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　 　 摘要:　 为了探究芍药属不同种间远缘杂交不亲和的分子作用机制ꎬ以粉玉奴芍药自交授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ 和粉

玉奴芍药×凤丹白牡丹杂交授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ 的柱头为材料ꎬ根据柱头转录组差异基因序列ꎬ采用逆转录(ＲＴ)￣ＰＣＲ
技术ꎬ克隆得到 ＳＰＬ３ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ将其命名为 ＰｌＳＰＬ３(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＭＮ８４２７２０)ꎬ随后对其进行生物信息

学分析和表达特性分析ꎮ 结果表明ꎬＰｌＳＰＬ３ 基因的编码区(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)全长１ ３０５ ｂｐꎬ共编码 ４３４ 个氨基

酸ꎮ 分析结果显示ꎬＰｌＳＰＬ３ 蛋白是一种带负电荷的不稳定的亲水性蛋白质ꎬ无跨膜结构ꎮ 蛋白质进化树显示ꎬ芍药

ＰｌＳＰＬ３ 蛋白的氨基酸序列与拟南芥 ＡｔＳＰＬ７ 蛋白的氨基酸序列具有较高的同源性ꎬ同时芍药 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白与木瓜、
向日葵和无花果 ＳＰＬ３ 蛋白的氨基酸序列同源性也较高ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)结果显示ꎬ在自交、杂交授

粉后不同时期的柱头中ꎬＰｌＳＰＬ３ 基因在杂交授粉后 ３６ ｈ 的相对表达量最高ꎮ 研究结果为进一步阐明 ＰｌＳＰＬ３ 基因

在芍药与牡丹远缘杂交不亲和中的生物学功能提供了理论依据ꎮ
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(ＲＴ)￣ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｉｎ ｓｔｉｇｍａꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｎａｍｅｄ ａｓ ＰｌＳＰＬ３ (ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ: ＭＮ８４２７２０)ꎬ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ４３４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １ ３０５ ｂｐ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰｌＳＰＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｕｎｓｔａｂｌｅꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｈａｒｇｅｓ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｍｅｍ￣
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ＳＰＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬ Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ
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Ｐ. ｏｓｔｉｉ.
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　 　 牡丹(Ｐａｅｏｎｉａ ｏｓｔｉｉ)与芍药(Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ)
同属于芍药科芍药属ꎬ具有很高的园林观赏价值和

经济价值[１]ꎮ 芍药花色艳丽、花型丰富、花期长ꎬ与
牡丹并称为“花中二杰” [２]ꎮ 芍药属的品种改良和

育种工作一直是该领域科研和生产的主要内容ꎬ而
杂交育种是芍药属育种工作采用的主要方法[３]ꎮ
远缘杂交不仅可以丰富物种、提高植物的抗病性和

抗逆性ꎬ还对花色等性状具有改良作用[４]ꎮ １９４８
年ꎬ国际上首次成功获得了牡丹、芍药的组间杂种ꎬ
并将其命名为 Ｉｔｏｈ 杂种ꎬ具有观赏价值高、抗性强等

特点[５￣６]ꎮ 目前国内的芍药属远缘杂交研究还处于

初级阶段[７]ꎮ 花粉管的不正常生长、受精过程失败

是影响芍药属远缘杂交的主要障碍[８]ꎮ 王文和

等[９￣１０]在百合远缘杂交的过程中观察到花粉管形态

异常现象ꎬ并且发现在花粉管生长过程中伴随着胼

胝质反应ꎻ郝津藜等[１１]在黄牡丹远缘杂交亲和性研

究中同样发现ꎬ不亲和花粉会导致花粉管及柱头组

织中胼胝质沉积ꎬ从而阻碍花粉管生长ꎮ 牡丹与芍

药远缘杂交的主要障碍是杂交不亲和ꎬ授粉后柱头

对异源花粉的特异性排斥产生强烈的胼胝质反应ꎬ
并且大部分花粉不能萌发ꎬ花粉管出现扭曲、肿胀等

现象[３ꎬ１２￣１３]ꎮ
ＳＰＬ( ＳＱＵＡＭＯＳＡ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌｉｋｅ)

转录因子是花发育过程中一个重要的调控枢纽[１４]ꎬ
它参与花的早期发育、成花转变等ꎬ并调控植物大小

孢子的发生和雌雄配子体发育以及花粉囊发育、花药

开裂等[１５￣１８]ꎮ ＳＰＬ 家族基因广泛存在于玉米、番茄、
葡萄、牡丹等植物中[１９￣２２]ꎮ 在拟南芥的 ＳＰＬ 转录因

子中ꎬ氨基酸序列最短的是 ＡｔＳＰＬ３ 蛋白ꎬ由 １３１ 个氨

基酸组成ꎮ ＡｔＳＰＬ３ 基因参与调控下游基因的表达ꎬ从
而促进拟南芥开花[１７ꎬ２３]ꎮ ＳＰＬ３ 基因主要在花序中表

达ꎬ在适当条件下过量表达会导致花和花序发育异

常[２４]ꎻ在拟南芥中ꎬＳＰＬ２ 基因可以影响花粉的产量

及生育力[２５￣２６]ꎻＳＰＬ８ 基因可以影响大小孢子的发生、
雄蕊花丝的延长、小孢子囊壁的形成及花药开裂ꎬ
ＳＰＬ８ 基因功能缺失会影响花粉囊发育ꎬ导致植株花

序缩短并且影响植株的生育力[１６ꎬ２７]ꎮ
笔者所在课题组前期对芍药属杂交育种进行了

大量研究ꎬ 发 现 粉 玉 奴 芍 药 ( Ｐ. ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ ‘ Ｆｅ￣

ｎｙｕｎｕ’)自交亲和ꎬ粉玉奴芍药与凤丹白牡丹(Ｐ.
ｏｓｔｔｉ ‘Ｆｅｎｇｄａｎｂａｉ’)远缘杂交不亲和ꎬ并且发现远缘

杂交不亲和的关键时期为杂交后 ２４ ｈ、３６ ｈ[３ꎬ１２ꎬ２８]ꎮ
在前期试验中ꎬ笔者以芍药自交授粉亲和处理为对

照ꎬ通过转录组研究ꎬ筛选了相关差异表达基因ꎬ得
出显著上调表达的 ＳＰＬ 基因ꎮ 本研究以芍药柱头

为材料ꎬ分析其 ＰｌＳＰＬ３ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ并
对其基因及编码蛋白质的序列特征进行分析ꎬ检测

芍药属自交亲和与杂交不亲和在授粉后不同时期该

基因表达情况ꎬ以期进一步探索芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因的

功能与生物学信息ꎬ同时为进一步探究芍药属远缘

杂交不亲和的分子机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料母本芍药品种粉玉奴、父本牡丹品种

凤丹白均由河南省优质花卉蔬菜种苗工程研究中心

提供ꎮ 在母本松蕾期进行去雄、套袋处理ꎬ去雄 ２ ｄ
后连续 ３ ｄ 进行 ３ 次人工授粉ꎮ 随后取粉玉奴自交

授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ 的柱头与粉玉奴×凤丹白杂交授

粉后２４ ｈ、３６ ｈ 的柱头ꎮ 将柱头用液氮速冻后于

－８０ ℃冰箱中保存ꎬ随后进行 ＲＮＡ 的提取ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 柱头总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成　 基于

植物 ＲＮＡ 提取的常规方法ꎬ使用天根生化科技(北
京)有限公司的试剂盒进行柱头总 ＲＮＡ 提取ꎬ用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ( Ｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试剂盒(ＴａＫａＲａ)将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ 第一链ꎬ然后将产物于－２０ ℃贮存ꎮ
１.２.２　 ＰｌＳＰＬ３ 基因的分离克隆　 根据转录组结果获

得的 ＰｌＳＰＬ３ 基因片段ꎬ从美国国家生物技术信息中

心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣ￣
ＢＩ)网站下载同源序列ꎬ进行基因比对分析ꎬ并在比对

结果中寻找同源性较高的序列用于设计特异性引物ꎮ
以 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 使用 ２０ μｌ
反应体系ꎬ组成如下:１０ μｌ ２×ｆａｓｔ Ｐｆｕ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘꎬ１ μｌ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｆꎬ１ μｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｒꎬ１ μｌ ｃＤＮＡꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至总体

积为 ２０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃
变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ
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７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 所用引物与用途见表 １ꎮ ＰＣＲ 扩

增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用试剂盒(北京

百泰克生物技术公司产品)回收目的条带ꎬ连接 Ｔ 载

体后在感受态细胞中扩增ꎬ挑选阳性菌落进行测序ꎬ
获得扩增的目的条带序列ꎮ

表 １　 芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因克隆及荧光定量 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ＰＣＲ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ

引物名称　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 用途　

ＰｌＳＰＬ３￣Ｆ ＣＣＣＴＴＣＴＣＴＣＡＴＣＧＧＣＡＴＡＧＡＣ ｃＤＮＡ 序列扩增

ＰｌＳＰＬ３￣Ｒ ＧＴＣＣＡＴＧＧＧＣＴＴＧＴＴＡＣＡＡＴＧＴ ｃＤＮＡ 序列扩增

荧光引物￣Ｆ ＡＣＡＧＧＣＧＧＡＧＴＴＧＴＡＧＣＡＡＴＧＡＧ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

荧光引物￣Ｒ ＧＧＴＧＣＣＴＴＧＧＣＧＴＧＣＴＴＣＴＣ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｆ ＴＧＡＧＣＡＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＧＧＡＣＧＡＡＣ 内参基因

β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｒ ＣＡＣＡＣＧＣＣＴＧＡＡＣＡＴＣＴＣＣＴＧＡＡ 内参基因

１.２. ３ 　 生物信息学分析 　 使用在线 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＢＬＡＳＴ 软件对 ＰｌＳＰＬ３ 基因的同源性关系进行分

析ꎮ 使用 ＤＮＡＭＡＮ ８.０ 软件对 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋

白质的氨基酸序列进行预测ꎮ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＴＭ￣
ｐｒｅｄ、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件分析 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白

的理化性质、跨膜结构和信号肽信息ꎮ 利用 ＣＤＤ 在

线软件分析 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质的结构域ꎮ 利

用 ＧＯＲ４ 软件预测 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白的二级结构ꎮ 使用

ＭＥＧＡ ７. ０ 构建系统发育树ꎬ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置为

１ ０００[２９￣３０]ꎮ
１.２.４　 ＰｌＳＰＬ３ 基因的表达分析　 分别以粉玉奴自交

授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ 和粉玉奴×凤丹白杂交授粉后 ２４ ｈ、
３６ ｈ 的柱头 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参基因

(表 １)ꎬ使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑＴＭ试剂盒[宝日医生

物技术(北京)有限公司产品]ꎬ在 ＡＢＩ ７９００ Ｒｅａｌ￣
Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 仪(美国应用生物系统中国公司产

品)上进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ引物序列见表 １ꎮ 实

时定量反应体系及反应程序参照 Ｈｅ 等[１２] 的方法进

行ꎬ每个反应包括 ３ 个生物学重复ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ法计算

基因的相对表达量[３１]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰｌＳＰＬ３ 基因全长序列的克隆与分析

用转录组的差异基因片段设计的上下游引物进

行扩增ꎬ测序结果表明ꎬ扩增得到了大小为１ ３０５ ｂｐ
的碱基片段ꎬ详见图 １ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＰｌＳＰＬ３ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因的克隆结果

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ

　 　 对芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码氨基酸序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ结果显示ꎬ其与向日葵、藜麦、葡
萄、胡桃、木瓜等的 ＳＰＬ 基因编码氨基酸序列的相

似度达到７２.０％~７７􀆰 ３％ꎮ 随后ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ ８.０ 软

件推测芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质的氨基酸序列ꎮ
用 ＭＥＧＡ ７.０ 将芍药 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质

的氨基酸序列与拟南芥 ＳＰＬｓ 基因编码蛋白质的氨

基酸序列进行对比ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ芍药 ＰｌＳＰＬ３
基因编码蛋白质与拟南芥 ＡｔＳＰＬ７ 基因编码蛋白质

聚类到一起ꎬ表明该片段对应的基因为芍药的 ＳＰＬ
基因ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＮ８４２７２０ꎮ
２.２　 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质理化性质与结构预测

　 　 通过在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析发现ꎬＰｌＳＰＬ３ 基

因编码 ４３４ 个氨基酸ꎬ其编码蛋白质的相对分子质

量约为５０ １１０.７７ꎬ总原子数为１３ ２６６个ꎬ预测其分子

式为 Ｃ２ １２３Ｈ３ ３６１Ｎ６２３Ｏ７１５Ｓ３３ꎬ理论等电点(ｐＩ)为 ４􀆰 ９０ꎬ
说明其为酸性蛋白ꎮ 此外ꎬＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质

由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ其中谷氨酸(Ｇｌｕ)含量最丰

富ꎬ占比为 １３􀆰 ８％ꎻ其次为精氨酸 (Ａｒｇ)ꎬ占比为

８􀆰 ３％ꎻ色氨酸( Ｔｒｐ) 含量最低ꎬ占比为 ０􀆰 ２％ꎮ Ｐｌ￣
ＳＰＬ３ 基因编码蛋白质的带负电荷氨基酸残基

(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)总电荷数为 ９０ 个ꎬ带正电荷氨基酸残基

(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)总电荷数为 ６５ 个ꎬ该蛋白质的不稳定

系数为 ７０􀆰 ９４ꎬ半衰期为 ３０ ｈꎬ脂肪系数为 ５７􀆰 ９０ꎬ平
均亲水性系数为－０􀆰 ９４９ꎮ 根据以上数据可以推测ꎬ
这是一种带负电荷的不稳定亲水性蛋白质ꎮ 用 ＴＭ￣
ｐｒｅｄ 进行预测可知ꎬ该蛋白质无跨膜螺旋区ꎮ 将该

蛋白质序列输入 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ꎬ结果显示ꎬ该蛋白质可

能具有信号肽切割位点ꎬ位于第 ２７ 位与第 ２８ 位氨

基酸之间的概率较高ꎮ
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括号内数据为基因登录号ꎬ括号外数据为相应基因编码的蛋白质名称ꎮ Ａｔ 表示拟南芥ꎬＰｌ 表示芍药ꎮ
图 ２　 芍药 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白与拟南芥 ＡｔＳＰＬｓ蛋白氨基酸序列的系统进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ ａｎｄ ＡｔＳＰＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

　 　 在 ＮＣＢＩ 上分析 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码蛋白质的保

守结构域发现ꎬ该蛋白质具有 ＳＢＰ￣ｂｏｘ 保守结构

域ꎬ该结果符合典型的 ＳＢＰ￣ｂｏｘ 基因家族的结构特

征ꎬ说明该基因属于其中一员ꎮ ＳＢＰ 结构域由

ＳＢＰ￣ｂｏｘ 编码ꎬ所有陆生植物的 ＳＢＰ 结构域均较相

似[３２] ꎮ 用在线软件 ＧＯＲ４ 预测 ＰｌＳＰＬ３ 基因编码

蛋白质的二级结构ꎬ结果显示ꎬα￣螺旋( Ａｌｐｈａ ｈｅ￣
ｌｉｘꎬ ｈ)占 ３２􀆰 ７２％ꎬ延伸链(Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬ ｅ)占

２０􀆰 ２８％ꎬ而最大的结构元件是不规则卷曲( Ｒａｎ￣
ｄｏｍ ｃｏｉｌꎬ ｃ)ꎬ占 ４７􀆰 ００％ꎮ

２.３　 ＰｌＳＰＬ３ 同源基因编码蛋白质的氨基酸序列对

比与进化树的构建

　 　 利用 ＮＣＢＩ 的 ＢｌａｓｔＰ 对芍药 ＳＰＬ 基因编码蛋白

质的氨基酸序列进行比对ꎬ选取同源性排在前 １７ 位

的植物ꎬ用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件构建系统发育树ꎮ 由图 ３
可以看出ꎬ芍药 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白与其他物种 ＳＰＬ 蛋白的

系统进化树共分为 ２ 个大分支ꎬ其中芍药 ＳＰＬ 蛋白

(ＰｌＳＰＬ３)、木瓜 ＳＰＬ 蛋白(ＣｐＳＰＬ３)、向日葵 ＳＰＬ 蛋

白(ＨａＳＰＬ３)、无花果 ＳＰＬ 蛋白(ＬｎＳＰＬ３)属于 １ 个分

支ꎬ其他 １４ 种植物的 ＳＰＬ 蛋白属于另 １ 个分支ꎮ

括号内数据为基因登录号ꎬ括号外数据是相应基因编码蛋白质的名称ꎮ Ｄｚ 表示榴莲ꎬＧｒ 表示棉花ꎬＣｓ 表示柑橘ꎬＢｐ 表示白桦ꎬＥｇ 表示桉

树ꎬＶｕ 表示豇豆ꎬＨｂ 表示橡胶树ꎬＪｃ 表示麻风树ꎬＣｑ 表示藜麦ꎬＰｇ 表示石榴ꎬＰｖ 表示菜豆ꎬＶｖ 表示葡萄ꎬＣｓ 表示茶花ꎬＪｒ 表示胡桃ꎬＬｎ 表示

无花果ꎬＨａ 表示向日葵ꎬＣｐ 表示木瓜ꎬＰｌ 表示芍药ꎮ
图 ３　 芍药 ＰｌＳＰＬ３ 蛋白与其他物种 ＳＰＬ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ ａｎｄ ＳＰＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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２.４　 ＰｌＳＰＬ３ 基因的表达分析

对比粉玉奴×凤丹白杂交授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ 与粉

玉奴自交授粉后 ２４ ｈ、３６ ｈ ＰｌＳＰＬ３ 基因的表达水平ꎮ
荧光定量试验结果显示ꎬＰｌＳＰＬ３ 基因的相对表达量

在杂交授粉后 ２４ ｈ 高于自交授粉后 ２４ ｈꎻ在杂交授

粉后 ３６ ｈ 高于自交授粉后 ３６ ｈꎻ自交授粉后 ３６ ｈ 的

相对表达量高于自交授粉后 ２４ ｈ 的相对表达量ꎬ杂
交授粉后 ３６ ｈ 的相对表达量高于杂交授粉后 ２４ ｈ 的

相对表达量(图 ４)ꎮ 对比杂交与自交结果可以看出ꎬ
杂交柱头的相对表达量均高于同时期的自交柱头ꎬ对
杂交处理不同时间的相对表达量进行对比发现ꎬ杂交

授粉后 ３６ ｈ 的相对表达量比杂交授粉后 ２４ ｈ 更高ꎬ
目的基因表达量明显上调ꎮ

图 ４　 ＰｌＳＰＬ３ 基因在不同时期自交、杂交柱头中的相对表达量

Ｆｉｇ.４ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｌＳＰＬ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｅｌｆｉｎｇ ａｎｄ ｈｙ￣
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｉｇｍａｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

３　 讨 论

远缘杂交不亲和性主要表现为受精前障碍与胚

败育ꎬ而牡丹、芍药远缘杂交不亲和的主要原因是受

精前障碍[３３￣３４]ꎮ ＳＰＬ 转录因子是花发育过程中一个

重要的调控枢纽[１４]ꎮ 有研究结果已经明确ꎬＳＰＬ 基

因会影响花粉囊发育及花药开裂[３５￣３７]ꎮ ＳＰＬ 基因还

可以通过调控植物大小孢子发生和雌雄配子体发育

来维持植物的育性[１６]ꎮ 由此可见ꎬＳＰＬ 基因可能参

与了杂交后的生殖发育过程ꎮ
自交和杂交后不同时期的荧光定量检测结果表

明ꎬ杂交授粉后 ３６ ｈꎬＰｌＳＰＬ３ 基因的相对表达量最

高ꎬ并且在杂交授粉后的 ２ 个时段的相对表达量均高

于自交ꎬ这与之前所测的转录组数据相符合ꎮ 笔者在

前期试验中观察发现ꎬ在自交授粉过程中粉玉奴的花

粉管发育正常ꎻ在杂交授粉过程中ꎬ粉玉奴的花粉萌

发较少ꎬ萌发的花粉管出现扭曲ꎬ胼胝质增多ꎬ并且在

杂交授粉后 ３６ ｈ 时表现得较明显[３]ꎮ 由于杂交不亲

和与胼胝质的积累关系密切[３８]ꎬ因此推测 ＰｌＳＰＬ３ 基

因可能与杂交不亲和有关ꎮ 曹雪等[３９] 研究发现ꎬ葡
萄 ＶｖＳＰＬ９ 基因和 ＶｖＳＰＬ１０ 基因可能参与葡萄营养器

官与生殖器官的发育ꎮ Ｕｎｔｅ 等[２７] 研究发现ꎬ拟南芥

ＳＰＬ８ 基因的突变体由于小孢子囊发育异常而生育力

低下ꎬ敲除 ＳＰＬ８ 基因后则会影响大孢子发生及雄蕊

花丝的延长ꎮ Ｘｉｎｇ 等[１６] 研究发现ꎬＳＰＬ 基因影响小

孢子囊壁的形成ꎬＳＰＬ 基因功能缺失突变形成了异常

花粉囊ꎬ进而减少了每个花药内的花粉量ꎬ过量表达

ＳＰＬ８ 基因会引起花药不开裂ꎬ最终影响植物的生育

力ꎮ 在本研究中ꎬ花粉囊发育及花药开裂均正常ꎬ因
此推测该基因可能与花粉的进一步发育有关ꎮ 此外ꎬ
有研究发现ꎬＳＰＬ 基因也会影响雌蕊的发育[１６]ꎬ因此

推测ꎬ授粉后由于异源花粉的刺激ꎬ使得花的柱头发

育受到影响ꎬ从而使花粉在柱头上无法正常萌发或者

花粉管无法正常生长ꎬ导致牡丹与芍药出现远缘杂交

不亲和现象ꎮ 本试验通过克隆 ＰｌＳＰＬ３ 基因的 ｃＤＮＡ
序列全长ꎬ分析其生物信息学功能并检测芍药属自交

亲和授粉与杂交不亲和授粉后不同时期 ＰｌＳＰＬ３ 基因

表达情况ꎬ发现该基因在杂交授粉后上调明显ꎬ推测

其在芍药属远缘杂交不亲和过程中发挥着重要作用ꎬ
这为从分子水平上探究芍药属远缘杂交不亲和机制

提供了理论基础ꎮ
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