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摘要 植物受病原菌侵染后会诱导病程相关蛋白的表达
,

抑制病原菌的生长和蔓延
,

并产生系统性获

得抗性
.

目前已确定的病程相关蛋白有 14 种
,

植物转脂蛋白被列入其中
.

关于转脂蛋白的作用尽管已

争论 多年
,

但其准确的生理功能及作用机制至今仍不十分明确
.

近年来人们将焦点集中在转脂蛋 白抗性

功能与机制的研究上
.

文中介绍了目前这一领域的研究进展
,

并根据该室的研究结果
,

提出钙调素可能

参与植物转脂蛋白抗性功能的调节
,

为全面阐明转脂蛋白的抗病机制提供了新的研究线索
.

关键词 植 物转脂蛋 白 钙调素 抗菌肤 抗病机制 植物病 程相关蛋白

V a n L o o n
等发现在病原物胁迫或其他病理 条

件下植物会合成一些蛋 白质
,

如葡聚糖酶
、

几丁质

酶
、

过氧化物酶
、

及其他相关蛋 白酶和蛋白酶抑制

剂等
.

19 9 4 年人们将这些 由病原物诱导产生的特异

性蛋白质统称为病程相关蛋 白 ( P R S )「
’ 3〕

.

P R S 不

仅在感染部位积累抑制病原物的生长和蔓延
,

而且

与植物系统性 获得抗性 ( S A R ) 的产生相 关
.

此外
,

植物为抵御病原菌的攻击和 自我保护
,

在遭受侵染

后
,

还能诱 导产生 一系 列其他抗 性 物质
,

抗 菌 肤

( A M P s ) 即为其 中一类
.

抗 菌肤存在于大多数植物

中
,

已知的植 物抗 菌肤 均 含偶数 个半 胧氨 酸残 基

( 4
,

6 或 8 个 )
,

它们两两配对形成分子 内二硫键
,

起到稳定结构的作用
.

根据 氨基酸组成 和序列的差

异
,

植物抗菌肤可分为不 同的家族
,

包括硫素 ( ht i
-

o n i n )
、

防御素 ( d e f e n s i n )
、

转脂蛋 白 ( I
J

T P )
、

h e v -

e i n 和 k n o t t i n 类抗菌肤等〔` “ 〕
.

受病原菌诱导而过量表达的硫素
、

防御素和转

脂蛋白能不同程度特异性抑制各种病菌的生长
,

因

此
,

1 9 9 8 年在第五届 国际植物病程相关蛋白专题研

讨会上将 上述 3 种抗菌肤也列入 P R 家族并分别命

名为 P R
一

12 ( 防御素 )
、

P R
一

1 3 (硫素 )和 P R
一

1 4 (转脂

蛋 白 ) 7」
.

目前 已确定的 P R s
有 14 种 ( 表 1 )

,

它们

属 于不 同蛋 白家 族
,

抗 菌机 制各 不相 同比
, 〕

.

本文

表 l 病程相关蛋 白家族 7[]

家族

成员
代表成员 蛋 白性质 基 因编号

P R
一

1 T o b a e e o P R l a

P R
一

2 T o b a e e o P R
一

2

未知

归
一

l ,

3
一

9 l
u e a n a s e

P R
一

3 T o b a e e o P
,

Q C h i r i n a s e

111
.

V
.

V

t y P e l
,

V l
。

V l l

y p r l

y P rZ
,

[G
n
讼

(
`

G l b ’
) ]

y P r3
,

hC i a

P R
一

4 T o b a e e o
’

R
’

C h i t l n a s e t y p e l
,

I l y P川
,

C’h
王
d

P R
一

5 T o b a e e o S T h a u m a t i n 一 l ik e y P币

P R
一

6 T o rn a t o l n h ib i r o r l P r o t e i n a s e一 i n h ib 一t o r y P币
,

P
z s (

`
P

i n ’

P R
一

7 T o m a t o P s g E n d o P r o r e i n a s e y P r 7

P R
一

8 C u e u m b e r e h i t l n a s e C h l r一n a s e t y p e l l l y P rs
,

以
王b

P R
一

9 oT b a e e o `
119川 n

一

P e r o x zd a s e y P刃
,

P
r x

f o r m x n g pe r o元d a s e ’

P R
一

10 P a r s
l

e y ` P R I ’
R ib o n u e l e a s e 一

l ik
e 了P rl o

P R
一

1 1 T o b a e e o e la s s V C h i t一n a s e , t y p e 1 y P rl l
,

hC
之c

e h i t i n a s e

P R
一 12 R a d i s h R s

一

A F P 3 D e f e n s i n y P r1 2

P R
一

13 A
r a b之d

o
P

s i s
T H I2

.

1 T h i o n i n y P
r 1 3 ,

介
i

P R
一

1 4 B a r le y L T P 4 L ip id
一

t r a n s f e r p r o 一 yP rJ 4 ,

L r P

t e l n

2 () (〕 5
一

12
一

2 () 收稿
,

2 0 0 6
一

0 1
一

2 3 收修改稿
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主要介绍植物转脂蛋白的抗病机制研究进 展
.

同

时
,

我们从 中国大 白菜中发 现 的钙调 素结合蛋 白

B P
一

10 是一种新的植物转脂蛋 白以及拟南芥 L T P I

具有钙调素结合活性 的研究结果
,

为 阐明 L T P 抗
J

胜机制提供了新的研究线索和思路
.

的过量表达能显著增强植物对病原菌的耐受性 [ 2。〕
.

目前
,

尽管 L T P 抗病机制的研 究信息有 限
,

但一

些重要的实验结果仍为阐明其作用机制提供了新的

依据
.

1 植物转脂蛋白的结构与功能

根据分子质量的不 同
,

转脂蛋 白家族分为两类

即 I
,

T P I 和 I
,

T P Z
,

前者分子质量 约为 9一 10 k u ,

后者分子质量约为 7 k u
.

因 目前对 L T P Z 的研究很

少
,

本文仅讨论 L T P I
.

L T P 是一类广泛存在于高

等植物的碱性小分子蛋白
,

p l 约为 9
,

由 91 一 95 个

氨基酸残基组成
,

缺乏色氨酸
.

分子组成 中最重要

的特点是含有 8 个位置高度保守的半胧氨酸
,

其分

布模 式 为 2 / 3
一

C
一

8
一

1 2 / 15
一

C C
一

1 9
一

C
一

l
一

C
一

2 1 / 2 3
一

C
一

13
-

4 / 8( 其中 C 表示半胧氨酸
,

数字表示间隔的氨基酸

残基数 )
.

核磁共振
、

红外 和 R a m a n 光谱分析表明

L T P 主要 由 4 个
Q 一

螺旋组成
,

螺旋间通过 4 对二硫

键连接
,

形成非常稳定的结构
,

分子 内有一个疏水

空穴
,

可结合和容纳脂肪 酸分子 l0[ (] 图 1 ( a ))
.

研

究表明转脂蛋 白 N
一

端含有一个 由 21 一 27 氨基酸残

基组成 的信号肤结构
,

为分 泌型 蛋 白
.

关 于 L T P

的功能和作用机 制已争论 多年
,

根 据不 同 实验结

果
,

几种假说相继被提出
.

首先
,

K ad
e r
等 , ’〕认 为

L T P 参与胞内磷脂的转运
、

生物膜的合成和胞 内脂

肪酸代谢库的调节
.

然而蛋 白 N
一

端信号肤的发现 和

胞 外 定 位
,

使 人 们 开 始 重 新 认 识 L T P
.

P y ee

等〔”
· ’ 习提 出在角质层 形成过程 中 L T P 可能参与角

质层单体的转运
,

并且在角质层和胞壁界 面之间确

实观察到 了 x
才

T P 的存在
.

最 近
,

e a r v a lh 。
等仁’ `

, ’ 5〕

通过免疫 电镜和蔗糖密度梯度离心分析结果认为除

细胞壁外
,

L T P 还存在于胞内细胞器及与脂类代谢

相关的区域 如 乙 醛酸循 环体 和一些 蛋 白贮存颗 粒

中
.

因此
,

认为 L T P 可能 至少 存在 两类 异构 体
:

一类存在于胞外
,

执行防御功能
; 另一类则位于胞

内不同的区域
,

执行脂类转运等功能
.

近年来的研

究表明 L T P 在植 物 防御机制中起重 要作用 l6[
’ 9 」

,

它能被病原菌诱导而过量表达
,

并能抑制病原菌的

生长和诱导植物系统抗性 的产生
,

也 由此被命名 为

P R
一

14
.

例如
,

大麦 I
一

T P 在转基 因烟草和拟南芥中

2 L T P 抗性机制的研究

2
.

1 L T P 可能干扰了
e il ic t i sn 触发的植物细胞致死

性过敏反应

当病原物侵染植 物后
,

会 分泌 一些 对 其生理

功能极为重要并能引 发植物 抗性 的物质
,

这些物

质被称作激发子 ( e ilc it o r )
,

包括蛋 白质和一些小 分

子有机化合物
.

例如
,

一些真菌分泌的 iel ic it sn 就

是其中一类很 独特 的
、

具有 固醇 携带 活性 的蛋 白

质〔2 ’ 一 2` 〕
.

由于很多真菌不能合成对其 生存必需 的

固醇类物质
,

因此
, 。 ilc iit n s 可能 在宿 主和 真菌之

间穿梭
,

将宿主 的固醇 类物 质带 回到病 原菌
,

启

动有性或无性 繁殖
.

同时
e ilc iit n s

与固醇形 成复合

物后
,

与 存在 于植 物 细 胞 膜 上 的
e ilc iit n s

受 体 结

合
,

引起植 物细 胞 的过 敏反 应
,

从 而激 活植 物体

内的防御机制哪〕
.

最 近
,

B u h ot 等〔”
·

川 的体内竟

争实验首次证 明了 L T P 能与细胞膜上的 iel ict isn 受

体结合
,

这一发现无 疑对揭示 L T P 的抗病 机制有

重要意义
.

比较 L T P 和 e
ilc iit

n s ,

两者似乎存在着某种很

微妙的关系
.

e
ilc iit n s 的分子质量与 L T P 相近

,

约

为 10 k u ,

但与 L T P 没有序列上 的同源性
,

6 个位

置保 守的半肤 氨酸残 基成 为
e
icl iit

n s 的特殊标志
,

其形成 3 对二硫键稳 定了分子的空间结构
,

并在分

子内部形成一 个能 容纳 固醇 和脂 肪 酸分 子的疏 水

穴
.

B l e i n
等〔“

,
2 6 ]认 为 I

才

T P 与
e li e i t i n s 之间虽 没有

序列同源性
,

但在空间结构上显著的相似性使它们

能够竞争性结合相同的膜受体 ( 图 1 ( b ))
.

由于两者

与膜结合的方式不同产生不 同的效应
:

iel ict i n 一

固醇

复合物与受体结合后 引起植物过敏细胞 的死亡
,

而

L T P 则起到
e
icl iit n s 拮抗剂的作用

,

这种内源 L T P

和外源
e h ic it n s 之间与同一受体 的竞 争性结 合最终

降低了植物细胞对
e il ic t in s 的敏感性

,

抑制了细胞

的死亡并诱导系统抗性的产生
.

目前这一假说受到

广泛重视
.
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图 1 L T P 和 e一ie i ti n s
的三维结构比较

( a ) I T I
,

的 三维结构
,

黑点代表二硫键位置 [` 飞 ; ( b ) e l i e i t i n ( e r y p t o g o i n ) 与小麦 I T P I 三维结

构雨叠 图像
,

带状结构小小 麦 L T >lI
,

管状结构示
c
ry lP o g e in

,

箭头指示 两者 重叠的
。
螺旋 t ” {

2
.

2 茉莉酸等脂类分子对 L T P 抗病作用的影响

脂类不仅是细胞的主要组成成分
,

而且一些脂

质分子作为第二信使参 与了动植物 细胞功 能的调

yJ’
,

在细 胞信 号转 导中构 成脂类 信 号通路
.

植物

I
J

ll
)

分子中具有一个可容纳各类脂肪酸的可塑性疏

水穴
.

B u h ()t 等川 1研究 了不同长度的脂肪 酸 ( F A )
、

氧合脂类
一

茉莉酸 ( J A ) 及其前体亚麻 酸 (I
才

A ) 对烟草

I
J

f P 抗病功能的影响
.

受体竞争实验和脂结合分析

结果表明
,

虽然 L T P 能与各类脂相 结合
,

但惟 有

与 J A 的结合能显著增强 L T P 与质膜受体的特异性

识别和亲和力
.

同时
,

用 L T P
一

」A 处理 的烟草植物

能显著提高抗 病原物 能力
,

而 L T P
一

F A
,

L T P
一

L A

复合物或 L T P
,

L A 及 J A 单独存在时均无上述效

应
.

因此
,

他们首次提出 L T P
一

J A 复合物是 L T P 的

生物活性形式
,

也是 L T P 和 iel ic t in
一

固醇复合物与

质膜受体的竞争性结合形式
.

转脂蛋 白与其特异性

亲脂配基的协同作用是增强抗菌 活性 的关键因素
.

J A 是不饱 和脂 肪酸亚麻酸在脂 氧化 酶的作用下生

成 的一种五元环氧合脂类
.

已 经确认 J A 是植物应

答各类损伤和病原物侵染产生的内源信号分子
,

参

与了植物对各类胁迫的局部或 系统性信号转导
,

但

详细调节机制尚不清楚 , ’ ,

2吕 3叼
.

作为脂类信号分子

的代表
,

J A 与 L T P 的结合如何传递防御信息并 引

起植物系统性获得抗性 已成为当前研究的热点
.

人

们 l{I 在试图 寻找 I
,

T P
一

J A 复合物作为可移动信号引

起植物远距离保护反应的实验证据
.

径以及参与角质屏障的形成来增强植 物的防御机能

外
,

自身也 具有 一定 的真菌致 死作用
.

最 近 R e -

g e n t e
等 [’ ]报道 H a 一 A P l o (一种 x

,

T P )能通过改变细

胞膜的通透性来杀死真菌
,

致死效应 与使用剂量呈

相关性
,

首次证明 了 L T P 具有 细胞毒性作用
,

也

为合理解释 L T P 能直接抑制真菌生长提供了可靠

的实验依据
.

研究发现
,

L T P 的细胞 毒性并不伤害

植物细胞本身
,

说明 L T P 靶 分子仅存在于真菌细

胞膜上
.

G e
等〔 3 ’

,

3 2 〕报道 了水 稻转脂蛋 白 L T P l lo

的抗真菌活性
,

并对其保守氨基酸进行点突变
,

研

究 L T P l lo 结构与抗真菌活性的关系
,

为 L T P 具细

胞毒性作用提供了又一证据
.

2
.

3 L T P 具有细胞毒性作用

作为抗菌肤
,

L T P 除了通过可能的信号传递途

3 钙调素可能参与植物转脂蛋白抗性功能的

调节

目前广泛认为植物系统性获得抗性 ( S A R )是植

物抵御病原物攻击
,

实现 自我保护的重要信号转导

系统 , 〕
.

对 S A R信号途径的研究 和阐明可直接用

于指导以基因工程方法培育抗病新品种和建立新 的

植物保护模式
,

有着极为重要的理论意义和实际应

用价值
.

因此
,

人们从不 同角度研究 S A R 的信号

转导机制
,

特别是最近几年 的研究为人们认识钙调

素 ( C a M )在 S A R 信号途径 中的作用提供了有价值

的信 息
.

H ar d in g 等田〕 发 现 仅 一 个 氨 基 酸 突 变

( K l l5 R ) 的 C a M 能 明显增强转 基因烟草对病 原的

抗性
.

H eo 等 , 〕发现 大豆在病 原菌感 染后 30 m in

内
,

能诱导 C a M 异构体 S C a M
一

4 和 S C a M
一

5 的大量

表达
,

同时发现 CS
a

M
一

4 和 S C a M
一

5 在转基因烟草
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中的组成型表达能增强植物的广谱抗性
,

并诱导水

杨酸 ( S A )非依赖性 S A R 的产生
.

随后
,

Y a m a k a -

w a
等 36[ 〕报道从烟草花 叶病毒感染的烟草中分离了

13 种 C a M 异构体基 因并分析了它们的表达 图谱
,

发现感染后 3 0 m i n
内 N t C a M I

,

2
,

3 , 4 被诱导表

达而明显积累
,

而且 S A R 途径的信号分子 S A 也可

诱导 它们 的 表 达
.

为 了 深 人 研 究 C a M 的作用
,

K im [3 ,〕和 R e d d y 〔 ,“ 〕等也相继用标记 C a M 筛选 了真

菌和细菌处 理过 的水稻
、

拟南芥细胞及 大 豆叶 片
c D N A 表达文库

,

分离并鉴定了两种新的 C a M 结合

蛋白 ( C a M B P ) M l o 和 P I C B P
.

实验结果 显示病原

菌和外源 S A 均 可强烈诱导这两种蛋 白的表达和积

累
.

说明 C a M 协 同其结合蛋 白一起参 与了植物系

统抗性功能的调节
.

至今
,

C a M 参与植物防御信号

转导功能的调节已毋庸置疑
,

但其机制几乎一无所

知
,

亦未见 C a M 与 L T P 相关性 的报道
.

本研究室经过多年研究
,

从 中国大白菜中分离

和鉴定 了钙调素结合蛋白 B P
一

10[ 川
.

近期研究 发现

它是植物转脂蛋 白家 族成员
,

具有典型 的 I
一

T P 二

级结构 C D 特征 图谱及脂结合活性 和抗真菌活性
,

并证 明 L T P 具有 C a M 结合特性 40[
·

“ 〕
.

为了进一步

确认 L T P 为一类新 的 C a M B P
,

揭示 C a M 和 L T P

之间的相互作用机制
,

我们根据 G en B an k 提供的序

列
,

克隆了拟南芥 I
J

T p l
.

C a M
一

g e l o v e r l a y 和 C a M
-

s e p h a r o s e P u l l
一

d o w n
分析结 果表 明拟南芥 I

J

T P I 不

但具 有 C a M 结合活 性
,

并具 有与 B P
一

10 相 同的

C a Z +

不 依赖 结合 特 征
,

即 在 无 钙 条件 下 ( 存 在

E G T A )也能与 C a M 结合 [’2 〕
.

采用基因删 除和缺失

的方法我们构建一系列 L T IP 突变体
,

研究 C a M 的

结合域
,

我们发 现其 C a M 结 合域 并非计算机 软件

预测 中的 B A A 结构
,

而是位于 L T P C
一

末端 的保守

区域
,

这一 区域正 是 L T P 结合脂类的关键部位
,

提示 C a M 和脂类可能竞争性结合这一部位
.

L T P 作为 s A R 基因编码 的病程相关蛋 白和抗

菌肤
,

又具有 C a M 的结合特性
,

这一 发现不 仅为

证明 C a M 参与植物 S A R 信号调节提供 了新的更为

直接 的证 据
,

而且 为进一步揭示 L T P 的抗性 机制

提供 了新的研究线索
.

同时
,

L T P 非同寻常的 C a M

结合方式和 C a M 结合域 也预示着它们之 间存在更

复杂的调节机制
.

植物在与微生物长期的相互作用过程中进化出一

系列的有效防御机制
,

脂类
一

转脂蛋白
一

病原物这一相

互作用系统是自然选择的结果
.

然而
,

转脂蛋白抗性

机制可能是多途径
、

多层次的
,

可能存在一个复杂的

信号转导网络
,

这样
,

植物在抵抗病原物进攻时可及

时做出有效应答
.

有关转脂 蛋白的研究正在继续深

入
,

焦点仍集中在其功能及可能的调节机制上
.
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