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摘要院利用棉纤维发育调控基因瞬时表达体系袁分析目的基因在棉花纤维发育过程中可能存在的功能遥实验构
建了由 CaMV35S启动子驱动的 pGUS-CCR4融合瞬时表达载体袁使用基因枪轰击法转化棉花胚珠袁确定了转
化 0 DPA胚珠的最佳条件院轰击压力为 1350 psi袁轰击距离为 9 cm袁轰击次数为 2次遥 GUS组织化学染色结果

表明袁 4基因在棉花纤维伸长期和次生壁增厚期持续表达遥不同发育时期纤维长度测量结果发现袁在 8

DPA时转 4基因纤维长度和对照相比没有明显差别袁但在 27 DPA时纤维长度明显短于对照遥 纤维透
射电镜切片观察发现袁转 4基因的细胞次生壁与对照相比增厚达 17 %遥
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In this paper, the role of 4 in cotton fiber development was examined. Because the generating of transgenic

cotton needs a long period of time and the transformation efficiency is still low, transient expression assay system was chosen for

test of 4 function in cotton fibers by using cotton ovule culture and biolistic transformation techniques. Transient expres-

sion vector of cotton 4 gene was constructed. The transient expression vector pGUS-CCR4 is driven by CaMV35S pro-

moter with GUS reporter gene and 4 gene. The result showed that the highest transformation efficiency of GUS was ob-

tained when 0 day of anthesis (0 DPA) ovules were applied. The optimal conditions for bombardment include helium pressures

of 1350 psi, distance of 9 cm and bomb times of twice. Histochemical staining showed that high level of 4 gene expres-

sion was detected during the fiber rapid elongation stage and the fiber secondary wall thickening stage in cultured ovules. Mea-

surement of fiber length in different developmental stage showed that the fiber length of the transgenic plants at the stage of 8

DPA was not different as comparing with that of the wild-type plants. However, the fiber length in the transgenic plants reduced

19% comparing with wild-type plants at the stage of 27 DPA. Transmission electron microscopy (TEM) demonstrated that the

wall thickness of transgenic fiber increased by 17% of that of the wild type.

transient expression; cotton fiber; 4; TEM

棉花( L.)是我国乃至全
世界最重要的经济作物之一[1]袁是首要的纤维作
物和重要的油料作物[2]遥 棉纤维是由胚珠表皮细
胞发育而形成的单细胞纤维袁起始分化后迅速伸
长袁一般不再分裂袁纤维细胞最终纤维长度可达
其直径的数千倍[3]遥 棉花纤维形成和发育过程可
分为院纤维原始细胞分化和突起尧初生壁伸长尧次

生壁增厚和脱水成熟[4]四个相互重叠的时期遥 棉
花纤维发育是一个高度程序化的调控过程袁纤维
细胞形态结构改变伴随着细胞分化尧膨胀和纤维
素合成等多个生化过程袁发育的各个时期都依赖
一系列基因的协同表达[5]遥 成熟的棉纤维由初生
壁和次生壁组成袁其中纤维素含量占 95%以上[6]遥
因此袁棉花是研究植物细胞伸长和细胞壁生长发
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生的理想模型[7]遥
近年来袁克隆与棉纤维次生壁加厚发育相关

的基因袁从分子水平改良棉纤维品质已成为主要
研究方向[8]遥 苯丙烷代谢途径是植物最重要的次
生代谢途径之一 [9]袁肉桂酰辅酶 A 还原酶渊Cin-
namoyl-CoA Reductase袁CCR冤是苯丙烷代谢途径
中的一个关键酶[10]袁此酶可能对苯丙烷代谢途径
的碳流具有潜在的调控作用[11]遥 许多研究结果表
明[12-13]袁如果 CCR 的活性受到影响袁肉桂酰辅酶
A酯转化成相应的醛就受到影响袁并影响植物形
态的变化遥 Fan等研究发现袁在水逆境条件下袁诱
导 上调表达袁加速细胞壁交联结构物质
的积累袁细胞壁的物理性能发生转变,强度和弹性
增加[14]遥

本研究以 GUS为报告基因[15-16]袁采用棉花胚
珠离体培养技术[17]和基因枪转化法[18]袁将本实验
室克隆的一个 4基因渊GenBank登录号为
FJ376604冤转入棉花纤维中袁对棉纤维发育调控基
因的瞬时表达体系进行了优化袁并通过纤维长度
测量和纤维透射电镜切片观察袁分析了 4
基因在棉花纤维细胞发育过程中的可能功能袁旨
在为从分子水平改良纤维品质提供候选目的基

因袁为研究棉花纤维发育调控的分子机理提供理
论基础遥

材料和方法

植物转化受体的选择及材料预处理

植物转化受体材料为棉花品种新陆早 36号
(由石河子新疆农垦科学院棉花种质资源所提
供)遥 以 0 DPA (day of anthesis袁 开花当天) 和 2
DPA (days post anthesis袁开花后 2天)的子房为外
植体袁75%乙醇表面灭菌 10 s袁95%乙醇浸入处理
90 s后袁快速将子房火焰灼烧袁无菌条件下剥离胚
珠袁 分别接种于 BT (Besley & Ting) 培养基 [含
0.25%渊W/V冤PhytagelTM] 平板上袁 培养皿直径 9
cm袁每皿 10个子房的胚珠(约 200个胚珠)袁以供
基因枪轰击用遥

瞬时表达载体构建及重组质粒 DNA的提取
实验所用瞬时表达载体 pGUS/NIa由北京大

学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室

朱玉贤教授惠赠袁 带有目的基因的克隆载体

pGEM-T-CCR4为本实验室构建遥
按质粒提取试剂盒渊OMEGA公司冤说明书袁

提取含 4 全长 cDNA 的 pGEM-T-CCR4
质粒 遥 用 HI 和 I 渊NEB冤 双酶切
pGEM-T-CCR4质粒袁 产物经 1%琼脂糖凝胶电
泳袁用凝胶回收试剂盒渊TaKaRa冤回收目的片段,
将回收片段与相同酶切回收的 pGUS/NIa瞬时表
达载体连接遥10 滋L连接反应体系中含院5 滋L 2倍
连接反应缓冲液袁2 滋L pGUS/NIa线性载体(不超
过 1 ng)袁2.5 滋L插入片段 (不超过 50 ng)袁0.5 滋L
(1 滋g) T4-DNA连接酶(TaKaRa)袁置于 4℃连接过
夜遥 将连接产物转化大肠杆菌 DH5琢 (TianGen)袁
用氨苄青霉素筛选出白色阳性菌落袁挑取 3~4个
克隆进行酶切鉴定袁 获得 pGUS-CCR4瞬时表达
载体遥 提取 pGUS-CCR4重组质粒袁用 HI和

I双酶切鉴定遥 用质粒提取试剂盒提取瞬时
表达载体 pGUS-CCR4质粒 DNA袁－20℃保存袁
以供基因枪轰击使用遥

基因枪法转化植物受体

DNA 的金粉包埋按照 Biolistic PDS-1000／
He Particle Delivery System的方法遥 取直径为 1
滋m的金粉悬液 20 滋L (60 g窑L-1)袁加入 6 滋L质粒
DNA (1 g窑L-1)袁50 滋L无菌 CaCl2 (2.5 mol窑L-1)袁20
滋L亚精胺(0.1 mol窑L-1袁过滤灭菌袁现用现配)袁充
分涡旋 10 min袁 冰上静置 1 min袁12000 r窑min-1袁4
℃ 袁离心 3 min袁用 70 %乙醇洗涤沉淀一次袁无水
乙醇洗涤一次袁加入 60 滋L无水乙醇袁温和振荡
悬浮金粉袁取 10 滋L上样轰击遥
采用 Bio-Rad PDS-1000/He 基因枪进行轰

击遥 轰击条件为: 可裂膜压力分别为 1100 psi袁
1350 psi袁轰击距离分别为 6 cm尧9 cm袁真空度为
28 In窑Hg袁轰击次数为每皿 2次处理遥每处理重复
3次遥 以未轰击的材料 GUS染色为阴性对照遥

棉花胚珠的离体培养

基因枪轰击后的胚珠袁样品在无菌条件下立
即转入新鲜的 BT液体培养基上 渊转接过程中操
作要小心袁使胚珠漂浮于培养基表面袁尽量使胚
珠被轰击面朝上冤遥培养基激素配比为 1 滋mol窑L-1

的 GA3和 5 滋mol窑L-1的 IAA袁32℃袁 暗培养遥 9 d
后袁将发育正常胚珠转接到新鲜的 BT培养基中遥
取培养 12 h尧2 d尧8 d尧15 d尧27 d等不同时期的纤
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M院1 kb marker曰1: pGEM-T-CCR4; 2~3: 双酶切

pGEM-T-CCR4; 4:pGEM-T Easy.

图 1 HI和 I酶切鉴定 pGEM-T-CCR4
Fig.1 Identification of recombinant plasmid pGEM-

T-CCR4 degested by restriction enzyme HI
and I

维进行 GUS组织化学染色分析遥
GUS组织化学染色
GUS组织化学检测参照 Jefferson [15]和

Leslie [16]的方法进行遥 染色材料在 90％的丙酮中
固定 15~20 min遥 使用缓冲液(100 mmol窑L-1磷酸

钠缓冲液 pH 7.0袁0.5 mmol窑L-1 亚铁氰化钾袁0.5
mmol窑L-1铁氰化钾)浸泡漂洗后袁加入 GUS染液
[100 mmol窑L-1 磷 酸 钠 缓 冲 液 袁pH 7.0袁10
mmol窑L-1 ED TA袁0.5 mmol窑L-1 亚铁氰化钾 袁1
mmol窑L-1 X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-茁-
D-glucuronic acid)袁0.1% Triton X-100袁 0.5 mmol窑
L-1铁氰化钾]袁真空抽气 5 min袁于 37℃振荡培养
4~6 h袁4 ℃ 过夜培养 袁 在体视显微镜 (Motic
DM-142)下观察照相遥

棉花纤维长度的测量

纤维长度的数字化测量院离体胚珠在培养基
中培养 27 d后基本上停止伸长发育[19]遥 将不同时
期生长正常的胚珠取出袁用高压水流冲洗胚珠表
面袁将纤维冲直袁拍照(Nipon D-200)并利用 Adobe
Photoshop图像处理软件测量纤维长度袁 重复
3 次遥

Lf渊m-2冤=[(x1-x2)2+(y1-y2)2]1/2/DPC袁
式中 Lf渊m-2冤表示纤维长度袁(x1,y1) 为纤维起始端
坐标袁(x2,y2)为纤维终点端坐标袁DPC为每厘米的
像素数遥

数据采用 Excel软件进行统计分析遥

透射电镜观察

将 GUS染色显蓝色的 27 DPA纤维用含 3%
戊二醛的磷酸缓冲液(0.2 mol窑L-1, pH 7.2)在 0~4
℃固定 2 h以上曰 用磷酸缓冲液漂洗 3次袁 每次
10 min曰然后分别经 30%尧50%尧70%尧80%尧90%的
乙醇梯度脱水各 15 min袁100%乙醇脱水 30 min曰
再通过叔丁醇置换尧冷冻干燥仪干燥尧锇酸固定袁
石英刀切片遥 制备好的切片在 Model S-3000N
(Hitachi, Japan)透射电镜下观察并照相袁以未轰击
的材料制片为阴性对照遥

结果与分析

pGUS-CCR4 瞬时表达载体的构建和酶切
鉴定

用 HI和 I 酶切 pGEM-T-CCR4 质
粒 渊图 1冤袁 酶切后产生大约 3015 bp的 pGEM-T
载体片段和 1017 bp 的 4 cDNA 目的片
段遥 凝胶回收 4目的条带袁与经相同酶切
回收的 pGUS/NIa 载体连接袁 获得 pGUS-CCR4
瞬时表达载体遥 提取 pGUS-CCR4重组质粒袁用

HI和 I酶切鉴定遥 由图 2可见袁酶切后
产生 1017 bp的 4目的片段和大约 5000
bp pGUS/NIa载体片段袁 说明 pGUS-CCR4瞬时
表达载体构建成功遥

基因枪转化条件的选择

轰击开花当天的胚珠, 在培养基中培养 2 d

M院DL5000 marker曰1院pGUS-CCR4 质粒对照曰 2院双
酶切 pGUS-CCR4曰 3:pGUS.

图 2 HI和 I酶切鉴定 pGUS-CCR4
Fig.2 Identification of recombinant plasmid pGUS-
CCR4 degested by restriction enzyme HI and

I
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目的基因对纤维长度的影响

为了分析 4基因是否对棉花纤维伸
长产生影响袁 利用图像数字化处理技术对转

4 基因和未转基因的对照胚珠纤维长度
进行测量袁数据统计的结果表明渊图 4冤袁在 8 DPA
时袁转 4基因和未转基因的对照胚珠纤维
长度没有明显差别遥在 27 DPA时袁未转基因的对
照胚珠纤维平均长度为 0.86 cm袁 而转 4
基因胚珠纤维平均长度为 0.70 cm袁 明显短于对
照遥显著性 F检验表明袁二者之间在 1%水平上存
在极显著差异遥 这个结果说明袁 4基因可
能对棉花纤维的伸长起抑制作用袁 可能是由于

4基因参与细胞壁次生壁代谢途径袁使次
生壁增厚袁进而影响了棉花纤维的伸长(注 :数
据和样品标准差来源于 25 个不同纤维的测量
结果)遥

目的基因对次生壁厚度的影响

为分析 4基因是否对细胞壁次生壁
发育有影响袁 将有 GUS活性的纤维制做切片观

察遥 透射电镜观察发现袁对照棉纤维细胞内只有
一个大液泡袁液泡化非常明显袁胞质被挤向胞壁
边缘袁细胞几乎呈空心化状态渊图 5A尧6C冤遥 而转

4基因的纤维细胞内的细胞器基本上已
经消失袁液泡破裂袁只剩下内质网遍布于整个细
胞渊图 5B尧5D冤遥 27 DPA为纤维细胞壁增厚期袁正
常纤维伸长期在这时才结束袁而转 4基因
的纤维细胞则提前结束伸长期遥 细胞壁厚度测量
结果显示渊表 2冤袁处理的细胞壁次生壁与对照相
比增厚达 17%遥 这些结果说明袁 4基因对
细胞壁次生壁发育有一定影响袁能够使次生壁在
一定程度上增厚遥

表 2 纤维细胞壁厚度测量

Table 2 Measurement of wall thickness of fibers

注:使用扫描电镜测量纤维细胞壁厚度;数据和样品标

准差来源于 11个不同细胞的测量结果遥

后袁胚珠进入纤维起始期袁这时进行 GUS组织化
学染色袁并计算转化率(表 1)遥 结果表明袁分别使
用轰击压力为 1100 psi和 1350 psi的可裂膜袁在
压力为 1350 psi时的胚珠转化率较压力为 1100
psi时明显提高 渊表 1冤遥 采用不同的轰击距离试
验袁当轰击距离为 6 cm时袁瞬间表达蓝点数量较
轰击距离为 9 cm时明显较少 (F检验袁0.05置信
区间)遥 综合各因素袁将轰击压力设定为 1350 psi尧
轰击距离设定为 9 cm尧轰击次数设为 2次时转化
率最高遥使用基因枪转化 0 DPA棉花胚珠的最佳
条件轰击 2 DPA 的胚珠 , 转化量为 0.013 个窑
皿-1袁转化率为 7.1个窑胚珠 -1遥 与 0 DPA的胚珠对

比袁2 DPA的胚珠转化率较低遥
基因在棉纤维细胞中的瞬时表达

为明确 4融合的 基因在转基因

胚珠中的表达状况,进一步培养胚珠袁对 GUS着
色的种子进行发育后期观察遥 显微观察 GUS组
织化学染色结果发现袁0 DPA的胚珠在基因枪轰
击后 12 h即可检测到 表达活性渊图 3B冤袁2 d
时转化细胞数量最多 渊图 3C冤遥 在随后的各个时
期均可检测到 表达活性渊图 3E冤袁这些结果
说明 4基因在棉花纤维伸长期和次生壁
增厚期持续表达遥这与 4基因在棉纤维中
的表达水平分析是一致的渊数据未显示冤遥

轰击压力 /psi 轰击距离 /cm 轰击胚珠数 转化胚珠个数 转化量 /渊个窑皿 -1冤 转化率 /渊个窑胚珠 -1冤
1100 6 117 6 0.051 2.3
1100 9 99 37 0.374 12.9
1350 6 147 7 0.047 3.0

1350 9 159 61 0.384 18.5

表 1 不同轰击压力和轰击距离对棉花纤维 GUS表达的影响
Table 1 The effects of bombardment on GUS transient expression under various

Helium pressures and different distances

注院转化量 =转化胚珠个数 /培养皿中的胚珠总数袁转化率 =蓝色斑点数 /一个视野内已转化胚珠数遥

秦 超等院棉花 4基因的瞬时表达研究

样品 对照 转化细胞

细胞壁厚度 /滋m 2.05依0.14 2.24依0.14
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A院未轰击培养 12 h袁B院轰击后 12 h袁C院轰击后 2 d纤维起始期袁D院未轰击培养 27 d袁E~F: 轰击后 27 d纤维细胞壁增

厚期曰A尧B尧C图中的标尺为 500 滋m袁D尧E尧F图中的标尺为 2 mm遥
图 3 GUS组织化学染色

Fig.3 Histochemical assays for GUS expression in cultured ovules bombarded by pGUS-CCR4

A:对照袁B:转化纤维袁C:对照局部袁D:转化纤维局部袁
N院细胞核袁P院液泡袁CW院细胞壁袁ER院内质网曰图中的标尺为
2 滋m遥

图 5 棉纤维细胞壁结构观察

Fig.5 Effects of the 4 on secondary wall
thickness of fibers under a transmission electron

microscope

图 4 不同处理间纤维长度比较

Fig.4 Quantitative measurement of fiber length of
wild-type and GhCCR4 ovules in different period
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影响基因枪转化效率的因素

基因枪转化效率主要受三方面因素的影响袁
即受体的生理状态尧 携带有目的 DNA的微弹的
性状和轰击时的物理参数[20]遥Kim[17]和于晓玲[21]分

别独立选取不同受体材料和基因枪转化参数来

提高转化效率遥本研究选取不同压力渊1100 psi和
1350 psi冤的可裂膜和不同的轰击距离渊9 cm和 6
cm冤轰击 0 DPA的胚珠遥 GUS基因转化率分析发
现袁1350 psi轰击 0 DPA的棉花胚珠转化效率较
高袁这与 kim等人的研究结果相同遥 轰击距离选
取 9 cm时转化效率较高袁 这与 kim和于晓玲的
研究结果一致遥 一般认为袁生理活性高的组织或
细胞有利于外源 DNA的摄入与整合袁 选用再生
能力强的外植体作为转化受体袁在轰击前预培养
一段时间袁可明显提高转化率遥 胚珠的发育主要
依靠的是不同激素的配比袁0 DPA和 2 DPA的胚
珠都可以漂浮在培养基表面袁 产生正常的纤维遥
本研究发现袁0 DPA的胚珠相比 2 DPA的胚珠转
化效率较高袁纤维细胞后期大范围出现蓝色遥 轰
击前预培养 1 h袁转化率显著较高遥 质粒 DNA的
浓度越高袁 越容易使微弹粘结成团而降低转化
率袁本实验采用的 DNA浓度为 1 g窑L-1遥综合以上
因素袁本研究认为袁选取 1350 psi的压力膜袁轰击
距离为 9 cm袁 轰击 2次的 0 DPA棉花胚珠转化
效率较高遥

4基因对棉花纤维伸长和次生壁发
育影响的可能机制

纤维细胞的扩展是初生细胞壁结构松弛与

液泡膨压相互作用的结果袁这两个细胞过程涉及
到许多生物合成与代谢途径遥 为了适应纤维细胞
在膨压作用下向外扩展的需要袁植物细胞中一系
列与细胞壁发育相关的基因逐步得到表达袁其中
一些基因通过松弛或剪切棉纤维细胞中的结合

物从而改变细胞壁的可伸展性袁如 expansin超基
因家族[22]袁茁-1,4-内葡聚糖酶[23]等曰另外一些基因
则参与合成大量的细胞壁结构成分遥 肉桂酰辅酶
A还原酶是苯丙烷代谢途径中的关键酶类袁在细
胞壁次生发育阶段发挥作用[10]遥 本研究发现袁

4基因在棉花纤维伸长期和次生壁增厚期持
续表达遥 4基因在纤维中的表达能够引起
纤维细胞壁在一定程度上增厚袁导致纤维伸长期
提前结束袁转化 4基因的纤维长度相比对
照也较短遥 棉纤维发育的一个重要特点是纤维伸
长期与次生壁增厚期存在相互重叠的区域渊花后
16~20 d冤遥细胞伸长必需在次生壁增厚之前完成袁

4基因能够引起细胞壁次生壁增厚袁增厚
的次生壁细胞阻止纤维细胞的继续伸长 遥

4基因在棉花纤维发育过程中的作用袁仍
需进一步深入研究遥
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