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玉米COBRA基因家族分析及重要成员
ZmCOBL03基因编辑
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摘 要：利用生物信息学的方法分析玉米COBRA家族10个成员的序列特征、与其他物种的进化关系和组织

特异性表达模式。结果表明，10个COBRA家族基因都含有CCVS保守结构域，并且均定位于细胞膜上。系统进化

分析结果显示，该家族可以分为2个亚族，每个亚族内的基因具有相似的基因结构和理化性质。以ZmCOBL03为候

选基因开展基因编辑，采用双靶标位点的设计思路，利用农杆菌介导的玉米遗传转化技术和CRISPR/Cas9基因编辑

技术，成功获得ZmCOBL03基因靶向突变的玉米株系。表型分析证实，ZmCOBL03基因突变后严重影响了玉米的正

常发育，表现为植株极端矮化且生殖生长受到抑制，证实 ZmCOBL03基因在植物细胞壁纤维素合成中发挥重

要作用。
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Abstract: The sequence characteristics, evolutionary relationships with other species and tissue-specific ex⁃

pression patterns of 10 COBRA family members were analyzed by bioinformatics method. The results showed that
all the 10 COBRA family genes contained CCVS conserved domains and were localized in the cell membrane. The
results of phylogenetic analysis showed that the family could be divided into two subfamilies, and the genes in each
subfamily had similar gene structure and physical and chemical properties. Further research focused on the signifi⁃
cant member ZmCOBL03 as a candidate gene for gene editing. In this study, using a dual target site design strategy,
maize lines with targeted mutations of the ZmCOBL03 gene were successfully obtained through maize genetic trans⁃
formation mediated by Agrobacterium tumefaciens and the CRISPR/Cas9 gene editing technology. Phenotypic analy⁃
sis confirmed that the mutation of ZmCOBL03 gene seriously affected the normal development of maize, which
showed dwarf plants without female and male panicle, and confirmed that ZmCOBL03 gene played an important role
in plant cell wall cellulose synthesis.
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玉米是重要的粮食作物、青贮饲料和能源作

物 [1]。随着国内农业发展新形势变化，玉米子粒机

械化收获已成为未来我国玉米产业发展的必然趋

势 [2]。目前，我国玉米品种选育重点已经从传统的

大穗高产向更适合子粒机收的脱水快、抗倒伏等方

向转型 [3]。茎秆倒伏与茎秆自身的强度密切相关，

茎秆强度越高，抗倒伏性越强。茎秆强度通常与纤

维素、半纤维素和木质素的含量成正相关[4，5]。纤维

素是控制细胞各向异性生长的代原细胞壁和次级细

胞壁的主要成分，次级细胞壁的细胞伸长完成后沉

积，对植物组织的结构支持至关重要 [6]。适当的纤

维素合成需要额外的蛋白质，如COBRA蛋白[7]。

COBRA 家族是由 COBRA-Like(COBL)蛋白组

成的一类糖基磷脂酰肌醇(glycosyl-phosphatidyl ino⁃
sitol，GPI)锚定蛋白家族，普遍存在于高等植物和藻

类中，参与细胞壁中纤维素的合成和沉积，进而影响

细胞分裂和扩张[8]，目前已报道的COBRA家族成员

主要在调节细胞壁中纤维素微纤丝的合成及沉积中

发挥重要作用。Benfey等[9]在模式作物拟南芥中首

次报道，AtCOBRA突变体中细胞异常扩张引起根系

膨大及生长速度异常。Hauser等[10]进一步证实，突

变体中纤维素微纤丝沉积发生紊乱，结晶化纤维素

含量显著降低，表明拟南芥 AtCOBRA 基因通过控制

细胞壁中纤维素的定向沉积和形成进而维持细胞的

正常生长。COBRA蛋白在维持植物组织机械强度

中也发挥重要作用。水稻 Brittle Culm 1(BC1)突变

导致组织机械强度降低，表现出茎秆和叶片易折断

的表型 [11]；拟南芥 AtCOBL10 调控花粉管伸长 [12]；棉

花 GhCOBL9A 影响细胞伸长[13]；高粱SbCOBL01在纤

维素合成中起主要作用 [14]。COBRA家族生物信息

分析和鉴定方面，随着测序成本降低和技术进步，越

来越多植物基因组数据不断公开，COBRA家族的鉴

定工作也陆续报道，如拟南芥[15]、水稻[16]、番茄[17]、冬

枣[18]和杨树[19]等。玉米中[20]初步开展过COBRA基因

家族分析发现9个成员，玉米COBRA家族成员功能

研究目前报道较少。为了深入了解玉米COBRA家

族，本研究分析玉米COBRA家族 10个成员的序列

特征、与其他物种的进化关系和组织特异性表达模

式，并进一步以重要成员ZmCOBL03为候选基因开

展基因编辑研究工作。

1 材料与方法

1.1 COBRA基因家族生物信息学分析

在MaizeGDB(https://maizegdb.org/)上对ZmCOBL

基因的蛋白质序列进行搜索，根据拟南芥AtCOBL

基因家族的信息经过 Blast比对，筛选出玉米 CO⁃
BRA基因家族蛋白，以E-value小于 0.01进行筛选，

共获得 10个ZmCOBL蛋白质序列。为了确定序列

的准确性，用CDD-search和SMART (http://smart.em⁃
bl-heidelberg.de/)对筛选到的序列的结构域进行鉴

定，结果一致。将序列提交到MEME在线软件(http:
//meme-suite.org/index.html)，选择 motif 数量为 10，
长度为 6～50，将搜索到的序列利用TBtools进行可

视化。利用ClustalW对谷子、小麦、高粱、水稻和玉

米的 COBRA蛋白序列进行比对后，利用MEGA7.0
构建系统发育树。发育树算法选择最大似然(Maxi⁃
mum likelihood)法，bootstrap 1 000 次。将玉米、水

稻、小麦和高粱的基因组进行Blast比对，将比对结

果提交至 MCscanX 进行分析，将分析结果利用

TBtools(https://github.com/CJ-Chen/TBtools)进行可视

化。在NCBI上下载玉米的转录组数据(GSE27004)，
利用 TBtools绘制玉米ZmCOBL基因在不同部位的

表达模式图。

1.2 实验材料

菌种为大肠杆菌菌株 TOP10 和农杆菌菌株

EHA105，载体为 pXG001，受体材料为玉米自交系

KN5585(以上由吉林省农业科学院农业生物技术研

究所保存提供)。
1.3 试剂与药品

核酸染料、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购于

北京康为世纪公司(中国)；2×Taq Plus Master Mix购
于南京诺唯赞生物科技股份有限公司(中国)；琼脂

糖购于 TaKaRa生物有限公司(日本)；CTAB购于生

工生物工程股份有限公司(中国)；其他实验药品均

购于北京鼎国生物科技有限公司(中国)。
1.4 引物列表

1.5 载体构建及农杆菌介导的遗传转化

用 PstⅠ和 BamHⅠ限制性内切酶对 CRISPR-
Cas9载体分别酶切，酶切产物进行电泳分离，纯化

表1 PCR检测引物列表

Table 1 List of primers for PCR detection
引物名称

Primer name
CRISPR-CAS9-F
CRISPR-CAS9-R
SG-F
SG-R
ZmCOBL03-F
ZmCOBL03-R

序 列

Sequence
CGATCCGTGTCTCGTACAGG
AGATGATCGCCAAGAGCGAG
TCCTTCTATGTACAGTAGGACACAGTG
GGAGAACACATGCACACTAAAAAGA
GTCGTAAGTAGAATGCC
GTACCTCACCTCCAGAA



回收。用 T4 连接酶将靶标位点序列与 CRISPR-
Cas9酶切后回收产物进行连接。将连接产物转化

到感受态大肠杆菌中，涂板，挑选阳性单菌落，进行

摇菌，菌液 PCR验证无误后，提取质粒并进行双酶

切验证，保存菌落PCR和双酶切验证结果均准确的

阳性菌株。重新提取质粒后通过农杆菌介导的转化

方法[21]，侵染玉米幼胚，最终获得再生植株即转基因

组培苗T0代植株，之后移栽至温室，通过自交授粉收

获种子。

1.6 转化植株目标基因靶位点序列检测

在T0代玉米6叶1心期时对叶片进行取样，取适

量叶片装入离心管中，使用CTAB方法[22]提取DNA，

以提取的DNA为模板进行PCR扩增，PCR产物送往

吉林省库美生物技术有限公司进行测序。

2 结果与分析

2.1 COBRA基因家族生物信息学分析

玉米中10个COBRA基因分别位于玉米1、2、5、
7、9号染色体上，根据其在染色体上的物理位置的

先后分别命名为ZmCOBL01～ZmCOBL10(表 2)。其

中，1号和7号染色体上各分布3个成员，5号和9号
染色体上分布 1个成员，2号染色体上分布两个成

员，说明 COBRA基因在数染色体上呈不均匀分布

(图1)。利用玉米、小麦、水稻、谷子、高粱的COBRA
蛋白序列构建了系统进化树，玉米COBRA基因家族

的进化分析结果将玉米COBRA蛋白分为 3组。为

进一步了解COBRA家族的进化机制，选取另外3个
禾本科植物，水稻、小麦和高粱的COBRA基因进行

共线性分析，结果显示，玉米于水稻、小麦、高粱分别

有 2、8、2个共线性基因对。为探究蛋白功能，进行

蛋白保守基序预测，结果发现，10个COBRA蛋白中

共有10种主要保守基序，其中，motif 1为COBRA结

构域，且较为保守。10个成员均含有COBRA结构

域，ZmCOBL05和ZmCOBL07含有2个COBRA，所有

基因含有motif 7、motif 8和motif 10，9个成员含有

motif 2，8个成员含有motif 3和motif 4，6个成员含有

motif 8，5个成员含有motif 6和motif 9。根据转录组

数据，分析玉米 COBRA基因的组织特异性表达模

式。结果显示，ZmCOBL05和ZmCOBL04分别在叶

片和种皮中具有组织特异性；ZmCOBL01在根和叶

中高表达；ZmCOBL09在根和花丝中高表达；ZmCO⁃

BL02在种皮和花丝中高表达；ZmCOBL07在根、雄

穗和胚乳中表达；ZmCOBL10在种皮、根和茎中表

达。ZmCOBL06、ZmCOBL08 和 ZmCOBL03 则是在

更多组织部位中高表达：ZmCOBL06在种皮、根、茎

和花丝中表达；ZmCOBL08在种皮、根、茎和胚乳中

表达；ZmCOBL03在种皮、根、茎和雄穗中表达。考

虑到 ZmCOBL06、ZmCOBL08和 ZmCOBL03在多个

组织部位高表达，推测这 3个基因对玉米生长发育

较为重要，研究选取ZmCOBL03基因开展后续的功

能验证。

2.2 ZmCOBL03基因结构预测

利用 Softberry网站(www.softberry.com)对ZmCO⁃

BL03基因的结构进行预测，结果显示，序列长度为

4 754 bp，该编码基因来自于正链，含有 6个外显子

(图 2)。利用 ExPASy 在线工具 (https://www.expasy.
org/)对ZmCOBL03基因蛋白质进行理化性质分析，

蛋白质相对分子质量为 49 599.87，氨基酸有 448
个。等电点为 8.88，为碱性蛋白；不稳定系数小于

40，为稳定蛋白；蛋白质总平均亲水性是-0.146，是
亲水性蛋白。利用在线工具TMHMM-2.0对ZmCO⁃

BL03进行了跨膜结构域分析，结果表明，该基因蛋

表2 玉米COBRA基因家族成员基因号及MaizeGDB名称

Table 2 Maize COBRA gene family member gene number and MaizeGDB name
名 称

Name
ZmCOBL01

ZmCOBL02

ZmCOBL03

ZmCOBL04

ZmCOBL05

ZmCOBL06

ZmCOBL07

ZmCOBL08

ZmCOBL09

ZmCOBL10

基因号

Gene ID
Zm00001eb014120
Zm00001eb035300
Zm00001eb057580
Zm00001eb075290
Zm00001d0072080
Zm00001eb214720
Zm00001eb323040
Zm00001eb326990
Zm00001eb327000
Zm00001eb393070

MaizeGDB名称

MaizeGDB name
roothair defective3

/
cobra-like3
cobra-like9
cobra-like8
cobra-like4
cobra-like5
cobra-like6
cobra-like7
brittle stalk2
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注：A为玉米COBRA基因家族染色体定位；B为玉米COBRA基因家族进化树；C为玉米、水稻、小麦和高粱COBRA基因家族共线性分析；D为

玉米COBRA保守基序；E为玉米COBRA基因家族的组织特异性表达模式。

Note: A, Chromosomal location of COBRA gene family in maize; B, Evolutionary tree of COBRA gene family in maize; C, Collinearity analysis of CO⁃
BRA gene families in maize, rice, wheat and sorghum; D, COBRA conservative motif of maize; E, Tissue specific expression pattern of COBRA
gene family in maize.

图1 COBRA基因家族生物信息学分析

Fig.1 Bioinformatics analysis of COBRA gene family

注：A为ZmCOBL03基因结构；B为ZmCOBL03基因跨膜结构；C为ZmCOBL03不同组织部位表达量。

Note: A, ZmCOBL03 gene structure; B, transmembrane structure of ZmCOBL03 gene; C, expression levels of ZmCOBL03 in different tissue parts.
图2 ZmCOBL03基因生物信息学分析

Fig.2 Bioinformatics analysis of ZmCOBL03 gene



白长度有449个氨基酸，预测到2个跨膜结构，胞内

在1～6，跨膜螺旋在7～24，胞外在25～429，跨膜螺

旋在 430～448，胞内在 449。亚细胞定位预测结果

显示ZmCOBL03定位于质膜上。表达谱分析表明，

ZmCOBL03在节间伸长区表达最快，并且随着节间

组织进入沉积次级壁的过渡和成熟区，其表达量下

降。ZmCOBL03在茎的成熟细胞中也以中等水平表

达的结果表明，它可能在单子叶植物的细胞发育中

发挥更广泛的作用，而不仅仅是细胞扩增。

2.3 ZmCOBL03基因敲除载体构建及材料创制

在MaizeGDB数据库中查询ZmCOBL03基因的

DNA序列，根据基因的 CDS区分析相应的基因结

构，明确基因的跨膜结构域保守区域。为提高敲除

效率，采用构建双靶点载体的策略，利用CRISPR-P
2.0网站[CRISPR-P v2.0(hzau.edu.cn)]设计两个敲除

ZmCOBL03基因的靶标位点，两个靶点均位于第 3
外显子。靶点一的序列为 TTTCGGCATATCGGCG⁃
CACCTGG，靶点二的序列为 CTTTCTTGCAGCAAT⁃
GGGGTGGG(图3)。对构建好的载体进行酶切验证，

并利用PCR进行鉴定。结果证明，基因敲除载体成

功导入材料中，利用农杆菌介导的幼胚遗传转化方

法获得了4个转基因转化事件：#1、#2、#3、#4。

注：A为ZmCOBL03基因敲除载体构建及靶标位置；B为菌落PCR，1为Maker2000，2为水，3～7为样品；C为ZmCOBL03基因敲除载体的酶切验

证，1为Maker15000，2为质粒，3为双酶切质粒。

Note: A, Construction and target location of ZmCOBL03 gene knockout vector; B, Colony PCR, lane 1, Maker2000, lane 2, water, lane 3-7, sample; C,
Enzyme digestion verification of ZmCOBL03 gene knockout vector, lane 1, Maker15000, lane 2, plasmid, lane 3, double enzyme digestion plasmid.

图3 载体构建及酶切验证

Fig.3 Vector construction and enzyme digestion verification
2.4 ZmCOBL03基因敲除植株基因型及表型

将转化后的玉米愈伤组织利用双丙氨磷筛选，

诱导发芽、生根后，转入温室进行炼苗、移栽，获得T0

代转基因玉米幼苗，利用CTAB法提取玉米基因组，

根据 ZmCOBL03 的基因序列利用 Primer Premier
5.0[23]设计引物，即能够检测到转化事件#1的扩增条

带大小小于野生型对照和其他转化事件(图 4)。通

过测序结果得知，该突变体于1 914 bp处缺失111 bp。
在T1代材料中，根据目的基因检测结果，发现敲除该

基因后的突变体材料植株矮化严重且无雄穗与雌穗。

3 结论与讨论

本文采用生物信息学手段鉴定出 10个COBRA
基因家族成员，分别位于 1、2、5、7、9号染色体上。

通过共线性分析发现，该基因在禾本科植物中相对

保守。分析转录组数据发现，ZmCOBL03在种皮、根

和茎中均有表达。针对ZmCOBL03蛋白理化性质、

亲水性等分析，结果表明，该蛋白为亲水性蛋白，有

两个跨膜结构域。COBRA基因家族在水稻、小麦、

高粱中分别鉴定出11、38、11个成员。因为玉米、水

稻和高粱都是禾本科二倍体植物，家族成员数量大

致相同；小麦是杂合六倍体植物，所以家族成员远多

于玉米、水稻和高粱且成员数量接近 3倍。表达谱

分析表明，ZmCOBL03在整个植物的多个组织中均

有所表达，这种广泛的基因表达模式与ZmCOBL03

在多个组织中初生细胞壁生物合成中的作用一致。

Siobhan M. Brady等 [24]研究结果表明，ZmCOBL03可

能是AtCOB的功能性同源物，其表达与 4个主要成
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壁 玉 米 CesA 基 因 ZmCesA1、ZmCesA2、ZmCesA7、

ZmCesA8密切相关，且4个基因中的3个基因ZmCe⁃

sA1、ZmCesA7和ZmCesA8也被证明从初级至次级壁

形成的过渡的组织中表达。

Brittle Stalk2(BK2)是玉米首个解析基因功能的

COBRA家族成员[25]。研究发现，BK2会降低叶片和

成熟茎中纤维素占总细胞壁质量的比例[26]。目前，

ZmBK2L3(ZmCOBL03)基因在番茄中过表达后导致

番茄果实的果皮厚度明显增加，纤维素质量比明显

增高，货架期明显延长，推测ZmBK2L3基因表达量

的增加会通过增加果皮厚度导致番茄果实的脱水速

率降低[27]。认为在玉米中敲除ZmCOBL03基因会降

低种皮厚度，进而得到脱水更快、更适机收的材料。

本实验通过 CRISPR/Cas9基因编辑技术对 ZmCO⁃

BL03进行基因敲除，获得了敲除后的突变体材料，

ZmCOBL03突变体植株表现出矮化且无雄穗与雌穗

的发育障碍表型，导致突变体植株无法繁育后代。

Benjamin T Julius等在2021年于Plant Cell发表的文

章中表明，通过在B73受体材料中EMS诱变得到的

突变体表型也呈现出发育障碍。由此证明，ZmCO⁃

BL03不止在纤维素合成中发挥作用，也在玉米的正

常生长发育中发挥重要作用。敲除或诱变ZmCO⁃

BL03基因都会影响玉米的正常生长发育，鉴于此种

情况，后续可以通过RNAi的方法[28，29]尝试抑制该基

因表达防止产生极端发育障碍的植株，从而更加深

入的研究ZmCOBL03基因功能，或者通过超表达该

基因来进一步探究该基因功能及机理。
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