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水稻纹枯病菌 RsCat 基因的克隆及其表达分析
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摘要　为阐明水稻纹枯病菌(RhizoctoniasolaniAGＧ１IA)过氧化氢酶基因(RsCat)的功能,采用常规 PCR
和 RTＧPCR技术克隆得到RsCat基因.生物信息学分析表明,RsCat基因 DNA 和cDNA 的全长序列分别为１
８１４bp和１３９５bp,开放阅读框(ORF)编码４６４个氨基酸.保守结构域分析显示,RsCat蛋白具有过氧化氢酶超

家族结构域和过氧化氢酶相关免疫反应结构域.系统进化分析显示:水稻纹枯病菌不同融合群的RsCat基因具

有较高的序列同源性.荧光定量 PCR(qRTＧPCR)分析表明:RsCat基因的表达受儿茶酚的诱导,随着儿茶酚质

量浓度增大,表达量上调,而随着儿茶酚质量浓度增大,CAT活性降低.说明RsCat基因的转录表达和 CAT酶

活不存在对应性.推测RsCat基因可能存在转录后或表达产物翻译后修饰.
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　　水稻是世界上最重要的粮食作物,然而水稻纹

枯病常常肆虐世界各国稻区,引起水稻大幅度减产

甚至绝收,严重影响水稻的产量和品质,是一种非常

重要的植物真菌病害.水稻纹枯病是由立枯丝核菌

(Rhizoctoniasolani)AG１ＧIA融合亚群引起的.立

枯丝核菌(R．solani)是一种重要的土传植物病原真

菌,种内类群较多,目前至少可划分为１４个融合群

(anastomosisgroup,AG).该菌寄主范围广,除为

害水稻外,还可为害小麦、玉米等２００多种植物[１Ｇ３].
过氧化氢酶(catalase,CAT)是一种常见的抗氧

化酶,几乎存在于所有生物体内的有氧环境中[４Ｇ５].
它通过催化过氧化氢分解为水和氧气,从而保护细

胞免受活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)氧化

损伤[６].目前的研究表明,ROS是细胞代谢的毒性

副产物,能对体内的重要大分子物质(如 DNA、脂
质、蛋白等)造成损伤;另一方面,ROS也在细胞的

信号转导、基因调控和氧化还原调控等过程中起着

至关重要的作用[７Ｇ９].此外,过氧化氢酶是所有酶中

催化效率最高的一种酶,一个过氧化氢酶分子可以将

数百万个过氧化氢分子转化成水分子和氧分子[１０].
前期研究中发现儿茶酚有利于水稻纹枯病菌细

胞壁的黑化和增厚,促进黑色素积累[１１].目前尚未

见到有关水稻纹枯病菌过氧化氢酶基因(RsCat)克
隆及其相关分子生物学研究的报道.儿茶酚是合成

黑色素的前体物质,这在玉蜀黍黑粉菌(Ustilago
maydis)厚垣孢子黑色素积累中已被证实[１２].因

此,本研究对RsCat基因进行克隆,研究不同浓度

儿茶酚胁迫下该基因的定量表达及酶活性变化,以
期为深入研究RsCat基因调控黑色素形成以及氧

化胁迫提供重要的基础数据和理论依据.

1　材料与方法

1.1　供试菌株和培养基配制

水稻纹枯病菌(R．solaniAG１ＧIA)GDＧ１１８菌

株是广东省微生物信号与作物病害防控重点实验室

保存的强致病力菌株[１３].
马铃 薯 葡 萄 糖 液 体 培 养 基 (potatodextrose

broth,PDB):马铃薯２００．０g,葡萄糖２０．０g,双蒸水

１０００．０mL;马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potatodexＧ
troseagar,PDA)为PDB加入琼脂粉１８．０g;LB液

体培 养 基 (LuriaＧBertanibroth,LB):胰 蛋 白 胨

１０．０g,酵母提取物５．０g,NaCl１０．０g,调 pH 至

７．４,双蒸水１０００mL;LA 固体培养基(LuriaＧBerＧ
taniagar,LA)为LB加入琼脂粉１５．０g.于１２１℃、
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１０５MPa条件下在高压蒸汽灭菌器灭菌２０min.
1.2　主要试剂

真菌 DNA 提取试剂盒、RNA 提取试剂盒、克
隆载体pEASTＧT１、Tran１ＧT１感受态细胞、PCR 反

应试剂及 RTＧPCR试剂盒、PCR产物纯化试剂盒、
普通Taq酶、高保真Taq酶和凝胶回收试剂盒均购

自北京全式金生物技术有限公司.儿茶酚、氨苄青

霉素钠、IPTG 和 XＧGal购自 Sigma公司.考马斯

亮蓝 GＧ２５０、过氧化氢酶(CAT)试剂盒购自南京建

成生物工程研究所.引物(表１)的合成和测序由生

工生物工程(上海)股份有限公司完成.
表１　本研究使用的PCR引物序列

Table１　Sequencesoftheoligonucleotideprimersusedinthisstudy

引物 Primer 引物序列(５′to３′)Sequence(５′to３′)

DF０８７７３ ATGTTTCCCAGTGGACCAAG
DR０８７７３ TTAGAGCGGCATACCCATAA
F０８７７３ GGTTCGATTTCCTTGCCAATG
R０８７７３ CCTATCCTTATTTGTCCAGCGG
GAPDHF TACTCCGCAATGCTATCG
GAPDHR TACTCGGTCCCAGTGGT

1.3　供试菌株的培养和菌丝体的收集

用直径５．０mm 的打孔器在２d菌龄的水稻纹

枯病菌 (R．solani AG１ＧIA)GDＧ１１８ 菌株的菌落

(PDA培养基)边沿打取菌丝块,将１０个菌丝块移

植到装有１５０mL含不同质量浓度(０、１２．５、２５、５０
和１００μg/mL)儿茶酚的PDB培养基的三角瓶中,

２８℃摇床振荡培养３d后,过滤收集菌丝体,再用无

菌水将菌丝体洗涤２~３次,然后用多层灭菌滤纸吸

干菌丝体表面多余的水分,放入－２０℃冰箱中保存

备用.
1.4　DNA 和 RNA 的提取

按照真菌DNA和RNA提取试剂盒说明书,分
别提取水稻纹枯病菌的 DNA 和 RNA,采用琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性,紫外分光光度法测定其纯

度和含量,检测合格后的DNA和RNA样品分别保

存于－２０℃普通冰箱和－８０℃超低温冰箱备用.
1.5　 RsCat 基因 DNA 和 cDNA 克隆

根据水稻纹枯病菌全基因组序列[１４],用 Vector
NTI软件设计RsCat基因一对特异性引物,引物序

列 为 DF０８７７３:５′ＧATGTTTCCCAGTGGACＧ
CAAGＧ３′,DR０８７７３:５′ＧTTAGAGCGGCATACＧ
CCATAAＧ３′.以总RNA为模板,利用 RTＧPCR试

剂盒进行 RTＧPCR 扩增得到cDNA.以 DNA 和

cDNA为模板,分别采用北京全式金生物技术有限

公司的普通Taq 酶和高保真Taq 酶进行 PCR 扩

增,扩 增 体 系 为:PCR Master Mix 为 ２５μL、１０

μmol/LDF０８７７３和 DR０８７７３引物各 １μL、模板

１μL,普通Taq酶或高保真Taq酶１μL,再加双蒸

水２１μL.PCR 反应程序:９４ ℃ 预变性 ３ min,

９４℃变性３０s,５５℃退火３０s,７２℃延伸１．５min,

３５个循环后７２℃延伸１０ min,PCR 产物保存于

４℃冰箱.PCR产物经琼脂糖凝胶回收、连接,化学

法转入到 Tran１ＧT１感受态细胞,经过蓝白斑筛选及

菌液PCR电泳鉴定,筛选出阳性克隆用于测序.电

泳检测:取５μLPCR产物在１％ 琼脂糖凝胶上进

行电泳,加入１μL６×点样缓冲液,在５~８V/cm
电压条件下电泳３０min,于凝胶成像系统下观察分

析并拍照保存.阳性克隆的测序由生工生物工程

(上海)股份有限公司完成.测序结果利用 ContinＧ
gExpress软件进行拼接,并利用 NCBI在线工具对

水稻纹枯病菌RsCat基因进行序列基本结构和特

征分析.
1.6　 RsCat 基因的生物信息学分析

通过在线程序和软件对水稻纹枯病菌RsCat
基因所编码的蛋白质氨基酸序列进行生物信息学预

测和分析,预测和分析软件:(１)蛋白质理化性质预

测:http://web．expasy．org/protparam/;(２)信号肽

的 预 测:http://www．cbs．dtu．dk/services/SigＧ
nalP/;(３)跨膜结构预测与分析:http://www．ch．
embnet．org/software/TMPRED_form．html;(４)疏
水性 的 分 析:http://web．expasy．org/protscale/;
(５)蛋白质二级结构预测:https://npsaＧprabi．ibcp．
fr/cgiＧbin/npsa_automat．pl? page＝/NPSA/npsa_

hnn．html;(６)蛋白质三维结构的预测:https://

swissmodel．expasy．org/interactive;(７)系统进化树

分析:采用 MEGA４软件对水稻纹枯病菌RsCat蛋

白质与其他真菌Cat蛋白的进化关系进行分析.
1.7　 RsCat 基因定量表达分析

以水稻纹枯病菌甘油醛３Ｇ磷酸基因(GAPDH)
作为内参基因,检测水稻纹枯病菌在不同浓度儿茶

酚胁迫３d后RsCat基因在转录水平上的相对表达

量.RNA样品用DNaseⅠ 进行预处理后,用反转

录试剂盒合成单链cDNA 作为模板.基于已克隆

的水稻纹枯病菌RsCat基因的cDNA 序列,设计的

引 物 为 F０８７７３:５′ＧGGTTCGATTTCCTTGCＧ
CAATGＧ３′, R０８７７３: ５′ＧCCTATCCTTATTTＧ
GTCCAGCGGＧ３′.以GAPDH 基因为内参,引物

６２
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序 列 为: GAPDHF:５′ＧTACTCCGCAATGCＧ
TATCGＧ３′;GAPDHR:５′ＧTACTCGGTCCCAGTＧ
GGTＧ３′.qRTＧPCR 反应体系:SYBR GreenPCR
MasterMix１０μL,１０μmol/LF０８７７３和 R０８７７３
引物各１μL,不同样本的 cDNA(稀释５倍)２．０

μL,再加双蒸水６μL,不加cDNA 模板的为阴性对

照.在BioＧRadCFX 仪器上进行qRTPCR 反应,
反应程序:预变性９５℃２min;９５℃变性１５s;５５℃
退火１５s,７２℃延伸３０s,４０个循环收集荧光.内

参基因qRTＧPCR体系,除引物不同外,其余参数同

Cat 基 因.采 用 BioＧRadCFX ManagerSofware
(Version２．０)进行数据处理和分析,每个样品３次

重复.
1.8　CAT 酶活测定

蛋白质提取方法参照丁国云等[１５]的方法.按

照本文“１．３”方法将培养３d后冰冻的菌丝体放入

预冷灭菌的研钵中,倒入液氮将菌丝研磨成细粉末,
装入２．０mL的离心管中,按菌丝体与提取液１∶１０
(m/V)的比例加入预冷的生理盐水,涡旋混匀后,
于４℃下３０００r/min离心１０min,用移液器吸取

上清液,放入冰上预冷的１．５mL离心管中.酶液

提取后立即进行酶活测定,以保证其活性.
采用考马斯亮蓝染色法 (GＧ２５０法)测定酶液

蛋白质含量.取２５０μL酶液,加入２．７５mL考马斯

亮蓝 GＧ２５０,充分振荡混合后,室温下反应３min,在

５９５nm 下测定吸光度,以２５０μL 去离子水加入

２．７５mL考马斯亮蓝作为空白对照.用已知浓度的

蛋白质溶液标准曲线作为定量的依据,采用南京建

成生物工程研究所提供的 CAT 试剂盒进行测定:
过氧化氢在２４０nm 下有最大吸收值,CAT能分解

过氧化氢,反应溶液体系的吸光度A２４０随反应时间

而降低.

2　结果与分析

2.1　 RsCat 基因的克隆

提取水稻纹枯病菌总RNA,用凝胶电泳进行质

量检测,可以看到２８SrDNA和１８SrDNA的条带

清晰明亮,说明基因完整性很好,无 DNA 污染(结
果未显 示);同 时 用 微 量 分 光 光 度 计 检 测 D２６０/

D２８０＝１．９１,符合后续试验要求.对PCR产物进行

纯化回收、连接转化、测序,并去掉载体序列,得到

DNA和cDNA全长序列分别为１８１４和１３９５bp,
与琼脂糖凝胶电泳结果一致(图１),序列含有８个

外显子,７个内含子.用 ORFFinder软件分析获得

的水稻纹枯病菌 RsCat 基因cDNA 序列,共编码

４６４个氨基酸(图２).经生物信息学分析,RsCat基

因编码蛋白质分子式为 C２３９１H３５７２N６５２O６８８S１４;分子

质量为５２９０７．４６ku,理论等电点为６．５２,属于酸性

亲水性蛋白.水稻纹枯病菌 RsCat蛋白不含有信

号肽,预测其可能为非分泌蛋白.RsCat蛋白没有

跨膜结构域,预测不是跨膜蛋白.通过神经网络

(HNN)预测 RsCat 基因编码的蛋白,结果表明

RsCat蛋白的二级结构主要由２５．４３％的αＧ螺旋、

１８．１０％的延伸链和５６．４７％的不规则卷曲组成.保

守结构域预测显示RsCat蛋白具有２个典型的保守

结构域:一是过氧化氢酶超家族结构域(catalase_

likesuperfamily),称为 NＧ末端结构域,主要由１~
３２４位的高度保守序列基序组成;二是过氧化氢酶

相关免疫反应结构域(catalaseＧrelatedimmuneＧreＧ
sponsive),由３６６~４２３位共５８个氨基酸长度的高

度保守序列基序组成,主要包括识别免疫反应 T细

胞 的 八 肽 结 构. 利 用 SWISSＧMODEL 网 站 对

RsCat蛋白进行三维结构预测,结果显示αＧ螺旋、延
伸链和不规则卷曲分布较均匀.

　M:DNA 分 子 质 量 标 准;１:RsCat 基 因 cDNA PCR 产 物;

２:RsCat基 因 DNA PCR 产 物.M:Tran２０００ DNA marker;

１:TheamplificationcDNAproductofRsCatgene;２:TheamplifiＧ

cationDNAproductofRsCatgene．

图１　水稻纹枯病菌RsCat基因PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig．１　AgarosegelelectrophoresisofthePCRproduct
ofRsCatgeneinRhizoctoniasolaniAGＧ１IA

2.2　RsCat 蛋白系统进化树分析

为了解水稻纹枯病菌 RsCat蛋白与其他真菌

Cat蛋白的进化关系,本研究对水稻纹枯病菌RsCat
蛋白进行多序列比对及系统进化树分析,结果表明:
水稻纹枯病菌RsCat蛋白与其他１９种真菌 Cat蛋

白亲缘关系的远近和本身的分类学地位与传统形态

学分类结果相一致.其中水稻纹枯病菌GDＧ１１８菌

７２
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　RsCat为本研究结果.R．solaniAGＧ１IB(CEL５４４８３．１);R．solaniAGＧ３Rhs１AP(EUC６５９５２．１);R．solaniAGＧ８WAC１０３３５(KDN４１２１４．１);

R．solaniAGＧ８WAC１０３３５(CUA７５４６１．１);R．solaniAGＧ１IA(ELU３７１９３．１);括号内代码为 NCBIGenBank注册号.RsCatistheresultof

thisstudy．R．solaniAGＧ１IB (CEL５４４８３．１);R．solaniAGＧ３Rhs１AP (EUC６５９５２．１);R．solaniAGＧ８WAC１０３３５(KDN４１２１４．１);

R．solaniAGＧ８WAC１０３３５(CUA７５４６１．１);R．solaniAGＧ１IA (ELU３７１９３．１);ThenumbersinbracketsaretheNCBIGenBankaccesＧ

sionnumbers．

图２　立枯丝核菌不同融合群的Cat基因编码的氨基酸序列比对

Fig．２　ComparisonofaminoacidsequencesencodedbyCatgeneindifferentAGsofRhizoctoniasolani

株属于R．solaniAGＧ１IA,系统进化树结果说明其

RsCat蛋白的氨基酸序列与R．solaniAGＧ１IA 其

他菌株的同源性最高,同时与立枯丝核菌(R．solaＧ
ni)其他融合群菌株(R．solaniAGＧ１IA、R．solani
AGＧ１IB、R．solani AGＧ３ Rhs１AP 和 R．solani
AGＧ８ WAC１０３５５和 R．solani)的 RsCat蛋白独

立聚 为 一 支,表 明 立 枯 丝 核 菌 不 同 融 合 群 的

RsCat蛋白的氨基酸序列同源性较高,而与其他

真菌 RsCat蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 同 源 性 较 低

(图３).
2.3　儿茶酚胁迫下 RsCat 基因相对定量表达分析

对水稻纹枯病菌RsCat基因在不同质量浓度

儿茶酚胁迫下的转录表达情况进行了qRTＧPCR分

析,结果表明:与对照相比,在儿茶酚胁迫下,RsCat
基因普遍上调表达,其中在质量浓度１００μg/mL下

RsCat基因相对表达量最高.在１．２５μg/mL 和

１００μg/mL质量浓度下,分别上调１．７５倍和１．８４
倍,差异显著;在２５μg/mL和５０μg/mL质量浓度

下,分别上调１．１９和１．４２倍,差异不显著(图４).
前期研究表明儿茶酚是水稻纹枯病菌黑色素形成的

前体物质.因此,在儿茶酚胁迫下,RsCat基因表达

水平受到黑色素形成调控的影响,随着儿茶酚质量

浓度的提高,RsCat基因表达水平普遍上调,说明

RsCat基因的表达与黑色素形成具有密切关系.
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括号内为 NCBIGenBank注册号.ThenumbersinbracketaretheNCBIGenBankaccessionnumbers．

图３　立枯丝核菌与其他近缘真菌的RsCat蛋白氨基酸序列的系统进化树

Fig．３　ThephylogenetictreeofaminoacidsequencesofRsCatproteinsfromRhizoctoniasolaniandotherrelatedfungi

　以管家基因GAPDH 为内参,用荧光定量 PCR 测定Cat基因

相对表达量,图中数据为３次重复的平均值±标准误,采用 DunＧ

can氏新复极差法(DMRT)进行差异显著分析,数据后具有不同

字母的表示差异显著(P＜０．０５).下同.Thegeneexpression

levelswereassessedusingqRTＧPCRanalysisandnormalizedto

thehousekeepinggeneGAPDH．Thedataarethethemean±SE

ofthreereplicates．Thedatawithdifferentlettersaresignificantly

different(P ＜０．０５)byusing Duncan’s multiplerangetest
(DMRT)．Thesameasfollows．

图４　水稻纹枯病菌在不同儿茶酚浓度下

RsCat基因的相对表达量

Fig．４　TheexpressionlevelsofRsCatgeneinRhizoctonia
solaniAGＧ１IAatdifferentconcentrationsofcatechol

2.4　儿茶酚胁迫下水稻纹枯病菌 CAT 活性变化

在儿茶酚胁迫下水稻纹枯病菌的 CAT活性变

化如图５所示.从图５可以看出,在儿茶酚胁迫下

水稻纹枯病菌的CAT活性总体上都有一定程度的

降低,对照组的 CAT 活性最高,为２６．６U/mg,随
着儿茶酚质量浓度的增加,CAT 活性呈降低的趋

势.在 ２５μg/mL 和 ５０μg/mL 儿茶 酚 胁 迫 下,

CAT活性较低,分别为５．５２和５．４８U/mg,与对照

组相比差异显著,其中在５０μg/mL儿茶酚胁迫下,

CAT活性最低,与对照组相比,CAT 活性降低了

７９．３％;１２．５和１００μg/mL儿茶酚胁迫下CAT活性

分别为１３．８和９．６U/mg,与对照组相比差异不显

著.过氧化氢酶(CAT)是一种重要的消除活性氧

的抗氧化酶,主要清除体内 H２O２ 含量,保护或降低

机体受活性氧的损伤.当水稻纹枯病菌受到儿茶酚

胁迫时,活性氧爆发,组织受到损伤,过氧化氢酶的

活性随之降低.

图５　水稻纹枯病菌在不同质量浓度

儿茶酚胁迫下CAT活性的变化

Fig．５　ThechangesofCATactivitiesinRhizoctoniasolani
AGＧ１IAatdifferentconcentrationsofcatechol

3　讨　论

过氧化氢酶(CAT)属于抗氧化酶中的一种,而
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抗氧化酶对活性氧(ROS)的清除能力不仅取决于

基因转录水平的表达量,更取决于抗氧化酶的合成

量及翻译后修饰调控.大多数生物的Cat基因都

属于多基因家族,如双孢蘑菇(Agaricusbisporus)
有３个Cat基因,主要参与黑色素的调控和活性氧

的代谢[１６];模式植物拟南芥(Arabidopsisthaliana)
也有３个Cat基因,包括Cat１、Cat２、Cat３,Cat１
基因在拟南芥受到各种胁迫压力下起着消除 H２O２

的重要作用,而Cat２和Cat３基因是仅在光暗胁

迫下清除 H２O２的重要基因[１７Ｇ１８].水稻纹枯病菌的

RsCat基因也属于多基因家族,在基因组中有２个

Cat基因.本研究发现,与对照组相比,在培养基中

添加外源儿茶酚,RsCat基因表达量提高(图４),但

CAT活性降低(图５),并且 CAT 活性在儿茶酚胁

迫下的变化与Cat基因表达量表达变化规律并不

同步(图４、图５),原因可能是CAT活性和Cat基因

mRNA 转录表达在不同的儿茶酚胁迫处理下不存

在对应性,也就是说Cat基因 mRNA 表达量高,其

CAT活性也可能低表达,反之亦然,这与苹果在钙

胁迫下的研究结果一致[１９].同时 RomeroＧPuertas
等[２０]研究证实,在豌豆叶片中受到镉毒害,Cat基

因翻译后 CAT 确实发生了氧化修饰.因此,水稻

纹枯病菌在儿茶酚胁迫下,虽然提高了RsCat基因

mRNA转录水平的表达量,但是RsCat基因的表达

量变化与 CAT 的活性变化并不存在对应性,这表

明水稻纹枯病菌CAT的活性不仅取决于RsCat基

因的转录表达,更取决于该基因翻译水平后的修饰

调控.
本研究对编码过氧化氢酶的RsCat基因进行

了克隆和生物信息分析,结果表明,RsCat基因的

DNA和cDNA序列全长分别为１８１４和１３９５bp,
其 ORF编码４６４个氨基酸.通过多序列比对分析

发现不同真菌 Cat蛋白序列具有很高的同源性,真
菌Cat蛋白序列都具有２个重要的保守区,这是过

氧化氢酶(CAT)的主要功能区[２１].对水稻纹枯病

菌Cat蛋白保守结构域进行分析,发现该蛋白同样

具有２个典型的保守结构域,一是 NＧ末端结构域,
在１~３２４位含有１个过氧化氢酶超家族结构域

(catalase_likesuperfamily),二是在３６６~４２３位含

有过氧化氢酶相关免疫反应结构域(catalaseＧrelatＧ
edimmuneＧresponsive),这 ２ 个功能域都是真菌

Cat基因的主要功能区.系统进化树结果说明水稻

纹枯病菌不同融合群菌株RsCat基因的同源性较

高,而与其他真菌Cat基因的同源性较低,这表明

水稻纹枯病菌与其他真菌亲缘远近关系和本身的分

类学地位与传统形态学分类结果相一致.
过氧化氢酶能催化 H２O２ 分解为 H２O 和 O２.

研究表明毕赤酵母(Pichiapastoris)通过氧化还原

系统来调节ROS代谢,从而消除 ROS对其自身的

毒害作用[２２Ｇ２３].而儿茶酚作为水稻纹枯病菌黑色素

的前体物质,高浓度儿茶酚对菌丝生长有抑制作用,
产生大量ROS,本研究对水稻纹枯病菌儿茶酚胁迫

下RsCat基因的转录表达量和CAT酶活变化进行

了分析,可为进一步研究水稻纹枯病菌RsCat基因

调控黑色素形成以及氧化胁迫提供理论依据.
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CloningandexpressionanalysesofRsCatinRhizoctoniasolaniAGＧ１IA

JIANGShaofeng　WANGChenjiaozi　SHUCanwei　ZHOUErxun

GuangdongProvinceKeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl,

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　Inordertoelucidatethefunctionofthecatalase(CAT)gene(RsCat)inRhizoctoniasoＧ
laniKühnAGＧ１IA,thecausalagentofricesheathblight,thegenewasclonedwithPCRandRTＧPCR．
ResultofbioinformaticsanalysisshowedthatthefullＧlengthDNAandcDNAsequencesofRsCatgene
were１８１４bpand１３９５bp,withanopenreadingframe(ORF)encoding４６４aminoacids．ResultofconＧ
serveddomainanalysisshowedthattheRsCatproteinhasthedomainsofcatalaseＧlikesuperfamilywith
catalaseＧrelatedimmuneＧresponse．ResultofphylogenetictreeanalysisshowedthattheRsCatgenein
differentanastomosisgroups(AGs)ofR．solanihasahighsequencehomology．Resultofquantitative
realＧtimePCR (qRTＧPCR)analysisshowedthatRsCatgeneexpressionwasinducedbycatechol．TheexＧ
pressionlevelsofRsCatgenewereupＧregulatedwiththeincreaseofcatecholconcentrations,whereasthe
activityofcatalase(CAT)decreasedwiththeincreaseofcatecholconcentrations,indicatingthatthereis
nocorrespondingbetweenthetranscriptionalexpressionofRsCatgeneandCATactivity．TheRsCat
genemayproduceposttranscriptionalorposttranslationalmodifications．Itwillprovideafoundationfor
furtherstudyingtheregulatorymechanismsofmelaninformationandROSmetabolismwithRsCatofR．
solaniAGＧ１IA．

Keywords　RhizoctoniasolaniKühnAGＧ１IA;catalase(CAT);catechol;RTＧPCR
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