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摘要：在开花植物中，14-3-3 蛋白对植物生长发育具有重要的调控作用。本试验利用逆转录 PCR（RT-PCR）技术，从

宁夏枸杞宁杞 1 号花药中克隆了一个 14-3-3 蛋白家族基因 Lb14-3-3c。利用荧光定量 PCR 技术分析 Lb14-3-3c 基因在花药

发育不同时期的表达特征，构建 Lb14-3-3c 基因的植物过表达载体 pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c（+）及植物抑制表达载体

pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c（-），继而经农杆菌介导法将过表达载体转化马铃薯紫花白幼茎，获得了阳性转基因马铃薯植

株。结果表明，Lb14-3-3c 基因编码的蛋白与番茄处于进化树同一分枝上，亲缘关系最近。荧光定量 PCR 分析表明，该基因在

枸杞各器官都有表达，在雄蕊中的表达量最高。在花药发育的各个时期均表达，且在小孢子母细胞时期表达量最高。成功将

外源基因 Lb14-3-3c 载入含强启动子 CaMV35s 的植物表达载体中，并将该基因的植物过表达载体转化马铃薯，通过表型观察

与 PCR 阳性鉴定得到 5 株转基因植株，发现转基因植株长势优于野生型植株，苗期野生型与转基因型淀粉含量相差不大，结

薯期和成熟期转基因型马铃薯的叶片淀粉含量均高于野生型，且差异显著。本研究为进一步探讨 Lb14-3-3c 基因对枸杞花药

发育过程中淀粉供能的调控提供了参考依据，并且为阐明 Lb14-3-3c 基因在植物发育过程中的功能及枸杞的分子遗传改良提

供了研究基础。
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Abstract：In flowering plants，14-3-3 protein plays an important regulatory role in plant growth and 
development.In this experiment，a 14-3-3 protein family gene Lb14-3-3c was cloned from the anther of Ningqi 
No.1 by reverse transcription PCR（RT-PCR）.The expression characteristics of Lb14-3-3c gene in different stages 
of anther development were analyzed by real-time PCR.Plant gene construction Lb14-3-3c overexpression vector 
pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c（+）expression vector and the plant inhibition pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c

（-）.The over-expression vector was transformed into the young stem of potato Zihuabai by mediated method，
and a positive transgenic potato plant was obtained.Bioinformatics analysis showed that the protein encoded by 
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Lb14-3-3c gene is on the same branch of tomato as the phylogenetic tree，and has the closest relationship.Real-
time PCR analysis showed that the gene was expressed in all organs of the sputum，and the expression was highest 
in the stamens.It is expressed in all stages of anther development and has the highest expression during microspore 
mother cell.The exogenous gene Lb14-3-3c was successfully loaded into the plant expression vector containing 
the strong promoter CaMV35s，and the plant overexpression vector of the gene was transformed into potato.
Five transgenic plants were identified by phenotypic observation and PCR positive identification.The growth rate 
of transgenic plants was better than that of wild-type plants.The content of wild-type and transgenic starch in 
seedling stage was similar.The starch content of transgenic potato in potato and mature stage was higher than that 
in wild type.This study provides a reference for the further study of Lb14-3-3c gene regulation of starch supply 
during the development of anthers，and provides a demonstration of the function of Lb14-3-3c gene during plant 
development and molecular genetic improvement.

Key words：Lycium barbarum L.；Lb14-3-3 protein；gene cloning；transgenic；potato；starch content

宁夏枸杞（茄科，枸杞属，科拉丁名：Solanaceae，
种拉丁名：Lycium barbarum L.）是我国传统的名贵

中药材和重要经济作物，具有调节免疫、润肺明目等

功效，枸杞叶、果和根中都含有人体所需的蛋白质、

氨基酸和微量元素。枸杞子是一味常用的补肝益肾

中药，现代医学研究证实其含有胡萝卜素、维生素

A、维生素 C、维生素 B1 及钙、磷、铁、锌、锰等营养

成分，对造血功能有促进作用［1］，还能抗衰老、抗突

变、抗肿瘤、抗脂肪肝及降血糖等作用［2］。为了促

进生长提高产量，枸杞种植过程中农药和化肥使用

量偏高，既增加了生产成本，造成了环境污染，也给

枸杞产品的质量安全带来了隐患。所以，培育高产、

优质的枸杞品种对于提高我国国民收入、促进农业

及相关产业的可持续性发展有着重要的作用。花药

作为植物生殖器官的重要组成部分，其正常发育是

植物成功形成种子及果实，进而完成繁衍所必备的

条件，研究枸杞花器官及花药发育的机制，对提高枸

杞的品质及产量具有重要的意义。

14-3-3 蛋白是一类多基因家族蛋白，几乎存在

于所有真核生物细胞生物体内，不同生物体中存在

不同的亚型［3］。作为植物体内重要的信号转导调

节因子，它调节许多生命活动，包括植物生长发育、

碳水化合物代谢、逆境胁迫等多种生理过程的信号

通路［4］。14-3-3 蛋白通过与 H +-ATPase 和离子通道

蛋白相互作用来调节质膜间的营养运输，并参与防

御反应，在提高作物的品质和抗性方面有着广泛的

应用［5］。大豆 14-3-3 蛋白基因 GsGF14o 在拟南芥

中过表达，导致种子萌发和幼苗生长期间的耐旱性

下降［6］。在拟南芥花药磷酸化蛋白质组中发现了

39 个丝氨酸和 6 个苏氨酸磷酸化蛋白，推测丝氨酸

蛋白激酶和 14-3-3 蛋白的磷酸化参与花药发育的

关键调节过程［7］。同时发现，PMH 与 ATPase 通过

与 14-3-3 蛋白相互作用来调节花粉萌芽和花粉管

生长速率［8］。在长日照条件下，PvGF14b、PvGF14c
和 PvGF14e 的过表达显著延迟转基因拟南芥的开

花时间［9］。在棉花生长发育过程中，Gh14-3-3 蛋白

参与调节 BR 信号通路，通过改变 BR 信号相关基

因的表达水平来影响棉花纤维起始和伸长发育过 
程［10］。14-3-3 蛋白家族基因在模式植物中的表达

特性与功能已有较深入的研究，但是在枸杞中，对该

基因分子调控机制以及调控网络方面的研究甚少，

深入研究该基因对枸杞花药及花粉发育的调控机制

对枸杞育种有重要意义与价值。

本试验前期采用差异蛋白组分析，发现宁夏

宁杞 1 号与宁杞 5 号花药发育四分体前后时期，

14-3-3 蛋白是差异表达蛋白之一，进一步实时定量

PCR 分析发现，Lb14-3-3a 基因在花药、果实和花

中优势表达，而在根茎叶中的表达量很低，初步推

测 Lb14-3-3a 蛋白可能在枸杞生殖发育过程中起调

控作用［11］。本研究通过逆转录 PCR（RT-PCR）技

术，从宁夏枸杞宁杞 1 号花药中克隆了 14-3-3 蛋白

家族的一个新基因，命名为 Lb14-3-3c，采用实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）技术分析 Lb14-3-3c 基因

在枸杞不同组织中的表达，运用生物信息学分析了

编码该基因的蛋白质的性质、二级结构、三级结构、

多序列比对和亲缘关系，并构建 Lb14-3-3c 基因的

植物过表达载体 pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c（+）
及植物抑制表达载体 pCambia1305.1-35s-Lb14-3-
3c（-），成功将外源基因 Lb14-3-3c 载入含强启动子

CaMV35s 的植物表达载体中，并将该基因的植物过

表达载体转化马铃薯（茄科，科拉丁名：Solanaceae，
种拉丁名：Solanum tuberosum L.），通过表型观察与
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PCR 阳性鉴定得到 5 株转基因植株，发现转基因植

株长势优于野生型植株，苗期野生型与转基因型淀

粉含量相差不大，结薯期和成熟期转基因型马铃薯

的叶片淀粉含量均高于野生型，为进一步探讨枸杞

Lb14-3-3c 基因在枸杞花药发育过程中的功能以及

为枸杞的分子遗传改良提供基础材料。

1　材料与方法

1.1　材料

宁夏枸杞宁杞 1 号，于 2017 年 6 月采自宁夏育

新枸杞有限公司试验田。参照徐青等［12］ 的方法，

分别采集枸杞根、茎、叶、花、青果、红果及不同发育

时期的花蕾（雄蕊原基时期、造孢细胞时期、小孢子

母细胞时期、四分体时期、单核花粉时期、二核花粉

时期和花粉成熟时期），将不同发育时期的花蕾利用

测量纵横径、观察形态和花药压片法于干冰上剥离

花药，装于离心管中，液氮速冻后置于 -80 ℃冰箱 
备用。

马铃薯品种紫花白无菌苗，由本实验室保存。

在超净工作台中，将无菌瓶苗，剪成 1~2 cm 的茎段，

两端留有叶腋，插入马铃薯 MS 基础培养基上，在温

度 24±2 ℃、光照强度 1000~3000 Lx 的条件下，培

养大约 30 d 后，即可获得马铃薯无菌苗。
1.2　Lb14-3-3c 基因的分离

将存放于 -80 ℃超低温冰箱里备用的各个时

期的枸杞花药取出，立即速冻于液氮中，将其磨成

粉末，利用植物总 RNA 提取试剂盒（北京吉百特

生物技术有限公司）提取花药总 RNA，详细步骤参

照试剂盒说明书进行，并利用超微量分光光度计测

定 RNA 浓度及纯度。用 Takara 公司 PrimeScriptTM 
RT Master Mix 反转录试剂盒合成 cDNA 第一链，整

个操作于冰盒上进行，防止 RNA 降解。反转录体系

如下：RNA 1~2 μg、5×PrimeScriptTMRT Master Mix  
2 μL，加入 ddH2O 使总体积为 10 μL。PCR 反应程序

为：85 ℃ 30 s，4 ℃保存，cDNA 合成后置于 -20 ℃ 
备用。

利用 Primer5.1 软件设计引物，引物序列为：

Lb14-3-3c-F：atggcgtctccacgcgagga；Lb14-3-3c-R：

ttcattattatctggtttg。上海生工生物有限公司合成引

物。以 -20 ℃备存的枸杞花药 cDNA 为模板进

行 PCR 扩增。反应体系为 25 μL 2×Master Mix、 
2 μL 上游引物（引物浓度为 10 μmol/L）、 2 μL 下

游引物（引物浓度为 10 μmol/L）、 2 μL cDNA 和

19 μL ddH2O。扩增条件为：94 ℃预变性 3 min； 

94 ℃ 变 性 1 min，48 ℃ 退 火 1 min，72 ℃ 延 伸 
1 min，35 个循环；72 ℃ 10 min，产物经切胶回收后

连接至 pGEM-T Easy 载体（Takara），阳性质粒菌液

送上海生工生物工程公司测序。

1.3　生物信息学分析

利用 BioXM2.6 软件，NCBI-BlastP 及 ExPASy
（http：//www.expasy.org）在线软件分析预测蛋白质

基本性质，用 SOPMA 软件分析蛋白质二级结构，

SWISS-MODEL 在线软件进行三级结构预测，用

DNAMAN8 软件对 Lb14-3-3c 基因编码的蛋白进

行多序列对比，用 MEGA5.1 软件的邻接法构建进 
化树。

1.4　时空表达分析

利用 Primer 5.1 软件设计枸杞 Lb14-3-3c 荧光

定量 PCR 上下游引物（Lb14-3-3c-F：tccgaactaaccgtcg 
aaga；Lb14-3-3c-R：tgatgccacgtgttcttcat），以 枸 杞 组 成

型表达基因 Actin 为内参，其引物序列为：Lbactin- 
F：gaccttcaatgttcccgctatg ，Lbactin-R：gccatcacc 
agagtccaacac，进行实时荧光定量 PCR。反应结束后

分析荧光值变化曲线及溶解曲线，利用 2- △△Ｃｔ方法

分析相对表达量，每个样品重复 3 次［13］。

1.5　植物表达载体的构建

以测序正确的 Lb14-3-3c-pGEM-T Easy Vector 
质粒为模板，进行 PCR 扩增，反应体系的总体积

为 50 μL，包括 25 μL 2×Master Mix、2 μL 上游引

物（引物浓度为 10 μmol/L）、 2 μL 下游引物（引物

浓 度 为 10 μmol/L）、 2 μL cDNA 和 19 μL ddH2O。

扩增条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 1 min， 
48 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃  
10 min，纯化回收目的片段连接到 pMD18-T Vector
中转化大肠杆菌 DH5α，涂布于含有 50 mg/mL 氨苄

青霉素的平板上，过夜生长，挑取单克隆，以基因全

长引物进行单克隆 PCR 阳性鉴定。

以鉴定结果为阳性的重组单克隆为模板，采用

通用引物 M13（F：tgtaaaacgacggccagt；R：caggaaacagc 
tatgacc）和 Lb14-3-3c 基 因 上 下 游 引 物，并 结 合

EcoR Ⅰ单酶切来判断目的片段的连接方向。确定

了重组载体目的片段的连接方向后，用 BamH Ⅰ

和 Sal Ⅰ 双 酶 切 Lb14-3-3c-pMD18-T 重 组 载 体、

反 向 Lb14-3-3c-pMD18-T 重 组 载 体 和 植 物 表

达 载 体 pCambia1305.1-35s，胶 回 收 目 的 片 段，

用 T4 连 接 酶 过 夜 连 接 Lb14-3-3c-pMD18-T 重

组载体和植物表达载体 pCambia1305.1-35s、反

向 Lb14-3-3c-pMD18-T 重组载体和植物表达载体
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pCambia1305.1-35 s，分别转化大肠杆菌 DH5а。涂

布于含有 50 mg/mL 卡那霉素的平板上，过夜生长，

经抗性筛选及菌落 PCR 鉴定后选取阳性单克隆，小

摇后提取重组质粒进行双酶切鉴定，用液氮冻融法

将重组质粒转入根瘤农杆菌 GV3101 中，PCR 检测

获得阳性克隆。

1.6　农杆菌介导转化马铃薯

选取 4~5 周生长状况良好的马铃薯（Solanum 
tuberosum L.）紫花白无菌苗，在无菌条件下，剪取

马铃薯茎段，置于 MS 预培养培养基平板上，完全封

口后，在光照条件下培养 2 d 后。将植物过表达载体

pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c 的农杆菌菌液培养至对

数期，侵染预培养的马铃薯茎段，侵染结束后，将茎段

置于共培养培养基中，在温度为 22 ℃的条件下，避光

培养 2 d，使菌液能充分进入茎段，提高侵染效率。后

将共培养的外植体用无菌水漂洗、滤纸吸干，转移到

含有卡那霉素的诱导愈伤组织培养基中，培养 15 d  
左右，茎两端长出明显的愈伤组织，将愈伤移入含

卡那霉素的芽分化培养基中，30 d 左右长出 3~4 cm
的不定芽，将不定芽移入生根培养基中进行生根培

养，整个过程以未侵染的马铃薯茎段为对照。

1.7　阳性植株的表型观察与分子鉴定

炼苗结束后，将马铃薯植株进行土培，及时观

察植株生长状况，待植株茎段较粗且叶片数目较多

时，采摘叶片，液氮速冻后提取植物全基因组，以野

生型的基因组 DNA 为阴性对照，以 CaMV35s-F：
5′-gagcagcttgccaacatg-3′，Lb14-3-3c-R：5′-ttcattatta 
tctggtttg-3′为上下游引物，将叶片基因组稀释 50
倍后进行 PCR 阳性鉴定。PCR 反应体系的总体积

为 25 μL，含有 2×Master Mix 12.5 μL，上、下游引物 
（10 μmol/L）各 1 μL，DNA 模板 1 μL 和 dd H2O 9.5 μL。
扩增条件为：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 1 min，50 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，72 ℃ 10 min ，35 个循环。

1.8　转基因马铃薯淀粉含量测定

去掉阴性植株，将检测为阳性转基因马铃薯土

培苗与野生型植株继续培养，分别采集苗期（25 d）、
结薯期（35 d）和成熟期（60 d）的叶片，测定淀粉含

量，整个过程以同时期的野生型马铃薯为对照，试验

设置 3 次重复。参照北京索莱宝公司的试剂盒说明

书进行。

2　结果与分析

2.1　Lb14-3-3c 基因的克隆

以宁杞 1 号枸杞花药的 7 个时期（雄蕊原基

时期、造孢细胞时期、小孢子母细胞时期、四分体时

期、单核花粉时期、二核花粉时期和花粉成熟时期）

的混合 cDNA 为模板，采用 RT-PCR 方法，分离到

Lb14-3-3 蛋白的基因片段，命名为 Lb14-3-3c，将其

连接到 pGEM-T Easy 载体并转化大肠杆菌 DH5α，
将阳性质粒菌液进行测序，测序表明该片段长 
777 bp（图 1）。

M：DNA 分子量 DL2000；1：PCR 产物

M：DNA Marker DL2000，1：PCR products

图 1　Lb14-3-3c 基因的 PCR 扩增
Fig.1　The PCR fragment of Lb14-3-3c

2.2　Lb14-3-3c 蛋白的生物信息学分析

2.2.1　Lb14-3-3c 蛋白的理化性质和结构预测　用

BioXM2.6 软件分析表明，Lb14-3-3c 基因的 ORF 全
长为 777 bp，可编码 260 个氨基酸。ExPASy 网站预

测，Lb14-3-3c 编码蛋白的理论分子量为 64.14 kD， 
等 电 点 为 4.95，其 二 级 结 构 由 175 个 α- 螺 旋、

4 个 β- 转角和 62 个无规则卷曲组成。使用在线

软件 SWISS-MODEL 预测 Lb14-3-3c 蛋白的三级

结构，获得其主要由 α- 螺旋构成的对称三维结构 
（图 2）。

图 2　预测的 Lb14-3-3c 蛋白三级结构
Fig.2　The predicted tertiary structure of Lb14-3-3c protein  

2.2.2　Lb14-3-3c 蛋白的同源序列比对　用 Lb14-3-
3c 基因编码蛋白氨基酸序列信息在 NCBI（blast.ncbi.
nlm.nih.gov）数据库中 BlastP，发现该序列与马铃薯 
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（Solanum tuberosum L.，BAV67085.1）、番茄（Solanum 
lycopersicum L.，NP_001234097.1）、矮牵牛（Petunia × 
hybrida hort.ex E.Vilm.，AGJ98234.1）、辣椒（Capsicum 
annuum L.，XP_016550580.1）、红 花 烟 草（Nicotiana 
tabacum L.，NP_001312922.1）、牵牛花（Ipomoea nil（L.） 
Roth，XP_019172389.1）等物种的相似度分别为 96%、

96%、95%、95%、95%、94%、93%，与咖啡（Coffea arabica  
L.，XP_027078282.1）、风铃辣椒（Capsicum annuum var. 

conoides（Mill.）Irish，XP_016572083.1）、大豆（Glycine  
max（L.）Merr.，NP_001340970.1）、芝麻（Sesamum indicum  
L.，XP_011097537.1）、苜蓿（Medicago truncatula Gaerth.， 
AFK34151.1）、莴苣（Lactuca sativa L.，XP_023735473.1）、
胡桃（Juglans regia L.，XP_018806495.1）等其他物

种的氨基酸序列相似度在 86% 以上，表明克隆的 
Lb14-3-3c 基因，属于 14-3-3 蛋白家族基因，其氨基

酸序列具有保守性（图 3）。

Solanum tuberosum L.：马铃薯 BAV67085.1，Solanum lycopersicum L.：番茄 NP_001234097.1，Nicotiana tabacum L.：红花烟草 NP_001312922.1，
Lycium barbarum L.：枸杞，Petunia×hybrida hort.ex E.Vilm.：矮牵牛 AGJ98234.1，Capsicum annuum L.：甜辣椒 XP_016550580.1， 

Ipomoea nil（L.）Roth：牵牛花 XP_019172389.1
Solanum tuberosum L.：potato BAV67085.1，Solanum lycopersicum L.：tomato NP_001234097.1，Nicotiana tabacum L.：safflower tobacco  

NP_001312922.1，Lycium barbarum L.：wolfberry，Petunia×hybrida Hort.ex E.Vilm.：petunia AGJ98234.1，Capsicum  
annuum L.：Sweet Pepper XP_016550580.1，Ipomoea nil（L.）Roth：Morning Glory XP_019172389.1

图 3　14-3-3 蛋白的多序列比对
Fig.3　Sequence alignment of Lb14-3-3c protein with other known 14-3-3 proteins

2.2.3　Lb14-3-3c 蛋白的系统进化分析　为了进

一步研究枸杞 Lb14-3-3c 蛋白和其他物种 14-3-3 
类蛋白的亲缘关系，利用 MEGA5.1 软件构建了包括

枸杞 Lb14-3-3c 及其他植物 14-3-3 蛋白的系统发生

树（图 4）。可将这几种植物的 14-3-3 蛋白共分成两

大类：第一大类包括红花烟草（Nicotiana tabacum L.，
NP_001312922.1）、牵 牛 花（Ipomoea nil（L.）Roth， 
XP_019172389.1）、野生型马铃薯（Solanum chacoense  
Bitter，AAS78777.1）、美花烟草（Nicotiana sylvestris  
Speg.，XP_009786458.1）、矮牵牛（Petunia×hybrida Hort.
ex E. Vilm.，AGJ98234.1）、辣椒（Capsicum annuum L.， 

XP_016550580.1）、枸杞（Lycium barbarum L.）、马铃薯 
（Solanum tuberosum L.，BAV67085.1）、番茄（Lycopersicon  
esculentum Mill.，NP_001234097.1）。第二大类包括

中粒咖啡（Coffea canephora Pierre ex A.Froehner，CDP 
01506.1）、野生橄榄（Olea europaea L.var. Coratina，
XP_022855003.1）、虾衣花（Erythranthe guttata（DC.） 
G. L. Nesom，XP_012840822.1）、紫花风铃木（Handroanthus  
impetiginosus（Mart.ex DC.）Mattos，PIN12914.1）、 
芝麻（Sesamum indicum L.，XP_011097537.1），枸杞与

马铃薯、番茄处于同一进化枝上，表明它们具有比较近

的亲缘关系，这与多序列比对的序列一致性结果一致。
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图 4　Lb14-3-3c 蛋白系统进化树分析
Fig.4　Phylogenetic analysis of Lb14-3-3c protein sequences

2.3　Lb14-3-3c 基因的时空表达特性

以枸杞 Actin 基因为内参，通过荧光定量 PCR
分析，了解 Lb14-3-3c 基因在枸杞各器官中转录水

平的时空表达特征，发现 Lb14-3-3c 基因在枸杞不

同器官中都有表达，但表达量存在明显差异。在雄

蕊中的表达量最高，其次为花，在根、茎、叶、青果、红

果、雌蕊、花瓣和花萼中的表达均较低（图 5）。

图 5　Lb14-3-3c 基因在枸杞不同器官中的表达
Fig.5　The transcriptional level of Lb14-3-3c in different 

organs of wolfberry

同时，分析了 Lb14-3-3c 基因随着花药发育过程

的表达特征。结果发现，在枸杞花药不同发育时期，

Lb14-3-3c 基因都有表达。在小孢子母细胞时期表达

量最高。雄蕊原基时期、造孢细胞时期、四分体时期

和单核花粉粒时期表达量相差不明显，均低于小孢子

母细胞时期。成熟花粉粒时期表达量最低（图 6）。
2.4　植物重组表达载体的构建

2.4.1　过表达载体与抑制表达载体连接方向的鉴定   
以 Lb14-3-3c 重组质粒为模板，采用 M13 上下游引

物位点和单酶切相结合，对重组单克隆载体进行连

接方向的判断，若以 M13-F/M13-R、M13-R/Lb14-
3-3c-R 和 M13-R/Lb14-3-3c-R 为 引 物，PCR 结 果

为阳性；以 M13-F/Lb14-3-3c-R 为引物，PCR 结果

为阴性，EcoR Ⅰ单酶切重组质粒，得到一条 500 bp
的特异性条带，则目的片段为正向连接（图 7）。若

M13-F/M13-R、M13-R/Lb14-3-3c-R 和 M13-F/Lb14-
3-3c-R PCR 为阳性，M13-R/Lb14-3-3c-R PCR 为阴

性，EcoR Ⅰ单酶切重组质粒，得到一条 250 bp 的特

异性条带，则目的片段为反向连接（图 8）。PCR 过

程中，可能由于退火温度偏低，致使出现了两条非特

异电泳条带，其中一条可能为引物二聚体（图 8B）。

2.4.2　植物重组表达载体的验证　确定 Lb14-3-
3c-pMD18-T 重组质粒的连接方向后，用 Bam H Ⅰ
和 Sal Ⅰ分别双酶切 pCambia1305.1-35s、过表达重

组质粒 Lb14-3-3c-pMD18-T 和抑制表达重组质粒

Lb14-3-3c-pMD18-T，使其具有相同的粘性末端。

胶回目的片段，用 T4 连接酶过夜连接，转化大肠杆

菌 DH5ɑ，挑取单克隆，以其为模板，进行 PCR 阳性

检测，得到一条 777 bp 的目的条带（图 9A，10A）。

提取构建成功的重组质粒，转化农杆菌 GV3101，
挑取单克隆，以其为模板，进行 PCR 检测，进一步

将 PCR 结果为阳性的重组质粒用限制性内切酶

Bam H Ⅰ、Sal Ⅰ双酶切，得到一条 777 bp 的特异条

带（图 9B，10B），插入片段与克隆片段大小一致，

表明已成功构建 Lb14-3-3c 基因的植物过表达载体

pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c 和植物抑制表达载体

pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c，为下一步通过转化

模式植物和枸杞，验证 Lb14-3-3c 基因的功能提供

了研究基础。
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图 6　Lb14-3-3c 基因在枸杞花药不同发育时期的表达
Fig.6　Expression level of Lb14-3-3c at different developmental anthers of wolfberry

A：过表达 Lb14-3-3c-pMD18-T 质粒，B：PCR 鉴定，C：单酶切鉴定；M：DNA 分子量 DL2000，1：Lb14-3-3c-F/Lb14-3-3c-R， 
2：M13-F/M13-R，3：M13-R/Lb14-3-3c-R，4：M13-F/Lb14-3-3c-R，5：EcoR Ⅰ单酶切

A：overexpression recombinant plasmid of Lb14-3-3c-pMD18-T，B：PCR identification，C：single enzyme digestion assay，
M：DNA molecular weight DL2000，1：Lb14-3-3c-F/Lb14-3-3c-R PCR，2：M13-F/M13-R PCR，3：M13-R/Lb14-3-3c-R PCR，

 4：M13-F/Lb14-3-3c-R PCR，5：EcoR Ⅰ single enzyme digestion

图 7　过表达重组质粒 Lb14-3-3c-pMD18-T 及目的片段连接方向鉴定
Fig.7　Identification of over-expressing recombinant plasmid Lb14-3-3c-pMD18-T 

A：抑制表达重组质粒 Lb14-3-3c-pMD18-T，B：PCR 鉴定，C：酶切鉴定；M：DNA 分子量 DL2000；1：Lb14-3-3c-F/Lb14-3-3c-R； 
2：M13-F/M13-R；3：M13-R/Lb14-3-3c-R；4：M13-F/Lb14-3-3c-R；5：EcoR Ⅰ单酶切

A：Inhibition expression recombinant plasmid of Lb14-3-3c-pMD18-T，B：PCR identification，C：single enzyme digestion assay，M：DNA  
molecular weight DL2000，1：Lb14-3-3c-F/Lb14-3-3c-R PCR，2：M13-F/M13-R PCR，3：M13-R/Lb14-3-3c-R  

PCR，4：M13-F/Lb14-3-3c-R PCR，5：EcoR Ⅰ single enzyme digestion

图 8　抑制表达重组质粒 Lb14-3-3c-pMD18-T 及目的片段连接方向鉴定
Fig.8　Identification of suppressed-expression recombinant plasmid Lb14-3-3c-pMD18-T 
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A：PCR 鉴定，B：酶切鉴定，M：DL2000 DNA 分子量标准，M1：DL15000 DNA 分子量标准，1~4：菌落 PCR 鉴定，

5：EcoR Ⅰ单酶切重组质粒，6：Bam H Ⅰ，Sal Ⅰ双酶切重组质粒，7：EcoR Ⅰ单酶切质粒，8：Bam H Ⅰ，Sal Ⅰ双酶切质粒

A：PCR identification，B：Identification by enzyme digestion，M：DL2000 DNA molecular weight standards，M1：DL15000 DNA molecular weight standards，
1-4：colony PCR identification，5：EcoR Ⅰ single enzyme digestion of the recombinant plasmid，6：BamH Ⅰ，Sal Ⅰ double enzyme digestion  

of the recombinant plasmid，7：EcoR Ⅰ single enzyme digestion plasmid，8：BamH Ⅰ，Sal Ⅰ  double enzyme cutting plasmid

图 9　过表达单克隆 pCambia1305.1-35s-Lb14-3-3c PCR 阳性检测及酶切鉴定
Fig.9　Identification of overexpression plasmid pCambial1305.1-35s-Lb14-3-3c by colony PCR and digestion

A：PCR 鉴定，B：酶切鉴定；M：DL2000 DNA 分子量标准，M1：DL15000 DNA 分子量标准，1~3：菌落 PCR，4：EcoR Ⅰ单酶 
切质粒，5：BamH Ⅰ，Sal Ⅰ双酶切质粒，6：EcoR Ⅰ 单酶切重组质粒，7：BamH Ⅰ，Sal Ⅰ双酶切重组质粒

A：PCR identification，B：identification by enzyme digestion，M：DL2000 DNA molecular weight standard，M1：DL15000 DNA molecular weight standard，
1-3：colony PCR，4：EcoR Ⅰ single enzyme digestion plasmid，5：BamH Ⅰ，Sal Ⅰ double restriction plasmid，6：EcoR Ⅰ single  

enzyme digestion of the recombinant plasmid，7：Bam H Ⅰ，Sal Ⅰ double digestion of the recombinant plasmid

图 10　抑制表达单克隆 pCambia130.1-35s-Lb14-3-3c PCR 阳性检测及酶切鉴定
Fig.10　Identification of suppressed-expression plasmid pCambia130.1-35s-Lb14-3-3c by colony PCR and digestion

2.5　农杆菌介导转化马铃薯

将根瘤农杆菌转化法侵染的马铃薯茎段（图

11A），置于含 50 μg/mL 卡那霉素的 MS 培养基上

诱导愈伤，15 d 左右长出愈伤组织（图 11B），30 d

左右陆续分化不定芽（图 11C），待不定芽生长至 3~ 
4 cm 时，将其轻轻剪下，插入到含卡那霉素的生根

培养基中进行生根培养，整个过程以野生型马铃薯

为对照。

A：外植体，B：愈伤组织，C：不定芽

A：Explants，B：Callus，C：Adventitious buds

图 11　农杆菌介导法转化马铃薯
Fig.11　Agrobacterium-mediated transformation of potato
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2.6　转基因植株表型观察与阳性鉴定

将不定芽移入生根培养基后，植株逐渐生根

（图 12A、B），等到无菌苗生长至瓶盖时，进行炼苗，

炼苗结束后，将瓶苗移栽至土中进行培养（图 12C、

D），待植株茎段较粗且叶片数目较多时，取其叶

片，提取叶片全基因组 DNA，进行 PCR 阳性鉴定 

（图 13），整个过程以野生型马铃薯植株为对照。由

图可知，瓶苗时期，转基因马铃薯苗与野生型苗长势

相差不大，到生长后期，转基因植株生长较快，株高

明显高于野生型。通过 PCR 阳性鉴定后，得到 5 株

阳性转基因植株，1 株阴性植株，去掉阴性植株，继

续培养阳性植株与野生型植株。

A、C：野生型，B、D：转基因植株

A and C：Wild type，B and D：Transgenic plants

图 12　转基因马铃薯植株
Fig.12　Transgenic potato plants

M：DNA 分子量标准 DL2000，CK+：阳性对照，CK-：阴性对照，5：非转化植株，1~4，6：阳性转化植株

M：DNA marker DL2000，CK+：Positive control，CK-：Nega-tive control，5：Non-positive transformation plants，
1-4，6：Positive transformation plants

图 13　转基因马铃薯 PCR 鉴定
Fig.13　PCR identification of transgenic potato plants

2.7　转基因马铃薯淀粉含量测定

随机选取 3 株转基因阳性植株，以野生型马铃

薯植株的苗期、结薯期和成熟期淀粉含量作对照，

分别测定转化株系各个时期淀粉的含量，由图 14 可

以看出，除苗期之外，这 3 株转化植株结薯期和成熟

期植株叶片淀粉含量显著，都高于野生型植株叶片，

高出 6~7，表明 Lb14-3-3c 基因可能正向调控淀粉的 
累积。

3　讨论

在开花植物中，由雄蕊花药中的二倍体微孢子

细胞产生的高度特化的单倍体花粉或雄配子体，是

有性繁殖的关键调节者，花粉是一种对环境高度敏

感的雄性配子，如冷和热气候。在开花阶段热处理

1~2 d 后，由于抑制了萼裂开裂，花粉粒发芽的能力

下降［14］，作为雄配子，花粉对小穗育性很重要，最

终与作物产量息息相关，但是由于花粉的物理尺寸

非常小，因此从花粉中提取蛋白质比较困难，一般

情况下研究花药，花药位于雄蕊，具双核或多核结

构，细胞内含较多的 RNA 和蛋白质，并有油脂和类

胡萝卜素等营养物质，具有供应花粉粒发育所需的 
养料［15］。
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*：转基因植株相比于野生型，差异显著（P ≤ 0.05）
*：The transgenic plants were significantly different from the wild type（P ≤ 0.05）

图 14　转基因马铃薯淀粉含量
Fig.14　Starch content of transgenic potato

14-3-3 蛋白是形成同源或异源二聚复合物的支

架分子，来调节细胞内信号传导途径、蛋白质运输、

细胞周期和细胞凋亡、调节核编码的叶绿体蛋白质

的进出、转录因子复合物的组装和响应细胞内信号

转导级联的酶活性等过程［16］。同时，14-3-3 蛋白在

植物防御、环境胁迫应答、碳氮代谢、种子萌发等方

面，作为一种衔接分子发挥着重要的作用，也使之成

为生物化学及信号途径领域中的焦点［17］。

14-3-3 蛋白家族对植物激素信号通路转导、淀

粉代谢和花发育等过程具有重要的调控作用。14-
3-3 蛋白可以通过负调控 GA 合成相关的转录因

子 RSG，来调控植物体内的 GA 水平。酵母杂交

实验发现［18］，水稻 14-3-3 蛋白可以与乙烯合成酶

ACS 互作，其作用的机制可能是 14-3-3 蛋白通过

结合磷酸化的 ACS 的 C 末端来调节 ACS 的活性，

保护 ACS 在乙烯生物合成时不被降解［19］。在玉

米和高粱中，14-3-3 蛋白通过和酶互作调控淀粉的

合成，蛋白表达量的降低引起细胞内糖类物质水平

的下降，使得淀粉合成途径异常，花药发育相关基

因的表达也受到影响，最终导致玉米、高粱雄性不 
育［20］。木薯 14-3-3 基因转化拟南芥发现，转基因

植株淀粉含量增加，推测 14-3-3 蛋白及其结合酶在

木薯根的糖代谢和淀粉积累中起重要调控作用［21］。

用反义技术降低拟南芥中 14-3-3ε 型蛋白基因的表

达可使叶片中的淀粉含量增加 2~4 倍，并且在黑暗

条件下转基因植株淀粉降解过程受到阻抑 ［22］。桑

树 14-3-3 蛋 白 家 族 基 因 MaGF14a、MaGF14c 和

MaGF14h 在种子萌发开始时被激活，MaGF14s 在

整个植株发育时期都有表达，且在幼嫩组织如雌

花，嫩叶和顶芽中表达量最高。在花被凋落后期，

MaGF14a、MaGF14e 和 MaGF14h 亚 型 表 达 量 增

加。推测 MaGF14 蛋白家族在桑树的生长、发育和

凋亡过程中起着重要作用［23］。玉米 14-3-3s 基因在

花粉粒发育过程中发挥作用的机制包括离子通道渗

透调节，蛋白质从内质网和高尔基体到质膜的转运，

以及花粉管生长过程中线粒体能量的产生。玉米花

粉成熟过程中，14-3-3s 基因在雄性不育系中 RNA
和蛋白质水平的表达都下调，推测 14-3-3s 基因在

花粉育性方面发挥作用［24］。

为了检测 14-3-3 蛋白表达是否影响植物表型

和代谢，对过表达内源 14-3-3 蛋白亚型的转基因植

株进行了分析，结果发现转基因植株的块茎数目增

加，块茎大小减小，转基因马铃薯比对照含有更多的

叶绿素，当它们转入黑暗环境时，叶绿素的流失速度

比对照植物慢；14-3-3 抑制的转基因植株块茎数量

减少，块茎大小增加，转基因块茎的鲜重也有所增

加，过表达植株中儿茶酚胺水平的升高伴随着可溶

性糖与淀粉比例的增加而增加，抑制表达的转基因

植物中结果相反，所有抑制表达的植物硝酸还原酶

（NR）活性均显著增加，说明 NR 的调控发生在体

内，且不依赖于同型，NR 活性的增加导致硝酸盐水

平显著下降，在所有 14-3-3 过表达的马铃薯中，蔗

糖磷酸酶合酶活性水平也显著升高，而且酶活性的

显著提高伴随着块茎中蔗糖水平的相应变化［25］；将
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南瓜的 14-3-3 基因过表达于马铃薯中，发现 14-3-3
蛋白过表达使转基因马铃薯叶片和块茎中可溶性糖

和儿茶酚胺含量的增加，且转基因马铃薯块茎中脂

肪含量达到 69％，远高于野生型植株［26］。

目前，烟草、小麦、火把梨、甘蔗、龙眼、巴西橡胶

树、杉木、菠菜和雷竹等植物的 14-3-3 蛋白的基因

已有克隆［27-30］，但是，有关于 14-3-3 基因在枸杞中

研究鲜有报道，因此探讨枸杞 Lb14-3-3c 基因在枸

杞生长发育过程中可能发挥的调控作用，进而揭示

枸杞发育的分子机制，对改良枸杞的品质及产量具

有重要的意义。本试验前期研究了宁夏枸杞宁杞 1
号及其突变体宁杞 5 号花药发育差异蛋白质组学

差异表达的蛋白，分析鉴定了多个差异表达蛋白，其

中 14-3-3 蛋白为重要的差异蛋白。本试验利用逆

转录 RT-PCR 技术，从宁夏枸杞宁杞 1 号花药中克

隆了一个 14-3-3 蛋白家族基因 Lb14-3-3c，参考孙

玉燕等［31］和翟莹等［32］的研究方法进行生物信息学

分析，分析了该基因在枸杞不同发育时期各器官和

组织中的时空表达特性，成功构建了该基因的植物

过表达载体及抑制表达载体，进一步将过表达载体

通过农杆菌介导法转化马铃薯，得到 5 株阳性转基

因植株，通过对转基因植株的表型观察，DNA 分子

水平鉴定，淀粉含量测定。推测 Lb14-3-3c 基因可

能参与调控花药发育过程，这为进一步验证该基因

在植物花药发育过程中可能的调控作用提供了研究

思路。并推测 Lb14-3-3 蛋白家族可能在淀粉发育

过程中确实具有调控功能，为下一步采用根瘤农杆

菌介导法将表达载体转化枸杞，研究该蛋白家族在

枸杞生长发育中的作用以及调控花药发育过程提供

了试验材料。在本研究中，仅分析了枸杞 Lb14-3-3c
基因的表达特性及构建了其植物表达载体。与模式

植物相比，枸杞 14-3-3 蛋白还知之甚少。因此，今

后还需开展克隆 14-3-3 同工型基因及明确其功能、

转基因体系和功能基因组学方面的研究。
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