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毛 竹 cab - PhE11 基 因 的 克 隆 与 序 列 分 析
①

刘颖丽1 , 　高志民1 , 　彭镇华2

(1. 国际竹藤网络中心 , 国家林业局竹藤科学与技术重点开放实验室 , 北京 100102;

2. 中国 林业 科学 研究 院 林业研究所 , 北京 100091)

摘 要 : 采用 RT-PCR 技术和 RACE-PCR 技术 ,从毛竹 ( Phyl lostach ys edul is )中分离了捕光叶绿素 aΠb 结合蛋白

基因 cDNA 编码区全长 ,命名为 cab - PhE11 ( GenBank登记号 :EU327783 ) 。该基因全长 1154b p, 编码区 cDNA

全 长 753b p, 编码 250 个氨基酸 。生物信息学分析表明 ,在 cab - PhE11 编码的蛋白第 62～239 位包括典型的捕

光叶绿素 aΠb结合蛋白功能域 ,还包 含 1 个 N- 糖基化位点 、1个 酪氨 酸激 酶 Ⅱ磷酸化位点 、5 个 N- 肉豆蔻酸化
位点以及 1个丙氨酸富集区 。序列相似性分析结果表明 ,cab - PhE11 编码的氨基酸序列与玉米 、绿豆 、拟南芥 、

烟草等的 cab 基因有较高的相似性 ,都在 80%以上 ,该基因属于 lhcb6 类基因 。
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Abstract : Afull 2lengthcDNAofli ght2harvestingchloro phylla Πb ( cab) genewasclonedf romthe

firststrandofMoso ( Phyllostach ys edul is ) cDNAthrou ghRT 2PCRandRACE-PCRmethods,
namedas cab2PhE11 ( GenBankaccessionnumber:EU327783 ) .Thelen gthof cab2PhE11 is

1154b p, whichcontainsano penreadin gframe (753b p) encoding250aminoacids.Thebioinforma 2
ticsanal ysisindicatedthatthe proteinencodedb y cab - PhE 11 hadonechloro phlla Πbbindin gdo 2
main(62th～239th position) ,oneN 2glycosylationsite,oneCaseinkinaseI I phosphor ylationsite,five

N2myristoylationsiteandonealanine 2richre gion prof ile.Theaminoacidse quenceof cab - PhE 11

showedhi ghsimilarit ywiththecab genesof Zea mays, Vi gna radiata , Arabido psis thal iana and

Nicotiana tabacum , morethan80%res pectivel y,whichindicatedthat cab - PhE11 genebelon gs

to lhcb6 genefamil y.
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　　竹子具有生长快 、用途多 、生态和经济价值高等

特点 ,被誉为“绿色的金矿”,是重要的森林资源。其

生长快 、产量高等特点 ,意味着竹子具有较强的同化
能力 ,光合作用反应植物对外界物质的同化能力 ,是

植物的重要生理活动指标 ,在一定程度上对植物的

生长速度起着决定性的作用。竹子作为高效生物质
能源之一 ,光合作用有着独特的生理规律 ,如何更好

利用和调控竹子的光合效率 ,提高目标产量 ,需要在

现有基础上开展竹子光合作用的分子机制研究
[1]

。
光能是整个光合作用反应的驱动力 ,光能的捕

获和传递过程将会直接影响整个生物体的光合作用

表现 。在高等植物中 ,光系统 Ⅱ的捕光色素蛋白复
合体作为主要的光能捕获 、传递和分配者 ,在光合作

用过程中发挥着极其重要的作用 。lhcb6 基因是光

系统 II 中编码捕光色素蛋白基因之一
[2]

,本研究以
重要的速生型用材竹种毛竹为材料 ,从中克隆到一

个 lhcb6 类基因 cab - PhE11 ,以期为从分子水平揭

示毛竹高效光合作用的分子机制奠定基础。

1 　材料与方法

1.1 　植物材料

用购自广西省柳州地区的毛竹种子进行播种 ,

培养成盆栽实生苗存于本实验室的培养间 ,取其新

鲜叶片用于实验 。

1.2 　总 RNA 提取与反转录 cDNA 合成

采用 Trizolrea gent ( Invitrogen) 提取 毛竹实生

苗幼嫩新鲜叶片的 RNA
[3]

,用 Promega公司的反转

录试剂盒 合成 cDNA 。采 用 SMARTTMRACE 试

剂盒( Clontech)合成 5′cDNA 和 3′cDNA 。

1.3 　基因的克隆与测序

根据玉米捕光叶绿素 aΠb 结合蛋白基因家族中

的同源基因序列设计保守区 PCR 引物 1、2; 根据保

守区序列及 RACE 试剂 盒通用引 物 UPM 设计 5′

RACE 引物 - 引物3、4 和3′RACE 引物 - 引物 5、6。

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 。引物

1:5′-TTCCTCAAGTGGTACCGGGAG-3 ′;引

物 2:5′-TCTTGCCCTGCCCAGCCT-3 ′;引物 3:

5′-ACGCCGTCCTGGGTTATGCCGCCGAG-

3′( 5′RACE 引 物 ) ; 引 物 4:ACTCCACCCAC 2
CCCATGAGCAGCAGC (5′RACE 引物) ; 引物 5:5 ′

-CTGGGCATCTTCGTCGGGCAGGCGTG-3 ′

(3′RACE 引物) ;引 物 6:5 ′-AAGCGGTGGGTG 2
GACTTCTTCAGCC-3 ′(3′RACE 引物) 。

以毛竹 DN 为模板 ,进行梯度 R, 扩增 保

守区 序 列 。 μL 反 应 体系 μL ×L R

B f f (M + ) , 1 μLT K R L T q 酶 ,

312μLdNTP (dATP,dTTP,dCTP,dGTP2 15mM
each) ,2μL 引物 1 (5mM ) ,2 μL 引物 2 ( 5mM ) 、

1μL模板 ,1 16μL 超纯水 。引物 1和引物 2 反应条

件为 :94 ℃预 变 性 5min;94 ℃ 1min,55 ～65 ℃

1min, 72 ℃2min,39 个循环 ;72 ℃延伸 10min 。

以毛竹 5′cDNA 为模板 ,用引物 3、引物 4 扩增

5′端 DNA,5 ′-RACE 反应条件为 94 ℃30s,65 ℃

30s,72 ℃3min,30 个循环 ;以 3′cDNA 为模板 ,用

引物 5、引物 6 扩增 3′端DNA,3′-RACE 反应条件

为 94 ℃30s,65 ℃30s,72 ℃3min,30 个循环 。

PCR产物电泳分 析后用上海申能 博彩生物科

技有 限 公 司试 剂 盒 回 收 。按 照 Promega 公 司 的

pGEM-Teas y 载体快速连接试剂盒操作流程 ,将

回收的 DNA 片段直接连 到载体上 ,转化 大肠杆菌

( Esherichia col i ) DH5α菌株 ,经蓝白斑筛选 ,提取阳

性克隆质粒并酶切图谱 ,将单克隆送三博远志科技

有限公司测序 。

1.4 　序列分析方法

应用 DANSTAR 、SMART 、ClustlW 、Blast 和

MOTIFSCAN 等在线软件对序列进行分析 。

2 　结果与分析

2.1 　基因保守区片段的克隆与分析

引物 1 和引 物 2 进行 扩增反 应 ,PCR 产物 在

1%的琼脂糖凝胶中电泳 ,EB 染色结果如图 1 所示 ,

引物 1 和引物 2 的产物在 500b p 左右有一条亮带 ,

与预测 的基 因片段 基本 相符 。回收 与 pGEM-T

easy 载体连接 ,转化后将单克隆送公司测序 。测序

结果表明 ,插入片段位 472b p。应用 DANSTAR 软

件和 Blast 在线软件 ,将测序的序列与已报道的基因

进行同源比较 ,发现插入片段与 cab 基因家族的保

守区有着较高的相似性 ,其编码的蛋白与绿豆的捕

光色素蛋白 CP24 的 相似性达 89%, 与烟草 CP24

的相似性达 88%, 初步确认为毛竹的捕光色素蛋白

基因的部分序列。

55 ℃; 56 ℃;3 5 ℃; 5 3 ℃;M

图 　梯度 R产物电泳结果
F 　DN f f y R
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2.2 　cDNA 全长的克隆与分析

为了获得基因的全长 ,根据已获得保守区片断

的序列设计了 5′-RACE 引物 3 和 3′-RACE 引物

5, 与 SMARTTMRACE 试剂盒通用引物 (UPM )配

对进行扩增 。取引物 3 扩增产物 5μL 与 245μL 水

混合做模板 ,引物 4 与通用引物 NUP 扩增产 物产

物在 800b p 左右有一条亮带 (图 2) ;取引物 5 扩增

产物 5μL 与 245μL 水混合做模板 ,引物 6 与通用

引物 NUP 扩增产物产物在 700b p 左右有一条亮带

(图 3) 。将 PCR 产物回收 、连接后转化 ,在得到的

大量克隆中 ,选取阳性克隆进行测序 。通过已经获

得的保守区序列与 3′RACE、5′RACE 序列的拼接得

到了基因的全长 cDNA 序列 ,全长为 1154b p, 含有

一个完整编码区(753b p) 、3′非翻译区 (346b p)和 5′

非翻译区 (55b p) , 命名为 cab - PhE11 , GenBank

登记号为 EU327783 。

图 2 　5’racePCR 产 物电 泳检 测
Fig.2 　DNAfragmentam plifi edb y5 ’race

图 3 　3’racePCR 产物电泳检测
Fig.3 　DNA fra gmentam pl ifiedb y3 ’race

2.3 　序列的生物信息学分析

利 用 DNASTAR 、SMART 、MOTIFSCAN 和

ClustlW 等在线生物软件分析了 cab - PhE11 序列

及其编码蛋白质的结构特点 ,并与国际核酸和蛋白

质数据库 联网进 行 Blast 比较分 析。cab - PhE11

基因序列从第 1 bp 开始至 753b p 含有 1 个开放阅

读框 (Openreadin gf rame,ORF )和 1 个终止密码子 ,

编码250 个氨基酸 (图4) ,在 cab - PhE11 编码的蛋

白第 62～239 位包括典型的捕光叶绿素 aΠb 结合蛋

白功能域 ,第 179～182 位为 N- 糖基化位点 ,第 55

～58 位为酪氨酸激酶 I I 磷酸化位点 ,第 12～17、67

～72、107～112、123～128、135～140 位为 N- 肉豆

蔻酸化位点 ,第 16～45 位为丙氨酸富集区 。cab -

PhE11 基因编码的蛋白的等 电点和分子量分别为

7130 和 26563 157 Da。
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图 4　cab - PhE 11 编码区核酸序列及其推导出的氨基酸序列
Fig.4 　Nucleotideand predictedaminoacidse quenceof cab - PhE11(EU327783)

　　在线比对结果表明 , cab - PhE11 基因编码的

蛋白与其它物种的 cab 基因有着较高的相似性 ,与

玉米 中 AAA6441611 的 一 致 性 达 86% 、与 烟 草

ABG7341611 的 一 致 性 达 86% 、 与 绿 豆

AAD2788212 的 一 致 性 达 85% 、与 拟 南 芥 中

AAD2877711 的 一致 性达 84% 、与 菠菜 中 P36494

的一致性达 86% 。对 cab - PhE3 基因编码的蛋白

质进行 系统 进化 树 分析 (图 5) ,结 果 表明 cab -

PhE11 基因与玉米 等单子叶植物中该类 基因亲缘

关系最近。由其推测蛋白的结构特点和相似性比较

的结果可知 ,cab - PhE11 基因属于 lhcb6类基因。

图 5 　cab - PhE11基因编码蛋白系统进化树分析
Fig.5 　Phylogeneti ctreeanal ysisof proteins

encodedby cab - PhE 11 gene

3 　讨论与结论

在高等植物体内 ,捕光色素蛋白复合体 (LHC)

又称为天线色素蛋白复合体 ,是一类捕获光能 ,并将

其迅速传至光合反映中心引起光化学反应的色素蛋

白系统 。光系统 Ⅱ和光系统 Ⅰ都有各自的 LHC, 但

由于LHC Ⅱ占有类囊体膜中近50% 的色素和约 1Π3
的蛋白质 ,其生理功能复杂 ,且易被大量分离和纯化

而备受研究者的关注 。目前已知 ,L Ⅱ是由一系

列结构相似 、进化相关 、由核基因 ( )编码的蛋白

与色素形 成的色 素蛋 白复合 体家 族 (L B) 构 成

的。LHC Ⅱ有四个主要功能 :捕获和传递光能 ;光保

护和过剩能量耗散 ;调节光能在两个光系统中分配 ;

维持类囊体膜的结构。

Jansson
[4]

等根据 LHC Ⅱ蛋 白质组分的 基因类

型 ,将该 类编码 基因分 别命 名为 lhcb1、lhcb2、lh2
cb3、lhcb4、lhcb5、lhcb6。它们编码的蛋白质分别与

色素 结合 形 成 LHCB1、LHCB2 、LHCB3 、LHCB4、

LHCB5 和LHCB6 六种色素蛋白复合体 。根据其含

量的不同可分为大量天线和微量天线 ,LHCB1 、LH2
CB2和 LHCB3 为大量天线 ,在体内以同质 、异质三

聚体或寡聚体形式存在 ,LHCB4 、LHCB5 和 LHCB6

为小量或微量捕光天线 ,在体内主要以单体形式存

在。LHCB6 是 LHCB 蛋白分子量中较小的 ,结合 6

个 Chla和 4 个 Chlb分子 ,与其他 LHCB 蛋白相比 ,

其与 LHCB1 同源性最低 ,约为 2912% 。CP24 蛋白

缺乏暴露于囊腔侧的 C末端和螺旋 D 区 [5] ,在提取

过程中 CP24 结合的色素易丢失 ,这可能与其不含

螺旋 D 有关 [6] ,而 Chlb 则有稳定其结构的作用 [2] 。

lhcb6 类基因在 拟南芥 、菠 菜、水稻 、玉米等 植物中

已被分离 ,但在竹类植物中未见报道 ,而竹子是重要

的森林资源 ,在保护环境 、发展地方经济以及人与自

然和谐发展等方面都发挥着重要作用 ,具有良好的

生态价值和经济价值 。本研究从毛竹中分离了 lh2
cb6 类基因 cab - PhE11 ,为研究该基因的功能实现

该基因 的体 外表 达奠 定了 基 础 ,对 于通 过 cab -

PhE11 基因体外表达与色素 的重组来研究蛋白结

果与功能有着积极的帮助。结合本实验室已经克隆

到的 竹 子 捕 光 叶 绿 素 Π 结 合 蛋 白 基 因

BO [ ] 、 BO [ ] 、 [ ] 的研究 ,将有助
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于全面揭示竹子 LHC Ⅱ蛋白的结构和功能 ,对于今

后通过基因 工程手段实现对竹子 的光合性能 的改

良 ,实现以提高竹子光合效率为育种目标的育种时

间有着重要的价值和意义 。
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