
书书书

西北植物学报!

!"#$

!

%$

"

&

#$

#'!#(#'!)

!"#$%&#'%&()$*'+,""-.)/#'0-/'

!!

文章编号$

#"""*$"!+

"

!"#$

#

"&*#'!#*")

!!!!!!!!!!!!!!!

!"#

$

#",')")

%

-

,.//0,#"""*$"!+,!"#$,"&,#'!#

收稿日期$

!"#$*"$*!"

&修改稿收到日期$

!"#$*"'*#"

基金项目$国家自然科学基金"

%")'#%$'

#&福建省自然科学基金"

!"#!1"#"'&

#

作者简介$陈晓婷"

#&)2(

#!女!博士!副教授!主要从事植物逆境生理生化与分子生物学研究'

3*45.6

$

6789:.0

;!

#!),<=4

!#1234$%

基因过表达拟南芥

对核盘菌抗性的研究

陈晓婷#

!

!

!刘
!

军#

!林桂芳#

!孙翠霞#

"

#

福建农林大学 生命科学学院!福州
%+"""!

&

!

福建农林大学 生物农药与化学生物学教育部重点实验室!福州
%+"""!

#

摘
!

要$为研究草酸在核盘菌致病过程中可能的作用!以模式植物拟南芥为材料!采用
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草酸喷施
%

周龄

拟南芥!发现草酸显著诱导拟南芥
!"#$%&)%

的表达'通过构建
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过表达载体转化拟南芥!获得过表

达
!"#$%&)%

的纯系转基因植株!再用核盘菌活体接种拟南芥!结果表明过表达
!"#$%&)%

植株对核盘菌的抗

性显著增强'组织化学染色结果表明!

!"#$%&)%

是通过诱导植物的氧爆发!抑制核盘菌菌丝的生长来抵御核盘

菌的侵染&
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对拟南芥转录水平分析表明!

!"#$%&)%

可能激活了过表达植株的水杨酸与茉莉酸依赖的抗

病信号途径!从而增强对核盘菌的抗性'
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植物
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转录因子家族是植物最大的转录

因子家族之一!它参与调控植物的生长发育和应对

各种生物及非生物胁迫(
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)
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转录因子的
G

末端有高度保守的
]@Û LDU

氨基酸序列!

C

末

端有特征的锌指结构元件'
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结构域能够专

一地与靶基因启动子核心序列的
C
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盒#相结合!激活或抑制目的基因的转录表

达(

%

)
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转录因子家族在拟南芥中有
'$

个成

员!水稻中有
#"&

个成员'关于
]@Û

转录因子

在植物防御反应中的作用是研究的热点之一!
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因子能通过自调控*交叉调控及与靶基因

]

盒专一结合等方式!形成完整的信号网络!从而

使植物更好地适应外界的各种胁迫(
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)
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转基因方法是用来研究
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基因可能的生物

学功能的常规手段'在水稻中!过表达
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通过激活水杨酸"
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#途径相关基因表

达*抑制茉莉酸"
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#信号途径来增强水

稻对黄单胞杆菌"
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稻瘟病菌"
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#的抗性(
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'过表达

80#$%&+%
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的水稻能增强对稻瘟病菌

的抗性(
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)

!过表达
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*

80#$%&'#

的水稻对

黄单胞杆菌的抗性增强(
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'但
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却被鉴

定为水稻防御反应的一个负调控因子!过表达
80>

#$%&)!

的水稻会抑制防御基因的表达!丧失了由

H5!#

介导的对黄单胞杆菌的抗性(

#"

)
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也

是一个基础防御反应的一个负调控因子!过表达
80>
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的水稻对稻瘟菌
I052)*#%'

更加敏感(
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被鉴

定为植物免疫反应的负调控因子!而
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为植

物对死体营养型病菌!如灰霉"
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#和链

格孢"
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#抗病反应的正调控因

子(
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对活

体营养型病菌"

@0*14,2,./00

:

+-.

=

/*

#也有正调控功

能!这几个
#$%&

基因在基础防御反应中有协同作

用和功能冗余现象(
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'最近的研究成果(
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)表明!在

油菜"

?+/00-(/./
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#中过表达
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增强

油菜对核盘菌"
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#的抗性'

核盘菌是一类寄主范围广!能够侵染
$""

多种

植物的病原真菌!每年因此造成的生产损失十分严

重'核盘菌的致病机理十分复杂!在致病过程中分

泌草酸"
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#及各种细胞壁降解酶类'

ZE

在核盘菌的致病过程中起着关键的作用!它能

酸化寄主组织!促进真菌细胞壁降解酶更好的发挥

作用!
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还能螯合钙离子!破坏寄主细胞壁(
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)

'

相比野生型核盘菌!草酸分泌缺失突变体对植物菜

豆和番茄侵染危害小!甚至不侵染(
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'由于草酸

在核盘菌侵染植物中所起的关键作用!我们利用拟

南芥芯片!获得在草酸胁迫下拟南芥
#$%&

基因

的差异表达谱(
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)

!本研究探讨了其中一个上调表达

的
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在核盘菌抗性中的作用'
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材料和方法
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#光照!
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黑暗培养
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后!移载到土壤中培养'
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方
!

法
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草酸喷雾试验及核盘菌接种
!

均匀喷施
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草酸"
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#于
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周龄拟南芥叶片上!
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高度保湿!于
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取样!液氮速

冻!提
@GE

&挑野生型核盘菌菌种
#&2"

的菌丝块活

化于
#

%

2BaE

培养基中!

!!_

弱光培养
%
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+Q

!用

打孔器取边缘生长均匀的核盘菌菌丝倒置放于
$

周

龄拟南芥叶片上!接种环境为
!!_

闭光保湿!接种

!$T

左右观察表型(
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)
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提取!半定量
0>&?.0

及
@

0>&
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!

植物叶片
aGE

*

@GE

提取及反转录参考
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试剂盒说明书'半定量
@A*BC@

的内参基

因为
!("-.!

'荧光定量
BC@

参考
A5U5@5

试剂盒
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#说明书!内参基因为
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'

!"

#

>

扩

增体系包含
!bBC@VKMM7:#"

#

>

!上下游引物各
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#

>

!

<aGE

模板
#

#

>

!

QQF

!

Z2,!

#

>

'扩增引

物见表
#

'
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启动子顺式作用元件分析
!

从

AEI@

网站获得
!"#$%&)%

起始密码子前的
#"""

V

X

序列!利用
AT7B6509CE@3a595V5/7

"

T99

X

$%%

V.=.0M=:459.</,

X

/V,K
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709,V7

%

[7V9==6/
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X

6509<5:7
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T946

%#在线网站对
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启动子的顺式作用

元件进行分析(
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)

'
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!#1234$%

过表达载体的构建及拟南芥的

转化
!

利用
B:.47:+,"

软件设计带有
93/

$

与

?/2F

$

双酶切位点的特异引物
Z3]@Û )%P

"

+c*

LCACAELELCEALAAAACEEECEACLEACE*

C*%c

#和
Z3]@Û )%@

"

+c*CLLLEACCCLACEE*

EECEECEACELLACAAC*%c

#!以野生型拟南芥

<aGE

为模板!

3OA/

B

酶进行
BC@

扩增!扩增条件

为
&$_

预变性
+4.0

!

&$_

变性
%"/

!

+%_

退火
%"
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!

'!_

延伸
#4.0

!

%"

个循环!

'!_

延伸
#"4.0

!

BC@

产物用
#d

琼脂糖凝胶电泳分离后!切胶回收!

连入
X

Ya#2*A

进行测序'用
93/

$

与
?/2F

$

双

酶切
X

CEYWIE#%""*!!#

和含有目的片段的克隆载

体!回收目的片段与表达载体片段!

A

$

aGE

连接酶

#)_

连接过夜!转化大肠杆菌
aF+

%

!酶切鉴定正确

!!'#

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
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本研究所用引物序列
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基因座
>=<K/
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的载体转入农杆菌
Le%#"#

!通过农杆菌浸花法转

化野生型拟南芥(

!$

)

!利用潮霉素对转基因植株
A

!

代进行筛选!鉴定出纯系用于核盘菌接种及组织化

学染色实验'

9,:,B

!

叶片组织染色
!

核盘菌接种
2T

后的叶片

用二氨基联苯胺
aEW

"

",#4

;

%

4>

#染色过夜!随后

用
&+d

乙醇脱色
%T

以上置于
Z6

R

4

X

K/NfH#)

或

WH+#

显微镜上观察(
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)

'台盼蓝染色也取接种
2T

的叶片!染色脱色后置于显微镜上观察(

!)

)

'
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!

数据处理与分析
!

实验中的数据处理与分

析采用
BEN]/959./9.</#2

分析软件!差异显著分

析采用单因素方差分析!图形制作与处理应用
Z:.*

;

.02,+

软件'

!

!

结果与分析
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!

草酸诱导拟南芥
!#1234$%

的表达

基于草酸胁迫下拟南芥
#$%&

基因的差异表

达谱!

!"#$%&)%

受草酸胁迫诱导表达(

!!

)

'采用

半定量
@A*BC@

来验证芯片结果的可靠性!对
%

周

龄拟南芥幼苗用草酸胁迫
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*

#

*

!

*

$

*

#!

*

!$

*

$2

*
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不同时间段!半定量
@A*BC@

分析
!"#$%&)%

在

转录水平上的变化情况表明$草酸胁迫
#T

后!

!">

#$%&)%

的表达量迅速上调!胁迫
#!T

达到最高

值&随着胁迫时间的延长!
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基因转录水

平有所下调"图
#

!

E
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过表达突变体的构建及验证

将
!"#$%&)%

在拟南芥中稳定表达!激活植

物的相关信号途径!可能是拟南芥应对草酸胁迫或

核盘菌浸染的途径之一'因此!将
!"#$%&)%

的

CaN

序列参照
#,!,$

方案导入到双元表达载体

X

CEYWIE#%""*!!#

中!图
#

!

W

是载体构建策略示

意图'由于在
BC@

引物中引入了
93/

$

与
?/2F

$

酶切位点!筛选出阳性克隆子后!双酶切检测目的

片段是否连入载体'酶切产物通过
#d

琼脂糖凝胶

电泳分析!结果出现
!

条带!较小的条带大约为
'+"

V

X

!与目的片段大小一致"图
#

!

C

#!表明
!"#$%&)%

成功克隆至
X

CEYWIE#%""*!!#

载体中'将过表达载

体用农杆菌浸花法(

#2

)转化拟南芥!利用
!+4

;

%

>

潮

霉素对转基因拟南芥
A

!

代种子进行筛选!鉴定出纯

合的过表达转基因株系用于后续实验'

:;%

!

过表达
!#1234$%

增强拟南芥对核盘菌的

抗性

采用半定量
@A*BC@

比较了野生型及转基因

植株
!"#$%&)%

的表达情况!发现
!"#$%&)%

确

实在拟南芥中超表达 "图
#

!

a

#'为验 证
!">

#$%&)%

过表达植株是否增强拟南芥对核盘菌的

抗性!对
$

周龄的拟南芥进行了活体接种及离体叶

片接种'从接种
!$T

"图
!

!

E#

#*

$2T

"图
!

!

E!

#的

病斑扩展情况来可以看出!核盘菌菌丝对野生型危

害严重!侵染整个拟南芥莲座!而突变体中莲座处未

受到核盘菌的侵染&从接种
!$T

病斑面积"图
!

!

W

#

可见!

!"#$%&)%

过表达植株对核盘菌具有显著的

抗性"

@

"

","+

#&对接种
2T

的侵染叶片中核盘菌菌

丝生长前端台盼蓝染色"图
!

!

C#

*

C!

#显示核盘菌在

野生型中生长舒展&

C!

显示转基因植株中核盘菌菌

丝生长紧密*弯曲!这意味着转基因植株核盘菌的生

长受到阻碍&对接种
2T

的侵染叶片的
aEW

染色结

果显示在转基因植株中!棕褐色的氧化斑点较多!面

积也较大!而野生型却几乎见不到棕褐色氧化斑点'

说明转基因植株的氧爆发情况比野生型显著许多!

转基因植株很可能通过活性氧的大量产生来抵抗核

盘菌的侵染"图
!

!

C%

*

C$

#'

:;A

!

!#1234$%

启动子顺式作用元件分析

通过
B6509CE@3

网站对
!"#$%&)%

的启动

%!'#

&

期
!!!!!!!!!!!

陈晓婷!等$

!"#$%&)%
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子顺式作用元件进行预测'结果表明
!"#$%&)%

启动子内除了
CEEA*V=O

和
AEAE*V=O

等真核生

物必需的启动子结构元件外!还包含一些与胁迫响

应相关的元件'其中与非生物胁迫相关的顺式作用

元件包括与低温胁迫相关的
>A@

!厌氧胁迫有关的

元件
E@3

'与生物胁迫相关的顺式作用元件包含

#

个参与水杨酸反应的
ACE

元件*

+

个茉莉酸响应

元件'此外!还预测到
#

个与生长发育相关的生长

素响应元件
ALE*V=O

!许多参与光响应的元件!包

括
ECE*4=9.M

*

EC3

元件*

E3*V=O

*

EACA*4=9.M

*

WZH$

*

WZHI

*

LEAE

元件*

ACCC*4=9.M

"表
!

#'

:;B

!

!#1234$%

参与的抗病信号途径分析

为研究
!"#$%&)%

转基因植株是否引起下游

抗病信号途径的改变!采用
?

@A*BC@

比较了野生

型及转
!"#$%&)%

基因植株的
!"#$%&)%

及
$

个抗病信号途径标志基因的转录水平'其中编码苯

丙氨酸解氨酶的
@!G#

及编码病程相关蛋白的

@$#

基因是水杨酸抗病信号途径的标志基因!编码

营养贮藏蛋白
H'@#

和编码脂氧合酶
G89!

是乙

烯%茉莉酸信号途径的标志基因!它们受茉莉酸或造

伤诱导'由图
%

可知!与野生型对照相比!

!">

#$%&)%

转基因植株的
!"#$%&)%

的表达量显著

图
#

!

草酸诱导拟南芥
!"#$%&)%

的表达及
!"#$%&)%

过表达载体的构建与验证

E,

草酸处理拟南芥后
'!T

内
!"#$%&)%

的转录水平&

W,!"#$%&)%

过表达载体的构建示意图&

C,!"#$%&)%

重组质粒双酶切鉴定$

Y,a>!"""

&

#,

质粒
X

CEYWIE#%""*!!#

"对照#&

!,

重组质粒&

a,!"#$%&)%

过表达植株与野生型的
!"#$%&)%

表达水平

P.

;

,#

!

AT7.0QK<9.=0=M!"#$%&)%V

R

ZE50Q<=0/9:K<9.=050Q856.Q59.=0=M9T7=87:7O

X

:7//.=087<9=:=M!"#$%&)%

E,AT79.47<=K:/7=M9:50/<:.

X

9.=067876/=M!"#$%&)%5056

R

S7QV

R

/74.*

?

K509.959.87@A*BC@.0%*[77\*=6Q/77Q6.0

;

/<T56670

;

7Q

[.9T%"44=6

%

>ZE

&

W,C=0/9:K<9.=0/9:597

;R

=M!"#$%&)%=87:7O

X

:7//.=087<9=:

&

C,IQ709.M.<59.=0=M:7<=4V.0509

X

65/4.Q

<=095.0.0

;

!"#$%&)%V

R

Q=KV6770S

R

47Q.

;

7/9.=0,Y,a>!"""aGE45:\7:

&

>507#,B65/4.Q

X

CEYWIE#%""*!!#

"

<=09:=6

#&

>507!,@7<=4V.0509

X

65/4.Q

&

a,e56.Q59.=0=M!"#$%&)%=87:7O

X

:7//.=06.07/V

R

@A*BC@

图
!

!

过表达
!"#$%&)%

增强拟南芥对核盘菌的抗性

E,

野生型与
!"#$%&)%

过表达植株活体接种核盘菌
!$T

"

E#

#!

$2T

"

E!

#病斑扩展情况&

W,!"#$%&)%

过表达植株与野生型核盘菌接种
!$T

后的病斑面积&

C#

*

C!,

核盘菌接种
2T

后!

侵染植株叶片的核盘菌菌丝台盼蓝染色结果&

C%

*

C$,

侵染叶片的
aEW

染色结果

P.

;

,!

!

!"#$%&)%=87:7O

X

:7//.=06.07/<=0M7::7Q70T50<7Q:7/./950<79='60()*+,"-,+12

E,@7

X

:7/70959.87/=MQ./75/7/

R

4

X

9=4.0[.6Q9

RX

750Q!"#$%&)%=87:*7O

X

:7//.=06.07M=:!$

"

E#

#

50Q$2

"

E!

#

T=K:/

X

=/9

.0=<K659.=0

"

T

X

.

#&

W,>7/.=05:75=M.0=<K6597Q67587/=M[.6Q9

RX

750Q!"#$%&)%=87:7O

X

:7//.=06.07

"

!$T

X

.

#&

C#

!

C!,A:

RX

50

/95.0.0

;

=MT

RX

T5=M.0=<K6597Q67587/

"

2T

X

.

#&

C%

!

C$,@ZN5<<K4K659.=0.0.0=<K6597Q!+/3-4,

5

0-067587//95.07Q[.9TaEW

$!'#

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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表
:

!

!#1234$%

启动子区包含的顺式作用元件

A5V67!

!

C./*5<9.0

;

7674709/.09T7

X

:=4=97:=M!"#$%&)%

元件
3674709

碱基位置
W5/7/.97

功能
PK0<9.=0

数量
GK4V7:

E@3 ('!+

厌氧诱导元件
E057:=V.<*:7/

X

=0/.877674709 #

>A@ (!!!

低温响应元件
>=[*974

X

7:59K:7:7/

X

=0/.8707// #

ACE ($$#

水杨酸响应元件
NE:7/

X

=0/.8707// #

CLACE*4=9.M ('#&

!

(%"$

茉莉酸响应元件
1E:7/

X

=0/.8707// !

ALECL (+#"

!

()%%

!

()$&

茉莉酸响应元件
1E:7/

X

=0/.8707// %

ALE*V=O ()%%

生长素响应元件
EKO.0:7/

X

=0/.877674709 #

N\0*#4=9.M (%"%

!

('#2

胚乳调控响应元件
30Q=/

X

7:47O

X

:7//.=0:7

;

K659=:

R

7674709 !

ECE*4=9.M (&2&

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

EC3 (2!!

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

E3*V=O (!&#

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

EACA*4=9.M (#+

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

W=O$ (2$%

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

W=OI (##%

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

LEAE ()'2

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

ACCC*4=9.M ($$#

光响应元件
>.

;

T9:7/

X

=0/.8707// #

图
%

!

野生型拟南芥与
!"#$%&)%

过表达

植株的防卫基因表达情况

P.

;

,%

!

A:50/<:.

X

9.=0567O

X

:7//.=0

X

:=M.6.0

;

=M

Q7M70/7*:76597Q

;

707/.0!"#$%&)%

=87:7O

X

:7//.=06.07/50Q[.6Q9

RX

7

提高!说明转基因植株确实超表达
!"#$%&)%

!在

转基因植株中!虽然
@!G#

的相对表达量仅为
#,#

!

但
@$#

的相对表达量为
!%,'

!而
G89!

*

H'@#

的

相对表达量分别为
',&

和
$,%

!说明
!"#$%&)%

的

超表达激活了依赖于
NE

及
1E

的抗病信号途径!从

而增强转基因植株对核盘菌的抗性!此外!对
!">

#$%&)%

启动子前
#"""V

X

的序列分析也表明其

启动子含
1E

*

NE

响应元件'

%

!

讨
!

论

草酸作为死体营养型的植物病原真菌的重要致

病因子!其作用机制一直是研究的热点'基于表达

谱芯片的高通量及高效率!获得草酸胁迫下拟南芥

#$%&

基因的差异表达谱!对受草酸胁迫诱导表达

的
!"#$%&!2

*

!"#$%&'+

进一步研究表明!过表

达
!"#$%&!2

*

!"#$%&'+

的转基因拟南芥能显

著增强对草酸及核盘菌的抗性(

!!

)

'有趣的是!甘蓝

型油菜的
?.#$%&!2

与
?.#$%&'+

在受核盘菌

侵染后也是显著上调表达的(

!'

)

'研究表明植物对

核盘菌的抗性与其对草酸的抗性有一定的相关性'

本研究选取受草酸诱导表达的
!"#$%&)%

"芯

片中上调倍数为
2,++

#进行进一步的研究'

!">

#$%&)%

属于
]@Û

家族
&

类转录因子(

!2

)

!目前

关于
!"#$%&)%

功能的研究还十分有限!

@70

等(

!&

)发现
!?8%

%

!"#$%&)%

定位于细胞核内!且

体外实验证实
!"#$%&)%

能够特异结合到
!?F!

"

EV/<./.<5<.Q:7/

X

=0/.877674709/*V.0

;

.0

;

M5<9=:

!

#启动子的
]

盒上!

!?8%

%

!"#$%&)%

的
A*aGE

插入失活突变体
/3,%

在种子萌发及幼苗生长阶段

对
EWE

十分敏感!

/3,%

削弱了
EWE

诱导的气孔关

闭并对干旱胁迫更敏感!

/3,%

在
EWE

处理的早期!

会降低
!?F!

及下游胁迫诱导的基因
$I!&!

及

C8$$'

的表达'

e50 E\70

等(

%"

)研 究 表 明
!">

#$%&)%

在拟南芥应对高光照胁迫中起重要作用!它

能诱导许多编码线粒体蛋白的基因的表达'本研究

将受核盘菌致病因子草酸诱导表达的
!"#$%&)%

在

拟南芥中进行超表达!发现
!"#$%&)%

能通过诱导

植物的氧爆发!抑制核盘菌菌丝的生长来抵御核盘菌

的侵染!

?

@A*BC@

分析还表明
!"#$%&)%

的超表达

激活了依赖于
NE

及
1E

的抗病信号途径'本研究结

果丰富了对拟南芥
*

核盘菌互作的认识'

+!'#

&

期
!!!!!!!!!!!

陈晓婷!等$

!"#$%&)%
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X

9.=0M5<9=:/.0

X

6509:7/

X

=0/7/9=

X

59T=

;

70/

(

1

)

,

?<C@)/."?-,),

=:

!

!""2

!

F

"

#

#$

)2,

(

#$

)

!

fF3GLf

!

DEYE@NE

!

CF3Gf

!

*"/),!+/3-4,

5
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