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不定根的形态发生与调节机制

李小方汤章城何玉科

(中国科学院上海植物生理生态研究所 上海 200032) 

植物的根有两种，一种是来源于胚的胚生

根(Embryotic r∞t) ，它是植株形成强大根系的

基础;另一种是不定根 (Adventit ious r，∞t) ，它

不按正常时序发生，且出现在非正常的位置(如

茎、叶) 。 大多数情况下 ， 不定根的发生是由于

植物器官受伤或激素、病原微生物等外界因素

的剌激，因此表现为植物的再生反应 。

不定根的发生扩大了植物的根系，使植物

和细胞具有了再生能力 ，在植物器官杆插和组

织培养中广泛使用，因此，不定根发生的生物学

研究是发育生物学的重要领域，它不仅有助于

阐明调节植物生长发育的机制 ，而且会促进许

多优良品种的营养繁殖，对农 、林与园艺业的发

展具有不可估量的价值。

L9 世纪开始 ，人们一直试图寻找特异性的

不定根形成物质。 30 年代，发现生长素能促进

不定根形成，认为是形成根的激素。 随后大量

的研究均围绕着生长素及其代谢与不定根发生

之间的关系 。 尽管有无数的研究证明生长素对

多种植物的不定根形成有关键作用，但对于一

些物种，尤其长年生木本植物，用生长素处理并

不能使之产生不定根，因此生长素并不是不定

根形成的唯一的决定者。 于是人们对不定根发

生过程中的非生长素的生化及分子标志作了相

当的研究，也有研究者从组织解剖结构上来探

索控制不定根发生的机制。 近年来，随着分子

生物学与基因工程的飞速发展，在基因水平上

已开始探讨不定根的形成，井且前景令人看好。

一、生长素、生长素代谢

与不定根发生

不定根的发生从根原基的分化开始。 不定

根的原基分为三类，即形成于原位(川 situ) 的

根原基，向着插条基部但不是在原初细胞分裂
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点处形成的根原基和形成于基部愈伤组织的根

原基。 在后两种情况下，根发生的最初解剖学

事件之前需要细胞分裂。 根原基发生于原位的

情况 ， 已经定义为 4 个明显的阶段 :①新的分生

组织位置的诱导 ;②最初的细胞分裂 ;③后期细

胞分裂形成有组织的根原基(分生组织) ; ④通

过分生组织产生细胞并进行伸长生长完成根的
发育[ 1 ， 2 ] 。

在外植体培养中，新的分生组织位置最早

的可见信号是单一细胞的膨大，同时伴随细胞

核的急剧膨胀和浓密细胞质的形成[2 ， 3 ] 。 在这

些细胞和分子事件之前的一段时间内，植物组

织内生长素的生物合成、代谢和分布有明显变

化，因此可以认为生长素在不定根发生的每一

阶段中都有重要的调节作用。

1.内源生长素的分析

测定内源生长素早期的工作大部分是用生

物测定法，结果出现了互相矛盾的结果。 例如，

许多植物存在易生根与难生根的外植体，但两

者之间在生长素水平上并无差异 ， 但在另一些

物种的外植体中生长素水平与易生根性却呈正

相关。

对不定根发生过程中内源生辰素水平变化

的研究可知 ， 生长 6 天 的绿豆 ( PhaseoLus au-

7'eus)下胚轴不定根的发生相当迅速，第一个细

胞分裂发生在 30 小时 内， 60 小时内可见到发

育完整的根原基， 100 小时后根出现。 在外植

体切割的几小时内该部位 1M 增加，在第一个

细胞分裂之前又下降，而下胚轴上邻近不定根

发生的部位没有 IAA 水平的上升[4 ] 。 这些结

果说明，在该系统中，短暂的队A 升高与不定

根发生的诱导阶段相联系，生长素下降又与最

早的细胞学变化相联系 ， 但没有证明 IAA 水平

的这种升高与下降是不定根发生的原因 。 后来

的研究都表明不定根根原基的诱导与 lAA 水

平的升高同时发生， IAA 水平的下降与早期的

细胞分裂和根原基的组建有关[ 5 ] 。

用发根农杆菌转化的大豆上胚轴，愈伤组

织与随之的根形成依赖于 TRau工基因表达积

累的内源 lAA，并与 呵|喋-3 -乙酷胶积累同时发

生[6 ] 。 这是首次分析含有 TRONA aux 基因的

农杆菌所介导的转基因植物组织内 的 内源

lAA。 用同样方法转化的大 白菜、花椰菜和甘

蓝的下胚轴 ，其不定根发生可随内源 lAA 的积

累而在形态学上下端都发根[7] ， 这说明 lAA 的

确参与了不定根的发生过程。

2 . 生长素代谢

前面所讨论的均是植物组织内 的 自由

lAA ， IAA 在植物组织中也以结合形式存在，它

通过接基基团与氨基酸(AA)或糖/肌醇等酷脂

连接 。 IAA 的结合与水解是调节植物组织 内

lAA 水平的重要代谢。 当外源生长素处理后 ，

植物组织会表现出很强的累积结合型生长素的

能力 [8] 。

一些研究者指出生长素的结合物可调节不

定根的发生。 在一年的不同时间取木本植物黄

伊 (Cotinus coggygria ) 的枝条来杆插 ， 尽管在

不同取样时间所取的插条内总 lAA 相同 ，但在

幼嫩枝中自由 IAA 与总 lAA 含量之比为0. 94 ，

而在老枝中二者比为 0 . 02 ，后者不发根[9] 。

Nordstrom 等研究了发根阶段大豆插条中结合

型 IAA 的含量 ， 发现在生根区有结合型 口引喋乙

酸 ( IAAsp ) 的增加，推测它能阻止 自由 IAA 的

增加 。 在生根培养基中加 IAAsp 并不能剌激

发根[剖 ，这说明一旦内源 lAA(或 IBA)结合为

IAAsp ， 就不能剌激不定根发生 。

植物组织中也能对 IAA 进行不脱援基的

降解和氧化。 lAA 的氧化性分解是由不同的过

氧化物酶 (POO )催化[ LO ] 。 分布在羽扇豆韧皮

薄壁细胞质中的碱性 POO 同功酶很明显参与

IAA 的极性运输 [ 11 ] 。 对 lAA 分解实际作用及

多样性仍不清楚。

有研究表明 ，外植体在切割最初几小时内

有一短暂的 POO 水平下降 ，这种下降与发根区

IAA 水平的短暂升高一致。 在根发生发育过程

中， POO 水平随之升高 [5.12] 。 这些结果支持了

前面提到的 以A 水平的初期升高在根发生过

程中十分重要，但低水平的 lAA 才能使根原基
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得以发育 。

基于现在的研究结果可知，生长素的绝对

水平对剌激根发生的最初事件十分重要， IAA

水平的升高是诱导最初细胞分裂之前根发生解

剖学和生化事件所必须的。

3. 转基因植物组织的证据与敏感性

发根农杆菌 A . rhizogenes 是以剌激植物

组织使其不定根发育过分活跃为特征的 。 在这

种致病菌株中，染色体外的大质体一-Ri 质粒

中含有一小段 DNA(T-DNA) ，可以转移 、整合，

并在植物基因组中表达。 Ri T-DNA 的表达导

致接种位点处不定根大量增生。 已鉴别出四个

基因位点 ( rolA 、 rolB 、 rolC 、 rolD ) [ 1 3) 。 因为

这些质粒含有编码植物生长物质生物合成的基

因， 比较 A. rhizogenes 的转化与非转化细胞，

很明显 Ri T-DNA 提高了转化细胞对生长素的

敏感性。 推测转化细胞对生长素敏感性的提高

是早期的细胞学变化，可能有激素信号的接受

与传导参与[14 ) 。 研究表明转化质粒的单一基

因 rolA 、 rolB 、 rol C 都能提高对生长素的敏感

性 ， γolB 是最有效的 。 rolB 基因编码一种酶，

该酶水解口引味书-葡糖昔，但该酶的底物并非生

长素。 推测由 rolB 基因所负责的生长素敏感

性可能决定转化细胞进行根分化[ 13 ) 。

4. 生长素结合蛋白

在无数的植物对生长素的生理反应 中， 天

然或合成生长素均要求专一的结构和功能，这

说明反应第一步必定是生长素与一蛋白质相互

作用，这样的蛋白质被定义为生长素结合蛋白 。

基于放射性标记生长素对膜的结合已鉴别出生

长素结合蛋白的三个结合位点 : 内质网膜 (ERj

site 1 )、液泡膜 (si te II ) 和原生质膜 ( site 
m )[15) 。

拟南荠中有一类受生长素介导的形态、发育

突变体，其基因突变影响生长素的运输，如

AUXl 编码生长素的摄取载体蛋白 ， 而 EJRL

编码生长素的外运蛋白 [ 16 ← 1 8) 。 还不清楚生辰

素结合蛋白是直接与 H-ATRase 作用 ， 还是和

哺乳动物或酵母细胞中的信号接受系统类似。

可以预见的是对编码础知基因的研究来进一

步理解生长素的感受系统 ，尤其是这种激素是

如何与细胞信号转导机制联系起来的将有助于

阐明生长素诱导的不定根发生的调控机理。

二、解剖学原因

从 20 世纪前半期开始，就有许多不定根发

生的细胞学、解剖学的研究 ， 以期阐明解剖结构

特点与不定根发生能力之间 的关系， Priestley 

等定名为"解剖学原因 " [ 1 9) 。

一般认为根原基的定位是受"内部规律"决

定的 。 Priestley and Swingle[19 ) 对发育的细胞

学 、组织解剖学进行了研究 ，认为极性没有解剖

结构基础，但细胞的发育进程如形成或不形成

根原基则是由它们在植物中的相对位置决定

的。 Anni e Hartsema 对不定根、芽的发生作了

细致的细胞、组织观察，并与 19 世纪、20 世纪

初期的一些相关研究作比较 ， 发现根原基在纤

维束的韧皮薄壁细胞附近形成。 她详细地描述

了在受伤叶中形成根的细胞与非形成根的细胞

的复杂的原生质流动、核运动和有丝分裂。 指

出受伤剌激沿着伤口向上 ， 在韧皮部中产生两

种反应 : 初级反应是触发紧邻受伤处的细胞的

分裂 ;次级反应是触发距伤口一段距离 、接近韧

皮部中形成根原基的薄壁细胞的分裂[20) 。

植物组织以一特定方式对诱导剌激或信号

反应的能力被定义为感受性[21 J 。 在大多数常

青木本植物中，成熟期枝条和幼嫩枝条相比，形

成不定根的感受性会下降或失去[22J 。 元外惊

生长素时， 去叶的常春藤成熟期叶柄与幼嫩期

叶柄都观察不到细胞分裂。 用放射性生长素处

理，两个时期的叶柄中生长素的分布与数目是

相同的，但仅幼嫩期叶柄能形成不定根 。 显微

观察表明，在生长素处理前 ， 除了成熟叶柄中较

多数 目的韧皮纤维之外，两个时期的组织结构

相同 。 在生长素处理第 6 天，两个时期的叶柄

中，可观察到在维管束外边且邻近维管束的导

管上皮细胞开始分裂。 处理第 9 天，可观察到

幼嫩叶柄中韧皮薄壁细胞和邻近维管束的中柱
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薄壁细胞的定向分裂 ， 这些定向的细胞分裂导

致在处理第 12 天形成根原基。 相反 ，在成熟叶

柄中，紧接着导管上皮细胞的分裂是韧皮细胞

和整个中柱细胞的分裂。 这种缺乏定位的细胞

分裂和中柱内分裂相的随机性不能形成有组织

的分生区或根[23 ] 。

尽管成熟组织的不定根发生的感受性下降

是稳定存在的，但可通过一定的途径改变这种

感受性。 在生长的早期阶段，对枝条的顶端或

腋生芽进行遮光处理，对该种枝条生根感受性

有显著效应。 该感受性对接下来的处理可维持

几周到几个月 。 那么暗处理与光下生长的组织

之间发根感受性不同的基础是什么呢? 研究表

明遮光导致细胞璧厚度下降(也即减少纤维素、

半纤维素的沉积)和韧皮部和中柱黯纤维的木

质化程度降低，并且大部分细胞存在于薄壁细

胞中 [24] 。 还不清楚任何除去光的持续作用在

随后的光处理下对外植体解剖结构有何影响 。

三、不定根发生 的非 生长素

生化和分子标志

不定根发生过程中一个关键时期是根原基

的形成，它包括诱导细胞的脱分化、细胞分裂以

及扩大形成分生组织 、从根原基上再产生根井

生长。 有发根感受性的细胞能直接对诱导刺激

(通常是受伤或生长素处理)反应产生根原基 ，

没有感受性的细胞不能对刺激起反应 ， 这说明

生长素对不定根的形成不是唯一决定者，还有

许多其他因子参与 。

1.不定根发生的生化标志

除了生长素，对不定根发生的生化标志研

究较多的是多胶 、过氧化物酶( POD ) 、多酣氧化

酶(PPO) 和类黄酬 (Flavono i ds ) ，尤其是前两

者。 有许多研究表明高胶水平与细胞分裂、根

原基的形成有 一定关 系 。 与生根相联系的

POO 同功酶变化和活性的研究，常与生长素氧

化相联系 。 POD 可能参与根发生时 lAA 的代

谢、细胞壁形成 、木质部细胞的发育[ 1 2] 。 由于

生长素生理作用还远没有搞清楚， POD 作为生

化标志就显得意义不大 。

2. 分子标志

尽管过去的许多研究是集中于不定根形成

过程中的生理生化变化，但对控制其形成的分

子机制方面的信息还相当有限。 近年来对不定

根和侧根形成中生长素诱导基因的表达及相关

的分子事件作了广泛的研究 ， 已分离鉴别出一

些与不定根原基发生有关的基因和蛋白质 ， 如

富含脯氨酸 (PRP) 基 因 、 根 原基中表达的

LRP1 基因等。

PRP 基因是从长春藤的叶柄中分离到的，

它在幼嫩叶柄、半成熟叶柄和成熟叶柄中的表

达水平有明显差异。 核酸序列分析表明 ， PRP

基因与大豆、豌豆和胡萝卡细胞壁中富含脯氨

酸的蛋白质的基因同源，其 mRNA 的表达受伤

剌激诱导， 且与 组 织 的 发根感受性呈负相

关[25 ]0 PRP 基因在具有发根潜力的细胞中优

势表达，这些细胞指生长素处理和发生细胞分

裂的部位[26] 。在半成熟叶柄发生根的特定细

胞中 ，生长素处理抑制 PRP 基因的表达，这和

该基因与发根感受性呈负相关一致。 但是在成

熟叶柄中， 生长素处理对 PRP 基因的表达没

有影响。 结果说明 PRP 在同一组织中的表达

受发育时期的影响，其原因可能是，幼嫩叶柄中

能再分化形成根的细胞却不能高水平表达

PRP ， 相反 ， 成熟叶柄 中 的细胞已发育到不能

再分化形成根但能高水平表达 PRP。 半成熟

口十柄 中可能含有没完全达到成熟阶段的细胞，

生长素能扭转它们成为幼嫩期的原生质，并使

PRP 基因 mRNA 水平降低。 因此可以把 PRP

基因的 mRNA 水平看作是根发生过程中原生

质变化的分子标志，但还不确定它是控制根发

生的原因还是改变了发育感受性的结果。

运用分子生物学和基因工程的方法已分离

和克隆出许多与根原基发生有关的基因。

HRGPlI t3 基因是调节细胞周期的，它在烟草

形成不定根和鱼塘侧根原基的第一个细胞分裂

之后迅速表达[27 ] ; LRP L 基因在 Arabido川口

不定根根原基发生的早期活跃，而在根出现之
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前关闭，可见 LRPl 是研究不定根根原基发生

的早期分子标志[28]; 旺豆下胚轴不定根形成中

两个 cDNAs: MII-3~MII-4 在生长素处理的下

胚轴中表达量很高，而在对照中却不表达。 随

着 IAA 浓度的升高，发根率与两基因的表达呈

正相关。有关它们是否直接参与调控不定根的

发生还有待进一步研究[29] 。另外 ArabidoρSlS

中与细胞周期有关的 cdc2 、 cdc2a 基因的转录

产物 RNA 在根原基以及侧根发生处新形成的

分生组织初始阶段累积，其表达可能是分生组

织活动的调节元素。 对向日葵下胚轴不定根根

原基发生过程中基因表达水平研究表明 : 根发

生时，基因表达发生改变，有 50 种新的蛋白质

出现， 10 种蛋白质的表达量增加，而且基因表

达的改变也反映在整个 RNA 水平的变化[30 ] 。

分离和鉴别参与不定根发生的 cDNA 序列是今

后的研究方向 。

近年来，对拟南芥突变体的遗传分析表明 ，

与生长素介导的形态发育突变体至少有三类 :

一类突变基因是参与激活与泛素蛋白( ubiqui

tin)相关的蛋白质 (Rub ，如 axr 1 ) ， 或是该过程

的下游因子 tirl 和 mr1 [31 ， 32] ; 第 二类突变即

前面谈到的影响生长素的运输 ; 第三类突变基

因是生长素诱导基因或调节这些基因的转录因

子，如 axr3 和 monoρ-teros 。 拟南芥中生长素

诱导基因 (Arx/lAA )家族至少有 20 个，这类

基因编码的蛋白质包含四个保守的结构域，结

构域 III 可形成自αα 结构，与一些原核阻遏蛋白

的 DNA 结合结构域相似。 但还没有证据表明

1AA 蛋白与 DNA 直 接结 合 [ 33 ] 0 AXR3/ 

lAA17 的突变可提高不定根的形成[ 34 ]

SHY2/IAA3 的突变可剌激侧根的发生[35 ] 。

生长素反应因子 (ARF)是转录因子，可以结合

在生长素调节基因启动子中调节因子上 [ 36 ， 37 ] 。

目前还未发现这类基因的突变影响根的发生。

但随着这方面研究的不断深入，必将有利于阐

明生长素对植物发育包括不定根的发生的调控

机理。

四、小 兰士
-μ 

从对不定根发生的研究历史来看，生长素

的确可以诱导许多植物外植体不定根发生。 受

到诱导剌激时，一些靠近韧皮部薄壁的细胞发

生定向的细胞分裂形成与初生根根原基相似的

不定根根原基。 生长素在不定根的诱导阶段是

必须的，但是对随后根原基及根的发育并没有

直接的作用。 不同物种或不同组织发根感受性

不同，并且只有很少一部分细胞能分化发生不

定根，这不仅受到组织解剖结构限制，还可能与

细胞膜上受体分布不同有关。

不定根、侧根和初生根在组织结构上几乎

相同，因此推测在它们的发生过程中有相同的

分子变化过程。 已经表明，侧根与初生根(胚生

根)在形成过程中启动的是同一个分子程序 ，如

突变体 γn'1-1 1 和 rm12 丧失这两种根的根原基

活性。 不定根与侧根尤其诱导性侧根的发生过

程非常相似，二者都经过根原基位置的诱导，特

定细胞的分裂、根原基的形成、根的发育这一过

程。二者都受生长素的诱导，且诱导的原始细

胞都位于中柱内 。 但是两者的发生过程也存在

差异 ，如拟南芥的 aLf4 和玉米的 rtcs 突变体仅

缺失侧根[ 38 ] 。 侧根根原基在大约 3-5 层细胞

前受生长素限制，在这之后则可在无激素培养

基上自主发育成根 [39 ] 。 不定根根原基的诱导

与局部 1AA水平的升高同时发生，早期的细胞

分裂和根原基的组建则伴随 1AA 水平的下

降[ 1 0] 。 目前对侧根发生的研究非常多，在拟南

芥中已经得到在根的特定细胞类型中特异性表

达 GUS 的一系列转基因株系(增强子陷阱与

启动子-GUS 组成融合基因来转化) ，利用这些

标记株系已经对侧根根原基发生过程中细胞的

命运及分化状态作了深入研究 [40 ] 。 另外，侧根

作为整个植物根系的组成成分，不仅可以用胚

胎发育学方法，也常可借助突变体来研究。 相

比之下，研究不定根发生的方法就比较有限，即

常规的组织解剖学方法 ，生理生化分析，利用差

减杂交或差异显示来分析特异表达的基因 。
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总的来讲，对不定根发生的调控机制的认

识仍是相当少，有些研究结果具有片面性。 尤

其对生长素不能诱导根发生的情况下，根发生

可能存在其他的调控点。 根发生是一复杂的发

育过程，可以假定在该过程中有多个位点调控，

那么调控因子或限制因子随物种或发育阶段的

变化而不同 。 要解决这些问题，就要对根发生

过程作详细的分析。 把现代组织解剖显微技术

与生化分析技术结合起来， 同时借鉴侧根的研

究方法，首先搞清楚什么时候组织对生长素有

感受性，什么时候细胞不可逆转地趋向根形态

发生。 如果组织对生长素元发根感受性，是什

么形态发生过程限制了根发生?由于不定根 、

侧根和初生根组织结构的相似性，在确定不定

根发生的相关分子机制时，也可在侧根与初生

根所取得的进展基础上来研究，或利用分子生

物学技术研究不定根发生过程中的同源基因 。

目前研究发根农杆菌的有关基因 (α附 和 γ01 )

以及它们与植物基因的相互作用，有可能帮助

找到与不定根发生的有关基因 。 PCR 技术的

飞速发展，可以用来从形成根原基较少数量的

细胞中得到一定的生化信息，确定目 的基因的

发根功能及表达方式。 此外，植物基因表达调

节序列方面知识的迅速增加也将加深对发根机

理的认识。
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RZ糖代谢相关基因转化植株的研究进展 势

安新民脊骨 陈大明 祷怜*** 徐昌杰 H 张上隆H 陶 俊H

( ** 浙江大学华家池校区园艺系 杭州I 310029) 

( *** 北京市农林科学院蔬菜研究中心 北京 100089) 

震糖是植物体内光合同化物由叶(源)到果

实(库)的主要运输形式，也是决定品质形成的

关键因子。 煎糖酶又称转化酶或日-吱喃果糖昔

酶 (invertase ， ß-fructofuranosidase , EC 3 .2. 1 . 

26 , Ivr) 、照糖合成酶 ( sucrose synthase ,EC 2. 4 . 

1. 13 ， SS)和震糖磷酸合成酶(sucrose phosphate 

synthase ,EC 2. 3. 1. 14 , SPS) 与庶糖的代谢密

切相关，它们在煎糖代谢中分别催化下列反应 :

Ivr SS 
S + H20 一一一一-G+ F ; S+ UOP •• UOP-G + 

SPS 
F;F-6-P + UOP-G 1-•S- 6-P + UOP 

其中 Ivr 分解煎糖， SS 虽能催化煎糖的合成，但

有足够证据表明在不少植物中它促进煎糖分

解， SPS 则催化庶糖合成。 编码上述三个酶的

基因在一些植物中己分离得到，并已在拟南

芥[ 1 ) 、烟草 [ 1 ) 、 番茄[2- 1 0 ) 、 马铃薯[ 川 ]、 胡萝

卡 [ 1 2. 1 3) 和水稻， [ 14 )等植物上获得了这些基因的

正义或反义转化植株。 本文着重介绍这些转化

植株的特性。

一、转化酶基因转化植株

转基因植株。 随后 Ohyama 等[6) 和 Klann 等[7 )

分别将番茄酸性转化酶反义基因拷贝导人番茄

植株，并对转基因植株的表达进行了研究。

Dirk Bussi s 等[ 门 ] 对正义转入酵母转化酶基因

的马铃薯植株进行了研究。 Ohyama 等 [8) 将番

茄细胞壁酸性转化酶反义 cDNA 导人番茄，研

究了转基因植株的糖代谢变化和育性。 Tang

等 [ 12 ) 将液泡和细胞壁转化酶反义基因转化胡

萝 卡 ，并研究了转基因植株的早期发育和照糖

分配。 综合上述研究的结果，本文对酸性转化

酶基因转化植株的特性从以下四方面加以说

明 。

1.酶活性的变化

转基因植株的转化酶活性发生了较大的变

化 。 反义基因转化植株酶活性降低，而正义基

因转化的植株酶活性则明显升高。 Ohyama

等 [ 6 ]通过比较发现，与未转化或 GUS 基因转

化的对照果实相比，酸性转化酶反义基因转化

的红熟果实中可榕性酸性转化酶的活性很低且

不及对照果实的 0 . 5% ， 不榕性酸性转化酶水

Schaewen 等川于 1990 年首次将酵母转化 拚 国家自然科学基金重点项目(批准号 :39730340 )
酶基因 SUC2 正义拷贝导人烟草和拟南芥获得 资助。
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