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赤霉素对根尖径向生长的调节作用研究
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摘要:通过转基因与 RNAi 基因沉默技术,获得了由 35S 组成型启动子和 TobRB7 根尖特异表达型启动子分别启动

表达的 PtGA20ox、PtGA2ox1 烟草转基因株系和 NtGA20ox RNAi 株系,对转基因植株根尖进行大样本(n > 100)显微

观察。 统计结果显示:转基因植株根尖径向生长与对照相比具有极显著差异,外源施用 GA3与赤霉素合成抑制剂

PAC 可以逆转这种差异,表明赤霉素对根尖径向生长具有负调控作用;此外,利用 TobRB7 启动子在根尖分生组织

特异上调和下调内源赤霉素水平可以得到与组成型调控转基因植株相似的表型,表明赤霉素对根尖径向生长的负

调控作用主要是通过对根尖分生组织生长发育的调控实现的。
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We conducted our study on tobacco plants for altered rates of biosynthesis and catabolism of GA
constitutively or in specific tissues by transgenic approach and RNAi gene silencing technology. In the
present study, PtGA20ox and PtGA2ox1 were over鄄expressed under the control of 35S promoter or root
meristem鄄specific promoter (TobRB7) respectively and NtGA20ox was silenced. Root tips of transgenic
plants and NtGA20ox RNAi lines were microscopic observation ( n > 100). It showed that transgenic
plants compared with control had a very significant difference. This difference can be reversed by the
exogenous application of GA3 and gibberellin synthesis inhibitor PAC. Moreover, similar phenotypes were
obtained for root tip meristem鄄specific up鄄and down鄄regulation and constitutive regulation of endogenous
gibberellin levels. The results provide evidence that GA negative regulates the root tip diameter through
effects on the meristem.
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摇 摇 赤霉素( gibberellins, GAs)是四环二萜类植物

激素,参与调节植物整个生命周期中生长发育的许

多方面[1鄄鄄2]。 最近的研究表明,在植物根的生长发

育中,赤霉素发挥着重要的调控作用[3]。 对豌豆

(Pisum sativum)和拟南芥(Arabidopsis thaliana)的相

关 GA 突变体的研究发现,活性 GA 促进根的伸

长[4鄄鄄7],利用遗传转化表达 GA 生物代谢途径中的关

键酶进一步证实了此效应。 随后分子生物学研究发

现该过程需要 DELLAs 蛋白(GA 信号转导中最重要

的一类阻遏蛋白)和生长素参与[5,8],生长素是 GA
介导的在根尖内皮层 DELLAs 蛋白降解以解除其对

根伸长生长的阻遏所必需的[5,8];然而,越来越多的

研究表明:GA 在侧根及不定根的发生过程中具有

明显的抑制效应[9鄄鄄12],促进 GA 生物合成的转基因
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植株往往会表现出生根困难的性状[13],相反,抑制

GA 生物合成的转基因植株则有更多的侧根发

生[14鄄鄄16],但其分子机制尚不清楚。
尽管最近几年对于 GA 在根的生长发育过程中

作用的认识在不同层次上有了长足的进步,然而与

生长素相比,对 GA 在植物生长发育过程中的调控

作用的研究相对进展缓慢;因为赤霉素在植物体内

种类超过上百种,而且含量很低,对相关研究造成了

很大的阻碍[9]。 近年来,编码 GA 生物代谢途径相

关酶的各个基因已从不同物种中克隆[17],其中,
GA20ox 与 GA2ox 分别是活性赤霉素生物合成代谢

和氧化失活代谢过程中的限速酶,响应活性 GA 的

反馈调节,是植物体内是 GA 代谢途径中被调控的

最关键的位点[18鄄鄄19]。 通过在不同组织特异表达这 2
个关键酶基因以调控内源活性 GA 的水平,为相关

研究带来了新的思路[20]。
目前的研究成果主要将重点放在根的纵向生长

即伸长性生长上,而对于 GA 在根的径向生长中的

作用 尚 未 见 报 道。 为 此, 我 们 克 隆 了 毛 白 杨

( Populus tomentosa ) GA 代 谢 中 的 2 个 关 键

酶[10]———PtGA20ox 与 PtGA2ox1,利用转基因手段,
获得了 35S 组成型启动子和根部特异表达启动子

TobRB7[21]分别启动的烟草(Nicotiana tabacum)转基

因 植 株, 即 35S:: PtGA20ox, 35S:: PtGA2ox,
TobRB7::PtGA20ox 及 TobRB7::PtGA2ox 表达植株

(下文标记为 35:G20,35:G2,T:G20 及 T:G2),并
利用 RNAi 技术获得了烟草 NtGA20ox 基因沉默植

株[22](下文标记为 RNAi)。 本文对这些植株根的径

向生长进行统计分析,研究 GA 在其中的调控作用,
为 GA 对根生长发育调控研究提供了新的视野。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

以本实验室转化获得的 35: G20,35: G2, T:
G20,T:G2 及 RNAi 烟草转基因株系[22鄄鄄25] 及野生型

烟草为研究材料,其中 PtGA20ox ( AJ001326 ) 与

PtGA2ox1(JX102472)基因克隆于毛白杨 1316 株系,
转基因受体为野生型烟草 W38 株系。 所有植物材

料均于无激素 1 / 2 MS 培养基上,在 25 益,16 h / 8 h
光照条件下继代培养。

外 源 施 用 GA3, GA 合 成 抑 制 剂 PAC
(paclobutrazol)及 IAA 均购于 sigma 公司;显微拍照

用显微镜购于 Motic ( BA210) 公司;根径测量用

ImageJ 1郾 45 软件 ( http:蛐蛐rsbweb. nih. gov),双尾 t
检验用 Microsoft Excel 软件进行。

1郾 2摇 实验处理

取培养 4 周的野生型烟草植株,保留顶芽,除去

所有叶片,切成 3 cm 茎段,分别移至含有 GA3、
PAC、IAA、IAA + GA3、IAA + PAC 的 1 / 2 MS 培养基

上,其中 GA3与 PAC 含量为 1 mg / L,IAA 为 0郾 2 mg /
L。 以无激素 1 / 2 MS 培养基为对照,每个处理至少

40 个生物学重复,培养 3 周后每株随机选取 3 条不

定根,保存于 70%乙醇,用 0郾 1%固绿简单染色后对

根尖进行显微观察并拍照。
转基因植株均培养于无激素 1 / 2 MS 培养基,每

个处理至少 60 个生物重复,培养 3 周后每株随机选

取 4 条不定根进行测量。
1郾 3摇 数据处理

用 ImageJ 软件测量根尖根毛区即成熟区直径,
野生型数据以 50 滋m 等级进行频率计数,转基因植

株根尖数据进行降序排序处理后进行比对,利用双

尾 t 检验衡量处理间的差异显著性。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 GA3及 PAC 对野生型烟草根尖径向生长的

影响

图 1摇 烟草根尖组织结构

Fig. 1摇 Structure of root tip of tobacco
注:RHZ,根毛区;EDZ,伸长区;MZ,分生区;RC,根冠;rtd,根径测

量位区。

对野生型烟草不定根进行显微观察发现,根尖

的结构包含 4 个部分:根冠、分生区、伸长区和根毛

区。 分生区、伸长区的细胞致密而大小不一,根径变

化较大,到根毛区根径基本稳定(图 1),此区域的根

径能够反映根尖的径向生长情况。 对从不同培养基

上收获的不定根进行统计后发现:样本均呈正态分

布,对照组主峰在 300 ~ 400 滋m 之间,外源施用 GA3

极显著(P < 0郾 01)地抑制根的径向生长,主峰向左

偏移到 250 ~ 350 滋m 之间;相反,PAC 处理会极显
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著(P < 0郾 01)增加处理植株的根径,主峰向右偏移

到 450 ~ 550 滋m 之间;此外,赤霉素对根直径的作用

不受外源 IAA 的影响(图 2)。

图 2摇 外源激素处理对野生型烟草不定根尖径向生长的影响

Fig. 2摇 Effects of exogenous hormones treatment on radial growth of adventitious roots
注:WT(GA3)指处理样本基因型为野生型(WT),施加 GA3处理。

摇

2郾 2摇 遗传调控内源 GA 水平对植物生根的影响

与前人的研究一致,通过转基因手段上调内源

GA 水平(35:G20,T:G20)会显著促进植株节间伸

长,但节数并不增多(图 3);伴随生根数量的减少,
但促进根的伸长,不过根部特异表达植株不定根数

量与 WT 相比并无显著差异(图 4),主要是它介导

的基因表达是发生在根原基形成之后的[21]。 与此

相应的是下调内源 GA 水平 ( 35: G2、 T: G2 及

RNAi)会抑制植株节间伸长,并且同样抑制根的伸

长(图 3、4)。
2郾 3摇 根尖分生组织低 GA 水平促进根的径向生长

对转基因植株不定根进行大样本(n > 200)统

计分析结果表明,内源 GA 对根的径向生长具有调

控作用(图 5、6)。 35:G20 植株根径平均值为 314
滋m,与对照相比(338 滋m)有极显著(P < 0郾 001)差
异,T:G20 植株引起的效应相对较弱(326 滋m)。 而

35:G2,T:G2 与 RNAi 植株根径改变非常接近,平均

值均增加到 360 滋m 左右(图 6),说明低 GA 水平促

进根的径向生长;而这种作用并非直接的激活作用,
而与缺乏足够活性 GA 情况下根的正常伸长被抑制

有关。
外源施加 GA3 和 PAC 可以逆转转基因造成的

差异,进一步证实这种影响是内源 GA 水平的改变

引起的(图 7)。 在根尖分生组织调控 GA 的代谢可

以得到组成型表达相似的效果,说明 GA 处理引起

摇 摇

根径改变是通过调节根尖分生组织的分化实现的。

图 3摇 转基因植株的表型与生根情况

Fig. 3摇 Phenotypes and rooting of transgenic plants
注:上下图对应的为同一植株,白色标尺长度为 5 cm。
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图 4摇 遗传调控内源 GA 水平对转基因植株根伸长的影响

Fig. 4摇 Effects of modification of endogenous GA levels on
primary root elongation of transgenic plants

注:*表示在 P < 0郾 05 水平显著。
摇

3摇 结论与讨论

由于在整个生命周期中,植物不能像动物那样

自由移动,因此根系的发育对植物极其重要[26],根
系的生长也是改善作物产量的关键[27];所以不同激

素对植物根系的发育调控一直以来都是植物科学研

究领域的热点。
赤霉素在根的生长发育过程中发挥着重要的调

控作用。 对于根的纵向生长,已经有大量的研究积

累,然而对于 GA 在根的径向生长中的作用机制还

未阐明。 这可能是因为相对于纵向生长,径向生长

的差异不明显,在模式植物的根系中很难用肉眼区

摇 摇

图 5摇 遗传调控内源 GA 水平对转基因植株根尖径向生长的影响

Fig. 5摇 Effects of modification of endogenous GA levels on primary root diameter of transgenic plants
注:每一个点对应一条不定根,数值为对该样本显微图像中根径 3 次测量值的平均值。

摇

图 6摇 遗传调控内源 GA 水平对转基因植株根径的影响

Fig. 6摇 Effects of modification of endogenous GA levels on the
average primary root diameter of transgenic plants

注:* 、 ** 和 ***分别表示在 P < 0郾 05、 P < 0郾 01 和 P <
0郾 001 水平显著。

分。 另外,经长期的进化选择,植物根系的生长对环

境反应很敏感,只有通过对大量样本进行观测并进

行统计分析后才能区分这些差异。 本文对野生型和

转基因烟草植株在组织培养条件下的根系进行了大

样本(n > 100)显微观测,分析后发现 GA 对根的径

向生长具有负调控作用,外施 GA 或利用转基因手

段上调根中活性 GA 水平会造成根系的细长表型;
相反,利用外施 GA 合成抑制剂或转基因手段下调

根中的活性 GA 水平则会促进根的增粗。
研究表明,GA 对根伸长生长的调控定位于根

尖分生区内皮层细胞[8,28鄄鄄29],此过程需要生长素和

DELLAs 蛋白参与[5]。 本研究发现,GA 对根的径向

生长的调控也定位于根尖分生区。 超表达 GA 合成
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图 7摇 GA3与 PAC 逆转外源基因表达对根径的影响

Fig. 7摇 Effects of exogenous gene expression on the average primary root diameter were GA3鄄and PAC鄄reversible
摇

基因植株与根部特异表达植株相比对根径的影响更

大,而单独施加 IAA 也会降低根径。 有研究表明,
外源施加 IAA 促进 GA 的合成[30鄄鄄32],反之,GA 对生

长素的极性运输具有促进作用[33]。 生长素主要是

由顶端分生组织产生并极性向下运输的[34],因此可

以推测组成型表达引起的效应很可能是伴随生长素

极性运输的增强以及 GA 与生长素在根部的互作共

同产生的;因而 GA 对根的径向生长的抑制作用与

对根的伸长的促进作用是紧密相关的,很可能是同

一效应的不同反映。
此外,与野生型相比,高于正常浓度的 GA 对根

的径向生长的抑制具有剂量效应,而低于正常浓度

的 GA 对根径增长的促进受到影响较小。 由此推

测,低水平 GA 对根尖径向生长的促进作用并非直

接的激活而是通过抑制内皮层细胞的正常伸长达到

的。 在内皮层特异表达 GA 响应功能缺失突变的

DELLAs 蛋白会引起旁侧组织细胞的堆叠[29]的研究

结果支持这一观点。 本研究首次证实了 GA 在根的

径向生长上具有负调控作用,为 GA 对根生长发育

调控机制研究提供了有益的补充。
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