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摘  要 本研究提取大青杨叶片总 RNA，经 RT-PCR 扩增得到约 1.3 kb 的 cDNA片段，将其克隆到 pMD18-T 载体。经测

序，该片段长 1 304 bp，与欧洲颤杨 PtrCesA7全长 cDNA序列比对，核苷酸相似性为 97%。克隆到载体上的 PuCesA7 片段

用 SacⅠ和 KpnⅠ双酶切，反向插入到植物表达载体 pROKⅡ的 P35S启动子和 Tnos终止子之间，成功构建 pROKⅡ-P7 SacⅠ

KpnⅠ反义表达载体。利用该植物表达载体对大青杨的遗传转化正在进行中，以确定 PuCesA7 基因的初步功能。 
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Abstract A cDNA fragment encoding a cellulose synthase (PuCesA7) was amplified by Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) by using total RNA from young leaves of Populus ussuriensis Kom. and cloned into a pMD18-T vector. 

Sequencing analysis showed that the cDNA fragment shared highly homogeneity (97%) to the cDNA sequence of PtrCesA7. The 

cloned cDNA fragment was further introduced into binary vector pROKⅡ in a reverse orientation with its upstream promoter 

(P35S), giving an expressing plasmid named pROKⅡ-P7 SacⅠKpnⅠ that containing the antisense PuCesA7 gene. In order to 

identifying the tentative function of PuCesA7, transformation of the gene into Populus ussuriensis Kom. is still under way. 

Keywords Populus ussuriensis Kom.; Cellulose synthase; Antisense expression vector 

研究背景 

纤维素是自然界中含量最多，分布最广的一种

多糖，从原始的单细胞生物如海藻、鞭毛和细菌等

到高大的乔木到处可见。植物体内纤维素的含量因

植物种类而差异显著，如棉花、木棉种子的绒毛中

纤维素含量可达到 95%~99%，是天然的最纯纤维

素；麻、亚麻的韧皮纤维中含有的纤维素含量约为

80%~90%；其次是木材和竹材，纤维素含量约为

40%~50%。拟南芥基因组测序工作的完成推动了植

物纤维素合成酶基因功能的深入研究。随着对拟南

芥 CesA 基因家族了解的越来越多，针对有限的几

种纤维素合酶基因已应用多种遗传学方法在其功

能研究上取得了初步的成果，并提出了纤维素在生

物体内合成的可能途径。第 1个林木纤维素合酶基

因是美国密西根大学的学者在 2000 年从欧洲颤杨

中克隆获得的 PtrCesA1 基因(Wu et al., 2000)，随后

又发现 PtrCesA2，PtrCesA3，PtrCesA4，PtrCesA5，

PtrCesA6 和 PtrCesA7 等基因(Samuga et al., 2002; 

Kalluri et al., 2003; 2004)。通过分析以上基因的表达

时期和部位，认为 PtrCesA1，PtrCesA2 和 PtrCesA3
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基因可能存在于同一个纤维素合酶复合体(CSC)

中，与细胞次生壁的合成有关(Samuga et al., 2004)；

PtrCesA4，PtrCesA5 和 PtrCesA7 基因可能与细胞初

生壁的形成有关(Kalluri et al., 2004)；PtrCesA6 与茎

的伸长生长有关 (Liang et al., 2004)。Ranik 和

Myburg (2006)克隆获得6个巨桉纤维素合酶的全长

cDNA。定量 PCR 结果显示：EgCesA1，EgCesA2

和 EgCesA3 在木质部等次生生长组织中的转录水

平较高，而在叶片等初生生长的组织中较低；

EgCesA4和EgCesA5在初生壁快速分化组织中表达

上升；EgCesA6 在所有的组织中表达均较弱(Ranik 

and Myburg, 2006)。但有关纤维素合酶的具体合成

机制尚有许多问题有待深入研究。 

大青杨是我国东北地区森林环境下重要的杨

树乡土树种，具有适应能力强、生长快、干型好、

木材轻软、材质白色、致密、耐朽力强等优点，是

造纸及胶合板材极好的原料。作为黑龙江省东部山

区速生丰产林的主栽品种之一，生长量最高，人工

栽培技术掌握最充分，在山地森林环境下造林(更

新)成效最明显，特别是在幼林阶段，是很有希望

的短轮伐期工业用材树种。了解纤维素合酶的生物

合成机制，希望利用基因工程等手段来增加纤维素

含量以改善大青杨的品质，培育出更适于造纸的新

型树种。 

1 结果与分析 

1.1 cDNA 片段的获得 

以反转录获得的第一条链 cDNA为模板进行扩

增，结果可见长度为 1 304 bp的片段(图 1)。用 NCBI

中的 BLAST 程序将获得的 cDNA 序列在 GenBank

中进行序列同源性比对分析，结果显示与欧洲颤杨

PtrCesA7 基因全长 cDNA 序列序列相似性为 97%，

将此序列命名为 PuCesA7 (GenBank 登录号

HQ288419)。 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 带酶切位点的 PuCesA7 基因 cDNA扩增结果 

Figure 1 Amplification of PuCesA7 cDNA fragment with Sac

Ⅰ and KpnⅠ site 

1.2 T-载体克隆及鉴定 

重组 T-载体经 PCR 初步鉴定后，选取阳性克

隆进行双酶切鉴定(图 2)及序列测定。结果表明，酶

切片段为目标基因。将经双酶切的 PuCesA7 cDNA

片段命名为 P7SacⅠKpnⅠ，重组 T-载体命名为

pMD18-T-P7SacⅠKpnⅠ。 

 

 

 

 

 

 

图 2 pMD18-T-P7 SacⅠKpnⅠ质粒的双酶切 

Figure 2 Endoenzyme digestion of pMD18-T-P7 SacⅠKpnⅠ 

1.3 反义表达载体构建 

对重组质粒 pMD18-T-P7SacⅠKpnⅠ和植物表

达载体 pROKⅡ进行双酶切(SacⅠ, KpnⅠ)，将目的

片段反向连接到表达载体上。对构建的反义表达载

体进行 PCR 和双酶切验证，琼脂糖凝胶电泳结果显

示可切出目的片段(图 3)，测序结果亦表明目的片段

与植物表达载体连接正确。反义表达载体构建策略

见(图 4)，将构建的反义表达载体命名为 pROKⅡ

-P7SacⅠKpnⅠ。 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 反义表达载体 pROKⅡP7SacⅠKpnⅠ的双酶切鉴定 

Figure 3 Identification of constructs of pROKⅡ-P7SacⅠKpn

Ⅰ by endoenzyme digestion 

2 讨论 

反义 RNA 的设计没有必要使用全长的 cDNA

序列，也不需要了解目的基因的详细调控知识(孟博

和朱大海 , 2001, 国外医学遗传学分册 , 24(6): 

289-292)。对真核生物而言，针对 5'非编码区设计

的反义 RNA 要优于针对编码区的设计，可能是因

为这些非编码序列能够调控编码序列 RNA 和蛋白

质的合成以及蛋白质空间结构的形成。由于反义

RNA 可专一抑制特定基因的表达而不影响其它基

因，因此只要将一个无启动子的克隆序列以反向形 
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图 4 pROKⅡ-P7SacⅠKpnⅠ反义表达载体的构建 

Figure 4 Construction of pROKⅡ-P7SacⅠKpnⅠ expresstion vector 

式与某启动子连接，并通过载体将之导入受体细胞

中，就可使细胞合成特异性的反义 RNA，进而调控

相关基因的生物功能(许本波等, 2003)，常用来研究

基因失活与表型变化间的相互关系。 

生物体内纤维素的合成都与 β-1,4 糖苷键有

关，这是一个相当复杂的过程，并受到多种因素的

调控。不同植物的纤维素在合成过程中，需要多种

纤维素合酶基因的共同调控，并且这些纤维素合酶

基因的作用也是不同的。Burton 等(2000)利用病毒

诱导植物纤维素合成酶基因沉默的方法将 3 个与

CesA 基因相关的 cDNA 片段分别插入马铃薯 X 病

毒载体中，接种到烟草(Nicotiana benthamiana)来研

究 CesA 基因的功能，试验结果出现受感染的植株

节间缩短、小叶和侏儒的症状，并且叶表面由于缺

少纤维素而表现出细胞膨胀，叶片中的多聚糖含量

降低了 25%。这些现象说明 cDNA 片段沉默了一个

或多个纤维素合成酶基因的表达，导致 CesA 基因

转录水平的降低(Burton et al., 2000)。Burn等(2002)

通过构建反义表达载体并转化拟南芥进行纤维素

合成酶基因的功能分析，结果表明拟南芥 CesA1，

CesA2，CesA3 3个基因存在连锁表达的情况，由此

推断这 3个基因可能组合在一个纤维素合酶复合体

(CSC)中并参与纤维素的生物合成，主要功能与细

胞初生壁的合成相关(Burn et al., 2002)。本研究成功

构建了大青杨纤维素合酶 PuCesA7 基因的反义表

达载体，下一步工作将通过转基因大青杨的表型差

异来确定纤维素合酶 PuCesA7 基因的初步功能以

及与其它纤维素合酶基因的相互关系。 

3 材料与方法 

3.1 材料 

取大青杨幼嫩叶片，采用改良 2× CTAB 法提

取叶片总 RNA (许雷等 , 2010)。根据欧洲颤杨

PtrCesA7基因全长 cDNA序列设计一对带特异酶切

位点的引物 P7F (5'-GAGCTCGGATGAGGGCAGG 

CAGCCACTTTC-3')和 P7R (5'-GGTACCATGCTT 

CCCTGTTCTTTGACTTCT-3')。cDNA 第一链的合

成，采用 20 μL反转录体系：5× Buffer (4 μL)，RNase 

Inhibitor (1 μL)，Dntp (2.5 mmol/Leach) (4 μL)，Oligo 

dT18 (1 μL)，Random Primer (1 μL)，AMV反转录酶

XL (2 μL)，总 RNA (2 μL)，RNase-free H2O (5 μL)。

54℃延伸至少 2 h，冰上放置终止反应。T4 DNA 连

接酶，限制性内切酶(SacⅠ, KpnⅠ)，AMV 反转录

酶XL，pMD18-T载体，LA Taq聚合酶购自 TAKARA

公司；胶回收试剂盒，质粒提取试剂盒为 PROMEG

公司。 

3.2 cDNA 片段的扩增 

建立 20 μL PCR 反应体系：10× Buffer (2 μL)，

dNTP (2.5 mmol/L each) (1 μL)，5'特异引物(10 μmol/L) 

(0.5 μL)，3'特异引物(10 μmol/L) (0.5 μL)，cDNA第一
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条链(1 μL)，LA Taq聚合酶(0.3 μL)，ddH2O (14.7 μL)。

扩增程序为 94℃下预变性 5 min；94℃下变性 30 s，

57℃退火 45 s，72℃延伸 4 min，35 个循环；72℃

延伸 15 min。对 PCR 产物进行 1.2%的琼脂糖凝胶

电泳，回收目的片段。 

3.3 T-载体克隆鉴定 

目的片段与 T-载体连接按试剂盒指导操作，重

组质粒转化至 E. coli DH5α感受态细胞。经过蓝白

斑筛选、特异引物 PCR 鉴定筛选出阳性克隆；初步

鉴定为阳性克隆的质粒进行双酶切(SacⅠ, KpnⅠ)，

能切出相应大小片段的克隆即为阳性克隆；对阳性

克隆作 DNA 序列测定，测序工作由北京六合华大

基因科技股份有限公司测序。 

3.4 反义表达载体的构建和鉴定 

选择植物表达载体 pROKⅡ质粒，该载体的选

择标记为 NPTⅡ，即新霉素磷酸转移酶(Neomycin 

Phosphotransferase Ⅱ)。分别对重组质粒和植物表

达载体 pROKⅡ进行双酶切(SacⅠ, KpnⅠ)，回收目

的片段。用 T4 DNA ligase 连接目标片段与载体，将

连接产物转化 E. coli DH5α感受态细胞，提取质粒。

经 PCR 初步鉴定后，再用 SacⅠ, KpnⅠ双酶切鉴定

阳性克隆。阳性克隆送测序鉴定。 
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