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摘要 以马铃薯叶片为试验材料,其叶片分别经外源SA、MJ、ETH、ABA处理后,在不同时间点取样,提取

总RNA,对Star基因的表达进行半定量RT-PCR分析。结果表明,Star基因能够被SA、MJ、ABA迅速诱导表

达,而被ETH诱导表达的时间比较晚。可见,Star基因被4种信号分子诱导表达之间存在广泛的重叠,反映了

在马铃薯抵御晚疫病菌侵染过程中Star基因参与了一个非常复杂的信号传递过程。
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  马铃薯(SolanumtuberosumL.)在生产过程中

常受到多种病害的严重为害,而由致病疫霉Phyto-
phthorainfestans(Mont.)deBary.引起的晚疫病

一直被认为是最具毁灭性的病害,它能导致马铃薯

的减产,甚至绝产[1]。马铃薯晚疫病抗性研究的一

个重要方向是进行抗性相关基因的克隆和功能鉴

定。Star(Solanumtuberosumankyrinrepeat-rich,

GenBank登录号为EF646263)基因是笔者所在的

实验室在前期研究中用RACE(rapidamplification
ofcDNAends,cDNA末端快速扩增)技术从马铃薯

叶片中克隆的1个富含锚蛋白重复结构域基因,该
基因能够被晚疫病原菌显著诱导表达[2]。锚蛋白重

复(ankyrinrepeat,ANK)序列模体是在2个酵母细

胞周期调控蛋白中首次发现的[3],普遍存在于真核、
原核及病毒中,主要功能是参与蛋白质与蛋白质的

相互作用[4]。
为适应环境和抵御各种生物及非生物胁迫,植

物在自然进化过程中逐渐形成了一系列复杂而有效

的防御机制,而迅速地识别及传导这些胁迫信号是

至关重要的第1步。在植物与病原互作过程中,二
者相互识别,交换信息,植物体内发生了一系列的信

号传导过程,各信号途径之间相互影响,相互交叉,
形成了一种复杂的调控网络,进而在防卫反应中起

协调作用[5]。马铃薯也不例外,在其抵御晚疫病原

菌侵染过程中,也可能存在多条防卫信号传导途径,
或许它们之间存在着复杂的交叉互作。

在植物抗病反应过程中,抗病信号必须由内源

信号分子从受侵染部位传导至整株植物,引起相应

的抗性反应,因而内源信号分子在植物抗病信号传

导途径中起重要作用[6]。目前研究较多的植物内源

信号分子是水杨酸(SA)[7]、茉莉酸甲酯(MJ)[8]、乙
烯利(ETH)[9]、脱 落 酸(ABA)[10]等。为 了 分 析

Star基因在马铃薯晚疫病原菌侵染后可能位于的

信号传导途径,本研究应用半定量RT-PCR技术,
以马铃薯水平抗性材料386209.10叶片为试验材

料,分别经外源SA、MJ、ETH、ABA处理后,研究

StarmRNA的表达情况。

1 材料与方法

1.1 植物材料

本研究所用的马铃薯材料为国际马铃薯中心

(CIP)惠赠的水平抗性材料386209.10,该品系具有

中等的晚疫病田间抗性,其抗性等级为5(据CIP的

9级分级标准)。用温室中生长8周的马铃薯进行

诱导处理。
1.2 信号分子处理

采用活体诱导处理法,即将顶端最小叶片以下

第3片充分展开的马铃薯复叶在活体植株上进行处
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理。分别用10mmol/LSA、50μmol/L MJ、100
mmol/LABA和200μmol/LETH 溶液喷洒第3
片复叶,处理完毕后用透明度良好的塑料袋迅速罩

住该叶片,以保持湿度。清水喷洒叶片作为对照。
分别于处理后0、2、8、12、24、36h取样,液氮速冻,
贮于-70℃冰箱备用。SA、MJ、ABA均购自美国

Sigma公司,ETH为国产分析纯。
1.3 马铃薯叶片总 RNA 的提取

用TriZOLRegent(Invitrogen,美国)提取马铃

薯叶片的总RNA,得到总RNA后用不含Rnase的

DNaseⅠ(Promega,USA)37℃处理1h,以除去可

能存在的痕量DNA。具体操作按照 Wu等[11]报道

的方法进行。电泳检测总RNA完整度,紫外吸收

法检测其纯度和浓度。
1.4 半定量 RT-PCR

不同诱导处理的叶片总RNA用于第1链逆转

录合成cDNA。第1链逆转录使用TOYOBO公司

(日本)的逆转录酶,操作步骤参照说明书进行。合

成的cDNA溶入一定体积的 H2O,用看家基因β-
tubulin[12]的 1 对 特 异 引 物 TUB1(5′-TTGGA-
CAGTCTGGTGCTGGGAATA-3′)、TUB3(5′-TG
GCCAGGGAATCTCAAACAGCAAG-3′)作 为 内

参,进行27循环的PCR扩增,使将要分析的cDNA
模板浓度调整一致。选择调至一致的cDNA模板,分
别用 Wu等[2]报道的Star基因的特异性引物F1(5′-
GCAGAAAATGTGAATGGGTGGAC-3′)和R1(5′-
AACAAAAAGGCAACGATAGACTC-3′)进 行 相 应

循环数的PCR扩增。扩增完毕后,PCR产物用1%
琼脂糖凝胶电泳,照相保存。每个PCR重复扩增3
次。PCR扩增的Star基因的亮带和β-tubulin基因的

亮带分别用QuantityOne1-D分析软件(BioRad,美
国)进行量化分析,Star基因的相对表达量用该基因

的量化值和β-tubulin 基因的量化值的比进行计算。
得到的比值在Excel中做折线图,误差线是3次独立

RT-PCR的标准误差。用统计分析软件SPSS10.0
进行LSD 测验,折线图中“*”表示处理与对照在

0.05置信水平上差异显著。

2 结果与分析

2.1 RNA 的抽提

总RNA提取后,用紫外分光光度计检测其在

260nm和280nm下的吸光值(OD值),结果表明,

D260/D280均介于1.8~2.0之间,表明所提取总

RNA纯度较高。电泳检测表明(图1),总RNA呈

3条亮带,18S和28S带型清晰,且亮度相似。上述

检测表明,所提取的总RNA具有较高的纯度和完

整性,符合后续实验要求。

图1 马铃薯叶片总RNA电泳图

Fig.1 ElectrophoresisprofilingoftotalRNA
ofpotatoleavesamples

2.2 Star 基因在不同信号分子诱导时的表达

为初步了解信号分子对Star转录水平的影响,
分别用SA、MJ、ETH 和 ABA处理马铃薯第3复

叶,取样第3复叶,以F1和R1为引物,半定量RT-
PCR的结果(图2)显示,在SA处理的叶片中,Star
mRNA的表达水平从2到36h一直显著高于对照

(P<0.05),此外,24、36h的表达水平略低于2至

12h的表达水平。Star基因能被 MJ强烈诱导表

达,虽然8和24h的表达强度略低于其它3个取样

点,但与对照相比仍呈显著性差异(P<0.05)。马铃

薯叶片经ABA处理后,Star的转录水平除在12h
有一个高峰外,基本呈平稳上升的趋势,且在2h的

表达量已显著高于对照(P<0.05)。Star 基因在

2~12h内基本不受ETH 诱导表达,而24、36h被

ETH显著诱导表达(P<0.05)。综上所述,SA、MJ、

ABA在2至36h内对StarmRNA的诱导表达量

均显著性高于对照;而ETH从24h时才开始诱导

该基因表达。

3 讨 论

植物抗病信号途径并非孤立存在,各条途径之

间相互交叉形成网络,彼此之间既有协同,也存在拮

抗,但最终引起植物体对特定的病原菌作出最为合

理的防卫反应[13]。SA、MJ、ETH 和 ABA 是植物

防卫反应信号传导链的重要信号分子,并且信号传

导途径之间存在着广泛的交叉互作,从而实现对植

物防卫反应的精确调控[5]。
本试验通过Star基因在外源SA、MJ、ABA和

ETH处理的马铃薯叶片中的表达分析,为探讨

SA、JA、ABA和ET信号途径在马铃薯晚疫病抗性
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中的作用提供线索。本研究表明,Star基因能够被

SA、MJ、ABA迅速诱导表达,而被ETH 诱导表达

的时间比较晚。倘若仅仅依据该基因被不同处理诱

导表达的早晚进行评价,可以推测,当马铃薯植株被

晚疫病原菌侵染后,Star基因可能最先同时通过

SA、MJ、ABA信号传导途径将感病信号进行传导;
随着马铃薯植株被晚疫病原菌持续侵染,除了这3

条信号传导途径外,该基因又启动了ETH 信号途

径。而SA[14]、MJ[15]、ABA[16]和ETH[17]可诱导许

多与植物抗病及其它逆境相关的基因的表达,产生

特异的蛋白质。Star基因被4种不同信号分子诱

导表达之间存在广泛的重叠,反映了在马铃薯抵御

晚疫病菌侵染过程中Star基因参与了一个非常复

杂的信号传递过程。

 误差线表明3个独立测量的标准差值,“*”表明处理与对照差异显著(P<0.05)。Errorbarsindicatestandarddeviationvaluesof

threeindependentconcentrationmeasurementsand“*”meansextremelysignificantatP<0.05.

图2 分别经SA(a)、MJ(b)、ETH(c)和ABA(d)处理后马铃薯叶片中StarmRNA的表达分析

Fig.2 ExpressionpatternofStarinpotatoleavestreatedwithSA(a),MJ(b),

ETH(c)andABA(d),andwaterascontrol

  结合前期该基因对晚疫病原菌迅速响应的试验

结果[2],暗示着该基因在马铃薯晚疫病抗性过程中

起重要的作用。在对Star基因的后续研究中,将通

过基因遗传转化的方法进一步研究其在马铃薯晚疫

病抗性过程中的功能,并进一步探索该基因在抵抗

晚疫病侵染过程中所处的信号传导途径。
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RT-PCRAnalysisofExpressionofStarGenein
PotatoesInducedbyFourSignalMolecules
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Abstract PotatoplantsweretreatedwithsignalmoleculesSA,MJ,ETHandABA.Theleaves
weresampledatdifferenttimepointsandthetotalRNAwasextractedforsemi-RT-PCRanalysis.The
relativeexpressionsofStargeneunderthefoursignalmoleculeswereanalyzed.Theresultsshowedthat
StargenecouldberapidlyinducedbySA,MJandABAbutslowlybyETH.TheexpressionsofStar
geneinducedbythefoursignalmoleculeswerewidelyoverlapped,suggestingthatthisgenecouldtake
partinaveryimportantprocessofsignaltransmissioninresponsetoPhytophthorainfestansinfest.

Keywords potato;ankyrin-richrepeatgene;lateblight;geneexpression
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