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摘要      在动物受精过程中, 卵母细胞皮层颗粒所分泌的蛋白酶在防止多精入卵中起着重要作

用。在有花植物的有性生殖过程中, 受精过程则更为复杂。这一过程涉及到花粉管所运输的一对不

可移动的精子分别与卵细胞和中央细胞融合的过程。在通常情况下, 每个胚珠只会吸引一根花粉管, 
从而有效地降低多精入卵可能性。植物受精后防止多余花粉管进入胚囊的机制长期以来一直不清

楚。武汉大学植物生殖研究团队最近的一项工作发现卵细胞本身在防止多花粉进入胚囊的过程中

发挥了重要的作用。卵细胞特异性地表达两个天冬氨酸蛋白酶基因ECS1和ECS2, 其mRNA在成功

受精之后会快速降解。ECS蛋白在卵细胞的顶端区域以类似于动物皮层颗粒网络的形式分布, 且其

分泌过程也是受精依赖的。ecs1ecs2双突变体的胚珠呈现吸引多花粉的表型。ECS1和ECS2能够特

异性地切割花粉管吸引物质LURE1。ECS1和ECS2在助细胞中的异位表达则会导致LURE1蛋白水

平的降低及花粉管吸引能力的减弱。因此, ECS1和ECS2快速防止了多余花粉管进入胚囊。上述发

现揭示植物的卵细胞能够感知受精并建立起一种受精依赖的快速防止多花粉管进入胚囊的机制。
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Abstract       In the process of fertilization in animals, proteases secreted from cortical granules of egg cells 
function to prevent polyspermy. In flowering plants, fertilization is more complex and involves a pair of non-motile 
sperm cells deliveres by a pollen tube, and then two sperm fuses with an egg cell and a central cell respectively. 
Usually, each ovule only attracts one pollen tube and thus efficiently reduces the possibility of polyspermy. How-
ever, the mechanism of plant preventing polytubey has remained unknown foe decades. Recently, it reports that the 
egg cell itself plays a critical role in preventing polytubey. Two aspartic proteases, ECS1 and ECS2, are specifically 
expressed in the egg cell and degraded soon after successful sperm-egg fusion. ECS locates at the apical domain of 
the Arabidopsis egg cell in the form of a cortical network. The secretion of ECS is triggered by sperm-egg fusion. 
The ecs1ecs2 double mutants showed polytubey phenotype. Further study reveales that ECS1 and ESC2 can cleave 
pollen tube attractant LURE1 specifically and thus quickly block the pollen tube attraction to prevent polytubey. 
These results indicate that plant egg cell can sense successful fertilization and establish a fertilization dependent 
mechanism to prevent polytubey.
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1   植物防止多精入卵研究背景
在哺乳动物研究中科研人员已经揭示了防止

多精入卵的分子机制[1]。多精入卵通常会导致譬如

胚胎发育致死、基因组不平衡、基因组剂量和染色

体分离缺陷等一系列严重的后果[1]。动物防止多精

入卵的机制主要与卵母细胞皮层分布的皮层颗粒

(cortical granules)介导的皮层反应 (cortical reaction)
有关[2]。皮层颗粒分布于成熟卵母细胞的皮层, 精
卵融合会触发皮层颗粒从卵母细胞中分泌出来, 这
个过程不再更新, 且具有Ca2+依赖性[2]。皮层颗粒中

所包含的物质十分复杂, 其中蛋白酶是皮层颗粒的

主要成分之一。皮层颗粒所包含的蛋白酶Ovastacin
能够分泌到透明带中并切割ZP2(zona pellucida gly-
coprotein 2), 从而阻止多精入卵[3]。有花植物的有性

生殖过程则更为复杂, 涉及到花粉管所运输的两个

不可移动的精细胞分别与卵细胞和中央细胞融合的

过程, 其中一个精子与卵细胞融合形成合子, 最终发

育成为胚胎, 而另一个则会和中央细胞融合, 发育成

为胚乳[4]。在双受精过程中, 雌配子体(胚囊)与雄配

子体(花粉管)之间存在着复杂的细胞间通讯, 并在

花粉管导向、花粉管破裂、花粉管内含物释放及精

卵融合等过程中发挥作用[5]。其中, 花粉管导向是

双受精过程顺利完成的必要保证, 这个过程被证实

是由卵细胞毗邻的助细胞所分泌的花粉管吸引物质

介导的。这些花粉管吸引物质如玉米中的EA1[6], 拟
南芥中的LURE[7]、XIUQIU[8], 蓝猪耳中的LURE[9]等, 
具有种属特异性。一旦花粉管释放两个精子并完成

双受精之后, 其他花粉管就不再被胚珠吸引, 这个过

程常被称为多花粉管排斥。在拟南芥中, 这一排斥

机制起始于花粉管到达胚珠珠孔端所触发的丝状器

中积累的NO分子。NO分子能够修饰花粉管吸引物

质LURE1, 使其丧失分泌性及与LURE1受体的结合

能力, 从而阻止多花粉吸引(图1A)[10]。另外, 卵细胞

或中央细胞的单受精并不能完全建立多花粉管排斥

机制, 这一事实表明, 卵细胞和中央细胞共同参与了

多花粉管的排斥机制[11]。双受精完成之后不久, 受
精的中央细胞会与宿存的助细胞融合, 从源头上清

除了合成花粉管吸引信号LURE的来源, 这一过程被

认为是一种慢速的花粉管排斥机制(图1C)[12]。如果

受精失败, 受精恢复(fertilization recovery)机制会被激

活, 宿存的助细胞能够继续吸引额外的花粉管以保证

胚珠成功且完全的双受精[13]。但是在多花粉排斥机

制的建立过程中卵细胞如何成功地感知受精, 在排

斥多花粉吸引的分子机制以及植物卵细胞中是否也

存在与动物的皮层反应类似的细胞学过程等问题都

不清楚。在我们最近的一项研究中, 关于卵细胞特

异表达因子基因ECS1(egg cell specific 1)和ECS2的
研究, 对这些问题进行了阐明, 填补了植物双受精过

程中多花粉管排斥机制中的重要空白(图1B)[14]。

2   ECS1和ECS2在卵细胞中特异性表达

的研究
得益于拟南芥卵细胞分离技术的建立和单细

胞转录组测序技术的应用, 我们成功地鉴定了一系

列的卵细胞特异表达基因。其中, 两个编码具有

分泌性的天冬氨酸蛋白酶的基因引起了我们的注
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意。依据它们的表达模式, 这两个基因分别被命名

ECS1和ECS2[14]。启动子活性分析和GFP融合蛋白

分析证实, ECS1和ECS2只在卵细胞中特异性地表

达。ECS1和ECS2的GFP信号在刚刚完成细胞化的

卵细胞中就开始出现并持续积累; 受精之后, ECS1
和ECS2的GFP荧光信号快速减弱并在合子分裂之后

彻底消失。在mRNA水平上, 原位杂交显示, ECS1和
ECS2的mRNA特异性地定位于卵细胞, 并于受精之

后快速地降解并消失, 这暗示, ECS1和ECS2中存在

一个受精触发的mRNA降解机制。到目前为止, 仅
有为数不多的卵细胞特异表达因子的生物学功能被

鉴定研究。除ECS1和ECS2以外, 卵细胞特异性表达

的EC1在双受精过程也能够激活精子[15]。今后, 更
多的卵细胞特异表达基因的生物学功能研究、转录

表达调控机制研究及受精触发的mRNA降解机制研

究将为植物有性生殖过程提供新的见解。

3   ECS1和ECS2蛋白在受精过程中的动态

变化规律
为了研究ECS1和ECS2蛋白在受精过程中的动

态变化规律, 我们分别构建了ECS1和ECS2的GFP和

mCitrine融合蛋白株系并通过激光共聚焦显微镜进

行了详细的跟踪观察。结果表明, ECS1和ECS2仅在

成功受精后才能分泌。通过使用分别标记ECS1和
ECS2、助细胞和卵细胞的三标记材料, 我们发现包

含ECS1和ECS2的囊泡以类似于动物皮层颗粒网络

的形式积累在成熟卵细胞的顶端区域。精卵融合之

后, ECS1和ECS2几乎完全向降解助细胞所在的胞外

空间分泌。分泌之后, 受精卵细胞中的囊泡也随之

消失, 保留在受精卵细胞中的荧光信号十分微弱并

在受精卵发育晚期消失殆尽。为了研究ECS蛋白具

体的分泌时间, 我们使用精子表达的LAT52::DsRed
或HTR10::HTR10-mRFP来标记花粉管或精子。结

果发现, 花粉管进入胚珠及以助细胞降解、花粉管

破裂与精子释放等过程中都不能够触发卵细胞中的

ECS蛋白的分泌, 我们推测这一分泌事件是通过精

卵融合触发的。在gcs1的突变体中, 突变的精子不

能成功地与卵细胞或中央细胞融合[16]。为了验证这

一推测, 我们使用了gcs1的突变体花粉来授粉ECS2-
GFP融合蛋白材料的柱头。虽然精子能够成功释放

并与卵细胞正常黏附, 但是精卵融合不能成功融合

就不会触发ECS蛋白的分泌。在gex2突变体的受精

A: NO分子抑制花粉管吸引物质LURE1; B: 精卵融合触发分泌的ECS1和ECS2蛋白酶降解LURE1; C: 受精中央细胞与宿存的助细胞融合机制。

A: NO inactivates pollen tube attractant LURE1; B: sperm-egg fusion triggers secretion of ECS1 and ECS2 protease, to degradate LURE1; C: fertilized 
central cell fuses with persistent synergid cell.

图1   植物受精过程中防止多花粉管吸引的三种机制

Fig.1   Three mechanisms of preventing polytubey during plant fertilization
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过程中, 会出现一定比例的单受精表型[17]。我们使

用gex2突变体花粉授粉ECS2-GFP材料柱头, 结果发

现, 精子–中央细胞的成功融合也不会触发ECS蛋白

从卵细胞中的分泌, 进一步证明了ECS蛋白的分泌

只能依赖于精卵的成功融合(图2)。最后, 我们测试

了缺乏信号肽的ECS蛋白是否能够从卵细胞中分泌, 
在受精过程中其GFP信号一直滞留在卵细胞中。在

这个部分的研究中, 各种荧光蛋白标记材料、受精

缺陷相关突变体以及活体荧光的动态观察很好地促

进了双受精过程的观察与研究。ECS1和ECS2的融

合蛋白株系也是今后进一步研究卵细胞囊泡定位、

分泌以及精卵融合机制良好的标记株系。

4   ECS1和ECS2在受精过程中的生物学

功能及其分子机制研究
ECS1和ECS2编码两个A1类天冬氨酸蛋白酶

家族的成员, 蛋白序列分析表明, 其具有两个天冬

氨酸蛋白酶经典的活性位点DTGS和DSGT。ECS1
和ECS2的蛋白质序列与疾病抗性有关的蛋白CDR1
同源性最高[18]。为了研究ECS1和ECS2在双受精过

程中的功能, 我们分析了这两个基因的T-DNA插入

突变体esc1-1、ecs1-2、ecs2-1和ecs2-2。结果表明, 
ecs1和ecs2的纯合突变体的营养生长及生殖过程都

没有任何表型。考虑到它们具有极其相似的表达模

式和序列相似性, 我们分别构建了两个独立的双突

变株系, 即ecs1-1ecs2-1和ecs1-2ecs2-2。表型分析发

现, 这两个双突株系都具有相似的多花粉管吸引表

型。这一表型能够被ECS1或ECS2恢复, 进一步表明

其多花粉管吸引的表型是由ECS1和ECS2基因突变

引起的。由于配子融合缺陷也会导致多花粉管入胚

囊的表型。为此, 我们观察了ecs1ecs2突变体中的配

子融合过程。通过使用HTR10::HTR10-mRFP标记株

系标记精核, 我们发现, 在ecs1ecs2双突变体中受精

过程是完全正常的。然而, 我们发现在授粉后6~8 h, 
大约16.4%的胚囊中存在额外的一对精子。这一结

果表明, ECS1和ECS2参与了成功受精后的多花粉管

排斥机制的建立。

为了阐明ECS蛋白分泌所介导的多花粉管排斥

的分子机制, 我们验证了这两个蛋白酶是否能够结

合并切割花粉管吸引物质。Pull-down实验分析证

明, ECS1和ECS2能够与花粉管吸引物质LURE1.2
结合。为了研究蛋白酶ECS1和ECS2是否能够切割

LURE1, 我们在小叶烟草叶子和HEK293T细胞中对

ECS1和LURE1.2分别进行了共表达试验。结果发现, 
在两个共表达体系中LURE1蛋白都出现了显著的

下调。这一结果证实了ECS1和ECS2的确能够切割

LURE1。为了鉴定ECS1和ECS2酶切花粉管吸引物

质LURE1的切割位点, 我们根据LURE1.2的蛋白质

序列设计了7个荧光多肽底物并使用重组的ECS1和
ECS2蛋白对这7个荧光多肽底物进行了酶活活性测

定。结果表明, ECS蛋白酶能够高效地切割LURE1.2
的中部和C-端区域。生化实验也表明, ECS1和ECS2

图2   精卵融合触发的卵细胞中ECS1/2分泌模式图

Fig.2    Schematic diagram of ECS1/2 secretion triggered by sperm-egg fusion
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具有相似的生化特性, 其最适pH值为5.0且在碱性条

件下没有任何蛋白酶活性。为了验证在植物体内

ECS1和ECS2是否能够切割LURE1, 我们通过免疫

荧光技术观察LURE1在野生型和ecs1ecs2双突变体中

的蛋白水平变化。结果表明, 在授粉过程中野生型与

双突变体的LURE1蛋白水平相当; 但当授粉10 h(受精

2~4 h)后, LURE1的蛋白水平快速下降, 而在ecs1ecs2
突变体中则几乎保持不变。进一步地, 通过体外花

粉管吸引实验也发现, 将LURE1.2与ECS重组蛋白

酶混合后使其丧失了花粉管吸引的能力。

以上实验结果表明, 在成功受精后不久, ECS
的蛋白酶活性对于清除花粉管吸引物质LURE1是
必需的。为了最终证明ECS介导的LURE1降解对于

阻止花粉管吸引的重要性, 我们使用助细胞特异启

动子DD31驱动ECS1和ECS2在助细胞中的异位表

达。结果发现, 与卵细胞的受精触发分泌不同, 助
细胞中ECS蛋白组成型地向丝状器分泌。免疫荧

光和LURE1.2-GFP荧光分析表明, LURE1.2的蛋白

水平显著下降。不仅如此, 在野生型中, 授粉后6 h
后超过50%胚珠已经吸引花粉管, 而在过表达株系

中, 仅有小于10%的胚珠能够吸引花粉管。这一结

果与LURE1突变体中授粉后4~6 h的结果保持一致, 
因此证实了ECS介导的LURE1降解对于花粉管吸引

具有关键性作用。我们也异位表达了缺失信号肽

的ECS1和ECS2以及卵细胞表达的subtilisin-like蛋
白酶SBT4.13[19], 结果发现其均不能影响LURE1.2蛋
白水平, 也不能影响花粉管吸引比率。最后, 为了证明

ECS1和ECS2的蛋白酶活性对于阻止多花粉吸引是必

需的, 我们将ECS1和ECS2的蛋白酶活性位点发生突变

后, 结果发现其丧失了切割LURE1底物的能力。活性

位点突变的ECS1和ECS2也不能恢复突变体的表型。

综上分析, 该工作证明了编码两个天冬氨酸蛋白

酶基因ECS1和ECS2特异性地在卵细胞中表达, 并以

皮层颗粒网络的形式积累在成熟的卵细胞中。当精

卵成功融合之后, ECS1和ECS2蛋白向降解助细胞的

胞外空间分泌, 这一过程与动物中的Ca2+触发的皮层

反应相似[20]。在植物中, 玉米[21-22]和拟南芥[23-24]中的

体外精卵融合导致的Ca2+上升已被报道。ECS蛋白的

分泌过程是否由Ca2+触发还有待进一步研究验证。

5   展望
尽管动植物在卵的形态结构、精子的移动性

等方面有明显差异, 但是我们的这一研究成果表明, 
受精依赖的蛋白酶释放以阻止多精入卵的机制在动

物和植物中可能是保守的。值得一提的是, 虽然卵

细胞调控的ECS蛋白酶途径参与防止多花粉的进入, 
但胚乳与宿存助细胞的融合也能够清除花粉管吸引

物质LURE1和XIUQIU的来源, 最终终止花粉管吸

引[12]。这是一个慢速的多花粉管排斥过程。因此, 
卵细胞或中央细胞的单受精都不足以建立起一个完

整的多花粉排斥机制[11]。此外, 多花粉排斥机制在

玉米中仅有96%有效[25], 拟南芥中则为98%[11,26]。这

表明, NO[10]或ECS1/2[14]所介导的花粉管吸引物质失

活都不能有效地清除其他弱花粉管吸引物质。考虑

到在植物中多精入卵的比率非常低[25,27], 远远低于

多花粉管吸引的比率, 这一事实暗示植物中也存在

着一个快速的阻止多精入卵的排斥机制。体外受精

实验表明, 配子融合会释放细胞壁物质[28], 这可能是

植物多精入卵的最终排斥机制。ECS1和ECS2是否

能够参与降解配子激活、黏附、融合等相关蛋白以

及细胞壁物质的排斥机制还有待进一步研究。其他

的蛋白酶譬如SBT4.13也有可能参与这一过程, 其蛋

白底物也还有待鉴定。

近年来, 得益于单细胞分离、单细胞组学、高

分辨率动态成像、免疫荧光等技术在有性生殖领域

的应用, 双受精过程取得了一系列突破性的进展并

成为植物科学研究的热点领域。随着双受精过程中

分子调控途径的不断深入研究, 进一步挖掘动物与

植物的普适生殖规律、低等植物到高等植物有性生

殖进化规律, 将大大拓展植物有性生殖的理论研究

内涵。另外, 植物的有性生殖过程与粮食作物的产

量和品质密切相关, 加强在水稻、玉米及小麦等粮

食作物中的有性生殖基础研究不仅能够为被子植物

有性生殖过程提供新的见解和研究思路, 也为粮食

产量、品质改良等民生问题提供宝贵的实践经验, 
其重要价值将在未来逐渐展现出来。
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