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马铃薯气孔密度表皮模式因子 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ
的克隆和功能分析
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摘　 要:为了研究马铃薯 ＥＰＦＬ９ / ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因在气孔发育过程中的功能ꎬ从马铃薯品种大西洋中克隆得到

气孔密度表皮模式因子 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮꎬ将其通过农杆菌介导的遗传转化方法ꎬ在拟南芥中异位表达ꎬ对该基因的表达

特性及功能进行分析ꎮ 结果显示:ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 主要定位于细胞间隙和细胞核ꎬ并且它在顶端未展开叶中表达最多ꎬ
表达量在 １ ｄ中呈现周期性变化ꎬ长日照条件下(１６ ｈ / ８ ｈꎬ光 /暗)ꎬ在授时因子为 ２０ ｈ 时表达量最高ꎻ聚乙二醇

(ＰＥＧ)模拟干旱胁迫处理 ４ ｈ后其表达量达到最高ꎬ而脱落酸(ＡＢＡ)和 ＮａＣｌ胁迫处理后ꎬ其表达水平呈现出持续降

低的趋势ꎮ 功能鉴定表明ꎬ过表达 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的拟南芥(ＳＴ)相对于野生型(ＷＴ)气孔密度增大 ６３％ ~ ８３％ꎬ
光合速率增大 ３６％~４２％ꎮ 此外ꎬＳＴ植株离体叶片的水分散失速率增大 ２４％ ~ ５５％ꎬ离体叶片 Ｈ２Ｏ２ 含量也显著升

高ꎬ约为野生型的 ５０％~１００％ꎮ 干旱胁迫下ꎬＳＴ株系的光合速率、Ｆｖ / Ｆｍ 和瞬时水分利用效率都显著低于野生型ꎬ其
中光合速率降低 ５５％~６６％ꎬＦｖ / Ｆｍ 降低 ２２％~５０％ꎬ瞬时水分利用效率降低 １１％~１２％ꎮ 综上结果可知ꎬ表皮模式因

子 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 通过正调控气孔密度而降低植物的抗旱性ꎬ该结果为后期通过基因编辑技术降低 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基

因的表达ꎬ培育抗旱节水型马铃薯新品种奠定理论基础ꎮ
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　 　 随着全球气候变化和生态环境的恶化ꎬ植物经

常会遭受到高温、高盐、干旱等各种各样的非生物

胁迫[１]ꎬ而干旱胁迫会影响植物的生长发育、地理

分布以及农作物的产量[２]ꎮ 因此ꎬ提高农作物的抗

旱性ꎬ保证干旱胁迫下农作物的产量对保障全球粮

食安全具有重要意义ꎮ
气孔是高等植物茎叶等器官表皮上由 １对保卫

细胞特化而成的小孔结构ꎬ在植物蒸腾作用、呼吸

作用和光合作用中发挥重要作用[３]ꎮ 植物通过气

孔吸收 ＣＯ２进行光合作用ꎬ从而促进自身生长ꎻ同
时ꎬ植物通过气孔的蒸腾作用推动物质运输[４]ꎮ 植

物完成自身生长需要在最大化光合作用效率的同

时最小化水分流失[５]ꎬ所以气孔调控对于植物生存

是至关重要的ꎮ
随着陆地植物的进化ꎬ气孔的形成方式也经历

了一系列的演化[４]ꎬ但是大量研究表明植物气孔发

育都经历不对称分裂、细胞命运转化、胞间信号转

导等一系列复杂的发育调控事件[６]ꎬ其分布几乎都

遵循“单细胞间隔法则(Ｏｎｅ ｃｅｌｌ ｓｐａｃｉｎｇ) [７]”ꎮ 转录

因子、信号肽以及促分裂原活化蛋白激酶信号等在

气孔发育过程中发挥重要作用[６]ꎮ 目前已发现的

在气孔发育过程中发挥作用的细胞间信号转导因

子都是属于类表皮模式因子家族 ( ＥＰＩＤＥＲＭＡＬ
ＰＡＴ－ＴＥＲＮＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ－ＬＩＫＥ ｆａｍｉｌｙꎬ ＥＰＦＬ)的小

分子分泌多肽ꎬ这些多肽通常具有 Ｎ 末端的分泌信

号序列和 Ｃ末端的相对保守的 ６个或 ８个半胱氨酸

残基ꎬ 前者在蛋白成熟过程中被剪切掉ꎬ 后者可能

参与形成分子内二硫键[４]ꎮ 拟南芥的 ＥＰＦＬ 家族包

含 １１ 个成员[９]ꎬＥＰＦ１ 和 ＥＰＦ２ 是以负调控因子的

作用来调节特定时期的气孔发育ꎮ ＥＰＦ１ 是最早发

现的 ＥＰＦＬ 家族成员ꎬ 该基因在晚期的拟分生细

胞、保卫母细胞和早期的保卫细胞中表达ꎬＥＰＦ２ 的

氨基酸序列与 ＥＰＦ１ 有很高的同源性ꎬ其作用时间

早于 ＥＰＦ１ꎬ在早期的气孔谱系细胞中表达[１０]ꎮ

ＥＰＦ１ 和 ＥＰＦ２ 都依赖类受体膜蛋白 ＴＯＯ ＭＡＮＹ
ＭＯＵＴＨＳ(ＴＭＭ)和 ＥＲ 家族(ＥＲＥＣＴＡ ｆａｍｉｌｙꎬＥＲｆ)
类受体激酶发挥功能[１１]ꎮ 而 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 是 ＥＰＦＬ
家族中目前已知唯一的正调控因子ꎬ其蛋白质包括

Ｎ末端分泌信号序列ꎬ前肽结构域和成熟肽结构

域[４]ꎮ 过表达 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因可以产生簇状气孔

群ꎬ 而利用 ＲＮＡｉ敲除 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 则使得植株几乎

不形成气孔ꎬ这些均表明 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 能够促进气孔

发育[１２]ꎮ 与 ＥＰＦ１ 和 ＥＰＦ２ 类似ꎬＳＴＯＭＡＧＥＮ 发挥

作用需要 ＴＭＭ存在ꎮ 这表明 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 可能是通

过与 ＥＰＦ１和 ＥＰＦ２竞争性地结合 ＴＭＭ从而促进气

孔的形成[４]ꎮ 前人研究表明ꎬ细胞中 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 的

表达水平与气孔密度呈正相关ꎬ在拟南芥中过表达

ＳＴＯＭＡＧＥＮ 可以显著增加气孔密度ꎬ同时植株的光

合作用得到明显改善[１２]ꎬ但是 ＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因在

植物逆境胁迫响应中的作用尚不清楚ꎮ
本研究克隆了马铃薯气孔密度表皮模式因子

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因ꎬ分析了该基因的表达模式ꎬ并通

过农杆菌介导的遗传转化获得了过量表达 ＳｔＳ￣
ＴＯＭＡＧＥＮ 基因的拟南芥株系ꎮ 通过分析转基因拟

南芥的气孔密度和抗旱性ꎬ初步揭示 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ
在气孔运动及植物干旱胁迫响应中的作用ꎬ以期为

通过基因编辑技术改变马铃薯气孔密度调节因子

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的表达水平ꎬ培育抗旱节水型马

铃薯新品种奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

植物材料有拟南芥[哥伦比亚生态型(Ｃｏｌ－０)]
和马铃薯(大西洋品种)ꎮ 将拟南芥种子在超净台

中用 ７５％的酒精、１％次氯酸钠溶液消毒后ꎬ用灭菌

水冲洗 ３次ꎬ４℃低温处理 ３ ｄꎮ 随后播种在 ＭＳ [１ /
２ＭＳ＋３％蔗糖＋０.５％琼脂(ｐＨ ５.６ ~ ５.８)]培养基ꎬ放
于光照培养箱中(光周期为 １４ ｈ / １０ ｈꎬ光 /暗、相对湿
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度 ８０％、光照强度 １２０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１、温度 ２２℃)培
养ꎮ 生长 ７ ｄ后ꎬ选取长势一致的幼苗移栽到基质 ∶
蛭石 ∶ 珍珠岩＝ ３ ∶ １ ∶ １ 的土壤中ꎬ放置于 ２２℃ꎬ１６
ｈ / ８ ｈꎬ光 /暗ꎬ６０％的相对湿度的温室中生长ꎮ

将继代培养 １５ ｄ 长势一致的马铃薯组培苗转

移至花盆 (７ ｃｍ × ７ ｃｍ × ６. ５ ｃｍ)中ꎬ生长温度为

２５℃ꎬ相对湿度为 ６０％ꎬ光周期为 １６ ｈ / ８ ｈ(光 /暗)ꎬ
光照强度为 １２０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎮ 驯化 １ 周ꎬ将马

铃薯苗转移至温室中培养 ４５ ｄꎮ 将马铃薯植株的茎

尖、茎、叶、根和块茎进行取样ꎬ迅速放于液氮冷冻

用于 ＲＮＡ的提取ꎮ 对于不同胁迫处理ꎬ将继代培养

１８ ｄ的马铃薯组培苗移至霍格兰营养液中培养ꎬ３
周后对植株进行逆境处理ꎮ 包括:５％的聚乙二醇

(ＰＥＧ６０００)溶液、１００ ｍＭ ＮａＣｌ 溶液、５０ μｍ 脱落酸

(ＡＢＡ)溶液ꎬ分别在处理 ０、１、４、８、１２、１６、２０ ｈ和 ２４ ｈ
后从顶部取第二片完全展开叶并立即置于液氮中冷

冻ꎬ用于胁迫条件下基因表达模式研究ꎮ
１.２　 研究方法

１.２.１　 ＲＮＡ 的提取及荧光定量 ＰＣＲ　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ
(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)提取马铃薯不同组织的总 ＲＮＡꎬ用
ＤＮａｓｅ进行纯化处理ꎮ 然后取 ２ μｇ 纯化后的总

ＲＮＡꎬ用 ＴａＫａＲａ 公司的反转录试剂盒 ＰｒｉｍＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ按照说明书进行反

转录反应ꎮ 得到 ｃＤＮＡ 后进行实时定量 ＰＣＲꎬ实时

定量 ＰＣＲ 采用 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒

(ＴａＫａＲａꎬＤａｌｉａｎꎬＣｈｉｎａ)ꎬ用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＩＩ 系统

(ＲｏｃｈｅꎬＢａｓｅｌꎬＳｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ)进行相关基因表达量分

析ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ所用的反应体系:２× ＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘ￣
ｔｕｒｅ １０ μＬꎬ上游引物(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)１ μＬꎬ下游引

物(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)１ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎬ
共 ２０ μＬꎮ 最后采用 ２－ΔΔＣＴ法进行定量数据分析ꎬ每
一处理进行 ３次生物学重复ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列(５′－􀆺－３′) Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－􀆺－３′) 引物的用途 Ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－Ｆ ＡＣＴＡＧＴＡＴＧＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＡＧＧＡＡＧ 扩增目的基因 Ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ
ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－Ｒ ＧＧＡＴＣＣＡＧＴＴＧＡＴＴＣＡＴＴＧＡＴＣＡＡＧ 扩增目的基因 Ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ
ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＲＴ－Ｆ ＴＣＡＧＧＧＴＴＣＧＡＴＧＣＡＣＴＡＣＴ 定量 ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｑＲＴ－ＰＣＲ
ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＲＴ－Ｒ ＣＡＡＣＴＧＧＡＡＣＴＴＧＣＴＣＴＧＣＴＣ 定量 ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｑＲＴ－ＰＣＲ
Ｓｔｅｆ１α－ＲＴ－Ｆ ＣＴＧＧＴＡＣＡＡＧＧＧＡＣＣＡＡＣＣＣ 内参基因引物 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ
Ｓｔｅｆ１α－ＲＴ－Ｒ ＡＣＡＣＣＡＧＴＣＴＣＡＡＣＡＣＧＡＣＣ 内参基因引物 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ
β－ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｆ ＣＴＴＧＣＡＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡ 内参基因引物 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ
β－ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｒ ＧＣＣＴＣＡＴＣＡＴＡＣＴＣＧＧＣＣＴＴ 内参基因引物 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ

１.２.２ 　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的克隆和表达载体的构

建　 以 １.２.１中获得的马铃薯的 ｃＤＮＡ为模板ꎬ按照

ＫＯＤ Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ(Ｔｏｙｏｂｏꎬ Ｏｓａｋａꎬ Ｊａｐａｎ)试剂盒的说

明书进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到目的基因 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮꎬ
引物见表 １ꎮ ＰＣＲ 反应程序为:９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ
９５℃ 变性 １０ ｓꎬ５５℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ３５个
循环ꎮ 利用 ＳｐｅＩ和 ＢａｍＨ Ｉ对克隆序列和表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５ 进 行 双 酶 切ꎬ 利 用 ＤＮＡ 连 接 酶

(ＴａＫａＲａꎬ大连)连接获得重组质粒ꎬ并将其转化至

农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)ＥＨＡ１０５ꎮ
１.２.３　 系统进化分析 　 以 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因推导

的氨基酸序列为目标序列在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ (ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)网站上进行 ＢｌａｓｔＰ
分析ꎬ获得各物种同源基因的蛋白序列ꎬ并用 ＭＥＧＡ
６. ０ 软 件 对 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮＡ 蛋 白 序 列 与 荠 菜

(Ｃａｐｓｅｌｌａ ｒｕｂｅｌｌａꎬ ＸＭ＿０２３７７９５０４.１)、亚麻荠(Ｃａｍ￣
ｅｌｉｎａ ｓａｔｉｖａꎬ ＸＲ＿７５７４４４.２)、琴叶拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｌｙｒａｔｅꎬＸＭ＿００２８６３１５４.２)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａꎬＮＭ＿１１７３６６. ４)、山嵛菜 (Ｅｕｔｒｅｍａｓａｌｓｕｇｉｎｅｕｍꎬ

ＸＭ ＿ ００６４１４９２０. ２ )、 白 菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎬ ＸＭ ＿
００９１０９４２１. ３ )、 石 榴 ( Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍꎬ ＸＭ ＿
０２２１６０３６２.１)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ ＮＭ＿００１２５５３４３.２)、
木薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａꎬ ＸＭ＿０２１７７６７６５.１)、橡胶树

(Ｈｅｖｅａｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎬ ＸＭ＿０２１８２１２１７. １)、猩红猴面花

(Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅｇｕｔｔａｔｕｓꎬ ＸＭ＿０１２９７９７５５.１)、番茄(Ｓｏｌａ￣
ｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍꎬ ＸＭ ＿ ００４２４５３４７. ４ )、 辣 椒

(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍꎬ ＸＭ ＿ ０１６７２３９１３. １ )、胡 萝 卜

(Ｄａｕｃｕｓｃａｒｏｔａꎬ ＸＭ＿０１７３９７１９４.１)和烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍꎬ ＸＭ＿０１６６５４８７８.１)的蛋白序列进行比对ꎬ
并使用最大似然法生成系统进化树ꎬ分析 ＳｔＳＴＯＭＡ￣
ＧＥＮ 的进化关系ꎮ
１. ２. ４ 　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 的 亚 细 胞 定 位 　 将 含 有

ｐＣａＭＶ３５Ｓ－ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＧＦＰ 表达载体的农杆菌

和含 Ｐ１９ 沉默抑制基因表达载体的农杆菌用注射

缓冲液(１０ ｍＭ ＭＥＳꎬ１０ ｍＭ ＭｇＣｌ２和 １００ μＭ ａｃｅｔｏ￣
ｓｙｒｉｎｇｏｎｅ)稀释到 ＯＤ６００ ＝ １ꎬ然后按照 １ ∶ １ 将二者

混合后ꎬ注射到 ４周龄的烟草叶片中ꎬ每株注射 ３ 片

叶片ꎬ每片叶片 ４ 个注射点ꎬ室温暗处培养 ３ ｄ 后ꎬ
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通过生物激光共聚焦显微镜( Ｌｅｉｃａ ＴＣｓ ＳＰ２ꎬ４８８
ｎｍꎬ６３３ ｎｍ)观察绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)信号ꎬ根据荧

光的位置确定蛋白的亚细胞定位ꎮ
１.２.５ 　 转基因拟南芥的获得 　 将 ｐＣａＭＶ３５Ｓ－ＳｔＳ￣
ＴＯＭＡＧＥＮ－ＧＦＰ 表达载体转化至农杆菌 ＧＶ３１０１
后ꎬ利用浸花法[１３]将该重组载体对拟南芥 Ｃｏｌ－０ 进

行遗传转化ꎬ获得转基因植株(称为 ＳＴ)ꎬ收获浸染

后的 Ｔ０代种子ꎬ消毒后再播种于含有 ２５ μｇ􀅰ｍＬ－１

潮霉素的 １ / ２ ＭＳ固体培养基上ꎬ种子萌发后ꎬ根部

正常延伸且叶片保持绿色的即可初步认定为筛选

的 Ｔ１代转基因阳性苗ꎬ移栽至土壤中进一步生长ꎬ
收获 Ｔ２代种子ꎮ 在 １ / ２ ＭＳ 筛选培养基(含 ２５ μｇ
􀅰ｍＬ－１潮霉素)继续筛选ꎬ可获得纯合株ꎮ 最后分

别进行 ＤＮＡ水平(基因组 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ)和 ＲＮＡ 水

平(ｑＲＴ－ＰＣＲ)鉴定ꎬ确定 Ｔ－ＤＮＡ 成功插入拟南芥

基因组并且 ＳｔＳＴＯＭＡＧＦＥＮ 基因在拟南芥中得到

表达ꎮ
１.２.６　 气孔密度的观察　 分别取生长 ３０ ｄ的 ＳＴ和

ＷＴ拟南芥幼苗同一叶位、长势健康的叶片ꎬ根据

Ｓｕｇａｎｏ等[１２]的方法ꎬ首先用固定液(无水乙醇 ∶ 乙
酸＝ ９ ∶ １)对叶片固定 ７ ｈ 以上ꎬ然后用脱色液(水
合氯醛溶液 ∶ 水 ∶ 甘油 ＝ ８ ∶ ２ ∶ １)进行脱色ꎬ最后

用 １ μｇ􀅰ｍＬ－１番红染色ꎬ在奥林巴斯 ＢＸ５１ 电子显

微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ Ａｍｅｒｉｃａ Ｉｎｃ.ꎬ Ｍｅｌｖｉｌｌｅꎬ ＮＹꎬ ＵＳＡ)下
观察气孔数目ꎮ 每片莲座叶上表皮选取 ４ ~ ６ 个视

野进行拍照ꎬ统计气孔数目ꎬ计算气孔密度(个􀅰
ｍｍ－２)ꎬ每组重复 ３次ꎮ
１.２.７ 　 转基因拟南芥的光合指标测定 　 待 ＳＴ 和

ＷＴ拟南芥生长 ６ 周后ꎬ选取同一叶位的叶片用 Ｌｉ￣
ＣＯＲ ６８００(Ｌｉ－ＣＯＲꎬ Ｌｉｎｃｏｌｎꎬ ＮＥꎬ ＵＳＡ)便携式光

合作用测定系统ꎬ在 ９ ∶ ００—１２ ∶ ００ 进行测定ꎮ 通

过开放式气路ꎬ设定温度为 ２５℃ꎬＣＯ２浓度为 ７１９.６
ｍｇ􀅰ｍ－３ꎬ空气相对湿度为 ５０％ꎬ光强梯度为 １ ０００、
８００、６００ꎬ４００、３００、２５０、２００、１５０、１００、５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２

􀅰ｓ－１和 ０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ＰＡＲꎬ间隔 ２ ~ ３ ｍｉｎ 的条

件下测定叶片在每一光强下的净光合速率(Ｐｎ)、气
孔导度( ｇｓ)和蒸腾速率(Ｔｒ)ꎮ 同时使用 ＦｌｕｏｒＰｅｎ
ＦＰ １００(ＰＳＩꎬ Ｄｒａｓｏｖꎬ Ｃｚｅｃｈ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ)测定 Ｆｖ / Ｆｍꎬ
即 ＰＳⅡ最大光量子产量ꎮ
１.２.８　 叶片相对含水量的测定 　 对于对照和干旱

处理的拟南芥ꎬ采用烘干称量法测定叶片相对含水

量ꎮ 每组处理采集 ５ 片新鲜的完全展开叶ꎬ迅速测

定其鲜重(ＦＷ)ꎬ然后将叶片浸入去离子水中ꎬ放置

２４ ｈ后称其饱和鲜重(ＳＷ)ꎬ之后将叶片置于烘干

箱内烘至恒量ꎬ称其干重(ＤＷ)ꎬ采用以下公式计算

叶片相对含水量:

ＲＷＣ ＝ ＦＷ － ＤＷ
ＳＷ － ＤＷ

× １００％

１.２.９ 　 离体叶片水分散失速率测定 　 摘取生长 ６
周的 ＷＴ 和 ＳＴ 植株的相同叶位的成熟叶片ꎬ置于

２５℃环境下ꎬ自然风干 ２ ｈꎮ 每 １０ ｍｉｎ 测 １ 次样品

重量ꎬ重复 ３ 次ꎮ 叶片失水率 ＝ (鲜重－风干后重

量) /鲜重×１００％ꎮ
１.２.１０　 叶面积测定　 为了测定不同株系拟南芥的

叶面积ꎬ将正常供水与干旱处理后采的新鲜叶片用

扫描仪 Ｅｐｓｏｎ Ｐｅｒｆｅｃｔｉｏｎ Ｖ７００ Ｐｈｏｔｏ ｓｃａｎｎｅｒ ( Ｓｅｉｋｏ
Ｅｐｓｏｎ ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬＢｅｉｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ)扫描后ꎬ用 ＷｉｎＲ￣
ＲＨＩＺＯ ＰＲＯ ２００９ 软 件 ( Ｒｅｇｅｎｔ Ｉｎｃ.ꎬ Ｑｕｅｂｅｃꎬ
Ｃａｎａｄａ)对其叶面积进行统计ꎬ每个株系重复 ３次ꎮ
１.２.１１　 开花时间测定　 参照 Ｚｈａｉ 等[１４]的方法ꎬ将
移栽后的拟南芥放于光照培养箱ꎬ按 １.１ 中的条件

正常光照培养生长ꎬ等拟南芥抽薹 １ ｃｍ 后ꎬ统计莲

座叶叶片数ꎬ用叶片数衡量开花时间ꎮ
１.２. １２ 　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 过表达拟南芥的抗旱性分

析　 用干旱法[１５]测定转基因拟南芥的抗旱性ꎮ 分

别将正常生长 ６周的 ＳＴ和ＷＴ拟南芥干旱处理 ７ ｄ
后ꎬ然后复水 ２ ｄꎮ 在干旱处理 ５ ｄ后观察植株的抗

旱表型并统计转基因和野生型拟南芥的存活率并

拍照ꎬ同时测量 ＷＴ 与 ＳＴ 拟南芥的地上部生物量、
Ｈ２Ｏ２含量、相对含水量 ( ＲＷＣ)、水分利用效率

(ｉＷＵＥ)和其他气体交换参数ꎮ
１.２.１３　 ＤＡＢ 染色　 取 ＷＴ 和 ＳＴ 拟南芥同一叶位

成熟叶片在自然条件下ꎬ风干 １ ｈ 后ꎬ使用 ＤＡＢ(３ꎬ
３’ － ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ － ＨＣｌ)染色ꎮ 然后抽真空 ２
ｍｉｎꎬ去除染色液ꎬ加入适量的脱色液(无水乙醇)于
６０℃烘箱中进行脱色ꎮ
１.２.１４　 Ｈ２Ｏ２含量测定　 参照过氧化氢含量测定试

剂盒(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＢｅｉｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ)说明书测定 ＷＴ 和 ＳＴ
转基因拟南芥植株的过氧化氢含量ꎬ每个样品重复

３次ꎮ
１.２.１５　 数据分析 　 试验数据采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ
２０１０ 处理ꎬ用 ＳＰＳＳ１７. ０(ｖｅｒｓｉｏｎ １７.０ꎻ ＳＰＳＳꎬ Ｃｈｉｃａ￣
ｇｏꎬ ＩＬꎬ ＵＳＡ)统计分析软件进行方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ
显著性检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的克隆及进化树分析

通过 Ｊｏｉｎｔ Ｇｅｎｏｍｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库

(ｗｗｗ.ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｃｏｍ)ꎬ利用基于同源性的 ＢＬＡＳＴ
搜索(ＤＯＥ ＪＧＩꎬＷａｌｎｕｔ ＣｒｅｅｋꎬＣＡꎬＵＳＡ)从马铃薯中
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分离出 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的 ｃＤＮＡꎬ其开放阅读框

(ＯＲＦ)长度为 ２８８ ｂｐꎬ编码含 ９６ 个氨基酸的蛋白

质ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ６.０软件将 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ的氨基酸

序列与其他 １５个物种的蛋白序列进行分析构建进

化树(图 １Ａ)ꎬ发现马铃薯 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 与番茄 Ｓｌ￣
ＳＴＯＭＡＧＥＮ亲缘关系最近ꎬ同源性最高ꎮ 通过比较

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ和 ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ的氨基酸序列发现ꎬ
ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ在 Ｎ端含有信号肽序列ꎬ在 Ｃ 端含有

６ 个保守的半胱氨酸残基 (图 １Ｂ)ꎬ这表明 ＳｔＳ￣
ＴＯＭＡＧＥＮ 基因在功能上存在潜在的保守性ꎮ
２.２　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的表达模式

为了进一步验证 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 的组织表达模

式ꎬ通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 方法检测 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因在

马铃薯不同组织中的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ ＳｔＳ￣
ＴＯＭＡＧＥＮ 基因主要在叶片中表达ꎬ在顶端未展开

叶中的表达量最高ꎬ约是块茎的 ２００ 倍(图 ２Ａ)ꎮ
同时ꎬＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的表达量会随着叶位的下

降而下降ꎬ在新叶中表达量较高ꎬ而在底部老叶中

的表达量较低ꎮ
此外ꎬ为了研究 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 在细胞中的表达

位置ꎬ将 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＦＰ 融合表达载体注射到烟

草叶片ꎬ用激光共聚焦显微镜观察融合蛋白的亚细

胞定位ꎮ 结果表明ꎬＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＧＦＰ 融合蛋白的

荧光均匀分布于细胞间隙和细胞核ꎬ因此可以推测

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因编码的蛋白主要定位在植物的细

胞间隙和细胞核(图 ２Ｂ)ꎮ
随后ꎬ对马铃薯植株进行不同的非生物胁迫处

理ꎬ发现在正常条件下ꎬ该基因的表达量在一天中

呈现周期性变化ꎬ长日照条件下(１６ ｈ / ８ ｈꎬ光 /暗)ꎬ
在授时因子为 ２０ ｈ 时表达量达到最高ꎮ ＰＥＧ 模拟

干旱胁迫处理后ꎬ其表达量在 ４ ｈ 时达到峰值ꎬＡＢＡ
和 ＮａＣｌ胁迫处理后ꎬ其表达水平呈现出持续降低的

趋势(图 ３)ꎮ
２.３　 过表达 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因拟南芥的分子鉴定

通过浸花法将含有 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因过表达

载体的农杆菌 ＥＨＡ１０５对拟南芥进行遗传转化ꎮ 经

过潮霉素抗性筛选ꎬ获得 ８ 个 Ｔ３ 代纯合株系ꎬ以野

生型拟南芥为对照ꎬ对 ＳＴ 转基因拟南芥叶片进行

ＰＣＲ检测ꎬ结果如图 ４Ａ所示ꎬ在 ８ 株转基因拟南芥

的基因组内均检测到目的片段ꎬ而在 ＷＴ拟南芥中

　 　 注:(Ａ)ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ蛋白与其他 １５ 个不同物种 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 蛋白的进化分析ꎮ (Ｂ)马铃薯

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ和 ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ氨基酸序列比较ꎮ 黑色阴影表示相同的氨基酸残基ꎬ灰色阴影表示相

似的氨基酸残基ꎬＣ表示保守的半胱氨酸残基ꎮ
Ｎｏｔｅ:(Ａ) Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ １５ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ. (Ｂ) Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ａｎｄ ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｈａ￣
ｄｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｇｒａｙꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃ ｉｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ.

图 １　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ蛋白的进化分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

９３２第 ４期　 　 　 　 　 王艳丽等:马铃薯气孔密度表皮模式因子 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 的克隆和功能分析



　 　 注:(Ａ)ＳｔＥＰＦ１－ＧＦＰ 融合蛋白亚细胞定位ꎬ比例尺为 ５０μｍꎻ(Ｂ) ＳｔＥＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因在不同组织的表达分

析ꎬ包括:ＳＴꎬ茎尖ꎻＵＥꎬ顶端未展开叶ꎻＬ１ꎬ第一叶ꎻＬ４ꎬ第四叶ꎻＬ１０ꎬ第 １０叶ꎻＳ１ꎬ第 １~ ３ 茎段ꎻＳ２ꎬ第 ４ ~ ６ 茎段ꎻ
Ｓ３ꎬ第 ７~９茎段ꎻＲꎬ根ꎻＳＳꎬ块茎ꎻ用 Ｓｔｅｆ１α作为内参基因ꎮ

Ｎｏｔｅ: (Ａ)Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ－ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: ５０ μｍꎻ (Ｂ) Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｔＳＯＭＡＧＥＮ ｇｅｎｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ２－ｍｏｎｔｈ－ｏｌｄ ｐｏｔａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｔｅｍ ｔｉｐ (ＳＴ)ꎻ ａｐｉｃａｌ ｕｎｅｘ￣
ｐａｎｄｅｄ ｌｅａｆ (ＵＥ)ꎻ １ｓｔꎬ ４ｔｈꎬ ａｎｄ １０ｔｈ ｌｅａｆ (Ｌ) ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｏｐꎻ １ｓｔ~３ｒｄꎬ ４ｔｈ~６ｔｈꎬ ａｎｄ ７ｔｈ~９ｔｈ ｓｔｅｍ ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ (Ｓ)ꎻ
ｒｏｏｔ (Ｒ)ꎻ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｕｂｅｒ (ＳＳ)ꎬ Ｓｔｅｆ１α ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ ｄａｔａ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ.

图 ２　 马铃薯 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因及蛋白质的表达特征

Ｆｉｇ.２　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

　 　 注:对照ꎬ正常生长条件ꎻＰＥＧꎬ５％的聚乙二醇(ＰＥＧ６０００)
溶液ꎻＮａＣｌꎬ１００ ｍＭＮａＣｌ 溶液ꎻ ＡＢＡꎬ５０ μｍ 脱落酸溶液ꎬ用
Ｓｔｅｆ１α 作为内参基因ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎻ ＰＥＧꎬ ５％
ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ (ＰＥＧ６０００)ꎻ ＮａＣｌꎬ １００ ｍＭ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎻ
ＡＢＡꎬ ５０ μＭ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ Ｓｔｅｆ１α ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｆｏｒ ｄａｔａ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ.
图 ３　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因在多种逆境下的表达情况

Ｆｉｇ.３　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

没有检测到ꎬ说明 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因已经整合到拟

南芥基因组ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果如图 ４Ｂꎬ结果表明ꎬ８
个 ＳＴ 株系的 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 表达水平都显著升高ꎮ
选取表达量较高的 ＳＴ ７－３ 和 ＳＴ ２６－６ 进行后续试

验ꎮ 通过观察气孔密度发现ꎬ这两个株系叶片的气

孔密度显著增大(图 ４Ｃ和 ５Ｂ)ꎬ相对于 ＷＴꎬ分别增

加了 ８３.４％和 ５７.２％(图 ４Ｃ)ꎬ同时ꎬ地上部生物量

也显著增大(图 ５Ａ 和 Ｃ)ꎮ 此外ꎬＷＴ 与 ＳＴ 拟南芥

的开花时间(图 ４Ｄ)和叶面积(图 ５Ｄ)没有显著差

异ꎬ开花时莲座叶的数目都为 １０片左右ꎮ
２.４　 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 转基因拟南芥光响应曲线测定

由图 ６Ａ可知ꎬ当光照强度低于 ２５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２

􀅰ｓ－１时ꎬ３个株系拟南芥的净光合速率(Ｐｎ)随光强

呈线性增加且转基因系显著高于 ＷＴꎻ当光合有效

辐射达到 ３００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１及以上时ꎬＰｎ 保持平

缓增加ꎬ当光照强度高于 ８００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１时ꎬ转
基因系和 ＷＴ拟南芥的 Ｐｎ 都保持平缓ꎬ说明 Ｐｎ 已

经达到最大值ꎮ 此外ꎬ在不同光照条件下ꎬ转基因拟

南芥的气孔导度(ｇｓ)都显著高于野生型ꎮ 以上结果

表明ꎬ气孔密度对光合作用的光响应产生显著影响ꎬ
随着气孔密度增大ꎬ植物的光合能力随之增强ꎮ
２.５　 过表达 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因提高拟南芥对干旱

的敏感性

　 　 对获得的 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 转基因拟南芥进行干

旱处理ꎬ７ ｄ 后ꎬ转基因拟南芥表现出大量萎蔫死

亡ꎬ而 ＷＴ生长状态较好(图 ７Ａ)ꎮ 干旱处理后ꎬＳＴ

０４２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３８卷



　 　 注:∗ꎬＰ<０.０５ꎻ ∗∗ꎬ Ｐ<０.０１ꎻ Ｄｕｎｃａｎ显著性检验ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ꎬＰ<０.０５ꎻ ∗∗ꎬ Ｐ<０.０１ꎻ Ｄｕｎｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 转基因拟南芥的鉴定及气孔密度分析

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

　 　 注:(Ａ)ＷＴ与 ＳＴ转基因拟南芥株系的表型观察ꎻ(Ｂ)ＷＴ与 ＳＴ转基因拟南芥株系的气孔密度观察ꎮ
Ｎｏｔｅ: (Ａ) Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴꎻ Ｃｏｌ－０) ａｎｄ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (ＳＴ) ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ １ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ

ｉｎ ｐｏｔｓ. (Ｂ) Ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ａｂａｘｉａｌ ｌｅａｆ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｏｆ ３０－ｄａｙ－ｏｌｄ ＷＴ ａｎｄ ＳＴ ｐｌａｎｔｓ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: ４０ μｍ.
图 ５　 过表达 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因拟南芥的表型分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ

图 ６　 不同光照强度下 ＷＴ和 ＳＴ拟南芥成熟叶片的光响应曲线(Ａ)和气孔导度响应曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ (Ａ) ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ (Ｂ) ｃｕｒｒｅｓ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｖｅｓ

ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＳＴ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ
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植株的地上部生物量、ＲＷＣ、Ｆｖ / Ｆｍ、Ｐｎ、ｇｓ 和 ｉＷＵＥ
都显著降低(图 ７Ｂ－Ｇ)ꎮ 复水处理 ２天后ꎬＷＴ植株

的存活率显著高于 ＳＴ(图 ７Ａ)ꎮ 此外ꎬＳＴ 植株的水

分散失速率也显著高于 ＷＴ 植株(图 ８Ａ)ꎮ 叶片经

过 １ ｈ的水分散失后ꎬ通过 ＤＡＢ 染色发现ꎬＳＴ 株系

叶片的 Ｈ２Ｏ２ 含量也显著高于于 ＷＴ(图 ８Ｂ 和 Ｃ)ꎮ
以上结果表明ꎬＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 在拟南芥中过量表达

会降低拟南芥的抗旱性ꎮ

　 　 注:∗:Ｐ<０.０５ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎬＤｕｎｃａｎ显著性检验ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗Ｐ< ０.０５ꎬ ∗∗Ｐ< ０.０１ ｂｙ Ｄｕｎｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ.

图 ７　 干旱处理对 ＷＴ和 ＳＴ拟南芥生长的影响
Ｆｉｇ.７　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＷＴ ａｎｄ ＳＴ ｐｌａｎｔｓ

图 ８　 ＷＴ与 ＳＴ拟南芥植株的水分散失(Ａ)和过氧化氢含量(Ｂ、Ｃ)
Ｆｉｇ.８　 Ｗａｔｅｒ ｌｏｓｓ (Ａ) ａｎｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (ＢꎬＣ) ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＳＴ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ
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３　 讨　 论

全球气候的不断变化使植物的生长受到了严

峻的威胁[１６]ꎮ 为了应对复杂多变的陆生环境ꎬ植物

进化出了气孔ꎬ它是连接植物光合系统和大气环境

的通道[１７]ꎮ 气孔的发育过程涉及信号转导、细胞命

运转化、细胞不对称分裂等重要的发育调控事件[１８]ꎮ
前人研究表明ꎬ在拟南芥中过表达气孔密度表皮模式

因子 ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 会增大拟南芥的气孔密度ꎬ同时

植物的光合能力也显著提高[１２ꎬ１９]ꎮ 本研究从马铃薯

中克隆得到 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因ꎬ并对其在调控气孔发

育和调节拟南芥抗旱性中的作用进行研究ꎮ
ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 是拟南芥表皮模式因子 ( ＥＰＩ￣

ＤＥＲＭＡＬ ＰＡＴＴＥＲＮＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲꎬ ＥＰＦ)家族的成

员ꎬ是目前发现的唯一一个正调控气孔密度的表皮

模式因子[１９]ꎮ 前人研究表明ꎬＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 主要是

通过竞争性代替表皮模式因子 ２ ( ＥＰＩＤＥＲＭＡＬ
ＰＡＴＴＥＲＮＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ ２ꎬＥＰＦ２)与 ＥＲ 受体结合ꎬ
抑制后者引起下游 ＭＡＰＫ 组分磷酸化ꎬ从而促进气

孔发育[２０]ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 主

要定位于细胞间隙和细胞核ꎬ其表达模式具有组织

特异性ꎬ主要在嫩叶中表达ꎬ这与气孔主要分布在

茎、叶等器官表皮的现象一致[２１]ꎮ 光合组织可能是

通过其调节表皮气孔密度ꎬ优化 ＣＯ２的吸收ꎬ提高光

合效率[１２]ꎮ 此外ꎬ通过与 ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ的氨基酸序

列比对发现ꎬＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ在 Ｎ端含有信号肽序列ꎬ
Ｃ段含有相对保守的 ６ 个半胱氨酸残基ꎮ 过表达

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因的拟南芥气孔密度显著增大ꎬ这与

ＡｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 在调控拟南芥气孔密度中的作用一

致[１８]ꎬ说明 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 在进化过程中功能保守ꎮ
光响应曲线是以光合产量或相对电子传递速

率为一轴ꎬ而以 ＰＰＦＤ 或 ＰＡＲ 为另一轴作图得到ꎬ
可以测量叶片适应不同水平光照的能力以及叶片

的最大净光合速率[２２]ꎮ 前人通过研究拟南芥

ｓｙｐ１２１气孔开度突变体发现ꎬ尽管突变体的气孔开

度降低ꎬ但是只有在高光条件下植株的 ＣＯ２同化速

率和气孔导度才会降低[２３]ꎮ 在本试验中ꎬ我们通过

测定 ＳＴ和 ＷＴ拟南芥的光响应曲线发现ꎬ气孔密度

对光合速率具有积极作用ꎬ３ 个株系的光合作用随

着光强的增加呈上升趋势且 ＳＴ 拟南芥的光合速率

显著高于 ＷＴꎬ但是气孔导度随光照变化不明显ꎮ
这与之前的报道是一致的ꎬ由干旱胁迫造成的气孔

导度降低仅在高光强下影响植物的光合作用[２４]ꎮ
干旱胁迫会使植物的生长受到抑制、光合速率

降低ꎬ体内积累大量活性氧ꎬ甚至导致植物死亡[２５]ꎮ
为了研究 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 在植物响应干旱胁迫中的

作用ꎬ我们对转基因拟南芥进行干旱处理并观察表

型ꎬ结果显示ꎬ干旱处理 ７ ｄ 后ꎬ转基因拟南芥大量

萎蔫甚至死亡ꎬ而野生型状态较好ꎮ 进一步分析显

示ꎬ干旱处理后ꎬ转基因拟南芥的地上部生物量、相
对含水量、瞬时水分利用效率、二氧化碳同化速率、
气孔导度、蒸腾速率都显著降低ꎬ说明在拟南芥中

过表达 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 会降低植株对干旱胁迫的抗

性ꎮ 同时ꎬ利用拟南芥叶片测定水分散失速率ꎬ发现

转基因拟南芥的水分散失速率显著高于野生型ꎬ表明

转基因系通过提高叶片失水速率增强了对干旱胁迫

的敏感性ꎮ 综上ꎬ转基因植株在干旱条件下生长受到

抑制可能与组织水分状况有关[２６]ꎬ因为 ＳＴ株系叶片

气孔密度增大ꎬ会造成更多水分散失ꎬ从而使植物在

受到严重胁迫的情况下ꎬ叶片水势迅速降低ꎬ因此在

干旱胁迫下ꎬ转基因株系无法保存叶片内的可用水

分ꎬ从而表现出明显的枯黄萎蔫表型ꎮ

４　 结　 论

本研究对 ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 进行干旱胁迫分析发

现ꎬ该基因能被 ＰＥＧ 诱导表达ꎻ将该基因转化拟南

芥ꎬ转基因材料叶片中的气孔数量显著增多且光合

速率显著增强ꎻ对转基因拟南芥和 ＷＴ 进行干旱胁

迫处理ꎬ发现转基因材料的抗旱性降低ꎮ 上述结果

表明ꎬＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 是气孔密度正调控因子ꎬ过表达

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 可提高拟南芥叶片的气孔密度而降低

拟南芥对干旱胁迫的耐受性ꎮ 本研究初步揭示了

ＳｔＳＴＯＭＡＧＥＮ 基因与气孔密度和干旱应答的关系ꎬ
为进一步深入探讨其分子机制提供理论依据ꎮ
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