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摘  要：本文采用实时荧光定量 PCR 技术对荧光假单胞菌 PEF-5#18 诱导番茄系统性抗性(ISR)的作用机理进行

了研究，包括了诱导进程中番茄根系病程蛋白基因 PRs 族、GR 等重要防卫基因以及乙烯、水杨酸、茉莉酸等诱导信

号调控路径的关键基因的表达情况。结果表明，尖孢镰刀菌 Forl和荧光假单胞菌 PEF-5#18对番茄植株分别具有 SAR

和 ISR 诱导抗性能力，而在“Forl-番茄-PEF-5#18”互作模式下，番茄植株受诱导所产生的抗性则受到 SAR 和 ISR 共

同作用的影响；与对照相比，Forl或荧光假单胞菌 PEF-5#18均能诱导番茄病情蛋白基因 PRs (PR1、PR4、PR5、PR6) 

与 GR、POX、PAL等相关防卫基因的表达进行上调，而相关受诱导基因的表达程度与动态变化则与所诱导的 SAR和

ISR 抗性反应类型以及诱导时间有关；此外，对于调控路径的分析结果显示出尖孢镰刀菌 Forl 对番茄 SAR 诱导抗性

主要依赖于水杨酸路径进行调控，而荧光假单胞菌 PEF-5#18 对番茄 ISR 诱导抗性则主要依赖于茉莉酸和乙烯路径来

调控。 
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尖孢镰刀菌 (Fusarium oxysporum f.sp.radicis- 

lycopersici, Forl)是一种危害极大的土传病原真菌，其

侵染所致的番茄枯萎病在世界范围内对番茄生长、作

物品质以及土壤生态质量构成严重威胁[1]。近年来，

随着人们生态环境保护意识的增强，以根际促生菌为

代表的微生物防控手段逐渐兴起，同时其作用机理的

研究亦不断深入[2-3]。植物系统性获得抗性(SAR)与诱

导植物系统性抗性(ISR)是微生物介导植物抗性的重

要防卫机制，前者受病原菌诱导获得抗性，后者受非

致病微生物诱导产生抗性，两者均对寄主作物防御尖

孢镰刀菌等致病微生物的侵害具有重要意义[4]。除诱

导源不同外，寄主植物由根际促生菌诱导所产生的系

统性抗性(ISR)在分子信号调控路径上也有别于植物

系统获得抗性(SAR)，大量研究结果表明 ISR抗性主

要依赖于茉莉酸(JA)/乙烯(ET)信号调控路径，而 SAR

抗性则主要依赖于水杨酸(SA)途径[5]。荧光假单胞菌

是一类具有生物防控潜力的有益微生物[6]。有研究发

现，荧光假单胞菌与寄主作物互作时，可诱导寄主作

物相关防卫基因表达上调并提高有关抗病蛋白的合

成，从而强化寄主作物抵御病原菌侵染的能力[7]。 

荧光假单胞菌 PEF-5#18能有效降低由尖孢镰刀

菌 Forl 引起的番茄枯萎病病情指数，保障植株健康

生长，并具广谱的土传病害抑制潜力[8]。然而，其在

“植物-病原菌-促生菌”互作模式中是否均有 ISR

机制以及该机制的调控路径等机理尚不清晰。因此，

笔者拟通过 RT-PCR 技术对“番茄-Forl-PEF-5#18”

互作过程中番茄寄主相关重要防卫基因及其路径调

控关键基因的表达予以监测，以期对 PEF-5#18的 ISR

作用机制予以揭示，也为该生防菌的深入利用提供重

要的参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试诱导菌株为荧光假单胞菌 (Pseudomonas 

fluorescens)PEF-5#18(野生型)，病原真菌为尖孢镰刀

菌 Fusarium oxysopoyum f.sp. radicis-lycopersici (Forl)，

均存于 -80 ℃。 

供试番茄品种为 Bonny Best(常规感病品种)。 

供试土壤为健康的菜园土(0 ~ 10 cm 耕作层)，

质地砂壤，碱解氮 183 mg/kg，有效磷 166 mg/kg，
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速效钾 307 mg/kg，有机质 71.3 g/kg，pH 8.0。 

1.2  培养基、引物、PCR试剂与试剂盒 

LB培养基：LB配方培养基(Sigma公司)。PDB

培养基：PDB配方培养基(Sigma公司)。 

试剂：RadSafe染料(RadSafe公司)，SYBR green 

master mix (SsoFast公司)，DEPC水(Invitrogen公司)。 

试剂盒：RNeasy Plant Mini植物总 RNA提取试

剂盒(Qiagen 公司), RNeasy 纯化试剂盒(Qiagen 公

司)，SuperScript®RIII反转录试剂盒(Invitrogen公司)。 

引物：引物详见文献[9-14](Sigma公司合成)。 

1.3  诱导试验设计 

试验共布置  4 个处理，分别为  PEF-5#18+ 

Forl、PEF-5#18、Forl、清水对照。 

诱导剂制备[15]：挑取纯化后的 PEF-5#18单菌落

并接种于液体 LB培养基中，于 180 r/min、室温条件

下振荡培养 48 h，离心，生理盐水悬浮(109 cfu/ml)

后与灭菌泥炭粉按 1︰10 比例(v︰m)混合均匀作为

诱导剂(108 cfu/ml)，备用。   

感病土壤配制：接种病原菌(Forl)于 PDB 培养

基，于 24 ℃、180 r/min条件下振荡培养 120 h，双

层灭菌纱布过滤，无菌水稀释至 106 cfu/ml，与健康

壤土按 1︰10(v︰m)比例混合，备用。 

盆栽诱导试验：每盆(直径 15 cm)含 600 g感病

土壤并移栽 3叶 1心番茄幼苗 1株，每株根部包裹 3 

g相应处理的诱导剂，以清水无菌泥炭包裹处理为对

照。每个处理设 15 盆，5 盆为 1 个重复。日常管理

(15 h、22 ℃光照，9 h、19 ℃ 无光，定时浇水保持

表土稍润)。 

1.4  样品采集 

分别于试验第 1、2、3、4、5 天(相同时间点)

后，各处理随机挑选 3 盆，轻轻拔离植株根部周围

土体，自来水快速冲洗，无菌纸吸干，置于液氮运输

并转 -80 ℃ 冰箱保存、备用。 

1.5  RT-PCR基因表达监测 

模板制备：称取 0.1 g番茄根部样品，试剂盒法

提取植物总 RNA，纯化，分别进行核酸仪浓度监测

与 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。 

反转录：分别以 0.5 μg RNA 为模板与 oligo 

(dT12-18) 引物按照反转录试剂盒操作步骤配制 20 

μl反应体系，反转录为 cDNA，备用。 

RT-PCR检测：经 CFX96实时荧光定量 PCR仪

检测完成。10 μl PCR扩增反应体系为：3 μl(1/10稀

释)cDNA，1 μl 0.5 μmol/L引物(F/R)，5 μl SYBR green 

master mix。反应条件为：95 °C 30 s，95 °C 15 s，60 

°C 30 s，72 °C延长 30 s，40个循环。每次检测均在

反应完成后再进行一个 72 ~ 95 °C的反应溶解曲线

对检测基因的扩增进行单峰特异性检验。每个样品的

定量 PCR 反应重复 3 次。以 LeActin 内参基因表达

值作参比，计算各样品目的基因的相对表达量[16]。  

1.6  数据统计与分析 

数据采用 Excel 2010、SPSS软件进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  荧光假单胞菌诱导番茄 PRs(病情蛋白)基因

表达 

数据结果显示，与对照相比，其他处理 PRs 基

因均受到不同程度的诱导表达，其诱导效果受处理与

时间的影响(如图 1 所示)。受 Forl对番茄 SAR诱导

作用的影响，Forl处理的 PR1与 PR6基因的相对表

达量从第 1 天起逐渐上调，至第 5 天时的相对基因

表达量分别为对照基因表达量的 5.40倍和 5.21倍；

PR4基因从第 1天起即受到诱导，且基因表达明显上

调并相对稳定，其表达量维持在对照 3 ~ 4倍的水平；

PR5 基因仅在第 1 天有明显上调(为对照组表达量的

3.28倍)，随后表达趋于微弱。 

与对照相比，单接荧光假单胞菌 PEF-5#18 处

理的番茄 PR1 基因表达量在接种第 1 天后逐渐上

调，其第 5天的相对基因表达量已达到对照的 2.80

倍；PR5 基因在第 3 天表达最强烈，其相对基因

表达量较对照组上调了 1.79 倍；PR4 和 PR6 基因

只接种后第 1 天有较强表达，此时的相对基因表

达量为对照的 5.43 倍和 3.60 倍，而随后表达逐渐

减弱。  

Forl 胁迫条件下，接种荧光假单胞菌处理

(PEF-5#18+Forl)的番茄 PRs 基因表达受到 SAR 和

ISR 双重作用的影响。与对照相比，该处理的 PR1

基因在前 3天的表达上调程度不明显，而从第 4天起

才逐渐明显上调，其第 5天的相对基因表达量为对照

的 4.80倍；PR4基因受 SAR诱导作用影响，相对基

因表达量稳定且维持在对照 2 倍左右的水平；PR5

基因在第 1 天起即受到诱导上调，但上调程度不明

显，其第 5天的相对表达量最高，为对照的 2.24倍；

PR6基因在第 1天起即明显上调，至第 3天达到峰值

(为对照的 5.48倍)。 

2.2  荧光假单胞菌诱导番茄防卫基因表达 

从图 2 可以看出，与对照相比，各处理均能诱

导番茄相关防卫基因表达上调，而表达量的变化在不

同处理间有不同表现。 
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(A. PR1；B. PR4；C. PR5；D. PR6，图中小写字母不同表示处理间差异达到 P<0.05显著水平，下图同) 

图 1  Forl 胁迫下接种荧光假单胞菌 PEF-5#18 对番茄病情蛋白 PRs 族基因表达的影响 

 

(A. GR、B. POX、C. PAL) 

图 2  Forl 胁迫下接种荧光假单胞菌 PEF-5#18 对番茄 GR、POX、PAL 等防卫基因表达的影响 
 
从第 1 天起，各处理的谷胱甘肽还原酶基因

(GR)表达普遍上调，其中 Forl处理的 GR基因的表

达在第 3 天达到峰值 (为对照的 3.02 倍 )；单接

PEF-5#18处理的 GR基因仅在第 1天表达明显，此

时的相对基因表达量为对照的 3.98 倍，而后随时

间的延长而减弱；PEF-5#18+Forl 处理的 GR 基因

受诱导上调最为明显，以第 5 天的相对表达量最

高，为对照的 2.42倍。 

与对照相比，Forl 处理对番茄  POX 基因的

诱导表达效果明显，该基因在第 3 天的相对表达

量达到峰值，为对照的  1.98 倍；单接  PEF-5#18 

处理可诱导 POX 基因表达上调，其上调程度与诱
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导时间呈正相关，第 5 天峰值时的相对表达量为

对照的 2.63 倍；PEF-5#18+Forl 处理的 POX 基

因表达上调程度较为稳定，基本维持在对照  2.30 

倍左右的水平。 

Forl 胁迫条件下，各处理番茄 PAL 基因的相对

表达量均随诱导时间的延长而逐渐上调，至第 5 天

时，Forl 处理 PAL 基因的相对表达量较对照上调了

4.2倍，而 PEF-5#18+Forl处理 PAL基因的相对表达

量较对照上调了 6.63倍；单接 PEF-5#18处理 PAL基

因仅在第 1天表达最强烈(为对照的 2.20倍)，而后随

诱导时间的延长而趋于减弱。 

2.3  荧光假单胞菌诱导番茄系统性抗性(ISR)表

达的信号传导途径 

从图 3 可以看出，随诱导时间的延长，Forl 处

理的水杨酸调控基因  PR1a 表达呈现出递增性上

调，其相对基因表达量从第 1 天的 2.40 倍，递增至

第 5 天的 7.19 倍；单接 PEF-5#18 处理的 PR1a 

基因在第 1 天表达最强烈，为对照的 2.57 倍，而

后伴随接种时间的延长而逐渐下调，至第 5 天时的

上调幅度近乎微弱；PEF-5#18+Forl 处理的  PR1a 

基因表达情况较为稳定，其相对表达量普遍维持对照 

2 倍左右的水平。 

 

(A. 水杨酸调控路径基因 PR1a；B. 茉莉酸调控路径基因 Pin2；C. 乙烯调控路径基因 PR1b) 

图 3  Forl 胁迫下接种荧光假单胞菌 PEF-5#18 对番茄防卫调控路径基因表达的影响 
 
如图 3 所示，单接 PEF-5#18 的茉莉酸调控基因

Pin2在第 1天上调最明显，为对照的 3.90倍，而后随

诱导时间的延长而减弱；而与对照相比，接种病原菌的

各处理(Forl与 PEF-5#18+Forl)的Pin2基因的相对表达

量上调幅度均表现为先下降后提高，并在第 5天时达到

相对表达量峰值(分别为对照的 4.15倍和 3.43倍)。 

从图 3 可以看出，Forl 处理的 PR1b 基因的

表达仅在第 1 ~ 2 天有略微上调，而第 3 ~ 5 天则

均未检测出上调；而接种荧光假单胞菌的 2 个处理

(PEF-5#18、PEF-5#18+Forl)的 PR1b 基因表达均随

诱导时间的延长而呈递增性上调趋势，其第 5 天的

相对基因表达量分别为对照的 2.49倍和 3.33倍。 

3  结论 

1) 接种荧光假单胞菌 PEF-5#18 能诱导番茄植

株产生 ISR 抗性反应，其植株 PRs (PR1、PR4、PR5、
PR6) 基因及 GR、POX、PAL 等防卫基因均被诱导

上调表达；病原菌 Forl 胁迫时，番茄寄主所受诱

导抗性受 SAR 和 ISR 共同作用影响，各抗性基因

的诱导表达效果和规律与 SAR 和 ISR 抗性诱导生

物源类型及诱导时间有关。 
2) 病原菌 Forl 对番茄植株的 SAR 抗性诱导传

导路径主要依赖于 SA 调控途径；而接种荧光假单胞

菌 PEF-5#18 对番茄的 ISR 抗性诱导传导路径则主要

依赖于茉莉酸和乙烯调控路径。 
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Induction of Systemic Resistance and Signal Passway Regulation by 
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Abstract: In this study, the expressions of pathogenic protein genes (PRs), defence related genes like GR, etc., and signal 

regulated key genes of SA, JA, ET passway were analyzed through RT-PCR technology in order to understand the mechanism of 

induced systemic resistance by P. fluorescens PEF-5#18 on tomato. The results showed that the pathogenic Forl and P. 

fluorescens PEF-5#18 could induce tomato plant resistance by SAR or ISR, respectively, whereas, under the interaction condition 

of Forl-Tomato- PEF-5#18, the joint-inducing effects from SAR and ISR affected tomato’s resistance. Compared with the control 

treatment, all of the PRs family (PR1, PR4, PR5, PR6) genes as well as the related defense genes (GR, POX, PAL) were 

up-regulated, however, the expressing values and dynamic changes of induced genes were influenced by the SAR or ISR type and 

inducing time. In addition, the results implied the SAR induced by Forl was regulated through SA singal passway, and the ISR 

induced by P. fluorescens PEF-5#18 was mainly depend on JA or ET singal passway. 

Key words: Pseudomonas fluorescens; Induced systemic resistance; Tomato wilt; Signal passway 

 


