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哈克尼西棉细胞质雄性不育系和保持系花发育不同时期

miRl56及靶基因TBCC的研究
裴文锋，吴建勇，邢朝柱4，郭立平，戚廷香，王海林

(中国农业科学院棉花研究所／棉花生物学国家重点实验室，河南安阳455000)

摘要：本研究以棉花细胞质雄性不育系和保持系不同发育时期的花蕾为材料分析miRl56和预测的靶基因

TBCC(n6胁binding cofactor C)在花蕾中的表达水平及相互关系，并从棉花中克隆TBCC，探讨TBCC在棉

花花粉发育过程中的作用。结果表明，不育系和保持系花蕾中miRl56表达量随花药发育进程而显著增加，

TBCC的表达量在两材料花药发育不同阶段均存在显著差异，其中在保持系中随着花药发育逐渐降低，而在

不育系中该基因的表达水平一直维持在较低水平，推测不育性状可能与TBCC的表达有关。克隆得到TBCC

基因的cDNA全长序列，命名为GhTBCC(基因登录号KC488331)。其CDS长度为1713 bp，编码570个氨基

酸．分子量为62．79 kD，含有保守的TBCC和CARP结构域。GhTBCC与杨树、蓖麻、拟南芥的氨基酸序列相似

性分别为81％、80％、77％。
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MiRl 56 and its Target Gene TBCC in Flower Development of Gossypium harknessfi
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Abstract：This study aimed to analyze the expression level and relationship between miRl56 and its target gene TBCC(Tubulin

binding Cofactor C)in buds of Gossypium at different developmental stage in a cytoplasmic male sterile(CMS)line and its

maintainer line，to clone the flail—length cDNA of the TBCC gene，and to determine the possible role of the TBCC gene in pollen

development．Real—time RT—PCR showed that the expression levels of miRl 56 gradually increased with the development of

pollen between the CMS line and the maintainer line．The expression of GhTBCC was strikingly complementary with the ex—

pression of miR 1 56 in the maintainer line，but showed very low expression levels in the CMS line，which demonstrated that

TBCC is related to male sterility．The full-length cDNA sequence of TBCC was cloned from the buds ofthe maintainer line，and

the gene was named as GhTBCC．The CDS of GhTBCC is 1713 bp and encodes a predicted protein of570 amino acids with a

predicted molecular weight of 62．79 kDa．Conserved TBCC and CARP domains were observed in the predicted protein se—

quence．GhTBCC showed 81％，80％，and 77％sequence similarity to the TBCC protein sequences of Populous trichocarpa，

Ricinus communis，and Arabidopsis thaliana，respectively．
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在棉花胞质不育材料中哈克尼西棉胞质不

育系败育彻底、能够稳定表现不育特性。本课题

经过多年育种试验成功将其应用于三系配套，培

育出优质抗虫转基因杂交棉——中棉所83t11。但
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由于对胞质不育材料的不育机理尚未研究清楚，

限制了恢复系的选择、不育系材料的改良，一定

程度上阻碍着三系杂交种的改良和推广应用。

MicroRNAs(miRNAs)通过剪切或抑制对生物体

转录后的基因表达调控起关键作用【2]，参与生物

体的各种生物学过程，包括染色体的消除和重排、

染色质修饰[31、DNA的复制、细胞周期【4】以及基因

的表达调控等。本课题魏娟等[5]已经通过Solexai贝0

序比较了不育系和保持系花蕾在花粉母细胞时

期的miRNA变化，发现miRl56有较明显差异。

miRl56控制着植物从营养生长至生殖生长

的转变[6]，在拟南芥和玉米的成花转变过程中扮

演着重要角色，拟南芥的营养生长早期miRl56高

水平表达，然后表达水平降低[7]。目前公认miRl56

靶基因是SPLs家族基因．拟南芥中有10个SPLs

基因存在miRl56的靶位点，这些SPLs基因通过

对MADS box基因的表达调控控制着植物从营养

生长向生殖生长的转变【8】。在ABC开花模型中，不

同的MADS—box转录因子形成四聚体复合物控

制下游基因的表达，调控花发育tgl。SPL家族中的

SPL 9和SPL 10能够正调控miRl72e的表达，间

接影响开花诱导[10]。在水稻中过表达miRl56导

致苗期延长及晚花，产生额外的分支和花序【111。组

成型表达抗miRl56的SPL基因则能促进幼年期

向成年期的提前转变和提前开花[10,12]。sPL家族中

的驴L8基因突变后会导致半不育表型【13]。

2010年Naya等在苜蓿中确定miRl56的新

靶基因WD-40【14】。miRl56除了调控靶基因JSPL_s

的表达外，可能还存在其它靶基因的参与导致哈

克尼西棉胞质不育系的败育过程。本文通过靶基

因预测工具在棉花EST库中预测得到一个新的

靶基因Tublm binding colactor C(TBCC)。Hela

细胞中TBCC基因突变后导致由微管形成的纺

锤体表现异常[151。纺锤体是减数分裂过程中的重

要参与者，在创制多倍体材料时也采用通过秋水

仙素抑制纺锤体的形成导致染色体数目加倍诱

导出多倍体植株。

对人和植物中的TBCC蛋白进行分析发现，

人类中TBCC蛋白(AAHl7479．1)的C端结构域

有一个位于CARP结构域后第14位保守的精氨

酸(262R)，其可能以精氨酸指状结构参与微管蛋

白的GTP水解作用[15]。通过NCBI对TBCC保守

结构域的空间结构模型进行观察，发现植物中

(以拟南芥为例)的CARP结构域后存在第12位

的精氨酸(389R)，而相应第14位大部分被半胱

氨酸(391C)代替；但空间结构上这两个位点均位

于B片层的外侧，位置彼此紧邻，可以初步判定

389R为植物相应的精氨酸指状结构(图1)。精氨

酸指在TBCC功能实施中非常重要，人类中

TBCC结构域的262R被替换后导致TBCC失去

触发微管蛋白的GTP酶活性，同样含有TBCC

结构域的RP2蛋白的精氨酸指突变后导致视网
膜衰退【16]．可见TBCC基因在维持细胞及生物体

的正常功能中有重要作用。因此，TBCC基因的

表达可能与棉花雄配子发育也存在很大关系。为

探讨此问题，有必要对TBCC基因在棉花花蕾

发育不同时期的表达模式和基因结构进行相应

分析。

1 材料与方法

1．1 材料

哈克尼西棉胞质不育系(ZBA)和保持系

(ZB)由中国农业科学院棉花研究所提供。材料于

2011年4月下旬种植于中国农业科学院棉花研

究所实验地(河南安阳)，按照常规方法进行田问

管理。7月份进入盛花期时分别取长度为l mm、

2 mm、3 mm、4 mm的不育系和保持系小花蕾，花

蕾长度以剥去苞叶后留下印痕处至花蕾顶端计

量，花蕾剥掉花萼花瓣及底部胚珠部分储存于

--80℃超低温冰箱中保存。将两材料培养于光照

培养箱中，同等浇水、光照管理，至三叶期分别取

根、茎、叶储存于--80℃超低温冰箱中保存。

1．2 方法

1．2．1总RNA的提取。采用Total RNA Purifi．

cation Kit(LC Sciences，USA)提取不同时期花

蕾总RNA用于miRNA荧光定量分析：采用柱

式植物RNAout提取试剂盒(天恩泽，北京)提

取花蕾总RNA用于靶基因TBCC荧光定量分

析。经Nano Drop 2000(Thermo，USA)检测核酸

纯度，利用1％琼脂糖凝胶电泳和Experion全

自动电泳系统(Bio—Rad，USA)检测总RNA的

完整性。
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该图为人的TBCC保守域结构，绿色部分为图6中氨基酸残基所处位置，红色部分为人的TBCC重要位点262R，在

大部分植物中该位点转移至相应人的TBCC的260Q处。

Ribbon displays of human TBCC domain，and TBCC with the residues for the same part of Fi96 and shown with the green

colours，262R，the critical site ofTBCC domain in human，was shifted to the site 260Q in most ofplants(both ofthem shown with

red colours)．

图1 TBCC保守域的结构模型

Fig．1 Surface property of TBCC conserved domain

1．2．2 miR^阴反转录。miRl56序列为UGACA—

GAAGAGAGAGAGCACA，长度为2Int．采用特

异性茎环引物进行反转录(RT)，茎环引物为GTC

GTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCCACT

GGATACGACGTGCTC， 采用PrimeScript RT

reagentKit(TaKaRa，大连)进行反转录，反应体系

为lO斗L：denatured total RNA 1斗L；5xPrime Script

Buffer2肛L；RTEnzymeMix 1 0．5 ILL；10ixmol·L。

RTPrimer0．5 ILL；加无菌超纯水至10¨L。PCR反

应程序为42℃25min，85℃5 s。

1．2．3 miRl56荧光定量。miRl56的引物为F：

CAGGGTCCGAGGTATTCG．R：CCGCGTGACA

GAAGAGAGAG：内参基因根据Chen[17】提供U6

序列．采用primer 5．05设计引物U6．F：CATTTC

TCGATTTGTGCGTGTC；U6一R：GGGG ACATCC

GATAAAATTGG。采用SYBR Premix Ex TaqTMII

试剂盒(TaKaRa，大连)和Realplex荧光定量仪

(Eppendorf,Germany)进行荧光定量反应，反应体

系为20斗L：10 xSYBR premix Ex TaqTM II 10

IxL；10 i山mol·L。1引物各0．5 ILL；模板2斗L；加无

菌超纯水至10仙L。每个反应重复3次。定量PCR

反应程序为：95℃2 min，95℃5 S，58℃20 S，72

℃8 S，40个循环。对miRl56扩增产物直接连接

至Pmdl8一T载体(TaKaRa，大连)，阳性质粒经菌

液PCR验证后送天一辉远生物科技有限公司测

序确定准确性。采用2。△△Q法计算相对表达量的

高低，由于miRl56在各个组织中表达量差别较

大，采用Wei等f18】的方法对相对表达量取l092值

作图。

1．2．4靶基因预测。通过靶基因预测工具psR—
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NATarget (http：／／biocomp5．noble．org／psRNATar

ge仰在棉花EST库中预测miRl56靶基因。

1．2．5 TBCC基因反转录圾荧光定量。反转录采

用Reverse Transcription System试剂盒(Promega,

USA)，操作过程按照说明书进行；荧光定量试剂盒

同miRl 56，荧光定量引物F：CAAGCTGATGAA．

GAGGCCCA；R：GGAACTCCTCCTGATCCCTT．

A，内参actin基因引物F：ATCCTCCGTCTTGAC．

CTTG；R：TGTCCGTCAGGCAACTCAT。定量PC．

R反应同miRl56，仅将72℃8 S更改为20 S。

1．2．6 RACE法得TBCC基因全长。RACE

(Rapid—amplification of cDNA ends)采用SMAR

TerRACE试剂盒(Clontech，Japan)，5’RACE引

物：CAACTCTTACAGCCTTGCCAACAGC：3’R

ACE引物：TCCAAGTTCTGCCAAAGCCTCAC。

RACE采用保持系花蕾RNA。全过程按照说明

书进行。PCR产物经1．0％琼脂糖凝胶电泳．回

收目的片段后连接至Pmdl8一T载体，阳性质粒

经菌液PCR验证后送天一辉远生物科技有限公

司测序。

1．2．7 TBCC序列分析。通过NCBI BLAST

(http：／／blast．ncbi．nlm．nih．gov／)对测序结果进行检

索；利用DNAMAN进行测序后序列拼接和多物

种TBCC基因氨基酸序列多序列比对，利用

MEGA5．05序列比对软件进行1000次重复构建

NJ树：ORF Finder(http：llwww．ncbi．nlm．nih．gov／

gorf／gorf．html)进行开放阅读框查找和相应氨基

酸序列确定；利用在线服务软件ExPASy(http：

／／web．expasy．org／cgi-bin／compute_pi／pi_t001)推测

TBCC编码蛋白的理论分子量及等电点：通过信

号肽预测网站http：／／www．cbs．dtu．dk／services／Sig．

nalP／进行信号肽预测；通过http：／／psort．hgc．jp／

form．html进行亚细胞定位分析：通过NetPh02．0

(http：／／www．cbs．dtu．dk／services／NetPhos／)和Net-

NGlvc 1．0(http：／／www．cbs．dtu．dldservices／NetNG．

1yc／)预测磷酸化和糖基化位点：通过利用TMH

InlTl 2．0 Server(http：／／www．cbs．dm．dk／services／

TMH mm／)进行跨膜结构域预测；利用MEME

(http：／／meme．nbcr．net／meme／cgi-birdmeme．cgi)进

行多序列保守域分析：利用Cn3D软件进行蛋白

空间结构观察。

2结果与分析

2．1 胞质不育系和保持系miRl56及靶基因

丁BCC的定量结果

2．1．1 RNA纯度检测。总RNA经1％琼脂糖凝

胶电泳检测28 S亮度约为18 S亮度的2倍，经

Bio．Rad的Experion全自动电泳系统检测得分均

超过90分，说明RNA质量可靠，可进行后续步骤。

2．1。2两材料中miRl56的实时荧光定量PCR。

miRl56在不育系和保持系花蕾4个发育时期的

荧光定量PCR检测结果表明．miRl56随发育过

程的进行表达量呈几何倍数增加：在1 1TIna、3 mln

时期不育系的miRl56表达量比保持系少。尤其

在3 mm时期表达量有极显著差别。与本课题在

花蕾3 mm时期的miRNA测序结果相一致。推测

miRl56的表达量变化可能导致细胞质雄性不育

(图2)。经菌液测序，去除载体序列后与miRl56

序列比对发现，扩增产物确实为miRl56。
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图2 miRl56在不育系ZBA和保持系ZB不同发育时

期花蕾中的差异表达

Fig．2 The expression of miRl 56 at different length

bud of CMS line(ZBA)and maintainer line(ZB)

2．1．3 靶基因预测。通过预测工具预测得到miR1 56

一个新的靶基因TBCC(ES822882．1)(图3)，打开

配对位点的最大能量值(UPE)为17．107kcal·mol～。

miRNA 20 UACGAGAGAGAGAAGACAGU 1

：： ．： ：：：：：：：：．：：：：：

Target 636 AUAUUAUCUCUCUUUliGUCA 655

图3 miRl56与靶基因TBCC预测结果

Fig．3 The prediction of target gene and miRl 56

2．、A两材料中靶基因TBCC的实时荧光定量

PCR。对不育系和保持系中花蕾四个发育时期
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TBCC基因的表达进行荧光定量PCR检测(图

4)．结果显示在花蕾发育初期两材料间就有极明

显的差异，长度为1 mrn、2 mm时保持系的表达

量分别是不育系的17．67倍和7倍。不育系的表

达量一直维持在较低水平(均为1左右)，表明花

蕾发育初期不育系TBCC基因的表达就出现异

常。保持系中阳CC基因的相对表达量从1 mm

的17．67降到2 mill的6．55，又降到3 mm的

0．87，表达量呈急剧下降趋势与miRl56在花蕾

中的表达量呈显著负相关。可初步判定TBCC基

因为miRl56的靶基因，并且作用方式为切割降

解。对两材料根、茎、叶组织进行TBCC基因荧光

定量检测发现两材料在不同组织中均有表达，并

且表达量无显著差异。TBCC基因在根、茎、叶中

的表达量与正常的1 mm和2 mm不育系花蕾相

比均较低(图4)。
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图4 TBCC在不育系ZBA和保持系ZB不同发育时期

花营中的差异表达及茎、根、叶中的表达

Fig．4 Th，e expression of TBCC at different develop—

ment stage in buds of CMS ne(ZBA)and maintainer

line(ZB)and stem，root，leaf of them

2．2 丁BCC基因全长获得及生物信息学分析

2．2．1 阳∞基因全长获得。3’RACE结果得到
一条约l 100 bp的特异片段谱带(图5A)，克隆测

序结果表明该片段长度为1139 bp，其中包含有

32个碱基的polyA尾巴和3’端接头引物序列，

说明已经到达3’末端。同样5’RACE得到l条约

1200 bp片段特异谱带(图5B)，克隆测序结果表

明该片段长度为1233 bp，除去接头引物序列得

到长度为1180bp的5’端序列。将5’和3’RACE
得到的序列进行拼接，得到一条完整的cDNA序

列．长度为2044 bp。在此基础上在5’和3’端分

别设计引物进行cDNA全长特异扩增，获得约

1800bp的特异谱带(图5C)。经多次测序，排除个

别碱基错配及测序误差后最终获得精确的棉花

TBCC基因序列，将该序列命名为GhTBCC。该

序列的编码区(Coding sequence，CDS)长度为

1713 bp．编码570个氨基酸，5’端和3’端分别有

47 bp和284 bp的非翻译区。5’UTR序列经RN

AFolder mttp：lima．tbi．univie．ac．at／cgi_bin／RNAf ol

d．cgi)分析发现一12 bp至起始密码子前的一段序

列能够相互配对形成特殊的小颈环结构，该结构

可能介导RNA与核糖体结合，启动蛋白质翻译。

A M 1 B 1 M C M 1

．-2000 bp

2001)bp·

‘一1000 bp

10()0 bp—'

A：3’RACE扩增产物；B：5’RACE扩增产物；C：1BCC
全长扩增产物

A：3’RACE amplification product：B：5’RACE amplifi
cation product；C：Full-length amplification product of TBCC．

图5棉花花蕾中丁BCC基因扩增结果

Fig．5 products of amplification of TBCC gene from

the bud of Gossypium

2．2．2 G矗乃CC生物信息学分析。利用在线服务

软件ExPASy推测TBCC编码蛋白的理论分子

量为62．79 KD，等电点为5．19。采用人工神经网

络算法对仍CC基因编码的蛋白进行信号肽的
预测．从该蛋白的N端至第70位氨基酸之间剪

切位点分值(C—Value)0．166和综合剪切分值

(D—Value)0．139均小于剪切值0．450，即无明显

峰值。说明该蛋白的N端不存在剪切位点，表明

其不包含信号肽。推测其为非分泌蛋白。通过亚

细胞定位分析得到定位在胞质中的可能性为

0．65，可初步推断该蛋白在胞质中表达。通过

NetPh02．0预测共得到32个磷酸化位点

(Phosphorylation sites predicted：Ser：24 Thr：2

Tyr：6)。用NetNGl一yc 1．0预测该蛋白没有糖基

化位点。通过利用TMH mm 2．0 Server对TBCC

编码的蛋白进行跨膜结构的预测，结果显示无跨

膜结构。利用BlastP在线比对该氨基酸序列并和
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拟南芥中的TBCC(XP 002876443．1)比较，确定

片段335—449和342．379分别对应TBCC蛋白结

构域和CARP(Cyclase—associated proteins)结构

域。采用在线软件MEME对棉花和拟南芥

(XP 002876443．1)、杨属(xP 002323291．1)、蓖

麻(xP 002532335．1)、葡萄(CBD0042．3)、大豆

(XP 003554198．1)、苜蓿(xP 003625224．1)、高

粱(xP 002453473．1)、玉米(ACN30975．1)、水稻

(NP 001058077．1)、短柄草(XP 003563624．1)、

大麦(BAJ90629．1)、卷柏(XP 002964936．1)、小

立碗藓(XP 00177 8693．1)共14条氨基酸序列进

行保守域分析，共得到3个保守域，在棉花中的

保守域片段为145—194、379—428、444．493，其中片

段379．428在TBCC蛋白结构域上(图6)。

将丁BCC基因编码的氨基酸序列在NCBI

中进行BlastP比对，发现与其他物种的该蛋白氨

o l上
∞卜尊

基酸序列具有很高的一致性，其中与杨树、蓖麻、

拟南芥的相似性分别为81％、80％、77％。用

DNAMAN对上文用于保守结构域分析的13条

氨基酸序列以及棉花的TBCC编码的氨基酸序

列进行多重比对．结果表明陆地棉种的TBCC和

其他物种的该蛋白存在很高的保守性。利用

MEGA5．05进行系统进化分析。绘制进化树(图

7)，可以分为3类：1)分属于蕨类和藓类的卷柏

与小立碗藓属于一类：2)单子叶植物纲的玉米、

高粱、水稻、大麦、短柄草属于一类，进化分支图

与John等根据基因组直系基因对做出的进化树

基本一致[191。3)双子叶植物纲的杨树、蓖麻、葡萄、

棉花、拟南芥、大豆、苜蓿属于一类。在双子叶植

物类中同属于金虎尾目的杨树和蓖麻聚在一条

分支上，同样，同属于豆目的苜蓿与大豆聚在一

条分支上。

⋯叭㈥

瓮2；g鬻盈嚣霉豁器蛊
Kl^l|l
灞

霉留霉

横坐标表示氨基酸的顺序，纵坐标为bits值，某字母的高度为该位点此氨基酸的bits值。

X—axis shows the sequence of amino acid，Y—axis shows the bits．The height ofthe individual letters in a stack is the bits of

the amino acid．

图6 14种不同植物TBCC功能域中部分氨基酸比例

Fig．6 The rate of amino acids of motif of TBCC consewed domain in 1 4 plants
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图7『BCC基因在棉花及其它作物中的进化分支图

Fig．7 Phylogenetic analysis of GhTBCC amino acids

sequence and other proteins

3 讨论

从Levings和Pring[20]根据玉米T型CMS系

统的研究结果提出线粒体DNA就是CMS因子

的载体以来，很多科学家进一步证实线粒体基因

，组的变异或特异的线粒体基因表达会导致雄性

不育【21垅]。哈克尼西棉胞质雄性不育系基因来源

于哈克尼西棉的胞质基因和陆地棉的核基因，由

于质核关系的不协调导致线粒体内自由基的产

生并大量积累，并对线粒体的酶活系统造成一定

的损害，如维持线粒体内膜的电化学梯度的Na+，

K+-ATP酶和Ca2+-ATP酶p241．导致基质电子密度

降低，线粒体内室肿胀，产生基质空泡等组织学

I■n¨¨譬In¨¨¨¨n
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可观察到的现象f翻。另一方面线粒体功能的失调

可能导致胞内的一些信号转导．如导致miRl56

的表达量上升，抑制SPL3、SPL4、SPL5基因的表

达㈣以及TBCC基因。和逆境环境一样，质核互作

也可以认为是一种自身原因导致的逆境。有研究

表明超量表达的miRl56能够增强拟南芥的耐盐

性∞，可见miRl56不仅是生长发育转变的重要

影响因子更是一种逆境响应的microRNA。

miRl56表达量在植物的幼年期比较高，然

后在开花转变时期则表达量降低18301。本研究中．

两材料1 1Tim至4 mm长的花蕾中miRl56的表

达量均急剧上升，与Xing等在拟南芥的减数分

裂过程中对miRl56进行GUS时空表达分析发

现miRl56在分裂时期有明显的GUS表达信号1”J

相符合。可见在植物的生育期中miRl56的表达

模式可能是前期持续高表达，然后在开花转变时

期则降低，随后在花器官的原生组织形成后又表

现上升趋势。初步推测在花发育阶段中miRl56

起作用的时期主要是花器官原生组织形成时期。

不育系3 mm时期花蕾miRl56的表达量明显低

于保持系，可能造成花药组织的代谢异常．最终

导致雄性不育现象。本研究中不育系TBCC基因

的表达量一直处于较低水平。表明该基因从花药

发育的早期就出现异常，可能是在花蕾发育早期

该基因就受到某种调控导致表达量低。在保持系

中花药发育早期TBCC基因表达量很高，可能是

为后期花粉母细胞增殖及减数分裂提供足够的

微管二聚体，随着花粉母细胞减数分裂的起始．

miRl56的表达量不断增加，miRl56开始作用于

TBCC基因，导致该基因降解，在荧光定量PCR

试验中表现m表达量下降的趋势。

微管在细胞的形态发生、细胞分化、胞内运

输、细胞骨架、形成纺锤体等细胞学过程中有重

要作用。微管的形成首先需要0／．．、B。微管蛋白分

别在TBCD和TBCE因子的协助下才能相互结

合，然后在TBCC蛋白因子的作用下以GTP水

解功能正确折叠成异二聚体。最终不对称的异源

二聚体以不同的结构和极性首尾相接螺旋盘绕

最终形成微管。其中的关键步骤是TBCC催化下

的二聚体形成过程127。281。TBCC蛋白主要定位于细

胞质中f29】．但是在细胞分裂期则主要集中于中心

体上(15j。微管的浓度在丁BCC突变体和野生型拟

南芥间有显著差异[291。对佃CC基因进行RNAi

干扰，有丝分裂时期的细胞纺锤体缺失。细胞呈

观多极化现象，随后出现细胞凋亡现象．经过72

h细胞数量比对照明显减少[9】。在本研究中，不育

系和保持系的根、茎、叶中的TBCC表达量无显著

差别，而在花蕾发育初期就表现出明显差别。可能

由于在不育系花蕾发育初期TBCC的表达量较

低，不能为后期花粉母细胞增殖以及减数分裂提

供足够的微管二聚体，导致细胞分裂异常。进而诱

导花粉母细胞内源性细胞程序性死亡。

miRl56从造孢细胞增殖期到减数分裂完成

这一过程中表达量依次升高．TBCC基因表达量

降低，初步确定阳CC基因为miRl56的靶基因。

作者下一步工作将构建抗miRl56的TBCC基因

载体，从而通过转基因过表达TBCC基因来进一

步分析该基因与miRl56的关系，以及TBCC基

因在减数分裂过程中的重要性。
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