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摘要
!

本研究通过
Q-C

体外重组技术!将稻瘟病菌
='8"

,

#

基因和拟南芥几丁质寡糖受体基因
+%@B?E#

的跨膜

结构域和胞内结构域基因融合!构成嵌合基因
='8"

,

#4+%@B?E#

"在烟草瞬时表达试验中!

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌

合蛋白诱导烟草产生以过敏性坏死为表现形式的过敏反应"以带有
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白的农杆菌注射烟草!可

增强烟草对烟草花叶病毒的抗病性"同时提高烟草的
!?4#

基因转录表达水平!表明
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌合蛋白

基因通过水杨酸信号传导的途径激活烟草系统获得性抗病"

关键词
!

嵌合基因#

!

抗病激发子#

!

诱导途径
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烟草花叶病是烟草的主要病害之一%严重影响烟

草的生长%烟草花叶病毒!

[XR

"传染性强%可以在不

同植物之间传播&

#

'

(研究表明&

!

'

%烟草花叶病毒侵染

烟草植株后会破坏植株的组织结构%叶片出现斑点%呈

现出黄绿相间的不同区域(对烟草花叶病的主要防治

手段有农业防治&

'

'

+化学防治&

.&

'和生物防治&

(%

'
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通过
Q-C

体外重组技术%构建能特异性结合

激发子的嵌合受体%是增强植物抗病性的有效方法

之一(

O57G53H<H

等&

#"

'发现将水稻的几丁质寡糖受

体
K7+105L

与水稻抗白叶枯病的
PC!#

受体的跨

膜结构域和激酶结构域融合所构成的嵌合受体

+̀ PC

%在几丁质壳寡糖处理下%能激活水稻的过敏

性坏死和诱导水稻对稻瘟病菌的有效限制(嵌合基

因技术作为一种有效的基因重组技术%所构建的嵌

合受体在植物抗病方面值得我们重视(通过
Q-C

体外重组技术来增强植物的抗病性%将是一种全新

的探索研究(

在水稻与稻瘟病菌亲和互作中%稻瘟病菌的菌丝

顶端直接插入水稻细胞质中%大量分泌一种具有
!

个

W

9

7X

结构域的效应蛋白
XHM6

:
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蛋白与水稻的几丁质受体
K7+105L

!

BG5<5;@65B5<HIF5;A5;

J:

IH<@5;

"竞争性结合几丁质寡

糖%阻碍水稻由几丁质寡糖所激发的免疫反应&

##

'

(效

应蛋白
XHM6

:

#

是稻瘟病菌成功侵染水稻所必需的(
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期 陈林枭等$嵌合蛋白
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

作为抗病激发子的研究

拟南芥
+&#.*9'

,

0*0%A#"*#$#

中几丁质寡糖受体

被称为
C<+1̀ O#

!

BG5<5;@65B5<HII@B@

:

<HI85;47@#

"%胞

外是由
#

个信号肽和
'

个
W

9

7X

结构域所构成%

XHM6

:

#

是由
#

个信号肽和
!

个
W

9

7X

结构域构成%

同时
C<+1̀ O#

能够增强烟草对烟草花叶病毒的抗

性&

#!#'

'

(通过氨基酸序列比对发现%

XHM6

:

#

的
!

个

W

9

7X

功能域
XHM6

:

#2W

9

7X#

+

XHM6

:

#2W

9

7X!

与

C<+1̀ O#2W

9

7X!

的同源性不高%但与几丁质寡糖

结合处的氨基酸残基同源性较高&

#.

'

(这说明了

XHM6

:

#2W

9

7X#

和
XHM6

:

#2W

9

7X!

都有可能结合几

丁质寡糖(所以我们以
C<+1̀ O#

为桥梁%将
C<2

+1̀ O#

胞外部分替换为
XHM6

:

#

%重组成对几丁质

寡糖超敏感的
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌合受体%观察

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌合蛋白的抗病激发子活性并

研究其诱导抗性的途径(

$
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材料与方法
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!

试验材料与仪器

烟草花叶病毒
F'.#))'2'0#*)5*&60

!

[XR

"%扬州

大学纪兆林教授馈赠#稻瘟病菌
=#

7

$#

,

'&%A('&

-

G#(

!生理小种
(" #)

"来自国家南方农药创制中心#克隆

载体$零背景!

:

W0

"快速连接试剂盒%天根生化科技

!北京"有限公司#表达载体$

:

U0

!双
')M

启动子"%本

实验室保存#原核表达载体$

:

1[2'"4

!

g

"%美国
-HZ42

J

@;

生物公司#真菌
-̀C

提取试剂盒$北京康为世纪

生物科技有限公司#镍柱$美国
S1

医疗器械公司(

罗氏
+

9

B6@I%&

荧光定量
L+̀

仪%瑞士罗氏仪器

公司#伯乐
M#"""L+̀

仪%美国伯乐仪器公司#雷磁

LUM2'1

型
:

U

计%上海仪电科学仪器股份有限公司#

人工光照培养箱%上海一恒科学仪器有限公司(

$(%

!

试验方法

$?%?$

!

='8"

,

#

"

+%@B?E#4>@H

"

+%@B?E#4B@H

和
+%@B?E#

基因克隆

!!

首先在
LQC

固体平板中培养稻瘟病菌%再用

LQ

液体培养基培养%之后用真菌
-̀C

提取试剂盒

提取稻瘟病菌的
-̀C

%并迅速用
-̀C

反转录试剂

盒反转录成
BQ-C

(以此
BQ-C

为模板%

L+̀

扩增

得到基因
='8"

,

#

(

使用植物
-̀C

提取试剂盒提取拟南芥花蕾

-̀C

%并迅速用反转录试剂盒将
-̀C

反转录成
BQ-C

(

以此
BQ-C

为模板%克隆
+%@B?E#4>@H

+

+%@B?E#4

B@H

和
+%@B?E#

基因(

+%@B?E#4>@H

基因包

括跨膜结构域和胞内激酶结构域基因#

+%@B?E#4

B@H

基因只包括信号肽胞外部分基因#

+%@B?E#

则是全长基因!去除终止密码子"(三者两端的酶切

位点均设计为
I*$A___

和
1#2 U_

(

$?%?%

!

基因
='8"

,

#4+%@B?E#

克隆#

HZ@I64

:

法$

KZ@I64

:

L+̀

反应是以
='8"

,

#

基因和
+%4

@B?E#4>@H

基因
Q-C

凝胶回收产物为模板(引

物
+1̀ O#2_+Q2N

!

HZ@I64

:

"前
!"

个碱基序列来自

='8"

,

#

基因
`

端的
!"

个碱基序列%和
+1̀ O#2

_+Q

基因
N

端的前
!"

个碱基序列%共
."

个碱基序

列(引物
XHM6

:

#2̀

!

HZ@I64

:

"为引物
+1̀ O#2_+Q2N

!

HZ@I64

:

"的反向互补序列(主要通过改变反应条件

中的退火时间和温度%以及延伸时间和温度来实现

两个基因的成功融合&

#)

'

(

$?%?&

!

洋葱细胞转化及亚细胞定位

按照
05H657<5B

'

LQM2#"""

-

U@L4I<5B6@Q@65Z@I

9

M

9

7<@3

方法金粉包埋质粒
Q-C

&

#&

'

(约
)"3

J

金粉

中加入
#""

%

W

无水乙醇%涡旋振荡
'"7

%离心去乙醇(

依次加入
#"

%

W

质粒%

(

%

W"?#3H6

-

W

亚精胺和
#(

%

W

!?)3H6

-

W+4+6

!

%一起冰上涡旋振荡
#)35;

!涡旋振

荡
#35;

%冰浴中放置
#35;

%共计
#)35;

"%吸掉上

清(再加入
#."

%

W()a

乙醇涡旋短甩去上清液%最

后加入
#"

&

#)

%

W

无水乙醇混匀金粉(将吸附于金

粉表面的质粒
Q-C

%采用基因枪进行轰击转化洋

葱(在被轰击转化前%洋葱片先在
#a

琼脂固化的

#

-

!XM

培养基上暗室中
!!l

培养
.$G

(洋葱片被

轰击转化后%继续暗室培养
.$G

%制片%于激光共聚

焦显微镜下观察各个基因所编码蛋白的亚细胞定

位(

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草过敏性坏死%

无法直接观察荧光信号在烟草细胞中的定位(因

此%我们将
='8"

,

#4+%@B?E#

基因氨基酸序列的

!$'

位点的赖氨酸敲除&

#(

'

%得到了不会引发过敏性

坏死的
='8"

,

#4+%@B?E#

&

"

E!$'

'基因(

:

U02

='8"

,

#4+%@B?E#

和
:

U04='8"

,

#

质粒通过基因枪

法在洋葱表皮细胞中瞬时表达%含有
JK!

基因的

:

U0

载体为空白对照%激光共聚焦显微镜扫描拍摄(

$?%?'

!

嵌合蛋白诱导表达及纯化和
MQM2LCS1

鉴定

首先使用重组法构建
:

1['"24

!

g

"

2XHM6

:

#2

C<+1̀ O#

表达载体%并将其转入到大肠杆菌中(

将带有
:

1['"24

!

g

"

2XHM6

:

#2C<+1̀ O#

质粒的大

肠杆菌划线培养%取单克隆至
!3WW0

!

)"3

J

-

W

O4;

"培养基中%

'(l

振荡培养
!"G

后取
#""

%

W

至

,

%!#

,



!"#%

)"3W

培养基中%

'(l

培养至
KQ

&""

为
"?&

&

#?"

(

W0

液体培养基中加入
_L[S

至终浓度为
#33H6

-

W

继续培养
.

&

&G

(培养结束后%置于冰上
)35;

%

.l

离心
#"35;

收集菌体(重悬于
"?!)

倍体积预冷的

裂解液$

#"33H6

-

W[I57

和
#""33H6

-

W-4+6

!

:

U

(?"

"%再加终浓度分别为
#""

%

3H6

-

WLXMN

蛋白酶

抑制剂和
#33H6

-

W1Q[C

%振荡后%在冰浴中放置

'"35;

(超声波破碎
#?)G

!每超声
)7

%停止
'"7

"%

菌始终要处于低温!

.

&

)l

"状态(大肠杆菌细胞超

声破碎后%

.l#""""

J

离心
#"35;

%取上清液(

在使用镍柱纯化蛋白时%先用
)

倍柱体积

AAU

!

K

过柱%然后用
#"

&

!"

倍柱体积裂解液平衡

镍柱(将上清液全部上柱%在
.l

冰箱中预结合
'"

&

&"35;

(用
#"

倍柱体积的
#"33H6

-

W[I57

洗脱

剂!含
#"33H6

-

W

咪唑和
#""33H6

-

W-4+6

"洗脱

杂蛋白(再依次用体积为
!3W

浓度分别为
)"

+

#""

+

!""

和
'""33H6

-

W[I57

洗脱剂洗脱%分别收集

馏分(每组馏分各取
#"

%

W

%与等体积的
!mMQM

缓

冲液混合%沸水煮
'35;

%冷却后进行电泳%考马斯亮

蓝染色并拍照(最后通过低温透析法除去蛋白溶液

中的
[I57

和咪唑%透析液为
!"33H6

-

W

磷酸缓冲

液%

:

U

为
(?)

(

$?%?)

!

烟草花叶病毒侵染烟草及相关基因定量分析

取
#

&

!

J

带有烟草花叶病毒的烟草叶片用清

水洗净%放入研钵中%加入
#?)3W

缓冲液!

#a

O

!

ULK

.

%

"?#a-4

!

MK

'

和
)"33H6

-

W[I57

%

:

U(?"

&

$?"

"磨碎挤出汁液%用纱布将汁液过滤至
!3W

离

心管中%放置冰水中备用(

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌合

蛋白和
L0M

缓冲液%分别喷雾处理烟草!生长
(

&

$

周"%

!.G

后%再接种烟草花叶病毒(接种时用清水

先将叶片冲洗干净%用滤纸吸干后%撒上少许
&""

目

金刚砂%托起叶片%用毛笔蘸取少量病毒汁液%在叶

片上轻轻摩擦(接种后用无菌水洗去叶片上残留的

汁液%再用滤纸吸干(烟草放回人工培养箱中%温度

控制在
!!

&

!)l

%接种
.$G

后%观察发病情况并拍

照记录(试验重复
'

次(

为了检测重组表达的
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

嵌合

蛋白具有蛋白激发子活性%我们选用本氏烟草为研

究对象%分别将带有
SNL

+

C<+1̀ O#

和
XHM6

:

#2

C<+1̀ O#

蛋白的农杆菌注射烟草%

.$G

后用台盼

蓝组织染色法检测死细胞%试验重复
)

次(

为检测
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草抗病

所依赖的信号传导途径%以
!)";3H6

-

W

的
XHM6

:

#2

C<+1̀ O#

蛋白喷雾处理整株烟草%

.$G

后取少许

烟草叶片%提取
-̀C

%反转录得
BQ-C

%以
BK4##

基

因为内参%用荧光定量
L+̀

法测定
!?4#

+

<:L

和

B?K#

的相对表达量%试验重复
'

次(本研究中所

用引物序列见表
#

(

表
$

!

试验所用引物列表

*+,-.$

!

C4<7.4-<52

-H?

引物名

-43@

序列!

)n2'n

"

M@

h

>@;B@

!

)n2'n

"

备注

@̀34I87

# C<+1̀ O#NHIE4IA C[SCCS+[CCCSC[[[+[+[C

用拟南芥的
BQ-C

扩增
+F@B?EB#

基因
#$)#F

:

编码基因%用于

构建
:

U02+F@B?E#

! C<+1̀ O# @̀Z@I7@

!

;H7<H

:

"

++SS++SSC+C[CCSC+[SC+

' XHM6

:

#NHIE4IA C[S+CS[[+S+[C++C[+C++C+

用稻瘟病菌的
BQ-C

扩增
='8"

,

#

基因
.$&F

:

编码基因%用于构建

:

U02='8"

,

#

. XHM6

:

# @̀Z@I7@

!

;H7<H

:

"

S[[+[[S+CSC[SSSSC[S[[SC[

) C<+1̀ O#21+QNHIE4IA C[SCCS+[CCCSC[[[+[+[CC[+

用
:

U02+F@B?E#

扩增
+F@B?E#

基因胞外
&$.F

:

片段%用于构

建
:

U02+F@B?E#4B@H

& C<+1̀ O#21+Q @̀Z@I7@ C[+[[S[[[C+[[SC[[[SCC[

( C<+1̀ O#2_+QNHIE4IA SS[S[[SS[S+[SSCS[[C[[S+

用
:

U02+F@B?E#

扩增
+F@B?E#

基因跨膜和胞内
##&(F

:

片

段%用于构建
:

U02+F@B?E#4>@H

$ C<+1̀ O#2_+Q @̀Z@I7@ ++SS++SSC+C[CCSC+[SC+[

%

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

NHIE4IA

!

HZ@I64

:

"

C+C[++++C[+[S+CCSCC+SS[S[[S2

S[S+[SSCS[[C[

用
:

U02+F@B?E#

扩增
+F@B?E#

基因跨膜和胞内
##$(F

:

片段

!与引物
!

结合"%用于构建
:

U02='8"

,

#4+F@B?E#

#"

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

@̀Z@I7@

!

HZ@I64

:

"

C[CC+[++CS+C++CC+C++S[[+[[S+C2

SC[SSSSC[S[

用
:

U02='8"

,

#

扩增
='8"

,

#

基因
)"&F

:

片段!与引物
'

结合"%用

于构建
:

U02='8"

,

#4+F@B?E#

## XHM6

:

#2C<+1̀ O#

&

'

O!$'

'

2N +[SCSCSSCSCCCCCS+[S+SC[[

用于构建第
!$'

位赖氨酸敲除的
:

U02='8"

,

#4+F@B?E#

&

"

E!$'

'

基因
#! XHM6

:

#2C<+1̀ O#

&

'

O!$'

'

2̀ [S[[[+SC[S++[++C[S[++C[+[[

#' -<L̀2#4YE [SSC[S+++C[CC+C+CS+

用于
h

[̀2L+̀

检测
?!4##

表达量
#. -<L̀2#4I@Z CC[+S++C+[[+++[+CS

#) -<L̀2#FYE SC[S[SSS[[SC[SCSCCS+

用于
h

[̀2L+̀

检测
?!4#.

表达量
#& -<L̀2#FI@Z +[++CC[[C++CSS[SSC[+

#( -<WKPYE ++[[CCSCSSCSC[SSCC+[

用于
h

[̀2L+̀

检测
<:L

表达量
#$ -<WKPI@Z [+[CCS+[+C[CCS+CC[SS

#% -<1̀ N# SS+SCC[[[[++SSSCSC+[

用于
h

[̀2L+̀

检测
B?K#

表达量
!" -<1̀ N# SS+[++SC[[[[C+[[+S++

,

"'#

,
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期 陈林枭等$嵌合蛋白
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

作为抗病激发子的研究

%

!

结果

%($

!

,"-+

.

$/0%!123$

基因构建

如图
#4

所示%本研究将
='8"

,

#

基因的终止密码

子除去%再把整个
='8"

,

#

基因与
+%@B?E#

基因的

跨膜结构域和胞内激酶结构域相互融合(两个基因

在
+%@B?E#

基因的第
!!%

位甘氨酸!

S6

9

"与
='8"

,

#

相融合形成
='8"

,

#4+%@B?E#

嵌合基因(之后再用

双酶切法将整个嵌合基因插入到带有双重
+4XR')M

启动子和绿色荧光蛋白!

SNL

"标签的
:

U0

载体中(

图
$

!

嵌合受体结构示意图

E<

?

($

!

/6=.7+2<64.

@

4.5.82+2<08012=.6=<7.4<64.6.

@

204608524:62

%(%

!

I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白诱导表达

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导利用原核表达系

统%在
#33H6

-

W_L[S

诱导作用下%在大肠杆菌中

将重组蛋白
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

成功表达出来(带

有
&mU57

标签的
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白的
MQM2

LCS1

分析见图
!

(从图
!MQM2LCS1

分析可知%

在
$"8Q

左右处有单一条带%

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋

白体外成功表达%为后续试验提供方便(

图
%

!

带有
ANO<5

标签的
I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白

/!/JCKPL

分析

E<

?

(%

!

*=./!/JCKPL+8+-

9

5<501O<5J1:5.;

4.607,<8+82I0/-

@

$JK2BLDM$

%(&

!

,"-+

.

$/0%!123$

基因亚细胞定位

从图
'

可知%

='8"

,

#4+%@B?E#

基因定位于细

胞质膜上%这与
+%@B?E#

基因定位一致(这是因

为在
='8"

,

#4+%@B?E#

基因的氨基酸序列中%

+%4

@B?E#

基因的跨膜结构域全部被保留%利用跨膜结

构域与膜结合的特性将
='8"

,

#4+%@B?E#

基因锚

定于质膜上(

='8"

,

#

基因的
-

端含有信号肽%没

有跨膜结构域存在%这是
='8"

,

#

基因定位于细胞

核和细胞质中的主要原因(

%('

!

I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白在烟草中瞬时表达及

诱导烟草过敏反应

!!

根据
:

U0

载体上的酶切位点%本研究在
='8"

,

#4

+%@B?E#+

端插入了
SNL

标签%同时构建
:

U02

+%@B?E#

%

:

U02+%@B?E#4B@H

%

:

U02+%@B?E#4>@H

和

:

U02='8"

,

#

载体%观察各个基因编码的蛋白在烟

草中瞬时表达情况%结果见图
.4

&

F

(

+%@B?E#4

JK!

!

(

"和
='8"

,

#4+%@B?E#4JK!

!

)

"激发本

生烟草的过敏性坏死(由此说明
C<+1̀ O#

和

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白具有类似于蛋白激发子的

活性%而
='8"

,

#4JK!

!

*

"%

+%@B?E#4B@H2JK!

!

+

"和
+%@B?E#4>@H4JK!

!

,

"没有产生过敏性

坏死现象%所以都不具有蛋白激发子活性(从图
.B

&

@

可知%对照组
SNL

!

B

"中有少量的细胞死亡%可

能是由于农杆菌侵染导致(而
C<+1̀ O#

!

A

"和

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

!

@

"蛋白注射烟草后%死亡的细胞

明显增多%表明烟草叶片产生过敏性坏死现象(

,

#'#

,



!"#%

图
&

!

,"-+

.

$/0%!123$

定位于细胞质膜

E<

?

(&

!

,"-+

.

$/0%!123$-06+-<Q.;+22=.

@

-+57+7.7,4+8.

图
'

!

K2BLDM$

和
I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白激发烟草细胞

过敏性死亡需要
R

9

5I

结构域存在

E<

?

('

!

ODJ-<>.6.--;.+2=<820,+660

@

-+825<8;:6.;,

9

K2 BLDM$+8;I0/-

@

$JK2BLDM$

@

402.<84.

S

:<4.5R

9

5I;07+<85

%()

!

I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白诱导烟草对烟草花叶

病毒抗性

!!

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草对烟草花叶病

毒的抗性见图
)

(与对照组!

4

"相比%

XHM6

:

#2C<2

+1̀ O#

!

B

"诱导的烟草病斑数明显减少%表明
XHM6

:

#2

C<+1̀ O#

蛋白可以诱导烟草对
[XR

抗性(而
C<2

+1̀ O#

!

F

"诱导的烟草对
[XR

抗性更强%病斑数更

少(我们观察到%烟草花叶病毒的病斑大小与对照组

相比%没有明显差异%这说明
C<+1̀ O#

和
XHM6

:

#2

C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草抵御烟草花叶病毒的抗性仅

表现为抑制初侵染%而一旦烟草花叶病毒成功入侵烟

草后%对其增殖并没有明显抑制作用(

图
)

!

K2BLDM$

'

,

(和
I0/-

@

$JK2BLDM$

'

6

(诱导

烟草对
*IT

的抗性

E<

?

()

!

/

9

52.7<6+6

S

:<4.;4.5<52+86.204"5)(("

6"7)*(8*#'7<81.62<08<8K2BLDM$

'

,

(

04

I0/-

@

$JK2BLDM$

'

6

(

J+

?

40<81<-24+2.;20,+660

@

-+825

%(A

!

I0/-

@

$JK2BLDM$

信号传导途径

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草相关防卫基

因的表达见图
&

(从图
&

可知%

!?4##

基因相对表

达量明显上升了将近
$""

倍%

!?4#.

基因相对表达

量上升了约
#)

倍(

<:L

和
B?K#

基因的相对表达

量略有上升!

.?)

倍和
.

倍"%与
!?4##

基因相比可

以忽略(由此我们可知%外源
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋

白处理诱导烟草抗病是依赖于
MC

信号传导途径(

&

!

结论与讨论

='8"

,

#4+%@B?E#

基因定位于细胞膜上才能

感知在非原生质体间积累的几丁质寡糖(

='8"

,

#

自身发生同源二聚化或同源共聚化%通过
+%@B?E#

激酶结构域将信号传递至胞内激酶结构域中%激活

激酶结构域的磷酸化%将信号传导并放大%诱导植物

,

!'#

,
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XHM6

:

#2C<+1̀ O#

作为抗病激发子的研究

产生一系列的免疫反应&

#$

'

(所以
='8"

,

#4+%4

@B?E#

基因定位细胞膜上%是
='8"

,

#4+%@B?E#

嵌合受体能诱导植物产生免疫反应的基础(

图
A

!

烟草叶片中
I0/-

@

$JK2BLDM$

蛋白诱导

烟草水杨酸途径相关基因表达

E<

?

(A

!

0

9

#"5)(%:#*'6J7.;<+2.;24+85<.82.U

@

4.55<0801

,"-+

.

$/0%!123$

?

.8.-.+;520+62<V+2<08015+-<6

9

-<6

+6<;J4.-+2.;

?

.8.5<820,+660

@

-+825

L5@<I47D@E784

等&

#&

'认为
C<+1̀ O#

蛋白在烟

草中瞬时表达会引起
W

9

7X

结构域的同源二聚化%

激活胞内激酶结构域%从而引起烟草的过敏反应(

若将
C<+1̀ O#

胞内激酶结构域的关键位点!第
'.%

位的赖氨酸"突变%过敏反应将不会发生(

X@;<648

等&

#%

'在酵母双杂交实验中发现
XHM6

:

#

能形成同源

二聚体或同源共聚体%但我们的试验并没有发现

XHM6

:

#

引起过敏性坏死现象(

XHM6

:

#

蛋白
W

9

7X

结构域的存在并发生同源二聚化或同源共聚化是

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白诱导烟草产生过敏反应所

必需的%而且更进一步说明
XHM6

:

#

与
C<+1̀ O#2

_+Q

融合构建的嵌合受体具有
C<+1̀ O#

相似的功

能和活性(植物病原菌分泌的
U4I

:

5;

蛋白作为蛋

白类激发子在寄主植物上产生致病性%在非寄主植

物上可以诱导过敏性坏死%同时可以诱导植物抗病

并促进植物生长&

#$

'

(我们虽然没有将
XHM6

:

#2C<2

+1̀ O#

蛋白与
U4I

:

5;

蛋白直接进行对比试验%但

是我们预测融合蛋白
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

也可能作

为一种蛋白类激发子%可以诱导植物的非寄主抗病

和促进植物生长(

目前已知的植物抗病信号传导途径主要依赖于

水杨酸!

MC

"+乙烯!

1[

"和茉莉酸!

*C

"介导的途

径&

!"

'

(植物病程相关基因
!?4#

的诱导表达是植物

依赖于水杨酸诱发系统获得性抗病产生的分子标

志&

!#

'

(乙烯响应元件绑定因子
B?K#

基因是乙烯

信号传导过程中的关键转录因子之一&

!!

'

%脂氧合酶

基因
<:L

是茉莉酸合成途径的关键酶编码基

因&

!'

'

(所以常将
!?4#

+

B?K#

和
<:L

这
'

个基因

作为水杨酸+乙烯和茉莉酸信号通路的标志性基因(

在本文中%

!?4##

基因相对表达量明显上升%说明外

源
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白处理诱导烟草抗病是依

赖于
MC

信号传导途径(

我们通过
Q-C

体外重组技术克隆
='8"

,

#4

+%@B?E#

基因%在烟草系统中测试了
XHM6

:

#2C<2

+1̀ O#

作为蛋白激发子的各种生理指标试验%证明

XHM6

:

#2C<+1̀ O#

具有蛋白激发子活性%可诱导烟

草过敏性细胞坏死反应(同时
XHM6

:

#2C<+1̀ O#

蛋白可以诱导烟草对烟草花叶病毒的抗性%此诱导

过程依赖于水杨酸信号传导途径(
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