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摘要：为明确玫瑰黄链霉菌 Streptomyces roseoflavus 菌株 men-myco-93-63 活性代谢产物 roflamy‐

coin和men-myco-A（简称RM）诱导黄瓜产生抗病性的信号转导途径，采用高效液相色谱法、分光光

度法和实时荧光定量PCR法，测定喷施玫瑰黄链霉菌代谢产物RM后黄瓜叶片中水杨酸含量和脂

氧合酶活性，以及水杨酸信号转导途径和乙烯茉莉酸信号转导途径的标志基因——NPR1、PR-1a、

CTR1的表达量。结果表明，喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后120 h，黄瓜叶片内水杨酸含量

达到最高值，为7.22 μg/g，是对照的1.75倍；喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后12 h，黄瓜叶片

内脂氧合酶活性达到最高值，为52.69 U/g，是对照的1.32倍，并且在120 h内整体活性均高于对照；

喷施玫瑰黄链霉菌代谢产物 RM 后，NPR1 和 PR-1a 基因的相对表达量上调，其最大值分别为 0.99

和 1.35，分别是对照的 2.24 倍和 12.09 倍，但抑制 CTR1 基因的表达。推测玫瑰黄链霉菌代谢产物

RM通过水杨酸通路、乙烯通路和茉莉酸通路共同诱导黄瓜抗病性信号转导途径。
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Abstract: To study the signal transduction pathway of disease resistance in cucumber induced by active

metabolites roflamycoin and men-myco-A (RM) of Streptomyces roseoflavus men-myco-93-63, the con‐

tent of endogenous salicylic acid (SA), the activity of lipoxygenase (LOX) and the expression of NPR1,

PR-1a and CTR1, marker genes of salicylic acid signal transduction pathway and ethylene/jasmonic ac‐

id signal transduction pathway in cucumber leaves after sprayed with active metabolites RM of S. roseo‐

flavus were determined by high performance liquid chromatography, spectrophotometry and real-time

fluorescence quantitative PCR, respectively. The results showed that the content of SA in cucumber

plants increased significantly after sprayed with active metabolites RM of S. roseoflavus, reaching the

highest value of 7.22 μg/g at 120 h, 1.75 times that of the control, and the activity of lipoxygenase reach‐

ing the highest value of 52.69 U/g at 12 h, 1.32 times that of the control, and the overall activity was
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higher than the control within 120 h. Sprayed with active metabolites RM of S. roseoflavus could induce

up-regulation of NPR1 and PR-1a gene expression, reaching the maximum of 0.99 and 1.35, which

were 2.24 and 12.09 times higher than the control at the highest expression levels, respectively, but in‐

hibited CTR1 gene expression. It was presumed that the signal transduction pathway of RM-induced dis‐

ease resistance was accomplished through salicylic acid pathway, ethylene pathway and jasmonic acid

pathway.

Key words: Streptomyces roseoflavus; antimicrobial metabolite; cucumber; signal transduction path‐

way; induced disease resistance

在植物抗病信号转导途径中，水杨酸、乙烯和茉

莉酸是研究较深入的 3种信号转导途径（Pieterse et

al.，2014；洪林等，2018）。当病原菌侵染植物时，植

株体内的水杨酸以分子信号的形式来应答，植株会

迅速启动自身的防卫体系，迅速合成水杨酸，进一步

引起侵染部位发生细胞程序化死亡等过敏性反应，

使得植株获得系统获得抗病性（Halim et al.，2007；

Klessig et al.，2018）；当弱致病性病原菌或非致病性

病原菌侵染植株时，乙烯和茉莉酸信号途径会受到

刺激感应而释放乙烯和茉莉酸，并诱导防卫相关物

质如黄酮类化合物的产生和抗病信号的传递，参与

植物防御反应（金夏红，2013），产生的抗病性属于诱

导系统抗病性，因乙烯和茉莉酸信号途径常常具有

协同调控作用，所以多数研究合称之为乙烯/茉莉酸

途径。研究表明，外源喷施水杨酸、茉莉酸或乙烯均

可提高植物抗病性（朱品宽，2014；王云峰等，2017；

周文楠等，2019）。

水杨酸、茉莉酸、乙烯介导的3种基本信号通路

在外源信号种类、激活的效应基因种类、信号转导过

程中特殊类别的调控因子等方面有很大差异，但整

体信号通路之间和植物体内其它信号通路之间在有

些节点上可以相互交叉，互相影响（Glazebrook，

2001）。一方面，信号通路之间可表现为拮抗作用，

在成熟烟草叶片中，所有的碱性病程相关蛋白

（pathogenesis related protein，PR）都被水杨酸所抑

制，而所有的酸性PR蛋白都被茉莉酸抑制，说明水

杨酸途径和茉莉酸途径之间存在着拮抗作用。Seo

et al.（1995）发现在烟草植株中，茉莉酸途径通过G

蛋白影响了水杨酸的生物合成，而 Attaran et al.

（2009）发现水杨酸途径通过降解茉莉酸介导的 JAZ

蛋白来达到二者相互拮抗作用。另一方面，各信号

转导途径之间也有协同作用，如在马铃薯中，病原物

相关的分子模式诱导的防卫反应需要水杨酸和茉莉

酸途径的协同完成。在拟南芥类似超敏反应的病斑

突变体 1中，植株对毒力细菌和卵菌病原菌表现出

的抗性是经 3种信号转导途径共同完成的（Song et

al.，2015）。赵玉华等（2014）发现樟树内生枯草芽胞

杆菌Bacillus subtilis EBS05可诱导烟草对烟草花叶

病毒（tobacco mosaic virus，TMV）产生系统抗病性，

菌株产生的 Surfactin A 能诱导烟草 NPR1、PR1-a、

PR1-b、PDF1.2基因超量表达，对TMV的系统抗病

性是通过激活水杨酸信号转导途径实现的，并可能

存在水杨酸信号途径和乙烯/茉莉酸信号途径的交

叉协同作用，但分工并不是很明确。

玫瑰黄链霉菌 Streptomyces roseoflavus 菌株

Men-myco-93-63是一株生防链霉菌，从马铃薯疮痂

病自然衰退土壤中分离得到（Liu，1992），韩兴

（2016）从该生防菌发酵液中分离到1组具有抑菌活

性的次级代谢产物，经过提纯和结构鉴定，确定其为

2种五烯大环内酯类抗菌活性代谢产物Roflamycoin

和Menmyco-A（简称RM）。甄丹妹等（2019）研究结

果表明，RM能诱导黄瓜叶片中与抗性有关防御酶

活性的提高，进而提高黄瓜的抗白粉病性，但对于

RM诱导黄瓜抗病性的信号转导途径尚未明确。本

研究采用高效液相色谱法、分光光度法和实时荧光

定量PCR法，测定喷施玫瑰黄链霉菌代谢产物RM

后黄瓜叶片中水杨酸含量和脂氧合酶活性，以及水

杨酸信号转导途径和乙烯茉莉酸信号转导途径的标

志基因——NPR1、PR-1a、CTR1的表达量，以期为玫

瑰黄链霉菌代谢产物诱抗机制的研究提供重要的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物：供试黄瓜品种为津春3号，种子由天

津市农业科学院黄瓜研究所提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

粉18 g，蒸馏水定容至1 L；发酵培养基：葡萄糖24 g、

可溶性淀粉 8 g、花生饼粉 15 g、玉米浆 8 g、氯化钠
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4 g、碳酸钙3 g、磷酸二氢钾0.2 g，蒸馏水定容至1 L。

试 剂 ：TransZol Up Plus RNA Kit、TransStart

Top Green qPCR SuperMix，北京全式金生物技术有

限公司；2×Taq PCR MasterMix，北京艾德莱生物科

技有限公司；5×All-In-One RT MasterMix，加拿大

ABM 公司；SaA-4-Q 水杨酸含量测试盒、LOX-2-W

脂氧合酶测试盒，苏州科铭生物技术有限公司；其它

试剂均为进口或者国产分析纯。

仪器：Rigol L3000 高效液相色谱仪，北京普源

精电科技有限公司；Kromasil C18反相色谱柱，瑞典

Akzo Nobel 公司；Tprofessional Thermo cycler PCR

扩增仪，德国 Biometra 公司；琼脂糖凝胶水平电泳

槽，北京六一仪器厂；G:BOX型凝胶成像仪，香港基

因有限公司；LightCycler® 96 实时荧光定量 PCR 系

统，瑞士Roche公司；RE-2000A旋转蒸发仪，上海荣

亚生化仪器厂；Eyela FDU-1110 冷冻干燥机，日本

EYELA公司；Centrifuge 5810R高速冷冻离心机，德

国Eppendorf公司；DL-8M低速冷冻离心机，上海市

离心机械研究所有限公司；WH-861旋涡混合器，太

仓市科教器械厂；METTLER-TOLEDO超越系列专

业型XS分析天平、UV-1800紫外分光光度计，日本

岛津公司。

1.2 方法

1.2.1 玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM的制备

将斜面保存的玫瑰黄链霉菌菌株 Men-myco-

93-63在PDA上活化培养7 d至孢子成熟，将孢子刮

下，制成浓度为 5×108 CFU/mL 的孢子悬浮液，取

200 μL孢子悬浮液，将其接入到装有100 mL发酵培

养基的 500 mL三角瓶中，于 30℃、200 r/min条件下

摇床振荡培养5 d后，取发酵液于4 500 r/min下离心

30 min，弃上清液，沉淀菌丝用约 3 倍体积甲醇浸

泡，在超声波清洗器中振荡处理30 min，滤纸过滤获

得黄色甲醇溶液，在旋转蒸发仪中于50℃将甲醇减

压蒸干，加入适量乙酸乙酯，超声振荡，使其充分混

合，黄色粉末状物质逐渐析出，静置2 h，抽滤得到黄

色粉末状物质，即为代谢产物 RM（李亚宁等，

2017）。

1.2.2 黄瓜幼苗的处理及取样

将黄瓜种子置于28℃培养箱中催芽，待露白时

播种到直径为 15 cm的营养钵中，营养钵中营养土

与土壤的体积比为 1∶1，将营养钵置于河北农业大

学温室中培养，室温25℃，适时浇水保持土壤湿润，

待第1片真叶完全展开、第2片真叶展开2/3时进行

试验；称取 10 mg RM，用 1 mL甲醇溶解后，再用无

菌水将其浓度稀释为 100 μg/mL，用喷壶将其均匀

喷施至黄瓜叶片上，至叶片均匀沾满抗生素溶液，以

喷施同等浓度甲醇溶液为对照，每个处理设置 3次

重复，每个重复 3株黄瓜苗。分别于喷施后 0、4、8、

12、24、48、72、120 h取黄瓜叶片，包括喷雾处理的老

叶和未喷雾处理的新叶，用锡箔纸包好，置于-80℃

冰箱中保存，用于水杨酸含量和脂氧合酶活性测定

及相关基因的表达分析。

1.2.3 黄瓜叶片中水杨酸含量和脂氧合酶活性测定

按照水杨酸含量测试盒说明书提取水杨酸，采

用高效液相色谱仪在 240 nm波长下检测水杨酸含

量，用已知浓度标准品制备标准曲线，根据峰面积与

浓度的线性关系 y=30.056x+0.915（R²=0.999 9）计算

水杨酸含量。按照脂氧合酶测试盒说明书提取脂氧

合酶粗酶液，采用紫外分光光度计在280 nm 波长下

测定脂氧合酶催化亚油酸氧化产物的吸光度，25℃

中每克组织每分钟催化吸光值变化0.01个单位为1个

酶活单位。

1.2.4 喷施RM后黄瓜叶片中相关基因的表达分析

黄瓜叶片总 RNA 提取及 cDNA 获取：按照总

RNA提取试剂盒TransZol Up Plus RNA Kit说明书

提取不同处理时间的黄瓜叶片，使用分光光度计检

测其纯度和浓度后，将RNA置于-80℃冰箱中保存。

以提取的总RNA为反转录模板，按照 5×All-In-One

RT MasterMix试剂盒说明书进行反转录。20 µL反

转录体系：500 ng/µL 模板 RNA 3 µL、5×All-In-One

RT MasterMix 4 µL，RNase free H2O 补足至 20 µL。

PCR反应程序：25℃孵育 10 min；42℃孵育 15 min；

85℃加热失活 5 min。将反转录得到的 cDNA 于-
20℃保存备用。

目的基因的常规PCR扩增：为验证所用引物的

特异性，以反转录的 cDNA产物为模板对所用引物

进行常规PCR扩增。10 µL PCR反应体系：模板cD‐

NA 0.5 µL、正反向各引物 0.5 µL、2×Taq PCR Mas‐

terMix 5 µL、ddH2O 3.5 µL。PCR扩增条件：94℃预

变性 5 min；94℃变性 1 min，56℃或 53℃退火 50 s

（其中基因 NPR1、CTR1 的退火温度为 56℃，基因

PR-1a的退火温度为 53℃），72℃延伸 30 s，35个循

环；72℃再延伸 10 min，于 1%琼脂糖凝胶中对PCR

产物进行检测，并将 PCR产物送生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序比对。

实时荧光定量 PCR 分析：20 μL 反应体系：

100 ng/µL cDNA 2.0 µL、10 µmol/L正反向引物（表1）

各0.5 µL、TransStart Top Green qPCR SuperMix 10 µL，



ddH2O补足至20 µL。反应程序：94℃预变性300 s；

94℃变性 10 s，56℃或 53℃退火 15 s（其中基因

NPR1、CTR1的退火温度为56℃，基因PR-1a的退火

温度为 53℃），72℃延伸 20 s，45 个循环；95℃熔解

10 s，65℃熔解 60 s，97℃熔解 1 s；37℃冷却 30 s，以

Actin为内参，设3个生物学重复。反应结束后，观察

熔解曲线趋势是否正确，根据实时荧光定量PCR仪

检测到的CT值，按照 2-ΔCT法，计算不同处理时间下

黄瓜叶片中目的基因NPR1、PR-1a、CTR1的相对表

达量。

表1 实时荧光定量PCR引物

Table 1 The primers of the quantitative real-time PCR

引物名称
Primer name

Actin-F

Actin-R

NPR1-F

NPR1-R

PR-1A-F

PR-1A-R

CTR1-F

CTR1-R

引物序列（5'-3'）
Primer sequence（5'-3'）

TCCACGAGACTACCTACAACTC

CATCCATTCAGGCGTTCCAG

TTACTGATAAGGGCAAGAAGGCC

AAAGTTCACAAAGAGCAGGATGG

GAACTCTGGCGGACCTTA

GCATCTCACTTTGGCACA

GCTCATACGGTCAGCGAT

AAACACGTCGGATAAATATGGCTT

序列长度
Sequence length/bp

100

100

279

279

180

180

200

200

扩增产物
PCR product

内参基因Actin片段
Segment of Actin reference gene

基因NPR1片段
Segment of NPR1 gene

基因PR-1a片段
Segment of PR-1a gene

基因CTR1片段
Segment of CTR1 gene

1.3 数据分析

采用 Excel 2016 和 SPSS Statistics 21.0 进行数

据统计分析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显

著性检验。

2 结果与分析

2.1 喷施RM后黄瓜叶片中水杨酸含量变化

对照处理后，黄瓜叶片中的水杨酸含量呈先增

加后降低的趋势，喷施后48 h，黄瓜叶片中的水杨酸

含量达到最大值，为6.61 μg/g；喷施玫瑰黄链霉菌活

性代谢产物RM后 0~24 h，黄瓜叶片中水杨酸含量

上下波动不大，喷施后24~120 h，黄瓜叶片中水杨酸

含量呈增加趋势，在120 h时达到最大值，为7.22 μg/g，

显著高于对照（P<0.05，图 1-A），为对照的 1.75 倍，

表明RM诱导引起了黄瓜植株内水杨酸含量的增加。

2.2 喷施RM后黄瓜叶片中脂氧合酶活性变化

喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物 RM 后 12 h，

黄瓜叶片中脂氧合酶活性达到最大值，为52.69 U/g，

极显著高于对照（P<0.01），对照处理后24 h，黄瓜叶

片中脂氧合酶活性达到最大值，为 42.25 U/g，但低

于喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM的脂氧合酶

活性；整体上喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM

的黄瓜叶片中脂氧合酶活性均高于对照处理的脂氧

合酶活性（图1-B）。

图1 喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后黄瓜叶片中水杨酸含量（A）和脂氧合酶活性（B）的变化

Fig. 1 Changes of salicylic acid content（A）and lipoxygenase activity（B）of cucumber leaves

after sprayed with active metabolites RM of Streptomyces roseoflavus

图中数据为平均数±标准差。*、**分别表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05或P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SD. *，** indicate significant difference at P<0.05 or P<0.01 level by Duncan’s new multiple range test，respectively .
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2.3 喷施RM后黄瓜叶片中相关基因的表达变化

喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后，黄瓜

叶片内NPR1基因从0 h就开始表达，12 h时相对表

达量达到最大值，为0.99，极显著高于甲醇溶液对照

（P<0.01），为对照的2.24倍，之后相对表达量急剧下

降，48 h后下降变缓，与对照的NPR1基因相对表达

量差异不显著；对照黄瓜叶片内NPR1基因相对表

达量在0~12 h有小幅度的提升，12 h达到最大值，为

0.44，之后呈小幅度的波动变化（图2-A）。表明甲醇

溶液处理后，黄瓜叶片内NPR1基因相对表达量缓

慢增加，而喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后，

黄瓜叶片内NPR1基因相对表达量大幅度增加。

喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后，黄瓜

叶片内PR-1a基因开始强烈表达，4 h时相对表达量

达到最大值，为1.35，极显著高于甲醇溶液对照（P<

0.01），为对照的12.09倍，随后急剧下降，12 h时PR-1a

基因相对表达量与对照水平相当，然后上升后下降

再上升，48 h后的相对表达量显著低于甲醇溶液对

照（图 2-B）。对照处理 4 h时，黄瓜叶片内PR-1a基

因相对表达量降至最低，仅为 0.11，之后缓慢上升，

48 h时相对表达量最高，之后也呈现一定的上下浮

动，但相对于初始0时的表达量变化不明显。

对照黄瓜叶片中CTR1基因的相对表达量呈先

增加后降低的变化趋势，在4 h时相对表达量急剧增

加，8 h相对表达量达到最大值，为0.23，显著高于喷

施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM的相对表达量（P<

0.05），12 h后2个处理的CTR1基因相对表达量之间

无显著差异；喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM

后 0~120 h，黄瓜叶片中CTR1基因相对表达量呈波

动变化，幅度不大，在 12 h时，CTR1基因相对表达

量达到最大值，为 0.10，但仍低于甲醇溶液对照的

CTR1基因相对表达量（图2-C），表明喷施玫瑰黄链

霉菌活性代谢产物RM不但没有使CTR1基因的表

达量增加，反而抑制了CTR1基因的表达。

图2 喷施玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM后黄瓜叶片中NPR1（A）、PR1-a（B）、CTR1（C）基因的相对表达量

Fig. 2 The relative expression of NPR1（A），PR1-a（B），CTR1（C）of cucumber leaves after

sprayed with active metabolites RM of Streptomyces roseoflavus

图中数据为平均数±标准差。*、** 分别表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05或P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SD. *，** indicate significant difference at P<0.05 or P<0.01 level by Duncan’s new multiple range test，respectively.

3 讨论

水杨酸目前被认为是植物产生系统获得抗性的

主要信号分子，由水杨酸介导的系统获得抗性已在

拟南芥、烟草、黄瓜等模式植物的转基因植株和突变

体植株一系列科学试验中得到了证实（Malamy et

al.，1990；Gaffney et al.，1993），本研究通过测定发

现，玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM可诱导黄瓜植

株内源水杨酸含量显著升高，同时，PR1-a基因作为

水杨酸信号传导途径的重要标志基因在喷施RM后



表达量急剧升高，表现出对水杨酸信号的应答，表明

水杨酸信号通路参与了玫瑰黄链霉菌活性代谢产物

RM的诱导抗病过程。石延霞等（2008）通过喷施脂

氧合酶抑制剂和添加茉莉酸的试验证实脂氧合酶是

茉莉酸合成的关键酶，。本研究结果表明，RM处理

后黄瓜叶片中脂氧合酶活性显著增强，表明茉莉酸

合成加快，含量增加，进而引发茉莉酸介导的抗病反

应。CTR1基因为乙烯受体下游信号转导中的一个

负调控因子，在乙烯缺乏的情况下，处于活跃状态的

乙烯受体可结合 CTR1 基因，使 CTR1 基因失去活

性，乙烯信号通路打开（Zegzouti et al.，1999；Bleeck‐

er & Kende，2000），本研究中玫瑰黄链霉菌活性代

谢产物RM抑制了CTR1基因的表达，表明触发了乙

烯信号途径。本研究关于分子含量、酶活性和途径

调控基因的检测结果表明，水杨酸、茉莉酸和乙烯信

号途径这3种信号通路均参与了玫瑰黄链霉菌活性

代谢产物RM诱导黄瓜叶片产生抗病性。

病程相关基因非表达子NPR1基因是目前研究

比较清楚的抗病信号传导途径交叉节点基因之一

（Pieterse & van Loon，2004，Sun et al.，2018；Skelly

et al.，2019），该基因存在于细胞核和细胞质中，在细

胞核中NPR1基因是抗病基因的正调控基因，水杨

酸信号途径主要依靠其促进植物产生系统获得抗

性，激活其它多种抗病基因如PR1、PR2和PR5等。

在细胞质中，NPR1基因也参与茉莉酸/乙烯介导的

诱导系统抗性，Pieterse et al.（1998）研究发现在npr1

突变体中诱导系统抗性不能被诱导激发，同时，

NPR1基因还参与平衡水杨酸和茉莉酸/乙烯信号途

径的强弱平衡。玫瑰黄链霉菌活性代谢产物RM处

理后，黄瓜叶片内NPR1基因的表达量大幅增加，表

明 NPR1 基因参与到玫瑰黄链霉菌活性代谢产物

RM的诱导抗病反应，并进一步表明水杨酸与茉莉

酸/乙烯之间存在联系。然而植物抗病性的信号途

径是非常复杂的，不同信号转导通路之间的关系还

有待进一步研究，NPR1基因作为这些信号转导途

径的交叉节点，将是今后研究的重点。
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