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摘 要： 为 探 讨 COBRA 相 像 蛋 白(COBL)在 竹 子 细 胞 发 育 过 程 中 的 作 用，采 用 RT-PCR 和 RACE 技 术，从 绿 竹(Bambusa 

oldhamii)叶片中克隆到 1 个 COBL 同源基因 BoCOBL (GenBank登录号：EU247930)，cDNA 全长为 1743 bp。序列分析表明，

BoCOBL 编码含 451 个氨基酸的 COBL 蛋白，其 N 端具有 1 个明显的跨膜螺旋结构，C 端具有 1 个糖基磷脂酰肌醇锚定蛋

白信号序列，属于糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白家族，为典型的膜蛋白。通过构建 BoCOBL::GFP 融合表达载体，并转化到烟草

(Nicotiana tabacum)悬浮细胞中，表达分析表明 BoCOBL::GFP 融合蛋白定位于细胞膜上，而对照 GFP 的分布无特异性，证明

BoCOBL 基因编码的蛋白为膜蛋白。组织特异性表达分析表明，BoCOBL 基因的表达模式为组成型，在根、茎、叶片和叶鞘中

均有表达，但在茎中的表达丰度略低。这为深入研究 BoCOBL 基因在竹子中的功能奠定了基础。
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Abstract: In order to understand the function of COBL similar protein in bamboo, BoCOBL, a COBL homologous 
gene, was clonned from Bambusa oldhamii by RT-PCR and RACE methods. The full-length cDNA of BoCOBL 
was 1743 bp (GenBank accession No.: EU247930). Sequence analysis showed that BoCOBL encoded 451 
amino acids with a transmembrane helical structure at the N-terminal and a glycosylphosphatidylinositol-
anchored protein signal sequence at the C-terminal, which indicated that it was a membrane protein, belonging to 
glycosylphosphatidyl inositol-anchored protein family. The expression vector of BoCOBL::GFP was constructed and 
transformed into suspension cells of tobacco. The BoCOBL::GFP proteins were mainly located on the cytoplasmic 
membrane, while the control of GFP proteins was non-specific in the transformed cells. So, it was confirmed that 
the protein encoded by BoCOBL was a membrane protein. The analysis of tissue specific expression indicated that 
the expression of BoCOBL was constitutive, with similar level in root, leaf and sheath, while slightly low in stem. 
These results would be helpful for further study on the function of BoCOBL in bamboo.
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植物通过细胞定向分化与伸展，最后形成由细

胞壁所包被的完美形态，这对细胞功能是至关重要

的，其形态的变化对于生物与非生物信号的应答也

起着重要作用[1]。因此，研究细胞壁的生物合成及

细胞伸展对揭示植物的生长发育规律具有重要价

值。长期以来，竹类植物速生的特性一直受到研究

者的关注。研究表明竹子速生过程中形态的变化

与细胞的分裂、伸展密切相关[2]，同时与内源激素的

平衡调节[3]、功能蛋白的表达量有关[4]。另外，从分

子水平也有一些探讨性的研究报道，涉及了木质素

生物合成[5]、细胞色素 P450[6]以及蔗糖的代谢[7]与

运输[8]等，证明基因表达对竹子细胞壁的生物合作

具有一定的调控作用，对解释竹子的快速发育机制

起到了一定的支持作用。

研究表明，植物通过细胞壁-质膜-细胞骨架的

连续体参与细胞发育的调节，其中由 COBL 基因编

码的糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白(GPIAP)作为质膜上

的一种膜蛋白，通过糖基磷脂酰肌醇插入于内质网

膜和质膜对细胞壁的生物合成及其对各种环境刺

激的反应发挥着重要的调控作用[9]。对 COBL 基

因家族成员的研究已有较多报道，包含了其表达

模式、对细胞伸展及细胞壁的发育调控等，如拟南

芥(Arabidopsis thaliana)的 COBRA 通过参与纤维

素微纤丝的方向来控制细胞的发育方向[10]；水稻

(Oryza sativa)的 SEMI-ROLLED LEAF1 基 因 通 过

调节泡状细胞的形成来控制叶片卷曲[11]；玉米(Zea 
mays)的 BK2 基因在发育初期(5 叶期之前)呈高表

达，成熟期降低，植株表现为脆性，易折断[12]。然

而，关于竹类植物 COBL 基因的相关研究尚未见报

道。本研究以绿竹(Bambusa oldhamii)为材料，分离

COBL 基因家族的同源基因，在对其编码蛋白结构

分析的基础上，进行了基因的亚细胞定位研究和组

织特异性表达分析，为从分子生物学角度来揭示竹

子速生机制提供科学参考。

1 材料和方法

1.1 材料

绿 竹(Bambusa oldhamii)扦 插 苗 取 自 浙 江 温

州，在本研究组的培养室进行培养，培养温度为

25℃，光/暗交替培养时间为 16 h/8 h，光照强度为         
200 μmol m–2s–1。

1.2 基因克隆

采用 Trizol 法[13](Invitrogen 公司生产)提取绿

竹顶端第 3 片叶的叶片、叶鞘以及其包裹的幼茎、

须根的 RNA，按照反转录试剂盒(Promega 公司生

产)的 说 明 书 合 成 cDNA。 根 据 SMARTTM RACE
试剂盒(Clontech 公司生产)的说明书合成 3′ cDNA
和 5′ cDNA。

玉米 Bk2 基因通过调控木质素与纤维素间的

相互作用来维持器官的韧性。为研究其同源基因

在竹子中的作用，根据 Bk2 (DQ139874) 的保守区序

列设计引物，由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成，正向引物 F1: 5′-GACGATGAGCAACTAC-
CAGATG-3′ 和反向引物 R1: 5′-GTCGTTGTAGAA-
CTTGAGCCCG-3′。PCR 反应体系共 20 μL：包含

cDNA (0.04 μg L–1) 1 μL，F1 (10 μmol L–1) 1 μL，

R1 (10 μmol L–1) 1 μL，dNTP (各 2.5 mmol L–1)
3.2 μL，2 × Buffer 10 μL，Taq DNA 聚合酶 (5 U μL–1)
0.2 μL，Mili-Q 水 3.6 μL。反应条件：94℃ 1 min，

55℃ ~ 65℃ 1 min，72℃ 1 min10 s，共 35 个循环。

PCR 产物经电泳分析后，用上海申能博彩生物科技

有限公司的 DNA 试剂盒回收后，连接到 Promega
的 pGEM-T Easy 载体上，转化大肠杆菌(Esherichia 
coli)菌株 DH5 感受态细胞。经蓝白斑筛选，阳性克

隆送北京三博远志科技有限公司进行测序。

根据获得的保守区序列，分别设计 RACE 引

物。5′ RACE 的引物有 5-1 (5′-ACGGTCTTGTTG-
GTGGTGCCAGCGAG-3′)和 5-2 (5′-GAGGTAGA-
CGGTGGAGGGGACGATGGT-3′)。3′ RACE 的引物

有 3-1 (5′-CCGCATGAACTACACCCAGTGGACG-
CTC-3′)和 3-2 (5′-TACGGGCTCAAGTTCTACAA-
CGACCTGC-3′)。分别以 3′ cDNA 和 5′ cDNA 为模

板，用引物 5-1 和 3-1 与 UPM 配对使用进行降落

PCR 扩增，反应的条件为：94℃ 30 s，72℃ 3 min，

5 个循环；94℃ 30 s，70℃ 30 s，72℃ 3 min，5 个

循环；94℃ 30 s，68℃ 30 s，72℃ 3 min，25 个循

环。分别以降落 PCR 的产物为模板，用 5-2 和 3-2
与 NUP 配对进行巢式 PCR 扩增，反应的条件为：

94℃ 30 s，68℃ 30 s，72℃ 3 min，共 25 个循环。

回收 PCR 产物，连接到 pGEM-T Easy 载体后测序。

1.3 基因序列及其编码蛋白结构域分析

利用 DNAstar 软件对获得的序列进行初步分

析、比对与拼接，并预测基本理化性质。利用 http://
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www.ncbi.nih.gov/blast 和 http://myhits.isb-sib.ch/cgi-
bin/motif scan 在线软件对基因及其编码蛋白结构域

进行分析。利用在线网址 http://www.eh.embnet.org/
cgi.bin/TMPRED 和 http://genome.cbs.dtu.dk/services/
SignalP-2.0 进行跨膜序列预测和信号肽预测。

1.4 基因表达载体的构建

根据植物表达载体 pPZP 的多克隆位点和目的

基因序列的酶切位点特征，设计添加酶切位点的引

物，正向引物 F2：5′-AATCTAGAATGGAGCTCCG-
CCGCAACTC-3′ (5′ 端添加 Xba Ⅰ酶切位点)，反向

引物 R2: 5′-GGATCCGGATCCCTATTCTGCTCTC-
CCAATATGAG-3′ (5′ 端添加 BamH Ⅰ酶切位点)，
采用 Pyrobest polymerase (Takara 公司生产)进行扩

PCR 扩增。扩增产物连接到 pGEM-T Easy 载体上，

经测序正确后采用双酶切(Xba Ⅰ/BamH Ⅰ)直接将

BoCOBL 的编码区(不含终止密码子)连接到 pPZP
的多克隆位点，构建包含 BoCOBL 基因与 GFP 融

合的植物表达载体。

1.5 烟草悬浮细胞转化与亚细胞定位

将 BoCOBL::GFP 融合表达载体转入农杆菌，

经菌落 PCR 鉴定正确后，选取单克隆培养，按照

Chen 等[14]的方法转化烟草悬浮细胞 BY-2，同时以

转化 pPZP 载体的烟草悬浮细胞作为对照。利用激

光共聚焦扫描显微镜(德国 Leica Sp2)对转基因烟

草悬浮细胞进行观察，采集图像。

1.6 基因的组织特异性表达检测

以绿竹叶片、叶鞘、幼茎和根的 cDNA 为模板，

先用绿竹 Actin 基因作内参[15]，调整 cDNA 用量和

循环数，使内标基因的表达丰度一致。再利用 RT-
PCR 法确定 BoCOBL 基因在不同组织中的表达量。

PCR 反 应 条 件 为：94 ℃ 5 min；然 后 94 ℃ 1 min，

61℃ 1 min，72℃ 1 min，共 28 个循环；最后 72℃

延伸 10 min。

2 结果和分析

2.1 基因全长克隆

以绿竹叶片的 cDNA 为模板，通过梯度 PCR，

筛选出引物 F1 / R1 适宜的扩增退火温度为 61.3℃，

继续扩增并将获得的片段克隆到 pGEM-T Easy 载

体上进行测序，结果表明，插入片段长度为 950 bp。

进一步 Blast 分析表明，该片段为糖基磷脂酰肌醇

锚定蛋白(COBL)基因保守区的部分序列。应用

RACE 引物，通过 3′ RACE 和 5′ RACE 扩增，扩增

产物经测序分别获得了 3′ 端序列(582 bp)和 5′ 端

序列(594 bp)。将保守区序列与 RACE 产物序列进

行拼接，获得了一条全长为 1743 bp 的 cDNA。序

列分析表明，该序列包含 1 个完整的开放阅读框

(1356 bp)、5′ 非翻译区(UTR，Untranslated region)
有 73 bp、3′ UTR 有 290 bp 和 24 bp 的 polyA 尾。

将该基因命名为 BoCOBL，并送 GenBank 注册，登

录号为 EU247930。

2.2 BoCOBL理化性质与结构域预测

蛋 白 氨 基 酸 序 列 理 化 性 质 预 测 结 果 表 明，

BoCOBL 序列编码的蛋白包含 451 个氨基酸，其分

子量约为 49.3 kDa，等电点 pI 约为 8.7。利用在线

软件对 BoCOBL 编码蛋白的结构域进行分析，结果

表明 BoCOBL 蛋白包含 1 个典型的保守区域(47 ~ 
211)，编码植物络合素合酶相像蛋白；1 个 CCVS 结

构域；还包含 2 个依赖于 cAMP 和 cGMP 的蛋白激

酶磷酸化位点(4 ~ 7， 194 ~ 197)、 7 个 N-糖基化位

点(32 ~ 35、 157 ~ 160、 165 ~ 168、 229 ~ 232、 321 ~
324、 336 ~ 339 和 355 ~ 358)、 5 个蛋白激酶 C 磷

酸化位点(34 ~ 36、 156 ~ 158、 159 ~ 161、 265 ~ 267
和 275 ~ 277)、 12 个 N-肉豆蔻酰化位点 (84 ~ 89、 
99 ~ 104、 116 ~ 121、 130 ~ 135、 136 ~ 141、 151 ~ 
156、 172 ~ 177、 241 ~ 246、 249 ~ 254、 255 ~ 260、 
358 ~ 363 和 377 ~ 382)、1 个甘氨酸富集区(241 ~ 
263)。进一步 BLASTP 分析结果表明，BoCOBL
属 于 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇 锚 定 蛋 白(GPI-anchored 
proteins, GPIAP)家族成员。

2.3 跨膜序列及信号肽预测

跨膜结构分析表明，BoCOBL 的 N-端具有 1
个明显的跨膜螺旋结构(7 ~ 24 氨基酸)(图 1)，与预

测信号肽(1 ~ 24 氨基酸)中的切割位置相符(多数位

于第 23 和 24 个氨基酸之间：AVA ↓ YD)(图 2)。在

BoCOBL 氨基酸序列的 C-端具有 1 个 GPI-anchor 
信号序列，切割位点为 C-28(图 1)，C-端最后是由

16 个氨基酸组成的疏水性尾巴，即 BoCOBL 具有

N-和 C-双向信号序列，进一步证实 BoCOBL 符合

GPI 锚定蛋白的特征[16]。因此，预测 BoCOBL 位于
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细胞膜上。

2.4 基因表达载体构建与检测

为验证 BoCOBL 编码蛋白的亚细胞定位，构建

了 BoCOBL::GFP 融合表达载体。用引物 F2 和 R2 的

PCR 扩增产物测序结果表明：插入片段为 1367 bp，

包 含 了 BoCOBL 基 因 编 码 区(1353 bp)、添 加 的

Xba Ⅰ酶切位点(TCTAGA) 6 bp、BamH Ⅰ酶切位

点(GGATCC) 6 bp 以及保护碱基(AA) 2 bp，与预

期目的片段的完全符合。分别用 Xba Ⅰ/BamH Ⅰ

双酶消化含有目的片段的 pGEM-T Easy 质粒和

pPZP 表达载体质粒，回收目的片段，应用 T4 DNA

连接酶将 BoCOBL 基因编码区插入到 pPZP 载体

的 Xba Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切位点之间，连接产物转化

大肠杆菌感受态细胞 DH5，提取阳性克隆质粒，酶

切验证与预期相符，即获得了由 35S 启动子启动，

包含 BoCOBL::GFP 融合的植物表达载体(图 3)。

2.5 亚细胞定位观察

分别用 BoCOBL::GFP 融合表达载体和 pPZP
表达载体转化烟草悬浮细胞 BY-2，经培养后在显

微镜下进行观察。结果表明，在 488 nm 激发光下，

转化 BoCOBL::GFP 的烟草悬浮细胞绿色荧光信号

主要是分布在细胞膜上(图 4: A, B)，而只转化 pPZP

图 1 跨膜结构分析。红色：跨膜；蓝色：膜内；粉色：膜外。

Fig. 1 Analysis of transmembrane structure. Red: Transmembrane; Blue: Inside of membrane; Pink: Outside of membrane.

图 2 信号肽预测。绿色箭头示切割位置。

Fig. 2 Prediction of signal peptide. Green arrow show cutting position.
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表达载体的烟草悬浮细胞绿色荧光信号分布无特

异性，主要分布于细胞核和胞质溶胶中(图 4: C,D)。
由此证明，BoCOBL::GFP 融合蛋白位于烟草悬浮

细胞中的细胞膜上，间接证明 BoCOBL 基因编码的

蛋白为膜蛋白，亚细胞定位于细胞膜上。

图 4 BoCOBL::GFP 在烟草悬浮细胞中的表达。A,B: BoCOBL::GFP

定位在细胞膜上 ; C,D: GFP 定位无特异性。

Fig. 4 Expression of BoCOBL::GFP in tobacco cells. A,B: BoCOBL::GFP 

located on cellular membrane; C,D: GFP appeared non-specific.

2.6 基因的组织表达分析

为了解 BoCOBL 基因在不同组织中的表达情

况，分别以绿竹根、茎、叶片和叶鞘的 cDNA 为模

板，采用 RT-PCR 的方法进行半定量检测。扩增产

物的电泳结果表明，BoCOBL 基因在根、茎、叶片

和叶鞘等 4 个组织中都有表达，证明该基因的表达

模式为组成型，其中在根、叶片和叶鞘中的表达丰

度相似，但在茎中的表达丰度略低(图 5)。

图 5 BoCOBL 在不同组织中的表达。1： 根； 2： 茎； 3： 叶片； 4： 叶鞘。

Fig. 5 Expression of BoCOBL in different tissues. 1: Root; 2: Stem; 3: 

Leaf; 4: Sheath.

3 讨论

糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白(GPIAP)是一大类基

于细胞膜定位方式而划分的蛋白质，与多种生长及

发育机制相关。植物中的锚定蛋白主要参与细胞

壁合成、细胞扩张、维持细胞壁结构、细胞表面连接

等生理过程[17]。本研究从绿竹中克隆了 BoCOBL
基因，其编码的蛋白为一种 GPIAP，BLASTP 比

对结果表明，该蛋白与其它物种的 COBRA 相像蛋

白具有较高的一致性，其中与水稻的 COBRA-like 
protein (BC1)相似性最高，为 86.0%。对 BCl 基因

的功能研究证实，该基因在水稻茎秆、叶片、叶鞘中

起机械支撑作用，如调节厚壁细胞和维管束细胞的

细胞壁厚度和纤维素、半纤维素及木质素的含量，

其功能和作用机理的揭示有助于建立植物机械强

度的遗传调控网络[9]。因此，BoCOBL 基因对于

研究竹子细胞壁发育的分子机制，探讨纤维素的

沉积和木质素的调控将具有重要意义。还有一些

研究表明，COBRA 基因家族在植物中具有多基因

成员，在拟南芥中有 12 个，水稻中有 11 个，玉米中

有 9 个[1]。本研究从绿竹中克隆了其中的一个成员

BoCOBL，其它成员还有待于进一步克隆分析，对其

家族成员进行全面的了解。

作为膜蛋白，GPIAP 起到连接质膜和细胞壁

的作用，GPI 将蛋白锚定在膜上，而蛋白质上的

糖基化成分能够直接与细胞壁成分相互作用，将

GPIAP 中的蛋白成分释放出来，成为细胞壁的结构

成分；GPI 能够将蛋白定位在某个特殊区域内行使

特定的生物学功能；另外，GPI 的锚定增加了蛋白

质在细胞膜上的运动性，有助于细胞膜蛋白间的相

图 3 BoCOBL::GFP 融合植物表达载体

Fig. 3 Plant expression vector of BoCOBL::GFP
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互作用[18]。本研究通过构建 BoCOBL::GFP 融合表

达载体，并在烟草悬浮细胞中表达，证明 BoCOBL
编码的蛋白亚细胞定位于细胞膜上。同时 RT-PCR
检测结果表明，BoCOBL 的表达模式为组成型表

达，这与拟南芥[10]的 COB、水稻[9]的 BCl、玉米[12]的

ZmBk2 的表达模式一致，这意味着它可能在细胞的

发育过程中发挥着重要的生物学功能，对绿竹的细

胞生长发育具有重要的作用。因此，研究 BoCOBL
基因及其家族成员在细胞生长发育过程中的作用

机制，验证其功能，将有助于从分子水平来揭示竹

子的速生机制。
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