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烟草PR10蛋白生物活性及赤星病菌Alternaria
alternata诱导下的表达分析
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摘要：为深入研究植物PR10蛋白的生物学功能，以烟草PR10蛋白（NtPR10）为研究对象，采用冷休

克蛋白表达载体pCold II，构建烟草PR10融合蛋白原核表达系统，优化表达及纯化条件，获得高纯

度NtPR10融合蛋白；分别采用底物法和滤纸片法体外分析其核酸酶活性及抑菌活性；并利用荧光

定量PCR方法分析了烟草赤星病菌 Alternaria alternata侵染下，NtPR10基因在抗、感烟草品种内不

同时间点的表达差异。结果表明，15℃、0.1 mmol/L IPTG过夜条件下可诱导获得大量可溶性目的

蛋白，50、100 mmol/L咪唑缓冲液洗脱能够获得较高纯度的目的蛋白；纯化后的NtPR10蛋白能够

降解烟草总RNA，具有核酸酶活性，且1.0、0.5、0.25 μg/μL的NtPR10蛋白溶液均对烟草赤星病菌的

菌丝生长具有显著的抑制作用，但随着蛋白浓度的降低，抑菌作用减弱；荧光定量PCR结果显示，

接种烟草赤星病菌后，NtPR10基因在感病品种和抗病品种中均显著上调表达，但其在抗病品种的

响应速度和表达量显著高于感病品种，表明NtPR10应答了烟草赤星病菌的侵染过程。
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Abstract: In order to investigate the biological function of the plant pathogenesis-related protein PR10,

the tobacco PR10 protein (NtPR10) was studied. The cold shock protein expression vector pCold II was

used to construct the prokaryotic expression system of NtPR10 by the method of seamless cloning; the ex-

pression and purification conditions were optimized and the nuclease activity and antifungal activity was

analyzed by using substrate method and filter paper method, respectively. The expression pattern of gene

NtPR10 in the resistant and susceptible cultivars was studied by RT-qPCR. The results showed that solu-

ble protein was obtained under the conditions of 15℃ and 0.1 mmol /L IPTG induction overnight; the

pure target protein was obtained by using 50, 100 mmol/L imidazole buffer elution. The activity analysis

showed that NtPR10 could degrade tobacco total RNA and inhibit Alternaria alternata growth, indicating

that NtPR10 had ribonuclease activity and antifungal activity. The gene NtPR10 was significantly up-reg-

ulated in both resistant and susceptible cultivars after A. alternata infection. However, in resistant culti-

var, the response rate and expression level were significantly higher than in susceptible cultivar, suggest-

ing that the NtPR10 might have an important function in the process of A. alternata infection.
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病程相关蛋白（pathogenesis-related proteins，PR

蛋白）是植物体受到细菌、真菌、病毒及非生物胁迫

时产生的响应诱导蛋白，在植物抵御疾病、响应外界

压力以及适应不良环境方面发挥着重要作用（Nis-

kanen & Dris，2004）。van Loon et al.（2006）首次在

TMV病毒侵染过的烟草叶片中检测到PR蛋白的存

在。根据病程相关蛋白家族成员的氨基酸组成、结

构及生物学功能等特点，可将PR蛋白分为 17个家

族，即 PR1~PR17，它们广泛存在于单、双子叶植物

中。PR蛋白参与的抗病、抗逆等过程与其自身所具

有的生物活性息息相关，PR2、PR5蛋白具有葡聚糖

内切酶活性，PR3、PR4、PR8 及 PR11 蛋白具有几丁

质酶活性，PR6蛋白家族具有蛋白酶抑制活性，PR9

蛋白具有过氧化物酶活性（Wang et al.，2005；魏崃

等，2016）。对于病程相关蛋白的深入研究，不仅能

揭示植物抗病、抗逆反应的分子机制，还能为植物抗

病分子育种以及病害防治奠定理论基础。

近年来，PR10蛋白因其具有核酸酶活性及抑菌

活性成为了研究热点（Finkina et al.，2017）。PR10

蛋白最先在用激发子处理过的欧芹培养细胞中被发

现，后来在辣椒（Park et al.，2004）、水稻（Hashimoto

et al.，2004）、花生（Chadha & Das，2006）、刺茄（Liu

et al.，2006）、小麦（张岗等，2009）、葡萄（Xu et al.，

2010）、菊花（Deng et al.，2011）、苜蓿（Samac et al.，

2011）、丹参（Zhao et al.，2015）等20多种植物中被发

现，并进行了基因及蛋白序列特征和相关功能的研

究。Park et al.（2004）等利用底物法和滤纸片法研

究证实，辣椒 PR10蛋白（CaPR10）具有核酸酶活性

且可以抑制辣椒疫霉Phytophthora capsici的菌丝生

长，并发现这种核酸酶活性在抗病毒途径中能降解

病毒RNA，抑制病毒侵染；He et al.（2013）用底物法

证明了从葡萄中分离的PR10蛋白（VpPR10.2）同时

具有DNA酶活性和RNA酶活性，并利用菌丝生长

抑制法发现了VpPR10.2蛋白对烟草赤星病菌Alter-

naria alternata的生长具有抑制作用；Chadha & Das

（2006）利用菌丝生长抑制法研究了不同浓度的花生

PR10 融合蛋白（AhPR10）对尖孢镰刀菌 Fusarium

oxysporum 和立枯丝核菌 Rhizoctonia solani 的抑制

作用，表明 AhPR10 蛋白具有体外抗真菌活性；Wu

et al.（2016）研究表明PR10蛋白超表达可以增强水

稻对生物胁迫和非生物胁迫的抗性。

目前，对于植物病程相关蛋白PR10结构和功能

的研究已取得显著进展，但其参与生物学功能的机

制仍不清楚，烟草作为重要的植物病理学和生理学

研究的模式植物，具有开展相关研究的优势，但迄今

未见关于PR10蛋白功能相关研究的报道。本研究

以烟草 PR10 蛋白（NtPR10）为研究对象，优化原核

表达条件，分离纯化融合蛋白，分析NtPR10蛋白生

物活性，并研究其在病原菌诱导下的基因表达水平，

以期为进一步明确PR10蛋白在植物抗病、抗逆过程

中的生物学功能及其机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株及质粒：NtPR10基因质粒由中国农业

科学院烟草研究所遗传育种研究中心实验室保存，

于-80℃保存在大肠杆菌 Escherichia coli DH5α菌

株中。烟草赤星病菌由中国农业科学院烟草研究所

遗传育种中心提供。

烤烟品种：净叶黄为抗赤星病品种，NC82为感

赤星病品种，均由中国烟草种质资源平台提供。

试剂及培养基：限制性内切酶 Ndel I 和 Hind

III，宝生物工程（大连）有限公司；Infusion同源重组

连接酶，上海睿铂赛生物科技有限公司；DNA Mark-

er、质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒、大肠杆菌

DH5a、BL21（pG-Tf2）感受态，北京全式金生物技术

有限公司；pCold II表达载体，上海北诺生物科技有

限公司；其余试剂均为国产分析纯。LB（Luria-Ber-

tani）液体培养基：10 g/L 胰蛋白胨、5 g/L 酵母提取

物、10 g/L氯化钠、蒸馏水1 L；LB（Luria-Bertani）固

体培养基：LB液体培养基中添加 20 g/L琼脂糖；马

铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养

基：200 g/L马铃薯、20 g/L葡萄糖、20 g/L琼脂糖、蒸

馏水1 L。

仪器：DYY-6C型电泳仪、DYY-6B型蛋白电泳

仪，北京六一仪器公司；EC3 凝胶成像系统，美国

UVP 公司；ABI 7500 Fast Real-time PCR 仪，美国

Applied Biosystems公司。

1.2 方法

1.2.1 NtPR10基因的原核表达载体构建

以带有烟草PR10基因全长ORF（GenBank登录

号：JQ041907）的阳性质粒为模板，设计含有原核表

达载体pCold II的Ndel I和Hind III酶切位点同源序

列的特异引物，对目的片段进行PCR扩增。Pcold-

Key words: tobacco; PR10 protein; prokaryotic expression; activity; expression
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PR10F：5 ′ - CATCATCATCATCATCATATGGGTGT-

CACAACCTATACTCATG-3 ′ ，Pcold-PR10R：5 ′ -A-

GACTGCAGGTCGACAAGCTTTTAGGCATAGAC -

CGGTAGAATTGG-3 ′，其中下划线序列 CATCAT-

CATCATCATCAT 和 AGACTGCAGGTCGACAAG-

CTT分别为含有Ndel I和Hind III酶切位点的pCold

II的同源序列，目标产物大小为522 bp。50 μL PCR

扩增反应体系：2×Buffer（Mg+2）25 μL、10 mmol/L

dNTP Mix 4 μL、10 mmol/L 正反向引物各 1.5 μL、

阳性质粒模板 1 μL、5 U/μL primerStar 高保真酶

0.5 μL，ddH2O 补至 50 μL。PCR 反应程序：95℃预

变性 2 min；95℃变性 20 s，57℃退火 30 s，72℃延伸

60 s，35个循环；最后 72℃延伸 10 min，PCR产物取

5 μL在1%的琼脂糖凝胶电泳检测。其余PCR产物

用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收纯化，得到的

NtPR10基因序列两端含有Ndel I和Hind III酶切位

点并且与pCold II载体部分序列同源。

同时用Ndel I和Hind III双酶切 pCold II载体，

80 μL反应体系包含10×Buffer 8 μL、pCold II 10 μg、

Ndel I 1 μL、Hind III 1 μL，加ddH2O至80 μL，37℃过

夜，酶切产物经胶纯化获得酶切后的线性化载体

pCold II。将回收纯化后的 PCR 产物及线性化的

pCold II载体利用 infusion方法连接，反应体系：infu-

sion 酶2 μL、10×Buffer 1 μL、回收的PCR产物4 μL、

线性化质粒 2 μL，50℃反应 15 min。将连接好的重

组载体利用 42℃热击的方法转入大肠杆菌感受态

DH5α，涂于氨苄青霉素抗性LB固体培养基上，37℃

过夜，经菌液 PCR及质粒酶切鉴定后，选择阳性质

粒送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。并将

测序正确的质粒按照相同的转化方法转入大肠杆菌

感受体BL21（pG-Tf2）中，为在大肠杆菌中诱导蛋白

表达做准备。

1.2.2 NtPR10在大肠杆菌中的诱导表达及条件优化

挑取测序正确的大肠杆菌BL21（pG-Tf2）阳性

克隆单菌落于氨苄青霉素浓度为100 mg/L 的LB液

体培养基 1 000 μL 中培养，37℃摇床 230 r/min 过

夜，按照 1∶60将过夜菌液转接到 60 mL LB液体培

养基中培养至OD600=0.6时，加入 10 ng/mL四环素，

于37℃培养30 min，冷却，将60 mL菌液均匀分为3部

分，测试诱导条件：（1）0.1 mmol/L IPTG，15℃诱导

过夜；（2）1 mmol/L IPTG，37℃诱导3 h；（3）以未加

IPTG 诱导的 pCold II-NtPR10 菌液为阴性对照，收

菌。8 000 r/min离心 10 min收集菌液并用Binding

Buffer按照1∶10的比例对离心沉淀进行稀释，取5 mL

稀释后的菌液进行超声波破碎，然后以10 000 r/min

的转速离心10 min分离上清和沉淀；上清和沉淀样

品中分别加入 100 μL ddH2O和 100 μL 2×SDS上样

缓冲液，沸水浴 10 min；取 10 μL在 5%的浓缩胶和

12%的分离胶的SDS-PAGE中进行检测分析。

1.2.3 NtPR10融合蛋白的分离纯化

按照0.1 mmol/L IPTG，15℃诱导过夜的条件进

行大量诱导，超声波破碎后，12 000 r/min收集到滤

液并用2 μm过滤器过滤一遍，将滤液利用蛋白标签

亲和层析柱（Chelating FF（Ni）column）进行纯化。

步骤为：将 Chelating FF（Ni）column 用 20 mmol/L

Tris-HCl、150 mmol/L NaCl、pH 8.0 缓冲液平衡，加

入 20 mL滤液使目的蛋白吸附在层析柱上，分别用

20、50、100、500 mmol/L咪唑缓冲液进行梯度洗脱，

洗脱馏分经20 mmol/L Tris-HCl、150 mmol/L NaCl、

pH 8.0 缓冲液脱盐得到纯化蛋白。

1.2.4 PR10纯化蛋白的活性分析

底物法分析烟草PR10蛋白核酸酶活性。取等

量烟草总 RNA（300 ng）共 5 份，分别加入 DEPC

H2O 5 μL、蛋白溶解缓冲液5 μL、1 μg/μL PR10纯化

蛋白溶液 5 μL、10 μg/μL RNaseA 0.5 μL，为进一步

验证烟草PR10蛋白的核酸酶活性，5 μL PR10纯化

蛋白溶液加入 40 U/μL核酸酶抑制剂 5 μL，在 37℃

下反应 0.5 h，1%琼脂糖凝胶电泳检测烟草总RNA

的降解结果。

滤纸片法分析烟草 PR10 蛋白体外抑菌活性。

以ddH2O、蛋白溶解缓冲液作为阴性对照，以对赤星

病菌有抑制作用的2.0 μg/mL菌核净作为阳性对照，

并对烟草PR10蛋白分为 1.0、0.5、0.25 μg/μL共 3个

浓度梯度进行抑菌效果分析。将烟草赤星病菌在

PDA培养基上进行活化，于黑暗条件下28℃培养3~

4 d，待菌落扩展至直径 3~4 cm 时，将直径 6 mm 经

干热灭菌的滤纸片分别蘸取NtPR10蛋白溶液、蛋白

溶解缓冲液、ddH2O、菌核净溶液放置于菌落周围，

每点放置1片滤纸片，3次重复，于黑暗条件下28℃

培养24 h，记录抑菌情况。

1.2.5 荧光定量PCR试验

待烟株长至8叶期时，将第2~3片叶取下，正面

向下置于装有300 mL蒸馏水和21 cm×10 cm×4 cm

海绵的 21 cm×15 cm×8 cm透明保鲜盒中。将烟草

赤星病菌在PDA培养基上进行活化，于黑暗条件下

28℃培养3~4 d，待菌落扩展至直径3~4 cm时，采用

8 mm打孔器沿菌落边缘打取含白色菌丝的菌饼，用

镊子将打好的菌饼放于叶片上，将保鲜盒置于
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28℃、L∶D=16 h∶8 h 的人工气候室，为确保接种效

果，每个叶片接种 4块菌饼。接种后 0 h、6 h、12 h、

1 d、3 d、5 d取样，用液氮速冻后于-80℃保存备用。

根据 NtPR10 序列设计荧光定量 PCR 引物（F：

CCTATACTCATGAGGCATCAACCA；R：AACAC-

CACCATCACCTTCGACAG），选择烟草肌动蛋白

基因 Actin（Accession No. U60495）作为内参基因

（F：GCAGCATGAAGATTAAGGTTGTTG；R：GT-

GCTAAGGGATGCGAGGAT）。以 6 个取样时间点

的 cDNA为模板，进行Real-time PCR扩增。反应程

序：95℃ 1 min，95℃ 10 s、56℃ 20 s、72℃ 40 s，40个

循环。反应结束后分析荧光值变化曲线和熔解曲

线，用 Prizm 4 统计分析软件进行数据统计分析。

20 μL PCR反应体系：2×SG Green qPCR Mix 10 μL、

10 μmol/L Forward Primer 0.4 μL、10 μmol/L Reverse

Primer 0.4 μL、ROX 0.4 μL、cDNA 1 μL、去离子水

7.8 μL。

1.3 数据分析

试验数据采用 SPSS 18.0 软件进行统计分析，

应用最小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 NtPR10原核表达系统的构建

以NtPR10基因阳性质粒为模板，利用特异引物

（Pcold-PR10F/Pcold-PR10R）PCR扩增NtPR10基因

编码框，扩增产物大小为522 bp（图1），与预期大小

相符，且无非特异扩增带。将目的片段回收纯化后，

利用 infusion方法与经过Ndel I和Hind III双酶切的

pCold II载体重组。将重组载体利用热击化学法转

化DH5α感受态细胞，通过菌液PCR、酶切筛选阳性

克隆，并对阳性克隆测序验证，结果显示序列完全一

致，说明 pCold II-NtPR10 原核表达载体已构建成

功。最后将测序正确的质粒转化到大肠杆菌BL21

（pG-Tf2）中，进行蛋白诱导表达。

图1 含有酶切位点的NtPR10基因序列扩增

Fig. 1 Amplified product of NtPR10 containing restriction sites

M：DNA marker；1：NtPR10扩增片段。M：DNA mark-

er；1：the amplified fragment of NtPR10.

2.2 NtPR10基因的原核表达条件优化及分离纯化

为了优化 pCold II-NtPR10 诱导表达所需要的

最佳条件，分别用 0.1 mmol/L IPTG 15℃诱导过

夜，1 mmol/L IPTG 37℃诱导 3 h。SDS-PAGE检测

结果表明，2种条件下目的蛋白均被诱导表达，分子

量大小在 19 kD 左右，与预期结果相符合，在 15℃

下，用0.1 mmol/L IPTG诱导过夜，NtPR10融合蛋白

表达量较大；经超声波破碎后，15℃条件下得到的融

合蛋白具有可溶性表达（图 2-A），而在 37℃条件下

诱导表达的融合蛋白以包涵体的形式存在，超声波

破碎后也不具有可溶性表达。因此，后续试验均采

用15℃条件下0.1 mmol/L IPTG诱导过夜。

图2 NtPR10融合蛋白的可溶性表达及分离纯化

Fig. 2 The solubility analysis and purification of NtPR10 recombinant protein

A：0.1 mmol/L IPTG 15℃过夜条件下NtPR10融合蛋白可溶性分析，M：蛋白marker；1：未诱导；2：诱导后表达情况；3：

经超声波破碎后上清液蛋白表达情况；4：经超声波破碎后沉淀蛋白表达情况。B：SDS-PAGE蛋白胶检测NtPR10纯化蛋白，

M：蛋白marker；1~2：NtPR10纯化蛋白。A：The solubility analysis of NtPR10 recombinant protein（0.1 mmol/L IPTG，15℃，

overnight）. M：Molecular weight marker；1：non-induced；2：induced crude clone；3：supernatant of cell lysate；4：precipitation

of cell lysate. B：The NtPR10 purified protein in SDS-PAGE gel. M：Molecular weight marker；1-2：the purified NtPR10 protein.
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为保证最大的蛋白纯化量和较高的蛋白纯度，

蛋白标签亲和层析柱以20 mmol/L Tris、150 mmol/L

NaCl、pH 8.0平衡液平衡，平衡后上样 60 mL，然后

分别用含20、50、100、500 mmol/L咪唑的20 mmol/L

Tris、150 mmol/L NaCl、pH 8.0的洗脱液洗脱。其中

50、100 mmol/L 咪唑洗脱缓冲液洗脱效果最好，洗

脱馏分透析到最终缓冲液中，浓缩后作为蛋白产品

保存。采用SDS-PAGE检测蛋白浓度，结果表明，融

合蛋白条带大小19 kD左右，没有出现杂带，目的蛋

白纯度较高（图2-B）。

2.3 NtPR10蛋白的活性分析

对纯化后的烟草PR10融合蛋白的核酸酶活性

分析试验结果表明，烟草PR10融合蛋白同RNase A

一样，均可使底物RNA显著降解，ddH2O、蛋白溶解

缓冲液对RNA的降解作用不明显，且烟草PR10融

合蛋白加入核酸酶抑制剂后抑制了底物RNA的降

解，从而说明了纯化后的烟草PR10蛋白具有体外核

酸酶活性（图3）。体外抑菌试验表明，烟草PR10蛋

白与杀菌剂一样对赤星病菌生长表现出了显著的抑

制效果，且不同浓度的烟草PR10蛋白溶液均可抑制

赤星病菌的生长，但随着蛋白溶液浓度的降低，抑制

效果有所减弱（图4）。

图3 烟草PR10蛋白核酸酶活性分析

Fig. 3 The ribonucleolytic activity analysis of NtPR10

1：DEPC H2O；2：蛋白溶解缓冲液；3：NtPR10纯化蛋

白溶液；4：RNase A；5：核酸酶抑制剂。1：DEPC water；

2：the protein solution buffer；3：RNase A；4：the purified

NtPR10；5：ribonuclease inhibitor.

2.4 赤星病菌诱导下的NtPR10表达分析

实时荧光定量PCR检测结果显示，接种赤星病

菌后，NtPR10基因在感病品种NC82和抗病品种净

叶黄中的表达量差异显著（图 5）。感病品种NC82

在接种赤星病菌后 12 h、1 d，NtPR10基因的表达量

出现微弱增长，接种后2、3、5 d，NtPR10基因的表达

量显著升高，分别达到11.08、15.11、13.13倍，差异达

到极显著水平（P<0.01）；在抗病品种净叶黄中，Nt-

PR10基因在赤星病菌侵染后 12 h表达量即显著增

长，达到了32.71倍，侵染后2、3、5 d，NtPR10基因的

表达量呈现出了快速增长的趋势，分别达到 65.72、

300.15、571.46 倍，差异均达极显著水平（P<0.01）。

表明NtPR10应答了烟草赤星病菌的侵染过程，且其

在抗病品种中的响应速度和表达量显著高于感病

品种。

图4 烟草PR10蛋白抑制烟草赤星病菌活性分析

Fig. 4 The antifungal activity of NtPR10 inhibiting Alternaria

altemata

A：杀菌剂对赤星病菌生长的抑制作用，1：dd H2O；2：

2.0 μg/mL菌核净。B：不同溶度烟草PR10蛋白溶液对烟草

赤星病菌生长的抑制作用，1：1 μg/μL PR10蛋白；2：0.5 μg/μL

PR10蛋白；3：0.25 μg/μL PR10蛋白；4：蛋白溶解缓冲液。

A：The antifungal activity of fungicide. 1：ddH2O；2：2.0 μg/mL

fungicide. B：The antifungal activity of different concentra-

tions of PR10 protein solutions. 1：1 μg/μL purified NtPR10；

2：0.5 μg/μL purified NtPR10；3：0.25 μg/μL purified NtPR10；

4：the protein solution buffer.

图5 烟草赤星病菌诱导后不同时期NtPR10在感病品种

和抗病品种中的表达情况

Fig. 5 The expression pattern of NtPR10 in different periods

after Alternaria alternata induction

图中数据为平均数±标准差。相同时期下不同字母表示

经 LSD 法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data in the figure

are mean±SE. Different letters above the bars at the same time

indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.
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3 讨论

阐明蛋白质的结构和功能是后基因组研究的一

个重要课题，高效率的蛋白质表达系统是研究这些

课题不可缺少的基本技术。在已有研究报道中，最

常用的原核表达载体为 pET载体（江彤等，2017；袁

向东等，2017），本研究利用pCold II低温表达载体，

采用无缝克隆技术构建了烟草PR10融合蛋白大肠

杆菌高效表达系统。为确定NtPR10融合蛋白诱导

表达所需要的最佳条件，分别用 0.1 mmol/L IPTG

在 15℃的低温下诱导过夜，1 mmol/L IPTG在适宜

大肠杆菌生长的温度37℃下诱导3 h，结果显示，在

15℃条件下诱导，NtPR10融合蛋白表达量较大，且

经超声波破碎具有可溶性表达，而 37℃条件下，Nt-

PR10融合蛋白表达量较低，且超声波破碎后也不具

有可溶性表达。分析低温下NtPR10融合蛋白表达

量较高的原因，是由于本研究采用了 pCold II低温

表达载体，低温下降低了宿主蛋白的表达，从而使目

的蛋白得以特异性的诱导表达。因此，低温下诱导

有利于去除杂质，获得高纯度且足量的融合蛋白。

为获得最佳洗脱效果，本研究采用了 20、50、100、

500 mmol/L 咪唑缓冲液进行梯度洗脱，结果显示

50、100 mmol/L咪唑缓冲液洗脱效果最好，从而保

证了 NtPR10 融合蛋白的数量和纯度。Wang et al.

（2017）采用 pCold II 低温表达载体，用 0.3 mmol/L

IPTG在16℃条件下诱导48 h，获得了高纯度的东方

百合 Lilium genus 的 PR4 蛋白，并开展了 Western

Blot试验，进一步证明了pCold II载体可以高效获得

原核表达融合蛋白。

本研究证明了烟草PR10蛋白具有核酸酶活性。

然而，已有研究表明并非所有的植物PR10蛋白都具

有核酸酶活性，从棉花（Zhou et al.，2002）、红薯（Wu

et al.，2003）、辣椒（Park et al.，2004）、花生（Chadha &

Das，2006）、刺茄（Liu et al.，2006b）、人参（Lee et al.，

2012）、黄羽扇豆（Fernandes et al.，2013）中分离纯化

的PR10蛋白均证实具有体外核酸酶活性，而从马铃

薯（Matton & Brisson，1989）和苜蓿（Samac et al.，

2011）中分离纯化的 PR10 蛋白却无体外核酸酶活

性，这可能与PR10家族不同成员间性质差异和结构

差异相关。烟草NtPR10基因ORF全长483 bp，编码

160个氨基酸组成的蛋白序列，含有病程相关蛋白

家族BetvI保守域，不含跨膜区、无信号肽、具有胞内

蛋白特征，具有与核酸酶活性相关的“P-Loop”结构，

而马铃薯PR10蛋白结构发现其不具有“P-Loop”结

构（张玉等，2017），进一步说明“P-Loop”结构与核酸

酶活性的相关性。在抑菌活性试验中，本研究发现

烟草PR10蛋白可以显著抑制烟草赤星病菌的生长，

与He et al.（2013）对于葡萄PR10蛋白的研究结果一

致。Zandvakili et al.（2017）克隆得到了玉米PR10蛋

白基因，并证明其对灰葡萄孢菌Botrytis cinerea、核

盘菌Sclerotinia sclerotiorum、尖孢镰刀菌、大丽轮枝

菌Verticillium dahlia和链格孢菌A. solani具有抑制

作用，结合近年来不同植物PR10蛋白抑菌活性的研

究报道，可以得出植物PR10蛋白具有广谱的抗真菌

活性。

植物中PR10蛋白基因的诱导激发因子很多，在

不同植物中，PR10蛋白编码基因的诱导表达既有共

同的激发因子也存在特异的激发因子，这可能是植

物对多样化逆境胁迫的一种适应。本研究中，在烟

草赤星病菌的诱导下，NtPR10 基因出现了应答反

应，在抗、感品种中均显著上调表达，且在抗病品种

中的表达量显著高于感病品种，说明烟草赤星病菌

是NtPR10基因诱导表达的激发因子。本课题组在

前期的研究中证明了TMV可诱导NtPR10基因的表

达，但在抗病品种中出现了先上调表达后下调表达

的趋势（张玉等，2017）。分析不同病原菌侵染下Nt-

PR10基因在抗病品种和感病品种中的表达差异原

因，是因为烟草对2种病原菌的抗性机制不同，TMV

侵染试验中采用的抗病品种具有 N 基因介导的对

TMV的垂直抗性，属显性单基因控制；而烟草对烟

草赤星病菌的抗性是由多基因控制的数量性状，是

多个基因共同作用的结果（Duan et al.，2016），由此

推测，烟草PR10蛋白参与了抗性品种对赤星病菌的

抗性。

除具有核酸酶活性和抑菌活性外，近年来大量

研究证明了植物PR10蛋白可以应答非生物胁迫，具

有抗逆功能。Takeuchi et al.（2016）研究发现，将水

稻PR10蛋白基因RSOsPR10转入一种本特草中，可

以提高对干旱和盐胁迫的耐性；Han et al.（2017）将

旱柳PR10蛋白基因SmPR10转入拟南芥，证实可提

高对盐胁迫的抗性。虽然对植物PR10蛋白的抗病、

抗逆功能已开展了较多研究，但对其作用机理仍然

了解较少。Chadha & Das（2006）通过对花生 PR10

蛋白（AhPR10）抗病机制进行研究，认为AhPR10蛋

白以主动运输方式进入病原菌细胞并发挥核酸酶活

性降解病原核酸从而抑制病原菌的生长；也有一些

研究表明，PR10蛋白通过结合细胞分裂素（Fujimo-

to et al.，1998）、油菜素内酯（Mogensen et al.，2002）、
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黄酮类化合物（Koistinen et al.，2005）以及脂肪酸

（Liu & Ekramoddoullah，2006）等物质来参与植物的

生长发育及调节作用，其是否通过核酸酶活性来参

与植物对病原物的抑制受到质疑。因此，对于植物

PR10 蛋白参与的抗病、抗逆机理机制仍需深入研

究。本研究以模式植物烟草作为研究对象，获得了

高纯度的烟草PR10原核表达融合蛋白，分析了其生

物学活性及烟草赤星病菌侵染下NtPR10基因在抗、

感品种内的转录水平，为深入解析植物PR10参与的

生物学功能及机理机制奠定了基础。
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