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摘要: 利用同源克隆技术得到黄毛草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ)中编码 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域的抗病相关

基因 ＦｎＣＮ 及启动子序列ꎮ 序列分析结果表明:ＦｎＣＮ 基因开放阅读框的长度为 ９３３ ｂｐ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＭＮ２４０２９０)ꎬ编码 ３１０ 个氨基酸残基ꎬ其 Ｎ 端有 １ 个 Ｒｘ－ＣＣ 结构域ꎬＣ 端有 １ 个保守的 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域ꎮ 该基因起

始密码子上游启动子 ｐＦｎＣＮ 序列的长度为 ９１０ ｂｐ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＭＮ２４０２９１)ꎬ包含 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、激素

响应元件、干旱诱导 ＭＹＢ 结合位点、光响应元件和厌氧诱导顺式作用元件等ꎮ 氨基酸序列的同源性比对结果表

明:黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因与野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.)ＣＮ 基因编码氨基酸序列的相似性最高(９５.１６％)ꎮ 成功构

建了黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因的植物过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－ＨＡ－ＦｎＣＮ 和病毒诱导基因沉默载体 ｐＴＲＶ２－ＦｎＣＮꎮ
实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果表明:黄毛草莓叶片接种胶孢炭疽菌〔Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (Ｐｅｎｚ.) Ｓａｃｃ.〕后
０~３ ｈ ＦｎＣＮ 基因表达下调ꎬ之后逐渐上调ꎻ接种后 ４８ ｈ 该基因的相对表达量最高ꎬ是接种后 ０ ｈ 的 ３.３ 倍ꎮ 研究结

果显示:黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因响应胶孢炭疽菌的胁迫ꎬ推测其在黄毛草莓抗炭疽病过程中发挥着重要作用ꎮ
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Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＮＢ￣ＡＲＣ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ ａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＨＵ Ｙｕｃｉ１ꎬ ＹＡＯ Ｌｉｐｉｎｇ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｔｏｎｇ１ꎬ ＨＥ Ｓｈｕｍｉｎ３ꎬ ＴＡＮＧ
Ｘｉｎｂｉａｏ１ꎬ ＣＨＥＮ Ｑｉｎｇｘｉ１ꎬ①ꎬ ＷＥＮ Ｚｈｉｆｅｎｇ１ꎬ① ( １. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ
Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｆｕｚｈｏｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ
３５００１８ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ ａｎｄ Ｆｌｏｗｅｒｓꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１ꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２０ꎬ ２９(４): １－１０

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ＦｎＣＮ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＮＢ￣ＡＲＣ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｏｒ
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｉｓ ９３３ ｂｐ (ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ＭＮ２４０２９０)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ３１０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ Ｒｘ￣ＣＣ ｄｏｍａｉｎ ａｔ
Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｎｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＮＢ￣ＡＲＣ ｄｏｍａｉｎ ａｔ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｕｐ￣ｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｍｏｔｏｒ
ｐＦｎＣＮ ｏｆ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｉｓ ９１０ ｂｐ (ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ＭＮ２４０２９１)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｅｓ
ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＴＡＴＡ￣ｂｏｘꎬ ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎬ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｅｔｃ. Ｔｈｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦｎＣＮ
ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆ. ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ ｈａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ( ９５.１６％) ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ. Ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨＡ￣ＦｎＣＮ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ
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ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｐＴＲＶ２￣ＦｎＣＮ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆ. ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ ａｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｆ.
ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ ｉｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ０－３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (Ｐｅｎｚ.) Ｓａｃｃ.ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ３. ３ ｔｉｍｅｓ ｔｈａｔ ａｔ ０ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｆ.
ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ ｃａｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｔ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ａｎｔｉ￣
ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｆ. ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙꎻ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅꎻ ＮＢ￣ＡＲＣ ｄｏｍａｉｎꎻ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅꎻ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 　 植物抗性(ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＲ)基因可介导植物对各种

病原体的防御反应ꎬ如细菌、真菌和病毒ꎬ甚至是一些

昆虫和线虫等[１]ꎬ大多数 Ｒ 基因可编码 ＮＢ－ＡＲＣ 类

抗病蛋白[２]ꎬ该类抗病蛋白根据 Ｎ 端结构域的不同

进一步分为含有 ＴＩＲ( ｔｏｌｌ / ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)的

ＴＮＬ(ＴＩＲ－ＮＢ －ＡＲＣ －ＬＲＲ) 蛋白、含有 ＣＣ( ｃｏｉｌｅｄ －
ｃｏｉｌ) 的 ＣＮＬ ( ＣＣ －ＮＢ －ＡＲＣ － ＬＲＲ) 蛋白以及含有

ＲＰＷ８ ( ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｐｏｗｄｅｒｙ ｍｉｌｄｅｗ ８ ) 的 ＲＮＬ
(ＲＰＷ８－ＮＢ－ＡＲＣ－ＬＲＲ)蛋白[３－４]ꎮ 植物基因组内编

码 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域的抗病基因在其抵御病原菌侵染

时起重要作用[１－２]ꎮ Ｊｉａ 等[５] 研究发现ꎬ在植物基因

组中ꎬ约有 ０.２％ ~１.６％基因被预测为 ＮＢ－ＡＲＣ 编码

基因ꎮ 迄今为止ꎬ已从苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.) [６]、
山葡萄(Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ Ｒｕｐｒ.) [７]、陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.) [８]、 草 莓 ( Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ
Ｄｕｃｈ.) [９]、番茄(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.) [１０]和花

生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌｉｎｎ.) [１１] 等植物中克隆到 ＮＢ－
ＡＲＣ 类抗病基因ꎬ大多数 ＮＢ－ＡＲＣ 类抗病基因能响

应病原菌的侵染ꎬ并通过水杨酸(ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)、
茉莉酸( ｊａｓｍｏｎｉｅ ａｃｉｄꎬＪＡ)和脱落酸( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＡＢＡ)等信号途径来调控植物对病原菌的防御反应ꎮ
此外ꎬ有研究发现草莓 ＦａＮＢＳ 编码基因可进一步融

合 ＷＲＫＹ、Ｐｋｉｎａｓｅ、ＭＢＹ 和 ＲＰＷ８ 等结构域发挥其抗

病作用[１２]ꎮ
草莓隶属于蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)草莓属(Ｆｒａｇａｒｉａ

Ｌｉｎｎ.)ꎬ为多年生草本植物ꎬ其栽培面积和产量居世

界小浆果生产的首位[１３]ꎮ 由炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｓｐｐ.)引发的草莓炭疽病是对草莓破坏性极大的病害

之一ꎬ可造成 ８０％以上的草莓幼苗死亡ꎬ损失 ５０％以

上的产量[１４]ꎮ 目前ꎬ对草莓炭疽病的防治仍然采用

喷施农药的化学防治ꎬ而化学防治易造成果实残毒和

环境污染ꎬ降低了草莓鲜食及加工产品的品质ꎬ因此ꎬ
培育草莓抗病品种是最经济且有效控制病害的方

法[１５－１６]ꎮ 黄毛草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ
Ｇａｙ)对叶斑病、炭疽病和蚜虫等病虫害具有较强的

抗性ꎬ有重要的育种价值[１７]ꎮ 黄毛草莓主要分布在

亚洲东南部ꎬ在中国分布于湖南、湖北、云南、贵州、四
川、陕西和台湾等地[１８]ꎮ 马鸿翔等[１９] 研究发现ꎬ黄
毛草莓叶斑病和炭疽病的田间自然发病率较低ꎬ且与

部分栽培种杂交后其抗病性能遗传ꎮ 黄金凤[２０]通过

田间自然发病和接种评价方法ꎬ发现黄毛草莓对炭疽

病有较强抗性ꎮ 从黄毛草莓中克隆相关抗病基因并

明确其抗病机制ꎬ对深入了解黄毛草莓抗病机制及培

育抗炭疽病草莓品种具有重要意义ꎮ
黄毛草莓对外界不良环境抗性强、适应性好ꎬ对

草莓品种改良具有重大意义ꎮ 预实验结果显示:黄毛

草莓 离 体 叶 片 接 种 胶 孢 炭 疽 菌 〔 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (Ｐｅｎｚ.) Ｓａｃｃ.〕后ꎬ发病率仅 ２７.７８％ꎬ
病情指数为 １６.９２ꎬ说明黄毛草莓对草莓炭疽病具有

较强抗性ꎬ但目前国内外对黄毛草莓抗炭疽病方面的

研究较少ꎮ 作者所在课题组前期对黄毛草莓接种胶

孢炭疽菌ꎬ利用转录组测序技术从黄毛草莓中筛选到

１ 个受胶孢炭疽菌诱导表达的序列ꎮ 本研究利用同

源克隆技术从黄毛草莓中获得 ＣＮ 基因及其启动子

序列ꎬ对该基因编码的氨基酸序列进行生物信息学分

析ꎬ同时构建了该基因的植物过表达载体和病毒诱导

基因沉默(ｖｉｒｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎬＶＩＧＳ)载体ꎬ并
利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对接种胶孢炭疽菌后的

黄毛草莓叶片中 ＣＮ 基因的转录水平进行了检测ꎬ以
期为明确黄毛草莓 ＣＮ 基因的抗病功能提供初步

依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试黄毛草莓由北京市农林科学院张运涛课题

２
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组提供ꎬ栽培于福建农林大学园艺学院果树抗病与遗

传育种实验室ꎬ胶孢炭疽菌菌株 Ｌｃｈ－１９１１ 由湖北省

农业科学院韩永超副研究员馈赠ꎮ
大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 感受态细胞、植

物过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－ＨＡ 和烟草脆裂病毒载

体 ｐＴＲＶ２ 由福建农林大学园艺学院果树抗病与遗传

育种实验室保存ꎮ 氨苄青霉素(ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎꎬＡｍｐ)和卡

那霉素(ｋａｎａｍｙｃｉｎꎬＫａｎａ)购自生工生物工程(上海)
股份有限公司ꎻＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖

多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ Ｓｅｃｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ
植物 基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒、 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ＤＮＡ 纯化回收试剂盒和 ＴＩＡＮｐｒｅｐ
Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ 质粒小提试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司ꎻＢａｍＨ Ⅰ、Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ限制性

内切酶ꎬＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ ｐＭＤ２０ － Ｔ 载体ꎬ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰꎬ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录

试剂盒ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒以

及 ＲＲ８２０Ａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ荧光定量试剂盒

购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 处理方法　 参照韩永超等[２１]的方法制备胶孢

炭疽菌分生孢子悬浮液ꎬ将胶孢炭疽菌接种至新鲜

ＰＤＡ 培养基上ꎬ于温度 ２８ ℃、避光条件下活化 ３ ~
５ ｄꎬ再从活化后的菌落边缘取菌丝块转接到含体积

分数 ０. ０５％酵母提取液的 ＰＤＡ 培养基上ꎬ于温度

２８ ℃、避光条件下培养至平板上长出橘红色分生孢

子ꎬ用灭菌枪头或牙签将菌丝轻轻刮下ꎬ无菌水冲洗、
重悬ꎬ通过 ４ 层纱布滤去菌丝和培养基杂质ꎬ使用血

球计数板和 ＤＭｉ８ 倒置荧光显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎬ用无菌水稀释为孢子浓度 １×１０６ ｍＬ－１的孢子悬

浮液ꎬ置于４ ℃条件下备用ꎮ
参照 Ｚｈａｎｇ 等[２２] 的方法ꎬ处理组将胶孢炭疽菌

分生孢子悬浮液接种到活体黄毛草莓叶片上ꎬ对照组

接种无菌水ꎬ每组分别从 １５ 株生长健康的黄毛草莓

植株上取由上至下第 ３ 至第 ６ 位叶片ꎬ共接种５０ 枚

叶片ꎬ然后放置在人工气候室培养ꎬ培养条件为温度

２５ ℃、空气相对湿度 ７０％、光照时间１２ ｈｄ－１及光照

强度 １２５ μｍｏｌｍ－２ ｓ－１ꎮ 接种后 ０、３、６、１２、２４、
４８ 和７２ ｈ 每组在同一时间随机采集 ２~３ 枚叶片置于

液氮中速冻ꎬ然后置于－８０ ℃冰箱中保存、备用ꎬ每组

３ 次重复ꎮ
１.２.２　 黄毛草莓 ＣＮ 基因和启动子克隆　 用无菌剪

刀剪取无病虫害、生长势良好的 ５ 枚新叶ꎬ装入无菌

自封袋后迅速放入冰盒中ꎬ备用ꎮ 将叶片置于液氮中

研磨成粉末状ꎬ以 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒提取的 ＲＮＡ 为模板反转录合成

ｃＤＮＡ 第１ 链ꎬ再利用 ＤＮＡ Ｓｅｃｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ 植物基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡꎮ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件

设计扩增黄毛草莓 ＣＮ 基因完整开放阅读框(ＯＲＦ)
的正向和反向引物ꎬＦｎＣＮ－Ｆ 序列为 ５′－ＡＴＧＧＡＧＴＴＴ
ＧＣＣＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＴ－３′ꎬＦｎＣＮ－Ｒ 序列为 ５′－ＡＡＧＴ
ＣＴＧＴＴＡＴＧＴＧＴＧＧＧＡＴＡＡ－３′ꎮ 设计黄毛草莓 ＣＮ 基

因起始密码子上游启动子序列的正向和反向引物ꎬ
Ｐ－ＦｎＣＮ－Ｆ 序列为 ５′－ＡＴＣＣＴＣＣＣＴＧＣＣＡＡＴＧＡＡＡＡＧ
ＡＣＧ－３′ꎬＰ－ＦｎＣＮ－Ｒ 序列为 ５′－ＧＡＡＧＡＧＡＧＡＡＡＧＡ
ＧＡＧＧＴＴＴＴＡＴＧ－ ３′ꎮ 分别以 ｃＤＮＡ 第 １ 链和叶片

ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增体系总体积为 ２５.０
mＬꎬ包括２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２.５ mＬ、正向和反向

引物各１.０ mＬ、模板 １.０ mＬ 和无菌水 ９.５ mＬꎮ 扩增程

序为:９４ ℃预变性 ９０ ｓꎻ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ、５７ ℃ 退火

３０ ｓ、７２ ℃ 延伸 ９０ ｓꎬ３８ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 反应产物经质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电泳

检测后用 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ＤＮＡ 纯化回

收试剂盒回收目的片段ꎬ将回收产物连接到 ｐＭＤ２０－
Ｔ 载体上ꎬ然后转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞

中ꎬ菌液涂布于含 １００ ｍｇＬ－１Ａｍｐ 的 ＬＢ 平板上进

行筛选ꎬ挑取阳性单菌落进行 ＰＣＲ 检测ꎬ将条带正确

的 ５ 个阳性克隆菌株送至铂尚生物技术(福州)有限

公司测序ꎮ
１.２.３　 生物信息学分析 　 利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ(ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ. ｈｔｍｌ)预测黄毛

草莓 ＣＮ 基因编码的氨基酸序列ꎻ利用 ＮＣＢＩ 网站中

ＢＬＡＳＴ 程序 ( ｈｔｔｐｓ:∥ ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.
ｃｇｉ)预测其保守结构域和寻找同源性较高的氨基酸

序列ꎻ使用 ＤＮＡＭＡＮ ７.０ 软件进行不同种类间同源

基因编码氨基酸序列的相似性比较ꎻ使用 ＭＥＧＡ ６.０
软件中的邻接(ＮＪ)法构建系统进化树ꎻ利用 Ｅｘｐａｓｙ－
ＰｒｏＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 预测

黄毛草莓 ＣＮ 基因编码氨基酸序列的理化性质ꎻ通过

在线 网 站 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ ( ｈｔｔｐ: ∥ ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ－４.１ / ? ｔｄｓｏｕｒｃｅｔａｇ ＝ ｓ＿ｐｃｔｉｍ＿ａｉｏｍｓｇ)
进行信号肽预测ꎻ使用 ＴＭＨＭＭ 软件( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.
ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )进行跨膜预测ꎻ利用在

线工具 ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ( ｈｔｔｐ:∥ ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ

３
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２.ｈｔｍｌ)进行亚细胞定位预测ꎻ利用 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ:∥
ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ －ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝
ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ)预测黄毛草莓 ＣＮ 蛋白的二级结

构ꎻ利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数据库 ( ｈｔｔｐ:∥ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )对启动子序列

进行顺式作用元件预测ꎮ
１.２.４　 植物过表达载体和病毒诱导基因沉默载体构

建　 根据上述测序结果设计带有 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｋｐｎ Ⅰ
酶切位点的植物过表达载体引物ꎬＦｎＣＮ－ｏｖｅｒ－Ｆ 序列

为 ５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＡＴＧＧＡＧＴＴＴＧＣＣＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧ
ＣＴ－３′ꎬＦｎＣＮ－ｏｖｅｒ－Ｒ 序列为 ５′－ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＣＴＴＣＴ
ＣＣＣＡＣＡＣＡＴＡＡＣＡＧＡＣＴＴＴＴ－３′ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩
增体系和程序同 １. ２. ２ꎮ 用 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｋｐｎ Ⅰ对

ＦｎＣＮ－ｏｖｅｒ 质粒和植物过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－
ＨＡ 质粒进行双酶切ꎬ回收目的基因小片段和植物过

表达载体大片段ꎮ 根据黄毛草莓 ＣＮ 基因的沉默区

间设计带 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ酶切位点的病毒诱导基

因沉默载体引物ꎬＴＲＶ２－ＦｎＣＮ－Ｆ 序列为 ５′－ＧＣＴＣＴＡ
ＧＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＣＣＡＴＧＧＧＣＧＴＧＴＣＡＡＡＧ－３′ꎬＴＲＶ２－
ＦｎＣＮ－Ｒ 序列为 ５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＡＧＡＣＡ
ＣＡＴＡＣＣＣＡＣＡＴ－３′ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增体系和程序

同１.２.２ꎮ 用 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ对 ＴＲＶ２－ＦｎＣＮ 质粒

和病毒载体 ｐＴＲＶ２ 进行双酶切ꎬ获得目的基因小片

段和病毒载体大片段ꎮ 用 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰ连接双酶切基

因小片段和载体大片段ꎬ转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受

态细胞ꎬ用含 １００ ｍｇＬ－１Ｋａｎａ 的 ＬＢ 培养基进行筛

选ꎬ挑取单菌落进行 ＰＣＲ 检测ꎬ培养阳性菌株提取质

粒进行酶切验证ꎬ选取 ５ 个条带正确的阳性菌株送至

铂尚生物技术(福州)有限公司测序ꎮ
１.２.５ 　 黄毛草莓 ＣＮ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－
ｑＰＣＲ)分析 　 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测黄毛草莓叶片在

接种胶孢炭疽菌后 ０、３、６、１２、２４、４８ 和 ７２ ｈ 黄毛草

莓 ＣＮ 基 因 的 相 对 表 达 量ꎬ 以 草 莓 Ａｃｔｉｎ 基 因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＢ１１６５６５) 为内参基因ꎮ 使用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒反转录合成

ｃＤＮＡ 用于 ＲＴ－ｑＰＣＲ 定量分析ꎬＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增引物

Ｒｅａｌ－ＦｎＣＮ－Ｆ 序列为 ５′－ＣＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
Ａ－３′ꎬＲｅａｌ－ＦｎＣＮ－Ｒ 序列为 ５′－ＧＣＧＴＡＣＣＴＧＴＣＣＴＴＴ
ＧＡＣＡＣ－ ３′ꎮ 内参基因扩增引物 Ｒｅａｌ － ＦｎＡｃｔｉｎ － Ｆ
序列为 ５′ － ＧＣＣＡＧＡＡＡＧＡＴＧＣＴＴＡＴＧＴＣＧＧＴＧ － ３′ꎬ
Ｒｅａｌ－ＦｎＡｃｔｉｎ－Ｒ 序列为 ５′－ＴＧＧＧＧＣＡＡＣＡＣＧＡＡＧＣＴ
ＣＡＴ－３′ꎮ 扩增体系总体积为 １２.５０ mＬꎬ包括 ＳＹＢＲ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ６.２５ mＬ、正向和反向引物各 ０.５０ mＬ、
ｃＤＮＡ 模板 １.００ mＬ 和无菌水 ４.２５ mＬꎮ 扩增程序为:
９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ 变性 ５ ｓ、６０ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎮ 每个样品均设置 ３ 次生物学重复和技术

重复ꎬ采用 ２－ΔΔ ＣＴ法[２３]分析黄毛草莓 ＣＮ 基因的相对

表达量ꎮ
１.３　 数据处理

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行数据分

析ꎬ采用单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎｓ 多重比较方法

进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因和启动子克隆及序列分析

结果

２.１.１　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因克隆及序列分析　 根据

获得的黄毛草莓转录组数据与野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ
Ｌｉｎｎ.)相同的 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计ꎬ利
用引物 ＦｎＣＮ－Ｆ 和 ＦｎＣＮ－Ｒꎬ以黄毛草莓叶片 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到 １ 个长度约 １ ０００ ｂｐ 的

条带(图 １)ꎮ 然后进行连接转化、菌液 ＰＣＲ 检测

阳性克隆及测序ꎬ结果显示:黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因

的开放阅 读 框 长 度 为 ９３３ ｂｐ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＭＮ２４０２９０)ꎬ共编码 ３１０ 个氨基酸残基ꎮ 通过生物信

息学分析ꎬＦｎＣＮ 基因编码的氨基酸序列的 Ｎ 端包含

１ 个 Ｒｘ－ＣＣ 结构域ꎬＣ 端包含 １ 个保守的 ＮＢ－ＡＲＣ
结构域(图 ２)ꎮ 上述结果表明:ＦｎＣＮ 基因属于 ＮＢ－

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＦｎＣＮ 基因 ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ.

图 １　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ. １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ
ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ

４
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首尾方框分别示起始密码子和终止密码子 Ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｒｘ－ＣＣꎬＮＢ－ＡＲＣ: 结
构域 Ｄｏｍａｉｎ.

图 ２　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＡＲＣ 类基因家族ꎮ
２.１.２　 启动子克隆及序列分析　 利用引物 Ｐ－ＦｎＣＮ－
Ｆ 和 Ｐ－ＦｎＣＮ－Ｒ 从黄毛草莓基因组 ＤＮＡ 中扩增得到

１ 个长度约 ９００ ｂｐ 的启动子条带(图 ３)ꎮ 测序结果

显示ꎬ该启动子序列的长度为 ９１０ ｂｐꎬ命名为 ｐＦｎＣＮ
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＭＮ２４０２９１)ꎮ 利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数

据库对该序列进行顺式作用元件预测ꎬ结果(图 ４)
表明:该启动子不仅含有 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ(核心启动子元

件)和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ(启动子和增强子区的顺式作用元

件)等基本顺式作用元件ꎬ还存在 ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ(茉
莉酸甲酯响应元件)、ＡＢＲＥ(脱落酸响应元件)、
ＭＢＳ(干旱诱导 ＭＹＢ 结合位点)、Ｇ－ｂｏｘ(光响应元

件)、ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ(光响应元件)和 ＡＲＥ(厌氧诱导顺

式作用元件)等ꎮ 说明黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因能响应

多种植物激素的诱导ꎬ在黄毛草莓受到逆境胁迫时

可能发挥重要作用ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＦｎＣＮ 基因启动子 ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ.

图 ３　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因启动子的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ. ３ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｒｏｍ
Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ

５
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ＣＡＡＴ－ｂｏｘ: 启动子和增强子区的顺式作用元件 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＡＢＲＥ: 脱落酸响应元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ ＴＡＴＡ－ｂｏｘ: 核心启动子元件 Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ ＭＢＳ: 干旱诱导 ＭＹＢ 结合位点 ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
ＡＲＥ: 厌氧诱导顺式作用元件 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ＧＴ１－ｍｏｔｉｆꎬＧ－ｂｏｘ: 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ:
茉莉酸甲酯响应元件 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ.

图 ４　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因启动子序列及其顺式作用元件
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ

２.２　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因编码氨基酸序列的理化

性质及同源性分析

２.２.１　 理化性质分析 　 Ｅｘｐａｓｙ－ＰｒｏＰａｒａｍ 预测结果

表明:黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因编码氨基酸序列的分子

式为 Ｃ１５６７ Ｈ２５２４ Ｎ４３２ Ｏ４７５ Ｓ９ꎬ理论相对分子质量为

３５ ３０４.４３ꎬ理论等电点为 ｐΙ ５. ４３ꎬ不稳定系数为

２９.５７ꎬ脂肪系数为 １０４.００ꎬ总平均亲水性(ＧＲＡＶＹ)
为－０.２７９ꎬ推测 ＦｎＣＮ 蛋白为稳定的亲脂亲水性蛋

白ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ 预测结果表明:ＦｎＣＮ 基因编码的

氨基酸序列无信号肽ꎬ说明 ＦｎＣＮ 蛋白不是分泌蛋

白ꎮ ＴＭＨＭＭ 预测结果表明:ＦｎＣＮ 基因编码氨基酸

序列中第 １ 至第 ３１０ 位的氨基酸残基均在膜外ꎬ表
明其不存在跨膜区ꎮ ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 预测结果表

明:ＦｎＣＮ 蛋白在细胞质中的可能性较大ꎬ推测

ＦｎＣＮ 蛋白位于细胞质中ꎮ ＳＯＰＭＡ 预测结果表明:
ＦｎＣＮ 蛋白二级结构中包含 ６３. ５５％ 的 α － 螺 旋

(α￣ｈｅｌｉｘ)、 ２２. ２６％ 的无规则 卷 曲 ( ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)、
１１.６１％的延伸链 ( ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ) 以及 ２. ５８％ 的

β－转角(β￣ｔｕｒｎ)ꎮ

２.２.２　 同源序列比对和进化树分析 　 ＢＬＡＳＴ 分析

结果显示:黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已经

公布的野草莓(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿００４３０６３７２.１)、
月季花(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿
０２４１５５８５１. １ ) 和 白 梨 ( Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.ꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿００９３３４４７６.１)的 ＣＮ 基因编码

的氨基酸序列的相似性分别为 ９５.１６％、７７.４２％和

５５.７７％ꎮ 氨基酸序列同源性比较结果(图 ５)表明:
黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因与野草莓 ＣＮ 基因编码氨基酸

序列的同源性最高ꎬ其次为月季花和白梨ꎮ
系统进化树(图 ６)显示:黄毛草莓和野草莓首

先聚在一起ꎬ然后再与月季花聚为一个分支ꎬ三者

均为蔷薇亚科(Ｓｕｂｆａｍ. Ｒｏｓｏｉｄｅａｅ Ｆｏｃｋｅ)植物ꎬ说明

这３ 个种类的进化关系较近ꎬ加之其同源性也较高ꎬ
推测其蛋白质功能也相近ꎮ 山荆子〔Ｍａｌｕｓ ｂａｃｃａｔａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｂｏｒｋｈ.ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＴＱＥ０８４７６. １〕、白
梨、梅( Ａｒｍｅｎｉａｃａ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ.ꎬＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＸＰ ＿
００８２３８９９７.１)、桃(Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌｉｎｎ.ꎬＧｅｎＢａｎｋ
登录号 ＸＰ＿０２０４２０２５３.１)、苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.ꎬ

６
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Ｆｎ: 黄毛草莓 Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙꎻ Ｆｖ: 野草莓 Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｒｃ: 月季花 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎻ Ｐｂ: 白梨 Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ
Ｒｅｈｄ. ＥＤＶＩＤꎬＰ－ｌｏｏｐꎬＲＮＢＳ－ＡꎬＷａｌｋｅｒＢ: 基序 Ｍｏｔｉｆꎻ Ｒｘ－ＣＣꎬＮＢ－ＡＲＣ: 结构域 Ｄｏｍａｉｎ.

图 ５　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因与其他种类 ＣＮ 基因编码氨基酸序列的同源性比较结果
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ ａｎｄ ｂｙ

ＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 遗传距离　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

分支上数据为置信度 Ｄａｔｕｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ. Ｍｂ: 山荆
子 Ｍａｌｕｓ ｂａｃｃａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｂｏｒｋｈ.ꎻ Ｐｂ: 白梨 Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.ꎻ
Ａｍ: 梅 Ａｒｍｅｎｉａｃａ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ.ꎻ Ａｐ: 桃 Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｍｐ: 苹
果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｃａ: 欧洲甜樱桃 Ｃｅｒａｓｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈꎻ
Ａｃ: 扁桃 Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｒｃ: 月季花 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎻ
Ｆｎ: 黄 毛 草 莓 Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙꎻ Ｆｖ: 野 草 莓
Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.

图 ６　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因与其他种类 ＣＮ 基因编码氨基酸序列的系
统进化树
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦｎＣＮ
ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ ａｎｄ ｂｙ ＣＮ ｇｅｎｅ
ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿ ００８３６１１８３. ２)、 欧洲甜樱桃

〔Ｃｅｒａｓｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) ＭｏｅｎｃｈꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿
０２１８０２０７４. １ 〕 和扁桃 ( Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎬ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＢＢＨ０４１４３.１)聚为另一个分支ꎬ与黄

毛草莓的亲缘关系较远ꎮ
２.３　 植物过表达载体和病毒诱导基因沉默载体的

构建

根据序列信息设计带有酶切位点 ＢａｍＨ Ⅰ和

Ｋｐｎ Ⅰ的植物过表达载体引物 ＦｎＣＮ － ｏｖｅｒ － Ｆ 和

ＦｎＣＮ－ｏｖｅｒ－Ｒ 以及 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ酶切位点的病

毒诱导基因沉默载体引物 ＴＲＶ２－ＦｎＣＮ－Ｆ 和 ＴＲＶ２－
ＦｎＣＮ－Ｒ 分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ分别获得长度 ９３３ 和

４４５ ｂｐ 的目的基因片段(图 ７－ＡꎬＤ)ꎮ 筛选单菌落进

行 ＰＣＲ 检测(图 ７－ＢꎬＥ)ꎬ提取阳性菌株质粒进行双

酶切验证ꎬ电泳结果显示 ２ 个条带(图 ７－ＣꎬＦ)ꎬ对阳

性菌株的测序结果与预期构建序列一致ꎬ说明成功构

建出植物过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－ＨＡ－ＦｎＣＮ 和病

毒诱导基因沉默载体 ｐＴＲＶ２－ＦｎＣＮꎮ
２.４　 接种胶孢炭疽菌后 ＦｎＣＮ 基因的表达分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果(图 ８)显示:对照

(接种无菌水)组黄毛草莓叶片 ＦｎＣＮ 基因的相对表

达量变化不大ꎮ 接种胶孢炭疽菌后ꎬ随着时间的推

移ꎬＦｎＣＮ 基因的相对表达量呈“降低—升高—降低”
的变化趋势ꎬ其中ꎬ接种后 ３ ｈ ＦｎＣＮ 基因的相对表达

７
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Ｍ１: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｍ２: ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＦｎＣＮ 基因过表达区 ＰＣＲ 扩增结果 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒｅｇｉｏｎꎻ ２ꎬ３: ＦｎＣＮ－ｏｖｅｒ 阳性菌株鉴定 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｎＣＮ￣ｏｖｅｒꎻ ４: ＢａｍＨ Ⅰ ａｎｄ Ｋｐｎ Ⅰ酶切验证 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－ＨＡ－ＦｎＣＮ 重组质
粒 ＢａｍＨ Ⅰ ａｎｄ Ｋｐｎ Ⅰ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨＡ￣ＦｎＣＮꎻ ５: ＦｎＣＮ 基因沉默区 ＰＣＲ 扩增结果 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ
ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎻ ６－８: ｐＴＲＶ２－ＦｎＣＮ 阳性菌株鉴定 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＴＲＶ２￣ＦｎＣＮꎻ ９: ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ酶切验证 ｐＴＲＶ２－
ＦｎＣＮ 重组质粒 ＢａｍＨ Ⅰ ａｎｄ Ｘｂａ Ⅰ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴＲＶ２￣ＦｎＣＮ.

图 ７　 黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因植物过表达载体和病毒诱导基因沉默载体的构建
Ｆｉｇ. ７　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ

Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ

: 对照(接种无菌水)Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｅｐｔｉｃ ｗａｔｅｒ)ꎻ :
接种胶孢炭疽菌 Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ( Ｐｅｎｚ.)
Ｓａｃｃ.

同一处理不同小写字母表示在 ０.０５ 水平差异显著 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

图 ８　 接种胶孢炭疽菌后黄毛草莓叶片 ＦｎＣＮ 基因相对表达量的变化
Ｆｉｇ. ８ 　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｎＣＮ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｏｆ
Ｆｒａｇａｒｉａ ｎｉｌｇｅｒｒｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔ. ｅｘ Ｇａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (Ｐｅｎｚ.) Ｓａｃｃ.

量最低ꎻ接种后 ４８ ｈ ＦｎＣＮ 基因的相对表达量最高ꎬ
为接种后 ０ ｈ 的 ３.３ 倍ꎻ接种后 ２４ 和 ７２ ｈ ＦｎＣＮ 基因

的相对表达量也显著高于接种后 ０ ｈꎬ分别为接种后

０ ｈ 的 ２.７ 和２.６倍ꎮ

３　 讨论和结论

植物在生长过程中为抵抗外界不良环境逐渐进

化出 ２ 个层次的防御机制ꎬ一是细胞受体识别病原相

关分子模式 ( ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬ
ＰＡＭＰ)触发的免疫反应( ＰＡＭＰ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ
ＰＴＩ)ꎬ二是抗性( ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＲ)蛋白特异性识别病原

分泌的效应因子 (毒性因子) 触发的免疫反应

(ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬＥＴＩ)ꎮ ＥＴＩ 能进一步引

起植物超敏反应(ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬＨＲ)ꎬ较 ＰＴＩ
能更加迅速和有效抑制病原菌的侵入[２４]ꎮ 而 ＮＢ－
ＡＲＣ 类抗病蛋白是目前植物中数量最多的一类 Ｒ 蛋

白ꎬ在不同植物中克隆出的抗病基因中ꎬＮＢ－ＡＲＣ 类

８



第 ４ 期 胡玉慈ꎬ 等: 黄毛草莓编码 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域的 ＦｎＣＮ 基因和启动子克隆及 ＦｎＣＮ 基因表达分析

抗病基因占 ８０％[２５]ꎬ已成为植物抗病机制研究和抗

病育种的研究热点ꎮ ＮＢ －ＡＲＣ 类抗病蛋白中包含

１ 个或多个结构域ꎬ其中ꎬＮＢ－ＡＲＣ 结构域在进化过

程中具有较高的保守性ꎬ其通过转导核苷酸结合状态

ＡＴＰ / ＧＴＰ 信号ꎬ从而调节 ＮＢ－ＡＲＣ 类抗病蛋白的活

性[２６]ꎮ Ｒｘ－ＣＣ 结构域则缺乏保守性ꎬ郝炜[２７] 发现ꎬ
Ｒｘ－ＣＣ 结构域的 ＥＤＶＩＤ 基序起连接 Ｒｘ－ＣＣ 结构域

和 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域的桥梁作用ꎬ介导二者间的分子

相互作用ꎬ有利于传递病原效应蛋白的识别信号ꎮ 本

研究利用同源克隆技术从黄毛草莓中克隆到 １ 个

ＮＢ－ＡＲＣ 类抗病基因 ＦｎＣＮꎬ其编码氨基酸序列中包

含 １ 个 Ｒｘ－ＣＣ 结构域和 １ 个 ＮＢ－ＡＲＣ 结构域ꎬ表明

ＮＢ－ＡＲＣ 类抗病基因在进化过程中为了适应多变的

环境将具有重要功能的结构域保留下来ꎮ
启动子是转录水平上调控基因表达的顺式作用

元件ꎬ具有转录起始的特异性和表达的高效性[２８]ꎬ
Ｍａｒｏｎｅ 等[２９]指出ꎬＮＢ－ＡＲＣ 类抗病基因的表达受顺

式和反式作用元件的精细调控ꎬ因此ꎬ对其启动子的

结构进行分析对于了解植物的防御机制有重要意义ꎮ
已有研究结果表明:ＮＢ－ＡＲＣ 类抗病基因能响应外

源激素胁迫ꎬ 如 ‘久香’ 草莓 ( Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ
‘Ｊｉｕｘｉａｎｇ’)叶片经外源茉莉酸甲酯和脱落酸处理后ꎬ
ＦａＮＢＳ１ 基因的转录水平发生明显变化ꎬ其中ꎬ茉莉

酸甲酯显著抑制 ＦａＮＢＳ１ 基因的表达[３０]ꎮ 本研究克

隆的黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因上游长度为 ９１０ ｂｐ 的启动

子序列中含有植物激素响应元件ꎬ如茉莉酸甲酯响应

元件 ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ 和脱落酸响应元件 ＡＢＲＥ 等ꎬ由
此推测 ＦｎＣＮ 基因的表达受多种激素和环境信号的

调控ꎬ可能参与了黄毛草莓抵御病害的信号调控ꎮ
已有研究结果[３１] 表明:植物 Ｒ 基因在没有病原

体侵染的状态下表达水平相对较低ꎬ当植株受到病原

体侵染时ꎬＲ 基因表达水平提高ꎬ从而增强植株抗性ꎮ
Ｗｅｎ 等[３２] 研 究 发 现ꎬ 中 国 野 生 华 东 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ
ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｗ. Ｔ. Ｗａｎｇ)株系白河－３５－１(Ｂａｉｈｅ￣
３５￣１)接种白粉菌〔Ｅｒｙｓｉｐｈｅ ｎｅｃａｔｏｒ (Ｓｃｈｗ.)〕后ꎬＶｐＣＮ
基因的转录水平是接种前的 ４.２ 倍ꎬ将该基因进行异

源表达ꎬ结果表明转基因拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕对白粉病的抗性增强ꎮ 本研究中ꎬ
接种胶孢炭疽菌后ꎬ黄毛草莓叶片 ＦｎＣＮ 基因的相对

表达量先降低ꎬ接种后 ２４~７２ ｈ 其相对表达量显著高

于接种后 ０ ｈꎬ表明黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因在病原菌侵

染后先被抑制表达ꎬ然后被诱导表达ꎮ 前人研究发

现ꎬＳＡ 信号途径主要作用于植物遭受细菌和真菌等

病原物侵染ꎬ而 ＪＡ 信号途径主要作用于植物受到机

械损伤和虫害等创伤ꎬ二者在信号转导过程中存在一

定的相互拮抗和协同作用[３３－３４]ꎮ 张庆雨等[３５] 研究

发现ꎬ草莓中 ＦａＮＢＳ２０ 基因在外源 ＳＡ 和病原菌的诱

导下显著表达ꎬ表明 ＦａＮＢＳ２０ 基因可能通过 ＳＡ 信号

途径参与草莓对炭疽病的防御反应ꎮ 因此ꎬ初步判断

ＦｎＣＮ 基因可能属于 ＪＡ 信号转导途径上的调控因

子ꎬ前期黄毛草莓植株通过 ＳＡ 信号途径参与胶孢炭

疽菌侵染的防御反应ꎬＦｎＣＮ 基因被抑制表达ꎬ随后

胶孢炭疽菌侵染信号进一步通过 ＪＡ 信号途径转导ꎬ
ＦｎＣＮ 基因相对表达量显著提高ꎬ与 ＳＡ 和 ＪＡ 信号途

径上的相关基因共同参与病原菌的抵抗反应ꎮ 此外ꎬ
ＦｎＣＮ 基因在病原菌侵染前期表达下调的原因可能

是 ＦｎＣＮ 基因在参与识别病原菌侵染信号的过程中ꎬ
受到上游其他抗病蛋白的调控ꎬ所以在侵染前期基因

相对表达量呈现降低趋势ꎬ在后续研究中将通过酵母

单杂交寻找上游调控蛋白ꎮ 虽然本研究表明 ＦｎＣＮ
基因可能在黄毛草莓对炭疽病的防御反应中发挥一

定作用ꎬ但其在黄毛草莓抗炭疽病过程中的具体作用

途径尚未明确ꎬ在今后的研究中ꎬ将利用遗传转化等

生物技术对黄毛草莓 ＦｎＣＮ 基因进行深入研究ꎬ进一

步明确该基因在黄毛草莓抗炭疽病方面的分子防御

功能ꎮ
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