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荆州黑麦犖犘犚１同源基因犛犮犖犘犚１的克隆与特性分析
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摘　要：为了明确荆州黑麦ＳｃＮＰＲ１基因的功能，对荆州黑麦ＮＰＲ１同源基因ＳｃＮＰＲ１进行克隆并分析了

其表达特性。利用同源序列法和ＲＡＣＥ技术从荆州黑麦中克隆得到ＮＰＲ１同源基因的３１８５ｂｐ全长ｃＤＮＡ

序列，该基因包含了一个编码５０７个氨基酸（１５２４ｂｐ）的开放阅读框、终止密码子ＴＧＡ、５′端１５１７ｂｐ的非编

码区和３′端１４４ｂｐ的非编码区，命名为ＳｃＮＰＲ１。利用生物信息学软件对其结构进行分析，ＳｃＮＰＲ１编码的氨

基酸序列与已知的小麦、水稻ＮＰＲ１基因编码的氨基酸序列具较高的同源性，分别达到９２．４％和９０．３％。荧

光定量ＰＣＲ发现，ＳｃＮＰＲ１基因在小麦不同器官中均有表达，在叶、茎、根中表达较高；ＳｃＮＰＲ１基因在植物抗

病相关信号分子水杨酸、茉莉酸和乙烯处理后上调表达，在白粉病菌、纹枯病菌和赤霉病菌的诱导下，ＳｃＮＰＲ１

基因也上调表达。研究结果表明，ＳｃＮＰＲ１基因与水杨酸和乙烯信号转导途径有关，参与寄主对病原菌侵染的

防御反应。
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　　病害是影响植物生长并导致其产量下降和品

质变劣的重要因素之一。植物在长期进化过程中

形成了一套复杂的防御病原微生物侵染的抗性机

制。系统获得抗性 （Ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅ，ＳＡＲ）是一种对多种真菌具有广谱抗性的诱

导防卫反应抗性。ＳＡＲ的发生伴随着系统性水

杨酸（Ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＳＡ）含量的增加和病程相关

（Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ，ＰＲ）蛋白的表达。病程相

关基 因 非 表 达 子 １（ＮｏｎｅｘｐｒｅｓｓｅｒｏｆＰＲ１，

ＮＰＲ１）是ＳＡＲ的重要转录因子，ＮＰＲ１与细胞核

内的包含碱性亮氨酸拉链（Ｂａｓｉｃｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ，

ｂＺＩＰ）的ＴＧＡ转录因子相互作用，引起下游抗病

基因的表达。研究发现，ＡｔＮＰＲ１基因突变后，拟

南芥突变体影响了ＳＡＲ的激活从而提高了多种

病菌的感病性［１４］。相反，过量表达ＡｔＮＰＲ１基因

的拟南芥增强了对细菌和线虫的抗性 ［５］。Ａｔ

ＮＰＲ１基因在番茄中过量表达后，转基因番茄对真

菌和细菌具有广谱抗性［６］。过量表达ＡｔＮＰＲ１基

因提高了转基因水稻植株对白叶枯病菌的抗

性［７］，改良了转基因小麦对赤霉病菌的抗性［８］。

从模式植物拟南芥中克隆的ＡｔＮＰＲ１基因编

码的 蛋 白 包 含 一 个 锚 蛋 白 重 复 序 列 ＡＮＫ

（Ａｎｋｙｒｉｎ Ｒｐｅａｔ Ｄｏｍａｉｎ）和 一 个 ＢＴＢ／ＰＯＺ

（ＢｒｏａｄＣｏｍｐｌｅｘ，Ｔｒａｍｔｒａｃｋ，ａｎｄ Ｂｒｉｃａｂｒａｃ／

ＰｏｘｖｉｒｕｓａｎｄＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒ）结构域，这两个结构

域参与蛋白质之间的相互作用［９］，ＮＰＲ１可能通过

与其他蛋白的相互作用参与调节ＳＡ介导的植物

防卫反应。ＮＰＲ１基因在其他植物中存在同源基

因，在烟草、番茄、水稻、大麦、玉米、大豆、苹果、葡

萄［１０］等植物中的同源基因已被分离和克隆。荆

州黑麦 （犛犲犮犪犾犲犆犲狉犲犪犾犲ｃｖＪｉｎｇｚｈｏｕｈｅｉｍａｉ）是原

产我国的优异小麦近缘种资源，具有良好的赤霉

病、纹枯病和白粉病抗性［１１，１２］。本研究以拟南芥

ＮＰＲ１基因保守序列设计引物从荆州黑麦分离得

到ＮＰＲ１同源基因全长ｃＤＮＡ序列，对其基因结

构进行了分析，并在此基础上研究了该基因在不

同组织和病原菌及植物抗病相关信号分子诱导下

的表达特征，以明确该基因的功能，为转基因抗病

品种的培育提供依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料

荆州黑麦 （犛犲犮犪犾犲犆犲狉犲犪犾犲ｃｖＪｉｎｇｚｈｏｕｈｅｉ

ｍａｉ）由江苏省农业科学研究院生物技术所保存，

纹枯 病 菌 （犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪犮犲狉犲犪犾犻狊）、白 粉 病 菌

（犈狉狔狊犻狆犺犲犮犻犮犺狅狉犪犮犲犪狉狌犿）和禾谷镰刀菌（犉狌狊犪狉

犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿）由本地田间病株上分离培养

而得。

１．２　犖犘犚１保守区及其犮犇犖犃全长的获得

利用接种白粉病菌１２ｈ的荆州黑麦叶片提

取总ＲＮＡ，按照 ＴａＫａＲａ公司提供的方法（Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）合成ｃＤＮＡ

第一条链，并用其作模板进行ＰＣＲ扩增。根据已

知的ＮＰＲ１保守序列设计引物：ＮＦ１（５′ＣＴＴ

ＧＡＣＴＣＴＧＡＹＧＡＴＧＴＷＧＡＧＣＴＡ３′）， ＮＲ１

（５′ＡＣＹＴＧＡＧＣＡＡＴＲＴＣＣＡＴＴＧＣＴＡＣ３′），

通过ＲＴＰＣＲ方法扩增ＮＰＲ１片段，反应条件是：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ，５８℃，４５ｓ，７２℃，１

ｍｉｎ，３０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ补平末端。扩增产

物经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离，回 收 并 克 隆 到

ｐＥＡＳＹＴ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）载体上，进行测序分析，测

序由上海ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。根据获得的Ｓｃ

ＮＰＲ１保守区段设计５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的特

异性引物，ＲＡＣＥ程序按照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司提供的

试剂盒的说明书进行（ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤ

ＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）。

５′ＲＡＣＥ特异性引物

Ｐ１：５′ＡＴＧＴＣＣＡＴＴＧＣＴＡＣＴＣＴＴＧＣＣＴ

ＣＡ３′；

Ｐ２：５′ＣＣＡＣＧＡＡＧＡＣＡＧＴＣＡＣＣＡＧＣＣＡ

ＡＴ３′；

Ｐ３：５′ＴＣＣＡＴＣＡＡＡＴＧＴＡＡＡＡＴＣＧＧＡＡ

ＧＧＣ３′；

Ｐ４：５′ＡＴＴＴＴＴＧＡＧＴＣＡＣＡＧＴＧＴＴＣＴＡ

ＣＧＧＣ３′；

３′ＲＡＣＥ特异性引物

Ｐ５：５′ＡＧＧＧＣＡＧＡＣＴＡＡＣＣＴＴＧＡＴＧＡＴ

Ｇ３′；

Ｐ６：５′ＡＡＧＡＡＡＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＡＴＣＧＣＡ

ＡＡＧ３′；

采用ＴａＫａＲａ公司ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＤＮＡＰｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ，反应体系２５μＬ，包括２μＬｃＤＮＡ，２μＬ

２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ，２．５μＬ１０μｍｏｌ·Ｌ
－１通

用引物（第一轮反应，第二轮开始均为０．５μＬ１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１通用引物），０．５μＬ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＧＳＰ引物，１ＵＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ

及缓冲液（１０×）。反应条件是：９８℃预变性３

ｍｉｎ；９８℃，１０ｓ，５８℃（５′ＲＡＣＥ第二轮开始每轮
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反应增加２℃），２０ｓ，７２℃，２ｍｉｎ３０ｓ，３０个循环；

７２℃，１０ｍｉｎ补平末端。扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳分离，回收并克隆到ｐＥＡＳＹＴ１载体上，送

往ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序分析。

１．３　犖犘犚１基因结构及生物信息学分析

搜索ＧｅｎｅＢａｎｋ中登录的其他ＮＰＲ１基因，将

获得的基因序列在ＧｅｎＢａｎｋ上进行Ｂｌａｓｔ比较，

用Ｃｌｕｓｔｗｌ和Ｄｎａｍａｎ软件分析。

１．４　基因表达分析

取荆州黑麦成株期根、茎、叶、节和穗等组织，

提取总ＲＮＡ，以荆州黑麦ａｃｔｉｎ基因为内参，采用

实时定量ＰＣＲ法研究其在不同组织器官的表达

模式。

将三叶期的荆州黑麦叶片分别以白粉病菌、

纹枯病菌和赤霉病菌诱导处理０、２、４、８、１２、２４、

３６、４８和７２ｈ，以ＳＡ（水杨酸）、ＪＡ（茉莉酸）和

ＥＴ（乙烯）处理０、２、４、８、１２、２４ｈ，收集处理后的

叶片，提取总ＲＮＡ，用于ＲＴＰＣＲ和荧光定量分

析表达特性。以荆州黑麦ａｃｔｉｎ基因作为内参基

因，按 照 ＴａＫａＲａ 公 司 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ手册提供的相关方法进行。实时

荧光定量ＰＣＲ引物：

目的 基 因 引 物：ＲＴＦ ＣＴＡＡＡＡＴＣＡＴＣ

ＧＴＣＴＣＣＣＴ；ＲＴＲ ＡＴＴＣＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＣ

ＣＣＣＡ

内 参 基 因 引 物：ａｃｔｉｎＦ ＴＡＣＴＣＣＣＴＣＡ

ＣＡＡＣＡＡＣＣ；ａｃｔｉｎＲ ＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡＴＡＡＴ

ＣＡＡ

利用软件进行表达水平分析。

２　结果与分析

２．１　荆州黑麦犛犮犖犘犚１基因全长犮犇犖犃序列的克

隆

根据已知的水稻、大麦、小麦、拟南芥和烟草

的ＮＰＲ１基因保守区段设计的一对简并引物，从白

粉病菌处理的荆州黑麦叶片ｃＤＮＡ中扩增出１

条约５００ｂｐ的带，与预期片段大小一致（图１ａ）。

根据其保守区域，设计特异引物，进行３′ＲＡＣＥ

扩增，获得了预期１．３ｋｂ的条带（图１ｂ），利用５′

ＲＡＣＥ扩增，获得了预期约２．３ｋｂ的条带（图

１ｃ）。将克隆的ｃＤＮＡ片段、３′末端核苷酸序列及

５′末端核苷酸序列进行拼接，获得了荆州黑麦Ｓｃ

ＮＲＰ１基因３１８５ｂｐ全长ｃＤＮＡ序列。

　　ａ．ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｆｒａｇｍｅｎｔｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎ；ｂ．ＲＴＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｏｆ３′ＲＡＣＥ；ｃ．ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆ５′ＲＡＣＥ．

图１　犛犮犖犚犘１保守区域、３′犚犃犆犈和

５′犚犃犆犈的犚犜犘犆犚扩增

犉犻犵．１　犚犜犘犆犚犳狅狉犮犾狅狀犻狀犵狋犺犲犛犮犖犚犘１犵犲狀犲

犻狀犛犲犮犪犾犲犆犲狉犲犪犾犲犮狏犑犻狀犵狕犺狅狌犺犲犻犿犪犻

２．２　犛犮犖犚犘１基因序列分析

克隆的全长ＳｃＮＲＰ１基因序列包含了一个编

码５０７个氨基酸 （１５２４ｂｐ）的开放阅读框、终止

密码子ＴＧＡ、５′端１５１７ｂｐ的非编码区和３′端

１４４ｂｐ的非编码区。根据得到的编码区核苷酸

序列推测，该基因可编码一条５０７个氨基酸残基

的多肽，其中含有 ＢＴＢ／ＰＯＺ（图２中下划线部

分）和锚蛋白重复序列（图２中阴影部分），核苷酸

序列分析发现在起始密码子上游的非编码区存在

４个 Ｗ 框（图２中黑框部分）。由此可以断定，得

到的ＳｃＮＰＲ１基因是ＮＰＲ１在荆州黑麦中的一个同

源基因。

２．３　犛犮犖犘犚１氨基酸序列的同源性比较与系统发

育分析

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件将推导的氨基酸序列与

已知大麦、水稻、烟草、拟南芥和玉米的ＮＰＲ１进行

同源性比较发现，对ＮＰＲ１的功能起关键作用的氨

基酸具有保守性（图３），如ｎｐｒ１１（Ｈ），ｎｐｒ１２

（Ｃ），ｎｉｍ１４（Ｒ）（图３中箭头及黑色字体表示），

在上述５个物种ＮＰＲ１及荆州黑麦同源蛋白Ｓｃ

ＮＰＲ１中完全相同，并且ＳｃＮＰＲ１与小麦ＮＰＲ１

（ＴａＮＰＲ１，登陆号：ＡＸ０４９４３０．１）同源性最高，达

到９２．４％；其次与水稻ＮＰＲ１（ＯｓＮＰＲ１，登陆号：

ＮＭ＿１８９７０１．１）同源性达９０．３％；与烟草ＮＰＲ１

（ＮｔＮＰＲ１，登 陆 号：ＡＦ４８０４８８）的 同 源 性 为

５４．８％；与 拟 南 芥ＮＰＲ１ （ＡｔＮＰＲ１，登 陆 号：

ＡＹ０８８１８３）的同源性为４２．５％；与玉米ＮＰＲ１

（ＺｙＮＰＲ１，登 录 号：ＡＡＴ２４３６２）的 同 源 性 为

４０．０％。
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利用Ｄｎａｍａｎ软件，对小麦、水稻、烟草、拟南

芥、玉米等ＮＰＲ１和荆州黑麦ＳｃＮＰＲ１进行了进化

树分析（图４）。结果表明，ＳｃＮＰＲ１与小麦ＮＰＲ１

关系最近，其次是水稻、烟草、拟南芥，与玉米ＺｙＮ

ＰＲ１关系最远。

　　黑框部分为 Ｗ框；阴影部分为锚蛋白重复序列；下划线部分为ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域；起始和终止密码子以黑体表示。

Ｔｗｏｂｌａｃｋｂｏｘｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ“Ｗｂｏｘ”；Ｓｈａｄｅｄｆｒａｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｓａｎｋｙｒｉｎｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅ；ＴｈｅＢＴＢｄｏｍａｉｎｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ＡＴＧａｎｄ

ＴＧＡａｒｅｂｏｌｄｅｄ．

图２　犛犮犖犘犚１犮犇犖犃的核苷酸序列

犉犻犵．２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犛犮犖犘犚１犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犮犇犖犃

２．４　犛犮犖犘犚１基因的组织表达特异性分析

为了研究ＳｃＮＰＲ１在荆州黑麦中的表达是否

具有组织特异性，我们提取荆州黑麦不同组织的

ＲＮＡ进行逆转录，以其ｃＤＮＡ为模板进行荧光

定量ＰＣＲ分析，结果表明，ＳｃＮＰＲ１基因的表达在

荆州黑麦不同组织中的表达量不一致，其中叶中

的表达量最高，其次依次是茎、根、节、穗（图５）。

２．５　信号分子对犛犮犖犘犚１表达的影响

提取水杨酸（ＳＡ）、茉莉酸（ＪＡ）和乙烯（ＥＴ）

处理后不同时间段的叶片ＲＮＡ进行逆转录，以

其ｃＤＮＡ为模板进行荧光定量ＰＣＲ，结果表明，

ＳｃＮＰＲ１在ＳＡ、ＪＡ 和 ＥＴ处理后表达量明显上

升，但三者的变化趋势有所不同。ＳｃＮＰＲ１在ＳＡ

和ＪＡ开始处理时表达量上调不明显，但８ｈ时表

达量迅速上调，并且达到最高，随后降低（图６Ａ

和６Ｂ）。在 ＥＴ 处理下，ＳｃＮＰＲ１表达量很快上

升，并且４ｈ时表达量最高，随后表达量降低（图

６Ｃ）。
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２．６　病原菌诱导犛犮犖犘犚１的表达特性

ＳｃＮＰＲ１在正常情况下仅有微量表达，但在白

粉病菌、纹枯病菌和赤霉病菌诱导下表达明显增

强（图７Ａ、图７Ｂ和图７Ｃ）。从曲线图可以发现，

ＳｃＮＰＲ１在白粉病菌诱导２ｈ时表达量第一次达

到最高峰，随后降低，但在１２ｈ和３６ｈ时又再次

上升，似乎呈现与光周期反应一致的趋势；Ｓｃ

ＮＰＲ１对纹枯病菌诱导的反应速度相对白粉病菌

较慢，直到４８ｈ时表达量才急剧上升，达到最高

峰。但是在禾谷镰刀菌的诱导下，短时间内（２ｈ

内）ＮＰＲ１基因的表达量有所降低，但随着处理时

间的延长，ＮＰＲ１基因的表达量急剧上升，并在３６

ｈ时达到最高峰。这些结果表明，ＳｃＮＰＲ１在白粉

病菌、纹枯病菌和禾谷镰刀菌诱导下的表达模式

有所不同。

　　黑色表示同源性１００％，深灰色表示同源性７５％，浅灰色表示同源性５０％。ｎｐｒ１１（Ｈ），ｎｐｒ１２（Ｃ），ｎｉｍ１４（Ｒ）的氨基酸用箭头指示。

Ｂｌａｃｋ，ｄａｒｋｇｒａｙａｎｄｌｉｇｈｔｇｒａｙｂｏｘｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ１００％，７５％ａｎｄ５０％ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｎｐｒ１１（Ｈ），ｎｐｒ１２（Ｃ）ａｎｄ

ｎｉｍ１４（Ｒ）ｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｓ

图３　犛犮犖犘犚１ 与犃狋犖犘犚１ （犃犢０８８１８３）、犖狋犖犘犚１ （犃犉４８０４８８）、犗狊犖犘犚１ （犖犕＿１８９７０１．１）

及犣狔犖犘犚１（犃犃犜２４３６２）蛋白质序列比较

犉犻犵．３　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪犿狅狀犵犛犮犖犘犚１ ，犃狋犖犘犚１ （犃犢０８８１８３），犖狋犖犘犚１ （犃犉４８０４８８），

犗狊犖犘犚１（犖犕＿１８９７０１．１）犪狀犱犣狔犖犘犚１（犃犃犜２４３６２）
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　　ＡｔＮＰＲ１（ＡＹ０８８１８３）；ＢｊＮＰＲ１（ＡＢＣ９４６４２．２）；ＮｔＮＰＲ１

（ＡＦ４８０４８８）；ＣａＮＰＲ１（ＡＢＧ３８３０８．１）；ＩｂＮＰＲ１（ＡＢＭ６４７８２．１）；

ＢｖＮＰＲ１（ＡＢＭ５５２３６．１）；ＯｓＮＰＲ１（ＮＭ＿１８９７０１．１）；ＲｃＮＰＲ１

（ＸＰ ＿００２５２０５４９．１）；ＺｙＮＰＲ１ （ＡＡＴ２４３６２）；ＴａＮＰＲ１

（ＡＸ０４９４３０．１）

图４　犛犮犖犘犚１和犖犘犚１进化树分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犛犮犖犘犚１犪狀犱狅狋犺犲狉犖犘犚１狆狉狅狋犲犻狀狊犫犪狊犲犱

狅狀犪犿犻狀狅犪犮犻犱狉犲狊犻犱狌犲狊狌狊犻狀犵犇犖犃犕犃犖狊狅犳狋狑犪狉犲

图５　犛犮犖犘犚１基因在荆州黑麦不同组织中的表达差异

犉犻犵．５　犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犛犮犖犘犚１犵犲狀犲犻狀狉狅狅狋，狊狋犲犿，

犾犲犪狏犲，犻狀狋犲狉狀狅犱犲犪狀犱狊狆犻犽犲狅犳犛犲犮犪犾犲犆犲狉犲犪犾犲

３　讨 论

ＮＰＲ１最初是通过筛选拟南芥突变体（ＳＡＲ

途径改变）得到的［１３］，拟南芥ＮＰＲ１蛋白含ＢＴＢ／

ＰＯＺ和锚蛋白重复序列（ＡＮＫ）
［１４］。研究表明，

ＡＮＫ结构域是ＮＰＲ１基因与ＴＧＡ转录因子结合

的必要元件，同时位于ＮＰＲ１蛋白内的ｎｐｒ１１、

ｎｐｒ１２和 ｎｉｍ１４ 氨基酸位点突变则会造成

ＮＰＲ１蛋白不能结合 ＴＧＡ 蛋白，从而导致ＳＡＲ

诱导失败，引起植株感病［１５１７］。本研究自荆州黑

麦中获得的ＳｃＮＰＲ１氨基酸序列与前人获得的

ＮＰＲ１序列比较表明，ＳｃＮＰＲ１具有已知ＮＰＲ１蛋白

的 ＢＴＢ／ＰＯＺ 和 ＡＮＫ 结构域，同时在 ｎｐｒ１１

（Ｈ），ｎｐｒ１２（Ｃ），ｎｉｍ１４（Ｒ）位点具有高度一致

性。ＮＰＲ１除与 ＴＧＡ 结合外，还可以与转录因

子 ＷＲＫＹ 结合。ＷＲＫＹ 蛋白是一类存在于高

等植物中的ＤＮＡ 结合蛋白，能识别防卫相关基

因启动子区的以ＴＧＡＣ为核心序列的 Ｗ 框
［１８］。

拟南芥ＮＰＲ１启动子中存在３个Ｗ 框，ＳＡ诱导表

达的 ＷＲＫＹ蛋白能与这些 Ｗ 框特异性结合，在

转录水平对ＮＰＲ１的表达进行调控
［１９］。同样，对

本研究克隆的ＳｃＮＰＲ１基因的核苷酸序列分析表

明，在其起始密码子上游存在４个 Ｗ框。由此可

见，本研究得到的基因是ＮＰＲ１在荆州黑麦中的同

源基因。

拟南芥ＡｔＮＰＲ１基因在拟南芥中以较低水平

无组织特异性表达，同样水稻ＯｓＮＰＲ１ 基因的表

达也没有组织特异性［２０］，本研究克隆的ＳｃＮＰＲ１

基因在不同器官中均有表达，在叶、茎和根中表达

量较高，具有一定的组织表达差异，其原因有待进

一步研究。

　　水杨酸（ＳＡ）是系统获得性抗性信号转导途

图６　水杨酸、茉莉酸和乙烯诱导荆州黑麦犛犮犖犘犚１基因表达分析

犉犻犵．６　犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犻狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犛犮犖犘犚１犵犲狀犲犫狔５犿犕犛犃（犃），２犿犕犑犃（犅），犪狀犱２犿犕犈犜（犆）
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图７　病原菌诱导下犛犮犖犘犚１基因表达分析
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径中的重要信号分子，ＳＡ的积累能够激发系统

获得性抗性反应［９］。ＮＰＲ１是ＳＡ下游的重要转

录因子，ＳＡ可促使ＮＰＲ１活化，并由细胞质转移

到细胞核内，与细胞核内的包含碱性亮氨酸拉链

（ｂＺＩＰ）的ＴＧＡ转录因子相互作用，引起下游抗

病基因的表达［１９］，ＳＡ处理或病原菌侵染可以使

ＡｔＮＰＲ１的表达量增加２～３倍
［２０］。本试验中采

用ＳＡ对荆州黑麦幼苗进行诱导，结果发现Ｓｃ

ＮＰＲ１的表达量在ＳＡ 处理８ｈ时最高，随后降

低。诱导系统抗性是植物中的另一重要抗病机

制，与系统获得性抗性一样，也可以使植物免受多

种病原菌侵害，但其不依赖于ＳＡ
［２１］，而需要茉莉

酸（ＪＡ）和乙烯（ＥＴ）作为信号参与，ＮＰＲ１ 也是位

于ＪＡ和ＥＴ下游的重要的调节子
［２２］，本实验采

用ＪＡ和ＥＴ对荆州黑麦幼苗的诱导，结果发现

ＳｃＮＰＲ１的表达量在处理８ｈ和４ｈ时最高，随后

降低。这说明ＳｃＮＰＲ１基因不仅是系统获得性抗

性，也是诱导系统抗性抗病反应途径中重要的调

控因子。

起先人们怀疑ＮＰＲ１可能不存在转录水平调

控植物抗病能力，而 Ｙｕ等
［２３］研究发现，像 Ａｔ

ＷＲＫＹ１８等 ＷＲＫＹ转录因子能结合ＮＰＲ１启动

子区域的 Ｗｂｏｘ，并且正向调节其表达，从而激

活下游因子，增强ＰＲ基因表达。若将 Ｗｂｏｘ序

列突变，使其不能与 ＷＲＫＹ识别、结合，则导致

启动子不能激活下游防卫基因的表达，从而无法

表现抗性。因此，ＮＰＲ１是在转录水平调控植物

抗性的。本研究以白粉病菌、纹枯病菌和禾谷镰

刀菌的诱导都能增强ＳｃＮＰＲ１基因的表达，不同病

原菌诱导下ＳｃＮＰＲ１基因的表达时间有差异，可能

与这三种病原菌侵染植物的过程和模式有关。
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［２２］ＰｉｅｔｅｒｓｅＣＭＪ，ＷｅｅｓＳＣＭ，ＰｅｌｔＪＡ，犲狋犪犾．Ａｎｏｖｅｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＡｒａｂｉｄｏｐ

ｉｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９８，１０：１５７１１５８０．

［２３］ＹｕＤＱ，ＣｈｅｎＣＨ，ＣｈｅｎＺＸ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅ

ｏｆＷＲＫＹＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＰＲ１

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００１，１３：１５２７１５３９．

［２４］ＹｕａｎＹ，Ｚｈｏｎｇ，Ｓ，ＬｉＱ，犲狋犪犾．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｉｃｅ

ＮＰＲ１ｌｉｋｅｇｅｎｅｓｒｅｖｅａｌｓｔｈａｔＯｓＮＰＲ１／ＮＨ１ｉｓｔｈｅｒｉｃｅｄｉｓ

ｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｗｉｔｈｅｎｈａｎｃｅｄｈｅｒｂｉｖｏｒｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２００７，５（２）：

檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼

３１３３２４．

农学／农作物类核心期刊表

排 序 刊　名 排 序 刊　名

１ 作物学报 ９ 种子

２ 中国水稻科学 １０ 核农学报

３ 麦类作物学报 １１ 农业生物技术学报

４ 玉米科学 １２ 中国棉花

５ 杂交水稻 １３ 作物杂志

６ 棉花学报 １４ 植物遗传资源学报

７ 中国油料作物学报 １５ 中国烟草科学

８ 大豆科学

资料来源：《中文核心期刊要目总览》（２００８年版）。

·６１２· 麦　类　作　物　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３１卷


