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小立碗藓 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２基因在原生质体再生过程中的功能分析

李永红１ꎬ ２ꎬ 齐美艳３ꎬ 方 圆１ꎬ 付 安１ꎬ 王晓琴１∗ꎬ 何亦騉３
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摘　 要: 以小立碗藓(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ(Ｈｅｄｗ.) Ｍｉｔｔ.)野生型及抗生长素的突变体 Ｐｐｉａａ２￣８７ 为实验材料ꎬ
分析了生长素早期应答基因 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２ 在原生质体再生过程中的调控机制ꎮ 分别采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、 ＦＤＡ 染色、
ＤＮＡ 倍性分析、 ＤＡＰＩ 染色、 甲基化敏感扩增多态性分析等方法ꎬ 对原生质体再生过程的相关基因表达、 存活

率、 细胞周期进程、 染色体重塑及 ＤＮＡ 甲基化进行了分析ꎮ 结果显示: ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ 的 ３ 个同源基因在野生型

０ ｈ 原生质体中的表达量较原丝体、 ４８ ｈ 和 ９６ ｈ 原生质体均明显升高ꎻ 随着培养时间的延长ꎬ Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生

质体的存活率明显下降ꎻ 原生质体进入 Ｓ 期受到抑制ꎻ 部分 ０ ｈ 原生质体的染色质未发生重塑ꎬ 且染色质重塑

复合体 ＳＷＩ / ＳＮＦ 蛋白家族 ４ 个基因的表达水平在 ０ ｈ 原生质体中较原丝体下降ꎻ Ｐｐｉａａ２￣８７ 的 ０ ｈ 原生质体甲

基化程度偏高ꎮ 研究结果说明ꎬ ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２ 调控的生长素信号通路在小立碗藓原生质体再生过程中具有重要作

用ꎬ 该基因的突变影响了原生质体 ＤＮＡ 甲基化及染色质重塑等细胞重新编程过程ꎬ 导致原生质体不能获得多能

性而死亡ꎮ
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　 　 生长素在植物从受精卵到胚胎、 细胞形态、 器

官发育和生殖的整个生命周期中起着至关重要的作

用ꎬ 并影响着包括分化、 分裂和增大等细胞过

程[１ꎬ ２]ꎮ 生长素信号从生长素感知到相关基因的激

活有几个核心组成部分ꎬ 包括 ＳＣＦ(ＳＫＰ１￣Ｃｕｌｌｉｎ１￣
Ｆ￣ｂｏｘ) Ｅ３ 复合物、 生长素 /吲哚￣３￣乙酸 ( Ａｕｘ /
ＩＡＡ)家族、 生长素响应因子(ＡＲＦ)家族、 生长素

响应 Ｇｒｅｔｃｈｅｎ Ｈａｇｅｎ３(ＧＨ３)家族等[１ꎬ ３]ꎮ 生长

素介导的转录调控主要依赖于 Ａｕｘ / ＩＡＡ 的功能[４]ꎮ
Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 多为短寿命转录抑制因子ꎬ 半衰期为

６ ~ ８０ ｍｉｎꎬ 多数家族成员在生长素的诱导下快速

(< １５ ｍｉｎ)表达[５]ꎮ 典型的 Ａｕｘ / ＩＡＡ 蛋白有 ４ 个

保守结构域(Ⅰ~Ⅳ)ꎬ 结构域Ⅱ即降解(ｄｅｇｒｏｎ)
结构域ꎬ 具有保守的“ＧＷＰＰＶ”序列ꎬ 其作为 Ｆ￣
Ｂｏｘ 蛋白家族 ＴＩＲ１ / ＡＦＢ ( Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ａｕｘｉｎ Ｆ￣Ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ) 受体的识别信

号ꎬ 维持 Ａｕｘ / ＩＡＡ 与 ＳＣＦＴＩＲ１ / ＡＦＢＥ３ 泛素连接酶的

稳定结合ꎬ 介导 Ａｕｘ / ＩＡＡ 的泛素化降解并释放出

ＡＲＦꎬ 导致基因表达的改变ꎬ 从而调控植物的生长

发育[３ꎬ ６]ꎮ 不同的 Ａｕｘ / ＩＡＡ￣ＴＩＲ１ / ＡＦＢ 蛋白组合通

常具有不同的生长素结合亲和力ꎬ 导致生长素水平

在不同组织和发育阶段的变化可以精细地转化为基

因重新编程信号ꎬ 从而精确地调控植物生长发育过

程[７]ꎮ Ａｕｘ / ＩＡＡ 的 ｄｅｇｒｏｎ 区域的单点突变都能降

低 Ａｕｘ / ＩＡＡ 和 ＴＩＲ１ / ＡＦＢ 蛋白的结合能力ꎬ 阻碍

Ａｕｘ / ＩＡＡ 蛋白的降解ꎬ 导致植物生长发育表型的

改 变[１ꎬ ８]ꎮ 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.)
Ｈｅｙｎｈ.)中过表达 ｄｅｇｒｏｎ 区域 Ｐｒｏ￣７５ 残基转变为

Ｓｅｒ 残基的 ＩＡＡ１５ 的获得型突变体 ＩＡＡ１５Ｐ７５ＳＯＸ 植

株的侧根数量减少ꎬ ＩＡＡ１５Ｐ７５Ｓ蛋白通过抑制多聚

泛素化ꎬ 抑制蛋白酶体介导的蛋白降解ꎬ 从而抑制

生长素应答基因的转录[９]ꎮ 目前ꎬ 从许多高等植

物中鉴定了大量的 Ａｕｘ / ＩＡＡ 基因ꎬ 这些基因具有

一定的功能冗余性ꎬ 如从拟南芥中鉴定了 ２９ 个

Ａｕｘ / ＩＡＡ 基因ꎮ 而小立碗藓 (Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔ￣
ｅｎｓ (Ｈｅｄｗ.) Ｍｉｔｔ.)只有 ３ 个 Ａｕｘ / ＩＡＡ 基因ꎬ 分别

是 Ａｕｘ / ＩＡＡ１Ａ、 Ａｕｘ / ＩＡＡ１Ｂ 和 Ａｕｘ / ＩＡＡ２ [１０]ꎬ
ＰｐＩＡＡ１Ａ 和 ＰｐＩＡＡ１Ｂ 的同源性均为 ９３％ꎬ 而这两

种蛋白与 ＰｐＩＡＡ２ 的同源性为 ６９％ꎬ ３ 个成员也具

有冗余功能ꎬ 但冗余度降低ꎬ 使其成为研究生长素

信号转导的理想系统[１１]ꎮ 生长素依赖的基因调控

小立碗藓的细胞分化和发育过渡ꎬ 包括绿丝体到轴

丝体及配子体向假根的过渡[８]ꎮ 小立碗藓 ３ 个

Ａｕｘ / ＩＡＡ 基因的缺失会导致植物对生长素完全不

敏感ꎬ 并使超过 １ / ３ 的已知苔藓基因活性发生改

变ꎬ 说明 Ａｕｘ / ＩＡＡ 蛋白在调节基因活动中发挥重

大作用ꎮ 同时ꎬ 小立碗藓 Ａｕｘ / ＩＡＡ ｄｅｇｒｏｎ 区域的

两个 Ｐｒｏ 残基的突变会导致严重的轴丝体和配子体

发育抑制的表型ꎬ Ｇｌｙ 残基的突变表型相对较弱ꎮ
Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体是第一个 Ｐｒｏ 残基突变为 Ｓｅｒ 残

基ꎬ 使其不能形成配子体[１１]ꎮ
生长素诱导的愈伤组织的形成是植物离体再生

过程中一个重要的细胞重新编程的过程ꎬ 即一些已

经分化的细胞或分化状态相对较低的细胞被转换为

多能细胞或全能细胞ꎬ 这种细胞命运的重新编程通

常是再生一个新的器官或整个植物体所必需

的[１２－１４]ꎮ 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)、 拟南芥、
水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)等植物的叶肉细胞经细胞壁

裂解酶处理后ꎬ 也会形成大量的具有多能性的原生

质体ꎬ 在植物激素生长素和细胞分裂素处理后可以

重新进入细胞周期并增殖ꎬ 但不施加外源植物激

素ꎬ 原生质体将面临染色质浓缩 /去浓缩和死亡的

命运[１５]ꎮ 生长素信号通路在高等植物获得多能性

后的原生质体再生过程中也起着重要作用ꎮ 然而ꎬ
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苔藓植物的营养细胞不添加外源植物激素就可以重

新编程成为干细胞ꎬ 表明苔藓植物可能存在一种内

在的植物激素调控机制[１６]ꎬ 小立碗藓的离体叶片

伤口边缘的细胞及原生质体不添加植物激素可以重

新编程获得多能性ꎬ 通过分裂和分化形成原丝体和

配子体[１７－１９]ꎮ 对植物原生质体的研究发现ꎬ 分化

细胞重新进入细胞周期需经过获得多能性和重新进

入细胞周期两个不同的阶段ꎮ 多能性的获得伴随着

ＤＮＡ 甲基化模式的改变、 转录本的激活和特殊染

色体区域的重塑[１５ꎬ ２０]ꎮ 拟南芥中ꎬ 染色质在原生

质体形成过程中发生大规模的重组ꎬ 会迅速和逐渐

的去浓缩[２１]ꎮ 大多数与细胞脱分化相关的生化研

究集中于细胞周期过程ꎬ 即 Ｇ１ 期向 Ｓ 期的转

变[２０]ꎮ 原生质体不能长期保持在类似干细胞的状

态ꎬ 必须做出发育决定ꎬ 否则就会死亡[１５ꎬ ２２]ꎬ 原

生质体的存活率直接反映了细胞是否获得了多能性

并进入细胞周期ꎮ 小立碗藓的原生质体酶解去除细

胞壁代表细胞去分化阶段ꎬ 随着培养时间增长会进

行分化ꎬ 重建细胞壁ꎬ 细胞周期再次被启动ꎬ 分裂

成绿丝体ꎮ 原生质体重新编程成为干细胞发生在

４８ ｈ 内ꎬ 在 ４８ ｈ 可以观察到部分细胞的极性膨

胀ꎬ ９６ ｈ 可以观察到不对称细胞分裂ꎬ 反映了细

胞的再分化过程[２３]ꎮ
生长素的调控途径是一个复杂、 精细的过程ꎬ

人们对 Ａｕｘ / ＩＡＡ 调控生长素信号转导和生长素降

解的机制的了解越来越多ꎬ 但对其在苔藓植物原生

质体再生过程中的作用还未有详细研究ꎮ 与高等植

物相比ꎬ 小立碗藓原生质体获取比较容易ꎬ 且其再

生过程没有愈伤组织阶段ꎬ 是研究 ＩＡＡ 信号通路

作用于原生质体再生机制的优异材料ꎮ 本研究通过

对小立碗藓野生型(ＷＴ)及抗生长素 ＮＡＡ/ ＩＡＡ 突变

体 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体的存活率、 细胞周期进程、
染色体重塑及甲基化进行分析ꎬ 以期为解析生长素

信号途径中 Ａｕｘ / ＩＡＡ 基因对细胞再生的调控机制研

究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

小立碗藓野生型为 Ｇｒａｎｓｄｅｎ ２００４ 株系ꎮ 突

变体 Ｐｐｉａａ２￣８７ 由加州大学 Ｍａｒｋ Ｅｓｔｅｌｌｅ 馈赠[１１]ꎮ
小立碗藓原丝体及茎叶体分别采用 ＢＣＤＡ、 ＢＣＤ
培养基[２４]ꎬ 在 ２５℃ꎬ ４０ ~ ７０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１连

续白光下培养ꎮ 萘乙酸(ＮＡＡ)处理是在固体培养

基中加入 １ μｍｏｌ / Ｌ 或 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＡＡꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 原生质体的制备及培养

在 ＢＣＤＡ 固体培养基上生长 ７ ｄ 的原丝体ꎬ 用

８％甘露醇配置的 ０􀆰８％崩溃酶(Ｓｉｇｍａ Ｄ９５１５)酶解

３０ ~ ４５ ｍｉｎꎬ 以去除细胞壁ꎮ 酶解液用 ３００ 目筛子

过滤后ꎬ ２００ ｇ 离心ꎬ 再用 ８％甘露醇清洗并离心两

遍ꎬ 作为 ０ ｈ 的原生质体ꎮ 将此原生质体转入含有

８％甘露醇的 ＢＣＤＡ 液体培养基ꎬ 避光培养 ２４ ｈ 后ꎬ
再转入正常的小立碗藓培养条件下进行培养ꎬ 并适

时地轻微摇晃ꎬ 防止原生质体沉淀凝聚ꎬ 分别培养

４８ ｈ 和 ９６ ｈ 后离心收样或进行处理观察[２３]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＮＡ的提取和 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析

用 ＲＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎ)试剂盒提

取原丝体和原生质体中的总 ＲＮＡꎮ 使用随机引物

反转录试剂盒(全式金)ꎬ 取 １ μｇ 总 ＲＮＡ 进行逆

转录ꎮ 以 ＰｐＡＣＴ 基因为参照ꎬ 对样本进行定量调

整ꎬ 使 ｃＤＮＡ 含量均一化ꎮ 所用引物见表 １[１１]ꎬ
ＰＣＲ 扩增 ２８ 个循环ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ

　 引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＰｐＡＣＴ￣ＲＴ￣ｓｅｎｓｅ ＣＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＣＡＧＴＧＴＧＴＧ
ＰｐＡＣＴ￣ＲＴ￣ａｎｔｉ ＡＣＣＡＧＣＣＧＴＴＡＧＡＡＴＴＧＡＧＣＣ
ＰｐＩＡＡ１Ａ￣ＲＴ￣ｓｅｎｓｅ ＡＴＣＣＧＧＧＡＧＴＣＣＧＡＧＣＴＴ
ＰｐＩＡＡ１Ａ￣ ＲＴ￣ａｎｔｉ ＣＡＧＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＧ
ＰｐＩＡＡ１Ｂ￣ＲＴ￣ｓｅｎｓｅ ＴＣＡＧＡＡＴＧＧＧＴＣＡＧＣＴＴＧＧ
ＰｐＩＡＡ１Ｂ￣ ＲＴ￣ａｎｔｉ ＣＡＧＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＧ
ＰｐＩＡＡ２￣ ＲＴ￣ｓｅｎｓｅ ＣＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＧＧＧＴＣＡＡＧ
ＰｐＩＡＡ２￣ＲＴ￣ａｎｔｉ ＧＣＣＡＡＣＣＣＡＣＴＧＴＣＴＧＡＴＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

以上述 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｔａｋａｒａ)试剂进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ 采集

荧光信号ꎬ 获取 Ｃｑ 值ꎬ 并进行基因相对表达量的

计算ꎮ 所用引物见表 ２ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＦＤＡ染色

用荧光素二乙酸(ＦＤＡ)对原生质体进行染色

检测[２５]ꎮ 将 ＷＴ 和突变体培养 ０、 ４８、 ９６ ｈ 的原

生质体稀释至一致浓度ꎬ 加入 ＦＤＡ 染色液(２ ｍｇ
ＦＤＡ / ｍＬ 丙酮ꎬ 稀释 ５０ 倍)ꎮ 在冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ
然后在黑暗中用荧光显微镜检测及拍照ꎬ 存活原生

质体可以被 ＦＤＡ 染色并发出黄绿色荧光ꎮ
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表 ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ所用引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

　 　 引物名称
　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

Ｐｈｙｐａ＿１７２５６４￣Ｆ ＴＧＴＧＧＡＴＧＡＡＣＡＧＣＣＡＣＴＧＡＣＧ
Ｐｈｙｐａ＿１７２５６４￣Ｒ ＴＣＧＡＡＧＡＣＣＧＣＴＴＡＧＣＴＧＡＴＡＣＴＣ
Ｐｈｙｐａ＿１７２２４８￣Ｆ ＴＣＧＧＴＧＴＣＧＴＴＣＴＴＣＧＴＧＡＴＧＡＧ
Ｐｈｙｐａ＿１７２２４８￣Ｒ ＡＣＧＣＴＣＴＴＡＧＡＴＣＣＡＧＣＧＡＡＡＣＣ
Ｐｈｙｐａ＿２１６０８６￣Ｆ ＡＧＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＡＣＣＣＡＡＡＧＴＧ
Ｐｈｙｐａ＿２１６０８６￣Ｒ ＴＣＴＴＴＧＣＡＴＡＧＧＣＧＣＡＧＧＧＡＡＣ
Ｐｈｙｐａ＿２１６９７５￣Ｆ ＴＧＧＧＣＴＡＡＣＴＣＧＣＣＡＧＧＡＡＴＡＧ
Ｐｈｙｐａ＿２１６９７５￣Ｒ ＴＧＣＴＣＡＧＣＣＣＴＧＴＡＣＣＴＡＴＴＴＧＣ
ＰｐＡＣＴ￣Ｆ ＣＡＧＣＣＴＴＴＧＧＴＧＣＧＡＣＡＡ
ＰｐＡＣＴ￣Ｒ ＡＣＡＴＡＣＧＣＧＴＣＣＴＴＣＴＧＴＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ５　 ＤＮＡ倍性分析

７ ｄ 的原丝体、 ０ ｈ 的原生质体、 培养 ４８ ｈ 和

９６ ｈ 的原生质体中分别加入 ５００ μＬ 的 ｃｈｏｐｐｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ(４５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 柠

檬酸钠、 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ、 ０􀆰１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ꎬ
ＮａＯＨ 调节 ｐＨ７􀆰０)ꎬ 用刀片在玻璃培养皿中切

碎ꎬ 悬浮液用 ３０ μｍ 孔径的筛子过滤两次ꎮ 过滤

后加入 ＤＡＰＩ (Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎬ ＵＳＡ) 至终浓度为

２ μｇ / ｍＬꎬ 在黑暗中放置 ５ ｍｉｎ 使细胞核染色ꎮ 使

用 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ＦＡＣＳｏｒｔ 系统 (Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃ￣
ｋｉｎｓｏｎꎬ Ｍｏｕｎｔａｉｎ Ｖｉｅｗꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行流式细胞

分析ꎬ 使用 Ｑｕａｎｔａ ＳＣ 软件检测分析 １０ ０００ 多个

核的 ＤＮＡ 含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＤＮＡ甲基化敏感扩增多态性(ＭＳＡＰ)检测

ＭＳＡＰ 借鉴 Ａｖｉｖｉ 等[２０]的实验方法ꎬ 提取野生

型和突变体 ７ ｄ 原丝体和 ０ ｈ 原生质体的 ＤＮＡ
(ＣＴＡＢ 法)ꎬ 用 ＥｃｏＲⅠ / ＨｐａⅡ及 ＥｃｏＲⅠ /ＭｓｐⅠ
限制性内切酶组合进行酶切ꎬ ＨｐａⅡ和 ＭｓｐⅠ均能

识别 ＣＣＧＧ 序列ꎬ ＨｐａⅡ除了外部的胞嘧啶半甲

基化外ꎬ 对任何一个胞嘧啶的甲基化都是敏感的ꎬ
而 ＭｓｐⅠ对外部的胞嘧啶发生甲基化不能识别酶

切ꎬ 其他情况则均可以ꎮ ＤＮＡ 胞嘧啶的甲基化形

式不同ꎬ 就会酶切产生不同的片段ꎮ 将接头引物变

性后ꎬ 用 Ｔ４ 连接酶(Ｔａｋａｒａ)连接到酶解的 ＤＮＡ
片段上ꎬ 产物用 ＬＡ Ｔａｑ 聚合酶(Ｔａｋａｒａ)以预扩增

引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 产物稀释后ꎬ 再用选择性扩

增引物进行扩增(表 ３)ꎮ 最后ꎬ 用 ６％聚丙烯酰胺

凝胶对二次扩增的产物进行条带分离ꎬ 用硝酸银进

行染色、 拍照ꎮ

表 ３　 ＭＳＡＰ所用引物
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＭＳＡＰ)

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ５′－３′)

接头引物 Ａｄａｐｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ
　 ＨＭ￣ａｄａｐｔｅｒ￣ｓｅｎｓｅ ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ
　 ＨＭ￣ａｄａｐｔｅｒ￣ａｎｔｉ ＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡ
　 ＥｃｏＲⅠ￣ａｄａｐｔｅｒ￣ｓｅｎｓｅ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ
　 ＥｃｏＲⅠ￣ａｄａｐｔｅｒ￣ａｎｔｉ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ
预扩增引物 Ｐｒｅ￣ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ
　 ＨＭ ｐｒｅ￣ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ＨＭ０: ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧ
　 ＥｃｏＲⅠ ｐｒｅ￣ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ Ｅ０: ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ
选择性扩增引物 Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ

　 ＨＭ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ＨＭ１: ＨＭ０￣ＴＣＡＡꎻ ＨＭ２: ＨＭ０￣
ＴＣＡＧ

　 ＥｃｏＲⅠｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ

Ｅ１: Ｅ０￣ＣＡꎻ Ｅ２: Ｅ０￣ＣＴꎻ Ｅ３: Ｅ０￣
ＡＣ Ｅ４: Ｅ０￣ＣＣ
Ｅ５: Ｅ０￣ＧＣ Ｅ６: Ｅ０￣ＡＧ Ｅ７: Ｅ０￣
ＧＧ Ｅ８: Ｅ０￣ＣＧ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 生长素信号通路在小立碗藓原生质体再生过

程中被激活

本研究提取 ７ ｄ 原丝体、 ０、 ４８ 和 ９６ ｈ 原生

质体的 ＲＮＡꎬ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 相关基

因的表达水平ꎮ 如图 １ 所示ꎬ 小立碗藓 ３ 个 Ａｕｘ /
ＩＡＡｓ 相关基因 ＰｐＩＡＡ１Ａｓ、 ＰｐＩＡＡ１Ｂ 和 ＰｐＩＡＡ２ 在

０ ｈ 原生质体时期表达量较原丝体显著升高ꎬ 在

４８ ｈ 和 ９６ ｈ 阶段表达量下降到接近原丝体的水

平ꎮ 说明原生质体再生过程中去除细胞壁后生长素

信号通路被激活ꎬ 该通路可能参与再生过程的初

期ꎬ 即多能性获得阶段ꎮ
!"#

Protonemata
!$%#

Protoplasts

7 d 0 h 48 h 96 h

PpIAA1A

PpIAA1B

PpIAA2

ACTIN

图 １　 小立碗藓原生质体再生过程中
Ａｕｘ / ＩＡＡｓ相关基因的表达量

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｕｘ / ＩＡＡ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ
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２􀆰 ２　 Ｐｐｉａａ２￣８７突变体对 ＮＡＡ / ＩＡＡ信号不敏感

为确定 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的 ＩＡＡ 信号通路具有缺陷

性ꎬ 对其表型进行了鉴定ꎮ 取 ７ ｄ 的原丝体材

料分别在正常培养基和含有不同浓度 ＮＡＡ 的培

养基中培养 ３ 周ꎬ ＷＴ 在 ＮＡＡ 处理下大多数配

子体转化为假根ꎬ 但 Ｐｐｉａａ２￣８７ 在正常培养和

ＮＡＡ 处理情况下ꎬ 配子体和假根均不能形成

(图 ２) ꎬ 表明 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体对 ＮＡＡ / ＩＡＡ 信

号不敏感ꎮ

２􀆰 ３　 Ｐｐｉａａ２￣８７突变体在原生质体再生过程中存

活率低于ＷＴ
为观察 ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体的存活情

况ꎬ 对其进行了 ＦＤＡ 染色观察ꎮ ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７
的原生质体在 ０ ｈ 均可以被 ＦＤＡ 染色ꎬ 二者存活

率随培养时间的延长均降低ꎬ 但 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的存活

率下降更为剧烈ꎬ 培养 ９６ ｈ 时只能观察到很少的

存活细胞(图 ３)ꎮ 表明 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２ 通路可能通过

影响细胞分化来维持原生质体的存活ꎮ

0 mol L NAAμ / 1 mol L NAAμ / 20 mol L NAAμ /

WT

Ppiaa2-87

1 cm1 cm1 cm

1 cm1 cm1 cm

图 ２　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 经 ＮＡＡ处理的表型
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ (ＮＡＡ)

WT Ppiaa2-87

0 h
Protoplasts

!"#$
0 h

48 h
Protoplasts

!"#$
48 h

96 h
Protoplasts

!"#$
96 h

50 mμ

图 ３　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 在原生质体再生过程中细胞存活率分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
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２􀆰 ４　 Ｐｐｉａａ２￣８７突变体原生质体再生过程中进入

Ｓ期受到抑制

为检测 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体重新编程为干细胞

的时间进程ꎬ 用流式细胞仪检测了原生质体细胞核

的 ＤＮＡ 倍性ꎮ 将 ７ ｄ 原丝体的细胞核作为对照ꎬ
确定原生质体的细胞周期阶段ꎬ 此时的核呈双峰ꎬ
分别对应Ｇ１ 和Ｇ２ / Ｍ 期 ＤＮＡ 倍性(图 ４)ꎮ ＷＴ 和

Ｐｐｉａａ２￣８７ 的 ０ ｈ 原生质体的细胞核仅检测到 Ｇ１
期的峰值ꎬ 表明细胞去除细胞壁后实现了同步化ꎮ
随着培养时间的延长ꎬ 部分 ＷＴ ４８ ｈ 的原生质体

细胞进入 Ｓ 期ꎬ 在 Ｇ２ / Ｍ 的峰值处可以检测到部

分细胞核ꎬ 至 ９６ ｈꎬ 在 Ｇ２ / Ｍ 期的细胞核逐渐增

多ꎻ 而 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体在 ４８ ｈ 时仍只有一个

Ｇ１ 峰值ꎬ 在 ９６ ｈ 时由于大多数原生质体死亡而无

法检测ꎮ 此结果表明ꎬ 部分 ＷＴ 的原生质体培养

４８ ｈ 后能够重编程成为干细胞ꎬ 并进入细胞周期ꎬ
而 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体进入 Ｓ 期受到抑制ꎮ
２􀆰 ５　 Ｐｐｉａａ２￣８７突变体原生质体染色质重塑发生改变

对小立碗藓 ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体 ７ ｄ 的原

丝体和 ０ ｈ 的原生质体的细胞核进行 ＤＡＰＩ 染色ꎬ
发现 ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 中 ７ ｄ 原丝体未分化细胞的

细胞核均出现清晰的凝集现象ꎻ ＷＴ ０ ｈ 的原生质

体细胞核区域 ＤＡＰＩ 染色不均匀ꎬ 呈分散状态ꎬ 具

有明显的染色质重组现象ꎬ 而 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体

０ ｈ 的部分原生质体的细胞核仍呈现出清晰的凝集

现象(图 ５)ꎮ 说明 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体 ０ ｈ 原生质体

可能未发生染色质的重塑现象ꎬ 细胞多能性的获

得受到影响ꎮ 进一步通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测了染色

质重塑复合体中 ＳＷＩ / ＳＮＦ 蛋白家族的部分同源基

因(Ｐｈｙｐａ１７２５６４、 Ｐｈｙｐａ１７２２４８、 Ｐｈｙｐａ２１６０８６
和 Ｐｈｙｐａ２１６９７５)在 ７ ｄ 原丝体和 ０ ｈ 原生质体

的表达水平ꎮ 发现在 ＷＴ ０ ｈ 原生质体中ꎬ 除

Ｐｈｙｐａ２１６０８ 外ꎬ 其余 ３ 个基因的表达较自身原丝

体都有上升趋势ꎬ 但在 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体 ０ ｈ 原生

质体中ꎬ ４ 个基因的表达较自身原丝体均呈下降趋

势ꎬ 说明 ＩＡＡ 调控通路的缺失引起下游相关基因

表达量发生改变ꎬ 进而导致多能性获得发生改变ꎬ
染色质的重塑受阻ꎮ
２􀆰 ６　 Ｐｐｉａａ２￣８７突变体的甲基化发生改变

为明确 ７ ｄ 的原丝体到 ０ ｈ 的原生质体的转变

过程中甲基化模式是否发生改变ꎬ 提取 ＤＮＡ 进行

ＭＳＡＰ 实验ꎮ 对扩增条带比较清晰的 ６ 对引物的扩

增结果进行比较和分析ꎬ 发现 ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 在

７ ｄ 的原丝体和 ０ ｈ 的原生质体总体甲基化水平所

占的比例较低ꎬ 且甲基化的位置也有所差异

(图 ６)ꎮ 对扩增清晰的条带进行统计ꎬ 发现相对

ＷＴ 而言ꎬ Ｐｐｉａａ２￣８７ 在 ０ ｈ 的原生质体中甲基化

的比例较高ꎬ 达到了 ９􀆰４４％(表 ４)ꎬ 表明 ＰｐＡｕｘ /
ＩＡＡ２ 基因的突变影响了原生质体去分化中 ＤＮＡ 甲

基化的变化ꎮ
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图 ４　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原生质体再生过程的 ＤＮＡ倍性分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＤＮＡ ｐｌｏｉｄｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
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Ppiaa2-87 7 d Protonemata!"# 7 d
Ppiaa2-87 0 h Protoplasts!$%# 0 h

0 h
Protoplasts
!$%#

0 h
3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
&

'
(

)
*

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l
Phypa172564 Phypa172248 Phypa216086 Phypa216975

A B

5 mμ

5 mμ 5 mμ
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Ａ: ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 在原丝体和 ０ ｈ 的原生质体的细胞核 ＤＡＰＩ 染色ꎻ Ｂ: ＳＷＩ / ＳＮＦ 蛋白家族部分基因的表达分析ꎮ
Ａ: ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＰＰｉａａ２￣８７ ｎｕｃｌｅｉ ｉｎ ｐｒｏｔｏｎｅｍａｔａ ａｎｄ ０￣ｈ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ＳＷＩ / ＳＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ.

图 ５　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体的染色质重塑分析
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

!" Primers 1 2 3 4 5 6
Ppiaa2-87WT

7 d 7 d0 h 0 h

H H H HM M M M

0111

1111

1111

1100

1100

1101

1100

0111

Ｈ 代表 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｐａⅡ的酶切组合ꎬ Ｍ 代表 ＥｃｏＲⅠ和 ＭｓｐⅠ的酶切组合ꎬ “１”和“０”分别代表条带的有无ꎬ 表明 ＤＮＡ
去甲基化或 ＣＣＧＧ 位点甲基化ꎮ
Ｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥｃｏＲⅠ ａｎｄ ＨｐａⅡꎻ Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ＥｃｏＲⅠ ａｎｄ ＭｓｐⅠꎻ “１” ａｎｄ “０” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｂａｎｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ＤＮＡ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｒ ｍｅｔｈｙｌ￣
ａｔｉｏｎ ａｔ ＣＣＧＧ ｓｉｔｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ６　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 甲基化敏感扩增多态性分析
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＭＳＡＰ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
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表 ４　 ＷＴ和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 原丝体和原生质体中 ＣＣＧＧ 位点的胞嘧啶甲基化模式统计
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｔ ＣＣＧＧ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ Ｐｐｉａａ２￣８７ ｐｒｏｔｏｎｅｍａｔａ ａｎｄ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

位点类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｓｉｔｅｓ

７ ｄ 原丝体
７ ｄ Ｐｒｏｔｏｎｅｍａｔａ

Ｈ Ｍ

０ ｈ 原生质体
０ ｈ Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

Ｈ Ｍ

ＷＴ

条带数
Ｎｏ. ｏｆ ｓｉｔｅｓ

百分比(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

Ｐｐｉａａ２￣８７

条带数
Ｎｏ. ｏｆ ｓｉｔｅｓ

百分比(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

无甲基化位点
Ｎｏ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ １ １ １ １ ２５５ ９５.８７ ２５３ ８８.４６

相同甲基化位点
Ｓａｍｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

１ ０ １ ０ １
０ １ ０ １ １

０.７５
０
１

０.３５

去甲基化变化位点
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｔｅｓ

０ １ １ １ ２
１ ０ １ １ ０
０ ０ １ １ ０
０ ０ １ ０ ０
０ ０ ０ １ ０

０.７５

０
０
４
０
１

１.７５

甲基化变化位点
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｔｅｓ

１ １ ０ ０ ０
１ １ ０ １ ３
１ １ １ ０ ０
１ ０ ０ ０ ４
０ １ ０ ０ ０

２.６３

２３
３
１
０
０

９.４４

　 　 注: Ｈ 代表 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｐａⅡ的酶切组合ꎬＭ 代表 ＥｃｏＲＩ 和 ＭｓｐⅠ的酶切组合ꎬ“１”和“０”分别代表条带的有无ꎬ表明 ＤＮＡ 去甲基化或
ＣＣＧＧ 位点甲基化ꎮ

Ｎｏｔｅｓ: Ｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥｃｏＲⅠ ａｎｄ ＨｐａⅡꎻ Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥｃｏＲⅠ ａｎｄ
ＭｓｐⅠꎻ “１” ａｎｄ “０” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｂａｎｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ＤＮＡ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｔ ＣＣＧＧ ｓｉｔｅｓꎬ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论

目前对原生质体再生的研究多集中于细胞壁恢

复、 细胞周期重新进入、 愈伤组织形成、 多能性获

得和从头组织再生等ꎬ 对原生质体再生过程中涉及

细胞命运转变的分子过程研究较少ꎮ 生长素在高等

植物组织及原生质体培养中能够促进愈伤组织形

成ꎬ 是细胞重编程、 细胞周期和增殖的主要内源性

调节因子之一[２３]ꎮ 苔藓植物具有极强的再生能力ꎬ
其受伤组织和原生质体不经外源生长素的诱导就能

再生形成植株[１９]ꎬ 甚至细胞的 ＤＮＡ 链断裂(单链

断裂、 双链断裂或两者皆有)的瞬时诱导也可以触

发分化的叶片细胞重编程为干细胞ꎬ 而不会导致细

胞的死亡[２６]ꎬ 因此是研究再生过程分子机制的理

想材料ꎮ 本文通过对小立碗藓野生型和 Ｐｐｉａａ２￣８７

突变体原生质体的研究ꎬ 明确了 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２ 的突

变会影响整个细胞再生整个过程ꎬ 包括多能性的获

得阶段及细胞周期的转变ꎮ
苔藓中生长素通过转录抑制因子 Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 调

控基因的转录ꎬ Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 抑制功能的缺失显著改

变了转录组ꎬ 包括改变大量不受生长素直接调控的

基因的表达[４]ꎮ 生长素基因表达的诱导受 Ａｕｘ /
ＩＡＡｓ 激活和抑制 ＡＲＦ 之间的复杂相互作用控

制[３]ꎮ 我们发现ꎬ 原丝体去除细胞壁后的 ０ ｈ 原生

质体中 Ａｕｘ / ＩＡＡ 表达量明显上调ꎬ 说明游离的生

长素可能增加ꎬ 激活了 Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 信号通路ꎬ 如新

鲜分离的苔藓植物葫芦藓( Ｆｕｎａｒｉａ ｈｙｇｒｏｍｅｔｒｉｃａ
Ｈｅｄｗ.)原生质体在 １５ ｍｉｎ 的培养时间内迅速积累

ＩＡＡ[２７]ꎮ Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 蛋白作为抑制因子ꎬ 其周转时

间比较短ꎬ 只要生长素浓度保持在较高水平ꎬ 就会

通过泛素 /蛋白酶体途径快速降解ꎮ 当生长素浓度

下降ꎬ 积累的 Ａｕｘ / ＩＡＡ ｍＲＮＡ 将继续被翻译ꎬ 最

终 Ａｕｘ / ＩＡＡｓ 蛋白浓度达到足够的水平ꎮ 积累的蛋

白可以反馈到自身的基因以及生长素早期反应基

因[２８]ꎬ 从而下调它们的表达ꎬ 此过程涉及到复杂

的反馈调控网络ꎮ 生长素的稳态也是植物协调发展

的必要条件ꎬ 受到合成、 降解、 结合和运输途径的

控制[２９]ꎮ 生长素可能是作为生理上不活跃的缀合

物储存的ꎮ 在高等植物中ꎬ 通过 ＧＨ３ 家族成员合

成生长素缀合物来控制生长素水平ꎮ 小立碗藓中具

有两个 ＧＨ３￣ｌｉｋｅ 蛋白可将 ＩＡＡ、 ＩＢＡ( ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ｂｕ￣
ｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ)和茉莉酸( ＪＡ)转化为酰胺缀合物[３０]ꎮ
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在轮藻(Ｃｈａｒａ Ｌ.)中ꎬ 生长素的结合速率非常缓

慢ꎬ 因此生物合成是其自由生长素的主要来源ꎬ 而

苔藓和维管植物生长素的结合速率增加ꎬ 其在维持

生长素稳态中也起重要作用[３１]ꎮ 生长素从内质网

到细胞核的运输是直接控制细胞核内生长素水平的

一个主要亚细胞途径ꎬ 也是植物细胞生长素介导的

下游反应的基础[３２]ꎮ 生长素外排蛋白 ＰＩＮ 介导的

生长素运输在苔藓植物中保守[３３]ꎬ 小立碗藓的一

种分泌囊泡的亚基 ＰｐＥＸＯ７０􀆰３ｄ 作用于 ＰＩＮ 循环

和生长素的极性运输ꎬ 也是原生质体再生所需要

的ꎮ Ｐｐｅｘｏ７０􀆰３ｄ 原生质体再生表型和 Ｐｐｉａａ２￣８７
具有一致性ꎬ 多数在第 ２ 天发生死亡[３４]ꎮ 小立碗

藓原生质体再生过程除了生长素调控途径外ꎬ 其合

成及结合是如何维持游离生长素的浓度及转运到细

胞核起始调控功能的ꎬ 还需要进行深入研究ꎮ
若不施用激素ꎬ 高等植物原生质体经历染色质

浓缩 /去浓缩就不能进入细胞周期ꎬ 最终导致死

亡[１５]ꎮ 同样ꎬ 我们发现 Ｐｐｉａａ２￣８７ 突变体的原生

质体在培养过程中的存活率低于 ＷＴꎬ 说明生长素

信号通路也决定了小立碗藓原生质体的命运ꎮ 细胞

分裂重新进入细胞周期ꎬ 通常是植物细胞去分化的

一个特征ꎮ 通过流式细胞仪检测发现 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的

原生质体从 Ｇ１ 期到 Ｓ 期的转变受阻ꎬ 可能是因为

生长 素 调 控 ＳＫＰ２Ａꎬ 进 而 影 响 了 细 胞 分 裂ꎮ
ＳＫＰ２Ａ 是一种与 ＴＩＲ１ 家族结构相似的 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋

白ꎬ 可通过促进包括 Ｅ２ＦＣ 和 ＤＰＢ 在内的细胞周

期转录调控因子的降解来调节细胞周期进程ꎬ 而生

长素可以直接结合 ＳＫＰ２Ａ 调节其稳定性[３５ꎬ ３６]ꎮ
生长素不仅是激活细胞周期所必需的ꎬ 也

是诱导染色质松弛和 ＤＮＡ 复制所必需的 [３７] ꎮ
对 ０ ｈ 原生质体的核进行 ＤＡＰＩ 染色观察ꎬ 发现

部分 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的染色质未发生去浓缩ꎮ 同时ꎬ
我们检测到 ＳＷＩ / ＳＮＦ 蛋白家族的部分同源基因

在 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的 ０ ｈ 原生质体中表达量较原丝体

下降ꎮ ＳＷＩ / ＳＮＦ 是 ＡＴＰ 依赖的染色质重塑复合

体中的一个蛋白家族ꎬ 依赖 ＡＴＰ 水解释放的能

量ꎬ 通过与核小体区域的组蛋白相结合或者与

ＤＮＡ 的相互作用而改变核仁区域的结构ꎬ 使染色

质发生重塑[３８] ꎮ 同时ꎬ 染色质的变化可能与被

Ａｕｘ / ＩＡＡ 结合抑制的 ＡＲＦ 蛋白有关ꎮ 如拟南芥

ＡＲＦ５ 招募 ＳＷＩ / ＳＮＦ 染色质重塑 ＡＴＰ 酶到染色

质区域ꎬ 使染色质的结构松动ꎬ 介导了染色质的

变化ꎬ 这也是基因激活所必需的[３９] ꎮ
植物再生过程中ꎬ ＤＮＡ 甲基化与细胞命运的

转变密切相关ꎬ 其协调参与了细胞周期的调控ꎮ
植物再生过程 ＤＮＡ 甲基化模式的改变不是伴随

着显著降低 ＤＮＡ 甲基化整体水平的变化ꎬ 而是

在 ＤＮＡ 甲基化模式中检测到局部改变ꎬ 这可能

参与了去分化原生质体中特定基因表达的激

活[２０] ꎮ 通过甲基化敏感扩增多态性分析ꎬ 发现

ＷＴ 和 Ｐｐｉａａ２￣８７ 的 ＤＮＡ 甲基化程度和模式不完

全一致ꎬ Ｐｐｉａａ２￣８７ 在 ０ ｈ 的原生质体甲基化程

度偏高ꎬ 说明 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２ 可以通过改变 ＤＮＡ
的甲基化模式来调控特定基因的表达ꎬ 从而控制

细胞的命运ꎮ 除生长素外ꎬ 细胞分裂素也是参与

细胞分化分裂过程的关键激素ꎬ 而其他激素似乎

对细胞重编程并不那么重要ꎬ 但可能通过调节生

长素的影响发挥作用ꎮ 如油菜素内酯或水杨酸的

应用可以上调拟南芥叶肉原生质体中的生长素信

号转导[３７] ꎮ
综上所述ꎬ 本文通过研究小立碗藓 ＰｐＡｕｘ / ＩＡＡ２

对原生质体再生存活率和表观遗传特征的影响ꎬ 论

证了内源生长素信号途径对原生质体再生的重要

性ꎬ 有助于促进对苔藓植物细胞分化的分子机制和

强大再生能力的认识ꎮ 但细胞再生过程还存在许多

问题亟待解决ꎬ 利用小立碗藓原生质体进一步阐明

细胞再生的调控机制ꎬ 如内源生长素浓度对原生质

体再生过程的影响ꎬ 以及其他植物激素与生长素之

间的协同和拮抗关系在此过程中的作用等ꎬ 可推动

对植物基于细胞再生的深入认识及应用ꎮ
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[１４] 　 Ｉｗａｓｅ Ａꎬ Ｏｈｍｅ￣Ｔａｋａｇｉ Ｍꎬ Ｓｕｇｉｍｏｔｏ Ｋ. ＷＩＮＤ１: ａ ｋｅｙ
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[２１] 　 Ｇｉｖａｔｙ￣Ｒａｐｐ Ｙꎬ Ｙａｄａｖ ＮＳꎬ Ｋｈａｎ Ａꎬ Ｇｒａｆｉ Ｇ. Ｓ１￣ｔｙｐｅ

ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ２ ｉｎ ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｏ￣
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[２４] 　 Ｃｏｖｅ ＤＪꎬ Ｐｅｒｒｏｕｄ ＰＦꎬ Ｃｈａｒｒｏｎ ＡＪꎬ ＭｃＤａｎｉｅｌ ＳＦꎬ Ｋｈａｎ￣
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ｐｄｂ ｅｍｏ１１５.

[２５] 　 Ｗｉｄｈｏｌｍ ＪＭ. Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ ａｎｄ ｐｈｅ￣
ｎｏｓａｆｒａｎｉｎｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ

[Ｊ] . Ｓｔａｉｎ Ｔｅｃｈｎｏｌꎬ １９７２ꎬ ４７(４): １８９－１９４.
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[２７] 　 Ｇｅｉｅｒ Ｕꎬ Ｗｅｒｎｅｒ Ｏꎬ Ｂｏｐｐ Ｍ. Ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｕｐｔａｋｅ
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[Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ １９９０ꎬ ８０: ５８４－５９２.

[２８] 　 Ｔｉｗａｒｉ ＳＢꎬ Ｗａｎｇ ＸＪꎬ Ｈａｇｅｎ Ｇꎬ Ｇｕｉｌｆｏｙｌｅ ＴＪ. ＡＵＸ / ＩＡＡ
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