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激光显微切割技术推进全面解析植物

雄配子发生的分子机制
汤湘 1 ， 2 刘巧泉 2 唐威华 1 * 

('中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所，上海 200032 ; 2 扬州大学教育部植物功能基因组学

重点实验室， 扬州 225009)

摘要 雄配子(又称小抱子，即花粉)的产生是显花植物生殖发育的重要阶段之一。 花粉发育

是在花药中与花药发育同步进行的，而花药内壁的绒毡层细胞直接为花粉发育提供营养。 花药发

育中各细胞(女口花粉、绒毡层等)特异性的全基因组表达谱可为全面解析植物雄配子发育的分子调控

机制提供丰富的信息 。 但以往的表达谱研究多基于整个花药甚至整个花序的取材，无法提供细胞

特异性的表达信息 。 最近，激光显微切割技术被运用在水稻花粉发育研究这一领域，分别获得了处

于减数分裂后各时期的小抱子以及绒毡层的专一细胞类型的全基因组表达谱。 在此基础上，不仅

发掘了更多新的花粉及绒毡层细胞特异性表达基因，鉴定了花粉及绒毡层细胞中富集的生化、代

谢的细胞通路;而且还鉴定出了更多调拉花粉及绒毡层细胞特异性基因表达的顺式元件，并通过系

统分析得出了多种植物激素在花粉发育中细胞水平上的时空分布。 总之，激光显微切割技术和基

因组芯片联用的结果提供了很多可供检验的科学假说，大大推动了对植物雄配子发生发育分子机

制的全面了解。
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配子体和抱子体的世代交替组成了植物生活周

期 。 雄配子(即小子包子、花粉)发生和发育在花药中进

行[1) 。 以水稻为例[2]，最初无细胞分化的花药原基

(stamen primordium)从四角上先分化出于包原细胞

(archesporial initials)，进一步分化产生初生造抱细胞 !

(primary sporogenous cells)和初生周缘细胞(primary

parietal cells) 。 随后，初生造抱细胞发育成花粉母细

胞(pollen mother cells) ， 经过减数分裂形成四分体、单

核小甩子，再经过一次非对称有丝分裂产生由营养细

胞和被包埋在营养细胞中的生殖细胞组成的工核花

粉，生殖细胞再进一步分裂为两个精细胞成为三核花

粉， 最终发育为成熟花粉粒 。 同时，初生周缘细胞经

过多次分裂形成内壁、中层和绒毡层。绒毡层作为一

个营养组织，为花粉发育提供营养，直接参与花粉外

壁形成， 并从二核花粉期开始降解。

这些重要的生物学事件是由花药和雄配子发育

中甩子体和配子体中复杂的基因表达类型所调控的 [3) 。

尽管人们已经可以从形态学上比较清楚地了解花粉

和花药发育的过程，但对它们发育的分子机制、调控

网络仍不清楚。 以往的研究，己找到一些在花粉和绒

毡层中特异表达的基因，但数量有限[4 ，5) 。 通过基因芯

片(microarray)进行的转录组分析可以为全面理解花

药和花粉发育的基因调控提供重要信息。但由于从

植物器官中分离单一类型的细胞比较困难，因此大部

分基因表达谱分析时所用的起始材料都是处于不同

发育阶段的整个花药或者是成熟花粉粒，这些材料不

能区分花药中的不同细胞类型。 Honys 和 Twell[6)采

用 Percoll 梯度分离了拟南芥减数分裂后的单核小甩

子、 二核花粉、 三核花粉以及成熟花粉， 并进行了不

同细胞类型特异性的转录组分析。 雄配子体特异的

表达谱数据显示了在花粉成熟中多个基因的大规模

抑制和雄配子特异转录i昔比例的增加 。 但是，要精确

分离花药中的其它细胞仍然显得比较困难; 另外， 利

用 Honys 和 Twell[6)的方法分离其他物种或其他类型

的细胞时，仍需要进行一定的技术调整和优化。

国家重点基础研究发展规划(973 计划) (No.2007CB108700)和国家
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激光显微切割(laser microdissection, LM)技术可

以从不同组织(包括植物组织)的切片上分离特定类型

的细胞。 将包含目标细胞的组织切片放在显微镜下，

找到目标细胞，通过激光的切割，将其与周围组织分

离，从而获得单一类型的细胞;收获的细胞可进一步

应用于芯片分析。 近来激光显微切割结合芯片技术

(LM-microarray)在植物中已有很多应用 ， 己成功获得

的特异类型细胞包括胚[7，8] 、 芽顶端分生组织[9， 1 0] 、 根

中柱鞠[ 11 ， 12]、长角果胎座框[13]和雄;在离区[14]等。

最近， Suwabe 等[ 1 5 ]将 LM 技术应用到水稻花药

发育的研究中，用来分离处于不同发育阶段的花粉和

绒毡层细胞;同时将 LM 与芯片技术结合， 获得了花

粉或绒毡层的特异细胞类型的各发育时期的表达语。

通过对这两种类型细胞在不同发育阶段表达谱的进

一步比较分析，可以了解在水稻花药不同发育阶段抱

子体和配子体中基因的表达特征以及特异表达的基

因类型[ l 6]，分析激素在花药发育中的表达情况Il7]，据

此可以分离出花药发育中特异表达基因上游的顺式

调控元件[ 1 8]。这一系列的分析是建立在精确分离花

粉和绒毡层细胞基础上的， 是以前采用整个花药进行

分析的结果中得不到的 。 因此LM技术在水稻花药发

育中的应用极大地推进了花药发育相关的研究。

本文就针对 LM-microarray 技术获得的花粉和

绒毡层的表达i普及对该表达谱进行的进一步研究进

行总结 (图 1) 和讨论。

Phytohonnone 
synthesis 

特约综述.

1 通过LM-microarray得到水稻花粉和绒

毡层的分离的动态转录组

Suwabe等[1 5] 以水稻品种日本晴为材料， 通过LM

分离处于减数分裂(meios i s ， MEI) 、四分体( tetrad ，

TET) 、 单核小子包子(uninuclear microspore, UN) 、 二

核花粉(bicellular pollen , BC)和三核花粉(tricellular

pollen, TC)五个不同发育阶段的花粉和与花粉处于减

数分裂、四分体和单核小子包子三个不同发育阶段相

应的绒毡层(图 1)。分离得到微量的总 RNA(平均 12.6

ng) ， 经线性扩增后与 44K 的水稻全基因组寡核昔酸

芯片进行杂交，从而得到了花粉和绒毡层分离的转录

组 。

Suwabe 等[ 1 5 ]选择 11 个己知的绒毡层特异表达

基因(Osc4 ， Osc6 , YYl , OsRAFTINl , TDR, YY2 , RA8 , 

OsGAMYB , OsCP 1 , UDTl 和 OsGEN-L)在 44K LM

microarray 结果中进行验证。 这些基因被证实确实在

绒毡层中特异表达，表明 LM-mi~roarray 是可靠的 。

Endo等I凹]曾于 2004年对含有单核小甩子、 二核

花粉和三核花粉的三个不同发育阶段的花药进行了

4K水稻cDNA芯片的分析得到了 140个花药特异表

达基因。 Suwabe 等[ 1 5]对这 140 个花药特异表达基因

在 44K LM-microarray 表达谱中进行聚类分析， 将其

进一步分为三类:花粉中特异表达(71 个基因)， 绒毡

层中特异表达(7 个基因)和两个组织中都有表达(62

Fig.l 

rice 
Laser microdissection-microarray improves our understanding of the development of microspore/pollen and tapetum in 
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个基因) 。 结果表明 LM-microarray 技术可以使人们

对转录组研究的精准度从器官水平(花药)提高到细胞

水平(花粉和绒毡层) 。

Hobo 等[ 1 6)对通过 44K LM-microarray 得到的花

粉和绒毡层的基因表达谱进行聚类分析，将28141个

花药发育中表达的基因依据其特异的表达谱聚为 20

个簇(c lu s ter)，其中有 3 468 个基因是花药中特异表

达的 。 在绒毡层表达基因的簇中(#13 ， 14, 15 , 1 8)，花

药特异表达基因占 2%-4% 。 减数分裂小f包子 (#12 ，

17)和花粉发育后期表达基因放:中(挡 ， 10)，花药特异

表达基因超过 20% 。

在绒毡层的转录谱中，簇 12 、 20 和 2 中的基因

只在一个阶段优先表达(分别为 MEI， TET，和 UN 阶

段)，表明这三个阶段绒毡层基因的生物学功能不同;

簇 7 中的基因在 MEI 和 TET 阶段主要表达;有 4 个

簇中的基因在三个阶段中均持续表达。

花粉转录谱显示了更复杂的分布 。 从减数分裂

到三核期，花粉转录谱的基因聚类显示出多种不同的

表达趋势。 花粉基因表达谱的多样性表明雄配子中

发生的生物学事件被许多具有不同表达类型的花药

特异表达基因所调控。 有趣的是，在 8 个簇中观察到

花粉和绒毡层同步的基因表达 。 这种同步表达是花

药表达谱的主要特征。传统的观点认为绒毡层在花

药中仅作为小炮子的营养细胞对其进行哺育， 小子包子

和绒毡层中表达的基因应归于不同类。 Hobo 等[ 1 6)的

结果与之有出入。 小甩子和绒毡层中基因的同步转

录，表明这些细胞共享许多发育通路， 与 ScoU 等问

描述的一致。这也与小子包子和绒毡层同时来源于 L2

层的事实相符 。

2 花药发育中表达的重要的细胞过程相关

基因

Hobo 等[1 6) 对 44K LM-microarray 的基因聚类结

果进行 GO (gene ontology) 分析，并找出了在花药发

育中表达的重要基因。结果显示， 312个转录因子(包

括bHLH， MYB ,GRAS , MADS , HD-拉链和辞指类型)

倾向在绒毡层中富集表达，提示绒毡层中的转录调控

非常活跃。 翻译相关基因(149 个)则倾向在二核花粉

早期富集表达。 脂类代谢基因在单核期的花粉和绒

毡层中高表达。 这与脂类代谢对花粉发育的重要作

用相符， 脂类合成缺陷往往导致雄性不育[到] 。 己知的

与花粉壁形成和脂肪酸代谢相关的基因， 如OsWDAl，

AtCER6/CUTl 等主要在减数分裂，四分体和单核期

的绒毡层中表达 。 这表明绒毡层细胞在花粉壁形成

和向于包子外壁运输脂质中起主要作用 。 次生代谢相

关基因常在四分体和单核期的花粉和绒毡层中同步

表达。 细胞周期相关基因只占一小部分，主要在减数

分裂阶段富集。

目前为止，许多与碳水化合物代谢，细胞骨架重

组， Ca2+ 信号，顶端生长相关的花粉特异表达基因己

在花粉发育后期被识别[1 9.22-26) 。 这些基因在44KLM

microarray结果中被证实在二核后期和三核期的花粉

中优先表达。

在花粉管生长中，顶端的物质分泌是很重要的 。

但目前只有很少一部分参与分泌囊泡运输的基因被

识别[27) 。 在 44K LM-microarray 结果中，编码次生囊

泡分子的基因(SNARE ， SNAP， 小突触泡蛋白，网格

蛋白等)在二核后期和三核期的花粉中被识别。这可

能帮助理解花粉管中液泡运输的分子机制 。

Argonaute 蛋白参与小 RNA 介导的调控通路[28] ，

miRNA s 是调控许多生物过程的重要引导分子[却] 。

Argonaute 蛋白和 miRNAs 在整个花粉和绒毡层的发

育中均有分布，表明小 RNA 的转录调控在花粉发育

中并不缺席。

3 花药发育中的激素合成与信号调控

尽管有许多植物激素在花药发育中具有重要功

能，但它们参与花药发育的过程却不清楚。 Hirano 等[17)

利用 44K LM-microarray 结果对 7 种主要植物激素的

合成与信号基因进行了细胞类型特异的表达谱分析，

从而推测出植物激素在花药发育中的作用 。 这7种激

素包括:赤霉素(gibberellins ， GAs) ， 口引睐乙酸(indole-

3-acetic acid, IAA)，细胞分裂素(cytokinins ， CKs)，油

菜素内醋(brassinosteroids ， B酌，乙烯(ethylene)，脱落

酸(abscisic acid , ABA)和莱莉酸(jasmonic acids, JAs) 。

LM-microarray结果表明IAA 和GA4在成熟花药

中高度积累 。 IAA 和 GA合成所需要的基因在花粉发

育的晚期协同表达， 暗示这些基因对于成熟花药中

IAA 和 GA的大量积累起重要作用。与GA合成相反，

GA 信号基因在花粉早期发育中优先表达，在花粉发

育晚期表达下调。 这种GA合成与信号基因镜像的表

达模式在生长素信号基因中并未观察到 。 这表明在

减数分裂之前 GA 己有合成，因此需要在花粉发育早

期合成信号基因来进行下游反应;而花粉发育后期合

成的GA4并不被立即利用，而是作为储存GA被保持，

直到花粉萌发和花粉管伸长 。 另外， LM-microarray 
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表达谱表明 GA20ox3 和 GA30xl 主要参与二核和三

核花粉中的 GA合成，从而使 GA4 积累到异常高的水
平。 在水稻的营养生长阶段则利用不同的 GA20 和

GA3 氧化酶: GA20ox2 (SDl) 和 GA3ox2 来合成有生

物活性的 GA[30] 。 水稻在营养组织和花药组织中利用

不同的 GA20 和 GA3 氧化酶可能是由于两个组织中

主要的活性GA不同 。 在营养组织中主要使用GA1，而

在花药中主要使用 GA4 。

IAA受体基因主要在花粉发育晚期表达，不同的

AUXllAA和生长素应答基因(AR盯在花粉和绒毡层发

育的不同阶段表达。 在花粉发育后期 IAA 的高度积

累支持 IAA在花粉中的合成对于花粉萌发和花粉管

伸长是重要的这一观点[3 1 ] 。

CK的合成优先在花粉发育早期发生， 活性的CK

在晚期被细胞分裂素氧化酶 /脱氢酶去活性。 减数分

裂至单核期CK的产生可能与小子包子的减数和有丝分

裂有关。 在花粉发育晚期 CK 的降解明显不同于 GA

和 IAA 的快速增加 。

LM-rnicroarray 结果中 ， 在花粉发育阶段没有发

现明显的 BR 合成基因的表达趋势，这与配子体中的

BR合成对于花粉的育性不是必需的 [32]观点相符。 BR

合成与信号基因在绒毡层细胞中高表达， 这也与

Ariizurni 等[刀]发现 BR对于拟南芥花粉的J包子外壁形

成很重要相符 。

乙烯信号基因在绒毡层，尤其是四分体和单核期

优先表达。 可能在为调控绒毡层细胞的程序性死亡[叫

做准备。

在绒毡层发育后期， ABA合成基因表达下调， 同

时使ABA失活的酶表达上调，推测ABA水平下降，可

能与 ABA抑制绒毡层细胞的程序性死亡有关。

而JA合成与信号基因在整个绒毡层发育阶段中

都有表达。

4 发育特异表达基因候选顺式调控元件的

筛选

目前寻找顺式调控元件的方法有许多种 。 包括

利用报告基因进行实验分析，以及通过计算机寻找的

方法，如MEME[町、 AlignACE [36] 和Motif唱Sampler [37] 

等。

Mihara 等[ 1 8]采用了一种新的识别候选顺式调控

元件方法(组合的基因簇印迹， gene-cluster fingerprints 

法)，从来自发育的水稻花粉细胞的基因表达谱中 ， 识

别调控特异基因表达的候选顺式调控元件。

·特约综述.

根据 LM-rnicroarray 结果， Mihara 等[ 1 8]对 128 个

只在水稻花粉发育的二核后期和成熟花粉期表达的

基因的启动子区域富集的短片段核昔酸序列进行分

析， 鉴定出 20 二个核心顺序(5-7 nts，图 1)。这 20 个核

心顺序很可能是调控在二核至成熟花粉阶段特异性

基因表达的顺式元件， 即转录因子结合位点 。 进一步

可 以 根 据 这些核 心顺序通过染色体免疫沉淀

(chromatin IP)等方法钓出与它们结合的转录因子。

5 小结与展望

通过LM 获得处于水稻不同发育阶段的花粉和

绒毡层， 对其进行芯片分析， 结果表明它们在发育中

具有不同的基因表达谱。 对基因表达谱的进一步分

析， 可以了解在不同细胞发育过程中基因的表达模式

以及基因表达调控情况。

LM 技术极大地推动了花药发育的相关研究， 使

人们对雄配子发生的分子机制有了更深入的了解。

这项技术也可以被应用于分离更早期的雄配子发生

时期， 以及雌配子的不同阶段，从而进一步推进植物

生殖发育分子机制及调控网络的研究。
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156 - 特约综述

Laser Microdissection Facilitates a Comprehensive Understanding of 
Molecular Mechanisms of Plant Male Gametes Production 

Xiang Tang 1,2, Qiao-Quan Li时， Wei-Hua Tang 1* 
('Institute of Plant Physiology and Ecology, Shanghai lnstitutes户r Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, 

Shanghai 200032, China; 2Key Laboratory of Plant Functional Genomics of Ministry of Education, 

Yangzhou Uniνersity， Yangzhou 225009, China) 

Abstract The production of male gametophyte (i.e. microspore, pollen) is important to sexual reproduc-

tion of flowering plants. The male gamete develops inside of the anther, and is synchronized with anther development. 

Tapetal cells in the anther directly provide nutrients to pollen. Genome-wide expression profiling of different types 

of cells (such as pollen, tapetum, etc) in anther can provide rich information for comprehensive understanding of 

molecular mechanisms in plant male gametophyte production. However, previous profiling used whole anthers or 

even whole inflorescence therefore can not provide cell-type specific expression information , Recently , laser rnicro

dissection technology has been used in the field of rice pollen development, and revealed the transcriptome of 

rnicrospore and tapetum at various stages. This work not only provided, more pollen or tapetum-specific genes, but 

also identified pollen or tapetum-enriched biochernical and metabolizable pathways, and cis-regulatory elements of 

genes specifically expressed in pollen and tapetum. Meanwhile, spatiotemporal expressions of various phytohor

mones in pollen development have been systematically analyzed. In conclusion, results from laser rnicrodissection 

combined with genome-scale rnicroarray provided leads for many novel scientific hypothesis for testing, facilitated 

our studying towards a comprehensive understanding of molecular mechanisms of plant male gametes production. 

Key words laser rnicrodissection; microarray; pollen; tapetum; phytohormone 

This work was supported by the National Bas ic Research Development Program of China (973 Program) (No.2007CB 108700) and the 

National High Technology Research and Development Program of China (8 63 Program) (No.2006AA 10A 102) 

*Corresponding author. Tel/Fax : 86-21 -5492401 5, E-mail: whtang@sippe.ac.cn  
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