无核小枣木质素合成基因Zj4CL的克隆和表达分析
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摘要:为研究无核小枣果实无核形成机理，应用RT-PCR扩增技术从无核小枣果实中克隆得到4-香豆酸辅酶A连接酶(4-Coumarate:Coenzyme A Ligase,4CL)基因的完整编码区，序列长度1819bp，包含1776bp的完整开放阅读框，编码591个氨基酸，命名为Zj4CL(登陆号KP279930)。Zj4CL与基因组序列比对分析发现，该基因组含有5个外显子，4个内含子。其序列比对和结构域分析表明，无核小枣的4CL基因包含4CL基因家族的Box I和Box II保守区，进化树分析显示Zj4CL与苹果（XP_008376904）的亲缘关系最近。实时荧光定量PCR分析表明，无核小枣在花后30 d左右基因表达量达到最大值，到花后40 d以后表达量明显下降。
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Molecular Cloning and Expression Analysis of 4CL Gene in Ziziphus jujuba Mill.‘Wuhexiaozao’
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Abstract:For the study of fruit stoneless formation mechanism of  Ziziphus jujuba Mill.‘Wuhexiaozao’,4CL genes in full length with 1819bp was isolated from the fruit of ‘Wuhexiaozao’ by RT-PCR technology. It contains a complete open reading frame of 1776 bp and encods 591 amino acids, and designated as Zj4CL (accession number KP279930).After comparing the Zj4CL sequence with genomic sequence,we found that the genome contains 5 exons and 4 introns.Sequence alignment and motif analysis showed that Zj4CL gene included Box I and Box II of 4CL gene families. Protein sequence alignment showed that it had a highest genetic relationship with Malus domestica (XP_008362825). The results of qRT-PCR revealed that the highest expression levels were appeared on the 30th day after flowering. The expression of 40th day after flowering declined apparently.
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果实无核性状作为一个重要的园艺性状，在长期的生产实践中被人们选择并保留下来。枣(Ziziphus  jujuba Mill.)是拟核果，与核果类相似，子房内壁形成核层即果核。几乎所有的枣品种果实有核，极个别的品种或类型无核。无核枣的果核退化，核层不明显，只有一层柔软可食的膜或仅有一空腔。无核以其食用方便，经济效益高深受消费者青睐，具有广阔的发展前景。曲泽洲[1]和郭裕新[2]在实践中发现无核小枣由金丝小枣芽变而来，在生长旺盛的无核枝条上还会出现有核的果实。金丝小枣和无核小枣除有无核差异之外，其他生物学特性基本相同。陈贻金等[3]推测无核性状的形成可能是特殊基因及其生理机能的进化或退化，从而抑制子房内壁细胞的加厚所致。彭建营等[4]通过RAPD技术揭示出，无核枣品种是由不同枣品种平行演化而来。陈晓月等对金丝小枣和无核小枣的授粉受精过程进行了观察，认为二者均能进行正常的授粉受精，其过程基本一致，授粉受精对于枣核的发育没有影响[5]。但无核小枣核层细胞木质化程度低，木质素合成代谢中关键酶基因的表达量低是形成无核的一个重要因素[6-7]。
木质素的合成途径中[8]，许多基因参与其中[9-11]，目前的研究主要集中在木质素合成过程中关键酶的研究上。木质素合成途径有两条：苯丙氨酸和苯丙烷类代谢途径[12-13]，其中4-香豆酸辅酶A连接酶(4-Coumarate:Coenzyme A Ligase,4CL)基因，简称4CL基因，在木质素合成代谢中发挥着极其重要的作用。4CL基因是连接苯丙氨酸途径与木质素特异合成途径的关键酶，它将羟基肉桂酸乙酰化生成羟基肉酰-CoA酯，这个过程为植物提供了重要的次生代谢物[14]，如黄酮类化合物和酰类化合物[15]，这些化合物是植物生存所必须的物质。目前4CL基因的研究已成为木质素合成途径中的热点，近年来，杨树[16]、松树[17]、烟草[18]、慈竹[19]等植物中的4CL基因已被分离鉴定出来。

本文以无核小枣为试材，利用PCR技术，首次获得无核小枣的4CL基因并对其进行了生物信息学分析，同时通过实时定量PCR技术分析无核小枣果实不同发育时期4CL基因的表达情况，为从木质素合成方向揭示果实无核性状形成机理提供依据，也为通过转基因技术获得无核枣等研究领域奠定基础。

1材料与方法
1.1试验材料
试验样品取自河北省沧县国家枣树良种繁育基地，无核小枣花期、花后15、20、25、30、40、50 d的果实，液氮速冻后储存于-80℃冰箱备用。
1.2 RNA提取和cDNA合成

 采用总RNA提取试剂盒RNAprep Pure Plant Kit提取不同时期无核小枣总RNA。利用NanoDrop ND-1000分光光度计测定RNA纯度。根据TransGen Biotech 的反转录试剂盒（TransScript One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix）合成cDNA，将其保存于-20℃冰箱中备用。

1.3 Zj4CL基因克隆
根据同源序列的保守性，利用Primer 5.0 软件设计1对可以扩增Zj4CL完整开放读码框（Open Reading Frame，ORF）的正、反向引物4CLF1和4CLR1，应用反转录出的cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系10μL。反应程序为：94℃预变性4min；94℃变性30s，56℃退火1min，72℃延伸1 min，40个循环，72℃延伸10min。PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收。采用TransGen Biotech 胶回收试剂盒（EasyPure ®Quick Gel Extraction Kit）。胶回收片段用TAKARA的PMDＴＭ19-T Vector cloning Kit连接到T载体中，并转化至大肠杆菌DH5α中，挑阳性克隆菌送至生工生物工程有限公司北京测序部进行测序。
 表1  PCR引物列表

 Table1  Primer for PCR

	引物编号Primer code                   引物序列Sequence（5′–3′）           

	Histone3 F                     GCAAACTTCCATTCCAGAGG
Histone3 R                     TCGAACAGACCGACCAAGTA 

4CL-F1                        ATGGTTTCTGTTGCTTCTTCTGTT
4CL-R1                       TTAATAAAAATTTTTCAGGCAGAAG
4CL-F2                        TTCGCAGAAACCCACCTCAT

4CL-R2                        GGAGCTTGTCGACGTACTG  


1.4 Zj4CL基因的生物信息学分析
根据Zj4CL基因序列，利用ORF Finder 在线软件预测开放阅读框（ORF），推导氨基酸序列。在NCBI中搜索其他物种的相似蛋白，应用DNAMAN和NCBI在线软件中的BLAST进行序列比对，应用MEGA4.0软件构建系统进化树。利用 Prot-param 软件和 ProtScale 软件[20]对所得的氨基酸序列分别进行氨基酸残基数目、组成、蛋白质相对分子量、理论等电点的在线分析[21]。用DNAMAN和GORIV软件[22]在线预测分析Zj4CL的二级结构中的α螺旋（a-helix），β转角（β-turn）、无规则卷曲（Random Coil）以及延伸带（Extend Strand）等组成。
1.5 Zj4CL基因在无核小枣不同发育时期的表达分析
应用实时荧光定量PCR技术分析无核小枣的果实不同发育时期果核中4CL基因的差异表达量。通过测序结果设计荧光引物4CLF2和4CLR2（表1），其产物长度为150bp左右，以Histone H3基因(EU916201)作为内参基因，内参基因引物为Histone3 F和Histone3 R(表1)，进行实时荧光定量PCR。荧光染料采用TAKARA的SYBR Premix Ex TaqTMII(RR820A)荧光分析。反应体系为25μL，94 ℃预变性2 min；94℃变性15s，55℃退火15s，72 ℃延伸20s，40个循环，每个反应重复3次。目的基因相对表达水平2-ΔΔCt。其中ΔΔCt=（Ct待测基因–Ct内参基因）处理组–（Ct待测基因–Ct内参基因）对照组。
2结果与分析

2.1 Zj4CL基因序列的获得及基因组序列结构分析

用试剂盒提取无核小枣果实不同发育阶段的总RNA，用1%的琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图1。检测其OD260/OD280值介于1.9~2.0之间。由图1可以看出，获得的RNA其18S rRNA和28S rRNA 两条带清晰完整，说明提取的RNA完整、无降解。以无核小枣的cDNA为模板，以4CLF1和4CLR1为上、下游引物扩增得到1819bp的cDNA序列（图2）。利用NCBI在线软件ORF Finder对4CL基因预测开放阅读框，序列包含1776bp的开放阅读框，编码591个氨基酸。经BLASTn序列比对显示，该核苷酸序列与其他物种核苷酸序列同源性在77%以上，命名为Zj4CL,登陆号为KP279930。序列中含有Box I和Box II保守区，这是鉴定4CL基因的重要依据（图5）。从枣基因组数据库中找到包含4CL基因的序列（JREP01010831），与本研究所获得的Zj4CL基因cDNA序列用NCBI在线软件比对，结果如图3，其中包含5个外显子，4个内含子，且内含子和外显子的长度各不相同，外显子在cDNA上的位置分别为(以起始密码子为1)：1~1135、1127~1334、1332~1481、1478~1506、1652~1776。其编码区中从1506到1652之间的145bp在基因组序列中并没有找到。

[image: image21.png]) 4
mmn



[image: image22.png]


             [image: image1.png]ne




                 
         图1无核小枣果实RNA的提取结果                       图2  Zj4CL基因PCR产物琼脂糖凝胶电泳图   

       Fig.1  RNA extraction result of Ziziphus                          Fig.2  PCR amplification result on Zj4CL 
      jujuba Mill.‘Wuhexiaozao’
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图3 Zj4CL 基因组序列结构

Fig. 3  The genomic structure of the Zj4CL gene

2.2 Zj4CL基因的生物信息学分析

利用InterPro和NCBI的Conserved Domains工具对其蛋白保守结构域分析表明（图4），Zj4CL基因具有多个活性位点、Amp结合位点、推定的COA结合位点和AAE consensus motif，克隆得到的Zj4CL基因为AFD-Class-I 家族的新成员。用ProtParam tool预测Zj4CL基因的理化性质，Zj4CL基因编码591个氨基酸残基，相对分子质量为63.798kDa，理论等电点为5.31。[image: image9.png]Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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图4  Zj4CL编码氨基酸的结构域分析

Fig.4  The structure domains analysis of  Zj4CL amino acid
     通过ExPASy Proteomics Server对Zj4CL的二级结构分析发现，Zj4CL含有182个α-螺旋结构（30.74%），91个扩展链（15.37%），319个无规则卷曲（53.89%），Zj4CL为混合型蛋白[23]。用PSORT分析Zj4CL蛋白的亚细胞定位，结果表明该基因编码的蛋白最终定位于细胞膜的可能性为79%，定位于过氧化物酶体的可能性为30%，定位于高尔基体的可能性为30%，定位于内质网的可能性为20%，从而推断该蛋白可能位于细胞膜上。
2.3 Zj4CL基因系统进化树的构建及分析

利用BLASTp进行蛋白序列比对,比对结果显示(图5)，Zj4CL蛋白与苹果（XP_008362825）、白梨（XP_009361168）、野草莓（XP_004307864）、苹果（XP_008376904）、垂枝桦（AIR95611）、大豆（NP_001237270）、可可树（XP_007029575）、梅（XP_008234565）、陆地棉（ACZ06243）、王族海棠（AFG30056）、葡萄（XP_002274994）、甜樱桃（ ADZ54779）的相似度分别为82%、77%、77%、78%、81%、83%、79%、77%、82%、77%、83%、78%。将Zj4CL基因的氨基酸序列与其他17个不同物种同源序列应用MEGA4.0构建系统进化树，从进化树中可以看出（图6），无核小枣的Zj4CL基因与苹果(XP_008362825)亲缘关系最近属于同一分支，它们与垂枝桦、可可树、野草莓、陆地棉、木本棉聚到一起，之后又和蔷薇科的梅、甜樱桃、王族海棠、白梨、苹果聚到一起，形成一个大的类群，反映出它们关系较近。而葡萄、大豆、颤杨、胡杨、毛果杨聚到一起，形成另一大类群，与前者亲缘关系较远。
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图5 Zj4CL蛋白与其它物种同源蛋白的部分序列比对

Fig.5 Partial sequence alignment of Zj4CL protein and other species homolog proteins
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图6 Zj4CL与其它植物4CL蛋白的系统进化树

Fig.6  Phylogenetic tree of Zj4CL with 4CL proteins from other plants
2.4无核小枣的果实不同发育期 Zj4CL基因的表达

实时荧光定量PCR结果（图7）显示，Zj4CL基因在无核小枣果实的不同发育期的表达量有很大差异。从花期到花后50 d呈现先升后降的总趋势。Zj4CL基因从花期开始表达，但表达量很低。花后15、20 d呈现缓慢上升的趋势。到花后25 d，Zj4CL基因的表达量明显上升，花后30 d时表达量达到最大值，此时的表达量是花期的20倍左右。花后40 d表达量骤然下降，此时的表达量仅为最高表达量的14%，与花后20 d的表达量相当。花后50 d的表达量是花后40 d的83%，呈现缓慢降低的趋势。这与观察到的无核小枣果实不同发育时期的表型特征及核层发育情况（图8）相吻合，同时也和贾彦丽等[6]前人的研究结果相一致。
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图7 Zj4CL基因不同时期的表达特性

Fig.7  Expression patterns of Zj4CL gene in different periods
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图8无核小枣不同发育时期果实表型

Fig. 8  Fruit phenotype of different development periods in Ziziphus jujuba Mill.‘Wuhexiaozao’ 
3讨论

木质素生物合成是多种基因调控的结果，目前4CL基因已在多种草本和木本植物中获得，在果树上的研究较少。在枣树上木质素合成相关酶PAL、PPO基因已被成功分离鉴定出来[24]。本研究以cDNA为模板首次克隆得到无核小枣的4CL基因的完整开放阅读框，序列比对和分析表明：无核小枣的4CL基因属于4CL超基因家族中的Class I大聚类中[25]，包含4CL基因家族2个保守框Box I和Box II。该基因的克隆和生物信息学分析，为进一步的深入研究枣无核的形成提供了理论依据。

在NCBI中查找到与Zj4CL相应的木质素合成基因4CL的基因组序列，经比对发现该基因含有5个外显子和4个内含子。但分析发现Zj4CL的开放阅读框中的第1507bp到第1651bp在枣的基因组序列中并没有找到相应的位置且枣基因组中此段只有91bp的碱基序列。这145bp的编码区对应的是第523个到第570个氨基酸，根据氨基酸序列比对结果发现，不同物种之间此部分氨基酸序列的保守性很强，说明已发表的枣基因组关于这一部分测序结果有错误，序列中缺少一段的可能性非常大，这有待于对这一部分序列重复测序校正。

无核小枣果核的发育经历了果核雏形期(花蕾期至花后14 d)、果核形成期(花后15 d至花后39 d)、果核硬化期(花后40 d至60 d)[6,26]。从花期到花后15 d是核层细胞数目剧烈增加的阶段，此时期无核小枣子房室内壁的内层分裂为3~4层扁平细胞，厚度10 µm，细胞壁染色呈绿色，角隅处加厚。外层为6~7层细胞，细胞壁染色呈绿色，表明此时核层细胞还未开始木质化。4CL基因的表达量也较低。花后25 d，子房室内壁内层细胞约3~4层，细胞壁染色呈绿色，颜色加深，与前期变化不大。外层细胞增加到8~10层，出现细胞壁角隅处加厚，细胞壁染色呈绿色，细胞核较大呈红色，表明开始有木质化趋势。这也与花后25 d Zj4CL基因的表达量明显上升的结果一致。花后30 d，无核小枣子房室内壁的细胞数目基本恒定，核层细胞染色突然加深，轻微木质化[7]。这也与4CL基因表达量在花后30 d时达到最大值相吻合。同样桃在内果皮的厚壁细胞开始木质化时，果皮的薄壁细胞中木质素合成的相关酶含量达到最高水平[27]。40 d以后为枣果核硬化期，核层细胞壁进一步加厚，但基因表达量趋于平缓。以上结果表明4CL基因是影响果核木质化程度并造成无核小枣果实无核的一个因素。
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