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摘要：为了研究番茄幼苗在缺磷胁迫下根系形态发育与生长素、生长素信号转导途径中的转录因子 /0A%，以及调

控 /0A% 表达的上游 ,-.%+* 之间的关系。试验以 ( 和 (""!,?3 B C 磷浓度作为缺磷胁迫和对照，检测了外源生长素

/00（%586DEFE63282 6=2F-= 6=-<）及生长素抑制剂 /G0（/5%586DEFE>3DEFE636,-= 6=-<）对侧根形成的影响；同时采用 .1$
GA. 检测了 /0A% 和 ,-.%+* 在缺磷胁迫下的时序表达。结果表明，缺磷胁迫下侧根大量形成与生长素及其运输密

切相关，在侧根迅速形成的 !* E 内，/0A% 的表达在缺磷胁迫下增强；而其上游的 ,-.%+* 表达降低，从而揭示了缺

磷胁迫下侧根形成与 ,-.%+* 调节 /0A% 表达之间的关系。
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磷是植物生长的一种重要营养元素。施入土壤

中的磷肥大部分被土壤中的铁铝氧化物所吸附或与

土壤中的钙形成沉淀，还有一部分转化为有机磷。

因此，磷在土壤中的有效性较低，是造成植物缺磷的

一个主要原因。在缺磷胁迫下，植物根系通常会产

生大量的侧根来扩大根系在土壤中的吸收面积。由

于侧根的发生与磷的有效性有很好的相关性，因此

一直受到研究者的关注［%$!］。研究表明，缺磷对侧

根的形成在某种程度上依赖于生长素作用；缺磷时

植物侧根对生长素的敏感性提高［)］，并影响生长素
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在根系中的分布［!］。此外，侧根发生过程中生长素

信号还受到转录因子 "#$% 的介导，其表达强度与

生长素浓度、侧根的发生量呈高度正相关［&’(］。最

近在拟南芥中发现，"#$% 的表达受到 )*+%(! 的调

控。)*+%(! 与 "#$% )+"# 特异性结合，引起 "#$%
)+"# 降解，进而影响侧根的发育与形成［,］。但是，

植物在缺磷情况下侧根发生是否与 )*+%(! 及其靶

基因 "#$% 有关，国内外尚未见报道。

-*./0+"#（)*+"#）是近年来在真核细胞中发现

的一类内源具有调控其他基因表达的、非编码（蛋白

质）的小分子 +"#，长度为 12! 1! 34［5］。目前对

)*+"# 作用机制的研究显示，成熟的 )*+"# 先与

+67$（+"#8*39:.;9 <*=;3.*3> .0)?=;@）的复合物结合，

再特异性地与碱基互补的同源 )+"# 配对结合，若

是碱基完全互补，则引起靶 )+"# 的 降 解［A］；若

)*+"# 与靶 )+"# 不完全互补时，则与对应的靶

)+"# 的 BC端非翻译区（BCDE+）结合阻止转录后翻

译［%2’%%］。前者主要存在于植物中，而后者主要在动

物中比较常见。)*+"# 主要参与基因后转录水平的

调控，通过调节其对应的靶基因来控制植物生长发

育，包括根、叶、花和输导组织的形态发生与分化

等［%1’%(］。此外，)*+"# 在调节植物对干旱、盐害及

植物 养 分 等 环 境 胁 迫 的 反 应 方 面 也 起 着 重 要 作

用［%,］。番茄是一种重要的蔬果，也是研究根系形态

发育（如侧根和根毛）的模式植物。因此，本试验利

用番茄幼苗研究了不同供磷水平下根系的形态变化

和磷素缺乏情况下侧根发生与生长素的关系，以及

缺磷情况下其根系中调控生长素信号的转录因子

"#$% 与 )*+%(! 在转录水平上的表达关系，为研究

植物在缺磷胁迫下的生理机制提供依据。

! 材料与方法

!"! 材料培养和处理

番茄（ !"#$%&’()#$* &(#+,&*-+.）品种为苏红 1225
（江苏省农科院提供）。种子用 1F的次氯酸钠消毒

5 )*3，在 % ))0= G H $I7J!溶液中浸泡 ( K 后于 11L
黑暗中发芽。1 9 后将露白的种子均匀地播在漂浮

于营 养 液 面 的 尼 龙 网 上。 营 养 液 组 成 为：2M,
))0= G H $I（ "JB ）1、2M& ))0= G H "N!N1OJ!、%M&
))0= G H P"JB、!M,&!)0= G H Q;7J!、2M& ))0= G H ->8
7J!、%%M& !)0= G H NBRJB、%M1& !)0= G H -3$=1、2M1

!)0= G H S37J!、2MB1 !)0= G H $:7J!、2M21& !)0= G H
N1-0J!和 !M,&!)0= G H "I1TUE#（?N &M&）。对于磷

浓 度 处 理，加 入 2、 2M22&、 2M2&、 2M& ))0= G H

"N!N1OJ!，不足 2M& ))0= G H 的部分以 "N!$= 代替。

植物在生长箱中培养，温度为 1BL，每天光照 %1 K。

营养液每天更换一次，到第 & 9 时采样分析。外加

生长 素 抑 制 剂 与 外 源 生 长 素 的 浓 度 分 别 为 &2
3)0= G H "O# 与 %2 3)0= G H "##，在每天更换营养液

时根据试验设计要求加入。由于所有番茄培养时间

均为 & 9，如无特别说明，则外加生长素抑制剂与外

源生长素时间均为 & 9，如加入时间为 ! 9，表示移栽

%9 后加入，依次类推；不加生长素抑制剂和外源生

长素的为对照，试验均重复 B 次。

!"# 测定项目与方法

根系形态分析：将番茄幼苗在茎与根的交界处

切开，根长、侧根数和侧根原基测量在体视镜下进

行。根长，侧根长用直尺测量，侧根原基数在体视镜

下计数。

植物磷含量测定：将幼苗在液氮中迅速冷冻，

研磨后称取 &2 )> 冻干粉溶解于 &2 )H %2F（V G V）

E$# 中，!L往复振荡 %& )*3。%1222 W > 离心 & )*3
后取上清液，用钼蓝比色法测定磷含量［%5］。

根系总 +"# 采用 E/*X0=（63V*4/0>;3）提取：由于

成熟 )*+"# 片断太短，因此先对其进行 ?0=Y# 加尾

处理［%(］。反应体 系 为 1&!H（%M&!> 404I= +"#<、%
))0=G H #EO、1M& ))0= G H -3$=1 和 1 D ?0=Y#
?0=Y);/I<;），反应条件 B,L (2 )*3。加尾后的 +"#
直接进行反转录，反应体系为 1&!H，其中含有 %1M&

!H ?=0Y# 加尾的产物，2M& ))0= G H 9"EO，122 D-8
-HZ 反转录酶（O/0);>I），%!H 锚定引物［&C8$[##8
$#E[E#$#[E$$#E[[#E#[ 9（E）B2（#，[ 0/ $）（#，

[，$ 0/ E）8BC］，获得 .U"# 产物。以 TQ8%I 作为内

参，其扩增所用引物为：正义链 &C8#[#$$#$$##[8
E#$E#$E[$#$8BC； 反 义 链 &C8$$#$$##E$EE[E#8
$#$#E$$8BC。扩增 "#$% 的引物为：正义链 &C8$$8
$EE[[#$EEE[#E#$#$8BC； 反 义 链 &C8E[[$EEE$$
#[E##$$#[#E#$[8BC。扩增 )*+%(! 的引物为：正

义链即为 )*+"# 序列，反义链为加尾所含序列（&C8
$[##$#E[E#$#[E$$#E[[#E#[8BC）。 反 应 体 系：

1&!H［包括 %2 ))0= G H E/*<8N$=（?N 5MB）、&2 ))0= G H
P$=、%M& ))0= G H ->$=1、2M2%F [;=I4*3、2M2%F E/*403
\8%22、2M1 ))0= G H 9"EO、1D EI] U"# ?0=Y);/I<;

（EIPI+I）、2M& ))0= G H ?/*);/］。反应条件为：A!L预

变性 B )*3。1& 循环：%）A!L变性，B2 <；1）,1L退

火，B2 <；B）(&L延伸，!2 <，最后保持 ,1L，& )*3。

实验数据均使用 7O77 %BM2 进行统计与分析。
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! 结果与分析

!"# 磷有效性对番茄幼苗根系形态的影响

番茄种子发芽后，直接转移到含有不同磷浓度

的营养液中。培育 ! " 后发现，完全缺磷营养下的

番茄幼苗侧根数量最多，平均有 # 条；!!$%& ’ ( )*
处理下的幼苗平均有 ! 条侧根。当磷浓度达到 !+

!$%& ’ ( 时，侧根数目明显减少，仅有 ,!- 条；当磷

浓度达到 !++!$%& ’ ( 时，侧根数量平均为 . 条（图

./）。同时，侧根的总长度也随着营养液中磷浓度

的升高而降低，其变化趋势与侧根数目的变化一致

（图 .0）。相比之下，培养 ! " 后主根的长度在 +!!

!$%& ’ ( 磷浓度范围内无显著差异，而且比 !+!!++

!$%& ’ ( 磷浓度下培养的主根略长一些（图 .1）。幼

苗体内的磷含量随着营养液中磷浓度的增高而显著

增加（图 .2）。

为了避免完全缺磷可能带来的其他影响，我们

选取了 !!$%& ’ ( 和 !++!$%& ’ ( 的供磷浓度作为缺

磷胁迫处理（ 3 )）与供磷对照（ 4 )）进行以下研究。

图 # 不同供磷浓度下番茄幼苗的根系形态及其体内磷含量

$%&’# ()*+,)-)&. )/ *))0 1.1023 456 +,)1+,402 7)50250 )/ 0)340) 1226-%5&1 78-0%94026 8562* 6%//2*250 : -292-1

!"! 生长素对番茄幼苗侧根发育的影响

生长素是影响根系形态变化的一个重要因素。

在缺磷与供磷营养液中分别加入生长素运输抑制剂

5)/ 和外源生长素 5//，结果发现，在外加 5)/ 的

情况下，缺磷和供磷植物的侧根发生都受到强烈的

抑制，植株几乎没有长出侧根；而加入 5// 后，供

磷植物也产生了大量的侧根，与不加 5// 的缺磷植

物的侧根数目相近；缺磷植物在外加 5// 的情况

下，也产生了更多的侧根，并且有显著差异（图 ,/）。

植物侧根的总长度变化在外加 5)/ 与 5// 时，与

侧根的发生量变化一致（图 ,0）。除了侧根以外，侧

根原基的数目在 5)/ 的处理下也受到明显的抑制，

外加 5// 显著促进了侧根原基的数目（图 ,1）。

!"; 磷有效性与生长素运输对侧根发育的交互作

用

为了进一步研究缺磷诱导侧根发生与生长素之

间的关系，将缺磷番茄幼苗用 5)/ 进行不同时间段

的连续处理 ! "。结果发现，移栽 . 和 , " 后用 5)/
处理，即连续处理 6 和 - "，几乎完全抑制了侧根形

成（图 -/），侧根的伸长生长也相应地受到抑制（图

-0）。相比之下，移栽 -!6 " 后的缺磷幼苗用 5)/
连续处理 , 和 . "，虽然也减少了侧根的形成数量，

但与对照相比，仅减少了 -+7（图 -/）。因此，第 -
和第 6 " 是侧根形成的重要时期。相对而言，侧根

8#. 植 物 营 养 与 肥 料 学 报 .# 卷



的伸长生长却受到了强烈的影响，表现为侧根总长

度下降了 !"#（图 $%）。为了明确生长素对侧根形

成早期的调控影响，观察了 &’( 处理对侧根原基数

量的发生的影响（图 $)），结果发现，连续 $ 和 * + 的

&’( 处理均明显减少了侧根原基的数量，达 ,"#以

上；连续用 &’( 处理 - 及 . + 对侧根原基数量的抑

制分别减弱为 ."#和 $"#左右。与侧根形成数量

受 &’( 抑制的结果相比（图 $(），生长素抑制剂 &’(
对侧根原基是否发育成侧根的影响更大。

图 ! 生长素抑制剂 "#$ 与外源生长素 "$$ 对缺磷与供磷番茄幼苗侧根发育的影响

%&’(! )**+,- .* "#$ /01 "$$ .0 -2+ 1+3+4.56+0- .* -.6/-. 4/-+7/4 7..-8 901+7 # 1+*&,&+0,: /01 89**&,&+0- ,.01&-&.08

图 ; 不同时间段 "#$ 处理对缺磷番茄侧根发育的影响

%&’(; )**+,- .* "#$ .0 -2+ 1+3+4.56+0- .* -.6/-. 4/-+7/4 7..-8 901+7 # 1+*&,&+0,:

!<= "$>? 与 6&@?A= 在侧根形成过程中的表达变

化

为了验证转录因子 &()- 与 /01-2* 在侧根发

育过程中可能的作用，本试验观察了番茄根系侧根

发生的过程。如图 *( 所示，番茄幼苗从第 $ + 开始

长出侧根，到第 * + 时是侧根大量形成的时期。通

过半定量 134’)1 分析发现，在第 $ 和第 * + 的 .* 5
中 &()- 在缺磷植物与供磷植物的根系中的表达都

有上升的趋势，但缺磷植物的 &()- 表达量要明显

高于供磷植物。与此同时，/01-2* 的表达量在缺磷

植物中始终低于供磷植物（图 *%）。

; 讨论

土壤中磷素缺乏的主要原因是磷在土壤中容易

被固定，移动性差，因此截获是植物根系获得土壤中

磷素的一个主要方式。植物根系通过分枝，产生大

量侧根以扩大吸收范围。本试验中，随着营养液中

供磷浓度的降低，侧根数逐渐增加，侧根总长度也随

之增加，与磷有效性之间体现了较好的负相关（图

-）。说明外界环境中磷的有效性是决定植物根系形

态变化的一个重要因素。相比之下，主根的长度与

外界供磷浓度之间没有类似的关系。主根在缺磷胁

迫下（"!,!/67 8 9）比不缺磷时（,"!,""!/67 8 9）略

有伸长。类似的情况在拟南芥中也有发现［$］，并且

只有在供磷水平低于 ,"!/67 8 9 时，根系鲜重才显

著增加；但是在各个低磷浓度处理之间无显著差

异。结合本试验结果（图 -(、)），在缺磷胁迫下，植

物根系（包括主根与侧根）生长得到了促进；同时从

图 -: 可知，外界磷浓度是造成植物体内磷含量差

异的一个主要原因。

;2-- 期 曾后清，等：缺磷胁迫下番茄侧根形成与 /01-2* 及 &()- 表达的关系



图 ! 番茄幼苗根系发育过程及其侧根发育过程中 "#$% 与 &’(%)! 的表达变化
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根系形态的改变与外界环境中供磷水平密切相

关，但最终是通过影响植物体内的激素调控来实现

的。在本试验中（图 !"），外加生长素运输抑制剂

#$" 严重抑制了缺磷植物的侧根发生，而施用外源

生长素 #"" 则导致供磷植物也产生大量的侧根。

说明缺磷时番茄幼苗侧根的生长依赖于生长素；相

应的，侧根长度的变化也与此一致（图 !%）。尽管侧

根原基的数量变化也有上述类似的趋势（图 !&），但

是供磷植物所形成的侧根原基亦达到缺磷植物的

’()左右，即使在加入生长素抑制剂 #$" 的情况

下，无论供磷还是缺磷植物的侧根原基数量都没有

完全受到抑制，相比之下侧根形成则完全受到抑制

（图 !"）。此外，即使加入了外源生长素 #"" 后，供

磷和缺磷植物所增加的侧根原基数量也很少，这与

#""处理下侧根大量形成有着明显的差别。说明

侧根原基的形成也需要生长素，但是对生长素的敏

感性及依赖性不如侧根发生过程时那么强烈。由此

可知，缺磷是诱导侧根原基增多的一个主要原因，缺

磷信号通过植物体内的生长素使更多的侧根原基发

育成侧根。

由于生长素是在植物的地上部分合成并运输到

根系组织，因此生长素的极性运输决定了生长素在

根系中的浓度与分布［*+］。#$" 是抑制生长素极性

运输的一种化学试剂。通过 #$" 对缺磷胁迫下的

番茄幼苗进行处理时发现，前期开始处理彻底抑制

了侧根的形成，而后期处理则无法完全抑制侧根的

形成（图 ,"）。表明前期处理可能导致缺磷诱导产

生的生长素在向地性运输过程中受到抑制而无法在

根系中积累，以至于侧根形成受阻。尽管侧根原基

的数量并没有受到完全的抑制（图 ,&），而后期 #$"
处理可能无法改变根系中已有的生长素的作用，植

物仍能够形成侧根。但是，由于处理后生长素的运

输开始受到抑制，导致侧根形成数量减少。相比之

下，无论处理时间长短，侧根的伸长生长都受到了

#$" 强烈的抑制（图 ,%），说明生长素对侧根的伸长

生长影响更大。

#"&* 是 #"& 家族中的一员，是一个转录因子，

能激活生长素 信 号 途 径 中 两 个 下 游 基 因 -%$ 和

"./,。#"&* 不仅本身受生长素诱导，同时也调控

生长素信号来促进侧根的形成和发育。因此，#"&*
的过表达与反义转基因拟南芥分别显示出侧根增加

与侧根减少两种表型［(］。从图 0" 中可知，番茄幼

苗生长到第 ,!0 1，是侧根迅速形成的主要时期。

在 !0 2 之内（图 0%），无论是缺磷还是供磷植物的

#"&* 表达都有上升的趋势，但是缺磷植物的 #"&*
表达量明显高于供磷植物。因此推测，在这个侧根

迅速形成的过程中，#"&* 的表达增强是激活侧根发

育的重要原因之一。而与 #"&* 互补的 34/*50 表

达水平则始终表现为缺磷处理比供磷要低，在趋势

上与 #"&* 的表达差异相反。说明 34/*50 在缺磷

胁迫时下调，是 #"&* 的表达水平升高的一个重要

原因，对缺磷植物大量形成侧根起到重要的调控作

用。但是缺磷又是如何来调控 34/*50 的表达，还有

待进一步的研究。
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