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摘要: 利用实时定量RT-PCR技术, 比较了不同时期小黑杨应拉木中与木材形成相关的基因及其转录因子的表达模式。研

究结果表明, 与纤维素合成相关的基因如纤维素合成酶基因(CesA)、蔗糖合成酶基因(SUSY)、ACC氧化酶基因(ACO)等基

因胁迫后在弯曲茎的上侧中表达量高于其在弯曲茎的下侧中的表达; 尤其是FLA基因家族在弯曲茎的上侧中大量表达, 而
在弯曲茎的下侧中几乎不表达。与之相反, 与木质素合成相关的基因如咖啡酰辅酶A-O-甲基转移酶(CCoAOMT)、苯丙氨

酸裂解酶(PAL)、漆酶(laccase)、过氧化物酶(POD)等基因在弯曲茎的上侧中表达量低而在弯曲茎的下侧中表达量高, 转录

因子MYB基因在弯曲茎的上侧中表达量高于其在弯曲茎的下侧中的。
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Abstract: RT-PCR analyses were conducted to investigate the expression of genes involved in tension wood 
developmental stage of Populu ssimonii ×P. nigra after gravity stress. The results showed these gene expression 
patterns are significantly different. The expression of genes which involved in cellulose biosynthesis such as 
CesA, SUSY, ACO, and FLA were found and over-represented in tension wood. However, some genes involved 
in lignin biosynthesis, for example, CCoAOMT, PAL, Laccase and POD overexpressed in opposite wood. The 
expression of transcription factor MYB in tension wood was more than that in opposite wood.
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应力木(reaction wood)是茎或枝条在抵抗迫

使它们倾斜或弯曲的重力作用下形成的非正常木

材组织。针叶树中, 应力木形成于倾斜、弯曲树干

或树枝的下方, 称之为应压(compression wood)。
阔叶树中, 应力木产生于上方, 称之为应拉木或伸

张木(tension wood) (成俊卿1983)。应拉木的次生

壁最内层具特有的胶质层(也称G层), 富含胶质纤

维, 纤维素含量较高, 比正常木材木质化程度低

(牛敏等2010; 刘亚梅和刘胜全2010), 所以培育应

拉木可以更有效地改良资源植物的造纸性能并且

减少环境污染。

关于应力木形成的原因可从重力方向的角度

来解释, 也可从树干重量产生的物理力的角度来

考虑, 而后者能说明许多盘卷实验的结果, 另外还

有主张由于植物激素分布不匀为应力木形成的原

因(Du和Yamamoto 2007)。Hellgren等(2004)指出在

应力木形成过程中存在着重力刺激和激素信号转导

的交互作用。目前, 从基因组学方面对木材形成机

理的研究早已展开, Sterky等(1998)首次从杨树木材

形成层组织中获得了5 692条非冗余EST序列; Déjar-
din等(2004)分析了杨树中与应拉木形成基因相关的

10 000多条EST序列, 并对这些基因在弯曲茎上侧及

下侧木质部中的表达进行了研究。但是对应力木形

成机理的研究仍不完善, 需要进一步深入探讨。

小黑杨(Populus simonii×P. nigra)是小叶杨(P. 
simonii)与欧洲黑杨(P. nigra)的杂交种, 是林业生

产上推广应用的优良品种之一, 具有适应性强、
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抗寒、抗旱、耐瘠薄、耐盐碱等优良特性, 其材

质和纤维长宽比适合造纸。近几年对小黑杨的研

究主要集中在抗病性(王志英等2010)、抗虫性(姜
静等2004; 孟繁君2007)和耐盐性(刘桂丰等2006; 
白爽2007; 王雷等2009)等方面。本研究以小黑杨

应拉木为材料, 选取了弯曲处理1周、2周、3周、

4周及8周的小黑杨应拉木上侧与下侧的未成熟木

质部组织, 选择了11条与小黑杨木材形成相关的基

因及转录因子, 利用实时荧光定量RT-PCR技术, 研
究了小黑杨应拉木木材形成过程中相关基因表达

情况, 为利用分子生物学手段培育优良材质的小

黑杨树种提供研究依据。

材料与方法

2008年6月15日在东北林业大学哈尔滨实验

林场内选取二年生小黑杨(Populu ssimonii×P. ni-
gra)为实验材料, 进行弯曲处理, 与水平倾斜成45
度角。在弯曲处理后, 分别取处理1周(6月22日)、

2周(6月29日)、3周(7月6日)、4周(7月13日)和8周
(8月10日)的小黑杨弯曲茎部上侧(远离地面一侧

记为TW)及下侧(近地面一侧记为OW)的未成熟木

质部薄层组织, 取材时间为早上7点, 每次取2株弯

曲小黑杨。与此同时, 同时每周选取直立生长的

小黑杨茎部做为对照, 立即至于液氮中, -80 ℃保

存备用。

用SDS法(赵桂媛等2010)提取对照(直立生长)
和经不同时期弯曲处理的小黑杨茎未成熟木质部

总RNA, 用RNase-Free DNase (Promega)消化后, 通
过核酸测定仪(Eppendorf)和0.8%琼脂糖凝胶电泳

对总RNA进行浓度和纯度测定。取各样品总RNA
按照PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa, Japan)分
别进行反转录, 产物稀释10倍用于后续实验。

根据小黑杨文库EST序列设计定量PCR引物, 
引物序列见表1。α-actin基因(GH635102)作为内参

基因, 对试验结果进行标化处理。实时定量反应

试剂盒为SYBR Premix Ex TaqTM (TaKaRa, Japan)反

表1  实时荧光定量PCR引物序列

Table 1  Nucleotide sequences of primers in RT-PCR

                        基因名称                                                         GenBank注册号                                                         引物序列

纤维素合成酶(CesA 3-2) GH627687 上游: 5' GGCTTGCCATGAGTGTAA 3'
  下游: 5' ATCCTGAGAATCGTTGAG 3'
阿拉伯半乳聚糖蛋白 GH626908 上游: 5' GAGTCCTGTTGCTCCAGT 3'
(fasciclin-like arabinogalactan proteins, FLA)  下游: 5' GCTTTCAATCCAACTCAG 3'
蔗糖合成酶(SUSY) GH627089 上游: 5' CTGACCAGGATTGAAGGC 3'
  下游: 5' GACGTACTCCCAGACACC 3'
ACC氧化酶(ACO) GH628001 上游: 5' CAAGACAATGGCTCAGA 3'
  下游: 5' TCTCACCGCTATTCTTC 3'
咖啡酰辅酶A -O-甲基转移酶(CCOAOMT) GH626452 上游: 5' AGAGGTTGATTGAGCTTG 3'
  下游: 5' ATCACCAACAGGAAGCAT 3'
阿魏酸-5-羟化酶(F5H) GH628164 上游: 5' CGGGTCTGGTCGGAGGTC 3'
  下游: 5' ACACGCTTGCTCGGAACG 3'
苯丙氨酸裂解酶(PAL) GH627671 上游: 5' AACCCAACTATTCCAAAC 3'
  下游: 5' CTTCAAGCATTCCAGCAT 3'
4-香豆酸: 辅酶A连接酶(4CL) GH628561 上游: 5' ATGGCGCAAACGGAGATG 3'
  下游: 5' TGGCAGCGGTGGTAATGG 3'
漆酶(laccase, Lac) GH626834 上游: 5' ATCGCCATTGTTCTTTC 3'
  下游: 5' TGTCTCCGTTCTTCACTTC 3'
过氧化物酶(peroxidase, POD) GH626185 上游: 5' ACAAGAAGACAAGGGGCA 3'
  下游: 5' TCCACCACAGACTCCAAG 3'
转录因子(MYB19) GH629191 上游: 5' AATGTTGCTGGCGTGCTG 3'
  下游: 5' ATCTTGCTGCGATTTTGG 3'
α-肌动蛋白(α-actin) GH635102 上游: 5' ATCGCCATTGTTCTTTC 3'
  下游: 5' TGTCTCCGTTCTTCACTTC 3'
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应体系25 µL, 包括SYBR Premix Ex TaqTM12.5 
µL、上下游引物各0.5 µL、cDNA模板2.0 µL、无

菌水9.5 µL。反应在OPTION II荧光定量PCR仪上

完成, 反应条件为: 94 ℃预变性, 30 s; 94 ℃变性, 
12 s; 58 ℃退火, 30 s; 72 ℃延伸, 45 s; 78.5 ℃, 1 s, 
读板; 45次循环。目的基因在不同胁迫处理下的

相对表达量采用比较阈值法来测定, 通过计算2-DDCt

值的来确定该基因在不同胁迫处理时间下的相对

表达量(Livak和Schmittgen 2001)。

结果与讨论

1  RNA质量检测

采用改进的SDS法提取了小黑杨未成熟木质

部总RNA, 经过紫外分光光度检测 ,  A260/A280在

1.8~2.1。琼脂糖凝胶电泳检测结果(图1)显示, 总
RNA 28S rRNA和18S rRNA的条带清晰, 无降解, 
且28S rRNA亮度明显高于18S rRNA, 质量满足

cDNA的合成的要求。

2  应拉木中部分木材相关基因表达的变化

如图2所示, 部分基因在应拉木中表达模式类

似: 与纤维素合成、细胞壁结构相关的基因如纤

维素合成酶基因(CesA)、阿拉伯半乳聚糖蛋白基

因(FLA)、蔗糖合成酶基因(SUSY)和ACC氧化酶基

因(ACO)都在TW中呈上调表达, 在OW中下调表

达, 在TW中表达量远远高于其在OW中的表达(图
2-A、B、C、D)。其中CesA基因家族是纤维素聚

合作用的关键基因。蔗糖合成酶涉及最初的碳代

谢, SUSY基因的高表达直接为纤维素的生物合成

提供底物UDP-葡萄糖来提高纤维素的合成效率。

值得一提的是, FLA基因家族蛋白在TW中大量表

达, 在不处理的小黑杨和OW中几乎不表达, 这与

Lafarguette等(2004)研究证实的大量PopFLAs基因

在应力木中上调表达, 尤其在凝胶层(G层)中表达

量极高的结果相似, 可见FLA基因在TW中的特异

表达与应拉木中特有的凝胶层(G层)的形成有关。

同时ACO基因在TW中的过量表达也表明其在应

拉木中起着促进弯曲茎部形成层生长与应拉木形

成的作用。

应拉木与正常木相比, 木质素含量下降大约

20%, 其形成过程中涉及木质化作用的基因以及与

木质素单体合成特异途径分支的下游基因如咖啡

酰辅酶A等基因的转录也显著降低(Paux等2005)。
本研究结果(图2-E、H、G、I、J)表明与木质素合

成相关的基因如咖啡酰辅酶A-O-甲基转移酶基因

(CCoAOMT)、4-香豆酸: 辅酶A连接酶(4CL)、苯

丙氨酸裂解酶基因(PAL)、漆酶(LAC)和过氧化物

酶(POD)等基因在OW中的表达量均远高于其在

TW中的, 且都是在处理第2周表达量最高; 而在

TW中, 这些基因均呈现不同程度的下调表达。阿

魏酸-5-羟化酶(F5H)基因在TW和OW中总体的表

达水平并没有显著的变化, 仅在弯曲2周后在OW中

的表达量急剧上升(图2-F)。
MYB转录因子是一类非常重要的植物转录因

子, 调节细胞分化和细胞周期, 参与植物次级代谢

过程以及对激素、环境胁迫的应答等。在木质素

合成途径中, MYB转录因子通过结合基因启动子

的AC元件来调节木质素的生物合成, 并能下调相

关基因的表达来抑制苯基丙酸类合成途径, 最终

导致整个植物体的木化组织中木质素含量减少

(Karpinska等2004; Sonbol等2009)。本实验研究的

小黑杨MYB19基因在应拉木TW中呈持续上调表

达而在OW中一直是下调表达(图2-K)。在TW中, 
合成木质素相关的基因4CL、CCoAOMT、PAL、
POD的表达量相对于对照均有不同程度的下降, 
而在OW中, 这些基因表达量均有增加, 由此可推

测MYB转录因子在小黑杨应拉木TW的形成中的

过量表达能够下调某些木质素合成相关基因的表

达, 从而抑制了木质素的生物合成途径; 而在OW

图1  小黑杨未成熟木质部总RNA的琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1  Agarose gel electrophoretogram of total RNA from im-
mature xylem of Populu ssimonii ×P. nigra
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图2  应拉木中基因表达模式比较

Fig.2  Comparison of gene expression patterns in reaction wood
A: 纤维素合成酶基因(CesA3-2); B: 阿拉伯半乳聚糖蛋白基因; C: 蔗糖合成酶基因; D: ACC氧化酶基因; E: 咖啡酰辅酶A-O-甲基转移

酶基因; F: 阿魏酸-5-羟化酶基因; G: 苯丙氨酸裂解酶基因; H: 4-香豆酸: 辅酶A连接酶基因; I: 漆酶基因; J: 过氧化物酶基因; K: MYB19转
录因子。



魏志刚等: 实时荧光定量分析小黑杨应拉木相关基因及转录因子的表达 355

中, MYB转录因子较低的表达量减弱了对木质素

合成相关基因表达的影响, 使得这些基因的表达

量相对于直立生长的对照组均有不同程度的提

高。
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