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西藏一种芥菜型油菜犘犌犐犘基因的克隆与序列分析

庞　博，　刘何春

（西藏自治区农牧科学院农业研究所，拉萨　８５００３２）

摘要　防治油菜菌核病的有效方法是培育抗菌核病的油菜品种。多聚半乳糖醛酸酶阻遏蛋白（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＧＩＰ），是植物体内一种重要的抗真菌蛋白。本研究根据ＮＣＢＩ中发表的ＰＧＩＰ基因序列设计引

物，从芥菜型油菜‘藏油６号’中克隆得到全长１０４８ｂｐ的ＰＧＩＰ基因序列。其核酸序列与ＮＣＢＩ数据库中登录的

ＰＧＩＰ基因序列同源性为９９％。该序列翻译后得到的氨基酸序列与ＮＣＢＩ上公布的油菜ＰＧＩＰ序列同源性为９９％。

该蛋白质序列中包含８个亮氨酸重复区 （ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）。过去研究结果显示芥菜型油菜比甘蓝型、白

菜型油菜对菌核病的抗性普遍较高，但是未能搞清楚具体的原因，只是提出抗菌核病基因主要分布在芥菜型油菜中，

其次是甘蓝型油菜中。通过研究证实了芥菜型油菜上ＰＧＩＰ基因具有保守性、疏水性，而且结构稳定，具有多个信号

肽，能够高效地发挥其抗核盘菌的功能。今后在油菜育种上应利用芥菜型油菜的优势，发挥其抗病育种的潜力。
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　　油菜是我国最主要的油料作物，油菜菌核病是

危害我国油菜生产的常见病害，对油菜的产量和品

质造成严重的影响，选育抗菌核病油菜品种是防控

菌核病最经济有效的途径。油菜菌核病的病原菌为

核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿 （Ｌｉｂ．）ｄｅＢａｒｙ，该

菌分泌产生的多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏ

ｎａｓｅ，ＰＧ）可降解植物细胞壁，参与多个植物致病信

号的传递，是病原真菌重要的致病因子［１］。多聚半

乳糖醛酸酶抑制蛋白（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＰＧＩＰｓ）是一种植物细胞壁糖蛋白，它能抑

制真菌所分泌的ＰＧ水解植物细胞壁的活性，并在

植物体内积累能激活多种防御反应，从而抑制真菌

的侵染［２４］。此外，ＰＧＩＰ与ＰＧ的相互作用使植物

细胞壁形成有生物活性的寡聚半乳糖醛酸（ｏｌｉｇｏｇａ

ｌａｃｔｕｒｏｎｉｄｅ，ＯＧ），能有效地激活植物体内的防御系

统，从而诱导植物的抗病性响应，使植物获得系统抗

病性［２，５６］，维护了植物细胞的完整性，使病原真菌可

利用的营养物质减少，减缓了真菌生长繁殖速度［７］。
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芥菜型油菜犅狉犪狊狊犻犮犪犼狌狀犮犲犪Ｌ．是中国重要的油料作

物之一，在我国西部地区广泛种植，芥菜型油菜具有

耐热、耐贫瘠、抗旱等特点［８］。目前甘蓝型油菜ＰＧＩＰ

基因的研究较多［１，９１０］，但是芥菜型油菜ＰＧＩＰ基因

的研究还未见报道，本研究目的是通过对菌核病有一

定抗性的芥菜型油菜ＰＧＩＰ基因进行克隆和生物学分

析，为油菜抗菌核病育种提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　植物材料

材料选择在大田种植对菌核病表现有抗性的芥

菜型油菜‘藏油６号’。

１．２　仪器与试剂

Ｓ１０００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ扩增仪、台式冷冻

离心机、ＳＩＧＭＡ１１４小型离心机、琼脂糖凝胶成像

系统、高压灭菌锅、恒温水浴锅、超净工作台、摇床，北

京六一电泳槽、电泳仪。ＴａＫａＲａ犈狓犜犪狇ＤＮＡ聚合

酶、１０×犈狓犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋ｐｌｕｓ）、ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｎｔ

ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ提取试剂盒、ＴａＫａＲａ凝胶回收试剂

盒、ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅＤ５琼脂糖凝胶、１００ｂｐＤＮＡ

Ｌａｄｄｅｒ（ＤｙｅＰｌｕｓ）、ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料、酵母提取

物、ＴａＫａＲａ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ。有机试剂均为化

学分析纯。

１．３　试验方法

１．３．１　油菜ＤＮＡ的提取及ＰＧＩＰ基因的克隆

采用ＣＴＡＢ法提取油菜总ＤＮＡ。根据ＮＣＢＩ

上已经公布的油菜ＰＧＩＰ基因序列设计引物Ｐｆ／Ｐｒ，

Ｐｆ：ＴＣＡＴＣＴＣＣＣＴＡＡＣＣＡＴＡＴ，Ｐｒ：ＧＴＡＴＴＣＧ

ＴＣＣＴＴＡＴＴＣＴＴＣ，引物由北京华大公司合成。

Ｐｆ／Ｐｒ的目的片段长度为１０４８ｂｐ，编码全长的

ＰＧＩＰ基因。以提取的油菜总 ＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ扩增。反应体系（２５μＬ）：ｄｄＨ２Ｏ１６μＬ；１０×

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ）３μＬ；ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２μＬ；上游和下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ；犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）１μＬ；ＤＮＡＴｅｍｐｌｅｔ２μＬ。

将ＰＣＲ管内的反应液用枪头轻轻吹打混匀，用小型

离心机瞬时离心１次，放置于ＰＣＲ仪进行扩增，

ＰＣＲ反应参数：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ；

５５℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ；３５次循环；７２℃终

末延伸１０ｍｉｎ。通过琼脂糖凝胶电泳检测扩增产

物，并将剩余产物保存于４℃冰箱。

１．３．２　ＰＣＲ产物的回收、测序、核酸序列分析及其

蛋白结构分析和预测

　　回收１．３．１所得的ＰＣＲ产物并送交华大基因

公司进行测序。使用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ分析ＰＣＲ产物

序列的同源性、并对核酸序列进行结构功能上的分

析，推导其氨基酸序列。使用软件ＤＮＡｓｔａｒ对其氨

基酸序列进行分析，确定其分子量、等电点、各氨基

酸在蛋白中的比例，以及各种极性氨基酸、带电氨基

酸、疏水性氨基酸的组成。使用ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ

对ＰＧＩＰ 氨基酸序列进行信号肽分析。使用

Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ软件预测蛋白质分子的疏水性和亲水性。

通过ＰｒｏｔＣｏｍｐＶｅｒｓｉｏｎ９．０软件预测ＰＧＩＰ蛋白的

亚细胞定位，使用在线分析软件ＳＯＰＭＡ和Ｓｗｉｓｓ

Ｍｏｄｅｌ分析预测蛋白的二、三级结构。

２　结果与分析

２．１　犘犆犚结果分析与比对

以芥菜型油菜ＤＮＡ作为ＰＣＲ反应模板进行扩

增，结果显示，引物Ｐｆ／Ｐｒ扩增出１０４８ｂｐ的目的条

带（图１）。

图１　犘犆犚扩增健康芥菜型油菜中犘犌犐犘基因
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２．２　犅犔犃犛犜分析结果

扩增得到１０４８ｂｐ长度的ＰＧＩＰ序列，将测序

得到的核酸序列与 ＮＣＢＩ数据库中登录号为

ＥＵ１４２０２３．１的序列进行ＢＬＡＳＴ比对，同源性为

９９％。根据ＰＣＲ产物推导出的氨基酸序列与ＮＣ

ＢＩ上公布的甘蓝型油菜犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊（ＮＰ＿

００１３０３０６４）序列同源性为９９％。

将该段序列与其他９种植物上的ＰＧＩＰ蛋白序

列进行比对，结果显示与不同种属植物深山拟南芥

犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊犾狔狉犪狋犪、醉蝶花犜犪狉犲狀犪狔犪犺犪狊狊犾犲狉犻犪狀犪、山
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葵犈狌狋狉犲犿犪狊犪犾狊狌犵犻狀犲狌犿、棉花犌狅狊狊狔狆犻狌犿、可可犜犺犲狅

犫狉狅犿犪犮犪犮犪狅、李犘狉狌狀狌狊狆犲狉狊犻犮犪、萝卜犚犪狆犺犪狀狌狊狊犪

狋犻狏狌狊、黄瓜属犆狌犮狌犿犻狊和木薯犕犪狀犻犺狅狋犲狊犮狌犾犲狀狋犪的

相似度分别为７０％、６７％、８２％、６３％、６５％、６２％、

６８％、６０％、６１％。由ＰＣＲ产物推导出的该段氨基

酸序列富含亮氨酸重复序列，ＰＧＩＰ的亮氨酸重复结

构域（ＬＲＲ）保守性很高，其除个别碱基替换、插入或

缺失外，序列高度保守（图２）。用ＢＬＡＳＴ２ＧＯ对

该段富含亮氨酸的序列进行功能分析（表１），结果

表明，这段亮氨酸重复区包含酪氨酸激酶受体、细

胞黏附分子，毒力因子和细胞外基质结合蛋白，表

明该蛋白很可能参与了细胞的信号转导、细胞黏

附、细胞膜通道、细胞凋亡、细胞免疫反应等多种

生物功能。

图２　芥菜型油菜犘犌犐犘与其他种属植物犘犌犐犘氨基酸序列比对

犉犻犵．２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犌犐犘犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犅狉犪狊狊犻犮犪犼狌狀犮犲犪犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

表１　犘犌犐犘基因序列功能分析

犜犪犫犾犲１　犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犌犐犘犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

ＧＯ

ｔｅｒｍ

名称

Ｎａｍｅ
Ｐｒｏｂ

ＳＶＭ

ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ

ＧＯ

ｔｅｒｍ

名称

Ｎａｍｅ
Ｐｒｏｂ

ＳＶＭ

ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ

ＧＯ：０００７１６６ 细胞表面受体信号通路 ０．８１９ Ｈ ＧＯ：００１９５３８ 蛋白质代谢过程 ０．９２１ Ｌ

ＧＯ：００４３４１３ 大分子的糖基化 ０．７７７ Ｈ ＧＯ：００４８８５６ 解剖结构形态 ０．８５４ Ｌ

ＧＯ：００１９２２２ 代谢过程的调控 ０．７５６ Ｈ ＧＯ：０００７１６５ 信号传导 ０．８４２ Ｌ

ＧＯ：０００６５０８ 蛋白水解 ０．７３０ Ｈ ＧＯ：００５１７１６ 细胞对刺激的响应 ０．８３３ Ｌ

ＧＯ：０００６９５５ 免疫反应 ０．７２０ Ｈ ＧＯ：０００７２７５ 多细胞发育 ０．７９８ Ｌ

ＧＯ：０００２３７６ 免疫系统过程 ０．７００ Ｈ ＧＯ：０００６８０７ 氮代谢过程 ０．７６２ Ｌ

ＧＯ：００１６１９２ 囊泡运输 ０．６７３ Ｈ ＧＯ：００３２５０２ 发育进程 ０．７５７ Ｌ

ＧＯ：０００２６８２ 免疫系统的调节过程 ０．６６０ Ｈ ＧＯ：００２３０５２ 发信号 ０．７３７ Ｌ

ＧＯ：０００５９７５ 碳水化合物代谢过程 ０．５９６ Ｈ ＧＯ：００４８５１３ 器官发育 ０．７３１ Ｌ

ＧＯ：０００９０５６ 分解代谢过程 ０．５３５ Ｈ ＧＯ：００５０７９０ 催化活性的调节 ０．７１１ Ｌ

ＧＯ：０００９１０１ 糖蛋白的生物合成过程 ０．５２１ Ｈ ＧＯ：０００７１５４ 细胞通讯 ０．７０５ Ｌ

ＧＯ：０００２６８４ 免疫系统的过程正调控 ０．５１４ Ｈ ＧＯ：０００９８９３ 代谢过程的正调控 ０．７０１ Ｌ

ＧＯ：０００６９５２ 防御反应 ０．５１２ Ｈ ＧＯ：０００９６５３ 解剖结构形态 ０．６８６ Ｌ

ＧＯ：００５０８９６ 对刺激的反应 ０．９３７ Ｌ ＧＯ：００３０１５４ 细胞分化 ０．６７７ Ｌ

ＧＯ：０００８１５２ 代谢过程 ０．９３７ Ｌ
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２．３　软件犇犖犃狊狋犪狉对犘犌犐犘蛋白氨基酸序列分析

结果

　　扩增得到的ＰＧＩＰ基因编码的蛋白包含３４２个

氨基酸（表２），其理论分子量为３８．２ｋＤａ，等电点为

８．２。ｐＨ为７时，电荷为４．５，碱性氨基酸（ＫＲ）３６

个，占总分子量１２．７％，占残基总数的１０．５３％。酸

性氨基酸（ＤＥ）３２个，占总分子量的９．９１％，占氨基

酸残基总数的９．３６％，疏水氨基酸（ＡＩＬＦＷＶ）１１９

个，占总分子量的３５．６５％，占氨基酸残基总数３４．８％，

极性氨基酸（ＮＣＱＳＴＹ）１０８个，占总分子量的３０．７６％，

占氨基酸残基总数的３１．５８％。其中亮氨酸的比例

最高，占总分子量的１６．２５％，占氨基酸残基总数

１６．０８％。氨基酸序列的理化性质分析表明，ＰＧＩＰ

蛋白为稳定类蛋白。

表２　犘犌犐犘蛋白氨基酸序列组成

犜犪犫犾犲２　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犘犌犐犘

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

数量

Ｎｕｍｂｅｒ

占总分子量的

百分比／％

Ｒａｔｉｏｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔ

频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

酸性氨基酸Ａｃｉｄｉｃ（ＤＥ） ３２ ９．９１ ９．３６

碱性氨基酸Ｂａｓｉｃ（ＫＲ） ３６ １２．７０ １０．５３

极性氨基酸

Ｐｏｌａｒ（ＮＣＱＳＴＹ）
１０８ ３０．７６ ３１．５８

疏水氨基酸

Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ（ＡＩＬＦＷＶ）
１１９ ３５．６５ ３４．８０

丙氨酸Ａｌａ（Ａ） １３ ２．４１ ３．８０

半胱氨酸Ｃｙｓ（Ｃ） ８ ２．１６ ２．３４

天冬氨酸Ａｓｐ（Ｄ） ２４ ７．２１ ７．０２

谷氨酸Ｇｌｕ（Ｅ） ８ ２．７０ ２．３４

苯丙氨酸Ｐｈｅ（Ｆ） １４ ５．３８ ４．０９

甘氨酸Ｇｌｙ（Ｇ） １８ ２．６８ ５．２６

组氨酸 Ｈｉｓ（Ｈ） ５ １．７９ １．４６

异亮氨酸Ｉｌｅ（Ｉ） １８ ５．３２ ５．２６

赖氨酸Ｌｙｓ（Ｋ） ２７ ９．０４ ７．８９

亮氨酸Ｌｅｕ（Ｌ） ５５ １６．２５ １６．０８

甲硫氨酸 Ｍｅｔ（Ｍ） ４ １．３７ １．１７

天冬酰胺Ａｓｎ（Ｎ） ２４ ７．１５ ７．０２

脯氨酸Ｐｒｏ（Ｐ） ２０ ５．０７ ５．８５

谷氨酰胺Ｇｌｎ（Ｑ） １１ ３．６８ ３．２２

精氨酸Ａｒｇ（Ｒ） ９ ３．６７ ２．６３

丝氨酸Ｓｅｒ（Ｓ） ３２ ７．２８ ９．３６

苏氨酸Ｔｈｒ（Ｔ） ２２ ５．８１ ６．４３

缬氨酸Ｖａｌ（Ｖ） １３ ３．３７ ３．８０

色氨酸Ｔｒｐ（Ｗ） ６ ２．９２ １．７５

酪氨酸Ｔｙｒ（Ｙ） １１ ４．６９ ３．２２

２．４　犛犻犵狀犪犾犘４．１犛犲狉狏犲狉对犘犌犐犘氨基酸序列信号

肽分析结果

　　信号肽一般位于蛋白质的Ｎ端，与蛋白的定位

有关，有助于蛋白本身向细胞内特定区域移动，在蛋

白质合成结束之前被切除，一般具有１６～２６个氨基

酸残基，其中包括疏水核心区、信号肽的Ｃ端和Ｎ端。

通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ分析表明，ＰＧＩＰ蛋白上有２２

个氨基酸属于信号肽。这些信号肽可以引导ＰＧＩＰ顺

利的合成、加工、运输到特定位置行使功能［１１１２］。

图３　信号肽分析

犉犻犵．３　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犪狀犪犾狔狊犻狊

２．５　犘犌犐犘蛋白的亲水性和疏水性分析

使用在线软件Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ预测蛋白质分子的亲

水性和疏水性（图４）
［１３］。通常根据蛋白平均疏水值

（ＧＲＡＶＹ）来计算蛋白的亲水性和疏水性。ＧＲＡ

ＶＹ值在３～－２之间，横坐标为蛋白质氨基酸残基

的序号，纵坐标表示残基的疏水亲水的特性。若是

正值表明此蛋白为疏水蛋白，且值越大越疏水，若是

负值表明为亲水蛋白，值越大越亲水。从Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ

工具统计分析的结果，ＧＲＡＶＹ值为＋０．４５（最小

值：－２．１２７，最大值：３．０２７），说明蛋白具有较强的

疏水性，且在Ｎ末端有一典型的疏水区域。疏水性

在蛋白质的结构、构象及与其他蛋白质的相互作用

等方面具有重要作用，并且被认为与蛋白质的功能

性质密切相关。ＰＧＩＰ的疏水性与蛋白质间的相互

作用、形成蛋白功能结构域、维持ＰＧＩＰ蛋白质三级

结构及信号肽的组成有关。

２．６　犘犌犐犘蛋白亚细胞定位

通过ＰｒｏｔＣｏｍｐＶｅｒｓｉｏｎ９．０软件预测ＰＧＩＰ蛋

白的亚细胞定位，４种预测方法（ＬｏｃＤＢ、ＮＥｕ

ｒａｌＮｅｓ、Ｐｅｎｔａｍｅｓ、Ｉｎｔｅｇｒａｌ）权重值最高值均显示是

胞外，由此将此蛋白定位于胞外，说明该蛋白是由细

胞分泌到胞外并与ＰＧ结合，保护植物细胞壁不被

降解（表３）。
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表３　犘犌犐犘蛋白亚细胞定位

犜犪犫犾犲３　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犘犌犐犘狆狉狅狋犲犻狀

定位权重Ｌｏｃａｔｉｏｎｗｅｉｇｈｔ ＬｏｃＤＢ ＰｏｔＬｏｃＤＢ ＮＥｕｒａｌＮｅｓ Ｐｅｎｔａｍｅｓ Ｉｎｔｅｇｒａｌ

细胞核Ｎｕｃｌｅｕｓ ０．０ ０．０ ０．０２ ０．００ ０．０１

质膜Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ ３．５ ０．０ ０．０５ ０．４２ ３．６５

胞外Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ６．５ ０．０ ２．６５ １．７５ ６．２５

胞质Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ０．０ ０．０ ０．１２ ０．００ ０．００

线粒体 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ０．０ ０．０ ０．０５ ０．１３ ０．０３

内质网Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ０．０ ０．０ ０．０４ ０．２４ ０．００

过氧化物酶体Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ０．０ ０．０ ０．００ ０．１３ ０．００

高尔基体Ｇｏｌｇｉ ０．０ ０．０ ０．０２ ０．０６ ０．００

叶绿体Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ０．０ ０．０ ０．０５ ０．６４ ０．００

液泡Ｖａｃｕｏｌｅ ０．０ ０．０ ０．００ ０．００ ０．０５

图４　犘犌犐犘蛋白的亲水性和疏水性分析

犉犻犵．４　犘犌犐犘狆狉狅狋犲犻狀犺狔犱狉狅狆犺犻犾狔犪狀犱犺狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊

２．７　犘犌犐犘蛋白二、三级结构分析

使用软件ＳＯＰＭＡ对其二级结构进行分析
［１４］。

结果显示ＰＧＩＰ氨基酸序列显示在二级结构中主要

由２９．５３％的α螺旋２２．８％的延伸链区和４１．８％的

无规则卷曲构成，凸面结构主要是无规则卷曲，第

９０个氨基酸出现“ＬｘｘＬｘｘＬｘＬｘｘＬｘｘＬ”对称序列

（图５），芥菜型油菜ＰＧＩＰ具有８个亮氨酸重复序列

（图６），ＬＲＲ被认为是参与了ＰＧ蛋白质与ＰＧＩＰ蛋

白相互识别和相互作用的区域［１５１６］。这样的序列保

证了芥菜型油菜ＰＧＩＰ的功能，使其在与ＰＧ互作时

能保持较高的活性和稳定性。使用ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ预

测蛋白三级结构，三级结构是由α螺旋和延伸链通

过Ｌｏｏｐ环连接形成一个马蹄形分子（图７）。

图５　犘犌犐犘蛋白二级结构分析

犉犻犵．５　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犘犌犐犘

图６　亮氨酸重复区

犉犻犵．６　犔犲狌犮犻狀犲狉犲狆犲犪狋狉犲犵犻狅狀
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图７　芥菜型油菜犘犌犐犘蛋白三级结构预测

犉犻犵．７　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犘犌犐犘狋犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犿狅犱犲犾犻狀

犅狉犪狊狊犻犮犪犼狌狀犮犲犪

蛋白质氨基酸序列中，半胱氨酸残基对蛋白质

二、三级结构的形成起着重要的作用，几乎所有蛋白

质中都存在着半胱氨酸。位于同一蛋白质链或者不

同蛋白质链的两个半胱氨酸通过共价关联形成二硫

键。二硫键对维持蛋白质的正确折叠、维持结构稳

定与生物活性具有重要作用。二硫键的形成可导致

同一或不同肽链的不同区域的氨基酸残基靠拢集合

在一起，由此肽链进行折叠并形成稳定的空间拓扑

结构，具有疏水性的氨基酸残基围绕着二硫键形成

局部的疏水中心，通过防止水分子的进入来保护氢

键［１７］，从而有利于形成稳定的蛋白质高级结构区

域。在芥菜型油菜ＰＧＩＰ的氨基酸序列中，在Ｎ端

５５、５６氨基酸位置和Ｃ端的３１７、３１９氨基酸位置各

有２个半胱氨酸，它们之间形成二硫键的可能性较

大。因为有这样的稳定结构使得芥菜型油菜上的

ＰＧＩＰ能稳定发挥其功能作用。

３　结论与讨论

过去研究结果显示芥菜型油菜比甘蓝型、白菜

型油菜对菌核病的抗性普遍较高，但是未能搞清楚

具体的原因，只是推测抗菌核病基因主要分布在芥

菜型油菜和甘蓝型油菜中［１８１９］。而ＰＧＩＰ在油菜抵

抗菌核病过程中发挥了重要的作用。本文第一次在

芥菜型油菜ｃＤＮＡ中克隆得到ＰＧＩＰ的完整氨基酸

编码区序列。从生物信息学角度，以芥菜型油菜为

主要分析对象对其ＰＧＩＰ基因的核苷酸及氨基酸序

列的构成、结构特点、生物学功能、生化特性、二、三

级结构进行预测和分析。ＰＧＩＰ蛋白结构具有典型

的亮氨酸重复序列（ＬＲＲ）结构，在多种不同种属的

植物上都能找到这段蛋白质序列，并且具有保守性，

说明这段序列在植物进化中或许扮演了非常重要的

角色。通过分析，其在植物的防御系统中起着重要

作用，能够识别外源分子、转导信号引起植物体作出

免疫反应。对 ＰＧＩＰ进行亚细胞定位结果表明

ＰＧＩＰ定位于胞质外，其具有多个信号肽也印证了它

具有的功能。芥菜型油菜上ＰＧＩＰ蛋白具有保守

性、疏水性、而且结构稳定、具有多个信号肽，能够高

效地发挥其功能。同时有研究报道ＰＧＩＰ提取物除

了对核盘菌有抑制作用，对小麦禾谷镰刀菌犉狌狊犪狉犻

狌犿 犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿、玉 米 大 斑 病 菌 犈狓狊犲狉狅犺犻犾狌犿

狋狌狉犮犻犮狌犿、水稻稻瘟病菌犘狔狉犻犮狌犾犪狉犻犪狅狉狔狕犪犲均有抑

制作用［２０］，由此可见ＰＧＩＰ蛋白对病原真菌可能具

有广谱抗性。今后在抗菌核病的油菜新品种培育上

应该多利用芥菜型油菜ＰＧＩＰ基因的优势，发挥其

抗病育种上的潜力。

参考文献

［１］　彭琦，陈松，张维，等．甘蓝型油菜ＰＧＩＰ基因家族新成员ＰＧＩＰ１８

的克隆及序列分析［Ｊ］．分子植物育种，２０１４，１２（４）：６８７ ６９３．

［２］　陈瑞，李金晶，关瑞攀，等．三七多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白基

因的克隆及表达分析［Ｊ］．中草药，２０１６（２４）：４４２０ ４４２７．

［３］　周立．小麦多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白对几种病原真菌抑制

作用的研究［Ｊ］．植物病理学报，１９９８，２８（２）：１０７ １１２．

［４］　Ｄ’ＯＶＩＤＩＯＲ，ＭＡＴＴＥＩＢ，ＲＯＢＥＲＴＩＳ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕ

ｒｏｎａｓｅｓ，ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｐｅｃｔｉｃｏｌｉ

ｇｏｍｅｒｓｉｎｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏ

ｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ，２００４，１６９６（２）：２３７ ２４４．

［５］　ＪＵＧＥＮ．Ｐｌａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎ

ｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００６，１１（７）：３５９．

［６］　朱佩佩，李艳梅，侯泳志，等．基于ＰＧＩＰ基因的蔷薇科植物分子进

化树构建与分析［Ｊ］．湖北农业科学，２０１６，５５（２１）：５６７２ ５６７６．

［７］　ＤＥＬＯＲＥＮＺＯＧ，Ｄ’ＯＶＩＤＩＯＲ，ＣＥＲＶＯＮＥＦ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＰＧＩＰｓ）ｉｎｄｅｆｅｎｓｅａｇａｉｎｓｔ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００１，

３９：３１３ ３３５．

［８］　刘淑艳，刘忠松，官春云，等．芥菜型油菜种质资源研究进展

［Ｊ］．植物遗传资源学报，２００７，８（３）：３５１ ３５８．

［９］　皇甫海燕．甘蓝型油菜ＰＧＩＰ２的原核表达、蛋白功能及其遗传

转化的研究［Ｄ］．长沙：湖南农业大学，２０１１．

［１０］马田田．甘蓝型油菜抗菌核病ＱＴＬ定位及相关基因表达分析

［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１２．

［１１］彭佳师，龚继明．信号肽与蛋白质的分选转运［Ｊ］．植物生理学

报，２０１１，４７（１）：９ １７．

（下转１１５页）

·９９·



４４卷第２期 马晓江等：短时高温胁迫对双斑长跗萤叶甲雌虫游离氨基酸、海藻糖和可溶性糖的影响

耐热能力，以适应高温环境。

昆虫为维持其正常的生命活动，其血淋巴中的

蛋白质、游离氨基酸等重要代谢物必须维持在一个

较为恒定的水平。外界胁迫，如高温、低温、真菌

侵入［１０］等都会导致免疫蛋白和防御酶类的合成，

大量消耗了昆虫体内的游离氨基酸。由此推断，在

高温条件下，双斑长跗萤叶甲雌虫体内可能合成大

量免疫蛋白和防御酶类，导致游离氨基酸含量大幅

度下降。

糖类是昆虫血淋巴的重要组分，是血淋巴贮存

和运输能源物质的重要形式。昆虫血淋巴中最主要

的糖类为海藻糖，占整个血淋巴中糖类含量的８０％～

９０％
［１１］。海藻糖还能作为蛋白质稳定剂，以保护昆

虫躲避热压力等恶劣环境［１２］，能够在高温、高寒、干

燥失水等恶劣的条件下在细胞表面形成特殊的保护

膜，有效地保护生物分子结构不被破坏［１１］。随着温

度的升高（３３～３５℃），双斑长跗萤叶甲成虫体内可溶

性糖含量和海藻糖含量也随之上升，这与西伯利亚蝗

的研究结果类似［１３］，进一步说明双斑长跗萤叶甲成虫

对短时高温具有很强的适应性。

新疆属高温干旱地区，双斑长跗萤叶甲成虫发

生期正处于新疆高温时期，开展双斑长跗萤叶甲雌

虫与短时高温之间关系的研究具有现实和生态意

义。根据不同温度处理后双斑长跗萤叶甲的可溶性

糖、游离氨基酸和海藻糖的变化趋势，综合分析得

出，双斑长跗萤叶甲在３３～４１℃下，均能正常生长，

而且体内可溶性糖和海藻糖一直处于上升阶段，而

对４５℃的高温也有一定的适应性。表明双斑长跗

萤叶甲在高温胁迫下，通过不断积累体内抗逆物质

提高自身的耐热能力。这也预示着在新疆气候变暖

趋势下，双斑长跗萤叶甲的发生仍会比较严重。本

研究结果，为进一步研究高温对双斑长跗萤叶甲影

响的生理机制奠定基础。
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