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摘要：【目的】通过研究钙调素 mRNA 在梨（Pyrus pyrifolia NaKai）子房和幼果中的表达特性，探讨其在

盛花后子房和幼果发育中的生理作用。【方法】以 10 年生黄花梨盛花前后子房和幼果为试材。Northern 杂交检测

钙调素基因表达水平。mRNA 原位杂交进一步检测钙调素 mRNA 在梨子房和幼果发育过程中组织特异性表达。【结果】

Northern 杂交结果表明，钙调素基因在梨子房和幼果中的表达水平，花前逐渐上升，至盛花时最高，花后又下降。

mRNA 原位杂交结果表明，钙调素 mRNA 在梨果中的表达多集中于果皮、果肉、胚珠和果肉微管组织，而在果心的

表达较少，且表达水平为果皮>果肉>果心，珠心>胚囊>珠被。在细胞水平上，钙调素 mRNA 的表达主要集中于细胞

的胞间隙和胞间层及细胞核；钙调素 mRNA 的表达水平在各组织不同发育阶段也表现为盛花时最高，花前稍高于花

后。【结论】钙调素 mRNA 在梨子房和幼果中大量表达，以盛花期最高，表达的部位主要集中在果皮、果肉、胚珠、

维管束、细胞间隙及胞间层。钙调素 mRNA 在盛花期子房/幼果中的大量表达，可能与果实钙的增加有一定关系。 
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Expression of Calmodulin mRNAs in                      
Ovaries and Fruitlets of Pear 
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Abstract:【Objective】In order to investigate the physiology roles of calmodulin during the ovaries and fruitlets development 
after blossoming, the temporal and spatial expression pattern of calmodulin mRNA in pear (Pyrus pyrifolia NaKai) ovaries and 
fruitlets was studied. 【Method】The ovaries and fruitlets before and after flowering of ten-year-old ‘Huanghua’ pear (Pyrus pyrifolia 
NaKai) were used as materials to detect the expression level and localization of calmodulin gene via northern hybridization and 
mRNA in situ hybridization. 【Result】The expression level of calmodulin gene was higher before flowering, reached a peak at full 
blossom, and then decreased after flowering. mRNA in situ hybridization showed that calmodulin mRNA was located on the pericarp, 
flesh, ovule and flesh vascular bundles, while expression signal could not be detected at core. The expression levels of calmodulin 
mRNA were as follows from high to low: pericarp, flesh and core, nucellus, embryonic sac and integument. At cellular level, 
calmodulin mRNA located at nucleolus, interstitial space and intercellular layer. The highest expression level in different tissues was 
found at full blossom, followed by before blossom and after blossom.【Conclusion】Calmodulin mRNA accumulated mainly in 
ovaries and fruitlets, and reached the highest at blossoming. It was located mainly on the pericarp, flesh, ovule, vascular bundles, 
interstitial space and intercellular layer. Results revealed that perhaps the high expression of calmodulin in ovaries and fruitlets at 
blossoming related to the calcium uptake. 
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0  引言 

【研究意义】钙调素（CaM）是真核生物中普遍

存在的保守且高度特异性的钙结合蛋白，是胞内 Ca2+

结合的主要受体[1]，与 Ca2+结合作为第二信使调节一

系列生理活动[2]。探讨钙调素 mRNA 在果实发育早期

的表达，对了解 CaM 在这一活跃时期的生理作用具有

重要意义。【前人研究进展】迄今的一些研究表明，

在土壤和树体均不缺钙的情况下果实也可能缺钙，原

因可能与果实发育过程中钙转运机制有关[3]。有些报

道显示钙的吸收可能是一个与植物激素相关的途径
[4,5]， 外源加喷 GA 和 IAA 均可促进苹果果肉质膜微

囊 Ca2+-ATPase 活性和钙离子吸收，这可能是通过对

果肉质膜微囊上紧密结合的 CaM 起作用[6]，用 CaM
抑制剂处理可阻止 IAA 处理的玉米对钙吸收，但 CaM
是否直接参与激活钙离子吸收或还有其它机制还不清

楚[7]。梨和苹果等发育过程中钙吸收主要发生在果实

生长前期即幼果期，受精作用促进果实 Ca 和 CaM 含

量的增加[8~10]，在水稻和烟草上也发现受精作用促进

胚囊 CaM 含量的增加和钙含量的改变[11,12]。【本研究

切入点】CaM 基因是一类分布广泛的非特异表达基

因，且必须和 Ca2+结合后才具有生理活性，但在不同

组织不同发育时期的表达水平存在明显差异 [13]，

mRNA原位杂交可在一定程度上反映钙调素的动态与

调控机理。【拟解决的关键问题】本研究以钙调素

mRNA 在盛花前后梨子房和幼果中的表达，来探讨

CaM 对幼果期钙含量增加的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
供试材料取自华中农业大学附属农场 10 年生黄

花梨（Pyrus pyrifolia NaKai），分别采集其盛花及盛

花前后的子房和幼果，1～5 d 采 1 次，共 5 次。将取

好的材料一部分立即用 FAA（10%甲醛、70%乙醇、

5%冰乙酸）固定，另一部分用液氮速冻后置-70℃冰

箱保存备用。 
1.2  试剂 

Smal、HindⅢ、KpnⅠ和 EcoRⅠ内切酶、RNase 
inhibitor、T3 和 T7 RNA 聚合酶等均购自 MBI 公司, 
BSA、硫酸葡聚糖为 Sigma 分装，去离子甲酰胺、地

高辛标记检测试剂购自 Roche 公司，其它常规试剂均

为国产分析纯。 
1.3  方法 

1.3.1  RNA 的提取  黄花梨子房和幼果 RNA 的提取

参照 Kiefer 等[14]和 Xu 等[15]的 CTAB 法，并略加修改。

取 1～2 g 低温保存的样品，液氮研磨后，加 10 ml 65℃
预热的提取缓冲液（2% CTAB，2% PVPK30，0.1 
mol·L-1 Tris-HCl（pH 8.0），25 mmol·L-1 EDTA（pH 
8.0），2.0 mol·L-1 NaCl，0.5 g·L-1亚精胺，4% β-巯基

乙醇）。充分混匀后 65℃水浴 2 min，室温冷却。依

次加入 0.1×体积的 3 mol·L-1 NaAC（pH 5.2）、等体

积的氯仿/异戊醇（24﹕1），缓慢摇动 10 min 使充分

混匀。4℃     5 000 r/min 离心 10 min。取上清至 50 
ml 离心管中，加入等体积的氯仿/异戊醇（24﹕1）再

纯化 1 次。在上清液中加入 10 mol·L-1 LiCl 使终浓度

为 2 mol·L-1。-20℃沉淀 3 h 以上，4℃ 5 000 r/min 离

心 10 min。沉淀用 75%乙醇浸泡过夜，风干沉淀后溶

于 200 μl DEPC-H2O 中。 
1.3.2  Northern 杂交  Northern 杂交按分子克隆

实验手册第三版的方法进行[16]。取28 μg总 RNA 95℃
变性 10 min，印迹转移法将其转移到尼龙膜上。以温

州蜜柑（Citrus unshiu Marc.）钙调素 cDNA[17]为探针，
32P-dCTP 标记。42℃先预杂交 6 h，加入同位素标记

的探针后，42℃杂交 16～24 h。 
1.3.3  mRNA 原位杂交  材料经 FAA（10%甲醛、70%
乙醇、5%冰乙酸）固定，常规乙醇系列脱水与石蜡切

片，切片厚度 8～10 µm。 
钙调素 cDNA 由岳海林等从温州蜜柑（Citrus 

unshiu Marc. ）幼果中分离，克隆在 PMD18-T 载体上[17]。

经 SmaⅠ和 HindⅢ双酶切后重新插入 pBlue SKⅡ载

体。探针标记按照地高辛标记试剂盒说明进行。 
原位杂交参照陈绍荣等[18]的方法，略有修改。将

干燥的石蜡切片脱蜡、复水，经 50 mmol·L-1 Tris-HCl
（pH 7.6），5 min；1 µg·ml-1 Proteinase K，20 min；
0.2%甘氨酸，2 min；1×PBS，2×5 min；0.2 mol·L-1 
HCl，20 min；2×SSPE，2×5 min；DEPC-H2O，2×5 
min；含 1%牛血清白蛋白的 10 mmol·L-1 Tris-HCl（pH 
8.0），10 min；DEPC-H2O，2×5 min；再经 30%、

50%、70%、95%、100%乙醇系列脱水，每级 2 min，
室温凉干。60℃下与探针杂交 12～16 h。含 1% BSA
的 anti-DIG-AP 进行免疫反应，BCIP/NBT 显色观察。 

2  结果与分析 

2.1  钙调素在子房/幼果中的表达 

2.1.1  Northern 杂交  以柑橘钙调素 cDNA 作为探

针对盛花前 3 d、1 d、盛花、盛花后 3 d 和盛花后 8 d
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的梨子房和幼果总 RNA 进行 Northern 杂交，结果显

示，钙调素 mRNA 在盛花前子房中的表达水平花前较

高，盛花时达到最高，随后又下降（图 1）。 
 

 
 
-3、-1、0、3 和 8 分别表示盛花前 3 d、花前 1 d、盛花、花后 3 d 和花

后 8 d 
-3, -1, 0, 3 and 8: Three days before flowering, one day before flowering, 
full blossom, three days after flowering and eight days after flowering, 
respectively 

 
图 1  Northern 杂交 
Fig. 1  The result of Northern blot 

 

2.1.2  组织原位表达  以地高辛标记的钙调素反义

链 RNA 作为探针进行 mRNA 原位杂交，信号显示为

蓝紫色，而以钙调素正义链 RNA 作为探针进行杂交

时没有颜色（图 2F，图 3、图 4 和图 5-D），以此为

阴性对照。由图 2 可见钙调素 mRNA 在盛花前后的梨

子房和幼果中均有表达，其表达水平存在时空差异，

盛花前钙调素的表达呈上升趋势，盛花后则趋向下降，

这与 Northern 杂交的结果相一致。 
2.2  钙调素 mRNA 在子房和幼果中表达的部位 

由图 2 可见，钙调素 mRNA 在梨子房和幼果中的

表达多集中于果皮、果肉、胚珠和维管组织，而在果

心部位的表达较少。 
在胚珠中，钙调素 mRNA 在珠被、珠心和胚囊细

胞中均有表达，在珠心细胞中的表达水平最高，胚囊

中次之，珠被中最低（图 3-A、B、C），受精后珠被

中已无表达（图 3-C）。 
在果肉组织中，钙调素 mRNA 的表达水平为：果

皮＞果肉＞果心（图 2 和图 4），且钙调素多集中在

分裂旺盛的细胞如珠心细胞等（图 3-A、B、C），果

肉维管组织中的表达水平也很高（图 5-A、B、C）。 
在细胞水平上，钙调素 mRNA 主要集中于细胞的

胞间隙和胞间层（图 4 和图 5 中箭头所示）及细胞核

中表达，在盛花期的导管细胞内也有少量表达（图

5-B）。 
2.3  钙调素 mRNA 在子房和幼果中表达时期的动态变

化 

盛花前随着花器的发育，钙调素 mRNA 在梨子房 

和幼果中的表达有所增加但变化不大，盛花时的表达

量达到最高，至花后 3 d 表达量下降（图 1）。 
胚珠：钙调素 mRNA 在受精前随着花器的发育在

胚珠的珠被细胞中有少量表达（图 3-A），盛花时大

量表达（图 3-B），花后没有表达（图 3-C）；珠心和

胚囊中的表达在花前较少，盛花时达到最高，花后次

之，其表达量高于花前（图 3）。 
果皮和果肉：钙调素 mRNA 在果皮和果肉中的表

达，在花前随着花器的发育均有较高表达，盛花期达

到最高，盛花后 3 d 开始下降，花后第 8 天最低（图 2
和 4）；钙调素 mRNA 在果肉导管组织中的表达盛花

前较低，盛花时达到最高，此后又有所下降（图 5）。

果心部位在受精前后均没有表达（图 2 和 4）。 
细胞水平：钙调素 mRNA 在盛花前后的果肉细胞

胞间层和胞间隙中均大量表达，差异不明显（图 4 中

箭头所示）；在导管细胞胞间层和胞间隙中的表达盛

花时最高，花前次之，花后最低（图 5 中箭头所示），

在盛花期的导管细胞内也有少量表达（图 5-B）；在

分裂旺盛的细胞核中一直保持较高的表达水平（图 3
和图 4）。 

3  讨论 

3.1  钙调素 mRNA 的表达与 Ca2+吸收 
前人研究认为钙吸收主要通过蒸腾作用，由于果

实的蒸腾作用小于叶片的，所以果实的钙含量低于叶

片的。但往往生长旺盛的部位如幼果、幼叶等的蒸腾

作用较小，而吸收的钙却较多，这里就有一个钙吸收

的机制问题。生长激素是参与和促进果实钙吸收的主

要原因之一，生长素可通过共质体途径将钙逆向运输

至果实[19]。刘剑锋等[9]认为受精促进果实钙的吸收，

可能与 IAA和GA3同时参与受精前后树体中的钙向幼

果（子房）的运输有关。而果实钙含量往往果皮高于

果肉，种子和果心居中[3]。本研究通过 mRNA 组织原

位杂交从组织和细胞水平上研究钙调素 mRNA 在子

房和幼果中的表达，发现钙调素 mRNA 在果皮、果肉

和胚珠中有大量表达，在果心中几乎没有，而且钙调

素 mRNA 在盛花前子房中的表达水平较高，至盛花时

达到最高，受精后又有所降低。这与果实受精前后钙

吸收和 IAA 的动态[9]基本一致，也与受精后钙在果实中

的分布一致[3]，说明盛花期钙调素 mRNA 的大量表达，

可能与幼果期果实钙含量的大量增加有一定的关系。 
3.2  钙调素 mRNA 的表达部位 

彭抒昂等[8]以焦锑酸钾沉淀法研究了梨果肉细胞
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A：盛花前 3 天；B：盛花前 1 天；C：盛花；D：花后 3 天；E：花后 8 天；F：对照。o：胚珠；p：果皮；f：果肉；c：果心；表达信号为蓝紫色。标尺＝5mm 
A: Three days before flowering; B: One day before flowering; C: Full blossom；D: Three days after flowering; E: Eight days after flowering; F: The negative 
control. Expression is seen as blue/purple coloration. o: Ovule; p: Epicarp; f: Endocarp; c: Core Bar=5 mm 
 

图 2  钙调素 mRNA 在子房和幼果中的原位表达 
Fig. 2  in situ expression of calmodulin mRNA in the ovaries and fruitlets 

 
 
 
 
 
 
 

A：花前 1 天；B：盛花；C：花后 3 天；D 对照。es：胚囊；ic：珠被细胞；nc：珠心细胞。表达信号为蓝紫色。标尺=1 mm 
A: One day before flowering; B: Full blossom; C: Three days after flowering; D: Control. es: Embryonic sac; ic: Inteyumentary cell; nc: Nucellar cell. 
Expression is seen as blue/purple coloration. Bar=1 mm 
 

图 3  钙调素 mRNA 在胚珠中的表达 
Fig. 3  Expressiom of calmodulin mRNA in ovules 

 
 
 
 
 
 

A：花前 1 天；B：盛花；C：花后 3 天；D 对照。ec：表皮细胞；f：果肉。表达信号为蓝紫色。标尺＝1mm 
A: One day before flowering; B: Full blossom, C: Three days after flowering, D: Control. ec: Epidermis cell; f: Flesh. Expression is seen as blue/purple coloration. Bar=1mm 
 

图 4  钙调素 mRNA 在果肉中的表达 
Fig. 4  Expression of calmodulin mRNA in flesh 

 
 
 
 
 
 
 

A：花前 1 天；B：盛花；C：花后 3 天；D 对照。vb：维管束。表达信号为蓝紫色。标尺=0.2mm 
A: One day before flowering; B: Full blossom; C: Three days after flowering; D: Control. vb: Vascule bundle. Expression is seen as blue/purple coloration. Bar=0.2 mm  

图 5  钙调素 mRNA 在维管束中的表达 
Fig. 5  Expression of calmodulin mRNA in vascular bundles 
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在受精前后 Ca2+的定位分布变化，结果表明受精后果

肉中的导管、细胞间隙和胞间层可以检测到大量的

Ca2+。本研究结果显示，盛花时钙调素 mRNA 在果肉、

胚珠等组织的细胞、维管束、细胞间隙和胞间层也有

大量表达，在导管细胞也可见钙调素 mRNA 的表达

（图 5-B），这也与 Ca2+定位分布的研究结果一致[8]。

钙离子和果胶结合成的果胶酸钙是维系胞间层牢固程

度、从而影响到果实质地品质的主要成分，盛花后果

实细胞分裂旺盛，需要大量 Ca2+形成原果胶以维持细

胞结构。Sun 等研究发现胞外 CaM 具有促进细胞增

殖[20]以及原生质体分裂和原生质体壁再生[21]等多种

功能，本研究中钙调素 mRNA 在盛花期的大量表达，

与此时果肉细胞的分裂旺盛、果肉细胞及其胞间层需

要大量 Ca2+积累有关。另一方面，果肉微管组织是钙

进入果实的主要通道，维管束的数目和质量直接影响

果实对钙的吸收[23,24]，而在盛花前后的幼果期，果实

表面积小，蒸腾作用几乎为零，而 Ca2+却大量吸收进

入幼果，此时钙调素 mRNA 在果肉维管束中大量表

达，可能与此时钙的吸收有密切关系，而尚忠林等[25]

也发现外源纯化钙调素可以使百合花粉细胞内游离钙

离子浓度升高。同时受精作用促使果实产生大量的激

素，作者以 Aux/IAA 蛋白基因进行原位杂交发现该基

因在果实维管束导管中表达（未发表），说明生长素

也参与了促进果实钙的吸收。同时生长素和 CaM 能够

促进细胞分裂[26]，受精作用可使幼果产生大量的激

素，促进细胞旺盛分裂，此时钙调素 mRNA 的大量表

达，说明受精作用中钙调素和生长激素共同促进了细

胞的分裂和钙的含量增加。 

4  结论 

Northern 杂交和钙调素 mRNA 原位杂交结果表

明，钙调素 mRNA 在梨子房和幼果中大量表达，花前

较高，至盛花时最高，花后又下降；表达的部位在果

实形态上主要集中在果皮、果肉、维管束组织和胚珠

中，在细胞水平上集中在细胞核、细胞间隙及胞间层。

钙调素 mRNA 在盛花期子房/幼果中的大量表达，可

能与果实钙的增加有一定关系。 
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