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雷竹纤维素合成酶基因 cDNA
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摘要 :根据绿竹纤维素合成酶 ( cellulose synthase)基因的保守区序列设计引物 ,以雷竹 cDNA为模板 ,采用 PCR

方法 ,成功扩增出 1个含有完整阅读框架的 cDNA序列 ,长度为 3 385 bp,共编码 1 056个氨基酸 ,将其命名为

PpCesA1基因。氨基酸序列的分析结果表明 , PpCesA1与其他纤维 PeCesA4素合成酶有较高的同源性 ,同绿竹

序列相似性高达 94% ,且其序列具有典型的 Cellulose_synt - GT - A 结构域 ,推测此 PpCesA1为雷竹纤维素合

成酶基因。对雷竹不同组织采用半定量方法研究该基因的表达情况 ,结果表明该基因在不同组织中的表达有

明显差异。
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　　Abstract:A cellulose synthasese p rotein gene from P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao named as PpCe2
sA1, was cloned through PCR using p rimers designed according to the cellulose synthasese p rotein genes con2
served region of B am busa m ultiplex. The coding region of the genom ic clone of PpCesA1 was continuous. The

cDNA of PpCesA1 contained an open reading frame of 3 385 bp and codes for a p rotein of 1 056 aa. The data2
base search using the am ino acid sequence as query showed high homology to several cellulose synthasese p ro2
teins, especially the PpCesA1 sequence showed the maximum homology (94% identity) to B am busa m u ltiplex

( subspecies cellulose synthasese p rotein gene) , and it had a typ ically conserved domain of Cellulose_synt - GT

- A. Therefore it could be p redicted that the PpCesA1 could be an cellulose synthasese gene in bamboo. The

result of sem iquantitative RT - PCR in differet tissues of P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao showed that the

exp ression of PpCesA1 gene was different.
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雷竹 ( P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao)属禾本科竹亚科刚竹属 ,耐瘠薄 ,较抗寒 ,是我国竹类植

物中分布范围广、经济价值最高的一个材用和笋用竹种 ,在我国林业生产中占有非常重要的地位。因此
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研究与雷竹纤维合成相关的基因 ,具有很强的代表性。雷竹笋以其特有的粗纤维、丰富的微量元素以及

多种维生素和氨基酸 ,无污染的生长环境等被公认为是最佳的绿色食品 [ 1 ]、理想的保健食品 ,经济价值

高 [ 2 ]。但是鲜嫩竹笋采后在常温保存条件下 , 几天内会快速出现“纤维化 ”,这种竹笋的快速“纤维化 ”

极大地影响竹笋的营养和品质 ,而采用低温储存则可明显延缓竹笋快速纤维化的进程 [ 3 ]。

目前对于竹笋采后竹纤维素生物合成及快速纤维化的内在分子机制还未见到相关报道 [ 4 - 6 ]
,而纤

维素合成酶基因 ( cellulose synthase )在纤维素合成途径中具有重要作用 [ 7 ]。实验表明 CesA糖基转移

酶可能是以 SG为引物起始葡聚糖的聚合反应。首先以 SG和 UDP - G为底物生成 SCD,纤维素合成酶

基因催化其进行聚合反应 ,然后由 KOR I酶切除聚合在多聚链上的 SG,进入纤维素的结晶过程 [ 8 - 11 ]
,并

最终合成纤维素。以雷竹为材料 ,获得一条与绿竹纤维素合成酶基因同源的全长克隆 ,命名为 PpCe2
sA1,并对其进行序列和不同组织基因表达谱的分析 ,为进一步揭示植物纤维化分子机理奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

以雷竹 1年生实生苗为材料 ,取叶片 5 g,采用改良的十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB )法 ,选用北京

TIANGEN的 RNA快速提取试剂盒提取雷竹 RNA。Marker、Taq p lus DNA聚合酶、dNTPs均购自上海生

工 ,感受态细胞 DH5α为实验室自备 ,载体 pMD18 - T、逆转录试剂盒 ( TaKaRa AMV Ver 3. 0)购自大连

宝生物公司 ,其他试剂均为国产分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　PCR扩增 　在比较绿竹纤维素合成酶基因序列保守区的基础上 ,设计 2对长度为 20 bp左右的

特异引物 ,并递交上海生物工程技术有限公司合成 ,引物设计见表 1。提取的雷竹 RNA经过逆转录合

成雷竹 cDNA 序列 ,经过 PCR 克隆目的片段。反应体系 ( 25μL )为 10 ×PCR buffer 2. 5μL, MgCl2
(25μmol/L) 2. 0μL, dNTP (10μmol/L) 0. 5μL,引物 (10μmol/L ) 0. 5μL, Taq Plus DNA聚合酶 (8. 34

×10
- 5

kat/L ) 0. 3μL,模板 DNA 2. 0μL ( 100 ng) , ddH2 O 16. 7μL。反应程序为 : 94 ℃预变 5 m in,

94 ℃变性 30 s, 50～55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 60～120 s, 30个循环 , 72 ℃延伸 7 m in, 4 ℃保温。
表 1　引物设计

Tab. 1　Pr im er design

引物名称 Primer name SP: (5’- 3’) ASP: (5’- 3’)

P1 /P2 TCCATGTCATWAGTTGTGGC TGTCAGCCACTCAAYTAT

P3 /P4 CAGGTGTGCCAGATCTGCGG CACCCAATCTCAGTTCCCCA

P5 /P6 ATGGAGGGCGACGCGGAGGC TACTTGGTCTTGCACTGTGG

1. 2. 2　目的片段的回收和重组 　把 PCR扩增产物经 10 g/L琼脂糖电泳检测后 ,利用 Q IAGEN公司的

离心柱型琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒从琼脂糖凝胶上回收目的片段 ;纯化产物与 pMD18 - T载体

16 ℃连接过夜 ,并转化感受态细胞 DH5α,挑取白色单菌落 , 37 ℃摇菌过夜 ;以微量菌液为模板进行

PCR验证是否为阳性克隆。

1. 2. 3　目的片段的测序及生物信息学分析 　将含有目的片段的重组质粒寄上海生物工程技术有限公

司进行测序。测定的序列用 BLAST进行同源序列比对 ;蛋白的亲疏水性使用 ( http: / /www. expasy. org /

tools/p rotscale. htm l)程序分析 ;分子进化树的构建使用 MEGA4. 1软件中 NJ法完成。用 Protparam分析

PpCesA1编码蛋白的氨基酸序列组成、相对分子质量和等电点等理化性质 ( http: / / au. expasy. org / tools/

p rotparam. htm l) ;利用 PB IL LYON - GERLAND信息库对蛋白质序列进行二级结构预测 ( http: / /np sa -

pbil. ibcp. fr / cgi - bin /np sa_automat. p l? page = /NPSA /np sa_hnn. ) ;利用 TMHMN软件进行蛋白质跨膜

区预测 ( http: / /www. cbs. dtu. dk / services/TMHMM - 2. 0 / ) ;利用 Signal P程序分析 N末端信号肽序列

( http: / /www. cbs. dtu. dk / services/SignalP / ) ;利用 ProtFun分析预测 PpCesA1蛋白的功能 ( http: / /www.

cbs. D tu. dk / services/ProtFun / ) ;运用 Scratch p rotein对蛋白质的二硫键做出分析 ( http: / /www. ics. uci.

Edu /baldig / scratch / index. hem l)。
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1: P1 /P2 cDNA扩增产物 , 2: P3 /P4 cDNA扩增产物 , 3: P5 /P6 cDNA扩增产物。

1: The PCR products by P1 /P2 from cDNA, 2: The PCR products by P3 /P4 from cDNA, 3: The PCR p roducts by P5 /P6 from cDNA.

图 1　PCR克隆结果 (1～3: PCR扩增产物 ;M:Mark)

Fig. 1　 Isolation of PpCesA1 gene amp lified from P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao (1～3 PCR p roducts;M:Mark)

图 2　PpCesA1保守功能域和蛋白序列

Fig. 2　The conserved domain (A、B) and p rotein sequence of PpCesA1

2　结果与分析

2. 1　PpC esA1基因克隆

以雷竹 cDNA为模板 ,通过设定的兼并引物进行 PCR扩增 ,得到长度为 1 200 bp (图 1a) , 2 200 bp

(图 1b) , 500 bp (图 1c)左右的条带 ,目的片段进行测序后经拼接获得了长度为 33 385 bp的序列 ,经验

证无误。

2. 2　生物信息学分析

2. 2. 1　雷竹 PpCesA1蛋白结构分析、同源比对和进化树的构建 　雷竹 PpCesA1基因长 3 385 bp,具有

完整的开放式阅读框 (ORF, 1 - 3 168 bp) ,编码 1 056个氨基酸。在 Pfam上对其机构域进行分析发现 ,

在其 48～52位氨基酸位点具有典型锌指结构 CXXC (半胱氨酸 - X - X2 半胱氨酸 ,图 2) ,在其 355～

1 052位氨基酸位点具有典型的 Cellulose_synt - GT - A - GT - A糖基转移酶家族功能域 (图 2)。在 Cellulose
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图 3　雷竹 PpCesA1与其他纤维素合成酶蛋白的系统发生分析

Fig. 3　P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao of PpCesA1 and others cellulose synthase p roteins

图 4　PpCesA1蛋白氨基酸序列的疏水性分析

Fig. 4　Hydrophobicity and analyses of deduced am ino

acid sequence of PpCesA1 p rotein

_synt - GT - A - GT - A 功能域的保守区域 A中含有保守的天冬氨酸残基 ,排列为 Dx⋯⋯xDCD;在保

守区域 B中含有保守的天冬氨酸残基 ,排列为 Dx⋯⋯QVLRW (图 2)。利用 BLAST比对 ,显示其与以下

几 PpCesA1蛋白序列类似 ,包括绿竹纤维素合成酶蛋白 CesA4 (AAY 43220, 94% ) ,水稻纤维素合成酶蛋

白 CesA4 (NP 001059162, 91% ) ,玉米纤维素合成酶蛋白 CesA4 (NP 001105621, 90% ) ,高粱纤维素合成

酶蛋白 (XP 002461675, 89% ) ,玉米纤维素合成酶蛋白 CesA9 (NP 001104959, 89% ) ,水稻纤维素合成酶

蛋白 ( EAZ 03158, 88% ) ,绿竹纤维素合成酶蛋白 CesA5 (AAY 43222, 86% ) ,小麦纤维素合成酶蛋白

(BAD 06322 , 85% ) ,大麦纤维素合成酶蛋白 CesA1 (AAR 29962, 87% ) ,玉米纤维素合成酶蛋白 CesA5

(NP 001104955, 84% ) ,水稻纤维素合成酶蛋白 CesA2 (NP 001051648, 85% ) ,拟南芥纤维素合成酶蛋白

CesA3 (NP 196136, 73% )等。在此基础上构建的系统进化树 (图 3)结果表明 ,雷竹 PpCesA1蛋白与绿

竹、水稻、玉米等禾本科植物的纤维素合成酶蛋白在进化关系上都具有很近的亲缘关系。由此可以推断

PpCesA1蛋白是雷竹中的纤维素合成酶蛋白。

2. 2. 2　PpCesA1蛋白的结构特点和理化性质 　用 Protparam预 PpCesA1蛋白的理化性质 ,推测该蛋白相

对分子质量为 118 052. 5 ku,等电点为 8. 62;理论推导半衰期大于 20 h,不稳定参数为 41. 5,属于不稳

定蛋白。PpCesA1蛋白的二级结构中

α -螺旋 ( helix)占 38. 54% ,β - 折叠

( sheet)占 11. 27% ,无规则卷曲 ( coil)

占 50. 19%。预计可形成二硫键 11

个 ,分别在第 1 052 ～ 1 056、615 ～

642、558～570、739～778、912～923、

19～22、61～64、38～46、41～49、851

～857、311～415,参与维持蛋白质构

象的稳定。疏水性 /亲水性分析结果

表明 ,疏水性最大值为 3. 344,最小值

为 - 3. 044,总体看属于亲水性蛋白

(图 4)。跨膜结构预测表明 PpCesA1

蛋白拥有 5个跨膜区 ,分别是 837～

859、871～893、955～977、984～1 003、1 018～10 351 (图 5) ,无信号肽。通过蛋白质亚细胞定位软件

PSORT预测发 PpCesA1蛋白无核定位信号 ,是一种主要存在于质膜 (0. 6)、叶绿体类囊体膜 (0. 494)和
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图 5　PpCesA1蛋白氨基酸序列的跨膜区分析

Fig. 5　Transmembrane domain and analyses of deduced am ino acid sequence of PpCesA1 p rotein

图 6　雷竹一年生实生苗不同组织纤维素含量

Fig. 6　The content of cellulous in different tissues in annual seedling of

P. praecox. C. d. Chu et C. S. Chao

图 7　雷竹不同组织总 RNA的提取

Fig. 7　Total RNA p reparation from different tissue of samp le p reparation bamboo

图 8　雷竹 PpCesA1基因的半定量 RT - PCR

Fig. 8　Sem iquantitative RT - PCR of PpCesA1

高尔基体 ( 0. 4 )中的一种膜蛋

白。根据 ProtFun 功能预测表

明 , PpCesA1蛋白具有生物合成

相关的电压门控离子通道连接酶

的作用。

2. 3　雷竹 PpC esA1基因的半定

量 RT - PCR和表达分析

将雷竹 1年生实生苗的根部

泥土用自来水冲洗干净 ,取生长

正常的根、茎及展开叶 , 采用

TIANGEN公司的 RNA快速提取

试剂盒提取雷竹笋的总 RNA,并

对其完整性和浓度进行检测 (图

7) ,结果表明 RNA的完整性和浓

度符合半定量 RT - PCR的要求。

另取雷竹根、茎、叶、笋上部及笋

基部材料若干 ,于 60 ℃烘箱中

烘干至恒重 ,采用莫尔式盐法测

定其纤维素含量 ,具体测定结果

见图 6。提取的 RNA取 1μg用

TaKaRa AMV Ver 3. 0逆转录试

剂盒合成 cDNA ,运用已有的雷

竹 Action引物调整半定量反应

模板的起始量。根据已测序

PpCesA1基因的序列 ,运用 Primer

p rem ier 5软件设计半定量引物 ,

交由上海生工合成 ,分别是上游

引物 P1 : 5’- AAGATATAGAG2
GAGGGTGTTGGAAG, 下游引物

P2 : 5 ’ - CTGGAGTTGCGGATT2
GAGG。

PpCesA1基因半定量结果表

明 ,在雷竹植株的不同组织中 PpCesA1基因均有表达 ,表达量有显著差异 (图 8)。
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3　讨　论

雷竹不同组织纤维化的程度是不同的 ,而其在木纤化过程中纤维素合成酶基因家族 ( cellulose syn2
thase fam ily)起着重要的作用。研究表明 ,不同的 CesA基因所参与的纤维素进程也不同 ,如拟南芥 Ce2
sA1、CesA2、CesA3对初生细胞壁的合成起作用 ,而水稻 CesA4、CesA7、CesA8则是次生细胞壁的合成所必

须的 [ 12 ]。

本研究首次从雷竹中获得 PpCesA1基因 ,序列分析表明其与水稻等的纤维素合成酶基因同源性很

高 ,其蛋白序列具有 Cellulose_synt - GT - A 功能域、5个跨膜结构、典型的保守区和可变区等纤维素合

成酶家族共有的特征 ,从而确定 PpCesA1是雷竹纤维素合成酶家族的一员。通过半定量 RT - PCR分

析雷竹 1年生实生苗的根、茎、叶中 PpCesA1基因的表达发现 , PpCesA1表达量的高低有明显差异 ,茎部

的 PpCesA1的表达量最高 ,根部次之 ,叶中最低。通过对其相对应部分纤维素含量的测定 ,我们发现雷

竹苗植株不同组织纤维素的含量的高低与 PpCesA1的表达量的高低趋势相符 , PpCesA1表达量越高 ,其

组织纤维素含量越高。因此推测 PpCesA1基因在雷竹不同组织纤维素的形成过程中作用显著。

植物纤维素的合成是一个复杂的过程 ,而纤维素合成酶基因更是一个大的家族 , PpCesA1基因只是

其中的一个 ,想要系统的研究其分子调控过程 ,需要更多的雷竹纤维素基因的克隆。PpCesA1基因的发

现 ,为进一步在分子水平上研究竹类的木纤化分子机理打下一定的基础。
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