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植物激素对离体再生的调控及其在南瓜上的作用
王彬1  陈敏氡1  林亮2  白昌辉1  朱海生1*  温庆放1*

(1福建省农业科学院作物研究所, 福建省农业科学院蔬菜研究中心, 
福建省蔬菜工程技术研究中心, 福州 350013; 2连江县农业经济技术中心, 连江 350500)

摘要      离体再生涉及植物激素信号应答, 细胞分化、脱分化获得组织器官发生以及细胞再分

裂形成特定的器官原基和分生组织等过程。激素调控是影响植物离体再生的重要因素。一些关键

的启动子元件和转录因子在激素应答信号的检测和转导过程中起着重要作用, 激素的控制对象通常

是使细胞的形态和代谢发生转变的决定性基因, 以转录因子和表观遗传因子为主, 它们共同完成对

全基因组基因表达的重排, 实现细胞命运的转变。该文对植物离体再生中激素的诱导、应答模式和

信号转导以及植物器官发生和体细胞胚胎发生过程激素的分子调控进行了综述, 并概述了近年来国

内外有关南瓜离体再生过程激素作用的研究, 旨在为提高南瓜属作物的离体再生率提供新思路。
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Regulation of Phytohormone on Regeneration 
In Vitro and Its Role in Pumpkin
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Fujian Academy of Agricultural Sciences; Fujian Engineering Research Center for Vegetables, Fuzhou 350013, China;
 2Lianjiang Agricultural Economy and Technology Center, Lianjiang 350500, China)

Abstract       Regeneration in vitro involves in phytohormone perception, cell differentiation, dedifferentiation 
to acquire organogenic competence, and organization of cell division to form specific organ primordia and meristems. 
Hormone regulation is an important factor affecting plant regeneration in vitro. Some key promoter elements and 
transcription factors play an important role in the process of hormone-response signals detection and transduction. 
The control object of hormone is usually the crucial genes that change the morphology and metabolism of cells, which 
are mainly transcription factors and epigenetic factors. They jointly complete the rearrangement of gene expression 
in genome-wide, and realize cell-fate transition. This review focused on the hormone induction, response patterns, 
signal transduction of plant regeneration in vitro, hormone molecular regulation in plant organogenesis and somatic 
embryogenesis, and summarized the role of hormone in pumpkin regeneration in vitro in recent years, aiming to 
provide a new idea for improving the regeneration rate of Cucurbita crops in vitro.
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植物离体再生的研究最早开始于19世纪后半

叶, 人们开始设想是否可以将植物的部分组织培养

成完整的植株。1902年, 细胞全能性学说的提出为

植物离体再生的成功带来了希望[1]。直至1948年, 
首例再生植株从烟草茎段培养中成功获得[2]。目前, 
植物离体再生技术已经成熟, 广泛应用于植物基因

工程育种、倍性育种和无性变异系创制等诸多领域。

然而, 有关植物离体再生的细胞和分子机理还有许

多地方需要探索。植物离体再生可分为三个阶段: 
第一阶段激素诱导离体再生启动, 细胞对激素作出

应答, 获得组织器官再生的潜能; 第二阶段在激素控

制下细胞再分裂、分化并向特定组织器官发育; 第
三阶段组织器官形态建成。目前的研究揭示, 激素

行为是调控植物离体再生的重要因素[3], 激素的控制

对象通常是使细胞的形态和代谢发生转变的决定性

基因, 以转录因子和表观遗传因子为主, 它们共同完

成对全基因组基因表达的重排, 实现细胞命运的转

变。本文将对植物离体再生中激素的诱导、应答模

式和信号转导以及植物器官发生和体细胞胚胎发生

过程激素的分子调控进行重点综述, 并概述近年来

国内外有关南瓜离体再生过程激素的作用研究, 旨
在为提高南瓜属作物的离体再生率提供新思路。

1   植物离体再生过程激素的诱导
植物离体再生过程往往需要外源激素与内源

激素的协同诱导。植物内源激素含量调控细胞分化

和生长的方向与进程; 外源激素起着传递遗传物质

脱分化、再分化等发育信号的作用。外源激素可以

改变植物本身内源激素的水平, 内源激素的种类和

水平决定着外源激素的作用效果。

内源激素对愈伤组织的生理状态有重要的影

响, 其种类、含量及协调平衡是植物愈伤组织形成

和分化的关键。迄今为止, 国内外研究较多的内源

激素包括生长素[auxin, 也称为吲哚乙酸(indole-3-
acetic acid, IAA)]、细胞分裂素(cytokinin, CTK)、脱

落酸(abscisic acid, ABA)和赤霉素(gibberellin, GA), 
其中IAA被证实是白桦[4]、早熟禾[5]、棉花[6]等多

种植物愈伤组织生长的重要内部因子, 高浓度的

IAA有利于外植体胚性愈伤组织和胚性细胞的诱

导; ABA对胡萝卜[7]、枸杞[8]等体细胞胚胎的形成和

发育具有重要作用, 并与水稻绿苗分化直接相关[9]; 
GA的作用刚好相反, 对胚性细胞的发生起负调控作

用。目前学者普遍认为, 内源IAA含量高、CTK含

量低的外植体具有更高的出愈率, 而IAA含量降低、

CTK含量升高或者IAA/ABA比值降低则会促进愈

伤组织的分化过程。

外源激素的种类、浓度和配比是植物离体形态

建成的关键因素。在愈伤组织诱导阶段, 可以优先

考虑外施萘乙酸(naphthylacetic acid, NAA)和IAA, 因
为它们对细胞的毒害作用较轻, 若效果不佳, 可以采

用2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 
2,4-D), 浓度范围以0.001~10 mg/L为宜, 并且在此过

程同时添加CTK[如激动素(kinetin, KT)、6-苄基氨

基嘌呤(6-benzylaminopurine, 6-BA)等]可以明显改进

愈伤组织的质量[10]。愈伤组织的分化阶段一般需要

IAA和CTK的配合使用。外源IAA/CTK浓度比高时

易于诱导根的形成, 浓度比例低时促进芽的分化, 浓
度比处于中间值时则易导致细胞无规则繁殖形成愈

伤组织[11]。在某些生殖器官的分化过程, 外源IAA的

浓度起着决定性作用, 即再生花芽分化前越早期的

器官所需的生长素浓度要越低, 而再生花芽分化后

越晚期的器官所需的生长素浓度越低[12]。除此之外, 
一些研究表明, 外施ABA对植物体细胞胚胎的发生

与发育起着重要作用[13]。

2   植物离体再生过程激素的应答
植物激素应答过程包括3个环节, 首先激素信

号被识别并与受体结合, 然后经过下游复杂分子运

动进行信号转导, 最后发生信号响应引起细胞形态

和代谢的改变。近几年有关IAA和CTK应答模式和

信号转导的研究及综述较多, 报道显示, 一些关键的

启动子元件和转录因子在其中起着重要作用[14-16]。

2.1   IAA的应答模式和信号转导

目前, 研究中最常用人工启动子DR5驱动

报告基因GUS(β-glucuronidase)或绿色荧光蛋白

GFP(green fluorescent protein)和 黄 色 荧 光 蛋 白

YFP(yellow fluorescent protein)的表达来检测IAA应

答信号在植物体内的分布情况。基于DR5的指示

效果, 国内外学者发现, IAA应答信号在植物愈伤组

织、不定根、不定芽、体细胞胚胎的形成过程均有

分布, 并基本了解各自的应答模式。Gordon等[17]发

现, IAA信号最早出现在增殖细胞中, 愈伤组织形成

后逐渐减少, 提示在愈伤组织诱导期间IAA应答仅

是早期细胞增殖所必需的。Che等[18]研究了IAA信
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号在不定根再生过程中的应答模式, 结果表明, IAA
信号开始出现在愈伤组织的边缘区域, 当转入根诱

导培养基(root-inducing medium, RIM)信号分布在

WOX5(WUSCHEL-RELATED-HOMEOBOX 5)基 因

的表达区域, 即根尖分生组织(root apical meristem, 
RAM)的静止中心(quiescent center, QC)。Cheng等[19]

分析了IAA信号在不定芽再生过程中的分布情况, 
发现IAA信号也在愈伤组织边缘被检测到, 可当转

入芽诱导培养基(shoot-inducing medium, SIM), 信号

被转移到细胞外层, 分布在WUS(WUSCHEL)基因表

达区域的周围。Su等[20]对IAA信号在体细胞胚胎发

生中的分布进行研究, 结果显示, IAA信号在胚性愈

伤组织中未被检测到, 当转入体细胞胚胎诱导培养

基(somatic embryo-inducing medium, SEIM)信号出

现在WUS基因表达区域的周围, 在胚胎形成后集中

分布在原分生组织顶部。由此可见, IAA应答信号

在植物不同的离体再生过程中呈现差异分布。现阶

段的研究表明, IAA应答信号的这种差异分布是通

过极性运输实现的, 极性运输会导致IAA在植物体

内呈现不同浓度的梯度分布, 从而特异性地调控植

株不同离体形态的建成。目前已知输入载体AUX1
蛋白(AUXIN-RESISTANT1)和输出载体PIN蛋白家

族(PINFORMEDs)的活性控制着IAA的极性运输过

程, 其中PIN蛋白家族在细胞膜上的极性分布模式是

决定IAA极性运输方向的关键调控因子[21]。

IAA的信号转导过程与AUX/IAA(auxin/indole-3-
acetic acid)蛋白的降解和ARF(auxin response factors)
蛋白的激活有关。AUX/IAA蛋白是调节IAA基因表

达的转录因子, ARF蛋白是调控IAA响应基因表达的

转录因子。高浓度水平的IAA会促进运输抑制剂响

应蛋白TIR1(transport inhibitor response protein 1)受体

和AUX/IAA蛋白结合, 使AUX/IAA蛋白泛素化降解, 
激活ARF蛋白用于转录, 从而调节下游基因的表达, 
引起IAA应答过程[22-23](图1)。目前有关AUX/IAA蛋

白降解的精细调控机制仍不清楚。Yang等[24]的研

究发现, 植物蛋白PTRE1(proteasome regulator 1)可
能在此过程中发挥了重要作用, 它能与TIR1共同精

确调控AUX/IAA蛋白的平衡及IAA信号。李艳林

等[25]依据国内外最新的研究成果对ARF在植物生长

发育中的调控机制进行综述, 他们认为, ARF在信号

转导途径中会因为光信号、生长激素、环境条件、

microRNA及ta-siRNA等的变化影响植物的内源性

反应, 从而调控植物的生长发育。近年来, 学者们

还热衷于AUX/IAA基因家族的研究, 他们发现AUX/
IAA基因能够在IAA诱导的早期做出响应, 并且会

因为时间和空间表达上的不同, 以及基因启动子对

IAA响应因子的亲合性差异产生功能特异性, 而植

物激素和外界环境因子对发挥AUX/IAA功能具有

重要的调控作用[26]。

2.2   CTK的应答模式和信号转导

植物体内CTK应答信号的检测常使用TCS和
ARR(ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR)
启动子元件。研究发现, CTK信号主要在植物愈

伤组织、不定芽和体细胞胚再生过程发生应答, 并
且其应答模式与IAA不同, 如在愈伤组织的形成过

程中, CTK信号分布较广[17]。不定芽再生过程中, 
CTK信号早期出现在愈伤组织的边缘区域, 当转入

SIM后集中分布在WUS基因的表达区域[19]。体细胞

胚胎发生过程CTK信号主要分布在WOX5基因的表

达区域[20]。

CTK的信号转导类似于细菌二元调控体系。

CTK通过与组氨酸激酶AHKs(Arabidopsis histidine 
kinases)受体结合, 发生自动磷酸化, 磷酸基团被

传递到磷酸转运蛋白AHPs(Arabidopsis histidine-
phosphotransfer proteins)上, 接着转移到反应调节

因子ARRs(Arabidopsis response), 进而调节下游的

CTK应答, 产生一系列生理效应[27](图2)。ARRs是
一类转录因子, 包括A型ARR和B型ARR, 二者存在

反馈循环。B型ARR可激活A型ARR基因的转录, 在
CTK信号转导过程中起主要作用[16]。Rashotte等[28]

利用芯片技术发现一系列含有Ap(activator protein)
转录因子的CRF(CYTOKININRESPONSEFACTOR)
基因家族, 它们可能与B型ARR共同调节部分CTK
反应下游基因的表达。此外, 具有非典型锌指结构

的转录因子GeBP(glabrous enhancer binding protein)
也影响CTK的信号转导[29]。CTK被证实是目前与其

他信号通路互作或交叉反应最为活跃的植物激素, 
包括光途径、其他激素途径、植物早期发育相关的

信号途径和生物钟信号途径等[30], 并且在应答过程

中存在着特别的功能冗余性, 此现象在受体及其下

游众多关键组分如AHK、AHP以及ARR中均有发

现[31]。在近几年的研究中发现, CTK主要的信号元

件不仅具有功能冗余性, 在调控特定的植物生长发

育过程中也会呈现特异性[30]。因此, 在今后的研究
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中, 阐明CTK信号转导过程中主要信号元件的功能

特性和交叉反应的作用机制具有重要的理论意义。

3   植物离体再生过程激素的分子调控
植物离体再生一般通过器官发生和体细胞胚

胎发生两种方式实现。激素调控是影响植物器官发

生和体细胞胚胎发生的重要因素, 其中IAA、CTK
和ABA的作用尤为关键。

3.1   植物器官发生过程激素的分子调控

植物离体器官再生可以通过直接和间接两种

图2   拟南芥细胞分裂素信号转导途径简图(根据参考文献[27]修改)
Fig.2   Diagram of cytokinin signal transduction pathway in Arabidopsis (modified from reference [27]) 
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途径, 前者不经过愈伤组织阶段, 后者先形成愈伤组

织, 接着再生出不定根和不定芽。本文探讨离体器

官再生间接途径的分子调控。

3.1.1   愈伤组织的形成      长期以来, IAA诱导愈伤

组织的形成被认为是经典植物离体再生的起始步

骤。然而, 其中所涉及的分子机制至今仍未被阐明。

目前的观点趋向于认为愈伤组织的发生过程借用了

根发生机制, 与侧根和不定根再生过程相似, 愈伤

组织的本质就是一团在外源激素(高浓度IAA)刺激

下无序分裂的根原基。最新研究显示, LBD(lateral 
organ boundaries domain)转录因子在植物离体再生

过程中介导IAA信号, 是愈伤组织形成的关键调控

因子, 其中LBD16、LBD18、LBD19、LBD29能够

协助IAA信号转导启动细胞分裂形成愈伤组织[32]。

拟南芥的LBD16、LBD18和LBD29已被发现是IAA
应答因子ARF7和ARF19的直接或间接靶点[33]。Xu
等[34]进而发现, bZIP类转录因子能够与LBD以异源

二聚复合体的形式, 调控IAA诱导的愈伤发生过程。

为了进一步了解愈伤组织形成过程中的调控机制, 
He等[35]分析了拟南芥叶片外植体和愈伤组织的基因

表达谱, 结果表明, 以叶片为外植体形成愈伤组织的

过程可分为IAA应答基因上调表达、叶基因下调表

达和根系基因上调表达3个阶段, 并发现此过程受表

观遗传的调控, PRC2(polycomb repressive complex 
2)介导的组蛋白3赖氨酸27的三甲基化(histone H3 
lysine 27 trimethylation, H3K27me3)修饰抑制了叶基

因的表达, H3K27的去甲基化促进了IAA应答基因

和根调控基因的表达。由此证实, H3K27me3的重编

程是愈伤组织形成过程的关键步骤。

3.1.2   不定根形成      早在60多年前, 国外学者就

已发现, IAA是诱导不定根发生过程中根尖分生组

织形成的关键要素。Xu[36]分析了植物不定根发生

的分子机制, 认为根器官发生由两种创伤信号触发, 
即短期创伤信号和长期创伤信号。短期创伤信号

主要参与调控IAA的运输和细胞代谢转换, 长期创

伤信号主要参与调节创伤处周围的细胞环境和维

持IAA水平[37]。Chen等[38]分析了创伤信号下游的

基因, 发现YUC基因家族参与应答创伤信号, 并促

进叶肉细胞和感受态细胞中IAA的生物合成, 其中

YUC2与YUC6是提供生根所需基本IAA水平的主要

基因。孙贝贝等[14]根据已有的研究结果并结合侧

根的发育模型, 将再生不定根的过程分为引导、起

始、模化和显现四个阶段。引导阶段创伤信号诱

导离体叶片中内源IAA的合成, IAA通过极性运输

进入叶原形成层细胞, 接着IAA通过信号转导激活

WOX11/12(WUSCHEL-related homeobox 11/12)基因

的表达, 使原形成层细胞向根母细胞转变。Liu等[39]

的研究发现, WOX11/12基因是引导阶段产生根母细

胞的重要标志基因, 增强或抑制WOX11/12基因的表

达会相应促进或阻断不定根的离体再生。起始阶

段主要发生细胞分裂促使根母细胞转变为根原基

细胞, WOX5和LBD16转录因子在其中起着关键作

用。根据Liu等[39]的研究, 引导阶段的WOX11/12基
因能诱导LBD16基因上调表达, 说明引导阶段和起

始阶段在分子上可能存在着继承关系。模化阶段细

胞逐渐分化为具有不同功能域的根尖分生组织, 其
核心为干细胞龛(stem cell niche), 由位于中央静止中

心的细胞和其周围的初始细胞组成。许多分生组织

基因参与其中, 如WOX5基因、SHR(SHORT-ROOT)
基因和SCR(SCARECROW)基因, 其中WOX5基因是

根尖干细胞龛中的特征基因[40]。最后显现阶段需

要NAC1、ATAF1、ATAF2、CUC2(CUP-SHAPED 
COTYLEDON 2)及其同源基因的共同作用协助根

尖顶出, 完成不定根再生[41]。

3.1.3   不定芽形成      不定芽离体再生过程一般需

要经过两个阶段, 芽发生潜能获得阶段和不定芽再

生阶段。芽发生潜能获得阶段主要产生具有多能性

的愈伤组织。上文提到, 愈伤组织的本质就是根原

基。Hofhuis等[42]发现, 根原基发育缺陷的plt3/plt5/
plt7(plethora3/5/7)三突变体在离体再生培养中不具

有再生不定芽的能力, 表明再生不定芽的细胞需要

带有根原基属性。IAA在愈伤组织和不定根再生过

程起着重要作用。因此, IAA也参与了不定芽的再

生过程。Gordon等[17]研究发现, 在芽尖分生组织有

IAA输出载体PIN1的分布, 推测不定芽再生过程同

样需要IAA的极性运输。在不定芽再生阶段, 多能性

的非胚性愈伤组织能在富含CTK的SIM中产生芽祖

细胞, 提示CTK是不定芽再生的关键激素, 接着, 芽
组细胞发生类似于不定根再生的模化过程建立芽尖

分生组织, 之后芽尖分生组织分化形成成熟的芽尖

完成不定芽的显现。研究发现, WUS基因、CUC2基
因和STM基因(SHOOTMERISTEMLESS)是芽组细

胞形成过程以及芽尖分生组织发育过程中的重要调

控因子, 其中WUS是芽尖干细胞龛的特征基因, 类似
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于WOX5基因在根尖干细胞龛的功能[17]。Chatfield
等[43]研究表明, WUS基因的上调表达对不定芽的产

生至关重要。Cheng等[19]发现, 模化阶段CTK在芽

尖干细胞龛的静止中心高度积累, 提示CTK可能直

接通过激活WUS基因的表达建立芽尖分生组织。

Zhang等[44]进而证实, WUS基因的表达直接受CTK
信号途径B型ARR转录因子的调控, 并提出了不定

芽再生的分子框架, 即CTK富集导致WUS基因座位

上H3K27me3的表观抑制修饰逐渐丢失, 随后B型
ARR转录因子ARR1、ARR2、ARR10和ARR12通
过与miRNA165/6靶向HD-ZIP-III转录因子结合, 在
空间上激活WUS基因表达, 进而调控芽尖分生组织

发育。由此进一步证实, CTK在调控不定芽再生过

程中起着关键作用。Che等[18]利用既有芯片技术分

析了拟南芥不定芽发生过程中基因表达的变化情

况, 发现在芽发育的早期阶段, 表达量增加较多的是

与CTK信号转导相关的基因, 最为显著的是A类ARR
基因。最近有研究显示, 不同年龄的外植体表现出

不同的不定芽再生效率, 提高CTK浓度可以解决成

年期植物不定芽再生能力下降的问题。Zhang等[45]

的研究证实, 这一现象与植物年龄途径的关键因子

miR156(microRNA156)及其靶基因SPL家族密切相

关, 它们通过调控CTK的信号转导通路, 进而影响不

定芽的再生能力。

3.2   体细胞胚胎发生过程激素的分子调控

体细胞胚胎发生过程受到多种激素的共同调

控, 如IAA、CTK、ABA和GA等。Braybrook等 [46]

提出了可能的调节过程, 首先IAA诱导并启动体细

胞胚胎的发生, 随后细胞内的ABA水平升高, GA水

平降低, 这为胚胎生长提供了一个合适的内环境, 促
使胚胎细胞向成体细胞转变。有研究表明, IAA类

似物2,4-D是诱导植物离体再生过程中体细胞转为

胚胎细胞的重要激素[47]。陈雄等[8]在枸杞的离体再

生培养中发现, 添加2,4-D可以诱导67 kDa和33 kDa
蛋白质产生, 这些蛋白质与体细胞胚胎生长与发育

密切相关。Loschiavo等[48]在进行胡萝卜的悬浮培

养中却发现, 高浓度的2,4-D会导致细胞核DNA甲基

化增加, 从而降低胚胎基因的表达活性, 抑制体细

胞胚胎发育。有研究显示, 2,4-D可能是通过改变细

胞内源IAA代谢来促进胚胎发育[49]。陈以峰等[50]证

实, 在水稻愈伤组织中, 内源IAA含量上升或者维持

高水平是诱导胚性细胞的必要条件之一。IAA在诱

导胚胎细胞中的作用可能与它能迅速激活基因表达

有关, 这些基因可以控制IAA受体、运输载体以及

IAA合成及代谢相关酶等的蛋白合成。Su等[20]研究

发现, 内源IAA的极性分布能诱导WUS基因的表达, 
并认为这是起始胚胎发生的重要步骤。在之后的研

究中人们又发现, IAA在调控胚胎发育过程存在两

面性, 它既可以激活某些基因表达, 促进体细胞胚胎

发育, 又可以抑制这些基因的表达, 阻碍胚胎的发育

过程[51]。有关CTK作用机制的报道较少。目前的研

究显示, CTK在离体胚胎发生过程能够调控与细胞

分化相关基因的表达, 并与IAA相互作用, 促进细胞

的生长、分化和分裂[47]。ABA也在植物体细胞胚

胎的生长和发育过程中起着重要作用。Su等[52]在

拟南芥的体细胞胚胎培养中添加ABA合成的强效

抑制剂氟利酮, 结果有效地抑制了胚胎的发育过程。

崔凯荣等[53]研究了枸杞体细胞胚胎发生过程, 发现

内源ABA含量在胚胎发生过程出现两次高峰, 分别

是胚性细胞启动分化期和球形胚形成期, 并且添加

外源ABA可以明显地提高细胞胚胎的质量和发生

频率。深入研究发现, 添加外源ABA能够提高胚胎

细胞的质量与ABA能够抑制异常体细胞胚的发生

有关, 而胚胎发生频率的提高可能是由于ABA能有

效地诱导胚性愈伤组织的产生[47]。其实, 早在1993
年Misra等[54]就已发现, ABA能够调控胚胎发生过程

特异基因的表达, 合成贮藏蛋白、晚期胚胎发生丰

富 蛋 白(late-embryogenasis-abound protein, LEA)和
胚胎发生的特异性蛋白等。孙贝贝等[14]认为, 激素

可能是与这些特异基因组成调控网络来驱动体细

胞向胚胎细胞转化。在拟南芥的遗传研究中, 控制

体细胞胚胎发生的基因主要分为3类: 胚胎发育特

征基因、芽尖特征基因和表观遗传因子。其中, 胚
胎发育特征基因LEC1、LEC2、FUS3和AGL15分
别调控着不同激素途径相关基因的表达, 如LEC2
基因控制着IAA合成途径中YUC基因的表达[55-56]; 
LEC2基因和FUS3基因控制着GA合成途径中赤霉

素3-氧化酶(gibberellin 3-oxidases)AtGA3ox2基因的

表达[57], AGL15基因控制着IAA信号转导IAA30基因

的表达[58]。值得一提的是, 表观遗传因子通常在胚

胎发生过程发挥抑制作用。PcG途径中的两个复合

体PRC1(polycomb repressive complex 1)和PRC2在
体细胞胚胎发生中抑制胚胎发育特征基因和芽尖特

征基因的表达[59-60]。最近的研究表明, B3结构域蛋

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



1588 · 综述 ·

白VAL1(VP1/ABI3-LIKE1)和VAL2能够与PRC1相
互作用介导H3K27me3抑制胚胎特征基因表达, 之
后由PRC2介导H3K27me3维持胚胎基因被抑制的状

态, 推测PRC1和PRC2可能控制同一个胚胎基因[61]。

ATP依赖型染色质重塑因子PKL(pickle)也具有抑制

胚胎发育特征基因的能力。然而, 目前对PKL的抑

制作用仍存在争议。有研究认为, PKL可能是通过

促进PRC2基因的表达间接抑制LEC1基因和FUS3基
因的表达[62], 也有研究推测PKL对LEC基因的抑制

作用可能受H3K27me3介导[63-64]。

综上, 愈伤组织、不定根、不定芽和体细胞胚

胎的形成过程可能共享并互相借鉴了很多激素与分

子机制。例如IAA不仅是愈伤组织和不定根再生的

重要激素, 同样也参与不定芽和体细胞胚胎的发生

过程。CTK在不定芽和体细胞胚胎发生过程都起着

重要作用。形成过程上, 愈伤组织的形成被认为是

借鉴了不定根的再生机制, 不定根的再生过程可以

分成引导、起始、模化和显现四个阶段, 在不定芽

再生过程也有类似的模化和显现过程。分子机制上, 
IAA是维持根尖干细胞龛活性的核心激素, CTK是

维持芽尖干细胞龛活性的核心激素, 在不定根再生

过程, 可以利用IAA促进不定根和愈伤组织的发生, 
在不定芽再生过程, 同样可以利用CTK来促进不定

芽的发生。WOX5和WUS分别是控制根尖干细胞龛

和芽尖干细胞龛的核心基因, 在不定根和非胚性愈

伤组织发生中需要激活WOX5基因的表达, 同样地, 
不定芽再生也需要激活WUS基因的表达。此外, 植
物的多种离体再生过程均受到表观遗传的调控, 在
愈伤组织、不定芽和体细胞胚胎的形成过程都发现

有组蛋白精氨酸甲基化修饰, 它能通过调控某些关

键基因, 如WUS基因、ARF3基因等的表达来影响植

物离体形态建成。

4   南瓜离体再生过程激素的作用
南瓜是一种世界广泛分布的粮菜兼用的瓜类

作物, 品种繁多、遗传变异性状丰富, 利用空间巨大。

目前, 我国南瓜育种还是以传统杂交选育为主, 通过

该方式最终获得带有目标性状的后代往往耗时又费

工。近年来, 植物离体再生技术的发展为南瓜育种

提供了有力支撑, 利用植物离体再生能够快速、高

效地纯化亲本, 从而辅助常规杂交育种。然而植物

离体再生具有很强的物种依赖性和基因型特异性。

与黄瓜、西瓜、甜瓜等瓜类蔬菜相比, 南瓜离体再

生在实际操作中较为困难, 因此, 国内外学者一直在

努力寻求提高南瓜离体培养再生率的方法。

在激素的研究上, 国内学者主要通过筛选外源

激素的类型和配比来获得最适合南瓜离体再生的培

养条件。基于长期的实验结果, 他们也归纳出一些

规律, 如诱导南瓜体细胞胚胎发生过程需要注意激

素的类型和浓度, 主要采用NAA、2,4-D和6-BA诱导

胚状体, 所使用的浓度范围分别为0.25~0.50 mg/L、
0~5 mg/L和1.0 mg/L。南瓜不定芽诱导过程大多

单独采用CTK或与IAA组合, 目前最常用的CTK是

6-BA。伸长过程一般只添加低浓度的6-BA, 或者与

GA3或IAA结合使用。赵建萍等[65]发现, 6-BA浓度

为0.5~1 mg/L时可以保证芽的增殖和芽苗的质量。

南瓜生根培养过程, 通常采用1/2MS与NAA组合, 但
有时无激素的1/2MS更利于南瓜生根[66]。然而, 由
于南瓜的离体再生过程还受到基因型、外植体类型、

培养基和培养过程的生理生化变化等诸多因素的影

响, 因此, 仅仅通过激素的筛选想要提高南瓜的离体

再生率是完全不够的, 应该更多地关注激素本身的

分子调控以及它与其他影响因素的互作机制。目前, 
国外在这些方面已有一些相关报道。Leljak-Levanić
所在的实验室长期致力于南瓜体细胞胚胎发育过程

的研究, 他们确认了内源ABA对南瓜胚胎发育的重

要性, 发现添加2,4-D会导致体细胞胚胎发育早期发

生高度的DNA甲基化, 并且这个过程并不依赖于外

源IAA[67-69]。在Leljak-Levanić等[70]最新研究中, 他们

提出了一个开放性的假设, 推测南瓜胚胎发育过程

的DNA甲基化机制可能为RNA介导的DNA甲基化

(RNA-directed DNA methylation, RdDM)。近年来, 
研究已经发现, RdDM路径涉及植物的生长发育、

胁迫应答过程, 并对植物的表型多样化、生理适应

性以及植物进化具有显著影响[71], 然而在植物离体

培养的研究中还相对较少, 因此, RdDM路径或将

成为未来此领域的一个新的研究方向。另外, 除了

RNA介导的DNA甲基化, 组蛋白甲基化也与DNA甲

基化相关。上文中提到组蛋白甲基化H3K27me3在
植物胚胎发育过程起着重要的调控作用, 因此, 可以

考虑在南瓜的体细胞胚胎再生中开展组蛋白甲基化

相关的研究。在南瓜的体细胞胚胎发育过程, 若培

养基中以NH4Cl为唯一氮源, 体细胞胚将停留在球

形胚阶段, 只有添加含有硝态氮和铵态氮的复合氮
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源, 才用完成胚胎的后期发育[72]。Pěnčík等[73]研究

了铵对南瓜体细胞胚胎发生的影响, 发现在添加了

复合氮源后, 胚胎细胞中的内源ABA水平会出现明

显上升, 而内源IAA水平则显著下降, 并且IAA水平

的降低与培养基的pH有关。Mihaljeviä等[74]进而发

现, 经过铵诱导产生的植物激素效应, 除了能调节其

自身的激素含量还能影响细胞内的氧化应激反应, 
从而控制南瓜体细胞胚胎的发育过程。由于植物体

细胞胚胎发育过程中还有许多激素的共同参与, 如
CTK、GA和乙烯(ethylene, ETH)等。因此, 在未来

的研究中还需要分析它们之间复杂的信号通路, 与
此同时, 阐明激素信号特别是IAA信号和氮素反应

之间的内在联系可能对今后提高南瓜体细胞胚胎的

再生能力会有积极作用。

5   小结与展望
激素调控是影响植物离体再生的重要因素, 涉

及器官发生和体细胞胚胎发生等多个过程, 如诱导

离体再生启动、信号识别与转导以及响应过程的分

子控制等。一些关键的启动子元件和转录因子在激

素信号的检测与转导过程中起着重要作用。激素控

制着多种转录因子和表观遗传因子, 促使细胞的形

态和代谢发生转变, 实现细胞命运的转变。然而, 激
素的作用机制极其复杂, 目前仍有许多细胞和分子

机理需要探索。例如, 哪些基因是激素调控细胞的

形态和代谢发生转变的直接靶向基因？它们与激素

之间是否存在相互协作或制约？虽然调控植物器官

发生和体细胞胚胎发生的基因已经确定, 然而从激素

到关键基因, 包括表观遗传调控的网络尚未建立, 有
关分子间的相互作用的直接证据也是缺乏的。在南

瓜属作物上, 有关离体再生分子机理的研究尚少, 虽
然目前国外已有一些相关报道, 但研究范围仍比较局

限, 多集中在体细胞胚胎发育方面。在今后的研究中, 
可以继续从激素本身的分子调控及其与其他影响因

素的互作机制这两个角度对植物离体再生的其他过

程进行拓展研究。除此之外, 有关南瓜离体再生基因

的开发上国内外至今尚未见报道。目前已从拟南芥、

水稻、玉米等作物中克隆并鉴定了一些再生相关的

候选基因, 如OsSERKl、OsNiR、Os22A、AtLECl和
AtWUS基因[75]。在未来的研究中, 这些控制细胞命运

转变的基因可能会成为定向控制植物离体再生的分

子工具, 具有巨大的应用前景。因此, 获得并鉴定南

瓜再生相关基因, 探明这些基因对南瓜再生的效用也

将成为今后南瓜离体再生研究的新方向。
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