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摘要：［目的］纤维素的合成在木材形成过程中具有重要的作用，纤维素合酶（ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ＣＥＳＡ）是参与纤维
素合成的关键酶。由于３种ＣＥＳＡ形成一个有功能的纤维素合酶复合体，而杨树中包含ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ａ、ＣＥＳＡ７Ｂ、
ＣＥＳＡ８Ａ和ＣＥＳＡ８Ｂ５种次生壁ＣＥＳＡ，本文从这５种ＣＥＳＡ的表达模式与互作分析入手，探讨了其在次生壁纤维素
合成中的工作模式。［方法］利用ＲＮＡｓｅｑ与基因芯片数据进行基因表达分析，揭示５种次生壁 ＣＥＳＡ在根、茎、叶
组织的表达模式与次生维管再生过程中的表达变化。利用启动子驱动的ＧＵＳ转基因材料ＧＵＳ染色分析与实时定
量ＰＣＲ揭示５种次生壁ＣＥＳＡ在各个组织的表达模式与在激素处理下的响应模式。利用荧光素酶互补实验揭示
ＣＥＳＡ７Ａ、ＣＥＳＡ７Ｂ、ＣＥＳＡ８Ａ与ＣＥＳＡ８Ｂ之间的互作模式。［结果］基因表达分析表明，杨树５种次生壁ＣＥＳＡ基因在
杨树成熟茎中高表达，尤其在次生维管组织发育的后期高表达，表明其主要参与木材次生壁纤维素的合成。对启动

子驱动的ＧＵＳ转基因材料观察表明，ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ｂ、ＣＥＳＡ８Ａ和ＣＥＳＡ８Ｂ的ＧＵＳ信号在杨树茎和叶中较强，但这些
次生壁ＣＥＳＡ的表达模式存在一定的差异，这种差异在叶脉中表现地尤为明显。此外，在赤霉素ＧＡ３和细胞分裂素
６ＢＡ处理下，杨树次生壁ＣＥＳＡ的表达量显著上调；在生长素ＮＡＡ、油菜素内酯ＢＲ和乙烯处理下，杨树次生壁ＣＥ
ＳＡ的表达量下调，但不同的ＣＥＳＡ对激素响应的表达量变化幅度存在差异。荧光素酶互补实验表明，杨树次生壁
ＣＥＳＡ７Ｂ和ＣＥＳＡ８Ｂ、ＣＥＳＡ７Ｂ和ＣＥＳＡ８Ａ、ＣＥＳＡ７Ａ与ＣＥＳＡ８Ｂ之间存在互作，说明它们之间可以形成复合体。［结论］
这些数据显示杨树５种次生壁ＣＥＳＡ基因在不同组织与不同激素处理下的表达变化存在一定的差异，而它们之间
均能互作，提示杨树５个次生壁ＣＥＳＡ基因虽然具有同等的能力形成功能性的纤维素合酶复合体，但在不同组织、
不同激素作用下可能有不同的组合方式，进而会导致木材成分的差异。
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　　纤维素是植物细胞壁的主要多糖类组成成
分［１］。根据细胞壁的组成成分和形成方式，可将植

物细胞壁分为初生细胞壁和次生细胞壁［１］。初生细

胞壁的主要成分是纤维素、半纤维素和果胶，通常在

细胞板形成后开始沉积。木本植物木质部细胞在初

生细胞壁形成后，进一步分化形成次生细胞壁。次

生细胞壁的主要成分是纤维素、半纤维素和木质素，

构成了木材的主要成分［２］。纤维素是由 Ｄ葡萄糖
通过β１，４糖苷键连接而成的多聚物，其分子结构
非常简单，但合成机制却极其复杂［３］。高等植物中

纤维素的合成是在位于细胞膜上的纤维素合酶复合

体（ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＳｙｎｔｈｅｓｉｓＣｏｍｐｌｅｘ，ＣＳＣ）完成的，其中纤
维素合酶（ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＳｙｎｔｈａｓｅ／ＣＥＳＡ）是 ＣＳＣ的主要
组成成分，是参与纤维素合成的关键酶［３］。植物的

ＣＥＳＡ基因最早从棉花（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ）纤维中
被克隆得到［４］，随后，其他植物中的 ＣＥＳＡ基因相继
被报道。拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）基因组包含
１０个ＣＥＳＡ基因，水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）中含有８个ＣＥ
ＳＡ基因［５－６］。ＣＥＳＡ蛋白序列高度保守，含有８个
跨膜结构域，２个在Ｎ端，６个在 Ｃ端［３］。在第２和
第３跨膜域之间存在一个胞质环区，该胞质区里含
有一些与底物结合与催化相关的残基，这些残基构

成了一个保守的 Ｄ，Ｄ，Ｄ，Ｑ／ＲＸＸＲＷ（天冬氨酸，天
冬氨酸，谷氨酰胺ＸＸ精氨酸色氨酸）结构［３］。

目前的研究结果认为，３种ＣＥＳＡ蛋白形成一个
有功能的ＣＳＣ［７］。拟南芥中负责次生壁纤维素合成

的ＣＳＣ是由ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７和 ＣＥＳＡ８组成，负责初
生壁纤维素合成的ＣＳＣ由ＣＥＳＡ１、ＣＥＳＡ３和ＣＥＳＡ６
及其类似基因 ＣＥＳＡ２／ＣＥＳＡ５／ＣＥＳＡ９组成［５，８－１４］。

双分子荧光互补和酵母双杂实验证实，ＣＥＳＡ４可与
自身互作，且 ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７和 ＣＥＳＡ８之间可以相
互作用［１５］，而免疫共沉淀、双分子荧光互补和酵母

双杂实验证明，初生壁 ＣＥＳＡ１、ＣＥＳＡ３和 ＣＥＳＡ６自
身以及相互之间可以相互作用［１１，１６］。随后，Ｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ实验证实所有次生壁纤维素合成相关ＣＥＳＡ基
因之间存在互作关系［１３，１７］。

次生细胞壁是木材的主要来源，其中纤维素含

量高达４０ ５０％，因而，参与次生壁纤维素合成的
ＣＥＳＡ基因将在木材形成中发挥关键作用。通过同
源序列比对，毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）基因组中
鉴定出１７个 ＣＥＳＡ基因［１８－２０］，其中，负责次生壁纤

维素合成 ＣＥＳＡ基因有 ５种（ＰｔＣＥＳＡ４、ＰｔＣＥＳＡ７Ａ、
ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ、ＰｔＣＥＳＡ８Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ），相对于拟南芥
（ＡｔＣＥＳＡ４、ＡｔＣＥＳＡ７、和ＡｔＣＥＳＡ８）多出２种 ＣＥＳＡ基
因。由于３种 ＣＥＳＡ蛋白组成一个有功能的 ＣＳＣ，
因此，研究杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基因的表达模式
和作用方式，有助于揭示这５个次生壁 ＣＥＳＡ基因
在木本植物纤维素合成中的工作机理。目前，杨树

次生壁ＣＥＳＡ基因的表达模式已有部分研究，例如，
Ｎａｏｋｉ等通过启动子驱动的 ＧＵＳ转基因材料研究了
次生壁ＣＥＳＡ基因的在木质部、韧皮部、根冠等组织
的表达模式［２１］。另外，Ｓｏｎｇ等曾利用 ＰｔＣＥＳＡ７Ａ或
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ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ的抗体以分化的木质部材料开展共沉淀
研究，对共沉淀获得的复合体进行质谱分析检测到

了所有５个杨树次生壁ＣＥＳＡ基因，表明杨树５个次
生壁 ＣＥＳＡ基因之间存在一定的互作关系，且均参
与木材形成过程中的纤维素合成［２２］。然而，目前关

于杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基因以何种形式组成有功
能的ＣＳＣ，是随机组合还是有所偏好，尚无相关的研
究。本文通过对杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基因的表达
模式与互作模式展开分析，试图为揭示杨树５个次
生壁ＣＥＳＡ基因的作用模式提供一些线索。

１　材料与方法
１．１　植物材料

杂种杨８４Ｋ（Ｐ．ａｌｂａ×Ｐ．ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ）组培苗
用于基因遗传转化。８４Ｋ组培苗在温度为 ２３
２５℃、光照为 １６／８ｈ（白天／黑夜）、光照强度为 ５０
μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１的条件下培养。克隆获得２Ｋｂ的
ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ｂ、ＣＥＳＡ８Ａ与 ＣＥＳＡ８Ｂ基因的启动子
区，通过Ｇａｔｅｗａｙ反应重组到 ｐＭＤＣ１６４载体。所有
表达载体通过电击转化法转化入根癌农杆菌菌株

ＧＶ３１０１，随后采用叶盘法进行遗传转化［２３］。简略

描述如下：将叶盘与转化了目的构建的农杆菌

（ＯＤ６００为０．４ ０．８）共同孵育１０ｍｉｎ，之后在分化
培养基（ＭＳ＋０．５ｇ·Ｌ－１６苄氨基腺嘌呤（６Ｂｅｎｚｙｌ
ａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，６ＢＡ）＋０．０５ｍｇ·Ｌ－１萘乙酸（１Ｎａｐｈ
ｔｈａｌｅｎｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＮＡＡ））上暗培养 ３天；暗培养后
在添加３ｍｇ·Ｌ－１潮霉素与２００ｍｇ·Ｌ－１特美汀的
分化培养基上继续培养，获得生长良好的不定芽；将

不定芽转移至添加 ３ｍｇ·Ｌ－１潮霉素与 ２００ｍｇ·
Ｌ－１特美汀的生根培养基（ＭＳ＋０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ
＋０．０２ｍｇ·Ｌ－１ＮＡＡ）中继续培养，直到获得不定
根生长良好的转基因植株。转基因植株获得后，通

过克隆片段特异引物加载体特异引物进行 ＰＣＲ筛
选验证转基因阳性植株。每个基因的转基因阳性植

株至少拿到１０个独立株系。转基因植株培养４ｗ
后进行ＧＵＳ染色。荧光素酶互补报告实验中所用
烟草材料为本氏烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ），在温
度为２３ ２５℃、光照为１６／８ｈ（白天／黑夜）的培养
室中培养。播种后生长一个月左右可以用于荧光素

酶互补报告实验。

１．２　生物信息学分析
从ＴＡＩＲ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）和Ｐｈｙ

ｔｏｚｏｍｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／ｐｏｐｌａｒ．ｐｈｐ）网

站获取拟南芥和杨树的 ＣＥＳＡ基因家族的序列信
息。采用ＭＥＧＡ５．０软件中基于遗传距离的邻近结
合法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建进化树。根据拟南
芥 ＡｔＣＥＳＡ锌指结构和跨膜结构域信息（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／），手工绘制杨树 ＣＥＳＡ锌指结构
和跨膜结构域位置图。依据杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因
的基因号（ＰｔＣＥＳＡ４：Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ２５７９００；ＰｔＣＥＳＡ７Ａ：
Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ１８１９００；ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ：Ｐｏｔｒｉ．０１８Ｇ１０３９００；Ｐｔ
ＣＥＳＡ８Ａ：Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ０６９６００；ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ：Ｐｏｔｒｉ．
００４Ｇ０５９６００）在已报道的杨树幼嫩与成熟的茎、叶
和根组织的 ＲＮＡｓｅｑ数据［２３］与剥皮再生过程再生

组织表达量的基因芯片数据［２４］中进行检索，获得基

因的表达数据。杨树幼嫩与成熟的茎、叶和根组织

的ＲＮＡｓｅｑ实验方法详见 Ｌｉｕ等的方法［２３］，简略而

言，使用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒和 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
ＤＮａｓｅＩ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）提取杨树幼嫩与成熟的茎、
叶和根组织的总 ＲＮＡ，交由公司完成测序。剥皮再
生过程再生组织表达量的基因芯片数据的实验方法

详见Ｔａｎｇ等的方法［２４］，简略而言，取生长时间一致

的毛白杨在同一时间进行茎干的环剥，剥皮后第０、
７、１０、１２、１６、１８和２１ｄ用无菌刀片刮取树干表面再
生组织，利用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ系统平台进行基因芯片的杂
交、洗染和扫描。

１．３　植株激素处理及ｑＲＴＰＣＲ分析
分别用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＡ，０．１μｍｏｌ·Ｌ－１６

ＢＡ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１赤霉素（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ，ＧＡ３），１ｎｍｏｌ
·Ｌ－１油菜素内酯（ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ，ＢＲ）和１μｍｏｌ·
Ｌ－１乙烯（ｅｔｈｙｌｅｎｅ），对组培培养４ｗ的８４Ｋ植株进
行处理。处理方法为，选取生长状态一致的８４Ｋ组
培苗，去除培养基，将根部置于上述浓度的激素溶液

中，在处理０ｈ、３ｈ、６ｈ时取样进行次生壁 ＣＥＳＡ的
表达量分析。取样部位为组培苗的茎。所有的试剂

购于ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。在 ｑＲＴＰＣＲ实验中，取激素处
理后的８４Ｋ茎段，使用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒和
ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅＩ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）提取总 ＲＮＡ。
每个样品取２μｇＲＮＡ使用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩＩｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）合成 ｃＤＮＡ第一链。定
量ＰＣＲ的引物使用 Ｐｒｉｍｅｒ３软件设计，按照 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ试剂盒（ＴａＫａＲａ）使用说明书准
备反应混合液，实时定量 ＰＣＲ反应在７５００ＦａｓｔＲｅ
ａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）或 Ｒｏｃｈｅ
４８０实时荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ）上进行。ＰｔＡＣ
ＴＩＮ作为内参，一次 ｑＲＴＰＣＲ实验包含四次技术重
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复。所有实时定量实验至少重复三次。实验所用

ｑＲＴＰＣＲ引物序列见表１。
表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ．

引物名Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＰｔＣｅｓＡ４ｒｔＦ ＧＡＧＴＴＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＴＣＡ
ＰｔＣｅｓＡ４ｒｔＲ ＧＡＧＡＧＴＴＡＧＴＴＣＣＴＴＣＡＧ
ＰｔＣｅｓＡ７ＡｒｔＦ ＣＴＴＣＣＡＴＧＴＧＣＡＣＣＴＴＴＧＡＡＧＣＣＡ
ＰｔＣｅｓＡ７ＡｒｔＲ ＴＣＡＧＧＡＧＣＴＣＧＡＧＧＴＴＣＴＡＴＧＣＴＡ
ＰｔＣｅｓＡ７ＢｒｔＦ ＡＡＣＣＡＣＴＧＣＡＡＣＣＡＴＣＴＣＡ
ＰｔＣｅｓＡ７ＢｒｔＲ ＡＴＧＴＴＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＧ
ＰｔＣｅｓＡ８ＡｒｔＦ ＧＴＡＴＴＣＴＧＧＧＧＣＴＡＡＡＣＣＴＴＣＧ
ＰｔＣｅｓＡ８ＡｒｔＲ ＴＣＴＣＧＣＡＧＴＴＣＡＴＧＴＡＡＣＴＣＡＡＣ
ＰｔＣｅｓＡ８ＢｒｔＦ ＡＡＧＧＡＣＣＡＡＧＣＡＡＡＣＡＴＴ
ＰｔＣｅｓＡ８ＢｒｔＲ ＡＡＧＴＧＧＡＴＧＴＡＡＣＧＧＴＡＡＧ

１．４　荧光素酶互补报告体系
荧光素酶互补报告体系所用载体由中科院遗传

所周奕华老师课题组惠赠。按照文献中操作步骤进

行荧光素酶互补报告实验［２５］，简言之，将克隆得到

的次生壁ＰｔＣＥＳＡ蛋白ＣＤＳ序列通过酶切连接的方
法分别构建到包含荧光素酶蛋白 Ｎ端序列的 ＮＬｕｃ
载体或Ｃ端序列的Ｃｌｕｃ载体，构建好的载体通过农
杆菌ＧＶ３１０１介导转化本氏烟草叶片，培养３ｄ后，
在叶片上涂布荧光素，利用 ＩｎｄｉＧＯ软件检测荧光
信号。

１．５　ＧＵＳ染色分析
ＧＵＳ的组织化学染色按照如下步骤进行［２３］：培

养４ｗ的转基因组培苗，在预冷的９０％丙酮中固定
约２ｈ。固定结束后，在冰上将组织材料使用 ＧＵＳ

染色 缓 冲 液 （５０ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ｓｏｄｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
（ｐＨ７０），２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｆｅｒｒｏｃｙａｎｉｄｅ，２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐｏｔａｓｓｉｕｍｆｅｒｒｉｃｙａｎｉｄｅ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤ
ＴＡ，０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（ｖ／ｖ））洗涤３次，再转移至
ＧＵＳ染色液（染色缓冲液添加２０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ
和１ｍＭＸＧｌｕｃ），于３７℃温浴１２ｈ后，使用７０％乙
醇脱色。对 ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ｂ、ＣＥＳＡ８Ａ与 ＣＥＳＡ８Ｂ基
因启动子驱动的ＧＵＳ转基因材料，每一个转基因材
料至少选择５个株系进行 ＧＵＳ染色，每个转基因材
料的染色至少重复三次，以保证结果的可靠性。

２　结果与分析
２．１　杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因的进化关系和蛋白
结构

　　杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基因，包含１个 ＣＥＳＡ４
基因，２个ＣＥＳＡ７基因和２个ＣＥＳＡ８基因，这些基因
的序列与拟南芥次生壁 ＣＥＳＡ基因的序列相似性很
高 （图１Ａ）。基因的蛋白结构分析是研究基因功能
的基础。有报道表明锌指结构在 ＣＥＳＡ之间的互作
中起重要的作用，跨膜结构域是 ＣＥＳＡ形成三维结
构的基础［３］。杨树次生壁ＣＥＳＡ的结构分析发现，
杨树和拟南芥次生壁ＣＥＳＡ的锌指结构和跨膜结构
的位置高度保守 （图１Ｂ）。杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ
的Ｎ端均含有锌指结构，杨树 ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ａ、ＣＥ
ＳＡ８Ａ和 ＣＥＳＡ８Ｂ也与拟南芥的 ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７和
ＣＥＳＡ８一样，均含有 ８个跨膜结构域，而杨树 ＣＥ
ＳＡ７Ｂ的Ｃ端则缺少６个跨膜结构域。

Ａ拟南芥和杨树ＣＥＳＡ基因的系统进化树；Ｂ拟南芥和杨树ＣＥＳＡ蛋白的结构图。图中标示了锌指结构和跨膜结构域。

ＡＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＣｅｓＡｇｅｎｅｓｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄＰｏｐｕｌｕｓ；ＢＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒａｎｄｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｓＡｔＣｅｓＡｓ

ａｎｄＰｔＣｅｓＡｓ．Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎａｎｄｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｓｗａｓｍａｒｋｅｄｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅ．

图１　杨树与拟南芥次生壁ＣＥＳＡ基因的进化关系与蛋白结构分析

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｔｏｐｏｌｏｇｙｏｆＣｅｓＡｇｅｎｅｓ

２．２　杨树次生壁 ＣＥＳＡ在不同组织及次生维管发
育中的表达特征

　　基因表达分析研究有助于揭示基因的功能。为

了获得杨树不同次生壁 ＣＥＳＡ基因的表达模式，检
测了它们在不同组织及次生维管再生过程中的基因

表达情况。杨树幼嫩与成熟的茎、叶和根组织的

８４２
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ＲＮＡｓｅｑ数据分析表明，杨树次生壁ＣＥＳＡ基因在幼
嫩叶、幼嫩茎、成熟茎以及根组织中均有可观的表

达，但在成熟茎中表达量最高（图２Ａ）。值得注意的
是，ＣＥＳＡ８Ａ在各个组织中的表达量均较其他几个
ＣＥＳＡ基因低（图２Ａ）。随后，通过对次生维管再生
实验系统中不同时期再生组织基因表达的基因芯片

数据分析表明，杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因在剥皮１２ｄ

后的再生组织（木质部分化阶段）的表达量不断提

高，与它们参与木材形成过程中次生壁纤维素合成

的功能相吻合（图２Ｂ）。另外，在这一过程中，５个
杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因的变化趋势一致，变化幅度
相差不大。相对而言，ＣＥＳＡ８Ａ在再生组织中的表达
量较其他几个ＣＥＳＡ基因略低。

Ａ杨树次生壁ＣＥＳＡ基因在幼嫩叶（ＹＬ）、成熟叶（ＭＬ）、幼嫩茎（ＹＳ）、成熟茎（ＭＳ）和根（Ｒ）中的表达分析；Ｂ杨树次生壁ＣＥＳＡ基因在剥皮后０

（Ｄ００）、７（Ｄ０７）、１０（Ｄ１０）、１２（Ｄ１２）、１６（Ｄ１６）、１８（Ｄ１８）和２１（Ｄ２１）ｄ的再生组织中的表达分析。

ＡＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｓｉｎｙｏｕｎｇｌｅａｖｅ（ＹＬ），ｍａｔｕｒｅｌｅａｖｅ（ＭＬ），ｙｏｕｎｇｓｔｅｍ（ＹＳ），ｍａｔｕｒｅｓｔｅｍ（ＭＳ）ａｎｄｒｏｏｔ（Ｒ）；ＢＴｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｓｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｉｓｓｕｅａｔ０（Ｄ００），７（Ｄ０７），１０（Ｄ１０），１２（Ｄ１２），１６（Ｄ１６），１８（Ｄ１８）ａｎｄ２１ｄａｙｓ（Ｄ２１）

ａｆｔｅｒｄｅｂａｒｋｉｎｇ．

图２　杨树次生壁ＣＥＳＡ基因在不同组织和次生维管再生过程中的表达模式

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｖａｓｃｕｌａｒｓｙｓｔｅｍ

２．３　基于启动子驱动ＧＵＳ表达的转基因杨树中次
生壁ＣＥＳＡ的表达模式
　　为了检测杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因的组织表达特
异性，创制了次生壁 ＣＥＳＡ基因启动子驱动 ＧＵＳ表
达的转基因植株。通过 ＧＵＳ染色分析发现，在
ＰＰｔＣＥＳＡ４：：ＧＵＳ、ＰＰｔＣＥＳＡ７Ａ：：ＧＵＳ、ＰＰｔＣＥＳＡ８Ａ：：ＧＵＳ和
ＰＰｔＣＥＳＡ７Ｂ：：ＧＵＳ转基因植株的茎和叶中，均检测到较
强的ＧＵＳ信号（图３）。在茎段中，顶端节间的 ＧＵＳ
信号 明 显 较 基 部 节 间 的 强。ＰＰｔＣＥＳＡ４：：ＧＵＳ、
ＰＰｔＣＥＳＡ７Ａ：：ＧＵＳ、ＰＰｔＣＥＳＡ８Ａ：：ＧＵＳ和ＰＰｔＣＥＳＡ７Ｂ：：ＧＵＳ转基
因植株之间，在叶中的 ＧＵＳ信号存在一定的差异。
ＰＰｔＣＥＳＡ８Ａ：：ＧＵＳ和 ＰＰｔＣＥＳＡ７Ｂ：：ＧＵＳ转基因植株在整个
叶片中均观测到了 ＧＵＳ信号（图 ３Ｂ和 ３Ｃ），而
ＰＰｔＣＥＳＡ４：：ＧＵＳ和 ＰＰｔＣＥＳＡ７Ａ：：ＧＵＳ转基因植株在叶脉
中则基本上未检测到ＧＵＳ信号（图３Ａ和３Ｄ）。
２．４　杨树次生壁ＣＥＳＡ对激素处理的响应

许多研究表明，激素可诱导 ＣＥＳＡ基因的表
达［２５－２６］。利用赤霉素 ＧＡ３、萘乙酸 ＮＡＡ、油菜素内

酯ＢＲ、细胞分裂素６ＢＡ和乙烯处理８４Ｋ杨幼苗，检
测了茎中次生壁 ＣＥＳＡ对激素的响应模式。结果显
示，ＧＡ３和 ６ＢＡ使杨树次生壁 ＣＥＳＡ的表达量上
调，其中ＧＡ３的作用更显著（图４Ａ和４Ｄ）。ＮＡＡ、
ＢＲ和乙烯处理下，杨树次生壁 ＣＥＳＡ的表达量下
调，其中ＢＲ的作用相对显著（图４）。就５个杨树次
生壁ＣＥＳＡ基因的表达量变化对激素的响应而言，
ＰｔＣＥＳＡ４的表达量变化最显著，ＰｔＣＥＳＡ７Ａ较 ＰｔＣＥ
ＳＡ７Ｂ的表达量变化显著，ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ较ＰｔＣＥＳＡ８Ａ的
表达量变化显著。

２．５　杨树次生壁ＣＥＳＡ间的互作
遗传学研究证实正常行使功能的ＣＳＣ中含有３

种ＣＥＳＡ蛋白［２７］。拟南芥中负责次生壁纤维素合

成的 ＣＳＣ是由 ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７和 ＣＥＳＡ８组成。在
杨树中有５个次生壁 ＣＥＳＡ，其中１个 ＣＥＳＡ４、２个
ＣＥＳＡ７和２个ＣＥＳＡ８。为了确定杨树中的２个ＣＥ
ＳＡ７和２个ＣＥＳＡ８在与 ＣＥＳＡ４形成复合体的过程
中究竟是几率均等还是有所偏好，对它们之间的互
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ＡＰＰｔＣＥＳＡ４：：ＧＵＳ转基因杨树；ＢＰＰａｇＣＥＳＡ７Ｂ：：ＧＵＳ转基因杨树；ＣＰＰａｇＣＥＳＡ８Ａ：：ＧＵＳ转基因杨树；ＤＰＰａｇＣＥＳＡ７Ａ：：ＧＵＳ转基因杨树。标尺＝１ｃｍ。

ＡＰＰａｇＣＥＳＡ４：：ＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｏｐｌａｒｐｌａｎｔｓ；ＢＰＰａｇＣＥＳＡ７Ｂ：：ＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｏｐｌａｒｐｌａｎｔｓ；ＣＰＰａｇＣＥＳＡ８Ａ：：ＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｏｐｌａｒｐｌａｎｔｓ；Ｄ

ＰＰａｇＣＥＳＡ７Ａ：：ＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｏｐｌａｒｐｌａｎｔｓ．Ｂａｒ＝１ｃｍ．

图３　杨树次生壁ＣＥＳＡ基因启动子驱动ＧＵＳ表达转基因杨树的ＧＵＳ染色分析
Ｆｉｇ．３　ＧＵＳｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙｏｆＰｏｐｕｌｕｓｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

Ａ赤霉素ＧＡ３；Ｂ生长素ＮＡＡ；Ｃ油菜素内酯ＢＲ；Ｄ细胞分裂素６ＢＡ；Ｅ乙烯利。
ＡＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｔＣＥＳＡ４，８Ａａｎｄ８ＢｕｎｄｅｒＧＡ３ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＢＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｔＣＥＳＡ４，７Ｂ，８Ａａｎｄ８ＢｕｎｄｅｒＮＡＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＣＴｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＰｔＣＥＳＡ４，７Ｂ，８Ａａｎｄ８ＢｕｎｄｅｒＢＲｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＤＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｔＣＥＳＡ４，７Ｂ，８Ａａｎｄ８Ｂｕｎｄｅｒ６ＢＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＥＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｔＣ
ＥＳＡ４，７Ｂ，８Ａａｎｄ８Ｂｕｎｄｅｒｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

图４　不同激素处理３ｈ、６ｈ后杨树次生壁ＣＥＳＡ基因的表达变化
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＣＥＳＡｇｅｎｅｓｔｏ３ｈａｎｄ６ｈｈｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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作情况进行了检测。如图５所示，在荧光素酶互补
报告体系中，相对于对照，ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ和 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ，
ＰｔＣＥＳＡ８Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ，ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ和 ＰｔＣＥＳＡ７Ａ的
组合表现出强的荧光信号，表明上述次生壁 ＣＥＳＡ

可以互作形成二聚体，因此，ＰｔＣＥＳＡ７Ａ和 ＰｔＣＥ
ＳＡ７Ｂ、ＰｔＣＥＳＡ８Ａ和ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ可能具有相同的能力
形成有功能的ＣＳＣ。

Ａ本氏烟草叶表面农杆菌注射位置以及所转化的组合示意图。ＮＬｕｃ：荧光素酶Ｎ端，ＣＬｕｃ：荧光素酶Ｃ端；ＣＥＳＡＸ与ＣＥＳＡＹ代表转

化组合中的两个ＣＥＳＡ；ＢＣＥＳＡ组合转化后的荧光素酶荧光检测。Ｌｕｃ：荧光素酶荧光信号；ＢＦ：明场；Ｍｅｒｇｅ：荧光信号与明场图像的

叠加。

Ａ．Ｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｓｃｈｅｍｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｌｏｃａｔｉｏｎｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｐｌｉｔｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ．ＮＬＵＣ：ｔｈｅ

ｓｐｌｉｔＮｔｅｒｍｉｎａｌｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ；ＣＬＵＣ：ｔｈｅｓｐｌｉｔＣｔｅｒｍｉｎａｌｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ；ＣＥＳＡＸａｎｄＣＥＳＡＹ：ｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｓ．Ｂ．Ｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．Ｌｕｃ：ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌ；ＢＦ：ｂｒｉｇｈｔ

ｆｉｅｌｄ；Ｍｅｒｇｅ：ｔｈｅｍｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＬｕｃａｎｄＢＦ．

图５　荧光素酶互补试验分析杨树次生壁ＣＥＳＡ成员间的互作

Ｆｉｇ５　ＴｈｅｓｐｌｉｔｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈｅｉｍｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｗａｌｌＰｔＣＥＳＡｓ．

３　讨论
纤维素合成需要纤维素合酶不同成员形成复合

体，正常行使功能的 ＣＳＣ需要３种 ＣＥＳＡ蛋白［２８］。

本论文研究了杨树中５个次生壁纤维素合成相关的
ＣＥＳＡ基因的表达模式与互作模式，为揭示木本植物
木材形成过程中５个次生壁 ＣＥＳＡ的作用提供了线
索。研究结果表明，杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基因在
杨树成熟茎中高表达，尤其在次生维管组织发育的

后期高表达；ＣＥＳＡ４、ＣＥＳＡ７Ｂ、ＣＥＳＡ８Ａ和 ＣＥＳＡ８Ｂ
的 ＧＵＳ信号在杨树茎和叶中较强，但这些次生壁
ＣＥＳＡ的表达模式存在一定的差异；杨树次生壁
ＣＥＳＡ的表达量被赤霉素和细胞分裂素上调，被生
长素、油菜素内酯和乙烯下调；杨树次生壁 ＣＥ
ＳＡ７Ｂ和 ＣＥＳＡ８Ｂ、ＣＥＳＡ７Ｂ和 ＣＥＳＡ８Ａ、ＣＥＳＡ７Ａ
与 ＣＥＳＡ８Ｂ之间存在互作。这些数据提示杨树 ５
个次生壁 ＣＥＳＡ基因虽然都能够参与形成 ＣＳＣ，但
在不同组织、不同激素作用下可能有不同的组合

方式。

参与次生壁纤维素合成的ＣＳＣ需要由３种次生
壁纤维素合成的 ＣＥＳＡ蛋白组成［１５］。在拟南芥中，

ＡｔＣＥＳＡ４、ＡｔＣＥＳＡ７与 ＡｔＣＥＳＡ８组成有功能的 ＣＳＣ，
参与次生壁纤维素合成［１３］。在水稻中，与ＡｔＣＥＳＡ８、
ＡｔＣＥＳＡ４与 ＡｔＣＥＳＡ７同源的 ＯｓＣＥＳＡ４、ＯｓＣＥＳＡ７与
ＯｓＣＥＳＡ９组成有功能的 ＣＳＣ，参与次生壁纤维素合
成［２９］。而在杨树中，有５个参与次生壁纤维素合成
的ＣＥＳＡ，其中包括了１个 ＣＥＳＡ４、２个 ＣＥＳＡ７和２
个ＣＥＳＡ８，它们有多达４种组合方式形成ＣＳＣ，以参
与次生壁纤维素的合成。ＲＡＮｓｅｑ与基因芯片的分
析表明，杨树次生壁 ＣＥＳＡ基因在杨树成熟茎以及
次生维管发育的后期即木质部形成时期表达量较

高，提示它们在木材形成过程发挥重要作用。在这

５个基因中，ＰｔＣＥＳＡ８Ａ的表达量略低，推测它被招
募进入木材形成过程的 ＣＳＣ的机会略低。揭示杨
树多个次生壁 ＣＥＳＡ以及多种次生壁纤维素合成
ＣＳＣ的存在，可为理解纤维素合成的质与量控制提
供基础，进而为木材材性的多样性改良提供了潜在

可能性。

１５２
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基因结构分析发现，杨树５个次生壁 ＣＥＳＡ基
因Ｎ端都具有锌指结构，为它们的互作提供了结构
基础［１５］。随后的荧光素酶互补实验也证实了这一

点。ＣＥＳＡ通常含有 ８个跨膜结构域，２个位于 Ｎ
端，６个位于 Ｃ端［３］。然而，ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ的 Ｃ端缺少
６个跨膜结构域，不同于其它 ＣＥＳＡ，这种特殊的结
构会否影响纤维素的合成目前尚不清楚。

杨树次生壁ＣＥＳＡ启动子驱动ＧＵＳ转基因杨树
的ＧＵＳ染色分析表明，这些基因的组织表达模式存
在一定的差异。例如，ＰｔＣＥＳＡ８Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ转基
因株系整个叶片中均检测到了 ＧＵＳ信号，而 ＰｔＣＥ
ＳＡ４和ＰｔＣＥＳＡ７Ａ转基因株系叶脉中则基本上未检
测到 ＧＵＳ信号，此结果与 Ｎａｏｋｉ等的研究结果一
致［２１］。这种差异提示在叶脉的发育中包含 ＰｔＣＥ
ＳＡ７Ａ的ＣＳＣ作用应该大于包含ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ的ＣＳＣ。
另外，Ｎａｏｋｉ等的研究结果显示，ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ在木质部
中高表达，而ＰｔＣＥＳＡ８Ａ则在根冠高表达；ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ
在叶、叶柄、根冠和幼茎中表达量比 ＰｔＣＥＳＡ７Ａ高，
而ＰｔＣＥＳＡ７Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ的表达量在成熟茎木质
部中无明显差异［２１］。这种组织表达的差异暗示，可

能由不同的 ＣＥＳＡ组合形成不同的 ＣＳＣ，以参与不
同组织器官的发育。

杨树次生壁ＣＥＳＡ基因对不同激素处理的表达
和响应存在较大差异。赤霉素 ＧＡ３和细胞分裂素
６ＢＡ上调杨树次生壁ＣＥＳＡ的表达，而 ＮＡＡ，ＢＲ和
乙烯下调杨树次生壁 ＣＥＳＡ的表达。其中，ＰｔＣＥＳＡ４
基因的表达量变化最显著，ＰｔＣＥＳＡ７Ａ较 ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ
基因的表达量变化显著，ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ又较 ＰｔＣＥＳＡ８Ａ
基因的表达量变化显著。这一结果提示，由 ＰｔＣＥ
ＳＡ４、ＰｔＣＥＳＡ７Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ组成的 ＣＳＣ，在激素处
理的响应中可能贡献更大。

荧光素酶互补实验结果表明，ＰｔＣＥＳＡ７Ａ、ＰｔＣＥ
ＳＡ７Ｂ、ＰｔＣＥＳＡ８Ａ和 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ之间可以相互作用。
拟南芥次生壁 ＣＥＳＡ成员之间可以两两互作，形成
二聚体，这种互作是其形成 ＣＳＣ的基础［１５］。因此，

ＰｔＣＥＳＡ７Ａ与ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ、ＰｔＣＥＳＡ８Ａ与 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ具
有同等的几率形成有功能的 ＣＳＣ。然而，ＰｔＣＥＳＡ７Ａ
与ＰｔＣＥＳＡ７Ｂ、ＰｔＣＥＳＡ８Ａ与 ＰｔＣＥＳＡ８Ｂ在组织表达、
激素响应上存在一定的差异，这些差异可能使得在

不同组织、不同激素作用下，次生壁 ＣＳＣ招募不同
的ＣＥＳＡ成员参与次生壁纤维素的合成。ＣＳＣ的多
样性可以多方面影响细胞壁中的纤维素含量，从而

导致木材材性差异。

４　结论
杨树５种次生壁 ＣＥＳＡ基因具有同等的能力形

成功能性的纤维素合酶复合体，但在不同组织、不同

激素作用下可能有不同的组合方式。
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