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摘 要：：【目的】探究猕猴桃病程相关蛋白（pathogenesis-related proteins，PRs）PR-1基因在响应丁香假单胞杆菌中的功

能。【方法】以毛花猕猴桃（Actinidia eriantha）为材料，克隆得到PR-1同源基因AePR-1全长序列，并对其序列进行生物

信息学分析。采用实时荧光定量方法检测AePR-1基因在不同组织、花器官以及接种细菌性溃疡病菌（Psa）和不同激

素（SA、ABA、GA3）处理条件下的表达情况。利用亚细胞定位技术分析AePR-1基因在细胞中的表达位置。通过在本

氏烟草中过表达AePR-1基因，验证其在溃疡病菌响应过程中的功能。【结果】猕猴桃AePR-1基因序列全长522 bp，编

码173个氨基酸，序列中含有6个保守的半胱氨酸结构基序和4个 allergen V5/Tpx-1 related保守结构域。亚细胞定位

发现AePR-1定位在细胞膜和细胞质中。AePR-1在猕猴桃根和雌蕊中高表达，且能够响应溃疡病菌及激素处理。过

表达AePR-1的烟草在接种溃疡病菌后，叶片病斑数明显少于对照组。【结论】AePR-1基因在溃疡病菌和激素诱导下显

著表达且过表达能够增强烟草对溃疡病的抗性，说明猕猴桃PR-1基因在响应生物和非生物胁迫中具有重要作用。
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Abstract:【Objective】China is the origin of the kiwifruit (Actinidia spp.), with rich germplasm resourc-

es and wide geographical distribution. It is one of the most recently domesticated fruit plants and has be-

come an important horticultural crop. There are 54 species and 21 varieties of the A. Lindl. in the world.

Kiwifruit bacterial canker is a devastating disease in kiwifruit industry globally and caused by pathogen

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa). Psa is highly virulent, and once systemic invade plant may

quickly lead plant to death. It has been documented that the Pathogenesis-related 1 protein (PR-1) could

resist the spread of viruses, limit the invasion of pathogens and protect plants from adversity stress. In

many plant species such as Arabidopsis and tobacco, the overexpression of the PR- 1 gene could en-

hance plant resistance to P. syringae. However, the PR-1 gene in kiwifruit and its role in responses to

abiotic stress remain largely unknown. The objective of this study was to explore the function of kiwi-

fruit Pathogenesis-related 1 gene (PR-1) in response to biological stress. This analysis could contribute
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to in-depth understanding the function of the PR-1 gene in kiwifruit disease resistance.【Methods】An-

nual grafted treess of kiwifruit species A. eriantha were used as experimental materials. The full-length

sequence of the PR-1 homologous gene AePR-1 of A. eriantha was cloned and analyzed by multiple bio-

informatic tools. The DNAMAN software was used to compare and analyze the sequence of the AePR-1

gene. The conserved domain of AePR-1 protein sequence was analyzed by NCBI website. The Expasy

ProtParam tool was used to predict the molecular weight, theoretical pI, instability index and grand av-

erage of hydropathicity (GRAVY) of AePR-1 protein. The Cell-PLoc 2.0 software was used to predict

the subcellular localization of PR-1 protein. The phylogenetic relationship between the AePR-1 protein

and PR-1 of other plants was analyzed by the MEGA 11.013 software using neighbor-joining method.

The qRT-PCR was performed to analyze the expression level of the AePR-1 in different tissues and

flower organ. The expression of the AePR-1 gene in response to P. syringae pv. Actinidiae (Psa) bacteri-

al solution and Jasmonic acid (JA), Salicylic acid (SA), Abscisic acid (ABA), Gibberellin A3 (GA3)

treatments was detected by real-time fluorescence quantitative PCR method. The samples were taken at

0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h and 96 h after treatment and immediately frozen in liquid nitrogen

and stored at -80 ℃ for RNA isolation. The subcellular localization technology was used to analyze the

expression position of the AePR-1 gene in cells. The homologous recombination was used to construct

the AePR-1 overexpressed vector and heterologous expression was carried out in the tobacco to vali-

date the function of the gene PR-1 under Psa infection. All the experiments and data in this study in-

volved at least three repeats. The Excel, SPSS and Origin2023 software were used to statistics and anal-

ysis of test measurement data. LSD test (p＜0.05) was used to assess significant differences in means.

【Results】The full length of the cloned AePR-1 gene sequence was 522 bp, encoded 173 amino acids

and contained CAP_PR- 1 conserved domain. The relative molecular weight (MW) of protein was

19.28 ku and the isoelectric points (PI) was 9.28. The protein instability index was 41.54 and the pro-

tein belonged to unstable protein and the grand average of hydropathicity (GRAVY) was -0.261. The

subcellular localization of PR-1 showed that the AePR-1 gene was mainly localized in the cytoplasm

and cell membrane. The phylogenetic tree results showed that the protein AePR-1 was highly homolo-

gous to the AthPR-1 from Arabidopsis and CsaPR-1 from Cucumis. The qRT-PCR results showed that

AePR-1 gene was highly expressed in the roots and pistils. And after inoculation with Psa bacterial so-

lution, the expression level of the AePR-1 gene decreased at the early stage, increased rapidly after 6

hours, and reached its peak at 24 hours. With the prolongation of the treatment time of different hor-

mones, the expression of the AePR- 1 gene generally showed two peaks. The AePR- 1 expressed the

highest on the second day after overexpression of tobacco. Therefore, Psa was used to infect injected

tobacco on the second day of tobacco transient expression. The results showed that on the 14th day af-

ter infection, the leaves of the empty control group showed large areas of yellow spots, while a small

number of yellow spots appeared on the surface of the leaves overexpressing the AePR-1 gene.【Con-

clusion】This study explored the anti-disease effect of kiwifruit AePR-1 gene in kiwifruit bacterial can-

ker. The results showed that the AePR-1 gene of kiwifruit was expressed in large quantities under the

induction of Psa bacteria and exogenous hormones, participated in the immune response of kiwifruit

and enhanced the disease resistance of kiwifruit. This study shows that the AePR-1 gene plays an im-

portant role in the disease resistance of kiwifruit and can be valuable for resistance breeding of kiwi-

fruit.
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植物会产生一类病程相关蛋白（pathogenesis-

related proteins，PRs）来抵御病原微生物的侵染或非

生物因子的刺激[1]。自从在烟草花叶病毒（TMV）侵

染烟草叶片试验中首次检测到该蛋白至今[2]，PR蛋

白的研究得到了广泛关注。超敏反应（HR）、系统获

得性反应（SAR）、信号通路、生物及非生物胁迫都能

引起植物体内PR蛋白的响应和积累[3-5]。PR蛋白相

对分子质量较小，可分为酸性蛋白和碱性蛋白，稳定

性较强，能有效地在细胞内和细胞间积累[6]，在植物

适应不良环境方面具有重要作用。

PR蛋白可划分为 17个家族，大多数可参与防

御信号传导，从而提高植物对病原菌的抗性[7]。如

PR-3、PR-4、PR-8和 PR-11等蛋白具有几丁质酶活

性[6]；PR-5蛋白具有抵御真菌侵染、激活防御反应的

作用[8]；PR-6具有蛋白酶抑制剂活性，能够抵抗线虫

和昆虫的入侵[9]；PR-10具有核糖核酸酶活性[10]；PR-

15和PR-16具有细胞重塑、类萌发素等特性[11]。PR-

1具有甾醇结合活性和防御信号肽，可参与植物超

敏反应和系统获得性反应，在植物抗病过程中发挥

重要作用[12-13]。欧洲花椒 SaPR1-like基因在生物胁

迫下显著表达，增强了植株的抗逆性[14]；水稻PR-1

基因家族成员PR-1-3和PR-1-13在接种水稻纹枯病

菌（Thanatephorus cucumeris）[15]和白叶枯病菌（Xan-

thomonas oryzae）后[16]表达量均显著提高；辣椒CAB-

PR1基因在烟草中过表达后，能够增强转基因烟草

对重金属胁迫的耐受性，以及对烟草疫霉菌（Phy-

tophthora nicotianae）、青 枯 菌（Ralstonia sola-

nacearum）和丁香假单胞杆菌（Pseudomonas syrin-

gae pv. tabaci）的抗性[17]。拟南芥PR-1基因的积累

增强了其对丁香假单胞杆菌（P. syringae pv. tomato

DC3000）的抗性；将葡萄VvPR1b1基因过表达于烟

草中，能增强其对烟草野火病病原细菌（P. syringae

pv. tabaci）的抗性 [18- 19]。从上述可见，不同物种的

PR-1蛋白受诱导条件不同，其作用机制尚不一致，

但其在防御反应中都具有相似的功能。

丁香假单胞杆菌（P. syringae pv. actinidiae，Psa）

是引起猕猴桃（Actinidia Lindl.）细菌性溃疡病的致

病菌[20-21]，该病害具有传染性强、蔓延快、致病性强、

根除难度大等特点，目前尚无有效的根治方法 [22]。

从1984年首次在日本发现至今，细菌性溃疡病已成

为制约我国乃至世界猕猴桃产业发展的重要病

害[23-24]。研究表明，茉莉酸、水杨酸和脱落酸等植物

激素能诱导 PR-1 基因表达而对病害具有防御作

用[25]。迄今为止，PR-1蛋白在防御反应中的功能在

番茄[26]、葡萄[27]、柑橘[28]、核桃[29]、小麦[30]、玉米[31]等多

种植物上已有相关研究，但在猕猴桃中未见报道。

笔者在前期系统评价鉴定猕猴桃不同品种（系）溃疡

病抗性的基础上[32]，以筛选的抗病种质为试材，分析

了PR-1基因的结构、组织表达及响应溃疡病和外源

激素的表达情况，并进一步明确其在植物病原响应

过程中的功能，以期为寻找猕猴桃细菌性溃疡病抗

性基因及解析抗病机制提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

毛花猕猴桃（A. eriantha）品种华特嫁接苗，砧木

为对萼猕猴桃（A. valvata）品种中猕抗砧 1号，保存

于国家园艺种质资源库猕猴桃分库（郑州）；本氏烟

草（N. benthamiana）由中国农业科学院郑州果树研

究所栽培生理实验室保存；Psa病菌由浙江省农业科

学院园艺研究所提供。猕猴桃苗木嫁接后在营养钵

中培养3个月，再移至人工气候箱中培养，条件设置

为温度 25 ℃、相对湿度 80%、12 h 光照/12 h 黑暗。

Psa菌液采用金氏培养基培养，在 20 ℃、200 r ·min-1

摇床振荡24 h，浓度稀释至1×108 cfu·mL-1后进行侵

染。使用 5 mmol · L-1水杨酸（SA）、250 mg · L-1赤霉

素（GA3）、50 µmol·L-1脱落酸（ABA）对嫁接苗进行叶

面喷施处理，并置于人工气候箱中培养至96 h。试验

过程中采集的叶片样本经液氮处理后均置于-80 ℃

冰箱保存备用。

1.2 RNA提取、反转录

利用多糖多酚RNA提取试剂盒（天根生化科技

公司）提取样品总RNA，于-80 ℃冰箱保存备用。使

用 TOYOBO ReverTra Ace qPCR RT Kit（FSQ-101）

将RNA反转录合成 cDNA，反应体系为 4 µL 5×RT

Buffer、1 µL Enzyme Mix、1 µL Primer Mix、4 µL

RNA、10 µL ddH2O。先将 RNA 和 ddH2O 加入 PCR

管中，采用PCR仪65 ℃变性5 min后置于冰上，再加

入其他组分，反应程序：37 ℃、15 min，98 ℃、5 min。

反转录后的cDNA保存于-20 ℃冰箱备用。

1.3 PR-1基因克隆及系统发育分析

在前期组学研究的基础上[33]，通过在猕猴桃基

因组数据库[34]中进行目的序列比对，提取目的基因

AePR-1的CDS序列，使用Primer Premier 6.0软件设
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计引物（上游引物：5'-ATGGGGTGGTTGTGTA-3'，

下游引物：5'- CTAAATATTTTCTACATAGGTC- 3'）

扩增全长序列；使用 2×TransStart® Fast Pfu Master

Mix（北京全式金生物技术有限公司）进行 PCR 扩

增，PCR 产物回收后连接 T 载体（pClone007 Blunt

Simple Vector Kit，北京擎科生物科技有限公司），并

转化至大肠杆菌感受态细胞，挑取单克隆菌落检测

后送测序。引物合成和测序在上海生工生物工程有

限公司进行。使用Expasy ProtParam工具对AePR-1

序列进行相对分子质量、等电点及稳定性等理化特

性分析；使用DNAMAN软件对AePR-1基因序列进

行比对分析；在NCBI网站分析AePR-1蛋白序列的

保守结构域；用猕猴桃PR-1蛋白序列在 phytozome

数据库中Blast检索其他同源序列，并使用MEGA-X

软件的邻接法（Neighbor-Joining）构建系统发育树，

进行系统发育分析。

1.4 PR-1基因的表达分析

采用实时荧光定量技术，分析 AePR-1 基因在

不同组织（根、茎、叶、花、果）和花器官（雌蕊、雄

蕊、子房、花瓣、萼片、花托），以及病原菌 Psa和激

素（SA、GA3、ABA）处理后 0、6、12、24、36、48、72、

96 h 的表达情况。荧光定量引物为 AePR-1F：5'-

AAGACTACCTCAACGCCCACAAC-3'，AePR-1R：

5'-TTCTTCTCGTCCACCCACATTTT-3'；荧光定量

试剂为NovoStart SYBR qPCR SuperMix Plus；反应

体系为 10 µL 2×NovoStart SYBR qPCR SuperMix、

2 µL cDNA、1 µL PR1 Primer Forward、1 µL PR1

Primer Reverse、6 µL RNase Free Water；反应程序为

95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 20 s，60℃退火 20 s，

72 ℃延伸20 s，变性至延伸步骤为40个循环。采用

2−ΔΔCT法计算每个样品相对猕猴桃内参基因 β-actin

的表达量[35]。所有反应均包含3个独立的生物学重

复和技术重复。

1.5 亚细胞定位

使用一步定向克隆试剂盒（上海近岸科技有限

公司），将目的片段克隆到pCAM35s-GFP载体位点

中（上游引物：5'- GGGGACGAGCTCGGTACCAT-

GGGGTGGTTGTGTAGGATG- 3'，下 游 引 物 ：5'-

CATGGTGTCGACTCTAGAAATATTTTCTACATA -

GGTCTTAAGCTTTAATACATAGG- 3'），形成融合

表达载体后转化大肠杆菌感受态细胞，单克隆菌落

PCR阳性鉴定后送上海生工生物工程有限公司测

序。将测序正确的阳性质粒转化农杆菌GV3101。

以空载 pCAM35s-GFP为对照，采用注射方法侵染

烟草下表皮[36]，置于人工气候箱中培养（条件设置同

1.1）。培养2~3 d后，使用激光共聚显微镜对侵染区

域进行亚细胞定位观察。

1.6 过表达载体构建及烟草瞬时转化

采用同源重组的方法将猕猴桃PR-1基因插入

到表达载体 PBI121 中（PR-1-121-F：5'-AACACG-

GGGGACTCTAGAATGGGGTGGTTGTGTA-3'，PR-

1- 121- R：5'- CTGACCACCCGGGGATCCCTAAAT-

ATTTTCTACATAGGTC- 3'），转化农杆菌 GV3101

后，以空载体PBI121作对照，采用烟草下表皮注射

的方法进行瞬时表达[36]，将处理和对照均放置人工

培养箱中培养（条件设置同 1.1）。在接种 1、2和 3 d

时分别检测PR-1的表达量，筛选Psa菌液侵染瞬时

表达烟草的最佳时间。然后将Psa菌液注射到瞬时

表达的阳性烟草叶片中，处理后放于上述条件的人

工气候箱中继续培养，连续观察叶片的表型变化[37]。

1.7 数据分析

采用Excel和Origin 2023软件对试验数据进行

统计分析及相关图表绘制，利用Dunn-Sidak多重比

较方法进行差异显著性检验，显著水平设定为0.05。

2 结果与分析

2.1 PR-1基因的克隆及序列分析

在华特猕猴桃中克隆获得 1条PR-1基因，命名

为AePR-1。克隆得到 cDNA全长为 522 bp，共编码

173个氨基酸。通过在线网站Expasy对其理化特性

分析，表明AePR-1蛋白相对分子质量为 19.28 ku、

等电点为 9.28、不稳定系数为 41.54。将 AePR-1 的

序列与中华猕猴桃（A. chinensis Planch. var. chinen-

sis）AcPR-1序列进行同源比对，显示基因CDS序列

中共有 12个碱基位点不同、蛋白序列中有 7个氨基

酸不同，但二者皆编码了 173 个氨基酸。通过对

AePR-1与AcPR-1、AthPR-1、NtaPR-1同源蛋白序列

分析，发现这些序列都具有 6个保守的半胱氨酸结

构基序（实线框表示）和 4个 allergen V5/Tpx-1 relat-

ed保守的结构域（虚线框表示）（图1）。

构建了猕猴桃AePR-1与其他植物PR-1蛋白的

系统发育树，发现发育树分为包含了大桉EgrPR-1、

大豆GmaPR-1等分支和可可TcaPR-1、葡萄VviPR-1

等分支的两个明显大分支（图 2）。毛花猕猴桃
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毛花：AePR-1（DTZ79_19g02670）；中华：AcPR-1（Ach26g253311）；拟南芥：AthPR-1（AT2G14610）；烟草：NtaPR-1（P08299）。实线框表示

保守的半胱氨酸结构基序，虚线框表示 allergen V5/Tpx-1 related 保守的结构域。

A. eriantha: AePR-1 (DTZ79_19g02670); A. chinensis: AcPR-1 (Ach26g253311); Arabidopsis thaliana: AthPR-1 (AT2G14610); Nicotiana taba-

cum: NtaPR-1 (P08299). Solid border indicates conserved cysteine, dotted box indicates conserved allergen V5/Tpx-1 related domain.

图 1 AePR-1 与其他 PR-1 蛋白序列同源性分析

Fig. 1 Alignment of the predicted amino acid sequences of AePR-1 and other PR-1

图 2 AePR-1 与其他植物 PR-1 蛋白系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic relationship of AePR-1 with other plant PR-1
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图 3 PR-1 基因在烟草表皮细胞中的亚细胞定位

Fig. 3 Subcellular localization of PR-1 in tobacco epidermal cells
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AePR-1与中华猕猴桃AcPR-1及黄瓜CsaPR-1具有

很高的同源性。

2.2 PR-1基因的亚细胞定位分析

为揭示 AePR- 1 蛋白的定位情况 ，构建了

pCAM35s-PR-1-GFP融合表达载体并转化烟草表皮

细胞，并以 pCAM35s-GFP空载体为对照，培养 48 h

后在激光共聚焦显微镜下观察。如图 3所示，对照

组的空载载体在细胞膜、细胞质和细胞核中均能发

出绿色荧光，而试验组的烟草叶片荧光信号主要集

中在细胞膜上和细胞质中，表明PR-1主要在细胞膜

和细胞质中表达，是功能基因。

2.3 PR-1基因的表达分析

为了解 AePR-1 基因的时空表达特征，首先对

AePR-1基因在猕猴桃不同组织和花器官中的表达

量进行了分析，发现该基因在根和雌蕊中高表达，而

在叶、花瓣、雄蕊和子房中低表达（图4-A~B）。

A. 不同组织相对表达量；B. 花器官相对表达量。不同小写字母代表差异显著 p＜0.05。下同。

A. The relative expression of different tissues; B. The relative expression of flower organs. Different small letters represent significant difference at

p＜0.05. The same below.

图 4 PR-1 基因在不同组织和花器官中的表达分析

Fig. 4 Analysis of PR-1 gene expression in different tissues and flower organs
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在接种Psa菌液后，AePR-1基因相对表达量呈

现出先降低后迅速升高的趋势，在接种24 H时达到

最大值，后又逐渐下降（图5-A）。

在不同激素处理过程中，随着处理时间的延长，

AePR-1 基因相对表达量均呈双峰曲线。在 SA 和

ABA处理下，AePR-1基因表达量在24 h时达到第一

次峰值（图 5-B~C）；GA3处理可诱导AePR-1基因迅

速表达，接种12 h时达到最大值（图5-D）。3种激素

处理下首次出现峰值的时间存在差异，但在 48 h时

均再次达到峰值，表明AePR-1基因对不同激素响应

图 5 PR-1 基因在 Psa 侵染及不同激素处理下的表达分析

Fig. 5 Analysis of PR-1 gene expression after Psa infection and hormone treatment
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模式存在差异。

2.4 PR-1基因增强了烟草对Psa的抗性

以 pBI121 空载体为对照，构建过表达载体

pBI121-AePR-1瞬时表达本氏烟草后发现，AePR-1

表达量在2 d最高（图6-A）。因此，在烟草瞬时表达

后的2 d使用Psa菌液侵染，将接种后的烟草放入人

工气候箱中培养，观察烟草的发病情况。结果表明，

在侵染后第14天，在空载对照组的叶片表面上出现

了大量的黄色病斑，而过表达AePR1基因的叶片表

面出现少量黄色斑点（图 6-B）。以上结果表明，

AePR-1基因能增强本氏烟草对Psa的抗性。

3 讨 论

植物受到生物或非生物胁迫时，会激活其免疫防

御反应，而PR-1基因是SAR反应的标志基因，在抗病

反应中具有积极作用[38]。牡丹受叶斑病菌（Cylindro-

cladium canadense）侵染后，PsPR-1基因被显著诱导

参与抗病反应，且在24 h达到最高峰[39]。这与本研究

结果相似，猕猴桃在接种Psa病菌后，PR-1表达量显

著升高，在24 h达峰值，表明其参与了抗病防御反应。

笔者以华特猕猴桃为材料克隆得到了AePR-1

基因，通过生物信息学分析发现，该基因的蛋白序列

Psa SA

ABA GA3
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与其他物种的PR-1具有高度的同源性，其理化特性

与葡萄[25]、向日葵[40]、核桃[29]等相似且包含了相同的

保守结构域。具有该结构域的蛋白积极参与了先天

性免疫反应和适应性免疫反应，从而提高植株的抗

逆性[41]。这表明不同植物中的PR-1基因在防御反

应中可能存在相似功能。

进一步对PR-1基因在不同组织和花器官中的

表达量检测，发现猕猴桃在根中高表达，而大豆则表

现为在叶片中高表达[42]，这可能是由于不同物种中

PR-1基因表达模式存在差异，猕猴桃PR-1基因的组

织特异性表达差异可能与其在植物生长发育及胁迫

反应中的不同作用相关。

植物激素能诱导PR-1基因表达量的升高，在防

御反应中发挥至关重要的作用[25，43]。在葡萄中，JA、

SA 和 ABA 均能诱导叶片 VvPR1 基因的显著表

达[25]。水稻中，OsPR1a基因受 JA、SA和ET的诱导

而显著表达 [44]；喷施外源 SA可以显著降低褐斑病

（P. oryzicola）的发病率，同时PR-1和NPR1的相对

表达量均显著升高 [45]。笔者采用不同激素诱导处

理，发现对猕猴桃PR-1基因表达趋势的整体影响相

同，但具体表达量与峰值出现时间存在差异。

AePR-1基因对不同激素的响应差异可能与其启动

子中对不同激素的响应元件的有无及数量有关。其

中在GA3处理条件下，AePR-1基因响应表现最早且

表达量最高，其次依次为ABA和SA。本研究结果

与前人研究结果相似，在外源激素诱导下，PR-1基

因表达量升高。还有研究发现，干旱、低温、盐等胁

迫及H2O2、H2S等因素也能显著诱导PR-1基因的表

达[46]。

本研究结果表明，猕猴桃PR-1基因在响应生物

侵染过程中发挥重要作用，并揭示了过表达AePR-1

基因能够增强烟草对Psa病菌的抗性。今后有必要

进一步开展以激素诱导为前提提高猕猴桃植物抗细

菌性溃疡病的作用机制研究，以期为科学防控该病

害提供理论和实践基础。

4 结 论

笔者探讨了AePR-1基因在猕猴桃细菌性溃疡

病和外源激素侵染中发挥的作用。结果表明，猕猴

桃PR-1基因在Psa病菌和外源激素诱导下均可大量

表达，参与了免疫应答反应，从而增强了猕猴桃的抗

病性。笔者研究证实了PR-1基因在猕猴桃抗病过

程中具有重要作用。
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