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摘要　全蚀病是小麦上一种重要的土传病害。选育和种植抗病品种是防治小麦全蚀病的根本途径，抗病基因

研究是抗病育种的基础性工作。根据基因犜犪犠犐犚１犫（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．Ｍ９４９５９．１）的全长序列设计引物扩增‘新

农１９’的ｃＤＮＡ，获得了完整ＯＲＦ，编码８５个氨基酸残基，比对后发现与犜犪犠犐犚１犫序列同源性达１００％。根

据获得的犜犪犠犐犚１犫基因全长序列设计定量引物，分析犜犪犠犐犚１犫在全蚀菌胁迫条件下不同互作模式的表达

特征。结果表明接种全蚀病菌后抗病小麦品种‘新农１９’中犜犪犠犐犚１犫基因被诱导表达，接菌后３ｄ达到峰值

１４３．９７，感病品种‘新麦１９’中峰值出现在接菌后８ｄ，表达量仅为对照的４．２２倍，提示该基因可能参与小麦

对全蚀病的抗病过程。
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　　小麦全蚀病是由禾顶囊壳小麦变种犌犪犲狌犿犪狀

狀狅犿狔犮犲狊犵狉犪犿犻狀犻狊ｖａｒ．狋狉犻狋犻犮犻引起的小麦上一种重

要根部病害，在世界各小麦种植区广泛分布。其发

生危害重、传播速度快，一旦发生难以根除，一般引

起小麦减产１０％～２０％，重病田减产近半甚至绝

收。选育和种植抗病品种是解决小麦全蚀病危害的

根本途径，而抗病基因研究是抗病育种的基础性

工作。

犠犐犚１（ｗｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１）基因首次报

道是在小麦与大麦白粉菌的非亲和互作中被诱导表

达，引起抗性反应［１］。目前小麦中已有３个犠犐犚１

基因被克隆鉴定，分别是犜犪犠犐犚１犪、犜犪犠犐犚１犫和

犜犪犠犐犚１犮，其中犜犪犠犐犚１犪和犜犪犠犐犚１犫聚在同一

分支，与犜犪犠犐犚１犮的同源性较低。对犠犐犚１基因

编码氨基酸的结构分析表明 ＷＩＲ１蛋白Ｎ末端具

有疏水残基，这种结构特征降低了剪接的可能性，增

加了膜结合的可能性。ＴａＷＩＲ１ａ蛋白具有亲水的

Ｃ末端，其可能功能是在病原物攻击的过程中增强
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细胞膜与细胞壁的黏附从而增强细胞的稳定性［２］。

而ＴａＷＩＲ１ｂ和ＴａＷＩＲ１ｃ蛋白包含有信号肽，与分

泌有关，可能涉及细胞壁加固和增强物理屏障从而

限制病原菌定殖。

实验室前期抗性鉴定结果中小麦品种‘新农１９’

对小麦全蚀病菌ＧａＮＳ９０菌株表现中抗
［３］，可用于研

究小麦对全蚀菌的抗性机制。本研究根据已有犜犪犠

犐犚１犫基因的序列合成引物扩增‘新农１９’的ｃＤＮＡ获

得了基因的全长序列。同时根据获得基因的序列合

成定量引物，分析了接种小麦全蚀病菌ＧａＮＳ９０后

犜犪犠犐犚１犫在‘新农１９’和感病品种‘新麦１９’中的表达

情况，为进一步研究基因的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

试验所用河南省区试小麦品种‘新农１９’（Ｘｉｎ

ｎｏｎｇ１９）、‘新麦１９’（Ｘｉｎｍａｉ１９）及小麦全蚀病菌菌

株ＧａＮＳ９０均由河南省农业科学研究院植物保护

研究所小麦病害课题组收集、保存。

１．２　试验方法

１．２．１　试验材料的准备与取样

挑取均匀饱满的小麦种子，用７５％乙醇表面消

毒３０ｓ，清水洗净后转移至培养皿中浸种２４ｈ，然后

种植于营养钵中温室（２０℃）培养，每天光照１６ｈ。

至长出４叶后将整株苗连根拔出冲洗干净，置于放

有湿润卫生纸的托盘内，用打孔器打取全蚀菌菌饼

并放置于根部，保鲜膜封住托盘。将托盘置于培养

箱中，采集接菌后０、２、３和８ｄ以及同期不接菌对

照的小麦根，用锡箔纸包好液氮速冻，存放于－８０℃

冰箱备用。

１．２．２　总ＲＮＡ提取及第一链ｃＤＮＡ合成

采用ＴＲＩｚｏｌ法（参考ＴａＫａＲａ说明书）提取小

麦根的ＲＮＡ，加入ＤＮａｓｅ纯化ＲＮＡ。用Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆＢｉｏｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ分光光度计检测样品的浓度

和纯度。用ＴａＫａＲａ的反转录试剂盒获得ｃＤＮＡ第

一链。－２０℃保存备用。

１．２．３　目的基因获得及序列分析

根据 目 的 基 因 犜犪犠犐犚１犫（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

Ｍ９４９５９．１）的 ＯＲＦ 框两端序列设计引物对：

ＷＩＲ１Ｆ：ＣＴＣＧＡＡＡＣＡＣＡＣＣＡＧＣＡＴ；ＷＩＲ１Ｒ：

ＧＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＧＴＡＧＡＴＴＡＡＣ。以‘新农１９’

的ｃＤＮＡ为模板进行扩增，扩增体系如下：１０×犜犪狇

ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，上游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２μＬ，

ｃＤＮＡ１μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足

至２０μＬ。反应程序为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳，ＵＶＰ凝胶成像系统照相。

电泳后回收目标片段，连接入ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ载

体，转化ＴＪ１感受态细胞，提取质粒，送上海生物工

程有限公司进行测序。

利用ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中的

ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）工具查找目的片段的开放阅读框。

通过ＢＬＡＳＴ对克隆的目的片段进行同源性分析。

１．２．４　内参及目的基因定量引物设计及检测

以组成型表达基因，小麦的２６ＳｒＲＮＡ（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｏ．Ｚ１１８８９．１）作为内参对照，引物序列
［４］：２６ＳＦ：

ＧＡＡＧＡＡＧＧＴＣＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣ；２６ＳＲ：ＴＣＴＣＣ

ＣＴＴＴＡＡＣＡＣＣＡＡＣＧＧ。根据克隆得到的基因序

列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计定量ＰＣＲ引物，序列

如下：ＷＩＲ１ＭＦ：ＴＧＣＣＧＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴＧＧＡＴＧ；ＷＩ

Ｒ１ＭＲ：ＴＡＡＧＧＴＧＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＧＴＡＧＡ。

先通过普通ＰＣＲ扩增判断引物的特异性，产物

用１％的琼脂糖凝胶电泳检测。选择最佳退火温

度，确保没有引物二聚体产生后按该退火温度进行

实时荧光定量ＰＣＲ。通过梯度稀释模板的方法绘

制标准曲线，检测引物的扩增效率，根据熔解曲线判

断引物的特异性。

１．２．５　荧光定量ＰＣＲ检测与分析

应用ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００实时定量ＰＣＲ仪，以各

个取样点的ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增。反应体

系为：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇１０μＬ，５０×ＲＯＸ

Ⅱ０．４μＬ，ＷＩＲＩＭＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ＷＩＲＩＭ

Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ｃＤＮＡ第一链２μＬ（１０×稀

释的ＲＮＡ反转录产物），ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。反

应程序为：９５℃１ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃４０

ｓ，４０个循环。于７２℃收集荧光信号，反应结束后进

行荧光值变化曲线和熔解曲线分析。每个反应重复

３次，犆狋值取平均值。以各取样时间点小麦２６Ｓ

ｒＲＮＡ的量为内参对照来确定目标基因的相对量，

利用２－△△犆狋方法
［５］来确定目的基因的相对表达量。

２　结果与分析

２．１　目的基因获得

提取所有试验材料的总ＲＮＡ。用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

Ｂｉｏｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ检测，所提取的总ＲＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０

·１５１·



２０１７

值为２．０左右，表明ＲＮＡ质量较好，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０值

大于２．０，表明ＲＮＡ纯度较高，无小分子盐类污染。

用１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测提取的总ＲＮＡ，没

有降解现象，可用于下一步试验。根据试剂盒说明，

利用 ＴａＫａＲａＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ进行

ｃＤＮＡ第一链合成。

利用扩增基因全长的引物扩增‘新农１９’的ｃＤＮＡ，

获得了３７０ｂｐ左右的特异片段，将该片段回收、克

隆转化后送公司测序。测序结果表明片段长度为

３７３ｂｐ，其序列与已报道的犜犪犠犐犚１犫基因序列完全

相同。利用ＮＣＢＩ中 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ工具在克隆片段

中找到长２５８ｂｐ完整开放阅读框，该ＯＲＦ编码８６

个氨基酸残基（图１）。与已知基因犜犪犠犐犚１犫编码

的氨基酸序列１００％一致。获得的ＯＲＦ框Ｎ末端

具有丰富的甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅＧ）和脯氨酸（ｐｒｏｌｉｎｅＰ）

重复，是ＴａＷＩＲ１ｂ的功能区域。

图１　基因犜犪犠犐犚１犫的序列

犉犻犵．１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犜犪犠犐犚１犫

２．２　定量表达分析

以小麦核糖体２６ＳｒＲＮＡ基因作为内参对照，采

用相对定量的方法分析全蚀菌侵染胁迫条件下基因

犜犪犠犐犚１犫在不同互作条件下的表达模式。结果表

明：小麦品种‘新农１９’中基因犜犪犠犐犚１犫受到病原菌

侵染后诱导上调表达，且在接种后第３天达到高峰值，

比对照高出１４３．９７倍；而感病品种‘新麦１９’中基因的

表达高峰出现在接菌后第８天，且仅为对照的４．２２倍，

各时期基因的表达量均显著低于‘新农１９’（图２）。

图２　接种全蚀病菌后犜犪犠犐犚１犫基因的表达模式

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳狋犺犲犵犲狀犲犜犪犠犐犚１犫犪犳狋犲狉

犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犌犪犲狌犿犪狀狀狅犿狔犮犲狊犵狉犪犿犻狀犻狊狏犪狉．狋狉犻狋犻犮犻

３　讨论

小麦犠犐犚 基因早在１９８９年被克隆，目前有

犜犪犠犐犚１犪、犜犪犠犐犚１犫和犜犪犠犐犚１犮３个基因被克

隆。已有结果表明，该类基因受到多种病原物的诱

导上调表达。其中犜犪犠犐犚１犪同源基因在大麦与

大麦叶锈菌和小麦叶锈菌互作及大麦对大麦白粉

菌的基础防御和小种专化型抗性中均可以被诱导

表达［６７］；犠犐犚１在小麦中参与对小麦叶锈菌的非

小种专化型抗性和基础防御过程［８］。Ｃｏｒａｍ等的

研究结果表明犜犪犠犐犚１犪基因参与小麦对条锈菌

的小种专化型抗性过程［９］。Ｄｉｅｔｈｅｌｍ等比较了小

麦抗、感品种中犜犪犠犐犚１犫基因的表达情况，认为

该基因在小麦对赤霉病的抗性中发挥作用，将该基

因定位在小麦５ＤＳ染色体上，并将其列为抗病基

因的候选基因［１０］。

本研究结果表明，该类基因受到全蚀病菌的诱

导而上调表达，在抗病品种‘新农１９’中的表达量显

著高于感病品种‘新麦１９’，峰值出现得也较早，提

示该基因可能参与‘新农１９’对全蚀病菌的抗病过

程。目前对于犜犪犠犐犚１的功能没有定论。利用大

·２５１·
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麦条纹花叶病毒（ＢＳＭＶ）介导的基因沉默（ｖｉｒｕｓｉｎ

ｄｕｃｉｎｇｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）系统分析犜犪犠犐犚１基

因的功能时发现，虽然在病菌诱导后该基因出现上

调表达，但并未发现对小麦白粉菌的定殖有影

响［１２］。同时在小麦中过表达犜犪犠犐犚１犪对于白粉

菌吸器的形成不产生影响［１１］。沉默试验小麦材料

‘Ｒｅｎａｎ’中全部犜犪犠犐犚１基因对于小麦白粉菌的

发育没有显著影响［１２］。Ｄｉｅｔｈｅｌｍ等则认为该基因

对活体营养型病原物和死体营养型病原物的作用

是截然相反的，其在植物与死体营养型的病原菌互

作时参与抗病过程［１０］。小麦全蚀菌属于死体营养

型病原物，其启动的小麦抗性和防御反应很可能与

同是死体营养型的小麦赤霉菌模式相同，下一步需

要深入开展犜犪犠犐犚１犫基因在‘新农１９’与全蚀菌

互作中的功能研究，为阐明基因的作用机理及进一

步利用奠定基础。
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