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白木香纤维素合酶家族基因的鉴定及表达分析
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摘要: 纤维素合酶 (cellulose synthase, CesA) 是纤维素生物合成途径中的一类关键酶, 在植物生长发育和植物

防御反应中有着重要的作用。本研究利用白木香基因组数据库, 通过生物信息学手段, 对白木香纤维素合酶家族成

员及其编码蛋白的理化特性、蛋白保守基序、染色体定位、启动子区域等进行预测分析。系统分析鉴定了 21个白木

香AsCesA基因, 并发现AsCesA蛋白主要分布于质膜, 氨基酸数目为 390～1 261个, 分子质量为 43.35～142.58 kD, 

等电点分布在 5.67～8.86, 均含跨膜结构域, 数目为 6～8; 系统进化分析表明 21个AsCesA分为 3个亚组; 保守基序

分析表明, 不同AsCesA蛋白的motif组成有一定差异, 但均含有motif2、motif6、motif7和motif10。顺式作用元件分

析表明, AsCesA基因家族具有响应植物激素作用、非生物胁迫和生物进程相关的顺式作用元件。分析NaCl诱导不

同时刻的白木香愈伤组织的转录组数据, 选择了 7个具有差异表达的AsCesA并分析其在非生物胁迫下的表达量变

化。实时荧光定量PCR结果表明, 盐、低温、干旱和重金属胁迫均能不同程度影响白木香中 7个AsCesA基因的表达

水平。其中AsCesA1、AsCesA3和AsCesA20均能响应低温、盐胁迫、干旱胁迫和重金属胁迫, 推测这 3个基因可能在

白木香响应非生物胁迫中发挥重要作用。对不同非生物胁迫下的纤维素含量进行测定, 白木香愈伤组织中纤维素

含量变化与纤维素合酶的表达量趋势基本一致。本研究为进一步揭示纤维素合酶在白木香中防御反应中作用奠定

基础。
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Abstract: Cellulose synthase (CesA), one of the key enzymes in the biosynthesis of cellulose in plants, plays 

an important role in plant growth and plant resistance. In this study, a total of 21 AsCesA genes from Aquilaria 

sinensis were systematically identified and the physico-chemical characteristics were analyzed based on genome 

database and bioinformatical methods. The phylogenetic tree was constructed and the gene location on 

chromosome, cis-acting elements in the 2 000 basepairs upstream regulatory regions and conservative motifs were 

analyzed. The AsCesA proteins were mainly located on the plasma membrane. The number of amino acids of the 

proteins ranged from 390 to 1 261. The isoelectric point distributed from 5.67 to 8.86. All of the 21 AsCesA proteins 

possessed the transmembrane domains, the number of which was from 6 to 8. The genes were classified into 

3 groups according to the phylogenetic relationship. Obvious differences were observed in motif composition in 
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genes from different groups. However, motif2, motif6, motif7 and motif10 were observed in all of AsCesA 

proteins. Analysis of cis-acting elements indicated that AsCesA genes family has cis-acting elements related to plant 

hormones, abiotic stresses, and biological processes. Seven AsCesA genes with differential expression were 

selected according to the calli transcriptome data induced by NaCl at different times and their expression levels 

under different abiotic stresses were analyzed by quantitative real-time PCR. The results indicated that salt, low 

temperature, drought, and heavy metal stresses could affect the expression level of AsCesA genes, and the 

abundance of AsCesA1, AsCesA3 and AsCesA20 showed a significant change, implying their potential important 

roles to the abiotic stresses. The accumulation pattern of cellulose content under different abiotic stresses was 

similar to the expression trend of AsCesA genes. Our results provide valuable insights into the role of cellulose 

synthase in A.sinensis in plant defense.
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作为植物细胞的重要组成部分, 植物细胞壁不仅

具有传统意义上的机械支持和防御保护功能, 还与植

物细胞的物质运输、信号传导、生化代谢等生理功能有

关[1]。纤维素是植物细胞壁的主要组成成分, 并赋予

细胞壁独特的抗张强度。植物中的纤维素主要以小微

纤丝的形式存在, 小微纤丝是以纤维素为基本单位组

成的 , 而纤维素分子是线性 β-1,4 糖苷键连接的葡聚

糖[2]。纤维素在植物体内的生物合成主要与纤维素合

酶息息相关。早在 1990 年代 , 研究者[3]在木醋杆菌 

(Acetobacter xylinum) 中首次发现了纤维素合酶基因。

而后又在经济作物棉花中发现了第一个植物纤维素合

酶基因[4], 通过氨基酸序列的比对, 发现纤维素合酶具

有 β-糖基转移的保守序列, 如典型的DDDQXXRW序

列[5] (天冬氨酸-天冬氨酸-天冬氨酸-谷氨酰胺-X-X-精

氨酸-色氨酸)。拟南芥作为模式植物, 纤维素合酶的

功能研究得比较透彻, 目前发现拟南芥中有 10个纤维

素合酶 (AtCesA) 基因 , 能够在质膜上以 UDP-葡萄糖

为底物, 催化 β-1,4糖苷键的形成[6], 进而合成纤维素。

拟南芥中CesA蛋白家族中不同成员作用的研究已取

得较大进展, AtCesA4、AtCesA7和AtCesA8对于次生细

胞壁中的纤维素生物合成是不可或缺的; 而初生细胞

壁的纤维素主要由 AtCesA1、AtCesA3和 AtCesA6介导

合成[7]; 此外, AtCesA6与 AtCesA2、AtCesA5和 AtCesA9

存在部分功能上的冗余现象。

一般纤维素合酶基因的大小为 3.5～5.5 kb, 有 9～

13 个内含子 , 氨基酸序列相似性为 53%～98%[2]。通

过对已知植物的CesA氨基酸序列相似性比较, 发现植

物纤维素合酶具有以下结构特点: ① 植物 CesA与细

菌CesA蛋白序列的保守区一致, 含有 3个紧密相连的

Asp残基, 3个Asp残基与保守序列QXXRW连接形成

D-D-D-QXXRW 结构域[5], 在质膜区构成底物结合的

活性位点 ; ② 通常含有 8 个跨膜结构域 , 分别处于

CesA蛋白序列的两端, N末端有 2个, C末端有 6个, 跨

膜区是 β-1,4-葡萄糖苷链穿过质膜进入细胞壁的重要

通道[8]; ③ 植物 CesA 蛋白的 N 末端具有锌指结构或

LIM 结构域 , 此结构域中具有非常保守的重复序列

CXXC (半胱氨酸-X-X-半胱氨酸)[9]。此序列可以与

DNA结合, 与CesA蛋白各亚基之间的相互作用有关, 

并且对于维持纤维素合酶复合体的稳定性具有重要作

用; ④ 植物纤维素合酶包含有2个高突变区, 植物体内

数量繁多的CesA基因很可能与这2个突变区相关。

此外, 近年来的研究表明, CesA在植物的非生物

胁迫响应过程中起着重要的作用。例如, Kang等[10]发

现黄瓜纤维素合酶基因家族成员 CsCesA5、CsCesA20

和CsCesA28在 200 mmol·L−1 NaCl水培处理下表达上

调, 表明它们可能响应相同的盐胁迫调节途径。Chai

等[11]研究表明中间锦鸡儿 CiCesA8 的转基因拟南芥在

种子萌发时对脱落酸更敏感并且对干旱胁迫的耐受性

降低, 相应的脱落酸和胁迫相关基因表达下调。Wang

等[12]研究表明, 镉胁迫通过转录因子调控番茄纤维素

合酶的表达以促进细胞壁纤维素的生物合成, 尤其是

根中细胞壁镉的固定过程, 以缓解镉对植株的毒害作

用。Chen 等[13]发现破坏纤维素合成酶基因 AtCesA8/

IRX1可增强拟南芥对干旱和渗透胁迫耐受性。Zhang

等[14]研究表明, 盐胁迫可能会影响CesA的活性, 敲除

拟南芥AtCesA6或AtCesA1都导致其对盐胁迫敏感性

增加。Li等[15]通过基因沉默BoiCesA增加了西蓝花对

盐胁迫的耐受性。低温会对不同物种的CesA基因表

达产生不同的影响。如冷处理减少CesA在杨树和棉

花中的表达, 但增加了 CesA在耐寒水稻中的表达[16]。

因此, 参与初生细胞壁生物合成 (如 AtCesA1/6等) 和

参与次生细胞壁生物合成 (AtCesA8等) 的纤维素合酶

在植物非生物胁迫反应过程中起到重要作用。

白木香 (Aquilaria sinensis) 是瑞香科沉香属植物, 

具有重要的药用、经济、观赏、生态价值[17]。白木香是我

国名贵药材沉香的唯一正品植物来源, 但由于其自然
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繁殖率低, 加上掠夺式砍伐, 生态环境遭受严重破坏, 

白木香的野生资源濒于枯竭, 目前已被列入《濒危野生

动植物种国际贸易公约》(CITES) 附录 II[18]和国家濒危

二级保护植物。CesAs作为植物生长发育和非生物胁

迫响应过程中的一个重要的基因家族, 在白木香中还

未 曾 有 报 道 。 随 着 白 木 香 基 因 组 序 列 (NCBI: 

txid210372) 的公布和完善[19], 对纤维素合成酶家族基

因进行全基因组挖掘和全面、系统的分析十分必要。

本研究利用白木香基因组数据库, 通过生物信息学手

段, 鉴定白木香纤维素合酶家族成员, 并进行蛋白理化

特性分析; 利用MEGA7.0、TBtools等软件构建系统进

化树, 并进行了蛋白保守基序、染色体定位、启动子区

域分析。根据之前的转录组数据选择了 7 个 AsCesA

基因, 分析其在不同非生物胁迫下的表达水平, 为更好

地了解CesA基因家族成员及其在白木香非生物胁迫

响应中的生物学功能提供依据, 为进一步探索该家族

在白木香防御反应中的作用奠定基础。

材料与方法

材料 选用实验室恒温箱长势相同的白木香愈

伤组织 , 用盐胁迫 (150 mmol·L-1 NaCl)、低温胁迫 

(4 ℃ )、重金属胁迫 (500 μmol·L-1 CdCl2)、干旱胁迫 

(200 mmol·L-1 PEG6000) 4 种非生物胁迫分别处理 0、

12、24、36、48 h提取RNA, 检测AsCesAs基因在各种胁

迫下的表达差异。每组 3个样品, 实验重复3次。温箱

环境为温度 25 ℃, 湿度 40%, 无光照。琼脂糖 (Biow‐

est agrose, 西班牙) , 核酸Marker和核酸染料购自北京

拜尔迪生物科技有限公司 , 纤维素含量检测试剂盒 

(Cat BC4280, 北京索莱宝科技有限公司), 引物由北京

六合华大基因科技有限公司合成。白木香愈伤组织中

RNA的提取和 cDNA的合成按照植物RNA提取试剂

盒 (Cat 17200, 加拿大Norgen公司) 实验操作步骤进行

植物总RNA提取, 利用NanoDrop one检测RNA浓度, 

同时利用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性和

质量。利用 GoScript Reverse Transcription System 反

转录试剂盒 (Cat A5000, 美国Promega公司) 将白木香

总RNA反转录为第一链 (cDNA), 反转录条件按照说

明书进行。

仪器 台式高速冷冻离心机 (TY2019006127) 和

普通 PCR 仪 (TY2019006123) 购自 (德国Eppendorf公

司), 涡旋器 (G002035-0001, 生工生物工程(上海) 股份

有限公司), 电子天平 (PL602E, 梅特勒托利多科技 (中

国) 有限公司), 凝胶成像仪 (WD-9413B, 北京六一生

物科技有限公司), 电泳仪 (JY300E) 和实时荧光定量

PCR 仪 (CFX96) 购自 (美国 Bio-Rad 公司), 超微量分

光光度计NanoDrop 2000 (ND2000, 基因有限公司)。

白木香 AsCesA 家族的鉴定 从拟南芥数据库

TAIR (https://www.arabidopsis.org/) 下载拟南芥纤维素

合酶蛋白氨基酸序列, 从GigaDB数据库 (http://gigadb.

org/) 下载白木香基因组数据, 与拟南芥纤维素合酶进

行BLAST比对, 阈值设定值为E < 1e-5, 初步获得白木

香 CesA 基因。从 Pfam 官网 (http://pfam.xfam.org/) 下

载纤维素合酶家族的隐马尔可夫模型文件 (PF03552), 

利用HMM model在白木香基因组文件中搜寻候选基

因家族成员。将上述两种方法筛选得到的白木香纤维

素合酶基因取交集, 并将蛋白序列上传到NCBI-Batch 

CDD-Search 网 站 上 (https://www. ncbi. nlm. nih. gov/

Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi), 再次鉴定验证, 删去冗余

序列。利用 Expasy 网站 (https://web.expasy.org/prot‐

param/)、WoLF PSORT (https://wolfpsort. hgc. jp/) 及

TMHMM 2.0 (https://services.healthtech.dt u.dk/service.

php?TMHMM-2.0) 分析白木香AsCesA蛋白的分子质

量、等电点、亚细胞定位、跨膜结构域数量等。

构建进化树 根据ClustalW程序对拟南芥以及白

木香 AsCesA 蛋白序列进行多序列比对, 最终结果利

用 MEGA 7.0 软件采用邻接法 (Neighbor Joining, NJ) 

构建进化树, 循环次数 1 000次, 再用Evolview在线网

站 (http://www.evolgenius. info/evolview/) 对进化树进

行美化处理, 从而分析白木香和模式植物拟南芥纤维

素合酶基因的进化关系, 以推测可能的生物功能。

白木香CesA蛋白保守基序分析、染色体定位分析

及启动子区域分析 通过MEME网站分析白木香CesA

蛋白保守基序, 基序的数目设置为 10个。从白木香基

因组注释信息中获取 AsCesA基因在白木香染色体上

的起始位置信息。提取 AsCesA 基因上游 2 000 bp 片

段的碱基序列, 提交至PlantCARE网站 (http://bioinfor‐

matics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 进行启动

子序列分析。通过TBtools软件对上述分析进行可视

化处理。

白木香AsCesA基因在不同胁迫处理下的表达分

析 分析课题组前期用NaCl诱导不同时刻的白木香

愈伤组织的转录组数据[20], 利用实时荧光定量 PCR 

(quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 的方法检测白木

香 7个AsCesA基因在干旱胁迫、盐胁迫、低温、重金属

胁迫处理下的表达情况, 每组 3个样品, 重复 3次。分

析使用 SYBR Green I荧光染料法, 在 qRT-PCR仪上进

行。选取白木香AsRPL基因[21]作为目标基因定量表达

的内参基因, 引物序列见表1。反应体系中含有5 µL 2×

PerfectStart Green qPCR SuperMix酶、上下游引物 (10 

µmol·L-1) 各 0.2 µL、模板 0.5 µL、dd H2O 4.1 µL, 总体
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系为 10 µL。反应程序是: 95 ℃ 预变性 3 min, 95 ℃变

性 10 s, 60 ℃退火/延伸 40 s (每次循环后采集荧光), 40

个循环后, 55～95 ℃做熔解曲线分析, 每个温度以每

步 0.5 ℃上升, 每个温度停留 10 s。根据熔解曲线判断

RT-PCR 产物的特异性, 相对定量分析采用 2-ΔΔCt方法

进行分析。实验数据以均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 采

用 GraphPad Prism 8 进行统计学分析 , 两组间比较采

用 t检验, P < 0.05时认为差异有统计学意义。

白木香愈伤组织中纤维素含量的测定 按照试剂

盒方法 (BC4280) 测量纤维素含量, 在相应时间点取样

经不同非生物胁迫下处理后的愈伤组织, 在室温下阴

干, 称取约 0.3 g样本, 加入 1 mL 80%甲醇, 室温快速

匀浆 , 90 ℃水浴 20 min, 冷却至室温 , 6 000 ×g, 离心

10 min, 弃上清。沉淀先后用 1.5 mL 80%乙醇和丙酮

各洗两遍, 再加入提取液二浸泡15 h, 离心10 min, 弃上

清, 将沉淀用蒸馏水清洗两遍, 之后干燥沉淀, 得到细

胞壁物质。称取烘干的细胞壁物质 5 mg, 加入 0.5 mL

蒸馏水充分匀浆, 用蒸馏水定容至 0.5 mL。将定容后

的匀浆液置于冰水混合物中, 缓慢加入 0.75 mL浓硫

酸, 缓慢混匀, 冰水浴中静置 30 min。8 000 ×g, 4 ℃离

心 10 min, 取上清液, 用蒸馏水稀释 20倍后待测。每

300 μL样品加入 70 μL工作液及 630 μL浓硫酸, 混匀, 

95 ℃水浴 10 min, 取出后冷却至室温, 测定 A620
[22], 并

根据标准曲线计算样品中纤维素含量。

结果与分析

1　白木香AsCesA基因家族成员鉴定及理化性质分析

通过本地 BlastP 与 HMM Search 筛选 , 将比对出

来的AsCesA基因进行NCBI-CDD 保守域的结构验证, 

最终确定了白木香中基因组中有 21 个 AsCesA 基因。

白木香AsCesA基因编码蛋白质的理化性质分析, 结果 

(表 2) 显示, 白木香CesA蛋白的分子质量在 43.35 kD 

(AsCesA6)～142.58 kD (AsCesA3)之间;最长的AsCesA3

含有 1 261个氨基酸残基, 最短的AsCesA6含有 390个

氨基酸残基; 理论等电点 (pI) 介于 5.67 (AsCesA9)～

8.86 (AsCesA16) 之间, 同时发现 pI < 7的CesA蛋白达

到了 61.9% (13个)。白木香AsCesA均含有 6～8个跨

膜结构域, 构成了β-1,4-葡萄糖苷链穿过质膜进入细胞

壁的重要通道[8]。

2　白木香AsCesA基因家族系统进化分析

为了研究白木香AsCesA基因家族成员的分组以及

生物功能, 将拟南芥AtCesA1～AtCesA10和 21个白木

香 CesA 蛋白序列进行多序列比对并构建进化树 (图

1)。根据进化树的亲缘关系, 可以将白木香CesA分成

3个亚组, 其亚组 1包括 AsCesA3、AsCesA4、AsCesA5

和AsCesA14; 亚组2包括AsCesA1、AsCesA2、AsCesA6、

AsCesA10、 AsCesA11、 AsCesA12、 AsCesA13、

AsCesA16、AsCesA17、AsCesA18 和 AsCesA21; 亚组 3

包 括 AsCesA7、 AsCesA8、 AsCesA9、 AsCesA15、

AsCesA19、AsCesA20。由于拟南芥中 AtCesA4、AtC‐

esA7 和 AtCesA8 能调控次生细胞壁中的纤维素生物

合成, 而AtCesA1、AtCesA3和AtCesA6介导合成初生

细胞壁的纤维素生物合成, 进化树表明白木香中AsC‐

esA5、AsCesA14、AsCesA3、AsCesA4 与拟南芥 AtC‐

esA4、AtCesA7和AtCesA8归为同一支, 根据相似的蛋

白结构可能具有类似的功能[8], 推测白木香AsCesA亚

组1可能参与初生细胞壁的生成, 而亚组2可能负责次

生细胞壁的合成。

3　白木香AsCesA基因保守结构域、染色体定位、启动

子序列分析

利用MEME在线工具对白木香AsCesA蛋白序列

进行了保守基序分析, 预测出 10个motif (图 2)。21个

AsCesA至少均还有保守基序motif2、motif6、motif7和

motif10 (图3)。AsCesA1、AsCesA3、AsCesA4、AsCesA5、

AsCesA7、AsCesA8、AsCesA9、AsCesA13、AsCesA14、

AsCesA15、AsCesA18、AsCesA19和 AsCesA20蛋白均

含有 motif1-10。AsCesA11 和 AsCesA16 所含保守基

序相同, 均含有motif1-6、motif7和motif10。根据白木

香AsCesA蛋白序列结构, 在NCBI-CDD Search网站提

取相关保守结构域信息, 并制作保守结构域图 (图 2)。

结果显示, 每个AsCesA基因都含有一个相同的保守结

构域 cellulose-synt, 并且大部分都存在于C-端。

Table 1　Primers used for qRT-PCR

Gene

AsRPL

AsCesA1

AsCesA2

AsCesA3

AsCesA7

AsCesA17

AsCesA20

AsCesA21

Primer sequence (5′-3′)

Forward

CGAACCCAATGAGGGAAA

CCTACATTTGTTAGAGAACGGC

GGTGACAGTGTTGGACTAACG

CAACCAATCACCCAACATTC

GCAATAGCGGTTGGGTTTAG

CACAAGAGATGGTCGGAAG

GCTCTTGATGGACTACAGGG

GCTGGGACAGATAACAATGAC

Reverse

TTGCTCCAAGACCTTAGCG

CGCACATTATTTCCTGGC

CCATCTTTCCGCTCATACTC

CAGCACCTCTCTCAGAAGTAGC

GCAATGAGACCTGACCACAC

GTGGAAACAAGGAAATGCC

CTTCTTTGTTGCCTTGCG

AGAGCACAATCCACACACTG
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对 21条白木香AsCesA氨基酸序列进行多序列比

对[23], 发现了纤维素合酶家族中特征且极为保守的功

能结构域D、DXD (图 3A) 和QXXRW (图 3B), 而白木

香中大部分 AsCesA 蛋白均存在这些功能域 , 如在

motif6中均含有D…QXXRW结构域, 这与报道的拟南

芥AtCesA蛋白相同[24]。

根据白木香基因组注释的染色体定位信息 , 将

21 个 AsCesA 基因进行染色体信息可视化分析 , 结果 

(图 4A) 显示, 鉴定到的白木香 AsCesA 基因全部都不

均等地分布在 1～8号染色体上。其中 2号染色体上含

有的基因数最多, 共 5个AsCesA基因, 3号和 5号染色

体上含有的基因数最少, 仅 1个AsCesA。启动子区域

Table 2　Analysis of the physico-chemical properties of AsCesA family gene in Aquilaria sinensis. GRAVY: Grand average of hydro‐

pathicity

Protein ID

AsCesA1
AsCesA2
AsCesA3
AsCesA4
AsCesA5
AsCesA6
AsCesA7
AsCesA8
AsCesA9
AsCesA10
AsCesA11
AsCesA12
AsCesA13
AsCesA14
AsCesA15
AsCesA16
AsCesA17
AsCesA18
AsCesA19
AsCesA20
AsCesA21

Molecular 

weight/kD
123.19
119.11
142.58
118.19
109.57

43.35
127.71
100.35
124.04

83.74
83.65
82.80

108.70
116.65
113.04
84.56
83.74
84.51

124.14
129.91

80.43

Protein 

isoelectric
6.59
6.38
6.82
6.36
6.23
6.00
6.76
5.93
5.67
6.74
8.83
7.87
7.44
8.03
8.26
8.86
6.46
6.80
6.33
8.64
8.62

Number of 

amino acid
1 094
1 058
1 261
1 046

974
390

1 140
888

1 108
742
742
740
954

1 026
1 002

742
737
739

1 107
1 164

724

Aliphatic index

85.33
85.32
82.41
82.75
87.77
97.79
83.49
87.96
82.29
89.91
92.67
88.32
89.17
81.88
79.79
94.64
85.47
85.64
82.57
83.04
89.24

GRAVY

−0.224
−0.227
−0.297
−0.191
−0.097
−0.261
−0.204
−0.121
−0.201

0.034
0.070
0.118
−0.138
−0.252
−0.266

0.093
−0.034
−0.097
−0.187
−0.188

0.040

Transmembrane 

domain number
8
6
8
8
6
6
6
8
8
7
8
7
8
8
6
8
8
8
8
6
7

Subcellular 

localization
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas
Plas

Figure 1　Evolutionary analysis of CesA proteins in Aquilaria sinensis and Arabidopsis thaliana. Blue star represents CesA proteins in 

A. thaliana; red point represents CesA proteins in A. sinensis
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的顺式作用元件能很大程度上影响基因的表达模式。

通过提取 21条AsCesA基因上游 2 000 bp的碱基序列, 

对其顺式作用元件进行了预测。21条AsCesA基因共

预测出 26种顺式作用元件。其中, 除一般元件外, 与

植物生长发育相关的顺式作用元件包括光响应元件、

厌氧诱导相关的顺式作用元件、细胞周期相关的顺式

作用元件、昼夜节律相关的顺式作用元件和锌代谢调

控相关元件等, 与植物生物与非生物胁迫的包括低温

反应元件、干旱诱导的MYB结合位点、参与植物防御

和胁迫的元件、伤口反应元件等。此外, 还预测出与脱

落酸、茉莉酸甲酯、生长素、水杨酸和赤霉素等植物激

素相关的顺式作用元件。

4　AsCesA基因在不同非生物胁迫诱导下的表达分析

为验证白木香 AsCesA基因在植物防御反应中的

作用, 对NaCl诱导不同时刻的白木香愈伤组织进行转

录组分析, 选择了 7个表达量较高或具有差异表达的

AsCesA (图5) 并分析其在非生物胁迫下的表达量变化。

对正常培养的白木香愈伤组织分别进行盐、干旱、低温

及重金属处理, 以0 h处理的白木香愈伤组织样品为对

照 , 不同时间点取样提取 RNA 后进行实时荧光定量

PCR分析, 检测AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA7、

AsCesA17、AsCesA20和AsCesA21的表达水平。从图6中

可知盐胁迫、低温胁迫、干旱胁迫和重金属胁迫均能够

不同程度影响 AsCesA基因的表达。盐胁迫对AsCesA

基因的表达影响较为一致, 与对照组相比均呈不同程

度下降的趋势 , 与转录组数据基本吻合。具体而言 , 

NaCl 处理 48 h 后 AsCesA1、AsCesA2 和 AsCesA3 的表

达水平达到了最低, 分别是对照组的 21.66%、30.73%

和 27.91%。而AsCesA7和AsCesA20分别在NaCl处理

24和 36 h时表达量最低, 仅为各自对照组的 44.44%和

30.76%。AsCesA17仅在盐胁迫初期表达量显著升高, 

而在 24～48 h 内变化与对照组相比没有显著差异。

AsCesA21 对盐胁迫不敏感 , 在 NaCl 处理 48 h 内均没

有明显变化。AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3和AsCesA20

对重金属胁迫响应较强烈, 且趋势较为一致, 在处理

48 h后表达水平显著升高。此外, PEG6000模拟的干

旱胁迫对 7个AsCesA表达量也均有不同程度的影响, 

AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA17 在处理 48 h 内

与对照组相比 , 表达量均显著下降 , 而 AsCesA20 在

PEG6000胁迫48 h内表达量呈现出先降低又升高再下

降的趋势。AsCesA7 和 AsCesA21 对 PEG6000 的胁迫

在初期不甚敏感, 仅在处理后24 h后开始变化, 前者是

先在 36 h有所升高而后在 48 h时逐渐降低, 而后者则

随着时间变化表达量逐渐升高, 并在处理 36 h达到了

峰值。低温对 AsCesA 基因的表达量影响趋势不同。

AsCesA1、AsCesA7、AsCesA17、AsCesA21 在低温诱导

24 h内表达量显著下调, 而在36～48 h内呈现出先上升

后下降的表达水平, 并均在36 h时表达量最高, 为对照

组的 1.82、3.09、3.30和 7.74倍。而AsCesA2、AsCesA3、

AsCesA20在低温诱导 48 h内表达量均显著低于对照

组, 且表达量随着时间变化不明显。综上结果表明, 盐、

低温、干旱和重金属胁迫均能在不同程度上影响白木

Figure 2　Conserved protein motifs and conserved domains of the AsCesA genes of A. sinensis. A: The motifs and conserved domains of 

the AsCesA proteins; B: Ten conserved motifs of the AsCesA proteins
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香愈伤组织中 AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA7、

AsCesA17、AsCesA20、AsCesA21基因的表达水平。

5　不同非生物胁迫影响白木香纤维素含量

为检测白木香在植物防御反应中的纤维素含量变

化, 对正常培养的白木香愈伤组织分别进行盐、干旱、

低温及重金属处理。以 0 h处理的白木香愈伤组织样

品为对照, 不同时间点取样提取愈伤组织中的纤维素。

重金属、盐胁迫和低温胁迫下, 白木香愈伤组织中纤维

素含量在 24 h 内逐渐降低 , 分别是对照组含量的

56.56%、50.11% 和 50.11%, 在之后的 12 h内又逐渐上

升, 处理 36 h重金属胁迫时纤维素含量甚至略高于对

照组, 而盐胁迫和低温胁迫仍远低于对照组含量 (图

7)。其中, 重金属和盐胁迫下, 白木香愈伤组织的纤维

素含量下降较为急剧, 推测是这两种非生物胁迫对于

其纤维素合酶表达量影响较大, 而低温胁迫下纤维素

含量在 0～12 h内变化浮动较小, 在 12～48 h时含量变

Figure 3　The conserved functional domain analysis of AsCesA family genes in A. sinensis. A: The DXD and D conserved sequence in 

AsCesA proteins; B: The D…QXXRW conserved sequence, motif2 and motif6 in AsCesA proteins; C: The motif 7 and motif 10 in AsCesA 

proteins
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化明显。干旱胁迫处理 48 h内对白木香愈伤组织纤维

素含量影响与上述三者稍有不同。在干旱胁迫 12 h

内, 纤维素含量急剧下降, 并达到了最低, 为对照组的

63.72%。而在 12～24 h内急剧增加, 在 24～48 h又出

现一定程度的波动, 其中在干旱胁迫 24和 48 h时纤维

素含量略高于对照组。

由纤维素合酶基因在不同非生物胁迫下的表达差

异和纤维素含量变化的相关性分析可知, 盐胁迫48 h内, 

7个纤维素合酶表达量均显著下调, 共同导致纤维素含

量显著下调, 且AsCesA1、AsCesA7和AsCesA20对于盐

胁迫下纤维素含量变化影响程度较大 (图6、7)。在低温

诱导 24 h 内 , AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA17、

AsCesA20表达量显著下调, 而在 36～48 h内呈现出先

上升后下降的表达水平, 并均在36 h时表达量最高, 共

同导致白木香愈伤组织中纤维素含量先下降后上升, 

且 AsCesA3、AsCesA20对于低温胁迫下的纤维素含量

Figure 4　Chromosome loci and cis-acting elements of AsCesA genes in A. sinensis. A: The distribution of members of the AsCesA family 

on chromosomes; B: cis-Acting elements of AsCesA genes in A. sinensis

Figure 5　Heatmap of fragments per kilobase of exon model per 

million mapped reads (FPKM) of AsCesA genes at different times 

in A. sinensis calli
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变化贡献较大 (图 6、7)。干旱胁迫 48 h 内, AsCesA1、

AsCesA2、AsCesA3、AsCesA17 表达量均显著下降且低

于对照组 , 而 AsCesA20 和 AsCesA21 在处理 36 h 后表

达显著上升, 推测白木香愈伤组织在干旱胁迫初期主

要是受 AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA17 的影

响, 而在后期主要受AsCesA20和AsCesA21的影响, 因

此纤维素含量才出现先下降后上升的变化 (图 6、7)。

AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3 和 AsCesA20 对重金属胁

迫响应较强烈, 前期诱导 24 h表达下调, 而处理 36或

48 h后表达水平显著升高且远高于对照组, 因此导致

纤维素含量在重金属诱导呈现出先下降后上升的变化

趋势 (图6、7)。

讨论

纤维素合酶是纤维素生物合成中的一类关键酶, 

其在植物生长发育、形态结构调控及植物防御反应中

起到重要的作用[25]。作为植物生长发育和非生物胁迫

响应过程中的一个重要的基因家族, 纤维素合酶截至

目前已经在拟南芥[7]、棉花[26]、烟草[8]、豹皮樟[27]、番

茄[28]、黄秋葵[29]等经济作物中得以广泛鉴定, 而在药用

植物白木香中还未曾有报道。本研究利用白木香基因

组数据库, 通过生物信息学手段, 系统分析鉴定了白木

香中 21个CesA基因, 进行蛋白理化特性分析, 进化树

分析, 蛋白保守基序、染色体定位、启动子区域分析, 非

生物胁迫下表达量分析, 为后续研究纤维素合酶在白

Figure 7　 Changes of cellulose content under different abiotic 

stresses in A. sinensis calli

Figure 6　Relative expression level of AsCesA genes under different abiotic stresses in A. sinensis calli. Repeat 3 samples, each for 3 times.
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control group
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木香防御反应过程中的作用奠定基础。

蛋白的亚细胞定位是其发挥功能的主要场所, 根

据亚细胞定位预测, 白木香中 21个AsCesA均定位于

质膜上。一般情况下植物纤维素合酶共有 8个跨膜结

构域, N端有 2个, C端有 6个, β-1,4葡萄糖苷链会通过

在细胞质膜的跨膜结构域穿过细胞壁进而合成纤维

素[30]。而本文中鉴定的 21个白木香AsCesA大部分均

具有 8个跨膜结构域, 而AsCesA2、5、6、7、15含有 6个

跨膜结构域, AsCesA7、12、21含有 7个跨膜结构域, 这

与烟草中报道的纤维素合酶一致[8], Xu等[8]还通过比较

含有不同跨膜结构域的烟草纤维素合酶在不同发育阶

段的烟草组织中的表达量, 发现含有 6个跨膜结构域

的NtCesA16主要在成熟期烟草的茎和叶脉中表达, 而

含有 8个跨膜结构域的 NtCesA19主要在幼苗期烟草

的叶和叶脉中表达, 因而推测跨膜结构域的数量可能

通过影响纤维素合成进而决定细胞壁的类型。因此, 

本文中鉴定的白木香中纤维素合酶具有不同的跨膜结

构域, 其在不同组织中的表达量和在纤维素生物合成

中的功能有待进一步研究。与拟南芥 10个AtCesA共

同构建进化树, 系统发育分析将白木香 AsCesA 蛋白

分成 3 个进化分支。拟南芥中 AtCesA4、AtCesA7、

AtCesA8 主要负责次生细胞壁中的纤维素的生物合

成, 而AtCesA1、AtCesA3和AtCesA6介导合成初生细

胞壁的纤维素。进化树分析表明, 白木香AsCesA亚组

1与AtCesA4、AtCesA7、AtCesA8聚为一支, 可能参与

初生细胞壁中纤维素的生物合成; 亚组 2与AtCesA1、

AtCesA3和AtCesA6 亲缘关系比较近, 可能参与次生

细胞壁中纤维素的生物合成。

蛋白保守结构域决定了蛋白独有的功能。保守基

序分析表明, 不同AsCesA的motif组成有一定差异, 但

均含有motif2、motif6、motif7和motif10, 推测这 4个基

序是白木香纤维素合酶发挥功能的必需的。保守结构

域预测结果表明, 白木香 21个AsCesA蛋白中大多数

均含有保守的DDD-QXXRW氨基酸残基序列, 其可以

在蛋白质折叠形成三级结构时在空间上相互接近, 形

成一个葡萄糖链的分泌通道[8]。

纤维素合酶家族在植物防御反应过程中起到重要

的作用。如拟南芥中AtCesA6和AtCesA1和西兰花中的

BoiCesA基因参与响应盐胁迫[14,15]; 低温能够减少在杨

树和棉花中CesA基因的表达[16]; 中间锦鸡儿CiCesA8

能够响应干旱胁迫[11]等。顺式作用元件分析的结果表

明, AsCesA基因家族具有参与植物激素响应、非生物

胁迫反应和生长发育相关的顺式作用元件。白木香在

面对诸如昆虫咬食、雷电等自然灾害或物理化学刺激

的胁迫时会在木质部形成沉香[31], 说明白木香形成沉

香过程中, 植物的防御反应可能起到重要的作用, 因此

研究植物的防御反应有利于全面揭示沉香结香机制。

细胞壁作为细胞与环境相互作用的中介, 在非生物胁

迫下细胞壁的形态、种类甚至结构的变化对于植物的

发育及环境胁迫的适应尤为重要。因此, 本文进一步

对白木香中纤维素合酶基因响应非生物胁迫进行了研

究。对NaCl诱导不同时刻的白木香愈伤组织的转录

组测序结果进行分析 , 选择了 7 个具有差异表达的

AsCesA并分析其在非生物胁迫下的表达量变化, 实时

荧光定量PCR结果表明, 盐、低温、干旱和重金属胁迫

均能不同程度影响白木香中AsCesA基因的表达水平。

盐胁迫对AsCesA基因的表达影响较为一致, 诱导 48 h

内基因表达均呈不同程度下调。具体而言, NaCl处理

48 h后AsCesA1、AsCesA2和AsCesA3的表达水平达到

了最低 , 而 AsCesA7 和 AsCesA20 分别在 NaCl 处理 24

和 36 h表达量最低。AsCesA17仅在盐胁迫初期表达

量显著升高。AsCesA21 对盐胁迫不敏感 , 在 NaCl 处

理 48 h 内均没有明显变化。AsCesA1、AsCesA2、AsC‐

esA3 和 AsCesA21 对重金属胁迫响应较强烈 , 在处理

48 h后表达水平显著升高。此外, 对于 PEG6000模拟

的干旱胁迫, AsCesA1、AsCesA2、AsCesA3、AsCesA17在

处理48 h内表达量均显著下降, 而AsCesA20表达量出现

显著波动。AsCesA7 和 AsCesA21 对干旱胁迫在初期

不甚敏感, 仅在处理后 24 h后开始小幅变化。低温对

AsCesA基因的表达量影响趋势不同。AsCesA1、AsC‐

esA7、AsCesA17、AsCesA21 在低温诱导 24 h 内表达量

显著下调, 而后出现波动, 并均在 36 h时表达量最高。

而 AsCesA2、AsCesA3、AsCesA20在低温诱导 48 h内表

达量显著降低 , 但随着时间变化不明显。其中 AsC‐

esA1、AsCesA3和AsCesA20均能响应低温、盐胁迫、干

旱胁迫和重金属胁迫, 推测这 3个基因可能在白木香

响应非生物胁迫中发挥重要作用。为进一步验证白木

香中纤维素合酶的表达变化对纤维素含量的影响, 本

研究检测了不同外源非生物胁迫下白木香愈伤组织中

纤维素含量的变化。结果表明, 白木香愈伤组织中纤

维素含量变化与纤维素合酶的表达量趋势基本一致。

综上, 盐、干旱、低温胁迫及重金属胁迫均能不同程度

上影响AsCesA基因的表达丰度, 进而影响纤维素含量

水平。结合顺式作用元件分析, 白木香纤维素合酶可

能通过不同的机制响应外源非生物胁迫, 进而影响纤

维素的生物合成以影响植物细胞壁的种类、密度及弹

性等理化性质, 从而以更加适应外界环境。

综上所述, 本研究基于白木香基因组数据库, 分析

鉴定了白木香中21个CesA基因, 预测出AsCesA蛋白均

定位于质膜上; 系统发育分析表明AsCesA共分为 3个
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亚组 ; AsCesA 的 motif 组成有一定差异 , 均含有

motif2、motif6、motif7、motif10。通过盐胁迫下愈伤组

织转录组数据筛选了 7 个可能参与植物防御反应的

CesA基因, 发现盐、干旱、低温及重金属胁迫能够不同

程度诱导这些基因的表达, 进而影响纤维素的含量。

这些研究结果为进一步探索 AsCesA基因家族在白木

香响应非生物胁迫调节中的作用奠定基础。
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