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持续激活型 ＣＩＰＫ９ 在花粉管生长过程中的
生物学功能及亚细胞定位分析

周利明ꎬ 房　 玮∗

( 华北理工大学 生命科学学院ꎬ 河北 唐山 ０６３２１０ )

摘　 要: 植物的花粉管生长是一个多因素参与的生理学过程ꎬ需要多种信号传导系统来引导植物细胞完

成ꎮ 钙离子作为第二信使ꎬ可以通过钙传感器 ＣＢＬｓ 激活下游的蛋白激酶 ＣＩＰＫｓ 参与调控细胞的极性发育

过程ꎮ 该研究中 ＣＩＰＫ９ 被确定为候选基因ꎬ其 Ｃ 端与绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)相融合ꎬ通过基因枪技术在烟草

花粉中进行瞬时表达ꎬ观察对应的亚细胞定位及花粉管中诱导的表型ꎮ 结果表明:(１)ＧＦＰ 标记的 ＣＩＰＫ９
定位于花粉管中高速运动的颗粒状细胞器ꎬ并可随胞质环流进行规律的运动ꎬ为进一步探究 ＣＩＰＫ９ 的生物

学功能ꎬ还构建了持续激活型 ＣＩＰＫ９(ＣＡＣＩＰＫ９)ꎮ (２)与全长 ＣＩＰＫ９ 相比较ꎬＣＡＣＩＰＫ９ 缺少 Ｃ 末端的调控

区域ꎬ并在激酶区域的激活环中进行了点突变ꎬ从而表现出不受调控的持续高活性ꎮ (３)缺少 Ｃ 端调控区

的 ＣＡＣＩＰＫ９ 表现出非特异性的亚细胞定位ꎬ即与 ＧＦＰ 对照相同的胞内弥散定位ꎬ说明 ＣＩＰＫ９ 的 Ｃ 末端调控

区对于其在花粉管中的正确定位发挥重要的调控作用ꎮ 另外ꎬＣＡＣＩＰＫ９ 过表达可以引起花粉管的去极化生

长表型ꎮ 这表明 ＣＩＰＫ９ 作为钙信号下游家族的一员参与了花粉管极性生长的相关过程ꎬ并对花粉管的生长

具有一定的调控作用ꎮ
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　 　 植物花粉萌发及生长是一个复杂的动力学过

程:散落到柱头上的花粉经过相互识别之后ꎬ从萌

发孔生长出花粉管ꎬ穿过花柱组织到达子房ꎬ最终

将携带的精细胞释放到胚囊中完成受精过程ꎮ 整

个过程发生在雌雄配子之间ꎬ涉及多条信号调控

途径ꎬ包括钙信号、小 Ｇ 蛋白、活性氧(ＲＯＳ)和磷

脂等(Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 细胞的生长模式

主要分为弥散生长(ｄｉｆｆｕｓｅ ｇｒｏｗｔｈ)与顶端生长( ｔｉｐ
ｇｒｏｗｔｈ)两种类型ꎮ 弥散生长是整个细胞的均匀膨

胀过程(缺少方向性)ꎬ而顶端生长则主要集中在

细胞的某一特定区域(花粉管顶端)ꎮ 花粉管作为

一类典型的顶端生长模式系统ꎬ被广泛用于研究

植物细胞的极 性 发 育 ( Ｙａｎｇꎬ ２００２ꎻ Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎮ 花粉管的顶端生长有赖于细胞骨架的动

态排布、囊泡的极性运输和胞吐作用等多方面ꎬ以
此决定萌发起始的位点及极性生长的方向ꎮ 目前

已知多个信号分子如钙离子、小 Ｇ 蛋白、活性氧

(ＲＯＳ)和磷脂等在花粉管顶端生长过程中发挥重

要作用(Ｒｏｕｎｄｓ ＆ Ｂｅｚａｎｉｌｌａꎬ ２０１３)ꎮ 其中ꎬ钙信号

可被某类钙传感器识别ꎬ并引起一系列的下游级

联反应(Ｋｒｏｅｇｅｒ ＆ Ｇｅｉｔｍａｎｎꎬ ２０１２ꎻ Ｒｏｕｎｄｓ ＆ Ｂｅｚ￣
ａｎｉｌｌａꎬ ２０１３)ꎮ 类钙调神经磷酸酶 Ｂ 亚基( ｃａｌｃｉ￣

ｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＢＬ)作为一类典型的钙传感

器家族ꎬ协同其下游互作蛋白激酶(ＣＢＬ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＣＩＰＫ)ꎬ可以形成错综复杂的 ＣＢＬ￣
ＣＩＰＫ 介导的钙信号网络( Ｌｕａｎꎬ ２００９ꎻ Ｈｅｐｌｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 目前ꎬＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 相关研究主要集中

在植物胁迫响应机制方面ꎬ如在盐胁迫下ꎬＣＢＬ４￣
ＣＩＰＫ２４ 复合物调节质膜上的 Ｎａ＋ / Ｋ＋逆向转运体

ＳＯＳ１ 以排除钠离子ꎬ而 ＣＢＬ１０￣ＣＩＰＫ２４ 复合物可

能参与液泡中钠离子的固定作用(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ
Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｑｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 对于低钾胁

迫ꎬＣＢＬ１ 和 ＣＢＬ９ 与 ＣＩＰＫ２３ 相互作用ꎬ进而调节一

个钾离子通道(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １ꎬ ＡＫＴ１)ꎬ
以介导根毛中钾离子的摄取(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ

近年来ꎬＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 复合物在非生物胁迫(寒

冷、干旱和盐害)耐受中的作用已被广泛研究ꎬ但
对 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 在花粉管极性生长中的作用研究却

十分有限ꎮ 本文主要研究钙信号下游家族中的

ＣＩＰＫ９ 参与的花粉管极性生长过程ꎮ 全长 ＣＩＰＫ９
及其持续激活型与绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)相融合ꎬ
通过基因枪技术在烟草花粉中进行瞬时表达ꎬ观
察其亚细胞定位及其在花粉管中诱导的表型ꎬ从
而探究 ＣＩＰＫ９ 在极性生长过程中发挥的作用ꎮ 研

９８７６ 期 周利明等: 持续激活型 ＣＩＰＫ９ 在花粉管生长过程中的生物学功能及亚细胞定位分析



究成果对深入揭示花粉管生长过程中的相关信号

调控网络具有一定的理论指导意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料及生长条件

目 前 用 作 研 究 的 植 物 材 料 为 拟 南 芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＣｏｌ￣０) 培育在 ２２ ℃ 的温室

中ꎬ光照 １６ ｈꎬ黑暗 ８ ｈꎮ 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
培育在 ２８ ℃温室中ꎬ光周期为 １２ ｈ / １２ ｈꎮ
１.２ 瞬时表达载体构建

ＣＩＰＫ９ 全长 ｃＤＮＡ(序列号为 Ｕ１５４３６ ) 购自

ＡＢＲＣ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ)ꎬ然
后设计引物序列用于 ＰＣＲ 扩增 ＣＩＰＫ９ 基因片段ꎮ
上游引物 ( ＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＧＴＧＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡ)
携带 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点ꎬ下游引物 ( ＧＧＡＴＣＣＣＴＴ￣
ＧＣＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＣＡ)携带 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点ꎬ扩增

所得 ＣＩＰＫ９ 基因片段接入 Ｔ 载体 ( Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司)ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ选定阳性克隆并进行

质粒提取ꎬ随后进行酶切鉴定及序列测序ꎬ序列检

测正确的目的片段被接入 ｐＬＡＴ５２:ＧＦＰ 载体中

(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 对于 ＣＡＣＩＰＫ９ 的构建ꎬＣＩＰＫ９
的 Ｃ 端调控区域(３１６ ~ ４５１ 位氨基酸)被切除ꎬ随
后将保守 ＤＦＧ￣ＡＰＥ 模体(位于激酶结构域中的激

活环ꎬａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ)中的 １７８ 位的苏氨酸( ＴＨＲ)
突 变 为 天 冬 氨 酸 ( ＡＳＰ ) ( Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ
Ａｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ最后测序正确的目的片段

被接入 ｐＬＡＴ５２:ＧＦＰ 载体中ꎮ
１.３ 基因枪瞬时表达试验

收集新鲜的烟草花粉(８ 朵花的花粉 /每批瞬时

转 化 ) 备 用ꎬ 通 过 Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔｓ 试 剂 盒

(ＱＩＡＧＥＮꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)提取目的质粒 ＤＮＡꎬ随后紫外

分光光度计测定具体浓度ꎮ 按照以往的瞬时表达

烟草花粉的实验步骤(Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ每组转化实

验使用 ０.８ μｇ 的质粒 ＤＮＡꎬ转化后的烟草花粉粒在

２８ ℃中ꎬ避光培养 ３ ~ ４ ｈꎬ然后利用荧光显微镜或

者共聚焦扫描显微镜进行表型及亚细胞定位观察ꎮ
１.４ 花粉管表型分析

通过荧光倒置显微镜(ＢＸ５１ꎻＯＬＹＭＰＵＳ)观察

转化成功的花粉管ꎬ并以 ＣＣＤ 摄像机(ＤＰ７０ 型ꎻ

ＯＬＹＭＰＵＳ)拍摄相应照片ꎮ 使用 Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ 图像

浏览器(３.２ 版)中的测量功能分析所获得的照片ꎬ
分别测量花粉管的长度及花粉管顶端最宽处的直

径ꎮ 每种基因型分别进行 ３ 次独立的转化实验ꎬ
一共收集 ８０ 根左右的花粉管长度与宽度ꎬ以此作

为判定花粉管是否具备去极化生长的表型特征ꎮ
１.５ 亚细胞定位观察

利用共焦激光扫描显微镜(Ｍｏｄｅｌ ＬＳＭ ５１０ ＭＥ￣
ＴＡꎻ Ｚｅｉｓｓꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)观察 ＧＦＰ 标签化的 ＣＩＰＫ９(或
ＣＡＣＩＰＫ９)在花粉管中的亚细胞定位情况(激发光

为 ４８８ ｎｍꎬ发射光为 ５０５~５３０ ｎｍ)ꎬ使用 Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ
图像浏览器(３.２ 版)进行相应的图像分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＣＩＰＫ９ 的亚细胞定位及过表达表型

类钙调神经磷酸酶 Ｂ 亚基(ＣＢＬ)属于植物所

特有的一类钙离子感受器ꎬ其下游存在一组互作

的蛋白激酶(ＣＢＬ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＣＩＰＫ)
(Ｌｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 本研究挑

选 ＣＩＰＫ９ 作为候选基因ꎬ将其与绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)相融合ꎬ在花粉特异启动子 ＬＡＴ５２ 的驱动

下ꎬ利用基因枪技术在烟草花粉中进行瞬时表达ꎬ
最终通过显微镜观察对应的表型及亚细胞定位ꎮ
实验结果显示过量表达 ＣＩＰＫ９ 并没有使花粉管极

性生长发生显著的表型变化(图 １:Ｂ)ꎮ 亚细胞定

位结果显示 ＧＦＰ 单独表达(对照实验)在花粉管

中呈现弥散分布ꎬ而 ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 则定位于花粉管

中的颗粒状细胞器上(图 １:Ａ)ꎬ这些颗粒状细胞

器可随胞质环流进行“反式喷泉式”的规律运动ꎬ
即沿着花粉管两侧运动到质膜顶端ꎬ然后从花粉

管中轴返回到基端(图 １:Ｃ)ꎮ
２.２ 持续激活型 ＣＩＰＫ９(ＣＡＣＩＰＫ９)引起表型及定

位异常

为进一步研究 ＣＩＰＫ９ 在花粉管生长中的功

能ꎬ我们构建了 ＣＩＰＫ９ 的持续激活形式( ｃｏｎｓｔｉｔｕ￣
ｔｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖｅꎬ ＣＡ)ꎮ 如图 ２:Ａ 所示ꎬ全长 ＣＩＰＫ９ 包

含 ２ 个重要的结构域ꎬ一个是激酶结构域( ｋｉｎａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ )ꎬ 另 一 个 是 调 控 结 构 域 ( ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｄｏｍａｉｎ)ꎮ ＣＩＰＫ９ 的调控结构域位于序列的 Ｃ 末端ꎬ

０９７ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注: Ａ. 瞬时表达 ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 的花粉管亚细胞定位图ꎮ 单独表达 ＧＦＰ 的花粉管亚细胞定位被用作对照(在图中表示为 ＧＦＰ)ꎬ
标尺为 ５ μｍꎻ Ｂ. ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 过表达造成的花粉管表型的量化分析ꎮ 柱状图数值＝平均值±标准差ꎬ误差线表示标准差ꎻ

Ｃ. ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 所标记的亚细胞结构(箭头所指)的动态定位分析ꎮ 每隔 ０.７ ｓ 采集一次图片ꎬ标尺为 ５ μｍꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅｓ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ　 Ｔｕｂｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧＦＰ ａｌｏｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ

(ＧＦＰ). Ｂａｒ ＝５ μｍꎻ Ｂ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ. Ｄａｔａ ＝ｘ±ｓꎬ
ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｉｍｅ￣ｌａｐｓｅ ｉｍａｇｅｓ ｔｒａｃｋ ａ ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ￣ｔａｇｇｅｄ ｇｒａｎｕｌｅ

(ａｒｒｏｗ) ｍｏｖｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｐｉｃａｌ ＰＭ. Ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｅｖｅｒｙ ０.７ ｓ. Ｂａｒ ＝５ μｍ.

图 １　 ＣＩＰＫ９ 在花粉管中的过表达表型与亚细胞定位
Ｆｉｇ. １　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｆｏｒ ＣＩＰＫ９ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅｓ

包含一个高度保守的 ＮＡＦ 模体(ＮＡＦ ｍｏｔｉｆ)ꎬ由 ２１
个氨基酸组成ꎬ是一段与 ＣＢＬｓ 互作的区域(Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０００ )ꎮ 除 此 之 外ꎬ ＮＡＦ 模 体 可 通 过 结 合

ＣＩＰＫｓ 的激酶结构域ꎬ对其激酶活性进行自抑制作

用(Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ ＮＡＦ 模体旁边是

一 段 ＰＰＩ 模 体 ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｍｏｔｉｆ)ꎬＣＩＰＫｓ 与蛋白磷酸酶 ２Ｃ 之间的相互作用

可能通过这一结构区域得以实现 ( Ｏｈｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００３)ꎮ ＣＡＣＩＰＫ９ 主要保留了激酶结构域ꎬ而去除

了自身的调控结构域(包含自抑制区)ꎮ 另外对激

酶结构域中的激活环( ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ)进行点突变

(将 １７８ 位的苏氨酸突变为天冬氨酸)ꎬ进一步提

高 ＣＩＰＫ９ 的激酶活性ꎮ
构建成功的 ＣＡＣＩＰＫ９ 片段采取与全长 ＣＩＰＫ９

相似的策略ꎬ通过基因枪在烟草花粉中进行瞬时

表达ꎬ进而研究 ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 的表型与定位ꎮ 结

果显示 ＣＡＣＩＰＫ９ 的瞬时表达可以引起花粉管的去

极化生长ꎬ即花粉管长度有所缩短 (从对照的

３８１.６７ μｍ 减少到 ３３５.４１ μｍ)ꎬ而花粉管的宽度

有所增加(从对照的 ８.７４ μｍ 增加到 １０.１１ μｍ)ꎮ
对于亚细胞定位研究ꎬ与 ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 的颗粒状细

胞器定位不同ꎬＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 表现出非特异性的

亚细胞定位ꎬ即与 ＧＦＰ 对照相同的花粉管中弥散

定位ꎮ 这一结构暗示 ＣＩＰＫ９ 的正常定位与其结构

的完整性密切相关ꎮ

３　 讨论与结论

细胞极性是细胞发育的基本属性之一ꎬ主要

体现为细胞结构与组成成分的不对称性( Ｙａｎｇꎬ
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注: Ａ. 持续激活型 ＣＩＰＫ９(ＣＡＣＩＰＫ９)的构建图解ꎻ Ｂ. 瞬时表达 ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 的花粉管亚细胞定位图ꎮ 单独表达 ＧＦＰ 的
花粉管亚细胞定位被用作对照(在图中表示为 ＧＦＰ)ꎬ标尺为 ５ μｍꎻ Ｃ. ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 过表达造成的花粉管

表型的量化分析ꎮ 星号代表与 ＧＦＰ 单独表达的对照组存在显著性差异(Ｐ<０.０１ꎬＴ 检验)ꎮ
柱状图数值 ＝平均值±标准差ꎬ误差线表示标准差ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＣＩＰＫ９ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｂ. Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ
ｔｕｂｅｓ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ. Ｔｕｂｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧＦＰ ａｌｏｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＧＦＰ). Ｂａｒ ＝５ μｍꎻ Ｃ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ. Ａｓｔｅｒｉｓｋｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ＧＦＰ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｐ<０.０１ꎬ Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ ｔｅｓｔ). Ｄａｔａ ＝ｘ±ｓꎬ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ.

图 ２　 ＣＡＣＩＰＫ９ 在花粉管中的过表达表型与亚细胞定位
Ｆｉｇ. ２　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＣＡＣＩＰＫ９ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅｓ

２００８)ꎮ 植物细胞极性的确立与维持涉及多种信

号调控因子ꎬ如钙离子、胞吞与胞吞及细胞骨架

等ꎬ各信号因子需要维持在特定水平ꎬ已形成稳定

的花粉管顶端生长(Ｋｒｏｅｇｅｒ ＆ Ｇｅｉｔｍａｎｎꎬ ２０１２)ꎮ
钙离子浓度对于调控花粉管的生长和导向ꎬ

起着至关重要的作用ꎮ 拟南芥基因组中包含 ４ 个

主要的钙离子感受器家族ꎬ分别为钙调素(ＣａＭ)、
类钙 调 素 ( ＣＭＬ)、类 钙 调 神 经 磷 酸 酶 Ｂ 亚 基

(ＣＢＬ)以及钙依赖蛋白激酶(ＣＰＫ)(ＭｃＣｏｒｍａｃｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 其中 ＣＢＬ 是一类植物中特有的基因

家族ꎬ在结构上与动物中的神经磷酸酶的 Ｂ 亚基

类似ꎮ ＣＢＬ 的下游效应子是一类 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 的蛋白

激酶(ＣＩＰＫ)ꎬＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 体系共同作用ꎬ感知并传

递钙信号的变化( Ｌｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 本研究中

ＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 定位于随胞质环流运动的颗粒状细胞

器上ꎬ从运动方式上推测该结构可能是花粉管内

膜系统的囊泡ꎬ实验结果暗示 ＣＩＰＫ９ 可能通过调

控花粉管中的囊泡系统影响细胞的极性生长ꎮ
ＣＩＰＫ９ 的 Ｃ 末 端 含 有 一 段 自 抑 制 区 域 ( ＮＡＦ
ｍｏｔｉｆ)ꎬ同时也是一段与其上游效应子( ＣＢＬｓ)结

２９７ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



合的区域ꎮ ＣＢＬｓ 结合到相应 ＣＩＰＫｓ 上ꎬ解除其自

抑制作用ꎬ从而激活 ＣＩＰＫ 的激酶活性 ( Ｌｕａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ 本研究中构建的持

续激活型 ＣＩＰＫ９(ＣＡＣＩＰＫ９)体现了相同的效果ꎬ
并在此基础之上ꎬ通过突变激酶区域的保守结构

进一步激活了 ＣＩＰＫ９ 的激酶活性ꎮ 实验结果显示

ＣＡＣＩＰＫ９ 在烟草花粉中的瞬时表达抑制了花粉管

的纵向生长ꎬ促进了花粉管的横向生长ꎬ最终造成

了细胞的去极化生长表型ꎮ 另外ꎬ由于 Ｃ 端的缺

失造成了 ＣＡＣＩＰＫ９￣ＧＦＰ 的亚细胞定位呈现出非

特异性的弥散定位ꎬ说明 ＣＩＰＫ９ 的 Ｃ 端调控结构

域是其在花粉管中正确定位的关键因素ꎬ同时亚

细胞定位的异常也可以影响 ＣＩＰＫ９ 在花粉管极性

生长中功能的正常发挥ꎮ
前人(Ｑｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｃｈｅｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ

Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)关于 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 网络的研究主要

集中于胁迫信号途径ꎮ 本研究为 ＣＩＰＫ９ 在花粉管

极性生长的作用做出了新的介绍ꎬ为 ＣＩＰＫ９ 的生

物学功能提供了新的认识ꎬ但 ＣＩＰＫ９ 在花粉管中

定位细胞器的具体性质(是否囊泡体系)和调控花

粉管极性生长的具体作用机理ꎬ还有待于进一步

的研究和探索ꎮ 未来 ＣＩＰＫ９ 下游靶蛋白的确定及

其作用机制的阐明将进一步揭示 ＣＩＰＫ 信号网络

在花粉管极性生长中所发挥的重要作用ꎮ
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