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生物技术与方法                                                              

灰葡萄孢菌激发子 pebC1在毕赤酵母中的分泌表达及 
其生物活性分析 

张云华，杨秀芬，刘延锋，玉山江，邱德文 
中国农业科学院植物保护研究所 农业部作物有害生物综合治理综合性重点实验室，北京 100081 

摘  要: 为了实现激发子 PebC1 编码基因在毕赤酵母中的分泌表达，采用 PCR 方法从灰葡萄孢菌 BC-4-2-2-1 菌株中扩

增获得激发子 PebC1 的编码序列，将其亚克隆至酵母分泌型表达载体 pPIC9K 中，以此片段构建了 pPIC9K-pebC1 重组

表达质粒。重组表达质粒经 Bgl Ⅱ线性化处理，电击转化至毕赤酵母宿主菌 GS115，经 MD、G418-YPD 平板和 PCR

法筛选，获得了重组毕赤酵母菌 GS115/pPIC9K-pebC1。用甲醇诱导重组酵母菌表达目标蛋白，发酵液经 SDS-PAGE 电

泳分析，在约 39 kDa 处出现特异目标条带。Western blotting 检测结果说明，重组表达产物具有良好的抗原性。生物活

性检测表明，酵母重组表达蛋白 PebC1 能够诱导拟南芥和黄瓜幼苗对灰霉病的抗性。 

关键词 : 激发子，pebC1 基因，毕赤酵母，生物活性  

Expression of a protein elicitor pebC1 from Botrytis cinerea in  
Pichia pastoris 

Yunhua Zhang, Xiufen Yang, Yanfeng Liu, Shanjiang Yu, and Dewen Qiu 

Key Laboratory of Integrated Pest Management in Crops, Ministry of Agriculture, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract:  In order to express PebC1 in Pichia pastoris, the pebC1 sequence was amplified from genome Botrytis cinerea 
BC-4-2-2-1 by PCR and subcloned into the Pichua pastoris expression vector pPIC9K to generate pPIC9K-pebC1. The recombinant 
plasmid was linearized by Bgl II and transformed into Pichia pastoris GS115 by electroporation. Recombinant Pichia pastoris 
GS115/pPIC9K-pebC1 was screened by MD and G418-YPD plates and further confirmed by PCR. The protein expression was 
induced by methanol and analyzed by SDS-PAGE. SDS-PAGE analysis showed a special band about 39 kDa and western blotting 
indicated a good antigenicity of the expressed protein. Bioassay results showed that the recombinant protein PebC1 can induce 
resistance to gray mould disease of cucumber and Arabidopsi thaliana. 
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激发子  (Eicitor) 是一类能够诱导植物产生防

卫反应的信号分子 [1]，对于启动寄主植物的抗性表

达起着关键作用。激发子包含的物质范围很广，主

要有寡糖、多肽、蛋白和各种脂类等[2]。激发子与

植物作用后，首先与植物细胞表面原生质膜上的受

体结合，通过构型变化激活胞内有关酶的活性和蛋

白质磷酸化，形成第二信使，信号因而放大，最终

通过对特殊基因的调节激发植物产生防卫反应[3-4]。

近年来，利用激发子诱导抗病性保护的植物范围已

从多种双子叶植物扩展到单子叶植物[5]，防治的病

害种类也越来越广泛，涉及多种真菌、细菌和病毒

引起的病害。 

本实验室从灰葡萄孢菌中分离纯化出了一种分

子量为 36 kDa 的酸性、热稳定的蛋白激发子，将其

命名为 PebC1。已经明确该激发子能诱导提高番茄

抗病性和小麦抗旱性[6]。 

构建基因工程菌株并实现高效表达是开发基

因工程农药的基础。2001 年美国 EDEN 生物科学

公司将由梨火疫病菌 hrpN 编码的 harpinEa 在大肠

杆菌 E. coli 中表达，成功开发成具有广谱性的无公

害生物农药 Messenger[7]。赵梅勤等将水稻条斑病细

菌 hpa1 基因在大肠杆菌中表达，研发了新型的蛋白

质生物农药 harpinXooc，用于稻瘟病、纹枯病和稻曲

病等水稻主要病害的防治[8]。 

巴斯德毕赤酵母表达系统具有表达量高、能进

行蛋白质翻译后修饰、遗传稳定性较好、容易大规

模生产、成本低等特点，目前已有数百种蛋白在此

系统中成功表达，且有的蛋白的表达量达到每升十

几克。本研究旨在实现激发子 PebC1 编码基因在毕

赤酵母中的高效分泌表达，为新型蛋白激发子生物

农药的开发利用提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 
灰葡萄孢菌 Botrytis cinerea BC-4-2-2-1，由北京

市农林科学院植物保护研究所提供；大肠杆菌

Escherichia coli DH5α菌株、毕赤酵母 Pichia pastoris 

GS115 菌株、分泌型酵母表达载体 pPIC9K 均由本

实验室保存；含有 pebC1 基因的原核表达载体

pET-28a (+) -pebC1 由本实验室构建。 

1.2  植物材料 
拟南芥哥伦比亚野生型 Arabidopsis thaliana 

Columbia 由本实验室保存。黄瓜品种中农 8 号由中

国农业科学院蔬菜花卉研究所提供。 

1.3  工具酶与试剂 
限制性内切酶 EcoR Ⅰ、Not Ⅰ、Bgl Ⅱ购于

TaKaRa 公司；T4 DNA 连接酶购于 NEB 公司；Taq

酶、蛋白质分子量标准、DNA marker、质粒提取试

剂盒购于 TIANGEN 公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒

购于 OMEGA 公司；氨苄青霉素钠、卡那霉素、G418、

D-生物素购于 Merck 公司；IPTG、丙烯酰胺、琼脂

糖购自 Sigma 公司；酵母提取物、蛋白胨购于 OXOID

公司；酵母无氨基酸基本氮源培养基 YNB 购于

Difco 公司；其他生化试剂均为国产分析纯试剂。 

1.4  重组酵母表达载体 pPIC9K-pebC1 的构建 
用 EcoR Ⅰ和 Not Ⅰ分别双酶切质粒 pET-28a 

(+) -pebC1 和酵母表达质粒 pPIC9K，凝胶电泳回收

目的片段。酶切后的酵母表达质粒 pPIC9K 与酶切

后的目的基因片段用 T4 DNA 连接酶连接，连接产

物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，筛选阳性克隆，

PCR 方法鉴定后测定序列。 

1.5  毕赤酵母的转化 
将重组表达载体 pPIC9K-pebC1 用 Bgl Ⅱ酶切

使之线性化，电击转化毕赤酵母菌 GS115。将转化

的菌液涂布于 MD 平板上，30 ℃进行培养，直至出

现菌落。用相同的方法转化空载体作对照。本实验

所涉及的方法参照 Invitrogen 公司毕赤酵母操作手

册 进 行  (Invitrogen Corporation. A manual of 
methods for expression of recom-binant proteins. 
USA)。 

1.6  阳性转化子的 PCR 鉴定 
采 用 煮 - 冻 - 煮 的 方 法 [9] 制 备 酵 母 基 因 组

DNA，以此为模板，选用载体 pPIC9K 通用引物
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中的上游引物和扩增目的基因所用引物中的下

游 引 物 进 行 PCR 扩 增 ， 上 游 引 物 为 ：

5′-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3′；下游引物为：

5′-TTGCGGCCGCCTATATGCTTAGAGCCATGATG
GAA-3′。 

扩增条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃ 1 min，

60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循环；72 ℃延伸 10 min。 

1.7  重组酵母的诱导表达 
选取 PCR 鉴定正确的酵母重组子单菌落接种到

20 mL BMGY 液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养

至 OD600=2~6；室温下 3 000×g 离心 5 min，收集菌

体，用 20 mL 含 0.5％甲醇的 BMMY 液体培养基重

悬菌体，30 ℃、200 r/min 继续振荡培养，诱导 PebC1

蛋白的表达。每隔 24 h 补加 100％甲醇 0.1 mL，在

诱导 48、72 h 时分别取 1 mL 培养液，13 000 r/min

离心 15 min，收集上清，用于 SDS-PAGE 检测。 

1.8  重组酵母表达产物的鉴定 
以从灰葡萄孢菌中纯化的 PebC1 蛋白免疫家

兔，制备多克隆抗体。抗体制备由北京康为世纪生

物科技有限公司完成。采用 ELISA 方法[10]检测免疫

家兔抗血清的效价。重组酵母分泌表达的蛋白经

SDS-PAGE 电泳后，进行 Western blotting，方法参

见《分子克隆实验指南》[11]。 

1.9  重组酵母表达蛋白的生物活性测定 
1.9.1  重组酵母表达蛋白对拟南芥抗灰霉病的诱导

作用 

用重组酵母菌诱导表达的上清液  (浓度分别

为 5、10 mg/L) 喷雾处理 8~10 叶期的拟南芥叶片，

诱导 4 d 后接种灰葡萄孢菌孢子悬液  (105 个孢

子 /mL)，稀释后的浓度为 80~100 个孢子/μL，取 5 μL

点滴在标记的叶片上。灰葡萄孢菌孢子悬液的制备

和接种均参考文献[12]。每个处理 6 株，重复 3 次。

以空载体诱导表达的上清液作为对照，黑暗下保湿

24 h，1 周后进行病级调查，计算诱抗效果。按

Bradford[13]方法测定蛋白质的含量，以牛血清白蛋

白绘制标准曲线。 

1.9.2  重组酵母表达蛋白对黄瓜抗灰霉病的诱导

作用  

用重组酵母菌诱导表达的上清液 (浓度分别为

5、10 mg/L) 喷雾处理 3~4 叶期的黄瓜叶片，处理

3 d 后喷雾接种灰葡萄孢菌孢子悬液  (105 个孢

子/mL)。每个处理 6 株，重复 3 次。用相应浓度空

质粒表达液作为对照。黑暗保湿 48 h，1 周后进行

病级调查，计算诱抗效果。 

2  结果与分析 

2.1  真核表达载体的构建与鉴定 
构建含有灰葡萄孢菌激发子 pebC1 基因片

段的重组表达载体 pPIC9K-pebC1。重组质粒经

EcoR Ⅰ/Not Ⅰ双酶切鉴定 (图 1) 和 PCR 检测，均

得到约 700 bp 产物，表明 pPIC9K-pebC1 构建成功。 

2.2  pebC1 重组表达载体的序列分析 
测序结果表明，表达片段完整，全长 639 bp，

与灰葡萄孢激发子基因 pebC1 序列一致，表达片段

以正确的阅读框架插入到 pPIC9K 的多克隆位点

EcoRⅠ和 NotⅠ之间。 

2.3  酵母的电击转化与表达菌株的筛选 
将 Bgl Ⅱ酶线性化处理的 pPIC9K-pebC1 重组

质粒和空载体 pPIC9K 分别电击转化导入毕赤酵母

GS115 后，分别涂布于 MD 平板上。用含不同浓度

G418 抗生素的 YPD 平板筛选后，获得了能在含

G418 抗生素高浓度平板上生长良好的菌落。挑选的 

 

图 1  重组表达载体 pPIC9K-pebC1 的酶切结果 
Fig. 1  Enzyme digestion result of recombinant expression 
vector pPIC9K-pebC1. M: DNA marker; 1: digested with EcoR I 
and Not I; 2: empty vector digested with EcoR I and Not I. 
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重组子经菌落 PCR 扩增后电泳均得到一条与预期片

段大小相符的 DNA 条带。说明 pebC1 基因片段在

毕赤酵母中转化成功。 

2.4  酵母表达产物的 SDS-PAGE 分析及 Western 
blotting 检测 

挑取表达菌株接种于 20 mL BMGY 培养基中，

振荡培养至 OD600 约为 4.0，离心收集菌体，再用含

0.5％甲醇 BMMY 培养基重悬菌体，诱导 PebC1 蛋

白的表达。诱导培养 48 h 后，表达上清液经 12％

SDS-PAGE 检测，结果表明上清液在约 39 kDa 处有

一条明显的蛋白条带，与预测蛋白的分子量大小相

符，而同样条件诱导培养的对照无此条带 (图 2)。

重组酵母菌诱导表达上清液的 Western blotting 分析

显示，上清液中有一条特异性条带，对照无此条带

图 (图 3)。表明表达蛋白具有良好的抗原性。 

为了比较不同时间 pebC1 在毕赤酵母 GS115 中

的表达情况，分别在诱导后 48 h 和 72 h 取样，进行

SDS-PAGE 检测，结果表明 (图 4)，48 h 和 72 h 蛋

白的表达量没有明显差异，说明重组毕赤酵母菌的

最佳诱导表达时间是 48 h。 

2.5  酵母表达产物诱导拟南芥抗灰霉病的效应 
不同浓度的重组蛋白处理均能明显降低拟南

芥的病情指数  (表 1)。拟南芥幼苗的病情指数与

重组蛋白浓度呈现规律性的变化趋势，即随着蛋

白浓度的逐渐升高，病情指数下降，诱抗效果增

加。10 mg/L 重组蛋白处理对拟南芥灰霉病的诱抗

效果为 31.98％。说明重组表达蛋白能够增强拟南芥

对灰霉病的抗性。 

2.6  酵母表达蛋白对黄瓜抗灰霉病的诱导效应 
不同浓度的表达蛋白处理黄瓜幼苗后，对黄

瓜抗灰霉病均有明显的诱导效果  (表 2)，黄瓜接

种灰葡萄孢菌后处理的病叶率和病情指数均低于

对照，诱抗效果达 41.83％~62.21％。不同处理之

间可以看出，蛋白含量越高，对黄瓜的诱抗效果

越好。说明较高浓度的重组蛋白更利于诱导黄瓜

对灰霉病的抗性。  

 

图 2  GS115/pPIC9K-pebC1表达上清的 SDS-PAGE分析 
Fig.2  SDS-PAGE analysis of expressed PebC1 from cultural 
supernatant of GS115/pPIC9K-pebC1. M: protein marker; 
1: GS115/pPIC9K; 2, 3: GS115/pPIC9K-pebC1. 
 

 

图 3  GS115/pPIC9K-pebC1 表 达 上 清 的 Western 
blotting 分析 
Fig.3  Western blotting analysis of expressed PebC1 from 
cultural supernatant of GS115/pPIC9K-pebC1. M: protein 
marker; 1, 2: GS115/pPIC9K-pebC1; 3: GS115/pPIC9K. 
 

 

图 4  不同甲醇诱导时间表达产物的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  Expression of PebC1 in different time after induction 
with methonal by SDS-PAGE analysis. M: marker; 1: 
GS115/pPIC9K; 2，3: cultural supernatant of GS115/pPIC9K- 
pebC1 after 48 h and 72 h induction respectively. 
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表 1  表达蛋白诱导拟南芥对灰霉病的抗性效果  
Table 1  Effects of reconbinant protein PebC1 on Arabidopsis thaliana against B. cinerea 

Treated (mg/L) Disease index Effect of induced resistance (%) 

0 86.93±0.52 A  

5 67.77±1.49 B 22.05 

10 59.13±1.32 C 31.98 

Note: The different letters after the data in the same line show the significant difference at 1% level. The same as follow. 

 
表 2  表达蛋白诱导黄瓜对灰霉病的抗性效果 
Table 2  Effect of recombinant protein PebC1 on cucumber against B. cinerea 

Concentration of expressed protein (mg/L) Disease index Effect of induced resistance (%) 

0 15.11±0.31 A  

5 8.79±0.46 B 41.83 

10 5.71±0.77 B 62.21 

 
 

3  讨论 

灰霉病是由灰葡萄孢引发的一种真菌病害[14]，

可危害果树、蔬菜、花卉等 200 多种植物，尤其在

大棚种植的蔬菜上引起果实腐烂，损失比较严重[15]。

目前防治灰霉病主要采用化学方法，长期施用化学

杀菌剂，致使灰葡萄孢产生了抗药性，田间防治效

果明显下降，甚至丧失[16-18]。人们对该病害的生物

防治寄予了很大希望。激发子可诱导植物产生抗病

性，因此将激发子作为一种病害防治的应用方法成

为可能[19]。Calonnec 等利用激发子诱导的小麦抗性，

可使小麦白粉病的发病程度控制在 44％~57％[20]。

PebC1 能诱导单子叶植物和双子叶植物的广谱抗

性，而且诱导抗性持久，是利用前景较好的蛋白激

发子。 

毕赤酵母是一种新型的外源基因表达系统，它

既具有原核表达系统的表达量高、可大规模培养的

优点，又具有分泌表达的优势，同时外源蛋白基因

遗传稳定性较好。毕赤酵母表达系统在折叠方面优

于用原核表达系统表达的蛋白，存在着糖基化修饰

的特点[21]，因此更适合来自真核生物基因的生物学

功能的研究。另外，pebC1 在大肠杆菌中表达后，

需要经过离心收集菌体和超声破碎细胞等过程，才

能获得表达蛋白，且杂蛋白较多，得到纯化蛋白相

对困难，步骤繁多，成本较高。而毕赤酵母菌自身

蛋白分泌量少，外源蛋白分泌量大，有利于后续的

分离纯化工作。 

本实验将灰葡萄孢激发子基因克隆到毕赤酵母

表达载体 pPIC9K 上，通过甲醇诱导获得了分泌表

达的 PebC1 蛋白。得到的甲醇利用型转化子，更有

利于发酵工艺的简化。生物活性研究表明，毕赤酵

母表达的 PebC1 蛋白处理植物后，增强了拟南芥和

黄瓜幼苗对灰霉病的抗性，诱导了植物的系统抗性。

该研究为灰霉病的生物防治提供了有效方法，也为

开发与研制新型生物农药提供了参考。 
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