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Abstract：As a critical enzyme in secondary metabolism of plant，Phenylanlanine ammonialyase(PAL)has 

significant meaning to its development and strong tolerance ability against hard．A full-length cDNA of gene was 

isolated from Phyllostachys edulis through RT．PCR and RACE methods，and named as Pe尸 L1(GenBank accession 

number：FJ195650)．PePAL1 is 2 436 bp，which contains an open reading frame encoding 701 amino acids．rrhe 

results of amino acid sequence analysis showed that PeP|A 1 had high identities with other gramineous PAL in Oryza 

sativa，Zea mays，Saccharum officinarum，Bambusa ventricosa，Bambusa oldhamii and Triticum aestivum，especially 

with PAL from O．sativa up to 93．0％ ． Phylogenetic analysis showed that PePAL1 and LLB1 were on different 

branch sites．Tissue specific expression showed that PePAL1 expressed in leaf，sheath，stem and root，much higher 

in stem． 

Key words：PhyUostachys edulis；Phenylanlanine ammonialyase(PAL)；isolation；tissue specific expression 

苯丙烷类代谢途径是植物代谢中一条非常重要 

的途径，一切含苯丙烷骨架的物质都是由这一途径 

直接或间接生成。苯丙烷类代谢可生成类黄酮、木 

质素等多种次生代谢产物，这些次生产物在植物的 

生长发育、抗病、抗逆反应中起着重要的作用 J， 

而苯丙氨酸解氨酶 (phenylalanine ammonia．1yase， 

PAL)是连接植物初级代谢和苯丙烷类代谢、催化苯 

丙烷类代谢第 l步反应的酶，是苯丙烷类代谢的关 

键酶 。分离编码苯丙氨酸解氨酶的基因，分析基 

因的结构与表达特性，将有助于深人了解苯丙氨酸 

解氨酶的表达调控机制。 

近年来，越来越多的研究集中在苯丙氨酸代谢 

途径关键酶方面 J，以期通过调节这些酶的表达活 

性，来实现有效地调节与之相应的次级代谢产物的 

生物合成，培育出适合人类生产生活需要的植物新 

品种，如适于造纸的低木质素含量树种、高异黄酮含 
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量的大豆品种等。竹子作为我国重要的森林资源， 

由于竹材具有强度高、韧性好、硬度大等特点，在建 

筑、造纸、装饰材料等领域得到广泛的应用 ]。毛竹 

是我国重要的经济竹种，以毛竹为材料进行 PAL基 

因的研究，对于更好地开发利用毛竹资源具有重要 

的现实意义。本研究采用 RT．PCR及 RACE方法从 

毛竹中克隆了PAL基因 cDNA全长，并对其进行了 

相关分析和组织特异性表达研究。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

2007年 lO月用购 自广西省柳州地区的毛竹 

(Phyllostachys edulis(Carr．)H．de Lehaie)种子进 

行播种，在国际竹藤网络中心培养室培养成实生苗， 

盆植于直径为 15 em的塑料盆中，培养介质为混合 

土(腐殖质土：蛭石 =7：3)。培养条件为25℃，每天 

光暗培养时间为 16 h／8 h。2008年 3月取新鲜、无 

病虫害的叶片、叶鞘、幼茎和根，用于 RNA提取。 

1．2 总RNA提取与 cDNA合成 

采用 Invitrogen公司的 Trizol reagent提取毛竹 

新鲜材料的 RNA【6 J，用 Promega公司的反转录试剂 

盒合成 cDNA。采 用 Clontech公 司 的 SMARTTM 

RACE试剂盒合成 3 cDNA和5 cDNA。 

1．3 基因的克隆与测序 

根据已知苯丙氨酸裂解酶基因序列设计保守区 

扩增引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司 

合成。弓l物 1：5 一TGTCGACCAGCGTCAACGG-3 ；弓l 

物 2：5 TACTCTTCGTCGTCGTCGCTGAC-3 。 

PCR反应体系为：cDNA(0．04 Ixg·L )1 ，正 

向引物(10 0l·L )1 ，反向引物(10 t~rnol· 

L )1 lxL，dNTP(各2．5 mmo1)3 ，2×Buffer 10 L， 

Taq酶(5 u·ILL )0．2 lxL，加水至总体积为20 。 

反应条件：94 oC 1 min，55～65 oC 1 min，72 oC 1 min 

30 s，共35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 

的pGEM—T easy载体快速连接试剂盒操作流程，将回 

收的 DNA片段连接到载体上，转化大肠杆菌( - 

herichia coli(Migula)Castellani et Chalmers)DI-ISoL菌 

株，经蓝白斑筛选，提取阳性克隆质粒并经酶切图谱 

分析后，送北京三博远志科技有限公司测序。 

根据保守区序列设计 RA CE引物。5 -RA CE引 

物：PAL5—1：5 一CATCTCG1TrGACC，ITI'C1TrGGCGTG- 

GCTC．3 ；3 ．RA CE引物：PAL3．1：5 一GCTCCAGTI'C— 

CTYGCCAACCCGATCACC．3 ，PAL3-2：5 ．CCGTGT— 

TCAGCTACGCCGACGACCCG．3 

PAL5—1、PAL3-1分别与 UPM 配对的第 1轮 

PCR反应条件为：94 oC 30 s，72 oC 3 min，5个循环； 

94℃ 30 s，70 oC 30 s，72℃ 3 min，5个循环；94 oC 

30 s，68℃ 30 s，72℃ 3 min，25个循环。PAL3．2与 

NUP配对的巢式 PCR反应条件为：94℃ 30 s，68 oC 

30 s，72 oC 3 min，25个循环。PCR产物经回收、连 

接后送公司测序。 

1．4 PePAL1基因的组织特异性表达检测 

采用 RT-PCR法确定 PePAL1基因在不同器官 

中的表达量。以毛竹Actin基因(FJ601918)作内标 

(正向弓l物：5 一ATGGCTGAAGAGGATATCCAGC．3 ， 

反 向引 物：5 一TYCCATGCCAATAAAAGATGGCTG． 

3 ，PCR反应条件：94 oC，5 min；94 oC i min，58 oC 1 

min，72℃ l min，循环数为28个；72 oC延伸 10 min。 

2 结果与分析 

2．1 基因保守区片段的克隆与分析 

以毛竹叶片 RNA反转录合成的 cDNA作为模 

板，用引物 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染色结果显示：在 1 000 bp 

左右有 1条亮带(图略)，与预测的基因片段基本相 

符，初步确定为目的基因片段。将片段回收与 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 1 063 bp。应用 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 

现插入片段与苯丙氨酸裂解酶基因家族的保守区有 

着较高的相似性，其中与玉米的一致性达95％，初步 

确认为毛竹苯丙氨酸解氨酶基因的部分序列。 
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第 3期 高志民等：毛竹苯丙氨酸解氨酶基因的克隆及组织特异性表达分析 451 

2．2 cDNA编码区全长的克隆与分析 

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 PAL5—1和3'-RACE引 

物 PAL3．1，与 SMAR'ITM RA CE试剂盒通用引物 

(UPM)配对进行扩增。引物 PAL5-1和UPM的产物 

在 1 100 bp左右有 1条亮带(图 1)，而引物 PAL3-1 

和UPM的产物电泳呈现弥散状态，没有特异性条 

带。将引物 PAL3．1和 UPM的PCR产物稀释 5O倍 

作为模板，用引物 PAL3-2与NUPM配对进行扩增， 

电泳结果显示在800 bp左右有 1条亮带(图2)。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。通过测序并于保守区序列 

拼接，去掉重叠部分，得到一个全长为2 436 bp的基 

因序列，GenBank注册号为 FJ195650。 

一 95 AC6CGGGGAAGAAGAGCTCACCACCCTCTCCTCCG6CTCTTCT丁CGACClrCC CCTCCTCCTCC1’AACCT̂ CCCACC 

～ I8 ACC6CCACCCACCGAGC^ATGGCGGGCAACG6GC丁CATCA TCA^GAATGACCCGC下CA^CTGGGGCGCGGCGGCGGCC 
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ACCACCGGCTTCGGCGGCACCTCCCACCGCC6CACCAAGGACGG6CCCGCCCTCCAGGTCG^GCTCCTCAGGCATCTC 

T r G F G G T S H R R T X D G P A L 0 V E L L R I{ L 

AATGCCGGAATCTTCGGCACCGGCACCGACGGGCACACGCTGCCCTCGG^GGTGACGCGTGCGGCCATGC丁CG_rGCGC 

N A G I F G T G T D G H T l P S E V T R A  ̂ M L V R 

T̂C^ Ĉ ĈCCTCC fCCAGGGCT Ĉ{CCGGĈ TCCGCTTCGAGATCeTCG^GGCC^TC ĈC ÂGCTC^TC^̂ Ĉ CCGGC 

I N T L l， 口 G Y S G I R F E I L E A I 1 K L I T G 

GTC ĜCCCCTGCCTCCCGCTê GGGĜ ĈĈ TC ĈCGCGTCCGGCG ĈCTGGTCCCGCTG了CCT Ĉ T̂TGCCG6CCTT 

ATChCTGGCCGCCCCAATGCGCAGGCCG丁CGCeCCCG ĈGGCAG6AAGGTGĜ CGCCGCCĜ GGCGTTCAAĜ TCGCC 

～ ! 8 ￡⋯一 一一 ．． 一 ￡ 。一8 ! 壁 A A ～ A 
GGCATCG^GGGCGGGTTCTTCAAGCTCAACCGCAAGGAGG6TCTCGCĈ TCGTCAACGGĈ CGTCCGTGG6CTCCGCC 

G I E G 6 F F K L N P K E G l|  ̂ I V N G 丁 S V G S  ̂

CTCGCGGCC^CGG丁GCTCT T̂Ĝ TTGĈ ^CGTCC丁CGCCGTCC下CTCCG ĜGTCetGTCCGCC6TG丁TC丁6CG^GG丁C 

【J  ̂  ̂ T V L Y D C N V L  ̂ V L S E V L S  ̂ V F C E V 

^TG^^CGGC^^GCCGG^Gt^C^CCG^CC^CCTG^CCC^C^^6CTG^^GC^CC^CCCGGGCTCG^TC6^GGCCGCGGCC 

爱 P E_ Y T D H L T H K L K H H P G S I E  ̂  ̂  ̂

^TĈ TGG ĜĈ C t̂CCTGGCCG6Ĉ GCTC6TTĈ TG^GCĈ CGCC^̂ Ĝ ĜGTĈ ĈG Ĝ^TGĜ CCCGCTGC rG^̂ G 

I E }l l_ L  ̂ G S S P S H  ̂ K K V N E M D P L I| X 

CCĈ ^GC ĜĜ C ĜGT^CGCGCtCC6Ĉ CG1 CGCCGĈ GTG6CTCGGCCĈ Ĉ Ĝ TCG 6̂GTC T̂CC6GGCGGCC ĈC 

P K 0 D R Y  ̂ L R t S P 口 ■ L G P 口 I E V I R  ̂  ̂ 1 

^̂ GTCĈ TC6̂ ĈGTG^GG下C^̂ CTCCG丁C^̂ CG Ĉ^̂ CCCGG下C T̂CG ĈGTCC ĈCGCGGC^̂ GGCGCTCC ĈGGC 

§ 一 § !一 一 § ! _壁 ￡～ lv 一 1～一 童～ § 』 _G 
GGĈ ^TTTCĈ G6GC^Ĉ CĈ T̂CGGTGTGTCĈ TGĜ Ĉ Ĉ ĈCCGTCTC6CĈ TTGCC^̂ C T̂CG6C^̂ GC下C^TG 

E 一9 ! ⋯王_ ! 一量一 一 工一 ^ ～  ⋯ l一 § ～k～ 羔 
TTCGCGĈ GTTCTC Ĝ ĜCTCG下Ĝ ĈG ĜTTCT Ĉ^ Ĉ̂ êGGGCTG^C6 CĈ ĈTTGGCCG6Ĉ GCCGĈ ^CCCG 

一 q s_I E lJ V N E F y K N G L T S N L ^ G S R N P 

^GCTT6G^C下 ĈGGCTTĈ ^GG6e^CCĜ Ĝ 1eGCĈ 丁6GCCTCCT Ĉ下GC C丁G ĜC下CĈ GTTCCTTGCĈ ^CCCG 

s L ￥ G F x G T E I  ̂  ̂ s ￥ C s E L Q F i  ̂ N P 

^TC ĈĈ ^CĈ 下GTGĈ Ĝ GCGCGG ĜĈ GĈ C^̂ CC ĜĜ CGTG^̂ C下CGCTCGGCCTCGTCTCGGCĈ GĜ ^Ĝ CC 

l T N H V 口 S  ̂ E Q H N Q D V S l G L V S  ̂ R K T 

GCCĜ G6CGGTGĜ Ĉ TCCTC^̂ GC丁Ĉ TGTCCTCĜ CGT̂ Ĉ TGGTCGCGCTGTGCĈ GGCĈ TCĜ CCTCCGCC Ĉ 

 ̂ E  ̂ V D I L K L M S S T Y V  ̂ 【， C Q  ̂ I O l_ R H 

CtCĜ G6 Ĝ^̂ C^TC^̂ Ĝ GCtCCGtĈ ^Ĝ ^C丁GCG_rG ĈGC ĜG下G6GĈ Ĝ^ ĜGTGCTC^CC T̂Ĝ ĈCCĈ CC 

L ￡ E N I K T S V K H C V T Q V G K K V t， T 譬 K P T 

GGCĜ CCtCTCC ĜCGCGCGCTTĈ GCG^Ĝ ^GĜ CCTCC Ĉ CCGCĈ  CG ĈCGCĜ GGCCGTGTTC^GCT̂ CGCC 

G O L S S  ̂ R F S E K D l L T  ̂ 1 D R E  ̂ V F S Y  ̂

G Ĉ6̂ CCCG TGĈ GCGCĈ ĈT̂ CCCGCTG T̂GC^Ĝ ĜCTGCGCGCCGTGCTCGTCG^CC ĈGCCCTC^CĈ GCGGC 

D D P C S  ̂ N Y P L Q K L R  ̂ v L v D H  ̂ L T S G 

G ĈGG Ĝ Ĝ ĜGĜ GCCCTCC6TTTTCTCC^̂ 6 T̂C^CC^̂ GTTCĜ GG ĜĜ GCTGCGCTCGGCGC下GCCCCG6G Ĝ 

D G E R E P S V F S K I T X F E E E L R S  ̂ L P R E 

^TCĜ GGCCGCCCGCG?GGCCGTGG^Ĝ ^CGGC ĈCGCGCCĈ TCGCĈ ^CCGG^TĈ ^GG Ĝ ĜĈ GG彳CGTTCCCC 

I E  ̂  ̂ R V  ̂ V E N G T  ̂ P I  ̂ N R f K E S R S F P 

G下G下^CCGCCTCG下CCGTG ĜĜ GCTCGGC下GCG rGT ĈCTC ĈTGGCG Ĝ^ ĜCTĈ ^GTCCCeCGGCG 6̂G^G GC 

y Y R I． V R E E L G C V Y 【J T G E K L K S P G E C 

^̂ C ĜGGTGTTC T̂CG6C^TC^ ĈC^GGGC^ ĜC了Ĉ  CĜ CCĈ T̂GCTCĜ G GCCTĈ ĜG Ĝ下6Ĝ ĈGGCĜ G 

R V F I G I N 口 G K } I D P M L E C L K E ■ G ￡ 

ccccTGccc 了̂ĉ ĉ Gĉ 下ccGTc 下̂cĉ ccc6TG Ĝ T̂cGTGĜ GG^6̂ G6^ĉ cT̂ ĉ Ĝ T̂ ĉ 丁̂ĉ ^^Ĝ  ̂

P L P I N 

^̂ T̂ ^̂ ĈGCGTCGTCT T̂GT1’CGĜ TCG下GTCG丁CGC下1”r1、GCCTT CTTCGTTCGT下GG1’GGCGTTG r丁CT下TGTG 

T̂ GCtGCTCtGCĈ 丁CGCCTGT^̂ 丁GC6C T̂GCCCTGGCGGGCGGCTTTT下Tt̂ ^Ĝ T̂ TGTTTG1’T̂ Ĉ ^^̂ ^^̂ ^̂  

A A ^ ^ A ^ ^ ^ A ^ A ^ A A A ^ A A ^ 

(下划线部分为保守域序列，阴影为PAL．hi dase信号，着重号部分为起始密码子，边框部分为终止密码子) 

图3 PeP肛1的核酸序列及其推导出的氨基酸序列 
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序列分析表明：FJ195650包含一个完整的编码 

区2 106 bp，5 非翻译区(UTR)95 bp，3 非翻译 区 

235 bp和polyA尾巴28 bp。FJ195650编码区GC含 

量达66．0％，编码701个氨基酸，第41～450位为 

苯丙氨酸解氨酶保守域，在第 185～ 201位为苯丙 

氨酸解氨酶 一组氨酸酶(PAL．histidase)信号(图3)， 

具备苯丙氨酸解氨酶的特征，该基因命名为PePAL1。 

PePAL1编码 蛋 白的 等 电点 为 6．398，分 子 量 

为75 697．71 Da。 

2．3 氨基酸序列比较与系统进化树分析 

通过blast软件在线比较分析，结果显示：PePAL1 

编码的氨基酸序列与其它单子叶植物的PAL具有较 

高的一致性，尤其与同是来 自禾本科的水稻(Oryza 

sativa L．)、玉米(Zea mays L．)、甘蔗(Saccharum offi— 

cinarum L．)、小佛肚竹(Bambusa ventricosa McClure)、 

绿竹 (B．oldhami Munro)和小麦(Triticum aestivum 

L．)的PAL的一致性都在 75％以上，其中与水稻的 

PAL(P14717)的一致性最高，达93．0％，与来自毛竹 

的IJ,R1(ABP96954)的一致性为76．9％。由此可见， 

PAL在系统进化中是比较保守的。 

应用 MEGA4．0．2软件构建了基于 PAL基因编 

码氨基酸序列的系统进化树(图4)，分析表明：来自 

毛竹的2个 PAL聚类到了不同的分支位点上，其中 

LLB1(Ph．edulis(1))与绿竹的PAL位置较近，位于 

同一个分支上，而与小佛肚竹的PAL位置却较远； 

PePAL1(Ph．edulis(2))与水稻、小佛肚竹的 PAL位 

置较近，位于另一个分支上，而与同是来自竹亚科的 

绿竹的位置却较远。 

构建系统进化树所选用的PAL：水稻(P14717)、玉米(NP 001105334)、甘蔗(ABM63378)、小佛肚竹(AAX97448．1)、绿竹(AAR24505)、 

小麦(Q43210)、毛竹(1)(ABP96954)、毛竹(2)(FJ195650)、小果野蕉((Musa acuminata)ACG56648)、欧洲甜樱桃((Pmn avium)064963) 

和烟草((Nicotiana tabacum)P25872)。每个分支上的数字表示 1 000次重复搜索的靴带值。 

图4 基于PAL基因编码的氨基酸序列构建的系统进化树 

2．4 PePAL1基因的组织表达特异性分析 

分别提取毛竹叶片、叶鞘、幼茎和根的 RNA，反 

转录成 cDNA第 1链，用毛竹 Actin基因作内标，调 

整cDNA用量和循环数，使内标基因的表达丰度一 

致。以调整后的 cDNA模板量进行 PePAL1基因的 

扩增。结果(图5)表明：PePAL1基因在叶片、叶鞘、 

幼茎和根中均有表达，其中在幼茎中的表达丰度最 

高，在叶鞘中次之，在根中的表达丰度最低。 

3 讨论 

植物 基因结构的普遍特点是由小的多基因 

家族组成 ]。GenBank中来自毛竹苯丙氨酸解氨酶 

基因 1的序列为2 363 bp，该基因组序列由2个 

Actin 

PbPALJ 

2 3 4 

1：叶片；2：叶鞘；3：幼茎；4：根 

图5 PePAL1在不同组织中的表达特性 

外显子(1～ 395，517～ 2 263)和 1个内含子(396 

～ 516)组成，其编码的蛋白序列(ABP96954)与Pe- 

PAu 的一致性达76．9％。系统进化分析显示，同 

是来自毛竹的苯丙氨酸解氨酶基因其编码的蛋白 

PePAL1和 LLB1却聚类到不同的分支位点，从一定 
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程度上反应了竹类植物在系统进化上的复杂性。由 

此推测，坳 l与 PePAL1分别编码毛竹苯丙氨酸解 

氨酶的不同亚基，可能具有不同的功能。 

眦 在植物组织中的表达具有组织特异性，本研 

究中PePAL1基因在叶片、叶鞘、幼茎和根中均有表 

达，且在幼茎中的表达丰度最高，在根中的表达丰度 

最低。这与某些植物 在根部中表达量最高 I9 

的表达模式不同，这可能是由于物种差异造成的。 

PAL基因的表达模式除受到不同部位的影响外，还受 

发育时期的调控。如草莓  ̈的果实在发育过程中， 

PAL活性有两个高峰，一个为幼果期，一个为果实成 

熟期。本研究仅研究了毛竹幼苗期的表达模式，其在 

笋期、成竹期的表达模式需要进一步研究。 

目前，已经从拟南芥、番茄、松树、大豆、杨树、水 

稻、胡萝 卜等多种植物中分离了包含 L基因在内 

的多类次生代谢调控基因，并对其进行了比较全面 

的研究  ̈，对 PAL的活性及其调控的次生代谢产物 

的药用价值倍受关注  ̈，然而对于竹子的相关研究 

却刚刚起步。本研究从毛竹中分离了苯丙氨酸解氨 

酶基因，并初步探讨了其表达模式，这仅仅是探索竹 

子次生代谢调控的开始，但对于未来通过基因工程 

手段来改变竹子木质素、纤维素的含量或改变其组 

分的定向培育，形成新品系有着重要的现实意义。 
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