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大豆GmCWIN3基因的克隆及转基因拟南芥株型鉴定

牟可欣，周芳雪，冯雯蜜，于 哲，周丽娟，曾雨欣，井 妍，李海燕
（海南大学热带农林学院/南繁学院（三亚南繁研究院），三亚 572025）

摘要： 植物细胞壁转化酶（CWIN，cell wall invertase）可以催化蔗糖水解为葡萄糖和果糖，在植物生长发育过程中具有重

要作用。为探究GmCWINs在大豆株高、分枝数等株型发育过程中的功能，本研究克隆到1个该基因家族成员GmCWIN3，序列

分析结果显示，GmCWIN3基因的CDS全长为1728 bp，其编码575个氨基酸。GmCWIN3蛋白二级结构中无规则卷曲结构占

比最大，为48.17%；蛋白质三级结构显示该基因编码了一种细胞壁转化酶。GmCWIN3基因启动子区具有多个光响应元件，同

时也具有响应生长素、赤霉素及昼夜节律的顺式作用元件。进一步地分析生长素和赤霉素诱导下GmCWIN3的表达模式，发

现GmCWIN3基因能在反应初期快速地响应两种激素的诱导。构建GmCWIN3基因的植物表达载体并完成其在拟南芥中的过

表达，对转基因株系及野生型拟南芥的细胞壁转化酶活性和蔗糖含量进行测定，结果表明转基因拟南芥中细胞壁转化酶活性

显著提高，且蔗糖含量显著降低。此外，对植株表型进行观察和统计，发现与野生型相比，过表达植株的株高和分枝数均显著

增加。综上所述，本研究推测GmCWIN3基因可能通过调节体内蔗糖的水解，从而参与生长素及赤霉素介导的大豆株高及分

枝数等性状的形成过程。本研究结果为进一步探究GmCWIN3基因调控大豆株型相关性状的分子机制研究奠定了基础。
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Cloning of Soybean GmCWIN3 Gene and Identification of Plant 
Architecture in Transgenic Arabidopsis

MOU Kexin，ZHOU Fangxue，FENG Wenmi，YU Zhe，ZHOU Lijuan，ZENG Yuxin，JING Yan，LI Haiyan
（College of Tropical Agriculture and Forestry， Hainan University/School of Breeding and Multiplication 

（Sanya Institute of Breeding and Multiplication），  Sanya 572025）

Abstract：Cell wall invertase （CWIN） is an enzyme that catalyzes sucrose hydrolysis to glucose and 

fructose， and plays an important role in plant growth and development. To explore the function of GmCWINs in 

plant architecture， particular in plant height and branch number， GmCWIN3， a member of GmCWINs family 

was cloned in our study. The sequence analysis results showed that the total CDS length of GmCWIN3 gene was 

1728 bp and it encoded 575 amino acids. The secondary structure of GmCWIN3 protein exhibited that the 

irregular coil structure accounted for the largest proportion （48.17%）， and the tertiary structure of the protein 

revealed that GmCWIN3 encoded a cell wall invertase. Except for several photo-responsive cis-acting elements， 

some elements associated with the process of growth and development were also found in the promoter region of 

GmCWIN3， such as auxin responsive element， gibberellin responsive element and circadian rhythm element， 

etc. Further， through the assay of exogenous spraying different hormones， it was found that GmCWIN3 gene 

could rapidly respond to the induction of auxin and gibberellin in the initial reaction period. The GmCWIN3 gene 
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overexpression vector was constructed and the transgenic GmCWIN3 Arabidopsis plants were obtained. The cell 

wall invertase activity and sucrose content of the transgenic Arabidopsis and wild type plants were measured. The 

results showed that the cell wall invertase activity of transgenic plants was significantly higher than that in the 

wild type plants， and the sucrose content was significantly decreased. Additionally， the phenotype identification 

exhibited that the plant height and branch number of the transgenic plants were significantly increased compared 

with the wild type plants. In summary， this study speculated that GmCWIN3 gene may be involved in the 

development of regulating soybean plant height and branch number mediated by hormones signaling process 

through the regulation of sucrose hydrolysis. Our study laid a foundation for further exploring the molecular 

mechanism of GmCWIN3 in regulating soybean plant architecture related traits.

Key words： soybean；cell wall invertase；sucrose；hormone induction；plant architecture

大豆（Glycine max（L.） Merr）是重要的粮油饲

兼用作物，种子中富含丰富的油脂和蛋白质，对人

类的营养健康有着重要作用［1］。大豆起源于我国，

已有 5000多年的栽培历史［2］。然而，近些年来，国

内大豆单产低、总产不足，使得我国大豆进口依赖

度显著提高［3］，无法有效保障国家大豆的粮食安全。

因此，如何提高我国大豆产量是国内育种家亟需解

决的难题。大豆产量是一个综合性的复杂性状，受

到多种因素的影响，其中株高、分枝数等株型相关

性状是决定大豆高产的重要因素。

植 物 细 胞 壁 转 化 酶（CWIN/CWI， cell wall 

invertase）是一种催化蔗糖水解为葡萄糖和果糖的

酶，广泛存在于植物的细胞壁中，参与糖分的运输

和信号转导［4］。研究表明在拟南芥［5］、水稻［6］、苹

果［7］、木薯［8］、葡萄［9］和番茄［10］中，分别存在 6 个、8

个、3个、6个、1个和4个CWINs基因，它们在植物的

生长发育、逆境响应及果实品质等方面发挥着重要

的作用。CWIN催化蔗糖裂解成己糖后，通过来自

韧皮部的蔗糖转运蛋白（SUT， sucrose transporters）

将其卸载到质外体库细胞中［11］。库组织中释放的

己糖可能进入细胞内区室进行代谢、多糖合成和基

因调控，或进入细胞外区室响应真菌定植和防御相

关反应［12-13］。因此，CWIN 对库器官的发育会产生

重大影响，并在响应环境刺激方面发挥重要作

用［14-15］。研究发现，玉米和水稻 CWIN 基因沉默的

突变体，结出的种子较小［16-17］；在番茄中，通过沉默

CWIN 的抑制基因提高了 CWIN 的酶活性，则会导

致种子变大［18］。此外，过表达烟草和番茄的CWIN

基因会延缓叶片衰老，并增加植株的抗旱能力［19-20］。

在拟南芥中，CWIN基因被视为病原体诱导的植物

防御的必要组成部分［21］。经预测发现，大豆中的

CWINs（CWIs）基因共有12个，且具有不同的组织表

达特异性。其中，GmCWI7和GmCWI12主要在花中

表达，GmCWI8、GmCWI9 和 GmCWI11 在叶中表达

较 高 ，GmCWI1~GmCWI4、GmCWI6、GmCWI8 和

GmCWI9等基因在根中表现出高水平的表达［22］；而

GmCWI3、GmCWI4、GmCWI6、GmCWI7、GmCWI8

和 GmCWI12 则在发育中的种子中表达较高［23］。

Dimou等［24］最先报道了GmCWIN1在根发育过程中

的时空表达模式，并推测GmCWIN1蛋白可能参与

了蔗糖在质外空间的部分水解过程。Tang等［23］研

究发现GmCIF1特异性抑制大豆中的CWINs基因，

GmCIF1在细胞壁转化酶的翻译后调控中发挥着重

要作用，从而在组织特异性水平上影响大豆种子发

育和蔗糖水解。综上所述，CWINs基因具有不同的

组织特异性表达模式，并且在调控植物种子大小、

逆境胁迫等多种生物学过程中具有重要作用。然

而，该基因家族调控植株株高、分枝数等株型性状

的研究还鲜有报道。

本研究旨在探究GmCWIN3基因在调控植物株

型发育过程中的作用。首先，克隆GmCWIN3基因，

并对其进行生物信息学分析及激素诱导的基因表

达模式分析。其次，利用农杆菌浸花法转化拟南芥

Col-0，测定转基因拟南芥的细胞壁转化酶活性和蔗

糖含量；同时，对转基因拟南芥的株高及分枝数进

行表型鉴定。本研究将为进一步明确大豆和其他

物种CWIN基因家族的功能提供依据，为大豆理想

株型相关性状的遗传改良及分子育种提供重要的

基因资源。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究所使用的试验材料包括栽培大豆品种

Williams82和拟南芥Col-0，均由本实验室保存。播

种所用基质为 1∶1配比的蛭石和营养土，培养条件

分别为 12 h光照/12 h黑暗和 16 h光照/8 h黑暗，生
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长调节温度为 22～25℃，空气湿度 60%～70%。其

中，种植大豆Williams 82为100株，用于基因克隆的

植株数为5株，其余植株备用于外源激素诱导实验；

种植拟南芥Col-0 100株，用于拟南芥的侵染转化。

1.2　GmCWIN3基因克隆和生物信息学分析

待栽培大豆 Williams 82 第一组三出复叶展开

时，取叶片 100 mg左右，使用天根生化科技（北京）

有限公司植物组织 RNA 提取试剂盒（DP424）提取

大豆叶片总RNA。测定RNA的OD260/280值，用1.5%

琼脂糖凝胶电泳对RNA进行检测后，对检测合格的

RNA用聚合美公司的反转录酶M5 Sprint qPCR RT 

kit with gDNA remover（聚合美MF949-01）进行反转

录得到 cDNA，并将 cDNA保存于-20℃冰箱。通过

Phytozome 在线数据库（https：//phytozome-next. jgi.

doe.gov/）获取 GmCWIN3（Glyma.15G024600）基因

的 CDS 序列，使用 Primer 5 软件设计 GmCWIN3

基因 CDS 区的克隆引物 GmCWIN3-F/R（表 1）。

利用 TOYOBO 公司 KOD 酶（KMM-201）完成基因

的 PCR 克隆，程序为 98℃预变性 2 min；98℃变性

10 s，56℃退火5 s，68℃延伸10 s，35个循环；68℃终

延伸 10 min。PCR体系（25 μL）为KOD OneTM PCR 

Master Mix 12.5 μL；cDNA 1μL； 正向、反向引物各

1.5 μL；RNase Free H2O 8.5 μL。待 PCR 程序结束

后，将产物进行1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定，进一步

利用南京诺唯赞生物科技有限公司胶回收试剂盒

（DC301-01）获得目的片段胶回收产物。

此外，通过在线软件 PSIPRED（http：//bioinf.cs.

ucl.ac.uk/psipred/）对GmCWIN3蛋白二级结构进行

分 析 ，同 时 利 用 在 线 软 件 PlantCare（http：//

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）

对基因启动子区的顺式作用元件进行分析。

1.3　外源激素诱导与荧光定量PCR分析

当大豆的两组三出复叶完全展开时，对72株生

长状态良好的 Williams 82 大豆叶片进行生长类植

物激素的外源喷施处理。设置 20 μmol/L 生长素

（IAA， indole acetic acid）、20 μmol/L 赤霉素（GA3，

gibberellin 3）和水（对照）3组处理。为了排除光周

期的影响，采取了倒序处理的方式，即距离最后集

中取样的48、36、24、12、8、4、2、0 h，共8个时间点分

别各喷施一次，至最后 0 h时同时取样。每个处理

每次喷施 3 个单株，共 72 株，每个单株取样 3 个叶

片，分别提取不同处理下的叶片总RNA，并稀释为

统一浓度500 ng/μL，利用聚合美公司的反转录试剂

盒将RNA反转录为 cDNA，设计实时荧光定量PCR

引物 q-GmCWIN3-F 和 q-GmCWIN3-R（表 1）。以大

豆GmEF1a作为内参基因，运用 2—△△Ct方法分析试

验结果。反应程序为95℃ 3min；95℃ 5s，60℃ 30s，

共 40 个循环；熔解曲线为 95℃ 20s；60℃ 30s；95℃ 

20s。

1.4　植物表达载体构建与农杆菌转化

提取植物表达载体 pCAMBIA3301 质粒，使用

引物GmCWIN3-F/R扩增GmCWIN3基因的CDS序

列，利用限制性内切酶 Spe Ⅰ与Bgl Ⅱ对质粒进行双

酶切并进行产物纯化（诺唯赞，DC301-01），通过同

源重组连接目的片段和酶切后的质粒，并转化大肠

杆 菌 DH5α 感 受 态 细 胞 。 挑 选 单 菌 落 ，利 用

GmCWIN3-F/R 引物进行菌液 PCR 鉴定，并进行测

序，得到 pCAMBIA3301-GmCWIN3 重组质粒并转

表 1　引物序列汇总

Table1　Summary of primer sequence

引物名称

Primer name

GmCWIN3-F

GmCWIN3-R

q-GmCWIN3-F

q-GmCWIN3-R

OE-JD-F1

OE-JD-R1

GmEF1a-F

GmEF1a-R

AtActin-F

AtActin-R

引物序列（5ʹ-3）́

Primer sequence（5ʹ-3）́

ACTCTTGACCATGGTAGATCTGATGGCCGTATCTCCAATTTTGT

GTCATCCTTGTAATCACTAGTGTTTATTTTTGCCTTCTCCATG

GATGGGCTGGAATCCATACT

TCACCACCTTTGACCACTTT

TGACGCACAATCCCACTATC

AGGCTCAGCCACAATACTTC

GCTCTTCTTGCTTTCACCCTT

TTCCTTCACAATTTCATCATACC

GCTAACCGTGAGAAGATGAC

CTAGCATAAAGCGACAGGAC

用途

Function

基因克隆

qRT-PCR

转基因植株鉴定

qRT-PCR大豆内参基因

qRT-PCR拟南芥内参基因
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化到农杆菌EHA105中。

1.5　拟南芥的转化及转基因拟南芥鉴定

摇菌培养含有 pCAMBIA3301-GmCWIN3 重组

质粒的农杆菌，利用经典浸花法转化拟南芥Col-0。

收获单株种子，进行种子平板筛选实验及植株喷施草

铵膦筛选。设计基因鉴定引物OE-JD-F1/R1（表1）进

行基因组PCR扩增，通过琼脂糖凝胶电泳检测目的

扩增条带，完成 DNA 水平的转基因鉴定。再利用

qRT-PCR分析转基因株系的表达水平，完成RNA水

平的转基因鉴定。对收获的单株种子进行逐代的

草铵膦筛选以及转基因分子鉴定，最终获得 T2 代

高表达且阳性苗占比为 3/4 的株系 OE-1、OE-2、

OE-3和OE-4。待单株收种后获得T3代转GmCWIN3

基因过表达拟南芥纯合株系OE-1和OE-4，进行后续

生理指标检测及植株的表型鉴定。

1.6　细胞壁转化酶活性和蔗糖含量测定

选取 45 d 的 T3 代转 GmCWIN3 基因过表达拟

南芥株系OE-1和OE-4，进行细胞壁转化酶和蔗糖

含量测定，对照为 45 d的野生型拟南芥，取样部位

是莲座叶和茎，分别设置 6次生物学重复。依照索

莱宝公司细胞壁转化酶试剂盒（BC4325）对植株的

酶活性进行检测。实验原理是蔗糖被细胞壁转化

酶催化水解生成还原性糖，接着还原糖与C7H4N2O7

（2-羟基 -3，5-二硝基苯甲酸）反应生成棕红色物

质，该物质在 540 nm 有特征性吸收峰。依照索莱

宝公司植物蔗糖含量试剂盒（BC2465）对植株叶片

等组织部位的蔗糖含量进行检测。首先，利用碱热

处理样本，以破坏其中的还原糖。在酸性环境下，

将蔗糖分解为葡萄糖和果糖。之后，果糖与间苯二

酚进行反应，形成有色物质，该物质在 480 nm下展

示出特征性吸收峰。通过使用可见分光光度计测

定 540 nm、480 nm处吸光值的大小变化，最终计算

得出CWI的活性与蔗糖含量。

2　结果与分析

2.1　GmCWIN3基因克隆及生物信息学分析

设计基因克隆引物，利用 PCR 扩增目的基因

GmCWIN3 （Glyma.15G024600） 的完整 CDS 区，使

用凝胶电泳检测获得PCR产物，目的片段长1728 bp

（图1）。将凝胶电泳中的1500~2000 bp条带纯化回

收并进行测序，将测序结果序列与GmCWIN3基因

的CDS序列进行对比，比对结果表明两者之间能够

完全匹配，说明成功克隆了GmCWIN3基因。

生物信息学分析显示，GmCWIN3 基因的 CDS

序列全长 1728 bp，编码 575个氨基酸。GmCWIN3

蛋白的理论相对分子质量为64.37 kDa，理论等电点

为 8.75，亲水性平均值为-0.30（负值代表亲水），不

稳定指数为31.71 < 40，表明GmCWIN3蛋白是稳定

的亲水性蛋白。此外，蛋白二级结构显示，

GmCWIN3中无规则卷曲结构占比最大（48.17%），

其次是片层结构（28.35%）、α螺旋（17.39%）和 β转

角（6.09%）。蛋白质三级结构显示该基因编码一种

细胞壁转化酶。

为了探究GmCWIN3基因在生长发育过程中的

潜在调节机制，将GmCWIN3基因转录起始密码子

ATG 上游的 2000 bp 序列作为基因上游启动子区，

并输入 PlantCARE 数据库中进行顺式作用元件分

析。结果发现该启动子区包含多种类型的顺式作用

元件（图2），其中较多的是光响应元件，同时还有丰

富的激素调节响应元件如赤霉素响应元件（TATA-

box）及生长素响应元件（TGA-element），除此之外还

有参与昼夜节律顺式调控元件（Circadian），这些顺

式作用元件是调节植物生长发育的重要响应元件。

因此，本研究推测GmCWIN3基因可能参与调节影响

大豆生长发育相关的生物学反应过程。

2.2　GmCWIN3基因受激素调节的表达模式

通过对GmCWIN3基因的启动子区进行顺式作

用元件分析，发现其中包含生长素和赤霉素响应元

件，而生长素和赤霉素在植物生长发育过程中扮演

着重要作用。因此，为了探究GmCWIN3基因对生

长素和赤霉素的响应模式，对生长状态良好的

Williams82大豆第二组三出复叶于不同时间点进行

外源激素处理，分析 GmCWIN3 基因的表达模式。

结果显示，对照组中GmCWIN3基因的表达受光周

期昼夜节律的影响，而呈规律性变化。相比较于对

1~4：4个重复的PCR反应体系

1-4：Four duplicate PCR reaction systems

图 1　大豆GmCWIN3基因CDS序列扩增

Fig.1　CDS sequence amplification of GmCWIN3
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照组，喷施了生长素的大豆叶片在处理 2 h 时，

GmCWIN3基因表达水平显著上调，而后表达下降，

直至8 h后表达水平逐渐趋同于对照组（图3A）。喷

施了赤霉素的大豆叶片中，GmCWIN3基因在4 h时

上调表达，随后又下调表达，并在8 h和12 h与对照

组表达趋同，后又上调表达并在24 h达到表达水平

的峰值（图3B）。这些结果表明，喷施生长素和赤霉

素的反应初期均可以显著诱导GmCWIN3基因的上

调表达，且相较于赤霉素，GmCWIN3基因对于生长

素的变化更加敏感，响应时间更为迅速。

2.3　GmCWIN3基因过表达拟南芥的转化及转基

因鉴定

利用转基因鉴定引物对获得的植株进行逐代

检测。结果显示，在T2代阳性株系中成功扩增到目

的片段，大小为482 bp（图4A）。进一步对转基因株

系进行基因表达水平的鉴定，发现在转基因过表达

OE-1、OE-2、OE-3和OE-4株系中，GmCWIN3基因的

表达水平极显著高于野生型，说明GmCWIN3基因在

拟南芥中成功过表达（图4B），这些株系可用于下一

步的功能分析。

2.4　转GmCWIN3基因拟南芥的CWI酶活及蔗糖

含量测定

选取两个 T3 代转 GmCWIN3 基因高表达且纯

合的拟南芥株系（OE-1和OE-4）进行植株叶片和茎

中CWI酶活和蔗糖含量的检测。结果显示，过表达

拟南芥植株叶片和茎中的CWI酶活性显著高于野

生型；与叶片相比，茎中的 CWI 酶活性明显更高

图 2　GmCWIN3基因启动子序列中的顺式作用元件

Fig.2　Cis-acting elements in GmCWIN3 gene promoter sequence

A：IAA处理下的GmCWIN3基因表达水平；B：GA处理下的

GmCWIN3基因表达水平；*：在P<0.05水平上差异显著；下同

A： Relative expression of GmCWIN3 under IAA treatment； B：

Relative expression of GmCWIN3 under GA treatment； *： There is a 

significant difference at the P<0.05 level； The same as below

图3　生长素和赤霉素处理下大豆叶片中GmCWIN3的

相对表达量

Fig.3　Relative expression of GmCWIN3 in soybean leaves 

treated with IAA and GA3
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（图 5A）。此外，过表达拟南芥叶片和茎中的蔗糖

含量均显著低于野生型（图 5B）。这些结果表明，

过表达 GmCWIN3 基因可以显著提高拟南芥中

CWI 酶的活性，而 CWI 酶活性的升高则加快了其

对蔗糖的水解，从而降低了转基因拟南芥叶片和

茎中的蔗糖含量。研究结果初步表明 GmCWIN3

基 因 的 过 表 达 可 加 速 调 节 植 物 体 内 的 蔗 糖

水解。

2.5　转GmCWIN3基因对拟南芥株高及分枝数的

影响

选取两个 T3 代转 GmCWIN3 基因高表达且纯

合的拟南芥株系（OE-1和OE-4）共50株，即OE-1株

系和OE-4株系各 25株，并在生长第 40天的成熟期

进行株高和分枝数的表型测定（图 6A）。结果显

示，OE-1 和 OE-4 株系的株高均显著高于野生型，

其中 GmCWIN3 基因表达量最高的 OE-1 株系株高

也最高（图 6B）。此外，转基因株系的分枝数多于

野生型，且 OE-1 株系的差异呈显著水平（图 6C）。

结果表明，过表达GmCWIN3 基因显著提高了拟南

芥 的 株 高 ，同 时 增 多 了 植 株 的 分 枝 数 ，且

GmCWIN3 的表达水平和两者呈现正相关。因此

推测 GmCWIN3 基因可以通过调节体内蔗糖的水

解，从而参与调节植株株高、分枝数等株型性状的

生物学过程。

A：T2代转基因拟南芥的PCR鉴定； 1： 野生型拟南芥，2~9： 4个转基因株系，每个株系设置两个单株重复；B： T2代转基因拟南芥的

qRT-PCR鉴定；CK：野生型拟南芥，OE-1~OE-4：转基因拟南芥阳性株系；下同；***： 在P<0.001水平上差异显著

A： Identification of T2 generation transgenic lines by PCR；1： Wild type， 2-9： Four transgenic lines with two single repeats per line； 

B： Identification of T2 generation transgenic lines by qRT-PCR； CK： Wild type， OE-1-OE-4： T2 generation transgenic lines；The same as below； 

***： There is a significant difference at the P<0.001 level

图 4　T2代转GmCWIN3基因拟南芥的鉴定

Fig. 4　Identification of the T2 generation transgenic Arabidopsis carrying GmCWIN3

**： 在P<0.01水平上差异显著；下同

**： There is a significant difference at the P<0.01 level；The same as below

图 5　转基因拟南芥叶片和茎的CWI活性及蔗糖含量

Fig.5　CWIN activity and sucrose content in leaves and stems of transgenic lines
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3　讨论

细胞壁转化酶能催化蔗糖水解为葡萄糖和果

糖，在控制植物代谢、生长发育等许多方面发挥着

关键作用［25-26］。植物细胞壁转化酶的活性受到多种

因素的影响，基因家族成员在不同组织器官、发育

阶段、激素调节及逆境等条件下的表达模式也有较

大的差异［27-28］，同时基因表达模式和水平也多受到

基因启动子中顺式作用元件的调控［29］，这些因素共

同决定了细胞壁转化酶功能的多样性和调控的复

杂性。本研究发现，大豆细胞壁转化酶基因

GmCWIN3的启动子区含有多种光响应和激素响应

元件，如 G-box、GATA-box、TGA-box 及 AuxRE 等，

表明该基因可受到光和生长类激素的综合调控。

French等［30］研究发现，水稻中生长素相关合成基因

OsIAA29 和转化酶抑制剂基因 OsINVINH3 在谷粒

早期发育过程中共表达，在授粉后的第 7天显示生

长素水平迅速增加，并且植物细胞壁转化酶的活性

达到峰值，从而影响水稻籽粒的发育过程。Wu

等［31］研究表明在使用赤霉素处理4 h后豌豆伸长嫩

芽中细胞壁转化酶的mRNA水平是对照组的 5倍，

处理后 8 h达到最高 。在本研究中，当在大豆叶片

上外源喷施生长素和赤霉素时，GmCWIN3 基因的

表达量在生长素处理反应初期的2 h显著上升且达

到峰值，而赤霉素处理下的基因在4 h显著上升，随

后下降，并在 24 h达到表达峰值，说明相较于赤霉

素，GmCWIN3基因对外源生长素的响应更加快速、

敏感。生长素和赤霉素是两种重要的植物激素，它

们在植物的生长发育和形态建成等方面发挥着重

要作用；此外，生长素和赤霉素也可以影响植物的

糖代谢和运输，研究表明生长素可以促进蔗糖的合

成和分配，赤霉素可以促进糖的利用和消耗［32-33］。

因此，本研究初步表明编码细胞壁转化酶的

GmCWIN3基因可能通过参与生长素和赤霉素的生

物学反应过程，影响植物的生长发育。

蔗糖是植物光合产物的主要运输形式，也是重

要的信号分子，蔗糖通过韧皮部从源器官（通常为

叶片），运输到花朵、种子和根系等库器官中以支持

它们的生长和分化，并作为能量来源储存起来［34］。

在韧皮部的运输过程中，SWEET 蛋白家族主要负

责将蔗糖装载到韧皮部中［35］，而SUT/SUC蛋白家族

则可以将蔗糖从韧皮部中卸载出来［36］。作为运输

通道，韧皮部中的蔗糖含量通常是很高的［37］。在本

研究中，将大豆GmCWIN3基因异源过表达拟南芥

后，植株的细胞壁转化酶活性显著提高，而蔗糖含

量则显著降低，说明酶活增高后加快了体内蔗糖的

有效分解；此外，在转基因和野生型拟南芥植株的

茎中的蔗糖含量高于同期叶片中的含量，这可能是

由于茎中韧皮部贮存了大量的蔗糖，尚未被完全卸

载在库器官中。综上，本研究结果表明过表达

GmCWIN3 基因提高了细胞壁转化酶的活性，促进

了蔗糖的水解，释放出葡萄糖和果糖，这些单糖可

作为能量和碳源，进而影响植物的生长及发育。

CWIN基因家族在调节植物生长发育过程中的

重要作用已多有报道。在拟南芥中，增强细胞壁转

化酶基因AtCWIN4的表达，可以恢复拟南芥转录因

子ARF8突变体表现出的短小后稷表型［38］。在荔枝

种子的发育过程中，LcCWIN5在细胞分裂阶段酶活

升高，进而影响种子的早期发育；而在灌浆期，

CWIN活性主要基于LcCWIN2的高表达，以此通过

形成蔗糖梯度来促进碳吸收［39］。在大豆中，沉默抑

制因子GmCIF1的表达可以提高CWIN的翻译后水

平，通过微调蔗糖代谢和沉降强度来协调种子的成

A：野生型与转基因拟南芥的株高和分枝数表型；B：野生型与转基

因拟南芥的株高；C：野生型与转基因拟南芥的分枝数

A： Plant height and branch number of wild and transgenic Arabidopsis； 

B： Plant height of wild-type and transgenic Arabidopsis； 

C： Branch number of wild-type and transgenic Arabidopsis

图 6　转基因拟南芥株高和分枝数表型鉴定

Fig. 6　Phenotype identification of plant height and 

branch number of transgenic lines
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熟过程［23］。综上所述，CWINs家族调控的植物生长

发育相关研究主要集中在调控种子形成等方面，而

在调控植株株高、分枝数等株型相关性状的研究还

鲜有报道。株型是植物在生长发育过程中所呈现

的体形结构和形态特征，它是由植物细胞的分化和

组织的生长发育所决定的。植物的株型不仅仅影

响植物的生长环境适应性，也是植物生长和繁殖的

重要途径，而株型的形成主要取决于植株株高和分

枝数［40］。本研究发现，相较于野生型拟南芥，转

GmCWIN3基因过表达拟南芥的株高和分枝数均显

著增加，结合GmCWIN3基因响应外源生长素和赤

霉素的表达模式，本研究推测细胞壁转化酶可能通

过调节体内蔗糖的水解，从而参与生长素或赤霉素

介导的植物株高及分枝数的形成过程，最终影响了

株高和分枝数的性状表型。在植物体内，生长素、

独角金内酯和赤霉素等植物激素可以通过与蔗糖

的共同作用调控植物的分枝［41］。研究表明，茎尖通

过在相邻茎中产生的生长素基叶流来抑制腋芽分

枝生长，并且基于生长素的快速运输加速了营养物

质从腋芽中转移出来，进而形成了顶端优势［42-43］。

Bertheloot等［44］研究表明生长对分枝的部分抑制作

用是由植物激素独脚金内酯介导的，而蔗糖可以通

过抑制独脚金内酯的感知来拮抗生长素的作用，从

而促进分枝芽的生长。此外，在水稻中蔗糖可以拮

抗独脚金内酯从而促进水稻分蘖数的增加也已经

得到了证实［45］。然而，Yang等［46］通过转录组和代谢

组分析发现了多个参与生长素信号转导过程的基

因可以促进白千层乔木产生更多的分枝数。总之，

蔗糖参与的植物激素调控分枝性状是一个复杂的

生物学过程，仍需要进一步的深入研究。

综上所述，本研究初步探究了细胞壁酸性转化

酶基因GmCWIN3的功能，证实了过表达GmCWIN3

基因可以显著影响拟南芥的株高和分枝数，以调控

拟南芥的株型，本研究结果可为今后培育具有理想

株型及高产的大豆新品种（系）奠定重要的理论基

础及基因资源。
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