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毛竹漆酶基因 ＰｅＬＡＣ 的克隆与表达分析
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(国际竹藤中心ꎬ 国家林业局竹藤科学与技术重点开放实验室ꎬ 北京 １００１０２)

摘　 要: 漆酶(ＬＡＣ)对植物生长发育具有重要作用ꎮ 本研究以毛竹(Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ (Ｃａｒｒ.) Ｌｅｈａｉｅ)为实验

材料ꎬ 克隆获得毛竹漆酶基因 ＰｅＬＡＣ 的 ｃＤＮＡ 和基因组序列ꎬ 长度分别为 １６９２ ｂｐ 和 ２７８５ ｂｐꎮ 该基因包含 ５
个内含子和 ６ 个外显子ꎻ ＰｅＬＡＣ 蛋白编码 ５６３ 个氨基酸ꎬ 推测的分子质量和等电点分别为 ６２􀆰３ ｋＤ 和 ９􀆰０５６ꎮ 系

统进化分析表明ꎬ ＰｅＬＡＣ 与其它植物的漆酶具有较高的一致性ꎮ 经预测 ＰｅＬＡＣ 基因编码序列中含有 ｍｉＲ３９７ 的

靶点ꎬ 利用 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 技术证明 ｍｉＲ３９７ 对 ＰｅＬＡＣ 能够准确切割ꎬ 位点位于靶序列的第 １０ ~ １１ 位碱基之

间ꎮ 组织特异性分析表明ꎬ ＰｅＬＡＣ 基因在茎中表达丰度最高ꎬ 根中次之ꎬ 叶鞘中较少ꎬ 叶片中几乎未检测到表

达ꎻ 随着笋高度的增加ꎬ ＰｅＬＡＣ 表达丰度上升ꎬ 生长至 １５ ｃｍ 时达到最大值ꎬ ３０ ｃｍ 时又有所下降ꎻ 而

ｍｉＲ３９７ 的表达与 ＰｅＬＡＣ 相反ꎮ 本研究同时克隆了 ＰｅＬＡＣ 基因上游启动子序列 ＰｅＬＡＣｐꎬ 其包含 ＡＢＲＥ、 ＭＢＳ
等多种与逆境胁迫相关的响应元件ꎮ 利用 ＡＢＡ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)和 ＮａＣｌ(４００ ｍｍｏｌ / Ｌ)溶液处理可明显诱导 ＰｅＬＡＣ

在毛竹根中表达ꎬ 而 ＧＡ３(１００ μｍｏｌ / Ｌ)处理则对其表达具有抑制作用ꎮ
关键词: 毛竹ꎻ 漆酶基因ꎻ ｍｉＲ３９７ꎻ 表达分析
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｌａｃｃａｓｅ ( ＬＡＣ) ｈａｓ ｍａｎｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓꎬ ｐｌａｙｉｎｇ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｃＤＮＡꎬ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｅＬＡＣ ｗｅｒｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｍｏｓｏ ｂａｍｂｏｏ (Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ (Ｃａｒｒ.) Ｌｅｈａｉｅ) ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ. Ｔｈｅ
ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ａｎｄ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｅＬＡＣ ｉｎ Ｐｈ. ｅｄｕｌｉｓ ｗｅｒｅ
１６９２ ｂｐ ａｎｄ ２７８５ ｂｐꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｘ ｅｘｏｎｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ｆｉｖｅ ｉｎｔｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＰｅＬＡＣ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎ ｆｕｌｌ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｎ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ
ＧＴ￣ＡＧ. ＰｅＬＡＣ ｅｎｃｏｄｅｄ ５６３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
６２􀆰 ３ ｋＤ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ９􀆰０５６. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ
ＰｅＬＡＣ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ＬＡＣｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｍｉＲ３９７￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｉｔｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＰｅＬＡＣꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ
ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｌｅａｖａｇｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｗａｓ
ａｔ ｔｈｅ １０ｔｈ ｂａｓｅ ｏｆ ｍｉＲ３９７ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｔｏ ＰｅＬＡＣ ｉｎ Ｐｈ. ｅｄｕｌｉｓꎬ ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ ｔｈａｔ ｍｉＲ３９７ ｃａｎ
ｇｕｉｄｅ ｍＲＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ＰｅＬＡＣ. Ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰｅＬＡＣ ｗａｓ



ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈꎬ ｂｕｔ ｈａｒｄｌｙ ａｔ
ａｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅ. Ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＰｅＬＡＣ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ａ ｍａｘｉｍｕｍ ａｔ １５ ｃｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｌｉｎｅｄ ａｔ ３０ ｃｍꎻ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ３９７ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｐａｔｔｅｒｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｅＬＡＣ ｗａｓ ａｌｓｏ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ
ｗａｓ ２０００ ｂｐ ａｎｄ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｍａｎｙ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＡＢＲＥ ａｎｄ ＭＢＳ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＰｅＬＡＣ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ
ｄｒｏｕｇｈｔ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＰｅＬＡＣ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ
ＡＢＡ (１００ μｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ２４ ｈ) ａｎｄ ＮａＣｌ (４００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ４ ｈ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｂｕｔ ｗａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＧＡ３(１００ μｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ３ ｈ) . Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｅＬＡＣ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈａｓ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＬＡＣｓ ｉｎ Ｐｈ. ｅｄｕｌｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓꎻ ＬＡＣꎻ ｍｉＲ３９７ꎻ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 漆酶( ｌａｃｃａｓｅꎬ ＬＡＣ)ꎬ 又名酚酶ꎬ 是一种含

铜的多酚氧化酶ꎬ 广泛存在于细菌、 真菌、 高等植

物和一些昆虫中ꎮ 真菌中漆酶可以氧化降解酚型木

质素结构单元ꎬ 被认为是参与自然界木质素循环与

利用的重要酶之一[１]ꎮ 近年来ꎬ 有关植物漆酶的研

究逐渐成为热点ꎬ 越来越多的高等植物漆酶基因家

族成员被相继报道ꎮ 如拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｌａ
(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ)ＴＴ１０ 基因不仅编码漆酶多酚氧化酶ꎬ
而且还参与了黄酮类化合物的氧化聚合反应[２]ꎻ
ＡｔＬＡＣ４ 和 ＡｔＬＡＣ１７ 直接指导拟南芥次生壁木质化

和原生木质部维管的发育[３]ꎮ 在二穗 短 柄 草

(Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ (Ｌ.) Ｒｏｅｍ. ｅｔ Ｓｃｈｕｌｔ)
中漆酶参与了茎秆的木质化[４]ꎻ 北美 鹅 掌 楸

(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ Ｌ.)的漆酶 ＬＭＣＯ 可能参与

铁代谢[５]ꎻ 在拟南芥中过量表达水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

Ｌ.)漆酶前体 ＯｓＣＨＩ１ꎬ 可提高转基因植株的抗旱和

耐盐能力[６]ꎮ 因此ꎬ 漆酶在植物中具有多种功能ꎮ
研究表明ꎬ 高等植物漆酶基因的表达除受外界

环境的影响外ꎬ 还受到转录因子和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
(ｍｉＲＮＡ)的调控ꎮ 如转录因子 ＭＹＢ５８ 和 ＭＹＢ６３
可以激活漆酶参与木质素的生物合成过程ꎬ 其中

ＭＹＢ５８ 可直接激活 ＬＡＣ４ 进行木质素合成[７]ꎮ
ｍｉＲＮＡ 通过与靶基因形成复合物实现对靶基因的

降解[８]ꎮ ｍｉＲ３９７ 是一类高度保守的 ｍｉＲＮＡ 基因

家族ꎬ 大多数漆酶基因家族成员的序列中具有

ｍｉＲ３９７ 识 别 靶 序 列ꎬ 如 拟 南 芥 中 ＡｔＬＡＣ２、
ＡｔＬＡＣ４ 和 ＡｔＬＡＣ１７ 都是 ｍｉＲ３９７ 的靶基因ꎬ 表明

漆酶的表达可能受 ｍｉＲ３９７ 的调控[９]ꎮ 过表达 Ｐｔｒ￣
ｍｉＲ３９７ａ 的毛果杨 (Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ＆

Ｇｒａｙ)转基因植株中ꎬ １７ 个 ＰｔｒＬＡＣ 基因表达均下

调ꎬ 且木质素含量减少[１０]ꎬ 表明 ｍｉＲ３９７ 通过调

控漆酶基因的表达参与木质素合成的调控ꎮ
纤维素、 木质素和半纤维素是木材细胞的主要

成分ꎬ 其中木质素被认为是工业上唯一能从可再生

资源中获取的芳香族化合物[１１]ꎮ 毛竹 ( Ｐｈｙｌ￣
ｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ (Ｃａｒｒ.) Ｌｅｈａｉｅ)是我国重要的经

济竹种ꎬ 用途广泛ꎬ 研究毛竹漆酶基因对于探讨毛

竹木质素的生物合成以及调控机制具有重要价值ꎮ
随着毛竹基因组草图的发布[１２]ꎬ 为从分子水平研

究毛竹的生长发育调控机制提供了便利条件ꎮ 本文

以毛竹为材料ꎬ 克隆获得毛竹漆酶基因 ＰｅＬＡＣꎬ
通过 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 技术验证该基因为 ｍｉＲ３９７ 的

靶基因ꎻ 本文还进一步研究了毛竹 ＰｅＬＡＣ 的组织

表达特异性ꎬ ＰｅＬＡＣ 与 ｍｉＲ３９７ 在不同生长高度

笋中的表达规律ꎬ 以及激素和 ＮａＣｌ 处理对 ＰｅＬＡＣ
表达的影响ꎬ 以期为毛竹漆酶基因家族成员的功能

研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本研究以毛竹实生苗(０􀆰５ 年生和 ３ 年生) 为

材料ꎬ 以腐殖质土为基质ꎬ 于实验室中盆栽培养

(温度 ２５℃ꎬ 光照强度 ２００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ 光暗

周期１６ ｈ / ８ ｈ)ꎮ 分别取 ３ 年生毛竹实生苗的根、
茎、 叶片和叶鞘ꎬ 用于基因组织表达特异性分析ꎮ

毛竹笋的生长特点是从基部开始ꎬ 自下而上逐

节向上推移ꎮ 下部节处于生长末期ꎬ 中部节为盛

期ꎬ 上部节为生长初期[１３]ꎮ 因此笋的基部最先成

熟ꎬ 木质化程度最高ꎮ 在实验室盆栽条件下ꎬ ３ 年
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生毛竹笋高度约为 ３０ ｃｍꎬ 本研究选取 ３ 年生同一

生长条件下毛竹所发不同高度笋 ( ２、 ５、 １５、
３０ ｃｍ)的基部(长度 ０􀆰５ ｃｍ)为材料ꎬ 研究目的基

因在笋不同发育时期的表达情况ꎮ
取生长势一致的毛竹实生苗(０􀆰５ 年生)ꎬ 分别

利用 ２０ ｍＬ 赤霉素(ＧＡ３) (１００ μｍｏｌ / Ｌ)、 脱落酸

(ＡＢＡ)(１００ μｍｏｌ / Ｌ)溶液喷洒叶片ꎮ ＧＡ３处理后分

别在 ０、 ０􀆰２５、 ０􀆰５、 １、 ３ ｈ 对植物主根取样ꎻ ＡＢＡ
处理后分别在 ０、 １、 ３、 ６、 １２、 ２４ ｈ 对植物主根取

样[１４]ꎮ 此外ꎬ 将毛竹根部浸入４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的ＮａＣｌ
溶液中ꎬ 分别在 ０、 ２、 ３、 ４ ｈ 后对主根取样[１５]ꎮ
所取样品经液氮速冻后ꎬ 于－ ８０℃保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＮＡ提取、 ＲＮＡ分离与 ｃＤＮＡ的合成

以毛竹叶片为材料ꎬ 采用改良 ＣＴＡＢ 法提取

毛竹基因组 ＤＮＡ[１６]ꎬ 于－２０℃备用ꎮ 采用改良的

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取上述不同高度笋及各处理后样品的总

ＲＮＡ[１７]ꎬ 并合成 ｃＤＮＡꎮ
１􀆰 ３　 基因克隆与分析

以二穗短柄草漆酶基因 ＢＤＬＡＣ６[４] 序列为参

考ꎬ 根据毛竹基因组数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂａｍ￣
ｂｏｏｇｄｂ.ｏｒｇ / )中的同源序列(ＰＨ０１００１７９８Ｇ０４１０)
及其对应的基因组 ＤＮＡ 序列设计引物 ＬＡＣ４１０￣Ｆ
和 ＬＡＣ４１０￣Ｒ(表 １)ꎮ ＰＣＲ 反应总体系为 ２０ μＬꎬ
包括: ５ × Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ(２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２ μＬꎬ ＬＡＣ４１０￣Ｆ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
０􀆰５ μＬꎬ ＬＡＣ４１０￣Ｒ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ ) ０􀆰５ μＬꎬ 毛 竹

ｃＤＮＡ 或基因组 ＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲＴＭ

ＨＳ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰２ μＬꎬ ＤＭＳＯ １ μＬꎮ 反应

程序为: ９８℃ 预变性 ４ ｍｉｎꎻ ９８℃ 变 性 ３０ ｓꎬ
６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎ ５０ ｓ(基因组 ＤＮＡ

表 １　 ＰＣＲ扩增所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＬＡＣ４１０￣Ｆ ＡＴＧＧＣＣＧＴＧＣＣＧＣＣＧＣＣＡＴＣＴ
ＬＡＣ４１０￣Ｒ ＴＴＡＧＣＡＣＴＧＣＧＧＡＡＧＡＴＣＴＴＴＧＧＧＴＧ
ＯＵＴ４１０Ｒ１ ＧＴＴＧＴＣＡＡＣＣＴＧＴＡＡＧＧＧＡＧＣＡＴＣ
ＩＮ４１０Ｒ２ ＧＧＣＣＴＧＧＡＧＴＧＡＴＧＡＧＣＡＧＧＧＴＡＴＣＧＧＴ
４１０Ｐ￣Ｆ ＣＴＣＣＴＡＡＴＴＣＣＣＣＴＧＴＡＧＡＧＡＧ
４１０Ｐ￣Ｒ ＡＣＣＧＧＣＴＧＴＣＧＧＡＧＣＴＡＧＣＴ
ｑＬＡＣ４１０￣Ｆ ＡＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＧＧＴＣＡＣＣＣＴＧ
ｑＬＡＣ４１０￣Ｒ ＧＴＣＴＧＧＣＣＴＧＧＡＧＴＧＡＴＧＡＧ
ｑＬＡＣ４１０￣Ｆ１ ＧＧＧＧＣＣＧＡＣＣＣＴＡＴＡＣＧＣＡＡＧ
ｑＬＡＣ４１０￣Ｒ１ ＧＡＧＣＧＴＡＣＣＡＣＧＴＴＧＧＣＣＧＡＴＡＡＴ

扩增时延伸 ２ ｍｉｎ ３０ ｓ)ꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸

１０ ｍｉｎꎬ ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物回收后进行加 Ａ 反

应ꎬ 反应体系为: １０ × ＬＡ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １􀆰０ μＬ、
ｄＡＴＰ(２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ) １􀆰０ μＬ、 回收产物 ７􀆰８ μＬ、 ＬＡ
Ｔａｑ 酶 ０􀆰２ μＬꎮ 反应程序为: ７０℃ꎬ ３０ ｍｉｎꎮ 用加

Ａ 产物连接 ｐＧＥＭ￣Ｔ ｅａｓｙ 载体ꎬ 转化大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ 选取阳性克隆测序ꎮ
根据 ＰＨ０１００１０３３Ｇ０４１０ 上游 ２０００ ｂｐ 启动

子区域的序列设计引物 ４１０Ｐ￣Ｆ 和 ４１０Ｐ￣Ｒ(表 １)ꎬ
以毛竹基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲＴＭ

ＨＳ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行扩增ꎮ ＰＣＲ 程序为:
９８℃变性 ５ ｍｉｎꎻ ９８℃变性 ３０ ｓꎬ ６４℃退火 ３０ ｓꎬ
７２℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ
４℃保存ꎮ 扩增产物经转化后送测序ꎮ

采用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件对测序结果进行初步分析ꎮ
采用 ＢＬＡＳＴ (ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.
ｃｇｉ)程序进行序列同源性比较ꎮ 蛋白结构域预测采

用 ＴＭＨＭＭ ２􀆰０ ( ｈｔｔｐ: / / ｍｙｈｉｔｓ. ｉｓｂ￣ｓｉｂ. ｃｈ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ)完成ꎮ 利用在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｐｌａ￣
ｎｔｇｒｎ.ｎｏｂｌｅ.ｏｒｇ / ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ / )预测毛竹 ｍｉＲ３９７
的靶位点ꎮ 采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对蛋白质进行特性

分析和氨基酸多序列比较ꎮ 采用ＭＥＧＡ ６􀆰０ 软件构

建基于漆酶蛋白序列的系统进化树ꎮ
１􀆰 ４　 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ实验

应用 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 技术对 ｍｉＲ３９７ 漆酶靶基

因进行切割验证ꎮ 根据预测的 ｍｉＲ３９７ 靶基因序

列ꎬ 在切割位点下游设计 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 特异性引

物 ＯＵＴ４１０Ｒ１ 和 ＩＮ４１０Ｒ２ ( 表 １ )ꎮ 按 照 ＲＬＭ￣
ＲＡＣＥ 试剂盒(ＴａＫａＲａ)操作步骤ꎬ 获得 ｃＤＮＡꎮ

Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 反应体系为: ２ × ＧＣ ＢｕｆｆｅｒⅠ
１０ μＬ、 １ × ｃＤＮＡ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ８ μＬ、 毛 竹

ｃＤＮＡ 模 板 ２ μＬ、 特 异 性 引 物 ＯＵＴ４１０Ｒ１
( １０ μｍｏｌ / Ｌ ) ２ μＬ、 ５′ ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ
(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ２ μＬ、 ＬＡ Ｔａｑ (５ Ｕ / μＬ) ０􀆰２５ μＬ、
ｄＨ２Ｏ ２５􀆰７５ μＬꎮ 反 应 程 序 为: ９４℃ 预 变 性

３ ｍｉｎꎻ ９４℃ 变性 ３０ ｓꎬ ６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延

伸 ３０ ｓꎬ 共 ３０ 个循环ꎮ Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ 以第一轮 ＰＣＲ
产物为模板进行ꎬ 反应体系为: ２ × ＧＣ ＢｕｆｆｅｒⅠ
１０ μＬ、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ( ２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ ) １􀆰６ μＬ、
Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 反应液 １ μＬ、 特异性引物 ＩＮ４１０Ｒ２
(１０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μＬ、 ５′ ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅｒ 引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
１ μＬ、 ＬＡ Ｔａｑ(５ Ｕ / μＬ) ０􀆰２ μＬ、 ｄＨ２Ｏ ５􀆰２ μＬꎬ 反
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应程序为: ９４℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ ９４℃ 变性 ３０ ｓꎬ
６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ 共 ３０ 个循环ꎮ
１􀆰 ５　 基因表达分析

利用引物 ＬＡＣ４１０￣Ｆ 和 ＬＡＣ４１０￣Ｒ(表 １)对毛

竹不同组织中 ＰｅＬＡＣ 基因的表达进行半定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 分析ꎬ 以毛竹 Ａｃｔｉｎ 基因为内参[１８]ꎮ 利用引

物 ｑＬＡＣ４１０￣Ｆ 和 ｑＬＡＣ４１０￣Ｒ ( 表 １) 以及毛竹

ｍｉＲ３９７ 定量引物[１９] 分别对 ＰｅＬＡＣ 和 ｍｉＲ３９７ 在

不同生长高度笋中的表达进行定量分析ꎬ 此外还利

用引物 ｑＬＡＣ４１０￣Ｆ１ 和 ｑＬＡＣ４１０￣Ｒ１ 定量分析

ＧＡ３、 ＡＢＡ 和 ＮａＣｌ 处理后 ＰｅＬＡＣ 表达量的变化ꎮ
ｍｉＲ３９７ 和 ＰｅＬＡＣ 的定量分析所用内参基因分别

为 Ｕ６ [２０] 和 ＮＴＢ [２１]ꎮ ＰＣＲ 反应在 ｑＴＯＷＥＲ２􀆰２
( Ｊｅｎａꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ ) 仪 器 上 进 行ꎬ 反 应 总 体 系

１０􀆰 ０ μＬꎬ 包括: ５􀆰０ μＬ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ⅰ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｒｏｃｈｅꎬ ＵＳＡ)ꎬ ０􀆰８ μＬ
ｃＤＮＡꎬ 正、 反向引物各 ０􀆰２ μＬꎬ ３􀆰８ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ
反应程序为: ９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９５℃变性 ３０ ｓꎬ
６０℃退火 １０ ｓꎬ 共 ４０ 个循环ꎻ 反应重复 ３ 次ꎮ 实

验结果采用 ２－ΔΔＣｔ法[２２]进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰｅＬＡＣ 的克隆与序列分析

采用引物 ＬＡＣ４１０￣Ｆ、 ＬＡＣ４１０￣Ｒ 对毛竹基因

组 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 进行扩增ꎬ 测序结果显示扩增序

列长度分别为 ２７８５ ｂｐ 和 １６９２ ｂｐꎮ 且获得序列与

毛竹基因组数据库中对应的 ＰＨ０１００１７９８Ｇ０４１０ 基

因组序列和预测的编码区序列完全一致ꎮ 序列结构

分析表明ꎬ 该基因包括 ５ 个内含子和 ６ 个外显子ꎬ
内含子均为 ＧＴ￣ＡＧ 型(图 １)ꎮ 同时发现其 ｃＤＮＡ
的第 ６７９ ~ ６９８ 位 点 ( ５′￣ＡＴＣＡＡＣＧＣＴＧＣＡＣＴ￣
ＣＡＡＣＧＡ￣３′) 与 ｍｉＲ３９７ ( ３′￣ＵＡＧＵＵＧＣＧＡ￣
ＣＧＵＧＡＧＵＵＧＣＵ￣５′)为互补靶点ꎬ 由此初步判断

该基因为 ｍｉＲ３９７ 的靶基因ꎮ

5′ 3′

500 10000 1500 2000 2500 2875 (bp)

!"#： ；&'#： 。 Exon： ；Intron： .

图 １　 ＰｅＬＡＣ基因结构示意图
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰｅＬＡＣ

该基因的蛋白编码 ５６３ 个氨基酸ꎬ 理论等电

点为 ９􀆰０５６ꎬ 推测的分子量为 ６２􀆰３ ｋＤꎮ 蛋白结构

域分析结果显示ꎬ 该蛋白具有 ３ 个保守的铜离子结

构域 Ｔ１(第 ３６ ~ １５２ 位)、 Ｔ２(第 １６２ ~ ３１４ 位)和
Ｔ３(第 ４１３ ~ ５４７ 位)ꎬ 还包含漆酶活性中心必须的

１０ 个组氨酸残基及 １ 个半胱氨酰残基ꎬ 与漆酶的结

构特征相符合ꎬ 因此将该基因命名为 ＰｅＬＡＣꎮ
在 ＮＣＢＩ 中对 ＰｅＬＡＣ 基因序列进行 ＢｌａｓｔＰ 在线

比对分析ꎬ 结果显示该基因编码的氨基酸序列与其它

植物的漆酶序列具有较高的一致性ꎬ 其中与水稻的一

致性最高为 ９２％ꎻ 其次与二穗短柄草的一致性为

９１％ꎻ 与拟南芥 ＬＡＣ４ 的一致性为 ６３％ꎮ 用邻接法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建的系统进化树显示ꎬ 单子叶

和双子叶植物的 ＬＡＣ４家族成员被分为２大支(图２)ꎮ

!"#Aegilops tauschii EMT26873

$%Triticum urartu EMS48198

&%Hordeum vulgare BAJ98144

'()*#Brachypodium distachyon XP_003558760

+,Phyllostachys edulis PeLAC

-.Oryza sativa XP_015616796

)/012.Oryza brachyantha XP_006663136

34Setaria italic XP_004980096

5#Nicotiana tomentosiformis XP_009624727

67&89Populus trichocarpa XP_002322961

&:Glycine max XP_003551299

;:Vigna angularis BAT9724 7

<=>Arabidopsis thaliana NP_56588145

24

98

99

80
100

97

83

82

100

0.05

?48@A
Monocotyledons

B48@A
Dicotyledons

每个分枝上的数字表示 １０００ 次重复搜索的自展值ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｍａｊｏｒ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｆｏｒ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

图 ２　 基于 ＬＡＣ蛋白序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬＡＣ
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２􀆰 ２　 ＰｅＬＡＣ 启动子序列的克隆与分析

采用 特 异 引 物 ( ４１０Ｐ￣Ｆ 和 ４１０Ｐ￣Ｒ ) 扩 增

ＰｅＬＡＣ 上游启动子区域ꎬ 扩增产物序列长度为

２０００ ｂｐꎬ 将其命名为 ＰｅＬＡＣｐꎮ 序列启动子元件

分析显示ꎬ 该序列除含有 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ
等基本作用元件外ꎬ 还含有多个与逆境胁迫相关的

响应元件ꎬ 如温度 ＬＴＲ、 ＨＳＥꎬ 干旱 ＭＢＳꎬ 赤霉

素 ＡＢＲＥꎬ 光 ３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ、 ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 和
Ｂｏｘ ４ 等响应元件(表 ２)ꎮ 表明 ＰｅＬＡＣ 基因可能

对毛竹响应干旱、 光、 赤霉素、 温度等逆境胁迫起

到一定作用ꎮ

表 ２　 ＰｅＬＡＣ启动子区域调控元件分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＰｅＬＡＣ

响应元件
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

外部因子
Ｅｘｔｅｒｎａｌ ｆａｃｔｏｒ

３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ、 ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、
Ｂｏｘ ４、 ＣＡＴＴ￣ｍｏｔｉｆ 光 Ｌｉｇｈｔ

ＬＴＲ、 ＨＳＥ 温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ＡＢＲＥ 赤霉素 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ
ＭＢＳ 干旱 Ｄｒｏｕｇｈｔ

２􀆰 ３　 ｍｉＲ３９７准确切割靶基因 ＰｅＬＡＣ
ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 技术是验证 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 作用其

靶基因的有效方法之一ꎮ 通过对 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 的

ＰＣＲ 产物进行测序ꎬ １０ 个样品获得了一致序列ꎬ
长度为 １４８ ｂｐꎬ 包含特异性 Ｉｎｎｅｒ 引物 ＩＮ４１０Ｒ２
(２２ ｂｐ)、 ５′ ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅｒ 引物(ＴＣＧＡＣＴＧＡＴＣＡ￣
ＴＣＡＧＴＡＧＧＣＴＧＴＧＧＡＴＣＣＧＣＧＴＧ) ３４ ｂｐ 和基

因序列 ９２ ｂｐ (ＣＧＣＴＧＡＡＴＧＡＴＧＡＣＣＴＡＴＴＣＴＴ￣
ＣＡＡＧＡＴＴＧＣＣＡＧＧＣＡＴＧＡＡＣＴＡＡＣＴＧＴＧＧＴＴＧＡ￣
ＧＧＴＴＧＡＴＧＣＡＡＴＣＴＡＴＡＣＣＡＡＧＣＣＡＴＡＴＡＡＧꎬ 其

中加粗序列为切割后靶点序列)ꎮ 序列分析发现

ｍｉＲ３９７ 的剪切位点均位于靶点序列的第 １０ ~ １１
位碱基之间(图 ３)ꎮ

miR397 3′-U A GU U G C GA C G U GA G U U A C U- 5′

PeLAC410!"#$% 5′-A T C A A C G C T G C G C T G A A T G A- 3′

10/10

箭头表示切割位置ꎬ 数字表示 ５′ ＲＡＣＥ 克隆测序切割位点及测
序位点正确数量ꎮ
Ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ５′ ｔｅｒｍｉｎｉ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣ｇｕｉｄｅｄ ｃｌｅａｖ￣
ａｇｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｄ ｃｌｏｎｅｓ.

图 ３　 ｍｉＲ３９７ 对靶基因 ＰｅＬＡＣ的切割位点验证
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｅＬＡＣ

ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲ３９７

２􀆰 ４　 ＰｅＬＡＣ 组织表达特异性分析

以毛竹根、 茎、 叶片和叶鞘的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
进行半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测其在不同组织中的表达模

式ꎮ 结果显示ꎬ ＰｅＬＡＣ 在茎中的表达丰度最高ꎬ
其次是根ꎬ 叶鞘较低ꎬ 而在叶片中几乎未检测到表

达(图 ４)ꎬ 推测 ＰｅＬＡＣ 在毛竹茎秆的生长发育中

可能发挥重要作用ꎮ

PeLAC

PeActin

1 2 3 4

１: 根ꎻ ２: 茎ꎻ ３: 叶片ꎻ ４: 叶鞘ꎮ
１: Ｒｏｏｔꎻ ２: Ｓｔｅｍꎻ ３: Ｌｅａｆ ｂｌａｄｅꎻ ４: Ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈ.

图 ４　 ＰｅＬＡＣ在毛竹组织中的表达特异性分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｅＬＡＣ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｐｈ. ｅｄｕｌｉｓ

本研究进一步对 ＰｅＬＡＣ 基因在不同生长高度

笋中的表达情况进行了检测ꎮ 结果表明ꎬ 随着笋高

度的增加ꎬ ＰｅＬＡＣ 表达量呈先上升后下降的趋势ꎮ
笋生长至 １５ ｃｍ 时相对表达量达到最大值ꎬ 而在

３０ ｃｍ 高的笋中又开始下降(图 ５: Ａ)ꎮ 同时检测

ｍｉＲ３９７ 的表达情况ꎬ 发现其在 ５、 １５、 ３０ ｃｍ 高

的笋中表达量恰与 ＰｅＬＡＣ 相反ꎬ 即随着高度的增

加ꎬ ｍｉＲ３９７ 表达量逐渐下降ꎬ 至 １５ ｃｍ 高时达到

最低值ꎬ 至 ３０ ｃｍ 时又有所上升 (图 ５: Ｂ)ꎮ
ｍｉＲ３９７ 表达量降低ꎬ 其靶基因 ＰｅＬＡＣ 的表达量

上升ꎬ 这与 Ｘｉａｏ 等[１１]的研究结果一致ꎬ 也进一步

说明 ｍｉＲ３９７ 可对其靶基因 ＰｅＬＡＣ 表达进行调控ꎬ
同时也表明 ＰｅＬＡＣ 在毛竹笋木质化的过程中可能

发挥十分重要的作用ꎮ
２􀆰 ５　 不同处理对 ＰｅＬＡＣ 表达的影响

ＧＡ３是促进植物生长的激素ꎬ 而 ＡＢＡ 则是对

植物生长起负调控作用的因子ꎮ 经 ＧＡ３ 处理后ꎬ
毛竹根中 ＰｅＬＡＣ 的相对表达量在处理 ０􀆰２５ ｈ 时下

降至对照(０ ｈ)的 ４２％ꎬ 随后表达量逐渐恢复ꎬ 至

３ ｈ 处理时该基因的表达量与对照接近(图 ６: Ａ)ꎬ
表明毛竹根中 ＰｅＬＡＣ 的表达量在短时间内总体受

到外源 ＧＡ３的抑制ꎮ 经 ＡＢＡ 处理后ꎬ 根中 ＰｅＬＡＣ
的表达量逐渐上升ꎬ 至处理 ６ ｈ 时上升到最大值ꎬ
约为对照的 ６３ 倍ꎬ 随后迅速下降ꎬ 至 ２４ ｈ 时基本

恢复至对照的表达水平(图 ６: Ｂ)ꎮ 经 ＮａＣｌ 处理

后ꎬ 根中 ＰｅＬＡＣ 的表达逐渐上升ꎬ 至处理 ２ ｈ 时

６５２ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　
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１: ２ ｃｍꎻ ２: ５ ｃｍꎻ ３: １５ ｃｍꎻ ４: ３０ ｃｍꎮ

图 ５　 毛竹 ＰｅＬＡＣ、 ｍｉＲ３９７ 在不同高度笋中的表达分析
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图 ６　 ＧＡ３、 ＡＢＡ、 ＮａＣｌ 处理对 ＰｅＬＡＣ表达的影响
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ３ꎬ ＡＢＡꎬ ａｎｄ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｅＬＡＣ

上升到最大值ꎬ 约为对照的 ２５ 倍ꎬ 随后逐渐下

降ꎬ 但总体明显高于对照的表达水平(图 ６: Ｃ)ꎮ
以上研究表明ꎬ ＧＡ３、 ＡＢＡ 和 ＮａＣｌ 处理均可影响

毛竹根中 ＰｅＬＡＣ 的表达ꎬ 实验结果验证了该基因

可参与毛竹对环境外源激素和盐分胁迫的响应ꎬ 同

时也与其启动子序列中包含多个胁迫应答元件相互

映证ꎮ

３　 讨论

基因的分子特征是决定生物学功能的内在因

素ꎬ ＰｅＬＡＣ 基因编码的漆酶蛋白具有 ３ 个保守的

铜离子结构域ꎬ 与其它植物中漆酶的保守结构域相

类似[２３]ꎬ 表明 ＰｅＬＡＣ 可能与其它植物中的漆酶具

有相 似 的 功 能ꎮ 组 织 表 达 特 异 性 分 析 表 明ꎬ
ＰｅＬＡＣ 为组成型表达模式ꎬ 且在茎中表达最多ꎬ
说明该基因可能在木质化较高的组织中发挥重要作

用ꎮ 植物木质化是木质素在植物细胞壁中积累的结

果ꎬ 漆酶在木质部或正在木质化的细胞壁中表达较

高ꎬ 参与木质素的生物合成[２４]ꎮ 笋是毛竹快速生

长的茎杆ꎬ 其生长过程包含了细胞分裂、 分化、 伸

长和木质化ꎮ ＰｅＬＡＣ 在 ３ 年生盆栽毛竹高 ２ ｃｍ 和

５ ｃｍ 的笋中表达量相对较少ꎬ 而生长至 １５ ｃｍ 时

迅速上升ꎬ ３０ ｃｍ 时表达量有所下降ꎬ 原因可能与

３０ ｃｍ 高时笋开始分枝、 其木质化过程基本完成有

关ꎬ 但其表达量仍然是 ２ ｃｍ 高时的 ８􀆰６ 倍ꎬ 这一

结果与笋快速生长过程中木质素的大量合成相一

致[２５]ꎮ 由此表明 ＰｅＬＡＣ 在木质素合成过程中具有

重要功能ꎮ
研究发现 ＬＡＣ 基因受 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 介导的转录
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后调控[２６]ꎬ 在番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.)中
过表达 ｍｉＲ３９７ 后ꎬ 其靶基因几乎检测不到该基因

的表达[２７]ꎮ 本研究通过 ＲＬＭ￣５′ ＲＡＣＥ 成功验证了

ｍｉＲ３９７ 能够在转录水平对其靶基因 ＰｅＬＡＣ 进行

精确切割ꎬ 这与柑橘( Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ.)中
ｍｉＲ３９７ 对靶基因 ＬＡＣ４ 和 ＬＡＣ１７ 的准确切割位点

相一 致[２８]ꎮ ｍｉＲ３９７ 在 毛 竹 笋 生 长 至 ５、 １５、
３０ ｃｍ 时的相对表达量变化与 ＰｅＬＡＣ 基因相反ꎬ
进一步证实了 ｍｉＲ３９７ 可调控 ＰｅＬＡＣ 的表达ꎮ 此

外ꎬ 漆酶基因的表达还受到激素、 环境因子的影

响ꎮ 本研究中ꎬ ＡＢＡ 处理时 ＰｅＬＡＣ 表达量变化比

较明显ꎬ 这一结果与拟南芥 ＬＡＣ４ 受 ＡＢＡ 胁迫时

的表达模式相似[１４]ꎬ 表明 ＰｅＬＡＣ 对外源 ＡＢＡ 较

为敏感ꎬ 可能在响应 ＡＢＡ 过程中发挥一定作用ꎻ
而在 ＮａＣｌ 胁迫条件下ꎬ ＰｅＬＡＣ 的表达与水稻

ＯｓＣｈＩ１[６]、 玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) ＺｍＬＡＣ１[１５]、 番

茄漆酶基因[２９]等在高盐条件下转录水平提高的实

验结果相似ꎬ 这可能是 ＮａＣｌ 胁迫导致了木质部和

韧皮部次生壁提前木质化ꎬ 降低了细胞壁的延展

性[３０]ꎬ 增强抗逆性的同时抑制了植物生长的原因ꎮ
漆酶是植物中比较复杂的基因家族ꎬ 漆酶可通

过调控木质素的合成间接提高植物对外界环境中生

物及非生物胁迫的抗性ꎬ 然而有关漆酶基因对激素

及非生物胁迫响应过程中的功能和作用的研究开展

较少ꎮ 现已从毛竹基因组数据库中搜索得到 ２３ 个

漆酶家族成员ꎬ 它们在毛竹中的功能有待进一步揭

示ꎮ 目前从分子水平对漆酶开展研究已逐渐成为热

点ꎬ 并已进入基因工程阶段ꎬ 如过表达棉花(Ｇｏｓ￣
ｓｙｐｉｕｍ ａｒｂｏｒｅｔｕｍ Ｌ.) ＧａＬＡＣ１ 的新疆杨(Ｐｏｐｕ￣
ｌｕｓ ａｌｂａ Ｌ. ｖａｒ. ｐｙｒａｍｉｄａｌｉｓ Ｂｕｎｇｅ) 转基因植株中

总木质素含量增加[３１]、 敲除美洲黑杨 (Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｄｅｌｔｏｉｄｓ Ｍａｒｓｈ)的漆酶基因可导致细胞壁的化学

改变及糖释放量的增加[３２]ꎮ 本研究可为今后深入

探讨毛竹 ＰｅＬＡＣ 的功能以及利用 ＰｅＬＡＣ 开展竹子

基因工程育种奠定基础ꎮ
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