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　　摘要：为研究玉米大斑病菌黑色素合成调控基因ＳｔＭＲ１的功能，采用 ＰＣＲ方法克隆得到 ＳｔＭＲ１基因３０２１ｂｐ的
ＯＦＲ序列，将其插入到含有色氨酸强启动子、ＧＦＰ和 ｂａｒ基因抗性的质粒 ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ上构建回复载体
ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－ｅＧＦＰ，通过测序、双酶切验证载体构建情况。结果显示，ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－ｅＧＦＰ载体构建成功，可以
进行基因回复转化试验。该结果为进一步确定黑色素合成调控途径，进而明确黑色素合成调控机制奠定基础。
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　　玉米大斑病在世界范围内广泛存在，是我国冷凉地区如
东北、华北和西南玉米区重要叶部病害［１－２］，种植感病品种如

遇到流行年份可减产５０％以上。例如，２０１２年受布拉万台风
的影响，东北地区潮湿多雨，玉米大斑病大暴发，平均危害程

度３～５级，严重地块达９级。引起该病害的病原菌属半知菌
突脐蠕孢属，１８７６年在意大利首次报道，其无性态为玉米大
斑凸脐蠕孢菌（Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍｔｕｒｃｉｃｕｍ），有性态为玉米大斑病菌
（Ｓｅｔｏｓｐｈａｅｒｉａｔｕｒｃｉｃａ）。有研究发现，玉米大斑病菌代谢产生
的ＤＨＮ黑色素是该病菌致病的重要毒力因子，沉积在真菌特
化结构、附着在胞细胞壁和细胞膜之间，产生机械压力突破寄

主表皮细胞，使植物染病［３］。

ＤＨＮ黑色素合成途径至少有聚酮体合成酶、还原酶、脱
水酶、氧化酶 ４类蛋白酶参与。起始于 １个聚酮体合成酶
（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ），催化醋酸盐合成１，３，６，８－４ＴＨＮ，经还
原酶（１，３，６，８－ｔｅｔｒａ－ＨＮｒｅｄｕｃｔａｓｅ）催化合成小柱孢酮
（ｓｃｙｔａｌｏｎｅ），脱水酶（ｓｃｙｔａｌｏｎｅｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ）催化合成１，３，８－
ＴＨＮ，还原酶（１，３，８－ｔｅｔｒａ－ＨＮｒｅｄｕｃｔａｓｅ）催化合成柱孢醌
（ｖｅｒｍｅｌｏｎｅ），再经脱水酶催化合成１，８－ＤＨＮ，最后经氧化酶
（ｌａｃｃａｓｅ）氧化聚合形成１，８－ＤＨＮ黑色素。另外，该途径中
还存在一种调控黑色素生物合成的转录因子ＭＲ［４］。研究发
现，调控黑色素合成的转录因子能够调节黑色素合成途径中

的多个关键酶基因的表达，进而影响黑色素的生成，改变病原

菌致病力。水稻胡麻斑病菌（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓｏｒｙｚａｅ）中黑色素合成
调控基因ＢＭＲ１突变后，菌落颜色变白，过表达菌株的 ＢＭＲ１
表达量高于野生型的 １０倍［５］。葫芦刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｌａｇｅｎａｒｉｕｍ）和稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）中 Ｃｍｒ１ｐ和

Ｐｉｇ１ｐ是黑色素合成转录因子，编码基因Ｃｍｒ１和Ｐｉｇ１突变后
病原菌的黑色素合成受到影响，回复突变后，病原菌生长表型

与野生型相似，说明功能回复到正常水平［４］。甘蓝链格孢

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ）黑色素合成调控基因Ａｍｒ１突变后，病
原菌菌落颜色变浅，接种白菜叶片发现致病力较野生型增

强［６］。同时，文献报道，丝状真菌中黑色素合成酶基因缺失

或沉默，黑色素合成则会受到影响，病原菌的致病力也有不同

程度的变化［７］。玉米大斑病菌中聚酮体合成酶基因（ＳｔＰＫＳ）
ＲＮＡｉ的几株转化子黑色素合成受到不同程度的干扰［８］；玉

米大斑病菌中ＨＮ还原酶基因（３ＨＮＲ）突变则形成浅褐色突
变菌株［９］；玉米小斑病菌（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓｈｅｔｅｒｏｓｔｒｏｐｈｕｓ）脱水酶
基因（ｓｃｌ１）缺失后形成橙红色菌落［１０］；条件致病真菌新型隐

球酵母菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）氧化酶基因ＬＡＣ１缺失后，
菌落颜色发生了变化，而同工酶基因 ＬＡＣ２的转录水平远远
低于 ＬＡＣ１基因，该基因缺失后，病原菌黑色素合成速度延
迟，合成量并未受到影响［１１］。目前，以抑制黑色素合成过程

中从１，３，６，８－四羟基萘到小柱孢酮、１，３，８－三羟基萘到柱
孢醌的２步脱氢反应的２个还原酶为靶点开发的特异性抑制
剂———三环唑（ｔｒｉｃｙｃｌａｚｏｌｅ）作为新型杀菌剂防治稻瘟病菌，
有良好效果［１２］。本研究室前期克隆到黑色素合成调控基因

ＳｔＭＲ１，利用基因敲除技术获得了该基因的２株基因缺失突
变体，初步分析了突变体的生长发育、黑色素合成及致病性等

与野生型的差别，初步明确了该基因的功能，发现 ＳｔＭＲ１基
因缺失后，病原菌生长速度没有明显变化，黑色素含量显著降

低，致病力明显减弱。本试验在前期研究的基础上构建

ＳｔＭＲ１基因回复载体，从而对 ＳｔＭＲ１基因功能及黑色合成调
控机制进行深入研究，以阐明玉米大斑病菌的致病机制，也可

以为研发新型杀菌剂、探索新的防治途径提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
玉米大斑病菌菌株０１－２３、ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ载体、大肠

杆菌（Ｅｓｃｈｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞、ＳＤＳ碱裂解溶液（溶
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液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ），由河北农业大学真菌毒素与植物分子病理学
实验室保存或配制；ＵＮＩＱ－１０柱式 ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒、
反转录试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＤＥＰＣ、ＤＮａｓｅⅠ（ＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅ）、ＲＮａｓｉｎ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
Ｔ４－ＤＮＡ连接酶，购自宝生物（大连）有限公司；引物的合成
和测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．２　总ＲＮＡ的提取
参照ＵＮＩＱ－１０柱式 Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ抽提试剂盒说明书，

取经ＰＤ液体培养基２１℃、黑暗培养７ｄ的玉米大斑病菌菌
丝，滤纸吸干，取０．１ｇ用液氮研磨成粉末，转移至１．５ｍＬ离
心管中，加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂１ｍＬ，并用枪头反复吹打，室温放置
５～１０ｍｉｎ，使核蛋白与核酸完全分离；加入 ２００μＬ
三氯甲烷 ∶异戊醇（２４∶１）剧烈振荡３０ｓ，室温放置３ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；吸取上层水相转移至干净离心
管中，加入 １／２体积无水乙醇，混匀；将吸附柱放入收集管
中，用移液器将溶液和半透明纤维状悬浮物全部加至吸附柱

中，静置 ２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，倒掉收集管中废液；
将吸附柱放入收集管中，加入 ５００μＬＲＰＥＳｏｌｕｔｉｏｎ，静置
２ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，倒掉收集管中废液（检查 ＲＰＥ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ是否已经按比例加入无水乙醇），此步骤重复１次；将
吸附柱放回收集管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，将残余的乙醇
去除；将吸附柱加入干净的１．５ｍＬ离心管中，在吸附膜中央
加入３０μＬＤＥＰＣ－ｔｒｅａｔｅｄｄｄＨ２Ｏ，静置 ５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，提取得到 ＲＮＡ样品溶液，－８０℃超低温冰箱中
保存备用。配制１０％琼脂糖凝胶，电泳检测得到的总 ＲＮＡ
的纯度及完整性；紫外分光光度计检测其浓度和纯度。

１．３　反转录合成第一链ｃＤＮＡ
反转录反应：１μｇ模板ＲＮＡ，１μＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１２～１８Ｐｒｉｍｅｒ

（５０μｍｏｌ／Ｌ），ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补充至 ６μＬ，７０℃保温
１０ｍｉｎ后迅速在冰上急冷 ２ｍｉｎ以上，离心数秒使模板
ＲＮＡ／引物的变性溶液聚集于微管底部；在该微管中加入
５×Ｍ－ＭＬＶｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，
ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，ＲＴａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅ
Ｈ－，２００Ｕ／μＬ）０．２５～１μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补充至
１０μＬ；４２℃保温１ｈ，７０℃灭活反转录酶活性１５ｍｉｎ，插冰上
冷却；反应合成第一链ｃＤＮＡ，－２０℃保存备用。
１．４　ＳｔＭＲ１基因ＯＲＦ序列的获得

分析ＳｔＭＲ１基因序列的酶切位点，根据载体ｐＢＡＲＫＳ１－
ｅＧＦＰ上的多克隆位点，设计带有酶切位点 ＮｏｔⅠ和 ＳｍａⅠ的
特异引物ＭＧＦ、ＭＧＲ，扩增ＳｔＭＲ１基因的ＯＲＦ序列。
ＭＧＦ：５′－ＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＧＴＴＴＴＣＴＧＣＡＣＡＴＡＣＴＧＣＧ－３′
　　　　　　ＮｏｔⅠ
ＭＧＲ：５′－ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＣＧＣＧＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＴＧ－３′
　　　　　　ＳｍａⅠ

扩增体系：２μＬ模板 ｃＤＮＡ，ＭＧＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，
ＭＧＲ（１０ μｍｏｌ／Ｌ）１．０ μＬ，２．５ μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ），２μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．３μＬＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ），ｄｄＨ２Ｏ１６．２μＬ。

扩增程序：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，６１℃ 退
火３０ｓ，７２℃延伸４ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。用
１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ扩增产物，紫外凝胶成像仪

（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）观察结果显示，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒切胶回收
ＰＣＲ扩增产物。
１．５　ＳｔＭＲ１基因回复载体的构建

将回收 ＰＣＲ扩增产物和 ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ载体用
ＳｍａⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切，酶切体系为ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ质粒ＤＮＡ
２μＬ（ＰＣＲ回收产物 ５μＬ），ＳｍａⅠ、ＮｏｔⅠ各 １μＬ，缓冲液
２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补充至１０μＬ，３７℃酶切３ｈ。酶切产物用１％
琼脂糖凝胶电泳检测并回收线性质粒片段和ＰＣＲ产物。然后
进行连接反应，反应体系为 ＰＣＲ扩增产物５μＬ、ｐＢＡＲＫＳ１－
ｅＧＦＰ线性质粒 １μＬ、Ｔ４连接酶（３５０Ｕ／μＬ）１μＬ、１０×ｌｉｇａ
ｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ１μＬ（终浓度为１×），用ｄｄＨ２Ｏ补至１０μＬ，最适
连接温度为１６℃，时间为１～３ｈ或过夜；将连接产物转化感
受态细胞大肠杆菌ＤＨ５α，３７℃培养过夜，随机挑取白色单菌
落于５ｍＬＬＢ液体培养基（含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ＋）中，３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养 ５～６ｈ；取 ２μＬ菌液作模板，利用
ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ载体上的通用引物Ｔ３／Ｔ７和特异引物ＭＧＦ／
ＭＧＲ进行ＰＣＲ检测；选取 ＰＣＲ检测阳性的单克隆测序；将测
序正确的阳性克隆命名为ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－ｅＧＦＰ。

２　结果与分析

２．１　玉米大斑病菌总ＲＮＡ的提取
利用ＵＮＩＱ－１０柱式 Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒提取 ＰＤ

培养７ｄ的玉米大斑病菌菌体的总 ＲＮＡ，紫外分光光度计测
定Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＝１．９８，浓度为３５．７μｇ／μＬ，表明所提取的总
ＲＮＡ质量较好、无蛋白质、ＤＮＡ及小分子的污染。琼脂糖凝
胶电泳检测，结果显示２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ特征条带清晰（图１），说
明总ＲＮＡ质量较好，无降解，可以用于ｃＤＮＡ第一链的合成。

２．２　ＳｔＭＲ１基因ＯＲＦ序列的扩增
利用 ＳｔＭＲ１基因序列的酶切位点，结合载体质粒

ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ上的多克隆位点，最终选用限制性内切酶
ＮｏｔⅠ和ＳｍａⅠ，设计１对带有酶切位点的特异引物，以反转
录的ｃＤＮＡ为模板，扩增ＳｔＭＲ１基因ＯＲＦ序列，得到３０２１ｂｐ
的条带，与预期大小相符（图２）。
２．３　ｐＢＡＲＫＳ１和ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ载体的酶切验证

提取ｐＢＡＲＫＳ１载体质粒，用ＮｏｔⅠ和ＳｍａⅠ进行双酶切，
得到线性质粒，琼脂糖凝胶电泳检测结果显示有单一的

４５００ｂｐ条带（图３－Ａ）；提取 ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ载体质粒，
用ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｃⅠ进行双酶切，得到线性载体 ｐＢＡＲＫＳ１和
ＧＦＰ片段，琼脂糖凝胶电泳检测显示有４５００、７２０ｂｐ等２条
条带（图３－Ｂ）。说明ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ质粒载体正确。

—５２—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



２．４　回复载体的构建
将ＰＣＲ产物分别和 ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ用 ＮｏｔⅠ和 ＳｍａⅠ

进行双酶切，回收目的片段后将带有相同黏性末端的ＰＣＲ产
物和线性的ｐＢＡＲＫＳ１－ｅＧＦＰ连接，转化大肠杆菌感受态细
胞ＤＨ５α，转化后选择白色单克隆进行菌液检测，引物用载体
通用引物Ｔ３／Ｔ７和特异引物ＭＧＦ／ＭＧＲ进行 ＰＣＲ扩增验证，
挑取阳性克隆进行测序，结果正确，得到 ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－
ｅＧＦＰ重组载体（图４）。载体 ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－ｅＧＦＰ全长约
８２４１ｂｐ，ＮｏｔⅠ与ＳｍａⅠ双酶切得到大小为５２２０、３０２１ｂｐ的
条带，结果均与预期大小相符（图５），玉米大斑病菌黑色素调
控基因ＳｔＭＲ１的基因回复表达载体构建成功。

３　结论与讨论

目前，随着ＤＮＡ测序技术的飞速进步，很多丝状真菌已
经完成了基因组测序工作，对其研究已步入后基因组时代，分

析和确定基因的功能及关联性正成为分子生物学及遗传学研

究的热点［１３］。研究真菌基因功能的方法有很多种，如基因敲

除／置换（ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ）、ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，
ＲＮＡｉ）、基因标记（ｇｅｎｅｔａｇｇｉｎｇ）、基因超表达（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ）、体外转座子标记（ｉｎｖｉｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｔａｇｇｉｎｇ）、异源表达
（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）和酵母双杂交（ｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ
ｓｙｓｔｅｍ）等。基因敲除技术是一种遗传工程修饰技术，某个基
因一旦被确定有研究价值，往往最为直接的方式之一就是将

其从基因组中敲除或置换，而后测定相关指标，明确其功

能［１４］。该技术是通过同源重组的方法将外源基因定点整合

入靶细胞基因组上某一确定的位置，经过外源ＤＮＡ序列与靶
细胞内染色体上同源ＤＮＡ序列间的重组或置换，达到定点修
饰改造染色体上某一基因的目的，从而改变细胞的遗传特

性［１５］。回复突变（ｒｅｖｅｒｓｅｍｕｔａｔｉｏｎ）指基因缺失突变体经过第
２次突变又完全或部分恢复为原来的基因型和表现型，基因
超表达指目的基因的全长序列与高活性组成型启动子或组织

特异性启动子融合，通过转化，获得该基因编码产物大量积

累，这２种技术的应用更丰富了基因功能研究的证据。研究
方案中通常会设计创制基因敲除突变体、回复突变体和超表

达突变体。笔者所在实验室前期克隆到玉米大斑病菌黑色素

合成调控基因 ＳｔＭＲ１序列，并创制了基因敲除突变体（结果
待发表），在此基础上，本试验构建了含有色氨酸强启动子、

绿色荧光蛋白编码基因ＧＦＰ和草胺磷抗性基因ｂａｒ的回复载
体ｐＢＡＲＫＳ１－ＭＲ－ｅＧＦＰ，可将重组的载体通过 ＰＥＧ介导转
化玉米大斑病菌黑色素合成基因 ＳｔＭＲ１缺失突变体的原生
质体，或玉米大斑病菌野生型菌株的原生质体，利用草胺磷抗

性培养基继代培养获得草胺磷抗性转化子，通过分析 ｂａｒ基
因、ＧＦＰ基因及２个同源臂 ＤＮＡ序列设计特异引物，对转化
子进行ＰＣＲ初步筛选，将筛选的转化子用ｂａｒ基因和ＧＦＰ基
因为探针进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ验证是否为该基因的回复突变体
或超表达突变体，并对该突变菌株进行各项研究分析，如表型

分析，附着胞形成能力及穿透能力、毒素产生能力、分生孢子

萌发及突变菌株的侵染能力等，从而对 ＳｔＭＲ１基因功能进行
深入研究。另外，该载体含有绿色荧光蛋白基因 ＧＦＰ，在生
物体内可以表达绿色荧光蛋白，通过荧光显微镜（荧光共聚

焦显微镜）定位目的蛋白的位置。

参考文献：

［１］王会伟，李洪杰，朱振东，等．Ｈｔ２背景下玉米对大斑病菌１号小种抗
性基因的表达差异研究［Ｊ］．植物病理学报，２０１０，２（２）：１３５－１４３．

［２］郭丽媛，贾　慧，曹志艳，等．玉米大斑病菌有性杂交后代的交配型与
寄生适合度分化［Ｊ］．中国农业科学，２０１３，４６（１９）：４０５８－４０６５．

—６２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［３］范永山，谷守芹，董金皋，等．ＭＡＰＫ途径对玉米大斑病菌
ＨＴ－毒素产生和生物学活性的调控作用［Ｊ］．中国农业科学，
２００８，１（９）：８６－９２．

［４］ＴｓｕｊｉＧ，ＫｅｎｍｏｃｈｉＹ，ＴａｋａｎｏＹ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｆｕｎｇａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ，Ｃｍｒ１ｐ ｏｆＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｌａｇｅｎａｒｉｕｍ ａｎｄ Ｐｉｇ１ｐ ｏｆ
Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ，ｃｏｎｔａｉｎＣｙｓ２Ｈｉｓ２ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒａｎｄＺｎ（Ⅱ）２Ｃｙｓ６
ｂｉｎｕｃｌｅａｒｃｌｕｓｔｅｒＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆ
ｍｅｌａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｇｅｎｅｓｉｎａｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，３８（５）：９４０－９５４．

［５］ＫｉｈａｒａＪ，ＭｏｒｉｗａｋｉＡ，ＴａｎａｋａＮ，ｅｔａｌ．ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＢＭＲ１
ｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆｏｒｍｅｌａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｇｅｎｅｓｉｎ
ｔｈｅｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｕｓＢｉｐｏｌａｒｉｓｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
Ｌｅｔｔｅｒｓ，２００８，２８１（２）：２２１－２２７．

［６］ＣｈｏＹ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＡ，ＯｈｍＲＡ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡｍｒ１ｉｎ
ｄｕｃｅｓｍｅｌａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｖｉｒｕｌｅｎｃｅｉｎＡｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＰａｔｈｏｇｅｎｓ，２０１２，８（１０）：ｅ１００２９７４．

［７］曹志艳，于　清，范永山，等．玉米大斑病菌黑色素缺失突变体的
获得及其生物学特性［Ｊ］．植物保护学报，２００７，３４（３）：２６８－
２７２．　

［８］张　鑫，曹志艳，刘士伟，等．玉米大斑病菌聚酮体合成酶基因

ＳｔＰＫＳ功能分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１１，４４（８）：１６０３－１６０９．
［９］ＸｕｅＣＳ，ＷｕＤＬ，ＣｏｎｄｏｎＢＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｉｎｔｈｅ
ｍａｉｚｅｐａｔｈｏｇｅｎＳｅｔｏｓｐｈａｅｒｉａｔｕｒｃｉｃａｕｓｉｎｇＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ－
ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１３，１０３（６）：６４１－６４７．

［１０］ＳａｉｔｏｈＹ，ＩｚｕｍｉｔｓｕＫ，ＭｏｒｉｔａＡ，ｅｔａｌ．ＣｌｏｎｉｎｇｏｆＳａｌ１，ａｓｃｙｔａｌｏｎｅ
ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅｇｅｎｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｍｅｌａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＣｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ
ｈｅｔｅｒｏｓｔｒｏｐｈｕｓ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１２，５３（４）：３３０－３３４．

［１１］Ｐｕｋｋｉｌａ－ＷｏｒｌｅｙＲ，ＧｅｒｒａｌｄＱＤ，ＫｒａｕｓＰＲ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｃａｐｓｕｌｅａｎｄｍｅｌａｎｉｎｇｅｎｅｓｇｏｖｅｒｎｅｄｂｙｔｈｅＣｒｙｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｃｙｃｌｉｃＡＭＰｃａｓｃａｄｅ［Ｊ］．ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＣｅｌｌ，２００５，
４（１）：１９０－２０１．

［１２］郭欣欣，贾　慧，曹志艳，等．特异性抑制剂三环唑对玉米大斑
病菌致病力的影响［Ｊ］．植物保护学报，２０１２，３９（４）：３６４－３６８．

［１３］许　杨，涂　追．丝状真菌基因敲除技术研究进展［Ｊ］．食品与
生物技术学报，２００７，２６（１）：１２０－１２６．

［１４］ＷｅｌｄＲＪ，ＰｌｕｍｍｅｒＫＭ，ＣａｒｐｅｎｔｅｒＭ Ａ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｏｍｉｃｓｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｆｕｎｇｉ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，
１６（１）：３１－４４．

［１５］ＣａｐｅｃｃｈｉＭＲ．Ａｌｔｅｒｉｎｇｔｈｅｇｅｎｏｍｅｂｙｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８９，２４４：１２８８－１２９２．

马玉花，冶贵生，冯志鹏．柴达木盆地梭梭耐盐相关基因ＰｒｘＱ的克隆及其蛋白结构预测 ［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（８）：２７－３０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０８．００８

柴达木盆地梭梭耐盐相关基因 ＰｒｘＱ的克隆
及其蛋白结构预测

马玉花，冶贵生，冯志鹏
（青海大学农牧学院，青海西宁８１００１６）

　　摘要：对柴达木盆地梭梭的ＰｒｘＱ基因进行扩增，并利用生物软件对ＰｒｘＱ基因序列进行分析，对蛋白结构进行预
测。结果表明：柴达木盆地梭梭 ＰｒｘＱ基因长度为６５７ｂｐ，编码２１８个氨基酸；ＰｒｘＱ蛋白亲水性、二级结构、亚细胞定
位、信号肽、跨膜螺旋区、三级结构预测结果显示，柴达木盆地梭梭ＰｒｘＱ蛋白亚细胞定位于叶绿体，蛋白二级结构主要
为无规则卷曲；ＰｒｘＱ具有２个Ｎ－糖基化位点、７个蛋白激酶Ｃ磷酸化位点、２个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点，此外ＰｒｘＱ
蛋白的亲水性较强，无跨膜螺旋区。柴达木盆地梭梭 ＰｒｘＱ蛋白三维结构预测结果显示，ＰｒＸＱ蛋白三维结构由 α螺
旋、β折叠、无规则卷曲互相盘绕而成。
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　　梭梭（Ｈａｌｏｘｙｌｏｎａｍｍｏｄｅｎｄｒｏｎ）为藜科（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ）
梭梭属（ＨａｌｏｘｙｌｏｎＢｕｎｇｅ）多年生小乔木，别称琐琐、梭梭柴，
属强旱生植物［１］，主要分布在我国新疆的准噶尔盆地、塔里

木盆地，内蒙古阿拉善盟、巴彦淖尔盟，甘肃的河西走廊西端，

青海柴达木地区荒漠地区，生长于海拔２７００～３０００ｍ的半

荒漠、荒漠地区的沙地，为国家濒危三级保护植物［２］。

柴达木盆地是我国土地盐碱化的主要发生地区之一，由

于该地区气候高寒干燥，蒸发量大而降水量小，加上风蚀、沙

化严重，使盆地存在着沙漠化、盐渍化的双重危害，严重制约

着该区社会经济的可持续发展。作为柴达木盆地旱生、盐生

荒漠植被组成的主体，梭梭是当地流动沙地治理的先锋树种，

它不仅具有显著的生态价值，而且具有很重要的药用价值，因

而对其研究和开发利用具有重要的生态、经济、社会价值。

盐胁迫导致的渗透胁迫和离子毒害使植物产生大量的活

性氧（ＲＯＳ），ＲＯＳ浓度的提高会积累丙二醛（ＭＤＡ）等有害过
氧化物，造成膜脂过氧化，使 ＲＯＳ产生与清除之间的动态平
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