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龙眼胚性愈伤组织RNA结合蛋白LSm14的
基因克隆、亚细胞定位及表达分析

厉 雪，苏立遥，陈 燕，张舒婷，徐小萍，陈晓慧，陈荣珠，赖钟雄，林玉玲*

（福建农林大学园艺植物生物工程研究所，福州 350002）

摘 要：【目的】探究LSm14对龙眼体胚发生的影响，克隆RNA结合蛋白DlLSm14e基因并观察其亚细胞定位，分析其

表达特性。【方法】以龙眼胚性愈伤组织为材料，依据转录组数据和基因组数据，采用RT-PCR克隆了一个DlLSm14基

因，将其命名为DlLSm14e。对该基因进行生物信息学分析、亚细胞定位观察、龙眼非胚性愈伤组织和不同胚性培养物

以及不同激素处理下的 FPKM值分析和不同浓度细胞分裂素（KT）处理下的 qRT-PCR检测。【结果】该基因CDS全

长 1 707 bp，编码568个氨基酸，该蛋白不含信号肽和跨膜结构，不属于分泌蛋白和跨膜蛋白；此外，该蛋白含有N端保

守结构域以及延长的C端，并且含有74个磷酸化修饰位点；系统发育分析表明，DlLSm14e蛋白与漾濞槭（Acer yang-

biense)相似度较高，与单子叶植物亲缘关系最远；顺式作用元件分析表明，该基因含有大量光响应元件和多种激素响

应元件；亚细胞定位结果表明，该基因为核定位基因；表达谱与实时荧光定量分析显示，DlLSm14e的FPKM值在非胚

性愈伤组织（NEC）阶段最低，在球形胚阶段达到最高，推测DlLSm14e大量累积可能有利于龙眼体胚早期形态建成；不

同激素处理下，2,4-D抑制该基因表达，KT促进其表达，而KT的浓度能影响该基因的表达。【结论】龙眼LSm14e基因定

位于细胞核，该基因FPKM值随龙眼体胚胚性增加而升高，并且响应多种与龙眼体胚发生相关的激素，推测该基因可

能参与龙眼体胚早期的形态建成。
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Cloning, subcellular localization and expression analysis of RNA binding
protein LSm14 gene from embryogenic calli of Dimocarpus longan Lour.
LI Xue, SU Liyao, CHEN Yan, ZHANG Shuting, XU Xiaoping, CHEN Xiaohui, CHEN Rongzhu, LAI

Zhongxiong, LIN Yuling*

（Institute of Horticultural Biotechnology, Fujian Agricultural and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian, China）

Abstract：：【Objective】The LSm14 protein is an important RNA-binding protein with conserved N-termi-

nal and extended C-terminal, which can participate in the metabolism of RNA and affect embryonic de-

velopment. The LSm14 has been shown to be involved in cell division and post-transcriptional regulation

in animals. Longan is an important tropical and subtropical woody fruit tree in China. Its embryogenic

state significantly affects the quality and yield of the fruits. At present, the effect of the DlLSm14 on non-

embryonic callus (NEC) and different embryogenic cultures of longan has not been reported. To investi-

gate the effect of the LSm14 on somatic embryogenesis of longan, we cloned RNA- binding protein

DlLSm14e, observed its subcellular localization, predicted the physicochemical properties, structure and

functional sites of the protein, and analyzed its expression characteristics under different concentrations

of kinin(KT) treatments.【Methods】In this study, firstly, the five longan LSm14 genes (Dlo_026784.1,
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Dlo_006168.1, Dlo_011575.1, Dlo_021757.1, Dlo_029021.1) were selected by using the amino acid se-

quence of Arabidopsis thaliana LSm14 as the probe sequences and local blast with the longan genome da-

tabase (NCBI accession number: BioProject PRJNA305337). The Longan LSm14 genes were named as

the DlLSm14a, DlLSm14b, DlLSm14c, DlLSm14d and DlLSm14e according to the search annotation of

the Arabidopsis LSm14 in the longan genome and its chromosomal location. Through the previous data

analysis, we selected the DlLSm14e for cDNA full-length validation and overexpression vector construc-

tion. DNAMAN was used to design specific primers DlLSm14e-CF and DlLSm14e-CR at both ends of

the CDS sequence. RT-PCR was used toclone the full-length. The homologous sequences of 15bp linear

cloned vectors were introduced into the 5 and 3 ends of the target fragment by RT- PCR, respectively.

Hieff Clone TM Plus One Step Cloning Kit was used to recombine the target fragment with the terminal ho-

mologous sequence of the linearized clone vector with the pCAMBIA1302-GFP linearized vector，and

the target fragment and the GFP sequence of recombinant vector were verified by PCR. The constructed

pCAMBIA1302- DlLSm14e vector was transferred into agrobacterium and injected into tobacco after

three days of culture and then a fluorescence confocal microscope was employed to observe subcellular

localization. The basic physicochemical properties of amino acids were predicted by ExPASy; the protein

domains and functional sites were predicted using NCBI Conserved domains search and ScanProsite on-

line software, respectively; the protein transmembrane domain was predicted using TMHMM 2.0.; pro-

tein phosphorylation sites were predicted using NetPhos 3.1 Server. SOPMA and SWISS-MODEL were

used to predict the secondary and tertiary structure of the protein, respectively; WOLF PSORT was used

to predict the subcellular localization PlantCARE was used to predict the promoter cis-acting elements.

The FPKM values of longan NEC, different embryogenic cultures [including loose type embryogenic cal-

lus (EC), incomplete embryo compact structure (ICpEC), and globular embryoand (GE)] and longon EC

with different hormone treatments were analyzed. To investigate the effect of KT on longan somatic em-

bryogenesis, longan EC was treated with different concentrations of kinin (0、0.25、0.5、0.75、1和2 mg·L-1)

and the DlLSm14e was detected by qRT-PCR.【Results】The results showed that the total length of CDS

of the gene was 1 707 bp, encoding 568 amino acids, and the protein did not contain signal peptides and

transmembrane structures, so it was not a secretory protein or transmembrane protein. In addition, the

protein contained an N-terminal conserved domain and an extended C-terminal, and contained 74 phos-

phorylation sites, among them, 46 were serine (Ser) modified sites, 20 were threonine (Thr) modified

sites and 8 were tyrosine (Tyr) modified sites. Phylogenetic analysis showed that DlLSm14e protein had

a higher similarity with Acer yangbiense (74.5%), Pistacia vera (63.45%), Citrus clementina (58.82%)

and Citrus sinensis (58.27%), and was mostly distant to monocotyledonous plants such as Zea maize, Sor-

ghum bicolor, Oryza sativa and Musa acuminat. The cis- acting element analysis showed that the gene

contained a large number of light response elements and a variety of hormone (abscisic acid, gibberellin,

methyl jasmonate and ethylene) response elements. The results of subcellular localization showed that

the gene was a nuclear loci gene. Expression profile and fluorescence quantitative analysis showed that

the FPKM value of the DlLSm14e was the lowest in the NEC stage and the highest in the globular em-

bryo stage. It is suggested that the accumulation of the DlLSm14e might be beneficial to the early mor-

phology of longan somatic embryo., 2, 4-D inhibited the expression of the gene, KT promoted its expres-

sion of the gene, , and the concentration of KT could affect the expression of the gene.【Conclusion】The

LSm14e gene of longan was located in the nucleus, and the FPKM value of this gene increased with the

increase of the somatic embryogenesis of longan, and the gene responded to various hormones related to

the somatic embryogenesis of longan. The results of qPCR under different concentrations of KT showed
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LSm14 蛋白又称为 RAP55 蛋白，是一种 RNA

结合蛋白，属于 Sm/LSm（Sm-like）蛋白家族[1-3]。该

蛋白家族可以形成多种七聚环配合物，其中 LSm1-

8 可以形成两种七聚环配合物：LSm1-7（胞浆复合

体）可以与寡腺苷酸化 mRNA 结合并促进 mRNA

脱帽，LSm2-8 复合物可以稳定 U6 snRNA，与 Sm

蛋白复合物形成的 snRNPs 共同在前体 mRNA 剪

接中起作用[2, 4]。LSm14 是近年来研究发现的更大

的蛋白质，它除了 N 端具有能够与核酸结合的 LSm

结构域外，还有尚未被表征的 C 端结构域和序列基

序[5]。

目前有关 Sm 蛋白的研究多集中在仅含 LSm

超家族结构域的小型蛋白，对于含有附加结构域的

大型 LSm 结构域蛋白研究较少，在植物中更是鲜有

报道。拟南芥中 LSm4 和 LSm5 蛋白突变能延长其

昼夜节律期，其中编码 LSm5 蛋白的 SAD1 基因可

以动态调节拟南芥剪接效率和剪接位点的选择，进

而提高植物的耐盐性[6-8]。而含有附加结构域的大

型 LSm 结构域蛋白的研究多见于动物和菌类，研究

表明 LSm13- 16 参与了有丝分裂 G2/M 期的调

控 [9-11]。Jongbo 等 [12]采用果蝇 ATX2 的转录后共激

活因子证明 LSM12 作为分子适配器用于向 ATX2

募 集 THENTY- FOUR（TYF），三 者 形 成 TX2-

LSM12-TYF 复合物通过刺激限速时钟基因周期

（每个）的 TYF 依赖性翻译来维持昼夜节律行为的

24 h 周期性。Zhang 等 [13] 发现 LSm14b 能作为

mRNAs 的容器，控制蛋白的表达，从而调节小鼠卵

母细胞减数分裂的成熟过程。Mili 等 [14]研究表明

LSm14a 缺失能破坏纺锤体的组装，阻止细胞有丝

分裂，并诱发了许多其他细胞的细胞胞浆骨架紊

乱。田庆南 [15]研究发现，涡虫再生相关的 miRNA

(sme-lin-4-5p)可能通过调节 LSm14 基因的表达，调

控 mRNA 去帽降解机制及 RNA 编辑酶活性，从而

进行再生相关基因的转录后调控。根据前人研究，

笔者推测 LSm14 基因可能通过调控 mRNA 的代谢

来调控体胚的发生。

龙眼是我国重要的热带亚热带木本果树，具有

丰富的营养，其胚胎发生状态显著影响果实的品质

与产量。但是目前，对于 LSm14 的研究多集中于动

物，在龙眼中尚未见报道。基于前人的研究，笔者

将研究目标定为可能与龙眼体胚发生相关的

DlLSm14 基因，对 DlSm 基因进行了前期的转录组

分析后，发现一个 DlLSm14 基因的 FPKM 值随龙

眼体胚胚性的增加而升高，推测其可能与龙眼体胚

的胚性有关。笔者将该基因命名为 DlLSm14e 并作

为本研究的目的基因，进行 CDS 序列全长克隆验证

以及亚细胞定位，并对其表达模式进行探究，以期

为 LSm14 调控龙眼体胚发生提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 植物材料

试验材料为福建农林大学园艺植物生物工程

研究所长期继代保存的‘红核子’龙眼胚性愈伤组

织（embryonic callus, EC）[16]。选择生长旺盛的松散

型龙眼 EC，参考赖钟雄[17-18]的培养方法，在培养基

中添加不同浓度的 2,4-D，获得龙眼胚性愈伤组织、

不完全胚性紧实结构（incomplete embryogenic com-

pact structure, ICpEC）和球形胚（globular embryo,

GE）。

使用细胞分裂素（KT）对龙眼胚性愈伤处理 24 h，

按照曾丽兰[19]的方法设置 6 个质量浓度（ρ，后同）梯

度（0、0.25、0.5、0.75、1 和 2 mg·L-1）。取上述材料作

为 qPCR 材料。

1.2 方法

1.2.1 总RNA提取及 cDNA逆转录 采用 TriPure

(Roche)试剂盒对龙眼 EC、ICpEC、GE 以及不同浓

度 KT 处理后的龙眼 EC 的 RNA 分别进行提取。

克隆全长所用 cDNA 的合成取龙眼 EC、ICpEC 和

GE 每个阶段的 RNA 各取 1 μL 混合后采用

SMARTer RACE 5’/3’Kit 进行 RT-PCR 反转录。

qPCR 的 cDNA 合成采用 YEASEN 反转录试剂盒

（Hifair® Ⅱ 1st Stand cDNA Synthesis SuperMix for

qPCR），具体方法参照说明书。

1.2.2 龙眼LSm14e基因CDS全长序列的获得与验

证 利用拟南芥基因组 LSm14 的氨基酸序列作为

探针序列，与龙眼基因组数据库（NCBI 登录号：Bio-

that the concentration of KT could affect the expression of the DlLSm14e. It is speculated that this gene

may be involved in the early morphogenesis of the somatic embryo of longan.

Key words: Dimocarpus longan; DlLSm14 gene; Cloning; Subcellular localization; Expression
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Project PRJNA305337）进行本地 blast 后，筛选注释

获得 5 个龙眼 LSm14 成员（Dlo_026784.1、Dlo_

038405.1、 Dlo_006168.1、 Dlo_011575.1、 Dlo_

029021.1）。根据拟南芥 LSm14 在龙眼基因组中的

查找注释及其染色体位置，参考 NCBIBLAST 同源

比对结果中大多物种的共同命名方法，将龙眼

LSm14 成员分别命名为 DlLSm14a、DlLSm14b、

DlLSm14c、DlLSm14d、DlLSm14e。通过前期的数据

分析，选择对 DlLSm14e 进行 cDNA 全长验证以及

过表达载体构建。

利用 DNAMAN 在 CDS 序列两端设计特异性

引物（表 1），引物序列送上海铂尚生物技术有限公司

合成。以 1.2.1 反转录的龙眼 cDNA 为模板，使用

DlLSm14e 引物，进行 CDS 全长序列的扩增，PCR 扩

增体系与 PCR 扩增程序见表 2。将上述 PCR 产物

用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测，使用 Thermo Scien-

tific 公司的 GeneJET Plasmid Miniprep Kit 试剂盒回

收目的片段。将回收产物与 Bzero 载体连接后转化

到 Trans1-T1 感受态细胞，验证后挑选阳性克隆送

上海铂尚生物技术有限公司进行测序。

表1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物名称

Primer name

DlLSm14e-CF

DlLSm14e-CR

DlLSm14e-1302-F

DlLSm14e-1302-R

GFP-F

GFP-R

DlLSm14e-F

DlLSm14e-R

引物序列

Sequence (5’-3’)

ATGGCGAGTTCGAACGCGAAAACC

GTTATTCATATTTCGACCACGTCCCCTC

ACGGGGGACTCTTGACCATGGATGGCGAGTTCGAACGCG-
AAAACC

TCTCCTTTACTAGTCAGATCTGTTATTCATATTTCGACCAC-
GTCCCCTC

AACATACGGAAAACTTACCCT

GTGCAACTCGCTGATCATTAT

TCTCCGCCGTTAACATCAG

TGGATTCAACAGACCTGCC

用途

Use

全长验证

Full length validation

载体构建

Vector construction

荧光信号验证

Fluorescence Signal Verification

实时荧光定量 PCR
Real-time quantitative PCR

退火温度

Temperature/℃

57.3

57.3

55.0

60.0

表2 PCR扩增体系与反应程序

Table 2 The system and procedure of PCR

程序

Procedure

95 ℃

95 ℃

57.3 ℃

72 ℃

循环Cycles

72 ℃

时间

Time

3 min

30 s

30 s

2 min

34

5 min

体系成分

System composition

2×TransStart® FastPfu PCR SuperMix(-dye)

dd H2O

上游引物 Forward primer (10 pmol·μL-1)

下游引物 Reverse primer (10 pmol·μL-1)

cDNA

用量

Dosage/μL

12.5

9.5

1.0

1.0

1.0

1.2.3 生物信息学分析 采用 ExPASy (https://

www.expasy.org/) 以 及 SignaIP 4.1 Server（http://

www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/）对其氨基酸序列

进行蛋白基本理化性质预测，包括氨基酸数目(aa)、

分子质量(MW)、等电点(PI)、N 端信号肽等数据；使用

NCBI Conserved domains search 和 ScanProsite 在线

软件分别预测蛋白结构域和功能位点；使用 TMHMM

2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)预测蛋

白跨膜结构域；使用 NetPhos 3.1 Server(http://www.

cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)预测蛋白磷酸化位点；

使 用 SOPMA (https://npsa- prabi.ibcp.fr/cgi- bin/

npsa_automat.pl?page =npsa_sopma.html)和 SWISS-

MODEL ( https : // www.ch.embnet.org / software / TM-

PRED_form. html)分别预测该蛋白二级、三级结

构。使用 WOLF PSORT(https://wolfpsort.hgc.jp/)进

行亚细胞定位预测；使用 PlantCARE (http://bioin-

formatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ html/)预测

启动子顺式作用元件。
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1.2.4 系 统 发 育 进 化 树 使 用 NCBIBlast 对

DlLSm14e 的氨基酸序列进行 blast，下载其他物种

的 LSm14 氨基酸序列，然后基于邻接（Neighbor-

Joining，NJ）法使用 MEGA V7 软件对上述氨基酸序

列进行系统进化树构建，并进行 1 000 次 Boot strap

抽样。

1.2.5 龙眼 DlLSm14e-EGFP融合表达载体的构建

与烟草亚细胞定位 利用 DNAMAN6.0 软件对

DlLSm14e 的 CDS 序列进行限制性内切酶分析，在

酶切位点处设计上下游特异性引物 DlLSm14e-

1302F 和 DlLSm14e-1302R，每条引物的 5’引入 15

bp 线性化 1302 克隆载体末端同源序列，使用上海

翊圣公司的 Hieff Clone TM Plus One Step Cloning

Kit 试剂盒对目的片段和线性化 1302 载体进行重

组。重组反应完成后，取 10 μL 冷却液转入 100 μL

大肠杆菌感受态细胞中，取适量菌液均匀涂在含卡

那霉素（50 mg·L-1）的 LB 固体培养基上培养并筛选

阳性克隆子。菌液 PCR 后验证重组质粒是否含有

GFP 序列并挑选克隆子测序以验证重组质粒的正

确性。采用冻融法将重组质粒以及 pCAM-

BIA1302-35S-GFP 空载转入农杆菌后使用农杆菌

介导法对烟草叶下表皮进行注射侵染并进行亚细

胞定位观察。

1.2.6 实时荧光定量 PCR 使用 DNAMAN 软件

设计 DlLSm14e 基因特异性引物并参考 Lin[20]的方

法，以 EIF-4α为内参基因在 Roche LightCycler 480

仪器中进行 qRT- PCR。使用 Excel 和 GraphPad

Prism 5 进行数据处理和图像绘制。

2 结果与分析

2.1 龙眼 LSm14e 基因的克隆及载体构建

依据转录组分析，根据基因组的 CDS 序列信息

设计引物，以 1.2.1 方法获得的 cDNA 为模板，

DlLSm14e-F 和 DlLSm14e-R 为上下游引物，进行

PCR 扩增，凝胶电泳验证见图 1-A。将测序得到的

序列与龙眼基因组中对应基因的 CDS 序列进行比

对，获得上述基因 cDNA 全长共 1 707 bp。

对克隆获得的 DlLSm14e 的 CDS 序列进行限

M. Mark；A. DlLSm14e-cDNA；B. 两端含酶切位点同源序列的 DlLSm14e-cDNA；C. Nco Ⅰ和 Bgl Ⅱ双酶切的 pCAMBIA1302-35S-GFP 线

性质粒；D. 未被酶切的 pCAMBIA1302-35S-GFP 环状质粒；E. pCAMBIA1302-35S-GFP 质粒 GFP；F. 转入 pCAMBIA1302-DlLSm14e-eGFP

重组质粒的农杆菌菌液 PCR 验证。

M. Mark; A. DlLSm14e-cDNA; B. DlLSm14e-cDNA with homologous sequence of enzyme site at both ends; C. pCAMBIA1302-35S-GFP line

plasmid digested by Nco Ⅰ and Bgl Ⅱ; D. Undigested pCAMBIA1302-35S-GFP circular plasmids; E. pCAMBIA1302-35S-GFP plasmids GFP;

F. PCR verification of Agrobacterium tumefaciens solution transferred into pCAMBIA1302-DlLSm14e-eGFP recombinant plasmid.

图1 DlLSm14e的PCR凝胶电泳检测

Fig. 1 PCR gel electrophoresis detection of DlSm14e
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制性内切酶分析，结果显示 DlLSm14e 未被 Nco Ⅰ

酶和 Bgl Ⅱ酶切割。因此，在酶切位点 Nco Ⅰ处设

计上游引物 DlLSm14e-1302F，在酶切位点 Bgl Ⅱ设

计下游引物 DlLSm14e-1302R，每条引物的 5’引入

15 bp 线性化 1302 克隆载体末端同源序列，使得插

入片段扩增产物 5’和 3’最末端分别带有和线性化

pCAMBIA1302-35S-GFP 克隆载体两末端对应的完

全一致的序列（图 1-B）。通过 PCR 获得带有线性

化 pCAMBIA1302-35S-GFP 载体同源序列的目的

片段（图 1- C）后对目的片段和线性化 pCAM-

BIA1302-35S-GFP 载体进行重组。对重组质粒进

行菌液 PCR 验证其 GFP 序列（图 1-E）以及是否含

有目的片段（图 1-F），并挑选克隆子测序以得到含

有目的片段的重组质粒。

2.2 生物信息学分析

利用 ExPASy 分析 DlSm14e 编码蛋白的理化

性质发现，该蛋白氨基酸长度为 568 aa，蛋白分子质

量为 61 111.37 ku，等电点(IP)为 8.62；信号肽预测显

示该蛋白无信号肽，不属于分泌蛋白。蛋白跨膜结

构预测显示该蛋白无跨膜结构，不属于跨膜蛋白。

NetPhos 3.1 预测结果显示该蛋白共有 74 个磷酸化

位点，其中丝氨酸（Ser）修饰位点 46 个，苏氨酸

（Thr）修饰位点 20 个，酪氨酸（Tyr）修饰位点 8 个。

使用 NCBI Conserved Domains Search 和 Scan-

Prosite 在线软件分别预测蛋白结构域和功能位点，

发现该蛋白含有两个高度保守的典型结构域：N 端

的 LSm 结构域和 C 端的 FDF 结构域，其中功能位

点 DFDF、FFD 和 TFG 位于氨基酸序列后部，是

FDF 结构域的三个保守基序盒（图 2）。使用 SOP-

MA 预测该蛋白二级结构，发现该蛋白含 8.8%的 α-

螺旋、3.35%的 β-转角、8.45%的延伸链和 79.4%的

无规则卷曲，其中无规则卷曲占比重最大（图 3）。

使用 SWISS-MODEL 以 LSm14a 蛋白为模板构建

蛋白三级结构模型，发现序列一致度达 54.76%（图 4）。

图2 DlLSm14e蛋白结构域及功能位点预测

Fig. 2 Prediction of DlLSm14e protein domains and functional sites

图3 DlLSm14e蛋白二级结构预测

Fig. 3 Prediction of secondary structure of DlLSm14e protein
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2.3 系统发育进化树分析

使用 NCBI BLAST 对龙眼 LSm14e 的氨基酸

序列进行 blast，结果显示该蛋白与漾濞槭、阿月浑

子、克莱门柚、甜橙等相似度较高，分别为 74.5%、

63.45%、58.82%和 58.27%，说明蛋白保守性较强。

进一步利用 MEGA7 对包含龙眼在内的 19 种植物

的 LSm14 蛋白进行系统发育进化树构建（图 5）。

系统发育进化分析结果显示，龙眼 LSm14 蛋白与漾

濞槭亲缘关系最近，其次是克莱门柚、温州蜜柑、黄

连木和榴莲，与玉米、高粱、水稻和香蕉等单子叶植

物亲缘关系最远。

图4 DlLSm14e蛋白三级结构预测

Fig. 4 Tertiary structure prediction of DlLSm14e protein

图5 DlLSm14e蛋白与其他物种LSm14蛋白系统发育进化树

Fig. 5 Phylogenetic analysis of DlLSm14e protein and LSm14 proteins of other plants

2.4 龙眼LSm14e启动子顺式作用元件分析

为了进一步探究 DlLSm14e 可能存在的功能，

利用 PlantCARE 对其基因组数据库中的启动子进

行分析。结果（图 6）表明，该基因启动子除含有

CAAT-box 和 TATA-box 等基本元件之外，还富含光

响应元件以及脱落酸、茉莉酸甲酯、赤霉素和乙烯等

响应元件，该基因也含有响应分生组织发育以及厌

氧诱导的元件。

2.5 龙眼LSm14e的亚细胞定位分析

WOLF PSORT 预测结果显示，DlLSm14e 基因

定位于细胞核。为验证这一结果，将含有 pCAM-

BIA1302- DlLSm14e- GFP 重 组 质 粒 和 pCAM-

BIA1302-GFP 的农杆菌注射到烟草叶片下表皮，在

28 ℃的暗培养箱侵染 3 d，以注射 pCAMBIA1302-

GFP 的烟草叶片为对照，然后用荧光共聚焦显微镜

图6 DlLSm14e启动子顺式作用元件预测

Fig. 6 Prediction of DlLSm14e promoter cis-acting element
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2.6 龙眼LSm14e的FPKM值分析及KT处理下的

qPCR验证

比较 NEC 和体胚发生早期（EC、ICpEC、GE）

DlLSm14e 的 FPKM 值（SRA accession: PRJ-

NA565345）（图 8）发现，在由非胚性向胚性转化过

程中 DlLSm14e 的表达总体呈上升趋势，在 NEC 阶

段最低，在球形胚阶段达到最高，推测 DlLSm14e 大

量累积可能有利于龙眼体胚早期形态建成。

在不同激素处理下，DlLSm14e 的 FPKM 值有

所不同（图 9）。相比于对照组（MS），2,4-D 处理下

FPKM 值最低，KT 处理下最高，而同时添加 2,4-D

和 KT 的处理下 DlLSm14e 的 FPKM 值在上述两种

激素单独处理的 FPKM 值之间。上述结果说明 KT

能够促进 DlLSm14e 的表达。

为探究 KT 对 DlLSm14e 表达量的影响，对不

同浓度 KT 处理下的龙眼 EC 进行 qPCR 检测。结

果表明，相较于 CK(0 mg·L-1)，随着 KT 质量浓度的

逐渐升高，其表达量逐步升高，当 KT 质量浓度为

0.75 mg·L-1时表达量最高；但当质量浓度进一步升

高时（1 和 2 mg·L-1），其表达量则呈显著下降，并低

于对照（图 10）。上述结果说明 KT 的浓度影响

DlLSm14e 的转录水平。

观察烟草叶下表皮细胞绿色荧光信号。结果（图 7）

显示，转入空载的烟草叶下表皮细胞荧光分布于整

个细胞（图 7-D~F），而 DlLSm14e 定位于细胞核（图

7-A~C），与预测结果一致。

A~C. 导入 DlLSm14e 重组质粒的烟草叶下表皮细胞；D~F. 导入 pCAMBIA1302-35S-GFP 空载体的烟草叶下表皮细胞；A、D 为荧光激发

图；B、E 为明场图；C、F 为叠加图。

A-C. Subleaf epidermis cells of tobacco introduced into DlLSm14e recombinant plasmid; D-F. Subleaf epidermis cells of tobacco introduced into

pcambia1302-35s-GFP empty vector; A and D were shot in flourescent field; B and E were shot in bright field; C and F were shot in merged field.

图7 pCAMBIA1302-DlLSm14e-GFP蛋白在烟草中的亚细胞定位

Fig. 7 Subcellular localization of pCAMBIA1302-DlLSm14e-GFP protein in tobacco

图8 龙眼胚性愈伤发育不同阶段DlLSm14e的FPKM值

Fig. 8 FPKM value of DlLSm14e at different stages of

embryogenic callus development in longan

NEC. 非胚性愈伤组；EC. 胚性愈伤组织；ICpEC. 不完全胚性紧实

结构；GE. 球形胚。

NEC. Non-embryonic callus; EC. Embryonic callus; ICpEC. Incom-

plete embryogenic compact structure; GE. Globular embryo.
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3 讨 论

LSm14 是一种重要的 RNA 结合蛋白，与小型

LSm 蛋白的 LSm 结构域能相互作用形成具有

RNA 结合性质的杂合七元环结构不同，LSm14 的

LSm 结构域具有发散功能，可以作为其他蛋白因子

相互作用的平台[21-22]。该蛋白被证明是一种翻译抑

制因子，在卵母细胞发育早期的 mRNA 代谢调控中

起着关键作用[23-24]。然而目前对该蛋白的研究集中

于动物以及酵母菌，在龙眼体胚中的研究尚未见报

道。本研究基于龙眼基因组数据克隆验证了

DlLSm14e 的 cDNA 全长序列共 1 707 bp，编码 568

个氨基酸。生物信息学分析结果表明，DlLSm14e 为

核定位基因，该蛋白无信号肽和跨膜结构域，不属

于分泌蛋白，也不属于跨膜蛋白。该蛋白富含丝氨

酸和苏氨酸的磷酸化修饰位点，可能通过蛋白磷酸

化来参与植物的细胞周期以及生长发育。此外，

DlLSm14e 蛋白包含 N 端的 LSm 超家族结构域以

及 C 端的 FDF 超家族结构域。LSm 结构域能形成

一个由反平行的 β-链和 α-螺旋组成的封闭杂合七

元环，这种环桶通常参与识别和结合特定 RNA[1]。

而 FDF 结构域是一个完全由 α-螺旋组成的结构域，

具有多个裸露的亲水环，能够与特异的 RNA 或蛋

白质发生互作，该结构域可能反应功能的增

强 [25- 26]。上述结果说明，与仅含有 LSm 结构域的

Sm 蛋白相比，DlLSm14e 可能具有不同的功能。

WOLFPSORT 预测和烟草亚细胞定位结果表

明，DlLSm14e 定位于细胞核。研究表明，LSM13-15

蛋白组具有三个高度保守的 DFDF/FFD/TFG 基序

盒，其在 C-末端附近有未知功能，而大的中心序列

部分是可变的[27]。这与我们蛋白结构域以及功能位

点的预测结果一致。也就是说，DlLSm14e 除保守

的 N 端（LSm 结构域）能够参与 RNA 的代谢，延长

的 C 端以及中间可变的结构域可能赋予其新的功

能。由于 LSm14 中 FDF 结构域以及 FFD-TFG 盒

总是与 LSm 结构域同时出现，这些结构域可能在结

构和功能上存在某种联系 [27- 28]。已有研究表明

LSm14 与细胞的减数分裂和有丝分裂相关[14,29]。通

过 DlLSm14e 的 FPKM 值分析发现，其在体胚发生

早期 3 个阶段均高于 NEC 阶段，并且 FPKM 值随

着体胚发生进程增加而增加，由此笔者推测

DlLSm14e 可能与龙眼早期体胚发生密切相关。

启动子顺式元件分析表明，DlLSm14 含有大量

激素响应元件，如脱落酸（ABA）、茉莉酸甲酯（Me-

JA）、赤霉素（GA）和乙烯。研究表明，龙眼的内源

ABA 与其细胞胚性启动以及体胚发生相关，而内源

GA3 对龙眼体胚发育有负作用，而 MeJA 和乙烯对

植物逆境胁迫的调控起重要作用[17, 30-33]。由此，可以

推断上述激素可能对 DlLSm14e 的表达起作用。通

过分析不同激素处理下龙眼 EC 中 DlLSm14e 的

FPKM 值发现，相较于对照，KT 处理下 DlLSm14e

的 FPKM 值升高，而添加 2,4-D 的 FPKM 值均下

降，说明 KT 能够促进 DlLSm14e 的表达。研究表

明高浓度的 2, 4- D 能够促进细胞分裂和抑制体胚

分化，而 KT 能促进龙眼体胚分化[18]。进一步探究

KT 浓度与 DlLSm14e 表达水平的关系发现，0.75

mg · L- 1 的 KT 处理下，DlLSm14e 的表达量最高；

0.25 mg·L-1的 KT 处理下其表达量显著下降，而 KT

不同小写字母表示差异显著（p ＜ 0.05）。

Different small letters indicate significant difference at p ＜ 0.05.

图10 KT处理下DlLSm14e的相对表达量

Fig. 10 Relative expression of DlLSm14e under KT

treatment

图9 不同激素处理下龙眼EC中DlLSm14e的FPKM值

Fig. 9 FPKM value of DlLSm14e in longan EC treated

with different hormones

cd
cd

a

c
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质量浓度为 0.5 mg·L-1 时，表达量相较于对照有所

下降。上述结果表明，KT 能够影响 DlLSm14e 的转

录水平，可能暗示了 DlLSm14e 在龙眼体胚分化过

程中起作用。总之，LSm14 在植物中的研究尚未见

报道，该蛋白在龙眼体胚发生中的作用有待进一步

探讨。

4 结 论

从已有的龙眼基因组和转录组数据库筛选并

克隆了一个 RNA 结合蛋白的 CDS 序列，命名为

DlLSm14e。研究表明龙眼 DlLSm14e 具有保守的

N 端（LSm 结构域）以及延长的 C 端（FDF 结构域），

该蛋白含有大量的磷酸化修饰位点，并且与漾濞

槭、克莱门柚以及温州蜜柑等植物有较高的相似

度。亚细胞定位表明，龙眼 DlLSm14e 定位于细胞

核。该基因含有与龙眼体胚发生相关的激素响应

元件，并且其表达模式受龙眼体胚发育阶段以及外

源激素 KT 质量浓度的影响。该研究结果为进一步

探究 LSm14 对龙眼体胚发生的作用提供了参考。
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