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小麦条锈菌!类几丁质合成酶基因 !"#$%"!的克隆及表达特征

梁晓飞#，刘博#，朱琳#，张晓羽#，王晓杰#，黄丽丽#，康振生#，$!

（# 西北农林科技大学植物保护学院，$ 陕西省农业分子生物学重点实验室，杨凌 ’#$#..）

摘要：【目的】克隆小麦条锈菌几丁质合成酶基因 ./#01/!，分析其在小麦条锈菌不同发育时期的表达水平。
【方法】利用 DEJS2D和 S2D技术克隆 ./#01/!的 *(1T序列和基因组序列，利用不同的生物信息学软件对序
列进行分析，运用实时荧光定量技术分析基因在孢子、芽管以及不同侵染时间的表达水平。【结果】./#01/!
基因（U)<C=<V登录号 U5B$"F3#）编码区存在 #3个内含子，开放阅读框长 $’$’ ,8，编码 ".F个氨基酸。S?726?
!蛋白 2端含有 ’个跨膜螺旋区，1端含多个保守结构域和“5WDDX”、“UWUSY”、“(W(”等 +:7AQ?，蛋白序列
与小麦杆锈菌的 SM726?!相似性达 "!Z，系统进化分析表明 S?726?!属于!类 26?蛋白亚家族，与担子菌亚
门真菌同源序列的相似度高于子囊菌亚门真菌。基因在小麦条锈菌夏孢子萌发时期明显上调（约 #.倍），而
在其他发育阶段表达基本恒定。【结论】./#01/!可能参与了小麦条锈菌夏孢子萌发时芽管细胞壁的合成；
./#01/!的克隆与表达分析为进一步研究该基因在小麦条锈菌专性寄生生活中的功能奠定了基础。
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由小麦条锈菌（.2""&-&$ /#’&&3(’4&/ Q @ ?8 @ #’&#&"&）
引起的小麦条锈病是我国小麦上最重要的病害之

一。小麦条锈菌夏孢子附着叶片后萌发产生芽管、

附着孢，附着孢从气孔侵入寄主后产生气孔下囊、胞

间菌丝、吸器母细胞、吸器等侵染结构，病原菌依靠

吸器从活的寄主细胞吸收营养。小麦条锈菌侵入寄

主后一般 $! 6形成初生吸器，随后菌丝大量分支并
在在叶肉细胞间扩展，接种后 ! [ 3 R扩展菌丝可在
小麦叶片中形成肉眼可见的花斑；在侵染后期病原

菌形成产孢结构，F R开始在小麦叶片表明形成零星
孢子堆，#. R后开始产生大量孢子。细胞壁的正常
合成与调控对病原菌完成这一复杂的分化过程十分

重要。研究表明锈菌细胞壁的结构与成分在不同发

育时期并不相同［#J$］，侵染结构细胞壁表面几丁质的

去乙酰化修饰还可能是病原菌逃避寄主天然防御反

应的重要机制［B］。作为细胞壁的重要成分，几丁质

的正常合成可能是小麦条锈菌维持致病性的重要前

提，然而目前对小麦条锈菌中几丁质的合成与调控

还缺乏了解。

几丁质是由 1J乙酰葡萄糖胺（U>*1T*）经"J（#
"!）糖苷键连接而成的寡聚物，在真菌中它与葡聚
糖、甘露聚糖等构成了细胞壁的基本骨架，维持着细

胞壁结构的完整性［!］。几丁质是由质膜上的几丁质

合成酶（26A7A< ?\<76=?)，26?）以胞质侧的 ](SJ1J乙酰
葡萄糖为底物合成的［3］。26? 属多基因家族蛋白，
其成员均含有保守的催化结构域和多个跨膜区。目

前大致分为 $个家族 ’个亚家族［%］。其中家族 #包
括#、!、$ B个亚家族，家族 $包括%、&、’、(四
个亚家族。与家族 #成员相比，家族 $成员除催化
结构域外都还含有细胞色素 ,3 结构域（*\7:*6-:+)



!"#$%&’ ()*+%,），而!、"、# -个亚家族的成员还含
有肌 动 蛋 白 头 结 构 域 （*.)/%,#*)0)1 2’+( $%&’
()*+%,）。酿酒酵母基因组中有 -个 32/基因，分属

$、%、&亚家族。丝状真菌基因组中则通常含有多
个 32/基因，不同成员可能参与真菌不同发育阶段
几丁质的合成。

除小麦秆锈菌（!"##$%$& ’(&)$%$*）和小麦白粉菌
（+,")-($& ’(&)$%$*）外，目前专性寄生菌中的 32/还
未见报道。本研究克隆到一个小麦条锈菌的%类
32/基因 !*./0*%，利用实时荧光定量 435分析了
其在夏孢子、芽管、侵染寄主后不同时间的表达水

平，这将为进一步研究该基因和几丁质合成在小麦

条锈菌致病过程中的作用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
供试条锈菌为条中 -6号小种（375-6），供试小

麦品种为水源 66，均由西北农林科技大学植保学院
植物免疫实验室提供。小麦播种于直径 68 9*的小
花盆中，待其第一叶充分展开后，参照康振生的报

道［:］进行接种。分别于接种后的 :; 2、6;8 2、6<= 2
和 6>< 2 剪取接种叶片，于 ? =8@保存备用。小麦
条锈菌夏孢子的萌发和芽管的收集参照张永红的报

道［=］，萌发时间为 = 2。
!"# 条锈菌基因组 $%&、总 ’%&的提取与 ($%&
合成

条锈菌基因组 ABC的提取参照曹丽华等的报
道［>］。采用 D%)E)$ 试剂（D%)F$GH）提取条锈菌夏孢
子、芽管以及接种叶片不同时间的总 5BC。第一链
9ABC的合成按照 I,J%01)K’, 公司的 L#LMN 1’J’1/’
01+,/91%O0+/’试剂盒操作说明进行，反转录引物采用
)$%K) (（P）6=。

!") !"#$%"!的 ($%&序列与基因组序列的克隆
在本实验室构建的小麦条锈菌夏孢子萌发

9ABC文库和小麦条锈菌与小麦亲和互作 9ABC文
库中找到两个与小麦杆锈菌 !’./0*%相似度较高
的 QRP序列 E.2"6"=（S’,D+,&登录号 QR-;;86>T6）和
*U!-;V<（S’,!+,& 登录号 S5-8-=><）。根据 QRP 序
列利用 41%*’1 41’*%’1 "T8 软件设计 - 对引物 46FW
46D、4;FW4;D、4-FW4-D，以 6>< 2 的 9ABC为模板扩
增得到 -个 435产物，克隆测序获得基因 !*./0*%
的 9ABC全长；根据获得的 9ABC序列进一步设计 V
条引物 4;+R、4;+C/、4;!R、4;!C/，用 46FW46D、4;FW

4;+C/、4;+RW4;!C/、4;!RW4;D、4-FW4-D 引物对以条
锈菌的基因组 ABC为模板扩增得到 "个 435产物，
克隆测序后获得基因 !*./0*%的基因组全长。435
扩增所用引物见表 6，引物与 QRP位置见图 6。

表 ! 用于 !"#$%"!基因 *+’扩增和实时荧光定量 *+’分
析的引物

P+!$’ 6 41%*’1/ G/’( X)1 !*./0*% +*O$%X%9+0%), +,( 1’+$#0%*’ 435

41%*’1 R’YG’,9’ （"Z!-Z）

46F 3CC33P3CS3C3CC3SCS3SCS3CC

46D SSC3C3CP3S33CCCCSPPPCSPCS

4;F SP333PC3PCCC3PPPPSS3SCPSP

4;D S33SPCSCPCCCCPSC3CS33C3P

4-F SS3PSP3CPPPPCP3PC3SS3CS3

4-D S3P3CSCCPCP3CCSCSPCSCSCCPS

4;+R PPSSCPSP3SSPC3P3CC33PSSCS

4;+C/ SC3SCPPP3C33C3CCS3C33S

4;!R SP3C3PP3C3PSP3S3PSCPCP3PP

4;!C/ 3CCCSCPCP3CS3SC3CSPSCCSP

41F SP33CCCPSCC3CCPC3SCCSCPS3

410G!F 3PSCSCCC3SS3PC33C3CP

410G!5 333CCSSP33CC3PC3SCS

!", !"#$%"!的序列分析
利用 B3DI（200O：WW,9!% [ ,$*[ ,%2K)JW）的 \5F

X%,(’1、D$+/04、C$%K,、3),/’1J’( ()*+%, (+0+!+/’ 等
41)K1+*进行开放阅读框预测、蛋白相似性比对、基
因内含子寻找、保守结构域预测等分析；利用 QDI的
4+%1]%/’ +$%K,*’,0 0))$（200O：WW]]][ ’!% [ +9 [ G&WP))$/W
’*!)//W+$%K,W）进行 !*./0*%与 !’./0*%基因内含子
的比较；利用 PLO1’( （200O：WW]]][ 92[ ’*!,’0 [ )1KW
/)X0]+1’WPL45QA # X)1*[ 20*$）进行蛋白跨膜区预测；
利 用 R%K,+$4 （200O：WW]]][ 9!/ [ (0G [ (&W/’1J%9’/W
R%K,+$4W）、4/)10（200O：WWO/)10 [ %*/[ G#0)&.)[ +9 [ UOWX)1*[
20*$）预测蛋白的信号肽与亚细胞定位；利用
L’K+-T8、A,+*+, 等软件进行蛋白的多重序列对位
和系统进化树构建。蛋白序列分析中构巢曲霉

（1*2-(’$,,"* %$3",&%*）序列来 源 于 !1)+( %,/0%0G0’
（200O：WW]]][ !1)+([ *%0 [ ’(GW），具体编号为 C,32/3
（9$+// $）：C,V"<<T-；C,32/C（9$+// %）：C,:8-;T-；
C,92/D （9$+// ’）：C,V-<:T-；C,92/A （9$+// &）：
C,6"""T-；C,9/*C （9$+// !）：C,<-6=T-；C,9/*D
（9$+// "）：C,<-6:T-；C,32/S （9$+// #）：C,68V<T-；
其余物种序列来源于 S’,D+,&。

;;<6 ^%+)X’% M%+,K ’0 +$ [ W1#.& 4$#(56$5,5’$#& 7$%$#&（;88>）V>（6;）



图 ! !"#$%"!的基因结构与引物、"#$序列、扩增产物的相对位置
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!%& !"#$%"!的实时荧光定量 789分析
选用小麦条锈菌"K,3<3?"0基因作为内参，利用

BLM 79M&N ODPP 实时定量 789 仪以各个取样点的
’QRB为模板进行 !"#$%"!的 -)+?K,"*) 789 分析。
!"#$%"!所用引物为 7-!S7%L，"K,3<3?"0基因所用引
物为 7-53<!S7-53<9。反应体系为 PTD#U DP V &WL9
X-))0，PT%#U 9YZ，%#U %P V ’QRB，HTD#U %P V &’(
<322)-，HTD **1?SU N#8?H，PT%J **1?SU 6R57，
PTH#*1?SU引物，补水至总体积 HD#U。反应程序为
[D\ % *"0；[D\ %P /，JP\ HP /，OH\ IP /，IP 个循
环。反应结束后分析荧光值变化曲线和融解曲线，

789产物电泳确认扩增产物特异性。采用 H]$$8
5 法

分析实验数据，确定基因的相对表达量。每个取样

点设 E个重复，在同一个批次完成内参基因和目标
基因的 789反应。

’ 结果和分析

’%! !"#$%"!基因组 ()*与 +()*的克隆
利用 7%!S7%L、7H!S7HL、7E!S7EL E 对引物以

%[J (的 ’QRB为模板进行 789扩增，分别得到 E个
长度为 JEJ <.、HPE[ <.、JHP <.的 789产物，克隆测
序获得 EHDD <.的 ’QRB序列。以小麦条锈菌基因
组 QRB 为模板，利用 7%!S7%L、7H!S7H+B/、7H+&S
7H<B/、7H<&S7HL、7E!S7EL五对引物分别扩增，获得
了长度为 FII <.、[O% <.、%IJ% <.、OHE <.、F%I <. 的

789产物，克隆测序得到 IJE% <. 的基因组序列
（X)0<+0@登录号 X^EH[FD%）。基因组序列编码区长
I%%[ <.，包含 %J 个外显子和 %D 个内含子，对应一
HOHO <.的开放阅读框（’QRB JHKHOFF <.），编码 [PF
个氨基酸。编码蛋白与小麦秆锈菌（!)**+,+’ T
-.’/+,+"）、双色蜡蘑（0’**’.+’ 1+*232.）、糙皮侧耳
（!34).2#)" 2"#.4’#)"）、玉米瘤黑粉菌（5"#+3’-2 /’67+"）
的 8(/相似性最高，相似度分别为 [I_、JF_、JJ_、
D[_。
’%’ !"#$%"!和 !&#$%"!编码区 ()*的序列比较

!-#$%"!编码区基因组 QRB长 IPPI <.，同样包
含 %J个外显子和 %D 个内含子，位置与 !"#$%"!完
全一致；其外显子长 HOEE <.，编码 [%% 个氨基酸。
!"#$%"!外显子，内含子的 X8 含量分别为 IE_和
EF_，!-#$%" !分别为 IO_，EO_。与 !-#$%" !
’QRB编码序列相比，!"#$%"!缺少其 EOJKEOF 位的
BXX和 IPJKIPF位的 BB8氨基酸密码子，从而在对
应 7#,8(/!蛋白的 %HJ位和 %EJ位氨基酸处分别缺
失一个精氨酸残基和一个天冬酰胺残基。

!"#$%"!与 !-#$%"!在外显子区核苷酸序列相
似度为 FI_，而各个内含子的相似度从 IP_到 JH_
不等，平均为 IO_。 !"#$%" !内含子长度介于
O% ‘ %E% <.之间，总长度 %E[P <.；!-#$%"!内含子长
度介于 JI ‘ %IJ <.之间，总长度为 %HO% <.。两个基
因 %D个内含子中第 E、D、J、O、F、[、%E、%D位的长度差
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异在 !" #$以内，其余 %个的差异大于 !" #$，其中第
&、’、!&、!’ 位的差异分别为 ’( #$、)" #$、&* #$
和 +* #$。
!"# !"#$%"!编码蛋白的序列分析

!"#$%"!编码蛋白等电点为 ,-(+，分子量为
!"&-,& ./0；蛋白序列不含信号肽，有 %个跨膜区，定
位于细胞质膜上；蛋白在跨膜区前的序列比较保守，

含有 123435678542 6!9（$:0;"*’"%，!,&6&)(位氨基酸）、

123435 6 78542 6!（$:0;"!,’’，&’"6’"& 位氨基酸）和

123435 6 78542 6 1（<="’!("，&),6++% 位氨基酸）等保守
结构域，可能与催化活性相关；蛋白还含有多个 127
的保守 ;>43:7（图 &），其中 “?@AAB”;>43:（+’,6++"
位氨基酸）存在于所有已知的 127蛋白中，“C@CDE”
;>43: （’%,6’*"位氨基酸）在!类 127和大多数"类
127中存在，“/@/”;>43:（)*+6)*% 位氨基酸）是 127
的重要金属离子结合位点。

图 ! !"#$%"!与其他真菌 $%&!保守区（对应 ’&($%&! !!)*+,-氨基酸）的氨基酸序列比对
F3GH& IJK43$KL 7LMJL5<L 0K3G5;L54 >: !"#$%"! 05= >42LN :J5G0K 127! $N>4L357 35 42L <>57LNOL= NLG3>5 （0;35> 0<3=7 &&*6+%! 35 D74127!）H P;35> 0<3=

NL73=JL7 3=L543<0K 0;>5G :3OL $N>4L357 0NL 720=L= 35 K3G24 GNL8 Q23KL NL73=JL7 3=L543<0K 0;>5G 42NLL >N :>JN >: 42L 7LMJL5<L7 0NL 720=L= 35 #K0<.H R=L543:3L=

<>57LNOL= ;>43:7 0NL ;0N.L= #8 074LN>3=7H DCS：!&’’()(* +,*-()(" （CL5#05.：PTT%"’"%-!），UI：."#(/*+0 -*12(" （VQ3776DN>4：?((!&%-&），P9：

3"45,+(//&" )(2&/*)" （VQ3776DN>4：D)"+*’-&），V1：6*’’%*,0-1’5" ’5,57("(*5 （CL5#05.：PPP)’’()-!）H

D74127!与 3"45,+(//&" )(2&/*)" % 个亚家族 127
蛋白的序列相似性结果表明：D74127!与 <K077 "和
<K077 !的 P51271和 P5127P相似性最高，相似程度
分别为 ’+W和 ’’W，而与#、$、%、&、’亚家族蛋
白的相似性较低，相似程度分别为 ))W、)’W、!!W、

!"W、!!W、!!W。
为进一步确认 D74127!所属蛋白亚家族，选择

了 !%个来自担子菌亚门和子囊菌亚门的"类和!
类 127与 D74127!进行了蛋白序列对位，并根据蛋
白的保守区段（对应 D74127!的 !,&6+%)位氨基酸）

’&,! @30>:L3 E305G L4 0K H X3’#* 8(’,09(0/0+(’* 6()(’*（&""(）’(（!&）
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利用邻接法（!"#$%&’( )’#!#!$ *"+%’,）构建了系统进
化树（图 -）。系统进化树上，./+0%/!与担子菌亚门
小麦秆锈菌（!"##$%$& 1 ’(&)$%$*）的 .$+0%/!、玉米瘤
黑粉菌（+*,$-&’. 1 )&/0$*）的 2*0%/3、新型隐球菌
（1(/2,.#.##"* %3.4.()&%*）的 0!0%/4 距离最近，它们

与其他!类 0%/共同构成了一大分支，而"类 0%/
则构成了另一分支。这表明 ./+0%/!属于!类 0%/
蛋白亚家族。.$+0%/!、2*0%/3、0!0%/4 均可能是
./+0%的同源蛋白，它们间的相似度远高于 ./+0%/!
与子囊菌亚门!类 0%/的相似度。

图 ! "#$%&#!与部分"类!类 %&#蛋白的系统进化分析
5#$1- .%67’$"!"+#8 +("" ’9 ./+0%/! :!, ’+%"( 87:// " :!, ! 0%/ ;(’+"#!/1 <"!" !:*"/ :!, $"!" :88"//#’! !=*&"(/ :(" /%’>! :+ +%" &(:!8%"/ :!,

&’’+/+(:; ?:7="/ :(" /%’>! :+ +%" !’,"/1 5’：5"*&($") .6/*2.(")；@8：73"(.*2.(& #(&**&；A$：8&’%&(2.(,93 ’($*3&；B8：:.,(/,$* #$%3(3&；C!：;*23(’$--"*

%$0"-&%*；D8：<&##9&(.)/#3* #3(3=$*$&3；0:：1&%0$0& &->$#&%；0!：1(2,.#.##"* %3.4.()&%*；2*：+*,$-&’. )&/0$*；.$+：!"##$%$& ’(&)$%$* 9 1 /; 1 ,($,$#$ 1

’() !"#$%"!的表达分析
实时荧光定量 .0E分析了 !*,19*!在孢子、芽

管以及菌丝扩展（FG %;#，HGI %;#）和产孢（HJ4%;#，HKJ
%;#）等致病过程不同阶段的表达水平（图 3）。结果
显示，!*,19*!在芽管中明显上调表达，而在其他时
期表达水平基本恒定。与孢子相比，!*,19*!表达
量在芽管中高出 HI倍左右，接种后 FG %高出 G倍，
HGI %、HJ4 %下降至 HL-水平，HKJ %时基本持平。

! 讨论
本研究利用 EMN.0E和 .0E首次克隆到了一个

小麦条锈菌的 0%/基因。./+0%/!在 @端含有!类
0%/保守的 0%#+#! N /6!+% NH@、0%#+#! N /6!+% NH和 0%#+#! N

/6!+% N 0 结构域及“OPEEQ”、“<P<.R”、“SPS”等

*’+#9/，在 0 端含有 F 个跨膜螺旋区。./+0%/!与
.$+0%/!仅相差 G 个氨基酸，序列相似度达到了
K3T，在系统进化树上与已知的!类 0%/同处一大
分支，表明蛋白属于!类 0%/ 蛋白亚家族。!*,19*
!与 !’,19*!两个基因内含子的数目和位置完全

图 ) 不同发育时期 !"#$%"!基因表达水平的实时
荧光定量 "%*分析
5#$13 E":7N+#*" .0E :!:76/#/ ’9 +%" "U;("//#’! ’9 !*,19*! :+

,#99"("!+ *’(;%’7’$#8:7 /+:$"/1#N+=&=7#! #/ 8%’/", :/ +%" ("9"("!8"

$"!" :!, D. #/ =/", :/ : 8:7#&(:+#’! 9’( ("7:+#?" V=:!+#9#8:+#’!1 FG

%;# :!, HGI %;# (";("/"!+ +%" /+:$" ’9 #!9"8+#’! %6;%: "U;:!/#’!

>%#7" HJ4 %;# :!, HKJ %;# 8’(("/;’!, +’ +%" /;’(=7:+#’! ;(’8"//1

D.：=(",#’/;’("；<M：$"(* +=&"；%;#：%’=(/ ;’/+ #!’8=7:+#’!1

一致，但核苷酸序列的相似程度仅为 3FT，远低于
外显子区的 43T，有些内含子的长度差异还十分明
显，这可能与进化过程中 19*!内含子外显子所受
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选择压力的差别有关。

!"#作为几丁质合成的关键酶是真菌中普遍存
在的一类保守蛋白，对于病原真菌正常的生长分化

和侵染寄主十分重要，目前已证明稻瘟菌中［$%］的

!"#$、玉米瘤黑粉菌中［$$］的 !"#%、!"#&、!"#$、’(#)、
尖镰孢菌中［$&’$(］的 !"#*、!"#*+、灰霉病菌中［$)］的
,(("#-. 等都是参与病原菌致病过程的关键基因。
*"+,-等的研究显示，,/!"#) 和 ,/!"#0 均受分生孢
子萌发的诱导，并且 !"#的底物类似物抑制剂尼可
霉素 *（,.//0123., *）和多氧霉素 4（506207., 4）可造
成附着孢芽管的畸形膨大和破裂，表明小麦白粉菌

初生芽管和附着孢芽管的延伸需要 !"#的参与［$8］。
本研究中 1#2!"#!在夏孢子萌发时表达量上调了 $%
倍左右，表明基因受夏孢子萌发诱导，可能参与了芽

管延伸时细胞壁几丁质的合成。

对寄主防御反应的逃避和抑制是专性寄生菌顺

利侵染寄主的重要前提［$9］。植物通过分泌几丁质

酶来降解侵染病原菌的细胞壁几丁质成分，一方面

破坏病原菌细胞结构的完整性，另一方面产生几丁

寡糖激发子而激发寄主的防卫反应［$:］。锈菌等专

性寄生菌则可以通过在侵染结构表面形成壳聚糖来

避开几丁质酶的识别和降解［(］。壳聚糖是 !"#和几
丁质脱酰酶（!".;., 4<+3<;26+#<，!4=）协同作用下产
生的，由于锈菌中的壳聚糖仅形成于气孔下囊、侵染

菌丝、吸器母细胞等侵染结构的表面，因此一般认为

锈菌中参与壳聚糖形成的 !"#只在病原菌侵入寄主
后特异表达［(］。本研究中 1#2!"#!在芽管中的表达
水平明显高于夏孢子、菌丝扩展和产孢等其他分化

时期的表达水平，可能不是参与壳聚糖合成的关键

!"#。>?0</<?等报道了小麦杆锈菌中的五个 !"#基
因：1/2!"#!、1/2!"#" .、1/2!"#" +、1/2!"##、
1/2!"#$［$@］。五个基因在病原菌侵入寄主前后均表
达，1/2!"#" .、1/2!"#" + 在侵染叶片中的表达水
平显著高于其他基因，有可能在壳聚糖合成中比较

重要。>?0</<? 等认为 1/2!"#" .、1/2!"#" + 的非
特异表达可能与 1AB=的预先转录有关。早期研究
表明锈菌在夏孢子成熟过程中就会转录孢子萌发、

芽管生长、附着孢发育等过程所需的 1AB=［$C］。
1#2!"#!在小麦条锈菌致病过程中特别是夏孢

子萌发中的作用还有待进一步研究。由于目前小麦

条锈菌缺乏稳定的遗传转化体系，直接研究基因的

功能还存在较大的困难。下一步可以考虑借助玉米

瘤黑粉菌（3#245./6 D 7.894#）这一转化体系完善的模
式担子菌进行基因的功能验证，目前已有利用小麦

叶锈菌 E=FG基因（1:((4;4. D 2<424(4;.）成功互补玉
米瘤黑粉菌（3#245./6 D 7.894#）同源基因的报道［&%］。
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