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摘要: 脯氨酸积累在逆境中对植物中有保护作用, 但是过量脯氨酸却表现出对植物生长发育的抑制作用。研究采用含生长

素相关标签蛋白的拟南芥转基因株系, 通过分析脯氨酸处理对生长素相关标签蛋白分布的影响, 探讨脯氨酸对拟南芥根的

生长发育产生抑制的可能原因。结果表明: 脯氨酸处理影响生长素相关信号途径基因的表达; 脯氨酸没有影响拟南芥根部

生长素含量, 而是影响生长素极性运输载体蛋白的表达; 而脯氨酸含量减少的PDH过表达株系中生长素运输载体基因表达

增多。研究表明, 脯氨酸可能通过抑制生长素运输载体的表达, 影响生长素的正常流动, 从而打破生长素浓度梯度的维持, 
最终抑制根的生长。研究为探讨脯氨酸在植物生长发育和逆境恢复中的调节作用提供了新的依据。
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环境胁迫条件下, 植物体内会大量积累脯氨

酸对自身起到保护作用(Zhu等1998)。自发现脯氨

酸积累以来, 对脯氨酸代谢的研究大多集中其在

环境胁迫下的调控和功能(Kishor等2005)。然而也

有证据表明, 脯氨酸对植物的正常生长发育同样

具有重要作用, 如可以作为能源为生长发育和运

动提供能量(Dila和Maloy 1986; Wang和Brandriss 
1986)。并且不存在胁迫时, 脯氨酸会表现出对植

物生长发育的抑制(Dar等2016; Mattioli等2009), 外
源施加20 mmol·L-1脯氨酸就会对拟南芥幼苗的

子叶伸展、真叶生长和根的伸长产生抑制作用

(Deuschle等2004)。过表达脯氨酸合成途径的关键

酶吡咯琳-5-羧酸合成酶(Δ1-pyrroline-5-carboxylate 
synthetase, P5CS)会导致拟南芥体内脯氨酸的积累, 
并且进一步抑制拟南芥的生长, 使得发育过程发

生异常(Mattioli等2008)。脯氨酸的这种抑制作用

被认为和活性氧产生相关, 有研究认为, 脯氨酸会

导致活性氧爆发并诱导水杨酸信号途径从而抑制

植物的正常生长发育(Chen等2011)。
脯氨酸对植物根系的抑制作用表现为根长明

显变短(Chen等2011), 根生长发育过程中, 生长素

起重要作用(Choe和Lee 2017)。DR5是基于转录合

成的报告子, 由多个生长素响应因子(auxin response 
factor, ARF)结合位点(TGTCTC)串联重复组成, 通
常用来检测植物组织中的生长素活性, DR5的分布

能够指示植物体内生长素的分布和浓度(Ulmasov
等1997)。生长素反应蛋白基因IAA2的表达也用来

指示植物体内生长素的分布情况, 只是IAA2和DR5
在不同的细胞类型中表达(Swarup等2005)。拟南

芥有丝分裂周期蛋白CycB1;1可以用来标记正在

经历有丝分裂的细胞, CycB1;1:GUS植株可以来研

究植物根部分生区细胞的分布(Colón-Carmona等
1999)。

在根分生组织中, 不活跃的静止中心(quiescent 
center, QC)和其周围有丝分裂活跃的干细胞形成

干细胞微环境, 成为根部除表皮和根冠外组织的

细胞来源(Schiefelbein和Berfey 1991)。生长素的

分布和干细胞环境的维持密切相关, 正常的拟南芥

植株中, QC的生长素浓度最大(Petersson等2009)。
生长素通过维管组织向根部运输到达根尖, 然后

在根的侧部又反过来向上运输, 生长素流动循环

的存在使得植物根部产生了一个生长素的浓度梯

度, QC处生长素浓度最高, 距离QC越远, 生长素浓

度越低(Woodward和Bartel 2005)。生长素浓度梯

度决定了根部组织的发育命运(Ding和Friml 2010), 
生长素浓度梯度由生长素的极性运输维持, 而生

长素的极性运输由生长素运输载体PINs来实现

(Petersson等2009)。负责生长素运输的有生长素

极性运输载体PINs蛋白以及AUX1生长素内向性

运输载体(Kleine-Vehn等2006)。正常情况下, 拟南

芥根中PIN1位于维管细胞面向根的基部侧(Gal-
weiler等1998), 使得生长素向下运输。PIN2位于根

冠和表皮细胞面向茎叶的顶部, 使得生长素向上

运输(Rahman等2010)。PIN3分布于根细胞的侧部, 
使得生长素水平运输(Friml等2002)。

脯氨酸在渗透胁迫中起保护作用, 然而正常
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生长发育情况下, 过量的脯氨酸会对植物地上部

分和根的生长产生抑制作用。为了研究过量脯氨

酸对植物根生长抑制作用的原因, 并且考虑到生

长素对根的发育起到关键作用, 我们采用含生长

素相关标签蛋白的拟南芥转基因株系, 通过脯氨

酸处理情况下生长素相关标签蛋白表达的变化, 
来分析脯氨酸处理对生长素相关标签蛋白分布的

影响, 探讨脯氨酸对拟南芥根生长发育产生抑制

的可能原因。

材料与方法

1  实验材料

实验所用野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana 
L.)为Columbia (Col-0)生态型。所有含生长素标

签蛋白的拟南芥转基因株系基础材料为Columbia 
(Col-0)生态型(Zhang等2015), PDH过量表达株系

由Verbruggen实验室所惠赠(Mani等2002)。
2  实验方法

2.1  拟南芥培养与种植

取适量的干燥拟南芥种子于2 mL离心管中, 
70%乙醇浸泡30 s, 10%次氯酸钠溶液处理15 min, 
无菌水洗6~8次, 播种于1/2MS培养基或者含有所

需浓度脯氨酸的1/2MS培养基上, 4°C春化2~3 d
后置于光照培养箱中培养, 培养条件为16 h/8 h光
周期。

2.2  植物材料的脯氨酸处理

将拟南芥种子播种于不含脯氨酸的1/2MS培
养基上, 生长2周后, 将幼苗转移到含30 mmol·L-1

脯氨酸的液体1/2MS培养基中 ,  处理相应时间 , 
收样。

2.3  Real-time PCR检测基因表达

RNA提取采用SDS-LiCl沉淀法, 按照宝生物

工程(大连)有限公司的M-MLV反转录试剂盒使用

说明合成cDNA。采用不含RNase的DNase I消化

残存DNA; 以Oligo (dT)18为引物, 进行cDNA第一

条链的合成。反转录产物放于–20℃保存备用。

采用real-time PCR检测基因的表达量, 引物见

表1, 反应体系为: 模板cDNA 2 μL (10 ng·μL-1), 正
反向引物各1 μL (10 μmol·L-1), SYBR® Green Real-
time PCR Master Mix (QPK-201, TOYOBO, Osaka, 
Japan) 10 μL, ddH2O 6 μL。PCR反应程序为: 95°C 
2 min; 95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 30 s, 40个循环, 
每个样品做3个重复, 相对表达量的计算采用2–ΔΔCT

方法(Schmittgen和Livak 2008), 实验仪器采用安捷

伦Mx3000P荧光定量PCR仪(Stratagene, LaJolla, CA, 
USA)。结果用平均值±标准误显示, 统计分析采用

SPSS 22.0进行单因素方差分析(ANOVA), 不同的

字母代表在P≤0.05水平上差异显著。

2.4  GUS染色

将整株幼苗浸入GUS染色液 (1  mmol·L -1 
X-Gluc溶于100 mmol·L-1硫酸钠缓冲液, pH 7.2, 0.5 
mmol·L-1 ferricyanide, 0.5 mmol·L-1 ferrocyanide, 0.1% 
Triton X-100), 抽真空, 37°C黑暗处理24 h, 然后

将幼苗转入HCG (H2O chloroacetaldehyde glycerol)
溶液(氯乙醛:甘油:水=8:3:1), 进行显微镜(BX53, 
OLYMPUS, Tokyo, Japan)观察, 拍照。

表1  检测相关基因表达的real-time PCR引物

Table 1  Real-time PCR primers for gene expression

  基因                正向引物(5′→3′)                 反向引物(5′→3′)

IAA2 CGGACAAAACCCCGAAGTT TGATTCGGATCGGAGTTTGAC
AUX1 TCTCGACCACTCCAACGC TCCCAATCACTTTCTCCCAC
PIN1 TACTCCGAGACCTTCCAACTACG TCCACCGCCACCACTTCC
PIN4 ATGCTGGTCTTGGAATGGCTATG CTGAACGATGGCTATACGGAGAAG
SAURL TTGTTTCTTACACAAAACTGGCTTTC TCAGCATAACTTCTAGGATCCAATGA
TIR1 CATTGTTGAGTCTTGGTCCATGTT GTGGCTGGTCCTCGATTTGA
ABP1 GCTCCAGGTTCAGAGACACC TAATAGGCGGCCGAGATATG
P5CS1 TGTGTAAAGACCTTCAACATCGCTC AAGAGCCCCATATCAGGATTCTTCT
P5CS2 AACGGCACCAGATGACACCAAAATG TTAAGCGTATCGTCGTCAAGGTTGG
P5CDH GCTTCTTTGACTCTCTCCAGATTGA GCGTGTTATGATTTGACGATCCTAT
P5CR GAGAGTATAGCTAGAGGTGTGGTTG AGAACTTCTTCGCTAGTGGAGAAGA
Tubulin AGGCAAAATGAGCACGAAAGA TCAGACCTGTTGGTGGAATGTCAC
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2.5  激光共聚焦显微镜观察生长素标签蛋白的表

达和分布

脯氨酸处理后和对照拟南芥幼苗根采用激光

共聚焦显微镜(FV1000 MPE, OLYMPUS, Tokyo, 
Japan)进行观察, 为更清楚观察细胞轮廓, 采用PI 
(propidium iodide)工作液(20~50 μg·L-1)染色5 min, 
用双蒸水冲洗1次后观察, 拍照，每种处理观察植

株数大于10个。

实验结果

1  脯氨酸处理影响生长素相关基因的表达

为研究脯氨酸是否通过生长素信号途径对根

生长产生抑制, 我们首先研究了脯氨酸是否影响

生长素相关基因的表达, 检测了30 mmol·L-1脯氨

酸处理不同时间后, 野生型拟南芥中生长素相关

基因的表达。如图1所示, IAA2和SAUR作为生长素

早期响应基因, 其表达受到脯氨酸的抑制; PIN4作
为生长素运输载体基因, 表达受到脯氨酸诱导; 介
导蛋白泛素化降解的生长素受体基因TIR1的表达

亦受到脯氨酸诱导; 而位于质膜的生长素结合蛋

白ABP1的表达没有受到脯氨酸的影响。

2  脯氨酸处理没有导致拟南芥根部生长素含量的

变化

为检测脯氨酸处理后突变体中生长素的积累

和分布状况是否发生异常, 采用30 mmol·L-1脯氨

酸处理DR5:GUS、DR5rev:GFP、IAA2p:GUS和
CycB1;1:GUS转基因植株, 通过观察植株体内GFP
和GUS量的变化, 来分析脯氨酸处理后植株体内

生长素分布及分生区细胞数目的变化。结果表明, 脯
氨酸处理后, 无论是GFP还是GUS指示的DR5都没

有显著区别(图2-A和B), 分生区细胞的数目也没有

发生显著变化(图2-D)。这些结果意味着脯氨酸处

理没有造成拟南芥根部生长素分布和含量的变化。

而GUS指示的IAA2的分布在脯氨酸处理之后减少

(图2-C), 表明IAA2所指示细胞类型的生长素有所

减少, 这和图1中脯氨酸处理之后IAA2基因表达减

少结果一致。

3  脯氨酸处理导致根生长点的作用减弱

J2341:GFP是GFP在根柱干细胞中特异性表

达的株系, 在正常生长条件下该株系GFP在根柱干

细胞中(columella initials)表达(Haseloff等1999)。
我们检测了30 mmol·L-1脯氨酸处理3 d后, 野生型

图1  脯氨酸处理后生长素相关基因的表达

Fig.1  The expression of genes relative to auxin after proline treatment
对单个基因, 各柱形上用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05), 图5同此。
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拟南芥中在QC处特定表达的WUS-RELATED 
HOMEOBOX 5 (WOX5)和QC25的分布, 并且检测

了J2341:GFP株系中GFP的分布。结果发现, 脯氨

酸处理后WOX5和QC25的分布位置没有发生变

化, 但是表达强度弱了很多(图3-A和B), 而脯氨酸

导致J2341:GFP株系中GFP的表达位置发生了变

化(图3-C)。这个结果表明, 脯氨酸处理影响了QC
的维持, 并使根柱干细胞的位置分布发生了改变, 
即脯氨酸影响了根部干细胞的维持。

4  脯氨酸处理导致生长素运输发生变化

图3表明脯氨酸影响了QC的维持, 而生长素

的正常流动对于QC的维持至关重要, 推测脯氨酸

可能影响了生长素的运输, 从而打破了生长素的

正常流动造成QC的功能减弱。为验证这一推测, 
利用含生长运输载体标签的拟南芥指示株系, 研
究了脯氨酸对生长素运输载体分布的影响。

研究发现, 脯氨酸处理之后, 植株中生长素内

向性运输载体A U X 1和生长素极性运输载体

PIN1、PIN2和PIN3蛋白的表达均减弱(图4)。

图2  脯氨酸处理后生长素的积累

Fig.2  The accumulation of auxin after treatment by proline
A: DR5rev:GFP, 标尺=100 μm; B: DR5:GUS, 标尺=100 μm; C: 

IAA2p:GUS, 标尺=2 mm; D: CycB;1:GUS, 标尺=100 μm。CK: 对
照; proline: 30 mmol·L-1脯氨酸处理3 d, 图3、4同此。

图3  脯氨酸处理导致干细胞组织中心发生异常

Fig.3  The stem cell niche was ectopic in response to proline treatment
A: WOX5pro:GFP; B: QC25:GUS; C: J2341:GFP。标尺=100 μm。

综合图2、3和4的结果, 脯氨酸处理并不影响

植物根部生长素的含量, 但是可能影响了生长素

的正常流动, 从而使得QC的功能减弱。

5  脯氨酸降解关键基因过量表达导致生长素运输

发生变化

脯氨酸脱氢酶(proline dehydrogenase, PDH)是
脯氨酸降解途径关键酶, 植株体内过量表达PDH1
会造成植株体内脯氨酸含量的降低, 我们利用PDH1
过量表达株系进一步研究脯氨酸减少对生长素运

输的影响。结果表明, PDH1过量表达植株中生长

素运输载体蛋白基因AUX1和PIN1的表达均增多, 

这很好的验证了图5的结果, 也进一步证明了脯氨

酸可能通过影响生长素运输载体, 而影响了生长

素的正常流动, 从而抑制了根部QC的维持和根的

进一步生长发育。

讨　　论

众所周知, 胁迫能够导致植物体内脯氨酸的

积累, 从而对植物自身起到保护作用。而有研究

认为, 胁迫在导致植物体内脯氨酸积累的同时也

会使体内生长素含量提高, 这就在脯氨酸和生长

素之间建立了某种联系(Dobra等2010)。已经有证
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据表明脯氨酸影响根的生长(Chen等2011), 本研究

继续探索了脯氨酸对根生长的抑制是否和生长素

的信号转导相关。我们利用一些生长素相关蛋白

标记的拟南芥转基因株系, 检测了脯氨酸对生长

素相关信号的影响。结果表明在30 mmol·L-1脯氨

酸处理下, DR5rev:GFP和DR5:GUS报告株系所指

示的根尖生长素的分布没有变化, 而IAA2p:GUS明
显要低于处理前的水平, real-time PCR结果也表明

了生长素早期响应基因IAA2的表达确实受脯氨酸

的抑制。这说明脯氨酸能够影响生长素的早期响

应, 并且野生型TIR1基因亦受脯氨酸的诱导, 可能

脯氨酸影响的是TIR1依赖性的生长素信号。IAA
是生长素信号转导中的重要元件, 可能作为转录

因子参与生长素诱导基因表达的第二时期, IAA蛋

白可能通过感受生长素浓度梯度的高低, 并将这

一信息转换成基因表达水平高低的信号, 从而引起

形态学和发育模式的变化(Liscum和Reed 2002)。
据此推测, 可能是由于脯氨酸影响了生长素浓度梯

度的维持, 从而影响了生长素下游信号传导。而本

研究中, 脯氨酸处理后QC25和WOX5的表达明显

减弱, 生长素运输载体AUX1、PIN1、PIN2、PIN3
蛋白的表达均减弱, 可能是脯氨酸影响了生长素的

正常流动, 从而导致QC功能的减弱, 这证实了我们

的推测。而脯氨酸含量减少的PDH1过表达株系

中, 生长素运输载体基因AUX1和PIN1的表达均升

高, 这似乎也进一步验证了脯氨酸对生长素运输载

体的影响。本研究为探讨脯氨酸对植物生长发育

的影响和胁迫情况下植物对自身生长的保护性抑

制机制提供了新的证据并奠定了一定的基础。

图4  脯氨酸处理导致生长素运输载体表达模式发生变化

Fig.4  The expression pattern of auxin transporter changed in 
response to proline treatment

A: AUX1pro:AUX1:GFP; B: PIN1pro:PIN1:GFP; C: PIN-
2pro:PIN2:GFP; D: PIN3pro:PIN3:GFP。标尺=100 μm。
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Proline inhibits plant root growth through signal of auxin pathway in Arabidopsis 
thaliana
WANG Cui-Ping*, CHEN Jian-Wei, QIAO Gai-Xia
State Key Laboratory of the Seedling Bioengineering, Ningxia Forestry Institute, Yinchuan 750004, China

Abstract: Although free proline accumulation is proposed to play protective roles in many plants in response to 
environmental stresses, by either exogenous application or endogenous over-production, in the absence of 
stresses, is found to be inhibitory to plant growth. In order to explore the inner mechanism of the inhibiting 
effect for plant root growth, we detected the expression of auxin marker in response to proline treatment trans-
genic Arabidopsis auxin marker lines. The results showed that proline affected the expression of auxin genes in 
Arabidopsis. The content of auxin was not affected by proline, but the expression of auxin carriers was reduced. 
And in the overexpression lines of PDH, in which proline content was reduced, the expression of auxin carrier 
genes was induced. These results suggested that proline inhibited the auxin flux by inhibiting the expression of 
auxin carrier genes, which broke the auxin concentration gradient, resulted in inhibiting of root growth. This 
research will contribute to understand the role of proline in plant growth and osmotic stress.
Key words: proline; root growth; inhibit; auxin transport; quiescent center
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