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AtFLA２２ 基因对拟南芥育性的影响
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(广州大学 生命科学学院,广东 广州５１０００６)

摘要:成束状阿拉伯半乳糖蛋白(FasciclinＧLikeArabinogalactanProteins,FLAs)广泛存在于植物中,参与调控

植物多个生长发育阶段.相关研究的转录组数据表明AtFLA２２ 在拟南芥绒毡层中特异表达,推测其功能可

能与花粉发育有关.为探究AtFLA２２ 功能,通过eFPBrowser数据库基因组织表达数据绘制热图,并通过

qRTＧPCR实验进一步确认 AtFLA２２ 在花中特异表达,推测 AtFLA２２ 参与雄性育性调控.为进一步探究

AtFLA２２ 基因功能,利用CRISPR/Cas９技术创制了atfla２２ 基因敲除突变体,其目标基因第１０８位碱基插入

腺嘌呤 A可能导致了蛋白翻译提前终止,对育性表型进行观察,发现该突变体果荚变短,种子出现败育表型.
因此,从遗传上揭示AtFLA２２ 参与了拟南芥雄性育性调控.
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　 　 成 束 状 阿 拉 伯 半 乳 伯 糖 (FasciclinＧLike
Arabinogalactan Proteins,FLAs)是 具 有 FAS
(Fasciclin)结 构 域 的 AGPs(Arabinogalactan
Proteins)蛋白[１Ｇ２].多数FLAs在 N 端具有长约

２５个氨基酸的信号肽,有的在C端具有一个糖基

磷酸肌醇锚(Glycosylphosphatidylinositolanchor,
GPI)[３].具有FAS结构域蛋白主要分布在细胞

外空间,其FAS结构域与细胞粘附功能有关.研

究表明FLAs广泛存在于各种生物中,在植物中

参与调控根、茎和花粉小孢子发育[４].
拟南芥(Arabidopsisthaliana)AtFLA１ 在

早期 的 侧 根 发 育 和 芽 发 育 过 程 中 发 挥 作 用,
AtFLA１８调控了根的伸展[５Ｇ６].茎秆中特异表达

的AtFLA１１ 和AtFLA１２ 分别调控了次生细胞

壁的发育和纤维素的合成,二者过表达均增强了

植株茎秆抵抗机械压力的能力[７].AtFLA１６ 同

样 在 茎 中 高 表 达,其 突 变 体 茎 秆 缩 短[８].
AtFLA３和AtFLA１４ 参与花粉小孢子发育,二者

均定位于细胞膜,异位表达均会影响小孢子正常

功能[９Ｇ１０].在水稻EMS库中分离到一个雄性不育

突变体,通过图位克隆发现突变位点编码OsFLA１,
在osfla１ 突变体中,观察到乌氏体异常以及小孢

子外壁内层不连续,最终导致花粉败育[１１Ｇ１２].水

稻中MTR１(MicrosporeandTapetumRegulator１)
调控雄性生殖器官发育,其含有２个 FAS结构

域,同时也可能作为一个重要的信号分子介导生

殖细胞和营养细胞间通讯[１３].陆地棉(Gossypium
hirsutum)ghfla１９ 突 变 体 花 丝 缩 短、花 药 干

瘪[１４].芜菁(Brassicarapa)BrFLA２、BrFLA２８
和BrFLA３２ 对 花 粉 后 期 发 育 有 重 要 影 响,
BrFLA２/２８/３２ＧRNAi 转基因株系在高湿度环

境下花粉管提前萌发[１５].前人通过对拟南芥减

数分裂过程的转录组研究,富集到一个差异表达

基因At５g１６９２０,该基因在绒毡层表达,后续通过

生物信息学比对并命名为AtFLA２２[２,１６].
本文利用eFPBrowser数据库转录组数据及

qRTＧPCR 分析实验对AtFLA２２ 基因的表达模

式进行了分析,明确了其在花中特异基本表达的

时期.进一步通过基因敲除实验对AtFLA２２ 基

因进行了敲除,并对atfla２２ 纯合突变的表型进

行了分析,发现突变体不仅花粉粒明显减少,同时

种子结实率显著降低,该结果表明AtFLA２２ 基

因参与拟南芥雄性育性的调控过程.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　植物材料　本研究使用的拟南芥生态型

ColＧ０为本课题组保存的.
１．１．２　载体及菌株　试验所使用的大肠杆菌感

受态DH５α和农杆菌GV３１０１分别采购于深圳康

体生命科技有限公司和上海唯地生物技术有限公

司.用于拟南芥基因敲除的sgRNA 中间载体

pCBCＧDT１DT２和表达载体 pHEE４０１E 由本实

验室保存.
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１．２　方法

１．２．１　拟南芥种子消毒及种植条件　取适量拟

南芥种子置于１．５mL离心管,用７０％乙醇浸泡

３０s,快速离心后弃上清.加入现配 SSS 溶液

１mL,于旋转摇床清洗１５min,弃消毒液,在超净

台中使用灭菌水清洗３~４次去除乙醇.使用

１％琼脂将种子重悬,并将种子均匀铺在１/２MS
培养基上.用透气胶密封后外包锡箔纸,倒置于

４℃冰箱中黑暗处理３d,完成春化.然后将其置

于２２℃恒温植物培养箱,光照１６h/黑暗８h,温
度２３℃,待１４d后移植至种植土中继续培养.
幼苗生长于人工气候室,生长条件为光照１６h/
黑暗８h,温度２５℃.

种子灭菌液 SSS(SeedSterilizationSolution):
５mL漂渍液、５ mL 纯水、２μL０．０２％ Triton
XＧ１００(现配现用).
１．２．２　拟南芥亚历山大红染色　花苞浸于卡诺

氏固定液２h,纯水清洗,加入亚历山大红染色

液,６５℃染色３０min.染色结束后剥离花药,制
片镜检.

卡诺氏固定液为无水乙醇∶冰醋酸＝３∶１的比

例,混匀混液.
１．２．３　qRTＧPCR 实 验 步 骤 　 使用康为世纪

(RNApurePlantKit,CWBIO)RNA提取试剂盒

提取拟南芥相应组织样品的 RNA.通过琼脂糖

凝胶电泳和吸光度检测分析 RNA 质量和浓度.
使用TaKaRa的反转录试剂盒将１μgRNA反转

录为cDNA.利用 NCBIprimerＧblast网站设计

特异的 AtFLA２２ 定量 引物(表 １).利用普通

PCR检测引物特异性.最后使用 Roche荧光定

量试剂 LightCycler４８０SYBR GreenⅠ Master
进行定量PCR.
１．２．４　拟南芥atfla２２ 突变体创制　在phytozome
下载AtFLA２２基因序列,并将其导入CRISPRＧGE
网站,以靶序列脱靶低、特异性高等作为靶序列选

择标准,靶点序列长为２０bp.以sgRNA 中间载

体 pCBCＧDT１T２ 为 模 板,DT１ＧBsF/DT２ＧBsR
(２０μmol􀅰L－１)和 DT１ＧF０/DT２ＧR０(１μmol􀅰L－１)
为靶点引物,高保真酶 KOD 进行 PCR 扩增,
PCR产物长度６２６bp.胶回收扩增产物.取纯

化的PCR产物３０ng,pHEE４０１E质粒８０ng,限
制性内切酶BsaⅠ１．０μL,Cutsmart１．５μL,ddH２O
加至１３．４μL.３７ ℃ 反应１０min.再加入 T４
DNALigase０．２μL、１０×T４DNALigaseBuffer
１．５μL,扩展程序为５cycles(３７℃５min、１０℃
５min、２０℃ ５min).转化 DH５α、鉴定阳性菌

株,PCR鉴定引物为 U６２６ＧIDF和 U６２９ＧIDR,产
物大小为７２６bp.转化农杆菌 GV３１０１,稳转拟

南芥植株.取转基因拟南芥植株叶片提取 DNA,
利用 U６２６ＧIDF/U６２９ＧIDR进行骨架鉴定.若有

骨架,再利用靶点检测引物 U６２６ＧIDF进行测序,
鉴定出突变材料.最终筛选出无 Cas９骨架的纯

合突变体植株.
花苞侵染液:MS２．２g,蔗糖５０．０g,MES

０．５g,调节pH 至５．７,加入SilweetＧ７７２００μL,
纯水定容与１L(现配现用).
１．２．５　拟南芥角果长度及种子结实率统计　野

生型和突变体材料种植于同一８×４格盆中,当植株

角果发育成熟后,选取植株从上往下数的第１０个

果荚进行角果长度及种子结实率的分析.

表１　本研究中所用引物及用途

引物名称 引物序列(５′~３′) 用途

AT５G１ＧDT１ＧBsF ATATATGGTCTCGATTGATGATGACTAACATGCAGAGTT 拟南芥靶点引物

AT５G１ＧDT１ＧF０ TGATGATGACTAACATGCAGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

AT５G１Ｇ１DT２ＧR０ AACCATGTGCCTAACAACCATGAAATCTCTTAGTCGACTCTAC

AT５G１Ｇ１DT２ＧBsR ATTATTGGTCTCGAAACCATGTGCCTAACAACCATGA

U６２６ＧIDF TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC Cas９骨架鉴定

U６２９ＧIDR AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC

AT５G１gF AACACACGCATGTCCAAAGC 拟南芥 T１/T２靶点检测

AT５G１gR AGCAAGAACTCGGTAACCGAATC

qRTＧ１６９２ＧF GTCAGCAGTCCGATTAGCCA qRTＧPCR 引物

qRTＧ１６９２ＧR CACATGCCGATCAAACTCGC

ACT７ＧF TGGCCGATGGTGAGGATATT

ACT７ＧR AACGGCCTGAATGGCAACAT

２



８期 　　蔺佳雨等:AtFLA２２ 基因对拟南芥育性的影响　　　　　

１．２．６　生物信息学分析　绘制热图的数据来源

于eFPBrowser数据库,在 TAIR 上查找相应

FLA 基因,通过 TAIR 转到eFPBrowser,下载

组织表达数据,若无表达则设置为０.将整理后

的２２个FLA 基因数据导入 Tbtools绘制热图并

进行双向标准化.
绘制系统发育树和结构域的数据来自PhytoＧ

zome.在Phytozome下载２２个FLA氨基酸序列,
整理 为 FASTA 格 式.上 传 至 NCBIBatchＧCD
research进行结构域分析,分析完成后下载txt文

件.同时使用 MEGA１１软件,采用邻接法对含

有２２个FLA 序列的FASTA 文件构建进化树,
导出 Newick格式文件.将以上两个分析后文件

导入 Tbtools的 Genestructureview,生成带有

结构域的系统发育树.

２　结果与分析

２．１　拟南芥FLAs基因家族系统发育分析

为研究拟南芥FLAs基因家族的进化情况,
利 用 MEGA１１、NCBI BatchＧCD reseacrch 和

Tbtools构建了含有蛋白结构域的系统发育树.
根据拟南芥２２个 FLAs蛋白亲缘关系,将２２个

FLAs聚 类 在 ５ 个 分 支 中.其 中 分 支 Ⅰ 包 含

AtFLA９、AtFLA１３、AtFLA６、AtFLA１１、AtFLA１２
和 AtFLA７;分 支 Ⅱ 包 含 AtFLA４、AtFLA１、

AtFLA２、AtFLA８ 和 AtFLA１０;分 支 Ⅲ 包 含

AtFLA１４、AtFLA３ 和AtFLA５;分支Ⅳ包含AtＧ
FLA１５、AtFLA１６、AtFLA１７ 和AtFLA１８;分支

Ⅴ包含 AtFLA１９、AtFLA２１、AtFLA２０ 和AtFＧ
LA２２(图１).

２．２　拟南芥FLAs基因组织表达分析

通过eFPBrowser数据库下载２２个FLAs
基因组织表达数据,并利用 Tbtools软件进行热

图绘制.横轴表示该基因在根、茎、叶、花、种子及

角果等不同组织中的表达情况,纵轴表示２２个

FLA 基因,热图进行双向归一化(图２).
由图２可以看出,AtFLA３ 和AtFLA１４ 分别

在成熟花粉和雄蕊第 １２ 时期中表达量最高;

AtFLA１１、AtFLA１２、AtFLA１６ 和AtFLA１３ 在

茎第二节中表达量最高;AtFLA１９、AtFLA２０ 和

AtFLA２２均在花发育的第９时期表达量最高.其

中,AtFLA３ 和AtFLA１４ 已被报道参与了拟南

芥 花 粉 育 性 调 控[９Ｇ１０]. 此 外,有 研 究 表 明

AtFLA１１、AtFLA１２ 和AtFLA１６ 基因参与了拟

南芥维管和茎发育调控[７Ｇ８].据此,依据特异的基

因表达模式,推测AtFLA１９、AtFLA２０和AtFLA２２
可能具有育性相关的功能.

前人通过 RNAＧseq对拟南芥雄性性母细胞

减数分裂过程进行了研究,在减数分裂过程中共

富集到８００多个优势表达基因,其中At５g１６９２０
(AtFLA２２)的原位杂交结果显示该基因在绒毡

层和小孢子母细胞中表达[１６].结合本研究绘制

的基因表达热图和前人文章数据,推测 AtFLA２２
可能参与调控花粉发育,功能缺失可能会影响拟

南芥育性.

图１　拟南芥FLAs蛋白系统发育树

２．３　qRTＧPCR检测拟南芥AtFLA２２ 组织表达

情况

　　通过文献阅读,参考已发表文章确定取样方

案[１７Ｇ１８].分 别 采 集 拟 南 芥 野 生 型 ColＧ０ 的 根

(RT)、下部茎(LSM)、上部茎(USM)、莲座叶

(RL)、茎生叶(CL)等营养器官组织和不同发育

时期的花苞样品(S６Ｇ７、S８Ｇ１０、S１１Ｇ１３、S１４Ｇ１５),
提取总 RNA,利用qRTＧPCR 检测 AtFLA２２ 基

因的表达(图３).结果表明AtFLA２２ 在花中特

异性表达,提示该基因可能在调控育性中发挥

功能.

３
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图２　拟南芥FLAs组织表达分析

　　注:纵轴是２２个拟南芥FLAs基因ID;横轴是基因在不同组织中表达情况,颜色代表 RPKM,方块越接近红色代表

表达量越高,越接近深蓝色代表表达量越低.

RT、LSM、USM、RL和CL分别为根、下部茎、上部茎、莲座

叶和茎生叶营养器官组织;S６Ｇ７、S８Ｇ１０、S１１Ｇ１３、S１４Ｇ１５分别

为不同发育时期的花苞样品.

图３　qRTＧPCR分析AtFLA２２在拟南芥

不同组织中的表达情况

２．４　拟南芥atfla２２ 突变体靶点编辑情况及表

型观察

　　为进一步探究AtFLA２２ 的生物学功能,结
合Phytozome、NCBI、Uniprot和SignalP多个数

据库数据对AtFLA２２ 进行分析,AtFLA２２ 基因

全长１１１８bp,无内含子序列,N 端有信号肽,具

FAS结构域.同时借助 CRISPR/Cas９基因编辑

技术,对AtFLA２２ 基因设计CRISPR敲除靶点,

２个靶点均位于FAS结构域 N 端.靶点１位于

１０２~１２４bp区间,靶点２位于１５５~１７７bp区间

(图４A).目前已经获得 T２代转基因苗,其中

atfla２２(１Ｇ２Ｇ１)突变体目标基因第１０８位核苷酸

插入 A碱基,造成原本第１２位半胱氨酸突变为

终止 密 码 子 TAG,导 致 蛋 白 翻 译 提 前 终 止

(图４B).目前观察到相应植株有明显败育表型

(图５A).

　　对 T２代纯合突变体植株表型进行观察,亚
历山大红染色情况显示,与野生型相比,atfla２２
突变体植株花粉粒数目明显减少(图５B).此外,

突变体角果的长度显著短于野生型,且角果中种

子出现败育,其种子结实率较野生型约减少３９％
(图５C~E).以上表型说明AtFLA２２ 可能参与

拟南芥雄性育性调控,其功能缺失对拟南芥角果

长度及种子结实率有显著抑制作用.

４
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A．AtFLA２２ 结构域及靶点情况示意图,AtFLA２２ 具有编码FAS 结构域和 N端信号肽的序列(蓝色区域),黄色区域代表

靶 点所在位置,绿色和红色代表 UTR区;B．靶点突变位点序列比对图及预测突变体的蛋白结构,红色大写字母表示碱基插入.

图４　AtFLA２２基因敲除靶点及编辑情况

A．野生型(左)、突变体(右)花序表型,标尺为１cm;B．野生型(左)、突变体(右)成熟花粉粒亚历山大红染色,标

尺为５０μm;C．野生型与突变体代表性角果图,图片展示的是角果剥开的状态;D．野生型与突变体角果长度的

比较,数据是１０次重复的平均数±标准差,三个星号表示两者经过Student′stＧtest,在P＜０．００１水平上的差

异;E．野生型与突变体种子结实率统计数据,数据是６次重复的平均数±标准差,三个星号表示两者经过Student′s

tＧtest,在P＜０．００１水平上的差异.

图５　拟南芥atfla２２突变体表型分析

３　讨论

本研究对拟南芥 FLA 基因家族进行了分

析,共鉴定到２２个成员.依据进化关系将其分为

５个分支.其中分支Ⅰ含有的成员最多,有６个;
分支Ⅲ含有的成员最少,有３个.从结构域的组

成看,分支Ⅱ组成最为复杂,具有明显分化,其次

是分支Ⅳ.相反,分支Ⅰ较为保守,各成员结构域

组成及分布特征较为一致.进一步,利用eFPＧ
Browser数据库基因表达信息,对FLA 基因家族

２２个成员的表达模式进行了整理.从基因的表

达模式看,分支Ⅱ各成员除FLA１和FLA８具有

类似的表达模式外,其余３个成员的表达模式明

显不同.相反,分支Ⅰ除FLA１ 外,其余各成员

的表达模式基本一致.从这一结果看,蛋白结构

５
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域组成及分布特征的保守性与基因的表达模式乃

至功能的保守性密切相关.
基因的表达模式与其功能的行使有关.从热图

展示的结果看,少数FLA 基因(AtFLA４,AtFLA５
和AtFLA１７)没有表达,其余FLA 基因在不同的

组织中都有明显的表达量变化.从各基因的表达

水平看,多数拟南芥FLA 基因主要在茎、花及种

子中表达,表明它们可能参与植物茎发育、育性及

种子发育的调控过程.前人的研究结果表 明

AtFLA１１、AtFLA１２ 和AtFLA１６ 这３个基因能

够调控植株维管和茎的发育[７Ｇ８],分析转录组数据

表明AtFLA１３具有类似的表达模式,表明其可能

同样参与了拟南芥茎的发育调控过程.此外,AtＧ
FLA１９、AtFLA２０和AtFLA２２ 基因在第９期的花

中表达量最高;AtFLA１４ 和AtFLA３ 基因分别在

第１２期的雄蕊和成熟的花粉粒中 优 势 表 达;
AtFLA６基因虽然在根中的表达量最高,在成熟的

花粉 粒 中 的 表 达 量 次 之,同 时 其 表 达 模 式 与

AtFLA３基因较相似.结合前人关于 AtFLA３[９]

和AtFLA１４[１０]基因功能的研究及观察到AtFLA２２
基因对拟南芥雄性育性的影响,推测这６个基因

都有可能参与了拟南芥育性的调控过程.其次,
AtFLA１、AtFLA８、AtFLA１０ 和AtFLA１５ 基因

在不同发育阶段的种子中优势表达,表明它们可

能参与拟南芥种子形成过程的调控.
利用qRTＧPCR 实验对AtFLA２２基因的表达

模式进行分析,发现其在第８期至第１０期的花中表

达量最高,这与转录组(数据来源:eFPBrowser数据

库)分析的结果一致.此外,该基因在第６期至

第７期的花中也有明显表达.前人通过原位杂交

实验证明 AtFLA２２(At５g１６９２０)基因在绒毡层

和小孢子母细胞中优势表达[１６].这些数据表明

AtFLA２２ 基因在绒毡层中发挥重要作用,参与小

孢子发生及雄配子体形成过程的调控.其功能缺

失导致花粉粒形成出现障碍,表现为成熟花粉粒

数目明显减少,进一步影响双受精过程,造成种子

的结实率明显降低.
进化分析结果表明,AtFLA１９、AtFLA２０ 和

AtFLA２２ 基因都聚在同一个分支,且它们的表达

模式基本一致,表明它们在功能上有一定程度的

保守性.利用基因敲除实验获得atfla２２ 纯合突

变体,其表现为部分不育,这可能是AtFLA１９ 和

AtFLA２０ 基因能够部分补偿AtFLA２２ 基因的

功能.为验证这一猜测,后续可以对 AtFLA１９
和AtFLA２０ 基因进行敲除,同时构建不同形式

的单基因、双基因及三基因突变体,进而确认它们

在调控拟南芥雄性育性方面的功能.
现有 研 究 结 果 表 明,拟 南 芥 AtFLA３[９]、

AtFLA１４[１０]和AtFLA２２,水稻OsFLA１[１１Ｇ１２],陆
地棉 GhFLA１９[１４],及 芜 菁 BrFLA２、BrFLA２８
和BrFLA３２[１５]都具有调控植物雄性育性的作

用,且它们发挥作用的过程并不相同.这一方面

表明可能目前对调控拟南芥雄性育性的FLA 基

因功能认识不全,后续可以构建包含更多物种的

FLA基因家族进化树,从而更全面地分析调控植

物雄性育性FLA 基因的进化历程及功能的保守

性.另一方面,这可能暗示FLA 基因在不同植

物中调控雄性育性方面功能出现了分化.以水稻

和拟南芥为例,它们作为单、双子叶的模式植物,
小孢子发生及雄配子体形成过程并不完全一致.
这使得讨论FLA 基因在调控单、双子叶植物雄

性育性方面功能的分化具有重要意义.

４　结论
通过进化树分析,本研究在拟南芥中共鉴定

到２２个FLA 基因.进化树及基因表达模式分析

结果表明,在同一个进化分支中,各成员间序列结

构差异越大,它们的表达模式差异越大;相反,各
成员间序列结构差异越小,它们的表达模式越相

近.从 转 录 组 数 据 看,AtFLA１９、AtFLA２０ 和

AtFLA２２ 基因的表达模式较为一致,推测它们的

功能比较保守.定量分析结果表明,AtFLA２２ 基

因在第６期至第１０期的花中优势表达,暗示其在

小孢子发生及雄配子体形成过程中发挥作用.据

此,推测AtFLA１９和AtFLA２０基因同样具有调控

拟南芥雄性育性的功能,这也可能是atfla２２ 单突

变体表现为部分雄性不育的原因.
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EffectsofAtFLA２２GeneonFertilityinArabidopsisthaliana
LINJiayu,LIJinhong,FENGXiangchi,ZHOUMinghui,WANGNing,CHENYifei,LIMeina

(CollegeofLifeSciences,GuangzhouUniversity,Guangzhou５１０００６,China)

Abstract:FasciclinＧlikearabinogalactanproteins (FLAs)are widelydistributedinvariousplantsandare
involvedinplantgrowthanddevelopment．AtFLA２２ wasidentifiedthroughRNAＧseqfrompreviousstudyof
othergroup,anditsfunctionmayberelatedtoantherandpollendevelopment．Inordertoexplorethefunction
ofAtFLA２２,heatmapwasdrawnaccordingtothedatafromeFPBrowserdatabase,andmeanwhileqRTＧPCR
experimentswereperformedandfurtherconfirmedthatAtFLA２２ wasspecificexpressedintheflowers．
Combinedwiththeabovedata,itwasspeculatedthatAtFLA２２ maybeinvolvedinfertilityregulation．In
addition,atfla２２ mutantwasgeneratedbyCRISPR/Cas９andtheinsertionofadenineat１０８bpmayleadto
prematureterminationofproteintranslation,andleadtothephenotypewithshorterpodsandabortiveseeds．
Inconclusion,werevealedthatAtFLA２２functionsintheregulationofmalefertilityofArabidopsisthaliana．
Keywords:Arabidopsisthaliana;fasciclinＧlikearabinogalactanproteins;malefertility
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