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马铃薯 Dicer-like蛋白基因家族的鉴定与表达分析
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摘 要  为解析马铃薯 DCL 蛋白基因家族特征及其在晚疫病胁迫下的响应模式，基于双单倍体马铃薯在线基因组

数据库（PGSC-v 6. 1），采用生物信息学分析方法系统鉴定马铃薯 DCL 蛋白基因家族成员，并分析基本特征，以马

铃薯感病品种‘大西洋’、中抗品种‘陇薯 19 号’和高抗品系‘CIP309056. 5’为试材，利用实时荧光定量 PCR（RT-
qPCR）分析各成员基因的组织表达情况及其对晚疫病胁迫的响应。结果表明：在马铃薯中共鉴定出 6 个 StDCLs
成员，属于 4 个亚家族，分布于 5 条染色体上。6 个 StDCL 蛋白均含有典型的 RNA 酶 III 结构域（RNase III）和双链

RNA（dsRNA）结合结构域。StDCLs 与 RNA 诱导沉默复合体（RNA-induced silencing complex，RISC）核心元件

（AGOs）、双 链 RNA 结 合 蛋 白（dsRNA-binding，DRBs）、RNA 依 赖 的 RNA 聚 合 酶（RNA-dependent RNA 
polymerases，RDRs）均存在互作。StDCLs 成员具有组织表达特异性；StDCL1 在‘大西洋’试管苗的茎和叶中高表

达，StDCL2b 在‘大西洋’试管块茎中高表达，StDCL3 和 StDCL4 仅在‘大西洋’试管苗的叶片中高表达。晚疫病病

原菌侵染后，在高抗品系‘CIP309056. 5’中 StDCL2c 显著上调，StDCL4 则显著下调；中抗品种‘陇薯 19 号’的

StDCL2c 上 调，StDCL4 下 调，而 StDCL2b 和 StDCL3 在 这 2 个 品 种 中 的 表 达 均 无 显 著 差 异，说 明 StDCL2c 和

StDCL4 的拮抗表达变化可能协同参与马铃薯晚疫病的抗性调控。
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Abstract To characterize the features of the Dicer-like protein （DCL） gene family in potato and their response 

patterns under late blight stress， this study systematically identified the members of the potato DCL gene family 

and analyzed their basic characteristics using bioinformatics approaches based on the doubled-haploid potato 

genome database （PGSC v6. 1）.  Using the susceptible cultivar ‘Atlantic’， the moderately resistant cultivar 

‘Longshu 19’， and the highly resistant line ‘CIP309056. 5’ as experimental materials， The tissue-specific 

expression profiles and responses to late blight infection were examined via RT-qPCR.  The results showed that： 

A total of 6 Arabidopsis thaliana DCLs （StDCLs） were identified in potato， belonging to four subfamilies and 

distributed across five chromosomes.  All identified StDCL proteins contained canonical RNase III domains and 

double-stranded RNA （dsRNA）-binding domains.  StDCLs were predicted to interact with core components of 

the RNA-induced silencing complex （RISC）， including Argonautes （AGOs）， as well as with double-stranded 

RNA-binding proteins （DRBs） and RNA-dependent RNA polymerases （RDRs）.  The StDCL members exhibited 

tissue-specific expression patterns： DCL1 was highly expressed in stems and leaves of ‘Atlantic’ in vitro 

plantlets； StDCL2b showed high expression in micro tubers of the same cultivar； and StDCL3 as well as StDCL4 

were exclusively highly expressed in leaves.  Following infection with the late blight pathogen Phytophthora 

infestans， StDCL2c was significantly upregulated and StDCL4 was significantly downregulated in the highly 

resistant line ‘CIP309056. 5’； Similar trends-upregulation of StDCL2c and downregulation of StDCL4 were also 

observed in the moderately resistant cultivar ‘Longshu No.  19’， whereas StDCL2b and StDCL3 exhibited no 

significant changes in either genotype.  These findings suggest that the antagonistic expression changes of 

StDCL2c and StDCL4 may coordinately participate in the regulation of potato resistance to late blight.

Keywords potato； Dicer-like （DCL） gene family； bioinformatics analysis； tissue expression analysis； late 

blight

马铃薯（Solanum tuberosum L. ）是我国仅次于

水稻、小麦和玉米的第四大主粮，在保障粮食安全和

减贫中贡献重大［1］。由致病疫霉菌（Phytophthora 
infestans）引起的马铃薯晚疫病是一种毁灭性病害，

病原菌可危害叶片、茎秆及块茎，一旦流行可导致大

规模减产，甚至绝收，严重威胁着全球马铃薯生产安

全［2］。当前，抗晚疫病品种的选育虽取得一定进展，

但病原菌生理小种变异频繁，品种抗性极易丧失，病

害防控仍面临重大挑战［3］。马铃薯晚疫病抗性分子

机制的研究仍相对薄弱［4］，已报道的抗病相关基因十

分有限，远不能满足抗病育种的实际需求。因此，深

入挖掘马铃薯中参与晚疫病应答的关键基因并解析

其抗病调控机制，对培育持久抗病品种、保障马铃薯

产业可持续发展具有重要意义。

RNA 介导的基因沉默作为真核生物中关键的

基因表达调控机制，在植物生长发育及逆境应答中

发挥重要功能，尤其在抗病毒免疫中具有不可或缺

的作用。Dicer-like（DCL）是 RNA 介导基因沉默复

合 体 的 重 要 蛋 白 之 一 。 是 微 小 加 工 复 合 体

（microprocessor）中 的 核 心 组 分 ，可 以 与 锯 齿 状

RNA 效 应 分 子（SE）和 Hyponastic Leaves 1 蛋 白

（HYL1）共同负责双链 RNA 前体切割生成小 RNA

（small RNAs），参与基因表达调控、植物发育和抗

病防御等过程［5-6］。植物 DCL 蛋白含有 DEAD box
（DEXDC）、RNA 解 旋 酶 结 构 域（helicase-C）、

DUF283、Piwi Argo and Zwille（PAZ）、核糖核酸内

切酶（RNase Ⅲ）和双链 RNA 结合结构域（dsRBD）

6 种结构域，DEXDC 和 helicase-C 在 RNA 代谢中起

关键作用，主要参与信使 RNA（mRNA）的转录和修

复 、mRNA 前 体（pre-mRNA）及 核 糖 体 RNA
（rRNA）加工等过程。PAZ、RNase III 及 dsRBD 结

构域主要在双链 RNA 的结合和切割过程中发挥作

用，其中 DCL 蛋白的 RNase III 与 PAZ 结构域之间

的距离决定着小 RNA（sRNA）长度［7-8］。在不同作

物中，DCLs 蛋白基因家族成员的数量存在差异，例

如 拟 南 芥 4 个［9］、水 稻 6 个［10］、玉 米 5 个［11］、番

茄 7 个［12］。

在拟南芥（Arabidopsis thaliana L. ）中，DCL1
虽然对 RNA 病毒的双链 RNA（dsRNA）没有直接

切割作用，但可以负调节 DCL4 表达，在 dcl1 突变体

中 DCL4 的 表 达 量 降 低 ，同 时 与 抗 病 毒 有 关 的

miR158、miR400 和 miR5654 表达水平也显著降低，

导致植株抗病性降低［13］。DCL2 和 DCL4 能够借助

RNA 干扰（RNAi）机制，与 RNA 诱导沉默复合体
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（RNA-induced silencing complex，RISC）核心元件

（AGOs）、双 链 RNA 结 合 蛋 白（dsRNA-binding，
DRBs）、RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RNA-dependent 
RNA polymerases，RDRs）共同抵御马铃薯普通花

叶 病 毒（Potato virus X，PVX）、雀 麦 花 叶 病 毒

（Brome mosaic virus，BMV）和 芜 菁 花 叶 病 毒

（Turnip mosaic virus，TuMV）的 侵 袭［14-17］。 玉 米

（Zea mays L. ）在 SCMV 感染后，玉米 DCL2 的表达

量显著上调，而 DCL4 的表达量下调［18-19］。在番茄

（Solanum lycopersicum L. ）中鉴定出 7 个 SIDCLs基
因，利用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测基因

TYLCV 病 毒 侵 染 下 的 表 达 模 式 ，发 现 DCL1、
DCL2a、DCL2c、DCL2d 基因在 TYLCV 病毒感染

时显著上调［20］。

在茄科作物与疫霉菌的互作研究中，DCL 基因

的功能也逐渐受到关注。在马铃薯中，Sorokan 等［21］

发现，接种马铃薯晚疫病强毒力菌株 P.  infestans Sn
可导致马铃薯 DCL 基因转录本的积累，而弱毒力菌

株 P.  infestans 1840则同时诱导 DCL和 Ago4基因的

转录本积累。在烟草（Nicotiana benthamiana）中［22］，

NbDCL3 和 NbDCL4 产生次级干扰 RNA（siRNAs）
的丰度与对辣椒疫霉（Phytophthora capsici）的抗性

水平呈正相关。Qiao等［23］发现在拟南芥和烟草中各

存在一个疫霉菌效应蛋白 PSR1，其过表达于植株的

细胞核中，改变了 DCL1 复合体的亚细胞定位，从而

抑制 siRNA加工、削弱植物免疫、促进侵染。目前，虽

有部分对马铃薯 DCL 蛋白的研究报道，但对其基因

家族成员的系统鉴定、序列特征及其在晚疫病胁迫下

的响应模式的研究尚未见报道。本研究基于双单倍

体马铃薯数据库 DM 6. 1，运用生物信息学方法对

StDCLs基因家族进行全基因组鉴定，系统解析其序

列特征、进化关系和表达调控规律，以马铃薯品种‘大

西洋’（感病晚疫病）、‘陇薯 19号’（中抗晚疫病）和品

系‘CIP309056. 5’（高抗晚疫病）为试材，通过 RT-
qPCR技术检测不同组织及晚疫病菌（P.  infestans）侵
染胁迫下 DCLs基因的表达模式，旨在揭示该家族成

员在马铃薯抗晚疫病免疫应答中的调控功能，以期为

抗晚疫病新品种选育提供理论参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

参试马铃薯品种为‘大西洋’（试管苗）、品系

‘CIP309056. 5’和品种‘陇薯 19 号’（原原种）均由甘

肃省农业科学院马铃薯研究所提供。‘大西洋’为马

铃薯晚疫病感病品种，其试管苗用于组织表达分

析。‘陇薯 19 号’中抗马铃薯晚疫病。‘CIP309056. 5’
高抗晚疫病。将‘CIP309056. 5’和‘陇薯 19 号’的原

原种经盆栽后用于晚疫病菌侵染试验，分别取其叶

片和块茎进行接种及 RT-qPCR 分析。

参试的晚疫病菌株：25HCL138-3、25HCL31-
6、25HC214-2、25HCL20-1、25158-3、25WY 和 龙

14-7 由甘肃省农业科学院植物保护研究所提供。

1. 2　StDCLs基因家族成员鉴定

以 TAIR 数 据 库（https：//www. arabidopsis.
org）下载的 DCLs蛋白序列（AtDCLs）作为检索序列

（query），从双单倍体马铃薯数据库 PGSC（https：//
spuddb. uga. edu/dm_v6_1_download. shtml）获取马

铃薯蛋白序列后，通过 E<1e−5的筛选标准进行本地

BLASTp 比对，初步筛选出马铃薯 DCLs 蛋白的候

选基因。结合 Pfam（http：//pfam-legacy. xfam. org/）
数据库及 SMART（http：//smart.  emblheidelberg/）在
线 软 件 对 目 标 序 列 进 行 结 构 域 注 释 ，将 含 有

PF00636 对 应 的 RNase Ⅲ保 守 结 构 域 的 候 选 蛋

白［20］，鉴定为马铃薯 DCL蛋白家族（StDCL）成员。

1. 3　StDCLs 基因家族成员的序列及结构特征

分析

使 用 在 线 网 站 Expasy ProtParam（https：//
web. expasy. org/protparam/）进行 StDCLs 蛋白包

括氨基酸数目、分子量、pI、不稳定系数、亲水性平均

系数等理化性质分析。并根据 GFF3 注释结果，使

用 MapGene2Chromosome v2. 1（http：//mg2c. iask.
in/mg2c_v2. 1/）绘制 StDCLs 基因在马铃薯染色体

上的分布图。使用 MEGA 11 软件，基于最大似然

法（Maximum Likelihood，ML），参数 Bootstrap 设置

为 1 000，构建拟南芥（Arabidopsis thaliana）、玉米

（Zea mays）、水稻（Oryza sativa）、马铃薯（Solanum 
tuberosum）、番 茄（Solanum lycopersicum）和 辣 椒

（Capsicum annuum）DCLs 家族的系统进化树。通

过 Gene Structure Display Server 2. 0（https：//gsds.
gao-lab. org/Gsds_help. php）网站，分析其基因的结

构特征。利用在线软件 SMART（https：//smart.
embl. de/）检索 StDCLs 蛋白保守结构域，Illustrator 
for Biological Sequences 2. 0（https：// www. ibs.
renlab. org/）在线网站进行可视化分析。利用在线
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软 件 AlphaFold Server（https：//alphafoldserver.
com）预测 StDCLs蛋白的三级结构。

1. 4　StDCLs 基因家族的启动子顺式元件分析及

蛋白互作预测

使用 TBtools-Ⅱ软件（v2. 310）［24］，提取 StDCLs
的第 1 个外显子起始密码子 ATG 上游 2 000 bp 的

序列，通过 PlantCARE（https：//bioinformatics. psb.
ugent. be /webtools/plantcare/html/）对序列中的顺

式作用元件进行预测。利用 STRING（https：//cn.
string-db. org/）在线网站预测 StDCLs 蛋白互作关

系，置信参数为 0. 400。
1. 5　  实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）

将马铃薯品种‘大西洋’的试管苗剪切为只带 1
个腋芽的茎段，转接到含有 30 mL 80 g/L 蔗糖的

MS 固体培养基的培养瓶中，置于（23±2） ℃、光照

强度 3 500 lx，光周期为 16 h 光照/8 h 黑暗的培养箱

中培养，待块茎形成后（60~80 d），分别采集试管苗

的根、茎、叶和块茎组织，3 个生物学重复，每重复为

3 个独立植株的对应组织混样。采集的样品经液氮

快速冷冻后，置于−80 ℃保存，用于后续总 RNA 提

取及基因表达分析。

样本总 RNA 使用 RNA simple Total RNA Kit
（TIANGEN，DP419）提 取 ，利 用 RevertAid H 
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit（M16325、
M16315）将纯化后的 RNA 反转录合成 cDNA 第一

链。以该 cDNA 为模板，以马铃薯 EF1α 基因为内

参基因，根据 StDCLs 基因的 cDNA 序列设计的特

异 引 物（表 1）与 SYBR®Premix EX Taq（TaKaRa 
Bio Inc. ，TaKaRa）试剂，按说明书配置 20 µL 反应

体 系 ，在 QuantStudio ™ 5 Real-Time PCR System
（Applied Biosystems ™ ， Thermo Fisher Scientific， 
Waltham， MA， USA）荧光定量 PCR 仪进行 RT-
qPCR 扩增 ，扩增程序为 ：95 ℃ 3 min，95 ℃ 5 s，
60 ℃ 30 s，40 个循环。试验包含 3 个生物学重复，每

个生物学重复下设 3 个技术重复。基因的相对表达

量用 2⁻ΔΔCT法［25］计算。

1. 6　晚疫病菌侵染

以马铃薯晚疫病高抗品系‘CIP309056. 5’和中

抗品种‘陇薯 19 号’为试材，盆栽基质种植其脱毒原

原种，置培养箱中培养，光照周期为 16 h 光照/8 h 黑

暗，温度（23±2） ℃，光照强度 3 500 lx，待幼苗长至

6 周龄时，采集生长健壮的植株从顶叶向下数第 3—
5 片复叶，背面朝上置于无菌培养皿中接种病原菌。

待植株生长至成熟期时，选取生长一致、无病虫害

的植株，小心挖取大小均匀、无机械损伤的块茎，用

自来水冲洗去除表面基质，经 70%（V/V）乙醇浸泡

30 s、0. 1%（w/V）NaClO 溶液表面消毒 10 min，无
菌水漂洗 3 次，用无菌滤纸吸干表面水分后，用打孔

器制成 d=3 cm 的圆片，置于湿润无菌培养皿中，用

参试菌株混合菌液，参照蒋锐［26］的方法接种浸染，

即每片叶或块茎接种 20 μL 浓度为 5×10⁴ 个/mL 的

晚疫病混合菌孢子悬浮液，以喷施 ddH2O 为对照，

然后置于 18~21 ℃光照培养箱内保湿培养，经 24 h
黑暗处理后，放入 16 h/d 光照周期的恒温培养箱，

叶片于接种后持续培养 4 d（中抗品种已出现典型病

斑）取样。盆栽块茎分别于接种后 0、1、2 和 3 d 取

样。每个处理设 3 次生物学重复。侵染后采集的叶

片和块茎样品，按照 1. 5 中的方法提取总 RNA 并进

行 RT-qPCR 分 析 ，检 测 StDCLs 基 因 的 相 对 表

达量。

表 1　实时荧光定量 PCR引物

Table 1　RT-qPCR primers

基因

Gene

StDCL1

StDCL2a

StDCL2b

StDCL2c

StDCL3

StDCL4

EF1a

上游引物  （5’→3’）
Forward primer

TGCTGCTTGACTAGCCACTT
AGGTTGAAGCAAATGGCGTT
ACCGATTCAAAGGCACTTCCC
ATTTCGCAAGGGGTTGGTGA
GCATGGTTTCTGTTCCAGCC
GCAGCTTAATCCGACAAGGG
ATTGGAAACGGATATGCTCCA

下游引物  （5’→3’）
Reverse primer

ATGAGGGGACAGATACTCGAT
CCAAACAGACAAGGGCAGAA
TGATGCAAAGAGAGTGAGACAGA
TTGTGCATGCGAGTAAGGGT
CAAACACCGTCCTAGAGTTCAC
CAGCACCAGACTGTCATTTTCC
TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
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1. 7　数据统计及分析

RT-qPCR 数据采用 Microsoft Excel 2021 进行

整理及初步计算。统计学分析和图表绘制通过

GraphPad Prism 10 CN 软件完成，其中组织表达数

据的组间差异比较采用单因素方差分析（One-way 
ANOVA）。晚疫病菌侵染后相对表达数据的组间

差 异 比 较 采 用 双 因 素 方 差 分 析（ANOVA）。 以

P<0. 05 作为差异具有统计学意义的判定标准，

P<0. 01 被认为具有极显著差异。

2　结果与分析

2. 1　StDCLs基因家族成员的鉴定及理化性质

由表 2 可知，从双单倍体马铃薯全基因组数据

库 PGSC 中鉴定出 6 个 StDCLs 家族成员，依据其在

AtDCLs 基因进化分支中的位置，命名为 StDCL1、

StDCL2a、StDCL2b、StDCL2c、StDCL3、StDCL4。

6 个 StDCLs基因分别定位于第 6、7、8、10、11 号染色

体上，其中 StDCL2a 和 StDCL2b 位于第 11 号染色

体上，其余染色体上均只有 1 个 StDCL 基因（图 1）。
6 个 StDCLs 蛋白的氨基酸残基数为 673~2 480，分
子量介于 75. 29~281. 40 ku，pI 6. 03~6. 84，均为弱

酸 性 蛋 白 ；不 稳 定 系 数 在 38. 83~46. 51，其 中

StDCL1、StDCL3 的不稳定系数<40，为稳定蛋白；

其余成员>40，为不稳定蛋白。亲水性平均系数介

于−0. 42（StDCL1）~−0. 11（StDCL2b），均为亲水

性蛋白。

2. 2　StDCLs基因家族成员系统进化分析

由图 2可知，DCL家族成员可分为 4个亚家族，第

I亚家族包含 StDCL1、AtDCL1、ZmDCL1、OsDCL1、
SlDCL1、CaDCL1；第 Ⅱ 亚 家 族 包 含 StDCL2a、
StDCL2b、StDCL2c、AtDCL2、ZmDCL2、OsDCL2a、
OsDCL2b、OsDCL2c、SlDCL2a、SlDCL2b、SlDCL2c、
SlDCL2d、CaDCL2；第Ⅲ亚家族包含 StDCL3、At⁃
DCL3、ZmDCL3a、ZmDCL3b、OsDCL3a、OsDCL3b、
SlDCL3、CaDCL3；第Ⅳ亚家族包含StDCL4、AtDCL4、
ZmDCL4、OsDCL4、SlDCL4、CaDCL4。

表 2　StDCLs家族成员蛋白质的理化性质

Table 2　Physicochemical properties of StDCLs proteins

蛋白质名称

Protein name

StDCL1

StDCL2a

StDCL2b

StDCL2c

StDCL3

StDCL4

基因号

Gene ID

Soltu. DM. 10G000330

Soltu. DM. 11G004150

Soltu. DM. 11G004160

Soltu. DM. 06G011550

Soltu. DM. 08G015790

Soltu. DM. 07G000050

氨基酸数量

Amino acids

1 914

1 418

2 480

1 402

673

1 446

分子量/ kU
Molecular weight

214. 29

159. 92

281. 40

158. 21

75. 29

162. 86

pI

6. 03

6. 34

6. 51

6. 41

6. 84

6. 57

不稳定系数

Instability index

39. 48

43. 00

44. 91

46. 51

38. 83

43. 79

亲水性均值

GRAVY

−0. 42

−0. 12

−0. 11

−0. 12

−0. 28

−0. 17

图 1　StDCLs基因在染色体上的定位

Fig. 1　The localization of StDCLs gene on the chromosome
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2. 3　StDCLs基因家族成员的基因结构特征分析

由图 3 可知，不同成员的基因结构复杂程度不

同，在内含子数量上，StDCL3 最少（8 个），StDCL2b
最多（40 个），其他家族内含子数量介于 21~40 个。

红色、黄色、蓝色、绿色、紫色、橙色分别代表OsDCL、StDCL、SlDCL、CaDCL、AtDCL、ZmDCL；粉色、绿色、蓝色、红色分别代表亚家族 I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。

Red， yellow， blue， green， purple， and orange represent OsDCL， StDCL， SlDCL， CaDCL， AtDCL， and ZmDCL， respectively.  Pink， green， 
blue， and red represent subfamilies I， II， III， and IV， respectively.

图 2　DCLs基因家族系统发育进化树

Fig. 2　DCLs gene evolutionary relationship

图 3　StDCLs基因结构（a）和保守结构域（b）

Fig. 3　Structure （a） and conserved domains （b） analysis of the StDCLs
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在 编 码 区 长 度 上 ，StDCL3 的 编 码 区 最 短 ，为

7 kb；其 他 家 族 成 员 编 码 区 长 度 为 11~22 kb；
StDCL4 的编码区最长，为 33 kb。对 6 个 StDCLs
蛋白的保守结构域进行预测 ，发现与其他物种

DCLs 蛋白的典型结构域一致，StDCLs 家族成员

StDCL1、 StDCL2c、 StDCL4 均 含 DEXDc、
HELICc、Dicer-dimer、PAZ、RNase Ⅲ和 dsRBD 结

构域，而 StDCL2a 和 StDCL2b 均不具有 dsRBD 结

构 域 ，StDCL3 仅 含 有 2 个 RNase Ⅲ 结 构 域

（图 3（b））。
由图 4 可知，StDCLs 家族成员的整体折叠主要

以 α-螺旋和 β-折叠为主，HELICc、RNase Ⅲa/b 等

保守功能结构域均形成独立且紧凑的折叠单元。

其中，HELICc 结构域呈 α-螺旋形态；RNase Ⅲa/b
则主要以 β-折叠和 α-螺旋为主。dsRBD 结构域主

要以 α-螺旋为主。

2. 4　StDCLs基因家族成员的顺式作用元件分析

由图 5可知，该基因家族启动子区域除具有调控

转录活性的 CAAT-box、TATA-box等保守区域外，

还富集光信号响应、植物激素响应、生长发育调控及

生物/非生物胁迫响应等功能元件，且不同 StDCLs
基因所含的元件种类与数量差异较大。StDCL1 的

光响应元件数量最多（共 12 个），主要为蓝光响应元

件（AE-box、GA-motif 和 8 个 Box 4）以及核心的光

信号整合元件（G-box）；StDCL3 数量最少（仅 3 个），

包含参与低光强/光周期响应的（TCT-motif）和蓝

光/红光响应元件（I-box）。生长发育相关的元件在

StDCL2a/b 中最多，各 2 个，其中 StDCL2a 含 2 个昼

夜节律响应元件（circadian），StDCL2b 含 1 个昼夜节

律响应元件（circadian）和 1 个分生组织表达元件

（CAT-box），而 StDCL1 中 则 未 发 现 此 类 元 件 。

StDCL1 同样含有最多的激素响应元件（共 6 个），主

要响应脱落酸（ABRE）、赤霉素（GARE-motif）和茉

莉酸甲酯（CGTCA-motif）等信号；StDCL4 的激素

响应元件最少，2 个，仅涉及茉莉酸甲酯（CGTCA-
motif）和赤霉素（P-box）响应。StDCL4 的胁迫响应

元件数量最多（9 个），涉及防御与胁迫（TC-rich 
repeats）、干旱诱导（MBS）、低温（LTR）、厌氧（ARE）
及茉莉酸甲酯（TGACG-motif）等多种抗逆响应；而

StDCL2b中此类元件最少，仅 3个，涉及低温、厌氧及

茉莉酸甲酯响应。以上结果说明 StDCLs 各成员可

能参与了不同的调控通路。

2. 5　StDCLs蛋白互作分析

由图 6 可知，各成员的互作蛋白功能特征如下：

StDCL1 的互作蛋白覆盖多种功能元件，包括双链

RNA 结合蛋白（StDRB1、StDRB2）、RNA 诱导沉默

复 合 体（RISC）核 心 元 件（StAGO1/2/4/5/7）、小

RNA 2’-O 甲基转移酶（StHEN1）、锯齿状 RNA 效

黄色、蓝色、橙色、浅蓝色分别代表  HELICc、RNase Ⅲa、RNase Ⅲb、dsRBD 结构域。

Yellow， blue， orange and light blue represent the HELICc， RNase Ⅲa， RNase Ⅲb， and dsRBD domains，respectively.
图 4　StDCLs家族成员蛋白质的三级结构

Fig. 4　Protein structure of the StDCLs
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图 6　StDCLs互作蛋白质预测

Fig. 6　Prediction of proteins interacting with StDCLs

图 5　StDCLs基因家族的顺式作用元件分析

Fig. 5　Analysis of cis-acting elements in the StDCLs gene family
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应分子（SE）及 DCL 同源蛋白。 StDCL2 主要与

RNA 依 赖 性 RNA 聚 合 酶（StRDR2、StRDR6）、

RISC 核 心 元 件（StAGO1/2/4/5/6/7/10）及 DCL
同 源 蛋 白 互 作 。 StDCL3 的 互 作 蛋 白 包 括 双 链

RNA 结 合 蛋 白（StDRB3）、RISC 核 心 元 件

（StAGO1/2/4/6/7/9）、RNA 依赖性 RNA 聚合酶

（StRDR2、StRDR6）及 DCL 同源蛋白。StDCL4 的

互作蛋白与 StDCL2 存在部分重叠，涵盖 RNA 依赖

性 RNA 聚合酶（StRDR2、StRDR6）、RISC 核心元

件（StAGO1/2/4/6/7/10）、双 链 RNA 结 合 蛋 白

（StDRB3）及 DCL 同源蛋白。

2. 6　‘大西洋’试管苗中 StDCLs基因的表达模式

由图 7 可知，StDCL1 在‘大西洋’试管苗的茎和

叶中的相对表达量均显著高于根和块茎；StDCL2a

在各部位的表达量虽有差异但未达显著水平 ；

StDCL2b 在试管苗的块茎中的相对表达量均显著

高于叶、茎和根；StDCL2c 在茎中的相对表达量均

显著高于根和块茎；StDCL3 在叶片中的相对表达

量显著高于茎、块茎和根；StDCL4 在叶、茎和块茎

之间的相对表达量无显著差异，但均显著高于根。

可见，StDCLs 基因家族成员的表达均具有组织特

异性。

2. 7　  StDCLs 在晚疫病菌侵染马铃薯中的表达分析

由图 8 可知，晚疫病病原菌侵染后，StDCL2b 和

StDCL3 表达量在 2 个品种中均未发生显著变化，其

余 StDCLs 基因在 2 个不同抗性品种中的表达量不

同。StDCL2c 在 2 个品种中均显著上调，StDCL4 均

显 著 下 调 ，此 外 ，StDCL2a 在 高 抗 品 系

‘CIP309056. 5’中显著上调，但在中抗品种‘陇薯 19
号’中无显著差异；StDCL1 在中抗品种中显著上

调，在高抗品系中则无显著变化。

由 图 9 可 知 ，高 抗 品 系‘CIP309056. 5’的

StDCL2c 表达量呈持续上调趋势；接种后 3 d，其表

达量约为 0 d 的 1. 8 倍。而 StDCL4 的相对表达量

随着侵染时间的推进呈逐渐下调趋势（图 10）。侵

染后 3 d，中抗品种‘陇薯 19 号’的 StDCL2c 表达量

约为 0 d 的 1. 4 倍，而 StDCL4 在侵染后 1 d 出现显

著下调。

不同小写字母代表同一基因在不同组织间的相对表达量差异显著（P<0. 05）。下同。

Different lowercase letters indicate significant differences in the relative expression levels of the same gene among different tissues （P<0. 05）.  
The same below.

图 7　StDCLs基因在马铃薯品种‘大西洋’试管苗不同部位的表达情况

Fig. 7　Relative expression levels of StDCLs genes in different tissues of in vitro plantlets of potato cultivar ‘Atlantic’
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图 9　不同抗性马铃薯在晚疫病菌侵染后块茎中 StDCL2c的表达情况

Fig. 9　Expression leve of StDCL2c in tubers of potato cultivars with different resistance after Phytophthora infestans infection

图 8　晚疫病菌侵染后马铃薯叶片 StDCLs的表达模式

Fig. 8　Expression patterns of StDCLs in potato leaves in response to Phytophthora infestans infection

图 10　不同抗性马铃薯在晚疫病菌侵染后块茎中 StDCL4的表达情况

Fig. 10　Expression level of StDCL4 in field tubers of potato cultivars with different resistance after 
Phytophthora infestans infection
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3　讨  论

3. 1　StDCLs蛋白结构进化保守

作为 siRNA 合成过程中的重要切割酶，DCL 基

因家族成员在植物生长发育、基因表达调控和抗病

防御中发挥着重要作用［8］。尽管 DCLs 基因在拟南

芥（4 个 AtDCLs 基 因 ）［9］、水 稻（6 个 OsDCLs 基

因）［10］、玉 米（7 个 ZmDCLs 基 因）［11］、番 茄（7 个

SlDCLs 基因）［12］、辣椒（4 个 CaDCLs 基因）［27］等多

个物种中已得到系统鉴定，但马铃薯 DCLs 基因家

族的成员组成、序列特征及生物学功能尚未见系统

报道。本研究通过生物信息学分析，首次从双单倍

体马铃薯全基因组数据库中鉴定出 6 个 StDCLs 基
因，分布在 5 条染色体上。StDCLs 基因家族成员数

量与水稻、拟南芥等物种的 DCL 家族成员数量相

近 ，说 明 其 在 进 化 过 程 中 未 发 生 大 规 模 复 制 。

StDCLs 基因都含有典型的 RNase Ⅲ保守结构域，

这与 Xie 等［28］、Liu 等［29］的研究结论相符；且这一特

征与拟南芥（仅含 1 个 dsRBD）［9］、番茄 DCL2 分支

（DCL2a/b/c 均缺失）［12］的结构特征相吻合［16］。表

明 DCL2 亚家族的结构域组成可能具有一定的变异

性和进化保守性。在植物中，dsRBD 的主要功能是

识别和结合双链 RNA，DCL2 则主要催化 22 nt的次

级干扰 RNA（siRNA）和 22~24 nt 天然反义 siRNA
（nat-siRNA）的 形 成 以 及 与 病 毒 防 御 相 关 的

siRNA［30］，DCL2 缺少 dsRBD 可能直接影响其抗病

毒免疫和系统信号传导能力。值得注意的是 ，

StDCL3 的氨基酸长度（673 个氨基酸）远小于其他

StDCLs 成员（1 402~2 480 个氨基酸），且仅含有 2
个 RNase III 结构域，缺乏 DEXDc、HELICc、PAZ 和

dsRBD 等典型结构域。为探究这一特征是否为马

铃 薯 所 特 有 ，本 研 究 比 较 了 拟 南 芥 AtDCL3［9］

（1 468 个氨基酸）、水稻 OsDCL3a/b［10］（1 663 个氨基

酸/1 674 个氨基酸）和番茄 SlDCL3［20］（1 464 个氨基

酸）的同源序列，发现这些物种的 DCL3 均含有完整

的典型结构域。因此，StDCL3 的这种特殊结构可

能是马铃薯特有的进化特征，其生物学功能有待进

一步验证。StDCLs 蛋白的氨基酸数目、分子量、等

电点、不稳定系数、亲水性平均系数等理化指标与

Sabbine 等［31］和 Ahmed 等［32］的研究结果基本一致。

研究基因启动子序列中的顺式作用元件对于

深入探索基因潜在功能至关重要［33］。本研究在

StDCLs 启动子区共鉴定到 105 个顺式作用元件，按

功能主要分为光响应、植物激素响应、生长和发育

调控以及生物与非生物胁迫响应 4 类。该分布模式

与番茄 SlDCLs 启动子的系统分析高度一致［12］。

StDCLs 家族的启动子区域富含多个响应植物激素

的顺式元件。已有研究表明，病原菌侵染通常会促

使细胞中茉莉酸甲酯、水杨酸、脱落酸等激素水平

的升高［34］。由此推测，StDCLs 基因可能借助响应

多种激素信号途径参与对病原菌的防御。

3. 2　StDCLs 基因家族成员的表达特异性及抗病

潜能

基因表达模式能够在一定程度上反映基因功

能［35］。StDCL1 在叶和茎中的相对表达量较高，这

与番茄［9］和拟南芥［12］DCL1 的研究结果一致，番茄

DCL1 基因在植物发育过程中具有重要作用［18］；拟

南芥 DCL1 基因主要参与 miRNA 的生物合成及调

控植物发育过程［28］，这表明 StDCL1 可能同样在马

铃薯地上部分的营养器官发育过程中发挥重要作

用。StDCL2a、StDCL2c 在茎中的表达量较高，这

一组织表达特性与在辣椒［20］和番茄中［27］的研究结

果一致，推测该基因在茎部生长发育中发挥作用。

StDCL2b 在 块 茎 中 高 表 达 ，这 一 结 果 与 柑 橘

CsDCL2b 在果实中高表达的特征［31］类似，推测该基

因参与块茎形成。StDCL3、StDCL4 在叶片中高表

达，这与它们在拟南芥中的同源基因 DCL3、DCL4
的表达模式一致［28］。AtDCL3 和 AtDCL4 主要参与

拟 南 芥 反 式 作 用 次 级 干 扰 RNA（tasiRNA）和

siRNA 的生成，并在叶片介导的 RNAi 通路中起关

键 作 用 ，推 测 StDCL3、StDCL4 与 AtDCL3 和

AtDCL4 有相似的功能。

本研究采用分离自甘肃省马铃薯主栽品种、强

致病性菌株的混合液进行人工接种，最大程度模拟

田间病原菌的复杂性，避免单一菌株的偶然性，从

而更真实地反映参试品种（系）的晚疫病抗性水平。

侵染叶片后，高抗马铃薯品系‘CIP309056. 5’和中

抗品种‘陇薯 19 号’的 StDCL2c 基因均显著上调，

StDCL4 的表达量显著下调，这一结果与番茄［20］和

辣椒［27］在病毒侵染后的 DCL2，以及马铃薯疫霉病

侵染后 DCL 的表达情况一致［21］。表明 DCL2 和

DCL4 介导的抗病毒机制可能也在卵菌病害中具有

类似的抵御功能。在拟南芥中，DCL4 产生的 21 nt 
siRNA 与 DCL2 产生的 22 nt siRNA 在生物合成路
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径上可能存在竞争关系［36］。本研究结果表明，马铃

薯 DCL2 和 DCL4 可能也会以该拮抗调控模式介导

晚疫病免疫过程，然而由于缺乏晚疫病侵染下 21 nt 
siRNA 和 22 nt siRNA 表达丰度的定量分析，需要

后续工作进一步完善。但从顺式作用元件分析显

示 StDCL4 启动子含 21 个如干旱、低温等逆境响应

元件（图 6），而 StDCL2c 启动子顺式元件以厌氧和

赤霉素响应元件为主。推测 StDCL2c 表达上调可

能与厌氧通路的激活有关，这些通路响应病原菌诱

导的缺氧或激素变化，进而介导宿主的部分防御反

应，而 StDCL4 可能由于与 DCL2 的竞争关系表达

水平受到了抑制，表现为下调表达。Sorokan 等［21］

研究报道，马铃薯芽孢杆菌 Bacillus velezensis M66
可以诱导马铃薯产生晚疫病抗性，除了与过氧化氢

积累，以及蛋白酶抑制剂、β-1，3-葡聚糖酶和阴离子

过氧化物酶等基因的转录本上调有关外，还激活了

马铃薯体内 RNA 干扰机制中 DCL、Ago4 等转录本

的积累。

4　结  论

从马铃薯全基因组（PGSC-v 6. 1）鉴定出 6 个

StDCLs 蛋白家族成员，均具有典型的 DCL 蛋白结

构。蛋白互作网络预测，StDCLs 与 RISC 核心元件

AGOs、双链 RNA 结合蛋白 DRBs 及 RNA 依赖的

RNA 聚合酶 RDRs 等均存在互作。StDCLs 成员具

有明显的组织表达特异性，StDCL1 在茎和叶中高

表达，StDCL2b 在试管块茎中高表达，StDCL3 和

StDCL4 仅在叶片中高表达，说明各成员可能参与

不同的生长发育调控通路。在晚疫病菌侵染后，

StDCL2c 在高抗品系‘CIP309056. 5’和中抗品种

‘陇薯 19 号’中均呈显著上调表达，而 StDCL4 显著

下调，推测二者共同参与马铃薯对晚疫病的抗性

调控。
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