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摘  要：【背景】纹枯病是水稻最重要的病害之一，目前对其病菌致病机制的研究还较少。【目的】

鉴定更多水稻纹枯病菌致病基因，为纹枯病的防治提供理论依据。【方法】采用 3′-RACE 方法获得

RsPG5 基因全长，并使用 ExPASy 等在线软件对其编码产物的结构及生物学特性进行分析，测定

其编码产物的致病功能。【结果】RsPG5 具有 7 个外显子和 6 个内含子，编码区全长 1 263 bp，可

编码 420 个氨基酸。编码产物为糖苷水解酶 GH28 家族成员，具有真菌多聚半乳糖醛酸酶特有的

保守序列 NTD、DD、GHG 和 RF(I)K，并且有一个含 15 个氨基酸的信号肽；二级结构由 α-螺旋、

β-折叠和随机卷曲螺旋构成，并且可形成 4 个二硫键；三级结构为由 α-螺旋、β-折叠和随机卷曲

螺旋按右手螺旋规则形成的具有裂隙区的特定空间结构，裂隙区可能负责着其酶活功能。生物学

性质预测表明，RsPG5 为稳定、易溶于水的外泌性蛋白，主要定位于细胞壁、液泡和线粒体。RsPG5
具有明显的多聚半乳糖醛酸酶活性，可分解果胶，破坏水稻叶鞘细胞；针刺接种分蘖末期水稻叶

鞘，72 h 后可形成明显的褐色坏死斑；将纹枯病菌接种至水稻叶鞘，在病菌致病过程中 RsPG5 可

上调表达。【结论】RsPG5 是一个典型的多聚半乳糖醛酸酶蛋白，为水稻纹枯病菌的重要致病因子。 
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Abstract: [Background] Sheath blight, caused by Rhizoctonia solani, is one of the major 
devastated rice diseases in the world, while little is known about the pathogenic mechanism of 
the pathogen. [Objective] To identify more virulence genes from R. solani and provide a 
theoretical basis for the control of sheath blight. [Methods] The full-length sequence of RsPG5 
was obtained by 3′-RACE, and the structure and biological properties of the deduced protein 
were predicted by ExPASy online. The pathogenic function of RsPG5 was then determined. 
[Results] RsPG5 harbored seven exons and six introns, with the coding region of 1 263 bp, 
which encoded 420 amino acid residues. RsPG5, one member of the glucoside hydrolase family 
28, contained a signal peptide of 15 residues and NTD, DD, GHG and RF(I)K domains 
conserved in the polygalacturonases from fungi. The secondary structure of the deduced protein 
contained 4 disulfide bonds, α-helix, β-sheet, and random coil, which arranged according to 
right-handed helix and formed a cleft that was responsible for the enzyme activity. RsPG5 was a 
stable, water-soluble, exocrine protein localized in cell wall, vacuole, and mitochondria. The 
eukaryotic expression products of RsPG5 had the polygalacturonase activity to hydrolyze pectin 
and destroy the sheath cells of rice. Distinct brown necrotic spots appeared 72 h after the 
expression products were inoculated in the rice sheathes by a needle. The expression level of 
RsPG5 was up-regulated in the infection course of R. solani. [Conclusion] RsPG5 is a typical 
polygalacturonase and a major pathogenic factor of R. solani. 
Keywords: function analysis; polygalacturonase gene RsPG5; Rhizoctonia solani; rice 
 

水稻是重要的粮食作物，全世界有近三分之

二的人口以稻米为食。在水稻生长发育过程中，

多种病虫害的侵袭导致其产量和品质严重下降，

我国每年仅由立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)引
起的纹枯病就可造成水稻减产超 5 亿 kg[1-2]。由

于水稻纹枯病菌具有很强的腐生性且目前还未

能建立其完善的遗传转化体系，因此，对该病

菌的致病机制研究进展缓慢，针对其致病因子

进行病害防控也仍处于探索阶段[3-5]。 
果胶和纤维素是构成植物细胞壁骨架的基

本物质，也是病原物侵入寄主的首道屏障。有

研究表明，水稻纹枯病菌在致病过程中可分泌

多种胞壁降解酶，破坏寄主细胞及亚显微结构，

使其细胞壁受损、电解质外渗，甚至死亡、崩

解[6-10]。传统观点认为，单子叶植物特别是禾本

科植物细胞壁的主要成分为纤维素，果胶酶在

病菌致病过程中可能并不起主要作用[11]。但作

为病菌侵入寄主作物时产生的第一个胞壁降解

酶，多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase, PG)
对病菌致病是有重要作用的[12]。Oeser 等[11]研
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究发现，单子叶植物黑麦的致病菌 Claviceps 

purpurea 缺失 2 个 PG 基因后，几乎对黑麦完

全丧失致病性。本实验室前期研究结果也表明，

水稻纹枯病菌的 PG 基因 RsPG1−RsPG4 在病菌

致病过程中均能上调表达，并且表达产物均具

有酶活性，用 RsPG1−RsPG4 蛋白处理后可使

水稻叶鞘出现明显的坏死斑[9-10]。 
在大多数病原菌中，PG 都是以基因家族的

形式存在，并且寄主范围越广其 PG 基因家族

越大[13-14]。PG 的多样性使病菌能灵活调整自身

PG 基因的表达，以适应侵染多种植物的需要[15]。

同一病菌中，不同 PG 种类或同类型的不同 PG
在病菌致病过程中的作用并不相同[16]。例如，

对 Fusarium oxysporum 的 endo-PG1 和 exo-PG6

基因分别进行敲除，突变菌株的 PG 活性分别

比野生型菌株下降了 82%和 16%，但其对番茄

植株的致病力却无明显改变；若将 2 个基因同

时进行突变，当野生菌株处理植株绝大部分死亡

时，∆pg1∆pgx6 处理植株仍有 60%的存活率[17]。

用缺失 2 个 PG 基因的 Penicillium digitatum 接

种柑橘，病菌引起果实的发病率并无差异，但

突变菌株致病的进程变慢，而且∆pg2 突变体接

种的病果较野生菌株和∆pg1 接种的病果硬且

pH 值高[18]。 
Chen 等通过对侵染水稻的纹枯病菌转录

组进行分析，共获得释意编码 PG 的基因序列

13 条[9]。前期我们已克隆其中的 4 个基因，并

对这些基因的功能进行了分析，发现 RsPG1、

RsPG2、RsPG3 和 RsPG4 基因在病菌致病过程

中均能上调表达，并且其表达产物均可分解果

胶，将表达产物接种至水稻叶鞘能引起典型的

坏死斑[9-10,19]。本研究将进一步克隆水稻纹枯病

菌中新的 PG 基因并解析其功能，为基于水稻

纹枯病菌致病因子的病害防控提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

水稻纹枯病菌 YN-7 由本实验室分离自江

苏水稻纹枯病病株[9]。徐稻 3 号(XD3)由扬州大

学农学院水稻抗病分子遗传与育种研究组提

供；过表达 OsPGIP1 基因的转基因徐稻 3 号水

稻(XD3TR)由本实验室转化获得[20]。 
PDB 培养基(g/L)：土豆 200.0，葡萄糖 20.0；

MM 培养基(g/L)：YNB 13.4，生物素 B 0.000 4，
甲醇 5.0 mL，琼脂粉 20.0；MD 培养基(g/L)：
YNB 13.4，生物素 B 0.000 4，葡萄糖 20.0，琼

脂粉 20.0；BMMY 诱导培养基(g/L)：YNB 13.4，
生物素 B 0.000 4，K2HPO4 3，KH2PO4 11.8，酵

母提取物 10.0，蛋白胨 20.0，甲醇 5.0 mL。 
限制性核酸内切酶(EcoR I、Not I、Sac I)、

pMD19-T 载体、3′-Full RACE Core Set Ver. 2.0
试剂盒、PrimeScriptTM RT Reagent Kit、SYBR® 
Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒、毕赤酵母 GS115 感

受态细胞，大连宝生物工程有限公司；AxyPrep 
DNA Gel Extraction Kit、Promega SV8 总 RNA
提取试剂盒，爱思进生物技术(杭州)有限公司；

多聚半乳糖醛酸和钌红，上海源叶生物科技有

限公司；DNS 试剂、遗传霉素 G418 和真菌基

因组 DNA 提取试剂盒，北京索莱宝科技有限

公司。 
电导率仪，上海仪电科学仪器股份有限公

司；凝胶成像分析系统和实时荧光定量 PCR 仪，

上海伯乐生命医学产品有限公司。 

1.2  RsPG5 基因的克隆 
根据转录组数据分析结果，明确 Unigene18881

为释意编码 PG 的部分基因序列，其包含起始

密码子 ATG，但无终止密码子。设计引物 For 
(5′-CCACCCACATCTTCTAATCT-3′)和 Rev 
(5′-CAAGTTCTGATCCCAGTAGTT-3′)，从水稻
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纹枯病菌 cDNA 中扩增出该部分片段并测序，根

据测序结果设计扩增目的 DNA 片段的上游特异

性引物(5′-ATGTTTGTTGCTACGGCTCTT-3′)，
其他操作按 3′-Full RACE Core Set Ver. 2.0 试剂

盒说明书进行。按真菌基因组 DNA 提取试剂盒

说明书步骤提取水稻纹枯病菌 gDNA，并从

gDNA 中扩增出 RsPG5，引物为 RsPG5-F (5′-AT 
GTTTGTTGCTACGGCTCTTGC-3′)和 RsPG5-R 
(5′-TTATCGGGTATAACCAACCAACTGG-3′)。
将 gDNA 及 cDNA 扩增产物连接至 pMD19-T
载体，转化大肠杆菌 DH5α，阳性转化子经菌落

PCR 验证后送南京擎科生物科技有限公司测

序，PCR 反应体系及条件参考文献[9]。 

1.3  RsPG5 的生物信息学分析 
使用 ExPASy 网站(https://web.expasy.org/ 

protparam/)在线软件分析 RsPG5 一级结构的氨

基酸序列组成和带正负电荷氨基酸数；二级结

构预测使用网站(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/ 
npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_hnn.html) 的

在线服务 [21] ；三级结构预测使用 SWISS- 
MODEL (http://swissmodel.expasy.org/)和在线软

件 Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/ 
page.cgi?id=index)[22]，获得的 PDB 结构模型经

PyMOL V2.3 软件进行分子修饰。RsPG5 与水

稻多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白 OsPGIPs 的分子

对接则由网站 (https://cluspro.bu.edu/login.php? 
redir=/home.php)在线软件 ClusPro Protein-Protein 
Docking 进行模拟[23-26]，选择结合自由能最低的

对接模型进行进一步分析。 
使用 ExPASy 网站(https://web.expasy.org/ 

protparam/)在线软件预测 RsPG5 蛋白的分子

式、分子量、等电点、消光系数、半衰期、脂溶

性系数、不稳定系数和亲水性等。信号肽预测

使用 SingnalP-6.0 软件(https://services.healthtech. 
dtu.dk/service.php?SignalP-6.0)[27]，跨膜结构域

预测使用在线软件 TMHMM-2.0 (https://services. 
healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0)[28]，

亚细胞定位分析使用在线软件POSRT (https://psort. 
hgc.jp/form2.html)，保守区和功能区预测分别

使用 NCBI 网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Structure/)的在线软件 CDD 和 CMD，大肠杆菌

中表达的重组蛋白溶解度登陆 Oklahoma 大学

网络(http://www.biotech.ou.edu/)进行预测。 

1.4  RsPG5 基因的真核表达 
根据 RsPG5 基因序列，设计带有真核表达

载体 pPIC9K 多克隆位点限制性内切酶 EcoR I
和 Not I 酶切位点的特异引物 PG5-EF (5′-ccg 
GAATTCATGTTTGTTGCTACGGCTCTT-3′) 和
PG5-ER (5′-ttGCGGCCGCTTATCGGGTATAAC 
CAACTCT-3′)，以水稻纹枯病菌 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：含有 Mg2+的

10×buffer 2 μL，dNTP Mixture (2.5 mmol/L)    
1 μL，PG5-EF (10 μmol/L) 1 μL，PG5-ER (10 μmol/L) 
1 μL，ddH2O 14.5 μL，Taq 酶(5 U/μL) 0.5 μL。

PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，52 ℃ 
30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。
PCR 产物经克隆测序验证后，由 EcoR I 和 Not I
进行双酶切。将同样酶切的 pPIC9K 与目的片

段按 AxyPrep DNA Gel Extraction Kit 说明书纯

化回收后进行连接。 
将重组质粒用 Sac I 单酶切，酶切产物电

击转化至毕赤酵母 GS115 感受态细胞中，通过

MM 和 MD 培养基平板分别于 28 ℃倒置培养   
2−4 d，筛选后的阳性转化子经上述 PCR 反应

体系和条件扩增鉴定后，使用 0.5−4.0 mg/mL
的 G418 筛选多拷贝整合的转化子。阳性多拷

贝转化子转入 100 mL BMMY 诱导培养基，于

28 ℃、180 r/min 诱导培养 96 h，每 24 h 添加

1.0% (体积分数)的甲醇，并测定其表达产物酶

活性。 
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1.5  表达产物的酶活性测定 
表达产物的提取、纯化按文献[9]方法进行，

将纯化的蛋白分别使用分光光度计法和溶解圈

法测定其酶活性。 
分光光度计法：取甲、乙两支试管，分别

加入 5 mL 1.0%多聚半乳糖醛酸作底物，在

50 ℃水浴中预热 5 min；向甲、乙两支试管中

分别加入 4 mL 磷酸-柠檬酸缓冲液，再向甲管

中加入 1 mL 酶液，摇匀，50 ℃水浴中准确反

应 30 min，立即向乙管中加入 1 mL 酶液，沸水

浴 5 min，终止反应，取出后流水冷却；分别取

甲、乙管中反应液 2 mL 于两支干净试管中，再

向两支干净试管中分别加入 2 mL 蒸馏水，5 mL 
DNS 试剂，混合后沸水浴 5 min，取出后流水

冷却。加蒸馏水定容到 25 mL。以标准空白为

对照，在 540 nm 处测吸光度。 
酶活力 X=[(A甲‒A乙)×Dr]/(K×t) 
式中：A甲为酶样吸光度；A乙为酶空白样的吸光度；

K 为标准曲线斜率；Dr 为稀释倍数；t 为反应

时间(min)。 
溶解圈法：用 0.2 mol/L pH 5.3 的磷酸盐缓

冲液配制琼脂糖凝胶溶液，内含 0.5%草酸铵、

0.2%叠氮化钠、0.5%果胶和 1%琼脂糖；将配

制好的琼脂糖凝胶溶液用微波炉溶化后倒在培

养皿里，吹干后用打孔器打孔；将真核表达得

到的粗酶液注入孔里，在 37 ℃孵育 17 h；25 ℃
条件下用 0.05%的钌红将平板染色 30 min；用

蒸馏水反复洗涤，观察结果。 

1.6  RsPG5 对水稻的致病性测定 
对组织的浸解作用测定：将 0.02 g 四叶期

水稻叶鞘剪成 1−2 mm 小段，转入含有 5 mL 重

组蛋白液的离心管中，减压抽气使叶鞘完全浸

入液面下。1 h 后去掉酶液，用去离子水洗叶鞘

2 次，然后将其转入新的含有 5 mL 去离子水的

离心管中，减压抽气 1 h，使用电导率仪测定叶

鞘浸出液电导率值(electrical conductance, EC)。
然后将叶鞘转入新的含 5 mL 去离子水的离心

管中，沸水浴 15 min，测定沸腾电导率值(boiling 
electrical conductance, BEC)。以含有上述所有

组分但无重组蛋白的离心管作对照。每处理重

复 3 次。 
对叶鞘的致病作用：选择分蘖期水稻植株，

以针尖刺其倒 2 叶鞘造成伤口，将浸有重组蛋

白液的脱脂棉球置于伤口处，用胶带固定。一

直以重组蛋白液保持脱脂棉湿润，并将水稻植株

置于 28 ℃、相对湿度大于 90%的条件下，72 h
后观察叶鞘症状。以清水和煮沸 10 min 的重组

蛋白液作对照。每处理重复 3 次。 

1.7  RT-qPCR 分析 
从培养 48 h 的水稻纹枯病菌菌落边缘取直

径 5 cm 的菌丝块，接种于含有灭菌牙签的 PDB
培养基中。72 h 后取带菌牙签接种于分蘖末期

水稻倒 3 叶鞘，并分别于接种后 0、8、16、24、
48 和 72 h 取水稻叶鞘进行 RT-qPCR 检测。用

Promega 公司的 Promega SV8 总 RNA 提取试剂

盒提取水稻和纹枯病菌的混合 RNA，cDNA 的

反转录按 PrimeScriptTM RT Reagent Kit 说明书

进行。RT-qPCR 反应按 SYBR® Premix Ex TaqTM 

Ⅱ试剂盒说明书进行，引物为 RT-F (5′-GGACGC 
CCATTAATTTCGGC-3′)和 RT-R (5′-AGGGTCA 
CATTAGTGCCAGC-3′)，以水稻纹枯病菌 β-actin
基因为内参基因，引物为 ACT-F (5′-CCGTGAG 
AAGATGACCCAGA-3′)和 ACT-R (5′-GGCGAA 
ACCCTCGTAGATGG-3′)。 

1.8  数据统计 
所有数据统计均使用 DPS V9.50 软件。 

2  结果与分析 
2.1  RsPG5 基因及其编码产物序列分析 

分别从水稻纹枯病菌 gDNA 和 cDNA 中扩
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增出 RsPG5 基因序列，经连接 pMD19-T 载体

并转化大肠杆菌 DH5α 后送南京擎科生物科技

有限公司测序。结果表明，RsPG5 基因全长    
1 607 bp，有 7 个外显子和 6 个内含子，编码

区全长 1 263 bp (图 1A、1B)。RsPG5 蛋白

(GenBank 登录号为 ALB05715)有 420 个氨基

酸残基，含有一个由 15 个氨基酸组成的信号

肽(可能性 0.999)，其第 70−332 位氨基酸为糖

苷水解酶第 28 家族的特征序列(图 1C)；RsPG5
含有所有真核生物多聚半乳糖醛酸酶所特有的

保守序列 NTD、DD、GHG 和 RF(I)K，并于第

227−240 位具有一多聚半乳糖醛酸酶活性位点

(图 1D)。从 GenBank 中搜索所有标注“R. solani 
polygalacturonase”或 “Thanatephorus cucumeris 
polygalacturonase”的蛋白序列共 98 条构建系统发

育树，分析结果显示，RsPG5 与作者前期获得的

4 个 RsPG (RsPG1−RsPG4: LB05711−ALB05714)
遗传距离均较远 [9-10,19]，是水稻纹枯病菌一个

新的多聚半乳糖醛酸酶(图 1E)。与其同聚在一组

的 XP043187080 和 ARW26843 均为直接上传

至 GenBank 的蛋白序列，还未见有其相关功能

研究。 

2.2  RsPG5 蛋白的空间结构预测 
蛋白质一级结构预测表明，RsPG5 蛋白的

420 个氨基酸中包括构成生物蛋白的全部 20 种

氨基酸，含量均为 1.2%−9.5%；其中带负电荷

(Asp+Glu)和正电荷 (Arg+Lys)的氨基酸总数

均为 30 个。RsPG5 二级结构主要由 α-螺旋

(22.86%) 、 β- 折叠 (22.38%) 和随机卷曲螺旋

(54.76%)构成，其 66–406、110–343、213–348、
230–393 共 4 对半胱氨酸残基可形成 4 个二硫

键，使蛋白形成特定的空间结构(图 2A)。利用

SWISS-MODEL 和 Phyre2 网站进行在线建模，

并经 PyMOL Viewer V3.2 软件分析，两者预测

的蛋白三级结构均为由 α-螺旋、β-折叠和随机

卷曲螺旋按右手螺旋形成的特定空间结构，且

均形成一个开放的裂隙区，可能负责其酶活

性；两者预测不同的是 SWISS-MODEL 预测

模型的第 134 位苏氨酸 T 和 307 位的亮氨酸 L
以化学键相连，使 RsPG5 的空间结构更加稳定

(图 2B)。 
利用在线软件 ClusPro Protein-Protein Docking

对 RsPG5 与水稻中 7 个多聚半乳糖醛酸酶抑制

蛋白 OsPGIP 进行分子对接，根据能量最低的

天然态构象可让分子结构最稳定的原则，选择

结合自由能最低的对接分子进行分析，结果发

现，OsPGIP1、OsPGIP2、OsPGIP3、OsFOR1
和 OsPGIP7 均能以其保守的 LRR 区(9−11 个

LxxLxLxx 结构形成的 PGIP 活性区)与 RsPG5
的裂隙区进行对接，甚至完全覆盖 RsPG5 的酶

活性位点；OsPGIP4 和 OsPGIP6 则分别以 N 端

或 C 端肽链与 RsPG5 的 C 端进行互作，但与

RsPG5 的裂隙区不存在互作关系(图 3)。 

2.3  RsPG5 蛋白的生物学特性 
使用多网站在线软件对 RsPG5 的生物学特

性进行预测，结果见表 1。ExPASy 在线软件预

测 RsPG5 蛋白的分子式为 C2062H3130N558O600S13，

分子量为 45 753.69，pI 为 7.17，消光系数为 1.87
左右，大肠杆菌中半衰期为 10 h 以上，脂溶系

数为 80.55；不稳定系数为 23.05，说明该蛋白

质性质稳定；亲水性值为−0.114，说明该蛋白

易溶于水。将 RsPG5 基因于大肠杆菌中进行表

达，表达产物 100%溶于水。RsPG5 无跨膜螺

旋，为外泌蛋白。亚细胞定位分析结果表明，

RsPG5 在细胞中的分布为 66.7%胞外(包含细

胞壁)、22.2%液泡和 11.1%线粒体。进一步分

析蛋白可供修饰的氨基酸位点，其存在 17、
312、313 共 3 个 O-糖基化位点，40、76、106、
281、328 共 5 个 N-糖基化位点和共 48 个磷酸

化位点。 
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图 1  RsPG5 基因及其编码产物序列分析   A：从水稻纹枯病菌 gDNA 和 cDNA 中扩增出的 RsPG5
基因片段. M：DL2000 DNA Marker；1−3：gDNA 扩增片段；1′−3′为 cDNA 扩增片段. B：RsPG5 基因

序列；绿色和棕色长矩形框分别表示外显子和内含子. C：RsPG5 糖苷水解酶家族保守区；蓝色长矩形

框显示糖苷水解酶第 28 家族特征序列. D：RsPG5 多聚半乳糖醛酸酶保守序列；细下划线和粗下划线

分别为信号肽序列和多聚半乳糖醛酸酶活性位点；红色加粗字母表示多聚半乳糖醛酸酶严格保守序列. 
E：RsPG5 系统进化分析；红框为 RsPG5，黑框是已经克隆的 4 个 RsPG 的编码产物 
Figure 1  Sequence analysis of RsPG5 and its coding product. A: Amplification products of RsPG5 from 
gDNA and cDNA of Rhizoctonia solani. M: DL2000 DNA Marker; 1−3: Amplification products from gDNA; 
1′−3′: Amplification products from cDNA. B: Sequence of RsPG5 gene; The green and brown rectangular 
boxes mean the exons and introns respectively. C: Conserved region of the glycoside hydrolase family in 
RsPG5; The blue rectangular box shows the characteristic sequence of glycoside hydrolase family 28. D: 
Conserved sequences of polygalacturonase in RsPG5; The thin and bold underlines mean the signal peptide 
sequence and active site of polygalacturonase; Bold red letters indicate strictly conserved sequences of 
polygalacturonases from fungi. E: Systematic evolution analysis of RsPG5. Accession numbers in red box 
and black boxes are RsPG5 and the other four RsPGs from Rhizoctonia solani. 
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图 2  在线软件预测的 RsPG5 空间结构   A：二硫键位置. B：三级结构卡通图与表面图. 卡通图

中红色卷曲表示 α-螺旋，黄色箭头表示 β-折叠，绿色线条表示随机卷曲螺旋；表面图中红色箭头

表示裂隙区两端氨基酸通过化学键相连的位点 
Figure 2  Spatial structure of RsPG5 predicted by online software. A: Position of disulfide bonds. B: 
Cartoon and surface figures of tertiary structures. The red curl lines, yellow arrows and green line in the 
cartoon figures indicate the α-helixes, β-sheets and random coils respectively. The red arrow in the 
surface figure indicate the site where the amino acids at the ends of the cleft region are linked by 
chemical bonds. 
 

 
 
图 3  RsPG5 与不同 OsPGIP 蛋白的分子对接   图中卡通图为 RsPG5 分子，卡通图中的绿色球表示

RsPG5 的酶活位点氨基酸；表面图为各 OsPGIP 分子 
Figure 3  Molecular docking of RsPG5 with different OsPGIP proteins. The cartoon figures indicate the 
molecular structure of RsPG5 and the green balls in the cartoon figures indicate the enzyme active site amino 
acids of RsPG5. The surface figures indicate the molecular structures of OsPGIPs. 
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表 1  RsPG5 预测蛋白的生物学特性 
Table 1  Biological characteristics of the predicted RsPG5 protein 
特性 
Characteristics 

数值与指标 
Value and index 

特性 
Characteristics 

数值与指标 
Value and index 

分子式 
Molecular formula 

C2062H3130N558O600S13 亲水性值 
Hydrophilicity value 

−0.114 

分子量 
Molecular weight 

45 753.69 原核表达产物溶解性 
Solubility of prokaryotic expression product 

100% 

等电点 
Isoelectric point 

7.17 糖基化位点 
Glycosylation site 

3 个 O-糖基化位点 
3 O-glycosylation sites 

消光系数 
Extinction coefficient 

1.877 
Cys all form cysteine 

5 个 N-糖基化位点 
5 N-glycosylation sites 

1.866 
Cys all in reduced state 

磷酸化位点 
Phosphorylation site 

21 Ser 

脂溶系数 
Lipolysis coefficient 

80.55 23 Thr 

不稳定系数 
Instability coefficient 

23.05 4 Tyr 

半衰期 
Half-life 

30 h 哺乳动物网织红细胞 
Mammalian reticulocytes 

亚细胞定位 
Subcellular localization 

66.7% 
胞外 Extracellular 

＞20 h 酵母 Yeast 22.2% 
液泡 Vacuole 

＞10 h 大肠杆菌 E. coli 11.1% 
线粒体 Mitochondria 

 
2.4  RsPG5 基因真核表达产物酶活性 

将选定的多拷贝阳性转化子经甲醇诱导表

达后，每 24 h 取样，采用分光光度计法测定其

多聚半乳糖酶活性，随着发酵时间的延长，工

程菌产酶量增加，至第 4 天酶活达最大值，为

134.43 U/mL；继续发酵，酶活有下降趋势，但

直到第 7 天，酶活仍可达 86.53 U/mL (图 4A)。

说明 RsPG5 具有一定的稳定性，这与前期

RsPG5 生物学特性预测结果一致。利用溶解圈

法测定 RsPG5 分解果胶的能力，可看到明显的

溶解圈；若将 OsPGIP1 蛋白和 RsPG5 一起加入

孔中，可明显抑制其分解果胶的能力(图 4B)。 

2.5  RsPG5 对水稻的致病作用 
RsPG5 对水稻叶鞘有很强的破坏作用，用

表达蛋白处理4叶期水稻XD3和XD3TR的叶鞘，

其细胞膜损伤率分别为 24.87%和 9.53% (图 5A)。

于水稻分蘖末期，用 RsPG5 基因表达产物针刺

接种水稻叶鞘，72 h 后叶片出现明显的坏死斑，

开始褐色，后中心枯白色，边缘褐色；过表达

OsPGIP1 基因的水稻叶鞘也能出现褐色坏死

斑，但面积只为野生菌株的 40%左右(图 5B)。

说明过表达 OsPGIP1 基因在一定程度上可增强

水稻抗 RsPG5 对叶鞘组织细胞的破坏作用，提

高水稻的抗病性。将带有纹枯病菌菌丝的牙签

接种至水稻植株，直至水稻叶鞘出现典型的坏

死斑，测定这一过程中 RsPG5 基因的相对表达

量发现，随着病菌对寄主侵入与建立寄生关系，

RsPG5 基因表达有一个上调过程，并于接种后

48 h 表达水平最高(图 5C)。这一结果说明 RsPG5

基因是病菌致病过程中的一个重要基因。 
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图 4  RsPG5 基因真核表达产物的酶活性   A：3,5-二硝基水杨酸法. B：溶解圈法 
Figure 4  Enzyme activity of the eukaryotic expression products of RsPG5. A: Dinitrosalicylate assay. B: 
Agar diffusion assay. 
 

 
 
图 5  RsPG5 对水稻的致病作用   A：RsPG5 对水稻叶鞘细胞的破坏作用. B：RsPG5 针刺接种水稻叶

鞘 72 h 后症状. C：水稻纹枯病菌侵染过程中 RsPG5 表达水平 
Figure 5  Pathogenicity of RsPG5 on rice. A: Damaging effects of RsPG5 on rice leaf sheath cells. B: 
Symptoms of rice leaf sheaths inoculated with RsPG5 72 h later. C: Expression levels of RsPG5 during the 
infection progress of Rhizoctonia solani. 
 

3  讨论与结论 
1966 年，Ayers 等[29]首次明确立枯丝核菌可以

产生多聚半乳糖醛酸盐反式消除酶(polygalacturonic 

acid trans-elimination enzyme, PGTE)和 PG。在

立枯丝核菌侵染水稻的过程中，病菌 PG 可破

坏寄主细胞，且其在病部的活性要显著高于健 

部，病斑从内到外枯白部、褐色部和褪绿部的

酶活性依次升高，说明 PG 不仅有助于病菌的

侵入，还有助于病菌在寄主体内的扩展[7]。将

立枯丝核菌 Rspg1 基因通过 RNAi 干涉，获得

的 10 个转化子 PG 活性均明显下降，其中 6 个

转化子相较野生菌株对水稻的致病力降低[8]。我

们前期克隆了水稻纹枯病菌中的 4 个 PG 基因 
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RsPG1−RsPG4，这些基因的表达产物也均有明

显的 PG 酶活性，且在病菌侵染寄主过程中均

能上调表达[9-10]。为进一步鉴定水稻纹枯病菌中

的其他 RsPG 基因，本文通过 3′-RACE 克隆到

了一个新的 RsPG5 基因，该基因在病菌致病过

程中表达量明显上调，并且其表达产物对水稻

叶鞘组织有明显的浸解作用，说明 RsPG5 也是

水稻纹枯病菌一个重要的致病因子。与前期克

隆的 4 个 RsPG 基因相比，RsPG5 的表达水平

上调幅度与 RsPG2、RsPG3 相当，高于 RsPG4
而远低于 RsPG1；同时，其编码产物酶活性与

对寄主细胞的损伤能力与 RsPG2、RsPG3 和

RsPG4 相似，但远低于 RsPG1[9-10,19]。 
真核生物中，已经克隆的 PG 基因其编码

产物基本均包含 4 个特定的保守序列 NTD、

DD、GHG 和 RIK[30-31]。我们前期对来自立枯

丝核菌的 59 个 PG 进行分析，发现尽管其保守

序列中可能有个别氨基酸被替换，如 NTD 区可

能为 NAD 或 ETD，GHG 可能为 SHG 或 GYG，

RIK 可能为 RFK 等，但其可被清晰地分成两类，

即 exo-PG 和 endo-PG[10]。然而，进一步收集

GenBank 中所有立枯丝核菌 PG 序列，系统进化

分析表明，在氨基酸序列上 exo-PG 和 endo-PG
并无明显的特征性区别，且其保守位点的氨基酸

替换种类更多，甚至部分 PG 还存在保守区缺

失的现象，如 XP043183074 和 QRW22837 缺失

GHG，QRW25501、CEL56986、XP043185038
和 ARW24801 缺 失 DD ， XP043179490 、

QRW19253 和 CCO28787 则缺失 RIK。有研究

表明，单个氨基酸的改变就能使 PG 免被寄主

PGIP 所抑制[32-33]。立枯丝核菌 PG 这些保守位

点变化甚至缺失是否又会影响其 PG 的酶活性，

进而影响其被寄主 PGIP 识别而影响病菌的致

病作用，目前还未见报道。 
所有 PG 均可降解多聚半乳糖醛酸，但并

非所有编码 PG 的基因在病菌致病过程中都起

重要作用 [34]。如 Penicillium digitatum 中的

Pdpg2 、 A. niger 中的 pgxB 和 Geotrichum 
candidum 中的 S31PG1 等均是真菌全毒性所必

需的，但 F. oxyporum f. sp. lycopersici 中的 pg1 或

pgx6 被单突变后却对病菌的毒性并无影响[35-37]。

另外，2 个单突变均不影响病菌致病力的基因被

同时突变后，病菌致病力显著下降，说明这    
2 个基因在病菌的致病过程中呈协同作用[17]。

此外，有些基因的功能可以被其他基因补偿。

在大丽轮枝菌侵染马铃薯过程中，ExoPG 基因

表达量显著上调，且强致病菌中该基因的表达

量上调倍数显著大于弱致病菌，但突变该基因

却并不影响病菌的致病力和 PG 酶活性，这主

要是因为包括 PGA基因在内的其他果胶酶基因

补偿了该基因的功能[38]。目前，在水稻纹枯病

菌中共已克隆到 5 个 PG 基因，这些基因是否

是病菌全毒性所必需或它们之间也存在着功能

互补作用，均还未知。 

PGIP 对 PG 的识别具有专化性，单个氨基

酸的改变就能赋予 PGIP 新的识别能力。将菜豆

PvPGIP2 的第 253 位氨基酸由谷氨酰胺突变为

赖氨酸时，其识别病菌 Fusarium moniliforme PG
的能力显著下降；相反地，将 PvPGIP1 中的第

253 位氨基酸由赖氨酸替换为谷氨酰胺时，其

获得了抑制 F. moniliforme PG 的能力[39]。同样

地，PG 单个氨基酸改变也能影响 PGIP 对它的

识别。来自镰刀菌不同种的 FvPG 和 FpPG，第

274 位氨基酸是其能否被 PvPGIP2 识别的关键，

当 FvPG 第 274 位氨基酸由苏氨酸突变为丙氨

酸时，尽管其酶活性未改变，但其可被 PvPGIP2
识别；而 FpPG 第 274 位氨基酸由丙氨酸替换

为苏氨酸时，其可明显逃避 PvPGIP2 的识别[33]。

已报道的 PG-PGIP 复合体空间构象分析表明，

均是 PGIP 以凹面与 PG 酶活位点形成的裂隙区
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的 C-端互作，且以往的这些突变点也均位于这

些功能区域。但在 RsPG5 和 OsPGIP 互作模型

的预测中，OsPGIP4 和 OsPGIP6 分别以其    
N-端或 C-端的氨基酸与 RsPG5 的 C-端氨基酸

互作，而不是以其凹面与 RsPG5 酶活位点裂隙

区的 C-端氨基酸互作，这是否是 RsPG5 与寄主

部分 PGIP 进行专化性识别而避开其他 PGIP 的

识别还有待进一步研究。 
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