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疫霉蛋白激发子 PB90对病原茵 

生长与致病力的影响 

张正光，王源超，郑小波 
(南京农业大学植保学院农业部病虫监测与治理重点开放实验室，南京210095) 

摘要：激发子PB90是由棉疫病菌分泌的可诱发非寄主植物系统获得抗病性的一类新型蛋白激发子。本文就该激发子在 

棉疫病菌生长发育及致病过程中的作用进行了研究。采用胶体金标记发现该激发子主要分布在棉疫病菌的细胞壁上，该 

激发子可以分泌到细胞外；在离体条件下，PB90的多克隆抗体并不抑制棉疫病菌游动孢子的萌发和孢子萌发后形成菌落 

的能力，而且抗体包埋的游动孢子仍能激发非寄主植物烟草的过敏性坏死反应；但是，抗体的包埋处理可以使棉疫病菌的 

游动孢子丧失对棉花的致病力。结果表明，特异性存在于细胞壁上的疫霉蛋白激发子PB90是棉疫病菌的一种重要的毒性 

因子，在病菌对棉花的致病过程中具有重要作用；此外本研究结果还提示 PB90并不是惟一能诱导非寄主烟草过敏性反应 

的棉疫病菌激发子，除了PB90之外，棉疫病菌还能产生其它的激发子诱导烟草的过敏性坏死反应。 
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Effect of the protein elicitor PB90 frOm Phytophthora boehmeriae on growth and vi— 

rulence of the pathogen itself ZHANG Zheng—guang，WANG Yuan．chao，ZHENG Xiao—bo (The 

Key Lab of Monitoring and Man agement of Plant Diseases and Insects of Chinese Ministry of Agriculture，College of Plan t Pro— 

tection，Nanjing Agric．Univ．，Nanjing 210095，China) 

Abstract：The role of the protein elicitor PB90 in compatible interaction between P．boehmeriae and cotton 

was studied．Th e elicitor was previously shown to be an efficient elicitor of the hypersensitive reaction and an 

AVR factor conditioning nonhost resistance in Nicotiana tobacum．Th e treatment of P．boehmeriae zoospore 

with antiserum raised against the elicitor PB90 resulted in the loss of virulence activity on host cotton，indica— 

ting that the elicitor could contribute to virulence of P．boehmeriae on cotton(Fig．4)．However，the hyper- 

sensitive reaction was also observed in nonhost tobacco leaf infiltrated with zoospore treated by different doses 

of antiserum (Fig．2)．The antiserum did not inhibit zoospore germination and creation of effective single ZOO— 

spore isolates in vitro(Table 1＆Fig．3)．Th e antiserum allowed localization of PB90 by immunogold—labeling 

on the cell wail of the mycelium and encysting zoospores when the fungus was grown in vitro(Fig．2)． 

Th e results provide strong evidence that PB90 has dual functions with promoting virulence on host cotton and 

functioning as avirulence factor by eliciting hypersensitive reaction and resistance in nonhost tobacco． 

Key words：protein elicitor PB90；Phytophthora boehmeriae；cotton；compatible interaction 
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激发子是病原菌产生的一类重要信号分子，在 植物与病原菌的非亲和互作中，激发子通过与植物 
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细胞膜或其它细胞组分中的受体分子结合，诱导植 

物在病原侵染点或及其附近组织发生过敏性细胞 

坏死反应，并通过 SA和 H O 等信号分子的传导 

使整株植物产生系统获得抗病性 j。在过去 2O 

年，关于激发子诱导植物系统获得抗病性的分子机 

制已经进行了大量的研究，但是最近几年，不少研 

究者发现许多激发子可能同时具有双重功能，在病 

原菌对其寄主植物的致病过程中可以行使毒性因 

子的作用，参与了病原菌的致病过程，但是这方面 

的研究还非常少 。而这方面的研究对全面认识 

激发子这一类特殊病原分子的生物学意义具有重 

要价值，也可以为了解病原菌的致病机理提供新的 

线索，为植物病害的控制提供理论指导 ’ 。 

疫霉90 kD蛋白激发子 PB90是本研究室最 

近从棉疫病菌( tophthora boehmeriae)中纯化 

的一种新型的疫霉蛋白激发子，可诱发非寄主烟草 

和小白菜的过敏反应，并产生对多种卵菌、真菌、细 

菌和病毒病的系统获得抗性 ’ ，目前已经证明了 

该激发子可以诱导植物防卫反应中苯丙氨酸转氨 

酶活性的提高和 PR基因的表达 ，且 H2O 参与 

了该激发子诱发烟草的HR和 SAR⋯，而 SA与该 

激发子诱发的过敏反应无关，但参与其诱发的系统 

获得抗性(另文发表)。该激发子在棉疫病菌与棉 

花的亲和互作中的作用仍不清楚。本文在对该激 

发子进行细胞化学定位的基础上，进一步对抗体包 

埋处理过的棉疫病菌游动孢子与棉花互作进行研 

究，旨在了解该激发子在亲和互作中的作用，为进 
一 步澄清 PB90对棉疫病菌的生物学意义提供试 

验证据，为最终揭示植物与卵菌亲和与非亲和相互 

作用的分子机制提供线索。 

1 材料与方法 

1．3 激发子 PB90的组织化学定位 

将纯化的 PB90蛋白分3次注射兔子，每次2O 

g，间隔10 d，在第三次注射2个星期后，收集抗 

血清，抗体效价为 l 000倍，用于对 PB90进行免疫 

细胞化学定位。胶体金探针的制备以及免疫电镜 

标记方法参照 Wang等 的方法。 

1．4 供试菌株游动孢子的产生 

参照郑小波 的方法。供试菌株 JX9在 LBA 

平板上生长3 d后，从菌落边缘切取 l0块左右的 

10 nanl×10 mnl×2 nanl大小的菌丝块，移植于 

10％ V8培养液中，25℃黑暗下静置培养 2—3 d， 

倒去培养液，换上灭菌水，以后每隔 12 h换 1次灭 

菌水直至大量孢子囊形成。 

将盛有大量孢子囊的培养皿放人 4~C冰箱中， 

15 min后取出，置25℃下30 min，可见大量游动孢 

子释放，调节游动孢子至 lO 个 ·mL～。 

1．5 游动孢子与植物互作测定 

取2O 游动孢子液与0．2 L激发子 PB90 

的抗血清混合，在室温下静置 10 min，参照张正光 

等 的方法用去针头的注射器分别注射烟叶和棉 

花子叶。以未经抗体处理的游动孢子液和抗血清 

作为对照。每次处理 5株植物，每株植物分别处理 

2个点，每点注射 2O L。试验重复3次。注射后 

3 d观察结果。 

1．6 抗血清对游动孢子萌发的影响 

以0．2、0．5和 1．0 L的激发子 PB90的抗血 

清分别与100 L游动孢子液混匀后，置于灭菌的 

投影胶片上，25℃黑暗保湿培养 18 h后在显微镜 

下计测孢子萌发率。每处理设 4个重复。以灭菌 

水处理诱导孢子作对照。试验重复 1次。 
1·1 供试棉疫病菌激发子 PB90抗血清的准备 

1．7 抗血清对游动孢子成株的影响 
棉疫病菌菌株 JX9分泌的激发子 PB90及其 

抗血清由本实验室提供。 

1．2 供试植物 

烟草(Nicotiana tobacum cv．Xanthi nc)和棉 

花(Gossypium arboeum L．)品种中棉 l2，参照张正 

光等_8 的方法种植，用 Hoagland完全营养液每周 

喷施2次，每天早晚浇水，待烟苗长至 3片完全伸 

展的叶片和棉苗子叶展开时，供试验用。 

以0．2、0．5和 1．0 的激发子 PB90的抗血 

清分别与100 L游动孢子液混匀静置 10 min，之 

后涂布于含青霉素、利福平和五氯硝基苯各 5O g 

·mL 的0．2％ V8水琼脂培养基平板上，置25℃ 

黑暗培养 18 h，在显微镜下切取带有单个已萌发游 

动孢子的琼脂块置于选择性培养基(含青霉素、利 

福平和五氯硝基苯各 50 g·mL 的LBA)平板 

上建立单游动孢子群体，每一处理分别切取 100个 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


l70 植物病理学报 35卷 

带有单个已萌发游动孢子的琼脂块。在 25℃黑暗 

下培养2～3 d后，观察游动孢子的成株率。试验 

重复 1次。 

2 结果与分析 

2．1 棉疫病菌蛋白激发子 PB90的免疫细胞化学 

定位 

将在 V8汁液体培养基和在LB固体培养基上 

培养的棉疫病菌菌株 Jx9进行 PBg0的胶体金标 

记，如图 l所示。在液体培养菌丝体上，蛋白激发 

子PBg0特异性地定位于病菌菌丝体的细胞壁上， 

而在细胞内其它组分中没有激发子的特异性分布； 

在固体培养基上，除了在菌丝细胞壁上可见大量特 

异性分布的蛋白激发子外，在菌丝体周围的培养基 

内也存在部分激发子，这些激发子蛋白可能是菌丝 

的外泌蛋白。结果表明，PBg0分布在棉疫病菌的 

细胞壁上。由于细胞壁最先参与病原菌与植物相 

互作用，而纯化的PBg0可以单独诱导非寄主烟草 

的系统获得抗病性，因此在与烟草互作中，PBg0可 

能被植物作为一种信号分子进行分子识别；但是由 

于该蛋白存在于胞壁上，而且在病原菌的正常生长 

中可以分泌到胞外，因此其在棉疫病菌生长发育和 

致病中的作用就值得深入研究。 

■啊 
Fig．1 lmmunocytolocalization of PB90 in the 

mycelium of Phytophthora boehmeriae 

grown in vitro 

A jn liqmd culture，note gold particles associated with the 

fungal cell wall(CW)；B in solid medium，gold particles 

were observed not only in cell wal1．but alSO secreted intO山e 

solid medium near the hyphae(3O 00o×)．cw ：cell wal1． 

2．2 PBg0蛋白抗体对棉疫病菌游动孢子诱导烟 

草过敏性反应能力的影响 

由于纯化的PB90蛋白激发子可以诱导非寄 

主烟草的过敏性反应和系统获得抗性，为了澄清 

PB90是否是棉疫病菌与烟草的非亲和互作中惟一 

的病原菌激发子，将 PB90蛋白激发子的特异性抗 

血清处理病菌的游动孢子液，然后注射供试的烟草 

叶片。结果表明，经抗血清处理过的游动孢子和未 

处理的游动孢子与激发子 PB90具有相同作用，在 

处理后 24 h就能诱导非寄主烟草产生明显的过敏 

反应(图2)，而抗血清不能诱导过敏反应(图中未 

显示)。表明该激发子蛋白的抗血清对棉疫病菌 

游动孢子诱导非寄主的过敏反应没有影响，推测在 

棉疫病菌与烟草的非亲和互作中，PB90并非惟一 

的病原菌激发子。提示可能有多种激发子参与诱 

导非寄主烟草的过敏性反应。 

Fig．2 Effect of antiserum against protein 

elicitor PB90 on HR--inducing in to-- 

bacco of P．boehm eriae 

A ：Zoospores treated by antiserum against protein elicitor 

PB90；B：CK 

2．3 PB90蛋白抗体对棉疫病菌游动孢子萌发和 

游动孢子成株的影响 

由于 PBgO定位于病原菌的细胞壁上，因此 

PBgO的抗体可以特异性封闭该蛋白。为了分析 

PBgO在棉疫病菌正常生长发育中的作用，首先在 

每 ]00 L游动孢子液分别经 1．0、0．5和0．2 L 

的抗血清处理后，测定休眠孢子的萌发率。结果表 

明，经不同浓度的特异性抗体包埋处理后，游动孢 

子萌发率并不下降，与对照相比反而略有升高(表 

1)。此外经抗血清处理过的游动孢子萌发后，其 

芽管生长出的菌丝是对照 2倍以上(图3)。表明 

该蛋白激发子的抗血清对棉疫病菌游动孢子的萌 

发没有抑制作用，抗血清中存在的多种营养成分可 

能对病原菌游动孢子的萌发和芽管的伸长具有促 

进作用。 

疫霉菌的游动孢子萌发后，只有不断从周围环 

境中吸收营养，产生的芽管才能不断分枝，最终形 
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一■ 
Fig．3 Effect of antiserum against protein 

el icitor PB90 on zoospore germ i na— 

tion of P，boehmeriae 

A： Zoospores treated by antiserum against protein elicitor 

PB90；B：CK 

成菌落。为了了解作为一种细胞壁蛋白，PB90是 

否在病菌的营养吸收或生长发育过程中具有作用， 

本研究进一步用 PB90蛋白的特异性抗体包埋处 

理病菌的游动孢子，测定萌发后游动孢子的成株能 

力。结果表明病菌的游动孢子经抗血清处理 l0 

min后，超过 80％的单游动孢子均能形成菌落，抗 

血清处理与对照之间没有显著差别(表1)。表明该 

蛋白激发子的抗血清对游动孢子的成株没有抑制 

作用。 

Table 1 Effects of antiserum against protein 

el icitor PB90 on zoospore germ i na— 

tion creation of effective single zoo— 

spore isolates of P．boehmeriae 

’The germination rate followed by the same letter is not sig- 

nificantly different at 0．0l level according to Duncan’s new 

multipie range test． 

2．4 抗血清对棉疫病菌致病性的影响 

用经激发子 PB90的抗血清处理过的游动孢 

子注射供试棉花子叶，2 d后观察的结果发现，经 

抗血清处理过的游动孢子注射的30片棉花子叶中 

只有 5片子叶发病(图4)。表明该激发子蛋白的 

抗血清对棉疫病菌游动孢子诱导非寄主的过敏反 

应尽管没有影响，但是此抗血清对棉疫病菌游动孢 

子的致病力有影响。提示抗血清可能与游动孢子 

表面的蛋白激发子PB90结合，从而导致该菌致病 

力的下降。部分子叶发病可能是因为棉疫病菌还 

存在其它的毒性因子参与该菌与棉花的亲和互作。 

Fig．4 Effect of antiserum against protein 

eIicitor PB90 on viruIence in cotton 

of尸_boehmeriae 

A ：Zoospores treated by an tiserum against protein elicitor 

PB90；B：CK 

3 结论与讨论 

本文首次证明了棉疫病菌蛋白激发子 PB90 

可能是病原菌分泌的一种重要的病原分子，尽管该 

分子在病原菌离体培养条件下生长时并不起决定 

作用，但是在棉疫病菌侵染棉花过程中，该蛋白是 
一 种重要的毒性因子；此外尽管该纯化的激发子可 

以独立诱导非寄主烟草的过敏性反应，但是在棉疫 

病菌与烟草的非亲和互作中可能还存在其它可以 

诱导烟草过敏性反应的激发子。 

迄今已从植物病原病毒、细菌、真菌和卵菌均 

克隆到无毒基因，对部分无毒基因的编码产物在病 

原菌与植物互作中的作用进行研究，发现无毒基因 

在互作中具有双重功能，即在非亲和互作中作为无 

毒因子激发非亲和寄主的过敏反应和系统抗病性， 

在亲和互作中充当毒性因子调控病原菌对植物的 

致病性 。avrPto编码的无毒蛋白AvrPto作为无 

毒因子激发携带抗病基因 Pto的番茄对 Pseudo— 

monas syringae pv．tomato的抗病性 ；Chang 

等 发现携带avrPto的菌株比不携带该基因的菌 

株对不含 Pto番茄的致病力更强，认为 AvrPto在 

此亲和互作中可能行使毒性因子的功能。植物病 

原细菌的其它一些无毒基因如P．S．pv．tomato的 

avrE和 avrRpt2、Xanthomonas campestris pv．vesi— 

catoria的 avrBs2、 oryzae pv．oryzae的 Xa7等 

同样地在相应病原菌菌株的致病性和无毒性中具 

有双重作用 。在已克隆的植物病原真菌和卵菌 
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的无毒基因中，番茄叶霉病菌(Cladosporium fu- 

lvum)的无毒蛋白ECP2是一个重要的毒性因子，该 

基因突变的菌株菌丝的生长、分生孢子的产生均不 

如野生型菌株 ；该无毒蛋白可诱发非寄主植物 

烟草和含有 Cf-ECP2抗病基 因番茄 的过敏反 

应 。疫霉菌能产生多种激发子，不同激发子在 

病原菌和植物互作中的作用有差异。马铃薯晚 

疫病菌( tophthora infestans)分泌的 10 kD的 

elicitin充当无毒因子调控烟草对 P．infestans的非 

寄主抗性 ，而在亲和互作中该激发子作为载体 

从植物中运输甾醇维持疫霉菌生长发育 J。大 

豆疫霉(Phytophthora sojae)的胞壁糖蛋白激发子 

Pep-13不仅能诱发非寄主欧芹的HR，而且具有谷 

氨酰胺转氨酶活性 。Phytophthora nicotianae的 

胞壁糖蛋白激发子 CEBL可诱发植物的HR；该蛋 

白基因被反义抑制后虽然菌丝的附着能力下降，但 

这些菌株保持与野生型相同的特性既可诱发非亲 

和烟草的过敏反应又可侵染亲和的烟草 。迄今 

为止尚未发现疫霉菌激发子可以在亲和互作中充 

当毒性因子。蛋白激发子 PB90是棉疫病菌分泌 

的一种新型的疫霉蛋白激发子，作为无毒因子激发 

非寄主烟草的过敏反应和系统获得抗性 。本研 

究采用免疫胶体金标记法观察到该激发子除了分 

泌到胞外之外，还有相当部分与疫霉菌胞壁糖蛋白 

激发子 Pep-13和 CEBL一样滞留在细胞壁上(图 

1)。该激发子的抗血清对棉疫病菌游动孢子的萌 

发及萌发后的成株没有抑制作用(表 l和图3)，但 

是经抗血清处理后的游动孢子在棉花子叶上的致 

病力丧失(图4)。其原因可能是，休止的游动孢子 

细胞壁上的激发子蛋白与其抗血清结合使激发子 

蛋白与棉花中的受体不能正常识别，从而导致棉疫 

病菌致病力的丧失。提示蛋白激发子 PB90在该 

病原菌和棉花的亲和互作中可能是一个重要的毒 

性因子。试验中观察到经抗血清处理过的游动孢 

子仍能诱发非寄主烟草的过敏反应，且偶尔观察到 

处理过的游动孢子能引起棉花子叶发病，其原因可 

能是除了蛋白激发子 PB90作为无毒因子外，还有 

其它的无毒因子调控棉疫病菌对棉花的致病性和 

对非寄主烟草的无毒性。 
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