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摘要:以克里曼丁橘[Citrusclementina]叶片 RNA为材料,采用 RTＧPCR技术克隆获得了一个编码类枯草杆菌蛋

白酶的基因,命名为CcSubtilisin．该基因的开放阅读框(ORF)长度为２３３７bp,预测可编码７７８个氨基酸残基的多

肽．分析发现 CcSubtilisin与拟南芥、蓖麻、番茄、毛果杨、大豆、挪威云杉、欧洲桤木、百合等１８个物种的同源蛋

白具有相同的４个保守区域,属于枯草杆菌蛋白酶．通过构建该基因的超表达载体并以沙田柚为材料进行遗传转

化,获得了该基因的９个转基因沙田柚株系．实时定量PCR结果表明,４个用于检测的株系中有３株的表达量明显

高于对照．
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丝氨酸蛋白酶(Serineprotease)是一类催化活性依赖于丝氨酸残基的蛋白水解酶,参与种子萌发、幼

苗发育[１－２]、超敏反应(Hypersensitiveresponse,HR)[３]、细胞分裂、组织分化、器官衰老[４]、果实成熟[５]、
细胞程序性死亡及细胞凋亡[６]等过程．丝氨酸蛋白酶可大致分为３０个家族,６个大类[７]．其中类枯草杆菌

蛋白酶类由２００多个不同的家族成员组成[８]．在植物中已有大量关于类枯草杆菌蛋白酶基因的研究报道,
包括拟南芥(Arabidopsis)ALE１[２],AIR３[９],SDD１[１０],Ara１２[１１];番茄(Tomato)P６９(AＧD)[１２],P６９(EＧ
F)[８];普通赤杨(Alnusglutinosa)agl２[５];大豆(Soybean)SCS１[１],SLP１,SLP２[１３]和木麻黄(Casuarina
glauca)cg１２[１４]等．

类枯草杆菌蛋白酶基因与抗病性相关．番茄P６９B 和P６９C 在丁香假单胞菌(PseudomonassyrinＧ
gae)感染和水杨酸(Salicylicacid)诱导下表达[１２],P６９E 和P６９F 也参与对病原入侵的抵御[８]．在本

实验室前期研究中,钟云[１５]以黄龙病(HLB)侵染的红橘根系为材料,通过转录组测序发现一个类枯

草杆菌蛋白酶基因(CICLE_v１００２７８６３mg,CcSubtilisin)的表达上调达５５３倍,通过iTRAQ 分析发

现该基因编码的蛋白水平上调３９倍,说明该基因及其蛋白受 HLB侵染诱导,可能在柑橘宿主与黄

龙病菌的互作中起重要作用．本试验以克里曼丁橘(Citrusclementina)为材料,对该基因进行了克隆
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和序列分析．同时还获得了一批过量表达该基因的转基因沙田柚植株,为了解CcSubtilisin 在柑橘抗

病防御中的作用奠定基础．

１　材料与方法

１１　材　料

叶片采自广东省农业科学院果树研究所温室里正常生长的克里曼丁橘．沙田柚[Citrusmaxima (L)

Osbeckcv‘Shatianyou’]果实购自广东梅龙柚股份有限公司．用于基因克隆的连接载体pEASYＧT１和大肠

杆菌(EcoliDH５α)感受态细胞购于北京全式金生物技术有限公司．pFGC５９４１载体和EHA１０５根癌农杆

菌(Agrobacteriumtumefaciens)菌种由广东省农业科学院果树研究所保存．
１２　方　法

１２１　总 DNA 和 RNA 提取及cDNA 的合成

利用东盛生物科技有限公司植物基因组DNA快速提取试剂盒提取DNA．使用百泰克生物技术有限公

司多糖多酚植物总RNA快速提取试剂盒提取叶片RNA．用于基因克隆的cDNA的合成使用 TaKaRaPriＧ

meScriptTMⅡ１stStrandcDNASynthasisKit．实时定量cDNA 用反转录试剂盒PrimeScriptTM RTreaＧ

gentKitwithgDNAEraser(PerfectRealTime)(TaKaRa)来合成．

１２２　CcSubtilisin 基因的克隆及序列分析

以克里曼丁橘叶片cDNA为模板,用特异基因引物SubtilisinF(ttGGCGCGCCATGGCAA ATT

TCAATCCTTTCA)和SubtilisinR(ctagTCTAGATCACGGCCAGTGACCGG)进行PCR扩增得到

目的序列．为便于过量表达载体的构建,SubtilisinF/R引物５端分别添加了AscⅠ和SmaⅠ酶切位点及保

护碱基(划线部分)．所得PCR产物用１６％琼脂糖凝胶电泳检测,确定所得扩增片段与目的基因片段大小

一致后,再将PCR产物送往北京六合华大基因科技股份有限公司测序,以进一步验证所得扩增片段的核苷

酸序列．
利用BioEdit软件对测序结果进行分析,核苷酸和氨基酸序列相似性分析分别使用 NCBI在线网站

Blastn\Blastp(http://blastncbinlmnihgov/Blastcgi)和 DNAMAN软件．蛋白质氨基酸组成等分

析使用ExPASyＧProtParamtool(http://webexpasyorg/protparam/)在线分析软件．进化树构建使用

MEGA５０的邻接法(Neighborjoining,NJ)．启动子序列分析利用启动子预测网站PlantCARE(http://bioinＧ
formaticspsbugentbe/webtools/plantcare/html/)和顺式作用元件预测软件PLACE(http://wwwdna
affrcgojp/PLACE/signalscanhtml)．

１２３　基因过量表达载体的构建及农杆菌转化

使用pFGC５９４１来构建CcSubtilisin 的过量表达载体．用酶AscⅠ和SmaⅠ对基因和载体pFGC５９４１
进行双酶切,再用DNALigaseKit(TaKaRa)连接目的片段和载体骨架,进行遗传转化并扩繁培养．重组质

粒经基因特异引物SubtilisinF/SubtilisinR和载体引物 P１(AGCAAGTGG ATTGATGTG ACＧ３)/P２
(GGTAAGGATCTGAGCTACAC)双重PCR鉴定为阳性后,得到过量表达载体pFGC５９４１ＧCcSubtiliＧ
sin．并用电激法将重组质粒转入根癌农杆菌EHA１０５,命名为pFGC５９４１ＧCcSubtilisinＧ１０５．农杆菌转染柑

橘上胚轴具体的方法步骤参考贝学军等人[１６]的方法．待嫁接成活的抗性幼芽长出５~６片幼叶时,采叶片

提取DNA[１７]．用载体Basta基因引物BARF(TGCACCATCGTCAACCACTACATC)/BARR(GCT

GCCAGAAACCCACGTCAT)进行PCR检测,以鉴定是否含转基因DNA．

１２４　实时荧光定量分析

转基因植株中CcSubtilisin 基因的表达情况分析采用该基因特异性引物 RTＧSubtilisinF/R,以柑橘βＧ

actin作为相对定量的内参基因．提取４株转基因沙田柚(SubＧ１,SubＧ２,SubＧ３,SubＧ４)和１株嫁接于酸柚上

的非转基因沙田柚叶片总RNA[１８],以其为模板合成cDNA．实时荧光定量PCR扩增反应在BioＧRADCFX
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ConnectTM RealＧTimeSystem(美国)上进行．反应体系(２０μL):１０μL２×SYBRPremixExTaq,正反引

物各０５μL,cDNA１０μL,补足双蒸水至２０μL．PCR反应程序:９５℃预变性３０s;９５℃变性５s,６０℃
退火２０s,共４０个循环,再从７５℃每隔１０s上升０２℃最终至９５℃．

２　结果与分析

M 为 DL５０００;１ 以克里曼丁 DNA为模板;

２ 以克里曼丁cDNA为模板．

图１　克里曼丁中CcSubtilisin基因的克隆

２１　基因的克隆及序列分析

以克里曼丁橘叶片为材料提取 RNA,反转录成cDNA
并以其为模板用特异基因引物SubtilisinF和SubtilisinR进行

PCR扩 增,克 隆 扩 增 子 后 测 序．结 果 表 明:克 隆 得 到 的

CcSubtilisincDNA特异条带大小约为２３００bp,测序证实

为２３３７bp,与克里曼丁橘相应基因的编码序列(CICLE_

v１００２７８６３mg)仅相差３个碱基．该基因的起始密码子和终

止密码子分别为 ATG 和 TGA,表明已获得全长开放读码

框．用基因组 DNA作为模板,在相同的 PCR条件下扩增出

一条与上述编码序列长度相同的片段(图１),说明该基因不

含内含子．
２２　基因编码氨基酸序列推导及理化性质分析

根据CcSubtilisin基因的编码序列,推导出开放阅读框可编

码含有７７８个氨基酸残基的蛋白质(图２)．该蛋白含有类枯草杆菌蛋白酶共有的PA结构域,分子式为C３７８６

H５７９９N１００９O１１２６S２８,分子量为８４３６４４,理论等电点为６３９,不稳定指数为４７０３,脂肪系数值为８０６７．由于

其总平均亲水指数为－００８７,故该蛋白属于亲水性蛋白．分析其氨基酸组成,发现含量最高的是丙氨酸 Ala
(１０２％),其次是丝氨酸Ser(８６％)、甘氨酸Gly(８０％),其中,带负电荷氨基酸残基(Asp＋Glu)总数为６６,

带正电荷氨基酸残基(Arg＋Lys)总数为５９．

圆点表示蛋白质形成的催化三联体活性位点(D区、H 区和S区)和保守的天冬酰胺位点(N),黑色线条表示蛋白质结构域PA结构域．

图２　CcSubtilisin基因的编码序列及推导的氨基酸序列
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２３　氨基酸同源性分析及分子进化树的构建

Blastn比对分析结果显示,CcSubtilisin 与各物种同源蛋白的核苷酸序列相似性比较低．拟南芥(AraＧ

bidopsisthaliana)、番茄(Solanumlycopersicum)、大豆(Glycinemax)、挪威云杉(Piceaabies)、毛果杨

(Populustrichocarpa)、欧洲桤木(Alnusglutinosa)和百合(Liliumlongiflorum)等１８个物种的同源蛋白

氨基酸多重序列比对结果表明,柑橘CcSubtilisin 及其它植物的枯草杆菌蛋白酶均有４个十分保守区域(天

冬氨酸D区、组氨酸 H 区、天冬酰胺 N区和丝氨酸S区)(图３(a))．其中D１４５,H２１９和S５４９残基形成一个催

化三联体活性位点(图３(b)),N３２４残基是底物结合位点．

图３　氨基酸同源性分析

以柑橘及其它１８个物种的Subtilisin同源蛋白的氨基酸序列聚类结果构建的蛋白质分子进化树见图４．
图４中显示,与柑橘CcSubtilisin亲缘关系最为相近的是番木瓜的同源蛋白序列,其次是木薯．

２４　启动子分析

从 NCBI网站下载到克里曼丁基因组中CcSubtilisin 基因上游１５００bp核苷酸序列,分析其所含作
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用元件,发现有许多重要的与逆境相关的调控元件,包括感应水杨酸及伤害信号的元件 WＧBox,乙烯反

应元件ERE,赤霉素上调蛋白表达响应元件CAREs(CAACTC 调控元件),生长素响应元件 CATATG,

感应病原入侵和盐胁迫元件 GTＧ１motif,参与调控脱水胁迫的元件 MYBCORE和 MYC,赤霉素诱导元

件Pyrimidinebox,糖胁迫元件SRE,感应生长素和水杨酸的 ASF１MOTIF,以及典型的 CAATＧbox和

TATABOX元件等．

图４　柑橘CcSubtilisin与其他物种中相似蛋白氨基酸序列的系统进化树分析

M 为 DL２０００DNAmarker;１－６为待检测的农杆菌,

其中１,３,６号检测为阳性菌液．

图５　农杆菌菌液PCR检测

２５　过量表达载体pFGC５９４１ＧCcSubtilisin 的构建及

转入根癌农杆菌

将克隆获得的含CcSubtilisincDNA的质粒与载

体pFGC５９４１质粒分别进行 AscⅠ/SmaⅠ双酶切,

胶回收目的基因片段和载体骨架片段,连接二者,

然后转化、培养大肠杆菌,提取重组质粒用基因特

异引物进行 PCR验证．重组质粒pFGC５９４１ＧCcSubＧ

tilisin经电击法转入根癌农杆菌 EHA１０５．转化子在

含有卡那霉素和利福平的 LB平板上筛选培养,挑

取抗性单克隆进行PCR检测,结果表明载体已成功

转入农杆菌(图５)．

２６　沙田柚转基因植株的鉴定

通过将沙田柚幼苗的上胚轴与根癌农杆菌共培养

转化后置抗性培养基上培养,获得抗性再生芽．待抗性芽幼叶长至呈深绿色时,将其连同上胚轴嫁接到一

年生的酸柚砧木上．待嫁接苗长出５~８片真叶时,取叶片提取DNA,用BAR引物进行PCR检测．结果表

明共得到９棵阳性植株(图６)．
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M 为 DL２０００DNAmarker;１－１０为待检测的转基因植株．

图６　转基因植株BAR引物检测结果

图７　转基因植株中CcSubtilisin基因的表达分析

２７　转基因植株CcSubtilisin表达分析

提取４株转基因沙田柚(SubＧ１,SubＧ２,SubＧ３,

SubＧ４)和１株嫁接于酸柚上的非转基因沙田柚叶

片总 RNA,用 于 实 时 定 量 分 析 转 基 因 植 株 中

CcSubtilisin 基因的表达情况．结果表明４株转基因

沙田柚中,有３株转基因沙田柚的CcSubtilisin 表

达量高于对照,其中 SubＧ１的表达量最高,约为对

照的３５倍(图７)．

３　讨　论

本实验通过 RTＧPCR 从克里曼丁叶片的cDNA

中成功克隆了一个受 HLB诱导的柑橘枯草杆菌蛋白酶基因CcSubtilisin．CcSubtilisin蛋白具有类枯草杆

菌蛋白酶家族蛋白的保守PA结构域和４个高度保守区(D区、H 区、N区和S区)．丝氨酸蛋白酶是重要的

蛋白水解酶,约有３０个家族,分属于六大类:A 类,糜蛋白酶(Chymotrypsin);B类,类枯草杆菌蛋白酶

(SubtilisinＧlikeprotease);C类,羧肽酶C(CarboxypeptidaseC);E类,丙氨酸蛋白酶(DＧAlaＧDＧAlaＧPeptiＧ

dase);F类,阻遏蛋白LexA(RepressorLexA);G类,三磷酸腺苷依赖型丝氨酸蛋白酶(ATPＧDependent

serinepeptidases)[７]．其中,B类,即类枯草杆菌蛋白酶家族,是丝氨酸蛋白酶中最大的家族之一,根据功

能域活性位点的特征,其又可分为５大亚家族,即枯草杆菌蛋白酶(Subtilisinthermitase)、kexin、PyrolyＧ

sin、蛋白酶 K(ProteinaseK)和羊毛硫细菌素蛋白酶(Lantibioticpeptidase)亚家族[１９]．
尽管类枯草杆菌蛋白酶在结构上有相似性,但在其表达和功能上存在差异．在番茄中,P６９A 在除根

和花之外的所有植物器官中表达且与细胞延伸相关;P６９D 除不在根中表达外,在其他器官中都有表达,

与细胞分裂、延伸相关[１２]．在拟南芥中,SDD１在气孔前体细胞中强烈表达[１０],与调节气孔密度的信号传

导有关;ALE１基因在种子萌发过程中特异表达,与拟南芥胚发育过程中的角质层形成和表皮分化时信号

肽的产生有关[２];AIR３在侧根形成过程中表达[９],参与调控侧根原基数量;Ara１２在角果、茎及叶片中表

达[１１],参与植株形态建成．大豆中,SCS１[１]在种皮中表达量最高,与厚壁组织的分化有关;SLPＧ１在处于

发育期种子的种皮中表达,而SLPＧ２主要在发芽种子的子叶中表达[１３],这两个基因都参与种子萌发．粗枝

木麻黄中,cg１２在根瘤形成早期受弗兰克氏菌(Frankia)诱导表达[１４],参与粗枝木麻黄和弗兰克氏菌的共

生过程．
可见,植物类枯草杆菌蛋白酶在植物生长发育和抗病反应中扮演着重要的角色．但在柑橘中有关类枯
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草杆菌蛋白酶基因的研究未见报道．在本研究中,我们通过构建柑橘CcSubtilisin 基因过量表达载体转化

柑橘,获得了９株CcSubtilisin 转基因植株．由于该基因受 HLB细菌的诱导,可能在柑橘抗病反应中起重

要作用,我们获得的转基因植株将有助于解析这个问题．
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CitrusSubtilisinＧLikeGene,CcSubtilisin
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Abstract:ReverseＧtranscriptionPCR (RTＧPCR)wasappliedtocloneasubtilisinＧlikegene(designatedas

CcSubtilisin)usingtheleafRNAofCitrusclementinaasmaterial．Theclonedgenecontainedanopen

readingframe(ORF)２３３７bplong,whichcouldencodea７７８Ｇaminoacidpolypeptide．Sequenceanalysis

showedthatthededucedproteinshared４conservedregionsofthesubtilisinfamilywithits１８homologous

proteinsfromArabidopsisthaliana,Ricinuscommunis,Solanumlycopersicum,Populustrichocarpa,

Glycinemax,Piceaabies,Alnusglutinosa,Liliumlongiflorumandother１０plantspecies．AnoverＧexＧ

pressionvectorwasconstructedandengineeredintoshatianyoupomelo(Citrusmaxima)viaAgrobacteriＧ

umＧmediatedtransformation．AfterPCRdetection,atotalof９independenttransgenicplantswereobＧ

tained．QuantitativerealtimePCRshowedthattheexpressionlevelof３outofthe４transgeniclinesused

forexpressionstudywashigherthanthatofthecontrol．ThestudyherecouldprovidematerialsforfuncＧ

tionalcharacterizationofthecitrussubtilisingeneinplantdefenseresponsetostresses．

Keywords:serineprotease;subtilisin;genecloning;sequenceanalysis;genetictransformation
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