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　 　 摘要：　 为了鉴定出增强植物对根结线虫和蚜虫抗性的功能基因，从 ９ 个抗蚜虫的拟南芥激活标签突变体中

筛选增强根结线虫抗性的突变体。 利用反向 ＰＣＲ 技术定位激活标签在基因组上的插入位点，并通过荧光定量

ＰＣＲ 技术分析插入位点上、下游基因表达水平，结合根结线虫和蚜虫在过量表达转基因植株上的表现验证基因功

能。 结果显示接种根结线虫后 ７ ｄ，侵入 ３ 个拟南芥突变体根系的根结线虫数量明显少于野生型。 其中 ２ 个突变

体中的激活标签插入位点只相差 ２ 个碱基，ＳＫＳ１３ 基因表达水平提高；另一个株系中激活标签导致 ＰＥＲＫ２ 基因的

表达水平提高。 与野生型植株相比，分别过量表达 ＳＫＳ１３ 和 ＰＥＲＫ２ 的转基因植株能明显减少侵入根系的根结线

虫数量，同时蚜虫的繁殖数量也较低。
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　 　 根结线虫和蚜虫的寄主范围广泛，经常同时出

现，给农业生产造成巨大危害。 根结线虫寄生根系

导致根系出现根结甚至根瘤，根组织的运输系统被

破坏，水分和养分的输送严重受阻，植株枝叶生长缓

慢萎缩黄化［１⁃２］；蚜虫取食茎叶损耗光合作用产生

的营养物质，蚜虫分泌的蜜露附着叶片表面滋生真

菌病害［３⁃４］。 最经济有效的病虫害防治方法是培育

使用抗性品种，而鉴定出参与植株抗病虫害的功能

基因是先决条件。
目前，从番茄中鉴定到的Ｍｉ 基因是唯一同时对
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根结线虫和蚜虫产生抗性的基因［５］。 通过将根结

线虫抗性番茄品系与感病栽培品系杂交构建出多个

作图群体，利用分子标记技术结合图位克隆技术逐

步分离鉴定出根结线虫抗性基因 Ｍｉ［６⁃８］。 在随后筛

选番茄对蚜虫抗性的试验中发现凡是携带 Ｍｉ 基因

的番茄品系都表现出对蚜虫的抗性，由此将Ｍｉ 基因

介导的抗性作用范围拓展到刺吸式口器昆虫［９］。
Ｍｉ 基因产生的对根结线虫的抗性反应是在线虫入

侵位点出现局部细胞死亡，即超敏反应，从而限制线

虫进一步入侵或迁徙。 超敏反应很可能由持续过量

积累的过氧化物 （ Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）导
致［９］。 Ｍｉ 基因对蚜虫的抗性作用不出现超敏反应，
而是限制蚜虫在韧皮部的取食［１０］。

在随后的研究中，若干参与Ｍｉ 基因抗性反应通

路中的其他因子陆续被发掘出来。 例如，研究人员

通过筛选携带 Ｍｉ 基因却又丧失抗性的番茄突变体

鉴定出 Ｒｍｅ１ 基因［１１］；Ｂｈａｔｔａｒａｉ 等通过分析抗性反

应通路通用原件获得 Ｈｓｐ９０ 和 Ｓｇｔ１ 基因［１２］；此外，
研究者通过比较携带和不携带 Ｍｉ 基因的番茄在根

结线虫侵染后表达谱的差异鉴定出转录因子 ＷＲＫＹ
家族成员［１３⁃１４］，以及通过筛选超敏反应抑制子分离

出番茄 ＳＥＲＫ 基因家族［１５］。 然而，Ｍｉ 基因介导的抗

性对温度敏感，在高于 ２８ ℃条件下抗性水平显著降

低［１６］，严重制约了 Ｍｉ 基因及其通路中抗性因子的

作用。 因此，迫切需要通过其他策略来鉴定抗根结

线虫和蚜虫的功能基因。
拟南芥具有丰富的突变体资源，测序完成的基

因组和完备的基因注释数据库，是筛选根结线虫和

蚜虫抗性以及鉴定功能基因的理想材料。 拟南芥激

活标签突变体包含可以随机插入基因组的标签，标
签上携带的增强子可以激发插入位点上下游基因过

量表达，从而使植株出现在基因正常表达水平下体

现不出来的表型［１７］。 我们在前期的研究中从这类

突变体库中成功筛选到 ９ 个抗蚜虫的突变体［１８］，本
研究拟进一步鉴定这些突变体对根结线虫的抗性，
采用分子生物学和遗传学手段鉴定拟南芥抗根结线

虫和蚜虫的关键基因。

１　 材料与方法

１．１　 拟南芥的种植

拟南芥种植在装有蛭石的穴盘中，穴孔大小为

４０ ｍｍ×４０ ｍｍ×５５ ｍｍ，每穴种植 １ 棵植株。 生长条

件：２４ ℃，光照度 １８０ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ），１６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ
黑暗。 拟南芥发芽后 ２８ ｄ 用于试验，试验前用剪刀

将穴盘分离成独立的穴孔。
１．２　 抗根结线虫试验和抗蚜虫试验

试验用根结线虫为南方根结线虫，用感病番茄

培养保存。 取接种后 ５６ ｄ 的番茄根组织，用水轻轻

冲洗，从根系表面挑取新鲜卵块，用 ０．５％次氯酸钠

消毒 ３ ｍｉｎ，用无菌水冲洗 ３ 次，室温（２４ ℃左右）下
置于贝曼漏斗中，每天收集孵化的二龄幼虫，４ ℃保

存待用。 试验前，将二龄幼虫悬液以２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离
心 ３ ｍｉｎ 弃大部分上清混匀，取 ３ 滴虫悬液于计数

板上，在显微镜下计数，取平均值计算虫口密度，加
入适量灭菌水调节至 １ ｍｌ 虫悬液含 ２５０ 头二龄幼

虫。 用移液器将 １ ｍｌ 二龄幼虫悬液接种在穴孔一

半深度的拟南芥根系周围。 接种后 ７ ｄ 用细水流将

根系从蛭石中洗脱，用酸性品红染色法检测入侵拟

南芥根系的线虫数量［１９］。
试验用蚜虫为桃蚜，在白菜上饲养保存。 试验

前将一片离体白菜叶铺在放有湿润滤纸的培养皿

中，用细毛笔将蚜虫成虫转移到培养皿中的白菜叶

上，次日，将新生的蚜虫用细毛笔转移到拟南芥叶片

上，１４ ｄ 后记录植株上蚜虫数量。 试验期间将每棵

植株置于小培养皿上，放在盛有水的托盘中，以避免

蚜虫在株系之间移动。
新生蚜虫在离体白菜上饲养 ６ ｄ 后用于刺探电

位图谱试验，饲养过程中每 ２ ｄ 更新 １ 次菜叶。 用

水溶性导电银胶将直径约 １０ μｍ 的金丝粘在蚜虫

前胸背板上形成蚜虫电极，将植物电极插入植株生

长的蛭石中（保持蛭石湿润）。 将蚜虫电极和植物

电极接入生物电流放大器。 每棵植株上放置 １ 只蚜

虫，连续监测 ８ ｈ。 产生的刺吸电位图谱（ＥＰＧ）数

据用 ＰＲＯＢＥ３．０ 软件分析以区分各种波形。 Ｎｐ 波

表示非刺探，Ｃ 波表示穿刺，Ｅ１ 波表示韧皮部水溶

性唾液分泌，Ｅ２ 波表示韧皮部被动吸食，Ｆ 波表示

遭受物理阻力，Ｇ 波表示在木质部主动吸食汁液。
以上试验中，每个拟南芥株系检测 １５ 棵植株，

采用 ＳＰＳＳ１９ 软件独立样本 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ
Ｕ 测试进行差异显著性分析。
１．３　 反向 ＰＣＲ

采用 ＣＴＡＢ 法提取拟南芥 ＤＮＡ，用限制性内切

酶 ＲｃｏＲ Ｉ（ＴａＫａＲａ 公司产品）处理提取的 ＤＮＡ，以
Ｔ４ 连接酶（ＴａＫａＲａ 公司产品）处理酶切产物。 以 ５
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μｌ 连接产物为模板用于反向 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 反应体系

为 ５０􀆰 ０ μｌ： ｄｄＨ２ Ｏ ２４􀆰 ６ μｌ， ５× Ｂｕｆｆｅｒ １０􀆰 ０ μｌ， ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ５􀆰 ０ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ引物各 ２􀆰 ５ μｌ，Ｐｈｕ⁃
ｓｉｏｎ 聚合酶（Ｆｉｎｎｚｙｍｅｓ）０􀆰 ４ μｌ。 扩增反应条件是：
９８ ℃ ３０ ｓ；９８ ℃ １０ ｓ，６４ ℃ １０ ｓ，７２ ℃ ３ ｍｉｎ，３５ 个

循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ，保持 １２ ℃。 ＰＣＲ 产物经 １０ ｇ ／ Ｌ
琼脂糖凝胶电泳分离后连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体，涂板

转化后挑选阳性克隆进行测序。 将测序结果中激活

标签旁侧序列与拟南芥基因组数据库进行比对。 本

研究所用引物见表 １。

表 １　 试验中使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 试验目的 引物序列 （５′→３′）

Ｔ⁃ＤＮＡＬＢＦ 反向 ＰＣＲ ＣＣＣＧＴＣＴＣＡＣＴＧＧＴＧＡＡＡＡＧＡＡ

Ｔ⁃ＤＮＡＬＢＲ 反向 ＰＣＲ ＡＴＴＣＧＧＣＴＡＴＧＡＣＴＧＧＧＣＡＣＡ

Ａｔ３ｇ２４４００Ｆ 荧光定量 ＰＣＲ ＣＡＡＧＣＡＧＡＧＧＴＴＧＧＧＡＴＣＡＴ

Ａｔ３ｇ２４４００Ｒ 荧光定量 ＰＣＲ ＡＡＣＣＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＣＴＣＧ

Ａｔ３ｇ２４４２０Ｆ 荧光定量 ＰＣＲ ＧＡＡＧＡＴＧＡＡＧＣＣＣＧＡＧＡＣＡＧ

Ａｔ３ｇ２４４２０Ｒ 荧光定量 ＰＣＲ ＧＣＡＣＴＧＡＣＡＣＴＴＧＴＣＣＣＡＡＡ

Ａｔ３ｇ２４４３０Ｆ 荧光定量 ＰＣＲ ＴＧＣＡＡＣＣＧＴＣＡＧＡＡＧＡＡＡＴＧ

Ａｔ３ｇ２４４３０Ｒ 荧光定量 ＰＣＲ ＣＡＧＣＧＴＡＧＴＴＴＣＣＣＡＴＴＧＧＴ

Ａｔ３ｇ２４４４０Ｆ 荧光定量 ＰＣＲ ＧＧＡＧＣＡＡＴＣＴＧＴＴＧＴＧＡＧＣＡ

Ａｔ３ｇ２４４４０Ｒ 荧光定量 ＰＣＲ ＴＡＡＡＴＧＣＧＴＣＧＡＣＡＡＧＴＴＧＧ

ＡＣＴＩＮ８Ｆ 荧光定量 ＰＣＲ ＴＧＣＡＧＡＣＣＧＴＡＴＧＡＧＣＡＡＡＧ

ＡＣＴＩＮ８Ｒ 荧光定量 ＰＣＲ ＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡＡＧ

ＡｔｔＢ１＿Ａｔ３ｇ２４４００Ｆ 构建基因过表达载体 ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＡＧＡＣＣＴＣＴＴＴＴＣＣＣＧＣＴＴＴＴ

ＡｔｔＢ２＿Ａｔ３ｇ２４４００Ｒ 构建基因过表达载体 ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＣＡＡＡＣＣＡＡＡＣＣＴＣＡＡＴ

ＡｔｔＢ１Ｆ 构建基因过表达载体 ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴ

ＡｔｔＢ２Ｒ 构建基因过表达载体 ＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴ

１．４　 荧光定量 ＰＣＲ
用于荧光定量 ＰＣＲ 检测的每个株系有 ３ 个生

物学重复的样品，每个样品由 １５ 棵植株混合而成。
采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取植株的总 ＲＮＡ， 经 ＤＮＡ 酶

（ＤＮａｓｅ Ｉ， Ｐｒｏｍｅｇａ ） 消 化 处 理 后， 利 用 ＭＭＬＶ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）将总 ＲＮＡ 反

转录成 ｃＤＮＡ，并经 ＲＮａｓｅ Ｈ （ＴａＫａＲａ 公司）处理，
－２０ ℃保存待用。 以稀释 ２０ 倍的 ｃＤＮＡ 作为实时

定量 ＰＣＲ 的模板。 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ ＩＩ
（ＴａＫａＲａ 公司）说明书，利用 ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）进
行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应。 每个样品做 ２ 个重复。
反应条件是：９５ ℃ ３ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，４０
个循环。 以拟南芥持家基因 ＡＣＴＩＮ８（Ａｔ１ｇ４９２４０）作
为内参，参照 ２－△△ＣＴ 法计算基因相对表达量。 用

ＳＰＳＳ１９ 软件独立样本的 ｔ 检验进行差异显著性

分析。
１．５　 转基因拟南芥植株的获得

根据基因编码框上下游序列设计特异引物并连

接 ａｔｔＢ 位点序列，以 ｃＤＮＡ 为模板扩增基因全序列，
扩增条件与反向 ＰＣＲ 相同。 ＰＣＲ 产物经测序确定

后，在 Ｂ ／ Ｐ 重组酶 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 的作用下，与带有

ａｔｔＰ 位点的载体 ｐＤＯＮＲ２０７ 通过Ｂ ／ Ｐ反应产生入门

载体。 将入门载体与目标载体 ＦＡＳＴ⁃Ｒ０２ 通过 Ｂ ／ Ｐ
反应产生表达载体，此时基因由 ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动子

驱动表达。 将表达载体转化至大肠杆菌，用 ＡｔｔＢ 通

用引物进行 ＰＣＲ 验证基因序列的正确性，随后将表

达载体转化到根癌农杆菌株 ＧＶ３１０１。 通过农杆菌

介导的转化方法将表达载体转化到野生型拟南芥植

株中。 利用红色荧光显微镜检测带有表达载体的拟

南芥种子［２０］， Ｔ２ 代植株用于抗根结线虫和蚜虫
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试验。

２　 结果与分析

２．１　 拟南芥根结线虫抗性株系的鉴定

以 ９ 个抗蚜虫的拟南芥突变体接种根结线虫后

７ ｄ 检测侵入根系中的线虫数量，结果显示所有突变

株系的侵入线虫数量低于野生型，其中株系 ２０１８、
３７９０ 和 ４６１９ 与野生型差异显著（图 １）。 形态学观察

结果表明，突变株系的茎叶与野生型植株相比明显较

小，根系也较野生型短，但这些差异在 ３ 个双抗株系

与 ６ 个单抗蚜虫的株系之间并不明显。

图 １　 根结线虫在野生型拟南芥和突变株系根中的入侵数量

Ｆｉｇ．１ 　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｒｏｏｔ ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ （ＲＫＮｓ） ｏｎ
ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ

２．２　 拟南芥抗性株系中功能基因的鉴定

Ｃｈｅｎ 等［２１］ 已经报道了对株系 ３７９０ 的鉴定，本
研究通过反向 ＰＣＲ 扩增激活标签旁侧序列，结合拟

南芥基因组序列比对，对抗性株系中激活标签进行

定位。 结果显示突变体 ２０１８ 中激活标签插入在第

３ 条染色体 ４ ３５０ ８５１ 位点，与突变体 ３７９０ 中激活

标签插入位点只相差 ２ 个碱基；突变体 ４６１９ 中激活

标签定位于第 ３ 条染色体 ８ ８６２ ９０４ 位点 Ａｔ３ｇ２４４２０
基因的 ３′非编码区。

突变体 ２０１８ 中激活标签插入位点与突变体

３７９０ 几乎相同，以此判断这 ２ 个突变体中影响表达

水平的基因也一致。 基于增强子对其上下游基因表

达水平能够产生影响的范围不超过 ８ ｋｂ 的原则，对
突变体 ４６１９ 中 基 因 表 达 水 平 的 检 测 锁 定 在

Ａｔ３ｇ２４４００、Ａｔ３ｇ２４４２０、Ａｔ３ｇ２４４３０ 和 Ａｔ３ｇ２４４４０。 荧

光定量 ＰＣＲ 结果显示只有 Ａｔ３ｇ２４４００（ＰＥＲＫ２）表达

水平显著高于野生植株，其他基因的表达水平均与

野生型植株相当（图 ２）。

图 ２　 突变体 ４６１９ 中激活标签上下游基因表达水平分析

Ｆｉｇ．２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔａｇ ｉｎ
ｍｕｔａｎｔ ４６１９

前期研究结果证实突变体 ３７９０ 对蚜虫的抗性

是由 ＳＫＳ１３ 过量表达产生，本研究以 ＳＫＳ１３ 过表达

转基因株系 Ｇ１０１、Ｇ１０２ 和 Ｇ１０３ 为材料检测根结线

虫的侵染水平，结果（图 ３）显示入侵转基因植株的

线虫数量明显低于野生型植株，表明基因 ＳＫＳ１３ 过

量表达是突变体 ３７９０ 抗根结线虫的原因。 突变体

４６１９ 中 ＰＥＲＫ２ 是检测到的唯一表达量上调基因。
以 ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动子驱动 ＰＥＲＫ２ 基因表达，构建过

量表达转基因植株 Ｇ２０１、Ｇ２０２ 和 Ｇ２０３。 荧光定量

ＰＣＲ 结果显示转基因株系中该基因表达水平显著

高于野生型（图 ４）。 抗根结线虫和蚜虫试验结果显

示，与野生型相比侵入转基因植株根系的线虫数量

显著减少（图 ３），转基因植株叶片上的蚜虫数量也

显著降低（图 ４）。 这些结果证实 ＰＥＲＫ２ 是抗根结

线虫和蚜虫的功能基因。

∗表示与野生型相比差异达 ０．０５ 显著水平。
图 ３　 根结线虫在 ＳＫＳ１３ 转基因过量表达拟南芥植株上的侵染

水平

Ｆｉｇ．３　 ＲＫＮ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ ｌｉｎｅｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＳＫＳ１３
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∗表示与野生型相比差异达 ０．０５ 显著水平。
图 ４　 根结线虫和蚜虫在 ＰＥＲＫ２ 转基因过量表达拟南芥植株上的表现

Ｆｉｇ．４　 ＲＫＮ ａｎｄ ａｐｈｉｄ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＰＥＲＫ２

２．３　 突变体 ４６１９ 上蚜虫刺吸取食行为分析

通过刺探电位图谱技术了解蚜虫在植株上穿刺

取食行为，可以为锁定植株抗性因子作用位点提供

线索。 与野生型植株相比，在突变体 ４６１９ 上的蚜虫

取食过程出现更长的总穿刺时间（Ｃ 波），口针进行

更多次的尝试性穿刺，而且几乎每只蚜虫都出现物理

阻力的 Ｆ 波（而在野生型上的蚜虫没有一只出现 Ｆ
波）（表 ２），表明在突变休 ４６１９ 上蚜虫口针穿刺植物

组织时遇到明显阻力。 此外，在突变体 ４６１９ 上蚜虫

在韧皮部取食过程也受到限制，表现为需要更长时间

开始在韧皮部取食，且取食次数和总历时（Ｅ１ 和 Ｅ２
波）也不到在野生型植株上蚜虫的一半（表 ２）。

表 ２　 蚜虫刺探电位图谱

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｐｈ （ＥＰＧ） ｏｆ ａｐｈｉｄ

参数 抗性因子定位 野生型 株系 ４６１９

Ｃ 波总历时（ｍｉｎ） 路径 ２４４．３±１５．６ ３６４．４±２８．６∗

探测穿刺数量 路径 ７．２±１．９ １９．６±２．９∗

Ｆ 波历时（ｍｉｎ） 路径 ０ １３．２±２．６∗

Ｆ 波数量 路径 ０ １．２±０．３∗

Ｅ１ 波数量 韧皮部 １８．６±２．３ ７．６±１．２∗

Ｅ２ 波数量 韧皮部 １６．４±２．１ ７．９±１．９∗

首次出现 Ｅ１ 波的时间（ｍｉｎ） 韧皮部 ６９．１±１８．４ １６３．４±２４．６∗

首次出现 Ｅ２ 波的时间（ｍｉｎ） 韧皮部 ７１．１±１５．４ １６５．６±２１．４∗

Ｅ１ 总历时（ｍｉｎ） 韧皮部 １２．６±２．３ ６．６±１．１∗

Ｅ２ 总历时（ｍｉｎ） 韧皮部 １００．６±１５．９ ５４．０±１４．１∗

Ｎｐ 波总历时（ｍｉｎ） 总体抗性 １２１．４±１８．９ １８９．５±２０．１∗

∗表示与野生型相比差异到达 ０．０５ 显著水平。

３　 讨 论

根结线虫和蚜虫经常同时危害作物，对农业生

产造成巨大损失，鉴定并使用对二者都能产生抗性

的基因具有重要意义。 本研究以抗蚜虫拟南芥突变

体为材料进一步挖掘其对根结线虫的抗性，筛选到

具有双重抗性的突变体，并鉴定了其产生抗性的功

能基因。

根结线虫和蚜虫对植物寄生或取食的过程存在

诸多相似。 比如根结线虫和蚜虫口针在植物组织细

胞间隙活动，产生包含多种蛋白酶的分泌物。 当寻

找到合适的寄生位点根结线虫停止迁徙开始发育直

至完成生活史，而蚜虫也可以从固定的细胞长时间

连续取食［２２⁃２３］。 基于这些相似性，推测植物某些抗

性因子可能会同时作用于这 ２ 种病虫害。 本研究中

９ 个抗蚜虫的突变体中有 １ ／ ３ 表现出对根结线虫的

４５２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１５ 年 第 ３１ 卷 第 ６ 期



抗性就印证了这一推测。
在 ３ 个双抗突变体中 ２０１８ 和 ３７９０ 的抗性是由

ＳＫＳ１３ 基因过量表达导致。 前期研究结果证明

ＳＫＳ１３ 过量表达植株中存在 ＲＯＳ 的过量积累，抑制

蚜虫从韧皮部取食［２１］。 ＲＯＳ 持续过量积累会导致

超敏反应，但这一现象没有出现在被根结线虫侵染

的 ＳＫＳ１３ 过量表达植株根系中，表明 ＲＯＳ 很可能作

用于根结线虫其他寄生阶段。 ＲＯＳ 还可以作为信

号分子与植株激素信号通路（如茉莉酸信号通路）
协同调控防御反应［２４］。 茉莉酸信号通路的表达对

植物抗根结线虫和蚜虫的作用不同，阻断茉莉酸信

号通路的植株对蚜虫敏感性增强［２５］，对根结线虫的

敏感性却降低［２６］。 前期研究结果表明，茉莉酸信号

通路过量表达只出现在 ＳＫＳ１３ 过量表达的转基因

植株中，没有出现在突变体 ３７９０ 中，而本研究结果

显示这些植株的抗性水平并没有差异，说明 ＳＫＳ１３
过量表达产生的抗性独立于茉莉酸信号通路。

突变体 ４６１９ 对根结线虫和蚜虫的抗性是由受

体蛋白激酶基因 ＰＥＲＫ２ 过量表达产生。 受体蛋白

激酶在植物识别入侵病原的过程中发挥重要作用，
番茄受体蛋白激酶 ＳＥＲＫ 家族中 ＳＥＲＫ１ 是番茄对

蚜虫产生抗性反应的必须因子，ＳＥＲＫ３Ａ 和 ＳＥＲＫ３Ｂ
是番茄对根结线虫的基础防卫反应重要原件［１５］。
本研究中鉴定到的 ＰＥＲＫ２ 属于富含脯氨酸的受体

蛋白激酶家族。 这个基因家族包含 １５ 个成员，其中

ｐｅｒｋ４ 突变体细胞长度增加，根系较野生型更长［２７］。
ＰＥＲＫ１ 基因表达水平在植株受到损伤或被病原侵

染时显著上升，推测该基因家族在植物抗病反应中

发挥作用［２８］。 ＰＥＲＫ 基因家族编码细胞壁结构蛋

白质，对保持细胞壁的稳定性发挥作用［２９］。 在突变

体 ４６１９ 上蚜虫穿刺植物组织时遭遇明显的物理阻

力，说明 ＰＥＲＫ２ 过量表达可能导致细胞壁结构被强

化，这可能也是导致根结线虫入侵数量降低的原因。
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ｄａｍ： Ｅｌｓｅｖｉｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９０：８９⁃９９．
［２４］ ＬＡＬＯＩ Ｃ， ＡＰＥＬ Ｋ， ＤＡＮＯＮ Ａ． Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ： ｔｈｅ

ｌａｔｅｓｔ ｎｅｗｓ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ７（３）：
３２３⁃３２８，

［２５］ ＥＬＬＩＳ Ｃ， ＴＵＲＮＥＲ Ｊ Ｇ． Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｍｕｔａｎｔ ｃｅｖ１ ｈａｓ ｃｏｎｓｔｉ⁃
ｔｕｔｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ａｎｄ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ， ２００１， １３
（５）： １０２５⁃１０３３．

［２６］ ＢＨＡＴＴＡＲＡＩ Ｋ Ｋ， ＸＩＥ Ｑ Ｇ， ＭＡＮＴＥＬＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｍａｔｏ ｓｕｓ⁃
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｒｏｏｔ⁃ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ａｎ ｉｎｔａｃｔ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ⁃Ｍｉｃｒｏｂｅ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，
２００８， ２１（９）： １２０５⁃１２１４．

［２７］ ＢＡＩ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｇ Ｚ， ＺＨＯＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔ⁃
ｅｄ ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｅｘｔｅｎｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ ４， ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ
Ｃａ２＋ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ， ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００９， ６０（２）： ３１４⁃３２７．

［２８］ ＳＩＬＶＡ Ｎ， ＧＯＲＩＮＧ Ｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ， ｅｘｔｅｎｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ⁃１ （ＰＥＲＫ１） ｇｅｎｅ ｉｓ ｒａｐｉｄｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｗｏｕｎｄｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００２， ５０（４⁃５）： ６６７⁃６８５．

［２９］ ＬＡＭＥＳＣＨ Ｐ， ＢＥＲＡＲＤＩＮＩ Ｔ Ｚ， ＬＩ Ｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ （ＴＡＩＲ）： ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｗ
ｔｏｏｌｓ［Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１２，４０（１）： １２０２⁃１２１０．
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