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A Rewarding Fifteen Years:From SLG to SCR/SP11
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Abstract:　Self_incompatibility (SI)is a major genetic mechanism to prevent self_fertilization in flowering

plants and , in most cases , controlled by a single multiallelic locus , known as the S locus.In Brassica , the

genes mediating both stylar(SRK , S receptor kinase)and pollen(SCR/SP11 , S locus cystein rich protein/
S locus protein 11)expression of self_incompatible reaction have been characterized though the first S locus_
encoded gene , SLG(S locus glycoprotein), was isolated nearly fifteen years ago.These findings have finally

unveiled the molecular partners in pollen recognition during self_incompatible reaction in Brassica.
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　　高等植物的受精作用从花粉落到柱头上开始 ,

然后花粉在柱头表面萌发 ,花粉管沿着雌蕊传输组

织细胞间隙或表面生长 ,最终将精子细胞输送到达

子房 ,后者与卵子细胞融合完成受精。由于植物不能

移动 ,因此很难自主地控制落到其柱头上的花粉 ,它

们在长期进化过程中形成了许多在受精前选择有利

花粉的策略 。其中常见的一种为自交不亲和性(self_

incompatibility , SI)。它表现为抑制植物自身花粉的

萌发或花粉管的生长 。由于近来对于芸苔属(Brasi-

ica)SI研究取得的突破性进展 ,使人们对显花植物

如何完成花粉识别的分子机制有了较为清楚的认

识。本文将对近十几年来芸苔属 SI的分子生物学研

究做一介绍。

1　雌蕊 S 基因

芸苔属 SI 受控于一个具有多等位基因的单一

遗传位点(S locus),它的花粉表型由产生花粉的植

株即孢子体基因型决定 ,因此称为孢子体 SI(sporo-

phytic SI , SSI)。S 位点的两个S 等位基因之间存在

比较复杂的相互作用方式 ,表现为显性 、隐性和共显

性三种。

很明显分离 S 位点基因及其产物是了解 SI 机

理的关键 。事实上 ,这方面的工作早在 30多年前就

开始了。通常 ,根据 SI 的遗传 、生理特性 ,要分离 S

等位基因产物就需要寻找与特定S 等位基因在遗传

上共分离的雌蕊或花粉蛋白 。比如 ,要分离植株在雌

蕊中 S1等位基因的产物 ,就要寻找一类在所有具

S 1基因的植株中都有 、而在所有无 S1 基因的植株

中都没有的蛋白。据此原理 ,最早是从甘蓝(Brassica

oleracea)中鉴定到第一个 S 相关蛋白[ 1] 。1979 年 ,

Nishio 和Hinata[ 2]从芸苔(B .campestris)中纯化出第

一个 S 特异糖蛋白。到 1985 年 , Nasrallah等
[ 3]
从甘

蓝中克隆到第一个编码 S 位点糖蛋白的 cDNA-SLG

(S locus glycoprotein),成为该领域一个里程碑性的工

作 。

SLG编码一种含量丰富的分泌型糖蛋白 ,主要

分布在柱头乳突细胞的细胞壁和胞间区 ,不存在于

营养组织如叶和根中 ,而且在花柱 、子房或苗中也没

有分布。SLG蛋白的表达时间与植物表达自交不亲

和反应的时间呈正相关[ 3] 。在柱头表达自交不亲和

性表型时 ,SLG 的含量可高达柱头总蛋白的 5%。在

某些自交亲和(self_compatibility , SC)突变体中 ,SLG

的量显著降低 。这些实验结果表明SLG 可能主动参

与了自交不亲和反应 。同时发现玉米的一种受体激
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酶ZmPK1的胞外区与 SLG同源[ 4] ,提示它有可能从

原有的细胞信号系统进化而来 。

在研究甘蓝 SLG同源基因时 ,又发现了一个 S

位点编码的受体激酶基因 ———SRK(S locus receptor

kinase)[ 5] 。它主要由两个区域组成 , 一是与 SLG 有

90%序列同源性的 N-端胞外区 ,另一是丝氨酸/苏

氨酸受体蛋白激酶同源的 C-端区 。SRK也在柱头上

特异表达。进一步的实验表明 SRK定位于柱头乳突

细胞膜表面 ,其丝氨酸/苏氨酸的磷酸化是组成型

的 ,柱头或花粉提取物对其磷酸化没有影响 ,并以同

源寡聚体的形式存在[ 6-8] 。这些研究揭示 ,同源 SRK

寡聚体的形成不依赖于配体 , SI 反应可能通过修饰

SRK同源寡聚体来完成。

由于 SLG在柱头乳突细胞大量存在 ,最初认为

柱头识别花粉主要依赖 SLG ,但最近的研究从多方

面否定了这种可能性 。首先发现有些 SI 植株仅表达

低水平的 SLG , 而另一 SC 变异株却表达高水平

SLG[ 9 ,10] 。通过分析甘蓝 S 15单元型(haplotype)显示 ,

它至少包括3个柱头 S 基因 ,即 SRK和两个不同的

SLG———SLGA和SLGB 。SLGA编码可溶性的和膜结合

性的两种 SLG , SLGB 只编码可溶性 SLG。有趣的是 ,

发现两个花粉隐性 S 单元型———S 2 和 S 5 ,只具有

一种SLG。这些结果表明要么两个 SLG在S15单元型

中有一个是多余的 ,要么它们都不参与 SI 反应[ 11] 。

芜青(B.rapa)和甘蓝的 S 单元型基因序列分析也

支持这一结论
[ 12 ,13]

。对油菜(B.napus)和甘蓝的 SC

变异植株分析 ,它们表达正常水平的 SLG ,但缺乏

SRK 的转录产物或只有其截短的蛋白产物[ 14 , 15] 。证

明SRK参与自交不亲和反应的直接证据来自转基

因实验 ,分别向SI的芜青转入 SRK28和 SLG28后发

现 ,只有转入SRK28 才能使转基因植株拒斥 S28花

粉 ,而 SLG28却不具备这一功能 ,而只是增强 SI 反

应的进行[ 16] 。在油菜中通过转基因实验也得到了

相似的结论[ 17] 。由于这些转基因植株产生的花粉表

现出正常的自交不亲和性 ,所以证明 SLG和SRK 与

花粉S 表型无关 。现在对 SLG是否具有酶活性还不

了解 , 有证据表明它们参与了花粉和柱头的粘

着[ 18] 。

2　SI反应相关基因

芸苔属植物的 SI 反应的部位位于其干性柱头

的表面 ,因此水是花粉萌发所必需的。在研究与 SI

有关的基因时 ,找到了一种编码类似于水离子通道

蛋白(aquaporin)的基因。虽然它不是 S 位点基因 ,但

发现该蛋白的缺失可导致自交亲和性的产生 ,推测

该蛋白可能通过调节花粉与柱头之间水分或某些小

分子的运输来调控 SI 反应[ 19] 。

此外 , Goring 的研究组利用酵母双融合系统

(yeast two_hybrid system), 从雌蕊中分离到了数个与

SRK激酶结构域相互作用的蛋白质 ,进一步分析表

明它们分别属于硫氧还蛋白 H (thioredoxin H)家族

和 ARC (arm repeat containing)家族的成员[ 20 , 21] 。其

中 ,ARC1与 SRK-910和SRK-A14的激酶结构域特异

作用 ,但不与拟南芥的受体类似激酶的激酶结构域

发生作用 。反义转基因实验证实 ARC1参与 SI反应

的信号传导 , 但是抑制 ARC1表达并不能导致完全

的自交亲和 ,推测可能还有许多未分离到的成分参

与这一复杂的细胞识别机制[ 22] 。

3　花粉 S基因

虽然对芸苔属雌蕊 S 位点编码的基因有了一

定的了解 ,但是阐明自交不亲和反应分子机理的关

键在于花粉 S 基因的克隆 。该基因的分子克隆成了

自交不亲和性研究领域的一个极其重要的研究目

标 。10多年来 ,通过 Nasrallah , Dickinson , Hinata等实

验室的不懈努力和出色工作 ,最终克隆到了芸苔属

的花粉 S 基因 。

SI作为一种可遗传的生物性状 ,其花粉和雌蕊

S 基因必然紧密连锁 。因此在已知雌蕊 S 基因紧密

连锁的基因组区域寻找花粉特异表达的S 基因产物

成为一种可行的方式。基于这一思路 ,最初找到了几

个可能的花粉 S 基因 ,包括 SLA(S locus anther)[ 23] ,

SLL1和 SLL2[ 24]和 SAE1[ 25] ,但却没有一个表现出

花粉 S 基因的特性。Pastulia 等[ 26]通过对反转座子

(retrotransposon)插入 SLA的植株仍保持自交不亲和

性的研究发现 , SLA并不参与 SI 的控制 。SLL1在含

不同 S 等位基因植物的基因组 DNA 之间表现出序

列多态性 , SLL2则不是花粉特异表达的基因[ 24] 。尽

管如此 ,这种分离花粉 S 基因的策略最终证明还是

有效的 。

在此 ,首先要提及的是 Dickinson及其同事巧妙

地利用体外生物活性分析方法研究甘蓝花粉胞被蛋

白(pollen coat proteins , PCPs)的工作。他们通过体外

蛋白结合的方法分离到了一类与 SLG 结合的小分

子 PCPs[ 27] ,并从中克隆和分析了 PCP_A1 ,表明它与

半胱氨酸丰富的家族蛋白———防卫素(defensins)相

关 ,这类蛋白存在 8个保守的半胱氨酸残基[ 28] ,但

不是 S 等位基因特异的 ,而且 PCP_A1不与 S 位点
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连锁 ,这就排除了PCP_A1 作为花粉 S 基因产物的

可能性 。但是 ,他们进一步的实验证明花粉 S 基因

产物位于胞被 ,且为 PCP 家族的一个成员[ 28] 。这一

系列工作基本上把花粉 S 基因的范围缩小到 PCP

基因家族成员之中。

分离花粉 S 基因的最终突破来自对 S 位点的

遗传重组分析 。大规模的遗传重组分析没有在 SLG

和SRK 之间发现重组 ,并且最终的作图研究表明许

多 S 单元型中这两个基因的物理距离为 200 ～ 400

kb 。近来 ,Nasrallah夫妇领导的研究小组[ 30]利用大量

F2代分离群体分析了甘蓝 S 位点对应的 740 ～ 1 000

kb的区域(相当于 1.46 cM),确定了 S8 位点大小为

50 kb ,因为该区域决定了全部 SI反应的特异性 。弄

清 S 位点的大小无疑促进了花粉S 基因的分离 。在

甘蓝中 , Schopfer 等[ 31] 通过分析 S 8 ———SRK 和 SLG

之间的 13 kb区域的测序 ,最终找到了花粉 S 基因

———SCR (S locus cystein rich protein)。有意思的是 ,

就在此之前不久 ,Suzuki等[ 32]报道 ,在芸苔的含 SLG

和SRK 的 76 kb 区域中发现一个 PCP 基因家族成

员———SP11 [ 32] ,但他们当时并没有确定它就是花粉

S 基因。虽然后来他们证明 SP11 为花粉S 基因[ 32] ,

但是这也使得首先克隆第一个 S 位点连锁基因

———SLG的Nasrallah及其同事在这一轮寻找花粉 S

基因的竞赛中又一次笑到了最后。

分析显示 SCR 和SP11 类似于PCP 基因家族成

员 ,但其半胱氨酸残基位置有所不同 ,它们都是花粉

表达基因 ,其产物在减数分裂后期累积 。大量证据证

明它们便是花粉 S 基因[ 31 , 32] 。首先在甘蓝花粉 S 基

因自交亲和突变体缺乏 SCR 的表达;其次 ,在 S6 ,S8

和 S13单元型中的 SCR 表现出高水平的序列多态

性 ,它们之间相似性只有 30%～ 42%,这与 SI 的等

位基因特异性相一致;最具说服力的证据是 , SCR6

转基因植株的花粉获得S6花粉表型 。这些结果证明

SCR 就是花粉 S 基因 。另外 ,他们发现 SCP 和SP11

为配子体表达 ,这与 SSI 的花粉 S 基因的孢子体决

定方式不相符。为了解释配子体表达的基因具有孢

子体作用模式间的矛盾 , Stephenson等[ 29]认为母体

植株的两个花粉 S 基因在花粉发育时表达 ,然后以

混合方式整合到花粉胞被上 ,因而显示出孢子体表

型。

与孢子体 SI研究类似 ,配子体雌蕊 S 基因———

S 核酸酶基因是在 1986 年从茄科植物花烟草中分

离获得的[ 34] 。此后 ,又从玄参科和蔷薇科植物中克

隆到了多个功能相同的基因[ 35 ,36] ,但是目前还没有

分离到参与配子体 SI 的花粉 S 基因。所以克隆配子

体花粉 S 基因也成为了解配子体自交不亲和反应

分子机理的关键。我们正在利用表达克隆[ 37] 、转座

子标定[ 38]和图位克隆的方法分离金鱼草的花粉 S

基因 。现已从自交不亲和金鱼草的 BAC文库中分离

到了含 S 核酸酶基因的 BAC 克隆 ,通过 DNA测序

和表达分析鉴定了数个与 S 核酸酶基因紧密连锁

的基因 ,其中一个基因距 S 核酸酶基因9 kb ,并只在

花药中表达 ,表现出了花粉 S 基因的特征(赖钊等 ,

未发表结果)。可以说 ,配子体花粉 S 基因的克隆也

是指日可待 。

4　展望

从 1985年克隆到芸苔属自交不亲和性位点编

码的 SLG至今 ,对控制孢子体SI的分子及其相关的

信号转导过程有了比较深入的了解 ,其中许多发现

是事先所未料到的。在寻找花粉 S 基因的过程中 ,

经过许多科学家长期不懈的努力后 ,直到世纪末的

1999年底终于找到了编码芸苔属 SI的花粉 S 基因

———SCR/SP11 ,坚持者最终获得了报偿 。现在 ,SI给

我们提出了更多的问题。例如 ,通过把芸苔的 SLG、

SRK 和ARC1基因转入拟南芥 ,但并未使之获得 SI

表型 ,似乎还有其他基因参与该机制的调控
[ 39]
。分

析多个单元型的 SCR/SP11 和SLG及SRK 的S 区的

序列后发现 , 这些基因之间存在着协同进化关

系
[ 40]
。因此 ,花粉和雌蕊的 S 特异性是如何共同进

化的呢?新 SI 表型又是如何产生的?这些都有待于

进一步的实验证明 。
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