
基金项目：国家重点研发计划项目(2018YFD1000503; 2019YFD1000500)；福建省自然科学基金项目(2020J01591)；财政部和

农业农村部国家现代农业产业技术体系资助项目(CARS-17)

收稿日期：2021-09-01 接受日期：2021-12-17

植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶及其协同抗病性研究

陈燕玲 1，2 岑光莉 1 孙婷婷 1 尤垂淮 3 阙友雄 1，2 苏亚春 1，2*

1 福建农林大学农业农村部福建甘蔗生物学与遗传育种重点实验室，福建福州350002；2 福建农林大学教育部作物遗传育种与综合利用重

点实验室，福建福州350002；3 福建农林大学生命科学学院，福建福州350002

*通讯作者，syc2009mail@163.com

摘 要 植物几丁质酶(chitinase)和β-1,3-葡聚糖酶(β-1,3-glucanase)能够水解病原菌细胞壁的主成分几

丁质、β-1,3-葡聚糖和肽聚糖，有效抑制病原菌的生长，是植物防御系统中的两个重要的防卫因子。此外，

两者还具有协同抑菌作用，被广泛应用于植物抗病基因工程。本文通过阐述植物几丁质酶和β-1,3-葡聚

糖酶的结构、分类、生物学特性、表达调控机制及两者之间的协同抗病作用研究进展，为系统了解植物几

丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶的作用模式以及植物抗病遗传改良提供参考资料。
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Abstract Plant chitinase and β-1,3-glucanase, two important defensive factors in the plant defense system,

can hydrolyze the main components of pathogenic cell wall chitin, β -1, 3-glucan and peptidoglycan, thus

effectively inhibit the growth of pathogens. In addition, they also have synergistic antimicrobial effects and

are widely used in plant disease resistance genetic engineering. In this paper, the research progress on the

structure, classification, biological characteristics, expression regulation mechanism and the synergistic

disease resistance of plant chitinase and β-1,3-glucanase were reviewed. This study will provide references for

systematically understand the action mode of plant chitinase and β -1, 3-glucanase, and for the genetic

improvement of plant disease resistance.

Keywords Chitinase; β -1, 3-Glucanase; Structural features; Functional characteristics; Synergistic disease
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植物在生长阶段易遭受细菌、真菌和病毒感

染，为避免受病原体侵害，植物会激发防御应答反

应，产生或积累多种防御物质，进而实现自我保护

(Grover, 2012)。几丁质酶(EC 3.2.1.14, chitinase)和
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β-1,3-葡聚糖酶(EC 3.2.1.39, β-1,3-glucanase)作为

水解酶，具有降解真菌细胞壁的主要成分几丁质和

β-1,3-葡聚糖以及细菌细胞壁的肽聚糖的作用，是

植物防御系统中的两个重要防卫因子(van Loon,

1985; Zhang et al., 2016)。研究显示，几丁质酶和β-

1,3-葡聚糖酶基因联合作用时的抑菌效果优于单个

基因，表明二者在抑制病原菌生长的过程中发挥协

同作用 (Mauch et al., 1988; Sela-Buurlage, 1993)。

近年来，植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶基因陆续

在许多物种中被克隆和鉴定，如水稻(Oryza sativa)

(Karmakar et al., 2016)、玉米(Zea mays) (Xie et al.,

2015)、大豆(Glycine max)(Cheong et al., 2000)、甘蔗

(Saccharum spp.) (Su et al., 2016)、烟草 (Nicotiana
tabacum) (Sundaresha et al., 2010)、辣椒 (Capsicum
annuum) (Ali et al., 2019)和大麦 (Hordeum vulgare)
(Jayaraj, Punja, 2007)等。由于几丁质酶和β-1,3-葡

聚糖酶在防御植物病虫害方面具有广谱抗性，能够

降低环境污染和化学农药的使用，二者在植物抗病

基因工程被广泛应用(Kumar et al., 2018; Langner,

Göhre, 2016)。本文通过系统阐述植物几丁质酶和

β-1,3-葡聚糖酶的生物学特性、结构、分类、表达调

控机制及其近年来两者协同抗病性的研究进展，为

植物抗病分子育种提供有益参考。

1 植物几丁质酶

1.1 植物几丁质酶的生物学特性

几丁质酶是一种能够水解几丁质中的β-1,4-糖

苷键而产生几丁质单糖或几丁寡糖的糖苷酶(Gro‐

ver, 2012)，主要存在于甲壳类、昆虫和真菌中(Ma‐

lik, Preety, 2019)。尽管植物本身不含几丁质，但能

通过真菌、细菌、病毒、植物激素、昆虫咬食等诱导

因子诱发产生几丁质酶(Cletus et al., 2013; Puszta‐

helyi, 2018)，且该酶类普遍存在于植物不同组织器

官中(Beerhues, Kombrink, 1994)。植物几丁质酶属

于糖苷水解酶第18 (GH18)和第19 (GH19)家族，通

常以单体形式存在，分布在病程相关蛋白(patho‐

genesis-related protein, PR protein)的PR-3、-4、-8和-

11 家族中 (van Loon, 1985; Neuhaus et al., 1996)。

该酶类的蛋白分子量约为 22~35 kD，等电点为 3~

10。除了具有几丁质酶活性外，特殊的几丁质酶还

含有溶菌酶双重活性以及参与催化转糖基反应等

(Kuo et al., 2008)。

1.2 植物几丁质酶的结构与分类

植物几丁质酶在结构上一般含有一个N端信

号肽区、富含半胱氨酸的几丁质结合区(chitin-bind‐

ing domain, CBD)、一个可变交连区(hinge)以及一

个C端高度保守的主要功能区域—催化区(cataly‐

sis)(Neuhaus et al., 1996)。根据蛋白结构特点和氨

基酸序列同源性，植物几丁质酶可划分为七类

(Singh et al., 2007)，即 ClassⅠ~Ⅶ (图 1)。ClassⅠ
几丁质酶大部分存在于液泡中，具有较强的抗真菌

活性，其N端CBD约含40个氨基酸(富含8个半胱

氨酸)，可以特异性结合几丁质与氨基葡萄糖；C端

由约300个氨基酸组成的催化区；二者经富含甘氨

酸和脯氨酸的可变交连区相连接(Araki, Torikata,

2014)。ClassⅡ几丁质酶主要分布于细胞间隙内，

其只含催化区，无 CBD 和交连区(Araki, Torikata,

1995)。ClassⅢ几丁质酶与ClassⅠ和Ⅱ成员在氨

基酸序列上无同源性，存在于细胞间隙，无CBD，

但含有催化区，具有几丁质酶和溶菌酶双重活性

(Kuo et al., 2008; Patil et al., 2009)。ClassⅣ几丁质

酶与ClassⅠ成员的结构相似，但其CBD和催化区

存在少量氨基酸缺失，且C端为不完整的延长区

(Mitsunaga et al., 2004)。ClassⅤ几丁质酶与ClassⅠ
类似，含有两个重复的 CBD (Chaudet et al., 2014;

Taira et al., 2009)。ClassⅥ具有催化区与C-端延长

区，与前五类的同源性不高，但与细菌几丁质酶具

有同源性(Tyler et al., 2010)。Class Ⅶ几丁质酶与

ClassⅣ成员高度相似，缺少CBD，且催化区有少量

氨基酸缺失(Kolosova et al., 2014)。

1.3 植物几丁质酶的抗病功能

在 1986 年，Schlumbaum 等(1986)首次报道了

提纯的菜豆(Macphophomina phaseolina)几丁质酶对

绿色木霉菌(Trichoderma viridea)具有体外抑制作

用。同年，Broglie等(1986)从菜豆中鉴定到第一个

植物几丁质酶基因。目前，研究者已从水稻、棉花

(Gossypium hirsutum)(Zhong et al., 2021)、油菜(Bras⁃
sica oleracea) (Zhu et al., 2021)、辣 椒 (Ali et al.,

2020)、葡萄(Vitis vinifera (Zheng et al., 2020)和甘蔗

(Su et al., 2015; Su et al., 2014)等植物中分离获得几

丁质酶基因，并将其广泛应用于植物基因工程中，

通过调节几丁质酶的活性或将外源几丁质酶基因

转化到目标植物的方式来增强植物的抗病性(表1)。
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真菌 植物病原真菌通过菌丝的大量生长来完

成对寄主的侵染，而几丁质酶是一类降解真菌细胞

壁主成分—几丁质的关键酶，其水解产物几丁寡糖

能够作为激发子诱导植物产生防御反应，进而抑制

病原菌的生长 (Kumar et al., 2018; Pusztahelyi,

2018)。例如，Zhang 等 (2019a)将苦瓜 (Momordica
charantia)几丁质酶基因McCHIT1过表达到水稻

中，经立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)处理后，转基

因水稻的病情指数远低于野生型。Xiao等(2007)

发现苦瓜几丁质酶基因Mcchit1可以提高棉花对黄

萎病的抗性。Durechova等(2019)将从圆叶茅膏菜

(Drosera rotundifolia)中分离到的几丁质酶基因

DrChit导入烟草，发现转基因植株的蛋白粗提物对

绿色木霉的菌丝生长具有明显的抑制作用。辣椒

几丁质酶基因ChiIV3和CaChiIV1均可以增强辣椒

对疫霉菌(Phytophthora capsici)的抗性；ChiIV3能通

过病毒诱导的基因沉默和辣椒植株的瞬时表达，触

发防御信号，上调PR基因的表达；CaChiIV1沉默植

株中的丙二醛含量和相对电解质渗漏较高，但抗氧

化酶活性、叶绿素含量、根系活性和脯氨酸含量较

低(Liu et al., 2017; Ali et al., 2019)。在两个不同的

水稻绿色组织特异性启动子的控制下，通过共表达

水稻几丁质酶基因OsCHI11和草酸氧化酶 4基因

(oxalate oxidase 4, OsOXO4)，获得了具有纹枯病抗

性的转基因水稻植株，其PR基因的表达显著增加，

H2O2水平升高、活性氧清除酶活性显著变化，膜损

伤减少(Karmakar et al., 2016)。此外，有研究表明

水稻几丁质酶基因对百合(Lilium brownii)和黄瓜

(Cucumis sativus)的灰霉病菌(Botrytis cinerea)、香蕉

(Musa nana)斐济假尾孢(Cercospora fijiensis)、花生叶

斑病病菌(Cladosporium personatatum)有一定的抗性

作用(Kishimoto et al., 2002; Kim et al., 2003; Iqbal

et al., 2012; Kovács et al., 2013; Núñez De Cáceres

González et al., 2015)。Jayaraj和 Punja (2007)通过

农杆菌转化法将大麦几丁质酶基因 chi-2和小麦

(Triticum aestivum) 脂质转移蛋白基因 ltp (lipid-

transfer-protein gene)导入胡萝卜(Daucus carota)植

株并接种灰霉病菌和根链格孢菌(Alternaria radicic⁃
ola)，发现与单基因相比，两个基因的共表达使胡萝

卜植株对两种病原菌均表现出较高的抗性。小麦

几丁质酶基因Wch2增强了拟南芥(Arabidopsis thali⁃
ana)对尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)的抗性(李

和平等, 2005)。芥菜(Brassica juncea)几丁质酶基因

BjCHI1能够抑制灰霉病菌的生长(Gao et al., 2014)。

番茄(Lycopersicon esculentum)几丁质酶基因 pcht28

提高了草莓(Fragaria ananassa)对大丽轮枝菌(Ver⁃
ticillium dahliae)的抗性(Chalavi et al., 2003)。

细菌 植物几丁质酶不仅能水解细胞壁中的几

丁质，而且Class Ⅲ几丁质酶的溶菌酶活性有助于

降解细菌细胞壁上的肽聚糖，从而抑制细菌的增殖

(Kuo et al., 2008)。Hong和Hwang (2006)将辣椒几

丁质酶基因 CAChi2过表达到拟南芥中，发现 CA⁃
Chi2基因的启动子激活了 β-葡萄糖醛酸苷酶(β-

glucuronidase, GUS) 报告基因在丁香假单胞菌

(Pseudomonas syringae)侵染和渗透胁迫下的表达，

转基因材料对细菌侵染和渗透胁迫的抗性增强。

Sytwala 等(2015)在大戟科(Euphorbiaceae)植物的

乳胶中发现具有溶菌酶功能的几丁质酶，其在防御

图1 不同类型的植物几丁质酶的蛋白结构

Figure 1 Protein structures of different types of plant chitinases

1396



表
1

植
物
几
丁
质
酶
在
抗
病
基
因
工
程
中
的
应
用
研
究

Ta
bl
e1

A
pp

lic
at
io
n
of

pl
an

tc
hi
tin

as
ei
n
di
se
as
er

es
ist
an

ce
ge
ne
tic

en
gi
ne
er
in
g

基
因
来
源

G
en

e
so

ur
ce

真
菌
胁
迫

Fu
ng

ip
at
ho

ge
n
st
re
ss

圆
叶
茅
膏
菜

D
ro
se
ra

ro
tu
nd
ifo
lia

苦
瓜

M
om
or
di
ca

ch
ar
an
tia

苦
瓜

M
.c
ha
ra
nt
ia

辣
椒

Ca
ps
ic
um

an
nu
um

辣
椒

C.
an
nu
um

基
因
名
称

G
en

e
na

m
e

D
rC
hi
t

M
cC
H
IT
1

M
cc
hi
t1

Ca
Ch
iII
I7

Ca
Ch
iIV
1

受
体
植
物

Re
ce
pt
or
pl
an
t

烟
草

N
ic
ot
ia
na
ta
ba
cu
m

水
稻

O
ry
za
sa
tiv
a

本
氏
烟
,棉

花

N
ic
ot
ia
na
be
nt
ha
m
ia
na
,

Go
ss
yp
iu
m
hi
rs
ut
um

辣
椒

C.
an
nu
um

辣
椒

C.
an
nu
um

研
究
方
法

R
es

ea
rc

h
m

et
ho

d

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

基
因
沉
默

,瞬
时
表
达

K
no

ck
do

w
n,

tr
an

si
en

te
xp

re
ss

io
n

基
因
沉
默

K
no

ck
do

w
n

病
原
菌

P
at

ho
ge

n

绿
色
木
霉

Tr
ic
ho
de
rm
a
vi
rid
e

立
枯
丝
核
菌

Rh
izo
ct
on
ia
so
la
ni

大
丽
轮
枝
菌
,

疫
霉
病
菌

Ve
rti
ci
lli
um

da
hl
ia
,

Ph
yt
op
ht
ho
ra

ni
co
tia
na
e

辣
椒
炭
疽
病
菌

Co
lle
to
tri
ch
um

ac
ut
at
um

辣
椒
疫
霉
菌

Ph
yt
op
ht
ho
ra
ca
ps
ic
i

参
考
文
献

R
ef

er
en

ce

D
ur

ec
ho

va
et

al
.,

20
19

Z
ha

ng
et

al
.,

20
19

a

X
ia

o
et

al
.,

20
07

A
li

et
al

.,

20
20

A
li

et
al

.,

20
19

抗
病
效
果

D
is

ea
se

re
si

st
an

ce
ef

fe
ct

抑
制
绿
色
木
霉
的
生
长

In
hi

bi
te

d
th

e
gr

ow
th

of
T.

ir
id

e

提
高

对
水

稻
纹

枯
病

的
抗

性
，且

转
基

因
水

稻
抗

纹
枯
病
与
几
丁
质
酶
活
性
之
间
有
显
著
相
关
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

ri
ce

sh
ea

th
bl

ig
ht

.

T
he

co
rr

el
at

io
n

be
tw

ee
n

th
e

ri
ce

re
si

st
an

ce
to

sh
ea

th
bl

ig
ht

an
d

ch
it

in
as

e
ac

ti
vi

ty
in

tr
an

sg
en
‐

ic
pl

an
ts

w
as

si
gn

if
ic

an
t

显
著

增
强

转
基

因
本

氏
烟

对
烟

草
疫

霉
菌

的
抗

性
，以

及
转
基
因
棉
花
对
黄
萎
病
的
抗
性

S
ig

ni
fi

ca
nt

ly
en

ha
nc

ed
re

si
st

an
ce

to
th

e
P.

ni
‐

co
ti

an
ae

in
tr

an
sg

en
ic
N
.
be
nt
ha
m
ia
na

an
d

ag
ai

ns
tV
er
tic
ill
iu
m

w
il

ti
n

tr
an

sg
en

ic
co

tt
on

s

影
响

防
御

反
应

基
因

的
表

达
以

及
过

氧
化

氢
等

含
量

，敲
除

后
增

加
了

对
辣

椒
炭

疽
病

菌
的

敏
感

性
，但

瞬
时
表
达
后
抗
病
性
增
强

A
ff

ec
te

d
th

e
ex

pr
es

si
on

of
de

fe
ns

e
re

sp
on

se

ge
ne

s
an

d
th

e
co

nt
en

t
of

hy
dr

og
en

pe
ro

xi
de

.

K
no

ck
ou

t
in

cr
ea

se
d

th
e

se
ns

it
iv

it
y

to
C

.a
cu

ta
‐

tu
m

,
bu

t
th

e
di

se
as

e
re

si
st

an
ce

in
cr

ea
se

d
af

te
r

tr
an

si
en

te
xp

re
ss

io
n

增
加

了
对

辣
椒

疫
霉

菌
的

敏
感

性
，沉

默
植

株
的

丙
二

醛
含

量
和

相
对

电
解

质
渗

漏
较

高
，但

抗
氧

化
酶

活
性

、
叶

绿
素

含
量

、
根

系
活

性
和

脯
氨

酸

含
量
较
低

In
cr

ea
se

d
su

sc
ep

ti
bi

li
ty

to
P.

ca
ps

ic
um

.T
he

si
‐

le
nc

ed
pl

an
ts

ha
d

hi
gh

er
m

al
on

di
al

de
hy

de
co

n‐

植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶及其协同抗病性研究

Plant Chitinase and β-1,3-glucanase and Their Synergistic Function in Disease Resistance 1397



农业生物技术学报

Journal of Agricultural Biotechnology

L
iu

et
al

.,

20
17

K
ar

m
ak

ar
et

al
.,

20
16

N
úñ

ez
D

e

C
ác

er
es

G
on

zá
le

z

et
al

.,
20

15

K
ov

ác
s

et
al

.,

20
13

Iq
ba

le
ta

l.,
20

12

Ta
ka

ha
sh

ie
ta

l.,

20
05

K
im

et
al

.,

20
03

te
nt

an
d

re
la

ti
ve

el
ec

tr
ol

yt
e

le
ak

ag
e,

bu
t

lo
w

er

an
ti

ox
id

an
t

en
zy

m
e

ac
ti

vi
ty

,
ch

lo
ro

ph
yl

l
co

n‐

te
nt

,r
oo

ta
ct

iv
it

y
an

d
pr

ol
in

e
co

nt
en

t

C
hi

IV
3
作

为
植

物
细

胞
凋

亡
的

调
节

器
，并

触
发

防
御

信
号

和
病

程
相

关
蛋

白
基

因
的

上
调

，增
强

对
辣
椒
疫
霉
菌
的
抗
性

C
hi

IV
3

ac
te

d
as

a
po

si
ti

ve
re

gu
la

to
r

of
pl

an
t

ce
ll

de
at

h
an

d
in

tr
ig

ge
ri

ng
de

fe
ns

e
si

gn
al

in
g

an
d

up
re

gu
la

ti
on

of
pa

th
og

en
es

is
re

la
te

d

ge
ne

s,
an

d
en

ha
nc

ed
th

e
re

si
st

an
ce

to
P.

ca
ps

ic
i

提
高

水
稻

对
纹

枯
病

的
抗

性
，P

R
基

因
的

表
达

增

加
，
过

氧
化

氢
水

平
升

高
、
活

性
氧

清
除

酶
活

性

显
著
变
化

，膜
损
伤
减
少

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
of

ri
ce

to
sh

ea
th

bl
ig

ht
.

In
cr

ea
se

d
P

R
ge

ne
ex

pr
es

si
on

an
d

hy
‐

dr
og

en
pe

ro
xi

de
le

ve
l,

si
gn

if
ic

an
tl

y
ch

an
ge

d

re
ac

ti
ve

ox
yg

en
sp

ec
ie

s
sc

av
en

gi
ng

en
zy

m
e

ac
ti

vi
ty

,a
nd

re
du

ce
d

m
em

br
an

e
da

m
ag

e

提
高
对
灰
霉
病
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

gr
ay

m
ol

d

增
强

对
黑

叶
条

斑
病

的
抗

性
，坏

死
叶

面
积

减
少

了
73

%
~9

4%

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
bl

ac
k

le
af

st
re

ak
,

th
e

ne
cr

ot
ic

le
af

ar
ea

de
cr

ea
se

d
by

73
%

~9
4

%

提
高
对
叶
斑
病
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

le
af

sp
ot

增
强
对
冠
锈
病
的
抗
性

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
cr

ow
n

ru
st

提
高
对
纹
枯
病
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

sh
ea

th
bl

ig
ht

辣
椒
疫
霉
菌

P.
ca
ps
ic
i

立
枯
丝
核
菌

R.
so
la
ni

灰
葡
萄
孢

Bo
try
tis
ci
ne
re
a

斐
济
假
尾
孢

Ce
rc
os
po
ra
fij
ie
ns
is

花
生
叶
斑
病
病
菌

Cl
ad
os
po
riu
m

pe
rs
on
at
at
um

禾
冠
柄
锈
菌

Pu
cc
in
ia
co
ro
na
ta

水
稻
纹
枯
病
菌

Rh
izo
ct
on
ia
so
la
ni

病
毒
介
导
的
基
因
沉
默

；

瞬
时
过
表
达

vi
ru

s-
in

du
ce

d
ge

ne

si
le

nc
in

g;

T
ra

ns
ie

nt
ov

er
ex

pr
es

si
on

共
表
达

C
o-

ex
pr

es
si

on

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

共
表
达

C
o-

ex
pr

es
si

on

辣
椒

C.
an
nu
um

水
稻

O
.s
at
iv
a

百
合

Li
liu
m
br
ow
ni
i

香
蕉

M
us
a
na
na

花
生

Ar
ac
hi
m
su
bg
ae
a

黑
麦
草

Lo
liu
m
m
ul
tif
lo
ru
m

水
稻

O
.s
at
iv
a

Ch
iIV
3

O
sO
XO
4,
O
sC
H
I1
1

RC
H
10

Rc
c2
;r
cg
3

O
sc
hi
t

CH
T-
2;
Rc
c2

RC
H
10
,M
O
D
1

辣
椒

C.
an
nu
um

水
稻

O
.s
at
iv
a

水
稻

O
.s
at
iv
a

水
稻

O
.s
at
iv
a

水
稻

O
.s
at
iv
a

水
稻

O
.s
at
iv
a

水
稻

O
.s
at
iv
a

1398



K
is

hi
m

ot
o

et
al

.,

20
02

C
hh

ik
ar

a
et

al
.,

20
12

Ja
ya

ra
j,

P
un

ja
,

20
07

李
和
平
等

,2
00

5
；

L
ie

ta
l.,

20
05

O
ja

gh
ia

n
et

al
.,

20
20

G
ao

et
al

.,
20

14

Z
he

ng
et

al
.,

20
20

C
ha

la
vi

et
al

.,

20
03

H
on

g,
H

w
an

g,

20
06

提
高
对
灰
霉
病
抗
病
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

gr
ay

m
ol

d

提
高
对
叶
斑
病
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

le
af

sp
ot

增
强

对
根

链
格

孢
菌

和
灰

霉
病

菌
的

抗
性

，且
优

于
单
基
因
转
化

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
A

.
ra

di
ci

co
la

an
d

B
.

ci
ne

re
a,

an
d

be
tt

er
th

an
si

ng
le

-g
en

e
tr

an
s‐

fo
rm

at
io

ns

显
著
增
强
对
尖
孢
镰
刀
菌
的
抗
性

S
ig

ni
fi

ca
nt

ly
en

ha
nc

ed
th

e
re

si
st

an
ce

to
F.

ox
y‐

sp
or

um

提
高
对
链
格
孢
叶
枯
病
的
抵
抗
力

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
ag

ai
ns

tA
lt

er
na

ri
a

le
af

bl
ig

ht

显
著
提
高
对
灰
霉
病
菌
的
抗
性

S
ig

ni
fi

ca
nt

ly
im

pr
ov

ed
th

e
re

si
st

an
ce

to
B

.
ci
‐

ne
re

a

提
高

抗
氧

化
酶

活
性

，且
不

同
V

vC
hi

s基
因

过
表

达
后
的
果
实
对
灰
霉
病
菌
的
抗
性
不
同

Im
pr

ov
ed

th
e

ac
ti

vi
ti

es
of

an
ti

ox
id

an
t

en
‐

zy
m

es
,

an
d

th
e

re
si

st
an

ce
to

B
.

ci
ne

re
a

in
di

f‐

fe
re

nt
V

vC
hi

s
ov

er
ex

pr
es

si
on

fr
ui

t
w

as
di

ff
er
‐

en
t

提
高

对
大

丽
轮

枝
菌

的
抗

性
Im

pr
ov

ed
th

e
re

si
s‐

ta
nc

e
to

V
.d

ah
li

ae

增
强
对
丁
香
假
单
胞
菌
的
抗
病
性

E
nh

an
ce

d
th

e
di

se
as

e
re

si
st

an
ce

to
P.

sy
ri

ng
ae

灰
霉
病
菌

Bo
try
tis
ci
ne
re
a

油
菜
交
链
孢
菌

Al
te
rn
ar
ia
br
as
sic
ol
a

根
链
格
孢
菌
,

灰
霉
病
菌

Al
te
rn
ar
ia
ra
di
ci
co
la
,

B.
ci
ne
re
a

尖
孢
镰
刀
菌

Fu
sa
riu
m
ox
ys
po
ru
m

芸
苔
链
格
孢
菌

Al
te
rn
ar
ia
br
as
sic
ae

灰
霉
病
菌

B.
Ci
ne
re
a

灰
霉
病
菌

B.
ci
ne
re
a

大
丽
轮
枝
菌

V.
da
hl
ia
e

丁
香
假
单
胞
菌

Ps
eu
do
m
on
as

sy
rin
ga
e

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

共
表
达

C
o-

ex
pr

es
si

on

共
表
达

C
o-

ex
pr

es
si

on

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

瞬
时
表
达

T
ra

ns
ie

nt
ex

pr
es

si
on

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

黄
瓜

Cu
cu
m
is
sa
tiv
us

芥
菜

Br
as
sic
a
ju
nc
ea

胡
萝
卜

D
au
cu
sc
ar
ot
a

拟
南
芥

Ar
ab
id
op
sis
th
al
ia
na

芥
菜

B.
ju
nc
ea

拟
南
芥

A.
th
al
ia
na

草
莓
,番

茄

Fr
ag
ar
ia
an
an
as
sa
,

Ly
co
pe
rs
ic
on

es
cu
le
nt
um

草
莓

F.
an
an
as
sa

拟
南
芥

A.
th
al
ia
na

RC
C2

cl
as

s
II

ch
it

in
as

e,
RI
P

ch
i-
2,
ltp

W
ch
2

ch
it4
2

Bj
CH
I1

Vv
Ch
i5
,V
vC
hi
17
,

Vv
Ch
i2
2,
Vv
Ch
i2
6,

Vv
Ch
i3
1

Pc
ht
28

CA
Ch
i2

水
稻

O
.s
at
iv
a

大
麦

Ho
rd
eu
m
vu
lg
ar
e

大
麦

H
.v
ul
ga
re

小
麦

Tr
iti
cu
m

ae
sti
vu
m

芥
菜

Br
as
sic
a

ju
nc
ea

芥
菜

B.
ju
nc
ea

葡
萄

Vi
tis
vi
ni
fe
ra

番
茄

Ly
co
pe
rs
ic
on

es
cu
le
nt
um

细
菌
胁
迫

Ba
ct
er
ia
lp

at
ho

ge
n
st
re
ss

辣
椒

C.
an
nu
um

植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶及其协同抗病性研究

Plant Chitinase and β-1,3-glucanase and Their Synergistic Function in Disease Resistance 1399



农业生物技术学报

Journal of Agricultural Biotechnology

病原体侵袭时具有一定的作用。

1.4 植物几丁质酶的表达调控

生长发育调节 几丁质酶的表达受植株生长发

育阶段的调控。例如，马铃薯(Solanum tuberosum)

几丁质酶的活性和mRNA的含量在老叶中普遍很

高，在根中也普遍存在，在老叶和幼节间、叶片和叶

柄中构成气孔复合体的维管组织和细胞中都有较

高的含量(Büchter et al., 1997)，而在幼叶、块茎、根

尖和所有其他花器官(花瓣、雄蕊、心皮)中的含量

较低(Beerhues, Kombrink, 1994)。烟草几丁质酶在

植株顶部附近的叶片中含量较低或者不存在，在下

部叶片和根中的含量较高(Shinshi et al., 1987)。几

丁质酶活性在健康转基因拟南芥植株的根、叶维管

组织、水囊、保卫细胞和花药中均能检测到(Samac,

Shah, 1991)。拟南芥几丁质酶基因AtCTL2主要在

茎中表达，而 AtCTL1转录本在大部分器官中都存

在(Hossain et al., 2010)。甘蔗几丁质酶基因 ScChi
在蔗叶和茎表皮中高表达，其次是在根和茎髓中，

在蔗芽中的表达水平较低，而ScChiVII1基因在芽中

的表达显著高于根、茎、叶和茎表皮(Su et al., 2014)。

植物激素诱导调控 植物暴露在多变的环境

(包括生物和非生物胁迫)下会做出快速和特异性

的反应，产生植物激素如水杨酸 (salicylic acid,

SA)、茉莉酸(jasmonate, JA)、脱落酸(abscisic Acid,

ABA)和乙烯(ethylene, ET)等，不同植物激素起着

不同的作用，涉及植物生长和发育的各个方面以及

植物对多种生物和非生物条件的适应性(Kasprze‐

wska, 2003; Atamian, Harmer, 2016)。ET是植物激

素中分子最小的，能够调节叶片发育、果实成熟、衰

老等(Dubois et al., 2018)，其作为诱导植物几丁质

酶的内在信号分子，在病原物侵染时能增加几丁质

酶合成，诱导植物体内几丁质酶基因的表达(Taira

et al., 2014)。拟南芥几丁质酶基因CTL1通过调节

ET 的生物合成来调控根系发育(Gu et al., 2019)。

水稻幼苗的叶片、叶鞘与根组织中的几丁质酶被

JA 诱导积累(Rakwal et al., 2004)。马铃薯叶片被

真菌激发子处理或晚疫病菌(Phytophthora infestans)
侵染后，酸性几丁质酶mRNA受 SA强烈诱导，碱

性几丁质酶mRNA受ET或创伤诱导累积(Büchter

et al., 1997)。甘蔗几丁质酶基因 ScChiI2、ScChiIII2
和ScChiV1受激素SA、ABA和茉莉酸甲酯(jasmon‐

ic acid, MeJA)诱导表达上调，而 ScChiII1表达下

调；此外，ScChiVI1被MeJA和ABA诱导表达下调，

而被SA诱导表达上调；SA和MeJA上调ScChiI3的
表达，而ABA抑制 ScChiI3的表达；ABA处理下调

ScChiII1的表达，而上调 ScChiVII1的表达，表明甘

蔗几丁质酶基因的转录受 SA、MeJA和ABA诱导

调控，且不同成员的应答反应模式存在差异(Su et

al., 2015)。

顺式元件作用 启动子在植物不同器官和生育

时期中表达，其含有多种重要的顺式作用元件，影

响植物的生长发育和逆境响应 (Kumar et al.,

2018)。拟南芥酸性几丁质酶的嵌合基因与GUS编
码区融合，转化拟南芥和番茄，结果显示在健康的

转基因植物中，酸性几丁质酶启动子的活性仅限于

根、叶维管组织、保卫细胞和花药中，而GUS在转基

因拟南芥侵染病斑周围的叶肉细胞中被诱导表达；

在转基因番茄植株中，GUS基因在番茄早疫病菌

(Alternaria solani)和致病疫霉 (Phytophthora infes⁃
tam)引起的坏死病斑周围被诱导表达 (Samac,

Shah, 1991)。构建芥菜型油菜 BjCHI1启动子(Bj‐

CHI1 promoter, BJC-P)与 GUS 报告基因融合的双

元植物转化载体 pBI121-GUSint，利用瞬时表达系

统发现，转基因拟南芥对灰霉病菌的抗性显著增强

(Gao et al., 2014)。水稻几丁质酶(OsCHI11)和草酸

氧化酶 4 (OsOXO4)基因在两个不同的绿色组织特

异性启动子PD540-544和PEPC的控制下联合共表

达，获得了对纹枯病具有增强保护作用的转基因水

稻 (Karmakar et al., 2016)。水稻 OsWRKY114转录

因子与病程相关蛋白基因OsPR1a和几丁质酶基因

Chitinase的启动子结合，上调 OsPR1a 和 Chitinase

启动子的活性，获得的转基因植株增强了亚洲水稻

对黄单胞菌(Xanthomonas oryzae)的免疫力(Son et

al., 2020)。水稻几丁质酶基因OsChia4a中的E-box

启动子被 JA诱导上调表达，且OsChia4a蛋白对稻

瘟病菌(Magnaporthe oryzae)的孢子萌发和菌丝生长

具有抑制作用(Miyamoto et al., 2012)。

2 植物β-1,3-葡聚糖酶

2.1 植物β-1,3-葡聚糖酶的生物学特性

与几丁质酶相似，β-1,3-葡聚糖酶能水解真菌

细胞壁的主成分β-1,3-葡聚糖，作用产物低聚糖也

可以诱导产生其他抗病相关酶系，进而提高植物的

抗病性(Wojtkowiak et al., 2013)。β-1,3-葡聚糖酶
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普遍存在于细菌、真菌、藻类、部分动物和高等植物

体内，其中真菌为主要酶源(Balasubramanian et al.,

2012)。β-1,3-葡聚糖酶能够被病原菌侵染、昆虫咬

食、ET与SA等多种生物和非生物因子诱导产生，

参与植物的生长发育及多种逆境胁迫响应过程

(Sels et al., 2008)。植物β-1,3-葡聚糖酶隶属于糖苷

水解酶17家族成员，为PR-2蛋白，蛋白分子量一般

在 32~37 kD，存在酸性和碱性等电点 (van Loon,

1985; Zavaleta, Eyzaguirre, 2016; Zhang et al.,

2019b)。

2.2 植物β-1,3-葡聚糖酶的结构和分类

植物 β-1,3-葡聚糖酶可分为 3种类型，包括外

切 β -1, 3- 葡 聚 糖 酶 (exo- β -l, 3-glucanase,

EC3.2.1.58)、内切 β-1,3-葡聚糖酶(endo-β-l,3-gluca‐

nase, EC3.2.1.39)以及 β-1,3-糖基转移酶(β-l,3-gly‐

cosyltransferase, EC2.4.1.-)，它们的底物均为 β-1,3-

葡聚糖，不同的催化机制可将β-1,3-葡聚糖转化为

不同的催化产物，3种酶共同组成了 β-1,3-葡聚糖

生物合成、降解及代谢系统(Mestre et al., 2017)。

植物β-1,3-葡聚糖酶的结构特征主要在于拥有一个

(β/α) 8TIM桶状结构，由 8个 α-螺旋和 8个 β-折叠

环绕组合形成(Varghese et al., 1994)。根据等电点、

亚细胞定位、基因表达模式以及氨基酸序列的同源

性等特点，可将植物 β-1,3-葡聚糖酶分为Ⅰ~Ⅳ类

(表2)。

2.3 植物β-1,3-葡聚糖酶的抗病功能

β-1,3-葡聚糖同样是大多数真菌细胞壁的主要

成分(Adams, 2004)，而 β-1,3-葡聚糖酶能够在植物

与病原菌相互作用中表达，通过破坏病原菌细胞壁

的方式抑制其生长，提高植物的防御能力(Aimani‐

anda et al., 2017)。当植物受到病原物或非生物胁

迫时能上调β-1,3-葡聚糖酶的活性或产生新的β-1,

3-葡聚糖酶同工酶，以提高植物的抗逆性。例如，

Shi等(2006)证明草莓(Fragaria ananassa) β-1,3-葡

聚糖酶基因FaBG2-1的表达水平在炭疽菌(Colletot⁃
richum fragariae)侵染 48 h 后提高了 116.9 倍。Liu

等(2010)发现小麦 β-1,3-葡聚糖酶基因TaGlu的转

录水平在接种条锈菌(Puccinia striiformis) 24 h后增

加了 35倍。Su等(2016)鉴定到的甘蔗 β-1,3-葡聚

糖酶基因 ScGluD2在甘蔗抗病品种中的表达量经

甘蔗黑穗病菌(Sporisorium scitamineum)处理 1 d后

上调了 14.77倍，且在甘蔗抗病品种与黑穗病菌互

类型

Type

Ⅰ类

Class Ⅰ

Ⅱ类

Class Ⅱ

Ⅲ类

Class Ⅲ

Ⅳ类

Class Ⅳ

表2 不同类型的植物β-1,3-葡聚糖酶的等电点、亚细胞定位及其他特性

Table 2 Isoelectric point, subcellular localization and other properties of different types of plant β-1,3-glucanases

等电点

pI

碱性

Alkaline

酸性

Acidic

酸性

Acidic

酸性

Acidic

定位

Location

液泡

Vacuole

细胞间隙

Intercellular

胞外

Extracellular

胞外

Extracellular

其他特性

Other properties

含有一个N-末端信号肽、一个糖基化的C-末端序列和一个液

泡定位的羧基末端多肽结构；在植物体外具有较高的抑菌活性

Contains an N-terminal signal peptide, a glycosylated C-terminal

sequence, and a vacuolar-located carboxylterminal polypetide

structure; has high antimicrobial activity in vitro

在植物体外没有抑菌活性；PR-2a、-2b和-2c是其特征成员

Has no antimicrobial activity in vitro; PR-2a, -2b and -2c are its

main members

属于诱导型β-1,3-葡聚糖酶；分子量约为35 kDa；与Class Ⅰ氨基

酸序列同源性介于50%~70%，与Class Ⅱ的同源性在54%~59%

An inducible β -1,3-glucanase; the molecular weight is about 35

kDa; the amino acid sequence homology with Class I is 50%~

70%, and that with Class II is 54%~59%

属于非诱导型 β-1,3-葡聚糖酶；分子量约为 25 kDa；与ClassⅡ

和Class Ⅲ的氨基酸序列相似性较低

A non-inducible β -1,3-glucanase; the molecular weight is about

25 kDa; low amino acid sequence similarity with Class II and

Class III members
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作早期(1 d或3 d)的表达量比感病品种的高。大量

研究证据显示，外源β-1,3-葡聚糖酶基因在植物中

的表达可以有效抵抗病原物的侵袭(表3)。

真菌 植物β-1,3-葡聚糖酶作为一类典型的PR

蛋白，在植物抗真菌基因工程的应用越来越多。如

Zhang等(2019b)通过体外抑菌实验发现β-1,3-葡聚

糖酶对小麦籽粒常见的真菌链格孢菌(Alternaria
alternata)、黄链格孢(Alternaria flavus)和黑链格孢

(Alternaria nigra)的孢子形成和菌丝形态有明显的

抑制作用。Xie等(2015)克隆了玉米 β-1,3-葡聚糖

酶基因ZmGns，经体外抑菌实验证明其编码蛋白

对黄曲霉(Aspergillus flavus)和丁香假单胞菌均有较

强的抑制作用。Taif 等 (2020)从三七 (Panax no⁃
toginseng)中分离出一个 β-1,3-葡聚糖酶基因PnG⁃
lu1，将其过表达到烟草植株中并接种茄病镰刀菌

(Fusarium solani)，结果表明转基因烟草中的 JA生

物合成基因和PRs基因的表达水平明显上调，表现

出对茄病镰刀菌感染的强抗性。Su等(2016)发现

甘蔗β-1,3-葡聚糖酶基因ScGluD2在烟草叶片中的

瞬时过表达诱导了烟草的防御反应，并提高了烟草

对青枯菌(Pseudomonas solanacearum)和灰霉病菌的

抗性。Sundaresha等(2010)将烟草 β-1,3-葡聚糖酶

基因Glu在花生中过表达，随后对花生尾孢菌(Cer⁃
cospora arachidicola)进行抗性筛选，发现转基因植

株不仅斑点数量减少，发病时间延迟，并且对花生

的另一重要病原菌黄曲霉也表现出抗性。Liu等

(2013)将梨(Pyrus pyrifolia) β-1,3-葡聚糖酶基因Pp⁃
Glu过表达到烟草中，体外实验发现转基因烟草品

系的粗蛋白提取物在不同程度上抑制了拟茎点霉

属(Pseudomonas sp.)、链格孢属(Alternaria sp.)和镰

刀菌属(Fusarium sp.)菌丝的生长。苜蓿β-1,3-葡聚

糖酶基因 AGLU1可以增强高羊茅(Festuca arundi⁃
nacea) 对灰斑病与褐斑病的抗性 (Dong et al.,

2007)。马铃薯 β-1,3-葡聚糖酶基因 gluB20-2能够

提高亚麻(Linum usitatisimum)对尖孢镰刀菌和黄瓜

镰刀菌(Fusarium culmorum)的抗性(Wróbel-Kwiat‐

kowska et al., 2004)。

细菌 Cheong等(2000)分离鉴定了一个编码碱

性β-1,3-葡聚糖酶的大豆基因SGN1，将其在烟草中

过表达，发现当接种丁香假单胞菌或用多种防御相

关信号如 H2O2、创伤、由疫霉(Phytophthora spp)制

备的真菌激发子胁迫处理后均能诱导SGN1显著上

调表达，表明 SGN1基因可能在防御细菌性病害或

其他逆境胁迫中发挥一定的作用。

2.4 植物β-1,3-葡聚糖酶的表达调控

生长发育调节 β-1,3-葡聚糖酶参与了植物小

孢子的发生、韧皮部运输、胼胝质的运动、细胞壁生

物合成、细胞分裂、谷类作物种子的萌发、花的发

育、果实成熟以及植物衰老等生长发育过程(Balas‐

ubramanian et al., 2012)。β-1,3-葡聚糖酶基因Glub
在番茄种子珠孔胚乳帽中表达 (Wu, Bradford,

2003)。香蕉 β-1,3-葡聚糖酶在果实成熟软化过程

中具有一定的生理功能 (Roy Choudhury et al.,

2010)。在烟草中，Ⅰ类β-1,3-葡聚糖酶在萌发过程

中被诱导表达，特别是在胚根萌发前的胚乳组织

中，β-1,3-葡聚糖酶通过细胞壁水解削弱胚乳，促进

胚根突起以完成萌发，表明β-1,3-葡聚糖酶对双子

叶种子萌发、休眠释放和后熟有重要的调节作用

(Leubner-Metzger, 2003)。水稻 β-1,3-葡聚糖酶基

因Osg1在整个植株中都有表达，其主要在花药减

数分裂晚期以及小孢子发育早期和中期表达(高金

玉等, 2017)，在转基因水稻中，通过RNA干扰沉默

Osg1基因的表达，导致小孢子早期花药室胼胝质

的降解中断，致使水稻雄性不育(Wan et al., 2011)。

证实了β-1,3-葡聚糖酶与植物的多种生理和发育过

程有关。

植物激素诱导调控 β-1,3-葡聚糖酶的表达受

激素调节而分布于植物体内 (Wojtkowiak et al.,

2013)。在番茄中，几丁质酶基因Chi9和β-1,3-葡聚

糖酶基因Glub的表达受激素和伤害的特异性调控，

MeJA 和伤害诱导了 GIB-1 种子低水平的 Glub表
达，两者通常在番茄种子萌发过程中同时表达

(Wu, Bradford, 2003)。在烟草的培养细胞和组织

中，β-1,3-葡聚糖酶受到ET的诱导，同时也受生长

素和细胞分裂素组合诱导表达下调，在烟草髓细胞

悬液和培养的叶片外植体中ABA诱导下调了 β-1,

3-葡聚糖酶基因的转录，增加了ABA对植物防御

反应的影响(Rezzonico et al., 1998)。在香蕉果实成

熟期，ET能够强烈诱导β-1,3-葡聚糖酶的转录本累

积，而ABA只能诱导部分β-1,3-葡聚糖酶基因的表

达，降低香蕉果肉的软化 (Roy Choudhury et al.,

2010)。

顺式元件作用 王合春等(2013)发现花生 β-1,

3-葡聚糖酶基因启动子Ah-Glu-P能够被SA诱导，

1402



基
因
名
称

G
en

e
na

m
e

Pn
Gl
u1

Sc
Gl
uD
2

Gl
u

Gl
u

Zm
Gn
s

Pp
Gl
u

BG
2

AG
LU
1

gl
uB
20
-2

SG
N
1

基
因
来
源

G
en

e
so

ur
ce

真
菌
胁
迫

Fu
ng

ip
at
ho

ge
n
st
re
ss

三
七

Pa
na
x

no
to
gi
ns
en
g

甘
蔗

Sa
cc
ha
ru
m
sp
p.

烟
草

N
.a
tte
nu
at
e

烟
草

N
.a
tte
nu
at
e

玉
米

Ze
a
m
ay
s

梨 Py
ru
s

py
rif
ol
ia

杨
树

Po
pu
lu
s

紫
花
苜
蓿

M
ed
ic
ag
o
sa
tiv
a

马
铃
薯

So
la
nu
m

tu
be
ro
su
m

细
菌
胁
迫

Ba
ct
er
ia
lp

at
ho

ge
n
st
re
ss

大
豆

G.
m
ax

表
3

植
物

β-
1,
3-
葡
聚
糖
酶
在
抗
病
基
因
工
程
中
的
应
用
研
究

Ta
bl
e3

A
pp

lic
at
io
n
of

pl
an

tβ
-1

,3
-g

lu
ca
na

se
in

di
se
as
er

es
ist
an

ce
ge
ne
tic

en
gi
ne
er
in
g

受
体
植
物

Re
ce
pt
or
pl
an
t

烟
草

N
ic
ot
ia
na
ta
ba
cu
m

本
氏
烟

N
.b
en
th
am
ia
na

洋
桔
梗

Eu
sto
m
a
gr
an
di
flo
ru
m

花
生

Ar
ac
hi
m
su
bg
ae
a

拟
南
芥

Ar
ab
id
op
sis
th
al
ia
na

烟
草

N
.a
tte
nu
at
e

杨
树

Po
pu
lu
s

高
羊
茅

Fe
stu
ca
ar
un
di
na
ce
a

亚
麻

Li
nu
m
us
ita
tis
im
um

烟
草

N
.a
tte
nu
at
e

研
究
方
法

R
es

ea
rc

h
m

et
ho

d

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

瞬
时
表
达

T
ra

ns
ie

nt
ex

pr
es

si
on

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

过
表
达

O
ve

re
xp

re
ss

io
n

病
原
菌

P
at

ho
ge

n

茄
镰
刀
菌

Fu
sa
riu
m
so
la
ni

青
枯
菌
,灰

霉
病
菌

Ps
eu
do
m
on
as
so
la
na
ce
ar
um
,

Bo
try
tis
ci
ne
re
a

灰
霉
病
菌

Bo
try
tis
ci
ne
re
a

花
生
尾
孢
菌
,黄

曲
霉

Ce
rc
os
po
ra
ar
ac
hi
di
co
la
,

As
pe
rg
ill
us
fla
vu
s

灰
霉
病
菌

B.
ci
ne
re
a

假
单

胞
菌

属
,链

格
孢

属
,镰

刀
菌
属

Ph
om
op
sis

sp
.,

Al
te
rn
ar
ia

sp
.,
Fu
sa
riu
m
sp
.

杨
树
溃
疡
病
菌

D
ot
hi
ch
iza
po
pu
le
a

立
枯
丝
核
菌
,稻

瘟
病
菌

R.
so
la
ni
,M
.g
ris
ea

尖
孢
镰
刀
菌
,黄

瓜
镰
刀
菌

Fu
sa
riu
m
ox
ys
po
ru
m
,

Fu
sa
riu
m
cu
lm
or
um

丁
香
假
单
胞
菌

Ps
eu
do
m
on
as
sy
rin
ga
e

参
考
文
献

R
ef

er
en

ce

Ta
if

et
al

.,
20

20

S
u

et
al

.,
20

16

付
晓
佳
等

,2
01

6;

S
un

da
re

sh
a

et
al

.,

20
10

X
ie

et
al

.,
20

15

L
iu

et
al

.,
20

13

牛
庆
霖
等

,2
01

3

D
on

g
et

al
.,

20
07

W
ró

be
l-

K
w

ia
t

‐

ko
w

sk
a

et
al

.,

20
04

C
he

on
g

et
al

.,

20
00

抗
病
效
果

D
is

ea
se

re
si

st
an

ce
ef

fe
ct

增
强

对
茄

病
镰

刀
菌

的
抗

性
，茉

莉
酸

生
物

合
成

基
因

和
病

程
相
关
蛋
白
基
因
的
表
达
水
平
显
著
上
调

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
F.

so
la

ni
,t

he
ex

pr
es

si
on

of
ja

s‐

m
on

ic
ac

id
bi

os
yn

th
es

is
ge

ne
s

an
d

P
R

s
w

er
e

si
gn

if
ic

an
t‐

ly
up

-r
eg

ul
at

ed

提
高
对
青
枯
菌
和
灰
霉
病
菌
侵
染
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

P.
so

la
na

ce
ar

um
an

d
B

.c
in

er
ea

提
高
对
灰
霉
病
菌
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

B
.c

in
er

ea

增
强
对
尾
孢
霉
和
黄
曲
霉
的
抗
性

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
C

.a
ra

ch
id

ic
ol

a
an

d
A

.f
la

vu
s

增
强
对
灰
霉
病
的
抗
性

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
gr

ay
m

ol
d

抑
制
了
病
原
菌
菌
丝
的
生
长

T
he

gr
ow

th
of

pa
th

og
en

s
hy

ph
ae

w
as

in
hi

bi
te

d

提
高
对
杨
树
溃
疡
病
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
of

po
pl

ar
ca

nk
er

增
强
对
灰
斑
病
和
褐
斑
病
的
抗
性

E
nh

an
ce

d
th

e
re

si
st

an
ce

to
gr

ay
sp

ot
an

d
br

ow
n

sp
ot

提
高
对
尖
孢
镰
刀
菌
和
黄
瓜
镰
刀
菌
的
抗
性

Im
pr

ov
ed

th
e

re
si

st
an

ce
to

F.
ox

ys
po

ru
m

an
d

F.
cu

lm
o‐

ru
m

S
G

N
1
的

表
达

受
多

种
防

御
相

关
信

号
以

及
丁

香
假

单
胞

菌

侵
染
的
强
烈
诱
导

T
he

ex
pr

es
si

on
of

S
G

N
1

w
as

st
ro

ng
ly

in
du

ce
d

by
a

va
ri
‐

et
y

of
de

fe
ns

e-
re

la
te

d
si

gn
al

s
an

d
P.

sy
ri

ng
ae

in
fe

ct
io

n

植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶及其协同抗病性研究

Plant Chitinase and β-1,3-glucanase and Their Synergistic Function in Disease Resistance 1403



农业生物技术学报

Journal of Agricultural Biotechnology

其所驱动的GUS活性是未经SA处理的1.45倍，且

β-1,3葡聚糖酶基因的表达量提高了1.8倍。Vande

Rhee等(1993)将碱性葡聚糖酶基因的启动子区域

融合到 GUS基因中，发现碱性葡聚糖酶启动子

1476 bp的上游序列能够响应烟草花叶病毒(Tobac⁃
co mosaic virus, TMV) 感染和 ET 处理的表达。

Vögeli-Lange等(1994)研究了融合于烟草 I类β-l,3-

葡聚糖酶B基因(GLB)上游1.6 kb序列的嵌合报告

基因GUS在转基因烟草植株中的表达，发现GLB

启动子在幼苗的根中高度表达，在成熟烟草植株中

GLB启动子主要在下部叶和根中表达，并且该启

动子主要在叶片中响应 ET 和 TMV 处理。Li 等

(2005)发现在转基因水稻中，大麦 β-1,3-葡聚糖酶

的同功酶基因GⅢ的启动子能够被稻瘟病菌诱导

表达，并且所驱动的GUS活性明显增强，提高了β-

1,3葡聚糖酶基因在水稻植株中的表达。

上述研究结果表明，植物几丁质酶和 β-1,3-葡

聚糖酶均属于多基因家族蛋白，参与了植物生命周

期的各个方面，存在时空表达特性，该表达特性取

决于发育时期和环境条件，即几丁质酶和β-1,3-葡

聚糖酶在植物不同发育阶段和不同组织器官中的

表达模式存在差异，且受植物激素和逆境胁迫的诱

导表达以及启动子顺式元件的调节作用。大量证

据表明，植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶均能够抑

制多种病原菌的生长增殖，其转基因植株显示出高

抗菌能力，日益成为植物病害防治的有效途径。

3 植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶的协同

抗病性研究

几丁质和β-1,3-葡聚糖均为病原真菌细胞壁的

主要成分，大多数真菌细胞壁的外层覆盖有大量葡

聚糖，β-1,3-葡聚糖酶可催化水解表层的葡聚糖，促

使内层的几丁质暴露出来，以便几丁质酶发挥作

用，因此，植物几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶的协同抑

菌作用研究也成为人们关注的焦点。植物几丁质

酶和β-1,3-葡聚糖酶均属于典型的PR蛋白，两者具

有直接侵入和杀死病原菌的潜在能力，有效抑制病

原的繁殖和生长，在植物抗病途径中存在密切的相

关性(Wojtkowiak et al., 2013; Kumar et al., 2018)。

当植物受到病原物、激素和机械损伤等诱导因子的

诱导时，几丁质酶与β-1,3-葡聚糖酶能够协同出现

(Vogeli et al., 1988)。在 1988年，Mauch等(1988)最

早将纯化的豌豆(Pisum sativum)几丁质酶和 β-1,3-

葡聚糖酶进行体外抑菌试验，发现添加单一的β-1,

3-葡聚糖酶和几丁质酶对多数真菌的抑制效果不

明显，而当二者共同作用时却对 18种真菌的生长

表现出抑制效果，证实了这两个酶具有协同抑菌作

用(Mauch et al., 1988)。Zhu等(1994)研究显示，与

单独表达β-1,3-葡聚糖酶或几丁质酶基因的植物相

比，共表达β-1,3-葡聚糖酶和几丁质酶基因的转基

因烟草对真菌病原体产生的抗性明显增强。Sela-

Buurlage等(1993)发现 I类几丁质酶和β-1,3-葡聚糖

酶对茄病镰刀菌具有抑制作用，二者能够协同表达。

目前，几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶的协同抗病

性已在甘蔗、烟草、甜瓜(Cucumis melo)、油菜(Bras⁃
sica napus)等多种植物中被证实，并被广泛应用于

植物抗病基因工程中(表4)。Moravčíková等(2007)

将黄瓜Ⅲ类几丁质酶和烟草Ⅰ类 β-1,3-葡聚糖酶基

因共同导入马铃薯中，发现从转基因微型薯中分离

出的蛋白粗提物对立枯丝核菌的菌丝生长具有抑

制作用。张志忠等 (2005)将番茄几丁质酶基因

(Chi3)和β-1,3-葡聚糖酶基因(Glu-Ac)遗传转化到西

瓜(Citrullus lanatus)中育一号中，尖孢镰刀菌接种

实验表明转基因植株对枯萎病的抵抗力提高。程

红梅等(2005)构建了 4个单价(pBCI、pBCE、pBGI、

pBGE)和2个双价(GCI、pGCE)的植物表达载体，将

菜豆几丁质酶基因 (Chi-E/Chi-I) 与橡胶 (Hevea
brasiliensis) β-1,3-葡聚糖酶基因(Glu-E/Glu-I)通过

花粉管通道法导入棉花中，培育的棉花转基因株系

对枯萎病和黄萎病的抗性增强。Wu等(2004)将竹

节花(Dianthus chinensis)黄斑病毒启动子(CoYMV)

启动的几丁质酶基因(Chi)和CaMV35S启动子启动

的β-1,3-葡聚糖酶基因(Glu)转化到棉花基因组中，

对T3代植株进行抗病性检测，发现有 7个品系转

基因植株对黄萎病菌(Verticillium dahliea)具有抗性

或耐受性。顾丽红等(2008)构建了含有烟草Ⅰ类

几丁质酶基因Chi和烟草Ⅰ类 β-1,3-葡聚糖酶基因

Glu的双价表达载体，通过农杆菌转化到甘蔗

(ROC10和ROC22)中，发现转基因植株的汁液粗提

物对甘蔗黑穗病菌表现出不同程度的抑制作用。

蓝海燕等(2000b)将菜豆几丁质酶基因Chi与烟草

β-1,3-葡聚糖酶基因glu共转化到甘蓝型油菜中，接

种油菜菌核病菌后，与未转化的对照相比，转基因

植株对油菜菌核病的抗性明显增强。此外，菜豆几
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丁质酶基因Chi和烟草 β-1,3-葡聚糖酶基因 glu还
能提高玉米对丝核菌的抗性以及烟草对链格孢菌

的抗性(王新发, 2005; 黄珏, 2013)。从小麦中分离

的几丁质酶和葡聚糖酶基因在葡萄(Vitis vinifera)中

的过表达增加了葡萄对霜霉病菌(Plasmopara vitic⁃
ola)的抗性 (Nookaraju, Agrawal, 2012)。Wally 等

(2009) 将 编 码 酸 性 小 麦Ⅳ类 几 丁 质 酶 基 因

(Chi383)、小麦β-1,3-葡聚糖酶基因(Glu638)和水稻

阳离子过氧化物酶基因(cationic peroxidase, POC1)

单独或组合导入胡萝卜，接种灰霉病菌和菌核病菌

(Sclerotinia sclerotiorium)后，6个单独表达Glu638的
转基因株系对灰霉病菌的抗性没有增强，但对核盘

菌有轻微的抗性；仅表达Chi383的六个转基因株

系中有两个对这两种病原菌的耐受性增强；共表达

Glu638和Chi383的两个转基因株系的病症较对照

减少10%~20%。Hanin等(2020)将水稻几丁质酶基

因RCH10和苜蓿 β-1,3-葡聚糖酶基因AGLU1转化

油棕榈(Elaeis guineensis)，获得了抗白腐菌(Gano⁃
derma boninense)的转基因油棕榈。Mao等(2014)将

另一种水稻碱性几丁质酶基因(RCH10)和苜蓿β-1,

3-葡聚糖酶基因(AGLU1)通过农杆菌导入水稻中，

接菌结果表明RCH10和AGLU1的共表达赋予水稻

对水稻纹枯病和稻瘟病的抗性；免疫胶体金检测结

果显示，RCH10和AGLU1蛋白最初主要定位于叶

绿体中，并在感染后被输送到液泡和细胞壁，表明

这些亚细胞定位点是抗真菌蛋白 RCH10 和

AGLU1的聚集和功能执行区域；此外，转基因种子

表现出较低的发芽率和幼苗活力，推测转基因水稻

的防御增强可能会以牺牲发育为代价来实现。

综上，几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶基因在植物

抗真菌病基因工程中显示出良好的应用前景，并证

实了双价转基因植株的抗病性普遍高于单价转基

因植株，两种酶类对病原菌的抑制作用不是简单的

累加效应，而是协同互补增效作用。

4 总结与展望

病虫害是农业大量减产和亏损的主要原因之

一。目前，我国防治病虫害的主要方式是依靠化学

药剂，对产品质量安全和生态环境造成较大影响。

几丁质酶与β-1,3-葡聚糖酶作为植物防御体系中重

要的防卫因子，具有广谱性、稳定性、安全性等特

点，同时两者在诱导植物抗性防御反应方面具有协

同增效作用。随着基因工程技术的发展，越来越多

的几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶基因被转导目标作

物，以实现既提高植物抗病虫性，又减少化学农药

残留，促进环保型生态农业的建设。这凸显了几丁

质酶和β-1,3-葡聚糖酶在植物抗病基因工程的重要

作用。

现今，人们对植物几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶

的结构和作用机制有了更多理解。然而，尚有很多

问题需要进一步深入探究，例如，(1) 几丁质酶和β-

1,3-葡聚糖酶基因是如何协同参与植物对细菌和病

毒的防御？(2) 植物几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶的

多样性及其组织器官表达特异性，及其在不同生长

阶段和逆境胁迫下的差异表达，是否暗示这两种酶

可能在植物生长和发育中还有未知的生物学功能？

(3) 是否能够通过创建缺乏一种或几种特定类型的

突变植物，了解不同类型几丁质酶或β-1,3-葡聚糖

酶之间的特定相互作用？(4) 如何高效地对高酶活

性的植物几丁质酶与β-1,3-葡聚糖酶成员进行挖掘

鉴定、组合优化、定向改造和功能验证？(5) 几丁质

酶和β-1,3-葡聚糖酶介导植物抗病性的生理生化作

用和分子机制的系统解析，将能科学探究两种酶的

双向交叉对话？以上研究将有力助推植物几丁质

酶和β-1,3-葡聚糖酶在农业方面的应用。
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