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　　摘要：旨在通过对江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因进行克隆和表达分析，为揭示江西铅山红芽芋植物
抗病反应蛋白的生物学功能提供理论依据。从江西铅山红芽芋试管苗转录组数据库中筛选到江西铅山红芽芋植物抗

病反应蛋白编码基因的核心片段，用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术克隆江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因，
并采用生物信息学方法和实时定量ＰＣＲ进行序列分析和器官表达分析。结果表明，江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋
白编码基因的ｃＤＮＡ总长度为５３４ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５８．０５％；江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白由１７７个氨基酸组
成，相对分子量为１９３６９．１３ｕ，等电点为６．０９，为疏水性蛋白；二级结构由α－螺旋（１５．２５％）、β－片层（２７．６８％）、无
规则卷曲（５７．０６％）构成；三级结构为同源三聚体；江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白主要存在于细胞质、叶绿体中；
江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白在进化上与芋（Ｃｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）的亲缘关系较近，尤其是与 Ｃ．ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｅｏｔｅｉｎＴａｒｏ＿０４６１９５（ＭＱＭ１３２７０．１）在进化上具有最高的亲缘关系。实时定量ＰＣＲ结果显示，植物抗病反
应蛋白编码基因在江西铅山红芽芋中的表达存在器官特异性，在茎、球茎膨大末期的表达量最高。由结果可知，江西

铅山红芽芋植物抗病反应蛋白具有典型的植物抗病反应蛋白的结构特征，氨基酸序列及核酸序列与同源物种的相似

度较高，在进化上高度保守，对进一步揭示该酶的生物学功能具有重要意义。
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　　江西铅山红芽芋（ＣｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａＬ．Ｓｃｈｏｏｔ
ｖａｒ．ｃｏｒｍｏｓｕｓ‘Ｈｏｎｇｙａｙｕ’）为天南星科本草植物，其

营养全面，粉糯爽口，具有宽肠胃、补脾胃、消痨散

结、增强免疫、调节免疫等功效［１］，是江西省知名名

优特农产品和国家地理标志农产品［２］。植物的生

长发育一直受外界各种微生物的威胁和挑战，在与

病原菌长期的共进化过程中，植物逐渐进化出一套

复杂而精细的保护自身免受病原微生物侵害的免

疫应答调控机制［３］。植物抗病反应蛋白能够特异

地识别病原微生物分泌的效应蛋白，从而触发免疫
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响应，产生或激活能够特异识别效应因子的抗性蛋

白，以对抗病原微生物的侵扰［４］。因此，克隆江西

铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因并检测其

组织表达特异性对了解江西铅山红芽芋抗病品种

选育具有重要意义。

关于植物抗病反应蛋白（ｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｐｒｏｔｅｉｎ）编码基因的研究尚少见报道。目前
的研究发现，大多数植物抗病蛋白（ｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ）含有一系列富含亮氨酸的重复序
列（ＬＲＲｓ）、１个核苷酸结合位点（ＮＢＳ）和１个假定
的氨基末端信号结构域，它们被称为 ＮＢＳ－ＬＲＲ蛋
白。来自许多生物体多种蛋白质的 ＬＲＲｓ是作为蛋
白质相互作用平台和蛋白质活化的调节模块。在

遗传学上，植物抗病蛋白的 ＬＲＲｓ是反映特异性的
决定因素，它们的作用可以导致植物细胞以常见的

超敏反应（ＨＲ）的形式死亡［５］。目前，对红芽芋的

研究主要集中在脱毒快繁［６］、微芋诱导［７］、下游加

工［２］、成分分析［１］等方面，关于红芽芋植物抗病反

应蛋白方面的研究尚未见报道。因此，本研究利用

逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术克隆江西铅山红芽芋
植物抗病反应蛋白编码基因，并用生物信息学方法

和实时定量ＰＣＲ技术进行序列分析和组织表达分
析，为揭示江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的生

物学功能提供理论依据，为从分子水平选育江西铅

山红芽芋抗病品种提供新思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用材料为江西铅山红芽芋试管苗，试验

时间为２０２１年５—９月。
１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ第１链的合成　用
ＴＲＩｚｏｌ试剂提取江西铅山红芽芋试管苗的总 ＲＮＡ，
提取步骤按说明书进行，使用紫外分光光度计和琼

脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的浓度和完整性。以提取
获得的ＲＮＡ为模版，按照Ｍ－ＭＬＶｃＤＮＡ第１链合
成试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ第１链。逆转录引物用
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒ：５′－ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡ
ＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ－３′，具体步骤参照说明书
进行。

１．２．２　植物抗病反应蛋白编码基因的克隆　采用
转录组组装的 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列信息 （ＴＲＩＮＩＴＹ＿
ＤＮ２２６４９＿ｃ０＿ｇ１），用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物

（Ｆ：５′－ＡＴＧＴＣＣＧＴＡＴＴＡＴＴＣＡＴＣＡＴＴＴＡＴＣ－３′；Ｒ：
５′－ＴＣＡＡＴＡＧＴＴＧＡＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＧＴＴＧ－３′）。ＰＣＲ
扩增条件：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５．３℃ ３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
１％琼脂糖凝胶电泳检测后，将含有目的基因的条带
与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接并用热激法转化到感受态细
胞ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α中，将鉴定正确的阳性转化
子提取质粒送往生工生物工程（上海）股份有限公

司进行测序。

１．２．３　植物抗病反应蛋白编码基因的生物信息学
分析　使用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件将基因序列翻译为氨基酸
序列，用ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测酶的理化性质，用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
预测酶的疏／亲水性。用ＧＯＲⅠ软件在线预测酶的
二级结构，用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＬＤ在线预测酶的三级结
构，用ＷｏＬＦＰｓｏｒｔ在线预测基因的表达部位。通过
软件 ＤＮＡＭＡＮ、Ｂｉｏｅｄｉｔ进行氨基酸序列比对，用
ＭＥＧＡ５．０进行系统进化树的构建。
１．２．４　植物抗病反应蛋白编码基因的组织表达分
析　分别取５００ｎｇ来自江西铅山红芽芋试管苗根、
茎、叶、试管球茎（初期、中期和末期）的 ＲＮＡ，将其
反转录为 ｃＤＮＡ。通过荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ，
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ）检测，发现内参基因为 ＧＡＰＤＨ。设
计引物（Ｆ：５′－ＴＧＣＣＣＴＧＡＧＣＧＴＴＣＣＣＴＡＣ－３′；Ｒ：
５′－ＡＣＣＣＧＣＣＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＣ－３′；大小为１７８ｂｐ；
Ｔｍ为５８．３℃）。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测采用２０μＬ反应
体系，ＰＣＲ反应程序：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃
３４ｓ，９５℃１５ｓ，４０个循环。用２－ΔΔＣＴ法计算基因的
表达水平。试验重复 ３次，所有数据表示为平均
值±标准差，用ＳＰＳＳ１９．０进行统计分析，用单因素
方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）检验植物抗病反应蛋
白编码基因组织表达的差异显著性（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因
的ｃＤＮＡ序列

采用转录组组装的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列信息（ＴＲＩＮＩＴＹ
＿ＤＮ２２６４９＿ｃ０＿ｇ１），用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物
进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增结果显示，江西铅山红芽
芋植物抗病反应蛋白编码基因的 ｃＤＮＡ总长度为
５３４ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５８．０５％（图１、图２、图３）。
２．２　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的氨基酸
序列

通过Ｐｒｏｔｐａｒａｍ预测，得到江西铅山红芽芋植物
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抗病反应蛋白氨基酸序列（图４）。江西铅山红芽芋
植物抗病反应蛋白由１７７个氨基酸组成，相对分子
量为１９３６９．１３ｕ，等电点为６．０９，为疏水性蛋白质。
各氨基酸的数目和比例：丙氨酸（Ａｌａ，Ａ），１３个，
７３％；精氨酸（Ａｒｇ，Ｒ），１１个，６．２％；天冬氨酸
（Ａｓｎ，Ｎ），８个，４．５％；天冬氨酸（Ａｓｐ，Ｄ），８个，
４５％；半胱氨酸（Ｃｙｓ，Ｃ），１个，０．６％；谷氨酰胺
（Ｇｌｎ，Ｑ），６个，３．４％；谷氨酸（Ｇｌｕ，Ｅ），７个，４．０％；
甘氨酸（Ｇｌｙ，Ｇ），１７个，９．６％；组氨酸（Ｈｉｓ，Ｈ），２
个，１１％；异亮氨酸（Ｉｌｅ，Ｉ），９个，５．１％；亮氨酸
（Ｌｅｕ，Ｌ），１４个，７．９％；赖氨酸（Ｌｙｓ，Ｋ），３个，
１７％；甲硫氨酸（Ｍｅｔ，Ｍ），６个，３．４％；苯丙氨酸
（Ｐｈｅ，Ｆ），１４个，７．９％；脯氨酸（Ｐｒｏ，Ｐ），８个，

４５％；丝氨酸（Ｓｅｒ，Ｓ），１５个，８．５％；苏氨酸（Ｔｈｒ，
Ｔ），１０个，５．６％；酪氨酸（Ｔｙｒ，Ｙ），７个，４．０％；缬氨
酸（Ｖａｌ，Ｖ），１８个，１０．２％。带负电残基总数
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为１５个，正电荷残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）
为１４个。估计半衰期的排序：３０ｈ（哺乳动物网织
红细胞，体外）＞２０ｈ（酵母，体内）＞１０ｈ（大肠杆
菌，体内）。不稳定指数中的失稳指数（Ⅱ）为
１８１１，因此将蛋白质分类为稳定的蛋白质。

２．３　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的亲疏水
性分析

图５中的高峰值（正值）区域表示疏水区域，而
负值的低谷区域是亲水区域。疏水性分析结果表

明，最大疏水值约为２．７５，在该多肽中说明该处的
疏水性最强；亲水峰最大值约为 －２．０，整个蛋白质
表现出高度的疏水性，说明该蛋白质为疏水性蛋

白质。

２．４　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的二级结
构分析

江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的二级结

构预测结果：ＧＯＲ预测结果显示，其二级结构由 α
螺旋 ［ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ（Ｈｈ），１５．２５％］、β －片 层
［ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ（Ｅｅ），２７．６８％］、无 规 则 卷 曲
［ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ（Ｃｃ），５７．０６％］构成（图６、图７）。从分
布位点上看，Ｃ端、Ｎ端主要含有 α－螺旋、无规则
卷曲和β－片层，且无规则卷曲、β－片层和 α－螺
旋则散布于整个蛋白质中。

２．５　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的三级结
构分析

利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ软件对江西铅山红芽芋
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植物抗病反应蛋白基因编码的蛋白质产物进行三

级结构预测，并利用Ｒａｓｍｏｌ软件对三级结构进行图
形化分析。由图８可知，江西铅山红芽芋植物抗病
反应蛋白的三级结构为同源三聚体。

２．６　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的亚细胞
定位

用ＷｏＬＦＰｓｏｒｔ在线软件对江西铅山红芽芋植物
抗病反应蛋白编码基因的表达部位进行预测，图９
结果显示，定位于线粒体中的抗病反应蛋白数量为

６个，细胞核中的数量为５个，细胞质中的数量为２
个，细胞外的数量为１个，表明江西铅山红芽芋植物
抗病反应蛋白编码基因主要存在于线粒体和细胞

核中。

２．７　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白的系统进
化分析

本研究构建的进化树表明，江西铅山红芽芋与

芋（Ｃｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）在一个大分支下，说明江西
铅山红芽芋植物抗病反应蛋白在进化上与 Ｃ．
ｅｓｃｕｌｅｎｔａ的亲缘关系较近，尤其是与 Ｃ．ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｅｏｔｅｉｎＴａｒｏ＿０４６１９５（ＭＱＭ１３２７０．１）在
进化上具有最高的亲缘关系。

２．８　江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白同源蛋白
的序列比对信息

江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白同源蛋白

的序列比对信息见图１０。可以看出，江西铅山红芽
芋与 Ｃｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ尤其 是 与 Ｃ．ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｅｏｔｅｉｎＴａｒｏ＿０４６１９５（ＭＱＭ１３２７０．１）的保
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守结构域较多，这也证实了江西铅山红芽芋与

Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ 在 进 化 上 与 Ｃ． ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｅｏｔｅｉｎＴａｒｏ＿０４６１９５（ＭＱＭ１３２７０．１）具
有最高的亲缘关系。

２．９　江西铅山红芽芋不同器官及球茎膨大不同时
期植物抗病反应蛋白编码基因的表达分析

以江西铅山红芽芋的 ＧＡＰＤＨ为内参，用实时
荧光定量ＰＣＲ分析江西铅山红芽芋植物抗病反应
蛋白编码基因在江西铅山红芽芋不同器官中的表

达情况。结果显示，江西铅山红芽芋植物抗病反应

蛋白编码基因在根、茎、叶中均有表达，但在不同组

织器官中的表达情况差异显著（图１１），其中江西铅

山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因在茎、球茎膨

大末期的表达量最高。

３　讨论

植物一般通过对病原菌效应蛋白的特异性识

别感知病原体的入侵，进而快速、精准激活免疫反

应，表达植物的抗病反应蛋白［８］。培育具有广谱而

持久抗性的植物品种是育种学家追求的目标。目前，

关于植物抗病反应蛋白编码基因介导的抗性等已

经取得了大量新的研究成果［９］。研究发现，通过转

基因或过表达ＮＢＳ－ＬＲＲ（ｎｕｄｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ－
ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，含有核苷酸结合位点和富亮氨
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酸重复）基因可显著提高植物的抗病性［１０－１１］。也

有研究发现，ＲＰＭ１蛋白对表达Ⅲ型效应蛋白
ＡｖｒＲｐｍ１或 ＡｖｒＢ的丁香假单胞菌 ｐｖ番茄 ＤＣ３０００
产生抗性，ＲＩＮ１３（ＲＩＮ１３ｓ）的异位表达增强了细菌
的限制性机制，但矛盾的是却消除了由 ＲＰＭ１控制
的正常快速超敏反应（ＨＲ）；与野生型植物相比，表
达ＲＩＮ１３ｓ的叶片在细菌输送 ＡｖｒＲｐｍ１后没有发生
电解质渗漏或积累Ｈ２Ｏ２；ＲＩＮ１３的过度表达也改变
了正常ＨＲ期间观察到的转录谱。相比之下，ＲＩＮ１３
基因敲除植物对 ＤＣ３０００（ａｖｒＲｐｍ１）的反应具有与
野生型植物相同的离子泄漏特征和 ＨＲ时间，但未
能抑制细菌生长；在 ＲＩＮ１３ｓ／ａｓ植物中观察到的修
饰表型对 ＡｖｒＲｐｍ１或 ＡｖｒＢ的识别具有特异性，并
且在与其他不相容病原体或强毒力 ＤＣ３０００分离物
的攻击后观察到野生型［１２］。本试验用同源克隆技

术成功克隆了江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白

编码基因序列，ＰＣＲ结果表明，江西铅山红芽芋植
物抗病反应蛋白编码基因 ｃＤＮＡ总长度为 ５３４ｂｐ，
Ｇ＋Ｃ含量为５８．０５％；江西铅山红芽芋植物抗病反
应 蛋 白 由 １７７ 个 氨 基 酸 组 成，分 子 量 为
１９３６９．１３ｕ，等电点为６．０９，为疏水性蛋白；二级结
构由α－螺旋（１５．２５％）、β－片层（２７．６８％）、无规
则卷曲（５７．０６％）构成；三级结构为同源三聚体。
由此可见，江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白主要

存在于细胞质、叶绿体中；江西铅山红芽芋植物抗

病反应蛋白在进化上与Ｃｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ的亲缘关
系较近，尤其是与 Ｃ．ｅｓｃｕｌｅｎｔａｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｅｏｔｅｉｎ
Ｔａｒｏ＿０４６１９５（ＭＱＭ１３２７０．１）在进化上具有最高的
亲缘关系。江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编

码基因与其他物种［博落回（Ｍａｃｌｅａｙａｃｏｒｄａｔａ）；蔓
花生（Ａｒａｃｈｉｓｄｕｒａｎｅｎｓｉｓ）］也具有较高的相似性，表
明它们在进化上的同源性较高，表明江西铅山红芽

芋植物抗病反应蛋白编码基因与这些物种在进化

上存在较高程度的氨基酸序列保守结构域。同时

本试验也发现，实时定量ＰＣＲ结果显示植物抗病反
应蛋白编码基因在江西铅山红芽芋中的表达存在

器官特异性，在茎和球茎膨大末期的表达量最高。

因此，江西铅山红芽芋植物抗病反应蛋白编码基因

的克隆，不仅为研究该基因在江西铅山红芽芋中的

表达调控奠定了基础，而且丰富了植物抗病反应蛋

白分子进化和结构功能研究的材料。
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