率为无规则卷曲（40.22%）  > α 螺旋

（36.68%） > 伸展链（16.30%） > β 折叠（6.79%）。

利用 SWISS−MODEL同源建模法进行 PyGA20ox
编码蛋白的三级结构预测（图 6b），结果显示与

油松（X5CYA0.1.A）   GA20ox1的序列同源性

98.37%，相似度为 62%，置信度为 100%，模型质

量估测 91%，表明 PyGA20ox蛋白为 GA20ox蛋

白家族，建立的三维结构结果可靠。
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图 6    PyGA20ox 氨基酸二级（a）、三级（b）结构预测与蛋白互作分析（c）
Fig. 6    Prediction of secondary(a) and tertiary(b) structure of PyGA20ox amino acids and analysis of protein interaction(c)

 

通过 STRING数据库，构建云南松 GA20ox
蛋白与其他蛋白的互作（图 6c），以拟南芥蛋白

数据库作为参考分析该蛋白与其他蛋白的相互作

用 ， 发 现 PyGA20ox和 细 胞 色 素 P450家 族 的

KAO1互作分数最高，为 0.978，其可能相互作用

促进植物茎伸长，在植物发育中发挥着核心作

用，与 GA3ox、GA2、GAI、RGA等互作分数较

高，其可能通过赤霉素合成或信号通路共同调节

植物生长，其次还与生长素转运蛋白 BIG相互作

用，说明 PyGA20ox蛋白可能影响生长素介导的

发育反应（如细胞伸长、顶端优势、侧根产生、

花序结构和一般生长和发育）与极性生长素转

运等。 

2.8    云南松 GA20ox 基因的表达分析

为了解 PyGA20ox 基因在云南松不同组织中

的表达情况，通过 RT−qPCR方法对喷施处理前

的云南松进行定量分析，结果如图 7a所示，其在

不同组织中的表达差异较大，表达量的大小依次

为：茎 > 叶 > 茎尖 > 根，以上结果表明 PyGA20ox
基因的表达具有组织特异性，其在茎段中的相

对表达量显著高于其他组织，为进一步研究该基

因在不同处理下的表达变化，以不同处理下云南

松茎段 cDNA为模板进行分析，结果如图 7b所

示，该基因在赤霉素处理下，相对表达量显著低

于对照，符合其限速酶特性，而在多效唑处理

下该基因相对表达量升高，验证了前人所提出的

植物内部赤霉素稳态系统，通过负反馈调节机

制来维持最佳 GA水平，继续植物的自然生长

发育[29−31]。
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图 7    PyGA20ox 基因在不同组织（a）与不同

处理（b）中的表达分析
Fig. 7    Expression analysis of PyGA20ox gene in

different tissues(a) and treatments(b) 
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3    结论与讨论

苗木作为造林的物质基础，其质量的优劣直

接影响着造林的成败[32]，已有的研究表明，植物

生长调节剂应用是促进苗木生长的主要措施之

一[33]。赤霉素作为促进生长的关键调节剂，在调

控林木的生长发育中发挥了重要作用。本试验结

果表明，外源喷施赤霉素使得云南松苗高、地径

显著增长，且不同浓度梯度下 200 mg/L GA处理

综合效果较佳。GA20氧化酶是赤霉素生物合成

过程中的关键酶，其催化活性赤霉素产生，目前

已在许多物种中被报道，表明 GA20氧化酶基因

对植物的生长发育存在重要影响。因此，本试验

通过 RT−PCR技术，从云南松中成功克隆到

PyGA20ox 基因，该基因 ORF为 1 107 bp，编码

368个氨基酸，属于 2OG−Fe（Ⅱ）双加氧酶超家

族，亚细胞定位预测于细胞质中。通过与油松等

序列比较分析，发现其编码产物均具有与赤霉素

底物结合的“LPWKET”高度保守基序，以及与

2−酮戊二酸结合相关的“NYYPPCQKP”保守基

序 [27]，综上证实了本试验所克隆到的云南松

PyGA20ox 为 GA20ox家族的同源基因。

在植物生长和发育过程中，赤霉素会通过负

反馈机制来维持生物活性赤霉素的水平，并控制

每个组织对赤霉素的响应 [34]。GA20氧化酶则是

赤霉素合成途径中发挥负反馈调节功能的关键限速

酶[35]，通过对不同环境条件的响应和各个步骤的

严格调控，从而使得植物体内的赤霉素含量达到

动态平衡[36]。GA20ox 基因在不同组织器官中表现

出不同的表达模式[37]，其在不同环境条件下的表达

也存在差异。肖政等[38] 对荔波连蕊茶中 ClGA20ox2
基因实时定量 PCR分析结果表明，该基因在 2年

生茎段中的表达丰度最高，在顶端分生组织中表

达丰度最低，在嫩叶和根中表达丰度较高，成熟

叶片和种子表达丰度较低。周慧文等[39] 对甘蔗中

ScGA20ox1 基因进行实时荧光定量 PCR分析结果

表明，该基因在甘蔗幼苗茎秆中的表达量最高，

叶片次之，根的表达量最低，对甘蔗幼苗施用赤

霉素后 ScGA20ox1 表达量下调。He等 [40] 对葡萄

中 VvGA20ox1 基因进行实时荧光定量 PCR分析结

果表明，在不同浓度赤霉素处理下，该基因表达

水平均下调，而在赤霉素抑制剂烯效唑处理下该

基因表达上调。本试验结果显示，PyGA20ox 基因

在云南松不同组织中的表达量差异显著，其在茎

中相对显著高表达，说明该基因可能主要在茎中

发挥功能。对云南松幼苗施用赤霉素后 PyGA20ox
相对表达下调，施用赤霉素抑制剂多效唑后该基

因相对表达上调，与前人在其他物种的研究结果

一致，说明该基因在响应环境变化的表达模式上

比较相似。

植物的正常生长发育依赖于蛋白质之间的相

互作用 [28]。本试验通过分析 PyGA20ox编码蛋白

与其他蛋白之间的相互作用，发现其与 KAO1、
GA3ox等与赤霉素合成、信号转导相关的蛋白

以及生长素转运蛋白 BIG存在相互作用，说明

PyGA20ox 可能通过蛋白的相互作用，影响细胞伸

长、一般生长发育和极性生长素转运等，从而调

节植物生长。由于云南松的同源转化十分困难，

目前的基因功能分析只能借助于异源转化。密码

子的使用偏好性能够反映物种或基因的起源、进

化规律和突变方式，将有助于为基因功能验证、

异源表达宿主选择、蛋白质表达和蛋白质结构研

究等提供参考 [41]。本试验发现云南松 PyGA20ox
偏好于以 A/U结尾的密码子，通过分析其与 4种

模式物种的密码子使用频率，发现云南松 PyGA20ox
相比于大肠杆菌，其与酵母菌偏好性差异较大的

密码子个数较少，说明该基因更适合酵母真核

表达系统；而在遗传转化功能验证中，该基因与

烟草和拟南芥偏好性差异较大的密码子个数都

较少，说明烟草和拟南芥均可作为其遗传转化

植物。

外施赤霉素显著促进云南松的生长，而外施

多效唑则表现出抑制高生长的现象，表明赤霉素

在调控云南松株高方面可能发挥着重要作用。对

关键酶基因 PyGA20ox 进行表达分析显示，该基

因主要在茎中相对显著表达，推测其参与云南松

茎部的生长发育，影响株高调控。蛋白互作分析

揭示了其与赤霉素合成、信号转导以及生长素转

运等蛋白之间存在相互作用，表明植物内部存在

着复杂的调控机制来调节植物的生长。此外，密

码子使用频率分析显示该基因适宜的异源表达受

体和遗传转化材料，为今后的功能研究提供参

考。综上所述，这些都为进一步研究 PyGA20ox
作用机制和赤霉素对云南松高生长调控研究提供

理论依据。
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