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摘 要：以高粱品系早亨加利为材料，通过 RT–PCR扩增，克隆高粱 SbCAD4基因。测序结果表明，克隆的 SbCAD4

基因与 NCBI基因库中高粱 IS11861品系只在编码序列第 548位有 1个碱基的差异，而二者的氨基酸序列完全一

致。进化树分析结果表明，SbCAD4与拟南介、水稻、玉米的木质素合成 CAD基因位于同/L1个群中。比对分析

结果表明，SbCAD4与木质素合成基因具有相同的结构域。将构建正确的重组质粒(pMAL–SbCAD4)转化入大肠杆

菌菌种 BL21中进行诱导表达的结果表明，IPTG的最佳诱导浓度为 0.5 mmol/L。经 Amylose Resin亲和层析柱纯

化后，SbCAD4融合蛋白在 SDS–PAGE电泳分析时呈现１条蛋白带。利用纯化的蛋白对 SbCAD4进行酶活测定，

其酶动力学参数 Km值为 5.2 μmol/L，Vmax为 5.8 μmol/(min·mg)，表明 SbCAD4具有肉桂醇脱氢酶活性。 
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Abstract: Cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), which catalyzes the last step of monolignol biosynthesis, is a key 
enzyme in the biosynthesis of lignin. In this research, the gene SbCAD4 from Sorghum line Early Hegari-sart was 
amplified by RT–PCR and cloned into pMD18–T. There was only one base difference between the nucleotide sequence of 
the cloned gene and the SbCAD4 reference gene of Sorghum line IS11861. But the amino acid sequence of cloned gene 
was consistent with IS11861. Further phylogenetic analysis revealed that gene SbCAD4 belonged to the first group, which 
contained bona fide CAD genes from Arabidopsis, rice and maize. And it was also identified that SbCAD4 possessed the 
same motifs with these bona fide CAD genes through the alignment analysis. By verified a constructed recombinant 
plasmid (pMAL–SbCAD4) and transplanted it into Escherichia coli BL21, we found that the best expression 
concentration for SbCAD4–fused protein induction with IPTG was 0.5 mmol/L. The electrophoretic analysis showed that 
there was a single band in the SDS–PAGE gel after purified with affinity chromatography. The catalytic activity of 
purified protein was at the Km value Kmof 5.2 μmol/L and Vmax value of 5.8 μmol/(min·mg). 
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高粱(Sorghum biocolor (L.) Moench)是禾本科
一年生草本植物，具有 C4 光合系统，光合效率高，
具有抗旱、耐涝、耐盐碱和适应性强等特性，在世

界各国广为栽培，是世界第 5 大粮食作物[1]。高粱

的籽粒和茎秆均可饲用，是一种重要的饲用作物。

相对于同为C4植物的玉米基因组(约2 500 Mb)和甘
蔗基因组(约 930~7 440 Mb)，高粱的基因组较小(约
720 Mb)，且已全部测序完成，因此，高粱已逐渐
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成为了研究 C4作物基因功能的模式作物
[2]。木质素

是由聚合芳香醇构成的一类高聚物，是地球上总量

最大的一类次生物，占植物总生物量的 30%。对饲
用作物而言，总木质素含量和木质素单体的组成比

例对细胞壁的可消化性影响较大[3]。与普通饲用高

粱相比，低木质素含量高粱品系的消化率有大幅度

提高，其适口性更好，各种放牧家畜特别喜食，同

样的饲喂量可获得更高的经济效益[4]，因此，通过

基因工程技术控制木质素合成途径来改良高粱的

饲用品质受到了关注。 
近年来，关于拟南芥木质素单体合成基因的克

隆与功能分析的研究较多，而关于高粱木质素单体

合成相关基因的克隆与原核表达的研究尚少。肉桂

醇脱氢酶(cinnamyl alcohol dehydrogenase, CAD)依
赖于 NADPH催化还原肉桂醛及其衍生物，它催化
了愈创木基型木质素(Guaiacyl lignin，G型木质素)、
对–羟苯基型木质素(p–hydroxyphenyl lignin, H型木
质素)和紫丁香基型木质素(Syringyl lignin，S 型木
质素)。木质素单体合成的最后一步，是木质素合成
的限速酶[5]。CAD基因最早从烟草中克隆，然后在
火炬松等多种植物中被克隆和研究[6–8]。前人的研

究结果表明，高粱 SbCAD4基因与拟南芥中负责木
质素合成的 AtCAD–C和 AtCAD–D基因具有很高的
同源性[9–10]，因此，SbCAD4 是高粱木质素单体合
成的关键酶基因。笔者以高粱品系早亨加利为试验

材料，通过 RT–PCR扩增并克隆 SbCAD4基因，对
其编码的蛋白序列进行生物信息学分析，实现了在

大肠杆菌细胞中表达该蛋白，并在体外进行纯化和

酶活测定，确认该蛋白具有肉桂醇脱氢酶活性。现

将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

高粱品系早亨加利在田间种植 3周后，取其幼
嫩叶片提取 RNA。 
供试大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 菌株、

Escherichia coli BL21菌株、pMAL质粒由南京农业
大学水稻研究所提供。 

1.2 主要试剂与仪器 

RNA提取试剂盒、TIANprep质粒小提中量试剂
盒均购自天根公司。MD18–T载体、所有限制性内

切酶、PrimeScript反转录酶、T4 DNA连接酶、DNA 
marker、DNA回收试剂盒均购自宝生物工程(大连)
有限公司。KOD聚合酶购自东洋纺(上海)有限公司。
SDS、IPTG、X–gal、氨苄青霉素、琼脂糖、溴化
乙锭、丙烯酰胺、胰蛋白胨和酵母提取物等购自生

工生物工程(上海)有限公司。Amylose Resin层析柱
购自NEB公司。其他试剂均为国产化学纯。 

SpectraMax M3多功能酶标仪为美谷分子仪器
有限公司生产。 

1.3 方法 

1.3.1 高粱总 RNA 的制备及 SbCAD4 基因的扩增 

取高粱嫩叶约 1 g，液氮速冻、磨碎后提取总
RNA。用紫外分光光度计测定总 RNA 浓度，并取
1 μg总 RNA于 1%琼脂糖凝胶检测。cDNA合成反
应体系为：5×PrimeScript 缓冲液 4 μL，PrimeScript 
反转录酶混合液 1 μL，100 mmol/L Oligo dT引物 1 
μL，总 RNA 1 μg，10 mmol/L dNTP 2 μL，加 DEPC
处理的无菌水至 20 μL。42 ℃反转 1 h，70 ℃终止
反应，10 min后于–20 ℃保存，备用。 
根据 NCBI中预测的 SbCAD4基因序列在编码

区外设计扩增引物(AB288109.1)。上游引物序列为
5'– CTCCGTCGTCGTGTTCCCC–3'，下游引物序列
为 5'–ACAGACCATCCTTCAACTCAT–3'。SbCAD4
基因 PCR 扩增体系为 30 μL：2×KOD Buffer 15 
µL，2 mmol dNTP 6 µL，引物 5 µL，KOD酶 0.6 µL，
DNA 3 µL和 ddH2O 0.4 µL。PCR扩增反应程序为：
95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 20 s，55 ℃退火 30 s，
68 ℃延伸 1.5 min，36个循环；68 ℃延伸 5 min。
PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收。回收
的 PCR产物经 Taq DNA聚合酶处理，在 3'端加 A。
加 A反应：PCR产物 20 µL，2 mmol/L dNTP 6 µL，
10×Taq DNA聚合酶缓冲液 12 µL，5 U/µL Taq DNA
聚合酶 1 µL，加 ddH2O 81 µL，72  ℃ 反应 10 min。
反应完成后用 DNA回收试剂盒回收。 
加A回收的 PCR产物与 pMD18–T载体进行连

接反应：2×DNA连接预混液 2.5 µL，PCR产物 2 µL，
pMD18–T载体 0.5 µL，16 ℃连接 8 h。5 µL连接反
应液全部用于大肠杆菌 DH5α感受态细胞的转化。
挑取 10 个单菌落提取质粒检测，挑选连接的阳性
质粒送测序。将测序正确的重组质粒命名为

pMD18– SbCAD4。 
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1.3.2 高粱SbCAD4多序列联配与分子进化树的构建 

高粱 CAD 基因按照 NCBI 中登录号的大小进
行命名。分子进化树利用Mega 5.1软件构建。构建
方法为邻近法。检验方法为 Bootstrap。重复 1 000
次[10]。比对分析利用 Bioedit中的 ClustalW命令，
用 Bioedit软件输出比对结果。 

1.3.3 SbCAD4 基因原核表达载体的构建 

根据 pMAL–c2x载体与 SbCAD4基因序列，选
择合适的酶切位点，合成加酶切位点的引物。上游

引物序列为 5'–CCGGAATTCATGGGGAGCCTGG 
CG–3' (加 EcoR I)；下游引物序列为 5'–CCCAAGCT 
TGTTGCTCGGCGCATC–3'(加 Hind III)。扩增程
序、方法同前。用试剂盒提取 pMAL质粒。pMAL
质粒和扩增产物分别用EcoR I 和Hind III双酶切后
回收连接。双酶切总体系为 40 µL：质粒或扩增片
断 20 μL，EcoR I酶 3 μL，Hind III酶 3 μL，10×M
缓冲液 4 μL，ddH2O 10 µL。酶切过夜后用 1%琼脂
糖电泳，回收，再用 T4连接酶连接。T4连接体系
为 10 μL：10×T4连接酶缓冲液 1 μL，T4连接酶 1 
μL，双酶切扩增片断 6 μL，双酶切质粒 2 μL。连
接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞，挑选单菌
落提取重组质粒，并用 EcoR I和 Hind III进行双酶
切鉴定，并将被鉴定为阳性的克隆进行测序。将测

序正确的重组质粒命名为 pMAL–SbCAD4。 

1.3.4 SbCAD4 基因的原核表达与融合蛋白的纯化 

利用碱裂解法制备 pMAL–SbCAD4质粒，转化
大肠杆菌 BL21 感受态细胞。挑取单菌落接种于 1 
mL LB液体培养基中(含 50 mg/L的氨苄青霉素)，
37 ℃、180 r/min培养过夜。第２天按 1%的接种量
接种于 10 mL新鲜 LB培养基中(含 50 mg/L的氨苄
青霉素)，振荡培养至对数生长期(OD600 nm为 0.6～
0.8)进行分组培养：IPTG终浓度为 0.1、0.5、1.0、
2.0 mmol/L。30 ℃诱导培养 4 h，12 000 r/min离心，
收集菌体，用 ddH2O洗 2遍后，10 mmol/L PBS 缓
冲液悬浮，用 10%的 SDS–PAGE检测。 
优化表达条件下，将过夜的菌液按 1%的比例

接种于100 mL LB液体培养基(含50 mg/L的氨苄青
霉素)，37 ℃振荡培养至菌液 OD600 nm为 0.6～0.8，
加入终浓度为 0.5 mmol/L的 IPTG诱导表达，30 ℃
振荡培养 4 h。4 ℃、8 000 r/min离心 5 min，收集

菌体。用 10 mmol/L PBS缓冲液 20 mL悬浮，冰上
超声波破碎细胞。4 ℃、8 000 r/min离心 20 min，取
上清液，用 Amylose Resin层析柱纯化。纯化后的蛋
白用 10% SDS–PAGE 电泳检测蛋白纯度，并用
Millipore浓缩柱浓缩为 1.5 mL酶液。 

1.3.5 SbCAD4 酶活的测定 

参照前人研究方法[11]对 CAD 酶活测定方法进
行改进。反应体系 200 μL：10 μL的酶液(浓缩液稀
释为 1 000 mg/L)，5个不同浓度(100、200、300、
400、500 μmol)的松柏醛，200 μmol NADPH，100 
mmol/L Tris–HCl缓冲液(pH 8.8)。重复 3次。酶标
仪测定 OD340 nm值。反应体系振荡 35 s后测定数据。
采用 Excel 2003软件和双倒数作图法测定 CAD的
Km和 Vmax值。 

2 结果与分析 

2.1 高粱总RNA的提取和SbCAD4基因的扩增与

克隆 

用同一片叶分 2 管提取高粱总 RNA，其中 1
号样品总 RNA量为 784 μg/μL，2号样品总量为 322 
μg/μL。从提取量来看，1号样品明显高于 2号样品。
从提取的完整性来看，2个样品的 28S rRNA、18S 
rRNA条带清晰，5S rRNA较为模糊，且亮度依次
递减，说明提取的总 RNA 降解较少，完整性好，
质量较好(图 1)。 

 
1 1号样品总 RNA；2 2号样品总 RNA。 

图 1 高粱总 RNA 扩增产物的琼脂糖电泳结果 
Fig.1 Electrophoresis results of the extracted total RNA  
以 1 号样品总 RNA 为模板反转录成 cDNA。

以 1/5 体积的 cDNA 反应液为模板进行 30 μL 的
PCR扩增反应，获得 1个片段长度大于 1 000 bp、
小于 2 000 bp的单一扩增产物，且亮度较高(图 2)。
该片断大小符合预期扩增片断长度(1 300 bp)，表明
扩增产物为目的基因。 

28S rRNA

1         2 

18S rRNA

5S rRNA
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M  DNA Marker； 1和 2为 SbCAD4基因扩增产物。 
图 2  SbCAD4 基因扩增产物的琼脂糖电泳结果 

Fig.2  Electrophoresis results of the amplified fragment of gene 

SbCAD4 

为进一步确定扩增片断为目的基因，利用 T载
体进行克隆和测序。结果表明，1、5、9 号质粒的
相对分子质量明显大于其他的质粒(图 3)，可确定扩
增片段已插入克隆载体。 

 
M  DNA Marker；1～10为连接片断后提取的质粒。 

图 3  连接 PMD18–T 载体质粒的琼脂糖电泳结果 
Fig.3  Electrophoresis results of cloning plasmid of gene SbCAD4 

 

2.2 SbCAD4 基因的序列分析 

测序结果拼接后，将其与 NCBI 收录的高粱
IS11861 品系的 SbCAD4 基因进行比对，结果显示
二者的核甘酸序列相似性达 99.9%，只在编码序列
第 548 位有 1 个碱基的差异，IS11861 品系在该位
置为 C，而早亨加利为 G(图 4)。扩增片断包含 1个
1 095 bp的开放阅读框，编码 1个 365氨基酸残基
的多肽，预测蛋白相对分子质量为 38 700。对 2个
品系的氨基酸序列进行比较，发现其氨基酸序列完

全一致，表明第 548位碱基的差异并未导致其氨基
酸序列发生改变。 

 
 
 

 

 
图 4 IS11861 和早亨加利 SbCAD4 基因编码区的比对结果 

Fig. 4 Tomparison between sorghum lines IS11861 and early Hegari-sart in the SbCAD4 coding region from amplified fragments  

2.3 CAD 基因家族分子进化树分析 

CAD基因是木质素合成的关键酶基因，在植物
基因组一般有多个同源基因，但只有 1～2 个基因
承担木质素合成的功能[9，12]，如拟南芥有 9个 CAD
基因，但只有 AtCAD4 和 AtCAD5 为木质素合成
CAD 基因 [9]。对 NCBI 中高粱 CAD 基因进行
BLASTP 分析的结果表明，高粱基因组共有 10 个
CAD基因。对这 10个 CAD基因和拟南芥、水稻、
玉米中的 CAD 基因进行分析。图 5 中拟南芥的
NCBI登录号为 AtCAD1 (AY288079)，AtCAD2 (AY 
302077)，AtCAD3 (AY302078)，AtCAD4 (AY302081)，
AtCAD5(AY302082)，AtCAD6 (AY302075)，AtCAD7 

(AY302079)，AtCAD8 (AY302080)，AtCAD9 (AY30 
2076) ； 水 稻 的 NCBI 登 录 号 为 OsCAD1 
(AAN09864)，OsCAD2(DQ234272)，OsCAD3 (AAP 
53892)，OsCAD4 (BK003970)，OsCAD5 (BK003971)，
OsCAD6(CAD39907) ， OsCAD7 (CAE05206) ，
OsCAD8A to D (BK003972)，and OsCAD9 (AAN 
05338)；高粱的 NCBI 登录号为 SbCAD1 (Sb02g 
024190)，SbCAD2(Sb02g024210)，SbCAD3(Sb02g 
024220)，SbCAD4(Sb04g005950)，SbCAD5(Sb06g 
001430)，SbCAD6(Sb06g028240)，SbCAD7 (Sb07g 
006090)，SbCAD8(Sb10g006270)，SbCAD9(Sb10g 
006280)，SbCAD10(Sb10g006290)；玉米的 NCBI
登录号为 ZmCAD2(Y13733)，ZmCAD4(ACF79608)。 

5 000 bp
2 500 bp

M 1  2  3  4  5  6  7  8  9  10

1 000 bp

1 300 bp2 000 bp
1 000 bp

M       1      2 
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图 5 双子叶和单子叶 CAD 蛋白序列的进化树分析结果 

Fig.5 Phylogenetic analysis of protein CAD sequences from 

monocots and dicot  
结果表明，这10个CAD基因可分为4个群，其

群I为木质素合成CAD基因，包括拟南芥的AtCAD4
和AtCAD5、水稻的OsCAD2、玉米的ZmCAD2以及
高粱的SbCAD4；SbCAD5 和 OsCAD6属于群II；
SbCAD8 、 SbCAD9 和 SbCAD10 属 于 群 III ；
SbCAD1、SbCAD2、SbCAD3、SbCAD6、SbCAD7
属于群IV。 
为进一步研究SbCAD4基因与其他物种木质素

合成CAD基因蛋白序列的关系，对SbCAD4与拟南
芥、水稻和玉米中木质素合成CAD蛋白序列进行比
对分析，结果(图6)表明，SbCAD4基因的蛋白序列
与玉米ZmCAD2基因的相似性最高，达 96%。
SbCAD4基因具有木质素合成CAD所需要的几个结
构域，包括Zn2+结合位点和催化位点、NADPH+ 结

合位点、木质素单元结合位点I和II，因此，SbCAD4
基因也具备木质素合成CAD的基本特征。 

 
木质素合成 CAD蛋白序列：拟南芥 AtCAD–C和 AtCAD–D，水稻 OsCAD2，玉米 ZmCAD2( ●为 Zn2+结合催化位点；■为 Zn2+结合

位点；○为 NADPH+ 结合位点；△为木质素单元结合位点 I；▲为木质素单元结合位点 II)。 

图 6  SbCAD4 与其他物种木质素合成 CAD 的多序列联配 
Fig.6 Alignment from the protein sequences of SbCAD4 and other bona fide lignin CAD  

2.4 pMAL–SbCAD4 原核表达载体的构建及鉴定 

采用双酶切再连接目的基因片断的方法构建

pMAL–SbCAD4重组质粒。构建的重组质粒片断大于
pMAL空质粒，表明目的基因已经插入载体中(图7)。

为确认已经插入目的基因，将pMAL–SbCAD4重组质
粒进行双酶切检测(图8)：在1 000 bp处有１条明亮清
晰的带，与目的基因大小(1 095 bp)一致；在5 000~ 
7 500 bp有１条带，与pMAL载体大小(6 600 bp)一致。 
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1 重组质粒；2 空载体质粒 DNA。 

图 7 pMAL–SbCAD4 重组质粒的鉴定结果 
Fig.7 Identification for the recombinant plasmid of pMAL–SbCAD4  

 
M DNA Marker；短片段为 SbCAD4，长片段为 pMAL载体。 

图 8 EcoR I 和 Hind Ⅲ双酶切重组质粒的电泳结果 
Fig.8 Electrophoresis results from the double digestion recombinant 

plasmid by EcoR I and Hind Ⅲ 
 

2.5 pMAL–SbCAD4 融合蛋白的原核表达与纯化 

从图9可知，4种浓度的IPTG都能较好地诱导出
目的蛋白，其中以0.5 mmol/L IPTG的诱导效果最
好，诱导出的融合蛋白量最大。 

 
M 蛋白 Marker；1、2、3、4 分别表示 IPTG 的浓度 0.1、

0.5、1.0、2.0 mmol/L。 
图 9 不同 IPTG 浓度诱导 SbCAD4 融合蛋白在大肠

杆菌中的表达结果 
Fig.9 Induction expression results of the SbCAD4–fused 

protein in E. coli BL21 
 

以上述最佳IPTG浓度培养100 mL菌液，超声裂
解后，将上清液加载到Amylose Resin亲和层析柱纯
化，再进行SDS–PAGE分析(图10)。结果表明，融 

 
1 空MBP标签；2 SbCAD4融合蛋白；M 蛋白Marker。 

图 10 纯化后的 SbCAD4 融合蛋白 
Fig.10 Purification results of the SbCAD4–fused protein  

合蛋白(2号)纯化的量较大，且杂带较少，而空MBP
标签蛋白的量较少(1号)，因此，经纯化的蛋白完全
能够满足后续的试验需求。 

2.6 SbCAD4 酶活测定分析 

采用双倒数法测得纯化的SbCAD4对松柏醛的
Km值为5.2 μmol/L，Vmax为 5.8 μmol/(min·mg)，表
明SbCAD4具有肉桂醇脱氢酶活性。 

3 结论与讨论 

肉桂醇脱氢酶是木质素合成中的关键酶，它对

木质素单体的合成具有重要作用。植物CAD基因表
达下调会造成植物木质素含量下降或改变木质素

单体的比例构成[13–15]，CAD基因的克隆有助于改良
饲用作物的品质和适口性；饲用作物中木质素的含

量决定了作物的抗病性和抗倒伏能力[13,16]，因此，

开展对SbCAD4基因的研究，对改良高粱饲用品质
和研究其生长发育都具有重要作用。 
外源目的基因的表达量受细胞生长状态、诱导

培养的温度和时间、诱导剂的浓度等因素影响[17]。

在本研究中，高粱SbCAD4基因的表达在IPTG浓度
为500 μmol/L时，融合蛋白的表达量在诱导4 h后达
到最高，且诱导出的蛋白大部分在上清液中。当

IPTG浓度为1 000 μmol/L时也能诱导出较多的融合
蛋白，但诱导出的蛋白大部分在沉淀中(数据未给
出)。另外，在纯化的融合蛋白中存在部分降解
(SDS–PAGE分析有杂带)，但量较少，对后续试验
影响较小。 
拟南芥基因组中共有9个CAD基因，其中2个

CAD基因主要负责木质素的合成[9]；在水稻基因组

中共有12个CAD基因，其中OsCAD2被认为主要参
与了木质素的合成[16]；OsCAD7可能也参与了木质
素合成[18–19]，因此，无论是在单子叶还是双子叶植

物中，可能都有2个或2个以上的CAD负责木质素合
成。高粱基因组中共有10个CAD基因，只有SbCAD4
基因与其他物种木质素合成的CAD分在同/L1个
群，而且它也具有木质素合成典型的结构域。从酶

活测定的情况来看，SbCAD4具有肉桂醇脱氢酶的
催化活性，因此，SbCAD4是否为木质素合成的CAD
基因需要进一步研究后才能确定。 
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