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摘要：【目的】为棉花抗黄萎病基因工程育种提供新的基因源。【方法】以海岛棉为材料，利用同源序列法和

RACE 技术克隆海岛棉中 SAR 途径的主要抗病信号元件 NPR1(none expresser of PR gene)的全长 cDNA 序列。【结

果】推导的氨基酸序列与已知 NPR1 的同源性较低（39%～57%），但在功能区的同源性较高（79.2%），GbNPR1 蛋白

中含有 BTB 和锚蛋白重复序列结构域，且在起始密码子上游存在 2 个 W 框。在拟南芥中，A.tNPR1 起始密码子上

游有 3个 W框，对诱导 NPR1 的表达和激活 NPR1 介导的植物防卫反应至关重要，锚蛋白重复序列则是 NPR1 实现其

功能必不可少的。构建了组成型植物表达载体，通过农杆菌介导法导入烟草，转基因植株经 PCR 和 Southern 杂交

检测，表明目的基因已整合到烟草基因组中。离体叶片接种法对转基因烟草进行抗病性鉴定，表明对烟草赤星病

菌（Alternaria alternata）的抗性有明显提高。转基因烟草经 T1代遗传分析发现，基因以单拷贝插入。【结论】

本研究得到的基因为海岛棉中 NPR1 的同源基因。 
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Cloning Full-Length cDNA of GbNPR1 Gene from Gossypium 
barbadense and Its Expression in Transgenic Tobacco 
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Abstract: 【Objective】The purpose of this study is to find a new gene resource for cotton Verticillium wilt-resistance genetic 

engineering. 【Method】G. barbadense var. 7124 was used as a starting material to clone the full-length cDNA of NPR1 (none 

expresser of PR gene)- GbNPR1 which is a key regulator in SA (salicylic acid)-mediated systemic acquired resistance (SAR) by 

homologous cloning and RACE techniques. 【Result】In the GbNPR1 molecule, there are two “W- boxes” in the upstream of ATG 

that are necessary for both induction of NPR1 transcription and NPR1-mediated activation of plant defense responses. The deduced 

amino acid sequence of GbNPR1 has low homology (39%-57%) to the other known NPR1 proteins; however, they have higher 

homology (79.2%) in the functional domain. GbNPR1 contains the BTB and ankyrin repeat domain that is known to be the molecular 

basis for NPR1 function in Arabidopsis. Plant expression vector harboring GbNPR1 gene was constructed and transferred into 

Nicotiana tabacum var. NC89 via Agrobaterium-mediated gene transfer. PCR and Southern-blot analysis indicated that the gene has 

been integrated into tobacco genome. In vitro leaf-disease challenge test of transgenic plants by inoculation of Alternaria alternata 

demonstrated that the transgenic plants over expressing GbNPR1 shown enhanced resistance compared with the non-transgenic 

plants. Genetic analysis of transgenic T1 indicated that inserted gene is one copy. 【Conclusion】All of the results indicated that the 

obtained gene is the homologous gene of NPR1 gene in G. barbadense.   
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0  引言 

【本研究的重要意义】系统获得性抗性（systemic 
acquired resistance, SAR）的研究为抗病基因工程提供

了新思路。克隆棉花 SAR 途径的主要抗病信号元件

NPR1（none expresser of PR gene）可以为棉花抗黄萎

病的基因工程提供新的基因源，并为探索通过 NPR1
调控 SAR 途径、培育抗黄萎病棉花品种的可行性提供

依据。【前人研究进展】NPR1 最早是从拟南芥中克

隆的，研究发现它是 SAR 途径中的主要调控基因，其

功能定位在 SAR 信号转导级联反应中的水杨酸

（salicylic acid，SA）积累和随后的 SAR 基因表达之

间。NPR1 本身没有抑菌活性，但它能诱发植物体内

的多种防卫反应，且对病原菌没有严格的种属专一性，

可使植物产生广谱抗性。研究发现，过量表达 NPR1
能提高植物对多种病原菌的抗性，如过量表达 NPR1
基因的转基因拟南芥对细菌 Pseudomonas syringae pv. 
maculicao es4326和卵菌病原菌Peronospora parasitica 
Noco 的侵染产生抗性，PR-1 等 PR(pathogenesis related)
蛋白的表达量也提高[1]。拟南芥的 NPR1 与哺乳动物

的转录调控蛋白 I-kB[I(kappa)B]具有一定的同源性和

相似的结构，均含锚蛋白重复序列（ankyrin repeats, 
ANK）和行使功能所必须的磷酸化 Ser 残基，据此认

为 NPR1 是哺乳动物 I-kB 的同源物，推测其作用机理

也类似[2]。通过对不同植物防卫反应和突变体关系的

研究，发现 NPR1 是防卫反应下游的一个多功能调节

子。NPR1 不但是 SAR 途径中的主要信号元件，在细

胞核中作为正调控因子促进依赖于SA的PR基因的表

达[3]，而且还可在细胞质中参与由茉莉酮酸和乙烯介

导的诱导性系统抗性（ induced systemic resistance, 
ISR）途径[4]。【本研究切入点】海岛棉的抗病性明显

优于陆地棉和中棉，特别对黄萎病表现免疫[5]。【拟

解决的关键问题】鉴于 NPR1 在植物抗病途径中的重

要性和海岛棉的高抗黄萎病性，本研究以海岛棉 7124
为材料，利用同源序列法和 RACE 技术克隆了海岛棉

中的 GbNPR1 基因。构建植物表达载体，通过农杆菌

介导法转化烟草，对海岛棉 NPR1 在抗病基因工程中

应用的可能性进行了探讨。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料  

海岛棉 7124 种子由本实验室保存。将种子播种于

营养钵中，当幼苗具有 2 片真叶时，用浓度为 1 mg·ml-1

的 SA 涂抹第一真叶，48 h 后采集非处理部位的子叶

或第二真叶，液氮速冻后置-70℃ 冰箱中储存备用。 
1.2  方法 

1.2.1  GbNPR1基因片段的克隆  利用改良的CTAB
法提取棉花 DNA，同时根据已知 NPR1 的保守序列设

计简并引物 p-F1（5′-AGG CAC(T) TT(G)G AC(T)T 
CNG ATG ATA(G) TT(A)G A-3′），p-R1（5′-TCC(T) 
C(T)TC(A, T) CG(T)C ATA(C) GCA GCA AT(T)G(A) 
TGA AG-3′），通过 Touch-Down PCR 扩增基因片段。

PCR 反应条件为：94℃变性 5 min；94℃ 30 s，60℃ 
30 s，72℃ 1 min，2 个循环；94℃ 30 s，58℃ 30 s，
72℃ 1 min，2 个循环；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 1 
min，2 个循环；94℃ 30 s，54℃ 30 s，72℃ 1 min，
2 个循环；94℃ 30 s，52℃ 30 s，72℃ 1 min，30 个

循环；72℃延伸 5 min。 
1.2.2  全长 GbNPR1 cDNA 的克隆  根据得到的基

因片段设计特异引物 p-F2（5′-TAACTTTGGATGA 
TGCTACTGCACTCCAT-3′）。参考 3′RACE (TaKaRa, 
Japan) 试剂盒说明书，以 3 Sites Adaptor Primer 
(5′-CTGATCTAGAGGTACCGG ATCC-3′) 和 p-F2 为

引物，以棉花叶片 RNA 反转录得到的 cDNA 为模板，

PCR 扩增得到 GbNPR1 3′末端产物。PCR 反应条件为：

94℃变性 5 min；94℃ 30 s，66℃ 30 s，72℃ 2 min，
30 个循环；72°C 延伸 5 min。同理，根据 GeneRacerTM 
RACE Ready cDNA 试剂盒（Invitrogen，USA）说明

书，首先对叶片 RNA 进行脱磷、脱帽，然后在 5′末
端加上 GeneRacerTM RNA Oligo，利用 SuperScirptTM 
反转录酶，以 oligo dT 为引物进行反转录，最后以

5′RACE 引物（5′-CGACTGGAGCACGAGGACACT 
GA-3′）和 p-R2（5′-TGCCTTCACCATCAGAGAGAGA 
CT-3′），巢式引物（5′-GGACACTGACATGGACTG 
AAGGAGTA -3′）和 p-R3（5′-ACAGTGGAAAGCAA 
CCACGAGGAT-3′）进行嵌套 PCR 得到 5′末端产物。

PCR 反应条件为：94℃变性 4 min；94℃ 45 s，64℃ 1 
min，72℃ 1.5 min，30 个循环；72℃延伸 5 min。RACE
得到的产物连接到 pMD18T- Vector（TaKaRa，Japan）
上，筛选鉴定阳性克隆，并进行序列测定。用

DNAMAN 软件分析组装 5′和 3′序列以获得 GbNPR1
全长 cDNA。 
1.2.3 植物表达载体的构建   根据获得的海岛棉 
NPR1 cDNA 序 列 ， 分 别 设 计 引 物 p-F3
（5′-GGCCTCGAGATG GCTTATTTGTCTGAGCCA 
TCATCT-3′）和 p-R4（5′-CGTCTCGAGTCACAATTT 
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CCTATACTTGTAGG-3′）。为方便载体构建，在 p-F3
的5′端和p-R4的3′端引入XhoI酶切位点。以叶片RNA
反转录得到的第一链 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，反

应条件为：94℃变性 4 min；94℃ 45 s，62℃ 45 s，
72℃ 1.5 min，30 个循环；72℃延伸 5 min。目的基因

片段连接到 pMD18-T-Vector 中，获得 pMDNPR1，用

XhoI 酶切 pMDNPR1 质粒，回收 GbNPR1 基因片段备

用。用 EcoRI/HindIII 酶切 pBI121 和 pTΩ4A，分别回

收 12 kb 和 1.4 kb 大小的条带，连接后构成中间载体

pB4A。用 XhoI 酶切此中间载体，回收 13.4 kb 大小的

条带，与 GbNPR1 片段重组成植物表达载体 pFNPR1。
GbNPR1 基因由带有两个 enhancer 的 CaMV 35S 启动

子驱动，3′末端为 poly（A）n尾巴和 NOS 终止子（图

1）。 
 

 

 
 

Nos P: 胭脂碱合成酶基因 Nos 的启动子；nptII: 新霉素磷酸转移酶基因，提供卡那霉素抗性；Nos T: 胭脂碱合成酶基因 Nos 的终止子；2E: 两个花

椰菜花叶病毒 CaMV 35S 增强子；35S P: 花椰菜花叶病毒 CaMV 35S 启动子；RB: T-DNA 右边界; LB: T-DNA 左边界 
Nos P: Nopaline synthase gene Nos promoter; nptII: coding for neomycin phosphotransferase II, as a selective marker; Nos T: Nopaline synthase gene Nos 
terminor; 2E: Two enhancers of cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S; 35S P: CaMV 35S promoter; RB: T-DNA right border; LB: T-DNA left border 

 

图 1 植物表达载体 pFNPR1 示意图 

Fig. 1  Diagram of plant expression vector pFNPR1 

 
1.2.4  烟草的遗传转化及转基因烟草的 PCR 和

Southern blot 检测  用冻融法将 pFNPR1 导入根癌农

杆菌 LBA4404，叶盘法转化烟草品种 NC89。随机挑

选再生植株，提取基因组 DNA，进行 PCR 和 Southern 
blot 检测。PCR 检测：以 p-F3 和 p-R4 为引物，基因

组 DNA 为模板进行 PCR 扩增。取 PCR 阳性植株基因

组 DNA 10 µg，用 Xho I 彻底消化，毛细管法转移到

HybondTM-N+膜上，以 GbNPR1 cDNA 为模板制备探

针，进行 Southern 杂交，具体操作参考 Sambrook 等[6]。 
1.2.5  转基因烟草的抗病性鉴定  转基因植株的抗

病性鉴定采用离体叶片接种法：（1）烟草赤星病菌的

培养：用接种针挑取赤星病菌培养物，重新接种于马

铃薯固体培养基（PDA 培养基：2%马铃薯薯块；2%
蔗糖；2%琼脂）上，置 25℃培养箱中暗培养。（2）
孢子制备：在生长 2 周的赤星病病原菌平板上加入 2 
ml 灭菌的蒸馏水，过夜，收集孢子，镜检调整孢子浓

度为 5×104·ml-1。（3）取长势良好、均一的 15 株转

GbNPR1 的烟草植株和 10 株受体烟草（对照）用于检

测，摘取顶部第 3 片叶，叶背朝上置于无菌的湿纱布

上，用石英砂制造微伤，于伤口处接种 10 μl 孢子悬

浮液，接种 24 h 内，保持 100%的相对湿度。（4）接

种后 1～7 d 调查发病情况。待所选植株长出新叶后重

复接菌试验，共重复 3 次。 
1.2.6  转基因烟草 T1 代的遗传分析  选取抗病性较

好的转基因烟草 5＃和 8＃为材料进行T1代的遗传分析。

T1代种子经 0.7%次氯酸钠灭菌 10 min，播种于 MS0
＋Kan（100 mg·L-1）培养基上萌芽，1 个月后观察植

株的生长情况，分别统计抗性和非抗性植株数，进行

卡平方测验。 

2  结果与分析 

2.1  海岛棉 NPR1 全长 cDNA 的克隆 

设计简并引物进行 PCR 扩增是常用的同源序列

克隆技术。目前已知的 NPR1 基因较少，已报道的有

拟南芥、烟草、番茄、水稻、和玉米中的 NPR1 基因

序列。同源性比较发现，这些基因的同源性较低。我

们以拟南芥 NPR1 基因序列 BLAST 植物的 EST 库，

共获得 4 种不同植物的 EST 序列，比对已知 NPR1 基

因的核苷酸序列进行同源性分析，发现两处高度保守。

遵循 3′端变异尽量少的原则，分别设计了正向简并引

物 p-F1 和反向简并引物 p-R1，预期 PCR 产物大小为

208 bp。 
以海岛棉 7124 基因组 DNA 为模板，采用 Touch- 

Down PCR 技术扩增得到了 1 条大约 200 bp 的条带，

与预期片段大小一致。将得到的 DNA 片段测序后进

行同源性比较发现，此核苷酸序列与拟南芥 NPR1 相

应片段的同源性为 66.4%，推导的氨基酸序列与已知

NPR1 蛋白的同源性也较高，达 70%左右，由此可以

初步认为此片段是海岛棉的 NPR1 基因片段。然后利

用 3′RACE 和 PCR 扩增得到 1 条 1 kb 左右的条带，

Nos P nptII Nos T 2E 35S P 5′ NPR1 3′ Nos T 

LB RB 

poly(A)n 
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5′RACE 和 PCR 扩增得到 1 条 1.4 kb 左右的条带，测

序表明它们分别是 NPR1 基因的 3′和 5′端序列，经

DNAMAN 软件分析后拼接得到了 GbNPR1 基因的全

长 cDNA 序列。 
2.2  GbNPR1 的序列分析 

本研究得到的GbNPR1基因的 cDNA全长为 2594 
bp，其中 5′非翻译区 618 bp，开放阅读框 1764 bp（编

码 587 个氨基酸，分子量约为 65 kD），终止密码子

为 TGA，3′非翻译区 213 bp（图 2）。推导的氨基酸

序列与已知 NPR1 的同源性较低，与拟南芥

（AAM65726）、烟草（AF480488）和番茄 NPR1
（AAT57637）的同源性分别为 39%、45%和 44%；

与水稻（BAC10768）、玉米（AAT24362）NPR1 的

同源性分别为 57%和 47%。但在功能结构域部分的同 
 
AAGCTTTGATCTTTTTGACAAGTTCATTTTTTTTCTGCATCTTTTATAGAGCTAATTAGGTGAATATTTATGGGTTTTCTTTCTTTTAGGATCTGATTCCTGGTCTTCTTTTAAAAACTT  

TTCCTTTCTTCTAGTTCTTTTTTTCTTTTTTGATTTCTTTTTTTTTCCCCACTTATTATGTCAATTGAAAGGTTTGGAAATTCAAGCAAGTTTGTATTTTTATGCTTTCATTATAATTGT 

TTTCCGCCATGTGTTTTAGTAAAATTAACTCTCTAAAAAAAATTCAATTTGGAATTTTCTGTTTCACCTCTTTGTTCCATAAAATTATTATGATGATATCAGTCCAGAGATTCAGTTTTG 

AGTATTGTTTGTCTGAATACTCATTTTCTGAAAAGGAAAAAAAAACCAAAACTATATAGGAATAATTGCTAGTTTTGATACTTTTGTTTAACAATACTATTTCGGATTTGTACGCAGTTT 

TCTTTTACATTTAGCTTCGAGATTTAGTTTTCCTTTATGTTTTTTTTCTGTTGGCTCAATAGCAATAAGAGGTTGGATTTTTGGGACCACGGTTTGGATCTTTCTTGTTCATGAAGTAAG 

CTTTTGTTCAAGATTTTAATGGCTTATTTGTCTGAGCCATCATCTTCTTTGAGTTTCAGTTCATCTTCTCATCTATCAAATGGCTCAATCACTCACAATATACCCCCTTTTTCTGTTCCT 

M  A  Y  L  S  E  P  S  S  S  L  S  F  S  S  S  S  H  L  S  N  G  S  I  T  H  N  I  P  P  F  S  V  P   

GAAACTGGGGCTAACCTTGAAGCTTTAAGTTTGACCAAGCTCAGCTCTAGTTTGGAGCAACTAATTGTTGGCAATTGTCCTGTTTTTAGTGATGCTGGTATAGTTGTTGAAGGTGTTGCT 

E  T  G  A  N  L  E  A  L  S  L  T  K  L  S  S  S  L  E  Q  L  I  V  G  N  C  P  V  F  S  D  A  G  I  V  V  E  G  V  A   

GTCGGTGTTCATAGATGTATTTTAGCTGTTAGGAGTAAGTTTTTCAATGAGGTTTTTAAGGAAGGATCTGGGTCTTCTGAGAAAGATGGAAAGCCAAGTTATAACATGTCTGAGTTGTTG 

V  G  V  H  R  C  I  L  A  V  R  S  K  F  F  N  E  V  F  K  E  G  S  G  S  S  E  K  D  G  K  P  S  Y  N  M  S  E  L  L   

CCTTATGGCAAGATTGGACTTGAAGCTTTTCAGGTGTTCTTAAGTTATTTGTATACTGGAAAGCTCAAGCCTTCTCCTATGGAGGTTTCAACTTGTGTCGATAATGTTTGTGCTCATGAT 

P  Y  G  K  I  G  L  E  A  F  Q  V  F  L  S  Y  L  Y  T  G  K  L  K  P  S  P  M  E  V  S  T  C  V  D  N  V  C  A  H  D   

GCTTGTCGACCCGCCATAAGTTTCGCTGTGGAGTTGATGTATGCATCATCCATATTTCAAATACTGGAGCTTGTTCCACTTTTTCAGCGGCGGCTTCTTAACTTTGTTGAGAAGGCTCTC 

A  C  R  P  A  I  S  F  A  V  E  L  M  Y  A  S  S  I  F  Q  I  L  E  L  V  P  L  F  Q  R  R  L  L  N  F  V  E  K  A  L   

CTAGAGGATATCATCCCAATCCTCGTGGTTGCTTTCCACTGTCAATGCAGTCAACTAGTTTCTCAATGTGTTGATAGAGTAGCAAGGTCGGATCTTGATAGCATCTGTATCGAGAAGGAG 

L  E  D  I  I  P  I  L  V  V  A  F  H  C  Q  C  S  Q  L  V  S  Q  C  V  D  R  V  A  R  S  D  L  D  S  I  C  I  E  K  E   

CTTCCTTATGAAGTTATGGAGAGTATTCGGTTGCTTCGCCGCAAGTCTCCCTCTGATGGTGAAGGCAATGAGGCAGTGGTTGATCCTTCGCGAGAGAAAAGAATTCGGAGAATACATAAA 

L  P  Y  E  V  M  E  S  I  R  L  L  R  R  K  S  P  S  D  G  E  G  N  E  A  V  V  D  P  S  R  E  K  R  I  R  R  I  H  K   

GCATTGGATTCTGATGATGTCGAACTTGTTAAATTACTTTTAACCGAGTCTGACATAACTTTGGATGATGCTACTGCACTCCATTATGCTGCAGCATATTGTGACCCCAAAGTTGTCTCT 

 A  L  D  S  D  D  V  E  L  V  K  L  L  L  T  E  S  D  I  T   L  D  D  A  T  A  L  H  Y  A  A  A  Y  C  D  P  K  V  V  S   

GAGGTTCTTGGCCTGCGCCTGGCTGATGTCAATCTGCGGAATTCTCGTGGTTACACAGTTCTTCACATAGCTGCAATGCGAAAAGAACCATCAGTGATAATGGCACTTCTAGCAAAAGGG 

 E  V  L  G  L  R  L  A  D  V  N  L  R  N  S  R  G  Y  T  V  L  H  I  A  A  M  R  K  E  P  S  V  I  M  A  L  L  A  K  G   

GCATCTGCTTCAACACTGACATTGGATGGACAAAGTGCTGTTAACATCTGCCGGAGGTTGACAAGACCAAAGGATTATCATGCCAAGACGGAGCAAGGGAAGGAAACGAATAAAGACCGG 

 A  S  A  S  T  L  T  L  D  G  Q  S  A  V  N  I  C  R  R  L  T  R  P  K  D  Y  H  A  K  T  E  Q  G  K  E  T  N  K  D  R   

ATATGCATTGATATTTTAGAGAGGGAAATGAGGAGAAATCCAATGGCTGGAGATGTTTCTGTTGCTTCCCATGCATTGTCTGATGATCTGCATACGAGACTTCTGTACCTAGAGAATCGA 

 I  C  I  D  I  L  E  R  E  M  R  R  N  P  M  A  G  D  V  S  V  A  S  H  A  L  S  D  D  L  H  T  R  L  L  Y  L  E  N  R   

GTGGCATTGGCAAGGTTACTTTTCCCTAGTGAAGCAAAACTTGCCATTGACATAGCACATGCCGAAACAACCTCCGAGTTAGCTACTGTCTTTCCATCAAAAGGTTCAAATAGAAACTTA 

 V  A  L  A  R  L  L  F  P  S  E  A  K  L  A  I  D  I  A  H  A  E  T  T  S  E  L  A  T  V  F  P  S  K  G  S  N  R  N  L   

AGGCAGGTTGATTTGAATGAGACACCCATTATGCAGAAGCAAAGACTTCTTGCTAGGATGCAAGCCCTTATGAAAACAGTGGAGATGGGTCGGTGCTATTTCCCTCATTGCTCAGAAGTG 

 R  Q  V  D  L  N  E  T  P  I  M  Q  K  Q  R  L  L  A  R  M  Q  A  L  M  K  T  V  E  M  G  R  C  Y  F  P  H  C  S  E  V   

CTCGATAAGTTCATGGAGGATGACCTTCCTGATTTGTCTTACCTTGAGACAGGGACCCCGGAAGAGCAAAAGATAGAGAGATCACGCTTCAGGGAGCTTAAGGAGGACGTTCAAAGGGCA 

 L  D  K  F  M  E  D  D  L  P  D  L  S  Y  L  E  T  G  T  P  E  E  Q  K  I  E  R  S  R  F  R  E  L  K  E  D  V  Q  R  A   

TTTAAGAAGGACAAGGCCGAGTTTAACCGCAACGGTTTGTCTTCATCATCATCGTCATCTTCTTTGAGAGATGGTGGCCCCTACAAGTATAGGAAATTGTGATTATATCGGTAAGGATTT 

 F  K  K  D  K  A  E  F  N  R  N  G  L  S  S  S  S  S  S  S  S  L  R  D  G  G  P  Y  K  Y  R  K  L  *     

CTTGTGAGTAAAACTTATAACTCTTCTCTGCTTCTGTCTACTACTGTTGCCAGGGATAACTTGTTTGATAACCTATCCTCTGGTGATAAAGGTAACCAAACTTATACATACACCATTAAA 

GATCTATAGGAAGTTTATGTTCTTTAGTGCCTTAGAGAACTATGATAATAGAAATTTCCAAAAAAAAAAAAAAA 
 

黑框部分为 W 框；阴影部分为锚蛋白重复序列；下划线部分为 BTB 结构域；起始和终止密码子以黑体表示 
Two black boxes indicate the “W- box”; Shaded frame indicates ankyrin repeat sequence; The BTB domain is underlined; ATG and TGA are bolded 

 

图 2  海岛棉 GbNPR1 cDNA 的核苷酸序列及推导的氨基酸序列 

Fig. 2  Nucleotide sequence of GbNPR1 full-length cDNA and deduced amino acid sequence 
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图 3  海岛棉、烟草(AF480488)、拟南芥(AAM65726)、玉米(AAT24362)、水稻(BAC10768)、番茄（AAT57637）NPR1 氨基

酸序列的同源性比较  
Fig. 3  Comparison of amino acid sequence of GbNPR1 with tobacco (AF480488), A. thaliana (AAM65726), tomato (AAT57637), 

maize (AAT24362) and rice (BAC10768) NPR1 proteins 

 

 

 

图 4  GbNPR1 与已知 NPR1 在功能域的同源性比较 

Fig. 4  Homologous comparison of GbNPR1 and known NPR1 proteins at functional domain 
 

源性较高，达 79.2%（图 3，4）。通过在 NCBI 中进

行 rpsBLAST（reverse position specific BLAST）发现，

在 GbNPR1 蛋白中含有 BTB/POZ（第 78～143 位氨基

酸，图 2中以下划线表示）和锚蛋白重复序列（第 272～
373 位氨基酸，图 2 中阴影部分），核苷酸序列分析

发现在起始密码子上游存在两个 W 框（图 2 中黑框部

分）。由此可以断定，得到的基因是 NPR1 在海岛棉

中的一个同源基因，命名为 GbNPR1。 
2.3  烟草的遗传转化及再生植株的分子检测 

用导入植物表达载体 pFNPR1 的根癌农杆菌

LBA4404，通过叶盘法转化烟草品种 NC89，获得再

生烟草 31 株。对转基因植株 1＃～14＃进行 PCR 检测，

发现均有特异条带出现（图 5）；随机挑选 5 株 PCR
阳性的转基因烟草单株，提取基因组 DNA 10 µg，转

基因烟草 DNA 用 XhoI 彻底酶切。Southern blot 显示，

检测的转基因植株都有特异的杂交带出现（图 6），

说明 NPR1 基因已整合到烟草基因组中。
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M: DNA marker；1～14: 转基因植株 1＃
～14＃

；CK+：pFNPR1 质粒 DNA 为模板；CK-：受体 NC89 基因组 DNA 为模板 
M: Molecular marker; 1-14：Transgenic plants 1＃-14＃; CK+：pFNPR1 plasmid DNA as a template; CK-：Genomic DNA extracted from leaf of non-transgenic 
control NC89 

图 5  转基因烟草的 PCR 检测 

Fig. 5  PCR amplification of GbNPR1 gene in transgenic tobacco plants 
 

表  转基因烟草的统计分析 

Table  Statistic analysis of transgenic tobacco  

 卡那抗性植株 
Kanamycin-resistant plants 

卡那非抗性植株 
Non-kanamycin-resistant plants 

期望分离比 
Expected segregation ratio 

χ2 
0.05 

5＃ 41 12 3:1 0.44 
8＃ 21 13 3:1 3.17 

χ2 
0.05＝3.84 

 

 

 

 

 
1: Ck+: pFNPR1 plasmid DNA; 2 ~ 6: 转基因烟草植株 2＃

，5＃
，6＃

，8＃
，

10＃
，1＃; 7: Non-transgenic control NC89 

1: Ck+: pFNPR1 plasmid DNA; 2 -6: Transgenic plants No. 2，5，6，8，
10，1; 7: Non-transgenic control NC89 

 

图 6 转基因烟草的 Southern blot 杂交 

Fig. 6 Southren blot analysis of transgenic tobacco 

 

2.4  转基因烟草的抗病性分析 

用离体叶片法鉴定转基因烟草对烟草赤星病菌的

抗性。对照组所有叶片在接种 2～3 d 后，接种部位开

始坏死，5 d 时，接种部位形成黑褐色病斑，并赘生白

色菌丝，病斑周围变褐（图 7），表明烟草赤星病孢

子萌发后，已成功侵染到叶片组织中。供试的转基因

烟草中，5 株转基因烟草（4＃，5＃，6＃，8＃，10＃）的

叶片在接种后 3 d，接种部位无明显变化，接种后 5 d，
接种部位轻微坏死，表现出明显的过敏性坏死反应，

病斑未见进一步扩大（图 7），其余 10 株转基因烟草 

叶片的表现与对照组差别不明显。 
 

 
 

a. 转基因烟草植株 6＃
的叶片；b. 非转基因 NC89 叶片 

a. Leaf of transgenic tobacco plant No. 6; b. Leaf of non-transgenic control 
NC89 

 

图7  转基因烟草抗烟草赤星病菌离体叶片鉴定（接种后 9 d） 

Fig. 7  In vitro disease challenge test of leaves of transgenic 

tobacco plants with Alternalia alternata (9 d after 

inoculation) 

 

M    1      2      3    4      5     6      7     8     9     10    11   12    13    14    CK+    CK- 

 1          2    3      4     5      6     7   
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2.5  转基因烟草的 T1代遗传分析 

利用植物表达载体上的Kan抗性筛选标记对转基

因烟草的 T1 代进行遗传分析。在含有 100 mg·L-1 的

Kan 培养基上生长正常的为抗性植株，植株黄化为非

抗性植株（图 8），统计分析结果如表所示。卡平方

测验表明，5＃和 8＃株系中 Kan 抗性与非抗性植株的分

离比符合 3﹕1，由此推断，5＃和 8＃株系中基因均以单

拷贝插入。 
 
 

 

 

 
 
 

1. 抗性植株，生长正常；2. 非抗性植株，黄化 
1. Kan-resistant plant, normal growth; 2. Kan-sensitive plant, etiolation 

 

图 8  T1代转基因烟草在 MS0＋Kan 上的生长情况 

Fig. 8  T1 transgenic plants growth on MS0 + Kan medium 

 

3  讨论 

NPR1 最初是通过筛选拟南芥突变体（SAR 途径

改变）得到的[7]。目前已从烟草、番茄、水稻、玉米

中克隆了 NPR1 的同源基因。经分析发现这些基因的

序列同源性较低，我们通过保守氨基酸序列设计核苷

酸简并引物，从海岛棉基因组 DNA 中克隆到了

GbNPR1 的基因片段，然后利用 RACE 技术得到了全

长 cDNA 序列。经比较发现，它与已知 NPR1 基因之

间的同源性较低（39%～57%），但在功能区的同源

性在 70%以上。 
已知拟南芥 NPR1 是哺乳动物转录调控蛋白 I-kB

的同源物，推测具有类似的作用机理[2]。I-kB 是真核

生物核因子 NF-kB（nuclear factor-kappa B）的抑制剂。

I-kB 分子含有 3～7 个锚蛋白重复序列，每个重复序列

约 33 个氨基酸残基。NF-kB 是一类具有多功能转录调

节作用的核蛋白因子，存在于多种组织和细胞中，具

有广泛的生物学活性，激活后参与许多基因的转录调

控[8]。在未受侵染的细胞（resting cell）中，NF-kB 位

于细胞质内，与 I-kB 单体耦联而无活性（sequestered），
当细胞受到病原物侵染时，I-kB 激酶被激活，使 I-kB

磷酸化，随后 NF-kB/I-kB 耦联体解聚，NF-kB 释放并

激活防卫基因[9]。研究发现，NPR1 通常位于细胞质内，

通过分子内二硫键形成寡聚体[10]，当用 SA 处理或病

原菌侵染后，改变细胞内的还原电位 (reduction 
potential)，促使 NPR1 单体化(mono-merization)，然后

这些单体转运至细胞核中，激活 PR 基因的表达[11]。 
拟南芥 NPR1 蛋白含 BTB/POZ（Broad-Complex，

Tramtrack and Bric a brac）/（poxvirus and zinc finger）
和锚蛋白重复序列（ANK）[12]。BTB/POZ 结构域一

般由 120 个保守的氨基酸残基组成，主要位于锌指

DNA 结合蛋白的N-末端，如大约有 5%～10%的 C2H2
型锌指转录因子中含 BTB 结构域（ http://www. 
sdbonline.org/fly/newgene/broadcx2.htm）。ANK 存在

于许多蛋白质家族中，蛋白中 ANK 重复序列的数目

可介于 2 到 20 个之间。以往研究表明，BTB 和锚蛋

白重复序列参与蛋白与蛋白之间的互作 [13]，推测

NPR1 可能通过与其它蛋白的相互作用参与调节 SA
介导的植物防卫反应。现已证明拟南芥中的一种属于

TGA 家族的蛋白质可与 NPR1 基因的表达产物相互作

用[14]，通过两者的结合来调节 PR 基因的表达。TGA
蛋白属于 bZIP (basic domain/Leu Zipper)转录因子，作

为正负调节子介导植物的防卫反应[3]。在拟南芥中，

在无 SA 时，TGA1 以氧化态存在，两个保守的半胱

氨酸（Cys）残基形成二硫键。SA 的积累使 Cys 残基

被还原，还原态的 TGA1 能与 NPR1 相互作用。两者

之间的相互作用增强还原态的 TGA1 特异性地与许多

PR 基因启动子区的 SA 调控序列结合，调控 PR 基因

的表达[15]。NPR1 除与 TGA 结合外，还可以与转录因

子 WRKY 结合。WRKY 蛋白是一类存在于高等植物

中的 DNA 结合蛋白，能识别防卫相关基因启动子区

的、以 TGAC 为核心序列的 W 框[16]，如烟草 I 型几

丁质酶基因 CHN50 启动子区的激发子反应元件为一

个 W 框，此 W 框能被病原菌诱导的 WRKY 蛋白特异

地识别[17]。拟南芥 NPR1 启动子中存在 3 个 W-框，

SA 诱导表达的 WRKY 蛋白能与这些 W 框特异性结

合，在转录水平对 NPR1 的表达进行调控[18]。笔者用

NCBI 中的 rpsBLAST 寻找所得基因中保守的功能结

构域，发现 GbNPR1 的氨基酸序列中含有 BTB/POZ
和锚蛋白重复序列，其核苷酸序列的起始密码子上游

也有 2 个 W 框（图 2）。基于以上分析，可以断定笔

者得到的基因是 NPR1 在海岛棉中的同源基因，故将

其命名为 GbNPR1。 
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以往的抗病基因工程策略是过量表达一个或几个

对病原菌有直接毒性作用的蛋白，赋予植物新的抗病

性状。随着对系统获得性抗性的研究，提出了广谱抗

病 基 因 工 程 策 略 ， 其 理 论 基 础 是 基 于 HR 
（hyposensitive response）和 SAR，这一策略可以诱导

植物产生多种复杂的防卫反应，理论上应比导入单个

R 基因更为有效，且能使植物对真菌、细菌、病毒等

多种病原物表现抗性[19]。 
NPR1 、 NDR1(non disease resistance) 、 EDS1 

(enhanced disease susceptibility)、RAR1 (required for 
Mla-specified resistance)、SGT1 (suppressor of G2 allele 
of SKP1) 及 Rac1(ras-related C3 botulinum toxin 
substrate 1)是目前已经鉴定的几个参与植物防卫反应

的信号蛋白。这些蛋白本身对病原物没有毒性或抑制

作用，但作为信号元件参与不同植物防卫反应途径的

调控。在水稻中过量表达 NPR1 对水稻白叶枯病菌的

抗性明显提高[20]。组成型表达 OsRac1 的转基因水稻

对水稻稻瘟病表现出很高的抗性[21]。组成型表达海岛

棉 GbSgt1、GbRar1 和 GbRac1 的转基因烟草对赤星病

的抗性明显提高[22, 23]。本研究将 CaMV 35S 启动子驱

动的 GbNPR1 基因通过农杆菌介导法转入烟草，使其

在转基因烟草中组成型表达，离体叶片抗病性鉴定表

明，转基因烟草对赤星病的抗性明显提高，为 GbNPR1
在抗病基因工程中的应用提供了实验证据。 

在笔者的试验中，供抗病性鉴定的转基因烟草，

经 PCR 和 Southern 杂交检测，证明外源基因已整合到

烟草的基因组中，但其中只有部分植株表现出抗性增

强，这可能与不同转基因植株中 GbNPR1 的整合位点、

整合拷贝数、表达水平等多种因素有关。值得指出的

是，NPR1 作为 SAR 抗性途径中的主要信号元件，过

量表达应对多种病原物产生抗性。在本研究中，目前

只对转基因植株接种了真菌病原菌，有必要进一步研

究转基因植株对细菌、真菌或病毒等多种病原物的抗

性水平，以及在病原物侵染后转基因烟草中 PR-1、
PR-5 等病程相关蛋白的表达情况。此外，还需对该基

因在海岛棉中的拷贝数、以及棉花经黄萎病菌诱导前

后 GbNPR1 的表达情况等进行深入研究。 

4  结论 

本研究首次利用同源序列法和RACE技术克隆了

海岛棉中的GbNPR1 基因。经农杆菌介导法转化烟草，

转基因烟草对赤星病菌的抗性明显提高，为 NPR1 在

抗病基因工程中的应用提供了新的试验证据。 
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