
文章编号：1003-8701（2015）04-0060-05

霜霉病菌诱导 PRs基因在大白菜中的表达
陈晓峰 1，马清华 2，牟晋华 1，王百川 1

（1. 中国农业大学烟台研究院，山东 烟台 264670；
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摘 要：为研究病程相关蛋白（PRs）基因与植物对霜霉病原菌抗性关系，本研究以大白菜抗病品种为材

料，采用实时定量 PCR技术检测接种 Peronospora parasitica后 4种 PRs基因的表达。结果表明，P. parasitica接
种处理显著诱导了 PR-4和 class Ⅳ 几丁质酶基因在大白菜抗病品种中的表达，β-1,3-葡聚糖基因的表达却

呈现双峰曲线特点，PR-1基因表达量没有变化。PRs基因的表达特点表明其在大白菜对霜霉病害抗性中起到

了不同的作用。
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Abstract：In order to investigate the relationship between pathogeneses-related proteins (PRs) genes and plant
resistance against Peronospora parasitica, four PRs genes expression were examined after inoculation with Peronos⁃
pora parasitica in resistant Chinese cabbage variety by using real-time quantitative PCR (RT-PCR) technology. Re⁃
sults showed that PR-4 gene and class Ⅳ chitinase genes expression were significantly induced by inoculation treat⁃
ment, β-1, 3-glucanase gene expression showed two single peaks, but PR-1 gene expression showed no change by
inoculation treatment. PRs genes transcription in resistant variety showed they may play different roles in Chinese
cabbage resistance against Peronospora parasitica.
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霜霉病原菌（Peronospora parasitica Pers. Ex
Fr.）可侵染多种芸薹属作物，也是大白菜霜霉病

主要致病菌。该病原菌在春秋两季可迅速侵染大

白菜叶片，造成蔬菜产量损失 [1]。由于该病菌生理

小种进化迅速，常规抗性育种和化学药物防治效

果不太明显 [2-3]，通过远缘杂交或抗病转基因是增

强作物对真菌生理小种抗性有效的方法 [4]。多年

的生产实践得知，大白菜抗病品种“新烟杂 3号”
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是烟台地区一种优良的抗真菌病害材料，对真菌

病害具有广谱抗性，其特异的抗病性状已经通过

杂交手段转移到其他的感病品种中，获得了一批

对真菌病害表现出不同抗性的近等位基因系，这

些材料也成为研究大白菜霜霉病抗性最好的遗传

材料。

植物抵抗病原菌的侵染方式主要包括结构抗

性、生理生化抗性以及分子抗性等几种途径。分

子抗性主要是指基因抗性，它是病原菌在侵染过

程中，寄主植物体内通过抗病基因与感病基因的

相互作用所激发起的抗病性 [5]。抗性基因分为微

效基因和主效基因，由于抗性微效基因研究存在
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1.3.2 总 RNA 提取和 cDNA 合成

用 P. parasitica侵染处理大白菜叶片，处理时

间分别为 0 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h和
96 h，纯水处理作为对照。利用 Trizol reagent（In⁃
vitrogen, 上海）试剂盒分别提取不同处理的大白

菜叶片总RNA，然后逆转录成 cDNA。
利用 Trizol reagent（Invitrogen, 上海）分别提取

P. parasitica侵染处理和纯水处理 0 h、6 h、12 h、
24 h、36 h、48 h、72 h和 96 h 的大白菜叶片，利用

逆转录酶将mRNA 合成为 cDNA。
1.3.3 实时定量 PCR 反应体系和反应程序

采用 Bio-Rad CFX96型荧光定量 PCR仪检测

PRs基因转录表达情况。RT-PCR反应总体系为

20μL（见表 2）。具体反应程序为：95℃变性 3
min；95℃ 10 s，54.8℃ 30 s，40个循环；95℃ 10 s；
53.8℃ 10s ；融解曲线测定从 65℃到 95℃。每个处

理设 3次重复，试验数据分析采用 2-△△CT法进行相

对表达量分析 [10]。

较大困难，因此当前研究主要是集中在抗性主效

基因的鉴定、克隆及表达，并在此基础上深入研

究抗性基因的功能及其作用机制 [6]。植物抗病性

表达的主效基因，主要是防卫素和病程相关蛋白

（pathogenesis-related proteins，PRs）基因 [7]。各种

病原菌均可诱导 PRs基因的产生，且 PRs基因不但

在侵染组织表达，在未侵染的其他组织上也出现累

积，可在较长时间内有效抵抗该病原菌侵染或其他

病原物侵染，使整个植株产生系统的抗性，即系统获

得抗性 SAR（Systemic acquired resistance，SAR）[7-8]，

因此关于PRs基因的诱导表达和转PRs基因增强植

物抗病性就成为当前研究热点。由于不同植物中

PRs基因受病原菌或者外源物质诱导表达特点各有

不同，因此本文对 4种 PRs基因诱导表达特点进行

了研究，为深入了解病原菌与寄主之间的相互作用

机制，利用PRs基因等方面奠定理论基础。

本文对大白菜中4种重要的PRs基因与真菌病原

菌抗性关系进行了初步研究，为未来利用这些基因培

育抗真菌病害的大白菜新品种奠定了理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为大白菜抗病品种“新烟杂 3号”，

由中国农业大学烟台研究院提供。大白菜种子经

0.1%HgCl2消毒后，种植于人工气候箱中，培养条

件为温度 20～25℃，光周期 12 h/12 h，相对湿度

60%，待幼苗长至 4～6片真叶时取材接种。

1.2 真菌接种液的制备和接种程序

霜霉病菌（P. parasitica）接种液的制备参照王

彦华[9]的方法，最终配成 1×105个/mL孢子囊悬浮

液。处理组每个单株叶片用棉棒涂抹约 100μL的
悬浮液，对照组用纯水代替。诱导处理后植株需遮

光、保湿处理 24 h，然后揭掉遮光物，于人工气候箱

在 20～25℃、12 h/12 h光周期、相对湿度（85±5）%
条件下培养，直至采样结束，每个处理设 3个重复。

1.3 实时定量 PCR检测 P. parasitica诱导 PRs
基因表达特征

1.3.1 引物设计

在大白菜数据库中选取所需的 PR-1基因、

PR-4基因、几丁质酶 CHB4基因和 β-1,3-葡聚糖

酶基因，以肌动蛋白 Actin基因作为内参，利用

Primer 5.0软件进行引物设计，引物序列见表 1。

表 1 用于实时定量 PCR检测的引物

PRs基因和登陆号

PR-1（GenBank：AY623008）

PR-4（GenBank：AF528181）

β-1，3-葡聚糖（GenBank：X77990）

几丁质酶（CHB4）（GenBank：AB257452）

Actin（GenBank：JN120480）

引物

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

引物序列

5′-GCTCACAACCAAGCACGACAG-3′
5′-TGCCACATCCGATTCTCACAG-3′
5′-GTTGCTATGTGCCTTTGCTGC-3′
5′-CGTATCCCTGCCCGTCTGTAT-3′
5′-TTCTTCTCAGCCTTCTAATGG-3′
5′-CCTGGTTTCACCTCGTTTCC-3′
5′-ATGTTTGCTCATTTCACCCAC-3′
5′-CACCGTTACACTCCATTCCA-3′
5′-GTGACAATGGAACTGGAATGGT-3′
5′-AGACGGAGGATAGCGTGAGG-3′
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2 结果与分析

2.1 P. parasitica侵染对大白菜几丁质酶基因表

达的影响

从图 1中可以看出，P. parasitica可明显诱导

CHB4基因在大白菜叶片中的表达。诱导处理 6 h
后几丁质酶 CHB4基因表达量明显增加，此后该

基因表达量急剧上升，诱导处理 24 h后达到最

高，与对照相比表达量增加了 135倍。诱导处理

36 h后 CHB4基因表达量迅速下降，36 h处理组只

有对照组表达量的 26倍左右，48 h后处理组几丁

质酶基因 CHB4表达量略有升高，72 h后表达量

迅速降低，仅为对照组的 9.8倍，此后处理组基因

表达量一直维持在一个平稳的水平。

2.2 P. parasitica侵染对大白菜 β-1,3-葡聚糖

酶基因表达的影响

从图 2可以看出，霜霉病原菌侵染后 β-1,3-
葡聚糖酶基因呈现双峰表达特点，即表达量先升

高后降低再升高。接种 6 h后，β-1,3-葡聚糖基因

表达量与对照相比增加 100%，诱导处理 12 h表达

量与对照相比降低了大约 35%，处理 12 h后达到

最低表达量，只有对照的 38%，此后 β-1,3-葡聚糖

基因表达量开始升高，侵染处理 48 h至 96 h后 β-
1，3-葡聚糖基因表达量均比对照高大约 100%，

且最高点出现在诱导处理 72 h。
2.3 P. parasitica侵染对大白菜 PR-1基因表达

的影响

从图 3可以看出，PR-1基因转录表达量在处

理组和对照组相差不大，并未受到霜霉病原菌侵

染的影响。

2.4 P. parasitica侵染对大白菜 PR-4基因表达

的影响

从图 4可以看出，霜霉病原菌侵染可明显诱

导 PR-4基因表达。与对照相比，PR-4基因从诱
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图 1 实时定量 PCR检测大白菜几丁质酶基因表达

注：每个柱形图表示 3次测量，每次测量为 3个重复的平均值，

不同处理时间对照组叶片中几丁质酶基因转录表达量设
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图 3 实时定量 PCR检测大白菜 PR-1基因表达
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表2 实时定量PCR反应体系 μL
SYBR Premix ExTagTM Ⅱ
上游引物（10μmol/L）
下游引物（10μmol/L）
cDNA模板

ddH2O
总体积

10
0.5
0.5
2.0
7.0
20
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导处理 6 h就呈现明显的升高趋势，此后表达量

迅速升高，在诱导处理 24 h后达到最高表达量，

此时处理组是对照组表达量的 23.28倍。诱导处

理 36 h后 PR-4基因表达量缓慢下降，96 h后处理

组 PR-4基因表达量仅为对照组的 3.08倍。

3 讨 论

PR蛋白最早是在病原菌侵染的烟草中发现

的，所以它的主要功能与植物的抗病性相关。本

研究中采用 P. parasitica侵染处理观察 PRs基因表

达情况，结果发现 P. parasitica可明显诱导几丁质

酶 CHB4基因转录表达水平的提高，且 CHB4基因

表达量一直处于较高的水平，这与霜霉病菌诱导

不结球白菜 Bcchi 表达特点相似 [11]，但大白菜

CHB4基因在转录表达到最高点后，呈现轻微波

浪状降低趋势，也有研究者发现几丁质酶基因呈

现双峰曲线表达特点 [12]，这可能是不同的病原菌

侵染或者不同信号传导途径导致。本研究中的

CHB4基因属于 class Ⅳ几丁质酶，在水杨酸诱导

处理的不结球白菜中 class Ⅳ几丁质酶基因表达

量增加明显，参与 SAR抵御 Alternaria brassicicola
的侵染 [13]，这些都说明大白菜 CHB4基因与 SAR必
然存在一定的关联性。

本研究中发现 β-1,3-葡聚糖酶基因转录表达

呈现双峰表达特点，且表达量较对照增加不明

显，而在 P. parasitica侵染的不结球白菜 [9]和青花

菜 [14]抗病品种中 β-1, 3-葡聚糖酶基因呈现单波

表达特点。在番茄和烟草中 β-1,3-葡聚糖酶基

因均容易受到真菌病原菌诱导，且表达量较正常

植株有明显的增加 [15-16]。本研究中 β-1,3-葡聚糖

酶基因转录表达不明显，有研究者认为可能是由

于葡聚糖酶在植株中以低水平组成性表达 [17]，且

β-1,3-葡聚糖酶的表达受限于宿主或品种专一

性 [18]，在烟草中就发现对 TMV高度敏感基因型可

明显诱导该基因的表达 [17]，也有研究者发现 β-1,
3-葡聚糖酶表达具有组织特异性，在幼嫩的茎叶

表达量较少，在老叶中表达量较高 [19]。是否存在

对真菌病原菌侵染敏感程度不同的大白菜抗性材

料，以及 β-1，3-葡聚糖酶基因是否具有组织表达

特异性都是需要重点研究的方面。

PR-1蛋白是最早发现与病原菌抗性相关的

PR蛋白，参与植物对多种生物和非生物逆境胁迫

反应，植物 SAR的标志基因 [20]，其在植物体存在酸

性和碱性两种异构体，碱性 PR-1蛋白的抗真菌特

性相对较强。通过转基因研究发现转 PR-l基因

烟草增强了对两种真菌病原菌侵染的抗性 [21]，说

明 PR-1基因参与植物对真菌病害的抗性反应。

本研究中 PR-1蛋白为碱性异构体，且 PR-1基因

在抗病大白菜品种中并未受到 P. parasitica诱导

表达。葡萄和小麦中真菌病原菌侵染均能够诱导

PR-1基因的表达 [20,22]，抗病品种中该基因表达量

增加较为迅速，丰度较高。李雪姣等 [23]发现水稻

PR-1蛋白在植物体内有一定的组成性表达且与

发育阶段有一定关系，绝大部分类型的 PR-1蛋白

受到病原菌诱导表达上调，部分 PR-1蛋白表达量

不受影响。胡宗利等 [24]研究也发现 PR-1基因在

番茄中具有组织表达特异性，在叶片中的表达量

较少，这些研究也印证了本试验中所发现 PR-1基
因诱导表达不明显的现象。

本研究同样对 P. parasitica诱导大白菜 PR-4
基因的诱导表达特点进行了分析，结果发现霜霉

病菌可以明显诱导该基因的表达，PR-4基因呈现

单峰表达特点，这与真菌病原菌诱导大白菜和不

结球白菜 PR-4基因表达特征相符 [25]。有研究者

发现在真菌病原菌侵染的初始阶段，PR-4基因发

挥了几丁质类似物结合能力的作用，促进了真菌

细胞壁几丁质的降解与死亡，因此 PR-4基因在一

些作物中也归于内源几丁质一类，从表达特点也

可以看出 PR-4基因与几丁质酶基因表达特点相

似，对病毒侵染表达不明显，没有明显抗性 [26]。水

杨酸 SA可诱导 PR-4基因表达，参与植物对 SAR
对真菌病原菌的抗性，因此 PR-4基因也是参与植

物 SAR的标志基因 [27]。

本研究对 4种 PRs基因与霜霉病菌互作中的

相互关系进行了研究，为研究 PRs基因在大白菜

抗病中的作用做进一步的阐述，为未来基因改

造、转基因研究提供理论基础。未来对 PRs基因

的调控机理，包括组织表达特异性和发育阶段的

调控的研究仍然是需要重视的一个方面，对大白

菜 SA和MeJA信号传导途径在 PRs基因的调控中

所起到的作用需要更深入研究。
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