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摘要: 再生是植物适应外界伤害的重要策略之一, 也是植物生物学研究的重要领域。通过对种子植物的研究, 
在新生组织器官的发生机理以及生长素和细胞分裂素对于再生的调控作用等方面已经取得了多项引人瞩目的

成果。苔藓是最原始的高等植物, 小立碗藓(Physcomitrella patens)属于藓类植物的葫芦藓科, 可以很方便地开

展遗传操作, 通过同源重组以及CRISPR的方法达到基因敲入和敲除的目的。由于小立碗藓不需要外源施加植

物生长调节物质就能发生再生, 非常利于从细胞水平上开展再生的起始调控研究。本文对于近年来苔藓植物

的再生特点和重要研究进展进行了介绍。
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1  小立碗藓再生研究的背景 

再生是普遍存在于多细胞生物体的生物学现

象。当受到外界刺激或者创伤的时候, 在刺激或

者创伤发生的部位会有一些细胞改变当时的生存

状态, 开始分裂, 并且子细胞形成新的干细胞或者

干细胞龛, 从而在该位置实现组织修复或者新的

组织器官的发生。由于不能够随便移动, 再生成

为植物适应外界伤害的重要策略之一。农业生产

及园艺等相关领域中常用的嫁接、扦插和无性繁

殖等与再生现象关系密切。由于植物细胞具有细

胞壁, 组织器官中细胞排列有明显的规律性, 其组

织发生过程与动物细胞也有明显不同, 尽管对于动

物组织器官的再生已有较为深入的研究, 植物的再

生调控机理依然是植物生物学研究的重要领域。

最近以来, 在模式植物拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)中对于再生的研究取得了一系列重要进

展。这些研究成果主要集中于调控新生组织器官的

发生以及生长素和细胞分裂素等植物激素在再生

发生过程中的作用(Ikeuchi等2016; Hu和Xu 2016; 
Sugimoto等2019)。然而, 还有一些关于再生的问

题研究相对很少, 例如再生起始过程中, 最初发生

再生的细胞命运改变的调控, 植物细胞与动物细

胞再生发生是否有相同的调控机理等。这些问题

的研究需要在更简单原始、能够直接进行细胞跟

踪观察的研究体系中进行。

苔藓植物位于植物进化树的基部, 是最原始

的高等植物, 主要包括苔类植物门、藓类植物门

和角苔植物门(Shaw等2011)。它们在发育过程

中都会经历简单的单层多细胞结构阶段(Schuster 
1983)。其再生不需要外源施加植物生长调节物

质, 非常利于从细胞水平上开展再生的起始调控

研究(Ishikawa等2011; Nishihama等2015)。而它们

较为原始的进化地位也能为研究再生调控的进化

提供重要参考。

小立碗藓(Physcomitrella patens)属于藓类植

物门, 葫芦藓科, 可以用聚乙二醇(polyethylene gly-
col, PEG)介导的原生质体吸收DNA的方法进行遗

传转化, 并且通过同源重组的方法达到基因敲除

的目的(Cove 2005)。在2008年其基因组信息完成

测序后(Rensing等2008), 由于建立了比较完善的研

究方法(Schaefer和Zrÿd 1997; Kubo等2013; Collon-
nier等2017)和方便的基因资源(Zimmer等2013), 小
立碗藓被越来越多地应用于重要植物学基础问题

的研究。本文将对苔藓植物的再生特点和研究进

展进行介绍。

2  小立碗藓的生长和繁殖 

苔藓植物具有单倍体为主的世代交替, 其主

要营养生长过程都是单倍体。小立碗藓的营养生

长时期主要有原丝体和茎叶体两种结构形式(Cove 
2005)。原丝体是孢子萌发后生长出来的一列首尾
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相接的柱状细胞。此时仅有其顶端细胞是干细胞, 
因此原丝体的生长方式也被称为顶端生长。当原

丝体生长到一定阶段, 在远离顶端细胞的位置有

部分细胞会发生分裂, 产生新的顶端细胞, 并进

一步分裂生长, 形成原丝体分支(Kofuji和Hasebe 
2014)。藓类植物的原丝体一般具有两种形态。最

初从孢子萌发中产生的原丝体是绿丝体, 主要特

征为叶绿体分布多, 且细胞相接处的细胞壁垂直

于原丝体伸长方向。绿丝体经过一定时间生长后, 
细胞开始变长, 而叶绿体含量较少, 两细胞之间的

细胞壁倾斜于原丝体的伸长方向, 此时的原丝体

被称为轴丝体。原丝体发育到一定阶段后, 一个

非顶端细胞会发生连续多次分裂, 在分支的位置

形成一个细胞团的结构, 被称为芽。芽会进一步

发育分化并形成具有茎叶结构分化的茎叶体。从

茎叶体的基部和中部会长出没有叶绿体的类似于

原丝体的单列细胞结构, 被称为假根。在苔藓植

物的有性生殖阶段, 产生卵子的颈卵器和产生精

子的精子器从茎叶体上生长出来。精子器中的精

子游到颈卵器中与卵细胞结合生成合子。合子进

一步分裂分化形成二倍体的孢蒴。在孢蒴发育的

后期, 孢蒴中的孢子母细胞发生减数分裂, 产生大

量的孢子, 并在孢蒴成熟后被释放出来(Cove 2005; 
Kofuji和Hasebe 2014)。

根据最终形成的组织不同, 苔藓植物的干细

胞被分成8种, 分别是绿丝体干细胞、轴丝体干细

胞、茎叶体干细胞、假根干细胞、颈卵器干细胞、

精子器干细胞、孢蒴干细胞和孢子干细胞。在种

子植物中, 干细胞仅存在于二倍体的孢子体阶段。 
在陆生植物的祖先绿藻中, 干细胞只存在于配子

体阶段。基于这种干细胞的分布与植物进化程度

的关系使得一些研究者认为, 植物孢子体中干细胞

的调控机制也是从配子体的干细胞调控机制进化

发展而来的(Kofuji和Hasebe 2014)。例如在种子

植物中调控根毛发育的AtRHD6和AtRSL1基因在

小立碗藓中的同源基因PpRSL1和PpRSL2也对原

丝体的干细胞分化起决定性作用(Menand等2007; 
Tam等2015)。当然, 一些干细胞调控机制会在进

化过程中缺失, 例如在地钱(Marchantia polymor-
pha)中, 负向调控其根毛发育相关基因MpRSL1的

MpFRH1 (FEW RHIZOIDS1) microRNA (miRNA)
仅在苔类植物中存在, 而在其他已知基因信息的

陆生植物中没有找到(Honkanen等2018)。在种

子植物的进化过程中, 新的干细胞调控机制也会

伴随着一些新的组织发育模式出现。例如class I 
KNOX基因在拟南芥中对于顶端分生组织的维持

具有重要调控作用, 但是在小立碗藓中它们的功

能与干细胞或分生组织调控无关(Sakakibara等
2008)。

小立碗藓的叶片仅由单层透明细胞组成, 非
常便于显微观察。而且, 从茎叶体上撕下的叶片

可以在没有任何外源激素的条件下再生出绿丝体

(Ishikawa等2011), 这一点与拟南芥离体叶片再生

出根有类似之处, 而且比后者结构更加简单, 更容易

观察, 是研究植物再生和干细胞调控的好材料。

3  苔藓中的再生及干细胞发生特点 

在一定环境条件下, 植物细胞会发生命运转

变, 成为干细胞。但是, 并不是所有处于该条件下

的细胞都会成为干细胞, 仅有部分细胞能够成功

转变为干细胞。在球子蕨(Onoclea sensibilis)的原

叶体的发育过程中, 会有一个茎尖干细胞分化出

来。当这个干细胞被杀死后, 仅有一个原叶体细

胞会转化成为茎干细胞(Tilney等1990)。因此, 有
一个假设认为当干细胞缺失的时候, 剩下的所有细

胞都有成为干细胞的可能, 而最早出现的干细胞

会抑制其他细胞的命运转变(Korn 1993; Holloway
和Lantin 2002)。当原叶体中的任意细胞通过针刺

杀死周围细胞并从原叶体中被分离出来后都会转

变为干细胞。这个细胞离原叶体中原有干细胞越

远, 转化成新的干细胞越快(Korn 1993; Holloway
和Lantin 2002)。与之类似, 当单个小立碗藓叶细

胞与叶上其他细胞分开后, 依然能够自动再生成

原丝体干细胞。当相邻两个细胞一起被分离的时

候, 再生的发生率明显降低, 大部分再生都是仅有

一个细胞能够再生的情况; 在这个过程中, 2个细

胞的细胞核都出现了膨胀, 但仅有一个细胞核内

出现了DNA合成。而2个细胞中间如果有一个死

细胞相隔的话, 再生的发生效率与单个细胞再生

基本一样(Sato等2017)。
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小立碗藓的原生质体再生过程中首先产生新

的细胞壁, 之后再分裂, 产生原丝体干细胞并形成

绿丝体。这个过程与孢子萌发过程比较类似。对

小立碗藓原生质体再生过程中的磷酸化蛋白质组

的分析结果表明, 小立碗藓原生质体再生过程与

种子植物的胚后发育的情况类似(Wang等2014)。
在苔藓植物中还有一些不同组织间互相转换

的现象。例如, 小立碗藓的绿丝体顶端细胞在分

裂一定次数后子细胞会变成轴丝体干细胞, 而在

轴丝体细胞形成的分支细胞中, 有87%又会形成绿

丝体干细胞, 仅有5%会继续形成轴丝体干细胞, 另
外还有5%形成茎叶体干细胞, 而有3%的细胞会停

止分裂(Cove和Knight 1993)。施加生长素(NAA)
能够促进轴丝体的产生, 而施加细胞分裂素能够

促进茎叶体的发生(Decker等2006; von Schwartzen-
berg等2007, 2015; Thelander等2017), 因此, 生长素

与细胞分裂素的动态平衡可能是导致轴丝体分支

起始细胞不同分化命运的决定因素。

在泥炭藓(Sphagnum squarrosum)中丝状原丝

体上有分支细胞或顶端细胞会分化成叶状原丝体

干细胞, 而在叶状原丝体基部又会有新的丝状原

丝体形成, 发生两种组织交替循环发育而达到营

养繁殖的效果(Zhao等2019)。这些现象与小立碗

藓中的绿丝体顶端细胞的子细胞可能会有不同命

运分化的现象有一定类似之处。具体调控机制尚

需要进一步解析。

4  决定干细胞表观修饰改变的开关

最近在Nature Plant上发表的论文揭示了属于

植物特有的AP2/ERF转录调控因子家族——小立

碗藓的STEMIN能够通过降低植物细胞内相关基

因的H3K27的表观遗传修饰来调控单个细胞的命

运转变, 使之成为干细胞, 并开始分裂进入再生状

态(Ishikawa等2019)。在叶切除24 h后, STEMIN在
伤口处有明显表达; 当新的绿丝体细胞发生两轮细

胞分裂后, STEMIN的表达消失(Ishikawa等2019)。
STEMIN基因的过量表达能够使小立碗藓的叶片在

不经过创伤或化学刺激的条件下自主发生再生。

该基因与另外两个同源基因STEMIN2和STEMIN3
的三敲除突变体的离体叶的再生率明显下降。此

外, STEMIN1~3基因对于原丝体非顶端细胞发生

分裂、产生新的侧枝顶端细胞也有类似的调控作

用(Ishikawa等2019)。
拟南芥中的H3K27甲基化主要由PRC2 (Poly-

comb Recruiting Complex2)完成(Nekrasov等2005; 
Yuan等2012), PRC2属于polycomb group protein 
(PcG)蛋白复合体(Goodrich等1997; Grossniklaus等
1998; Luo等1999; Ohad等1999)。其中FIE (FER-
TILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM)存在

于所有的PcG复合体当中(Ohad等1999)。在拟南

芥中, FIE-PcG复合体的作用主要在于调控雌性配

子体向孢子体的转变(Goodrich等1997; Köhler等
2003; Guitton等2004)。而在小立碗藓中的FIE基因

仅在茎叶体的顶端细胞或者正在进行命运转变的

细胞中表达(Mosquna等2009)。缺失FIE基因的小

立碗藓茎叶体顶端细胞会过量增生, 不能进一步

生长且无法进入有性生殖阶段(Mosquna等2009)。
拟南芥的FIE基因能够部分恢复小立碗藓fie突变

体的这些表型。而另一方面, 小立碗藓的FIE基因

也能够部分恢复拟南芥fie突变体的表型(Mosquna
等2009)。因此, 这种FIE参与调控的干细胞命运

改变机制在植物进化历程中是比较保守的调控机

制, 在植物登陆的早期就已经具备了(Mosquna等
2009)。

5  生长素与小立碗藓干细胞调控 

基因组序列分析和比对结果表明, 小立碗藓

中具有种子植物中大部分生长素合成、代谢、信号

转导和极性运输等相关基因, 只是数目较少(Rens-
ing等2008)。且部分基因已经被证明与种子植物

中相关基因有相似的功能(Eklund等2010; Prigge等
2010; Viaene等2014; Coudert等2015; Mittag等2015; 
Tao和Estelle 2018)。例如小立碗藓中的PpPINA是
种子植物中的生长素的极性运输载体PIN家族基

因的同源基因, 而且具有膜定位、生长素极性运输

的功能(Viaene等2014); 小立碗藓中敲除GH3基因

导致内源生长素含量升高(Mittag等2015); 小立碗

藓中SHI基因参与调控生长素合成(Eklund等2010); 
小立碗藓中AUX/IAA基因参与生长素信号转导等

(Prigge等2010)。但是, 关于生长素在小立碗藓中
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的具体生理功能研究较少。一般认为, 生长素能

够促进轴丝体和假根的产生。

生长素广泛参与种子植物再生过程的调控早

有报道。也有研究结果间接证明, 生长素在调控

小立碗藓原丝体细胞再生过程中起作用(Aoyama
等2012)。植物特有的AP2型转录调控因子因为具

有AP2/ERF DNA结合结构域而得名(Kim等2005)。
在拟南芥的这个基因家族的AINTEGUMENTA 
(ANT)亚家族中有8个基因, 分别为ANT、AIL (AIN-
TEGUMENTA-LIKE)、PLT1 (PLETHORA 1)、
PLT2、PLT3、PLT5、PLT7和BBM (BABY BOOM)
基因 ,  这些基因都与干细胞的产生和维持有关

(Galinha等2007)。其中PLT1/2基因与根尖干细胞

龛的形成以及干细胞维持密切相关(Aida等2004)。
ANT在生长素信号系统中的细胞增加和器官生长

中起作用(Mizukami和Fischer 2000), BBM过量表

达能够诱导体细胞胚产生(Boutilier等2002)。在小

立碗藓中, ANT亚家族有4个成员, 分别为APB1~4。
这四个APB基因都在茎叶体顶端干细胞中持续表

达。其中APB1、3、4在轴丝体的分支起始细胞和

其亲本细胞中都有表达, 而APB2仅在轴丝体分支

起始细胞中表达。apb4突变体的轴丝体侧枝细胞

没有茎叶体分化, 过量表达APB4能够提高轴丝体

侧枝起始细胞分化为茎叶体的比例。并且, 生长

素能够诱导4个APB基因的表达。因此, 小立碗藓

APB基因的持续表达是茎叶体干细胞分化的必要

条件(Aoyama等2012)。

6  植物细胞与动物细胞干细胞调控的保守

机制 

哺乳动物细胞中能够诱导全能干细胞形成的

Lin28 (Yu等2007)属于冷激蛋白(cold-shock domain 
proteins, CSPs)。CSPs基因最早发现在冷胁迫下的

细菌中表达, 后来又被发现与拟南芥和小麦低温

诱导开花相关, 其中的冷激结构域(cold-shock do-
main CDS)在细菌、陆生植物和后生动物中高度

保守(Nakaminami等2006)。
小立碗藓中的PpCSP1 (physcomitrella patens 

cold-shock domain protein1)与Lin28具有非常相似

的氨基酸序列以及蛋白质结构域, Lin28是哺乳动

物中与PpCSP1同源度最高的基因(Li等2017)。
PpCSP1基因在正常生长的绿丝体和轴丝体顶端干

细胞以及新出现的侧枝顶端细胞中表达强烈, 暗
示它可能与维持干细胞的状态有关。当把叶从茎

叶体上切下单独培养时, PpSCP1在离体叶伤口处

细胞中的表达剧烈升高, 该基因的过量表达可提

高离体叶再生细胞的出现比例, 而它和2个同源基

因(PpCSP2和PpCSP3)都被敲除的三突变体中, 离
体叶的再生受到了明显抑制(Li等2017)。

苔藓植物细胞命运转变调控具有与动物细胞

同源的调控机制, 这使我们对于植物细胞再生过

程的调控与动物细胞的相似之处有了新的认识。

动物细胞中的诱导多能性干细胞(induced pluripo-
tent stem cell, iPSC)基因能够诱导细胞转变为全能

干细胞; 植物细胞有同源基因, 也有植物特有基因, 
两套途径相对独立。种子植物中是两者并存还是

以后者为主值得深入研究。

7  苔藓干细胞与种子植物再生的异同

再生过程的一个重要事件是细胞重新进入分

裂周期, 从而获得新的细胞命运。在种子植物中, 
非分裂状态的细胞一般都停止在细胞分裂的G1期
(den Boer和Murray 2000)。在糖和激素等其他物

质的诱导下, CYCD (D-type cyclin)表达, 与CDKA 
(A-type cyclin-dependent kinase)结合形成CDKA/
CYCD复合体。这个复合体的活性状态能够偶联调

控E2F (E2 promoter binding factor)、RBR (retino-
blastoma-related)和DP (dimerization partner)这三个

细胞周期调控因子, 使分化细胞从G1期进入到S期
(Inzé和Veylder 2006)。虽然种种迹象表明, RBR和 
CDKA很可能对种子植物中细胞周期改变和其他S
期特征基因的表达起到协调作用(Borghi等2010; 
Gaam-ouche等2010), 但由于拟南芥分生组织细胞众

多, 难以有针对性地连续观察, 这个推测很难证实。

研究发现, 在小立碗藓茎叶体的小叶中, 细胞

停止在S期的末期, 此时叶细胞已经完成了遗传物

质的复制(Ishikawa等2011)。这一点与种子植物细

胞周期停止在G1期有很大不同。因此在施加DNA
合成抑制剂的条件下, 小立碗藓离体叶伤口处再

生细胞顶端生长和原丝体标记基因的表达不受到
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抑制。而抑制CDK的功能或者抑制CDKA的表达, 
会同时抑制细胞周期和再生细胞的原丝体标记基

因表达。因此CDKA是小立碗藓叶细胞再生过程

中协调细胞周期和细胞命运两项重要事件的核心

调控因子(Ishikawa等2011)。
种子植物的再生有时会经过一个形成愈伤组

织的过程, 特别是在人工诱导再生的过程中, 愈伤组

织更容易出现。在创伤诱导的苔藓植物的再生过

程中, 尚未观察到愈伤组织的形成, 而且也不需要

外源的植物生长调节物质处理。那么苔藓植物的

再生与种子植物是否不同呢？在种子植物再生的

发生和发育过程中, WOX (WUS-related homeobox)
家族基因对细胞的维持至关重要。拟南芥中WOX
家族基因的进化树可以被分成3个主要分支: 古老

支、中间支和现代支(Nardmann等2009; van der 
Graaff等2009)。现代支仅存在于种子植物中, 其中

WUSCHEL (WUS) (Laux等1996; Mayer等1998; 
Leibfried等2005)、WOX5 (Kamiya等2003; Sarkar
等2007; Kong等2015)、WOX3 (Shimizu等2009)和
WOX4 (Ji等2010)分别在茎尖、根尖、叶和维管束

发育过程对分生组织干细胞的维持起作用。同时, 
WUS和WOX5也在分化细胞重新形成分生组织和

体细胞胚的过程中起作用(Zuo等2002; Haecker等
2004; Sugimoto等2010)。中间支存在于包括卷柏

在内的维管植物中。其中的WOX9和WOX8在合子

发育和胚的轴向决定过程中起作用(Wu等2005; 
Breuninger等2008; Ueda等2011), WOX11和WOX12 
(Liu等2014; Hu和Xu 2016)在不定根从离体叶片上

再生的起始和过程中起作用。古老支存在于包括

苔藓在内的所有高等植物中。WOX13属于该分

支, 与苔藓和轮藻中的WOX基因进化距离较近。

它们参与调控种子植物胎座框发育、育性、开花

时间和侧根形成等功能(Deveaux等2008; Romera- 
Branchat等2013)。小立碗藓中有3个WOX基因, 它
们都与拟南芥的WOX13聚在一起(van der Graaff等
2009)。其中, PpWOX13LA和PpWOX13LB在所有

组织的细胞中表达(Sakakibara等2014)。值得注意

的是, 它们在原丝体顶端细胞中的表达明显比顶

端下面的细胞更强, 在卵细胞和合子中也比周围

细胞中强。特别是当叶片被从茎上切除时, 伤口

处的表达瞬时增强。这三个基因的单敲除突变体

都没有明显表型, 但是PpWOX13LA/B双突变体的合

子发育和胚的形成明显异常(Sakakibara等2014)。
离体叶片伤口处再生出原丝体的概率明显降低, 而
细胞分裂和原丝体标记基因的表达比例与野生型

没有显著差异。在高渗环境中, 原生质体再生以

及新原丝体侧枝形成明显推迟, 但是在正常渗透条

件下, 双突变体的原丝体侧枝发育与野生型没有

差别。原丝体再生和离体叶再生时双突变体有12
个能够促进细胞壁松弛的酶的基因表达水平明显

低于野生型(Sakakibara等2014)。

8  小结 

小立碗藓的再生过程非常简单, 从伤口处的

个别细胞发生命运转变开始, 表达原丝体特有基

因, 形成原丝体顶端干细胞, 进而开始分裂并形成

新的原丝体。该过程不涉及后续的组织器官分化, 
基本上相当于种子植物再生的最初阶段。如果说

植物的再生过程是一幅美丽长卷的话, 苔藓植物

的再生仅仅是开头部分。正因为如此, 相对于种

子植物而言该过程进展非常缓慢。因此, 利用苔

藓开展植物再生调控机理的研究, 能够跟踪特定

细胞在再生过程中的变化细节, 可以观察到种子

植物中难以监测到的再生现象并获得新的调控机

制。这些结果一方面为种子植物的再生研究提供

重要的参考, 另一方面为植物的再生调控机制进

化过程提供重要的信息支撑。
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Regeneration of bryophyte
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Abstract: Regeneration is one of the important strategies for plants to adapt to external injuries as well as an 
important biological question for plant science. Many remarkable results have been achieved in seed plants, 
mainly involving the mechanism of new tissues and organs regeneration and the regulation of auxin, cytokinin 
and other plant hormones in those processes. Bryophytes are the most primitive higher plants. It is easy to carry 
out genetic modification and achieve the goal of gene knock-in and knockout by homologous recombination in 
Physcomitrella patens which belongs to Funariaceae. Since the regeneration of Physcomitrella can occur with-
out exogenous hormones, it is very convenient to study the regulation of regeneration at the cell level. In recent 
years, some important research results have been published on the regeneration of Physcomitrella. In this paper, 
the regeneration characteristics and important research progress of Physcomitrella are introduced.
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