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摘 要：WAK蛋白家族成员可直接或间接参与和诱导植物体本身产生防御机制，对植物病原菌的侵入起到抵

抗和杀灭的效果。课题组前期研究获得玉米Zm00001eb009320基因，隶属于WAK蛋白家族。为探究该基因在抗病

中的作用，通过基因克隆技术，构建Zm00001eb009320基因过表达载体，侵染哥伦比亚野生型的拟南芥植株，筛选得

到拟南芥转基因阳性株系，对其进行两代自交种植后，开展抗病性实验。结果表明，接种丁香假单胞菌番茄致病变

种(Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000，PstDC3000)后，Zm00001eb009320基因的过表达拟南芥植株体内的水杨

酸(SA)信号通路可能被诱导，使得转基因植株对PstDC3000具有一定的抗病效果。
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Abstract: Members of the WAK protein family can directly or indirectly participate in and induce plant de⁃

fense mechanisms against pathogen invasion. The research team previously obtained the maize Zm00001eb009320

gene, which belongs to the WAK protein family. In order to explore the role of this gene in disease resistance, this
study used gene cloning technology to construct an overexpression vector of Zm00001eb009320 gene, infect Colom⁃
bian wild-type Arabidopsis plants, screen for transgenic positive Arabidopsis lines, and conduct disease resistance
experiments after two generations of self crossing planting. The results showed that after inoculation with Pseudomo⁃
nas syringae pv. Tomato DC3000(PstDC3000), overexpression of the Zm00001eb009320 gene may induce the sali⁃
cylic acid(SA) signaling pathway in Arabidopsis plants, making transgenic plants resistant to PstDC3000.
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玉米(zea mays)是我国主要的粮食作物之一 [1]，

在保障国家粮食安全中具有举足轻重的地位[2]。目

前，玉米生产上的病害有数十种之多[3]，其中玉米小

斑病是威胁玉米产量的重要叶部病害之一，在全世

界玉米产区普遍发生，严重影响玉米产量 [4-6]，解析

抗病性遗传机制、选育抗病品种是实现病害绿色防

控和保障粮食安全的有效策略。目前为止，玉米小

斑病抗病基因研究甚少。随着生物技术的不断发展

及在玉米分子育种中的应用，其在玉米抗病相关基

因的挖掘分析、明确作用机制及加快培育抗病虫玉



米品种等方面发挥着重要作用[7]。

植物具有一种复杂的防御机制，用于接收和传

递免疫信号。植物免疫识别受体(PRRs)是一类位于

细胞质膜上的受体蛋白，能够感知病原体入侵并触

发宿主免疫反应，如活性氧(ROS)的爆发[8]。细胞壁

相关激酶(WAKs)和WAK样激酶(WAKLs)是一类新

的植物PRRs，在植物抵抗各种真菌疾病中发挥着重

要作用 [9]。其具体的抗性分子机制尚不清楚。因

此，探究WAK基因家族成员的分子进化机制及不同

成员的功能特性，对植物抗逆分子育种具有较为重

要的理论和实践意义。

在前期的研究中，本课题组王其等 [10-11]利用转

录组测序技术，对DZSY21喷洒接种到玉米植株体

内后诱导玉米产生抗病性的分子机制进行了分析，

筛选得到 Zm00001eb009320 等可能具备抗病效果

的基因。本研究以Zm00001eb009320基因作为研究

对象，通过目的基因的扩增、拟南芥过表达载体构

建、农杆菌转化等技术获得转基因拟南芥，对其抗病

性进行初步研究，初步阐明候选基因在植物抗病中

的 作 用 机 制 ，为 进 一 步 深 入 研 究 玉 米

Zm00001eb009320基因的功能和作用机制提供相关

理论基础，也为培育抗病新品种和农业绿色增产提

供新基因资源。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验材料：丁香假单胞菌PstDC3000菌株、玉米

B73 自交系 (Zea mays L.)、拟南芥 (Arabidopsis thali⁃
ana. L)哥伦比亚野生型 (Col-0)、植物过表达载体

pCAMBIA1305-GFP、大肠杆菌DH5α(北京全式金生

物技术股份有限公司)和GV3101农杆菌(上海唯地

生物有限公司)等。实验试剂：2×Phanta Max Master
Mix、AceQ qPCR SYBR Green Master Mix、2 × Taq
Master Mix、高保真酶，南京诺唯赞生物科技有限公

司；限制性内切酶、T4连接酶、RNA free water，TaKa⁃
Ra公司、凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒，美国

Axygen公司；卡那霉素(Kan)、氨苄青霉素(Amp)、潮
霉素B(Hn)，美国Sigma公司。

1.2 实验方法

1.2.1 生物信息学分析

通过NCBI基因数据库获取 Zm00001eb009320

基因的CDS及蛋白序列；在 SMART在线网站(http://
smart.embl- heidelberg.de/)分析蛋白序列和所含保

守结构域，进行功能预测；通过 NCBI基因数据库查

找并筛选在其他物种中与之同源性较高的基因的

CDS序列，并利用MEGA7.0构建进化树。

1.2.2 基因克隆

针对Zm00001eb009320的CDS序列，通过 prim⁃
er 5.0设计引物，将得到的引物序列在NCBI网站进

行 blast特异性，在其上、下游引物的 5’端加入两个

合 适 且 不 同 的 酶 切 位 点 。 上 游 引 物

Zm00001eb009320 F： CCCAAGCTTATGGTGC⁃
GGGGCTC；下 游 引 物 Zm00001eb009320 R：CCG⁃
GAATTCTCAATGCAGGGAGCGACT。50 μL反应体

系：PrimerSTAR Mix 25 μL，上游及下游引物各2 μL，
CDNA 模板 2 μL，ddH2O 19 μL。PCR 反应程序：

98 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 10 s，60 ℃退火 15 s，
72 ℃延伸 5 min，共进行 32 个循环；72 ℃终延伸

5 min。回收纯化的目的片段与pEASY®-Blunt Zero
载体进行连接(克隆载体 0.5 μL，目的片段 4.5 μL，
37 ℃反应1 h)。

将 pEASY-Zm00001eb009320载体转入大肠杆

菌DH5α感受态，加入无抗性的LB液体培养基37 ℃
振荡培养1 h，涂布在含有卡那霉素(50 mg/mL)的LB
平板上 37 ℃过夜培养，挑取出单克隆，采用

Zm00001eb009320F/Zm00001eb009320R 进 行 菌 液

PCR。PCR反应体系25 μL，挑取阳性克隆于含有卡

那霉素的 LB液体培养基中 37 ℃振荡培养过夜，然

后提取质粒，送安徽通用生物股份有限公司进行测

序验证。

1.2.3 重组质粒的构建与农杆菌转化

对 测 序 正 确 的 重 组 质 粒 pEASY-
Zm00001eb009320在37 ℃条件下酶切1 h，酶切选择

50 μL反应体系：重组质粒4 μL，Buffer 5 μL，EcoRⅠ
1 μL，HindⅢ 1 μL，ddH2O 39 μL。结束后，跑胶进

行切胶回收并获得目的片段。Zm00001eb009320目

的片段用pEASY®-Blunt Zero与载体在4 ℃条件下

过 夜 进 行 连 接 ，获 得 pCAMBIA1301a-
Zm00001eb009320重组质粒。按照 1.2.2节的方法

转化菌株DH5α感受态、阳性克隆筛选和质粒提取、

测 序 验 证 等 。 选 择 化 转 法 用 pCAMBIA1301a-
Zm00001eb009320重组质粒转化农杆菌GV3101感

受态，在含有卡那霉素和利福平的LB固体平板上筛

选出单菌落，并用PCR法筛选农杆菌阳性菌。

1.2.4 Zm00001eb009320转基因拟南芥阳性植株的

获得

实验选取饱满的哥伦比亚野生型(WT)拟南芥种

子，经灭菌后置于培养板中培养 1～2周，将长出的

拟南芥移栽到灭菌的营养土(丹麦土∶黑土∶蛭石=
1∶1∶1)中生长，正常浇水施肥，待其长至开花期时，
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用含有目的基因的农杆菌对拟南芥的花序进行侵

染。将收取的种子对其清洗与春化，因 p1301a-
Zm00001eb009320基因的载体上含有潮霉素(Hyg)基
因，将拟南芥种子均匀地铺在含有潮霉素抗性的MS
培养板上进行初筛，7～10 d后将长出的拟南芥小苗

转移至小盆内，培养条件方法和上述一致。通过对

Zm00001eb009320基因进行PCR来进一步确定阳性

植株。引物序列如下：F：CCCAAGCTTATGGTGC⁃
GGGGCTC；R：CCGGAATTCTCAATGCAGGGAGC⁃
GACT。

为进一步验证，将阳性苗利用相对荧光定量

PCR技术对Zm00001eb0093基因在拟南芥中的表达

水平进行检测，设计引物：F：CGATGCTCGAGCCAC⁃
GCTAA；R：TTTGGACCTTCCCGGCAACC。qPCR 反

应体系(20 μL)，CDNA 2 μL，上、下游引物各 1 μL，
SYBR Green 2 μL，RNase-freeWater 6 μL。反应程

序：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性10 s，60 ℃退火30 s，
共进行 40个循环，60 ℃退火 30 s。反应结束后，导

出扩增信号及数据，在表格中用Ct法(∆∆Ct)分析，

其中相对表达值RQ=2-ΔΔCt[12]。

1.2.5 转基因拟南芥对PstDC3000的抗病实验

本实验采用喷雾法，将配制好的菌悬液均匀地

喷洒在4周龄大小的转基因和野生型拟南芥幼苗上

(用按压式喷壶每个小黄盆大概喷灌 1～3次)，放置

于22 ℃的恒温温室内保湿培养2～3 d，特定时间内

测定相关抗病性。接种PstDC3000后，根据其叶片

病斑的大小进行统计调查。根据植物细菌病害的分

级标准，将其分为5级，具体分级情况参考文献[25]，
根据病情指数计算公式，对其发病情况做出统计；同

时，根据植株的发病情况，对不同发病级别的拟南芥

发病率进行统计，计算公式如下：

发病率=发病叶片数/调查总叶片数×100%；

病情指数=∑(各级病叶数×各级代表值)/(调查

总叶数×最高级代表值)；
防治效果=[(对照病情指数-处理病情指数)/对

照病情指数]×100%。

PstDC3000 处理后拟南芥体内菌体数的统

计 [13]：为测定PstDC3000 菌体在拟南芥上的繁殖生

长能力，采用梯度稀释平板法计数，在拟南芥接种

PstDC3000后的第2天和第6天，分别剪取野生型和

转基因型拟南芥株系的叶片，混合取样 3份，每份

3片，称重并记录。

1.2.6 Zm00001eb009320转基因拟南芥中抗病相关

基因表达量分析

为了进一步研究Zm00001eb009320转基因拟南

芥的作用机制，对病原菌处理 24 h 的植株进行

qRT-PCR，分析信号通路标志基因表达情况，这些

基因包括SA、JA、ET通路和抗病标志基因[14-15]，其引

物序列如表1所示。

2 结果与分析

2.1 Zm00001eb009320基因生物信息学分析

通过NCBI数据库获取了 Zm00001eb009320基

因组CDS，CDS区全长为 2 133 bp，位于 1号染色体

上 。 此 外 ，通 过 ExPASy 网 站 预 测 了

Zm00001eb009320基因的蛋白结构，发现了基因的

编码蛋白分子量为76.54 kDa，等电点为8.22。同时

在 SMART网站预测了 Zm00001eb009320的蛋白结

构域，分子结构如图1所示，发现其基因编码包含了

细胞壁连接的类受体激酶蛋白保守结构域pkinase，
可知 ，Zm00001eb009320基因是隶属于细胞壁连接

的类受体激酶蛋白(WAK)家族。

将Zm00001eb009320基因序列在 NCBI数据库

里 BLAST 出同源性较高的作物基因序列，使用

MEGA7.0软件构建系统进化树如图 2所示。由图 2
可 知 ，基 因 Zm00001eb009320 与 高 粱 基 因 XM

002468193.2亲缘关系最近。

2.2 转基因拟南芥阳性植株的鉴定

利用农杆菌蘸花法侵染拟南芥哥伦比亚野生型

(WT)花序，T0代种子经过潮霉素抗性筛选获得T1代

阳性植株。待其长至 4周大时，提取叶片基因组

DNA，使用Zm00001eb09320基因的特异性引物进行

PCR鉴定。结合凝胶电泳检测，转基因阳性株系可

以扩增出Zm00001eb009320基因目的片段，大小为

2 133 bp。对Zm00001eb09320转基因拟南芥的阳性

株系进行qRT-PCR验证，目的基因在阳性株系中的

表达水平显著高于野生型，可用于后续研究(图3)。

表1 信号通路标志基因引物

Table 1 The primers of marker genes in signaling pathway
基因名称

Genes name
PDF1.2-F

PDF1.2-R

ERF1-F

ERF1-R

PR1-F

PR1-R

AtActin2-F

AtActin2-R

引物(5′→3′)
Primer(5′→3′)

CTTGTTCTCTTTGCTGCTTTCGAC
TTGGCTCCTTCAAGGTTAATGCAC
CCTTCCGAT CAA ATC CGT AAG
TCCCGAGCC AAA CCC TAA TAC
ACACGTGCAATGGAGTTTGT
TGCAACTGATTATGGTTCCA
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG
AACGACCTTAATCTTCATGCT TGC



图1 Zm00001eb009320分子结构图

Fig.1 Zm00001eb009320 molecular structure diagram

图2 Zm00001eb009320基因进化树分析

Fig.2 Evolutionary tree analysis of gene Zm00001eb009320
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 Sorghum bicolor XM 002468193.2 

 ● Zea mays XM 008654743.4 

 Setaria italica XM 004985084.3 

 Triticum aestivum XM 048715982.1 

 Oryza sativa Japonica Group XM 015777737.2 

 Setaria italica XM 004968076.4 

 Sorghum bicolor XM 021446199.1 

 Oryza sativa XM 015764330.2 
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图3 Zm00001eb009320转基因植株鉴定

Fig.3 Detection of Zm00001eb009320 transgenic plant
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2.3 转基因拟南芥对 PstDC3000病原菌的抗病

实验

分别对Zm00001eb009320基因过表达株系的每

个处理组(L1、L4和L7)和对照组(拟南芥转 1301a空
载株系)，过表达拟南芥株系在接种PstDC3000后的

第 2、4、6和 8天进行记录观察。由表 2病情指数结

果可以看出，在接种后的第 2天，对照组空载 1301a
的过表达拟南芥的病情指数为 8.15，同时期的

Zm00001eb009320基因的每个处理组(L1、L4和 L7)
的病情指数分别为8.01、3.33和6.45。在接种的第8
天，处理组 L1、L4和 L7的病情指数分别为 31.00、
20.98和31.13，也同样低于对照组1301a。在接种的

第4天和第6天，L1、L4和L7植株的病情指数，也均

低 于 对 照 组 1301a。 以 上 结 果 表 明 ，

Zm00001eb009320基因的过表达株系相对于对照，

对PstDC3000有更强的抵抗效果。

表2 Zm00001eb009320接种PstDC3000后病情数

Table 2 Disease index of Zm00001eb009320 after PstDC3000 inoculated

处理组

Treatment group

1301
L1
L4
L7

注：“—”为无防效；同列数据后的不同小写字母表示0.05水平上差异显著。

Note: —, No control effect; different letters indicate significant differences between treatments according to DPS’s multiple range test(P=0.05).

接种病原菌后不同时间段处理组的病情指数

Disease index of treatment group at different time period after inoculation of pathogen

2 d

8.15 a
8.01 a
3.33 c
6.45 b

防效(%)
Control effect

—

1.72
59.15
20.86

4 d

21.07 a
20.44 a
10.22 b
20.42 a

防效(%)
Control effect

—

2.99
51.50
3.08

6 d

25.95 a
23.13 b
10.09 c
23.84 b

防效(%)
Control effect

—

10.87
61.12
8.13

8 d

34.72 a
31.00 b
20.98 c
31.13 b

防效(%)
Control effect

—

10.71
39.57
10.34

注：A为接种PstDC3000的第6天；B为接种PstDC3000的第8天。

Note: A, On the 6th day after inoculation of PstDC3000; B, On the 8th day after inoculation of PstDC3000.
图4 Zm00001eb00932接种PstDC3000后不同时间段的发病情况

Fig.4 Incidence of Zm00001eb009320 in different periods after inoculation of PstDC3000
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Zm00001eb009320 转 基 因 拟 南 芥 接 种 Pst⁃

DC3000后的体内菌体数测定：病原菌会依靠拟南芥

提供的养分快速生长和繁殖，Zm00001eb009320过

表达拟南芥植株对病原菌PstDC3000入侵所呈现的

抗病效果，进一步对其过表达植株与空载 1301a过
表达载体植株体内菌体含量进行测算。因此，过表

达Zm00001eb009320 接种了PstDC3000后的第 2天

和第 6天，利用梯度稀释法对叶片内病原菌数量进

行统计。过表达 Zm00001eb009320 接种了 Pst⁃

DC3000后的第 2天和第 6天，菌体数的结果如图 5
所示。在接种的第2天，与 5.64×105 cfu/g的1301a株
系的菌体含量数相比，Zm00001eb009320转基因拟



2.4 转 Zm00001eb009320 基因植株在病原菌

PstDC3000胁迫下相关基因的表达分析

前期实验发现，基因Zm00001eb009320的过表

达植株对病原菌的侵染具有一定的抵抗作用。因

此，为进一步研究基因Zm00001eb009320的作用机

制，明确基因Zm00001eb009320过表达植株在其受

到病原菌PstDC300胁迫下所参与的信号通路。选

取的拟南芥水杨酸(SA)、茉莉酸(JA)和乙烯(ET)三大

信号途径的PR1、PDF1.2和ERF1等关键标志基因

来进行表达分析。

南芥L1、L4和L7叶片中的含菌数分别为 2.83×105、

4.00×105和2.33×105 cfu/g。随着时间的推移(2～6 d)，
空载 1301a和Zm00001eb009320基因过表达拟南芥

植株菌体数都有显著的提高。在接种后的第 6天，

L1、L4和L7的菌体含量数分别为 18.33×105、10×105

和20×105 cfu/g ，均低于空载1301a菌体数。结果表

明，Zm00001eb009320基因转入拟南芥后，能够抑制

PstDC3000在拟南芥叶部的扩繁，进而提高拟南芥

对PstDC3000的抗性。

图5 Zm00001eb009320接种PstDC3000后拟南芥叶片菌体数量

Fig.5 Content of bacteria of Zm00001eb009320 in Arabidopsis thaliana leaves after PstDC3000 inoculation

图6 Zm00001eb009320转基因拟南芥中信号通路标志基因的表达分析

Fig.6 Expression analysis of marker genes in signaling pathway in Zm00001eb009320 transgenic Arabidopsis

Zm00001eb009320基因过表达株系的处理组L4
和WT植株，在对受到病原菌 PstDC3000侵入后的

0 h和 24 h的关键标志基因PDF1.2、ERF1和PR1进

行荧光定量分析，结果如图 6 所示。在接种 Pst⁃

DC3000 24 h后，PDF1.2表达量远低于WT；ERF1的
表达量在接种PstDC3000 24 h略有下降；PR1基因

在过表达植株L4中 0 h的PR1基因表达量是WT植

株0 h表达量的4.59倍，24 h的PR1基因表达量上升

为最高值，为WT中PR1基因表达量的 27倍。上述

结果表明，Zm00001eb009320基因可能是通过激活

拟南芥体内 SA信号通路参与植物对PstDC3000的

防御反应。

3 结论与讨论

植物在长期应对病原菌侵染时具有一套复杂的

防御机制，用以接收和传导免疫信号并激发抗病反
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应 [16]。植物模式识别受体(Plant Pattern Recognition
Receptors，PRRs)是一类位于细胞质膜上的受体蛋

白，能感知病原体入侵并触发寄主免疫响应，如活性

氧(Reactive Oxygen Species，ROS)的爆发 [17-18]。细胞

壁 相 关 激 酶 (Wall- Associated Kinases，WAKs) 和
WAK类激酶(WAK-Like Kinases，WAKLs)构成一种

新的植物 PRRs类别，在植物抵御多种真菌病害过

程中扮演着重要的角色[19]。其具体的抗性分子机制

目前仍然不甚清楚。

本 研 究 对 玉 米 自 交 系 B73 中 的

Zm00001eb009320 基因进行了生物信息学分析，发

现其属于WAK蛋白家族。选取 Zm00001eb009320

基因过表达拟南芥植株开展相关抗病功能分析，通

过 Zm00001eb009320 转基因植株接种PstDC3000病
原菌的抗病实验，发现Zm00001eb009320转基因植

株对病原菌 PstDC3000具有较好的抗病能力。目

前，关于Zm00001eb009320基因的功能与抗病作用

机制尚未见报道，但是根据其分别隶属的WAK蛋白

家族报道的功能而言，WAK以多基因家族形式存

在，其表达模式具有组织特异性，主要在叶、茎中表

达，在功能上参与病原菌反应[20-22]、细胞伸长调控[23]、

铝胁迫反应等[24]；WAK蛋白家族成员均可直接或间

接参与和诱导植物体本身产生防御机制，对植物病

原菌的侵入起到抵抗和杀灭的效果[25]。在本次实验

中发现，转Zm00001eb009320基因的植株在一定程

度上增强植株的抗病能力，该结果与这些家族的抗

病特性相一致。

本试验初步明晰了Zm00001eb009320基因在拟

南芥中对PstDC3000病原菌的抗性及作用途径，但

如何参与信号通路、对其他病原菌是否也具有抗性

等有待进一步研究。Zm00001eb009320作为玉米中

的基因，其在玉米中的过表达是否存在抗病性还尚

不清楚。本实验并未直接在玉米中过表达以验证

Zm00001eb009320 的 抗 病 机 制 ， 对 于

Zm00001eb009320基因在玉米中的抗病机制仍需进

一步验证。
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