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细菌性条斑病侵染水稻抗性相关蛋白研究
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摘　要:水稻细菌性条斑病由 Xanthomonasoryzaepv.oryzicola引起 , 是目前威胁亚洲稻区水稻生产的重要病

害之一。以水稻品种 9311为研究对象 , 通过差异蛋白质组学方法 ,研究了病菌侵染 48 h后水稻叶片的差异

表达蛋白质 ,通过分析比对 、质谱分析以及数据库检索 , 从中选择了 7个上调表达的鉴定蛋白 , 包括 4个水稻

LRK类基因 , 2个 NBS-LRR类基因和 1个 PR-10基因家族成员基因。并设计相应的 PCR引物 , 从水稻 cDNA

中获得相关基因片段做探针进行 Northern杂交分析 , 结果显示 ,上述基因在接种病原菌 12h或 48 h后表达量

增加 ,表明这些蛋白质参与了抗病反应。
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Abstract:Ricebacterialleafstreak(BLS)causedbythepathogenXanthomonasoryzaepv.oryzicola(Xooc)isone

ofthemajordiseasesinAsia.Inthispaper, theproteindifferentlyexpressedafterinfectedfor48 hbyBLSwas
studiedwithrice9311 asmaterialthroughproteomicapproach.Basedontheresultofproteinblast, fingerprintsand

datasearchanalysis, sevenidentifiedproteinsup-regulatedwereselectedincludingfourLRKlikegenes, twoNBS-
LRRtypegenesandonePR-10 gene.RelevantprimersweredesignedtoamplifythegenesfromricecDNAasprobe

forNorthernblotting.TheresultsshowedthatthemRNAlevelsofthesegenesincreasedsignificantlyafterinfectedby
BLSfor12 hand48 h, indicatingtheseproteinshaveparticipatedindiseaseresistance.
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　　水稻细菌性条斑病 (bacterialleafsteak,

BLS)是由病原菌 Xanthomonascampestrispv.oryz-

icola(Xooc)引起的细菌性病害 。现已成为威胁

亚洲热带亚热带地区水稻生产的重要病害。由水

稻细菌性条斑病所引起的产量损失通常为 15% ～

25%,严重时可达 40% ～ 60%
[ 1]
,培育抗病品种

是防治水稻细菌性条斑病害最为经济有效的方

法。尽管对细菌性条斑病抗性鉴定 、抗源筛选方

面做了大量工作 ,但是 ,目前还没有发现对细菌性

条斑病免疫的品种 。因此 ,阐明水稻对细菌性条

斑病的抗性机理 ,分离和克隆细菌性条斑病相关

抗性基因 ,并进一步明确这些基因的抗病机制 ,对

培育抗病品种 ,控制细菌性条斑病的发生与发展 ,

减少经济损失具有重要的理论和现实意义。

已有研究结果表明 ,水稻细菌性条斑病是典

型的数量性状
[ 2, 3]
。近年来 ,尽管在水稻细菌性
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条斑病抗性基因的定位和分子标记辅助育种研究

方面已取得一些新的进展
[ 2 ～ 5]

,但是 , 获得精细

定位和克隆的典型数量抗性基因(QRL)极少 ,因

而限制了对数量抗性基因表达与调控及抗性机理

的研究。

植物的抗性机制是由不同水平的多个抗性途

径交叉 、重叠组成 ,涉及的分子和作用的途径十分

复杂 。蛋白质是基因表达的产物 ,是细胞各种代

谢和调控途径的主要执行者 。蛋白质组学是基因

功能研究的重要手段 ,也是生理学 、遗传学和基因

组学研究的桥梁
[ 6]
。因此 ,从蛋白质组学入手研

究水稻对细菌性条斑病菌侵染的应答机制 ,对于

发现 、鉴定抗性相关基因以及深入揭示水稻应答

细菌性条斑病病原菌侵染的抗性机制具有十分重

要的意义 。

在对细菌性条斑病病原菌浸染后的佳福占和

明恢 63的差异蛋白质组学研究中 ,报道了一些与

细菌性条斑病抗性密切相关的蛋白
[ 1, 7]
。本研究

选取水稻品种 9311作为实验材料 ,以期在这种已

完成全基因组测序的水稻品种中 ,能发现并鉴定

出更多的与抗性密切相关的蛋白质 。为在蛋白质

水平上全面系统地认识病源浸染后植株的抗病特

征 ,比较不同水稻品种间的异同 ,以及进一步揭示

病原菌浸染后抗性基因的表达与调控和抗性机制

的研究奠定基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料

水稻 9311种子由国家杂交水稻研究中心曹

孟良研究员惠赠;细菌性条斑病病原菌为南方稻

区强毒力菌株 “89773-1-1”,由福建农林大学植保

学院惠赠 。

水稻幼苗的培养及接菌参考相关文献
[ 2, 7]
。

对照组用无菌水代替 。接菌后 2 d取样 ,从处理

后的植株上剪下其主茎第 4叶位(包括第 4叶

位)以上的叶片 ,然后迅速置液氮中冷冻保存 ,或

直接用于提取蛋白质。

1.2　蛋白质提取和双向电泳

蛋白质提取参照 Davermal等
[ 8]
和 Li等

[ 9]
的

方法 。提取物经低温冷冻真空干燥后于 -80℃长

期保存。亦可将干粉用裂解液裂解 。裂解后将上

清液分装置于 -80℃保存或直接用于双向电泳分

离。样品蛋白质的含量测定使用 BCA蛋白质浓

度测定试剂盒 (ThermoFisherScientificInc.),使

用方法参照说明书 。

第一向电泳使用管状胶条 ,电泳完成后 ,将胶

条置于 12% TCA中浸泡保存 ,清洗平衡后胶条

立即进行第二向 SDS-PAGE电泳 。胶条的制备及

电泳程序的设置参照文献
[ 9]
。

1.3　差异蛋白质点的检测和质谱分析

蛋白质染色采用银染法
[ 10]
。染色后 , 使用

UMAXPOWERLOOKⅢ扫描仪在透明模式下进

行扫描 ,获得蛋白质表达图谱 。使用 ImageMaster

2DPlatinum5.0软件对图谱进行分析 ,经人工校

订后 ,那些表达量差别大于 1.5倍的蛋白质点被

认为具有显著性差异 ,并从胶上切下 ,以进行下一

步的质谱分析 。

差异蛋白质点的处理参照 Shevdhenko等
[ 11]

和 Gharahdaghi等
[ 12]
的方法 ,样品由厦门大学生

命科学学院分析测试中心进行分析。质谱仪为

ReFlexTMⅢ MALDI-TOF(BRUKER)。分析前用

标准 Mark峰作为外标校正质谱峰 ,结果由 Flex-

analysis2.0软件分析 ,并使用已知的胰蛋白酶自

解峰作为内标校正并去除角蛋白污染峰 ,获得肽

质量指纹图谱(peptidemassfingerprinting, PMF)。

1.4　蛋白质鉴定

获得的 PMF通过 MASCOT软件分别检索

NCBInr、MSDB和 Swiss-port数据库 。检索条件设

定为:对表观 pI值及分子质量 (MW)未做要求;

肽片段分子质量最大容许误差范围为 0.2 Da;不

完全裂解位点 1个;固定修饰和可变修饰分别选

择 Carbamidomethyl(C)和 Oxidation(M);物种来

源选择 Oryzasativa。蛋白质的认定主要考虑得

分 、匹配肽段和匹配肽段覆盖率 ,同时 ,还考虑蛋

白质的分子质量和等电点等因素 。

1.5　Northern杂交分析

1.5.1　水稻植株总 RNA的提取　RNA提取试

剂为 TrizolReagent(目录编号 15596-026, Invitro-

gen公司),提取方法参照说明书 。

1.5.2　引物设计　选取部分鉴定的抗细菌性条

斑病密切相关蛋白 ,根据其蛋白质保守区序列设

计引物(表 1),通过 RT-PCR扩增其保守区基因

片段 。引物由 Invitrogen公司合成。
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表 1　RT-PCR引物

Table1　PrimersusedforRT-PCR.

蛋白质点 Proteinspots 正向引物 Forwardprimer 反向引物 Reverseprimer

1 5′-GCATGGGGAAATCCACCTT-3′ 5′-CCAAATGTCGTCCAACACAAG-3′

2 5′-GTTTGGGAAGGTCTACGATGG-3′ 5′-CCAATAGGACAACACCAAAGC-3′

3 5′-CAGGAGGATTTGGAAAGAGTGTA-3′ 5′-GCGAAGACATCGGTGAGGG-3′

4 5′-TGGAGAAGGTGGGTTTGGG-3′ 5′-CGCAGTATGATAATGCCAAATG-3′

5 5′-TGGTGCATTTGGAACTGTATAT-3′ 5′-CAAAGCTGTAGACATCCGACT-3′

6 5′-GGGGGTTTCGGTAAAGTGTA-3′ 5′-AAGAAGCATTATGCCATAACCA-3′

7 5′-ATGGCTCCGGTCAGCATCTC-3′ 5′-TTAAGCATACTCGGTAGGGTGAGC-3′

1.5.3　RT-PCR和目的片段测序　反转录试剂

为 Ready-To-GoYou-PrimeFirstStrandBeads(产

品编号 27-9264-01, AmershamBiosciences公司),

方法参照说明书。

PCR体系(20 μL)为:10×PCRbuffer2 μL,

TaqDNApolymerase0.3μL(5 U/μL), dNTP0.4

μL(10 mmol/L),模板 0.5 μL, 上 、下游引物各

0.3μL(1μmol/L),加 ddH2O使终体积至 20μL。

PCR反应条件为:94℃预变性 5 min;94℃变性 45

s, 58℃退火 1 min, 72℃延伸 45s, 30个循环;72℃

延伸 7 min。

扩增片段由 Invitrogen公司测序 。

1.5.4　Northern杂交验证　用同位素
32
P标记

RT-PCR得到的基因保守区片段 ,并作为 Northern

杂交的探针 ,提取水稻细菌性条斑病接菌前 、接菌

12h和 48h的水稻叶片总 RNA,取同等数量(10

μg)的样品进行 Northern杂交
[ 13]
。

2　结果与分析

2.1　细菌性条斑病病原菌浸染后水稻叶片蛋白

质差异表达及鉴定结果

电泳后获得蛋白质表达图谱 ,每张图谱大约

可检测出 1 500个蛋白质点 。其中 ,选取蛋白质

表达变化量差别在 1.5倍以上的蛋白质点 ,用于

进一步的蛋白质鉴定。差异蛋白质点经胶内酶

切 、质谱分析 ,得到相应蛋白质点的肽质量指纹 。

经相关数据库检索 ,得到了相应差异蛋白质的鉴

定结果 。从上述结果中 ,选取 7个可能参与对病

原菌侵染防御作用的鉴定蛋白 , 做进一步的

Northern杂交验证(图 1,表 2)。

图 1　细菌性条斑病病原菌浸染 2 d后的水稻叶片蛋白质双向电泳图谱

Fig.1　The2-Dmapofriceleafproteinsat2dafterXoocinfection.
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表 2　部分上调蛋白的检索鉴定结果
Table2　Someup-regulatedproteinsidentifiedbydatabasesearchwithpeptidemassfingerprints.

编号

SpotNo.
蛋白描述

Proteindescription

理论分子质量

和等电点

TheoreticalMW/pI

匹配肽段数

Matched

peptides

序列覆盖率(%)
Sequence

coverage(%)

Mowse得分
Probabilitybased

Mowsescores

相对蛋白含量 ±SEa

Relativeprotein

level±SEa

1

预测的抗病蛋白质

Putativedisease
resistanceprotein

139 069 /6.97 10 10 38 1.45±0.08

2

预测的类受体蛋白激酶

Putativereceptorlike
proteinkinase

104 567 /6.25 9 14 59 1.98±0.11

3

预测的受体型蛋白

激酶 LRK1

Putativereceptor-type
proteinkinaseLRK1

74 938 /6.37 5 14 45 1.63±0.17

4
预测的受体蛋白激酶

Putativereceptorkinase
98 054 /5.90 7 11 35 1.57±0.16

5
类受体蛋白激酶

Receptor-likekinase
74 669 /8.38 7 12 56 1.74±0.13

6

预测的类受体蛋白激酶

Putativereceptor-like
proteinkinase

67 285 /5.36 7 18 53 1.55±0.07

7

根部特异病程相关蛋白 -10

Rootspecificpathogenesis-
relatedprotein10(PR-10)

17 004 /4.88 5 29 44 1.65±0.19

　a.SE:标准差, Standarderror.

2.2　转录水平的 Northern杂交分析

提取的植株总 RNA经反转录合成 cDNA后 ,

以此作为反应模板 ,扩增出相应的基因片段 ,测序

后得到基因序列 。用同位素
32
P标记目的基因片

段并作为 Northern杂交的探针 ,分别提取细菌性

条斑病病菌接种前 、接种 12 h、接种 48 h的水稻

叶片总 RNA,进行 Northern杂交分析 ,结果显示

接菌后上述基因的转录水平在 12 h或 48 h后均

有不同程度增加(图 2)。

图 2　病原菌侵染后 12h和 48h的 Northern杂交检测结果

Fig.2　TheresultofNorthernblotafterinfection

for12 hand48 h.

3　讨论

当植物受到病原菌侵害时 ,通常涉及到植物

抗病基因(resistancegene, R)产物与病原菌无毒

基因(avirulencegene, Avr)产物的相互作用 , 启

动信号传导途径及激活防卫基因 ,引发复杂的防

御反应等主要环节 。大多数 R基因产物在蛋白

质结构上具有高度的保守性 ,存在一些共同的结

构域 。本研究 7个蛋白质中有 2个为参与抗病防

御反应信号传导过程的 R蛋白 , 分别为蛋白质 1

(putativediseaseresistanceprotein)和蛋白质 4

(putativereceptorkinase)。

R基因介导的抗病性表现为质量抗性 ,大多

符合 “基因对基因”假说
[ 14]
。尽管有研究者认为

水稻细菌性条斑病抗性属于质量性状
[ 15 ～ 17]

,但更

多的研究者认为它属于典型的数量性状
[ 2, 3, 18 ～ 22]

。

数量抗病性是建立在植物与特定病原菌亲和性基

础上的 ,主要由多基因控制 ,通常伴随着与环境或

遗传背景的广泛互作 ,具有数量遗传特性的复杂
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抗病形式 。然而 , R基因可以充当数量抗性基因

座(quantitativeresistancelocus, QRL)来发挥抗性

作用的观点目前也正在被更多学者接受 ,这一观

点的提出是建立在已定位的部分 QRL与已知的

R基因位于共同位置的现象
[ 23]
。上述两种 R蛋

白的作用机制还有待于进一步的研究。根据蛋白

质 1和蛋白质 4的序列设计相应的引物 ,经 RT-

PCR,获得了对应的基因片断 , Northern结果显

示 ,上述基因在接菌 12 h和 48 h后 ,转录水平都

有所提高 ,与蛋白质组学的研究结果相同。

在植物体的防御反应中 , 植物类受体蛋白激

酶(receptor-likekinases, RLKs)作为信号传导蛋

白可能参与植物体的抗病防御反应。 RLKs具有

内在的激酶活性 ,是植物许多信号传导途径中的

关键组分 ,通过胞外结构域与胞外信号分子 ,如离

子 、小分子或多肽等的特异结合来激活胞内激酶

域的自磷酸化和互磷酸化活性 ,完成跨膜传递信

号的功能 。越来越多的研究表明 , RLKs作为胁迫

表达相关基因的一部分参与了植物体应答逆境和

与防御相关的过程
[ 24 ～ 29]

。然而 ,由于 RLKs还参

与了植物生长发育的调节和植物激素的信号传导

过程 ,以及植物信号传导的复杂性 ,因而 ,这类蛋

白质的确切功能和作用方式 ,还需进一步的研究 。

本研究 7个蛋白质中有 4个属于此类蛋白质 ,分

别为蛋白质 3、蛋白质 4、蛋白质 5和蛋白质 6。通

过对上述蛋白质保守区段的检索比对 ,根据其激

酶保守区段设计 PCR引物 ,随后通过 RT-PCR,从

水稻 cDNA中获得以上蛋白质相对应的基因片

段。所获得的 4个基因片段长度均在 550 ～ 600

bp之间 ,其核苷酸序列与日本晴相应基因序列的

同源性均达到 98%以上。 Northern杂交分析显

示 ,蛋白质 3对应基因在接菌 12 h后没有检测出

mRNA,在接菌 48 h后转录水平显著提高 ,蛋白质

4对应基因在 12h后转录水平略有下降 ,而 48 h

后则显著上升 。其他基因在病菌浸染 12 h和 48

h后转录水平均有所提高 ,与蛋白质组学的研究

结果相同 。

在植物与病原物互作中 ,有大量基因被诱导

表达 ,它们编码的蛋白质参与了植物对病原物的

防卫反应 , 这类基因称防卫基因。本研究 7个蛋

白质中蛋白质 7鉴定为病程相关 (pathogenesis-

related, PR)表达蛋白 ,属于 PR-10蛋白。 PR蛋

白具有潜在的抗病原物活性 ,过量表达可提高植

物对多种病原物的抗病性
[ 30]
。本试验通过 RT-

PCR同样得到了 PR-10类似蛋白的基因片段 ,而

Northern杂交分析也显示该基因在水稻受病菌侵

染 12h和 48h后转录水平提高 ,与蛋白质组学的

研究结果相同 。虽然各种 PR蛋白的具体功能还

不是很清楚 ,但由本实验结果看 ,该鉴定蛋白很可

能在对病原菌侵染的防御作用中起着重要作用。

本文通过蛋白质组学技术研究了细菌性条斑

病病原菌浸染后水稻叶片的蛋白质差异表达 ,从

中选取了 7个可能与抗细菌性条斑病密切相关的

鉴定蛋白 ,并进而从水稻 cDNA中获得了这 7个

蛋白质的基因片断。 Northern杂交实验证明了细

菌性条斑病病原菌浸染 12h和 48h后 ,上述基因

的转录水平显著提高 。水稻佳福占
[ 1]
和明恢

63
[ 7]
的差异蛋白质中均发现有与上述 7个蛋白质

相同的蛋白质种类 ,但未发现同一种蛋白质 ,相关

研究正在进行 。上述结果为进一步研究相关蛋白

的功能 、揭示水稻的抗病机制奠定了基础。
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