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摘  要 

苯丙烷代谢途径是植物次生代谢产物合成中一条重要的生化途径，该途径以

苯丙氨酸（Phenylalanine）和酪氨酸（Tyrosine）为底物，在苯丙氨酸裂解酶

（Phenylalanine ammonia- lyase，PAL）、肉桂酸-4 羟化酶（Cinnamate-4-hydroxylase，

C4H）等催化下，通过下游特异性分支途径，分别合成木质素、花青素、丹宁等次

生代谢产物。这些次生代谢化合物在植物生长发育、抵御生物或非生物胁迫中起

着重要的作用。比如，木质素作为细胞壁的重要组分，为植物提供机械支撑，并

参与病害的防御；而花青素和丹宁等类黄酮化合物则在植物细胞抵御外来非生物

胁迫（如紫外辐射）和生物胁迫（如抗病虫害）中扮演了重要角色。在草本植物

中，已经证实苯丙烷代谢途径受到了 NAC、MYB 等许多转录因子的调控，而该途

径在木本植物的转录调控机制研究还相对较少，因此，解析林木中苯丙烷代谢途

径的转录调控机制对于阐明木质素及类黄酮等次生代谢产物合成代谢调控机理具

有十分重要的意义。 

本文以杨树为研究对象，分别克隆了 NAC 和 MYB 家族转录因子 PtoVNS11

和 PtoMYB156，对其在调控杨树次生壁合成和苯丙烷代谢途径中的生物学功能进

行了系统研究，主要结果如下： 

（一）从毛白杨（Populus tomentosa Carr.）中克隆到一个与拟南芥 SND1 高度

同源的 NAC 家族转录因子编码基因 PtoVNS11。该基因编码一个由 416 个氨基酸

组成的蛋白，具有 NAC 家族转录因子保守的功能结构域。进化树分析显示，该蛋

白与拟南芥和毛果杨中调控次生壁合成调控的关键转录因子 SND1 和 PtrWND1B

的序列相似性分别达 59.6%和 97.9%，而在 NAC 家族转录因子特有结构域（A~E

结构域）中的氨基酸序列基本一致。推测 PtoVNS11 为 SND1、PtrWND1B 的同源

基因，可能具有相似的生物学功能。 

实时定量 PCR 分析 PtoVNS11 基因组织表达谱发现，该基因在杨树茎的木质

部中特异性表达，暗示其可能参与了对植物次生壁形成的调控。进一步将
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PtoVNS11 融合 GFP 构建重组蛋白，亚细胞定位试验证明，PtoVNS11 专一定位于

细胞核中。酵母转录激活试验表明，PtoVNS11 具有转录激活特性。同时，克隆

PtoVNS11 基因上游 2069 bp 的启动子片段，融合 GUS 报告基因，在转基因拟南芥

中证实，该启动子能在营养及繁殖器官的维管组织中表达，且启动子内的 SNBE

（Secondary Wall NAC Binding Element）元件决定了 GUS 基因的表达活性，暗示

PtoVNS11 可能调控了杨树维管组织的发育。 

为了搞清 PtoVNS11 的生物学功能，将其构建到由组成型表达启动子驱动的植

物表达载体上，首先导入拟南芥 snd1nst1 双突变体中，发现该基因可恢复双突变

体维管束间纤维及木质纤维形成受阻、茎杆倒伏等缺陷。在拟南芥中过量表达该

基因，则引起了木质部细胞和表皮细胞次生壁的异位形成和木质素的过量沉积。

上述结果与拟南芥 SND1、NST1 及 PtrWNDs 基因的功能相似，证明 PtoVNS11 是

杨树次生壁形成中木质素合成的“开关”基因。 

进一步在杨树中过量表达 PtoVNS11，导致转基因植株茎中木质素含量增加。

定量 PCR 分析显示，该基因的超表达激活了转基因杨树中一系列与次生壁合成相

关的 NAC/MYB 转录因子和关键酶基因的表达。 

（二）在超表达 PtoVNS11 的转基因杨树中，PtoMYB156 的表达水平被明显下

调，进化树分析发现 PtoMYB156 与拟南芥 MYB4 高度同源，而后者已被证实作为

转录抑制子参与了拟南芥中木质素合成的调控。因此，推测杨树中的 PtoMYB156

是位于 PtoVNS11 下游的负调控因子，可能参与了杨树次生壁的生物合成过程。为

了解析 PtoMYB156 转录因子的生物学功能，从毛白杨（P. tomentosa Carr.）中克

隆了该基因。亚细胞定位试验证明 PtoMYB156 定位于细胞核中。启动子表达特性

和实时定量 PCR 分析显示，PtoMYB156 不仅在毛白杨的茎、根、木质部和茎皮等

表达水平较高，而且在叶片及叶柄等组织中含量也比较丰富。酵母单杂交试验证

实 PtoMYB156 具有转录抑制活性。为了进一步研究 PtoMYB156 的生物学功能，

构建了 35S:PtoMYB156 超表达载体并转化，获得毛白杨转基因超表达株系。利用

CRISPR/Cas9 靶向基因编辑技术，特异的敲除了毛白杨内源的 PtoMBY156 编码基

因，获得了该基因功能缺失的突变体株系。观察发现 PtoMYB156 过量表达引起杨

树倒伏、叶片皱缩上卷，转基因杨树茎的直径、成熟叶叶面积及植株总生物量等

相关生长指标下降。在分子水平上，多个次生壁形成相关的关键酶基因表达下调。

而敲除该基因则导致木质部导管和纤维细胞次生壁厚度增加。同时引起木质素合

成键酶基因表达显著上升。以上实验结果证明 PtoMYB156 基因参与了杨树木质素

生物合成途径的调控，进而影响了杨树次生壁的形成和次生木质部的发育。 

（三）为了阐明 PtoMYB156 是否参与了杨树类黄酮合成途径中的调控，对

PtoMYB156 转基因杨树中类黄酮合成途径中关键美的表达进行了分子检测，发现
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C4H，CHS，DFR 等关键酶编码基因的表达被下调，暗示 PtoMYB156 可能负调控

杨树中花青素、丹宁等类黄酮化合物的合成。为了进一步验证 PtoMYB156的功能，

将其在拟南芥中过量表达，发现转基因植株子叶卷曲、体型变小、种子种皮颜色

呈浅黄色等表型。DMACA 染色显示转基因种子中丹宁含量明显减少。UV-B 辐射

的抵抗试验证实转基因拟南芥的抵御能力减弱。HPLC 检测显示两种类黄酮化合物

——槲皮素（Quercetin）、山奈酚（Kaempferol）和可溶性丹宁含量均明显下降。

定量 PCR 分析显示参与单宁、槲皮素和山奈酚合成的关键酶基因表达量均有下调。

烟草叶片瞬时共表达试验证明，PtoMYB156 能抑制类黄酮合成途径关键酶 LAR、

FLS 及次生壁合成途径中相关基因 C4H、CesA17、GT43B 的表达。上述结果表明， 

PtoMYB156 通过调节类黄酮化合物的含量，降低了植物对 UV-B 辐射胁迫的防御

能力，影响了拟南芥种皮中色素的累积。 

综上所述，本论文克隆了两个参与杨树次生壁发育及类黄酮合成调控的转录

因子 PtoVNS11 和 PtoMYB156，并通过转基因技术、基因敲除技术及组织化学等

实验方法，阐明了其对杨树木质部次生壁形成的调控及对 UV 辐射胁迫响应能力

的影响，揭示了两者参与调控苯丙烷代谢途径中多种次生代谢产物合成的分子机

制，为杨树遗传改良奠定了理论基础。 

 

关键词：PtoVNS11，PtoMYB156，苯丙烷代谢途径，次生壁，转录因子，毛白杨 
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ABSTRACT 

Phenylpropanoid biosynthesis pathway generates numbers of phenylalanine- derived 

components involved in secondary metabolism, which are quite important during the whole 

life cycle of plants. The metabolic flux of carbon skeletons forms different branches of the 

phenylpropanoid pathway, under the action of catalysis of phenylalanine ammonia-lyase (PAL), 

4-Hydroxycinnamic acid (C4H), and synthetize compounds of phenylalanine-derived components 

including lignin, anthocyanidin, and tannin. These secondary metabolites play important 

roles in plant growth and development, as well as resistance to biotic or abiotic stresses. 

For example, lignin is an important component of plant cell wall, which plays a critical 

role in the normal growth and development of vascular tissues. Flavonoids, Anthocyanidin 

and tannin, could help resist biotic stresses (such as pests and diseases) and abiotic stresses 

(such as ultraviolet radiation). Therefore, revealing the mechanism of how phenylpropanoid 

pathway-related transcription factors involve in lignin and flavonoids biosynthesis is very 

significant.  

In this dissertation, PtoMYB156 and PtoVNS11，two genes that each encode a 

transcription factor (TF) from the MYB and NAC family, respectively, were cloned 

from Populus tomentosa Carr., and detailed functional studies were carried out on their 

involvement of lignin or flavonoids biosynthesis regulation in the phenylpropanoid 

pathway. The main results are as follows. 

1. We isolated a NAC domain transcription factor named PtoVNS11 from Populus 

tomentosa Carr. which shares high identity with SND1 of Arabidopsis thaliana. Amino 

acid sequence alignment showed that PtoVNS11 contained an open reading frame (ORF) 
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encoding a protein of 416 amino acids which shares high identity with SND1 of 

Arabidopsis thaliana (59.6%) and PtrWND1B (97.9%) of P. trichocarpa. The 

characteristic amino acid sequences are almost consistent with others in the conserved 

region of NAC domain (A~E domain).  Therefore, it is quite likely that PtoVNS11 

belongs to the same subtype of NAC transcription factors as SND1 and PtrWND1B.  

Gene expression analyses of PtoVNS11 by real time fluorescence quantitative-PCR 

showed that PtoVNS11 was mainly expressed in xylem of poplar, suggesting that it may 

be involved in the regulation of plant secondary wall formation. Subcellular localization 

assay of PtoVNS11:GFP fusion protein demonstrated that PtoVNS11 has the 

characteristics of nuclear localization, which was consistent with previous prediction.  

Transcriptional activation assay showed that PtoVNS11 was a transcription activator. 

Further, GUS expression driven by the PtoVNS11 promoter of 2069 bp length was 

observed in various vascular tissues of vegetative and reproductive organs in transgenic 

Arabidopsis, all of which further imply that PtoVNS11 may affect the whole plant 

growth cycle of vascular tissue development processes. Promoter deletion analysis 

revealed that the fragment with the secondary wall NAC binding element (SNBE) was 

crucially required for GUS expression.  

In order to understand the biological function of PtoVNS11, a plant expression 

vector Pro35S:PtoVNS11 was introduced into the Arabidopsis snd1nst1 double mutant 

strain and it could effectively complement the secondary wall defects in interfascicular 

fibers and xylary fibers, and recovered the stiffness of the inflorescence stems. When the 

Pro35S:ProVNS11 vector was expressed in wildtype Arabidopsis thaliana, ectopic 

deposition of lignin in epidermal cells, increased thickness of secondary walls in xylem 

along with delayed growth were observed.  The results were similar to the results 

reported previously about AtSND1, AtNST1 and PtrWNDs genes, which proved that 

PtoVNS11 was a master switch activating the biosynthetic program for secondary wall 

formation and lignin biosynthetic pathway of poplar.  

Moreover, transgenic lines in poplar showed higher content of lignin in 

histochemical staining of stem sections. Transcript analysis showed that the expression 

levels of a series of wood-associated genes were up-regulated in transgenic plants 

overexpressing PtoVNS11. The above results showed that PtoVNS11 was involved in 

the development of xylem through the regulation of lignin metabolism pathway. 

2. Overexpression of PtoVNS11 in poplar notably repressed the expression of 

PtoMYB156, a gene with unknown function, which is a close homologue of AtMYB4 
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that functioned as a negative regulator of lignin biosynthetic metabolism. Therefore, it 

is reasonable to suppose that PtoMYB156 was a regulatory factor downstream of 

PtoVNS11 involved in lignin biosynthesis during the development of secondary wall in 

poplar.  

3. In order to elucidate the role of PtoMYB156, we isolated the cDNA of 

PtoMYB156 from Populus tomentosa. Subcellular localization using the fluorescent 

protein-tagging approach demonstrated that GFP-tagged PtoMYB156 was exclusively 

targeted to the nucleus, consistent with its predicted function as a transcription factor.  

Quantitative RT-PCR analysis showed that PtoMYB156 was widely expressed in all 

tissues examined, including stem, root, xylem and bark, and especially highly in leaves. 

It was found that PtoMYB156 was not able to activate the expression of reporter genes 

even when it was fused with a VP16 activating sequence in yeast one-hybrid system, 

indicating that it was likely to be a transcriptional repressor. For further demonstrating 

the function of PtoMYB156 transcription factor, we constructed a binary pYLCRIPSR/Cas9 

multiplex genome targeting vector carrying CAS9-PtoMYB156 and an overexpression 

vector harboring Pro35S:PtoMYB156 and obtained knock-out and overexpression 

transgenic poplar strains with the two vectors, respectively. Morphological analysis of the 

overexpression plants revealed flattened stem and curled leaves. Lignin autofluorescence 

of a transgenic leaf showed reduced lignified secondary wall thickening in veins 

compared with the control. On the other hand, a significant increase in lignin content of 

the vessel and the fiber secondary cell walls was found in knock-out transgenic poplar, 

with the expression levels of a number of wood-associated genes significantly increased 

compared to the control. The results above proved that PtoMYB156 gene is indeed 

involved in the phenylpropanoid biosynthesis pathway, and it influences the processes 

of lignin biosynthesis, leading to abnormal formation of secondary wall in the vascular 

tissues of poplar. 

3. The expression of key enzymes C4H, CHS, DFR in the metabolic pathway of 

phenylpropanoid pathway were down regulated in Pro35S:PtoMYB156 transgenic 

poplar, suggesting that PtoMYB156 may be involved in the synthesis of flavonoids. In 

order to further study the effect of PtoMYB156 on flavonoid synthesis branch of the 

phenylpropanoid pathway, the PtoMYB156 transcription factor was investigated by 

overexpressing in Arabidopsis thaliana. The transgenic lines were obviously shorter 

than the controls and displayed obviously upward curled leaves and weakened resistance 

to UV-B radiation. We therefore analyzed extracts of 2-week-old rosette leaves by 
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high-performance liquid chromatography-diode array detection (HPLC-DAD) and the 

results confirmed that transgenic plants show a strong reduction of quercetin and 

kaempferol which were UV-B-absorbing compounds derived from flavonoid biosynthesis. 

Meanwhile, overexpression of PtoMYB156 caused a pale yellow color seed coat rather 

than dark brown seen in wild-type Arabidopsis. Quantitative analysis of HPLC as well as 

DMACA staining proved that the content of soluble tannin was decreased, and the 

expression level of main genes involved in flavonoid biosynthesis (such as tannin, 

quercetin and kaempferol) were decreased. Finally, the reporter and effector constructs 

were co-transfected into tobacco leaves, and subsequent assay of the GUS activity in 

the transfected tobacco leaves demonstrated that PtoMYB156 effectively repressed the 

promoters of secondary cell wall-associated genes, for instence, C4H (involved in 

lignin synthesis), CesA17 (involved in cellulose synthesis), GT43B (involved in xylan 

biosynthesis) , as well as genes of flavonoid biosynthesis such as LAR and FLS. 

Together, these results showed that PtoMYB156 was a general repressor of the 

phenylpropanoid pathway affecting flavonoid biosynthesis and caused decreased 

resistance to UV-B radition. 

All together, these results illustrated the function of PtoMYB156 in secondary cell 

wall formation, as well as its regulatory mechanism involved in the regulation of 

phenylalanine-derived components in secondary metabolism at the level of cell biology, 

histochemistry, and molecular biology, all of which shed light on genetic improvement of 

poplar.  

Key words：PtoVNS11，PtoMYB156, Phenylpropanoid pathway, secondary cell 

wall, transcriptional regulation, Populus tomentosa Carr. 
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第一章 文献综述 

1.1 木本植物细胞壁结构 

1.1.1 植物初生细胞壁结构 

细胞壁是包围在植物细胞膜之外的一个具有机械支持作用的外壳。在高等植

物中，细胞壁具有营养吸收、抵御外来刺激或伤害、维持细胞形态等重要生理功

能。根据细胞壁化学成分的差异以及形成时间空间上的不同，可以分为结构和功

能特异的三部分：胞间层，初生壁以及次生壁（见图 1.1-1）。 

初生壁是在植物原生质体旺盛生长的时期分泌形成的一层细胞壁。所有植物

细胞均具有初生壁。初生壁厚度约 1-3 μm，具有延展性，能随着细胞的生长而随

之变化。在薄壁细胞中，初生壁形成之后，因为不再累积新的壁层，初生壁便成

为永久细胞壁。 

初生壁主要由纤维素、半纤维素和果胶组成，还包括结构多糖、木质素及少

量蛋白质、脂类和矿物质等[1]，这些结构多糖和少量的蛋白紧密结合。其中，纤维

素在细胞壁中含量可达 40-70%，约占植物干重的 1/3，由链状的-1,4-葡聚糖链构成：

数十条非分支状态的葡聚糖链构成直径约 3.2 nm 的微纤丝（Microfibril）[2]，分散

平行排列，微纤丝进一步聚集成束成为细胞壁基本骨架。半纤维素的主要类型为

木聚糖(Xylan)、甘露聚糖(Mannan)、木葡聚糖(Xyloglucan)和混联型葡聚糖(β

-1,3;1,4-glucan)等。经过不同程度乙酰化修饰的半纤维素理化性质发生改变，增加

了其与纤维素交联方式的多样性，使得细胞壁的结构更加复杂。木质素在初生壁

中含量较少，主要行使提供机械支撑力维持细胞形态的作用。对初生壁功能具有

重要作用的一类蛋白是扩展蛋白（Expansin），能结合葡聚糖链并使初生壁松弛，

在协助细胞伸长中具有重要的作用[3]。 

1.1.2 植物次生细胞壁结构 

次生壁不同于初生壁的是，它是由初生壁内侧继续生长而累积形成的一层细

胞壁。主要成分为纤维素、木质素及半纤维素。次生壁质地坚硬，厚度约在 5-10

μm 之间，起到增强细胞外壁机械强度的作用。在植物中，并非所有细胞均具有

次生壁，主要在机械组织和输导组织细胞中有次生壁的形成，行驶机械支持、水

分运输的功能。在显微镜下，一个典型的次生木质部细胞具有三层结构，胞间层

(Intercellular cell layer)，初生壁(Primary cell wall)，次生壁(Secondary cell wall)（见

图 1.1-1）[4]中，由于微纤丝的簇状排列形式不同[5]，造成了光学性质的差异，可将

其分为 S1、S2 和 S3 共 3 层[14]。S1 层中，微纤丝通常沿细胞轴横切面排列；而 S2
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层，微纤丝纵向排列；S3 中，微纤丝与 S1 中类似，但横切面角度更大（见图 1.1-1）。 

  

图 1.1-1 植物次生壁立体结构分析[4] 

Figure 1.1-1 Three-dimensional structure of the secondary cell wall[4]. 

1.1.3 次生壁形成过程 

次生细胞壁的形成过程主要包含几个步骤：四种主要生物大分子组分的生物

合成，生物大分子之间的交联、组装，最终的定向排列。在次生壁的形成初期，

在胞质伴侣蛋白（Cytosolic Chaperonin containing T-complex Peptide-1，CCT）和引

导蛋白（Dirigent Protein）的调节下，包含细胞壁物质的运输小泡往多个方向细胞

壁合成位点转运 [6]；首先聚合形成的是由纤维素和半纤维素交联形成的一种多孔

隙的微纤丝网络结构，也是细胞壁的基本骨架。接下来，木质素单体聚合物、果

胶、栓质等成分共价交联填充由微纤丝网络的构成的空隙。这一过程称为次生壁

的木质化，使得次生壁的机械强度大幅提高[7]。在外层次生壁木质化的同时，纤维

素微纤丝在半纤维素连接下继续向内形成次生壁骨架，使得细胞壁进一步加厚生

长及木质化，形成致密的、宽窄间隔排列的外、内、中三层或多层结构，如图 1.1-1

所示。 

在上述过程中，木质素、多糖、细胞壁蛋白以及果胶等物质是次生壁形成过

程中包含的四种主要生物组分。纤维素的定向排列以及木质素的沉积是次生壁形

成过程中的重要标志性事件。 

1.2 木质素参与的次生壁木质化过程 

1.2.1 木质素生物学特性 

木质素主要在维管植物的导管分子，木纤维等输导组织或机械组织中含量较

多，此外，在一些保护组织（如成熟的茎表皮细胞等）或木本植物中的薄壁细胞

（如毛果杨茎秆髓细胞）中也有少量沉积。木质素具有良好机械性和防水性，可

帮助植物的机械支撑和水分运输，也是植物细胞抵御病虫害侵食的重要防御分子[8]。 
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1.2.2 木质化过程 

以杨树中典型的木质部细胞三层结构次生壁为例，当初生壁生长定型，次生

壁形成开始后木质素以分散的颗粒状形式出现在初生壁角隅处，同时微纤丝在果

胶质等分子参与下不断聚合形成 S1 和 S2 层（图 1.1-1），木质素开始沿角隅处往

次生壁多层结构及胞间层其他区域扩展。当 S3 开始形成时，整个细胞内壁上的木

质素也快速沉积。 

在不同类型的植物细胞中，由于木质素沉积时间、木质化的速度和选择性沉

积的方式等有差异，因此形成的次生壁中木质素组分并不相同[9, 10]。Donaldson等

的分析表明，被子植物细胞壁所含的三类主要木质素单体沉积顺序大致为，H-型

木质素，G 型木质素，以及 S 型木质素[11, 12]，并且导管细胞中木质素含量高于纤

维细胞。不同的植物中木质素类型分布也具有组织和细胞特异性。林木的木质部

主要含 S 型木质素和 G 型木质素，其中木质部纤维中主要为 S 型木质素，导管细

胞中为 G 型木质素，而纤维细胞之间的胞间层为 S-G 两种类型交联分布方式。在

拟南芥中，木质部中 G 型木质素高度富集，束间维管纤维（Interfascicular fibers）

则主要为 S 木质素[13]。 

因此，植物细胞木质素沉积过程受到时间和空间因素的限制。同时由于木质

素是植物生长发育中的一种次生代谢产物，其单体合成途径受到限速酶，转录因

子以及激素等多种条件的制约，这也间接影响了细胞次生壁的木质化过程。 

1.3 植物体内木质素的类型、组成及分子结构 

在高等植物中，木质素是由三种芳香醇单体聚合而成的苯丙烷型高分子聚合物。 

 

图 1.3-1 木质素是由三种芳香醇单体聚合而成的苯丙烷型高分子聚合物。 

Fig. 1.3-1 Phenylpropanoid-based polymer lignin is primarily polymerized from the three hydroxycinnamyl alcohols. 
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按照其构成的单体和交联方式的不同，木质素可以分为三种类型：分别称为

对羟基苯基木质素-H（Hydroxyphenyl）、愈创木基木质素-G（Guaiacyl）、紫丁

香基木质素-S（Syringyl lignin）木质素。其单体结构如图 1.3-1 所示[14]。 

1.3.1 木质素单体的分布 

木质素是一类多分子聚合而成的高分子化合物，在不同的植物中，其类型组

成也不一样：在裸子植物中主要包含有 G 型木质素，而被子植物中 G 型木质素和

S 型木质素为主要组成成分。H 型木质素单元在裸子植物和被子植物当中含量极低，

但相较被子植物而言，在单子叶植物当中的 H 型木质素含量较高。苔藓植物不能

合成木质素，但是能够形成可溶的苯丙酯类如黄酮类和木酚素。这表明木质素的

生物合成可能在维管植物出现之前就形成了[15]。 

1.3.2 木质素单体的生物合成途径 

植物体内，木质素单体的合成需要依次经过草莽酸途径、苯丙烷途径和木质

素特异途径。其中，通过草莽酸途径由光合作用初级代谢产物转化产生的苯丙氨

酸，可以经过苯丙烷次生代谢途径和其下游的各分支代谢途径（如下图）[16]，产

生诸如木质素、花青素、丹宁、黄酮等重要的次生代谢产物，在植物生长发育和

环境适应中具有重要的作用。经过数十年的研究，目前对木质素单体合成中关键

酶的功能已经有了初步的了解，木质素合成途径中多数关键酶的基因也已经被克

隆。苯丙氨酸首先在苯丙氨酸裂解酶（PAL）的脱氨基作用下形成反式肉桂酸，再

经肉桂酸-4-羟基化酶（C4H）的作用形成香豆酸，香豆酸在香豆酰辅酶 A 连接酶

（4CL）的催化下形成香豆酰辅酶 A，之后由于在其 C3 和 C5 的位置发生羟基化

甲基化反应，苯环分子发生结构变化，再经过 C3H，COMT，F5H 和 CCoAOMT

的一系列催化反应形成三种木质素单体。在细胞内合成的木质素单体，经特异转

运机制被运输到细胞膜外，在 PER 或 LAC 的脱氢聚合作用下，于次生细胞壁中交

联形成三种不同的木质素[17, 18]。总之，植物体内的木质素单体合成是一个多种酶

协同参与的多级、复杂的化合反应过程，其反应的流向和最终的产物受到体内多

重机制的严密调控。 

1.4 影响木质素单体生物合成中几种主要结构酶 

1.4.1 PAL、C4H 和 4CL  

单体木质素生物合成的第一步是经 PAL作用下的由 L-苯丙氨酸转化为反式肉

桂酸及氨基离子的非氧化脱氨基反应[19]。该酶是苯丙烷代谢中最上游的催化酶，

参与了类黄酮及木质素在内的多个次生化合物代谢途径。接下来，肉桂酸在 C4H
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的作用下羟基化，形成 p-香豆酸。C4H 是血红素 P450 的细胞色素催化酶[20]。该酶

是一种单氧酶，能将细胞中的氧气还原为单分子的 H2O。还原反应中需要的电子

由 NADPH（细胞色素还原酶 P450）提供[21]。在烟草中通过反义 RNA 抑制 PAL

和 C4H 的表达，能引起烟草转基因植株中的木质素总含量降低，并且影响了 S/G

比值[22-24]。这暗示S和G型木质素合成的流向受到从PAL开始的早期步骤的影响。

PAL 和 C4H 不仅参与木质素单体合成，而且也是影响苯丙烷代谢下游其它分支途

径的重要因子。 

其后，4CL由 ATP水解提供能量，催化对香豆酸形成相应的辅酶 A酯类分子。

根据对云杉、松树以及拟南芥的研究得知，4CL 能利用香豆酸和阿魏酸，甚至咖

啡酸和 5-羟基阿魏酸作为其底物[25]。多个实验研究结果表明，不同植物中的 4CL

引起的功能并不相同，有些物种中 4CL 表达量的显著改变能引起转基因植株当中

S/G 木质素组分发生变化[22, 24]。然而，1999 年 Hu等人也发现在杨树中超表达 4CL

并未引起 S/G 木质素组分的变化[26]，结果的差异说明 4CL 对 S 和 G 木质素单体合

成流向的分支有一定影响，但是并没有决定性作用。 

1.4.2 C3H、HCT、CSE、CCOAOMT 以及 CCR、CAD 

C3H 属于苯丙烷代谢途径里的羟基化酶，也是一种 P450 细胞色素酶，通过催

化苯环化合物结构上 C3 位的羟基化反应，使香豆酸形成咖啡酸[27, 28]。C3H 表达活

性下调能引起木质素总含量降低，同时改变 G/S 单体组分的比例。Abdulrazzak 等

人以 T-DNA 插入方式引入拟南芥 CYP98A3，导致植物生长发育受阻，总木质素

含量降低了 20%-40%，同时也改变了木质素单体的化学组分[29]。HCT 是催化形成

莽草酸酯的作用酶[30]，处于 C3H 羟基化反应的下游之间（见图 1.4-1），是控制代

谢流在 H 型单体与 G 及 S 型单体之间分配的重要生物酶，能与 C3H 共同催化完成

香豆酰辅酶 A 到咖啡酰辅酶 A 的转化。在烟草中将 HCT 基因沉默，会引起 H 单

体木质素含量增加，S 木质素单体降低，说明 HCT 也能影响木质素三种主要单体

的比例[31]。HCT 在催化形成咖啡酸莽草酸的同时，也在反向催化咖啡酸辅酶 A 底

物的形成，两者是一个相互可逆的反应过程。咖啡酰 CoA 3-O-甲基转移酶

（CCoAOMT）是木质素单体合成途径上的甲基化酶，它利用 3-腺苷甲硫氨酸

（S-adenosly methionine，SAM）为供体，特异地催化咖啡酰 CoA 的甲基化过程。

早在 1989 和 1991 年，Kuhnl等人在欧芹和胡萝卜的悬浮培养液当中发现了该酶的

活性，并且研究提出该酶的活性受到真菌的诱导，是一种和植物抗病相关的反应

酶[32]。后来在百日草（Zinnia elegans Jacq.）中发现该酶能影响导管分子的分化，

以及烟草中木质素合成[33, 34]。Guo[35]等人的研究证明，抑制 CCoAOMT 能有效降

低苜蓿中总木质素含量，并且能对 G 型木质素进行专一调控导致 G/S 木质素比例
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降低。CSE（Caffeoyl Shikimate Esterase）是近年在拟南芥中发现的一种与木质素

合成相关的催化酶，以彩色激光扫描共聚焦显微镜观察 cse 突变的拟南芥发现，茎

横切面中木质素含量明显降低，并且能加速次生壁中纤维素的糖酵解过程，导致

次生壁生物组分的改变[17]。 

 

图 1.4-1 木质素单体合成途径 

Figure 1.4-1 The monolifnol biosynthetic pathway currently. 

肉桂酰辅酶 A 还原酶（Cinnamoyl CoA rductase，CCR）和肉桂酰乙醇脱氢酶

（Cinnamyl alcohol dehydrogenase，CAD）属于木质素特异合成途径上的还原酶类，

前者可将三种羟基肉桂酸 CoA 酯类分子还原成肉桂醛，后者再将其催化还原为三种

不同的肉桂醇。烟草中将CCR 基因反义表达能降低总木质素含量[36]。早先在 Halpin

的报道中，以烟草为实验材料抑制 CAD 表达，能引起木质素 S/G 单体比值发生改

变，并且对松柏醛具有底物选择亲和性的特点[37, 38]。在松树的突变体中当 CAD 被



第一章 文献综述 

7 

强烈抑制表达后并不能明显改变木质素含量或组分[39]，说明不同植物中可能由于存

在同工酶或受到其它酶催化补偿作用，对植物木质素生物合成的影响有差异。 

1.4.3 F5H 和 COMT 

阿魏酸 5-脱氢酶（F5H）是木质素单体合成途径上的一个羟基化酶，能特异控

制 S 型木质素的合成。在缺乏 F5H 活性表达的拟南芥中，S 型木质素单体含量极

低，几乎全部都为 G 型木质素。当在杨树、烟草或拟南芥中超表达 F5H，能引起

S/G 单体比例的显著提高[40]，因此可 F5H 被认为是 S 木质素单体合成的重要代谢

控制点。位于 F5H 催化反应下一步骤的 COMT 能催化 5-羟基松柏醇、5-羟基松柏

醛及咖啡酸分别生成对应的芥子酸、芥子醛和阿魏酸，因此，抑制 COMT 的表达

会导致 S 木质素前体合成降低，导致 S 型单体合成显著下降[41, 42]。但是该基因所

引起的 G/S 单体比例改变的情况在不同物种中也存在差异，产生这种差异的原因

仍不清楚。不过可以统一的观点是，F5H 和 COMT 是木质素生物合成途径上影响

S 型木质素合成的关键性催化酶，对植物正常的木质素代谢有着重要意义。 

1.5 影响次生壁木质化的转录调控网络 

在植物发育过程中，次生壁的木质化过程受到外界环境因素和内在遗传程序

的调控。木质素的合成在次生壁的形成过程中扮演了十分重要的角色。其中，转

录因子在转录水平的调控是关键环节之一。在草本模式植物拟南芥中，以

NAC-MYB 转录因子家族成员为主体的网络调控机制已经研究得相对较为清楚[43]。 

1.5.1 一级转录调控网络 

作为控制整个转录调控的“开关分子”，SND1/NST1/NST2 以及 VND6/7 转

录调控开关（Master Switches）位于 SND2/SND3 及 MYB46/MYB83 等转录因子的

上游，分别特异性调控维管束间纤维、木质纤维分子，和原生木质部、后生木质

部细胞的分化发育；而 NST1 和 NST2，前者和 SND1 的表达模式相同，后者特异

性表达于花粉囊的转录因子，控制纤维细胞的分化[44, 45]。除此之外，NST1 和 NST3

在拟南芥角果开裂、散播种子中以功能互为冗余的方式起到关键性调控作用[46]。 

1.5.2 二级转录调控网络 

在拟南芥中，MYB46/MYB83 被认为是次生壁发育转录调控网络体系中的二

级调控因子，受 SND1 的直接调控[47, 48]。同时，MYB46/MYB83 也是 VND6/VND7

的靶向调节因子，当同时敲除 MYB46 和 MYB83 时，植物木质部导管和纤维发育

严重受阻，维管组织发育缺陷的情况比 snd1nst1 突变体中的表现更加明显；而当

超表达 MYB46 或 MYB83 时，会激活下游木聚糖、木质素及纤维素结构基因的显
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著上调表达，证实了它们作为次生壁发育中的开关因子特性[48-50]。 

除了 MYB46/MYB83 之外，SND1 调控的二级转录因子还有 SND2,SND3、

MYB103、MYB85、MYB52、MYB54、MYB69、MYB42、MYB43、MYB20、以

及 KNAT7，它们都能影响次生壁的正常发育。其中 SND3，MYB103 和 KNAT7 是

受 SND1 直接调控的靶基因[51]。抑制 SND2、SND3、MYB103 基因的表达会导致木

纤维和维管束间纤维细胞壁厚度降低，反之，超表达这些基因会观察到相反的实

验现象，并且这一调控过程是通过直接调控 CesA8 基因的表达完成的。此外，

MYB103 还受到 VND6、VND7 的直接调控，进而影响木纤维和维管束间纤维细胞

壁的厚度。同时，在 DavidÖ hman等人 2013 年的一项研究中指出，MYB103 也是

F5H 表达并合成紫丁香基木质素单体（S-型木质素单体）所必须的，当该转录因

子功能缺失时会导致 S-木质素含量降低 70-75%[52]。这说明 MYB103 转录因子不

仅对次生壁的生长结构有影响，也能调控木质素单体组分的合成过程。 

Zhong 等人证明 KNAT7 是包括 SND1 之外，VND6、VND7 及 NST1、NST2

的直接下游基因[51]。和其他转录因子不相同的是，KNAT7 是一个负调节因子，它

能在 OVATE FAMILY PROTEIN 4(AtOFP1)的共同参与下，影响次生壁的正常发

育[53]。Li 等人对拟南芥 knat7 突变体的研究发现，植株的维管束间纤维细胞壁加

厚，但是木质部导管壁变薄、塌陷；超表达 KNAT7 基因引起维管束间纤维细胞壁

变薄。因此，说明 KNAT7 基因对植物维管束间纤维次生壁的形成起着负调控作用。

在拟南芥中超表达 SND1 时，KNAT7 的表达水平有将近 5 倍水平的升高[54]。Kubo

等人发现它能随着 VND6、VND7，MYB52、MYB43 及 MYB85 的诱导而上调。

这表明该转录因子受到不同的转录因子的诱导。 

作为二级转录调控因子，当 MYB52、MYB54、MYB69 的表达受抑制后，也

能引起木纤维和维管束间纤维细胞壁厚度降低，然而超表达则表型不明显。据推

测这些转录因子可能对结构基因的表达水平影响有限[43]。分子水平的检测结果表

明 MYB52、54 能轻微提高 CESA8、IRX9、4CL1 这三个结构基因的表达水平，而

MYB69 则不能。 

由于 AtF5H 能直接被 SND1 激活，影响 S-型木质素单体的合成[55]，所以在所

有的结构基因之中 F5H 在空间上的级联定位是个例外，它既是直接影响木质素单

体合成的终端结构基因，也是在一级开关因子 SND1 下面的又一旁支的“二级”

作用因子。于是，也能解释当 MYB58 能激活包括 C4H、COMT、CCoAOMT、4CL

的木质素单体合成途径上的主要结构基因，却对 F5H 几乎没有多大影响[55]。 

1.5.3 三级转录调控网络 

受到 MYB46、MYB83 调控的下一级转录因子为 MYB85、MYB58、MYB63，
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其中 MYB85 通过结合 4CL 的启动子 AC 元件的方式，激活木质素单体合成途径[51, 

56]。并且值得注意的是，MYB85 和 MYB58 和 MYB63 一样，仅仅特异性地影响

木质部导管和纤维分子当中的木质素沉积，对次生壁中的纤维素和半纤维素的合

成没有影响[51, 56]。 

另一组位于 MYB46、MYB83 下游的三级转录调控因子也是 MYB 家族成员。

包括 MYB42、MYB43、MYB52、MYB54，它们都能在木质部组织当中特异表达
[51, 57]。尽管如此，人们对这些转录因子在次生壁形成过程中的功能至今存在争议。

2008 年，Zhong等人在试验中发现，当 MYB52 或 MYB54 的表达受抑制后能引起

拟南芥维管束间纤维分子和导管分子的次生增厚，但是在超表达实验中并没有显

著变化[51]。另一项对 MYB52 的研究却证明，MYB52 是一个调控次生壁形成的负

调控因子，因为 myb52 的拟南芥突变体显示了木质素的异位沉积现象，并且和次

生壁形成相关的基因表达都大幅度升高了 [58] 。此外，在二级转录因子

MYB46/MYB83 的调控下，MYB43 基因的表达水平会直接上调，然而对后者具体

功能的分析尚且还没有定论[57]。 

位于 MYB46、MYB83 下游，受到直接调控的三级转录因子还有以 MYB4、

MYB7、MYB32 及 KANT7 为代表的负调控因子[59]。MYB4、MYB7 和 MYB32 在

二级结构上具有相似的抑制元件，被认为在次生壁发育中起负调控作用[60, 61]。此

外，具有 C3H 锌指结构域的 C3H14 基因及 KNOX 家族的KNAT7 也能受 MYB46、

MYB83 调控[48, 61, 62]。因为 KNAT7 也能直接被 SND1 激活，抑制纤维素、半纤维

素和木质素的生物合成，因此，从整个网络调控体系上说，KNAT7 是一个能连接

二级和三级转录调控网络的复合型转录调控因子。并且该转录因子发挥作用是以

联合 MYB75 形成蛋白质-蛋白质复合体的作用方式进行的[63, 64]。而后者不仅能以

间接方式作为次生壁发育调控网络中的三级调控因子抑制维管束间纤维次生壁的

形成，而且也参与了苯丙烷代谢途径中花青素等类黄酮化合物的合成[64]。由于同

一个转录因子能参与到不同的级联调控网络体系，这反映了木质素单体合成途径

的调控网络的复杂性，同时也暗示着转录因子的功能具有多元化的特点。 

尽管控制次生壁形成的网络体系在拟南芥中得到了较好的阐述，然而人们对

木本植物次生壁发生的转录调控机制的认识还远远不足，对于如何挖掘有效的功

能基因，揭示林木物种中次生壁形成相关的转录调控规律，前人已做了大量的工

作。到目前为止，已有一些与植物次生壁形成相关的 NAC/MYB 转录因子得到了

鉴定（见表 1.6-1）。但是由于木本植物生长周期及发育特征上和拟南芥存在一定

的差异，其木质部和韧皮部的发育涉及到更多转录因子和內源植物激素等因素参

与的协同调控[65, 66]而更加复杂。因此，到目前为止还不完全清楚这些转录因子在

林木次生发育和次生壁形成中的具体功能和调控机制。 
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表 1.6-1 不同物种中与植物次生壁形成相关的 NAC/MYB 转录因子 

Table 1.6-1 Transcription factors of NAC/MYB family involved in secondary cell wall biosynthetic pathway from different species. 

转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

EgMYB1 桉树 R2R3MYB 抑制木质素合成 AJ576024 
[67] 

PgMYB1 白云杉 R2R3MYB 参与木质素生物合成 FJ475127.1 
[68] 

PtMYB4 松树 R2R3MYB 促进木质素合成 AY356371 
[69] 

PtMYB1 松树 R2R3MYB 控制木质素合成 AY356372 
[70] 

AtMYB61 拟南芥 R2R3MYB 参与木质素合成 At1g09540 
[71] 

AmMYB330 金鱼草 R2R3MYB 抑制木质素合成 JQ0957 
[72] 

AmMYB308 金鱼草 R2R3MYB 抑制木质素合成 JQ0960 
[72] 

AtMYB26 拟南芥 R2R3MYB 促药室内壁次生壁增厚 NM_112243 
[73] 

AtMYB32 拟南芥 R2R3MYB 负调控影细胞壁发育 NM_119665 
[60] 

AtMYB103 拟南芥 R2R3MYB 调控次生壁发育，影响 S-单体木质素合

成 

NM_105065 
[52, 74] 

AtMYB46 拟南芥 R2R3MYB 影响次生壁生物合成的开关因子 NM_121290 
[75] 

AtMYB83 拟南芥 R2R3MYB 影响次生壁生物合成的开关因子 NM_111685 
[76] 

AtMYB58 拟南芥 R2R3MYB 特异性调控次生壁中木质素合成 NM_101514 
[56] 

AtMYB63 拟南芥 R2R3MYB 特异性调控次生壁中木质素合成 NM_106569 
[56] 

AtMYB85 拟南芥 R2R3MYB 特异激活木质素合成途径 NM_118394 
[77] 
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转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

AtMYB75 拟南芥 R2R3MYB 抑制木质素合成 NM_104541 
[63] 

PtMYB8 火炬松 R2R3MYB 促进次生壁合成 DQ399057 
[68] 

PtrMYB3 毛果杨 R2R3MYB 调控次生壁合成 XM_002299908 
[78] 

PtrMYB20 毛果杨 R2R3MYB 调控次生壁合成 XM_002313267 
[78] 

PttMYB21a 杂交杨 R2R3MYB 抑制木质素合成 AJ567345 
[79] 

EgMYB2 桉树 R2R3MYB 促进次生壁中木质素合成 AJ576023 
[80] 

OsMYB46 水稻 R2R3MYB 促进表皮细胞木质素、木聚糖纤维素合成 JN634084 
[81] 

ZmMYB46 玉米 R2R3MYB 调控次生壁合成 JN634085 
[81] 

ZmMYB31 玉米 R2R3MYB 抑制木质素合成 NM_001112479 
[82] 

ZmMYB42 玉米 R2R3MYB 抑制木质素合成 NM_001112539 
[83] 

TaMYB4 小麦 R2R3MYB 负调控木质素合成 JF746995 
[84] 

PvMYB4 千屈菜 R2R3-MYB 负调控木质素合成 JF299185 
[85] 

VvMYB5a 葡萄 R2R3-MYB 调控木质素代谢 JQ308622 
[86] 

SND1/NST3 拟南芥 NAC 次生壁合成开关 NM_103011 
[54] 

SND2 拟南芥 NAC 参与次生壁发育 NC_003075 
[87] 

SND3 拟南芥 NAC 参与次生壁发育 NC_003070 
[56] 

NST1 拟南芥 NAC 影响次生壁形成，SND1 相互冗余 NC_003071 
[88] 

NST2 拟南芥 NAC 调控次生壁增厚，影响花粉开裂 NC_003074 
[44, 89] 

XND1 拟南芥 NAC 负调控木质纤维素合成及木质素中细胞

程序性凋亡 

NC_003076.8 
[90] 
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转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

VND1 拟南芥 NAC 原生木质部和后生木质部导管形成的开

关 

NC_003071.7 
[91] 

VND2 拟南芥 NAC 负调控木质素导管的形成 NC_003075.7 
[91] 

VND3 拟南芥 NAC 原生木质部和后生木质部导管形成的开

关 

NC_003076.8 
[91] 

VND4 拟南芥 NAC 维管束合成相关 AT1G12260.1 
[91] 

VND5 拟南芥 NAC 维管束合成相关 AT1G62700.1 
[91] 

VND6 拟南芥 NAC 直接调控木质部合成过程中细胞程序性

死亡及次生壁形成 

NC_003076.8 
[92] 

VND7 拟南芥 NAC 诱导木质部导管分化 NM_105851.1 
[93] [92] 

PtrWND1A 毛果杨 NAC 启动子表达引起杨树叶脉、根尖、茎表

达明显 

HQ215847 
[94] 

PtrWND1B 毛果杨 NAC 促进纤维细胞次生壁的合成 HQ215848 
[95] 

PtrWND2A 毛果杨 NAC 促进次生壁异位沉积 HQ215849 
[94] 

PtrWND2B 毛果杨 NAC 超量表达引起次生壁异位沉积 HQ215850 
[96] 

PtrWND3A 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002322362 
[94] 

PtrWND3B 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002318252 
[94] 

PtWND4A 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002329829 
[94] 

PtWND4B 毛果杨 NAC 正调控次生壁形成过程 XM_002304392 
[94] 

PtWND5A 毛果杨 NAC 正调控次生壁形成过程 XM_002310261 
[94] 
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转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

PtWND5B 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002327730 
[96] 

PtWND6A 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002327206 
[97] 

PtWND6B 毛果杨 NAC 在杨树中超量表达引起次生壁异位沉积 XM_002325955 
[96] 

PtrNAC105 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002329769 
[98] 

PtrNAC154 毛果杨 NAC 启动子在根尖、叶主脉表达明显，杨树

中超量表达引起植物矮小，提高树皮/木

质部比例 

XM_002327995 
[99, 100] 

PtrNAC156 毛果杨 NAC 在 拟 南芥 原生 质体 中证 实 能激 活

PtrCesA8 PtrCCoAOMT1 启动子的表达 

XM_002309731 
[100] 

PtrNAC157  毛果杨 NAC 在 拟 南芥 原生 质体 中证 实 能激 活

PtrCesA8 启动子的表达 

XM_002305738 
[100] 

PtrNAC118 毛果杨 NAC 受 ptrWND2B诱导而上调表达 XM_002304042 
[96] 

PtrNAC150 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002330488 
[94] 

PtrNAC151 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XM_002308265 
[94] 

PtrNAC129 毛果杨 NAC 在拟南芥中超量表达，引起植株矮小畸

形，和 XND1 突变型拟南芥一样 

XP_002310519.1| 
[100] 

PtrNAC128 毛果杨 NAC 参与次生壁形成过程 XP_002299679.1 
[100] 

PtrNAC122 毛果杨 NAC 在拟南芥中超量表达，引起植株矮小畸

形，和 XND1 突变型拟南芥一样 

EEE94030.1 
[100] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224096014?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MDGDFHSU014
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转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

MtNST1 苜蓿 NAC 影响木质素代谢途径，缺失引起木质素

含量下降 

GU144511.1 
[101] 

BdSWN5 二穗短柄

草 

NAC 通过结合 BdXCP1 参与次生壁程序性细

胞死亡过程 

JQ693426.1 
[102] 

BdSWN7 二穗短柄

草 

NAC 参与次生壁形成过程 JQ693428.1 
[102] 

PtrMYB152 毛果杨 R2R3MYB 影响木聚化过程 POPTR_0017s02850 
[103] 

EjNAC1 枇杷 NAC 烟草中诱导木质化 KJ919962 
[104] 

EjMYB1 枇杷 MYB 影响低温伤害下果肉中木质素含量（激

活子） 

KF767453 
[105] 

EjMYB2 枇杷 MYB 抑制低温下果肉中木质素形成 KF767454 
[105] 

CmMYB1 菊花 R2R3MYB 改变木质素组分及抑制黄酮合成 JF795917 
[106] 

OsSWN1 水稻 NAC 产生直立叶和封闭花 LOC_Os06g04090 
[107] 

GhMYBL1 棉花 R2R3MYB 超表达引起拟南芥纤维细胞木质素沉积 KF430216 
[108] 

LIMYB1 银合欢 R2R3MYB 引起木质素单体合成途径上关键酶基因

表达下调 

ADY38393.2 
[109] 

SmMYB39 丹参 R2R3MYB 参与迷迭香酸合成途径，抑制 C4H 表达 KC771280 
[110] 

GhMYB9 棉花 R2R3MYB 影响棉花纤维的发育 AF336286 
[111] 

TaMYB72 小麦 R2R3MYB 促进花的开放 JF951957 
[112] 
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转录因子 物种 基因家族 生物功能 ID 引用文献 

PdMYB10 美洲黑杨 R2RMYB 促进次生壁增厚,延迟开花 ABX79944 
[113] 

ANAC005 拟南芥 NAC 抑制形成层和初生壁合成，降低木质素

总量。激活次生壁形成 

At1g02250 
[114] 

ANAC075 拟南芥 NAC VND7 上游基因，引发木质部导管元件

的发生 

AT4G29230.1 
[115] 

SbMYB60 高粱 R2R3MYB 改变次生壁组分 Sobic.004G273800 
[116] 
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1.6 MYB 转录因子参与苯丙烷代谢途径次生产物的合成 

在苯丙烷代谢途径中，芳香环类底物经衍生之后可形成一类小分子黄酮化合

物。它们分布广泛，具有许多生物功能。作为植物抗毒素，能抵御昆虫及食草动

物啃噬、病菌侵害；合成色素及芳香类分子，为植物开花、结实，及种子传播等

提供便利的条件，促进物种之间的基因交流。再者，对于植物免受紫外线辐射损

伤提供保护性色素等。上个世纪 90 年代初期开始，应用基因工程改良植物黄酮类

化合物的生物合成就一直是植物遗传工程的重要目标之一[166]。 

1.6.1 黄酮类化合物的种类与功能 

根据中央三碳链是否构成环状，C2、C3、C4 位形成的 B 环连接位置等，黄酮

类化合物可分为 4 类即小黄酮类(Minor flavonoids)、新黄酮类（Neoflavonoids），

异黄酮类(Isoflavonoids)和类黄酮类(Flavonoids)[168]。黄酮类化合物是苯丙烷代谢

途径的次生代谢产物。植物体内合成的类黄酮化合物除少数以游离分子形式存在

之外，大部分与糖结合成糖苷[169] ，对于植物抵御 UV-B 辐射有着重要的生理意

义[167]。 

在双子叶植物中，槲皮素和山奈酚是最常见的黄酮苷元，它们的衍生物主要

以糖苷形式定位于植物细胞液泡中，发挥抵御紫外辐射的作用[170]。Li 等发现拟

南芥突变体 tt4 对 UV-B 辐射具有较高敏感性，经检测发现与野生型相比其体内缺

少山奈酚衍生物[171]。Lois 等人通过拟南芥突变体 uvs 对 UV-B 辐射下的生理响应

的研究，表明山奈酚鼠李糖苷是植物产生辐射敏感的主要原因[172]。并且，有研究

报道在一定辐射剂量的 UV-B 辐射条件下，植物体内槲皮素糖苷/山奈酚糖苷的比

率随着辐照强度的增加随之升高，因此推断可能槲皮素糖苷比山奈酚糖苷在防御 

UV-B 辐射方面更为有效[173]。这些黄酮类次生化合物能有效吸收 UV-B 辐射，降

低在植物表皮细胞中的透射率，从而保护蛋白质、核酸等生物大分子的正常结构，

也将植物细胞内的 ROS 降低至保护阈值范围[174, 175]。 

1.6.2 MYB 转录因子调控苯丙烷代谢途径上其它化合物的合成 

苯丙烷代谢途径以苯丙氨酸和酪氨酸为原料，经过苯丙氨酸裂解酶（PAL）、

肉桂酸-4 羟化酶（C4H）等催化，进入下游的特异性分支途径，合成一类小分子

化合物—类黄酮化合物（Flavonoids）。类黄酮化合物种类繁多，对植物抵御真菌

等病原微生物起着重要作用。包括木质素、花青素、丹宁和黄酮类化合物在内的

次生代谢产物，在植物生长发育、抵御生物或非生物胁迫中起着重要的生理作用。 

苯丙烷代谢途径上合成的次生代谢化合物受到结构基因及转录因子的调控表
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达调控。研究发现有些 MYB 蛋白能特异调控某种类黄酮化合物的合成，如在葡

萄中 VlMYBA1-2 只调控花青素合成代谢途径中结构基因的表达 [117]，而

VvMYBPA1 和 VvMYBPA2 则特异调控单宁合成途径中某些关键酶基因的转录
[118, 119]。而部分MYB转录因子可同时调控多种类黄酮的代谢，如葡萄的VvMYB5b

在番茄中可以同时调控苯丙烷和类胡萝卜素的代谢途径[86]。某些 MYB 转录因子

可独立调节类黄酮合成途径上结构基因的表达，控制类黄酮的合成。如玉米的

MYB 转录因子 Pl能与 DFR 启动子直接结合，影响花色素苷的累积[120]。MYB 蛋

白的 C-端具有转录激活结构域，通过与其它转录因子如 bHLH 和 WD40，三者结

合形成 MBW 复合体，共同调控类黄酮的生物合成[121]。 

另外，由于同属于一个亚族的被子植物之间的 MYB 蛋白质结构和生物功能

上具有很高的保守性，它们能通过调控结构基因表达活性的方式同时影响多种次

生化合物的合成。例如 MdMYB3(影响花青素和黄酮合成)[176]，AtMYB12(影响黄

酮醇和酚酸合成)[177]，PAP1（影响木质素，花青素，原花青素，黄酮醇和酚酸合

成）[178]，FaMYB1（影响花青素，原花青素和黄酮醇合成）[179]，VvMYB5a（影

响花青素，原花青素和黄酮醇合成）[180]，StAN1（影响花青素，黄酮醇和酚酸合

成）[181]，以及 StMTF1（影响花青素，黄酮醇和酚酸合成）[182]等。MdMYB3 和

AtMYB12, FaMYB1, 以及 VvMYB5b 分别调控不同的苯丙烷代谢衍生化合物合

成的相关结构基因的表达，如 CHS，CHI，F3H，FLS，F3’5’H以及 DFR，ANS，

ANR，LAR，GT，C3H[142, 183]。StMTF1 能促进绿原酸生物合成相关的 HQT

（Hydroxycinnamoyl-CoA quinate:hydroxycinnamoyl transferase）和预苯酸脱氢酶

（Prephenate dehydratase）基因的表达，这些基因参与了苯丙氨酸衍生物的前体的

合成[182]。对这些结构基因的启动子进行元件预测分析发现，苯丙烷代谢途径上关

键酶基因的启动子序列上含有丰富的 AC 元件，可与 MYB 转录因子结合从而被

开启基因的表达[116] 

1.7 课题研究目的及意义 

NAC、MYB 家族转录因子参与植物生长发育、胁迫应答等多种信号转导过

程，是木本植物适应复杂生物环境的重要调节因子。对植物生长发育而言，细胞

壁的合成与重构是植物形态建成，器官发育与细胞信号转导的直接体现。因此解

构植物细胞壁的合成机理与调控方式十分重要。 

为了研究杨树中次生壁发生的规律，找到对木本植物后生木质部发育过程中

具有特异调控效应的作用因子。本文以杨树为实验材料，采用离体培养、遗传转

化等实验系统，利用细胞生物学、分子生物学、生物化学、生物信息学等研究手

段，揭示了 PtoVNS11 和 PtoMYB156 参与调控苯丙烷代谢途径中多种重要次生产
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物合成的生物学功能，并着重解析它们在影响细胞次生壁主要成分的调控机制；

阐明了不同的转录因子对木质部细胞分化的调控方式，为将来速生树种材性改良

的分子品种设计提供理论和技术支持。 

本文在第四章中围绕 PtoMYB156 转录因子对类黄酮化合物的合成的调控作

用也展开了分析，阐述了该基因对杨树适应 UV-B 辐射等外界环境胁迫的功能，

进一步完善了我们对杨树苯丙烷代谢的转录调控网络的认识。
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第二章 杨树 PtoVNS11 转录因子对次生壁形成的调控 

引言 

杨树是世界范围内种植最为广泛的一种速生林木，也是理想的能源植物和木

本模式植物[122, 123] ，是生物燃料、制浆以及造纸工业的重要原料。木材中的绝大

部分都是次生木质部，而木质部的形成是木质部细胞（纤维，导管，木射线）逐

渐累积的结果，这些细胞的分化过程包含了细胞壁增厚及其主要成分木质素、纤

维素和半纤维素的生物合成。2007 年 Zhong 等人首次以拟南芥为模型建立了一

个控制细胞壁生物合成的转录因子调控网络体系[79]，随着对木质素形成机理的深

入探究，越来越多的关键作用因子被揭示。2014 年 Taylor-Teeples 等人以拟南芥

作为模本建立了一个控制木质素代谢的调控网络[124]。这个网络包含了多层次的

“反馈环”（Feed-Forward Loop）调控结构，其中一系列 NAC 转录因子以及其

他家族转录因子构成了一个多级调控网，控制了次生壁形成的启动程序。 

在拟南芥的转录因子家族当中发现了大约 110 个 NAC 家族成员，其中有 5

个被命名为 SND1（Secondary Wall-Associated NAC Domain）[54]，7 个被称作 VND

（Vascular Related NAC Domain)。在杨树中，由于进化中的基因组复制事件，同

样属于 NAC 家族的转录因子成员的数量远多于拟南芥中，这给该家族中重要转

录因子的功能鉴定带来一定的困难；另外，在长期的演化历程中，许多基因由于

各种原因产生了不同的功能分化，造成同一个家族不同基因所编码蛋白的生化功

能可能发生变化，多路径调控反应的交叉也愈加多变。因此相对草本植物而言，

杨树中木质素合成的多级调控网络也更加复杂[94]。通过与拟南芥中已知与木质素

合成相关的转录因子同源比对的方法，我们在毛白杨中发现了一个新的 NAC 家

族转录因子，命名为 PtoVNS11（登录号 KU049786），推测它很可能在毛白杨的

木质素合成途径中扮演着重要角色。 

2.1 实验材料 

2.1.1 植物材料 

本实验所用的毛白杨（P. tomentosa Carr.）为本实验室（西南大学资源在植物

研究所）温室长期栽培保存品种，用于遗传转化；拟南芥（Arabidopsis thaliana 

Columbia）为本实验室保存品种，用于启动子分析或遗传转化； 

实验所用洋葱（Allium cepa L.）购自永辉超市，用于亚细胞定位实验；瞬时

表达所用烟草为本氏烟草(Nicotiana benthamianci)。所用野生拟南芥（Col-0）种

子，为西南大学罗克明实验室保存提供。所用拟南芥突变体种子为拟南芥生物资
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源中心（Arabidopsis Biological Resource Centre，ABRC）购买的编号为 SALK_120377C

和 SALK_015495C。 

取培养箱中组织培养所得的继代生长约 2.5个月的野生杨树苗，抽提总RNA，

经 RT-PCR 反转后获得 cDNA，用于组织特异性检测或后续构建载体； 

取温室中培养的生长约 6 月的野生杨树苗，抽提总 DNA，用于启动子载体构

建。  

2.1.2 培养基及人工土配置 

人工土的配制：6 份黑土，2 份蛭石，1 份珍珠岩的比例，配制所需的人工土，

将土均匀混合并且将大土块捏碎处理，使土壤细腻，并最终分装于小花盆。 

2.1.3 菌株和载体 

大肠杆菌（E. coli）DH5α，农杆菌 EHA105（Agrobacterium tumefaciens）为

本实验室保存。酵母转化菌株（Saccharomyces cerevisiae）AH109 由重庆大学邓

伟老师提供。 

本实验所用到的载体有：1、植物表达载体pCAMBIA1305.1为本实验室保存；

植物表达载体 pCXSN，启动子表达载体 pCXGUS-P，亚细胞定位载体 pCX-DG

为湖南农业大学水稻基因组学实验室王国梁教授提供，详细资料见参考文献[125]。 

2.1.4 试剂及仪器设备 

2.1.4.1 购买的试剂或试剂盒 

HindⅢ、BglⅡ等多种限制性内切酶、TaKaRa Ex Taq、TaKaRaTaqTM、dNTP 

Mixture、PrimeSTARTMHS (Premix) DNA Polymerase 高保真酶、rTaq DNA 聚合

酶、DNA 分子量标准 DL2000、DL5000、DNA Ligation Kit Ver.2.1 连接试剂盒、

Prime ScriptTM reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)反转录试剂盒、

RNaseA 等均采购自 TaKaRa 公司；XcmⅠ限制性内切酶,购自 NEB 公司；AxyPrep 

PCR 清洁试剂盒、AxyPrep 质粒 DNA 小量试剂盒、AxyPrep 胶回收试剂盒采购自

AXYGEN 公司；E.Z.N.ATM Plasmid  mini Kit I 购自 OMEGA 公司；TRIzol®  

Reagent 试剂购自 Invitrogen公司；头孢噻胯钠(Cefotaxime Sodium, Cef)购自日本；

利福平(Rifampicin, Rif)、萘乙酸(Naphthaleneacetic acid，NAA)、玉米素(Zeatin,ZT)、

6-卞氨基腺嘌呤(6-Benzylatninopurine，6-BA )，购自 Sanland 公司；乙酰丁香酮

(Acetosyringone，As)、卡那霉素(Kanamycin sulfate，Km)、潮霉素(hygromycin，

Hyg)，购自 Sigma 公司；盐酸(HCl)、二甲亚砜(DMSO)均购于泰鑫化工公司；x-

ɑ-gal、间苯三酚、甲苯胺蓝、酵母所用试剂及氨基酸，均购于合肥博美生物公司；
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其他化学试剂、离心管和移液枪，购自上海鼎国生物技术有限公司；引物合成和

测序由华大基因公司和英骏生物技术有限公司完成。 

2.1.4.2 自配的主要试剂 

试验中所用到的但未列出的主要激素及各种抗生素贮存液均按《分子克隆实

验指南》(第三版)[126]的方法配制，使用前经高压湿热灭菌或抽滤灭菌处理。 

（1）DEPC 水：0.1%DEPC 水溶液于室温过夜后重复灭菌 2 次，后室温保存; 

（2）CTAB 法提取缓冲液； 

2%CTAB(W/V， cetyltrimethylammonium bromide，十六烷基三甲基溴化胺)，

2%PVP(W/V，polyvinylpyrrolidone，聚乙烯吡咯烷酮)，25 mMEDTA，2.0 MNaCI，

100 mM Tris-HCI(PH8.0)，0.5 g/L spermidine，该试剂用 0.1% DEPC(V/V)处理的

灭菌双蒸水配制。用前加入巯基乙醇至终浓度为 2%[127]。 

（3）质粒提取试剂 

Solution I：50 mmol/L 葡萄糖，25 mmol/LTris-Cl (pH8.0)，10 mmol/L 

EDTA(pH8.0)，高压灭菌，储存于 4°C 冰箱； 

Solution II：0.2 mol/L NaOH，1%SDS，母液为 2 mol/LNaOH 和 10% SDS,

分别配置，保存于 4°C 冰箱； 

Solution III：KAc 147 g，冰醋酸 57.5 mL，H20 300 mL溶解，后定容至 500 mL，

高压灭菌，储存于 4°C 冰箱； 

（4）其他主要试剂 

醋酸钠：3 mol/L 醋酸钠(NaAc)溶液，用冰醋酸调 pH 值至 4.8-5.2； 

F.A.A 固定液:90 mL 70%乙醇，5 mL 甲酸，5 mL 冰乙酸（成熟组织）；90 mL 

50%乙醇，5 mL 甲酸，5 mL 冰乙酸（幼嫩组织）； 

溴化乙啶(EB)：配制工作浓度为 0.5 µLg/mL，棕色瓶室温避光保存; 

50XTAE 电泳缓冲母液(pH 8.0)：37.2 g/LNa2EDTA.2H20，242 g/L Tris，57.1 

mL/L 冰醋酸； 

间苯三酚液：5.0 g间苯三酚溶于 100 mL 95%的酒精中，常温保存。 

GUS 染液：1.0 mg/L 5-溴-4-氯-3-吲哚-D-葡萄糖苷，2% (V/V)甲醇，1.0 m 

g/LK4Fe(CN)6- 0.1%(V/V)TritonX-100 和 0.1 mol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.0，4℃避光

保存。 

2.1.4.3 实验仪器设备 

大型精密仪器：OLYMPUS BX-56+U-HGLGPS 荧光显微镜、OLYMPUS 

SZX16+LG-PS2 体视显微镜(日本奥林巴斯株式会社)；Takara TP800 R-1613 荧光
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定量 PCR 仪(Takara 公司)；ZEISS AXlO+AxioCam ERc5S 普通光学显微镜(德国 

ZEISS 公司)；PhenomPure 标准版台式扫描电镜(荷兰 Phenom-World 公司)、Leica 

TCS SP8 型激光扫描共聚焦显微镜(德国莱卡仪器公司)；新芝 GJ-1000 型高压气

体基因枪(宁波新芝科技生物技术有限公司)。 

小型仪器设备：FA21204A 型电子分析天平、JA31002 型电子分析天平(上海

精天电子仪器有限公司)；Mettler-Toledo 酸度计、Mettler-Toledo 电子分析天平、

旋转真空泵(浙江黄岩求精真空泵厂)；FA2104 型电子分析天平(上海舜宇恒平科

学仪器有限公司)；AIRTECH SW-CJ-2FD 型洁净工作台、AIRTECH SW-CJ-2FE

型洁净工作台(苏州净化集团苏州安泰空气技术有限公司)；MILLIPORE Direct-Q3 

UV 型超纯水系统(美国 Millipore 公司)；CS101-3ABN 型电热恒温鼓风干燥箱(重

庆市永生实验仪器厂)；DHG-9240A 型型电热恒温鼓风干燥箱、DHP-9082 型电热

恒温培养箱、DK-8D 型三孔电热恒温水槽(上海齐欣科学仪器有限公司)；HHS-2

型电热恒温水浴锅(浙江海宁新华医疗器械厂产品)；HIRAYAMAHVETMHV-50

型全自动高温高压蒸汽灭菌锅(日本)；AUTOCLAVE GI80T 型全自动高温高压蒸

汽灭菌锅(ZEALWAY Instrument INC)，723PC 型可见分光光度计(上海洪纪仪器设

备有限公司)；Eppendorf Master-cycler personal PCR 仪、Eppendorf 微量移液器、

Eppendorf Centrifuge 5804R 冷冻离心机、Eppendorf Milispin 台式离心机、

Eppendorf Centrifuge 5417R 冷冻离心机 (德国  Eppendorf Reseach Family)；

DYY-IOC 型电泳仪和琼脂糖水平电泳槽、DY-11 型电泳仪和琼脂糖水平电泳槽

(北京市六一仪器厂)；Thermo Forma 705 型-80℃超低温冷冻冰箱、Thermo Forma 

900 型-80°C 超低温冷冻冰箱(America Thermo Electron Corporation)；GXZ 型智

能光照培养箱、GXZ 型智能 PGX 型多段光照培养箱、PXZ 型智能 PQX 型多段人

工气候箱 (宁波东南仪器有限公司 )；HaierBCD-215TDGA 型冰箱、Haier 

BCD-186KB 型冰箱、Haier BCD-290W 型冰箱、Haier DW-25L262 型医用低温保

藏箱、Haier HYC-1378 型医用低温保藏箱(青岛海尔股份有限公司)；TB-718L 型

生物组织自动包埋机、TB-718E 型生物组织自动包埋机、TK-218 型恒温摊片烤片

机(湖北泰维科技实业有限公司)；Royalstar BCD0265CR 型冰箱、IKAIKA®  RV10

型旋转蒸发仪(德国 IKA 集团)；KQ-100DA 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器

股份有限公司)；GYXH-525 型实验室雪花制冰机(厦门国仪科学仪器有限公司)；

TS-8 型脱色摇床、VORTEX-5 型祸旋仪(江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司)；

DF-1-1S 型集热式恒温加热磁力搅拌器(郑州长城科工贸有限公司)；OGP-6 型培养

架、塑木通风柜(杭州欧格实验设备有限公司)；TH-C 型恒温振荡器、HC1 型全温

振荡器、DHZ-DA 型全温振荡器(江苏太仓实验设备厂)；ZWY-240 型恒温培养振

荡器(上海支撑分析仪器制造有限公司)；SHB-III 型予华盾牌循环水真空泵(巩义
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市予华仪器有限责任公司 )； SCIENTZ-48 型高通量组织研磨器、Vilber 

Quantum-ST4-1000 型凝胶成像系统(法国 VILBER LOURMAT 公司)。 

2.2 实验方法 

2.2.1 生物信息学分析 

本文序列比对使用美国 Lynnon Biosoft 公司开发的 DNAMAN8.0进行，载体和

序列酶切位点结构分析使用NEBcutter V2.0在线分析工具（http://tools.neb.com/NEBcutter2/），

在使用美国能源部网站（http://www.phytozome.com/）和美国国立生物技术信息中

心 NCBI 网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）查找和 BLAST 所需近缘序列后，用

MEGA5.软件完成对序列进行多重比对和系统发生树的构建。 

2.2.2 拟南芥实验方法 

2.2.2.1 拟南芥的种植和转化方法 

拟南芥的种植 

（1）将事先于 4℃冰箱低温处理 3 d 的 Col拟南芥种子种子装入 1.5 mL 的

EP 管中，并进行标记； 

（2）加 1 mL 无菌水于三管中,上下颠倒冲洗种子； 

（3）等种子全沉在底部，用移液枪尽量吸干上部无菌水，加 1 mL 75%酒精

于三管中，上下颠倒 30 s； 

（4）等种子全沉于底部，立即用移液枪尽量吸干上部酒精，分别在三管中加

1 mL 的无菌水进行上下颠倒冲洗； 

（5）等种子全沉于底部，用移液枪尽量吸干上部无菌水，并分别在三个管中

加入现配的体积分数为 10%的 NaClO，上下不停颠倒的洗涤 10 min； 

（6）等种子沉于底部，立即用移液枪尽量吸干上清液，用无菌水洗涤五次，

并在第五次洗涤后保留无菌水用于种子铺板。 

（7）等种子均匀铺于培养基上，将培养基倾斜吸出多于水分，将平板放置于

光照培养箱中，25±2℃，每隔三天观察并且拍照记录； 

（8）两周之后可转入土壤(4 株/盆)进行土培。 

（9）将腐殖质土、珍珠岩、蛭石按体积比为 6:2:0.5 混合置于营养钵中，用

水浇灌至湿透，将培养基中的拟南芥小苗移入营养钵，罩上保鲜膜 3~5 d，放入

人工气候箱中，在湿度约为 70~80%的条件下培养。 

拟南芥的转化及阳性苗初级筛选： 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.phytozome.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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（1）待植物培养至初生花序约 5~15 cm、次生花序刚刚形成花芽状时，去除

初生花序。渗透转化处理应在去除初生花序 3~5 d 内完成。并且在渗透转化的前

1 d 植物需充分浇水。 

（2）将制备好的一活菌液转入大瓶，28℃过夜培养，第 2 天取出使用时农杆

菌液 OD600 值约 1.1-1.2。室温 5000 r/min 离心 15 min，弃上清液，将农杆菌沉淀

悬浮于约等体积的 MS 重悬中，使 OD600 在 1.0 左右。 

（3）将植物的地上部分浸入农杆菌悬浮液中侵染数分钟。用保鲜膜将侵染过

的植物（T0 代植物）罩起来以保持湿度，置入培养室中暗培养约 10h，然后置于

正常培养条件，2~3 d 后可去掉保鲜膜,转化后 1 周左右方可浇水，并定期继续侵

染 1-2 次，继续培养至植物成熟，收种子（T1 代植物）放在干燥环境中 1 周左右,

即可筛选转化子。 

（4）将 T1 代种子先用 70%的酒精浸泡消毒,再用漂白消毒剂溶液处理。消毒

后的种子均匀地涂布在筛选培养基表面移至人工培养室中培养。筛选培养基

( MS+ 3%蔗糖+0. 8%琼脂+ 40 mg/ L Hyg+200 mg/L Cef) 中的 Cef提供了转基因

的选择标记。转基因植株可以在含 Cef的培养基上正常萌发生长。约 15 d 后移栽

入土，准备做进一步的分子水平鉴定。 

2.2.2.2 转基因拟南芥的鉴定 

（1）取一片拟南芥叶片（或者 10 d 幼苗），加入 2 mLEP 管当中；加钢珠一颗； 

（2）加 TPS 提取液 100 µL； 

（3）打碎。50 HZ，1 min； 

（4）低速离心，4000 rpm，将打碎的组织和提取液转入新的 1.5 mL 离心管中； 

（5）加盖，75℃15 min； 

（6）12000 rpm，离心 10 min； 

（7）取上清，转入新离心管中，加入等体积异丙醇； 

（8）加盖，手摆剧烈混匀 

（9）4℃低温静置，10 min；12000 rpm，离心 10 min； 

（10）弃上清，加入 200 µL 70%乙醇，剧烈混匀；12000 rpm，离心 10 min； 

（11）弃乙醇，37℃放置烘干； 

（12）加 50 µL 水，65℃10 min；离心去气泡，之后可用于 PCR 阳性检测。 

2.2.2.3 启动子 ProPtoVNS11:GUS 在拟南芥上的报告表达 

2.2.2.3.1 ProPtoVNS11:GUS 表达载体构建 

将目的基因启动子连接到 pCXGUS-P 载体上,构建 Promoter-GUS 融合表达载
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体,方法参见 2.2.3。 

2.2.2.3.2 ProPtoVNS11:GUS 转化拟南芥 

（1）种子消毒：取 1.5 mL 离心管将野生型拟南芥种子置于其中，4℃，春

化 3d； 

（2）于超净工作台上，依次用 75%乙醇浸洗种子 30 s，无菌水冲洗 3 次；

10%的次氯酸钠溶液浸泡消毒 10 min，无菌水冲洗 4-6 次，用无菌水浸泡，将拟

南芥种子铺种于 MS 固体培养基上（MS 培养基用 KOH 调节 pH 值至 5.7-5.8），

在 25℃光照 16 h，22℃黑暗 8 h的培养条件下生长 14 d； 

（3）将腐殖质土、珍珠岩、蛭石按体积比为 6:3:0.5 混合置于营养钵中，用

水浇灌至湿透，将培养基中的拟南芥小苗移入营养钵，罩上保鲜膜 3~5 d，放入

人工气候箱中，在湿度约为 70~80%的条件下培养。 

（4）约 3 周左右，拟南芥开始开花，将初生苔剪去，约 25 d 左右，准备侵

染次生苔花苞； 

（5）挑取含有 ProPtoVNS11:GUS 载体的 EHA105 农杆菌单克隆于 5 mL 附

加有 40 mg/L Rif 和 50 mg/L Kan 的液体 YEP 培养基中，28℃，200 rpm 培养 

16~24 h； 

（6）取 1 mL 上述培养物倒入 200 mL 含同样终浓度 Rif和 Kan 的液体 YEP

中，28℃，150 rpm培养至 OD600=1.0-1.2； 

（7）将菌液置于 50 mL 离心管中，室温下 5000 rpm 离心 10 min，弃上清，

将菌体重悬于转化介质 1/2MS 液体培养基中，至 OD600=1.0-1.2，浸染前加入表

面活性剂 Silwet-L77（300 µL /L），混匀，以提高转化效率； 

（8）将拟南芥上部完全浸入转化介质中，侵染 5~8 min； 

（9）侵染后用吸水纸吸去多余菌液，黑色塑料袋覆盖植株，室温下暗培养 

16-24 h后去掉塑料袋，浇足营养液，正常培养； 

（10）正常培养一个月后，逐渐减少浇水量，当大部分长角果成熟后，停止

浇水； 

（11）收获种子，即 T0 代种子； 

2.2.2.3.3 转基因拟南芥筛选及鉴定 

将 T0 代种子按 2.2.2.3.2 中方法消毒后播种于含有 50 µg/L 潮霉素（Hyg）

的 MS 固体培养基上进行筛选，将筛选出的 T1 代抗性苗移入营养钵中正常培养，

约 2 周后提取其叶片总 DNA 进行分子鉴定，参见方法 2.2.2.2。 

2.2.2.4  GUS 表达特异性显色观察 
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参照 Jefferson的方法进行 GUS 组织化学分析[128]，预先配制 200 mL 的 GUS

染液，其中 EDTA.Na2 终浓度为 10 mM，NaH2PO4.H2O 为 100 mM，

K4FE(CN)6.3H2O 为 0.5 mM，Triton X-100 为 0.1%，X-gluc 0.5 mg/L，总 pH 值为

7.0。 

将各试验材料放入 2 mL 离心管，加入 GUS 染液色使其覆盖材料，用锡箔纸

包封使其避光；随后将离心管置于 37℃的恒温培养箱中反应 2~6 h，之后将染色

液回收并于 4℃避光保存；最后，对各试验材料进行 70%的乙醇脱色处理并使用

数码相机拍照。 

2.2.2.5 拟南芥 snd1nst1 双突变体构建 

2.2.2.5.1 拟南芥突变体种植及杂交方法 

按照 2.2.2.1 方法种植拟南芥突变体，等拟南芥初生苔长约 20 cm时，拟南芥

snd1 纯合单突变体(父本)和拟南芥 nst1 纯合单突变体（母本）进行人工杂交。 

选取检测过的纯合单突变体植株，待亲本植株开花后，用镊子将多余的花蕾

移除，一般只保留花蕾 5、6 个。将杂交母本的花蕾固定在解剖镜视野中央，用

解剖纸轻轻压住花蕾，用镊子除去母本的未开花的全部萼片，花瓣和雄蕊。第二

天上午 10:00 左右从杂交父本上用镊子摘取花药，涂抹在柱头上，授以母本花粉，

做好标记，套袋。通常柱头授粉 10 h之后柱头开始萎蔫。3 天之后种荚即伸长，

据此判断杂交成功与否（杂交成功后，将母本植株的其他花蕾除去）。然后，每

隔一周浇水一次保持其正常后期生长，直至种子完全发育成熟。约一个月左右收

获 F1 代种子。 

2.2.2.5.2 拟南芥纯合双突变体植株的筛选 

种植收获的 F1 代和 F2 代种子，均用 CTAB 法提取拟南芥总 DNA，根据“三

引物法”[129]验证单突变体的引物及其反应体系的方法验证 F1 代和 F2 代的基因

型。对 snd1 基因，通过两对引物扩增的不同 PCR，分别称为 PCR1和 PCR2;对 nst1 基

因,通过另外两对引物扩增 PCR，分别称为 PCR3和 PCR4。对于 F1 植株的进行检测，

以 确 定 F1 代 中 的 杂 合 子 。 PCR1 的 引 物 为 snd1 基 因 的 LP

（5’-TAGTACGCACTAGAGCCT-3’）和 RP（5’-ACACGGATTATGATGACC-3’），

PCR2 的引物为 snd1 的基因 RP（5’-ACACGGATTATGATGACC-3’）和 LBb1

（5’-ATTTTGCCGATTTCGGAA-3’），对 T-DNA 插入片段进行扩增。PCR3的引物为

nst1 基 因 的 LP （ 5’-TCGAGGCTTGGGACATTCAA-3’ ） 和 RP

（ 5’-CATGTGCGTCTGTATATGAC-3’ ）， PCR4 的引物为 nst1 基因的 RP

（5’-CATGTGCGTCTGTATATGAC-3’）和 LBb1（5’-ATTTTGCCGA TTTCGGAA-3’），
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对 T-DNA插入片段进行扩增。在对 F2 代双突变体鉴定时，要加入Actin 内参基因进一

步确定植株基因型，即把 Actin 基因 LP (5’-ACTACCGCAGAACGGGAAAT-3’)和 RP

（5’-CATCTGTTGGAAGGTG CTGA-3’）扩增的体系称为PCR5。对于 snd1 基因的某

一突变体植株，当PCR1、PCR2 同时扩增出来时，该植株为杂合体；当 PCR1 扩增

出，而 PCR2 未扩增时，该植株为野生型植株；当 PCR1 未扩增出，而 PCR2 扩增

出时，该植株为纯合子。对于 nst1 基因的某一突变体植株，当 PCR3 和 PCR4 同时

扩增出来时，该植株为杂合体；当 PCR3 扩增出，而 PCR4 未扩增时，该植株为野

生型植株；当 PCR3 未扩增出，而 PCR4 扩增出时，该植株为纯合子。PCR1 和 PCR2

的扩增产物长分别为 792 bp 和 601 bp，PCR3 和 PCR4 的扩增产物分别为 910 bp

和 879 bp。为了减少验证过程中假阳性植株的出现，每次做 PCR 时均用野生型植

株做阴性对照,在进行双突变体鉴定时，用内参基因做阳性对照。PCR 结束后，取

5 ul1%琼脂糖凝胶电泳后于紫外光下观察结果，并且对照分析实验结果。 

2.2.2.6 PtoVNS11 基因在突变体中进行回复表达 

参考 2.2.2.1 方法。 

2.2.3 杨树实验方法 

2.2.3.1 杨树多组织 cDNA 的获得 

2.2.3.1.1 杨树总 RNA 的抽提及检测 

（1）取毛白杨芽尖、根、茎、幼叶、老叶、叶柄、粗分离的木质部、韧皮部

组织各约 0.08 g~0.1 g，于预冷的研钵中加液氮，并以研棒充分粉碎组织； 

（2）转移粉末至预先加有 1 mLTrizol的 1.5 mL 离心管（RNase-free）；室温

放置 5 min； 

（4）加入 0.2 mL 氯仿，剧烈混匀 15 sec；室温放置 2-3 min； 

（6）12000 g，4℃，15 min；取上清（500-700 µL），移入新的 1.5 mL 离心

管； 

（7）加入 0.5 mL100%异丙醇，手摇混匀；室温放置 10 min； 

（8）12000 g，4℃，10 min；去上清，用 1 mL 75%乙醇手弹悬浮沉淀几次； 

（10）7500 g，4℃，5 min。弃上清；室温干燥 5~10 min，至管底沉淀呈半透

明；后溶于 50 µL RNAse H2O。 

（13）检测 RNA 质量：①做琼脂糖凝胶电泳，以 EB 染色，照胶，看带型；

②取 1 µL 稀释 100 倍，在紫外分光光度计下检测质量好坏。检测标准：A260/A230

值为大于 2.0，A260/A280 值为介于 1.8-2.0 之间； 
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2.2.3.1.2 总 RNA 去除全基因组 DNA 反应 

基因组 DNA 消化反应：按如下加入所需样品或试剂 

试剂编号 试剂 加入量/µL 

2 5×gDNA Eraser Buffer 2.0 

1 gDNA Eraser 1.0 

6 RNase Free dH2O 6 

*  

总体系 

提取的 RNA  1.0  

10 µL 

反应条件：42℃，2 min ，4℃保存 

2.2.3.1.3 RNA 反转录 

如表如下所示加入所需试剂或样品。 

反应条件：37℃ 15 min；85℃ 5 s；4℃保存。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3.2 杨树总 DNA 的抽提和质量检测 

2.2.3.2.1 毛白杨总 DNA 的抽提 

（1）取 10 mL 离心管一支，加入 3.0 mL CTAB 和 90 µLβ–巯基乙醇，65℃水

浴锅预热； 

（2）取约 0.6 g的毛白杨新鲜叶片，于液氮中磨成粉末，转入上述 CTAB 抽

提液中，涡旋混匀； 

（3）于 65℃水浴 45 min，中途间隔（剧烈）振荡三次混匀； 

（4）室温静置 5 min后加入等体积氯仿：异戊醇（24：1），剧烈颠倒混匀后

试剂编号 试剂 加入量/µL 

*  上一步反应的 10 µL 体系 10.0  

4  5×PrimeScript Buffer 2  4.0  

5  RT Primer Mix  1.0  

3  PrimeScript RT Enzyme MixⅠ 1.0  

6  

总体系 

RNase Free dH2O  4.0  

20 µL 
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平放乳化 10 min；18℃，10000 r/min，离心 10 min； 

（5）吸取上清于另一干净的 10 mL 离心管中，加入等体积氯仿：异戊醇（24：

1），剧烈颠倒混匀后平放乳化 10 min。18℃，10000 r/min，离心 10 min； 

（6）吸取上清于另一 10 mL 离心管中，加入等体积-20℃预冷的异丙醇，颠倒

混匀能见白色絮状沉淀，量少可短暂离心； 

（7）钝口枪头吸出絮状沉淀，用 500 µL 75%（V/V）乙醇漂洗两次，500 µL

无水乙醇再漂洗一次，吸干乙醇。沉淀于 37℃恒温箱中干燥至透明； 

（8）用 50 µL 无菌水溶解沉淀，得毛白杨基因组 DNA 粗提物； 

（9）向 DNA 粗提物中加入约 1 µL RNase，于 37 ℃酶解 RNA 1 h。 

2.2.3.2.2 毛白杨总 DNA 的纯化 

（1）取经 RNase 酶解过后的 DNA，加入等体积氯仿:异戊醇(24:1 v/v)抽提； 

（2）室温，10000 rpm，离心 10 min； 

（3）重复步骤 1、2； 

（4）吸取上清，加入 2.5 倍体积预冷无水乙醇，轻轻混匀，可见无色透明啫

喱状沉淀； 

（5）-20℃沉淀 30 min； 

（6）4℃，10000 rpm，离心 10 min； 

（7）75%乙醇洗两遍； 

（8）37℃干燥至半透明； 

（9）加 100 µL ddH2O 溶解； 

（10）取 1 µLDNA 样品电泳检测，其余-20℃保存备用。 

2.2.3.3 PtoVNS11 组织表达差异性检测 

2.2.3.3.1 半定量检测 

取-20℃冰箱中保存的杨树各组织 RNA，利用管家基因 18SrRNA 为内参，调

整各样品 RNA 浓度，采用 2 步法 RT-PCR 研究 PtoVNS11 在杨树不同组织中的表

达情况。RT-PCR 的程序是 94℃ 3 min，26 个循环(94℃30 sec，58℃30 sec，72℃ 

40 sec)。10 µL 反应产物在含 EB 的 1%的凝胶上电泳检测。 

2.2.3.3.2 相对荧光定量检测 

以杨树各组织中的 cDNA 为模板，按照 SYBR Premix Ex TaqTM II 操作说明

进行实时定量 PCR，确定相关基因的相对表达量。 
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样品反应体系如下所示： 

SYBR Premix ExTaqTM II(2×) 

10µmol/L F-primer 

12.5 µL 

0.5 µL 

10µmol/L R-primer 0.5 µL 

cDNA 1.0 µL 

ddH2O 10.5 µL 

总体积 25 µL 

反应条件：95℃，30 sec；（95℃，5 sec；60℃ 30 sec）40 个循环， 

计算方法采用 2-△△
Ct 方法[130]。 

2.2.3.4 Pro35S:PtoVNS11 植物表达载体构建 

2.2.3.4.1 目的片段扩增 

根据杨树基因组测序结果（http://energy.gov/genome.jgi-psf.org/poplar）设计

特异性引物，按如下反应进行扩增： 

5×PrimeSTAR Buffer(Mg2+ Plus) 10 µL 

dNTP Mixture(each 2.5 mM) 4 µL 

F-Primer(10 µM） 1 µL 

R-Primer(10 µM） 1 µL 

模板 DNA 1 µL 

PrimeSTAR® HS 

Polymerase(2.5 U/µL) 
0.5 µL 

ddH2O 32.5 µL 

Total 50 µL 

反应条件：94 ℃预变性 3 min→32 个扩增循环（94℃变性 30 s→56℃退火 30 

s→72 ℃延伸 1 min）→72℃后延伸 10 min，取 5 µL PCR 产物进行 1%琼脂糖凝

胶电泳后于紫外光下观察结果，切胶回收目的片段。 

2.2.3.4.2 植物表达载体骨架制备 

pCXSN 载体酶切体系如下所示： 

http://energy.gov/genome.jgi-psf.org/poplar
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10×K 

BSA 

5 µL 

14 µL 

XcmI 1 µL 

pCXSN 30 µL 

总体积 50 µL 

于 37℃水浴锅 2～3 h，电泳检测酶切片段，并切胶回收骨架片段。 

2.2.3.4.3 目的片段和骨架载体的回收、连接 

试验中所有目的片段和骨架载体的回收纯化均按照爱思进生物技术（杭州）

有限公司生产的 AXYGEN 胶回收试剂盒的使用说明操作(www.axygenbio.com)； 

连接反应： 

目的片段和载体骨架的连接选用 TaKaRa 公司的连接试剂盒 SolutionⅠ。反应

体系如下所示： 

SolutionⅠ 5 µL 

pCXSN 骨架 1 µL 

胶回收产物加“A”片段 4 µL 

反应体积 10 µL 

于 PCR 仪中 16℃，过夜，连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态，涂板并提

取质粒。 

2.2.3.4.4 CaCl2 法制备大肠杆菌 DH5α感受态细胞 

（1）从划线平板上挑取大肠杆菌单菌落接种于 10 mL LB 液体培养基中，恒

温摇床 37℃，200 rpm振荡培养过夜，培养至对数生长期； 

（2）将 1 mL 过夜培养的菌液移入 50 mL LB 液体培养基(1:50 的比例)中进

行二活，37℃振荡培养至 OD600 约为 0.3～0.5，置于冰上 30 min； 

（3） 取10mL二活菌液转入15 mL无菌离心管中，4℃，4100 rpm离心10 min，

弃上清； 

（4）经 10 mL 预冷的 0.1 mol/L CaCl2-MgCl2 溶液重悬，用枪头轻轻吹打混

匀，于冰上放置 30 min， 

（5）4℃，4100 rpm，离心 10 min，弃上清至痕量培养液流尽； 

（6）加入 400 µL 预冷的 0.1 mol/L CaCl2 轻轻吹打重悬菌体，混匀，冰上放

置 12~24 h之内，用于转化或每管分装 100 µL； 
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（7）液氮速冻后-70℃保存。 

2.2.3.4.5 重组质粒转化大肠杆菌感受态细胞 

（1）向上述分装好感受态细胞的 EP 管中加入 10-100 ng待转化 DNA（不超

过 10 µL），轻轻混匀后放置冰上 30 min。 

（2）将上述混合物转移到 42℃预热的水浴锅中，热休克 90 s (不要摇动试管)； 

（3）冰浴冷却 1 min； 

（3）向管内加入 800 µL的无附加抗生素的 LB培养液，然后 37 ℃，200 rpm，

震荡培养 60~90 min； 

（4）取适量约 200 µL体积的菌液涂布到含有Kan抗生素的 LB固体平板上，

于超净工作台上正面放置几分钟，待菌液被培养基表面吸干； 

（5）倒置平板于 37℃培养 12－16 h。 

2.2.3.4.6 单克隆菌落的 PCR 检测 

挑选转化平板上的单菌落进行编号（1~10），按顺序点取编号单菌落作为扩

增 cDNA 模版，基因回收目的片段作为阳性对照，水为阴性对照进行 PCR 检测阳

性克隆。PCR 检测反应加样体系为： 

PCR 反应体系同目的片段扩增体系（参见下表），取阳性菌落，37℃，200 rpm，

扩大培养过夜。 

10×PCR buffer BSA 

25 mmol/L MgCl2 

2.5 µL 

1.5 µL 

10 mmol/L dNTP 0.5 µL 

10 µmol/L F-primer 0.5 µL 

10 µmol/L R-primer 0.5 µL 

Sample cDNA 单菌落 

rTaq DNA polymerase 0.25 µL 

ddH2O 19.25 µL 

总体积 50 µL 

2.2.3.4.7 质粒提取（SDS 碱裂解法） 

(1) 取活化菌液于 1.5 mL EP 管中，最大转速离心 1 min。重复取菌 2 次。 

(2) 加 200 µL 预冷的 Soultion I，立即涡旋或枪头吹打混匀。 
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(3) 加 400 µL 预冷的 Soultion II（室温），上下颠倒 3~5 次混匀（动作一定

要轻柔），静置 2 min。 

(4) 加300 µL预冷的Soultion III，上下颠倒5~6次混匀至出现絮状沉淀，12000 

rpm，离心 10 min。 

(5) 取上清 800 µL 于另一新的 1.5 mL EP 管中，弃沉淀。 

(6) 加入 400ul（1/2 体积）氯仿，剧烈震荡至乳白色。12000 rpm，离心 1 min。 

(7) 取上清约 600 µL 放于另一新的 1.5 mL EP 管中，加等体积（600 µL）异

丙醇，上下颠倒混匀，12000 rpm，离心 10 min。 

(8) 75%乙醇漂洗，弃上清，37℃风干。 

(9) 加 50ul TE 或 ddH2O 溶液，混匀加 1 µL RNase，37°C 放置 1 h。 

(10) 电泳检测。 

2.2.3.4.8 测序反应 

测序工作由上海英骏（Invitrogen）生物工程有限公司（中国）协作完成。 

2.2.3.5 杨树中过表达 Pro35S: PtoVNS11 

2.2.3.5.1 重组质粒的农杆菌转化 

2.2.3.5.1.1 农杆菌感受态细胞的制备 

操作步骤如下： 

1）取-80℃保存的根癌农杆菌EHA105于含40 mg/L Rif + 50 mg/ L Kan的YEP

固体培养基上平板划线，28 ℃培养 2-3 天，可见单菌落长出； 

2）一活：挑取单菌落于 5 mL YEP 液体培养基中，180 rpm，28℃振荡培养

16-24 h； 

3）二活：取 2 mL 一活菌液接种于 100 mL YEP 液体培养基，180 rpm，28℃

振荡培养至 OD600≈0.3～0.5； 

4）取 50 mL 菌液转入预冷的无菌离心管，冰浴 30 min，5000 rpm，离心 5 min，

去上清液； 

5）加入 2 mL 预冷的含 15%甘油的 20 μMCaCl2 溶液，轻轻悬浮均匀； 

6）农杆菌悬浮液分装于无菌 Ep 管中，每管 200 µL 冻存于-70℃备用。 

2.2.3.5.1.2 农杆菌感受态细胞的转化（冻融法） 

操作步骤如下： 
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1）取按文中手提质粒方法获得的重组质粒约 10 µL，加入含 200 µL 的农杆

菌感受态细胞的无菌 EP 管中，轻轻混匀； 

2）冰浴 5 min； 

3）液氮速冻 2 min；迅速移至 37℃水浴 5 min；加入 800 µL YEP 液体培养基

（+Rif），轻轻混匀； 

4）置于 28℃，180 rpm，振荡培养 4～5 h；室温 4000 rpm，离心 10 min，去

上清，余下 200 µL 菌液重悬菌体混匀； 

4）分别将 200 µL 重悬活化菌液均匀涂布到 YEP+ 40 mg/L Rif + 50 mg/L Kan

固体培养基上； 

5）于 28℃培养箱中倒置培养 2～3 d，待长出单菌落后挑选单菌落，进行目

的基因和抗性标记基因潮霉素（Hyg）的 PCR 检测。 

重组质粒经测序验证后，各选取 2-3 个阳性单克隆以 YEP+ Rif（40 mg/L）

+Km（50 mg/L）液体培养基扩大培养，待达到一定浓度后（OD600≈0.8），取 1 mL

农杆菌菌液于 1.5 mL 的无菌 EP 管中，再加 15%～20%菌液体积的无菌甘油，涡

旋混匀后液氮速冻 2~5 min，保存于-80℃，用于后续遗传转化。 

2.2.3.5.2 叶盘法转化毛白杨 

以野生型毛白杨的叶片为外植体，采用根癌农杆菌介导的方法转化[131]。 

（1）根癌农杆菌的培养 

将-80 ℃下保存的含有目的基因重组载体的农杆菌菌株 EHA105 接种到 YEP

固体培养基（含 50 mg/L Kan + 40 mg/L Rif）上，28 ℃培养 48 h，挑取单菌落接

种到 25 mL 含有 50 mg/L Kan、40 mg/L Rif 的 YEP 液体培养基中，28 ℃恒温摇

床上培养至 OD600 为 0.6~0.8，再按体积比 1:100 的比例转到新鲜的 YEP 培养基

中，在相同条件下培养 6 h，OD600 达到 0.6~0.8 时离心收集，用添加乙酰丁香酮

(100 mol/LAcetosyringone，AS)的 WPM 液体培养基重悬后即可用于转化。 

（2）农杆菌侵染 

选取无菌苗幼嫩的叶片，在无菌条件下，将其切成 0.5×0.5 cm2 的小块，将其

放入重悬好的菌液中浸染 10~15 min，且浸泡过程中缓慢的摇晃。 

（3）共培养 

取出浸染过的材料放在无菌的滤纸上吸干菌液，将叶片平铺在固体培养基上，

25℃±2℃，暗培养 2 d。 

（4）选择培养 
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将经过共培养的外植体转移到愈伤诱导培养基上，在 25℃、光照为

2000~10000 Lux条件下选择培养 2~3 周（w），其间每 10 d 更换一次培养基。 

（5）诱导芽培养 

待叶片周围出现白色愈伤，将其切下并转移至诱导芽培养基上，在 25℃、光

照为 3000 Lux条件下进行诱导芽培养，时间约为 4~5 周，其间每 10 d 更换一次

培养基。 

（6）生根培养 

当不定芽长至约 2 cm时，切下并转入生根培养基中，10 d 左右即生根。 

（7）转基因毛白杨的移栽 

待生根幼苗长至 8 cm时取出幼苗，洗净根部琼脂，移栽至温室土壤中培养。 

2.2.3.5.3 转基因毛白杨的筛选 

用 CTAB 方法提取抗性植株的全基因组 DNA，以 PCR 的方法[132]扩增潮霉素

抗性标记基因 Hyg 片段，筛选出阳性植株。 

2.2.3.6 转基因毛白杨切片与间苯三酚染色观察 

2.2.3.6.1 转基因植株新鲜材料徒手切片 

取野生型及转基因植株的叶柄、叶脉以及茎，徒手切片，选取较薄的材料于

载玻片上，滴加浓盐酸解离材料1 min，再滴加间苯三酚溶液染色，1~2 min之后

即可在解剖镜下观察。 

2.2.3.6.2转基因植物石蜡包埋与切片 

我们以毛白杨茎组织切片为例,介绍本论文中所使用的石蜡包埋技术,具体实

验方法与步骤如下： 

1、包埋 

(1) 组织固定：取第3到第5节间的新鲜毛白杨茎，以锋利的刀片切至0.5-1 cm

大小，放入含有 FAA 固定液的小瓶中。将小瓶放入真空干燥器中进行抽真空，直

至材料沉入固定液底部，以达到快速彻底的固定。换取新鲜的固定液，常温条件

下过夜； 

(2) 组织脱水：将材料中固定液分别换成梯度为 70%、85%、95%以及无水乙

醇进行脱水，每次脱水时间为 1 h（根据材料的成熟程度可将时间延长至 1-3 h），

等待期间将材料放在水平摇床中轻轻摇晃；最后，重复使用无杂的无水乙醇脱水

1 h； 

(3) 透明： ①,二甲苯：乙醇=1:3（v/v下同），1 h；②,二甲苯：乙醇=1：1，
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1 h; ③，二甲苯：乙醇=3:1，1 h; ④，100%二甲苯，1 h；每换好一步试剂均需在

小摇床上轻摇； 

(4) 重复透明 100% 二甲苯 1 h； 

(5) 浸蜡①二甲苯：软石蜡（54℃-56℃）=1:1（v/v下同），56℃条件下恒温

浸蜡 2~4 h；②二甲苯：软石蜡=1:4，56℃条件下恒温浸蜡 2~4 h；③软石蜡，56℃

条件下恒温浸蜡 4~8 h；④软石蜡：硬石蜡=1:1（v/v），60℃恒温条件下浸蜡 4~8 

h，⑤硬石蜡，60℃恒温条件下浸蜡 48 h以上。期间每隔 6~12 h更换一次新鲜石

蜡； 

(6) 3-5d 后即可完成组织浸蜡的过程。之后用包埋盒将植物茎组织包埋成型。 

(7) 保存：最后包有材料包埋盒可置于 4℃保存数月。 

2、切片 

包埋盒置于切片机上,用刀片将组织切成 8-10 µm厚的材料，将载玻片事先用

无水乙醇浸泡，擦净,置于设置温度为 38℃~40℃的烘片机上预热；用毛笔将切出

的连续蜡带漂浮在已滴加蒸馏水的玻片中（含 1 mL 乙醇/100 mLH2O），放在烘

片机上进行烘片。待蜡片充分展平后,可用普通显微镜观察已获得的组织切片，以

寻找理想的切片材料。（获得的理想的组织切片，放入切片盒中,可置于室温保存

数月。） 

2.2.3.6.3 细胞壁木质素化学成分染色 

对毛白杨茎组织进行化学成分染色前，需将已获得的石蜡切片进行脱蜡和复

水,以达到能够观察到完整细胞形态，方便染色的目的。脱蜡与复水的过程需要在

通风橱中进行。具体的步骤如下： 

(1) 脱蜡将切片置于加入 100%二甲苯的染色玻璃缸中脱蜡 10~20 min，此步

骤重复 2 次；二甲苯：乙醇=3:1（v/v）；二甲苯：乙醇=1:1（v/v）；无水乙醇 2 min； 

(2) 再次将切片置于加入 100%无水乙醇的洗脱玻璃缸中复水 2 min; 

(3) 95%乙醇复水 1 min； 

(4) 90%乙醇复水 1 min； 

(5) 80%乙醇复水 1 min； 

(6) 60%乙醇复水 1 min； 

(7) 30%乙醇复水 1 min； 

(8) 纯水复水 1 min； 

对杨树木材化学成分的染色，不同染色剂的配方与染色时间如下： 

(1) 间苯三酚配方 1 (幼嫩材料)：间苯三酚粉末 25 mg、100%甲醇 25 mL、37%

冰醋酸 25 mL； 
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(2) 间苯三酚配方 2 (较成熟材料)：先配置一个用乙醇溶解的 5%的间苯三酚

溶液,然后与浓盐酸、水(v/v/v=1:1:1)混合使用； 

(3)甲苯胺蓝配方：称取 0.5 g甲苯胺蓝粉末，用 100 mL 蒸馏水溶解，甲苯胺

蓝染木质素的时间为 2 min。 

2.2.3.6.4 光学显微镜观察  

本实验室所使用的光学显微镜型号为 OLYMPUS BX53 （光源设备

U-HGLGPS，镜头 DP73，TOKYO，JAPAN），具体使用步骤如下： 

(1) 打开通光电源，转动物镜转换器,使低倍物镜对准通光孔,双眼注视物镜内，

转动反光镜调节亮度，至视野亮白； 

(2) 将所要观察的材料平整放在用无水乙醇清洗过的载玻片上，之后在材料

四周滴取少量清水，盖上盖玻片，这一过程切不可用力过猛损坏材料，同时也要

保证载玻片与盖玻片之间没有气泡，且材料、载玻片、盖玻片接触紧密。之后将

材料放在载物台上，用标本夹夹好载玻片； 

(3) 将物镜转化器调转至低倍物镜，转动粗调焦距螺旋，使物镜靠近载玻片，

同时双眼注视目镜，细微转动细调焦距螺旋，直至物像清晰； 

(4) 打开与显微镜连接的电脑中的相应软件,选择与物镜相同倍数的拍照参数，

添加比例尺后拍照保存； 

(5) 观察结束后将显微镜物镜转换器转动至归位，关闭电源。 

2.2.4 PtoVNS11:GFP 融合蛋白在洋葱表皮细胞上的亚细胞定位 

2.2.4.1 亚细胞定位载体构建 

（1）目的基因的引物设计 

根据毛白杨扩增所得的 PtoVNS11 基因的 CDS 序列测序结果设计特异性引物，

引物序列见后面附件。 

（2）目的基因的扩增与回收及加“A”与连接 

     1）扩增体系总体积 25 µL 

Premix star 12.5 µL 

dd H2O 10.5 µL 

cDNA 1.0 µL 

primer F 0.5 µL 

primer R 0.5 µL 

Total volume 25.0 µL  
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PCR 的条件为 94℃预变性 3 min→34 个扩增循环（94℃变性 30 s→56℃退火

30 s→72℃延伸 1 min）→72℃后延伸 10 min，PCR 产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳

后于紫外光下观察结果，并且回收目的片段，马上进行下步实验。 

2）加“A”体系，总体积共 10µL 

胶回收目的片段 7.6 µL 

MgCl2 0.6 µL 

10×PCR buffer 1.0 µL 

TaqDNA 聚合酶 0.3 µL 

dNTP 0.5 µL 

Total volume 10.0 µL 

反应程序为 72℃ 50 min→4℃ 1 min，胶回收加“A”产物。 

3）连接载体骨架 PCX-DG，该载体骨架自带 GFP 报告基因，连接体系总体

积 10ul 

Solution Ⅰ 5.0 µL 

pCX-DG 骨架 1.0 µL 

胶回收产物加“A”片段 4.0 µL 

Total volume 10.0 µL 

于 PCR 仪中 16℃，过夜，连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态，涂板并提

取质粒。 

2.2.4.2 基因枪轰击洋葱表皮细胞 

2.2.4.2.1 打基因枪前的钨粉处理 

（1） 取60 mg钨粉装入1.5 mL的离心管中，加入1 mL70%的酒精，涡旋混匀3～5 

min。 

（2） 室温静置15 min。 

（3） 常温微离心5 s，弃上清。 

（4） 加无菌水1 mL，振荡1 min。 

（5） 室温静置1 min。 

（6） 离心5 s，弃上清。 

（7） 重复4～6步骤3次。 

（8） 加入灭菌的50%甘油1 mL,使其终浓度达到60 mg/mL。 
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（9） -20℃冻存2周之内可用。 

2.2.4.2.2 钨粉子弹的包被 

（1）用新开封的无水乙醇悬浮适量的钨粉颗粒（50 mg/mL）； 

（2）超声处理 10 min； 

（3）13,000 g，10~20 sec； 

（4）以无水乙醇清洗 2 次（多步清洗对子弹分散很重要），间隔期间快速离

心收集（同上）； 

（5）再加适量无水乙醇，剧烈涡旋震荡 20 min，分装为 20 µL /管； 

（6）以无菌水清洗钨粉 3 次，其间短暂离心收集，弃上清,后补足至 20 µL； 

（7）边涡旋震荡，边依次加入如下成分（每加样一次，停顿震荡 30 sec，后

再继续进行） 

钨粉 20.0 µL 

DNA 2.0 μg/µL 

2.5M CaCl2 20.0 µL 

0.1M 亚精胺 8.0 µL 

Total volume 50.0 µL 

（8）冰浴 20 min，间或涡旋。8000 r，1 min，弃上清； 

（9）加 80 µL 无水乙醇，涡旋震荡，13000 r，20 sec，弃上清； 

（10）加 30ul 无水乙醇，涡旋 5 sec。继续加无水乙醇至 200 µL，13000 r，

20 sec； 

（11）重复步骤 10，共 3~4 次清洗； 

（12）加 40 µL 无水乙醇重悬，涡旋振荡数秒； 

（13）吸取 8~10 µL 重悬液至飞行膜中，涂抹均匀； 

（14）为防止静置过程中子弹吸潮结块，将飞行膜放至事先铺好一层 CaSO4

粉末(勿用无水氯化钙替代)的培养皿中，中间由一张滤纸相隔； 

（15）将载有飞行膜的平皿放在无菌操作台上，打开鼓风，静置至酒精彻底

挥发，备用。 

2.2.4.2.3 洋葱表皮细胞的预处理 

撕取新鲜洋葱鳞茎的第 2 或第 3 层鳞片叶内表皮细胞，大小约为 1.5 cm×1.5 

cm，将近轴面的一面朝下伏贴于 1/2MS+30 g/L 蔗糖+7 g/L 琼脂培养基中预培养

6~8 h后备下一步使用。 

2.2.4.2.4 基因枪轰击洋葱表皮细胞 
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具体操作如下： 

（1）先用70％乙醇对基因枪表面及样品室进行消毒。同时，用70％乙醇将阻

挡网和可破裂膜，微弹载体及其固定器、固定工具浸泡15 min后，放在超净台上晾

干。可裂膜片、固定盖、微弹载体发射装置可用70％乙醇进行表面灭菌，吹干。 

（2）将微粒载片嵌入固定环中，取DNA及金粉的混合物加于微粒载片中心，

干燥1.0 min左右。 

（3）安装可裂膜于其托座上，顺时针拧到气体加速器上。 

（4）将空间环、阻挡网、阻挡网托座、微粒载片及固定环(带有微粒的面朝下)

安装好，旋紧盖子，插入抢中。 

（5）把样品放在轰击室中，关好门。 

（6）打开氦气瓶的总阀，顺时针转氦气调节阀，使氦压表指针的示数高于可

裂膜压力4.5 MPa。 

（7）打开基因枪及变压器开关。 

（8）按动真空键，待真空度至26～28英寸汞柱（=88.05～94.82 kPa）时，迅

速按下Hold键，接着按住发射键，并保持不动，直到击发为止。 

（9）按通气键待真空表归零后，取出样品。 

（10）关机：把氦气瓶的总开关旋紧，打一次空枪，把氦压表指针归零后，

再逆时针旋转氦压表调节阀；关闭基因枪的总开关及变压器开关。 

（11）轰击的洋葱表皮于22~25℃条件，在1/2 MS+15 g/L蔗糖培养基中暗培养

16~24 h。 

2.2.4.2.5转基因的洋葱表皮的短期培养及观察 

（1）取出经过培养后的洋葱表皮，用 PH7.0 的 PBS 溶液浸洗 3 次，放入 DAPI

溶液（1 mg/L）浸泡 10 min，再以 PBS 溶液浸洗 3 次，制作临时装片。 

（2）激光共聚焦显微镜采图，保存。 

2.2.4.3 激光共聚焦显微镜观察 

本实验所使用的激光共聚焦显微镜型号为Leica TCS SP8，可对活细胞进行无

损伤的实时观察分析,能对活细胞、组织进行形态和功能相结合的研究。对亚细胞

定位观察与分析的步骤为： 

（1）打开激光共聚焦显微镜及与该显微镜连接的电脑电源，预热20 min； 

（2）调节激光共聚焦显微镜参数，使得物镜与目镜形成通路； 

（3）将所要观察的材料平整放在干净的载玻片上，材料四周滴取少量清水,

盖上盖玻片，轻压使载玻片、盖玻片、材料紧密接触； 
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（4）将上述材料放在载物台上，用标本夹夹好 

（5）打开紫外光激发电源，先用低倍镜观察，调节粗调焦距螺旋，使得物镜

靠近载波片，双眼注视目镜，细微调节细调焦距螺旋，直到物像清晰。 

（6）打开与激光共聚焦显微镜连接的电脑中的软件，添加通道，调节各级参

数，添加比例尺后拍照保存。 

（7）观察结束后，先将物镜转换器转动归位，关闭各级电源。 

2.2.5 酵母单杂交 

2.2.5.1 酵母单杂交表达载体构建 

（1）扩增目的片段 

通常用酵母单杂交的方法验证基因的转录激活活性。本酵母单杂交系统所用

的质粒 pGBKT7 有 BD（DNA 结合结构域）结构域，将目的基因融合在 BD 结构

域之后，如果目的基因有转录激活活性则会启动下游报告基因的表达。结合

pGBKT7 载体的融合位点以及本实验所分析目的基因 PtoVNS11 的 CDS 序列，分

别设计加了不同酶切位点（EcoRI 和 BamHI）的引物序列，以 pCXSN-PtoVNS11

质粒为模板，用高保真酶 PrimSTAR 进行 PCR 扩增，扩增条件同上。胶回收目的

片段。 

（2）酶切、连接反应 

用 EcoRI 和 BamHI 双酶切胶回收目的片段及载体，胶回收载体骨架和裸露粘

性末端的目的片段。将酶切之后回收到的 pGBKT7 载体骨架以及 PtoVNS11 的扩

增片段，16℃过夜连接。 

（3）重组质粒的亚克隆 

将连接产物分别转化大肠杆菌 DH5α，待单菌落长出之后经过菌检、酶切、

测序等一系列实验之后确定正确的重组质粒，分别提取正确的重组质粒（提取方

法见 2.2.3.4.7）用于酵母感受态的转化。 

2.2.5.2 酵母单杂交转化 

2.2.5.2.1 酵母感受态细胞的制备 

（1）挑取 3~6 个直径为 2~3 mm 的酵母 AH109 单菌落于 1.5 mL 离心管中

（内含 1 mLYPDA 液体培养基），涡旋混匀； 

（2）将此 1 mL 菌液移入内有 50 mL YPDA 液体培养基的无菌三角瓶中，

30℃，250 rpm振荡培养 16-18 h，直至 OD600≥1.5； 

（3）将此 50 mL 菌液取适量倒入 300 mLYPDA 培养基中，使 OD600=0.2-0.3，
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30℃，230-270 rpm 继续振荡培养约 3 h，使 OD600 约为 0.4～0.6 左右； 

（4）将菌液转入离心管，5000 rpm 室温下离心 5-8 min，弃上清，收集菌体； 

（5）用新鲜配制的 1.5 mL 无菌 1×TE/LiAc 重悬菌体，每管分装 100 µL，

即为可用感受态细胞。 

2.2.5.2.2 热激法转化酵母感受态细胞 

（1）用沸水煮鲑鱼精 DNA（20 µg/µL）20 min，于冰上放置 10 min； 

（2）取 10 µL 鲑鱼精 DNA 及 5 µL 重组质粒 pGBKT7- ptoVNS11，加入到 

100 µL 酵母感受态细胞中，充分混匀，另设 pGBKT7 空载体作为对照； 

（3）向每个离心管中加入 600 µL 1×PEG/LiAc，涡旋，充分混匀； 

（4）30℃，200 rpm 振荡培养 30 min； 

（5）向每个离心管中加入 70 µL DMSO，颠倒温和混匀； 

（6）42℃水浴保温 15 min，冰浴 1-2 min； 

（7）5000 rpm 室温下离心 3 min； 

（8）弃上清，加入 500 µL 1×TE 重悬细胞； 

（9）将 100 µL 重悬液涂布于营养缺陷型培养基上，30℃倒置培养 2~4 d，

直至菌落可见。 

2.2.5.3 β-半乳糖苷酶活性分析 

（1）将一张无菌滤纸浸泡在盛有 5 mL Z-buffer/X-gal 溶液的培养皿中； 

（2）另取一张无菌滤纸用镊子将其铺在长有酵母菌落的平板上，轻轻摩擦使

滤纸与菌落紧密接触在一起，并在滤纸上做出标记，以使滤纸与培养基的位置相

互对应。 

（3）用镊子轻轻夹起滤纸，使接触菌落的一面朝上，浸入液氮中处理 10 s； 

（4）当滤纸完全冻结后将其取出，置于无菌培养皿中，室温下解冻；重复步

骤 3 和 4 三至五次，使酵母细胞完全裂解； 

（5）轻轻将接触菌落的滤纸一面朝上，置于预浸的滤纸上（步骤 1），避免

滤纸之间或下面产生气泡； 

（6）将滤纸在 30℃下放置 30 min-8 h，定期观察显色情况并拍照记录。（注

意：显色时间通常在 30 min-8 h之间；若大于 8 h，可能会产生假阳性结果。） 

2.2.6 烟草瞬时侵染共转化 

2.2.6.1 烟草的培养 

将营养土用水浸湿以后，把本生烟草种子均匀铺洒在土中，盖膜，用竹签点
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戳出气孔，覆膜待其萌发生长至 7 d 左右幼苗长出，揭膜。继续让其生长约至第

20 d 后将幼苗分开移栽至小盆中，在人工气候箱中培养。生长条件:温度 25℃;湿

度 70%；光照强度 2000 µmol·m-2·s-1 ；光周期 16 h (光)/8 h (暗)。 

2.2.6.2 瞬时转化烟草 

（1）所需溶液配制： 

烟草转化液(500 mL)：AS 50 µmol（AS 待高压灭菌后再加）；MES 0.978 g；

MgCl2.6H2O 1.0163 g；加 dH2O 定容至 500 mL，调节 PH5.6。 

（2）共注射表达及报告基因活性检测。 

烟草共注射步骤： 

1）烟草选择 8~10 周的幼嫩烟草，有 8-10 片叶子完全展开； 

2）农杆菌二活后重悬菌体至 OD600=0.6~0.8(实验时将数值相对固定)； 

3）室温条件下，5000 x g离心 5 min，收集农杆菌； 

4）用烟草转化液调节农杆菌的 OD600 至 0.7； 

5）室温放置菌液 2~4 h； 

6）用 1 mL/5 mL 的无菌注射器注射烟草叶片，并作标记。每个平行样本注

射至少 3 个叶片； 

7）遮光护苗，放入培养箱中暗培养，3 d 后取叶片 GUS 染色观察或定量检测

活性。 

2.2.6.3 GUS 荧光定量检测活性方法 

参照 Jefferson的方法[128]进行 GUS 荧光定量分析。GUS 可催化 4-甲基伞形酮

酰-β-D-葡萄糖酸苷(4-MUG) 水解为 4-甲基伞形酮(4-MU)与β-D-葡萄糖醛酸，

4-MU 分子中的羟基解离后被 365 nm 的光激发产生 455 nm的荧光，产生的荧光

值可由荧光分光光度计定量。提取各转基因拟南芥材料的 GUS 蛋白，采用 

Bradford 法测定提取液中 GUS 蛋白的含量[133]。 

（1）植物总蛋白的提取及浓度测定 

1）取 100 mg 植物样品在液氮中研磨成粉末，加入 3 倍体积的 GUS 提取缓

冲液，再研磨 2 min，将粉末装入 1.5mL 离心管，摇动 5 min，12,000 rpm，4℃离

心 10 min，取上清 4℃保存备用。 

2）蛋白标准曲线的制作：取配制的 1 mg/mLBSA 母液，按 0 µL、160 µL、

200 µL、240 µL、280 µL、320 µL、360 µL，加水补至 400 µL，用考马斯亮蓝 G250

溶液定容至 10 mL，进行 BSA 梯度稀释；后在 OD595 nm处测定光吸收值绘制标

准曲线： 
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3）样品蛋白含量测定：取蛋白上清 250 µL，加水 100 µL，加入 9.65 mL 考

马斯亮蓝染液，混匀，室温放置 5 min，测定 595 nm 的光吸收值，根据蛋白标准

曲线计算样品总蛋白含量。 

（2）GUS 荧光检测 

1）制作 4-MU 标准 

配制 4-MU 梯度浓度液（由反应终止液配制）：l.0 µmol/L，2.5µmol/L，10µmol/L，

500 µmol/L，100 µmol/L，10 µmol/L。在激发光 365 nm，发射光 455 nm，狭缝

2.5 nm条件下，测定各样品的荧光值，绘制标准曲线。 

2）酶活性测定:  

①取 200 µL 含 GUS 的上清（可根据测定的蛋白含量进行适当的调整体积）

加入到 800 µL 在 37℃预热的 GUS 提取缓冲液，再加 1 mLMUG 底物（2 mmol/L 

MUG 溶液），在 37℃水浴锅旁边准备计时反应。迅速充分混匀，并立刻取出 50ul

加入到 950 µL 反应终止液，将该管作为酶促反应的 0 点； 

②分别在 0、5、10、15、20 min分别取出 400 µL 的反应液，加入 1.6 mL 的

反应终止液（0.2 mol/L Na2CO3），室温避光保存； 

③用荧光分光光度计在激发波长 365 nm、发射波长 455 nm下，测定不同时

间点的荧光值； 

④用单位时间的荧光强度变化除以参加反应的总蛋白量，求出单位质量的蛋

白单位时间内的荧光强度变化。 

2.2.7 木质素含量测定 

待测转基因植株与对照植株的树干主茎被剥去树皮，取第 3 到 12 节间剩余的

主茎被用于进行木质素分析。依照国家标准《造纸原料木素含量的测定》

（GB2677.8-81）的测定方法进行木质素含量测定，其原理利用 Klason 方法[134]

测定酸可溶性木质素。 

（1）称取一定量烘干后的杨树木材粉屑，过 40 目筛； 

称取 0.50 g 过筛后的杨树木材粉屑 W1（约 0.5 g，每个样品三个重复），用

定性滤纸包好，放入索氏提取器中用苯-乙醇(67:33，v/v)于沸水中通过抽提 4 h，

提取完成后的粉末在通风橱中风干。 

（2）解开滤纸包，将风干后试料小心转入 250 mL 三角瓶中，加入 10 mL 72%

的浓硫酸，30℃ 120 rpm 震荡 1.5 h，然后加入 200 mL 蒸馏水，120℃水解 1 h。

将水解液用 G3 坩埚式过滤器过滤，并用蒸馏水冲洗三角瓶 3 次，水解残渣用蒸

馏水洗至中性，至洗液用 10% BaCl2 溶液试之不现浑浊，并用 pH 试纸检查滤纸

边缘不呈酸性为止，确保硫酸完全洗去，将滤液定容至 250 mL，此时硫酸浓度为
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2.88%。 

（3）将过滤后的残渣和砂芯漏斗一起干燥（80℃）至恒重，在干燥器中冷却

至室温后，称重得 W2（残渣+过滤器）。 

（4）将称重后的残渣和过滤器放入马氏炉中，在 200℃烧 30 min，然后在

575±25℃灰化 4 h，取出后干燥器中冷却 30 min，称重得 W3（灰分+过滤器）。 

（5）得出酸不溶木质素的含量为： 

          %AIL = (W2- W3)*100/W1； 

（6）取步骤 3 所得 V=250 mL 的滤液 1 mL，然后用 2.88%的硫酸稀释 10 倍

（视样品而定），保证吸光度在 0.2-0.7 之间，稀释倍数记为 D，光波长为 205 nm.

以 2.88%的硫酸为对照。 

（7）所得酸溶木质素的含量为： 

          %ASL=(A*D*V/1000*K*W1)*100； 

         A 表示：吸收值，D 表示：稀释倍数，V：滤液的总体积 

         K 表示：酸溶木质素的吸收系数，取 110；W1 表示：试样的绝干质量 

（8）样品中木质素的含量为： 

          Lignin（%）=AIL（%）+ASL（%）； 

（9）样品中灰分量：（W3-W4）*100/W1，洁净干燥的坩埚质量为 W4； 

每个样品重复 3 次，取平均值。 

2.3 实验结果与分析 

2.3.1 PtoVNS11 基因的克隆及同源性分析 

2.3.1.1 PtoVNS11 基因序列的克隆 

本实验以毛白杨芽尖为材料，按 Invitrogen 公司提供的 TRIzol®  Reagent 试

剂盒提取 RNA，经检测获得了高质量的总 RNA，见图 2.3-1。 

根据同源基因 PtrWND1B 和 AtSND1 的保守序列区域设计引物，以反转录得

到的 cDNA 为模板，通过 RT-PCR 反应得到该基因的全长编码序列。测序显示扩

增得到的片段大小为 1257 bp（见图 2.3-2），预测其编码 416 个氨基酸。BLAST

得知该序列为我们需要的基因片段，命名为毛白杨 PtoVNS11(NCBI 登录 ID 

KU049786) 。 
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图 2.3-1 杨树总 RNA 提取电泳图 

Figure 2.3-1 Agrose gel electrophoresis analysis of the total RNA isolated from P. tomentosa Carr. 

 

图 2.3-2 PtoVNS11 的 CDS序列结构及 RT-PCR 电泳片段 

Figure 2.3-2 Gene structure and agrose gel electrophoresis analysis of PtoVNS11 CDS fragment by RT-PCR 
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图 2.3-3 PtoVNS11 和其他 NAC 家族氨基酸序列比对及进化树分析。（a）PtoVNS11 同其他 NAC 结构蛋白

的多重序列比对，深褐色底纹显示的为相似度超过 80%区段，划线标注的地方为高度保守的五个氨基酸序列

（A-E）；（b）杨树和拟南芥中的 NAC 转录因子进化树分析；进化树构建利用软件 MEGA5.0，可靠性检

验 bootstrap 值设定为 1000 次重复[135]。 

Figure 2.3-3 Phylogenetic analyses and comparison of the putative a mino acid sequence of PtoVNS11 with that of 

the other NAC domain proteins. (a) Multiple sequence alignment of PtoVNS11and the other NAC domain proteins. 

Identical amino acids are shaded in gray. The locations of the five highly conserved amino acid motifs (A-E) are 

underlined. (b) Poplar NAC homologs of Arabidopsis SND1 were analyzed for their phylogenetic relationship with 

SND1, PtoVNS11 using the DNAMAN7.0 with 1000 replicates of the neighbor-joining algorithm, and the 

phylogenetic tree was displayed using the MEGA5.0 [135]. 

2.3.1.2 PtoVNS11 序列同源性的比较 

利用 NCBI 将毛白杨 PtoVNS11 与其他物种的NAC 家族近源基因进行核苷酸

序列比对分析发现它们具有较高的同源性。利用 MEGA5.0 比对来自不同物种的

NAC 家族的氨基酸序列发现，PtoVNS11 编码的氨基酸序列与毛果杨和拟南芥的

相似程度分别为 97.9%和 59.6%，表明它们的同源性很高。尤其在 NAC 功能域内

的氨基酸序列更为保守（见图 2.3-3）。 
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图 2.3-4 PtoVNS11 的半定量及相对荧光 PCR 检测。R，根部组织；S，茎段组织；YL，幼叶（第 1~2 节间）；

OL，老叶（第 5~6 节间）；P，叶柄；X，木质部；B，树皮。18S 为内参标准基因。 

Figure 2.3-4 Expression analysis of PtoVNS11 using quantitative real-time PCR. R, root apices; S, stem; YL, young 

leaf (1 ~ 2 internodes); OL, old leaf (5 ~ 6 internodes); P, petiole; X, xylem; B, bark. 18S is the interal standard 

gene.The bars are standard deviations (SD) of three technical repeats. 

2.3.2 PtoVNS11 基因的组织表达特异性分析 

为了检测 PtoVNS11 在各组织器官中的相对表达模式，分别提取根、茎、幼

叶、老叶、叶柄、木质部和韧皮部的 RNA，并反转录成 cDNA，进行半定量和相

对定量检测。结果表明，毛白杨 PtoVNS11 基因在植株的根、茎、叶、叶柄、木

质部和韧皮部中均有表达，但在茎和木质部中的表达量远远高于其他组织。这预

示着该基因很可能在植物的木质部发生和形成过程起着重要作用。 

2.3.3 PtoVNS11 亚细胞定位分析 

由于转录因子在细胞核内发挥作用， 因此了解其进入细胞核的过程非常重

要。 核孔直径大小约为 50～80 nm，允许分子量为 40～60 ku的蛋白扩散通过， 但

研究表明，转录因子通过核孔的过程是受到调控而非自发产生的[136]。 

转录因子进入细胞核的过程与本身包含的核定位信号区（NLS）密切相关，

由于该信号区域开始与抑制蛋白结合，在非外界信号刺激作用下核定位序列无法

发挥作用，当刺激形成后抑制蛋白解离，NLS 借助核孔处的亲核蛋白进入核孔。

转录因子进入细胞核的过程除了受到是否具有 NLS 区域、转译后磷酸化修饰、分
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子间相互作用的影响之外，转录因子本身其旁侧序列的磷酸化和脱磷酸化是调节

转录因子进入细胞核的重要方式。不具有 NLS 区的转录因子则通过与其他带 NLS

区的转录因子相互作用进入细胞核。经序列预测得知，在 PtoVNS11 氨基酸序列

的N末端和C前端处存在可能的核定位序列，因此该因子可能具有核定位的功能。 

 

图 2.3-5 PtoVNS11:GFP 融合蛋白在洋葱表皮细胞里的亚细胞定位分析。（a）35S:PtoVNS11-GFP 亚细胞定

位载体示意图；（b）35S:PtoVNS11-GFP 融合蛋白及 35S: GFP 对照蛋白在洋葱细胞中的瞬时表达情况。 

Figure 2.3-5 Subcellular localization of PtoVNS11::GFP fusions in onion epidermal cell.(a) Construetion of 

PtoVNS11 fusion GFP expression vector in onion epidermal cell.(b)Subcellular localization analysis of 

PtoVNS11::GFP fusions and 35S::GFP control in onion epidermal cell. 

为实验证实 PtoVNS11 蛋白的亚细胞定位，我们将 35S:PtoVNS11-GFP 融合

表达载体通过基因枪介导法轰击洋葱表皮细胞，发现在 488 nm 波长下显示的绿

色荧光斑点与 DAPI 染色后细胞核在 360 nm波长下发出蓝色荧光，且与在 488 nm

波长下显示的绿色荧光斑点完全吻合。此外，35S:GFP 的对照载体结果显示，整

个洋葱表皮细胞质和细胞核都显示绿色荧光。因此 PtoVNS11 具有核定位能力；

且因为只在细胞核中显示绿色荧光信号，因此可以判定该基因的表达为特异性的

核定位表达。 

2.3.4 酵母单杂交的转录激活分析 

1993 年，Wang 和 Reed 在酵母双杂交实验基础上首次建立了研究蛋白质和

DNA 相互作用的实验体系[137]，通过报告基因的表达检测真核生物细胞内基因转

录调控方式[138]。 
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图 2.3-6 NAC 蛋白结构[139] 

Figure 2.3-6 Structures of NAC protein domains[139] 

PtoVNS11转录因子的转录激活区位于NAC结构域的C端（C-terminal region）

（图 2.3-6），为了验证 PtoVNS11 的转录激活能力，我们选用酵母单杂交实验来

研究其转录激活特性。因为 pGBTK7 具有 GAL4 的 DNA 结合域（DNA binding 

domain），没有激活功能域，因而不能单独激活报告基因表达。我们将 PtoVNS11

构建到 PGBKT7 载体并转化酵母菌 AH109，利用报告基因在营养缺陷型平板上的

生长情况检测 PtoVNS11 的转录调控特性（图 2.3-7）。 

 

图 2.3-7 PtoVNS11的ORF 框融合在GAL4-BD 上通过酵母细胞里的Trp 和 α-Gal 报告基因显示其转录激活特性。 

Figure 2.3-7 Transcriptional activation analysis of PtoVNS11 ORF fused with the GAL4 DNA-binding domain 

(GAL4BD) showing its ability to activate the expression of the Trp and α-Gal reporter genes in yeast. 

将 pGBKT7- PtoVNS11 和 pGBKT7 空载体分别转化 AH109 酵母细胞，并分

别涂布在 SD/-Trp，SD/-Trp，-His，-Ade 缺陷型培养基上生长。结果表明，对照

和 pGBKT7- PtoVNS11 均可以在一缺的培养基上正常生长，而在 SD/-Trp，-His，

-Ade缺陷型培养基只有pGBKT7- PtoVNS11能正常生长并且β-半乳糖苷酶活性显
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示出蓝色，表明 PtoVNS11 具有转录激活活性并可以激活 His、Ade 及 LacZ 报告

基因的表达(图 2.3-7)，是一个转录激活因子。 

2.3.5 PtoVNS11 基因启动子表达特异性分析 

 

图 2.3-8 对转 ProPtoVNS11:GUS 载体的拟南芥 GUS表达模式分析。图 a 为生长 2 周幼苗，b 为根尖生长区；

图 c 为根部成熟区，d、e 为生殖发育后期器官（花和角果）；f 为茎，g为成熟叶。 

Figure 2.3-8 GUS activity of transgenic Arabidopsis carrying the proPtoVNS11:GUS vector. GUS activity was detected in 

2-week-old seedings (a) and root tip region (b) and the vascular region (c) of roots. GUS expression patterns in the flower 

(d), silique (e) , stem(f), and mature leave (g) during the development of the reproductive organs. 

将转入农杆菌 EHA105 的启动子重组载体通过花序浸染法侵染野生型拟南

芥。以野生型拟南芥为阴性对照，以含有 CaMV 35S 启动子的 pCAMBIA1305:- 

GUS 为阳性对照。 

2.3.5.1 启动子表达模式分析 

对转基因拟南芥不同生长时期的组织和器官进行 GUS 组织化学染色，结果如

图 2.3-8 所示。与对照相比（h~k 为空白对照），GUS 蛋白在幼苗生长的早期表

达比较强烈，几乎在各个组织器官中都有较强烈的表达，在根中则特异的在根尖

和根毛区表达。当植株进入生殖生长阶段时，发现该启动子在植株的花（d）、角

果顶端和基部固着点（e），以及成熟的叶片中均有表达，尤其在植物的茎中表达

最为显著（f）。这些结果表明 PtoVNS11 基因可能参与幼苗的发育及茎维管组织

的发育过程。 

2.3.5.2 缺失启动子表达活性分析  
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利用 PLACE 及 PLACE CARE 在线分析软件上分析长为 2069 kb 启动子的主

要作用元件，发现有 SNBE、W-box等元件的分布。据此截短启动子，将一系列

不同长度的启动子片段构建在 GUS 报告基因载体上（图 2.3-9）。 

 

图 2.3-9 不同长度 5`缺失启动子的表达活性分析。CK 为以 CaMV 35S 启动子转化的空对照载体；（A）不

同长度 5`缺失启动子示意图；（B）不同长度 5`缺失启动子转基因拟南芥 GUS荧光活性分析检测。误差棒

为标准误差，重复三次测量。 

Figure  2.3-9 The promoter fragments with different lengths were inserted into pCXGUS-P vector. Plants were 

also transformed with the promoterless GUS gene (CK, as a negative control) or the GUS gene under the control of 

the CaMV 35S promoter (35S, as a positive control). (A) Schematic representation of constructs carrying different 

PtoVNS11 promoters. (B) GUS activity in transgenic plants was measured by fluorometric analysis. Error bars 

represent standard error (n=3). 

对不同长度 PtoVNS11 基因启动子片段的转基因拟南芥幼苗（约 14d）进行

GUS 活性定量分析(图 2.3-9)，结果显示在距离转录起始位点（ATG）上游-1150 bp、

-652 bp、-560 bp、-283 bp、-171 bp 处的启动子缺失片段均具有启动活性，其中

启动子Ⅰ活性最高，Ⅱ和Ⅲ表达活性差异不明显，但对于Ⅳ而言，该片段启动子

总长度为 287 bp GUS 表达活性却几乎与Ⅰ没有显著性差异，和Ⅴ片段相比活性表

达较为显著。这暗示着在-283 和-171 区间含有对启动报告基因表达活性重要的基

本启动子元件（图 2.3-9A，B）。结合上面 PtoVNS11 基因的组织表达模式结果，

该结果进一步指示该基因对植物发育的重要调控作用。 

2.3.6 PtoVNS11 回复拟南芥突变体功能缺陷实验 

拟南芥作为模式植物，在参与维管系统及木质部发育过程中多基因或转录因

子功能已经阐明，这为探究林木物种维管形成层的发育机理奠定了良好的理论基

础。目前，利用物种间结构近似基因之间的同源比对，从而获得对应突变体拟南

芥植株，来验证新基因的功能是一项常用手段。根据 Zhong等人的报道[88]，在拟

南芥突变体的研究中发现，snd1 和 nst1 基因存在部分功能冗余互补，单独缺失其

中一个基因的正常表达，引起的拟南芥茎木质部表型变化不明显。因此，我们首

A 

 

B 
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先通过杂交获得了 snd1nst1 双突变体植株，并将 PtoVNS11 基因导入双突变体中

表达，来验证该基因的生物学功能。 

2.3.6.1 拟南芥 snd1 和 nst1 单突变体植株基因型鉴定 

将购买的编号为 SALK_120377C 和 SALK_015495C 的拟南芥种子种植后提

取总 DNA,并进行 PCR 扩增，验证是否为突变株，为下一步人工杂交选取父本和

母本。分别随机选取 8 株单突变体进行基因型的鉴定（图 2.3-10），结果表明，

所获得的拟南芥均为纯合单突变体。 

 

图 2.3-10 nst1 和 snd1 单突变体亲本植株鉴定 

Figureure 2.3-10 Genotype of nst1 and snd1 single mutation plants 

2.3.6.2 snd1 和 nst1 突变体杂交 F2 代植株基因型鉴定 

根据 T-DNA 片段的两端序列设计引物，扩增检验纯合突变株。如果基因未

被突变掉或者为杂合体的时候，能够扩增出目的带。如果为纯合突变体，因为该

基因序列编码区外源大片段的插入会阻抑目的片段的扩增。本试验采用的是在加

入内参引物 Actin 的基础上，同时扩增 snd1 和 nst1 两个基因。snd1 基因长度为

792 bp，nst1基因长度为910 bp。经过三轮PCR组合扩增，其结果显示 7号的PCR1、

PCR3 均未扩增出条带，而野生型均能扩增出条带，说明这株可能是纯合双突变

体（图 2.3-11）；其余植株均为杂合子。将鉴定并得到的双突变体种子种植，取

生长 7 w 拟南芥茎切片，进行 HCl-间苯三酚染色，观察到双突变体茎中维管束间

细胞没有次生壁结构，不能显示红色。并且在拟南芥抽薹约 10~15 cm 高时，植

株开始出现倒伏生长的现象。在图 2.3-12 中呈现的是生长第 8 w 左右的拟南芥茎
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横切片及整体植株状态。 

拟南芥 snd1nst1 双突变体植株的获得，对于利用该突变体研究杨树 NAC 家族

中调控次生维管系统相关基因的功能提供了良好的实验材料和突变体杂交育种实

验依据。 

 

图 2.3-11 nst1snd1 纯合双突变体植株鉴定 

Figure 2.3-11 Genotyping of nst1/snd1 double- mutation plants 

 

图 2.3-12 nst1snd1 纯合双突变体表型 

Figure 2.3-12 Genotyping of nst1snd1 double-mutation plants 
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2.3.6.3 在 snd1nst1 双突变体中表达 PtoVNS11 基因 

转 PtoVNS11 基因的回复突变体、snd1nst1 突变体、过表达株系和与野生型

（Col）同时种植，生长 7-8 w 后，取相同基部茎切片作 HCl-间苯三酚染色，观察

横切面中维管组织木质部和束间纤维发育情况；此时发现，在回复性转基因株系

中维管束间纤维细胞发育缺失的表型几乎完全消失，植株能直立生长，恢复到野

生型相似的生长状态（图 2.3-13）。 

 

图 2.3-13 超表达 PtoVNS11 基因在 snd1nst1 突变体拟南芥中的回复表型 

Figure 2.3-13 The phenotype of complementations compared with WT and snd1nst1 mutants. 

该实验确认了PtoVNS11是杨树NAC家族中影响次生壁发育的重要作用因子，

同时也证明了杨树 PtoVNS11 和拟南芥 NAC 家族中转录因子的功能具有保守性。

由于 SND1 和 NST1 是拟南芥中控制木质部细胞发育的“开关”基因，因此，

PtoVNS11 是否也影响木质部细胞次生壁木质化过程，对下游次生壁发育相关转

录因子或结构基因起关键性制约作用呢？  

2.3.7 超表达 PtoVNS11 拟南芥表型分析 

我们将构建的 Pro35S:PtoVNS11 植物表达载体通过农杆菌 EHA105，在野生型

拟南芥中超表达，经潮霉素筛选后得到的转基因拟南芥表型如图所示： 
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图 2.3-14 转基因超表达 PtoVNS11 拟南芥表型分析 

Figure 2.3-14 Phenotype analysis of transgenic plants over-expressing PtoVNS11（WT, A, B; OE, C,D） 

图 2.3-14 A,C 为 PtoVNS11 超表达的拟南芥生长两周后的的生长对比情况，

B,D 是抽薹时期（生长 8 周）拟南芥茎横切片结构图。由图中可知它们的表型存

在明显差异，幼苗时期转基因苗分生组织生长滞后，真叶延迟长出；在成熟时期

的茎秆维管组织中，PtoVNS11 导致木质部和皮层组织中木质素的异位沉积。因

此，PtoVNS11 能抑制拟南芥的早期生长，影响植物正常的生长发育；并且引起拟

南芥茎维管组织中的细胞次生壁的木质素含量增加。 

2.3.8 在毛白杨中验证 35S:PtoVNS11 基因功能的结果与分析 

尽管草本和木本植物茎发育拥有相似的次生代谢调控机制[140]，但木材形成是

一个复杂的多基因调控网络，涉及木质纤维的合成及在细胞壁上的沉积，木质部

不同细胞类型的分化以及个体多年径向生长等过程，远比草本植物复杂。因此，

以草本模式植物为材料取得的研究结果往往需要在木本植物再加验证。因此，我

们将 PtoVNS11 基因转入毛白杨中进行功能验证，得到了更准确的实验结果。 

2.3.8.1 毛白杨的遗传转化及转基因植株的获得 

选择生长健壮,根系发育好,叶色浓绿、质地肥厚的野生型无菌苗叶片进行转化, 

采用叶盘法将 Pro35S:PtoVNS11 转入毛白杨（P. tomentosa Carr.）中。经过愈伤组

织诱导、芽分化、及生根培养之后，待幼苗长至 10 cm左右移出瓶外，炼苗培养

直至完全适应温室环境。其过程见图 2.3-15。 
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图 2.3-15 Pro35S:PtoVNS11 的遗传转化过程。A 为诱导愈伤组织形成阶段，B 抗性愈伤，C 为抗性苗，D 为再

生植株，E 为在温室生长 2 月之后的植株。 

Figure 2.3-15 The genetic transformation process of PtoVNS11 in Chinese White poplar. A.Transgenic callus 

aggregated; B. transgenic shoots regenerated from a callus; C. Regenerated transgenic whole plants on the rooting 

medium; D 2-month-old transgenic plants grown in a greenhouse. 

2.3.8.2 转基因植株的检测与筛选 

采用 CTAB 法提取抗性再生植株基因组 DNA 作模板，分别以 Pro35S: PtoVNS11

质粒和野生型植株基因组 DNA 为阳性和阴性对照，设计特异引物 PCR 扩增潮霉素

抗性基因 Hpt。扩增的电泳结果见图 2.3-16 显示，在 PtoVNS11 转基因植株组和阳

性对照均获得一条与预期大小一致的片断(562 bp)，而阴性对照无此条带。表明携

带 PtoVNS11 基因的外源 T-DNA 已成功整合到毛白杨基因组上。 

 

图 2.3-16 转基因植株的 PCR 验证 

Figure 2.3-16 Confirmation of transgene integration using PCR 

2.3.8.3 转基因植株茎木质部结构和组分分析 

分别以 Pro35S:PtoVNS11 的转基因株系和同时期的野生型毛白杨为实验材料

（户外生长约 3 个月），取第 3、4、5 节间的茎段，通过徒手和石蜡包埋切片，

分别进行间苯三酚和甲苯胺蓝染色，结果如图 2.3-17 所示：木质素在转基因植株

茎杆木质部中的沉积明显高于野生型(图 2.3-17a,b,c,d,e,f)，体现在木纤维和导管细

胞壁结构更加致密(图 2.3-17g,h)，表明 PtoVNS11 的过量表达对木质部细胞壁的木

质素沉积具有促进作用。 

A

A 

B

A 

C

A D

A 
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图 2.3-17 35S:PtoVNS11 转基因植株中的横切面组织学观察。野生型（a,b,c,g,i），其中;转基因（d,e,f, h,j），a~f

为间苯三酚染色，g，h 为甲苯胺蓝染色，I,j 为电镜扫描。xy, 木质部; ph, 韧皮部; ve, 木质部导管; fi, 木纤维. 

Figure 2.3-17 Transverse histological sections were observed in PtoVNS11 transgenic plants.The different 

internodes in stems of 3-month-old wild-type (a, b, c, g) and transgenic lines (d, e, f, h) were sectioned and stained 

for lignin with phloroglucinol-HCl or Toluidine Blue. Transverse sections were observed by scanning elect ron 

microscope (SEM) from the 4th internodes of the stems of WT(i) and transgenic plants(j).xy, xylem; ph, phloem; ve, 

xylem vessel; fi, xylem fiber. Bars = 200μm in a - f；50μm in g, h; 17.5μm in i, j. 

2.3.8.4 转基因植株的生理表型观测 

NAC 转录因子参与了植物的多种生理过程，如生长发育、环境胁迫过程中的

应答反应等[141]。具体表现在它能影响植物的细胞分裂，器官分化及次生壁形成等

过程[142-144]，由于 PtoVNS11同拟南芥的AtSND1氨基酸结构上高度同源（图 2.3-3），

后者是随植株的发育持续性表达的模式[54]，即随着拟南芥居间维管束纤维和木质

部纤维细胞的发生、成熟至次生木质化发生期间持续性由高到低表达，从而影响

植株的生长发育。 

当超表达 PtoVNS11 转基因杨树表现出生长侏儒化、叶片卷曲等畸形特征。

从而也暗示 PtoVNS11 可能直接或间接影响植物的生长（图 2.3-18）。 

我们通过连续观察杨树生长的其他表型变化，如株型、株高、节间长度，并

做了详细的统计。将生长约 3 个月的野生型和转基因植株对比，发现高表达

PtoVNS11 植株明显矮化（图 2.3-18a），并且各节间长度也显著短于野生型株系

（图 2.3-18d）。说明茎的维管组织或顶端分生组织的正常发育受到了影响。 
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图 2.3-18 杨树中超表达 PtoVNS11 基因的表型观察分析，（a）生长约 12 周的杨树对比观察；（b）高度测

量；（c）高表达株系的定量检测；（d）高表达株系与野生型植株见节间长度对比。 

Figure 2.3-18 Phenotypic analysis of transgenic plants of overexpression PtoVNS11 in Populus. (a) Phenotypes of 

12-week-old Pro35S:PtoVNS11 transgenic plants compared with WT. Plant heights (b) and stem internode lengths 

(20-week-old plants) (d) of transgenic Pro35S:PtoVNS11 and wild-type plants. (c) qRT-PCR analysis showing the 

expression of PtoVNS11 in the seedlings of three representative transgenic lines (T3, T5 and T8). The expression of 

the 18S rRNA gene was used as an internal control. Results are presented as means and standard deviations (n = 10). 

Data are means ± SE from at least 10 plants in different lines. ** , *indicate significant differences in comparison 

with WT at P < 0.01 , P < 0.05 respectively (Student’s t-test). 

2.3.8.5 转基因杨树木质素含量测定 

 

图 2.3-19 木质素含量测定 

Figure 2.3-19 The content of Klason lignin of WT and transgenic line. The datas are means±SD of three 

independent expriements. 
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植物的生长包含木质部细胞不断生长分化的过程，在这个过程中由于次生壁

加厚和木质素的沉积，植物木质茎中的木质素含量逐渐发生变化。因此，我们利

用 Klason木质素检测方法对转基因超表达 PtoVNS11 的杨树茎木质素含量进行了

测定。 

我们将生长约 3 月的野生型及转基因 PtoVNS11 毛白杨株系的茎秆部位第 4

节间以下的部分进行了木质素含量的测定。如图 2.3-19，和野生型对照相比，转

基因植株当中的木质素含量有少量提高，高于野生型约 7.84%。然而，总体木质

素含量却并没有呈现出显著性差异。可以解释的一点可能在于，由于木质素的合

成是一个非常复杂的、牵涉到许多关键转录因子或者结构基因表达的庞杂网络体

系，因此，对木质部发育的调控方式是多样化的。可能 PtoVNS11 和毛果杨中

PtrWND1B 类似[145]，还存在另一种调控木质素合成的方式，即该基因的 mRNA

前体转录水平上具有不同功能的剪接异构体，从而调节或限制了基因功能表达的

情况。 

2.3.9 PtoVNS11 对木质素合成的调控方式分析 

2.3.9.1 次生木质部合成相关结构基因表达检测 

植物细胞次生细胞壁的形成是一个有多种细胞有序分化、多种生物或非生物

调节因子共同参与协同调节其发育的生物过程。早先的研究发现，转录因子是影

响维管组织或形成层发育的重要调节因素之一[146]。而木质素是维管植物次生壁的

重要组分，上述一系列表型和拟南芥中的功能相互验证实验说明 PtoVNS11 可能

参与调节植物茎中木质素的形成，为了进一步在分子水平上研究 PtoVNS11 调控

木质素合成的方式，找出 PtoVNS11 所影响的木质素合成相关基因，我们对木质

素合成途径中结构基因及关键性的转录因子进行了半定量或荧光定量 PCR 检测

分析。 

提取野生型和 PtoVNS11 超表达毛白杨株系的幼嫩茎秆组织的 RNA， 反转

录获得 cDNA，采用半定量和定量 PCR 方法检测木质素合成相关结构基因的表达

量，发现苯丙烷代谢途径的 C4H，HCT，CCoAOMT 等基因表达显著上升，同时

木质素单体合成直接相关的下游木质素特异调节基因 CAD，PO 也显著性上升（图

2.3-20）。这说明 PtoVNS11 可以通过提高木质素合成途径关键酶基因的表达水平

增加细胞木质素含量。然而，根据拟南芥中对 AtSND1 调控网络的转录组数据分

析结果可知，NAC 家族对于次生壁转录调控作用存在着多级转录因子联合调控的

现象，因此，我们推断 PtoVNS11 对这些关键酶基因的影响并不是直接的作用。

而是通过调节下游其他转录因子的转录表达而间接发挥作用的。 
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图 2.3-20 超表达 PtoVNS11 植株中的木质素特异调控途径上结构基因的定量及半定量检测 

PAL: Phenylalanine ammonia-lyase, 苯丙氨酸裂解酶; C4H:cinnamate 4-hydroxylase,肉桂酸-4-羟基化酶; 

C3H:4-coum arate 3-hydroxylase, 香豆酸-3-羟化酶; COMT:cinnamate O-methyltrasferase, 咖啡酸/5-羟基阿魏酸 O-

甲基转移酶; F5H:Ferulate 5-hydroxylase,阿魏酸-5-羟基化酶; 4CL: 4-coumarate-CoA ligase,4-香豆酸辅酶 A 连接

酶;CCoAOMT:caffeovl-CoA O-methyltransferase,咖啡酰辅酶 A O-甲基转移酶; CCR:cinnamyl-CoA reductase, 肉桂

酰 CoA 还原酶;CAD:cinnamyl alcohol dehydrogenase, 肉桂醇脱氢酶; PO:peroxidase,过氧化物酶。 

Figure 2.3-20 Lignin biosynthetic genes expression in in PtoVNS11 overexpressor plants by semi-quantitative 

RT-PCR analysis.PAL (phenylalanine ammonialyase), C4H (cinnamate-4-hydroxylase), 4CL (4-coumarate: 

CoAligase), HCT (p-hydroxycinnamoyl-CoA: quinate shikimate p-hydroxycinnamoyltransferase), C3H 

(4-coumarate 3-hydroxylase), CCoAOMT (caffeoyl-CoA O-methyltransferase), CCR (cinnamoyl-CoA reductase), 

CAld5H (coniferyl aldehyde5-hydroxylase), COMT (caffeic acid/5-hydroxyconiferaldehyde O-methyltransferase). 

Error bars represent SE of three independent biological replicates. *, ** indicate significant differences in 

comparison with WT at P < 0.05, P < 0.01, respectively (Student’s t-test). 

2.3.9.2 次生木质部形成相关转录因子表达检测 

目前，对草本模式植物拟南芥的次生生长转录调节网络的研究相对比较清楚。

在整个木质素合成相关的转录调控网络中不仅仅有 NAC 家族转录因子对木质素

的合成起着重要的调控作用，其他转录因子家族如 MYB，bHLH 也参与其中。

SND1 在整个网络当中起着“开关”的核心调控作用，与 NST1，NST2，VND6

和 VND7 共同激活 MYB46、83 等次级调控开关基因，并经由这些次级作用因子

直接或间接控制纤维素、木质素或木聚糖等次生细胞壁组分合成相关的结构基因

的表达，从而影响植物维管组织的形成或发育[47, 51]。 
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图 2.3-21 PtoVNS11 转基因植株的定量和半定量 PCR 检测分析 

Figure 2.3-21 qRT-PCR and semiRT-PCR analysis of transcription factors in P.tomentosa Carr. caused by the 

presence of the PtoVNS11 overexpression. 

因此，对野生型和转基因植株中已知参与了木质素合成调控的转录因子的表

达水平进行了检测。 

为了验证超表达 PtoVNS11基因会影响哪些木质素合成相关转录因子的表达，

因此，我们选取了NAC和MYB家族中和木质素合成相关的一系列转录因子基因，

进行了半定量和定量检测。结果发现，与野生型相比， 转基因株系中 MYB 家族

正向调控因子 MYB092，MYB003，MYB021 表达显著上升，而 MYB75，MYB125

显著性降低；NAC 家族成员NAC124、150、156、105都有不同程度的上升(图 2.3-21)，

这一结果和杨树“开关因子”PtrWND2B 和 PtrWND6B 调控激活下一级转录因子

表达结果一致；同时，在这个实验当中我们还发现与拟南芥 AtMYB4 同源的转录

因子 PtoMYB156 转录表达显著下降。据早前对 MYB4 的研究工作证明，作为拟

南芥中首个被鉴定的同时影响木质素代谢和黄烷酮生物合成的转录因子，MYB4

能通过抑制苯丙烷代谢途径上游的 C4H 基因表达，抑制下游木质素特异生化合成

过程。这个结果暗示着，PtoMYB156 转录因子可能也通过木质素的代谢合成途径，

影响了毛白杨中次生壁的发育过程。至于究竟通过哪种途径、以怎样的方式参与

了这一过程，仍需要实验证明。 
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2.4 小结与讨论 

Taylor-Teeples 等人以拟南芥为研究模型，基于蛋白质-DNA 相互作用在转录

因子和次生壁代谢合成相关酶基因之间建立了较为全面的网络调控体系[124]。其中，

转录因子和次生壁代谢基因之间的存在复杂调控关系，除了先前报道的 NAC 家

族转录因子之外，还有 MYB、WRKY、KNOX 等其它家族转录因子成员的参与[147, 

148]。可见，植物次生壁的形成是一个受多种转录因子构成的复杂调控网络控制的

过程。另外，多个物种中的比较转录组学研究分析表明，基于 NAC 家族基因主

导的细胞壁合成机制在维管植物中是十分保守的[149]。例如，苔藓（Physcomitrella 

patens）中并没有典型的次生壁结构，但是苔藓中 PpVNS 转录因子也能调控多个

根据 AtSND1、AtNST1 的下游靶基因，如 AtMYB46、MYB83、MYB103 和 AtMYB85

预测的同源的保守因子[150]。暗示NAC 家族因子不仅在生物学功能上是保守，在

调控方式上，如靶基因识别和转录激活方式，也在进化中维持着稳定[57]。推测从

低等维管植物到高等维管植物，以 VNS-MYB 转录因子家族为基础的细胞壁修饰

转录调控体系拥有共同的起源。 

目前已得到证实，有些转录因子通过识别结构基因中特有的结构元件，参与

到次生壁形成的调控网络中。火炬松（Pinus taeda L.）中的 MYB1 和桉树

（Eucalyptus grandis）中的 MYB2，以及毛白杨中的 PtoMYB092，均能结合于木

质素生物合成基因启动子区的 AC 元件，抑制或激活次生壁中主要结构成分的生

物合成，从而影响次生壁的发育。桉树（Eucalyptus gunnii）EgMYB1 和 EgMYB2 

都能特异结合于 EgCCR 和 EgCAD2 的启动子区，分别行使转录抑制因子或转录

激活因子的功能。然而，当过量表达 EgMYB2 时，并不能引起转基因烟草总木质

素的显著变化，但 S/G 比值增加。对于处于转录调控网络上游的转录因子，Zhong

和 Pyo 等人通过研究 VNS 转录因子对下游基因的结合实验，发现两个重要的结

合 元 件 TERE(Tracheary Element-regulating Cis-elements) 元 件 [151] 和 SNBE

（Secondary Wall NAC-binding Elements）元件[152]，并且两者有部分序列是高度

保守甚至重合的。它们是位于开关基因 AtVNDs 和 AtSND1/NST3 下游的级联靶

基因的启动子区域中常见的序列，并依此受上一级开关转录因子的调控。这些研

究结果暗示了：1、不同的物种中转录因子对次生壁形成的调控方式具有较大相似

性。2、相同物种中不同的转录因子对次生壁形成的影响有差别。3、在处于调控

网络上游的转录因子对下一级转录因子的调控很大程度上依赖基因结构的保守程

度，或者说是否具有相应的结合元件是构成转录因子之间发生调控作用的必要条

件。然而，对不同物种的植物而言它们自身的调控方式是否又具有特别之处？那

些调控模式相同的转录因子，哪一些在功能进化上是保守的？  

受上述研究结果的启示，我们对杨树 PtoVNS11 的功能进行了细致的研究，
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发现它与拟南芥 AtSND1、AtNST1 功能对应，作为“开关基因”参与控制植物细

胞次生壁形成。对 PtoVNS11 的研究为我们在木本植物中挖掘更多功能上关联的

转录因子提供了基础。由于 NAC 家族对于次生壁转录调控作用存在着多级联调

控的现象，因此，尽管在超表达 PtoVNS11 的杨树中发现，PtoC4H，PtoHCT，

PtoCCoAOMT 等次生木质部合成相关的结构基因的表达发生了显著改变（图

2.3-20），然而，这可能是通过 PtoVNS11 调节下游其他转录因子的转录表达而间

接产生作用的（图 2.3-21）。由于次生壁形成的转录调控网络中，除了激活型的

转录因子外，还有一些抑制类的转录因子，共同调控木质部细胞次生壁的分化，

因此，这可能可以解释在超表达 PtoVNS11 的杨树中检测到 NAC 家族转录激活因

子成员 NAC124、NAC150、NAC156、NAC105 都有显著上调表达，而 PtoMYB75

或 PtoNAC122 等负调控因子的转录表达呈现出下降的不同表达情况。然而，

PtoVNS11 是如何调控这些转录因子信号的？与其相关的转录因子在次生壁形成

过程中的具体功能又是怎样的呢？ 

我们挑选了与拟南芥 AtMYB4 同源的转录因子 PtoMYB156 进行转录水平检

测发现，该基因的表达水平约为野生型正常表达的 43%，下降了近 1.3 倍。根据

早前 AtMYB4 的研究报道，作为拟南芥中首个被鉴定的同时影响木质素代谢和黄

烷酮生物合成的转录因子，AtMYB4 能通过抑制苯丙烷代谢途径上游的 AtC4H 基

因表达，抑制下游木质素特异生化合成过程。这个结果暗示着，PtoMYB156 转录

因子可能也通过木质素的代谢合成途径，影响了毛白杨中次生壁的发育过程。因

此，在下一章内容中，我们围绕 PtoMYB156 是否参与了植物次生壁的形成这一

过程展开了进一步的研究。 
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第三章 杨树 PtoMYB156 基因的克隆和功能分析 

前言 

MYB 转录因子家族是植物中成员数量最庞大的转录因子家族之一，广泛参

与植物的生长发育，如维管形成层的发育，和响应环境胁迫信号等多种生理过程
[153]。在 2013 年公布的拟南芥转录因子数据库中，鉴定并收录了 58 种类别共 2296

个转录因子，仅 MYB 家族成员就有 265 个（MYB 转录因子 168 个，MYB-Related 

97 个），约占转录因子总数的 11.5%（拟南芥转录因子数据库，2013，

http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/index.php?sp=Ath）。在杨树，4288 个转录因子中 MYB

转 录 因 子 约 占 11.17% （ 杨 树 转 录 因 子 数 据 库 ， 2013 ，

http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/index.php?sp=Pth）。根据不同基因上 MYB 结构域基序

重复种类和数量的不同可将 MYB 家族成员划分为三种主要类型：R1-MYB、

R2R3-MYB、R1R2R3-MYB 三个亚族[154, 155]，其中，R2R3-MYB 转录因子是最为

常见的类型。 

近年来，通过 RNA 测序分析发现大量 MYB 基因在杨树、桉树和松树等木本

植物的木质部、维管形成层中特异表达，暗示这些基因可能与木材形成有关[156-158]。

此外，MYB 转录因子也可能同时具有多种生物学功能，如，苹果中的 MdMYB3

能同时影响花青素和黄酮合成 [176]；拟南芥中的 PAP1 被认为影响了木质素、花

青素，原花青素，黄酮醇和酚酸的合成[178]；由于拟南芥 AtMYB4 被报道参与了

对苯丙烷代谢途径中 C4H 的直接调控，影响了下游的木质素及类黄酮化合物的合

成[159]。我们的研究发现，在超表达 PtoVNS11 的杨树中，AtMYB4 的同源因子

PtoMYB156 的转录表达水平被显著下调。因此，推测 PtoMYB156 在杨树中可能

也参与调控苯丙烷代谢途径。本章节围绕这一问题展开了研究。 

3.1 实验材料、设备 

3.1.1 植物材料 

同第二章 2.1.1 

3.1.2 菌株和载体 

同第二章 2.1.3 

3.1.3 试剂及仪器设备 

同第二章 2.1.4 

3.2 实验方法 
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3.2.1 生物信息学分析 

本章中序列比对使用美国 Lynnon Biosoft 公司开发的 DNAMAN8.0 进行，

载 体 和序 列酶 切位 点 结构 分析 使用 NEBcutter V2.0 在 线 分 析工 具

（ http://tools.neb.com/NEBcutter2/ ） ， 在 使 用 美 国 能 源 部 网 站

（ http://www.phytozome.com/）和美国国立生物技术信息中心 NCBI 网站

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）查找和 BLAST 所需近缘序列后，用 MEGA5.0 软

件完成对序列进行多重比对和系统发生树的构建。启动子结构元件分析使用

PlantCARE[160, 161]，PLACE[162]。 

3.2.2 PtoMYB156 组织表达模式检测 

3.2.2.1 半定量检测（semiRT-PCR） 

选取温室长势良好的野生型毛白杨（生长期约 5~6 月）材料，按 2.2.3 方法

获得杨树各组织 RNA，以管家基因 18S rRNA 为内参,调整各样品 RNA 浓度，采

用 2 步法 RT-PCR 研究 PtoMYB156 在杨树不同组织中的表达情况。RT-PCR 的程

序：94℃3 min，26 个循环(94℃30 sec，58℃ 30 sec，72℃40 sec)。10 µL 反应产

物在含 EB 的 1%的凝胶上电泳检测。 

3.2.2.2 相对荧光定量检测(RT-PCR) 

以杨树各组织中的 cDNA为模板,按照 SYBR Premix Ex TaqTM II操作说明进

行实时定量 PCR，确定相关基因的相对表达量。 

反应条件:95℃，30 sec；40 个循环（95℃，5 sec；60℃ 30 sec）。 

采用 2-△△
Ct 方法计算结果。 

样品反应体系如下所示： 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 启动子 ProPtoMYB156:GUS 在拟南芥上的报告表达 

取 T2 代经筛选培养基上生长约 16 d 的转基因拟南芥小苗 10 株，及已进入开

SYBR Premix ExTaqTM II(2×)  

    10 µmol/L F-primer  

12.5 µL 

0.5 µL 

10 µmol/L R-primer   0.5 µL 

cDNA     1.0 µL 

ddH2O     10.5 µL 

总体积 25 µL 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.phytozome.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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花生长阶段、高度约为 20 cm转基因拟南芥成熟植株 3~6 株作为实验材料。取幼

嫩时期的小苗全株及成熟期植株根、茎、叶、花及果荚部位按照 Jefferson等人的

方法进行  GUS 组织化学定位[128]。将不同生长时期或组织部位的材料浸入 

X-Gluc 染色液，37℃保温 2~4 h, 经 70%酒精脱色，在解剖显微镜下观察 GUS 基

因的表达情况。 

3.2.3.1 ProPtoMYB156:GUS 表达载体构建 

将目的基因启动子（-1423 bp至距离ATG位点+12 bp区间）连接到pCXGUS-P

载体上，构建 Promoter-GUS 融合表达载体，方法参见第二章。载体构建图谱如

图所示： 

 

图 3.2-1 PtoMYB156 启动子载体示意图。LB 和 RB：左右边界；TNOS：胭脂碱合成酶基因终止子；HptII：

潮霉素磷酸转移酶；GUS：葡糖醛酸糖苷酶；图形长短与比例无关。 

Fig 3.2-1 Schematic representation of ProProMYB156:GUS construct . LB and RB, left and right T-DNA borders, 

respectively; TNOS, nopaline synthase ter minator; HptII, hygromycin phosphotransferase II; GUS, 

β-glucuronidase.The diagram is not drawn to scale. 

3.2.3.2 ProPtoMYB156:GUS 转化拟南芥 

转化方法同第二章 2.2.2 

3.2.3.3 GUS 报告蛋白组织化学显色 

获得转基因 ProPtoMYB156:GUS 拟南芥后显色方法同第二章 2.2.2。 

3.2.4 杨树中过表达 PtoMYB156 

3.2.4.1 Pro35S:PtoMYB156 植物超表达载体构建 

植物表达载体为 pCXSN，构建方法同第二章。所用引物见附表。 

3.2.4.2 叶盘法转化毛白杨 

采用叶盘法将 Pro35S:PtoMYB156 转入毛白杨叶片中，方法同 2.2.3。 

3.2.4.3 转基因毛白杨切片组织化学法染色 

3.2.4.3.1 转基因植株新鲜材料徒手切片 
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取野生型及转基因植株的叶柄、叶脉以及茎，徒手切片。其步骤具体为： 

1、切片前，在培养皿中盛以清水，准备好毛笔、滴管和刀片； 

2、切片前用左手的三个指头捏住材料，稍突出于手指之上，手持双面刀片，

刀口向内与断面平行，然后自左前方向后方滑行切片。注意手臂用力代替手腕用

力。 

3、材料一次切下，连续动作，切下许多薄片后用湿毛笔将薄片移入培养皿中

待用； 

4、挑选薄而均一的切片，放在载玻片上制成临时装片以不同染色方法进行染

色，后放在光学显微镜下观察。 

3.2.4.3.2 转基因植株材料石蜡切片及染色 

方法同第二章 2.2.3 

3.2.4.4 转基因毛白杨生长指标检测 

株高(cm)：测定插条新生主枝的长度。为了减小试验误差，所有材料在试验

开始阶段只取主茎顶端芽为最高测量点。 

茎段直径：测量生长约5个月大小杨树苗各节间直径。 

3.2.4.5 转基因毛白杨木质素含量检测 

方法同第二章 2.2.7 

3.2.4.6 木质素含量影响相关转录因子基因转录水平检测 

3.2.4.6.1 半定量 PCR（Semi-quantitative reverse transcription PCR）检测 

1) 取温室中生长状态良好的同期野生型杨树及转基因杨树幼叶，提取 RNA； 

2) cDNA 的反转录合成，步骤同第二章方法； 

3) 调整各组 PCR 扩增反应体系中 cDNA 模板量，经多次 PCR 反应，选取

合适退火温度及循环参数将各组内参基因 18S 表达水平浓度调一致，确定各组所

加 cDNA 起始模板量； 

4) 按所确定的 cDNA 模板加入 PCR 反应体系中，用对应的半定量引物扩

增目的片段，反应条件同第二章中方法； 

5) 凝胶电泳检测，分析野生型和过表达 PtoMYB156 基因中的不同株系间一

系列转录因子或关键酶基因的表达模式。 

3.2.4.6.2 相对荧光定量 PCR 检测 

以 cDNA 为模板对基因进行 semiRT-PCR, qRT-PCR (Realtime RT-PCR)釆用
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SYBR Premix Ex TaqTM II试剂盒(TaKaRa)。模板 cDNA的制备参见第二章2.2.3。

其他相关操作步骤如下: 

1）样品加样反应体系： 

 

 

 

 

 

每个样品设三个平行重复,以不加模板的反应体系为阴性对照。 

2) 配好的反应体系放入 Takara TP800 R-1613荧光定量 PCR 仪(Takara 公司)

中进行二步法的 PCR 反应程序。 

3) 数据处理:程序结束后，利用溶解曲线 Tm值判断产物单一性以及溶解温度。

用相对定量的方法，先分别测定出目的基因和参比基因 18S 的表达量，再求出相

对于内参基因的目的基因的相对表达量，最后进行样品间相对表达量的比较；采

用的计算方法为 2-△△
Ct[163]。 

4) 独立重复上述步骤三次，将所得数据进行分析作图。 

3.2.4.7 酵母单杂交 

3.2.4.7.1 酵母单杂交载体构建 

使用附件中所给陈列的相应引物，以毛白杨叶片 cDNA 为模板进行

PtoMYB156基因扩增，产物经琼脂糖凝胶 DNA 纯化回收试剂盒纯化后，与用引

物附加的同样酶酶切并纯化回收的载体 pGBKT7 进行连接。连接产物转化大肠

杆菌 DH5α感受态细胞，经菌液 PCR 和测序鉴定后，将重组质粒命名为 

pGBKT7-PtoMYB156，保存菌种备用。 

3.2.4.7.2 酵母单杂交转化 

转化方法见第二章2.2.5 

3.2.4.8 验证与 PtoMYB156 相互作用的结构基因启动子载体构建 

3.2.4.8.1 木质素特异合成途径上关键酶结构基因的启动子序列分析 

顺式作用元件预测采用 PlantCARE(http://bioinformaties.psb.ugent.be/webtools/ 

SYBR Premix ExTaqTM II(2×)  

    10 µmol/L F-primer  

12.5 µL 

0.5 µL 

10 µmol/L R-primer   0.5 µL 

cDNA     1.0 µL 

ddH2O     10.5µL 

总体积 25 µL 

http://bioinformaties.psb.ugent.be/webtools/%20Plantcare/html/
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Plantcare/htmL/)[162]，PLACE(http://WWW.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.htm)[161]，

NSITE-PL 及 ScanWM-P 程序(softbe，http://linux1.softberry.com/berry.phtmL)。 

3.2.4.8.2 木质素特异合成途径上关键酶结构基因的启动子载体构建 

以毛果杨 DNA 为模板，利用 PrimeSTARTMHS (Premix) DNA Polymerase 高

保真酶扩增 C4H、C3H、CCOAOMT、CCR、CESA 基因中包括 ATG 在内的上游

启动子（约1.5 kb）。引物序列见附件。 

3.2.4.8.3 烟草瞬时侵染转化 

方法同第二章 2.2.6 

3.2.5 利用 CRISPR/CAS9 技术在杨树中敲除 PtoMYB156 基因 

CRISPR/Cas9 系统是目前科研领域应用最广泛的基因组编辑技术，在过去两

年在植物中成功修饰了拟南芥、水稻以及小麦等植物基因组。目前转化拟南芥通

常采用农杆菌介导的沾花法，而杨树当中最先报道的是使用农杆菌浸染叶盘法[164]。

本人研究课题即采用了这种方式在毛白杨中实现 PtoMYB156 的敲除表达。 

3.2.5.1 植物材料 

同第二章 2.1.1。 

3.2.5.2 菌株和载体 

大肠杆菌（Escherichia coli）DH5α，农杆菌 EHA105（Agrobacterium 

tumefaciens）为本实验室保存。本实验所用到的 CRISPR/gRNA 系列载体由华南

农业大学刘耀光老师实验室提供，植物表达载体 pCXSN，为湖南农业大学水稻基

因组学实验室王国梁教授提供，详细资料见参考文献[125]。 

3.2.5.3 试剂及仪器设备 

同第二章 2.1.4 

3.2.5.4 构建 CRISPR/Cas9-PtoMYB156 载体 

3.2.5.4.1 克隆 PtoMYB156 基因并完成测序 

同第二章，所用引物见附表。 

3.2.5.4.2 CRISPR/Cas9 靶位点选择 

将测序得到的 PtoMYB156 序列放入网站   ZiFiT Targeter Version 4.2 

http://bioinformaties.psb.ugent.be/webtools/%20Plantcare/html/
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.htm
http://linux1.softberry.com/berry.phtml
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(http://zifit.partners.org/ZiFiT/Introduction.aspx)[165]，挑选序列中 NGG 上游第 20 碱

基是A或 G的序列，优先选为靶序列。并结合该区域序列中GC 含量的分布情况，

选中三个靶位点序为 Target1：CGCACCCTTGTTTGTATGGG； Target2：

GTTGCTTACATTAGAGCTCA；Target3：AACTCTTGCCACATCTAAGA。（见

图 3.2-2） 

 

图 3.2-2 PtoMYB156 靶位点序列。保守的间隔相邻基序（PAM）PAM 显示红色，靶序列下标划线。 

Figure 3.2-2 Target sequences in the PtoMYB156 gene. The PAM (protospacer-adjacent motif) sequence is shown 

in red and targeted sequences are marked by line. 

3.2.5.4.3 将 PtoMYB156 基因装载入 Cas9/sgRNA 载体系统中 

本载体系统采用拟南芥 AtU3b, AtU6-1 和 AtU6-29 启动子，分别驱动

PtoMYB156 编码区序列的三个靶片段，以 Golden Gate Cloning 方法[166]进行 Cas9

载体和多个 gRNA 表达盒片段的一次连接组合完成。采用冻融法将载体转入农杆

菌 EHA105 中[167]。 

3.2.5.4.4 通过叶盘法转染毛白杨叶片并筛选敲除成功转基因植株 

利用第二章 2.2.2 方法提取毛白杨叶片 DNA 为模板，以组合引物方式扩增內

源 PtoMYB156 靶基因序列附近片段，将得到的 PCR 产物在 3%的琼脂糖凝胶中电

泳，直至短序列分开。引物组合方式为：PtoMYB156-F，CCTCCGTCTCT 

AGTCCTACC；PtoMYB156-Cas9-R，GGAGGCTATGGAGTTTGATA。参考目的

片段大小 340 bp。所分离得到的 DNA 片段进行回收并连接转化至 pMD-19 载体

中测序，用 DNAMAN7.0 序列比对软件对比参考序列，分析內源 PtoMYB156 基

因敲除情况。 

3.2.6.4.5 CRISP/Cas-PtoMYB156 转基因毛白杨切片组织化学法染色 
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参见第二章 2.2.3.6 方法。 

3.2.6.4.6 木质素含量影响相关结构基因转录水平检测（QRT-PCR） 

参见第二章 2.2.3.3 方法。引物见附表。 

3.2.6 木质素单体含量检测（HPLC） 

根据碱性硝基苯氧化法测定木质素单体组成[168, 169]。具体操作过程如下： 

1.利用苯/乙醇除去脂类，酚类，可溶性糖，淀粉等非细胞壁物质：称取 0.1000 

g 木材粉末（过40目筛），用滤纸包好后放入含有苯/乙醇（67∶33，V/V）溶液

的索式提取仪中沸水抽提 6 h，取出，通风橱过夜风干至恒重，获得秸秆残留物

（CWR）。 

2.称取 50.0 mg CWR 放入具有不锈钢保护层的聚四氟乙烯密封罐中（25 mL），

并加入5.0 mL 2.0 mol/L NaOH 溶液，0.50 mL 硝基苯和1个转子。将整套装置拧紧

密封好后，置于170℃恒温油浴锅中反应 3.5 h，转速为15 r/ min。反应完毕后，将

密封罐迅速冷却。 

3.将密封罐中反应混合液转移至100 mL 磨口三角瓶中，密封罐用2.0 mol/L 

NaOH溶液冲洗干净。向三角瓶中加入一定量的内标物，内标物为乙基香兰素，浓

度配置为4 mg/mL (2.0 mol/L NaOH 配置)。 

4.萃取：用30.0 mL 二氯甲烷/乙酸乙酯混合液（1∶1，V/V）萃取反应混合液

3 次，目的是消除未反应完的硝基苯及其衍生物。保留水相。（此步保留萃取液

上层，下层液体含有硝基苯衍生物）将水相用6.0 mol/L 盐酸调 pH 值至3-4 后（加

约5吸管），充分摇匀。再次用30.0 mL 二氯甲烷/乙酸乙酯混合液（1∶1，V/V）

萃取3 次。此步保留萃取液下层。 

5.收集有机相，旋蒸，得到固体残渣。 

6.将残渣用5.0 mL色谱纯的甲醇重新溶解后经0.22 µm滤膜过滤，取20.0 µL用

HPLC检测。 

木质素单体HPLC 检测条件： 

（1）柱子类型：universal C18 反相柱，4.6 mm×250 mm。 

（2）流动相：甲醇/水/冰乙酸（25∶74∶1，V/V/V）。 

（3）流速：1.1 mL/ min  

（4）检测波长：280 nm。温度28℃。 

（5）进样量：20.0 µL 

其中，内标浓度配置为 4 mg/mL (2.0 mol/L NaOH 配置)。裂解反应后，根据

样品含木质素情况加不同体积的内标，通常是加 200 µL。混于样品中，萃取、旋
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蒸，最终用 5 mL 色谱甲醇溶解，因此上机时的内标浓度是 0.16 mg/mL。配标曲

时的内标浓度按 0.16 mg/mL 配置。 

标准曲线配制： 

1）配置 200 mL 内标，即称 32.0 mg 乙基香兰素溶于 200 mL 色谱甲醇中(0.16 

mg/mL)。 

2）标准曲线的 5 个浓度分别是 0、100、200、500、1000 µg/mL。 

3.2.7 次生壁厚度定量检测 

采用激光扫描共聚焦显微获得电子成像图片，随机选取 60 个细胞备为一组数

据，利用成像软件（ImageJ software）测量多组数据结果(http://rsbweb.nih.gov/ij/)[63]，

采用 SPSS 统计学软件进行生物学统计。 

3.3 实验结果与分析 

3.3.1 生物信息学分析 

3.3.1.1 PtoMYB156 基因克隆及氨基酸序列分析 

本实验以毛白杨芽尖为材料获得 RNA，以反转录得到的 cDNA 为模板，根据

已发表的毛果杨 PtrMYB156 的全长序列设计特异性引物，RT-PCR 反应得到该基

因的全长编码序列。测序显示扩增得到的片段大小为 810 bp（见图 2.3-2），预测

其编码 269 个氨基酸。在 GeneBank（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）和

phytozome（http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmL#!search?show=BLAST）中

进行 Blast 同源性分析，以及 MEGA5.0 中的多重序列比对发现 PtoMYB156 和其

他 R2R3MYB 型转录因子有较高同源性，且具有典型的 R2R2MYB 转录因子的特

征：在保守的 N 端含有长度分别为 53 和 47 个氨基酸的 R2/R3 功能域，C 端区域

为相对不保守的功能活跃区（图 3.3-1b）。在 PtoMYB156 的 C 端区域具有四个

典型的MYB第四亚家族的蛋白结构元件（图3.3-1a）：C1元件，LlsrGIDPxT ⁄ SHRxI 

⁄ L；C2 元件，pdLNLD ⁄ ELxiG ⁄ S；锌指结构元件，CX1–2CX7–12CX2C ；以及

C4 结构元件，FLGLX4–7V⁄LLD⁄GF⁄YR⁄SX1LEMK[85, 170-172]。其中，C2 元件中包

含一个 EAR (ethylene-responsive factor [ERF]-associated amphiphilic repression) 结

构元件。EAR 元件有多重分化形式[173]，PtoMYB156 属于较为常见的 LXLXL 类

型。据先前的研究指出，C1 元件（也称为 GIDP 元件），具有激活活性[174]，C2

结构域为起抑制功能的元件[85, 159]，在柳枝稷 PvMYB4 结构域中 C4 元件也有转录

抑制功能[85]。该因子在体内究竟是一个转录激活子还是抑制子，还有待实验证明。 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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图 3.3-1 PtoMYB156 和其它 R2R3-MYB 家族转录因子的氨基酸序列比对分析。（A）PtoMYB156 和其它

R2R3-MYB 家族转录因子的氨基酸序列结构对照，保守元件部分以下划线表示。（B）PtoMYB156 转录因

子的氨基酸结构示意图，包含的主要结构元件有 C1，C2，ZF 元件和 C4 元件。 

Figure 3.3-1 Comparison of PtoMYB156 with other R2R3 MYB amino acid sequences. (A) Multiple sequence 

alignment between PtoMYB156 and the other R2R3-MYB subfamily 4 proteins. Identical amino acids are shaded in 

gray. The potential functional motifs and conserved MYB domain are underlined. (B) Structure of PtoMYB156 

protein domains and potential motifs. The boxed sequences are C1, C2, Zf and C4 motifs. 

3.3.1.2 PtoMYB156 的进化树分析 

为了分析 PtoMYB156 在多物种植物中的 R2R3-MYB 家族转录因子中的进化

特征，本文将其与杨树、金鱼草、桉树、棉花及玉米中已知与木质素合成相关的

MYB转录因子一起构建了进化树（图 3.3-2）。结果表明，在拟南芥中与 PtoMYB156

进化关系最接近的是 AtMYB4。同时，通过不同物种间 R2R3-MYB 氨基酸序列的

同源性分析，以及 MEGA5.0 进行多重序列比较得知 PtoMYB156 和其它木质素相

关 R2R3-MYB 类转录因子具有较高相似性，尤其是与美洲黑杨的 PdMYB221 

(Populus deltoides cv. nanlin895) 同源度达到 97%（见图 3.3-2）。PtoMYB156 与
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AmMYB308、EjMYB2 等能够负向调控植物次生壁合成转录因子在序列上高度同

源，暗示着该因子在功能上可能也是保守的。 

 

图 3.3-2 PtoMYB156 与其它不同物种中 R2R3MYB 类转录因子的进化树比对。 

Figure 3.3-2 Phylogenetic relationship of PtoMYB156 and other R2R3MYB transeription factors from different 

plant species. 

3.3.2 PtoMYB156 表达模式分析 

为了明确该基因在不同组织，及不同发育阶段的表达特性，我们根据

PtrMYB156 序列设计了该基因的上游启动子区段的特异性引物（见附表），以叶

片 DNA 为模板，克隆得到了长为 1435 bp 的片段。接着，将该启动子连入

pCXGUS-P 载体，使之控制 GUS 报告基因的表达，并转化野生型拟南芥，得到经

潮霉素抗性筛选的再生植株。采用 Hpt 引物鉴定转基因植株。 

在拟南芥生长的多个时期，利用 X-gluc 组织化学染色观察报告基因的表达情

况，发现幼苗阶段（生长第 15 d）的植株中，根、茎、真叶及子叶的主叶脉处都

有蓝色显示。在拟南芥抽薹的茎中表皮和形成层区域 GUS 基因的表达分布明显。

同时，在茎间互生的叶片中 GUS 也表达丰富。此外，还观察到在开花期蓝色较多

的分布在萼片、花柱、及雄蕊中。这表明，GUS 报告基因在拟南芥的整个发育时

期都有表达（图 3.3-3）。 
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图 3.3-3 PtoMYB156 基因启动子的表达模式。注：长为 1435 bp 的启动子片段连接在 pCXGUS-P 载体中，转

化拟南芥后观察不同时期报告基因的表达情况。 

Figure 3.3-3. Promoter of PtoMYB156 gene expression pattern. The 1435 bp promoter inserted upstream of the 

GUS sequence in the expression vector pCXGUS-P. Transgenic Arabidopsis plants were exa mined for GUS 

activity during different stages. 

 

图 3.3-4 PtoMYB156 基因在杨树中的组织表达模式分析。 

Figure 3.3-4 Expression patterns of PtoMYB156 in different tissues of poplar. 

为了检测 PtoVNS11 在各组织器官中的相对表达模式，通过分别提取杨树各

组织和器官的 mRNA，并反转录成 cDNA，通过定量 PCR 检测 PtoMYB156 基因

的表达。结果表明，毛白杨 PtoMYB156 基因在植株的根、茎、叶、叶柄、木质部

和韧皮部中均有丰富的表达，且在叶片和韧皮组织中的表达高于其他组织（图
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3.3-4）。结合在拟南芥中的启动子 GUS 表达检测结果，这预示着该基因很可能

参与了植物生长发育的多个时期，并对茎中维管组织的发育起作用。 

3.3.3 PtoMYB156 的亚细胞定位分析 

转录因子调控基因表达的功能，需要在细胞核内完成。根据生物信息学分析，

发现 PtoMYB156 在其氨基酸序列的 N 端具有核定位信号。我们构建了

PtoMYB156 和 GFP 的融合表达载体 35S:PtoMYB156-GFP，并转化烟草 BY-2 细

胞。通过激光共聚焦显微镜观察，发现在细胞中 GFP 荧光信号的定位，与 DAPI

信号在位置上相互重合，表明融合蛋白特异的定位在细胞核内。见图 3.3-5A。由

于 PtoMYB156-GFP 融合蛋白的分子量超过 50 kDa，理论上不能以自由扩散的方

式入核。因此，该实验证明了植物细胞中 PtoMYB156 因子能主动定位于细胞核

内表达。 

 

图 3.3-5 PtoMYB156的亚细胞定位实验及转录激活活性实验。（A）35S-PtoMYB156:GFP融合表达载体在烟草 BY-2

悬浮细胞中的瞬时表达。细胞核定位经过DAPI 染色显示。（B）PtoMYB156嵌合VP16转录激活序列后测试其转

录激活活性实验。GBD， GAL4 DNA-binding 结构域；VP16，VP16蛋白激活元件；GALBs，GAL4蛋白绑定位点。 

Figure 3.3-5 Subcellular localization and transactivation assays of PtoMYB156. (A) Transient expression of 

35S:PtoMYB156-GFP fusion proteins in tobacco BY-2 cells. The position of nucleus was ensured by DAPI staining. A 

tobacco BY-2 cell expressing PtoMYB156:GFP or GFP alone shows its localization in the nucleus or in the cytoplasm, 

respectively. Fused GFP-protein highlight and bright-field images were compared. 35S-GFP was used as control. (B) 

Transcriptional activation analysis of PtoMYB156 analyzed by the chimeric reporter/effector assay in yeast. GBD, GAL4 

DNA binding domain; VP16, activation motif of the VP16 protein; GALBs, GAL4 protein binding sites. Data represent mean 

of three biological repeats ± SD. GAL4DB null vector was used as a negative control and GAL4BD fused with VP16 was 

used a positive control. 
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3.3.4 PtoMYB156 的转录抑制活性验证 

根据前面对PtoMYB156 C-端结构域氨基酸序列的分析，发现该序列上含有EAR

元件，该元件可能影响转录因子的转录特性，一般被认为是转录抑制因子所特有的

结构。为了进一步证实 PtoMYB156C 端结构域的抑制活性，我们构建了三个融合蛋

白质粒，一个包括 Gal4 的 DNA结合域和单纯疱疹病毒蛋白（Herpes Simplex Virus 

Protein）VP16 的转录激活域（命名为 GAL4BD-VP16）[175]，另一个是 Gal4BD 和

PtoMYB156 的融合蛋白质粒（GAL4BD-PtoMYB156），以及将 Gal4 和 PtoMYB156

及 VP16共建的融合质粒（GAL4BD-PtoMYB156:VP16）。其中 GAL4BD-VP16和C

端未连接片段的 GAL4BD 载体分别作为阳性对照和阴性对照。结果发现：阳性对照

融合蛋白质粒能活化报告基因活性，在 SD/His-（一缺），和 SD/-Trp，-His，-Ade

（三缺）营养缺陷型培养基中正常生长，并且能酶解 X-gal显示蓝色。但这种活性

被 PtoMYB156 所抑制，GAL4BD-PtoMYB156 及 GAL4BD-PtoMYB156:VP16 在三

缺培养基上不生长或生长极其缓慢，且检测 Laz酶活性的检测和对照相比，活性显

著下降了（见图 3.3-5B）。说明 PtoMYB156 是一个转录抑制因子。 

3.3.5 超表达 PtoMYB156 的转基因杨树形态观察 

生长约 4 个月的 PtoMYB156 超表达转基因杨树和野生型杨树相比，表型有明

显的差异。OE-PtoMYB156 转基因杨树生长体积变小，植株顶端趋于弯曲倒伏，

成熟叶（第 7 节间叶片）叶边缘卷曲呈杯状、叶色黄绿；地下部分的侧根系也较

少（见图 3.3-6A）。选取两个超表达株系：L-3、L-4 进行定量分析结果显示，转

基因株系在高度上比野生型下降 60%左右，直径下降了约 30%。同时茎的生物量

也显著降低。结果见图 3.3-6B。以上结果表明，超表达 PtoMYB156 对杨树的生长

起抑制作用。 

研究表明，与 PtoMYB156 同属于 R2R3-MYB 转录因子第 4 亚家族的成员桉

树 EgMYB1 超表达导致植株矮化、叶片向上蜷曲呈“杯状”（Cup-shaped leaves）

[67]，并且 EgMYB1 是一个影响木质素沉积时空特异性的负调节因子，对次生壁形

成过程有精细的调节功能。从上述试验观察结果来看，PtoMYB156 的超表达在杨

树中显现的一系列表型特征：抑制杨树的正常生长，导致植株株高降低、叶形发

生改变等不仅与 EgMYB1 功能类似，并且这与 PtoMYB156 基因的组成型表达模式

是相吻合的（图 3.3-3，3.3-4），暗示该转录因子在杨树的生长发育中起关键的负

调控作用，并且极有可能参与了植株的维管组织发育过程。 
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图 3.3-6 超表达 PtoMYB156 和野生型杨树生长表型对照。A、超表达 PtoMYB156 转基因杨树和 WT 植株表

型，第七片叶，植株根部照片放大图；B、超表达 PtoMYB156 引起植株生长滞后。对生长 4 个月的杨树株

高，茎生物量及茎直径检测结果统计。 

Figure 3.3-6 Phenotype of overexpressing (OE)-PtoMYB156 transgenic poplar compared with WT. A. WT and 

OE-PtoMYB156 poplar plants after 4-month growth in greenhouse. Leaf sizes at 7 leaf plastochron index(LPI)[176] and root 

sizes, photos detail of cup-shaped leaves of PtoMYB156 transgenic poplar plants. B. Overexpressing PtoMYB156 caused 

retarded growth in transgenic plants. Plant heights, biomass of stem and root and stem diameters of basal parts of 4-month-old 

plants grown in the greenhouse. Results are presented as means and standard deviations (n=10). Single asterisk, double 

asterisk indicate significant differences in comparison with WT at  P<0.05, P<0.01, respectively (Student’s t test). 

3.3.6 超表达 PtoMYB156 杨树的木质素含量测定 

与野生型相比，超表达 PtoMYB156的转基因杨树的生物量明显下降（图 3.3-6）。

而植物的木质部具有提供植物机械支撑、水和无机养分运输的重要职能[177]，是植

物生物量组成的重要组分，G/S 木质素单体组分比值也是决定木本植物材性的重

要参数。因此，我们将生长约 4-5 月的野生型及转基因 PtoMYB156 毛白杨株系的

茎秆部位第 4 节间以下的部分进行了 Klason木质素总量及单体含量的测定。如表

3，和野生型对照相比，L-3 及 L-4 株系的转基因总木质素含量均显著减少，最高

降低了约 14.3%；而经过 HPLC 检测的 G/H/S 三种木质素单体含量几乎没有变化

（表 1）。 
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表 1 利用高相液相色谱法测定野生型和转基因杨树中 S/G/H 单体木质素的组分比例，及总单体量比率 

Table 1. Syringyl, guaiacyl, and p-hydroxyphenyl monomer composition, and total monomer yield of WT and 

PtoMYB156-transformed poplar (% dry matter), as determined by high performance liquid chromatography (HPLC). 

Each data point is the mean±SE of three replicates. * indicate significant differences (t test at P < 0.05) when compared 

with the wild type (n = 3). 

Sample 
Klason lignin 

(mg/g) 
H % G % S % S/G 

WT 245±8.7 0.24±0.02 42.32±2.33 57.44±2.71 1.36±0.01 

L-3 203.4±9.8* 0.84±0.10 46.58±3.60 52.59±1.97 1.10±0.04 

L-4 211.9±10.1* 0.85±0.09 42.34±2.88 56.81±4.20 1.35±0.01 

3.3.7 超表达 PtoMYB156 杨树的木质部细胞显微结构观察 

将野生型和超表达株系 L-3，L-4 茎徒手切片后，对木质部细胞进行了激光扫

描共焦显微观察，并通过统计数据的对比分析得知，超表达株系（L3，L4）中的

木质部、韧皮部细胞管径面积减小，木质部和韧皮部组织相对于茎横切面积比例

也有不同程度的降低，且韧皮部组织的缩小相较于野生型有显著性差异（见表 2）。

更值得注意的是，木质部的导管、木纤维分子细胞壁的厚度相较于野生型分别降

低了 13%，28%。见表 3。 

表 2 转基因和野生型杨树的解剖学特征 

Table 2 Anatomical properties of wild-type and transgenic poplar. Data are means±SE.
 * indicate significant 

differences (t test at P < 0.05) when compared with the wild type . 

Line Area of Xv 

(/μm2) 

Area of Xf 

(/μm2) 

Area of X  

(μm2) 

Ratio of X 

area/STS 

Area of P 

/(μm2) 

Ratio of P 

area/STS 

WT 1248.92±89.02 298.72±22.70 61412.10±7014.53 31.94±2.23% 3778.50±12.22 5.17±0.76% 

L-3 1189.59±40.48 247.18±18.86 54396.65±236.70 26.55±4.65% 2306.21±15.28* 4.23±0.01% 

L-4 1200.29±55.21 254.20±21.10 52276.30±118.30 27.34±5.37% 2128.32±17.36* 3.99±0.86% 

Xv, xylem vessel cell; Xf, xylem fiber; X, xylem; STS, stem transverse section area; P, phloem.  

表 3 转基因和野生杨树中木质部次生壁厚度检测 

Table 3. Measurements of secondary cell wall thickness in the xylem of wild type and transgenic poplar. Data are means±SE. 

Sample Xylem vessel/μm Xylem fiber/μm 

WT 3.78±0.618 4.18±0.50 

L-3 3.2±0.73 3.53±0.42 

L-4 3.53±0.89 2.93±0.69 
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同时，取生长同一时期的杨树第 4 节间叶片，在 UV 激发的荧光显影条件下

对木质素的沉积情况进行观察，发现转基因 Pro35S:PtoVNS11 杨树叶脉和茎中木质

素含量明显低于对照（图 3.3-7A, D, C, F）。将野生型和转基因植株茎制作石蜡切

片，并以 0.01%的卡弗卢（Calcofluor White）染色示踪纤维素含量，显示木质部

中纤维素分布也低于野生型杨树。HCl-间苯三酚及甲苯胺蓝对木质部细胞的特异

显色也表现出，转基因杨树中的木质部细胞层数减少，发育相对野生型滞后的特

征（见图 3.3-7G，H，K，L）。表明 PtoMYB156 对杨树的次生生长起到了抑制

作用。 

 

图 3.3-7 OE-PtoMYB156 和野生型对照杨树茎秆切片显微观察。A，D 和 C，F 为杨树叶脉或茎横切面木质素

荧光自显影。B，E 为卡弗卢（Calcofluor White）染色，观察茎中纤维素含量；I，J，G，H 为间苯三酚染液

示踪茎中木质素沉积情况，野生型(I，G)，转基因型（J，H）。K（WT）和 L(OE-PtoMYB156)为茎横切片

的甲苯胺蓝显示结果图。Xf，木质纤维；Ve，导管。 

Fig. 3.3-7 Microscopic analyses of stems from control and OE-PtoMYB156 poplar plants.Lignin auto-fluorescence 

(A, D, C, F) images of a wild-type leaf (A) or stem (C) shown the less lignified secondary wall thickening in veins 

(ve) or cross-sections. Secondary wall cellulose staining observation by incubating sections with Calcofluor White 

(B,WT; E, OE). (G–J) General view of stem vascular tissues stained by phloroglucinol-HCl in transverse sections of 

stem. (K, L)General view of stem vascular tissues stained by Toluidine blue-O in stem transverse sections of WT (K) 

and OE-PtoMYB156 (L) plants. Xf, xylary fiber; Ve, vessel; Scale Bars: 100 μm in B, C, E, F, G, H; 50 μm in K, L; 

20 μm in A, D, I, J. 

3.3.8 Pro35S:PtoMYB156 转基因杨树的基因表达检测 

许多研究表明，MYB 转录因子对植物次生壁的发育，木材的形成发挥了重

要的调控作用。我们接下来通过 qRT-PCR 方法，检测了与次生壁中纤维素、木质
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素和木聚糖合成相关酶的编码基因在 PtoMYB156 超量表达植株中的表达水平（图

3.3-8）。结果显示，在超表达植株中木质素合成关键酶基因 F5H、CCoAOMT、

C4H[178, 179]，纤维素合成酶基因 CesA17、CesA18，及木聚糖合成基因 GT43B[180]

的表达均显著降低。这说明 PtoMYB156 负调控植物次生壁合成，影响了植物细

胞次生壁加厚，导致总木质素含量降低（表格 3.5-Table 3）。值得引起注意的是，

在木质素单体合成途径中，F5H 及 CCoAOMT 是调控三种单体 G/H/S 的重要决定

因子，然而，我们发现超表达植株中 F5H、CCoAOMT 基因的表达水平的显著降

低，但没有引起木质素单体成分或 G/S 比例发生明显的变化（见表 3），这可能

是由于木质素合成网络存在多级反馈调节的原因导致。 

Zhong等人在早先的研究结果证明，NAC 及 MYB 两大家族的转录因子成员

在调控拟南芥及杨树的木质素合成过程起到了重要的转录调控作用[79]。NAC 是影

响次生壁合成的上游“开关”；MYB 转录因子往往处在下游的位置，参与调控

次生壁的生物合成。当超表达与拟南芥中 SND1/NST1 同源关系最相近的

PtoVNS11 时，引起杨树中木质素特异途径中关键酶基因表达水平显著上升，而在

OE-PtoMYB156 株系中的这些基因呈现下调趋势。因此，我们进一步断定

PtoMYB156 在植物次生壁发育过程中起到了负调节的作用。 

 

图 3.3-8 在 PtoMYB156 超表达及野生型植株中检测次生壁合成相关基因的表达情况 

Fig.3.3-8 Gene expression analysis of several genes associated with secondary wall biosythesis of wild-type and 

PtoMYB156 overexpression plants. 
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3.3.9 PtoMYB156 可以通过结合结构基因启动子影响该基因的表达 

为了验证PtoMYB156对次生壁合成关键酶基因启动子上MYB识别序列的结

合，我们通过农杆菌注射的方式将 PtoMYB156 表达载体及 CesA17、C4H、GT43B

基因启动子融合 GUS 报告基因的载体共转化烟草叶片，并将带有空质粒的表达

载体及相应的报告载体共转化作为对照。结果显示，共表达 PtoMYB156 能引起

连有 PtoCesA17、PtoC4H2、PtoGT43B 启动子控制的 GUS 活性显著性降低（P＜

0.05）。见图 3.3-9。说明在植物细胞内，PtoMYB156 能够直接结合 PtrCesA17、

PtrC4H2 及 PtrGT43 的启动子，并抑制它们的表达。暗示 PtrMYB156 作为负调控

因子，能识别这些次生壁合成相关关键酶基因的启动子元件，抑制基因表达从而

降低该酶的含量，进而影响到木质素、纤维素及木聚糖的合成。 

 

图 3.3-9 PtoMYB156 可以通过结合结构基因启动子抑制报告基因的表达 

Fig. 3.3-9 Repression of the secondary cell wall biosynthetic gene promoters by PtoMYB156. 

A, Diagrams of the effector and reporter constructs used for transcription activity analysis. B, Transcription activity 

analysis showing that PtoMYB156 represses the promoter-driven expression (C4H2, CESA17, and GT43B) of the GUS 

reporter gene. The GUS expression in tobacco leaf transfected with no effector was used as a control and was set to 1. 

Error bars represent ± SD of three biological replicates.（Statistical significance, * P < 0.05; ** P < 0.01） 
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3.3.10 PtoMYB156 基因敲除杨树的木质素测定 

CRISPR/Cas9 技术是一种被广泛应用于酵母、细菌及动物基因组编辑的新兴

技术手段[181]。作者所在实验室利用华南农业大学刘耀光老师实验室改良的

CRISPR/Cas9 多靶点载体系统，已在杨树中实现了对內源八氢番茄红素脱氢酶

(Phytoene dehydrogenase, PDS)基因定点敲除[164, 182]。为了进一步研究 PtoMYB156

在杨树中的功能，我们利用该技术敲除了毛白杨内源的 PtoMYB156 基因，获得了

PtoMYB156 功能缺失的杨树株系。 

3.3.10.1 筛选敲除突变体 

通过提取野生型和转入 CRISPR/Cas9-PtoMYB156 敲除系统的杨树基因组

DNA，以此为模板设计引物，对內源的 PtoMYB156 片段进行扩增后，电泳显示

结果如图 3.3-10。不含 DNA 模板的空白组（CK-）是 PCR 扩增的阴性对照；WT

是以野生型 DNA 为模板的对照组；多个株系如 L-5，L-7 等（见图 3.3-10A）是

以转基因植株 DNA 为模板的实验组。从电泳结果上可以看到，L-5 及 L-7 为代表

的泳道出现了大小明显不同的条带，证明內源 PtoMYB156 基因组序列发生改变。 

 

图 3.3-10 筛选杨树敲除突变体。（A）PCR 扩增转基因突变体杨树 DNA 实验。（B）根据电泳条带大小克

隆至中间载体并测序验证 CRISPR/Cas9 敲除 PtoMYB156 基因成功的序列。WT：野生杨树；5~25：转基因

杨树植株；M：Maker DL2000 

Figure 3.3-10 Screening for CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis of poplar. (A).DNA samples from independent 

transgenic poplar were analyzed for mutations by PCR assays.(B) The PCR products from poplar plant were 

separated by their size and cloned and sequenced to validate the deletion directed by CRISPR/Cas9 in the 

PtoMYB156 gene. WT: Wild type poplar; 5~25: Transgenic poplar; M: Maker DL2000. 
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将 L-5、L-7 泳道的片段切胶回收，连接 pMD19-T 转化大肠杆菌，挑取单菌

落测序。将测序结果与野生型內源 PtoMYB156 基因参考序列进行比对，发现 L-5、

L-7 的扩增片段中出现了序列缺失或位点突变的情况，代表这两个株系基因组上

内源的 PtoMYB156 基因发生了突变。见图 3.3-10B。具体分析发生改变的序列，

其中既有大片段的缺失（37~48 bp）也有单个碱基插入突变的情况。在 L-7 株系

测序结果的统计中，突变的概率达到了 58%。 

3.3.10.2 对敲除突变体组织切片染色结果分析 

将野生型和 PtoMYB156 敲除突变体杨树茎进行徒手切片，选取合适的样本进

行 HCl-间苯三酚染色，放在显微镜下观察。发现和野生型杨树相比，突变体杨树

的木质部导管和纤维细胞次生壁更厚，且在韧皮部和木质部中间的形成层区域内

出现了明显的木质素异位沉积现象（图 3.3-11）。据此结果，我们推测 PtoMYB156

负调控杨树次生壁的发生过程。当 PtoMYB156 基因敲除后，该基因的抑制功能被

解除，使得木质素合成途径的多个关键酶基因上调，木质素合成沉积加剧，呈现

次生壁加厚的表型特征。 

 

图 3.3-11 野生型（WT）及 CRISPR/Cas9-PtoMYB156 突变体杨树的茎切片显微分析 

Figure 3.3-11 Microscopic analyses of stems section from WT(A, C) and CRISPR/Cas9-PtoMYB156(B, D) poplar plants. 

3.3.10.3 对敲除突变体植株进行 QRT-PCR 分析 

为了进一步确定 PtoMYB156 基因与次生壁生物合成途径中参与作用的结构

基因的调控关系，我们接下来对这些关键酶基因进行了定量分析（图 3.3-12）。

通过荧光定量 PCR 检测结果发现，PtoMYB156 突变体杨树中与次生壁合成相关

的 CAD、CCR、GT43B、CESA2B 等基因的表达量明显升高，跟 PtoMYB156 超表
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达植株中检测情况相反，符合该因子作为次生壁合成抑制性转录因子的功能。上

述结果证明 PtoMYB156 能参与对苯丙氨酸代谢途径的调节，并影响了植物细胞

次生壁的合成。 

 

图 3.3-12 QRT-PCR 检测 WT 和 CRISPR/Cas9-PtoMYB156 杨树中次生壁合成途径中关键酶基因的表达水平 

Firgure 3.3-12 QRT-PCR analysis of genes associated with secondary wall biosythesis of wild-type and 

CRISPR/Cas9-PtoMYB156 transgenic plants. 

3.4 小结与讨论 

迄今为止，在木本植物中已有功能报道的 MYB 转录因子多集中在杨树[78, 103, 

183]、松树[184]、桉树[67, 80]中。此前的研究发现，当 PtrMYB152、PtMYB1 和 EgMYB2

在拟南芥或烟草中异源表达时，能引起木质素在次生细胞壁的异位沉积，暗示这

些转录因子参与了木材形成期间木质素合成的调控。为了验证 PtoMYB156 转录

因子在木质素合成途径中的调控功能，我们在拟南芥和杨树中分析了 PtoMYB156

编码基因的组织表达特异性；在烟草细胞和酵母中验证了其亚细胞定位和转录活

性；在 PtoMYB156 超表达或敲除突变体杨树中研究了该因子的生物学功能，检测

了它对次生壁组分木质素、纤维素、木聚糖合成相关结构基因表达水平的影响；

通过瞬时表达验证了该因子对其直接靶基因启动子的结合和调控方式。 

我们的结果表明，PtoMYB156 基因在根、茎等多个器官中都有较高表达，尤

其在叶片中含量最为丰富，在拟南芥的花器官中也有表达。在杨树中超表达

PtoMBY156，引起植株倒伏、叶片皱缩上卷等表型；导致叶脉维管束次生壁上沉

积的木质素含量下降，总木质素含量降低了约 14.3%；同时抑制了 PAL，C4H，

LAC40， CesA17，GT43B 基因的表达水平。而敲除内源 PtoMBY156 则促进了次

生壁的形成和木质部细胞中木质素的沉积；导致 PAL，GT43B，LAC40 的表达显
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著上升。此外，PtoMYB156 转录因子可以结合 CESA17、C4H2 及 GT43B 的启动

子上的关键元件，并抑制上述启动子的活性。综上所述，PtoMYB156 转录因子对

次生壁发育的负调控功能很可能是通过下调次生壁发育相关的结构基因的表达来

实现的。 

这一系列研究结果不仅首次证明了 PtoMYB156 是杨树中位于上游开关基因

PtrVNSs 和下游相关酶基因之间，调控次生壁合成的因子。同时，也启示我们：

尽管经历了一亿多年的生物演化历程，拟南芥和杨树的维管组织次生细胞壁的生

物合成调控机制依然存在相当的保守性。 



第三章 杨树 PtoMYB156 基因的克隆和功能分析 

88 



第四章 PtoMYB156 在影响拟南芥的抗 UV-B 辐射适应性方面的功能研究 

89 

第四章 PtoMYB156 在影响拟南芥的抗 UV-B 辐射适应性方

面的功能研究 

4.1 前言 

光合作用是高等植物适应生存环境，完成生长发育的重要条件。因此，阳光

成为了给植物供给能源及影响它们整个生活周期的不可或缺的环境因子。经过臭

氧的过滤，大气层上方一部分超过 290 nm 的光波能到达地球表面，然而并非所

有对生物不利的光波都能被过滤，例如波长范围为 280 nm~315 nm的 UV-B 光线

有少部分到达地面。研究证明，UV-B 能破坏 DNA 结构、抑制光合作用、干扰正

常细胞的分化过程[185]。为了适应不同波长的光波辐射，高等植物进化出了能耐受

紫外线伤害和损伤修复的机制。  

早在 1978 年，由 Biggs 等人在对包括花生、棉花、大麦等 70 多种农作物进

行UV-B辐射处理的实验，得知不同的植物品种对UV-B辐射的抗性差别明显[186]。

Teramura 认为，UV-B 辐射主要影响植物的营养生长和种子的产量，尤其是光合

作用场所最为集中的叶片部分[187]， 超过 60%的作物叶面积明显减少。随着研究

的深入，人们了解到植物有多种适应 UV-B 辐射的适应方式：在形态上，植物通

过缩小叶面积，矮化高度及改变根冠比等来适应 UV-B 辐射；在生殖系统中，植

物可以通过改变繁殖策略，增加分蘖数等来适应一定范围内的 UV-B 辐射；在植

物次生代谢过程中，酚类和烯萜类化合物能降低紫外线穿透植物叶表皮的能力，

从而增强防御能力；再者，UV-B 辐射下植物细胞会启动响应 DNA 损伤的修复机

制[188]。因此，UV-B 辐射不单单只是一种环境胁迫因子，更是一种植物光信号传

导的调节因子。当受到 UV-B 辐射生长胁迫时，受光调控的转录因子通过与结构

基因启动子结合，共同响应光信号，调节结构基因的表达。在生理生化层面上会

直接表现出，调节合成紫外吸收物质的含量，以应答 UV-B 辐射的过程[189]。为了

研究某些类黄酮化合物对 UV-B 辐射方面的作用，研究人员将突变型拟南芥暴露

在 UV-B 光照中，对这些黄酮化合物进行功能分析，证实它们是植物中最重要的

UV-B 保护性成分[190]。1993 年，Li 等人报道黄酮醇合成关键基因的缺失突变体

tt4 (CHS, chalcone synthase) ，tt5 (CHI, chalcone isomerase)对 UV-B 辐射有着极高

敏感度。因此，CHS 基因的表达被视为检测植物适应 UV-B 光胁迫环境下的标记

之一[191, 192]。在 myb4 敲除突变体的功能研究中发现，MYB4 基因能负调控 C4H，

由此降低了植株对 UV-B 光照的耐受性[159]。 

在上一章对 PtoMYB156 和拟南芥中的 MYB4 的序列结构分析得知，两者具

有较高同源性。PtoMYB156 在编码区的特征、蛋白抑制域结构特征，以及预测蛋

白的 C 端基序上，与 AtMYB4 非常相似。且是属于同一进化分支的 R2R3 类第 4
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亚家族的转录因子，因此推断 PtoMYB156 以负调控因子的形式参与了调控苯丙

烷代谢途径中的类黄酮次生化合物的合成。在本章内容中，我们即围绕

PtoMYB156 对于类黄酮化合物的合成和影响和调控机理展开了研究。 

4.2 实验材料与仪器 

4.2.1 植物材料 

本实验所用的毛白杨（P. tomentosa Carr.）为本实验室（西南大学资源植物研

究所）温室长期栽培保存品种，用于遗传转化；拟南芥（Arabidopsis thaliana 

Columbia）为本实验室保存品种，用于遗传转化。 

4.2.2 主要试剂和药品 

参见第二章 2.1.3。 

4.2.3 实验仪器 

同第二章 2.1.4。 

4.3 实验方法 

4.3.1 转基因杨树叶片中缩合单宁含量和组分的测定 

采用分光光度计法进行杨树总可溶性缩合单宁含量的测定，方法如下： 

1) 取 0.5 g转基因毛白杨相同生长时期的叶片,液氮速冻研磨； 

2) 加入 5 mL 提取液(丙酮为 70%，V/V=7:3,含有 0.1%[W/V]的抗坏血酸)，

超声处理 1 h,室温黑暗提取 24 h； 

3) 10000 r/ min离心 10 min 取上清于另一洁净离心管中，在上清中加入 NaCl

使水相和丙酮分层，吸取丙酮相，弃水相； 

4) 重复 2，3 步； 

5) 将提取液冷冻干燥，用 2 mL 甲醇(含有 0.1% [W/V]的抗坏血酸)溶解，过

滤保存； 

6) 在洁净试管中加入洁净 0.5 mL 最终提取液,3 mL 香草酸(质量分数为 3%，

甲醇溶)，1.5 mL 浓盐酸反应 15 min，反应中试管用锡箔纸包紧； 

7) 测定反应液在 550 nm 下的吸光度，对照标准曲线计算出可溶性缩合单宁

含量。 

4.3.2 花青素含量的测定 

采用盐酸-甲醇法提取花青素,方法如下[193]： 

1) 取 0.5 g材料液氮研磨； 



第四章 PtoMYB156 在影响拟南芥的抗 UV-B 辐射适应性方面的功能研究 

91 

2) 加入 5 mL 酸化的甲醇（60% V/V 甲醇含有 0.1% w/V 抗坏血酸），超声

处理 1 h； 

3）120 r/min，黑暗条件下摇床震荡 24 h； 

4）2500 r/min，离心 10 min，2 次； 

5）取 1 mL 上清与 1 mL 水混合，然后加入 1 mL 氯仿移去叶绿素后，测定反

应液在 530 nm处的吸收值； 

6）根据矢车菊素建立的标准曲线算出花青素含量。 

4.3.3 总酚含量的测定 

总酚含量以修饰过后的福林酚比色法进行[194]。 

1）新鲜的叶片组织 100 mg在 1mL 的 80%甲醇中提取，4°避光孵育 2 h； 

2）离心去沉淀。取上清，移入加有 3 mL 蒸馏水离心管中； 

3）取 0.5mL 福林酚试剂（1:1 混水），及加入 2 mLNa2CO3（20%）； 

4）溶液在 45℃水浴反应 15 min； 

5）取出冷却至室温，检测 650 nm处的吸光值。 

总酚标准曲线以没食子酸为标准建立，根据标准曲线算出总酚含量。 

4.3.4 拟南芥黄酮苷（山奈酚和槲皮素）含量的测定 

采用高效液相色谱法（HPLC）法进行拟南芥种子中山奈酚和槲皮素含量的

测定[195]，实际方法如下： 

1）将种子铺于 1/2MS 培养基上，生长 14 d 后，取材； 

2）液氮研磨，每 0.1 g鲜重加 1000 µL 冷的丙酮及研磨珠 ，在低温组织研磨

机中以 65 HZ，60 s 条件下粉碎； 

3）离心样品，超声降解 2 min，12000 rpm离心 10 min； 

4）取上清，加入等体积的 2M 盐酸，70℃水浴 40 min； 

5）加入等体积的乙酸乙酯，漩祸振荡，12000 rpm离心 10 min； 

6）取上层有机相，40℃冷冻真空离心干燥，用 2 mL 甲醇重悬备 HPLC 的测

定； 

7）360 nm处检测山奈酚（Kaempferol）和槲皮素（Quercetin）。 

4.3.5 拟南芥种子中可溶性缩合单宁表儿茶素含量的测定（HPLC） 

单宁提取： 

1） 取 0.5 g成熟的拟南芥种子，液氮研磨成粉末； 

2） 加入 5 mL 提取液（70% V/V 丙酮中含有 0.1% W/V 抗坏血酸）； 

3） 黑暗条件下摇晃 24 h； 
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4） 加入 NaCl 使水相与丙酮分离，有机相保留水相再用饱和 NaCl 的丙酮萃

取； 

5） 合并两次有机相真空干燥； 

6） 固体再用 750 µL 60%的甲醇（含有 0.1%抗坏血酸）溶解，12000 g离心

10 min； 

7） 取上清黑暗冷冻保存。 

HPLC 上机检测条件参考文献[196]。 

4.3.6 拟南芥种子 DMACA 染色 

取生长成熟的种子，用 30%的乙酸(V/V，乙酸/甲醇)脱色处理 12 h后，用 75%

的乙醇冲洗三次，用 DMACA 染液染色 1 min，在显微镜下观察着色情况并拍照。 

4.3.7 UV-B 辐射处理 

4.3.7.1 拟南芥幼苗时期的 UV-B 辐射处理 

参照 Ryan 等 UV-B 辐射处理方法[197]。UV-B 辐射处理的拟南芥幼苗（生长

2 周，4 片真叶），施以 UV-B 辐射，辐射强度 40 µw·cm -2。连续处理 7 h后，

每个样品至少 3 个重复。UV-B 处理完成后观察表型。 

4.3.7.2 成苗时期转基因 ProPtoMYB156:GUS 拟南芥 UV-B 辐射处理 

对于生长 20 d 左右的拟南芥，挑取长出 4-5 对真叶、生长良好的实验组。取

生长时期一致的拟南芥叶片，部分对其遮光处理，部分使其暴露于 UV-B 辐射条

件下 4-5 h。 

4.3.7.3 对杨树叶片中不同时间点 UV-B 处理 

取生长时期相同，长势旺盛的约 3 月大的野生型杨树，施以 UV-B 辐射，辐

射强度 40 µw·cm -2。连续处理 48 h并在不同时间段取叶片，提取 RNA 后于液

氮中速冻。后续的每个样品 3 个重复。UV-B 处理 48 h完成后统一将冻存的 RNA

反转为 cDNA，准备后续的 RT-PCR 反应。 

4.3.8 在拟南芥中超表达 PtoMYB156 基因 

方法参见第二章 2.2.2 内容 

4.3.9 烟草瞬时共表达实验 

参见第二章实验方法 2.2.6 
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4.4 实验结果与分析 

4.4.1 杨树内源 PtoMYB156 的表达响应 UV-B 辐射 

为了研究 PtoMYB156 在不同辐照时间内（0~48 h）对 UV-B 的表达情况，我

们对生长 3 个月左右的野生型杨树进行了 0、6、12、24、36、48 h 六个时间的

UV-B 辐射实验。 

 

图 4.3-1 PtoMYB156 基因及启动子响应 UV-B 辐射后表达情况的分析 

Figure 4.3-1 Analysis of PtoMYB156 gene and promoter expression in poplar or Arabidopsis leaves after exposure 

to UV-B light. 

将不同时长 UV-B 处理后的杨树叶片，分别提取 RNA 后反转录合成 cDNA，

半定量检测 PtoMYB156 的转录水平。如图 4.3.1 所示，PtoMYB156 的表达量随着

UV-B 辐射处理时间的增加而逐渐增高，在 12 h达到峰值，此后在 48 h的时间范

围内，表达水平又逐渐降低。同时，克隆 PtoMYB156 基因的启动子片段，融合

GUS 蛋白后在拟南芥中表达；发现 UV-B 辐射处理后，莲座叶中 GUS 染色相较

对照更深一些（图 4.3-1 B）。这些结果说明 PtoMYB156 参与了植物对 UV-B 辐

射信号的应答反应，在一定的时间范围内对 UV-B 的诱导表达敏感。因为类黄酮

化合物在植物中具有抗紫外辐射的作用，暗示 PtoMYB156 转录因子可能调控了

类黄酮物质的生化合成过程。 

4.4.2 PtoMYB156 超表达杨树中苯丙烷代谢产物含量检测 

取生长 6 个月的超表达及野生型杨树叶片，以分光光光度法检测苯丙烷代谢

途径的产物—总酚、花青素、总黄酮及可溶性单宁的含量。结果如 4.3-2 图所示，
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和对照组相比，转基因杨树叶片中总酚、花青素、总黄酮及可溶性单宁的含量均

明显下降（P＜0.05）。说明 PtoMYB156 在杨树中超表达，对苯丙烷代谢途径下

游的多个次生化合物的合成具有抑制作用。 

 

图 4.3-2 野生型和超表达杨树中多种苯丙烷代谢产物含量的测定。（A）定量检测野生型和转基因杨树中总

酚物质含量；（B）对转基因杨树和对照中总黄酮化合物含量的检测；（C）对转基因杨树和野生型杨树中

花青素含量的检测；（D）对转基因和野生型杨树中可溶性单宁的定量分析 

Figure 4.3-2 Deter mination of secondary metabolites of phenylpropanoid pathway in overexpressional and 

wild-type poplar.（A）Quantification of phenlic compounds from WT and transgenic plants；（B）Quantification of 

favonols content in leaves of WT and transgenic plants；（C）Quanification of anthocyanins compounds from WT 

and transgenic plants；（D）The souble tannin content in WT and transgenic plants. The datas are means±SD of 

three independent expriements. ** , *indicate significant differences in comparison with WT at P < 0.01 , P < 0.05 

respectively (Student’s t-test). 

4.4.3 超表达 35S:PtoMYB156 转基因杨树中黄酮合成相关酶的表达水平的变化 

根据已有的研究，花青素、类黄酮合成途径中单个结构酶基因表达水平的高

低可能直接或间接影响下游的代谢产物含量。因此，我们检测了 PAL，CHS 等多

个关键酶及限速酶的转录水平（见图 4.3-3）。 

PtoMYB156 超表达杨树中，C4H 作为苯丙烷代谢途径上游的，能直接影响植

物木质素及黄酮类化合物产量的关键酶基因[198]，转录丰度明显降低了（图 4.3-3）。

C4H 的表达于植物的木质化进程密切相关[199]，同时也是苯丙烷代谢途径中类黄
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酮合成的关键酶基因，它的表达水平也被抑制了。这两个基因的表达沉默，与前

文中检测到的超表达杨树的总黄酮含量降低是一致的。此外，PtoMYB156 超表达

引起 LAR、ANS、ANR 三类花青素相关酶基因的表达下调，也与植物花青素含量

减少的检测结果一致。同时，FLS、DFR 作为黄酮类合成必须的酶基因，在转基

因植株中表达水平的下降预示着 PtoMYB156 的超表达可能引起了植物某些黄酮

醇含量的降低。上述结果表明，PtoMYB156 可能通过抑制 C4H、CHS、LAR 等结

构基因的表达，从而降低植物体内苯丙烷代谢途径中的生物合成代谢速率，影响

体内总黄酮、可溶性单宁、花青素和总酚物质的含量。并依此推测，该基因的超

表达可能会引起植物对抗非生物胁迫时环境适应性能力的改变。这部分内容将在

后面进行详细分析。 

 

图 4.3-3 野生型和超表达杨树中检测黄酮类化合物相关基因的表达 

Figure 4.3-3 Gene expression analysis of flavonoids metabolism related genes of wild-type and PtoMYB156 

overexpression in poplar plants. 

4.4.4 异源超表达 PtoMYB156 的拟南芥表型和组分分析 

4.4.4.1 转基因拟南芥的营养生长受抑制 

在上一章中，研究发现超表达 PtoMYB156 基因能引起杨树叶片向上蜷曲、植

株生长滞后，茎倒伏等性状。为了进一步观察 PtoMYB156 基因对植株整个生长周
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期过程中产生的影响，我们将 PtoMYB156 转基因再转入拟南芥中。 

 

图 4.3-4 超表达 PtoMYB156 引起拟南芥生长和生物量合成受到抑制 

Figure 4.3-4 Transgenic Arabidopsis show inhibition of growth and biomass. 

通过表型观察发现，从幼苗发育时期到进入抽薹开花时期，转基因植株在生

长上明显滞后于野生型，这与我们在杨树中观察到的结果相似。同时，对同一时

期的野生型和转基因植株，测量鲜重、根长（统计生长第 7 d，图 4.3-4C），统计

不同组织（茎、叶、带荚种子）的生物量（生长进入第 9 w）。结果显示，PtoMYB156

的外源表达的确能引起拟南芥的营养器官生长发育滞后和总生物量的降低（图

4.3-4B,C,E）。上述结果表明，PtoMYB156 具有抑制植株生长发育的作用。 

4.4.4.2 转基因拟南芥的种皮颜色变化 

除了观察到转基因拟南芥在生长体型上的差异之外，我们还发现超表达

PtoMYB156 能明显改变拟南芥种子表皮的颜色（图 4.3-5 a，b）。在正常情况下，

自然成熟的拟南芥角果果荚剥落后，假隔膜上附着的种子外皮颜色呈深褐色（图

4.3-5 c），而本实验得到的转基因拟南芥种子表皮颜色呈浅黄褐色（图 4.3-5 d）。 
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图 4.3-5 拟南芥 F2 代种子表皮在光学显微镜下观察 

Figure 4.3-5 The seed color of the F2 progeny was exa mined by light microscop e 

4.4.4.3 拟南芥种子 DMACA 染色 

根据前人对拟南芥种皮色素合成的研究报道，正常的拟南芥种皮中色素累积

与单宁在种子内皮层的累积密切相关[200, 201]。拟南芥中类黄酮途径的研究表明，

种子发育早期，黄烷醇（儿茶素和表儿茶素）首先被合成无色的原花色素聚合物，

随着种子的成熟原花色素被转运至细胞壁，再经过一系列氧化聚合反应形成不可

溶的聚合物，该聚合物与种子内皮层中细胞壁交联，促进了正常的褐色种皮的形

成[202, 203]。 

 

图 4.3-6 经对二甲氨基肉桂醛（DMACA）染色后转基因及对照拟南芥种皮表型。A，Col 拟南芥种子；B，

PtoMYB156-OE 拟南芥种子。 

Figure 4.3-6 Seed coat phenotypes of WT and transgenic Arabidopsis stained with dimethyla minocinnamaldehyde 

(DMACA). A, Wild-type seed; B, Transgenic Arabidopsis seed. 

具有黄色种皮特征的油菜种皮中往往是因为缩合单宁含量低，不能轻易与对

二甲氨基肉桂醛(DMACA)形成蓝色物质。因此，当我们用对二甲氨基肉桂醛

（DMACA）对上述野生型及转基因拟南芥种子中的单宁特异染色后发现，相较

前者而言，超表达 PtoMYB156 的转基因拟南芥蓝色着色明显变浅了(图 4.3.6)。由
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于单宁是双子叶植物类黄酮代谢途径中的次生代谢产物，因此，可以预测

PtoMYB156 转录因子也参与了植物种皮色素形成时的类黄酮合成过程。 

4.4.5 转基因拟南芥种子中单宁含量的检测 

Marles 和 Gruber 通过分析油菜种皮色素的研究证实，由于种子发育过程中种

皮的不溶性原花色素（缩合单宁）累积的总量较高，因此形成了黑色、黄色种皮

颜色上的差异[204]。因此，在拟南芥种子中我们通过 DMACA 的单宁染色结果，

比较直观的印证了这一点。在浅色表皮的拟南芥种子中单宁的含量较野生型更低，

因此蓝色显示不明显（图 4.3.6）。由于缩合单宁的合成需要表儿茶素的参与，我

们进一步检测了拟南芥种子中的表儿茶素含量。  

 

图 4.3-7 HPLC 串联二极管阵列检测器检测拟南芥种子中表儿茶素含量。（A）野生型和转基因拟南芥（L2、

L-3）种子中表儿茶素检测的色谱图；（B）相对野生型种子中表儿茶素含量的定量统计结果。 

Figure 4.3-7 (A) HPLC–diode array detection (DAD) analysis of epicatechin content in seeds of WT and transgenic 

Arabidopsis. (B) Relative content of epicatechin in the mature seeds of OE-PtoMYB156 and WT lines. The 

epicatechin content of WT was set to 1. Data represent means±SD from three biological repeats. 

通过 HPLC-DAD 检测方法对拟南芥种子缩合单宁含量做了进一步的定量检

测。在相同检测条件下，从高效液相色谱结果图中发现，转基因种子中的表儿茶

素含量降低了（图 4.3-7B）。同时也说明，PtoMYB156 能抑制拟南芥种皮中缩合

单宁的合成。并且转基因拟南芥种子中缩合单宁含量的降低，很可能是因为表儿

茶素含量的不足导致的。 

4.4.6 超表达 PtoMYB156 降低拟南芥对 UV-B 辐射耐受性 

作为抵御 UV-B 辐射的重要防御性次生代谢产物，黄酮醇能吸收波长范围为
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280~320 nm波长区间的紫外线，从而增强植物适应非生物环境胁迫的能力[205]。

前面的基因表达水平检测中，发现转基因植株中 FLS 的表达水平也显著下降。此

前的报道认为，植物中 FLS 表达水平的高低反映了植物中黄酮醇化合物的含量。

因此，我们通过 UV-B 辐射处理实验，来研究 PtoMYB156 在植物 UV-B 防御响应

和黄酮合成调控中的功能。发现和野生型拟南芥相比，转基因植株更早显示叶片

萎缩、并逐渐发黄的表型特征（4.3-8 A, B）。此外，在辐射处理后，拟南芥继续

生长约 10-15 d 后统计结果得知，转基因拟南芥的存活率相比野生型大大降低了

（4.3-8 D）。 

 

图 4.3-8 14 d 的 WT 和转基因拟南芥接受 UV-B 辐射后的表型和存活率统计分析。 

Figure 4.3-8 Phenotype and statistical analysis of survival rate of 14-day-old WT and transgenic plantlets submitted 

to UV-B irradiation. Error bars represent SE of three independent biological replicates. * indicate significant 

differences in comparison with WT at P < 0.05 (Student’s t-test). 

这些结果表明 PtoMYB156的异源表达降低了拟南芥对UV-B辐射的抵御能力。

而对于这种防御能力的影响是否通过降低与抗 UV 辐射相关的黄酮苷化合物，如

山奈酚和槲皮素含量实现的呢，这一问题尚不清楚。 

4.4.7 超表达 PtoMYB156 拟南芥植株中抗 UV-B 辐射相关黄酮苷的检测 

山奈酚和槲皮素是植物中常见的黄酮苷，它们的衍生物在双子叶植物的表皮

细胞中具有吸收紫外辐射的重要生物功能[206, 207]。为了验证 PtoMYB156 转基因拟

南芥对紫外防御能力的降低是否与其调控槲皮素和山奈酚的合成有关，我们对植

株中这两种物质的含量进行了检测，结果表明，和野生型对照相比，转基因拟南

芥体内的山奈酚和槲皮素含量都有不同程度的下降。尤其是槲皮素，含量降低了
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超过 50%（图 4.3-9D）。这个结果与 UV-B 处理下，转基因拟南芥抗 UV-B 能力

减弱的表型是相符的。 

在苯丙烷代谢途径中，CHS（查尔酮合成酶）和 FLS（黄酮醇合成酶）是影

响槲皮素和山奈酚合成的限速酶基因。其中，CHS 位于苯丙烷代谢途径上游，而

FLS 能直接影响二氢山奈酚形成山奈酚的过程。在前述研究中检测到 FLS 和 CHS

表达明显下降，可能是 PtoMYB156 引起槲皮素和山奈酚含量下降的分子基础。 

 

图 4.3-9 超表达 PtoMYB156 基因抑制拟南芥中槲皮素和山奈酚的生物合成。 （A）黄酮化合物合成分支途

径；（B）高效液相色谱法检测槲皮素和山奈酚标准品图谱；（C）高效液相色谱法检测样品的槲皮素和山

奈酚图谱；（D）槲皮素和山奈酚定量统计结果 

Figure 4.3-9 Overexpression of PtoMYB156 repressed kaempferol and quercetin biosynthesis in Arabidopsis. (A) 

The flavonoids metabolism biosynthetic pathway. (B)(C) HPLC–diode array detection (DAD) chromatograms of 

quercetin and kaempferol content in WT and transgenic Arabidopsis (Line-2). (D) Kaempferol and quercetin were 

quantified in WT and transgenic Arabidopsis. Error bars represent the SE from three biological replicates. ** 

indicate significant differences in comparison with WT at P < 0.01. (Student’s t-test). 
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4.4.8 转基因拟南芥中黄酮合成途径相关酶基因表达水平分析 

为了在分子水平上确定 PtoMYB156 转录因子与转基因拟南芥中表儿茶素含

量变化的关系，我们对类黄酮代谢途径中关键酶基因的表达进行了检测。 

苯丙烷代谢途径中的 CHS、CHI、F3H 等是调控类黄酮化合物合成的几个重

要关键酶基因[208]，由它们催化生成的黄烷醇产物影响了种皮颜色。本实验取拟南

芥幼苗（生长 7 d）进行半定量 PCR，结果显示转基因拟南芥中 CHS、CHI、F3H、

和 FLS 的表达和野生型相比明显下降（图 4.3-10）。这些结果证明，PtoMYB156

在拟南芥营养生长的早期阶段就参与了对类黄酮次生化合物形成的代谢途径的调

控，并且种子中缩合单宁含量的降低可能也与 CHS、CHI、F3H 及 FLS 这些关键

酶基因的表达活性的下降紧密相关。 

 

图 4.3-10 转基因拟南芥植株中检测黄酮合成途径相关基因的表达情况 

Figure 4.3-10 Transcript level of flavonoids metabolism related genes of wild-type and PtoMYB156 overexpression 

Arabidopsis plantlets. 

4.4.9 PtoMYB156 与杨树中 FLS、LAR 的启动子瞬时共表达分析 

为了验证 PtoMYB156 转录因子是否通过结合类黄酮合成关键酶基因启动子

而调控槲皮素和山奈酚化合物的合成。我们通过农杆菌注射的方法将 PtoMYB156

表达载体及 FLS、LAR 基因启动子融合 GUS 报告基因的载体共转化烟草叶片，

并将带有空质粒的表达载体及相应的报告载体共转化作为对照。 

定量检测 GUS 蛋白活性的结果显示，ProLAR:GUS 和 ProFLS:GUS 与
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PtoMYB156 共转化导致 GUS 报告基因所编码的蛋白活性降低。其中 PtoFLS 和

PtoLAR 启动子所控制的 GUS 活性分别降低了近 90%，70%（见图 4.3-11B）。说

明在植物细胞内，PtoMYB156 能够直接结合杨树中 FLS 及 LAR 基因的启动子序

列，抑制它们的表达。暗示 PtoMYB156 作为负调控因子，能识别这些类黄酮关

键酶基因启动子上的相关调控元件，抑制基因表达从而降低该酶的表达活性，进

而影响到槲皮素和山奈酚的合成。 

 

图 4.3-11 PtoMYB156 对黄酮代谢途径上合成酶基因的抑制实验。（A）效应子和报告载体结构图；（B）

PtoMYB156 和 PtrLAR 及 PtrFLS 启动子的共表达实验。 

Figure 4.3-11 Repression of the promoters of poplar flavonoids metabolism biosynthetic genes by PtoMYB156. A, 

Diagrams of the effector and reporter constructs used for the expression analysis. B, co-expression analysis of the 

PtoMYB156 and GUS reporter gene driven by the promoter of PtrFLS and PtrLAR. GUS activity in tobacco leaves 

transfected with the reporter construct alone was used as a control.The activity of control was set to 1. Error bars 

represent SE of three biological replicates.  

4.5 小结与讨论 

MYB 转录因子参与植物多种生理代谢活动，并对细胞周期分化、器官的建

成具有重要的调节作用[209, 210]。了解不同类型 MYB 转录因子在转录水平上对植

物在逆境过程中调控机制的相关信息，对于解析多样性的 MYB 转录因子对植物

生理代谢调控及非生物逆境胁迫中的应答机制具有重要意义。 

本研究根据拟南芥中 MYB4 和毛白杨中 PtoMYB156 结构上的保守性，预测

两者功能上可能相似。利用同源克隆的方法，从毛白杨中分离得到了 PtoMYB156

基因。启动子表达特性实验和实时定量 PCR 分析显示，PtoMYB156 不仅在毛白

杨的茎、根、木质部和茎皮等表达水平较高，而且在叶片及叶柄等组织中含量也

比较丰富。推测 PtoMYB156 是组成型表达的基因，可能参与植物的次生生长过程。
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前人的多项研究证明，MYB 转录因子不仅能广泛参与植物生长发育及各项生理

代谢功能的调节[211, 212]，而且能对紫外辐射的胁迫应答、并调控植物体中相关结

构基因的表达[213]。植物次生代谢产物是植物在长期进化过程中对周围环境适应的

结果，许多植物在受到生长胁迫时，产生并累积大量的小分子次生代谢产物，以

抵御伤害。类黄酮是其中一类重要的次生化合物，其中的山奈酚和槲皮素不仅在

植物的基础代谢中间接发挥作用，并且还具有保护植物细胞免受紫外辐射伤害的

功能。实验表明，PtoMYB156 随着紫外辐射在一定时间内的增长，其表达量随之

上升，显示 PtoMYB156 对 UV-B 辐射具有明显的应答反应，而当 PtoMYB156 在

拟南芥或杨树中的超表达，也使得受体植物中相应的黄酮代谢途径相关的 CHS、

CHI、FLS 等关键酶基因的表达量明显下调，最终导致总黄酮量的含量下降了。

在拟南芥的 UV-B 胁迫生长处理实验中，Pro35S:PtoMYB156 转基因拟南芥的死亡

率显著低于野生型对照。因此，推测 PtoMYB156 的表达可能与植物的响应 UV-B

辐射胁迫的耐受性有关。 

在对金鱼草中的 AmMYB308 和 AmMYB330，拟南芥中的 MYB4 及草莓果实

中的 FaMYB1、柳枝稷（Panicum virgatum L. cv Alamo）PvMYB4 等这一类 MYB

转录因子的 C 端都具有保守性基序 pdLNLD ⁄ ELxiG ⁄ S。该基序的存在与转录因

子的抑制性功能相关。PtoMYB156 的转录抑制功能可能与该结构的存在有较大相

关性，在上一章中我们证明了这一转录抑制调控活性特征。在这里我们利用烟草

叶片瞬时共表达实验，证明了 PtoMYB156 能抑制黄酮合成途径关键酶 LAR/FLS

的表达。该实验结果证明杨树中 PtoMYB156 可能通过调节类黄酮化合物含量，

抑制了植物对 UV 辐射环境胁迫的应答反应。 

在本章的实验中我们还发现，超表达 PtoMYB156 的拟南芥种皮颜色相较野生

型变浅，呈现淡黄色（见本章图 4.3-4）。我们在实验中对转基因拟南芥种子进行

了 DMACA 的染色实验，发现和野生型拟南芥相比，蓝色相对较浅。证明

PtoMYB156 降低了缩合单宁化合物的合成。而这种影响方式，可能与控制类黄酮

合成的结构基因有关，也可能由于 PtoMYB156 通过影响直接调控种皮类黄酮合

成的转录因子的编码控制过程有关，如 AtTT1，BrTT12 等。Sagasser 等人在拟南

芥中证明了，TT1 基因通过调控 ANR 基因启动子，从而控制表-3-羟基黄烷酮

(epi- flavan-3-ols)的合成来影响拟南芥种皮颜色的深浅[214-216]。是否 PtoMYB156 对

拟南芥种皮颜色的影响是否涉及到其他转录因子的参与，还需要更多的实验来证

明。 
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第五章 总结与展望 

5.1 研究总结 

NAC、MYB 转录因子家族参与植物生长发育、逆境下胁迫应答等多种生命

活动的信号传导过程，是木本植物长期生活环境过程中的重要功能分子。在拟南

芥中已有明确报道，SND1/NST1 是植物次生壁合成转录调控的一级调控开关，能

影响植物维管组织的正常发育。由于 NAC 结构域在进化上存在极大保守性，因

此推测木本植物毛白杨中也存在类似功能的转录因子，对杨树木质部发育、维管

组织分化过程中起到了关键的调控作用。 

为了研究杨树中次生壁发生的规律，找到对木本植物后生木质部发育过程中

具有特异调控效应的作用因子。本文以杨树为实验材料，采用离体培养、遗传转

化等实验系统，利用细胞生物学、分子生物学、生物化学、生物信息学等研究手

段，揭示了 PtoVNS11 和 PtoMYB156 参与调控苯丙烷代谢途径中多种重要次生产

物合成的生物学功能，并着重解析它们在影响细胞次生壁主要成分的调控机制；

阐明了不同的转录因子对木质部细胞分化的调控方式。 

5.1.1 杨树 PtoVNS11 转录因子对次生壁形成的调控 

首先，本论文使用生物信息学分析方法，在木本植物毛白杨中筛选并克隆得

到了 PtoVNS11 基因（NCBI 网站登录号 KU049786），对其在对木本植物中次生

壁合成发挥的作用进行了一系列功能分析。 

（1）PtoVNS11 在结构上和 AtSND1/AtNST1 属于同一进化分支，并在毛白

杨中具有极高的木质部表达特异性。构建 snd1nst1 双突变体，并进行

Pro35S:PtoVNS11 的回复实验，发现植株生长倒伏，维管束间纤维细胞次生壁发育

缺陷等表型特征得到恢复。暗示 PtoVNS11 是一个影响杨树次生壁形成的重要调

控基因。 

（2）超表达 Pro35S:PtoVNS11 会引起拟南芥韧皮部细胞壁中异常的木质素沉

积现象，且在杨树中能促进木质部发育，增加茎组织中木质素含量。在杨树中检

测木质素合成关键酶基因及相关转录因子基因的转录表达水平都明显上升，和拟

南芥中现有的转录调控表达模式相似。证明 PtoVNS11 是毛白杨中鉴定得到的与

拟南芥 SND1 和 NST1 功能相似的“开关基因”。 

因为木质素从苯丙烷代谢途径衍生而来，有可能 MYB 转录因子通过直接或

者间接的方式，在完成苯丙烷代谢向各个分支代谢路径分流的过程中，改变了以

酚类化合物为底物的物质的合成（如木聚糖，黄酮醇等），从而影响了木质素的

合成或沉积。这一点在超表达 PtoVNS11 杨树中检测一系列与次生壁代谢相关的
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MYB 及 NAC 转录因子基因的表达结果中得到了间接线索。我们发现：与拟南芥

中 MYB4 同源的、结构相似的 PtoMYB156 表达水平显著降低。作为拟南芥中首

个被鉴定的同时影响木质素代谢和黄烷酮生物合成的转录因子，MYB4 通过与苯

丙烷代谢途径上游的 C4H 基因启动子元件结合，抑制下游生物合成过程。受这一

过程的启发，我们将 PtoMYB156 转录因子从毛白杨中克隆出来，完成测序后对

其氨基酸序列与其他不同物种的同源基因进行了细致的对比分析。预测

PtoMYB156 有可能作为转录抑制子参与到复杂的苯丙烷代谢调控途径中。 

5.1.2  PtoMYB156 的生物学功能分析 

我们将关注点放在：①、PtoMYB156 是否影响木质素代谢；②、它是否参与

植物防御性黄酮化合物的合成途径的问题上来。利用拟南芥和杨树作为实验对象，

进行了系统的功能验证工作。 

（1）对 PtoMYB156 的氨基酸结构分析发现其氨基酸二级序列上具有 EAR

结构元件，推测 PtoMYB156 具有抑制功能；亚细胞定位及酵母转录激活实验证

实该转录因子定位于细胞核中表达，并且具有转录抑制特性。 

（2）分别构建 35S:PtoMYB156 超表达及 CRISPR/Cas9-PtoMYB156 敲除表达

系统，转化毛白杨并进行了植物形态生长发育、维管组织解剖方面的表型观察：

超表达 PtoMYB156 引起植株生长倒伏、叶片上卷、植物导管组织空腔中木质素沉

积减少，并且总体木质素含量显著降低，然而对木质素单体组分 G/S 比例没有明

显影响；而敲除突变体杨树中发现，植株茎组织中导管和纤维细胞次生壁中木质

素含量降低，且次生壁代谢途径中关键酶基因表达水平显著上升。而对该基因的

多组织表达谱分析结果显示，与 PtoVNS11 不同的是，PtoMYB156 不仅在木质部

韧皮部等维管组织发达的地方表达强烈，在叶片叶柄等部位的表达水平更高。说

明 PtoMYB156 转录因子可能不仅参与维管组织的发育，对于适应环境胁迫，响

应防御传导信号也有一定的功能。 

（3）PtoMYB156 转录因子基因与拟南芥中 MYB4 转录因子结构上具有较高

相似度。将 PtoMYB156 转化拟南芥进一步分析该基因对拟南芥类黄酮化合物产生

的影响，发现转基因拟南芥抵抗 UV-B 辐射的能力减弱，转基因拟南芥死亡率明

显高于对照组；并且超表达 PtoMYB156 基因的拟南芥在从营养生长至结实的生殖

发育阶段展现出一系列表型差异。 

（4）观察 PtoMYB156 对拟南芥生长周期的影响研究中发现，种子萌发初期

其真叶叶片向上蜷曲，茎组织中木质部发育滞后且生长体型较小，生长 9 周后统

计的总叶片及茎组织的生物量显著低于同期生长的对照组；此外，还发现转基因

拟南芥的种皮颜色变浅，呈浅黄而非野生型拟南芥种皮的深褐色。前者显示的表
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型特征与在杨树中 PtoMYB156 负向调节维管组织或次生壁形成相关，该结果与

杨树中得到的结论一致。 

（5）在拟南芥植株检测到槲皮素和山奈酚的含量降低。对种子进行 DMACA

染色，转基因种子着色浅于野生型种子；定量检测拟南芥种子中可溶性单宁表儿

茶素含量显著下降的又一实验结果则再次证明了，PtoMYB156 参与苯丙烷代谢途

径的另一分支—类黄酮化合物的合成。 

（6）烟草叶肉细胞中的转录因子与结构基因启动子的瞬时共表达实验证明，

PtoMYB156 能抑制黄酮合成途径中 LAR、FLS，以及次生壁合成途径中关键酶基

因 C4H、CesA17、GT43B 报告基因的表达，引起 GUS 活性下降。 

5.2 创新点 

（1）通过同源克隆方法，在毛白杨中找到了对木质素代谢起关键调控作用的

PtoVNS11 转录因子，并对其进行了完整的生物学功能分析，证明了 PtoVNS11

和拟南芥中 SND1 和 NST1 相似的“开关基因”特性； 

（2）在木本植物中同时利用超表达和 CRISPR/Cas9 基因敲除系统基因功能

研究方法，在杨树中较完整的阐明了 PtoMYB156 转录因子对其木质部次生壁形

成的调控作用； 

（3）在杨树中发现了一个既能影响植物细胞次生壁合成，同时也能影响 UV

辐射逆境胁迫适应能力的转录因子，并探讨了其调控机制。 
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5.3 工作展望 

在最近的十几年，人们对于 NAC、MYB 转录因子家族的认识已取得了巨大

的进步。进一步深入解析多基因家族的转录因子之间的调控网络，阐明许多尚未

知晓的，影响植物正常生理和代谢多的机理，对于从分子水平上解释植物如何适

应多样化环境具有重大意义。因此，在未来将围绕以下这几个方面开展延续性的

研究工作： 

（1）转录因子的调控模式取决于植物的组织类型、发育时期，以及外部环境

条件的刺激。关于研究次生壁合成相关的 NAC 家族的转录因子如何响应生物或非

生物刺激，影响细胞次生壁重构的机理还知之甚少。阐明 “开关基因”PtoVNSs

与代谢通路中多个转录因子之间如何相互作用，环境刺激如何引发这些不同家族

的级联蛋白在苯丙烷代谢途径上发挥各自功能，了解 MYB/NAC 转录因子家族中

存在大量冗余重复序列的基因进化特征； 

（2）根据已有的对 MYB 转录因子功能的研究中，对苯丙烷代谢途径中原花

青素等次生代谢产物的结构基因的调控会形成MYB-bHLH-WD转录因子复合体。

MBW 激活复合体中的 MYB 蛋白和 bHLH 蛋白组分之间的反馈调节机制对于调

控花青素和原花青素的生化过程可能对于 PtoMYB156 来说也是很重要的。未来

对于研究 PtoMYB156 是否通过抑制和 bHLH，WD 蛋白之间形成复合物的形成或

者修饰过程，以达到发挥转录抑制效应的调控机理还需要更详细的研究； 

（3）从目前来看，理解木质素合成缺陷和矮化表型之间的关系还存在争议。

探索是否由于转录因子阻碍木质素合成途径，导致植株生长滞后、矮化？这一点

还需要进一步研究。 
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附  录 

1、引物 

引物名称 序列 (5' -3') 说明 

PtoMYB156-F CCTCCGTCTCTAGTCCTACC Primers for plant 

overexpression vector 

construction 
PtoMYB156-R TCCCTTTCTCCTTTCTCTCC 

PtoMYB156-F CCTCCGTCTCTAGTCCTACC Primers for detecting 

mutation PtoMYB156-Cas9-R GGAGGCTATGGAGTTTGATA 

Hyg-F CTTCTACACAGCCATCGGTCCAGA Primers for detecting 

transgenic plants Hyg-R GATGTAGGAGGGCGTGGATATGTC 

PtoMYB156-T1-F ATTGCCCATACAAACAAGGGTGCG 

Multiple assembled 

Cas9/sgRNA construct 

PtoMYB156-T1-R AAACCGCACCCTTGTTTGTATGGG 

PtoMYB156-T2-F GTCAACTCTTGCCACATCTAAGA 

PtoMYB156-T2-R AAACTCTTAGATGTGGCAAGAGT 

PtoMYB156-T3-F ATTGTTGCTTACATTAGAGCTCA 

PtoMYB156-T3-R AAACTGAGCTCTAATGTAAGCAA 

QPto18S-F CGAAGACGATCAGATACCGTCCTA 
quantitative PCR 

QPto18S-R TTTCTCATAAGGTGCTGGCGGAGT 

QPtoPAL1-F CCATCCAGGTCAAATTGAGGCTGCT 
quantitative PCR 

QPtoPAL1-R ACTTCTTAGCTGCCTTCATGTAAGCT 

QPtoC4H2-F GAAATGTGCAATTGATCATATTTTG 
quantitative PCR 

QPtoC4H2-R ATTGCAGCAACATTGATGTTCTCC 

QPto4CL5-F ATTCTGTGCGTGCTGCCTATGTTC 
quantitative PCR 

QPto4CL5-R AATTGCAGCACCAACTCTCAACCC 

QPtoHCT1-F ATCAGCATGTAAGGCACGCGG 
quantitative PCR 

QPtoHCT1-R TGCCAAAGTAACCAGGTGGAAGCGT 

QPtoC3H3-F TCTACGCTTCAAGCTCCCACCA 
quantitative PCR 

QPtoC3H3-R GGAACCTCACAGGCTTGACG 

QPtoCCoAOMT1-F CAGTAATTCAGAAAGCTGGTGTTGC 
quantitative PCR 

QPtoCCoAOMT1-R GCATCCACAAAGATGAAATCAAAAC 

QPtoCCR2-F CGGTGATTCAGAAAGCTGGTCTGGA 
quantitative PCR 

QPtoCCR2-R GCATCCACAAAGATGAAGTCATAAG 

QPtoF5H2-F TCTGCGTCATGAAGCTATTTAGCC 
quantitative PCR 

QPtoF5H2-R TGTCTTAAGCATTGAGTCCACCTCA 

QPtoCOMT2-F TCTTGAAGAATTGCTATGACGCCT 
quantitative PCR 

QPtoCOMT2-R GAATGCACTCAACAAGTATCACCTTG 

QPtoCAD1-F AAGTTTGTGGTGAGAATTCCTGATG 
quantitative PCR 

QPtoCAD1-R AAACTGTCAATCCAGCGCACAATAG 

PtoLAC40-F AAGGCGGTTTCACTTTGCCAGTCC 
quantitative PCR 

PtoLAC40-R TAGGTGGCATCAACTTCCACGACA 

PtoPO6-F CTACTGTTATTGCTGGAGGTCC quantitative PCR 
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PtoPO6-R TGTGGCTCCCAGATAGTGCTAC 

PtoGT43B-F TTGAGGTGTTTGGAACATGGC 
quantitative PCR 

PtoGT43B-R AGTTCTGTGAGGTTTGCTGGAC 

PtoCesA17-F CCCCTCTAGTCACGGGCAACACAC 
quantitative PCR 

PtoCesA17-R AAGGTGCACATTGAAGCACCATCG 

PtoCesA18-F GTTGGCCTCTGTCTTCTCTCTTGTT 
quantitative PCR 

PtoCesA18-R CAATCAATGGAAATGCAGGTCTCCG 

PtrCesA2B-F AGGTTAAGATGGAGCGG 
quantitative PCR 

PtrCesA2B-R ACGAGGTTGATGATCAAGCC 

SubPtoMYB156-F ACACCGCACACCCTTCTAAG Primers for Subcellular 

Localization SubPtoMYB156-R TCCCTTTCTCCTTTCTCTCC 

ProPtrGT43B-F ATATTCTCAACACTATAGTCATTG Primers for GUS activity 

assay (Promoters) ProPtrGT43B-R GCTAAACCCCTCAAAAACGTG 

pro-ptrC4H2-F2 GGGGTACCAGATGGGCATGCAGGAGTTG Primers for GUS activity 

assay (Promoters) pro-ptrC4H2-R2 ACTGCAGCCAAAGGAGTACTGAAAGAG 

pro-ptrC3H3-F2 GGGGTACCACTTGGTGGATTTGAGACCAC Primers for GUS activity 

assay (Promoters) pro-ptrC3H3-R2 ACTGCAGTCTGAAGGGCCTTGGCAGAAT 

ProPtrCesA-F GGAGAGGCTACACTGTCCAGATGGAG Primers for GUS activity 

assay (Promoters) ProPtrCesA-R CTGGCTTCCATGTTGAGCAATGG 

PtoVNS11-F ATGCCTGAGGATATGATGAA Primers for plant 

overexpression vector 

construction 
PtoVNS11-R TGTTATACCGATAAGTGG 

 

  



附  录 

111 

2、缩写词 

缩写 中文译义 英文全称 

PAL 苯丙氨酸裂解酶 Phenylalanine ammonia- lyase 

C4H 肉桂酸-4-羟化酶 Cinnamate 4-hydroxylase 

4Cl 桂皮酰辅酶 A 连接酶 4-counaroyl:CoA ligase 

C3H 香豆酸-3-羟化酶 p-coumarate 3-hydroxylase 

CCR 肉桂酰辅酶 A 还原酶 Cinnamoyl CoA rductase 

CAD 肉桂酰乙醇脱氢酶 Cinnamyl alcohol dehydrogenase 

CCoAOMT 咖啡酰辅酶 A-3-O-甲基转移酶 Caffeoyl CoA o-methyl transferase 

COMT 5-羟基松柏醛 O-甲基转移酶 5-hydroxyferulic acid 

o-methyltransferase 

CHS 查尔酮合酶 Chalcone synthase 

CHI 查尔酮异构酶 Chalcone isomerase 

F3H 黄烷酮 3-羟化酶 Flavanone 3-hydroxylase 

FLS 黄酮醇合成酶 Flavonol synthase 

F3’H 黄烷酮 3’-羟化酶 Flavanone 3’-hydroxylase 

F3’5’H 黄烷酮 3’5’-羟化酶 Flavanone 3’5’-hydroxylase 

DFR 二氢黄酮醇 4-还原酶 Dihydroflavonol 4-reductase 

ANS 花色素合成酶 Anthocyanidin synthase 

bp 碱基对 Base pair 

Cef 头孢霉素 Cefotaxime sodium 

CTAB 十六烷基三甲基溴化胺 Cetyltrimethylammonium bromide 

cDNA 互补脱氧核糖核酸 Complementary deoxyribonucleic acid 

Hyg 潮霉素 Hygromycin 

Kan 卡那霉素 Kanamycin 

kDa 千道尔顿 Kilo doltion 

PVP 聚乙烯吡咯烷酮 Polyvinylpyrrolidone 

Rif 利福平 Riferpin 

RT-PCR 反转录聚合酶链式反应 Reverse transcription polymerase 
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chain reaction 

UTR 非翻译区 Untranslated region 

SND1 含有 NAM-ATAF-CUC 结构域

的蛋白 1 

NAM-ATAF-CUC [NAC] domain 

protein 1 

NST1 NAC 家族中引起次生壁增厚的

蛋白 1 

NAC secondary wall thickening 

promoting factor 1 

DMACA 对二甲氨基肉桂醛 Dimethyla minocinnamaldehyde 

DHK 二氢山奈酚 Dihydrokaempferol 

DHQ 二氢槲皮素 Dihydroquercetin 

MYB -- V-myb myeloblastosis viral oncogene 

homolog (MYB)  

NAC NAM（No Apical Meristem）基

因、类 NAM 结构的 

ATAF1/2 转录因子，及 CUC2

（Cup-shaped cotyledon）转录

因子基因的简称 

no apical meristem 

(NAM), Arabidopsis transcription 

activation factor 

(ATAF1/2), and cup-shaped cotyledon 

(CUC) 

GT 糖基转移酶 Glycosyl transferase 
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