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九台晚李尸饼P基因的克隆及生物信息学分析

郭庆勋，张春雨，王晶莹，周连霞，王彦涛
(吉林大学植物科学学院，长春130062)

摘要：以九台晚李叶片基因组为模板。P卯基因保守序列设计引物，PCR扩增到l条全长1192bp的目的片段(GenBank
登录号：GU068978)。该基因包含有1个完整的开放阅读框，由2个外显子和1个内含子构成，外显子总长990bp，编码330个

氨基酸，其编码的氨基酸序列中含有一段典型的亮氨酸重复序列。序列分析表明：该基因与中国李、杏、桃、马哈利樱桃、梅等

李属植物的JPc，P基因序列一致度迭95％一99％。系统进化分析显示出属内亲缘关系较近、属间亲缘关系较远的特点。该序

列为植物分子抗病育种提供了1务新的基因资源。
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Abstract：A target fragment with a full length of 1 192 bp(GenBank accession：GU068978)was amplified with

genomic DNA of Pnl／／,／2,$salwina L．CV．Jiutaiwanli、eaves as the templates and the conservative sequences of PGlP

gene as the primers．This sequence had a full open reading frame encoding the polygalacturonase—inhibiting protein，

and contained two exons interrupted by one intron．The total exons were comprised by 990bp of deoxynucleotide enco—

ding 330 amino acid．A conserved leucine-rich fragmenthad existed in the derived protein sequence．Sequencing anal—

ysis showed that it was 95％to 99％identical with the sequences of Prunus PGlp genes including P．salicina．P．c盯一

raeniaca，P．persica，P．mahaleb，P．m／Lme．Phylogenic tree showed that genetic relationship within the genus was closer

and between the genera was farther．As a result，a gene resource wag provided for molecular breeding of plants．

Key words：Prunus salicina L．CV．Jiutaiwanli；PG，P gene；Gene cloning；Bioinformatic Analysis

多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白(Polygalacturonase-

inhibiting protein，PGIP)是一种富含亮氨酸LRR的蛋

白质家族成员之一，能够非竞争性地抑制多种植物病

理性真菌的内聚半乳糖醛酸酶(Polygalactur—onage，

PGs)的酶活性，促进寡半乳糖醛酸酶的增加，抑制植物

细胞壁果胶的溶解，增加植物的抗毒素，激活植物的

防御系统¨。2】。因而，PG，P基因受到国内外研究者

的高度重视并成为抗病虫害基因工程和果实耐贮藏

基因工程研究的重点。

国内外已从大豆‘31、苹果‘引、梨‘引、树莓‘61、

梅"】、中国李¨1等多种植物基因组中克隆到了该蛋

白质的完整基因或部分片段。九台晚李(Prunus

salicina L．CV．Jiutaiwan)是吉林省李树的主栽品种，

具有抗寒、晚熟、丰产、抗病等优良性状。由于九台

晚李采收正值8月末、9月初的高温季节，因此在采

后的贮藏、运输、销售过程中果实易软化，品质下降，

容易腐烂变质。本文以九台晚李为材料，对其PGIP

基因进行克隆和测序，以构建植物表达载体，为培育

抗病、耐贮果树新品种提供基因资源。

1材料与方法

1．1材料

试验于2008年8月在吉林大学植物科学学院

园艺植物研究室进行。九台晚李植株的嫩叶采集于
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吉林大学植物科学学院实验教学基地。

1．2方法

1．2．1 九台晚李基因组DNA提取 取九台晚李

嫩叶用CTAB法提取基因组DNA。

1．2．2 PCR扩增 根据GenBank中已发表的

PG，P基因序列，分析其保守序列后，设计出l对特

异引物，F：5’一CGT TCA CCC GCA ATC ACA rr】盯CrI．I．

ATC C一3’。R：5 7一TGG CCG TGG GAA rI’I'A，ITr GCA

GCT TG一3’，引物由上海生工生物工程有限公司合

成。以基因组DNA为模板进行PCR扩增，反应程序

为：94。C预变性2min；940C变性1min，61℃退火

2min，720C延伸2min，35次循环；72℃延伸10min，

40C保存。

1．2．3 PCR扩增产物的克隆PCR扩增产物经

l％琼脂糖电泳检测扩增结果，用上海华舜试剂盒回

收。回收产物与pGEM—T Easy载体连接，连接产物

转化DHSct感受态细胞，随机挑取抗性克隆，碱裂解

法小批量提取质粒DNA。然后将酶切以及PCR鉴

定后的阳性克隆送上海生工生物工程有限公司

测序。

1．2．4生物信息学分析 测定得到的核酸序列和

推导的氨基酸序列分别用BLASTn和BLASTp进行

相似性搜索，用DNAstar软件的MegAlign程序，采

用Clustlal W方法绘制序列聚类图。

2结果与分析

2．1九台晚李PGIP基因的克隆

通过PCR扩增，从九台晚李基因组中得到了l

条目的条带。该片段长度大小约为1200bp，无其他

杂带(图1)。

圈l九台晚李粥，尸基因PCR扩增电泳检测图

Fig．1 PCR amplification of PGIP gene from

Prunus salicina L．cv．Jiutaiwan

M：DNA marker；1：DNA空白对照。DNA blank control；

2—5：扩增片段。PCR amplified fragment

2．2九台晚李PGIP基因测序

将目的片段进行回收纯化后连接到pGEM—T

easy载体上，转化大肠杆菌DHSct。挑5个白斑菌

落进行PCR扩增鉴定，依据鉴定结果挑选其中2个

克隆进行测序。结果表明，克隆到的为1条长

1192bp的片段(图2)。

图2九台晚李PGIP基因全长序歹q和推测的氨基酸序列

Fig．2 Nucleic acid sequence of PGIP gent(upper)

and the deduced amino acid sequence【listed below)

in Prunus salicina L．cv．Jintaiwanli

核酸序列中的阴影部分为内含子区，氨基酸序列中的阴影部分为亮

氨酸重复序列，lATGI为起始密码子，lTAAI为终止密码子

The Introa in the shaded nncltle add sequence and the leueine·re-

peated Secluenee in the shaded amino add sequence，IATGl indicates

the start codon，ITAAl indicates the stop corlon

2．3九台晚李PGIP基因的序列分析

基因序列分析结果表明，该序列基因的实际长

度为1192bp，包含完整阅读框的核酸序列，含有2

个外显子(41—578bp和725—1033bp)和一个内含

子(578—725bp)。

利用BLASTn对Genbank中登录的序列进行比

对，结果表明：九台晚李PGIP核苷酸序列与中国

李、美洲李一致度分别达99％，与杏一致度为98％，

与马哈利樱桃、桃、梅等李属植物的一致性均达到

95％以上，且E值都为0。利用DNAMAN软件对获

得的基因片段翻译后，通过BLASTp对NCBI的蛋白

质数据搜索，结果表明：该基因的蛋白质序列与中国
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李、杏、马哈利樱桃的一致度均达到97％，E值分别

为0，表现出了极高的一致性。该基因蛋白的功能

结构分析发现，该蛋白质具有l段由24个氨基酸残

基组成的亮氨酸重复LRR结构域(LXXLXXLXXLX．

LXXNXLXGXIPXX)(176bp～199bp)(图2)，这是多

数植物PGIP基因编码蛋白特有的保守序列，也是

PGIP基因与病原真菌endo—PG相互发生作用的功

能区。

2．4九台晚李PG伊基因编码蛋白的功能分析

对九台晚李PG[P基因编码的蛋白进行分析发

现，该蛋白含有330个氨基酸，包含参与生物组成的

所有氨基酸，相对分子质量为36524．3，等电点为

7．90。其中非极性氨基酸为134个，占40．7％，极

性氨基酸占59．3％。蛋白质疏水性和亲水性分析

结果表明：该疏水区域位于蛋白质N端，由27个氨

基酸残基组成，使九台晚李PGIP靶向内膜系统，输

出到胞外空间(图3)。PpPGIP三级结构预测结果

表明，由PpPGIP肽链构成的三维模型含13个Ot一

螺旋，39个B一转角(图4)。
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图3九台晚李氨基酸序列的疏水性(a)和亲水性l b)分析

Fig．3 Analysis of PGlP amino add sequence hydrophobic-

ity(a)and hydrophilidty(b)from JiutaiwanH

图4 PpPGIP三维结构预测图

Fig．4 Predicted PpPGIP three dimensional model

2．5尸G胆基因聚类分析

利用DNAStar软件对九台晚李PGIP基因序

列和GenBank中收录的含有完整编码区的6种

果树的PGIP基因核酸序列进行系统进化分析，

绘制无根进化树(图5)。结果表明：27条PGIP

基因序列大致分为6组，来自同一属的聚在一

起。第一组中由核果类的李属植物构成，九台晚

李首先和来自同一种的中国李聚在一起，之后依

次同美洲李、杏、马哈利樱桃、桃和梅聚在一起。

第二组由仁果类的梨属和苹果属植物构成，第三

组由草莓属植物构成。这三个组都是由蔷薇科

植物构成，首先聚在一起，组成一个大组。第四

组由芸香科的柑橘属构成。第五组由葡萄科的

葡萄属构成，第六组由杜鹃花科的越橘属构成。

基本表现出近缘属内亲缘关系较近、远缘属间亲

缘关系较远的特点。

DQ364055中国李 、

GU068978中国李
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图5 PGIP基因核苷酸序列聚类图

Fig．S Homology tree of nucleic acid sequence of

PGIP gene
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3 讨论

本试验克隆到1条长1192bp。包含完整阅读框

的核酸序列。该序列的蛋白的功能结构分析显示其

具PG，P基凶典型的LRR结构域∽1，且同中国李、

美洲李、杏等的PGIP一致性均达到98％以上，因此

初步确定为一条新的PGIP基因，并在GenBank中

登录，登陆号为GU068978。对GenBank中收录的

含有完整编码区的其他果树树种的PGIP基因核酸

序列进行系统进化分析，九台晚李首先同来自同一

种的中国李另一个品种聚在一起，并且明显表现出

属内同源性很高、属间相对较低的特点"】。但对苹

果¨训、栗子⋯o等的研究显示，同一物种的不同品种

PGIP在表达量上存在差异，且这种差异与品种间的

抗性强弱密切相关。九台晚李为吉林省李树主栽品

种，具有抗寒、抗病等优良性状，但果实采后软化速

度快，货架寿命期短，因此本文将为分子抗病育种提

供了1条新的基因资源。

在果实采后的成熟和衰老过程中。果实软化是

最为明显的变化。果实软化是影响果实采后贮藏期

长短的主要因素之一。PGIP是一种特异性结合和

抑制真菌内切多聚半乳糖醛酸酶(endo．PG)活性的

细胞壁结合蛋白¨“”1，促进植物体内寡聚半乳糖醛

酸积累，有效阻断真菌侵染过程和抑制相应病害的

发生¨“。通过过量表达，可以有效地抑制果实软

化和抵抗真菌侵染。但不同来源的PGIP，其抑菌效

果存在差异。过量表达梨PGIP基因的番茄对抵抗

灰霉病侵染的能力明显增强¨5|，而同样过量表达

大豆PGIP基因的抑菌效果却不明显¨6|。因此，推

测不同来源的PGIP对真菌分泌的内切多聚半乳糖

醛酸酶的识别能力存在差异。因此下一步实验需要

进行基因的功能鉴定，进一步验证此基因是否可以

提高果实耐贮性。
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