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多胺生物合成抑制剂D-精氨酸对拟南芥幼苗根系生长的影响
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摘要: 为探讨多胺生物合成抑制剂D-精氨酸(D-arginine, D-Arg)对拟南芥根系生长的影响, 首先用腐胺(0.1 mmol·L-1)和D-
Arg (1.0 mmol·L-1)处理种子萌发后生长2 d的拟南芥幼苗。腐胺(0.1 mmol·L-1)显著促进主根伸长, D-Arg (1.0 mmol·L-1)显著

抑制主根伸长, 并对主根根尖的细胞形态有明显影响。为了进一步了解D-Arg影响拟南芥主根生长的机理, 采用浓度梯度

D-Arg处理幼苗根系。实验结果表明, 随着D-Arg浓度增加(0.2~1.0 mmol·L-1), 拟南芥幼苗主根生长受抑制的程度越严重。

微分干涉观察主根根尖发现, 外源施加D-Arg, 引起拟南芥主根根尖分生区的细胞数目减少, 使拟南芥幼苗表现出主根的伸

长生长变缓。当分生区数目较少时, 出现主根几乎不再伸长的现象。由此推测, 多胺生物合成抑制剂D-Arg对拟南芥幼苗

根生长的抑制作用机制, 是D-Arg影响了其根尖分生区的细胞分裂活动, 使分生区细胞数目减少, 从而引起分生区长度减

小, 最终导致拟南芥主根伸长生长受到抑制。

关键词: 腐胺; 多胺合成抑制剂; 根生长; 分生区; 细胞分裂
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Abstract: To analysis the effects of polyamine biosynthetic inhibitor D-arginine (D-Arg) on root growth in Ar-
abidopsis thaliana, firstly two-day seedlings were treated with 0.1 mmol·L-1 putrescine or 1.0 mmol·L-1 D-Arg. 
The results showed that putrescine promoted the elongation of main root, while D-Arg inhibited significantly 
and also had negative effect on the shape of root tip cells. In order to further research the effects of D-Arg on 
main root development, Arabidopsis seedlings were treated with D-Arg of varying concentrations. The results 
showed that the degree of inhibition on main root growth was increased with an increase of D-Arg concentra-
tion (0.2–1.0 mmol·L-1). The observation of root tip structure by differential interference microscopy found that 
D-Arg decreased the cell number of main root meristematic zone and main root growth length in A. thaliana. 
When the cell number of meristematic zone was very few, main root elongation growth almost stopped. So we 
conclude that the mechanism of D-Arg treatment resulting in main root growth inhibition is that D-Arg inhibits 
cell division of meristem leading to cell number of meristem zone reduction and then suppresses the main root 
elongation growth in A. thaliana.
Key words: putrescine; polyamine synthesis inhibitor; root growth; meristematic zone; cell division

根系是植物完成生命活动的重要器官, 其主

要功能是吸收水分和养分, 并固定植株。根系的

形态建成直接影响植株的生长状况(Stephanie和
Ive 2012)。植物根发育中的重要事件包括根尖生

长、侧根起始以及根的生长方向, 其中分生区的

活动在根尖生长中是核心, 对根的生长及根的形

态建成起着至关重要的作用(Lynch 1995)。
多胺(polyamines, PAs)是一类具有强生物活

性的低分子量脂肪族含氮碱, 广泛存在于除了一

些古生菌之外的所有原核和真核生物体内(Kusano
等2007)。在植物中, PAs参与了众多的生长发育过

程(Kusano等2008), 如PAs能够影响植物木质部的

发育(Tisi等2011)、根系生长(Tisi等2011; Gurung
等2012)等, 也参与抗逆等生理活动(Shi和Chan 
2013)。腐胺(putrescine, Put)、亚精胺(spermidine, 
Spd)和精胺(spermine, Spm)是高等植物体内的主

要类型。在植物多胺的生物合成过程中, Put是合

成途径的中心产物, 由精氨酸途径和鸟氨酸途径
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合成, 其中精氨酸脱羧酶(arginine decarboxylase, 
ADC)和鸟氨酸脱羧酶(ornithine decarboxylase, 
ODC)分别是精氨酸途径和鸟氨酸途径的关键酶

(Fuell等2010)。在拟南芥中没有检测到ODC活力, 
其腐胺合成是通过ADC催化精氨酸脱羧生成胍基

丁胺(agmatine, Agm), 再脱去一分子氨和氨甲酰磷

而生成(Hanfrey等2001)。D-精氨酸(D-arginine, 
D-Arg)是ADC的竞争性抑制剂, 由于ADC对它的

脱羧作用缓慢, 使得D-Arg与ADC活性中心结合后, 
从而抑制Put的生物合成(Tiburcio等1987)。拟南芥

的根中有较高的ADC活力, ADC活力下降引起Put
水平降低, 直接抑制了拟南芥根的生长(Watson等
1998)。然而, 拟南芥根中ADC活力与Put水平的下

调究竟如何影响根的生长？是否通过影响根尖分

生区的功能来抑制根的生长？因此, 本实验通过

研究外源ADC抑制剂D-Arg对拟南芥幼苗根系

生长及主根根尖结构尤其是分生区细胞的影响, 
初步探究ADC活力降低抑制拟南芥根生长发育的

机理。

材料与方法

1  植物材料与培养

取拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)生态型

Col-0种子10%次氯酸钠溶液消毒15 min, 无菌水清

洗, 4 ℃避光春化3 d。播种于含1/2MS (Duchafa公
司, 荷兰)、1%蔗糖和1%琼脂基本培养基(pH 5.8)
的方形塑料透明培养皿(13 cm×13 cm)中。方皿向

后倾斜约15°竖直放置于培养间。

选取种子萌发2 d后生长正常、整齐一致的幼

苗, 分别转入基本培养基、含0.1 mmol·L-1 Put以及

梯度浓度D - A rg  ( 0 . 2、0 . 4、0 . 6、0 . 8和1 . 0 
mmol·L-1)的基本培养基中培养。拟南芥生长条件

是温度22 ℃, 相对湿度60%, 光/暗周期16 h/8 h, 光
照强度40~60 μmol·m-2·s-1

。连续观察10 d。
2  测定指标及方法

2.1  根系生长状况观察

移苗后定期拍照, 取方皿并以坐标纸为标尺, 
数码相机拍照 ,  记录幼苗根系生长状况。使用

Image-Pro Plus 6.0软件(Media Cybernetics 公司)的
曲线测量工具测量记录照片中拟南芥幼苗主根长

度。根长计算方法采用以下公式: 根长L (cm)=V 

(1)×1.0 cm/V (2), 其中V (1)代表Value (1), 指曲线

工具测量的主根长度像素值; V (2)代表Value (2), 
指直线工具测量的1.0 cm长度标尺像素值, 试验重

复3次。

2.2  整体封埋法观察主根根尖

取整株幼苗置于载玻片上, 滴加适量HCG透

明剂(水合氯醛:去离子水:甘油=8:3:1)于主根根尖

处, 盖上盖片, 微分干涉显微镜(Nikon Eclipse 80i, 
DXM1200c)下观察拍照。

2.3  根冠细胞淀粉粒染色

取整株幼苗置于载玻片上, 先滴加适量碘液

(Lugol, Sigma公司)于根尖处染色30 s, 再滴加适量

HCG透明剂进行透明、压片观察。

3  数据统计分析

主要计算公式: 主根伸长长度L=Ln–L0, 其中L0

代表移苗后第0天主根长度, Ln代表移苗后第n天主

根长度; 主根生长速率V=(Ln–Ln-2)/2, 其中Ln代表移

苗后第n天主根长度, Ln-2代表移苗后第n-2天主根

长度(n>2), 2 d为拍照间隔时间。

采用 SPSS Statistics 软件的 LSD test 进行统

计分析。

实验结果

1  外源0.1 mmol·L-1 Put和1.0 mmol·L-1 D-Arg对拟

南芥幼苗根系生长发育的影响

拟南芥种子萌发后培养2 d, 挑选生长整齐一

致的拟南芥幼苗, 分别采用0.1 mmol·L-1 Put及腐胺

生物合成抑制剂1.0 mmol·L-1 D-Arg处理5 d, 根系

生长情况如图1-A所示。与不添加任何外源Put或
D-Arg的对照相比, 0.1 mmol·L-1 Put处理的拟南芥

幼苗根系长于对照, 1.0 mmol·L-1 D-Arg处理的幼

苗根系明显比对照短(图1-A)。结果表明拟南芥幼

苗根系的发育受到了外源Put的促进和D-Arg的显

著抑制。

0.1 mmol·L-1 Put 处理拟南芥幼苗5 d, 主根根

长的平均伸长长度3.34 cm, 比未处理对照组2.70 
cm提高23.42% (图1-B); 侧根数目有所增加, 但侧

根密度无显著差异(图1-C)。1.0 mmol·L-1 D-Arg处
理的主根根长的平均伸长长度0.47 cm, 比未处理

对照组降低82.69% (图1-B); 侧根数目显著增加, 
且侧根密度差异显著(图1-C)。
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由图1-D主根生长速率曲线可知, 0.1 mmol·L-1 
Put处理的拟南芥幼苗主根生长速率明显高于未处

理对照; 1.0 mmol·L-1 D-Arg处理的主根生长速率

一直处于急速下降的趋势, 处理3 d后, 根的生长速

率极低, 主根几乎不再伸长。以上实验结果分析

表明, 与对照组相比, 0.1 mmol·L-1 Put显著促进主

根的伸长 ,  其促进作用较为稳定和持续 ,  而1.0 
mmol·L-1 D-Arg严重抑制主根伸长, 但对侧根的产

生有促进作用。

对外源Put、D-Arg处理的幼苗主根根尖进行

透明、染色和微分干涉观察, 根尖结构如图2所

示。无外源Put、D-Arg处理的幼苗主根根尖可以

清楚观察到根冠区、分生区及伸长区等, 4层根冠

小柱细胞内呈现碘液染出的蓝色。0.1 mmol·L-1 
Put处理的根尖结构与对照基本一致, 根冠小柱细

胞的碘液染色情况也与对照无明显区别(图2)。但

是, 与对照组幼苗主根根尖比较, 1.0 mmol·L-1 
D-Arg处理的根尖结构明显不同, 其分生区及伸长

区的表皮和皮层细胞均表现出形态不规则、排列

不整齐且细胞异常膨大, 仅有极少数根冠细胞被

碘液染出较浅颜色(图2)。结果表明腐胺合成抑制

剂D-Arg影响了拟南芥幼苗主根根尖的结构、根

图1  外源Put (0.1 mmol·L-1)和D-Arg (1.0 mmol·L-1)对拟南芥幼苗根系生长的影响

Fig.1  Effects of exogenous Put (0.1 mmol·L-1) and D-Arg (1.0 mmol·L-1) treatments on root growth of A. thaliana seedlings
A: 根系生长情况; B: 主根伸长长度; C: 侧根数目; D: 主根生长速率曲线(n≥30, *代表0.01<P≤0.05, **代表0.001<P≤0.01, ***代表

P≤0.001)。
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尖细胞的形态以及根冠细胞中淀粉的形成。

2  不同浓度D-Arg对拟南芥幼苗主根生长发育的

影响

为了进一步了解外源D-Arg对拟南芥主根生

长发育的影响, 将2 d苗龄的幼苗采用梯度浓度 
(0、0.2、0.4、0.6、0.8和1.0 mmol·L-1) 的D-Arg处
理8 d, 其根系生长情况见图3。随着D-Arg浓度的

升高, 幼苗主根长度逐渐减小; 当D-Arg浓度高于

0.6 mmol·L-1
时, 根系的生长状况与对照组(图3-A)

差异非常明显; 主根长度显著短于对照组, 侧根

发生较密集, 且少数侧根伸长超过主根(图3-D、

E、F)。
将不同浓度D-Arg处理后的拟南芥幼苗主根

每2 d的伸长量进行统计分析, 数据如图4-A所示。

对照组、0.2和0.4 mmol·L-1 D-Arg处理拟南芥幼苗

均在4~6 d主根伸长量最高, 0.6 mmol·L-1 D-Arg处
理幼苗6 d的主根伸长量低于4 d, 而0.8 mmol·L-1 
D-Arg处理的幼苗在4 d主根伸长量已明显下降(图

图2  外源Put和D-Arg处理5 d的拟南芥幼苗主根根尖观察(标尺=50 μm)
Fig.2  Main root tips of A. thaliana seedlings with exogenous Put and D-Arg 5-day treatments (scale bar=50 μm)

图3  拟南芥幼苗在不同浓度D-Arg处理8 d后 
的根系生长情况

Fig.3  Root development of A. thaliana seedlings with varying 
concentrations D-Arg 8-day treatments 

A~F: 依次为0、0.2、0.4、0.6、0.8和1.0 mmol·L-1浓度的D-Arg处理。

4-A)。不同浓度D-Arg处理下拟南芥幼苗的主根

生长速率曲线如图4-B所示。0.6与0.8 mmol·L-1 
D-Arg处理下的主根生长速率曲线趋势较接近, 0.2 
mmol·L-1 D-Arg与对照的较接近, 而0.4 mmol·L-1 
D-Arg处理的则介于二者之间(图4-B)。以上结果

表明外源D-Arg处理影响拟南芥幼苗的主根生长

发育, 而且随着添加D-Arg浓度的增加, 对主根生

长的抑制作用越大 ;  当外源D-Arg浓度超过0.4 
mmol·L-1

时, 拟南芥幼苗表现敏感, 在处理2 d即出

现主根生长减缓, 4 d以后主根几乎停止生长。

3  外源D-Arg对拟南芥幼苗主根根尖分生区的影响

将不同浓度D-Arg处理拟南芥幼苗的主根根

尖, 采用整体封埋法观察根尖结构如图5-A所示。

处理5 d的幼苗, 随着外源D-Arg浓度的升高, 主根

根尖分生区的长度逐渐减小(图5-A、B)。0.2、0.4 
mmol·L-1 D-Arg处理与对照组相比根尖结构比较

接近, 根冠区、分生区以及伸长区细胞结构清晰, 
根尖分区明显; 0.6 mmol·L-1 D-Arg处理主根根尖

分生区细胞数急剧减少, 但表皮和皮层细胞形态

仍然比较正常; 0.8 mmol·L-1 D-Arg处理的根尖结
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构紊乱, 分生区及伸长区的表皮、皮层细胞均表

现出形态不规则、排列不整齐且细胞异常膨大的

现象(图5-A)。D-Arg处理浓度在0.4 mmol·L-1
及其

以上时, 与对照组相比, 主根根尖分生区长度呈现

极显著差异(图5-B)。外源不同浓度D-Arg的处理

都导致拟南芥幼苗主根根尖分生区的细胞数目与

对照组相比极显著减少(图5-C)。随着D-Arg处理

浓度的升高, 拟南芥幼苗主根根尖分生区长度逐

图5  不同浓度D-Arg处理拟南芥幼苗5 d对主根根尖分生区的影响(标尺=50 μm)
Fig.5 Effects of D-Arg 5-day treatments with varying concentrations on meristem zones  

of A. thaliana seedling main root tips (scale bar=50 μm)
A: 0、0.2、0.4、0.6和0.8 mmol·L-1 D-Arg浓度依次处理后的主根根尖分生区结构(竖线示意分生区长度, 标尺=50 μm); B: 主根根尖分

生区长度; C: 主根根尖分生区细胞数目(n≥15, ***代表P≤0.001)。

图4  不同浓度D-Arg处理对拟南芥幼苗主根生长的影响

Fig.4  Effects of D-Arg treatments with varying concentration on main root growth of A. thaliana seedlings
A: 不同时间, 主根伸长长度; B: 主根生长速率曲线(n≥30, *代表0.01<P≤0.05, ***代表P≤0.001)。
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渐变短(图5-B), 分生区细胞数目也逐渐减少(图
5-C)。

讨　　论

已有实验表明外源D-Arg可以抑制植物根的

生长(Wang和Kao 2006; Ortega-Amaro等2012), 但
对其机理还知之甚少。本实验采用不同浓度

D-Arg处理拟南芥幼苗根系, 分析其对拟南芥根系

生长的作用, 并进一步研究其对主根根尖结构及

分生区细胞的影响。研究发现多胺生物合成抑制

剂D-Arg能够减少拟南芥主根分生区的细胞数目, 
进而影响根系的生长和发育。

本实验结果表明随着D-Arg浓度的增加, 其对

主根伸长的抑制作用越明显。Ortega-Amaro等
(2012)采用2 mmol·L-1 D-Arg处理拟南芥幼苗, 其主

根伸长也受到严重抑制。关于外源D-Arg处理水

稻幼苗的报道中, 也出现了根长变短的现象(Wang
和Kao 2006)。这些与我们的研究结果类似。还发

现D-Arg可以增加拟南芥幼苗侧根数目但侧根的

伸长似乎受到抑制。采用另外一种多胺合成抑制

剂DMFO (1 mmol·L-1)处理烟草的根, 也出现侧根

数目增加和侧根长度减短的现象(Ben-Hayyim等

1994)。通过EMS诱变获得AtADC基因缺失突变体

spe1-1和spe2-1, 研究发现它们侧根数目也较多

(Watson等1998)。
除此以外, 我们还发现随着D-Arg浓度的升

高, 根尖分生区的细胞数目逐渐减少。最近的研

究报道, 拟南芥突变体植株体内精氨酸含量的急

剧下降引起主根根尖分生区缩短, 从而其主根生

长受到严重抑制(Frémont等2013)。因此, 我们推

测外源D-Arg抑制拟南芥幼苗主根伸长生长, 可能

是由于分生区的细胞数减少, 导致伸长区和成熟

区的细胞数随之减少, 以致主根的伸长长度逐渐

下降。

已知D-Arg是腐胺合成的关键酶精氨酸脱羧

酶ADC的竞争性抑制剂, 它能抑制Put的生成,  进
而抑制Spd和Spm的合成(Tiburcio等1987)。关于外

源D-Arg能显著降低植株体内多胺含量, 并使植株

生长受到抑制的研究较多。如Hummel等(2002)采
用2 mmol·L-1 D-Arg外源处理拟南芥幼苗, 根中内

源Put含量显著降低, 添加0.5 mmol·L-1 Put合成前

体胍基丁胺, 这种现象会明显减弱。也有研究发

现, 在渗透胁迫下外源D-Arg明显抑制水稻幼苗根

系中Put、 Spd和Spm含量的升高(周小梅等2010); 
发现在低温胁迫下, 外源添加D-Arg使水稻幼苗内

源的多胺含量显著降低(Akiyama和Jin 2007)。并

有较多研究表明, 植物体内Put含量的变化直接影

响植物细胞分裂活动(K-Sawhney和Applewhite 
1993; Liu和Moriguchi 2007; Wang等2011)。如将超

表达柑橘合成Put的关键酶基因转入拟南芥, 使其

内源Put含量升高, 其主根的分生区长度和数目都

显著增加(Wang等2011)。上述研究暗示: 外源施加

D-Arg能够降低植物体内Put含量, 而内源Put含量

的降低则导致植物细胞分裂活动的减弱。同时我

们的研究发现, 外源D-Arg能够减少拟南芥幼苗主

根根尖分生区的细胞数目。由此推测, 可能是因

为D-Arg与ADC活性中心结合后, 使ADC活力下

降, 抑制了Put合成, 引起植株内源Put含量降低, 而
内源Put含量的降低又引起分生区细胞分裂活动的

减弱, 继而导致植物根系分生区的细胞数目减少, 
最终表现出抑制主根伸长生长。

综上所述, 与外源腐胺促进拟南芥幼苗根系

生长相对应, 多胺生物合成抑制剂D-Arg抑制拟南

芥根系的生长发育, 且随着处理浓度的升高, 其抑

制程度越严重。而且这种抑制作用主要是通过影

响主根根尖分生区的细胞分裂, 使分生区细胞数

目减少, 从而分生区和伸长区长度减小, 导致拟南

芥主根伸长生长受到抑制。
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