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　 　 摘要：脂肪酰基还原酶基因广泛参与植物的脂类代谢过程，影响植物雄配子体花药发育以及表皮蜡酯合成等。 本研究利用

ＲＡＣＥ 方法从宁夏枸杞（宁杞１ 号）花药中克隆脂肪酰基还原酶 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因，开放阅读框全长１８００ ｂｐ，编码５９９ 个氨基酸，等电

点为 ９􀆰 ００。 生物信息学分析表明，ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白定位于叶绿体中，该蛋白序列与茄科植物甜辣椒、烟草和马铃薯中的脂肪酰基还

原酶表现出较高的序列相似性；实时荧光定量 ＰＣＲ 显示，ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在枸杞花器官中表达，且在枸杞花药发育的四分体时期、
单核花粉时期和双核花粉时期表达量较高。 原位杂交结果证实该基因只在花药绒毡层和小孢子中表达。 亚细胞定位结果进一

步验证 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的叶绿体定位。 以上结果表明，枸杞脂肪酰基还原酶基因是枸杞花器官发育过程中的重要基因。
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深入对花器官结构多样性的认识是探讨被子植

物系统发育的重要基础。 目前发现的大量花器官变

异提高了我们对被子植物花结构多样性的认识。 通

过不懈努力，人们对植物花药发育分子机制有了一定

认识，揭示了一批花药发育过程中的重要调控基因，

涉及花药分化阶段、绒毡层发育阶段和花粉发育阶段

等［１］。 这些基因在花器官发育过程中一旦发生改变，
会造成植物雄性器官的部分败育及完全败育。 拟南

芥 ＣＥＲ１（ＥＣＥＲＩＦＥＲＵＭ １）基因编码膜蛋白，是花发

育过程中花药及花粉表皮蜡酯和含油层合成的关键
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基因。 ＣＥＲ１ 基因主要在拟南芥的茎和花中高效表

达，研究表明 ｃｅｒ１ 突变体茎上的蜡酯明显减少，花粉

壁含油层呈现出颗粒状表面，含油层中脂滴个体小数

量多。 生化分析表明，ｃｅｒ１ 突变体蜡酯形成过程中烷

烃、酮和醇的合成途径受阻，推测 ＣＥＲ１ 蛋白可能作为

一种酶参与蜡酯合成途径中长链烷烃的形成［２］。 拟南

芥中的 ｎｅｆ１（ｎｏ ｅｘｉｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ １）突变体，在小孢子从

四分体释放之后发生异常，开花期花粉粒完全败育。
透射电镜揭示突变体中花药孢粉素虽正常形成，但不

能正确积累在小孢子原生质膜上，因此导致小孢子外

壁异常发育。 突变体中脂类成分含量较少的现象也说

明 ＮＥＦ１ 参与到脂质合成代谢过程中［３］。 ＭＳ２（ＭＡＬＥ
ＳＴＥＲＩＬＩＴＹ ２ ）基因是拟南芥中较早发现的雄性不育基

因，该基因在野生型花药绒毡层中特异表达。 ｍｓ２ 突变

体花粉外壁非常薄，因此外壁对醋解试验很敏感。 研

究表明ＭＳ２ 基因的氨基酸序列与加州希蒙得木蛋白

ＦＡＲ（Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄ Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）相似度很高，编码脂肪酰基

还原酶，参与花药发育过程中脂肪酸向脂肪醇的转

变［４］。 本人早年克隆了拟南芥ＭＳ２ 基因在水稻中的同

源基因 ＤＰＷ（Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ Ｐｏｌｌｅｎ Ｗａｌｌ），该基因同样在水稻

花药绒毡层中特异表达，基因突变后引起水稻花药绒

毡层发育异常且花粉败育，导致水稻雄性不育。 ＤＰＷ
基因也编码脂肪酰基还原酶，在水稻花药绒毡层中的

脂类代谢过程中发挥重要作用［５］。
枸杞（Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． ），是茄科小灌木枸杞

的成熟子实。 枸杞药食同源的历史悠久，是驰名中

外的名贵中药材，早在《神农本草经》中就被列为上

品，称其为“久服轻身不老、耐寒暑”，有延衰抗老的

功效。 枸杞中含有多种氨基酸，并含有甜菜碱、玉蜀

黍黄素、酸浆果红素等特殊营养成分，使其具有非常

好的保健功效。 宁夏枸杞是唯一被载入新中国药典

的枸杞品种，所以素有“天下枸杞出中国，宁夏枸杞

甲天下”的美誉。 宁夏枸杞中的宁杞 １ 号是宁夏农

林科学院 １９７３ 年选育的高产、优质、适应性强的枸

杞品种，已在宁夏、新疆、甘肃、内蒙古、湖北、陕西等

省、自治区推广种植。 宁杞 １ 号是我国枸杞的主栽

品种，在生产中表现丰产、稳产、果粒大、品质好、易
制干、病虫害综合抗性高、管理简单等综合优势。 近

年来，基于具有重大的经济价值，单子叶植物的禾

本科、双子叶植物的茄科、豆科和十字花科中的雄

性生殖发育相关问题最引起人们的重视［６⁃９］ ，但是

对于重要的中药材植物资源———枸杞上的研究却

少见报道。 此外，现有对枸杞的研究多集中在枸

杞抗逆胁迫机理分析、果实活性成分研究等方面，

对于枸杞生殖发育过程的分子机理研究相对

较少［１０⁃１３］ 。
本研究克隆了多年生灌木枸杞中花药发育相关

的脂肪酰基还原酶基因 ＬｂＭＳ２⁃２，对其进行序列和

生物信息学分析， 结合 Ｒｅａｌｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 技术检测

ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在枸杞花药发育不同时期以及根、茎、
叶中的表达情况，同时利用原位杂交技术和亚细胞

定位对基因的时空表达做进一步验证及分析。 这些

试验的探索为研究该基因在枸杞花药发育过程中的

机理奠定分子基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料

本试验所用材料均为宁夏枸杞品种的宁杞 １
号，该样品采于 ２０１６ 年 ６ 月宁夏育新枸杞种业有限

公司标准化管理的枸杞试验大田。 采集过程参照文

献［１４⁃１６］的方法进行，分别对枸杞的根、茎、叶的

幼嫩组织以及花药发育雄蕊原基时期、小孢子母细

胞时期、四分体时期、单核花粉时期、双核花粉时期

和成熟花粉时期的枸杞花蕾进行采样，相同材料重

复 ３ 次采样。 花蕾的采集利用形态观察、纵横径测

量和花药压片法，采集后在干冰上剥离花蕾中的花

药，并立即置于液氮中速冻，存于 － ８０ ℃冰箱备用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第一链的合成　 枸杞各

组织材料总 ＲＮＡ 的提取按照 Ｔａｋａｒａ 公司的 ＲＮＡｉｓｏ
ｐｌｕｓ 产品说明书进行，提取后利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 超微量

分光光度计测定 ＲＮＡ 样品浓度，琼脂糖凝胶电泳检

测 ＲＮＡ 完整性。 ｃＤＮＡ 第一链的合成按照 Ｔａｋａｒａ
公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 试剂盒说明

书进行。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的克隆　 参照 ＲＡＣＥ 操作手

册，利用 ＮＣＢＩ 数据库已公布的枸杞脂肪酰基还原

酶基因的部分序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件在保

守区域进行 ３′⁃ＲＡＣＥ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ 的引物设计，正向

引物为 ５′ ＬｂＭＳ⁃２Ａ ／ Ｂ，反向引物为 ３′ ＬｂＭＳ⁃２Ａ ／ Ｂ
（表 １）。 提取枸杞花发育各时期混合花药的总

ＲＮＡ，以反转录后的 ｃＤＮＡ 第一链为模版，进行枸杞

脂肪酰基还原酶基因的 ５′末端扩增（５′⁃ＲＡＣＥ）和 ３′
末端扩增（３′⁃ＲＡＣＥ），具体方法参照 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司

的 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ 试剂盒说

明书。 ＰＣＲ 扩增目的片段回收纯化后送上海生工

生物工程股份有限公司测序。 随后将测序结果与已

知序列进行拼接，设计 １ 对全长引物，扩增基因的
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ＯＲＦ 区域， 引物分别为 ＬｂＭＳ２⁃２Ｆ 和 ＬｂＭＳ２⁃２Ｒ
（表 １），由此获得枸杞花药基因 ＬｂＭＳ２⁃２ 的 ＯＲＦ 全

长，ＰＣＲ 产物回收纯化后连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体上，
送上海生工生物工程股份有限公司测序。

表 １　 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物说明 引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

５′ＬｂＭＳ⁃２Ａ ５′⁃ＲＡＣＥ ＣＴＣＴＡＡＴＴＴＴＣＴＧＧＣＣＣＧＣＴＡＣＧＴＴ

５′ＬｂＭＳ⁃２Ｂ Ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ５′ｅｎｄｓ ＣＴＡＧＧＧＡＡＧＧＡＧＴＴＴＴＧＧＴＧＡＡＴＴＣＣ

３′ＬｂＭＳ⁃２Ａ ３′⁃ＲＡＣＥ ＣＧＧＴＡＧＣＡＧＣＣＡＧＧＣＴＧＡＡＡＴＴＡＡＧＧ

３′ＬｂＭＳ⁃２Ｂ Ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ３′ｅｎｄｓ ＴＡＧＧＣＡＴＴＡＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴＧＡＧＡＧＧ

ＬｂＭＳ２⁃２Ｆ ＬｂＭＳ２⁃２ 开放阅读框扩增 ＡＴＧＧＡＧＧＣＴＡＴＧＡＧＴＡＣＴＣＴＡＡＧＴＴＧ

ＬｂＭＳ２⁃２Ｒ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ＯＲＦ　 ＣＴＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＣＡＴＡＡＣＣＣＴＣ

ＲＴＡｃｔｉｎ⁃Ｆ 实时荧光定量内参 ＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＣＧＴＧＡ

ＲＴＡｃｔｉｎ⁃Ｒ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＬｂＡｃｔｉｎ ＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣ

ＲＴＭＳ２⁃２Ｆ 实施荧光定量 ＰＣＲ ＧＴＴＡＴＴＧＡＧＡＧＣＡＣＣＴＡＴＡＧＡＧＡＡＣ

ＲＴＭＳ２⁃２Ｒ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ＣＴＡＡＴＧＧＡＴＴＴＡＣＡＡＣＡＧＡＣＧＡＡＧＣ

１􀆰 ２􀆰 ３　 生物信息学分析　 枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白的理

化性质相关分析采用 Ｐｒｏｔ Ｐａｒａｍ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） ［１７］。 通过 ＳＯＭＰＡ 在线

工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｃｎ ／ ｔｏｏｌｓ）和 Ｐｈｙｒｅ２ 在线工

具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｂｇ． ｂｉｏ． ｉｃ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２）分别完成

ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白质的二级结构和三维结构分析。 利用

ＴａｒｇｅｔＰ １􀆰 １ Ｓｅｒｖｅ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴａｒｇｅｔＰ ／ ）和 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 在线工

具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ ／ ｗｏｌｆ⁃ｐｓｏｒｔ． ｈｔｍｌ）预测

枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白的亚细胞定位。 在 ＮＣＢＩ 上下载

ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的同源序列，通过 ＥＭＢＬ⁃ＥＢＩ 在线工具

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｗ２ ／ ）做多

序列比对，通过 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件构建系统发生演化

树，利用在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｘｆａｍ． ｏｒｇ ／ ）对基因保

守结构域进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 　 利用合成好的枸杞

根、茎、叶以及花药发育雄蕊原基时期、小孢子母细

胞时期、四分体时期、单核花粉时期、双核花粉时期

和成熟花粉时期的花药 ｃＤＮＡ 作为模板，枸杞组成

型表达基因 Ａｃｔｉｎ 作为内参，通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０
软件设计 Ｒｅａｌｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 引物，检测脂肪酰基还原酶

基因在不同组织及器官中的相对表达量。 实时荧光

定量中 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的引物为 ＲＴＭＳ２⁃２Ｆ 和 ＲＴ⁃
ＭＳ２⁃２Ｒ，枸杞内参 Ａｃｔｉｎ 基因引物为 ＲＴＡｃｔｉｎ⁃Ｆ 和

ＲＴＡｃｔｉｎ⁃Ｒ（表 １）。 依据 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ产

品试剂盒说明书（ＴＡＫＡＲＡ 公司）进行实时荧光定

量 ＰＣＲ 反应，所用仪器为 ＡＢＩ 公司的 ７３００ Ｆａｓｔ Ｒｅ⁃

ａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃预变性

５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ（荧光检测），
７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３４ 个循环，每个样品进行 ３ 次重复。
相对表达量的分析采用 ２ ⁃ΔΔＣｔ方法［１８］，显著性差异

分析采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件。
１􀆰 ２􀆰 ５　 原位杂交　 将构建在载体上的 ＬｂＭＳ２⁃２ 基

因 ＯＲＦ 全长片段酶切后，按照 ＲＯＣＨＥ 标记试剂

盒（ＣＡＴ． ＮＯ． １１２７７０７３９１０）及 ＴＡＫＡＲＡ 体外转录

试剂盒 （ ＳＰ６ ＲＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２５２０Ａ 和 Ｔ７ ＲＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２５４０Ａ）的操作说明书进行体外转录，
转录产物分别用于反义探针和正义探针。 新鲜枸

杞花药采集后用 ＦＡＡ 固定液固定，真空抽气机中

抽气 １０ ｍｉｎ 左右，经梯度乙醇脱水后，用石蜡包

埋。 用 ＬＥＩＣＡ２１５０ 切片机对花药进行 ４ ～ １０ μｍ
的横切。 ＲＮＡ 杂交和探针的免疫检测参照 Ｊ􀆰 Ｓｈｉ
等［５］的方法。
１􀆰 ２􀆰 ６　 亚细胞定位　 利用已经得到的枸杞 ＬｂＭＳ２⁃
２ 基因全长 ＯＲＦ 序列，引入 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 两个酶切

位点，将 ＰＣＲ 扩增片段构建在 ＣａＭＶ３５ｓ⁃ＧＦＰ 载体

上，将 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白 Ｃ 端和 ＧＦＰ 蛋白融合，得到

ＬｂＭＳ２⁃２⁃ＧＦＰ 蛋白。 此外，选用已知在叶绿体定位

的蛋白 Ａｔ５ｇ１９７５０ 作为标记，构建在 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１⁃
３５Ｓ 载体上，将 Ａｔ５ｇ１９７５０ 蛋白 Ｃ 端与 ＲＦＰ 蛋白融

合，得到 Ａｔ５ｇ１９７５０⁃ＲＦＰ 蛋白。 为增强融合蛋白的

表达，选取 ３５Ｓ 作为启动子。 从生长 ３ ～ ４ 周健壮的

拟南芥叶片中分离悬浮原生质体，将已构建好的融

合蛋白通过 ＰＥＧ 介导转染原生质体，２２ ℃ 弱光照
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条件下培养约 １８ ｈ，随后在激光共聚焦显微镜下进

行观察。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因克隆和序列分析

以反转录得到的枸杞花药 ｃＤＮＡ 第一链为模

板，在 ＮＣＢＩ 数据库已知基因部分序列的保守区域

中设计 ３′⁃ＲＡＣＥ 引物和 ５′⁃ＲＡＣＥ 引物，用设计好的

引物进行序列 ３′末端扩增（３′⁃ＲＡＣＥ）以及 ５′末端的

扩增（５′⁃ＲＡＣＥ）。 扩增后产物回收并纯化送测序，
对测序结果进行序列拼接。 利用 ＯＲＦ 全长扩增引

物 ＬｂＭＳ２⁃２Ｆ 和 ＬｂＭＳ２⁃２Ｒ，扩增基因的编码序列

（图 １），胶回收纯化 ＰＣＲ 产物后连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载

体上，送测序。 测序后得到的序列与电子拼接得到

的序列一致。 将该序列命名为 ＬｂＭＳ２⁃２，ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＫＹ９２６８５０。 序列分析结果表明，基因

ＯＲＦ 片段全长 １８００ ｂｐ，编码 ５９９ 个氨基酸（图 ２）。
基于 ＮＣＢＩ 数据库检索分析发现 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因编码

脂肪酰基还原酶，属于 ＦＡＲ（Ｆａｔｔｙ Ａｃｙｌ Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）
超基因家族成员之一，该家族的许多蛋白作为脂

肪酰基还原酶，作用于中长链脂肪酸的合成。 已

有报道证实，它们参与了昆虫信息素的形成、植物

表皮蜡酯的生产以及哺乳动物体内蜡酯的合成。
拟南芥中的 ＭＳ２ 基因也被证实具有同样功能，基
因突变后导致拟南芥花药绒毡层及花粉上的脂成

分发生改变。
枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白的分子量为 ６６􀆰 ６６ ｋＤ，分子

式为 Ｃ２９６０ Ｈ４７２１ Ｎ８１１ Ｏ８７５ Ｓ３１，等电点为 ９􀆰 ００。 该蛋白

的不稳定系数为 ３８􀆰 ７３，脂肪系数 ８８􀆰 ０５，平均亲水

系数为⁃０􀆰 ２３３。 含有带负电荷的残基（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）
６１ 个，含有带正电荷的残基（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ）７３ 个。 软件

预测 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白的二级结构发现蛋白中的 α 螺旋

为 ３８􀆰 ５６ ％，不规则卷曲比例为 ３３􀆰 ７２ ％，延伸链结

构为 １８􀆰 ８６ ％，β⁃转角所占的比例为 ８􀆰 ８５ ％。 对茄

科植物中同源的脂肪酰基还原酶蛋白质三维结构进

行比较，发现枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白 （图 ３Ａ）、烟草

（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ． ） ＸＰ ＿０１６４３９９４６􀆰 １ 蛋白 （图

３Ｂ）、马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ）ＸＰ＿００６３６０６０７􀆰 １
蛋白（图 ３Ｃ）以及甜辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ． ）ＸＰ＿
０１６５４４８８４􀆰 １ 蛋白（图 ３Ｄ）的三维结构具有一定的相

似性，都包含 α 螺旋、不规则卷曲和延伸链结构。 通

过亚细胞定位分析软件 ＴａｒｇｅｔＰ １􀆰 １ Ｓｅｒｖｅ 和 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 预测，枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白定位在细

胞叶绿体中。

图 １　 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的 ＯＲＦ 扩增片段

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ＯＲＦ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ｇｅｎｅ

图 ２　 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的核苷酸序列及其氨基酸序列

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ｉｎ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ．
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２􀆰 ２　 ＬｂＭＳ２⁃２ 核酸序列比对与进化分析

以 ＬｂＭＳ２⁃２ 的氨基酸序列为信息探针，用 Ｂｌａｓｔ
程序查找该蛋白在不同物种中的同源序列，发现

ＬｂＭＳ２⁃２ 基因编码的氨基酸序列与茄科植物烟草

（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ． ）（ＸＰ＿０１６４３９９４６􀆰 １）、马铃薯

（Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ）（ＸＰ＿００６３６０６０７􀆰 １）、甜辣椒

（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ． ）（ＸＰ＿０１６５４４８８４􀆰 １）中同源基

因的氨基酸序列相似性较高，都为 ８２ ％ ，并且它们

都编码脂肪酰基还原酶。 此外，在亲缘关系不同的

其他物种中也发现了 ＬｂＭＳ２⁃２ 的同源蛋白。 选取

上述同源蛋白的氨基酸序列下载后利用 ＭＥＧＡ５􀆰 ０
软件构建其系统发育进化树（图 ４），结果发现宁

夏枸杞与茄科物种处于同一个进化分支上，表明

他们具有较近的亲缘关系。 牵牛花 （ Ｉｐｏｍｏｅａ ｎｉｌ
（Ｌ． ） Ｒｏｔｈ） （ ＸＰ ＿０１９１５４１３９􀆰 １ ）、野大豆 （ Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｓｏｊａ Ｓｉｅｂｄｄ ＆ Ｚｕｃｃ． ） （ ＫＨＮ４３９９６􀆰 １ ）、巴西橡胶

（Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ （Ｗｉｌｌｄ． ｅｘ Ａ． Ｊｕｓｓ． ） Ｍüｌｌ． Ａｒｇ． ）
（ＸＰ＿０２１６５９６９１􀆰 １）、木薯（Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｇｒａｎｔｚ）

Ａ：枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白； Ｂ：烟草 ＸＰ＿０１６４３９９４６􀆰 １ 蛋白； Ｃ：马铃薯 ＸＰ＿００６３６０６０７􀆰 １ 蛋白； Ｄ：甜辣椒 ＸＰ＿０１６５４４８８４􀆰 １ 蛋白

Ａ： ＬｂＭＳ２⁃２ ｉｎ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． ，Ｂ： ＸＰ＿０１６４３９９４６􀆰 １ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ． ，
Ｃ： ＸＰ＿００６３６０６０７􀆰 １ ｉｎ Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ，Ｄ： ＸＰ＿０１６５４４８８４􀆰 １ ｉｎ Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ．

图 ３　 蛋白质的三维结构图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

（ＸＰ＿０２１６１９２７３􀆰 １）、可可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ） （ＸＰ＿
００７０２９１０１􀆰 ２）、樱 桃 （ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ （ Ｌ． ） Ｌ． ） （ ＸＰ ＿
０２１８０４８０５􀆰 １）、 甜橙 （ Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （ Ｌ． ） Ｏｓｂｅｃｋ）
（ＸＰ＿００６４８１６９６􀆰 ２）、亚麻（ Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ Ｌ． ）
（ＡＣＡ２８６７９􀆰 １ ）、 拟 南 芥 （ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （ Ｌ． ）
Ｈｅｙｎｈ． ）（ＣＡＡ５２０１９􀆰 １）和油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ． ）（ＸＰ＿
０１３６４０１６１􀆰 １）处在不同的进化分支中，虽然它们与枸杞

的亲缘关系较远，但是它们的氨基酸序列与 ＬｂＭＳ２⁃２
蛋白氨基酸序列的相似性都达到了 ６０％左右。

对进化树中不同物种同源基因的保守结构域进

行分析，发现枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因与其同源基因结构

域非常相似，大多数包含两个保守功能域，分别为

ＮＡＤ＿ｂｉｎｄｉｎｇ＿４ 结构域和雄性不育结构域（图 ４）。

研究表明 ＮＡＤ＿ｂｉｎｄｉｎｇ 结构域归属于一大类家族蛋

白，存在于多种代谢途径中，如糖酵解和其他氧化还

原反应，它们负责与特殊的底物结合，并催化特定的

酶反应。 雄性不育结构域广泛存在于各类植物及动

物中，如拟南芥、油菜、小鼠、果蝇等，该结构域多位

于基因序列的 Ｃ⁃末端区域，其氨基酸序列的正常编

码与物种育性直接相关。 除此之外，在甜辣椒、烟
草、马铃薯、牵牛花、野大豆、拟南芥和油菜的基因中

还存在低复杂性区域（ＬＣＲ，ｌｏｗ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｒｅｇｉｏｎ），
该区域的构成组分有许多单个或多个残基的重复。
ＬＣＲ 在蛋白质中普遍存在，具有重要的生物学功

能，研究认为这种简单的重复组件的重组能够大大

加快进化的步伐，许多蛋白中的 ＬＣＲ 有时候促进蛋
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白的结构稳定，有时候又呈现出弹性的结构以便于

蛋白与多种其他蛋白结合。 分别对不同物种的

ＮＡＤ＿ｂｉｎｄｉｎｇ＿４ 结构域和雄性不育结构域做多序列

比对，结果发现宁夏枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因与烟草、马
铃薯、牵牛花、可可和油菜中的同源基因在这两个保

守功能域中的氨基酸序列相似性非常高，在 ＮＡＤ＿
ｂｉｎｄｉｎｇ＿４ 结构域中约有 ６０％的碱基完全一致，雄性

不育结构域中约有 ５６％的碱基完全一致，推测这两

类结构域在不同物种中具有类似的功能（图 ５）。 以

上这些结果说明脂肪酰基还原酶蛋白在高等植物中

存在多样性的特点，它们的氨基酸结构在不同物种

中既有相似处也存在差异，这类蛋白在植物进化及

发育过程中发挥了重要的作用，它们是功能较为保

守的一类蛋白。

图 ４　 系统进化及基因结构分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｅ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ

枸杞：Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． ；烟草：Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ． ；马铃薯：Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ；
牵牛花：Ｉｐｏｍｏｅａ ｎｉｌ（Ｌ． ）Ｒｏｔｈ；可可：Ｔｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ；油菜：Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ．

图 ５　 保守结构域氨基酸序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ
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２􀆰 ３　 ＬｂＭＳ２⁃２ 的表达模式分析

枸杞花药各个时期的采集参照徐青等［１４］ 的方

法，按照花蕾长度，将枸杞花药发育分为 ６ 个时期，
分别为雄蕊原基时期、小孢子母细胞时期、四分体时

期、单核花粉时期、双核花粉时期和成熟花粉时期。
分别以枸杞根、茎、叶以及枸杞发育各个时期花药的

总 ＲＮＡ 为模版，以组成型表达基因 Ａｃｔｉｎ 为内参。
通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在

枸杞不同器官以及花发育不同时期的表达情况。 结

果显示，ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在枸杞的根、茎、叶中均没有

表达，在花器官中优势表达，并且基因在花药发育

初级阶段的雄蕊原基时期和孢子母细胞时期表达

量较低，在花药发育最后阶段的成熟花粉时期表

达量也较低。 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在花药发育减数分裂

的四分体时期以及小孢子发育阶段的单核花粉时

期和双核花粉时期表现出较高的表达量。 由此推

测该基因可能在花药发育减数分裂阶段和小孢子

发育阶段发挥作用。

图 ６　 枸杞不同器官及花药发育不同时期中 ＬｂＭＳ２⁃２
基因的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ａｎｔｈｅｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ．

２􀆰 ４　 原位杂交

为了更深入了解 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的时空表达特

点，运用 ＲＮＡ 原位杂交技术观察该基因在枸杞花药

小孢子发育阶段中的表达。 结果表明，在小孢子发

育阶段的单核花粉时期，检测到 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在花

药绒毡层和小孢子中都有较强的表达（图 ７Ｂ）。 作

为对照，在正义探针杂交的切片上仅检测到背景信

号（图 ７Ａ）。 这一结果预示枸杞脂肪酰基还原酶基

因可能直接作用于花药发育，且对花器官的建成起

到至关重要的作用。
２􀆰 ５　 枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白亚细胞定位

为了进一步验证信息学分析中预测的 ＬｂＭＳ２⁃２

蛋白亚细胞定位，利用 ＰＥＧ 介导拟南芥叶片原生质

体瞬时转化方法，构建植物表达载体 ＣａＭＶ３５ｓ⁃ＭＳ２⁃
ＧＦＰ，将 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白 Ｃ 端和 ＧＦＰ 蛋白融合 （图

８Ａ）。 同 时 选 用 已 知 在 叶 绿 体 定 位 的 蛋 白

Ａｔ５ｇ１９７５０ 作为标记，构建在 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１⁃３５Ｓ 载

体上，将 Ａｔ５ｇ１９７５０ 蛋白 Ｃ 端与 ＲＦＰ 蛋白融合（图
８Ｂ）。 结果显示 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白与 Ａｔ５ｇ１９７５０ 蛋白的

两种荧光可以完全重叠（图 ８Ｃ），证实了 ＬｂＭＳ２⁃２
蛋白生物叶绿体定位。 然而将原始空载体转入拟

南芥原生质体中（阴性对照），利用激光共聚焦显

微镜观察到荧光分布于整个原生质体细胞中（图

８Ｄ ～ Ｆ）。
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Ａ：单核花粉时期花药，ＬｂＭＳ２⁃２ 正义探针对照； Ｂ： 单核花粉时期花药，ＬｂＭＳ２⁃２ 在花药绒毡层和小孢子的杂交信号（箭头）
Ａ： Ａｎ ａｎｔｈｅｒ ａｔ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬｂＭＳ２⁃２ ｓｅｎｓｅ ｐｒｏｂｅ，

Ｂ： Ａｎ ａｎｔｈｅｒ ａｔ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ＬｂＭＳ２⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔａｐｅｔａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｓ（ａｒｒｏｗ）

图 ７　 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在枸杞花药发育单核花粉时期的原位杂交

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ｉｎ ａｎｔｈｅｒｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． ａｔ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ

Ａ：实验组 ＣａＭＶ３５ｓ⁃ＭＳ２⁃ＧＦＰ 融合蛋白在激发光下拍摄的图片；Ｂ：实验组 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１⁃Ａｔ５ｇ１９７５０⁃ＲＦＰ 融合蛋白在激发光下拍摄的图片；
Ｃ：Ａ 与 Ｂ 的荧光重叠图片；Ｄ：对照组原始空载体在激发光下拍摄的图片；Ｅ：对照组原始空载体在自然光下拍摄的图片；Ｆ：Ｄ 与 Ｅ 的重叠图片

Ａ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ＣａＭＶ３５ｓ⁃ＭＳ２⁃ＧＦＰ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔ，Ｂ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１⁃Ａｔ５ｇ１９７５０⁃ＲＦＰ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔ，
Ｃ：Ｔｈｅ ｍｅｒｇｅｄ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ Ａ ａｎｄ Ｂ，Ｄ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔ，Ｅ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｎａｔｕｒｅ ｌｉｇｈｔ，

Ｆ：Ｔｈｅ ｍｅｒｇｅｄ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ Ｄ ａｎｄ Ｅ

图 ８　 枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 蛋白在拟南芥原生质体中的亚细胞定位

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｂＭＳ２⁃２ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

３　 讨论

脂肪酰基还原酶是真核生物中一类重要的蛋

白，其家族成员众多，功能多样。 现已证实脂肪酰基

还原酶是微生物中蜡酯合成所必需的，而蜡酯是微

生物中重要的储存脂类，当细胞中含有过多的游离

脂肪酸时，它们就会转化为蜡酯等无毒的储存复合

物，使细胞避免受损伤［１９］。 哺乳动物中的脂肪酰基
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还原酶使用还原性的 ＮＡＤＰＨ 将脂酰辅酶 Ａ 还原成

脂肪醇和辅酶，然后由蜡酯合成酶催化脂肪酸和脂

肪醇的转酯反应形成蜡酯。 现已在小鼠的多数组织

中都检测到脂肪酰基还原酶的 ｍＲＮＡ，其中皮脂腺

组织和眼睑腺中含量最高［２０］。 在植物中关于脂肪

酰基还原酶的研究最早在拟南芥和加州希蒙得木

（Ｊｏｊｏｂａ）的种子中进行，脂肪酰基还原酶将酰基辅

酶 Ａ 直接还原为相应的脂肪醇，而不会产生脂肪醛

中间产物。 本试验克隆到枸杞中的脂肪酰基还原酶

基因，并对该基因在枸杞发育过程中的作用进行

研究。
开花植物的花药发育过程中脂肪醇及其衍生物

是花药表皮和花粉壁的主要成分，它们作为蜡酯和

孢粉素的前体，在花粉表面脂成分的形成中起到了

重要作用，当这些成分缺少后会引起植物花药以及

花粉的发育异常，从而导致植物雄蕊败育。 脂类代

谢过程中脂肪醇由脂肪酰基还原酶所合成，因此植

物花药发育中的脂肪酰基还原酶一旦发生异常，必
会导致脂类代谢紊乱，引起花药绒毡层及花粉壁的

不规律发育。 已有研究表明植物绒毡层作为花药壁

的最内层细胞［２１］，是向花粉运输物质的枢纽，绒毡

层中的代谢产物最终被极性的转运至药室内侧，并
分泌到药室中，从而为花粉正常发育提供所需要的

营养［２２］。 植物花粉外壁质地硬而厚，含有大量的孢

粉素，孢粉素已经被证实含有聚合的苯酚和脂肪酸

衍生物复合物［２３］。 在花粉外壁的缝隙中填充着一

些粘性油脂以及类似于蛋白的物质，统称为含油层。
它的主要成分为脂肪酸和长链脂肪酸衍生物，如酯

和油脂的不稳定复合物以及各种蛋白［２４］。 综上所

述，脂类代谢在植物花药及花粉发育过程中发挥着

重要的作用，脂类物质也是花器官的重要组成成分。
本研究中，ＬｂＭＳ２⁃２ 基因编码脂肪酰基还原酶，实时

荧光定量 ＰＣＲ 明确了枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因的特异性

表达情况，证实该基因只在枸杞花器官中表达，在枸

杞根、茎、叶中没有表达。 此外，ＬｂＭＳ２⁃２ 基因在花

药发育的四分体时期、单核花粉时期和双核花粉时

期表达量较高，因此推测枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因参与到

枸杞花药发育的脂类代谢过程中，当基因功能缺失

后有可能会导致枸杞花药中脂类成分积累异常从而

引起雄性不育的性状，这一推测有待于对基因功能

进一步的挖掘来证实。
植物花药发育是生物学上的重要课题，对其调

控机制进行研究不仅有助于充分了解花药发育的分

子机理，还能更好的在生产上加以应用。 深入了解

雄蕊和花粉发育调控的分子机理对于研究生物的发

育过程、农业生产、环境保护等都具有重大意义［２５］。
植物花药发育是一个复杂的过程，大量基因在这一

过程中起作用。 例如拟南芥中的 ＤＥＦＥＣＴＩＶＥ ＩＮ
ＥＸＩＮＥ ＦＯＲＭＡＴＩＯＮ １（ＤＥＸ１）基因参与正常的花药

发育过程，ｄｅｘ１ 突变体表现出不正常的花药发育，
导致小孢子退化。 该突变发生在小孢子从四分体释

放的过程中。 ｄｅｘ１ 突变体中的花粉孢粉素虽然可

以正常合成，但却异常积累在小孢子表面，形成不正

常的小孢子壁结构［２６］。 拟南芥中的 ＦＡＣＥＬＥＳＳ
ＰＯＬＬＥＮ⁃１（ＦＬＰ１）基因参与花药发育过程中花粉表

面蜡酯形成，ｆｌｐ１ 突变体呈现出异常光滑的花粉表

面，其花粉对醋解试验非常敏感。 研究证实 ＦＬＰ１
蛋白与花粉含油层和表面孢粉素的合成相关［２７］。
除此之外还有许多花发育相关基因的功能一一被证

实。 现有研究发现，植物花药发育涉及孢子体细胞

分化、减数分裂以及小孢子外壁发育等多个过程。
小孢子外壁发育涉及绒毡层的细胞分化，绒毡层细

胞分化形成后又进一步功能特化为分泌型细胞，向
小孢子输送发育所必需的营养成分，随后绒毡层逐

渐完成细胞凋亡。 这些复杂精密的细胞行为涉及到

大量基因的特异性表达，因此要深入了解花药发育

这一现象的本质还需做大量基础研究。 本试验利用

ＲＡＣＥ 方法在宁夏枸杞中克隆了枸杞 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因

的 ＯＲＦ 序列。 生物信息学分析表明，该基因与已报

道的拟南芥 ＭＳ２ 基因和水稻 ＤＰＷ 基因一样，都编

码脂肪酰基还原酶。 实时荧光定量及原位杂交结果

证实枸杞的 ＬｂＭＳ２⁃２ 基因仅在枸杞花药绒毡层和

小孢子中表达，这一结果与拟南芥 ＭＳ２ 和水稻 ＤＰＷ
基因功能的研究结果相吻合，说明这一类脂肪酰基

还原酶基因的功能与植物花药发育息息相关。 此

外，ＬｂＭＳ２⁃２ 基因与本实验室前期克隆的枸杞中另

一个脂肪酰基还原酶基因 ＬｂＭＳ２ 序列相似性很高，
达到了 ８９％ ，推测两基因在枸杞花器官发育过程中

发挥着相似的功能，并且预示着此类蛋白对于枸杞

花发育是非常重要的。
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