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　　摘要：为明确宁夏水稻品种中抗稻瘟病基因Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和Ｐｉ９的分布情况，为宁夏水稻抗穗颈瘟病的分子标记
辅助选择育种奠定基础。利用Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和Ｐｉ９３个与抗稻瘟病基因紧密连锁的功能标记，对９４份宁夏水稻品种
进行抗稻瘟病基因的分子检测。结果表明，宁夏水稻品种中含 Ｐｉ－ｔａ抗性基因的占４６．８％，含 Ｐｉ－ｂ抗性基因的占
９３．６％，含Ｐｉ９抗性基因的占２７．７％，同时含有Ｐｉ－ｔａ和 Ｐｉ－ｂ抗性基因的占４４．７％，同时含有 Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和 Ｐｉ９
抗性基因的占１２．８％。根据报道，Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ基因的联合效应与穗颈瘟抗性正相关系数为０．７１，表明从宁夏水稻品
种中选育抗穗颈瘟品种是有基因基础的。
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　　水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）是世界上最重要的粮食作物之一，其
产生的稻谷是全球半数以上人口的主食。由稻瘟病菌（Ｍａｇ
ｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ；无性态：Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｇｒｉｓｅａ）引起的稻瘟病是水
稻生产的主要病害之一［１］，严重威胁世界的粮食安全［２－３］。

实践证明，利用抗稻瘟病基因培育抗性品种是防治水稻稻瘟

病最经济、最有效、最环保的手段［４］。

宁夏是我国北方粳稻主产区之一，有悠久的水稻栽培历

史，形成了独特而丰富的水稻遗传资源。近年来，随着全球气

候变暖，稻瘟病的发生越来越严重，成为宁夏水稻的常发性病

害，也是制约宁夏灌区水稻增产的主要病害，每年都有不同程

度的发生，主要以穗颈瘟危害为主，尤其是２００６—２００７年，局
部地区甚至有大发生［５］。然而，这些种质资源却没能得到充

分利用，其原因首先是这些种质资源的抗稻瘟病基因类型和

抗性尚不清楚；其次是常规育种法通常是在抗病性由主效基

因控制时才是最有效的，并且存在效率低、工作量大、操作困

难等缺点。

近年发展起来的分子标记技术可快速、准确地鉴定出材

料中所含的抗性基因类型，并利用与稻瘟病抗性基因紧密连

锁的分子标记进行分子标记辅助选择育种，这对于培育抗稻

瘟病水稻品种有重要意义。目前已定位的抗稻瘟病基因至少

有６８个位点，总共有８３个主效基因，它们成簇地分布在除第
３染色体外的所有水稻染色体上［６］，已经有叶瘟、颈瘟、苗瘟

共２４个抗稻瘟病基因被克隆（根据中国水稻数据中心提供
的资料），与其紧密连锁或共分离的分子标记多数都已被开

发出来。本研究利用对穗颈瘟抗性贡献较大且相关性较紧密

的抗稻瘟病基因 Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ、Ｐｉ９的紧密连锁的分子标
记［７－９］对宁夏水稻品种的抗病基因进行分子检测与分析，旨

在研究这３个抗性基因在宁夏水稻品种中的分布情况，为通
过分子标记辅助选择育种技术培育抗穗颈瘟的水稻新品种提

供参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
选用由宁夏大学、宁夏农业科学院等选育出的９４份水稻

品种作为供试材料：农科８４３、宁粳３号、宁粳７号、宁粳９号、
宁粳１２、宁粳１５（作）、宁粳１６、宁粳１８（作）、宁粳１９（作）、宁
粳２３（作）、宁粳 ２５（作）、宁粳２６（作）、宁粳 ２７（作）、宁粳
２８、宁粳２９、宁粳３１（作）、宁粳３２（作）、宁粳３３（作）、宁粳
３４、宁粳３５、宁粳３６、宁粳３７、宁粳３８、宁粳３９（作）、宁粳４０、
宁粳４１、宁粳４２（作）、宁粳４３（李）、宁粳４４、宁粳４５、宁粳
４６、宁粳４７（节７）、宁稻２１６、宁香稻１号、宁香稻２号、宁香
稻３号、宁香优２号、京宁２号、京宁３号、京宁６号、京宁７
号、宁资２１８、宁资４６０、节９、节１２、花９２、花９６、花９８、花１１７
（作）、中花１７、鉴１７、鉴１３１０、鉴１３２０、鉴１１、鉴６１、鉴２４、鉴
１３４２、鉴１３４６、鉴１３６０、２００７－２１８、２００９ＸＥ－５８８、２００１ＱＸ－
６２、２０１１－１７３、２０１２－７３１、２０１２－１５１、２０１２－１６２、２０１２－
３３６、２０１２．７８４（航）、２０１３－１、２０１３－４０９、２０１３Ｐ２－３６、２０１３－
１１０４、２０１３－１１２０、２０１３－１１３４、１１ＮＸ－２４１７、１１ＮＸ－２３２４、
３１８、０５Ｐ３、ＳＤ－３、ＳＤ－４、毛毛糯、宁糯５号、黑兰稻、小糯稻、
养和白皮大稻、大白芒稻、叶盛大皮大稻、小红板稻、小琥板

稻、有芒小琥板稻、小白板稻、有芒大琥板稻、大琥板稻、白皮

小稻。

１．２　试验方法
１．２．１　引物合成　ＰＣＲ特异性引物由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成，序列见表１。
１．２．２　基因组总ＤＮＡ的提取　利用ＳＤＳ法提取总ＤＮＡ，并
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用琼脂糖电泳检测 ＤＮＡ的质量。以总 ＤＮＡ为模板，按下列
反应体系（２０μＬ）进行 ＰＣＲ扩增：２．０μＬ１０×缓冲液（含
Ｍｇ２＋）、０．４μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／μＬ）、每种引物各 １．０μＬ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．２μＬＴａｑ酶、２．０μＬ模板 ＤＮＡ，用ｄｄＨ２Ｏ补

足至２０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，退火（温
度依据引物说明而定），７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。扩增产物在１．２％琼脂糖凝胶中电泳，核酸染料染
色，紫外灯下观察拍照。

表１　用于ＰＣＲ反应的引物名称、序列及预期片段长度

目标基因 标记
引物序列

（５′→３′）
片段大小（ｂｐ） 参考文献

Ｐｉ－ｔａ ＹＬ１８３／ＹＬ８７ Ｆ：ＡＧＣＡＧＧＴＴＡＴＡＡＧＣＴＡＧＧＣＣ；Ｒ：ＣＴＡＣＣＡＡＣＡＡＧＴＴＣＡＴＣＡＡＡ １０４２（抗） ［１０］
Ｐｉ－ｂ Ｌｙｓ１４５ Ｆ：ＴＣＧＧＴＧＣＣＴＣＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴ；Ｒ：ＧＧＧＡＡＧＣＧＧＡＴＣＣＴＡＧＧＴＣＴ ８０３（抗） ［１１］
Ｐｉ９ Ｍ－Ｐｉ９ Ｆ：ＧＣＴＧＴＧＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＧＧＡＴ；Ｒ：ＧＣＧＡＴＣＴＣＡＣＡＴＣＣＴＴＴＧＣＴ ２９１（抗）／３９７ ［１２］

２　结果与分析

２．１　Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和Ｐｉ９基因功能标记的检测和验证
利用Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和 Ｐｉ９抗性基因的功能标记特异性

ＰＣＲ引物对９４份宁夏水稻品种进行抗病基因检测。图１为
Ｐｉ－ｔａ基因的检测结果，可以看出，携带 Ｐｉ－ｔａ抗性基因的
品种利用 Ｐｉ－ｔａ引物 ＹＬ１８３／ＹＬ８７能扩增出１０４２ｂｐ的片

段，不含抗性基因 Ｐｉ－ｔａ的不能扩出１０４２ｂｐ的片段。图２
为Ｐｉ－ｂ基因的检测结果，可以看出，携带Ｐｉ－ｂ抗性基因的
品种利用Ｐｉ－ｂ引物 Ｌｙｓ１４５能扩增出８０３ｂｐ的片段。图３
为Ｐｉ９基因的检测结果，可以看出，携带Ｐｉ９抗性基因的品种
利用Ｐｉ９引物Ｍ－Ｐｉ９能扩增出２９１ｂｐ的片段，不携带Ｐｉ９抗
性基因的品种扩增出的片段为３９７ｂｐ。
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２．２　宁夏水稻品种抗稻瘟病基因分子检测结果
通过对宁夏水稻品种抗稻瘟病基因的分子检测，表２结

果表明：９４份宁夏水稻品种中含有 Ｐｉ－ｔａ抗性基因的有４４
份，占４６．８％，根据报道，Ｐｉ－ｔａ抗性基因与抗穗颈瘟有正相
关关系［７，１３］，在宁夏水稻品种中含有 Ｐｉ－ｔａ抗性基因占
４６８％，说明从宁夏当地品种中培育抗穗颈瘟的品种是有基
因基础的；含有Ｐｉ－ｂ抗性基因的有８８份，占９３．６％，说明宁
夏水稻品种中大多数都含有 Ｐｉ－ｂ基因；含有 Ｐｉ９抗性基因
的有２６份，占２７．７％，Ｐｉ９抗性基因为光谱抗性基因，而在宁
夏水稻品种中单独含 Ｐｉ９抗性基因的材料较少。９４份材料
中同时含有Ｐｉ－ｔａ和 Ｐｉ－ｂ抗性基因的有４２份，占４４．７％，
根据报道，Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ基因的联合效应与穗颈瘟抗性正相
关系数为０．７１［７，１３］。因此，携带这２个抗病基因可以大大提
高穗颈瘟抗性，这也说明从宁夏当地品种中培育抗穗颈瘟的

品种是有基因基础的。由表 ２还可见，同时含有 Ｐｉ－ｔａ和
Ｐｉ９抗性基因的有１４份，占１４．９％；同时含有Ｐｉ－ｂ和Ｐｉ９抗
性基因的有２３份，占 ２４．５％；同时含有 Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和 Ｐｉ９
抗性基因的有１２份，占１２．８％。

３　讨论与结论

由于稻瘟病的发生逐年在增加，尤其是穗颈瘟危害最为

严重，严重时可导致颗粒无收［１４］。而近几年发展的通过分子

标记辅助选择育种（ＭＡＳＢ）在水稻抗稻瘟病育种上应用回交
转移抗性基因并进行多个抗性基因的聚合，从而达到增加品

种的抗性和抗谱，培育出多抗品种的事例越来越多，比如董巍

等通过ＭＡＳＢ方法将供体ＢＬ６的Ｐｉ１、Ｐｉ２抗性基因聚合到培
矮６４Ｓ水稻品种中，筛选出１０株对稻瘟病的叶瘟和穗颈瘟抗
性明显增强的改良株系［１５］。表明多个抗性基因聚合后，抗性

基因之间表现为极显著的基因互作，协同抵抗单个抗病基因

不能抵抗的生理小种［１６］，这是多基因聚合后抗谱拓宽、抗性

增强的重要原因，因此基因聚合是培育稻瘟病持久抗性的有

效方法。在聚合杂交中，应用目标性状紧密连锁的分子标记

进行辅助选择，可以快速准确地将多个目标基因聚合于一个

重组体。比如王军等研究表明，Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ基因的联合效
应与穗颈瘟抗性呈正相关，并且这种相关性比Ｐｉ－ｔａ和Ｐｉ－ｂ
单独存在与穗颈瘟抗性的相关性要紧密［７］。

本研究应用３个抗稻瘟病基因紧密连锁的分子标记对宁
夏水稻品种进行检测，结果表明，４６％的宁夏水稻品种中含有
抗稻瘟病基因Ｐｉ－ｔａ，而Ｐｉ－ｔａ基因与穗颈瘟抗性的相关性
为０．５［７］；４４％的宁夏水稻品种中含有抗稻瘟病基因 Ｐｉ－ｔａ
和Ｐｉ－ｂ，而这２种基因与穗颈瘟抗性的相关性为 ０．７［１３，７］，
所以这２种抗性基因的存在，可以为宁夏水稻选育抗穗颈瘟
品种奠定基因基础。Ｐｉ９为广谱抗性的基因［１７］，而宁夏水稻

品种中缺乏Ｐｉ９基因，若以此为主效基因，可以聚合其他抗性
基因以拓宽抗谱、提高持久抗稻瘟病的能力。目前在宁夏地

区最严重的稻瘟病危害为穗颈瘟，可以利用品种中含有

Ｐｉ－ｔａ基因的品种与其他品种进行ＭＡＳＢ，选育抗穗颈瘟的品
种。所以本研究为宁夏水稻抗稻瘟病以及抗穗颈瘟的分子标

记辅助育种奠定了基础。
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Ｗａｌｌｉｎｇｆｏｒｄ，ＵｎｉｔｅｄＫｉｎｄｏｍ：ＣＡＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌａｎｄＩＲＲＩ，１９９４：１６－２６．

［４］ＦｏｍｂａＳＮ，ＴａｙｌｏｒＤＲ．ＲｉｃｅｂｌａｓｔｉｎＷｅｓｔＡｆｒｉｃａ：ｉｔｓｎａｔｕｒｅａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ［Ｃ］／／ＺｅｉｇｌｅｒＲＳ，ＬｅｏｎｇＳＡ，ＴｅｎｇＰＳ，ｅｔａｌ．Ｒｉｃｅｂｌａｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅ．Ｗａｌｌｉｎｇｆｏｒｄ，ＵｎｉｔｅｄＫｉｎｄｏｍ：ＣＡＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌａｎｄＩＲＲＩ，
１９９４：３４３－３５５．

［５］刘　媛，杨明进，杨宁权．宁夏水稻稻瘟病发生原因分析及防治
策略［Ｊ］．农业科学研究，２００８，２９（４）：１０５－１０６．

［６］赵家铭，张丽霞，郑文静．稻瘟病抗病基因定位及克隆研究进展
［Ｊ］．辽宁农业科学，２０１４（２）：４７－４９．

［７］王　军，杨　杰，杨金欢，等．Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ基因在江苏粳稻穗颈
瘟抗性育种中的价值分析［Ｊ］．华北农学报，２０１２，２７（６）：１４１－
１４５．　

［８］杨小林，曾凡松．张　舒，等．２０个稻瘟病抗性基因在湖北省的
利用价值分析［Ｊ］．湖北农业科学，２０１４，５３（１６）：３７９８－３８０１．
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表２　抗稻瘟病基因Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉ－ｂ和Ｐｉ９在宁夏水稻品种中的分布

序号 名称
基因

Ｐｉ－ｔａ（抗） Ｐｉ－ｂ Ｐｉ９
序号 名称

基因

Ｐｉ－ｔａ（抗） Ｐｉ－ｂ Ｐｉ９
１ 农科８４３ ＋ ＋ － ４８ 花９８ ＋ ＋ ＋
２ 宁粳３号 ＋ ＋ － ４９ 花１１７（作） ＋ ＋ ＋
３ 宁粳７号 － ＋ － ５０ 中花１７ － ＋ ＋
４ 宁粳９号 － ＋ － ５１ 鉴１７ ＋ ＋ －
５ 宁粳１２ － － ＋ ５２ 鉴１３１０ ＋ ＋ ＋
６ 宁粳１５（作） － ＋ ＋ ５３ 鉴１３２０ ＋ ＋ ＋
７ 宁粳１６ － ＋ － ５４ 鉴１１ － ＋ ＋
８ 宁粳１８（作） － ＋ － ５５ 鉴６１ ＋ ＋ －
９ 宁粳１９（作） － ＋ ＋ ５６ 鉴２４ ＋ ＋ －
１０ 宁粳２３（作） ＋ ＋ ＋ ５７ 鉴１３４２ ＋ ＋ －
１１ 宁粳２５（作） ＋ ＋ － ５８ 鉴１３４６ ＋ ＋ ＋
１２ 宁粳２６（作） － ＋ ＋ ５９ 鉴１３６０ ＋ ＋ －
１３ 宁粳２７（作） － － － ６０ ２００７－２１８ ＋ ＋ －
１４ 宁粳２８ ＋ － ＋ ６１ ２００９ＸＥ－５８８ － ＋ －
１５ 宁粳２９ ＋ ＋ － ６２ ２００１ＱＸ－６２ ＋ ＋ －
１６ 宁粳３１（作） ＋ ＋ － ６３ ２０１１－１７３ ＋ ＋ －
１７ 宁粳３２（作） ＋ ＋ ＋ ６４ ２０１２－７３１ ＋ － ＋
１８ 宁粳３３（作） － ＋ ＋ ６５ ２０１２－１５１ － ＋ －
１９ 宁粳３４ ＋ ＋ － ６６ ２０１２－１６２ ＋ ＋ －
２０ 宁粳３５ ＋ ＋ － ６７ ２０１２－３３６ ＋ ＋ －
２１ 宁粳３６ ＋ ＋ － ６８ ２０１２．７８４（航） ＋ ＋ －
２２ 宁粳３７ － ＋ － ６９ ２０１３－１ － ＋ －
２３ 宁粳３８ － ＋ ＋ ７０ ２０１３－４０９ － ＋ －
２４ 宁粳３９（作） ＋ ＋ ＋ ７１ ２０１３Ｐ２－３６ ＋ ＋ －
２５ 宁粳４０ ＋ ＋ ＋ ７２ ２０１３－１１０４ ＋ ＋ －
２６ 宁粳４１ ＋ ＋ ＋ ７３ ２０１３－１１２０ ＋ ＋ －
２７ 宁粳４２（作） ＋ ＋ － ７４ ２０１３－１１３４ ＋ ＋ －
２８ 宁粳４３（李） － ＋ － ７５ １１ＮＸ－２４１７ － ＋ ＋
２９ 宁粳４４② － ＋ ＋ ７６ １１ＮＸ－２３２４ ＋ ＋ －
３０ 宁粳４５ － ＋ － ７７ ３１８ － － －
３１ 宁粳４６ － ＋ ＋ ７８ ０５Ｐ３ － ＋ －
３２ 宁粳４７（节７） － ＋ － ７９ ＳＤ－３ ＋ ＋ ＋
３３ 宁稻２１６ － ＋ － ８０ ＳＤ－４ ＋ ＋ －
３４ 宁香稻１号 － ＋ － ８１ 毛毛糯 － ＋ －
３５ 宁香稻２号 － ＋ ＋ ８２ 宁糯５号 － ＋ －
３６ 宁香稻３号 － ＋ － ８３ 黑兰稻 － － －
３７ 宁香优２号 － ＋ － ８４ 小糯稻 － ＋ －
３８ 京宁２号 ＋ ＋ － ８５ 养和白皮大稻 － ＋ －
３９ 京宁３号 ＋ ＋ ＋ ８６ 大白芒稻 － ＋ －
４０ 京宁６号 － ＋ － ８７ 叶盛大皮大稻 － ＋ －
４１ 京宁７号 ＋ ＋ － ８８ 小红板稻 － ＋ －
４２ 宁资２１８ － ＋ － ８９ 小琥板稻 － ＋ －
４３ 宁资４６０ ＋ ＋ － ９０ 有芒小琥板稻 － ＋ －
４４ 节９ ＋ ＋ － ９１ 小白板稻 － ＋ －
４５ 节１２ － ＋ － ９２ 有芒大琥板稻 － ＋ －
４６ 花９２ － ＋ － ９３ 大琥板稻 － ＋ －
４７ 花９６ － ＋ － ９４ 白皮小稻 － ＋ －

　　注：“＋”为携带抗性基因，“－”为不携带抗性基因。

［９］范方军，王芳权，刘永峰，等．Ｐｉ－ｂ、Ｐｉ－ｔａ、Ｐｉｋｍ和 Ｐｉ５４对水稻

穗颈瘟的抗性评价［Ｊ］．华北农学报，２０１４，２９（３）：２２１－２２６．

［１０］ＪｉａＹ，ＷａｎｇＺ，ＳｉｎｇＰ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｒｉｃｅｂｌａｓｔＰｉ－ｔａ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，２００２，４２（６）：２１４５－２１４９．

［１１］刘　洋，徐培洲，张红宇，等．水稻抗稻瘟病 Ｐｉ－ｂ基因的分子

标记辅助选择与应用［Ｊ］．中国农业科学，２００８，４１（１）：９－１４．

［１２］张　羽，冯志峰，张　晗，等．陕西省水稻种质资源中 Ｐｉ９基因

的分布状况［Ｊ］．四川农业大学学报，２０１３，３１（２）：１１５－１２１．
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［１５］董　巍，李　信，晏　斌．利用分子标记辅助选择改良培矮６４Ｓ
的稻瘟病抗性［Ｊ］．分子植物育种，２０１０，８（５）：８５３－８６０．

［１６］徐未未，王　兴，黄永相．水稻抗稻瘟病基因的分子标记与标记
辅助育种研究进展［Ｊ］．江苏农业学报，２０１３，２９（４）：８９８－
９０６．　　

［１７］ＱｕＳＨ，ＬｉｕＧＦ，ＺｈｏｕＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｂｒｏａｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍｂｌａｓｔｒｅｓｉｓｔ－
ａｎｃｅｇｅｎｅＰｉ９ｅｎｃｏｄｅｓａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ－ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈ
ｒｅ－ｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｓａｍｅｍｂｅｒｏｆａｍｕｌｔｉｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００６，１７２（３）：１９０１－１９１４．

付　强，邹　颉，余　婧，等．烟草蛋白酶体α２型亚单位的克隆和序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（９）：３９－４１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０９．０１１
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并对其进行序列分析。结果表明，ＮｔＰＡＢ１包含完整的开放读码框，编码２１９个氨基酸，含有１个保守域ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ＿ａｌ
ｐｈａ＿ｔｙｐｅ＿２；通过同源比对和进化分析发现，ＮｔＰＡＢ１氨基酸序列与葡萄 ＰＡＢ１的序列一致性达到９８％。以上结果表
明，ＮｔＰＡＢ１是栽培烟草中未报道的编码蛋白酶体基因。
　　关键词：栽培烟草；蛋白酶体α２型亚单位；蛋白降解；克隆；序列分析
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收稿日期：２０１５－０７－３０
基金项目：贵州省科技厅科学技术基金（编号：黔科合 Ｊ字［２０１４］
２１１８号）。
作者简介：付　强（１９８４—），男，贵州赤水人，博士，副研究员，主要从
事烟草遗传育种与蛋白质组学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｅｓｔａ１９８４ｆｕ＠
ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：任学良，博士，研究员，主要从事烟草基因组学研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｅｎｘｕｅｌ＠１２６．ｃｏｍ。

　　马铃薯Ｙ病毒属的蚜传辅助因子（ＨＣ－Ｐｒｏ）是释放感染
所需病毒蛋白的三大蛋白酶之一［１］，ＨＣ－Ｐｒｏ抑制植物体内
起抗病毒作用的 ＲＮＡ干涉，但其具体分子机制尚无报
道［２－３］。近期研究发现，莴苣花叶病毒的 ＨＣ－Ｐｒｏ能干涉泛
素／２６Ｓ蛋白酶体系统中核心元件２０Ｓ蛋白酶体的活性，而泛
素／２６Ｓ蛋白酶体系统参与抗病毒反应［４］。Ｂａｌｌｕｔ等研究发
现，烟草花叶病毒、莴苣花叶病毒的 ＲＮＡ能够被蛋白酶体识
别水解，这暗示２０Ｓ蛋白酶体的核酸内切酶活性可能参与植
物体内的抗病毒过程［５］。

泛素／２６Ｓ蛋白酶体在植物发育的方方面面起着重要作
用，影响着一系列生理过程，包括胚胎发育和衰老［６］。泛素／
２６Ｓ蛋白酶体的核心元件是受到紧密调控并高度特异的２６Ｓ
蛋白酶体，由二级结构为圆柱形的２０Ｓ核心蛋白酶结合１个
１９Ｓ调控因子构成［７］。筒形的２０Ｓ蛋白酶体由４个环形结构
构成，包括在２个外侧的环形结构中的７个α亚基，而内侧的
２个环形结构上具有７个 β亚基，其大体的构型为 α１－α７／
β１－β７／／β１－β７／α１－α７／α１－α７［７］。尽管已经从烟草、土
豆、绿豆、豌豆等植物中纯化得到２０Ｓ蛋白酶体［８－１０］，但是目

前尚无关于栽培烟草中蛋白酶体 α２型亚单位基因序列的
报道。

随着近年来多个物种全基因组测序的完成和表达序列标

签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴｓ）计划的发展，电子克隆技术
应运而生，其技术核心是利用生物信息学技术组装延伸 ＥＳＴｓ
序列，获得基因的部分乃至全长 ｃＤＮＡ序列。本研究采用电
子克隆的方法获得１个蛋白酶体 α２型亚单位基因 ＮｔＰＡＢ１，
并对其进行生物信息学分析，为进一步研究烟草中外源蛋白、

异常蛋白的降解奠定基础。

１　材料与方法

１．１　烟草ＰＡＢ１基因的电子克隆
以拟南芥的蛋白酶体 α２型亚单位基因全长 ｃＤＮＡ序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０４３５２０．１）为信息探针［１１］，对 ＧｅｎＢａｎｋ
中ＥＳＴ＿ｏｔｈｅｒｓ数据库指定物种烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）进行
Ｂｌａｓｔ比对，并利用菲莫公司林烟草和绒毛状烟草的全基因组
测序数据［１２］，将比对到的烟草栽培品种美国普通烟草的全部

ＥＳＴ序列使用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ软件进行拼接，形成重叠群
（ｃｏｎｔｉｇ）。利用拼接获得的重叠群作为探针，再次进行同源
检索、拼接，重复以上过程直至没有更多 ＥＳＴ被检出，获得普
通烟草的ＰＡＢ１ｃＤＮＡ序列。最后，再以此片段在 ＮＣＢＩ数据
中进行ＢＬＡＳＴ比对，对比其他物种同源基因的相似性和一致
性，判断拼接所得 ｃＤＮＡ片段的正确性以及读码框（ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）序列的完整性。
１．２　烟草ＰＡＢ１基因的生物信息学分析

序列比对、ＯＲＦ查找和翻译在“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／”
提供的相应模块上完成。采用 ＥｘＰＡＳｙ网站上 Ｐｒｏｔ－Ｐａｒａｍ、
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