
˚Ø˚Ø˚Ø

西北林学院学报
!"#$

!

%%

"

%

#$

$!&'"

()*+,-.)/0)+1234516)+451+

7

8,9:4+591

7

!!

;)9

$

#"<%'='

%

>

<955,<#""#&?@=#<!"#$<"%<#%

杉木木糖合成酶基因
!"#$%&!

的全长克隆与分析

!

收稿日期!

!"#?&##&!!

!

修回日期!

!"#$&"#&#@

!

基金项目!国家自然科学基金海峡联合基金"

8#@"A!##

#&国家自然科学基金青年基金"

%#A""A@#

#'

!

作者简介!张
!

颖!女!硕士!研究方向$森林生态和水土保持'

B&C-9.

$

/

>

D2

7

9,

E!

#!=<F)C

"

通信作者!李
!

明!男!讲师!研究方向$森林培育'

B&C-9.

$

.9C9,

E

.

7!

#!=<F)C

张
!

颖#

!苏烁烁#

!陈婉婷#

!陈冉红#

!李
!

明#

!

!

"

!马祥庆#

!

!

"

#<

福建农林大学 林学院!福建 福州
%A"""!

&

!<

国家林业局 杉木工程技术研究中心!福建 福州
%A"""!

#

摘
!

要!木糖合成酶
#$%&

基因是植物体内调控细胞壁中
8GH&G&

葡萄糖醛酸脱羧反应生成

8GH&G&

木糖!芹菜糖的关键性核苷糖合成酶"对植物细胞壁多糖物质的稳定合成和转换有重要意

义#从杉木转录组中挑选获得木糖合成酶基因
#$%&

的中间序列"使用全长克隆技术和
HIJ

技

术克隆得到
#

个杉木木糖合成酶基因
!"#$%&!

#结果表明"

!"#$%&!

基因全长为
#?A%K

L

"包含

的
##A$K

L

的开放阅读框"可编码长度为
%$=

个氨基酸残基的蛋白质"其蛋白质分子式为
I
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"分子质量为
@%<'"P*

"等电位点为
A<="

#

!"#$%&!

基因为亲水性蛋白"没有信

号肽结构域"编码
#

个疑似跨膜区域#蛋白质二级结构分析表明其蛋白主要骨架为
Q))

L

环和
"

&

螺旋"预测亚细胞定位于细胞质中#通过对比分析发现
!"#$%&!

基因属于
8RSO

家族基因"编

码
#

个
8GH&G&R
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8GH&G&S
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,12-54!

$

8RSO!

%木糖酶蛋白#进化树分析结果显示"

杉木
!"#$%&!

基因与无油樟$

$'#$%&!

%和可可树$

()#$%&!

%的氨基酸序列相似度达到
$AT

&

$=T

"与拟南芥$

$'$%&!

%"葡萄$

*+#$%&

%&毛果杨$

,'$%&#

%的氨基酸序列相似度为
$@T

#实

时荧光定量
HIJ

结果表明"

!"#$%&!

基因在杉木的根&茎&叶中均有表达"但在
#

年生杉木幼苗茎

中的表达量最高'

!"#$%&!

基因在不同杉木无性系茎中的表达量差异不显著"在根和叶中的表达

量存在差异#

关键词!杉木'
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'木糖合成酶'基因克隆'表达分析
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8GH&

木糖"

8GH&S

7

.

#是植物体内由
G&

葡萄糖

醛酸脱羧而成的一种尿苷二磷酸五碳糖!主要作为

糖基供体合成植物半纤维素木聚糖(

#

)

*木葡聚糖(

!

)

等多糖物质!与植物细胞壁生长和木材的形成密切

相关'

8GH&

木糖也可通过核苷糖之间的合成和转

化途径参与形成一些植物天然小分子化合物的次生

代谢过程!是合成糖蛋白或糖脂的主要成分(

@&=

)

'

8GH&

芹菜糖"

8GH&R

L

9

#是合成高等植物细胞壁中

的果胶多糖物质鼠李糖半乳聚糖
#

"

JU&

#

#的一种

支链五碳糖!通过在植物生长发育中交联细胞壁多

糖和硼酸而起作用(

?&$

)

!一般在植物体内含量较少!

对于富含芹菜苷的浮萍"

&

B

/95=4"2

B

5"

;

91/>2

#和欧

芹"

,4'95:4"/.-3)9/:

B

-3

#!合成
8GH&R

L

9

的研究

早已存在(

'&##

)

'

8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖是构成植

物细胞壁初生壁和次生壁多糖的主要组分!同时还

参与了植物果胶聚糖的组成及相关糖蛋白中糖链的

构成'因此!用于合成
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖的

糖苷合成转化酶的结构和功能备受关注'植物体内

可用于同时合成
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖的作用

酶为
8GH&

木糖合成酶"

8GH&G&R

L

9)54

%

8GH&G&

S

7

.)545

7

,12-54

!

8RSO

#!其能够催化
8GH&

葡萄糖

醛酸形成
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖
!

种糖基供体'

植物体内第
#

个被发现和鉴定的
8GH&

木糖合

成 酶 "

8GH&G&S

7

.)545

7

,12-54

!

8SO

#为 拟 南 芥

"

$92A/=5

B

:/:'12"/2.2

#的
$'#%&#

(

#!

)

!随 后 于

!""%

年在拟南芥中发现既能合成
8GH&

木糖!也能

合成
8GH&

芹菜糖的双功能酶
$'$%&#

(

#%

)

'其中!

8SO

在
0RG

Z 作为辅酶参与下通过不可逆的脱羧

反应将
8GH&

葡萄醛酸 "

8GH&G&U.FR

#转 化 成 为

8GH&S

7

.

(

#%

)

'采用病毒诱导基因沉默的方法对烟

草"

C/)5'/2.2A4.'123/2.2

#

CA$%&#

基因研究表

明!

CA$%&#

蛋白酶定位于细胞质中!当
CA$%&#

基因沉默之后!植株生长停滞!同时由于细胞壁中

JU&

#

缺乏致使烟草细胞壁结构异常(

#@

)

'

8RSO

还能够调节植物体内
8GH&S

7

.

和
8GH&R

L

9

的合

成!通常情况下植物细胞壁中木糖的含量远高于芹

菜糖'对虎眼万年青"

D9./'15

0

2"-3)2-=2'-3

#的

8SO

与
8RSO

家族基因的克隆与功能分析发现!

8SO

与
8RSO

虽具有相似催化功能!但是两者的

活性条件有所不同!金属离子的浓度与种类影响着

8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖最终的合成比例(

#A

)

'

植物木糖合成酶基因家族是催化植物
8GH&

糖

基供体相互转化的关键酶!对其结构和功能的研究

不仅能够为植物天然产物糖基化研究提供指导!而

且有助于分析植物细胞壁的形成!各成分功能和人

工改造细胞壁构造'目前!对植物的木糖合成酶基

因家族的研究除了模式植物拟南芥(

#!&#%

!

#=

)和水稻

"

D9

;

>2:2'/+2

#

(

#?&#$

)外!对一些经济作物和药用植

物如大麦"

E59=4-3+-"

0

294

#

(

#'

)

*马铃薯"

&5"2.-3

'-A495:-3

#

(

!"

)

*虎眼万年青(

#A

!

!#

)等的木糖合成酶基

因参与糖类代谢和糖基化产物合成的研究也较为深

入'对木本植物木糖合成酶基因的研究仅见毛白杨

"

,5

B

-"-:'534.'5:2

#

(

!!

)

*桃 "

,9-.-:

B

49:/)2

#

(

!%

)

等!但对杉科植物的
8SO

与
8RSO

家族成员并没

有报道'杉木"

!-../.

0

123/2"2.)45"2'2

#是我国

南方林区主要的人工造林树种!具有速生*丰产*材

质优良的特点(

!@

)

'同时!杉木的根*节*皮中的一些

天然小分子糖基产物还具有重要的药用价值(

!A&!?

)

'

因此!对杉木木糖合成酶基因
#%&

%

#$%&

的克隆

和表达研究!不仅有助于认识细胞壁初生壁和次生

壁多糖的主要组分
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖的合

成和转化过程!也有助于了解杉木核苷糖基供体的

合成和代谢途径!为杉木木材形成和代谢机制研究

提供参考'本试验从杉木转录组中获取了木糖合成

酶基因的中间片段!经过
JRIB

基因全长克隆与

Y

HIJ

表达分析!获得了杉木
!"#$%&!

基因的全

长*结构和组织表达情况!研究结果为认识杉木

!"#$%&!

基因合成和转化
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜

糖的过程和途径提供了参考'

%$

第
%

期 张
!

颖 等$杉木木糖合成酶基因
!"#$%&!

的全长克隆与分析
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材料与方法

!"!

!

材料

杉木
@

号*

!A

号*

%!

号无性系
#

年生幼苗均采

集于国家林业局杉木工程技术研究中心'采用水培

法培养杉木幼苗
#

周后!采集幼苗根*茎和叶进行基

因克隆和组织特异表达试验'采用
J0R

L

+4

L

H*+4

H.-,1

植物总
J0R

提取试剂盒"北京天根生化科技

公司#提取试验材料的总
J0R

!并采用
64+C4,1-5

公司
JV&HIJ

试剂盒合成
FG0R

第
#

条链!用于后

续的基因克隆和基因表达验证试验'

!"#

!

杉木
!"#$%&#

基因全长的克隆

从前期获得的杉木茎转录组
OJS!A$=#$$

中筛

选获得高表达丰度的
8,9

E

4,4!"""$@

+

E

#

的
FG0R

片段!在
0J

数据库中注释结果为推定的
8GH&

木

糖%

8GH&

芹菜糖合成酶
!

"

8GH&G&R

L

9)54

%

8GH&G&

S

7

.)545

7

,12-54!

#'根据转录组中
FG0R

片段利

用
H+9C4+H+4C94+A<"

软 件 设 计 序 列 验 证 引 物

R@#A6

和
R@#AJ

!对杉木茎
FG0R

进行
HIJ

扩增

"表
#

#'扩增产物经胶回收试剂盒"

N[BUR

#回收

纯化后!与
L

[G#$V

载体进行连接转化得到阳性克

隆并测序!获得目的基因核心片段'

目的基因的
A\

端与
%\

端序列克隆获取方式参

考文献 (

!$&!'

)'利 用 目 的 基 因 核 心 片 段!采 用

H+9C4+H+4C94+A<"

软件设计
%

条特异性
A\JRIB

引物和
!

条特异性
%\JRIB

引物"表
!

#'使用
O8&

HBJOIJXHVXXJV

酶和引物
A\JRIB&#

合成目的

基因第一链
FG0R

!纯化经
J0R-54

处理过的
FG&

0R

后!使用
V;V

酶和
;IVH

对纯化后的
FG0R

进

行末端加上
;I

尾'使用引物
A\JRIB&!

和桥连铆

钉引物
RRH

对已经加
;I

尾的纯化
FG0R

进行第
#

轮
HIJ

扩增!然后再使用引物
A\JRIB&%

和桥连通

用扩增引物
R8RH

进行巢式
HIJ

第
!

轮扩增!对

扩增后的
HIJ

产物进行测序后获得目的基因的
A\

端序列'使用试剂盒中的逆转录酶和引物
%\IGO

L

+9C4+R

对杉木总
J0R

进行逆转录合成模板
FG&

0R

!使用特异性引物
%\JRIB&#

和
8H[

进行
%\

端

的第
#

轮
HIJ

扩增'对扩增产物进行稀释
A"

倍处

理!并使用引物
%\JRIB&!

和
8H[

对稀释后的扩

增产物进行第
!

轮
HIJ

扩增!收集第
!

轮扩增产物

进行测序!获得目的基因的
%\

端序列'

根据获得的目的基因核心片段*

A\JRIB

片段

和
%\JRIB

片段的序列信息!将
%

段序列通过软件

]4F1)+0VX#"<%<"

拼接后!获得
8,9

E

4,4!"""$@

+

E

#

的全长
FG0R

序列'引物合成与阳性结构测序

均由生工生物工程"上海#股份有限公司进行'

表
D

!

HIJ

反应程序

V-K.4#

!

HIJ+4-F19),

L

+)

E

+-C

程序 温度与时间

预变性
'@̂ !C9,

变性
&

退火
&

延伸"

%A

个循环#

'@̂ %"5_AÂ %"5_?!̂ !C9,

延伸
?!̂ #"C9,

表
E

!

全长克隆引物序列

V-K.4!

!

6*...4,

E

12F.),4;

L

+9C4+54

Y

*4,F4

引物名称 序列"

A\1)%\

#

R@#A6 RVUUIURUIRURRVUURVI

R@#AJ VIRUIVVURVUIRUVVURVVU

A\JRIB&# RVVRIIUVUVUVVUUU

A\JRIB&! UIRVIRRVIVIVIUIRIR

A\JRIB&% RURIIIRRVURRRIIIII

%\JRIB&# URVRUVURIRRUIURRVRIIRURIRVUR

%\JRIB&! RRRIIVIVVVUVIUURVIVUIVVUR

RRH

UUIIRIUIUVIURIVRUVRIUUUXXUUUX&

XUUUXXU

R8RH UUIIRIUIUVIURIVRUVRI

%\IGO

L

+9C4+R

RRUIRUVUUVRVIRRIUIRURIVRI

"

V

#

%"]0

8H[

IVRRVRIURIVIRIVRVRUUUI RRU&

IRUVUUVRVIRRIUIRURUV

!"$

!

!"#$%&#

基因生物信息学分析

采用
0ÌX

提供的
NJ6/9,;4+

程序分析基因

的开放阅读框
NJ6

&采用
G0R[R0

软件进行序列

分析和编码氨基酸翻译&使用
H+)1H-+-C

"

211

L

$%%

34K<4W

L

-5

7

<)+

E

%

L

+)1

L

-+-C

%#分析蛋白的理化性质

与氨 基 酸 组 成&使 用
H+)1OF-.4

"

211

L

$%%

34K<4W&

L

-5

7

<)+

E

%

L

+)15F-.4

%#预测蛋白疏水性&通过
O9

E

&

,-.H@<#

"

211

L

$%%

333<FK5<;1*<;P

%

54+:9F45

%

O9

E

&

,-.H

%#预测编码蛋白信号肽*采用
041H2)5!<"

"

21&

1

L

$%%

333<FK5<;1*<;P

%

54+:9F45

%

041H2)5&!<"

%#预

测分析蛋白磷酸化位点*使用
V[M[[

"

211

L

$%%

333<FK5<;1*<;P

%

54+:9F45

%

V[M[[

%#对蛋白的

跨膜结构区域进行预测分析&利用
H+4;9F1H+)149,

"

211

L

5

$%%

LL

)

L

4,<9,/)+C-19P<1*&C*4,F24,<;4

%#预

测蛋白的二级结构!使用
OaXOO&[NGBQ

"

211

L

5

$%%

333<53955C);4.<4W

L

-5

7

<)+

E

%#建模预测蛋白的三

级结 构'通 过
0ÌX

的
Q̀ROV

工 具 "

211

L

5

$%%

K.-51<,FK9<,.C<,92<

E

):

%

.̀-51<F

E

9

#进行氨基酸同

源性分析&利用
I.*51-.S!<"

软件进行氨基酸的多

序列比对!使用
[BURA<"

软件中的邻位相连法

"

049

E

2K)+&

>

)9,9,

E

#构建系统发育树(

%"&%!

)

'

!"%

!

!"#$%&#

基因表达分析

使用
H+)C4

E

-

公司的
Y

HIJ [-514+[9W

试剂

盒!在
O14

L

N,4H.*5J4-.&V9C4HIJO

7

514C

仪器上

进行荧光定量
HIJ

!分析目的基因在杉木
@

号*

!A

@$

西北林学院学报
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号*

%!

号家系根*茎*叶中的表达情况!并设置
%

次

生物学重复'根据目的基因的非保守区设计荧光定

量引物为
!"#$%&!&6

$

A\&VIIVIVUUVUUIRR&

VVIVUV&%\

和
!"#$%&!&J

$

A\&UURUIIIVURV&

URVURVIUR&%\

'选择
!

F$)'/.

基因为内参基因!

其引物为
!

F$)'/.&6

$

A\&VRIRVVUIIUUVUVRV&

VURRIUVI&%\

和
!

F$)'/.&J

$

A\&RUVVUIVI&

IRURRURRIRVII&%\

'

HIJ

反应程序为$

'Â

预变性
%C9,

&

'Â

变性
!"5

!

="̂

退火
%"5

!

?!̂

延伸
%"5

!共
@A

个循环&

'Â %"5

!

="̂ %"5

!逐渐

升温到
'Â

!速度为
"<##̂

,

5

_#

&采用
Gb?

_

$$

IV

法来计算目的基因的相对表达水平!

?

为使用默认

值
!

(

!$&!'

)

'

!

!

结果与分析

#"!

!

!"#$%&#

基因全长的克隆

选取
%!

号杉木茎的
FG0R

为模板!根据
8,9&

E

4,45F!"""$@

+

E

#

基因核心序列设计特异引物进行

HIJ

反应来验证目的基因序列!

HIJ

产物回收测

序获得了长度为
##=#K

L

的目的基因保守
FG0R

序列"图
#-

#'根据目的基因保守
FG0R

序列!进行

目的基因
A\@$!?

和
%\@$!?

扩增测序!获得
!!%

K

L

的
A\

端片段"图
#K

#!以及
@?AK

L

的
%\

端片段"图

#F

#&将目的基因的中间序列*

A\

端片段和
%\

端片段

通过软件拼接后!获得
#

条完整长度为
#=%@K

L

的

FG0R

序列'通过
0ÌX

的
K.-51W

方法比对相似序

列!发现杉木
F!"""$@

+

E

#

基因所编码的蛋白与其他

植被
8GH&

木糖基因的编码蛋白
8GH&G&R

L

9)54

%

8GH&G&S

7

.)545

7

,12-54!

"

8RSO!

#的相似性均
%

$"T

!因此将目的基因命名为杉木木糖合成酶基因

!"#$%&!

'

#"#

!

!"#$%&#

基因生物信息学分析

!<!<#

!

!"#$%&!

基因序列分析
!

利用
H+)1H-+-C

在线分析杉木
!"#$%&!

基因编码蛋白的理化性

质!结果表明
!"#$%&!

基因总长度
#=@%K

L

!包含

##A$K

L

的开放阅读框!编码
#

个含
%$=

个氨基酸

的蛋白质!其中
@'

个为酸性氨基酸!

%'

个为碱性荷

氨基酸!其余中性氨基酸!且异亮氨酸"

$<$T

#和亮

氨酸"

$<AT

#含量最多'

!"#$%&!

基因编码蛋白

理论分子量为
@%<A"P*

!等电位点为
A<="

"表明酸

性氨基酸多于碱性氨基酸#&分子式组成为
I

#'%=

M

%"!=

0

A!@

N

A?$

O

#'

!不稳定系数为
@?<$@

!属于不稳定

蛋白&脂肪系数为
$A<'#

!评价表明总平均亲水性为

_"<%#$

'使 用
H+)1OF-.4

软 件 中 的
M

L

2)K<

%

c

7

14dG)).911.4

方法分析预测
!"#$%&!

基因编码

蛋白的亲%疏水性'结果显示!

!"#$%&!

基因的编

码蛋白中亲水区域多于疏水区域&同时!第
#=

位氨

基酸处为疏水区最大值
!<!!!

!亲水区最小值为第

%%%

位氨基酸的
_!<?=?

!因此判断该编码蛋白为亲

水蛋白"图
!

#'

图
D

!

杉木
!"#$%&E

基因琼脂糖凝胶电泳图"

-

!保守
FG0R

#

K

!

F\JRIB

#

F

!

G\JRIB

$

69

E

<#

!

!-../.

0

123/2"2.)45"2'2!"#$%&!

E

4,4\5-

E

-+)54

E

4.4.4F1+)

L

2)+4595

"

-

$

F),54+:4;54

Y

*4,F4FG0R

&

K

$

A\JRIB

&

F

$

%\JRIB

#

!<!<!

!

!"#$%&!

基因编码蛋白信号肽与跨膜结

构分析
!

在线软件
O9

E

,-.H@<#

通过分析
!"#$%&!

基因编码的氨基酸序列中各个氨基酸的信号肽分

值!预测分析该氨基酸序列是否存在信号肽!结果显

示!主要有原始剪切点分值"

!5F)+4

#*综合剪切点分

值"

H5F)+4

#以及信号肽值"

&5F)+4

#!其中当最大
H

值
%

阙值
"<@A

时!判定该编码蛋白存在信号肽'结

果表明第
#

$

#"

位氨基酸的平均
&5F)+4

为
"<#A=

!

第
##

位氨基酸
H

值最大!为
"<#%%

!均
&

阙值
"<@A

&

且
#

$

#"

位氨基酸平均信号肽和最大剪接位点分值

的平均为
"<#@A

!同样
&

阙值
"<@A

!因而推测
!"#F

$%&!

基因编码蛋白不具有信号肽!不是分泌型蛋

A$

第
%

期 张
!

颖 等$杉木木糖合成酶基因
!"#$%&!

的全长克隆与分析



白"图
%

#'

!"#$%&!

基因具有明显的
8RSO

基因

家族共同的保守结构域和保守的氨基酸位点!如

-

UWWUWWU

.

0RGZ

结合区!-

eWWWc

.保守区*丝氨

酸*苏氨酸位点等'使用在线软件
041H2)5!<"

预

测分析
!"#$%&!

基因编码蛋白的氨基酸位点"图

@

#'结果表明!

!"#$%&!

基因编码蛋白具有
'

个

丝氨酸"

O4+

#磷酸修饰位点!

@

个苏氨酸"

V2+

#磷酸

修饰位点以及
%

个酪氨酸"

V

7

+

#磷酸修饰位点'

V[M[[O4+:4+

在线软件预测
!"#$%&!

基因编

码蛋白跨膜结构表明!该编码蛋白仅具有
#

个疑似

跨膜区域!位于第
##

$

%#

位氨基酸残基范围内

"图
A

#'

图
E

!

!"#$%&E

基因亲%疏水性曲线

69

E

<!

!

M

7

;+)

L

29.9F

%

2

7

;+)

L

2)K9FF*+:45)/!"#$%&!

E

4,4

图
G

!

!"#$%&E

基因信号肽分析与预测

69

E

<%

!

R,-.

7

595-,;

L

+4;9F19),)/59

E

,-.

L

4

L

19;4)/!"#$%&!

E

4,4

!<!<%

!

!"#$%&!

基因蛋白结构预测分析
!

使用

H+4;9F1H+)149,

工具预测
!"#$%&!

基因编码蛋白

的二级结构!结果显示该编码主要结构为无规则卷

曲
Q))

L

环!占该蛋白二级结构总体的
A"<!=T

!其

次为
%@<'?T

的
"

&

螺旋!以及
#@<??T

的
%

&

折叠'通

过在线软件
OaXOO&[NGBQ

预测
!"#$%&!

基因

编码蛋白的三级结构"图
=

#!发现构成该蛋白质的

主要三级骨架是
"

&

螺旋和
Q))

L

环'且
!"#$%&!

基因编码蛋白总共有
$

个可能的二硫键形成位点!

亚细胞定位预测显示位于细胞质中'二级结构预测

中!还显示
!"#$%&!

基因编码蛋白具有
@

个功能

蛋白位点!分别为
?

个磷酸化位点!

A

个酪蛋白激酶

#

磷酸化位点!

!

个酪氨酸激酶磷酸化位点和
A

个

0

酰基化位点'

图
H

!

!"#$%&E

基因磷酸化位点分析与预测

69

E

<@

!

R,-.

7

595-,;

L

+4;9F19),)/

L

2)5

L

2)+

7

.-19),59145

)/!"#$%&!

E

4,4

图
F

!

!"#$%&E

基因跨膜区域预测

69

E

<A

!

V+-,5C4CK+-,4;)C-9,

L

+4;9F19),)/!"#$%&!

E

4,4

图
I

!

!"#$%&E

基因编码蛋白三级结构图

69

E

<=

!

V2+44.4:4.51+*F1*+4C-

L

)/F);9,

EL

+)149,

)/!"#$%&!

E

4,4

!<!<@

!

!"#$%&!

基因蛋白序列同源性分析
!

通

过
0ÌX

中的
Q̀ROVH

工具对
!"#$%&!

基因蛋

白序列进行检索与比对!结果显示其属于
8RSO

基

因家族'使用软件
I.*51-.S!<"

和
[BURA<"

对

!"#$%&!

基因以及与其同源性较高的其他物种

8RSO

进行氨基酸多序列比对!并构建系统进化树

"图
?

#'结果表明!

!"#$%&!

基因编码氨基酸与其

=$
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他物种相似性均在
$"T

以上!其中与无油樟"

$3F

A594""2'9/)15

B

5=2

#和可可树"

(145A9532)2)25

#的

相似 度 达 到
$AT

*

$=T

!与 拟 南 芥*葡 萄 "

*/'/:

+/./

7

492

#*毛果杨"

,6'9/)15)29

B

2

#的相似度均为

$@T

'对比杉木与其他物种的木糖合成酶基因发

现!其中有
#=

个长度超过
A

个氨基酸序列且序列完

全一致的"深色阴影部分#!最长为
#??

$

#'@

共
#$

个氨基酸"图
$

#'

注$

U4,̀-,P

登录号$琴叶拟南芥
SH

+

"!"$$%$"?<#

&拟南芥
0H

+

A=%$"?<#

&油菜
SH

+

"#%=A?A$?<#

&毛果杨
SH

+

""=%$@=$#<#

&木薯
SH

+

"!#=##!'A<#

&橡胶树
SH

+

"!#=@"@!'<#

&芝麻
SH

+

"##"$$$!!<#

&菠菜
SH

+

"!#$@%?%A<#

&番茄
0H

+

""#!'=?!'<#

&马铃薯
0H

+

""#!?A%@#<#

&可可

树
BNe%%="@<#

&甜樱桃
SH

+

"!#$#!#%!<#

&桃
SH

+

""?!"A%!!<#

&木豆
SH

+

"!"!%"''?<#

&蔓花生
SH

+

"#A'%A$='<#

&葡萄
RBH#?""=<#

&菠萝
SH

+

"!"##"?#$<#

&浮萍
RNU?A@#=<#

&无油樟
SH

+

""=$A#?$$<#

'

图
J

!

!"#$%&E

基因系统发育进化树

69

E

<?

!

H2

7

.)

E

4,419F1+44)/!"#$%&!

E

4,4

#"$

!

!"#$%&#

基因组织特异表达分析

采用实时荧光定量
HIJ

检测
!"#$%&!

基因

在杉木
@

号*

!A

号*

%!

号无性系各个组织的表达情

况!检测显示杉木
!"#$%&!

基因在其根*茎与叶中

均有表达!其中
!"#$%&!

基因在茎中的相对表达

量最高"图
'

#'

!"#$%&!

基因在
@

号和
%!

号杉木

叶中的相对表达量要高于在根中的相对表达量&在

!A

号杉木根中的相对表达量要高于在叶中的相对

表达量'

!"#$%&!

基因在杉木
@

号*

!A

号*

%!

号

无性系茎中的相对表达量不存在显著差异"

,

%

"<"A

#'

!"#$%&!

基因在杉木
!A

号无性系根中的

相对表达量与在杉木
%!

号*

@

号无性系根中的相对

表达量存在显著差异"

,

&

"<"A

#&

!"#$%&!

基因在

杉木
%!

号无性系叶中的相对表达量与在杉木
!A

号*

@

号无性系叶中的相对表达量存在显著差异

"

,

&

"<"A

#!这可能与杉木无性系间木糖*芹菜塘合

成相关的代谢活性不同有关'

%

!

结论与讨论

8RSO

是植物体内可同时催化
8GH&

葡萄醛酸

合成
8GH&

木糖和
8GH&

芹菜糖的双功能酶!其结构

和功能的完整性对植物体内木糖*芹菜糖的合成*分

配和 平 衡 都 是 非 常 重 要 的'以
8GH&

葡 萄 醛 酸

"

8GH&G&U.FR

#为底物!加之辅酶
0RG

Z

!

8RSO

可

以将
8GH&

葡萄醛酸转化成为
8GH&

木糖&同时!在

8RSO

作用下!通过脱羧反应与碳骨架重新排列!

底物
8GH&

葡萄醛酸转化为
8GH&

木糖的反应中同

时有
8GH&

芹菜糖产生'植物体内木糖的含量往往

远超过芹菜糖!如桦木"

I4'-"2

#中木糖的含量占全

部核苷糖总量的
%"T

以上!而在一些松类植物上的

含量却
&

'T

&

8GH&

芹菜糖则是仅在高等植物细胞

壁中存在的罕见支链五碳糖'本试验利用全长克隆

方法和
HIJ

技术!从杉木中克隆获得了
#

个编码杉

木木糖合成酶蛋白的基因
!"#$%&!

!包含
#=@%K

L

全长
FG0R

序列!其中包括
##A$K

L

的开放阅读

框'杉木
!"#$%&!

基因编码的木糖合成酶蛋白分

子量为
@%<AP*

!与已报道的虎眼万年青的
D)F

#$%&#

%

!

的
@@<#

*

@%<'P*

相似!不同于早前拟南

芥中的
$'$%&#

%

!

'

!"#$%&!

基因编码的蛋白没

?$

第
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图
K

!

!"#$%&E

基因编码氨基酸序列

69

E

<$

!

I);4;-C9,)-F9;54

Y

*4,F4)/!"#$%&!

E

4,4

注$相同组织部位比较中!不同字母表示存在显著差异"

,

&

"<"A

#!

相同字母表示不存在显著差异"

,

%

"<"A

#'

图
L

!

!"#$%&E

基因在不同杉木组织中的相对表达量

69

E

<'

!

BW

L

+4559),-,-.

7

595)/!"#$%&!

E

4,459,;9//4+4,1

1955*45)/!6"2.)45"2'2

有跨 膜 区!无 信 号 肽 且 存 在 于 细 胞 质 中!均 与

$'$%&#

%

!

*

D)#$%&#

%

!

相 同!且 同 样 具 有

-

UWWUWWU

.

0RGZ

结合区!-

eWWWc

.保守区!是植

物细胞壁合成途径中的重要糖苷蛋白'

Y

HIJ

结果

表明!

!"#$%&!

基因在杉木根*茎与叶中均有表

达!在杉木茎中的相对表达量在各个组织中最高'

!"#$%&!

基因在不同无性系茎中的相对表达量不

存在显著差异!而在根与叶中的相对表达量存在一

定的差异!这可能与杉木无性系间木糖*芹菜塘合成

相关的代谢活性不同有关'

8RSO

基因家族对于植物细胞壁结构的正常

合成和代谢具有重要意义!缺乏
8RSO

可以导致植

物细胞与细胞壁结构异常或死亡'

(<a<R2,

(

#@

)等

曾利用病毒诱导使烟草中的木糖合酶基因
CAF

$%&#

沉默!发现该基因亚细胞定位于细胞质中!同

时由于
CA$%&#

基因的沉默烟草的生长有明显的

缺陷!大量细胞死亡(

#@

)

'因此!植物细胞
8RSO

基

因功能的缺失会引起植物木糖代谢功能受阻!从而

导致植物细胞壁结构发育异常'同时!

8GH&

芹菜糖

作为
JU&

#

与硼酸结合部位的附着点!缺失
8RSO

会导致植物缺少
8GH&

芹菜糖而减少与硼酸盐交

联!则会引起细胞壁增厚!生长受到抑制(

#@

)

'在虎

眼万年青中发现
D)#$%&#

%

!

基因是虎眼万年青多

糖代谢途径中重要的一环!对于植物体内木糖和芹

菜糖的代谢平衡至关重要!进而影响细胞壁合成和

结构的完整(

#A

!

!#

)

'同时!

8RSO

编码合成的
8GH&

木糖还可以作为重要的糖基供体!参与许多植物中

生物活性物质和药用糖苷类物质的合成'木薯

"

J2./15'4:)-"4.'2

#的
J4#$%&!

可用于将合成淀

粉的葡萄糖转入合成其他代谢糖类(

%%

)

!虎眼万年青

'$
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中的
D)#$%&!

参与虎眼万 年 青 抗 癌 多 糖 的 合

成(

!#

)

'本研究从杉木中克隆获得了一个在杉木各

组织中 稳 定 表 达 的
8RSO

基 因 家 族 成 员
!"#F

$%&!

!研究结果对于认识和理解杉木
8GH&

木糖%

芹菜糖的合成和代谢过程奠定了基础'目前!对于

杉木
8SO

和
8RSO

基因的家族成员*合成过程和

代谢机制研究还尚未深入!其研究结果不仅有助于

认识杉木细胞壁多糖的合成过程!也有助于发掘杉

木功能性糖苷类物质的代谢过程'
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