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　 　 摘要:　 本研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从甘薯[ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.) Ｌａｍ.]中克隆获得 ＩｂＥＦＲ 基因ꎬ该基因编码序列

(ＣＤＳ)全长３ １０８ ｂｐꎬ可编码１ ０３５个氨基酸残基ꎮ 结构域分析结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白含有丰富的亮氨酸重复序列

(ＬＲＲ)及丝氨酸 /苏氨酸激酶(Ｓ＿ＴＫｃ)保守结构域ꎻ序列比对结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白与拟南芥 ＡｔＥＦＲ 蛋白的氨基酸序

列一致性为 ４４􀆰 ７６％ꎻ系统进化树分析结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 基因与烟草 ＥＦＲ 基因的亲缘关系最近ꎮ 理化性质预测结果表

明ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白理论相对分子量约为１１２ ６０５ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ８ꎻ氨基酸组成中ꎬ亮氨酸含量为 １４􀆰 ８％ꎬ丝氨酸含量为

１０􀆰 ０％ꎬ甘氨酸含量为 ８􀆰 １％ꎬ分别位列前 ３ 位ꎻ不稳定指数为 ３６􀆰 ６０ꎬ由此判定其为稳定型蛋白质ꎮ 磷酸化位点预测结

果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白的丝氨酸位点数最多(６４ 个)ꎬ其次为苏氨酸位点数(１９ 个)ꎮ 亲疏水性预测结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 为

亲水性蛋白质ꎻ跨膜结构域预测结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白含 ２ 个明显的跨膜结构域ꎻ亚细胞定位预测结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋

白定位在细胞质的可能性最大ꎻ二级结构预测结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白以无规则卷曲为主ꎬ其次为 α￣螺旋和 β￣折叠ꎻ表
达模式分析结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 基因可被脱落酸(ＡＢＡ)、茉莉酸(ＪＡ)和水杨酸(ＳＡ)诱导上调表达ꎬ表明其可能参与甘薯

的激素信号调控途径ꎮ 本研究结果为后续深入解析 ＩｂＥＦＲ 基因功能奠定了基础ꎮ
关键词:　 甘薯ꎻ 抗病性ꎻ 类受体激酶基因(ＥＦＲ)ꎻ 表达模式
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ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｘｕｚｈｏｕ ２２１１３１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.) Ｌａｍ. ｕｓｉｎｇ ＲＴ￣ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｉｓ
ｇｅｎｅ ｈａｓ ａ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＤＳ) ｏｆ ３ １０８ ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ １ ０３５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｂｕｎｄａｎｔ ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ (ＬＲＲ) ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｒｉｎｅ /
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ (Ｓ＿ＴＫｃ) ｄｏｍａｉｎ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＡｔＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ４４.７６％. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ＩｂＥＦＲ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＥＦＲ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ. Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １１２ ６０５ꎬ ａｎｄ
ｉｔｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ５.８. Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎꎬ ｌｅｕｃｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ １４.８％ꎬ ｓｅｒｉｎｅ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｗａｓ １０􀆰 ０％ꎬ ａｎｄ ｇｌｙｃｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ８.１％ꎬ ｒａｎｋｉｎｇ ａｓ
ｔｈｅ ｔｏｐ ｔｈｒｅｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ３６.６０ꎬ
ｓｏ ｉｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
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ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｒｉｎｅ ｓｉｔｅｓ (６４)ꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｓｉｔｅｓ (１９).
Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＩｂＥＦＲ ｗａｓ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｗｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｌｉｋｅｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ
ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ α￣ｈｅｌｉｃｅｓ ａｎｄ β￣ｓｈｅｅｔｓ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ)ꎬ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＪＡ) ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ (ＳＡ)ꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ａ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｇｅｎｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏꎻ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ (ＥＦＲ)ꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

　 　 中国是世界上最大的甘薯[Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.)
Ｌａｍ.] 生产国ꎬ其种植区域可划分为北方薯区、长江中

下游薯区和南方薯区ꎮ 根腐病[１]、茎线虫病[２] 和黑斑

病[３]是北方薯区主要病害类型ꎻ南方薯区则以蔓割

病[４]、疮痂病[５]和青枯病为主[６]ꎻ长江中下游薯区地处

南北交界处ꎬ病害分布具有过渡性特征:靠近南方的区

域甘薯病害与南方薯区相似ꎻ靠近北方的区域甘薯病

害与北方薯区相近ꎻ中间地带则以储藏期病害为主[７]ꎮ
近年来ꎬ一些新型甘薯病害逐渐被发现ꎬ例如蔓枯

病[８]、茎腐病[９]和爪哇黑腐病[１０]等ꎮ 针对这些病害ꎬ目
前的防治措施主要包括化学防治、生物防治以及甘薯

抗病品种的选育ꎬ然而化学防治容易引发环境污染和

食品安全问题ꎻ生物防治的效果不稳定ꎬ应用技术仍需

进一步优化ꎻ传统抗病育种则因甘薯遗传上的高度杂

合性以及自交不亲和性ꎬ面临周期长、难度大的挑

战[１１]ꎮ 随着基因工程技术的成熟和甘薯转基因体系的

建立ꎬ快速精准改良甘薯抗病性成为可能ꎬ该技术为甘

薯抗病分子育种提供了重要技术支持ꎮ
在甘薯真菌病害抗性基因的研究中ꎬＹａｎｇ 等[１２]

克隆得到蔗糖转化酶基因( ＩｂＩＮＶ)ꎬ通过过表达与核

糖核酸(ＲＮＡ)干扰技术获得转基因甘薯株系ꎬ对这些

株系接种甘薯黑斑病病菌后ꎬＩｂＩＮＶ 基因过表达株系

的抗病性显著提高ꎬ表明该基因可正向调控甘薯对黑

斑病的抗性ꎮ 吴茜等[１３] 研究发现ꎬ几丁质酶基因

(ＩｂＣｈｉＡ)在甘薯受到黑斑病病菌侵染后表达量显著

上调ꎬ且其表达水平在不同抗性的甘薯品种间存在显

著差异ꎮ Ｌｉ 等[１４] 从甘薯品系 ＮＤ９８ 中克隆得到

ＩｂＳＷＥＥＴ１０基因ꎬ将该基因遗传转化至甘薯蔓割病感

病品种栗子香中ꎬ结果显示转基因植株对蔓割病的抗

性明显增强ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１５]研究发现ꎬＩｂＢＢＸ２４ 基因过

表达的甘薯植株对蔓割病的抗性显著提升ꎬ进一步研

究发现ꎬＩｂＢＢＸ２４ 蛋白可通过与 ＩｂＪＡＺ１０ 蛋白直接发

生相互作用ꎬ减轻 ＩｂＪＡＺ１０ 蛋白对 ＩｂＭＹＣ２ 蛋白活性

的抑制作用ꎬ由此揭示了 ＩｂＢＢＸ２４ 基因调控甘薯蔓割

病抗性的分子机制ꎮ 霍进喜[１６] 在甘薯品种商薯 １９
中过表达 ＩｂＰＩＦ１ 基因ꎬ发现转基因植株对甘薯蔓割

病的抗性显著增强ꎮ 在甘薯茎线虫病抗性基因研究

方面ꎬＺｈａｉ 等[１７]克隆得到甘薯肌醇￣１￣磷酸合酶基因

(ＩｂＭＩＰＳ１)ꎬ研究证实过表达 ＩｂＭＩＰＳ１ 的转基因甘薯

植株对茎线虫病的抗性显著提高ꎬ该基因为甘薯茎线

虫病抗性改良提供了重要的基因资源ꎮ 然而ꎬ目前关

于甘薯细菌性病害抗性基因的研究尚未见报道ꎮ
类受体蛋白激酶(ＲＬＫ)是植物模式识别受体

(ＰＲＲ)的一种ꎬ已有研究结果证实它们参与了植物的

抗病和生长发育过程ꎮ ＥＦ￣Ｔｕ 蛋白是病原细菌中含量

最丰富的蛋白质之一ꎬ对病原细菌的生存至关重要ꎬ其
受体蛋白ＥＦＲ 是富含亮氨酸重复序列(ＬＲＲ)的类受体

激酶(ＬＲＲ￣ＲＬＫ)ꎮ 在拟南芥中ꎬＥＦ￣Ｔｕ 蛋白作为病原菌

相关分子模式(ＰＡＭＰ)能够被 ＥＦＲ 识别并触发植物的

免疫反应ꎮ 研究结果表明ꎬｅｌｆ１８ 作为 ＥＦ￣Ｔｕ 蛋白的免

疫活性区域ꎬ能诱导氧暴发和乙烯积累ꎬ预处理拟南芥

后对丁香假单胞菌的抵抗力显著提升[１８]ꎮ 此外ꎬ
Ｂｏｓｃｈｉ等[１９]研究发现ꎬ在马铃薯中过表达 ＡｔＥＦＲ 基因

能够提升马铃薯对细菌性青枯病的抗性ꎮ Ｌｕ 等[２０]和

Ｓｃｈｗｅｓｓｉｎｇｅｒ 等[２１]分别在水稻中过表达 ＡｔＥＦＲ 基因ꎬ
发现其能够增强水稻对多种细菌的抗性ꎬ进一步证实

了 ＡｔＥＦＲ 基 因 具 有 广 谱 细 菌 性 病 害 的 抗 性ꎮ
Ｓｃｈｏｏｎｂｅｅｋ等[２２]在小麦中过表达 ＡｔＥＦＲ 基因ꎬ发现其

对由丁香假单胞菌水稻致病变种引起的细菌性病害具

有显著抗性ꎮ 此外ꎬＡｔＥＦＲ 基因在香蕉、苹果及柑橘中

的过表达也显著提高了这些作物对相应病原菌的抗

性[２３￣２５]ꎮ 这些研究结果表明ꎬＡｔＥＦＲ 基因是一种极具

潜力的细菌性病害抗性基因资源ꎮ 值得一提的是ꎬ张
卫娜等[２６]研究发现ꎬ在马铃薯叶片瞬时过表达 ＳｔＥＦＲ１
基因后接种晚疫病病菌ꎬ能够缩小病斑面积并增强叶

片细胞活性ꎬ表明 ＳｔＥＦＲ１基因对真菌性病害抗性也具
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有正向调控作用ꎮ 本研究旨在从甘薯中克隆 ＩｂＥＦＲ 基

因ꎬ并通过生物信息学分析和表达模式研究ꎬ初步探讨

该基因在甘薯抗病性中的作用ꎬ为挖掘甘薯抗病基因

资源和深入研究抗病机理提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

供试甘薯品种徐薯 １８ 植株由江苏徐淮地区徐

州农业科学研究所提供ꎮ 大肠杆菌菌株 ＤＨ５α 由韩

国生命工学研究院郭尚洙课题组提供ꎻＲＮＡ 提取试

剂盒、反转录试剂盒、定量检测试剂盒、ＤＮＡ 凝胶回

收试剂盒、质粒小提试剂盒、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 及ＰＣＲ ｍｉｘ
等购自日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＡｌｌ ｉｎ ｏｎｅ 连接试剂盒购

自英国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 甘薯总 ＲＮＡ 提取

取移栽 ２８ ｄ 左右的徐薯 １８ 植株第 ４ 张完全展

开叶ꎬ参照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取甘薯

总 ＲＮＡꎬ用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检测 ＲＮＡ 浓度及质量ꎬ电泳检

测 ＲＮＡ 完整性ꎮ
１.３　 第一链 ｃＤＮＡ 合成

以提取的徐薯 １８ 总 ＲＮＡ 为模板ꎬ首先去除基

因组 ＤＮＡꎬ体系配比如下:模板 ＲＮＡ １０ μｇꎬ脱氧核

糖核酸酶Ⅰ １ μＬꎬ１０×脱氧核糖核酸酶Ⅰ缓冲液

１ μＬꎬ无核酸酶双蒸水定容至 １０ μＬꎬ混匀后 ３７ ℃
水浴 ３０ ｍｉｎꎬ然后加入 １ μＬ 乙二胺四乙酸ꎬ６５ ℃ １０
ｍｉｎ 以终止反应ꎬ然后迅速置冰上冷却ꎮ 反转录体

系配制如下:模板 ＲＮＡ １􀆰 ０ μｇꎬ禽成髓细胞瘤病毒

１􀆰 ０ μＬꎬ５×禽成髓细胞瘤病毒缓冲液 ４􀆰 ０ μＬꎬ脱氧

核苷三磷酸混合液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ０ μＬꎬ核糖核酸

酶抑制剂 ０􀆰 ５ μＬꎬ寡聚胸苷酸引物 １􀆰 ０ μＬꎬ无核酸

酶双蒸水定容至 １０􀆰 ０ μＬꎬ混合均匀后置于 ＰＣＲ 仪

中进行反转录ꎬ反转录反应条件为:５０ ℃反应 １ ｈꎬ
９５ ℃ 反应 ５ ｍｉｎꎬ 将反转录获得的 ｃＤＮＡ 置于

－２０ ℃保存ꎬ具体方法参考文献[２７]ꎮ
１.４　 ＩｂＥＦＲ 基因克隆

从徐薯 １８ 低温胁迫转录组数据库中搜索获得

ＥＦＲ 的同源序列ꎬ经比对和在线软件 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分

析ꎬ认为该序列为 ＥＦＲ 完整开放阅读框ꎬ基于该序列

设计正向引物和反向引物( ＩｂＥＦＲ￣Ｆ:５′￣ＡＴＧＡＴＧＡＴ￣
ＴＣＣＡＡＣＴＡＣＴＡＧＴＣＴＡＡＡＣＴＴＧＣＴＣＴＴＴＧＣＡＣＴＣＡＣ￣
ＣＴ￣３′和 ＩｂＥＦＲ￣Ｒ:５′￣ＴＣＡＴＴＧＣＡＣＴＣＴＴＴＴＣＴＧＴＡＣＡ￣
ＧＣＴＧＣＡＴＡＴＴＴＧＣＴＴＡＧＡＴＴＡＣ￣３′)ꎬ 以 徐 薯 １８ 的

ｃＤＮＡ为模板ꎬ采用上述正反向引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
扩增体系(５０􀆰 ０ μＬ)如下:ＫＯＤ 酶缓冲液 ２５􀆰 ０ μＬꎬ脱
氧核糖核苷三磷酸(浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)１０􀆰 ０ μＬꎬ双
蒸水 １０􀆰 ０ μＬꎬ ＫＯＤ 酶 １􀆰 ０ μＬꎬ正反引物 (浓度

１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增

条件为:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火

３０ ｓꎬ６８ ℃延伸 ６０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎬ然后 ６８ ℃延伸 ６ ｍｉｎ
后终止反应ꎮ ＰＣＲ 产物用 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶 １００ Ｖ 电

泳检测ꎬ获得大小约为３ １０５ ｂｐ 长度的 ＩｂＥＦＲ 基因扩

增片段ꎬ参照回收试剂盒说明书进行纯化和片段回

收ꎬ具体方法参考文献[２７]ꎮ
１.５　 Ｔ￣ＩｂＥＦＲ 载体构建

纯化后的 ＩｂＥＦＲ 基因片段连接 Ｔ 载体ꎬ连接体系

如下:一体化缓冲液 ６ μＬꎬＴ４ 连接酶 １ μＬꎬ纯化产物

４ μＬꎬ体系混匀后离心至底部置于 ２５ ℃环境下温育

１０ ｍｉｎꎬ然后进行大肠杆菌转化ꎮ 取摇动培养菌液进

行 ＰＣＲ 鉴定ꎬＰＣＲ 体系(２０􀆰 ０ μＬ)如下:预混液 １０􀆰 ０
μＬꎬ正反引物(浓度 １０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ０ μＬꎬ菌液 ２􀆰 ０
μＬꎬ并用 ６􀆰 ０ μＬ 双蒸水补足 ２０􀆰 ０ μＬꎬ然后进行 ＰＣＲ
反应ꎬＰＣＲ 扩增参数如下:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９４ ℃变

性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ６０ ｓꎬ３５ 轮循环ꎬ然
后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ 完成反应ꎬ４ ℃保温ꎬ取电泳检测

条带大小正确的单克隆ꎬ加入到５~７ ｍＬ 质量浓度为

１００ μｇ / ｍＬ羧苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃ꎬ
２００ ｒ / ｍｉｎ过夜振荡培养后ꎬ进行质粒提取并测序ꎬ采
用 Ｂｉｏｅｄｉｔ、ＤＮＡＭＡＮ 和 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 等工具进行序列

比对分析ꎬ具体方法参考文献[２７]ꎮ
１.６　 ＩｂＥＦＲ 蛋白的生物信息学分析

研究涉及的 ７ 个物种(包括拟南芥)ＥＦＲ 蛋白氨基

酸序列均来源于 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ其登录号如下:拟南芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)登录号 ＡＴ５Ｇ２０４８０.１ꎬ杨梅(Ｍｏｒｅｌｌａ
ｒｕｂｒａ)登录号ＫＡＢ１２２７７４１ꎬ辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)登录

号 ＸＰ＿０１６５７７６９６ꎬ烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)登录号 ＸＰ＿
０１６４６４４８８ꎬ马铃薯 (Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ) 登录号 ＸＰ ＿
００６３５０９１８ꎬ番茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 登录号 ＸＰ ＿
００４２４２０６３ꎬ咖啡(Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａ)登录号 ＸＰ＿０２７０８９９０２ꎮ
采用多种生物信息学工具对 ＥＦＲ 蛋白进行系统分析:用
ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具分析蛋白质氨基酸序列组成、相对分子量

和等电点等理化性质ꎬ用ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１工具预测蛋白质氨

基酸序列磷酸化位点ꎬ用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 工具预测蛋白质氨基

酸序列亲疏水性ꎬ用ＧＯＲ４工具预测蛋白质二级结构ꎬ用
ＴＭＨＭＭ工具分析蛋白质氨基酸序列跨膜结构域ꎬ用

９１２杨冬静等:甘薯 ＩｂＥＦＲ 基因克隆、生物信息学分析及表达模式



Ｓｉｇｎａｌ ３.０工具识别蛋白质氨基酸序列信号肽ꎬ用 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ 工具预测蛋白质亚细胞定位ꎬ用 ＳＭＡＲＴ 工具鉴

定保守结构域ꎬ通过ＭＥＧＡ １１软件的邻位相接法构建系

统进化树ꎬ解析 ＥＦＲ同源蛋白的进化关系ꎮ
１.７　 ＩｂＥＦＲ 基因表达模式分析

分别采用 １００ μｍｏｌ / Ｌ脱落酸(ＡＢＡ)、１００ μｍｏｌ / Ｌ
水杨酸(ＳＡ)和 １００ μｍｏｌ / Ｌ茉莉酸(ＪＡ)喷施处理移

栽 ２８ ｄ 的盆栽甘薯植株ꎬ并于处理后 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、
６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 取第 ４ 片完全展开叶液氮速冻ꎬ
充分研磨后提取 ＲＮＡ 和反转录ꎬ步骤参照方法 １􀆰 ３ꎬ
取反转录后的 ｃＤＮＡ １０ μＬ 加 ４０ μＬ 蒸馏水稀释成模

板ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 反应体系(２０ μＬ)如下:模板 ２ μＬꎬ
２×预混液 １０ μＬꎬ２０×荧光染料(Ｅｖａ ｇｒｅｅｎ) １ μＬꎬＲＴ￣
ＥＦＲ￣Ｆ(序列为:５′￣ＡＣＡＴＴＣＣＴＧＴＴＧＡＧＣＴＴＧＧＴＴ￣３′)
１ μＬꎬＲＴ￣ＥＦＲ￣Ｒ(序列为:５′￣ＴＣＡＣＴＧＡＣＡＴＧＣＣＴＡＧ￣
ＣＡＴＴ￣３′)１ μＬꎬ蒸馏水 ５ μＬꎬ反应体系振荡混匀离心

后进行反应ꎬ扩增条件为:９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎꎬ９５ ℃
变性 ２０ ｓꎬ５８ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ循环 ４５ 次ꎬ
９５ ℃反应 ５ ｓꎬ６５ ℃熔解 ５ ｓꎮ 反应结束后观察熔解

曲线ꎬ记录循环阈值ꎬ定量计算方法采用 ２－△△Ｃｔ进行ꎬ
以 Ｉｂａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＩｂＥＦＲ 基因克隆及其编码的蛋白质氨基酸序

列比对

　 　 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆获得 ＩｂＥＦＲ 基因完整的编码

序列ꎬ序列全长３ １０８ ｂｐꎬ编码１ ０３５个氨基酸残基ꎬ富
含亮氨酸重复序列(ＬＲＲ)及丝氨酸 /苏氨酸激酶

(Ｓ＿ＴＫｃ)保守结构域(图 １Ａ)ꎮ 蛋白质系统进化树分

析结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白与烟草 ＥＦＲ 蛋白同源性最

高(图 １Ｂ)ꎮ 序列比对结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 与 ＡｔＥＦＲ 的

蛋白质氨基酸序列一致性为 ４４􀆰 ７６％(图 １Ｃ)ꎮ

Ａ:ＩｂＥＦＲ 蛋白结构域预测ꎻＢ:ＩｂＥＦＲ 蛋白进化树ꎻＣ:ＩｂＥＦＲ 蛋白与 ＡｔＥＦＲ 蛋白一致性分析ꎮ ＬＲＲ:亮氨酸重复序列ꎻＳ＿ＴＫｃ:丝氨酸 / 苏氨酸

激酶催化ꎻＩｂＥＦＲ:甘薯类受体激酶蛋白ꎻＡｔＥＦＲ:拟南芥类受体激酶蛋白ꎮ
图 １　 ＩｂＥＦＲ 蛋白结构域预测、进化树构建及序列比对分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎꎬ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
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２.２　 ＩｂＥＦＲ 蛋白氨基酸组成及理化性质

　 　 ＩｂＥＦＲ 蛋白理化性质的分析结果表明ꎬＩｂＥＦＲ
蛋白具有 １ ０３５ 个氨 基 酸 残 基ꎬ 相 对 分 子 量 为

１１２ ６０５ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ８ꎻ氨基酸组成分析结果表

明ꎬ亮氨酸、丝氨酸和甘氨酸为高含量氨基酸ꎬ含量

分别为 １４􀆰 ８％、 １０􀆰 ０％ 和 ８􀆰 １％ꎻ 不稳定指数为

３６􀆰 ６０ꎬ据此预测 ＩｂＥＦＲ 蛋白为稳定型蛋白质ꎮ
２.３　 ＩｂＥＦＲ 蛋白磷酸化位点

基于阈值>０􀆰 ５ 的预测标准(图 ２)ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白

的磷酸化位点分布为:丝氨酸 ６４ 个ꎬ苏氨酸 １９ 个ꎬ
酪氨酸 １０ 个ꎮ

图 ２　 ＩｂＥＦＲ 蛋白磷酸化位点预测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 ＩｂＥＦＲ 蛋白疏水性和亲水性

ＩｂＥＦＲ 蛋白疏水性和亲水性预测结果(图 ３)显
示ꎬＩｂＥＦＲ 多肽链中第 ８１３ 位天冬氨酸(Ｄ)呈现最

低值(－３􀆰 ８４４)ꎬ表明其亲水性最强ꎻ而第 ６６１ 位亮

氨酸(Ｌ)获得最高分值(３􀆰 ７２２)ꎬ显示最强疏水性ꎮ
该蛋白质亲水性总平均值为 ０􀆰 ０９７ꎬ据此预测 ＩｂＥＦＲ
蛋白属于亲水性蛋白质ꎮ

图 ３　 ＩｂＥＦＲ 蛋白亲水性预测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＩｂＥＦＲ 蛋白信号肽

对 ＩｂＥＦＲ 蛋白进行信号肽预测分析ꎬ结果(图
４) 表 明ꎬ ＩｂＥＦＲ 的 Ｓｅｃ / ＳＰＩ 信 号 肽 可 能 性 为

２０􀆰 ４６％ꎬ表明该蛋白质存在信号肽的可能性较低ꎮ

图 ４　 ＩｂＥＦＲ 蛋白信号肽预测结果

Ｆｉｇ.４　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.６　 ＩｂＥＦＲ 蛋白氨基酸序列跨膜结构域

跨膜结构域预测结果(图 ５)显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白

氨基酸序列具有 ２ 个明显的跨膜结构域ꎬ第 １ 个跨

膜结构域位于７~２９ 位氨基酸ꎬ第 ２ 个跨膜结构域位

于６５８~６８０ 位氨基酸ꎬ１~ ６ 位及６８１~ １ ０３５位氨基

酸位于膜内ꎬ３０~６５７ 位氨基酸位于膜外ꎮ

图 ５　 ＩｂＥＦＲ 蛋白跨膜结构域预测结果

Ｆｉｇ.５　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.７　 ＩｂＥＦＲ 蛋白亚细胞定位

根据亚细胞定位预测结果ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白可能定

位在细胞质、液泡及内质网中ꎮ 其中ꎬＩｂＩＥＦＲ 蛋白

定位在细胞质的可能性最大ꎬ预测值为 １１ꎻ定位在

液泡的可能性其次ꎬ预测值为 ２ꎻ定位在内质网的预

测值最小ꎬ预测值为 １ꎮ
２.８　 ＩｂＥＦＲ 蛋白二级结构及元件含量

对 ＩｂＥＦＲ 蛋白二级结构预测分析结果(图 ６)表
明ꎬ无规则卷曲是 ＩｂＥＦＲ 蛋白二级结构的主要元

件ꎬ共有 ５６７ 个ꎬ占比 ５４􀆰 ７８％ꎻ其次为 α￣螺旋ꎬ共
３１０ 个ꎬ占比 ２９􀆰 ９５％ꎻβ￣折叠最少ꎬ有 １５８ 个ꎬ占比

１５􀆰 ２７％ꎮ

１２２杨冬静等:甘薯 ＩｂＥＦＲ 基因克隆、生物信息学分析及表达模式



图 ６　 ＩｂＥＦＲ 蛋白二级结构及元件含量预测结果

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｔｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.９　 ＩｂＥＦＲ 蛋白同源建模

基于 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 的同源建模结果(图 ７)显
示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白的三维构象中无规则卷曲是主要的

结构元件ꎬ而 α￣螺旋为次要元件ꎬβ￣折叠为含量最低

元件ꎬ这与二级结构预测结果相符合ꎮ
２.１０　 ＩｂＥＦＲ 基因表达模式

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果(图 ８)显示ꎬＩｂＥＦＲ
基因受 ＡＢＡ、ＪＡ 和 ＳＡ 诱导上调表达ꎬ其中 ＡＢＡ 诱导

处理 １２ ｈ 时该基因表达量最高ꎬ与 ０ ｈ 相比呈极显著

差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＪＡ 诱导处理的各时间点均极显著上

调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ处理 １２ ｈ 时表达量最高ꎻＳＡ 诱导处理

的各时间点均极显著上调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ处理 ６ ｈ 时表达

量最高ꎮ 从以上结果可以推测ꎬＩｂＥＦＲ 基因可能参与

响应甘薯激素信号调控途径ꎮ
图 ７　 ＩｂＥＦＲ 蛋白三级结构预测结果

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＡＢＡ:脱落酸ꎻＪＡ:茉莉酸ꎻＳＡ:水杨酸ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ８　 ＩｂＥＦＲ 胁迫条件下的表达模式分析

Ｆｉｇ.８　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｂＥＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　 讨 论

研究植物抗病基因不仅是认识植物免疫功能的

关键ꎬ还能为作物病虫害绿色防治提供新思路ꎮ 抗

病基因编码的蛋白质主要包括定位于质膜的模式识

别受体(ＰＲＲ)及分布于胞内的免疫受体(ＮＬＲ)ꎮ
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其中ꎬ模式识别受体介导病原菌相关分子模式

(ＰＡＭＰ)诱导的免疫反应(ＰＴＩ)ꎬ胞内免疫受体则介

导效应子激活的免疫反应(ＥＴＩ)ꎮ 这两类受体的存

在为作物抗病育种提供了丰富的基因资源ꎮ 如何将

这些重要的抗病基因资源高效应用于作物抗病遗传

改良ꎬ 是 当 前 研 究 人 员 面 临 的 重 要 课 题 与 挑

战[２８￣２９]ꎮ
细菌延伸因子 Ｔｕ(ＥＦ￣Ｔｕ)是目前研究较为明晰

的病原相关分子模式之一ꎮ 已有研究结果表明ꎬ其
免疫受体 ＥＦＲ 在拟南芥及其他作物中均表现出广

谱抗细菌功能ꎮ 本研究从甘薯植株中成功克隆获得

ＩｂＥＦＲ 基因的完整编码序列(ＣＤＳ)ꎬ全长３ １０８ ｂｐꎬ
编码 １ ０３５ 个氨基酸残基ꎮ 序列比对结果显示ꎬ
ＩｂＥＦＲ蛋白与拟南芥 ＡｔＥＦＲ 蛋白的氨基酸序列一致

性为 ４４􀆰 ７６％ꎬ且富含亮氨酸重复序列(ＬＲＲ)及丝

氨酸 /苏氨酸激酶催化结构域(Ｓ＿ＴＫｃ)ꎮ 跨膜结构

域预测结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白具有 ２ 个跨膜结构域ꎬ
据此推测ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白属于抗病基因(Ｒ 基因)编码

的 ５ 个类型中的 ＬＲＲ￣ＴＭ￣ＳＴＫ 类受体蛋白[３０]ꎮ ＳＴＫ
属于丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶家族ꎬ其信号转导途径

主要通过丝氨酸 /苏氨酸残基磷酸化传递信号:胞外

ＬＲＲ 结构识别病原体 ａｖｒ 基因编码产物后ꎬ激活胞

内激酶结构域ꎬ通过靶蛋白的丝氨酸 /苏氨酸磷酸化

启动 防 御 信 号 级 联 反 应ꎬ 最 终 引 发 超 敏 反 应

(ＨＲ) [３１]ꎮ 结合序列比对与结构域分析ꎬ本研究推

测 ＩｂＥＦＲ 蛋白可能参与植物抗病反应ꎮ
进一步分析 ＩｂＥＦＲ 基因在不同胁迫条件下的

表达模式ꎬ结果显示ꎬ该基因可被脱落酸(ＡＢＡ)、茉
莉酸(ＪＡ)和水杨酸(ＳＡ)诱导上调表达ꎮ 已有研究

结果证实ꎬ激素在植物抗病反应中发挥关键调控作

用:ＡＢＡ 既能调控生物胁迫ꎬ也能调控非生物胁迫ꎬ
此外ꎬ部分研究者指出 ＡＢＡ 在活体营养型与腐生型

病原菌引发的生物胁迫反应中起负调控作用[３２￣３３]ꎬ
但也有报道称ꎬＡＢＡ 可通过诱导气孔关闭及胼胝质

沉积进而增强植物抗性[３４]ꎮ ＪＡ 信号通路主要调控

植物对腐生型病原菌的抗性[３５]ꎮ ＳＡ 信号通路则特

异性调控植物对活体营养型病原菌的防御反应[３６]ꎮ
这些激素信号通路在植物防御调控中存在复杂互

作ꎬ通过协同或拮抗作用形成调控网络ꎬ帮助植物更

好地抵御病原菌入侵ꎮ 基于 ＩｂＥＦＲ 基因的表达模

式分析结果ꎬ推测 ＩｂＥＦＲ 基因可能参与 ＡＢＡ、ＪＡ、ＳＡ
介导的信号调控途径ꎬ其具体功能有待深入研究ꎮ

４　 结 论

本研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆获得 ＩｂＥＦＲ 基因完整

的编码序列ꎬ序列全长３ １０８ ｂｐꎬ编码１ ０３５个氨基酸

残基ꎬ富含亮氨酸重复序列及丝氨酸 /苏氨酸激酶催

化保守结构域ꎮ 蛋白质氨基酸序列系统进化树分析

结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白与烟草 ＥＦＲ 蛋白同源性最

高ꎮ 序列比对结果显示ꎬＩｂＥＦＲ 蛋白与 ＡｔＥＦＲ 蛋白

的氨基酸序列一致性为 ４４􀆰 ７６％ꎮ 不同胁迫条件下

基因表达模式分析结果表明ꎬＩｂＥＦＲ 基因可受 ＡＢＡ、
ＪＡ 和 ＳＡ 诱导上调表达ꎬ推测 ＩｂＥＦＲ 基因可能参与

甘薯抗病反应ꎬ下一步将明确该基因的功能并对其

作用机理进行深入研究ꎮ
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