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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 
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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? 

 

? ? ? 




