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海岛棉 G bR ar l 和 G bgs lt 基因的过量表达

提高烟草离体叶片对赤星病的抗性

李为民 王 志兴 张永强 贾士荣
`

中国农业科学院生物技术研究所
,

北京 10 0 0 8 1

摘要 R A R I 和 S G T I 是两个植物抗病蛋 白 ( R ) 防卫反应 的信号元件
,

在 R 蛋 白下游和活性氧

产生之间发挥作用
.

利用简并引物 P c R 及 3
’

R A c E 等技术
,

克隆了海岛棉 G bR A R I 和 bG s G T I 的

编码基 因
.

N or ht er n bl ot 表明
,

海岛棉 ` 乙尺a lr 和 G b掩 t1 基 因在转录水平上受棉花 黄萎病菌的诱

导
,

诱导后 m R N A 表达量显著增加
.

构建组成型植物表达载体 p R a r
和 p s gt

,

分别转化烟草品种

N C 8 9
.

离体叶片抗病性鉴定表明
,

两类转基因烟草对赤星病 的抗性明显提高
,

为植物 防卫反应信

号元件 R A R I 和 S G T I 在广谱抗病基 因工程 中的应用提供 了实验证据
.

关键词 海岛棉 防卫反应信号元件 转基因烟草 赤星病 抗病性

植物受病原物侵染后
,

若植物抗病蛋 白 ( R ) 能

识别病原物无毒因子 ( a v r )
,

就会激发活性氧暴发
,

产生活性氧中间物 ( R O )I 及超敏反应 ( H R )
.

H R

导致侵染部位周 围细胞迅速死亡
,

诱导植物产生系

统获得性抗性 ( SA R )
,

从而提高未侵染部位的广谱

抗病能力川
.

根据结构特征
,

植物 R 蛋白可分为 5 大类
,

其

中最大的一类是 N B
一

L R R R 蛋白
,

在靠近 N 端具

有核普酸结合位点 ( N B )S
,

C 端有一个富含亮氨酸

的重复序列 ( L RR )
.

根据 N 端结构特点
,

N B
一

L R R

R 蛋 白又 可 分 为 两 类
: T IR

一

N B
一

L R R 和 C C
一

N B
-

L R R [ 2 ]
.

有关植物 R 蛋白的研究已取得了重大进展
,

但

迄今对植物 R 防卫反应信号的机制还知之甚少
.

最

早报道的植物防卫信号元件是大麦 M la 12 介导的白

粉病特异抗性的信号元件 R A R I 和 R
AR

Z 3[, 4〕
.

利

用拟南芥突变体 已鉴定 了 N D R I ( on
n一 r a e e一 s p e Ci f i c

di s e a s e r e s i s t a n e e )
,

E D S I ( e n h a n e e d d i s e a s e S u s e e p t i
-

b i li t y )
,

R A R I ( r e q u i r e d f o r

从
a 一 s p e e i f i e d r e s i s t a n e e )

及 S G
r

l
,

1 ( s u p p r e s s o r o f t h e
q

a l le l e o f s K p l ) 等几

个 R 下游参与植物防卫反应的信号元件
.

N D R I 编

码一种膜结合蛋白〔“ 〕
,

是 c c
一

N B
一

L R R 蛋白防卫途

径的重要 元件 6[] ; E D sl 是一种类脂酶蛋 白7[]
,

介

导 T I R
一

N B
一

L R R 蛋白的防卫反应 〔6〕
.

R ar l 编码大约 3 0 k u 的锌结合蛋白
,

包含两个

高度相似但截然不 同的锌结合蛋白结构域
,

分别称

为 c H o R D
一

I 和 e H o R D
一

1 1[8 〕
.

R AR I 是首次发现的

IT R
一

N B S
一

L R R 和 C C
一

N B s
一

L R R R 蛋 白防卫信号途

径的结合点 9j[
.

秘 t1 最早是在酵母中发现的一个与发育相关的

重要基因
,

植物 中与酵母同源的 尽g 之1 基 因编码一

个 4 0 k u
的蛋 白质

,

有 5 个结构域
:

一个重 复结构

域 ( T P R )
、

两个可变区 ( V R I 和 V R Z )
、

一个 C S

基元 ( CH O R D 和 S G T )I 及一个 S G S 基元 ( SG T I
-

s p e c i f ie m o t i f )
.

在植物 尺 基因激发的信号途径 中
,

S G T I 可能通过泛肤途径指导某些 蛋白降解
,

激发

植物的防卫反应 [`“
,

川
.

s G T I 可 同时介导 N B
一

LR R

及其他类型 R 蛋 白的防卫反应
,

还与非寄主抗性有

20 0 3
一

0 7
一

2 9 收稿
,

2 00 3
一

0 9
一

10 收修改稿
关

联系人
,

E
一

m a i l
: z生a s r @ m

a i l
.

。 a a、
.

n e t c n
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关 t` 2]
.

R R AI与 G s T I是两种相互作用的蛋白质
,

参

与作用的结构域是 R A R I 的 c H O R D
一

11 与 s G T I 的

c s 基元 「̀ 3 〕大麦 R ar l 和 s gt l 共沉默增加了对白粉

病的感病性 〔川
,

拟南芥 gs lt / ar lr 双突变体高感霜

霉病
,

超敏反应及活性氧 积累下 降 [` 4〕
.

由此推 测

R AR I 与 S G T I 可 能 以 3 种形 式 ( S G T I/ R A R I
,

S G T I
,

R A R I ) 参与植物的防卫反应 〔̀ “
,

`“ 〕
.

基 因工程为作物抗病育种提供了一条新途径
.

特别是广谱抗病基因工程
,

虽然 目的基因本身并无

抗病 活 性
,

但却 能 诱发 植 物 的 防 卫 反 应
,

产 生

SA
R

,

并对病原菌没有严格的种属专一性
.

海岛棉 ( oG
s s ) P讯 m ba br a

de
n se ) 的抗病性明显

优于陆地棉和中棉
,

特别对 当前棉花生产中危害最

重的黄萎病表现高抗 「̀“ 〕
.

本研究克隆了海岛棉中 R

下游防卫反应信号元件的编码基 因 G b Rar l 和 G b s
-

gt l
,

转基因烟草叶片的离体鉴定表明
,

这两种基因

的表达可明显提高对烟草赤星病的抗性
.

B G 4 4 3 4 8 8
,

B G 4 4 6 8 5 4
,

B 4Q 1 2 6 9 0 ) 和 2 个陆地棉

E S T 克 隆 ( AW 18 7 i 13
,

A W 1 8 7 0 7 8 )
.

根据 E S T 序

列设计引物 5
` a t g g e g g a g e a a g e t g t t 3

’

和 5
’ a t t e e t e e t

-

e a t g e t t a t g a C 3
’ ,

以合成的
C D N A 第一链为模板

,

进

行 P C R 扩增
.

反应条件为
:
9 6 oC 3 m i n ; 9 4 oC 3 0 5 ,

5 2 oC 3 0 5 ,

7 2℃ 3 0 。 ,

3 0 个循环 ; 7 2℃ 5 m i n
.

根据

获 得 片 段 的 测 序 结 果
,

设 计 引 物 5’ C ag ct g
-

t a e t g g e t a a g a g 3
` ,

进行 3
’

R A C E ( T a K a R a
公司 ) 获

得 bG R a r 1 3
’

端序列
.

同时
,

用 L A P C R T M 艺n v i t r o

C l o n i n g K i t ( T a K a R a
公司 ) 分离 了 bG 尺a r 1 5

’

上游

非翻译区和部分 5
`

上游调控序列
.

1 材料与方法

1
.

1 植物材料

海岛棉 7 1 2 4 ( G
.

乙a 动a 己e n s。 v a r
.

7 1 2 4 )和烟草

品种 N 8C 9 为本实验室保存
.

1
.

2 棉花黄萎病菌接种实验

( 1) 抱子的制备
:

将棉花黄萎病菌在棉籽培养

基中 25 ℃ 培养 3 周
,

收集抱子
,

调整抱子浓度 为

10 7 / m L
.

( 2) 无菌苗的准备
:

海 岛棉 71 24 棉籽用

70 % 酒精消毒后
,

播种于含灭菌土的纸钵 中
,

28 ℃

培养 3 周
.

( 3) 黄萎病菌接种
:

将纸 钵底部撕 去
,

在棉花幼苗根部造成伤 口
,

蘸取抱子溶液
,

28 ℃ 继

续培养 s d
,

取样品 一 70 ℃ 保存备用
.

1
·

3 G bR a r l 和 G 吞
gtS

l 的克隆

从棉花黄萎病菌处理 的海岛棉 71 24 叶片中提

取总 R N A
,

进行
c D N A 第一链的合成

,

具体操作

参照试剂盒说明书 ( iG b co / B R L 公司 ) 进行
.

1
.

3
.

1 G b R a r l 的克隆 用拟南芥 ( A F 19 2 2 6 2 )
、

烟草 ( A 4F 8 0 4 8 7 )
、

大麦 ( A F 19 2 2 6 1 ) 的 R a r l 基因

序列
,

lB as t 分析 G e

nB an k E S T 库
,

获得 与其同源

的 5 个 中棉 E S T 克 隆 ( B 4Q 0 3 7 8 9
,

B F 2 7 6 0 5 8
,

1
.

3
.

2 G b s g t l 的克隆 用拟南芥 ( A F 4 3 9 9 7 6 / 5 )
、

烟草 ( A F 4 9 4 0 s 3 )
、

大麦 ( A F 4 3 9 9 7 4 ) 的 掩 t l 基 因

序列
,

B l a s t 分析 G e n B a n k E S T 库
,

获得与其同源

的 4 个 中棉 E s T 克隆 ( B G 4 4 3 7 0 2
,

B G 4 4 0 2 1 5
,

B G 4 4 3 0 8 i
,

BM 3 5 9 3 9 6 ) 和 1 个陆地棉 E S T 克 隆

( A 7I 2 8 9 3 3)
,

分析 E S T 序 列
,

设 计 简 并 引 物 5
`

a t g g e k t e t g a t y t k g a g a e e a a 3
’

和 5
` r k a e t e e e a y t t e t t s a s y

-

t e e a t 3
’

.

采 用 T o u e h
一

D o w n P C R
,

反 应条 件 为
:

9 6℃ 3 m i n : 9 4℃ 3 0 5 ,

5 0 oC / 4 8℃ / 4 6℃ / 4 4 oC 3 0 5 ,

7 2℃ 3 0 5 ,

2 个循环 ; 9 4 oC 3 0 5 ,

4 2 oC 3 0 5 ,

7 2 oC

3 0 5 ,

2 8 个循环 ; 7 2 oC 5 m i n
.

1
.

3
.

3 D N A 序列和推导 的氨基 酸序列分析 将

P c R 产物克 隆 到 pM D i s
一

T
一 v e e t o : 中 ( T a K a R a

公

司 )
,

对阳性克隆测序
.

D N A 序列与氨基酸序列 的

分析用 N C BI lB as t 及 D N AM A N 4
.

0 软件包进行
.

1
.

4 N o r t h e r n b l o t 检测

将 20 肛9 R N A 用毛细管法转移到 H y bo
n d T M N 十

膜上
,

分别以 bG R ar l 和 G b勒lt c D N A 为模板
,

用

P r im e r 一 a 一

g e n e L a b e li n g s y s t e m ( p r o m e g a
公司 ) 制备

探针
,

用
。 一 32 P

一

d C T P 标记
,

具体操作参考 aS m
-

b or
o k 等 [` 7 ]

.

1
.

5 植物表达载体 p sg t 和 p R ar 的构建

根据获得的海岛棉 G bR ar l 和 G b s gt l 的
C D N A

序列
,

设计引物 p R a r F ( 5
`

g a e t g e a g a a t g g e g g a g e a a g e
-

t g t t 3
`

) 和 p R a r R ( 5
’
t a e e e g g g t t a g g g e a e t g g a t e g g e a

3
’

)
,

p s g t F ( 5
’

g a e e t g e a g g a t g g e g t e t g a t t t t g a g 3
’

) 和

p s g t R ( 5
’

t a e e e g g g e t a g g a e t e e e a t t t e t t C 3
`

)
,

在 p R a r F
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和 p s tg F 中分别 引入 酶切位 点 Ps t 工 和 ss 。 8 38 7

工
,

在 p R ar R 和 p s gt R 中引入酶切位点 s m a 工
.

以海岛棉第一链
C D N A 为模板

,

P C R 扩增获得 目的

基因
,

连接到 p M D 18
一

T
一

ve ct 。 : 中
,

获得 中间载体

pM D R a r 和 pM D S g t
.

分 别 用 几 2 1 / S m a
l

,

55 0 8 3 8 7 工/ S m a 工 酶切中间载体
,

回收 目的片段

备用
.

用 E co R 工/ iH
n d lll 酶切 p Z P m a 和 p C A M

-

B I2A 3 0 1 质粒
,

回收 目的 片段
,

连 接 成 中间载 体

p cZ P
,

用 sP t 工 和 月乡“ I 酶切 p cZ P
,

将 目的片

段与上述 回收 的片段重 组
,

构建成 植物表 达载体

p s gt 和 p R a r
.

bG R a lr 和 G b匆1t 基 因分别 由两个

3 5 5 启动子驱动表达
,

3
`

末端为 po l y ( A )
二

尾 巴 和

N O S 终止子 (图 1 )
.

2 结果

2
.

1 G bR ar l 和 ` 西s g t l 基因的克隆及序列分析

刀〔 o R V

夕夕卜源基因 卜
。
ly ()A

。。 N O S
,,

图 1 植物表达载体 p R ar
,

p gs t 基因表达盒的示意图

2
·

1
·

1 G bR ar l 基因的克隆和序列分析 获得的海

岛棉 G乙尺“ lr c l〕N A 全长 13 9 5 b p
,

其中部分 5
`

调控区

和 5
`

非翻译 区 4 5 1 b p
,

编码 区 6 63 b p
,

3
’

非翻译 区

27 8 b p (不包括终止密码子 I A A )
.

推测开放阅读框编

码一个包含 2 21 个氨基酸残基的 24 ku 蛋白质 (图 2)
.

叹成口 r1 基因编码的蛋白包含 RA R I 的 3 个特征性的

结构域或基元
,

从 N 端到 C 端依次 为
:
C l诬( )R D l

,

C C C H
,

C H《卫召〕I(I 图 3)
.

由此推断该基因是 从双
口 1r

,

月
乙夕尺以 r1

,

A之R 叹 r1 在海岛棉中的一个 同源基因
,

命名

为 邸尺
仅 lr

.

邸尺
a lr 基因组 D N A 全长 3 300 b p

,

包含

3 个内含子 (结果未显示 )
.

用 lP an t
已以 E ( h tt p :

刀

ob e

~
·

ugr
·

ac
.

be
:

80 80 / p l a川C A R E八dn
e

.

ht iln ) 分析

了 T 气L入 bo x 和 C AA T I〕 o x 在部分 5
’

调控序列中的位

置 (图 2)
.

1
.

6 烟草的遗传转化及转基因烟草的分子检测

用冻融法将 p R a r 和 p s gt 分别导入根癌农杆菌
L B A 4 4 0 4

,

叶盘法〔`“ 〕转化烟草 N c 89
.

随机挑选再

生植株
,

提取基 因组 D N A
,

取 20 昭 转 G b R a lr 烟

草的总 D N A 用 sP t l/ 众
。 I 彻底酶切

,

转 bG 匆 t1

的烟草总 D N A 用 E co R V / hx
o l 彻底酶切

.

毛细管

法转 移到 H y b o n d T M
一

N
+

( A m
一

P h a r m a e i a 公 司 ) 膜

上
,

分别以 bG R ar l 和 G b秘 lt C D N A 为模板制备探

针
,

S o u t h e r n b lo t 操作参考 s a m b or
o k 等 [` 7 ]

.

2
.

1
.

2 G bs g t l 基 因的克隆和序列分析 获得的海

岛棉 G b匆 1t 基 因片段长 1 0 8 9 b p
,

包含完整的编码

区 10 8 6 b p
,

终止密码子 T G A
.

推测开放阅读框编

码一个包含 362 个氨基酸残基的 40 k u 蛋 白质 (图

4 )
.

S G T I 包含以下 5 个特征结构域或基元
: T P R

,

v R I/ v R Z
,

C S 和 S G S
.

分析表明
,

我们分离的基

因其编码的蛋 白质同样包 含 5 个类似的结构域 (图

5)
.

由此推断该基因是 匆 t1 在海岛棉中的一个同源

基因
,

命名为 G b秘 lt
.

1
.

7 转基因植株的抗病性鉴定

采用 离体 叶片接种法
,

以非转基 因烟 草为对

照
,

重复 3 次
.

( 1) 泡 子制备
:

将烟 草 赤星 病菌

( A let rn ar ia al et rn at a) 接种在燕麦培养基上 25 ℃培

养 2 一 3 周
,

收集抱子
,

调整抱子浓度 5 只 1 0 4 /m ;L

( 2) 在转 G b R 。 : 1 或 G b秘 t1 基因的烟草中各取长势

良好均一的 巧 个单 株用于检测
,

取供试烟草的顶

部第 3 片叶
,

叶背面朝上置于无菌的湿纱布上
,

用

石英砂制造微伤
,

在伤 口处接种 10 胖L 抱子悬浮液
,

10 0 % 的相对湿度保湿 24 h ; ( 3) 接种后连续 7 天观

察发病情况
.

2
.

2 棉花黄萎病菌诱导 G b R ar l 和 G bs g t l 的表达

取接种棉花黄 萎病菌 s d 后的海 岛棉 7 1 2 4 幼

苗
,

以未接菌幼苗为对照
,

提取 20 昭 R N A 进行

N or ht er n bl ot 分析
,

结果表明
,

在病菌诱导 s d 后
,

G bR
a lr 和 G b物 t1 的 m R N A 表达量 比诱导前 明显

增加 (图 6 )
.

2
.

3 烟草的遗传转化及再生植株的分子检测

用含有植物表达载体 p R a r
或 p s gt 的根癌农杆

菌 L B4A 4 0 4 转化烟草
,

分别获得再生烟草各 20 个

单株
.

s o u t h e r n b lo t 显示
,

检测的转 G乙尺a r
l 或邸

-

勒 t1 的再生植株都有特异的信号带出现 (图 7 )
,

表

明两种基因已分别整合到烟草的基因组 DN A 中
.
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C了门达 T厂日邸么 1
一

I
一

I T IGA八 T人人 T TA人G人于引可拟诀 TT GATC人八 T厂口喷侧协 T儿幻公叭 G八C T拟印二A八了理启二工怎门可鑫T 7 9

塑二丛奎烬 TACC T门 1 匆孙汀 AC么 T甲二CA C侧姑了汀 GTC C A引陀 GG T忽〕别叭 GA内别廿丛 T引叭人拟济 GAT扣灯甲二G拉达 GAA 巧 O

匆〕扣协扣姚 TAT了二犯 C T TC左认 T刃卫么旧比 GA几虹县汀 G入恕县叭 G八 TAT刃之G八TC A毛蚁鸥 C C GTC A自〕弓Tm下二CC艇 GTO吕 2 4 1

C匆汀 C T人以 GAGACA Q认 G恕内弧 O J3 AO孕二方G么G’ n艾 CC甲二么 TC GTAG人GAGT儿叼眺 O3A二GT八GT AA卫二A么 TC C AT AAC 3 2 2

C T GACA恕淤 T CC T臼打丁 CCG C C犯 CG T刃弘 C们阳二C A了叮 C C犯 CG C GTC G代 T TAGTC盛么C C G八GT于3 T儿叼喷 GG恕山〕A 4 0 3

A八CC AQ二CCG C ACCCA C鱿 C鱿 C ACC cA C AT门陀 CT恕内引二G了即么恕认 T孕孕二(粥 AO二AAO二T GTT AA J二T TCO盯已二C名A 4 8 4

疏 A E Q 么 V K L R C Q 1 1

C引峡 T C口子忿甲孕之AATO二T CA C T丁C A之C GA内及CA G八 T八人 T CC Ct弘 0 0丁门陀 C TCG 儿二丁叮 C C八C么C T TC CG3 TC C T这 1
,

I
,

r r l
,

5 6 5

R 1 G C N A T F T E D D N P E G S C T F H T 5 G P 1 F 3 8

Cf 呢AT Q翌叭叭〕匆以以GTO 3AGT于3T T (〕二扣甘战恕以GA内〕二CAC GACT 门汀C了门达TT CC T AG刃沽 TT C C下〕犯TGTAAG 6 46

H D G M K E U 5 C C K K R 5 H D F 5 L F L E 1 P G C K 6 5

A CAO吕T A么O二ACACAAC C GA 3AA(犯CAG’ m TT G拟汀AAO二CAGT匆〕二TACT A日弓人C GAT TC C AAC TT CT AGT CC TO二下豹可 7 2 7

T G K H T T E K P V L N K P V A T K T 1 P T 5 S P 人 V 9 2

AC 犯了叮C CAC C力弓TGC AAC AT二几蚁喷 (习逆汀C CTGC C CT A (另 TO二优优么口〕 哭门丁C T r r 1Q 二犯 T引m二ATGG TT C妮人G 8 0 8

T L 5 T 5 A T 5 K E 5 C P R C 5 Q G F F C 5 D H G 5 Q 11 9

C CC拟诀GT八C C别喷C CC T AC CC C人O二T GT匆二下) 艾 TAA3A (艾人GTO二Q〕A了3TT AAO蕊红弓T C T甲二予二Cl t CACC拟达GA内3 8 8 9

P K V P N P T P A V L A K 5 5 A D V K E 5 5 P P P K K 1 46

恕内〕T TGAC班T扭达C C匆孕二C TC AG匆二T TO忍凡恕县喷毛蚁叭G孙卫弓TO g二左姑G诬
.

1
.

1
一

l亡拟透G拟协 T内3AGAAC C六T Q另T CT 9 7 0

K V D 1 N Q P Q T C K N K G C G K V F K E 1 E N H G 5 1 7 3

O之ATGT人GTT AC C AT二C CGG AC CT O之T G〕1 l l C C ACGAT CG匆〕T GA (弘O承3T口洲内弓TO二卫〕TGA二A了门达下刃刀A么O3A八 10 51

A C 5 Y H P G P A V F H D R V R G W K C C D I Y V K E 20 0

下叮 GAT GAGT T C八了3么C C八T刃二C AC CAT AC A八GA匆孕承子八T (〕 9二A二GATO忍C以T CC么GT O二C CT么乃GTC么TA乃咬艾八T乳勺〕弓 1 1 32

F D E F 疏 T 1 P P Y K K G W H D A D P V P < 2 2 7

AO 3八么毛认G了咫 C TGTC T TC TT儿蚁心人(〕3叨那二C下叮 A刀二TT C叨甲二TC们甲二C CC T人l
一

1
一

1
一

1
一

113人八C O3ACT CT A0 3叨rA T 1 2 1 3

犯人么了队C们加二C夏艾AA盯盯A么TC TAGG AT幻翻二八人了队 TGAATGT GT卫孕引逆碗T J 门刀T T’ 厂门丁O二AC TATC TT O二AAC 1 2 9 4

C扣县叭C么们即吕At弛C TG劝叮班T O 3 T TGTT尤叮下〕们即孙T八T G班AC ATg 二T方下) 3人T TC凡虹鸥T GT以T ATC O弓内3T O弓TT 13 7 5

G八T GT CC班乃启A扣县鸥么扣县喷 1 3 9 5

图 2 海岛棉 G bR ar l c D N A 的核普酸序列和推导的氨基酸序列

推测的 1诱T A b ox 和 C 户以、 T bo
x
分别用下划线表示

117053d
`

6

兑兑毅少 V魏只绍绍

戴戴立聋澄岌岌
黝黝H丫攀维维

沈子K P 丫对二KT I即 3 S F诬气VT 毛S德八侄 S K E

三多廿拐丫 F K H F汉供异护T S 3 P三彝N;叭1长公3
.

工八获奋; 匕奄嘴拟 F滋工仑众盯吕叮其憾 P K
, .

岁、

爹了么了S球鲍王黎
)聋P只 5八脚诬S昌K那龙 ?队珊

1 0 7

8 5

1 0 1

1 1 8

粼毅{布黔滚我添
1 6 1

1 4 2

1 6 1

1 7 3

潺凳夔黝淄绷l绷蒸
八V

2 2 1

2 0 2

2 2 1

2 3 2

2 0 4

iGbwùó一WGbwtNwtAViwHùéóóùùóóiGbwùùù

图 3 海岛棉

C H ( )R 】)

G b R A R i
,

拟南芥 A t R A R i (A r i 9 2 2 6 2 )
,

烟草 N t R A R i 《A科 5 0 4 8 7 )
,

大麦 H v R A R i ( A F i 9 2 2 6 i )氨基酸序列的比较

工
,

c c c H 及 c 卜IO R I) 11结构域分别用黑色
、

点状及灰色下划线表示
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占卫艾犯G丁CTGA I
一

J
一

上
一

J飞弘弘CC几几占GC C扣鹦G乃乃GC CT于忍乃犯G八卫劲CC解T T CG鸽GCT T GC仪丁CC么T 二T CT产C冗犯A么 O之CAT二CZ眺

从 A 5 D F E T K A K E A F D D H 1P E L 人 L H L Y S Q 人 I Q

C TT 匆订CCT幼 人户 ^ C义CG么GC T 二丁A了 3二卫〕么CCGTGC 甲二人匆) 二CAAC么T C八扫初二甲二么人T拟卯二甲二AC习〕A O寻二予弓T已艾 O勃 m〕二G扣妮

L P NK H 人 E L Y 人 D R人 Q 人 N1K L L N NT E A V A D A N

九叼口二以竹G朋竹 O弘T CCT甲二C八TGTCT扣公心二了以T CT O二引太协 0之CAC T O二C丁GC 灯G怒Q二T甲澎的孙GT么下二扣协CTGC T』公心

万 么 1E L D P S 班 S K 么 Y L K A RT 人 C 贾 义 L E E Y Q T A K

子之T 自二 (艾T已双艾从CT (刀二Q二T O之了叮 O〕二么CCT O之么G扣 T C 3A奴执 1
一

f 工
一

1它CA么G月GA工细公叭 t翌叭卫打G怒G鹿GC G儿叨巾乡之AGAAGA么
S 人 L G T G A A L A P A E 5 F 5 RK L K E C E E 1 1 RA E E

A eT O弓T己A予盯AT CT八甲咒扣 A 3下口二C盛C人A (女二AT T口引二T拟诀A人T G么了豹边二CC O二九心喷G匆姑T予皿匆承二T已; AC 八乃GG么T C匆孚二CT么盛T

T G D V 5 MQ 获 P E A L 人 K D V NP A K E E L D K 1D Q P N

C TA几A口AT TG A (艾犯甲咒么CC犯C户冉八ACC内孕二引队C八 O) 忿么T G人人J
一

l
一

l
一

上
AC C蕊G拟边忿C鹿G么GG 人八 T 3 (艾打 m打CAC A乃丁怎门万GC T儿户战

L E I E 人 A P P K P A Y H E F Y RQ K P E E V V V T 1P A K

0 3八么T ACC (艾么TG人T甲 T GT T 3组边 T 3么G人T T八T (引弓T自蹄C拟吻忿人二侧透GT住叮 O二T AT C以TGC T CC甲孕 T 3A八 09匆 3孚二么T八T CA’ 门丁C
G P H D 1C V K V D Y G E Q T L S V 么 D A P G K E 1A Y H F

CA人CC犯CA了以丁汀 (〕二恕山 A 3T八么T么CCT已勺〕AAGT O忍么G乃T人卫 AT C 3I
一

上
一

l
一

1口二C乃ACC扣泳GT T G扣 AT 3T A O艾T巍 (〕2凡叼叭T二T (刃人
Q P L RF A K P E 1 1K C Y D V RL P T K V E L A 1 RK S V

CCC么T T CA明心别以二么T CT CT下 A 3八T T C八 O二八 O劣A匆了T T O忍T鑫T么鑫C CC扣协G (男T T A人刀弓T八T CTT CT G下汀 C勺) 二A么G丁忍人翻二G八CCA

P H W 1T 5 L E F 5 RE V A 1T Q 民 V V 5 5 V S N人 5 Q RP

T C人T匆忿CC么 n二CT CC红伪二CAC扣冰 O异 T AG 3魂T ) n芜么丁恕县鸥T T引以白二T CAAGT幻认GA人 OA 3O 3么 (习逆涪G么TG几幻以户之T AGA甲孚汀
5 Y P 5 5 K P Q V D W D RK E A 1Q V K K E E K D E K L D G

以甲孕二导丈了叮G么么C拟认 1
一

l
一

l
一

1
一

IC C孕子 3乃C人卫叮AT人匆犯AT O二 OA 3刀弓怂G八二匆之人么GA匆象〕笑 CAT O二入恕公叭T C
.

f 1’ f 1弓TG弓A (〕代T

D A A L K F F D Y K 1 N RD 人 D E D T R R么 兀 Q 攻 5 F V E S

么AT以另AC八G甲斗二T么T 二么么C扣认T T已〕扣鹅G么乃GT T承打咬艾扣认贸T O 3卫犯怂
(邵 3乃乃G刀二CT CCT GAT () 打A予承弓人GC 卫 3人匆歇公比T口 3

G NT V L 5 T NW K E V G A K V V E G P P D G 3筑 E L K K W

G名GTCCT人G

E S *

9 0

30

8 0 1

6O

2 70

g O

36 0

12 0

45 0

5 10

5 4 0

8 0 1

6 30

2 0 1

2 7 0

2 4 0

8 0 1

2 70

9 0 0

3 0 0

9 9 0

3 30

18 0 0

3 6 0

18 9 0

3 62

图 4海岛棉 G b s g t l cD NA 的核普酸序列及推导的氨基酸序列

66055 6Cb S G I
.

1

乃t S G改)b 1
HV S GT I

16 1

1 16

12 0

16 7

6 15

8 10

1lb 11场 1

ùōóùéō

《亚】S门) 1

川侣GT lb
HV S G丁 1

22 7

22 5

2 4 0

Cb S GT I

乃七S G汀)止
HV S G r l

2 8 7

2 8 3

29 8

Gb S G r l

州出 G理b 1
HV S G月) 1

3 4 7

3 4 3

35 8

以沼C T I

八t S G T lb
H训艾抢 1

3 6 1

5 3 7

3 72

图 5 海岛棉 G b s g t i
,

拟南芥 A t s g t i a 《A F 4 3 9 9 7 6 / s )
,

拟南芥 A t s g t i b (A F i , 2 2 6 2 )
,

大麦 H v s g t i ( b ar
e一y

,
A科 3 , , 7 4 )

,

水稻 o s s g t i ( A F i , 2 4 6 7 ) 氨基酸序列的比较

PT R
,

vR I/ vR Z
,

cs 及 s G s 结构域和基元分别用黑细线
、

灰线
、

点状线
、

黑粗线表示
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CG Kb R a rC lKG bs gt l

图 6 No rth e rn b lo t分析棉花黄萎病菌 (v e t ri ez i li u m

deh i l a
)诱导 G城

a ri
,

G bgs t l 基因的表达

( a ) N o r t h e nr b l o t 结果
; ( b ) 总 R N A 上样量对照

.

。 `
,

诱导前
;

G占R a 二 1 和 G b S召艺 1
,

诱导 s d 后

2 3 4 5 6 7

黔蘸嘟豁
60 bP

叫- 1
.

4kb

1

黝瓣黝

图 7 转基因烟草的 oS ut h er n bl ot 检测

(
a

) 转 臼爪
a rl 基因烟草

.

1
,

非转基因对照
; 2一 7

,

转基因植株
.

( b) 转 bG S召岌1 基因烟草
.

1
,

非转基因对照
; 2一 7

,

转基因植株

2
.

4 转基因烟草的抗病性分析

用离体叶片法鉴定转基因烟草对烟草赤星病的

抗性
.

对照组叶片接种 2 一 3 d 后
,

接种部位形成水

渍状病斑
,

7 d 时
,

病斑变黑甚至腐烂
,

有白色菌丝

赘生
,

病灶扩大
,

周围出现退绿 (图版 工
,

4)
,

表

明烟草赤星病抱子萌发后
,

已成功地侵染到 叶片组

织中
.

在供试 的转 bG R ar l 或 G b秘 1t 基因烟草中

(各 巧 个单株 )
,

分别有 7 株或 5 株抗病性 显著提

高
,

接种 3 d 后
,

接种部位无明显变化
,

7 d 时
,

形

成轻微的坏死
,

表现出明显的过敏性坏死反应 (图

版 工
,

1
,

2
,

5
,

6)
.

有意 思的是
,

在转 G b兔 t1 和

G b尺 a lr 基 因的烟草中分别 有 2 株和 1 株表现 比较

特殊的抗病反应
,

接种 3 d 后
,

接种部位与对照相

似
,

形成水渍状病斑
,

但 3 一 7 d 病斑迅速坏死
,

无

菌丝赘生
,

限制了病原 菌的进一 步侵染 (图版 I
,

3
,

7 )
.

3 讨论

植物防卫反应途径信号元件作为一个新兴的研

究领域
,

已 取得 了一 些 引人瞩 目的成就
.

R A R I
,

S G T I
,

N D R I
,

E D S I 和 N P R I ( n o n 一 e x p r e s s i o n o f

P R ge ne
s )是已鉴定的几个植物 防卫反应信号元件

.

R A R I 和 S G T I 分别作用于不同类型的 R 蛋白下游

与活性氧激发之间 〔̀ “ , `” 〕 ; N D R I 定位于活性氧激发

与随后的水杨酸 ( sA ) 合成之 间〔20 长 E D SI 作用于

s A 介导的防卫反应上游 7[] ; N P R I 功能定位于 s A

合成与 S A R 发生之间
,

是 S A R 的一个重要调控因

子
.

这些蛋 白质本身对病原物并无抑制作用
,

但作

为信号元件参与不同植物 防卫反应途径的调控
.

广谱抗病基 因工程是一条令人振奋的途径
,

越

来越多的研究小组 已成功地将其应用到实践 中 l2[ 〕
.

广谱抗病基因工程的理论基础是 H R 和 SA
R

,

通过

植物的超敏反应
,

导致侵染部位周 围细胞死 亡
,

诱

导植物产生 S A R
,

提高植物防卫反应的强度或加快

防卫反应的速度
,

从而增强未侵染组织的广谱抗病

能力
,

使植物表现抗病性
.

这一策略从理论上讲应

该比导入单一的抗性基因更有效
.

棉花黄萎病是当前棉花生产中危害最为严重的

一种真菌病害
.

本文用棉花黄萎病菌接种海岛棉证

明
,

黄萎病菌诱导后 G b R ar l
,

G b兔 t1 基因在转录

水平上的表达量显著增加
.

R A R I 和 S G T I 是两种

重要的防卫反应信号元件
,

介导多种 R 蛋白的防卫

反应
.

推测 bG R ar l 和 bG 兔1t 在海岛棉的防卫反应

中可能扮演了重要的角色
.

在拟南芥
、

水稻 中过量表达 N P R I
,

可 以提高

拟南芥对 尸
.

sy ir n
ga

。 和 尸
.

p a ar ist i ca 等病原菌 的

抗性 〔“ “ 〕及水稻对白叶枯的抗性 〔2 3 1
,

而 N P R I 表达

水平必须达到某一阑值时
,

转基 因植株才表现明显

的抗性 [“ 2
,

“ 3 ]
.

本文将 35 5 驱动的 bG R ar l
,

G b匆1t 基因分别

转入烟草
,

离体叶片抗病性鉴定表明
,

转基因烟 草

对赤 星病的 抗性 明显提高
.

由此 推测
,

G bR ar l
,

bG 勒 t1 的过量表达可 能激发转基因烟草 的某些 防

卫途径
,

使 R 蛋白能够利用组成型表达的 G bR ar l
,

bG 兔 t1 蛋白调动植物的防卫机制
,

迅速作出应答
.

目前有关 R ar l 和兔 t1 的研究仅限于对一些相

关突变体的分析
,

尚没有 Rar l 和兔 t1 在转基 因植

物中抗病性分析的报道
.

本文首次为植物防卫反应

信号元件 R ar l 和 s gt l 在植物抗病基因工程中的应

用提供了直接的实验证据
.
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转基因烟草抗烟草赤星病鉴定 (接种后 7 d)
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7) 分别采自转 ` bR ar 了或 ` b卿 I 基因烟草的不同单株
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以烟草品种 N C 8 9 (4 )为对照


