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　　摘要：病程相关蛋白１（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ１，ＰＲ１）是一类以基因家族形式存在的重要病程相关蛋白，在
前期研究中，在小麦抗叶锈病近等基因系材料ＴａＬｒ３５中成功获得了１个小麦病程相关蛋白１基因ＴａＬｒ３５ＰＲ１，具有植
物防御体系中的ＳＣＰ保守结构域。利用生物信息学方法进一步明确，该基因含有信号肽，定位于细胞间隙，可能含有
跨膜结构域，相对分子量为１７．３ｋｕ，与多个植物病程相关蛋白１序列具有较高同源性；利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ方法结
合ｇｅｎｅｔｏｏｌｓ、ＳＰＳＳ软件分析ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达模式，结果表明，信号分子水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＳＡ）、脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ，ＡＢＡ）明显诱导该基因表达，且用信号分子预处理后接种叶锈菌，基因表达量明显增加；构建了 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因
的原核表达载体ｐＥＡＳＹ－ＰＲ１，在大肠杆菌中高效表达分子量约为１７ｋｕ的融合蛋白，明确其最佳诱导条件为在
０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ下于２５℃诱导８ｈ。
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　　植物在长期的进化过程中，为了抵抗病害对自身生长的
不良影响，在一定程度上发展了感受生物胁迫信号的机制，通

过体内的信号传导途径，激发转录因子与相应的顺式作用元

件的结合，进而启动特定基因的转录和表达，最后导致植物对

胁迫作出反应［１］。病程相关（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ，ＰＲ）蛋白
质在信号传递与胁迫应答中起调节作用。ＰＲ基因的最初发
现主要是由于它们在植物受到病原物侵染时会大量表达。

ＰＲ蛋白质除了在抗病反应中发挥重要作用外，在植物抗衰老、
伤害、非生物逆境胁迫和激素处理，以及正常生长中也发挥重

要作用。在ＰＲ蛋白家族中，ＰＲ１是一类重要的蛋白，但对其
作用机制以及靶物质还尚不了解［２］。水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，
ＳＡ）或乙烯（ｅｔｈｙｌｅｎｅ）可诱导ＰＲ１基因的表达，常被作为系统
获得性抗性（ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＲ）的分子标记［３］，

因此，ＰＲ１基因编码的蛋白质成为目前的研究热点。
ＰＲ１蛋白最早从烟草中发现，随后从许多单子叶和双子

叶植物中鉴定出ＰＲ１基因。ＰＲ１是一类可经病原菌和ＳＡ大
量诱导表达的 ＰＲ蛋白，蛋白分子量为１４～１７ｋｕ，有酸性和
碱性，大多呈碱性。ＰＲ１被证实具有抗病毒扩散、限制真菌入
侵和保护植物抵御逆境胁迫等功能［４－５］。Ａｇｒａｗａｌ等研究证
明ＯｓＰＲ１ａ、ＯｓＰＲ１ｂ基因受茉莉酸（ｊａｓｍｏｎｉｃａｃｉｄ，ＪＡ）、ＳＡ、过
氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、蛋白酶抑制剂斑蝥素（ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ，ＣＮ）、草藻

灭（ｅｎｄｏｔｈａｌｌ，ＥＮ）和稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）的诱导，对
光伤害及磷酸酶抑制剂等环境胁迫和化学处理作出反

应［６－８］。杨德翠等研究发现，ＰＲ１基因表达量与水杨酸的积
累密切相关，表达量的升高增强了牡丹对柱枝孢叶斑病

（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍｃａｎａｄｅｎｓｅ）的抗性，并且发现该病侵染牡丹
２４ｈ后，ＰＲ１基因的表达显著提高［９］。

小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）是重要的粮食作物，是全世界一
半以上人口的主粮。小麦生产经常受到病虫害的威胁，尤其

由小麦叶锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｔｒｉｔｉｃｉｎａ）引起的小麦叶锈病是威胁全
球小麦稳产高产的主要病害之一。小麦抗叶锈病基因 Ｌｒ３５，
其抗性从２叶期开始表达，６叶期完全表达，是１个十分有效
的成株抗叶锈病基因。笔者前期利用 ＲＴ－ＰＣＲ和 ｃＤＮＡ末
端快速扩增技术（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）技
术从含有小麦抗叶锈病基因 Ｌｒ３５的近等基因系材料 ＴｃＬｒ３５
中获得１个 ＰＲ１基因的 ｃＤＮＡ全长，命名为 ＴａＬｒ３５ＰＲ１［１０］。
本研究拟利用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ明确 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因在受叶
锈菌和信号分子诱导后核酸水平的表达特征，为进一步探究

其在生物与非生物胁迫过程中的功能及了解生物胁迫应答机

理提供线索。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试植物材料为携带小麦抗叶锈病基因 Ｌｒ３５的回交６

代近等基因系材料ＴｃＬｒ３５，及与其遗传背景相同的感病亲本
“Ｔｈａｔｃｈｅｒ”；供试小麦叶锈菌菌株为 ０７－１０－４２６－１
（ＰＨＮＴ），该菌株对 ＴｃＬｒ３５呈非亲和反应（反应型为１型），
对Ｔｈａｔｃｈｅｒ呈亲和反应（反应型为４型）。各种限制性内切
酶、质粒、胶回收试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自生工生物工程
上海（股份）有限公司；原核表达载体 ｐＥＡＳＹＴＭ－Ｅ１购自北
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京全式金生物技术有限公司。

１．２　试验方法
化学试剂处理：参考Ｚａｍｂｏｕｎｉｓ等的方法［１１］配制５０μｍｏｌ／Ｌ

ＳＡ溶液、５０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液，喷洒于六叶期的成株小麦叶
片表面至溶液滴下，于１８～２５℃、光照时间１０～１４ｈ的温室
培养，处理３ｄ后，开始接种叶锈菌０７－１０－４２６－１（孢子萌
发率为８０％以上），以未接菌处理为对照，分别在接种后０、６、
１２、２４、３６、４８、７２、１２０ｈ取０．１ｇ叶片，液氮速冻后于 －８０℃
储藏备用。

１．３　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ第１链的合成
采用Ｂｉｏ－Ｆｌｕｘ公司的 ＢＩＯＺＯＬ试剂盒提取小麦各处理

样品总ＲＮＡ，按照宝生物工程（大连）有限公司的反转录酶试
剂盒说明书合成ｃＤＮＡ第１链。反转录合成的模板直接用于
ＰＲ１基因的半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析。
１．４　小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１生物信息学分析

利 用 ＳｉｇｎａｌＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ
ｎａｌＰ／）、ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｓｌｓ．ｐｉｔｔ．ｅｄｕ／ｏｂｒｃ／ｉｎｄｅｘ．）、
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／）和 Ｓｐｉｄｅｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｅｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．Ｇｏｖ／ｓｐｉｄｅｙ）在线工具完成对基因结构模式的
分析。分别利用ＳＯＰＭＡ程序和Ｐｈｙｒｅ２在线工具完成对蛋白
质二级、三级结构的预测。

１．５　小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达模式分析
根据ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ）设 计 特 异 引 物 ＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ、ＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｒ
（ＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ：５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＴＡＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＣ
ＣＡＡＴＧＡＴ－３′；ＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｒ：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＣＴＣＧＣ
ＣＴＣＡＧＧＡＣＴＡＣ－３′），以小麦中组成型表达的基因甘油醛 －
３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ２５１２１７；ＧＡＰＤＨ－Ｆ：５′－
ＡＡＣＴＧＣＣＴＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＧＣ－３′；ＧＡＰＤＨ－Ｒ：５′－ＣＴＧＴＴＧＴ
ＣＡＣＣＣＴＧＧＡＡＧＴＣＡ－３′）作为内标基因。以叶锈菌、ＡＢＡ，
ＳＡ处理后不同时间点的小麦叶片的 ｃＤＮＡ为模板进行半定
量ＲＴ－ＰＣＲ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５１℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环。每个样
品设３个重复。试验数据通过 ｇｅｎｅｔｏｏｌｓ软件得出表达量大
小，利用ＳＰＳＳ软件计算方差和显著性，综合进行分析，获得
ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因的相对表达量。
１．６　小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１原核表达载体的构建与诱导表达

设计原核表达特异引物 ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ：５′－ＣＧＣＧ
ＧＡＴＣＣＡＡＣＴＣＧＣＣＴＣＡＧＧＡＣＴＡＣ－３′、ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｒ：５′－
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＴＡＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＣＣＡＡＴＧＡＴ－３′；ＰＣＲ产物
与表达载体ｐＥＡＳＹ－Ｅ１进行连接并转化。首先使用 ＰＣＲ扩
增用引物验证目的片段与载体连接是否成功，再利用上游引物

ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ和载体自带Ｔ７终止子引物Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ（５′－
ＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧＴＧＧ－３′）验证目的片段插入的方向
性，然后转入表达载体 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞后进行诱导
表达。

２　结果与分析

２．１　小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因特征分析
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件［１２］预测ＴａＬｒ３５ＰＲ１编码的蛋白总体表现为

疏水性；ＳｉｇｎａｌＰ４．１［１３］预测 ＴａＬｒ３５ＰＲ１氨基酸序列具有信号
肽，信号肽酶切位点在第 １～２４个氨基酸残基之间。利用
ＳＭＡＲＴ在线软件对ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因进行结构分析，结果表明
该基因具有保守的抗真菌结构域ＳＣＰ（图１）；利用Ｐｈｙｒｅ２软件
分析，结果表明该基因由４条α螺旋、４条β折叠构成，呈三明
治般的ɑβɑ结构。

２．２　小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达模式
２．２．１　ＳＡ诱导叶片中 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因的表达谱分析　
５０μｍｏｌ／ＬＳＡ胁迫处理后，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量在处理１２ｈ
明显增加，并达到最大，约为对照组（０ｈ）表达量的７．６倍；之
后随着时间延长，表达量减少，到１２０ｈ又略有增加，约为对照
组（０ｈ）表达量的２．６倍（图２）。为了明确信号分子与叶锈菌
的协调作用，５０μｍｏｌ／Ｌ水杨酸胁迫处理３ｄ后，再接种叶锈
菌，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量在接种１２ｈ极显著增加并达到最大
（Ｐ＜０．０１），约为对照组（０ｈ）的２．６倍；之后随着接种时间延
长，表达量显著减少，到１２０ｈ又略有增加，约为未接种对照组
（０ｈ）表达量的１．８倍。水杨酸预处理后再接种叶锈菌的表达
趋势与未接菌处理基本一致，但整体表达水平高于未接菌处

理，接菌０ｈ后，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量约为未接菌处理５．９
倍。上述结果均扣除了Ｔｈａｔｃｈｅｒ的表达量。

２．２．２　ＡＢＡ诱导叶片中 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因的表达谱分析　
５０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ胁迫处理后，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量在处理
１２ｈ明显增加，７２ｈ达到表达高峰，约为对照组（０ｈ）表达量
的３．６倍，至１２０ｈ表达量减少（图３）。为了明确信号分子与
叶锈菌的协调作用，在５０μｍｏｌ／Ｌ脱落酸胁迫预处理后，再接
种叶锈菌。结果表明，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量在接种１２ｈ后
显著增加，至７２ｈ达到最大（Ｐ＜０．０５），约为未接种对照组
（０ｈ）的１．８倍；之后随着接种时间延长，表达量稍有减少，整
体表达趋势与未接菌处理一致，但表达量明显高于未接菌处

理；接菌０ｈ后，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达量约为脱落酸处理（０ｈ）
的３．２倍。上述结果均扣除了Ｔｈａｔｃｈｅｒ的表达量。
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２．３　ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因原核表达载体的构建
利用ｐＥＡＳＹ－Ｅ１表达试剂盒构建表达载体ＴａＬｒ３５ＰＲ１－

ｐＥＡＳＹ，为验证目的片段是否与载体成功连接，利用
ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ、ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｒ引物进行 ＰＣＲ扩增，对重
组子进行初筛，获得约 ４２０ｂｐ左右的片段，与该引物对
ＴｃＬｒ３５总ＲＮＡ的 ＰＣＲ扩增产物大小一致，说明目的基因已
经整合到ｐＥＡＳＹ－Ｅ１载体上。为验证目的片段插入载体的
方向是否正确，使用 ＹＴａＬｒ３５ＰＲ１－Ｆ、Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ重组引物
对重组子进行筛选，预期扩增产物为目的片段与载体序列的

重组片段，获得约５００ｂｐ左右的片段（图４），证明插入载体
的方向正确。测序结果进一步表明，目的片段插入表达载体

的位置和读码框正确。

２．４　ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因的体外诱导表达
以不同温度、不同 ＩＰＴＧ浓度、不同时间诱导转化了表达

载体ｐＥＡＳＹ－ＰＲ１的大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

分析可见，在２５℃温度下，诱导的 ｐＥＡＳＹ－ＰＲ１在１７ｋｕ左
右产生１条新的诱导条带，大小与理论值推算相符，而在
２７℃温度下未见明显诱导条带（图 ５－Ａ）；以未经诱导的
ｐＥＡＳＹ－ＰＲ１为对照，０．０１～０．８０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导菌体均
产生１条约１７ｋｕ的新条带，确定０．８０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ为最佳
的诱导浓度（图５－Ｂ）；随着诱导时间的延长，诱导２ｈ蛋白
表达量增加明显，６ｈ至过夜趋于稳定，最佳诱导时间为８ｈ
（图５－Ｃ）。结果表明，小麦ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因在大肠杆菌中得
到了高效表达，获得了分子量约为１７ｋｕ的融合蛋白，最佳诱
导条件为在０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ下于２５℃诱导８ｈ。

３　结论与讨论

有报道证明拟南芥在抵抗病原物后的茉莉酸（ＪＡ）、ＳＡ
信号转导网络协调拟南芥抗病性［１４］。此外，在病原物侵染前

用ＳＡ处理拟南芥，发现可以诱导 ＳＡＲ反应以及 ＰＲ蛋白的
表达，以增强抗病能力［１５］。ＰＲ１基因能被病菌侵染和信号分
子胁迫所诱导［１６－１７］，ＰＲ１基因的表达增强了植物抵御病害和
其他各种胁迫的能力。机械损伤、植物激素（ＪＡ、ＳＡ、ＥＴ）、蛋
白磷酸酶抑制剂斑蝥素（ＣＮ）、草藻灭（ＥＮ）都能诱导水稻
ＯｓＰＲ１ａ基因的表达［１８］。ＳＡ介导的 ＳＡＲ反应主要对活体营
养型病菌起作用，而ＪＡ／ＥＴ介导的抗病信号途径对抵抗腐生
型真菌侵染起到作用［１９］。棉花的 ＰＲ３、ＰＲ１０、ＧＳＴ１８基因在
转录水平上不仅受 ＪＡ、ＳＡ的诱导，而且受棉花枯萎病菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｖａｓｉｎｆｅｃｔｕｍ）诱导后表达水平显著

上调［１１］。小麦叶锈菌为典型的活体营养型病菌。本研究旨

在明确ＳＡ和叶锈菌诱导对 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达的影响，结
果发现ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达受 ＳＡ单独诱导；同时，在 ＳＡ胁
迫处理后再接种叶锈菌，ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达趋势与ＳＡ诱导
表达趋势一致，而且 ＳＡ与叶锈菌协同作用显著增加了
ＴａＬｒ３５ＰＲ１表达量，且其表达量明显高于叶锈菌单独诱导。

ＡＢＡ是调节植物生长发育的一种激素。当植物面临不
利的自然环境时，植物体内 ＡＢＡ的含量会增加，进而促进植
物生长。植物体内存在 ＡＢＡ、非 ＡＢＡ２种调节系统［２０］。实

现这种调节必须能够顺利完成从刺激到准确反应的一系列信

号转导过程，这主要包括以受体为中心的脱落酸信号的细胞

识别、以第二信使为中心的胞内信号转换，以及以蛋白磷酸化

为中心的信号放大与传导等过程［１４］。在前期研究中证明

ＡＢＡ可以诱导病程相关蛋白的表达［２１］，在本研究中发现
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ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因表达受ＡＢＡ诱导，而且脱落酸与叶锈菌协同
作用明显诱导ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因的表达，而且表达量显著高于
ＳＡ和叶锈菌单独诱导。基于２种信号分子对 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基
因的诱导表达模式，推测小麦 ＴａＬｒ３５ＰＲ１基因在参与小麦抗
叶锈病防御反应时，可能通过ＳＡ、ＡＢＡ２种信号途径，但具体
作用机制还需进一步探讨。

水稻、小麦等作物中关于病程相关蛋白从蛋白水平验证

抗病性的研究报道较多。李雪姣等研究发现，在水稻与白叶

枯病菌互作时，病程相关蛋白１家族在接菌后不同时间点、不
同生长期都发挥作用［２２］；关明俐等的研究有力地证明了不同

的病程相关蛋白在水稻与白叶枯病菌互作时发挥作用［２３］；此

外，牛吉山等应用ＲＴ－ＰＣＲ和 ｃＤＮＡ文库筛选技术，从抗白
粉病小麦－簇毛麦６ＶＳ／６ＡＬ易位系中分离到１个小麦类甜蛋
白基因的全长 ｃＤＮＡ，Ｗｅｓｔｅｒｎ分析表明其可能与小麦
６ＶＳ／６ＡＬ易位系的抗白粉病性相关［２４］；余宇克隆得到了小麦

类甜蛋白基因的全长序列，并利用原核表达得到纯度较高的

类甜蛋白［２５］。后续研究将进一步制备单克隆抗体，从蛋白水

平分析其表达模式，并分析其他信号分子对该基因的影响，探

析信号传递途径。
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４１７９－４１８８．　

［２４］牛吉山，于　玲，陈佩度，等．小麦－簇毛麦６ＶＳ／６ＡＬ易位系叶片
ｃＤＮＡ文库构建及鉴定［Ｊ］．南京农业大学学报，２００１，２４（１）：５－８．

［２５］余　宇．小麦类甜蛋白ＴＬＰ基因的克隆与原核表达［Ｄ］．杨凌：
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