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落叶松体细胞胚成熟阶段差异表达的基因及部分基因
的表达谱分析 

张蕾 1, 2 , 齐力旺 1 , 韩素英 3 

1. 中国林业科学研究院林业研究所细胞生物学实验室, 北京 100091;   
2. 国家知识产权局专利审查协作中心, 北京 100193;  
3. 中国林业科学研究院森林生态环境与保护研究所, 北京 100091 

摘要: 为研究落叶松体细胞胚胎发生的分子机理, 文章以日本落叶松×华北落叶松杂种无性系胚性细胞系 Y35

体细胞胚成熟阶段培养物的 cDNA 为实验组, 继代培养阶段胚性愈伤组织的 cDNA 为对照组, 利用抑制性消减

杂交技术(Suppression subtractive hybridization, SSH)构建了体细胞胚成熟阶段的差异表达基因文库。随机选取

800 个阳性克隆进行测序, 共获得 468 个 UniGenes, 共将其分为 19 类, 功能分析结果表明: 这些 UniGenes 可能

参与代谢、转录、信号转导、转运、细胞生长分裂、细胞结构、细胞命运、蛋白质合成与降解、防御等与个体

发育密切相关的生物学过程。对部分 ESTs 的表达谱进行分析, 结果表明这些 ESTs 均在落叶松体细胞胚胎发生

的不同阶段特异表达。 
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Abstract: To study the molecular mechanism of Larix somatic embryogenesis, a differentially expressed cDNA library of 
Larix somatic embryo in the period of maturation was constructed using suppression subtractive hybridization (SSH). The 
cDNA from the cultures at the stage of somatic embryo maturation of embryogenic cell line Y35 of L. leptolepis ×L. princi-
pis-rupprechtii was used as the tester and the cDNA from its subcultured callus was used as the driver. Eight hundreds ran-
domly selected positive clones were sequenced, and 468 UniGenes were obtained finally. According to their function, these 
ESTs were classified into 19 categories and were involved in many biological process related to plant growth and develop-
ment such as metabolism, transcription, signal transduction, transport facilitation, cell growth and division, cell structure, 
cell fate, protein synthesis or degradation, defense etc. Real-time PCR results of several ESTs showed that they were all 
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differentially expressed at the different stages during cell line Y35 somatic embryo maturation. 

Keywords: Larix; somatic embryo maturation; differentially expressed genes; suppression subtractive hybridization

体细胞胚胎发生作为植物细胞全能性的一种表

达方式, 是植物尤其是针叶树种无性繁殖的重要手
段, 在人工种子制备、种质资源保存、大规模无性
繁殖、遗传转化等诸多领域中具有极大的应用价  
值[1, 2]。近年来, 植物体细胞胚胎发生的研究取得了
令人瞩目的成绩 , 但是 , 也仍然存在很多问题 , 许
多极具应用价值的植物体胚发生困难、质量不高、

发生数量低而且难以同步化, 大大限制了体细胞胚
胎发生技术在上述领域中的应用。尽管目前已有了

关于植物体细胞胚胎发生的生理生化特性的研究报

道, 也获得了一些与体细胞胚发生相关的基因, 但
是其发生机理尤其是分子调控方面的研究仍然十分

薄弱, 不足以解决生产和科学研究中存在的问题。
因此, 利用已有的稳定高效的植物体细胞胚胎发生
体系, 深入了解体细胞胚胎发生的分子机理, 了解
一些关键因子和关键基因如何影响和调控植物体细

胞胚胎的发生和发育, 不仅对于解决体细胞胚分化
过程中的瓶颈, 对其发生和发育进行人为调控, 也
对揭示植物体细胞胚胎发生这一特定细胞分化过程

的本质具有极其重大的意义。 
本研究以日本落叶松×华北落叶松 (Larix lep-

tolepis×L. principis-rupprechtii)杂种无性系胚性细胞
系 Y35继代培养阶段的胚性愈伤组织和体细胞胚成
熟阶段的培养物为实验材料, 利用抑制性消减杂交
技术(Suppression subtractive hybridization, SSH)构建
了落叶松体细胞胚成熟阶段差异表达基因文库, 并
对部分 ESTs的表达谱进行了分析, 旨在研究落叶松
体细胞胚成熟过程中差异表达的基因, 也为研究植
物由单细胞向整体植株发育的分子机理奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

以本实验室保存的已建立稳定高效的体细胞胚

发生体系的日本落叶松×华北落叶松杂种无性系胚
性细胞系 Y35 继代培养阶段的胚性愈伤组织(ABA
诱导 0 d)为对照组(Driver), 以成熟阶段 ABA 诱导

1、5、7、14、21、28、35和 42 d的培养物构建实
验组(Tester)的混合池。 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 提取和 mRNA 纯化 

分别提取 9 个时期样品的总 RNA, 并将成熟阶
段 8个不同时期样品的总 RNA等量混合作为实验组
总 RNA。 

取实验组和对照组总 RNA 进行 mRNA 分离纯
化, 分离步骤参照 Qiagen 公司的 OligotexTM mRNA 
Purification Kit说明书。 

1.2.2  抑制性消减杂交  

抑制性消减杂交根据 BD PCR-SelectTM cDNA 
Subtraction Kit 说明书进行。 

1.2.3  差异表达基因文库的构建 

取抑制性消减杂交后正向消减 cDNA 的第二轮
PCR扩增产物连入 pGEM-T Easy载体, 取 3 μL 连
接产物转化 DH5α感受态细胞, 在涂有 IPTG/X-gal
的 LB平板(附加 50 μg/mL Amp)上 37℃培养过夜。
挑取白色克隆接种到附加 50 mg/L Amp的 LB液体
培养基中, 37℃下 200 r/min摇菌过夜, 取 1 μL用于
下一步的 PCR筛选, 在其余菌液中添加 20%的甘油, 
混匀后于 −70℃冰箱长期保存。 

1.2.4  插入片段的 PCR 鉴定 

以白色克隆菌液为模板, 用 BD PCR-SelectTM 
cDNA Subtraction Kit 中巢式引物 Nested PCR 
Primer1 和 Nested PCR Primer2R 对 pGEM-T Easy
载体上的外源插入片段进行 PCR 扩增, 以鉴定有无
插入片段, 并估计插入片段的大小。 

1.2.5 文库克隆序列测定 

筛选阳性克隆后, 随机选取 800 个阳性克隆送
至上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序 , 
用 Phred-Phrap分析软件去除序列片段上的 pGEM-T 
Easy 载体序列以及包含 Nested PCR Primer1 和
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Nested PCR Primer2R的接头序列, 得到每个克隆的
EST序列信息, 再通过 Stackpack软件将获得的序列
进行拼接, 获得 Contigs和 Singletons。使用 BLAST
软件, 在 GenBank上的蛋白库中对获得的由 Contigs
和 Singletons组成的 UniGenes进行蛋白质同源性比
较和功能分析 , 最后根据蛋白的相似性推测
UniGenes 的功能 , 并参照 FunCAt 对获得的
UniGenes进行分类。 

1.2.6  部分差异表达 ESTs 的表达分析 

以落叶松 18S 基因作为内参, 对编码氨基酸序
列与丝裂原活化蛋白激酶激酶(MAPKK)、干旱诱导
蛋白 LP3-3(Water Deficit Induced protein LP3-3)和热
激蛋白 HSP70(Heat Shock Protein HSP70)同源的序
列 EM1、EM2 和 EM3 进行定量分析。引物序列见
表 1。 
 

表 1  定量 PCR 引物 

序列 引物(5′→3′) 

18S 
 

F: CATGATAACTCGACGGATCG 
R: CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 

EM1 
 

F: TGGCCCAGTGTAATTCCTTC 
R: TAGGCCAATCAGGTCTCTGC 

EM2 
 

F: GTGGGAGAAGGGGGTTATGT 
R: CAAGAAGGGGAAGACGAGTG 

EM3 
 

F: TTTGCCCAGCAGGTTATTGT 
R: AAACTGCGGGAGGTGTAATG 

 

2  结果与分析 

2.1  总 RNA的提取与 mRNA的纯化 

提取总 RNA, 并在 1%琼脂糖凝胶上电泳检测, 
结果表明提取的总 RNA 质量较好, 28S和 18S条带
的亮度比达到了 2:1(图 1)。进一步用紫外分光光度
计检测其纯度 , 总 RNA OD260/OD280 的值均在

1.9~2.0之间, 表明其纯度较高, 无蛋白和DNA污染, 
可以用于 mRNA的纯化。对总 RNA进行定量, 然后
分离纯化实验组和对照组的 mRNA, 纯化后的
mRNA 经定量后用于下一步实验。 

2.2  双链 cDNA的合成和 RsaⅠ酶切 

合成 Tester和 Driver的双链 cDNA, 再以 RsaⅠ
酶切合成的双链, 以产生平头末端, 用于后续的接
头连接实验。将酶切前和酶切后的双链 cDNA 样品
于 1.0%琼脂糖凝胶上电泳, 结果显示: 酶切前双链

cDNA主要分布在 0.2~4 kb, 经 RsaⅠ酶切后, cDNA
片段主要分布在 0.5~1 kb左右(图 2 ), 双链 cDNA的
质量和 RsaⅠ酶切效果均达了下一步实验的要求。 
 

 
 

图 1  总 RNA 电泳图 
 

 
            A                          B 
 

图 2  Tester 双链(A)及 Driver 双链(B)cDNA  
M: 1 kb DNA Maker; 1: 酶切前的双链 cDNA; 2: 酶切后的双链
cDNA。 
 

2.4  杂交产物的两轮 PCR扩增 

两轮杂交后, 以正向消减和正向未消减 cDNA 
为模板, 进行两轮扩增。扩增结果显示: 两次 PCR
扩增产物大小均在 0.3~1 kb 之间 , 其中未消减
cDNA第二轮 PCR扩增产物集中分布于 0.3~1 kb之
间, 与之相比, 消减后 cDNA 的第二轮 PCR 扩增产
物主要集中在 0.3~0.6 kb, 且消减后的 cDNA在第二
轮 PCR 扩增后才能够看见明显的弥散谱带, 而未消
减的 cDNA 在第一轮扩增后就有了明显的弥散带, 
表明消减杂交取得了较为明显的消减效果(图 3)。 

2.6  插入片段的 PCR鉴定 

构建消减文库后, 用巢式引物对白色克隆菌液
进行 PCR 扩增, 1%琼脂糖凝胶电泳结果显示(图 4), 
插入片段长度多在 500 bp左右, 并呈现出较强的多
态性, 具有低重复率的特点, 表明经过差减后高丰
度基因的均一化效果较好, 构建的文库质量较高。 
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图 3  两次 PCR 扩增结果 
M: 1 kb DNA ladder; 1: 正向消减 cDNA第一轮 PCR产物; 2: 正
向未消减 cDNA 第一轮 PCR 产物; 3: 正向消减 cDNA 第二轮
PCR产物; 4: 正向未消减 cDNA第二轮 PCR产物。 
 

 
 

图 4  阳性克隆的 PCR 检测  
M: 1kb DNA ladder; 1~23: 插入片段。 
 

2.7  阳性克隆的 cDNA测序与同源性分析结果 

对阳性克隆进行测序后, 返回 763 个有效序列, 
将所得序列进行拼接, 获得 185个 Contigs和 283个
Singletons, 共 468 个 UniGenes, 序列冗余度为
38.6%。较低的冗余度进一步证明了构建的消减文库
质量较高。将获得的 UniGenes 与 GenBank 中的蛋
白质数据库进行比对, 获得功能已知的基因 279 个, 
未找到匹配序列的功能未知的基因 159 个, 在蛋白
库中能找到同源性基因, 但同源性很低, 无法确切
推断其功能的基因(未分类)30 个。将全部 UniGenes
分为 19 类(图 5), 分析结果表明这些差异表达的基
因广泛参与代谢、转录、信号转导、转运、细胞生

长分裂、细胞结构、细胞命运、蛋白质合成和降解、

核酸及蛋白质加工、发育、防御等诸多与个体发育

密切相关的生物学过程。 

2.8  部分差异表达 ESTs的表达分析 

对获得的编码 MAPKK、LP3-3 和 HSP70 的
EM1、EM2 和 EM3 进行定量分析, 结果如图 6。3

个基因在落叶松体细胞胚成熟阶段的总体表达量均

呈现出不同程度的上调。其中 EM1 在 ABA 诱导
14~28 d时表达量大大高于其他时期; EM2在落叶松
体细胞胚成熟阶段各个时期的表达量均高于原胚团

阶段; EM3 的表达量在进入体细胞胚成熟阶段后也
明显上调, 并在 ABA诱导 1~5 d和 28 d时形成两个
明显的高峰。 
 

 
图 5  差异表达 UniGenes 的功能分类 
 

3  讨 论 

在适宜的条件下, 胚性细胞中的某些细胞能够
发育形成体细胞胚, 这个发育过程往往包含着细胞
内特异基因的选择性表达[3]。落叶松体细胞胚成熟

阶段是体细胞胚形态建成的关键时期, 也是基因表
达最为丰富的阶段, 研究这一关键时期差异表达的
基因, 对于揭示体细胞胚发生的分子机理具有十分
重要的意义。在已有的研究差异表达基因的方法中,  
SSH以其高效、灵敏的优点, 成为目前较为有效的筛
选差异表达基因的方法, 尤其是在植物生长发育相
关基因的研究上得到了广泛应用[4~8]。本研究也通过

SSH技术, 成功地获得了大量的在落叶松体细胞胚
成熟阶段特异表达的ESTs, 功能分析结果表明它们
几乎囊括了全部的基因类型, 表明体细胞胚作为个
体发育的雏形, 其发生过程涉及了与个体发育密切
相关的全部生物学事件。 
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图 6  3 个差异表达 EST 的表达谱分析 
a: EM1的表达谱; b: EM2的表达谱; c: EM3的表达谱。A: 0 d; B: 

1 d; C: 5 d; D: 7 d; E: 14 d; F: 21 d; G: 28 d; H: 35 d; I: 42 d。 

 
有研究表明, 自然条件下胚胎发育后期主要是

储藏物质的积累, 为种子能够耐受长时间的干燥储

藏做准备 [9], 本研究也充分证明储藏物质的积累是

落叶松体细胞胚成熟的重要过程, 在获得的功能已

知的基因中, 储藏蛋白类基因比例最高, 这些储藏

蛋白类基因的大量表达是储藏物质积累的基础, 为

体细胞胚的萌发积聚了充足的能量。 

在植物胚胎形成过程中, 调节诱导相互作用的
可传递信号分子非常重要。在落叶松体细胞胚成熟

过程中, 也有许多信号转导类因子参与了体细胞胚
的发育 , 如丝裂原活化蛋白激酶激酶(Mitogen- ac-
tivated protein kinase kinase, MAPKK)和Ras蛋白等。
其中MAPKK能够激活MAPK, 在MAPK信号转导
途径中具有重要地位[10]。已有的研究表明, MAPK级
联途径控制着细胞生长、发育、分裂、死亡等多种

生理过程, 同时也参与激素(如ABA)信号的转  导
[11, 12]。Ras蛋白也是细胞中信号转导的重要组织者, 
能够激活MAPK通路, 是多种信号转导通路的汇合
点 , 在细胞增殖和分化过程中起着关键作    用 [13, 

14]。据此可以推断, 可能有多个信号通路参与了落叶
松体细胞胚的发育, 而这些通路之间很可能会形成
错综复杂的信号调节网络。 

在自然条件下, 植物的合子胚处于种子中, 随
种子的发育而不断成熟。种子的成熟要经历成熟干

躁过程 , 植物体细胞胚的成熟过程与合子胚相似 , 
因此也必然会受干旱胁迫的影响。在落叶松体细胞

胚成熟阶段也有LP3-3 和LEA蛋白等干旱诱导蛋白
的表达 , 它们能够保护植物细胞中的生物大分子 , 
维持特定细胞结构, 在胚成熟过程中保护胚细胞内
大分子物质免受脱水过程造成的伤害[15, 16]。 

此外, 细胞程序性死亡对于植物体细胞胚的生
长发育也至关重要, 植物的一些组织形态和器官建
成也需要通过细胞程序性死亡来实现。有研究表明, 
在针叶树体细胞胚胎发育过程中要发生两次程序性

细胞死亡, 第一次发生在胚胎形成早期, 原胚团向
早期胚发育的过渡时期, 第二次发生在早期胚向晚
期胚发育的过渡时期[17, 18]。在落叶松体细胞胚成熟

阶段也有一些细胞凋亡因子表达 , 如热激蛋白
Hsp70(Heat shock protein Hsp70)和半胱氨酸蛋白酶
抑制剂Ⅱ(Cystatin Ⅱ)等。热激蛋白HSP和cystatin
能够参与并调控细胞凋亡的各个事件, 发挥抗细胞
凋亡或促细胞凋亡的作用[19, 20]。由此推断它们可能

在帮助发育中的体细胞胚通过细胞程序性死亡的方

式减少养分的消耗和多余细胞对体细胞胚发育的不

良影响的同时, 通过介入细胞凋亡信号转导通路对
细胞凋亡进行调控, 保证体细胞胚正常发育。 

对氨基酸编码序列分别为 MAPKK、LP3-3 和
HSP70的 EM1、EM2和 EM3的定量 PCR分析结果
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表明, 它们分别在体细胞胚成熟过程中的不同阶段
特异表达, 参与不同发育时期的生命活动。在 ABA
诱导 1~5 d时, Y35体细胞胚的发育处于原胚团向早
期单胚发育的阶段; 5~14 d时, 处于早期单胚向中期
单胚发育的阶段; 21~28 d处于中期单胚向子叶胚发
育的阶段; 35~42 d子叶胚完全发育成熟, 并进入成
熟后期。EM1在 ABA诱导 14~28 d时大量表达, 推
测它可能在 Y35体细胞胚中期单胚向子叶胚的发育
过程中发挥重要作用; EM2在 Y35体细胞胚成熟阶
段上调表达, 这可能有助于发育中的体细胞胚响应
ABA和 PEG造成的胁迫, 以保护胚性细胞, 使其少
受或不受伤害; 而编码细胞凋亡因子 HSP70的 EM3
在 Y35体细胞胚成熟阶段两次表达高峰的出现时间
与体细胞胚发育过程中两次程序性细胞死亡发生的

时间基本一致, 推测 EM3可能在两次程序性细胞死
亡过程中起到了重要的调控作用。同时, 定量 PCR
的结果也证明了消减文库的可靠性, 为进一步研究
这些基因的功能奠定了基础。 
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