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摘要: 植物的同源异型盒基因(knotted1-like homeobox, KNOX)与叶片形态建成具有密切的相关性。本研究以剑麻(Agave 
sisalana)茎顶端分生组织为材料分离得到编码357个氨基酸的AsKNOX I全长基因, 预测该蛋白的分子量约为40 kDa, 等电

点为pI 6.4, 且包含KNOX I同源蛋白家族典型的HD、MEINOX、ELK和GSE保守结构域。后通过构建原核和真核表达载

体, 分别在大肠杆菌和烟草叶片中瞬时表达, 用His标签进行蛋白纯化, Western blot用于表达产物检测。结果表明, AsKNOX I
基因已在原核和真核中成功表达, 为进一步分析该蛋白的结构及功能特征提供了技术支持。
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Abstract: Plant knotted1-like homeobox genes (KNOX) are closely reated with leaf formation. A full-length 
gene of AsKNOX I, encoding 357 amino acids, was amplified from the shoot apical meristem (SAM) of sisal 
(Agave sisalana). The predicted molecular weight of AsKNOX I is about 40 kDa. Isoelectric point (pI) is 6.4. 
The protein includes some conservative domain structures of KNOX I family such as HD, MEINOX, ELK, and 
GSE. Therefore, the prokaryotic and eukaryotic expression vectors were consctructed, and expressed in Esche-
richia coli and tobacco leaf, respectively. The AsKNOX 1 protein was purified with His tags. Western blot was 
used to detect the expression product. The results indicated that AsKNOX 1 had been successful expressed in 
prokaryotic and eukaryotic expression system, which will provide a technical support for further analyzing the 
protein structure and function.
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剑麻作为重要的热带经济作物, 其纤维具有

较强的抗撕裂、耐磨和防腐等特性, 已被广泛运

用于航海、交通运输、石油和冶金等领域(张燕梅

等2009)。而其次生代谢物和后加工产品可作为食

品添加剂和糖与脂肪的替代品(Gomez等2009; 
Leach和Sobolik 2010)。近几年, 尽管在剑麻抗病

育种、再生体系建立和遗传多样性等方面取得了

一定进展(张燕梅等2009; Nikam等2003; Rodri-
guez-Garay等2009), 然而, 对于剑麻的基因组和后

基因组学研究较少, 尤其是对高纤维叶片的发育

和形成机制知之甚少。

大量研究表明, 植物的同源异型盒基因(knot-
ted1-like homeobox, KNOX)与叶片形态的建成具

有密切的相关性(Liu等2008; Mello等2010)。
KNOX家族是一类在动植物和酵母中高度保守的

转录因子家族, 含有一个或多个氨基酸高度保守

的同源异型盒(Gehring等1994)。KNOX是首次从

DS2转座子诱导的玉米(Zea mays)突变体(KNOT-
TED1, kn1)中被鉴定, kn1的突变导致玉米叶边序

结构特征发生较大改变(Vollbrecht等1991)。后期, 
水稻(Oryza sativa)、大麦(Hordeum vulgare)、拟南

芥(Arabidopsis thaliana)、大豆(Glycine max)、西

红柿(Solanum lycopersicum)和烟草(Nicotiana ta-
bacum)等植物的KNOX同源基因也被相继报道(刘
青2013)。

植物的KNOX同源基因根据其表达模式特征

分为两个亚家族(Sentoku等1999), 亚细胞定位显示
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KNOX蛋白可位于细胞的不同位置(Jackson 2002), 
这表明KNOX蛋白在植株发育的不同时期可能在

细胞间处于动态变化过程, 发挥着不同的功能特

征。例如, 缺失或突变KNOX的植株会失去顶端优

势, 形成较多的侧枝(Hu等2005)。将大豆的Gm-
KNT1转入拟南芥后, 会导致叶片皱缩、叶裂、茎

的节间缩短等现象(Liu等2008)。而龙舌兰的KNOX
基因会使得拟南芥叶面皱缩、叶缘缺刻和果荚形

态特征发生显著的变化(Abraham-Juárez等2010)。
而在复叶植物番茄curl和mouse-ear显性突变体中, 
TKn2 (tomato Kn2)的过量或异位表达, 均会导致多

重复叶(Parnis等1997)。类似地, LeT6/TKn2和玉米

ZmKN1在各自的转基因番茄中过表达时, 也会促

进叶片产生更多分支(Janssen等1998)。由此说明, 
KNOX在茎顶端分生组织(shoot apical meristem, 
SAM)的形成和维持中发挥着重要作用。然而 , 
KNOX家族转录因子的功能结构域如何与互作蛋

白协同作用调节基因转录仍需进一步研究。

本研究以从剑麻SAM中分离的AsKNOX I全
长基因为研究对象, 通过表达载体构建和体外原

核、真核蛋白表达分析, 为探讨AsKNOX I蛋白结

构功能特征及DNA功能互作区域分析提供理论

基础。

材料与方法

1  试验材料与试剂

剑麻(Agave sisalana Perr.)材料种植于中国热

带农业科学院南亚热带作物究所剑麻种质资源

圃。SAM采集后立刻放于液氮中处理, 并置于–80 
℃保存备用。烟草(Nicotiana tabacum L.)种子、根

癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) EHAl05及改

造后的表达载体pCAMBIA1305和pET-28a (已引入

35S启动子)均由本实验室保存。

pGEM-T Easy Vector购自Promega公司; 一链

合成试剂盒、各种限制性内切酶、T4 DNA连接

酶、Taq DNA聚合酶购自TaKaRa公司; RNA提取

试剂盒购自天泽生物公司; 胶回收和质粒提取试

剂盒购自美国OMEGA生物技术有限公司。

2  剑麻总RNA分离与cDNA合成

用RNAiso Plus (TaKaRa)提取剑麻SAM中总

RNA, 1.5%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计用于

检测RNA的质量。一链cDNA合成参照PrimeScript 
Reverse Transcriptase (TaKaRa)使用说明书进行。

3  AsKNOX I引物设计及PCR扩增

依据本课题前期从剑麻不同发育时期全长

cDNA文库中分离的AsKNOX I (GenBank登录号为

GU980050)序列设计特异引物(表1), 以高保真

PrimeSTAR HS DNA聚合酶(TaKaRa)进行目的基

因PCR扩增。反应体系为: cDNA模板2 μL, 2.5 
mmol·L-1 dNTP 4 μL, 2×GC buffer 25 μL, 10 
mmol·L-1上、下游引物各2 μL, 2.5 U·μL-1 PrimeS-
TAR HS DNA聚合酶0.5 μL, ddH2O补足至50 μL。
扩增程序为: 85 ℃预变性3 min; 94 ℃变性30 s, 58 
℃退火30 s, 72 ℃延伸2 min, 35个循环; 最后72 ℃
总延伸10  min。将上述PCR产物回收并连入

pMD18-T (TaKaRa)载体中, 通过蓝白斑和酶切鉴

定筛选阳性克隆, 后进行测序鉴定目的片段的正

确性。

4  表达载体构建

以pMD18-AsKNOX I为模板, 用分别含有Hin-
dIII和XhoI的上、下游引物特异性扩增AsKNOX I 
(表1), 后用相同的内切酶对PCR产物进行双酶切

并连入pET-28a表达载体。类似地, 用XbaI和Hin-
dIII两个引物分别加入AsKNOX I基因的上下游, 扩
增产物经酶切后连入pCAMBIA1305中。上述阳

性克隆经双酶切加以验证。

5  重组质粒表达及蛋白纯化

将pET28a-AsKNOX I和空载体分别转入大肠

表1  PCR扩增引物

Table 1  Primer sequences for PCR amplification

       基因                            正向引物(5′→3′)                        反向引物(5′→3′)

AsKNOX Ia ATGGAGGAATTCCCTCACTTGAG AGGTGACGGGCCAAAGCGAT
AsKNOX Ib CAAGCTTGATGGAGGAATTCCCTCACTTGAG CCTCGAGGAGGTGACGGGCCAAAGCGAT
AsKNOX Ic CTCTAGAGATGGAGGAATTCCCTCACTTGAG CAAGCTTGAGGTGACGGGCCAAAGCGAT

　　a: AsKNOX I基因克隆; b: 原核表达载体构建; c: 真核表达载体构建。下划线代表酶切位点及保护碱基。
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杆菌(BL21)中。选择单克隆在5 mL的LB液体培养

基(卡那霉素50 μg·mL-1), 37 ℃, 200 r·min-1培养过

夜; 后取2 mL菌液在400 mL LB液体培养液(卡那

霉素50 μg·mL-1)中放大培养至OD值约为0.5, 加入

IPTG至终浓度为0.5 mmol·L-1, 18 ℃诱导24 h。
将植物表达载体pCAMBIA1305-AsKNOX I通

过电激法导入根癌农杆菌EHAl05中, 后在含有卡

那霉素(100 μg·mL-1)和利福平(50 μg·mL-1)的固体

LB培养基上培养16 h, PCR验证阳性克隆。挑取阳

性克隆并进行放大培养, 用OD值为0.6的农杆菌菌

液(100 μmol·L-1乙酰丁香酮)注射烟草叶片后, 在28 
℃共培养36 h, 后提取侵染叶片的总蛋白。上述蛋

白通过镍柱亲和层析的方法纯化重组蛋白, 具体

步骤依据Qiagen公司的蛋白纯化手册进行。

6  Western blot检测重组蛋白

Western blot依据Welinder和Ekblad (2011)所
描述的方法操作。100 mg瞬时表达的烟草叶片在

液氮中研磨成细粉 ,  转入3 0 0  μ L上样缓冲液

[2×SDS loading buffer, 50 mmol·L-1 Tris-HCl, pH 
6.8, 2% (W/V) SDS, 10% (V/V)甘油, 2% (V/V) β-巯
基乙醇, 0.02% (W/V)溴酚蓝]。离心取上清液并过

His柱子进行纯化。每个泳道上样20 μL纯化蛋白, 
通过SDS-PAGE分离后, 进行转膜、杂交。

实验结果

1  AsKNOX I基因克隆及序列分析

以剑麻SAM组织中提取的总RNA为模板, 并
进行cDNA一链的合成和PCR扩增。电泳结果如

图1-A所示, 在1.0 kb处特异地扩增出一目的条带, 
与已知序列大小相符。为进一步验证所得序列的

正确性, 将上述PCR产物回收并连入pMD18-T载体

中进行测序。完整的开放阅读长度为1 074 bp, 编
码357个氨基酸, 预测的蛋白分子量约为40 kDa, 等
电点pI为6.4。保守结构域预测结果表明, AsKNOX I
含有MEINOX、GSE、ELK和HD四个高度保守的

KNOX结构域(图1-B)。MEINOX可分为KNOX1和
KNOX2两个亚单位, 对与DNA的绑定活性和下游

基因的表达起到重要作用, 而ELK是KNOX基因入

核运输的信号序列, GSE结构域对于蛋白信号的降

解起到重要作用。通过对比MEINOX-HD结构域

特征, 发现AsKNOX I属于一类KNOX家族的b亚
类, 推测其表达活性与SAM和叶片形态建成具有

重要的作用。聚类分析结果表明, AsKNOX I与拟

南芥(NP850951)、豌豆(O82805)、碧桃(ABO28750)
等植物KNOX具有70%以上的同源性, 尤其是与龙

舌兰(NP179840)氨基酸的同源性高达92% (图1-C)。

图1  AsKNOX I基因PCR扩增及序列比对

Fig.1  PCR amplification of AsKNOX I gene and sequence alignment
A: AsKNOX I基因PCR扩增。M: DL2000 marker; 1: RNA水平PCR扩增结果。B: AsKNOX I与拟南芥(P46639)、豌豆(O82805)、碧桃

(ABO28750)等植物KNOX氨基酸比对及保守结构域分析。C: AsKNOX I与其他植物KNOX蛋白的聚类分析。苜蓿的KNOX (EF128060)用
于Class II外组。
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2  AsKNOX I基因表达载体构建

用含有HindIII和XhoI及XbaI和HindIII酶切位

点的两对引物对AsKNOX I基因进行扩增, PCR产

物分别连入pET-28a和pCAMBIA1305表达载体。

后用上述内切酶对重组质粒分别进行双酶切, 结
果如图2所示, 重组质粒能够得到一条与回收片段

大小相似的片段。这表明目的片段已经分别导入

不同的表达载体。

3  AsKNOX I基因原核表达及蛋白纯化

为探寻AsKNOX I蛋白功能, 本研究将pE-
T28a-AsKNOX I和空载体分别在大肠杆菌中进行

表达, 后用镍柱亲和层析对目的蛋白进行纯化。

考马斯亮蓝对体外表达的蛋白进行染色, 结果如

图3所示, 在约44 kDa (含有6个组氨酸)处有一条纯

化的蛋白条带。His抗体对AsKNOX I基因表达结

果进行Western blot验证, 泳道1的空质粒表达的蛋

白44 kDa处无任何杂交信号; 而pET28a-AsKNOX I
表达(泳道2)和纯化(泳道3)的蛋白均具有较强的杂

交信号。由此表明, AsKNOX I蛋白已在大肠杆菌

中被成功表达。

4  AsKNOX I基因真核表达及蛋白纯化

分别将含有pCAMBIA1305-AsKNOX I和
pCAMBIA1305空载体用叶片注射的方法使其在

烟草中瞬时表达, 后提取叶片的总蛋白并通过His
标签加以纯化, Western blot用于检测AsKNOX I表

图2  AsKNOX I基因表达载体构建

Fig.2  Expression vector construction of AsKNOX I gene
A: AsKNOX I原核表达载体酶切结果。1: 空质粒酶切结果; 2: 

PCR回收产物; 3、4: 重组质粒酶切结果。B: AsKNOX I真核表达

载体酶切结果。1、3: 空质粒酶切结果; 2: PCR回收产物; 4: 重组

质粒酶切结果。

达结果, Ribulose用于作为对照蛋白, 保证了不同

泳道蛋白上样量的一致性, 结果如图4所示, 泳道1
和泳道2 Ribulose均具有较强的杂交信号, 而AsK-
NOX I蛋白仅在泳道2具有杂交信号, 由此说明

AsKNOX I在烟草叶片中已被瞬时表达。

图3  AsKNOX I原核表达及Western blot检测

Fig.3  AsKNOX I prokaryotic expression and Western blot 
detection

1: pET28a空质粒表达结果; 2: pET28a-AsKNOX I表达结果; 3: 
蛋白纯化结果。

图4  Western blot检测AsKNOX I在烟草中表达结果

Fig.4  Expression detection of AsKNOX I in tobacco by  
Western blot

1: pCAMBIA1305空载体表达结果; 2: pCAMBIA1305-AsK-
NOX I表达结果。

讨　　论

植物的生长发育依赖于茎顶端分生组织自我

更新的能力, 而KNOX I对分生组织的形成和功能

维持起到重要作用(Liu等2008; Mello等2010; Geh-
ring等1994)。本课题组前期从剑麻SAM中分离得

到KNOX I的同源基因AsKNOX I, 时空表达分析表

明该基因主要在SAM组织和花絮小花中具有较高
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的表达水平, 而在成龄剑麻的叶片中表达量较低

(Zhou等2012)。拟南芥KNOX I缺失突变体的胚芽

形成受阻或结构紊乱, 部分植株出现子叶柄融合, 
无法进一步发育(Scofield和Murray 2006)。而另外

一些KNOX I同源蛋白KNAT1/BP、KNAT2或
KNAT6在SAM中功能丧失并不会影响茎顶端分生

组织的发育, 表明某些KNOX I存在冗余的功能

(Hay等2004)。尽管AsKNOX I蛋白在剑麻叶片的

发育过程中具有重要的作用(Zhou等2012), 然而, 
该蛋白不同结构域如何调节下游基因表达, 诱导

叶片的形成过程仍需要进一步研究。

当前, 以GUS为报告标签, 用农杆菌介导外源

基因在烟草叶片中瞬时表达研究植株启动子功能

及顺式元件和转录因子之间调节机制, 不仅可以

缩短实验周期, 而且可以节约大量的人力和物力

(韦淑亚等2014; 龚举成等2004)。然而, 由于瞬时

表达产物的稳定性及表达后的检测时间和手段制

约了结果的准确性(欧阳乐军等2013)。其次, 在进

行功能基因研究时, 启动子的选择也极其重要, 诱
导型启动子增加了诱导过程的复杂性和存在异源

基因表达水平较低等现象。本研究利用组成型启

动子和Western bolt检测手段有效地解决上述两个

难题 ,  成功地利用农杆菌介导烟草瞬时表达

pCAMBIA1305:35S-AsKNOX I。
结构预测结果表明, AsKNOX I包含KNOX I

同源蛋白家族典型的HD、MEINOX、ELK、GSE
保守结构域(图1)。而MEINOX结构域包括KNOX1
和KNOX2亚结构域, 可能对AsKNOX I异常表达起

到调节作用, 而KNOX2亚结构域可能参与二聚体

的形成(李春苑等2009)。GSE结构域中富含脯氨

酸、谷氨酸、丝氨酸以及苏氨酸残基, 可能调节

蛋白质的稳定性, 通过泛素降解途径使其编码的

蛋白质降解(Ori等1999)。然而, 这些不同的结构

域是如何调节植物下游信号通路需要对其进行蛋

白功能分析, 本研究通过体外和体内的蛋白表达

体系的建立, 为进一步研究AsKNOX I蛋白功能提

供了理论基础。
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