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棉花微丝结合蛋白基因 G h p E N I

李利红 王海云 李 彦

的表达及功能研究
’
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,

北京 1 00 0 80

摘要 P拍 fi lin 是微丝骨架 的超分子结构和功能的关键调节因子之一 以陆地棉 ( G 万勺少乞u m ih rs u -

tu m )棉纤维为材料
,

分离鉴定了 户飞之八zin 基因家族的一个成员—
〔弘尸F N I

.

同源性比较表明 (资田F N I

与已报道的其他植物的 pofr ilin 有着较高的同源性
.

半定量 R l’- I兀获 分析结果显示 口i尸F N I 基因主要在

棉纤维细胞内表达
,

在纤维细胞的快速延伸阶段表达量最高
.

〔汤尸F N I 在裂殖酵母细胞中过量表达导致

细胞长度和形态发生显著变化
.

这些结果暗示 〔汤尸E N I 基因可能在纤维细胞 的极性延伸中具有功能
.

关键词 p or ifl in 微丝骨架 棉纤维发育 裂殖酵母

在植物细胞中
,

许多生理过程及生化反应依赖

或伴随着微丝骨架的动态重组
,

例如细胞的极性生

长
、

细胞 分 裂 和 分化 以及对病原 体侵染 的 反 应

等〔̀ 一 ”了
.

微丝骨架的重新组装需要微丝 (肌动蛋 白纤

丝 )的解聚和再聚合
,

这种动态变化受到许多细胞内外

因子的调控
,

p or fi lin 是其中最重要的调节蛋白之一
P找丈ilin 是在真核生物中广泛存在的一种低分子

量蛋白
.

生物化学研究证明
,

p动 lin 能以 1 : 1 的比例

与 G ac it n( 肌动蛋白单体 )组成复合物
,

还可与多聚

L 脯氨酸 ( P LP )
、

膜磷脂肌醇等物质结合
,

从而调节

肌动蛋白纤丝的结构和功能
.

已发现
,

p动 lin 在调节

微丝的动态结构方面发挥着双重特性
,

既可促进肌动

蛋白纤丝的聚合 4j[
,

又可在某些特殊情况下促进其解

聚 5[]
.

近年来
,

有关植物 p iofr iln 的分子生物学研究

备受关注
,

在拟南芥
、

玉米和烟草等已经研究的高等

植物中
,

piofr iln 皆由多基因家族编码 〔6 一 9〕
,

其中许多

基因已得到分离和鉴定
.

然而
,

相 比动物和酵母细

胞
,

对植物 p iofr iln 的细胞 内功能还知之甚少
.

迄今

为止
,

仅有少数几例相关研究的报道 [`0, 川
.

棉纤维是由胚珠表皮 细胞 延伸而来的单细胞
.

在纤维发育前期
,

细胞以极快的速度进行同步化延

伸
,

长度可达 3 一 s c m
,

具有如此长度的细胞在植物

界中极为少见
.

由于这种高度极性生长和发育同步

化的特点
,

加上棉纤维是单细胞
,

对其伸长的研究

不受细胞分裂的影响
,

故棉纤维被认为是研究植物

细胞伸长及其调控机理的理想模式系统 [` 2 〕
.

此外
,

由于 已发现在棉纤维伸长和次生壁合成过程中
,

微

丝和微管等细胞骨架的结构发 生明显 的动 态变化
,

因此
,

棉纤维又被看作是研究细胞骨架在植物细胞

生长和细胞壁合成中的功能的首选实验系统之一
对数据库中棉花 E S T 的搜索过程中

,

我们发现

了若干与 p r

iof z认 基因有同源性
,

但彼此又有差异

的 E S T 序列
,

表明棉花 P r oj 王l in 是一多基因家族
.

在此基础上
,

以棉花 6 D P A 纤维为材料
,

分离鉴定

了该基因家族的一个成员
,

将其命名为 (劲尸F N I
.

利

用半定量 R T
es

PC R 技术对其在棉花不同器官和纤维发

育不同阶段的表达进行了分析 ; 此外
,

通过裂殖酵母

系统
,

对 G h P FN I 的细胞内功能进行了初步分析
.

1 材料和方法

棉花材料为陆地棉 ( G 万匀咖 u m ih sur ut m )品种 T N工

1
,

由中国科学院遗传研究所何鉴星副研究员提供
.

将

T N工1 种 子脱绒
、

消毒后
,

去种 壳播种于 M S 盐

(

~
拓罗 & sko 呛诫 而

x t rU e )培养基中
,

于 28 一 30 ℃

光照培养
.

分别取根
、

下胚轴和 叶 ; 花直接从成熟植

株上采集
.

棉花 开花当天挂牌标记棉铃
,

按 6
,

9,

12
,

1 5
,

15
,

2 1
,

2 4
,

2 7 1护A (由 y8 , 万 t
ant h esls )采集

蕾铃
,

剥取籽棉
,

用灭过菌的镊子从胚珠上剥取纤维

2 0 0 2
一

0 2
一

2 5 收稿
,

2 0 0 2
一

0 2
一

0 7 收修改稿
,
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细胞
.

上述材料于液氮中速冻后保存于 一 80 ℃
.

参考数据库中与 P r of 花l in 基因同源的棉花 E s T

序列设计引物
,

利用 R T
一

P cR 方法
,

从 6 D PA 棉纤

维总 R N A 中分离出编码 G h P F N I 的
CD N A

.

参照

oJ h n[
`” 〕等的方法

,

提取棉花根
、

下胚轴
、

叶
、

花和

纤维细胞总 R N A
,

取 5 昭 总 R N A 为模板
,

反转录

合成
。 D N A 第一条链

,

取相 同量进行半定量 P C R
.

用于检测 G h P F N I m R N A 的正 向引物为 5
’

G C T C
-

T A G A A T G T CG T G G C A A A CA T 3
` ,

反 向 引 物 为

G h P F N I 的 3
’

非编码 区序列 5
`

C C T C C C A C C T A A A
-

C A A T C 3
` .

反 应参数
:

9 4℃ 3 m i n
,

9 4 ℃ 1 m i n
,

5 2 ℃ l m i n
,

7 2 ℃ l m in
,

4 5 个循环 ; 7 2 ℃ 1 0 m in
.

检 测 棉花 ih st on m R N A 的正 向引 物是 5
`

C C C G
-

T A A G T C T A C T G G T G 3
` ,

反 向 引 物 为 5
`

T C
-

T A A G C G A C I
,

G A T C C A C 3
’

.

D N A 序列 由自动测序仪 (上海基康生物技术有

限公司 )测定
,

蛋 白同源序列 比较在 N
CB

I lB as t 和

G e n e d o 。 程序中进行
·

: 。 。 。

将 hG l〕 F N I 的 c D N A 序列亚克隆到裂殖酵母表

达载体 p R E PI p R E P S N (内含受 V B I 阻遏 的启动子
n m lt )中

,

电击法转化酵母
.

细胞培养及染色方法

见文献 「14 〕
.

2 结果和讨论

2
.

1 G h P F N I 的克隆和同源性比较

以棉花开花后 6 天 的纤维为材料提取总 RN A
,

利用 R-T I〕〔双 方法
,

分离到 户
护双八il n

基因家族的一个

成员
,

命名为 口
遥尸E N I

,

其
CDN A 含有一个 393 饰的开

放阅读框
,

所编码产物与多种植物的 p or f il in 具有较高

的同源性 (图 1)
,

其中与拟南芥 ( A甩阮故咖 is hat 撇an )

p加 f iil n
的氨基酸序列同一性为 71 %

,

并含有与拟南芥

p以 iil n
相似的肌动蛋 白结合位点

.

此外
,

6决p F N I 还

含有典型的多聚 L 脯氨酸 ( P廿 )结合位点
,

由 N 端和

C端几个高度保守 的疏水氨基酸残基组成
,

已知与

P LP 的结合是 p or f i lin 蛋白的重要生物学特性之一
麟
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图 1 不同来源 p or ifl in 蛋白的同源性分析

阴影部分代表等同氨基酸
; # 表示 P LP 的结合位点

; *

表示肌动蛋白的结合位点

2
.

2 G h p F N I 基 因在棉花不同器官及 纤维不同发

育阶段表达水平的半定量 R -T P c R 分析

由于 hG P F N I 的表达量相 对较低
,

我们采用

R T
一

P C R 方法对 hG P F N I 在棉花纤维及不同器官中

的表达水平进行了半定量分析
,

所用 引物为 hG
-

尸F N I c D N A 特有 的 3
’

非编码区和 5
’

编码 区序列 ;

采用 ih st o n
基因作为对照

.

如 图 2 所示
,

hG 尸F N I

基因在棉纤维细胞 中的表达量 明显 比根
、

下胚轴
、

叶
、

花等其他器官高
.

在根和下胚轴中虽然也有微

量表达
,

但远远低于其在纤维细胞中的表达量
.

在

棉纤维发育过程中
,

hG l 〕 F N I 主要 在细胞延伸期和

次生壁合成期表达
,

特别是在快速 延伸阶段表达量

最高 (图 2
,

1 一 4)
,

说明该基因的表达受到棉纤维

发育程序的调控
,

其功能很可能与棉纤维细胞的极

性生长相关
.

此结果经多次独立的重复实验证实
.

G hl 毕刊 1

h护5 10 月

图 2 G h p F N I 在棉花纤维及不同器官中

表达水平的半定最 R T
一
P c R 分析

l 一 s 分别为 6
,

9
,

1 2
,

1 5
,

一8
,

2 1
,

2 4
,

2 7 D P A 棉纤维
;

R
,

根
; H

,

下胚轴
; L

,

叶
; F

,

花

2
.

3 G h p F N I 在酵母细胞中的过量表达 对细胞形

态的影响

本文利用裂殖酵母为一简单的实验系统
,

对 hG
-
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P FN I的细胞内功能进行了初步分析
.

将 (劲尸 E N I基

因的
c DN A置于酵母可诱导启动子 ( n r n t l )之下

,

在裂

殖酵母中诱导表达
.

如图版 I 所示
,

当 c DN A 被诱导

表达后
,

酵母细胞长度比诱导前明显增加
,

有的可达

诱导前的 3 倍以上
,

与此同时
,

细胞形态也发生显著

变化
,

出现哑铃状细胞
.

这一结果除表明棉花 pofr il in

蛋白在酵母细胞中具有功能外
,

还暗示 G l企 FN I 在细

胞伸长和形态建成 ( n l o rP h o g

~
s )中具有作用

.

变化是由于棉花 p or ifl in 的导入和诱导表达的结果
.

本文研究结果为了解 P r q l笼l in 基 因以及微丝骨

架在植物细胞延伸中的功能奠定了基础
.

值得提出

的是
,

由于 hG P尸N l 主要在纤维细胞延伸 阶段表

达
,

其启动子可望作为基因表达调控元件
,

用于棉

纤维品质改 良的基 因工程
.

参 考 文 献

2
.

4 讨论

rP iof iln 作为一种重要的微丝结合蛋 白
,

已被证

明在花 粉 管 和根 毛 细 胞 的极性延 伸中起重 要 作

用 [ 3 ]
.

Q u a d e r [” ]和 s e a g u ll [` 6 ]等在对棉纤维细胞发

育过程中细胞骨架的排列
、

分布和动态变化的研究

中发现
:

在棉纤维细胞延伸过程中
,

周质微管骨架

的排列方式与细胞壁纤维素微纤丝的排列方式极为

相似
,

前者的改变总是导致后者发生同样的变化
,

同时微管骨架的排列方式与微丝骨架的结构密切相

关
,

利用微丝抑制剂破坏其结构可以导致微管骨架

的结构发生异常变化
.

因而
,

现一般认为
,

微管骨

架对纤维细胞伸长过程 中细胞壁纤维素微纤丝的结

构和排列起模板作 用
,

从而决定 着纤维 延伸的方

向
,

而这种作用又受到微丝骨架的调节
.

我们的实验结果表明 hG P F N I 在棉花纤维细胞

中优先表达
,

在棉纤维发育过程中
,

在纤维快速伸

长期的表达量达到最高
.

由于 p r of il in 是重要的微

丝结合蛋白和调控因子
,

推测 hG P F N I 可能通过调

控微丝骨架的动态结构而影响微管骨架的排列
,

从

而在纤维细胞的极性延伸中发挥作用
.

裂殖酵母 ( 5
.

p o m b。 )是单细胞真核生物
,

已知

许多功能保守的高等植物基因在裂殖酵母和植物细

胞中具有相似功能
.

鉴于 已有研究证明 p r of il in 蛋

白具有功能保守性
,

我们利用这一简单模式生物对

hG P 双N l 的细胞内功能进行了初步探讨
,

发现 hG
-

尸F N I 基因在酵母细胞中的过量表达导致酵母细胞

长度和形状发生 明显变化
.

这一结果支持我们以上

有关 hG p F N I 在纤维细胞中功能的推测
.

ix a
等 「̀ 7 ]

证明在诱导后的裂殖酵母中
,

所导入的植物基因的

表达量至少升高 10 倍
,

酵母的形态变化是植物蛋

白诱导表达的结果
.

本文研究虽然没有进行 p r of il in

蛋白量的检测
,

但通过质粒二次转化 (从发生形态

变化的酵母细胞中提取出转化质粒
,

用其再次转化

原始酵母
,

以证明形态变化确实是由于 hG P尸N l 的

导入所造成 )和诱导实验
,

证明 了酵母细胞形态 的
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