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　　摘要：ＧＤＳＬ酯酶为脂肪水解酶家族的一个分支，参与植物生长发育和防御反应等多种功能。半定量ＲＴ－ＰＣＲ分
析结果显示，毛果杨ＧＤＳＬ酯酶基因Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００在顶端茎组织中高丰度特异性表达；构建 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－
ＧＦＰ融合的植物表达载体，转化模式植物拟南芥并获得其过量表达的转基因株系７个；激光共聚焦显微镜检测结果显
示，ＧＦＰ荧光蛋白高丰度表达于转基因植株根的细胞壁区域，说明Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００蛋白可能定位于细胞壁。
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　　ＧＤＳＬ酯酶是脂肪水解酶超家族的一个亚家族，它具有
广泛的底物特异性和专一性，能够水解多种酯类物质［１］。它

因具有ＧＤＳ（Ｌ）保守区域（ｐｆａｍ，ＰＦ００６５７）简称 ＧＤＳＬ，其中
Ｇ、Ｄ和Ｓ分别代表甘氨酸、天冬氨酸和丝氨酸等氨基酸残
基［２］。近年来，人们从水稻、向日葵、拟南芥和玉米等多种植

物体内分离出ＧＤＳＬ酯酶，并鉴定出它具有脂肪酰酯水解酶
活性［３］。植物ＧＤＳＬ酯酶是一个多基因家族，在１２个不同的
植物物种内发现ＧＤＳＬ酯酶成员超过１１００个，如苔藓、葡萄、
高粱、水稻、拟南芥和杨树基因组各存在 ５７、９６、１３０、１４４、
１０８、１２６个ＧＤＳＬ家族成员［４－５］。ＧＤＳＬ酯酶参与植物发育、
形态发生、次级代谢合成及多种防御反应［６－８］。最近，Ｄｈａｒ
ｍａｗａｒｄｈａｎａ等报道了杨树茎由初级到次级生长转变中转录
组变化模式［９］，一个 ＧＤＳＬ基因 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００是逐渐降
低转录组聚类成员之一，这一信息初步暗示它可能参与了杨

树茎的初级生长。本研究通过半定量 ＲＴ－ＰＣＲ手段鉴定
Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００在不同木质化程度茎节中转录表达模式，
构建 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００融合绿色荧光蛋白基因 ＧＦＰ的植物
表达载体，在拟南芥中过量表达 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－ＧＦＰ并
分析该蛋白细胞内的定位情况。这为今后解析ＧＤＳＬ酯酶在
杨树茎初级生长中的作用提供了理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　以温室生长至３个月的毛果杨为试验材
料，从顶端向基部分别取其第１至第６茎节、第９茎节、成熟
叶、老叶各组织，用于基因表达分析。用于外源基因遗传转化

的植物材料为野生型拟南芥（ｃｏｌ－０）。

１．１．２　载体、菌株和培养基　ｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）和ｐＧＷＢ５用于转基因植物表达载体构建，转化菌
株为大肠杆菌 ＴＯＰ１０和 ＤＨ５α，大肠杆菌和 ＧＶ３１０１农杆菌
分别用ＬＢ和 ＹＥＰ培养基培养，转基因拟南芥在含５０ｍｇ／Ｌ
卡那霉素的１／２ＭＳ培养基上筛选。
１．１．３　试剂　ＮＡ提取试剂ｐＢＩＯＺＯＬＲｅａｇｅｎｔ购自Ｂｉｏｆｌｕｘ公
司，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ｄＮＴＰ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
ｅｒａｓｅｒ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，质粒提取试剂盒购于 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司，ＬＲＣｌｏｎａｓｅ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，卡那霉素、庆大霉
素等药品购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成　材料经过液氮速冻后
研碎至粉末，用ｐＢＩＯＺＯＬ悬浮粉末后装入１．５ｍＬ离心管中，
０．１ｇ样品加入 ０．５ｍＬ的 ｐＢＩＯＺＯＬ，具体操作步骤参照
ｐＢＩＯＺＯＬｐｌａｎｔｔｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ说明书。提取的
ＲＮＡ用不含核糖核酸酶的水溶解，测定其浓度和纯度。总
ｃＤＮＡ合成使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡｅｒａｓｅｒ试
剂盒，操作步骤参照其说明书。

１．２．２　Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因引物　用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计
Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００半定量 ＰＣＲ引物，序列为 ＵＰ：５′－ＧＡＴ
ＴＡＴＣＣＡＡＣＣＣＡＣＡＧＡＣＣＡＡＣ－３′和 ＤＮ：５′－ＧＧＣＴＡＡＣＴＣ
ＣＧＣＡＧＧＡＡＣＡＣＡＡＣ－３′，片段扩增长度为 ３３３ｂｐ。Ｐｏｔｒｉ．
００２Ｇ２５３４００基因 ＣＤＳ全长片段扩增引物为 ｃｄｓ－ＵＰ：５′－
ＣＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＴＴＣＣＴＡＧＧＡＴＴＴＴＴＣ－３′和 ｃｄｓ－ＤＮ：５′－
ＧＡＧＣＴＴＧＧＣＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣＡ－３′，扩增片段长度为１１１０ｂｐ。
１．２．３　ＰＣＲ扩增　以所用毛果杨样品的ｃＤＮＡ为模板，半定
量和全长ＣＤＳ的 ＰＣＲ扩增体系均为 ２０μＬ，上下游引物各
０．５μＬ，１．０μＬ模板，１．０μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，２．０μＬｄＮＴＰ，
２．０μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１３μＬ水。ＰＣＲ反应程序：９５℃ 预变性
５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６２℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸（半定量和
ＣＤＳＰＣＲ延伸分别为３０、９０ｓ），半定量和全长ＣＤＳ的ＰＣＲ扩
增循环分别为２５、３３次。
１．２．４　植物表达载体构建　采用Ｇａｔｅｗａｙ技术构建载体，取
２５ｎｇｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ载 体 和 １５～３０ｎｇＰｏｔｒｉ．
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００２Ｇ２５３４００基因片段相连接，反应体系为 ５μＬ，反应时间
２ｈ。取１μＬ连接产物转化 ＴＯＰＯ１０感受态细胞，操作参见
说明书。用ｃｄｓ－ＵＰ和 ｃｄｓ－ＤＮ基因引物 ＰＣＲ扩增鉴定含
Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００融合质粒菌落，并进行 ＤＮＡ测序确认。取
３０ｎｇｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ－Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００和 １２０ｎｇ
ｐＧＷＢ５载体进行 ＬＲ反应，反应体系２．５μＬ、反应时间８～
１２ｈ。取１μＬ反应产物转化ＤＨ５α感受态细胞，ＰＣＲ鉴定含
ｐＧＷＢ５－Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００菌落，重组质粒转化 ＧＶ３１０１农
杆菌。

１．２．５　拟南芥遗传转化　拟南芥遗传转化沾染法参见文
献［１０］。　
１．２．６　基因组ＤＮＡ提取　拟南芥基因组 ＤＮＡ提取方法参
见文献［１１］。
１．２．７　绿色荧光蛋白ＧＦＰ检测　绿色荧光蛋白ＧＦＰ的激光
共聚焦观察方法参见文献［１２］。

２　结果与分析

２．１　杨树Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因表达特性
以毛果杨第１至第６茎节、第９茎节各ｃＤＮＡ为模板，进

行半定量ＲＴ－ＰＣＲ，结果显示，Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因转录水
平在第１茎节处最高，其次为第２、第３茎节，第４至第６、第９
茎节中观察不到。此外，使用内参基因 Ａｃｔｉｎ作为半定量
ＲＴ－ＰＣＲ内标，Ａｃｔｉｎ基因扩增数据显示第１至第６、第９茎
节各样品ｃＤＮＡ模板浓度基本相等（图１－Ａ）。这个结果表
明 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因在顶端组织中大量转录表达。笔者
进一步在幼茎、老茎、成熟叶和老叶中检测 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００
基因转录表达水平，结果显示，在成熟叶中该基因的转录表达

水平很低（图１－Ｂ）。说明 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因高丰度表
达在毛果杨的顶端分生组织。

２．２　融合Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－ＧＦＰ植物表达载体构建
以毛果杨幼茎ｃＤＮＡ为模板，用 ｃｄｓ－ＵＰ和 ｃｄｓ－ＤＮ引

物ＲＴ－ＰＣＲ扩增得到约１．１ｋｂ的片段（图２－Ａ），该片段长
度与Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因理论长度基本吻合。将该 ＤＮＡ
片段连接到ｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ载体上，融合质粒ｐＥＮＴＲ／
ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ－Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００约为３．７ｋｂ（图２－Ａ），初
步表明目的 ＤＮＡ片段已连接到 ｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ载体
上。将该质粒进行 ＤＮＡ测序，结果表明 ｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯ
ＰＯ载体上ＤＮＡ片段为Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００全长ｃｄｓ片段。
　　通过 ＬＲ反应将 ｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ载体上的 Ｐｏｔｒｉ．
００２Ｇ２５３４００片段同源重组到 ｐＧＷＢ５植物表达载体上，融合

质粒ｐＧＷＢ５－Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００电泳检测结果如图２所示。
以该质粒 ＤＮＡ为模板，用 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００引物进行 ＰＣＲ
扩增，得到的 １．１ｋｂ特异条带与目标基因片段大小相符
（图２－Ｂ）。由于ｐＧＷＢ５载体上融合报告基因 ＧＦＰ，这样构
建了 Ｃ端融合 ＧＦＰ的 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－ＧＦＰ基因。把
ｐＧＷＢ５－Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００质粒转化 ＧＶ３１０１农杆菌，用于
Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因遗传转化拟南芥试验。

２．３　Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－ＧＦＰ转基因拟南芥分析
将上述农杆菌转化拟南芥，筛选获得７株抗卡那霉素的

抗性植株。提取各株系基因组 ＤＮＡ作为模板，用 Ｐｏｔｒｉ．
００２Ｇ２５３４００基因引物扩增，得到Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００目的ＤＮＡ
片段（图３），结果表明 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因已转入拟南芥
基因组，然后笔者分析了拟南芥基因组转入的 Ｐｏｔｒｉ．
００２Ｇ２５３４００基因转录表达。ＲＴ－ＰＣＲ分析结果如图３所示，
未转入Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因的野生型拟南芥中没有扩增出
特异条带，而转基因植株中扩增出很亮的特异条带，且大小与

Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００片段大小吻合。这表明转入到拟南芥基因
组的Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００呈现出高丰度的转录表达。
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　　由于转入基因是Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００－ＧＦＰ，所以笔者通过
激光共聚焦显微镜检测转基因拟南芥中ＧＦＰ蛋白荧光信号，
荧光信号集中在转基因拟南芥根组织的细胞膜或细胞壁区域

（图 ４）。通过蛋白定位预测生物学软件 ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）分析可知，Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００蛋白最
可能定位于细胞壁（０．８２０）上。

３　结论与讨论

ＧＤＳＬ酯酶基因家族成员广泛存在于植物界，其功能为
参与生长发育、形态发生和防御反应等。例如，拟南芥 ＧＤＳＬ
酯酶ＧＬＩＰ１作为植物免疫力调节因子在植物抗病上起重要作
用，ＧＬＩＰ２转录表达被水杨酸、茉莉酸和乙烯信号所诱
导［３，１３］。本研究结果表明，Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００基因转录表达
水平随毛果杨茎从初级到次级生长转变而逐渐降低，且在成

熟叶中转录水平也很低，这种特异的组织表达模式暗示其功

能可能与杨树茎的初级生长相关。植物ＧＤＳＬ酯酶家族成员
组织表达模式存在冗余性与特异性，如拟南芥 ＥＸＬ１只在花
蕾中表达［１４］，油菜ＧＤＳＬ基因ＢｎＬＩＰ２只在根中表达［１５］，而番

茄ＧＤＳＬ１只在果皮表达强烈［１６］。此外，笔者运用 ＧＦＰ荧光
蛋白分子检测技术发现，Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００蛋白很可能定位
在杨树的细胞壁上。细胞壁是由木聚糖、纤维素、半纤维素以

及果胶构成的复杂糖类物质，这些成分物质中存在大量的酯

键。尽管还没有鉴定出 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５３４００ＧＤＳＬ酯酶水解底
物，然而可基于其细胞壁定位推测它很可能参与细胞壁合成

或作用细胞壁成分物质的水解修饰。笔者将利用 Ｐｏｔｒｉ．
００２Ｇ２５３４００过量表达遗传材料进一步探讨该 ＧＤＳＬ酯酶在
杨树茎初级生长中的作用以及其作用与细胞壁的关系。
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