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摘要：［目的］分生组织对器官发生和形态建成起到至关重要的作用，其活性受多种转录因子的调控。ＫＮＯＴＴＥＤ
ｌｉｋｅｈｏｍｅｏｂｏｘ（ＫＮＯＸ）基因家族由２个亚类即Ｉ类和ＩＩ类ＫＮＯＸ组成，在模式植物拟南芥中Ｉ类ＫＮＯＸ成员主要在
茎的顶端分生组织区域表达，对维持顶端分生组织分化及侧生器官的形态建成过程起关键作用。木本植物生长发

育过程主要包含以顶端分生组织（Ｓｈｏｏｔａｐｉｃａｌｍｅｒｉｓｔｅｍ，ＳＡＭ）为中心的初生生长与以形成层为中心的次生生长过
程，本研究通过分析杨树Ｉ类ＫＮＯＸ基因在ＳＡＭ、根顶端分生组织（Ｒｏｏｔａｐｉｃａｌｍｅｒｉｓｔｅｍ，ＲＡＭ）的形成过程及形成层
相关区域的表达，探讨Ｉ类ＫＮＯＸ基因在杨树分生组织形成与分化过程中的功能。［方法］以拟南芥 Ｉ类 ＫＮＯＸ基
因ＳＴＭ的蛋白序列在毛果杨基因组中进行同源比对分析，获取杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员的核酸和氨基酸序列。根据核
酸及氨基酸序列信息构建系统发育树，并绘制基因结构与蛋白质结构图谱。利用８４Ｋ杨（Ｐｏｐｕｌｕｓａｌｂａ×Ｐ．ｇｌａｎ
ｄｕｌｏｓａ）不定芽与不定根诱导实验体系模拟顶端分生组织发育过程，通过实时定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术，对杨树 Ｉ类
ＫＮＯＸ成员在不定芽与不定根形成过程及形成层相关区域中的表达进行分析。［结果］本研究通过同源比对分析鉴
定出１０个杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员，根据进化关系与基因结构差异将其分为三组：组１、组２、组３，其中，组１为拟南芥
ＫＮＡＴ２和ＫＮＡＴ６同源基因，组２为ＳＴＭ和ＢＰ同源基因，组３为杨树所特有的Ｉ类ＫＮＯＸ基因。杨树Ｉ类ＫＮＯＸ基
因在不定芽与不定根发生过程中表达量均发生较大的变化，在不定芽发生过程中，组１基因在芽原基分化产生不定
芽的关键期上调表达，而组２与组３基因多在分生组织分化产生芽原基阶段高表达；在不定根发生过程中，组１成
员多在根原基分化产生不定根的过渡期上调表达，组２与组３基因则多在发育后期不定根形态建成阶段高表达。
杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员在形成层相关区域均表达，组１中ＫＮＡＴ２／６与组２中ＳＴＭ、ＢＰ同源基因的表达量明显高于其
他成员。［结论］以上结果说明，杨树Ｉ类ＫＮＯＸ除了与拟南芥同源的２个组外，还进化产生新的组别，分别参与分
生组织形成和分化过程中不同阶段的调控，且 ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ、ＡＲＫ１与 ＡＲＫ２在形成层区域高表达，提示以上３个基
因可在形成层功能维持以及木质部分化中发挥主要作用。
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其在第一和第二螺旋结构中含有３个额外的氨基酸
而得命，存在于所有的真核生物中，植物中 ＴＡＬＥ家
族包含 ２个亚家族：ＫＮＯＸ（ＫＮＯＴＴＥＤｌｉｋｅｈｏ
ｍｅｏｂｏｘ）和 ＢＥＬＬ（ＢＥＬＬｌｉｋｅｈｏｍｅｏｂｏｘ）［１］。植物
ＫＮＯＸ家族中首次被克隆得到的成员是玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓＬ．）中的Ｋｎｏｔｔｅｄ１（ＫＮ１）基因，因其突变体叶片
上产生结状物凸起而得名［２］。随着拟南芥（Ａｒａｂｉ
ｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＬ．）、烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）、水
稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）等植物中ＫＮ１同源基因被克隆，
这类基因被归为ＫＮＯＸ家族。根据基因结构与表达
模式方面的差异，ＫＮＯＸ基因家族被分为２个亚类：
Ｉ类ＫＮＯＸ和ＩＩ类ＫＮＯＸ［１］。

拟南芥中 Ｉ类 ＫＮＯＸ包含 ４个成员，分别是：
ＳＨＯＯＴＭＥＲＩＳＴＥＭＬＥＳＳ（ＳＴＭ）、ＢＲＥＶＩＰＥＤＩＣＥＬＬＵＳ
（ＢＰ）、ＫＮＯＴＴＥＤｌｉｋｅｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ２
（ＫＮＡＴ２）以及ＫＮＡＴ６［３］。Ｉ类 ＫＮＯＸ主要参与顶端
分生组织（ＳＡＭ）建成与功能维持过程，同时也参与
调控侧生器官的形态发生［４］。ＳＴＭ主要在 ＳＡＭ中

表达，其主要通过调控赤霉素与细胞分裂素的合成

和降解途径，维持ＳＡＭ中高细胞分裂素浓度和较低
赤霉素含量，从而维持 ＳＡＭ中持续分裂分化的能
力，ｓｔｍ突变体表现为 ＳＡＭ缺失［５］。ＫＮＡＴ２主要参
与心皮的形成，而与ＫＮＡＴ２结构极为相似的 ＫＮＡＴ６
则参与调控侧根的形态建成过程。另外，ＫＮＡＴ２与
ＳＴＭ在胚胎分生组织功能维持及边界建立中存在功
能上的冗余［６］。ＢＰ与 ＳＴＭ共同参与 ＳＡＭ建成过
程的调控，但ＢＰ除了影响 ＳＡＭ建成外还调控花序
轴的形态建成，ｂｐ突变体中花梗与花序轴之间的夹
角显著大于野生型，而 ｋｎａｔ２ｋｎａｔ６双突变能够使 ｂｐ
突变体花梗形态向野生型恢复，因此，在花序生长过

程中，ＢＰ通过抑制ＫＮＡＴ２和ＫＮＡＴ６表达，从而保证
花序轴上花梗正常的形态发生［７］。

拟南芥中ＩＩ类ＫＮＯＸ基因包括４个成员，分别
是： ＫＮＯＴＴＥＤｌｉｋｅ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ３
（ＫＮＡＴ３）、ＫＮＡＴ４、ＫＮＡＴ５以及 ＫＮＡＴ７，ＩＩ类 ＫＮＯＸ
基因表达模式相对广泛，且功能多样［８］。ＫＮＡＴ３和
ＫＮＡＴ４负调控侧根形成，ＫＮＡＴ７则与 ＢＥＬＬ家族的
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ＢＬＨ６形成二聚体进而调控次生细胞壁形成［９］。拟

南芥中已证明在过表达 ＩＩ类 ＫＮＯＸ基因后，ＩＩ类
ＫＮＯＸ与ＢＥＬＬ家族成员选择性结合形成二聚体，抑
制ＳＡＭ活性，同时影响叶片形态建成［１０］。

综上所述，Ｉ类 ＫＮＯＸ在植物分生组织建成及
功能维持中起关键作用，是植物分生组织启动和器

官发生的重要调控因子。但目前杨树中仅完成了对

拟南芥 ＳＴＭ、ＢＰ同源基因 ＡＲＢＯＲＫＮＯＸ１（ＡＲＫ１）、
ＡＲＢＯＲＫＮＯＸ２（ＡＲＫ２）功能的初步研究，认为它们参
与调控木本植物形成层的分化，而杨树中Ｉ类ＫＮＯＸ
其他成员的功能尚不清楚［１１－１２］。本文对拟南芥与

杨树中Ｉ类 ＫＮＯＸ成员的蛋白结构、进化关系等进
行比较分析，同时利用 ＲＴＰＣＲ方法分析杨树 Ｉ类
ＫＮＯＸ基因在不定芽、不定根形成过程中的表达，探
讨杨树Ｉ类ＫＮＯＸ在分生组织建成及器官分化过程
中的作用，为杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因的功能解析提供
参考。

１　材料与方法
１．１　材料

本实验所用实验材料均取自８４Ｋ。
１．１．１　不定芽取材　选取处于相同生长状态的
８４Ｋ组培苗的第３片展开叶，将叶片主叶脉切断，置
于分化培养基，诱导不定芽的发生。分别在０、２、４、
６、８、１０、１４、１６、１８、２０ｄ截取叶片伤口部位及后期诱
导产生的不定芽。取材时间固定在１１∶００ａｍ，所取
材料均置于液氮中保存。

１．１．２　不定根取材　转接相同生长状态的８４Ｋ组
培苗于生根培养基中，分别在０、２、３、４、５、６、７、８、１５、
１７ｄ截取茎段伤口部位及后期诱导产生的不定根。
取材时间固定在１１∶００ａｍ，取材后将样品置于液氮
中保存。

１．１．３　形成层取材　将３年生８４Ｋ剥皮，剥皮后在
树皮上轻轻划取薄薄的一层松软组织，主要包含了

形成层组织及未成熟木质部，并迅速将其置于液氮

中保存。

１．２　方法
１．２．１　杨树中 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因获取及结构分析　
以拟南芥Ｉ类ＫＮＯＸ基因ＳＴＭ的蛋白序列在毛果杨
基因组（ＰＯＰＧＥＮＩＥ，ｈｔｔｐ：／／ｐｏｐｇｅｎｉｅ．ｏｒｇ）中进行
ＢＬＡＳＴ分析，获取杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因的核酸及氨
基酸序列；通过Ｃｌｕｓｔａｌｗ２．０软件对拟南芥和杨树的
Ｉ类ＫＮＯＸ基因的氨基酸序列进行比对分析。利用

Ｍｅｇａ６．０软件采用基于遗传距离的邻近法构建拟南
芥和杨树的Ｉ类ＫＮＯＸ基因的系统进化树。根据拟
南芥和杨树的 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因序列信息，通过 ＧＳ
ＤＳ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ１．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）在线分析杨
树Ｉ类ＫＮＯＸ基因的内含子与外显子结构，并绘制
基因结构图。

１．２．２　杨树中 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因表达分析　不定芽
与不定根形成过程中不同时期的 ＲＮＡ提取与第一
链ｃＤＮＡ合成分别采用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡ
ＧＥＮ）与 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）完
成，具体方法参见试剂盒使用说明。ｑＲＴＰＣＲ采用
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）在 Ｒｏｃｈｅ
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ４８０ＩＩ仪器上完成。杨树Ｉ类ＫＮＯＸ基因
定量引物（表１）使用在线引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔ
ｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｐｒｉｍｅｒ３／ｉｎｐｕｔ．ｈｔｍ）设计
得到。

表１　杨树中Ｉ类ＫＮＯＸ基因ｑＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ．

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ
引物序列

ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ
ＡＲＫ１ｒｔＦ ＡＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＡＧＧＣＡＴＴＡＣ
ＡＲＫ１ｒｔＲ ＣＡＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＴＧＣ
ＡＲＫ２ｒｔＦ ＴＧＧＡＣＴＧＣＣＡＡＡＡＧＧＴＡＧＧＡ
ＡＲＫ２ｒｔＲ ＧＴＣＴＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＣＡＣＧＧＴＡ
ＰｔＳＴＭｂｒｔＦ ＴＴＣＴＧＣＴＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ
ＰｔＳＴＭｂｒｔＲ ＣＣＡＧＴＣＧＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＧＴＴ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ａｒｔＦ ＣＧＣＡＧＡＴＴＧＣＡＣＧＴＴＴＣＴＴＡ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ａｒｔＲ ＡＧＧＣＣＴＴＴＣＡＡＧＡＴＣＧＧＡＴＴ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂｒｔＦ ＣＣＴＡＣＴＴＧＧＡＴＧＧＴＧＧＧＡＴＧ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂｒｔＲ ＣＡＧＣＡＡＡＴＴＧＣＡＧＧＴＴＣＴＣＡ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｃｒｔＦ ＡＡＣＧＡＧＧＡＴＣＧＡＧＡＧＣＴＧＡＡ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｃｒｔＲ ＡＴＣＡＧＣＴＴＣＣＧＴＴＧＧＧＴＡＴＧ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｄｒｔＦ ＧＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴ
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｄｒｔＲ ＡＴＣＧＴＴＣＴＣＴＴＣＣＣＧＧＡＴＴＴ
ＰｔＫＮＬＰａｒｔＦ ＧＴＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＡＡＡＴＧＧＴＴ
ＰｔＫＮＬＰａｒｔＲ ＣＧＴＣＡＡＡＣＧＧＣＴＴＧＧＡＴＡＡＴ
ＰｔＫＮＬＰｂｒｔＦ ＣＴＴＧＡＡＧＣＣＡＴＡＧＧＣＡＧＡＧＧ
ＰｔＫＮＬＰｂｒｔＲ ＴＣＡＡＧＡＡＣＧＴＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡ
ＰｔＫＮＬＰｃｒｔＦ ＧＧＧＡＧＧＴＴＧＡＡＧＣＡＴＣＴＧＡＡ
ＰｔＫＮＬＰｃｒｔＲ ＴＣＧＣＴＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＧＴＡ
ＰｔＡＣＴＩＮｒｔＦ ＡＡＡＣＴＧＴＡＡＴＧＧＴＣＣＴＣＣＣＴＣＣＧ
ＰｔＡＣＴＩＮｒｔＲ ＧＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＡＴＣＡＣＴＣＴＣＣＧＡ

２　结果与分析

２．１　杨树Ｉ类ＫＮＯＸ基因的进化分析及结构分析
以拟南芥 ＳＴＭ蛋白序列在毛果杨基因组中进

行同源序列比对，得到杨树１０个 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因。
利用Ｍｅｇａ６．０软件构建了杨树和拟南芥 Ｉ类 ＫＮＯＸ

０２１



第４期 赵岩秋，等：杨树中Ｉ类ＫＮＯＸ基因结构、表达与功能分析

基因的系统进化树（图１Ａ），并根据系统进化树中两
物种间相对应的基因关系，对杨树中 Ｉ类 ＫＮＯＸ成
员进行命名，其中，２个与 ＡｔＳＴＭ同源的基因，分别
命名为ＰｔＳＴＭａ与ＰｔＳＴＭｂ，ＰｔＳＴＭａ即为之前报道的
杨树ＡＲＫ１基因［１１］；与 ＡｔＢＰ同源的基因仅１个，命
名为ＰｔＢＰ，ＰｔＢＰ与之前报道的杨树ＡＲＫ２基因为同
一基因［１２］；与 ＡｔＫＮＡＴ２和 ＡｔＫＮＡＴ６同源的基因有４
个，分 别 命 名 为 ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ、ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ、Ｐｔ

ＫＮＡＴ２／６ｃ和ＰｔＫＮＡＴ２／６ｄ；另外，还有３个基因没有
与拟南芥相对应的同源基因，将其顺次命名为

ＫＮＯＴＴＥＤｌｉｋｅｆｒｏｍＰｏｐｕｌｕｓａ（ＰｔＫＮＬＰａ）、ＰｔＫＮＬＰｂ
与ＰｔＫＮＬＰｃ。同时参考基因结构图（图１Ｂ），将杨树
中Ｉ类 ＫＮＯＸ分为 ３组：组 １、组 ２、组 ３。组 １为
ＫＮＡＴ２和 ＫＮＡＴ６类基因，组 ２为 ＳＴＭ和 ＢＰ类基
因，组３为杨树所特有的Ｉ类ＫＮＯＸ基因。

图１　拟南芥与杨树中Ｉ类ＫＮＯＸ系统进化树（Ａ）及基因结构分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎｄｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣｌａｓｓＩＫＮＯＸｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄＰｏｐｕｌｕｓ

　　杨树中多数Ｉ类 ＫＮＯＸ基因长度在３ｋｂ以上，
均长于拟南芥中Ｉ类 ＫＮＯＸ基因。组１成员中，Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ａ包含６个外显子，比同组中的其它基因多
１个外显子。组２基因中，ＡＲＫ１和 ＰｔＳＴＭｂ含３个
内含子，而同组中的其他基因均含有４个内含子（图
１Ｂ，表２）。这些基因内含子、外显子结构的变化表
明了在杨树Ｉ类ＫＮＯＸ进化过程中发生了外显子获
得与内含子丢失事件。

ＫＮＯＸ家族成员由 ＭＥＩＮＯＸ、ＥＬＫ与 ｈｏｍｅｂｏｘ
ＫＮ保守结构域组成，ＭＥＩＮＯＸ结构域位于ＫＮＯＸ蛋
白Ｎ端，由 ＫＮＯＸ１和 ＫＮＯＸ２两个亚结构域组成。

通过多重序列比对及Ｉ类ＫＮＯＸ蛋白质结构域分析
（图１Ｂ）发现，杨树与拟南芥中Ｉ类ＫＮＯＸ蛋白结构
相似，均含有以上４个结构域：ＫＮＯＸ１、ＫＮＯＸ２、ＥＬＫ
和ｈｏｍｅｂｏｘＫＮ结构域，说明Ｉ类ＫＮＯＸ进化历程中
蛋白质结构相对保守。

２．２　杨树中 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因在分生组织的表达
分析

　　不定芽与不定根的再生过程能够模拟 ＳＡＭ与
ＲＡＭ的发育过程，根据杨树不定芽与不定根再生过
程中形态学观察（图２），将此过程分三个阶段：分生
组织形成阶段、芽（根）原基形成阶段、不定芽（根）
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形成阶段，其中，不定芽再生过程中０ ６ｄ为分生
组织形成阶段（图２Ａ），７ １１ｄ为芽原基形成阶段
（图２Ｂ），１２ ２０ｄ为不定芽形成阶段（图２Ｃ）；在

不定根再生过程中０ ４ｄ为分生组织形成阶段（图
２Ｄ），５ ６ｄ为根原基形成阶段（图２Ｅ），７ １７ｄ
为不定根形成阶段（图２Ｆ）。

表２　杨树中Ｉ类ＫＮＯＸ成员信息
Ｔａｂｌｅ２　ＤｅｔａｉｌｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｏｕｔＣｌａｓｓＩＫＮＯＸｇｅｎｅｓｆｒｏｍＰｏｐｕｌｕｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
基因号

Ｌｏｃｕｓ
染色体上位置

Ｇｅｎｏｍｉｃｐｏｓｉｔｉｏｎ
亚细胞定位预测

ＰＯＳＲＴｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
氨基酸数

Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｎｇｔｈ
内含子数

ｉｎｔｒｏｎｓ
ＡＲＫ１ Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ０１１１００．１ Ｃｈｒ１１：８４４４８６－８４８８５８－ Ｎ：１４ ３７３ ３
ＡＲＫ２ Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ１１３３００．１ Ｃｈｒ０２：８４６１９８０－８４６８３２０＋ Ｎ：１４ ３６８ ４
ＰｔＳＴＭｂ Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ００４７００．１ Ｃｈｒ０４：３０４５７６－３０８９４４＋ Ｎ：１４ ３６９ ３

ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ Ｐｏｔｒｉ．００８Ｇ１８８７００．１ Ｃｈｒ０８：１３０３９４２８－１３０４７７７３－ Ｎ：１２，Ｃ：１ ３４１ ５
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ Ｐｏｔｒｉ．０１０Ｇ０４３５００．１ Ｃｈｒ１０：７４３０３２２－７４４０６２８＋ Ｎ：１０，Ｃ：２ ３０９ ４
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｃ Ｐｏｔｒｉ．０１２Ｇ０８７１００．１ Ｃｈｒ１２：１１４０１１４０－１１４０９１８３－ Ｎ：１４ ３４０ ４
ＰｔＫＮＡＴ２／６ｄ Ｐｏｔｒｉ．０１５Ｇ０７９１００．１ Ｃｈｒ１５：１０４００１７１－１０４０８１７１＋ Ｎ：１４ ３４７ ４
ＰｔＫＮＬＰａ Ｐｏｔｒｉ．０１３Ｇ００８６００．１ Ｃｈｒ１３：５５７１４４－５６１８０７＋ Ｎ：１２，Ｍ：１ ３２０ ４
ＰｔＫＮＬＰｂ Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ０１４２００．１ Ｃｈｒ０５：１１００４８５－１１０５６７３＋ Ｎ：１４ ３１７ ４
ＰｔＫＮＬＰｃ Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ０１７２００．１ Ｃｈｒ０５：１３９０２８３－１３９４９６９＋ Ｎ：１３ ３１６ ４

　　注：Ｎ：细胞核；Ｃ：细胞质；Ｃｈ：叶绿体；Ｍ：线粒体。
Ｎ：ｎｕｃｌｅｕｓ：Ｃ：ｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｃｈ：ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ；Ｍ：ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．

注：Ａ、Ｂ、Ｃ分别代表不定芽再生过程中分生组织形成阶段（５ｄ）、

芽原基形成阶段（７ｄ）、不定芽形成阶段（１２ｄ）；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别代表

不定根再生过程中分生组织形成阶段（３ｄ）、根原基形成阶段（５

ｄ）、不定根形成阶段（７ｄ）；比例尺代表１ｃｍ。

Ａ，Ｂ，Ｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍｅｒｉｓｔｅｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔａｇｅ（５ｄ），ｂｕｄｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔａｇｅ（７ｄ），ｓｈｏｏｔｇｒｏｗｔｈｓｔａｇｅ（１２ｄ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔ；Ｄ，Ｅ，Ｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍｅｒｉｓｔｅｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔａｇｅ

（３ｄ），ｒｏｏｔｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔａｇｅ（５ｄ），ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔｅｌｏｎ

ｇａｔｉｏｎｓｔａｇｅ（７ｄ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔ．Ｂａｒ＝

１ｃｍ．

图２　杨树不定芽、不定根再生过程

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔｓａｎｄ

ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔｓ

　　不定芽发生过程中，杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员的表达
量在不定芽形成的３个阶段中均表现出短暂的上调
趋势，但上调时间与上调幅度存在差异，因此，将总的

变化趋势分为以下３种（图３）：（１）芽原基形成时期
表达量出现上调趋势，此类基因包括组 １的 Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｄ、组２的ＡＲＫ１和ＰｔＳＴＭｂ及组３的ＰｔＫＮＬ
Ｐａ和ＰｔＫＮＬＰｂ（图３Ａ）；（２）组１的ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ表达
量在芽原基分化产生不定芽的关键时期特异上调，而

在不定芽发生过程的其他阶段表达量较低且无显著

变化（图３Ｂ）；（３）不定芽发育前期表达量较低且变化
不大，而在不定芽形成后表达量多次呈现上调的变化

趋势，此类基因主要有组 １的 ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ和 Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｃ、组２的ＡＲＫ２与组３的ＰｔＫＮＬＰｃ（图３Ｃ）。

在不定根的形成过程中，根据 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因
表达分析，可总结为２种变化趋势（图４）：（１）表达
量在根原基分化产生不定根的关键期出现短暂的上

调，包 括 组 １的 ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ、ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ、Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｄ和组３的ＰｔＫＮＬＰｂ（图４Ａ）；（２）表达量在
分生组织与根原基形成阶段不断下调，而在不定根

形成后期呈现上调的趋势，包括组 １的 ＰｔＫＮＡＴ２／
６ｃ、组２的ＡＲＫ１、ＡＲＫ２、ＰｔＳＴＭｂ和组３的 ＰｔＫＮＬＰａ、
ＰｔＫＮＬＰｃ（图４Ｂ）。

为考察杨树Ｉ类ＫＮＯＸ基因与形成层这一木本
植物特有的分生组织之间的关系，对杨树Ｉ类ＫＮＯＸ
基因在形成层区域（形成层 ＋未成熟木质部）中的
表达量进行了检测，结果（图５）显示：Ｉ类 ＫＮＯＸ的
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注：Ａ，Ｂ，Ｃ分别代表杨树Ｉ类ＫＮＯＸ的不同成员在不定

芽发生过程中表达量的变化，图中两条竖线将杨树不定

芽发生过程分成三个阶段。

Ａ，Ｂ，ＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｌａｓｓＩ

ＫＮＯＸｍｅｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔ，

ａｎｄｔｗｏｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｓｍａｒｋｓｔｈｒｅｅｓｔａｇｅｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒ

ａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔ．

图３　杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员在不定芽形成过程中的表达分析

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｌａｓｓＩＫＮＯＸｍｅｍｂｅｒｓ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔ

成员在形成层区域中均有一定的表达，其中，Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｂ、ＡＲＫ２及 ＡＲＫ１表达量明显高于其他成
员，表明ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ、ＡＲＫ２及 ＡＲＫ１可能参与调控
形成层活动或木质部分化过程。上述结果与ＡＲＫ１、
ＡＲＫ２调 控 形 成 层 细 胞 分 化 活 性 的 结 论 相
一致［１１－１２］。

３　讨论
本文对杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ的１０个成员进行了分

析，包括系统进化树构建、基因与蛋白质结构及其在

分生组织中的表达等。通过蛋白质结构分析发现，

杨树中所有Ｉ类 ＫＮＯＸ成员蛋白结构相对保守，均
由ＫＮＯＸ１、ＫＮＯＸ２、ＥＬＫ与ｈｏｍｅｂｏｘＫＮ４个保守结

注：Ａ，Ｂ分别代表杨树Ｉ类ＫＮＯＸ的不同成员在不定根

发生过程中表达量的变化，图中两条竖线将杨树不定根

发生过程分成三个阶段。

Ａ，ＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｌａｓｓＩ

ＫＮＯＸｍｅｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔ，

ａｎｄｔｗｏｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｓｍａｒｋｓｔｈｒｅｅｓｔａｇｅｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒ

ａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔ．

　 图４　杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员在不定根形成过程中的表达分析

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｌａｓｓＩＫＮＯＸｍｅｍｂｅｒｓ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔ

图５　杨树Ｉ类 ＫＮＯＸ成员在杨树形成层中的表达分析

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣｌａｓｓＩＫＮＯＸｍｅｍｂｅｒｓ

ｉｎｔｈｅｃａｍｂｉｕｍｏｆｐｏｐｕｌｕｓ

构域组成［１３］。由杨树与拟南芥 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因蛋
白结构的相似性可知，Ｉ类 ＫＮＯＸ在功能上可能具
有高度保守性［１４－１５］。依据进化关系及基因结构将

杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ成员分为３个组：组１、组２、组３。
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拟南芥Ｉ类ＫＮＯＸ成员包含组１和组２，而杨树中除
了包含与拟南芥中相对应的组１和组２外，还包括
进化关系较远的组３。组３的产生表明在杨树进化
过程中 ＫＮＯＸ家族出现了基因扩张，这种扩张可能
为ＫＮＯＸ基因参与调控杨树不同分生组织的分化提
供了更多选择。

木本植物 Ｉ类 ＫＮＯＸ的研究较匮乏，在杨树中
仅完成了 ＡＲＫ１和 ＡＲＫ２功能的初步研究。Ａｎｄｒｅｗ
等首次在杨树中克隆得到拟南芥 ＳＴＭ的同源基因
ＡＲＫ１，发现ＡＲＫ１主要在形成层区域表达，并通过对
ＡＲＫ１转基因材料分析，发现 ＡＲＫ１参与调控杨树次
生生长过程中形成层分化、次生壁合成过程［１１］。Ｄｕ
等克隆了拟南芥 ＢＰ的同源基因 ＡＲＫ２，通过原位杂
交实验发现其在 ＳＡＭ和形成层区域特异表达，
ＡＲＫ２转基因杨树表型与组织学分析证明了 ＡＲＫ２
参与调控形成层发育与木质部细胞的分化过程［１２］。

正如拟南芥中 ＳＴＭ和 ＢＰ在 ＳＡＭ发育的调控中各
有侧重，杨树中ＡＲＫ１和ＡＲＫ２对形成层及木质部分
化的调控同样存在差异。为分析杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ成
员的功能，本研究利用不定根和不定芽诱导体系模

拟杨树顶端分生组织形态建成过程，发现杨树 Ｉ类
ＫＮＯＸ不同组别在茎端或根端分生组织形成过程中
表达量发生明显变化，且在茎和根两种不同的顶端

发生过程的同一阶段的表达量不同。如不定芽形成

过程中，组１基因多在发育的中后期芽原基分裂分
化产生不定芽的过渡期高表达，而组２与组３成员
则在芽原基形成阶段表达量明显提高，提示 ＳＡＭ形
成过程中组１基因主要参与不定芽形成及侧生器官
分化过程，而组２和组３基因则主要在分生组织分
化产生芽原基的过程发挥作用。在不定根形成过程

中，组１基因多在根原基分化产生不定根的过渡期
高表达，组２与组３基因则多在发育后期不定根形
成阶段上调表达，提示ＲＡＭ形成过程中组１成员主
要参与调控分生组织分化产生根原基的过程，组２
和组 ３成员则侧重于发育后期不定根形态建成
过程。

由杨树Ｉ类 ＫＮＯＸ成员在形成层区域（形成层
与未成熟的木质部）的表达分析，发现组１成员 Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｂ与组２成员ＡＲＫ１、ＡＲＫ２表达量明显高于
其他成员，并且结合以上成员在不定芽与不定根形

成过程中的表达分析发现，ＡＲＫ１与 ＡＲＫ２主要参与
原基形成及后期原基内分生组织细胞进一步分化产

生不定芽（根）过程，这与之前ＡＲＫ１和ＡＲＫ２参与调

控形成层细胞分化活性的结论一致［１１－１２］。Ｐｔ
ＫＮＡＴ２／６ｂ在形成层相关区域表达量最高，与其在根
原基分化产生不定根的关键时期高表达的结果一

致，共同说明了ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ可能在分生组织细胞分
化过程中发挥作用。而与 ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ结构最相似
的ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ虽未在形成层相关区域表现出较高
的表达量，但在不定芽与不定根形成过程中芽（根）

原基分化产生不定芽（根）的关键时期均表现出特

异的上调，提示 ＰｔＫＮＡＴ２／６ａ可能与芽（根）原基分
化功能的开启有关。组 ３作为杨树特有的 Ｉ类
ＫＮＯＸ，其成员均在形成层相关区域表达，结合在不
定芽（根）发生过程中组３成员的特异表达，推测Ｐｔ
ＫＮＬＰａ、ＰｔＫＮＬＰｂ、ＰｔＫＮＬＰｃ也参与顶端分生组织发
生过程中不同阶段的调控，可知杨树 Ｉ类 ＫＮＯＸ进
化过程中，通过增加其特有的 ＫＮＯＸ成员对分生组
织的分化进行调控。另外，拟南芥 Ｉ类 ＫＮＯＸ基因
成员之间还存在复杂的调控关系，如 ＢＰ通过抑制
ＫＮＡＴ２和ＫＮＡＴ６的表达，从而调控花序轴上花梗正
常的形态发生［７］。杨树Ｉ类ＫＮＯＸ成员在不定根和
不定芽诱导发生的不同阶段出现动态、差异的表达，

成员之间可能存在着调控关系，例如 ＢＰ的同源基
因ＡＲＫ２与 ＫＮＡＴ２的同源基因 ＰｔＫＮＡＴ２／６ｂ之间是
否存在与拟南芥中同样的调控关系，尚需要进一步

研究。

４　结论
本研究确认了杨树中１０个Ｉ类ＫＮＯＸ成员，通

过进化树构建及基因结构分析将其分为３组，根据
其在不定根与不定芽发生过程及其在形成层区域的

表达分析，推测杨树Ｉ类ＫＮＯＸ不同成员在茎顶端、
根顶端及形成层等不同分生组织分化中的作用，为

深入研究木本植物中 Ｉ类 ＫＮＯＸ的功能提供了线
索，为揭示它们在木本植物生长、发育中的作用，特

别是木材形成中的调控机制奠定了基础。
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ｋｎｏｔｔｅｄ１ｔｙｐｅｃｌａｓｓ１ｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｒｅｇｉｏｎｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
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（４）：３３７－３４７．
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