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　 　 摘要:在小麦抗叶锈近等基因系 ＴｃＬｒ４５ 中ꎬ扩增出一条凝集素类受体蛋白激酶基因片段ꎮ 以该序列为靶序列ꎬ进行 ３′和
５′ＲＣＡＥ￣ＰＣＲꎬ获得该基因 ｃＤＮＡ 全长片段为 ２３４７ ｂｐꎬ该序列具有完整的开放阅读框ꎬ共编码 ７３０ 个氨基酸ꎬ命名为 ＬｅｃＲＫ￣
ＬＲ４５ꎮ 经软件分析ꎬ ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 具有典型的凝集素类受体蛋白激酶结构ꎬ属于 Ｌ 类型ꎮ 聚类分析结果表明ꎬＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 与山

羊草和小麦抗叶锈近等基因系 ＴｃＬｒ３４ 中的凝集素类受体蛋白激酶基因具有较近的亲缘关系ꎬ与玉米、拟南芥的亲缘关系较

远ꎮ 该基因的克隆为研究小麦中凝集素类受体蛋白激酶的功能奠定了基础ꎮ
　 　 关键词:小麦ꎻ凝集素类受体蛋白激酶(ＬｅｃＲＫｓ)ꎻＴｃＬｒ４５ꎻＲＡＣＥ
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植物蛋白激酶是由 ２５０ ~ ３００ 个氨基酸残基组

成的蛋白质域ꎬ其磷酸化过程被证实参与到许多信

号转导中ꎬ包括光、病原体的入侵、高盐、激素、干旱、
营养匮乏及低温分子应答等ꎬ此外一些植物的新陈

代谢和酶的调节ꎬ也存在可逆磷酸化[１]ꎮ 随着植物

蛋白激酶的不断发现ꎬ 其分类也在不断变化ꎮ 目

前ꎬＤ. Ｍｅｌｉｓｓａ 等[２]将植物蛋白激酶分为 ＡＧＣ 家族、
ＣＡＭＫ 家族、ＣＫ１ 家族、ＣＭＧＣ 家族、ＳＴＥ 家族以及

其他类型家族ꎮ
植物类受体蛋白激酶(ＲＬＫｓꎬｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏ￣

ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ)是由胞外结构域、跨膜结构域和胞内激

酶域组成的蛋白质[３]ꎮ 大多数 ＲＬＫ 定位在细胞质

膜上[４]ꎬ但胞质类受体激酶(ＲＬＣＫꎬｒｅｃｅｐｔｏｒ ｌｉｋｅ ｃｙ￣
ｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｋｉｎａｓｅ)亚族中的一些激酶定位于细胞质

中[５]ꎮ 该类蛋白激酶参与植物生长发育以及对环

境应答反应中的多种信号传导过程ꎬ在植物的生命



　 ３ 期 刘春燕等:ＴｃＬｒ４５ 凝集素类受体蛋白激酶基因克隆与序列分析

活动过程中起重要作用[６]ꎮ Ｙ. Ｚ. Ｈａｆｆａｎｉ 等[７] 根据

ＲＬＫｓ 胞外结构域的不同将 ＲＬＫｓ 分为 １５ 类ꎬ包括

ＣＲＩＮＫＬＹ４￣ｌｉｋｅ、 Ｃ￣ｔｙｐｅ ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ、 ＣｒＲＬＫ１￣ｌｉｋｅ、
ＤＵＦ２６￣ｌｉｋｅ、 ｅｘｔｅｎｓｉｎ￣ｌｉｋｅ、 ｌｅｇｕｍｅ ( Ｌ )￣ｌｅｃｔｉｎ ￣ｌｉｋｅ、
ＬＲ１０￣ｌｉｋｅ、 ＬＲＲ￣ｌｉｋｅ、 ＬｙｓＭ￣ｌｉｋｅ、 ＰＥＲＫ￣ｌｉｋｅ、 ＲＫＦ３￣
ｌｉｋｅ、 Ｓ￣ｄｏｍａｉｎ￣ｌｉｋｅ、 ｔｈａｕｍａｔｉｎ￣ｌｉｋｅ、 ＵＲＫ１￣ｌｉｋｅ 和

ＷＡＫ￣ｌｉｋｅꎮ
植物凝集素( Ｌｅｃｔｉｎ)为含有一个或多个可与

单糖或寡聚糖特异可逆结合的非催化结构域的

植物蛋白 [８] ꎮ 目前已经分离了几百种凝集素 [９] ꎮ
Ｃ. Ｈｅｒｖｅ 等 [１０] 在拟南芥中发现具有胞外凝集素

类结构的植物受体蛋白激酶ꎬ命名为凝集素类受

体 蛋 白 激 酶 ( ＬｅｃＲＫｓꎬ ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａ￣
ｓｅｓ) ꎬＬｅｃＲＫｓ 与植物类受体蛋白激酶有类似结

构ꎬ胞外的凝集素区域可与多种糖类相结合ꎮ Ａ.
Ｂａｒｒｅ 等 [１１] 将凝集素类受体蛋白激酶分为 Ａ、Ｂ、
Ｃ ３ 个类型ꎮ Ｋ. Ｂｏｕｗｍｅｅｓｔｅｒ 等 [１２] 根据胞外凝集

素区域结构的不同ꎬ将 ＬｅｃＲＫｓ 分为 Ｇ 型、Ｃ 型和

Ｌ 型ꎮ Ｌ 型凝集素类受体蛋白激酶胞外结构ꎬ类
似于可溶解的豆类凝集素ꎬ推测该类凝集素类受

体蛋白激酶的配体可能为低聚糖 [１３] ꎮ 目前所

知ꎬ大多数的 ＬｅｃＲＫｓ 都为 Ｌ 型ꎬ与 Ｂａｒｒｅ 分类中

的 Ｂ 型为同一类型ꎮ
ＬｅｃＲＫＳ 在生物进程中的功能研究已明确:拟南

芥中 ＳＧＣ 可导致雄性不育ꎬ影响花粉生长[１４]ꎻＬｅｃＲＫ￣
ａ１ 基因加速植物细胞壁的分裂ꎮ 在蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉ￣
ｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)中的 ＭｔＬｅｃＲＫ１ꎻ１ 基因影响植物的结

瘤作用[１５]ꎮ 抗水稻稻瘟病 Ｐｉ￣ｄ２ 基因编码 Ｂ 类凝集

素类受体蛋白激酶[１６]ꎻ从烟草中分离了 ３ 个 Ｎｔｌｅｃ￣
ＲＫ[１７]ꎬ能被激发子(ｅｌｉｃｔｏｒ)诱导ꎻ在对水稻细菌性条

斑病的研究中ꎬ获得了凝集素激酶基因 ＯｓＬｅｃＲＫ１[１８]ꎮ
目前对于小麦中凝集素类受体蛋白激酶基因的

报道较少ꎬ仅在已克隆的小麦抗叶锈基因 Ｌｒ３４ 的序

列中发现包含凝集素类受体蛋白激酶基因[１９]ꎬ其功

能验证尚未见报道ꎮ 本研究利用 Ｌｒ３４ 中凝集素类

受体蛋白激酶基因序列设计引物ꎬ以小麦抗叶锈近

等基因系 ＴｃＬｒ４５ 为材料ꎬ获得 ＴｃＬｒ４５ 中凝集素类

受体蛋白激酶基因的部分片段ꎬ再通过 ＲＡＣＥ 技术

获得凝集素类受体蛋白激酶基因的全长序列ꎬ为该

类基因在小麦中功能作用的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

小麦抗叶锈近等基因系 ＴｃＬｒ４５ꎬ由河北农业大

学小麦锈病研究室提供ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 小麦总 ＲＮＡ 的提取以及 ｃＤＮＡ 第 １ 条链的

合成　 小麦 １ 叶 １ 心期时ꎬ使用天根生化科技(北
京)有限公司的 ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试

剂盒(ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ ｐｌａｎｔ ｋｉｔ)ꎬ提取高质量的叶片

总 ＲＮＡꎮ 用 １ ２％ 非变性琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ 的完整性ꎬ紫外检测仪检测琼脂糖凝胶电泳

结果ꎮ
ｃＤＮＡ 第 １ 条链合成反应体系及程序参照 Ｍ￣

ＭＬＶ 反转录酶(ＴａＫａＲａ 公司)说明书ꎮ
１ ２ ２　 ＴｃＬｒ４５ 中凝集素类受体蛋白激酶基因片段

的获得　 依据被克隆的小麦抗叶锈基因 Ｌｒ３４ 的凝

集素类受体蛋白激酶基因序列(ｇｂ︱ＦＪ４３６９８３)ꎬ利
用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ３ ０ 设计引物 ＬＲ４５ＪＭ￣Ｒ(５′ － ＧＡＴＧ￣
ＧＡＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＧＧＡ － ３′) ＬＲ４５ＪＭ － Ｆ (５′ － ＧＴ￣
ＧＣＧＡＧＣＡＣＡＡＣ ＡＡＡＣＣＴＡ － ３′)ꎮ 反 应 体 系 ２０
μＬꎬ包括 ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ引
物(５ μｍｏｌ)各 ０ ５ μＬꎬｄＮＴＰｓ(１０ ｍｍｏｌ)０ ５ μＬꎬ补
水至 ２０ μＬꎮ 反应程序: ９４ ℃预变性 ５ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 １ ｍｉｎꎬ５６ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循

环ꎻ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎻ１０ ℃保存ꎮ １ ２％琼脂糖凝胶

电泳检测扩增产物ꎮ
１ ２ ３　 ＲＡＣＥ 技术获得全长 ｃＤＮＡ
１ ２ ３ １　 特异引物的设计 　 利用引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ꎬ根据已获得的 ＴｃＬｒ４５ 中的凝集素类受

体蛋白激酶基因的片段为靶序列ꎬ严格按照 ＲＡＣＥ
特异引物所需的要求ꎬ设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 引

物(表 １)ꎮ

表 １　 ＲＡＣＥ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＡＣＥ Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ ｎａｍｅ
引物序列(５′ － ３′)
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３′ＲＡＣＥ１ ＧＣＡＣＴＡＴＧＧＧＡＴＡＣＣＴＣＧＣＡＣＣＡＧＡＡＣＴ

３′ＲＡＣＥ２ ＣＣＡＧＡＡＣＴＴＧＴＡＣＧＣＡＣＴＧＧＧＡＡＧＧ

５′ＲＡＣＥ１ ＣＣＡＧＡＴＴＣＣＴＧＴＧＧＣＧＧＡＧＡＣＧＡＣＣ

５′ＲＡＣＥ２ ＣＡＡＡＧＡＡＧＧＡＧＧＣＧＧＣＡＧＣＴＡＧＣＡＣ

１ ２ ３ ２　 ＲＡＣＥ￣ＰＣＲ 　 参照 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤ￣
ＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司) 的使用说明

书ꎬ将所提取高质量的 ＲＮＡ 反转录成 ＲＡＣＥ ｃＤ￣
ＮＡꎮ 利用 ＢＤ ＡｄｖａｎｔａｇｅＴＭ ２ ＰＣＲ Ｅｎｚｙｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ 和

试剂盒中提供的 ｌ０ × Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ａ Ｍｉｘ(ＵＰＭ)

７８４
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引物ꎬ以及所设计的特异引物分别以 ５′ＲＡＣＥ ｃＤ￣
ＮＡ 和 ３′ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩

增程序按照经典的 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ￣ＰＣＲ 或巢式￣ＰＣＲ
进行ꎮ 扩 增 产 物 经 １ ２％ 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

检测ꎮ
Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ￣ＰＣＲ:９４ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ５ 个循

环ꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ７０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ５ 个循环ꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ６８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ２５ 个循环ꎻ１０ ℃
保存ꎮ

巢式￣ＰＣＲ:９５ ℃ １ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６６ ℃ ３
ｍｉｎꎬ３１ 个循环ꎻ６８ ℃ １０ ｍｉｎꎻ１０ ℃ 保存ꎮ 以第 １
轮的扩增产物为模板(适量稀释)ꎬ使用嵌套引物

进行第 ２ 轮扩增ꎬ６８ ℃退火ꎬ其程序与第 １ 轮扩增

相同ꎮ
１ ２ ４　 凝集素类受体蛋白激酶基因生物信息学分

析　 将所获得的凝集素类受体蛋白激酶全长 ｃＤＮＡ
进行生物学分析ꎬ利用 ＮＣＢＩ(ｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ)ＢＬＡＳＴｎ 进行序列比对分析ꎻ
ＤＮＡＭＡＮ 进行 聚 类 分 析ꎻ ＳＭＡＲＴ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )进行蛋白结构分析ꎻＴＭ￣
ＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ. ２ ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )进行跨膜结构推测ꎻＰｒｏｔｓｃａｌｅ 软件

(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / ) 进行蛋白疏水

性分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 凝集素类受体蛋白激酶基因片段的获得

根据已克隆的小麦抗叶锈病基因 Ｌｒ３４ 的凝集

素类受体蛋白激酶基因设计特异引物 ＬＲ４５ＪＭＲ /
Ｆꎬ在 ＴｃＬｒ４５ 的 ｃＤＮＡ 中扩增出单一条带ꎬ片段大

小约为 １ ｋｂꎬ与预期片段一致ꎮ 琼脂糖电泳检测

如图 １ 所示ꎮ 将该片段回收、克隆测序ꎬ序列长度

为 １０２４ ｂｐꎮ ＢＬＡＳＴｎ 比对分析ꎬ与 Ｌｒ３４ 中的凝集

素类受体蛋白激酶基因( ｇｂ︱ＦＪ４３６９８３ １)相似性

为 ８０％ ꎮ 该序列编码 ３３６ 个氨基酸ꎬＢＬＡＳＴｐ 比对

分析ꎬ 与 水 稻 凝 集 素 类 受 体 蛋 白 激 酶 ( ｄｂｊ︱
ＢＡＣ０６９２５ １)相似性为 ８１％ ꎬ与 Ｌｒ３４ 中的凝集素

类 受 体 蛋 白 激 酶 ( ｇｂ︱ＡＣＬ３６４８２ １ ) 相 似 性

为 ７９％ ꎮ
２ ２　 ＲＡＣＥ 技术获得基因全长 ｃＤＮＡ
２ ２ １　 ３′ＲＡＣＥ 扩增结果 　 以 ３′ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
利用所设计的特异引物 ３′ＲＡＣＥ２ 及 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ￣
ＰＣＲ 程序对靶序列进行 ３′端延伸ꎬ扩增出 １ 条约

６００ｂｐ 的条带ꎬ且在单引物对照中无扩增条带(图

２)ꎮ 将所扩增的片段回收、克隆、测序ꎮ 所获得的

３′端的延伸序列长度为 ５９８ ｂｐꎬ该序列含有 ３０
ｂｐ 的 ｐｏｌｙ( Ａ) 尾ꎬ通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件与靶序列

进行拼接ꎬ具有 ２４８ ｂｐ 的重叠区ꎬ拼接序列为

１３７４ ｂｐꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＴｃＬｒ４５

图 １　 引物 ＬＲ４５ＪＭＲ / Ｆ 在 ＴｃＬｒ４５ ｃＤＮＡ 中的扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｉｍｅｒｓ
ＬＲ４５ＪＭＲ / Ｆ ｉｎ ＴｃＬｒ４５ ｃＤＮＡ

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:单引物对照ꎻ２:Ｔｏｕｃｈ － ｄｏｗｎ ＰＣＲ 产物

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｓｉｎｇｌｅ￣ｂａｎｄ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔꎬ２:Ｔｏｕｃｈ￣ｄｏｗｎ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ２　 ３′ＲＡＣＥ 扩增产物

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３′ＲＡＣＥ ＰＣＲ

２ ２ ２　 ５′ＲＡＣＥ 扩增结果　 利用设计的嵌套引物ꎬ
以 ５′ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ￣ＰＣＲ 并未获得

能与靶序列拼接的 ５′延伸序列ꎬ因此改进为使用

Ｎｅｓｔｅｄ￣ＰＣＲ 进行延伸ꎮ 第 １ 轮扩增使用特异引物

５′ＲＡＣＥ１ꎬ第 ２ 轮扩增使用特异引物 ５′ＲＡＣＥ２ꎬ扩增

出约为 １ ｋｂ 左右的条带(图 ３)ꎮ 将该片段回收、克
隆、测序ꎬ序列长度为 １１９５ ｂｐꎮ 通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件

将 ５′延伸序列与靶序列拼接ꎬ序列全长为 １９９７ ｂｐꎬ
具有 ２２２ ｂｐ 的重叠区ꎮ
２ ４　 凝集素类受体蛋白激酶基因全长序列的生物

信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将所获得的凝集素类受体

８８４
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Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｎｅｓｔｅｄ － ＰＣＲ 产物

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｎｅｓｔｅｄ － ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ３　 ５′ＲＡＣＥ 扩增

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ５′ ＲＡＣＥ

蛋白激酶基因的部分 ｃＤＮＡ 片段及 ３′端和 ５′端延伸

序列进行拼接ꎬ获得该基因 ｃＤＮＡ 全长为 ２３４７ｂｐ 的

序列ꎬ具有完整的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ从第 ３４ 个碱

基开始编码到第 ２２２６ 个碱基处终止编码ꎬ共编码

７３０ 个氨基酸(图 ４)ꎬ将该凝集素类受体蛋白激酶

基因命名为 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ꎮ ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴｎ 比对分析ꎬ
与已克隆 Ｌｒ３４ 中的凝集素类受体蛋白激酶基因

(ｇｂ︱ＦＪ４３６９８３)具有 ７９％的相似性ꎬ与水稻假定蛋

白 Ｏｓ０７ｇ０５７５６００ ( Ｏｓ０７ｇ０５７５６００ ) ｍＲＮＡ ( ＮＭ ＿
００１０６６６１４ １)具有 ７７％的相似性ꎬ与玉米凝集素类

受体 蛋 白 激 酶 ７ ( ＬＯＣ１００２８１５９９ ) ｍＲＮＡ ( ＮＭ ＿
００１１５４５１８ １)的相似性为 ６７％ ꎮ

图 ４　 凝集素受体蛋白激酶基因 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 编码氨基酸序列

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５

ＳＭＡＲＴ 软件分析表明ꎬ ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 具有典

型的凝集素类受体蛋白激酶的结构域ꎬ包括胞外

凝集素结构域(７６ ~ ３１８ａａ) ꎬ跨膜结构域(３４８ ~
３７０ａａ) 和 胞 内 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 区 域

(４０３ ~ ６７３ａａ) ꎬ表明 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 为凝集素类受

体蛋白激酶ꎬ且属于 Ｂ 类型(即 Ｌ 型) ꎬ结构如图

５ 所示ꎮ

图 ５　 ＳＭＡＲＴ 软件分析蛋白质结构

Ｆｉｇ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｔｉｅｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ＳＭＡＲＴ ｓｏｆｔｗａｒｅ

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ. ２ ０ 软件对 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 蛋白

全长序列的跨膜结构域进行预测ꎮ 预测结果表

明ꎬ全序列存在 ６ 个可能的跨膜信号ꎬ其中第 ６ 个

跨膜信号(３４８ ~ ３７０ａａ)的分值最高ꎬ是可能性最

高的跨膜结构域ꎬ其 Ｎ 端位于胞外ꎬ而 Ｃ 端位于胞

内ꎬ氨基酸序列为 ＬＬＬＰＬＡＴＶＳＩＩＡＡＶＬＡＡＴＳＦＦＶＷ
(图 ６)ꎮ

图 ６　 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 蛋白的跨膜结构预测图

Ｆｉｇ ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ ｐｒｏｔｅｉｎ

利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具对 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 蛋白的疏水

性分析发现ꎬ在 ３００ ~ ４００ａａ 之间有一个明显的疏水

区域ꎬ其他区域亲疏水性氨基酸较为均匀的分布在

９８４
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整个序列中ꎬ且疏水性氨基酸略多于亲水性氨基酸ꎬ
因此可以认为 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 为疏水性蛋白ꎮ

ＤＮＡＭＡＮ 软件将已克隆的山羊草 ( Ａｅｇｉｌｏｐｓ
ｔａｕｓｃｈｉｉ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｊａｐｏｎｉｃａ)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)及玉米(Ｚｅａ
ｍａｙｓ)中的凝集素类受体蛋白激酶基因与 ＬｅｃＲＫ￣
ＬＲ４５ 基因进行聚类分析ꎬ如图 ７ 所示ꎮ 从图 ７ 中可

以看出ꎬＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 基因与山羊草、小麦和水稻中

的凝集素类受体蛋白激酶基因具有较近的亲缘关

系ꎬ与玉米、拟南芥的亲缘关系较远ꎮ

图 ７　 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 基因聚类分析

Ｆｉｇ ７　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ ｇｅｎｅ

３　 讨论

类受体蛋白激酶基因是目前植物中发现数量最

大的一类受体蛋白基因[２０]ꎮ ＲＬＫｓ 主要是丝氨酸 /
苏氨酸蛋白激酶ꎬ通过丝 /苏氨酸残基的磷酸化和脱

磷酸化传递信号ꎮ 一些植物类受体蛋白激酶与植物

细胞对病原菌的防御性反应有关ꎮ 已克隆的小麦抗

叶锈基因 Ｌｒ１０ꎬ属于 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类受体蛋白激酶

结构[２１]ꎮ 凝集素在植物保护上起着重要的作用ꎬ是
目前发现唯一一类可以识别ꎬ并结合微生物(如细

菌和真菌)外表或植物害虫肠胃表面的糖复合物的

植物蛋白ꎮ 该类受体蛋白激酶可能参与了植物的生

物胁迫和非生物胁迫的信号转导ꎬ以及植物生长发

育的调控ꎮ 因此ꎬ本研究所克隆的小麦中的凝集素

类受体蛋白激酶基因ꎬ为研究该类基因在小麦抗病

过程中的作用奠定了基础ꎮ
ＲＡＣＥ 技术是获得全长 ｃＤＮＡ 序列的一个常用

手段ꎮ 与经典的通过建立和筛选 ｃＤＮＡ 文库ꎬ进而

获得 ｃＤＮＡ 全长的方法相比ꎬ该方法具有快捷、方便

和高效等优点ꎮ 王凯等[２２] 应用 ＲＡＣＥ 技术获得的

小麦 ＳＧＴ１ 基因的 ｃＤＮＡ 全长ꎻ 郭营等[２３] 应用

ＤＤＲＴ￣ＰＣＲ 以及 ＲＡＣＥ 技术获得了小麦抗黄矮病基

因相关 ｃＤＮＡ 的片段ꎻ王海燕等[２４￣２５] 应用 ＲＡＣＥ 技

术获得小麦抗叶锈基因 Ｌｒ３５ 的 ＬＲＲ 类抗病相关基

因及其 ｃＤＮＡ ３′末端序列ꎬ并利用 ５′ＲＡＣＥ 技术获得

了一个病程相关蛋白 １ 基因 ｃＤＮＡ 片段的全长ꎮ Ｇ.
Ａｎｄｒｅａ 等[２６]利用 ＲＡＣＥ 技术ꎬ将小麦 ２１２ｂｐ 的序列

延伸到 ４１２１ｂｐ ꎬ获得了抗叶锈基因 Ｌｒ１９ 的候选基

因ꎮ 本研究根据该凝集素类受体蛋白激酶基因设计

引物ꎬ对 ＴｃＬｒ４５ 的 ｃＤＮＡ 进行扩增ꎬ获得了 ＴｃＬｒ４５
中的凝集素类受体蛋白激酶的部分片段ꎮ 进而以所

获得的序列为靶序列ꎬ进行 ３′端和 ５′端的延伸ꎬ最
终在小麦抗叶锈近等基因系 ＴｃＬｒ４５ 中获得凝集素

类受体蛋白激酶基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ证实了使

用 ＲＡＣＥ 技术获得全长序列的高效性ꎮ
生物信息学(ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ)已广泛应用于生物

研究中ꎬ例如对基因遗传和物理图谱的处理ꎬ核苷酸

和氨基酸序列分析ꎬ新基因的发现和蛋白质结构的

预测等ꎮ 采用生物信息学技术对拟南芥的谷胱甘肽

过氧化物酶(ＧＰＸꎬｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ)家族的 ８
个基因编码的蛋白质进行分析ꎬ为植物抵御氧化胁

迫研究提供了理论依据[２７]ꎻ利用生物信息学对水稻

组蛋白脱乙酰化酶 ＨＤ２ ＨＤＡＣｓ 家族成员的生物学

功能进行研究ꎬ发现这些蛋白可能参与植物的基因

复制、信号转导、转录过程和免疫应答等过程[２８]ꎮ
迄今为止ꎬ对于植物凝集素类受体蛋白激酶的研究

较少ꎬ大部分基因的功能未知ꎮ 本研究利用生物信

息学方法对该基因 ｃＤＮＡ 全长序列进行分析ꎮ 通过

ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ确定该序列为凝集素类受体蛋白

激酶基因ꎬ命名为 ＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ꎬ该基因共编码 ７３０
个氨基酸ꎮ Ｌｒ３４ 中的凝集素类受体蛋白激酶氨基

酸序列长度为 ６６７ａａꎬ水稻中的凝集素类受体蛋白

激酶氨基酸长度为 ６９７ａａꎬ比对结果发现 ＬｅｃＲＫ￣
ＬＲ４５ 为目前所报道的该类基因中最长的ꎮ 利用

ＳＭＡＲＴ 软件对该基因所翻译的蛋白质进行结构预

测ꎬ该蛋白符合植物类受体蛋白激酶的结构ꎬ为 Ｂ
型凝 集 素 类 受 体 蛋 白 激 酶 ( 即 Ｌ 型 )ꎮ ＮＣＢＩ
ＢＬＡＳＴｐ 比对结果发现ꎬ在丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶

区域中含有一个 Ａ￣Ｌｏｏｐ ( ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ) 结构ꎬＡ￣
Ｌｏｏｐ 在底物蛋白的磷酸化以及自体磷酸化过程中

起作用[２９]ꎮ ＰｒｏＳｃａｌｅ 软件分析表明ꎬＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 蛋

白除了跨膜结构序列所形成的一个明显的疏水区

外ꎬ蛋白的其他区域没有明显的疏水区域ꎬ平均疏水

性表明该蛋白为疏水性蛋白ꎮ 与邓克勤[３０] 对植物

凝集素类受体蛋白激酶 ＬｅｃＲＫ￣ｂ２ 的生物信息学分

析发现不同ꎬＬｅｃＲＫ￣ｂ２ 为亲水蛋白ꎬ说明植物凝集

素类受体蛋白激酶在氨基酸组成上有明显的差异ꎮ
聚类分析发现ꎬＬｅｃＲＫ￣ＬＲ４５ 与玉米以及拟南芥的凝

０９４



　 ３ 期 刘春燕等:ＴｃＬｒ４５ 凝集素类受体蛋白激酶基因克隆与序列分析

集素类受体蛋白激酶基因的亲缘关系较远ꎬ与水稻、
山羊草以及小麦中的凝集素类受体蛋白激酶基因的

亲缘关系较近ꎮ 目前所克隆出的凝集素类受体蛋白

激酶基因中有些与植物的抗病性相关ꎬ本研究希望

通过对小麦中凝集素类受体蛋白激酶基因的克隆以

及生物信息学分析为研究该类基因在小麦中的作用
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