
 

分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1278-1286 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1278-1286 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1278 

研究论文 

Research Article 

参与杉木次生壁合成调控的转录因子 ClMYB4 的克隆及在大肠杆菌中表达 

吕运舟 , 郑佳 , 陈金慧 , 施季森  
南京林业大学林木遗传与生物技术省部共建教育部重点实验室, 南京, 210037 

 通讯作者: jshsi@njfu.edu.cn   作者 

分子植物育种, 2012 年, 第 10 卷, 第 38 篇    doi: 10.5376/mpb.cn.2012.10.0038 

收稿日期：2012 年 06 月 02 日 

接受日期：2012 年 06 月 14 日 

发表日期：2012 年 08 月 07 日 

这是一篇采用 Creative Commons Attribution License 进行授权的开放取阅论文。只要对本原作有恰当的引用, 版权所有人允许并同意第三方无条

件的使用与传播。 

引用格式(中文)： 

吕运舟等, 2012, 参与杉木次生壁合成调控的转录因子 ClMYB4 的克隆及在大肠杆菌中表达, 分子植物育种(online) Vol.10 No.38 pp.1278-1286 

(doi: 10.5376/mpb.cn.2012.10.0038) 

引用格式(英文)： 

Lv et al., 2012, Cloning Transcription Factor ClMYB4 Involving in Secondary Cell Wall Biosynthesis from Cunninghamia lanceolata (Lamb.) Hook and 

expressing in E. Coli, Fenzi Zhiwu Yuzhong (online) (Molecular Plant Breeding) Vol.10 No.38 pp.1278-1286 (doi: 10.5376/mpb.cn.2012.10.0038) 

摘  要 植物次生壁及木质素生物合成过程在转录水平上受到某些 R2R3-MYB 基因家族成员的调控，如 AtMYB46 和

PtMYB4。本研究在杉木发育木质部中克隆了一个全长为 1 453 bp 的 R2R3-MYB 基因 cDNA 序列，编码 413 个氨基酸残基

的预测蛋白。生物信息学分析发现它与火炬松 PtMYB4 的序列相似性最高，且与 AtMYB46、PtMYB4 和 EgMYB2 次生壁合

成调控基因在系统进化上聚为一类。因此，命名为 ClMYB4。本实验构建了 ClMYB4 基因的原核表达载体 pET-30b-ClMYB4，

并在大肠杆菌 Rosetta 中实现了高效表达和纯化，为进一步研究转录因子 ClMYB4 在调控杉木次生壁发育过程的下游靶基因

及相关顺式作用元件提供基础。 
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Biosynthesis from Cunninghamia lanceolata (Lamb.) Hook and expressing in 
E. Coli 
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Abstract Biosynthesis of Plant secondary cell wall and lignin are regulated by some members of the R2R3-MYB gene family at 

the transcriptional level, such as AtMYB46 and PtMYB4 of. In this study, a full-length 1 453 bp cDNA sequence of the R2R3-MYB 

encoding a predicted protein with 413 amino acid residues was cloned from the developing xylem of fir. Bioinformatics analysis 

revealed that the sequence had the highest similarity with the sequence of PtMYB4 of loblolly pine, which were clustered into one 

phylogenetic group with AtMYB46, PtMYB4, and EgMYB2 that are the genes regulating secondary wall biosynthesis, therefore the 

cloned gene was named ClMYB4. In this experiment we constructed ClMYB4 prokaryotic expression vector named pET-30b-ClMYB4 

that efficiently expressed in Rosetta strain of E. coli, and the the expressed protein was purified in vitro. We believed that this 

research would provide the basis of downstream target genes and cis-acting elements for further studies of the transcription factor 

ClMYB4 in the process of regulation of fir secondary cell wall development. 

Keywords Cunninghamia lanceolata (Lamb.) HOOK; MYB transcript factor; Secondary cell wall; Lignin biosynthesis; 

Prokaryotic expression 

研究背景 

研究木材发育过程是了解木材的品质和产量

形成机制的重要途径。木材发育过程是一个高度有

序的过程，在生物学上可以分为形成层细胞分裂，

细胞伸展增大，次生壁加厚，木质化及细胞程序化

死亡 5 个事件(Hertzberg et al., 2001)。这些生物学事

件是在很多转录因子的交互调控下完成的。根据已

有的研究报道，主要有以下几类转录因子参与了木

质部的发育：生长素应答因子(ARF)，同源盒亮氨

酸拉链Ⅲ (HD-ZIP Ⅲ)，MYB (MYB domain gene)，
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NAC (NAC domain gene)和 WOX (WUS homeobox 

gene) (Ohashi-Ito and Fukuda, 2010)。模式植物拟南

芥中鉴定的转录因子 AtMYB46 被证明是次生细胞

壁化学组分纤维素、木质素和木酮糖生物合成的共有

调控基因(Zhong et al., 2007)，而 AtMYB58/AtMYB63

是木质素合成通路的直接调控转录因子(Zhou et al., 

2009)。在林木的木材发育过程中也发现一些 MYB

类转录因子参与调控次生壁生物合成及木质素的

生物合成，如火炬松中的 PtMYB1、PtMYB4 和

PtMYB8 (Patzlaff et al., 2003a; 2003b; Bomal et al., 

2008)，桉树中的 EgMYB2 (Goicoechea et al., 2005)，

杨树中的 PtrMYB3、PtrMYB20 (McCarthy et al., 

2010)和 PtrMYB28 (Zhong and Ye, 2009)。它们可以

与木质素生物合成基因的顺势调控元件 AC 序列相

结合，正向调节木质素单体的生物合成过程。火炬

松 PtMYB1、PtMYB4、PtMYB8 和桉树 EgMYB2

基因都在植株次生壁发生加厚的发育木质部中表

达，这些基因的过量表达都可以激活转基因植株次

生壁生物合成过程，造成相关基因的异位表达和木

质素的沉积(Patzlaff et al., 2003a; 2003b; Bomal et 

al., 2008; Goicoechea et al., 2005)。 

杉木是我国南方最重要的造林树种，以生长迅

速、材质优良而著称，尤其是心材棕红色的木材尤

为珍贵。但是对杉木优质木材形成过程，如次生壁

加厚及木质素生物合成的分子机理研究未见报道。

编号为“6421”的杉木优树无性系，于 1964 年选

自福建省洋口国有林场的一片约 30 年生的人工林。

不同时期的遗传测定表明，杉木无性系“6421”不

同性状的一般配合力和特殊配合力，均具有突出的

表现。围绕着从分子水平上解析该无性系优良特性

的形成机理这一目标，在前期常规育种的基础上，

项目组用该无性系进行了转录组分析。本文首次报

道，在杉木发育木质部中克隆了一个 MYB 基因，

其序列及编码蛋白预测显示 ClMYB4 属于典型的

植物 R2R3-MYB 转录因子，推测其可能与杉木次

生壁加厚和木质素合成的调控过程相关。此外，本

文通过构建原核表达载体 pE-30b-ClMYB4，转化大

肠杆菌菌株 Rosetta，SDS-PAGE 电泳观察不同浓度

IPTG (异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷)对重组蛋白

表达的诱导效果，利用 His-tag 亲和技术成功纯化

了 ClMYB4 重组蛋白。ClMYB4 及其重组蛋白的成

功表达，为下一步研究杉木木材发育次生壁加厚过

程的转录调控机理奠定了基础。 

1 结果与分析 

1.1 ClMYB4 全长 cDNA 的获得 

通过本地 Blast 分析，我们获得了一条 1 200 bp

左右的 contig，与火炬松 PtMYB4 同源。分析发现

其 5'序列不完整。经过 5'RACE PCR 扩增，我们获

得了一条约 600 bp 的特异条带(图 1A)。克隆后分析

测序结果，得到与以上 contig 部分重叠的 400 bp 长

的 DNA 片段，并含有起始密码子 ATG，表明该片

段为目的基因的 5'端序列。以杉木发育木质部

cDNA 第一链为模板，采用特异引物 MYB4-F/ 

MYB4-R 扩增目的基因全长，回收特异条带(图 1B, 

1 500 bp左右)。测序结果表明，该 cDNA全长1 453 bp，

编码 413 个氨基酸残基的多肽。在 NCBI 上 Blast

比对分析，与火炬松等植物 R2R3-MYB 基因有较

高的相似性，命名为 ClMYB4。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 ClMYB4 基因的 PCR 产物 

注: M: DNA marker (100 bp); 1: Smarter RACE 扩增 ClMYB4

的 5'端产物; 2: RT-PCR 扩增的 ClMYB4 全长产物 

Figure 1 PCR products of ClMYB4 

Note: M: DNA marker (100 bp); 1: 5'-RACE PCR products of 

ClMYB4; 2: Full length products of ClMYB4 

 

1.2 ClMYB4 基因的生物信息学分析 

ClMYB4 基因编码一条 392 个氨基酸残基的

多肽，理论分子量为 44.5 KDa，等电点为 5.72。

基于 BioEdit 软件的 Pairwise alignment (ClustalW 

BLOSUM62) 功能分析表明， ClMYB4 蛋白与

PtMYB4 蛋白序列的一致性为 40.5%，相似性为

47.66%。但在 MYB 蛋白的 DNA 结合结构域(DNA 

Binding Domain, DBD)序列上，它们的一致性和相

似性均为 88.03%，ClMYB4 与被子植物拟南芥

MYB46的序列相似性也高达 79.66%。利用ClustalX

比对分析 ClMYB4 与火炬松 PtMYB1、PtMYB4，

白云杉 PgMYB1、PgMYB2、PgMYB4 和拟南芥

AtMYB46、AtMYB58、AtMYB63 蛋白发现，它们在

蛋白 N 端的 MYB-DBD 序列上高度保守，均具有典

型的【W-(X19)-W(X19)-W…F/I-(X18)-W-(X19)-W】 
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图 2 ClMYB4 是典型的 R2R3-MYB 基因 

注: A: ClMYB4 与其它 R2R3-MYB 蛋白 DBD 区氨基酸序列的同源比对; B: MEME 在线分析保守基序建立的氨基酸分布图 

Figure 2 The R2 and R3 MYB repeats are highly conserved between ClMYB4 and other MYB proteins 

A: Domain alignments of ClMYB4 with other MYB proteins from NCBI databases; B: The sequence logos of conservation motifs 

are based on full-length alignments of 9 R2R3-MYB proteins 

 

氨基酸基序(Dubos, 2010)，如图 2A。MEME 在线

分析这些蛋白发现了两个保守的氨基酸基序，它们

代表着 MYB 基因的 R2 和 R3 重复序列，在各个物

种中具有高度保守的氨基酸基序，如图 2B，说明我

们克隆的 ClMYB4 基因具有典型的 R2R3 结构域氨

基酸基序。 

用 SWISS-MODEL 对 ClMYB4 蛋白的三级结

构进行同源建模，见图 3。结果表明在其 MYB 结

构域区域构成两个螺旋-转角-螺旋(HTH)结构，如

箭头所示，分别在空间上形成两个环状的沟槽，为

参与 DNA 识别及结合的部位；ClMYB4 蛋白与

AtMYB46 和 PtMYB4 蛋白空间结构的比较发现，

这三个蛋白在 N 端 DNA 结合结构域上的空间结构

基本一致，只是参与的氨基酸数量不同，分别为

103、112 和 107 个氨基酸残基。与同源建模的模板

1H8CC 相比缺少 R1-repeat，因此这些蛋白都少一

个与 DNA 结合的空间结构，说明 ClMYB4 蛋白是

典型的 R2R3-MYB 转录因子。 
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图 3 ClMYB4 蛋白的三维空间结构预测及与 AtMYB46 和

PtMYB46 蛋白构象比较 

注: A, B, C: 分别代表 ClMYB4, AtMYB46 和 PtMYB4 蛋白

R2R3 结构域预测的空间结构; D: 是已知空间结构蛋白

(1H8CC)的 R1R2R3 结构域, 为同源建模的模板空间结构 

Figure 3 Predicted three-D structure of ClMYB4 protein and 

compared with AtMYB46 and PtMYB4 proteins 

Note: A, B, C: Predicted three-D structures of R2R3-domain 

in ClMYB4, AtMYB46 and PtMYB4 proteins; D: Three-D 

structure of 1H8CC as the template 

 

利用 MEGA 5.0 软件的 Neighbor-Joining 法，构

建了基于蛋白氨基酸序列的系统进化树，如图 4。

所研究的蛋白序列一部分为裸子植物火炬松和白

云杉的 R2R3-MYB 基因，一部分为桉树和拟南芥

中与次生壁和木质素合成转录调控相关的 MYB 基

因。结果显示，ClMYB4 与白云杉 PgMYB4，火炬

松 PtMYB4，桉树 EgMYB2 和拟南芥 AtMYB46 聚

为一个亚组，拟南芥 AtMYB46 已被证实是维管发

育决定基因 SND1 (Secondary cell wall related NAC 

Domain1)的直接下游靶基因(Zhong et al., 2007)，负

责次生壁合成过程的转录调控。其他裸子植物MYB

基因中，PgMYB2与PtMYB2、PtMYB3与PtMYB7、

PtMYB1、PtMYB8 和 PgMYB1 各自聚为一个小类，

说明 ClMYB4 与白云杉 PgMYB4，火炬松 PtMYB4

的亲缘关系最近。此外，拟南芥 AtMYB58 和

AtMYB63 单独聚为一类，而桉树 EgMYB2 和火炬

松 PtMYB14 聚为一类。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 基于氨基酸序列构建的 ClMYB4 系统发育树 

注: 方框内为参与次生壁合成调控的 R2R3-MYB 基因蛋白

亚族 

Figure 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of 

ClMYB4 

Note: The box indicated the R2R3-MYB protein subgroup 

related to secondary cell wall biosynthesis 

 

1.3 杉木 MYB 基因的原核表达条件优化 

将构建正确的原核表达载体质粒 pET-30b- 

ClMYB4 转化大肠杆菌 Rosetta 菌株。挑选阳性克

隆子在 37℃条件下采用 IPTG 浓度 0.01 mmol/L，

0.1 mmol/L，1 mmol/L 诱导后，SDS-PAGE 电泳显

示目的蛋白 ClMYB4 均可以表达，但是 ClMYB4

蛋白(70 kD, 如图 5)的大小与预测蛋白分子量大小

(54 kD)不太一致。不同的 IPTG 对重组蛋白表达的

诱导影响不明显，0.1 mmol/L，1 mmol/L IPTG 诱导

的效果较好，因此，我们选择 0.1 mmol/L IPTG 作

为大量诱导重组蛋白表达的使用浓度。 

1.4 杉木 MYB 基因原核表达蛋白的纯化 

分析发现 ClMYB4 重组蛋白不是以可溶性蛋

白形式存在，而是主要存在于大肠杆菌的包涵体 
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图 5 pET-30b-ClMYB4 (Rosetta)诱导条件优化电泳图 

注: M: Protein Ladder; 1~4: 0, 0.01, 0.1, 1 mmol/L IPTG 分别

诱导的 pET-30b-ClMYB4 (Rosetta); 白色箭头标出诱导表达

ClMYB4 重组蛋白的位置 

Figure 5 SDS-PAGE analysis of the fusion protein ClMYB4 

expression in different IPTG concentration 

Note: M: Protein Ladder; 1~4: pET-30b-ClMYB4 (Rosetta) 

with 0, 0.01, 0.1, 1 mmol/L IPTG induction; ClMYB4 

recombinant protein band showed by white arrows 

 

中，包涵体蛋白不溶于水，从包涵体中纯化重组蛋

白，需要先将沉淀蛋白溶解。重组蛋白 ClMYB4 的

包涵体沉淀分别用 5%的 Triton 和不同浓度的尿素

溶液洗涤，洗涤液经 SDS-PAGE 电泳检测溶解效

果。结果如图 6 所示，0.5%的 Triton 不能溶解包涵

体蛋白，包涵体蛋白在 4 mol/L 或 8 mol/L 的尿素溶

液中溶解度较高，可以得到较多的 ClMYB4 重组蛋

白，我们选用 8 mol/L 尿素溶液为 Rosetta-ClMYB4

菌株包涵体的最佳溶解洗涤溶液。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6 ClMYB4 蛋白包涵体尿素洗涤 SDS-PAGE 电泳图 

注: M: Protein Marker; 1~5: 分别为 0.5% Triton, 1 mol/L, 2 

mol/L, 4 mol/L, 8 mol/L 尿素洗涤液, 6: 未溶的沉淀 

Figure 6 SDS PAGE assay of the inclusion bodies of ClMYB4 

protein washed by different urea concentration 

Note: M: Protein Marker; 1~5: ClMYB4 protein washed by 

0.5%Triton, 1 mol/L, 2 mol/L, 4 mol/L, 8 mol/L urea; 6: 

Insoluble protein Precipitation 

 

使用 Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒纯化

经过 8 mol/L 尿素溶液溶解的 ClMYB4 重组蛋白，

该镍柱纯化系统对 6×His-tag 蛋白具有显著特异吸

附能力，能够高效一步纯化带有 6 个组氨酸亲和

标签的蛋白。本实验所得重组蛋白在两端都标记

有 6×His-tag，所以可以直接利用此方法纯化。将

8 mol/L 尿素洗涤液过 Ni 柱吸附 ClMYB4 重组蛋

白，再用不同浓度的咪唑缓冲液洗脱纯化，

SDS-PAGE 电泳检测回收液。电泳结果显示(如图 7)，

咪唑缓冲液浓度越高，得到的重组蛋白 ClMYB4 浓

度和纯度越好，其中 500 mmol/L 咪唑洗脱液洗脱

纯化的重组蛋白的纯度最高。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7 ClMYB4 纯化过程 SDS-PAGE 电泳图 

注: M: Protein Marker; 1: 流穿液; 2~7: 分别为5, 20, 50, 100, 

250, 500 mmol/L 咪唑洗脱液(第一管); 8: 500 mmol/L (第三

管)咪唑洗脱液; 9: 1 mg/ml BSA 标准品 

Figure 7 Purified Product of ClMYB4 detected by SDS-PAGE 

assay 

Note: M: Protein Marker; 1: Flowed liquid; 2~7: Purified 

ClMYB4 protein in 5, 20, 50, 100, 250, 500mmol/L imidazole 

elution (the first tube); 8: Purified ClMYB4 protein in 500 

mmol/L imidazole elution (the third tube); 9: 1 mg/ml BSA 

standard substance 

 

2 讨论 

MYB 类转录因子家族是一类含有一个或多个

MYB 结构域(MYB-repeat)的转录因子(Bedon et al., 

2007)，其高度保守的 DNA 结合结构域基序为我们

分离克隆和鉴别 MYB 家族成员提供理论基础。本

实验克隆的杉木 ClMYB4 蛋白具有两个保守的

MYB 结构域，序列及蛋白结构分析发现它们分别

属于典型的 R2 和 R3 结构域，可以独立形成螺旋-

转角-螺旋二级结构，构成两个与 DNA 结合的三维

空间构象。同时在氨基酸水平上，这段保守序列中

每隔约 18 个氨基酸残基便规则的出现色氨酸残基

(W)，它们构成 MYB 蛋白的疏水中心。比较杉木

ClMYB4 蛋白与松科植物和被子植物 R2R3-MYB

蛋白的 DBD 结构域发现，它们在氨基酸序列上保

守性均为 80%左右，而且在核心氨基酸(如色氨酸)

的数量和位置上也高度保守，说明 MYB 基因的
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DNA 结构域在物种之间是高度保守的。 

虽然 R2R3-MYB 在 N 端的 DNA 结合结构域

的氨基酸基序高度保守，但是与 MYB 基因的转录

激活作用相关的 C 端氨基酸基序的变异率很高，保

守性极低(Stracke et al., 2001; Wilkins et al., 2009)，

这些特点与 MYB 基因家族在真核生物发挥着重要

且广泛的调节作用相关(Bedon et al., 2007)。植物中

的 R2R3-MYB 参与了植物初生和次生代谢过程，

细胞形态建成，发育过程及各种应激反应(Stracke et 

al., 2001)。所以，分析杉木 ClMYB4 蛋白与其它蛋

白的进化关系有助于我们了解其生物学功能。根据

编码蛋白全长序列的聚类分析，我们发现 ClMYB4

蛋白与其它参与植物次生壁加厚过程转录调控的

R2R3-MYB 蛋白聚为一个亚族。2003 年，Patzlaff

等首次发现火炬松PtMYB4的异源表达会导致木质

素在转基因烟草植株的异位沉积，证明 PtMYB4 基

因在火炬松木材发育过程发挥重要作用。拟南芥

AtMYB46 被证实是其次生壁加厚过程的重要调控

基因，不但木质素会在过量表达植株中发生异位沉

积，同时导致某些细胞发生不正常的次生壁加厚现

象(Zhong et al., 2007)。AtMYB46 和 PtMYB4 在桉

树中的同源基因 EgMYB2 也具有相似的生物学功

能(Goicoechea et al., 2005)。本研究发现 ClMYB4 与

以上基因的系统发生关系最近，杉木中的 ClMYB4

是与他们一类的同源基因。因此笔者认为 ClMYB4

基因同样可能在杉木木材发育过程中发挥重要的

调控作用。 

以往的研究还发现，一些次生壁合成基因和木

质素合成功能酶基因的顺式调控元件 AC 序列(AC 

Ⅰ：ACCTACC)是其转录调控的分子基础(Hatton et 

al., 1995; Lacombe et al., 2000; Zhong et al., 2010)。

参与次生壁合成调控的 AtMYB46，PtMYB4 和

EgMYB2 蛋白，以及木质素合成调控转录因子

AtMYB58/AtMYB63，PtMYB1 等蛋白均可以在体

外与 AC 序列结合。本实验在原核表达菌株 Rosetta

中系统优化表达了杉木 ClMYB4 蛋白，进一步根据

重组蛋白的 His 标签纯化获得了 ClMYB4 重组蛋

白。一方面，可以通过EMSA (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay，电泳迁移率实验)分析 ClMYB4 重组蛋

白是否可以通过与 AC 序列相互作用来调控杉木木

质素合成基因的转录；另一方面可以结合其它分子

生物学方法如染色质免疫共沉淀等方法(O'Neill et 

al., 2006)研究 ClMYB4 基因如何调控木质素之外的

其它次生壁组分生物合成的分子机理。迄今为止，

木质素合成过程的功能酶遗传改良已在多种林木

品种中开展了研究 (章霄云等 , 2006; 李桢等 , 

2009)，但是在转录调控水平上改良木质素和次生壁

合成过程的研究没有报道，本研究克隆的 ClMYB4

基因为杉木在转录调控水平遗传改良木材品质奠

定了理论基础。 

3 材料与方法 

3.1 材料 

3.1.1 实验材料及 RNA 提取 

由福建洋口林场引进的杉木 6421 无性系的嫁

接植株，于 2008 年春定植于南京林业大学苗圃。

实验剪取两年生枝条的茎段，液氮速冻用于 RNA

提取。CTAB 法提取总 RNA，具体方法参考 Chang

等(1993)，杉木发育木质部转录组数据库由本项目

组保存。 

3.1.2 菌株及质粒 

大肠杆菌菌株(E. coli) JM109 由本实验室保

存；Rosetta 购自康为世纪生物公司；克隆载体

pMD19-T 购自 TaKaRa 公司；质粒 pET-30b (+)由

中国林科院生物所馈赠。 

3.1.3 工具酶及试剂 

限制性内切酶 Hind Ⅲ，BamH Ⅰ、Taq DNA 聚

合酶，高保真酶，T4 DNA 连接酶、100 bp 和 DL2000 

DNA ladder Marker 购买于 TaKaRa 公司; RACE 实

验使用 SMARTer
TM

 RACE cDNA Amplication Kit 

(Clontech 公司)；DNA 纯化回收试剂盒和质粒 DNA

提取试剂盒购于爱思进生物技术有限公司 ; 

Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒 (Cat. No. 

CW0893, 康为世纪)；其它生化试剂均为国产分析纯。 

3.2 方法 

3.2.1 ClMYB4 全长 cDNA 的克隆 

根据AtMYB4蛋白序列在杉木发育木质部转录

组数据库中(本项目组保存)做本地 Blast 分析，查找

相似性最高的 contigs。根据得分最高的序列设计引

物，以杉木“6421”无性系两年生茎段总 RNA 反

转录得到的 cDNA 为模板做 RACE 反应，获取 5'

未知序列。经拼接后重新设计引物获得 ClMYB4 基

因的全长 cDNA，克隆至载体 pMD19-T，转化大肠

杆菌 JM109 感受态，挑选阳性克隆子测序鉴定。 

引物序列：MYB4-5R: 5'-GAACGAGCAGGC- 
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GTGGCAGT-3' (RACE)；MYB4-F: 5'-GCCACCC- 

TCTTGTGAGGAAACG-3'；MYB4-R: 5'-AATAA- 

CTTGTCACGCAGAAAAACTA-3' 

3.2.2 ClMYB4 预测蛋白的生物信息学分析 

利用DNAMAN分析ClMYB4基因的 cDNA序

列，分析完全开放阅读框。利用 ClustalX 进行基于

氨基酸序列的多重序列比对，BioEdit 软件分析与其

它物种 MYB 蛋白在氨基酸序列上的一致性和相似

性。MEME 在线分析 ClMYB4 的 MYB 结构域保守

氨基酸特点。SWISS-MODEL 在线构建 ClMYB4 的

三级空间结构(Arnold et al., 2006)，并与 PtMYB4

和 AtMYB46 蛋白的进空间结构分析比较。MEGA 

5.0 构建基于蛋白序列的基因进化树。 

3.2.3 ClMYB4 蛋白原核表达载体的构建 

根据原核表达载体 pET-30b (+)的 MCS 位点及

翻译起始位点特征，设计带有限制性内切酶 Hind 

Ⅲ，BamH Ⅰ酶切位点的引物，扩增 ClMYB4 的蛋

白编码序列，不包含内含子以保证与 His6-tag 的正

常衔接而获得 His 标签的重组蛋白。经双酶切连接

反应后转化大肠杆菌 JM109，筛选阳性克隆子测序

鉴定重组质粒的正确性。 

引物序列：MYB4-YF: 5'-CGGGATCCATGA- 

GCTCCACAGATCAACC-3'；MYB4-YR: 5'-CCC- 

AAGCTTGGTGAAATACATTTGATCGA-3' 

3.2.4 ClMYB4 重组蛋白的原核表达与优化 

提取构建正确的 pET-30b-ClMYB4 质粒，转化

原核表达宿主菌 Rosetta。将鉴定后的表达菌株接种

于 LB 培养基(含有 100 ug/ml Km)中，37℃振荡培

养、过夜活化。次日，按 1%的比例转接于新鲜 LB

培养基(含有 100 ug/ml Km)中，37℃、250 rpm 振

荡培养至 OD600 约为 0.6 h，加入终浓度分别为

0 mmol/L、0.01 mmol/L、0.1 mmol/L 和 1 mmol/L 的

IPTG，37℃、250 rpm 诱导 4 h。8 000 rpm 离心收

集 1 ml 菌液，弃上清，加入 40 u1 1×PBS 振荡悬

浮菌体，加入 10 u1 的 5×SDS 上样缓冲液，混匀

后 100℃煮沸 10 min，12 000 rpm 离心 5 min，取其

上清液进行 SDS-PAGE 电泳检测(李晓薇等, 2011)。 

3.2.5 ClMYB4 重组蛋白的纯化 

将检测阳性表达的表达菌株 Rosetta (pET-30b- 

ClMYB4)接种于 1.2 L含有 100 ug/ml卡那霉素的新

鲜 LB 培养基中，37℃、250 rpm 振荡培养；至

OD600 约为 0.6 h，加入一定量的 IPTG 至终浓度

0.1 mmol/L，37℃、250 rpm 诱导培养 4 h。离心收

集诱导后菌体，用 100 ml 1×PBS 重悬，超声破碎，

分别收集上清与沉淀，用 0.5% Triton 和 1 mol/L、

2 mol/L、4 mol/L、8 mol/L 尿素(pH8.0)洗涤包涵体

沉淀，SDS-PAGE 电泳分别检测上清与沉淀中是否

包含 ClMYB4 重组蛋白。 

重组蛋白的纯化过程：根据优化的条件大量表

达 ClMYB4 重组蛋白，然后根据以上电泳检测的结

果将最优的尿素洗涤液，过 Ni 柱进行 ClMYB4 重

组蛋白纯化。结合完毕后，分别用 5, 20, 50, 100, 250, 

500 mmol/L 咪唑进行洗脱，收集洗脱液，进行

SDS-PAGE 电泳检测，详细步骤按 Ni-Agarose His

标签蛋白纯化试剂盒使用说明(康为世纪)。 
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