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摘 要 将缺失:端信号肽序列的<2?"@8A基因和在第%B位氨基酸处发生琥珀突变的<2+
?"@8A基因置于:9C/双$DE启动子驱动下，转化马铃薯，获得!7FGG抗性植株。经对,’株

!7FGG抗性植株的E"4@316A检测和对DD株!7FGG抗性植株的!"4@316A分析，证实了<2+
?"@8A基因的插入和转录。对,)株转<2?"@8A基因和)&株转琥珀突变<2?"@8A基因植株的

抗病性测定，分别筛选出*株和)’株抗病性与非转基因植株有显著差异（!H’I’D）的转基因

植株。对*株转<2?"@8A基因植株的="@J0"@+K>GE.和 L12@16A杂交分析，证明<2?"@8A蛋

白胞外分泌能够赋予转基因植株叶片抗晚疫病的能力，研究结果暗示<2?"@8A蛋白具有抑菌

活性的部位可能位于其!端。

关键词 <2?"@8A，胞外分泌，转基因植株，马铃薯晚疫病

分类号 E($DI$, 文献标识码 . 文章编号)’’’+$’B)（)%%%）’,+’)$D+(’

<2?"@8A是从受盐协迫的烟草细胞培养物中发现的一种蛋白［)，,］，在一级结构上与非

洲浆果（!"#$%#&’($$)*#+,-..,,）高强度的甜味蛋白具有相似性。烟草<2?"@8A蛋白能被

烟草花叶病毒（FC/）侵染诱导表达，是一种病程相关蛋白。体外实验表明，烟草<2?"@8A
蛋白对马铃薯晚疫病菌/"&’0"&"’1#,+2-)&#+)具有抑制活性，当浓度大于(’A?"0／>时，

裂解/3,+2-)&#+)孢子囊的顶端，当浓度大于(’’A?"0／>时，对/3,+2-)&#+)菌丝生长有

很强的抑制作用［$］；番茄受/3,+2-)&#+)侵染后也产生一种<2?"@8A+08M1蛋白，对/3,+4
2-)&#+)产生抑制作用［$］。>84等人证明组成型表达烟草<2?"@8A蛋白的马铃薯植株推迟

病斑出现时间［(］。最近，N34等人又报道组成型表达马铃薯<2?"@8A+08M1蛋白的马铃薯

植株能降低/3,+2-)&#+)的侵染频率［D］。/3,+2-)&#+)是以细胞间为主要繁殖场所的专性

寄生菌，为获得高抗晚疫病的转基因马铃薯，作者克隆了缺失:端信号肽序列（引导蛋白

在细胞液泡内定位）、保留!端信号肽序列（引导蛋白分泌至胞外）的烟草<2?"@8A基

因［B］。在基因克隆过程中，由于7:;错配，获得了一个在第%B位氨基酸处产生琥珀突变

的<2?"@8A基因。本文研究了转这两个<2?"@8A基因的马铃薯对晚疫病的抗性，证明<2+
?"@8A蛋白胞外分泌能够赋予转基因植株叶片抗晚疫病的能力，并暗示<2?"@8A蛋白具有

抑菌活性的部位可能位于其!端。
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! 材料与方法

!"! 材料

质粒!"#$%&’(克隆有含)端信号序列、缺失’端信号肽序列的*+,-./0蛋白基

因编码序列；质粒!"#$%&’1克隆有含)端信号序列、缺失’端信号肽序列并发生琥珀

突变的*+,-./0蛋白基因编码序列；质粒!23(4(克隆有’5&6双1(7启动子、8&6的!
序列和)*7终止子组成的基因表达单元，购自加拿大923；!$%&1:;（<）质粒购自华美

公司；=>?)8质粒!23)9#@7、马铃薯转化品系#/0A6和"4（均为二倍体）及!"#$%&’(
)*$’分离物BCD4E（"5FAD，1，G，H，I，E，DC，DD），分别由荷兰’9"*>?#*分子生物学系和育

种系提供。

!"# 方法

!"#"! 9’"扩增与分子克隆：参考75,JK--L等人的方法［I］。

!"#"# 马铃薯转化：参考6/++AK等人的方法［E］。

!"#"$ 7-M.NAK0和)-K.NAK0分析：植物?)8提取参考O/PP/+等人的方法［B］，植物总

")8提取参考75,JK--L等人的方法略加修改进行［I］，7-M.NAK0和)-M.NAK0杂交按常规

方法进行［I］，其探针由!"#$%&’(和!"#$%&’1经限制酶+,-3和.*/O3双酶切走

琼脂糖电泳分离得到。

!"#"% ?-.>JP-.%#378：取DCC,Q叶片组织，加DCC"#DR927缓冲液（DGC,,-P／#
)5’P，4SI,,-P／#T’P，DC,,-P／#)54O9*G，DSE,,-P／#TO49*G，!OIS1）研磨，离心、

稀释DC倍备用。第一抗体为兔抗9"(蛋白抗体，由7AP/.KA00/L-;;博士惠赠，第二抗体为

标记有碱性磷酸酯酶的羊抗兔抗体，用)2=／2’39系统显示颜色反应。

!"#"& UA+.AK0杂交：细胞可溶性总蛋白提取参考V5W0A+等人的方法［DC］，细胞间蛋白

提取按XAU/.和7!/L,50的方法制备［DD］。从细胞间蛋白被抽取的叶片组织中提取细胞

内蛋白，方法同细胞总蛋白提取，蛋白7?7聚丙烯酰胺凝胶电泳及UA+.AK0JP-../0Q参考

75,JK--L等人的方法［I］，UA+.AK0杂交同?-.JP-.>%#378。

!"#"’ 抗病性测定：供试植株为1E株形态正常、健康生长的转基因植株，并以空载体

!23)9#@7转化或从茎段直接再生的非转化的形态正常植株和对晚疫病敏感的品种2/0>
.YA（检查接种物的致病性）为对照。!"#$%&’)*$’生长培养基和游动孢子诱导参考’5.A0
和V/0L+的方法进行［D4］，游动孢子的接种浓度为(万个／,#。抗病性鉴定采用离体叶片

鉴定方法［D1］。当植株移栽于温室E周后，从植株顶部计起，取第1、G、(片展开叶进行接

种。每片叶片有(个小叶，每个小叶接种一点（叶背远周处），因此每一植株计有D(个接

种点，每一点接种DC"#（(CC个游动孢子）接种物。人工气候室内的光照为DHN（DEZ），黑

暗EN（D(Z），相对湿度DCC[。

从接种第1天起，用电子测径器测量接种点的病斑大小，连测1次。根据病斑的最长

和最宽值（两者成直角）计算其面积：0\D／GR#R长R宽。如果病斑大小局限于接种点

内，即：C!0!DH,,4，则侵染未成功；在1次测量中，如果病斑面积都小于接种点面积，

则视为过敏性反应；如果病斑面积有一次超过DH,,4，即被视为侵染成功。对侵染成功

的病斑，根据其面积计算病斑的平均半径，以时间（X）为横坐标，以病斑平均半径为纵坐
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标，通过线性回归，估计病斑生长速率（!"#），!"#的统计分析用$%&’$进行。

! 结果与分析

!"# $%&’()*蛋白基因植物高效表达载体的构建

图( &)*+,-.基因植物表达载体

/-01( 234.,56785))-+.95:,+8+;&)*+,-.05.5

用!"#<和$%&=<将质粒

7#!">?@A和7#!">?@B中

的&)*+,-.基因片段切下，克隆

在质粒7C<ADA上，构建&)*+,-.
基因植物表达载体，得到重组质

粒 7#!C<@A 和 7#!C<@B（ 图

(）。用’()E!、*"##<将质粒7#!C<@A和7#!C<@B上的&)*+,-.基因表达盒切下克隆

在F-质粒7C<%2!GH上，得到重组F-质粒7C<%@A和7C<%@B。经液氮冻融法将F-重

组质粒转化农杆菌+,-#.%"/0-(1&/1&02%"(0)3!C$IIJI，经卡那霉素（(JJ"0／*!）和利

福平（AJ"0／*!）筛选，获得含有重组F-质粒的农杆菌单菌落。

!"! 马铃薯遗传转化及转基因植株再生

以马铃薯二倍体基因型!-.5’和#D为转化起始材料，用叶盘法转化马铃薯茎段外

殖体，经卡那霉素抗性筛选，获得AA株卡那霉素抗性植株，其中来自基因型!-.5’的有

II株，来自基因型#D的有((株。

!"+ $%&’()*基因的整合

从D个&)*+,-.基因转化的植株中各取(J株，提取叶片总K%$，通过*"##<酶解，

进行H+L,M58.分析，表明&)*+,-.基因已整合进马铃薯基因组，整合点因植株而异，至少

有(#N个整合点。图D示N株转基因植株的H+L,M58.杂交结果。

图D &)*+,-.基因在转基因马铃薯植株中

的拷贝数分析

/-01D $.43O)-)+;:+7O.L*P58+;&)*+,-.
05.5-.,84.)05.-:7+,4,+

(、D1G.,84.);+8*5E734.,；B#Q1F84.)05.-:734.,)

!", -’.(/0.*分析

对转&)*+,-.基因的BB株和转琥珀突

变&)*+,-.基因的DD株植株进行%+8,M58.
分析（图B），证明&)*+,-.基因在*#%$水

平上进行了表达。

!"1 转基因植株的抗病性鉴定

以病斑生长速率（!"#）为指标，测定了

转基因植株对45()203/%)3的抗性。在接种

的(A片小叶上，未转基因植株!-.5’（对照）

的平均!"#值为BRIISJRII**／E，#D（对照）的平均!"#值为IR(NSJRBB**／E。根

据对!"#值的统计分析，在表达&)*+,-.蛋白基因的D(株转基因植株中（Q株来自基因

型#D），Q株的抗病性与对照差异显著（$TJRJA），其!"#值分别为DRIUS(RJV，(RNQS
JRNB，(RQJSJR(I，JRQISJRIB，(RDISJRBB，(RBQSJRIB，(RIBSJRD(（画线者来自#D基

因型），V株和对照差异极显著（$TJRJ(）。在表达琥珀突变&)*+,-.基因的(V株转基因

植株中（其中B株来自基因型#D），(J株的抗病性与对照差异显著（$TJRJA），其!"#值

分别为DRJQSJRQI，DR(DSJRDB，DR(BSJRVQ，DRBVS(RAV，(RQQSJRIV，(RDISJRJV，

VB(D期 李汝刚等：表达&)*+,-.蛋白的基因马铃薯对晚疫病的抗性分析



图! 转基因马铃薯的"#$%&’$(分析

)*+,! "#$%&’$(-(-./0*0#1%$-(0+’(*23#%-%#3.-(%0
456,7#0*%*8’；956:，956;,"’+-%*8’；

:!!!,<$-(0+’(*23.-(%0

:=>?@A=;>，;=B!@:=A:，;=;;@A=:;，

!=AA@:=AC（画线者来自D;基因型），其

中?株和对照差异极显著（"EA=A:）。

图B 转基因植株中F0G#%*(蛋白

的表达与胞外分泌

)*+,B HI3$’00*#(-(J*(%’$2’..K.-$0’2$’%*L
#(#1F0G#%*(3$#%’*(*(%$-(0+’(*23.-(%0
M,N’%’2%*#(#1F0G#%*(3$#%’*(’I3$’00*#(O/
N#%LO.#%HPQRM
:,3#0*%*8’；;,K(%$-(01#$G’J3.-(%0；!!?,
%$-(0+’(*23.-(%0
S,M(-./0*0#1*(%’$2’..K.-$0’2$’%*#(#1’IL
3$’00’JF0G#%*(3$#%’*(O/T’0%’$(LO.#%%*(+
Q,U(%$-(01#$G’J3.-(%0；QQ，QQQ,<$-(0+’(*2
3.-(%0
-,Q(%’$2’..K.-$3$#%’*(；O,Q(%$-2’..K.-$
3$#%’*(；2,<#%-.2’..3$#%’*(

!"# 蛋白质表达及其胞间分泌

对>株转F0G#%*(基因抗病植株的

蛋白 表 达 及 其 胞 间 分 泌 进 行 了 研 究。

N#%LO.#%HPQRM检测表明，F0G#%*(基因

在翻译水平上得到表达（图B）。取;株抗

病转基因植株的叶片，通过对细胞总蛋

白、胞 间 蛋 白 和 细 胞 内 蛋 白 的 RNRL
7MVH、T’0%’$(O.#%%*(+分 析，证 明 F0L
G#%*(蛋白表达后，在自身"端信号肽的

引导下分泌到了细胞外。

$ 讨 论

过去几年来，对7D蛋白的研究发现，除7DL:-蛋白外［:B］，液泡内的碱性7D蛋白比

胞外的酸性蛋白具有更强的抗菌活性［:W］，液泡内抑菌性强的7D蛋白分泌至胞外后显著

提高转基因植株的抗性水平［:>!:?］，这与大部分

病原菌的侵染初期发生在寄主细胞间有关。事

实上，非转基因马铃薯中也有F0G#%*(L.*X’蛋白

的积累，但出现的时间较晚，一般在!"#$%&’()$’
侵染后的C>&，但由于侵染后期!"#$%&’()$’生

长（致病作用）占主导地位，即使高的F0G#%*(L.*X’
蛋白量，也难以抑制!"#$%&’()$’的旺盛生长［W］。

因此在!"#$%&’()$’侵染初期细胞被破坏后，F0L
G#%*(蛋白的及早释放对抗病效果尤为重要。

根据!"#$%&’()$’的生长繁殖以细胞间为主

要场所的寄生特点，本实验改变F0G#%*(蛋白在

转基因植株内的定位空间，使转基因植株在!"
#$%&’()$’侵染初期发挥抑菌作用。抗病性测定

表明，虽然接种的生理小种致病性强（复 合 小

种）、接种浓度比较高，仍然显示F0G#%*(蛋白的胞

外分泌赋予转基因马铃薯叶片抗晚疫病的能力。

对于F0G#%*(蛋白的抑菌机制，尚不清楚。

从玉米等禾谷类作物种子中分离纯化了与F0L
G#%*(蛋 白 一 级 结 构 类 似 的Y’-G-%*(或Y’-L
G-%*(L.*X’蛋白，体外实验证明这些蛋白对*)$+
,#,))-.#/)$’（人类病原）、01#/23,&14)1&&’&#（菌
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物病原）、!"#$%&’%(’)*"’&(（植物病原）和+$,%*)-*%’.%’))’（非病原菌）等真菌具有不同

强度的抑菌活性［!"］。它们共同的结构特征是含有!#个半胱氨酸，$个二硫键，具有强疏

水性，分子量在%%!%&’(之间，推测这些结构类似的抑菌蛋白在抑菌机制上可能通过改

变菌株细胞膜的透性使菌株致死。如果这种假设成立，那么)*+,-./蛋白在结构上至少

应有两个结构域，一个结构域负责与真菌细胞膜的结合，另一个结构域负责细胞膜穿孔。

本实验测定了一个发生琥珀突变的)*+,-./基因，在马铃薯中表达后对晚疫病的影

响。该基因终止密码子提前至包括01端信号肽序列在内的"#个氨基酸处（全长基因编码

%2%个氨基酸）。经遗传转化和抗病性测定发现在%%株转基因植株中，有!3株具有抗病

性，其中有2株转基因植株的456!!70。8,9-:;9/分析表明这一非完整的)*+,-./基

因已被导入转基因植株，并在+68<上得到表达。=>?;:,9/$#’"/报道玉米@;>+>-./A
?.’;蛋白在转基因番茄内表达后通过一未知机制降解掉第!$3位氨基酸后的B端肽链

（降解的肽链中含有0个二硫键），纯化后的水解蛋白仍保持原有的抑菌活性［%3］。对转非

完整)*+,-./基因植株，尽管需要从蛋白表达方面进行进一步分析，但暗示)*+,-./蛋白

具有抑菌活性的部分可能位于蛋白的8端。
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