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川西云杉几丁质酶基因 ＰｌＣＨＩ 的克隆、
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摘　 要: 以川西云杉 (Ｐｉｃｅａ ｌｉｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｂａｌｆｏｕｒｉａｎａ (Ｒｅｈｄ. ｅｔ Ｗｉｌｓ.) Ｈｉｌｌｉｅｒ ｅｘ Ｓｌｓｖｉｎ)为材料ꎬ 利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术ꎬ 克隆获得几丁质酶基因 ＰｌＣＨＩ 的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ 并对该基因的序列特征及基因表达情况进行分析ꎮ
结果显示ꎬ ＰｌＣＨＩ 的开放阅读框长 １０１７ ｂｐꎬ 共编码 ３３８ 个氨基酸ꎻ 蛋白序列结构域分析结果表明ꎬ ＰｌＣＨＩ 为
ＣｌａｓｓⅠ类几丁质酶ꎬ 属 １９ 家族ꎬ 兼具溶菌酶活性ꎻ 该序列与其他植物几丁质酶的蛋白序列相似性较高ꎮ 系统

发育分析结果显示ꎬ 川西云杉 ＰｌＣＨＩ 序列与北美云杉(Ｐｉｃｅａ ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ (Ｂｏｎｇ.) Ｃｏｒｒ.)、 黑松(Ｐｉｎｕｓ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ

Ｐａｒｌ.)等松科植物亲缘关系最近ꎮ 进一步将 ＰｌＣＨＩ 重组质粒转入大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ 表达出约 ４５ ｋＤ 的蛋

白ꎬ 主要以包涵体形式存在ꎬ 且在 ２５℃下采用 ０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 时蛋白的表达量最佳ꎮ
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　 　 几丁质是真菌细胞壁的主要成分之一ꎬ 在高等

真菌如担子菌纲 ( Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)、 子囊菌纲

(Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ)和半知菌纲(Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｅｔｅｓ)中ꎬ
几丁质可占其真菌细胞壁干重的 ４０％ ~ ６０％ꎬ 主

要以网状微纤丝的形式错落包埋于真菌菌丝体以及

孢子的细胞壁和结构膜中[１－３]ꎮ 几丁质酶是一类与

植物抗病性相关的次生水解复合酶ꎬ 能够水解真菌

细胞壁中的几丁质ꎬ 对真菌表现为广谱抗性[４]ꎮ
据报道ꎬ 植物几丁质酶抑制真菌生长的机制可能是

通过碱性几丁质酶在菌丝体尖端水解几丁质链ꎬ 导

致细胞壁变薄并破坏原生质体ꎬ 新合成的几丁质被

酸性几丁质酶降解成几丁质寡糖ꎬ 导致菌丝的伸长

和生长受到抑制ꎬ 菌体孢子萌发率降低[５]ꎮ 同时ꎬ
降解产生的真菌细胞壁碎片还可发挥诱导物的作

用ꎬ 刺激寄主植物产生抗病反应[６]ꎮ 在患病植物

组织中ꎬ 植物几丁质酶的积累可减缓病原体的生

长ꎬ 减少孢子形成[７]ꎮ 在未患病部位中ꎬ 产生的

几丁质酶可引起植物获得系统性抗性ꎬ 使受影响的

植物免遭病原菌的进一步侵染[８]ꎮ
为研究植物几丁质酶基因的进化、 表达和功

能ꎬ Ｂｒｏｇｌｉｅ 等[９] 首次从菜豆(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ
Ｌ.)中克隆出几丁质酶基因ꎬ 发现经乙烯处理的菜

豆幼苗体内几丁质酶表达量明显增加ꎮ 随后ꎬ 许多

植物中相继克隆获得了该基因ꎮ 如水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａ￣
ｔｉｖａ Ｌ.) [１０]、 罗望子(Ｔａｍａｒｉｎｄｕｓ ｉｎｄｉｃａ Ｌ.) [１１] 和

沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ Ｌ.) [１２] 等植物经真

菌诱导后几丁质酶表达量明显增加ꎬ 且酶活性显

著提高ꎮ 体外抑菌实验结果表明ꎬ 不同来源的植

物几 丁 质 酶 对 立 枯 丝 核 菌 (Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ
Ｋｔｉｈｎ.) [１３]、 尖孢 镰 孢 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍ
Ｓｃｈｌ.) [１４]和瓜果腐霉菌(Ｐｙｔｈｉｕｍ ａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ
(Ｅｄｓ.) Ｆｉｔｚｐ.) [１５]等多种病原真菌具有明显的拮抗

作用ꎬ 可以抑制其菌丝生长和孢子萌发ꎮ 利用基因

工程手段将异源几丁质酶基因转入植物体内并成功

表达ꎬ 也能对真菌产生一定的抑制作用ꎬ 如马铃薯

( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ.) [１６]、 油 菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓ Ｌ.) [１７]、 水稻[１８] 等转几丁质酶基因植物的

抗性均明显高于对照ꎮ 因此ꎬ 几丁质酶在植物抵御

真菌病害的侵染中具有重要作用ꎮ
几丁质酶基因在松科植物中已有一些报道ꎬ 包

括 樟 子 松 ( Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ
Ｌｉｔｖ.) [１９]、 加州山松 (Ｐｉｎｕｓ ｍｏｎｔｉｃｏｌａ Ｄｏｕｇｌ. ｅｘ

Ｄ. Ｄｏｎ) [２０]等ꎮ 在云杉属(Ｐｉｃｅａ)植物中报道较多

的为挪威云杉 (Ｐｉｃｅａ ａｂｉｅｓ Ｋａｒｓｔ.)ꎮ 研究发现ꎬ
畸雌腐霉(Ｐｙｔｈｉｕｍ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ Ｂｕｉｓｍａｎ)和白腐病菌

(Ｈｅｔｅｒｏｂａｓｉｄｉｏｎ ａｎｎｏｓｕｍ (Ｆｒ.) Ｂｒｅｆ)分别侵染挪

威云杉幼苗后ꎬ 其根部木质化程度增加ꎬ 且几丁质

酶活性显著提高[２１ꎬ ２２]ꎮ Ｊｏｈｎｋ 等[２３] 从根腐病侵染

的挪威云杉幼苗中检测出了 ７ 种Ⅳ类几丁质酶亚

型ꎬ 均与真菌细胞壁降解有关ꎮ 但目前对于川西云

杉(Ｐｉｃｅａ ｌｉｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｂａｌｆｏｕｒｉａｎａ (Ｒｅｈｄ. ｅｔ
Ｗｉｌｓ.) Ｈｉｌｌｉｅｒ ｅｘ Ｓｌｓｖｉｎ)几丁质酶的研究尚未见报

道ꎮ 因此ꎬ 本研究以川西云杉为材料ꎬ 从中克隆出

几丁质酶基因 ＰｌＣＨＩ 的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ 对其核

苷酸和氨基酸序列进行比对分析ꎬ 明确其序列的结

构特征ꎻ 并将该基因导入大肠杆菌中进行原核表

达ꎬ 以期为川西云杉抗病的分子机制研究奠定

基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

川西云杉采自四川省甘孜州二郎山林场ꎬ 以其

嫩叶为实验材料ꎮ
１􀆰 ２　 ＰｌＣＨＩ 基因的克隆

采用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取川西云杉总 ＲＮＡꎬ
并反转录成 ｃＤＮＡꎮ 参考 ＮＣＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )中云杉属其他植物几丁质

酶基因的核苷酸序列ꎬ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件设计川

西云杉 ＰｌＣＨＩ 基因的特异性引物 ＰｌＣＨＩ￣Ｆ 和 ＰｌＣＨＩ￣
Ｒ(表 １)并进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 程序如下: ９４℃预变

性 ３ ｍｉｎꎬ ９４℃变性 ３０ ｓꎬ ５４℃退火 １ ｍｉｎꎬ ７２℃
延伸 １􀆰５ ｍｉｎꎬ 共 ４０ 个循环ꎻ 最后 ７２℃ 延伸

７ ｍｉｎꎬ 于 ４℃保存ꎮ 扩增产物经回收、 纯化后与

ｐＭＤ １９￣Ｔ 载体连接ꎮ 将重组质粒 ｐＭＤ １９￣Ｔ￣
ＰｌＣＨＩ 转入 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ 阳性克隆经鉴定后

送测序ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列 (５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＰｌＣＨＩ￣Ｆ ＡＴＧＡＡＧＴＣＧＡＴＴＡＧＧＴＴＣＴＣＣＧ

ＰｌＣＨＩ￣Ｒ ＴＴＡＡＡＣＣＡＣＧＧＴＴＴＴＧＡＴＡＡＧＧＣ

ＰｌＣＨＩＢａｍ ＨⅠ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＴＴＧＴＡＴＴＴＴＧＣＧＴＣＴＧＣ

ＰｌＣＨＩＨｉｎｄ Ⅲ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＣＣＡＣＧＧＴＴＴＴＧＡＴＡＡＧＧＣ
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１􀆰 ３　 生物信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰０ 软件对 ＰｌＣＨＩ 基因的核苷

酸和氨基酸序列进行比对分析ꎬ 通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ ＿ ｆｉｎｄ.
ｈｔｍｌ)工具查找开放阅读框ꎻ 利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ １􀆰８１ 软

件对蛋白质序列进行同源性分析ꎻ 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 在线软件

预测蛋白质的理化性质ꎻ 利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰１ ｓｅｒｖｅｒ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / ) 在

线软件预测氨基酸潜在磷酸化位点ꎻ 采用 ＳｉｇｎａｌＰ
４􀆰１ ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ / )在线工具预测氨基酸潜在磷酸化位点ꎻ
采用 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 工 具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｏｓｉｔｅ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ)分析蛋白质功能位点和功能域ꎻ
利用工具 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / )
预测蛋白质二级结构ꎻ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)预测蛋白质

三级结构ꎻ 利用 ＭＥＧＡ ５􀆰０５ 软件进行系统进化

分析ꎮ
１􀆰 ４　 ＰｌＣＨＩ 基因原核表达载体的构建

将测序得到的重组质粒 ｐＭＤ １９￣Ｔ￣ＰｌＣＨＩ 进
行质粒提取ꎬ 以纯化质粒为模板ꎬ 利用特异性引

物 ＰｌＣＨＩＢａｍ ＨⅠ和 ＰｌＣＨＩＨｉｎｄ Ⅲ(表 １)扩增含有

Ｂａｍ ＨⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ 酶切位点且不含信号肽的

ＰｌＣＨＩ 基因序列ꎮ ＰＣＲ 反应程序为: ９４℃预变性

３ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎬ ６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸

１􀆰５ ｍｉｎꎬ 共 ４０ 个循环ꎻ 最后 ７２℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 回

收特异性片段ꎬ 利用限制性内切酶 Ｂａｍ ＨⅠ和

Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切目的片段和 ｐＥＴ￣３２ａ 载体ꎬ 纯化、
回收后采用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ 然后转入 ＤＨ５α
感受态细胞中ꎬ 阳性克隆送测序ꎮ
１􀆰 ５　 重组蛋白的诱导表达及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ分析

将构建好的表达载体质粒转化至 ＢＬ２１(ＤＥ３)
感受态细胞中ꎬ 挑取单菌落于 ＬＢ 液体培养基(含
１００ ｍｇ / Ｌ Ａｍｐ)中 ３７℃、 ２００ ｒ / ｍｉｎ 过夜振荡培

养ꎬ 次日 ＰＣＲ 检测表达载体是否转入成功ꎬ 并筛

选重组蛋白最适诱导条件(包括最佳 ＩＰＴＧ 浓度、
最佳诱导时间和最佳诱导温度)ꎮ 最适 ＩＰＴＧ 浓度

的筛选: 将已过夜培养的菌液按照 １ ∶ １００ 的比例

加入 ＬＢ 液体培养基(含 １００ ｍｇ / Ｌ Ａｍｐ)中ꎬ 于摇

床中 ３７℃、 ２００ ｒ / ｍｉｎ 活化 ２􀆰５ ｈꎬ 分别加入诱导

剂 ＩＰＴＧ( ＩＰＴＧ 终浓度分别为 ０􀆰２、 ０􀆰４、 ０􀆰６、 ０􀆰８、

１􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ)诱导 ３ ｈꎬ 以不加 ＩＰＴＧ 诱导的菌液、
ＩＰＴＧ 诱导的空载体和不加 ＩＰＴＧ 诱导的空载体为

对照ꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测诱导情况ꎮ 以最适

ＩＰＴＧ 浓度进行最适诱导时间的筛选ꎬ 时间梯度分

别设为 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈꎬ 对照同上ꎮ 以最适

ＩＰＴＧ 浓度和最佳诱导时间进行最佳诱导温度的筛

选ꎬ 温度梯度分别设为 ２０℃、 ２５℃、 ３０℃、 ３７℃ꎬ
对照同上ꎮ 以筛选出的最佳诱导条件进行重组蛋白

的诱导表达ꎬ 参考刘裕峰等[２４] 的方法对诱导后的

样品进行处理ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰｌＣＨＩ 基因全长 ｃＤＮＡ克隆

以川西云杉 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 扩

增产物经检测后得到约 １０００ ｂｐ 的单一条带(图
１)ꎮ 经测序ꎬ 该核苷酸片段长度为 １０１７ ｂｐ(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号: ＭＫ０５４２３９)ꎮ

2000

1000
750

500

250

100

1017

M 1
bp

bp

Ｍ: ＤＬ２０００ꎻ １: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃＤＮＡ.

图 １　 川西云杉 ＰｌＣＨＩ基因 ＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰｌＣＨＩ ｆｒｏｍ Ｐｉｃｅａ

ｌｉｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｂａｌｆｏｕｒｉａｎａ

２􀆰 ２　 ＰｌＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ序列全长分析

序列分析结果显示ꎬ ＰｌＣＨＩ 基因序列包含一个

完整的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ 共编码 ３３８ 个氨基酸

(图 ２)ꎮ 且该基因的核苷酸序列与松科植物的基

因序列一致性均在 ９０％以上ꎬ 其中与杂交云杉

(Ｐｉｃｅａ ｅｎｇｅｌｍａｎｎｉｉ￣ｇｌａｕｃａ) 的序列一致性高达

９７％ꎬ 与 北 美 云 杉 ( Ｐｉｃｅａ ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ ( Ｂｏｎｇ.)
Ｃｏｒｒ.)的序列一致性达 ９４％ꎬ 表明 ＰｌＣＨＩ 基因为云

杉几丁质酶基因家族的一员ꎮ
２􀆰 ３　 蛋白理化性质分析

ＰｌＣＨＩ 蛋白理化性质分析结果显示ꎬ 该蛋白

的分子式为 Ｃ１５７８Ｈ２３７２Ｎ４４６Ｏ４８０Ｓ２２ꎬ 相对分子量为
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ＡＴＧ 为起始密码子ꎻ ∗为终止密码子ꎮ
ＡＴＧ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

图 ２　 ＰｌＣＨＩ基因 ｃＤＮＡ序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰｌＣＨＩ ｇｅｎｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３５􀆰９８ ｋＤꎬ 理论等电点为 ８􀆰４２ꎮ 该蛋白由 ２０ 种氨

基酸组成ꎬ 不稳定指数为 ４２􀆰６ꎬ 为不稳定性蛋白ꎻ
亲水性平均值 －０􀆰３４０ꎬ 属亲水性蛋白ꎮ 该蛋白的

氨基酸序列具有 ３０ 个潜在的磷酸化位点ꎬ 且在氨

基酸序列的第 ２６ 和第 ２７ 位间存在一个概率为

０􀆰６６４ 的潜在信号肽断裂位点ꎬ 表明该蛋白中存在

信号肽ꎬ 属分泌蛋白ꎮ
２􀆰 ４　 蛋白结构预测

ＰｌＣＨＩ 蛋白进行二级结构预测结果表明 (图

３)ꎬ 其主要由 ４ 部分组成ꎬ 包括无规则卷曲、
α￣螺旋、 延 伸 链 和 β￣转 角ꎬ 所 占 比 例 分 别 为

５７􀆰６９％、 ２９􀆰２９％、 ９􀆰１７％ 和 ３􀆰８５％ꎮ ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 在线软件预测该蛋白的三级结构主要由无

规则卷曲和螺旋等 ２ 个元件组成(图 ４)ꎬ 与二级结

50 100 150 200 250
!"#$% α-&'
()* β-+,

Random coil α-helix
Extended strand β-turn

300

图 ３　 预测的 ＰｌＣＨＩ蛋白二级结构
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｌＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 预测的 ＰｌＣＨＩ蛋白三级结构
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｌＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ
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构预测结果相符ꎻ 同时ꎬ 该蛋白 ３Ｄ 模型与粳稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. ｓｕｂｓｐ ｊａｐｏｎｉｃａ)Ⅰ类几丁质酶蛋

白结构相似ꎬ 推测两者具有相似的功能ꎮ

２􀆰 ５　 蛋白序列同源性分析

ＰｌＣＨＩ 蛋白氨基酸序列进行多重比对结果显示

(图 ５)ꎬ ＰｌＣＨＩ 氨基酸序列与黑松(Ｐｉｎｕｓ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ

ＣＡＢ０１５９１􀆰１: 鳄梨ꎻ ＸＰ＿０１０２４２８４８􀆰１: 荷花ꎻ ＡＡＴ４００３０􀆰１: 二倍体多年生大刍草ꎻ ＸＰ＿０２６６５６００６􀆰１: 海枣ꎻ
ＡＣＪ０６６３４􀆰３: 野生蕉ꎻ ＸＰ＿０２０２３７６７２􀆰１: 小果野蕉ꎻ ＡＥＦ５９００５􀆰１: 黑松ꎻ ＢＡＤ０２８２４􀆰１: 落羽杉ꎮ
ＣＡＢ０１５９１􀆰１: Ｐｅｒｓｅａ ａｍｅｒｉｃａｎａ Ｍｉｌｌ.ꎻ ＸＰ＿００１０２４２８４８􀆰１: Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ.ꎻ ＡＡＴ４００３０􀆰１: Ｚｅａ ｄｉｐｌｏ￣
ｐｅｒｅｎｎｉｓ Ｌ.ꎻ ＸＰ＿０２６６５６００６􀆰１: Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ Ｌ.ꎻ ＡＣＪ０６６３４􀆰３: Ｍｕｓａ ｓｐｐ.ꎬ ＡＢ Ｇｒｏｕｐꎻ ＸＰ＿０２０２３７６７２􀆰１:
Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔｅ Ｌ.ꎻ ＡＥＦ５９００５􀆰１: Ｐｉｎｕｓ ｃｏｎｔｏｒｔａ Ｄｏｕｇｌ. ｅｘ Ｌｏｕｄꎻ ＢＡＤ０２８２４􀆰１: Ｔａｘｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ (Ｌ.) Ｒｉｃｈ.

图 ５　 ＰｌＣＨＩ氨基酸序列与其他物种的多重比对
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｌＣＨＩ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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Ｐａｒｌ.)的同源性达 ９０％ꎬ 与其余 ８ 种植物的同源性

也都在 ６７％以上ꎬ 且功能区的氨基酸序列较为保

守ꎬ 说明 ＰｌＣＨＩ 与其他植物几丁质酶蛋白具有相似

的功能ꎮ ＰｌＣＨＩ 氨基酸序列在第 ２８ ~ ６５ 位处存在

两个几丁质结合结构域ꎬ 包含 ７ 个碳水化合物结合

位点ꎮ 同时ꎬ 在第 ８ ~ ３１７ 位氨基酸残基间存在一

个几丁质酶 １９ 超家族ꎬ 说明该蛋白为 １９ 家族的

成员之一ꎬ 其中还具有 ３ 个催化残基位点和 ７ 个糖

结合位点ꎻ 同时该蛋白还具有一个类溶菌酶超家族

基因的保守结构域ꎬ 推测该蛋白兼具溶菌酶活性ꎮ
２􀆰 ６　 系统进化分析

为阐明川西云杉 ＰｌＣＨＩ 蛋白与其他植物间的系

统进化关系ꎬ 本研究筛选出与该蛋白同源关系较

近的蛋白序列ꎬ 构建了几丁质酶蛋白的系统发育

树ꎮ 结果显示(图 ６)ꎬ 川西云杉与同科的杂交云

杉的几丁质酶序列同源性最高ꎬ 其次为北美云杉

和黑松ꎬ 而与禾本科植物的亲缘关系最远ꎮ 由此

推测ꎬ ＰｌＣＨＩ 与松科几丁质酶蛋白的亲缘关系最

近ꎮ
２􀆰 ７　 原核表达载体的构建与鉴定

本研究将扩增得到的 ＰｌＣＨＩ 基因片段和 ｐＥＴ￣
３２ａ 构 建 表 达 载 体ꎬ 经 酶 切、 连 接 后 转 化 至

ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ 经过菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ 得到

与目的片段一致的特异性条带(图 ７) ꎮ 测序结果

□ 裸子植物 Ｇｙｍｎｏｓｐｅｒｍ　 　 ○ 被子植物 Ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ

图 ６　 ＰｌＣＨＩ与其他植物几丁质酶蛋白序列的系统发育分析
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ＰｌＣＨＩ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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表明 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ 表达载体的序列与目标基因

序列一致ꎮ
２􀆰 ８　 重组表达载体质粒的诱导表达及电泳分析

本研究将构建好的 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ 表达载体

质粒转化至 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ 得到与目

的基因大小一致的条带(图 ８)ꎮ 最佳 ＩＰＴＧ 诱导实

验结果显示(图 ９: Ａ)ꎬ 对照无融合蛋白表达ꎬ 不

同 ＩＰＴＧ 浓度诱导下均有目的蛋白出现ꎬ 与预期大

小相符ꎮ 确定 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ 为最佳诱

导浓度进行诱导时间实验ꎮ
本研究发现ꎬ 不同诱导时间下均能诱导出目的

蛋白(图 ９: Ｂ)ꎬ 但随着诱导时间的增加ꎬ 目的蛋

白的表达量变化不大ꎬ 确定 ４ ｈ 为最适诱导时间并

进行诱导温度实验ꎮ 不同温度条件下蛋白诱导实验

结果显示(图 ９: Ｃ)ꎬ 各温度下均有大量目的蛋白

出现ꎬ 在 ２５℃和 ３０℃下蛋白表达最为丰富ꎬ 且二

者差异不大ꎮ 在上清液中无明显目的蛋白条带出

现ꎬ 其主要以包涵体的形式存在ꎮ

2000
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bp

100

　 　 　 　 　 Ｍ: ＤＬ２０００ꎻ １: ＰＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＤＨ５α.

图 ７　 ＰＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ扩增条带
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ３２ａ￣ＰｌＣＨＩ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ

　 　 　 Ｍ: ＤＬ２０００ꎻ １ꎬ ２: ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ.

图 ８　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ转入 ＢＬ２１ 的条带检测
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｂａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ＢＬ２１
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Ｍ: 蛋白质分子量标准ꎮ Ａ: 最佳 ＩＰＴＧ 诱导浓度的筛选ꎮ １: 不加 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体ꎻ ２: ０􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导 ｐＥＴ￣
３２ａ 空载体ꎻ ３ ~ ８: ＩＰＴＧ 诱导浓度分别为 ０、 ０􀆰２、 ０􀆰４、 ０􀆰６、 ０􀆰８、 １􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ Ｂ: 最佳诱导时间的筛选ꎮ １: ０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的
ＩＰＴＧ 诱导 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体 ４ ｈꎻ ２: 不加 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体ꎻ ３: 不加 ＩＰＴＧ 诱导的菌液ꎻ ４ ~ ８: ０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 分
别诱导 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈꎮ Ｃ: 最佳诱导温度的筛选ꎮ １: 诱导全菌液ꎻ ２ ~ ５: 分别以 ２０℃、 ２５℃、 ３０℃和 ３７℃诱导上清中蛋白表
达ꎻ ６ ~ ９: 分别以 ２０℃、 ２５℃、 ３０℃和 ３７℃诱导沉淀中蛋白表达ꎮ
Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ. Ａ: Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. １: ｐＥＴ￣３２ａ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧꎻ ２: ＩＰＴＧ
( ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＥＴ￣３２ａ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎻ ３－８: ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１( ＤＥ３) ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０ꎬ ０􀆰 ２ꎬ ０􀆰 ４ꎬ ０􀆰 ６ꎬ
０􀆰 ８ꎬ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ. Ｂ: Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ. １: ＩＰＴＧ (０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＥＴ￣３２ａ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎻ ２: ｐＥＴ￣
３２ａ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧꎻ ３: ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３) ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧꎻ ４－８: ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３) ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＩＰＴＧ (０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８ꎬ １０ ｈ. Ｃ: Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. １: ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１ (ＤＥ３) ｗａｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ ３７℃ꎻ ２－５: Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３) ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ ２０℃ꎬ ２５℃ꎬ ３０℃ꎬ ａｎｄ ３７℃ꎻ ６－９: Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３) ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ ２０℃ꎬ ２５℃ꎬ ３０℃ꎬ ａｎｄ ３７℃.

图 ９　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导条件的优化
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＰｌＣＨＩ￣ＢＬ２１(ＤＥ３)

９０５　 第 ４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 刘利娟等: 川西云杉几丁质酶基因 ＰｌＣＨＩ 的克隆、 表达与生物信息学分析
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３　 讨论

几丁质酶是一类与植物抗病性有关的防御酶ꎬ
也被称作病程相关蛋白ꎬ 他们在植物体的大多数器

官中均有分布ꎬ 催化几丁质中 Ｎ￣乙酰葡萄糖残基

之间的 β￣１ꎬ ４￣糖苷键水解生成 Ｎ￣乙酰氨葡萄糖寡

聚体或 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖单体ꎬ 成为植物防

御真菌病原体系统的诱导物[２５ꎬ ２６]ꎮ 研究表明ꎬ 许

多几丁质酶是针对病原体诱导产生ꎬ 因此其主要参

与防御细胞壁中含有几丁质的真菌[２７]ꎮ 本研究克

隆获得 ＰｌＣＨＩ 基因的全长序列ꎬ 且该基因序列与前

人报道的二色补血草(Ｌｉｍｏｎｉｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ (Ｇｉｒａｒｄ)
Ｋｕｎｔｚｅ) [１４]、 人参(Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙ.) [２８]

等物种的基因序列长度一致ꎬ 表明 ＰｌＣＨＩ 基因与其

他植物源几丁质酶基因具有较高的同源性ꎮ 氨基酸

序列多重比对结果显示ꎬ ＰｌＣＨＩ 与其他植物源几丁

质酶蛋白的序列和功能相似ꎬ 且功能区域的氨基酸

序列较为保守ꎮ 作为一种糖基水解酶ꎬ 几丁质酶大

小约为 ２０ ~ １２０ ｋＤꎮ 不同来源的几丁质酶分子量

大小差异较大ꎬ 其中细菌为 ６０ ~ １１０ ｋＤꎬ 真菌一

般大于 ３０ ｋＤꎬ 而植物为 ２５ ~ ４０ ｋＤ[２９]ꎮ 本研究

中ꎬ ＰｌＣＨＩ 蛋 白 约 为 ３６ ｋＤꎬ 与 油 棕 ( Ｅｌａｅｉｓ
ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.) [２６]、 木麻黄 (Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉ￣
ｓｅｔｉｆｏｌｉａ Ｆｏｒｓｔ.) [２] 等植物的蛋白分子量相近ꎮ 然

而ꎬ 本研究中蛋白电泳分析结果显示ꎬ 经 ＢＬ２１
(ＤＥ３)原核表达的蛋白分子量略大ꎬ 约为 ４５ ｋＤꎬ
推测可能是 ｐＥＴ￣３２ａ 表达载体本身所带的 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ
标签序列所致ꎮ

根据氨基酸序列初级结构和特定的结构域特

征ꎬ 植物几丁质酶基因被分为 １８ 和 １９ 两大家

族[３０]ꎮ １８ 家族不仅在植物中存在ꎬ 还广泛分布于

许多真菌、 细菌、 昆虫和哺乳动物中[３１]ꎮ １９ 家族

主要存在于植物中ꎬ 如茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.)
Ｏ. Ｋｔｚｅ.) [３２]、 日本柳杉 (Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ
(Ｌ. ｆ.) Ｄ. Ｄｏｎ) [２９] 等ꎬ 多为糖基化水解酶ꎬ 与植

物对病原物的防御机制有关[３３]ꎮ 根据他们的氨基

酸序列特征ꎬ 可将植物几丁质酶划分为Ⅰ ~ Ⅶ等

７ 类ꎬ 其中Ⅰ类几丁质酶具有最高的抗真菌活性ꎬ
原因可能是其存在几丁质结合结构域[３４ꎬ ３５]ꎮ 由

ＰｌＣＨＩ 蛋白功能域分析结果可知ꎬ ＰｌＣＨＩ 属 １９ 家

族ꎬ 且包含 Ｎ￣端信号肽区、 几丁质结合结构域、
可变交联区和催化功能区 ４ 大部分ꎬ 无 Ｃ 末端延

伸ꎬ 属 Ｃｌａｓｓ Ⅰ类几丁质酶ꎮ 与Ⅲ、 Ⅴ类几丁质

酶属 １８ 家族ꎬ 其余类型和部分链霉菌几丁质酶

属 １９ 家族的报道一致[３０] ꎬ 推测其具有较强的几

丁质分解活性ꎬ 对病原菌有一定的抑制作用ꎮ 许

多植物几丁质酶不仅对几丁质有分解活性ꎬ 还同时

具备溶菌酶活性ꎮ 本研究发现ꎬ ＰｌＣＨＩ 不仅属 １９
家族ꎬ 同时还是类溶菌酶超家族中的一员ꎬ 推测该

蛋白兼具溶菌酶活性ꎬ 研究结果也与已报道的微

甘菊(Ｍｉｋａｎｉａ ｍｉｃｒａｎｔｈａ Ｋｕｎｔｈ.) [３６]、 豇豆(Ｖｉｇｎａ
ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ (Ｌ.) Ｗａｌｐ.) [３７] 等几丁质酶的功能相

吻合ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析结果发现ꎬ ２５℃下采用

０􀆰２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导菌株表达 ４ ｈ 时ꎬ 目的蛋白

表达量最大ꎬ 但蛋白主要以包涵体的形式存在ꎬ 且

降低诱导温度对促进蛋白溶解作用不大ꎮ 一般情况

下ꎬ 在大肠杆菌中过表达的重组蛋白容易以包涵体

的形式存在[３８]ꎮ Ｇｒａｃａ 等[２] 对木麻黄结节的Ⅲ类

几丁质酶过表达ꎬ 得到的目的蛋白全部为包涵体ꎮ
Ｓｉｎｇｈ 等[３９] 将小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)的Ⅶ类

几丁质酶基因导入大肠杆菌中融合表达ꎬ 得到的目

的蛋白也几乎全部为包涵体ꎬ 但复性后的包涵体对

茶轮纹病菌(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉａ ｔｈｅａｅ Ｓａｗ.)、 立枯丝核菌

等多种病原菌均表现出抗性ꎮ 由此推断ꎬ 经复性后

的几丁质酶包涵体仍具有活性ꎬ 可进一步探究其蛋

白功能及表达特性ꎮ
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ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｌａｓｓ Ⅲ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｃａｓｕａｒｉｎａ

ｇｌａｕｃａ ｎｏｄｕｌｅｓ[ Ｊ] . Ｓｙｍｂｉｏｓｉｓꎬ ２０１６ꎬ ７０(１－３): １３９－

１４８.

[ ３ ] 　 蒋选利ꎬ 李振岐ꎬ 康振生ꎬ 闫海林. 几丁质酶与植物的抗病

性[Ｊ] . 西北农业学报ꎬ ２００２ꎬ １１(３): ７１－７５.

Ｊｉａｎｇ ＸＬꎬ Ｌｉ ＺＱꎬ Ｋａｎｇ ＺＳꎬ Ｙａｎ ＨＬ. Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐｌａｎｔ

ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅ Ｂｏｒｅａｌｉ￣ｏｃｃｉｄｅｎ￣

ｔａｌｉｓ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００２ꎬ １１(３): ７１－７５.

[ ４ ] 　 苟艳ꎬ 谢天ꎬ 蒲莉ꎬ 王刚刚. 解淀粉芽孢杆菌 ＭＹ００１ 菌株对

几丁质的降解及对芦笋茎枯病菌的拮抗作用[Ｊ] . 应用与环

境生态学报ꎬ ２０１８ꎬ ２４(６): １３１８－１３２３.

Ｇｏｕ Ｙꎬ Ｘｉｅ Ｔꎬ Ｐｕ Ｌꎬ Ｗａｎｇ ＧＧ. Ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｔｉｎ
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ａｎｄ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｎ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ａｓｐａｓａｇｉ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＹ００１[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ

＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ２４(６): １３１８－１３２３.

[ ５ ] 　 Ｈｅ Ｘꎬ Ｍｉｙａｓａｋａ ＳＣꎬ Ｆｉｔｃｈ ＭＭꎬ Ｍｏｏｒｅ ＰＨꎬ Ｚｈｕ ＹＪ.
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａ￣
ｒｏ (Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ (Ｌ.) Ｓｃｈｏｔｔ) ｗｉｔｈ ａ ｒｉｃｅ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ

ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ａ ｆｕｎｇａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｓｃｌｅｒｏ￣

ｔｉｕｍ ｒｏｌｆｓｉｉ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ ２００８ꎬ ２７(５): ９０３－９０９.

[ ６ ] 　 罗晶晶ꎬ 张仁英ꎬ 齐晓花ꎬ 徐强ꎬ 陈学好. 黄瓜几丁质酶基因

克隆及与白粉病抗性关系的初步研究[Ｊ] . 分子植物育种ꎬ
２０１５ꎬ １３(７): １５８４－１５９１.

Ｌｕｏ ＪＪꎬ Ｚｈａｎｇ ＲＹꎬ Ｑｉ ＸＨꎬ Ｘｕ Ｑꎬ Ｃｈｅｎ ＸＨ. Ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ
ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｔｏ ｒｅ￣

ｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｗｄｅｒｙ ｍｉｌｄｅｗ ｉｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ (Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉ￣

ｖｕｓ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２０１５ꎬ １３ ( ７):
１５８４－１５９１.

[ ７ ] 　 Ｓａｍａｃ ＤＡꎬ Ｓｈａｈ ＤＭ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｃｉｄｉｃ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ １９９１ꎬ ３(１０): １０６３－１０７２.

[ ８ ] 　 Ｄｏｎｇ Ｓꎬ Ｔｒｅｄｗａｙ ＬＰꎬ Ｓｈｅｗ ＨＤꎬ Ｗａｎｇ ＧＬꎬ Ｓｉｖａｍａｎｉ Ｅꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔａｌｌ ｆｅｓｃｕｅ ｔｏ ｔｗｏ ｍａｊｏｒ ｆｕｎ￣

ｇａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉꎬ ２００７ꎬ １７３(５): ５０１－５０９.
[ ９ ] 　 Ｂｒｏｇｌｉｅ ＫＥꎬ Ｇａｙｎｏｒ ＪＪꎬ Ｂｒｏｇｌｉｅ ＲＭ. Ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏ￣

ｄｉｎｇ ａｎ ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ

Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９８６ꎬ ８３(１８): ６８２０－６８２４.

[１０] 　 Ｐａｒｋ ＳＭꎬ Ｋｉｍ ＤＨꎬ Ｔｒｕｏｎｇ ＮＨꎬ Ｉｔｏｈ Ｙ. Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌａｓｓ Ⅲ ｃｈｉｔｉｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ
ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｃｒｏｂ Ｔｅｃｈꎬ ２００２ꎬ

３０(６): ６９７－７０２.
[１１] 　 Ｒａｏ ＤＨꎬ Ｇｏｗｄａ ＬＲ. Ａｂｕｎｄａｎｔ ｃｌａｓｓ Ⅲ ａｃｉｄｉｃ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ

ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ｉｎ ｔａｍａｒｉｎｄ (Ｔａｍａｒｉｎｄｕｓ ｉｎｄｉｃａ) ｓｅｅｄ ｓｅｒｖｅｓ
ａｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎ [ Ｊ] . Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍꎬ
２００８ꎬ ５６(６): ２１７５－２１８２.

[１２] 　 Ｌｉｎ ＳＹꎬ Ｋｗａｎ ＨＳ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｆｕｎ￣
ｇａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎꎬ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓꎬ
ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｃｌａｓｓ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏ￣

ｃｈｅｍ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１２ꎬ ５０(７－８): ６００－６１５.
[１３] 　 Ｔｏｈｉｄｆａｒ Ｍꎬ Ｍｏｈａｍｍａｄｉ Ｍꎬ Ｇｈａｒｅｙａｚｉｅ Ｂ. Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣

ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ (Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)
ｕｓｉｎｇ ａ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｂｅａｎ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｏｒｇ Ｃｕｌｔꎬ ２００５ꎬ ８３(１): ８３－９６.

[１４] 　 Ｌｉｕ ＺＨꎬ Ｗａｎｇ ＹＣꎬ Ｑｉ ＸＴꎬ Ｙａｎｇ ＣＰ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ Ｌｂｃｈｉ３１ ｆｒｏｍ Ｌｉｍｏｎｉｕｍ ｂｉｃｏ￣

ｌｏｒ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ

Ｒｅｐꎬ ２０１０ꎬ ３７(５): ２４４７－２４５３.
[１５] 　 Ｙｅ ＸＹꎬ Ｎｇ ＴＢ. Ａ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ

ｍｕｎｇ ｂｅａｎ[ Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒ Ｐｕｒｉｆꎬ ２００５ꎬ ４０(２): ２３０－

２３６.

[１６] 　 Ｋｈａｎ Ａꎬ Ｎａｓｉｒ ＩＡꎬ Ｔａｂａｓｓｕｍ Ｂꎬ Ａａｌｉｙａ Ｋꎬ Ｔａｒｉｑ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｏｔａｔｏ

ａｇａｉｎｓｔ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｏｌａｎｉ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｔｉｓｓ Ｏｒｇａｎ Ｃｕｌｔꎬ
２０１７ꎬ １２８(３): ５６３－５７６.

[１７] 　 Ｍｏｒａｄｙａｒ Ｍꎬ Ｍｏｔａｌｌｃｂｉ Ｍꎬ Ｚａｍａｎｉ ＭＲꎬ Ａｇｈａｚａｄｅｈ Ｒ.
Ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｏｎｆｅｒｓ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃａｎｏｌａ [ Ｊ ] . Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ
２０１６ꎬ ５２(２): １１９－１２９.

[１８] 　 Ｒａｊｅｓｈ Ｔꎬ Ｍａｒｕｔｈａｓｌａｍ Ｓꎬ Ｋａｌｐａｎａ Ｋꎬ Ｐｏｏｖａｎｎａｎ Ｋꎬ Ｋｕ￣
ｍａｒ ＫＫ. Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｈｅａｔｈ ｂｌｉｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ＡＳＤ１６ ｒｉｃｅ ｌｉｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａ ｒｉｃｅ ｃｈｉ１１ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅ[Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ ２０１６ꎬ ６０(４): ７４９－７５６.
[１９] 　 Ｐｉｒｔｔｉｌ ＡＭꎬ Ｌａｕｋｋａｎｅｎ Ｈꎬ Ｈｏｈｔｏｌａ Ａ. Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎ ｐｉｎｅ ｃａｌｌｕｓ ( Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ Ｌ.): ａ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ａｇａｉｎｓｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ? [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ ２００２ꎬ ２１４(６): ８４８－

８５２.

[２０] 　 Ｌｉｕ ＪＪꎬ Ｃｈａｎ Ｄꎬ Ｓｔｕｒｒｏｃｋ Ｒꎬ Ｓｎｉｅｚｋｏ ＲＡ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｉｎｕｓ ｍｏｎｔｉｃｏｌａ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｙｓｔ Ｅｖｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３００

(６): １３１３－１３２２.
[２１] 　 Ｋｏｚｌｏｗｓｋｉ Ｇꎬ Ｍｅｔｒａｕｘ ＪＰ. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｒｗａｙ ｓｐｒｕｃｅ (Ｐｉ￣

ｃｅａ ａｂｉｅｓ (Ｌ.) Ｋａｒｓｔ.) ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｉｔｈ Ｐｙｔｈｉｕｍ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｅ

Ｂｕｉｓｍ. ａｎｄ Ｐｙｔｈｉｕｍ ｕｌｔｉｍｕｍ Ｔｒｏｗ: ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈꎬ １９９８ꎬ １０４(３):

２２５－２３４.
[２２] 　 Ａｓｉｅｇｂｕ ＦＯꎬ Ｄａｎｉｅｌ Ｇꎬ Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ Ｍ. Ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｌａｔｅｄ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｎｏｒｗａｙ ｓｐｒｕｃｅ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｂｙ Ｈｅｔｅｒｏｂａｓｉｄｉｏｎ ａｎｎｏｓｕｍ ( Ｆｒ.) Ｂｒｅｆ [ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｍｏｌ

Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌꎬ １９９４ꎬ ４５(１): １－１９.
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