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摇 摇 摘要:摇 为验证葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因在葡萄抗病防御机制中的作用,本研究以金星无核葡萄叶片为试验材

料,采用 RT鄄PCR 技术克隆得到 1 个长度为1 244 bp 的葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因。 采用生物信息学方法对其开放读码

框和理化性质进行分析,结果显示,该基因包含 1 个长度为1 083 bp 的完整开放阅读框,编码的蛋白质含 360 个氨基

酸,分子量为89 440,理论等电点为 4郾 83。 系统进化分析结果显示,茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因所编码的氨基酸序列与桃、豌
豆和水稻的同源性分别为 62郾 1%、60郾 8%和 33郾 1%。 定量 PCR 分析结果显示,在霜霉病菌侵染后的 72 h 内均可诱导

该基因的表达,且表达量均高于对照,表明 茁鄄1, 3鄄葡聚糖酶基因在葡萄应答霜霉病菌侵染过程中可能发挥一定作用。
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摇 摇 Abstract:摇 To identify the role of beta鄄1,3鄄glucanase gene in grape disease resistance, a beta鄄1,3鄄glucanase gene
fragment with a length of 1 244 bp was cloned from grapevine Venus seedless leaves by RT鄄PCR method. Bioinformatics a鄄
nalysis revealed that the gene contained a complete open reading frame of 1 083 bp in length encoding 360 amino acids.
The molecular weight of deduced protein was 89 440, and the theoretical isoelectric point was 4郾 83. Phylogenetic analysis
showed that amino acid sequence encoded by beta鄄1,3鄄glucanase gene shared 62郾 1% , 60郾 8% and 33郾 1% similarities with
those in Prunus persica, Pisum sativum and Oryza sativa. Quantitative RT鄄PCR analysis revealed that the expressions of be鄄
ta鄄1,3鄄glucanase gene was up鄄regulated within 72 h after the inoculation of Plasmopara viticola, and the level were much
higher than that of control. It was suggested that beta鄄1,3鄄glucanase gene might play a certain role in response to grapevine
downy mildew infection.
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摇 摇 葡萄是中国栽培最广泛的果树树种之一,截止到

2011 年底,中国葡萄栽培面积为 5. 68伊105 hm2,总产

量达 9. 17伊106 t,分别占世界葡萄栽培总面积和总产

量的 8郾 02%和 13郾 17%,其中鲜食葡萄的栽培面积和

产量已连续多年居世界第一位,并且继续呈现逐年上

升趋势[1]。 葡萄霜霉病是由葡萄霜霉病菌引起的真
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菌性病害,多雨季节易发生,生长早期发病可导致新

梢、花穗枯死,中后期发病可引起提早落叶或叶片大

面积枯斑而严重削弱树势,进而影响翌年的产量,是
严重危害葡萄生产的四大病害之一[2]。

近年来,植物抗真菌病害基因工程研究日益受到

重视,已陆续发现一些抗真菌蛋白质,茁鄄1,3鄄葡聚糖酶

是研究最多、应用最为广泛的抗真菌蛋白质之一,其对

于真菌的抗性具有广谱性和持久性特点。 该酶能够降

解以 茁鄄1,3鄄葡萄糖链连接的葡聚糖酶系(大多数病原

真菌细胞壁的主要成分之一),从而使细胞内含物外

溢,导致病原菌死亡[3]。 高等植物中普遍存在着 茁鄄1,
3鄄葡聚糖酶,在正常环境条件下该酶含量较少,活性较

低,但当植物受到外界因素刺激时(如病原菌侵染、水
杨酸处理等),茁鄄1,3鄄葡聚糖酶即可被诱导产生并积

累[4]。 已有研究结果表明,植物体内有多个编码 茁鄄1,
3鄄葡聚糖酶的基因,其产物有酸性和碱性之分,分别定

位于胞间和液泡内,但只有定位在液泡内的碱性 茁鄄1,
3鄄葡聚糖酶才能够降解真菌菌丝壁,从而抑制其生长,
而定位于胞间的酸性 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶则没有抑菌活

性[5]。 目前,对于 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的研究较为深

入,已从大豆[6]、毛竹[7]、白菜[8鄄9]、青花菜[10]、指天

蕉[11]、甘蔗[12]等多种植物中分离到该基因序列,并且

完成了部分基因的功能验证工作[13]。 在葡萄上,尽管

已有关于 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶活性及其编码基因研究的报

道[14鄄17],但对于该基因在霜霉病菌诱导下的表达模式

仍知之甚少。 有鉴于此,本研究在完成葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚

糖酶基因克隆的基础上,进一步对该基因在响应霜霉

病菌诱导过程中的表达水平进行分析,以期为该基因

在葡萄抗病育种基因工程中的应用奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料与处理

试验于 2014 年 9 月在江苏省农业科学院溧水

植物科学基地内进行,供试材料为抗病性较强的 8
年生鲜食葡萄品种金星无核。 葡萄霜霉病病原菌

(Plasmopara viticola)于江苏省农业科学院院内葡萄

资源圃病叶上分离获得。
试验所用 M鄄MLV 逆转录酶、Ex鄄Taq、DNase玉、

dNTP、pMD19鄄T 载体、荧光染料 SYBR Green玉均购

自宝生物工程(大连)有限公司;T4 DNA 连接酶购

自 Promega 公司;DL2000 Marker 和 DNA 回收试剂

盒购自上海生物工程技术服务有限公司;DH5琢 感

受态大肠杆菌(Escherichia coli)菌株由作者所在的

国家农业科技华东(江苏)创新中心高效园艺作物

遗传改良实验室保存。
1. 2摇 病原菌制备及接种

参考王西成等[18] 的方法,从田间采回新鲜的葡

萄霜霉病叶,流水冲洗干净,经蒸馏水冲洗后置于

17 ~20 益黑暗环境中保湿(相对湿度为 95%) 24 h,
诱发新的孢子囊。 用湿棉球将新产生的孢子囊剥落

于无菌水中,配成 1 ml 8伊104个霜霉病菌孢子囊悬浮

液,并加入标定体积 0郾 1%的吐温。 接种前用载玻片

萌芽法测定孢子囊的活性,萌发率高于 85郾 0%为有效

接种液。 采用喷雾法对金星无核幼嫩叶片进行接种,
然后套袋并放入湿棉球保湿。 分别于接种后 0 h、
4 h、12 h、24 h、48 h 和 72 h 进行 6 次取样,叶片采集

后液氮速冻,并于-70 益冰箱中保存备用。
1. 3摇 总 RNA 提取与 cDNA 合成

葡萄叶片总 RNA 的提取参考北京华越洋生物

科技有限公司生产的植物 RNA 提取试剂盒说明书

进行。 以总 RNA 为模板,根据北京百泰克生物技术

有限公司生产的 Bio Teke supermo 芋 RT Kit 试剂盒

说明,利用引物 P01 反转录合成 cDNA 第一链,反转

录条件为:50 益保温 45 min,70 益保温 10 min,冰上

冷却后,-70 益保存备用。
1. 4摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因 cDNA 克隆

根据 GenBank 中已登录的葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶

基 因 ( NM _ 001280967. 1 ) 和 UBI 基 因 ( XM _
002266714)序列设计引物,并由上海英潍捷基贸易有

限公司(http: / / www. invitrogen. com)合成,引物序列

详见表 1。 以 cDNA 为模板,分别利用引物 P02 / P03、
P04 / P05 和 P06 / P07 进行 PCR 扩增获得葡萄 茁鄄1,3鄄
葡聚糖酶基因的开放阅读框(ORF)及 5忆和 3忆非编码

区(UTR)序列。 反应体系均为 25郾 00 滋l:上、下游引

物各1郾 00 滋l(10 滋mol / L),Ex鄄Taq (5 U / 滋l) 0郾 25 滋l,
10伊PCR buffer (含 Mg2 +) 2郾 50 滋l,dNTP 混合溶液

(10 mmol / L) 2郾 00 滋l,cDNA 2郾 00 滋l,ddH2 O 补至

25郾 00 滋l。 反应条件:94 益预变性 5 min;94 益变性

40 s,退火 40 s,72 益延伸 1 min,共 35 个循环;72 益
延伸 10 min,4 益保存。 扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳检测,目的片段利用 DNA 凝胶回收试剂盒进行回

收,最后将目标片段连接到 pMD鄄19T simple 载体上进

行 T / A 克隆,DNA 测序由上海美吉生物医药科技有

限公司(http: / / www. majorbio. com)完成。
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表 1摇 引物序列及片段大小

Table 1摇 Sequence of primers and size of amplified product

引物 摇 摇 摇 摇 摇 序列 (5忆寅3忆) 片段大小 (bp) 用途

P01 GCAGGACTGCAGCTGACTGACTACT30VN cDNA 合成

P02 ATGGCTGCCATGGTGCTTCTT 1 083 ORF 扩增

P03 TTATATGTCACTCTTGAGGGATTCTTC 1 083 ORF 扩增

P04 ACACTTGCTCTTAGAACTAGTAGAAGTTC 691 5忆端扩增

P05 TGAACAAAGCGTAGGGAAGAGA 691 5忆端扩增

P06 GTTTGATGAGAACAAGAAGGAGCC 325 3忆端扩增

P07 GGTGGTAGAGCTCGCAGGACTGCAGCTGACTG 325 3忆端扩增

P08 GCTCGCTGTTTTGCAGTTCTAC 150 UBI 扩增

P09 AACATAGGTGAGGCCGCACTT 150 UBI 扩增

P10 GGGGAGATGTGAGGGGTTAT 204 定量 RT鄄PCR

P11 CTAGCATGGCATCGAACAGA 204 定量 RT鄄PCR

1. 5摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因序列分析

首先利用 DNAMAN 5. 22 软件对 ORF、5忆末
端和 3忆末端 3 个序列进行拼接分析。 核苷酸和

氨 基 酸 序 列 分 别 利 用 NCBI 的 BLASTn 和

BLASTp ( http: / / blast. ncbi. nlm. nih. gov / Blast.
cgi)进行相似性分析,用 DNAMAN 5. 22 软件分

析葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶氨基酸序列与其他植物

的关系。
1 . 6 摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因表达分析

分别提取金星无核葡萄接种霜霉病菌后

不同时期的叶片总 RNA,经 DNase 玉 消化后

分别取 2 滋g,并以 P01 引物进行反转录合成

cDNA。 利用 Primer 3 引物设计软件 ( http: / /
frodo. wi. mit. edu / primer3 / ) 进行相关引物的

设计 ,研究该基因在金星无核 葡 萄 中 的 时 空

表达情况 。 以葡萄看家基因 UBI 作为内标基

因进行 qRT鄄PCR 分析 ,目的基因相关引物序

列见表 1 。 qRT鄄PCR见 文 献 [ 1 9 ] , 利 用 Bio鄄
Rad My鄄IQ2 荧光定量 PCR 仪 ,对目的基因的

表达情况进行实时荧光定量分析 。 反应体系

按照 SYBR Green I ( TOYOBO ) 的 说 明 书 进

行 ,反应条 件 为 : 9 5 益 预 变 性 1 0 s; 9 5 益 变

性 1 0 s, Tm 退火 2 0 s,7 2 益 延伸 3 0 s,4 0 个

循环 ,试验共设置 3 次重复 ,反应结束后采用

吟吟C t法 对 荧 光 定 量 PCR 扩 增 数 据 进 行 处

理 ,目的基 因 的 相 对 表 达 量 通 过 2 -吟吟Ct值 来

确定 。

2摇 结果与分析

2. 1摇 葡萄茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的 cDNA克隆及序列分析

摇 摇 根据 GenBank 中已登录的酿酒葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚

糖酶基因序列设计特异引物,以金星无核葡萄叶片的

cDNA为模板进行 PCR 扩增,分别获得了1 083 bp、
691 bp 和 325 bp 的 3 条片段。 将上述 3 条片段进行

克隆、测序,以及拼接组装,最终获得 1 条总长为

1 244 bp 的 cDNA 序列。 该序列包括 1 个1 083 bp 的

完整开放阅读框(ORF),33 bp 的 5忆非编码区和 128
bp 的 3忆非编码区(图 1)。 该基因 ORF 区包含一个含

有 360 个氨基酸的蛋白质,BioXM 2. 6 预测该鲜食葡

萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因所编码蛋白质的分子量为

89 440,理论等电点为 4郾 83。 再将获得的 ORF 序列

与 GenBank 中已登录的酿酒葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基

因序列进行同源性比对发现,在编码的 360 个氨基酸

中,仅第 204、234、249 和 306 位上的氨基酸存在差异,
两者相似度高达 98郾 9%(图 2)。
2. 2摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因所推导的氨基酸序

列及其系统发育关系分析

摇 摇 为了解不同物种 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的进化关系,
本研究从NCBI 公共数据库中下载了油棕、姜、百合、玉
米、豌豆、桃和水稻共7 个物种的 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶氨基酸

序列,用DNAMAN5.22 软件进行序列比对和系统进化树

的构建。 结果显示,8 条蛋白质序列含334 ~377 个氨基

酸残基,序列之间相似性均较低,说明不同物种 茁鄄1,3鄄葡
聚糖酶基因在进化过程中发生了较大变化(图3)。
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图 1摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig. 1摇 Nucleotide and deduced amino acid sequences of grape beta鄄1,3鄄glucanase gene

图 2摇 鲜食与酿酒葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶氨基酸序列比对

Fig. 2摇 The alignment of beta鄄1,3鄄glucanase amino acid sequences in table and wine grapes
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摇 摇 系统进化分析结果显示,葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶

氨基酸序列与其他物种之间遗传距离均较远,在全

部比较的 8 个物种中,除与酿酒葡萄同源性较高

(98郾 9% )外,与桃、豌豆、姜、油棕、百合、玉米的同

源性为50. 9% ~62郾 1% ,而与水稻的同源性最低,仅
为 33郾 1% (图 4)。

图 4摇 葡萄与其他植物 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶系统进化分析

Fig. 4 摇 Phylogenetic tree of beta鄄1,3鄄glucanase among grape
and other plants based on amino acid sequence

2. 3摇 葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的表达

为了解葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因在葡萄叶片接

种霜霉病菌后不同时期的表达情况,本研究以 UBI
作为内参基因,利用 qRT鄄PCR 技术对该基因在葡萄

叶片接种霜霉病菌后不同时期的表达情况进行了对

比分析。 结果显示,在接种霜霉病菌后的 72 h 内,
葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的相对表达水平均高于处

理 0 h (对照),且呈现出先升后降的变化趋势,尤其

在处理后 24 h 时,该基因的相对表达量达到最高,
约为对照的 5郾 6 倍,之后出现较大幅度下降(图 5)。
上述结果表明,霜霉病菌侵染可诱导葡萄 茁鄄1,3鄄葡
聚糖酶基因表达。

3摇 讨 论

葡萄霜霉病遍及世界各个葡萄产区,是葡萄生产

上重要的真菌性病害之一[20鄄23],当前对于该病害的防

治主要依赖于杀菌剂,过度及不适当地使用杀菌剂不

仅会危及食品安全,还会对环境造成严重危害,因此

培育抗病品种已成为解决这一病害的有效途径。 传

统的育种方法需要通过对杂交后代表型进行初步筛

选,此过程不仅费时耗财,且不易选育出理想的优质

抗病葡萄新品种[24]。 自 20 世纪后期以来分子生物

学技术取得了快速发展,这为缩短葡萄育种周期,加

图 5摇 霜霉病菌侵染后 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因的表达

Fig. 5摇 Expression of beta鄄1,3鄄glucanase gene infected by Plas鄄
mopara vitieola

快抗病新品种的选育进程带来了新的契机。 将分子

生物学技术充分应用到葡萄育种过程之中不仅可以

大幅缩短葡萄育种年限,同时还可以有效提高定向育

种效率,已引起葡萄育种工作者的高度重视。
早在 1992 年,Keen[25] 就指出植物的抗病性是

植物为了抵抗病原物的侵染、扩展和危害而在形态

结构和生理生化,以及时间和空间上的综合表现,其
实质是抗病相关基因表达的结果。 分子生物学研究

结果同样表明,植物在受到病原菌侵染时,其体内的

部分转录因子会被激活,进而调控下游抗病基因的

表达,从而达到抗病的目的[26鄄27],如中国野生葡萄

转录因子 VpWRKY1 和 VpWRKY2 可显著提高转基因

拟南芥对白粉病的抗性[28];VvPR1 基因的表达会因

霜霉菌的诱导而表现为强烈上调[29];欧洲葡萄

VST1 基因瞬时过量表达的叶片对于霜霉病的抗性

也会增强[30]。 近年来,有关葡萄转基因抗病育种也

取得了一定进展,将中国野生葡萄 STS 基因转化欧

洲葡萄后,转基因植株中的白藜芦醇含量会显著高

于对照,这有助于提高转基因植株的抗病性[31];而
将环形抗菌肽基因转化欧洲葡萄后,不仅可以大幅

提高转基因植株对于冠瘿病的抗性,同时也可在一

定程度上提高其对葡萄白粉病的抗性[32鄄33]。
鉴于 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶在植物抗病过程中所发挥

的重要作用,本研究以对霜霉病抗性较强的葡萄品

种金星无核为试验材料,采用 RT鄄PCR 技术成功获

得 1 个1 244 bp 的葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚糖酶基因序列。
葡萄霜霉病菌接种试验结果表明,葡萄 茁鄄1,3鄄葡聚

糖酶基因受霜霉病菌诱导上调表达,进而推测该基

因能够响应葡萄霜霉病菌的诱导,进而参与葡萄对

霜霉病菌的防御反应。
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