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唐菖蒲蛋白磷酸酶 GhPP2C1基因功能及其对 ABA的响应

王少坤  李静如  刘 晨  义鸣放  吴 健*

（中国农业大学  园艺学院/花卉发育与品质调控北京市重点实验室，北京  100193）

摘 要  为探究唐菖蒲 GhPP2C1（Protein phosphatase 2C1）的功能及对脱落酸（Abscisic acid，ABA）的响应，以唐

菖蒲‘Rose Supreme’为试材，利用同源克隆的方法获得 ABA 信号转导过程中的关键蛋白磷酸酶基因 GhPP2C1，利

用实时荧光定量分析、亚细胞定位和启动子 β-葡萄糖苷酸酶（GUS）染色等方法检测其对 ABA 的响应情况；对其启

动子序列进行响应元件分析；在拟南芥中异源过表达 GhPP2C1 基因，对转基因株系进行 ABA 敏感性测定、株型分析

及下游基因表达情况分析。结果表明：1）GhPP2C1 的表达在 ABA 处理的诱导下显著上调。2）GhPP2C1 定位于细胞

质中，可被 ABA 处理诱导入核。3）GhPP2C1基因启动子包含 ABA、赤霉素（Gibberellins，GAs）、干旱和低温相关响应

元件。在烟草叶片和拟南芥根尖中，GhPP2C1 启动子活性可被 ABA 激活。4）在拟南芥中异源过表达 GhPP2C1 基因

导致 ABA 信号通路中下游基因的表达量显著下降并出现分枝数、株高和种荚数量明显增加的表型。综上，推测唐菖

蒲 GhPP2C1 可能通过减弱 ABA 信号传导，促进种子休眠解除，且在植株营养生长过程中也发挥作用。
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Abstract In order to explore the function of GhPP2C1 （Protein phosphatase 2C1） in Gladiolus and its 

response to abscisic acid （ABA）， the key protein phosphatase gene GhPP2C1 in ABA signal transduction 

was obtained using homologous cloning method using Gladiolus （‘Rose Supreme’） as the sample.  RT-

qPCR， subcellular localization and promoter GUS staining were performed to detect its response to ABA.  

The response element of the promoter sequence was analyzed.  GhPP2C1 gene was overexpressed in 

Arabidopsis， the transgenic lines were tested for ABA sensitivity， and downstream genes expression and 

phenotype were analyzed.  The results were as follows： 1） The expression of GhPP2C1 was significantly 

upregulated by ABA treatment.  2） GhPP2C1 was localized in the cytoplasm and could be induced into the 

nucleus under induction of ABA treatment.  3）The GhPP2C1 promoter fragment contained some responsive 

elements， such as ABA， gibberellins （GAs）， dehydration and cold.  The GhPP2C1 promoter activity was 

activated by ABA in N.  benthamiana leaves and Arabidopsis roots.  4）In Arabidopsis， heterologous 
overexpression of GhPP2C1 resulted in a significant decrease in the expression of downstream genes in 
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ABA signaling pathway and a significant increase in branch number， plant height and seed pod number.  In 

conclusion， GhPP2C1 might promote seed dormancy release by participating in reducing ABA signal 

transduction， and might also play a role in plant vegetative growth.

Keywords Gladiolus； GhPP2C1； abscisic acid； heterologous transformation of Arabidopsis

休眠是植物在进化过程中形成的抵御不良外

界环境的一种生存策略，也是选育园艺作物的关键

性状。植物休眠得不到充分解除，直接影响后期的

生长发育等过程，导致花芽无法正常分化、出现盲

花、花期延迟和花葶无法伸长等问题，严重损害园

艺作物的产量和经济价值［1］。常见的休眠器官（组

织）包括种子、茎尖和芽等［2］。

唐菖蒲（Gladiolus hybridus）为鸢尾科唐菖蒲属

球根植物，是世界六大切花之一［1］。球茎是其唯一

商品化繁殖材料，在国内有 2 种种植模式：在凌源等

北方地区，露地春季种植，夏季开花，用于自然花期

切花生产；在福建和广州等南方地区，秋季温室种

植，春节及情人节前后收获，用于反季节切花生产。

但球茎具有休眠的特性，休眠期长达 2~4 个月，极

大地限制了周年切花生产［3］。新鲜收获的球茎需在

阴凉通风处放置 1 个月，再将球茎放置 2~5 ℃冷库

中贮藏 2 个月完全打破休眠后再播种［4］。所以，探

索调控唐菖蒲球茎休眠解除的分子机制，促进其休

眠解除是亟待解决的问题。

脱落酸（ABA）参与植物休眠状态的建立和维

持 ，是抑制唐菖蒲球茎休眠解除的关键内源激

素［5-6］。研究表明，在低温促进唐菖蒲球茎休眠解除

过程中，GhTCP19 水平升高，抑制 ABA 合成关键酶

GhNCED 基 因（NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID 
DIOXYGENASE）的转录，降低了内源 ABA 的合

成，ABA 含量下降，ABA 信号基因 GhABI5 的表达

也被显著抑制［7］。在此过程，球茎中细胞分裂素合

成限速酶 GhIPT 基因（Isopentenyl transferases）的转录

增加，细胞分裂素含量上升，诱导细胞周期蛋白基因

GhCYCA3；1（CYCLOIDEA）、GhCYCB1；2 和

GhCYCD6 的表达，促进细胞分裂，ABA 与细胞分裂

素拮抗调控球茎休眠解除［7］。此外，前期研究发现

GhbZIP30 和 GhCCCH17 也参与负调控 ABA 代谢基

因的表达，降低内源 ABA含量［8］。转录因子 GhBPC2
（BASIC PENTACYSTEINE 2）可参与招募组蛋白，

通过表观修饰降低 GhABI5 位点的 H3K4me3 修饰和

提高 H3K27me3 修饰水平抑制 GhABI5 的转录，阻断

ABA的信号转导，进而促进球茎休眠解除［9］。

2C 型蛋白磷酸酶（PP2C）是可以催化丝氨酸和

苏氨酸残基脱去磷酸基团的蛋白磷酸酶，在各种植物

中广泛分布。如马铃薯（Solanum tuberosum L.）［10］、香

蕉（Musa nana Lour.）［11］、棉花（Gossypium spp.）［12］、玉

米（Zea mays L. ）［13］ 和 小 麦（Triticum aestivum 
L. ）［14］等。PP2C 可以打破休眠，促进萌发，在 ABA
信号转导途径中，PP2C 作为负调控因子发挥作

用［15］。 如 在 唐 菖 蒲 球 茎 解 除 休 眠 的 过 程 中 ，

GhPP2C1 负调控 GhABI5 的转录［16］。此外，低温贮

藏也诱导百合‘黄精’（Polygonatum sibiricum）种子

中 PsPP2C 高表达，缩短并打破其生理休眠，促进幼

苗形态建立［17］。在水稻中过表达 PP2C 的 K 亚家族

成员 OsPP45 可以降低水稻种子萌发和根系生长中

对 ABA 的敏感性。OsPP45 可以与 OsDMI3 相互作

用，通过去磷酸化使 OsDMI3 失活，抑制 ABA 信号

通 路 转 导［18］。 同 样 ，研 究 表 明 水 稻 中 OsABI-
LIKE2 和 OsPP2C108［19-20］，小麦的 TaPP2Ca10［14］，

玉米中 A 类 PP2C 成员 ZmPP2C-A1、ZmPP2C-A2
和 ZmPP2C-A6 都能够调控 ABA 介导的种子休

眠［21］，降低种子对 ABA 的敏感性，促进种子萌发。

近年来，GhPP2C1 在唐菖蒲球茎休眠中的功能

已经有了初步验证，沉默 GhPP2C1 抑制芽和根的

伸长，抑制球茎休眠解除［13］。但是 GhPP2C1的功能

及其对 ABA 的响应尚不完善。本研究通过同源克

隆、实时荧光定量分析、亚细胞定位、启动子 β-葡萄糖

苷酸酶（GUS）染色、启动子响应元件分析和基因表

达分析等方法旨在深入了解球茎休眠解除过程中

GhPP2C1对 ABA 的响应及功能分析，以期为基因工

程手段改良休眠性状和新品种选育奠定理论基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验材料为唐菖蒲（Gladiolus hybridus）品种

‘超级玫瑰’（‘Rose Supreme’）完全休眠解除的籽

球，种植于中国农业大学科学园。秋季地上部枯萎

后收获地下新球茎及籽球，室温晾晒 4 周，转入 4 ℃
冷库低温处理 4 周，使籽球处于浅休眠，备用。

用 H2O、100 μmol ABA 处理浅休眠籽球，在 0、
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6、12、24 和 48 h 分别取样（0. 5 g 新鲜重量）提取

RNA，反 转 录 后 利 用 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测

GhPP2C1 在 ABA 处理不同时间下的表达水平。

用低温处理 8 周完全解除休眠的籽球（直径

0. 8~1. 0 cm）诱 导 愈 伤 。 籽 球 用 75% 酒 精 清 洗

1 min，用 1% 次氯酸钠溶液洗涤 30 min，在超净工

作台内用无菌蒸馏水清洗 5 次。将芽和根切除，球

茎切成 2. 0~3. 0 mm 厚的薄片，倒置在愈伤诱导培

养基（4. 43 g/L MS（Murashige and Skoog）基本培

养基+6 mg/L 噻苯隆（Thidiazuron）+30 g/L 蔗糖

+7 g/L 琼脂（pH 5. 8）），在 22 ℃黑暗条件下培养约

1 个月。将愈伤从茎盘上切下，放置在含 10 μmol 
ABA的愈伤诱导培养基上分别处理 0、6、12和 48 h并

取样（0. 5 g新鲜重量），液氮冷冻后在−80 ℃下储存；

然后提取 RNA，反转录后利用实时荧光定量 PCR 检

测 GhPP2C1在 ABA处理不同时间后的表达水平。

拟南芥（Arabidopsis thaliana）以哥伦比亚生态

型 Columbia（Col）种子为试验材料。将种子消毒（在

超净工作台中用 1% 次氯酸钠溶液洗涤 15 min，无菌

水冲洗 5次）后使用固体培养基（4. 43 g/L MS基本培

养基+30 g/L 蔗糖+7 g/L 琼脂（pH 5. 8））培养，培

养条件为光照 16 h，光强：120~150 μmol/（m2·s），黑
暗 8 h，温度 22 ℃。

烟草为本氏烟（Nicotinan benthamiana），将种

子播种在 1/2 体积草炭和 1/2 体积蛭石的基质中，

待长出 2 片子叶后移栽，在 22 ℃，16 h 光周期的温室

内培养。长至六叶期，用于后续试验。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　总 RNA 的提取和 GhPP2C1 表达分析

使用 Vazyme RC401 植物总 RNA 提取试剂盒

（富含多糖多酚）提取唐菖蒲籽球和愈伤总 RNA。

利 用 Vazyme 的 反 转 录 试 剂 盒 HiScript II Q RT 
SuperMix for qPCR （+gDNA wiper）获得 cDNA。

将反转录的 cDNA 模板稀释至 300 ng/L，进行实时

荧 光 定 量 PCR。 设 计 GhPP2C1-qRT 定 量 引 物

（ 表 1），检测 ABA 处理小籽球 0~48 h 和愈伤 0~
24 h 后 GhPP2C1 的表达情况。以 GhACTIN 基因

（NCBI 登 录 号 ：JF831193. 1）作 内 参 。 荧 光 定 量

表 1　本研究引物及其序列信息

Table 1　Primers and sequences information in this study

引物  Primer

LAD1-1
LAD1-2
LAD1-3
LAD1-4
LAD1-5
AC1
GhPP2C1-HiR1
GhPP2C1-HiR2
GhPP2C1-HiR3
GhPP2C1-CDS
GhPP2C1- SalⅠ-F

GhPP2C1- SpeⅠ-R

GhPP2C1-PRM-HindⅢ-F

GhPP2C1-PRM-SmaⅠ-R

GhPP2C1-qRT
M13

上游引物（5'-3'） Forward sequence （5'-3'）

ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVNVNNNGGAA
ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBNBNNNGGTT
ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVVNVNNNCCAC
ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBDNBNNNCCAA
ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBDNBNNNCGGT
ACGATGGACTCCAGAG

ATGGAGGAAATGACATTGTCTCTGC
ACGCGTCGACATGGAGGAAATGACATTGTC
TCTGC

CCCAAGCTTAGATTAAGAGTATGGAGTAT
AC

CGAGATCGTGTCCAGGGATG
GTTGTAAAACGACGGCCAGT

下游引物（5'-3'） Reverse sequence （5'-3'）

TCACCATCATCATCCCTGGACACG
TCGGAATCCACGGCATCAGCCATCAG
CCGAGCTCCACAACCGGGTTGTTG
TTAAGGTCTGCTCTTGAACTTTCTC

GGACTAGTTTAAGGTCTGCTCTTGA
ACTTTCTC

TCCCCCGGGCCCTTCCC CTCCTCAAG
ATA
ACCCCACTGCTAATGACAGC
GTCATAGCTGTTTCCTGTGT

115



中 国 农 业 大 学 学 报 2024 年  第  29 卷

PCR 反应条件和体系参考吴健［1］方法，采用 2-∆∆Ct法

进行定量数据分析。

1. 2. 2　克隆 GhPP2C1 启动子

GhPP2C1 启动子的克隆采用 Hightail-PCR 的

方法［22］。第一轮的上游引物为 LAD1-1、LAD1-2、
LAD1-3、LAD1-4 和 LAD1-5，第二、三轮的上游引

物 为 AC1，三 轮 的 下 游 引 物 分 别 为 GhPP2C1-
HiR1、GhPP2C1-HiR2 和 GhPP2C1-HiR3。分别取

第一、二轮的产物稀释 40 倍作为第二、三轮的模板。

使用琼脂糖凝胶电泳对第二、三轮的产物进行检

测，根据已知的条带大小差异，切胶回收，连接

PMD18-T 载体后，次日进行菌落 PCR 鉴定（表 1），
将阳性菌斑送去测序。

1. 2. 3　GhPP2C1 的亚细胞定位

设计带有 SalⅠ和 SpeⅠ两个限制性内切酶位点的

引物 GhPP2C1-Sal Ⅰ -F 和 GhPP2C1-Spe Ⅰ -R，以经

测序矫正的 pMD18-T-GhPP2C1 质粒为模版，PCR
扩增 GhPP2C1 片段。使用 SalⅠ和 SpeⅠ内切酶分别

对 PCR 产物和载体 pCAMBIA1300-GFP 进行双酶

切，利用 T4-DNA 连接酶连接，构建过表达载体

pCAMBIA1300-GhPP2C1-GFP，并 转 入 农 杆 菌

GV3101中，经 PCR扩增鉴定阳性克隆。挑取阳性克

隆进行过夜摇菌，将菌液 6 000 r/min室温离心 5 min
后使用重悬液（10 mmol MgCl2、10 mmol MES pH 
5. 8和 200 μmol Acetosyringone/AS）重悬至 OD600=
0. 7~0. 8，与 P19 等体积混合黑暗静置 3 h。选择生

长到六叶期的本氏烟注射，2 d 后将注射部位的烟草

叶 片 用 圆 形 打 孔 器 取 样 ，平 铺 在 含 在 100 μmol 
ABA 的 MS 培养基上，另一组平铺在 MS 培养基上，

22 ℃ 黑暗培养 12 h。用共聚焦激光显微镜 Zeiss 
710（激发光波长为 488 nm）检测 GFP 荧光信号。

1. 2. 4　农 杆 菌 介 导 的 拟 南 芥 转 化 及 ABA 胁 迫

处理

设计特异引物 GhPP2C1-PRM-HindⅢ -F 和

GhPP2C1-PRM-SmaⅠ-R，克隆启动子片段后，构建

表达载体 pCAMBIA1391-GhPP2C1pro-GUS。根

据吴健［1］方法，用农杆菌介导的花序侵染法转化拟

南芥，筛选鉴定获得转基因拟南芥植株。分别将萌

发后的野生型和 3 个转基因纯合株系的拟南芥转移

至含有不同浓度（0、0. 5、1. 0、3. 0、50、100、150 μmol）
ABA 的 MS 培养基上，放到光照培养箱（光照 16 h，
黑暗 8 h，温度 22 ℃）内垂直培养，7 d 后观察表型并

统计。将筛选出的 T3 代纯合体植株播种于 MS 培

养基中，春化后将萌发 7 d 的转基因拟南芥植株分

别浸没在 2、20 和 200 μmol ABA 溶液和 H2O 中 48 h
后，利用吴健［1］方法进行 GUS 组织化学染色。在显

微镜下观察 GUS 表达的部位，用体视显微镜拍照。

1. 2. 5　农杆菌介导的烟草叶片瞬时过表达及 ABA
胁迫处理

将 表 达 载 体 pCAMBIA1391-GhPP2C1pro-
GUS 转入农杆菌 GV3101 中，瞬时侵染烟草叶片

（方法同亚细胞定位），侵染后将烟草叶片平铺在含

在 200 μmol ABA 的 MS 培养基上，另一组平铺在

MS 培养基上，22 ℃黑暗培养 24 h 后进行 GUS 组织

化学染色。在显微镜下观察 GUS 的染色情况，用体

视显微镜拍照。

2　结果与分析

2. 1　ABA诱导 GhPP2C1的表达情况分析

ABA 处理籽球 12 h 后，GhPP2C1 的表达水平

相比 H2O 处理显著上调（P<0. 05）；处理 48 h 后，

GhPP2C1 的表达水平与 H2O 处理相比差异极显著

（P<0. 01，图 1（a））。 同 样 ，在 愈 伤 中 也 进 行

GhPP2C1 基因的表达量分析（图 1（b））。用 10 μmol 
ABA处理 0、6、12 和 24 h 后进行荧光定量检测，发现

在处理 12 h 后 GhPP2C1 基因的表达水平显著上

调，与籽球中结果一致。上述结果表明，ABA 可显

著诱导 GhPP2C1 的表达上调，GhPP2C1 可能参与

调控 ABA 信号转导，进而调控球茎休眠解除。

2. 2　ABA诱导 GhPP2C1入核

为进一步探究 GhPP2C1 的功能，观察其亚细胞

定位。结果表明，GhPP2C1 定位在细胞质中（图 2）。
此外，本研究在分析 GhPP2C1pro 时，发现其启动子

序列中有 ABA 响应元件（图 3）。因此，为了验证

GhPP2C1 可能被 ABA 诱导入核的猜想，在农杆菌

侵染烟草后 2 d 将烟草圆片放置在 100 μmol ABA
的 MS 培养基上，用共聚焦显微镜进行观察。结果

显示，空载 35S：GFP 定位在细胞核和细胞质中；

GhPP2C1 蛋白经过 ABA 处理后，部分 GhPP2C1 从

细胞质被诱导入核。根据上述结果猜测，当 ABA
积累时，GhPP2C1 被诱导入核，参与调控 ABA 信号

相关基因的转录，影响唐菖蒲球茎休眠解除。

2. 3　GhPP2C1基因启动子响应元件分析

为了更好的探究 GhPP2C1 与 ABA 的关系，本
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研究分析了其启动子中的响应元件。首先，采用

HighTail-PCR 的 方 法 ，以 唐 菖 蒲 品 种‘Rose 

Supreme’的 DNA 为 模 板 ，进 行 PCR 扩 增 ，获 得

1 477 bp 启动子序列。利用 PlantCARE 网站分析其

启 动 子 中 包 含 的 顺 式 作 用 元 件 。 结 果 显 示 ，

GhPP2C1 的启动子中包含转录起始、激素和非生物

胁迫等顺式作用元件（图 3）。其中，G-box 是植物中

普遍的受信号诱导的顺式作用元件；GATA box 可

能与组织特异表达相关，暗示着 GhPP2C1可能在特

异的组织器官中表达。激素响应元件包含 ABA响应

元 件 ABREATCONSENSUS（5'-YACGTGGC 
-3'） 、MYCCONSENSUSAT（5'-CANNTG-3'） 和
赤霉素响应元件 CAREOSREP1（5'-CAACTC-3'）。
非生物胁迫元件包含干旱响应元件 MYBCORE（5'
-CNGTTR-3'）、MYB1AT（5'-WAACCA-3'）和 低

温响应元件 LTRECOREAT COR15（5'-CCGAC-
3'）。以上结果表明，GhPP2C1 可能受激素、干旱和

低温等非生物胁迫诱导表达，在多个生物过程中发

挥着重要作用。

2. 4　ABA对 GhPP2C1启动子活性的影响

为了深入研究 ABA 是否影响 GhPP2C1 启动

子活性，本研究构建了 GhPP2C1pro-GUS 载体，转

化至拟南芥 Col中进行异源稳定表达及在烟草叶片

进行瞬时表达。在烟草中，对照组中 GUS 表达较

弱，ABA 处理后烟草叶片中的 GUS 活性显著提高

（图 4（a））。 说 明 在 烟 草 叶 片 中 ABA 可 以 激 活
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柱状图为 3 个生理重复的平均值±标准误。数据采用 Student’s t-test分析（*： P<0. 05； **： P<0. 01）。图 5、7、8 和 9 同。

The bars represent the mean±SD of three biological replicates.  Date were analyzed by using Student’s t-test （*： P<0. 05； **： P<0. 01）.  The 
same as Figure 5， 7， 8 and 9.

图 1　ABA处理后 GhPP2C1在籽球（a）和愈伤（b）中的表达量

Fig. 1　The expression of GhPP2C1 in cormels （a） and calli （b） under ABA treatments

图 3　GhPP2C1启动子顺式作用位点的示意图

Fig. 3　Schematic diagram of the cis-elements of the GhPP2C1 promoter

图 2　GhPP2C1在烟草叶片中的亚细胞定位及

对 ABA的响应

Fig. 2　Subcellular localization of GhPP2C1 in N. 

benthamiana leaves and its response to ABA
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GhPP2C1 启动子活性。GhPP2C1pro-GUS 异源表

达拟南芥被放置在不同浓度的 ABA 溶液和 H2O 中

处理。结果显示，对照组 GUS 活性微弱，随着 ABA
浓度的升高，GUS 活性增强，且集中在根尖维管束

部位（图 4（b））。以上结果推测，GhPP2C1 启动子

活性不仅可以受 ABA 诱导上调，并且可能在特异

的组织器官中表达。

2. 5　35S：GhPP2C1 异源过表达拟南芥对 ABA 的

敏感性分析

为了深入研究 GhPP2C1 的生物学功能，本研

究将 35S：GhPP2C1（OE#1、OE#2 和 OE#3）株系和

野生型（Col）拟南芥种植在含不同浓度 ABA 的 MS
培养基上垂直培养，7 d 后观察表型并测量根长（图

5）。结果表明，在不同浓度 ABA 的培养基中，Col
和 过 表 达 GhPP2C1 株 系 均 可 生 长 。 在 含 有

50 μmol ABA 的培养基上，Col、OE#2 和 OE#3 株系

的根均被显著抑制生长，但 OE#1 株系表现出对

ABA 的低敏感性。在含有 100 μmol ABA 的培养基

上，OE#1 和 OE#3 株系的根长与野生型相比显著

增长。在 150 μmol ABA 的培养基上，野生型的根

长被显著抑制，3 个过表达株系对 ABA 的敏感性显

著低于野生型。

接着用 0. 5、1. 0 和 3. 0 μmol ABA 处理过表达

野生型拟南芥的种子，观察胚根伸出和子叶显现的

情况（图 6）。未施加 ABA 时，转基因株系与野生型

的胚根伸出和子叶显现情况并无太大差异，仅在层

积处理后恢复生长 1 d 时，OE 株系子叶显现率明显

高于野生型。施用 0. 5 μmol ABA 后，所有转基因

株系胚根的萌发率和子叶显现率均高于野生型，表

现出对 ABA 的弱敏感性。施用 1. 0 μmol ABA 后，

所有转基因株系的胚根都正常伸出且发生率高于

野生型；生长 6 d 后，野生型拟南芥的胚根伸出率约

为 40%，远低于转基因株系（胚根伸出率 90% 以

上）；野生型子叶几乎不能显现，而转基因株系的子

叶显现率可达 60% 以上。施用 3. 0 μmol ABA 后，

转基因和野生型拟南芥的胚根和子叶生长情况都

图 5　不同浓度 ABA处理过表达 GhPP2C1转基因拟南芥

株系的根长

Fig. 5　Root length of transgenic Arabidopsis lines overexpressing 
GhPP2C1 under different concentrations of ABA treatment

（a）烟草叶片 GUS 染色；（b）拟南芥根尖 GUS 染色。标尺为 50 μm。

（a） GUS staining of N.  benthamiana leaves.  （b） GUS staining of the 
Arabidopsis root tips.  Bar=50 μm.

图 4　ABA对 GhPP2C1启动子活性的分析

Fig. 4　The effect of ABA on the promoter activity of 
GhPP2C1
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图 6　ABA处理过表达 GhPP2C1转基因拟南芥株系的种子萌发情况

Fig. 6　The effect of ABA on seed germination of transgenic Arabidopsis lines overexpressing GhPP2C1
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受到不同程度的抑制；生长 6 d 后，野生型拟南芥的

萌发完全被抑制，胚根无法伸出以及子叶无法显

现；而转基因株系的胚根伸出率可达 40% 左右，子

叶 显 现 率 为 5% 左 右 。 根 据 上 述 结 果 ，推 测

GhPP2C1 可能负调控 ABA 的信号传导，正调控球

茎休眠解除。

2. 6　  GhPP2C1调控 ABA信号通路基因表达分析

在拟南芥中过表达 GhPP2C1 后，ABA 信号通

路 中 下 游 基 因 AtABI5、AtABI3、AtEM1、

AtRD29A 和 AtRD29B 的表达量显著下降，其中

在 OE#1 和 OE#2 株系中 AtABI3 和 AtRD29A 的

表 达 量 下 降 最 显 著（图 7）。 此 外 ，在 唐 菖 蒲 的

愈 伤 中 过 表 达 GhPP2C1 后 ，检 测 GhABI5 的 表

达 量 也 显 著 下 降（图 8）。综 上 ，推 测 GhPP2C1
可能是通过负调控 ABA 信号传导，进而增强对

ABA 的敏感性。

2. 7　35S：GhPP2C1过表达株系株型分析

为了探究 GhPP2C1是否具有多种生物学功能，

本研究观察 35S：GhPP2C1 过表达株系的表型并统

计数据（图 9）。结果表明，与野生型相比，35S：

GhPP2C1 过表达株系表现出分枝数目显著增加、株

高 显 著 增 高 和 种 荚 的 数 量 增 多 等 表 型 ，推 测

GhPP2C1 基因可能参与调控生长发育等多个过

程中。

3　讨论与结论

3. 1　GhPP2C1 受 ABA 诱导且负调控 ABA 信号

通路

高等植物中 PP2C 家族在调节植物生长发育、

响应生物和非生物胁迫等方面具有重要作用。前

人研究表明，在唐菖蒲小籽球贮藏期间 ABA 的含

量 先 升 高 后 降 低 ，施 用 低 浓 度 的 ABA 促 进

GhPP2C1 显著上调［16］。此外，在水稻和鸢尾的研究

发现，ABA 可以诱导 PP2C 基因的高表达，PP2C 基

因的表达水平呈现先升高随后下降的趋势［23-24］。

ABA 水稻浸根处理 24 h 后 OsBIPP2C1 表达量最

大［23］。施用 ABA 后山毛榉种子 FsPP2C1 的表达量

显著升高［25］。PP2C 也被报道广泛参与 ABA 调控

的各种信号途径中，包括 ABA 诱导的种子萌发/休
眠和幼苗根系的伸长等［26］。本研究表明，外施 ABA
显著诱导唐菖蒲球茎和愈伤中 GhPP2C1 表达上

调，在处理的 12 h 达到最高峰。并且，在 GhPP2C1

的异源过表达拟南芥中检测到 AtABI5、AtABI3、
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图 7　过表达 GhPP2C1转基因拟南芥株系中 ABA信号通路相关基因表达

Fig. 7　The expression of ABA signaling genes in transgenic Arabidopsis lines overexpressing GhPP2C1

* *

**

*

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

对照 EV

株系 Strain

GhPP2C1

GhABI5

35S:GhPP2C-203

相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 le

ve
l

35S:GhPP2C-3

图 8　唐菖蒲愈伤中瞬时过表达 GhPP2C1抑制 GhABI5
表达

Fig. 8　Transiently overexpression of GhPP2C1 reduces 

GhABI5 expression in calli

120



第  3 期 王少坤等： 唐菖蒲蛋白磷酸酶 GhPP2C1 基因功能及其对 ABA 的响应

AtEM1、AtRD29A 和 AtRD29B 的 表 达 量 显 著 下

降。结合前人的研究结果推测 GhPP2C1 可能通过

参与 ABA 信号转导途径来调控球茎休眠解除。

3. 2　ABA 可诱导 GhPP2C1 入核且激活其启动子

活性

前人研究表明，植物 PP2C 蛋白羧基端具有行

使催化功能的结构域，氨基端延伸区有跨膜区域和

激酶互作区域［27］。AtABI1 有核定位信号（Nuclear 
localization signal， NLS）［28］。山毛榉 FsPP2C2 定位

于细胞质中，外源施用 ABA 可以诱导其入核［29］。

推测 GhPP2C1 与拟南芥 AtABI1 在羧基端的氨基

酸序列具有相似性，可被 ABA 诱导入核后发挥功

能。本研究表明，GhPP2C1 定位于细胞质中，外施

ABA 诱导其入核发挥功能，但 ABA 是如何诱导其

入核有待进一步验证。

有研究发现，在花生中 PP2C 同源基因 Aradu.
P2C14、Aradu. YH8NY、Araip. CC2EP 和 Araip. 6
KE2F 的启动子上有响应赤霉素元件 WRKY71OS、

响应种子萌发的元件 POLASIG1、响应 ABA 信号

转导的元件 ABRE3HVA22 及响应植物激素合成元

件 GADOWNAT 等［30］。在谷子的 PP2C 基因启动

子中发现有多个响应 ABA、干旱和低温等元件，此

外还有 MYB、MYC 和 WRKY 类转录因子的结合元

件［31］。在木薯 MePP2C24 的启动子上也发现 ABA
响应元件［32］。本研究表明，GhPP2C1 基因启动子序

列中有 ABA、GATA box 及低温等顺式作用元件，

结合前人的研究结果，表明非生物胁迫可能调控

GhPP2C1 启动子的活性。本研究还发现该序列中

有 CAAT box 和 TATA box，这些元件可以调控转

录起始精确度和效率。

本研究还发现，在拟南芥和烟草中 ABA 处理

促进 GhPP2C1 启动子活性在根尖和叶片中表达，

也验证了本研究中 GhPP2C1 启动子区域存在 ABA
顺式作用元件的研究结果。推测 GhPP2C1 被 ABA
诱导入核来调控 ABA 相关基因的表达，进而参与

调控球茎休眠解除，还需进一步验证分析。

3. 3　过表达 GhPP2C1 降低对 ABA 的敏感性且促

进拟南芥生长发育

大量研究表明，ABA 抑制种子萌发，如外源施

用 ABA 会显著抑制小麦［33］、拟南芥［34］、黄瓜［35］和水
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Fig. 9　Phenotypes of transgenic Arabidopsis lines overexpressing GhPP2C1
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稻［36］等植物种子的萌发。abi1 突变体导致拟南芥

对 ABA 敏感性减弱［37］，abi2 突变体的 PP2C 酶活性

与 野 生 型 相 比 显 著 降 低［38］。 此 外 ，过 表 达

MdPP2C-like 的转基因苹果愈伤降低了对 ABA
的敏感性［39］。35S：FsPP2C1 转基因拟南芥种子休

眠程度较低，对 ABA 弱敏感［25］。本研究也表明，在

拟南芥中过表达 GhPP2C1 后，转基因拟南芥可以

显著降低对 ABA 的敏感性。

此外，PP2C 家族成员也在植物的生长发育过程

中发挥重要作用。研究发现，在水稻中 OsPP2C09
可以正向调控植物生长，在 ABA 处理后 OsPP2C09
迅速在根系中积累且表达量高于地上部分，促进水

稻 的 生 长 发 育 和 抵 御 干 旱 等 非 生 物 胁 迫［40］。

Sugimoto 等［41］发现在拟南芥中过表达 AtPP2CF1
后，转基因拟南芥的花序生长加速，并且生物产量

增 加 。 本 研 究 结 果 表 明 ，在 拟 南 芥 中 过 表 达

GhPP2C1 能促进分枝数目、株高和种荚数量的增

长，显著促进拟南芥的生长发育。推测 GhPP2C1
可促进植株根系和茎的生长进而促进植株吸收水

分、养分，对植株生长具有重要作用。

综上所述，本研究表明 GhPP2C1 在响应 ABA
信号转导过程中可能参与减弱 ABA 信号传导，减弱

过表达 GhPP2C1 基因的拟南芥株系对 ABA 的敏感

性，促进转基因拟南芥种子的萌发，且对后续转基因

拟南芥的营养生长发挥着重要作用。本研究为深入

解析唐菖蒲 GhPP2C1基因的功能奠定了理论基础。
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