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　　摘要：提取玉米丝黑穗病与黑粉病发病叶片的 ＲＮＡ，反转录获得 ｃＤＮＡ后，通过玉米抗病相关基因（登录号分别
为：ＡＩ８８１６３８、ＡＷ４２４５２９、ＣＦ０２８２４１、ＣＯ５２６０１６、ＣＫ３７１５９７、ＢＭ３７９１８８、ＡＩ６４９５２３、ＣＦ３４９１３２、ＢＭ０７４９２１、ＢＭ３４９１１１）的
序列设计引物，对玉米抗病相关基因进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，分析目标基因的表达差异。结果显示，抗病基因病程相关蛋
白（ＢＭ３７９１８８）、丝氨酸／苏氨酸蛋白激酸（ＡＷ４２４５２９）、无毒性蛋白（ＡＩ８８１６３８）、富含亮氨酸重复区域蛋白激酶
（ＣＦ０２８２４１）在２种病害发生过程中均呈现上调表达，其他选取基因在侵染玉米叶片中均未检测到其表达，所选取的
抗病相关基因在对照玉米叶片中均未检测到其表达。
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　　玉米丝黑穗病（Ｓｐｈａｃｅｌｏｔｈｅｃａｒｅｉｌｉａｎａ）和玉米黑粉病
（Ｕｓｔｉｌａｇｏｍａｙｄｉｓ）是２种经常发生的玉米真菌性病害，传统防
治方法主要以种子包衣为主，但该方法会造成农民生产成本

提高，并对环境产生不良影响，选育和推广抗病品种是控制玉

米丝黑穗病与玉米黑粉病发生的有效措施［１］，因此有必要针

对病原菌的侵染扩散机理对玉米抗病基因进行深入的研究。

玉米丝黑穗病及玉米黑粉病的病原菌都属于黑粉菌科，其亲

缘关系较近，在同一寄主上前者是系统性病害，后者是局部性

病害。寄主植物在与病原菌互作的过程中，诱导表达的基因

往往抑制或促进病原菌繁殖，这些基因的表达产物有直接攻

击病原菌的病程相关蛋白，如病程相关蛋白、几丁质酶［２－４］；

有参与调控的转录因子，如 ＷＲＫＹ蛋白［５－６］；同时存在信号

级联放大的蛋白激酶，如丝氨酸 －苏氨酸蛋白激酶等［７－９］。

本研究根据前人研究结果［１０］，选取部分玉米抗病相关基因，

分析其在玉米丝黑穗病菌及玉米黑粉病菌侵染过程中的表达

变化，为进一步明确寄主植物玉米与２种病原菌互作过程中
的抑制或促进病菌繁殖的机制及抗病育种提供新思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料

本试验所用的玉米丝黑穗病菌 ＳＲ１、ＳＲ２菌株及玉米黑
粉病菌 ＳＧ２００菌株均为玉米与真菌互作实验室保存菌种。
供试玉米品种为吉单２０９。
１．２　试验方法
１．２．１　接种菌液的制备　从冻存管内取 ＳＲ１、ＳＲ２菌株菌液
至３ｍＬ的酵母浸出粉胨葡萄糖培养基（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅ
ｄｅｘｔｒｏｓｅｍｅｄｉｕｍ，ＹＰＤ），以及ＳＧ２００菌株菌液至３ｍＬ的ＹＥＰＳ
培养基内，２８℃振荡培养进行菌株活化，再分别从活化的菌
液内取５００μＬ菌液至１００ｍＬＹＰＤ、ＹＥＰＳ培养基内，２８℃振
荡培养１２～１６ｈ，至菌液的Ｄ６００ｎｍ值达到２．０。菌液离心后收
集菌体，加适量灭菌纯水溶解，ＳＲ１、ＳＲ２菌液进行混合后与
ＳＧ２００菌株菌液置于常温下，用于下一步的接种试验。
１．２．２　玉米植株的准备　挑选玉米品种吉单２０９的饱满种
子，用５％次氯酸钠溶液表面消毒３～５ｍｉｎ后，用无菌水冲洗
３次，２８℃下放置在无菌水中侵泡５ｈ；滤纸经过无菌纯水浸
泡后平铺于无菌培养皿底部，将浸泡后的玉米种子转移到培

养皿中的滤纸上，然后将培养皿放入光照培养箱内，在２８℃
条件下进行暗培养直至种子出芽；将出芽的种子播种于

１５ｃｍ塑料花盆中，每盆５粒。播种后的花盆放入光照培养
箱内，在２８℃条件下进行培养。
１．２．３　玉米植株的病菌侵染　种子出土的２张叶片完全展
开时，使用“１．２．１”节方法制备的玉米丝黑穗病菌菌液对玉
米植株进行注射接种；待种子出土的３张叶完全展开，进行玉
米黑粉病菌注射接种；预留未接种玉米植株作为对照。注射

接种玉米丝黑穗病菌２～３ｄ后，玉米叶片会出现明显的褪绿
病斑，取发病叶片于液氮中进行速冻后，置于 －８０℃冰箱中
备用；注射接种玉米黑粉病菌３～５ｄ后，玉米叶片出现明显
肿瘤，切取肿瘤组织于液氮中进行速冻后，置于 －８０℃冰箱
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中备用。同时割取对照植株叶片于液氮中进行速冻，置于

－８０℃ 冰箱内备用。
１．２．４　玉米发病叶片 ＲＮＡ提取　分别取保存于 －８０℃冰
箱内的发病叶片提取叶片组织中的ＲＮＡ，操作方法如下：（１）
收集１ｇ发病玉米叶片在液氮中冷冻（冷冻后可放入 －８０℃
冰箱长期保存）；（２）将叶片放入研钵中，加液氮后进行快速
研磨 ２～３次，至叶片组织成粉末状；（３）收集粉末，放入
３０ｍＬ离心管中，加１０ｍＬＴｒｉｚｏｌ后涡旋混匀；（４）室温下放置
１５ｍｉｎ，再加入 ２ｍＬ氯仿，涡旋１０ｓ混匀；（５）室温下放置
３ｍｉｎ后，于４℃、３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；（６）收集上清液转
入到新离心管中，加入等体积的酚氯仿（苯酚和氯仿体积比

为１∶１，ｐＨ值为８．０），涡旋１０ｓ混匀后，于４℃、３５００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ；（７）收集上清液转入新离心管中，加入５ｍＬ的
异丙醇，上下颠倒混匀，冰上静置 １０ｍｉｎ后，于 ４℃、
９０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；（８）去除上清液后，加８０μＬＲＮＡ
ｆｒｅｅＨ２Ｏ，放入－８０℃冰箱保存待用。
１．２．５　ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ　首先用 ＤＮａｓｅＩ、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
酶消解ＲＮＡ中的ＤＮＡ，制备不含ＤＮＡ的ＲＮＡ。操作方法见
使用说明书；然后选用全式金反转录试剂盒进行 ＲＮＡ反转
录，形成 ｃＤＮＡ；运用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度计测
定ｃＤＮＡ的浓度，将所有ｃＤＮＡ调至相同浓度。
１．２．６　ＲＴ－ＰＣＲ　选取的抗病相关基因的登录号分别为
ＡＩ８８１６３８、ＡＷ４２４５２９、ＣＦ０２８２４１、ＣＯ５２６０１６、ＣＫ３７１５９７、
ＢＭ３７９１８８、ＡＩ６４９５２３、ＣＦ３４９１３２、ＢＭ０７４９２１、ＢＭ３４９１１１、Ａｃｔｉｎ
（ｇｉ１２１２１１７５６）（表１），以基因登录号代表相关基因。根据抗
病相关基因片段设计上下游引物（表２）。

表１　玉米抗病相关基因信息

基因登录号　　 编码蛋白
长度

（ｂｐ）

ＡＩ８８１６３８ ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ ６０３
ＡＷ４２４５２９ 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 ５８０
ＣＦ０２８２４１ 富含亮氨酸重复区域蛋白激酶 ５６２
ＣＯ５２６０１６ ｍｕｌｔｉａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｘｔｒｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ５９８
ＣＫ３７１５９７ 蛋白激酶家族 ６２１
ＢＭ３７９１８８ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＰＲ１） ６１１
ＡＩ６４９５２３ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２（ＰＲ２） ６２０
ＣＦ３４９１３２ 几丁质酶 ５０７
ＢＭ０７４９２１ ＭＡＰ激酶 ４４６
ＢＭ３４９１１１ ＷＲＫＹＤＮＡ－绑定转录子 ６５９
Ａｃｔｉｎ（ｇｉ１２１２１１７５６） 玉米肌动蛋白基因，ｐａｒｔｉａｌｃｄｓ ４５３

　　分别以玉米丝黑穗病发病植株叶片组织中的 ｃＤＮＡ、玉
米黑粉病发病植株叶片肿瘤中的 ｃＤＮＡ、未发病对照植株叶
片组织中的ｃＤＮＡ为模板，对目标基因进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增。
采用梯度ＰＣＲ设置不同的退火温度，ＲＴ－ＰＣＲ扩增条件为：
９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。内参对照为 Ａｃｔｉｎ基因。用
１％的琼脂糖凝胶电泳检测抗病基因的信号强度。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ检测
样品总ＲＮＡ检测结果表明，感染玉米丝黑穗病菌发病叶

表２　玉米抗病相关基因的引物信息

引物名称 引物序列

ＡＩ８８１６３８上游 ５′－ＡＧＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＣＣＧＡＴＣＣＧＡＡＣ－３′
ＡＩ８８１６３８下游 ５′－ＴＡＣＴＣＴＧＧＣＧＣＡＴＣＡＴＴＧＡＧＣ－３′
ＡＷ４２４５２９上游 ５′－ＧＧＡＧＧＴＧＣＡＡＴＡＴＴＴＣＣＡＣＧＧＡＡＧＧ－３′
ＡＷ４２４５２９下游 ５′－ＧＧＡＧＴＧＧＴＣＴＴＧＣＴＴＡＡＧＣＴＧＣＴＣ－３′
ＣＦ０２８２４１上游 ５′－ＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＧＧＧＣＣＴＡＴＡＣＣＡＣＣＡＴＣ－３′
ＣＦ０２８２４１下游 ５′－ＴＣＡＧＧＣＡＴＡＴＧＧＣＧＣＡＴＧＡＣＧＣＡＴＧＴＧ－３′
ＣＯ５２６０１６上游 ５′－ＧＡＡＡＴＣＧＡＣＣＣＧＧＴＴＴＣＧＣＴＣ－３′
ＣＯ５２６０１６下游 ５′－ＧＣＡＴＣＴＧＧＡＴＣＧＧＣＡＴＧＣＴＧ－３′
ＣＫ３７１５９７上游 ５′－ＴＴＧＴＧＴＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧＴＡＧＣＴＧ－３′
ＣＫ３７１５９７下游 ５′－ＧＧＴＡＣＴＣＣＡＣＧＡＴＣＧＴＡＣＧＴＴＴＣＣ－３′
ＢＭ３７９１８８上游 ５′－ＣＴＣＣＡＡＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＴＧＡＴ－３′
ＢＭ３７９１８８下游 ５′－ＧＧＡＡＣＧＧＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴＴＡＣ－３′
ＡＩ６４９５２３上游 ５′－ＴＧＡＡＴＣＡＣＧＴＣＧＡＴＡＧＴＡＡＴＧ－３′
ＡＩ６４９５２３下游 ５′－ＣＡＧＧＴＧＧＣＧＣＴＣＧＧＧＴＡＣ－３′
ＣＦ３４９１３２上游 ５′－ＧＡＡＧＧＧＧＴＡＣＴＡＣＧＧＣＣＧＣ－３′
ＣＦ３４９１３２下游 ５′－ＣＴＴＡＴＡＴＡＧＴＣＡＧＴＡＴＣＡＧ－３′
ＢＭ０７４９２１上游 ５′－ＣＣＡＴＡＴＴＴＧＡＧＴＣＡＡＴＡＣ－３′
ＢＭ０７４９２１下游 ５′－ＧＴＣＡＴＣＡＧＣＣＣＡＡＧＣＣＴＴＡ－３′
ＢＭ３４９１１１上游 ５′－ＴＡＡＴＧＡＧＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＡＣ－３′
ＢＭ３４９１１１下游 ５′－ＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＣＧＣＧＣＡＧＣＣＡ－３′

Ａｃｔｉｎ（ｇｉ１２１２１１７５６）上游 ５′－ＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣＣＧＡＣＡＡＣＣ－３′
Ａｃｔｉｎ（ｇｉ１２１２１１７５６）下游 ５′－ＣＣＡＡＴＡＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＴＡＧ－３′

片的ＲＮＡ浓度为１０５２５．３ｎｇ／μＬ，感染玉米黑粉病菌发病叶
片的ＲＮＡ浓度为９６２３．４ｎｇ／μＬ，纯度均较高。利用电泳检
测ＲＮＡ的完整性和质量，结果显示没有明显的拖尾现象（图
１），说明提取的 ＲＮＡ质量较好，没有发生降解，可以用于后
续试验。

２．２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增检测
ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果显示，内参在对照植株叶片及发病植

株叶片中均能正常表达，结果可信。所选取的抗病相关基因

在对照植株叶片中均未见表达，玉米丝黑穗病菌及玉米黑粉

病菌发病叶片中抗病相关基因 ＡＩ８８１６３８、ＡＷ４２４５２９、
ＣＦ０２８２４１、ＢＭ３７９１８８均呈上调表达。而选取的其他抗病相
关 基 因 ＣＯ５２６０１６、ＣＫ３７１５９７、ＡＩ６４９５２３、 ＣＦ３４９１３２、
ＢＭ０７４９２１、ＢＭ３４９１１１在感染玉米丝黑穗病菌及玉米黑粉病
菌发病叶片中均未见表达（图２）。
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３　结论与讨论

寄主植物与病原菌互作过程往往诱导许多基因的表达，

其中包括转录调控因子、蛋白激酶及病程相关蛋白等［１１］，这

些基因的表达往往抑制或促进病原菌的繁殖。本研究结果显

示，玉米感病品种吉单２０９在受到玉米丝黑穗病菌及玉米黑
粉病菌侵染后，病程相关蛋白 ＢＭ３７９１８８（ＰＲ１）、ＡＩ８８１６３８
（ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ）均上调表达，其中病程相关蛋
白是植物防卫反应中的重要因子，在植物中广泛存在，ＰＲ１与
无毒性病菌诱导蛋白在植物系统获得抗性中起到重要的作

用，它们是植物受病原侵染或其他因子胁迫产生的诱导性蛋

白，在抑制病原菌的繁殖过程中发挥作用［１２－１４］。基因

ＣＦ０２８２４１、ＡＷ４２４５２９均上调表达，蛋白激酶通过氧化磷酸开
启信号的级联放大作用，因此蛋白激酶结构的蛋白在２种病
菌互作的过程中起到重要的作用；而丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
结构在许多已经克隆的抗病蛋白中存在，可能在抑制２种病
菌繁殖的过程中发挥作用［７－９］。本试验中选取的几丁质酶基

因在接种与未接种玉米丝黑穗病病菌及黑粉病病菌的叶片中

均未表达，说明该几丁质酶并未参与抑制２种病菌在玉米体
内的繁殖。研究中未检测到ＷＲＫＹ蛋白的表达，说明ＷＲＫＹ
蛋白并未参与促进２种病菌在玉米体内的繁殖。试验结果显
示玉米与玉米丝黑穗菌及玉米黑粉菌的互作机制有相似之

处，诱导表达的基因抑制或促进菌丝生长的机制相近。
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