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大豆立枯丝核菌 G 蛋白β亚基基因的克隆与分析 
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摘  要: 由立枯丝核菌[Rhizoctonia solani Kühn, 有性世代：Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk] 引起的大豆纹枯

病(soybean sharp eyespot)是一种重要病害。G蛋白 β亚基(guanine nucleotide binding protein beta-subunit)作为重要的

信号传导因子, 在植物病原菌致病分子机制中起着重要作用。为了解 G 蛋白 β 亚基基因的结构与功能, 根据同源物

种 G蛋白 β亚基相关序列设计引物, 利用 PCR和 RT-PCR技术克隆了大豆立枯丝核菌 G蛋白 β亚基的基因序列和开

放阅读框(G-protein beta-subunit of soybean Rhizoctonia solani, 简写为 gbsrs1, GenBank登录号为 EU663628)。该片段

全长 1 864 bp, 含有 4个内含子和 5个外显子; 开放阅读框(ORF)长 1 047 bp, 编码 348氨基酸残基, 与多种真菌 G蛋

白 β亚基的氨基酸序列相似程度较高, 达 79.72%~99.43%; 该蛋白质具有 2个 α-螺旋和 7个 β-折叠的二级结构, 形成

无规则卷曲连接的桶形三级结构。将 gbsrs1的 ORF连接于原核融合表达载体 pGEX-4T-2中, 经 IPTG诱导, 获得了

相应蛋白的表达。gbsrs1的克隆和特性研究为了解大豆立枯丝核菌的致病机理、有效防治纹枯病奠定了基础。 
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Cloning and Analyzing of G-protein β-Subunit Gene in Rhizoctonia solani 
Causing Soybean Sharp Eyespot 
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Abstract: Soybean sharp eyespot is one of the most serious diseases in world. The protein encoded by G-protein β-subunit (gua-
nine nucleotide binding protein beta-subunit) gene plays an important role in pathogenesis mechanism. In this paper, the G-protein 
β-subunit from Rhizoctonia solani (Teleomorph: Thanatephorus cucumeris) causing soybean sharp eyespot was identified. The 
genome of 1 864 and 1 047 bp open reading frame (ORF) were amplified by PCR and RT-PCR. The gene included 4 introns and 5 
exons. Introns ranged in size from 54 to 65 bp, and their sequences complied with the rule of “5′-gt” and “ag-3'” (GenBank Ac-
cession No. EU663628). The ORF encoded 348-amino acid polypeptide with 38.24 kD of calculated molecular weight and 6.31 of 
pI. There were two alpha-helixes and seven beta-sheets including four beta-strands each in its amino acid secondary structure. 
Two alpha-helixes in its N-terminal and seven beta-sheets formed barrel structure by non-regular curl in the tertiary structure. The 
deduced amino acid sequence of β-subunit was identical to that from Rhizoctonia solani (GenBank Accession No. EU267677, 
AY884129), Lentinula edodes (GenBank Accession No. AAT74567), Coprinopsis cinerea (GenBank Accession No. EAU92269), 
Ustilago maydis (GenBank Accession No. AAN33051) and Filobasidiella neoformans (GenBank Accession No. AAD03596) with 
99.43%, 89.19%, 87.97%, 83.66%, 80.23%, and 79.72%, respectively. The amplified ORF was ligated into the prokaryotic fusion 
expression vector pGEX-4T-2. E. coli BL21 was transformed with this recombinant vector and induced by IPTG for expression. 
The result indicated that the protein size of ORF matched the prediction. This cloning of this gene provides the evidence for con-
trolling hyphal growth, development and virulence in R. solani. 
Keywords: Soybean; Rhizoctonia solani; Pathology; G-protein β-subunit; Signal transduction 

由立枯丝核菌[Rhizoctonia solani Kühn, 有性世代：
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk]引起的纹枯病是大

豆的一种重要病害, 近年来随着稻豆轮作制的推广, 有日
趋严重的趋势, 部分地区发病率已高达 40%以上, 造成严
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重减产。立枯丝核菌也引起其他许多植物发生纹枯病, 是
一种重要的植物病原真菌 , 但其致病分子机制研究尚不
完善。 

鸟苷酸结合蛋白(Guanine nucleotide binding protein, 
简称 G 蛋白)是连接细胞表面受体和效应器的最重要信号
传导分子之一 , 参与了许多动植物细胞的生理生化反应
过程。G 蛋白偶联信号传导系统由 G 蛋白偶联受体、异
源三聚体 G 蛋白和效应器三部分组成[1]。异源三聚体 G
蛋白又由 α、β和 γ 3个亚基组成[2-3], 其中 β亚基相对比
较保守。在哺乳动物中已鉴定了 β1到 β5等 5种 G蛋白 β
亚基。β1到 β4之间同源性很高, 达 80%以上, 而 β5与其

他 4种 β亚基同源性较低, 大约为 50%[4]。除哺乳动物外, 
在其他物种如真菌中也发现了一些 G 蛋白 β 亚基在生长
发育和致病等过程中起着重要作用 [5-8]。对栗疫病菌

(Cryphonectria parasitica)的研究表明, β亚基功能缺失会
导致病菌色素沉积减少、致病力降低以及影响孢子形成等[5]; 
尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)的 G蛋白 β亚基也参与
了其生长、发育和致病性的调控过程[8]。因此, G 蛋白 β 亚
基参与了植物病原真菌的生长发育与致病等生理生化过程。 

然而, 作为植物重要病原真菌的立枯丝核菌, 其 G
蛋白 β亚基特性和功能分析至今鲜见报道。Lunprom等虽
从立枯丝核菌中克隆了一个 G蛋白 β亚基(GenBank登录
号为 AY884129), 但与我们克隆的水稻立枯丝核菌相应
基因的 ORF 差异较大(另文报道), 同时未见其特性和功
能分析的后续报道。本文通过 PCR和 RT-PCR技术, 克隆
了大豆立枯丝核菌 G蛋白 β亚基基因(gbsrs1, GenBank登
录号为 EU663628), 为研究大豆立枯丝核菌的致病机理、
有效防治纹枯病奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
大豆立枯丝核菌菌株 2-1, 分离于田间大豆立枯丝核

菌菌核 , 保存于本实验室。DNA 提取试剂盒 E.Z.N.A. 
Fungal DNA Miniprep Kits、RNA 提取试剂盒 E.Z.N.A. 
Fungal RNA Kits、DNA 凝胶回收试剂盒 E.Z.N.A. Gel 
Extraction Kit等均购自 E.Z.N.A公司; Sma I、Not I、Prime 
STAR HS DNA Polymerase和 pMD20-T Vector等均购自
宝生物工程(大连)有限公司; 原核表达载体 pGEX-4T-2由
本实验室提供; 反转录酶 ReverTraAce购自 Biobrk公司。
引物由 Shenergy Biocolor合成; 测序由北京三博远志生物
技术有限责任公司完成。 
1.2  基因组 DNA和总 RNA的提取 

滤取在马铃薯蔗糖液体培养基中培养 2 d 的大豆立
枯丝核菌菌丝体, 参照 DNA提取试剂盒 E.Z.N.A. Fungal 
DNA Miniprep Kits和 RNA提取试剂盒 E.Z.N.A. Fungal 
RNA Kits操作说明分别提取其基因组 DNA和总 RNA。 
1.3  引物设计与 gbsrs1的克隆     

根据同源物种 G 蛋白 β 亚基的基因组序列设计 1 对

引物, 正向引物 Gβ1-F序列为 5′-GCAAGGGTGCGAGTA 
TGA-3′; 反向引物 Gβ1-R 序列为 5′-TGACCACGACCAA 
ATGAA-3′, 目标片段约 1.9 kb。PCR体系(50 μL)含模板
DNA 2 μL、10 pmol L−1的两向引物各 1 μL、2.5 mmol L−1

的 dNTP各 4 μL、PrimeSTAR HS DNA Polymerase 0.5 μL、
5×PrimeSTAR buffer (Mg2+ plus) 10 μL、超纯水 31.5 μL。
PCR扩增程序为 98℃预变性 2 min; 98℃变性 10 s, 60℃退
火 10 s, 72℃延伸 90 s, 循环 30次; 最后 72℃延伸 3 min。
PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳, 采用 E.Z.N.A. Gel Extrac-
tion Kit回收约 2 kb的目的片段, 克隆到 pMD20-T Vector
进行序列测定。 
1.4  gbsrs1基因 cDNA的克隆 

根据大豆立枯丝核菌基因组序列设计 RT-PCR 引物, 
正向引物 Gβ2-F带有 Sma I酶切位点(CCCGGG), 序列为
5′-CCCGGGATGTCGAACCAAGGAGATATT-3′, 反向引
物 Gβ2-R带有 Not I酶切位点(GCGGCCGC), 序列为 5′-G 
CGGCCGCTTACGCCCAGACCTTGAG-3′, 目标片段包
含完整的 ORF。以大豆立枯丝核菌总 RNA 为模板, 按
ReverTraAce 的使用说明进行 cDNA 第一链的合成; 再用
cDNA 第一链为模板 , 用 Prime STAR HS DNA Poly-
merase进行 PCR扩增, 采用 E.Z.N.A. Gel Extraction Kit
回收约 1 kb的特异片段, 克隆到 pMD20-T Vector进行序
列测定。PCR程序为 98℃变性 2 min; 98℃变性 10 s, 67℃
退火 10 s, 72℃延伸 70 s, 循环 30次; 最后 72℃延伸 3 min。 
1.5  gbrrs1的原核表达    

从含有完整 cDNA的重组载体 pMD20-T Vector(即测
序载体)中, 提取质粒 DNA, 用 Sma I和 Not I进行双酶切, 
回收约 1 kb的片段, 连接到经过双酶切的载体 pGEX-4T- 
2 上, 得到重组载体 pGEX-4T-2-gbsrs1。将 pGEX-4T-2- 
gbsrs1用电击法转入宿主菌 E. coli BL21中, 用菌落 PCR
检测含重组载体的菌株。将含重组质粒的宿主菌在 LB液
体培养基中培养 3~5 h, 当菌液 A600达到 0.6~0.8 时加入
IPTG至 0.1 mmol L−1, 诱导重组载体表达。稀释调整经诱
导的培养菌液 A600到 0.7, 取菌液 1.5 mL离心收集菌体并
采用超声波破碎后定量蛋白 , 将可溶性蛋白组分进行
SDS-PAGE (分离胶浓度为 12.5%, 浓缩胶浓度为 3%), 考
马斯亮蓝 G-250染色并脱色, 观察结果。 

2  结果与分析 

2.1  gbsrs1的克隆与序列分析 
从大豆立枯丝核菌中提取全基因组 DNA, 用合成的

Gβ1-F和 Gβ1-R引物进行 PCR, 得到一条长约 1.9 kb的扩
增带(图 1)。回收该片段后连接到 pMD20-T Vector上进行
序列测定 , 获得基因组核苷酸序列 , 将其命名为 gbsrs1 
(G-protein beta-subunit of soybean Rhizoctonia solani)。以
总 RNA为模板, 用合成的 Gβ2-F和 Gβ2-R引物进行 RT- 
PCR, 得到一条长约 1 kb的扩增带(图 2)。回收该片段后
连接到 pMD20-T Vector上测序, 得到 gbsrs1的 ORF核苷
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酸序列(GenBank登录号为 EU663628)。通过 ORF与其基
因组序列对比, 发现 gbsrs1含有 4个内含子和 5个外显子, 
内含子长度分别是 64、65、54和 56 bp, 且序列均符合 5
′-gt…ag-3′规则。序列分析表明, gbsrs1与 AY884129的碱
基序列相似率达 89.96%, 外显子与内含子区域都具有差
异碱基; 与本实验室克隆的水稻纹枯病 G 蛋白 β 亚基基因
(GenBank登录号为 EU267677)的相似率达到了 98.02%。 

 

 
 

图 1  PCR 扩增β亚基基因组 
Fig. 1  Amplification of the β-subunit by PCR 
左：PCR产物; 右：DNA分子量标准 (DL2000)。 

Left: PCR product; Right: DNA marker (DL2000). 
 

 
 

图 2  RT-PCR 扩增的开放阅读框 
Fig. 2  Amplification of the β-subunit ORF by RT-PCR 
左：RT-PCR产物; 右：DNA分子量标准 (DL2000)。 

Left: RT-PCR product; Right: DNA marker (DL2000). 
 
2.2  gbsrs1编码蛋白的特性分析 

通过分析 gbsrs1的 ORF发现该基因编码 348个氨基
酸残基, 分子量为 38.24 kD, 等电点为 6.31。AY884129
编码 370个氨基酸残基, 分子量为 40.77 kD, 而现在已经
克隆的 G蛋白 β亚基基因编码的氨基酸残基数目均在 340
个左右, 蛋白分子量在 37.00 kD 左右[9-10]。通过 NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)搜索其他物种 G蛋白 β 亚基
氨基酸序列, 采用 DNAMAN 6.0(Lynnon Biosoft Corp.)进
行序列多重比较发现 , 该蛋白质序列与其他物种已知的
G蛋白 β亚基具有较高的同源性, 与真菌的 6条 G蛋白 β
亚基的同源率为立枯丝核菌(Rhizoctonia solani, GenBank
登录号 EU267677)99.43%、立枯丝核菌(Rhizoctonia solani, 
GenBank登录号：AY884129)89.19%; 香菇(Lentinula edodes, 
GenBank 登录号：AAT74567)87.97%; 灰盖鬼伞菌(Cop- 
rinopsis cinerea, GenBank登录号：EAU92269)83.66%; 玉
米黑粉菌(Ustilago maydis, GenBank登录号：AAN33051) 
80.23%; 新型隐球菌(Filobasidiella neoformans, GenBank
登录号 AAD03596)79.72%(图 3)。经过进一步分析发现 ,  
该蛋白质与哺乳动物 G蛋白 β1亚基中的重要功能区域极
为相似, 如与腺苷酸环化酶相互结合的两个区域 TTNKV 

HAIPLRSSWVMTCAY(氨基酸残基 93~112)和ACGGLDN 
ICSIYNLKTREGNV(氨基酸残基 121~141)[10], 仅在氨基
酸残基 121~141 区域有 5 个氨基酸不同。通过 NCBI 的
Blastp分析发现, 大豆立枯丝核菌物 G蛋白 β亚基具 2个
α-螺旋和 7 个 β-折叠(每个含 4 条 β-链)组成的二级结构, 
并无规则卷曲连接形成桶形三级结构; 还发现 6个典型的
G蛋白 β亚基 WD-40重复结构。 
2.3  gbsrs1的原核表达 

将 gbsrs1的 cDNA与原核表达载体 pGEX-4T-2连接
获得重组载体; 将重组载体转化到 E. coli BL21中, 经 0.1 
mmol L−1的 IPTG诱导 2 h后提取蛋白。SDS-PAGE分析
表明, 在分子量约 65 kD处有一明显的融合诱导表达蛋白
带(图４), 与预期一致, 说明该 cDNA 是完整的可表达序
列。 

3  讨论 

在 G蛋白的异源三聚体中, β和 γ亚基是通过非共价
键的疏水作用紧密结合在一起的功能体。β亚基有两个明
显的结构域一个是相对保守的 N 端两亲性 α-螺旋, 与 γ
亚基的 N 端螺旋接近平行且相互作用 [11]; 另一个是由
40~43 个氨基酸残基组成的 7 个膜片状螺旋桨式结构(WD- 
40), 含有特定的色氨酸和天冬氨酸, 可能参与调控 β和 γ
亚基选择性结合及亚基对多种构象变化的适应能力[12-13]。

现已从玉米和拟南芥[14]、水稻[15]、烟草[16]等植物中分离

到预测编码 β亚基的 cDNA或基因。这些蛋白序列也有 2
个共同的特有结构一个是 N 端 α-螺旋序列, 另一个是 7
个 β-折叠结构。在哺乳动物中已鉴定的 5 种 G 蛋白 β 亚
基都有类似的特点。Blastp 分析发现, 笔者克隆的 gbsrs1
基因编码蛋白在 N 端有 2 个 α-螺旋, 后面是 7 个 β-折叠, 
但在整个序列中只有 6 个 WD-40 结构, 与其他物种中克
隆的 G 蛋白 β 亚基的 7个 WD-40 有一定差异, 说明在立
枯丝核菌中调控 β和 γ亚基选择性结合的方式及亚基对多
种构象变化的适应能力可能有别于其他物种。 

立枯丝核菌是一种重要植物病原真菌, 对其与信号
传递有关的G蛋白的相关研究较少, 特别是关于 β亚基的
报道更少。Lunprom 等克隆了一个立枯丝核菌 G 蛋白 β
亚基(GenBank登录号 AY884129), 只发现 3个内含子和 4
个外显子。采用基因组与 cDNA 序列的比对分析发现 , 
gbsrs1基因含有 4个内含子和 5个外显子, 各内含子长度
54~65 bp, 序列不仅符合 5′-gt…ag-3′规则, 而且前 3个内
含子的 5′端都是 GTG, 说明立枯丝核菌 G 蛋白 β 亚基的
剪切可能比较保守。由本实验室克隆的玉米和水稻立枯丝

核菌 G 蛋白 β 亚基也发现了同样现象。gbsrs1 基因及其
ORF 的获得并实现原核表达, 为研究该基因的功能和表
达调控模式奠定了基础。 

真菌 G 蛋白 β 亚基在有性生殖过程中也起作用, 并
且发现该基因功能缺失后的菌株毒性丧失, 说明该亚基
与病菌致病过程有关[8,17]。Delgado-Jarana等[8]发现尖孢镰 
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图 3  推导的氨基酸序列与同源物种的比对分析 
Fig. 3  Alignment of the deduced amino acid sequence of gbsrs1 with the related proteins 

EU663628：gbsrs1; EU267677：水稻立枯丝核菌(Rhizoctonia solani); AY884129：立枯丝核菌(Rhizoctonia solani); AAD03596：新型隐球菌(Filobasidiella 
neoformans); AAN33051：玉米黑粉菌(Ustilago maydis); AAT74567：香菇(Lentinula edodes); EAU92269：灰盖鬼伞菌(Coprinopsis cinerea)。 

EU663628: gbsrs1; EU267677: Rhizoctonia solani in rice; AY884129: Rhizoctonia solani; AAD03596: Filobasidiella neoformans; AAN33051: Usti-
lago maydis; AAT74567: Lentinula edodes; EAU92269: Coprinopsis cinerea. 
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图 4  基因 gbsrs1 原核表达 SDS-PAGE 电泳分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of expressive pGEX-4T-2-gbsrs1 

M：分子量标准; 1：IPTG诱导重组载体表达菌体粗提物(箭头所指为
目标蛋白); 2：未诱导重组载体表达菌体粗提物; 

3：未重组载体表达菌体粗提物; 4：诱导未重组载体表达菌体粗提物。 
M: marker; 1: crude lysate of E. coli BL21 transformed with 

pGEX-4T-2-gbsrs1 after IPTG induction (arrow presents this protein);  
2: crude lysate of E. coli BL21 transformed with pGEX-4T-2-gbsrs1;  

3: crude lysate of E. coli BL21 transformed with pGEX-4T-2; 4: crude lysate 
of E. coli BL21 transformed with pGEX-4T-2 after IPTG induction. 

 
刀菌(Fusarium oxysporum)的 G蛋白 β亚基通过参与 cAMP
或独立于 cAMP的代谢途径控制病菌的生长、发育和致病
过程。Wang等[5]对栗疫病菌(Cryphonectria parasitica) G
蛋白 β 亚基的研究结果显示, β 亚基的功能缺失会导致真
菌色素沉积减少、致病力降低以及影响孢子形成, 但不会
降低菌丝的直线生长速率 , 为有效控制立枯丝核菌提供
了一种新的思路。而笔者克隆的 gbsrs1 基因在其生长发
育和致病机制中究竟起什么作用, 还有待进一步研究。 
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