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摘要　ＷＲＫＹ转录因子在调控植物抵抗病原菌的侵染中发挥重要作用，但是，目前为止还没有ＷＲＫＹ转录因子在

烟草抗ＣＭＶ中调控机理的研究。本研究检测了感病品种‘Ｋ３２６’和抗病品种‘ＴＴ８’在接种ＣＭＶ后其犠犚犓犢１、

犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的表达情况。结果显示，ＣＭＶ侵染后‘ＴＴ８’中４个ＷＲＫＹ转录因子表达量均有大

幅上升；而‘Ｋ３２６’中犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的表达量与ＣＭＶ侵染前无显著差异，犠犚犓犢１表达量则大幅

下降。幼苗经外源激素（水杨酸、茉莉素、乙烯）处理后用ＲＴＰＣＲ检测，结果表明，‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’中ＷＲＫＹ转录

因子对外源激素的诱导响应比较复杂多样，但总体表现为在‘ＴＴ８’中犠犚犓犢１、犠犚犓犢２和犠犚犓犢４会受到乙烯和

茉莉酸的诱导，但在‘Ｋ３２６’中转录因子的表达未受明显诱导。

关键词　烟草；　黄瓜花叶病毒（ＣＭＶ）；　ＷＲＫＹ转录因子；　水杨酸；　茉莉酸；　乙烯
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犓犲狔狑狅狉犱狊　狋狅犫犪犮犮狅；　犆犕犞；　犠犚犓犢狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉；　狊犪犾犻犮狔犾犻犮犪犮犻犱；　犼犪狊犿狅狀犪狋犲；　犲狋犺狔犾犲狀犲

　　黄瓜花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＭＶ）

是寄主范围最多、分布最广、最具经济重要性的植物

病毒之一［１２］，给农业生产带来巨大损失。该病毒引

起的病害是烟草生产中危害最大的病毒病之一，不

仅使烟草叶片畸形、黄化、花叶，而且使烟草植株矮

化，极大地影响了烟叶的产量和品质。因此，研究烟

草抗ＣＭＶ相关基因，揭示其抗病毒机理，对烟草和

其他重要作物的ＣＭＶ防治都有重要意义。

ＷＲＫＹ转录因子在植物应答逆境胁迫中发挥

重要作用［３４］，尤其在植物抗病调控中的作用机理研

究是近几年植物学研究的热点内容。ＷＲＫＹ转录

因子通常含有１～２个 ＷＲＫＹ 结构域，包括

ＷＲＫＹＧＱＫ序列和一个类锌指结构域，其调控通

过结合含有 Ｗｂｏｘ顺式作用元件的防御基因来实

现［５６］。在很多植物中，ＷＲＫＹ基因的表达可以被

生物和非生物胁迫强烈并快速诱导。拟南芥中有

７４个 ＷＲＫＹ成员，其中的４９个 ＷＲＫＹ转录因子

都可以被病原菌或者激素诱导，这些过程与激素信

号的传导有着密不可分的关系［４］。ＷＲＫＹ转录因

子参与的激素信号途径主要有茉莉酸（ｊａｓｍｏｎａｔｅ，

ＪＡ）、水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＳＡ）、乙烯（ｅｔｈｙｌｅｎｅ，

ＥＴ）三种通路
［７］。虽然 ＷＲＫＹ转录因子在植物抗

病中的机理研究有很多报道，但还没有关于 ＷＲＫＹ

转录因子调控烟草对ＣＭＶ抗性机理的研究报道。

‘台烟８号’（‘ＴＴ８’）是台湾烟草育种家使用烟

草花叶病（ＴＭＶ）抗性材料‘Ｈｏｌｍｅｓ抗性系’做亲本

育成的ＣＭＶ抗性品种
［８］。‘Ｋ３２６’是一个耐肥性、

香气品质和加工品质较好的烤烟品种，但抗病性较

差，在田间易于感染ＣＭＶ发生花叶病，影响品质和

产量形成［９］。对‘Ｋ３２６’进行抗病性改良是提高其

产量和品质的关键手段。

本研究采用ＣＭＶ接种烟草感病品种‘Ｋ３２６’和

抗病品种‘ＴＴ８’，并检测接种后ＷＲＫＹ家族中的转

录因子犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１在

这两个品种中的表达情况。另外，利用水杨酸、茉莉

酸、乙烯对‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’幼苗进行处理，分析上

述４个转录因子的表达情况。这些研究结果可为解

析ＷＲＫＹ转录因子调控烟草抗ＣＭＶ的分子机制

提供参考，同时对揭示烟草不同抗性品种抗性差异

的分子基础有重要作用。

１　材料与方法

１．１　试验材料

烟草感病品种 ‘Ｋ３２６’（犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿

‘Ｋ３２６’），烟草抗病品种‘台烟８号’（犖．狋犪犫犪犮狌犿

‘ＴＴ８’，ＴａｉｗａｎｔｏｂａｃｃｏＮｏ．８）。

１．２　犆犕犞的接种

在‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’的６周龄期接种ＣＭＶ，每

个品种接种５株，３次重复：（１）将１ｇ感染ＣＭＶ病

毒的发病烟草叶片放在研钵中加入２０ｍＬＰＢＳ缓

冲液和细颗粒石英砂研磨至溶液变为悬浊液；（２）用

纱布蘸取病毒悬浊液（蘸上少许石英砂）在植株叶片

上轻轻摩擦，至划出轻微伤口；（３）在植株上盖上保

鲜膜，放在光周期为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ的试验温

室，于２５℃条件下培养；（４）待烟草植株发病后（接

种后３周），分别取‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’的病叶以液氮

速冻后立即贮存于－８０℃超低温冰箱备用。取接种

前‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’的完好叶片（０ｄ）作为对照。

１．３　抗感材料植株的激素处理

将烟草‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’的种子在培养基中萌

发，在长出真叶后分别转入营养土中培养，每个品种

选取长势相近的５株烟草作为试验对象。待长出６

片叶后，在相同叶位的叶片分别喷施１ｍｍｏｌ／Ｌ的

水杨酸、５０μｍｏｌ／Ｌ的茉莉酸和５０μｍｏｌ／Ｌ的乙烯。

每种处理设３个生物学重复，每个重复设５个单株。

取样时间为处理后０、６、２４ｈ。所取样品以液氮速冻

后立即贮存于－８０℃超低温冰箱备用。

１．４　犮犇犖犃的合成

采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取所有上

述烟草样品总ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ提取

质量，并使用宝生物工程有限公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行反转录反应合成ｃＤＮＡ。取

５μｇ叶片总ＲＮＡ与反转录引物ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０于６５℃

变性退火后，加入反转录试剂，置于ＰＣＲ扩增仪内于
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４２℃反转录１．５ｈ，随后８５℃灭活５ｍｉｎ。

１．５　荧光定量犘犆犚反应条件的优化

将反转录所得的ｃＤＮＡ稀释到１００μＬ，采用

Ｐｒｏｍｅｇａ生物技术有限公司的试剂盒，对实时荧光

定量ＰＣＲ引物与探针的浓度及退火温度进行优化，

确立最佳反应体系。２５μＬ反应体系包括：Ｍａｓｔｅｒ

ｍｉｘ１２．５μＬ；ｃＤＮＡ０．５μＬ；Ｈ２Ｏ１１μＬ；上游引物

０．５μＬ，下游引物０．５μＬ。扩增条件为：９５℃预变

性２ｍｉｎ，５０个扩增循环（９４℃，２０ｓ；５８℃，２０ｓ；７２℃，

３０ｓ），ＰＣＲ结束后测定熔解曲线。研究样品的荧光定

量ＰＣＲ扩增在ｉＱ５型荧光定量ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ，

ＵＳＡ）上完成，以烟草犃犮狋犻狀基因作为内参。以最小样

本阈值循环数（犆狋值）为标准获得所有扩增样本的犆狋

值，以各基因在对照处理‘Ｋ３２６’中的相对表达量为参

照，用公式２－ΔΔ犆狋方法计算出各基因在每种处理条件下

的相对表达量。最后，利用各基因在每种处理的３个

重复试验样本中的相对表达量为基础，通过Ｅｘｃｅｌ软

件计算其相对表达量的标准偏差。

本研究所用的犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和

犠犚犓犢１１等４个基因的特异性引物如表１。

表１　试验所用特异性引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

基因

Ｇｅｎｅ

引物（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒ

片段长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

犠犚犓犢１
Ｆ：ＴＡＡＡＣＣＴＣＣＡＴＣＡＧＧＣＡＡＣＡ

Ｒ：ＣＣＧＡＣＧＡＧＧＴＡＴＣＡＡＡＴＣＣＴ
２０６

犠犚犓犢２
Ｆ：ＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＣＣＣＧＴＣＣＡＡＣ

Ｒ：ＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＴＡＡ
２４２

犠犚犓犢４
Ｆ：ＧＣＣＣＡＡＧＴＣＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＴ

Ｒ：ＡＴＣＡＧＣＴＴＧＴＧＣＴＣＣＡＴＣＡＧ
１４９

犠犚犓犢１１
Ｆ：ＣＡＴＣＡＡＧＧＴＣＣＴＴＣＣＣＡＧＴＴ

Ｒ：ＧＧＴＴＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＡＧＡＴ
１４６

２　结果与分析

２．１　转录因子犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１在

感染犆犕犞的‘犓３２６’和‘犜犜８’中的表达情况

　　本研究以烟草感病品种‘Ｋ３２６’和抗病品种

‘ＴＴ８’作为研究对象，在接种ＣＭＶ后，通过定量ＰＣＲ

分析了 ＷＲＫＹ 类转录因子 犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、

犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的品种间表达差异。结果表

明，‘ＴＴ８’中４个 ＷＲＫＹ转录因子的表达量在

ＣＭＶ侵染后都有不同程度的上升，其中犠犚犓犢２、

犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的相对表达量超过对照的６

倍，而犠犚犓犢１的相对表达量约为对照的２．５倍。

在‘Ｋ３２６’中情况则相反：犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和

犠犚犓犢１１在ＣＭＶ侵染前后表达量无显著差异，

犠犚犓犢１在ＣＭＶ侵染后表达量大幅下降（图１）。

该结果说明在‘ＴＴ８’中 ＷＲＫＹ转录因子的表达受

到ＣＭＶ 的诱导，相比之下，‘Ｋ３２６’的抗性与

犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的表达量关系较弱。

图１　犆犕犞侵染后‘犓３２６’和‘犜犜８’中犠犚犓犢基因的表达变化

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犠犚犓犢犵犲狀犲狊犻狀‘犓３２６’犪狀犱

‘犜犜８’犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犆犕犞

２．２　经犛犃、犑犃和犈犜处理后‘犓３２６’和‘犜犜８’中转录因子

犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的表达情况

　　植物激素ＳＡ、ＪＡ和ＥＴ在调控植物抗病过程

中发挥着重要作用，本研究分析了经这３种激素处

理后‘Ｋ３２６’和‘ＴＴ８’中 ＷＲＫＹ类转录因子的表达

差异。

ＳＡ处理感病品种‘Ｋ３２６’后，对４个 ＷＲＫＹ转

录因子的表达有强烈的抑制作用。而在抗病品种

‘ＴＴ８’中，情况则比较多变：犠犢犓犢１和犠犢犓犢１１

表达量受到强烈抑制，犠犢犓犢２的表达量变化不大，

但是犠犚犓犢４受到ＳＡ的强烈诱导，表达量在接种

２４ｈ后大幅升高，超过对照的３倍（图２）。

在ＪＡ处理后，ＷＲＫＹ转录因子的表达量在两

个品种中表现较一致，均有不同程度的增加。其中，

犠犚犓犢２ 和 犠犚犓犢１１ 在处理后 ６ｈ 时最高；

犠犚犓犢４表达量在‘ＴＴ８’中达到峰值时间点为处理

后６ｈ，‘Ｋ３２６’中为２４ｈ；４个 ＷＲＫＹ转录因子在

‘ＴＴ８’中的表达量均高于‘Ｋ３２６’。这些结果表明

ＷＲＫＹ转录因子能够响应ＪＡ途径，受ＪＡ正调控，

且在抗病品种‘ＴＴ８’中响应更加强烈（图３）。
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图２　犛犃处理后 ‘犓３２６’和‘犜犜８’中犠犚犓犢基因的表达变化

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犠犚犓犢犵犲狀犲狊犻狀‘犓３２６’犪狀犱‘犜犜８’狋狉犲犪狋犲犱犫狔犛犃

图３　犑犃处理后 ‘犓３２６’和‘犜犜８’中犠犚犓犢基因的表达变化

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犠犚犓犢犵犲狀犲狊犻狀‘犓３２６’犪狀犱‘犜犜８’狋狉犲犪狋犲犱犫狔犑犃

　　在ＥＴ处理后，‘ＴＴ８’中的犠犚犓犢１、犠犚犓犢２、

犠犚犓犢４表达量均有所增加，并在处理后６ｈ时到达

峰值。‘Ｋ３２６’中 犠犚犓犢１表达量无明显差异，

犠犚犓犢２有轻微增加，犠犚犓犢４在处理后６ｈ时显著下

降，２４ｈ时回升，并且这些转录因子在‘Ｋ３２６’中表达

量整体低于‘ＴＴ８’中。此外，犠犚犓犢１１的表达水平在

ＥＴ处理后的两种材料中都明显下降，在‘ＴＴ８’中下

降幅度更大，仅为对照的１０％左右（图４）。

图４　犈犜处理后 ‘犓３２６’和‘犜犜８’中犠犚犓犢基因的表达变化

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犠犚犓犢犵犲狀犲狊犻狀‘犓３２６’犪狀犱‘犜犜８’狋狉犲犪狋犲犱犫狔犈犜

３　讨论

植物对病害的抗性很大程度依赖于抗病基因的

表达和转录因子的调控作用。ＷＲＫＹ转录因子是

植物中最大的转录家族之一，在植物抵御病原体的

侵染中发挥重要作用［１０］。本研究对ＣＭＶ侵染烟草

感病品种‘Ｋ３２６’和抗病品种‘ＴＴ８’后 ＷＲＫＹ家族

４个转录因子的表达情况进行了初步分析，以期为

揭示 ＷＲＫＹ转录因子调控烟草ＣＭＶ抗性的分子

机制奠定基础。分析结果显示，ＣＭＶ侵染后‘ＴＴ８’

中４个ＷＲＫＹ转录因子表达量均有大幅上升；而在

‘Ｋ３２６’中情况则完全不同，ＣＭＶ侵染‘Ｋ３２６’后，

犠犚犓犢２、犠犚犓犢４和犠犚犓犢１１的表达量与侵染前

无明显差异，而犠犚犓犢１在ＣＭＶ侵染后表达量大

幅下降。该研究结果与烟草品种的感病性和抗病性

一致，即受ＣＭＶ侵染后，抗性品种‘ＴＴ８’中ＷＲＫＹ

转录因子表达量增加，使烟草表现抗病性；而感病品

种‘Ｋ３２６’中 ＷＲＫＹ转录因子表达量下降，使烟草

表现感病性。该研究结果表明 ＷＲＫＹ转录因子在

烟草中可能参与抵抗ＣＭＶ侵染，推测该转录因子

是导致烟草感病品种‘Ｋ３２６’和抗病品种‘ＴＴ８’抗

性差异的原因之一。

以往研究表明，ＷＲＫＹ转录因子在植物对病害

的抗性中既可作为正调控因子，又可作为负调控因

子［１１１３］。另外，在拟南芥 ＷＲＫＹ７０的诱导表达特性

研究中发现，ＡｔＷＲＫＹ７０可以被ＳＡ诱导表达，但同

时又受到ＪＡ的抑制
［１４］。在烟草中，犠犚犓犢４也被ＳＡ

明显诱导，并且在受ＴＭＶ侵染后，犠犚犓犢４的ＲＩ（转

基因沉默）植株相对于空载体对照植株叶片表现出更

明显的发病症状［１５］。但是，有研究表明犠犚犓犢４在拟
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南芥中对丁香假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲的抗性

却呈现出负相关［１６１７］。有研究结果表明，ＷＲＫＹ转

录因子在调控植物的抗病过程中，它们的诱导表达

非常复杂，参与多种信号途径的传导，受到不同激素

的诱导表达［１８］。本研究检测了 ＷＲＫＹ家族的４个

转录因子在经ＪＡ、ＥＴ和ＳＡ处理后的‘Ｋ３２６’和

‘ＴＴ８’中表达水平的变化。在 ＣＭＶ 敏感品种

‘Ｋ３２６’中，除 犠犚犓犢１１受ＪＡ 诱导外，这４个

ＷＲＫＹ转录因子基因的表达对激素处理并不敏感。

而在ＣＭＶ抗性品种‘ＴＴ８’中，这４个 ＷＲＫＹ转录

因子基因均被ＪＡ诱导，同时，ＥＴ可诱导犠犚犓犢１、

犠犚犓犢２和犠犚犓犢４表达，但抑制犠犚犓犢１１表达；

ＳＡ处理诱导犠犚犓犢４表达量急剧上升，但引起

犠犚犓犢１和犠犚犓犢１１表达量的下降。

植物的病毒抗性应答与ＪＡ、ＥＴ和ＳＡ等多种

激素调控相关，其中，ＳＡ和ＥＴ是病毒抗性应答最

重要的调控激素［１９２０］。在‘ＴＴ８’烟草中，受ＥＴ和

ＳＡ诱导表达的 ＷＲＫＹ转录因子基因可能是其

ＣＭＶ抗性形成的重要调控因子，特别是被两者共同

诱导表达的犠犚犓犢４基因。此外，本研究还发现，

‘ＴＴ８’烟草的犠犚犓犢１１基因受到ＥＴ和ＳＡ的共同

抑制，可能是ＣＭＶ抗性形成的一个重要负调控因

子。这些研究结果揭示了烟草 ＷＲＫＹ转录因子基

因应答激素处理时在不同ＣＭＶ抗性品种间的变化

复杂性，同时，为解析 ＷＲＫＹ转录因子参与植物激

素信号途径调控病害抗性的分子机理提供了重要线

索，对揭示烟草的ＣＭＶ抗性形成机理有重要意义。
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