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摘要:【目的】为克隆、表达水稻纹枯病菌 Rspg1 基因，明确其编码产物的生物学特性，为研究该基因在病菌致
病过程及与寄主互作中的作用提供理论依据。【方法】据 GenBank 提供的相关序列设计特异引物扩增目的
基因，并对之进行原核表达和生物信息学分析。【结果】从水稻纹枯病菌基因组 DNA 中扩增出一 1395 bp 的
目的片段。RT-PCR 分析表明，该片段为 Rspg1 基因的完整开放阅读框，含有 5 个内含子(278-334，57 bp;
545-601，57 bp;657-715，59 bp;1090-1155，66 bp;1244-1304，61 bp)，编码区为 1 095 bp，编码一含有 364 个氨
基酸的 蛋白。原核表 达 Rspg1 基 因，表 达 产 物 大 小 约 为 40 kDa，具 明 显 的 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 酶
(Polygalacturonase，PG)活性，活性值为 277. 78 U /mg。生物信息学分析表明，RsPG1 中含有所有生物 PG 特
有的严格保计序列180 NTD、202 DD、223 GHG 和255 RIK，存在一 18 个氨基酸的信号肽分子;二级结构以 α-螺旋、β-
折叠和随机卷曲为其基本结构单元，6 个半胱氨酸残基形成 3 个二硫键，跨膜结构预测以从胞内向胞外分泌
为主;三级结构为 10 个重复的 β-折叠环按右手螺旋规则排列形成的螺旋结构，形成一个开放的有活性的裂
隙结构。【结论】Rspg1 基因编码产物为一 40 kDa 蛋白，具明显的 PG(Polygalacturonase，PG)活性，以胞外分
泌为主，且有一个开放的有活性的裂隙结构。
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纹枯病(Rhizoctonia solani Kühn)是水稻重要病
害之一，广泛分布于各产稻区。近年来，随着复种指
数的增加、多蘖矮秆品种的种植和施肥水平的提高，
此病危害有逐渐加重的趋势，在我国南方一些省
(区)已将该病列为水稻生产的第一大病害［1］。

传统观点认为，由于单子叶植物细胞壁成分中，

果胶含量仅为双子叶植物的十分之一，因此果胶酶
并不是单子叶植物病原菌致病的主要因子［2］。但
近年来的研究表明，在一些禾本科作物病原菌(如:
麦角菌)中，缺失 pg 基因后，病菌的致病力几乎完全
丧失;利用野生型菌株进行互补后，菌株又可恢复致
病性［3］。张红等［4］研究亦表明，胞壁降解酶是水稻
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纹枯病菌重要的致病因子，其能破坏寄主细胞外被
和亚显微结构，导致细胞解体。病菌产生胞壁降解
酶的能力与其致病力呈极显著正相关，几种酶中尤
以多聚半乳糖醛酸酶(Polygalacturonase，PG)活性最
高，对叶鞘组织的浸解作用亦显著高于其它酶［5］。

植物病原真菌 PG 编码基因是基因家族 28 的
成员，不同真菌的 PG 或同种真菌的不同 PG 编码基
因序列之间都有一定的一致性或相似性，而且还存
在一些保守的序列区域或氨基酸残基，这种结构上
的保守性和多基因家族的特征保证了功能上的互补
性，也为人类更多地克隆和研究真菌 PG 提供了途
径。许多新克隆的编码 PG 的基因都是利用同源基
因的保守序列，通过 PCR 扩增或筛选基因组文库获
得的，并且加入到这个基因家族中［6 － 10］。Osker
等［11］详细分析了基因家族 28 成员的序列特征、结
构特异性及其演化，为更好地研究和利用 PG 提供
了理论依据。本文根据 GenBank 中提供的序列设
计特异引物，克隆了水稻纹枯病菌 Rspg1 基因，并对
其编码产物进行了生物信息学分析，拟为进一步研
究该基因在病菌致病过程中的作用及与寄主 pgip
基因的互作奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 供试菌株
水稻纹枯病菌 YN-7:为本实验室从江苏水稻病

株分离保存。大肠杆菌 DH 5α 和 BL21:由本实验
室保存。
1. 2 Rspg1 基因的克隆与表达
1. 2. 1 水稻纹枯病菌基因组 DNA 的提取与 PCR
扩增:采用 CTAB 法［12］提取水稻纹枯病菌基因组
DNA。根据 GenBank 与相关文献中 pg 基因序列设
计 引 物，P1: 5'-ATGCACTATCTTTCCTTTGCA -3';
P2:5'-TCAGAAACTACCTCCTTTGAC-3'。

20 μL 反应体系: ddH2O 12. 5 μL，10 × PCR

Buffer(含 Mg2 + )2 μL，dNTPs(各 2. 5 mmol /L)1 μL，
引物 P1(20 ng /μL)1 μL，引物 P2(20 ng /μL)1 μL，
Taq DNA 聚合酶(5U /μL)0. 5 μL，模板 DNA(50 ng /
μL)2 μL。PCR 反应条件:94℃ 5 min;94℃ 1 min，
60℃ 1 min，72℃ 1 min，30 个循环;72℃ 10 min。
1. 2. 2 Rspg1 基因的克隆与测序:采用 Chung
等［13］方法制备 E． coli DH 5α 的感受态细胞。重组

质粒的构建按 pMD19-T 试剂盒说明书进行，质粒的
转化按常规方法进行。挑取阳性克隆子移至 50 mL
含 10 mL LB /Amp (50 mg /L)培养液的离心管中，
37℃，200 r /min，振荡培养至 OD600约为 0. 5，提取质
粒，酶切验证，正确的阳性克隆子送上海生工生物工
程技术服务公司测序。
1. 2. 3 Rspg1 基因的原核表达:在引物 P1 和 P2 的
5'端分别加上 Bam HⅠ和 XhoⅠ的酶切位点，PCR
体系和条件同上。用 Bam HⅠ和 XhoⅠ双酶切扩增
产物与原核表达载体 pET-28a( + )，连接与转化按
常规方法进行。挑取阳性克隆子至 150 mL 含
50 mL LB /Amp ( 50 mg /L ) 培养液的锥形瓶中，
37℃，200 r /min，振荡培养至 OD600约为 0. 6，加入适
量 IPTG(终浓度为 0. 4 mmol /L)，同时将温度降到
28℃继续培养 6 h。取培养菌液 40 mL，提取全细胞
蛋白，并进行 SDS-PAGE 电泳分析 (分离胶浓度为
12%，浓缩胶浓度为 3%，标准蛋白为 Promega 公
司产品)和 PG 活性测定。
1. 3 Rspg1 基因及其编码产物的生物信息学分析
1. 3. 1 Rspg1 基因序列分析:从 GenBank 中搜索相
关序列，应用 Vector NTI Suite 8 软件进行同源性比
较、开放阅读框和限制性酶切位点分析。
1. 3. 2 RsPG1 的生物信息学分析:一级结构应用
Vector NTI Suite 8 软件进行氨基酸序列分析和系统
进化 树 的 构 建。采 用 http: / /www． cbs． dtu． dk /
services / SignalP / ［14］网站软件进行信号肽位点预测。
二级结构预测由 PBIL 信息库(http: / / npsa-pbil． ibcp．
fr / cgi-bin / npsa _ automat． pl? page = /NPSA /npsa _
hnn． html )［16］ 和 ISREC 服 务 器 ( http: / /www． ch．
embnet． org)［17］完成。三级结构以 ESyPred3D Web 服
务器 ( http: / /www． fundp． ac． be / sciences / biologie /
urbm /bioinfo / esypred /)［18］提供的软件进行预测，由
SWISS-MODEL Workespace 服 务 器 的 Tool 程 序
(http: / / swissmodel． expasy． org /workspace / index． php?
func = tools _ structureassessment1)［19］进行修改和评
价，并通过 Vector NTI Suite 8. 0 和 PyMOL Viewer 软
件完成相关分析。性质与功能通过 Vector NTI Suite
8. 0 软件预测蛋白质分子量、等电点、氨基酸组成和
紫外吸收量等。利用 http: / / au． expasy． org / tools /
protparam． html ［20］网站软件预测蛋白原子组成、极
性氨基酸数、分子式、极性消光系数、半衰期、稳定系
数、脂溶指数和疏水性等。据 http: / / biotech． ou．
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edu / ［21］预测其在大肠杆菌中表达产物的溶解性。
应用 http: / /www． cbs． dtu． dk /［15］ 网 站 提 供 的
NetNGlyc 1. 0、NetOGlyc 3. 1 和 NetPhos 2. 0 进行 N-
糖基化位点、O-糖基化位点和磷酸化位点预测。
1. 4 PG 活性测定［22］

将 0. 2 g 蛋白溶于 1 mL 水中，取 0. 5 mL 蛋白
液，加 0. 5 mL pH 5. 0 的 50 mmol /L 柠檬酸-柠檬
酸钠缓冲液配制的含 0. 25% 多聚半乳糖醛酸溶
液，再加 1. 0 mL 水。50℃酶解 60 min 后，立即加
入 DNS 试剂 2. 5 mL，并在沸水浴中保温 10 min，
取出流水冷却。再加 8. 0 mL 的蒸馏水，稀释冷却
后在 540 nm 处测定其酶活性。对照除在酶解反
应后才加入底物外，其余操作同上。PG 的酶活性
单位为 50℃下 1 h 催化底物释放 1 μg 还原糖所需
的酶量。

2 结果和分析

2. 1 Rspg1 基因的克隆与分析
利用 P1 /P2 这一引物对，可从水稻纹枯病菌

基因组 DNA 中扩增出 Rspg1 基因的完整开放阅读
框 1395 bp，将该片段连接载体 pMD19-T 获得重组
质粒 pMD-Rspg1。转化宿主菌 E． coli DH 5α 后
PCR 验证，获得正确连接的阳性克隆子 E． coli DH
5α / pMD-Rspg1(图 1 )。阳性克隆子经测序后在
GenBank 中进行 Blast，Rspg1 基因序列与 Du 等(登
陆号:FJ544456)发布的玉米纹枯病菌 pg1 基因序
列除第 75 位不同(G→A)外，其它序列完全一致。
RT-PCR 显示，Rspg1 基因转录形成的 mRNA 全长
为 1095 bp，该基因含有 5 个内含子(278 － 334，
57 bp;545 － 601，57 bp;657 － 715，59 bp;1090 －
1155，66 bp;1244 － 1304，61 bp)。测序的编码区
为一个完整的开放阅读框 ( OFR)，起始密码子为
ATG，终止密码子为 TGA。序列中存在 3 个限制酶
酶切位点，分别为 AvaⅠ ( 259 )、HindⅢ ( 470 ) 和
PstⅠ(493)。
2. 2 Rspg1 基因的原核表达

在工程菌 E． coli BL21 /pET-Rspg1 中加入 IPTG
诱导表达后，提取其全细胞蛋白。SDS-PAGE 显示，
在约 40 kDa 处有一条明显加粗的特异蛋白带 (图
2)。活性测定表明，全细胞蛋白的酶活为 277. 78
U /mg(图 3)。

图 1．重组质粒 pMD-Rspg1 PCR 检测电泳图谱
Figure 1． Map of recombined vector pMD-Rspg1 by PCR． M，

Marker; lane 1，PCR production of recombined vector; lane 2，PCR

production of control vector．

图 2． Rspg1 基因原核表达全细胞蛋白 SDS-PAGE 图

谱
Figure 2． Map of the prokaryotic expression production of Rspg1

gene determined by SDS-PAGE． M，Marker; lane 1，Prokaryotic

expression production of control vector; lane 2， Prokaryotic

expression production of recombined vector．

图 3． Rspg1 基因原核表达产物活性
Figure 3． PG activity of the prokaryotic expression

production of Rspg1 gene．

2. 3 RsPG1 的生物信息学分析
2. 3. 1 RsPG1 的结构分析:一级结构采用 Vector
NTI Suite 8 软件分析表明，RsPG1 由 364 个氨基酸
组成，含有所有生物 PG 特有的严格保守的序列180

NTD、202 DD、223 GHG 和255 RIK(图 4)。利用两种模型
进行信号肽预测表明，RsPG1 可能 (NN 法，可能性
59. 2% ;HNN 法，可能性 39. 2% )具有一信号肽分
子，切点在第 18 与 19 位氨基酸之间。
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图 4． RsPG1 的一级结构
Figure 4． Putative protein primary structure of RsPG1． Sequences with underline were the strictly conserved sequence segments of

all organisms’PG．

二级结构中 RsPG1 蛋白主要以为 α-螺旋、β-折
叠和卷曲为其基本结构单元，其中有 220 个氨基酸
参与了卷曲的形成，占其氨基酸总数的 60. 44% ;延
伸链部分仅占 29. 67%，但这一部位却对其与果胶
聚合物的特异性互作有重要作用。

用同源建模法得到与提供序列等同值为
45. 6%的 RsPG1 的三级结构图，与其它多数真菌 PG
一样，RsPG1 的三级结构主要是由 10 个重复的 β-折
叠环按右手螺旋规则排列形成的螺旋结构，每个 β-
折叠环由 22 － 39 个氨基酸组成。10 个 β-折叠环形
成了一个开放的有活性的裂隙结构(图 5)。

图 5． RsPG1 三级结构的卡通图与表面图
Figure 5． Putative protein tertiary structure of RsPG1． A: Cartoon;

B: Surface; The arrow indicated the opening activity cleft．

2. 3. 2 RsPG1 的性质与功能分析:据推测，RsPG1

的理论分子量为 37. 62 kDa，分子式为 C1634 H2590 N460

O530 S11，pI 8. 93。其不稳定系数为 20. 93，脂溶指数
为 74. 51，说明该蛋白稳定且耐热。一级结构上以
亲水性为主，平均亲水系数为 － 0. 132。亚细胞定位
表明，RsPG1 主要位于细胞外，占 66. 7%，其它细胞
器如液泡、高尔基体和内质网分别占 11. 1%、
11. 1%和 11. 1%。另外，跨膜结构预测显示，RsPG1
主要是以从胞内向胞外分泌为主。

在 RsPG1 上分散着 6 个半胱氨酸残基，可形成

3 个 二 硫 键 ( Cys24 -Cys40，Cys204 -Cys220，Cys329 -
Cys333)。磷酸化功能位点分析显示，RsPG1 分别有
14 个丝氨酸、4 个苏氨酸和 4 个酪氨酸共 22 个磷酸
化位点。但在其序列上既不存在 N-糖基化位点也
不存在 O-糖基化位点。
2. 3. 3 RsPG1 的系统进化分析:系统进化分析表
明，来源于玉米和水稻的立枯丝核菌由于都属于
AG1 融合群，故其 PG 的序列相似性最高;来源于马
铃薯的立枯丝核菌为 AG3 融合群，虽然其与水稻纹
枯病菌有一定的差异，但相比其它真菌而言相似度
仍颇高;而其它植物病原真菌的 PG 则相对差异较
大。有趣的是，来自同属不同种真菌的 PG 在序列
上有较大差异(如 FmPG1 和 FoPG)，即使是来自同
种真菌，其不同 PG 之间的差异亦较大(如 BfPG1 和
BfPG3);而一些亲缘关系很远的病原真菌其 PG 的
相似度反而较高(如 BfPG1 和 SsPGb)(图 6)。这可
能提示我们，PG 作为重要的致病因子之一，与物种
进化的方向并无关系。

3 讨论

根据序列的相似性，植物病原真菌 PG 被归为
糖苷水解酶 28 家族，这一家族共有三类 PG 酶，分
别 为 endo-PG、 exo-PG 和 Peh ( exo-poly-α-
galacturonosidase)。Markovic［23］ 比较了该家族 的
115 个 PG 序列，结果表明，有 4 个序列 ( 178 NTD、201

DD、222 GHG 和256 RIK，以黑曲霉 PG II 序列为准)在
所有 PG 中是严格保守的，而这些序列在 RsPG1 中
同样存在( 180 NTD、202 DD、223 GHG 和255 RIK)。

尽管在各种不同植物病原真菌的 PG 中，半胱
氨酸残基数量都非常有限，但这些残基多数是高度
保守的。紫软韧革菌(苹果银叶病菌)的 endo-PG I
序列中含有 7 个半胱氨酸，可形成 3 个二硫键，分别
为 Cys3 -Cys17，Cys175 -Cys191和 Cys300 -Cys303，Cys167为
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图 6． 不同植物病原真 PG 的系统进化树
Figure 6． Phylogenetic tree of RsPG1-R and other PGs． RsPG1-R，PG1 of R． solani ( Isolated from rice) ; RsPG1-M: PG1R． solani ( Isolated from

maize) ; RsPG1-P: PG1 of R． solani ( Isolated from potato) ; BfPG: PG of Botryotinia fuckeliana; FmPG: PG of Fusarium moniliforme; FoPG: PG

of Fusarium oxysporum; AnPG: PG of Aspergillus niger; PgPG: PG of Penicillium griseoroseum; SsPG: PG of Sclerotinia sclerotiorum．

自由的半胱氨酸残基［24］。比较多个植物病原真菌
PG 序列发现，尽管蛋白的氨基酸序列相似性很低
(40% － 43% )，但这 6 个形成二硫键的残基是保守
的。且 Cys45(以黑曲霉 PG II 序列为准)这一保守
的半胱氨酸具有重要的分类学意义，因为其仅出现
在真菌群中。在 RsPG1 中，这 6 个半胱氨酸残基和
形成的二硫键同样存在，分别为 Cys24 -Cys40，Cys204 -
Cys220，Cys329 -Cys333。

晶体结构图显示，多数植物病原真菌 PG 含有
1 个由多个 β-折叠环按右手平行方向形成的 β-螺
旋，每一 β-折叠环由 22 － 39 个氨基酸形成的 2 － 4

个 β-折叠连接而成。这些 β-折叠环在空间结构上
形成了一个较大的裂隙区，这一裂隙区即为 PG 的
活性位点区。在其 N-端，有一很小的 α-螺旋，主要
是用来遮蔽 PG 的疏水核心［25 － 26］。通过 3D 空间结
构模型预测，据序列构建的 RsPG1 模型与原序列具
有 45. 6%的相似性，完全可以用来代表其真实的空
间结构。据预测模型可知，RsPG1 亦有 10 个平行的
β-折叠环，这些 β-折叠环正常由 3 个 β-折叠和一些
随机卷曲结构组成;在其 N-端，有一个由少数几个
氨基酸形成的 α-螺旋，可能与其疏水性有关。至于
这些 β-折叠环形成的裂隙区中，哪些氨基酸残基与
RsPG1 的活性(即致病力)直接相关，还有待进一步
研究。

经生物信息学分析表明，水稻纹枯病菌 PG 为
外泌蛋白，本实验室以往研究亦是从水稻纹枯病菌
培养滤液中提取粗酶进行酶活性测定［5］。但在进
行原核表达时却发现，上清蛋白 PG 活性很低，而全
细胞蛋白的活性则相对较高。这是否是因为真菌与
细菌本身细胞结构的不同导致，还有待进一步以真
核表达(如酵母)加以验证说明。
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Cloning， prokaryotic expression and bioinformatics of
Rspg1 gene of Rhizoctonia solani

Xijun Chen1，2，Youde Wang1，Jiahao Zhang1，Shimin Zuo2，Yunhui Tong1，Xuebiao
Pan2，Jingyou Xu1*

1Horticulture and Plant Protection College，Yangzhou University，Yangzhou 225009，Jiangsu Province，China
2 Key Laboratory of Plant Functional Genomics of Ministry of Education /Key Laboratory of Crop Genetics and Physiology of

Jiangsu Province，Yangzhou University，Yangzhou 225009，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ The study was aimed at understanding the roles of polygalacturonases in the pathogenicity and the

interaction between Rhizoctonia solani and rice． ［Methods］According to the sequences of Rspg1 of R． solani deposited

in GenBank，a pair of specific primers was designed． The gene Rspg1 was cloned and expressed using prokaryotic

expression tool to elucidate its biological characteristics． The structures of the protein RsPG1 were predicted using

bioinformatics tools． ［Results］A 1395-bp fragment including an open reading frame (OFR) of Rspg1 was amplified from

the genomic DNA of the pathogen． Compared with RT-PCR results，it was found that this sequence fragment contains five

introns ( positions 278-334，545-601，657-715，1090-1155 and 1244-1304 ) and one 1095 bp ORF． The ORF was

predicted to encode 364 amino acids． Bioinformatics analysis showed that RsPG1 contains an 18-amino acid signal peptide

and 4 conserved sequence segments ( 180 NTD，202 DD，223 GHG and 255 RIK) characteristic of all the polygalacturonases． The

main structural elements of the secondary structure are α-helix，β-sheet and random coil． Six cysteines form three

disulfide bonds (Cys24 -Cys40，Cys204 -Cys220 and Cys329 -Cys333 ) ． Transmembrane prediction analysis suggested that RsPG1

could be secreted outside the cell． Tertiary structure is a right-handed helix which consisted of ten repeated β-sheet，

forming an opening activity cleft． ［Conclusion］ RsPG1 is tentatively a 40 kDa protein with polygalacturonase enzyme

activity at 277. 78 U /mg． It is probably a secreted protein and has characteristics of all the polygalacturonases． The results

can help to further understand the roles that R． solani polygalacturonases play during the pathogenicity and how the

pathogen interacts with the host．
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