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摘要 : 以巴西橡胶树 ( Hevea brasiliensis) 基因组 DNA 为模板 , 根据胶乳钙调素基因 HbCaM 序列设计引物 ,

利用 PCR 方法克隆获得了 1 319 bp 和 447 bp 的两个 DNA 片段。序列分析表明 , 1 319 bp 的 DNA 长片段为胶

乳钙调素基因 HbCaM 的 DNA 片段 , 含有两个外显子 ( 77 bp 和 373 bp) 和 1 个内含子 ( 869 bp) , 包含了

HbCaM cDNA 编码区 447 bp 的全部序列 ; 447 bp 的 DNA 小片段与 HbCaM cDNA 核苷酸序列同源性高达

98% , ORF 分析发现 , 位于 406 bp 处的碱基 C 突变为 T, 即三联体密码 CAG 突变为终止子 TAG 使翻译提前

终止 , 其余 5 个差异碱基都不影响或改变正常的翻译。推测此 447 bp 的 DNA 片段为巴西橡胶树钙调素 Hb-

CaM 基因的假基因 , 命名为 HbCaMP1。
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Abstract: Employing a pair of primers designed from cDNA of a HbCaM gene , two 1371 bp and 447 bp-length fragments

were isolated from genome DNA in Hevea brasiliensis . Sequence analysis showed that the longer fragment was the HbCaM

gene with 2 exons ( including the 77 bp and 373 bp-length fragments) and an 869 bp-length intron , and the shorter fragment

had 98% identity with cDNA sequence of HbCaM gene . Compared to cDNA of the HbCaM gene , 6 mutated nucleotides

were identified in the 447 bp-length fragment , in which T mutated from C at 406 bp site led to the occurrence of stop codon

TAG in advance . The 447 bp- length fragment was hereby suggested to be a pseudogene of the HbCaM gene in H . b-

rasiliensis , named HbCaMP1 , which was the first pseudogene in identified H. brasiliensis geonome and the first homological

pseudogene of CaM genes isolated in plant .
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 假基因存在于大多数植物基因组中 , 目前

已从拟南芥、水稻、小麦等植物中发现了大量功

能基因的假基因。如 Andrson and Green (1997 )、

Bustosa 等 ( 2000 )、Wan 等 ( 2002 ) 、陈凡国等

(2005) 分别从小麦基因组中克隆到胚乳贮藏蛋

白、醇溶蛋白、麦谷蛋白亚基等功能基因的系列

假基因等 ; 许多学者在研究高等植物 ITS 序列时

也发现了大量假基因的存在 , 并从不同角度探讨
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了 ITS 区假基因形成的分子机制及其在进化过程

中的意义 (Mayol 等 , 2001; Wei 等 , 2003; Kumar

等 , 2004; 阚显照等 , 2007)。虽然目前已积累了

大量关于假基因的数据和信息 , 但关于假基因的

确切生理功能及其调控机制目前仍在推测阶段

(Evgeniy 等 , 2003; Hirotsune 等 , 2003) , 对其认

识及研究仍待进一步深入。

乙烯利刺激可以促进巴西橡胶树胶乳增产。

施用乙烯利后巴西橡胶树钙调素蛋白分配发生明

显改变 , 以及钙调素参与橡胶生物合成关键酶

———HMG-CoA 还原酶活性的调节 ( Witisuwanna-

kul , 1990) 表明 , 钙调素及其相关蛋白激酶可能

参与了乙烯利刺激巴西橡胶树胶乳增产过程中的

分子调控和信号转导。本研究在分离巴西橡胶树

钙调素基因的过程中 , 首次分离、识别了一个巴

西橡胶树钙调素基因的假基因 ( pseudogene ) Hb-

CaMP1 , 这也是首次报道巴西橡胶树基因组中存

在假基因以及植物钙调素基因存在有相应的假

基因。

1  材料与方法
1 .1  植物材料

巴西橡胶树 ( H . brasiliensis Mull . Arg .) 无性系 7～33

～97 种植于中国热带农业科学院橡胶研究所试验基地。

以胶乳和幼嫩叶片为材料分别提取总 RNA 和 DNA。

1 .2  实验试剂

反转录试剂盒购自 Promega 公司 , PCR 试剂购自上

海申能博彩公司 , DEPC、IPTG 和 X-Gal 等购自上海生物

工程公司 , 其他常规生化试剂均为国产分析纯试剂。

1 .3  巴西橡胶树基因组 DNA 和总 RNA 提取

利用张治礼等 (2007) 的方法提取巴西橡胶树胶乳

总 RNA , 利用 Promega 公司提供的反转录试剂盒并参照

说明书反转录合成 cDNA 第一链 ; 利用常规 SDS 法提取

巴西橡胶树叶片基因组 DNA。

1 .4  巴西橡胶树胶乳钙调素基因 cDNA 克隆

根据 GenBank 中公布的巴西橡胶树胶乳钙调素基因

cDNA 序 列 (注 册 号 为 AY830128 ) 设计 引 物 P1: 5′-

GGCATGGCGGATCCGCTCACCGACGA -3′和 P2: 5′-TCCCTACT-

TGGCCATCATGACCTTG -3′, 委托上海申能博彩公司合成。

以从巴西橡胶树胶乳中提取的 RNA 反转录 cDNA 为

模板克隆钙调素基因 cDNA。扩增程序为 : 94℃预变性 3

min , 94℃变性 30 s , 55℃退火 30 s , 72℃延伸 60 s , 30 个循

环后 72℃保温 7 min。取 5μl PCR 反应液电泳检测。

1 .5  巴西橡胶树钙调素蛋白基因 DNA 片段克隆

以巴西橡胶树叶片 DNA 为模板 , 利用引物 P1�/P2 克

隆钙调素基因 DNA 片段。扩增程序为 : 94℃预变性 4

min , 94℃变性 30 s , 52℃退火 30 s , 72℃延伸 3 min , 30 个

循环后 , 72℃保温 7 min。取 5μl PCR 反应液电泳检测。

1 .6  序列分析

利用 GenBank 提供的 Blast、ORF、Alingment 等分析

程序对序列进行分析。

2  结果与分析
2 .1  钙调素基因 cDNA 克隆

以从巴西橡胶树胶乳中提取的 RNA 反转录

cDNA 第一链为模板 , 利用 P1�/P2 引物扩增获得

了一条长约 450 bp 的特异性条带 ( 图 1 )。回收

克隆并测序 , 利用 GenBank 提供的软件分析表

明 , 此片段为巴西橡胶树钙调素基因 cDNA 447

bp 的编码区全长序列 , 与 GenBank 公布的巴西

橡胶树钙调素基因 ( 注册号为 AY830128 ) 序列

具有 100%的同源性。

图 1  巴西橡胶树钙调素基因 cDNA 编码区全长克隆

(1 , PCR 扩增产物 ; M , Marker )

Fig . 1  cDNA fragment of full ORF encoding calmodulin from

H. brasiliensis (1 , PCR product ; M, Marker)

2 .2  钙调素基因 DNA 片段克隆及其假基因识别

以叶片基因组 DNA 为模板、P1�/P2 为引物 ,

扩增了钙调素基因的 DNA 片段。图 2 显示 , 有

两条特异性较强的条带获得扩增。测序结果表

明 , 扩增的大片段含有 1 319 个碱基 , 包含了上

述钙调素基因 cDNA 编码区 447 bp 的全部序列 ,

但被一条 869 bp 的内含子隔开 , 即巴西橡胶树胶

乳钙调素基因 HbCaM 含有两个外显子 (77 bp 和

373 bp) 和 1 个内含子 (869 bp)。扩增的 DNA 小

片段与上述克隆的巴西橡胶树钙调素基因 Hb-

CaM cDNA 编码区大小完全相同 , 核苷酸同源性
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图 2  巴西橡胶树钙调素基因 DNA 序列克隆

( 1 , PCR 产物 ; M, Marker)

Fig . 2  DNA fragments of calmodulin gene amplified from

H . brasiliensis genome ( 1 , PCR products ; M , Marker )

高达 98% ( 图 3) , 仅有 6 个碱基的差异。ORF

分析及推导氨基酸序列时发现 , 该片段在 406 bp

处的碱基 C 突变为 T, 即由 CAG 突变成为终止

子 TAG 使翻译提前终止。其余 5 个差异碱基都

没有影响或改变氨基酸的翻译 , 其余推导的编码

氨基酸与上述克隆的钙调素蛋白基因 cDNA 编码

区编码的氨基酸完全相同 ( 图 4 )。

假基因主要包括以下几种类型 : (1) 没有内

含子、原来基因内的蛋白转译区含有一个或数个

蛋白转译终止码的基因 ; (2) 虽然含有数个外显

子 , 但其基因前无具有功能的启动子 , 或是原来

基因内的蛋白转译区含一个或数个蛋白转译终止

码 , 或缺少可信的基因外显子的基因 ; (3) 没有

图 3  巴西橡胶树钙调素基因 HbCaM cDNA 编码区与预测的钙调素假基因的序列比较

Fig . 3  Alignment of calmodulin gene cDNA ORF and predicted pseudogene from H . brasiliensis
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图 4  巴西橡胶树钙调素假基因编码氨基酸预测

(406 bp 处的 C 突变为 T , 即密码子 CAG 突变为终止密码子 TAG 使翻译提前终止 )

Fig . 4  Predicted amino acid sequence from deduced CaM pseudogene from H . brasiliensis

( C mutated to T at 406 bp site resu lts in stop codon TAG)

内含子的基因 , 其 最后一个外显 子含有 Poly

(A) , 基因前无可信度高、具有功能的启动子 ;

(4) 已知位于其他染色体上的基因 , 在一持续性

异染色质 ( constitutive heterochromatin ) 上存在的

复本基因也被称为假基因 ( 许亮等 , 2003; 黄志

华和薛庆中 , 2006 ) 。本研究获得的 447 bp 的

DNA 小片段完全符合假基因类型 ( 1 ) 的定义 ,

推测认为这条与钙调素基因 cDNA 高度同源、没

有内含子、蛋白转译区含有一个蛋白转译终止码

的 DNA 片段是巴西橡胶树钙调素 HbCaM 基因相

应的假基因 , 根据假基因的命名法则命名为 Hb-

CaMP1 (GenBank 注册号为 EU219367 ) ( 许亮等 ,

2003; 黄志华和薛庆中 , 2006 )。

3  讨论

假基因的概念最初由 Jacq 等 ( 1977 ) 提出。

自 1977 年在爪蟾的 5S 基因系统中发现假基因以

来 , 人们已在线虫、果蝇、酵母基因组、人类基

因组以及拟南芥、水稻等植物基因组中发现了大

量假基因的存在。假基因普遍存在 , 但关于假基

因的确切功能目前并不清楚。现在大家公认假基

因并不是冗余基因 , 假基因的存在可能为物种进

化的正选择、负选择以及中性漂变提供了丰富的

材料 , 从而成为物种进化不可缺少的有用工具

(Emile , 2002; Hirotsune 等 , 2003) 。有报道认为 ,

假基因可以作为细胞内的抑制因子而存在 , 并推

测假基因可能从反义链上转录了其功能基因相应

的转录产物 , 类似反义 RNA 形式阻止了相应正

常基因的表达 ( Evgeniy 等 , 2003)。我国学者 Shi

等 ( 2005) 发现 , 病原菌诱导条件下水稻 TNP2

类转座酶的假基因 Rim2- 42 因子可以被诱导表

达 , 其转录本被选择性剪接和加尾且在不同的水

稻亚种中的剪接方式也不相同 , 可以形成 7 种不

同的转录本结构。这一发现暗示 , 假基因不仅具
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有特定的生理或调控功能 , 其功能可能具有多样

性。根据现有的数据和证据推测 , 通过假基因的

表达调控正常基因的作用有可能是生物界普遍存

在的另一种新的调控模式或调控途径 , 这一推测

如果能最终得到证实 , 将使我们不得不重新审视

生物基因调控的复杂性 , 具有重要的理论意义。

钙调素广泛存在于生物体内 , 是一类保守的

钙离子结合蛋白 , 在钙信号传导过程中发挥重要

的作用。乙烯利刺激巴西橡胶树后钙调素蛋白分

配发生明显改变 , 以及钙调素参与橡胶生物合成

关键酶 HMG-CoA 还原酶活性的调节 ( Witisuwan-

nakul , 1990) 表明 , 巴西橡胶树钙调素基因可能

是乙烯利刺激巴西橡胶树的响应基因之一并参与

了橡胶生物合成的调控。研究巴西橡胶树钙调素

蛋白及其相关基因 , 有助于我们了解乙烯利刺激

巴西橡胶树增产的分子机制。本研究报道了巴西

橡胶树钙调素基因的结构及其相应假基因的存

在 , 对我们正确认识巴西橡胶树钙调素基因功能

与调控、钙调素基因进化等具有积极意义。
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