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　　摘要：前期利用 Ｉｎ－ＦｕｓｉｏｎＳＭＡＲＴｅｒＴＭｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ已完成玉米纹枯病菌 ＷＦ－９菌株的全长
ｃＤＮＡ文库，并进行ＥＳＴ分析。笔者在此基础上，将ＥＳＴ片段进行聚类拼接，得到一个长９４４ｂｐ的序列，根据所得序列
开放阅读框设计引物，克隆得到玉米纹枯病病菌γ－谷氨酰转肽酶基因（ＧＧＴ）ｃＤＮＡ序列，以生物信息学方法对其序
列进行预测分析，并利用ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ分析ＧＧＴ在立枯丝核菌侵染玉米叶片不同时期的表达特性。结果表明，克隆
所得６１７ｂｐ序列与ＥＳＴ序列完全相同，在ＧｅｎＢａｎｋ进行Ｂｌａｓｔｘ同源比对，与ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉＡＧ－３Ｒｈｓ１ＡＰ）有８５％的同源性。实时荧光定量ＰＣＲ表明，ＧＧＴ在立枯丝核菌侵染玉米叶片各个时期均有表
达，并存在明显差异，其中在病菌侵染玉米叶片２４ｈ时表达量最高。
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　　玉米纹枯病是世界玉米产区广泛发生、危害严重的世界
性病害之一。近年来，随着玉米栽培密度的提高，氮肥用量增

加，形成有利于玉米纹枯病发生的小气候条件，该病在某些地

区危害日益严重，有逐年加重的趋势［１－２］。玉米纹枯病现已

成为制约我国玉米持续增产的主要病害。

目前，关于真菌病害相关基因研究较多，杜欣可克隆了玉

米纹枯病菌内切多聚半乳糖醛酸酶的基因，用该基因构建了

酵母工程菌株，接种玉米叶片出现水浸状病斑［３］。崔福浩成

功克隆了β－１，４－内切纤维素酶基因，用该基因构建了酵母
工程菌株，接种试验表明，该基因可以杀死植物细胞［４］。还

有一些与代谢有关的基因已被克隆，Ｂｏｗｙｅｒ等发现引起禾谷
类全蚀病的禾顶囊壳菌（Ｇａｅｕｍａｎ－ｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ）产生燕
麦素酶分解燕麦根表皮细胞内的皂角苷燕麦素，编码该酶的

基因突变后禾顶囊壳菌也就失去了对燕麦的致病力［５］。关

于玉米纹枯病菌 γ－谷氨酰转肽酶基因（Ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌ
ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａ－ｓｅ，ＧＧＴ）未见报道，γ－谷氨酰转肽酶是一种催
化肽基转移作用的酶，在 Ｈｐｙｌｏｒｉ诱导的线粒体介导的程序
性细胞死亡中，主要是通过诱导线粒体释放细胞色素 Ｃ进入
细胞质和激活 Ｃａｓｐａｓｅ家族成员起作用，Ｈｐｙｌｏｒｉγ－谷氨酰
转肽酶（γ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＧＧＴ）在分泌和成熟后通
过离子键与细胞膜结合，将细菌和宿主细胞直接连接起

来［６］。γ－谷氨酰转肽酶广泛存在于原核和真核细胞中［７］，

在动物体内主要存在于肾、肝、胰等脏器，在谷胱苷肽的新陈

代谢中起到了重要作用［８］。

笔者所在实验室构建了立枯丝核菌 ｃＤＮＡ文库，获得了
３２９个高质量ＥＳＴｓ序列［９］。为了明确 ＧＧＴ在病菌侵染过程
中的表达情况，通过对 ＥＳＴ数据进行分析，根据所得序列设
计引物，克隆了立枯丝核菌 ＧＧＴ，验证了前期 ＥＳＴ序列测序
结果。在此基础上，通过测定该基因在病原菌侵染过程中的

表达量，探明该病原菌与寄主互作过程中的基因表达规律，为

下一步研究侵染机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
玉米立枯丝核菌（ＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＡＧ－１ＩＡ）菌株

ＷＦ－９，沈阳农业大学植物免疫研究所保存。立枯丝核菌在
ＰＤＡ培养基培养３ｄ，刮取菌丝５０～１００ｍｇ，用于ＲＮＡ提取、
克隆。用离体叶片接种法，将培养３ｄ的立枯丝核菌菌饼，放
在玉米３叶１心期苗的叶片上进行接菌，分别取０、１２、１８、２４、
３０、４２、５４、７２ｈ互作玉米叶片（水渍状发病处）１００ｍｇ，用于
各个侵染时期基因表达量分析。所有样品经液氮速冻，保存

于－８０℃备用。
１．２　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ第一链的合成

提取菌株ＷＦ－９生长第３天样品和０、１２、１８、２４、３０、４２、
５４、７２ｈ互作玉米叶片总ＲＮＡ，参照ＴａＫａＲａＲＮＡ提取试剂盒
说明提取，用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的质量，使用
Ｔｈｅｒｍｏ公司ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００超微量分光光度计测定浓
度，使用ＴａＫａＲａ公司反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ第一链。
１．３　立枯丝核菌ＧＧＴ的克隆

笔者所在实验室已经构建了玉米立枯丝核菌 ＡＧ－１－
ＩＡ的全长 ｃＤＮＡ文库，并进行了全长 ｃＤＮＡ的随机测序。在
随机测序中，分离出 ＧＧＴＥＳＴ片段，通过软件拼接，得到长
９４４ｂｐ的基因，包含完整开放阅读框。本试验根据所得序列
开放阅读框，利用软件 ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异性引物
ｃ０６－ｆ：５′－ＣＡＣＧＣＡＴＡＣＴＣＣＣＧＡＣＴＡＣＴ－３′和 ｃ０６－ｒ：５′－
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ＧＣＡＡＣＡＣＣＡＴＴＣＴＴＣＣＴＴＧＡ－３′。以ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ
扩增，程序为９５℃４ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，５４℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃永久保存。ＰＣＲ产物用天根切
胶回收试剂盒回收，并与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体（ＴａＫａＲａ，日本）连
接，转化大肠杆菌感受态细胞，挑取阳性克隆送上海生工生物

工程技术服务有限公司进行测序。

１．４　ＧＧＴ序列及系统发育分析
利用软件包ＤＮＡＳＴＡＲ识别可读框、推测氨基酸序列、预

测等电点和分子量。同源搜索 Ｂｌａｓｔ分析在 ＮＣＢＩ的网页
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／）上完成，用 Ｍｅｇａ４．０
软件构建ＧＧＴ氨基酸系统进化树。
１．５　ＧＧＴ表达分析

根据获得的 ＧＧＴ核酸序列设计荧光定量 ＰＣＲ引物
Ｃ０６ｏｆｒ－Ｆ：５′－ＣＴＡＴＣＧＣＴＣＡＧＧＣＣＡＴＴＧＴＴ－３′，Ｃ０６ｏｆｒ－Ｒ：
５′－ＡＴＧＣＧＴＣＧＡＴＣＴＣＣＴＴＧＴＧ－３′；以立枯丝核菌 ＧＡＰＤＨ
（基因登录号ＡＦ３３９９２８）为内参基因，设计内参引物ＧＡＰＤＨ－
Ｆ：５′－ＧＧＴＣＧＧＣＡＡＡＧＴＣＡＴＡＣＣＡＴ－３′，ＧＡＰＤＨ－Ｒ：５′－
ＴＣＴＧＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＡＧＡＴＡ －３′。反 应 在 ＢＩＯ －ＲＡＤ
ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ，美国）上进行，反应体
系为 ｃＤＮＡ 模 板 （５０ｍｇ／μＬ）２．０μＬ、上 下 游 引 物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ１２．５μＬ和
ｄＨ２Ｏ８．５μＬ，每个样品３个重复。反应程序为 ９５℃ ３０ｓ；
９５℃５ｓ，６０℃ ３０ｓ（ｓｉｎｇｌｅ），共 ４０个循环；９５℃ １ｓ，６５℃
１５ｓ，９５℃（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ），溶解曲线测定；４０℃３０ｓ。

２　结果与分析

２．１　ＧＧＴ的ｃＤＮＡ克隆
根据 ｃＤＮＡ文库所获得序列开放阅读框设计特异性引

物，以总ＲＮＡ反转录得到的ｃＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩增到
６００ｂｐ左右ＧＧＴ的ｃＤＮＡ（图１）。经测序验证与ＥＳＴ片段序
列一致，说明ＥＳＴ拼接序列结果正确。ＥＳＴ拼接测序得到一
个长９４４ｂｐ的序列，在 ＮＣＢＩ进行 ＢＬＡＳＴｘ对测序结果进行
同源性分析，与ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏ
ｌａｎｉＡＧ－３Ｒｈｓ１ＡＰ）有 ８５％的同源性。利用 ＮＣＢＩ站点的
ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ进行６种可能的框架分析，发现该 ｃＤＮＡ片段有
一个完整的开放阅读框，最长的阅读框为１１０－８０２，长度为
６９３ｂｐ，编码２３０个氨基酸（图２）。

２．２　同源性分析
根据ＧＧＴ氨基酸序列，采用 ＢＬＡＳＴＸ在 ＮＣＢＩ上进行比

对，下载了１７条 ＧＧＴ同源序列，运用 Ｍｅｇａ４．０软件构建系
统进化树，结果显示克隆 ＧＧＴ与立枯丝核菌 ＡＧ－３融合群
同源性最近（图３）。
２．３　ＧＧＴ在侵染各个时期表达差异分析

利用实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）技术，以立枯丝

核菌ＧＡＰＤＨ为内参，分析了 ＧＧＴ在立枯丝核菌不同侵染时
间点（０、１２、１８、２４、３０、４２、５４、７２ｈ）的表达情况。结果表明，
ＧＧＴ在立枯丝核菌侵染的各个时间点均有表达，但表达量存
在明显差异，在侵染１２、１８ｈ时可能由于玉米自身防卫反应，
ＧＧＴ表达量明显下调；而在２４ｈ，ＧＧＴ的表达量达到最高，可
能是立枯丝核菌在寄主组织内迅速扩展，导致玉米叶片细胞

开始程序性死亡，ＧＧＴ的表达量达到最大；侵染５４、７２ｈ表达
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量下降到相对平稳状态，可能是由于寄主大面积凋亡，病原与

寄主互作概率减少造成的（图４）。

３　讨论

ＧＧＴ是谷氨酰循环中的关键酶，可特异性催化 γ－谷氨
酰基的转移反应。ＧＧＴ具有诱导细胞凋亡的活性，目前被广
泛接受的观点是线粒体在凋亡的调节中起到了关键的作

用［１０］。ＧＧＴ对细胞的基本功能是线粒体结构的维护，对膜的
完整性及细胞分化和发育具有影响。ＧＧＴ在真菌、植物细胞
中代谢作用一直被忽略。在哺乳动物系统中，该酶已被反复

使用，涉及谷胱甘肽重要的抗氧化响应功能，并与半胱氨酸输

送到组织中［１１］。敲除ＧＧＴ活性基因的小鼠有异常发育和早
期死亡［１２］。为了进一步弄清 ＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＧＧＴ在细胞凋
亡中的作用及探索 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ的侵染机制。本试验采
用ＲＴ－ＰＣＲ、基因克隆和核酸测序技术首次获得 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ
ＡＧ－１ＩＡ的ＧＧＴ核酸序列，验证了前期 ＥＳＴ序列测序的结
果，ＥＳＴ拼接测序得到一个长９４４ｂｐ的序列，开放阅读框为
１１０～８０２，长度为６９３ｂｐ，编码 ２３０个氨基酸。相对分子量
２４．７ｋｕ，理论等电点４．６８。为后续的功能研究、蛋白制备及
其抗体研制提供了良好的试验材料。

经序列比对结果显示，本研究克隆得到的ＧＧＴ与Ｒｈｉｚｏｃ
ｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＡＧ－３Ｒｈｓ１ＡＰ的 ＧＧＴ氨基酸同源性最高，达到
８５％；系统发育树构建结果显示与立枯丝核菌ＡＧ－３融合群
同源性最近。后期利用ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ分析ＧＧＴ在立枯丝核
菌侵染玉米叶片各个时间点的表达特性，表明ＧＧＴ在立枯丝
核菌侵染的各个时间点均有表达，但表达量存在明显差异，其

中在病菌侵染玉米叶片２４ｈ时表达量最高。本研究只对玉
米纹枯病菌γ－谷氨酰转肽酶基因（ＧＧＴ）进行了克隆，对病
菌侵染玉米叶片不同时期的表达量进行了分析。ＧＧＴ是否参
与致病，还需进一步研究。
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［６］ＳｈｉｂａｙａｍａＫ，ＤｏｉＹ，ＳｈｉｂａｔａＮ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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