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摘要# %无籽& 瓯柑
;-4$#3 3#&2-33-<&

%

788)9833

& 是野生型瓯柑
;-4$#3 3#&2-33-<&

的芽变! 其花粉完全败育! 败育

起始于小孢子母细胞减数分裂形成四分体时期' 研究 %无籽& 瓯柑小孢子母细胞减数分裂异常的分子机制! 有利

于深入认识果树芽变的发生机制' 随机选择 (无籽) 瓯柑和瓯柑各
0

株! 根据花蕾直径采集花粉母细胞时期*

!

#!

四分体时期*

"

#! 单核花粉粒时期*

#

#! 双核花粉粒时期*

$

#及花粉粒成熟期*

%

#共
5

个时期的花蕾并分离花

药! 利用实时荧光定量聚合酶链式反应*

:;<#=>;

#分析减数分裂特性基因
6/85!

和
9:!

的相对表达量!

0

次重

复' 通过
7=77 !".-

的最小显著差法*

?7@

#在
-.-!

水平上进行各样品间的相对表达量差异分析' 结果表明$

6/85!

和
9:!

基因的表达高峰均集中在第
!

时期和第
"

时期! 且此时花药中的相对表达量均极显著*

=＜-.-!

#高于花蕾'

第
!

时期花药中 ! %无籽 & 瓯柑
>785!

的相对表达量为瓯柑的
0.(

倍 !

9?!

可达
0--

倍 + 但同时期花蕾中 !

6785!

的相对表达量仅
!.!

倍!

9?!

为
!A-.-

倍' %无籽& 瓯柑
6785!

基因在第
!

时期和第
"

时期的相对表达量

极显著 *

=＜-.-!

#高于瓯柑! 说明 %无籽& 瓯柑小孢子母细胞和四分体时期的细胞内均存在
@BC

受损现象+ %无

籽& 瓯柑
9?%

基因在第
!

时期的相对表达量极显著*

=＜-.-%

#高于瓯柑! 但第
"

时期极显著*

=＜-.-%

#低于瓯柑! 推

测 %无籽& 瓯柑败育花粉的形成与
9?%

基因表达紊乱引起油脂分泌, 转运异常密切相关' 图
"

表
%

参
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关键词# 园艺学+ %无籽& 瓯柑+ 减数分裂! 花蕾+ 花药!
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减数分裂是植物生活史中的一个重要环节) 是有性生殖的前提) 是保持物种稳定性的基础'

E

(

* 本研

究的实验材料 %无籽$ 瓯柑
3+12(' '()*+''+,)

%

@''5;'44

$ 是
EQQ$

年发现的一个瓯柑
3+12(' '()*+''+,)

的

无核突变体) 具有果实完全无核的特性'

!

(

* 张迟等'

K

(采用半薄树脂切片+ 扫描电镜+ 透射电镜等方法对

其花药发育过程和花粉形态进行观察) 发现在四分体时期出现异常) 在单核期出现明显异常) 认为花粉

败育开始于小孢子母细胞减数分裂期至四分体时期* 近年来) 模式植物减数分裂行为中的染色体配对和

联会方面的研究取得了较大进展*

1IOH?G

等'

N

(研究了拟南芥
#2)4+567'+' 18)9+):)

的直系同源基因
-1!

'76EE!E

) 染色体重组起始于
@:,;;

调控的
AOI

双链解开)

-1'76EE!E

突变体中
-1'76EE!E

的缺失会抑制染

色体破碎化*

?G

等'

F

(利用荧光原位杂交技术观察了拟南芥突变体
2)5FE;!E

的早期减数分裂行为) 发现该

突变体的同源染色体无法正常配对并出现严重的破碎化现象* 敲除
"-.FE%

基因后得到的不育植株伴

随有大孢子和花粉母细胞粗线期染色体异常'

$

(

*

G0H

等'

L

(研究了拟南芥中的
/-<= 0>="?<?>@E

!

/0E

"基

因) 它对减数分裂后的花粉发育很重要) 与花粉壁+ 花粉细胞质内容物和绒毡层发育有关* 在果树方

面) 目前的研究多采用分子标记法来发掘育性相关基因* 如王跃进等'

R

(通过分离+ 提取和纯化经随机扩

增多态
AOI

!

/I1A

"标记获得的特异片段) 根据其序列人工合成一条寡聚核苷酸作引物!

F"22IS0

02S22 2S0II I0S K"

") 在多个葡萄
A+1+' *+:+BC2)

品系中进行验证) 凡出现约
FQ% 7:

的
AOI

片段者即

为葡萄无核基因携带者和无核性状表现者* 杨英军等'

Q

(又进一步根据此特异片段设计合成了
!

对引物)

开发出鉴别无核品种的
@2I/

!特定序列扩增标记"* 姚春潮等'

E%

(利用
/I1A

技术对美味猕猴桃
-;1+:+5+)

5C9+;+6') D(&B 5C9+;+6')

海瓦德
#

秦雄
!%E

杂交
TE

代雌雄分离群体进行分析) 通过对
K%%

个随机引物的筛

选和研究) 得到了与猕猴桃雄性基因链锁的
/I1A

标记
@E%K!!RF%

*

OUITH/

等'

EE

(采集了野生型葡萄和

一个无核突变体材料的果实进行转录组测序技术!

/OI!@'.

"分析) 对得到的差异表达基因进行表达模式

和功能富集分析) 发现花粉和胚囊两者的发育途径具有密切关联) 但无核性状具体由哪些基因控制仍不

明了* 本研究根据 %无籽& 瓯柑及其野生型小孢子母细胞时期花药转录组的测序结果) 选择了
"-$FE

和
/0E

这
!

个减数分裂特性基因) 研究它们在 %无籽& 瓯柑和瓯柑花粉发育不同时期的相对表达量差

异) 来分析 %无籽& 瓯柑小孢子母细胞减数分裂异常的分子机制* 此外) 鉴于减数分裂只在特定时期和

特定部位发生) 本研究选取了花蕾和花药
!

种材料进行基因相对表达量的测定) 进而分析不同材料所得

结果的差异*

E

材料与方法

*+*

材料

供试材料瓯柑和 %无籽& 瓯柑采自丽水市林业科学研究院百果园* 当花蕾刚露白时开始取样) 根据

预备试验的结果) 采集 %无籽& 瓯柑和瓯柑花粉母细胞形成期!

!

") 四分体时期!

"

") 单核花粉粒时期

!

#

") 双核花粉粒时期!

$

" 和花粉粒成熟期!

%

"共
F

个时期的花蕾和对应花药)

F

个时期的花蕾直径分

别为
!B%V!BN <<

)

!BRVKBE <<

)

KBFVNBF <<

)

NBFV$BF <<

和即将开放的花蕾!

$BFVLBE <<

) 图
E

") 保存

Q!!



第
!!

卷第
"

期

图
#

花粉发育
$

个时期的花蕾

%&'()*# %+,-*) .(/0 ,1 1&2* 3,++*4 /*2*+,35*460

于
789 !

超低温冰箱!

!"#

方法

#:;:# <=>

提取 采用改良的
?)&@,+

法提取瓯柑和 "无籽#

瓯柑各
$

个时期花蕾的
<=>

$ 用
>&/+A.

公司的 "

B>CD03&4

EFGC

植物
<=>

快速提取试剂盒# 提取花药
<=>

$

#9:9 '

%

H'

"# 的琼脂糖凝胶对各样品的
<=>

进行电泳检测$ 再经

=A4,I),3##999

测吸光度值$ 检测样品
<=>

的质量!

#:;:;

荧光定量
EJ< KI=>

的合成参照
?ALA<A

反转录试

剂盒
E)&5*CK)&3

$

<? )*A'*46 H&6 -&6M 'I=> B)A0*)

&

3*)1*K6

)*A+ 6&5*

'的说明指南! 根据转录组测序结果中的基因序列

&已提交
N*4OA4H

'设计荧光定量特异引物&表
#

'$ 以甜橙

!"#$%& &"'('&"&

的
)*#"'

基因&

+,P##!"#

'为内参$ 采用定量

仪器
J%QP" )*A+#6&5* 0R06*5

实时荧光定量
EJ<

仪&

O&,#<A/

'和荧光染料
CDO<

$

E)*5&S BS -./?T !

&

?+&

<=A0*U E+(0

'进行实时表达量测定! 反应程序为
P$ !V !9 0

(

P$ !

$

$ 0

(

$8 !

$

!9 0

$

!P

个循环(

"$%P$

!

$ 隔
$ 0

上升
9:$ !

做融解曲线! 设立重复
!

个%样品"#

$ 根据
;

7!!J6法)

#;

*进行基因相对表达量计算$ 利用

CECC #":9

的最小显著差&

FCI

'法在
9:9#

水平上比较
;

个基因在不同组织和不同时期中的表达量差异!

表
!

实时荧光定量聚合酶链式反应!

$%&!'(%

"特异引物

?A.+* # C3*K&1&K 3)&5*)0 1,) W<?#EJ<

基因 登录号 正向引物&

$&" !&

' 反向引物&

$&" !&

'

0)1$# LG;9XYP$ >N>>NJ?N>>>N>?NJNNN? N>?NN>N??NNN?>NJ>J?NN

23# LG;9XYP8 >N?NJ??NJ>??N>?N>?JJ ?N>NNJ>???>NNJ>?>>JN

内参
45#"' NGP##!"# >?J?NJ?NN>>NN?NJ?N>N JJ>>NJ>NJ>?N>>N>?J>>

;

结果与分析

#"! 641)!

基因的时空定量表达

;:#:#

花蕾中
641$#

基因的表达 以瓯柑第
"

时期花蕾的表达量为基准计算瓯柑和 "无籽# 瓯柑各时

期花蕾的
641$#

的相对表达量! "无籽# 瓯柑和瓯柑花蕾中
641$#

的表达主要集中在第
"

时期( "无

籽# 瓯柑中
641$#

基因的相对表达量逐渐下降$ 瓯柑先下降$ 在第
#

时期和第
$

时期略有上升&图
;

'!

;:#:;

花药中
641$#

基因的表达 以瓯柑第
"

时期花药的表达量为基准计算瓯柑和 "无籽# 瓯柑各时

期花药的
641$#

相对表达量! "无籽# 瓯柑和瓯柑花药中
641$#

的表达主要集中在第
"

时期和第
!

时

期$ 且此时 "无籽# 瓯柑中的相对表达量均极显著&

7＜9:9#

'高于瓯柑$ 第
"

时期达
!:8

倍左右( "无

籽# 瓯柑中
641$#

基因的相对表达量逐渐下降$ 瓯柑在第
!

时期最高$ 随后逐渐下降&图
!

'!

#"# 23!

基因的时空定量表达

;:;:#

花蕾中
23#

基因的表达 以瓯柑第
"

时期花蕾的表达量为基准计算瓯柑和 "无籽# 瓯柑各时期

花蕾的
23#

相对表达量! "无籽# 瓯柑和瓯柑花蕾中
23#

的表达主要集中在第
"

时期和第
!

时期$ 且

此时期存在极显著&

8＜9:9#

'差异( 第
"

时期 "无籽# 瓯柑是瓯柑的
#X9:9

倍左右$ 但第
!

时期瓯柑是

"无籽# 瓯柑的
;:$

倍( "无籽# 瓯柑中
93#

基因的相对表达量逐渐下降$ 瓯柑在第
!

时期相对表达量

最高$ 随后逐渐下降&图
X

'!

;:;:;

花药中
23#

基因的表达 以瓯柑第
"

时期花药的表达量为基准计算瓯柑和 "无籽# 瓯柑各时期

花药的
23#

相对表达量! "无籽# 瓯柑和瓯柑花药中
23#

的表达也主要集中在第
"

时期和第
!

时期$

且存在极显著&

8＜9:9#

'差异( 第
"

时期 "无籽# 瓯柑是瓯柑的
!99:9

倍左右$ 但第
!

时期瓯柑是 "无

籽# 瓯柑的
;:9

倍( "无籽# 瓯柑中
23#

基因的相对表达量逐渐下降$ 瓯柑在第
!

时期相对表达量最

高$ 随后逐渐下降&图
$

'$ 此趋势与花蕾中相似&图
X

'!

朱咪咪等+ "无籽# 瓯柑小孢子母细胞减数分裂特性基因
641$#

和
23#

的表达差异分析 P;!
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!"#

同种!品种"花蕾和花药之间基因表达量的比较分析

分别以 !无籽" 瓯柑和瓯柑各自花蕾第
!

时期的表达量为基准计算同种#品种$花蕾和花药间的相对

表达量% 比较同一基因在不同组织材料中的表达差异& 除个别时期无极显著#

!＜"&"'

$差异外%

!

个种

#品种$的其他时期均是花药中的相对表达量极显著#

!＜"&"'

$高于各自时期的花蕾#图
$

$&

(

讨论

#"$ "#$%$

的基因功能和表达分析

"%&)'

的功能是修复
'!(''

引发产生的双链
*+,

分子断裂#

-./012!34567- 052683

%

*9:3

$&

"%$)#

会附着到由蛋白复合体
;<=

产生的
("

单链末端上% 以促进单链
*+,

入侵到同源染色体双链中形成重

组中间体% 在复合体解开的过程中形成染色体的交换#

>5.33.?25@ AB

$和非交换#

7.7>5.33.?25@ +AB

$

'

#(

(

&

%)"%$)#

基因单突变体雌) 雄减数分裂过程均不正常% 单突变体植株不育% 减数分裂细胞中无法正常

形成联会复合体且存在大量染色体碎片% 而
%)*+,##!##)-./)#

双突变体中不存在染色体碎片% 说明
%!

)-./)#

中的染色体碎片来自于
%)'!(##

引发的
*9:3

'

#C

(

& 动物
"%&)#

基因是大肠埃希菌
0*123-4124. 1,54

"31%

的同源基因% 与植物
"%$)#

也具有一定同源性'

#)

(

% 在动物生命科学研究中发现
<,*)#

蛋白在多

图
!

瓯柑和 !无籽" 瓯柑花蕾
"%$)#

的相对

表达量

DEF/52 ! GHI5233E.7 6142564E.7 .J "%$)' E7 J1.K25 0/- .J

64)-7* *7.84**49. 67- 64)-7* *7.84**49.

!

922-1233

"

图
(

瓯柑和 !无籽" 瓯柑花药
":&)'

的相

对表达量

DEF/52 ( GHI5233E.7 6142564E.7 .J "%&)' E7 674L25 .J ;4)-7*

*7.84**49. 67- ;4)-7* *7.84**49.

!

922-1233

"

!M"

分别代表花粉母细胞形成期#

!

$% 四
分体时期#

#

$% 单核花粉粒时期#

$

$% 双
核花粉粒时期#

%

$% 花粉粒成熟期#

"

$&

不同字母表示差异极显著#

!＜"&"'

$&

&M"

分别代表花粉母细胞形成期#

&

$% 四
分体时期#

#

$% 单核花粉粒时期#

$

$% 双
核花粉粒时期#

%

$% 花粉粒成熟期#

"

$&

不同字母表示差异极显著#

!＜"&"'

$&

图
C

瓯柑和 !无籽" 瓯柑花蕾
<''

的相对表

达量

DEF/52 C GHI5233E.7 6142564E.7 .J <'' E7 J1.K25 0/- .J ;4)-7*

*7.84**49. 67- ;4)-7* *7.84**49.

!

922-1233

"

图
)

瓯柑和 !无籽" 瓯柑花药
<''

的相对表

达量

DEF/52 ) GHI5233E.7 6142564E.7 .J <'' E7 674L25 .J ;4)-7*

*7.84**49. 67- ;4)-7* *7.84**49.

!

922-1233

"

&M"

分别代表花粉母细胞形成期#

&

$% 四
分体时期#

#

$% 单核花粉粒时期#

$

$% 双
核花粉粒时期#

%

$% 花粉粒成熟期#

"

$&

不同字母表示差异极显著#

!＜"&"'

$&

&M"

分别代表花粉母细胞形成期#

&

$% 四
分体时期#

#

$% 单核花粉粒时期#

$

$% 双
核花粉粒时期#

%

$% 花粉粒成熟期#

"

$&

不同字母表示差异极显著#

!＜"&"'

$&

N!C
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"

期

种受损组织中表达增高! 认为这是
#$%

被损伤后细胞的一种反应"

&"!&'

#

$

()%*%+,

等"

&-

#对拟南芥进行不同强度的
!

射线照射! 诱导产生
#)+.

! 对不同器官内
!"#/&

基因

进行半定量
012

分析! 结果显示% 花芽中
!"$/&

表达量最高! 且随照射强度增加而增高! 说明细胞内

产生的
#)+.

越多 !

!%$/&

基因越活跃 $ 本研究中 ! &无籽 ' 瓯柑第
"

时期和第
#

时期的花药中

!"$/&

的相对表达量极显著(

&＜343&

)高于瓯柑(图
!

)! 表明 &无籽' 瓯柑小孢子母细胞时期和四分体

时期细胞内可能存在某种机制引起的
#$%

受损现象$

!"# '($

的基因功能和表达分析

'(&

基因编码一个含有植物同源域(

56789 :;<=; >;<7?8

!

0@#

)指基序的转录因子! 参与绒毡层的发

育和花粉壁的形成"

&A

#

$ 拟南芥
)*&

突变体花粉的透射电镜观察"

B3

#显示! 前期突变体与野生型均能正常发

育! 但从四分体解体开始! 突变体中的小孢子和绒毡层细胞的细胞质中出现颗粒状物质和非正常液泡!

小孢子内孢粉素分布及外壁柱状基粒棒的发育均异常! 并在随后的发育中被液泡充斥而萎缩退化$ 而

&无籽' 瓯柑花药的绒毡层和花粉壁结构与瓯柑无明显差异! 但最终花粉粒形态出现明显差异! 瓯柑花

粉粒饱满! &无籽' 瓯柑的花粉粒大多干瘪* 畸形且无内含物! 说明
C)&

在不同物种中的功能存在一

定差异"

!

#

$ 正常情况下!

'(&

在小孢子母细胞减数分裂完成* 单个小孢子从四分体分离时在绒毡层细胞

中表达量较高 "

&A

#

$ 本研究中! 瓯柑
'(&

的表达趋势符合此规律$ 拟南芥
)*&"&

突变体 "

B&

#

C)&

的转录本

在小孢子母细胞时期(

0C1

)到减数分裂期间表达量是野生型的
B'43

倍! 四分体到有丝分裂
"

时期表达

量是野生型的
"3343

倍$ 本研究中 &无籽' 瓯柑在小孢子母细胞时期(第
D

时期)的表达异常升高! 在花

蕾中是瓯柑的
&E343

倍! 花药中更是高达
!3343

倍! 反而在四分体时期(第
$

时期)显著降低! 仅为瓯柑

的
&FB

$

G%$H

等"

B&

#利用花椰菜
+,-**./- 012,-/2- I7J4 304,54.*

花叶病毒
!/)

启动子(

17CK!/)

)使
'(&

基因过

量表达! 得到一些花器官及花粉变异的拟南芥类型! 并对
)*&

变异花芽进行基因芯片分析! 其中
!

个有

关油脂合成和花粉壁发育的基因(

%4/63'//3

!

"4/63'E&3

和
"4/63'/"3

)经
2L"012

验证! 发现在
'(&

过

表达的拟南芥类型中均表现为下调表达! 推测
)*&

变异株中这些油脂蛋白的缺失影响了
L%H.

从内质网

上的释放! 导致了油质的积累和不正常分泌$ 张敏等"

BB

#通过
M2L"012

发现 &无籽' 瓯柑中脂转移酶基

因(

7*89&

)和脂氧合酶基因(

7*8:;

)的相对表达量在花粉粒形成期显著下降!

89&

是
CG+AA

的下游基

图
"

同品种花蕾和花药间的相对表达量

N?OPJ= " ,Q5J=..?;8 769=J79?;8 ;R R6;S=J TP>. 78> 789:=J RJ;< 9:= .7<= I7J?=9U

%V&

分别代表花粉母细胞形成期(

%

)! 四分体时期 (

$

)! 单核花粉粒时期 (

'

)! 双核花粉粒时期
(

(

)! 花粉粒成熟期(

&

)$ 不同字母表示差异极显著(

&＜3W3&

)$

蕾

蕾 蕾

蕾

朱咪咪等% &无籽' 瓯柑小孢子母细胞减数分裂特性基因
!"$/&

和
'(&

的表达差异分析 AB/
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因! 而
&'())

是受
!"#

调控的转录因子"

*+!#

#

! $无籽% 瓯柑成熟花粉粒时期花药的绒毡层附近有大量

的脂类物质残存"

,

#

! 因此! $无籽% 瓯柑败育花粉的形成与
!"#

基因过表达引起油脂分泌& 转运异常密

切相关'

!"!

不同组织材料的比较分析

本研究利用花蕾与花药
!

种组织材料对
#$%-#

和
&"#

基因进行表达量比较! 发现同一基因在同一

时期的花蕾和花药中相对表达量差异极显著(

'＜%.%#

)(图
$

)* 任磊等"

!,

#采用相对荧光定量的方法对
*

个花器官发育相关基因在牡丹
'()*+,( -.//0.1,2*-(

根+ 茎& 叶& 花瓣& 萼片& 雄蕊和心皮中的表达差异

进行分析! 其中
'-'3

和
'-&$%"#

主要在花瓣和雄蕊中表达! 其他器官几乎没有表达! 表明不同的基因

在不同的器官中有不同的表达模式! 具有一定的组织特异性* 本研究的重点是 $无籽% 瓯柑减数分裂异

常的分子机制! 因此! 采用花药作为研究材料可以更准确地反映减数分裂特性基因的表达水平*

/

结论与展望

在花粉母细胞形成期(

!

)! 四分体时期(

"

)! 单核花粉粒时期(

#

)! 双核花粉粒时期(

$

)! 花粉粒

成熟期(

%

)等
-

个时期的花蕾和花药中! 同种(品种)中各时期
4$%-#

和
&"#

的表达量均是花药极显著

(

'＜%.%#

)高于花蕾* 第
!

时期花药中!$无籽% 瓯柑
4$%-#

的相对表达量为瓯柑的
,.*

倍! 说明 $无籽%

瓯柑的小孢子母细胞时期和四分体时期可能存在某种机制引发的
012

受损现象! 从而引起
4$%-3

的异

常高量表达* 第
!

时期花药中
&"3

的表达量为瓯柑的
,""."

倍! 但第
"

时期(四分体时期)锐减为瓯柑的

34!

,

&"#

基因的提早过量表达可能引起油脂分泌& 转运的异常! 与 $无籽% 瓯柑败育花粉的形成密切

相关*

5671

等 "

!/

#收集拟南芥性母细胞进行
812!9:;

测序! 结果显示- 减数分裂特性基因
&5%3

!

$1!

"6733!!

!

$1"4<!

!

&""

等的表达量在性细胞中是花药中的
!.%

倍!

$1"6733!3

!

$1%&83

!

$1#$%-38

!

$19#88,

等在性细胞和花药中表达量又比种子高! 说明基因表达量与组织特性密切相关* 在后续的减

数分裂分子机制研究中! 可尝试利用激光显微切割技术获取花药中的性母细胞进行转录组测序! 以获得

更精确的基因信息! 推进 $无籽% 瓯柑减数分裂异常的研究进程*

-
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