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摘  要 : 转录调控是不定芽再生过程的主要调控方式之一，但具体机制尚需进一步研究。为此，利用基于 Illumina 

HiSeq™ 2000 测序平台的 RNA-Seq 技术分析了不定芽再生缺陷突变体 be1-3 和野生型 WS 在愈伤形成和不定芽再

生过程以及野生型 WS 从脱分化向再分化转变过程差异表达的转录因子 (Transcription factor，TF) 编码基因。结果

表明：与野生型 WS 相比，be1-3 在脱分化过程差异表达的 TF 编码基因有 155 个，其中表达量上调的 97 个，表达

量下调的 58 个；在再分化过程差异表达的 TF 编码基因有 68 个，其中表达量上调的 40 个，表达量下调的 28 个；

而在野生型 WS 从脱分化向再分化转变的过程，总共检测到 231 个差异表达的 TF 编码基因，包括 160 个表达量上

调的基因和 71 个表达量下调的基因。其中，MYB-related (v-myb 禽成髓细胞瘤病毒癌基因) 家族的不定芽相关转

录因子基因 ART1 在 be1-3 突变体脱分化阶段的表达量提高了 3 217 倍，是表达量上调最大的 TF 编码基因。进一步

研究发现，该基因过量表达导致愈伤形成和不定芽再生缺陷，并抑制了幼苗特别是主根的生长发育，表明该基因是

愈伤形成和不定芽再生过程的一个负调控因子。本研究不仅加深了人们对不定芽再生转录调控机制的认识，而且为

今后不定芽再生相关转录因子的研究提供了大量候选基因信息。 

关键词 : 不定芽再生，愈伤组织形成，RNA-Seq，转录因子，转录调控，拟南芥  
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Abstract:  Transcriptional regulation is one of the major regulations in plant adventious shoot regeneration, but the exact 
mechanism remains unclear. In our study, the RNA-seq technology based on the Illumina HiSeq™ 2000 sequencing platform 
was used to identify differentially expressed transcription factor (TF) encoding genes during callus formation stage and 
adventious shoot regeneration stage between wild type and adventious shoot formation defective mutant be1-3 and during 
the transition from dedifferentiation to redifferentiation stage in wildtype WS. Results show that 155 TFs were 
differentially expressed between be1-3 mutant and wild type during callus formation, of which 97 genes were up-regulated, 
and 58 genes were down-regulated; and that 68 genes were differentially expressed during redifferentiation stage, with 40 
genes up-regulated and 28 genes down-regulated; whereas at the transition stage from dedifferentiation to redifferention in 
WS wild type explants, a total of 231 differentially expressed TF genes were identified, including 160 up-regualted genes 
and 71 down-regulated genes. Among these TF genes, the adventious shoot related transcription factor 1 (ART1) gene 
encoding a MYB-related (v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog) TF, was up-regulated 3 217 folds, and was 
the highest up-regulated gene during be1-3 callus formation. Over expression of the ART1 gene caused defects in callus 
formation and shoot regeneration and inhibited seedling growth, indicating that the ART1 gene is a negative regulator of 
callus formation and shoot regeneration. This work not only enriches our knowledge about the transcriptional regulation 
mechanism of adventious shoot regeneration, but also provides valuable information on candidate TF genes associated with 
adventious shoot regeneration for future research. 

Keywords:  adventious shoot regeneration, callus formation, RNA-Seq, transcription factor, transcriptional regulation, 
Arabidopsis thaliana 

作为植物再生完整植株的主要方式之一，

不定芽再生不仅广泛应用于植物快速繁殖，而

且是利用生物技术进行作物遗传改良的前提和

基础[1]。植物激素尤其是细胞分裂素和生长素是

影响不定芽再生的最主要因素。经典的拟南芥

两步不定芽再生法即是通过调控这两种激素的

比例来实现的：第一步，将拟南芥外植体在含

有高浓度 2,4-D 的愈伤诱导培养基  (Callus 

induction medium，CIM) 上进行预培养。经过

预培养，即可在外植体中柱鞘部位形成愈伤组

织[2]；第二步，将愈伤组织再转移到含有高浓度

细胞分裂素的不定芽诱导培养基  (Shoot 

induction medium，SIM) 继续培养，即可分化

出不定芽[3]。因此，人们曾经乐观地认为只要合

理调控细胞分裂素和生长素的比例，所有植物

的组织或器官都能经过不定芽再生出完整植
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株。但时至今日，有些植物的离体再生仍非常

困难，这极大地限制了基因功能的研究和重要

农艺性状基因的应用。长期以来，人们普遍认

为愈伤组织的形成是体细胞重编程从而回到一

种未分化状态的过程。但 Sugimoto 等[4]的研究

表明，各种器官形成的愈伤组织基因表达模式

与根顶端分生组织的基因表达模式类似；而且

愈伤组织和侧根的起始受到相同基因的调控，

影响拟南芥侧根发育的基因同样也会影响植物

离体器官发生。该研究从根本上改变了人们认

为愈伤组织是未分化的细胞这一传统观念，使

人们对不定芽再生机制有了更清晰的认识。 

上述细胞分裂素和生长素调控不定芽再生

的过程实质上是相关基因被激活或抑制的过

程，在这一过程中转录因子起着极其重要的作

用[5]。LBD (Lateral organ boundaries domain) 家

族的 LBD16、LBD17、LBD18和 LBD29位于生

长素信号下游，在 CIM培养基上被迅速诱导表

达[6]。这 4个基因中的任何一个过量表达都会促

进愈伤组织的形成；相反，功能缺失后导致愈

伤形成能力受阻，表明 LBDs转录因子是愈伤形

成所必需的[6]。类似的，细胞分裂素早期响应的

关键因子 B 型 ARR 在不定芽再生过程也起着关

键的作用，而B型ARR是一类MYB转录因子[7-8]。

APETALA2 (AP2) 家族的 ESR1 (Enhancer of 

shoot regeneration 1) 是细胞分裂素信号下游的

调控因子，过量表达 ESR1 及其同源基因 ESR2

可以促进不定芽的再生[9-11]。对 ESR1 和 ESR2

功能缺失突变体 esr1和 esr2的分析表明，单突

变体不定芽再生能力都明显下降，而且 esr1 esr2

双突变体不定芽再生能力比任何一个单突变体

都差，暗示了这两个基因存在功能冗余[11]。AP2

家族的另一成员 RAP2.6L 的表达量在不定芽分

化过程中显著增加，而该基因的突变则影响了

芽分生组织特异基因的表达从而导致不定芽分

化频率降低[12]。LFY (Leafy) 转录因子是一个调控

植物从营养生长向生殖生长转变的关键因子[13]。

当 LFY 基因过量表达时，拟南芥根外植体可以

直接再生出花器官，表明花发育相关基因在花

器官离体再生过程也同样起着重要的作用[14]。

尽管如此，人们对不定芽再生过程仍缺乏系统

深入的认识。高通量测序技术的出现，使得大

规模系统分离和鉴定不定芽再生相关转录因子

成为可能[15-17]。 

最近，我们在拟南芥中发现了一个编码糖

苷水解酶 13 家族的 BE1 (Branching enzyme 1) 

基因，该基因的 EMS 点突变体 be1-3 愈伤形成

和不定芽再生严重受阻[18]。为了阐明不定芽再

生过程的转录调控机制，我们利用 RNA-Seq技

术检测了 be1-3 突变体与野生型在愈伤形成和

不定芽再生两个阶段以及野生型从脱分化向再

分化转变过程差异表达的基因，从中发现一大

批相关的转录因子，并对其中一个负调控因子

ART1 (Adventious shoot related transcription 
factor 1) 基因进行了深入研究。这些基因可作

为不定芽再生转录调控机制研究的候选基因，

其分离和鉴定将有助于全面解析不定芽再生调

控网络。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料和培养条件 
RNA-Seq 所 用 的 拟 南 芥 Arabidopsis 

thaliana 材料为 Wassilewskija (WS) 野生型和

be1-3突变体[18-19]。雌激素诱导的条件性过量表

达转基因种子来自欧洲拟南芥种质中心 

(European Arabidopsis Stock Centre，NASC) 的
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TRANSPLANTA种质[20]。除非特别说明，拟南

芥种子均播种于 1/2 MS培养基：2.3 g/L MS基

本盐  (Murashige and Skoog Basal Medium 

w/Vitamins，PhytoTechnology Laboratories，货

号 M519)、2%蔗糖和 0.8%的琼脂粉，pH值 5.8。

拟南芥幼苗和外植体生长温度均为 22 ℃。采用

T8 LED灯管照明，灯管红、蓝、橙和白光灯珠

的比例 6∶2∶1∶1。光周期为 16 h光照/8 h黑

暗交替，光照强度为 80−120 µmol/(m2·s)。 

1.2  愈伤组织和不定芽的诱导 
愈伤组织和不定芽的诱导参照王兴春等[17-18]

的方法进行：用剪刀剪取 20−30 µmol/(m2·s)弱

光下培养的拟南芥下胚轴，置于 CIM培养基诱

导愈伤，7 d后再转移到 SIM培养基诱导不定芽。

CIM和 SIM的配方详见王兴春等[17-18]的报道。 

1.3  总 RNA 的提取和 RNA-Seq 高通量测序

及测序数据分析 
RNA-Seq 实验材料为在 CIM 培养 7 d 的

WS (命名为 WS-CIM7) 和 be1-3 (命名为

be1-CIM7) 以及在 SIM培养 2 d的 WS (命名为

WS-SIM2) 和 be1-3 (命名为 be1-SIM2)。为了提

高实验结果的准确性并节约测序费用，我们进

行了 3次生物学重复。3次重复的样品分别提取

RNA，然后等量混合用于 RNA-Seq测序，测序

反应仅进行 1次。首先称取 100 mg外植体材料，

将其放入装有液氮的研钵中，快速研磨成粉末；

然后利用康为世纪公司含 DNaseⅠ的植物 RNA

提取试剂盒 (货号 CW0559) 提取总 RNA，提取

步骤按照试剂盒说明书进行。RNA-Seq 高通量

测序利用 Illumina HiSeq™ 2000测序仪进行。测

序产生的图像数据首先经碱基识别 (Base calling) 

转为原始碱基序列数据，然后去除含有接头的

序列和低质量的序列，产生的数据称之为有效

读段 (Clean reads)。对有效读段进行测序质量

评估、比对统计、测序饱和度分析和在参考基

因上的分布分析，全部分析合格的即可用于基

因的差异表达分析。基因表达量的计算采用

RPKM 法进行 [21]，根据两个样本间基因的

RPKM 值来筛选差异表达的基因。差异表达基

因的筛选参照 Audic 等[22]的方法进行，将错误

发现率 (False discovery rate，FDR) ≤0.001且

差异倍数不低于 2 倍即|log2|≥1 的视为差异表

达基因。 

1.4  不定芽再生相关转录因子的筛选和分类 
为了筛选差异表达的转录因子，我们将所

有差异表达的基因映射到 Gene ontology 

(http://www.geneontology.org/) 数据库进行基因

注释 (Gene annotation)，然后根据其参与的生物

过程 (Biological process) 进行分类，GO term

为 0001071 具有核酸结合转录因子活性的即为

不定芽再生相关的转录因子。所筛选到的转录

因子根据 PlantTFDB 3.0[23]进行分类。 

1.5  雌激素诱导基因过量表达 
愈伤形成阶段雌激素诱导及观察方法：在

CIM 培养基中添加 10 μmol/L 的 17 β-雌二醇 

(货号 E-8875，Sigma-Aldrich)，培养 7 d。然后，

利用 Olympus BX51显微镜观察拍照。不定芽再

生阶段雌激素诱导方法：弱光培养的拟南芥下

胚轴在无 17 β-雌二醇的 CIM培养基上培养 7 d，

然后再转移到含有 10 μmol/L的 17 β-雌二醇的

SIM 培养基继续培养。拟南芥幼苗的雌激素诱

导方法：将拟南芥种子播种在含有不同浓度  

17 β-雌二醇的 1/2 MS培养基，4 ℃低温春化 2 d，

取出后置于拟南芥培养间培养。 
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2  结果与分析 

2.1  RNA-Seq 测序结果评估 
为了解析 be1-3 突变体在愈伤形成和不定

芽再生两个阶段以及野生型 WS 从脱分化向再

分化转变过程差异表达的 TF编码基因，我们选

取了在CIM培养 7 d的WS (WS-CIM7) 和 be1-3 

(be1-CIM7) 以及在 SIM 培养 2 d 的 WS 

(WS-SIM2) 和 be1-3 (be1-SIM2) 进行 RNA-Seq

分析。经测序WS-CIM7、be1-CIM7、WS-SIM2和

be1-SIM2 4个样品分别得到10 184 656、10 898 770、

9 399 484和 9 788 169条有效读段 (表 1和表 2，

以及王兴春等[17]的数据，NCBI Sequence Read 

Archive accession No.分别为 SRR1144842、

SRR1144843、SRR1144844、和 SRR1144845)，

其有效读段分别占 99.59%、99.55%、99.55%和

99.56%。然后，将 WS-CIM7、 be1-CIM7、

WS-SIM2 和 be1-SIM2 样品的有效读段分别与

拟南芥基因数据库进行比对分析，结果表明匹

配读段 (Total mapped reads) 分别占 92.96%、

92.90%、93.13%和 93.02% (表 1和表 2，以及王

兴春等[17]的数据)。测序饱和度分析表明，这 4

个样品检测到的基因数在测序量较小时均随着

测序量的增加而增加；当测序量达到 4 M时，

其增长趋于平缓；而当测序量达到 8 M时，检

测到的基因数趋于饱和 (图 1A 和 1B，以及王

兴春等[17])。而这 4个样品的测序量均在 9 M以

上，因此可以认为测序基本覆盖细胞中表达的

全部基因，具有代表性。随后，我们又分析了

有效读段在拟南芥参考基因上的分布情况，由

图 1C和 1D 以及王兴春等[17]的数据可知这 4个

样品的有效读段分布均匀性较好，表明 mRNA

是随机打断的。综上所述，这 4 个样品测序质

量较高，可用于下一步差异表达基因的研究。 

2.2  愈伤形成过程差异表达的 TF 编码基因 
对 CIM 培养基上培养 7 d 的 WS 和 be1-3

外植体的 RNA-Seq数据进行差异比较分析，共

筛选出 1 860个差异表达的基因，其中 TF编码

基因为 155个，约占总差异表达基因的 8.3% (表

3)。这 155 个 TF 编码基因中，be1-3 外植体中

表达量上调的有 97个，表达量下调的有 58个。

进一步研究发现，这 155个转录因子属于 26个家

族，主要涉及激素信号转导、胁迫响应和根毛或

侧根的发生以及生长发育的调控等过程[24-26]。值

得一提的是， BE1 基因的突变导致 ESR2 

(AT1G24590) 基因的表达量下降了 5.05倍。该

基因在不定芽再生过程起着重要的作用[11]，但

对脱分化的影响还需要进一步研究。 
 
表 1  样品 be1-CIM7 测序读段与拟南芥参考基因的

比对统计结果 
Table 1  Alignment statistics of be1-CIM7 sequencing 
reads to reference genes in Arabidopsis thaliana 

Map to gene Reads number Percentage (%)
Total mapped 10 898 770 100.00 
Perfect match 10 125 443 92.90 
≤2 bp mismatch 6 301 969 57.82 
Unique match 3 823 474 35.08 
Multi-position match 6 507 183 59.71 
Total unmapped 3 618 260 33.20 

 
表 2  样品 be1-SIM2 测序读段与拟南芥参考基因的

比对统计结果 
Table 2  Alignment statistics of be1-SIM2 sequencing 
reads to reference genes in Arabidopsis thaliana 

Map to gene Reads number Percentage (%)
Total mapped 9 788 169 100.00 
Perfect match 9 104 737 93.02 
≤2 bp mismatch 5 636 215 57.58 
Unique match 3 468 522 35.44 
Multi-position match 5 821 034 59.47 
Total unmapped 3 283 703 33.55 
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图 1  RNA-Seq 测序质量评估 
Fig. 1  RNA-Seq quality assessment. (A, B) Sequencing saturation analysis of be1-CIM7 (A) and be1-SIM2 (B). (C, 
D) Sequencing randomness analysis of be1-CIM7 (C) and be1-SIM2 (D). 
 

2.3  不定芽再生早期差异表达的TF编码基因 
为了解析不定芽再生早期的转录调控机

制，我们比较了野生型 WS 拟南芥外植体从脱

分化  (样品 WS-CIM7) 向再分化  (样品

WS-SIM2) 转变过程差异表达的基因。如表 4

所示，共检测到 231个差异表达的 TF编码基因，

其中表达量下调的为 71个，表达量上调的有 160

个。值得注意的是，ESR1和 RAP2.6L基因的表

达量分别上调了 7.59倍和 2.25倍，而这两个基因

已经被证明是不定芽再生过程的关键基因[9,12]。除

此之外， NAC 家族的 CUC1 (Cup shaped 

cotyledon 1) 和 CUC2的表达量也大幅上调，分

别上调了 8.94倍和 5.09倍，这一结果与 Che等[12]

的研究是一致的。 

为了深入了解不定芽再生早期的转录调控

机制并解析 be1-3 突变体不定芽再生障碍的原

因，我们进一步比较了在 SIM培养基上培养 2 d

的 be1-3 (be1-SIM2) 和 WS (WS-SIM2) 外植体

中差异表达的基因。共检测到 832 个差异表达

基因，其中 68 个基因编码转录因子，占 8.17% 

(表 5)。这些转录因子涉及 20 个家族，其中数

目最多的为 NAC 家族、ERF 家族和 WRKY 家

族，分别为 13个、9个和 8个 (表 5)。 

2.4  过量表达 ART1 基因抑制了不定芽再生 
由于拟南芥 be1-3突变体中柱鞘发育异常，

从而导致外植体愈伤组织形成受阻[18]。我们推

测，be1-3外植体愈伤形成缺陷的表型可能与基

因的转录调控有关。为了证实这一推测，并验 
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表 3  愈伤形成过程 be1-3 与 WS 野生型相比差异表达的 TF 编码基因 
Table 3  Differential expressed TF encoding genes between be1-3 and WS wild type at callus formation stage 

Family 
Differential 

expressed/total 
TF genes 

Down-regulated genes Up-regulated genes 

AP2 2/22 AT5G17430 AT4G37750 
ARF 1/22  AT2G33860 
B3 9/66 AT3G61970 AT1G26680 AT4G01580 AT3G11580

AT3G18960 AT1G49475 AT5G58280 AT2G24700
AT4G31615 

bHLH 13/145 AT4G01460 AT3G21330 AT1G71200 AT4G37850 
AT4G36930 

AT3G20640 AT3G07340 AT4G30980 AT3G56770
AT5G65320 AT5G43650 AT1G10585 AT4G33880

bZIP 1/74 AT3G58120  
C2H2 13/100 AT1G03840 AT3G45260 AT1G75710 AT3G20880 AT3G19580 AT1G08290 AT2G28200 AT5G25160

AT5G03510 AT1G10480 AT1G26590 AT1G27730
AT1G68360 

C3H 1/50 AT5G44260  
DBB 1/11  AT2G31380 
Dof 3/36  AT3G50410 AT2G46590 AT1G51700 
EIL 1/6  AT5G21120 
ERF 25/123 AT5G05410 AT1G24590 AT5G61590 AT1G22190 AT4G36900 AT2G46310 AT5G07580 AT5G53290

AT5G61890 AT5G47230 AT5G52020 AT3G11020
AT5G51190 AT3G61630 AT3G16770 AT3G50260 
AT5G61600 AT1G12610 AT4G34410 AT5G47220
AT1G77640 AT1G44830 AT2G44840 AT2G38340 
AT1G33760 

G2-like 3/42 AT1G68670 AT1G25550 AT1G14600 
GATA 4/30 AT2G45050 AT3G50870 AT2G18380 AT5G26930 
GRAS 2/34 AT1G14920 AT3G03450  
HD-ZIP 4/49 AT4G17460 AT2G18550 AT3G61890 AT4G17710 
HSF 2/24 AT3G51910 AT2G41690 
MIKC 3/42 AT4G11880 AT1G71692 AT4G22950 
M-type 2/66 AT1G18750 AT1G17310 
MYB 13/144 AT3G24310 AT5G57620 AT2G47190 AT1G14350

AT5G10280 AT1G06180 AT5G60890 
AT2G31180 AT5G67300 AT5G12870 AT4G13480
AT4G37780 AT1G08810 

MYB_ 
related 

5/66 AT1G71030 AT5G37260 AT2G46410 AT5G58900 AT3G10590 

NAC 19/113 AT5G39820 AT1G69490 AT1G26870 AT5G39610 
AT3G29035 

AT4G01540 AT1G52880 AT3G12977 AT5G18270
AT1G12260 AT2G18060 AT3G44290 AT5G62380
AT1G28470 AT1G02220 AT1G52890 AT5G64060
AT3G01600 AT5G14490 

TALE 4/22 AT1G75430 AT5G11060 AT1G62990 AT5G41410 
TCP 1/24  AT3G27010 
Trihelix 2/28  AT5G03680 AT5G28300 
WOX 3/16  AT1G20700 AT1G46480 AT5G05770 
WRKY 10/72 AT5G64810 AT5G22570 AT2G40750 AT3G56400

 
AT2G25000 AT1G80840 AT1G69810 AT2G30250
AT4G23810 AT4G22070 

Others 8 AT3G24500 AT3G62100 AT1G15580 AT3G44550 AT2G43060 AT4G32280
AT2G27380 AT2G24340 
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表 4  野生型拟南芥外植体从脱分化向再分化转变过程差异表达的 TF 编码基因 
Table 4  Differential expressed TF encoding genes in wild type between dedifferentiation and redifferentiation stages 

Family 
Differential 

expressed/total 
TF genes 

Down-regulated genes Up-regulated genes 

AP2 5/22 AT5G10510 AT1G51190 AT5G17430 AT5G10510 AT4G37750 

ARF 1/22 AT3G61830  

B3 4/66 AT5G58280 AT2G46870 AT4G31650 AT1G01030 

bHLH 24/145 AT5G65320 AT4G37850 AT5G56960 AT2G43140 
AT5G15160 AT1G74500 AT3G25710 

AT1G68810 AT4G29100 AT3G20640 AT2G46510 
AT2G24260 AT4G30980 AT1G27660 AT1G32640 
AT3G07340 AT1G62975 AT2G22760 AT5G58010 
AT1G66470 AT1G27740 AT5G43650 AT2G40200 
AT4G21340 

bZIP 6/74  AT2G36270 AT1G77920 AT1G49720 AT5G24800 
AT1G06850 AT1G13600 

C2H2 13/100 AT3G20880 AT3G57670 AT5G10970 AT2G29660 AT2G28200 AT5G03510 
AT2G37430 AT5G59820 AT2G02070 AT1G27730 
AT5G57520 AT5G67450 AT3G53600 

C3H 2/50  AT2G40140 AT3G55980 

CO-like 3/17 AT5G57660 AT5G48250 AT5G24930 

DBB 2/11 AT2G21320 AT4G39070 

Dof 5/36 AT3G47500 AT4G00940 AT2G28510 AT1G51700AT5G60850 

ERF 35/123 AT5G18560 AT4G11140 AT1G24590 AT4G23750 
AT5G07310 AT3G23240 AT1G75490 AT1G36060 
AT3G61630 

AT3G16770 AT5G13330 AT4G17500 AT2G23340 
AT4G32800 AT4G17490 AT4G25490 AT3G50260 
AT5G47230 AT5G51190 AT1G77640 AT5G47220 
AT4G25470 AT3G60490 AT1G12610 AT4G34410 
AT5G61600 AT4G25480 AT1G12980 AT1G19210 
AT5G25810 AT5G19790 AT5G21960 AT1G74930 
AT4G28140 AT2G44840 

G2-like 6/42 AT5G42630 AT2G40970 AT1G49560 AT1G14600 AT2G40260 
AT5G59570 

GATA 3/30 AT3G50870 AT2G18380 AT2G45050 

GRAS 3/34 AT3G54220 AT5G59450 AT3G03450 

HD-ZIP 13/49 AT4G21750 AT4G17460 AT5G66700 AT4G04890 
AT1G17920 AT2G01430 

AT4G37790 AT4G40060 AT3G61150 AT3G61890 
AT1G69780 AT3G01220 AT1G26960 

HSF 3/24 AT3G51910 AT5G03720 AT3G22830 

MIKC 3/42 AT3G02310 AT2G45660 AT4G24540 

M-type 1/66 AT1G17310  

MYB 32/144 AT3G62610 AT1G14350 AT1G14350 AT1G48000 
AT2G02820 AT3G47600 AT4G34990 

AT5G57620 AT2G31180 AT2G36890 AT5G10280 
AT5G16600 AT5G60890 AT3G12720 AT2G38090 
AT1G22640 AT1G57560 AT5G05790 AT3G49690 
AT1G34670 AT5G23000 AT3G02940 AT4G05100 
AT3G24310 AT1G17950 AT2G16720 AT1G73410 
AT1G66230 AT3G61250 AT5G12870 AT3G30210 
AT5G14340 
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   续表 4

MYB_ 
related 

5/66 AT3G09600 AT1G71030 AT5G37260 AT5G58900 AT3G10590 

NAC 23/113 AT3G15510 AT1G52880 AT1G26870 AT5G39610 
AT1G54330 AT5G14000 

AT1G01010 AT4G29230 AT5G13180 AT3G12977 
AT1G77450 AT4G28500 AT1G28470 AT5G53950 
AT1G62700 AT2G43000 AT5G64530 AT4G10350 
AT3G15170 AT1G12260 AT1G71930 AT5G62380 
AT1G02250 

SBP 1/17  AT2G42200 

TALE 5/22  AT5G11060 AT2G16400 AT1G62990 AT5G02030 
AT4G32980 

TCP 1/24  AT5G23280 

Trihelix 1/28  AT5G03680 

WOX 2/16 AT3G11260 AT1G46480 

WRKY 8/72  AT3G56400 AT2G25000 AT2G38470 AT4G23810 
AT4G18170 AT1G80840 AT5G24110 AT5G41570 

ZF-HD 2/17  AT1G69600 AT1G75240 

others 19 AT4G27310 AT5G54470 AT4G15248 AT2G46990 
AT3G15540 AT3G62100 AT3G24500 AT5G22500 
AT1G20065 AT4G23800 AT2G07677 AT5G24120 

AT2G36740 AT1G51950 AT4G28490 AT1G04240 
AT1G04250 AT5G25890 AT3G44550 

 

证所筛选转录因子的真实性，我们从表 3 中选

取了一个 MYB-related 家族的 AT3G10590 基因

进行了深入研究。该基因在 be1-3突变体和野生

型外植体中的转录本数分别为 13 和 0，RPKM

值分别为 3.217 和 0.001，表达量上升了 3 217

倍，是所有基因中上调倍数最大的一个，故将

其 命 名 为 ART1 (Adventious shoot related 

transcription factor 1) 基因。此外，我们从 NASC

获得了 ART1 基因的两个雌激素诱导过量表达

的 转 基 因 株 系 TPT_3.10590.1F 和

TPT_3.10590.1I 。 由 于 TPT_3.10590.1F 和

TPT_3.10590.1I在所有的实验中表型类似，只是

TPT_3.10590.1I 的表型比 TPT_3.10590.1F 的更

强，因此在本文仅给出 TPT_3.10590.1I的结果，

并将其命名为 ART1OE (ART1 overexpression)。 

为阐明 ART1在不定芽再生过程的作用，分

别将 ART1OE和 Col-0野生型的下胚轴培养在 0

和 10 μmol/L雌二醇的 CIM培养基上。培养 7 d

后，无论是在 0还是 10 μmol/L雌二醇 CIM培

养基上培养的 Col-0 野生型下胚轴顶端和中柱

都已经膨大形成愈伤组织，且二者无明显差异 

(图 2A和 2B)，表明雌二醇对愈伤的形成无显著

影响。与野生型类似，无雌二醇 CIM上培养的

ART1OE 外植体顶端因形成大量愈伤而膨大成

球状 (图 2C)，而雌二醇培养基上培养的外植体

顶端仅稍微变粗 (图 2D)。类似的，ART1OE外

植体中柱鞘部位在无雌二醇时膨大形成了突起 

(图 2E)，而在雌二醇培养基上的则无明显变化 

(图 2F)。然后，将无雌二醇 CIM培养的外植体

分别转到 0 和 10 μmol/L 雌二醇的 SIM 培养基

继续培养。14 d 后，无论是否有雌二醇，野生

型外植体都可以分化出绿芽 (图 2G和 2H)，但

ART1OE 仅在无雌二醇的培养基上能分化出绿

芽，在雌二醇培养基上培养时仅有少数绿点 (图

2I 和 2J)。这表明，ART1 基因是愈伤形成和不

定芽再生过程的一个负调控因子。 
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表 5  不定芽再生早期 be1-3 中差异表达的 TF 编码基因 
Table 5  Differential expressed TF encoding genes in be1-3 at the early stage of adventious shoot formation 

Family 
Differential 

expressed/total 
TF genes 

Down-regulated genes Up-regulated genes 

AP2 1/22 AT3G20840  

ARF 1/22  AT2G33860 

B3 5/66 AT1G26680 AT1G01030 AT3G61970  
AT3G18960 

AT4G31615 

bHLH 2/145 AT1G74500 AT1G66470  

bZIP 1/74 AT3G58120  

C2H2 3/100 AT1G75710 AT5G22890 AT3G46080 

CO-like 1/17 AT1G25440  

Dof 2/36 AT1G28310 AT4G00940 

ERF 9/123 AT1G77640 AT4G27950 AT3G11020 AT2G46310 AT1G12980 AT5G18560
AT3G61630 AT2G38340 AT1G74930 

G2-like 1/42 AT1G14600  

GATA 1/30 AT2G45050  

GRAS 1/34 AT3G03450  

HD-ZIP 4/49 AT4G17460 AT5G52170 AT2G46680 AT4G17710 

MIKC 2/42 AT4G11880 AT5G20240 

MYB 6/144 AT1G49010 AT3G12820 AT5G10280 AT1G34670 AT1G48000 AT4G37780 

MYB_ 
related 

1/66 AT3G16350  

NAC 13/113 AT1G33280 AT4G10350 AT5G39820  
AT1G26870 

AT3G04060 AT2G18060 AT5G64060 AT1G02250
AT3G01600 AT3G15510 AT1G02230 AT1G02220
AT5G14490 

TALE 1/22 AT4G32980  

WRKY 8/72  AT2G40750 AT5G13080 AT5G64810 AT2G30250
AT5G22570 AT1G66600 AT5G01900 AT2G21900

ZF-HD 1/17 AT2G18350  

Others 4  AT3G15540 AT3G44550 AT2G21650 AT3G24500

 
2.5  过量表达 ART1 基因抑制了幼苗的生长

发育 
上述结果是在离体条件下获得的，为解析

A R T 1 基因在幼苗生长和发育中作用，将

ART1OE播种在不同浓度的 17 β-雌二醇培养基

上。结果表明，在无诱导剂的培养基上，ART1OE

幼苗生长发育完全正常 (图 3A)，然而在雌激素 

培养基上，幼苗生长发育缓慢，根系变短 (图

3B–3F)。而且诱导剂的浓度越高，这种表型也

越严重 (图 3B–3F)。在 10 μmol/L 17 β-雌二醇

培养基上，ART1OE的主根不能伸长，而且长出

大量毛状根系 (图 3E和 3F)。这表明，ART1基

因在植物生长发育和离体器官再生过程都起着

重要的作用。 
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图 2  过量表达 ART1 基因抑制了不定芽再生 
Fig. 2  Overexpression of ART1 inhibits adventious shoot regeneration. (A–F) Hypocotyl segments of wildtype (A 
and B) and ART1OE (C–F) cultured for 7 d on CIM containing 0 (A, C and E) or 10 (B, D and F) μmol/L estradiol. 
The top (A–D) or the middle (E and F) hypocotyl segments were photographed with a Olympus BX51 microscopy. 
(G–J) Hypocotyl segments of wildtype (G and H) and ART1OE (I–J) were cultured for 14 d on SIM containing 0 (G 
and I) or 10 (H and J) μmol/L estradiol. Bar= 0.2 mm (A–F) or 1 cm (G–J). 
 

 
 
图 3  过量表达 ART1 基因抑制了幼苗生长发育 
Fig. 3  Overexpression of ART1 retards seedling 
growth and development. (A–E) Twelve-day-old 
ART1OE seedlings germinated and grown on MS 
medium containing 0 (A), 0.01 (B), 0.1 (C), 1 (D) and 
10 (E) μmol/L estradiol. (F) An enlarged view of 
ART1OE seedlings in panel A–E. Bar=1 cm. 

3  讨论 

本研究利用 RNA-Seq高通量测序技术检测

了脱分化和再分化过程以及从脱分化向再分化

转变过程差异表达的 TF编码基因，获得了不定

芽再生过程转录调控的重要信息。拟南芥基因

组中共有 1 716个 TF编码基因，分属于 58个转

录因子家族[23]。在拟南芥不定芽再生过程，共检

测到 341个差异表达的 TF编码基因 (表 3−5)，占

拟南芥总 TF 编码基因的 19.87%。这 341 个转

录因子分属于 29个家族，其中 ERF家族是差异

表达的 TF 编码基因最多的家族，其次是 MYB

家族和 NAC家族，这 3个家族差异表达的基因

数分别为 50、40 和 38 个，分别占差异表达转

录因子的 14.67%、11.73%和 11.14% (表 3−5)。
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ERF 家族是拟南芥中的一个转录因子大家族，有

123个成员，占拟南芥转录因子总数的 7.17%；而

在本研究中差异表达的 ERF 占总差异表达 TF

编码基因的 14.67%，富集了 2.05倍。ERF的富

集可能与该家族广泛参与了激素信号转导、胁

迫响应和生长发育调控等有关[27]。这暗示了与

其他家族的转录因子相比，ERF 家族的转录因

子在不定芽再生过程可能起着更为重要的作

用。进一步分析发现，be1-3外植体在愈伤形成

和不定芽再生两个阶段表达模式一致 (均上调

或下调) 的 TF编码基因有 26个，表达模式不一

致的 TF编码基因有 5个 (表 3和表 5)。这 26个

表达模式一致的基因可能在这两个过程都起作

用，是不定芽再生转录调控的关键 TF编码基因。 

在本研究中，我们发现了一些已知的与不

定芽再生有关的 TF 编码基因，这些基因包括

ESR1、ESR2和 RAP2.6L等[9,11-12]。其中，在野生

型拟南芥外植体从脱分化向再分化转变时 ESR1

基因的表达量上调了 7.59 倍；而在 be1-3 外植

体脱分化阶段ESR2基因的表达量下调了 5.05倍，

这与其功能是相适应的。这表明本实验反映了

拟南芥不定芽再生过程基因差异表达的真实情

况，结果是可信的。在脱分化过程，与野生型

相比 be1-3 突变体中一系列与根系发育相关的

基因差异表达 (表 3)，而根系尤其是侧根的发

育与愈伤的形成有着密切的关系[4]，深入研究这

些基因的功能有望全面揭示愈伤形成和根系发育

的关系。Fan等[6]的研究表明，LBD16、LBD17、

LBD18和 LBD19等 4个基因在愈伤形成过程起

着重要的调控作用，但在本实验中未检测到这 4

个基因的差异表达。这可能是因为 BE1 基因是

一个碳水化合物代谢相关的基因，位于愈伤形

成调控网络的下游，因此其突变不会影响到上

游 LBDs基因的表达。不过，相对于已有的数据，

本研究挖掘了更为丰富的拟南芥不定芽再生相

关的转录因子信息，为今后深入研究不定芽再

生转录调控机制提供了重要的参考。 

拟南芥 BE1 基因通过碳水化合物代谢调控

了植物生长发育和离体器官再生[18-19]，但在愈

伤形成和不定芽再生两个阶段均未发现直接参

与碳水化合物代谢的转录因子。其原因可能有 3

个：1) BE1 基因编码一个糖苷水解酶，位于碳

水化合物代谢的下游，其变化对这两个过程中

其他碳水化合物代谢影响很小；2) CIM和 SIM

培养基均添加了大量外源碳水化合物，这也可

能在一定程度上影响了由于 BE1 缺失导致的相

关基因表达的程度；3) 已发现的转录因子中，

大部分功能未知。在愈伤形成过程，be1-3外植

体中表达量上调的 TF 编码基因有 97 个，下调

的 TF编码基因有 58个 (表 3)。be1-3外植体愈

伤形成缺陷的表型可能就是由于这些基因表达

变化导致的。进一步实验表明，表达量上调倍

数最大的 ART1 基因是愈伤形成的一个负调控

因子，其过量表达导致愈伤形成和不定芽再生

严重受阻。但这并不意味着 ART1基因过量表达

是导致 be1-3突变体愈伤形成缺陷的唯一原因。

要证明这一推测，可以构建 be1-3 art1的双突变

体，进一步分析 be1-3 art1愈伤形成情况。若双

突变体再生能力与野生型相同，则表明 ART1基

因过量表达是导致 be1-3 突变体愈伤形成缺陷

的主要原因，否则表明 be1-3不定芽再生缺陷是

多种原因造成的。此外，BE1基因突变导致 ART1

基因表达量大幅上调，表明 BE1 基因负调控

ART1基因的表达。但这种调控不是直接的，可

能是由于 BE1 基因的代谢产物 (例如碳水化合

物) 抑制了 ART1基因的表达。 
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