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摘  要：以切花月季‘Samantha’为试材，明确了外层花瓣主要在花朵开放前期扩展。从花瓣中克隆

鉴定了 3 个具有 α亚族扩张素保守特征域的基因：RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7。在月季花朵 1 ~ 6 级

的开放过程中，3 个扩张素蛋白基因都有表达，其中 RhEXPA7 的表达与花瓣快速扩展密切关联；在 2 级

花朵花瓣中 RhEXPA5 和 RhEXPA6 的表达几乎不受乙烯影响，而 RhEXPA7 的表达被乙烯显著抑制。进一

步利用 35S 启动子在拟南芥中过表达 RhEXPA7，采用外源 ACC 处理可明显增加转基因植株幼苗的根毛密

度；转 RhEXPA7 基因种子萌发对 ABA 的敏感性明显降低，而对 NaCl 的胁迫耐性明显增加。RhEXPA7 与

月季花朵开放中花瓣快速扩展进程密切关联，参与了乙烯信号的响应，并可以提高过表达拟南芥的胁迫

耐性。 
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The Expression and Functional Analysis of Expansin Genes During Flower 
Opening in Cut Rose 
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（Department of Ornamental Horticulture and Landscape Architecture，China Agricultural University，Beijing 100193，China） 

Abstract：This study first investigated the different-layers of petal expansion using cut rose flowers 

（Rosa hybrida），and then cloned and identified three alpha-expansin genes with its characteristic 

conserved domains：RhEXPA5，RhEXPA6 and RhEXPA7. The results showed that outer petals had the faster 

expansion during the early flower opening stages，while the expression of the genes were ubiquitous in 

most petal layers at 1–6 flower stages，in which RhEXPA7 expression was most closely related to petal 

expansion. In stage 2 flowers，ethylene obviously suppressed the RhEXPA7 expression，and showed less 

effect on RhEXPA5 and RhEXPA6. Over-expression of RhEXPA7 enhanced root hairs density of transgenic 

Arabidopsis seedlings under ACC treatment. RhEXPA7 over-expression also decreased ABA sensitivity 

and increased NaCl tolerance in seed germination of transgenic lines. Taken together，RhEXPA7 expression 

was closely related to petal expansion and involved in ethylene signaling response，and over-expression of 

RhEXPA7 resulted in enhanced stress tolerance in transgenic Arabidopsis. 
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月季（Rosa hybrida）具有极为丰富的花朵形态和生理代谢特性，在花朵开放等方面已逐渐成为

研究的模式材料（Debener & Linde，2009）。月季切花不耐贮运，经常出现僵花、僵蕾、开放过速和

开放异常等（Jin et al.，2006）。由于花朵开放直接影响切花月季的经济价值，因此研究花瓣开放的

扩展机理意义重大。 

观赏植物的花朵开放是一个精细调控的过程。在花朵开放前，花瓣已经完成器官发生，除少部

分细胞仍然保持分裂能力外，绝大多数花瓣细胞已停止分裂（Martin & Gerate，1993）。此后，花瓣

的扩展主要靠细胞体积的增大来实现（Ma et al.，2008）。在不同物种的花朵开放过程中，由于花瓣

不同区域的细胞在扩展速率、方向上的不同，导致了不同的花朵开放方式（Rolland-Lagan et al.，

2003）。一般认为，在花朵开放前期（1 ~ 2 级），月季花瓣的表皮细胞以细胞分裂为主；直到花朵开

放后期（2 级以后）花瓣表皮细胞才以扩展为主（Ma et al.，2008；Yamada et al.，2009b）。花瓣细

胞的扩展依赖于细胞壁组分代谢、细胞膨压的变化和细胞骨架的重构（Zonia & Munnik，2007）。其

中，扩张素蛋白广泛参与细胞壁组分代谢。 

扩张素蛋白是一个非常庞大的多基因家族，在不同植物中都有广泛分布，可以分为 α、β、γ和

δ 亚家族。Α 和 β 亚家族是植物中存在的主要扩张素蛋白，目前对于扩张素蛋白功能的研究也主要

集中在这两个亚家族（Cosgrove，2000）。扩张素蛋白广泛参与植物体的各个发育过程，包括细胞膨

大、花粉管进入柱头、果实成熟软化、器官脱落、叶片形成和响应胁迫刺激等（Cosgrove，2000；

Li et al.，2003）。扩张素蛋白也参与了不同植物的花朵开放，如香石竹（Song et al.，2007；Harada et 

al.，2011）、矮牵牛（Zenoni et al.，2004）、唐菖蒲（Azeez et al.，2010）、巨峰葡萄（Ishimaru et al.，

2007）等。 

有报道指出扩张素蛋白参与了月季花朵的开放（Takahashi et al.，2007，2009）和花瓣脱落（Sane 

et al.，2007）的过程，但是不同扩张素蛋白与月季花朵开放进程的关联还不清楚。本研究中获得了

月季切花不同 α亚家族扩张素蛋白基因成员，通过对其表达分析、遗传转化等探讨了不同成员与月

季花朵开放的关系和基因功能。研究结果对于探析月季花朵开放机制、扩张素蛋白基因功能等具有

理论和实践意义。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及其处理  

试验于 2011—2013 年间在中国农业大学完成。月季品种‘萨蔓莎’（‘Samantha’）切花采自北

京市昌平区花卉生产基地。在温室中选取花蕾大小和形态一致、生长健壮的枝条进行标记，分别于

开花级数 1 ~ 6 级（马男 等，2005）时采收，采后置于水中 2 h 内运回实验室。在花瓣扩展面积试

验中，1 ~ 6 级花朵的最外层往里第 3 ~ 5 片花瓣为外层花瓣，第 12 ~ 14 为中层花瓣，第 21 ~ 23 层

为内层花瓣。各层花瓣取样后，一部分用透明胶带固定在白色纸上，标识比例尺，迅速扫描成图片，

用计算机识别计算面积，花瓣样本 30 个；另一部分花瓣用液氮冷冻保存，用于提取 RNA 分析基因

表达。 

在乙烯和 1–甲基环丙烯（1-MCP）处理中，取 2 级花枝剪为长 25 cm，并留 3 片复叶，分别插

在盛有蒸馏水的容器中，在 60 L 的密封箱子中进行 10 μL · L-1 的乙烯处理；在 60 L 的密封箱子中，

注水至盛有 1-MCP 干粉的纸杯中，使 1-MCP 溶解并挥发至终浓度 2 μL · L-1。在处理过程中，为防
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止 CO2 的积累，箱内放置 1 mol · L-1NaOH 100 mL 溶液。密封箱置于 23 ~ 25 ℃，分别于处理 0、1、

6、12、18 和 24 h 后迅速取花瓣液氮速冻，保存于–80 ℃的超低温冰箱中备用。每次取 10 枝花。 

拟南芥（Arobidopsis thaliana）为本实验室保存。大肠杆菌（E. coli）菌株 DH5α、农杆菌

（Agrobacterium tumefaciens）菌株 GV3101 为本实验室保存。 

1.2  扩张素蛋白基因的克隆和序列分析 

根据实验室前期的 cDNA 文库中 3 个扩张素蛋白的基因片段序列：JK618328、JK617882 和

JK619325，设计克隆引物。基因的 3′序列使用锚定 3′-RACE（rapid-amplification of cDNA ends）方

法获得；5′序列使用 5′-RACE 的方法获得，全长序列使用 Primer Star 高保真酶（TaKaRa，Japan）

校准。克隆过程中使用的载体是 T-easy（Promege，USA），引物合成和测序均由三博远志生物公司

完成。多重序列比对使用 DNAMAN 软件，系统发育和分子进化分析使用软件 ClustX 和 MEGA5.0。 

1.3  扩张素蛋白类基因的表达分析 

不同层级的花瓣样品和乙烯、1-MCP 处理的 2 级花朵花瓣总 RNA 分别提取后，利用 Powerscript 

reverse transcriptase（Clontech）反转录成 cDNA。选择 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 基因的非保

守区设计特异引物（表 1），用于半定量 RT-PCR 分析。扩增条件：94 ℃预变性 5 min；然后 94 ℃变

性 30 s，退火 45 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。选择月季的泛素基因 RhUBI1

作为 RT-PCR 内标。PCR 产物经 1.2%的琼脂糖凝胶进行分离后用 GoldViewTM 染料染色观察照相，

同时条带用 Alpha Ease FCTM 2200（Alpha Innotech，Version 3.2.1）软件分析。每个时间点样本均设

3 次生物学重复。 
 

表 1  扩张素蛋白基因表达检测引物 

Table 1  Primers of expansin genes for RT-PCR analysis 

编号  

No. 

基因引物  

Primer 
引物序列  

Primer sequence 
退火温度/℃  

Annealing temperature 

1 RhEXPA5-F  5′-ATGGCTCTTACTTCATGCTTAGC-3′ 
2 RhEXPA5-R 5′-GACTGCCTGAAAATGTTTGACC-3′ 

58  

3 RhEXPA6-F 5′-TGGCAGCTTCAGCATTGTCTCT-3′ 
4 RhEXPA6-R 5′-TTGACCCCCTTGGTAAGTCTGG-3′ 

60  

5 RhEXPA7-F 5′-ATGGCTTCTTTGGGGATTCTTCT-3′ 
6 RhEXPA7-R 5′-CTTCCTGTGTATGTCTGACCAAATG-3′ 

58  

7 RhUBI1-F 5′-GCTGCTATTCGCCAGAAAGGA-3′ 59  

8 RhUBI1-R 5′-TCAGGACGAGCACTTCCAGATG-3′  

 

1.4  RhEXPA7 遗传转化拟南芥和转基因植株耐性分析 

将 RhEXPA7 的 ORF 区域从包含全长 cDNA 的质粒上扩增下来，然后用上、下游分别加了 XbaⅠ

和 BamHⅠ的特异引物扩增 RhEXPA7 的 ORF 区域。PCR 产物经过 XbaⅠ和 BamHⅠ酶切后连入 pBIG

载体。构建好的重组质粒被转化到农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）GV3101 中，用花序浸蘸法

浸染培养好的拟南芥（Clough，1998）。拟南芥培养使用的基质是 1︰1 混合的草炭和蛭石；植株放

在 23 ℃、16 h/8 h 光照条件下培养。植株成熟后收集种子利用抗生素筛选阳性植株，选取叶片提取

RNA，反转录后利用 RT-PCR 验证得到转基因株系。选择株系 OE#4 和 OE#6，进一步筛选得到 T3

代纯合体进行转基因植株表型分析。 

ACC 处理幼苗：将野生型、载体对照、过表达株系 OE#4 和 OE#6 的种子播种在 MS 培养基上，
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图 1  月季花朵开放过程中不同层花瓣面积扩展变化 

Fig. 1  The changes in petal areas in different layers during  

rose flower opening 

10 d 后将幼苗转移到含 0、10 µmol · L-1 ACC 的竖直培养板上，7 d 后进行拍照分析。种子萌发试验：

将野生型、载体对照、过表达株系 OE#4 和 OE#6 的种子分别播种在添加了 0、0.5 µmol · L-1 ABA

和 125 mmol · L-1 NaCl 的 MS 培养基上，在 4 ℃下暗培养 3 d 后，取出在 23 ℃、16 h/8 h 光照条件

下培养 15 d 后观察拍照和统计种子萌发率。 

2  结果与分析  

2.1  月季花朵开放过程中不同层花瓣扩展变化 

为了明确月季花朵开放过程中不同层花瓣

扩展的速率，分别测定了 1 ~ 6 级的花朵外层、

中层和内层花瓣的面积。结果（图 1）表明，

外层花瓣在 1 ~ 3 级扩展迅速，在 3 级时就达

到 24.3 cm2，相对 1 级花瓣扩展了 4.3 倍；之

后花瓣面积增加缓慢，从 3 级到 6 级花瓣面积

只增加了约 10%。中层和内层花瓣 1 ~ 5 级基

本呈匀速扩展，5 ~ 6 级扩展面积达到最大；中

层和内层分别达到 22.1 cm2 和 16.6 cm2。综上，

月季花朵开放前期，外层、中层和内层花瓣扩

展速率依次降低；在开放后期，只有内层花瓣

面积依然呈现扩展。 

2.2  月季扩张素基因全长克隆和蛋白同源性比较 

在前期构建的月季花朵 cDNA 数据库（Dai et al.，2012）中，发现了 3 个不同的 α亚族的扩张

素基因片段，序列号分别为 JK618328、JK617882 和 JK619325。本试验中进一步克隆了 3 个基因的

全长，分别命名为：RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7，其开放阅读框（open reading frame，ORF）

长度分别为 762、756 和 729 bp，分别编码具有 253、252 和 241 个氨基酸的扩展素蛋白。用 DNAMAN

软件对氨基酸序列进行比对发现，月季的这 3 个扩张素蛋白基因与拟南芥、烟草、葡萄、草莓、棉

花、杨树和樱桃等物种的 α亚族具有较高的相似性。RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 除了具有在

N 端一个约 40 个氨基酸的信号肽外，都具有 α亚族的扩张素蛋白的两个典型特征保守域：Glycoside 

hydrolase family 45（GH45）的催化域和 Group-2 grass pollen allergens 1 域（图 2）。 

进一步用 MEGA 5.0 软件绘制了包含 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 以及拟南芥 29 个 α亚

族的扩张素蛋白的系统进化树（图 3），可以看出，月季的 3 个扩张素蛋白都属于拟南芥 α亚族的扩

张素蛋白的同一个亚组。RhEXPA5 和 RhEXPA6 与 AtEXP8 同源性高，而 RhEXPA7 与 AtEXP5 同

源性最相近。 

2.3  月季扩张素基因在花朵不同层花瓣中的表达 

月季花朵开放依赖于花瓣细胞的扩展。为了研究 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 基因与花朵

开放的关系，首先检测了在花朵开放过程中，3 个基因在花朵 1 ~ 6 级外层、中层和内层花瓣中的表

达。结果（图 4）表明，在月季花朵从 1 级到 6 级的开放衰老过程中，这 3 个基因在不同层级花瓣

中的表达模式不同。RhEXPA5 在 1 ~ 5 级花朵外层、中层、内层花瓣中 1 ~ 5 级都有表达，只有在花

朵衰老的 6 级花瓣表达明显减弱；RhEXPA6 在各层花瓣中表达量相对最高，在花朵各个级别中都有 
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图 2  RhEXPA5、RhEXPA6、RhEXPA7 基因的推测蛋白序列和其他物种的 expansin 蛋白的序列比对 
VvEXP：葡萄，BAC66694；AtEXPA1：拟南芥，XP_002887242；FaEXP：草莓，ABA62612；GhEXP：棉花，AAM47002；NtEXP：烟草，

AAC96080；PcEXP：樱桃，AAL40354；PpEXP3：杨树，AAR09170。划线区域表示 α亚族 expansin 蛋白的两个保守域。 

Fig. 2  Alignment of the deduced amino acid sequence of RhEXPA5/6/7 with that of expansin proteins from other plants 

VvEXP：Grape，BAC66694；AtEXPA1：Arabidopsis，XP_002887242；FaEXP：Strawberry，ABA62612；GhEXP：Cotton，AAM47002；

NtEXP：Tobacco，AAC96080；PcEXP：Cherry，AAL40354；PpEXP3：Poplar，AAR09170.  

Lines indicate the two conserved domains of α-expansin proteins. 

 
图 3  RhEXPA5/6/7 推测的蛋白序列和拟南芥 α类扩张素家族蛋白的进化树分析 

Fig. 3  Phylogenetic comparison of RhEXPA5/6/7 with Arabidopsis α-expansin proteins  
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图 6  RhEXPA7 基因在不同过表达株系中的表达量 

Fig. 6  RhEXPA7 expression in overexpressing Arabidopsis lines 

 

明显表达；而 RhEXPA7 在花朵开放前期的快速扩展的花瓣中明显表达，如外层的 1 ~ 3 级花瓣和内、

中层的 1 ~ 4 级花瓣，在开放后期的花瓣中表达量迅速减弱。因此，推测 RhEXPA7 的表达与花瓣快

速扩展密切关联。 

 
 

图 4  月季花朵开放过程中不同层花瓣 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 基因的表达 

Fig. 4  Expression of expansin genes in different layers petal during rose flower opening 

 

 

进一步分析 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 在乙烯处理条件下的表达，结果发现乙烯和乙烯

作用抑制剂 1-MCP 处理没有明显改变 2 级花朵花瓣中 RhEXPA5 和 RhEXPA6 的表达；但是乙烯处理

6 h 后明显抑制了 RhEXPA7 的表达，1-MCP 处理维持了 RhEXPA7 的表达水平（图 5）。由此推测，

RhEXPA7 参与了乙烯抑制花瓣扩展的进程。 

 

图 5  乙烯处理 2 级花朵花瓣中 RhEXPA5、RhEXPA6 和 RhEXPA7 基因的表达 

Fig. 5  Expression of RhEXPA5，RhEXPA6，RhEXPA7 genes in petals of stage 2 roses under the ethylene treatment 

 

 

2.4  RhEXPA7 过表达转化拟南芥的功能分析 

为了分析 RhEXPA7 的功能，利用 35S 组成

型启动子构建 RhEXPA7 的过表达载体转化了

拟南芥。用 RT-PCR 检测了 8 个拟南芥转基因

阳性植株中外源 RhEXPA7 的表达水平，结果

（图 6）表明，RhEXPA7 基因整合进拟南芥基

因组并成功表达。进一步选取获得转基因株系

OE#4 和 OE#6 的 T3 纯合体，分别研究了其对

外源 ACC、ABA 和 NaCl 处理的响应。用 10 

µmol · L-1 ACC 处理 10 d 的幼苗，与 WT 和载

体对照比较，ACC 明显增加了 RhEXPA7 转基

因植株的根毛密度（图 7）。在转基因株系种子萌发试验中，所有种子在 MS 的培养基上都 100%萌

发；在 0.5 µmol · L-1 ABA 和 125 mmol · L-1 NaCl 处理下，种子萌发受到抑制，而且 RhEXPA7 转基
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因植株的种子萌发也要明显好于野生型和载体植株的种子（图 8）。上述结果表明，RhEXPA7 基因参

与乙烯信号对植物生长的影响；RhEXPA7 基因过表达拟南芥也可以增加转基因植株对胁迫的耐性。 

 

 

 

图 7  ACC 处理下 RhEXPA7 过表达拟南芥的表型 

在 MS 培养基上生长 10 d 的植株转移到含有 10 µmol · L-1 ACC 的竖直培养板上，生长 7 d 后拍照。 

Fig. 7  Phenotypes of RhEXPA7-overexpressing Arabidopsis under ACC treatment 

Ten-day-old seedling were transferred to MS medium containing 10 µmol · L-1 ACC for 7 days，then the phenotypes were photographed. 

 

 
 

图 8  RhEXPA7 转基因拟南芥在 ABA 和 NaCl 处理下种子萌发 

Fig. 8  Seed germination of RhEXPA7 overexpressors under ABA and NaCl stresses 
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3  讨论  

月季、香石竹等的花朵不同层花瓣的扩展、衰老等有差异，如香石竹的外层花瓣就比内层提前

衰老（Wulster et al.，1982）。本研究中也发现月季外层花瓣在花朵开放前期完成了主要的扩展（图

1）。扩张素类蛋白 expansin 最早是 McQueen-Mason（1992）从黄瓜幼苗下胚轴伸长区中分离纯化出

的一种细胞壁特异性蛋白，可以诱导热钝化的离体细胞壁恢复伸展。扩张素蛋白基因广泛参与了植

物不同的生长发育进程，如细胞生长（Rochange et al.，2001）、叶片伸展（Cho & Cosgrove，2000）、

果实成熟（Brummell et al.，1999）、器官脱离（Cho & Cosgrove，2000；Sane et al.，2007）和植物

响应逆境胁迫（Maddala & Wu，1999；Xu et al.，2007；Kwon et al.，2008）等。 

前人曾就香石竹和唐菖蒲扩张素蛋白基因参与花朵开放和花瓣发育进行了研究和报道（Azeez et 

al.，2010；Harada et al.，2011）。本研究中分离到了 3 个扩张素蛋白基因，具有两个典型的 α亚族

扩张素蛋白保守特征结构域（图 2，图 3）。RhEXPA5/6/7 在不同层级花瓣中都有表达，其中 RhEXPA7

与花瓣的扩展关联最密切（图 4，图 5）。月季切花 α类扩张素蛋白基因 RhEXPA1 主要集中在花朵开

放的 4 ~ 6 级表达；而 RhEXPA2 随花朵开放进程，表达受到抑制（Takahashi et al.，2007；Yamada et 

al.，2009a）。本研究结果表明不同的 expansin 成员与月季开放过程中的花瓣扩展关联有差异；这种

差异在乙烯抑制扩展的花瓣中也得到了验证。 

扩张素蛋白基因在植物不同的生长发育过程、植物胁迫耐性中起作用。如扩展素蛋白通过调节

细胞的生长和扩展而影响了玉米、复苏植物和小麦等失水胁迫耐性（Jones & McQueen-Mason，2004）。

本研究发现 ACC 处理下的转RhEXPA7拟南芥根毛密度增加（图 7）。结合乙烯抑制二级花瓣RhEXPA7

的表达，表明 RhEXPA7 参与了乙烯信号的响应。同时，RhEXPA7 转基因植株在 ABA 和 NaCl 处理

下的种子萌发率也明显优于对照（图 8）。这个结果表明，RhEXPA7 过表达拟南芥也可以增加转基因

植株的胁迫耐性。一般而言，失水胁迫增加细胞壁收缩的能力而伤害了细胞。在干旱胁迫下，拟南

芥叶片通过折叠细胞壁增加细胞壁的延展性来减少干旱所带来的伤害（Jones & McQueen-Mason，

2004）。这可能是因为在胁迫条件下，过表达的扩张素蛋白基因可以增加细胞壁的折叠性，通过提高

细胞壁的延展性来减少胁迫带来的伤害。而关于不同扩张素蛋白基因在细胞扩展过程中作用机制的

差别，还有待进一步的比较研究。 
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