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摘 要：【目的】明确桃PpD2基因的分子功能，解析PpD2与桃分枝角度形成关系。【方法】以普通型桃大久保和柱型桃

洒红龙柱为材料，测定两种树型桃分枝角度和腋芽中内源油菜素内酯（BR）含量；利用大久保和洒红龙柱茎尖转录组

数据筛选BR合成差异表达基因；利用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）明确PpD2基因在桃不同组织中的表达水平；构建

35S:PpD2过表达载体稳定转化拟南芥，验证PpD2对分枝角度形成的作用。【结果】1年生大久保枝条分枝角度显著大

于洒红龙柱，且腋芽中内源BR含量明显高于洒红龙柱；转录组结果表明BR合成基因PpD2在大久保中的表达量显著

高于洒红龙柱；组织特异性表达分析显示PpD2在桃不同组织中表达量存在显著差异，且在1年生枝条分枝连接处韧

皮部下部表达量显著高于上部；与野生型拟南芥相比，过表达PpD2转基因株系分枝角度显著增加。【结论】PpD2过表

达可导致转基因拟南芥植株分枝角度显著变大，为进一步解析PpD2在桃分枝角度形成中的作用和桃树型的遗传改

良提供理论依据。
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Abstract:【Objective】Peach (Prunus persica L.), a fruit crop native to China, is one of the most impor-

tant cultivated fruit species globally, characterized by its rich germplasm resources. However, the pre-

dominant standard cultivars grown in peach production are characterized by large branch angles and

dense branching. These traits significantly increase labor costs due to the need for extensive pruning

and canopy management. Moreover, they impact fruit yield and quality negatively by reducing light

penetration and air circulation within the canopy. These challenges highlight the emergent need to opti-

mize tree architecture and develop labor- saving cultivars to address the developmental bottlenecks in

the peach industry. In this context, pillar peach germplasm, which exhibits smaller branch angles and

fewer secondary branches, offers a promising alternative for improving tree structure. Optimizing tree

architecture can enhance light interception, reduce labor inputs, and improve fruit quality, thereby con-

tributing to sustainable peach production. Tree architecture is determined by several key factors, includ-

ing tree height, branch angle, branch number, leaf arrangement, and branch thickness. Among these,
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branch angle is a particularly important trait, as it directly influences canopy density and light distribu-

tion. Branch angle is a complex trait influenced by genetic, hormonal, and environmental factors.

Brassinosteroids (BRs), a class of plant steroid hormones, play a crucial role in regulating various agro-

nomic traits during plant growth and development. These traits include seed germination, plant height,

branch number, and branch angle. Brassinolides (BL), the most active form of BRs, are synthesized by

enzymes such as DWF, CPD, BR6OX, and D2. Previous studies have demonstrated that mutations in

BR signaling pathway-related genes, such as Osdwarf4-1, CPD, and d61, can significantly affect plant

branch angle. Understanding the genetic basis of branch angle formation is essential for developing

peach cultivars with improved tree architecture.【Methods】To investigate the role of PpD2 in branch

angle formation, we used standard peach (Okubo) and pillar peach (Sahonglongzhu) as experimental

materials. Okubo is a typical standard cultivar with large branch angles and dense branching, while Sa-

honglongzhu is a pillar-type cultivar with smaller branch angles and fewer secondary branches. We mea-

sured branch angles and endogenous brassinosteroid (BR) content in axillary buds and analyzed shoot

tip transcriptome data to identify differentially expressed genes involved in BR synthesis. RNA was ex-

tracted from various tissues of Sahonglongzhu, including axillary buds, shoot tips, young leaves, upper

and middle parts of annual branches, and upper and lower parts of the phloem at branch junctions. Re-

verse transcription was performed, and the expression levels of the PpD2 gene were analyzed using real-

time quantitative PCR (qRT-PCR). The results showed that PpD2 expression was highest in the upper

phloem at the branch junction of annual branches, followed by shoot tips and young leaves, with the

lowest expression in the upper phloem at the branch junction. The branch junction is a critical site for

branch angle formation in peach, and PpD2 expression was significantly lower in the upper phloem

than in the lower phloem at this junction. Next, we cloned PpD2 into the pSAK277 vector under the

control of the 35S promoter and transformed it into Arabidopsis thaliana using Agrobacterium-mediat-

ed floral dip methods. Seven transgenic lines overexpressing PpD2 were obtained and identified via

PCR. qRT-PCR was used to confirm the relative expression levels of PpD2 in these lines. We photo-

graphed the transgenic and wild-type (WT) Arabidopsis plants and measured their branch angles using

the SC- K1 in situ living plant branch angle automatic measuring instrument system. Data were ana-

lyzed using ANOVA in SPSS.【Results】The results revealed that the annual Okubo exhibited a signifi-

cantly larger branch angle and higher endogenous BR content in axillary buds compared to Sahonglong-

zhu. Transcriptome analysis showed that the expression of the BR synthesis gene PpD2 was significant-

ly higher in Okubo than in Sahonglongzhu. Tissue- specific expression profiling indicated that PpD2

was most highly expressed in the upper phloem at the branch junction of annual branches, followed by

shoot tips and young leaves, with the lowest expression in the upper phloem at the branch junction. The

branch junction was a critical site for branch angle formation in peach, and PpD2 expression was signif-

icantly lower in the upper phloem than in the lower phloem at this junction. We constructed a 35S:PpD2

overexpression vector and stably transformed it into Arabidopsis, obtaining seven transgenic lines. All

transgenic lines exhibited higher PpD2 transcription levels than the wild-type (WT). Lines 1, 3, and 4,

which showed the highest PpD2 expression, were selected for further analysis. Compared to WT, these

transgenic lines exhibited significantly increased rosette leaf length and width, as well as a significantly

larger branch angle.【Conclusion】These findings demonstrate that PpD2 plays a role in regulating

branch angle formation in peach. The identification of PpD2 as a key regulator of branch angle provides

a theoretical foundation for the genetic improvement of peach tree architecture.
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桃（Prunus persica L.）作为全球广泛栽培的重

要水果，深受消费者喜爱。中国地处东亚，地域辽

阔，生态气候类型多样，是优质桃的适宜产区[1]。植

物树（株）型是重要的农艺性状之一。依据树高与分

枝角度两个主要因素相结合的方法可将桃树型分为

普通型、直立型、帚型（包括柱型和盘龙型）、紧凑型、

矮化型和垂枝型等[2]。

目前，桃生产上主栽品种以普通型为主，其树形

开张，随着结果年限的延长，分枝角度变大，树冠内

枝叶密集，中下部透光差，结果表面化，在一定程度

上影响了果实品质的提升 [3]。而柱型桃的显著特点

是分枝数量少和分枝角度小，导致其树冠小，是研究

桃分枝形成的理想材料[4]。分枝角度作为果树树型

建成的关键构成要素，直接决定树冠大小、栽培密

度、果实产量等[4]。分枝角度是指主干与着生枝条

的角度，包括基角（crotch angle）、腰角（equilibrium

angle）和梢角（geotropic angle）。植物分枝角度的形

成受遗传因素、内源激素、环境因素等共同影响[5-6]。

其中，植物激素介导遗传和环境信号，对分枝角度的

形成发挥至关重要的作用。

油菜素内酯（brassinosteroids，BRs）是一类在植

物生长和发育过程中具有重要作用的甾体类激素，

活性最高的油菜素内酯（brassinolide，BL）以菜油甾

醇为前体物质经DWF、CPD、BR6OX、D2等酶催化

合成[7]。BRs首次从植物花粉中分离和鉴定，在植物

生长发育进程中发挥重要调控作用，广泛参与调节

植物种子萌发、外界环境胁迫、植物株高、分枝数量、

分枝角度等众多农艺性状[8-10]。在植物分枝形成过

程中，BR信号通路相关基因突变体Osdwarf4-1[11]、

CPD[12]、m107[13]、d61[14]等均对植物分枝角度产生影

响。外施BR合成抑制剂丙环唑可导致毛竹（Phyl-

lostachys edulis）节间长度增长、植株变高、叶夹角显

著增大[15]。过表达BR合成基因DWF4可显著促进

水稻分蘖数增加[11-12]，而BR合成或信号转导基因突

变体则呈现分蘖数显著减少等表型[9，16]。此外，BR

还可协同多激素途径（独脚金内酯、细胞分裂素、生

长素、茉莉酸等）来调控植物分枝形成[9，17-18]。目前，

BR合成相关基因在植物分枝中的研究主要集中在

模式植物和农作物，如拟南芥（Arabidopsis thali-

ana）[19]、水稻（Oryza sativa L.）[20] 和小麦（Triticum

aestivum L.）[21]等，如水稻 LEAF AND TILLER AN-

GLE INCREASED CONTROLLER基因编码CCCH

型锌指蛋白并调节BR信号转导[20]。

笔者在本研究中以普通型桃大久保和柱型桃洒

红龙柱为试验材料，分析两种树型桃 1年生枝条分

枝角度和内源BR含量的差异；利用两种树型桃茎

尖转录组数据筛选差异表达 BR 合成关键基因

PpD2，对 PpD2 的组织特异性表达进行分析；克隆

PpD2基因并对其功能进行验证，为后续通过分子育

种手段培育桃新种质提供理论支撑。

1 材料和方法

1.1 试验材料

1年生普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱定植

于河南农业大学毛庄科教园区。其中，大久保采集

部位为腋芽；洒红龙柱采集部位包括腋芽、茎尖、嫩

叶、1年生枝条上部和中部、1年生枝条分枝连接处

韧皮部上部和下部，所有样品采集标记后均用液氮

速冻，并带回实验室于-80 ℃冰箱保存以备后续试

验使用。

用于基因功能验证的哥伦比亚野生型拟南芥

（Arabidopsis thaliana ecotype Columbia）为本实验室

保存。

1.2 大久保和洒红龙柱1年生枝条分枝角度测定

为明确普通型桃大久保和洒红龙柱分枝角度是

否存在差异，利用SC-K1原位活体植物分枝角自动测

量仪系统（杭州万深）对长势一致的1年生大久保和洒

红龙柱枝条基角角度进行统计，每处理选取2株，每株

随机选取3个枝条测定其分枝角度，3次重复。

1.3 大久保和洒红龙柱腋芽内源BR含量测定

内源BR含量按照Xia等 [18]描述的方法进行测

定（南京瑞源科技有限公司，中国南京）。采集大久

保和洒红龙柱腋芽并用液氮研磨成粉末，用1 mL冰

冻的乙腈重新悬浮并在 4 °C下过夜孵育。收集上

清液，并加入0.3 g MCX@BBII和3 mL ddH2O一起涡

旋5 min。在4 ℃下10 000 g离心1 min后，添加5 mL

含有 0.5%甲酸的 90%丙酮溶液重悬沉淀后高速离

心1 min。弃上清液，向含有沉淀物的离心管中加入

1.2 mL 90%丙酮和 20~50 mg乙酸铵，并涡旋 1 min

后离心 3 min。氮气干燥后重新溶解在 100 μL 45%

乙腈中，用于BR含量测定分析。

1.4 转录组数据分析

普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱茎尖转录组

数据参考谭彬等[22]的报道。根据转录组数据，使用
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TB tools软件对BR合成基因在两个品种中茎尖的

表达量进行热图分析。

1.5 PpD2组织特异性分析

柱型桃洒红龙柱不同组织样品包括腋芽、茎尖、

嫩叶、1年生枝条上部、1年生枝条中部、1年生枝条

分枝连接处韧皮部上部和1年生枝条分枝连接处韧

皮部下部。RNA提取采用柱式植物总RNA提取试

剂盒（Spin Column Plant total RNA Purification Kit）

（上海生物工程股份有限公司），详细操作步骤参考

试剂盒说明书。使用Nanodrop 2000分光光度计和

琼脂糖凝胶电泳对提取的总RNA的浓度、纯度及完

整性进行检测。用反转录试剂盒合成 cDNA（TaKa-

Ra PrimeScript TM RT reagent Kit）。依据参考基因

组中的PpD2编码序列，利用Primer Premier 5.0软件

设计定量引物，以桃PpGAPDH为内参基因，反转录

获得的 cDNA 为模板，用 SYBR Select Master Mix

（Applied Biosystems，Mardrid，CA，USA）荧光定量

试剂盒进行定量分析，每个样品设置 3个生物学重

复，并用 2-ΔΔCt法计算基因PpD2在不同组织中的相

对表达量。 qRT-PCR 反应体系为：cDNA 1 μL，

SYBR 10 μL，上下游引物各 1 μL，ddH2O 补足至

20 μL。qRT-PCR反应程序为：95 ℃预变性 2 min；

95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共42

个循环。引物序列详见表1。

1.6 PpD2基因克隆

依 据 桃 基 因 组 中 PpD2 的 CDS（coding se-

quence，编码序列）序列，利用软件 Primer Premier

5.0设计特异性PCR引物。洒红龙柱叶片总RNA提

取及反转录参照 1.5。以获得的 cDNA为模板进行

PCR 扩增。PCR 扩增体系为：cDNA 2 μL，Prime-

STAR Max Premix（2×）25 μL，上下游引物各 2 μL，

ddH2O补足至50 μL。PCR扩增程序为：98 ℃ 3 min；

98 ℃ 10 s，58 ℃ 10 s，72 ℃ 40 s，34个循环；72 ℃延

伸3 min，4 ℃保存。

PCR扩增产物经胶回收试剂盒（北京庄盟国际

生物科技公司）纯化后与连接 pClone007-T并转化

DH5α大肠杆菌感受态。载体连接体系为：总体系

为 10 μL，其 pEASY®-Blunt Vector 1 μL，Insert DNA

30~50 ng，ddH2O补足至 10 μL。待单克隆长出后进

行菌液 PCR验证阳性并送至上海生物科技股份有

限公司进行测序验证。

1.7 35S:PpD2过表达载体构建

用软件 Primer Premier 5.0 设计含同源臂的

PpD2 同源重组引物（表 1）。以构建成功的

表 1 PpD2 基因 qRT-PCR 分析、克隆及功能验证所用引物

Table 1 Primers of PpD2 used for qRT-PCR analysis, gene cloning and function verification.

引物名称
Primer name

Q-PpD2-F

Q-PpD2-R

Q-PpDWF1-F

Q-PpDWF1-R

Q-BR6OX-F

Q-BR6OX-R

Q-DWF4-F

Q-DWF4-R

Q-CPD-F

Q-CPD-R

Q-PET-F

Q-PET-R

PpD2-F

PpD2-R

35S:PpD2-F

35S:PpD2-R

PpGAPDH-F

PpGAPDH-R

AtUBC-F

AtUBC-R

引物序列（5'-3'）
Primer sequence (5'-3')

AAGGGCTGGTGTGTCTTCAC

ACACAGCCTTTGTCCACCTC

GTCTGCGTCCGCCTCTAAAT

TATACCTGGGAGTCGGAGCC

TCCACTCACAAGATGGCACT

GGGAAGCCCTTCTCTCCTCT

AGATGGCAGCAGAATAACAACAG

GAAGGCAAAAGGCTGATCCAAA

GGAGGTGGCAGGTACTAAACAA

CTTCTGCGTCCTTGTGGTTG

CCACCTCCTTCTCTTTTCATCAC

AAAGCACAAATGATGCGACACC

ATGGACAATTTGCTGATTGTAC

CTAGTGGTCCCCTTTCCTTTTG

TCCAAAGAATTCCCCGGTACC ATGGACAATTTGCTGATTGTAC

ATGATCTTTGTAATCCTCGAG CTAGTGGTCCCCTTTCCTTTTG

GACTTCATTGGTGACAGCAGGT

CGGGATTTAGAGAGTGGATGC

CTGCGACTCAGGGAATCTTCTAA

TTGTGCCATTGAATTGAACCC

用途
Application

表达分析
Expression analysis

表达分析
Expression analysis

表达分析
Expression analysis

表达分析
Expression analysis

表达分析
Expression analysis

表达分析
Expression analysis

克隆
Gene cloning

过表达载体
Overexpression vector

桃内参基因
Constitutive control in peach

拟南芥内参基因
Constitutive control in Arabidopsis
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pClone007:PpD2为模板进行PCR扩增。PCR扩增体

系和程序参照1.6。用限制性内切酶XhoⅠ和XbaⅠ

双酶切空载质粒 pSAK- 277。酶切反应体系为：

pSAK-277 载体 10 μL，Cutsmart Buffer 5 μL，XbaⅠ

1 μL，XhoⅠ 1 μL，ddH2O补足至50 μL。

PCR反应产物和酶切产物用胶回收试剂盒纯

化（北京庄盟国际生物科技公司），并于-20 ℃保存

备用。用同源重组酶（南京，诺唯赞）进行重组反

应。重组反应体系、转化及阳性鉴定参照1.6。将测

序成功的35:PpD2过表达质粒置于-20 ℃保存。

1.8 稳定转化拟南芥及鉴定分析

将测序正确的 35S:PpD2 过表达载体转化

GV3101农杆菌菌株，转化后的农杆菌接种于YEB

液体培养基中（50 mg·L-1壮观霉素和利福平），并在

28 ℃、200 r ·min-1条件下培养至菌液浓度为OD600=

0.7~0.8。12 000 r ·min-1离心弃上清液，沉淀用重悬

液（2.2 g·L-1 MS盐、50 g·L-1蔗糖、500 μL·L-1表面活

性剂 Silwet L-77）重悬（OD600=0.7~0.8）后用蘸花法

稳定转化拟南芥。果荚成熟后收获种子。在超净工

作台中将晾干并4 ℃春化后的T0代种子用次氯酸钠

（6.25%）消毒3~4次，用灭菌的蒸馏水清洗5~6次后

将种子均匀铺在MS固体培养基（50 mg·L-1硫酸卡

那霉素）培养。在16 h光照/8 h黑暗下培养1周左右

移栽绿苗。移栽后 3周取拟南芥叶片用DNA提取

试剂盒提取基因组 DNA，并以 DNA 为模板进行

PCR 扩增，对 T0 植株进行阳性鉴定。以拟南芥

AtUBC为内参基因，以鉴定为阳性的拟南芥植株叶

片提取RNA反转录得到的 cDNA为模板对转基因

株系进行PpD2相对表达量分析。PCR扩增体系和

程序参照1.6，拟南芥叶片RNA提取、反转录和qRT-

PCR方法见1.5。引物序列详见表1。

选取PCR检测呈阳性且PpD2相对表达量高的3

个株系T2代转基因拟南芥进行表型观察和统计。T2

代转基因拟南芥和野生型拟南芥WT移栽3周后，用

游标卡尺统计其莲座叶的长度和宽度。待拟南芥抽

薹2周后，利用SC-K1原位活体植物分枝角自动测量

仪系统（杭州万深）分别对长势一致的转基因株系和

野生型拟南芥分枝角度（主薹上抽生的前两个枝条基

角角度）进行统计，每株系统计2株，每株拟南芥选取

主薹上抽生的前2个枝条测定分枝角度，3次重复。

1.9 数据统计与分析

SPSS 17.0软件用于试验数据统计及差异显著

性分析，Adobe Illustrator（AI）用于作图。

2 结果与分析

2.1 普通型桃大久保分枝角度显著大于柱型桃洒

红龙柱

对1年生普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱1年

生枝条分枝角度进行统计。结果表明，大久保1年生

枝条分枝角度显著大于洒红龙柱（图1-A）。大久保和

A. 两种树型桃 1 年生枝条分枝角度；B. 两种树型桃内源 BR 含量。*表示差异显著（p＜0.05），**表示差异极显著（p＜0.01），***表示差异

极显著（p＜0.001）。下同。

A. Branch angles of Okubo and Sahonglongzhu; B. The endogenous BR content in Okubo was significantly higher than in that of Sahonglongzhu.

* indicates significant difference (p＜0.05)，** indicates extremely significant difference (p＜0.01), *** indicates extremely significant difference

(p＜0.001). The same below.

图 1 普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱的分枝角度和内源 BR 含量差异分析

Fig. 1 Branch angle and endogeneous BR content analysis of standard peach Okubo and pillar peach Sahonglongzhu
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A. BR 合成基因在两种树型桃转录组分析；B. BR 合成基因在两种树型桃 qRT-PCR 分析。

A. Transcriptome analysis of BR synthesis genes in two tree peach types; B. Analysis of BR synthesis genes by qRT-PCR in two tree peach types.

图 2 BR 合成基因在普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱中的表达分析

Fig. 2 The expression profile of BR biosynthesis-related genes in standard peach Okubo and pillar peach Sahonglongzhu
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洒红龙柱腋芽内源BR含量测定结果显示，大久保腋

芽内源BR含量显著高于洒红龙柱（图1-B），这与两

种树型桃1年生枝条分枝角度差异一致。推测两种

树型桃腋芽内源BR含量的差异可能导致两种树型

桃1年生枝条分枝角度的差异。

2.2 BR合成相关基因在两种树型桃中的表达分析

对普通型桃大久保和柱型桃洒红龙柱茎尖转录

组数据中BR合成相关基因表达趋势进行分析，结

果发现，BR合成相关基因中仅PpDET在柱型桃洒

红 龙 柱 中 表 达 量 高 于 大 久 保 ；而 PpDWF1、

PpBR6OX、PpDWF4、PpCPD和PpD2表达量在柱型

桃洒红龙柱中均低于普通型桃大久保，其中PpD2

在洒红龙柱中的表达量显著低于大久保（图 2-A），

这与BR含量在两种树型桃腋芽中的差异一致。进

一步的qRT-PCR结果发现BR合成相关基因在两种

树型中的表达趋势和转录组数据一致，且PpD2在

两个树型中的表达量差异极显著（图2-B）。上述结

果表明BR合成相关基因PpD2可能与桃分枝角度

形成相关。

2.3 PpD2在两种树型桃 1年生枝条分枝连接处韧

皮部上部和下部的表达量存在显著差异

为进一步明确PpD2的表达模式，采集洒红龙

柱茎尖、嫩叶、1年生枝条上部、1年生枝条中部、1年

生枝条分枝连接处韧皮部上部和1年生枝条分枝连

接处韧皮部下部用于 qRT-PCR 分析。结果显示，

PpD2在 1年生枝条分枝连接处韧皮部下部的表达

量最高，在茎尖和嫩叶中的表达量相对较高，在1年

生枝条上、中部表达量次之，而在1年生枝条分枝连

接处韧皮部上部的表达量最低（图3）。分枝连接处

是植物分枝角度形成的关键部位，而PpD2基因在1

年生枝条分枝连接处韧皮部上部的表达量极显著

低于在分枝连接处韧皮部下部，进一步表明PpD2

可能与桃分枝角度的形成有关。

2.4 PpD2转基因拟南芥株系表型观察与分析

为明确PpD2功能，将构建好的 35S:PpD2过表

达载体稳定转化拟南芥。PCR结果显示水和野生

型拟南芥WT中均未扩增出PpD2条带，而在转基因

1. 茎尖；2. 嫩叶；3. 1 年生枝条上部；4. 1 年生枝条中部；5. 1 年生枝

条分枝连接处韧皮部上部；6. 1 年生枝条分枝连接处韧皮部下部。不

同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。下同。

1. Shoot tips; 2. Represented Young leaves; 3. Indicated upper part of

annual branch; 4. Represented middle part of annual branch; 5. Represent-

ed upper part of the phloem at branch junction; 6. Represented lower part

of phloem at branch junction. Different small letters represent significant

different at p＜0.05. The same below.

图 3 PpD2 在柱型桃洒红龙柱中的组织特异性表达分析

Fig. 3 The expression level of PpD2 in different tissues of

pillar peach Sahonglongzhu
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A. 转基因拟南芥 PCR 鉴定；B. 转基因拟南芥定量鉴定；WT. 野生

型拟南芥；L1~L7. PpD2 转基因拟南芥株系；P. 35:PpD2 质粒。

A. Verify through PCR; B. Verify via qRT-PCR; WT. Represent wild

type Arabidopsis; L1- L7. Indicated PpD2 overexpression transgenic

lines. P. Represented 35:PpD2 plasmid.

图 4 PpD2 转基因拟南芥阳性鉴定

Fig. 4 Identification of PpD2 transgenic lines

A. 转基因拟南芥叶片表型图；B. 转基因拟南芥株系 L1、L3 和 L4 的叶片长度显著大于野生型拟南芥 WT；C. 转基因拟南芥 L1、L3 和 L4

的叶片宽度显著大于野生型拟南芥。

A. The phenotype of transgenic lines overexpression of PpD2. B. The rosette length of L1，L3 and L4 was significantly longer than wild type Arabi-

dopsis WT. C. The rosette width of L1，L3 and L4 was obviously increased compared with WT.

图 5 PpD2 转基因拟南芥叶片长宽显著增加

Fig. 5 The rosette width and length of PpD2 transgenic lines were obviously increased compared with WT

株系L1~L7中均能扩增出目标条带，表明转基因株

系L1~L7为阳性植株（图4-A）。qRT-PCR结果表明

PpD2基因在转基因拟南芥株系L1~L7中的表达量

均显著高于野生型拟南芥WT（图4-B），且转基因株

系L1、L3和L4中PpD2的表达量最高（图 4-B），故

选L1、L3和L4株系做进一步研究。

转基因拟南芥株系L1、L3、L4和野生型拟南芥

WT移栽到温室中3周后，分别统计其莲座叶叶长和

叶宽。结果表明，与野生型拟南芥WT相比，转基因

株系 L1、L3 和 L4 莲座叶叶长显著增加（图 5-A），

WT的莲座叶叶长平均值为 4.3 cm，而转基因株系

L1、L3和L4莲座叶叶长的平均值分别为 6.4、6.1和

6.5 cm（图5-B）。同时转基因株系L1、L3和L4莲座

叶叶宽也明显大于野生型拟南芥WT（图 5-C）。以

上结果表明PpD2对拟南芥莲座叶的生长具有一定

调控作用。

当转基因拟南芥株系L1、L3、L4和野生型拟南

芥WT抽薹 2周后，分别统计主薹上着生的前两个

分枝的基角。结果显示转基因株系L1、L3和L4的

分枝角度显著大于野生型拟南芥（图6-A）。野生型

拟南芥WT主薹上分枝的分枝角度平均值为48.5°，

而转基因拟南芥株系L1、L3、L4主薹上分枝的分枝

角度的平均值分别为 89.7°、86.5°和 82.4°（图 6-B）。
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A~B. 野生型拟南芥 WT 和转基因株系角度统计分析。

A~B. Branch angle analysis of wild type and transgenic Arabidopsis lines L1, L3, L4.

图 6 PpD2 转基因拟南芥分枝角度显著增加

Fig. 6 The branch angle of PpD2 transgenic lines was significantly increased compared with WT

以上结果表明过表达PpD2能显著增加转基因拟南

芥枝条分枝角度。

3 讨 论

分枝角度是影响果树树型的一个重要农艺性

状，直接决定植物的栽培密度及产量[6]。普通型桃

分枝角度大且分枝数量多，而柱型桃因分枝角度小

且二级分枝数量少受到育种工作者的青睐[4]。

植物激素在调节分枝中起关键作用[23]。BR是

继生长素（IAA）、细胞分裂素（CK）、赤霉素（GA）、

脱落酸（ABA）和乙烯之后发现的第六种植物激

素[24]，在植物生长发育进程中发挥重要的调控作用，

BR可影响植物叶片光合作用、调节植物根生长发

育、促进细胞分裂与伸长、调控植物分枝等[10，25]。水

稻BR合成基因dwarf2突变呈现分蘖角度显著减小

等表型，而外施 BR 能显著恢复 dwarf2 突变体表

型 [26]；miR6288b- 3p 通过靶定并剪切的方式抑制

PpTCP4的表达，进而解除 PpTCP4对PpD2的转录

抑制，增加内源BR含量进而促进桃发枝[27]；TaSPL8

结合并激活BR合成基因启动子 TaD2活性并调控

小麦叶角，进而影响其种植密度和产量[21]。本研究

中对分枝角度大的普通型桃大久保和分枝角度小的

柱型桃洒红龙柱腋芽激素测定显示，大久保BR含

量显著高于洒红龙柱，且两种树型桃茎尖转录组和

qRT-PCR分析发现，BR合成基因PpD2在大久保中

的表达量显著高于洒红龙柱，组织特异性表达结果

表明PpD2在分枝连接处韧皮部上/下的表达量存在

显著差异，而分枝连接处的弯曲程度直接决定分枝

角度[28]。上述结果表明PpD2可能通过影响内源BR

含量进而参与桃分枝角度的形成。

本研究过表达桃BR合成基因PpD2可显著增

加拟南芥转基因株系分枝角度，这与草本植物水稻、

拟南芥、番茄中的研究结果相似。BR合成相关基因

OsBR6ox、ebisu dwarf（d2）突变直接影响水稻分蘖

数量及角度[29-31]；过表达BR合成基因DWF4显著促

进拟南芥分枝形成 [32]；水稻 BR 相关基因 GSK3、

GSK4、OsBZR4突变体直接影响水稻株高、叶夹角和

水稻产量[33]；OsPUB9、GSK2和OsOFP8形成一个调

控网络，通过BR信号通路介导基因表达、叶片倾角

和粒大小[34]；番茄BR合成基因突变体dwf呈现发枝

增多等表型，并且BR可通过影响赤霉素、细胞分裂

素、独脚金内酯和糖等多条通路来调控番茄发

枝[18，35]；同时研究表明BR可能通过调节细胞质膜上

的ATP酶活性，并影响植物细胞细胞壁的可塑性，进

而调控植物分枝的形成[17]；BR可促进叶夹角处细胞

的分裂与伸长并导致叶夹角的变化[28]。本研究获得

的PpD2拟南芥过表达转基因株系中PpD2的表达

量显著高于野生型拟南芥WT，且分枝角度也明显

大于野生型，表明PpD2是导致普通型桃大久保分

枝角度大的关键基因，为桃树型的遗传改良提供了

理论依据。

4 结 论

普通型桃大久保1年生枝条分枝角度显著大于

WT L1 L3 L4
0

50

100

150

/°
Br
an
ch
an
gl
e/°

**
** **

A B

分
枝
角
度

B
ra

nc
h

an
gl

e/（
°）

**

**
**

谢贺芳，等：桃PpD2基因表达特性分析及功能鉴定 1169



果 树 学 报 第42卷

柱型桃洒红龙柱且腋芽内源BR含量显著高于洒红

龙柱；PpD2在大久保茎尖中的表达量显著高于洒红

龙柱，且在 1年生枝条分枝连接处韧皮部下部的表

达量显著高于分枝连接处韧皮部上部；过表达PpD2

能显著增加转基因拟南芥株系分枝角度，表明PpD2

在分枝角度形成中发挥重要作用。
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