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摘要! 通过逆转录聚合酶链式反应%

0J!K+0

&结合
:LM*

末端快速扩增"

0*+1

&技术! 从杉木
6#%%-%.*&8-& '&%9+"'&4&

中克隆到
!

个全长为
$ !$' NO

和
$ )I( NO

的纤维素合成酶基因
:LM*

序列! 被分别命名为
6'6+3/&

和
6'6+3/!

!

PC?Q3?=

登录号分别为
RS)--'I-

和
RS)--'I'

' 相应编码蛋白分别包含
,,!

和
& ",!

个氨基酸残基! 推测分子量为

&&& )-'9$ L

和
&!$ &"'9I L

! 等电点为
(9"-

和
(9('

' 氨基酸序列分析发现! 它们具有植物纤维素合成酶基因相应的

结构特征())锌指结构!

!

个易变区
+.0T

和
+.0TT

!

!

个保守区
+0T

和
+0TT

! 纤维素合成酶底物结合结构域 *

LU

LU LU SVW0X

+! 以及
)

个跨膜区, 荧光定量
K+0

分析表明$

6'6+3/&

和
6'6+3/!

基因在茎中表达丰度均为最高!

且成熟木质部中表达量均高于皮层中的相应数值-

!

个基因在根和针叶中的表达量相对较低' 以具特殊材质性状的

矮生杉木和正常杉木木质部为材料的进一步表达分析发现$

6'6+3/&

和
6'6+3/!

在正常杉木木质部中的表达量大约

是矮生杉木表达量的
!$&!

倍'

!

个杉木
6+3/

基因可能在杉木木材形成过程中具有重要作用' 图
'

参
&,

关键词! 林木育种学- 杉木-

6+3/

基因- 基因克隆- 序列分析- 表达分析
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#
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&
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纤维素是木材的主要成分之一# 约占木材干质量的
@AB

以上# 是木材品质的主要决定因子$ 纤维素

是由
!!#4@!

葡萄糖残基组成的不分支多糖# 它的合成涉及一个复杂的酶系# 其中由纤维素合成酶催化亚

基%

2CDE

&组成的复合酶是关键酶之一$ 因此#

0-12

基因的克隆及其功能解析一直是植物分子生物学领

域中的一个研究热点$

#77F

年#

G'1$

等 !

#

"分离鉴定了高等植物中的第
#

个
0-12

基因# 即来自棉花

3.1145*") '*61"/")

的
3'0-12#

$ 美国的密歇根大学
"AAA

年从欧洲颤杨
7.5"+"1 /6-)"+.*8-1

中克隆到了

林木中的第
#

个纤维素合成酶基因
7/60-12#

基因# 它是一个在木质部特异表达的纤维素合成酶基因#

与次生壁的形成有关!

"

"

$ 此后来自拟南芥
26(98.51*1 /'(+*($(

的
#A

个
2/0-12

# 毛果杨
7.5"+"1 /6*,'.,(65(

的
#H

个
7/6*0-12

# 以及欧洲颤杨' 赤桉
:",(+45/"1 ,()(+8"+-$1*1

等植物的部分
0-12

基因相继被鉴定!

!I5

"

#

尤其是通过突变体分析# 来自拟南芥的
7

个
2/0-12

功能已基本被解析 !

F

"

4

其中
2/0-12#

#

2/0-12!

#

2/0-12F

与细胞初生壁的形成相关# 而
2/0-12@

#

2/0-12J

#

2/0-12H

!

J

"都只在有次生壁的细胞中表达#

可能与细胞次生壁的形成有关$ 欧洲颤杨中的
7/60-12"

!

H

"和
7/60-125

!

7

"基因主要在正在发育的木质部表

达# 参与次生壁的形成$ 来自赤桉的
:,0-12@

#

:,0-125

与初生壁合成有关#

:,0-12#

#

:,0-12"

和

:,0-12!

!

#A

"则参与次生壁合成$ 这些基因的研究为其他植物纤维素合成机制的解析奠定了坚实的基础$

杉木
0"$$*$&'()*( +($,-.+(/(

是中国南方重要的针叶速生用材树种# 用途广泛$ 近年来有关杉木材性性

状形成分子机制的研究取得了明显进展!

##"#!

"

# 然而涉及其纤维素生物合成分子机制的研究报道甚少# 仅

彭沙沙等!

#@

"克隆了杉木纤维素合成酶类似蛋白
0+01+;#

# 并对它进行了生物信息学分析$ 本研究利用逆

转录聚合酶链式反应%

KL!G2K

&结合
:MNE

末端快速扩增%

KE2C

&技术# 分离克隆了
"

个杉木
!<12

基因#

对它们进行了生物信息学分析# 以及在不同器官%或组织&表达差异分析# 以期为进一步的功能解析提供

实验依据# 同时也为杉木分子辅助育种提供重要基因资源$

#

材料与方法

*+*

植物材料

试验材料为杉木速生无性系
OA5J

和矮生无性系# 均栽植于浙江省临安市横畈林场$ 在
"A#"

年
F

月

下旬# 采集正常速生无性系的当年生成熟针叶' 茎' 根# 以及正常速生杉木和矮生杉木
#

年生茎段的皮

层' 正常发育的木质部$ 所有材料液氮速冻之后存放在
"HA $

冰箱中备用$

*+,

实验试剂

克隆用的大肠埃希菌
:1,'<6*,'*( ,.+* MP5"

为本实验室保存(

DQEKL

LQ

KE2C :MNE!10?&)/):1+)%*!R)+

%

2&%*+':,

&(

G<$'S)*R

LQ

?&1*+ KNE $'16'*+

提取试剂盒%上海英骏生物技术有限公司&(

G'1(=!L# ()0?&'

:&%*)*6 R)+

%

L$1*(T'* O)%+':,

&(

E>=G$'?MNE

凝胶回收试剂盒%

E>=TCN

&(

G2K

反应试剂
#A%8<//'$

%缓冲

液&# 脱氧核苷三磷酸%

.NLG(

&#

=>? MNE

聚合酶均购自上海生物工程技术有限公司( 引物由南京金斯

瑞生物科技公司合成$

*+-

总
./0

的提取和
1230

合成

总
KNE

的提取采用
G<$'S)*R

LQ

?&1*+ KNE $'16'*+

试剂盒进行(

:MNE

第
#

链的合成则采用购自大连

L1U1K1

公司的
G$)0'D:$)?+

LQ

KL $'16'*+ R)+

反转录试剂盒进行$

*+ 4 0+0<12

基因的扩增

根据已报道的其他植物
0<12

基因序列# 在纤维素合成酶保守区域设计
KL!G2K

上游引物
KK

)

5&＞

LTVLEVTLN2EKLLV22W2＜!&

# 下游引物
KX

)

5&＞TEN22KLEMEL22EN22＜!&

%

V

)

2 %$ L

(

N

)

E %$ L

%$ 2 %$ T

(

K

)

E %$ T

(

W

)

E %$ L

(

M

)

E %$ T %$ L

&$

0+0<12

基因中间片段的获得参照
K$)0(:$)?+

LQ

KL!

G2K R)+

试剂盒%

L1U1K1

&步骤来进行$

G2K

产物回收后连接到
G'1(=!L# ()0?&' :&%*)*6 Y':+%$

%

L$1*(T'*

O)%+':,

&上# 转化大肠埃希菌
MP5"

# 筛选阳性克隆后送华大基因公司测序$ 根据
KL!G2K

片段的序列测

定结果以及局部序列的比对结果# 分别合成
0+0<125&KE2C

和
!&KE2C

特异引物$

庞 景等) 杉木纤维素合成酶基因
0<12

的克隆及表达分析
@#



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

!"!#$%&!'()#

!
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"

!"!&$%&!'()!

!

$"＞*',+*,'+,+,*++*''+'+'*'',＜-"

"

'"!&$%!!'()&

!

$"＞,*'*',,++,+*+++,+''*,,,*'＜-"

"

!"!&$%!!'()!

!

$"＞,*++*''++'+*''*''*',*,,*,＜-"

#

$".+,/

和
-".+,/

具体步骤均参照
(0+*.

*0

.+,/ 123+ 456789814:8;< =8:

$

,7;<*>1?

%的说明书进

行&

),.

产物经回收测序后& 与已克隆的
!"!&$%

基因片段拼接& 从而获得全长
123+

序列# 根据拼接

得到的
!"!&$%

全长
123+

序列设计特异引物& 经
),.

扩增' 测序& 验证其准确性( 相应引物序列如下)

!"!&$%&!@

!

$"＞*''+''''*'*++*'',*+,*＜-"

"

!"!&$%&!A

!

$"＞+**'++**',*+***+'+++'＜-"B

!"!&$%!!@

!

$"＞**,++'*+'*+'*''*+',''＜-"

"

!"!&$%!!A

!

$"＞*,,*'+'**'*,***',*++'＜-"

#

!"#

生物信息学分析

利用
3C17>81 *;;7D

*

?::6EFFDGDH>I8H41HC=F:;;AD

%分析目的基因编码蛋白质的氨基酸组成" 用
)G;:)4G45

*

?::6EFFJJJH>K64DLH;GMF:;;ADF6G;:64G45H?:57

%工具推测其分子量和等电点*

)N

%" 用
)G;:(147>

*

?::6EFF14H>K64DLH

;GMF:;;7DF6G;:D147>H?:57

%工具推测其疏水性" 用
*0O00

*

?::6EFFJJJH1PDHP:CHP=FD>GQ81>DF *0O00!!H%F

%对其

跨膜区进行预测" 并用
(8M<47)

*

?::6EFFJJJH1PDHP:CHP=FD>GQ81>DF(8M<4A)F

%软件对其
3

端进行分析" 在*

?::6EFF

JJJHI8;8<9;H:D8<M?C4H>PCH1<F(CI7;1F

%进行蛋白质亚细胞定位" 同时用
/K)+(L

的
O33

*

?::6EFFJJJH>K64DLH

;GMF:;;ADFO33H?:57

%预测其二级结构进行" 利用蛋白质保守结构域推测工具
N<:>G)G;(14<

*

?::6EFF>I8H41HC=F

*;;7DHFN<:>G)G;(14<F

%分析结构域" 利用
0/'+ RH%

的邻接*

3S

%算法构建
!&$%

蛋白的系统进化树)

!"$

基因表达的定量
%&'

分析

以正常杉木根+ 茎' 叶' 木质部和皮层& 矮生杉木木质部的
123+

为模板& 利用实时荧光定量
),.

检测
!"!&$%&

和
!"!&$%!

在不同器官和组织中的表达变化 & 采用
*4T4.4

公司的定量
),.

专用的

)G85>(1G86:

.

G>4M><: =8:

和
(UV.

.

)G>58K >K ()**0

*

*78 .34D>O )7CD

%试剂盒& 以
'"+,-./

作为内参#

'"'&$+&

基因引物序列
$"

端引物序列!

$"＞'+',+++*,*,+'+,*,,*+,*,＜-"

"

-"

端引物序列!

$"＞*+*+*,,,*+,'+,*,*'*,,+,＜-"

#

'"'&$+!

基因引物序列
$"

端引物序列 !

$"＞',+*,!

,+****,*,,**',***'＜-"

"

-"

端引物序列!

$"＞+**',*'***',,,++,+*,+'*＜-"

#

'"+,-./

基因

引 物 序 列
$"

端 引 物 序 列 !

$" ＞,+',++,*'''+*'+*+*'' ＜-"

"

-"

端 引 物 序 列 !

$" ＞

+***,',***,+',+'*''*＜-"

#

!

结果与分析

("!

杉木
'"'&$+!

!

'"'&$+(

基因的克隆与生物信息学分析

本研究通过
.+,/

技术& 成功克隆到杉木的
!

个
'"'&$+

基因&

123+

长度分别为
- !-$ I6

和
- WXY

I6

& 分别编码
ZZ!

&

& %Z!

个氨基酸残基& 其在美国国家生物技术信息中心*

3,VN

%上的登录号分别为

S[WRR$XR

&

S[WRR$X$

# 经与
3,VN

数据库比对分析 &

'"'&$+&

氨基酸序列与火炬松
0./1$ -)&23

*

++\&WYRXH&

%& 光皮桦
4&-1") "15./.6&73

*

+,S-WYYRH&

%& 巨桉
81,)"9:-1$ ;73/2.$

*

++UY%WR-H&

%等
'&$<

家

族中部分成员序列同源性高达
W!]

&

X-]

&

X-]

#

="=&$+!

氨基酸序列与苎麻
>?&@5&7.) /.A&)

*

++UXWZ$!H-

%& 马占相思
<,),.) 5)/;.15

*

++*YYZR%H&

%& 巨桉*

++UY%WRXH&

%等
'&$<

家族中部分成员序

列同源性高达
WR]

&

W&]

&

W&]

#

!

个推测
,7,/(+

蛋白相对分子质量分别为
&&& WR$H- 2

&

&!- &%$HX 2

& 等电点分别为
YH%R

和
YHY$

"

半衰期都大于
-% ?

& 不稳定系数分别为
-$H&$

和
-ZH%!

& 属于稳定蛋白# 蛋白保守功能结构域的分析结

果显示! 这
!

个蛋白都具有
&

个纤维素的合成功能域& 该结构域为纤维素合成酶蛋白家族的
&

个特征性

结构域& 具有催化尿苷二磷酸形成的功能# 通过与来自白桦
4&-1") :")-9:@9"")

& 欧洲颤杨& 马占相思和

巨桉等植物中已鉴定的
,/(+

进行氨基酸序列比对和结构分析& 发现
!

个
,/(+

蛋白与来自其他植物的

,/(+

蛋白一样都含有锌指结合域"

!

个易变区域
,(.N

和
,(.NN

&

,(.N

紧跟锌指结构域后面& 由
WW#

&YY

个氨基酸残基组成&

,(.NN

位于
,.N

和
,.NN

之间& 相比
,(.N

略短"

!

个高度保守区域
,.N

和
,.NN

&

R!
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$%&

位于
$'%&

之后! 由
!()

个氨基酸残基组成! 而
$%&&

则邻近碳端! 由
!#*

或
!#+

个氨基酸残基组

成" 这
"

个保守区内含有纤维素合成酶底物结合结构域 #

,- ,- ,- ./0%1

$ %图
#

!

,

& 天冬氨酸!

.

&

谷氨酸!

/

& 缬氨酸!

%

& 精氨酸!

1

& 色氨酸'! 其第
#

个和第
"

个
,

残基位于
$%&

内! 第
!

个
,

残

基和
./0%1

序列位于
$%&&

内" 跨膜结构预测表明&

$2$3'4#

蛋白拥有
5

个跨膜区! 分别是
#5"!

"6)

!

"##!"!6

!

+*+!+5(

!

56#!5"!

!

5!5!5*6

!

557!(6+

!

(#+!(!(

和
(7"!(+#

! 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
"#8"7

个氨基酸残基" 所有这些结果基本符合目前

已知高等植物
$3'4

蛋白的特征! 进一步说明了分离的
"

个
!"!#$%

基因序列确实为杉木
!&$%

基因"

$2$3'4#

蛋白的二级结构中!

!"

螺旋%

9:2;<

'占
!)=7#>

!

""

折叠%

?9::@

'占
#)=A!>

! 无规则卷曲%

BC;2

'占

7#=)*>

( 疏水性
D

亲水性分析结果表明& 疏水性最大值为
!=!##

! 最小值为
#!="""

! 总体看属于亲水性蛋

白"

$2$3'4"

中
!"

螺旋)

""

折叠) 无规则卷曲分别占
!!=A(>

!

#7=(7>

!

7A=(*>

( 疏水性最大值和最小

值分别为
!="+5

和
$!=7))

! 也属亲水性蛋白* 此外! 蛋白质亚细胞定位预测认定这
"

个蛋白都属于细胞

质蛋白质%可靠性指标为
"

( 预期准确性为
+)>

'! 而且
';EFG0H

软件分析
"

个蛋白都为非分泌蛋白! 不

具有信号肽结构*

!"!

系统进化树的分析

将
"

个预测的
$0$3'4

蛋白与来自
)

种双子叶植物+

"

种单子叶植物和
!

种裸子植物全长
$3'4

氨

基酸序列进行比对和构建进化树,

#7

-

%图
"

'" 可以看出&

'"!&$%#

和
!"!&$%"

与对应的火炬松) 拟南芥)

欧洲颤杨) 巨桉) 水稻
()*+, $,-./,

等直系同源蛋白聚在一起! 分属于
"

个与细胞壁物质形成相关的类

群" 在每个类群中! 来自单) 双子叶植物和裸子植物的
0&$%

基因都分别聚类在一起! 暗示在裸子植物

与被子植物! 或单子叶植物与双子叶植物分化之前! 多数
0&$%

进化产生了不同的类型"

0"0&$%#

与

1-0&$%#

同源性最高! 并与欧洲颤杨
1-)0&$%#

! 水稻
2$0&$%)

! 巨桉
340&$%#

! 拟南芥
%-0&$%5

等聚类

在一个大的分支内 (

0"0&$%"

与玉米
5&6 76*$ 570&$8"

! 欧洲颤杨
1-)0&$%)

! 水稻
2$0&$%#

! 巨桉

340&$%7

! 拟南芥
%-0&$%#

等聚类在一个大的分支内"

!"#

不同器官中
0"0&$%

的表达差异

首先! 利用
%I"H$%

和定量
H$%

产物的融解曲线分析和克隆测序等方法! 对设计的
"

对
0"0&$%

定

量
H$%

引物的特异性和正确性进行了验证! 结果发现& 扩增特异且产物大小) 序列正确! 可用于后续定

量
H$%

分析" 通过对不同器官中
0"0&$%

基因表达情况分析得出%图
!

'! 目的基因在杉木的根) 茎) 叶

中都有表达! 但表达模式却不同&

0"0&$%#

!

0"0&$%"

基因在茎中表达丰度最高!

0"0&$%#

在根中的表达

量最低! 而
0"0&$%"

基因在根和叶中的表达丰度无显著差异" 为了初步探讨目的基因在木材形成中的作

用! 进一步以茎的木质部和皮层为材料进行表达分析! 结果发现&

"

个
0"0&$%

基因在木质部中表达丰

度均显著高于在皮层中的相应数值%图
)

'" 同时! 本研究以具特殊材质表型的矮生杉木木质部为材料进

行目的基因表达量测定! 发现
0"0&$%#

和
0"0&$%"

在正常杉木木质部中的表达量明显高于矮生杉木! 相

应数值是矮生杉木表达量的
"%#"

倍%图
7

'"

!

讨论

本实验通过应用
%4$3

技术!

"

个杉木
0"0&$%

基因的
B,J4

序列被成功分离! 它们均具有完整的

开放阅读框%

K%L

'! 且编码的
$3'4

均包含高等植物
$3'4

蛋白应有序列特征" 从基于氨基酸序列相似

性的分析结果看! 分别来自拟南芥) 杨树和巨桉的
%-0&$%5

!

1-)0&$%#

!

340&$%#

等是
0"0&$%#

的直系

同源基因" 拟南芥
%-0&$%5

,

#+

-是次生壁形成所必需的基因! 主要在花序茎中表达! 在缺少次生木质部的

幼叶和花等器官中微弱表达" 从欧洲颤杨中克隆的
1-)0&$%#

,

5

-基因在已发育木质部的次生壁合成中特异

表达! 但在韧皮部纤维中却不表达"

340&$%#

也主要在木质部中表达! 而在无次生壁发生的组织中微弱

表达,

#+

-

" 荧光定量
H$%

分析发现&

0"0&$%#

在茎中的表达量最高! 且在茎的木质部部位优势表达" 矮生

杉木在解剖与生理方面不同于正常杉木! 矮生杉木木质部细胞分化缓慢! 木材中纤维素含量相对低,

#5

-

"

进一步的表达分析也发现&

0"0&$%#

在矮生杉木木质部的转录丰度显著低于正常杉木的相应数值" 因

此! 可以推测
0"0&$%#

是参与杉木木材次生壁形成的重要基因" 进化树分析显示
0"0&$%"

与
%-0&$%#

!

1-)0&$%)

!

340&$%7

等聚在一起 "

%-0&$%#

,

#*

-几乎在拟南芥的各个部位都表达 ! 其表达量远远高于

庞 景等& 杉木纤维素合成酶基因
0&$%

的克隆及表达分析
)!



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

图
&

不同植物
'()*

氨基酸序列比对及其基序分析
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图
!

不同器官中
!"!#$%#

和

!"!&$%"

基因的相对表达

量

$%&'() ! *)+,-%.) )/0()11%23 +).)+1 24

'"!&$%#5 !"!&$%" %3 6%44)()3-

2(&,31

图
7 !"!&$%#

!

!"!&$%"

在正

常杉木与矮生杉木木质

部中的相对表达量

$%&'() 7 *)+,-%.) )/0()11%23 +).)+1 24

!"!&$%#5 !"!&$%" %3 /8+)9

图
:

不同组织中
!"!&$%#

和

!"!&$%"

基因的相对表达

量

$%&'() : *)+,-%.) )/0()11%23 +).)+1 24

!"!&$%#5 !"!&$%" %3 6%44)()3-

-%11')1

;&

! 巨桉
()*+",-.)$

"

<(

! 辐射松
/01)$ 2+30+.&

"

<-(

! 欧洲颤杨
/4-)")$ .2&5)"403&$

"

=0

! 白桦
6&.)"+ -"+.,-7,""+

"

>-

! 拟南芥

82+90:4-$0$ .7+"0+1+

"

?1

! 水稻
;2,<+ $+.0=+

"

<-

! 火炬松
/01)$ .+&:+

"

@+

! 杉木
>)1101?7+50+ "+1*&4"+.+

"

A9

! 玉米
@&A 5A,$

#

图
"

植物
@;B>

蛋白的系统进化分析

$%&'() " <C8+2&)3)-%D -()) ,3,+81%1 24 @;B> 4(29 6%44)()3- 0+,3- 10)D%)1

8.>&$8E

$

#E

%

& 被认为主要参与细胞初生壁的形成#

/.2>&$8:

$

F

%和
B?>&$87

$

#G

%也被认为控制初生细胞壁中纤

维素的合成# 然而& 定量
<@*

分析结果显示&

>">&$8"

呈现与
>">&$8#

相似的表达模式& 也主要在茎的

木质部表达# 可见&

>">&$8"

是否直接参与细胞次生壁的形成有待验证#

植物
>&$8

基因是以超基因家族存在的& 含有许多的基因成员& 不同的成员参与不同组织& 不同器

官或不同细胞壁层次的纤维素合成# 本研究虽从杉木中克隆到了
"

个
>&$8

基因& 但其他
>&$8

基因成

员还未克隆到& 同时这
"

个基因的功能还需进行更深入的研究#

庞 景等! 杉木纤维素合成酶基因
>&$8

的克隆及表达分析
:7
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