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无籽沙糖桔 WUBE1 基因的功能验证 
 

李鹏 1，苗红霞 2，胡桂兵 1，秦永华 1* 
(1. 华南农业大学园艺学院，广州 510642; 2. 中国热带农业科学院热带生物技术研究所，海口 571101) 

 

摘要：为了解泛素活化酶 E1 基因(UBE1)在无籽沙糖桔自交不亲和反应中的作用，通过根癌农杆菌介导法将来源于自交不亲

和无籽沙糖桔(Citrus reticulata ‘Wuzishatangju’) WUBE1 基因转化烟草(Nicotiana tabacum)。结果表明，外源基因 WUBE1 已导

入烟草基因组中并得到表达。转 WUBE1 基因的自交授粉组合花粉管在生长过程中，部分花粉管出现停止生长的现象，到达

花柱基部的花粉管数量少于异交授粉和野生型自交组合。转 WUBE1 基因烟草的花粉生活力、发芽率、自交和异交后每个果

荚中的种子数与野生型烟草无显著差异。这表明单一的 WUBE1 基因不能调控无籽沙糖桔自交不亲和反应，很可能是通过

Ub/26S 途径参与了无籽沙糖桔自交不亲和反应。 
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Functional Analyses of WUBE1 Gene Isolated from Citrus reticulata 

‘Wuzishatangju’ 
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(1. College of Horticulture, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China; 2. Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology, Chinese 
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Abstract: In order to understand the role of UBE1 gene in self-incompatibility (SI) response of Citrus reticulata 

‘Wuzishatangju’, a WUBE1 gene from the self-incompatible cultivar ‘Wuzishatangju’ was transferred into tobacco 

(Nicotiana tabacum) mediated by Agrobacterium tumefaciens. The results showed that the WUBE1 gene was 

integrated into genome and expressed in transgenic tobacco. Some pollen tubes of self-pollinated transgenic 

tobacco with WUBE1 became twisted and could not enter the embryo sac. The number of pollen tube entering into 

ovules in self-pollinated WUBE1 tobacco was fewer than that in wild type (WT) and cross-pollination (transgenic 

tobacco×WT). However, there was no significant difference in pollen viability, germination rate and seed number 

per pod between transgenic tobacco and WT. Therefore, it was suggested that only the WUBE1 could not regulate 

SI response of ‘Wuzishatangju’, and it was possible to form a complex in Ub/26S pathway involved in the SI 

reaction. 
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植物的生长和发育离不开短命调控蛋白的有

选择性降解，其中一种重要的降解方式就是泛素 /  

26S 蛋白酶体途径(Ub/26S 途径)[1]。在这个途径中，

泛素(ubiquitin, Ub)和 26S蛋白酶体起着至关重要的

作用，需要被降解的蛋白会通过泛素活化酶 E1 

(UBE1)、泛素结合酶 E2 (UBE2)和泛素连接酶 E3 
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(UBE3)参与并由 Ub 进行标记，随后标记蛋白会被

26S 蛋白酶体识别并降解[2–5]。经过这个循环, Ub/ 

26S途径会有效地去除不正常的蛋白和大部分短命

调控蛋白。Ub/26S 途径是植物中高效专一蛋白降

解调控机制之一，参与植物激素应答[6–7]、花的生长

发育[8]、非生物胁迫应答[9–10]、植物免疫应答[11–12]、

光形态建成[13]、花粉萌发和花粉管伸长[14–15]、自交

不亲和的发生[16]等环节。在植物自交不亲和反应

中，Ub/26S 途径可以降解一些特异蛋白质，最终

使花粉萌发受到抑制或花粉管停止生长[16–18]。目前

有关Ub/26S 途径关键酶的研究主要集中在 UBE2

和 UBE3 上，而对于 UBE1 的研究报道很少。虽然

已经从香蕉(Musa nana)、番木瓜(Carica Papaya)、

番茄(Lycopersicon esculentum)、玉米(Zea mays)、小

麦(Triticum aestivum)、拟南芥(Arabidopsis thaliana)、

烟草(Nicotiana tabacum)和茶树(Camellia sinensis)

等植物中分离到 UBE1 基因，但 UBE1 的功能仍不

清楚。有研究表明，UBE1 可能参与了植物的逆境

胁迫响应、果实成熟发育以及采后成熟过程[19–21]。

而有关 UBE1 基因在植物的自交不亲和反应中的功

能研究还未见报道。 

无籽沙糖桔(Citrus reticulata ‘Wuzishatangju’)

是本课题组从有籽沙糖桔芽变中选育的新品种[22],

属于配子体型自交不亲和[23]。我们的前期研究表明, 

WUBE1基因在无籽沙糖桔花药和自交后3 d的花柱

中明显上调表达，而在异交授粉后 3 d 花柱中几乎

不表达；酵母表达试验证明，加入外源 WUBE1 蛋

白可以显著抑制无籽沙糖桔的花粉萌发率，推测

WUBE1 很可能参与了无籽沙糖桔自交不亲和反应[24]。

本研究拟采用农杆菌介导法将来源于自交不亲和无

籽沙糖桔的 WUBE1 基因导入烟草，为阐明 WUBE1

在无籽沙糖桔自交不亲和反应中的作用奠定基础。 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

以培养在MS培养基上的烟草(Nicotiana tabacum) 

W38 叶片为材料。质粒为 pBI121-WUBE1 [WUBE1

基因来源于自交不亲和品种无籽沙糖桔 (Citrus 

reticulata ‘Wuzishatangju’)，农杆菌(Agrobacterium 

tumefaciens) EHA105 菌株，均由本实验室保存。 

 

1.2 方法 

烟草遗传转化和分子检测    通过根癌农杆

菌介导的烟草叶盘转化法[25]将 pBI121-WUBE1 转

化烟草，获得抗性植株。用改良 CTAB 法提取抗性

植株叶片的总 DNA[25]，以 pBI121-UBE1 质粒为阳

性对照，野生型植株叶片的基因组 DNA 为阴性对

照，进行多重引物(NPT II、35S、WUBE1 和 ChvA)

的 PCR 检测(表 1)。对 PCR 检测为阳性的植株基因

组DNA用EcoR I内切酶于37℃水浴中酶切过夜, 用

0.7%琼脂糖凝胶电泳后转移到尼龙膜上固定。用

PCR-DIG 探针标记试剂盒制备地高辛标记的 NPT II

探针片段，然后进行杂交、显影和定影[26]。用华越

洋生物超快型植物RNA提取试剂盒提取转WUBE1

基因单拷贝植株叶片总 RNA。用 M-MLV 逆转录酶

进行第一链 cDNA 的合成，具体步骤参照试剂说明

书。以烟草 β-actin 为内参基因(表 1)，用实时荧光

定量 PCR (qPCR)检测外源基因在不同转基因植株

中的表达情况[27]。 

转基因烟草的花粉生活力和发芽率测定    将

花粉均匀涂在 1%琼脂 +0.01%硼酸 +10%蔗糖的培

养基上，置于 25℃ ~30℃培养箱中培养 6 h，在显

微镜下观察记录花粉生活力和发芽率。每个处理重

复 3 次，每个重复观察 3 个视野，每个视野不少于

 

表 1 用于检测的引物和 PCR 反应程序 

Table 1 Primers and PCR procedure used in this study 

引物 Primer 序列 Sequences (5′~3′) PCR 程序 PCR procedure 

NPT II-F 

NPT II-R 

GTTCTTTTTGTCAAGACCGACC 

CAAGCTCTTCAGCAATATCACG 
94℃, 4 min; 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 60 s, 35 cycles; 72℃ 10 min 

35S-F 

35S-R 

GAGGACCTAACAGAACTCG 

GTCTTGCGAAGGATAGTGG 
94℃, 4 min; 94℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 60 s, 35 cycles; 72℃ 10 min 

ChvA-F 

ChvA-R 

TCCATCAGCAACGTGTCGGTGCT 

GTGGAAAGGCGGTGAGCGATGAT 
94℃, 4 min; 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 90 s, 35 cycles; 72℃ 10 min 

WUBE1-F 
WUBE1-R 

CGCGGATCCATGGCTGACACGG 
CCGAGCTCTTATGCCCCACCAG 

94℃, 5 min; 94℃ 40 s, 61℃ 40 s, 72℃ 90 s, 35 cycles; 72℃, 10 min 

Q-UBE1-F 

Q-UBE1-R 

CAAACCTAAGCCTACCAC 

TACAACACGCAGTTTCCT 
95℃, 1 min; 95℃ 10 s, 58℃ 15 s, 72℃ 35 s, 40 cycles 

Q-actin-F 

Q-actin-R 

CTGGCATTGCAGATCGTATGA 

GCGCCACCACCTTGATCTT 
95℃, 1 min; 95℃ 10 s, 58℃ 15 s, 72℃ 35 s, 40 cycles 
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30 粒花粉。  

转基因烟草授粉受精过程的观察    参照陶

书田等[28]和史公军等[29]的方法并略作修改。以野生

型自交和转 WUBE1 基因烟草自交及异交授粉后不

同时间的雌蕊(柱头、花柱和子房)为材料，分别在

授粉后 1、2、3、4、5 和 6 d 采集发育正常的雌蕊， 

用卡诺氏固定液 I (无水酒精∶冰醋酸 =3∶1)固定

12~24 h，固定液中的酒精逐级下行过渡到蒸馏水

为止。雌蕊纵切后用 4% NaOH 溶液软化透明，用

蒸馏水洗净，置于载玻片上，0.1%苯胺蓝染液染色

30 min，盖上盖玻片。在荧光显微镜(OLYMPUS 

BH2-RFCA，日本)下观察，用数码显微照相系统

(OLYMPUS DP70，日本)进行拍照。 

转基因烟草果荚中的种子数量    选取转基

因烟草植株进行自花授粉和异花授粉(转WUBE1基

因烟草×野生型烟草)，以野生型烟草自花授粉为对

照，种子成熟后，选取相同数量且大小一致的烟草

果荚，分别统计单个果荚中的种子数量。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 转 WUBE1 基因烟草的分子检测 

利用根癌农杆菌介导法将含有 WUBE1 基因的

植物表达载体转化烟草，经过浸染、共培养、抗性

筛选和生根培养，获得了 132 株抗卡那霉素(KanR)

植株。用 NPT II、35S、WUBE1 和 ChvA (农杆菌结

合蛋白基因)引物对KanR植株进行PCR检测，有 103

株 KanR 植株扩增出的特异条带与阳性对照扩增出

的特异条带一致，且没有农杆菌污染，而非转基因

的烟草植株则没有特异性条带出现(图 1)。这初步表

明外源基因 UBE1 已整合到烟草基因组中。 

对 PCR 鉴定结果进一步验证，阳性植株以 DIG

标记的 NPT II 基因为探针进行 Southern 杂交。结果

表明，外源基因 WUBE1 以 1~3 个拷贝整合到烟草

基因组中(图 2)。这说明外源基因 WUBE1 已成功整

合到烟草基因组中。 

分别提取转 WUBE1 基因烟草单拷贝植株和野

生型植株叶片的 RNA，并反转录合成 cDNA 第一

链。以烟草 β-actin 为内参基因，用 qPCR 检测转基

因烟草和野生型烟草叶片中外源 WUBE1 基因的相

对表达量。由图 3 可知，WUBE1 在转基因烟草植

株叶片中都有表达，而在野生型烟草中没有表达。 

 

2.2 转 WUBE1 基因烟草花粉生活力和发芽力 

结果表明，转 WUBE1 基因烟草和野生型烟草

的花粉均可以正常萌发且有活力。转 WUBE1 烟草

的花粉生活力和发芽率分别为 82.6%和 69.1%, 与野

生型烟草的花粉生活力和发芽率无显著差异(表 2)。 

 

 

图 1 烟草植株的 PCR 检测。M: DL Marker 2000; P: 阳性对照; WT: 野生型; 1 ~22: 转 WUBE1 基因抗性植株; A: NPT II 引物; B: 35S 引物; C: ChvA 引

物; D: WUBE1 引物。 

Fig. 1 PCR analyses of tobacco. M: DL Marker 2000; P: Positive control; WT: Wild type; 1-22: KanR transgenic plantlets with WUBE1; A: NPT II primer; B: 

35S primer; C: ChvA primer; D: WUBE1 primer. 

A 

B 

C 

D 
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图 2 转 WUBE1 基因烟草植株的 Southern 杂交结果 

Fig. 2 Southern blots of transgenic tobacco with WUBE1 

 

 

图 3 WUBE1 基因在转基因烟草植株叶片中的表达 

Fig. 3 Expression of WUBE1 in leaves of transgenic tobacco  

 

表 2 野生型和转 WUBE1 基因烟草的花粉生活力和发芽率 

Table 2 Viability and germination rate of pollen in transgenic WUBE1 and 

WT tobacco 

类型 

Type 

生活力  

Viability /% 

发芽率 

Germination rate /% 

转基因 Transgene 82.6a 69.1a 

野生型 Wild type 81.3a 67.8a 

同列数据后相同字母表示差异不显著(LSD 检测)(P> 0.05)。 

Data with the same letter within column indicate no significant difference. 

 

2.3 转 WUBE1 基因烟草授粉受精过程观察 

在荧光显微镜下，野生型烟草自交、转基因烟

草自交和转基因烟草×野生型烟草异交授粉后花粉

粒呈金黄色，花粉管与染色剂反应发出绿色荧光, 

可见花粉管先端的精核和营养核亮点。授粉 1 d 后，

自交和异交的花粉粒均已萌发，部分花粉管通过柱

头乳突细胞间隙进入柱头(图 4: A1~C1)；授粉 2 d

后，自交和异交的花粉粒都大量萌发，且大部分的

花粉管都已进入花柱(图 4: A2~C2)；授粉 3 d 后,花

粉管在花柱中不断伸长，且部分花粉管开始盘绕卷

曲(图 4: A3~C3)；授粉 4 d 后，不论是自交还是异

交授粉，部分花粉管出现盘绕卷曲生长(图 4: A4~ 

C4)；授粉5 d后花粉管到达花柱基部(图4: A5~C5)，

但转 WUBE1 基因的自交授粉组合到达花柱基部的

花粉管数量少于异交授粉和野生型自交组合，且部

分花粉管出现停止生长的现象(图 4: B5)；授粉 6 d

后，自交与异交的花粉管均已进入子房(图 4: A6~ 

C6)。由此可见，转 WUBE1 基因烟草自交和异交的

花粉管都能完成授粉受精。 

 

2.4 转 WUBE1 基因烟草的种子数量 

由图 5 可知，转 WUBE1 基因烟草自交和异交

授粉后平均每个成熟果荚中的种子数与野生型烟

草相比，无显著差异。 

 

3 结论和讨论 
 

UBE1是蛋白泛素化所需的第1个酶，在Ub/26S

途径中发挥重要作用。UBE1 具有 1 个保守的与泛

素结合的 Cys 位点，同时还有 1 个保守的核苷酸结

合位点，可以与 ATP 或 AMP-Ub 结合。UBE1 的活

性很高，在细胞中只要很低的浓度就可以激活泛

素，通过水解 ATP 来获取能量，并通过其活性位置

半胱氨酸残基与泛素的羧基末端形成高能硫酯键

而激活泛素途径，然后 UBE1 将泛素转移到 UBE2

的丝氨酸残基上。最后，通过 UBE3 识别底物蛋

白，泛素甘氨酸与底物蛋白质赖氨酸残基的 ε-氨基

酸形成异肽键, 将目标蛋白泛素化和降解 [2,4,30]。

Ub/26S 途径是导致植物自交不亲和的重要途径, 其

中 UBE1、UBE2 和 UBE3 会共同作用，通过调控

信号传导元件泛素化并降解一些特异蛋白质如 S- 

RNase，从而抑制花粉管的生长与延伸[16–18]。在配

子体自交不亲和反应中，SLF是花粉S决定因子, 它

含有 1 个 F-box 结构域，F-box 蛋白是 SCF E3 复合 
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图 4 转 WUBE1 基因烟草授粉受精过程观察。A: 野生型自交; B: 转基因烟草自交; C: 转基因烟草 ×野生型烟草。标尺 = 100 µm 

Fig. 4 Pollination and fertilization of transgenic tobacco with WUBE1. A: WT×WT; B: Transgenic tobacco×transgenic tobacco; C: Transgenic tobacco×WT. 

Bars= 100 µm 

 

 

图 5 烟草成熟果荚中的种子数量 

Fig. 5 Seed number per pod of tobacco  

 

体的底物识别蛋白[31]。在金鱼草(Antirrhinum majus)

的异交授粉中，AhSLF-S2 与 Skp、Cullin-1ike 蛋白

结合，形成了 SCF 复合体，SCF AhSLF-S2 这个具

有 UBE3 活性的复合体会与非我 S-RNases 非特异

性地结合，使 S-RNases 被泛素化，最后通过 Ub/26S

途径将 S-RNase 降解，花粉管得以继续生长[18]。在

矮牵牛(Petunia inflata)中，所有的 SLF 都会直接或

间接识别所有的非自我 S-RNase，协助非自我 S- 

RNase 的聚泛素化，进而降解[32]。在孢子体自交不

亲和反应中，单亚基的 RING UBE3 ARC1 (arm 

repeat containing 1)是正向调控因子主要参与者之

一。ARC1 的下调会使部分自交不亲和信号的转导

受到阻碍。自花授粉时, SRK 会被 SCR/SP11 磷酸

化，磷酸化的 SRK 激酶域使 ARC1 磷酸化，最后

磷酸化的 ARC1 会与 Exo70A1 蛋白结合，并通过

U-box 结构与同源 UBE2 作用, 使底物泛素化，进

而导致自交不亲和反应的发生[33]。这些研究表明，

Ub/26S 途径中的 UBE2 和 UBE3 参与了调控植物

自交不亲和反应。UBE1 作为 Ub/26S 途径的第 1 个

参与酶，其在植物的自交不亲和反应中的作用尚不

清楚。 

本课题组的前期研究结果表明，UBE1 很可能

参与了无籽沙糖桔的自交不亲和反应[24]。本研究通

过根癌农杆菌介导法将来源于自交不亲和无籽沙

糖桔的 WUBE1 基因转化烟草，获得了转 WUBE1 基

因烟草植株，经 PCR、Southern 和 qPCR 检测表明，

外源基因WUBE1已整合到烟草基因组中并得到表

达。对转 WUBE1 基因烟草授粉受精过程的观察表

明，转 WUBE1 基因烟草自交花粉管在花柱延伸的

过程中，部分花粉管停止伸长生长，这与酵母表达

试验中的结果一致[24]。但转 WUBE1 基因烟草自交

和异交的花粉管均能完成授粉受精，且平均每个成

熟果荚中的种子数与野生型烟草无显著差异。这些

研究结果表明，单独的 WUBE1 基因不能调控无籽

沙糖桔自交不亲和反应，它很可能通过 Ub/26S 途

径中的 UBE2和 UBE共同作用参与了无籽沙糖桔

自交不亲和反应。 
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