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油菜种子发育早期的油体发生与调控
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摘　 要: 以甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)品种‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘Ｔｏｐａｓ’为材料ꎬ 通过超微结构观察和荧光定量

ＰＣＲ 技术对油菜胚胎发育早期油体的发生、 油体蛋白及脂肪酸合成转录因子基因的表达情况进行分析ꎮ 结果显

示: 油体出现在油菜胚胎发育早期ꎬ 在授粉 ９ ~ １１ ｄ 后(球形胚时期)的胚体和胚柄中均存在直径小于 ０􀆰５ μｍ
的油体ꎻ 荧光定量实验结果表明ꎬ 除 ＢｎＣＬＯ３ 的表达量在整个胚胎发育阶段无明显变化外ꎬ 其他油体蛋白基因

Ｏｌｅｏｓｉｎｓ、 Ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ 和 ＢｎＣＬＯ１ 的表达量在心形胚时期就明显增多并持续增长ꎻ 脂肪酸合成转录因子

ＢｎＬＥＣ１、 ＢｎＬ１Ｌ、 ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ 在胚胎发育阶段ꎬ 基因表达规律均呈先上升再下降的趋势ꎬ 但达到最高

值的时间存在差异ꎬ 其中 ＢｎＬＥＣ１ 最早ꎬ ＢｎＬ１Ｌ 其次ꎬ ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ 较晚ꎮ 研究结果表明甘蓝型油菜在

球形胚时期出现油体ꎬ 其结构蛋白和转录调控因子基因的表达自心形胚开始明显增多ꎮ
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　 　 油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)是我国重要的油料

作物ꎮ 油菜种子含油量的高低与油脂积累及油体蛋

白的合成有关ꎮ 油菜种子的油脂贮藏于油体ꎮ 油体

是一种细胞器ꎬ 由半单位膜包裹三酰甘油构成[１]ꎮ
半单位膜由单层磷脂分子及其镶嵌的油体蛋白组

成ꎮ 油体蛋白包括油质蛋白(Ｏｌｅｏｓｉｎｓ)、 钙结合油

质蛋白 ( Ｃａｌｅｏｓｉｎｓ) 和固醇油质蛋白 ( Ｓｔｅｒｏｌｅ￣
ｏｓｉｎｓ) [２]ꎮ Ｊｏｌｉｖｅｔ 等[３] 对油体蛋白的基因组和蛋

白质组进行了研究ꎬ 发现Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 和 Ｃａｌｅｏｓｉｎｓ 在

种子发育早期(授粉后 １２ ~ １７ ｄꎬ 即鱼雷形胚形

成期前后)已经积聚ꎬ 而 Ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ 积聚的时间

较晚(大约在授粉后 ２５ ｄ)ꎮ Ｏｂｅｒｍｅｉｅｒ 等[４] 采用

长基因表达序列标签(ＬｏｎｇＳＡＧＥ)技术研究了授

粉后 ２３ ｄ(鱼雷形胚中期)和 ３５ ｄ(弯子叶胚早期)
油菜种子的基因表达谱ꎬ 发现 ｎａｐｉｎｓ、 ｃｒｕｃｉｆｅｒｉｎｓ
和 ｏｌｅｏｓｉｎｓ 等基因在授粉后 ３５ ｄ 时大量表达ꎮ

油菜种子中油脂的积累和油体蛋白的合成受到

ＬＥＣ１、 Ｌ１Ｌ(ＬＥＣ１￣ｌｉｋｅ)、 ＷＲＩ１(ＷＲＩＮＫＬＥＤ１)和

ＦＵＳ３( ＦＵＳＣＡ３) 等 多 种 转 录 因 子 的 调 节[５－７]ꎮ
ＬＥＣ１ 隶属于 ＮＦ￣ＹＢ 基因家族ꎬ 是胚胎发育的关键

基因ꎬ 在种子发育不同阶段的多个方面起调控作

用ꎬ 如胚胎形态建成、 种子从发育早期到成熟过程

的瞬时转化、 种子成熟过程的脂质和蛋白质积聚

等[８ꎬ ９]ꎮ Ｌ１Ｌ 是 ＬＥＣ１ 的同源基因ꎮ 植物 ＬＥＣ１ 基

因家族的特异性与其特殊的组蛋白折叠二聚体晶体

结构有关[１０]ꎮ 过表达 ＬＥＣ１ 或 Ｌ１Ｌ 能增加种子的

含油量[１１]ꎮ Ｍｕ 等[１２] 的研究发现ꎬ 过表达 ＬＥＣ１
上调了脂肪酸合成途径中 ５８％的基因表达ꎬ 包括

ＷＲＩ１ 和 ＦＵＳ３ 等ꎮ ＷＲＩ１ 是 ＡＰＥＴＡＬＡ２ (ＡＰ２) /
ＥＲＥＢＰ 家族的一员ꎬ 主要在脂肪酸的合成和糖酵

解后期发挥调控作用[１３]ꎮ 与野生型拟南芥(Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)相比ꎬ ｗｒｉ１ 突变体种皮褶皱、
种子含油量减少ꎬ 过表达油菜 ＷＲＩ１ 则使糖酵解、
脂肪酸合成、 脂合成及开花基因表达上调ꎬ 花期提

前ꎬ 种子和营养器官中三酰甘油含量增加[１４ꎬ １５]ꎮ
ＦＵＳ３ 隶属于植物特异性 Ｂ３ 超家族ꎬ 是 ＬＥＣ１ 调

控脂肪酸合成过程的关键基因ꎮ 油菜 ＦＵＳ３ 基因的

突变会造成种子油脂积累减少ꎬ 同时影响 ＬＥＣ１、
ＬＥＣ２、 ＡＢＩ３ 和 ＷＲＩ１ 等的表达ꎬ 反之则促进甘油

三酯的积聚[１６ꎬ １７]ꎮ
有关油菜种子发育阶段的油体发生已开展了一

些研究ꎬ 我们在油菜种子形成的心形胚阶段也曾观

察到油体的分布[１８]ꎬ Ｂｏｕｌａｒｄ 等[１９] 的报道也证实

在以油菜小孢子为培养来源的球形胚中检测到

Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 蛋白[２０]ꎬ 但对油菜合子胚发育的更早时

间(如球形胚时期)ꎬ 油体的分布及其调控的研究

仍开展较少ꎮ 本文以甘蓝型油菜授粉后 ９ ~ ３５ ｄ
(球形胚时期至弯子叶胚时期)的胚为材料ꎬ 对胚

中油体的形态分布及油体蛋白和转录因子基因的表

达情况进行分析ꎬ 以期为深入了解油体的形成机

理ꎬ 提高油菜种子含油量等研究提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

甘蓝型油菜品种‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘Ｔｏｐａｓ’种植于

武汉大学苗圃中ꎬ 按常规方法施肥、 浇水及锄草ꎮ
‘Ｗｅｓｔａｒ’种子由华中农业大学植物科学与技术学

院孟金陵教授课题组提供ꎬ ‘Ｔｏｐａｓ’由武汉大学生

命科学学院孙蒙祥教授提供ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 超薄切片与透射电镜观察

参考 Ｈｅ 等[１８]的方法ꎬ 将油菜授粉后 ９ ~ １１ ｄ
(球形胚时期)的胚珠ꎬ 在前固定液(２􀆰５％戊二醛、
４％多聚甲醛、 ０􀆰１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲液ꎬ ｐＨ ７􀆰４)
中 ４℃固定 １２ ｈꎮ 磷酸缓冲液洗涤 ４ 次ꎬ 每次

３０ ｍｉｎꎮ 再于后固定液(１％四氧化锇、 ０􀆰１ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸缓冲液ꎬ ｐＨ ７􀆰４)中 ４℃固定 ４ ｈꎮ 磷酸缓冲液

洗涤 ４ 次ꎬ 每次 ３０ ｍｉｎꎮ 然后分别采用 １０％、
３０％、 ５０％、 ７０％、 ８０％、 ９０％、 ９５％及无水乙醇

梯度脱水ꎬ 每级 １５ ~ ２０ ｍｉｎꎮ 无水乙醇和无水丙

酮混合液过渡(Ｖ ∶ Ｖ 分别为 １ ∶ ２、 １ ∶ １ 和 ２ ∶ １)ꎬ
每级 ３０ ｍｉｎꎮ 无水丙酮渗透 ２ 次ꎬ 每次 ３０ ｍｉｎꎮ
无水丙酮和 Ｓｐｕｒｒ 树脂混合液过渡(Ｖ ∶ Ｖ 分别为

１ ∶ ２、 １ ∶ １ 和 ２ ∶ １)ꎬ 每级 １２ ｈꎮ 再于纯 Ｓｐｕｒｒ 树
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脂中渗透 ２４ ｈꎬ 中间更换 １ 次树脂ꎮ 包埋样品ꎬ
分别于 ４０℃、 ５０℃、 ６０℃、 ７０℃条件下聚合１２ ｈꎮ
采用 Ｓｏｒｖａｌｌ ＭＴ￣Ｘ 超薄切片机将样本切片ꎮ 半薄

切片用甲苯胺蓝染色ꎬ 采用 Ｎｉｋｏｎ ＴＥ￣２０００Ｕ 显微

镜观察ꎬ ＣｏｏｌＳＮＡＰ ＨＱ２ ＣＣＤ 成像系统进行拍

照ꎮ 超薄切片经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色

后ꎬ 采用 ＦＥＩ Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ２０ 透射电镜观察、 拍照ꎮ
油体、 质体、 叶绿体等细胞器的统计参考何宇清

等[２１]的方法ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 鉴定基因表达水平

将油菜授粉后 ９ ~ ３５ ｄ 的胚在解剖镜下手工

分离ꎬ 按授粉后不同天数分为 ６ 组ꎬ 分别为: 授粉

后 ９ ~ １１ ｄ(９ ~ １１ ＤＡＰꎬ 球形胚时期)、 １２ ~

１３ ｄ(１２ ~ １３ ＤＡＰꎬ 心形胚时期)、 １４ ~ １５ ｄ
(１４ ~ １５ ＤＡＰꎬ 鱼雷形胚时期)、 １６ ~ １８ ｄ(１６ ~
１８ ＤＡＰꎬ 拐杖胚时期)、 １９ ~ ２４ ｄ(１９ ~ ２４ ＤＡＰꎬ
弯子叶胚时期)和 ２５ ~ ３５ ｄ(２５ ~ ３５ ＤＡＰꎬ 绿色子

叶胚时期)ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ 并反转录

成 ｃＤＮＡꎬ 参照 ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｓｕ￣
ｐｅｒｍｉｘ 使用说明书ꎬ 以油菜 ａｃｔｉｎ２(ＢｎＡＣＴ２)基因

为内参ꎬ 采用 ＣＦＸ ｃｏｎｎｅｃｔ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ ＵＳＡ)进行检测(表 １)ꎮ 每

个基因都设其在球形胚时期表达量为“１”ꎬ 计算其

在其他时期的相对表达量ꎮ 利用 ＳＰＳＳ１４ 软件进行

数据统计和分析ꎬ 采用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ２、 Ｉｍａｇｅ Ｊ
和 ＣｏｒｅｌＤｒａｗ Ｘ４ 软件作图ꎮ

表 １　 油体蛋白基因及脂肪酸合成转录因子表达水平检测的引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｉｌｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ

ｌｉｐｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ　 　 　
Ｇｅｎｅ ＩＤ　 　 　

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度(ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ

ＢｎＳ１ ＥＵ６７８２５６.１ Ｆ: ＴＣＡＴＣＴＴＣＡＧＴＣＣＧＧＴＴＡＴＣＧ
Ｒ: ＴＡＧＴＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＣＴＡＴＴＧ ９５

ＢｎＳ２ ＥＵ６７８２５５.１ Ｆ: ＣＧＧＡＧＣＡＡＴＴＧＧＡＣＴＡＴＧＣＴＡ
Ｒ: ＴＴＣＡＴＧＡＧＣＣＴＴＡＴＣＣＴＧＣＡＣ １０４

ＢｎＳ３ ＥＵ６７８２６５.１ Ｆ: ＣＣＴＣＴＣＣＡＧＴＣＴＣＡＣＣＣＴＴＧ
Ｒ: ＣＡＡＡＣＣＣＡＣＣＡＧＡＧＧＡＧＡＧＡ １４３

ＢｎＳ４ ＥＵ６７８２５９.１ Ｆ: ＴＴＧＣＣＡＴＡＧＣＣＧＧＴＴＴＡＣＴＴ
Ｒ: ＧＡＧＣＣＧＣＴＧＧＧＡＣＴＡＴＧＡ ９９

ＢｎＳ５ ＥＵ６７８２６３.１ Ｆ: ＴＴＧＧＣＴＣＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡＴＧＡ
Ｒ: ＴＧＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴＡＣＴＴＧＧＴＡ １０４

ＢｎＣＬＯ１ ＥＵ６７８２８２.１ Ｆ: ＴＧＧＣＣＣＴＴＡＧＣＴＡＴＧＣＴＡＣＴＣＴ
Ｒ: ＧＣＡＴＡＡＡＣＣＴＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＴＣ １２９

ＢｎＣＬＯ３ ＥＵ６７８２７９.１ Ｆ: ＴＧＧＡＡＣＴＴＡＡＣＣＧＡＧＧＧＡＡＡ
Ｒ: ＡＣＧＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＴ １１０

ＢｎＳＬＯ１ ＥＵ６７８２７４.２ Ｆ: ＣＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＴＧ
Ｒ: ＧＣＣＡＡＡＡＴＧＧＧＡＧＡＴＧＧＴ １２３

ＢｎＳＬＯ２ ＥＵ６７８２７７.１ Ｆ: ＣＧＴＧＡＡＧＴＴＣＣＣＡＡＡＣＴＧＧＴ
Ｒ: ＡＡＣＡＡＧＧＧＡＧＣＴＴＴＧＡＣＧＴＧ １２１

ＢｎＦＵＳ３ ＸＭ＿０１３７９２０６０.２ Ｆ: ＣＣＧＡＡＴＧＡＴＡＣＴＣＣＣＣＡＡＧＡ
Ｒ: ＧＧＴＣＣＡＡＡＣＧＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴ １０９

ＢｎＬＥＣ１ ＥＵ３７１７２６.１ Ｆ: ＣＡＡＴＡＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣＧＣＡＡＡ
Ｒ: ＡＣＴＣＧＧＡＧＡＣＧＣＡＴＴＣＴＴＧＡ １０９

ＢｎＬ１Ｌ ＥＵ３７１７２７.１ Ｆ: ＴＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＡＴＣＣＡＡＧＡ
Ｒ: ＡＡＧＡＣＡＴＣＣＴＣＧＧＣＡＧＴＧＡＴ １１３

ＢｎＷＲＩ１ ＨＭ３７０５４２.１ Ｆ: ＣＡＴＡＴＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧＡＡＧＣＡ
Ｒ: ＴＧＣＡＴＣＴＣＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＴＴ １２１

ＢｎＡＣＴ２ ＸＭ＿０１３８９３９２１.２ Ｆ: ＧＣＡＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡ
Ｒ: ＡＴＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＣＴＣＡＴ １４６
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 早期胚油体分布的特点

本研究观察发现ꎬ 甘蓝型油菜种子在形成过程

中ꎬ 球形胚持续的时间相对较长ꎬ 授粉后 ９ ~
１１ ｄ 都是球形胚时期ꎻ 授粉后 １２ ｄ 有子叶原基的

分化ꎻ 心形胚时期持续较短ꎻ 在授粉后 １４ ｄꎬ 大

部分胚已进入鱼雷形胚时期ꎮ
对球形胚超微结构的观察结果显示(图 １)ꎬ 球

形胚的胚体和胚柄中都有油体形成ꎬ 所有油体直径

均小于 ０􀆰５ μｍ (统计油体数量 ｎ > ２００) (图 １:
Ｂ ~ Ｄ)ꎮ 因为油体可能由淀粉粒转化而来ꎬ 本研

究也观察了胚和胚乳中质体及叶绿体的发育情况ꎬ
发现胚体、 胚柄及胚乳中的质体和叶绿体分布具有

明显差异(图 １: Ｄ ~ Ｈ)ꎮ 胚体和胚柄中的质体主

要为前质体和淀粉粒体(图 １: Ｄ ~ Ｆ)ꎬ 尤其是胚

柄中的质体(图 １: Ｅ、 Ｆ)积累较多的淀粉粒ꎬ 而

胚乳中的质体(图 １: Ｇ、 Ｈ)已发育为结构完整的

叶绿体ꎮ
２􀆰 ２　 早期胚油体蛋白的表达分析

本研究采用荧光定量法分析了油体蛋白 Ｏｌｅ￣
ｏｓｉｎｓ 家族的 ５ 个基因 ＢｎＳ１ ~ ＢｎＳ５、 Ｃａｌｅｏｓｉｎｓ
的 ２ 个基因 ＢｎＣＬＯ１ 和 ＢｎＣＬＯ３ 以及 Ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ

的 ２ 个基因 ＢｎＳＬＯ１ 和 ＢｎＳＬＯ２ 在油菜早期胚中

的基因表达量(图 ２ ~ 图 ５)ꎮ 结果显示ꎬ Ｏｌｅｏｓｉｎｓ
中 ５ 个的基因表达量在授粉后 ９ ~ １５ ｄ(球形胚到

鱼雷形胚时期) 均呈增加的趋势ꎬ 之后 ＢｎＳ１ ~
ＢｎＳ４ 表达量继续增加ꎬ 而 ＢｎＳ５ 表达量在授粉后

１９ ｄ 开始减少ꎮ ＢｎＣＬＯ１、 ＢｎＳＬＯ１ 和 ＢｎＳＬＯ２
的表达趋势与 Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 家族的基因相似ꎬ 而

ＢｎＣＬＯ３ 的表达量在整个胚胎发育阶段无明显

变化ꎮ
２􀆰 ３　 早期胚脂肪酸合成转录因子的表达分析

研究表明ꎬ 油体油脂的积累和油体蛋白的合

成受到 ＬＥＣ１、 Ｌ１Ｌ (ＬＥＣ１￣ｌｉｋｅ)、 ＷＲＩ１ (ＷＲＩＮ￣
ＫＬＥＤ１) 和 ＦＵＳ３ (ＦＵＳＣＡ３)等多种转录因子的调

节[８ꎬ １０－１４ꎬ １６ꎬ １７]ꎮ 本研究发现ꎬ 脂肪酸合成转录因

子 ＢｎＬＥＣ１、 ＢｎＬ１Ｌ、 ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ 在胚胎

发育阶段基因的表达量均呈先上升后下降的趋势

(图 ６)ꎮ 在授粉后 １２ ~ １３ ｄ (心形胚时期)ꎬ
ＢｎＬＥＣ１、 ＢｎＬ１Ｌ、 ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ 的基因表

达量明显上升ꎮ 基因表达量达到最大值的时间顺序

如下: ＢｎＬＥＣ１ 在授粉后 １２ ~ １３ ｄ 表达量最大ꎻ
其次是 ＢｎＬ１Ｌꎬ 在授粉后 １４ ~ １５ ｄ(鱼雷形胚时

期)表达量最大ꎻ 最后是 ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ꎬ 在

授粉后 １６ ~ １８ ｄ 达到最大值ꎮ

Ａ: 油菜球形胚的半薄切片ꎮ Ｂ ~ Ｈ: 油菜球形胚的超薄切片ꎮ Ｃｈｌ: 叶绿体ꎻ Ｅｍ: 胚体ꎻ Ｅｎ: 胚乳ꎻ Ｎ: 细胞核ꎻ Ｓｐ: 胚柄ꎻ Ｓｔ: 淀
粉粒ꎻ 白色箭头表示油体ꎮ Ｃ、 Ｄ: 为图 Ｂ 方框部分放大ꎻ Ｆ: 为图 Ｅ 方框部分放大ꎻ Ｈ: 为图 Ｇ 方框部分放大ꎮ
Ａ: Ｓｅｍｉ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ. Ｂ － Ｈ: Ｕｌｔｒａ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ Ｂ. ｎａｐｕｓ. Ｃｈｌ: Ｃｈｌｏｒｏ￣
ｐｌａｓｔｓꎻ Ｅｍ: Ｅｍｂｒｙｏ ｐｒｏｐｅｒꎻ Ｅｎ: Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍꎻ Ｎ: Ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓꎻ Ｓｐ: Ｓｕｓｐｅｎｓｏｒꎻ Ｓｔ: Ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓꎻ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ.
Ｃꎬ Ｄ: Ｚｏｏｍｅｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｉｎ Ｆｉｇ. Ｂꎻ Ｆ: Ｚｏｏｍｅｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｉｎ Ｆｉｇ. Ｅꎻ Ｈ: Ｚｏｏｍｅｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｉｎ Ｆｉｇ. Ｇ.

图 １　 油菜球形胚的半薄切片和超薄切片
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｅｍｉ￣ｔｈｉｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ Ｂ. ｎａｐｕｓ
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》∗表示差异显著(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ ∗∗表示差异极显著(Ｐ < ０􀆰０１)ꎮ

下同ꎮ
∗: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ( Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ ∗∗: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅ￣
ｒｅｎｃｅ(Ｐ < ０􀆰０１) . Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 Ｏｌｅｏｓｉｎｓ家族基因在油菜早期胚表达量的变化
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｌｅｏｓｉｎ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

图 ３　 Ｃａｌｅｏｓｉｎ家族基因在油菜早期胚表达量的变化
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｌｅｏｓｉｎ ｇｅｎｅｓ

ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

图 ４　 Ｃａｌｅｏｓｉｎ家族基因 ＢｎＣＬＯ３
在油菜早期胚表达量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｌｅｏｓｉｎ
ＢｎＣＬＯ３ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

图 ５　 Ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ家族基因在油菜早期胚表达量的变化
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

图 ６　 油菜早期胚中脂肪酸合成转录因子基因的表达量
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

３　 讨论

研究表明ꎬ 油菜种子的油脂贮藏于油体ꎬ 含油

量受油体相关基因控制ꎮ 了解油菜种子中油体的发

生过程及基因调控机制ꎬ 对于采用分子生物学或遗

传学技术提高种子含油量具有重要的实践意义ꎮ 前

人对于含油量不同的油菜种子中油体的形态、 分布

特点已有报道[２２]ꎮ 由于油菜胚深藏于胚珠中ꎬ 被

大量胚乳细胞包裹ꎬ 不易观察ꎬ 因此对于胚胎发生

过程中油体的出现及其动态变化的研究相对较少ꎮ
本课题组在油菜胚胎显微观察和离体操作方面具有

丰富的经验ꎬ 通过对油菜大量原位和离体胚的超微

结构观察以及相关基因的荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ 本

研究得出以下结论: 第一ꎬ 在油菜品种‘Ｗｅｓｔａｒ’
和‘Ｔｏｐａｓ’授粉后 ９ ~ １１ ｄ(球形胚时期)的胚体

和胚柄中均存在有油体ꎮ Ｂｏｕｌａｒｄ 等[１９] 的研究通

过分离不同基因型油菜早期胚胎ꎬ 揭示出油菜种子
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形成过程中油体的发育规律ꎬ 即最早在授粉后

１５ ｄ的胚胎中可以观察到油体的分布ꎬ 但晚于本

研究观察到油体的时间ꎮ Ｂｏｒｉｓｊｕｋ 等[２３] 的研究ꎬ
通过磁共振成像技术(ＭＲＩ)分析了油菜授粉后１０ ｄ
及较晚时期种子内油脂的分布情况ꎬ 虽然观察时

间较早ꎬ 但其分析对象为种子整体ꎬ 并未分离出

胚进行精确分析ꎮ 相对于成熟种子ꎬ 球形胚中油

体不仅数目少、 不易发现ꎬ 而且体形较小(直径 <
０􀆰５ μｍ)ꎮ 而本研究观察到油体的大小是当前发现

的油体直径范围(０􀆰５ ~ ２􀆰５ μｍ)的最小值[２４－２６]ꎮ
第二ꎬ 随着胚胎的发育ꎬ 油体数目增多、 体积

增大ꎬ 此现象与前人的研究结果一致[１９ꎬ ２３ꎬ ２７]ꎮ 本

研究在基因表达量分析中发现ꎬ 除 ＢｎＣＬＯ３ 的表

达量在整个胚胎发育阶段无明显变化外ꎬ 其他油体

蛋白基因的表达量在心形胚时期明显增多ꎬ 并持续

增长ꎮ Ｋｉｍ 等[２８] 的报道发现ꎬ Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 家族的 ５
个基因 Ｓ１ ~ Ｓ５ꎬ 在拟南芥角果的发育过程中ꎬ
Ｓ５ 的表达早于 Ｓ１ ~ Ｓ４ꎮ 本研究结果与其相似ꎬ
确定油菜 ＢｎＳ５ 基因的表达量在授粉后 １４ ~ １８ ｄ
(鱼雷形胚至拐杖形时期)时达到最大ꎬ 但原因有

待进一步研究ꎮ Ｈｙｕｎ 等[２９] 的研究发现蓖麻(Ｒｉｃｉ￣
ｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ.) 和亚麻 ( Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ
Ｌ.)种子中特异表达或高表达的 Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 家族基

因ꎬ 推测其参与了种子中油脂的形成ꎻ 另外 Ｌｕ
等[３０] 和 Ｓｉｌｏｔｏ 等[３１] 通过反向遗传学手段ꎬ 鉴定

Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 是油体大小的重要调节者ꎬ 家族成员

Ｓ１ ~ Ｓ５ 中除 Ｓ５ 外ꎬ 其他基因的表达量均随油菜

胚胎发育时间的推移呈上升趋势ꎬ 该结果与 Ｏｌｅ￣
ｏｓｉｎｓ 具有调控油体大小的作用是一致的ꎮ Ｈｅｒ￣
ｎａｎｄｅｚ￣Ｐｉｎｚｏｎ 等[３２]的研究表明ꎬ Ｃａｌｅｏｓｉｎｓ 存在

２５ ｋＤ和 ２７ ｋＤ 两种同工型蛋白ꎬ 但其细胞定位和

表达模式不同ꎮ ２５ ｋＤ 蛋白定位于胚和萌发子叶细

胞中的油体ꎬ 而 ２７ ｋＤ 蛋白则具有内质网结合域ꎬ
不仅分布于胚ꎬ 还分布于根、 茎、 叶等多种组织ꎮ
本研究结果也显示ꎬ ＢｎＣＬＯ１ 和 ＢｎＣＬＯ３ 在胚胎

发育过程中的基因表达模式不同ꎬ 随着油体的出

现ꎬ ＢｎＣＬＯ１ 表达量呈增加的趋势ꎬ 而 ＢｎＣＬＯ３
则未出现明显差异ꎬ 推测这种表达量的差异与他们

具有不同的功能有关ꎮ
第三ꎬ ＬＥＣ１ 是种子特有的“先驱”转录因子ꎬ

他不仅是胚胎发育的关键调控因子ꎬ 还调节其下游

多个转录因子基因的表达[４]ꎮ 本研究发现ꎬ ＬＥＣ１

在授粉后 １２ ~ １３ ｄ(心形胚时期)基因表达量最

大ꎬ 其同源基因 Ｌ１Ｌ(ＬＥＣ１ Ｌｉｋｅ)紧随其后ꎬ 在授

粉第 １４ ~ １５ ｄ(鱼雷形胚时期)基因表达量达到最

大ꎬ 而其下游转录因子 ＢｎＷＲＩ１ 和 ＢｎＦＵＳ３ 表达

量达到最大的时间较晚ꎮ 研究结果提示了 Ｂｎ￣
ＬＥＣ１、 ＢｎＬ１Ｌ、 ＢｎＷＲＩ１、 ＢｎＦＵＳ３ 等转录因子在

胚胎发育过程中的调控关系ꎮ
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