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摘  要：Flg22 是细菌鞭毛蛋白（flagellin）N 端保守的 22 个氨基酸合成肽段，在调节植物免疫应答调节中发挥重要作

用，也常被用于免疫细胞功能研究。由于人工合成的 flg22 短肽成本较高，其规模化应用受限。因此，本研究拟探究 flg22

蛋白原核诱导表达的适宜条件并验证其功能，评估其替代商用 flg22 短肽的可行性。本研究通过合成 pET32a-flg22 原核

表达载体，比较 28 ℃与 37 ℃诱导温度下的蛋白表达效率，并分别检测经 flg22 短肽及不同浓度 flg22 蛋白处理的木薯

中活性氧（reactive oxygen species，ROS）的爆发动态，验证其功能。结果显示：28 ℃为 flg22 蛋白诱导的最佳温度；

ROS 测定结果表明，在一定浓度范围内，ROS 峰值强度随 flg22 蛋白浓度增加呈递增趋势。进一步将 60、600 μg/mL

的 flg22 重组蛋白及 2.27 μg/mL flg22 短肽分别外源喷施于木薯叶片，3 d 后，接种木薯萎焉致病变种 Xam（Xanthomonas 

axonopodis pv. Manihotis，Xam）病原菌，与无菌水处理相比，经 flg22 蛋白或 flg22 短肽处理的木薯植株均表现出对

Xam 的显著抑菌效果，且 60、600 μg/mL flg22 蛋白的抑菌效果均显著优于 flg22 短肽。本研究初步筛选出 flg22 重组蛋

白的原核表达条件，并验证其在诱导植物防御响应的功能与短肽具有一致性，为以 flg22 重组蛋白替代商用短肽提供初

步的理论依据。 
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Abstract: Flg22 is an artificially synthesized 22-amino-acid peptide derived from the conserved N-terminal region of 

bacterial flagellin, playing a crucial role in regulating plant immune responses. Due to the high cost of artificially syn-
thesized flg22 short peptides and limitations for large-scale application, this study aimed to determine the suitable con-

ditions for prokaryotic induction expression of the flg22 protein and to verify its function, thereby determining whether 
it could replace the commercially used flg22 short peptides. In this study, the pET32a-flg22 prokaryotic expression 

vector was synthesized, and we then compared protein expression efficiency under induction at 28 ℃ and 37 ℃. Addi-
tionally, we detected the dynamic burst of reactive oxygen species (ROS) in cassava treated with flg22 peptides and 

flg22 proteins at different concentrations to validate the functions. The results indicated that 28 ℃ was the optimal in-
duction temperature for inducing flg22 protein expression. ROS measurements showed that within a specific concentra-

tion range, the peak intensity of ROS increased with the increase in flg22 protein concentration. Furthermore, after 
spraying cassava leaves with 60 μg/mL and 600 μg/mL of flg22 recombinant proteins, as well as 2.27 μg/mL of flg22 
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peptides, for three days, we inoculated plants with the pathogen Xam (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xam). 

Compared to treatment with sterile water, both flg22 protein and flg22 peptide treatments showed significant antibacte-
rial effects against Xam in cassava plants, with the 60 μg/mL and 600 μg/mL flg22 protein treatments showing notably 

stronger antibacterial activity than the flg22 peptide. The results preliminarily identified the prokaryotic expression 
conditions of flg22 recombinant protein and verified that its function in inducing plant defense responses is consistent with 

that of the peptide, providing a theoretical basis for substituting commercial peptides with flg22 recombinant protein. 

Keywords: prokaryotic induced expression; flg22; peptide; pathogen; reactive oxygen species 
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在生长环境复杂多变的条件下，植物不仅有

抵御病原菌的天然屏障，还进化出了一套与病原

菌相互作用的先天免疫反应[1]。先天免疫是植物

的第一道防线，主要依赖于细胞内和细胞表面的

免疫受体[2]。植物细胞外模式识别受体识别保守

的 病 原 体 相 关 分 子 模 式 （ pathogen-associated 

molecular patterns，PAMPs）后可以激活 PAMP

触发免疫（PAMP-triggered immunity，PTI）[3]，

在宿主与病原体共同进化的过程中，植物已经进

化出了 R（resistance）蛋白[4]，通过直接互作或

者间接识别，能够特异性识别病原菌传递的效应

因子，从而诱导植物的防御反应，称为效应物触

发免疫（effector-triggered immunity，ETI）[3]。其

中 PTI 是植物防御病原菌的第一层防御系统，例

如，病原菌某些保守的鞭毛蛋白、几丁质等可以

被植物的模式识别受体识别，进而激活植物的免

疫反应[5]。 

细菌鞭毛作为细菌运动的核心细胞器，其主

要组成成分是鞭毛蛋白[6]。研究人员发现经热失

活的丁香假单胞菌（Pseudomonas syringae pv. 

Tabaci，Pst）粗提物中的免疫反应是由鞭毛蛋白

触发的。随后对各种致病细菌的鞭毛蛋白序列进

行分析，发现细菌鞭毛蛋白的 N 端存在一段高度

保守的区域，即 flg22[7]。当 flg22 被植物免疫系

统识别后，可迅速激活下游信号通路，并在数分

钟内引发活性氧（reactive oxygen species，ROS）

爆发，该反应兼具直接抗菌和系统性信号传导功

能的早期防御反应，被视为植物抵御病原体入侵

的“第一道防线”[8]。因此，于植物免疫相关研

究中，flg22 通常替代鞭毛蛋白模拟细菌病原菌并

刺激植物 [9] 。在拟南芥中，野油菜黄单胞菌

（Xanthomonas campestris pv. Campestris，Xcc）

鞭毛蛋白中的 N 端（flg22）是唯一能触发拟南芥

防御反应的区域，拟南芥通过其鞭毛蛋白感知受

体 FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2) 识别 flg22，

从而启动防御机制[10]。flg22 作为植物免疫系统的

重要识别信号，也被用作植物免疫诱导剂[10]。已

有研究证实，外源施加 flg22 可显著提升植物的抗

病性[11]。例如，经 flg22 处理的拟南芥幼苗可激

活 MAPK 级联反应调控超过 1200 个基因的转录，

其中吲哚族芥子油苷生物合成代谢途径相关的大

部分基因显著上调表达，表明 flg22 通过诱导次生

代谢产物合成参与植物防御以抵御病原菌侵染[9]。

同时，gmlmm1 突变体可通过增强 flg22 诱导的

ROS 爆发，显著提升本氏烟草（Nicotiana ben-

thamiana）对丁香假单胞菌的抗性[12]。 

当 flg22 诱导植物先天免疫中的作用已被广泛

证实[11]，但其商业化合成短肽的价格仍高昂[13-14]。

基于此，本研究聚焦于利用原核表达系统生产

flg22 重组蛋白替代短肽的可行性。通过优化诱导

条件、分析蛋白功能，并与商品化短肽进行对比，

旨在为评估 flg22 重组蛋白替代短肽的可行性提

供基础数据支撑。本研究对重组蛋白与短肽功能

的一致性进行了初步探索，为后续深入研究提供

可行性依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料木薯为华南 124，烟草为本氏烟草。

构建的原核表达载体 pET32a-flg22 购自深圳华大

基因科技有限公司（以下简称“华大公司”）、flg22

短肽购自上海万生昊天生物技术有限公司（以下

简称“万生生物公司”）。 

1.2  方法 

1.2.1  flg22 蛋白载体的合成  通过华大公司合

成 pET32a-flg22蛋白表达载体，提取 pET32a-flg22

质粒，以质粒为模板，扩增 pET32a-flg22 的片段，

琼脂糖凝胶电泳验证片段大小。 

1.2.2  flg22 蛋白的诱导  将合成的 pET32a-flg22

载体质粒转入大肠杆菌 DE3 中，菌落 PCR 验证
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阳性克隆后加入 5 mL LB（100 mg/mL 氨苄抗生

素）液体培养基，置于 37 ℃、150 r/min 摇床中

过夜培养 10 h，取适量菌液加入至 20 mL LB

（100 mg/mL 氨苄抗生素）液体培养基中，将菌

液 OD600 调整至 0.1~0.2 后，放入 37 ℃、150 r/min

的摇床继续培养至 OD600 值为 0.5~0.6，加入 IPTG

至终浓度为 1 mmol/L，分别于 28 ℃和 37 ℃、

150 r/min 条件下诱导培养 0 h 和 6 h。收集菌液，

超声破碎后离心分离上清液与沉淀，用于后续蛋

白检测。 

1.2.3  考马斯亮蓝染色  取诱导后的蛋白样品与

5×上样缓冲液（含 SDS、β-巯基乙醇）按体积比

为 4∶1 混合后，95 ℃煮沸 5 min，冰上冷却后进

行 SDS-PAGE 电泳，电泳结束后，凝胶经考马斯

亮蓝染色液（0.1%考马斯亮蓝 R-250，50%甲醇，

10%冰乙酸）染色约 30 min，然后再用考马斯亮

蓝染色脱色液（50%冰乙酸，50%乙醇）进行脱

色，直至可清晰观察到凝胶上的蛋白条带，拍照

留存。 

1.2.4  蛋白质免疫印迹（western blot）  参照

SDS-PAGE 方法处理蛋白样品，电泳结束后，将

SDS-PAGE 凝胶转移到 PVDF 膜上（每张膜

280 mA，15 min），将 PVDF 膜放入 1×TBS 溶液

（含 5%脱脂奶粉）中封闭约 1 h，然后与一抗孵

育 2 h，接着与二抗孵育 1 h，每步用 1×TBS 洗涤

3 次（轻柔摇动），每次 5 min，结束后使用显影

液处理 PVDF 膜 1 min，采用超灵敏 ECL 化学发

光法于凝胶成像系统中显影。 

1.2.5  ROS 爆发检测  用打孔器制备直径 6 mm

的木薯叶原基，叶片背面划伤后置于灭菌水中避

光预处理 12 h。将叶原基转移至 96孔黑色酶标板，

每孔加入 200 μL 反应液[含 0.2 µmol/mL 鲁米诺、

10 g/mL 辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，

HRP）及 flg22 蛋白/短肽]，其中 flg22 短肽的浓

度 为 1 μmol/L （ 根 据 相 对 分 子 质 量 换 算 为

2.27 μg/mL），flg22 蛋白的浓度为 60、120、240、

360、480、600、720 μg/mL，然后将酶标板置于

化学发光仪中测定化学发光情况，统计测定数据

并绘制 ROS 爆发曲线。 

1.2.6  病 原 菌 接 种 及 细 菌 数 测 定   将 Xam

（Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis，Xam）

菌株使用液体 LB 培养基在 28 ℃、150 r/min 摇床

培养 12 h，离心收集菌体，用悬浮液（含 1 mol/L 

MgCl2）重悬菌体至 OD600 值为 0.8，使用注射器

将悬浮液注射入木薯叶片中，分别于接种后 0 d

及 6 d 取直径 12 mm 叶片组织，研磨匀浆后梯度

稀释，涂布于 LB 固体平板，28 ℃培养 12 h 后计

数单菌落。 

1.2.7  病斑面积统计  在木薯叶片上接种 Xam

菌株 6 d 后，对不同处理组叶片发病区域拍照，

每组处理选取 20 个接种点，使用 ImageJ 软件

（v1.50i）测量病斑面积，并进行差异显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  pET32a-flg22 载体的合成 

pET32a-flg22 载体由华大公司合成，以载体

质粒为模板扩增目的片段，并采用琼脂糖凝胶电

泳方法进行验证，如图 1A、图 1B 所示，扩增产 
 

 
A：以 pET32a-flg22 质粒扩增的 PCR 产物，M：DL 2000 bp DNA Marker；B：pET32a-flg22 载体图谱。 

A: PCR product amplified from the pET32a-flg22 plasmid, M: DL 2000 bp DNA Marker; B: Vector map of pET32a-flg22. 
图 1  flg22 载体构建 

Fig. 1  flg22 vector construction 
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物条带大小与预期一致，表明 flg22 编码序列已正

确插入 pET32a 载体，载体构建成功。 

2.2  flg22 蛋白的原核诱导表达 

如图 2 所示，考马斯亮蓝染色（图 2A）与

Western blot（图 2B）分析显示不同的温度均能诱 

导 pET32a-flg22 目标蛋白表达，其中在 28 ℃条件

下诱导表达的 flg22 目标蛋白条带亮度显著高于

37 ℃诱导的蛋白。结果表明，在 28 ℃条件下更

适合 pET32a-flg22 蛋白的诱导表达，初步确定

28 ℃为 pET32a-flg22 的最佳诱导表达温度。 

 

 

M：预染蛋白质分子量标准（19~117 kDa），箭头指示目的蛋白。 
M: Pre-stained protein molecular weight marker (19–117 kDa), and the arrow indicates the target protein. 

图 2  pET32a-flg22 在不同温度下的蛋白诱导表达 
Fig. 2  Protein induction and expression of pET32a-flg22 at different temperatures 

 

2.3  flg22 调控 ROS 产生 

本研究采用化学发光法检测了不同浓度

pET32a-flg22 蛋白（60、120、240、360、480、

600、720 μg/mL）与 2.27 μg/mL 短肽处理木薯叶

片后 ROS 爆发的动态变化。以无菌水为对照，短

肽及 flg22 蛋白均能触发 ROS 爆发。进一步比较

短肽与 flg22 蛋白。如图 3A、图 3B 所示，当 flg22

蛋白浓度为 60 μg/mL 时，其诱导的 ROS 爆发水

平与 flg22 短肽相近。随着 flg22 蛋白浓度升高，

ROS 爆发强度增强，但在 600 μg/mL 后呈下降趋

势。结果表明，在一定浓度范围内，ROS 爆发强

度与 flg22 蛋白浓度呈正相关，且可达到与 flg22

短肽相似的效果。 

2.4  外源 flg22 蛋白对细菌繁殖的影响 

本研究通过在木薯叶面定量喷施无菌水

（CK）、flg22 短肽（2.27 μg/mL）、不同浓度（60、

600 μg/mL）的 flg22 蛋白，3 d 后接种 Xam 细菌，

观察 0 d 和 6 d 的叶片细菌数量及病斑面积变化。

结果显示，flg22 短肽及 flg22 蛋白处理后的叶片

的细菌数量及病斑面积相比 CK 有显著下降，且

随喷施浓度（60、600 μg/mL）增加，flg22 蛋白

处理组的细菌数量与病斑面积均显著低于 flg22

短肽（图 4）。以上结果表明，flg22 蛋白和 flg22

短肽均具有抑菌效果，不同浓度的 flg22 蛋白的抑

菌效果显著优于 flg22 短肽，并且 flg22 蛋白的抑

菌效果随着其浓度的增加而升高。 

3  讨论 

在植物体中由 flg22 诱导的免疫反应在植物

抵抗病原菌侵染的过程中起关键作用，可诱导植

物多层次的防御反应，包括活性氧爆发、防御相

关基因的表达以及系统性信号传导等[15-16]，因此，

flg22 短肽常被用作植物抗病研究中的高效诱导

剂[17-18]，但其制备工艺复杂且商品价格较高，限

制其规模化应用[13]。因此，本研究通过筛选 flg22

蛋白原核表达的适宜诱导条件，并与商品化的

flg22 短肽在诱导活性氧爆发的强度上进行对比，

旨在研究 flg22 商品化短肽的替代产品，为植物抗

病防控提供经济有效的新途径。 

温度是影响诱导蛋白过程的关键因素，不同

的温度对蛋白的表达和功能起决定性作用[19]，研

究表明 3 7  ℃诱导蛋白易致包涵体形成，而

20~28 ℃可提高可溶性重组蛋白产量[19-20]。本研

究结果表明，28 ℃为 flg22 蛋白适宜的诱导温度，

此结果与多项原核蛋白表达研究一致，例如在木

薯 MeCREB、小麦 TaWTG1、丹参 Sm14-3-3 中

均表明 28 ℃为诱导蛋白的适宜温度[21-23]。在明确

flg22 蛋白的最适宜诱导温度后，需进一步验证其 
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不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 
图 3  flg22 蛋白对木薯 ROS 水平的影响 

Fig. 3  Effect of flg22 protein on ROS levels in cassava 
 

 
不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 
图 4  外源喷施 flg22 蛋白对木薯细菌数、病斑面积水平的影响 

Fig. 4  Effects of exogenous spraying of flg22 protein on bacterial counts and lesion areas level in cassava 
 

生物学功能。本研究以 ROS 爆发为检测指标，检

测 flg22 蛋白是否具有与 flg22 短肽相同的高效诱

导作用。flg22 作为典型的 PAMP，其诱导的、由

NADPH 氧化酶介导的 ROS 爆发是植物免疫反应

的早期核心反应，检测 ROS 爆发可直接反映 flg22

是否具有激活植物免疫反应的功能[24]。因此，本

研究通过 flg22 蛋白是否可诱导 ROS 爆发来检验

该蛋白的有效性。结果表明，本研究诱导的 flg22

蛋白与商品化短肽均能触发木薯叶片的 ROS 爆

发，且一定浓度范围内 ROS 爆发水平随着 flg22

蛋白浓度的增加而升高，这与多数使用单一浓度

的研究不同，EMONET 等[25]在解析 flg22 诱导的

植物防御信号通路时，以 1 μmol/L 的 flg22 处理拟

南芥幼苗，观察下游基因表达变化，发现不同细胞

类型对 flg22 的响应模式存在差异。GUO 等[26]在

研究 TaARPC5 在小麦抗 Pst 中的作用时，用

500 nmol/L flg22 处理小麦，发现 TaARPC5 基因

表达上调，表明其参与了小麦对条锈病菌的抗病

过程。本研究设置了 7 个 flg22 蛋白浓度梯度（60、

120、240、360、480、600、720 μg/mL），60 μg/mL

的 flg22 蛋白与 2.27 μg/mL 的 flg22 短肽处理木薯

叶片均能诱导产生相近水平的 ROS，且随着 flg22

蛋白浓度的增加，600 μg/mL 时 ROS 峰值最高，

720 μg/mL 时则呈下降趋势。这可能是由于过高

浓度的 flg22 蛋白导致植物免疫反应过度激活，引

起细胞稳态失衡，进而抑制 ROS 的产生。例如，
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在水稻中，水稻受体样激酶 OsRLCK185 正向调控

flg22 诱导的 ROS 爆发，但其过量表达反而减少

ROS 积累，表明过度激活的免疫信号可能激发

ROS 清除机制[27]。 

基于以上研究结果，在进行 flg22 蛋白的抑菌

效果验证实验中，分别选择低浓度组（60 μg/mL）、

高浓度组（600 μg/mL）和 flg22 短肽（2.27 μg/mL）

为实验组，以无菌水为对照组，验证抑菌效果可

知：相对于无菌水处理，3 个实验组的处理均对

Xam 均表现出显著的抑菌效果（P<0.05），flg22

蛋白对木薯 Xam 的抑制效果随着蛋白浓度的升高

而增强，且低浓度组（60 μg/mL）与高浓度组

（600 μg/mL） flg22 蛋白的抑菌效果显著优于

flg22 短肽，具体表现为木薯叶片中 Xam 细菌数

量和病斑面积的显著减少。这与 LI 等[28]在研究橡

胶树 HbLFG1 在植物免疫中的功能时所得结果相

似，用 20 μmol/L flg22 处理拟南芥和本氏烟草后，

发现胼胝体的合成减少，表明 HbLFG1 可抑制由

flg22 诱导的免疫反应。进一步对原核表达制备方

法与商用 flg22 短肽的价格进行综合分析发现，原

核表达的 flg22 蛋白在制备成本上均表现出显著

优势。以 1 L 培养体系计算，大肠杆菌表达系统

的试剂与耗材成本约为 120 元，可获得约 15 mL

粗提蛋白液，其单位成本约为 2.0~2.67 元/mg，而

商品化 flg22 短肽（购自于万生生物公司，纯度> 

95%）为 600 元/mg，成本差距达 225~300 倍，此

外，从规模化生产角度考虑，原核表达系统可通

过大规模培养进一步降低单位成本[29]。综合成本

与生产优势，flg22 重组蛋白在农业规模化应用中

具有更高的经济可行性和实用价值。 

综上所述，在既定实验条件下，原核表达的

flg22 蛋白表现出与商品化短肽等效的免疫诱导

效能，且具备低成本、易制备、可规模化生产的

显著优势，为开发基于 flg22 的植物免疫诱抗剂奠

定关键基础。未来研究可通过优化蛋白纯化工艺，

提升其稳定性，推动其市场转化与应用。 
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