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小麦条锈菌钙调素依赖蛋白激酶基因 Pscamk的功能
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摘要:【目的】克隆小麦条锈菌钙调素依赖蛋白激酶基因 Pscamk，并分析其在条锈菌侵染小麦过程中的表达
特征及初步功能。【方法】基于本实验室已测序的小麦条锈菌基因组序列，利用 ＲT-PCＲ 方法，从小麦条锈
菌生理小种 CYＲ32 中克隆 Pscamk 基因的 cDNA 序列，并利用网络数据库和生物信息学工具预测该基因编
码蛋白的基本特征和保守结构;运用 qＲT-PCＲ 技术分析 Pscamk 在不同发育及侵染阶段的表达水平，进一步
通过钙调素依赖蛋白激酶(CaMK)的免疫抑制剂 KN-93 处理小麦条锈菌夏孢子，观察其萌发状况。【结果】
获得 1 个 1620 bp 的小麦条锈菌 CaMK 基因 Pscamk;序列分析发现，Pscamk 编码蛋白包含 CaMK 蛋白的保守
结构域，并与小麦杆锈菌该类蛋白序列相似性最高。qＲT-PCＲ 分析表明，Pscamk 在条锈菌侵染初期过程中
的芽管发育、初生菌丝侵染及吸器形成时期呈显著上调表达，且在条锈菌接种 6 h 时表达量最高，为对照夏
孢子的 20. 74 倍。在专一性免疫抑制剂 KN-93 处理后，随着 KN-93 施加浓度的增加，条锈菌夏孢子萌发率
逐渐降低，当浓度为 1. 4μmol /L 时夏孢子萌发率为 8. 02%，仅为对照的 12%。【讨论】推测 Pscamk 基因参
与了小麦条锈菌夏孢子萌发、芽管发育以及初期侵染结构的形成。本研究为进一步探索条锈菌细胞钙信号
传导机理和致病机制奠定了基础。
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病原菌成功识别并侵染寄主的过程受到细胞间

多个信号转导途径的调控，如环腺苷酸( cAMP)途

径［1］、细胞分裂素原激活的蛋白激酶 (MAPK)途

径［2］和 Ca2 + 信号途径［3］等。其中钙信号不仅调节

病原菌生长形态发育，还直接决定病原菌入侵结构

的形成与毒性，如菌丝顶端生长、菌丝分枝、孢子的

形成、侵染结构的分化等［4］。Ca2 + 信号途径中，

Ca2 +作为第二信使依赖其浓度变化将刺激信号经钙
离子受体蛋白-钙调素 ( calmodulin，CaM)及下游钙
调 素 依 赖 蛋 白 激 酶 ( calcium-dependent protein
kinome，CaMK)向下传递，进而激活与代谢相关的关
键酶类或转录因子，最终实现对细胞行为的调控。

钙调素依赖的蛋白激酶 (CaMK)是一类丝氨酸 /苏
氨酸激酶，该类激酶 N-末端具有催化结构域，C-末
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端具有自主调节结构域，而在调节结构域中则包含
1 个自主抑制域和 1 个 Ca2 + /CaM 结合结构域［5-7］。

CaMK 蛋白已在哺乳动物细胞中得到广泛研究［8］，

但在真菌中该类激酶的研究报道仍然较少。

小 麦 条 锈 病 是 由 条 形 柄 锈 菌 ( Puccinia

striiformis f． sp． tritici，Pst)引起的一种真菌性病害，

其分布范围广，流行频率高，爆发性强，可造成小麦

的产量损失达 10%到 70%［9］。对于小麦抗条锈病

以及条锈菌在与小麦互作过程中的侵染机理的研究

仍是植物抗病性及其利用领域中的研究热点，而对

条锈菌侵染寄主过程中钙信号网络相关基因进行研

究则有着重要意义。

本研究在已测序小麦条锈菌基因组库的基础

上，克隆得到小麦条锈菌 CaMK 基因 Pscamk，通过

分析该基因编码蛋白的结构特征，检测其在不同发

育及侵染阶段的表达水平，进一步利用 CaMK 蛋白

的专一性免疫抑制剂 KN-93［10-11］处理，初步推断其

功能，为进一步深入对真菌中 CaMK 作用机制的研

究及为条锈菌的防治提供一定的理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 小麦材料和病原菌:供试品种为“铭贤
169”，小麦条锈菌为 CYＲ32 生理小种。将小麦播种

后，16℃温室培养，待第一叶完全展开后利用康振生

报道方法接种条锈菌［12］，并在 0、6、12、24、36、48、

72、120 和 168 h 剪取叶片迅速置于液氮中，－ 80℃

冻存待用。

1. 1. 2 主要试剂和仪器:KN-93( Sigma，USA)、Taq

DNA polymerase(TaKaＲa)、dNTP( Fermentas)、E． Z．

N． A． TM Plasmid Mini KitI(Omega)、Trizol ＲNA 提

取液 ( TioFluxTM )、ＲevertAidTM First Strand cDNA

Synthesis Kit ( Fermentas )、 ＲNase inhibitor

(Fermentas)、及其它实验室常规化学药品和试剂。

PTC-200 PCＲ 仪 ( Bio-Ｒad )、Eppendorf Centrifuge

5810Ｒ 台式低温高速离心机、ABI PＲISM 7500 实时

定量 PCＲ 仪、光学显微镜(OLYMPLUS CX21)等。

1. 2 条锈菌 ＲNA 的提取与 cDNA 的合成

用 Trizol 试剂提取条锈菌不同侵染时间点的总

ＲNA。按照 M-MLV reverse transcriptase 试剂盒操作

说明进行第一链 cDNA 的合成。反转录引物采用
Oligo d(T) 18。

1. 3 条锈菌 Pscamk 的扩增
在本实验室小麦条锈菌基因组库中通过本地

BLAST 筛选到与其它真菌相似度较高的序列，库中
记录片段大小为 1620 bp，利用软件 Primer preimer
5. 0 在序列两端设计扩增引物(表 1)。以小麦条锈
菌夏孢子 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩增，PCＲ 程序:
95℃ 4 min;95℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 2 min，30 个
循环。

表 1．基因克隆及 qＲT-PCＲ 引物

Table1． The primers of gene cloning and qＲT-PCＲ

Primer Sequence (5’→3’)

Pscamk-S

Pscamk-AS

Q-Pscamk-Ｒ-S

Q-Pscamk-Ｒ-AS

PsEF-Ｒ-S

PsEF-Ｒ-AS

ATGAGCAGTCAGCATAATATCCAA

CTATGGATTTTCTTTCATTTGTTG

AGAACGAAGGACAGCAGC

GGAGGACTTTCATTAACGG

TTCGCCGTCCGTGATATGAGACAA

ATGCGTATCATGGTGGTGGAGTGA

1. 4 条锈菌 Pscamk 序列分析

利用 NCBI 的 BLAST 程序 ( http: / /www． ncbi．

nlm． nih． gov /)进行序列相似性搜索，利用( http: / /

web． expasy． org / compute_pi /)预测氨基酸分子量大

小及等电点，( http: / /www． ch． embnet． org / cgi-bin /

TMPＲED_form_parser)及 Expasy 网站的蛋白分析工

具包 ProtScale 程序(氨基酸分值选用参数 Hphob． /

Kyte ＆ Doolittle)在线分析蛋白的疏水区域，使用
DNAMAN 和 MEGA 5. 1 软件以邻接法 ( Neighbor-

Joining method)进行目的蛋白与其同源蛋白的多重

序列比对及进化树分析。

1. 5 qＲT-PCＲ 分析

根据已克隆到的 Pscamk 基因 cDNA 序列，利用
Primer preimer 5. 0 软件设计特异的定量 PCＲ 引物
(表 1)。选用小麦条锈菌的延伸因子 PsEF 作为内

参，利用 ABI PＲISM 7500 SDS 系统，分别以各处理

取样点的 cDNA 为模板进行实时定量 PCＲ 扩增。

反应程序为:95℃ 1 min;95℃ 10 s，60℃ 20 s，72℃

40 s，40 个循环。反应结束后制作溶解曲线和荧光

值变化曲线。每个反应做 3 个生物学重复。
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1. 6 KN-93 处理小麦条锈菌夏孢子
将 CaMK 的专一性免疫抑制剂 KN-93 配制成

1mmol /L 母液，用灭菌处理的水溶液稀释至 0. 6、
0. 8、1. 0、1. 2 和 1. 4 μmol /L 浓度各 10mL 分别倒入
直径 90mm 的培养皿中，并设置灭菌水溶液对照。

称取新鲜夏孢子 0. 6mg 轻轻抖落到盘中的水面
上［13］，使分布均匀，在 9℃恒温培养箱中，黑暗培养
10 h，在光学显微镜下观察夏孢子的萌发情况。每
个处理在显微镜下随机选取 30 个视野观察孢子萌
发情况，统计镜检总孢子数和萌发的孢子数，并计算
其萌发率 (萌发率 = 萌发孢子数 /总孢子数 ×
100% )。为进一步验证 KN-93 对 CaMK 的抑制作
用，分别取处理 4、6、8、10 h 的样品，置于 － 80℃超
低温冰箱，冻存待用。

2 结果和分析

2. 1 小麦条锈菌 Pscamk 基因的克隆及序列分析

图 1． 小麦条锈菌 PsCaMK 与其他真菌中的 CaMK 氨基酸序列比对
Figure 1． Multiple sequence alignment of PsCaMK and other fungal CaMK proteins． Amino acid residues identical among seven CaMK proteins are

shaded in black while residues identical above 3 are shaded in grey． ATP-binding region，S /T active site and CaM-binding domain are indicated．

CgCaMK: Colletotrichum gloeosporioides ( AAC62515 ) ; AnCMKB: Aspergillus nidulans ( XP _ 660016 ) ; PnCMKB: Parastago nosporanodorum

(ABD59787) ; PsCaMK: Puccinia striiformis f． sp． tritici (KF989486) ; PgCaMK: Puccinia graminis f． sp． tritici (XP_003322483) ; AdCbMK:

Arthrobotrys dactyloides (AAG43970) ; ScCaMKII: Saccharomyces cerevisiae (BAA14384) ．

利用已知真菌的 camk 序列，从本实验室已构建
的小麦条锈菌基因组数据库［14］中筛选出一条候选序
列，基于所设计特异引物进行 ＲT-PCＲ 扩增，测序后
获得与所选取序列相同的片段。经 OＲF finder 预测，

该序列包含 1620 bp 的完整 OＲF 区，并命名为
Pscamk(GenBank 登录号 KF989486)。Pscamk 编码蛋
白包含 539 个氨基酸，分子量为 59. 4 kDa，等电点为
10. 04。PsCaMK 蛋白经跨膜结构预测，表明其具有
2 个跨膜结构域(第 9 － 33 和 151 － 173 位氨基酸)。

进一步氨基酸序列分析及比对结果显示 (图 1 )，
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PsCaMK 与其他已知真菌 CaMK 蛋白具有相似的保
守结构，即 1 个 ATP 结合区域，1 个丝氨酸 /苏氨酸
蛋白激酶结合位点和 1 个 CaM 结合结构域。为进
一步确认 PsCaMK 的分类地位以及与其他生物
CaMK 蛋白的进化关系，选择了 21 个来自担子菌门
和子囊菌门真菌以及脊索动物门中的 CaMK 进行了
蛋白序列对位，并利用 MEGA 5. 1 软件，采用邻接法
(neighbor joining method) 构建了系统进化树 (图
2)。结果表明，系统进化树上，PsCaMK 与担子菌门

的小麦秆锈菌 ( Puccinia gramins )、新型隐球菌
( Cryptococcus neoformans )、链 疫 孢 荚 腐 病 菌
(Moniliophthora roreri ) 和 粉 孢 革 菌 ( Coniophora
puteana)的 CaMK 蛋白距离最近，构成了一大类群，

而属于子囊菌门真菌的 CaMK 则构成了另一类群。

来自脊索动物门中的 CaMK 则构成了 1 个类群。进
化树分析表明，PsCaMK 与来自担子菌门真菌的
CaMK 亲缘关系最近，与子囊菌门和动物中的 CaMK

蛋白亲缘关系相对较远。

图 2．小麦条锈菌 PsCaMK 与其它物种中的 CaMK 同源蛋白序列的进化树分析
Figure 2． Phylogenetic tree of PsCaMK and CaMK proteins from other organisms． Numbers in parentheses reprsent the sequences’accession

number in GenBank． Numbers in square brackets indicate the clone number out of the total clones． The number at each branch points is the

percentage supported by bootstrap． Bar，10% sequence divergence．

2. 2 Pscamk 基因的实时定量 ＲT-PCＲ 分析
运用 qＲT-PCＲ 技术分析 Pscamk 基因在条锈

菌夏孢子、孢子萌发至芽管发育(接种后 0 － 6 h)、

芽管侵入气孔至初生吸器形成 (接种后 12 － 24
h)、次生侵染菌丝大量出现(接种后 48 h)及孢子
产生等侵染和致病过程不同时段中的表达水平。

结果显示 (图 3 )，Pscamk 在在条锈菌接种小麦后
6、12、18 和 24 h 其表达量均显著高于夏孢子表达
量，分别为夏孢子表达量的 20. 74、9. 24、8. 11 和
5. 69 倍。其中，条锈菌接种后 6 h 时表达量最高，

而在接种 36 h 下降至夏孢子对照的水平，48 h 时
表达量又升高为夏孢子表达量的 2. 39 倍，在后期

9921



Juan Qin et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(11)

恢复至对照的水平。

图 3． 不同侵染时期条锈菌的 Pscamk 基因表达水平

的实时荧光定量 PCＲ 分析
Figure 3． Ｒeal-time ＲT-PCＲ analysis of Pscamk expression at

different infection stages of Pst． us: urediospore．

2. 3 KN-93 对小麦条锈菌夏孢子萌发的影响
KN-93 是一种专一性 Ca2 + /CaM 依赖的 CaMK

竞争抑制剂，其通过与 CaM 结合位点的相互作用，

阻止 CaM 与 CaMK 的结合，使得 CaMK 不能自身磷
酸化，从而抑制激酶活性［10-11］。为研究 Pscamk 基因
与小麦条锈菌夏孢子萌发之间的联系，本研究利用
不同浓度的 KN-93 溶液对小麦条锈菌夏孢子进行
处理，观察其处理后的夏孢子萌发情况，同时检测
Pscamk 基因在处理后 4、6、8、10 h 的表达量，以无菌
水处理的条锈菌夏孢子做对照。利用显微镜观察小
麦条锈菌夏孢子的萌发形态并记录数据，统计结果

图 4． 不同浓度 KN-93 对条锈菌夏孢子萌发

的影响
Figure 4． Effect of different concentrations of KN-93

on the germination of Pst uredionspores．

表明(图 4，图 5)，随着 KN-93 抑制剂浓度的提高，

条锈菌夏孢子萌发率逐渐降低，当 KN-93 浓度达到
1. 4 μmol /L 时，条锈菌夏孢子萌发率仅为 8. 02%，

为对照的 12%。定量检测结果表明，Pscamk 在对照
处理 6 h 时表达量为正常夏孢子的 11. 33 倍，而用
1. 4 μmol /L KN-93 溶液处理 6 h 后 Pscamk 表达量
明显下降，仅为对照处理的 3. 62% (图 6)。以上结
果表明 KN-93 能够抑制小麦条锈菌中 CaM 蛋白与
CaMK 蛋白的结合从而抑制小麦条锈菌夏孢子的正
常萌发。

图 5． 小麦条锈菌夏孢子在 KN-93 和对照无菌水中萌发

状况
Figure 5． Germination of Pst uredionspores under KN-93 treatment and

distilled water incubation． A: Germination of Pst uredionspores in

distilled water after 10 h incubation at 9℃ ; B: Germination of Pst

uredionspores with 1. 4 μmol / L KN-93 after 10 h incubation at 9℃ ．
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图 6． 在 1. 4μmol /L KN-93 处理下条锈菌的 Pscamk 基因

在不同时间点表达水平实时荧光定量 PCＲ 分析
Figure 6． Ｒelative expression of Pscamk suppressed by KN-93．

3 讨论

本研究首次克隆了小麦条锈菌 camk 基因，通过

氨基酸序列比对，证明该基因编码蛋白属于 CaMK

类家族，含有 1 个 ATP 结合区域，1 个丝氨酸 /苏氨

酸蛋白激酶结合位点和 1 个 CaM 结合结构域。聚

类分析结果表明，克隆得到的基因与小麦杆锈菌
camk 基因编码蛋白亲缘关系最近。本研究进化树

分析结果表明，虽然该类蛋白具有一致的保守结构

域，进化上也比较保守，然而担子菌门和子囊菌门真

菌以及动物的 CaMK 蛋白在各自进化的过程形成了

不同的功能。

CaMK 作为钙信号途径的下游关键蛋白，通过

磷酸化和去磷酸化来调节该信号途径中的关键酶和

转录因子的表达，从而实现对细胞功能的调控作用。

CaMK 在动植物钙信号途径中研究较深，但在病原

真菌中的研究并不多见。在哺乳动物中，CaMK 在

调节神经元的活动、肌肉的收缩、细胞周期的控制、

细胞的分泌、DNA 损伤的修复、碳水化合物的代谢、

基因的表达等方面有着重要的生物学作用［3］。在

酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae)中，存在 2 个编

码 CaMK 的基因 cmk1 与 cmk2［15］，缺失 cmk1 或
cmk2 都不能使酵母致死，但缺失 cmk2 能降低孢子

的 萌 发 能 力［16 -17］。 在 栗 酒 裂 殖 酵 母 中
(Schizosaccharomyce spombe)编码 CaMKI 的 cmk1 基

因的 mＲNA 表达水平受细胞周期的调控，在 Gl / S

期表达量最高，cmk1 过表达之后并不影响细胞的生

长和分裂［18］。在构巢曲霉中，存在 3 个编码 CaMK

的基因，分别为 CMKA，CMKB 和 CMK ［19 -20］，功能研

究表明 CMKA 与 CMKB 是关键基因，在构巢曲霉细

胞 G1 到 G2 的转换期是必须的
［21］。在盘长孢状刺

盘孢菌(Colletotrichum gloeosporioides)中也获得 1 个
CgCMK 基因［22］，研究表明在 KN-93 处理下，抑制

了其孢子的萌发和附着胞的形成，阻断了附着胞
的黑化，影响黑色素的产生，同时产生了畸形的附

着胞，说明 CaMK 在盘长孢状刺盘孢菌芽管伸长、

附着胞形成、附着胞黑色素的产生方面具有重要

的作用［23］。

在条锈菌侵染小麦的过程中，芽管在 6 h 时大

量形成，并有少量气孔下囊出现，12 h 时芽管侵入

气孔，有大量气孔下囊产生，并有初生侵染菌丝的形

成，24 h 时大量形成吸器，48 h 形成大量次生侵染
菌丝，继而产生大量次生吸器母细胞和次生吸

器［24 -25］。本研究对 PsCaMK 基因做了表达谱分析，

结果表明 Pscamk 在条锈菌侵染 6 h 时表达量明显

上调，从而推断 Pscamk 可能参与条锈菌侵染初期孢

子萌发和芽管形成。用 KN-93 处理后发现其对小

麦条锈菌夏孢子萌发有着显著的抑制作用，其作用

机理可能是抑制了 CaMK 和 CaM 结合从而导致
Ca2 +信号通路的中断［10］，不能将调节信号传递下

去，从而严重抑制小麦条锈菌夏孢子的萌发。

条锈菌为专性活体营养寄生菌，目前缺乏成熟
的转化体系，因此直接研究基因的功能还存在很大

困难。关于 Pscamk 在条锈菌致病侵染过程尤其是

侵染初期中的作用值得进一步研究。目前，我们正

在利用寄主诱导的基因沉默(HIGS)体系进行该基

因的功能分析［26］。本研究为解析 Pscamk 在条锈菌

钙信号传导途径和致病过程中的作用奠定了理论

基础。
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Function of a calcium-dependent protein kinase gene
Pscamk in Puccinia striiformis f． sp． tritici

Juan Qin，Chuanming Huang，Fuxin He，Xiaoguo Zhu，Yang Zhang，
Zhensheng Kang* ，Jun Guo*

State Key Laboratory of Crop Stress Biology for Arid Areas and College of Plant Protection，Northwest A ＆ F University，

Yangling 712100，Shaanxi Province，China

Abstract:［Objective］ To clone calcium-dependent protein kinase gene ( camk) from Puccinia striiformis f． sp． tritici

(Pst) and analyze its function． ［Methods］The cDNA full-length of Pscamk was isolated by using reverse transcriptional-

PCＲ (ＲT-PCＲ)，and gene expression profile at different morphological stages was analyzed via quantitative real-time -

PCＲ( qＲT-PCＲ) ． Pst urediospores were treated with CaMK suppressor KN-93 and germination rate was investigated．

［Ｒesults］A gene cDNA full-length with 1 620 bp was obtained and designated as Pscamk． qＲT-PCＲ analysis showed

Pscamk expression was highly induced in the early stages of Pst infection and reached the maximum at 6 h post inoculation

(hpi) as 20. 74-fold as that in the control (0 hpi) ． With increasing of the concentration of CaMK suppressor KN-93，

germination rate of Pst urediospores was gradually decreased． The germination rate was reduced to 8. 02%，only 12% of

the control，under 1. 4 μmol / L KN-93 treatment at 10 h after incubation at 9 ℃ ． ［Conclusion］Pscamk might play a role

in germination and germ tube elongation of Pst urediospores． This study provides a basis for exploring pathogenesis of

calcium signaling pathway during Pst infection．

Keywords: stripe rust，calcium-dependent protein kinase，CaMK suppressor KN-93，qＲT-PCＲ
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