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摘要：［目的］通过对毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｅｄｕｌｉｓ（Ｃａｒｒｉ．）Ｈ．ｄｅＬｅｈａｉｅ）ＣＰＤ基因的分子特征和表达模式进行研究分
析，为揭示ＣＰＤ在参与毛竹笋生长调控、光诱导以及响应胁迫过程中的作用提供参考依据。［方法］在毛竹基因
组数据库（ＢａｍｂｏｏＧＤＢ）中查找ＣＰＤ的同源序列，设计引物并克隆ＰｅＣＰＤ。通过生物信息学的方法分析 ＰｅＣＰＤ
的基因结构、顺式调控元件、其编码蛋白的基本理化性质、保守结构域、进化关系以及该基因在不同组织中的表

达模式等，利用实时定量ＰＣＲ方法分析该基因在不同高度笋、昼夜节律光照条件下以及干旱、低温胁迫处理下
叶片和根中的表达模式。［结果］获得了毛竹 ＣＰＤ同源基因 ＰｅＣＰＤ（ＰＨ０１００３４１９Ｇ００３０），ｃＤＮＡ全长为１５８４
ｂｐ，包含５′和３′端非编码区分别为１１０ｂｐ和６４ｂｐ，编码区为１４１０ｂｐ，对应的基因组长度为２７９６ｂｐ，外显子和
内含子数量分别为６个和５个。克隆获得了 ＰｅＣＰＤ编码区，与 ＢａｍｂｏｏＧＤＢ中 ＰＨ０１００３４１９Ｇ００３０序列完全一
致，编码一个４７０ａａ的蛋白，分子量约为５２．２ｋＤａ，理论等电点为９．０６３。同时获得了 ＰｅＣＰＤ上游序列（１９９９
ｂｐ），与数据库中序列完全一致，分析发现，其中除了启动子基本元件外，还含有多种与环境相关的作用元件，如
参与低温应答的ＬＴＲ、干旱响应的ＭＢＳ和光响应元件 ＡＥｂｏｘ、ＴＣＴｍｏｔｉｆ等。基于 ＣＰＤ氨基酸序列的系统进化
分析表明，毛竹与水稻、玉米、谷子和二穗短柄草等单子叶植物聚类到一个大的分支，其中与二穗短柄草的亲缘

关系最近。基于转录组数据的基因表达热图分析发现，ＰｅＣＰＤ在毛竹７个不同组织中的表达存在明显差异，其
中在２０ｃｍ笋中的表达量最高，根中表达量最低。实时定量ＰＣＲ分析表明，随着笋的增高，ＰｅＣＰＤ表达量呈上升
趋势；在昼夜节律光照条件下，ＰｅＣＰＤ表达量随着光照时间延长而上升，随着黑暗时间延长而下降；干旱和低温
胁迫条件下，叶片和根中ＰｅＣＰＤ的表达量均呈先上升后下降的趋势。［结论］从毛竹中获取得到了ＣＰＤ同源基
因ＰｅＣＰＤ，该基因为组成型表达，且随着笋的增高其表达量呈上升趋势，可能通过参与ＢＲｓ的生物合成对竹笋的
生长起调控作用；ＰｅＣＰＤ在叶片中的表达呈现昼夜节律变化，表明该基因可能会参与毛竹的光形态建成；干旱和
低温胁迫条件下，ＰｅＣＰＤ表达量的变化有助于提高毛竹适应逆境胁迫的能力。
关键词：毛竹；油菜素内酯；ＣＰＤ；基因克隆；表达分析
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　　油菜素内酯（ＢＲｓ）是一类多羟基甾醇类化合
物，是除生长素、脱落酸、细胞分裂素、赤霉素和乙烯

以外的第六种植物激素，在植物中已经鉴定出了７０
多种ＢＲ［１－２］。ＢＲ参与调节细胞伸长和分裂、花粉
管发生、维管束分化、叶片发育、根系抑制、衰老、育

性、植物对逆境的响应以及光形态发生等过程［３－６］。

持续光形态建成与矮化基因（ＣＰＤ）是 ＢＲ生物合成
过程中的关键酶基因之一，该基因编码的蛋白具有

脯氨酸富集区域、氧和血红素结合区域和 Ｎ端膜锚

定区等细胞色素Ｐ４５０重要功能域［７］，属于细胞色素

Ｐ４５０单加氧酶。目前，拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ
（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）［８－９］、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［１０］、番茄
（ＬｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍＭｉｌｌ．）［１１］中的 ＣＰＤ基因功
能与表达模式已有相关研究，拟南芥中 ＡｔＣＰＤ的表
达会受到外界光照以及昼夜节律的影响［４，１２］，但竹

子中相关ＣＰＤ基因的研究尚未报道。
竹子是禾本科竹亚科植物，具有生长速度快、竹

材好、用途广等优点［１３］。竹子主要分布在低纬度的
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热带或亚热带地区，其生长会受到内源激素和外界

环境的影响，其中，光是最重要的环境因素之一，能

够控制竹子基本的生长发育过程，例如：萌发、昼夜

节律和开花等。另外，低温、高温均会影响竹子的快

速生长［１４－１８］，多种植物激素参与竹子的生长调节过

程，同时也参与竹子对逆境胁迫的适应过程。本研

究以毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｅｄｕｌｉｓ（Ｃａｒｒｉ．）Ｈ．ｄｅＬｅ
ｈａｉｅ）为研究对象，从叶片中克隆 ＣＰＤ同源基因
ＰｅＣＰＤ，并对其进行系统的生物信息学分析以及组
织特异性表达分析。另外，利用实时定量 ＰＣＲ技术
定量分析ＰｅＣＰＤ在竹笋发育不同阶段以及昼夜节
律光照、干旱和低温条件下的表达变化情况，以期为

揭示ＰｅＣＰＤ在毛竹中的功能提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　材料

取毛竹种子（购买自广西桂林），在实验室条件

下培养，土壤条件为泥炭∶蛭石 ＝１∶１，温度控制在
２５℃左右，光照约为１５０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，用１／３Ｂ５
培养液培养。对１年生实生苗进行处理，用于进一
步实验。

１．１．１　昼夜节律光照处理　选取生长良好、长势较
一致的一年生毛竹实生苗，置于光照培养箱中，设定

１２ｈ光照（２５０ ２７０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１）和１２ｈ黑
暗，培养１周后开始取样。分别在光照、黑暗１０ｍｉｎ
后取样，之后每隔６ｈ采集样品１次，光照和黑暗各
采样３次。
１．１．２　干旱处理　用２０％聚乙二醇（ＰＥＧ６０００）溶
液进行浇灌，取处理１、３、６、１２ｈ的叶片和根样本。
１．１．３　低温处理　将盆栽毛竹实生苗于４℃条件
下处理，分别取１、３、６、１２ｈ的叶片和根样本。

干旱和低温胁迫处理均选择未处理实生苗叶片

和根（０ｈ）作为对照。每个处理至少有１０株毛竹实
生苗，且每个处理３次重复。取上述处理的叶片和
根样本于液氮中迅速淬冻并存放于－８０℃冰箱用于
ＲＮＡ提取。

另外，采取江西南昌野外生长的毛竹样品，选取

不同发育阶段的竹笋（０．２、１．０、３．０、６．７ｍ），取笋中
部为样品，于液氮淬冻后用干冰运回实验室，存放于

－８０℃冰箱备用。
１．２　ｃＤＮＡ合成与基因组ＤＮＡ提取

通过Ｔｒｉｚｏｌ方法［１９］提取笋样品的总 ＲＮＡ，按照
Ｐｒｏｍｅｇａ公司的反转录试剂盒操作说明书合成 ｃＤ

ＮＡ，存－２０℃用于基因的克隆和表达模式分析。采
用改良的ＣＴＡＢ法［２０］提取笋样品的基因组ＤＮＡ，用
ＣＤＳ对应的基因组序列扩增。
１．３　ＰｅＣＰＤ基因的获取与分析

在毛竹基因组数据库（ＢａｍｂｏｏＧＤＢ）（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂａｍｂｏｏｇｄｂ．ｏｒｇ／）［２１］中查找 ＣＰＤ的同源序列
以及基因上游的启动子序列。根据序列利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５分别设计扩增 ＣＤＳ序列的引物，ＰｅＣＰＤＦ
（５′ＡＴＧＧＡＣＧＣＧＧＡＣＧＣＧＧＡＣＧＣＧＣ３′）和 ＰｅＣＰＤ
Ｒ（５′ＧＣＡＡＡＴＡＧＡＴＴＣＣＡＡＴＣＧＣＴＧＣＧＴＧＡＴＴ３′），
以及扩增启动子序列的引物，ＰｅＣＰＤｐｒｏＦ（５′ＴＡ
ＡＡＧＴＧＣＡＴＡＴＧＣＴＡＣＴＧＧＡＧ３′） 和 ＰｅＣＰＤｐｒｏＲ
（５′ＧＴＧＧＣＴＧＡＴＡＡＡＡＴＡＡＣＧＧＡ３′），由上海生工
技术有限公司合成。

分别以毛竹笋 ｃＤＮＡ扩增编码区，以基因组
ＤＮＡ为模板扩增对应的基因组序列。ＰＣＲ反应体
系（２０．０μＬ）：２．０μＬ５×ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋

ｐｌｕｓ），２．０μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｅａｃｈ），
０．５μＬ上游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），０．５μＬ下游引物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），１．０μＬｃＤＮＡ（４０ｎｇ· ｍＬ－１），
１２．８μＬｄｄＨ２Ｏ，０．２μＬＰｒｉｍｅＳＴＡＲ酶（５Ｕ·

μＬ－１），１．０μＬＤＭＳＯ。反应程序：９５℃预变性 ４
ｍｉｎ；按下列循环参数进行扩增反应：９５℃１ｍｉｎ，
６０℃ ４ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ（ｃＤＮＡ）／３．０ｍｉｎ（基因组
ＤＮＡ），经过 ３５个循环后，７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。
ＰＣＲ产物电泳分析后，用试剂盒（ＢＩＯＭＩＧＡ，中国）
回收目的条带，进行加 Ａ反应，反应体系（１０．０
μＬ）：１．０μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，１．０μＬｄＡＴＰ（２．５
ｍｍｏｌ· Ｌ－１），７．９μＬ胶回收产物，０．１μＬＬＡＴａｑ
酶。反应程序：７２℃ ３０ｍｉｎ，４℃保存。反应结束后
按照ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体快速连接试剂盒操作流程，
将回收的片段连接到载体上，转化至大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，经抗性筛选，挑取阳性克隆并经
酶切图谱分析后，交由上海生工技术有限公司测序。

借助ＧＳＤＳ（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）分析
克隆获得基因序列的结构，使用在线软件 Ｐｌａｎｔ
ＣＡＲＥ （ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ／
ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）分析目的基因上游序列中
调控所含的作用元件，并用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析目的基因编码蛋白的分
子量、等电点等理化性质，利用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行
同源序列的氨基酸比对，使用ＭＥＧＡ６．０软件的邻接
法构建基于毛竹和其他植物 ＣＰＤ蛋白序列的系统

９５
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发育进化树，利用毛竹共表达网络数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂａｍｂｏｏ／）对 ＰｅＣＰＤ的共
表达情况进行分析。

１．４　基因表达分析
从ＮＣＢＩ的ＳｈｏｒｔＲｅａｄＡｒｃｈｉｖｅ（ＳＲＡ）数据库中

下载前期发表的毛竹不同组织（叶、鞭、根、２０ｃｍ
笋、５０ｃｍ笋、早花期花序和晚花期花序）的转录组
数据（ＳＲＸ０８２５０１ ＳＲＸ０８２５１２）［２２］，利用毛竹ＣＰＤ
基因的ＲＰＫＭ值表示基因的表达丰度，利用Ｍａｔｒｉｘ２
ｐｎｇ绘制基因表达热图。
１．５　实时定量ＰＣＲ

根据ＰｅＣＰＤ的ＣＤＳ序列设计定量引物ｑＣＰＤＦ
（５′ＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴＣＧＧＴＴＧＴＧ３′）和 ｑＣＰＤＲ（５′
ＡＴＴＧＡＣＡＧＧＧＴＡＴＣＣＴＴＴＧＡＧＡ３′）。以毛竹ＰｅＮＴＢ
（ＰｅＮＴＢＦ：５′ＴＣＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧ３′，
ＰｅＮＴＢＲ：５′ＡＡＴＡＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴ３′）［２３］

作为内参基因，分别以不同高度毛竹笋、不同光照处

理下毛竹叶片以及干旱和低温胁迫处理下的叶片和

根的ｃＤＮＡ为模板，对 ＰｅＣＰＤ进行定量分析。采用
ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲＲ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ试
剂盒在耶拿公司 ＱＴｏｗｅｒ仪器上进行 ｑＲＴＰＣＲ实
验，反应体系（１０μＬ）为：５．０μＬ的２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＩＭａｓｔｅｒｍｉｘ，０．８μＬｃＤＮＡ，ｑＣＰＤＦ和ｑＣＰＤＲ各０．２
μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），加 ｄｄＨ２Ｏ至反应总体积为１０．
０μＬ。ｑＰＣＲ程序：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ；６０℃１０ｓ；
共４０个循环。应用２－△△ＣＴ算法［２４］分析实验结果。

２　结果与分析
２．１　ＰｅＣＰＤ基因序列及顺式调控元件分析

在毛竹数据库 ＢａｍｂｏｏＧＤＢ中查找得到毛竹同
源基因（ＰＨ０１００３４１９Ｇ００３０），ｃＤＮＡ全长为 １５８４
ｂｐ，包含５′和３′端非编码区分别为１１０ｂｐ和６４ｂｐ，
编码区为１４１０ｂｐ。扩增获得的 ＣＤＳ序列、上游启
动子序列以及对应的基因组序列分别为 １４１０、
１９９９、２７９６ｂｐ，测序获得序列与数据库中完全一
致，包含６个外显子和５个内含子（图１），内含子完
全符合ＧＴＡＧ剪接原则［２５］。

图１　ＰｅＣＰＤ基因结构
Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｉａｇｒａｍｏｆＰｅＣＰＤ

该基因编码４６９个氨基酸，氨基酸的相对分子
量为５２．２ｋＤａ，理论等电点为９．０６３，属于细胞色素

Ｐ４５０单加氧酶家族成员，命名为 ＰｅＣＰＤ。利用
ＰｌａｎｔＣＡＲＥ在线网站分析ＰｅＣＰＤ基因上游１９９９ｋｂ
的启动子序列，结果表明：除了包含启动子基本元件

外，还含有多种与环境相关的作用元件，如参与低温

应答的 ＬＴＲ、干旱响应的 ＭＢＳ、赤霉素应答的元件
（ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ、Ｐｂｏｘ）以及光响应调控元件（ＡＥｂｏｘ、
ＴＣＴｍｏｔｉｆ）等（表１），推测 ＰｅＣＰＤ可能参与光响应
以及非生物胁迫调控。

２．２　氨基酸序列比对与进化分析
利用ＤＮＡＭＡＮ同源序列比对结果显示：ＰｅＣＰＤ

与单子叶植物水稻、玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）、谷子（Ｓｅ
ｔａｒｉａｉｔａｌｉｃ（Ｌ．）Ｂｅａｕｖ．）、二穗短柄草（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ（Ｌ．）ＲｏｅｍｅｔＳｃｈｕｌｔ．）具有相似结构功能
域，均包含脯氨酸富集区域（Ｐｒｏｌｉｎｅ）、氧结合区（Ｄｏ
ｍａｉｎＡ）、类固醇结合区（ＤｏｍａｉｎＢ）和血红素结合区
（ＨＥＭＥＢｉｎｄｉｎｇ）（图２），进而推测 ＰｅＣＰＤ编码的蛋
白可能与其他单子叶植物中 ＣＰＤ具有类似的功能，
通过影响ＢＲ的生物合成来调控植物的生长发育。
同时，保守域也进一步佐证了 ＰｅＣＰＤ属于细胞色素
Ｐ４５０家族成员。

构建基于不同物种 ＣＰＤ同源基因编码氨基酸
序列的进化树，结果表明：毛竹与二穗短柄草、水稻、

玉米和谷子等单子叶植物聚类到一个大的分支，其

中，毛竹与二穗短柄草的亲缘关系较近；而双子叶植

物马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）、拟南芥、大豆
（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．）聚类到另一分支（图
３），这与单子叶植物和双子叶植物的进化分类关系
相一致。

２．３　ＰｅＣＰＤ共表达网络分析
对与 ＰｅＣＰＤ共表达的基因分析结果表明：

ＰｅＣＰＤ与Ｍｙｂ结构域蛋白３３（ＰＨ０１００００２９Ｇ１９５０）、
ＦＡＤ／ＮＡＤ（Ｐ）结 合 氧 化 还 原 酶 家 族 蛋 白
（ＰＨ０１００３４１７Ｇ００９０）、 类 ＬＳＤ１ 转 录 因 子

（ＰＨ０１００１０６３Ｇ００８０）、ＦＡＤ／ＮＡＤ（Ｐ）结合氧化还原
酶家族蛋白（ＰＨ０１００３４１７Ｇ００７０）、网状蛋白家族蛋
白（ＰＨ０１０００５８１Ｇ０２９０）、ＮＲＡＭＰ金属离子转运蛋白
６（ＰＨ０１００６２０９Ｇ００３０）、组 蛋 白 超 家 族 蛋 白
（ＰＨ０１００００１６Ｇ１０９０）和 ＰＨ０１００４３３４Ｇ００５０等 ８个
基因呈现正向共表达，与 ６磷酸葡糖酸内酯酶 １
（ＰＨ０１００４４５６Ｇ００２０）、甲基ＣＰＧ结合结构域 ９
（ＰＨ０１００２４３６Ｇ０１９０）、ＤＮＡＪ热休克 Ｎ末端结构域
蛋白 （ＰＨ０１０００００２Ｇ３０５０）、海藻糖磷酸合成酶
（ＰＨ０１００２１７６Ｇ０１３０）、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ２
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（ＰＨ０１０００７９９Ｇ００６０）、推定的核酸内切酶或糖基水
解酶（ＰＨ０１００３１８７Ｇ００９０）和ＰＨ０１００２８７２Ｇ０２６０等７

个基因呈现负向共表达，且能与 ＭＡＰ激酶 ４
（ＰＨ０１００００５９Ｇ０７３０）发生蛋白互作（图４）。

表１　ＰｅＣＰＤ启动子序列分析
Ｔａｂｌｅ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｐｒｏｍｏｔｅｒ

调控元件

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ
序列（５′－３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
数量／个
Ｎｕｍｂｅｒ

所在链

Ｓｔｒａｎｄ
位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＣＡＡＴｂｏｘ ＣＡＡＴ
启动子和增强子区常见的顺式作用元件

Ｃｏｍｍｏｎｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｉｎｐｒｏｍｏｔｅｒａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｒｒｅｇｉｏｎｓ

３１ ＋ －

２３、１０９、１１６、１４７、１７５、１８３、２４８、３６７、
３９２、３９４、４５０、５９６、６２１、８４２、９４４、
９４６、９５８、１１３０、１１４９、１１５０、１１５２、
１１６３、１１９７、１２８５、１３３９、１３４２、
１４８０、１５９９、１６９５、１９３８、１９４０

ＴＡＴＡｂｏｘ

ＴＡＴＡ
ＴＡＴＡＡ
ＴＡＴＡＡＡ
ＴＡＴＡＣＡ
ＴＡＴＡＡＴ
ＡＴＡＴＡＡ
ＡＴＡＴＡＴ
ＴＡＴＡＡＡＴ
ＴＡＴＡＡＡＡ
ＴＡＣＡＡＡＡ
ＴＡＡＡＧＡＴＴ
ｃｃＴＡＴＡＡＡａａ

上游３０ｂｐ转录起始区的核心启动子元件
Ｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔａｒｏｕｎｄ －３０ｂｐｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔ

３４ ＋ －

１４９、１７２８、１６３９、１８５２、２１７、１７９３、
１６０５、１９５８、４１１、４１２、４１３、４１４、４１５、
４９６、４９７、５２２、５２３、５２４、６９５、６９６、
９９１、９９２、１３６９、１３７１、１４１５、１４３０、
１４３１、１４３２、１４３３、１４４６、１４４８、
１５４７、１６０３、１６０４

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ
参与低温应答的顺式作用元件

Ｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｌｏｗｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

１ ＋ １８９９

ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ
涉及干旱诱导的ＭＹＢ结合位点
ＭＹＢｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｒｏｕｇｈｔｉｎｄｕｃ
ｔｉｏｎ

１ ＋ １７６８

ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ
ＡＡＣ

ＡＴＴＣＴＣＴ

参与防御和压力反应的顺式作用元件

Ｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｅｆｅｎｓｅａｎｄ
ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

２ ＋ ５５８、１７８３

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ
厌氧诱导必要的顺式作用元件

Ｃｉｓａｃｔｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｔｈｅ
ａｎａｅｒｏｂｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２ ＋，－ ３３８、１９６１

ＧＣＮ４ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＧＴＣＡ
参与胚乳表达的顺式作用元件

Ｃｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｅｎｄｏｓｐｅｒｍ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１ － １０６８

ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ ＴＣＴＧＴＴＧ
赤霉素应答元件

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ
２ － ３００、１２６７

Ｐｂｏｘ ＣＣＴＴＴＴＧ
赤霉素应答元件

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ
１ ＋ １４０２

ＡＥｂｏｘ ＡＧＡＡＡＣＴＴ
光应答的组件

Ｐａｒｔｏｆａｍｏｄｕｌｅｆｏｒｌｉｇｈｔｒｅｓｐｏｎｓｅ
３ ＋，－ ４４、１５２１、７１９

ＴＣＴｍｏｔｉｆ ＴＣＴＴＡＣ
部分光应答元件

Ｐａｒｔｏｆａｌｉｇｈｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ
２ ＋ ７９７、１７００

　　注＋：正链；：负链。Ｎｏｔｅｓ：＋：Ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ；－：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ．

２．４　基于转录组数据的ＰｅＣＰＤ基因表达分析
利用前期获得的毛竹转录组数据，对 ＰｅＣＰＤ的

表达模式进行分析研究。从基因的表达谱热图明显

可以看出，ＰｅＣＰＤ在叶、鞭、根、２０ｃｍ笋、５０ｃｍ笋、
早花期花序和晚花期花序等毛竹７个组织中均有表

达，但表达丰度存在着一定的差异，其中鞭、笋和早

花期花序中的表达量较高，以２０ｃｍ笋中最高，而根
中的表达量最低（图５）。ＰｅＣＰＤ在不同组织中和发
育不同阶段的表达差异，表明在毛竹的发育过程中

ＰｅＣＰＤ的功能存在着一定的差异。
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注：ＢｄＣＰＤ：二穗短柄草（ＸＰ＿０１０２３８７４６．１）；ＺｍＣＰＤ１：玉米（ＮＰ＿００１１４０５９６．１）；ＺｍＣＰＤ２：玉米（ＸＰ＿０２０４０４００８．１）；

ＳｉＣＰＤ１：谷子（ＸＰ＿００４９７７５０４．２）；ＳｉＣＰＤ２：谷子（ＸＰ＿００４９７８６４３．１）；ＯｓＣＰＤ１：水稻（ＸＰ＿０１５６１６６５７．１）；ＯｓＣＰＤ２：水

稻（ＸＰ＿０１５６１９６２２．１）。

Ｎｏｔｅｓ：ＢｄＣＰＤ：Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ（ＸＰ＿０１０２３８７４６．１）；ＺｍＣＰＤ１：Ｚｅａｍａｙｓ（ＮＰ＿００１１４０５９６．１）；ＺｍＣＰＤ２：

Ｚｅａｍａｙｓ（ＸＰ＿０２０４０４００８．１）；ＳｉＣＰＤ１：Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（ＸＰ＿００４９７７５０４．２）；ＳｉＣＰＤ２：Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（ＸＰ＿００４９７８６４３．

１）；ＯｓＣＰＤ１：Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ（ＸＰ＿０１５６１６６５７．１）；ＯｓＣＰＤ２：Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ（ＸＰ＿０１５６１９６２２．１）．

图２　基于不同物种中ＣＰＤ序列的比对分析
Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＣＰＤｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｎｔｓ

２．５　ＰｅＣＰＤ基因的定量表达分析
基于转录组数据的基因表达模式分析表明：

ＰｅＣＰＤ在笋中的表达量最高，因此，以不同高度笋为
材料，应用ｑＲＴＰＣＲ方法对ＰｅＣＰＤ的表达进行定量
分析。结果显示：随着毛竹笋高度的增加，ＰｅＣＰＤ的
表达量总体呈现升高的趋势，其中，笋高度从１．０ｍ
增加到３．０ｍ的区间基因表达量变化最大，在３．０ｍ
高笋中ＰｅＣＰＤ的表达量约为１．０ｍ高笋中的２倍，
而表达量在０．２ｍ到１．０ｍ之间以及３．０ｍ到６．７
ｍ之间的升高趋势不明显（图６）。

在昼夜节律光照条件下，毛竹叶片中 ＰｅＣＰＤ的
表达模式呈现节律变化，总体表现为光照条件下（１、
２、３）的表达量高于黑暗（４、５、６）条件。随着光照时
间的延长，ＰｅＣＰＤ表达量呈现上升趋势，约在光照
１２ｈ后达到最大值，约为光照开始时（１０ｍｉｎ）的４．５
倍；随着黑暗条件的开始，ＰｅＣＰＤ的表达量急剧下
降，并随着黑暗时间的延长呈现了下降的趋势，并约

在１２ｈ后达到最小值，约为黑暗开始（１０ｍｉｎ）的
３５％（图７）。
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图３　基于ＣＰＤ序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＰＤ

注：粉色表示正调控；蓝色表示负调控；黄色表示蛋白互作

Ｎｏｔｅｓ：Ｐｉｎｋ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｂｌｕｅ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｙｅｌｌｏｗ：Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

图４　ＰｅＣＰＤ基因共表达网络

Ｆｉｇ．４　ＣｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｏｆＰｅＣＰＤ

　　干旱胁迫条件下，ＰｅＣＰＤ在毛竹叶片和根中的
表达模式均呈现先上升后下降的趋势，分别在３ｈ
和１ｈ达到最大值，分别约为对照的３倍和１４倍。
在最大值之后，叶片中 ＰｅＣＰＤ的相对表达量迅速下
降，６ｈ时的表达量仅为对照的２０％，但至１２ｈ时与
６ｈ时的表达量几乎没有变化；而根中 ＰｅＣＰＤ的相
对表达量则逐渐下降，但至１２ｈ时ＰｅＣＰＤ的相对表
达量仍为对照的２倍（图８）。

低温胁迫条件下，ＰｅＣＰＤ在毛竹叶片和根中的
相对表达量也均呈先上升后下降的趋势。根中的上

升比叶片中更快，１ｈ时叶片和根中 ＰｅＣＰＤ的相对
表达量分别约为对照的１．２倍和２．５倍；但都在３ｈ
时达到最大值，分别约为对照的５倍和４倍；之后逐
渐下降，至１２ｈ时叶片中ＰｅＣＰＤ的相对表达量约为
对照的２倍，而根中的相对表达量与对照的基本持
平（图９）。

３　讨论

作为限速酶基因，ＣＰＤ的表达量变化直接影响
ＢＲｓ的含量，从而影响植物的生长发育。本研究从
毛竹中同源克隆得到了一个细胞色素 Ｐ４５０单加氧
化酶基因ＰｅＣＰＤ，氨基酸序列和系统进化树分析发
现，ＰｅＣＰＤ编码蛋白与单子叶植物中的同源基因编
码蛋白具有较高的相似性（８５．５％），功能结构域保
守；进化上与二穗短柄草的亲缘关系最近，说明

ＰｅＣＰＤ在进化过程中具有高度的保守性。基因的表
达是反应其在体内发挥生物学功能的表现形式之

一。定量表达分析结果表明，ＰｅＣＰＤ基因在毛竹的
不同组织中具有明显的表达差异，在２０ｃｍ笋中的
表达量最高，早期花序和鞭中表达也很高，而在根中

的表达量最低，表明ＰｅＣＰＤ在毛竹不同组织的生长
发育中发挥着不同的功能。同时，本研究发现，随着

笋高度的增加，ＰｅＣＰＤ表达量呈上升的趋势，这一期
间也是笋伸长的关键时期［２６］，该基因的表达趋势变
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化与笋的高度变化一致，说明其在调节笋生长过程 中发挥了重要作用。

图５　ＰｅＣＰＤ基因在７个组织中的表达分析
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｉｎｓｅｖｅｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｏｓｏｂａｍｂｏｏ

图６　不同高度笋中ＰｅＣＰＤ的表达分析
Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｈｅｉｇｈｔｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｓｈｏｏｔｓ

　　环境是影响植物生长的重要因素。在昼夜节律
光照条件下，ＰｅＣＰＤ表达量随着光照时间的增加而
呈上升的趋势，而随之进入黑暗表达量迅速下降，且

注：１、２、３分别为光照处理１０ｍｉｎ、６ｈ１０ｍｉｎ、１２ｈ１０ｍｉｎ的样品；

４、５、６分别为黑暗处理１０ｍｉｎ、６ｈ１０ｍｉｎ、１２ｈ１０ｍｉｎ的样品；

Ｎｏｔｅｓ：１，２，３：Ｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｌｉｇｈｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ１０ｍｉｎ，６

ｈａｎｄ１０ｍｉｎ，ａｎｄ１２ｈａｎｄ１０ｍｉｎ；４，５，６：Ｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ

ｄａｒｋｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ１０ｍｉｎ，６ｈａｎｄ１０ｍｉｎ，ａｎｄ１２ｈａｎｄ１０ｍｉｎ．

图７　昼夜节律光照下毛竹叶片中ＰｅＣＰＤ的表达分析
Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｉｎｍｏｓｏｂａｍｂｏｏ

ｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｃｉｒｃａｄｉａｎｌｉｇｈｔ

图８　干旱胁迫条件下ＰｅＣＰＤ在毛竹叶片（Ａ）和根（Ｂ）中的表达分析
Ｆｉｇ．８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｉｎｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｌｅａｖｅｓ（Ａ）ａｎｄｒｏｏｔｓ（Ｂ）ｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

随着黑暗时间的延长仍然呈现继续下降的趋势，说

明ＰｅＣＰＤ的表达明显受到昼夜节律光照的影响，这
与拟南芥光周期调控下 ＣＰＤ基因的表达量变化相
一致［１２］。在干旱和低温胁迫条件下，叶片和根中的

ＰｅＣＰＤ表达量均呈先上升后下降的趋势，这可能是
在处理初期毛竹通过提高 ＰｅＣＰＤ的表达量来响应
胁迫，随着时间的推移植物通过调节自身的代谢来

适应胁迫的环境，但干旱和低温胁迫条件下叶片和

根中ＰｅＣＰＤ的表达随时间的变化及达到最大值的
时间表明，ＰｅＣＰＤ对干旱胁迫更敏感。ＢＲｓ对植物
生长发育的调控是一个复杂的网络，涉及 ＢＲｓ的合
成与信号转导。ＰｅＣＰＤ是 ＢＲｓ生物合成中的关键
酶基因，其功能的发挥除受到环境的影响外，内在的

调控同样是一个复杂的网络。共表达分析结果表明，
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图９　低温胁迫条件下ＰｅＣＰＤ在毛竹叶片（Ａ）和根（Ｂ）中的表达分析
Ｆｉｇ．９　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｅＣＰＤｉｎｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｌｅａｖｅｓ（Ａ）ａｎｄｒｏｏｔｓ（Ｂ）ｕｎｄｅｒｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ

ＰｅＣＰＤ与多种类型的基因呈现正向和负向共表达，
进一步说明 ＰｅＣＰＤ是和其它基因一起共同发挥着
生物学功能，但具体情况和之间的作用机制均需要

进一步实验验证。

４　结论
本研究从毛竹中获得了１个细胞色素Ｐ４５０单加

氧酶基因成员ＰｅＣＰＤ，该基因是ＢＲｓ合成通路基因，在
毛竹中呈组成型表达模式，其在笋中的表达变化、随昼

夜节律光照的变化以及干旱和低温胁迫条件下的变

化，表明该基因可能参与毛竹的光形态建成，并在适应

逆境胁迫中具有重要作用。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：［Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ］Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｐｈｏｔｏｍｏｒ
ｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｄｗａｒｆｏｆＰｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｅｄｕｌｉｓ（ＰｅＣＰＤ），ａｋｉｎｄｏｆｔｈｅｋｅｙｒａｔｅｌｉｍｉｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
ｂｒａｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｓ，ａｉｍｉｎｇａｔｒｅｖｅａｌｉｎｇｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰｅＣＰＤｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｒａｐｉｄｇｒｏｗｔｈｏｆｂａｍｂｏｏｓｈｏｏｔｓａｎｄｔｈｅｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｔｏｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｅｓｓｅｓ．［Ｍｅｔｈｏｄ］ＰｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＰＤｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｏｆＰＨ０１００３４１９Ｇ００３０ｉｎｔｈｅＢａｍｂｏｏＧｅｎｏｍｅＤａｔａｂａｓｅ（ＢａｍｂｏｏＧＤＢ）ａｎｄｕｓｅｄｆｏｒＰｅＣＰＤｃｌｏｎｉｎｇ．
Ｔｈｅｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｈｅｃｉｓｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｔｈｅｂａｓ
ｉｃｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｎｃｏｄｅｄｂｙＰｅＣＰＤ，ｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒｅ
ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）ｍｅｔｈ
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ｏｆＰｈ．ｅｄｕｌｉｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｌｅｖｅｌｉｎ２０ｃｍｓｈｏｏｔａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｉｎｒｏｏｔ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｑＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰｅＣＰＤｉｎｓｈｏｏｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｈｅｉｇｈｔｏｆｂａｍｂｏｏｓｈｏｏｔｓ，ｔｈｏｓｅｉｎｌｅａｖｅｓ
ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄａｎｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｉｎｔｈｅｄａｙｔｉｍｅａｎｄａｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ
ｔｒｅｎｄａｔｎｉｇｈｔ（ｄａｒｋｎｅｓｓ）．Ｕｎｄｅｒｂｏｔｈｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓｅｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅＣＰＤｉｎｌｅａｖｅｓａｎｄｒｏｏｔｓａｌｌ
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