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摘要 应用生物信息学方法从杨树基因组数据库中筛选出19个杨树肉桂醇脱氢酶基因,它们聚为3类。

序列分析表明,杨树CAD 基因家族主要通过全基因组加倍和串联复制的方式进行扩张。杨树和拟南芥CAD 家

族共6对旁系同源基因,在较强的净化选择压力下进化。19个基因在杨树不同组织中均有表达,表达量较高的

是PoptrCAD17、PoptrCAD4、PoptrCAD10和PoptrCAD7,其他基因表达相对较少,相同亚类的CAD 基因表达

变化趋势接近。从毛白杨中克隆得到PoptrCAD4,体外表达的CAD4酶催化活性很强,具有明显的松柏醇底物

偏好。
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  杨树肉桂醇脱氢酶(cinnamylalcoholdehydro-
genase,CAD)是参与木质素单体合成被研究得较早

的酶之一[1],它催化3种肉桂醛(芥子醛、香豆醛和

松柏醛)还原生成3种木质素单体的前体物质芥子

醇、香豆醇和松柏醇[2]。全长CAD 基因cDNA于

1995年首次从苜蓿中被克隆出来,到目前为止,已
有187条完整的 mRNA序列在NCBI中注册。对

CADcDNAs序列分析的结果表明,它们具有高度

的同源性(其中被子植物的同源性约为80%,裸子

植物的同源性约为70%),这些CAD 基因在植物基

因组中以基因家族形式存在,其中拟南芥中9个[3],
水稻中12个,葡萄中18个,苜蓿中17个[4],棉花中

8个[5]。拟南芥CAD 基因家族中有6个可以催化

5种肉桂醛生成肉桂醇,另外3个只有在底物浓度

很高时才表现出活性,催化能力很低。拟南芥At-
CAD4和AtCAD5的同源性很高,但AtCAD5能有

效催化所有5种肉桂醛生成肉桂醇,而 AtCAD4
却不能催化芥子醛[6]。

CAD可分为3类,第3类存在于裸子植物和被

子植物中,而第1类和第2类只存在于被子植物

中[4]。拟南芥、水稻和高粱的CAD蛋白中都存在

保守的结构域ADH_N和ADH_zinc_N[7-9],这说明

CAD属于乙醇脱氢酶超家族,即具有NAD结合蛋

白和Zn结合位点。乙醇脱氢酶蛋白往往以二聚体

形式存在[10]。有研究从毛果杨×美洲黑杨分离出

CAD 基因的cDNA,进行正义和反义转化欧洲山

杨×银白杨[11-12],结果发现CAD的活性被明显抑

制,但木质素总量并未下降,而木质素单体含量发生

改变,对拟南芥的AtCAD4和AtCAD5进行双突变

后,木质素含量却大量减少[13],说明植物体内CAD
家族是协同起作用的,单一成员表达量的改变只能

改变木质素各单体的含量。
笔者对杨树基因组中CAD 基因及其家族成

员、CAD 基因在杨树不同组织和不同季节的表达活

性以及对CAD 基因克隆与高效表达体外酶活性检

测进行了研究,并推测其对木质素单体合成的影响,
以进一步了解其成员之间的亲缘关系与表达活性状

况,为进一步研究其生物学功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 CAD 基因家族成员的筛选与鉴定

拟南芥家族成员信息来自Sibout等[3]的研究。
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以拟南芥CAD 家族的核酸序列和氨基酸序列为起

始序列,比对杨树基因组数据库,设定E-value值为

10E-10;得到的序列在GenBank数据库[14]中比对,
并在Pfam数据库[15]中预测结构域。当该基因与其

他物种的CAD 基因同源性大于50%且存在CAD
蛋白中的特定蛋白结构域 ADH_N 或者 ADH_

zinc_N,则认为其对应的基因为CAD 基因。
1.2 序列分析

得到的植物CAD 基因家族成员包括基因组序

列、cDNA序列及编码序列(CDS)信息,在GSDS基

因结构显示系统[16]中将基因组序列及CDS进行比

对。应用ClustalX和Bioedit软件对植物CAD 基

因家族编码的氨基酸序列进行多序列联配。使用

MEGA软件中的邻接法(NJ)构建CAD 基因家族

的系统进化树。应用 K-estimator6.1软件计算4
对重复基因的旁系同源基因的Ka(非同义突变率)、

Ks(同义突变率)值,确定其进化过程中所受何种

选择。
1.3 基因表达芯片分析

以杨树CAD 基因家族的编码序列(CDS)为搜

索对象,在Affymetrix公司提供的杨树基因组数据

库中进行Blastn搜索,设定E-value值为10E-10,确
定与基因家族匹配度高的序列。制作基因表达芯片

的试验样品为树龄5a的毛白杨741,分别在春、夏、
秋、冬4个时间点采样,每个时间点取4个样品,即
根、芽、主干接木质部形成层以及主干接韧皮部形成

层,每个样品取3个生物学重复,芯片由博奥生物有

限公司制作完成,使用GCOS分析软件将图像信号

转化成数字信号,再通过dChip软件处理得到表达

谱数据文件[17]。
1.4 毛白杨肉桂醇脱氢酶的高效表达、纯化和酶学

特性研究

  以基因工程菌株QMCAD(由笔者所在实验室

制备,重组 CAD 来自毛白杨)为试验材料,通过

PAGE电泳确定CAD的最适IPTG诱导浓度及诱

导时间。因为融合的CAD蛋白在大肠杆菌中表达

时带有6个组氨酸标签,可与 Ni2+ 柱结合,所以采

用亲和层析法在 Ni2+ 柱中纯化蛋白。应用分光光

度法测定400nm波长下,以 NADP+ 为辅酶,松柏

醇和芥子醇为底物的氧化反应中CAD蛋白活性随

时间的变化、最适反应温度、最适反应pH值以及金

属离子对酶活性的影响。

2 结果与分析

2.1 植物 CAD 基因家族成员的鉴定

在杨树基因组数据库中共筛选出21个CAD
候选基因,其中2个经预测不包括CAD蛋白的特征

序列,所以认为杨树CAD 基因家族共有19个成员

(表1),其中PoptrCAD12和PoptrCAD19中只存

在ADH_N结构域,PoptrCAD17和PoptrCAD18
中只存在ADH_zinc_N结构域。杨树CAD 基因家

族定位于8条染色体上(图1),另外还有2个尚未

定位在特定的染色体片段上。
表1 植物CAD 基因家族信息

Table1 TheinformationofCADgenefamilyin

PopulusandArabidopsis

基因

Gene

染色体位置

Lociin
chromosomes

氨基酸长度/aa
Amino
acids

分子质量/ku
Molecular
mass

PoptrCAD1 LG_Ⅰ:26198485-26202457 362 39.3

PoptrCAD2 LG_XⅥ:1193899-1195990 354 38.3

PoptrCAD3 LG_Ⅵ:10406101-10408857 360 38.8

PoptrCAD4 LG_Ⅸ:4268850-4271140 357 39.0

PoptrCAD5 LG_XⅥ:4474459-4476617 362 39.1

PoptrCAD6 LG_Ⅰ:19511432-19513448 360 38.4

PoptrCAD7 LG_Ⅱ:1047765-1050403 360 39.4

PoptrCAD8 LG_ⅠX:6478021-6480309 360 38.8

PoptrCAD9 scaffold_2069:1574-3584 360 39.1

PoptrCAD10 LG_XⅥ:5830946-5834884 362 38.9

PoptrCAD11 LG_Ⅵ:1629482-1634627 354 38.8

PoptrCAD12 LG_Ⅺ:14002689-14005478 308 34.4

PoptrCAD13 LG_Ⅰ:30420496-30422191 358 38.8

PoptrCAD14 LG_Ⅲ:17425443-17427044 355 39.1

PoptrCAD15 LG_Ⅸ:6486821-6488595 360 39.2

PoptrCAD16 LG_Ⅸ:6507390-6509409 372 40.4

PoptrCAD17 LG_Ⅰ:26702441-26703090 139 15.7

PoptrCAD18 scaffold_11132:523-1428 160 17.5

PoptrCAD19 LG_Ⅻ:8301591-8301915 71 8.1

AtCAD1 AG_Ⅰ:27359232-27361016 355 38.7

AtCAD2 AG_Ⅱ:9280044-9281623 376 40.9

AtCAD3 AG_Ⅱ:9331089-9332646 376 40.9

AtCAD4 AG_Ⅲ:6744598-6747214 365 39.1

AtCAD5 AG_Ⅳ:16386727-16388722 357 38.7

AtCAD6 AG_Ⅳ:17849648-17852246 363 39.0

AtCAD7 AG_Ⅳ:17852441-17854500 353 38.2

AtCAD8 AG_Ⅳ:17855876-17857639 359 38.9

AtCAD9 AG_Ⅳ:18291218-18293383 360 38.9

2.2 杨树 CAD 基因家族基因结构分析

CAD基因家族中PoptrCAD17~PoptrCAD19
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 虚线代表拟南芥和杨树CAD 基因家族的同源关系。Dashline

representshomologousrelationshipofCADfamilyfromArabi-
dopsisandPopulus.

图1 杨树和拟南芥CAD 基因家族的染色体定位及同源关系

Fig.1 LociandhomologousanalysisofCADs
fromPopulusandArabidopsis

序列长度最短,它们的外显子也最少,只有2~3个,
其余成员的基因结构共有3种模式(图2)。第1类

包括5个长度保守的外显子,另外AtCAD6的第3、

4个外显子的长度之和与第1类基因第3个外显子

相同,但因为在结构中多了1个内含子,其外显子有

6个。AtCAD2、AtCAD3、AtCAD7和AtCAD8,只
有4个外显子,第3个外显子长度为第1类成员第

3、4外显子长度之和,将这5个基因也归入第1类。
第2类包括有5个长度不同于第1类的外显子。第

3类基因的编码区有6个外显子,5个内含子。

PoptrCAD12在5个外显子部位基因发生突变,产
生了1个 GT-AT 内含子剪切点导致其编码区

缩短。
2.3 拟南芥和杨树 CAD 蛋白的序列分析和聚类

分析

  除PoptrCAD17~PoptrCAD19之外,其他杨树

和拟 南 芥 CAD 蛋 白 序 列 的 相 似 性 都 达 到 了

75.0%~99.7%,推测序列相似性最高的几对基因

PoptrCAD9和 PoptrCAD15、PoptrCAD3和 Poptr-
CAD5、PoptrCAD2和PoptrCAD11、PoptrCAD6和

 空心部分代表5′-UTR及3′-UTR,实心部分代表编码区,直线代表内含子部分。Hollowpartsrepresentthe5′-UTRsand3′-UTRs,

solidpartsrepresentthecodingsequences(CDS),linearsrepresentintrons.

图2  杨树和拟南芥CAD 家族的系统进化树和基因结构

Fig.2 PhylogenetictreeandgenesstructureofCADsfamilyfromPopulusandArabidopsis

PoptrCAD8为 旁 系 同 源 基 因。PoptrCAD17~
PoptrCAD19序列长度很短,它们与其他CAD 家

族成员核苷酸序列的相似性也很低,然而,将这3个

CAD 基因序列在基因组序列中进行5′和3′端的适

度延伸,使其与CAD 基因家族其他成员长度相近,
发现它们与其他杨树CAD 基因相似性大大提高,

085
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说明这3个CAD 基因可能经历了快速的进化,同
时发生了基因突变,导致开放性阅读框变短,但其氨

基酸序列保留了基本的结构域。
2.4 杨树 CAD 家族的分子进化

对拟南芥和杨树中的CAD蛋白进行系统进化

分析(图2),拟南芥和杨树中的CAD共同聚成3
类,每类中都含有拟南芥和杨树CAD蛋白,与CAD
基因结构推测相同,说明CAD家族的分类进化是

在拟南芥和杨树分化之前完成的。除了 Poptr-
CAD12和 AtCAD1有可能是垂直同源序列外,在
不同的亚类中,拟南芥和杨树CAD大部分各自聚

在一起,说明CAD家族在进化过程中不同的亚类

相对比较保守,但在不同的物种中发生了适应性的

进化。杨树基因组在6000~6500万年前曾发生过

全基因组加倍事件[18]。将杨树CAD 基因家族进行

染色 体 定 位,可 以 发 现 PoptrCAD3 和 Poptr-
CAD5、PoptrCAD2和 PoptrCAD11、PoptrCAD6
和PoptrCAD8位于重复的染色体片段上,说明它

们很可能是在全基因组加倍过程中产生的。拟南芥

CAD 家族中2对旁系同源基因[3],它 们 都 处 于

TIGR上提供的拟南芥已有的染色体片段区域复制

的区域内。AtCAD2、AtCAD3以及AtCAD6~At-
CAD8在染色体上的位置非常接近,且序列相似性

高,应该由串联重复产生,所以杨树和拟南芥中

CAD 基因家族的扩张可能是通过大片段复制和串

联重复完成的。这6对基因的Ka/Ks值在0.141~
0.292之间(表2),显著小于1,表明它们在进化过

程中受到净化选择[19],即它们应该都是功能基因,
且功能保守,所以进化速率较慢。

表2 重复基因对的Ka/Ks 值

Table2 KaandKsofduplicatedgenepairs

重复基因对

Duplicatedgenepairs
Ka Ks Ka/Ks

PoptrCAD9和PoptrCAD15 0.00113 0.00802 0.141
PoptrCAD2和PoptrCAD11 0.08310 0.50211 0.166
PoptrCAD3和PoptrCAD5 0.035380 0.20780 0.170
PoptrCAD6和PoptrCAD8 0.098310 0.41749 0.235
AtCAD4和AtCAD5 0.017280 0.05918 0.292
AtCAD7和AtCAD8 0.037240 0.21280 0.175

2.5 杨树 CAD 家族基因芯片表达谱分析

基因表达芯片分析结果(图3)显示,19个杨树

CAD 基因在这4个部位均有表达,表达量较高的是

PoptrCAD17、 PoptrCAD4、 PoptrCAD10 和

PoptrCAD7,其中前3个表达量为其他基因的100

图3 杨树CAD 基因家族的表达信息

Fig.3 ExpressionofCADgenefamilyofPopulus
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倍左右。这一结果与 Mansell等[1]的相关研究结果

一致。每个亚类CAD 基因在不同季节、不同组织

部位中表达变化情况相似,不同亚类表达情况有所

不同。
2.6 毛白杨 CAD 的原核高效表达、纯化和酶学特性

  对实验室克隆出的毛白杨CAD 基因序列进行

染色体定位分析,发现其定位于杨树第9条染色体,

 M:蛋白 markerProteinmarker;A:未诱导Thesuspensionun-
induced;B:1mol/LIPTG诱导的菌液Thesuspensioninducedby

1mol/LIPTG;C:1mol/LIPTG诱导超声上清 Thesupernatant

afterultrasonicatedandinducedby1mol/LIPTG;D:1mol/L

IPTG诱导超声沉淀 Theprecipitateafterultrasonicatedandin-
ducedby1mol/LIPTG;E:0.4mol/LIPTG诱导菌液 Thesus-

pensioninducedby0.4mol/LIPTG;F:0.4mol/LIPTG诱导超

声上清Thesupernatantafterultrasonicatedandinducedby0.4mol/L

IPTG;G:0.4mol/LIPTG诱导超声沉淀 Theprecipitateafterultra-
sonicatedandinducedby0.4mol/LIPTG.

图4 不同IPTG浓度在28℃时对蛋白可溶性的影响

Fig.4 Expressionlevelsofrecombinant
CADonIPTGconcentration

序列一致性达到98%,即该基因为 PoptrCAD4。
根据PAGE蛋白电泳图(图4)确定CAD4在28℃,

4mol/LIPTG诱导4h的情况下表达量最大。经

纯化,洗脱液4(图5)中CAD4蛋白含量较大,且纯

度很高,测其含量为0.5μg/μL。试验发现CAD4
蛋白具有底物特异性,催化不同底物反应所需的时

间、温度、pH值等都不尽相同(图6~8)。当底物为

松柏醇时,CAD4催化活性较高。CAD4在0~80℃
时具有一定的活性,pH值不在7.0~12.0范围内时

活性丧失。另外,Zn2+ 和Cu2+ 抑制CAD4的活性,

Ca2+和Mg2+对CAD的活性基本没有影响。

 M:蛋 白 markerProteinmarker;A:未 经IPTG 诱 导 Unin-
duced;B:4h诱导菌液 Thesuspensioninduced4h;C:4h诱导

超声裂解上清液 Thesupernatantafterultrasonicatedandinduced

4h;D:洗脱液1Eluent1;E:洗脱液2Eluent2;F:洗脱液3Elu-
ent3;G:洗脱液4Eluent4;H:洗脱液5Eluent5.

图5 亲和层析法一步纯化CAD4蛋白

Fig.5 One-steppurificationofrecombinantCAD4
bymetalaffinitychromatography

 A:反应底物为松柏醇Coniferylalcohol;B:反应底物为芥子醇

Sinapinicalcohol.
图6 不同浓度CAD4酶活性随时间的变化

Fig.6 CAD4activitiesondifferenttimeanddifferent
substrateconcentration

图7 不同温度和pH值对CAD4酶活性影响

Fig.7 CAD4activitiesondifferent
temperatureandpHvalue
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图8 NADP+浓度和金属离子对CAD4酶活性的影响

Fig.8 CADactivitiesondifferentconcentration

ofNADP+andmetalions

3 讨 论

杨树CAD 基因家族共有19个成员,它们大部

分还保留着CAD的特征结构域ADH_N和ADH_

zinc_N,也有几个基因发生了特定结构域的丢失,其
中PoptrCAD12和PoptrCAD19中只存在 ADH_

N结构域,PoptrCAD17和PoptrCAD18中只存在

ADH_zinc_N结构域。杨树和拟南芥CAD 基因家

族各19和9个成员聚为3个亚类,每类外显子的数

量和长度非常保守,这与研究结果相一致。杨树基

因组在最近1次发生过全基因组加倍事件[19],这一

事件也是杨树CAD 基因家族旁系同源基因Poptr-
CAD3 和 PoptrCAD5、PoptrCAD2 和 Poptr-
CAD11、PoptrCAD6和PoptrCAD8。另外,Poptr-
CAD8、PoptrCAD15和 PoptrCAD16同时存在于

染色体IX,形成基因簇,它们很可能是由基因串联

重复形成的。拟南芥CAD 家族中3对旁系同源基

因,它们由拟南芥染色体片段区域复制产生,而

AtCAD6~AtCAD8是由串联重复产生。
杨树CAD 基因家族19个成员在杨树的各组

织都有表达,但表达情况在不同的亚类有所不同。
第1类基因在韧皮部和木质部中表达量最大,随着

季节变化其表达量增加。第2类基因在根部表达量

最大,随时间变化的趋势与第1类相同。第3类基

因在根和顶芽中表达量最大,在夏、秋两季表达量高

于另外2个季节。这说明杨树CAD 基因家族3类

基因在功能上发生了显著变化,推测不同类别成员

在不同部位的木质素合成中起作用,且由于CAD
表达情况应与木质素单体合成量有一定的正相关

性,由试验结果可推测木质素含量在不同季节不同

部位也有不同。杨树CAD4在不同底物的最适反

应温度也不同,以松柏醇为底物时,40℃时活性最

高,以芥子醇为底物时,20℃下活性最高,其具有底

物特异性,催化松柏醇生成松柏醛的反应更具活性,
所以该酶主要参与木质素单体中的松柏醇单体的形

成过程。

致 谢 本研究在国家林业局树木花卉育种生物工

程重点开放实验室、教育部树木花卉育种与基因工

程实验室和林木育种国家工程实验室的帮助与支持

下完成,在此向以上单位表示感谢。任珊珊、赵艳玲

和白华在本研究中贡献相同。
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Sequencesandexpressionpatternofcinnamylalcohol
dehydrogenasegeneandover-expressionanddetection

ofCAD4enzymaticactivityofpoplarinvitro

RENShan-shan1 ZHAOYan-ling2 BAIHua1 JIANGXiang-ning1 GAIYing1

1.CollegeofBiologyandBiotechnology,BeijingForestryUniversity,Beijing100083,China;

2.CollegeofChemicalEngineering,HuaqiaoUniversity,Xiamen361021,China

Abstract The19CADgenesofpoplarscreenedbybioinformaticsareclusteredinto3groups.Anal-
ysisoftheirsequencesshowedthattheexpansionofCADgenefamilyinPopuluswasresultedfroma
recentwhole-genomedoublingandtandemreplication.Thereare6paralogsinCADgenefamilyofPop-
ulusandArabidopsisevolvedunderthepurifyingselection.The19CADgenesareexpressedinalltis-
suesofPopulus.PoptrCAD17,PoptrCAD4,PoptrCAD10andPoptrCAD7expressedhighlywhilethe
otherCADgenesexpressedatalowerlevel.ExpressionoftheCADgenesinthesamegroupvariedwith
thesametrends.CADgeneclonedinthisresearchwasPoptrCAD4.ThecatalyticactivityoftheCAD
enzymeover-expressedinvitrowerehigh,withthesubstratepreferenceofsinapylalcohol.

Keywords poplar;cinnamylalcoholdehydrogenase(CAD);CADgenefamily;geneduplication;

tissueexpression;enzymeactivitydetection
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