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摘要　诱导抗病性是实现植物病害绿色防控的重要途径，大丽轮枝菌蛋白激发子ＰｅｖＤ１能激活植物免疫系统，提

高本生烟对烟草花叶病毒（ＴＭＶ）和烟草野火病病原菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．狋犪犫犪犮犻、棉花对大丽轮枝菌犞犲狉狋犻

犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲的抗病性，但分子机制不清晰。前期转录组测序（ＲＮＡＳｅｑ）分析结果显示，本生烟响应ＰｅｖＤ１诱导

的差异表达基因显著富集在倍半萜烯和三萜烯的合成途径中。本文进一步分析了这些差异表达基因的功能，并通

过测定倍半萜植保素辣椒醇合成关键基因犈犃犛和犈犃犎 的转录表达水平和辣椒醇积累量，证明ＰｅｖＤ１能诱导本生

烟产生植保素辣椒醇，明确了ＰｅｖＤ１诱导植保素辣椒醇的产生是提高植物抗病性的重要机制之一。
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　　在长期进化过程中，植物为了抵御有害生物侵

袭已经形成了精细而复杂的免疫防御系统，包括病

原物／微生物相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ／ｍｉｃｒｏｂｅａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，Ｐ／ＭＡＭＰ）诱导的ＰＴＩ

（ＰＡＭＰｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ）和效应子诱导的ＥＴＩ（ｅｆ

ｆｅｃｔｏｒｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ）
［１２］。当植物受到病原菌侵



２０２１

染或病原菌产生的激发子诱导后可以启动多重免疫

防御反应，主要包括活性氧（ＲＯＳ）暴发、ＮＯ积累、细

胞膜通透性改变、病程相关蛋白表达、植物激素积累

以及植保素的产生等，使植物产生局部抗性和系统抗

性。利用植物诱导抗性提高植物自身免疫力、减轻病

害发生已经成为现代植物保护的新技术。植保素是

植物受到外界因素诱导产生的小分子植物次生代谢产

物，能抑制或杀死多种植物病原微生物，常常被用作植

物抗病性的分子标志［３］，在植物免疫防御系统中发挥着

重要作用，其化学合成速度及积累量与植物抗病性密

切正相关，被誉为植物的“化学武器”。不同植物产生的

植保素种类和产物组成不同，其中萜类化合物是植物

在代谢过程中产量最高的植保素。倍半萜和三萜次生

代谢产物是马铃薯、烟草和辣椒等茄科植物重要的植

保素，如日齐素（ｒｉｓｈｉｔｉｎ）、辣椒醇（ｃａｐｓｉｄｉｏｌ）和二烯酮／

香根酮（ｓｏｌａｖｅｔｉｖｏｎｅ）
［４５］。香根酮和日齐素是马铃薯响

应花生四烯酸和欧文氏杆菌犈狉狑犻狀犻犪犮犪狉狅狋狅狏狅狉犪侵染

产生的植保素［６７］，这些植保素能抑制马铃薯致病疫霉

犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊和欧文氏杆菌的生长。烟草中

倍半萜烯植保素主要有东莨菪内酯／东莨菪素（ｓｃｏｐｏｌｅ

ｔｉｎ）
［８９］和辣椒醇［１０１１］。辣椒醇能抑制多种真菌菌丝生

长和孢子形成，包括辣椒疫霉犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻和

灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪
［１２１３］。

大量研究已经证明，烟草受到病原菌侵染或激

发子诱导后，植株体内产生并积累植保素辣椒醇，

从而减轻自身受到的侵染和危害。例如烟草犖犻犮

狅狋犻犪狀犪犪狋狋犲狀狌犪狋犪被链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪侵染

后积累大量辣椒醇［１４］；被辣椒疫霉菌侵染的辣椒

产生的细胞坏死区域有高浓度辣椒醇积累［１５１６］；

隐地蛋白（ｃｒｙｐｔｏｇｅｉｎ）、麦角甾醇（ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌｓ）、致

病疫霉犘．犻狀犳犲狊狋犪狀狊激发素ＩＮＦ１或花生四烯酸等

ＰＡＭＰ因子均能诱导烟草辣椒醇的产生和积

累［１７１９］。ＰｅｖＤ１是作者实验室从大丽轮枝菌犞犲狉狋犻

犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲胞外分离的蛋白激发子，能诱导烟

草产生细胞坏死反应，产生ＮＯ和Ｈ２Ｏ２，胼胝质、酚

类化合物及木质素的积累，提高烟草对ＴＭＶ、烟草

野火病以及棉花对大丽轮枝菌的抗性［２０２２］，但是

ＰｅｖＤ１诱导植物抗病性的分子机制尚不清楚。前期

通过ＲＮＡＳｅｑ技术已经获得了ＰｅｖＤ１诱导本生烟

前后大量差异表达的基因［２３］，本文将进一步分析倍

半萜和三萜合成通路上的差异表达基因的功能，测

定倍半萜植保素辣椒醇的积累及其合成关键基因的

转录水平，以期明确植保素辣椒醇是ＰｅｖＤ１诱导本

生烟提高植物抗病性的重要作用机制。

１　材料与方法

１．１　蛋白激发子犘犲狏犇１的表达与纯化

构建ＰｅｖＤ１真核表达载体ｐＰＩＣＺαＡＰｅｖＤ１，转

化毕赤酵母细胞后通过甲醇诱导表达，采用 Ｎｉ

ＮＴＡ纯化介质（ＰｒｏｔｅｉｎＩｓｏＮｉＮＴＡＲｅｓｉｎ，北京

全式金）亲和纯化ＰｅｖＤ１Ｈｉｓ重组蛋白，利用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术验证ＰｅｖＤ１Ｈｉｓ重组蛋

白的正确性，具体方法参照文献［２４］。

１．２　犘犲狏犇１处理本生烟

本生烟种子由本实验室保存，将种子播种在装有

营养土的培养钵中，在２５℃下培养。选取４周龄的本

生烟，用去掉针头的１ｍＬ注射器在本生烟叶片背部

注射２０μＬＰｅｖＤ１蛋白液（蛋白浓度１０μｍｏｌ／Ｌ），以

注射２０μＬＴｒｉｓＨＣｌ（浓度２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）为对

照，每个处理１０片叶。处理后分别在６、１２、２４ｈ对

全叶片进行取样，液氮速冻后于－８０℃保存用于转

录组测序。

１．３　转录组测序

用ＥａｓｙＰｕｒｅＰｌａｎｔＲＮＡＫｉｔ试剂盒提取植株

叶片总ＲＮＡ，质检合格后通过华大ＢＧＩＳＥＱ５００平

台建库测序。

１．４　差异表达基因的筛选

通过 ＤＥＧｓｅｑ 进行差异表达基因的检测，

ＤＥＧｓｅｑ方法基于泊松分布
［２５］。将差异倍数为２

倍以上（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ≥２）并且Ｑｖａｌｕｅ≤０．００１的

基因确定为差异显著的差异表达基因。

１．５　差异表达基因犓犈犌犌富集分析

根据ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ注释来分类，通过Ｒ软件

中的ｐｈｙｐｅｒ函数进行富集分析，通常情况下ＦＤＲ≤

０．０１的功能被认为是显著富集。

１．６　差异表达基因的狇犚犜犘犆犚检测

参考茄科数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｎｅｔ／）

的目的基因序列，通过ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ８．０软件设

计荧光定量ＰＣＲ的特异性引物（表１）。以上述样品

提取的总ＲＮＡ反转录后的ｃＤＮＡ为荧光定量ＰＣＲ

的模板，以犃犮狋犻狀基因为内参基因，通过荧光定量

ＰＣＲ试剂盒（北京全式金）来特异性扩增每个目的

基因。最后参照２－ΔΔＣｔ计算方法，对每个ｍＲＮＡ进

行相对定量分析［２６］。
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表１　差异基因的定量验证引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊

基因

Ｇｅｎｅ

正向引物（５′３′）

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

反向引物（５′３′）

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

犃犮狋犻狀 ＧＣＡＡＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＧＣＴＴＴＧＧ ＴＧＣＣＴＧＣＴＧＧＡＡＴＧＴＧＣＴＡＡＧ

犆犢犘１７犃 ＡＧＣＴＣＡＡＴＴＧＴＴＧＴＡＴＣＡＣ ＡＣＡＧＧＴＴＧＣＴＣＴＴＴＣＴＴＧ

犃犉犛 ＡＧＣＡＧＴＧＧＴＴＡＴＴＡＴＴＣＧ ＡＧＴＣＣＴＴＴＡＡＣＡＴＡＴＣＴＴＧＧ

犕犞犃犇 ＧＣＣＡＡＡＴＧＣＴＧＴＴＣＴＡＡＴＴＧ ＣＣＡＣＡＴＣＣＴＴＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＡ

犎犕犌犆犚 ＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＴＣＡＡＡＣＣ ＴＧＧＡＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＧＴＴＣ

犜犘犛３１ ＧＴＧＴＧＡＴＡＡＴＡＴＧＣＣＧＡＧ ＣＣＴＣＴＴＣＴＧＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

犈犃犛 ＣＧＡＴＧＡＴＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣ ＴＣＡＧＣＡＴＧＡＧＴＴＣＴＴＡＣＡ

犈犃犎 ＴＣＧＴＣＴＣＡＴＴＧＡＣＴＣＴＡＴＣ ＡＡＧＧＧＡＡＧＡＴＧＴＣＴＡＣＴＡＣ

１．７　植保素辣椒醇的检测

取ＰｅｖＤ１渗入本生烟叶片处理后９、１２ｈ和

１６ｈ的叶片２００ｍｇ，液氮研磨后用１ｍＬ二氯甲烷

提取，振荡１０ｍｉｎ后离心（３０００ｇ，５ｍｉｎ）收集上清

液，沉淀物进行第二次提取，合并提取液旋转蒸发去

除有机溶剂，用１ｍＬ甲醇溶解后用ＨＰＬＣ（Ａｇｉｌｅｎｔ

１２６０，ＵＳＡ）检测，具体检测条件参照文献［１４］。辣

椒醇标准品由中国科学院昆明植物所吴劲松研究员

馈赠，将标准品稀释６个浓度（６．２５、１２．５、２５、５０、

１００、２００μｇ／ｍＬ），以标准品浓度为横坐标，ＨＰＬＣ

产生的峰面积为纵坐标，制作辣椒醇标准曲线，根据

标准曲线方程计算样品中辣椒醇浓度。

２　结果与分析

２．１　犘犲狏犇１蛋白的表达纯化及验证

将获得的酵母表达菌株用无菌甲醇诱导培养３

～４ｄ后收集发酵上清液。用亲和柱层析过滤发酵

液，收集表达的ＰｅｖＤ１重组蛋白。蛋白稀释后进行

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳并染色，在分子量１７ｋＤａ左右

处可见一条蛋白条带，并且与ＰｅｖＤ１Ｈｉｓ重组蛋白

的理论分子量一致（图１）。为了进一步确定表达的

蛋白是ＰｅｖＤ１Ｈｉｓ重组蛋白，进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测，以抗Ｈｉｓ标签的鼠单克隆抗体为一抗，以辣根

过氧化物酶ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ为二抗。根据

结果显示只有单一条带能够与抗Ｈｉｓ标签的抗体结

合并发生显色反应，并且条带大小与ＳＤＳＰＡＧＥ显

示的大小一致，说明成功表达了ＰｅｖＤ１Ｈｉｓ重组蛋

白（图１）。

２．２　犘犲狏犇１诱导的大量差异表达基因富集于倍半

萜和三萜次生代谢产物合成通路

　　ＰｅｖＤ１诱导本生烟６、１２ｈ和２４ｈ差异表达基

因ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ富集分析显示，排在前４位的有

图１　重组蛋白犘犲狏犇１的表达纯化与分子验证

犉犻犵．１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊

狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犘犲狏犇１

　
植物与病原菌互作、ＭＡＰＫ信号通路、苯丙烷合成

途径和倍半萜和三萜次生代谢产物合成通路（图

２ａ，ｂ，ｃ）。为了进一步明确ＰｅｖＤ１诱导后不同时间

富集在倍半萜和三萜次生代谢产物合成通路上的差

异表达基因情况，根据差异基因ＫＥＧＧ富集气泡

图，统计了诱导不同时间后的差异基因数量。结果

显示，ＰｅｖＤ１处理６ｈ共有３４个差异表达基因，其

中３２个上调；ＰｅｖＤ１处理１２ｈ时，共有３８个差异

表达基因，其中３３个基因上调；ＰｅｖＤ１处理２４ｈ

时，共筛选到２８个差异表达基因，全部为上调表达

基因（图３），说明ＰｅｖＤ１蛋白激发子诱导了本生烟

倍半萜和三萜次生代谢产物合成通路上的大量差异

表达基因上调表达。提取部分差异表达上调基因的

序列，并在ＮＣＢＩ的Ｎｒ数据库进行ＢＬＡＳＴ序列比

对及注释（表２），发现多数基因与辣椒醇植保素合

成代谢相关。如５马兜铃烯合成酶（５ｅｐｉａｒｉｓ
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ｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＥＡＳ）催化反式法尼基焦磷酸

（Ｆａｒｎｅｓｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＦＰＰ）的环化，形成双环的

中间体５马兜铃烯，是转化成倍半萜类植保素辣椒

醇的初始步骤［２７］。螺二烯加氧酶（ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏ

ｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＣＹＰ７１）是一种细胞色素Ｐ４５０单

加氧酶，不仅能够使三萜类底物羟基化从而增强三

萜类化合物的活性，而且在５马兜铃烯羟基化形成

辣椒素的过程中也起到一定的作用。

图２　蛋白激发子犘犲狏犇１诱导的差异基因犓犈犌犌富集气泡图

犉犻犵．２　犓犈犌犌犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犇犈犌狊犪狋犲犪犮犺狋犻犿犲狆狅犻狀狋犪犳狋犲狉犘犲狏犇１犻狀犱狌犮犲犿犲狀狋
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表２　倍半萜和三萜代谢产物合成通路部分差异表达基因１
）

犜犪犫犾犲２　犇犈犌狊犻狀狋犺犲狊犲狊狇狌犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱犪狀犱狋狉犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱犫犻狅狊狔狀狋犺犲狊犻狊狆犪狋犺狑犪狔

基因ＩＤ

ＧｅｎｅＩＤ

ｌｏｇ２差异倍数

ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ

６ｈｐｉ １２ｈｐｉ２４ｈｐｉ

蛋白属性

Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｐｅｒｔｙ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００７００ｇ００００５ ９．７４ ９．９０ ５．９５ ＥＧＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００７１２ｇ０２０１１ ８．８７ ９．１８ ４．７５ ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００９９４ｇ００００１ ７．１８ ６．５５ ３．５３ ＣＹＰ７１Ｄ５５，ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ．ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０４３６２ｇ０７００９ ８．１４ ５．８５ ６．８１ ＥＧＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍＸ１

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０４３６２ｇ０７０１１ ８．７４ ７．５ ３．０９ ＣＹＰ７１Ｄ５５，ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００７００ｇ００００５ ９．７４ ９．９０ ５．９５ ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００７１２ｇ０２０１１ ８．８７ ９．１８ ４．７５ ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０６２４５ｇ０１０１７ ８．９３ １０．１２ ４．３７ ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０７７２５ｇ００００４ ８．４５ ６．８１ ２．９８ ＥＡＳ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０７７２５ｇ０１００４ ７．６３ ４．７２ ２．２２ ＥＡＳ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３９９３ｇ０６００６ ７．９４ ６．６５ ２．９３ ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０１６８３ｇ０３００５１０．１９ ６．８０ － ＥＡＳ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０００７２ｇ０５００３ ８．４７ ６．３９ － ＣＹＰ７１Ｄ５５，ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０００７２ｇ０５００４ ８．２５ ６．２９ － ＣＹＰ７１Ｄ５５，ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３９９３ｇ０５００５ ６．６４ － ３．１６ ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ，ＥＡＳ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０４８６９ｇ０１００８ － － ８．１４ ＣＹＰ１７Ａ，ｓｔｅｒｏｉｄ１７αｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ／１７αｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ１６５１１ｇ０００１０ － － ９．２９ ＴＰＳ３１，ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：ｖｅｔｉｓｐｉｒａｄｉｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ３ｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３１７１ｇ０３０１７ － ６．４１ ４．２５ ＴＰＳ３１，ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：ｖｅｔｉｓｐｉｒａｄｉｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ３ｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０１６８３ｇ０３００６ － ６．８６ － ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ；Ｓｈｏｒｔ＝ＥＡＳ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０４３６２ｇ０７００９ ８．１３ ５．８５ － ＧＥＲＤ，（）ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅＤｓｙｎｔｈａｓｅ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｃｔｇ０２２３１ｇ００００１８．６１ ５．３５ － ＥＡＳ，５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００１７６ｇ０３００１ ６．１０ ６．０２ － ＡＦＳ，αｆａｒｎｅｓｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：αｆａｒｎｅｓｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３１９３ｇ００００６ － ３．５ 　－ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０７１Ａ２ｐｒｅｍｎａｓｐｉｒｏｄｉｅｎｅｏｘｙｇｅｎａｓｅｌｉｋｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０１３１６ｇ０１００５ １．８４ １．１９ １．０３ ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：ｓｑｕａｌｅｎｅｅｐｏｘｉｄａｓｅ３ｌｉｋｅ

　１）“－”代表未达到筛选显著差异表达基因的标准。

“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅ（ＤＥＧ）．

图３　蛋白激发子犘犲狏犇１诱导不同时间富集在

倍半萜合成途径中差异基因数量

犉犻犵．３　犜犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳犇犈犌狊犻狀狋犺犲狊犲狊狇狌犻狋犲狉狆犲狀犲犪狀犱狋狉犻狋犲狉狆犲狀犲

狊狔狀狋犺犲狊犻狊狆犪狋犺狑犪狔犪狋犲犪犮犺狋犻犿犲狆狅犻狀狋犪犳狋犲狉犘犲狏犇１犻狀犱狌犮犲犿犲狀狋

　

２．３　犘犲狏犇１诱导倍半萜和三萜次生代谢合成关键

基因转录上调表达

　　本研究选取倍半萜和三萜次生代谢产物合成途

径中的６个关键基因进行ｑＰＣＲ检测（表３，图４）。

结果表明，ＰｅｖＤ１诱导后这些基因的表达模式与转

录组数据基本吻合，ＰｅｖＤ１诱导后的基因表达水平

明显高于未诱导的对照，说明倍半萜和三萜次生代

谢产物合成途径参与了ＰｅｖＤ１诱导的本生烟抗病

性。转录组分析ＰｅｖＤ１诱导了大量的犈犃犛基因上

调表达，诱导６ｈ时３２个上调表达基因中有１４个

与犈犃犛有关，诱导１２ｈ时３３个上调表达基因中有

１６个与犈犃犛基因有关，诱导２４ｈ时上调的２８个上

表３　倍半萜和三萜类代谢产物合成关键基因

犜犪犫犾犲３　犓犲狔犵犲狀犲狊犳狅狉犫犻狅狊狔狀狋犺犲狊犻狊狅犳狊犲狊狇狌犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱狊

犪狀犱狋狉犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱狊

基因ＩＤ　ＧｅｎｅＩＤ 基因名称　Ｇｅｎｅｎａｍｅ

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ００１７６ｇ０３００１ α法尼烯合成酶（犃犉犛）

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０７７２５ｇ００００５ ５马兜铃烯合成酶（犈犃犛）

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０２２０３ｇ０５００２
３羟基３甲基戊二酸单酰辅酶Ａ

还原酶（犎犕犌犆犚）

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３１９３ｇ００００６ 螺二烯加氧酶（犆犢犘１７犃）

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ１６５１１ｇ０００１０ 倍半萜合成酶（犜犘犛３１）

Ｎｉｂｅｎ１０１Ｓｃｆ０３４１３ｇ０１０１１ 甲羟戊酸５二磷酸脱羧酶（犕犞犃犇）
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调表达基因中有１１个与犈犃犛有关，说明富集在倍

半萜和三萜次生代谢合成途径上的差异表达基因中

有近４０％～５０％ 的基因与辣椒醇合成关键基因

犈犃犛有关，ｑＰＣＲ检测犈犃犛基因上调表达近７０倍，

暗示了ＰｅｖＤ１可能诱导了植保素辣椒醇的产生和

积累。

图４　倍半萜和三萜合成相关差异基因的验证

犉犻犵．４　犞犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳犇犈犌狊狉犲犾犪狋犲犱狋狅狊犲狊狇狌犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱犪狀犱狋狉犻狋犲狉狆犲狀狅犻犱犫犻狅狊狔狀狋犺犲狊犻狊

　

２．４　犘犲狏犇１诱导植保素辣椒醇合成关键基因上调

表达和产物积累

　　ＥＡＳ和ＥＡＨ是植保素辣椒醇合成通路上的两

个关键酶，沉默犖犫犈犃犛或犖犫犈犃犎 的本生烟植株

接种致病疫霉后３ｄ均比未沉默植株的辣椒醇含量

降低，而且对致病疫霉的抗性也降低［１４］。在辣椒醇

合成过程中，ＥＡＳ先将法尼烯焦磷酸（ＦＰＰ）环化成

马兜铃烯，经马兜铃烯二羟基化酶（５ｅｐｉａｒｉｓ

ｔｏｌｏｃｈｅｎｅｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＥＡＨ）催化２个羟基化反

应，形成终产物辣椒醇［２８２９］。本研究分析发现，

ＰｅｖＤ１诱导６～１２ｈ富集在倍半萜和三萜次生代谢

产物合成通路上的基因中有５０％以上的差异表达

基因与ＥＡＳ相关，意味着ＰｅｖＤ１可能诱导辣椒醇的

产生。为了验证该推测，用ＰｅｖＤ１分别诱导本生烟

叶片９ｈ和１２ｈ后取样，用ＨＰＬＣ检测辣椒醇的含

量。结果表明，ＰｅｖＤ１诱导的叶片均能检测到辣椒

醇的积累，而未诱导的对照检测不到辣椒醇，同时

ＰｅｖＤ１诱导的叶片犈犃犛和犈犃犎 基因转录水平也

大幅度提高（图５），说明ＰｅｖＤ１确实诱导了植保素

辣椒醇的积累。

·６３·



４７卷第１期 李泽等：蛋白激发子ＰｅｖＤ１诱导本生烟植保素辣椒醇的产生和积累

图５　犘犲狏犇１诱导后烟草叶片中辣椒醇含量及合成关键

基因犈犃犛和犈犃犎的转录表达

犉犻犵．５　犃犮犮狌犿狌犾犪狋犻狅狀狅犳犮犪狆狊犻犱犻狅犾犻狀犾犲犪狏犲狊犪犳狋犲狉犘犲狏犇１

狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犈犃犛犪狀犱犈犃犎

犵犲狀犲狊犻狀犮犪狆狊犻犱犻狅犾犫犻狅狊狔狀狋犺犲狊犻狊

　

３　讨论

植保素是植物防御病原物的主要生化壁垒，在

病原菌侵染点周围产生并积累，杀死病原物或抑制

其侵染，是植物抗性的重要机制。萜类化合物是植

物代谢过程中产生最多的一类化合物［３０］，根据其结

构可分为半萜、单萜、倍半萜、二萜、三萜以及多聚萜

等。异戊二烯（ＩＰＰ）是萜类化合物的基本结构单位，

萜类化合物的合成途径非常复杂，目前已经克隆了

萜类化合物合成路径中的一些关键基因并进行了功

能分析。５马兜铃烯合成酶（ＥＡＳ）是最早被研究的

倍半萜合成酶，能够催化法尼基焦磷酸（ＦＰＰ）合成

倍半萜类植保素辣椒醇的前体物质５马兜铃烯
［３１］，

是辣椒醇合成的关键酶之一，萜烯合成酶（ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ

ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＴＰＳ）是异戊二烯、单萜、倍半萜烯和二萜

等低分子量萜类形成的关键酶，ＴＰＳ转录水平的提

高伴随着萜类物质的大量积累［３２］。α法尼烯是挥发

性倍半萜类次生代谢物，苹果中的α法尼烯的代谢

水平直接影响到苹果虎皮病害的发展［３３３４］。α法尼

烯合成酶（ＡＦＳ）是合成α法尼烯的限速酶，主要功

能是催化法尼烯基焦磷酸（ＦＰＰ）合成α法尼烯。

３羟基３甲基戊二酸单酰辅酶Ａ还原酶（ＨＭＧＣＲ／

ＨＭＧＲ）、法尼基焦磷酸合成酶（ＦＰＳ）以及马兜铃烯

合成酶（ＥＡＳ）是倍半萜生物合成途径中的关键

酶［３５］。当烟草中的ＨＭＧＣＲ表达受到抑制后，植株

体内的倍半萜化合物的含量会明显下降。ＦＰＳ催化

ＩＰＰ与其他化合物生成ＦＰＰ，ＦＰＰ不仅是多萜醇、甾

体和泛醌等重要初生代谢物的合成前体，它还能在

倍半萜环化酶的作用下生成倍半萜类植保素等物

质［２８］。马兜铃烯二羟基化酶ＥＡＨ是５马兜铃烯羟

基化形成辣椒醇的另一个重要酶，法尼烯二磷酸盐

经过ＥＡＨ和ＥＡＳ两步催化形成辣椒醇
［３４］。

辣椒醇属于倍半萜植保素，其产生受多个途径

的调控。渐狭叶烟草犖．犪狋狋犲狀狌犪狋犪被链格孢侵染后

可以诱导产生辣椒醇植保素，用 ＶＩＧＳ技术沉默

犈犃犛或犈犃犎 基因的表达则辣椒醇积累显著减少，

同时降低了对链格孢病原菌侵染的抗性，而且辣椒

醇的产生不依赖于茉莉酸（ＪＡ）和乙烯（ＥＴ）信号途

径，其合成受到转录因子ＥＲＦ２的正调控
［１４］。用纤

维素酶／花生四烯酸处理或灰葡萄孢侵染野生烟草

犖．狆犾狌犿犫犪犵犻狀犻犳狅犾犻犪ＡＢＡ合成缺陷型烟草突变体，

其辣椒醇含量比野生型高２倍以上
［９］，说明ＡＢＡ负

调控辣椒醇植保素的合成。此外，大量研究表明，植

保素产生依赖于活性氧和 ＨＲ
［３６３７］。前期研究表

明，ＰｅｖＤ１能诱导 ＭＡＰＫ激活和大量ＥＲＦ转录因

子转录上调，ＭＡＰＫ和ＥＲＦ转录因子是否参与Ｐｅ

ｖＤ１诱导辣椒素的合成，从而提高烟草抗病性有待

于进一步研究。另外，ＰｅｖＤ１转化拟南芥能显著提

高对灰葡萄孢菌和丁香假单胞菌的抗性，而且ＪＡ含

量明显提高，ＡＢＡ响应通路中的３个重要负调控因

子基因犠犚犓犢４０，犘犘２犆犃 和犎犃犐２显著上调表

达，意味着ＰｅｖＤ１抑制了ＡＢＡ响应通路
［３８］。ＪＡ和

ＡＢＡ通路是否参与ＰｅｖＤ１诱导辣椒醇的积累有待

于深入探讨。
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ｏｌｏｇｙ，２０１０，１２（１）：２３９ ２５３．

［８］　ＳＵＮＨｕａｎｈｕａｎ，ＳＯＮＧＮａ，ＭＡＬａｎ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈｙｌｅｎｅｓｉｇｎａｌ

ｌｉｎｇｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ犖犻犮狅狋犻犪狀犪犪狋狋犲狀狌犪狋犪

ａｇａｉｎｓｔ犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪ａｎｄｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎｂｉｏｓｙｎ

ｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１７，６６（２）：２７７ ２８４．

［９］　ＭＩＡＬＯＵＮＤＡＭＡＡＳ，ＨＥＩＮＴＺＤ，ＤＥＢＡＹＬＥＤ，ｅｔａｌ．

Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｌｉｃｉｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ

ｃａｐｓｉｄｉｏｌｉｎｗｉｌｄｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００９，１５０：

１５５６ １５６６．

［１０］ＳＨＩＢＡＴＡＹ，ＫＡＷＡＫＩＴＡＫ，ＴＡＫＥＭＯＴＯＤ．Ａｇｅｒｅｌａｔｅｄ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪 ａｇａｉｎｓｔｈｅｍｉｂｉｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｐａｔｈｏｇｅｎ犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊ｒｅｑｕｉｒｅｓｂｏｔｈｅｔｈｙｌｅｎｅａｎｄ

ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｍｅｄｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ

ＭｉｃｒｏｂｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２０１０，２３（９）：１１３０ １１４２．

［１１］ＧＲＯＳＳＫＩＮＳＫＹＤＫ，ＮＡＳＥＥＭＭ，ＡＢＤＥＬＭＯＨＳＥＮＵＲ，

ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｇａｉｎｓｔ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

狊狔狉犻狀犵犪犲ｉｎｔｏｂａｃｃｏｔｈｒｏｕｇｈｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１５７（２）：８１５ ８３０．

［１２］ＳＴＯＥＳＳＬＡ，ＵＮＷＩＮＣＨ，ＷＡＲＤＥＷＢ．Ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｆｒｏｍｐｌａｎｔｓＩ．ｃａｐｓｉｄｉｏｌ，ａｎａｎｔｉｆｕｎｇａｌｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｆｒｏｍｃａｐｓｉｃｕｍｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９７２，７４（２）：

１４１ １５２．

［１３］ＷＡＲＤＥＷＢ，ＵＮＷＩＮＣＨ，ＳＴＯＥＳＳＬＡ．Ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｆｒｏｍｐｌａｎｔｓ．ＸＩＩＩ．Ｆｕｎｇｉｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎ，

ｃａｐｓｉｄｉｏｌ，ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｓ［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｂｏｔａｎｙ，１９７４，５２（１２）：２４８１ ２４８８．

［１４］ＳＯＮＧＮａ，ＭＡＬａｎ，ＷＡＮＧＷｅｉｇｕａｎｇ，ｅｔａｌ．ＡｎＥＲＦ２ｌｉｋｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｆｅｎｓｅｓｅｓｑｕｉｔ

ｅｒｐｅｎｅｃａｐｓｉｄｉｏｌｕｐｏｎ犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ

ｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２０１９，７０（２０）：５８９５ ５９０８．

［１５］ＭＯＬＯＴＰＭ，ＭＡＳＰ，ＣＯＮＵＳＭ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｃａｐｓｉｄｉｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｓｐｅｅｄｏｆｆｕｎｇａｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｌｅｖｅｌｏｆ

ｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆｐｅｐｐｅｒ（犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿）

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏ犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，１９８１，１８（３）：３７９ ３８９．

［１６］ＥＧＥＡＣ，ＡＬＣＡＺＡＲＭＤ，ＣＡＮＤＥＬＡＭＥ．Ｃａｐｓｉｄｉｏｌ：ｉｔｓ

ｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿ｔｏ犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪

犮犪狆狊犻犮犻［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，１９９６，９８（４）：７３７ ７４２．

［１７］ＨＯＳＨＩＮＯＴ，ＣＨＩＤＡＭ，ＹＡＭＡＵＲＡＴ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｇｒｅｅｎｐｅｐｐｅｒｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ

ａｃｉｄ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９４，３６（６）：１４１７ １４１９．

［１８］ＫＥＬＬＥＲＨ，ＣＺＥＲＮＩＣＰ，ＰＯＮＣＨＥＴＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒ

ｐｅｎｅｃｙｃｌａｓｅｉｓｎｏｔａｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｆａｃｔｏｒｆｏｒｅｌｉｃｉｔｏｒａｎｄｐａｔｈｏ

ｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｃａｐｓｉｄｉｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｏｂａｃｃｏ ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，

１９９８，２０５：４６７ ４７６．

［１９］ＴＵＧＩＺＩＭＡＮＡＦ，ＳＴＥＥＮＫＡＭＰＰＡ，ＰＩＡＴＥＲＬＡ，ｅｔａｌ．

Ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌｉｎｄｕｃｅｄｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｔｏｂａｃｃｏｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０１２，１７（２）：１６９８ １７１５．

［２０］ＷＡＮＧＢｉｎｇｎａｎ，ＹＡＮＧＸｉｕｆｅｎ，ＺＥＮＧＨｏｎｇｍｅｉ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉｋｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｄｕｃｉｎｇｅｌｉｃｉｔｏｒｆｒｏｍ犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲ｔｈａｔｉｎ

ｄｕｃｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏ

ｇｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ２０１２，９３（１）：１９１ ２０１．

［２１］ＢＵＢｉｎｇｗｕ，ＱＩＵＤｅｗｅｎ，ＺＥＮＧＨｏｎｇｍｅｉ，ｅｔａｌ．Ａｆｕｎｇａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｌｉｃｉｔｏｒＰｅｖＤ１ｉｎｄｕｃｅｓＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎ

ｃｏｔｔｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２０１４，３３（３）：４６１ ４７０．

［２２］王炳楠，杨秀芬，曾洪梅，等．大丽轮枝菌分泌蛋白激发子的分

离纯化及生物功能研究［Ｊ］．生物技术通报，２０１１（１１）：１６６ １７１．

［２３］梁颖博，李泽，邱德文，等．本生烟响应蛋白激发子ＰＥＶＤ１的差

异表达基因鉴定与分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１９，５２（２１）：

３７９４ ３８０５．

［２４］ＺＨＡＮＧＹｉ，ＧＡＯＹｕｈａｎ，ＬＩＡＮＧＹｉｎｇｂｏ，ｅｔａｌ．犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻

狌犿犱犪犺犾犻犪犲ＰｅｖＤ１，ａｎＡｌｔａ１ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｔａｒｇｅｔｓｃｏｔｔｏｎＰＲ５

ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ．２０１９，７０（２）：６１３ ６２６．

［２５］ＷＡＮＧＬｉｋｕｎ，ＦＥＮＧＺｈｉｘｉｎｇ，ＷＡＮＧＸｉ，ｅｔａｌ．ＤＥＧｓｅｑ：ａｎ

Ｒｐａｃｋａｇｅｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｆｒｏｍ

ＲＮＡｓｅｑｄａｔａ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１０，２６（１）：１３６ １３８．

［２６］ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ，ＬＥＥ ＥＪ，ＪＩＡＮＧＪｉｎｍａｉ．Ｈｉｇｈ

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

２００８，４２９：８９ ９８．

［２７］ＳＴＡＲＫＳＣＭ，ＢＡＣＫＫ，ＣＨＡＰＰＥＬＬＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓ

ｆｏｒｃｙｃｌｉｃｔｅｒｐｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｂｙｔｏｂａｃｃｏ５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｓｙｎ

ｔｈａｓｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９７，２７７（５３３３）：１８１５ １８２０．

［２８］ＦＡＣＣＨＩＮＩＰＪ，ＣＨＡＰＰＥＬＬＪ．Ｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｆｏｒａｎｅｌｉｃｉｔｏｒｉｎ

ｄｕｃｅｄｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｃｙｃｌａｓｅｉｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，

１９９２，８９（２２）：１１０８８ １１０９２．

·８３·
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［２９］ＲＡＬＳＴＯＮＬ，ＫＷＯＮＳＴ，ＳＣＨＯＥＮＢＥＣＫＭ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏ

ｎｉｎｇ，ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ５ｅｐｉａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅ１，３ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｆｒｏｍｔｏｂａｃｃｏ（犖犻犮狅狋犻

犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿）［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，

２００１，３９３（２）：２２２ ２３５．

［３０］ＤＩＸＯＮＲＡ．Ｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００１，４１１（６８３９）：８４３ ８４７．

［３１］ＷＨＩＴＥＨＥＡＤＬＭ，ＴＨＲＥＬＦＡＬＤＲ，ＥＷＩＮＧＤＦ．５犲狆犻

ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｅｎｅｉｓａｃｏｍｍｏｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒｏｆｔｈｅｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ
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