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摘  要：采用 35S 启动子控制 Arabidopsis General Regulatory Factor 9 (AtGRF9) 在两个转基因番茄株系(E2，E7)中高效表达，以野

生型番茄 WT、转基因番茄 E2 和 E7 三个株系为试验材料，在水培条件下用 20% 聚乙二醇(PEG 6000)模拟干旱胁迫，探究了拟南

芥 14-3-3 蛋白 GRF9 能否增强番茄根系响应水分胁迫的能力。结果表明：①在干旱胁迫下，野生型番茄和转基因番茄的根系形态指

标均受到不同程度的抑制，WT、E2 和 E7 三个番茄材料相对总根长的受抑制程度分别为 43%、28%、30%，相对根表面积的受抑

制程度分别为 46%、33%、35%，相对根体积的受抑制程度分别为 47%、32%、29%，相对根直径的受抑制程度分别为 29%、21%、

22%。②在响应干旱胁迫时，转基因番茄根系蔗糖含量比野生型番茄高 20%，根系干物质量比野生型番茄高 23%。③在干旱胁迫时，

转基因番茄根系质膜 H+-ATPase 酶活性较高，具有较强的分泌质子的能力，其根系泌酸量比野生型番茄高 35%。因此，GRF9 能够

促进番茄根系蔗糖含量的增加和干物质的累积、增强根系分泌质子的能力，这对于转基因番茄根系在总根长以及根表面积、根体积

和根直径的生长以响应干旱胁迫的过程中具有重要作用。 
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Abstract: In order to improve water stress tolerance of tomato (Solanum lycopersicum) plants, an expression vector containing 

an arabidopsis 14-3-3 protein, Arabidopsis General Regulatory Factor 9 (AtGRF9) cDNA driven by a cauliflower mosaic virus 

35S promoter was transferred into tomato plants. Tomato wild-type (WT), two lines of GRF9-overexpressing tomato plants (E2, 

E7) were treated with 20% polyethylene glycol (PEG6000) to induce water stress under hydroponic culture conditions. Results 

showed: 1) The degree of water stress tolerance of transgenic tomato plants was found to be significantly greater than that of 

wild-type tomato plants as measured by root architecture development. The relative inhibition ratio of total root length of three 

lines tomato plants (WT, E2, E7) was 43%, 28% and 30%, respectively; the relative inhibition ratio of root surface area of three 

lines tomato plants (WT, E2, E7) was 46%, 33% and 35%, respectively; the relative inhibition ratio of root volume of three lines 

tomato plants (WT, E2, E7) was 47%, 32% and 29%, respectively; the relative inhibition ratio of root diameter of three lines 

tomato plants (WT, E2, E7) was 29%, 21% and 22%, respectively. 2) GRF9 favored the accumulation of sucrose in transgenic 

tomato (E2, E7) roots, and the root dry weight was 23% higher than that of WT. 3) In addition, GRF9 enhanced the activity of 

plasma membrane H+-ATPase in transgenic tomato (E2，E7) roots, and the root proton secretion was 35% higher than that of WT. 

Taken together, all the results indicated that under PEG-induced water stress, GRF9 is involved in enhancing proton secretion and 

accumulating more sucrose in the root to guarantee greater root architecture development on total root length, root surfaces area, 
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root volume and root diameter. Therefore, Arabidopsis GRF9 plays an important role for tomato plants response to water stress. 
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农业是对水分需求较大的产业，水资源短缺是限

制农业生产的 重要因子之一。番茄 (Solanum 

lycopersicum)是世界上种植面积较大的主要设施蔬

菜作物和重要的经济作物，茎叶繁茂、蒸腾作用强、

果实含水量达 80% ~ 90%，其生长发育对水分的要求

较高[1-3]。因此作物对水分胁迫的反应一直是研究的

热点。研究发现，植物在进化过程中，已经拥有一些

完善的适应水分胁迫的生物学机制[4-5]。根系是植物

感知和承受环境水分胁迫的主要部位，调控根系生

长是植物适应水分胁迫的其中一个重要的生理机

制 [6-8]。长期水分亏缺，根系在大小和形态分布上会

做出适应性调整，对水分亏缺适应性强的植物一般会

有较发达的根系，增强利用地下深层的水分，满足植

株整体的需水要求[6-9]。 

在拟南芥中已发现有 15 个 14-3-3 蛋白家族亚

型，其中 GRF9 是拟南芥 14-3-3 蛋白家族中的一个

成员[10-11]。GRF9 能够调控拟南芥根系生长，通过激

活根系质膜 H+-ATP 酶活性以及调控地上部碳水化合

物向根系运输的方式促进拟南芥总根长和增强拟南

芥根系对水分胁迫的适应能力 [12-16]。但是，导入

AtGRF9 能否增强蔬菜作物番茄的根系对干旱胁迫的

耐受性，尚不清楚。并且，如果转 AtGRF9 基因的番

茄根系对干旱胁迫的耐受性确实有所提高，是否根系

形态参数的根表面积、根体积和根直径均发生了相适

应的改变，目前也不清楚。 

因此，本次研究通过对比 AtGRF9 过表达番茄的

两个转基因株系 E2 和 E7 以及野生型番茄 WT 三个

番茄材料对 20% 聚乙二醇(PEG 6000)模拟水分胁迫

的根系响应过程，以探究 AtGRF9 的超量表达能否促

进番茄根系总根长以及根表面积、根体积、根直径的

共同生长以提高对水分胁迫的适应性。 

1  材料与方法 

1.1  供试植物材料 

中蔬四号番茄(Solanum lycopersicum L. cvZhongshu 

No. 4)(WT)，购自南京市金祥种业有限公司。构建受

35S 启动子控制的植物表达载体，通过农杆菌介导的

方法[17]，将 AtGRF9 基因导入 WT 番茄，获得转

AtGRF9 基因番茄(E2、E7)。 

选取饱满的 WT、E2 和 E7 三个番茄材料的种子

在自来水中浸泡 15 min，用 75% 酒精浸泡 30 s，用

纯净水冲洗；再用 2%(w/v)的 NaClO 溶液剧烈振荡灭

菌 15 ~ 20 min，用纯净水冲洗；置于(30±1) ℃培养箱

黑暗萌发。 

1.2  试验设计 

水培试验：将发芽后的番茄种子转移至带有网眼

的塑料托盘中，托盘置于装有 5 L 0.5 mmol/L CaCl2

溶液的周转箱中至番茄子叶展开，周转箱内的溶液用

1/5 Hoagland 营养液替换。于人工气候室内，待长出

一片真叶后，将番茄苗转移至含有 1 L 1/2 Hoagland

营养液的塑料罐中(每块植物板上 5 个孔，每孔 1 株

幼苗，共 5 株幼苗一个塑料罐)培养，溶液 pH 为 6.0，

每 2 d 更换一次营养液。待长出 2 ~ 3 片真叶(共培养

18 d)，将每个品种分成两组，加入含 20% PEG6000

的 1/2 Hoagland 营养液作为水分胁迫处理组(LW)，不

含 PEG6000 的 1/2 Hoagland 营养液作为对照组(CK)，

处理 6 d。试验重复 3 次。 

植物生长的人工气候室条件为相对湿度 70%，

光照、温度昼夜循环：16 h 光照、25 ℃，8 h 夜晚、

22 ℃，光照强度 200 ~ 250 μmol photons/( m·s)。 

1.3  测定项目和方法 

1.3.1  DNA、RNA 提取及 PCR、Real-time PCR 鉴

定    植物 DNA、RNA 均提取自整株番茄幼苗，

DNA 采用 CTAB 法提取，参考王关林和方宏筠[18]的

方法。PCR 所用引物用 Primer 5 设计(F 段序列为

5′-AAGAGCGTGACACTTTCG-3′ ； R 端 序 列 为

5′-CAGCAGCAGTAGTAGCAATC)，扩增产物大小为

474 bp。RNA 提取以及 Real-time PCR 反应参考 Li

等[19]的方法。表 1 中的引物均是用 Primer 5 设计，

选用番茄中表达较强的“ house-keep ”基因 Le 

α-tubulin 作为基因表达量的对照。 

1.3.2  根系形态参数测定    用 WinRHIZO 根系分

析仪(WinRHIZO，Regent，Canada)扫描分析总根长、

根表面积、根体积和根直径[21]。将正常水分培养(CK)

下的各株系番茄根系的各项形态指标的绝对值定义

为 100%，则水分胁迫(LW)下各株系番茄根系的各形

态指标变化的相对抑制率=(1–处理组各形态指标/对

照组各形态指标)×100%。 

1.3.3  植物干物质量测定    番茄植株地上部和根

系分离后，105 ℃杀青 30 min，70 ℃烘干至恒重。 

1.3.4  蔗糖含量测定    称取 0.1 g 植物干样粉末，

加入 8 ml 80% 乙醇，80 ℃水浴 30 min 后取上清液 
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表 1  本次试验用的引物 
Table 1  Gene-specific primers used in this study 

基因 序列号 特异引物 (5′~ 3′) 产物大小(bp) 参考文献 

AtGRF9 AT42590 F: TGGGTTCTGGAAAAGAGCGTGACACT 
R: CGAGAAGATCCTCCACGAAGCTCTCC 

200 本研究  

LePT1 AF022873 F: GTATGCTGTTCACATTCTTGGTTCC 
R: TCTCTTTCTAATCCCAAATACCACA 

208 Gao 等[20] 

LePT2 AF022874 F: CATTGGACACTGGAGGCTAACC 
R: ATAAGAACCCATACGCTCCCA 

199 Gao 等[20] 

Le α-tubulin   TC115716 F: TGAACAACTCATAAGTGGCAAAG 
R: TCCAGCAGAAGTGACCCAAGAC 

198 Gao 等[20] 

 
0.9 ml，加入 0.1 ml 2 mol/L NaOH 沸水浴 10 min，冷

却后加入 1 ml 0.1% 间苯二酚和 3 ml 10 mol/L HCl 

80 ℃水浴 1 h，冷却后用紫外/可见光分光光度计进行

比色测定[22]。 

1.3.5  根系泌酸量测定    处理 6 d后的番茄幼苗培

养 6 h 后的营养液回收，用 0.1 mmol/L NaOH 滴定，

根据消耗的 NaOH 量计算质子分泌量[23]。 

1.3.6  根系质膜 H+-ATPase 酶活性测定    质膜 H+- 

ATPase 酶的提取和质膜 H+-ATPase 酶活性参考

Zhang 等[24]和 Shen 等[25]的方法。 

1.4  数据处理与分析 

采用 Excel 和 SPSS 20 软件进行数据处理和统

计分析，LSD 法进行差异显著性检验。 

2  结果 

2.1  转基因 AtGRF9 番茄植株的确认及其转录水

平的验证 

AtGRF9 基因的 cDNA 通过农杆菌介导方法导入

中蔬四号番茄获得转基因株系[17]，通过加代获得 T2

代纯合系的转基因株系 E2 和 E7。用 PCR 技术鉴定

转基因植物为 AtGRF9 导入的番茄，结果如图 1A 所 

示，转基因番茄植株的基因组中含有 AtGRF9 基因片

段。此外 Real-time PCR 可以检测 GRF9 是否在转基

因番茄中正常表达。本研究将培养 18 d 的番茄苗液

氮冷冻、研磨、提取 RNA 后，用 Primer 5 设计的

AtGRF9 阅读框的一对引物 F: TGGGTTCTGG-

AAAAGAGCGTGACACT；R:CGAGAAGATCCTCCA-

CGAAGCTCTCC 对试验材料进行鉴定，如图 1B 所

示，拟南芥 GRF9基因没有在野生型番茄 WT中表达，

但同时在 E2 和 E7 两个转基因番茄品种中有高效表

达量，说明 AtGRF9 能够在番茄中表达。 

2.2  水分胁迫对番茄根系形态的影响 

如图 2 所示，水分胁迫处理 6 d 后，番茄根系总

根长、根表面积、根体积和根直径的生长均受到了不

同程度的抑制，但转基因番茄两个株系的抑制程度明

显低于野生型番茄，WT、E2 和 E7 三个番茄材料总根

长的相对抑制率分别为 43%、28%、30%，根表面积

的相对抑制率分别为 46%、33%、35%，根体积的相

对抑制率分别为 47%、32%、29%；根直径的相对抑

制率分别为 29%、21%、22%。可见，GRF9 基因在维

持转基因番茄响应干旱胁迫下的根系大小和形态指标

上具有重要作用。 

 

(图 A 中 M 为标准 DNA 分子，1 ~ 8 为 E2 株系，9 ~ 15 为 E7 株系；WT 为野生型株系；图 B 中 WT 为野生型番茄， 

E2、E7 为转 AtGRF9 番茄；下同) 

图 1  AtGRF9 基因在番茄株系基因组 DNA 片段中的鉴定(A)及在转基因番茄中的 Real-time PCR 表达量(B) 
Fig. 1  PCR analysis of GRF9 gene (A) and relative expression of GRF9 gene (B) 
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(*表示同一处理不同株系番茄根系间差异达 P<0.05 显著水平，n=9) 

图 2  水分胁迫下各株系番茄根系各形态指标变化的相对抑制率 
Fig. 2  Relative inhibition ratios of tomato root architecture parameters under water stress 

 

2.3  水分胁迫对番茄地上部和根系干物质量及蔗

糖含量的影响 

在模拟干旱胁迫条件下，各株系番茄地上部和根

系的生长均受到了一定程度的抑制。从图 3A 和图 3B

中可以看出，野生型番茄受水分胁迫影响较为严重，

地上部干物质量下降了 34%，根系干物质量下降了

27%；而转基因番茄地上部干物质量仅下降 19%，根

系干物质量仅下降 14%。 

 

(柱图上方不同小写字母表示处理间差异达 P<0.05 显著水平(n=9)，下同) 

图 3  水分胁迫下各株系番茄地上部和根系干物质量及蔗糖含量 
Fig. 3  Dry matter weights and sucrose contents in tomato shoots and roots under water stress 

 

进一步比较 WT、E2 和 E7 番茄根系蔗糖含量以

及根系和地上部蔗糖含量的比值(图 3C 和 3D)，转基

因番茄在水分胁迫下其根系蔗糖含量相比野生型显

著高出约 20%，同时转基因番茄根系和地上部蔗糖含
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量比值在水分胁迫下上升了 10%，而野生型却下降了

7%，但 3 个株系地上部蔗糖含量无显著差异。这些

结果说明，GRF9能够促进番茄根系蔗糖含量的增加、

干物质的积累。 

2.4  水分胁迫对番茄根系泌酸量和质膜 H+-ATP

酶活性的影响 

图 4A 和 4B 显示，在模拟干旱胁迫下，转基因

番茄根系质子泌酸量和根系质膜 H+-ATP 酶活性受水

分胁迫的抑制程度较小，分别抑制了 18% 和 20%，

而野生型番茄受到较为严重的抑制，分别抑制了 33% 

和 30%。转基因番茄的泌酸量和质膜 H+-ATP 酶活性

分别比野生型高 33% 和 27%。说明 GRF9 能够促进

番茄根系质子分泌，维持根系较好地生长以提高对水

分胁迫的耐受性。 

 

 

图 4  水分胁迫下各株系番茄根系的泌酸量和质膜 H+-ATP 酶的活性 
Fig. 4  Proton extrusion or PM H+-ATPase activity in tomato roots under water stress 

 

3  讨论 

番茄是世界上种植面积较大的主要设施蔬菜和

重要的经济作物，也是我国主要的设施蔬菜之一，尤

其在新疆等地加工番茄也形成区域化布局、产业化生

产[26-27]。番茄生长发育对水分的要求较高[1-3]。然而，

我国水资源匮乏，约一半的国土面积为干旱和半干旱

地区[27-28]。由于水分短缺造成的干旱，严重影响了植

物的生长发育，造成作物减产[29-30]，因此，提高以番

茄为代表的作物的抗旱能力成为现代植物育种工作

急需解决的关键问题。根系是植物重要的组成部分，

是植物吸收养分和水分的重要器官，能够 先感知植

物生长的土壤环境变化[8,14,31-33]。研究认为，对干旱

敏感的作物，其根系生长受抑制程度会比耐干旱品种

明显，抗旱品种具有较为发达的根系，因而在筛选作

物耐旱品种时，常常把干旱胁迫下作物根总长、根表

面积、根体积和根直径这些根系形态指标的变化作为

选种的参考依据[2,8,33-35]。虽然拟南芥 GRF9 过表达株

系的总根长在 10% PEG8000 模拟的干旱胁迫下，相

比野生型拟南芥、拟南芥 grf9 突变体而言，表现出

较强的生长能力[12]；但目前并不清楚该基因是否可

以在模式蔬菜番茄中起作用，同时也不清楚 GRF9 是

否能够使根系形态方面的根表面积、根体积和根直径

也发生适应性的变化以满足植物对水分的需求。在本

研究中，正常水分培养(CK)下，3 个株系(WT、E2、

E7)总根长的绝对值分别为 528、497、504 cm，根表

面积绝对值分别为 36.2、33.7、34.1 cm2，根体积绝

对值分别为 0.213、0.188、0.183 cm3，根直径绝对值

分别为 0.257、0.250、0.248 mm。图 2 结果表明，20% 

PEG6000 模拟的干旱胁迫处理 6 d 后，转基因番茄的

两个株系(E2、E7)不仅总根长的生长能力大于野生

型，而且根系的根表面积、根体积和根直径的生长受

抑制程度也明显比野生型番茄小。说明 GRF9 减缓了

干旱胁迫对番茄根系在总根长、根表面积、根体积和

根直径生长的抑制作用。相比野生型番茄，转 AtGRF9

基因番茄根系的总根长、根表面积、根体积和根直径

在响应水分胁迫的生长中更有优势。 

植物为了促进根系生长，会适当减弱地上部的生

长将光合作用产生的碳水化合物转运到根系作为补

偿来适应干旱胁迫[14,36]。研究认为 14-3-3 蛋白通过

与其他互作蛋白相互作用参与植物中很多的新陈代

谢过程，调控植物生长发育，提高植物适应环境胁迫

的能力[15,37]。利用转反义技术减少 14-3-3 蛋白 GF14ɛ

和 GF14μ 在拟南芥中表达，致使拟南芥叶片中的淀

粉累积增加，而蔗糖含量减少[38]。14-3-3 蛋白对蔗糖

磷酸合成酶的调控，使得植物偏向于将地上部光合作

用产生的碳水化合物通过韧皮部向下运输给根系，为

根系在干旱胁迫下的生长提供能源物质，有助于植物

根系扩大吸收面积，吸收更多的水分适应干旱胁迫的

环境[12,32,36,39-40]。图 3A 和 3B 中，野生型和转基因番

茄的地上部和根系干物质量均受到了水分胁迫的影

响，但转基因番茄的根系干物质量依然高于野生型番



第 1 期 章丽丽等：拟南芥 14-3-3 蛋白 GRF9 调控番茄根系响应水分胁迫的生理机制 79 

 

http://soils.issas.ac.cn 

茄。通过进一步研究不同处理下各株系番茄地上部和

根系蔗糖含量的变化，结果显示(图 3C 和 3D)，GRF9

增加了番茄根系蔗糖含量，使得根系蔗糖含量占比地

上部蔗糖含量高于正常水分培养下的番茄。本研究推

测，GRF9 可能像在拟南芥中一样，参与调控番茄地

上部光合作用产物向根系运输，为根系响应水分胁迫

的生长提供能源物质[12,15]。 

另外，植物细胞酸化生长学说认为细胞的伸长是

由质子酸化引起细胞壁疏松而诱发的，而植物根系的

生长需要依赖于根系细胞的伸长[41]。植物中的 14-3-3

蛋白通过与质膜 H+-ATP 酶自抑制区的结合建立一个

高活性不稳定的 ATPase:14-3-3 蛋白复合体，以激活

质膜 H+-ATP 酶的活性，质膜 H+-ATP 酶转运质子促

使根系能够向细胞外分泌更多的质子，参与根系生

长[42]。本试验发现，GRF9 能够提高番茄根系质膜

H+-ATP 酶的活性，尤其是在水分胁迫下，其活性比

同一处理下的野生型番茄高 25%。因而，干旱胁迫下

的转基因番茄相比野生型番茄根系有较强的分泌质

子的能力，转基因番茄根系泌酸量高出野生型

33%(图 4A 和 4B)，有利于转基因番茄根系的伸长。 

4  结论 

拟南芥 14-3-3 蛋白 GRF9 如同在拟南芥中一样，

通过影响番茄根系的蔗糖含量以及调控根系质膜

H+-ATP 酶活性，使得转基因番茄根系的生长能力显

著高于野生型。另外，GRF9 也通过促进根系的总根

长、根表面积、根体积和根直径，提高番茄植物对干

旱胁迫的适应能力。作为模式蔬菜的抗旱品种，该转

基因番茄在节水农业中的应用值得后续进一步探讨。

但干旱对植物形态和生理指标的影响很复杂，GRF9

能否通过其他途径提高番茄对干旱胁迫的抗性还需

要进一步研究。 
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