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植物生长素合成酶 iaaM 基因在烟草韧皮部 

的特异表达对其发育的影响  

彭彦，王亚红，黄丽华，张学文* 

(湖南农业大学 生物科学技术学院，湖南 长沙 410128) 
 

摘 要：为探讨生长素过度合成对植物韧皮部发育的影响，利用韧皮部特异表达的拟南芥蔗糖合成酶基因启动子

与色氨酸单加氧酶基因(iaaM)重组，构建载体，通过根癌农杆菌介导的叶盘转化法将其转入烟草，获得了转化的

烟草植株。大多转基因烟草都表现出叶片卷曲、植株生长异常的生长素过度表型。转基因烟草植株生长较野生型

烟草(对照)植株明显迟缓，但其茎横切面韧皮部细胞显著增多，排列更加紧密整齐，木质部也较早开始分化。转

基因烟草茎段有大量不定根分化，其根部则在韧皮部薄壁细胞处诱生大量根原基，在不定根上有大量侧根和根毛

的分化。 
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The effects of over expression of auxin synthesis gene iaaM  
in Nicotiana tabacum’s Phloem 
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Abstract：We constructed a plant phloem-specific expression iaaM vector to study the effect of IAA over-expression on 
phloem development. The vector was constructed by recombining the tryptophan monooxygenase gene (iaaM) with the 
phloem-specific promoter and the sucrose synthesis gene promoter of Arabidopsis thaliana. The recombinant was 
transformed into Nicotiana tabacum and several transgenic plants were screened out. Most of the transgenic plants 
showed abnormal morphologies as leave curling and delayed development and the seedlings grew slower compared to the 
wild control. The section observation of the stem showed that more secondary xylem and phloem cells were produced in 
transgenic plants compared to the wild-type. In addition, there were many adventitious roots abnormally grown out in the 
transgenic stems and numerous root hairs and lateral roots occurred in transgenic root. 
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自从1886年Charles Darwin阐释了植物的向光

运动，1928年Went证实了生长素(auxin)的存在，

1934年揭示生长素的化学本质为吲哚乙酸(IAA)[1]，

关于生长素的研究一直是植物学研究的重要领域。

吲哚乙酸作为植物生长素在植物生长及发育过程

中具有极其重要的作用，在细胞水平上，生长素

可促进形成层细胞分裂，促进细胞伸长、抑制根

细胞生长，促进木质部、韧皮部细胞分化，促进

愈伤组织的分化和形态建成。在器官和整株水平

上，生长素控制胚轴极性的建立，调控根尖向地
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性和顶端的向光性；生长素建立起植株的顶端优

势；延缓叶片衰老；生长素促进开花，诱导单性

果实的发育，延迟果实成熟等。生长素功能的发

挥通过生长素合成、极性运输及调控其他植物激

素的合成来实现。 

尽管生长素是人们最先揭示的植物激素，但至

今对植物体内生长素合成过程的认识仍不全面。有

研究表明，从病原菌中分离的色氨酸单加氧酶基因

iaaM和iaaH可以在植物体内利用色氨酸合成吲哚

乙酸[2−4]，因而这些基因常用于研究植物生长素调

控发育的工具。 

植物维管组织的分化也是由生长素调控的发

育过程。为了研究生长素对植物维管分化的调控作

用，大多研究都通过控制植物体内生长素运输量的

方法来进行。如对植物体特定部位施用外源生长调

节剂(生长素)后观察其生长特点，或者使用生长素

运输抑制剂以限制局部生长素浓度等。研究发现，

施用外源生长素的部位可以决定维管组织的分化

区域，在该区域产生向下延伸的新维管束，且这些

新维管束是以外源生长素的施加部位为起点的[5−6]。

如果能内源特异控制维管组织中生长素的合成，特

异提高或降低维管组织中生长素浓度来研究生长素

对维管发育的影响，必为该研究提供良好的补充。 

笔者通过构建iaaM与韧皮部特异性启动子的

植物表达载体，转化烟草后获得转基因植株，对转

基因烟草进行形态观察和显微观察，试图从韧皮组

织内部入手，研究和认识生长素对植物韧皮部、维

管束乃至整体发育的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

烟草W38、大肠杆菌 InvαF’、根癌农杆菌

LBA4404、载体pWM101、克隆有iaaM基因的质粒

pMD18−T−iaaM，由湖南农业大学细胞生物学实验

室保存；Taq酶和限制性内切酶购于海扬生物公

司；DNA胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购于安

比奥公司。 

1.2  方  法 

1.2.1  植物表达载体的构建 

根据 NCBI 中已报道的拟南芥 ASUS1 基因序

列，设计扩增该基因启动子全序列的引物，以提取

的拟南芥总 DNA为模板，进行 PCR扩增。扩增产

物经 A−T克隆后送华大基因生物公司测序，测序结

果与 NCBI 上报道的序列相一致。用 Hind、Kpn1

双酶切 PASUS1和载体 pWM101，2片段在 16 ℃连接

过夜，连接产物转化感受态大肠杆菌，进一步筛选

阳性菌落，提取阳性克隆质粒并命名为 pWM101− 

PASUS1。经 Kpn1、Sal1双酶切载体 pWM101−PASUS1

和 pMD18−T−iaaM，将酶切所得的 pWM101−PASUS1

大片段和 iaaM 基因连接，获得植物表达载体

pWM101−PASUS1−iaaM。 

1.2.2  烟草的转化及再生 

利用根癌农杆菌介导转化烟草小叶盘，经共培

养后转入含有3 mg/L 6−BA和0.05 mg/L NAA的MS

筛选培养基(250 mg/L Cef，50 mg/L Hygromycin B)

上进行筛选。10 d后大多数外植体逐渐褪绿，变黄，

最终萎蔫并逐渐变白，仅有少数叶盘切口处形成愈

伤组织并逐渐转变为浅绿色，随后的培养过程中，

一些愈伤组织逐渐开始形成芽点，并分化出小芽。

待小芽长至1～2 cm高时转至含有潮霉素的生根培

养基中进行生根培养，最终获得16株抗潮霉素的抗

性植株。 

1.2.3  抗性植株的分子检测 

提取抗潮霉素的抗性植株叶片的总DNA和

RNA。利用PASUS1启动子特异性引物对总DNA进行

PCR扩增。以质粒pMD18−T−PASUS1为阳性对照，以

野生型烟草为阴性对照，以无菌水为模板做空白对

照。对烟草总RNA进行反转录后利用iaaM基因引物

对其进行PCR扩增，以质粒pMD18−T−iaaM为阳性

对照，以未转化的烟草叶片做阴性对照。 

1.2.4  转基因植株的形态观察和显微观察 

观察转基因烟草和野生型烟草形态；制作烟草的

茎石蜡切片，对茎的横切面的维管组织进行显微观察。 
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2  结果与分析 

2.1  转基因烟草的 PCR 和 RT-PCR 扩增检测 

对获得的经潮霉素抗性筛选的 16 株转基因烟

草苗进行启动子 PASUS1的 PCR检测，有 6株烟苗为

转基因阳性株(图 1)。 

 

 
M 100 bp plus DNA marker；1~6 转基因个体扩增；7 空白对照；8 

阴性对照；9以质粒为模板的阳性对照。 

图 1  启动子 P
ASUS1

的 PCR 检测 

Fig.1  PCR verify the transgenic seedlings with specific primers to PASUS1 

采用 RT−PCR 方法对转基因 iaaM 的表达情况

进行检测，以烟草 Actin为内标分子。结果表明，在

转基因植株中 iaaM得到了有效表达(图 2)。 
 

 
1 以转基因烟草 DNA为模板的扩增对照；2 空白对照；3~4 目的

片段 RT-PCR扩增。 

图 2  iaaM 基因表达的 RT-PCR 检测 

Fig.2  RT-PCR amplification of iaaM expression with actin as internal 
reference 

2.2  转基因烟草与野生型烟草对比分析 

观察比较转基因烟草和对照野生烟草植株形

态(封三图 3)，发现转基因烟草植株比较矮小，叶片

卷曲，茎上长出大量不定根，不定根上有较多侧根

和大量根毛，为典型生长素代谢异常表型。 

对转基因烟草茎进行石蜡切片(封三图 4)观察，

发现在其茎的韧皮薄壁细胞处有一团分裂能力很

强的细胞团，细胞体积小、排列紧密、细胞质浓、

染色较深，与周围的皮层薄壁细胞明显不同，这应

是初期的不定根原基，这团细胞继续分裂分化发育

成根原基。根原基进一步生长，最后突破皮层伸出

体外 (封三图 4−2、3、4)。对比野生型烟草茎的石

蜡切片图，发现转基因烟草茎的韧皮部较对照发

达，韧皮细胞排列更加紧密整齐，木质部的发育也

较野生的早(封三图 4−5)。 

3  讨  论 

生长素能促进植物根的发育，生长素对植物不

定根的形成起着关键的作用[7−8]。植物根(包括不定

根)由根源基发育而来， 转基因烟草可能是受到外

源生长素在体内韧皮部特异表达的影响，其茎的韧

皮部薄壁组织恢复了分生能力，分化出根原基发端

细胞，出现了根原基的发端[9]。 

生长素是植物韧皮部和木质部发育的调控因

子和限制因素。Aloni[10]研究发现，对植株局部施用

外源生长素后，该部位及其周围区域维管组织都比

对照发达。Klee等[11]研究指出，生长素过量表达的

转基因植物中，其维管数量一般多于正常植株。在

植物维管组织发育过程中，包括经组织培养的植株

的维管组织发育过程中，一般韧皮部较木质部先开

始发育，且在韧皮部未分化之前木质部一般不分

化。较低的生长素浓度下能诱导筛管的分化，但对

导管的分化没有作用，但在较高生长素浓度下能均

能诱导筛管和导管的分化[12]。由于转基因烟草茎的

韧皮部受到外源生长素的刺激较早的分化，木质部

也提前发育，维管组织较对照发达。 

有报道认为，生长素和乙烯是植物根毛发育的

关键性激素，它们在拟南芥根表皮细胞分化的晚期

对根毛的形成起重要作用[13]；Schiefelbein等研究认

为这些激素主要在下游或者独立于一些与根毛形

成有关的基因(TTG 和 GL2)来进行调控[14]。Michael

认为其他各种环境因子(包括生长素)对根毛发育的

影响都是直接或间接地通过乙烯的调控实现的[15]，

例如乙烯能调控根毛发生的选择位点，而乙烯的这

种调节又受到生长素的影响。Schiefelbein进一步研

究表明，乙烯和生长素能通过各自不同的调控途径

来影响根毛的发育，生长素单方面就能促进根毛的

形成和伸长[13−14]。在本研究结果中，转基因烟草根

上长出大量根毛，很可能是直接或者间接受到 iaaM

基因的影响。 

1        2       3       4   

Actin 

iaaM 

1 500 bp

M   1   2    3   4   5   6    7   8   9
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植物维管组织分化是多因素共同作用的结果，

其中生长素对该过程起着重要的作用，其他植物激

素起辅助或者增强作用[16]。植物维管组织生长素浓

度通常较高，这对于其发育至关重要，但如果进一

步提高生长素浓度，即在植物韧皮部过量表达生长

素，可能会导致维管的异常发育和大量根原基在茎

段的异常形成。此外维管作为植物的疏导组织，可

以通过韧皮部或以一种定向的或极性的运输系统

在植物中对生长素进行输运，导致植物在局部甚至

整株形态上产生一系列的变化，因此转基因烟草整

体发育异常。值得注意的是，生长素浓度的提高并

没有引起植株的快速生长，转基因植株反而较对照

野生植株生长迟缓，这些变化可帮助探讨生长素对

植物发育及整体生长调剂功能。 
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