
微生物学通报 May 20, 2020, 47(5): 1452−1459 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.190212 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: National Key Research and Development Program of China (2017YFD0201104); Key Research and 
Program of Shaanxi Province (2017ZDCXL-N-Y-03-02) 

*Corresponding author: Tel: 86-29-87091312; E-mail: huanglili@nwsuaf.edu.cn 
Received: 17-03-2019; Accepted: 18-12-2019; Published online: 06-01-2020 
基金项目：国家重点研发计划(2017YFD0201104)；陕西省自然科学基础研究计划(2017ZDCXL-N-Y-03-02) 

*通信作者：Tel：029-87091312；E-mail：huanglili@nwsuaf.edu.cn 

收稿日期：2019-03-17；接受日期：2019-12-18；网络首发日期：2020-01-06 

研究报告

淡紫灰链霉菌 gCLA4 坏死诱导蛋白基因的克隆表达及 

功能 

颜霞 1,3  武立清 1,3  李燕芳 1,3  黄丽丽*2,3 
1 西北农林科技大学生命科学学院  陕西 杨凌  712100 

2 西北农林科技大学植物保护学院  陕西 杨凌  712100 

3 旱区作物逆境生物学国家重点实验室  陕西 杨凌  712100 

摘  要：【背景】淡紫灰链霉菌(Streptomyces lavendulae) gCLA4 是从黄瓜中分离到的一株放线菌，

研究表明该菌对多种植物病原菌均有很好的拮抗作用，具有潜在的生防价值。【目的】深入研究

Streptomyces lavendulae gCLA4 中坏死诱导蛋白(necrosis-inducing protein) 4955 的功能，明确其提高

植物抗性的作用机制。【方法】对坏死诱导蛋白 4955 基因进行克隆，于 Escherichia coli BL21(DE3)

中表达，并以烟草为材料检测该蛋白的活性和稳定性；使用 Protparam、PredictProtein、NCBI CDD、

SWISS-MODEL 分析蛋白的基本性质和三维结构；检测该蛋白对烟草防御反应相关酶活(CAT、SOD、

POD、PAL)和防御相关基因(NPR1、PR1-b、PAL、LOX、PR1-a)表达量的影响。【结果】蛋白 4955

的耐受温度达 40 °C，耐受 pH 6.0−10.0。该蛋白分子量为 24 491.12 Da，由 225 个氨基酸组成，其

等电点为 5.96，经氨基酸序列比对含保守 NPP1 结构域。蛋白 4955 处理烟草 2 d 时，烟草 CAT、SOD、

PAL 酶活增加，POD 酶活无显著变化。该蛋白处理烟草第 1、3、5 天时，基因 PR1-b、LOX 表达量

提高；在第 4 天时，基因 PAL 的表达量提高。【结论】Streptomyces lavendulae gCLA4 中的坏死诱导

蛋白 4955 确实能诱导烟草中的植物防御反应。 
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Abstract: [Background] Streptomyces lavendulae gCLA4 is an actinomycete strain isolated from 
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cucumber. Preliminary researches have showed that the strain was prominent in antagonism against a 
variety of pathogenic bacteria, and has potential biocontrol value. [Objective] In-depth study of the 
function of necrosis-inducing protein 4955 in Streptomyces lavendulae gCLA4, and to clarify its 
mechanism of action in improving plant resistance. [Methods] The necrosis-inducing protein 4955 gene 
was cloned and expressed in Escherichia coli BL21(DE3). Activity and stability of the protein were tested 
in tobacco. Then, the basic properties and tertiary structure of the protein were analyzed with Protparam, 
PredictProtein, NCBI CDD, and SWISS-MODEL. Tobacco defense-related enzymatic activities (CAT, 
SOD, POD, PAL) were detected after treatment with protein 4955. Additionally, altered gene expression 
(NPR1, PR1-b, PAL, LOX, PR1-a) was detected by qPCR. [Results] The protein 4955 retained its activity 
at temperatures up to 40 °C and pH 6.0 to 10.0. The protein has a molecular weight of 24 491.12 Da and 
consists of 225 amino acids. Its isoelectric point is 5.96, and the amino acid sequence alignment contains a 
conserved NPP1 domain. The activity of CAT, SOD and PAL increased in tobacco after two days of 
treatment with 4955, and the activity of POD did not change significantly. The expression of PR1-b and 
LOX genes was increased 1, 3, and 5 days after treatment with protein 4955, and the expression of PAL 
was up-regulated on the 4th day. [Conclusion] The necrosis-inducing protein 4955 in Streptomyces 
lavendulae gCLA4 does induce plant defense response in tobacco. 

Keywords: Streptomyces lavendulae gCLA4, Prokaryotic expression, Function analysis, Plant induced 
resistance 

植物在诱导因子的作用下或产生局部反应限

制病原菌的侵染，或产生诱导抗性全面提高植物的

防御能力，称为植物的诱导抗性[1]。激发子可以引

起植物产生防御反应，且能使植物在生化性质和分

子机理方面发生变化，如防御相关酶 CAT、SOD、

POD、PAL、PPO 等的变化和防御相关基因的表达

等，激发子引起植物的过敏反应或诱导植物产生系

统抗性从而提高植物抗性[2-4]。利用植物诱导抗性

防治植物病原菌具有前瞻性、预防性、可控性、持

久性和系统性[5]。 

诱导因子可以是放线菌，也可以是其代谢产

物，通过浸种、涂叶以及灌根等途径诱导植物产生

抗性[6]。诱导的植物抗性对病原菌无特异性，可以

作用于多个种类。Singh 等研究发现一株内生链霉

菌能提高鹰嘴豆对 Sclerotium rolfsii 的系统抗性，

使防御相关酶如 SOD、POD、PAL、PPO、APX

和 GPX 酶活提高，以及编码防御相关酶的基因表

达量显著增加[7]。Streptomyces rochei A-1 处理苹果

果实后，可以促进 H2O2 的产生，抑制脂质过氧化，

增加 β-1,3-葡聚糖酶、几丁质酶、POD、CAT、SOD

及 PAL 的活性，提高 CHI、GLU 和 PR-8 等防御

相关基因的表达量。S. rochei A-1 通过一系列的防

御反应提高苹果果实对 Botryossphaeria dothidea

的抗性[8]。来自 Streptomyces sp. AG-P1441 的巴龙

霉素作为诱导因子可以增加辣椒中防御相关基因

PR-1、PR-4、PR-10、β-1,3-葡聚糖酶、几丁质酶

和 过 氧 化 物 酶 等 的 表 达 ， 增 强 了 辣 椒 对

Phytophthora capsici 的防御[9]。 

关 于 蛋 白 激 发 子 的 研 究 已 有 很 多 报 道 。

Nep1-like proteins (NLPs)蛋白能诱导植物抗性，该

蛋白家族大部分是从病原菌分泌蛋白中得到[10]。

但这种植物的防御反应仅存在于双子叶植物上，而

对单子叶植物无作用。第一个识别的成员 Nep1 是

从尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)的培养物滤液

中分离的一个 24 kD 蛋白质，Nep1 通过增加乙烯

的产量引起植物叶片坏死和细胞死亡[11]。研究发

现 ， NLPs 蛋 白 作 为 微 生 物 相 关 的 分 子 模 式

(microbe-associated molecular pattern，MAMP)能够

在拟南芥中引发免疫反应[12]。MAMP 在植物中引

发基本的免疫反应，例如产生乙烯、活性氧、抗菌

物质及程序性细胞死亡[13]。现有研究表明该家族

蛋白也存在于放线菌中[14-15]。 

淡紫灰链霉菌(Streptomyces lavendulae) gCLA4

是从黄瓜叶片分离的植物内生放线菌，对多种病原
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真菌都有很好的拮抗作用[16]，对猕猴桃溃疡病有

良好的防治效果，具有潜在的生防价值[17]。坏死

诱导蛋白在原核和真核生物中均存在且序列高度

保守，但不同来源导致其功能有很大差异。在研究

gCLA4 的外泌蛋白时，我们发现其中存在一个坏

死诱导蛋白(necrosis-inducing protein) 4955，为研

究该蛋白在 gCLA4 中的作用，本研究对该蛋白基

因进行克隆、表达，探究其活性，并对诱导抗性相

关的酶活及防御相关基因的表达进行检测，为进一

步阐明坏死诱导蛋白的作用机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

原 核 表 达 载 体 pCold TF 、 供 试 菌 株

Streptomyces lavendulae gCLA4、表达菌株 E. coli 

BL21(DE3)等均保存于西北农林科技大学植物保

护 学 院 果 树 病 害 综 合 防 治 实 验 室 。 FastPfu 

Polymerase，北京全式金生物有限公司；限制性内

切酶 Nde Ⅰ/Xho Ⅰ，TaKaRa 公司；植物 RNA 提

取试剂盒，北京华越洋生物科技有限公司；反转录

试剂盒 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit，

Thermo Scientific Fermentas 公司；AceQ qPCR 

SYBR Green Master Mix，Vazyme 公司。PCR 仪，

ABI 公司；电泳仪、凝胶成像仪，Bio-Rad 公司。

LB 培养基的配制参考文献[18]；TSB 培养基和高 

氏Ⅰ号培养基的配制参见链霉菌遗传操作手册[19]。 

本氏烟草：将烟草种植于育苗基质中，于

25−28 °C 的温室中培养，光照 14 h。待长到 5−8 片

叶时进行试验。 

1.2  蛋白 4955 基因的克隆与表达载体的构建 

以 Streptomyces lavendulae gCLA4 中蛋白 4955

的基因序列为模板，Primer Primer 5.0 设计引物

4955F (5′-GGAATTCCATATGGTCGTCGGCGTCC 
CGCAG-3′) 和 4955R (5′-CCGCTCGAGCTACAG 

GTACGGGTCGAAGGGGATG-3′)，在引物 5′端加

Nde I/Xho I 双酶切位点，片段大小为 708 bp。CTAB

法[20]提取 gCLA4 基因组 DNA。以 gCLA4 基因组

DNA 为模板，梯度 PCR 扩增目的片段，以不加

模板 DNA 的体系作对照。PCR 反应体系：模板

DNA 0.5 μg，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，    

dNTPs (2.5 mmol/L) 5 μL，FastPfu Polymerase   

(2.5 U/μL) 1 μL，5×FastPfu Buffer 10 μL，DMSO  

5 μL，ddH2O 补至 50 μL。PCR 反应条件：95 °C    

2 min；95 °C 20 s，56 °C 20 s，72 °C 30 s，35 个

循环；72 °C 5 min，16 °C 保存。PCR 扩增产物由

l%的琼脂糖凝胶电泳检测，回收、酶切后与相应

酶 切 的 载 体 pCold TF 连 接 并 转 化 E. coli 

BL21(DE3)感受态，氨苄抗性及 PCR 检测并测序

验证，筛选阳性转化子。 

1.3  重组蛋白的表达及鉴定 

挑取阳性转化子于含 50 μg/mL 氨苄的 LB 培

养基中，37 °C、220 r/min 培养 12 h。再以 1:100

的比例接种于 20 mL 含 50 μg/mL 氨苄的 LB 培养

基中，培养至 OD600 达到 0.4–0.6，加入终浓度为

0.1 mmol/L 的 IPTG，于 15 °C 的条件下诱导 24 h。

4 °C、8 000×g 离心 10 min 收集菌体，用 1 mL    

0.1 mol/L PBS (pH 7.4)重悬，反复冻融 5–6 次(液氮

1 min，37 °C 5 min)，4 °C、8 000×g 离心 10 min，

取上清即为粗蛋白液。SDS-PAGE 检测目的蛋白的

表达。 

1.4  蛋白 4955 活性及稳定性检测 

采用在烟草叶片背面注射蛋白原液的方式

检测其活性，处理组用 4955 粗蛋白液，对照组

用空载体 pCold TF 粗蛋白液，24 h 后观察叶片

坏死情况。同时，将 4955 粗蛋白液分别在 4、

25、40、50、60、70、80、100 °C 的条件下处

理 10 min，检测蛋白热稳定性。用 HCl、NaOH

分别调蛋白液 pH 至 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、

12.0，注射烟草叶片，以原 pH 作对照，检测蛋

白 pH 稳定性。 

1.5  基本性质分析及三维结构模拟 

分别用 Protparam、PredictProtein、NCBI CDD、

SWISS-MODEL 对蛋白 4955 的基本性质、二级结
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构、结构域、三维结构进行分析[21]。 

1.6  诱导烟草防御反应基因表达定量 

防御反应基因表达定量的样品处理是通过在

烟叶背面注射 4955 蛋白原液，对照组注射空载蛋

白原液，于处理后的 1、2、3、4、5、6、7、8 d

取样。采用植物 RNA 提取试剂盒提取烟草 RNA，

用 反 转 录 试 剂 盒 RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit 合成 cDNA 第一链，以 EF1α 作内   

参[22]，定量 PCR 所用引物见表 1。采用 AceQ qPCR 

SYBR Green Master Mix 进行 qPCR 分析，反应体

系：cDNA 50 ng，基因特异性引物 0.2 μmol/L，AceQ 

qPCR SYBR Green Master Mix 10 μL，ddH2O 补至

20 μL。PCR 反应条件：95 °C 10 min；95 °C 15 s，

55 °C 20 s，72 °C 45 s，40 个循环(启用数据收集

和实时分析)；65–95 °C 30 s，61 个循环(每个循环

温度提高 0.5 °C，启用熔解曲线数据收集和分析)；

25 °C 保存。 

1.7  诱导烟草防御相关酶活变化 

防御相关酶活的样品处理参照防御反应基因

表达定量的样品处理方法，取样至第 6 天。参照宋

瑞芳等方法提取酶液，并测定 CAT、SOD、POD、

PAL 酶活[23]。 

 
表 1  qPCR 引物序列 
Table 1  Primers used for qPCR 
引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

EF1α-F TATGATTACTGGTACCTCCC 

EF1α-R ACCTAGCCTTGGAATACTTG 

NPR1-F GGCGATGATTTGCGTATG 

NPR1-R CTCTAAGCCGATTCAAGTGC 

PR1-b-F GTGGACACTATACTCAGGTG 

PR1-b-R TCCAACTTGGAATCAAAGGG 

PAL-F TTGAGGTCATCCGTTCTGC 

PAL-R GGCTAATCTAGCGTTGTCCAT 

LOX-F AAAACCTATGCCTCAAGAAC 

LOX-R TGAGGGATAGGAGATGAAAGTG 

PR1-a-F CGAAAACCTAGCTGAGGGA 

PR1-a-R CGAGTTACGCCAAACCACC 

2  结果与分析 

2.1  蛋白 4955 表达载体的构建 

利用 4955F/4955R 引物对重组质粒进行 PCR

验证，结果如图 1 所示，pCold TF-4955 重组质粒

扩增得到 708 bp 的目的片段，而对照 pCold TF 未

能扩增出该片段。经测序验证正确后，得到阳性重

组质粒 pCold TF-4955。 

2.2  重组蛋白的诱导表达 

成功构建的重组质粒 pCold TF-4955 转化

BL21(DE3)感受态细胞，0.1 mmol/L IPTG 诱导目

的 蛋 白 表 达 ， 菌 体 经 破 碎 后 取 上 清 液 进 行

SDS-PAGE 检测。SDS-PAGE 显示蛋白 4955 在相

应分子量位置(约 73 kD)有明显的表达条带(图 2)，

而仅含空载体的菌株则没有相应表达蛋白的条带。 

 

 
 

图 1  pCold TF-4955 重组质粒验证 
Figure 1  Verification of recombinant plasmid pCold 
TF-4955  
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: pCold TF; 2: pCold TF-4955. 

 

 
 

图 2  pCold TF-4955 重组蛋白的表达 
Figure 2  Expression of pCold TF-4955 recombinant 
protein 
注：M：广谱蛋白 Marker；1：E. coli BL21(DE3)/pCold TF 表

达产物；2：E. coli BL21(DE3)/pCold TF-4955 表达产物. 

Note: M: Protein Marker; 1: Product of E. coli BL21(DE3)/pCold 
TF; 2: Product of E. coli BL21(DE3)/pCold TF-4955. 
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2.3  活性及稳定性 

重组蛋白 4955 可以激活烟草叶片中的植物免

疫应答，引起侵染点附近的细胞或组织迅速坏死，

是植物的一种抗病机制，伴随细胞的程序性死亡，

结果如图 3 所示。热稳定性检测结果如图 4 所示，

蛋白 4955 在处理 10 min 的条件下，在 25 °C 时仍

有活性，40 °C 时活性较弱，而 50 °C 和 60 °C 时

该蛋白失去活性。pH 稳定性检测结果见图 5，当

pH 值介于 6.0–10.0 时蛋白 4955 有活性，pH 值低

于 4.0 或高于 12.0 时该蛋白无活性。 

2.4  基本性质分析及三维结构模拟 

蛋白 4955 的基本性质分析结果表明，该蛋白

相对分子量为 24 491.12 Da，含有 225 个氨基酸，

等电点为 5.96。其中，正电荷残基数(Arg+Lys)为   

19 个，负电荷残基数(Asp+Glu)为 25 个。消光系数 

 

 
 
图 3  蛋白 4955 诱导烟草过敏反应 
Figure 3  Hypersensitive response of tobacco induced by 
protein 4955 
 

 
 
图 4  不同温度处理蛋白 4955 后诱导烟草过敏反应 
Figure 4  Hypersensitive response of tobacco induced by 
protein 4955 treated at different tempreatures 

 
 
图 5  不同 pH 处理蛋白 4955 后诱导烟草过敏反应 
Figure 5  Hypersensitive response of tobacco induced by 
protein 4955 treated at different pH 

 
在 280 nm 下测得，若成对的半胱氨酸残基均形成

胱氨酸，其消光系数为 55 140；若所有的半胱氨酸

残基均被还原，则为 54 890。预测蛋白 4955 在体

外条件下的半衰期为：哺乳动物网织红细胞中  

4.4 h、大肠杆菌体内>10 h、酵母体内>20 h。该蛋

白不稳定指数为 24.59，小于 40，归为稳定蛋白质。

蛋白 4955 脂肪指数为 63.87，总体亲水性均值   

为–0.495。经 NCBI-CDD 比对后，蛋白 4955 含有

Necrosis inducing protein (NPP1)的保守结构域，为

11–214 位氨基酸。SWISS-MODEL 分析模拟蛋白

4955 的三维结构见图 6。 

2.5  诱导烟草防御反应基因表达定量 

蛋白 4955 诱导烟草防御反应相关基因 NPR1、

PR1-b、PAL、LOX、PR1-a 的表达量见图 7。蛋白

4955 处理烟草后，防御相关的基因 PR1-b、LOX

在第 1 天均被激活，且于诱导处理后的第 3、5 天

增量表达，基因 PR1-b 的表达量于第 3 天最高，

LOX 至第 5 天达到最高峰值，基因 PAL 于处理后

的第 4 天上调表达，而 NPR1 始终保持组成性表达

水平。 

2.6  诱导烟草防御相关酶活变化 

蛋白 4955 诱导烟草 CAT、SOD、POD、PAL

酶活变化结果见图 8。蛋白 4955 处理烟草后，与

对照相比，防御相关的 CAT、SOD 和 PAL 酶活变

化呈现出相同的趋势，均是先上升后下降，最后与

对照组基本无明显差异。在该蛋白处理烟草叶片 
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图 6  蛋白 4955 的三维结构 
Figure 6  Tertiary structure of protein 4955 

 
 

图 7  蛋白 4955 诱导烟草防御基因表达变化  
Figure 7  Variety of tobacco defense gene expression 
induced by protein 4955 

 

 
 

图 8  蛋白 4955 诱导烟草防御酶活性变化 
Figure 8  Variety of tobacco defense enzyme activity induced by protein 4955 
注：*：有显著性差异，P<0.05. 

Note: *: Significant difference, P<0.05. 
 

2 d 时，烟草 CAT、PAL 及 SOD 酶活均显著高于对

照，达到最高值，而 POD 活性无明显差异。 

3  讨论与结论 

Streptomyces lavendulae gCLA4 中坏死诱导蛋

白 4955 含保守结构域 NPP1，引起烟草过敏反应，

同时能引起烟草的防御反应。 

诱导抗性按不同的信号路径分为系统获得性

抗性(systemic acquired resistance，SAR)和诱导系统

抗性(induced systemic resistance，ISR)。SAR 主要

由水杨酸(salicylic acid，SA)信号途径介导，NPR1 

是 SA 途径下游的重要调节因子[24]，病程相关蛋白

(pathogenesis related protein，PR-蛋白)是由被诱导

植物产生的非常重要的防御蛋白[25]，SA 水平的积

累与基因 PR-1 的表达高度相关[26]，而 PAL 是水杨

酸合成途径的重要基因[27]。ISR 由茉莉酸(jasmonic 

acid，JA)和乙烯(ethylene，ET)信号转导途径介导，

LOX 是 JA 信号通路的标记基因[28]。PAL 和 POD

是植物防御反应过程中重要的酶类。PAL 与植物

的抗病性直接相关，是植物苯丙烷途径中的关键酶

和限速酶[29]。植物被病原菌侵染后，首先伴随着

PAL 活性的增加，同时产生一系列抑菌活性物质，

如植保素、木质素及酚类物质等，这些物质阻止了 
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植物被病原菌进一步侵染，因此 PAL 酶活性可以

直 接 用 来 衡 量 植 物 的 抗 病 性 [30] 。 Streptomyces 

lavendulae gCLA4 是一株植物内生生防放线菌，本

研究表明坏死诱导蛋白 4955 能激活烟草的抗性反

应，使烟草中防御相关的 CAT、SOD、PAL 酶活

增加；同时，与 SA 信号途径相关的防御基因 PR1-b

和 PAL 及与 JA 信号途径相关的防御基因 LOX 均

上调表达，SA 信号途径和 JA 信号途径同时被激

活，表明坏死诱导蛋白 4955 处理后，SAR 和 ISR

二者交叉协同作用。 

原 核 生 物 和 真 核 生 物 中 均 存 在 Necrosis- 

inducing 蛋白，其蛋白序列高度保守，但不同来源

的蛋白功能却不同[31]。已有的研究结果表明 NLPs

在作用于双子叶植物时可以产生活性氧、一氧化氮

及乙烯类物质，并伴随着过敏反应和抗性相关酶活

的提高，以及防御相关基因的表达，从而激活植物

的抗性反应，并且认为 NPP1 通过水杨酸信号途径

诱导植物产生一系列的防御反应[32]。此外，防御

反应早期还会出现细胞膜完整性被破坏、接触点组

织细胞碱化及胞间 K+积累等现象[33]。同时，NLPs

还可能通过减少植物对毒性激发剂的易感性，从而

提 高 植 物 对 半 营 养 或 坏 死 性 植 物 病 原 体 的 抗   

性[31]。除此之外，NLPs 还在植物被侵染的过程中

作为毒素发挥作用[34-38]。本研究中坏死诱导蛋白

4955 作为诱导因子，诱导植物防御相关的酶活增

加，防御反应相关基因的表达量提高，引起植物的

防御反应，这不仅为明确 Necrosis-inducing 蛋白的

功能奠定基础，使生防菌 Streptomyces lavendulae 

gCLA4 可以在植物病虫害综合防治中发挥作用，

同时也为植物病害生物防治提供新思路。 
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