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　　摘要：为分析萝卜抗菌肽 Ｒｓ是否对核盘菌具有抗性，人工合成了 Ｒｓ基因，并利用水稻 α－淀粉酶信号肽
αＡｍｙ３ＳＰ引导目的基因在胞间隙和质体表达的作用特点，通过基因重组技术构建植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ，同
时构建了ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ载体，基因枪轰击洋葱表皮。实验发现荧光信号主要存在于植物细胞的细胞壁和细胞膜
之间，说明在３５Ｓ和信号肽αＡｍｙ３ＳＰ的引导下ＧＦＰ在细胞间隙中有效表达。采用浸花法将植物表达载体 ｐ３５Ｓ－
ＳＰ－Ｒｓ转入拟南芥中，通过卡那霉素抗性筛选和ＰＣＲ检测，获得３５株Ｒｓ转基因阳性植株。ｑＲＴ－ＰＣＲ显示Ｒｓ基
因在转基因拟南芥中的表达水平得到显著提高，而植株的生长发育未受影响。抗病鉴定结果显示，转基因植株对

菌核病的抗性显著增强。结果说明通过在细胞间隙中高量表达抗菌肽Ｒｓ，在避免对细胞产生毒性的同时，显著抑
制了核盘菌菌丝的扩展，从而达到抗病目的。
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　　核盘菌引起的菌核病是一种真菌性病害，寄主
范围非常广泛，可侵染７５个科２７８个属中的４０８个
物种，包含了大多数双子叶植物，如油菜、大豆、花

生、向日葵等油料作物以及一些重要的单子叶植物。

菌核病是目前油菜产量的最主要限制因子，在我国

长江流域，菌核病可造成油菜年产量损失在１０％ ～
３０％，发病严重时可造成年产量损失８０％［１，２］。目

前对菌核病的防治主要依靠化学农药。然而化学防

治不仅成本高、污染环境，而且防效也不理想；同时，

食品的安全性也受到严重影响。植物对核盘菌的寄

主抗性的分子机制，我们依然知之甚少。迄今还没

有发现完全免疫或者高抗的油菜栽培品种［３］，因

此，探究植物对这种病原的抗性机制，发现新的抗性

基因具有深远意义。

抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰ）是广泛存
在于生物界的一类具有抗菌活性的天然小分子蛋

白，是机体非特异性免疫的重要组成部分，在体内外

均具有抗菌活性［４］。抗菌肽有抗菌机理独特，抗菌

谱广，高效、环保、不使病原菌产生耐药性等优点，近

年来已经成为植物抗病基因工程、养殖饲料添加剂、

食品防腐剂、新兴医药等领域的研究热点，在疾病防

治领域中是抗生素的理想替代品［５，６］。抗菌肽按照

氨基酸序列及其二级结构可以分为多个种类，具有

一些共性，如：小分子量（＜１０ｋＤａ），阳离子表面、正
电荷以及两亲性。这些特性使得抗菌肽能够和细胞

膜绑定并插入到细胞内部。大部分抗菌肽通过破坏

细胞膜使目标细胞死亡而达到杀菌目的。而另一些

抗菌肽却能够通过形成离子通道进入到细胞内部破

坏细胞而不破坏细胞膜［７］，如脯氨酸富集类抗菌肽

（ＰＲＰ）的杀菌方式就是通过不破坏细胞膜，而是利
用离子通道的方式进行的［８］。与动物源抗菌肽相

比，大多数类型的植物源抗菌肽对动物和植物细胞

都没有毒性［９］，更易于在作物中表达和调控，不容

易被细胞内的蛋白酶降解。与其他杀菌剂相比，植

物来源的抗菌肽对环境的影响更小，更友好，更具开

发成为抗真菌生物制剂的潜力［６］。

萝卜抗菌肽 Ｒｓ－ＡＦＰ（ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ）是一
种植物来源抗菌肽，具有广谱抗菌性，对人类不造成

危害的同时可以有效地抑制多种细菌和多种病原真

菌的活性［１０］。近年来利用萝卜抗菌肽的广谱抗菌

性通过转基因技术来提高其他植物抗性的实验很

多，如将萝卜抗菌肽基因Ｒｓ转到马铃薯中可获得晚
疫病抗性等［１１，１２］。但是 Ｒｓ是否具有抑制核盘菌的
活性未见报道。

研究表明水稻α－淀粉酶信号肽（αＡｍｙ３ＳＰ）能

够指导ＧＵＳ基因定位于内质网，并随后定位于胞间
隙中［１３］。为了实现萝卜抗菌肽Ｒｓ基因在细胞间隙
中表达的目的，本研究利用 αＡｍｙ３ＳＰ，以植物载体
ｐＢＩ１２１为载体骨架，与３５Ｓ启动子连接，在启动子
和信号肽的指引下将目标抗菌肽基因 Ｒｓ导入细胞
间隙中表达，以拟南芥为材料，利用转基因技术建立

了一个实验模型，研究Ｒｓ基因在植物对核盘菌抗性
中的作用。结果显示，在拟南芥细胞间隙高量表达

萝卜抗菌肽在不影响植株生长的同时显著增强了对

菌核病的抗性。本文的研究拟在利用基因工程技术

提高油菜对菌核病的抗性方面提供新思路和新

基因。

１　材料与方法
１．１　材料

野生型拟南芥为Ｃｏｌｕｍｂｉａ生态型 Ｃｏｌ－０，种植
于中国农业科学院油料作物研究所温室中。核盘菌

（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）菌核采自武汉大田中核盘
菌侵染后的油菜茎秆。大肠杆菌ＤＨ５α和根癌农杆
菌 ＥＨＡ１０５菌株由本实验室保存，植物表达载体
ｐＣａＭＶ３５Ｓ－ｐＢＩ１２１为本实验室所构建。

ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产品；ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、逆转录酶
（Ｍ－ＭＬＶ）和ＲＮＡ酶抑制剂购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；卡
那霉素、ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、ＰＣＲ产物回收试剂盒、
ＰＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ、限制性内切酶均购自宝生物工程
（大连）有限公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＥｘＴａｇ高保真聚
合酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购自 ＴａＫａＲａ公司和上海生工
公司，质粒小量提取试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ公司。钨
粉、亚精胺、甘露醇、乙醇、利福平、蔗糖等购于国内

公司，引物合成和测序由上海英俊公司和北京擎科

公司完成。

１．２　方法
１．２．１　基因的合成与植物表达载体的构建　根据
萝卜抗菌肽的氨基酸序列（ＡＰＤＩＤ：ＡＰ００２８７）委托
上海英俊公司进行全基因合成。信号肽 αＡｍｙ３ＳＰ
序列根据文献提供序列进行合成［１３］。分别根据 Ｒｓ
基因和αＡｍｙ３ＳＰ序列设计引物，并加上合适的酶切
位点，引物序列如下（５′－３′），Ｒｓ－１：ＡＣＴＡＧＴＡＴＧ
ＣＡＧＡＡＧＣＴＴＴＧ（ＳｐｅⅠ）；Ｒｓ－２：ＧＡＧＣＴＣ－ＴＣＡＡ
ＣＡＡＧＧＧＡＡＧＴ（ＳａｃⅠ）；ＳＰ －１：ＧＧＡＴＣＣＡＴ
ＧＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣＴＴ（ＢａｍＨⅠ）；ＳＰ－２：ＡＣＴ
ＡＧＴＡＣＴＡＣＧＴＡＣＣＴＧＧＡＡＧＡ（ＳｐｅⅠ）；将合成的 Ｒｓ
和αＡｍｙ３ＳＰ片段用加了特异性酶切位点的引物 ＳＰ
－１，ＳＰ－２，Ｒｓ－１，Ｒｓ－２以及合成的Ｔ－ＳＰ，Ｔ－Ｒｓ
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载体质粒为模板进行ＰＣＲ扩增，获得两侧分别加有
合适酶切位点的 ＢａｍＨⅠ －ＳＰ－ＳｐｅⅠ基因片段和
ＳｐｅⅠ－Ｒｓ－ＳａｃⅠ基因片段，回收测序后，将测序正
确克隆分别用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＳｐｅⅠ以及
ＳｐｅⅠ和 ＳａｃⅠ进行酶切后回收，最后连接到
ｐＣａＭＶ３５Ｓ－ｐＢＩ１２１基础载体上，获得 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－
Ｒｓ植物表达载体，结构如图１Ａ所示。

同时，根据 ＧＦＰ（ＮＣＢＩＩＤ：７０１１６９１）的核苷酸
序列设计１对引物，并在引物的两端分别加上ＳｐｅⅠ
和 ＳａｃⅠ酶切位点，引物序列为：ＧＦＰ－１：ＡＣＴ

ＡＧＴＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧ（ＳｐｅⅠ ）；ＧＦＰ － ２：
ＧＡＧＣＴＣＡＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＴＡ（ＳａｃⅠ）。以实验室保
存的Ｐ－ＧＦＰ载体为模板，以ＧＦＰ－１和 ＧＦＰ－２为
引物进行ＰＣＲ扩增得到ＳｐｅⅠ－ＧＦＰ－ＳａｃⅠ基因片
段，回收测序后，将测序正确克隆分别用限制性内切

酶ＳｐｅⅠ和ＳａｃⅠ进行酶切后回收，用 Ｔ４ＤＮＡ连接
酶将回收后的ＧＦＰ片段和之前回收的 αＡｍｙ３ＳＰ片
段进行酶连反应，最后连接到 ｐＣａＭＶ３５Ｓ－ｐＢＩ１２１
基础载体上，获得 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ植物表达载体，
结构如图１Ｂ所示。

注：Ａ：植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ示意图；Ｂ：植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ示意图
Ｎｏｔｅ：Ａ：ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｂ：ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图１　植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ和３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ的结构示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓａｎｄｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ

１．２．２　基因枪轰击洋葱表皮观察ＧＦＰ瞬时表达　
洋葱表皮的遗传转化采用基因枪介导的粒子轰击转

化办法，将带有 ＧＦＰ的植物表达载体质粒 ｐ３５Ｓ－
ＳＰ－ＧＦＰ转化洋葱表皮细胞［１４，１５］。将轰击结束后

的材料，置于高渗培养基 ＭＳ上暗培养约１８～２０ｈ。
使用共聚焦显微镜（ＮｉｋｏｎＡ１）在４８８ｎｍ波长下观
察ＧＦＰ的表达。
１．２．３　植物表达载体 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ的拟南芥转
化　将植物表达的载体 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ采用花浸法
（ｆｌｏｒａｌｄｉｐ）转化拟南芥［１６］。侵染结束后，将拟南芥

苗放在黑暗条件下保湿培养１６ｈ。恢复长日照正常
培养。一个星期后重复转化一次。收取种子烘干

后，播种于生长间中进行转基因后代筛选。

１．２．４　转基因植株分子鉴定　取转化后收取的拟
南芥种子，在含有卡那霉素（终浓度为５０μｇ／ｍＬ）的
ＭＳ培养基上进行抗性筛选，将存活下来的幼苗进行
移栽，取生长约５周大小植株的幼嫩叶片和同时期
播种的野生型（ＷＴ）叶片，根据ＣＴＡＢ法提取组织总
ＤＮＡ，作为 ＰＣＲ检测的模板，根据转基因载体 ｐ３５Ｓ
－ＳＰ－Ｒｓ的序列，设计转基因检测的特异引物，
ＰｒｉｍｅｒⅠ：５′－ＣＡＧＡＡＧＣＴＴＴＧＴＣＡＧＡＧＧ－３′；Ｐｒｉｍ
ｅｒⅡ：５′－ＡＣＡＡＧＧＧＡＡＧＴＡＧＣＡＧＡ－３′。对Ｔ０～Ｔ４
转基因植株进行外源目标基因的 ＰＣＲ检测和遗传

分析。扩增条件为：９４℃ ７ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５４．５℃
４５ｓ，７２℃５０ｓ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，ＰＣＲ
体系为３０μＬ，其中１０×Ｂｕｆｆｅｒ３．０μＬ，引物２．０μＬ，
ｄＮＴＰｓ１．５μＬ，基因组 ＤＮＡ２．０μＬ，Ｔａｑ酶 １．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ２０．５μＬ，总计３０．０μＬ。扩增产物经１％的琼
脂糖凝胶电泳进行检测，筛选出转基因阳性植株。

１．２．５　目的基因表达的荧光定量ＰＣＲ检测　取生
长５周的拟南芥 ＷＴ叶片和转基因拟南芥 Ｔ１－Ｔ４
代鉴定为阳性植株的叶片分别在液氮中研磨，利用

ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取 ＲＮＡ，
然后使用 Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶进行第一链的合成。
使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
进行实时荧光 ＰＣＲ反应，方法参照试剂盒说明书。
内参基因Ａｃｔｉｎ引物为ＡｔＡｃｔｉｎ（Ｆ：５′－ＣＣＣＧＣＴＡＴＧ
ＴＡＴＧＴＣＧＣＣＡ－３′，Ｒ：５′－ＡＡＣＣＣＴＣＧＴＡＧＡＴＴＧ
ＧＣＡＣＡＧ－３′），Ｒｓ基因的特异性引物为（Ｆ：５′－
ＡＧＡＡＧＣＴＴＴＧＴＣＡＧＡＧＧＣＣ － ３′， Ｒ： ５′ －
ＧＣＡＡＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＡＧＣＣＴ－３′）。每组实验进行
３次生物学重复，每个生物学重复至少做３次技术
重复。分别测定目的基因和内参基因 Ａｃｔｉｎ的 Ｃｔ
值，通过２－ΔＣｔ值来计算目标基因相对于内参基因的
表达水平［１７，１８］。

１．２．６　转基因植株菌核病抗病性鉴定　将筛选出
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的转基因拟南芥 Ｔ４纯系植株和野生型（ＷＴ）拟南
芥，采用离体叶片接种法和活体叶片接种法鉴定转

基因拟南芥植株的菌核病抗性［１９～２１］。转基因材料

和ＷＴ分别选择３个株系，每个株系１０株，共进行３
次生物学重复，接种后室内湿度范围保持在８５％ ～
９０％之间。接种后于２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、６０ｈ等时间点测
量病斑长、宽，计算病斑的面积（长 ×宽）。采用
ＤＰＳ统计分析软件分析数据。

２　结果与分析
２．１　萝卜抗菌肽基因的克隆

以公司化学合成后提供的含有 Ｒｓ基因和信号
肽αＡｍｙ３ＳＰ序列的Ｔ载体作为模板，以１．２．１设计
的引物序列 Ｒｓ－１、Ｒｓ－２、ＳＰ－１、ＳＰ－２进行 ＰＣＲ
扩增，１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，如图２所
示，ＰＣＲ扩增得到的 Ｒｓ基因序列和信号肽
αＡｍｙ３ＳＰ序列符合预期大小，分别为 ２２０ｂｐ和
９５ｂｐ［１０，１３］。

注：Ａ：Ｒｓ基因的ＰＣＲ检测；Ｂ：信号肽
αＡｍｙ３ＳＰ的ＰＣＲ检测；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

Ａ：条带１和２，Ｒｓ基因；Ｂ：条带１～４，信号肽ＳＰ序列
Ｎｏｔｅ：Ａ：ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＲｓｇｅｎｅ；

Ｂ：ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅαＡｍｙ３ＳＰ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ａ：Ｌａｎｅ１－２，Ｒｓｇｅｎｅ；
Ｂ：Ｌａｎｅ１－４，ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅαＡｍｙ３ＳＰ
图２　萝卜抗菌肽基因Ｒｓ和信号肽
αＡｍｙ３ＳＰ的琼脂糖凝胶检测

Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲｓｇｅｎｅａｎｄαＡｍｙ３ＳＰ

２．２　植物表达载体的构建
根据１．２．１的方法分别构建植物表达载体

ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ和 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ并送公司测序，
对测序正确的植物表达载体 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ利用
限制性内切酶ＳｐｅⅠ和 ＳａｃⅠ进行双酶切检测，结果
如图３Ａ所示：双酶切后得到小片段 ＧＦＰ大小为
７８９ｂｐ；植物表达载体 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ利用限制性内
切酶ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ进行双酶切检测，结果如图３
－Ｂ所示，双酶切后得到小片段 ＳＰ－Ｒｓ大小为
２５２ｂｐ，双酶切结果表明酶切的目的基因符合预期大
小，证明植物表达载体构建成功。

注：Ａ：ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ酶切检测图；Ｂ：ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ酶切检测图；
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：未酶切载体对照；２：双酶切后载体条带

Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ；Ｂ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ；

Ｌａｎｅ２：Ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

图３　植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ
和ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ的酶切检测

Ｆｉｇ．３　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓａｎｄｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ

２．３　基因枪轰击洋葱表皮观察ＧＦＰ瞬时表达
采用基因枪轰击洋葱表皮观察 ＧＦＰ瞬时表达，

在共聚焦显微镜（ＮｉｋｏｎＡ１）下观察，结果如图４所
示。荧光通道下 ＧＦＰ荧光信号主要存在于植物细
胞质膜以外的局部区域（图４Ａ），结合白光视野观
察，植物细胞在高渗培养基的作用下发生了质壁分

离，荧光信号主要位于细胞壁与细胞膜之间（图

４Ｂ）；而重叠图更清晰地显示了 ＧＦＰ荧光信号存在
于细胞间隙中（图４Ｃ）。这一实验结果显示水稻 α
－淀粉酶信号肽αＡｍｙ３ＳＰ能够指导 ＧＦＰ定位于细
胞间隙中，表明信号肽αＡｍｙ３ＳＰ能有效帮助目的抗
菌肽基因实现细胞间隙表达。

２．４　转基因植株的获得
用花浸法将植物表达载体 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ转化

拟南芥后，收取种子，萌发时用终浓度为５０μｇ／ｍＬ
的卡那霉素抗性筛选，选择存活植株的幼嫩叶片提

取ＤＮＡ，用ＳＰ－Ｒｓ引物进行 ＰＣＲ检测鉴定。最终
获得３５株ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ转基因阳性苗。部分检测
结果如图５所示。扩增条带大小为２５２ｂｐ。
２．５　转基因拟南芥中Ｒｓ基因表达水平的鉴定

为了检测目的抗菌肽基因 Ｒｓ在转基因植株中
的表达水平，选择Ｒｓ高量表达的转基因纯系材料用
于后续的抗病鉴定试验，利用荧光定量 ＰＣＲ对 Ｔ４
纯系转基因拟南芥阳性植株叶片中目标基因 Ｒｓ的
表达水平进行检测。分别从４个株系中选取了５株
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注：Ａ：荧光通道；Ｂ：白光通道；Ｃ：复合通道；箭头指示的部位是细胞膜与细胞壁之间的细胞间隙部分
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄ；Ｂ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ；Ｃ：Ｆｕｓｉｏｎｆｉｅｌｄｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｂｒｉｇｈｔ．

Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｓｐａｃｅｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｃｅｌｌｗａｌｌ
图４　基因枪轰击洋葱表皮观察ＧＦＰ瞬时表达

Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰｇｅｎｅｂｙｇｕｎｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔｏｆｏｎｉｏｎｓｋｉｎ

注：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～５：待测植株；６：质粒阳性对照
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１－５：ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ；

Ｌａｎｅ６：ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图５　Ｒｓ转基因拟南芥后代的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｇｅｎｙｏｆＲｓｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

拟南芥进行了 Ｒｓ的相对表达量检测（图６）。４个
转基因株系中 Ｒｓ的表达量均明显高于 ＷＴ，转基因
株系中目的基因的表达水平是 ＷＴ株系的１７～７４
倍。说明我们所构建的 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ载体转化拟
南芥成功，萝卜抗菌肽Ｒｓ基因在转基因后代植株叶
片中的表达得到显著提高。

注：ＷＴ：野生型植株；Ｔ４－１，Ｔ４－２，Ｔ４－３，Ｔ４－４：Ｒｓ转基因拟南
芥植株Ｔ４的４个纯合株系。以Ａｃｔｉｎ基因的表达量作为内参
Ｎｏｔｅ：ＷＴ：ｗｉｌｄｔｙｐｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ；Ｔ４－１，Ｔ４－２，Ｔ４－３，
Ｔ４－４：４ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓＴ４ｌｉｎｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．

Ａｃｔｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
图６　转基因拟南芥植株中Ｒｓ基因的表达水平检测

Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＲｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

２．６　转基因植株菌核病抗病性鉴定
播种Ｔ４的纯系拟南芥转基因种子，同时播种野

生型拟南芥作为对照。约５周时，采用菌核病活体
叶接种方法进行抗病性鉴定。拟南芥植株活体叶接

种３６ｈ后，Ｒｓ转基因拟南芥叶片刚开始发病，而ＷＴ
拟南芥叶片开始发黄的同时，发病也已经较为严重

（图７Ａ、Ｂ）。接种４８ｈ后，ＷＴ叶片病斑面积已经明
显扩大，逐渐接近叶片边缘区域（图７Ｄ），Ｒｓ转基因
拟南芥叶片病斑明显小于 ＷＴ叶片（图７Ｃ）。这一
结果显示，活体状态和离体状态下Ｒｓ转基因拟南芥
材料对核盘菌的抗性都显著增强。说明萝卜抗菌肽

Ｒｓ具有很好的核盘菌抗性。

注：Ａ，Ｃ：ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ转基因拟南芥阳性植株叶片；Ｂ，Ｄ：ＷＴ叶片
Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｃ：ＬｅａｖｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ；

Ｂ，Ｄ：ＬｅａｖｅｓｏｆＷＴＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
图７　拟南芥转基因植株接种菌核病鉴定结果

Ｆｉｇ．７　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ

　　为了细致研究 Ｒｓ基因对菌核病抗性作用的可
能机制，我们分别测量了野生型拟南芥和Ｒｓ转基因
拟南芥接种核盘菌后不同时间点的病斑面积，对每

个时间点的病斑面积进行方差分析，结果如表１所
示，接种后２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、６０ｈ转基因株系的病斑面
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积分别是０．０４６８、０．０７６９、０．４４８３、０．４５５２ｃｍ２，病
斑面积明显小于非转基因对照植株，表明转基因材

料与野生型拟南芥相比对菌核病的抗性显著增强。

根据上述数据绘制了核盘菌侵染拟南芥转基因植株

和ＷＴ植株后０～６０ｈ的病斑面积扩增曲线，转基因
植株接种核盘菌０～３６ｈ时，菌丝扩展很慢（图８），
推测萝卜抗菌肽Ｒｓ主要抑制了核盘菌菌丝的扩展。

表１　接种后不同时间点病斑面积及差异显著性分析
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅｓｉｏｎｓｉｚｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

ａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＳ．ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｍｙｃｅｌｉａ

材料
Ｍａｔｅｒｉａｌ

病斑面积均值／ｃｍ２Ａｖｅｒａｇｅｌｅｓｉｏｎｓｉｚｅ
２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ

５％显著水平
５％ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｌｅｖｅｌ

ＷＴ ０．１２３４ ０．５２９６ ０．８７９４ １．１７１２ ａ
３５ｓ－ＳＰ－Ｒｓ ０．０４６８ ０．０７６９ ０．４４８３ ０．４５５２ ｂ

图８　拟南芥的病斑扩展曲线
Ｆｉｇ．８　ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｅｓｉｏｎｓｉｚｅｏｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｌｅａｖｅｓ

３　结论与讨论
抗菌肽是一类对细菌、真菌等微生物有抑制作

用的小分子肽，在植物育种基因工程和培育农作物

抗病新品种中具有广阔的应用前景［２２，２３］。抗菌肽

基因工程先后在模式植物烟草与马铃薯抗青枯病研

究中获得成功［２４～２６］，随后又用于水稻白叶枯病菌和

细条病菌、苹果的梨火疫病、菊花和辣椒等的细菌、

真菌病，均取得了一定效果。１９９２年Ｔｅｒｒａｓ等［１０］从

萝卜种子中分离出一类富含半胱氨酸的小分子量的

抗真菌蛋白质（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓａｎｔｉｆｕｎｇａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，
Ｒｓ－ＡＦＰ），这种小蛋白在开花后４５ｄ合成并分泌至
胞外，积累在细胞壁中。当种子萌发、种皮破裂时，

蛋白质释放出来，有效地抵制了土壤中病原真菌的

侵袭。Ｒｓ－ＡＦＰ２前体由包括２９个氨基酸的信号肽
和５１个氨基酸的成熟肽，能够通过引起菌丝顶端膨
大和过度分枝来抑制菌丝生长，对多种植物病原真

菌和酵母菌有抑制作用，而且对植物和人体培养细

胞没有影响［２７，２８］。近年来利用萝卜抗菌肽通过转

基因技术来提高植物抗性的实验很多，例如将萝卜

抗菌肽通过农杆菌介导法导入到野罂粟中提高野罂

粟对霜霉病的抗性；导入到马铃薯中提高马铃薯对

青枯病的抗性；导入到玉米和小麦等农作物中提高

了农作物对植物病原菌的抗性的同时提高了农作物

产量［２９～３２］。通过本文的研究发现，萝卜抗菌肽基因

Ｒｓ对核盘菌也有显著的抑制作用，将 Ｒｓ通过转基
因技术转化到拟南芥中得到的纯合株系对核盘菌的

抗病性显著增强（图７、图８）。
核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ），属于子囊菌亚

门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ），盘菌纲 （Ｄｉｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ），柔膜菌
目（Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ），核盘菌科（Ｓｃｌｅｒｏｔｎｉａｃｅａｅ），核盘菌属
（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｆｕｃｋ）［３３，３４］。核盘菌由菌丝体形成休眠
状态的菌核，菌核萌发后首先产生子囊柄，在子囊柄

上形成筒状或棒状子囊盘，当子囊盘成熟时释放出

椭圆形或纺锤形子囊孢子，子囊孢子为单细胞，无

色，是病原菌侵染寄主的主要菌源，寄主范围广泛，

对农作物危害性强［３５，３６］。油菜种植范围广泛是世

界上植物油的重要来源。１８８４年，ｄｅＢａｒｙ最早提
出并命名了油菜菌核病病原———核盘菌即Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎ
ｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ。菌核病主要通过侵染油菜茎秆，导
致植株早枯，引起产量损失和含油量下降。核盘菌

的生活史包括菌核形成、菌核萌发和菌丝生长三个

阶段，核盘菌在温度为２０～２２℃生长最好。李国庆
等［３７］发现位于土表和深层的菌核不容易腐烂，在越

夏后更容易存活，可以在次年进一步侵染植株［３８］。

核盘菌的致病机制目前尚无定论，但普遍认为核盘

菌致病的主要原因是致病基因编码着一系列侵染寄

主所必需的产物，如降解酶和毒素（如草酸）等，它

们帮助病原菌分解大部分寄主细胞壁，进一步促进

核盘菌菌丝沿着细胞间隙扩展并进一步破坏寄主细

胞结构［３９～４３］。

利用电子显微镜观察核盘菌在油菜叶片上侵染

过程，显示核盘菌丝首先在叶片上形成复合附着器，

每个分枝末端生出侵染垫。借助于酶对寄主表面的

软化、消解作用以及附着器产生的压力侵入叶表面

腊质、角质层和表皮细胞壁后，在细胞间隙快速生长

扩展，破坏细胞膜进入到细胞内部，杀死植物组织细

胞，导致油菜组织溃烂，最后菌丝在腐烂叶片上集结

９１６曹慧慧等：萝卜抗菌肽基因Ｒｓ对菌核病的抗性



形成菌核［４４］。因此在细胞间隙表达抗菌肽可以在

第一时间杀死菌丝，防止菌丝的进一步生长扩展，达

到保护宿主细胞的目的。由于分泌表达蛋白容易受

到外界环境的影响（如雨水等），无法稳定存在，因

此在细胞间隙表达抗菌肽是更合理的选择。

研究表明水稻 α淀粉酶信号肽（αＡｍｙ３ＳＰ）是
指导α－淀粉酶靶向细胞内和胞间隙储存淀粉和货
运蛋白的必要条件［１３］。本研究利用基因枪轰击洋

葱表皮，将 ｐ３５Ｓ－ＳＰ－ＧＦＰ植物表达载体导入其
中，发现ＧＦＰ荧光信号主要存在于植物细胞膜和细
胞壁之间的细胞间隙中（图４），证实了αＡｍｙ３ＳＰ能
有效地将目的基因定位于细胞间隙。

本研究根据核盘菌菌丝主要在胞间隙扩展的特

点，利用转基因技术将萝卜抗菌肽基因Ｒｓ和细胞间
隙定位表达信号肽αＡｍｙ３ＳＰ连接，在３５Ｓ启动子的
作用下，将目标基因导入到拟南芥以获得抗菌核病

的拟南芥植株。转基因拟南芥植株能够正常生长并

开花结实，说明萝卜抗菌肽基因 Ｒｓ在信号肽
αＡｍｙ３ＳＰ的作用下实现的细胞间隙表达对植株没
有毒害作用，不影响转基因植株及其后代植株的生

长。荧光定量ＰＣＲ鉴定结果显示，４个转基因株系
中Ｒｓ的表达量均明显高于ＷＴ株系，最高是 ＷＴ的
７４倍（图６）。而抗病鉴定实验发现获得的拟南芥
Ｔ４纯系植株与 ＷＴ相比对菌核病的抗性增强（图
７）；通过绘制病斑曲线发现萝卜抗菌肽基因抑制核
盘菌的方式主要是通过对核盘菌菌丝的抗扩展（图

７），这一特性和αＡｍｙ３ＳＰ引导抗菌肽在细胞间隙表
达，杀死菌丝，从而抑制了菌丝的生长和扩散的预期

是一致的。以上实验结果说明，来自萝卜的抗菌肽

基因Ｒｓ对核盘菌具有显著的抑制作用，可以用于拟
南芥和油菜等十字花科植物的菌核病防治，为油菜

抗菌核病的研究提供了新的基因源。

病虫害严重影响农作物产量，世界上作物产量

１／３的损失归因于病害。基于ＤＮＡ重组、遗传转化
和组织培养三大技术基础之上的植物转基因工程技

术能在分子水平上定向重组遗传物质，为培育抗病

品种提供了新的手段。利用基因工程技术将抗菌活

性强的抗菌肽基因转入植物体内从而达到植物抗病

的目的已成为研究热点。本研究充分利用了信号肽

αＡｍｙ３ＳＰ细胞间隙表达定位的作用特点以及核盘
菌菌丝主要通过在胞间隙扩展进而侵染植物的特点

构建了植物表达载体ｐ３５Ｓ－ＳＰ－Ｒｓ，鉴定了一个新
的对核盘菌有抑制作用的抗菌肽Ｒｓ基因，并成功建
立了一个新的菌核病防治转基因体系，为油菜菌核

病的防治提供了理论基础。

参考文献：

［１］　傅廷栋．油菜杂种优势研究利用的现状与思考［Ｊ］．中
国油料作物学报，２００８，３０（３０）：１－５．

［２］　陈利锋，徐敬友．农业植物病理学（南方本）［Ｍ］．北
京：中国农业出版社，２００１．２．

［３］　ＬｉｕＳ，ＷａｎｇＨ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄｓｅ
ｌｅｃｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｄ－ｈａｐｌｏｉｄＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓｌｉｎｅｓｗｉｔｈｉｍ
ｐｒｏｖｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
ＣｅｌｌＲｅｐ，２００５，２４：１３３－１４４．

［４］　ＧｏｒｄｏｎＹＪ，ＲｏｍａｎｏｗｓｋｉＥＧ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌａｓａｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ
ｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＥｙｅＲｅｓ，２００５，３０（７）：５０５－５１５．

［５］　ＢｏｍａｎＨＧ．Ｐｅｐｔｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｉｎｎａｔｅ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏ１，１９９５，１３：６ｌ－９２．

［６］　ＨａｎｃｏｃｋＲＥ，ＣｈａｐｐｌｅＤＳ．Ｐｅｐｔｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．Ａｎ
ｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，ｌ９９９，４３（６）：ｌ３ｌ７－１３２３．

［７］　ＨｗａｎｇＰＭ，ＶｏｇｅｌＨＪ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ
ｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，１９９８，
７６（２－３）：２３５－２４６．

［８］　ＯｔｖｏｓＬＪｒ．Ｔｈｅｓｈｏｒｔｐｒｏｌｉｎｅ－ｒｉｃｈａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２００２（５９）：１１３８－１１５０．

［９］　ＭｕｒａｄＡＭ，ＰｅｌｅｇｒｉｎｉＰＢ，ＮｅｔｏＳＭ．Ｎｏｖｅｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆ
ｄｅｆｅｎｓｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００１（１）：３９－４８．

［１０］　ＴｅｒｒａｓＦＲＧ，ＳｃｈｏｏｆｓＨＭＥ，ＤｅＢｏｌｌｅＦＣ，ｅｔａｌ．Ａ
ｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｎｏｖｅｌｃｌａｓｓｅｓｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ
ｒａｄｉｓｈｓｅｅｄｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９２（２６７）：１５３０１－
１５３０９．

［１１］　任玉霞，陈凌娜，陈继峰，等．马铃薯转萝卜抗菌肽基
因植株的获得及抗晚疫病的初步鉴定［Ｊ］．中国蔬
菜，２０１２（６）：６８－７３．

［１２］　ＬｉＺ，ＺｈｏｕＭ，ＺｈａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｒａｄｉｓｈ
ｄｅｆｅｎｓｉｎｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｗｈｅａｔｃｏｎｆｅｒｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｔｏＦｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍａｎｄＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｃｅｒｅａｌｉｓ［Ｊ］．
ＦｕｎｃｔｉｎｔｅｇｒＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１１，１１（１）：６３－７０．

［１３］　ＣｈｅｎＭＨ，ＨｕａｎｇＬＦ，ＬｉＨＭ．ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆａｒｉｃｅａ－Ａｍｙｌａｓｅａｎｄｃａｒｇｏｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｔｏｐｌａｓｔｉｄｓａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓｏｆｐｌａｎｔ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００４，７（３５）：１３６７－１３７７．

［１４］　ＥｄａｙＣ，ＲｅａｄｅｒＪ，ＤａｖｉｓＳ．ｅｔａｌ．Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅａｎｄｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄＤＮＡｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｏｎｉｏｎｐｌａｎｔ
（Ａｌｌｉｕｍｃｅｐａ）［Ｊ］．ＡｎｎＡｐｐｌＢｉｏｌ，２００３，１４２（２）：２１９
－２２４．

［１５］　ＥｄａｙＣ，ＤａｖｉｓＳ，ＣａｔａｎａｃｈＡ．ｅｔａｌ．Ａｇｒｏｂｏｃｔｅｒｉｕｍｔｕ
ｍｅｆｅｃｉｅｎｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌｅｅｋ（Ａｌｌｉｕｍｐｏｒ
ｒｕｍ）ａｎｄｇａｒｌｉｃ（Ａｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍ）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐ，
２００５，２４：２０９－２１５．

［１６］　ＺｈａｎｇＸ，ＨｅｎｒｉｑｕｅｓＲ，ＬｉｎＳ，ｅｔａｌ．Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－

０２６ 中国油料作物学报　２０１５，３７（５）



ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｕｓｉｎｇｔｈｅ
ｆｌｏｒａｌｄｉｐｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＰｒｏｔｏｃｏｌｓ，２００６，１（２）：
６４１－６４６．

［１７］　ＬｉｖａｋＫＪ，ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａｕｓｉｎｇｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄ
ｔｈｅ２ΔΔＣＴｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２－
４０８．

［１８］　ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ，ＬｉｖａｋＫＪ．Ａｎａｌｙｓｉｓｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ
ｄａｔａｂｙｔｈｅｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅＣ（Ｔ）ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｔｏｃ，
２００８，３（６）：１１０１－１１０８．

［１９］　胡宝成，费维新，李强生，等．油菜菌核病抗耐性研究
和遗传育种研究进展［Ｊ］．中国农学通报，１９９３，９
（１）：１０－１２．

［２０］　ＫｉｍＨＳ，ＳｎｅｌｌｅｒＣＨ，ＤｉｅｒｓＢＷ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ
ｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｆｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｔｅｍｒｏｔｉｎ
ｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉ，１９９９，３９（１）：６４－
６８．

［２１］　ＫｉｍＨＳ，ＨａｒｔｍａｎＧＬ，ＭａｎａｎｄｈａｒＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｔｏＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｔｅｍ ｒｏｔｉｎｆｉｅｌｄ，
ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉ，
２０００，４０（１）：６６５－６６９．

［２２］　ＢｏｍａｎＨＧ，ＨｕｌｔｍａｒｋＤ．Ｃｅｌｌｆｒｅｅｉｍｍｕｒｉｔｙｉｎｉｎｓｅｃｔｓ
［Ｊ］．ＡｎｎＲｅｖＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９８７，４１（２）：１０３－１０７．

［２３］　于　健，邱芳萍，张　玲．抗菌肽及其应用前景［Ｊ］．
长春工业大学学报，２００４，２５（１）：６５－６７．

［２４］　贾士荣，屈贤铭，冯兰香，等．转抗菌肽基因提高马铃
薯对青枯病的抗性［Ｊ］．中国农业科学，１９９８，３１（３）：
１－４．

［２５］　金光辉，白雅梅，孙秀梅，等．适合马铃薯晚疫病菌生
长的培养基改良试验［Ｊ］．中国马铃薯，２００７，２１（６）：
３３１－３３３．

［２６］　罗小英，曾雪嘉，肖月华，等．抗菌肽和几丁质酶基因
提高烟草对黑胫病菌和赤星病菌的抗性研究［Ｊ］．植
物病理学报，２００５，３５（３）：２４９－２５５．

［２７］　ＴｈｅｖｉｓｓｅｎＫ，ＧｈａｚｉＡ，ＤｅＳａｍｂｌａｎｘＧＷ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎ
ｇａｌｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｌａｎｔｄｅｆｅｎｓｉｎｓａｎｄ
ｔｈｉｏｎｉｎｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９６，２７１：１５０１８－１５０２５

［２８］　ＳｐｅｌｂｒｉｎｋＲＧ，ＤｉｌｍａｃＮ，ＡｌｌｅｎＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｎｄｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｂｌｏｃｋｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｍｏｎｇ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｌｙｒｅｌａｔｅｄｐｌａｎｔｄｅｆｅｎｓｉｎｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏ
ｇｙ，２００４，８：２０５５－２０６７．

［２９］　ＣｈｅｎｇＭ，ＦｒｙＪＥ，ＰａｎｇＳＺ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｏｆｗｈｅａｔｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ
［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９７，１１５（５）：９７１－９８０．

［３０］　蔡敏莺，白永延，赵艳丽，等．转抗菌肽基因提高马铃
薯对青枯病的抗性［Ｊ］．中国农业科学，１９８８，３１（３）：

２６９－２７２．
［３１］　曾君祉，王东江，吴有深，等．用花粉管途径获得小麦

转基因植株［Ｊ］．中国科学，１９９３，２３（３）：２５６－２６２．
［３２］　王景雪，孙　毅，崔贵梅，等．花粉介导法获得玉米转

基因植株［Ｊ］．植物学报，２００１，４３（３）：２７５－２７９．
［３３］　吴纯仁，刘后利．油菜菌核病致病机理的研究Ⅶ抗

（耐）病性的组织病理学［Ｊ］．中国油料，１９９１（１）：２７
－２９．

［３４］　吴纯仁，刘后利．油菜菌核病致病机理的研究Ｉ：植物
毒素的产生及毒素晶体扫描电镜观察［Ｊ］．中国油
料，１９８９（１）：２２－２４．

［３５］　ＢｏｌｔｏｎＭＤ，ＴｈｏｍｍａＢＰ，ＮｅｌｓｏｎＢＤ，ｅｔａｌ．Ｓｃｌｅｒｏ
ｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ（Ｌｉｂ．）ｄｅＢａｒｙ：ｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｔｒａｉｔｓｏｆａｃｏｓｍｏｐｏｌｉｔａｎｐａｔｈｏｇｅｎ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００６，７（１）：１－１６．

［３６］　ＢｏｌａｎｄＧＦ，ＨａｌｌＲ．Ａｎｉｎｄｅｘｏｆｐｌａｎｔｈｏｓｔｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｔｏＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ［Ｊ］．ＣａｎＪＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌ，１９９４，
１６（２）：９３－１０８．

［３７］　李国庆，王道本．核盘菌菌核田间存活初探［Ｊ］．华
中农业大学学报，１９９３，１２（３）：３９９－４００．

［３８］　王道本．核盘菌论丛［Ｍ］．北京：农业大学出版社，
１９８６．１－２０．

［３９］　李秀丽，高智谋．核盘菌治病分子机理研究进展［Ｊ］．
安徽农业大学学报，２０１３，４０（２）：２６６－２７２．

［４０］　ＭａｒｃｉａｎｏＰ．Ｏｘａｌｉｃａｃｉｄ，ｃｅｌｌｗａｌｌ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ
ａｎｄｐＨｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｔｈｅｖｉｒ
ｕｌｅｎｃｅｏｆｔｗｏＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａＳｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｓｕｎ
ｆｌｏｗｅｒ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌ，１９８３，２２（１１）：３３９－
３４５．

［４１］　ＧｏｄｏｙＧ，ＳｔｅａｄｍａｎＪＲ，ＤｉｃｋｍａｎＭＢ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆ
ｍｕｔａｎｔｓｔｏｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｏｘａｌｉｃａｃｉｄｉｎｐａｔｈｏｇｅ
ｎｉｃｉｔｙｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｏｎＰｈａｓｅｏｌｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ
［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＭｏｌＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌ，１９９０，３７：１７９－１９１．

［４２］　ＭａｘｗｅｌｌＤＰ，ＬｕｍｓｄｅｎＲＤ．Ｏｘａｌｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙ
Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｂｅａｎａｎｄｉｎｃｕｌｔｕｒｅ
［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９７０，６０：１３９５－１３９８．

［４３］　ＢａｔｅｍａｎＤＦ，ＢｅｅｒＳＶ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄ
ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎｏｆｏｘａｌｉｃａｃｉｄａｎｄｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ
ｄｕｒｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙＳｃｌｅｒｏｔｉｕｍｒｏｌｆｓｉｉ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａ
ｔｈｏｌｏｇｙ，９６５，５８：２０４－２１１．

［４４］　ＢａｔｅｍａｎＤＦ．Ａｎｉｎｄｕｃｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｉｓｓｕｅｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅｔｏｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｉｎＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ－ｉｎｆｅｃｔｅｄｈｙ
ｐｏｃｏｔｙｌｓｏｆｂｅａｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９６４，５４：４３８－
４４５．

（责任编辑：肖唐华）
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