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生长素输出载体蛋白 ＰＩＮ１在作物根和胚中的亚细胞定位

武丽霞１ꎬ２ꎬ３ꎬ 韩　 丽１ꎬ２ꎬ３ꎬ 赵宜婷１ꎬ２ꎬ３ꎬ 周　 璇１ꎬ２ꎬ３ꎬ 杜云龙１ꎬ２ꎬ３∗

( １. 云南农业大学 植物保护学院ꎬ 昆明 ６５０２０１ꎻ ２. 云南生物资源保护与利用国家重点实验室ꎬ 云南农业大学

昆明 ６５０２０１ꎻ ３. 云南农业大学农业生物多样性与病害控制教育部重点实验室ꎬ 昆明 ６５０２０１ )

摘　 要: 生长素输出载体在植物发育中起非常重要的作用ꎮ 然而ꎬ生长素输出载体蛋白 ＰＩＮ１ 在农作物水

稻、小麦、玉米和大豆的根和胚中的亚细胞定位尚不清楚ꎮ 该研究首先分析了 ＯｓＰＩＮ１ｂ 和它的同源物的氨

基酸序列特征ꎬ发现小麦(ＴａＰＩＮ１)、玉米(ＺｍＰＩＮ１ｂ)和大豆 (ＧｍＰＩＮ１ｂ)中的 ＰＩＮ１ 序列与水稻的 ＯｓＰＩＮ１ｂ
序列分别具有 ６１.５％、６２.５％、６１.９％的相似性ꎮ 然后根据水稻‘日本晴’(‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’)的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的氨基

酸序列ꎬ人工合成 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多肽并注射健康的新西兰白兔获得了抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体ꎬ在通过免疫

印迹方法检测抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体的有效性后ꎬ发现可以利用该抗体有效检测到水稻叶片及根中

ＯｓＰＩＮ１ｂ 的表达ꎮ 为检测 ＯｓＰＩＮ１ 及其同源物在不同作物胚根和胚中子叶细胞的定位ꎬ利用制备的抗兔的

ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体并通过免疫组化实验ꎬ发现水稻的 ＯｓＰＩＮ１ｂ、小麦的 ＴａＰＩＮ１ 和玉米的 ＺｍＰＩＮ１ｂ 非极性

定位在早期的胚根和胚中子叶表皮细胞的细胞质膜上ꎬ大豆中的 ＧｍＰＩＮ１ｂ 非极性定位在胚根表皮细胞的

质膜上ꎬ而在胚的子叶细胞中是胞质定位ꎮ 为进一步检测水稻中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的亚细胞定位ꎬ对水稻根分生区

表皮细胞用蛋白质转运抑制剂 ＢＦＡ (Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ Ａ)及抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体处理后ꎬ进行免疫组化实

验ꎬ结果发现水稻中的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 可以通过胞吞转运途径从水稻根表皮细胞膜进入细胞质中ꎮ 该研究利用抗

兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体有效检测了 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物在水稻、小麦、玉米和大豆的胚根表皮细胞及胚

中子叶表皮细胞的亚细胞定位ꎬ这将有助于进一步揭示生长素输出载体 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物通过调控生长

素极性运输而参与作物发育的作用机制ꎮ
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ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＰＩＮ１ｂ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ
ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｒｉｃｅꎬ ｗｈｅａｔꎬ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｗｅｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＯｓＰＩＮ１ｂ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗｉｌｌ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｕｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｕｘｉｎ ｅｆｆｌｕｘ ｃａｒｒｉｅｒ ＯｓＰＩＮ１ｂ ａｎｄ ｉｔｓ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｏｌａｒ ａｕｘｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｔｏ ｉｎｖｏｌｖｅ ｉｎ ｃｒｏｐｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ａｕｘｉｎ ｅｆｆｌｕｘ ｃａｒｒｉｅｒꎬ ＰＩＮ１ꎬ ｒｉｃｅꎬ ｗｈｅａｔꎬ ｍａｉｚｅꎬ ｓｏｙｂｅａｎ

　 　 生长素输出载体蛋白在调节植物生长素极性

运输中起重要作用ꎮ 生长素极性运输参与胚胎形

态发生 ( Ｂｌｉｌｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５) 和侧生器官的形成

(Ｃａｓｉｍｉｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 拟南芥基因组中的 ＰＩＮ
基因家族编码 ＰＩＮ１－８ 的 ８ 种生长素输出载体蛋

白 ( Ｆｒｉｍｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｂｅｎｊａｍｉｎｓ ＆ Ｓｃｈｅｒｅｓꎬ
２００８)ꎮ ＰＩＮ 蛋白可以通过内吞作用转运到细胞

质中ꎬ并形成循环小泡返回质膜( Ｇｅｌｄｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎮ Ａｔｐｉｎ１ 突变体植株表现出针状花序并且花

和维管组织发育表现明显缺陷( Ｇäｌｗｅｉｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８)ꎮ ＡｔＰＩＮ１ 的极性定位还影响胚胎的发育

(Ｆｒｉｍｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ ＡｔＰＩＮ１ 分布于维管组织

( Ｇäｌｗｅｉｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ )、 木 质 部 薄 壁 组 织

( Ｇäｌｗｅｉｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ Ｐａｌｍｅ ＆ Ｇäｌｗｅｉｌｅｒꎬ
１９９９)、根表皮和皮层细胞(Ｂｌｉｌｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)、分

生组织表皮和原基表皮 (Ｇｕｅｎｏｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)的细

胞质中ꎮ 但是ꎬ目前人们对单子叶植物和双子叶

植物之间 ＰＩＮ１ 蛋白的亚细胞定位差异仍不清楚ꎮ
ＡｔＰＩＮ１ 的同源基因可以存在于水稻(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２００５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、小麦(Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、玉
米( Ｇａｌｌａｖｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８) 和大豆 (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)的基因组中ꎮ 在水稻的维管组织和根原基中

可以检测到 ＯｓＰＩＮ１ 的表达 ( Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ
ＯｓＰＩＮ１ 以生长素依赖性的方式参与水稻根、茎、花
序和分蘖的发育(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
ＺｍＰＩＮ１ａ 主 要 定 位 在 玉 米 幼 苗 的 上 叶 原 基

(Ｇａｌｌａｖｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)、根中的中柱鞘细胞和内皮

层细胞(Ｃａｒｒａｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)、胚芽鞘 (Ｋａｍａｄａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)和叶片(Ｍｏｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)的表层细胞ꎮ
此外ꎬ ＺｍＰＩＮ１ａ 在根冠细胞中显示为胞质定位
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(Ｆｏｒｅｓｔａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ在花序初生原基细胞中显

示为非极性定位 (Ｓｋｉｒｐａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 但是ꎬ目
前尚不清楚 ＰＩＮ１ 在不同作物的根和胚中的亚细胞

定位ꎬ包括水稻、小麦、玉米和大豆ꎮ
在这 项 研 究 中ꎬ 我 们 基 于 水 稻 ‘ 日 本 晴 ’

(‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’)的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 氨基酸序列ꎬ制备了抗

兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体ꎬ利用该抗体开展的免疫

组化实验发现水稻的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及小麦和玉米中的

同源蛋白可以非极性定位在根和胚中子叶表皮细

胞的细胞质膜上ꎬ而大豆的 ＧｍＰＩＮ１ｂ 可以非极性地

定位在根中表皮细胞的质膜上ꎬ但是ꎬ在胚的子叶

表皮细胞中是细胞质定位ꎮ 此外ꎬ水稻根表皮细胞

质膜上的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 可以通过内吞运输途径进入到

细胞质中ꎮ 这些 ＰＩＮ１ 定位结果将有助于我们研究

生长素极性运输在水稻、小麦、玉米和大豆作物发

育中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

植物材料为水稻品种‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’和‘丽江新

团黑谷’ (‘ ＬＴＨ’) (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ)、
小 麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ ‘ Ｃｈｕａｎｍａｉ１０７ ’)、 玉 米

( Ｚｅａ ｍａｙｓ ‘ Ｂ７３ ’) 和 大 豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ
‘Ｗｉｌｌｉａｍｓ’)ꎬ各作物种子置于 ２８ ℃条件下水培萌

发ꎬ使用生长了 ７ ｄ 的胚根分生区细胞和 １ ｄ 的子

叶胚来检测 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及同源物的亚细胞定位ꎮ
１.２ 抗体的制备和检测

根据水稻 ‘ Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ 的生长素输出载体

ＯｓＰＩＮ１ｂ(Ｏｓ０２ｇ０７４３４００)的氨基酸序列人工合成

多肽 ＱＳＳＲＮＰＴＰＲＧＳＳＦＮＣꎬ并将其注入新西兰兔

体内ꎮ 通 过 ＥＬＩＳＡ 方 法 检 测 到 纯 化 的 抗 兔

ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体ꎬ其浓度为 ０. ５１ ｍｇｍＬ￣１

(１ ∶ ２０ ０００)(杭州华安生物技术有限公司)ꎮ
１.３ 免疫杂交和免疫组化检测

为检测 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的表达ꎬ提取了水稻叶片和

根的总蛋白ꎬ并用一抗[抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗

体 ( １ ∶ ２００ )] 和 二 抗 [ 山 羊 抗 兔 的 ＩｇＧ￣ＨＲＰ
(１ ∶ ５ ０００)]进行了免疫杂交ꎮ 为了检测蛋白亚

细胞定位ꎬ使用或不使用 ５０ ｍｍｏｌＬ￣１ Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ Ａ

(ＢＦＡ)(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅｓ)对不同农作物的根和胚

处理 ９０ ｍｉｎꎬ然后使用改良的免疫组织化学分析

方法进行检测(Ｐａｃｉｏｒｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 具体如下:
首先ꎬ将样品在 ２５ ℃ 室温条件下用 ４％戊二醛溶

液固定 １ ｈꎻ然后ꎬ３７ ℃条件下用 ２％崩溃酶处理 １
ｈꎻ最后ꎬ用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体(１ ∶ ２００)
和二抗[驴抗兔的 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ) ￣Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ ４８８ 抗体

(１ ∶ ５００)] ( Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ)进行免疫组

化检测ꎮ 使用 Ｌｅｉｃａ ＳＰ５ 激光共聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａ
Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ)观察 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的定位ꎮ
１.４ 生物信息学分析

从 ＮＣＢＩ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )获得

ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源蛋白的氨基酸序列ꎬ通过在线网

站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒｇ / )分析 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的跨膜

结构域ꎬ 使用软件 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ｓｕｉｔｅ ６ 进行氨基酸序

列比对ꎬ所有图片均使用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同作物的 ＰＩＮ１ 序列相似性分析

为了检测不同作物中生长素输出载体蛋白

ＰＩＮ１ 的 亚 细 胞 定 位ꎬ 首 先ꎬ 我 们 对 拟 南 芥

(ＡｔＰＩＮ１)、水稻(ＯｓＰＩＮ１ｂ)、小麦( ＴａＰＩＮ１)、玉米

(ＺｍＰＩＮ１ｂ)和大豆(ＧｍＰＩＮ１ｂ)中 ＰＩＮ１ 的氨基酸

序列进行比对分析 (图 １)ꎮ 结果表明:ＡｔＰＩＮ１、
ＴａＰＩＮ１、ＺｍＰＩＮ１ｂ、ＧｍＰＩＮ１ｂ 的序列与 ＯｓＰＩＮ１ｂ 分

别具有 ５８.６％、６１.５％、６２.５％、６１.９％的相似性ꎬ在
ＯｓＰＩＮ１ｂ 的氨基酸序列中存在 １０ 个跨膜区ꎮ
２.２ 水稻中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的检测

ＰＩＮ１ 序列在水稻、小麦、玉米和大豆之间显示

出高度相似性(图 １)ꎮ 我们选择 ＯｓＰＩＮ１ｂ 中的序列

ＱＳＳＲＮＰＴＰＲＧＳＳＦＮＣꎬ通过人工合成多肽免疫兔子

制备了抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体ꎮ 为检测抗兔

的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体的有效性ꎬ我们提取了水稻

叶片和根的总蛋白ꎬ并使用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆

抗体进行免疫杂交检测ꎮ 结果表明ꎬ用 ＯｓＰＩＮ１ｂ 抗

体可以检测到目标蛋白 ＯｓＰＩＮ１ｂ(图 ２)ꎮ
２.３ ＰＩＮ１ 在不同农作物中的亚细胞定位

通过免疫组织化学分析进一步检测了水稻、
小麦、 玉米和大豆根中 ＰＩＮ１ 的亚细胞定位ꎬ 发现
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水稻ꎬ小麦ꎬ玉米ꎬ大豆和拟南芥之间的 ＰＩＮ１ 氨基酸序列比对ꎬ红框中的氨基酸序列为水稻 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的跨膜结构域ꎮ
ＰＩＮ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ａｌｉｇｎｅｄ ａｍｏｎｇ ｒｉｃｅꎬ ｗｈｅａｔꎬ ｍａｉｚｅꎬ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ ａｎｄ ｒｅｄ ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ
ＯｓＰＩＮ１ｂ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｃｅｓ.

图 １　 ＰＩＮ１ 的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. １　 ＰＩＮ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ＰＩＮ１ 虽然可定位于根表皮细胞的细胞质膜上ꎬ但
没有明显的极性分布(图 ３:Ａ－Ｄ)ꎮ 在检测 ＰＩＮ１
在胚细胞中的定位时ꎬ发现 ＰＩＮ１ 虽然可分布在水

稻(图 ３:Ｅ)、小麦(图 ３:Ｆ)和玉米(图 ３:Ｇ)胚中

子叶表皮细胞的细胞质膜上ꎬ但没有明显的极性

分布ꎮ 大豆中的 ＧｍＰＩＮ１ｂ 非极性分布在根表皮细
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提取水稻‘日本晴’叶片(Ａ)和根(Ｂ)中的总蛋白ꎬ用抗兔

的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体进行免疫杂交ꎮ 箭头指示目标蛋白

ＯｓＰＩＮ１ｂ 的条带ꎮ
Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｌｅａｖｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｒｏｏｔｓ (Ｂ) ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｒｉｃｅ ‘ Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ ａｎｄ ｂｌｏｔｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＯｓＰＩＮ１ｂ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＯｓＰＩＮ１ｂ.

图 ２　 蛋白免疫杂交检测水稻叶片和根中的 ＯｓＰＩＮ１ｂ
Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＰＩＮ１ｂ ｉｎ ｒｉｃｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ

ｒｏｏｔｓ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ

胞的细胞质膜上ꎬ而在胚的子叶表皮细胞中则分

布于细胞质中(图 ３:Ｈ)ꎮ
２.４ 水稻中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的胞吞检测

由于 ＯｓＰＩＮ１ｂ 蛋白定位于细胞质膜上(图 ３:
ＡꎬＥ)ꎬ因此ꎬ我们进一步检测了 ＯｓＰＩＮ１ｂ 是否可以

通过胞吞的方式从细胞质膜转运入细胞质ꎮ 用蛋

白转运抑制剂 ＢＦＡ 处理水稻‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’和‘ＬＴＨ’
的根尖ꎬ用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体开展免疫组

织化学实验ꎬ结果发现在细胞质中可以检测到

ＯｓＰＩＮ１ｂ 蛋白的聚集(图 ４)ꎮ 这表明 ＯｓＰＩＮ１ｂ 可以

通过胞吞途径从细胞质膜转移到细胞质中ꎮ

３　 讨论与结论

生长素输出载体蛋白 ＰＩＮ 家族在植物发育中

起着至关重要的作用ꎮ 在这项研究中ꎬ我们利用

抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体有效检测了水稻、小
麦、玉米和大豆的胚根分生区表皮细胞及胚中子

叶表皮细胞的 ＯｓＰＩＮ１ 及其同源物的亚细胞定位ꎬ

结果发现 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物分布在水稻、小麦、
玉米和大豆的根和胚中子叶表皮细胞的细胞质膜

及细胞质中ꎮ 不同作物中的相同细胞定位表明

ＰＩＮ１ 在不同植物发育中ꎬ其调节生长素分布功能

是保守的ꎮ 此外ꎬ我们也注意到与拟南芥 ＡｔＰＩＮ１
的极性定位相比(Ｆｒｉｍｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎬ在不同农作

物的根表皮细胞中ꎬＯｓＰＩＮ１ 及其同源物的定位是

非极性的ꎮ ＯｓＰＩＮ１ｂ 的氨基酸序列与 ＡｔＰＩＮ１ 具有

５８.６％的相似性ꎬ因此ꎬ不同作物和拟南芥 ＡｔＰＩＮ１
蛋白的亚细胞定位模式存在的差异可能与不同植

物 中 ＰＩＮ１ 蛋 白 结 构 差 异 有 关ꎮ 玉 米 中 的

ＺｍＰＩＮ１ａ 在不同玉米组织中的定位存在极性定位

(Ｃａｒｒａｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻ Ｇａｌｌａｖｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍｏｏｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｋａｍａｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、非极性定位

(Ｓｋｉｒｐａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)和胞质定位 (Ｆｏｒｅｓｔａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎬ一些研究也发现 ＡｔＰＩＮ１ 的极性分布与胚

发育中的生长素动态相关( Ｆｒｉｍｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ
在本研究中ꎬ用于 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物细胞定位

观察的胚根及子叶胚都处于植物发育的早期阶

段ꎬ这表明不同作物中 ＰＩＮ１ 的定位还与作物组织

发育阶段有关ꎮ 此外ꎬ利用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克

隆抗体可以检测到 ＯｓＰＩＮ１ｂ 蛋白ꎮ 进一步分析结

果发现 ＯｓＰＩＮ１ｂ 与 ＯｓＰＩＮ１ａ 氨基酸序列相似性为

６２. ４％ꎬ ＯｓＰＩＮ１ａ、 ＯｓＰＩＮ１ｂ 蛋 白 分 子 量 分 别 为

６４.７、５９.３ ｋＤꎬ且 ＯｓＰＩＮ１ａ 氨基酸序列中含有用于

制 备 抗 兔 的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多 克 隆 抗 体 的 序 列

ＱＳＳＲＮＰＴＰＲＧＳＳＦＮＣꎮ 因此ꎬ不能完全排除所检测

到的蛋白条带中含有 ＯｓＰＩＮ１ａꎬ而这也可能部分解

释了我们在根表皮细胞中所观察到的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及

其同源物的非极性定位ꎮ
ＰＩＮ 蛋白由于胞吞作用而产生的细胞定位的

改变可影响生长素的极性运输ꎬ从而进一步调控

器官形成(Ｋｌｅｉｎｅ￣Ｖｅｈｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 本研究结果

发现 ＯｓＰＩＮ１ｂ 可以通过胞吞途径进入到细胞质

中ꎮ 这显示由于细胞的胞吞作用ꎬＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同

源物的细胞质膜及细胞质定位可能会发生变化ꎬ
并参与调控植物内生长素的分布ꎮ ＰＩＮ 蛋白的细

胞定位可受到其他物质如水杨酸的调控 ( Ｄｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 但是ꎬ我们观察到 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的定位可

由自身胞吞作用而改变ꎬ 因此ꎬ不同作物中 ＰＩＮ１ 蛋
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水稻‘日本晴’(ＡꎬＥ)ꎬ小麦(ＢꎬＦ)ꎬ玉米(ＣꎬＧ)和大豆(ＤꎬＨ)的根(Ａ－Ｄ)和胚(Ｅ－Ｈ)用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体开展免疫

组化实验ꎮ 标尺 ＝ １０ μｍꎮ
Ｒｏｏｔｓ (Ａ－Ｄ) ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｓ (Ｅ－Ｈ) ｏｆ ｒｉｃｅ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ (Ａꎬ Ｅ)ꎬ ｗｈｅａｔ (Ｂꎬ Ｆ)ꎬ ｍａｉｚｅ (Ｃꎬ Ｇ) ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｄꎬ Ｈ) ｗｅｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｓｓａｙ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＯｓＰＩＮ１ｂ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｂａｒｓ＝１０ μｍ.

图 ３　 ＰＩＮ１ 在根和胚的子叶表皮细胞中的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩＮ１ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

用 ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＢＦＡ 处理水稻品种‘丽江新团黑谷’(Ａ)和‘日本晴’(Ｂ)的根尖 ９０ ｍｉｎꎬ然后用抗兔的 ＯｓＰＩＮ１ｂ 多克隆抗体通过

免疫组化检测 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的胞吞ꎮ 箭头指示根表皮细胞胞质中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 蛋白聚集体ꎮ 标尺 ＝ １０ μｍꎮ
Ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｌｉｎｅｓ ‘ＬＴＨ’ (Ａ) ａｎｄ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ (Ｂ) ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＢＦＡ ｆｏｒ ９０ ｍｉｎꎬ ａｎｄ ｂｌｏｔｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ
ＯｓＰＩＮ１ｂ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｓｓａｙ. Ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ＯｓＰＩＮ１ｂ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒｏｏｔ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｃｅｌｌｓ. Ｂａｒｓ ＝ １０ μｍ.

图 ４　 水稻根表皮细胞中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 的胞吞检测
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＰＩＮ１ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

４２２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



白的亚细胞定位是一个动态的过程ꎮ
不同作物中 ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物可非极性定

位于细胞质膜及细胞质中ꎬ这是一个动态的分布

过程ꎬ 并 与 植 物 所 处 的 发 育 阶 段 密 切 相 关ꎮ
ＯｓＰＩＮ１ｂ 及其同源物的亚细胞定位将有助于揭示

生长素输出载体通过影响生长素极性分布而参与

调控农作物中根和胚发育的分子机制ꎮ
登录号　 文章中相关蛋白在 ＮＣＢＩ 数据库中的

登录号分别为 ＡｔＰＩＮ１ (ＮＰ ＿ １７７５００. １)、 ＯｓＰＩＮ１ｂ
(ＸＰ＿０１５６１６０１４.１)、ＴａＰＩＮ１ (ＡＡＳ１９８５８.１)、ＺｍＰＩＮ１ｂ
(ＡＢＨ０９２４３.１)、ＧｍＰＩＮ１ｂ (ＮＰ＿００１２３７５４６.２)ꎮ
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