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毛白杨纤维素合酶基因家族部分成员的克隆及表达宰
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摘 要： 从毛白杨中分离7个纤维素合酶基因，分别为PwCesA4，PtoCesA5，PtoCesA7，PtoCesA8，PtoCeMl3，

ProCesAl7和PtoCesAl8，通过与已公布的毛果杨全基因序列及拟南芥和水稻基因组中纤维素合酶基因序列的同源

性比对分析，结合目前纤维素合成机制的研究进展，预测毛白杨中上述不同纤维素合酶的功能。利用GenomeLabTI

GeXP遗传分析系统分析毛白杨中纤维素合酶基因在不同组织中的转录表达水平，结果表明PtoCesA4，PtoCesA7．

PtoCesA8，PtoCesAl7和PtoCesAl8在木质部高丰度表达，推测这些基因可能参与毛白杨次生细胞壁的形成，为毛白

杨次生细胞壁中纤维素的合成调控提供参考依据。
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Isolation and Expression Profile of Some Members of Cellulose

Synthase Gene Family in PopuIlLS tomentosa

Chen Yajuan Wang Hongzhi Li Ruifen Zhang Zhongbno Cui Lijie Wei Jianhua

(Beijing Agro—Biotechaology Research Cenwr Beijing Academy矿Agricultural and Forestry Science Being 100097)

Abstract： Wood is an attractive renewable source of lignocellulosic biomass for biofuels production and pulping

industry．One of the principal components of wood is cellulose，determining the morphology of plants and wood quality．In

this study，we isolate seven cellulose synthase genes：PtoCesA4，PtoCesA5，PtoCesA7，PtoCesA8，PtoCesAl3，PtoCesAl 7 and

PtoCesAl8 from Populus tomentosa by using RT—PCR and bioinformatics methods．A phylogenetic tree of Arabidopsis

thaliana，Oryza sativa，Populus trichocarpa and P．tomentosa cellulose synthase gene superfamilies was constructed using

the MEGA4．0 program。GenomeLab 1。GeXP genetic analysis showed that the transcription levels of PtoCesAI 7 and

PtoCesA7 along with PtoCesA4，PtoCesA8 and PtoCesAl8 were much higher in xylem than that in leaves in P．tomentosa，

implying that these genes may function on secondary wall formation．
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纤维素是木材的主要组分，是地球上最丰富的

重要可再生资源，自然界每年可生产约1 800亿t的

纤维素。在生物能源和制浆造纸工业中，纤维素的

含量和存在形式直接影响发酵产物液体乙醇的产率

和制浆造纸过程中纸浆得率(Chiang et a1．，1988；

Sassner et a1．，2005)。因此，深入研究林木植物中纤

维素的生物合成过程，挖掘控制木材纤维品质和产

量的重要基因，进而通过遗传操作改良植物的纤维

品质具有重要的理论和实践意义。

在高等植物中，纤维素合酶(cellulose synthase，

CesA)催化纤维素的合成(Chandrashekhar et a1．，

2007)。纤维素合酶在细胞膜上组装成纤维素合酶复

合体(cellulose synthase complexs，CSCs)，它由6个大

亚基组成，在细胞膜上呈六边玫瑰形，推测每个大亚

基可能包含6个CesA蛋白(Doblin et a1．，2002；

Somerville，2006；Mutwil et a1．，2008)。目前研究表

明，植物初生、次生细胞壁的形成涉及不同的纤维素

合酶(Saxena et a1．，2000；Haigler et a1．，2001；Desprez

et a1．，2007；Atanassov et a1．，2009)。拟南芥

(Arabidopsis thaliana)中，CesAl，CesA3和CesA6形

成的复合体参与初生壁纤维素合成(Wang et a1．，

2008)，而CesA4，CesA7和CesA8参与次生壁纤维素

的合成(Atanassov et a1．，2009)o

林木植物的次生细胞壁形成远比拟南芥复杂，

已有研究对林木中一些参与细胞壁形成的纤维素合

酶编码基因进行了表达分析和功能验证。杨树
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(Populus)全基因组测序的完成促进了杨树中参与

细胞壁合成的纤维素合酶基因的研究。通过序列分

析，在毛果杨(P．trichocarpa)基因组中已发现18个

CesA基因(Soraya et a1．，2005)，其中PtCesA4，

PtCesA5，PtCesA7，PtCesA8，PtCesAl7和PtCesAl8

在木质部特异高表达(Suzuki et a1．，2006)。最近，

Song等(2010)发现，杨树木质部细胞膜上至少存在

2种纤维素合酶复合体，复合体I由CesA4，CesA7，

CesA8，CesAl7和CesAl8组成，参与细胞次生壁的

合成；复合体Ⅱ由CesA3，CesAl0，CesAl 1，

CesAl3，CesAl5和CesAl6组成，参与细胞初生壁

和次生壁的合成。然而，纤维素合酶在杨树次生细

胞壁形成中的功能鉴定还需要深入研究。

杨树是林木分子生物学研究的模式植物，也是

北半球重要的用材树种。揭示杨树中纤维素合酶基

因及其功能，尤其是参与次生细胞壁形成的纤维素

合酶基因，对于利用现代分子生物学手段改良毛白

杨(P．tomentosa)木材品质具有重要的现实意义。

毛白杨是我国特有乡土树种，在材性品质和生态适

应性上具有明显优势，是优良的纸浆材树种和潜在

的生物质能源树种。塔形毛白杨CV．BJHR01(P．

tomentosa‘BJHR01’)(审定编号：国S—SC—PT一

001—2006)新品系是经过人工杂交和多年选择而

培育出的杨树新品种。该品系杨树具有生长快、抗

性强、树冠狭窄、雄株或弱雌性等优良特性，是城市

绿化、农田防护和短周期工业用材林的优良品种。

本研究从塔形毛白杨CV—BJHR0l中克隆了7个纤

维素合酶基因，结合生物信息学分析初步预测了其

功能；运用GeXP系统研究了这些纤维素合酶基因

的组织特异性表达模式，为揭示这些基因的生物学

功能提供了实验数据。

1材料与方法

1．1植物材料

塔形毛白杨CV．BJHR01，温室培养3个月，培

养温度为(25±2)oC。光照时间为16 h·d～，光照强

度为40一45 wmol·m“s～o

1．2试验方法

1．2．1 RNA的提取使用柱式植物RNA叫，2．0试

剂盒(天恩泽)提取毛白杨叶片(6—8节间幼嫩叶

片)和次生木质部(1—3节间)总RNA。由于RNA

容易降解，取材过程要迅速，剥去树皮后，用灭菌刀

片刮取树干和树皮内侧的材料，放入液氮速冻过的

离心管，马上投入液氮中。具体总RNA提取过程按

照试剂盒说明书进行。

1．2．2 基因克隆 根据已发表的毛果杨纤维素合

酶基因全序列，在基因3’UTR和5’UTR区设计引

物，采用巢式PCR的方法扩增毛白杨纤维素合酶基

因，引物序列见表1。cDNA的合成使用Invitrogen

公司的SuperScriptⅢFirst·Strand Synthesis System试

剂盒，具体操作按照试剂盒说明书进行。PCR扩增

产物纯化后克隆到pGEM—T Easy(Promega)载体上，

进行测序分析。

裘1纤维素合酶基因克隆引物

Tab．1 Primers for cloning cellulose synthase genes

引物名称 引物序列(5’--3’)
Primer name Sequences of the primers(5’m3’)

CGGGAAlTCGAlYITGTTGTCC

TCACCACTCCACTCCCCCATT

ATGGCTGGCCTTGTCACGCGCAGTT

CTACCACTCCACTCCACATTGTTTGA

ATGGAGACCAAACCGAGACT

AACCTTCTACGTCATGTGTCTT

GTCATGAGGGACAGAAAGAG

GCTl’ATGTCAAGGGAGGAT

CATGGAAGCCACTCCTGGA

CCCCATCTCCAl_T1TGTCGG

CTCTCGCCCCllTCCATT

AACTGGGTTCAATGCTCGT

GAGCYGGTRAAGTCCTAAT

GAGAATCATCTC GCAGTTCATGT

AGACAACCAACACACCCTAGCTT

CCTCACAGAAATGCTCAGACCTT

ATGCAATCAGAAGGTGAAA

TGAGAATrACATAACCCCACC

AGAGCAGCTATCGATCCAAT

AACCCCACCTCCTTACATT

CATCGAACCTAGTGCTGGAC

CGCATATCGTATTCCCTrAGA

CCTCTCTCACCCCAT．rCCAT

CCTTCTGCATCTCCATCTTCT

GGCTITGTTCACTTCTGGTCT

GACCTATGTCTl_TGCTCCTC玎
AGACACCCTAGCTTTGGTT

CTGGGAGAGACTrATTGGAGGT

1．2．3 生物信息学分析DNA序列利用DNAMAN

软件进行组装和分析；数据库搜索利用NCBI

BLAST搜索程序(Altshul et a1．，1990)；采用Clustal

W(Thompson et a1．，1994)进行多序列比对；使用

Mega4．0软件(Tamura et a1．，2007)对10个拟南芥

CesA基因、11个水稻(Oryza sativa)CesA基因、18个

毛果杨CesA基因和7个完整的毛白杨CesA基因构

建NJ(Neighbor—Joining Method，邻接法)系统发育

树。拟南芥基因的数据来自NCBI，水稻基因数据来

自水稻基因组计划注释数据库(http：／／flee．

plantbiology．rosa．edu)，毛果杨基因序列来自毛果杨

基因组文库(http：／／genome．jgi-psf．org／Poptrl一1／)o

1．2．4基于GeXP遗传分析系统的基因表达分析引

物设计选择在基因序列的非保守区，引物序列见表2。
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毛白杨叶片和次生木质部总RNA的提取方法同上。

使用GenomeLab GeXP Start Kit(Beckman Coulter)试剂

盒进行反转录(RT)及多重PCR(xP-PCR)反应。以

Actin基因的表达水平作为对照，同时设无模板质控

(NTC)和无反转录酶质控(NRTC)对照。

表2纤维素台酶基因GeXP遗传分析引韵o

Tab．2 Primen for GenomeLab7”GeXP genetic analysis

of cellulose synthase genes

劬n-5 AGGTGACACTATAGAATAATGC／UCCAGC．GCAGTGIT
actin．3 GTACGACTCACTATAGGGATCCAACCATGACACCA咖
JAF AGGTGACACTATAGAATATGTCATGCCAIL'TCC'IL"IV认

lAR GTACGACrCACTATAGGGATCCTIV㈣ACCAA
2AF AGGTGACACTATAGAATAAGACAAAAGACACCCCCYGA

2AR GTACGACTCACTATAGGGATGGCAAAGTCAGTC咖
3搔 AGGTGAC做Kt惦mKnP篙C％G啦kKo也}ukk
3AR GTACGACTCACTATAGGGAGGA删AGIL-TGMm
4BF AGGTGACACIrATAGAATATC．CAGAATcc．CAAGAc^CCCT

4BR GTACGACTCACTATAGGGACCATA

5AF AGGTGACACTATAGAATACG3TITAGGAGTC．CATAAGCG

5AR 硎吲C确C埘埘60副。矧C掰(圳力，∞丌锄
6AF AGGTGACACTATAGAATACGTGCCCCTGA嘲ATFJT
6AR Ca^CGACtC^Cr姐^GOG^删AAACC^猷ZC矾
7BF AC,GTGACACrATAGAATAAGGTGGAAAGAGAGGATGGATGAT

7BR 册倒C确C脚掰。品6划订7形Cr吲0鲫G力睁俐C，r
gBF AGGT戳C^CrATAG“TATccI嘟从^C^CCOGAGCr
8陆a¨舶ACD巴虹TⅣrAGG(挑^CCGG口-r戊T“矗D铘册
9AF A6G矧ctC埘Zt洲，鼬蚴仃c，矧a黝翻09
9AR G删D铀C砌C，H，4GG鳓c770Z翻C}D舅■川翎
10AF AGGTGACACI'ATAGAATAGCIGAAGGAGAGGGACACAT

盯‘4舟(瑚吲C肋C埘J爿GG翻CtⅢC尼捌C蜘C“订猫
、4艟^QGtG¨1积n^G№kⅪX蕊nGAAATGGGAGATGCT
14BR GTACGACrCACTATAGGGKACCCAACCCAGCATACGITcr

UAF AGGTGACACTATAGAATACCTAA㈣ATGCT
1,5AR GTAC)GACTCACTATAGGGAGCACCCACAGGTrCAAATG'ILqT№晦K＆G怕Keh‘翼峨柏＆h蛾～CCTAA㈣ATGCT
，6AR 册。翎C腑C肠朔日矧硎C吲oIo习BoⅢn珂，日
17DF AGGTGACACTATAGAATACCAGTGTATGTC．C．CCACAGGAT

17肌 GTACGACTCACTATAGGGAGCA黝CGm℃CM叱1TT
18DF AGGTGACACTATAGAATACl3"CC眦AAATACrGGAeC“：CT
18DR GTACGACTCACrATAGGGAACCAGC㈣
①引物加粗部分为标签序列。The bold part of the primer are the

tag sequences

2结果与分析

2．1毛白杨纤维素合酶基因的克隆殛序列分析

以毛白杨次生木质部总RNA为模板，通过RT—

PCR扩增纤维素合酶基因．获得大小约为3 100 bp

的DNA片段(图1)。获得的序列经分析均具有完

整的阅读框，包含部分UTR区序列。经NCBI

BLAST数据库搜索，以及同毛果杨和拟南芥纤维素

合酶基因家族比对，分别命名为PtoCesA4，

PtoCesA5，PtoCesA7，PtoCesA8．PtoCesAl3，PtoCesAl7

和PtoCesAl8，基因命名(表3)参考Kumar等

(2009)。DNAMAN分析表明，克隆的毛白杨纤维素

合酶基因与毛果杨基因组文库登记的同源基因在氨

基酸水平上的一致性为94％一98％(表3)。

图l 纤维索合酶基因扩增结果

Fig．I Products of CeM amplification

a M：DNA分子量标准DNA m“：ker m；i一4：CesA5，Cer47．CesAl3．

Cex417基因巢式扩增结果Nested PcR products of c器盯．CesA7，

CesAl3．CelAl7 respectively

b．M：DNA分子量标准DNA markerⅢ；1—3：CesA4，CesA8，CesAl8

基因巢式扩增结果Nested PCR products of CeHA4．Ces48，CesAl8

respectively

裹3毛白杨纤维素合酶基因特性

Tab．3 Characteristics of CesAs in Populus tomentesa

使用Mega4．0软件建立系统进化树(图2)。从

进化树上可以看出，毛白杨PtoCesAl3与拟南芥

AtCesA3属于同一亚族，毛白杨PtoCesA5与拟南芥

AtCesA2。AICesA5，AtCesA6及AtCesA9属于同一

亚族。拟南芥研究表明，AtCesAl，AtCesA3和

AtCesA6组成纤维素合酶复合体，参与初生细胞壁

合成；同时AtCesA2，AtCesA5和AtCesA9被认为是

AtCesA6的替代物，这些蛋白彼此之间存在功能冗

余(Persson et a1．，2005；Sonia et a1．，2006；Desprez

et a1．，2007)。由此推测毛白杨PtoCesA5和

PtoCesAl3在初生壁形成中发挥作用。
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图2拟南芥、水稻、毛果杨和毛白杨纤维素

合酶构建的邻接树

Fig．2 The neishbor-joinin8 tree of Arabidopsis thaliana，Oryza

sativa．Populus trichocarpa and P．‘o眦n如口4 CesAs proteins

拟南芥数据来自NCBI Data of Arabidopsis thaliana was from

NCBI：AtCesAl(A鼬27172)；AtCesA2(AF027173)；AtCesA3

(AF027174)；AtCeeA4(AF458083)；AtCesA5(NM-121024)；

AtCesA6(NM·125870)；AtCesA7(AF088917)；AtCesA8

(AF267742)；AtCesA9(NM一127746)；AtCesAlO(NM-

128111)．

水稻数据来自RGAP Data of Otyza sativa was from Rice Genome

Annomfion Project：OsCesAl(LOC—Os05s08370)；OsCesA2

(LOC—Os03庐9340)；OsCesA3(LOC—Os07s24190)；OsCesA4

(LOG—Os01 s04620)；OsCesA5(LOC—Os03962090)；OsCesA6

(LOC—Os07914850)；OsCesA7(LOC—Osl0932980)；OsCesA8

(LOC—Os079i0770)；OsCesA9(LOC—O日09925490)；OsCesAl0

(LOC—Osl2929300)；OsCesAll(LOC—Os06939970)．

毛果杨数据来自毛果杨基因组文库Data of populus trichocarpa

Wal$from Populus tricheearpa genome database：PtCesAl(582479)；

PtCesA2(551308)；PtCesA3(691465)；PtCesA4(691997)；

PtCesA5(714760)；PtCesA6(71761)；PtCesA7(717646)；

PtCesA8(568682)；PtCesA9(695949)；PtCesAl0(702007)；

PtCesAI l(344723)；PtCesAl2(560520)；PtCesAl3(697507)；

PtCesAl4(576348)；PtCesAl5(56570)；PtCesAl6(97727)；

PtCesAl7(578717)；PtCesAl8(555650)．

毛白杨PtoCesA4与PtCesA4，AtCesA4和

OsCesA7属于同一个亚族；PtoCesA7和PtoCesAl7

与PtCesA7，PtCesAl7，AtCesA7和OsCesA9属于同

一亚族；PtoCesA8和PtoCesAl8与PtCesA8，

PtCesAl8。AtCesA8和OsCesA4属于同一个亚族。

研究表明AtCesA4，AtCesA7和AtCesA8共同参与细

胞次生壁的合成(Turner et a1．，1997；Taylor et a1．，

2003；Atanassov et a1．，2009)o OsCesA4，OsCesA7

和OsCesA9在功能上并不冗余，可能形成一个纤维

素合酶复合体参与次生细胞壁合成(Tanaka et a1．，

2003)。由此推测毛白杨PtoCesA4，PtoCesA7／17和

PtoCesA8／18参与细胞次牛壁的合成。

2．2毛白杨纤维素合酶基因的表达分析

2．2．1 用于GeXP多重分析的基因引物有效性验

证采用PCR对设计的特定基因引物进行验证和

优化，筛选出能够有效扩增的特异引物。PCR产物

经毛细管电泳分离，以检验特定引物扩增的有效性

和扩增片段的大小。结果表明，本研究中最终选定

的引物，对目标基因能进行有效特异性扩增，为基因

的表达分析奠定了基础。尝试了多对不同引物，

PtoCesAl3均没有得到有效扩增，可能是由于基因转

录丰度没有达到系统可以检测的水平。

2．2．2 GeXP系统分析杨树纤维素合酶基因的表达

特性 为了鉴定在次生木质部特异表达的毛白杨纤

维素合酶基因，利用GeXP系统分别分析了毛白杨

叶片和次生木质部纤维素合酶基因的表达(图3，

图4)。结果表明：毛白杨次生木质部和叶片纤维

素合酶基因家族表达谱存在明显差异，其中

PtoCesA4，PtoCesA7，PtoCesA8，PtoCesAl7 和

PtoCesAl8在茎次生木质部中的转录丰度较高(图

4)，说明这些基因可能主要参与毛白杨次生细胞壁

的形成；而PtoCesA5在叶片中的转录丰度明显高于

次生木质部(图4)。由于叶片中维管系统较少，推

测PtoCesA5可能在初生壁合成中发挥作用。以上

这些结果与生物信息学分析预测的基因功能相

吻合。

3结论与讨论

本研究利用RT—PCR的方法，从毛白杨中分离

了纤维素合酶基因PtoCesA4，PtoCesA5，PtoCesA7，

PtoCesA8，PtoCesAl3，PtoCesl 7和PtoCesAl8。通过

与拟南芥、水稻以及毛果杨基因序列比对，推测毛白

杨PtoCesA5和PtoCesAl3参与毛白杨初生壁的形

成，PtoCesA4，PtoCesA7，PtoCesA8，PtoCesAl7和

PtoCesAl8在毛白杨次生壁形成过程中发挥作用，这

与Suzuki等(2006)和Song等(2010)在毛果杨中的

’研究结论相一致。然而，在Suzuki等(2006)的研究

中，毛果杨PtCesA4转录表达水平最低，PtCesAl8最

高；而在本试验中PtoCesA4的转录表达水平最高。

Suzuki等(2006)的研究显示木质部特异表达基因

在其他组织中的表达量都非常低，而本研究通过

GeXP系统分析其表达水平差异较小。如在木质部

特异高水平表达的基因PtoCesA4，PtoCesA7，

PtoCesAl7等在叶片中的表达量也较高。以上差异
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图3 毛白杨次生木质部和叶片纤维素合酶基因家族表达谱的毛细管电泳

Fig．3 Representative capiUary electrophero掣'ams corresponding to gene expression profiles
of cellulose

synthase from Populus tomentosa in secondary xylem and leaves

可能是由于本试验取材树龄小、木质部还没有充分

木质化所致。引起这些差异的具体原因还有待进一

步的研究。

●
超
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智
罂
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千

‘耵。 ，扪．‘．．]。．]．．]
●次生木质部Sec伽如xylem r-t叶片Leaf

图4 毛白杨次生木质部和叶片纤维素合酶

转录丰度的比较 ·

Fig．4 Expression levels of cellulose synthase genes from

Populus tomentosa in secondary xylem and leaves

基因表达水平为相对值，对照Aain基因的表达水平定为1，试验

设3次重复。The expression leveh of genes flJrc compared with that

of Actin，which is set to 1．Error bars represent the SE
of three

biological replicates．

Suzuki等(2006)在毛果杨4种组织中均检测不

到PtCesA3的表达，本试验在毛白杨叶片和次生木

质部中均检测到了PtoCesA3基因的表达，但是表达

量相对较低。PtoCesAl3在本试验中未能得到有效

扩增。根据系统进化树分析，PtoCesAl3与AtCesA3，

PtCesAl3和PtCesA3进化上亲缘关系最近；Song等

(2010)的研究表明毛果杨中，PtCesA3和PtCesAl3

既参与初生壁的合成也参与次生壁的合成，AtCesA3

参与了拟南芥初生细胞壁的形成。根据以上结果毛

白杨PtoCesA3和PtoCesAl3在细胞壁形成过程中的

作用还有待于进一步的试验验证。

本研究克隆了毛白杨7个CesA基因，利用

GeXP遗传分析系统对毛白杨纤维素合酶家族基因

在不同部位的表达进行了研究，为进一步鉴定毛白

杨纤维素合酶基因的功能提供了实验依据。本实验

室选取了部分次生木质部高表达基因进行了进一步

的过表达和抑制表达研究，目前已获得了一部分转

基因株系，基因功能的验证还在进行中。
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