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苯丙氨酸解氨酶 !/2)3*4&4&353) 677,35&81*&#)"/!1#9: .;<;=;>$ 是木质素生物合成过程的关键酶和限速酶 % 应用

?6:9!?&@5-867@45A5’&$5,3 ,A ’BC0 D3-#&方法"获得了白哺鸡竹’!"#$$%&’()"#& *+$),&&(高节竹!-"#$$%&’.)"#& /0%1,232&&(龙
鳞竹!-"#$$%&’()"#& /+43&)32& "3’30%)#)$(&(丽水苦竹!-$3,%4$(&’+& 1()+$%&%,*3& 532&等 E 种竹子 -67 基因的全长序列"并

进行了生物信息学分析) 结果表明"!67 基因的开放读码框长度为 F =<G "@"共编码 H=F 个氨基酸"具有 F 个外显子和 = 个内含
子*其中高节竹+龙鳞竹(丽水苦竹 !67 基因内含子长度为 =F= "@"白哺鸡竹 !67 基因内含子长度为 I. "@%推测其氨基酸序列"并
分析 /61蛋白单体的三维结构"结果显示 /61蛋白均含有大量的 ! 螺旋和 " 折叠结构% 基于邻接法的进化树对 <= 个物种的 !67
基因的氨基酸序列分析表明"竹类植物 !67 基因的保守性较高"与禾本科植物玉米(甘蔗的亲缘关系较近"与双子叶植物辣椒等的
亲缘关系较远%

竹#木质素#苯丙氨酸解氨酶#?6JD
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! 引言
木质素!!"#$"$"是一种由肉桂醇等单体聚合而成的酚类

多聚体#是维管植物细胞壁的重要组成成分#在木材植物中
含量较高#一般约占干重 %&’!(&’#为地球上仅次于纤维素
的有机组分 )%*#是影响造纸工艺和纸张质量的主要因素之一$
木质素的生物合成是在一系列酶催化下使苯丙氨酸或酪氨

酸逐步转化为木质素单体#最终聚合成木质素的过程$
苯丙氨酸解氨酶!+,-$.!/!/$"$- 0112$"/34./5-#+04%67

89(9%9&"是木质素生物合成途径中的第一个限速酶#其表达及
丰度直接影响木质素生物合成的整个过程 ):38*$分析 !"#基因
的序列和研究 +04 的酶学性质是其中的基础工作$鉴于 +04
在植物次生代谢过程中的重要作用#其性质和功能已被广泛
研究$ 应用分子生物学方法获得 +04 的基因序列#应用反义
;<0技术抑制竹子中 +04的活性#是获得低木质素含量的竹
材的有效方法$
竹类植物属于禾本科 $%&’()*&* !+2/=-/-" 竹亚科

!+&’,-./(0*&*"# 广泛分布于受气候影响水热条件较好的亚
洲&拉丁美洲&非洲等热带和亚热带地区#是森林资源的重要
组成部分$ 中国是世界上竹种资源最丰富的国家$ 竹亚科植
物具有生长快&周期短&产量高等特点#是经济&生态和社会
效益具佳的林种$ 竹子是造纸工业的重要原材料#但在造纸
工艺中#竹材中的木质素成分严重影响了竹浆的品质#降低
了纸浆的生产效率#同时对环境也造成了严重的污染#增加
了造纸的生产成本$ 因此#将生物技术应用于造纸制浆工业#
寻找调控竹材中木质素含量的方法#具有重要的经济意义$
本文应用 ;076!;/>"? 01>!"@"=/A"2$ 2@ =B<0 6$?5"等分

子生物学方法#获得了丽水苦竹&白哺鸡竹&高节竹&龙鳞竹
等 8 种竹子的苯丙氨酸解氨酶基因的全长序列#并进行了生
物信息学分析# 为应用反义 ;<0 技术调控竹子中的木质素
含量提供了试验基础#是提高竹子的经济利用价值的重要的
准备工作$

" 材料与方法
"#" 植物材料与菌株
供试材料共 : 个属 8 种#如表 % 所示#由中国林业科学院

提供#采自中国林业科学研究院北京良乡竹园$ 叶片采下后#
锡箔纸包好投入液氮中速冻保存$ 限制性内切酶和 !1- B<0
聚合酶均购自 C/D/E/ 公司 #1;<0 分离试剂盒购自美国

F$G"AE2#-$ 公司#;<0 逆转录试剂盒与 >H6IJC 载体均购自
+E2#-1/公司$其他试剂为进口或国产分析纯$宿主菌为大肠
杆菌 BK&!#为本实验室保存$
"#$ 植物材料总 %&’ 提取

8 个竹种材料 B<0 的提取依据文兰等 )&*的方法#略有改
动$

"#( 植物材料总 )&’ 的提取与 *%&’合成
采用总 C;FL2!!F$G"AE2#-$"法分别从 8 个竹种材料中提取

总 ;<0$
"#+ 基因克隆
"#+#" (!)’,-
使用 +E21-#/ 公司的反转录试剂盒合成 =B<0$ 根据

<7MF 上已发表的禾本科 !23 基因家族的保守区序列设计巢
式引物 NOPQ !&’JCCHH07C07HH7CC700HHHJ(’"&N%Q8Q
!&’J7700H00H07C7CH0H7077007C77J(’"和 0?/>A2E ?C
!&’ J7CH0C7C0H0HHC077HH0C770C0 RCS%O J(’"#由北京
英骏生物技术有限公司合成$ 试验步骤如下(取 ;<0 : !4#
T!"#2 U?CS%&引物 % !4#加水至 %Q9& !4#OQ"变性 & 1"$#冰浴
: 1"$# 然后在该溶液中依次加入 %Q#反转录缓冲液 : !4#
I#7!:!:& 112!)4J%"8 !4#?<C+!%Q 112!)4J%": !4#核糖核酸
酶抑制剂 Q9& !4#0IV 反转录酶 % !4#8:"延伸 % ,#OQ"放
置 %& 1"$ 终止反应$ 以反转录后的竹子 =B<0 为模板#以
NOPQ 与 0?/>A2E ?C 为引物进行第一轮 +7; 扩增# 扩增反应
程序为 W8" & 1"$%W8" (Q 5#&X" (Q 5#O:" : 1"$#(Q 个循
环%O:" %Q 1"$$ 将第一轮 +7; 产物稀释 &Q 倍后作为模板#
以 N%Q8Q 和 0?/>A2E ?C 作为引物执行第二轮 +7; 反应#反应
程序同第一轮反应程序$ 反应结束后用 %’的琼脂糖凝胶电
泳对 +7; 产物进行鉴定#回收片段#连接入载体#转化涂板#
蓝白斑筛选得到阳性克隆菌液后 # 将阳性克隆质粒送

F$G"AE2#-$ 生物公司测序#将测序结果在 <7MF上进行比对$
"#+#$ .!)’,-
根据所获得的 (’;076 的结果设计 &’;076 的引物#引

物序列如表 : 所示$
使用 %JHY+%&:JHY+% 分别对丽水苦竹&白哺鸡竹&高节

竹和龙鳞竹的 ;<0 进行反转录#将获得的 =B<0 序列进行纯

表 " 供试竹类植物材料
/0123 " 405166 7058237 973: ;< =>;7 7=9:?

编号 属 种 拉丁名

%
:
(
8

刚竹属

刚竹属

刚竹属

苦竹属

高节竹

白哺鸡

龙鳞竹

丽水苦竹

!4566/.7&845. 9%/’()*).
!4566/.7&845. 0-68(.

!4566/.7&845. 9-,*.8*). 4*7*%/8586&
!6*(/,6&.7-. ’&8-6/./(0*. :*)

表 $ .!)’,- 所用引物
/0123 $ @2;A6<9*236=;:3 8B;53B7 973: =6

0582;C? =>3 .D !"# A3<37

竹种 引物名称 引物序列

丽水苦竹#
白哺鸡竹#
高节竹

%JHY+%
%JHY+:
%JHY+(

&’JCH0CC7CHCCHHHCHC7H7CH7J(’
&’J00CHC0HH070H7HHH0770J(’
&’J7CCH00HH0H0HCHCCH0CH7HJ(’

龙鳞竹

:JHY+%
:JHY+:
:JHY+(

&’JCCH7HHH0H070C700CH0H7HJ(’
&’J00CHC0HH070H7HHH0770J(’
&’J7CCCH0H0H70770777C77CCJ(’
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化! 加 ! 尾后作为后续 "#$ 反应的模板进行两轮巢式 "#$
反应"反应条件均为#%&!"’ ()*$%+! ,- ."’/! ,- ."01! 2
()*",-个循环$02! 3- ()*%反应结束后用 34的琼脂糖凝胶
电泳对 "#$ 产物进行鉴定"回收片段"连接 5 载体"转化涂
板"蓝白斑筛选得到阳性克隆菌液后"送 6*7)89:;<* 生物公司
测序"将测序结果在 =#>6上进行 >?@A5%
!"#"$ %&’和 (%&’中基因全长的获得
根据拼接的 BC=@ 序列 D&端和 ,&端设计引物 @EEF.<*.<

G’&HI#I5##I55I#5I#@5@555#I@5IIH,&J和 @EEHK*8).<*.<
’D&HI555@I#@@@5III#@IIIH,&(%分别以基因组 C=@及
反转录后的 BC=@为模板扩增基因的全长"反应体系如下#反
应条件为 %+!"D ()*$%+! ,L ."D/! ,- ."02! 2 ()*",- 个
循环$02! 0 ()*$电泳检测"回收所得片段并克隆!测序%
!"#"# 序列拼接与分析
序列测定委托上海英骏生物技术公司完成"测序结果用

#:*8); MNO9<.. 序列拼接软件进行全长序列拼接"序列分析则
采用 C=@(K*软件进行%
!") !"#基因的生物信息学分析
通过 =#>6 对 BC=@ 序列和氨基酸序列进行 >EK.8 分析"

采用生物学软件 C=@(K* 对 !"# 基因的 BC=@ 序列和氨基
酸序列进行生物信息学分析$使用软件 PMI@ +Q-RST对 =#>6
已经发表的部分物种的 !"$ 基因及本文所获得的 !%$ 基因
的蛋白质序列进行序列同源性分析和进化分析$应用 AU"P@
工具 ’V88OWXXYYYQ<NOK.ZQ:9;X8::E.X(分析各二级结构在 "!? 蛋
白质中的比例"以及应用 ["\(:]<E. 2QL A<97<9’V88OWXX;<*:(<Q
B^.Q]8_Q]‘X.<97)B<.X["\(:]<E.H2aL A<97<9H,CQV8(( 进行蛋白
质三级结构的预测"并使用 $K.P:E程序展示其空间结构%

* 结果与分析
*"! !"$基因 $!+’,-结果
以 & 种竹子反转录产物作为模板"使用引物 b0SL!b3L+L

分别与 @]KO8:9 ]5 进行两轮巢式 "#$ 后均获得了一个约
/LL ^O 的片段"与预期的基因片段大小一致"回收后与 5 载
体连接进行测序"测序结果通过 >?@A5 程序在 I<*>K*‘中进
行对比"结果表明与禾本科植物 !"$ 基因同源性较高"证明
其确实为 "@? ,&端序列% 图 3 为以高节竹为例的 !"$ 基因
,&端电泳结果%
*"* !%$基因 )!+’,-结果
根据已获得的 !"$ 基因的 ,&序列"在靠近 D&端处重新

设计引物"使用特异性引物进行反转录后"进行两轮巢式"#$
扩增 !"$ 基因 D&未知序列 % 图 2 为以高节竹为例的
!"$ 基因 D&端电泳结果%
*"$ !"$基因全长序列的获得
将 ,&$@#M 和 D&$@#M 的结果进行拼接 " 在拼接的

BC=@ 序列的 D&端和 ,&端设计引物"分别以基因组 C=@ 和
反转录后的 BC=@为模板扩增基因的全长% 图 , 为以高节竹
为例的 !"$基因全长序列的电泳结果图%图的左边是以基因

组 C=@ 序列为模板进行 "#$ 扩增结果" 右边是以 BC=@ 为
模板进行 "#$扩增结果%
分析结果表明"以 BC=@ 为模版的 !"$ 基因全长片段扩

!"高节竹 !"$ 基因#."*/0 12 %&’ 345567

图 ! 高节竹 !"$ 基因 $!端片段的电泳结果
89:; ! ’:47<=6 :6> 6>6(?7<2@<76=9= <A
!&’(()*+,-&’* ./)01232* !%# $B %&’

!"高节竹 !%# 基因#."*00 12 345567

图 * 高节竹 !%# 基因 )!端片段的电泳结果
89:" * ’:47<=6 :6> 6>6(?7<2@<76=9= <A

!&’(()*+,-&’* ./)01232* !%# )B %&’ C,+

!"以 %&’ 为模板#*"以 (%&’ 为模板#."*00 12 345567

图 $ 高节竹 !%# 基因全长序列的获得
89:" $ ’:47<=6 :6> 6>6(?7<2@<76=9= <A !&’(()*+,-&’*

./)01232* !%# %&’ C,+
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表 ! "#$ 蛋白各二级结构所占的比例!单位"%#

&’()* ! "+,-,+./,0 ,1 2*3,04’+5 2.+63.6+* 760/.8 %9

增结果比以 !"# 为模版的扩增结果短 $%%!$&% ’(! 表明
!"#基因内部存在有内含子! 这与 ")*+中其他物种 !"$ 基
因的分析结果一致"

:;< !"#基因的生物信息学分析
:;<;= !"$基因序列分析
使用生物学软件 !"#,-. 对 !%$ 基因的 /!"# 序列和

氨基酸序列进行生物信息学分析#表 0$% 1 种竹子 !"$ 基因
的开放读码框长度均为 2 $03 ’(!共编码 4$2个氨基酸"所得

到 !"$基因序列均由两个外显子和一个内含子组成"内含子
的位置为起始密码子后第 05$ ’( 处!所有的内含子两端均具
有 678#6 的特征性保守序列&图 1 中的阴影$% 白哺鸡竹’高
节竹’龙鳞竹’丽水苦竹 !"$ 基因的内含子长度不一!序列略
有差异&如表 0 所示$!推测是内含子受外界选择压力小!物
种长期进化的结果" 序列分析结果以高节竹为例进行说明"
结果表明!1 种竹子的 !"$ 基因都具有一个保守的 9#: 活性
位点 #;-<=>?<6;@ A#<=<6B&图 1 中的黑框$!这说明本试验所

表 > < 种竹子 !%$ 基因序列分析结果
&’()* > ?*26).2 ,1 ’0’)52/2 ,1 !"$ @*0* 2*A6*03*2 1,+ 1,6+ 2-*3/*2 ,1 (’B(,,

竹种 内含子长度8’( 开放阅读框架长度8’( 编码氨基酸数目 预测蛋白分子量8C! 预测蛋白质等电点
白哺鸡竹

丽水苦竹

高节竹

龙鳞竹

D1
$2$
$2$
$2$

2 $03
2 $03
2 $03
2 $03

4$2
4$2
4$2
4$2

43ED$$
43E42%
43E403
43ED25

3E%0
3E03
3E03
3E2&

获得的 1 种 9#: 蛋白均与其他物种的 9#: 蛋白具有相同的
催化功能"
将所获得的基因在 ")*+ 上进行注册! 注册序列号分别

为(FG&5140D&白哺鸡竹 9#: !"# 序列$)FG&50301&白哺鸡竹
9#: /!"# 序列 $)FG&53312 &丽水苦竹 9#: !"# 序列 $)

FG&5331$&丽水苦竹 9#: /!"# 序列$)FG&50304&高节竹 9#:
!"#序列$)FG&5030&&高节竹 9#: /!"# 序列$)FG&5113D&龙
鳞竹 9#: !"#序列$)FG&51134&龙鳞竹 9#: /!"# 序列$%
:;<;: !"$基因蛋白质二级结构分析
目前!对蛋白质的二级结构预测方法有多种!本试验采

用 =H9I#工具分析各二级结构在 9#: 蛋白质中的比例% 结
果如表 1 所示%

由表 1 可以看出!试验中所获得的 1 种竹子的 9#: 蛋白
的二级结构均具有丰富的 ! 螺旋 &-;(J- J>;KL$ 和螺旋卷曲
&?-.MN, /NK;$!而 " 折叠片层结构&’>O- PJ>>O$和 " 转角结构
&’>O- OQ?.$存在比例相对较低% 以麻风树&&’()*+,’ -.)-’/$和
毛白杨 &!*+.0./ (*123(*/’$作为对照 !说明不同物种的 !%$

基因同源性较高 R4S%

:;<;> 竹子 "C$的蛋白质三级结构预测
使用 )9T,NM>;P 2E% =>?U>? 服务器预测 9#: 的蛋白质空

间结构% 分析结果如图 &所示!1 种 9#:蛋白三维结构相似!
与丹参 P,9#:$ 蛋白的三维结构同源建模获得的结构也相
近!均呈*海马+状!各个 9#: 均具有 0 个结构域!这与其他植
物中的 9#: 蛋白结构类似 RDS" 但蛋白质的真实结构还有待于
应用 V<?-@ 晶体衍射方法进一步分析! 各个结构域的具体功
能也还有待鉴定"

:;<;< "C$ 氨基酸序列的同源性分析
使用软件 IW6# 1E%R5S对 24 种美国国立生物技术信息中

心&")*+$已经发表的植物 9#: 氨基酸序列与本试验所获得
的 1种竹子的 9#:氨基酸序列进行比对!经过 );QPO-; 进行同
源序列间的配比后!用 ">KXJ’N? GNK.K.X&"G$邻接法法构建共
0$种植物同源氨基酸序列的进化树" 结果如图 3 所示" 从图
中可知! 本试验中所获得的 1 种竹子与 ")*+ 已发表的禾本
科竹亚科植物毛竹’绿竹亲缘关系最近" 另外!与单子叶植物
禾本科除竹亚科植物外的玉米 &42’ 1’5$! 甘蔗&6’--,’).1
*778-83’).1$ 等的亲缘关系较近 " 而与双子叶植物的辣椒
&9’+/8-.1 ’33..1$’ 烟草 &:8-*(8’3’ (’;’-.1$’ 红参&6’0<8’
180(8*)),8=’$’莴笋&$’-(.-’ /’(8<’$等亲缘关系较远" 这说明

!"$ 基因在进化中出现较大差异" 另外! 从图中可以看出!
!"$ 基因序列在竹类植物中保守性很高!虽然丽水苦竹&苦
竹属$与绿竹&>’1;./’ *0?,’188! 竹属$不属于刚竹属!但却
与刚竹属的竹种亲缘关系较近在一起! 因此!!%$ 基因的同
源性关系与竹种的进化关系并不呈严格的一致性!需用更多
的竹种进行进一步分析! 以确定个竹种之间 !%$ 基因的关
系"

竹种 !螺旋 " 折叠片 " 转角 螺旋卷曲

丽水苦竹

龙鳞竹

白哺鸡竹

高节竹

麻风树

毛白杨

&&E%3
&3E13
&&E2%
&&E01
&0E42
&1E01

DE&4
4E11
DE%$
DE$&
DE12
4E$1

3E3%
3E13
3E13
3E41
1E44
1E1D

25E4D
25E30
0%E01
25E4D
00E$%
01E%0
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图 ! 高节竹 "#$ 序列及推测的蛋白质序列
%&’( ) #*+,-./&0- 1-2*-3+- 430 /5- 0-0*+-0 46&3. 4+&0 1-2*-3+- .7 8$9 7:.6 !"#$$%&’()"#& *+%,-./.&

注!双下划线为起始密码子"$;<#和终止密码子";$$$%下划线部分为内含子%
阴影部分为内含子特征结构&<;=><$%黑框部分推测为苯丙氨酸解氨酶&8$9$活性位点

#./-1? ".*@,- *30-:,&3- 0-3./-1 &3&/&4/&.3 +.0.3 A>;<B 430 /-:6&34/&.3 +.0.3 A;>>CD 1&3’,- *30-:,&3- 0-3./-1
/5- &3/:.3D <;=>< 1E,&+&3’ 1&/- &1 1540-0D /5- E.11&@,- 4+/&F- 1&/- +.31-31*1 1-2*-3+- &1 @.G-0
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图 ! " 种竹子的 #$% 的预测三级结构
&’() ! #*+,’-.+, ,’/+01’2034 1.*5-.5*+ 26 #$% 7*2.+’0 26 625* 8’0,1 26 93/922

注!红色部分为 ! 螺旋"黄色部分为 "折叠片"蓝色部分为无规则卷曲

!"#$%& ’$() *+,-* -.+/01 2$++"3) 4.#* %-..#5 6+7.8 ’.79:"; <"/+

图 : #$% 氨基酸序列的同源性分析
&’() : ;2/242(< 3034<1’1 26 #$% 3/’02 3-’, 1+=5+0-+

> 讨论和结论
=>? 广泛存在于高等植物中!是木质素合成的关键酶和

限速酶" 竹子作为一种重要的经济作物!是造纸工业的重要
原材料" 然而!竹材中的木质素成分含量较高!影响造纸工艺
和纸张质量" 本试验使用 @>AB 方法分别从白哺鸡竹#高节

竹# 龙鳞竹和丽水苦竹 C 个竹种的 DE>和 FEG 中成功克隆
了 !"# 基因的序列!获得了全长!并对序列进行了生物信息
学分析" 结果表明!!"$ 基因的开放读码框长度均为 H IJK
6,!共编码 LIM个氨基酸!具有两个外显子和一个内含子的结
构!这与目前所报道的许多 !%$ 基因相似 NIOP" 本试验使用服

高节竹 丽水苦竹 龙鳞竹 白哺鸡竹
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务器对 !"# 的三维结构进行预测!结果显示呈"海马#状!这
与使用 $ 射线晶体衍射对红冬孢酵母菌 $!"#$#%&#’()(*+
,#’*-#().%%%&&’和欧芹$/.,’#%.-(0*+ 1’(%&*+%%&(’的 !)* 的空间结
构进行鉴定的结果相一致& 序列分析表明!+ 种竹子的 /23
基因都具有一个保守的 !"* 活性位点 ",-./01.2,3 $)./.24
$如图 + 所示%!这说明本试验所获得的 + 种 !)# 蛋白均与其
他物种的 !)#蛋白具有相同的催化功能&
然而!425 基因的普遍特点是由小的多基因家族组成 !

在 5 组染色体中!一般含有 678 个 425 基因!并且可以分为
679个不同的类群或亚族&如菜豆有 9个%59’!番茄有 :个%5+’!而
松树仅有一个 425基因%5:’& 425基因在植物中的表达具有组
织特异性!且同一物种 425 基因的不同家族成员的表达也不
同&如菜豆 425的 9 个基因 4255’4256和 4259都能在根部
大量表达! 而叶中仅 4255表达! 花瓣中 4256表达量最高!
4255表达量相对较少!4259则不表达%58’& 因此!竹子中的 425
是否存在同源基因尚有待应用 /;<=>01? 杂交等方法进一步
分析&
鉴于苯丙氨酸解氨酶在植物次生代谢过程中的重要作

用 ! 其功能已被广泛研究 & 利用反义核酸技术降低苜蓿
$6.)(178# %7,(97 5@%中苯丙氨酸解氨酶基因的表达 %5A’!植株表
现出生长延缓等异常表型!说明苯丙氨解氨酶基因在植物的
生长发育过程中起着极为重要的作用& 此外!苯丙氨酸解氨
酶还是多种植物主要次生代谢物合成的关键控制点!如咖啡
$:#;;.7 170.&"#’7% 中奎宁酸的合成 %5B’ 及黄芪 $2%,’787-*%
+.+<’7071.*% 97’= 6#08"#-(>*%% 中栎精的积累等均与苯丙氨
酸解氨酶基因的表达密切相关 %5C’&
另外!构建 DE) 干扰表达载体!转化至竹类植物的再生

体系中!观察竹子的生理生化变化可进一步研究 425 基因在
竹类植物中的作用!探明竹类植物木质素合成过程及次生代
谢物合成过程中 425基因的作用机制&
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