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低浓度ＳＡ诱导桃叶片ＰＧＩＰ基因的表达变化
魏 　 平，张 军 科

（西北农林科技大学 园艺学院，农业部西北园艺植物种质资源利用重点开放实验室，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：通过改良的ＣＴＡＢ方法提取桃叶片总ＲＮＡ，根据桃ＰＧＩＰ基因开放阅读框设计特
异引物，以荧光实时定量ＰＣＲ技术分析低浓度ＳＡ诱导处理后桃叶片ＰＧＩＰ基因的表达水平变
化。结果表明：０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＡ诱导处理桃叶片后引起ＰＧＩＰ基因表达水平上升，在２ｈ出现
峰值，表达峰值时（２ｈ）的表达量是最低点（８ｈ）表达量的２．４倍。清水对照在０～８ｈ内ＰＧＩＰ基
因的表达几乎没有变化，由此可见，０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ对桃叶片ＰＧＩＰ基因的表达有促进
作用。
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　　桃在我国具有丰富的种质资源，同时桃也是蔷薇
科植物基因组研究的模式植物之一。如同大多数果树
一样，桃的病害中绝大多数属于真菌病害。在植物真
菌侵染植物时，病原菌会分泌许多酶去降解细胞壁，多
聚半乳糖醛酸酶（Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｓ，ＰＧｓ）是植物病原
真菌最先分泌的最重要的一种酶，它能够水解植物聚
半乳糖醛酸，并为病原菌的进一步侵染提供营养［１－２］。
多聚 半 乳 糖 醛 酸 酶 抑 制 蛋 白 （Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＧＩＰ）是一种富含亮氨酸重复单位
（Ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈ　Ｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）结构的细胞壁结合蛋白，能
够特异性地与病原菌ＰＧｓ结合，从而阻断真菌侵染过
程和抑制相应病害的发生［３－４］。现有许多研究证明，
ＰＧＩＰ参与了植物的抗病反应，在植物抗病中发挥了
关键作用。同时许多研究都证明了水杨酸（Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ，ＳＡ）可以诱导植物产生抗病性。Ｗｈｉｔｅ［５］观察到
用水杨酸处理感染ＴＭＶ的烟草后，其病害症状减轻，
抗性增强。柳建良［６］通过大田试验结果表明，水杨酸
叶面喷雾可减轻芒果炭疽病的发生，王长春等［７］用５
ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸外源处理可诱导烟草对黑胫病的抗
性，推迟植株死亡，因此，采用荧光实时定量ＰＣＲ的方
法分析ＳＡ诱导处理后对桃叶片ＰＧＩＰ基因的表达变
化，为ＰＧＩＰ基因的开发利用奠定基础。从分子水平

上来相对定量桃发育过程中的ＰＧＩＰｍＲＮＡ的变化
趋势，以期通过植物ＰＧＩＰ基因的转录水平的变化来
防御和减弱真菌病害的侵染。

１　材料与方法
１．１　试验材料
实时定量ＰＣＲ的植物材料为西北农林科技大学

园艺场桃“秦蜜露”品种，反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ

ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｋｉｔ、定量试剂盒ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＴＭＩＩ
均购自大连ＴａＫａＲａ公司。
１．２　试验方法
参照文献［８］设定的ＳＡ浓度为０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ，选

取长势相近的桃树的主枝作为处理，每处理重复３次，
于早７：００叶面喷施ＳＡ，连续喷施２次。在ＳＡ处理后
的０、２、４、８ｈ采取桃叶片，采样叶片分别用锡箔纸包
裹后立即投入液氮中速冻，带回实验室后存于－７０℃
备用。观察低浓度ＳＡ诱导处理诱导ＰＧＩＰ基因表达
的短期效应，以喷蒸馏水为对照。
１．３　引物的设计与合成
利用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０生物学软件设计荧光实时定量

ＰＣＲ的特异引物，以该试验测序完成的桃 ＰＧＩＰ－
ｐＭＤ１８Ｔ克隆质粒的ＰＧＩＰ基因［９］的ＯＲＦ设计特异
引物，扩增长度为１９２ｂｐ，退火温度为６１℃，引物序
列为：
Ｆｏｒｗａｒｄ５－ＣＡＧＧＴＣＡＴＡＴＴＣＣＧＡＡＧＴＣＡＴＴＴＧ－３；
Ｒｅｖｅｒｓｅ５－ＣＡＡＴＣＴＧＧＧＴＴＧＴＣＴＴＧＴＴＣＡＡＴＣ－３。
内参 基 因 桃 β－Ａｃｔｉｎ 以 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上 登 录 的

ＡＢ０４６９５２设计引物，扩增长度为２００ｂｐ，退火温度为
５９℃，引物序列为：

Ｆｏｒｗａｒｄ５－ＧＴＧＣＣＡＡＴＴＴＡＡＴＧＡＡＧＧＴＴＡＴＧＣ－３；
Ｒｅｖｅｒｓｅ５－ＧＴＴＴＣＣＡＧＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＴＡＧＣ－３。
所有引物由北京奥科生物有限公司合成，采用

ＰＡＧＥ纯化法。
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１．４　测定方法
秦蜜露桃叶片总ＲＮＡ提取：参考陈长宝等［１０］的

方法。总ＲＮＡ的纯化：参照张今今等［１１］的方法。总
ＲＮＡ的检测：经０．８％ 琼脂糖凝胶电泳检测２０ｍｉｎ，
通过凝胶成像系统观察其完整性，再经过微量紫外可
见分光光度计检测其在２８０、２６０、２３０ｎｍ处吸光度以
确定浓度、纯度。以ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．８～２．０之间为
合格，以２６０ｎｍ处吸光度１ＯＤ为３３"ｇ计算ＲＮＡ样
品浓度。总ＲＮＡ进行ＲＴ－ＰＣＲ反应：纯化后的ＲＮＡ
按照ＴａＫａＲａ反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ
ｋｉｔ说明书进行反转录反应。实时定量ＰＣＲ反应：实
时荧光定量ＰＣＲ体系２０"Ｌ，反转录产物稀释５倍后
加１"Ｌ作为模板，正反向１０"ｍｏｌ／Ｌ引物各０．８"Ｌ，
ＳＹＢＲ　ＩＩ　１０"Ｌ，加无菌的双蒸水７．４ "Ｌ。实时定量
ＰＣＲ程序：９５℃、２ｍｉｎ，９５℃、３０ｓ，６２℃、３０ｓ，７２℃、
３０ｓ并收集荧光信号，４０个循环。

２　结果与分析
２．１　桃叶片ＲＮＡ的提取结果
使用改良的ＣＴＡＢ法对桃叶片进行总ＲＮＡ的提

取，进行０．８％琼脂糖凝胶电泳分析。并分别在
２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长处测其吸光度值（图１）。电泳
结果显示，提取的桃叶片总ＲＮＡ质量较好，纯度较高，
可以进行后续反应。

图１　桃叶片总 ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｏｆ　ｐｅａｃｈ　ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　０．８％

ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２　ＲＴ－ＰＣＲ结果分析
以该试验所提取ＲＮＡ样品的ｃＤＮＡ为模板，利

用荧光实时定量ＰＣＲ的特异引物，进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增
反应（图２）。结果显示，改良的ＣＴＡＢ 法所提取的
ＲＮＡ经ＲＴ－ＰＣＲ后均得到约２００ｂｐ左右的扩增片
段，电泳条带清晰一致，大小和理论扩增长度数值一
致，可见桃叶片ｃＤＮＡ样品可以进行荧光定量ＰＣＲ
反应。
２．３　ＳＡ诱导处理对桃叶片ＰＧＩＰ基因表达的影响
对０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ诱导处理后０～８ｈ的桃

叶片中的ＰＧＩＰ基因表达水平进行了荧光实时定量分
析（图３）。结果表明，０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ诱导处理
后，桃叶片ＰＧＩＰ基因转录水平在０ｈ后开始升高，在
２ｈ达到峰值，达到内参基因表达量的１．１倍，在４ｈ

图２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果
注：Ｍ．ＤＮＡ分子量标准；１、２ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果。

Ｆｉｇ．２　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，１、２ＲＴ－ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ。

时ＰＧＩＰ基因的表达依然维持在较高水平，到８ｈ快
速下降，峰值（２ｈ）表达量是最低点（８ｈ）表达量的２．４
倍。相对于清水对照，０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ与清水对
照在０ｈ二者ＰＧＩＰ基因的表达水平基本相当，随着
时间的延长，喷施０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ桃叶片ＰＧＩＰ
的表达量在２ｈ、４ｈ分别是是清水对照的２．６、２．４倍，
到８ｈ二者ＰＧＩＰ基因的表达水平又基本持平，清水
对照桃叶片ＰＧＩＰ基因的表达在０～８ｈ内变化微弱，
可见低浓度０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＡ可以促进桃叶片
ＰＧＩＰ基因的表达。

图３　ＳＡ诱导后０～８ｈ桃叶片ＰＧＩＰ基因表达变化
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｈａｎｇｉｎｇ　ｏｆ　ｐｅａｃｈ　ｌｅａｖｅｓ

ｉｎ　０～８ｈａｆｔｅｒ　ＳＡ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论
水杨酸（Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＳＡ）即邻羟基苯甲酸，是植

物体内普遍存在的一种内源酚类小分子化合物，其参
与调节植物中许多生理过程，如植物开花、种子发芽、
产热、气孔关闭、离子的吸收及膜通透性［１２－１４］等。现许
多研究发现，ＳＡ可诱导植物对病原真菌害产生抗性同
时ＳＡ被认为是一种新的植物激素，它调节植物内源
信号分子并会引发与植物抗病相关蛋白的积累［１５－１７］。

Ｑｉａｎｇ　Ｃ等［１８］克隆了２个美洲黑杨ＰＧＩＰ基因，
分别为ＰｄＰＧＩＰ２和ＰｄＰＧＩＰ４，且对材料进行了５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＡ处理，实时定量ＰＣＲ结果显示ＳＡ处理后
ＰｄＰＧＩＰ２和ＰｄＰＧＩＰ４的表达量均在１ｈ迅速达到峰
值（１ｈ表达量分别是未ＳＡ处理样品的１．９、２．９倍），
Ｄｗａｙｎｅ　Ｄ等［１９］研究发现，油菜用５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＡ处理
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后，结果显示油菜ＰＧＩＰ基因转录水平在６ｈ内迅速
达到峰值；Ｄｉ等［２０］研究证明，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＡ处理高
山离子芥，实时定量ＰＣＲ结果显示，ＰＧＩＰ基因的表达
量在４８ｈ时快速达到峰值，４８ｈ表达量是０ｈ的１４
倍；上述前人研究表明，不同浓度的ＳＡ处理植物材料
后ＰＧＩＰ基因的转录水平均在短时间内有一个快速升
高的过程，可见ＳＡ诱导抗病相关基因的表达是一个
相对短期的过程，故该试验选用低浓度０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＳＡ处理桃叶片并判定在短期时间内是否会促进抗
病基因ＰＧＩＰ 的表达，试验结果表明，从０ｈ开始
ＰＧＩＰ基因的表达水平开始上调，并在２ｈ出现峰值，
一直到４ｈ基因的表达维持在较高水平，可见桃叶片
ＰＧＩＰ基因对低浓度ＳＡ诱导处理较敏感，在较短的时
间内促进了ＰＧＩＰ基因的表达，对于不同植物材料，组
织对于同一浓度的ＳＡ的敏感程度不一样，基因表达
到达峰值的时间也不一样。黄艳娜等［２１］用水杨酸诱
导山茶抗灰斑病，结果显示，水杨酸可增强山茶的抗病
能力，并发现喷施０～５ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸诱导植物产
出抗病性是通过诱导植物抗病基因的表达，使山茶可
能产生了抗病性，并不是通过直接的杀菌或是抑菌作
用，通过黄艳娜的研究也可以看出，较低浓度的ＳＡ主
要是通过诱导抗病基因的表达使植物产生了抗病性。
并由此可见桃叶片ＰＧＩＰ基因对低浓度ＳＡ诱导处理
较敏感，并可以在短时期内促进ＰＧＩＰ基因的表达。
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