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摘  要：目的  灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides干燥的花蕾或带初开的花作为山银花入药，由其自然突变株培育的湘蕾品

种具有花冠不展、花蕾期长的特殊表型，拟从细胞和分子水平探究湘蕾品种花冠不展开特殊表型的可能原因。方法  以常规和

湘蕾型灰毡毛忍冬花为研究对象，采用光学显微镜观察花冠近轴面表皮细胞以及花冠纵切面组织形态；qRT-PCR检测木葡聚糖

内转糖苷酶/水解酶 LmXTH6、LmXTH7、LmXTH33，扩展蛋白 LmEXP7 以及果胶甲酯酶 LmPME28、LmPME45 的表达模式；

STRING数据库预测蛋白互作网络；钌红染色结合 Image J定量评估花冠纵切面细胞壁果胶去甲酯化程度。结果  常规型灰毡毛忍

冬花冠近轴面表皮细胞呈现顺序扩张趋势，表现为基部优先扩张，随后中部扩张的趋势；且近轴面细胞的扩张速率大于远轴面；

相比之下，湘蕾近轴面细胞扩张速率显著降低，细胞扩张程度不明显。分子层面，LmXTH6、LmXTH7、LmXTH33 在常规品种开

花前期及开花期高表达，在湘蕾品种中表达受到显著抑制；LmEXP7 在常规花冠展开前表达量达到峰值，同一时期在湘蕾中表达

较低。钌红染色结果表明湘蕾的整体去甲酯化程度高于常规，与 LmPME28、LmPME45表达趋势一致。结论  灰毡毛忍冬湘蕾品

种花冠不展开与花冠细胞扩张受到抑制密切相关，XTHs及 EXP的低表达共同导致了湘蕾花冠细胞的扩张能力下降，PMEs的上

调增加了细胞壁果胶去甲酯化，可能增强了细胞壁刚性。XTH/EXP-PME协同可能是导致湘蕾花冠不展开的重要原因，其为湘

蕾灰毡毛忍冬优良表型调控机制研究提供了实验依据，也为理解植物花器官形态建成的细胞壁调控机制提供了新见解。 
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Abstract: Objective  Dried flower buds or newly opened flowers of Lonicera macranthoides are used as Shanyinhua (Lonicerae 

Flos) for medicinal purposes. The Xianglei cultivar, developed from a natural mutant, exhibits a distinctive phenotype characterized 

by non-opening corolla and prolonged bud stage. Aiming to elucidate the cellular and molecular mechanisms underlying this unique 

corolla phenotype. Methods  The flower of conventional cultivar (WT) and the Xianglei cultivar (XL) of L. macranthoides were used 

as materials. Corolla adaxial epidermal cells and longitudinal sections were observed using light microscopy. The expression patterns 

of xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase genes (LmXTH6, LmXTH7, LmXTH33), expansin gene (LmEXP7), and pectin 

methylesterase genes (LmPME28, LmPME45) were analyzed by qRT-PCR. Protein-protein interaction networks were predicted using 

the STRING database. Ruthenium red staining coupled with Image J quantitative analysis was performed to assess the degree of pectin 

de-methylesterification in corolla cell walls. Results  In the WT, the adaxial cells of corolla displayed a spatially sequential expansion, 

with the basal cells expanding first, followed by the middle cells. Moreover, the expansion rate of the adaxial cells is higher than that 

of the abaxial cells. In contrast, the expansion rate of the adaxial cells is significantly decreased in Xianglei, and the extend of cell 

expansion is not evident. Molecular analyses revealed that LmXTH6, LmXTH7, and LmXTH33 were highly expressed during the pre-

anthesis and anthesis stages in WT, but were significantly suppressed in Xianglei. Expression of LmEXP7 peaked just before corolla 

opening in WT but remained low in Xianglei at the same stage. Furthermore, ruthenium staining showed a higher overall degree of 

pectin de-methylesterification in Xianglei compared with WT, which is consistent with the expressin patterns of LmPME28 and 

LmPME45. Conclusion  The non-opening of the corolla in the L. macranthoides cultivar Xianglei is closely associated with inhibited 

expansion of corolla cells. The low expression of XTHs and EXP collectively contributes to the reduced expansion capacity of corolla 

cells in Xianglei, while the up-regulation of PMEs increases pectin de-methylesterification in the cell wall, potentially enhancing cell 

wall stiffness. The synergistic effect of XTH/EXP and PME may be an important factor leading to corolla non-opening in Xianglei. 

These findings provide experimental evidence for understanding the regulatory mechanisms underlying the superior phenotype of the 

Xianglei cultivar and offer new insights into the cell wall regulatory mechanisms governing floral organ morphogenesis in plants. 

Key words: Lonicera macranthoides Hand.-Mazz.; corolla movement; cell wall; xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase; 

expansin; pectin methylesterase 

灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides Hand.-

Mazz.是忍冬科忍冬属植物，其干燥花蕾或带初开

的花作为山银花入药，是山银花的主要来源之一[1]。

山银花具有清热解毒、疏散风热的功效，应用广泛。

常规型灰毡毛忍冬（（常规品种）的花在整个生长发

育过程中会经历花蕾期、盛开期以及凋谢期，并且

圆锥花序上的花依次开放，需要分批多次采摘，受

天气影响较大，不利于集中采收，采收成本较高。

科研人员在基地发现了一种灰毡毛忍冬的自然突

变体，并开始人工大规模繁育，命名为湘蕾型灰毡

毛忍冬（（湘蕾品种），后期还陆续培育出龙花[2]、金

翠蕾、银翠蕾[3]等品种。湘蕾品种具有花冠长期不

展开及花长势整齐的突出特点，目前已在山银花主

产区大量种植。研究湘蕾花冠不展开的机制可为观

赏性花卉以及食用花类的花蕾形态保持以及花期

干预提供参考依据。 

前期研究工作者针对湘蕾优良表型主要围绕 2

个角度展开了相关研究：一是 MADS-box转录因子

家族，研究人员克隆了 AP1[4-5]（APETALA1）、

AGL19[6]（AGAMOUS-LIKE19）、AGL15[7-8]、CMB1[9]

等基因，发现其在常规与湘蕾品种之间存在不同程

度的碱基与表达模式的差异；其中，龙丽君[10]在灰

毡毛忍冬“龙花”品种克隆了 4个 MADS-box基因

并进行了功能验证，部分过表达的拟南芥植株出现

了延迟开花和花蕾期长的现象，提示这些基因可能

参与花发育调控，但具体的机制尚不明确。二是乙

烯生物合成及信号传导通路，研究表明，湘蕾花的

乙烯释放量在各个花期中均低于常规品种[11]，其乙

烯合成的关键酶 1-氨基环丙烷-1-羧酸合成酶（（ACC 

synthase，ACS）、1-氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶（（ACC 

oxidase，ACO）基因的表达整体低于常规品种，且

变化较为缓和[12]，转录组分析进一步发现 2个品种

在乙烯合成途径中富集了较多的差异表达基因

（（DEGs），并推测乙烯受体 ETR2、ERS1 可能在湘

蕾品种花发育的早期阶段产生影响[13]，然而内源性

乙烯含量是否影响湘蕾型花冠的形态差异以及其

内在的分子机制还有待确证。 

花冠展开是花瓣运动的主要表现形式之一，目

前有较多关于百合、康乃馨、牵牛花等植物花瓣运

动的研究报道。花瓣的运动离不开花瓣的生长，过

程中伴随着细胞增殖以及扩张，而细胞壁的水解与

重塑对于植物细胞的扩张至关重要。细胞壁作为一
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种主要由纤维素、半纤维素、果胶组成的复合物[14]，

细胞壁局部的松弛以及刚性的改变是细胞定向扩

张的基础。 

在细胞壁重塑过程中，2 类作用机制不同的基

因家族发挥着重要作用[15]，一方面是促进细胞壁松

弛的因子。扩展蛋白（（expansin，EXP）通过破坏纤

维素微纤丝与半纤维素之间的氢键，使细胞壁发生

滑移，从而启动细胞扩张[16]；木葡聚糖内转糖苷酶/水

解酶（ xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase，

XTH）通过水解和重新连接木葡聚糖链，对扩张后

的细胞壁进行重构和固定，以维持细胞壁的完整性

并确保其能继续延伸[17]。XTH与 EXP的协同是细

胞壁可塑性松弛的关键，XTH 及 EXP 被证实参与

多种植物花冠展开的过程，如东方百合 Lilium 

oriental Hybrids[18]、玫瑰 Rosa bourboniana Desp.[19]、

康乃馨 Dianthus caryophyllus L.[20]、桂花 Osmanthus 

fragrans (Thunb.) Lour.[21]等。 

另一方面，是细胞壁刚性调节因子，果胶是细

胞壁中层的核心成分，其甲酯化程度的状态影响了

果胶的黏度以及机械强度。果胶甲酯酶（pectin 

methylesterase，PME）通过去除果胶上的甲酯基团，

暴露出带负电荷的羧基，这些羧基可与细胞中的钙

离子结合，形成（“蛋盒”结构[22]，从而增加细胞壁

的刚性，PME活性过高或者过低都会影响细胞壁的

刚性程度，进而影响细胞的生长扩张[23-25]。 

已有研究表明，XTH 与 PME 在植物发育中

往往起协调作用，浙江大学品质生物学团队的综

述研究指出，果实软化涉及细胞壁松弛与解聚分

解 2个维度，主要包括引起细胞壁松弛的 EXP、

XTH等，以及细胞壁解聚的 PME、PG等，研究

者特别强调 PME和 XTH等具有双向功能的基因

需要精准调控[26]。在丹参 Salvia miltiorrhiza Bunge

不同生态型响应镉胁迫的研究中[27]，低镉积累生态

型通过激活 PME 介导的果胶去甲酯化将镉离子固

定在细胞壁中，而高镉积累生态型则依赖 XTH 驱

动的半纤维素木糖富集实现镉的超积累，研究者据

此提出了同步调控 XTH 与 PME 的双基因编辑策

略。这些研究共同提示，XTH/EXP介导的松弛机制

与 PME 介导的刚性调控机制之间的动态平衡，可

能是决定细胞扩张效率和器官形态建成的关键因

素。然而，在花冠展开这一特定发育过程中，XTH、

EXP 和 PME 三者如何协同作用以维持细胞壁力学

平衡，以及这种平衡的紊乱是否直接导致花冠发育

异常，目前尚缺乏系统研究。 

目前湘蕾型灰毡毛忍冬特殊表型机理未得以

阐明，也尚未有基于其花冠细胞形态、花冠运动以

及相关基因表达模式的研究报道，因此本研究以灰

毡毛忍冬 2品种花为研究对象，从细胞形态学、基

因表达和细胞壁化学修饰等层面，系统分析花冠发

育过程中 XTH、EXP和 PME的表达动态及其与细

胞壁状态的关联。旨在揭示 XTH/EXP 介导的松弛

与 PME 介导的刚性之间的平衡机制，阐明细胞壁

重塑失衡导致花冠发育异常的可能分子基础，以期

为阐明湘蕾花冠不展的原因提供实验依据。 

1  材料与仪器 

1.1  样品 

灰毡毛忍冬 L. macranthoides Hand.-Mazz.花样

品采自湖南省邵阳市隆回县，根据项目组前期研

究，分为常规型（（WT）和湘蕾型（（XL）。选取前 6

个花期的花为实验材料，编号 S1～S6（（WT：S1为

花蕾初期，S2 为青绿色花蕾期，S3 为绿白色花蕾

期，S4为白色花蕾期，S5为白色开花期，S6金黄

色开花期；XL：S1为花蕾初期，S2为青绿色花蕾

期，S3 为浅绿色花蕾期，S4 为绿白色花蕾期，S5

为白色花蕾期，S6 为黄白色花蕾期），具体外形见

图 1，未及时处理的花样品放置于 4 ℃及−80 ℃冰

箱保存。 

 

A-常规型；B-湘蕾型；1～6-S1～S6。 

A-WT type；B-XL type；1—6-S1～S6. 

图 1  灰毡毛忍冬常规品种及湘蕾品种的不同花期花样品 

Fig. 1  Different flowering samples of ‘WT’ and ‘XL’ 

varieties of L. macranthoides 

1.2  主要试剂与仪器 

Biospin 多糖多酚试剂盒（批号 BSC65S1），

F488 SYBR qPCR Mix（百时美有限公司，批号

EG23111L ）， All-in-One First-Strand Synthesis 

MasterMix（（with dsDNase）（百时美有限公司，批号

EG15133S），番红固绿（植物）染液（百仟度有限

公司，B1031）、钌红（麦克林有限公司，批号

1    2      3        4          5          6 

A 

B 
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R817195）、病理切片机（上海徕卡仪器有限公司，

RM2016）、Nanodrop 紫外分光光度计（Thermo 

Fisher 公司）、ABI 荧光定量仪（Thermo Fisher 公

司）、光学显微镜（Motic Panthera公司）。 

2  方法 

2.1  花冠表皮细胞计数 

将 S3～S6时期的花样品放置在 10%氢氧化钠

溶液中浸泡至软化脱色，后放入蒸馏水中 4 ℃冰箱

保存，取较大一枚的花冠裂片平铺于载玻片上，盖

上盖玻片并压实，置于显微镜下对花冠的近轴面表

皮细胞进行拍照观察并计数。 

2.2  番红固绿染色 

花样品放入多聚甲醛中固定，并在石蜡中包

埋，使用切片机进行石蜡切片。依次将切片放入二

甲苯Ⅰ 20 min、二甲苯Ⅱ 20 min、无水乙醇Ⅰ 5 min、

无水乙醇Ⅱ 5 min、75%乙醇 5 min，脱去石蜡。番红

染色：切片置入番红染液中染色 1 h，蒸馏水洗去多

余染料。随后切片依次置入 50%、70%、80%乙醇

中各 5 s脱色。切片置入固绿染液中染色 1 min，洗

去多余染液后，无水乙醇三缸脱水，进行固绿染色。

完成染色的切片置于二甲苯中透明 5 min，使用中

性树胶封片。显微镜镜检，图像采集分析。 

2.3  钌红染色 

取钌红固体粉末适量，以去离子水为溶剂配制

成 0.05%的钌红水溶液，切片置入钌红染液中避光

孵育 30 min，用蒸馏水漂洗 3次，每次 5 min，至

洗液无色，脱水及封片步骤与（“2.2”项中番红固绿

染色一致。随后置于显微镜下观察。 

2.4  系统进化树构建 

目的基因通过 Blast 比对，以序列相似度高的

基因编号命名，参照前人的研究方法[28]，通过 Tair

网站（（https://www.arabidopsis.org/）下载拟南芥 XTH

家族的基因 ID以及对应氨基酸序列，使用MEGA11

软件将目的基因编码氨基酸序列与拟南芥参考蛋

白序列通过Muscle比对，再利用 NJ法进行构树，

比对次数为 1 000次。 

2.5  蛋白互作网络预测 

以系统进化树为参考，在 STRING网站（（https:// 

cn.string-db.org/）输入与目的基因距离最近的拟南

芥同源基因，选择物种来源为拟南芥，进行互作网

络预测。 

2.6  RNA 提取与 cDNA 合成 

不同时期的花样品在液氮预冷的研钵中研磨，

按照 Biospin多糖多酚试剂盒（批号 BSC65S1）的

说明书进行 RNA 提取[29]，所接触的材料均经过无

菌无酶处理。得到的 RNA 经凝胶电泳以确定完整

性，使用 Nanodrop 紫外分光光度计测定 RNA 浓

度，并稀释成一致的浓度，全程保持低温，以防 RNA

降解。按照试剂盒的说明，将 RNA逆转录为 cDNA，

置于−20 ℃冰箱中保存。 

2.7  荧光定量测定 

根据基因的序列，使用 PrimerQuest Tool 在线

网站（https://sg.idtdna.com/ pages/tools/primerquest）

设计 qRT-PCR特异性引物。荧光定量引物信息见表

1，使用 ABI荧光定量 PCR仪进行分析，每个基因

3个生物学重复，PCR扩增程序参考课题组前期研

究[30]进行优化，体系为 20 μL：F488 SYBR qPCR 

Mix（（Universal）10 μL，ddH2O 8.2 μL，正向引物 0.4 

μL，反向引物 0.4 μL，cDNA 1 μL。94 ℃预变性 10 

min，94 ℃变性 10 s，55 ℃退火 20 s，72 ℃延伸

10 s，40个循环，18 S作为内参基因[31]，使用 2−ΔΔCt

法计算相对表达量。 

2.8  数据分析 

使用 2−ΔΔCt法计算基因相对表达量，Image J软

件结合人工测量对表型进行观察统计，采用

Graphpad Prism10软件进行绘图及数据分析。 

3  结果与分析 

3.1  灰毡毛忍冬花冠近轴面表皮细胞计数 

S6时期的花冠近轴面表皮细胞的显微形态见图

2-A，可以明显地发现湘蕾品种近轴面表皮细胞的细 

表 1  qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers in qRT-PCR 

引物名称 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’） 

LmXTH6 TGGATGGAGGAAAGGCAATAC CATGCTAACTCGTCCGAACA 

LmXTH7 ACGTGGTCCGATTCACATATC CTTCATGCTAACACGACCAAAC 

LmXTH33 ACTCGGCAGCTTTGTGTT TGCCCACTCCAGTCCTATTA 

LmEXP7 TATTGCCCAGCCTTCTTTCC GAATCGAATCCCTCCCTTCTTC 

LmPME28 GCAGGCGAGAAGATGAAGAA GGGATCTGTAAATCGCCAAGA 

LmPME45 CCCAAGTCTCTTCTGTGCTATC ACATCCTTCGATCCTCATCATTC 

18S CTTCGGGATCGGAGTAATGA GCGGAGTCCTAGAAGCAACA 
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胞壁呈现出明显的波浪状，而常规品种表皮细胞的

褶皱相对少，整体圆润。对同一视野下 2品种 S3～

S6时期花冠近轴面表皮细胞的细胞个数以及平均面

积进行比较，见图 2-B。从图 2-B可以发现在同一视

野下花冠近轴面表皮细胞个数会随着花蕾生长而减

少、面积不断增大。对于常规而言，S3～S4时期是

花蕾快速生长期，此时细胞面积扩张的速度最为显

著，而 S5、S6期的数据显示，常规的花冠近轴面表

皮细胞的扩张速率放缓。有趣的现象是，S3～S4时

期花冠基部的细胞扩张最为明显，同一视野下观察

的细胞数减少最多，尽管此时花冠顶端以及中部近

轴面表皮细胞也在不断扩张。而该现象在 S4～S5期 

 

A-花冠近轴面表皮细胞显微形态；B-花冠近轴面表皮细胞计数及面积。*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 vs S3，下同。 

A-micro-morphology of adaxial epidermal cells in corollas; B-enumeration and area measurement of adaxial epidermal cells in corollas. *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

S3, same as below. 

图 2  灰毡毛忍冬花冠近轴面表皮细胞显微形态及细胞计数 

Fig. 2  Micro-morphology and cell enumeration of adaxial epidermal cell in corollas of L. macranthoides 
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的过程中得到转变，此时基部细胞的扩张速率明显

放缓，而中部细胞还保持着较大速率的扩张。与常规

相比，湘蕾花冠的近轴面表皮细胞的扩张变化在花

冠顶端、中部及基部有着类似的特征，随着花发育而

不断扩张；区别在于，湘蕾花冠近轴面表皮扩张的速

率显著低于常规，尤其是在 S3～S4时期。 

3.2  灰毡毛忍冬花冠纵切面番红固绿染色 

在花冠中段的位置观察花冠的纵切面组织形

态，常规品种 S4 期的花冠近轴面可以观察到近轴

细胞发生扩张并且形态变得不规则，而远轴面的细

胞仍然表现为规则的形态，随着花进一步生长，花

冠展开的 S5期及 S6期的花冠表皮细胞伸长，并且

中间的薄壁细胞发生显著的扩张甚至破裂。反观湘

蕾品种的花冠，在发育过程中，整体上细胞扩张程

度不大，近轴面的细胞没有明显地伸长，并且每个

阶段的排列都十分紧密，见图 3。 

 

Ab-远轴面；Ad-近轴面；Pa-薄壁细胞。 

Ab-abxial; Ad-adxial; Pa-parenchymal cell. 

图 3  灰毡毛忍冬花冠纵切面番红固绿染色 

Fig. 3  Safranin O-Fast Green staining of longitudinal sections of L. macranthoides corollas 

3.3  XTHs 系统进化分析 

拟南芥及灰毡毛忍冬XTHs系统进化树见图 4，

拟南芥 XTHs 及目的基因聚为 3 个大类，其中

LmXTH6 属于Ⅰ类 XTH，LmXTH7 属于Ⅱ类 XTH，

LmXTH33属于ⅢB类XTH，从进化树上看 LmXTH6

与 AtXTH10 聚为一小类，LmXTH7 与 AtXTH20、

AtXTH18、 AtXTH25、 AtXTH14 聚为一小类，

LmXTH33与 AtXTH33、AtXTH32聚为一小类。 

3.4  灰毡毛忍冬中 XTHs 及 EXP 基因的表达情况 

LmXTH6、LmXTH7、LmXTH33的相对表达量

结果见图 5，可知 LmXTH6、LmXTH7、LmXTH33

在常规品种的 S4时期的花中开始显著上升，并且

随着花冠展开 XTHs 的表达量持续升高，而反观

湘蕾品种，XTHs 的表达水平相对于 WT 而言几

乎可以忽略不计，虽然 LmXTH6、LmXTH7在 S6

有轻微地上升趋势，但表达量依然很低。LmEXP7

在常规中表达量随着花发育而持续升高，在 S4时

期达到峰值，花冠展开后表达量降低，湘蕾中则

表现为 S6时期升高，前期表达量波动平缓并且小

于常规品种。 

3.5  XTHs 蛋白互作网络分析 

STRING 数据库预测的 XTHs 蛋白互作网

络预测见图 6，从中可以发现 LmXTH33 同源的

AtXTH33 与果胶甲酯酶、纤维素合酶、果胶降解  
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图 4  拟南芥及灰毡毛忍冬 XTHs 系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. and L. macranthoides XTHs 

 

图 5  灰毡毛忍冬花中 XTHs 及 EXP 的 mRNA 表达情况 (n＝3) 

Fig. 5  mRNA expression levels of XTHs and EXP in flowers of L. macranthoides (n = 3) 

酶存在潜在的互作关系， LmXTH6 同源的

AtXTH10 与果胶甲酯酶、纤维素合酶存在潜在

的互作关系， LmXTH7 同源的 AtXTH14、

AtXTH28、AtXTH20、AtXTH25 本身存在一定的

互作关系，整体上与扩展蛋白、伸展蛋白、木聚

糖乙酰基转移酶存在互作关系。  

3.6  灰毡毛忍冬花冠纵切面的钌红染色及 PME 的

表达情况 

果胶甲酯酶通过脱去细胞壁果胶的甲酯基团，

暴露出负电荷，而钌红染料会特异性与带负电荷基

团结合，其染色程度的深浅可以反映果胶去甲酯化

程度的高低。2 个品种不同时期的花冠纵切片的钌

红染色后的果胶分布见图 7-A，其颜色的深浅与果

胶的含量以及去甲酯化程度呈正比。在形态学除了

能观察到与番红固绿染色一致的结果之外，对比不

同区域的细胞，可以发现在表皮细胞中果胶富集的

程度最高，中间薄壁细胞的果胶含量相对较少，2品

种之间的染色差异见图 7-B，以 S3时期的常规品种

中的染色程度为 1，数据进行归一化处理，可以发

现湘蕾品种花冠中的果胶染色程度在整体上比常规

深，随着花的生长，二者细胞壁中的果胶染色程度

下降，而湘蕾 S6 时期的花冠中的果胶染色程度却

显著上升；二者花冠果胶染色程度的变化趋势与

LmPME28、LmPME45 的表达趋势保持一致，见图

7-B。 

4  讨论 

一般而言，在植物花的生长过程中，花冠的展

开离不开花瓣细胞的协调扩张[32]，本研究通过观察

灰毡毛忍冬常规以及湘蕾品种的花冠近轴面表皮细

胞显微形态，首次揭示了灰毡毛忍冬花冠展开的细 
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图 6  拟南芥同源 XTHs 蛋白互作网络预测 

Fig. 6  Prediction of protein interaction network of A. thaliana homologous XTHs 

 

图 7  灰毡毛忍冬花冠纵切面钌红染色 (A) 及 PMEs (B) 的表达情况 (n＝3) 

Fig. 7  Ruthenium red staining of longitudinal sections of L. macranthoides corollas (A) and expression of PMEs (B) (n = 3) 

PME：果胶甲酯酶 
CSLG：纤维素合酶 
EXPA：扩展蛋白 A 
EXT：伸展蛋白 
NMA：一种果胶降解酶 
ENY：转录和输出复合体亚基 
RWA：木聚糖乙酰基转移酶 
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胞动力学特征，即基部优先扩张，随后中部接力的

时空模式。在常规品种中 S3～S4 是花蕾快速生长

期，此时花冠基部细胞的扩张尤为明显，而到了 S5、

S6时期，基部细胞的扩张速率放缓，中部细胞却仍

然保持着较高的扩张速率，这种特异的扩张模式使

得灰毡毛忍冬常规品种能够实现花冠展开，随后向

外卷曲的目的。研究发现乙烯介导的月季 Rosa 

hybrida E. H. L. Krause花瓣基部细胞的不对称扩张

是促进花瓣展开的原因[33]。而在湘蕾中，这种扩张

模式被打破，湘蕾花冠基部细胞的扩张速率显著低

于常规，特别是在 S3～S4 的关键时期，值得注意

的是湘蕾花冠基部细胞的平均面积在 S3 时期大于

常规，可能说明湘蕾存在早期性地代偿扩张以弥补

后期的扩张不足的现象，但从另一个角度猜测，这

样的早期扩张也可能是导致湘蕾花冠基部细胞在

关键时期扩张的程度减小，未能达到花冠展开所需

扩张阈值的原因。花冠纵切面的结果也显示湘蕾花

冠近轴面表皮细胞在整个生长过程中伸长不明显，

且排列十分紧密，与常规中 S5～S6 时期，表皮细

胞伸长，中间薄壁细胞剧烈扩张甚至破裂的现象形

成鲜明对比，这表明了湘蕾花冠展开动力的缺失源

于细胞扩张能力的缺陷。 

木葡聚糖内转糖苷酶/水解酶通过切割和重新

连接木葡聚糖链，参与松弛细胞壁的进程，XTH属

于 GH16糖苷水解酶家族，具有木葡聚糖内转糖苷

酶活性（（xyloglucan endotransglucosylase，XET）或

木葡聚糖内水解酶活性（（xyloglucan endohydrolase，

XEH），XTH基因家族主要分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类，而Ⅲ类

又分为ⅢA及ⅢB类，Ⅰ类及Ⅱ类具备 2种酶活力，

ⅢA 类主要发挥水解作用，ⅢB 类则主要具有转移

糖苷的作用，可以将木葡聚糖的自由末端与其他木

葡聚糖链相连，使细胞壁重构在植物细胞扩张过程

中发挥重要作用。本研究通过与拟南芥 XTHs蛋白

序列构建系统进化树，发现 LmXTH6、LmXTH7、

LmXTH33 所属类群同时具有木葡聚糖转移及水解

能力，荧光定量结果显示，LmXTH6、LmXTH7、

LmXTH33在常规中开始显著上调；LmEXP7于 S4

时期表达达到峰值，与细胞的快速扩张时期对应，

这与桂花中 OfXTH28 表达情况类似，研究发现

OfXTH28在桂花开放前期表达量上升，并且显著富

集在花瓣组织，过表达 OfXTH28 促进了拟南芥花

瓣细胞的扩张[34]，此外，在番茄花朵脱落过程中

XTHs 与 EXP 也起到协同作用[35]。在湘蕾的花中

XTHs以及 EXP表达量受到显著抑制，这种近乎沉

默的表达状态，解释了湘蕾花冠表皮近轴面细胞由

于细胞壁纵向的松弛与重塑受阻，从而导致极性扩

张的能力削弱，并且当细胞内部膨压增加时，由于

纵向伸展受阻，从而细胞壁往横向方向上突出，形

成波浪状褶皱。 

拟南芥 XTHs蛋白互作网络预测结果也表明，

细胞壁的重塑与代谢涉及到复杂的转录调控以及

酶反应[36]。研究指出，拟南芥 ANAC071 能激活

AtXTH19、AtXTH20的启动子区域，参与花序茎切

口的细胞增殖[37]。果胶甲酯酶通过脱去果胶分子上

的甲酯基团，暴露带负电荷的羧基，从而改变细胞

壁的理化性质。钌红染料能够特异性与这些带负电

荷的羧基结合，其染色深度可反映果胶去酯化程度

的高低，本研究中湘蕾花冠的钌红染色程度整体上

比常规深，并且这一趋势与LmPME28与LmPME45

的表达趋势一致。 

目前认为果胶甲酯酶调控果胶甲酯化对细胞

壁的力学的影响有双向性[38]，需要结合具体的时空

而定[39]，也取决于 PME 催化模式、其他果胶修饰

反应以及细胞中金属离子浓度等因素。一方面，随

机催化模式会为果胶酶提供结合位点[40]，在下游存

在果胶酶的情况下，果胶的去甲酯化会促进果胶的

水解，导致细胞壁软化，特别是在果实成熟软化方

面，PMEs在番茄 Solanum lycopersicum L.[41-42]、草莓

Fragaria × ananassa (Weston) Duch. ex Rozier[43-44]、番

荔枝 Annona squamosa L.[45]等植物果实成熟软化中

均有报道。另一方面，连续链状催化模式则会产生

低甲酯化果胶区块，暴露出来的羧基负电荷会与游

离的钙离子交联，形成稳定的（“蛋盒”结构，这点

在许多果实上有所体现，如枇杷 Eriobotrya japonica 

(Thunb.) Lindl.[46]、桃 Prunus persica (L.) Batsch[47] 

采摘后硬化以及影响苹果 Malus domestica 

(Suckow) Borkh.果实脆度[48]等。此外，这种特性对

水稻 Oryza sativa L.的开花也有所影响，水稻的花结

构较为复杂，花蕊的外围由内稃、外稃、浆片、颖

片组成，在开花时，浆片会吸水膨胀把颖片推开，

从而暴露出雄蕊，雌蕊[49]。Wang 等[50]发现水稻中

的 PME40敲除会导致提前开花，而过表达 PME42

延迟了开花，认为浆片中果胶低甲酯化会导致细胞

壁硬化，从而抑制水稻开花。植物体内果胶甲酯酶

会受到一种特定蛋白果胶甲酯酶抑制子 PMEI的抑

制，这种精密的调控影响着植物细胞壁的生物力学
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特性，Pei 等[51]将棉花 GhPMEI53 及 AtPMEI19 过

表达拟南芥，结果抑制了拟南芥中 PME的活性，导

致细胞壁中的果胶甲酯化程度增加，种皮细胞壁软

化，促进种子的发芽，实验结果表明细胞壁果胶在

果胶甲酯酶去甲酯化后，与钙离子结合的这种结构

有助于果胶凝胶的形成，提高细胞壁的刚性。而

Wang等[52]利用 PME处理洋葱鳞叶表皮，发现果胶

去甲酯化后细胞壁发生了软化，但是并没有增加细

胞壁的弹性，相反减少了内源性 EXP诱导的细胞壁

蠕动，降低了细胞壁的延展性，这或许解释了细胞

壁力学特性的变化不单单取决于 PME 的作用。

Zhang等[53]发现过表达 AtPME5植株出现了早花现

象，其原因在于，AtPME5 的过表达导致拟南芥维

管组织中的细胞壁变薄，从而加速了成花因子 FT

转运的速度，这也说明不同组织中 PME 的表达可

能会引起不同生理效果。常规花冠后期细胞的破裂

可能与花冠进入衰老程序相关，研究表明在植物完

成授粉之后，花会迅速地衰老并且脱落[54]，这与本

实验观察到的现象一致，并且开放的花瓣中的细胞

通常处于高水势状态，细胞的膨压较大[55]，当花瓣

细胞启动系统程序性死亡的时候，内部的薄壁细胞

更容易破裂[56]。除此之外可能还与 PME 的低表达

相关，研究表明，PME的活性降低会导致番茄果实

在衰老过程中几乎丧失了组织的完整性[57]。 

研究发现，MYC[58]、MYB[59-60]、bHLH[61-62]、

NAC[63-64]等转录因子会影响花瓣细胞及花瓣的扩

展，因此猜测灰毡毛忍冬 XTHs及 EXP的表达可能

受到上游转录因子的调控激活，而湘蕾上游信号的

缺失或者抑制导致了 XTHs及 EXP的表达抑制，从

而抑制了花冠细胞的扩张，导致花冠两侧生长速度

差异未能达到花冠展开所需的阈值。此外，结合纵

切面显微结构来看，湘蕾中相对高表达的 PMEs对

细胞壁起硬化作用的可能性更大。 

综上所述，灰毡毛忍冬湘蕾品种花冠不展开与

花冠细胞扩张抑制密切相关，XTHs及 EXP的表达

抑制协同抑制了湘蕾花冠细胞的扩张；PMEs 的上

调增加了细胞壁果胶去甲酯化，可能导致了细胞壁

硬化。该结果为后续进一步研究灰毡毛忍冬花冠展

开机制提供理论依据，后续将通过异源表达等手段

研究灰毡毛忍冬 XTHs、EXPs及 PMEs的功能，进

一步挖掘上游转录因子及作用激素，以深入进行机

制解析。 
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