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摘要：【目的】研究赤霉素氧化酶基因 JrGA3ox 对核桃 Juglans regia 品种改良、生长发育及抗旱品质具有重要意义。

【方法】以核桃野生型植株 (WT)、JrGA3ox 过表达植株 (OE) 及干扰植株 (RNAi) 为试验材料，利用体积分数 5% 聚乙二

醇 8000 (PEG 8000) 模拟干旱处理，探究干旱胁迫下植株表型、生理生化指标及抗旱基因表达水平，明确 JrGA3ox 基因

抗旱机理。【结果】①经实时荧光定量 PCR 验证，JrGA3ox 基因在过表达植株中表达量是野生型植株的 120 倍，在干扰

植株中是野生型植株的 0.3 倍。②对植株生长表型分析，过表达植株的株高、节间长显著高于野生型植株，干扰植株的

株高及节间长显著低于野生型植株 (P＜0.05)。③与野生型植株相比，干旱胁迫 0~28 d 时，干扰植株长势良好，过表达

植株长势较弱。④气孔开度、叶绿素质量分数随干旱胁迫时间的延长呈逐渐下降趋势，干扰植株的气孔开度显著低于野

生型植株， 过表达植株显著高于野生型植株 (P＜0.05)，且干扰植株的叶绿素质量分数始终显著高于过表达植株和野生型

植株 (P＜0.05)。⑤干旱胁迫后，过表达植株活性氧及丙二醛质量摩尔浓度显著高于野生型植株，干扰植株显著低于野生

型植株 (P＜0.05)。⑥抗氧化酶活性及相关抗性基因表达量在胁迫过程中呈先上升后下降趋势，在干旱胁迫 14 d 时达到最

大值，且干扰植株显著高于野生型植株，过表达植株显著低于野生型植株 (P＜0.05)。【结论】核桃 JrGA3ox 基因正调控

植株的株高及节间长，负调控植株的气孔开度、光合作用、抗氧化酶活性等，从而提高植株抗旱能力。图 10 表 1 参 28
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Abstract: [Objective] The  objective  is  to  study  the  gibberellin  oxidase  JrGA3ox  gene,  which  is  of  great
significance  for  improvement,  growth  and  development,  and  drought  resistance  of  Juglans  regia  varieties.
[Method] J. regia wild-type (WT), JrGA3ox overexpression (OE) and interference (RNAi) plants were used
as experimental materials. Drought treatment with 5% PEG 8000 volume fraction was simulated to investigate
the  plant  phenotype,  physiological  and  biochemical  indexes  and  expression  level  of  drought  resistance  gene
under drought stress, and clarify the drought resistance mechanism of JrGA3ox gene. [Result] (1) Real-time
fluorescent  quantitative PCR verification showed that  the expression level  of JrGA3ox gene in OE plants  and
RNAi  plants  were  120  and  0.3  times  that  of  WT  plants,  respectively.  (2)  Plant  growth  phenotype  analysis 
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showed that plant height and internode length of OE plants were significantly higher than those of WT plants,
while those of RNAi plants were significantly lower than those of WT plants (P＜0.05). (3) Compared with WT
plants, under drought stress for 0−28 days, RNAi plants showed better growth, while OE plants showed weaker
growth. (4) Stomatal opening and chlorophyll mass fraction decreased gradually with the extension of drought
stress time. Stomatal opening of RNAi plants were significantly lower than that of WT plants (P＜0.05), while
stomatal opening of OE plants were significantly higher than that of WT plants. The chlorophyll mass fraction
of  RNAi  plants  were  always  significantly  higher  than  that  of  OE  plants  and  WT plants  (P＜0.05).  (5)  After
drought stress, the mass molar concentration of reactive oxygen species and malondialdehyde in OE plants were
significantly higher than that in WT plants, while that in RNAi plants were significantly lower than that in WT
plants (P＜0.05). (6) The activity of antioxidant enzymes and expression level of related resistance genes firstly
increased  and  then  decreased  during  the  stress  process,  reaching  their  maximum value  at  14  days  of  drought
stress,  and those  in  RNAi plants  were  significantly  higher  than those  in  WT plants,  while  those  in  OE plants
were  significantly  lower  than  those  in  WT  plants  (P＜ 0.05).  [Conclusion] JrGA3ox  gene  in  J.  regia  can
positively regulate plant height and internode length, and negatively regulate stomatal opening, photosynthesis,
antioxidant enzyme activity of plants, thus improving plant drought resistance. [Ch.10 fig. 1 tab. 28 ref.]
Key words: Juglans regia; JrGA3ox; drought stress; physiological characteristics; stress resistance gene

核桃 Juglans regia 又名胡桃、羌桃，胡桃科 Juglandaceae胡桃属 Juglans 植物。核桃作为重要的木本

油料作物及经济树种，有助于推动中国经济落后地区发展，实现乡村振兴战略。数据显示：2019年中国

核桃种植面积占世界核桃栽植总面积的 48.4%，产量占世界总产量的 56.10%，出口量约 3 564 t，出口收

益高达 2 900万美元，是中国农民重要的经济来源[1]。

核桃为喜阳植物，对水分需求较高。中国核桃主要种植区为干旱或半干旱地区，水资源供应不足，

严重影响植株的生长发育，因此干旱是制约中国核桃产业发展的重要因素[2]。干旱严重威胁到植株形

态、光合作用、气孔开度、细胞膜稳定性等。植物受到胁迫信号后，触发自身恢复机制，例如调控气孔

开度、植物激素、渗透物质以及抗氧化酶保护系统来减少胁迫对植物的伤害，因此，干旱胁迫条件下，

植株生长形态可直观反应其抗干旱能力[3]，植株光合色素、丙二醛 (MDA)、过氧化氢 (H2O2)、超氧化物

歧化酶 (SOD)及过氧化物歧化酶 (POD)等作为研究植株抗旱性强弱的主要生理指标，对植株抗旱性评价

具有指示作用[4]。

大量已有研究表明：植物内源激素在植物响应干旱胁迫过程中发挥重要作用，赤霉素 (gibberellins,
GAs)能与其他内源激素交互作用，共同调节植物的生长发育，因此，赤霉素的合成、代谢与信号转导

对植物生长及应对不同环境至关重要。其中，2-ODDs 家族基因是赤霉素合成的关键基因，其家族包含

GA20ox、GA3ox、GA2ox。GA3ox作为合成酶参与赤霉素合成通路最后一步，可催化 GA20转化为具有

生物活性的 GA1，调节植物体内的赤霉素。研究表明：GA3ox在器官内表达会影响赤霉素稳态和

GA1水平，从而影响植株生长 [5]。GA3ox 基因影响拟南芥 Arabidopsis thaliana、玉米 Zea mays、白杨

Populus tomentosa 等植物的伸长，其过表达植株具有更长的节间，能延迟开花，增加顶端分生组织寿

命，并改变维管发育。还有研究表明：减少植物体内赤霉素可以增强植物抗性[6]。DELLA蛋白是赤霉素

信号的负调控因子。当植株受到胁迫时，赤霉素显著降低后 DELLA蛋白迅速累积，抵抗胁迫过程中出

现的活性氧等物质，增强植株对胁迫的抵抗力。拟南芥中，AtGA20ox 基因表达量上调，与 FTL/DDF转

录因子互作调控植株的耐旱性[7]。杨树 Populus tremula ×P. alba 的 PtGA20ox 基因表达上调，引起植物色

素积累，提高植株的抗旱能力[8]。葡萄 Vitis vinifera 的 VvGA3ox6、VvGA20ox1、VvGA20ox6、VvGA20ox7
下调能提高植株的抗旱性[9]。目前，关于 GA3ox 基因的研究主要集中在调控植株生长、节间伸长等方

面，对于抗性等生物功能研究较少。

本研究以核桃 JrGA3ox 基因过表达及干扰植株为材料，选用聚乙二醇 8000 (PEG 8000)进行模拟干

旱胁迫处理，探究不同核桃植株在干旱胁迫条件下的形态变化、生理和分子响应机制，利用基因工程手

2 浙  江  农  林  大  学  学  报 2024年 X月 20日



段为核桃抗旱品种选育提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

试验材料为浙江农林大学省部共建亚热带森林培育国家重点实验室培育的野生型植株 (WT)和
JrGA3ox 基因过表达植株 (OE)及干扰植株 (RNAi)，其中 JrGA3ox-OE基因构建于 PC1300-GFP植物表达

载体，JrGA3ox-RNAi基因构建于 PTCK303干扰载体，载体抗性为卡那霉素 (kanmycin，Kan)，利用根

癌农杆菌 Agrobacterium tumefaciens 菌株  GV3103介导将构建好的 35S::JrGA3ox::GFP 过表达载体及

PTCK303-JrGA3ox 干扰载体转化到核桃野生型体细胞胚中，植物筛选标记为潮霉素 (hygromycin，Hyg)。
本试验所用的核桃组培苗为野生型体胚、JrGA3ox 过表达体胚及干扰阳性体胚经脱水萌发获得，温室苗

由上述组培苗经过生根、驯化获得。 

1.2    方法 

1.2.1    核桃 JrGA3ox 阳性植株的组培苗生长表型    分别选取核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株在

Driver&Kunivuki&McGranahan (DKW)培养基[10] 中于组培室 (培养条件：温度为 25 ℃，湿度为 75%~80%，

光照强度为 1 500~2 000 lx，光照周期为 16 h光照/8 h黑暗)培养 14 d，观察植株的生长状态、株高及节

间长变化。设置 3组生物学重复，每组 3株。 

1.2.2    核桃 JrGA3ox 阳性植株再生过程    分别选取核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株培养至健

壮，采用 2步生根法对组培苗诱导驯化：第 1步，将生长健壮的苗通过添加 10 mg·L−1 吲哚丁酸钾 (K-
IBA)在黑暗环境中培养 7 d诱导根原基的发生；第 2步，将暗培养结束的植株转移至无菌瓶中 (蛭石与

DKW培养基体积比为 50∶46)，放置于 25 ℃，湿度 75%~80%，光照强度 1 500~2 000 lx，光照周期为 16 h
光照/8 h黑暗的组培室中培养 21~28 d。不定根形成后，采用流水冲洗根部，洗净培养基与蛭石的残留，

使用多菌灵浸泡 1 min左右，转移至排水良好的盆栽土壤中 [泥炭∶珍珠岩∶蛭石为 2∶1∶1(体积比)]，在温

度 25℃ 左右，湿度 90% 左右的驯化室内驯化培养。 

1.2.3    核桃再生植株的 JrGA3ox 基因相对表达量测定    对核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株使用

天根 RNA试剂盒提取植株 RNA，反转录得到 cDNA，利用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)测定植株体内

JrGA3ox 基因的相对表达量。设置 3组生物学重复，每组 3株。 

1.2.4    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株表型观察    选取生长状态一致的核桃野生型植株、过表达植

株、干扰植株，放置在 DKW-5%PEG 8000 (体积分数)[11] 培养基中模拟干旱胁迫，于组培室培养 28 d，
每隔 14 d拍照 1次，观察植株形态变化。设置 3次生物学重复，每组 3株。 

1.2.5    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株气孔分析    采用指甲油印迹法，取野生型植株、过表达植株、

干扰植株分别胁迫 0~14 d的同一部位叶片，并将指甲油均匀涂于叶片下皮层，待其自然风干，用镊子撕

下成膜的指甲油，置于玻片上，使用光学显微镜观察气孔形态并拍照，统计气孔的长度与宽度。每个样

品设置 3次生物重复。 

1.2.6    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株组织染色分析    选取干旱胁迫 0~14 d的野生型植株、过表达植

株、干扰植株叶片进行氯化硝基氮蓝四唑 (NBT)及 3, 3-二氨基联苯胺 (DAB)化学染色分析，方法参照

文献 [12]。设置 3次生物学重复，每组 3株。 

1.2.7    干旱物胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株生理指标测定    分别选取干旱胁迫 0~28 d的野生型植株、过

表达植株、干扰植株叶片测定生理指标。用丙酮浸取法测定叶绿素质量分数；用愈创木酚法测定过氧化

物酶活性；用紫外分光光度法测定过氧化氢酶活性；采用硫代巴比妥酸法，参照文献 [12]，测定超氧化

物歧化酶活性、活性氧质量分数、丙二醛质量摩尔浓度。 

1.2.8    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株相关抗逆基因表达分析    分别选取干旱胁迫 0~28 d的野生型植

株、过表达植株、干扰植株叶片进行抗旱基因 RT-qPCR分析，方法及基因筛选参考文献 [11] 。通过

Primer 3 input在线软件设计本次实时荧光定量的引物 (表 1)。 

1.3    数据与分析

使用 SPSS 25进行显著性水平单因素方差分析 (P＜0.05)和多重比较后，利用 GraphPad Prism 7软件
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对结果进行绘图。 

2    结果与分析
 

2.1    核桃 JrGA3ox基因表达对植株生长的影响 

2.1.1    核桃 JrGA3ox 植株的阳性鉴定    对核桃野生

型植株、过表达植株、干扰植株的 JrGA3ox 基因相

对表达量进行 RT-qPCR分析。将野生型植株的

JrGA3ox 基因相对表达量定义为 1.0，结果表明：过

表达植株相对表达量显著高于野生型植株 (P＜
0.05)，是野生型植株的 120倍。干扰植株的 JrGA3ox
基因相对表达量显著低于野生型植株，是野生型植

株的 0.3倍。3种植株的 PCR阳性鉴定结果参照魏

广利[13] 的研究。表明过表达植株和干扰植株均为阳

性植株 (图 1)。 

2.1.2    核桃 JrGA3ox 离体培养植株的生物学功能分

析    分别选取野生型植株、过表达植株、干扰植株

培养 14 d，结果表明：3种植株的株高和节间长有

显著差异 (图 2A)。其中野生型植株的平均株高为

3.21  cm，3株过表达植株的株高分别为 3.57、3.47、3.63  cm，分别是野生型植株的 1.11、1.08和

1.13倍，显著高于野生型植株 (P＜0.05)。3株干扰植株的株高分别为 2.50、2.80和 2.73 cm，显著低于野

生型植株 (P＜0.05)，分别是野生型植株的 0.78、0.87和 0.85倍 (图 2B)。野生型植株的平均节间长为

0.36 cm，3株过表达植株的节间长分别为 0.45、0.43、0.40 cm，显著高于野生型植株 (P＜0.05)，分别是

野生型植株的 1.25、1.19和 1.11倍。3株干扰植株的节间长分别为 0.28、0.31和 0.27 cm，显著低于野生

型植株 (P＜0.05)，分别是野生型植株的 0.78、0.86和 0.35倍 (图 2C)。综上所述，JrGA3ox 基因正调控

核桃植株的生长发育。 

2.1.3    核桃 JrGA3ox 阳性温室苗的生物学功能分析    对核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株不定根

生成 (图 3A)后进行移栽驯化，获得温室苗 (图 3B)。定植培养 30 d时，3种植株间差异显著 (P＜0.05)，
过表达植株温室苗株高及节间长分别是野生型植株的 1.85、1.89倍，干扰植株温室苗的株高及节间长分

别是野生型植株的 0.66、0.71倍。定植培养 60 d时，过表达植株温室苗株高及节间长显著高于野生型植

株 (P＜0.05)，分别是野生型植株的 5.16、1.61倍，干扰植株温室苗的株高及节间长显著低于野生型植

株 (P＜0.05)，分别是野生型植株的 0.64、0.65倍 (图 3C~D)。综上所述，与野生型植株相比，过表达植

株、干扰植株的株高及节间长具有显著变化 (P＜0.05)，进一步证明 JrGA3ox 基因正调控核桃的生长发育。 

2.2    核桃 JrGA3ox基因表达对干旱胁迫的响应 

2.2.1    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株表型的影响    选取生长状态一致的核桃野生型植株、过表达植

株、干扰植株，培养于 DKW+5%PEG 8000 (体积分数)培养基中，观察植株表型变化。0 d时，3种植株

的生长状况良好，叶色深绿。干旱胁迫 14 d时，3种植株间存在明显差异。过表达植株叶片发黄脱落及

 

表 1    RT-qPCR引物
Table 1    Primers for RT-qPCR analysis

引物 序列(5′→3′) 用途 引物 序列(5′→3′) 用途

Actin-F GCCGAACGGGAAATTGTC 内参 QJrPOD-R AGAGACGGTCGTTGAAGGAG RT-qPCR

Actin-R AGAGATGGCTGGAAGAGG 内参 QJrLEA-F CAGCATCACCGACGTTGATT RT-qPCR

QJrSOD-F TTGGAGCCACATATGAGCCA RT-qPCR QJrLEA-R TCAACAATATGCTGTGCGGC RT-qPCR

QJrSOD-R CCTGTCCTGCGTTGTTGAAA RT-qPCR QJrGAI -F TGTTCTGGTTGATTCGCACG RT-qPCR

QJrPOD-F TCAAGCGAAATAGAGGCCCA RT-qPCR QJrGAI -R TAAGTGGCGACCTTTCCCAT RT-qPCR
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Figure 1    Relative expression of JrGA3ox in walnut plants
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萎焉程度明显高于野生型植株，干扰植株生长状态较好，叶片萎焉发黄程度明显低于野生型植株。

28 d时，3种植株均出现生长停滞 (图 4)。初步判断干扰植株的耐旱性强于野生型植株，过表达植株耐

旱性最弱。
 
 

野生型植株 过表达植株 干扰植株

0 d

14 d

28 d

1 cm

图 4    干旱胁迫下 JrGA3ox 基因表达植株表型分析
Figure 4    Phenotypic analysis of JrGA3ox gene expression plants under drought stress

  

2.2.2    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株气孔形态的影响    叶片气孔是植物与土壤、大气之间的重要物

质交换通道，平衡植物光合作用与水分利用[14]。气孔能快速感知干旱[15]，并通过控制气孔开度调控植株

的失水率。对干旱胁迫下 3种植株的气孔开度进行测定，结果显示：随着干旱胁迫时间的延长，3种植

株的气孔开度逐渐下降。干旱胁迫 7~14 d时，过表达植株的气孔开度始终显著高于野生型植株

(P＜0.05)，分别是野生型植株的 1.82、2.27倍；干扰植株的气孔开度始终显著低于野生型植株 (P＜0.05)，
分别是野生型植株的 0.82、1.86倍 (图 5)。综上所述，在干旱胁迫下干扰植株的气孔开度较小，水分

蒸腾速率较慢。 

O−2

2.2.3    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株活性氧质量摩尔浓度分析    植物有氧代谢过程伴随活性氧物质

积累，例如超氧阴离子自由基 ( ·)、过氧化氢 (H2O2)和羟自由基 (·OH)等[16]。在正常生长过程中，机

体内活性氧的产生与清除处于动态平衡。当植物受到干旱胁迫时，该平衡被破坏，引起活性氧物质的过

度积累，导致细胞出现损失甚至死亡现象。
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图 5    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株气孔形态分析
Figure 5    Analysis of stomatal morphology of JrGA3ox positive walnut plants under drought stress
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O−2 ·
O−2

O−2
O−2 O−2

O−2 O−2

0 d时，3种植株染色后叶片 DAB、NBT颜色无显著差异，随着胁迫时间的延长，染色程度逐渐加

深，14 d时过表达植株染色程度较深，干扰植株染色较浅 (图 6A-1，B-1)。对其颜色进行灰度值 (反应色

彩深浅程度，颜色越深，数值越小 )测定，胁迫 14 d时，野生型植株、过表达植株、干扰植株的

DAB染色灰度值分别为 47.67%、32.00%、65.00%，干扰植株显著高于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型

植株的 1.36倍，过表达植株灰度值显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 0.67倍 (图 6A-2)；
野生型植株、过表达植株、干扰植株的 NBT灰度值分别为 22.33%、16.33%、33.67%，干扰植株灰度值

显著高于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 1.50倍；过表达植株灰度值显著低于野生型植株

(P＜0.05)，是野生型植株的 0.73倍 (图 6B-2)。进一步对干旱胁迫下不同时间叶片的 H2O2 及 进行测

定，发现随着干旱胁迫时间的延长，H2O2 及 ·质量摩尔浓度逐渐上升，植株受活性氧伤害程度逐渐加

重。0 d时，野生型植株的 H2O2 和 ·质量摩尔浓度分别为 2.56、63.37 μmol·g−1，过表达植株的 H2O2

和 ·质量摩尔浓度分别为 2.98、73.56 μmol·g−1，干扰植株的 H2O2 和 ·质量摩尔浓度分别 2.54、
58.65 μmol·g−1，3种植株间无显著差异。在干旱胁迫 14 d时达到最大值，差异显著 (P＜0.05)。野生型

植株、过表达植株、干扰植株的 H2O2 质量摩尔浓度分别为 5.54、8.40、4.60 μmol·g−1，过表达植株的

H2O2 质量摩尔浓度显著高于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 1.52倍；干扰植株显著低于野生型

植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 0.83倍 (图 6A-3)。14 d时野生型植株、过表达植株、干扰植株的

·质量摩尔浓度分别为 328.61、352.11、253.49 μmol·g−1，过表达植株的 ·质量摩尔浓度显著高于野

生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 1.07倍，干扰植株显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株

的 0.77倍 (图 6B-3)。综上所述，随着干旱胁迫时间的延长，3种植株受活性氧侵害程度从轻到重依次为

干扰植株、野生型植株、过表达植株，表明干扰植株的抗旱性较强。
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图 6    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株染色灰度值和活性氧质量摩尔浓度分析
Figure 6    Analysis of grayscale reactive oxygen mass molar concentration in JrGA3ox positive walnut plants under drought stress

  

2.2.4    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株叶绿素质量分数的影响    叶绿素质量分数稳定能避免产生过多

自由基对植物造成损伤[17]。对干旱胁迫下核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株叶绿素质量分数进行

测定。结果显示：0 d时，3种植株间叶绿素质量分数差异不显著。随着干旱胁迫时间的延长，叶绿素质

量分数逐渐下降。干旱胁迫 7 d时野生型植株、过表达植株、干扰植株叶绿素质量分数分别为 2.34、
1.96、2.76 mg·g−1。与野生型植株相比，过表达植株叶绿素质量分数较低，干扰植株较高。干旱胁迫

第 41卷第 X期 郑    琳等： 核桃 JrGA3ox 基因表达对生长及干旱胁迫的响应 7



14 d时，野生型植株与过表达植株叶绿素质量分数差异显著，干扰植株显著高于野生型植株 (P＜0.05)，
是野生型植株的 1.60倍。干旱胁迫 21 d时，野生型植株、过表达植株、干扰植株的叶绿素质量分数分

别为 1.40、1.10、1.97 mg·g−1。过表达植株叶绿素质量分数是野生型植株的 0.79倍，显著低于野生型植

株 (P＜0.05)，干扰植株是野生型植株的 1.40倍，显著高于野生型植株 (P＜0.05)。28 d时，过表达植株

叶绿素质量分数为 0.65 mg·g−1，显著低于野生型植

株 (P＜0.05)，是野生型植株的 0.53倍；干扰植株叶

绿素质量分数为 1.76 mg·g−1，显著高于野生型植株

(P＜0.05)，是野生型植株的 1.43倍 (图 7)。综上所

述，干扰 JrGA3ox 基因表达能减少叶绿素的降解，

增强植物光合作用，从而在一定程度上提高核桃的

抗旱能力。 

2.2.5    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株酶促防御

系统的影响     植物在胁迫时产生大量的活性氧物

质，机体则利用抗氧化酶系统来抵御活性氧对植

物造成的伤害。随着干旱胁迫时间的延长，过

氧化物歧化酶、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶呈

先上升后下降的趋势 (图 8)。0 d时，野生型植株的

超氧化物歧化酶、过氧化物歧化酶、过氧化氢酶

活性分别为 112.42×16.67、1 833.33×16.67、17.99×
16.67 nkat·g−1·min−1，过表达植株分别为 89.69×16.67、1 873.00×16.67、19.01×16.67 nkat·g−1·min−1，干扰

植株分别为 140.93×16.67、1 966.67×16.67、19.01×16.67 nkat·g−1·min−1，3种植株间无显著差异。在干旱

胁迫 14 d时，氧化酶活性均达到最高值且差异显著 (P＜0.05)。此时野生型植株、过表达植株、干扰植

株超氧化物歧化酶活性分别为 192.63×16.67、157.24×16.67、259.36×16.67 nkat·g−1·min−1，3种植株间存

在显著差异 (P＜0.05)，过表达植株超氧化物歧化酶活性是野生型植株的 0.81倍，干扰植株是野生型植

株的 1.65倍 (图 8A)；野生型植株、过表达植株、干扰植株过氧化物歧化酶活性分别为 8 760.00×
16.67、7 546.67×16.67、10 186.67×16.67 nkat·g−1·min−1，过表达植株显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是

野生型植株的 0.86倍，干扰植株是野生型植株的 1.16倍，显著高于野生型植株植株 (P＜0.05，图 8B)；
野生型植株、过表达植株、干扰植株的过氧化氢酶活性分别为 22.81×16.67、18.86×16.67、42.30×
16.67 nkat·g−1·min−1，其中干扰植株的过氧化氢酶活性显著高于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的

1.85倍，而过表达植株显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株的 0.83倍 (图 8C)。干扰植株的氧

化酶活性在干旱胁迫 7~28 d时活性始终较高。此结果表明：干旱胁迫下 JrGA3ox 基因负调控相关酶活性

的表达，进而提高植株的抗旱性。 

2.2.6    干旱胁迫对核桃 JrGA3ox 阳性植株丙二醛质量摩尔浓度的影响    植物在胁迫时引起体内活性氧积
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图 8    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株抗氧化酶活性测定
Figure 8    Determination of antioxidant enzyme activities JrGA3ox positive regenerated plants of walnut under drought stress

 

0 7 14 21 28

0

2

4

6

时间/d

叶
绿
素
质
量
分
数
/(
m
g·
g
−1
) aa

b

a
b
c

a

a
ac

c

c

b

b b

不同小写字母表示不同植株间差异显著(P＜0.05)。

野生型植株 过表达植株 干扰植株

图 7    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株叶绿素
质量分数变化

Figure 7    Changes  of  chlorophyll  mass  fraction  of  JrGA3ox  positive

walnut plants under drought stress
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累，发生膜脂过氧化作用，产生丙二醛，对机体造成严重伤害。0 d时，3种植株的丙二醛质量摩尔浓度

差异不显著，约为 0.9 μmol·g−1。随着胁迫时间的延长，各植株丙二醛质量摩尔浓度逐渐上升，在胁迫

28 d时达到最高值且差异显著 (P＜0.05)，野生型植株、过表达植株、干扰植株的丙二醛质量摩尔浓度分

别为 3.38、5.10、2.18 μmol·g−1，过表达植株的丙二醛质量摩尔浓度显著高于野生型植株 (P＜0.05)，是

野生型植株的 1.51倍；干扰植株的丙二醛质量摩尔

浓度显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型植株

的 0.72倍 (图 9)。结果表明：过表达植株的丙二醛

质量摩尔浓度始终较高，其受干旱胁迫程度较大，

说明 JrGA3ox 基因过表达降低了核桃抗干旱能力，

而干扰 JrGA3ox 的表达能提高植株的抗旱能力。 

2.2.7    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株相关抗逆

基因表达分析    SOD、POD 是编码活性氧的抗氧化

酶基因。逆境胁迫时引起 LEA 基因表达，参与调控

抗旱性。GAI 基因是编码 DELLA蛋白的关键基

因，而 DELLA蛋白是抗逆境胁迫中多种植物激素

的调控中心。以上基因的表达可以反映植株在干旱

环境中的抗性。对野生型植株、过表达植株、干扰

植株在干旱胁迫 0~28 d时 SOD、POD、LEA、GAI
基因进行 RT-qPCR检测 (图 10)，结果显示：各植株

SOD、POD、GAI、LEA 基因的相对表达量随干旱胁迫时间的延长呈先上升后下降趋势，在干旱胁迫

14 d时相对表达量最高，将野生型植株的各基因相对表达量定为 1.00，干扰植株 SOD、POD、GAI、
LEA 的相对表达量显著高于野生型植株 (P＜0.05)，分别为野生型植株的 3.95、1.91、1.94和 1.24倍；过

表达植株 SOD、POD、LEA、GAI 相对表达量与野生型植株无显著差异。在 21 d时，SOD、POD、GAI 、
LEA 基因相对表达量开始下降，干旱胁迫 28 d时相对表达量达最低，过表达植株 SOD、POD、LEA 基

因相对表达量与野生型植株差异不显著，GAI 基因相对表达量显著低于野生型植株 (P＜0.05)，是野生型

植株的 0.50倍；干扰植株与野生型植株相比 POD 基因相对表达量差异不显著，SOD、GAI、LEA 基因相

对表达量显著高于野生型植株 (P＜0.05)，分别是野生型植株的 2.52、1.78、3.13倍。综上所述，JrGA3ox
基因负调控 SOD、POD、LEA、GAI 基因的表达，提高植株的耐旱能力。 

3    讨论
 

3.1    核桃 JrGA3ox基因表达对植株生长发育的影响

研究表明：赤霉素通过刺激细胞伸长促进植株节间生长，从而引起植株高度改变。过表达 CcGA3ox
基因的山核桃 Carya cathayensis 植株高度显著增加，节间明显伸长[13]；水稻 Oryza sativa 的 OsGA3ox 基

因在不同细胞内合成内源赤霉素，调控植株生长发育[18]。在本研究中，对核桃 JrGA3ox 基因表达植株进

行表观形态验证，结果表明：核桃 JrGA3ox 基因过表达植株的株高及节间长显著高于野生型，JrGA3ox
基因干扰植株呈现矮化状态，其株高及节间长显著低于野生型。这与前人研究结果相似。 

3.2    核桃 JrGA3ox基因表达对干旱胁迫的响应

研究表明：GA3ox 基因在苹果 Malus pumila、黄瓜 Cucumis sativus 等植株中表达可调控机体的非生

物胁迫。本研究对核桃野生型植株、过表达植株及干扰植株径干旱胁迫处理后的植株表型、生理生化指

标和相关抗性基因进行测定，结果表明：干旱胁迫时过表达植株长势较弱，其叶片发黄萎焉程度明显高

于野生型植株，而干扰植株生长状态良好。

在干旱胁迫下，植物通过控制气孔开闭调控叶片的蒸腾速率[19]。植物受到胁迫时会促进气孔关闭，

减慢蒸腾速率，保持植株含水量。本研究对 3种植株干旱胁迫时气孔开度进行测定，结果表明：干扰植

株气孔开度显著低于野生型植株，这与小麦 Triticum aestivum[20]、银腺杨 Populus alba ‘Berolinensis’[21]

 

0 7 14 21 28

0

2

4

6

时间/d

丙
二
醛
质
量
摩
尔
浓
度
/(μ

m
ol·
g
−1
)

不同小写字母表示不不同植株间差异显著(P＜0.05)。

野生型植株 过表达植株 干扰植株

a

aa a

a a

a

b b b

b

b
cc

c

图 9    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株丙二醛
质量摩尔浓度变化

Figure 9    Changes  in  the  molar  concentration  of  malondialdehyde  in

walnut  JrGA3ox  positive  regenerated  plants  under  drought

stress
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和油茶 Camelia oleifera[22] 在受到干旱胁迫时的气孔变化一致，表明较低气孔开度的植株具有较强的耐旱

性。研究表明：叶绿素质量分数直接影响植株光合作用[23]。在干旱环境中叶绿素质量分数稳定可以增强

植株适应干旱的能力[24]。本研究中，3种植株的叶绿素质量分数随干旱胁迫时间的增加都出现了降低态

势，其中干扰植株的叶绿素质量分数始终显著高于其他 2种植株，说明干扰植株的叶绿素质量分数较稳

定，该植株的抗旱能力较强。植物在非生物胁迫时过量积累活性氧，产生氧化胁迫反应，此时机体通过

引起酶系统 (超氧化物歧化酶、过氧化物歧化酶、过氧化氢酶)和非酶物质的增多来清除多余的活性氧，

维持植株稳定性[25]。本研究检测了 3种植株的超氧阴离子自由基、过氧化氢、超氧化物歧化酶、过氧化

物歧化酶、过氧化氢酶活性，结果表明：随着干旱胁迫持续时间的增长，过表达植株的活性氧物质增加

明显超过野生型植株，说明过表达植株在干旱胁迫中更易受到伤害，产生较多的活性物质；而抗氧化酶

活性随着干旱时间延长，整体呈现先上升后下降的趋势，且干扰植株体内的抗氧化酶活性始终高于野生

型植株，说明干扰植株的抗旱性优于野生型植株。植物受到干旱逆境胁迫时引起丙二醛积累，进而引起

细胞膜流动性下降、透性增强，因此丙二醛质量摩尔浓度是植物遭受逆境时的常用指标。有研究表明：

麻栎 Quercus acutissima、皂荚 Gleditsia sinensis、白蜡 Fraxinus chinensis 等植物在干旱胁迫下丙二醛质量

摩尔浓度均上升，其中麻栎的丙二醛质量摩尔浓度变化更为稳定，变化幅度较小，说明麻栎相比皂荚、

白蜡，具有更好的抗旱性[26]。本研究测定了干旱胁迫下核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株体内丙

二醛质量摩尔浓度，发现随着胁迫时间的增加，3种植株的丙二醛质量摩尔浓度均呈现上升趋势，其中

干扰植株较为稳定，与前人研究结果一致，因此，推测干扰植株抗旱性较强。

DELLA蛋白是 GAs 信号通路中的抑制因子，参与赤霉素合成，影响植物的非生物胁迫。有研究表

明：植物 GAs降低由 DELLA蛋白 (GAI、RGA、RGL1、RGL2、RGL3[27])介导完成。GID1感知 GAs信
号后形成 GAs-GID1复合体，促使 EL1 (Earlier flowering1)蛋白和 SPY (SPINDLY)蛋白磷酸化，激活

DELLA蛋白活性后与 GA-GIDI复合物结合，形成 GA-GID1-DELLA三聚体，诱发 26S蛋白酶降解阻遏

DELLA蛋白，进而调控相关基因，刺激植物生长[28]。植物处于逆境时可促进编码保护蛋白的 LEA 基

因、编码 DELLA蛋白的 GAI 基因以及编码抗氧化酶的相关基因 SOD、POD 等表达。因此，推测在干旱

胁迫下，赤霉素氧化酶基因表达能调控植株体内的 GAs，使 DELLA 不断积累，并参与脱落酸逆境调

控，调节下游相关抗性基因。本研究通过 RT-qPCR检测了核桃野生型植株、过表达植株、干扰植株在
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图 10    干旱胁迫下核桃 JrGA3ox 阳性植株相关抗逆基因定量表达分析
Figure 10    Quantitative expression of related stress resistance genes in JrGA3ox positive plants of walnut under drought stress
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干旱胁迫下相关抗性基因 GAI、SOD、POD、LEA 的相对表达量，结果表明：JrGA3ox 基因负调控相关

抗旱基因表达，从而调控植株的抗旱性。 

4    结论

核桃 JrGA3ox 基因负调控植株抗旱性。在干旱胁迫下，核桃 JrGA3ox 基因干扰植株的叶绿素质量分

数稳定，气孔开度降低，丙二醛质量摩尔浓度变化幅度较小，活性氧产生较少， 过氧化物歧化酶、超氧

化物歧化酶和过氧化氢酶等防御酶活性提高。研究结论为核桃育种应用提供了理论依据，为改变基因型

提高植株抗旱性提供了参考依据。
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