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摘 要:禾谷镰刀菌木聚糖酶FGSG_03624在侵染小麦过程中具有破坏细胞壁并诱导细胞坏死激活免

疫反应的双重功能。为进一步解析FGSG_03624激发免疫的分子机制,通过生物信息学预测和烟草叶片瞬时

表达对FGSG_03624进行了亚细胞定位分析;以FGSG_03624为诱饵蛋白进行酵母双杂交,从禾谷镰刀菌侵

染的小麦安农1589穗部cDNA文库中筛选互作蛋白,经回转实验、荧光素酶互补实验和双分子荧光互补实验

进一步验证蛋白互作关系;利用qRT-PCR分析候选互作蛋白响应基因TaUSP-1A 的表达,并鉴定转TaUSP-
1A基因拟南芥的抗病性。结果表明,FGSG_03624为位于细胞壁和/或细胞间隙的分泌蛋白,后续需采用分

裂泛素系统膜体系 酵 母 双 杂 交 技 术 筛 选 其 互 作 蛋 白。以pBT3STE-FGSG_03624为 诱 饵 载 体,在 添 加12
mmol·L-13-AT的条件下筛选小麦cDNA文库,共获得40个可能与FGSG_03624互作的蛋白,功能涉及转

录调控、信号传导、胁迫响应、膜运输和植物-病原菌互作等方面。其中,与胁迫响应相关的小麦通用应激蛋白

TaUSP-1A被证实与FGSG_03624互作。TaUSP-1A基因在禾谷镰刀菌侵染后上调表达,在拟南芥中过表达

TaUSP-1A基因能增强植株对病原菌的抗性。以上结果说明,FGSG_03624可能通过与TaUSP-1A等寄主蛋

白互作激发小麦免疫反应。
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Abstract:TheFusariumgraminearumxylanaseFGSG_03624exertsdualfunctionsduringwheatin-
fection:itdisruptscellwallintegrityandinducescellnecrosistoactivateplantimmuneresponses.To
furtherclarifythemolecularmechanismunderlyingFGSG_03624-triggeredimmunity,subcellularlo-
calizationofFGSG_03624wasanalyzedviabioinformaticspredictionandtransientexpressioninNic-
otianabenthamianaleaves.Yeasttwo-hybridassaywasperformedusingFGSG_03624asthebaitto
screeninteractingproteinsfromthewheat(Anong1589)spikecDNAlibraryconstructedafterF.
graminearuminfection.Theprotein-proteininteractionswerefurtherverifiedbyY2Hassay,lucifer-
asecomplementationassay(LCA),andbimolecularfluorescencecomplementationassay(BiFC).The
expressionpatternsofcandidateinteractingproteingeneTaUSP-1A wereanalyzedbyqRT-PCR,and
thediseaseresistanceoftransgenicArabidopsisthalianawasevaluated.ResultsindicatedthatFGSG_



03624isasecretedproteinlocalizedtothecellwalland/orintercellularspaces.Subsequentidentifica-
tionofitsinteractingproteinsshouldbeconductedthesplit-ubiquitinmembraneyeasttwo-hybridsys-
tem.UsingpBT3STE-FGSG_03624asthebaitvector,40potentialFGSG_03624-interactingproteins
wereidentifiedfromthewheatcDNAlibraryundertheconditionofadding12mmol·L-13-AT.
Theseproteinsareinvolvedintranscriptionalregulation,signaltransduction,stressresponse,mem-
branetransport,andplant-pathogeninteraction.Amongthem,wheatuniversalstressprotein
TaUSP-1A,associatedwithstressresponse,wasconfirmedtointeractwithFGSG_03624.TaUSP-
1AexpressionwasupregulatedafterF.graminearuminfection,anditsoverexpressioninArabidop-
sisthalianaenhancedplantresistancetothepathogen.ThesefindingsindicatethatFGSG_03624may
triggerwheatimmuneresponsesthroughinteractionswithhostproteinssuchasTaUSP-1A.
Keywords:Fusarium graminarum;XylanaseFGSG_03624;Wheat;Yeasttwo-hybrid;Universal
stressproteinTaUSP-1A

  禾谷镰刀菌(Fusariumgraminearum)是引起

小 麦(Triticum aestivum L.)赤 霉 病(Fusarium
headblight,FHB)的主要病原真菌,其在花期侵

染小麦会抑制籽粒灌浆,并产生和积累多种真菌

毒素,导致小麦减产、品质变差,甚至引起食品安

全问题[1]。农药是防治小麦赤霉病最有效的方

式,但农药残留会对人类健康和环境造成损害[2]。
因此,发掘和利用优良抗病基因,选育和推广抗赤

霉病小麦品种是解决赤霉病危害最安全经济的途

径之一[3-4]。
在侵染小麦初期禾谷镰刀菌通过分泌纤维素

酶、果胶质酶、木聚糖酶等多种细胞壁裂解酶

(CWDEs)破坏寄主细胞壁,以摄取养分,并定殖

在寄主组织使之感病[5]。通过蛋白质组学分析发

现,病原菌在入侵小麦穗过程中分泌的木聚糖酶

主要属于 GH10和 GH11两类家族,如FGSG_

03624、FGSG_11487和FGSG_10999等[6],这些

酶可随机裂解β-1,4-糖苷键,进而降解寄主细胞

壁中的木聚糖[7-9];除此之外,它们还能诱导寄主

细胞坏死和防御反应[10-12]。Sella等[10]用毕赤酵

母菌异源表达的FGSG_03624分别浸染小麦幼

叶和外稃,浸染后的小麦组织会出现细胞坏死和

过氧化氢积累,即使酶经热失活仍可诱导同样的

症状。虽然FGSG_03624并非禾谷镰刀菌致病

所必需,但其在侵染过程中可作为坏死因子激发

植物免疫[10]。序列分析发现,FGSG_03624含有

一段保守短肽(QKKGEINIDGS),与已知激发子

绿色木霉(Trichodermaviride)乙烯诱导木聚糖

酶(ethylene-inducingxylanase,EIX)和灰葡萄孢

菌(Botrytiscinerea)木聚糖酶(xylanase11A,

Xyn11A)中激活宿主免疫的关键片段相似,因此

推测FGSG_03624诱导细胞死亡及激活免疫反

应可能与这段保守短肽有关,而与其酶活性无

关[11]。Tundo等[12]进一步研究证实,瞬时或组

成型表达无酶活性的FGSG_03624仍可增加病

原菌侵染部位胼胝质的沉积,增强植物免疫能力,
降低病原菌的生物积累量,从而减轻病害程度。

综上,FGSG_03624在禾谷镰刀菌侵染小麦

过程中兼具降解小麦细胞壁木聚糖和诱导细胞程

序性死亡而激发小麦免疫响应的双重功能。为了

筛选FGSG_03624调控小麦免疫反应过程中的

互作蛋白,本研究利用酵母双杂交技术,以FGSG_

03624为诱饵蛋白,从受禾谷镰刀菌侵染的小麦

穗部酵母cDNA文库中筛选与之互作的蛋白,分
析互作蛋白可能具有的生物学功能,为进一步解

析FGSG_03624激活小麦免疫反应的分子机制

奠定基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试材料为中抗赤霉病小麦品种安农1589,
于2024-2025年种植于安徽滁州学院小麦试验

基地,待抽穗扬花期对每朵小花注射10μL禾谷

镰刀菌(混合菌株,孢子5×105个·mL-1,由安

徽农业大学农学院提供),分别于接种后0、12、

24、36、48和72h剪取麦穗,液氮速冻后保存于

-80℃冰箱备用。
接种禾谷镰刀菌的小麦(安农1589)穗部酵母

双杂交cDNA文库,酵母双杂交所需载体pBT3-N、

pBT3-STE、pBT3-SUC、pPR3-N、pOst1-NubI(野生

型猎物质粒)、pTSU2-APP(阳性对照诱饵质粒)、

pNubG-Fe65(阳性对照猎物质粒)等由上海欧易
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生物医学科技 有 限 公 司 提 供。植 物 表 达 载 体

pHZM27-EGFP、pHZM33-GUS、pCAMBIA1300-
nLUC、 pCAMBIA1300-cLUC、 pUC-SPYCE、

pUC-SPYNE、克隆质粒pBlunt-FGSG_03624(含

FGSG_03624CDS序列全长)由滁州学院小麦育

种实验室保存。

1.2 试验方法

1.2.1 载体构建

分别以前期保存的克隆质粒pBlunt-FGSG_

03624、本研究通过酵母双杂交筛选获得的猎物质

粒pPR3N-TaUSP-1A为模板,使用表1中的同

源重组引物和Phanta高保真酶(诺唯赞,南京)扩
增FGSG_03624与TaUSP-1A 编码区序列。通过

胶回收试剂盒(诺唯赞,南京)纯化PCR产物,再经同

源重组酶(诺唯赞,南京)连接至相应限制性内切酶

酶切的载体上(表1)。连接产物转化大肠杆菌

DH5α(唯 地,上 海)进 行 克 隆、测 序。最 终 构 建

pHZM27-FGSG_03624-EGFP、pBT3N-FGSG_03624、

pBT3STE-FGSG_03624、pBT3SUC-FGSG_03624、

pCAMBIA1300-TaUSP-1A-nLUC、pCAMBIA1300-FGSG
_03624-cLUC、pUC-TaUSP-1A-SPYNE、pUC-FGSG_

03624-SPYCE、pHZM33-TaUSP-1A重组载体。

1.2.2 FGSG_03624的亚细胞定位

利用在线网站SignalP4.1(https://services.
healthtech.dtu.dk/services/SignalP-4.1/)、TM-
HMM-2.0(https://services.healthtech.dtu.dk/

services/TMHMM-2.0/)、Cell-PLoc2.0(http://

www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)和

CELLOv.2.5(http://cello.life.nctu.edu.tw/)
对FGSG_03624(XP_011322077.1)分别进行信

号肽、跨膜结构和亚细胞定位预测。
参考说明书,采用液氮冻融法将pHZM27-

FGSG_03624-EGFP和pHZM27-EGFP分别转

化至农杆菌GV3101感受态细胞(唯地,上海),经
菌液PCR鉴定后,于YEB培养基中28℃振荡培

养至OD600=1.2~1.6。离心收集菌体,并用悬

浮液(10 mmol·L-1 MgCl2,10 mmol·L-1

MES和100μmol·L-1AS)洗涤、重悬至OD600≈
0.8,28℃避光静置2~3h后将菌液注射入6~8
周龄本氏烟草(Nicotianabenthamiana)叶片下

表皮,避光培养24~48h,取侵染的叶片进行激

光共聚焦显微镜观察。

1.2.3 FGSG_03624诱饵载体的选择

参考说明书,采用PEG/LiAC法将pBT3N-

FGSG_03624、pBT3STE-FGSG_03624、pBT3SUC-
FGSG_03624分别与pOst1-NubI共转化至NMY51
酵母细胞(唯地,上海)作为功能检测组;分别与

pPR3-N共转化作为自激活检测组。以pTSU2-
APP+pNubG-Fe65为 阳 性 对 照,pTSU2-APP+
pPR3-N为阴性对照,经菌液PCR验证阳性克隆,将
酵母菌分别点于DDO(SD/-Leu/-Trp)和QDO/X/3-
AT[SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-gal/3-AT,含20

μg·mL-1X-gal及不同浓度3-AT(0、3、6、9和

12mmol·L-1)]平板,30℃培养3~5d后观察

菌落生长情况。

1.2.4 酵母双杂交筛选cDNA文库及互作蛋白分析

(1)与 FGSG_03624互作蛋白的鉴定。将

pBT3STE-FGSG_03624转化至 NMY51酵母细

胞,使用酵母感受态制备试剂盒(普因特,武汉)制
备成感受态后转入酵母双杂交cDNA文库质粒,
再涂布于QDO/X/3-AT(12mmol·L-1)平板进

行初筛。挑取生长正常、显蓝色的菌落至 DDO
和QDO/X/3-AT(12mmol·L-1)平板进行复

筛。用酵母质粒提取试剂盒(索莱宝,北京)提取

复筛阳性酵母菌株质粒,转化至大肠杆菌DH5α
进行克隆、测序。测序结果在小麦多组学网站

(http://wheatomics.sdau.edu.cn/)中 进 行

Blast检索,以确定候选互作蛋白对应的基因编号

及功能注释。
(2)互作蛋白的回转验证。将筛选得到的猎物

质粒(pPR3N-候选蛋白基因)分别与pBT3STE-
FGSG_03624共转化至NMY51酵母细胞中,经菌

液PCR鉴定后将阳性转化子在DDO液体培养

基中培养至OD546≈1.0,再稀释10倍、100倍、

1000倍,各取3μL点样于DDO和 QDO/X/3-
AT(12mmol·L-1)平板上,30℃培养3~5d,
观察酵母菌落的生长状况。实验中pBT3STE-
FGSG_03624+pOst1-NubI为阳性对照,pBT3STE-
FGSG_03624+pPR3-N为阴性对照。

(3)在本氏烟草中验证蛋白互作。通过农杆

菌GV310介导的瞬时转化,在本氏烟草中进行

荧光素酶互补实验(LCA)和双分子荧光互补实

验(BiFC)。LCA实验中,实验组共表达pCAM-
BIA1300-TaUSP-1A-nLUC 与 pCAMBIA1300-
FGSG_03624-cLUC,对照组为pCAMBIA1300-
TaUSP-1A-nLUC与pCAMBIA1300-cLUC、pCAM-
BIA1300-nLUC 与 pCAMBIA1300-FGSG_03624-
cLUC、pCAMBIA1300-nLUC与pCAMBIA1300-
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cLUC共表达;注射后的烟草避光培养24h后,
在注射点涂抹D-荧光素钾盐底物,置于活体荧

光成像系统中进行观察、拍照。BiFC实验中,实
验 组 共 表 达 pUC-TaUSP-1A-SPYNE 与 pUC-
FGSG_03624-SPYCE,对照组为pUC-TaUSP-1A-
SPYNE与pUC-SPYCE、pUC-SPYNE与pUC-FGSG_

03624-SPYCE共表达;注射后的烟草避光培养

24~48h,取侵染的烟草叶片用激光共聚焦显微

镜观察。

1.2.5 互作蛋白响应基因TaUSP-1A的表达分析

从1.1中接种禾谷镰刀菌不同时间点的安农

1589小麦穗部提取总RNA,并反转录为cDNA,稀
释5倍后作为模板,使用qRT-PCR引物qTaUSP-
1A-F/R(表1),以 TaActin 为内参基因,检 测

TaUSP-1A 在禾谷镰刀菌处理下的表达情况,采
用2-ΔΔCt方法计算基因的相对表达量。

1.2.6 过表达TaUSP-1A 基因拟南芥的筛选及

其抗病性鉴定

将pHZM33-TaUSP-1A转入农杆菌 GV3101
中,采用花序浸染法获得 T0 代转基因拟南芥

(Arabidopsisthaliana)[13]。种植T0 代植株,在
四叶期喷施Basta除草剂(0.1%)进行抗性筛选;
同时使用引物qTaUSP-1A-F/R(表1)对阳性苗

进行 RT-PCR 鉴定,以拟南芥AtActin2(NM_
001338358.1)为内参基因。阳性植株继续筛选至

纯合系[14]。
分别取转基因拟南芥和野生型拟南芥离体莲

座叶片,创伤处理后接种5μL禾谷镰刀菌孢子悬

浮液(5×105个·mL-1),将叶柄嵌入到灭菌后的

0.7%固体琼脂中,放置在培养箱内培养5~7d
(光/暗周期16h/8h,相对湿度100%,温度22
℃),观察发病情况,每株3次生物学重复[15]。

表1 本试验使用的引物及PCR产物插入位点

Table1 PrimersusedinthestudyandinsertionsitesofPCRproducts

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence

用途
Useofprimer

插入位点
Insertionsite

pHZM27-FGSG_03624-F AGAGGACACGCTCGAGATGGTCTCCTTCACCTACCTTCT

pHZM27-FGSG_03624-R CCATGAGCTCCCTAGGTCCAGAGACAGTCATGGTAGCC
pHZM27-FGSG_03624-EGFP XhoI/Avr Ⅱ

pBT3N-FGSG_03624-F ATTCCTGCAGGGCCATTACGGCCATGGTCTCCTTCACCTACCTTCT

pBT3N-FGSG_03624-R TAGCTACTTACCATGGTTATCCAGAGACAGTCATGGTAGC
pBT3N-FGSG_03624 SfiI/NcoI

pBT3STE-FGSG_03624-F TTATGTAATGGCCATTACGGCCGTCTCCTTCACCTACCTTCTCGCC

pBT3STE-FGSG_03624-R TATCGAATTCCTGCAGGGTCCAGAGACAGTCATGGTAGCCTG
pBT3STE-FGSG_03624 SfiI/PstI

pBT3SUC-FGSG_03624-F TATCTGCAATGGCCATTACGGCCGCTCCCAACCCTACCAAGGTTG

pBT3SUC-FGSG_03624-R TATCGAATTCCTGCAGGGTCCAGAGACAGTCATGGTAGCCTG
pBT3SUC-FGSG_03624 SfiI/PstI

FGSG_03624-cLUC-F TGGCGGAGGTCAGATCATGGTCTCCTTCACCTACCTTCT

FGSG_03624-cLUC-R GGACGCGTACGAGATCTTATCCAGAGACAGTCATGGTAGC
pCAMBIA1300-FGSG_03624-cLUC BglⅡ

TaUSP1A-nLUC-F TCGGTACCCGGGATCCATGGCTGCGGACGGCGAG

TaUSP1A-nLUC-R TCTGGTCGACACTAGTGGCATGGTTACTCGCTGGCT
pCAMBIA1300-TaUSP-1A-nLUCBamHI/SpeI

FGSG_03624-SPYCE-F CACGGGGGACTCTAGAATGGTCTCCTTCACCTACCTTCT

FGSG_03624-SPYCE-R GAGCGGTACCCTCGAGTCCAGAGACAGTCATGGTAGCC
pUC-FGSG_03624-SPYCE XbaI/XhoI

TaUSP1A-SPYNE-F CACGGGGGACTCTAGAATGGCTGCGGACGGCGAG

TaUSP1A-SPYNE-R GAGCGGTACCCTCGAGGGCATGGTTACTCGCTGGCT
pUC-TaUSP-1A-SPYNE XbaI/XhoI

pHZM33-TaUSP1A-F GGAGAGGACACCTAGGATGGCTGCGGACGGCGAG

pHZM33-TaUSP1A-R GACTCTAGGGACTAGTTCAGGCATGGTTACTCGCTGGCT
pHZM33-TaUSP-1A AvrⅡ/SpeI

qTaUSP1A-F TTCCTGCGTCTCCCAACTTT

qTaUSP1A-R AGGACTTTTGAAACCACGGAG

表达分析和转基因
拟南芥鉴定

Expressionanalysisand
identificationoftransgenic

Arabidopsisthaliana

—

qTaActin-F GTGAGCCACACTGTTCCAATCTATG

qTaActin-R CCACCGATCCAGACACTGTATTTC

表达分析
Expressionanalysis

—

AtActin-F CCTTGAAGTATCCTATTGAGC

AtActin-R GGTCTTTGAGGTTTCCATCT

转基因拟南芥鉴定
Identificationoftransgenic

Arabidopsisthaliana
—

  下划线表示载体的同源臂序列。

Theunderlinesindicatethehomologousarmsequenceofthevector.
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2 结果与分析

2.1 FGSG_03624蛋白结构分析及亚细胞定位

SignalP4.1与 TMHMM-2.0分 析 显 示,

FGSG_03624蛋白不含跨膜结构域(图1A),其N
端第1~19位氨基酸构成信号肽(图1B),表明

FGSG_03624可能为胞外蛋白;Cell-PLoc2.0与

CELLOV2.5网站均预测FGSG_03624蛋白定

位于细胞外。为验证预测结果,利用农杆菌介导

的瞬时转化在本氏烟草叶片上表达pHZM27-
EGFP和pHZM27-FGSG_03624-EGFP。使用激

光共聚焦显微镜观察,对照(pHZM27-EGFP)的
荧光信号分布于细胞膜、细胞质及细胞核,而

FGSG_03624-EGFP融合蛋白的荧光只位于细胞

外周区域,细胞质与细胞核内无信号(图2)。综

上所述,推测FGSG_03624可能定位于细胞壁和/或

细胞间隙,后续筛选其互作蛋白时使用核外双杂交

系统———分裂泛素系统膜体系酵母双杂交进行。

2.2 重组诱饵表达载体的构建

重组诱饵载体pBT3N-FGSG_03624、pBT3STE-
FGSG_03624和pBT3SUC-FGSG_03624的PCR扩

增结果显示,在预期大小范围内均呈现单一扩增

条带(726bp/726bp/672bp)(图3A)。经双酶切检

测,pBT3N-FGSG_03624(PstI/SacⅡ)、pBT3STE-
FGSG_03624(XbaI/HindⅢ)和pBT3SUC-FGSG_

03624(XbaI/PstI)分别产生与预期大小一致的

小片段(722bp、775bp和717bp)(图3B)。送重

组质粒测序,结果显示FGSG_03624已插入到载

体的正确位置,读码框正确,无移码突变,表明重

组诱饵载体构建成功。

图1 FGSG_03624蛋白跨膜结构域(A)和信号肽(B)预测

Fig.1 PredictionofFGSG_03624proteintransmembranedomain(A)andsignalpeptides(B)

图2 FGSG_03624蛋白亚细胞定位

Fig.2 SubcellularlocalizationofFGSG_03624
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2.3 重组诱饵表达载体的功能检测与自激活检测

重组诱饵载体pBT3N-FGSG_03624、pBT3STE-
FGSG_03624和 pBT3SUC-FGSG_03624分 别 与

pOst1-NubI或pPR3-N 共转化 NMY51酵母细

胞的转化子均能在DDO平板上正常生长(图4),
说明转化成功。功能检测表明,3种重组诱饵载体

与pOst1-NubI共转化后均能在QDO/X/3-AT 平

板上生长并显蓝色(图4),表明它们在NMY51酵

母细胞中均可表达并形成功能性融合蛋白。自激

活检测结果显示,在无3-AT条件下,3种重组诱

饵载体与pPR3-N共转化后的菌落均能在QDO/X
平板上生长且显蓝色,表现出自激活活性(图4);当
添加12mmol·L-13-AT时,pBT3STE-FGSG_

03624的自激活被完全抑制(图4)。因此,后续选

用pBT3STE-FGSG_03624作为诱饵载体,并使

用12mmol·L-13-AT以消除自激活背景。

  M1:Trans5KDNAmarker;a1~a3:pBT3N-FGSG_03624;a4~a6:pBT3STE-FGSG_03624;a7~a9:pBT3SUC-FGSG_03624;b1:Pst
Ⅰ和SacⅡ双酶切pBT3N-FGSG_03624载体;b2:Xba Ⅰ和 HindⅢ双酶切pBT3STE-FGSG_03624载体;b3:Xba Ⅰ和PstⅠ双酶切

pBT3SUC-FGSG_03624载体。

M1:Trans5KDNA Marker;a1-a3:PCRamplificationofpBT3N-FGSG_03624;a4-a6:pBT3STE-FGSG_03624;a7-a9:

pBT3SUC-FGSG_03624;b1:DigestionofpBT3N-FGSG_03624withPstⅠandSacⅡ;b2:DigestionofpBT3STE-FGSG_03624with
Xba ⅠandHindⅢ;b3:DigestionofpBT3SUC-FGSG_03624withXba ⅠandPstI.

图3 FGSG_03624基因诱饵载体的PCR扩增(A)与重组诱饵载体的双酶切检测(B)
Fig.3 PCRamplificationoftheFGSG_03624genebaitvector(A)anddetectionofrecombinantvectorbydoubleenzymedigestion(B)

  +:阳性对照;-:阴性对照;▲:自激活检测组;●:功能检测组;虚线两侧为2个重复。

+:Positivecontrol;-:Negativecontrol;▲:Self-activationdetectiongroup;●:Functiondetectiongroup.Therearetworepeti-
tionsonbothsidesofthedottedline.

图4 重组诱饵载体转化酵母功能检测与自激活检测

Fig.4 Functionaldetectionandself-activationdetectionofrecombinantbaitvectortransformedyeast
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2.4 FGSG_03624互作蛋白的筛选与分析

采用分裂泛素系统膜体系酵母双杂交技术经

2次筛选,共获得77个单克隆菌落(9号未点成

功)(图5)。在复筛的QDO/X/3-AT(12mmol·

L-1)平板上挑取颜色较蓝的菌落,提取酵母质

粒,转入大肠杆菌 DH5α进行克隆、测序。测序

结果与中国春小麦参考基因组进行Blast比对,
最终鉴定出40个候选互作蛋白(表2)。功能注

释分析显示,这些蛋白涉及转录调控、信号传导、
胁迫响应、膜运输和植物-病原菌互作等(表2)。

  -1和-2:阴性对照pTSU2-APP+pPR3N和pBT3STE-FGSG_03624+pPR3N;+1和+2:阳性对照pTSU2-APP+pNubG-Fe65
和pBT3STE-FGSG_03624+pOst1-NubI。

-1and-2:NegativecontrolpTSU2-APP+pPR3NandpBT3STE-FGSG_03624+pPR3N;+1and+2:PositivecontrolpTSU2-
APP+pNubG-Fe65andpBT3STE-FGSG_03624+pOst1-NubI.

图5 木聚糖酶FGSG_03624互作蛋白的筛选

Fig.5 ScreeningofcandidateinteractingproteinforxylanaseFGSG_03624

2.5 FGSG_03624与候选互作蛋白回转验证

选择与信号传导、胁迫响应、植物-病原菌互

作等相关的12个候选蛋白:肽甲硫氨酸亚砜还

原酶 MsrA(TaMsrA-1A)、钙调蛋白(TaCaM-
1B)、谷胱甘肽s-转移酶(TaGST-1A)、几丁质酶

(TaChi19-3B)、金属硫蛋白(TaMT-1B)、钙依赖

脂质 结 合(CaLB 结 构 域)家 族 蛋 白(TaCaLB-
3D)、茉莉酸ZIM 结构域蛋白(TaJAZ-4D)、类甜

蛋白(TaTLP-7B)、通用应激蛋白(TaUSP-1A)、
非特异性脂质转运蛋白(TansLTP-5B)、细胞色

素P450(TaCYP450-5B)以及重金属相关蛋白

(TaHMA-1D),将对应的阳性克隆质粒(pPR3N-
候选蛋白基因)与pBT3STE-FGSG_03624共转化

酵母菌株,进行酵母双杂交回转验证。结果显示,

12个菌株和阳性对照(FGSG_03624+NubI)在

QDO/X/3-AT(12mmol·L-1)平板上均能生长并

显示蓝色或淡蓝色,而阴性对照(FGSG_03624+
PR3N)不能生长(图6),表明这12个候选蛋白与

FGSG_03624在酵母细胞内存在互作关系。其中

含pBT3STE-FGSG_03624+pPR3-TaUSP-1A的菌

株生长状态最佳(仅次于阳性对照),表明FGSG_

03624与TaUSP-1A存在较强的互作关系。

2.6 FGSG_03624与TaUSP-1A互作验证

荧光素酶互补实验(LCA)结果显示,共注射

TaUSP-1A-nLUC与FGSG_03624-cLUC的叶片区

域产生强烈的荧光信号(图7A),而对照组TaUSP-

  +:阳性对照;—:阳性对照。
+:Positivecontrol;—:Negativecontrol.

图6 木聚糖酶FGSG_03624与12个候选互作蛋白回转验证

Fig.6 ValidationofFGSG_03624andtwelverepresentativecandidateproteinsbyY2Hassay
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表2 FGSG_03624蛋白酵母双杂交筛选的候选互作蛋白

Table2 Candidateinteractingproteinsbyyeasttwo-hybridscreeningofFGSG_03624

克隆编号
CloneID

基因编号
GeneID

注释
Annotation

功能
Function

1 TraesCS1A02G217300.1 肽甲硫氨酸亚砜还原酶 MsrA
PeptidemethioninesulfoxidereductaseMsrA

14 TraesCS1B02G042200.1 金属硫蛋白 Metallothionein

26/74 TraesCS5A02G092000.1/
TraesCS1A02G106600.1

通用应激蛋白
Universalstressprotein

30 TraesCS2B02G301600.1 重金属相关蛋白 Heavymetal-associatedprotein

胁迫响应
Responsetostress

3 TraesCS3B02G293200.1 几丁质酶Chitinase

20 TraesCS7B02G417700.1 类甜蛋白 Thaumatin-likeprotein

24/76 TraesCS5B02G475500.1/
TraesCS1D02G050000.1

非特异性脂质转运蛋白
Non-specificlipid-transferprotein

60 TraesCS1A02G079700.2 蛋白激酶家族 Kinasefamilyprotein

72 TraesCS7D02G351300.1 几丁质酶Chitinase

病原菌侵染防御相关
Pathogeninfection
defenserelated

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

43 TraesCS3A02G505200.1 线粒体导入内膜转位酶亚基TIM16
MitochondrialimportinnermembranetranslocasesubunitTIM16

53 TraesCS5B02G190600.1 细胞色素P450CytochromeP450

54 TraesCS6B02G364700.1 过氧化物酶体多功能酶2型
Peroxisomalmultifunctionalenzymetype2

10/75/66
TraesCS1A02G186700.1/
TraesCS5B02G426400.1/
TraesCS7A02G034300.1

谷胱甘肽s-转移酶
GlutathioneS-transferase

活性氧代谢
Activityofoxygen
metabolism

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

22,28/5/
4,41,47

TraesCS3A02G404400.1/
TraesCS3B02G437900.1/
TraesCS3D02G399600.1

乙烯响应转录因子
Ethylene-responsivetranscriptionfactor

8 TraesCS6A02G045100.1 BHLH转录因子BHLHtranscriptionfactor

37 TraesCS5A02G468300.1 NAC结构域连接蛋白 NACdomain-containingprotein

48 TraesCS7D02G269300.1 转录因子 Transcriptionfacto

51 TraesCS1A02G298600.1 WRKY转录因子 WRKYtranscriptionfactor

转录调控
Transcriptionalregulation

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

12 TraesCS1B02G319400.1 钙调蛋白Calmodulin

17 TraesCS3D02G446700.2 钙依赖脂质结合(CaLB结构域)家族蛋白
Calcium-dependentlipid-binding(CaLBdomain)familyprotein

钙信号传导
Calciumsignal
transduction

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

18 TraesCS4D02G296000.1 茉莉酸ZIM结构域蛋白
JasmonateZIMdomainprotein

激素信号传导
Hormonesignal
transduction

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

6 TraesCS2A02G145500.1 转运蛋白颗粒复合物亚基3
Traffickingproteinparticlecomplexsubunit3

31 TraesCS5A02G540700.1 跨膜蛋白 Transmembraneprotein

40 TraesCS5B02G457700.1 囊泡相关膜蛋白 Vesicle-associatedmembraneprotein

膜运输
Membranetrafficking

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

7 TraesCS1A02G092900.1 40S核糖体蛋白S440SribosomalproteinS4

32 TraesCS7A02G300500.1 60S核糖体蛋白L3460SribosomalproteinL34
核糖体成分

Ribosomalcomponents

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

27 TraesCS7D02G476800.1 丝氨酸/精氨酸重复基质蛋白2
Serine/argininerepetitivematrixprotein2

49 TraesCS5A02G162800.2 FCA蛋白FCAprotein

剪接前mRNA
Alternativesplicing
pre-mRNA

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

34 TraesCS2D02G397600.1 硫脂酶家族蛋白 Thioesterasefamilyprotein
脂质生物合成蛋白

Lipidbiosynthesisproteins

73 TraesCS3A02G394300.1 4-香豆酸:辅酶a连接酶样蛋白
4-coumarate:CoAligase-likeprotein

脂类代谢
Lipidmetabolism

44 TraesCS7A02G020600.1 SKP1-样蛋白质SKP1-likeprotein
分解代谢过程
Catabolicprocess

42 TraesCS2A02G384700.1 烯醇酶Enolase
糖酵解关键酶
Keyenzymesof
glycolysis

25 TraesCS3A02G303300.1 脂多糖出口系统渗透酶蛋白LptF
LipopolysaccharideexportsystempermeaseproteinLptF

未知 Unknown
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图7 FGSG_03624与TaUSP-1A的荧光素酶互补实验(A)和双分子荧光互补实验(B)验证

Fig.7 InteractionbetweenFGSG_03624andTaUSP-1AdetectedbyLuciferasecomplementation
assay(A)andbimolecularfluorescencecomplementationassay(B)

1A-nLUC+cLUC、nLUC+FGSG_03624-cLUC、
nLUC+cLUC均无显著荧光。双分子荧光互补

(BiFC)实 验 结 果 显 示,共 表 达 TaUSP-1A-
SPYNE与FGSG_03624-SPYCE的叶片细胞周

围可检 测 到 黄 色 荧 光 信 号,而 各 阴 性 对 照 组

TaUSP-1A-SPYNE+SPYCE、SPYNE+FGSG_
03624-SPYCE均无荧光产生(图7B)。上述结果进

一步证实FGSG_0362与TaUSP-1A存在互作关系。
2.7 禾谷镰刀菌侵染小麦后TaUSP-1A基因的表达

qRT-PCR分析结果显示,安农1589小麦受禾

谷镰刀菌侵染后,TaUSP-1A的表达呈现先升后降

的趋势,接种后的表达量均高于接种前(0h)。在

接种病原菌72h时,TaUSP-1A 的表达量上升至

最高(图8),表明TaUSP-1A 基因受禾谷镰刀菌

的诱导上调表达,可能在小麦抵御禾谷镰刀菌侵

染中发挥一定作用。

2.8 过表达TaUSP-1A 拟南芥的鉴定及其对禾

谷镰刀菌的抗性

通过农杆菌GV3101介导的花序侵染法将pHZM33-

  图柱上的不同小写字母表示0.05水平显著性差异。
Differentlettersonthecolumnsmeansignifficantdifference

at0.05level.
图8 禾谷镰刀菌侵染下TaUSP-1A基因的表达

Fig.8 ExpressionofTaUSP-1Ageneunder
F.graminearuminfectionconditions
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TaUSP-1A转化至拟南芥。喷施Basta后3个转

基因株系(OE1-OE3)叶片仍保持绿色,而野生

型(WT)植株则干枯死亡(图9A)。RT-PCR分析

显示,所有株系均能检测到内参基因AtActin2的表

达,但仅转基因株系能特异性扩增出TaUSP-1A条

带(图9B),表明TaUSP-1A已成功整合并表达。

用离体叶片浸染法分别对 WT 和 OE1-
OE3株系接种禾谷镰刀菌,接种第5天时,WT
叶片的接菌部位相对于 OE1-OE3株系叶片出

现明显的黄色斑块,且病菌逐渐向周围蔓延(褐
色)(图9C),这表明过表达TaUSP-1A 能够提高

拟南芥对禾谷镰刀菌的抗性。

  A:转基因拟南芥筛选;B:过表达拟南芥的RT-PCR鉴定;C:过表达拟南芥对禾谷镰刀菌的抗性鉴定;WT:野生型拟南芥;OE1-

OE3:TaUSP-1A基因过表达拟南芥;M2:Trans2KDNAmarker。

A:ScreeningtransgenicArabidopsisthaliana;B:IdentificationofArabidopsisthalianalinesoverexpressingTaUSP-1AbyRT-

PCR;C:IdentificationofresistanceofArabidopsisthalianalinesoverexpressingTaUSP-1AtoFusariumgraminearum;WT:Wild-

typeArabidopsisthaliana;OE1-OE3:OverexpressionoftheTaUSP-1AgeneinArabidopsisthaliana;M2:Trans2KDNAmarker.

图9 TaUSP-1A基因过表达拟南芥的鉴定(A、B)及其对禾谷镰刀菌的抗性(C)

Fig.9 IdentificationofArabidopsisthalianalinesoverexpressingTaUSP-1A (AandB)andresistancetoF.graminearum(C)

3 讨论

木聚糖酶作为病原微生物分泌的关键因子,
在侵染过程中具有双重作用:一方面通过降解木

聚糖破坏植物细胞壁结构;另一方面作为病原体

相 关 分 子 模 式 (pathogen-associated molecular
patterns,PAMPs)被植物模式识别受体(pattern-
recognitionreceptors,PRRs)识 别,进 而 激 活

Ca2+ 内 流、活 性 氧 (reactiveoxygenspecies,

RSO)爆发、防御激素积累、胼胝质沉积以及防御

相关基因表达等免疫反应[16-17],这在绿色木霉乙

烯诱导木聚糖酶 EIX 和灰葡萄孢菌木聚糖酶

BcXyl1(xylanasel1)与 Xyn11A 中 已 得 到 证

实[18-20]。本研究中,禾谷镰刀菌木聚糖酶FGSG_

03624虽非致病所必需,但作为一种坏死因子,亦
能诱导小麦组织坏死、活性氧积累和胼胝质沉积

等免疫反应,表明其同样可能作为PAMP参与激

发植物免疫[10,12]。
为进一步探究FGSG_03624激活小麦免疫

反应的分子机制,本研究以pBT3STE-FGSG_

03624为诱饵载体,利用分裂泛素系统膜体系酵

母双杂交技术从禾谷镰刀菌侵染的小麦穗部cD-
NA文库中筛选出40个可能与FGSG_03624互

作的蛋白。部分候选蛋白属于病程相关蛋白,例
如几丁质酶(chitinase,Chi)、类甜蛋白(thauma-
tin-likeprotein,TLP)和非特异性脂质转移蛋白

(non-specificlipid-transferprotein,nsLTP)等。
研究表明,过表达大麦(Hordeumvulgare)Class
Ⅱ几丁质酶基因可增强小麦对禾谷镰刀菌的抗

性[21];小麦TaTLP1能通过诱导 ROS相关基因

表达提升过表达植株对根腐病和叶锈病抗性[22];
本氏烟草NbLTP1可通过激活ROS清除基因增
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强过表达植株对烟草花叶病毒(tobaccomosaic
virus,TMV)的抗性[23]。还有一些候选蛋白参

与胁迫响应,并与活性氧清除相关,如金属硫蛋白

(metallothionein,MT)、谷胱甘肽转移酶(glutathi-
oneS-transferase,GST)和通用应激蛋白(universal
stressprotein,USP)等,它们可减轻自由基与

ROS积累引发的细胞损伤,从而提高植物抗逆

性[24-26]。此外,本研究还筛选出关键信号组分,包
括负 责 Ca2+ 信 号 传 导 的 钙 调 素(calmodulin,

CAM)与茉莉酸信号通路抑制因子(jasmonate
ZIMdomainprotein,JAZ)。已有报道表明,辣
椒(Capsicumannuum)CaCaM1通过与CaMLO2
互作 负 调 控 黄 单 胞 菌(Xanthomonas)效 应 子

AvrBsT触发的Ca2+内流与细胞死亡[27];而异源

表达华东葡萄(Vitisquinquangularis)VqJAZ4
能够通过SA/JA信号通路增强拟南芥对白粉病

的抗性[28]。综上所述,FGSG_03624可能与这些

钙信号、JA信号及ROS清除相关蛋白互作,通过

整合信号传导与抗氧化防御过程,共同协调小麦

对禾谷镰刀菌的防御反应。

4 结论

禾谷镰刀菌木聚糖酶FGSG_03624属于位于

细胞壁和/或细胞间隙的分泌蛋白,以pBT3STE-
FGSG_03624为诱饵载体利用分裂泛素系统膜体

系酵母双杂交技术从禾谷镰刀菌侵染的小麦穗部

cDNA文库中共筛选到40个可能与FGSG_03624
互作的蛋白,其功能涉及转录调控、信号传导、胁
迫响应、膜运输和植物-病原菌互作等方面。酵母

回转实验、荧光素酶互补实验和双分子荧光互补

实验进一步验证了通用应激蛋白 TaUSP-1A与

FGSG_03624存在互作关系。并且TaUSP-1A 受

禾谷镰刀菌诱导上调表达,在拟南芥中过表达

TaUSP-1A能够增强叶片的抗病性。本研究结果

为后续深入解析FGSG_03624在致病过程中的

作用机制,以及发掘小麦抗赤霉病基因资源提供

了重要依据。
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