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纤维素合成酶类似蛋白
%
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作为一种重要的膜蛋白与纤维素合成酶具有相类似的蛋白结构
!

都含有
*

!
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保守区
'

利用其他物种中的
6+37

基因的保守序列设计简并引物
!

采用反转录
#

聚合酶链式反应
"
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结合
1*23

末端快速扩增技术
"
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成功地从杉木
6#%%-%.*&8-& '&%9+"'&4&

中扩增出一个含有完整阅读框架

的
1*23

序列
!

长度为
5 !6& 78

!

开放阅读框架为
% %9$ 78

!

编码
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个氨基酸并含有保守的
*
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天冬氨酸残基序列
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应用美国国家生物技术信息中心
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数据库对获得的基因进行序列分析比对
!

发现

它属于
63':

基因家族
!

命名为
6'63':!

基因
'

多重序列比对结果分析表明
!

该蛋白与来自颤杨
;"<#'#3 4$+8#'"-=+3

!

水稻
>$5?& 3&4-2&
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拟南芥
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等的同源基因相似性高达
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以上
'

利用生物软件对其进行生物学分

析
!

为进一步研究其在植物纤化中的功能奠定基础
'
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# 研究表明$ 纤维素的生物合成是纤维素合成基因% 非纤维素多糖合成基因以及结构蛋白基因

等在细胞发育调控下进行协同表达% 相互作用的过程# 纤维素合成酶作为植物纤维素合成途径中的关键

酶影响着纤维的产量和品质& 探明纤维素合成酶的作用机制及其在纤维合成过程中的功能& 对于材性品

质改良至关重要' 纤维素合成酶类似蛋白作为一种重要的膜蛋白& 与纤维素合成酶具有相似的蛋白结

构& 都含有
%
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保守区& 与棉花
!"##$%&'( )&*#'+'(

纤维素合成酶相比& 最明显的差异

在于后者具有额外的特异序列# 在拟南芥
,*-.&/"%#&# +0-1&-23
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& 水稻
4*$5- #-+&6-
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& 美洲山杨
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"等多种植物种已发现& 纤维素合成酶类似蛋白基因有
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等
/

个庞大的基因家族& 也证实了几个类纤维合成酶(

278

)直接参与纤维的生物合成&

但对其功能的了解不十分清楚* 本研究选用杉木
;'22&2<0-(&- 1-28:"1-+-

为材料来研究纤维素合成酶类

似蛋白基因& 克隆了
$

个
;#1=

基因& 并对其进行生物信息学分析& 为该基因的功能研究奠定基础& 同

时也为利用
;#1=

基因对杉木进行遗传改良奠定基础*

$

材料与方法
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试验材料

杉木取自浙江农林大学遗传学科苗圃地(

!9!,-":

&

$$/!,$"3

)& 取其茎叶作为
;(:0

的提取材料*

!"#

试剂

克隆用的大肠埃希菌
>#?0:*&?0&@ 8"1& ,!

为本研究小组实验室保存+

<=>?@ABC

DE

<8FBG (:0 (?FH?B

试

剂盒(

IBJAG>KHAKB

)+

L%:0

合成试剂盒(

28KB D?LM

)+

D+ %:0

连接酶和克隆载体
NE%#D$9

均为
DFOF(F

公

司生产+

0PQ<>?N %:0

凝胶回收试剂盒(

0PQ53:

)+ 引物由南京金思特生物工程技术服务有限公司合成+

L%:0

末端快速扩增(

(023

)试剂盒为
28KB?#D?LM

产品*

!"$

试验方法

茎叶
;(:0

的提取按照
<=>?@ABC

DE

<8FBG (:0 (?FH?B

试剂盒说明书进行& 并于
$"RS H

,

CH

$$琼脂葡萄

糖凝胶电泳检测
(:0

提取效果(图
$

)*

从
5?B1FBC

数据库中获得纤维素合成酶基因的编码序列& 通过
28=7GF8 '!

进行多序列比对& 根据序

列保守性& 设计
(D#<2(

引物
((

-

,"#D5TD0T5D:20(DDT22)2#U"

和
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-

,"#50:22(D0%0D220:22#
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+
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-

0 K> D K> 2 K> 5
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(
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0 K> 5

+

)
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0 K> D

+
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-

0 K> 5 K> D

)* 比对的基因编码序列-

火炬松
A&2'# *-/&-+-

登录号
00&-U9U-

+ 颤杨
A"%'1'# +*:('1"&/:#

登录号
00V!,,U-R$

+ 毛果杨
A"%'1'#

+*&80"8-*%-

登录号
'<WSS!U!+!9$

+ 马占相思
B8-8&- (-2<&'(

登录号
00D--9+SR$

*

L%:0

的合成及聚合

酶链式反应(

<2(

)的扩增均参照试剂盒说明书进行* 凝胶回收
<2(

产物& 按照
NE%#D$9

载体试剂盒操作

流程& 将回收的
%:0

片段连接到
D

载体上& 转化大肠埃希菌
%6,!

菌株& 蓝白斑筛选& 阳性克隆送南

京金斯特生物工程技术服务有限公司测序* 测序结果经
1@0XD

(

YF7AL 8KLF8 F8AHB;?BG 7?F>LM GKK8

)检索序列

数据库& 确定所克隆序列为杉木
;1;#1=$

基因编码序列* 根据反转录
#

聚合酶链式反应 (

(D#<2(

)片段的

序列测定结果& 合成
;1;#1=$

特异引物
5X<$

-

,"#02020D2225DD225020D020205#U"

和
5X<!

-

,"#

2D552050DD220DD2220D25205#U"

& 分别用于克隆
L%:0

的
,"

和
U"

端序列*

,"(023

和
U"(023

具

体步骤均按
XE0D(

DE

(023 L%:0 0;N8AZALFGAKB OAG

(

28KBD?LM

)的说明书进行&

<2(

产物凝胶回收后经
D

载体克隆测序& 并与已克隆的
;#1=$

基因编码区拼接& 从而获得全长
L%:0

序列* 以拼接得到的
;1;!

CD=$

全长
L%:0

设计引物
278%$#[

-

,"#505020DDD500D00205525D5#U"

和
278%$#@

-

,"#DD50052#

D05D2050D2200220#U#"

& 再经
<2(

扩增& 凝胶电泳分析. 测序& 验证所获基因全长的准确性*

用
:=L8?AL DKK87

分析推测
;#1=$

基因编码蛋白质的氨基酸组成& 用
<>KG<F>F;

(

MGGN

-

\\]]]R?PNF7QR

K>H\GKK87\N>KGNF>F;RMG;8

)推测其分子量和等电点(

<I

)& 用
<>KGXLF8?

(

MGGN

-

\\LFR?PNF7QRK>H\GKK87\N>KG7LF8?RMG;8

)

推测其疏水性& 用
DE6EE

(

MGGN

-

\\]]]RL^7R^G=R^C\7?>JAL?7\DE6EE#!RS\

) 对其跨膜区进行预测& 并用
XAH#

BF8<

(

MGGN

-

\\]]]RL^7R^G=R^C\7?>JAL?7\XAHBF8<\

)软件对其
:

端进行分析& 并进行蛋白质亚细胞定位& 同时

用
3P<0XQ

的
6::

(

MGGN

-

\\]]]R?PNF7QRK>H\GKK87\6::RMG;8

)预测其二级结构进行& 利用蛋白质保守结构域

推测工具
IBG?><>KXLFB

(

MGGN

-

\\?YARFLR=C\DKK87R\IBG?><>KXLFB\

)分析
;1;#1=$

的结构域*

分析杉木
;1;#1=$

与其他植物同源蛋白序列的同源性时& 在美国国家生物技术信息中心(

:21I

)上用

!
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期
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,,---./012./34./25.567,1389*

#分别将杉木的
:3:93;#

蛋白质序列与其他植物的
:93;

蛋白

质序列进行同源性比对$ 同时用
:3<9*83=!

软件对不同植物的
:93;

蛋白质序列与杉木
:93;#

蛋白序列进

行多重序列比对% 并用
>?@&A

&

"

'软件构建不同植物的
!"#$

基因进化树$

!

结果与分析

!"#

杉木
!"#$$

基因的分离与分析

用
B<CD%2/E

(>

B38/* FG& FD85D/

试剂盒提取的
FG&

(图
#

#% 电泳后
!H'CFG&

和
#H'CFG&

两条主带明

显% 且
!H'CFG&

条带亮度约为
#H9CFG&

条带亮度的
!

倍$ 这说明
FG&

基本上没降解% 且无弥散$ 同样

加样孔附近没有杂带% 说明产物中没有
;G&

的存在$

取上述
FG&

利用逆转录酶获得
0;G&9

)图
!

*% 通过
F(!B:F

% 获得
#

个约
IJJ 1+

的产物% 连接到
(

载体且转化
;KL!

% 挑取阳性克隆测序+ 测序结果用
G:$M

的
$%&'(

程序检索数据库% 显示该序列与拟

南芥, 烟草, 毛果杨的同源性都达到
HJN

以上% 确定该片段为杉木的
%&%"&$#

基因片段+ 用该序列设计

特异引物
@'B#

和
@'B!

% 分别克隆基因
0;G&

的
L"

和
A"

端序列+ 测序结果表明"

L"

和
A"

端序列与获得

的
%&%"&$#

基因编码序列有重叠% 为
%&%"&$#

的
L"

和
A"

端序列+ 经拼接得到杉木的
%&%"&$#

基因完整的

0;G&

序列% 共
O #LJ 1+

!图
A

*+

测序结果
$%&'(

显示" 在核苷酸水平上% 杉木
%&%"&$#

基因与毛果杨!

=>#JJ!A!LPH#

*% 颤杨!

&Q!

#I!#HO

*% 拟南芥!

&R!A!"JP

*% 烟草!

&RAJOAPL

*的相似性高达
PAN

%

PAN

%

P!N

和
PJN

+ 其氨基酸序列

的同源性与水稻!

;&&J#PLI

*% 颤杨!

&&SJALP"

*% 拟南芥!

GB$#HI"LL

*% 烟草!

&RAJOAPLT#

*的同源性高

达
P#N

%

H#N

%

PHN

和
PON

% 表明所克隆基因确实为杉木的纤维素合成酶类似蛋白
;

基因!图
O

*+

!%!

杉木
%"&$$

基因的生物学信息

:3:93;#

蛋白的结构特点和理化性质+ 该蛋白相对分子质量为
#!I HJ#.! U;

% 等电点为
I.IH

% 理论

推导半衰期大于
AJ )

% 不稳定系数为
A".IO

% 属于稳定蛋白-

:3:93;#

蛋白的二级结构中
!!

螺旋!

)D32V

*

占
AO.HON

%

"!

折叠!

9)DD*

*占
#O.IHN

% 无规则卷曲!

0623

*占
LJ."ON

- 疏水性
,

亲水性分析结果表明% 疏水

性最大值为
A.JIP

% 最小值为
WA.!!!

% 总体属于亲水性蛋白- 跨膜结构预测表明% 该蛋白拥有
H

个跨膜

区% 分别是
!H#%AJA

%

A#J%AA!

%

"JH%"AJ

%

"OA%"I!

%

"PP%"""

%

# J!"%# JL#

%

# JII%# JHA

和
# J"I%# ##L

%

跨膜螺旋长度最小
#"

个氨基酸残基% 最大
!!

个氨基酸残基% 平均长度为
!#.!L

个氨基酸残基+ 在保守

区
&

中含有保守的天冬氨酸残基% 排列为
;V

.

V;:;

- 在保守区
$

中含有保守的天冬氨酸残基% 排列为

;V

.

XY%FZ

+ 蛋白质亚细胞定位预测认定其为细胞质蛋白质!

CD3281232*[ 2/\DV]!

-

DV+D0*D\ 800<C80[]PON

*%

而且
'25/83B

软件分析该蛋白为非分泌蛋白% 不具有信号肽结构+ 此外% 保守功能结构域分析结果显示%

彭沙沙等" 杉木纤维素合成酶类似蛋白基因
%&%"&$#

的克隆及其生物信息学分析

图
#

杉木总
FG&

提取结果

R25<CD # (6*83 FG& +CD+8C8*26/

%'(()(*+,-., &,(/01&23,

图
!

杉木
FG&

反转录产物

R25<CD ! F( +C6\<0* 6^ 4'((.(*+2-.2

&2(501&232 FG&

图
A

杉木
%"&$#

全长
0;G& F(!

B:F

产物的琼脂糖电泳图谱

R25<CD A &5C69D 5D3 D3D0*C6+)DC6+C84 6^ F(!

B:F +C6\<0* 6^ %"&$# ^<33!3D/5*)

0;G& 2/ %'((.(*+2-.2 &2(501&232

A
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该蛋白质具有一个
$%&&'&()%!)*+,

功能域! 该结构域为纤维素合成酶蛋白家族的一个特征性结构域! 具有

催化尿苷二磷酸形成的功能"

用
-./01

软件的邻接法#

+%2345(6"7(2+2+3

!

89

$构建不同植物
:)&;

蛋白的系统发育树#图
<

$% 从构

建的发育树中可以看出& 杉木
:)&;#

蛋白与
=):)&;!

!

0,:)&;!

!

0,:)&;1

和
>,6:)&;?

距离最近% 已有研

究表明&

0,:)&;1

在拟南芥根毛的伸长区及根毛区细胞壁的抗张强度有关! 而
0,:)&;!

和
=):)&;@

也在

根毛区的表达丰度较强! 推测
:&:)&;@

可能与根毛区细胞壁的合成有关! 其具体功能需要进一步验证%

1

讨论

近年来! 对纤维素合成酶类似蛋白基因的研究获得了初步成果% 利用拟南芥突变体发现
!!"#$%&

基

拟南芥#

%'()*+,-.*. !/($*(0(

!

8>A@BCD<<

$! 烟草#

1*2,!*(0( ($(!(

!

0E1"?1F<A@

$水稻#

3'45( .(!*6(

!

;00"@F<C

$! 美洲山杨

#

7,-8$8. !'9:8$,*+9.

!

00="1<FD

$%

;

!

;

!

;

!

GHIJK

保守基序以黑色方框标出
"

图
?

杉木
;$".$<@

部分蛋白序列及其他植物同源蛋白序列的比较

E23'6% ? :(LMN62)(+ (O "$".$<@ 2+ 2+ "800*0=/(:*( $(029,$(!( N+P 2,) 4(L(&(3') M6(,%2+ O6(L (,4%6 M&N+,)

?



第
!"

卷第
#

期

图
$

植物
%&'(

蛋白的系统进化关系分析

)*+,-. $ /01'2+.3.4*5 4-.. 636'1&*& 27 %&'( 7-28 96-*2,& :'634& &:.5*2,&

彭沙沙等! 杉木纤维素合成酶类似蛋白基因
!"!#"$#

的克隆及其生物信息学分析

因在拟南芥花粉管及胚胎发育中起重要作用" 推测此蛋白质对于细胞壁合成是必需的#

!

$

% 用
;!(<=

插入

法证明!

=4%&'(>

与拟南芥根毛的伸长及根毛区细胞壁的抗张强度有关" 推测此蛋白质可能与根毛区细

胞壁合成有关#

?

$

" 而
=4%&'(!

也在根毛区表达丰度较高%

(2@'*3

等 #

A

$研究发现! 烟草
%&!#"'#

基因可能

是编码花粉管纤维素合成的特异基因%

=3*46

等#

B

$利用定量
/%C

技术发现
()*+#"'!

基因在杨树木质部细

胞的次生壁中有较高丰度的表达" 参与纤维素的合成%

D,4-23

等#

#E

$将仅在水稻和大麦以及其他谷类中表

达的
!#"'

基因插入到拟南芥中" 结果发现转基因拟南芥所产生的
!

葡聚糖量很低" 意味着
!#",

基因与

纤维合成有关" 同时也表明这种细胞壁成分还需要其他的 &补充因子'% 植物纤维素的合成是一个复杂

的过程" 而纤维素合成酶和纤维素合成酶类似蛋白基因更是一个大的基因家族% 本研究的局限性在于仅

以茎叶组织为材料" 很难克隆出家族中的所有成员% 系统研究其分子调控过程" 需要克隆更多的纤维素

合成酶及类似蛋白基因%

!"!#"'#

基因的发现为进一步在分子水平上研究杉木的纤化打下了基础%
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浙江省现代农业科技成果展示交流洽谈会

!"$$

年
$$

月
$$

日! 由浙江省科技厅和浙江农林大学共同主办的浙江省现代农业科技成果展示交

流洽谈会在浙江农林大学东湖校区举行" 通过举办现代农业科技成果展# $十二五% 现代种业发展工程

研讨会# 科技创新服务平台交流座谈会等活动! 搭建农业科技协作交流的综合平台! 推动浙江省现代农

业产业发展和农业产业机制建设"

现代农业科技成果展重点展示了浙江省
$%

个省级农业科技创新服务平台的最新技术成果! 主要包

括竹产业# 木材加工产业# 农业种质资源与品质创新# 农产品加工等相关技术成果
$&"

多项" 在现代种

业发展工程研讨会上! 林木# 畜禽# 茶树# 中药材# 食用菌# 蚕桑# 水稻# 旱作粮油# 蔬菜# 水产# 果

品# 花卉等
$!

位农业重点领域育种攻关协作组牵头人! 分别介绍了新品种选育协作攻关方案" 浙江省

水稻育种攻关协作组介绍了协作组运行和管理做法及经验" 参会人员对各领域育种协作攻关方案进行了

讨论发言" 在浙江省重大科技创新服务平台交流座谈会上!

$%

家农业组创新服务平台总结汇报了过去

一年的工作和下一阶段的工作思路"

交流洽谈会作为 $

!"$$

中国浙江网上技术市场活动周暨杭州科技合作周% 系列活动之一! 目的是

为了加快浙江省战略新兴产业的发展! 加强科技对浙江省现代农业产业发展的引领和支撑作用! 加快农

业科技成果转化与产业化"

新闻中心
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