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摘要  DELLA蛋白是赤霉素信号途径中的一类对植物生长起抑制作用的重要蛋白质, 在拟南芥(Arabidopsis thaliana)基因

组中已经鉴定出5个DELLA蛋白基因。目前研究发现, DELLA蛋白在抗逆中也起了重要的作用。近年来, 一氧化氮(nitric 
oxide, NO)的研究工作取得重要进展, 低浓度的NO能够促进植物的生长, 但在高浓度下它对植物生长起抑制作用甚至导致

细胞死亡。通过外施一氧化氮供体硝普钠(sodium nitroprusside, SNP), 研究高浓度NO对拟南芥幼苗生长的影响, 发现植

物体内H2O2积累, 幼苗死亡。通过研究DELLA蛋白基因表达的变化及其相关突变体的表型, 证明DELLA蛋白在抵抗NO逆

境中起了重要作用。研究结果揭示了DELLA蛋白与NO逆境的关系, 为今后科学指导农业生产提供了理论依据。 
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植物生活的“不动性”决定其必须进化出一套完

整的防御系统来响应外界环境的变化。DELLA蛋白是

一类赤霉素(gibberellins, GA)信号途径的关键阻遏

物, 在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中有5个成员, 它
们是GAI、RGA、RGL1、RGL2和RGL3。DELLA蛋
白介导了赤霉素信号途径的众多生理效应, 如种子萌

发、茎秆和根的伸长、开花、果实和种子的发育等

(Olszewski et al.,  2002)。近年来研究发现, DELLA
蛋白能够响应和抵抗逆境胁迫。高盐胁迫能够激活脱

落酸(abscisic acid, ABA)信号, 从而促进DELLA蛋白

的积累 , 抑制植物生长 , 增强抗性 (Achard et al., 
2006)。低温能够提高赤霉素合成途径中GA2ox3和
GA2ox6基因的表达, 从而减少体内活性GA的含量, 
稳定DELLA蛋白, 提高植物的抗冷能力(Achard et 
al., 2008a)。低磷也可以通过降低GA水平来控制

DELLA蛋白的积累, 导致植物的生长发育抑制, 提高

植物对低磷的耐受能力(Jiang et al., 2007)。DELLA
蛋白通过调节水杨酸(salicylic acid, SA)和茉莉酸

(jasmonic acid, JA)信号途径的平衡来响应生物胁迫, 
DELLA蛋白的积累可以提高对死体寄生菌的抗性和

对活体寄生菌的敏感性(Navarro et al., 2008)。总之, 
DELLA蛋白在整合逆境信号及提高植物抗性方面起

着非常重要的作用。 
一氧化氮(nitric oxide, NO)作为一种信号分子, 

在植物对生物和非生物逆境的响应、种子萌发、光形

态建成、根系发育、叶片伸展、开花、衰老、果实成

熟等方面都有重要作用(Crawford and Guo, 2005)。
由于NO对植物的影响具有浓度效应(Anderson and 
Mansfield, 1979), 即在低浓度时能够促进植物生长, 
但在高浓度下抑制其生长甚至杀死植物。过氧化氢是

活性氧(reactive oxygen species, ROS)的一种, NO
通常与H2O2一起通过特定的浓度平衡来促进或抑制

细胞死亡(Delledonne et al., 2001; Beligni et al., 
2002; de Pinto et al., 2006)。大量研究表明, 植物抵

抗病原菌侵害时, 能够在细胞间和细胞内部积累大量

NO并促进细胞程序性死亡, 从而提高植物对病原菌

的抗性(Allan and Fluhr, 1997; Clarke et al., 2000; 
Romero-Puertas et al., 2004)。此外, 也有报道表明, 
NO参与机械损伤、细胞分裂素所诱导的植物程序性

细胞死亡(Garcês et al., 2001; Carimi et al., 2005)。
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NO参与众多的生物和非生物胁迫反应, 被认为是一

种普遍的逆境信号分子(Gould et al., 2003)。 
NO是一种信号分子, 同时也是环境污染气体中

的一种成分。本研究通过外施NO供体硝普钠(sodium 
nitroprusside, SNP), 研究高浓度NO对拟南芥幼苗

生长发育的影响, 并通过对DELLA蛋白基因表达及

其突变体表型的研究, 探讨DELLA蛋白对NO逆境响

应和抵抗的分子机理。     

1  材料与方法 

1.1  植物材料及处理 

实验材料为拟南芥(Arabidopsis thaliana L.) Land- 
sberg (Ler)野生型、ga1-3、tetra、penta突变体和35S- 
TAP-DELLAs(35S-TAP-GAI/Ler, 35S-TAP-RGA/Ler, 
35S-TAP-RGL1/Ler, 35S-TAP-RGL2/Ler, 35S-TAP- 
RGL3/Ler)转基因株系。所有材料遗传背景均为Ler。
其中, tetra突变体缺失了4个DELLA蛋白(GAI、RGA、
RGL1和RGL2); penta突变体缺失了5个蛋白(GA1、
GAI、RGA、RGL1和RGL2); TAP(tandem affinity 
purification)标签包含2×IgG结合结构域、3C蛋白酶断

裂位点、6×His和9×myc标签。 
拟南芥种子播种于含0.8%琼脂的1/2MS培养基

上萌发, 4°C避光春化3天, 23°C光照下竖直培养, 光
照强度为150 μmol·m–2·s–1, 光周期为16小时/8小时。

待幼苗生长5天后, 将不同浓度的SNP与少量琼脂培

养基混匀 , 加到培养皿的上盖 , 连续光照释放NO, 
观察幼苗的生长状况。 

1.2  主要试剂 

MS盐、DAB(3', 3'-diaminobenzidine)、PI (propidum 
iodide)、硝普钠(SNP)购于Sigma公司。TRIZOL购于

Invitrogen公司。cDNA第1链合成试剂盒、Taq酶购于

Takara公司。MYC鼠源单克隆抗体、辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠和羊抗兔抗体购于Abmart公司。内参

蛋白RPN6抗体购自Milipore公司。 

1.3  DAB染色 

取拟南芥幼苗整株于2 mL离心管中, 加入适量DAB
染液(1 mg·mL–1, pH 5.5), 28°C避光保存2小时。随后

取出染液, 加入80%乙醇脱色, 在Leica多功能显微

镜下观察并拍照。 

1.4  PI染色 

拟南芥幼苗在10 μg·mL–1的PI染液中染色2分钟, 制
成水封装片, 在激光共聚焦扫描显微镜Leica SP2(德
国Leica)下观察并拍照。 

1.5  RT-PCR分析基因表达 

采用TRIZOL法提取拟南芥幼苗总RNA。反转录采用

Takara公司cDNA第1链合成试剂盒, 按照试剂盒说

明书进行操作。根据DELLA蛋白基因和UBQ基因序

列各设计2对引物, 引物序列见表1。 
PCR扩增体系为: 总体积25 μL, 包含10×PCR 

buffer (含Mg2+) 2.5 μL, 2.5 μmol·L–1dNTP 4 μL, 10 
μmol·L–1正向、反向引物各2 μL, cDNA模板1 μL, 
ddH2O 13.5 μL, 2 U·μL–1Taq酶0.5 μL。PCR扩增程

序为: 94°C预变性2分钟; 94°C变性20秒, 58°C退火

30秒, 72°C延伸30秒, 18个循环; 72°C延伸10分钟。

PCR产物用1%琼脂糖电泳检测并拍照。 

1.6  Western blot分析 

提取拟南芥幼苗总蛋白, 并用考马斯亮蓝法定量。 取
40 μg总蛋白经SDS-PAGE电泳后, 电转移至硝酸纤

维素膜上, 浸泡于5%脱脂牛奶中封闭1小时, 加入一

抗MYC抗体4°C缓慢摇动孵育过夜; 0.1% TBST(含
50 mmol·L–1Tris-HCl, 150 mmol·L–1NaCl, 0.1% 
Tween-20, pH7.5)洗涤3次, 每次10分钟, 加入带有 
 
 
表1  RT-PCR扩增DELLA基因和内源对照基因UBQ的引物序列 
Table 1  Primers used in RT-PCR of DELLAs and UBQ 
genes 

Gene Sequences of primers 
AtGAI 5′-CGTCGTCTAACGCCGAGTA-3′ 

5′-GTTTGAGCATTTCAACCG-3′ 
AtRGA 5′-CTCCTCTTCCGGCGAGTT-3′ 

5′-GTTGTCGTCACCGTCGT-3′ 
AtRGL1 5′-TGACCCGACCCGGATT-3′ 

5′-AGAGCGCGTAGAGGATA-3′ 
AtRGL2 5′-GAACAACCCGGCTTCTT-3′ 

5′-TCGTCCGACGATTCGCA-3′ 
AtRGL3 5′-TAATTACTACCCGGAT-3′ 

5′-GCTGGTCACTGAGTCA-3′ 
AtUBQ 5′-CAAGAGCGCGACTGTTTAAAG-3′ 

5′-CATTTGTGCCATTGAATTGAAC-3′ 
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过氧化物酶 (HRP)标记的二抗 , 室温反应1小时 ; 
TBS-T洗涤3次, 每次10 分钟。采用ECL液(GE公司)
化学发光方法检测蛋白, 于X光片上曝光。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度NO对拟南芥幼苗生长的影响 

拟南芥幼苗对NO的反应具有浓度效应。为了研究不

同浓度NO对拟南芥幼苗的影响, 我们进行了浓度梯

度实验。对生长5天的幼苗, 分别外施0、10、25、50、
75 μmol·L–1SNP, 发现NO能够抑制幼苗生长(图1A– 
E)。但NO对拟南芥幼苗的伤害主要发生在外施50 
μmol·L–1以上高浓度的SNP, 表现为子叶的漂白和根

尖细胞死亡(图1D, E, I, J)。因此在随后的实验中我们

选取50 μmol·L–1 SNP作为处理浓度来检测高浓度NO
对幼苗的伤害。 

2.2  高浓度NO对拟南芥幼苗的影响 

高浓度的NO能够对拟南芥幼苗造成毒害, 严重时致

其死亡。如图2A–D所示, 生长5天的幼苗, 外施50 
μmol·L–1SNP, 24小时后可见明显的子叶漂白的现象, 
随后整株死亡。分别测定SNP处理后不同时间点拟南

芥幼苗的离子渗漏情况, 发现随着处理时间的延长, 
细胞膜的完整性受破坏加重, 电导率逐步提高并于

36小时后达到最高(图2E)。 

2.3  高浓度NO对拟南芥幼苗中H2O2积累的影响 

NO能够与H2O2相互作用对拟南芥幼苗造成伤害。采

用DAB染色方法检测NO对拟南芥幼苗体内H2O2含量

的影响。如图3所示 ,  生长5天的幼苗 ,  外施50 
μmol·L–1SNP, 分别于0、3、6、24小时后检测H2O2

的积累情况, 发现随着NO的不断释放, H2O2在拟南

芥幼苗体内逐渐积累, 说明H2O2的积累可能参与了 
 

 
 
图1  外施不同浓度的硝普钠(SNP)对拟南芥幼苗及其根尖的影响 

(A)–(E) 野生型拟南芥幼苗分别用0、10、25、50、75 μmol·L–1SNP处理36小时的生长情况; (F)–(J) 野生型拟南芥幼苗分别用0、
10、25、50、75 μmol·L–1SNP处理36小时后根尖的PI染色情况。 
 
Figure 1  Effect of different concentration of sodium nitroprusside (SNP) on Arabidopsis seedlings and its root tip 

(A)–(E) Phenotype of 5-day-old wild-type Arabidopsis seedlings treated with 0, 10, 25, 50, 75 μmol·L–1 SNP for 36 hours, re-
spectively; (F)–(J) PI staining analysis of root tips of 5-day-old wild-type Arabidopsis seedlings treated with 0, 10, 25, 50, 75 
μmol·L–1 SNP for 36 hours, respectively. 
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图2  用50 μmol·L–1SNP处理野生型拟南芥幼苗的生长状况 

(A)–(D) 用50 μmol·L–1SNP分别处理拟南芥幼苗0、12、24、36小时的生长情况; (E) 用50 μmol·L–1SNP分别处理0、12、24、36
和48小时后拟南芥幼苗的电导率变化 
 
Figure 2  Treatment of wild-type Arabidopsis thaliana seedlings with 50 μmol·L–1 SNP 

(A)–(D) Phenotype of 5-day-old wild-type Arabidopsis seedlings treated with 50 μmol·L–1 SNP for 0, 12, 24, 36 hours, respec-
tively; (E) Ion leakage measure for 5-day-old wild-type Arabidopsis seedlings treated with 50 μmol·L–1 SNP for 0, 12, 24, 36, 48 
hours, respectively. 
                    

 
 
图3  外施SNP对野生型拟南芥幼苗体内H2O2积累的影响 

(A)–(D) 用50 μmol·L–1 SNP分别处理0、3、6、24小时后拟南

芥幼苗中H2O2含量的DAB染色分析 
 
Figure 3  Effect of SNP on H2O2 accumulation in wild-type 
Arabidopsis seedlings 

(A)–(D) DAB staining analysis of H2O2 content in 5-day-old 
wild-type Arabidopsis seedlings treated with 50 μmol·L–1 SNP 
for 0, 3, 6, 24 hours, respectively.  

NO诱导拟南芥幼苗死亡的过程。 

2.4  拟南芥DELLA蛋白突变体对NO逆境的响应 

利用内源DELLA蛋白含量高的突变体ga1-3 (赤霉素

合成途径缺陷)以及DELLA蛋白四突变体tetra(gai-t6 
rga-t2 rgl1-1 rgl2-1) 和 penta(ga1-3 gai-t6 rga-t2 
rgl1-1 rgl2-1)来研究DELLA蛋白在拟南芥应对NO逆

境中所起的作用。结果如图4A所示, 生长5天的幼苗

分别用50 μmol·L–1SNP处理24小时, 高浓度NO能够

导致野生型拟南芥幼苗的子叶死亡, 而ga1-3由于体

内积累了较多的DELLA蛋白表现出较强的抗性; 与
之相反, penta突变体中虽然赤霉素合成较少, 但由

于突变了4个DELLA蛋白 , 导致其抗性较差 , 这与

tetra突变体的表型一致。说明DELLA蛋白能够抵抗高

浓度NO导致的细胞死亡。 
同时采用PI染色法检测了DELLA蛋白在根中所

起的保护作用。生长5天的幼苗用50 μmol·L–1SNP进
行处理, 分别于0、3、6、9小时后观察根中细胞的死

亡情况。发现处理6小时后tetra突变体根尖已经发生

严重的细胞死亡现象, 野生型则在处理9小时内开始

细胞死亡, 而9小时内ga1-3突变体根尖尚未发生细

胞死亡现象(图4B)。说明DELLA蛋白在根中同样可以  
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图4  拟南芥野生型(WT)和DELLA突变体植株对外施SNP的反应及细胞学观察 

(A) 生长5天的拟南芥野生型和tetra、ga1-3、penta突变体幼苗用50 μmol·L–1SNP处理24小时后的情况;  (B) 生长5天的拟南芥野

生型和ga1-3、tetra突变体幼苗用50 μmol·L–1SNP处理0、3、6、9小时后根尖的PI染色情况 

 
Figure 4  Response and microscopic characterization of Arabidopsis thaliana wild-type (WT) and della mutant seedlings to SNP treatment 

(A) Phenotype of 5-day-old Arabidopsis wild-type and tetra, ga1-3, penta mutant seedlings treated with 50 μmol·L–1 SNP for 24 
hours; (B) PI staining analysis of root tips of 5-day-old Arabidopsis wild-type and tetra, ga1-3 mutant seedlings treated with 50 
μmol·L–1SNP for 0, 3, 6, 9 hours.  

 

 
图5  不同浓度SNP处理对DELLA蛋白基因表达的影响 

生长5天的野生型拟南芥幼苗分别用0、20、50、80、100 
μmol·L–1 SNP处理12小时后, RT-PCR检测基因表达。UBQ为

内参基因。 
 
Figure 5  Effect of SNP treatment on DELLA gene expression 

RT-PCR analysis of DELLA gene expression in 5-day-old 
wild-type Arabidopsis seedlings treated with 0, 20, 50, 80, 
100 μmol·L–1 SNP for 12 hours, respectively. UBQ transcripts 
provide loading control. 

延缓NO所导致的细胞死亡。 

2.5  NO逆境对拟南芥DELLA蛋白基因表达的影响 

取生长5天的拟南芥幼苗, 分别用不同浓度的SNP处
理12小时, 采用RT-PCR方法检测DELLA蛋白基因

的表达情况。如图5所示, GAI和RGA基因的表达量随

着SNP浓度的增加不断升高; RGL1、RGL2和RGL3
基因在幼苗期表达水平较低, 基因表达水平略有上调

或变化不大。因此, DELLA蛋白对NO的响应可能发生

在转录水平。 

2.6  NO逆境对拟南芥幼苗DELLA蛋白积累的影响 

为了检测NO与DELLA蛋白之间的关系 ,  我们用

Western blot方法检测NO处理后拟南芥幼苗中

DELLA蛋白的积累情况。利用35S-TAP-DELLAs株
系, 分别在SNP处理12小时和24小时后检测DELLA
蛋白的含量。结果显示 ,  随着SNP浓度的增加 , 
DELLA蛋白的含量逐渐升高(图6)。说明NO能够增加 



486  植物学报  46(5)  2011   

 
 
DELLA蛋白的稳定性。  

3  讨论 

大量报道表明, NO作为信号分子广泛参与植物发育、

逆境响应和程序性细胞死亡, 分子和生化方面的证据

也进一步证明NO与H2O2相互作用共同参与程序性细

胞死亡(Crawford and Guo, 2005)。与已有报道一致

(Murgia et al., 2004), 我们也发现外施SNP能够促进

H2O2的积累, 且随着NO气体的不断释放H2O2含量急

剧增加, 从而诱导程序性细胞死亡。H2O2的氧化胁迫

首先会损伤细胞膜, 使其选择透过性改变或丧失, 导
致细胞内电解质外渗(刘润华等, 2009)。我们检测

SNP处理后拟南芥幼苗的电导率, 发现高浓度NO能

够对细胞膜的完整性造成严重的氧化损伤, 使拟南芥

幼苗的电导率显著上升(图2, 图3)。 
考虑到拟南芥中DELLA蛋白基因是一个功能冗

余的基因家族, 我们使用DELLA蛋白四突变体来研

究DELLA蛋白的功能。利用敲除突变体来研究转录因

子及其共激活因子的功能在拟南芥中得到广泛应用

(Xu et al., 2006)。过表达基因家族中某个特定成员也

能够为了解该基因家族的功能提供线索。我们综合利

用DELLA蛋白功能缺失型突变体和功能获得型突变

体, 发现ga1-3突变体由于体内积累了大量的DELLA
蛋白对NO表现出比野生型拟南芥更强的抗性。与之

相反 , tetra和penta突变体由于缺失了大部分的

DELLA蛋白(GAI、RGA、RGL1和RGL2), 在NO逆境

中更易受到伤害(图4)。本研究为揭示DELLA蛋白在

抵抗NO逆境胁迫中的作用提供了理论基础。 
DELLA蛋白是赤霉素信号途径的关键转录因子, 

介导了赤霉素信号途径的多种生理效应, 并可以通过

抑制生长来增强植物对低温、高盐、干旱、低磷等逆

境的抵抗(黄先忠等, 2006)。DELLA蛋白的基因表达

受到严格控制, 同时GA可以通过促进其受体GID1与
DELLA蛋白的结合, 调控DELLA蛋白的降解(Jiang 
and Fu, 2007)。现有报道中除了低温能够诱导RGL3
的转录水平(Achard et al., 2008a), 多种逆境胁迫均

是通过降低GA的含量从而改变DELLA的稳定性。我

们发现NO能够影响DELLA基因的转录水平(图5), 这
种直接的转录调节方式为植物更好地适应NO逆境提

供了可能。 
任何环境胁迫都会干扰细胞的正常代谢, 诱发

ROS的积累从而产生氧化胁迫, 使生物大分子、生物

膜遭受损伤, 严重时甚至引起细胞死亡。细胞内有清

除ROS的非酶系统(如抗坏血酸、谷胱甘肽等)和酶系

统如超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、
过氧化氢酶(catalase, CAT)和抗坏血酸过氧化物酶

(ascorbate peroxidase, APX)等, 使ROS保持适度的

水平, 避免对细胞的伤害(汪本勤等, 2007)。已经有研

究表明, 在逆境条件下, DELLA蛋白可以通过上调

ROS解毒相关的酶(如SOD和CAT)的表达和活性来

降低逆境诱导产生的ROS的水平 (Achard et al., 

图6  不同浓度SNP处理对DELLA蛋白含量的影响

生长5天的转基因TAP-DELLAs植株, 分别用0、
20、50 μmol·L–1SNP处理12小时和24小时后 ,
Western blot检测DELLA蛋白的积累情况。RPN6
为内参蛋白。 
 
Figure 6  Effects of SNP treatment of different
concentrations on DELLA protein abundance 

Immunoblot analysis of DELLA proteins in 5-day-
old transgenic TAP-DELLAs Arabidopsis seed-
lings treated with 0, 20, 50 μmol·L–1SNP for 12
and 24 hours. RPN6 immunoblotting was used as
a loading control. 
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2008b)。因此, DELLA蛋白对抗NO逆境可能部分通

过清除ROS(如H2O2)来实现。 
综上所述, 现已证实拟南芥DELLA蛋白参与应

对NO诱导的氧化胁迫反应, 但是清除ROS为DELLA
蛋白提高植物抗逆性的唯一方式, 还是有其它特殊的

信号途径目前尚不清楚, 需要后续的实验予以证明。

而且NO作为信号分子参与信号转导的机制仍然不清

楚, NO在生物学中的多重角色有待进一步研究揭示。 

致谢  感谢中国科学院遗传与发育生物学研究所傅
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DELLA Contribute to Tolerance to Nitric Oxide Stress in     
Arabidopsis Seedlings 
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Abstract  Five members of DELLAs, important plant growth repressors in the gibberellin pathway, have been described 
in Arabidopsis. DELLAs play an important role in stress tolerance. A low concentration of nitric oxide (NO) can promote 
plant growth and development, and a high concentration can inhibit plant growth, even cause cell death. We studied the 
effect of NO at a high concentration in Arabidopsis seedlings by treatment with the NO donor sodium nitroprusside (SNP), 
and the results indicate that the cell death caused by NO is correlated with H2O2 accumulation. Study of phenotypes of 
serially DELLA-deleted mutants and DELLA gene expression in response to NO revealed that DELLAs contribute greatly 
to tolerance to NO stress in Arabidopsis seedlings. Thus, we reveal the relationship between DELLA and NO stress in 
such seedlings, which can contribute to agricultural production. 
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