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组蛋白去乙酰化酶在杨树根再生和生长中的功能

张　冰，夏德安，马旭俊
（东北林业大学林木遗传育种国家重点实验室，黑龙江哈尔滨１５００４０）

　　摘要：组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）在植物生长和发育过程中具有十分重要的调控作用。目前，关于ＨＤＡＣ的研究
主要集中在草本植物，而关于木本植物的ＨＤＡＣ功能研究鲜有报道。以８４Ｋ杨（银白杨×腺毛杨）和小黑杨２种杨树
组培苗为供试材料，在培养基中添加０、１、５μｍｏｌ／Ｌ浓度的组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素（ＴＳＡ），研究 ＴＳＡ对
杨树根再生和生长的影响。结果表明，ＴＳＡ处理明显抑制２种杨树根的再生和生长，ＴＳＡ浓度越高，对组培苗根的再
生和生长的抑制作用越大。研究结果对于通过根系改良提高杨树对水分和营养物质的利用率、增强杨树抗逆性具有

十分重要的意义。
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　　表观遗传调控是基因表达调控的一种重要方式，是在不
改变ＤＮＡ序列的情况下，通过 ＤＮＡ或组蛋白修饰来影响基
因的转录。组蛋白修饰包括组蛋白乙酰化、磷酸化、甲基化、

泛素化、糖基化等［１］，其中组蛋白乙酰化是研究得最早、最清

楚的一种组蛋白翻译后修饰［２］。组蛋白乙酰化修饰主要发

生在组蛋白Ｎ末端的赖氨酸残基上，包括组蛋白乙酰化、组
蛋白去乙酰化２个动态的、可逆的过程。组蛋白乙酰化能够

减弱组蛋白与带负电荷的ＤＮＡ之间的相互作用，使染色质处
于伸展状态［３］；又可以改变核小体的表面结构，形成有利于

转录调节因子结合的位点［３－４］，进而对基因的转录具有促进

作用。相关研究表明，在转录活化区域内，组蛋白多表现出高

度的乙酰化状态。组蛋白去乙酰化常常引起染色质的凝缩，

与基因转录抑制或基因沉默有关。组蛋白乙酰化、去乙酰化

过程分别由组蛋白乙酰基转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简
称 ＨＡＴ）、组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，简称
ＨＤＡＣ）催化完成，二者共同作用保证细胞内组蛋白乙酰化水
平处于动态平衡。ＨＤＡＣ是１个基因超家族，在真核生物包
括真菌、植物和动物中广泛分布。１９９６年第１个 ＨＤＡＣ基因
从哺乳动物细胞中得到克隆［５］，１９８８年在豌豆中首次发现植
物组蛋白去乙酰化酶的存在［６］。近十几年来，植物 ＨＤＡＣ越
来越受到重视，ＨＤＡＣ基因从玉米、拟南芥、水稻、大麦、马铃
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薯、葡萄、烟草等多种植物中得以鉴定和分析。根据与酵母

ＨＤＡＣ序列同源性比较，这些植物ＨＤＡＣ可分为３个亚家族：
ＲＰＤ３／ＨＤＡ１、ＨＤ２、ＳＩＲ２，其中ＨＤ２是植物所特有的一类组蛋
白去乙酰化酶。ＨＤＡＣ在植物生长、发育、胁迫反应和基因沉
默过程中具有十分重要的调控作用。

虽然相关报道不多，但在拟南芥等草本植物中的研究表

明，ＨＤＡＣ在根系发育（包括根毛发育、侧根形成和主根生
长）过程中发挥着十分重要的调节作用。ＨＤＡＣ与根毛发育
有密切关系。早在２０００年，Ｍｕｒｐｈｙ等研究发现，ＨＤＡＣ特异
性抑制剂如组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ
Ａ，简称ＴＳＡ）、丁酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ）能够抑制豌豆（Ｐｉｓｕｍ
ｓａｔｉｖｕｍ）根分生组织细胞的有丝分裂［７］。２００５年，Ｘｕ等研究
发现，ＴＳＡ处理能够改变根模式形成相关基因 ＣＰＣ、ＧＬ２、
ＷＥＲ的表达，并引起根毛细胞在非根毛形成部位的出现和发
育［８］。２０１１年，Ｚｈｕ等研究发现拟南芥 ＲＰＤ３／ＨＤＡ１亚家族
另一个成员ＨＤＡ６能够抑制根发育调节因子 ＥＩＮ３（ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ３）所调节基因的表达，并抑制茉莉酸（ＪＡ）信号反
应；ＴＳＡ处理会诱导拟南芥幼苗产生大量根毛［９］。拟南芥

ＨＤＡ１９也与根毛发育有关，ＨＤＡ１９促进低磷（Ｐｉ）条件下根
毛的产生［１０］。除了调节根毛发育，ＨＤＡＣ对侧根发育也有十
分重要的作用。侧根的发育受到生长素以及生长素应答因子

（ａｕｘｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ，简称ＡＲＦ）的调节。ＨＤＡＣ对生长素介
导的拟南芥侧根的发育具有负调控作用［１１］。在根发育过程

中，生长素到达主根根尖需要生长素转运蛋白如 ＰＩＮ（ｐｉｎ－
ｆｏｒｍｅｄ）家族、ＡＢＣ（ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ）超家族的运输［１２］。

２０１３年，Ｎｇｕｙｅｎ等研究发现，在ＨＤＡＣ抑制剂如ＴＳＡ、ＮａＢ存
在下，ＰＩＮ１蛋白被２６Ｓ蛋白酶降解，导致 ＰＩＮ蛋白不能在根
尖部位积累，进而显著抑制了拟南芥主根的生长［１３］。在水稻

中，ＯｓＨＤＡＣ１与根生长有关，ＯｓＨＤＡＣ１基因过量表达能够促
进水稻根的生长［１４］。近期的关于玉米的研究表明，ＨＤＡＣ抑
制剂ＮａＢ处理引起玉米根分生组织细胞有丝分裂停滞在早
前期，根的生长受到严重抑制［１５］。虽然ＨＤＡＣ在根生长发育
中的功能研究较少，但已有研究充分说明，ＨＤＡＣ对植物根系
形成和发育十分重要。

目前，关于木本植物 ＨＤＡＣ基因在根生长发育中的功能
研究鲜有报道。杨树在世界范围内广泛分布，不仅是重要的

造林和工业用材树种，也是木本植物研究的模式植物。本研

究分析了ＨＤＡＣ在杨树根再生和生长过程中的功能，这一研
究不仅在理论上有利于人们了解杨树根系生长发育的表观遗

传调控机制，而且对于通过根系改良提高杨树对水分、营养物

质的利用率以及提高杨树抗逆性具有一定的意义。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本研究所用的植物材料８４Ｋ杨、小黑杨无菌苗，由东北

林业大学林木遗传育种国家重点实验室提供。

１．２　试验方法
１．２．１　杨树无菌苗的继代培养　８４Ｋ杨、小黑杨无菌苗在
ＷＰＭ培养基上培养４～５周，切茎段，将含有腋芽的茎段插入
ＷＰＭ培养基上培养３周，至腋芽萌发、长出幼苗。然后将幼
苗从茎段上切下，并放到含有０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ的 ＷＰＭ培养基
上进行生根培养。ＷＰＭ培养基含有２％蔗糖、０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ、
０．６％琼脂，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至５．８。组培苗在温
度为（２３±２）℃、光—暗周期１６ｈ—８ｈ的条件下培养。
１．２．２　杨树幼苗的ＴＳＡ处理　将４～５周龄８４Ｋ杨、小黑杨
组培幼苗切茎段，茎段在ＷＰＭ培养基上培养３周，然后将杨
树茎段上由腋芽萌发长出的幼苗用剪刀剪下，分别放在含有

０、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的 ＷＰＭ培养基上进行生根培养，培养温
度为（２３±２）℃，光—暗周期为１６ｈ—８ｈ。
１．２．３　植株根长、高度的测定　将８４Ｋ杨、小黑杨组培幼苗
在含有０、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的 ＷＰＭ培养基上生根１、２周时，
分别测量并记录８４Ｋ杨、小黑杨再生幼苗的主根长度、植株
高度，利用Ｐｒｉｓｍ６软件对数据进行处理，并通过多重比较法
分析差异显著性。当Ｐ＜０．０５时，表示存在显著性差异。

２　结果与分析

２．１　ＴＳＡ抑制杨树根的再生
２．１．１　ＴＳＡ抑制８４Ｋ杨根的再生　８４Ｋ杨含腋芽的茎段在
ＷＰＭ培养基上培养３周后，腋芽长出高１．５ｃｍ左右的幼苗；
将幼苗用剪刀剪下，分别放在含有 ０、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的
ＷＰＭ培养基上生根培养。生根培养１周时，在含有不同浓度
ＴＳＡ的培养基上再生出的不定根长度存在明显差别（图１）。
在含有０μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的培养基上，８４Ｋ杨幼苗基部能够再生
出不定根，不定根平均长度为６．３ｍｍ；在含有１μｍｏｌ／ＬＴＳＡ
的培养基上，８４Ｋ杨组培幼苗再生出的不定根平均长度为
２ｍｍ；在含有５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的培养基上，８４Ｋ杨组培幼苗不
能再生出不定根（图２）。结果表明，ＴＳＡ处理抑制不定根的
再生，ＴＳＡ浓度越高，对根再生的抑制作用越强。
２．１．２　ＴＳＡ抑制小黑杨根的再生　与８４Ｋ杨相似，小黑杨
幼苗不定根的再生受 ＴＳＡ的明显抑制（图３）。小黑杨在含
有０μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的ＷＰＭ培养基上生长１周时，在幼苗的基
部能够再生出不定根，不定根的平均长度为１６ｍｍ；当培养基
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中ＴＳＡ浓度为 １μｍｏｌ／Ｌ时，再生出的不定根平均长度为
３．５ｍｍ；当培养基中ＴＳＡ浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时，再生出的不定
根平均长度为２ｍｍ（图４）。
２．２　ＴＳＡ抑制杨树根的生长
２．２．１　ＴＳＡ抑制８４Ｋ杨根的生长　８４Ｋ杨含腋芽的茎段在
ＷＰＭ培养基上培养３周后，腋芽长出高１．５ｃｍ左右的幼苗，
将幼苗用剪刀剪下，分别放在含有 ０、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的
ＷＰＭ培养基上生根培养。ＴＳＡ处理抑制了再生根的生长，而
且随着ＴＳＡ浓度的增加，其根生长受到的抑制作用越大（图
５）。８４Ｋ杨幼苗在含有０μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的培养基上生长２周
后，幼苗再生出的不定根平均长度为４．５ｃｍ；在含有１μｍｏｌ／Ｌ

ＴＳＡ的培养基上，不定根平均长度为 ２．１ｃｍ；而在含有 ５
μｍｏｌ／ＬＴＳＡ的培养基上，不定根平均长度为１．４ｃｍ（图６）。
２．２．２　ＴＳＡ抑制小黑杨根的生长　小黑杨含腋芽的茎段在
ＷＰＭ培养基上培养３周后，腋芽萌发长出高１．５ｃｍ左右的
幼苗，将幼苗用剪刀剪下，分别放在含有０、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ
的ＷＰＭ培养基上生根培养。在含有不同浓度ＴＳＡ的培养基
上生长２周时，小黑杨再生根的根长度存在明显差异，ＴＳＡ浓
度越高，根的长度越短，呈负相关趋势（图７）。当 ＴＳＡ浓度
为０μｍｏｌ／Ｌ时，植株根的长度平均为５．３ｃｍ；当ＴＳＡ浓度为
１μｍｏｌ／Ｌ时，植株根的长度明显比０μｍｏｌ／Ｌ处理时短小，根
长平均为１．３ｃｍ；当ＴＳＡ浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时，植株根的长度

平均为０．６ｃｍ（图８）。研究结果显示，ＴＳＡ处理能够抑制小
黑杨根的生长。

３　结论与讨论

组织培养是木本植物快速繁殖的一种有效方式，一些树

种在组织培养过程中不定芽或根的再生十分困难。通过改变

培养基成分（如营养物质或激素含量和比例）或培养条件（如

温度、光照度）仍不能有效获得再生植株。因此，亟需一种方

法来实现和提高植物的再生率。表观遗传学是基因表达调控

的一种重要方式，对植物生长和发育具有重要的调控作用，但
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是目前关于表观遗传调控在木本植物不定芽或根再生中的功

能鲜有报道。

本研究分析了组蛋白去乙酰化酶抑制剂ＴＳＡ对８４Ｋ杨、
小黑杨２种杨树根再生和生长的影响，结果显示，ＴＳＡ处理能
够显著抑制这２种杨树根的再生和生长，ＴＳＡ浓度越大，根再
生和生长受到的抑制作用越大。结果表明，ＨＤＡＣ的存在对
于杨树根的再生、生长发育具有十分重要的调节作用，也说明

杨树根的再生、生长受表观遗传调控。
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