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转 hpaXm烟草及其对 TMV抗病性分析

李 乐，缪卫国，郑服丛，刘文波，谢琳琳
( 海南大学 环境与植物保护学院 /海南省热带生物资源可持续利用重点实验室，海口 570228)

摘 要: 从棉花角斑病菌( Xanthomonas citri subsp． malvacearum) 中克隆并鉴定出的 hpaXm是一类新的 harpin

蛋白。笔者首次将来自棉花角斑病菌的 hpaXm基因采用农杆菌介导法导入模式生物三生烟( Nicotiana toba-
cum‘Xanthi nc．’) ，获得转基因烟草，并通过分子鉴定和蛋白活性测定，研究 hpaXm 的内源表达对转基因烟
草的影响。结果表明: PCＲ扩增检测到 T1 代烟草阳性植株的靶基因序列及 35S启动子序列，Southern blot检
测结果证明 hpaXm基因已经整合到受体基因组中，ＲT-PCＲ 结果显示在转录水平上正常表达。从转 hpaXm

基因烟草中分别提取可溶性蛋白能激发烟草产生过敏反应，说明目的基因在转基因烟草中能表达出有活性

的蛋白。hpaXm的内源表达虽不能使转基因烟草产生大面积可见的坏死斑，但经台酚蓝染色后能观察到微
过敏反应现象，同时 hpaXm能诱导转基因烟草对烟草花叶病毒( TMV) 产生抗性。本研究对于探索 hpaXm

在转基因作物中所诱导的生物学特性提供科学依据。
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Harpin蛋白是一类由革兰氏阴性植物病原菌产生，由 hrp( hypersensitive response and pathogenicity) 基
因簇编码的能在非寄主植物上激发 HＲ( hypersensitive response) 反应的蛋白类激发子。Harpin 蛋白具有
相似的生化特征:富含甘氨酸( Gly) 、热稳定、缺乏半胱氨酸( Cys) 、对蛋白酶敏感，偏酸性［1］。研究结果表
明，harpin蛋白在病原细菌与植物互作中起多重作用，harpin蛋白在外源施用时能在植物上激发 HCD( hy-
persensitive cell death) ，诱导植物系统获得抗性( systemic acquired resistance，SAＲ) ［2］，促进植物产生一些
有益的反应［3 － 4］，并且还能增强多个防卫反应和涉及信号通路的相关基因表达［5］，如水杨酸［6］、茉莉酸 /
乙烯( JA /ET ) ［6 － 7］、ABA 等介导的通路［8］等。目前，已有 8 个编码 harpin 蛋白的基因分别转入马铃薯、
油菜、拟南芥、棉花、菊花、水稻、烟草和小麦等植物中，在植物体中内源表达的 harpin 能提高转基因植株
的抗病水平，部分 harpin 能促进植物生长，甚至能使转基因植物产生抗虫性等一系列有益表
型［9 － 19，26，33 － 39］。hpaXm 是从棉花角斑病菌 Xanthomonas citri subsp． malvacearum ( a synonym of Xan-
thomonas campestris pv． malvacearum ( Smith 1901) Dye 1978，Xcm) 克隆并鉴定为新 harpin类蛋白，所编码
的 hpaXm基因定位于 hrp 区域，并且 hpaXm 具有 harpin 蛋白的共同特性［28］。根据目前所报道的 harpin
类蛋白的特征及功能，Chio 等人［1］将其归类为 HrpN，HrpZ1，HrpW1，Hpa1 和 Others 等 5 组，其中 hpaXm
作为 harpin家族的新成员，被纳入 Others组，虽然具有 harpin的共同特性，但其结构的特殊性决定其功能
可能与大部分 harpin 存在某些差异。HpaXm 外源施用时能诱导植物产生 HＲ ( hypersensitive response ，
HＲ) 也能使烟草增强对 TMV 的抗性［27］，然而，对于 hpaXm 在植物体中的内源表达至今未见相关报道。
笔者将 hpaXm连接到植物表达载体上并转化模式植物三生烟( Nicotiana tobacum‘Xanthi nc．’) ，从植物转



基因方面探析 hpaXm内源表达及其对转基因植物抗病性的影响，为揭示 harpin与植物的互作机理提供研
究基础，同时为开发新抗病品种提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 供试菌株及质粒 本实验室在前期工作中构建的质粒 pHM1-hpaXm携带有从棉花角斑病菌中克隆
出来的 hpaXm全长序列;农杆菌 LBA4404，载体 pBI121 和 BL21( DE3) /pGEX-hpaXm均由本实验室保存;
pMDTM18-T Vector购自 Takara 公司; Trans5α Chemically Competent Cell 购自 Trans 公司; 烟草花叶病毒
TMV，由本实验室保存在寄主植物上，供试菌株和质粒信息见表 1。

表 1 菌株和质粒
Tab． 1 Bacterial strains and plasmids

菌株、质粒
Strain and plasmid

抗性

Ｒesistance
来源

Source

pHM1-hpaXm 壮观霉素( Spectinomycin，Sp) 本实验室保存( Saved in the laboratory)

农杆菌 LBA4404 ( Agrobacterium LBA4404) 利福平( Ｒifampicin，Ｒif) 本实验室保存( Saved in the laboratory)

pBI121 卡那霉素( Kanamycin，Km) 本实验室保存( Saved in the laboratory)

pMDTM18-T Vector 氨苄青霉素( Ampicillin，Ap)
购自 Takara 公司 ( Purchased by Takara
company)

Trans5α Chemically Competent Cell 无( None)
购自 Trans 公司( Purchased by Trans com-
pany)

烟草花叶病毒 TMV 无( None) 本实验室保存( Saved in the laboratory)

BL21( DE3) /pGEX-hpaXm 氨苄青霉素( Ampicillin，Ap) 本实验室保存( Saved in the laboratory)

1． 2 供试模式生物 将供试烟草品种三生烟( Nicotiana tobacum‘Xanthi nc．’) 于 ( 26 ± 1) ℃室内培养，
光周期为 14 h /10 h ( 光 /暗) ，湿度范围 50% ～ 70%，播种后( 40 ± 3) d取刚舒展开的嫩叶供转化使用。
1． 3 主要试剂 TransTaq-T DNA Polymerase 和 2 × EcoTaq PCＲ SuperMix ( + dye) 购自 Trans 公司; T4
DNA连接酶，核酸内切酶 XmaI，XbaI，BamHI和 HindⅢ购自 BioLabs 公司; Gel Extraction Kit，Plasmid Mini
Kit I，HP Plant DNA Kit 和 Plant ＲNA Kit 购自 Omega 公司; DIG High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit I( for color detection with NBT /BCIP) 购自 Ｒoche 公司; ＲevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
购自 Thermo公司; Plant Protein Extraction Kit购自 CWBIO公司;核酸分子量标准购自东盛生物公司;蛋白
分子量标准购自 Takara公司; GoldView DNA染料购自北京赛百盛。引物由华大基因生物公司合成。
1． 4 植物表达载体的构建 以携带有 hpaXm 全长序列的质粒 pHM1-hpaXm 为模板，根据所选酶切位点
Xbal和 XmaI设计引物( 表 2) ，扩增目的基因 hpaXm。将目的基因连接到 pMDTM18 － T Vector 上，经测序
( 华大基因公司) 后用 NCBI-BLAST软件与 hpaXm原始基因序列( GenBank Accession No． DQ643828) 比对
确认目的基因及所添加的酶切位点序列完全正确。将目的基因双酶切并连接到双元表达载体 pBI121 上，
构成重组质粒 pBI121-hpaXm( 图 1) 。参照余云舟等［31］的方法，将重组质粒用冻融法转化农杆菌 LBA4404
感受态细胞，经卡那霉素及利福平抗性筛选，以目的基因特异性引物( 表 2 ) 对农杆菌的转化子进行菌落
PCＲ 验证，凡获得预期片段大小的特异性条带的菌落均被认为是阳性转化子。将阳性转化子送基因公司
( 华大基因) 测序，NCBI-BLAST比对完全正确后保存供转化烟草使用。
1． 5 转基因烟草的培育 参考叶盘法转化烟草［30］。取( 40 ± 3 ) d左右的烟草幼叶，表面消毒后切成
0． 5 cm ×0． 5 cm的小块，用构建好的携带有目的基因植物表达载体的农杆菌 LBA4404 侵染后，在共生
培养基 ( MS +6-BA 1 mg·L －1 ) 上，( 26 ± 0． 5) ℃黑暗培养 5 d，转入分化培养基( MS +6-BA 1 mg·L －1 +
Km 100 mg·L －1 + Cb 500 mg·L －1 ) 中分化培养，将 1 cm以上的不定芽切下转入生根培养基( 1 /2 MS +
Km 100 mg·L －1 + IAA 0． 2 mg·L －1 ) 中生根培养，获得的植株幼苗经炼苗后移栽到盆钵中温室培养。待
根长好后将无菌小苗的瓶盖打开在( 26 ± 0． 5) ℃下炼苗 3 d 后移栽到盆钵中，放到( 25 ± 0． 5) ℃温室培
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养。本研究中用作阴性对照的转空载体烟草是用叶盘转化法转化不含有外源基因的 pBI121 空质粒后获
得。各转化株系自交得到的种子分单株收获。用将 T1 代转基因种子表面消毒后播于含 Km 150 μg·
mL － 1的 MS培养基中筛选( 15 ± 1) d后将绿色小苗移栽到盆钵中温室培养。

NOS蛳pro NPT II Nos蛳Ter CaMV 35S pro Target Gene GusA Nos蛳Ter

LBXmalXbalRB

图 1 重组植物表达载体结构示意图
LB和 ＲB:左边界和右边界; NPT Ⅱ:新霉素磷酸转移酶基因; Pro:启动子; Ter:终止子; GusA: β －半乳糖醛酸酶; XbaI

和 XmaI:插入的酶切位点; Target Gene:目的基因
Fig． 1 Construction of plant expression vector with target gene

LB: left border; ＲB: right border; NPT Ⅱ: neomycin phosphotransferaseⅡ gene; Pro: promoter; Ter: terminator; GUS A:

β － glucuronidase gene; XbaI and XmaI: the inserted restriction sites

1． 6 转基因烟草的分子鉴定 ( 1) 总 DNA的提取及 PCＲ检测。用 CTAB ( Canadian Technology Accredi-
tation Board) 法提取转基因烟草总 DNA，以目的基因和 CaMV 35S 启动子 ( Genbank Accession No．
AF485783) 的 2 种特异性引物对转基因烟草进行 PCＲ验证，为了便于遗传操作，引物中引入了相应的酶
切位点和保护碱基，引物序列见表 2。以质粒 pBI121-hpaXm 为阳性对照，转空载体 pBI121 烟草总 DNA
为阴性对照，进行 PCＲ扩增。2 种特异性引物均能扩增出靶标基因的植株初步认为是转基因植株。( 2 )
转基因烟草的 Southern-Blot检测。从 T1代转基因烟草植株中，随机选取 4 株转基因烟草和 1 株转空载体
烟草，提取基因组 DNA进行目的基因 PCＲ扩增，将 PCＲ产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，用虹吸印迹法转
移到尼龙膜上进行 Southern-Blot检测。探针 hpaXm 基因用地高辛( DIG High Prime DNA Labeling) 标记，
标记与杂交方法按照试剂盒( 购自 Ｒoche，Germany) 说明书进行。( 3) 总 ＲNA的提取及 ＲT-PCＲ扩增。用
Plant ＲNA Kit试剂盒( 购自 Omega，E． Z． N． A．  ) 提取 T1 代转基因烟草总 ＲNA，经无 ＲNase 的 DNaseⅠ
处理后，根据 ＲevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit反转录试剂盒( 购自 Thermo，America) 使用说明，分
别取 2 μg ＲNA作模板，42 ℃反转录 1 h，以适量的 cDNA 为模板，进行 PCＲ 扩增。以在真核生物中高度
保守和组成性表达的 EF1α基因( GenBank Accession No． AJ223969 ) 为内参，根据基因序列设计引物，扩
增参数见表 2。

表 2 PCＲ 扩增所用的引物序列及参数
Tab． 2 Sequence of PCＲ prmiers and relative characteristics

目的基因

Target gene

基因序列号

GenBank
Accession No．

引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence
片段长度 / bp
Segment length

hpaXm DQ643828
HpaXm-F 5'-GCTCTAGAATGAATTCTTTGAACACACAGA -3'

HpaXm-Ｒ 5'-TCCCCCCGGGTTACTGCATCGATCCGGTGT-3'
402

35S AF485783
35S-F 5'-GCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATGC-3'

35S-Ｒ 5'-TTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAA-3'
800

EFlα AJ223969
EFlα-F 5'-AGACCACCAAGTACTACTGCAC-3'

EFlα － Ｒ 5'-CCACCAATCTTGTACACATCC-3'
95

注:加粗的为 hpaXm基因的序列，下划线为酶切位点
Note: hpaXm gene sequence is in bold; restriction sites are underlined

1． 7 转基因烟草的表型测定 ( 1 ) 转基因烟草植株的表型观察: 将移栽后的转 hpaXm 烟草、转空载体
pBI121 烟草和亲本三生烟置于( 26 ± 1) ℃，50% ～ 70%湿度，14 h /10 h( 光 /暗) 等相同条件下培养，观察
其生长发育的情况。( 2) 转基因烟草的蛋白活性测定: 根据 Plant Protein Extraction Kit 使用说明书( 购自
CWBIO，Beijing) ，提前取出实验所需蛋白抽提试剂进行预冷，在进行蛋白抽提前 2 ～ 3 min 内按照 1: 99
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( 蛋白酶抑制剂混合物:蛋白抽提试剂) 比例配置成 1 ×工作液;取新鲜转基因烟草叶片 0． 5 g，立即放在
研钵中加液氮磨碎，将研磨好的叶片收集于 2 mL EP管中加入 1 mL 1 ×工作液，冰上孵育 20 ～ 30 min，
4 ℃，12 000 r·min －1离心 20 min。收集上清中的可溶性蛋白，进行 SDS-PAGE分析。由于 hpaXm具有热
稳定性［13］，所提取的可溶性蛋白置于沸水中煮沸 10 min，取 100 ～ 200 μm注射烟草叶片，24 h后观察有
无 HＲ发生。同时，提取在 BL21( DE3 ) /pGEX-hpaXm 中表达的 hpaXm 蛋白作阳性对照，以转空载体烟
草做同样处理作为阴性对照，PBS缓冲液作为空白对照。( 3) Trypan blue 染色检测过敏性细胞死亡:参照
Miao 等［28］的方法做一些改良，采用 Trypan blue 染色检测转基因植株是否有 micro-HＲ产生。取移栽( 20 ±
2) d的转基因植株上部刚舒展开的叶片，用打孔器取直径 1 cm左右的叶圆片，放入盛有 Trypan blue 染液
( 20 mL乙醇，10 mL水饱和酚，10 mL乳酸，10 mL水，10 mg台酚蓝) 的 10 mL EP管中，室温下染色 5 min，再
用无水乙醇脱色，100 ℃煮沸( 15 ±2) min。用灭过菌的 DD水冲洗 3遍，放在载玻片上用滤纸吸干叶片底部
的水，置于 Olympus显微镜下观察，死亡细胞将被染成深蓝色。实验设置转空载体 pBI121 烟草植株叶片作
为阴性对照，以在大肠杆菌中表达的 GST融合蛋白 GST-hpaXm注射的烟草叶片作为阳性对照。
1． 8 T1 代转基因烟草对 TMV的抗病性分析 将移栽 42 d后的烟草，采用摩擦接种法接种 TMV。TMV
由本实验室保存，使用前在新鲜叶片上活化并确定使用浓度。选用 T1 代转基因植株，随机选取转 hpaXm
处理接种 10 株，每株接种中部 3 片叶龄一致的叶片;同时，以转空载体植株作对照。试验重复 3 次。接
种后将试验植株至于( 22 ± 1) ℃的温室中培养，5 d 后记录叶片枯斑发生情况。抗病性表示为转基因植
株与对照相比，病斑个数减少的百分数: ［( 对照上面的平均枯斑数 －转基因叶片上的平均枯斑数) /对照
叶片上平均枯斑数］× 100% ，对所得数据采用 Ducan’s新极复差法比较差异显著性［12］。

2 结果与分析

2． 1 构建植物表达载体 以质粒 pHM1-hpaXm 为模板，PCＲ 扩增目的基因 hpaXm 经 1%琼脂糖凝胶电
泳检测出在 DL 200 ～ 500 Marker之间出现与目的基因片段大小一致的条带，以 DD水为模板设置的空白
对照组没有出现条带( 图 2) 。将目的条带切胶回收后连接到 pMDTM18 － T vector上，得到重组质粒 pMDTM

18 － T: hpaXm，转化大肠杆菌感受态细胞 Trans5α 经蓝白斑筛选，用 M13 ( 购自 Takara，中国大连) 通用引
物对大肠杆菌转化子进行 PCＲ 扩增，凡获得预期片段大小的特异性条带的菌落均被基因公司 ( 华大基
因) 测序，经 NCBI-BLAST软件比对，结果表明目的基因已成功地连接到植物表达载体 pBI121 上。将已构
建好的植物表达载体 pBI121: : hpaXm采用冻融法导入农杆菌 LBA4404，经卡那霉素和利福平认为是阳性
转化子。将阳性转化子送基因公司( 华大基因) 测序后用 NCBI-BLAST软件与 hpaXm原始基因序列( Gen-
Bank Accession No． DQ643828) 比对结果显示目的基因及所添加的酶切位点序列完全正确。将空载体
pBI121 以及携带目的基因的 pMDTM18-T Vector分别用核酸内切酶 Xbal和 Xmal 双酶切( 图 3) ，将得到的
目的条带切胶回收后用 T4 连接酶连接过夜，经卡那霉素筛选后得到重组阳性转化子 pBI121: : hpaXm。将
阳性转化子送抗性筛选得到的阳性转化子送基因公司( 华大基因) 测序，用 NCBI-BLAST软件与 hpaXm原
始基因序列( GenBank Accession No． DQ643828) 比对，得到农杆菌转化子 LBA4404-pBI121: : hpaXm。

M 0 1 2 3 4 5 6

500

250
hpaXm

图 2 PCＲ扩增获得 hpaXm基因
M: DL2000 Marker; 0: DD水为模板的空白对照; 1 ～ 6: hpaXm基因的条带

Fig． 2 PCＲ product of hpaXm gene
The PCＲ product of the XbaI-hpaXm-XmaI ( 420 bp) fragment ( Top，Lanes 2 － 7) synthesized by plasmids PHM1 – hpaXm

with primers hpaXm-F and hpaXm-Ｒ． Lane M is the molecular size marker ( bp ladder) ． PCＲ product was amplified using template
of DDW as the blank control ( Lanes 1)
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图 3 酶切质粒获得载体片段及目的基因片段
M: DL2000 Marker; 1:未加内切酶的质粒; 2 ～ 3:用核酸内切酶 Xbal和 Xmal 对质粒进行双酶切; A: pBI121; B: pMDTM

18-T: : hpaXm
Fig． 3 Fragments of the recombined plasmids and target genes from plasmid double-digestion

Lane M is the molecular size marker ( bp ladder) ; Lane 1 of A and B are plasmids without restriction enzyme; Lanes 2 － 3

show plasmids double-digested by restriction enzymes XbaI and XmaI; A means pBI121; B means pMDTM18-T: : hpaXm

2． 2 转基因烟草的获得及 hpaXm基因的分子鉴定
2． 2． 1 转基因烟草总 DNA 中 PCＲ 扩增出的目的基因 PCＲ 检测结果表明，转基因烟草植株基因组总
DNA和质粒的阳性对照在 DL 200 ～ 500 Marker之间均出现与目的基因大小一致的特异片段，而以转空
载体植株的基因组总 DNA为模板和以 DD水为模板则没有扩增出条带;转 hpaXm基因以及转空载体的烟
草植株均能在 DL 750 ～ 1 000 Marker之间扩增出 800 bp左右的片段，与 CaMV35S启动子的预期大小一
致( 图 4) 。对部分转基因植株的 PCＲ 产物测序结果表明，扩增产物与已发表的目的基因序列 100%同
源。PCＲ检测的结果初步证明外源基因已经转入到这些再生植株中。

bp M 1 2 3 4 5 6 7
500

250

1 000
750

图 4 转 hpaXm 烟草植株目的基因和
CaMV35S 启动子 PCR 检测结果

M:DL2000 Marker；1 ~ 4: 以随机选取的转基因烟
草植株总 DNA 为模板；5： 以转空载体烟草植株总
DNA为模板的阴性对照；6：以 DD 水为模板的空白对
照；7：以质粒 pBI121::hpaXm为模板的阳性对照
Fig.4 PCR determination of the gene hpaXm inserted

into tobacco chromosome and the promoter
CaMV35S specific primer

M: DL2000 Marker; Lanes 1-4: Randomly selected
transgenic tobacco genomes as template; Lane 5: A
negative control of transgenic tobacco genomes with
empty vector as template; Lane 6: A blank control with
DDW as template; Lane 7: A positive control with
pBI121::hpaXm plasmids as template

M 1 2 3 4 5 6 7

402bp

箭头所指为杂交带 The arrows indicate hybridization bands

图 5 T1代转 hpaXm 基因植株 Southsern-blot 检测结果
M：DL2 000 Marker；1 ~ 4： 以随机挑选的转基因植株总

DNA 为模板；5： 以转空载体植株总 DNA 为模板的阴性对
照；6：以 DD水为模板的空白对照；7：以质粒 pBI121：：hpaXm
为模板的阳性对照
Fig.5 Southern Blot results of T1 transgenic plants with

hpaXm gene
Lane M: DL2 000 Marker; Lanes 1-4: Randomly selected

transgenic plants; Lane 5: Negative control: Transgenic plants
transferred with empty vector; Lane 6:Blank control: PCR
amplified with DDW as template; Lane 7: Positive control:
PCR amplified with plasmid pBI121::hpaXm
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2． 2． 2 目的基因整合在 T1代转基因植株的基因组 PCＲ-Southern 杂交结果显示，质粒阳性对照组和转
基因植株的 PCＲ-Southern，可见特异性杂交条带，转 hpaXm基因烟草的杂交带出现在 400 bp左右，转空载
体植株的阴性对照组和 DD水的空白对照组则无杂交带( 图 5) 。分子杂交进一步证明了外源基因已经整
合到了烟草的基因组中并从 T0代到 T1代得到了稳定遗传。
2． 2． 3 T1 代转基因植株中 ＲT-PCＲ 扩增出的目的基因 分别提取转基因植株的总 ＲNA 经反转录后，
ＲT-PCＲ产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳显示，转 hpaXm基因株系在 DL 200 ～ 500 Marker之间扩增出与目
的基因大小一致的条带，加了反转录酶的转基因及转空载体株系在接近 500 bp 处均扩增出与 EFlα 基因
大小一致的条带，但转空载体株系、未加反转录酶的转基因株系和以 DD水为模板的对照组均检测不到外
源基因的表达( 图 6) 。结果表明转基因植株中外源基因从 T0 ～ T1 代得到了稳定遗传，并且能够在转录

水平上正常表达。

500

250
500

250

M 1 2 3 4 5 6 7bp

EFla

A

B

图 6 T1 代转 hpaXm基因烟草的 ＲT-PCＲ电泳检测图
A: ＲT-PCＲ检测外源基因表达的电泳图; B:在真核生物中高度保守的 EFla基因表达的电泳图; M: DL2000 Marker;

1 ～ 4: T-hpaXm 随机选取的转 hpaXm基因烟草植株; 5:转空载体烟草植株; 6:不加反转录酶的转基因烟草; 7:以 DD 水为
模板的空白对照

Fig． 6 Semi-quantitative ＲT-PCＲ of T1 plants of different lines with transcription of hpaXm
A: ＲT-PCＲ products of the expression of exogenous genes; B: The EFla，a highly conserved and respectively expressed gene

in eukaryotes; M: DL2000 Marker; Lane 1 － 4: hpaXm transgenic tobacco plants with T-hpaXm randomly selected; Lane 5: empty
vector transformed tobacco plants; Lane 6: Transgenic tobacco plants without reverse transcriptase as negative control; Lane 7:
Blank control with DDW as template

2． 3 转基因烟草与亲本表型比较 将转基因烟草和亲本烟草置于温度 ( 26 ± 1 ) ℃、湿度 ( 50% ～
70% ) 、光照周期( 14 h /10 h) 等相同的培养条件下，从 T0 ～ T1 代转 hpaXm 以及转空载体 pBI121 烟草株
系的株型、株高、叶片大小和花期等性状上分析，与同一时期的亲本烟草相比无明显差异，生长发育正常，
无肉眼可见的 micro-HＲ。
2． 3． 1 转基因烟草中的 hpaXm 能激发 HＲ 提取转基因植株的可溶性蛋白注射烟草叶片进行 SDS-
PAGE分析以及过敏性反应测定。结果表明: 与转空载体烟草提取的可溶性蛋白相比，转 hpaXm 基因烟
草提取的可溶性蛋白在 12 kD ～20 kDa之间出现清晰的条带，与目的基因表达的蛋白大小一致( 图 7) ;转
hpaXm基因烟草植株的蛋白溶液与在 BL21( DE3) /pGEX-hpaXm中表达的 GST-hpaXm融合蛋白一样，均
能够在烟草上引起过敏反应，而转空载体植株提取出的可溶性蛋白和 PBS 缓冲液则不能引起过敏反应
( 图 8) 。因此可以判断过敏反应的出现是由于转基因植株中外源蛋白表达引起的，说明转基因烟草中可
以表达出有活性的 hpaXm蛋白及其多肽片段。
2． 3． 2 转 hpaXm基因植株具有微过敏反应现象 肉眼观察不到转基因叶片表面有过敏性反应发生，但
经过台酚蓝染色法处理后，在显微镜下能观察到深蓝色的坏死细胞簇零星分布于叶片上，结果显示转

hpaXm烟草植株有不同程度的微过敏反应产生( 图 9) ，实验结果表明，hpaXm基因的内源表达使烟草自身
产生防卫反应。
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图 7 提取转 hpaXm 基因烟草的可溶性蛋白
SDS蛳PAGE 分析

A: 转 hpaXm 烟草提取的可溶性蛋白 ;B: 转空载体
pBI121 烟草提取的可溶性蛋白；C:由 BL21(DE3)/pGEX蛳
hpaXm 大肠杆菌表达的 GST蛳hpaXm 蛋白
箭头所指为外源基因在烟草中表达的特异性蛋白条带
Fig.7 SDS蛳PAGE analysis of soluble protein extracted

from different transgenic tobacco plants
A: hpaXm transgenic tobacco; B: Empty vector pBI121

transgenic tobacco; C: GST蛳hpaXm fusion proteins expressed
in BL21 (DE3) / pGEX蛳hpaXm
Arrows indicated the specific protein bands of foreign
genes’ expression in transgenic tobacco

图 8 提取转 hpaXm 基因植株的可溶性蛋白激发烟草产生
的 HR 及 GST-hpaXm 激发烟草叶片产生 miro蛳HR

A： 转 hpaXm 植株提取的可溶性蛋白；B： 由 BL21(DE3)/
pGEX蛳hpaXm 大肠杆菌表达的 GST蛳hpaXm 蛋白；C：转空载体
植株提取的可溶性蛋白；D：PBS 缓冲液
Fig.8 Boiled soluble蛳protein extracts of transgenic tobaccos

stimulated tobacco leaves to produce HR and GST蛳 hpaXm
stimulated tobacco leaves to produce micro蛳HR

A: soluble proteins extracted from hpaXm transgenic tobacco;
B: GST 蛳hpaXm fusion protein expressed by Escherichia coli
harboring BL21 (DE3)/pGEX蛳hpaXm; C: Soluble protein extracted
from the empty vector pBI121 transgenic tobacco; D: PBS buffer
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图 9 转基因烟草叶片的微过敏反应
A：转 hpaXm 植株叶片；B：GST蛳hpaXm 蛋白激发烟草叶

片产生的过敏性反应；C：注射转 pBI121 空载体植株叶片
箭头所指为发生微过敏性反应的死亡细胞簇
Fig.9 Micro蛳HR produced in transgenic tobacco leaves
A: Transgenic hpaXm tobacco leaves; B: Micro 蛳HR

reactions produced by tobacco leaves injected with 10 μL
GST蛳hpaXm protein (0.1 μmol·L蛳1) stained by trypan blue; C:
Transgenic empty vector pBI121 tobacco leaves

The arrows indicate the occurrence of micro 蛳HR dead
cell clusters

图 10 hpaXm 的内源表达增强烟草对 TMV 的
抗病性

将转基因烟草接种 200 μL (≥0.1 μmol·L-1) TMV
放在（22±1） ℃ 5 d 后的叶片。 A：接种 TMV 的转基因
烟草叶片，B：转空载体 pBI121 烟草叶片
Fig.10 Endogenous expression of hpaXm enhanced
resistance of the transgenic tobacco to TMV

Leaves inoculated with 200 μL (≥0.1 μmol·L-1)
TMV were placed in a greenhouse at (22 ± 1) C for 5
days. A: Transgenic hpaXm tobacco leaf inoculated with
TMV; B: Transgenic empty vector pBI121 tobacco leaf

554第 4 期 李 乐等:转 hpaXm烟草及其对 TMV抗病性分析



2． 4 转 hpaXm基因烟草对 TMV的抗病性 接种 TMV后发现:在所接种的 T1 代转 hpaXm基因的各 30
株烟草中，转 hpaXm基因植株形成的枯斑数要明显少于转空载体 pBI121 植株的对照。统计分析结果表
明，抗病转基因烟草与对照的差异达到极显著水平( P≤0． 01) 。与对照相比，转 hpaXm烟草抗性植株平
均病斑约减少 60． 12%，见表 3 和图 10。

表 3 转基因烟草对 TMV的抗病性分析
Tab． 3 Ｒesistance levels of transgenic tobacco against TMV

植株

Plants
植株病斑数( X ± SD )
Plant leaf lesion number

P≤0． 01
Significance level

病斑减少率 /%
Lesion reduction

转空载体烟草 Empty vector( control) 35． 76 ± 2． 71 A

转 hpaXm烟草( Transgenic tobacco) 12． 97 ± 2． 37 B 60． 12

3 讨 论

HpaXm的特殊性一方面在于其组分上:大部分的 harpin 蛋白甘氨酸含量大于 15%，并且集中在这些蛋
白的特定区域，而 hpaXm的甘氨酸比例低于大部分 harpin蛋白;大多数 harpin不含半胱氨酸，这一结构有利
于二硫键的形成，但是 hpaXm 含有 4 个半胱氨酸; 大部分 harpin 是偏酸性的，然而 hpaXm 并不具有该特
性［1，28］。另一方面，hpaXm的 2级结构预测显示其 N端的第1 ～ 15个氨基酸可能为信号肽序列( signal pep-
tide) ，并且，在大肠杆菌表达系统中缺失类似信号肽的 hpaXm不能被分泌出胞外但纯化后仍能激发 HＲ反
应［27 － 28］。迄今为止，大部分研究认为，harpin蛋白是由Ⅲ型分泌系统( typeⅢ secretion system，T3SS) 分泌，而
含信号肽的蛋白一般由Ⅱ型分泌系统( TypeⅡsecretion system，T2SS) 转运［29］。hpaXm 除了通过 T3SS 转运
之外，是否存在 T2SS的参与;其在植物体中的表达及互作位点会在何处;其内源表达又会诱发植物的哪
些信号通路等问题都尚待解决。

本研究结果表明，转 hpaXm基因烟草从株型、株高、叶片大小和花期等性状上观察，与同一时期的亲
本烟草相比无明显差异，一种可能是由于 hpaXm的表达量低不足以促进烟草生长，另一种可能是 hpaXm

不同于大部分 harpin，并无明显的促进转基因烟草生长的作用，这一点与报道过的 hpaGXoo在转基因拟南
芥中 ［11］和 harpinXoo在转基因菊花中［14］的表型有所不同。

转基因植株未能从肉眼上观察到过敏性细胞坏死，这与 hpa1Xoo 在转基因棉花中的表型相似［13］，不同
的是 HpaGXoo在转基因拟南芥中不能诱发 micro-HＲ［11］，而转 hpaXm基因烟草用台酚蓝染色后在光学显微
镜下能观察到叶片有不同程度的细胞坏死现象。这是由于转基因烟草中外源基因的表达水平较低，所表达
的蛋白不足以诱导转基因植株产生大面积肉眼可见的坏死斑。从转基因植株中提取的可溶性蛋白注射烟草
能产生过敏反应，说明 hpaXm在转基因植株的表达与 hpaXm在大肠杆菌中的表达具有一致性［27］。

从转 hpaXm对 TMV的抗性上分析，hpaXm的内源表达不同程度地增强了烟草对 TMV 的抗病性，这
与 hpaXm的外源施用产生的效果一致［28］。有研究表明，harpin 在转基因植物中的表达，赋予那些没有产
生过敏性细胞死亡的植物细胞对不同的植物病原体包括真菌、卵菌、细菌和病毒产生防卫反应。hpa1 基
因来自水稻白叶枯萎病菌( Xanthomonas oryzae pv． Oryzae) ，其异位表达能提高水稻和拟南芥对致病菌的
抗性［33］。Belbahri等人发现来自青枯菌( Ｒalstonia solanacearum) 的 PopA 蛋白在转基因烟草中与植物病
原菌是不相容的［32］。表达来自梨火疫苗病菌( Erwinia amylovora) 的 hrpN 基因，增强了转基因烟草对番
茄灰霉病菌( Botrytis cinerea) 的抗性［34］。Miao 等人发现 Hpa1Xoo在棉花中的表达诱发了与抗病性相关的

多个信号通路［39］。表达来自水稻白叶枯病菌( Xanthomonas oryzae pv． Oryzae) 的 hrf1 基因，持续性地增强
转基因水稻对稻瘟病菌( Magnaporthe grisea) 的非特异性抵抗力［36］，Hrf1 基因的过度表达增强了转基因水
稻的抗旱性［38］。Pavili 等人发现来自菜豆丁香假单胞菌的 hrpZ 基因使转基因烟草和甜菜抵抗丛根
病［26］。表达 hrp( 来自 Erwinia pyrifoliae) 的转基因烟草诱发对番茄灰霉病的抗性［37］。表达 harpin( Xoo)
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诱导转基因烟草对病原菌产生防卫反应［35］。HpaXm的内源表达赋予转基因植物对 TMV 产生抗性，与所
报道的 harpin诱导转基因植物产生抗病性具有相似特征［12，26，28，33 － 39］。

Harpin蛋白作为一个转运子或致病因子，从细菌体内分泌开始，到细菌细胞外，到植物细胞壁、细胞
膜、细胞质，甚至在转基因植物中从植物细胞质再到细胞壁都发挥相应作用［5，20 － 26］。笔者将转基因烟草
作为模式生物，对 hpaXm的内源表达及对植物产生的影响做了初步的探索，对于 harpin 类蛋白在功能上
的分类做了一些补充;另外，不同的 harpin 蛋白在植物上也可能有不同的结合位点并发挥不同的作用，但
目前对在病菌侵染期间 harpin蛋白与植物相互作用的确切机理仍不十分清楚 ［5，20 － 26］，hpaXm 在转基因植
物中的作用位点尚待进一步研究，对于 hpaXm 的定位工作也在持续进行中。因此，本研究对于解析
hpaXm与植物之间的互作关系具有重要意义，为后续 hpaXm在其他转基因作物上的应用与推广奠定了理
论基础。
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Effect of transgenic tobacco expressing hpaXm on TMV resistance

LI Le，MIAO Weiguo，ZHENG Fucong，LIU Wenbo，XIE Linlin
( Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresource /College of Environment and Plant

Protection，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: HpaXm，cloned and identified from Xanthomonas citri subsp． malvacearum，is a new class of harpin
proteins． Tobacco ( Nicotiana tobacum‘Xanthi nc’) was transformed with HpaXm through Agrobacterium-media-
tion，and the resultant transgenic tobacco plants were subjected to molecular identification and protein activity
assay to study the effect of the endogenous expression of hpaXm in the transgenic tobacco． The target gene and
the 35S promoter sequences were detected by PCＲ，and the target genes sequences were detected by Southern
Blot hybridization in the genome from the T1 line positive transgenic plants，indicating that the hpaXm gene had
already been integrated into the recipient genomes． Ｒeverse transcriptase PCＲ indicated that the transferred
genes were expressed normally in the transgenic plants． Soluble proteins extracted from plants which had been
transformed with hpaXm could stimulate hypersensitive response on tobacco leaves，indicating that hpaXm ex-
pressed in transgenic tobacco plants are bioactive． Although the endogenous expression of hpaXm failed to make
a large area visible necrotic spots，but the phenomenon of micro-allergic reactions was observed after trypan blue
staining． Constitutive expression of hpaXm in transgenic tobaccos conferred defense responses to TMV． The study
would provide a scientific basis to explore the biological characteristics of transgenic plants induced by hpaXm．
Keywords: hpaXm; transgenic tobacco; hypersensitive response ( HＲ) ; TMV resistance
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