
 
湖南农业大学学报(自然科学版)  2020, 46(6):686–690. DOI:10.13331/j.cnki.jhau.2020.06.008 
Journal of Hunan Agricultural University (Natural Sciences)  

引用格式： 

潘嘉立，赵燕，黄丽华，高晗，黄妤，陈金军，张学文．生长素在烟草表皮毛中的极性运输及对细胞伸长

的影响[J]．湖南农业大学学报(自然科学版)，2020，46(6)：686–690． 
PAN J L, ZHAO Y, HUANG L H, GAO H, HUANG Y, CHEN J J, ZHANG X W. The polar transport of the auxin 
in tobacco trichome and its effect on cell elongation[J]. Journal of Hunan Agricultural University(Natural 
Sciences), 2020, 46(6): 686–690. 
投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 

生长素在烟草表皮毛中的极性运输及对细胞伸长的影响 

潘嘉立，赵燕，黄丽华，高晗，黄妤，陈金军，张学文*  

(湖南农业大学生物科学技术学院，湖南 长沙 410128) 

摘 要：利用生长素极性运输转运蛋白 PIN1 与增强绿色荧光蛋白 EGFP 的融合，对 PIN1 进行了荧光标记，并

以烟草表皮毛为模式，开展了 PIN1对生长素极性运输及对细胞伸长生长影响的研究。采用 DNA重组技术，将融

合标记基因 EGFP–PIN1 置于拟南芥表皮毛特异表达基因 GL2 的启动子调控下，构建成含 GL2pro::EGFP–PIN1

的 Ti质粒，以根癌农杆菌叶盘共培转化法将重组标记基因转化至烟草WS38中，筛选鉴定出多株转基因烟草。通

过对这些转基因烟草表皮毛进行显微荧光观察，结果发现，标记的绿色荧光信号集中分布在表皮毛细胞的间隔区，

表现为明显的极性分布现象。用生长素极性运输抑制剂三碘苯甲酸(TIBA)处理后，表皮毛的伸长生长受到抑制，

细胞中荧光的分布极性减弱。说明生长素在烟草表皮毛中的极性分布对烟草表皮毛伸长起关键作用，抑制生长素

的极性运输不只抑制表皮毛的细胞伸长，同时还影响到生长素极性运输蛋白 PIN的极性分布。 
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The polar transport of the auxin in tobacco trichome  
and its effect on cell elongation 
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Abstract: In this study, the enhanced green fluorescent protein(EGFP) was combined with auxin polar transporter PIN1 
and made it fluorescently labeled. The effects of PIN1 on auxin polar transport and cell elongation growth were studied in 
tobacco trichome. The fusion label gene EGFP-PIN1 was recombined under the promoter of the trichome specific 
expression gene GL2 from Arabidopsis thaliana to enable it specific expression in the transgenic. The recombinant 
GL2pro::EGFP-PIN1 was constructed in the Ti plasmid pEGAD and then transformed into tobacco WS38 by 
Agrobacterium tumefaciens mediated leaf disc co-culture transformation. Several transgenic tobacco plantlets were 
screened out and identified. The fluorescence observation of these transgenic tobacco trichome showed that the labeled 
green fluorescence signals appeared in the interval area of the trichome cells with an obvious polarity distribution. It 
enables the polarity transport of auxin in trichrome cells and forms a polarity distribution of axuin. After treatment with 
the auxin polar transport inhibitor triiodobenzoic acid (TIBA), the elongation growth of trichome was significantly 
inhibited and the polarity distribution of fluorescence in cells was also weakened. Thus, we conclude that the polarity 
distribution of auxin in tobacco trichome plays a key role in the elongation of tobacco trichome. Inhibition of auxin polar 
transport not only inhibited cell elongation of trichome, but also affected the polarity distribution of auxin polar transport 
protein PIN.  
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植物细胞的伸长生长是细胞初生生长的主要

过程，决定了细胞成熟后的长度和大小。这一过程

涉及细胞骨架的方向性延展、细胞膜的增大及细胞

壁的延伸等细胞变化。对于纤维植物而言，细胞初

生生长是决定纤维长度，进而决定其产量品质的重

要因素。在研究植物细胞伸长生长过程中，多细胞

的表皮毛提供了一个较好的模式[1–2]。在拟南芥表

皮毛细胞中过表达生长素合成 iaaM 基因，可以显
著增加叶片表皮毛的分布密度，但表皮毛长度无显

著变化[3]。而在烟草的表皮毛细胞中过表达 iaaM，
则可促进其细胞的伸长生长[4]。对这两者的差异性

有必要进行深入研究。 

植物生长素是调节细胞生长发育的重要激素，

它参与细胞伸长的调节，是构成植物向性生长的基

础。在拟南芥向光性生长中，通过对生长素响应分

子标记的研究，发现拟南芥的下胚轴背光侧有更高

浓度的生长素分布，促进背光侧细胞相对更多的伸

长生长，使胚轴向光的方向弯曲[5]。在植物叶原基、

侧枝原基、侧根原基及花原基等器官启动时，都在

原基位点形成生长素极高值的分布点[6]。生长素的

极性分布主要依赖于 1 种关键转运蛋白(PIN)对生

长素在临近细胞间的极性运输来实现。事实上 PIN

是植物中广泛存在的一类生长素输出载体家族蛋

白[7]，在拟南芥中已鉴定出 8 个家族成员，分别在

不同的组织或信号反应中参与生长素的极性运输[8]。

通过对 PIN蛋白进行标记，结合对生长素响应的启

动子，如 GH3、Dr5 等调控报告基因，进行 GUS

标记，是目前研究生长素极性运输和浓度分布的常

用方法[9–10]。 

为了验证烟草表皮毛细胞中生长素的极性运

输，本研究中，以增强型绿色荧光蛋白 EGFP对拟
南芥生长素极性运输载体蛋白 PIN1 进行了融合标
记，采用拟南芥表皮毛细胞特异表达的 GL2 启动
子，构建 1 个含 GL2pro::EGFP–PIN1 融合基因的
Ti质粒载体，通过根癌农杆菌介导的叶盘共培养法
转化烟草 WS38，对转基因烟草表皮毛细胞开展荧
光观察，探究烟草表皮毛细胞中 PIN存在的极性分
布情况；以生长素极性运输阻断试剂 TIBA进行处
理，观察表皮毛中 PIN的分布情况及表皮毛形态的

变化，旨在研究烟草单向伸长性多细胞的表皮毛细

胞中生长素的极性运输对其表皮毛伸长的影响。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

烟草(Nicotiana tabacum)品种 WS38。大肠埃希
菌 (Escherichia coli)InvaF′ 、 根 癌 农 杆 菌

(Agrobacterium tumefaciens)LBA4404和 Ti质粒载体
pEGAD均为湖南农业大学细胞生物学实验室保存。 

1.2 方法 

1.2.1 标记载体pEGAD–GL2pro::PIN1–GFP的构建 

从 Nucleotide数据库中获得拟南芥生长素极性
运输载体蛋白核心序列(登录号 AF089085.1)，根据
其 cds序列设计 2条特异性引物，上游引物为 5′–CC 
CGAATTCATGATTACGGCGGCGGA–3′，下游引物

为 5′–CGGGATCCGTTTTGGTAATATCTCTTCATA 
GACC–3′，其中下划线部分分别为限制性内切酶

EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切位点。根据载体序列设计 2
条同源重组引物，上游引物为 5′–GCTGCGGCA 
GCGGCCGAATTCATGATTACG GCGGCGGA–3′，

下游引物为 5′–CAGTTATCTAGATCCGGTGGATC 
CGTTTTGGTAATATCTCTTCATAGACC–3′，用同

源重组引物对 PIN1片段 cDNA进行 PCR扩增，同
时用限制性内切酶 EcoRⅠ和 BamHⅠ对载体进行

双酶切，纯化 2种产物，进行同源重组并转化大肠
埃希菌。小量提取构建的重组质粒，用电激法转化

根癌农杆菌 LBA4404，获得工程化根癌农杆菌。 
构建的 EGFP 对 PIN1 标记表达载体 pEGAD– 

GL2pro::EGFP–PIN1 T–DNA区如图 1所示。 

 
图 1 植物表达载体 pEGAD–GL2pro::EGFP– 

PIN1 T–DNA 区 
Fig. 1 The T–DNA region of recombinant Ti plasmid pEGAD– 

GL2pro::EGFP–PIN1  

1.2.2 转基因烟草和拟南芥的转化和筛选 

选取烟草WS38野生型无菌苗幼嫩的叶片，切
成 0.5 cm小块，接种于愈伤组织诱导培养基上，预
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培养 2 d后侵染，28 ℃暗培养 3 d，将共培养的外
植体转移至加有 10.0 g/mL 草胺膦(phosphinothricin, 
ppt)和羧苄青霉素(Carbenicillin, carb)的分化培养基
(MS＋0.1 mg/L NAA＋1.0 mg/L 6–BA＋500.0 mg/L 
Carb＋7 g/L Agar)上。待选择培养 3周后，将外植
体转化细胞分化出的抗性不定芽转移到继代培养

基上，待不定芽长至 1 cm 左右时将其切下，并转
移至含有选择压力的生根培养基(1/2 MS＋0.05 
mg/L NAA＋10.0 g/mL ppt＋7.0 g/L Agar)上培养，
2～3周长出不定根。将再生的抗性植株进行炼苗和
移栽，用 CTAB法提取单株植株 DNA，用 PCR扩
增的方法鉴定植株转基因情况。 

1.2.3 烟草转基因苗的分子检测 

用 CTAB 法提取经过抗性筛选的烟草叶片总
DNA，取 100 ng DNA为模板，以 GL2启动子区域
特异性引物 5′–CCCGAGCTCTTTCCTTCACTATAC 
–3′和 5′–CCCACCGGTCAAATCCTGTCCCT–3′进

行 PCR检测，琼脂糖凝胶电泳后鉴定转基因烟草。 

1.2.4 转基因烟草表皮毛的观察 

分别取烟草幼嫩叶芽及成熟叶片的叶尖、叶缘

中部或叶基部置于显微镜下，以 395 nm 波长紫外
光作为激发光，观察转基因烟草表皮毛的荧光分布

并拍照记录，以非激发状态为对照。 
配置浓度为7.0 mg/L生长素极性运输抑制剂三

碘苯甲酸(TIBA)，对转基因烟草进行浇灌与顶端喷
洒。1～2 d后，取新长的幼叶进行表皮毛荧光观察

并拍照，记录表皮毛的长度。 

2 结果与分析 

2.1 转基因烟草植株的鉴定 

转化筛选培育的试管苗经炼苗后移栽至基质

中，获得 5株独立转化的烟草抗性苗。 
利用 GL2pro 检测引物对 5 株抗性烟草苗进行

PCR检测，以质粒模板作为阳性对照，野生型烟草
作为阴性对照。经鉴定，5 株烟草抗性苗全为转基
因植株(图 2)。 

 
M DNA Marker；泳道 1～5为 5株独立转基因苗；

CK–为非转基因烟草 DNA模板的阴性对照；CK+为质粒模

板的阳性对照。 

图 2 以GL2序列特异引物对 5株转基因烟草苗

的 PCR 检测结果 
Fig.2 The PCR identification of selected 5 transgenic WS38 

plantlets with GL2 specific primers   

2.2 转基因烟草表皮毛标记的荧光观察结果 

以 OLYMPUS BX41显微镜观察叶尖、叶中和
叶基部 3个部位叶沿位置伸展的表皮毛细胞，对比
395 nm 波长激发荧光和无激发的普通光学下表皮
毛中荧光的分布。结果如图 3所示。 

 
a1、a2  叶基部叶沿；b1、b2  叶中部叶沿；c1、c2 叶尖部叶沿；d1、d2  野生型对照叶中部；a1、b1、c1 及 d1 均为荧光激发

观察结果，a2、b2、c2和 d2分别为对应的非激发状态的观察结果。 

图 3 PIN1–EGFP 标记烟草表皮毛的显微观察结果 
Fig. 3 The fluorescent microscope observation of PIN1-EGFP labeled trichome  

2 kb

M   1  2   3   4   5  CK– CK+

a1 a2 b1 b2

c1 c2 d1 d2

0.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 

0.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 
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从图 3可以看出，转基因烟草表皮毛中绿色荧
光大部分集中分布在表皮毛的细胞间隔处，并朝细

胞长轴的顶端分布，说明生长素极性运输蛋白在细

胞的长极端存在极性分布现象。根据烟草表皮毛发

育的进程，其叶尖部位表皮毛发育较早，表皮毛细

胞相对成熟，而叶基部发育相对较迟，细胞正处于

快速伸长生长期，细胞间的荧光较为均匀。野生型

对照烟草表皮毛在激发状态下，其腺性表皮毛顶端

细胞及细胞间可以观察到微弱橘红色荧光，但没有

观察到绿色荧光分布，可能是其腺细胞内含物的激

发荧光。 

2.3 TIBA 处理后烟草表皮毛的观察结果 

经 TIBA处理 1～2 d后的烟草表皮毛，在 395 
nm 波长激发光照射下观察表皮毛中荧光分布情况
(图 4)，发现绿色荧光在表皮毛中极性减弱或游离分
布在表皮毛细胞中，表明 TIBA抑制生长素的极性
运输，使 PIN的极性分布受阻。 

 
a1、a2  叶中部叶沿；b1、b2  叶尖部叶沿。a1和 b1为激发荧光下的观察结果，a2和 b2为非激化状态的观察结果。 

图 4 TIBA 处理 PIN1-GFP 标记烟草表皮毛的显微荧光观察结果 
Fig. 4 The fluorescent microscope observation of PIN1-EGFP labeled trichome after TIBA treatment  

在体视显微镜下，选取 5个视野分别进行表皮
毛长度统计，幼嫩区叶片叶沿表皮毛长度平均值为

0.289 mm，成熟区叶片叶沿表皮毛长度平均值为
0.465 mm；经 TIBA处理后的幼嫩区叶片叶沿表皮
毛长度平均值为 0.253 mm，成熟区叶片叶沿表皮毛
长度平均值为 0.319 mm。结果如图 5所示。经 TIBA
处理的烟草叶片表皮毛与未经处理的表皮毛发育

早期其长度无显著性差异，表皮毛发育成熟期叶片

表皮毛长度存在显著性差异。 

 
A    B             C    D 

A 叶片幼嫩区表皮毛；B TIBA处理后幼嫩区叶片表皮毛；

C 表皮毛发育成熟区表皮毛；D TIBA处理后表皮毛发育成熟

区表皮毛。“**”示差异极显著。 

图 5 TIBA 处理烟草不同发育期表皮毛的长度 
Fig.5 The trichome length statistic in different development 

stage leaf after TIBA treatment       

3 结论与讨论 

生长素的浓度和分布对不同细胞类型的影响

不同。近十几年来，随着对生长素极性运输研究的

不断深入，发现生长素在植物中不仅存在于茎尖向

根的长距离极性运输，也存在植物局部组织中细胞

间的极性运输，极性运输在根尖还造成生长素的环

流[11–12]。生长素在植物局部组织细胞间的极性运输

主要依靠 PIN来实现。如果相邻细胞内的 PIN都朝
向一个中心点分布，就可以使生长素汇聚到中心区

的细胞，形成生长素浓度的极值分布点，这是促进

器官原基形成的基础。 
本研究中，通过绿色荧光蛋白对生长素极性运

输进行 PIN的标记，在烟草表皮毛中观察到 PIN的
极性分布，验证了生长素对烟草表皮毛的极性促伸

长作用。当用生长素极性运输抑制剂 TIBA处理烟
草后，其表皮毛伸长作用被显著抑制，PIN 在表皮
毛细胞中的分布极性也受到了影响，荧光标记在细

胞中出现更多弥散性的信号。说明在烟草的表皮毛

中，PIN 的极性分布与生长素的极性运输对细胞伸
长的作用是直接相关的。 

a1 a2 b1 b20.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 0.1 mm 

长
度

/m
m

 

 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 
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