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摘要：【目的】对从棉纤维细胞分离获得的基因 GhBCP1 进行序列和表达分析，初步分析其功能。【方法】采

用 mRNA 荧光差异显示结合 cDNA 末端快速扩增技术克隆基因全长 cDNA 序列，用生物信息学方法对获得的 cDNA 序

列及推定氨基酸序列进行分析，并用荧光实时定量 PCR 法研究基因在不同组织中的表达。【结果】克隆了一个棉纤

维特异表达基因的全长 cDNA，命名为 GhBCP1（GenBank 登录号：EF222282），该 cDNA 全长 721 bp，含有一个编码

176 个氨基酸蛋白的开放阅读框。BLAST 分析表明该基因所编码产物为一个蓝铜蛋白。Southern 杂交分析表明该

基因在陆地棉（Gossypium hirsytum L.）中有 2个拷贝。实时荧光定量 PCR 分析发现该基因在棉花纤维细胞特异

表达，在纤维发育过程中，GhBCP1 转录产物的累积主要发生在纤维细胞发育由伸长向次生壁合成转换阶段。【结

论】GhBCP1 基因的组织特异性和发育阶段性表达初步证明该基因的功能可能与次生壁合成的起始密切相关。 
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Abstract: 【Objective】 The aim of this study was to isolate the cDNA sequence of the gene GhBCP1, and to probe the 
functions of the gene by characterizing it’s expression patterns in different tissues and developing fibers. 【Method】 The full-length 
cDNA sequence of GhBCP1 was cloned by Fluorescence differential display (FDD) technique and rapid amplification of the cDNA 
ends （RACE）. Bioinformatics methods were used to analyze the cDNA and the encoded amino acid sequence, and fluorescence real 
time quantitative PCR method was used to study the expression pattern of the gene in different tissues. 【Result】 A full-length 
cDNA that is specifically expressed in cotton fiber cells was cloned. The gene was designated GhBCP1 (GeneBank accession: 
EF222282). The cloned cDNA was 721bp in length which encoded a peptide of 176 amino acids. Blast analysis indicated that this 
gene encoded a blue copper protein. Southern blot analysis showed that the upland cotton genome contains two copies of the gene. 
Real-time PCR analysis indicated that GhBCP1 was specifically expressed in fiber cells and its transcripts were more abundant at the 
transition between the elongation and secondary cell wall synthesis stages. 【Conclusion】 The results showed that GhBCP1 may 
play a role at the onset of the secondary cell wall synthesis in developing cotton fiber cells. 
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0  引言 

【研究意义】棉花是世界上首要的纤维作物和重

要的油料作物。棉纤维是由棉花胚珠外珠被表皮层的

单细胞发育而成，其分化和发育过程可分为纤维起始、

初生细胞壁形成（或纤维细胞的伸长）、次生细胞壁

的加厚和脱水成熟等 4 个时期[1]。在纤维发育过程中

形成纤维长度、细度和强度等重要品质性状。毫无疑
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问，棉纤维的发育和品质形成是由基因控制的，因此

分离和克隆棉纤维发育和调控基因是研究棉纤维发育

机制的基础。【前人研究进展】自 1992 年 John 等[2]

分离到第一个棉纤维优势表达基因 E6 以来，已经有

数十个棉花纤维优势或特异表达及纤维发育调控基因

被克隆[3-10]，但是对这些基因在调控纤维发育的作用

方面的研究很少。据估计，棉花纤维发育过程中有上

千个特异基因的表达，目前被分离鉴定的基因还是少

数。蓝铜蛋白是一类广泛存在于细菌、植物和动物中

的小分子含铜蛋白，一直以来被认为与生物体内电子

传递和氧化还原有关[11-12]，但是这类蛋白在植物中的

功能并不明确。【本研究切入点】本研究利用 mRNA
荧光差异显示（FDD）技术分离棉纤维不同发育阶段

差异表达基因，获得了 20 个在棉纤维发育不同阶段优

势或特异表达基因，序列比较发现其中 16 个是在棉花

中首次被克隆[13]。【拟解决的关键问题】本文对其中

一个编码蓝铜蛋白（blue copper protein）基因 GhBCP1
的序列和表达特征进行研究，为进一步研究其在棉纤

维发育中的功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验材料  棉花品种为陆地棉（Gossypium 
hirsutum L.）品种 TM-1，由中国农业科学院棉花研究

所资源室提供。2005 年播种于石河子大学农学院试验

田中，进行常规农事作业和田间管理。在棉花开花当

天挂牌标记棉铃，按 3、6、9、12、15、18、21、24、
27、30 DPA（开化后天数）采集棉铃，发育 3 DPA    
棉铃直接剥取胚珠，其它样品剥取子棉，并用镊子从

胚珠上剥取纤维细胞，液氮中速冻后保存于-80°C 冰

箱。 
TM-1 种子经硫酸脱绒，0.1％氯化汞灭菌 10 min，

去除种壳后播种于 MS 培养基中，在 28—30°C 光照培

养箱中培养 2 周，分别取根、下胚轴和叶，花直接从

田间植株上采集，上述材料在液氮中速冻后，保存于

-80°C 冰箱，用作 RNA 和 DNA 的提取。 
1.1.2  菌种、质粒及试剂  Escherichia coli 菌株

Top10 为新疆兵团绿洲生态农业重点实验室保存。T4
连接酶和 FDD 试剂盒购自 Beckman 公司；RACE 试

剂盒采用 SMART™ RACE cDNA Amplification Kit；
pGEM-T easy vector 和 Radom Primer DNA Labeling 
Kit 购于 Promega；尼龙膜 Hybond-N＋购于 Amersham
公司；Superscript III RT 逆转录酶为 Invitrogen 公司产

品；PCR 酶购于 TaKaRa 公司；放射性同位素 32P-dCTP
购于亚辉公司；各种限制性内切酶购于 MBI 公司；异

硫氰酸胍、CsCl 为 AMRESCO 公司产品，其它试剂

均为国产分析纯。 
1.2  方法 

1.2.1  棉花 DNA 和 RNA 的提取  取 1 g 棉花叶片，液

氮研磨后用植物 DNA 抽提试剂盒（Amersham）提取

基因组 DNA。 
棉花组织 RNA 的提取采用氯化铯/异硫氰酸胍超

速离心法[14]。 
1.2.2  荧光差异显示  按孙杰等 [14]介绍的方法进

行。 
1.2.3  cDNA 末端序列的快速扩增（5′-RACE）  合成

2 条 GhBCP1 特异反向引物，sp1：5′-CAC AAT GAC 
CAG CCA CAC CA-3′；sp2：5′-TGC CCA GCC AGA 
GGC GTC CA-3′，按照 RACE 试剂盒说明进行操作。

扩增片段从琼脂糖回收后连接到 T-载体上，酶切鉴定

后测序。 
1.2.4  荧光定量 PCR 

1.2.4.1  引物设计和标准曲线的建立  在 GhBCP1
基因的序列中跨 3′-UTR 设计引物，RT1：5′-CGG CGG 
TAC TCA CTA CTT-3′，RT2：5′-AGC ACT GCC TCT 
ATC CTG-3′，目的片段 289 bp。用 Ubiquitin（Ubi）
做内标，引物是 Ubi-up：5′-CAG ATC TTC GTC AAA 
ACC CT-3′和 Ubi-dn：5′-GAC TCC TTC TGG ATG 
TTG TA-3′，目的片段 200 bp。将含 GhBCP1 cDNA
的质粒和含引物 Ubi-up 和 Ubi-dn PCR 扩增产物的质

粒分别用作 GhBCP1 和内标基因的标准品，再将标准

品分别进行 10 倍梯度稀释，稀释 6 个梯度，作为模版

进行实时定量荧光 PCR 检测，每个梯度 2 次重复。最

后根据 CT 值以及稀释梯度建立标准曲线。 
1.2.4.2  荧光定量PCR体系和数据处理  25 µL 荧光

定量 PCR 体系含 2×PCR buffer 10 µL，20×EvaGreen
染料 0.6 µL，上下游引物（10 µmol·L-1）各 0.4 µL，
Hot Start Taq 酶 0.2 µL，模版 2 µL，灭菌双蒸水 11.4 
µL。利用 SmartCyclerⅡ荧光定量 PCR 仪进行扩增，

反应程序为 95  120 s℃ ；95  15 s℃ ；55  30 s℃ ；72  30 ℃

s，45 个循环，55℃读取荧光值；循环结束后进行溶

解曲线分析。 
检测每份样品的 GhBCP1 和 UbiquitinCT 值，每

份样品 3 次 PCR 重复，取其平均值，根据标准曲线计

算定量结果及校正值，再计算每个组织校正值的平均

值和标准差。使用 Microsoft Excel 软件处理数据。 
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1.2.5  Southern 杂交  20 µg 棉花基因组 DNA 用

BamHⅠ和 EcoR  2Ⅰ 种限制性内切酶完全酶切后，1%
琼脂糖凝胶电泳，转移到尼龙膜（HyBond-N+，

Amersham）上，65°C 预杂交 2 h 后，利用 Primer-α-gene 
Labeling System（Promega）标记试剂盒，对 GhBCP1
的全长 cDNA 进行标记，用作 Southern 杂交探针，

Church 缓冲液杂交 16 h 后洗膜，压片。 
1.2.6  DNA 序列测定与分析  DNA 序列由自动测序

仪测序，同源性比较在 NCBI BLAST 上进行，ORF
及蛋白保守区分析通过 DNAMAN 和 Motifscan 等软

件完成。 

2  结果 

2.1  GhBCP1 全长 cDNA 的克隆和序列分析 

以 9、21 和 27 DPA 的棉纤维为材料，利用荧光

差异显示技术从中分离克隆了 1 个与蓝铜蛋白基因同

源的 cDNA 片段，通过 5′-RACE 获得 5′端序列，拼接

得到全长为 721 bp 的 cDNA 序列，命名为 GhBCP1
（GenBank 登录号：EF222282）。利用 DNAStar 软件

包的 EditSeq 程序分析克隆基因的序列，寻找到最长

的开放阅读框（openreading frame，ORF）为 528 bp，
编码含 176 个氨基酸（图 1），将 ORF 转换成氨基酸

序列，其中包括 11 个碱性氨基酸，12 个酸性氨基酸，

75 个极性氨基酸，73 个疏水性氨基酸。同时在 NCBI
网站（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast）对核苷酸   
序列进行 BLASTx 分析，以确定 ORF 是否正确。    
用 Espasy pI/Mw 程序对其氨基酸序列进行了一级结

构的预测，其理论等电点 pI=5.11，分子量 Mw=17.99 
kD。 

根据 NCBI CDS（http：//www.ncbi.nlm.gov/structure/ 
cdd）分析发现该基因的氨基酸序列在 35—115 处是 1
个质体蓝素类（plantacyanin）的保守区域。

 

 
 

*表示终止密码子的位置   * indicating the position of termination codon 

 
图 1  GhBCP1 的全长 cDNA 序列及推定的氨基酸序列 

Fig. 1  The full length cDNA sequence of GhBCP1 and its deduced amino acid sequence 
 

2.2  GhBCP1 与已克隆的蓝铜蛋白的同源性比较 

为进一步鉴定克隆序列，利用 ClustalX 程序将

GhBCP1 与其它植物已经报道的 7 个蓝铜蛋白进行氨

基酸的多重序列比较。如图 2 所示，GhBCP1 和其它

7 个已知的蓝铜蛋白的结构一致，含有与 Cu 离子结合

的 4 个保守氨基酸残基：1 个半胱氨酸（Cys）、1 个 

蛋氨酸（Met）和 2 个组氨酸（His）。 
2.3  GhBCP1 的 Southern 杂交分析 

为了明确 GhBCP1 在棉花基因组中的分布，将

TM-1的基因组DNA 用该 cDNA 序列内部所不含有的

2 种限制性内切酶完全酶切，转膜后与 GhBCP1 全长

cDNA 标记探针杂交，放射自显影结果显示所有泳道 
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Q41001：豌豆蓝铜蛋白；NM_105882.2：拟南芥蓝铜蛋白；EU974428、EU962639：玉米蓝铜蛋白；AJ307662：稻蓝铜蛋白；AY350710：甘蓝蓝铜

蛋白；2BCP_A：黄瓜蓝铜蛋白；GhBCP1：棉花蓝铜蛋白。阴影部分表示与铜离子结合的氨基酸残基 
Q41001: Blue copper protein in pea; NM_105882: Blue copper protein in Arabidopsis; EU974428、EU962639: Blue copper protein in Zea mays; AJ307662: 
Blue copper protein in rice; AY350710: Blue copper protein in Brassica olecacea; 2BCP_A: Blue copper protein in cucumber; GhBCP1: Blue copper protein in 
cotton. Amino acids involved in copper binding are shaded 

 

图 2  棉花 GhBCP1 蛋白与其它同源蛋白的多重序列比对 

Fig. 2  The multiple sequence alignment of GhBCP1 and homologous proteins 

 
都有 2 条杂交带（图 3），表明棉花基因组中含有该

基因的 2 个拷贝。 
 

 
 
B：用 BamHⅠ酶切；E：用 EcoRⅠ酶切 
B: Digested by BamHⅠ; E: Digested by EcoRⅠ 

 
图 3  棉花基因组中 GhBCP1 拷贝数 Southern blotting 分

析 
Fig. 3  The southern-blotting analysis of GhBCP1 gene copy 

number in Gossypium hirsutum L. genomic DNA 

2.4  GhBCP1 在棉花不同器官的表达特征分析 

为研究 GhBCP1 在棉花中表达的时空特性，对不

同器官（组织）来源的 RNA 做了实时荧光定量 PCR
分析。结果发现，GhBCP1 主要在纤维中表达，在花

中有表达但表达量很低，在根、茎、叶中几乎不表达。

其转录本在不同时期的纤维中的含量变化较大，花后

随着纤维的发育，表达量逐渐增大，在 18 DPA 的纤

维中表达量最高，然后随着纤维发育表达量逐渐下降

（图 4）。纤维发育的 18 DPA 恰好是初生壁向次生壁

转换时期，因此笔者推测 GhBP1 可能与次生壁合成的

起始相关。 

3  讨论 

铜元素是生物体的必需元素，有许多重要的蛋白

质通过与铜离子结合来行使它们的功能[15]。蓝铜蛋白

（类型 I）是一类含单个 Cu2＋结合域的蛋白，因在  
600 nm 有一个最大吸收峰显蓝色或蓝绿色而得名[16]，

通常含有 4个保守的与铜结合的配体氨基酸：2个His、
1 个 Cys 和 1 个 Met[17-18]。前 3 个配体是蓝铜结合位

点所必须的，它们与铜离子形成稳定的三角结构，第

4个配体Met可以被其它的氨基酸取代，如Leu或Phe[15]。 



616                中  国  农  业  科  学    43 卷 

 
R：根；S：幼茎；L：嫩叶；F：花；F—DPA：开花后 3（包括胚珠）、6、9、12、15、18、21、24、27、30 DPA 纤维 

R: Root; S: Young stem; L: Young leaf; F: Flower; F-DPA: The fiber of 3 (including ovules), 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 DPA (days after anthesis) 
 

图 4  GhBCP1 在不同组织和不同发育时期纤维里的表达水平的相对比率 
Fig. 4  The expression level of GhBCP1 gene in various tissues of cotton plant and in different developmental stages of cotton fiber 

 
近几十年来，人们对蓝铜蛋白的晶体结构、光化

学特性和电化学方面作了较详尽的研究，一般认为蓝

铜蛋白作为电子载体参与电子传递，从这种蛋白生物

化学和生物物理特性推测它们与生物体氧化还原反应

有关，但是这类蛋白确切生物功能还不是很清楚。Kim
等[19]从百合柱头中分离了一个蓝铜蛋白，研究发现该

蛋白诱导花粉管向化性，这也是第一个功能明确的蓝

铜蛋白。Sedbrook 等 [20]发现拟南芥蓝铜蛋白基因

SKU5 与根的定向生长有关。Dong 等[21]研究发现一种

蓝铜蛋白在拟南芥的繁殖中起重要作用。Drew 等[22]

从豌豆中分离了一个蓝铜基因，研究发现这个基因的

产物与木质素（lignin）的沉积相关。Bao 等[23]研究发

现蓝铜蛋白家族中的漆酶存在于木质部，与细胞壁有

关，能够氧化木质素单体，进一步研究发现，漆酶是

在一些辅助蛋白的协助下参与木质素的合成[24-25]。

Nersissian 等[26]研究认为植物特异的蓝铜蛋白参与植

物的初级防卫反应。Ezaki 等[27]通过转基因研究发现

拟南芥蓝铜蛋白基因（AtBCB）能增强转基因植物对

铝胁迫的抗性。姜丽丽等[28]将叶旋蒴苣苔的蓝铜蛋白

类似基因转入马铃薯后，转基因植株对水分胁迫的抗

性有显著提高。 
蓝铜蛋白在自然界各种生物体中普遍存在，但其

具体功能还不明确。笔者应用 FDD 技术克隆了一个在

棉花纤维中特异表达的蓝铜蛋白基因 GhBCP1，从这

个基因表达特征推测蓝铜蛋白在棉纤维发育中可能具

有的功能。 

4  结论 

本试验首次从陆地棉中克隆了一个蓝铜蛋白基因

GhBCP1。GhBCP1 开放阅读框长度为 528 bp，编码

176 个氨基酸，它在纤维细胞中特异表达且在纤维发

育的初生壁向次生壁合成转换期（18 DPA）表达量最

高。虽然目前笔者还不知道 GhBCP1 的确切功能，但

从其表达特征可以推测该基因可能与棉纤维次生壁合

成的起始有关。下一步计划构建 GhBCP1 的过量表达

和抑制表达载体转化棉花，进一步研究该基因在棉花

纤维发育中的功能。 
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