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摘要: 在基因序列和表达信息分析的基础上, 重点研究初选出的两个拟南芥果胶甲酯酶基因At2g47550和At4g02330的表达

和功能。半定量RT-PCR和转基因植株检测表明, At2g47550主要在花粉粒中大量表达, 其次在微管组织中有明显表达。然

而, At4g02330在拟南芥花和荚果整个发育时期都有不同程度的表达。主要在花的离层组织、柱头、微管组织和花粉粒中

表达。结果说明, At2g47550可能参与花粉粒和花粉管的发育, 而At4g02330则可能通过参与细胞壁中果胶代谢, 从而达到调

控细胞分离和花瓣脱落的目的。
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Abstract: This paper studied the expression and function of At2g47550 and At4g02330, which were initially 
selected from Arabidopsis pectin methylesterase genes based on gene sequences and expression analysis. Semi-
quantitative RT-PCR and expression analysis of transgenic plants PAt2g47550:GUS and PAt4g02330:GUS 
showed that At2g47550 was mainly expressed in the pollen grain and microtubule tissues, while the expression 
of At4g02330 was more widespread throughout the whole developmental process of Arabidopsis, being found 
in abscission zone, stigmatic surface, microtubule tissues and pollen grain. The results suggested that 
At2g47550 may be involved in the development of pollen grain and pollen tube while At4g02330 might play a 
role in cell wall pectin degradation process which leads to cell separation and floral organ abscission.
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人们对植物器官脱落的研究, 在上个世纪才

开始。Morre等在1968年提出植物器官脱落的生

物化学过程, 主要是细胞壁和中胶层的水解, 从而

导致了细胞分离。植物器官脱落, 是指植物将损

伤的或已经衰老、成熟的枝、叶、花、果实脱离

母体的过程(Roberts等2002)。具体说, 植物器官脱

落有两种情况: 其一是由于植物生理活动引起的

自然脱落。如植物果实、种子成熟引起的脱落, 
营养生长与生殖生长竞争引起的脱落, 以及一切

因生理因素引起的脱落。其二是植物受到干旱、

水涝、高低温、盐碱、病虫害等逆境胁迫所发生

的非自然脱落(Taylor和Whitelaw 2001)。
植物器官脱落不仅对物种的繁殖和传播有重

要的生物学意义, 而且对农作物、蔬菜、水果的

产量和品质, 以及对花卉观赏价值都有重要影响

(Patterson 2001)。植物种子、果实的脱落, 可以使

植物种子长久保存或是繁殖后代。部分器官的脱

落有益于存留下来的器官或果实发育成熟。例如, 
部分花和幼果的脱落, 可以使剩下的果实得以更

好生长发育等等。尽管脱落在物种的繁殖和传播

以及现代农业生产中起着至关重要的正向效应, 
然而, 异常脱落则会给农业生产带来消极影响和

经济损失。例如, 逆境诱发的棉花蕾铃脱落率高

达70%左右、大豆花荚脱落率亦可达52%, 花果脱

落可使棉花和大豆产量大幅下降。

植物器官脱落涉及到一系列细胞学变化和生

理生化反应。将要脱落的器官与母体连接处会形

成离层区, 离层区的细胞壁和中胶层发生水解, 进
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而导致了细胞分离。这一过程主要受一系列相关

酶的调控, 其中纤维素酶、果胶酶与植物器官脱

落具有直接关系(Sexton和Robetrs 1982)。果胶酶

(pectinase)是作用于果胶复合物的各类酶的总称, 
主要包括果胶甲酯酶(pectin methylesterase, PME)、
多聚半乳糖醛酸酶(pectin polygalacturonase, PG)和
果胶裂解酶(pectin lyases, PL)等三类遍在于植物

细胞中的酶。PME主要作用是对植物细胞壁和细

胞之间的果胶含量进行内源调控(Micheli 2001)。
在PME去甲基后, 果胶酸就会与Ca2+

结合生成不溶

性物质, 进而抑制细胞分离和器官脱落。PG和PL
主要功能是水解多聚半乳糖醛酸的糖苷键, 使果

胶解聚, 促进细胞分离和器官脱落。

随着分子生物学和基因组学等各种组学的发

展, 有关果胶甲酯酶基因的分子克隆和功能鉴定, 
以及在植物的生长发育过程中调控作用的研究报

道日益增多(Tieman等1992; Jiménez-Bermudez等
2002; Bosch和Hepler 2005; Louvet等2006; Pelloux
等2007; Guénin等2011)。例如, Bosch和Hepler 
(2005)通过对拟南芥基因组序列的系统分析, 已经

确认拟南芥中存在66个PME基因。拟南芥作为模

式植物, 完整的基因信息和大量的突变体为基因

功能研究提供了基础。Louvet等(2006)采用real-
time PCR研究了拟南芥的PME基因, 从花蕾到荚果

成熟的5个阶段的表达谱。依据基因表达谱进行

聚类分析, 将这些基因分为5类。其中C类包括16
个基因, 均在花和荚果发育过程中始终表达的。

然而, 包括VGD1 (At2g47040)和AtPPME1 (At1g69940)
在内的D类19个基因, 则在花粉粒中特异表达, 表
明D类基因与花粉的发育和花粉管的伸长有重要

的关系。

迄今已有众多实验揭示果胶甲酯酶参与果实

成熟(Jiménez-Bermudez等2002; Mbéguié-A-Mbé-
guié等2009)、花粉管伸长(Jiang等2005; Tian等
2006)、种子萌发(Ren和Kermode 2000; Zhang等
2010)及抗病性(Lionetti等2007)等多种植物生理活

动和过程。然而, 还未见有关果胶甲酯酶调控植

物器官脱落及其分子机制的详尽研究报道。

本文以野生型拟南芥为实验材料, 结合拟南

芥PMEs基因序列和表达信息, 筛选和鉴定果胶甲

酯酶基因家族中参与调控花瓣脱落的相关基因, 

重点分析靶基因At2g47550和At4g02330的表达模

式和功能, 为全面解析植物器官脱落分子机制提

供新信息。

材料与方法

1  材料

1.1  植物材料

拟南芥[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.]野生

型(Columbia-0)。种子由英国诺丁汉大学NASC 
(the Nottingham Arabidopsis Stock Centre)提供。种

子播于混合基质(营养土:草炭土:珍珠岩=1:1:1)中, 
16 h光照/8 h黑暗, 23~25 ℃温室中培养。

1.2  菌株、载体和生化试剂

大肠杆菌DH5α、根瘤农杆菌C58和载体

pBI101.2为本实验室保存。各种抗生素、质粒抽

提试剂盒以及割胶回收试剂盒均购自上海生工。

各种限制性内切酶、Taq酶、T4连接酶和DNA 
marker均购自大连宝生生物公司(TaKaRa)。
2  实验方法

2.1  组织总RNA提取和cDNA的合成

分别取0.1 g拟南芥幼苗、成熟的叶片、成熟

的花、嫩荚果和成熟的荚果放入液氮中研磨后, 
加入1 mL Trizol试剂混匀, 再加入300 μL氯仿, 剧
烈振荡混匀30 s, 4 ℃离心后提取上清(重复1次), 
加入等体积异丙醇, 1/10体积的NaCl (5 mol·L-1), 室
温放置10 min, 4 ℃离心后, 70%乙醇和100%乙醇

各洗涤1次, 晾干后加入50 μL DEPC-H2O溶解。第

1链cDNA合成采用Invitrogen公司的SuperScriptIII
反转录系统。20 μL反应体系: 1 μg总RNA, 4 μL 
buffer (5×), 1 μL oligo-dT引物, 1 μL dNTPs (10 
mmol·L-1)和1 μL反转录酶, 补充超纯水至20 μL, 65 
℃反应1 h, 70 ℃ 15 min灭活酶活性。

2.2  RT-PCR扩增反应

根据NCBI数据库中At4g02330和At2g47550基
因的cDNA序列, 利用Primer 5.0软件设计引物。以

合成的cDNA为模板进行PCR反应。反应程序: 94 
℃预变性5 min; 94 ℃ 30 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 2 min, 
共25个循环; 最后在72 ℃下延伸8 min。
2.3  表达载体的构建

应用PCR技术克隆At4g02330和At2g47550起
始密码子ATG上游1 000 bp左右的启动子序列, 并
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在两末端分别加上BamHI和HindIII位点。载体

pBI101.2经BamHI和HindIII双酶切, 去除原有的

GUS基因的启动子后, 再将At4g02330和At2g47550
的启动子分别与双酶切的pBI101.2载体连接, 从而

建立PAt4g02330:GUS和PAt2g47550:GUS新的表达

载体。

2.4  拟南芥遗传转化及转基因植物筛选

将新构建的表达载体PAt2g47550:GUS和PAt-
4g02330:GUS, 采用电击法分别转入农杆菌(C58)。
取阳性克隆扩繁制备菌液, 通过floral-dip转化导入

拟南芥。在含50 mg·L-1
卡那霉素的MS培养基上对

转化的拟南芥种子进行筛选, 获得卡那霉素抗性

转基因植株25株。分别从转基因植株中提取基因

组DNA进行PCR检测。最终获得PCR阳性植株20
株。在纯系转基因种子中随机各选择5个纯系的种

子播于混合基质, 进行GUS染色观察和其他分析。

2.5  GUS组织化学染色

将纯系的拟南芥转基因植株组织浸入GUS染
色液中(100 mmol·L-1

磷酸缓冲液, 0.5 mmol·L-1
高铁

氰化钾、0.5 mmol·L-1
亚铁氰化钾、1.0 mmol·L-1 

X-Gluc) 37 ℃下温育12~24 h, 室温下70%乙醇脱色

5 h, 期间更换乙醇数次, 显微镜(Nikon Digital 
Camera DXM1200F)下观察和拍照。

实验结果

1  参与拟南芥器官脱落候选PME基因的初选

通过对拟南芥基因组序列的系统分析, 已经

确认拟南芥中存在66种PME基因(Bosch和Hepler 
2005)。使用生物信息学工具(如, GO and Genvesti-
gator)对这些蛋白质的氨基酸序列进行分析表明

(Zimmermann等2004; Micheli 2001), 这66种编码

PME的基因中有23个只包含果胶甲酯酶(PME)活
性域, 而另外43个既具有果胶甲酯酶活性域, 还包

含果胶甲酯酶抑制剂(PMEI)域。因此, 根据它们

的域结构, 可将拟南芥果胶甲酯酶细分为两大组

(图1), 第I组只含有一个果胶甲酯酶(PME)域, 分子

量30~45 kDa, 蛋白质较小。第II组除了一个果胶甲

酯酶域外还含有 1 ~ 3个果胶甲酯酶抑制剂域

(PMEI), 分子量为55~105 kDa, 蛋白质较大。

图1中属于第I类的5个PME蛋白虽有PME酶
活性结构域 ,  还未见它们参与细胞壁解离的报

道。其中I类的At1g69940 (AtPPME1) (Tian等2006)
和At5g55590 (QRT1) (Francis等2006)被认为是与

花粉管发育相关的基因。图1中II类的4个PME蛋
白A t 3 g 4 9 2 2 0、A t 2 g 4 5 2 2 0、A t 2 g 4 7 5 5 0和
At4g02330尽管含有果胶甲酯酶抑制剂域, 但它们

可能与器官脱落时离层形成相关(Cai和Lashbrook 
2008)。我们前期应用拟南芥基因芯片和花器官离

层组织细胞所做的转录组图谱分析亦表明这4个II
类PME基因, 特别是At2g47550和At4g02330 (序列同

源性达到82%)可能参与花瓣脱落过程(Zhang等
2009)。为此, 本文选取At2g47550和At4-g02330为
拟南芥器官脱落候选PME基因, 进一步对其基因

表达和功能进行深入研究。

2  At2g47550和At4g02330启动子序列分析

为了进一步推测At2g47550和At4g02330基因

的表达和功能, 通过生物信息分析工具PLACE对
At2g47550上游1 620 bp和At4g02330上游1 200 bp
启动子序列进行了分析(图2、3)。结果表明, At2g-
47550和At4g02330的启动子序列分别含有两种相

同的与逆境相关的顺式作用元件 ,它们是MYB 
(AACCA)和WRKY (TGAC)。另外, 在At2g47550
和At4g02330的启动子序列还分别发现了DPBF 
(ACACA)和ABRE-Like (ACGTG), 它们同样是与

逆境相关的顺式作用元件。这些与干旱、防御和

抗病等逆境胁迫相关的响应元件的存在, 为At2g-

图1  拟南芥9个果胶甲酯酶蛋白的聚类分析

Fig.1  Phylogenetic analysis of PME proteins from Arabidopsis
用于构建进化树的PME蛋白序列为图中所示9个序列。
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47550和At4g02330可能参与调控植物体应对逆境

胁迫(例如器官的脱落)的推测提供了一定的依

据。此外At2g47550的启动子序列中发现的多个与

花粉特异表达相关元件P O L L E N 1 L E L AT 5 2 
(AGAAA) (Bate和Twell 1998), 为其在花粉中的特

异性表达提供一定的理论基础。

3  拟南芥器官组织中At2g47550和At4g02330的表

达分析

采用半定量RT-PCR分析At2g47550和At4g02330
基因在拟南芥5种组织(幼苗、成熟叶片、成熟

花、嫩荚果和成熟荚果)中的表达情况。分别从

0.1 g的拟南芥幼苗、0.1 g成熟的叶片、0.5 g成熟

的花、0.1 g嫩荚果和0.1 g成熟的荚果中提取

RNA。首先分别以1 μg不同组织的RNA为模板合

成cDNA, 然后以cDNA为模板, 以特异性的引物进

行PCR扩增反应, 共25个循环。结果显示, 内参基

因(Ubiquitin)在不同组织中的表达水平基本一致, 
At2g47550在成熟花和嫩荚果中高水平表达, 其他

组织中没有表达或甚微(成熟荚果)。然而, At4g-
02330在所测试的样品中都有表达, 其中在成熟花

和成熟荚果中表达量是其他组织中表达量10倍之

多(图4)。

图2  At2g47550启动子序列及分析

Fig.2  Sequence analysis of At2g47550 promoter
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4  候选基因启动子驱动GUS基因表达载体的构建

和转基因拟南芥植株的获得

为了进一步研究基因At2g47550和At4g02330
在拟南芥全株不同器官及发育时期表达情况, 将
它们的启动子片段分别与GUS基因融合, 成功地构

建了表达载体PAt2g47550:GUS和PAt4g02330: GUS 
(图5)。采用农杆菌介导法转化拟南芥, 在含50 
mg·L-1

卡那霉素的MS培养基上进行筛选, 获得了

卡那霉素抗性转基因植株25株。分别从卡那霉素

抗性转基因植株中提取基因组DNA, 用PCR法进

一步验证, 通过多次自交, 最终获得纯系转基因植

株6株。在纯系转基因种子中随机各选择一个纯

系的种子播于混合基质, 种子萌发, 生长成幼苗以

用于后续检测分析。

5  At2g47550在转基因拟南芥中的时空表达

从图6可以看出, At2g47550启动子驱动的GUS
基因在花粉粒中表达量极高(图6-B)。其次在花萼

图3  At4g02330启动子序列及分析

Fig.3  Sequence analysis of At4g02330 promoter

图4  At2g47550和At4g02330 RT-PCR分析电泳检测

Fig.4  RT-PCR analysis of genes At2g47550 and At4g02330
A: At2g47550 RT-PCR分析; B: At4g02330 RT-PCR分析; C: 内

参基因(Ubiquitin) RT-PCR分析。数字1~5分别为, 1: 幼苗; 2: 成熟

叶片; 3: 成熟的花; 4: 嫩荚果; 5: 成熟的荚果。
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片的微管组织中有明显表达(图6-A), 另外, 在成熟

荚果的果柄连接处和根尖部也有微弱表达 (图
6-C、D)。这表明At2g47550基因可能主要与花粉

发育相关。

6  At4g02330在转基因拟南芥中的时空表达

分析转基因拟南芥从种子萌发、幼苗至果实

成熟植株的GUS染色反应, 可知At4g02330在拟南

芥不同发育阶段的许多部位都有不同程度的表

图6  PAt2g47550:GUS转基因拟南芥幼苗的GUS染色

Fig.6  GUS-staining of PAt2g47550:GUS transgenic Arabidopsis plant
A: 第1朵花; B: 第3朵花; C: 成熟荚果的果柄连接处; D: 8 d幼苗的根尖部。比例尺均为1 mm。

达。如图7所示 ,  在幼苗发育早期(图7-A、B), 
At4g02330仅在根尖、胚轴和子叶边缘表达。当真

叶出现和形成后(图7-C~E), 该基因则开始在真叶

的叶片和叶柄组织以及表皮毛中大量表达, 同时在

子叶微管组织及叶肉细胞中逐渐显示微弱表达。

图7-F显示, At4g02330在花和荚果整个发育时

期都有不同程度的表达。数字1~20代表拟南芥总

状花絮上, 从顶端开始数, 第一朵花为1, 然后依次

图5  转基因表达载体构建和转基因植株鉴定

Fig.5  The construction of PAt2g47550:GUS and PAt4g02330:GUS and PCR analysis of transgenic plants 
A: PAt2g47550:GUS表达载体的构建; B: PAt2g47550:GUS转基因植株的PCR检测; C: PAt4g02330:GUS表达载体的构建; D: PAt4-

g02330:GUS转基因植株的PCR检测。M为Maker; 泳道1~6为转基因植株; 1 035 bp和915 bp分别为At2g47550和At4g02330的启动子片段。
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图7  PAt4g02330:GUS转基因拟南芥幼苗的GUS染色

Fig.7  GUS-staining of PAt4g02330:GUS transgenic Arabidopsis plant tissues
A: 2 d幼苗; B: 4 d幼苗; C: 6 d幼苗; D: 8 d幼苗; E: 11 d幼苗; F: 在拟南芥总状花序上, 第1个到第20个拟南芥花和荚果; G: 11 d幼苗的

下胚轴; H: 11 d幼苗的根尖; I: 11 d幼苗的侧根; J: 托叶着生部位。比例尺: A~F, 0.5 mm; G~I, 1.5 mm。数字1~20代表拟南芥总状花序上, 
从顶端开始数, 第一朵花为1, 然后依次往下。

往下。从第1朵花出现至果荚中种子开始成熟时

(1~7), At4g02330在花药、花粉和柱头组织中大量

表达, 其次在花瓣、花萼、花托和花(果)梗组织也

有明显表达。种子和果荚成熟后(8~20), At4g02330
仅在原花托处(荚果与果梗连接处)大量表达。另

外, At4g02330在拟南芥幼苗的茎、根尖和侧根中

有较强表达(图7-G、H和I), 在托叶着生部位也有

少许表达(图7-J)。

讨　　论

植物发育至衰老阶段 ,  或受逆境胁迫影响 , 
枝、叶、花、果等器官常发生脱落。这一过程涉

及到一系列细胞学变化和生理生化反应, 影响着

作物和果蔬产量及品质的形成。调控细胞壁果胶

含量、具有多个成员的果胶甲酯酶是否直接参与

植物器官脱落, 目前还不清楚。通过细胞解剖研

究发现, 在位于器官脱落的位置有特定的细胞群

的分化, 称为离层细胞。这些细胞在器官脱落的

过程中变得很紧密, 呈哑铃型, 并且含有很多高尔

基体和内膜系统(Sexton和Roberts 1982)。尽管不

清楚是什么信号引起了离层细胞的分离, 但是相

关研究表明他们一定激活了离层细胞中相关酶类, 
降解细胞壁 ,  导致离层细胞的分离 (Agus t í等
2008)。本实验以模式植物拟南芥为试材, 通过对

参与降解细胞壁的果胶酶家族的果胶甲酯酶基因

时空表达的分析, 以探究果胶甲酯酶基因参与调

控植物器官脱落的分子机制。

如前所述, 通过对拟南芥基因组序列的系统

分析, 已经确认拟南芥中存在66种编码果胶甲酯

酶的基因(Bosch和Hepler 2005)。Louvet等(2006)
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对这些基因在拟南芥花和荚果发育过程5个不同

发育时期的表达进行了检测, 发现包括At2g47550
和At4g02330在内C类16个基因, 在花和荚果发育

的整个过程中都有表达, 而D类的19个基因包括

VGD1 (At2g47040) (Jiang等2005)和AtPPME1 
(At1g69940) (Tian等2006)在内的19个基因属于花

粉粒特异表达的基因。

我们的PAt2g47550:GUS转基因植株活体GUS
检测显示, 虽然在微管组织和成熟的荚果的果柄

连接处发现有微弱GUS染色, 但很强的GUS信号

在花粉粒中发现 (图6 - B )。野生型拟南芥RT-
PCR(图4-A)亦揭示At2g47550在成熟花器官中表

达量显著高于幼荚中表达, 而在其他所测组织中

未检测到表达。结合两个实验的结果可见At2g-
47550主要在花粉中表达。At2g47550可能与At-
PPME1和VGD1有类似的功能, 在花粉的发育和花

粉管的伸长中起着重要的作用(Tian等2006; Jiang
等2005), 尽管参与器官脱落的功能还不能排除。

与At2g47550表达模式不同, At4g02330在转基

因植株的许多部位都有不同程度的表达, 如: 花粉

粒、柱头、成熟花与花托结合处的离层区、成熟

果实与果梗结合处的离层区、根(尖)部、侧根形

成部位、叶片和微管组织等(图7)。野生型拟南芥

RT-PCR (图4-B)显示At4g02330 mRNA在成熟花和

成熟荚果组织中表达显著高于其他所测组织。

At4g02330这种时空表达模式与已报道参与拟南芥

器官脱落的PG和IDA基因(González-Carranza等
2002;  Butenko等2003)表达谱相似。据此推测

At4g02330在细胞分离和器官脱落过程中行使一定

功能, 可能是果胶甲酯酶基因At4g02330在花离层

形成后, 将离层细胞壁中果胶分子脱甲基, 使得果

胶随后在多聚半乳糖醛酸酶(PG)和果胶裂解酶

(PL)等酶的共同作用下降解。

已有不少研究指出果胶甲酯酶相关基因表达

存在于许多不同种类植物中, 例如, 甘蓝、玉米、

烟草和拟南芥(Zhang等2010; Grabber和Hatfield 
2005; Körner等2009)。然而, 这些研究未揭示果胶

甲酯酶相关基因是否在植物器官脱落中起作用。

本研究通过对2个主要果胶甲酯酶基因的时空表

达分析, 为该领域研究提供了第一手试验证据和

新知识。我们正在进行的At2g47550和At4g02330

基因可控减量表达和超量表达的研究将为全面解

析果胶甲酯酶基因参与植物器官脱落调控机理提

供更有益的信息。
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