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       一、研究背景及意义 

  何为激发子? 

对植物而言，所有能够激发植物发生防御反应的物质都可以称为激发子 



生物源激发子 
蛋白质 
糖蛋白 
脂类及脂多
糖类 
寡聚糖 

激发子类型 

非生物激发子 
人工合成的化
学物质如乙酰
水杨酸，多聚
腺苷酸，2-氯
乙烯磷酸等 
 
 
 
 

       一、研究背景及意义 



Text in here 

已报道的激发子类型 



激发子诱导植物抗性途径 

Text 

结合受体 

激活第二信
使 

细胞膜去极
化 

H2O2  NO生
成 

抗性基因激
活 

SA 、JA 、
ET等信号途
径活化产生系
统抗性 



激发子诱导植物抗性早期信号事件 



研究意义 

 

分离纯化大丽轮枝菌胞外蛋白激发子，对已纯
化的蛋白进行质谱分析，获得有关的肽段，通
过生物信息学方法，得到其基因序列，根据已
知基因序列设计特异性引物，扩增全长编码序
列，构建表达载体，获到重组表达蛋白。为体

外获得大量PevD1蛋白奠定基础。 

 

对PevD1进行二级和三级结构预测，预测其作
用位点，对蛋白互作及植物抗性机理研究有重
要意义。 

 



PevD1基因的获得及体外重组 

PevD1二级及三级结构预测 

PevD1分离纯化及序列测定 

培养液制备 
 

 

粗蛋白获得 

 

 

蛋白激发子纯化 
 

 

质谱鉴定及测序 

在NCBI上blast比对

找到同源蛋白 
 

利用该同源蛋白编
码序列设计引物克

隆PevD1基因 

 
 

与载体连接体外重
组获得重组蛋白 

 

对PevD1进行二级结
构预测 
 
对PevD1进行三级
结构预测 
 
以此预测蛋白互作
的作用位点 

二、技术路线 



蛋白激发子PevD1基因克隆 

vd-E1

m/z
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550

%

0

100

1022232 349 (6.985) Cm (191:405) TOF MS ES+ 
3.70e4933.77

670.36

436.90

435.90

454.91

478.95

606.33

482.94

554.86
498.96

625.29

933.44

671.36

764.82

750.34

709.39

765.07

765.32

769.67

910.10774.31 822.32
909.78

934.11

1006.78

946.42

946.76

1006.45

947.10

959.08

959.41

959.75

966.40

1007.12

1007.45

1019.43

1019.76

1020.10

1032.09

1044.45

1044.77
1400.17

1045.09

1399.66
1051.76

1125.48

1400.68
1509.66

1401.18
1510.68

vd-E1

m/z
510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660 665

%

0

100

1022232 349 (6.985) Cm (191:405) TOF MS ES+ 
4.67e3606.33

554.86

507.30

519.27

510.92

511.24

519.61

519.93

542.25538.27
532.27

525.78

531.92

535.83

546.41548.89

603.81

571.89

563.58

560.88

555.87

567.15

572.88

593.34

588.91

577.29

587.23

583.30

594.34

596.26

625.29

606.83

617.31

616.93
607.33

614.93

607.82

608.28

621.83

650.00

649.66

634.28

625.80

626.30

628.91

631.56

644.26
635.28

640.33 644.78

653.34

653.84

654.34

662.65

655.27

659.29

665.88

vd-E1

m/z
722 724 726 728 730 732 734 736 738 740 742 744 746 748 750 752 754 756 758 760 762 764 766 768 770 772 774 776 778 780 782 784

%

0

100

1022232 349 (6.985) Cm (191:405) TOF MS ES+ 
6.07e3764.82

750.34

746.86

746.36

744.89

727.37

724.85723.81

729.03
739.80

734.33

731.36

731.66

738.85

736.88

737.87

742.44

749.99

747.35

747.86

748.86

764.57

750.67

762.98

755.33

751.01

751.33
755.08

752.88

762.65

757.34

757.67

758.35
760.83

759.85

765.07

765.32

769.34

769.01

765.83

768.33

766.32

769.67

774.31

770.00

770.33

770.66

772.31

774.57

778.82

774.82778.57

775.31

776.31

783.33

781.99
779.06

781.65

784.31

784.80



蛋白激发子PevD1基因克隆 

通过denovo测序，得到

三段氨基酸序列。依次
为： 

1、       

qppdpnmyenldladfnvr 

 2、 

kgedgtlgkyvnfk  

3、

vdasdadgllcgeaqnpglpsn

vltgcgesk  

在NCBI上BLAST均比对上

为同一蛋白，此蛋白
GeneBank登陆号为: 

XP_003008076。该蛋白为
黑白轮枝菌的一个155 aa 的
保守假设蛋白。 



蛋白激发子PevD1基因克隆 

ATGCAGTTCACCCTCGCCGCCGCCGCCGCCCTCTTTGGC

GCCTCTGCCCTCGCGGCCCCCGCGTCTCCCGGCTCCACC

GGTGCTCCTCCCGACCCCAACATGTACGAGAACATTGAC

ATTGCCGACTTCAACGTCCGCAAGGGCGAGGACGGCAC

CATCAAGTACGTCAACTTCAAGCTGAGCGGCGACGACGC

CGACGGCCTCCTCTGCGAGGCCCAGAACCCCGGCCTGCC

TTCCAACGTCATCACCTGCGGCGAGTCCAAGTACCGCTT

CGCCCTGTCCTCTGGTAAGCAGTATGAGTTCGCTCTGAGC

CTGTACCACGAGCTCGGCCTTGCCGTCGGCTTCTACGGC

ACTGGCGAGATCTTCACCCACTGCCGTGCTGGCGGCCTT

GGTGACTTTATCTGCCAGCAGCAGAACCCCACCACCATT

GTCATCGACAGCCTGCCCGACGCTCCCGCCGAGGCTTAA  

468bp-黑白轮枝菌 VaMs.102 



蛋白激发子PevD1基因克隆 

使用Primer Premier

软件进行引物设计,
得到其特异引物为
pevd1-F:5'-

ATGCAGTTCACCC

TCGCCG-3' 

pevd1-R:5'-

TTAAGCCTCGGCG

GGAGC-3' 

 



蛋白激发子PevD1基因克隆 

PCR扩增PevD1基因
后利用双酶切在连接
酶的作用下与载体连
接，之后导入到感受
态细胞中，进而进行
重组蛋白诱导表达。 



PevD1结构预测 



PevD1结构预测 

构建系统发育树得到同源蛋白Q8H715 

 sp|P85174

 sp|P41801

 sp|P15570

 sp|P59075

 PevD1

 sp|Q8H715



PevD1结构预测 



PevD1结构预测 

 Length:       189 

 

 Identity:      30/189 (15.9%) 

 

 Similarity:   46/189 (24.3%) 

 

 Gaps:           107/189 (56.6%) 

 

 Score:          76.5 

 



PevD1结构预测 

将Q8H715这一蛋白氨基酸序列输入Swiss-Pdb Viewer 



PevD1结构预测 

再将PevD1氨基酸序列输入Swiss-Pdb Viewer 



PevD1结构预测 

右图为Q8H715模型，左图为PevD1模型 



PevD1结构预测 



PevD1结构预测 



PevD1结构预测 



PevD1结构分析 

PevD1三维结构类似于液氮勺
147位氨基酸与148位氨基酸的连

接很长 

我们预测147-155这几个独立出
来的几个氨基酸对诱导植物产
生免疫抗性有关 

147-155带有两个酸性氨基酸，
猜测其对于植物去极化等信号
传导有关 



问题所在 

为何147与148位氨基酸之间的连接如此之长? 

到底是何处与受体结合? 
 

三维结构预测结果是否可信? 

 

? ? ? 




