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转拟南芥AfNPRl基因增强水稻对

水稻白叶枯病和稻瘟病的抗性
段承杰1一，罗荡平1一，罗雪梅1一，冯家勋1，2。

(1．亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室，南宁530005；

2．广西大学生命科学与技术学院，南宁530005)

摘 要：A￡NPRl基因是拟南芥系统获得抗性的一个重要调节基因，在拟南芥中过量表达A￡NPRl基因能使

拟南芥对细菌和真菌的抗性同时增强。为了研究在水稻中过量表达A￡NPRl基因对水稻抗病性的影响，将

该基因转入到广西主栽籼稻恢复系品种桂99中。经PCR验证得到了79株转基因植株，DNA斑点杂交表明

A丁NPRl基因已经整合到桂99染色体DNA中。N。rthern杂交和RT—PcR分析表明，A￡NPRl基因在桂99

中已经表达；同时还检测了转基因植株对水稻白叶枯病和稻瘟病的抗性，结果表明转基因植株对该两种病害

的抗性均显著增强。
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Abstract：The A￡Nj叶己1 gene is a key regulator of systemic acquired resistance(SAR)in Am抚do声sis￡凡口Zin舰．Over-

expression of A六咿Rl in A．≠^nZi口撇enhanced resistance to both bacterial and fungal diseases．’Ib investigate the

effect of ArNPRl over_expression in rice on its disease resistance，the gene was transfornled as a restorer in Gui99 of

Guang)【i．PCR and DNA dot blot hybridization analyses revealed that 79 transge“c plants、Ⅳere obtained． Northern

hybridizatjon and RT-PCR analyses in djcated that A￡NPRl gene was overreXpressed in rice．The transgenic plams

were challenged with X“小愚07720，砌s or_yz口P pv．o_跏P(XDD)and M&g舰声。州^P g—s已n，the^ce bacterial blight and

fungal blasc pathogens，respectlvely．They showed significantly enhanced resistance to X00 and M。gri5配。

Key words：AfNPRl gene；“ce；Gui99；transformation；disease resistance；X．ory￡ne pv．oD，嬲P；M．gris阳

稻瘟病(rice blast)和水稻白叶枯病(rice bacte—

rial bl培ht)是对水稻生产威胁最大的主要病害。在

防治策略上，对稻瘟病、白叶枯病以种植抗病品种为

主。植物系统获得抗性(systemic Acquired Resist一
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ance，SAR)是一种植物诱导型防卫反应机制，是植

物受物理、化学或生物因子在局部作用后整株表现

出的对较广泛的病原微生物(病毒、细菌、真菌)的抗

性(Durrant等，2004)。这种抗性往往能持续较长
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时间，它显著区别于其它抗病反应：其一，SAR能引

起病程相关(Pathogenesis—Related，PR)蛋白的表达

以及对病原菌有广谱抗性；其二，SAR是一种植物

主动防御机制，从过敏反应到植物系统获得抗性的

产生，发生一系列信号的转导(Baker等，1997；Hunt

等，1996；Smith等，2000)。拟南芥A￡NPRl是导

致拟南芥SAR及局部获得抗性在内的水杨酸(sali—

cylic acid，SA)信号传递途径中的一个重要调节因

子(Cao等，1997)。AfNPRl基因在拟南芥中的过

量表达，可导致下游一系列防卫反应基因表达的增

强或PR基因的表达加快，使拟南芥获得对病原细

菌和真菌的广谱抗性，同时转基因植株的生长发育

并不受影响(Cao等，1998；Friedrich等，2001)。

在水稻品种LiaoGeng(LG)过量表达伙NPRl

(NHl)对水稻白叶枯病抗性显著增强，并且抗性可

遗传(Chern等，2005)。Yuan等(2007)将0sNPRl

在TP309中过量表达，提高了对xDo的抗性，同时

发现蕊NPRl与水稻的抗虫性有关。Feng等

(2011)将佻NPRl基因在水稻TP309和桂99中过

量表达，同时提高了水稻对白叶枯病和稻瘟病的抗

性。拟南芥AfNPRl基因最早的异源表达是将之

转入水稻粳稻TP309中，增强水稻对水稻白叶枯病

的抗性(chern等，2001)；Quilis等(2008)进一步发

现AzNPRl基因可同时提高转基因水稻对真菌、细

菌及病毒等植物病原菌的抗性。在番茄(“n等，

2004)、小麦(Makandar等，2006)、柑桔(Zhang等，

2010)、棉花(Parkhi等，20lo)和烟草(Meur等，

2008)等植物中过量表达AzNPRl基因，也增强了

其对细菌和真菌病害的抗性，所以A￡NPRl基因是

培育广谱抗病好作物的热门候选基因。此外A￡一

NPRl基因也被转入罗汉果中，但是转基因罗汉果

的抗病性检测未见进一步报导(杨华等，2011)。本

研究应用根癌农杆菌介导法将A￡NPRl基因导入

广西主栽水稻恢复系桂99中，检测AfNPRl基因

是否能增强桂99对水稻白叶枯病和稻瘟病的抗性。

1 材料与方法

1．1材料

质粒：水稻表达载体pGXN5022，含拟南芥A≠一

NPRl cDNA基因，控制A￡NPRl基因表达的启动

子为Ubiquitin启动子，终止子为NOS，在水稻中的

抗性选择标记为G418；菌株：大肠杆菌DH5a，根癌

农杆菌菌株EHAl05，水稻黄单胞菌水稻变种

13751，水稻稻瘟病菌CHL0742中国菌株；水稻品

种为籼稻恢复系桂99；大肠杆菌培养基：LB(nyp—

tone 10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 5 g，pH7．o)；根癌

农杆菌培养基：YEB(nyptone 5 g，Beef extract 5 g，

MgSC)4 1 g，Yeast extract 1 g，Sucrose 5 g，pH7．o)；水

稻白叶枯病菌培养基：OB(Peptone 2．0 g，nyptone

5．0 g，Sucrose 10．O g，SOdium glutamate 1．O g，Methi—

onine O．1 g，K2 HP04 0．72 g，KH2P04 O．28 g，NH4Cl

1．0 g，MgCl2·6H20 1．O g，P+一(E阢～)1 ppm，

pH7．O)；稻瘟病菌培养基：淀粉培养基。

1．2方法

1．2．1含A￡NPRl基因的水稻表达载体的构建

拟南芥小苗生长2周后，用BTH(Benz。thiadiazole)

喷雾处理小苗3次后，从小苗中提取总RNA，根据

已发表的拟南芥的A￡NPRl基因的cDNA序列

(GenBank序列号：AY088183)设计一对引物

NPRl U：57一GATCCCGGGTCAATTCATCGGAA

CCTG一3 7， NPRl D： 5 7一GCGAGCTCATGACGC—

CAACGATAGAC一3’，在引物的5 7端分别含有

Sm口I和S口cI位点(下划线部分)，应用RT—PCR扩

增出了全长的A￡NP尺1基因cDNA，将该片段克隆

到经S口fI／Sm以I酶切的载体pBluescript M13 KS

(+)上得重组质粒pGXN5001，经测序验证正确后

再用S口cI／Sm口I双酶切pGXN5001，回收1 892 bp

的A￡NPRl基因片段，用T4 DNA聚合酶补平末端

后再连接到载体pJFNPTII—UbiN的S优位I位点，选

择外源片段正向连接到Ubiquitin肩动子下游的重

组质粒，最终得到含有ATNPRl基因的水稻表达

载体pGXN5022。将该表达载体通过三亲本接合的

方法转入到根癌农杆菌EHAl05。组织培养和转化

的培养基参照文献(乐宁等，2005)。

1．2．2含AzNPRl基因的水稻表达载体对水稻桂

99的转化用Hiei等(1994)报道的用根癌农杆菌

介导的方法对水稻进行转化。具体按乐宁等(2005)

描述的方法进行。

1．2．3转基因植株的PCR检测 应用PCR方法检

测所有的G418抗性再生植株。少量提取水稻总

DNA，以引物NPRlU和NPRlD进行扩增。PCR

扩增反应体系：2．5肛L 10×PCR buffer；2 I上L dNTP

(2．5 mm01／L)；1．o弘L水稻总DNA(1 ng／肛L)；1

”L NPRlU(10 pmol／i上L)；1扯L NPRlD(10 pmol／

肛L)；o．2肛L ExTaq DNA聚合酶(5 U／肛L)；17．1
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肛L ddH20。PCR反应条件：94℃2 min变性，94

℃1 min，58℃1 min，72℃2 min进行30个循环，

最后72℃10 min。以琼脂糖凝胶电泳检测PCR

产物的大小。

1．2．4 DNA斑点杂交 提取转A￡NPRl基因的桂

99植株、未转基因的桂99植株的总DNA，取3肛g

DNA经碱变性后点在尼龙膜上，待膜干后进行紫外

交联；用20 ng质粒pGXN5022的DNA做为阳性

对照，按同样的方法点在膜上。用A￡NPRl基因作

为探针，用Promega公司的Prime—a_Gene Labe—

ling System试剂盒进行标记，方法按试剂盒提供的

程序进行。

1．2．5 RT—PCR检测 用TRizol试剂提取8株转

AfNPRl基因的水稻总RNA，使用引物NPRlU和

NPRlD进行RT-PCR。详细操作按INVITRO—

GEN SUPERSCRIPT7MII RT Kit说明书进行。

1．2．6 Northern杂交 用TRizol试剂提取转A￡一

NPRl基因的水稻总RNA，总RNA经变性电泳后，

用上行法转移至尼龙膜上。以A￡NPRl基因为探

针，杂交后的X光片用TyphOOn系列(Amersham

Biosciences公司)扫描仪扫描磷屏获得结果。

1．2．7转A￡NPRl基因植株的抗病性检测 T1、

T2代的植株抗病性试验于温室盆栽中进行，检测方

法：(1)水稻白叶枯病：接种菌液浓度为0D。。。一

O．001(106 cfu／mL)，每个株系剪叶接种30张以上

叶片，接种后14 d测量病斑长度。每个试验设3个

重复。(2)稻瘟病：病菌分生孢子悬浮液浓度为1×

106个／mL，加o．2％Tween 20作展布剂，均匀喷雾

接种苗期水稻。试验设3个重复，每个重复接种30

张以上叶片。接种后避光保湿24 h后置于常规状

态下管理，第7天调查发病情况。并按以下公式计

算病情指数：病情指数一各级发病叶数×各级代表

值／(调查总叶数×最高级代表值)×100。

2 结果与分析

2．1 AtNPRl基因表达质粒的构建及其对水稻桂99

的转化

我们将获得的ATNPRl基因正向插入在

Ubiquitin启动子下游的重组质粒命名为

pGXN5022(图1)，A￡NPRl基因置于Ubiquitin启

动子控制下，水稻选择性标记为已通过安全性审批

的G418抗性基因。将重组质粒转化到根癌农杆菌

EHAl05中，得到EHAl05／pGXN5022。

图l含A￡NPRl基因的水稻表达

载体pGXN5022的结构

Fig．1 Structure of rice expression vector pGXN5022

containing AfNPRl cDNA gene

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 1 1

图2转A￡NPRl基因桂99植株的PCR检测

Fig．2 PCR analysis of transgenic Gui99 plants

transformed with A￡NPRl gene

M．1 kb DNA ladder；1．阳性质粒(pGXN5022)；

2．未转基因桂99；3—11．转基因株系。

M．1 kb DNA ladder；1．Positive plasmid(pGXN5022)；

2．Gui99；3一11．Transgenic plant lines．

在NB或GI培养基上诱导6～8 d时的水稻愈

伤组织(直径约2 mm)为转化受体愈伤组织，与根

癌农杆菌EHAl05／pGXN5022在共培养基CC-AS

上共培养3～5 d后，转至选择培养基GSl上，10 d

后将重新生长出的抗性愈伤挑出到第二轮选择培养

基GS2上继续筛选。愈伤组织在分化培养基上光

照3 d后开始出现绿点，1周后就开始陆续分化成小

苗，待再生苗长出根后就将其移到1／2 MS壮苗培

养基进行壮苗。当幼苗长至10～15 cm时，炼苗3 d

后移栽。

2．2转基因植株的分子鉴定

我们共进行了5个批次的转化，得到79株

G418抗性小苗。将获得的抗性小苗以NPRlU和

NPRlD为引物经PCR扩增都得到大约1．9 kb的

目标扩增条带(图2)。随机选择3个转基因植株的

PCR产物以NPRlU为引物各做一个测序反应，所

测得序列都与A￡NPRl基因对应部分是完全一致，

证实扩增的PCR产物是A￡NPRl基因，说明A￡一
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NPRl基因已经被导入水稻桂99中。DNA斑点杂

交结果显示阳性对照pGXN5022和经PCR检测阳

性的转基因植株都能产生杂交信号，而未转基因的

水稻不能产生杂交信号，进一步证实外源基因已转

入水稻并已整合到染色体上(图3)。

1 2 3 4 5 6 7 8

● ● ● ● ● ● ●

图3转AfNPRl基因的水稻植株

的DNA斑点杂交检测

Fig．3 Identification of A￡NP尺1 transgenic

plants by DNA dot blot hybridization

1．阳性质粒(pGXN5022)；2．未转基因桂99；3—8．转基因株系。

1．Positive plasmid(pGXN5022)；2．Gui99；

3—8．Transgenic plant 1ines．

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1

图4 RT—PCR检测A￡NPRl基因在

转基因水稻植株中的表达

Fig．4 Detection of the expression of AfNPR 1

gene in transgenic plants by RT—PCR

M 1 kb DNA ladder；1．阳性质粒(pGXN5022)；2．未转基因桂99 5

3．未加反转录酶，对应第4泳道中的转基因植株；4-11．转基因株系。

M．1 kb DNA ladder；1．Positive plasmid pGXN5022；

2．Gui99；3．No addition of reverse transcriptase，RNA

used as lane4；4一l 1．Transgenic plant 1．nes．

RT—PCR的检测结果表明，转基因植株均能给

出约1．9 kb的RT—PCR产物，与用阳性质粒

(pGXN5022)为模板所扩增出的DNA带大小一致，

而对照非转基因植株却不能扩增出此带(图4)，说

明外源AfNPRl基因已在转基因水稻细胞内表达。

Northern杂交表明在转基因植株中A￡NPRl基因是

过量表达的，但各转基因植株之间表达水平有差异，

可能与外源基因整合到染色体的位置有关系，非转基

因植株中没有检测到A￡NPRl基因的表达(图5)。

2．3转A州PRl基因水稻植株的抗病性检测
在对转基因桂99进行水稻白叶枯病的抗性检

1 2 3 4 5 6 7 8

囊一一．薅■奠舞俐川

图5 Northern杂交检测A￡NPRl

基因在转基因水稻植株中的表达

Fig．5 Northern hybridization analysis of expression

of A￡NP尺1 gene in transgenic plants

1．未转基因桂99；2—8．转基因株系。

1．Gui99；2—8．Transgenic plant Iines．

测过程中，由于转基因桂99的株系较多、且出苗批

次和收获时间不一致，我们采用分批剪叶接种盆栽

转基因植株的办法。首先检测了T1代的N1和N2

这两个株系，对其各单独接种了12个单株，病斑长

度均比桂99显著降低了50％以上。第2次接种的

11个T1代转基因株系的病斑长度也比桂99显著

降低。第3次接种了34个T1代和11个T2代纯

合转基因株系，T1代中30个株系对水稻白叶病菌

的抗性显著增强；T2代11个株系对水稻白叶枯病

的抗性均显著增强。第4次接种了14个T1代和1

个T2代(G60)转基因株系，T1代中8个株系的

抗性显著增强，T2代G60的抗性显著增强。第5

次接种了7个T1代和2个T2代株系，它们的抗性

均显著增强。总计，共检测了68个T1代转基因株

系对水稻白叶枯病的抗性，其中有58个株系的抗性

显著增强，占85％；检测的14个T2代纯合株系对

水稻白叶枯病的抗病性均显著增强，占100％。

对稻瘟病的’抗性检测，第1次实验检测了T1

代的N1和N2这两个株系，它们的抗病性比桂99

提高了约33％。第2次检测了49个T1和T2代株

系，其中27个株系对稻瘟病的抗性均显著增强，占

检测株系的55％。

根据以上结果，我们随机选择了35株T1代转

基因植株同一批次进行了水稻白叶枯病及稻瘟病的

抗性检测。结果发现：21株(占60％)转基因植株同

时抗两种病害，85．7％的转基因植株对水稻白叶枯

病的抗性显著提高，65．7％的转基因植株对稻瘟病

的抗性显著增强；11株转基因植株只对一种病害的

抗性显著增强：9株(占25．7％)只对白叶枯病的抗

性显著增强，2株(占5．7％)只对稻瘟病的抗性增

强；3株(占8．6％)对这两种病害的抗性没有显著增

强(表1，图6)。
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表1 Tl代转基因植株对水稻白叶枯病及稻瘟病的抗性
Table 1 Resistance of transgenic plams of T1 generation to X． o删嬲e pv．o删嬲e and M． gri阳口in green house

注：“R”为经TTEsT显著性分析为抗性增强；“s”为经TTEST显著性分析为抗性没有增强。

Note：“R”represents that transgenic plants enhanced resistance to diseases compared to wild type plants by’r-Test significant analysis；“S”re—

presents that transgenic plants did not enhance resistance to diseases compared to wild type plants by 1乙Test significant analysis．

A 1 2 3 B 1 2 3

图6转基因植株的水稻白叶枯病

和水稻稻瘟病的发病情况

Fig．6 Disease seve“ties of transgenic rice T1

plants challenged with Xoo and』坦grisP以

A．接种水稻白叶枯病菌14 d后转基因植株叶片上的症状；

B．水稻接种稻瘟病菌后叶片上的症状；1．桂99；2．Nl；3．N2。

A．Symptoms of A￡NPRl transgenic plant lines 14 days

post inoculation with Xoo；B．The symptom of A￡NPRl一

overexpressing lines in Gui99 7 days post inoculation with

^t o，，船P；1．Gui99；2．Nl；3．N2．

3 结论与讨论

根癌农杆菌介导水稻的遗传转化自1994年以

来已获得了巨大的成功，但也还存在着两个方面的

问题：一是转化的周期太长，二是籼稻的转化频率普

遍较粳稻为低，许多籼稻品种转化困难，有些甚至不

能成功转化(Hiei等，1994)。我们成功地将拟南芥

A￡NPRl基因转入栽培籼稻恢复系桂99，得到79

株转基因植株，转化频率达到了10．91％，对于籼稻

品种来说，这是一个高效的遗产转化系统。

A￡NPRl基因具有正向调控拟南芥的系统获

得抗性的功能，系统获得抗性能赋予植物对病原体

产生广谱的抗性(Durrant等，2004)。我们获得的

转基因株系T1代中有60％同时对水稻白叶枯病菌

和稻瘟病菌表现出抗性显著增强；85．7％的转基因

植株对水稻白叶枯病的抗性显著提高，65．7％的转

基因植株对稻瘟病的抗性显著增强。转A￡NPRl

的水稻对水稻白叶枯病抗性提高的株系比对稻瘟病

抗性提高的株系多20％，同时转基因株系也表现出

更强的抗白叶枯病特性，这可能与不同病菌的侵染

机制和生理小种有关，因为植物针对细菌病害和真

菌病害所产生的防卫反应蛋白是不同的，具体的相

应抗性蛋白的表达强度需通过Northern杂交、定量

PCR或Western杂交来确定。8．6％转基因植株对

水稻白叶枯病或稻瘟病的抗性并无显著提高，这可

能是由转入的外源基因A￡NPRl沉默造成的，这也

是做转基因经常出现的情况。引起基因沉默的原
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因：(1)外源基因多拷贝插入到染色体DNA同一位

点上导致的转录失活(Assaad等，1993)；(2)转基因

片段插入水稻染色体的异染色质区或是插人常染色

质区与异染色质区的间隔区所造成的转基因的位置

效应，具体的原因需要通过对转入的A￡NPRl基因

进行基因组定位和确定有多少个插入拷贝数才能来

确定(Mlynarova等，1994)。

尽管Chern等(2001)已在水稻粳稻TP309中

过量表达A￡NP尺1基因增强其对水稻白叶枯病的

抗性，Quilis等(2008)发现转AfNPRl的日本晴增

强了对植物病原细菌、真菌和病毒的抗性，但他们的

转基因水稻亲本都是广泛用于实验的一个水稻品

系，并不是实际生产用的水稻品系。与之相比，我们

转A￡NPRl基因的桂99同时对水稻白叶枯病和稻

瘟病提高抗性，与前两个工作结果是一致，但我们用

的转基因亲本桂99是广西的主要栽培品种。转

A￡NPRl基因植株的外源基因在多代中经检测能

稳定遗传，转基因植株对病源微生物的抗性在多代

多批次的温室盆栽试验也是一致的，它们的抗病性

也能稳定遗传，所以转A￡NPRl桂99为水稻的抗

病育种提供新种质。

转AfNPRl能使农作物增强对病原微生物广

谱的抗性，拟南芥NPRl基因的同源基因也具有类

似作用(Quilis等，2008；Parkhi等，2010)。与此相

反，大部分抗病基因是特异性针对某一种病原物或

某一生理小种才有作用，转入此类基因也只会使作

物产生针对特异病原物的抗性。因此将A￡NPRl

或它在其它植物中的同源基因应用于改良作物的抗

病性是很有前景的一条途径。

致谢 中国科学院遗传与发育生物研究所储成
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