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摘要：花粉是植物雄配子体的载体，其正常萌发和快速极性生长，对于开花植物成功受精并繁殖后代至关重要，因此，探讨花粉萌发和生长的调控网络，对于了解植物生殖调控机理和提高作物种子产量具有重要意义。胞内自由钙离子(Cytosolic Free Calcium)浓度变化是细胞重要的第二信使，参与了花粉萌发和生长的生理过程，但其生理调控机制并不清楚。我们发现一类钙调素类似蛋白（Calmodulin Like Protein，CML）参与了花粉萌发和花粉管生长，该蛋白编码基因PGCML1 （Pollen Germination and elongation related CML gene 1）在花粉和花粉管中高表达，其功能缺失突变体的花粉萌发率和花粉管长度均降低；且对胞外钾离子和钙离子的敏感性降低；进一步结果显示PGCML1在细胞质表达，并且其作用与一氧化氮及 钙离子信号转导途径相关。基于以上实验结果，我们推测，PGCML1可以通过调控一氧化氮及钙离子等胞内信号，影响跨膜离子转运，实现对花粉萌发及花粉管生长的调控。
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Functional characterization of an Arabidopsis Calmodulin-Like Protein PGCML1 in regulation of pollen germination and pollen tube growth
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Abstract: The successful pollen germination and rapid tip elongation of germinated pollen tubes are essential for achievement of sexual reproduction of flowering plants, and the change of cytosolic free calcium concentration is a well known second messenger for the both processes. Consequently, the investigation of calcium-mediated signaling pathways in pollens and pollen tubes is indispensable for better understanding of male gametophyte signal transduction during double fertilization. Here, by using in-vitro and in-vivo pollen germination assayses, we found that an Calmodulin-Like-protein (CMLs), PGCML1 (Pollen Germination and elongation related CML1) is involved in pollen germination and pollen tube elongation. The germination rate and pollen tube length are dramatically reduced in pgcml1, a functional null mutant of PGCML1, and the sensitivity to exteranl potassium and calcium are also decreased; In addition, we found that PGCML1 is highly expressed mature pollens and pollen tubes with a cytosolic subcellular expression pattern and is involved in plant Nitric Oxide (NO) and calcium signaling. Base on our physiological and cellular observations, we hypothesize that PGCML1 may utilize NO and cytosolic calcium signaling to modulate transmembrane ion transportation, and thus regulate pollen germination and pollen tube elongation. It is the first time proved the involvement of the new caicium sensor candidate family in pollen signaling, and which opens a new gate to study the male gametophyte signal transduction during fertilization.
Key words:  Arabidopsis; Calmodulin Like Protein; Pollen; Pollen Tube;Calcium Signal
0 引言
花粉是高等植物雄配子体的载体，其正常萌发和快速生长是植物完成受精的关键，另外，花粉管也是顶端极性生长细胞，因此，研究其调控的生理及分子机制也是植物生殖和发育的重要科学问题[1]。已有研究表明多种因子参与了该过程：如Ca2+、小G 蛋白、微丝骨架和K+、H+、Cl-、NO等[2-7]，但已有研究与其重要的生理功能相比仍相去甚远。从分子水平研究花粉萌发及花粉管生长的调控，不仅对于了解植物的细胞信号网络和生殖调控等基础研究具有重要意义，对于发展耐逆、高效的农业同样具有重要的指导作用。
Ca2+是植物细胞普遍存在的重要第二信使，在花粉萌发和花粉管生长过程中起着重要的调控作用。Ca2+信号系统可以与其它信号系统相互协调，共同调控花粉的正常萌发和生长，也有研究表明其它信号系统调控中依赖于Ca2+，因此Ca2+信号被认为在调控花粉萌发和花粉管生长的过程中处于“中心”位置[6] ADDIN EN.CITE.DATA 
。Ca2+的功能在植物细胞中研究较为清楚，其相关的上游调控如ROS，G蛋白，微丝骨架动态变化等，以及下游响应因子，如CDPK等，也相继被发现[8-12] ADDIN EN.CITE.DATA 


 ADDIN EN.CITE.DATA 
。在百合（Lilium longiflorum）花粉管生长中可以检测到胞外Ca2+ 的内流[13]；人为抑制Ca2+ 内流将抑制花粉萌发和花粉管生长[14-15]。另外，在花粉萌发的过程中，即将长出花粉管的萌发孔区域会有Ca2+ 的积累[16]。在正常生长的花粉管顶端，则存在一个由顶端到远端、由高到低的胞内Ca2+浓度梯度。尽管胞外的Ca2+为花粉萌发及花粉管生长所必需，但是过高浓度的Ca2+(高于10 mM)反而会抑制花粉萌发及花粉管的生长速度。该现象说明，适宜胞外浓度的Ca2+ 所维系的正常胞内Ca2+ 浓度对于花粉萌发及花粉管生长是必需的。 
钙调素类似蛋白（Calmodulin Like Protein; CML）是近年新发现的一类植物细胞所特有的Ca2+ 响应蛋白家族，根据基因序列推测，在拟南芥和水稻中分别有50和26个基因[17]。具有进化上保守性的Ca2+的结合区域—EF手型结构。除CML家族外，植物还有另外3类Ca2+感受器蛋白家族，即：钙调素家族（CaM）、钙依赖性蛋白激酶家族（CDPK）和钙调磷酸酶B类蛋白家族（CBL）。迄今为止，CaM、CBL及CDPK已经被证明在植物生长发育、花粉萌发及花粉管生长、植物激素响应、生物及非生物逆境胁迫响应和离子通道活性调控中都有重要而广泛的作用[18]。与其它三个已被深入研究的Ca2+响应家族相比，CML的功能研究还刚刚起步。通过对各家实验室提供的基因芯片数据进行分析，发现在非生物胁迫处理后，多种CML的基因表达发生变化，这预示着CMLs在介导植物响应环境变化中起重要作用，但对CML具体基因功能的研究还非常有限[19-20]。因此研究该家族成员是否参与调控花粉萌发和花粉管生长过程，不仅有助于深入了解植物细胞信号转导网络，也有助于加深对植物生殖调控和极性生长调控的认识。本研究利用在拟南芥花粉及花粉管中大量表达的CML基因PGCML1的功能缺失突变体，发现该基因参与调控花粉萌发及花粉管生长过程，进一步的结果显示该调控过程是通过胞内的NO和Ca2+ 信号的改变实现的。该研究为以花粉体系为模式材料，从分子机理方面深入研究CML信号网络打下了基础。
1 实验材料与方法
1.1 植物材料的生长条件

拟南芥种子用75%乙醇处理3-4 min进行表面消毒，然后95%乙醇处理1-2 min，滤纸干燥后播种在1/2 MS培养基上，铝箔纸密封，4℃避光放置2天进行层积化处理；然后将种子放置于16 h光照 (22℃)/ 8 h黑暗(20℃)的条件下，培养1-2周后，转移到营养土与蛭石体积比为2:1的生长钵中，继续培养4-5周，收集首批开放的花用于花粉实验。
1.2 T-DNA插入突变株的鉴定和过表达植株的获取

以基因组DNA为模板，根据http://signal.salk.edu/ 提供的“T-DNA flanking sequence"信息，选取T-DNA插入位点的两侧的基因序列设计引物5'-AGAGAGAAGCGGTCGC TACTC-3' 和5'-TCAAGTCCCAAAGCAGAACTG-3'，利用T-DNA左臂引物LBb1.3与LP或RP引物对进行 PCR，聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定T-DNA插入纯合突变体。
以花器官的 cDNA为模板，设计引物CML1-HAF (5'-GACTAGTATGTTCAACAAAAA CCAAGGATC-3和CML1-HAR (5'-CGAGCTCGGAGA ATTCAGTTTCAGCAGT-3')，扩增目的片段，并连接表达载体pCambia1300-221-HA，转化农杆菌EHA105；得到阳性菌落后，采用农杆菌介导的花序侵染法转化Col-0野生型拟南芥。
1.3 花粉体外萌发
按照 Fan 等(2001)[2]使用的方法，对培养基成分做了轻微改动。拟南芥花粉体外萌发培养基含 1 mM KCl，10 mM CaCl2，0.8 mM MgSO4，1.5 mM boric acid，18% (w/v) sucrose，10 ug·ml-1 myo-inositol，5 mM Mes，用 Tris 将 pH 调整为 5.8。固体培养基加入 1% (w/v) Agarose，加热到琼脂糖完全溶解，倒入直径 3 cm 的小培养皿，每皿 1 mL。冷却凝固后用于花粉培养。
1.4 花粉体外萌发和花粉管长度统计
取当天完全展开的拟南芥花朵，用镊子夹住花柄，花朵轻轻在培养基表面压挤涂抹，使花粉均匀分布于培养基表面。涂好后盖上皿盖，用封口膜封好，置于 28 ℃培养箱中培养一定时间后，将培养皿在 -20℃ 冰箱中冷冻 5分钟，使花粉管迅速停止生长，然后统计花粉管长度。每种处理至少重复 3 次，每次实验用于统计花粉萌发率的花粉粒不少于 400 粒，用于统计花粉管平均长度的花粉管不少于 80 根。统计结果的平均值、标准误以及图表绘制均采用 Sigmaplot 11.0 软件。
1.5 苯胺蓝染色方法
采摘人工杂交授粉后的雌蕊, 先在乙酸：乙醇为1:3的固定液中固定、脱色2 h，再浸泡于 4 mol·L-1 NaOH溶液中, 过夜透明软化处理,  用50 mmol·L-1 K3PO 4  (pH 7.5) 缓冲液冲洗 3次,  最后用 0.05% 的苯胺蓝染色5 h。将染色后的材料转移到载玻片上,  在OLYMPUS IX71荧光显微镜下观察并拍照。
1.6 GUS 染色
GUS 染色液的配方为2 mM X-gluc, 2 mM K4[Fe (CN)6]·3H2O, 2 mM K3Fe (CN)6, 0.1% Triton X-100, 50 mM Na2HPO4, 50 mM Na2H2PO4 和 10 mM EDTA。将构建有pPGCML1 promoter :: GUS的转基因植物材料的花朵放入1.5 mL 离心管中，取样过程中尽量避免对材料造成伤害；加入适量 GUS 染液，完全浸泡植物材料，于37℃避光条件下过夜染色；然后先后用50%，70%，100%的乙醇漂洗样品，每次浸泡5分钟。加入100%乙醇浸泡直至完全脱色，在体视显微镜(OLYMPU SZX10)下拍照记录。
1.7 拟南芥原生质体制备及瞬时表达
将3-4周左右大小拟南芥叶片用单面刀片迅速单方向切成细条，放于酶解液中，于23℃孵育2-3 h; 用1.5倍体积的W5溶液（154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 10 mM KCl, 1.5 mM MES, 5 mM D-glucose 调节 pH为5.6) 洗原生质体，混匀后，530 rpm离心5 min; 弃上清，用3 ml W5重悬沉淀; 将上层液体转移到30 ml W5溶液中，置于冰上中至少30 min。PEG4000介导的原生体转化将重组质粒导入原生质体中，加入W5溶液仔细悬浮，孵育，500rpm离心4 min，移去上清液，加入W5溶液2 ml 充分悬浮，23℃ 孵育，16 h后激光共聚焦显微镜(LSM700)观察GFP瞬时表达。
1.8 花粉粒细胞Ca2+和NO检测
取完全开展的拟南芥花朵，收集在1.5 mL 的离心管中，每管装到2/3体积即可（30~40 朵）。向每管加入1 mL 低蔗糖浓度（15%）花粉液体培养基，剧烈震荡2分钟，使花粉脱落。将液体转移到另一1.5 mL 离心管中，10,000 rpm 离心1分钟，花粉集中在管底[21]。用含有20 (M Ca2+荧光探针Fura2 AM的花粉液体培养基悬浮花粉，37℃黑暗孵育10 min，用花粉培养基洗去多余探针，然后将花粉粒20℃避光孵育1h。荧光显微镜检测花粉粒细胞Ca2+, 340 nm/380 nm荧光激发。
花粉体外萌发4 h后，在培养基中加入20 (M NO探针DAF-FM DA，并使其分布均匀，20℃避光孵育1 h。用花粉液体培养基洗1次，去除多余探针。使用荧光显微镜观察，488nm激发。
2 实验结果与分析
2.1 PGCML1在成熟花粉和花粉管中大量表达

基因的功能往往与其表达部位相关，因此，为了研究PGCML1是否在花粉萌发和花粉管生长中起作用，我们用PGCML1 本身的启动子融合报告基因GUS，转化野生型拟南芥并对筛选获得的阳性转基因植株的花粉囊及柱头进行染色(详见实验方法部分)，结果显示PGCML1在花粉和在柱头萌发后的花粉管中大量表达(图1)。与花粉和花粉管中的高效表达相比，PGCML1在柱头、花药壁以及花丝中没有表达，该基因表达结果也预示着PGCML1特异性的在雄性生殖器官功能调控中起作用。
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图1 PGCML1::GUS转基因株系花组织GUS染色
Fig.1 PGCML1 promoter activity in transgenic Arabidopsis plants
A：雌蕊和雄蕊；B：成熟花粉囊；C：柱头。
A: GUS activity (indicated by blue) was detected in the anthers of the whole flower; B: pollen in the anther; C: pollen grains on the stigma and pollen tubes in the stigma.

2.2 PGCML1功能缺失突变体的获取以及分子鉴定


为从性状上明确PGCML1是否参与花粉萌发和花粉管生长的生理过程，我们从Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)订购了该基因的T-DNA插入突变体，以检测该基因功能缺失是否会对花粉的萌发和花粉管的生长造成影响。获得突变体之后，通过Genome PCR和Reverse Transcription PCR（图2），在基因组水平发现T-DNA插入到了PGCML1的3’端，是纯合突变体(图2A，图2B)，该插入使PGCML1无法完成正常的转录(图2C)，因此，突变体是功能缺失性突变体，我们命名为pgcml1，并用于下一步的各项生理实验。
[image: image3.png]100bp

A ATG—— pgemit
PGCMLT jﬂ:ﬂ
748
5-UTR TAG 3.UTR
B Col-0 pgemit c Col-0 pgemit





图2 PGCML1的T-DNA插入突变体鉴定
Fig.2 Isolation and characterization of PGCML1 gene
A: PGCML1的T-DNA插入突变体的插入位置；B: 基因组水平上对突变体的插入有效性的检测；C: mRNA 水平上对突变体的插入有效性检测，ACTIN 作为RT-PCR的内参。
A: Schematic structure of PGCML1 and T-DNA insertion site. Black box represents exon, open boxes represent UTR regions; B: PCR identification of T-DNA insertion mutants using genomic DNA; C: Total RNA was extracted from flowers of plants homozygous for an insert in PGCML1 (pgcml1) and from the flowers of wild-type plants and used for cDNA synthesis followed by RT-PCR. ACTIN gene was used as an internal control for RT-PCR. Values are mean ± S.E., n = 3 replicates.

2.3 PGCML1的功能缺失影响花粉萌发、花粉管生长速率和最终长度，并进而影响果荚的长度和结实率

利用拟南芥花粉体外萌发的方法（培养和观察详见实验方法部分），比较性研究pgcml1突变体与野生型Col-0在花粉萌发和花粉管生长生理过程中的性状差异。实验发现pgcml1突变体的花粉萌发率较低，且花粉管长度也显著较野生型的短(图3A)。具体统计结果显示，生长6 h以后，经统计，pgcml1 花粉的萌发率比野生型的低74.8% (图 3B)，而培养10 h后，pgcml1的花粉管长度比野生型的短55.3% (图3C)。为了降低体外萌发环境对花粉萌发和花粉管生长的影响，我们还进行了花粉柱头的体内萌发实验。以野生型未授粉柱头作为萌发体系，将突变体和野生型的花粉涂抹柱头之上，6 h之后进行苯胺蓝染色，观察花粉的萌发和花粉管生长的情况。该实验结果也显示pgcml1的花粉管长度比野生型的短(图3D)。在体外培养6 h后，pgcml1突变体花粉管的平均生长速率为0.43 (m·min-1，野生型为0.78(m·min-1，而获得的过表达株系的生长速率平均值大约为0.90 (m·min-1(过表达植株的筛选见实验方法部分)。这些结果显示，PGCML1是花粉萌发和花粉管生长的正调控因子，该基因的功能缺失使花粉的萌发率降低，花粉管的生长速率减慢，并影响了花粉管的最终长度。这可能也是造成突变体较野生型果荚和结实率降低的原因（图3E-F）。
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图3 PGCML1功能缺失引起花粉、花粉管、果荚和结实率生理性状差异
Fig.3 Disruption of PGCML1 leads to abnormal pollen tubes in Vitro
A：离体培养10 h后，Col-0 的花粉萌发和花粉管的生长情况，标尺代表的长度为200 (m；B：离体培养6 h后，pgcml1的花粉萌发率统计；C:比较Col-0和pgcml1培养不同时间后的花粉管长度； D: pgcml1或Col-0的花粉涂到Col-0的柱头上，6 h后苯胺蓝染色观察花粉管的体内生长情况。箭头说明花粉管生长的最长位置, 标尺代表的长度为200 (m；E:Col-0和pgcml1种子数目的比较；F: Col-0和pgcml1果荚长度的比较。
A: Effects of Col-0 and pgcml1 on Arabidopsis pollen germination and tube growth. Bars =200 (m; B: The pollen germination for 6 hours were measured; C: Time-courses of Arabidopsis pollen tube growth between Col-0 and pgcml1；D: Pollen grains from Col-0 and pgcml1 mutant were used to pollinate wild-type stigma. Pollen tubes were visualized by aniline blue staining. Arrows indicate the point where the longest pollen tube reached. Bars =200 (m; E: The number of seeds per silique was measured; F: Siliques (from 10 to 20) of the first inflorescence for Col-0 and pgcml1 mutant were measured for each plant, and 10 plants measured for each genotype.

2.4 pgcml1对胞外K+和Ca2+的敏感性降低
胞外的离子成分如K+、Ca2+ 等，对于花粉的正常萌发和花粉管的快速生长至关重要，在低浓度下浓度增加促进萌发和生长，高浓度下抑制萌发和生长[2,15]。PGCML1是可能的Ca2+ 下游效应器，可能参与了Ca2+ 相关的信号转导网络，而Ca2+通过质膜各类钙离子通道的内流，是启动胞内Ca2+ 信号的重要环节[10,22]。为了验证PGCML1是否对胞外Ca2+ 的响应，通过在胞外培养基中施加不同浓度Ca2+，观察突变体与野生型在花粉管生长上的差异。结果显示，野生型花粉管的长度随着胞外Ca2+ 浓度的升高(0.1 mM、1 mM、5 mM、10 mM)而增加，但高浓度的胞外Ca2+ (50 mM)显著抑制了花粉管的长度，这种现象与已有报道结果类似[15]。对胞外Ca2+ 的这种低浓度促进、高浓度抑制的现象，pgcml1同样存在，但其对胞外Ca2+ 浓度变化的响应程度却显著减低（图4A）。由于胞外Ca2+ 对花粉管生长的影响是通过进入质膜作为胞内信号的调控实现的[23]，这也预示着PGCML1参与了胞内Ca2+ 信号的调控。
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图4胞外Ca2+和K+浓度对pgcml1花粉管生长的影响
Fig.4 Effect of gradient external Ca2+ (A) and K+ (B) on pollen tube growth of Col-0 and pgcml1
A: 胞外梯度Ca2+ 浓度对pgcml1花粉管生长的影响; B胞外梯度K+ 浓度对pgcml1花粉管生长的影响。
萌发后的花粉管要快速生长，需要大量的渗透性离子从胞外跨膜转运进入胞内，以维持较高的胞内渗透压，保持花粉管向前生长的动力[24]，这也是花粉管生长生理性状较为下游的生理响应。K+ 是重要的渗透性离子，在花粉管生长过程中起重要作用，因此，为了研究pgcml1突变体是否是通过改变离子跨膜转运而影响花粉管生长，我们在梯度浓度K+ 条件下进行花粉管生长测定（图4B）。结果显示，野生型中，在0-10 mM K+ 范围内，花粉管的长度随着胞外K+ 浓度增加而长度增加，但在高浓度K+ 情况下，花粉管的生长反而受到抑制，该结果与以往报道结果类似[15]。但在pgcml1 突变体中，花粉管的长度变化对K+ 的浓度变化敏感度显著下降，表现为在低浓度胞外K+ 浓度下，花粉管伸长对胞外K+ 浓度提高的反应下降，而高浓度的K+对突变体花粉管抑制也较野生型轻 (图4B)。胞外的K+ 要影响花粉管的伸长，必须要进入胞内才能实现其调控，而K+ 进入胞内要借助于质膜上的各类K+ 通道或转运体，而这些通道及转运体的活性调控受到胞内信号的严谨调控，因此，我们推测，PGCML1的功能缺失，改变了胞内的信号系统，进而影响K+ 的跨膜转运，改变了花粉管生长对胞外离子浓度的依赖性以及花粉管的生长速率和最终长度。

2.5 PGCML1是胞质表达定位的蛋白质

为了进一步明确PGCML1是如何调控胞内信号实现对花粉管生长的调控，需要明确该蛋白的亚细胞定位模式。利用pBI221-GFP载体，构建35S::PGCML1-GFP载体，以PEG 介导的原生质体法，将融合蛋白在拟南芥叶肉细胞中瞬时表达，并用激光共聚焦显微镜检测荧光定位。荧光照片显示PGCML1的表达定位于细胞质 (图5)。籍此推测，PGCML1是在胞质内发挥生理调控作用，是胞质信号转导网络的重要组分。因此，筛选和寻找其调控和介导的胞内信号元件，将有助于明确其作用机理和调控网络。
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图5 PGCML1 的亚细胞定位
Fig.5 Subcellular localization of the PGCML1::GFP fusion protein in mesophyll protoplasts of Arabidopsis
GFP 和 AF 分别是绿色荧光和叶绿体的自发荧光; DIC: 微分干涉; M: GFP, AF, DIC 三者的叠加。标尺代表的长度为10 (m。

The GFP and AF (chlorophyll auto fluorescence) images were detected by confocal microscopy. Differential interference contrast (DIC) images of protoplasts were taken. M: Overlap images of DIC, GFP and AF. Bar = 10 (m.
2.6 PGCML1的功能缺失改变了胞内NO和Ca2+ 信号
前面实验结果表明，pgcml1突变体改变了花粉生长过程中对胞外Ca2+ 和K+ 的响应敏感度，而胞外Ca2+ 和K+ 对花粉管生长的影响由胞内信号调控，因此，该结果预示着胞内信号在突变体中发生了改变，进而改变了二者跨膜转运。其中胞内Ca2+ 和NO信号是重要的胞内信使，也已经被证明在花粉萌发和花粉管中具有重要调控功能[25]。因此，我们利用荧光探针DAF-FM DA和Fura-2AM分别对胞质NO和Ca2+ 进行标记，比对野生型和突变体中的荧光信号。利用激光共聚焦显微镜进行荧光检测的结果显示，离体培养花粉萌发4 h后，pgcml1突变体中花粉的荧光强度强于野生型，预示着突变体的NO含量明显比野生型高，而且在突变体中，已经萌发并长出花粉管的花粉中荧光信号低于未萌发的花粉 (图6A)。NO信号和Ca2+信号相伴产生[26]，在花粉中，NO可以调控花粉管的极性生长[27]，诱导胞外Ca2+ 的内流及微丝骨架的重排[28]，而微丝骨架的动态聚合解聚过程也是调控花粉质膜Ca2+ 通道的重要因子[15]，这些结果预示着胞质Ca2+在突变体中也有相应变化。结果显示，突变体的花粉中的Ca2+ 浓度也高于野生型（图6B）。因此，PGCML1是通过胞内的NO和Ca2+ 信号来实现对花粉萌发和花粉管生长的调控的。

通过胞外施加不同浓度的NO的供体SNP，发现毫摩尔级的SNP可以显著抑制野生型花粉管生长，而pgcml1突变体的花粉管生长在较低SNP浓度下并没有受到明显的影响(图6C)。因此，pgcml1突变体对于NO 浓度改变反应不如野生型敏感，而NO浓度的变化会影响到花粉的萌发和花粉管的生长，PGCML1可能就在NO调控花粉生长的过程中起重要作用。
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图6野生型与突变体中花粉中NO和Ca2+ 的浓度差异，以及胞外SNP对野生型和突变体花粉管生长的抑制作用
Fig.6 Cytosolic NO and Ca2+ fluorescence imaging in pollens, and inhibition of external SNP on pollen tube elongation of Col-0 and pgcml1
A:离体培养4h后，Col-0和pgcml1突变体NO 浓度的比较; B:花粉中Col-0和pgcml1突变体Ca2+ 浓度的比较; C:外施SNP 对花粉管生长的影响。标尺代表的长度为200 (m。
A:The fluorescence microscopy images demonstrating intracellular pollen NO concentration; B: The concentration of Ca2+ in pollen; C: Effects of external SNP on Arabidopsis pollen tube growth in vitro. Bar = 200 (m.
3 小结及展望
胞质自由Ca2+浓度变化是植物细胞重要的第二信使，介导植物响应外界生物及非生物逆境胁迫，并引发下游相应的生理生化变化，从而使植物可以通过自身的生理调控在多变的环境中存活。因此，Ca2+信号的产生、调控以及其下游的响应元件一直是植物生理学重要的研究内容。本研究发现，钙调素类似蛋白CML 这一Ca2+的感受器家族的成员，PGCML1，参与了植物花粉萌发和花粉管生长的正调控过程，PGCML1的功能缺失使花粉萌发和花粉管的生长受到明显的抑制，并引起了果荚变短和种子结实率降低；在细胞学水平上，我们发现PGCML1在胞质中定位，参与了胞内NO和Ca2+信号调控，进而影响了花粉管对胞外Ca2+和K+的浓度依赖性。由于CML家族可能作为Ca2+信号的下游进行生理调控，因此，我们推测，正常花粉的萌发和快速生长，需要胞内信号系统调控质膜钙离子通道，产生合适的钙离子浓度变化，并作为胞质钙信号调控K+流入花粉和花粉管，并带动水进入细胞，维持花粉萌发和花粉管生长。但在pgcml1突变体中，由于Ca2+下游调控通路被阻断，同时下游信号途径引发反馈调控，导致胞内NO和Ca2+浓度增加，也同时造成花粉萌发和花粉管生长对胞外Ca2+浓度变化不敏感，升高的Ca2+浓度可以抑制花粉管质膜内向K+通道活性（实验室未发表数据），从而造成突变体中的K+流入减少，生长速度变慢。但Ca2+浓度变化对突变体花粉和花粉管质膜K+通道活性调控是否中断，还需要进一步膜片钳实验数据的支持。另外，由于CML本身并非激酶，而离子通道的活性调控的重要途径之一就是磷酸化/去磷酸化调控，因此，筛选并获得CML下游的蛋白激酶类因子，并检验它们之间的互作调控是否受到Ca2+结合的调节，并进而检验该途径对下游花粉质膜K+通道（SPIK和GORK）的活性调控，将是建立花粉细胞CML介导Ca2+信号转导途径的下一步必要任务。
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