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摘   要：【目的】分析致病疫霉效应蛋白 Pi16275 的超量表达对病原菌致病性的影响，明确 

Pi16275 的亚细胞定位，筛选 Pi16275 在植物中的互作靶标蛋白及靶标蛋白在抵御病原菌侵染过程

中的作用，初步揭示 Pi16275 在病原菌侵染植物过程中的作用机制。【方法】利用农杆菌介导的烟

草瞬时表达系统在烟草叶片表皮细胞中瞬时表达 Pi16275 并观察其亚细胞定位，同时在瞬时表达

部位接种致病疫霉游动孢子并统计病斑面积；通过酵母核系统 cDNA 文库及酵母双杂交技术筛选、

验证，确定 Pi16275 在马铃薯中的靶标蛋白；运用病毒介导的基因沉默技术在植物中沉默靶标蛋

白基因，探究基因沉默是否影响植物对病原菌的抗性。【结果】在烟草叶片中瞬时表达 Pi16275 显

著促进致病疫霉的侵染；Pi16275 定位在植物细胞核、细胞质及细胞膜中；初步筛选到 3 个与

Pi16275 互作的马铃薯蛋白：40S 核糖体亚基蛋白 S5 (StRPS5)、粘蛋白 2 (StMUC2)、V 型 ATP 酶

E 亚基类似蛋白(StVAEL)；沉默 StRPS5 的同源基因后显著降低了烟草对致病疫霉的抗性。【结论】

Pi16275 在致病疫霉侵染植物过程中发挥重要作用。 

关键词：致病疫霉；马铃薯；RxLR 效应蛋白；靶标蛋白  
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Abstract: [Objective] Our aim was to analyze the effect of overexpressing the effector Pi16275 on the 

pathogenicity of Phytophthora infestans, and to clarify the subcellular localization of Pi16275. We 

screened the plant proteins that interacted with Pi16275 and explored their role in plant disease 

resistance, and finally revealed the role of Pi16275 in the process of pathogen infecting plants. 

[Methods] We used the Agrobacterium-mediated method to transiently overexpress Pi16275 in the 

epidermal cells of tobacco leaves, and then observed the subcellular location of Pi16275 under a 

fluorescence microscope. After inoculating the zoospores of P. infestans at the transient expression site, 

we measured the area of the diseased spot. The yeast nuclear cDNA library and yeast two-hybrid assay 

were used to mine and verify the target protein of Pi16275 in potato. In order to explore whether gene 

silencing affects the plant resistance to pathogens, we used virus-mediated gene silencing technology to 

silence the homologous gene of the target protein gene in tobacco and inoculated the tobacco leaves 

with zoospores of P. infestans. [Results] The transient expression of Pi16275 in tobacco leaves 

significantly promoted the infection of P. infestans, and Pi16275 was located in plant cell nucleus, 

cytoplasm, and cell membrane. Three target proteins of potato interacted with Pi16275, including 40S 

ribosomal protein S5 (StRPS5), mucin 2 (StMUC2), and V-type proton ATPase subunit E-like protein 

(StVAEL). Silencing the homologous gene of StRPS5 significantly weakened the resistance of tobacco 

to P. infestans. [Conclusion] Pi16275 plays a role in the infection of P. infestans in plants. 

Keywords: Phytophthora infestans; potato; RxLR effectors; target protein 

马铃薯 (Solanum tuberosum L.)属于茄科

(Solanaceae)茄属(Solanum)一年生草本植物，别

名土豆、洋芋、地蛋等，是世界四大主要粮食

作 物 之 一 。 然 而 由 致 病 疫 霉 (Phytophthora 

infestans)引起的马铃薯晚疫病能够使马铃薯产

量急剧下降甚至绝收，是马铃薯生产上的毁灭

性病害[1]。目前，多数杀菌剂对马铃薯晚疫病

无效，培育抗病品种是防治马铃薯晚疫病的主

要手段。因此，从植物与病原菌互作的角度深

入解析病原菌调控植物免疫的致病机理对病害

的防治具有重要意义。 

为抵御病原菌的侵染，植物进化出了一套

复杂的免疫体系来激活自身的防卫反应。该套

免疫体系主要包括两个层次，由病原相关分子

模 式 (pathogen-associated molecular pattern ，

PAMP)诱导的植物先天免疫反应(PAMP-triggered 

immunity，PTI)和病原菌效应蛋白(effectors)诱

导的特异性免疫反应(effectors-triggered immunity，

ETI)[2–3]。植物细胞表面的模式识别受体(pattern 

recognition recepters，PRR)能够识别病原菌的

PAMP，诱导植物产生非特异免疫反应，即 PTI

反应。而 ETI 反应主要由植物自身的抗病蛋白

(resistance protein，R)识别病原菌产生的效应蛋

白引发[4–6]。根据效应蛋白能否被植物抗病蛋白
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识别将其分成两类，能够被抗病蛋白识别的效

应蛋白也被称为无毒蛋白(avirulence protein，

Avr)；反之，则称该效应蛋白为毒性蛋白。根

据效应蛋白在寄主细胞中的定位，可将其分为

胞外效应蛋白和胞质效应蛋白两类。其中，

RxLR 效应蛋白是胞质效应蛋白的典型代表，该

类效应蛋白的N端含有一个保守的Arg-x-Leu-Arg 

(RxLR，x 代表任意氨基酸)结构域。这些效应

蛋白通过靶标寄主植物蛋白来干扰植物的免疫

反应，帮助病原菌快速侵染和成功定殖[7–9]。 

目前，在致病疫霉基因组中发现有 563 个

RxLR 胞质效应蛋白基因，但它们并不是都表

达，研究发现只有 100 多个可以在植物体内表

达和调控[10]。He 等研究发现，致病疫霉效应蛋

白 Pi06087 能够通过与马铃薯 U-box 蛋白激酶

(StUBK)互作进而抑制植物免疫，促进病原菌的

侵染[11]。致病疫霉效应蛋白 Pi17316 在本氏烟

中的瞬时表达增强了病原菌在植物中的定殖，

并且能够减弱由 PAMP 触发的植物细胞死亡，

表明 Pi17316 通过抑制植物的 PTI 免疫反应促

进植物感病[12]。此外，还有研究显示大豆疫霉

(Phytophthora sojae)效应蛋白 Avh241 通过与植

物质膜中的 NDR1 相互作用来抑制植物 ETI 反

应，干扰植物免疫[13]。辣椒疫霉(Phytophthora 

capsici)效应蛋白 PcAvh103 能够与植物 EDS1

的 脂 肪 酶 结 构 域 特 异 性 互 作 ， 通 过 破 坏

EDS1-PAD4 免疫信号通路来抑制植物免疫[14]。

然而，目前仍有大量的效应蛋白未被报道，这

些效应蛋白如何与植物互作从而调控植物自身

免疫应答有待进一步研究。 

课题组前期研究发现一个致病疫霉 RxLR

效应蛋白 PITG_16275 (命名为 Pi16275)。农杆

菌穿刺实验表明，该效应蛋白能够被四倍体马

铃薯野生种 HJT349-3 (Solanum hjertingii)识别

并产生过敏性坏死反应，但不能被四倍体马铃

薯栽培种 C88 识别，说明 Pi16275 兼具无毒和

毒性双重功能。本研究从蛋白亚细胞定位、农

杆菌介导的烟草瞬时表达、寄主靶标蛋白鉴定

及其功能初步研究等方面挖掘 Pi16275 在致病

疫霉侵染植物过程中发挥的作用。研究结果将

为马铃薯抗病新品种的培育及马铃薯晚疫病防

治奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

致病疫霉(P. infestans)菌株 88069、大肠杆

菌(Escherichia coli) DH5α、农杆菌(Agrobacterium 

tumefaciens) GV3101、酵母菌 (Saccharomyces 

cerevisiae) Y2HGold 及 Y187 均由本实验室保存

提供。 

1.1.2  植物 

本氏烟(Nicotiana benthamiana)和马铃薯(S. 

tuberosum L.)均种植于恒温气候室中(22 °C，    

16 h/8 h 光照/黑暗)生长 3–6 周后使用。 

1.1.3  质粒 

瞬时表达载体 pRI101-GFP，酵母双杂交载

体 pGBKT7、pGADT7，病毒介导的基因瞬时沉

默载体 pTRV1、pTRV2-GFP、pTRV2-PDS、

pTRV2 均由本实验室保存提供。 

1.2  基因克隆及载体构建 
构建 pRI101-GFP-Pi16275 载体用于瞬时超

表达及蛋白亚细胞定位。利用引物对(表 1)扩增

Pi16275 除信号肽以外的编码序列并连接到经

Sma I 及 Kpn I 双酶切的 pRI101-GFP 载体上，

形成重组载体 pRI101-GFP-Pi16275。 

构建载体 pGBKT7-Pi16275 及 pGADT7-X 

(X 代表可能与 Pi16275 产生互作的蛋白)，分别

用于酵母核系统 cDNA文库(文库材料来源于致

病疫霉菌株 88069 侵染马铃薯栽培种 C88 叶片
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不同时间的植物病样)筛选及酵母点对点杂交。

利用引物对(表 1)扩增 Pi16275 除信号肽以外的

编码序列及 X 的编码序列，分别连接到经 Nde I

和 EcoR I 双酶切的 pGBKT7 及 pGADT7 载   

体上。 

构建 pTRV2-X 载体用于病毒介导的基因

沉默(VIGS)实验。利用引物对(表 1)扩增 X 的编

码序列并连接到经 EcoR I 和 BamH I 双酶切的

pTRV2 载体上。将上述重组载体依次转入大肠

杆菌感受态 DH5α及农杆菌感受态 GV3101 中，

测序正确的菌株用于后续实验。 

1.3  Pi16275 在本氏烟中的瞬时表达及蛋

白亚细胞定位 
参考王洪洋[15]的方法，利用农杆菌介导的

烟草瞬时表达系统在烟草叶片表皮细胞中瞬时

表达 Pi16275。农杆菌注射烟草叶片 24 h 后，

在注射部位接种浓度为 2×105 个/mL 的致病疫

霉孢子囊悬浮液 10 μL。接种后的叶片置于

22 °C，相对湿度 80%，16 h/8 h 光照/黑暗的条

件下培养，5 d 后统计病斑面积。农杆菌注射烟

草叶片 36–48 h 后，撕取烟草叶片下表皮，用

激光共聚焦显微镜观察融合蛋白的亚细胞定位

并拍照。同时，提取该烟草叶片的总蛋白，以

GFP 抗体(成都正能)为一抗、HRP 抗体为二抗

(成都正能)，参照 Liu[16]等方法进行 Western 

blotting 分析。 

1.4  酵母核系统 cDNA 文库筛选及酵母点

对点杂交 
以 pGBKT7-Pi16275 为诱饵载体筛选酵母

核系统 cDNA 文库，以 pGADT7-X 为猎物载

体，分别与 pGBKT7-Pi16275 载体进行酵母点

对点杂交验证，具体操作步骤参照李晓静 [17]

的方法。 

1.5  病毒介导的基因沉默 
病毒介导的基因沉默具体操作步骤参照王

洪洋[16]的方法。利用荧光定量 PCR (qRT-PCR)

技术确定目的基因的沉默效率大于 70%后，采

用离体本氏烟叶片接种法接种致病疫霉孢子囊

悬浮液，孢子囊悬浮液浓度、接种量及接种后

的培养条件同 1.3，6 d 后统计病斑面积。 
 

表 1  PCR 扩增引物 
Table 1  PCR primers used in this study 
Primers Sequences (5ʹ→3ʹ) Purposes 

Pi16275-F/Pi16275-R gacgagctgtacaagcccgggTCTACCGGGACCGACGTTT/ 
gttgattcagaattcggatccGTCCAATTTGCCCATTGTCTTT 

pRI101-GFP-Pi16275
cloning 

BD-Pi16275-F/BD-Pi16275-R tcagaggaggacctgcatatgTCTACCGGGACCGACGTTT/ 
ggatccccgagtttggaattcGTCCAATTTGCCCATTGTCTTT 

pGBKT7-Pi16275 
cloning 

AD-F2-F/AD-F2-R gtaccagattacgctcatatgATGGACGCAGGTGTAGTTGCTG/ 
atgcccacccgggtggaattcTTAACGATTGGCCTTGGCAA 

pGADT7-F2 cloning

AD-F21-F/AD-F21-R gtaccagattacgctcatatgATGGCACTTTCTACCCCACCA/ 
atgcccacccgggtggaattcTTAGTTTCCAGAAGCTGGATCGT 

pGADT7-F21 
cloning 

AD-F33-F/AD-F33-R gtaccagattacgctcatatgATGAATGACGCCGATGTCTCC/ 
atgcccacccgggtggaattcTCAAGCAGCAACCTGACCG 

pGADT7-F33 
cloning 

AD-242-F/AD-242-R gtaccagattacgctcatatgATGGGCAAGAAAGGAA/ 
atgcccacccgggtggaattcTCAACTAAAATTATAT 

pGADT7-242 
cloning 

VIGS-F2-F/VIGS-F2-R gtgagtaaggttaccgaattcTTTCTCCACTTCGCCGTGTT/ 
cgtgagctcggtaccggatccCAACGATTGGCCTTGGCAAC 

pTRV2-F2 cloning 

VIGS-F21-F/VIGS-F21-R gtgagtaaggttaccgaattcGGATGGTGTGAGGTCTCTTC/ 
cgtgagctcggtaccggatccGCACGCTTGACATGTCTTTG 

pTRV2-F21 cloning

VIGS-F33-F/VIGS-F33-R gtgagtaaggttaccgaattcCTTCCTCACCACCAAGACAGT/ 
cgtgagctcggtaccggatccCTCAGGTGCATGGACATTTGC 

pTRV2-F33 cloning

Restriction sites in primer sequences are underlined. Lowercase letters represent homologous sequences at the end of the 
vector.  
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2  结果与分析 

2.1  瞬时超表达 Pi16275 促进致病疫霉侵染 
利用农杆菌介导的烟草瞬时表达体系在本

氏烟叶片中超量表达 Pi16275。随后，利用离体

烟草叶片接种法在超量表达 Pi16275 的本氏烟

叶片上接种致病疫霉。结果显示，瞬时超表达

Pi16275 的病斑面积显著大于阴性对照(超表达

GFP)的病斑面积，是阴性对照病斑面积的 3.28 倍

(图 1)。由此说明，在烟草叶片中瞬时超量表达

Pi16275 显著地促进了致病疫霉的侵染。 

2.2  Pi16275 的亚细胞定位 
为明确 Pi16275 在植物中的亚细胞定位，

利用农杆菌介导的烟草瞬时表达体系在本氏烟

叶片中表达 GFP-Pi16275 融合蛋白。撕取烟草

叶片下表皮并在荧光显微镜下观察拍照，结果

表明 GFP-Pi16275 融合蛋白定位在细胞核、细

胞质及细胞膜(图 2A)。提取本氏烟叶片总蛋白 
 

 
 

图 1  本氏烟叶片中瞬时超表达 Pi16275 能够促

进致病疫霉侵染 
Figure 1  Transient expression of Pi16275 in N. 
benthamiana promote the infection of P. infestans. 
A: GFP and Pi16275 are transiently expressed in N. 
benthamiana, followed by inoculation with P. 
infestans 88069 sporangia. Compared with GFP, 
Pi16275 is able to promote P. infestans infection 
after 6 days of inoculation. B: the lesion area 
expressing Pi16275 is significantly increased 
compared to GFP. Asterisked bars in each bar group 
differ significantly from those unmarked (P<0.05). 
Error bars: SD from three replicates. 

 
 
图 2  RxLR 效应蛋白 Pi16275 亚细胞定位 
Figure 2  Subcellular localization of Pi16275. A: 
Pi16275 is located in the nucleus, cytoplasm and 
cell membrane of N. benthamiana. The white arrow 
represents the cell membrane, and the red arrow 
represents the nucleus. Scale bars: 20 μm. B: 
Western blotting showed that both GFP and 
GFP-Pi16275 are stably expressed in N. 
benthamiana. The consistency of protein loading is 
indicated by Coomassie brilliant blue staining. The 
asterisk represents the target protein. 
 

进行 Western blotting 分析，结果显示，GFP 及

GFP-Pi16275 的蛋白分子量均与预期大小一致，

分别为 27 kDa 和 43 kDa。以上结果表明，GFP、

GFP-Pi16275 均能够在烟草叶片细胞中稳定表

达(图 2B)，蛋白亚细胞定位结果准确、可信。 

2.3  Pi16275 诱饵蛋白毒性和自激活检测 
本课题组前期以致病疫霉菌株 88069 侵染

马铃薯栽培种 C88 叶片不同时间的病样为材料

构建了酵母核系统 cDNA 文库。为明确马铃薯

中哪些蛋白能够与 Pi16275 互作，本研究以效

应蛋白 Pi16275 作为诱饵蛋白筛选酵母核系统

cDNA 文库，文库筛选前首先对 Pi16275 诱饵蛋

白 的 毒 性 和 自 激 活 特 性 进 行 了 检 测 。 将

pGBKT7-53 和 pGADT7-T (阳性对照组合)、

pGBKT7-Lam 和 pGADT7-T (阴性对照组合)、
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pGBKT7-Pi16275 和 pGADT7（实验组组合）、

pGBKT7 和 pGADT7 (空载体组合)分别转化到

酵母菌株 Y2HGold 中，涂布到相应的筛选平板

上培养 3–5 d。结果显示，所有载体组合转化酵

母菌株都能在 SD-Trp 培养基上生长，而且酵母

菌 落 大 小 和 数 量 都 没 有 明 显 差 异 ， 说 明

pGBKT7-Pi16275 表达的诱饵蛋白对酵母细胞

的生长无毒性(图片未展示)。将上述各转化酵 

母菌株点样在 SD-Trp-Leu/X-α-gal (二缺 )和

SD-Trp-Leu-His/X-α-gal (三缺)固体培养基上继

续培养 3–5 d。结果显示，各酵母转化菌株均能

在二缺培养基上生长；除阳性对照组合的酵母

转化菌株外，其余所有酵母转化菌株在二缺培

养基上都不显蓝色；除阳性对照组合酵母转化

菌株外，其余所有酵母转化菌株均不能在三缺

培养基上生长。以上结果说明，诱饵质粒

pGBKT7-Pi16275 已经成功转入酵母 Y2HGold

中，且诱饵蛋白 Pi16275 不能启动下游报告基

因，不存在自激活(图 3)。 

2.4  酵母核系统 cDNA 文库筛选 Pi16275

的互作蛋白 
以 Pi16275 为诱饵蛋白，通过筛选酵母核

系统 cDNA 文库得到酵母菌株阳性克隆，提取

阳性克隆菌株的质粒并送生物公司测序，将测

序结果在 NCBI 网站(https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov)上进行 BLAST 比对分析，共得到 10 个可

能与 Pi16275 产生互作的候选靶标蛋白(表 2)。 

2.5  Pi16275 与候选靶标蛋白酵母点对点

杂交验证 
将 10 个候选基因构建到酵母双杂交猎物

载体中，其中 7 个候选靶标蛋白的载体构建与

表达获得成功(F22、F32、F106 并未构建成功)，

随后将猎物载体分别转化酵母 Y2HGold后涂布

到酵母缺陷型培养基上。除了阳性对照菌落显蓝

色外，其余菌落均为白色且菌落大小与阳性、阴 

 

 
 
图 3  Pi16275 无酵母自激活效应 
Figure 3  Pi16275 has no auto-activation effect in 
yeast. All yeast transformed strains can grow on 
SD-Trp-Leu/X-α-gal medium. Yeast co-expressing 
pGBKT7-Pi16275 with pGADT7 does not grow on 
SD-Trp-Leu-His/X-α-gal medium and does not have 
X-α-gal activity. Scale bars: 10 mm. 

 
表 2  候选靶标蛋白编码基因测序比对结果 
Table 2  Sequencing results of candidate target protein coding genes 
Number Gene ID Gene annotation 

242 102600586 Solanum tuberosum protein IQ-DOMAIN 1, transcript variant X1, mRNA 

F2 102597496 40S ribosomal protein S5 

F21 102599206 Mucin-2 isoform X2 

F22 102596179 Uncharacterized protein 

F32 102601057 40S ribosomal protein SA-like 

F33 102589135 V-type proton ATPase subunit E-like 

F40 102603033 Isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory subunit 1, mitochondrial-like 

F44 102598404 Annexin D1-like 

F59 102605698 Pre-mRNA-splicing factor SPF27 homolog 

F106 102600457 SEC1 family transport protein SLY1-like 
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性对照无明显差异。由此可知，候选靶标蛋白对

酵母 Y2HGold 细胞无毒性，也无自激活现象(部

分结果见图 4)。将上述猎物载体分别与诱饵载体

pGBKT7-Pi16275 进行组合，共转化 Y2HGold 后

于酵母缺陷型培养基上分别培养 3–5 d。结果显

示，其中 3 个实验组合在缺陷型培养基上有菌落

生长，并且菌落呈蓝色(图 5)。上述结果表明， 
 

 
 
图 4  猎物蛋白无酵母自激活效应(图中仅展示部

分结果) 
Figure 4  Prey proteins have no auto-activation 
effect in yeast (only partial results are shown in the 
figure). All yeast transformed strains can grow on 
SD-Trp-Leu/X-α-gal medium. Yeast co-expressing 
pGADT7-X with pGBKT7 does not grow on 
SD-Trp-Leu-His/X-α-gal medium and does not have 
X-α-gal activity. Scale bars: 10 mm. 

Pi16275 能够与 3 个靶标蛋白产生互作，它们分

别是 40S 核糖体亚基蛋白 S5 (StRPS5)、粘蛋白 2 

(StMUC2)、V 型 ATP 酶 E 亚基类似蛋白(StVAEL) 

(分别对应表 2 中的编号 F2、F21、F33)。 

2.6  VIGS 技术分析靶标蛋白的功能 
利用 VIGS 技术沉默 3 个靶标蛋白基因在本

氏烟中的同源基因，荧光定量 PCR 方法检测 3 个

靶标蛋白基因的沉默效率在 80.59%–89.39%，表

明沉默效果较好(图 6C)。随后采集各实验组的 

 

 
 

图 5  Pi16275 与 3 个候选蛋白的酵母点对点互作

验证 
Figure 5  Verification of yeast point-to-point 
interaction of Pi16275 and 3 candidate proteins. All 
three point-to-point combinations can grow on 
SD-Trp-Leu-His-Ade/X-α-gal medium and have 
X-α-gal activity. Scale bars: 10 mm. 

 

 
 

图 6  VIGS 沉默靶标基因后致病疫霉侵染情况 
Figure 6  Infection of P. infestans after VIGS silencing target genes. A: the typical photos were taken on the 
6th day after inoculation; B: lesion area of each silenced N. benthamiana leaves; C: gene silencing efficiency. 
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烟草叶片，接种致病疫霉。病斑面积统计结果表

明，沉默 NbRPS5 的叶片病斑面积为 153.67 cm± 

4.71 cm 显著大于阴性对照 GFP (49.93 cm±  

6.51 cm)；沉默 NbMUC2 和 NbVAEL 的叶片病

斑面积(分别为 52.67 cm±4.91 cm、46.20 cm± 

2.91 cm)与阴性对照相比并无显著差异(图 6A, 

6B)。以上结果表明，沉默 NbRPS5 基因能够促

进致病疫霉的侵染，说明 NbRPS5 在植物抵御

病原菌侵染过程中发挥正调控作用。 

3  讨论与结论 

致病疫霉基因组中约有 563 个 RxLR 效应

蛋白，一些 RxLR 效应蛋白在植物中超量表达

能够促进致病疫霉的侵染[11]。例如，在植物中

瞬时表达 RxLR 效应蛋白 Pi04314、Pi04089、

IPI-O1 和 IPI-O4 等均能够增强病原菌定殖并促

进植物感病[18–20]。本研究利用农杆菌介导的瞬

时超量表达技术在本氏烟叶片中瞬时超量表达

致病疫霉 RxLR 效应蛋白 Pi16275 并接种致病

疫霉游动孢子。研究结果表明，Pi16275 的超量

表达显著促进了致病疫霉的侵染，暗示 Pi16275

在致病疫霉的侵染过程中发挥重要作用。 

致病疫霉效应蛋白能够被分泌并进入植物

细胞内，在不同的亚细胞区域发挥其功能。例

如，致病疫霉效应蛋白 PITG_22926 定位在细

胞核，且在细胞核中发挥其致病功能[21]。效应

蛋白 PITG_22798 定位在细胞核并能够被寄主

植 物 识 别 并 触 发 细 胞 死 亡 [22] 。 效 应 蛋 白

PITG_04089 主要定位在细胞核同时伴有细胞

质背景，在该蛋白的 N 端分别加上核输出信号

(NES)及核定位信号(NLS)形成融合蛋白，结果

表明核输出融合蛋白显著降低了致病疫霉的侵

染水平，说明 PITG_04089 的细胞核定位对病

原菌的侵染至关重要[19]。本研究中，亚细胞定

位研究结果显示 Pi16275 定位于烟草叶片表皮

细胞的细胞核、细胞质及细胞膜中，且 Western 

blotting 分析结果表明 Pi16275 能够在植物细胞

中稳定表达。此外，Pi16275 的亚细胞定位与致

病性之间的关系如何还有待进一步研究。后续可

分别构建 Pi16275 的核输出及核定位融合蛋白，

在烟草叶片中分别表达后接种致病疫霉游动孢

子并统计叶片的病斑面积，根据病斑面积情况判

断 Pi16275 的亚细胞定位与其致病性之间的关系。 

为进一步明确 Pi16275 在致病疫霉侵染过

程中的作用，本研究利用酵母核系统 cDNA 文

库筛选技术及酵母双杂交技术对 Pi16275 在马

铃薯中可能的互作蛋白进行了筛选。本研究最

终筛选出 3 个能够与 Pi16275 产生互作的候选

靶标蛋白。进一步利用 VIGS 技术在本氏烟中

沉默 3 个候选靶标蛋白基因的同源基因，结果

发现沉默 StRPS5 的同源基因 NbRPS5 后，本氏

烟对致病疫霉的抗性大大降低。以上结果说明

StRPS5 在马铃薯抵御致病疫霉侵染过程中发

挥重要作用。前人研究表明，核糖体蛋白参与

了 rRNA 的加工、折叠、核糖体亚基的组装和

转运等[23]。除此之外，还有研究显示植物核糖

体蛋白与抗病免疫应答、紫外胁迫应答、高温

及低温胁迫应答等相关[24–27]。目前，关于 RPS5

参与植物免疫应答的报道很少。Saha 等的研究

表明，水稻(Oryza sativa)核糖体蛋白 RPS5 及

RPS5a 能够通过提高自身基因的表达水平分别

抵 御 丝 核菌 (Rhizoctonia solani) 及黄单胞菌

[Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)]的侵染[28]。

但是，以上有关植物 RPS5 的功能研究均停留

在表型层面，缺乏相应的机制研究。因此，后

续可以 StRPS5 为切入点，解析 StRPS5 与

Pi16275 的互作机制，进一步阐明 Pi16275 促进

植物感病的可能途径。 
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