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　　摘要：细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶（ｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫ）是调控细胞周期蛋白、维持细胞周期有序
进行的关键蛋白。利用生物信息学方法在大豆疫霉基因组内共发现１１个ＣＤＫ家族蛋白，其中大豆疫霉ｐｓＣｄｃ２与勃
利霉素抑制作用靶标的酵母Ｃｄｃ２８高度同源，位于进化树的同一分支，且两者蛋白的保守结构域高度相似。大豆疫霉
的ｐｓＣｄｃ２为表达基因，其蛋白分子量为３５４７８ｕ，等电点为８．５６的稳定存在的蛋白，无信号肽，为α／β型蛋白。与酵
母Ｃｄｃ２８基因存在相互作用的１０个蛋白在大豆疫霉基因组内全部找到其同源蛋白，说明大豆疫霉内可能存在类似的
蛋白相互作用网络。
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　　卵菌是色菌界（Ｃｈｒｏｍｉｓｔａ）中一类二倍体真核微生物，包
括许多重要的植物病原菌［１］。卵菌的寄主范围很广，其中包

括蔬菜、果树、中药材、花卉、棉、麻、油料等重要经济作物。由

卵菌引起的植物病害大多难以控制，尤其是霜霉菌（霜霉病）

和疫霉菌（疫病）潜伏期短，再侵染次数多，常暴发流行而导

致损失严重［２］。卵菌在进化上与真菌相差很远，进化上的差

异使得疫霉菌拥有一套与其他真菌不同的致病机制，多数杀

菌剂对植物疫病无效。大豆疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）属于
卵菌门的疫霉菌属，是大豆根腐病的主要病原菌之一，能在任

何一个时间点使大豆染病，包括大豆的种子发育期。尽管包

括大豆疫霉在内已有多个疫霉菌完成了基因组测序，但疫霉

菌遗传转化困难，对疫霉菌与植物互作以及致病机理、基因功

能等的研究进展缓慢［３］。

细胞周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，
ＣＤＫ），是一类丝氨酸／苏氨酸激酶，其 ＡＴＰ结合口袋位于较
短的 Ｎ端（β片层）和较长的 Ｃ端（α－螺旋）之间的“叶状”
深裂，调控ＡＴＰ或底物与细胞周期蛋白依赖性激酶的特异性
结合［４］。细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）属于细胞周期的正调控蛋
白，具有组织特异性和种属特异性［５］。ＣＤＫ与细胞周期蛋白
以非共价键结合形成复合物，并通过调节细胞周期蛋白的表

达和降解，参与酶的调节并维持细胞周期有序进行，其中

ＣＤＫ为催化亚基，细胞周期蛋白为调控亚基。不同的细胞周

期蛋白 －ＣＤＫ复合物具有不同的生物学功能，并通过 ＣＤＫ
的底物磷酸化，实现对细胞周期不同时期的推进和转化［６－７］。

完整的细胞周期过程受多种蛋白酶的调控，在动物细胞中，调

控失调则会导致细胞过度增殖引发肿瘤，而通过抑制ＣＤＫ的
活性则可以抑制细胞的增殖［８］。目前，已经筛选到了很多

ＣＤＫ的抑制剂。在酵母的研究中发现，勃利霉素可以抑制
Ｃｄｃ２８［９］。大豆疫霉同样受勃利霉素的强烈抑制，但勃利霉
素是否影响其ＣＤＫ蛋白还不清楚。

本研究利用生物信息学方法对大豆疫霉细胞周期蛋白依

赖性蛋白激酶进行分析，为大豆疫霉细胞周期蛋白依赖性蛋

白激酶更加深入的功能研究及其抑制剂的筛选提供基础。

１　材料与方法

１．１　大豆疫霉基因组内ＣＤＫ蛋白搜索
利用ＣＤＫ蛋白的保守结构域在大豆疫霉基因组数据

ＪｏｉｎｔＧｅｎｏｍｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅｄａｔａｂａｓｅｖ．１．１进行序
列比对分析，筛选获得大豆疫霉基因组包含的 ＣＤＫ蛋白，在
蛋白激酶数据库ｋｉｎａｓｅ．ｃｏｍ利用 ＢＬＡＳＴ程序分析确定其所
属类型，对其进行分类。

１．２　大豆疫霉ｐｓＣｄｃ２与酵母Ｃｄｃ２８同源性分析
所有预测到的细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶与酵母的细

胞周期蛋白依赖性蛋白激酶Ｃｄｃ２８蛋白质序列的氨基酸序列
用ＭＥＧＡ［１０］进行系统进化树的构建，建树方法采用邻接法
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）。系统进化关系的稳健性通过
１０００次自举法检验。将蛋白序列提交到ＣＤＤ［１１］进行保守区
域预测，并预测其功能活性位点。将与酵母 Ｃｄｃ２８高度同源
的基因的转录序列提交到疫霉数据库的ＢＬＡＳＴ程序，数据库
选择为ＳＡＮＧＥＲＥＳＴ，搜索ＥＳＴ序列。
１．３　大豆疫霉细胞周期依赖性蛋白激酶ｐｓＣｄｃ２的生物信息
分析

在Ｅｘｐａｓｙ网站（ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析大
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豆疫霉细胞周期依赖性蛋白激酶ｐｓＣｄｃ２蛋白的基本特征，提
交序列后，参数默认进行分析。利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序分析蛋白
质的亲疏水性，参数默认。利用 ＳｉｇｎａｌＰ程序［１２］分析该蛋白

是否含有信号肽，在 ｏｒｇａｎｉｓｍｇｒｏｕｐ选项中选择真核生物，其
他参数默认。利用 ＴＭＨＭＭ［１３］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）进行跨膜结构预测；利用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ［１４］

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／ｂｅｒｒｙ．ｐｈｔｍｌ？ｔｏｐｉｃ＝ｐｒｏｔｃｏｍｐａｎ
＆ｇｒｏｕｐ＝ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ＝ｐｒｏｌｏｃ）进行亚细胞定位预测；
利用 ＧＯＲ４［１５］（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）预测该蛋白的二级结构。
利用Ｅｘｐａｓｙ提供的ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软件对该蛋白的三维结构

进行了模拟，选择自动模拟。在 ＳＴＲＩＮＧ数据库［１６］利用酵母

Ｃｄｃ２８蛋白进行搜索获得相互作用蛋白，在ＮＣＢＩ数据库获得
其对应的核酸序列，利用 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴＮ在大豆疫霉基因
组内进行相似性搜索，获得对应的同源蛋白。

２　结果与分析

２．１　大豆疫霉基因组内的细胞周期依赖性蛋白激酶
在大豆疫霉基因组共发现１１个 ＣＤＫ家族蛋白，在蛋白

激酶数据库对其进行分类，将其归为 ＣＤＣ２、ＣＤＣ７、ＣＤＣ８、
ＣＲＫ７等（表１），对 ＣＤＫ蛋白保守序列分析表明其均为蛋白
激酶超家族（ＰＫｃ－ｌｉｋｅｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ）。

表１　大豆疫霉基因组内ＣＤＫ家族蛋白

数据库登录号 长度 催化结构域质量 结构域 在ｋｉｎａｓｅ．ｃｏｍ的相近家族
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３４９５３０ ４３１ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ９＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８４０］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＲＫ７
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿２５０４３８ ３２６ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ９＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８４０］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＲＫ７
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿５６５４００ ３０５ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ７［ｃｄ０７８４１］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＫ７
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿２９８１５１ ４７０ ｏｋ ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ，ｃａｔａｌｙｔｉｃｄｏｍａｉｎｃｌ０９９２５ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＫ８
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿２９４５３５ ８９１ ｂａｄ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８２９］；ＣＹＣＬＩＮ［ｃｄ０００４３］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＣ２
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿５０４０８９ ２９８ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＣＲＫ［ｃｄ０７８３２］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３４３０７３ ８４７ ｂａｄ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ９＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８４０］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＲＫ７
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿５６５８０８ １５４０ ｂａｄ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ９＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８４０］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＲＫ７
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３４９２３５ ２９７ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８２９］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＣ２
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿５５４０９２ ２９６ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８２９］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＣ２
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３５２０１１ ３０９ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ１＿ｌｉｋｅ［ｃｄ０７８３５］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＣ２
ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿５０６６５２ ３９５ ｏｋ ＳＴＫｃ＿ＣＤＣ２Ｌ１［ｃｄ０７８４３］ ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＰＩＴＳＬＲＥ

２．２　大豆疫霉的细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶 Ｃｄｃ２８／Ｃｌｎ２
同源基因

大豆疫霉ｐｓＣｄｃ２（ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３５２０１１）与酵母 Ｃｄｃ２８
高度同源，两者蛋白质序列的一致性百分比为６６％，相似性

百分比为８０％，在进化树的同一分支（图１）。大豆疫霉基因
组数据库对其进行了初步注释，初级转录物长度１１５３ｂｐ，编
码区ＣＤＳ为９３０ｂｐ，多肽链为３０９个氨基酸，基因包含１个内
含子。

　　利用保守结构域分析大豆疫霉 ｐｓＣｄｃ２（ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿
３５２０１１）表明其包含特异性的细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶
的结构域（图２），与酵母Ｃｄｃ２８蛋白的保守结构域高度相似。
其主要的结构域是ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ１＿ｌｉｋｅ，它包括其完成功能的活
性位点：ＡＴＰ结合位点１７个，分别为 Ｖ（１０）Ｇ（１１）Ｅ（１２）Ｇ
（１３）Ａ（３１）Ｋ（３３）Ｖ（６５）Ｆ（８１）Ｅ（８２）Ｆ（８３）Ｖ（８４）Ｄ（８７）Ｒ
（９０）Ｑ（１３１）Ｎ（１３２）Ｌ（１３４）Ｄ（１４５）；底物结合位点２７个，
分别为Ｉ（１１）Ｇ（１２）Ｅ（１３）Ｇ（１４）Ｖ（１９）Ａ（３２）Ｋ（３４）Ｒ（５１）

Ｖ（６５）Ｆ（８１）Ｅ（８２）Ｆ（８３）Ｖ（８４）Ｄ（８７）Ｋ（１２９）Ｑ（１３１）Ｎ
（１３２）Ｌ（１３４）Ｄ（１４５）Ｌ（１４８）Ｔ（１６０）Ｅ（１６２）Ｖ（１６３）Ｔ（１６５）
Ｗ（１６７）Ｇ（２０５）Ｄ（２０６）。活性环（Ａ－ｌｏｏｐ）包含２４个氨基
酸，位于１４４～１６７之间，氨基酸序列为ＧＤＦＧＬＡＲＥＹＧＶＰＬＲＲ
ＹＴＨＥＶＶＴＬＷ；ＣＤＫ／ｃｙｃｌｉｎ相互作用界面包括１２个氨基酸，
分别为Ｌ（３６）Ｅ（４１）Ｇ（４２）Ｉ（４３）Ｓ（４５）Ｍ（４８）Ｒ（４９）Ｉ（５１）Ｓ
（５２）Ｋ（５５）Ｅ（５６）Ｙ（７４）。该结构域在数据库中的注释为细
胞周期蛋白依赖性蛋白 １－类似的丝氨酸／苏氨酸激酶
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（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＳＴＫｓ）催化结构域。丝氨酸／苏氨酸
激酶催化ＡＴＰ的γ－磷酸基团转移到蛋白质的丝氨酸／苏氨
酸残基。依据上述对大豆疫霉 ｐｓＣｄｃ２（ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿
３５２０１）序列的详细分析，认为其为酵母 Ｃｄｃ２８的同源基因，

具有相似的细胞周期调控的功能（图３）。在蛋白激酶数据库
确定其为ＣＭＧＣ／ＣＤＫ／ＣＤＣ２Ｃ，与ＣＤＫ２＿Ｈｓａ相似性为８２％，
一致性百分比为６６％，Ｅ值为１０－１１４。

２．３　大豆疫霉 ｐｓＣｄｃ２（ＰＨＹＳＯＤＲＡＦＴ＿３５２０１１）蛋白基本特
征分析

对大豆疫霉细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶 ｐｓＣｄｃ２蛋白
的基本特征进行分析。该蛋白由２０种氨基酸组成，其中亮氨
酸与缬氨酸含量最高，不含有吡咯赖氨酸（Ｐｙｌ）与硒半胱氨酸
（Ｓｅｃ）。使用 ＴＭＨＭＭ工具进行跨膜结构分析，结果表明该
蛋白不存在跨膜结构域。使用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ分析工具进行细胞
内定位分析，结果显示该蛋白都主要分布在细胞质与细胞核

内。ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析结果显示，该蛋白分子量为３５４７８ｕ，等电
点为８．５６。该蛋白在大肠杆菌体内的半衰期大于１０ｈ，酵母
体内的半衰期大于２０ｈ，属于稳定存在蛋白。蛋白的脂肪族
系数为９２．７２，ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序的亲疏水性分析表明其亲水性
略强（图４）。信号肽分析程序 ＳｉｇｎａｌＰ分析结果显示，该蛋
白质无信号肽（图５）。

　　利用二级结构预测软件ＧＯＲ４预测该蛋白的二级结构组
成。该蛋白的二级结构组件为 α螺旋占 ３２％，β折叠占
１５％，无规则卷曲为５３％，二级结构预测结果见图６－Ａ。预
测的三维结构见图６－Ｂ，其为单体结构，属于α／β型蛋白。
　　在 ＳＴＲＩＮＧ数据库中利用酵母 Ｃｄｃ２８基因进行分析，共
发现有１０个蛋白与Ｃｄｃ２８基因存在相互作用，形成复杂的互
作网络（图７）。
　　利用ＢＬＡＳＴ在大豆疫霉基因组内对这些同源基因进行
搜索，找到了全部的１０个同源蛋白（表２），蛋白的一致性百

分比在２６％～４６％，说明在大豆疫霉基因组内可能同样存在
它们之间的相互作用网络，共同调节细胞周期过程。

３　结论与讨论

细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶是细胞周期顺利进行的催

化剂，很多研究表明细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶家族是高

度复杂的［１７－１９］。细胞周期的形成过程中，需要通过精密调控

姐妹染色体的分离、纺锤体的形成以及细胞骨架构建，从而达

到在时间和空间上高度协调一致，使得整个进程顺利进行。

目前已经在致病疫霉中发现，在游动孢子囊的形成起着重要

调控作用的ＰｉＣｄｃ１４基因，在菌丝生长阶段并不转录，只在游
动孢子囊形成阶段特异地转录［２０］。在大豆疫霉基因组中找

到了它的同源基因 ＰｓＣｄｃ１４基因，该基因在游动孢子囊形成
的过程中发挥着同样的作用［２１］。该基因与致病疫霉中的

ＰｉＣｄｃ１４基因具有相似的转录模式，在游动孢子囊产生阶段、
游动孢子阶段和休止孢阶段上调表达。在本研究中通过对大

豆疫霉基因组进行分析，共发现了大豆疫霉中有１１个 ＣＤＫ
家族蛋白，对其中大豆疫霉 ｐｓＣｄｃ２基因进行研究与功能预
测，为后续研究奠定基础。

　　在酵母研究中发现，酵母细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶
Ｃｄｃ２８／Ｃｌｎ２的有效抑制剂勃利霉素，可以抑制酵母的细胞周
期，导致细胞停留在 Ｇ１期，不能进行 ＲＮＡ和蛋白质的生物
合成，不能够进入下一阶段 Ｓ期［９，２２］。勃利霉素在酵母中通

过苏氨酰ｔＲＮＡ合成酶和细胞周期调节蛋白２条途径发挥作
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用。目前的研究发现，在大豆疫霉中勃利霉素也能通过苏氨

酰ｔＲＮＡ合成酶途径发挥作用［２２－２３］，在对大豆疫霉ｐｓＣｄｃ２与
酵母Ｃｄｃ２８进行比对时发现，两者高度同源，在进化树的同一
分支，且两者蛋白的保守结构域高度相似，确定了大豆疫霉

ｐｓＣｄｃ２中的细胞周期蛋白依赖性蛋白１－类似的丝氨酸／苏
氨酸激酶（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＳＴＫｓ）催化结构域的主要
结构域ＳＴＫｃ＿ＣＤＫ１＿ｌｉｋｅ，说明其具有与酵母相似的调控细胞
周期的功能。对酵母Ｃｄｃ２８基因分析中，共发现有１０个蛋白
与Ｃｄｃ２８基因存在相互作用，并在大豆疫霉基因组找到其全
部同源蛋白。由此推测勃利霉素对疫霉的细胞周期蛋白依赖

性蛋白激酶也存在抑制作用，为勃利霉素抗卵菌的多途径作

用机理研究提供依据与参考。

表２　大豆疫霉基因组内与酵母Ｃｄｃ２８基因相互作用蛋白的同源蛋白

酵母蛋白名称 登录号
比对覆盖率

（％） Ｅ值 一致性百分比

（％）
大豆疫霉

蛋白名称
登录号

ＣＤＣ６ ＮＰ＿０１２３４１．１ ５５ ２．００×１０－１６ ２６ ｐｓＣＤＣ６ ＮＷ＿００９２５８１１５．１
ＣＬＢ２ ＮＰ＿０１５４４４．１ ４８ ６．００×１０－２８ ３８ ｐｓＣＬＢ２ ＮＷ＿００９２５８１１６．１
ＣＬＢ５ ＮＰ＿０１５４４５．１ ３７ １．００×１０－２５ ３６ ｐｓＣＬＢ５ ＮＷ＿００９２５８１１６．１
ＣＫＳ１ ＮＰ＿００９６９３．３ ５４ １．００×１０－８ ４６ ｐｓＣＫＳ１ ＮＷ＿００９２５８１２０．１
ＣＬＢ３ ＮＰ＿０１０１２６．１ ５７ ４．００×１０－３１ ３３ ｐｓＣＬＢ３ ＮＷ＿００９２５８１２２．１
ＣＤＨ１ ＮＰ＿０１１５１２．１ ５９ ９．００×１０－８８ ４４ ｐｓＣＤＨ１ ＮＷ＿００９２５８１１６．１
ＣＬＢ４ ＮＰ＿０１３３１１．１ ４８ ７．００×１０－３８ ３４ ｐｓＣＬＢ４ ＸＰ＿００９５１９２１０．１
ＣＬＮ３ ＮＰ＿００９３６０．１ １２ ７．００×１０－１２ ４０ ｐｓＣＬＮ３ ＸＰ＿００９５３３９１６．１
ＣＬＢ１ ＮＰ＿０１１６２２．１ ４９ ３．００×１０－３５ ３３ ｐｓＣＬＢ１ ＸＰ＿００９５１９２１０．１
ＳＷＥ１ ＮＰ＿０１２３４８．１ ４０ ５．００×１０－２０ ３５ ｐｓＳＷＥ１ ＮＷ＿００９２５８１１９．１

参考文献：

［１］ＫａｍｏｕｎＳ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｏｏｍｙｃｅｔｅｓ［Ｊ］．
ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＣｅｌｌ，２００３，２（２）：１９１－１９９．

［２］ＴｙｌｅｒＢＭ．Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ：ｒｏｏｔｒｏｔｐａｔｈｏｇｅｎｏｆｓｏｙｂｅａｎａｎｄ
ｍｏｄｅｌｏｏｍｙｃｅｔｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００７，８（１）：１－８．

［３］高亚梅，王相晶，向文胜．农作物病原卵菌基因组数据库资源概
述［Ｊ］．植物保护，２０１３，３９（６）：１－６．

［４］刘文虎，常晋霞，王仕宝．细胞周期蛋白依赖性激酶及其抑制剂构
效关系研究进展［Ｊ］．国际药学研究杂志，２０１４，４１（１）：３７－４４．

［５］高　磊，石有珍，任玉红，等．ＣＤＫｓ（细胞周期依赖性蛋白激酶）调
控细胞周期中的作用［Ｊ］．畜牧兽医杂志，２０１０，２９（２）：４１－４２．

［６］ＡｌｅｅｍＥ，ＫａｌｄｉｓＰ．Ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ：ｎｅｗ
ｐａｒａｄｉｇｍｓ［Ｊ］．ＲｅｓｕｌｔｓａｎｄＰｒｏｂｌｅｍｓｉｎＣｅｌｌＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２００６，

４２：２７１－３２８．
［７］Ｌｉｍ Ｓ，ＫａｌｄｉｓＰＣ．ＣｙｃｌｉｎｓａｎｄＣＫＩｓ：ｒｏｌｅｓｂｅｙｏｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１３，１４０（１５）：３０７９－３０９３．

［８］ＯｂａｙａＡＪ，ＳｅｄｉｖｙＪＭ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎ－ＣＤＫａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌｕｌａｒａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，５９
（１）：１２６－１４２．

［９］ＴｓｕｃｈｉｙａＥ，ＹｕｋａｗａＭ，ＭｉｙｋａｗａＴ，ｅｔａｌ．Ｂｏｒｒｅｌｉｄｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓａ
ｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ（ＣＤＫ），Ｃｄｃ２８／Ｃｌｎ２，ｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ（Ｔｏｋｙｏ），２００１，５４（１）：８４－９０．

［１０］ＣｕｍｍｉｎｇｓＭＰ．ＭＥＧＡ（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）
［Ｍ］／／Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙｏｆｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎｄｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｂｉｏｌｏｇｙ．
Ｈｏｂａｋｅｎ：ＪｏｈｎＷｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，２００４．

［１１］Ｍａｒｃｈｌｅｒ－ＢａｕｅｒＡ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＪＢ，ＣｈｅｒｕｋｕｒｉＰＦ，ｅｔａｌ．ＣＤＤ：ａ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｄａｔａｂａｓｅｆｏｒｐｒｏｔｅｉｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ

—６３— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第４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
　　ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００５，３３：Ｄ１９２－Ｄ１９６．
［１２］ＰｅｔｅｒｓｅｎＴＮ，ＢｒｕｎａｋＳ，ｖｏｎＨｅｉｊｎｅＧ，ｅｔａｌ．ＳｉｇｎａｌＰ４．０：

ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ，２０１１，８（１０）：７８５－７８６．

［１３］ＣｈｅｎＹＪ，ＹｕＰ，ＬｕｏＪＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
ｃｏｍｂｉｎｉｎｇＣＪ－ＳＰＨＭＭ，ＴＭＨＭＭ，ａｎｄＰＳＯＲＴ［Ｊ］．Ｍａｍｍａｌｉａｎ
Ｇｅｎｏｍｅ，２００３，１４（１２）：８５９－８６５．

［１４］ＥｍａｎｕｅｌｓｓｏｎＯ，ＮｉｅｌｓｅｎＨ，ＢｒｕｎａｋＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｒＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０００，３００（４）：１００５－
１０１６．　

［１５］ＳｅｎＴＺ，ＪｅｒｎｉｇａｎＲＬ，ＧａｒｎｉｅｒＪ，ｅｔａｌ．ＧＯＲＶｓｅｒｖｅｒｆｏｒｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００５，２１（１１）：
２７８７－２７８８．

［１６］ＶｏｎＭｅｒｉｎｇＣ，ＪｅｎｓｅｎＬＪ，ＳｎｅｌＢ，ｅｔａｌ．ＳＴＲＩＮＧ：ｋｎｏｗｎａｎｄ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ，ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ
ａｃｒｏｓｓｏｒｇａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＤａｔａｂａｓｅＩｓｓｕｅ，２００５，３３：４３３－４３７．

［１７］ＡｌｅｅｍＥ，ＡｒｃｅｃｉＲＪ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｉｎｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ
ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＣｅｌｌａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，
２０１５，３（１６）：１６．

［１８］ＬｅｅＪ，ＤａｓＡ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＭ，ｅｔａｌ．ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｒｉｃｅＢ２－

ｔｙｐｅｃｙｃｌｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈａＢ－ｔｙｐｅｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
［Ｊ］．ＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌｆｏｒＣｅｌｌ＆ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００３，３４（４）：
４１７－４２５．　

［１９］ＮｉｅｄｕｓｚｙｎｓｋｉＣＡ，ＭｕｒｒａｙＪ，ＣａｒｒｉｎｇｔｏｎＭ．Ｗｈｏｌｅ－ｇｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆａｎｉｍａｌＡ－ａｎｄＢ－ｔｙｐｅｃｙｃｌｉｎｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＢｉｏｌｏｇｙ，２００２，３
（１２）：７０．

［２０］ＡｈＦＭ，ＪｕｄｅｌｓｏｎＨＳ．ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＣｄｃ１４ｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｄｕｒｉｎｇｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｂｕｔｎｏｔｈｙｐｈａｌｇｒｏｗｔｈｉｎｔｈｅｆｕｎｇｕｓ－ｌｉｋｅ
ｏｏｍｙｃｅｔｅＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００３，
５０（２）：４８７－４９４．

［２１］赵　伟，杨新宇，董莎萌，等．外源合成 ｄｓＲＮＡ介导大豆疫霉
ＰｓＣｄｃ１４基因沉默后对孢子囊发育的影响［Ｊ］．中国科学：生命
科学，２０１１，４１（１２）：１１７７－１１８４．

［２２］ＴｓｕｃｈｉｙａＥ，ＹｕｋａｗａＭ，ＵｅｎｏＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｍｅｔｈｏｄｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｅｌｌ－ｃｙｃｌｅｂｌｏｃｋｅｒｓａｓｃａｎｄｉｄａｔｅｓｆｏｒａｎｔｉ－ｔｕｍｏｒｒｅａｇｅｎｔｓｕｓｉｎｇ
ｙｅａｓｔａｓａｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｏｏｌ［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，７４（２）：４１１－４１４．

［２３］ＧａｏＹＭ，ＷａｎｇＸＪ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｂｏｒｒｅｌｉｄｉｎ，ａｐｏｔｅｎｔａｎｔｉｆｕｎｇａｌ
ａｇｅｎｔ：ｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏｔｈｅａｎｔｉｆｕｎｇａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍａｇａｉｎｓｔＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｓｏｊａｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，６０
（３９）：９８７４－９８８１．

梁文洁，张　丽，郭新勇，等．薄荷组织培养及抗除草剂基因的遗传转化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（４）：３７－３９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０４．００８

薄荷组织培养及抗除草剂基因的遗传转化

梁文洁，张　丽，郭新勇，王爱英，向本春，祝建波
（石河子大学生命科学学院农业生物技术重点实验室，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：薄荷（ＭｅｎｔｈａｈａｐｌｏｃａｌｙｘＢｒｉｑ．）是一类用途广泛的中药材，是世界三大香料之一，也是我国重要的经济作物。
以薄荷茎段为外植体，建立高效的薄荷离体培养植株再生体系，确定草甘膦筛选的选择压，并将带除草剂标记的植物

表达载体ｐＢＩ１２１－Ｕｂｉ－ｅｐｓｐｓ通过农杆菌介导转化薄荷，用 ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ法对转化薄荷进行分子鉴定。结果表
明，薄荷对除草剂草甘膦的最适筛选浓度为１０ｍｇ／Ｌ，通过分子鉴定确定转基因薄荷已获得。试验结果对后期杂种优
势的利用、种质资源的保存以及植物新品种的培育奠定基础，具有重要的理论与实践意义。
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　　全世界薄荷属植物（ＭｅｎｔｈａＬ．）约有３０种，１４０多个变
种，其中有２０多个变种在世界各地栽培［１－２］。我国约有１２
种，其中６种为野生品种，其余为引进栽培品种［３］。薄荷属植

物常见的栽培种有薄荷（Ｍ．ｈａｐｌｏｃａｌｙｘＢｒｉｑ．）、留兰香（Ｍ．
ｓｐｉｃａｔａＬ．）、椒样薄荷 （Ｍ．ｐｉｐｅｒｉｔａＬ．）、唇萼薄荷 （Ｍ．
ｐｕｌｅｇｉｕｍＬ．）、水薄荷（Ｍ．ａｑｕａｔｉｃａＬ．）及柠檬留兰香（Ｍ．

ｃｉｔｒａｔａＬ．）等。结合本种形态特征和地理分化趋势，可将薄荷
划分为两大种群且作为２个种处理，即欧洲、西亚及北美地区
的薄荷种群，用学名 Ｍ．ａｒｖｅｎｓｉｓＬ．，东亚及热带亚洲的薄荷
种群，用学名Ｍ．ｈａｐｌｏｃａｌｙｘＢｒｉｑ．。

薄荷属植物是一种用途广泛的中药材，也是世界上主要

的香料植物之一［４－６］。薄荷属植物种间杂交十分普遍，有性

繁殖极易造成品种混杂，难以区分。一般都采用无性繁殖，但

长期采用无性繁殖，导致病毒病十分普遍，引起品种的退化和

产量、质量的下降。通过组织培养可以对植株进行脱毒复壮，

并且可以保持植物优良性状遗传的稳定性，防止品种过快退

化［７］。组织培养技术还可以用来进行薄荷的诱变育种和种

质保存，如方晓志等在组织培养条件下进行了薄荷化学试剂

和射线辐射诱变育种技术的研究，获得了多个薄荷株系［８］；
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