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摘要：［目的］模式植物在木本植物中鉴定的许多重要调控因子家族在木本植物中出现了基因家族成员扩张，但

ＡＲＲｓ家族作为细胞分裂素响应调节因子在杨树基因组中成员数量反而减少，其在木本植物中如何行使功能需要
进一步研究。［方法］本研究通过生物信息学构建ＰｔＲＲＩ启动子与 ＧＵＳ融合表达载体，检测植物激素处理后 ＰｔＲＲＩ
表达量和检测ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ转基因植株在生根过程中ＧＵＳ信号等方法，对杨树ＰｔＲＲＩ基因的组织特异性表达模式进
行分析。［结果］表明：ＰｔＲＲＩ在杨树根部、形成层、木质部表达量相对较高，ＰｔＲＲＩ转录受６ＢＡ激素诱导，与其在不
定根发育过程中激素调控下的表达相一致。［结论］ＰｔＲＲＩ基因可能参与杨树的次级生长。
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　　植物激素中的细胞分裂素，影响着植物生长发
育的不同过程，细胞分裂素信号转导系统是行使其

功能的关键成分［１］。细胞分裂素信号系统，主要包

括三个关键因子，跨膜的受体组氨酸激酶（ＨＫｓ）、酸
基团转移蛋白（ＨＰｓ）和细胞核内的响应调节因子
（ＲＲｓ）［２］。根据氨基酸保守序列和能否被细胞分裂
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素诱导，拟南芥响应调节因子（ＡＲＲ）基因家族被分
为Ａ类、Ｂ类和 ＡＰＲＲ，其中，Ａ类在拟南芥中存在
１０个成员［３］，为数众多的家族成员表明它们在细胞

分裂素调节许多生物学过程中具有重要作用。拟南

芥中Ａ类ＡＲＲ基因家族蛋白主要功能是作为负反
馈调节细胞分裂素信号，抑制 Ｂ类 ＡＲＲ家族活性。
Ｂ类ＡＲＲ是一类植物特异转录因子，在拟南芥中 Ｂ
类ＡＲＲ家族成员功能冗余［４－７］。拟南芥 ＡＰＲＲｓ蛋
白氨基酸序列中的天冬氨酸位点缺失，ＡＰＲＲ家族成
员对昼夜节律具有重要调节作用，在对昼夜节律的

调节方面不同成员显示不同的调控方式［８］。

Ａ类ＡＲＲ的表达影响根顶端分生组织的发生，
在拟南芥根部发育过程中，细胞分裂素的缺失会影

响分生组织的大小和活动［９］。Ａ类 ＡＲＲ在生长素
和细胞分裂素对根部发育共同调控中起到节点的作

用，一方面，Ａ类ＡＲＲ７和ＡＲＲ１５的表达受生长素的
调控，通过抑制细胞分裂素在未分化的干细胞中的

积累，从而保持干细胞特征；另一方面，Ａ类 ＡＲＲ成
员中的ＡＲＲ５、ＡＲＲ６、ＡＲＲ７和 ＡＲＲ１５能被植物干细
胞决定基因（ＷＵＳ）直接抑制表达，降低对细胞分裂
素信号的负反馈作用，从而上调细胞分裂素的作用，

促进细胞分化［１０］。

ＡＲＲ家族作为细胞分裂素响应调节因子，对拟
南芥的生长发育起到重要作用；然而，在杨树中，许

多重要调控因子家族出现了扩张，杨树 ＲＲｓ家族功
能的研究有待进一步深入。目前，杨树 ＲＲｓ家族已
确定了３３个 ＲＲｓ成员［１１］。其中，Ｂ类 ＰｔＲＲ１３是抑
制不定根形成的下游转录因子，在杨树根系发育过

程中起着重要作用［１２］，但对杨树Ａ类ＲＲｓ基因家族
研究还鲜见报道。本研究发现，Ａ类 ＡＲＲ家族在根
发育过程中有较高的表达。结合转录组数据，筛选

出在根中表达丰度最高的ＰｔＲＲＩ加以研究。通过定

量表达分析和转基因技术、激素处理等对 ＰｔＲＲＩ基
因的表达模式进行了初步探究，旨在为研究该基因

在杨树生长发育过程中的功能机制提供基础，为进

一步解析杨树Ａ类ＲＲｓ基因的功能奠定基础。

１　材料
材料为银腺杨无性系８４Ｋ（Ｐｏｐｕｌｕｓａｌｂａ×Ｐ．

ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ）组培苗，培养温度为（２５＋１）℃，光照为
１６／８ｈ（白天／黑夜），光照强度为 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１·
ｍ－２·ｓ－１，实验操作在林木遗传育种国家重点实验
室中进行。

１．１　序列分析
用拟南芥 Ａ类 ＡＲＲ的蛋白序列在毛果杨基因

组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／ｐｏｐｌａｒ．ｐｈｐ）
中进行Ｂｌａｓｔｐ比对分析，用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０对拟南芥Ａ
类ＡＲＲ和杨树Ａ类ＰｔＲＲ蛋白全长进行序列多重比
对分析［１３］。采用ＭＥＧＡ４．０软件的邻结法（ＮＪ）构
建进化树［１４］。利用在线软件 ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅ
ｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ／）分析Ａ类ＰｔＲＲ保守结构域。
１．２　ＰｔＲＲＩ基因表达分析

半定量 ＰＣＲ及克隆 ＰｔＲＲＩ启动子的引物使用
Ｐｒｉｍｅｒ３软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｍｅｒ３．ｕｔ．ｅｅ／）设计，引物见
表１。使用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒和 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
ＤＮａｓｅＩ试剂盒分别提取毛果杨根、茎、叶、形成层、
未成熟木质部总 ＲＮＡ。每个样品取大约 １．５μｇ
ＲＮＡ使用 ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ ＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄＫｉｔ试剂盒反转
录合成ｃＤＮＡ的第一链。杨树ＰｔＡｃｔｉｎ作为内参基因
（基因序列号：ＥＦ４１８７９２．１），每个 ｃＤＮＡ为模板进
行半定量ＰＣＲ，扩增产物使用 ２％ 琼脂糖凝胶电泳
进行检测。所有试验分别进行３次生物学重复与技
术重复。

表１　基因、启动子和实时定量ＰＣＲ分析所用的引物
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｔＲＲ，ｐｒｏｍｏｔｅｒｓａｎｄｑＰＣＲ

引物 序列（５′３′） 用途

ＰｔＲＲＩＦ ５′ＣＡＣＴＣＡＴＣＴＣＣＴＣＡＣＣＧＴＧＴＴＴＧＴＴＡＧ３′ 半定量ＲＴＰＣＲ引物
ＰｔＲＲＩＲ ５′ＣＡＡＣＧＣＴＡＴＣＡＡＴＣＡＣＡＣＴＡＣＴＡＣＣＡＣＧ３′
ＰｔＡｃｔｉｎＦ ５′ＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧ３′ 半定量ＲＴＰＣＲ内参基因引物
ＰｔＡｃｔｉｎＲ ５′ＴＣＣＴＴＧＣＴＣＡＴＣＣＴＧＴＣＡＧ３′
ＰｒｏＰｔＲＲＩＦ ５′ＡＧＧＡＡＴＧＧＧＴＡＧＧＡＧＡＧＡＡＡＧＡＴＧ３′ ＰｔＲＲＩ启动子引物
ＰｒｏＰｔＲＲＩＲ ５′ＴＡＣＡＡＴＴＣＣＡＣＴＡＡＣＧＡＴＧＴＧＴＣＡ３′

５３
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１．３　ＰｔＲＲＩ启动子克隆及载体的构建
选取 ＰｔＲＲＩ基因上游２２００ｂｐ的启动子区域，

以毛果杨基因组ＤＮＡ为模板，琼脂糖凝胶回收ＰＣＲ
扩增产物克隆至中间载体 ｐＤＮＯＲ２２２．１，测序正确
后克隆至 ｐＭＤＣ１６４，构建 ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ载体。载体
构建采用 ｇａｔｅｗａｙ克隆系统（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ），具体操作按产品说明书
进行。

１．４　遗传转化
由于银腺杨无性系８４Ｋ易于进行遗传操作，故

选择其进行基因转化。在 ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ的农杆菌
ＯＤ６００＝０．４ ０．８时侵染银腺杨８４Ｋ叶盘。感染后
的叶盘在不定芽诱导培养基上，在温度为（２５±
１）℃的黑暗条件下共培养３天。共培养后的叶盘转
移至ＳＩＭ培养基上，诱导和筛选抗性不定芽。经过
约２５天的诱导培养，将抗性不定芽转移至生根培养
基中，直至诱导出不定根［１５］。ｐｒｏｍｏｔｅｒ：：ＧＵＳ分析
至少采用３个转基因株系。
１．５　ＧＵＳ基因表达的组织化学检测

ＧＵＳ的组织化学染色按照如下步骤进行：２周
的幼苗和 ４周的茎段在 ９０％预冷丙酮中固定 ３０
ｍｉｎ，固定后的组织材料使用 ＧＵＳ染色缓冲液在冰
上洗涤３次，再转移至 ＧＵＳ染色液中，真空抽气后
在３７℃，７０ｒ·ｍｉｎ－１温浴 １２ｈ密封存放后使用
７５％乙醇脱色［１６］。每一个ｐｒｏｍｏｔｅｒ：：ＧＵＳ转基因株
系至少有５个克隆进行 ＧＵＳ染色，每个实验至少重
复３次，通过实体显微镜观察根部染色和震荡切片
观察茎部ＧＵＳ表达情况。
１．６　激素处理下ＰｔＲＲＩ表达分析

选取２０天生长状态一致的银腺杨８４Ｋ组培苗
１５棵，在１／２ＭＳ溶液炼苗１周后，各取３棵分别用１
μｍｏｌ·Ｌ－１６ＢＡ、１μｍｏｌ·Ｌ－１ＩＢＡ、１μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＡ３、１００μｍｏｌ·Ｌ
－１ＡＢＡ溶液和 １／２Ｍ溶液处理

２．５ｈ，分别混合研磨样品提取 ＲＮＡ，反转录后通过
荧光定量 ＰＣＲ，检测 ＰｔＲＲＩ在４种激素处理下表达
量的变化，上述实验重复３次。
１．７　ＰｔＲＲＩ基因在不定根形成过程中的动态
变化

　　在生根培养基内，对生长状态一致的 ＰＰｔＲＲＩ：：

ＧＵＳ组培苗茎段进行扦插，分别对扦插后第１、３、
５、７、９天的茎段取样，进行 ＧＵＳ染色，观察拍照。

２　结果与分析
２．１　ＰｔＲＲＩ系统进化

ＰｔＲＲＩ在系统进化上属于 Ａ类 ＰｔＲＲ家族成
员，通过 Ａ类 ＰｔＲＲ蛋白质序列与已报道的拟南
芥 Ａ类 ＡＲＲ蛋白进行多重比对，采用 ＭＥＧＡ４．０
中 ＮＪ法构建系统进化发生树，根据与拟南芥的
对应关系命名，没有对应拟南芥的 ＰｔＲＲ用罗马
符号表示（图 １）。由图 １可以看出：拟南芥中
ＡＲＲ家族与杨树 ＰｔＲＲ家族对应关系不强，ＡＲＲ３
和 ＡＲＲ４对 应 的 杨 树 同 源 家 族 ＰｔＲＲ３／４ａ和
ＰｔＲＲ３／４ｂ，ＡＲＲ５和 ＡＲＲ６没有对应的杨树同源
家族，ＡＲＲ８和 ＡＲＲ９对 应 的 杨 树 同 源 家 族
ＰｔＲＲ８／９ａ和 ＰｔＲＲ８／９ｂ，ＡＲＲ１６和 ＡＲＲ１７对应的
杨树同源家族只有 ＰｔＲＲ１６／１７，ＡＲＲ７和 ＡＲＲ１５
对应的杨树同源家族也只有 ＰｔＲＲ７／１５，剩下的没
有对应拟南芥ＡＲＲ的杨树ＰｔＲＲ分别定名为ＰｔＲ
ＲＩ、ＰｔＲＲⅡ、ＰｔＲＲⅢ。对杨树 Ａ类 ＲＲｓ家族氨基
酸序列分析，表明 Ａ类 ＰｔＲＲ蛋白都具有 ＲＲｓ家
族典型的 ＤＤＫ（由三部分组成，分别是天冬氨
酸、天冬氨酸、赖氨酸的蛋白结构）结构域［３］（图

２）。

图１　Ａ类 ＡＲＲ与 Ａ类 ＰｔＲＲ家族蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ．１　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｃｌａｓｓＡＡＲＲａｎｄ

ｐｏｐｌａｒｃｌａｓｓＡＰｔＲＲｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ．

２．２　ＰｔＲＲＩ组织表达模式
为了检测 ＰｔＲＲＩ基因在杨树发育上的作用，

分析了 Ａ类 ＰｔＲＲ基因在银腺杨无性系８４Ｋ的两
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图２　Ａ类 ＰｔＲＲ家族蛋白保守结构域

Ｆｉｇ．２　ＰｏｐｌａｒｃｌａｓｓＡＰｔＲＲｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

个时期（幼苗期和成熟植株）不同营养组织中的

转录组数据，由图 ３Ａ可以看出：Ａ类 ＰｔＲＲ基因
各成员之间在杨树２个生长发育时期的不同组织
中表达量存在较大差异，同一个基因在不同发育

时期和组织中的表达也存在较大差异。相对于

杨树 ＲＲｓ家族其他成员，ＰｔＲＲＩ在根部和木质部
中表达量较高。用半定量 ＰＣＲ的方法验证毛白
杨 ＰｔＲＲＩ基因的表达模式，结果与转录组数据一
致（图３Ｂ），从图中可以看出：ＰｔＲＲＩ基因主要在
根和木质部组织中表达，表明 ＰｔＲＲＩ可能参与了
杨树木质部的发育过程。

　　Ａ：杨树 Ａ类 ＲＲｓ基因在不同营养组织中表达柱状（Ｓ＿ＹＬ，幼苗的幼嫩叶片；Ｓ＿ＭＬ，幼苗的成熟叶片；Ｓ＿ＰＳ，幼苗的初生

茎；Ｓ＿ＳＳ，幼苗的次生茎；Ｓ＿Ｒ，幼苗的根；Ｍ＿ＹＬ，成熟植株的幼嫩叶片；Ｍ＿ＭＬ，成熟植株的成熟叶片；Ｍ＿ＰＳ，成熟植株的初生

茎；Ｍ＿ＳＳ，成熟植株的次生茎；Ｍ＿Ｒ，成熟植株的根。

　　Ｂ：ＰｔＲＲＩ基因在毛白杨根、叶、茎、形成层区域和未成熟木质部的表达模式

Ａ：ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＰｔＲＲＩｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｓ（Ｓ＿ＹＬ，ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｏｆｙｏｕｎｇｌｅａｆ；Ｓ＿ＭＬ，ｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｖｅｓ；ＯｒｐｈａｎｅｄＳ＿

ＰＳ，ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｔｅｍ；Ｓ＿ＳＳ，ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｅｍｓ；Ｓ＿Ｒ，ｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓ，Ｍ＿ＹＬ，ｍａｔｕｒｅｏｆｙｏｕｎｇｌｅａｖｅｓ；Ｍ＿ＭＬ，ｍａｔｕｒｅｍａｔｕｒｅ

ｌｅａｖｅｓ；ＯｒｐｈａｎｅｄＭ＿ＰＳ，ｍａｔｕｒｅｐｌａｎｔｓｔｅｍｓ；Ｍ＿ＳＳ，ｍａｔｕｒｅｐｌａｎｔｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｅｍｓ；Ｍ＿Ｒ，ｍａｔｕｒｅｐｌａｎｔｒｏｏｔｓ．

Ｂ：ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰｔＲＲＩｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ．ＰｔＲＲＩｇｅｎｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｒｏｏｔ，ｌｅａｆ，ｓｔｅｍ，ｃａｍｂｉｕｍｚｏｎｅａｎｄｉｍｍａ

ｔｕｒｅｘｙｌｅｍ

图３　Ａ类 ＰｔＲＲ在杨树不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌａｓｓＡＰｔＲＲｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｏｐｌａｒ

２．３　ＰｔＲＲＩ启动子驱动ＧＵＳ基因在杨树中的表达
为了深入研究 ＰｔＲＲＩ的表达模式，对其启动子

驱动的ＧＵＳ转基因植株进行了染色分析，图４Ａ显
示：ＰｔＲＲＩ主要在根里表达，并且集中在根尖分生区
和维管束中（图４Ｄ、Ｅ）。另外，在 ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ转基
因杨树幼苗茎段也有ＧＵＳ着色，主要集中在叶腋分
生区（图４Ｂ），对其进行解剖分析发现，ＧＵＳ着色主
要集中在形成层区域（图４Ｃ），表明ＰｔＲＲＩ可能与杨
树维管系统发育密切相关。

２．４　ＰｔＲＲＩ对不同激素的响应
ＰｔＲＲＩ作为细胞分裂素响应调节因子，可能参

与了激素对植物生长发育的调控。用１μｍｏｌ·Ｌ－１

６ＢＡ、１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＢＡ、１μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＡ３、１

μｍｏｌ·Ｌ－１ＩＢＡ处理２．５ｈ后提取ＲＮＡ，反转录后通
过荧光定量 ＰＣＲ检测，结果（图５）显示：６ＢＡ处理
下ＰｔＲＲＩ表达量升高，ＧＡ３处理下 ＰｔＲＲＩ表达量略
微升高，ＧＡ３处理下 ＰｔＲＲＩ表达量变化不显著，而
ＩＢＡ处理下ＰｔＲＲＩ表达量略微下降，表明ＰｔＲＲＩ基因
受６ＢＡ的调控，这与ＰｔＲＲＩ作为细胞分裂素负反馈
调节因子的理论一致。

２．５　ＰｔＲＲＩ基因在不定根形成过程中的动态变化
不定根形成过程中需要生长素和细胞分裂素共

同作用，ＰｔＲＲＩ可能参与这个过程。因为 ｐｒｏｍｏｔｅｒ：：
ＧＵＳ能很好地解析基因转录的动态变化，所以，对
ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ转基因植株进一步观察ＰｔＲＲＩ在生根过
程中的动态变化。在生根培养基内扦插后第１天的
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ的比例尺分别为１０ｍｍ、５ｍｍ、５０μｍ，１ｍｍ、１ｍｍ。

Ｔｈｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ１ｃｍｉｎＡ，５ｍｍｉｎＢ，５０μｍｉｎＣ，１ｍｍｉｎＤ，

１ｍｍｉｎＥ．

图４　ＰｔＲＲＩ启动子的ＧＵＳ染色分析

Ｆｉｇ．４　ＧＵＳｓｔａｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＰｔＲＲＩｐｒｏｍｏｔｅｒ

图５　激素处理下ＰｔＲＲＩ表达反应

Ｆｉｇ．５　ＨｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔＰｔＲＲＩｅｘｐｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅ．

茎段切口处出现微弱的 ＧＵＳ信号（图６Ａ），第３天
可以观察到ＧＵＳ信号在切口处表达加强，集聚到根
原基部位（图６Ｂ），第５天 ＧＵＳ信号出现在愈伤基
部（图６ｃ），第７天 ＧＵＳ信号在愈伤基部表达加强
（图６Ｄ），在扦插后第９天ＧＵＳ信号在根基部较强，
且集中在新生根根尖（图６Ｅ）。实验过程表明：在不
定根再生过程中，ＰｔＲＲＩ主要在愈伤组织和根原基
周边表达，生根后则在不定根的根尖，表明 ＰｔＲＲＩ可
能参与了根部发育过程中的根源基的维持和愈伤组

织的形成。

３　讨论
本研究在杨树最新基因组数据库中，利用拟南

芥ＡＲＲｓ氨基酸序列 Ｂｌａｓｔｐ进行搜索比对后，确定
了９个杨树Ａ类ＲＲｓ基因家族成员。根据与拟南芥
的对应关系命名，与以往的命名不同［１１］，分析蛋白

保守结构域显示，ＰｔＲＲ家族氨基酸序列都具有典型
的ＤＤＫ结构域，它是证明蛋白属于 ＲＲｓ家族的主

注：ＰＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳ组培苗在生根过程中的 ＧＵＳ表达模式变化，分

别取样于扦插后第１天（Ａ），第３天（Ｂ），第５天（Ｃ），第７天

（Ｄ），第９天（Ｅ）。箭头指示ＧＵＳ信号。比例尺代为表１ｍｍ。

Ｎｏｔｅ：ＰｔＲＲＩ：：ＧＵＳｓｏｍａｃｌｏｎｅｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｒｏｏｔｉｎｇＧＵＳｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｃｈａｎｇｅ，ｓａｍｐｌｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｃｕｔｔｉｎｇｓｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔｄａｙ

（Ａ），（Ｂ）ｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙ，ｏｎｔｈｅｆｉｖｅｄａｙ（Ｃ），ａｎｄｏｎｔｈｅｓｅｖ

ｅｎｔｈｄａｙ（Ｄ），ｏｎｔｈｅｎｉｎｅｄａｙ（Ｅ）

图６　ＰＰｔＲＲＩ：ＧＵＳ转基因组培苗在扦插生根不同时期的ＧＵＳ染色

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｃｕｔｔｉｎｇｓｒｏｏｔｉｎｇ．

要依据［３］，也表明了 ＲＲｓ家族成员虽然变异较大，
但结构域非常保守，推测杨树的 ＲＲｓ家族与拟南芥
相应家族有类似的功能。

通过不同组织中 Ａ类 ＰｔＲＲ的转录组数据，分
析了基因家族的表达模式。依据转录组数据筛选出

在根部表达最强的ＰｔＲＲＩ，ＰｔＲＲＩ在系统进化上没有
相对应的拟南芥 ＡＲＲ基因，其功能有待探究。通过
构建ＰｔＲＲＩ启动子 ＧＵＳ融合表达载体进一步研究
ＰｔＲＲＩ的组织表达模式，在转基因植株中 ＧＵＳ染色
显示，ＰｔＲＲＩ基因主要在杨树的根部和维管组织中
表达，表明ＰｔＲＲＩ可能参与了不定根和维管组织的
发育。在拟南芥根部发育过程中，早已经明确了

ＡＲＲ基因家族的重要作用，与 ＰｔＲＲＩ在系统进化上
最近的ＡＲＲ８和ＡＲＲ９的研究表明，其超表达植株对
主根的生长作用很小，但是增加了侧根的数目；其它

家族 ＡＲＲ成员超表达研究中，发现 ＡＲＲ３、ＡＲＲ４、
ＡＲＲ５、ＡＲＲ１６和ＡＲＲ１７对主根生长起到重要促进作
用，其中ＡＲＲ３、ＡＲＲ６、ＡＲＲ１５、ＡＲＲ１６和 ＡＲＲ１７对侧
根数目增加也起到重要作用［１７］。在水稻中，也确定

了细胞分裂素响应调节因子Ａ类ＯｓＲＲ２基因和Ｏｓ
ＲＲ１基因对根系发育的重要作用［１８－１９］，其中，ＯｓＲＲ２
的表达受 ＯｓＷＯＸ１１基因直接抑制，超表达 Ｏｓ
ＷＯＸ１１基因的水稻表现为不定根生长的提前和数
目的显著增多，ＯｓＷＯＸ１１基因突变后的水稻表现为
不定根生长速度减缓和数目明显减少，ＯｓＲＲ２都直
接参与 ＯｓＷＯＸ１１基因调节不定根发育这些过
程［１８］；ＯｓＲＲ１基因的表达直接受 Ｐ２／ＥＲＦ转录因子
的ＣＬＲ５蛋白调控，通过抑制细胞分裂素的信号转
导，对不定根的发生起到促进作用［１９］。这些结果也

说明，不同物种的不同成员对根的发育具有不同的

作用。
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本研究根据对 ＰｔＲＲＩ启动子序列分析发现，启
动子内含有为数众多的激素响应元件，推测 ＰｔＲＲＩ
在根系发育过程中的作用可能与激素之间相互调节

有关。不同激素处理对ＰｔＲＲＩ转录的影响呈现差异
进一步表明ＰｔＲＲＩ基因功能可能参与了杨树根部发
育过程中激素之间的相互作用，其中，细胞分裂素处

理下的ＰｔＲＲＩ转录水平提高，生长素处理下的ＰｔＲＲＩ
转录水平下降，正好符合 Ａ类 ＲＲｓ家族作为细胞分
裂素负反馈调节因子这一特性。研究发现，在生长

素和细胞分裂素相互作用来调控根部发育的过程，

在根原基细胞中，受生长素调控的ＡＲＲ５和ＡＲＲ７对
细胞分裂素具有负反馈调节作用，并且 ＡＲＲ７和
ＡＲＲ１５只能表达在根源基的早期细胞中，依赖于 Ａ
类ＡＲＲ基因的这种时空表达模式，改变了不同阶段
和部位细胞分裂素的浓度，从而对根部分生组织形

态的维持起到重要作用［２０－２１］。进一步利用 ＰｔＲＲＩ
启动子驱动的ＧＵＳ基因的动态表达，发现 ＰｔＲＲＩ参
与杨树不定根形成的具体过程，显示出在根源基形

成时期表达升高，此时生长素作用减少，促进愈伤组

织的形成；但分生组织分化时生长素上升［２２］，ＰｔＲＲＩ
表达减少，整个过程也与激素处理结果一致。

４　结论
本研究鉴定确定了９个杨树Ａ类ＲＲｓ基因家族

成员，根据与拟南芥的对应关系进行了新的命名，比

以往的命名更加体现了与拟南芥 ＡＲＲ基因家族的
系统进化关系，同时也为不同物种间相关成员功能

研究提供了便利。组织表达分析发现，ＰｔＲＲＩ在杨
树根、叶和形成层呈现高表达，构建 ＰｔＲＲＩ启动子
ＧＵＳ融合表达进一步明确了 ＰｔＲＲＩ基因的表达模
式，分析了 ＰｔＲＲＩ基因在生根过程中的表达水平，
ＰｔＲＲＩ转录受６ＢＡ诱导，表明 ＰｔＲＲＩ可能参与了杨
树根系发育过程。随着 ＡＲＲ基因家族在拟南芥中
的功能深入研究，杨树作为世界上重要的林木和多

年生模式植物，ＰｔＲＲ家族的功能有待进一步探究。
研究杨树ＲＲｓ家族功能以及ＰｔＲＲＩ在杨树细胞分裂
素信号转导途径中的作用和分子机制，对指导杨树

分子育种，具有重要的科学理论和生产实践意义。
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