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马铃薯抗菌肽SNl基因的克隆、

原核表达及其抑菌活性

蒋 雯，刘 欣，张增艳
(中国农业科学院作物科学研究所／农作物基因资源与基因改良国家重大科学工程，北京100081)

摘要：马铃薯抗茵肤SNI是一种新型抗茵肽。为明确SNI是否抑制小麦重要土传真菌小麦纹枯茵(禾谷丝核茵)、小麦根

腐茵(平脐蠕孢茵)的生长，本文克隆了马铃薯抗茵肽基因SNI的全长编码序列，将该基因编码序列亚克隆到原核表达栽体

pGEX．4T．1上，构建成GST．SNI融合蛋白表达栽体。经异丙基．B-D．硫代半乳糖苷(I胛G)诱导，获得了以包涵体形式表达的

GST—SNI重组蛋白。经过裂解、洗涤、溶解、复性等处理，获得了纯化的GST．SNI融合蛋白。体外抑茵试验表明，SNI显著抑制

禾谷丝核茵、平脐蠕孢菌茵丝生长，可作为上述植物病害抗性育种的潜在基因。
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Abstract：Potato SNl is a new type of antimicrobial peptide．In this study，the full ORF of SNl gene was isola-

ted and was sub-cloned in frame to the 3’一terminus of the ORF of Glutathione S-transferase(GST)in the prokaryotie

expression vector pGEX一4T一1．This allowed the recombinant protein GST-SN 1 to be highly expressed in Escherichia

coli．The recombinant protein GST-SN 1 can be expressed in the form of inclusion bodies after induction by isopro—

pyl·B—D-thiogalactoside．The protein GST-SNl was solubilized，denatured，refolded，and purified．The results of anti—

fungal assay in vitro showed that SN 1 exerted obvious inhibition against the growth of phytopathogenic fungi，such as

Rhizoctonia solani and Bipolaris sorokiniana．SNI gene may be useful for improving wheat resistance against the a-

bove pathogenic fungi．

Key words：Antimicrobial peptide；Cloning；Refolding；Antifungal activity；Rhizoctonia cerealis；Bipolaris soro—

kiniana

近年来，由于耕作制度和气候条件等因素的

改变，土传真菌病对我国小麦生产的危害呈加重

态势。如由禾谷丝核菌(Rhizoctonia cerealis)等引

起的小麦纹枯病已成为我国长江流域麦区、黄淮

麦区的主要病害之一，一般造成减产10％一30％，

严重地块减产超过50％。据全国农业技术推广总

站报道，2005—2008年，我国每年遭受纹枯病为害

的麦田面积约670万一800万hm2，经济损失在数

十亿元以上⋯。由平脐蠕孢菌(Bipolaris sorokini．

aria，其有性态为禾旋孢腔菌Cochliobolus sativus)

等引起的小麦根腐病在世界各国均有发生"】，在

我国以东北、西北麦区、黄淮北片和华北麦区尤为
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严重，一般减产10％一30％。选育和推广抗病小

麦品种是控制上述病害最经济、有效和安全的措施。

然而，由于抗纹枯病、根腐病的小麦种质匮乏，常规

育种进展缓慢。因此，发掘有效的抗真菌蛋白，开展

小麦抗病基因工程育种是解决上述问题的重要

途径。

抗菌肽(antimicrobial peptide，AMP)具有抗菌谱

广、分子量小、基因操作容易等特点。这类蛋白主要

通过形成离子通道直接破坏细胞膜以杀灭病原真

菌，且病原真菌很难对其产生抗性。更为重要的是

抗菌肽仅作用于原核细胞和发生病变的真核细

胞一41。萝卜抗菌肽Rs．AFP2是从萝卜(Raphanus

sativus)种子中分离的r一硫堇类抗菌肽，由80个氨基

酸组成，包括29个氨基酸的信号肽和51个氨基酸

的成熟肽油1。Rs．AFP2通过破坏病原菌细胞膜正

常结构、改变膜的透性以及引起胞内还原氧

(ROS)增加，影响病原菌细胞正常的生理过程，最

终导致病原菌细胞死亡，而且对细菌和人体培养

细胞没有影响Is-s]。体外抑菌研究证明，Rs．AFP2

可抑制多种植物重要病原真菌的菌丝生长，如对

小麦纹枯病菌(禾谷丝核菌，R．cereal括)，水稻纹枯

病菌(立枯丝核菌，Rhizoctonia solani)、禾谷镰孢菌

(Fusarium graminearum)、麦类德氏霉菌(Pyreno．

phora tritici．repentis)、稻瘟菌(Pyricularia oryzae)等

生长有抑制作用¨毋1。研究发现，表达的Rs．AFP2

提高了转基因植物的抗病原菌作用。如转m-

AFP2基因的烟草对Alterna riabrassicola抗性增

强¨1、转凰．A，P2基因小麦对纹枯病抗性得到提

高¨⋯，Rs．AFF2的表达提高了转基因水稻对稻瘟

菌、纹枯病抗性⋯1。

马铃薯抗菌肽SNl是从马铃薯块茎中分离的

一种富含半胱氨酸的新型抗菌肽，可以显著抑制以

下病原菌[番茄溃疡病菌(Clavibacter michigarlert一

如)，立枯镰孢菌(Fusarium solani)，玉米小斑病菌

(Bipolaris maydis)，黄瓜炭疽病(Colletotrichum lage．

narium)，灰霉病菌(Botrytis cinerea)]的生长¨21。

SNl基因过表达显著增强了转SNl基因马铃薯对

立枯丝核菌、软腐菌抗性¨”。然而，SNl对禾谷丝

核菌、平脐蠕孢菌菌丝生长抑制情况以及在小麦抗

病基因工程上应用潜力的研究至今还未见报道。

本研究从马铃薯块茎中克隆出SNl的全长编

码序列，构建了该基因编码蛋白SNl的原核表达载

体，并使SNl蛋白在大肠杆菌细胞中得到大量表

达，提取、纯化出SNl和RsAFP2蛋白，进行体外抑

菌试验，比较SNl和Rs．AFP2对禾谷丝核菌、平脐

蠕孢菌等菌丝生长的抑制情况，探索抗菌肽SNl

在小麦抗纹枯病、根腐菌基因工程育种上的应用

潜力。

1材料与方法

1．1材料

马铃薯块茎购自超市。禾谷丝核菌R0301引

自江苏省农业科学院，平脐蠕孢菌购自中国农业科

学院植物保护研究所。

1．2方法

1．2．1马铃薯抗菌肽基因SNI序列的获得根据

SNl基因的mRNA序列(GUl373071)设计引物(SNl-

F：5’一ATGAAGTTATITCTATTAACTC一3’；SN 1-R：5’一

TCAAGGGCA7If兀’AGACTTGC一3’)。利用PLANTeasy

试剂盒提取马铃薯块茎总RNA，采用Invitrogen公

司第一链cDNA合成试剂盒将该RNA反转录、合成

cDNA。以该cDNA为模板用plus Taq酶扩增得到

SNl基因全长编码序列，将其连接到pMDl8-T载体

(Takara)的多克隆位点间，转化大肠杆菌TOPl0感

受态细胞，通过菌落PCR筛选出阳性克隆，挑选3

个阳性克隆进行测序分析。

1．2．2表达载体的构建 以测序正确的SNI基因

载体质粒DNA为模板，在SNl基因的两端分别添

加BamH、EcoRI酶切位点，利用引物(序列SNl一BF：

5’．CTA GGATCC atgaagttatttctattaactc．3’，带下划线的

序列为BamHI酶切位点，SNI—EIR：5 7一CAC GAATTC

agggcatttagacttgcc一3’，带下划线的序列为EcoRI酶切

位点)进行PCR扩增，然后克隆到pMDl8-T载体

上，获得含BamHI、EcoRI酶切位点的SNl基因中间

载体pTSNl；用BamHl、EcoRI双酶切SNl基因中间

载体pTSNI以及原核表达载体pGEX一4T-1；利用T4

连接酶将BamHI、EcoRI双酶切的SNl基因片段连

接到BamHI、EcoRI酶切处理的pGEX·4T—l载体

上，构建成重组蛋白GST．SNI的原核表达载体

pGST—SNl，转化到大肠杆菌TOPl0感受态细胞中，

进行菌落PCR筛选、测序分析，把测序正确的重组

蛋白质粒命名为pGST．SNl。再将pGST．SNI质粒

转化到大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞中，以进行

重组蛋白的表达。

1．2．3 pGST-SNl在大肠杆菌中的表达 参照路

妍等’91报道的方法，用LB液体培养基(含501上g／ml

Amp)培养含重组蛋白pGST-SNI的B121细胞，

OD枷达到0．6—0．8时，加入异丙基-B．D．硫代半乳
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糖苷(isopropyl—B—D-thiogalaetoside，IPTG)至终浓度

为0．1mmol／L、0．5mmol／L、1mmol／L，继续培养4h。

将上述菌液在8000r／min离心10min，弃上清液，加

0．1倍培养体积的PBS缓冲液重悬沉淀，5ml细胞

悬浮液加入溶菌酶(50mg／m1)50¨I室温消化5min，

期间不断搅拌，液氮中反复冻融10次后，超声波

(30s—ON／lOs-OFF，20kHz)裂解30min，12000r／min

离心15min，各取101xl上清液和重新悬浮的沉淀加

入等体积的2×SDS．PAGE上样缓冲液，沸水浴

lOmin，取10斗l进行SDS．聚丙烯氨凝胶(4％浓缩

胶，12％分离胶)电泳，分析蛋白表达结果。

1．2．4 包涵体的复性与纯化 参照路妍等一1的方

法，将破碎后离心收集的沉淀(包涵体)用3倍体积的

包涵体洗涤缓冲液(10mmol／L Tris-HCI，pH7．8，

300mmol／L NaCI，l mmol／L EDTA，1％TritonX-100和

lmol／L urea)洗涤1次。室温放置5min，离心，弃去上

清液，收集沉淀。所得沉淀用无菌水洗涤5次，每

次洗涤后均在4℃，12000r／min离心10min。所得

包涵体溶解于相当于沉淀10倍体积的溶解缓冲

液[50mmol／L Tris-HCI，pH7．8，5mmol／L MgCl2，

2．5 mmol／L 13-mercaptoethanol。0．1％ (w／v)

Tween20，8mol／L Urea]，室温放置l h，期间不断搅

拌。4℃，10000r／min离心20min，收集上清。

包涵体溶解液逐滴加入改进的复性buffer

(0．4mol／L L-Arginine，2mmol／L DrIvI．，0．5mol／L

NaCI，50mmoL／L Tris—HCI，pH8．0)，并不断搅拌，4。C

放置24h。

蛋白浓度测定，用BSA(牛血清白蛋白)作标准

曲线，采用Lowry等J4 3报道的方法测定蛋白质

浓度。

1．2．5体外抗真菌活性测定 采用菌丝生长抑制

法p，”]，以抑菌圈半径的大小表示样品的抗真菌活

性。在装有PDA培养基的培养皿(d=9cm)中心及

距中心等距处打孔(d=0．5cm)，将孔径相同、生长

旺盛的禾谷丝核菌、平脐蠕孢菌菌块接种于中心孔

内，25℃倒置暗培养2d。待菌落直径至2—3cm

时，将4ILmoI／L复性的GST．SNl蛋白、Rs-AFF2、

GST分别加于周围3个、2个孔中，待蛋白完全渗

入周围培养基后，于25℃继续倒置培养48h，观察

抑菌效果。

在均匀涂布GST．SNl蛋白的PDA培养基与涂

布复性buffer的PDA培养基上接种禾谷丝核菌菌

核，置于25。C暗培养箱倒置培养。观察禾谷丝核菌

菌核的萌发情况。．

2结果与分析

2．1 SNI的克隆与原核表达载体的构建

通过RT．PCR的方法，从马铃薯cDNA中扩增

到SNI基因的全长编码序列(图1)，长度267bp。

用BamHI、EcoRl酶切的SNI基因中间载体pTSNl

和pGEX．4T．1载体的质粒DNA，回收BamHI、EcoRI

酶切的pTSNl和pGEX-4T．1的目的片段，连接、转

化，通过菌落PCR检测，进行测序分析。结果表明，

该表达载体中SNl基因的全长编码序列长度为

267bp，与pGEX．4T．1中GST基因3’端序列相融合，

形成可通读的GST，SNl融合蛋白编码序列。鉴定

出含目标基因序列且连接方向正确的克隆载体，提

取质粒并转化BL2l(DE3)进行诱导表达。

图l SNI基因编码序列的扩增产物

Fig．1 Amplification product of coding sequence

of potato sNl gene

l、2：SNI编码序列；M：100bp DNA分子量标记；

箭头指SNl扩增产物

l and 2：Coding sequence of potato SNI gene：M：lOObp DNA ladder；

Arrow indicates the amplification product of SNI ORF

2．2 SNl蛋白的诱导表达及包涵体复性

通过SDS．PAGE检测GST．SNl融合蛋白的表

达。结果如图2所示，经0．1mmol／L、0．5mmol／L、

1mmol／L IPTG诱导4h后，含有GST—SNl的E．coli

BL21培养物沉淀中有l条约35．6kD的GST—SNI

蛋白表达带，上清液中则无该蛋白表达带，含质粒

pGEX-4T-1对照培养物上清液有1条约26kD的

GST蛋白质条带，说明GST．SNl基肉在大肠杆菌细

胞中以包涵体形式得到了表达。

将包涵体沉淀洗涤、离心、溶解，得到包涵体溶

解液，再将包涵体溶解液逐滴加于复性buffer中，置

于4℃复性24h以上，离心，取上清液进行SDS—

PAGE检测。结果表明，复性后的GST—SNl为纯合

蛋白(图2第8泳道)。

2．3 SNl的体外抗真菌活性

本实验室以往的研究表明，Rs．AFP2可以抑制

禾谷丝核菌、平脐蠕孢菌的菌丝生长¨01，并且本实

验室创制了抗纹枯病的转Rs．AFP2基因小麦‘10】。

为明确SNI对禾谷丝核菌、平脐蠕孢菌菌丝生长的
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图2 SDS-PAGE检测融合蛋白

GST-SNI的诱导表达和纯化结果

Fig．2 SDS-PAGE analysis of GST—SNl

protein expressed and refolded

1、2：分别为0．5mmol／i．IPTG诱导的PGST·SNl培养物沉淀和上

清液；3、4：分别为Immol／L IPTG诱导的PGST．SNI培养物沉淀和卜清

液；5、6：分别为0．1mmol／L IPTG诱导的PGST—SNl培养物沉淀和上清

液；7：1mmoi／L IPTG诱导的pGEX一4T-l培养物I二清澈；8：复性、纯化

的重组蛋白GST—SNI；M：蛋白质分子量标准；箭头指GST．SNI

1．2：Precipitation and supematant of pGST—SN l culture after indue—

tion with 0．5mmoL／L IPTG，respectively；3，4：Precipitation and superna-

rant of pGST-·SN 1 cultum after induction with I mmol／L IPTG respective··

ly；5．6：Precipitation and supernatant of pGST·SN I culture after induction

with 0．1 mmoL／L IPTG。respectively；7：Supernatant of pGEX一4T—I eul—

ture after induction with l retool／L IPTG；8：Refolded GST—SNl protein．

Arrow indicates recombinant protein GST—SNI

抑制情况以及在小麦抗病基因工程上的应用潜力，

比较了SNl与Rs．AFF2对禾谷丝核菌、平脐蠕孢菌

菌丝生长的抑制效果。结果表明(图3A．B)，41比mol／

L复性的GST．SNI与GST—Rs．AFP2均可明显抑制

病菌的菌丝生长，而GST对禾谷丝核菌、平脐蠕孢

菌荫丝生长没有抑制作用，说明SNl与Rs．AFP2一

样可以显著抑制其荫丝生长。从抑菌范围和强度

看，和Rs—AFP2相比，SNl对禾谷丝核菌菌丝生长的

抑制作用更强，对平脐蠕孢菌的抑制作用稍弱(图

3A．B)。

图3 SN!、Rs-AFP2对禾谷丝核菌(A)

和平脐蠕孢菌I B)菌丝生长的抑制作用

Fig．3 Inhibitory activity of SNI and Rs·AFP2 towards

R．cerealis(A)and B妒olaris sorokiniana(B)

l：复性的4p．mol／L GST-SNl蛋白；

2：复性的4ttmol／L GST-Rs·AFP2；3：GST

在加有GST—SNl的PDA培养基上接种禾谷丝

核菌菌核，接种48h后这些菌核仍没有生长(图

4．A)；而在PDA培养基上，菌核可以正常萌发(图

4．B)，说明SNI还抑制菌核的萌发，进一步证明SNI

对小麦纹枯菌具有抑制作用。

图4 SNl对禾谷丝核菌菌核的抑制作用

Fig．4 Effect of purified potato SNI on the germination

of R．cerealis sclerotia

A：在添加41xmol／L GST-SNl的PDA培养基上接种

48h的菌核不能萌发；B：对照PDA上箫核的萌发

A：R．cerealis selerotia did not germinate at PDA medium plus

4p．mol／L SNl at 48h after inoculation；B：the sclemtia germinated

at PDA plus PBS medium at 48h after inoculation

3 讨论

随着分子生物学、植物基因工程的发展，报道的

抗真菌蛋白基因日益增多。为了尽快明确这些抗真

菌蛋白在植物基因工程育种上的应用潜力，一般可

将抗真菌蛋白基因克隆出来，使其在大肠杆菌巾高

效表达，再把表达的抗真菌蛋白分离、纯化出来，进

而研究这些抗真菌蛋向的抑菌活性。

为发掘抗小麦土传病害的潜在基因，本研究克

隆了马铃薯抗菌肽SNI的编码序列，构建了GST．

SNl重组蛋白的原核表达载体，并使其在大肠杆菌

中获得高效表达，但GST—SNl重组蛋白在该原核表

达系统中以包涵体形式存在。以往研究也报道，在

高效率的原核表达系统中重组蛋白的表达产物往往

会形成包涵体一’161。由于以包涵体形式存在的蛋白

没有活性，因此，本文采用洗涤、溶解包涵体及稀释

法复性等处理，成功地使包涵体中GST—SNl得到复

性，从而用于后续的抑菌试验。

体外抑菌试验结果表明，与Rs—AFP2相似，SNl

抗菌蛋白对禾谷丝核菌、平脐蠕孢菌均有不同程度

的抑制作用。本试验中，就抑菌范闱和抗真菌活性

强度而言，与Rs—AFP2相比，SNl对禾谷丝核菌菌丝

生长的抑制作用更强，而且SNl还可抑制该真菌菌

核的萌发。结果说明SNl可作为1个新的潜在基

万方数据
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因进行小麦病害抗性基因工程育种。
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