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摘 要 .<C#$$KD 15+:长度为 "V#J7;，具有一个 &V%7;组成的完整的读码框，其表达受褐飞虱取食的诱导。W;Q2$$K:蛋白
含有谷胱苷肽 GL转移酶（D)-<><?2(E0 GL<8>EAF08>A0）的 +L末端结构域和 IL末端结构域，为谷胱苷肽 GL转移酶超家族的成员。
W;Q2$$K:蛋白与拟南芥四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白有 K"X的一致性，序列分析表明这两种蛋白质构成一类新的植物
TG@。

关键词 .<C#$$KD；褐飞虱；水稻
中图分类号 Y&9% 文献标识码 : 文章编号 "$$$LJ$K"（!$$%）$#L$K#KL$J

;8<3:+-3 .<C#$$KD 15+: 2A " V#J 7; 2E )0ED<?，>E4 1(E<>2EA (E0 ;-<><230 (;0E 80>42ED F8>60 <?>< 2A &V% 7; )(ED * @?0
0Z;80AA2(E (F .<C#$$KD B>A 2E4-104 7. W[Q F0042ED * W;Q2$$K: ;8(<02E 1(E<>2EA > +L<0862E>) 4(6>2E >E4 > IL<0862E>) 4(6>2E
(F D)-<><?2(E0 GL<8>EAF08>A0，>E4 <?080F(80，2< 70)(EDA <( <?0 A-;08F>62). (F D)-<><?2(E0 GL<8>EAF08>A0 * W;Q2$$K: ;8(<02E 0Z?272<04
K"X >62E( >124 A0\-0E10 240E<2<. <( <0<8>1?)(8(L;L?.48(\-2E(E0 804-1<230 40?>)(D0E>A0L80)><04 ;8(<02E (F D*+5#8(<&#& /"+,#+$+ *
G0\-0E10 >E>).A2A (F <?0A0 <B( ;8(<02EA 2E421><0A <?>< <?0. 70)(ED <( > E0B D8(-; (F ;)>E< TG@A*

=.> ?&:0< .<C#$$KD，78(BE ;)>E<?(;;08，8210

在许多亚洲国家，褐飞虱是一种十分重要的水稻害虫。

褐飞虱具备刺吸式口器，是典型的吸食维管束韧皮部汁液的

昆虫。褐飞虱除了直接吸食水稻汁液外，还使光合作用产物

向根部的运输受阻，产卵刺伤植株组织，传播或诱发水稻病

害的发生［"］。对褐飞虱取食敏感的水稻品系，褐飞虱的大量

取食会导致植株枯萎、死亡。

昆虫的取食作用会激活植株一系列防卫基因的表达，产

生诱导型抗性抵御植食性昆虫的进一步为害。关于植物防

卫基因调节的知识主要来自对咀嚼式口器昆虫和伤信号传

递途径的研究［!］。咀嚼式口器昆虫的取食和机械伤害对植

物造成的损伤在性质上比较类似，两者均会引发细胞膜上的

磷脂释放出亚麻酸，后者通过类十八烷途径转化为茉莉酸

（]>A6(E21 >124，,:）。,:是一种关键的植物防卫信号分子，内

源 ,:的积累介导多种早期防卫信号的产生和晚期功能性防



卫基因的表达［!］。在受到伤害后，植物体不但产生局部的防

卫反应，还会产生系统反应［"］。系统素被认为是一种可以长

距离运输的传递伤信号的激素，在番茄中它可以介导植物的

系统性防卫反应［#］。系统素将伤信号传递给 $%，导致防卫基
因的系统性表达。然而，昆虫的取食作用和机械伤害并非完

全等同，昆虫取食时产生的专一性引发子能改变植物的伤反

应［&］。

刺吸式口器昆虫对植物组织的伤害较小，植物对刺吸式

口器昆虫和病原菌产生相似的防卫反应，说明刺吸式口器昆

虫的口针鞘和病原菌的菌丝体对宿主植物有着相似的作

用［’］。为了解植物对刺吸式口器昆虫的防卫反应，我们利用

抑制消减杂交分离水稻幼苗的褐飞虱应答基因，获得了一条

新的水稻 ()*，通过筛选水稻 +,-% 文库得到了其全长
+,-%。通过分析推断的氨基酸顺序，认为该基因编码新的水
稻 .)*类似蛋白。

! 材料与方法

!"! 材料
在直径为 /0+1的塑料杯内均匀播种 &0 粒水稻（!"#$%

&%’()% 23）明恢 ’!的种子。当水稻幼苗长到两叶一心时，每一
幼苗上接 /0头 & 4 !龄褐飞虱若虫，并把杯子及幼苗用网罩
罩上。接虫后 !&5剪取水稻幼苗，并立即浸泡在液氮中，用
于 6-%的提取。
!"# $%&’文库的构建与筛选
总 6-%及 16-%的分离提取按照 *6789: 6-%提取试剂

及 ;())%.(;%<(6 6=>?=@A %BB=1C:D试剂盒（.EC+9 F62）说明
书进行。利用 G%H (IJK=BB +,-% )D@A5=BEB <EA 和 G%HL+,-%
.E?>J>+M .9:N !（)AK>A>?=@=）进行 +,-%文库的构建。+,-%
文库的筛选以及 JF:O=B+KEJA )<噬菌粒从 P@ELG%H Q6载体中
的删除均按试剂盒说明书进行。采用 HKE1=L>L.=@= 随机引物
标记系统，以［"L!& H］NR*H标记 *+,(00’作为探针进行 +,-%
文库筛选。

!"( &)*+,-*.杂交分析
取 &0#?总 6-%进行变性琼脂糖电泳，用［"L!& H］NR*H标

记的 *+,(00’作为探针进行 -9KA5=K@杂交。
!"/ $%&’测序及 %&’序列分析
采用自动法测序。用 F2%)*软件搜索数据库中的同源

序列进行比较。

# 结果

*+,(00’为我们利用 ))S技术分离出的受褐飞虱取食诱
导的基因（.=@F>@M登录号 FT#&U&UU）。以 *+,(00’ +,-%片
段为探针，筛选水稻幼苗 +,-%文库，分离出一长度为 / U"!
CJ的阳性 +,-%克隆，命名为 *+,(00’-（.=@F>@M登录号是

%V&#’’W!）。该 +,-%含有一由 XU# CJ组成的完整的阅读框。
#Y非翻译区 U/#CJ，有一个与 Z6[同框的终止密码子（*.%）。
由此推断，*+,(00’-编码一种由 &’#个氨基酸残基组成的蛋
白质，分子量为 !/\/#"M,，等电点为 U\W0。探针序列位于

+,-%的第 / X!’位至 / U0X位之间。
水稻 B+>]]9:N00&&’!（.=@F>@M 登录号：%%%%0/00&&’!）含

有 *+,(00’- 的同源序列，把 *+,(00’- +,-%序列与它的基
因组序列相比后发现在基因的编码区有一 /0" CJ的内含子。
FJSE00’%蛋白的氨基酸序列与根据基因组序列推导出的序
列完全一样。

-9KA5=K@杂交结果表明该基因的表达受褐飞虱取食的诱
导（图 /）。

图 / 褐飞虱取食时间对水稻 *+,(00’-表达的影响
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利用 F2%)*H程序对 FJSE00’%蛋白质序列进行对库检
索，发现该蛋白与 .+/(0123(45 6/72"2+/8027(645 的四氯氢醌还
原性脱卤素酶（.=@F>@M登录号是 T0!#&0）的序列一致性为
&X_。这种酶在五氯苯酚的生物降解过程中催化四氯氢醌
和三氯氢醌的还原脱卤素作用，反应的氢供体是还原型谷胱

甘肽［X］。在拟南芥中存在一个四氯氢醌还原性脱卤素酶相

关蛋白（ A=AK>+5:9K9LJL5DNK9‘OE@9@= K=NO+AE^= N=5>:9?=@>B=LK=:>A=N
JK9A=E@）基因（.=@F>@M登录号是 -HL/XXW#!）。*+,(00’- 蛋白
与该蛋白的序列一致性为 ’/_。与 FJSE00’%基因一样，编
码拟南芥四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白的基因在其编

码区内也存在一个由 U’个碱基构成的短的内含子。图 &表
示 FJSN00’%蛋白与 .+/(0123(45 6/72"2+/8027(645 的四氯氢醌
还原性脱卤素酶和拟南芥中的四氯氢醌还原性脱卤素酶相

关蛋白的序列比对情况。

简单模块构架搜索工具（)E1J:= ;9NO:>K %K+5EA=+AOK=
6=B=>K+5 *99:，);%6*）［W］是目前较为理想的蛋白质结构功能
域分析工具。我们利用 );%6*对 FJSE00’%蛋白质序列、拟
南芥四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白以及 .+/(0123(45
6/72"2+/8027(645的四氯氢醌还原性脱卤素酶的结构功能域进
行了分析，结果显示它们都含有谷胱甘肽 )L转移酶（.)*B；
(R &\#\/\/W）的 -L末端结构域和 RL末端结构域，因此，它们
同为谷胱苷肽 )L转移酶超家族的成员。
植物细胞的 .)*B分为四类：H5E、*>O、*5=A>和 8=A> .)*B。

*>O和 G=A> .)*B 同时存在于动植物细胞中，而 H5E 和 *>O
.)*B是植物细胞特有的。已分别从水稻和拟南芥中分离出
了 #U 个 .)*B 和 "X 个 .)*B，其中大多数属于 H5E 和 *>O
.)*B［U］。.)*超家族成员间的序列差异较大，不同类型的
.)*B之间的序列相似性低于 &#_。比较而言，.)*的 -末端
结构域的保守性高于 R末端结构域，这可能与 -末端结构域
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图 ! "#$%&&’(蛋白与 !"#$%&’($)* +#,’-’"#.%’,$+)*和拟南芥中

的四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白的多重对齐

)%*+ ! (,%*-./-0 12 3/345/3 6.%-1 65%3 7/84/-5/ 12 "#$%&&’(，
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>//- 1>7/9=/3+ “·” ./6-7 0:60 7/.%;51-7/9=/3 74>70%040%1-7 69/

1>7/9=/3+

包含 ?@$结合位点和激活位点有关。不同 ?@A的 B末端序
列的差异则可能与它们结合不同的底物相适应。尽管各成

员间的序列变化很大，?@A有三个位点上的氨基酸残基却非
常保守。一个是 ?@A 的激活位点 @/9 CD（以 E7?A@FC 为参
照）［G］，该 @/9残基通过降低 ?@$巯基的 #H6而使该基团转化
为具有催化活性的硫醇阴离子。与绝大多数 ?@A 一样，
"#$%&&’(、拟南芥的四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白均为
@/9。另一个保守的氨基酸残基是 I末端的 (9*。

E7?@AFC第 !&位的氨基酸残基（(9*）和第 ’G 位的氨基
酸残基（@/9）也十分保守，仅有少数例外，比如 E7?@AJFKL和
E7?@AFKM第 !&位氨基酸残基分别是 N<7和 J/0，E7?@A)G第
’G位的氨基酸为 N<7。拟南芥的四氯氢醌还原性脱卤素酶相
关蛋白第 !&位的氨基酸残基是 (9*，"#$%&&’(第 !&位的氨
基酸残基则是 N<7，这显然是碱基代换的结果。而 "#$%&&’(
和拟南芥的四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白第 ’G位的氨
基酸残基分别为 (,6和 A:9，它们也是碱基代换的产物。

! 讨论

?@A基因构成一个大的基因家族，这与 ?@A的功能多样
性、底物多样性和催化性质多样性相一致的。?@A的基本功
能是催化还原型谷胱苷肽的巯基与底物的亲电基团结合生

成谷胱苷肽衍生物，在植物细胞中谷胱苷肽衍生物借助专一

性载体被运送到液泡中，从而解除反应性亲电子化合物对细

胞的 毒 害［C&］。?@A 还 具 有 ?@$ 过 氧 化 氢 酶 活 性 和
.6,/<,65/0165/060/异构酶的活性［CC］。?@A的 ?@$过氧化氢酶
活性可以保护细胞免受胁迫诱发的氧化损伤，而 ?@A的 ?@$
依赖型 .6,/<,65/0165/060/异构酶活性催化色氨酸降解途径中

.6,/<,65/0165/060/变成 24.69<,65/0165/060/。至于 "#$%&&’( 和
拟南芥的四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白的功能有待进

一步研究。

植物的每一类 ?@A 基因都有固定的外显子O内含子数
目，A64类 ?@A基因含有一个内含子，P:%类 ?@A含有两个内
含子，A:/06 和 Q/06 类 ?@A 基因分别含有 L 个和 M 个内含
子［G］。2"3$&&’/和拟南芥四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋
白基因在其编码区内含有一个内含子，按照上述规律这两个

基因应该归于 A64类 ?@A。然而，它们与 A64类 ?@A的序列
一致性很低，"#$%&&’(与水稻 A64 类 ?@A 的序列一致性为
’R S C’R，拟南芥四氯氢醌还原性脱卤素酶相关蛋白与拟
南芥 A64类 ?@A的序列一致性为 !R S CMR。拟南芥和水稻
的 A64类 ?@A基因各成员间的序列一致性分别大于 !TR和
C’R，因此，我们认为水稻的 "#$%&&’(和拟南芥四氯氢醌还
原性脱卤素酶相关蛋白构成了一类新的植物 ?@A。
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