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摘要: 水杨酸(SA)是植物体内一种很重要的植物激素, 它能够调控植物对逆境的响应和影响植物的很多生长发育过程, 但
是其对双子叶植物顶端弯钩的发育和下胚轴对单侧光的响应的影响, 从来没有被报道。本文以模式植物拟南芥为材料, 用
高浓度外源的SA处理后, 我们发现SA会抑制拟南芥黄化苗顶端弯钩的形成, 而且导致下胚轴向光生长存在缺陷。进一步

研究发现, SA会导致生长素在顶端弯钩内侧的分布减弱, 在单侧光刺激下生长素向背光侧的极性转运过程也受到了抑制。

结合我们的实验结果和生长素输出转运体PIN3的生理功能, 我们认为SA通过抑制PIN3的表达来影响由生长素所介导的顶

端弯钩的发育和下胚轴对单侧光的响应过程。这一发现, 有助于加强我们对SA在植物体内所发挥的生理作用的了解。
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水杨酸(SA)化学名为邻羟基苯甲酸, 是原核

生物及植物等真核生物的次生代谢产物, 同时也

是植物体内普遍存在的一种小分子酚类内源信号

分子, 具有重要的生理功能。SA可以通过改变转

录因子以及信号分子(如: 一氧化氮)的活性影响众

多基因的表达(Kopp和Ghosh 1994)。在植物中, 施
加外源SA会影响种子萌发(Rajou等2006)、幼苗建

立(Alonso-Ramírez等2009)、细胞生长(Vanacker等
2001)和衰老(Rao等2001)等许多生理过程。众多

的研究表明, SA调节各种生物学应答通过和其他

激素的信号交联来完成, 如生长素(Iglesias等2011; 
Wang等2007)、赤霉素(Alonso-Ramírez等2009)、
细胞分裂素(Peleg等2011)、脱落酸(Szepesi等2009)、
乙烯(Khan等2013, 2014)、一氧化氮(Kong等2014)
和油菜素内脂(Divi等2010)等。

生长素是植物生长发育所需的且非常重要的

一种激素。研究表明, 在植物体内过量积累SA所

显现出来的形态表型让人们想起生长素缺乏或生

长素不敏感突变体的表型, 表明SA可能干扰生长

素的应答(Wang等2007)。进一步通过基因芯片分

析拟南芥中SA对生长素信号影响表明, SA导致生

长素相关基因的抑制, 导致减少了Aux/IAA阻遏蛋

白的降解因此抑制了生长素应答(Wang等2007)。
几个SA过量累积的突变体(如cpr5、cpr6和snc1)表
现出顶端优势减弱和生长发育延迟等表型, 其生

长素含量也明显缺乏(Bowling等1997; Clarke等
1998; Li等2001)。

种子萌发后面临的重要挑战是: 保障幼苗经

受住来自土壤的机械压力, 成功破土, 然后朝向阳

光, 进行光合作用。为了应对挑战, 双子叶幼苗的

下胚轴顶端会产生曲折, 将幼嫩的子叶和顶端分

生组织弯向下生长, 这种弯曲的构造称为“顶端弯

钩”, 它的形成有效地防止了子叶与顶端分生组织

在出土过程中与土壤直接碰触而造成的机械伤

害。而当植物破土而出以后, 其下胚轴会向光弯

曲, 以获得更多的阳光。因此, 顶端弯钩的形成和

下胚轴的向光生长, 是植物从黑暗走向光明的过

程中两个十分关键的环节。植物激素, 特别是生

长素在这两个环节中发挥了主导作用。顶端弯钩

的维持和打开由内源植物激素相互调控来完成, 
如生长素(De Grauwe等2005)、乙烯(Achard等2003; 
De Grauwe等2005)、赤霉素(Vriezen等2004)和油菜

素内酯(De Grauwe等2005)等, 但是导致弯钩起始形

成的生长素梯度分布的分子机制还不是完全清楚

(Vandenbussche等2010)。外源生长素或者生长素的

外向转运抑制剂NPA (N-1-naphthylphthalamic acid)
会导致没有顶端弯钩的表型, 表明在顶端弯钩形成

过程中, 生长素梯度分布是非常重要的(Lehman等
1996)。植物的向光生长涉及到光的感知和植物激

素(如: 生长素)的不对称分布, 有研究表明, 光可以

使生长素流出载体PIN3在下胚轴内皮细胞的极性

分布, 从而影响生长素的分布, 导致向光弯曲(Ding
等2011)。

本文研究发现, 外源处理SA会抑制拟南芥顶
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端弯钩的形成, 而且导致下胚轴的向光生长存在

缺陷。这一发现有助于加强我们对SA在植物体内

所发挥的生理作用的了解。

材料与方法

1  实验材料

本研究所用的野生型拟南芥[Arabidopsis thali-
ana (L.) Heynh]以及DR5::GFP转基因株系和PIN-
3pro:PIN3:GFP转基因株系的背景均为哥伦比亚0
生态型(Col-0)。野生型为本实验室自己保存的种

子。拟南芥DR5::GFP转基因株系和PIN3pro:PIN3: 
GFP转基因株系的来源见文献(Ottenschlager等2003; 
Blilou等2005)。
2  子叶下胚轴、顶端弯钩和胚轴向光弯曲的表型

观察与测量

对于子叶下胚轴、弯钩角度和下胚轴向光弯

曲的观察, 我们使用的是奥林巴斯体式显微镜, 显
微镜上安装有DP27型相机, 用于捕捉表型图像。

用Image J软件测量子叶下胚轴长和顶端弯钩的角

度, 每个样品选取5份材料进行测量。关于顶端弯

钩角度的计算方法见Vandenbussche等(2010)文献。

对于单侧光实验, 先将野生型种子分别点在正常

的1/2MS固体培养基(1/2MS盐, 1%蔗糖, 1%琼脂, 
pH为5.7)和含有200 μmol·L-1 SA的1/2MS固体培养

基上黑暗培养2 d, 然后在150 µmol·m-2·s-1的单侧白

光下继续培养2 d, 再用Image J测量下胚轴偏离水平

方向的角度, 至少统计100株幼苗。我们将幼苗的

弯曲情况分为3组, 分别为弯曲角度小于20°组、弯

曲角度介于20°和40°组以及弯曲角度大于40°组。

3  激光共聚焦显微镜的观察

将DR5::GFP黄化苗置于载玻片上, 滴加40 μL
液体1/2MS培养基, 盖上盖玻片, 置于激光共聚焦显

微镜(蔡司LSM-710型号)下使用488 nm激发光观

察。每次拍照都必须在相同拍摄参数下进行, 主要

参数有: 激光强度(laser power)、光电倍增管(photomul-
tiplier)、偏移(offset)、放大系数(zoom factor)和分辨

率(resolution)。荧光强度使用Image J软件进行统计。

实验结果

1  外源SA处理影响顶端弯钩的发育

将野生型拟南芥种子分别在含有0、100、

150、200和250 μmol·L-1的SA的1/2MS固体培养基

上黑暗培养3 d, 我们发现在不含SA的培养基上生

长的黄化苗能够形成完全闭合的顶端弯钩结构, 
而在含SA的培养基上生长的黄化苗则不能形成闭

合的顶端弯钩, 而且随着SA浓度的升高, 弯钩张开

的程度也逐渐增大(图1-A、B)。另外, 我们也发现

SA能够抑制子叶下胚轴的伸长(图1-C)。
2  外源SA处理抑制乙烯介导的“三重反应”

植物激素乙烯能够促使黄化苗形成加剧的弯

钩结构、抑制茎的伸长和促进其横向加粗, 称之

为“三重反应”。氨基环丙烷羧酸(ACC)是乙烯的

合成前体, 它能在ACC氧化酶的催化作用下生成

乙烯。因此, 在1/2MS培养基中加入10 μmol·L-1 
ACC, 黑暗条件下培养3 d, 能观察到加剧的弯钩结

构(图2-A、B)。在实验过程中我们发现, 在1/2MS
培养基中同时加入200 μmol·L-1 SA和10 μmol·L-1 
ACC, 则不能形成加剧的顶端弯钩结构(图2-A、

B)。而且与单独用10 μmol·L-1 ACC处理相比, 200 
μmol·L-1 SA和10 μmol·L-1 ACC共同处理条件下的

子叶下胚轴的长度也明显较长(图2-C)。这说明SA
能够抑制乙烯所介导的“三重反应”。
3  外源SA抑制生长素在顶端弯钩内侧的积累

顶端弯钩的形成, 其根本的原因是生长素在

弯钩的内侧和外侧分布不均衡导致的差异化生长

(Abbas等2013)。生长素被植物体内的各种生长素

转运体以极性转运的方式转运至顶端弯钩内侧, 
导致生长素在弯钩内侧过度积累, 当生长素的浓

度超过一定阈值, 则会抑制细胞的伸长, 这样会导

致内侧细胞的伸长速度没有外侧的细胞快, 这种

不均衡的生长最终导致了顶端弯钩的形成。利用

人工的生长素反应元件DR5作为启动子能够检测

生长素在体内的分布(Ulmasov等1997)。将DR5连
上报告基因GUS或者GFP, 构建双元表达载体后转

入要研究的植物材料, 这样就可以可视化地观察

到生长素的响应信号。DR5::GUS和DR5::GFP现
在被普遍用来指示植物体内生长素的分布情况。

我们利用拟南芥DR5::GFP转基因材料来观察SA
处理条件下生长素在顶端弯钩处的分布变化。我

们发现在200 μmol·L-1 SA处理条件下, DR5::GFP
在顶端弯钩内侧的荧光强度明显减弱了许多(图3), 
这说明SA抑制了生长素向顶端弯钩内侧的转运。
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图1  黑暗条件下生长3 d时SA对顶端弯钩和子叶下胚轴伸长的影响

Fig.1  Effect of apical hook and cotyledon and hypocotyl elongation by treatment with different concentrations of exogenous SA 
under darkness conditions for 3 days

A: 不同浓度的外源SA处理后顶端弯钩的表型; B: 顶端弯钩弯曲角度数据统计(设完全展开的弯钩, 角度为0°, 完全闭合的弯钩, 角度

为180°, 下图同); C: 下胚轴长度数据统计。数据为均值±标准差(n=5), *表示差异达到显著水平(P<0.05), Student’s t-test。

图2  暗培养3 d时SA抑制乙烯所介导的“三重反应”
Fig.2  Exogenous SA inhibits the “triple response” of ethylene mediated after germination 3 days

A: 外源SA和乙烯处理后顶端弯钩的表型; B: 顶端弯钩的角度数据统计; C: 相对下胚轴长度数据统计。数据为均值±标准差(n=5)。
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4  外源SA抑制拟南芥下胚轴的向光弯曲生长

向光性是植物的向性运动之一, 是指植物生

长器官受单方向光照射而引起生长弯曲的现象。

如茎叶的向光性, 能使叶子尽量处于吸收光能的

最适位置进行光合作用。将野生型种子分别点在

正常的1/2MS培养基和含有200 μmol·L -1 SA的

1/2MS培养基上暗培养2 d, 然后在150 µmol·m-2·s-1

的单侧白光下继续培养2 d, 我们发现SA处理组的

幼苗向光弯曲的程度没有对照组强烈(图4), 说明

SA抑制了拟南芥下胚轴的向光弯曲生长。

5  外源SA影响单侧光处理下生长素在下胚轴处的

极性转运

单侧光照射后, 会使生长素向胚轴的背光侧

积累, 从而促使胚轴的背光侧的细胞伸长速率快

于向光侧的细胞伸长速率, 最终导致了植物的弯

曲生长(Ding等2011)。将生长了2 d的拟南芥DR5:: 
GFP黄化苗置于150 µmol·m-2·s-1的单侧白光下8 h, 
以诱导向光弯曲生长。在对照组的下胚轴的背光

侧, 我们可以观察到明显的生长素的富集(图5)。
而在生长素的外向转运抑制剂NPA处理条件下, 则
观察不到明显的向光生长, 在背光侧也观察不到

生长素的富集, 这验证了胚轴的向光生长与生长

图3  分别用0和200 μmol·L-1 SA处理后3 d对黄化苗顶端弯

钩处生长素积累的影响

Fig.3  The effects on the accumulation of auxin in apical hook 
of 3 days etiolated seedlings after treatment with 0 or 200 

μmol·L-1 exogenous SA
标尺=50 μm。

图4  SA对拟南芥下胚轴向光反应的影响

Fig.4  Effect of exogenous SA on phototropic response of 
hypocotyl in Arabidopsis

 A: 黑暗处理2 d然后单侧光处理2 d的向光反应表型图; B: 向
光弯曲角度数据统计。

图5  SA对单侧光处理下生长素在下胚轴处的极性转运的影响

Fig.5  Effect of exogenous SA on polar transport of auxin in hypocotyl in unilateral light (8 h)
将生长了2 d的黄化苗置于1/2MS (对照)和含有5 μmol·L-1 NPA (NPA处理)或者200 μmol·L-1 SA (SA处理)的1/2MS的培养基中, 单侧光

(箭头处)照射8 h。小图中红色箭头示背光侧, 标尺= 50 μm。
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素的极性转运有关。同样, 在200 μmol·L-1的SA处

理条件下, 我们也观察不到胚轴的向光弯曲生长, 
在背光侧也观察不到生长素的富集, 这说明SA能

够抑制生长素的极性转运过程(图5)。
6 外源SA能够抑制生长素外向转运体PIN3的表达

PIN3是存在于拟南芥中的一种生长素外向转

运体。PIN3主要分布在根的中柱细胞和根冠小柱

细胞、下胚轴的内皮层以及黄化苗的顶端弯钩处, 
在胚胎发育的心型胚时期也能够检测到PIN3的表

达。PIN3主要参与植株的向性生长, 单侧光照射

拟南芥幼苗, PIN3的表达在下胚轴的内皮层的背

光侧比向光侧强, 生长素侧向累积到背光侧, 进而

促进背光侧的细胞伸长, 导致植株向光生长(Ding
等2011)。PIN3敲除掉后还能导致拟南芥黄化苗的

顶端弯钩发育缺陷, pin3突变体的黄化苗不能形成

完全闭合的顶端弯钩结构, 而且形成弯钩后不能

正常地维持一段时间(Friml等2002)。将转基因株

系PIN3pro:PIN3:GFP分别在含有0 μmol·L-1或者

200 μmol·L-1 SA的1/2MS培养基上培养4 d, 然后通

过激光共聚焦显微镜观察PIN3-GFP的表达情况。

我们发现, 在200 μmol·L-1 SA的处理条件下, PIN3
的表达明显减弱(图6)。

栓的作用 ,  临床上用于预防心脑血管疾病的发

作。在植物中, SA的生理作用也十分广泛。例如, 
在植物抗病过程中, 作为信号分子来激活植物防

御保护机制。此外, SA的生理作用还表现在对植

物的生长、发育、成熟和衰老的调控和参与各种

抗逆(抗盐、抗旱、抗冻和抗重金属胁迫等)过程

(孟雪娇等2010)。SA作为一种植物激素, 能够与其

他植物激素交互应答, 调控各种生理反应(An和
Mou 2011)。

我们的研究发现, 用较高浓度的SA处理拟南

芥幼苗, 会抑制其顶端弯钩的形成和向光性生长。

进一步的研究发现, SA能够抑制生长素在顶端弯

钩内侧的积累和单侧光刺激下生长素在下胚轴处

的极性转运过程。而且, SA能够抑制生长素外向

转运体PIN3的表达。已有的研究表明, PIN3在顶

端弯钩的发育和向光性生长过程中发挥了关键作

用, pin3突变体不能产生完全闭合的顶端弯钩结

构, 其向光性生长也表现出明显的缺陷(Žádníková
等2010; Ding等2011)。因此, 我们认为SA可以通

过抑制PIN3的表达, 影响生长素的极性转运过程, 
最终抑制了顶端弯钩的形成和向光性生长。

生长素被质膜上的生长素转运体转运至细胞, 
然后进入细胞核与生长素受体TIR1结合, TIR1是
一种参与泛素化降解的F-box蛋白, 结合了生长素

的TIR1蛋白能够降解一类Aux/IAAs蛋白。Aux/
IAAs蛋白能与一类生长素反应因子ARFs形成异

源二聚体, 抑制ARFs作为转录因子发挥作用。

Aux/IAAs被降解后, ARFs被激活, ARFs作为转录

因子, 调控生长素响应基因的转录。在拟南芥中, 
有6种TIR1/AFB蛋白、29种Aux/IAA蛋白和23种
ARF蛋白, 这些蛋白相互组合, 形成了一个庞大的

信号转导网络, 使得生长素能够调控植物生长发

育的各个方面。有研究表明, 外源施加SA处理拟

南芥幼苗 ,  能够抑制TIR1蛋白的表达(Wang等
2007)。外源施加SA处理拟南芥幼苗48 h后, PIN3
的转录受到抑制(Armengot等2014)。我们因此推

测, SA通过抑制生长素受体TIR1的表达, 进而会在

转录水平抑制PIN3的表达。

在拟南芥中, NPR3和NPR4是SA的受体蛋白, 
其含有BTB (broad complex/tramtrack/bric-a-brac)
结构域, 因此能够与泛素连接酶Cullin 3结合, 介导

讨　　论

SA在动物和植物中都具有重要的生理作用。

SA的衍生物乙酰水杨酸, 又称阿司匹林, 具有抗血

图6  SA抑制了生长素外向转运体PIN3的表达

Fig.6  Exogenous SA inhibits the expression of auxin efflux 
transporter PIN3

分别用0和200 μmol·L-1 SA处理后4 d的幼苗根中PIN3-GFP的
表达情况。标尺=50 μm。
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蛋白的降解。NPR3是低亲和性的SA受体(Kd=1 000 
nmol·L-1), 而NPR4是高亲和性的SA受体(Kd=50 
nmol·L-1)。在高浓度的SA条件下, NPR3与NPR1相
互作用, 介导NPR1的降解, 进而启动细胞凋亡。在

低浓度的SA条件下, SA与NPR4结合, 使得NPR4不
能与NPR1相互作用, 而此时的NPR3由于较低的亲

和性, 不能与NPR1相互作用, 进而NPR1能够积累, 
有利于细胞的存活和植物的抗逆性(Yan和Dong 
2014)。因此, 在高浓度SA处理条件下, 能诱导细

胞凋亡, 包括PIN3在内的蛋白发生了降解。这也

可能是高浓度SA处理后PIN3的表达降低的一个原

因。高浓度的SA还能抑制网格蛋白介导的膜蛋白

的内吞过程(Du等2012), 因此SA还可能通过影响

PIN3的内吞, 影响PIN3的功能。

综上所述, SA可能通过抑制PIN3的转录、促

进PIN3的降解和调控PIN3的内吞等方式调控PIN3
的表达, 进而影响了顶端弯钩的形成和胚轴的向

光性生长。
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Salicylic acid (SA) inhibits the expression of auxin efflux transporter PIN3 to 
control the establishment of apical hook and phototropic response of hypocotyl
WANG Yuan, TANG Yu-Mei, WANG Xiao-Kun, GE Hai-Man, YANG Lei*

School of Life Sciences, Nanjing University, Nanjing 210093, China

Abstract: Salicylic acid (SA) plays an important role in multiple physiological processes including response to 
environment stresses and many development processes. It’s still not clear whether SA affects the development 
of apical hook and the response to unilateral light. In this study, we used the model plant Arabidopsis thaliana 
to examine the effect of high level exogenous SA on the development of apical hook and the response to unilat-
eral light. We found that exogenous SA treatment could inhibit the formation of apical hook of A. thaliana, and 
cause defect in the phototropic growth of hypocotyl. We further found that the auxin accumulation in the con-
cave side of apical hook was decreased and the auxin can not move toward to the side of backlight upon treat-
ment with SA. Based on the function of auxin efflux transporter PIN3 in Arabidopsis, a clear explanation for 
our findings is that SA inhibits the expression of auxin efflux transporter PIN3 to control the establishment of 
apical hook and phototropic response of hypocotyl. Our results provide insights on the physiological role of SA 
in plants.
Key words: apical hook; phototropic; auxin; salicylic acid
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