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摘   要：真核细胞 AGC 蛋白激酶家族(AGC kinase family)参与调控多种生物学过程。3-磷酸肌醇

依赖性蛋白激酶 1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1, PDK1)是一种保守的丝氨酸/苏氨

酸激酶。为了研究 PDK1 同源基因在四倍体烟草免疫中的作用，对前期获得的同时敲除 4 个 NtPDK1
同源基因中 5–7 个等位基因的 CRISPR/Cas9 转基因株系进行了细胞死亡及抗病性分析，结果发现，

部分敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 虽然可延迟瞬时过表达激活态 Pto (active Pto, PtoY207D)及大豆 GmMEKK1
诱导的超敏反应(hypersensitive response, HR)细胞死亡，但可显著增强烟草对假单胞杆菌(Pseudomonas 
syrangae pv. tomato DC3000, Pst DC3000)以及烟草花叶病毒(tobacco mosaic virus, TMV)的抗性，而

该抗性的增强与 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系中 NtMPK6、NtMPK3 和 NtMPK4 激活程度的显

著增强相关联。综上所述，本研究结果表明 NtPDK1a/1b/1c/1d 正向调控细胞死亡，但却可能通过

抑制 MAPK 途径的激活而负向调控烟草免疫反应。 
关键词：AGC 激酶；NtPDK1；CRISPR/Cas9 技术；植物免疫；烟草  
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Abstract: The protein kinase A/protein kinase G/protein kinase C-family (AGC kinase family) of 
eukaryotes is involved in regulating numerous biological processes. The 3-phosphoinositide- 
dependent protein kinase 1 (PDK1), is a conserved serine/threonine kinase in eukaryotes. To 
understand the roles of PDK1 homologous genes in cell death and immunity in tetraploid Nicotiana 
tabacum, the previuosly generated transgenic CRISPR/Cas9 lines, in which 5–7 alleles of the     
4 homologous PDK1 genes (NtPDK1a/1b/1c/1d homologs) simultaneously knocked out, were used 
in this study. Our results showed that the hypersensitive response (HR) triggered by transient 
overexpression of active Pto (PtoY207D) or soybean GmMEKK1 was significantly delayed, whereas 
the resistance to Pseudomonas syrangae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) and tobacco mosaic 
virus (TMV) was significantly elevated in these partial knockout lines. The elevated resistance to 
Pst DC3000 and TMV was correlated with the elevated activation of NtMPK6, NtMPK3, and 
NtMPK4. Taken together, our results indicated that NtPDK1s play a positive role in cell death but a 
positive role in disease resistance, likely through negative regulation of the MAPK signaling cascade. 
Keywords: AGC kinase; NtPDK1; CRISPR/Cas9 technology; plant immunity; tobacco 

 
 

磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1 (3-phosphoinositide- 
dependent protein kinase 1, PDK1)是真核生物中

一个保守的丝氨酸/苏氨酸激酶，作为上游主要

调控者通过磷酸化激活下游众多 AGC [cAMP  
dependent (PKA) and cGMP-dependent protein  
kinases (PKG) and protein kinase C (PKC)]蛋白

激酶[1]。PDK1 一般包含 1 个 N 端激酶结构域、     
1 个负责与 AGC 激酶互作的 PIF (PDK1-interacting 
fragment)结合袋以及 C 端 1 个负责将其招募至膜

上的普列克底物同源蛋白(pleckstrin homology, 
PH)结构域[2-4]。哺乳动物中 PDK1 可被在植物中

检测不到的 PtdIns(3,4,5)P3 [phosphatidylinositol 
(3,4,5)P3]所激活。而拟南芥中的 PDK1 可被磷脂

酸(phosphatidic acid, PA)和各种磷脂所激活[5]。

在酵母、果蝇、小鼠与番茄中，PDK1 功能完全

丧失会导致致死效应[6-8]，而在弱突变体中表现

为个体变小[9-10]，说明 PDK1 同源蛋白在上述物

种的生长与发育中起着至关重要的作用。 
拟南芥基因组中有 2 个 PDK1 编码基因，

起初分别命名为 AtPDK1.1 (GenBank 登录号：

At5g04510)和 AtPDK1.2 (GenBank 登录号：

At3g10540)，随后命名为 PDK1 和 PDK2[11]。

PDK1 和 PDK2 T-DNA 插入双突变体株系

pdk1pdk2 仅表现出弱发育缺陷[12-13]。最新研究

表明，先前报道的 pdk1pdk2 双突变体并不是完

全功能丧失的突变体[11,14]。最新鉴定出的 PDK1
与PDK2 的 T-DNA插入双突变体[14]以及PDK1 为

CRISPR/Cas9 敲除，PDK2 为 T-DNA 插入的双突
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变体株系[11]均表现出强烈的生长素相关的发育

缺陷。PDK1 通过磷酸化而激活与短根相关的

蛋白激酶(protein kinase associated with brevis 
radix, PAX)和 D6 蛋白激酶(D6 protein kinase, 
D6PK)，而非通过激活 PID (PINOID)而参与生

长素相关的生长与发育[11,14]。 
植物中 PDK1 不仅参与生长发育，还参与

细胞死亡及免疫的调控。沉默番茄 AGC 家族成

员 Adi3 导致植株叶片上出现自发性细胞死亡并

伴随抗性增强，表明 Adi3 是番茄免疫反应中的

负调控因子。而番茄 SlPDK1 则通过磷酸化 Adi3
中的 Ser539 激活 Adi3，从而导致细胞死亡[8,15]。

在拟南芥中，AtOXI1-AtPti1-4 信号通路可以调

控 MAPKs 和/或被 MAPKs 调控。AtOXI1 作为

AGC 激酶的典型代表，其活性受 AtPDK1 调节，

且 PA 以 AtPDK1 依赖的方式激活 AtOXI1[16-18]。

在水稻中，OsPDK1 和 OsOXI1 可被几丁质和

H2O2 激活，因此，与拟南芥中的 AtOXI1 类似，

OsPDK1 和 OsOXI1 可被病原物相关的分子模

式(pathogen-associated molecular pattern, PAMP)
信号激活进而调控水稻的免疫反应[19]。PDK1 在

免疫反应中作用也有相反的报道，在本生烟

(Nicotiana benthamiana)中同时沉默 4个 NbPDKs
同源基因可减弱细菌效应子诱导的细胞死亡，

并导致对青枯菌(Ralstonia solanacearum)抗性

的降低[20]。这些结果说明 NbPDKs 可能通过激

素途径及活性氧迸发调控效应子触发的免疫

(effector-triggered immunity, ETI)相关的超敏反

应(hypersensitive response, HR)细胞死亡，并且

PDK1 在不同种植物中调控细胞死亡方面具有

功能差异。 
本研究利用 CRISPR/Cas9 基因敲除技术

构建出同时敲除烟草 4 个 NtPDK1 同源基因

(NtPDK1a/1b/1c/1d)中 5–7个等位基因的突变株

系[21]，以此突变体株系为材料证明了 NtPDK1s

正调控细胞死亡，但可能通过抑制 MAPK 激酶

途径负调控烟草的抗病性。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

烟草材料为携带烟草花叶病毒 (tobacco 
mosaic virus, TMV)抗性基因 N 的三生烟(Nicotiana 

tabacum cv. Samsun, NN)，由加州大学伯克利分校

的 Barbara Baker 教授提供。烟草的生长在培养

室，温度为 22 ℃，光周期为 16 h 光照/8 h 黑暗。 
菌种：假单胞杆菌(Pseudomonas syrangae 

pv. tomato, Pst) DC3000、TMV-GFP 以及农杆菌

菌株 GV3101，均由 Iowa State University 的 Steven 
Whitham 教授提供。 

1.2  方法 
1.2.1  农杆菌介导的瞬时表达 

将携带 35S::GmMEKK1[22]与 35S::PtoY207D[23]

的农杆菌菌株 GV3101 (OD600=1)按 Liu 等[24]所

描述的方法注射到生长 45 d 烟草植株的叶片上

(顶部下第 3–4 位叶)以诱导细胞死亡。 

1.2.2  接种 Pst DC3000 
Pst DC3000 的培养、接菌、取样以及菌落

计数均按已发表文献中的方法[25-27]进行。用注

射法对生长 35 d 的野生型与敲除株系叶片(顶
部下第 3 位叶)接种低浓度(OD600=10–4)的 Pst 
DC3000。接菌 0 d 和 3 d 后分别进行菌落计数

单位统计分析。 

1.2.3  TMV-GFP侵染导致HR细胞死亡斑

大小的测量 
TMV-GFP 的侵染、HR 细胞死亡斑大小的测

量参考文献[26-27]中的方法进行。用 TMV-GFP
侵染叶片的提取汁液 (sap)通过摩擦接种法

进行侵染生长 45 d 烟草植株的叶片(顶部下 
第 3–4 位叶)。用 ImageJ 软件进行 HR 死亡斑

直径的测量。 



 
 

任茜薇 等 | 部分敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 增强烟草抗病性 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

673

1.2.4  免疫印迹法分析检测磷酸化GmMPK3/6 
烟草叶片中蛋白质的提取、电泳分离、转

膜以及 Western blotting 参考文献[22,24]。所用

抗体为 Phospho-p44/42 MAP Erk1/2 抗体(Cell 
Signaling Technology 公司)。从不同基因型叶片

上打取的叶圆片置于湿润滤纸上在室温下静置

24 h 以去除伤害对激酶的激活效应，然后用  
10 μmmol/L flg22 处理不同时间，最后提取蛋白

用 phospho-p44/42 MAP Erk1/2 抗体进行激酶活

性检测。 

2  结果与分析 
2.1  NtPDK1s 正调控 HR 细胞死亡 

番茄 Pto 基因编码细胞内丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶，是最早从植物中克隆出的抗病 R 基因

之一[27]。Pto 可识别 2 种病原体效应蛋白 AvrPto
或 AvrPtoB 而激活 R 蛋白 Prf 介导的 ETI，从而

触发 HR[28]。PtoY207D 突变体为激活态 Pto，在无

需识别 AvrPto 或 AvrPtoB 的情况下即可诱导

HR (约 2 d 后出现)。在植物叶片中瞬时过表达

GmMEKK1 也可诱导 HR 细胞死亡(约 1.5 d 后

出现)[22]。 
为了检测烟草中部分敲除 NtPDK1a/1b/1c/ 

1d 对细胞死亡的影响，通过农杆菌注射法在野

生型与敲除植株叶片上瞬时表达 PtoY207D 与

GmMEKK1。结果表明，NtPDK1a/1b/1c/1d 部

分敲除株系叶片上 PtoY207D 与 GmMEKK1 诱导

的 HR 细胞死亡较对照叶片上显著延迟(图 1)，
说明 NtPDK1a/1b/1c/1d 具正向调控 HR 细胞死

亡的效应。 
 

 
 

图 1  部分敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 延迟 PtoY207D 与 GmMEKK1 诱导的 HR 细胞死亡   通过农杆菌注

射法在 45 d 大小野生型与 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系对等叶片上(顶端下第 3–4 位叶)瞬时表达可

诱导 HR 细胞死亡的 35S::PtoY207D 与 35S::GmMEKK1，同时注射 35S::GFP 作为阴性对照；虚线区域为

注射区域；注射 4 d 后拍照。 
Figure 1  The HR cell death induced by transiently over-expressing 35S::PtoY207D and 35S::GmMEKK1 on 
the leaves of the partial knockout lines of NtPDK1a/1b/1c/1d is delayed relative to on the WT leaves. 
Agrobacterium strains carrying 35S::PtoY207D and 35S::GmMEKK1 were infiltrated into the equivalent leaves 
of 45-day-old WT and the partial NtPDK1a/1b/1c/1d knockout plants (the 3rd and 4th leaves below the top), 
respectively; Agrobacterium strain carrying 35S::GFP was infiltrated as a negative control; Infiltrated regions 
were dash lined; WT: Wild-type. The photos were taken at 4 days post infiltration. 
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2.2  NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系对

Pst DC3000 的非寄主抗性增强 
为了检测敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 对烟草抗

病性的影响，首先将对照株与 NtPDK1a/1b/ 
1c/1d 敲除株叶片用注射法接种低浓度(调整细

菌浓度 OD600=0.1 后，稀释 1 000 倍配制成注射

液)的 Pst DC3000。在接种 0 d 与 3 d 后进行细

菌菌落形成单位(colony forming unit, CFU)统
计。结果表明，Pst DC3000 在 NtPDK1a/1b/1c/1d
植株叶片内的繁殖效率显著低于野生型叶片，

说明部分敲除 NtPDK11a/b/c/d 导致烟草对 Pst 
DC3000 的非寄主抗性增强(图 2)。 

2.3  NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系对

TMV-GFP 的抗性增强 
对野生型和 NtPDK1a/1b/1c/1d 敲除突变株 

 

 
 

图 2  NtPDK1a/1b/1c/1d 敲除株系对 Pst DC3000
的非寄主抗性增强   对野生型与敲除株系接种

Pst DC3000 后第 0 天和第 3 天进行菌落计数单位

计数分析；t 检验，**与***分别代表不同株系间

在 P<0.01 与 P<0.001 水平上达到显著差异；该结

果重复 3 次，得到相似结果。 
Figure 2  NtPDK1a/1b/1c/1d partial knocking out 
plants exhibit enhanced resistance to Pst DC3000 
relative to WT plants. Colony forming units were 
calculated at 0 and 3 days post inoculation; 
Student’s t-test, ** and *** represent significant 
difference at P<0.01 and P<0.001 level, respectively. 
This experiment was repeated three times with 
similar result. 

进行烟草花叶病毒的抗性比较。选用的烟草材料

为三生烟(Nicotiana tabacum cv. Samsun, NN)，
该品种携带烟草花叶病毒(tobacco mosaic virus, 
TMV)的抗性基因 N。接种 TMV 后，该品种烟

草叶片会诱导强烈的 HR 细胞死亡，将 TMV 局

限在侵染部位，防止病毒向邻近健康细胞扩散，

从而达到抗病毒效果。HR 细胞死亡斑的大小可

反映病毒繁殖与运动的程度，可作为抗性强弱的

指标。通过摩擦法在野生型与敲除株系叶片上接

种 TMV-GFP，5 d 后对叶片上的 HR 病斑拍照，

进行台盼蓝染色后测量 HR 细胞死亡斑的直径。

直径测量结果表明，NtPDK1a/1b/1c/1d 敲除突变

株叶片上的HR区域显著小于野生型叶片上的HR
区域(图 3A–3C)，说明敲除株系对 TMV 的抗性

增强。为了证明这一点，对 TMV-GFP 在野生型

与敲除株系上的转录水平进行了 RT-qPCR 分析比

较，结果发现 2 个敲除株系叶片上 TMV-GFP 的转

录水平显著低于在野生型叶片上的水平(图 3D)，
证实敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 导致烟草对 TMV-GFP
的抗性增强。 

2.4  NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系中

flg22 诱导的 NtMPK3/4/6 的激活程度增强 
MAPK 级联途径在病原物相关分子模式触发

免疫(PAMP-triggered immunity, PTI)信号转导中

起着重要作用。植物质膜上受体激酶识别 PAMP
后激活 MAPK 级联途径，MAPK 级联途径通

过磷酸化下游靶蛋白 (如转录因子 )而促进防

御相关基因的表达，从而激活免疫反应[29-30]。

另有大量研究表明 MAPK 途径也参与 R 蛋白诱

导的 HR 细胞死亡[29-30]。由于 NtPDK1a/1b/1c/1d

部分敲除株系中 PtoY207D 及 GmMEKK1 诱导的

细胞死亡较对照延迟(图 1)，推测 flg22 诱导的

NtMPK3/4/6 的激活程度可能也会减弱。 
为了验证这一推测，对经不同时间 flg22

处理的野生型与 NtPDK1a/1b/1c/1d 敲除株系叶
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片中提取的蛋白样品用可特异性检测磷酸化态

NtMPK3/4/6 的抗体 p44/42 MAP Erk1/2，通过

Western blotting 进行激酶磷酸化分析。与预测

相反，NtPDK1a/1b/1c/1d 敲除株系中 flg22
诱导的 NtMPK6、NtMPK3 和 NtMPK4 的激活

程度较野生型显著增强(图 4)，表明部分敲除

NtPDK1a/1b/1c/1d 可增强 flg22 对 MAPK 激酶的

激活程度，即 NtPDK1a/1b/1c/1d 负调控 MAPK
级联反应的激活。说明 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分

敲除株系中 PtoY207D 与 GmMEKK1 诱导的 HR
细胞死亡的延迟可能不依赖于 MAPK 途径(图 1)。
设置 flg22 处理 10 min 的拟南芥 Col-0 对照是

为了确定烟草中 MPK3、MPK4 及 MPK6 的对

应位置。 
 

 
 

图 3  NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系对 TMV-GFP 的抗性增强   A、B：TMV-GFP 侵染５d 后野生

型与 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系上叶片上 HR 细胞死亡的台盼蓝染色，比例尺=500 mm。C：

TMV-GFP 侵染 5 d 后 HR 细胞死亡斑直径测量结果。D：TMV-GFP 侵染 5 d 后病毒转录水平的 RT-qPCR
分析。t 检验，***P<0.001。该实验重复 3 次，得到相似结果。 
Figure 3  Partially knocking out NtPDK1a/1b/1c/1d results in an enhanced resistance to TMV. A, B: 
Comparison of the HRs induced by TMV-GFP infection 5 days post infection visualized by trypan blue 
staining. C: Comparison of diameters of the HRs on the leaves of the knockout lines with those on the WT 
leaves induced 5 days post TMV-GFP infection. D: RT-qPCR analysis of the transcription level of TMV 5 
days post TMV-GFP infection. Student’s t-test, ***P<0.001. This experiment was repeated three times with 
similar result.  
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图 4  NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系中 flg22 诱导的 NtMPK3、NtMPK4 和 NtMPK6 的激活程度增

强  A：用 phospho-p44/42 MAP Erk1/2 抗体分析 flg22 诱导的 NtMPK3、NtMPK4 和 NtMPK6 的激活，

拟南芥样品作为阳性对照。B：用 ImageJ 定量 A 中条带的强度比较，图中所示结果为 3 次重复的统

计结果。WT：Wild-type；t 检验，***P<0.001。 
Figure 4  The activation of NtMPK3, NtMPK4 and NtMPK6 in response to flg22 is enhanced in NtPDK1a/ 
1b/1c/1d partial knockout lines. A: The kinase activation of NtMPK3, NtMPK4 and NtMPK6 in response to 
flg22 was detected by immunoblotting using phospho-p44/42 MAP Erk1/2 antibody. The Arabidopsis sample 
was used as a positive control. The results shown were average values of 3 replicates. B: The band intensities 
shown in A were quantified using ImageJ. WT: Wild-type; Student’s t-test, ***P<0.001. 

 

3  讨论与结论 
在酵母、果蝇、小鼠与番茄中 PDK1 功能

丧失具有致死效应[6-8]。但 PDK1 在植物细胞死

亡中的功能却有着截然相反的报道。在番茄中，

同时沉默 PDK1 与 PDK2 也会导致植株死亡，

沉默 PDK1 下游 AGC 激酶 Adi3 也可诱导依赖

于 MAPKKKα 的细胞死亡，说明 PDK1-Adi3
信号途径负调控番茄的细胞死亡 [8]。一氧化氮

(nitrate oxide, NO)可能通过特异性亚硝基化番

茄 PDK1 中的第 128 位半胱氨酸残基(Cys128)来

抑制 PDK1 的激酶活性，从而诱导细胞死亡[31]。

在拟南芥中，PDK1 的功能丧失仅导致生长发

育缺陷，并不致死[11,14]。利用病毒诱导的基因

沉默技术在本氏烟(Nicotiana benthamiana)中同

时沉默 4 个 NbPDKs 同源基因可导致病原菌侵

染诱导的 HR 细胞死亡减弱[20], HR 细胞死亡的

减弱与病原菌侵染所诱导的水杨酸 (salicylic 
acid, SA)、茉莉酸(jasmonic acid, JA)以及 H2O2

积累水平的显著降低相关[20]，说明 NbPDKs 可

能通过调控植物激素途径及活性氧迸发而参与

HR 细胞死亡的调控。上述研究说明不同植物的
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PDK1 同源蛋白在调控细胞死亡方面具显著的

功能差异。 
本课题组前期通过 CRISPR/Cas9 技术同时

敲除烟草基因组中 4 个 NtPDK1 同源基因中的

6–7 个等位基因[21]，发现部分敲除株系叶片上

PtoY207D 与 GmMEKK1 诱导的细胞死亡出现延

迟(图 1)，说明烟草属中 PDK1 同源蛋白在调控

细胞死亡方面的功能是保守的；同时也说明不

同植物的 PDK1 同源蛋白在调控细胞死亡方

面具有不同的效应。本研究未能获得同时敲除

4 个 NtPDK1s 全部 8 个等位基因的纯合株系，

提示全部敲除 8 个等位基因可能致死[21]。 
PA 及其他磷脂通过调控拟南芥 AtPDK1 的

活性而参与生物与非生物胁迫反应[5]。除了 PA，

真菌的 PAMP 也可激活 AtPDK1，说明 AtPDK1
参与防御反应[18]。拟南芥 AtPDK1 通过磷酸化

AtOxi1-AtPti1-2 激活防御反应[16,18]，水稻 OsPDK1
同样作用于 OsOxi1-OsPti1a 信号途径上游而

参与水稻防御反应[19]。AtOXI1 是 PDK1 下游

的受 ROS 调控的 AGC 激酶，AtOXI1 的激活

是拟南芥活性氧迸发 (oxidative burst)所必需

的 [16-19]。AtOXI1 通过调控 ROS 的合成参与对

霜霉菌(Peronospora parasitica)的基础抗性[16,18]。

OsPDK1 与 OsOxi1 互作并磷酸化 OsOxi1 的

Ser283[19]。真菌的 PAMP 几丁质可迅速激活

OsPDK1 的激酶活性，说明其通过病原物的

识别而参与防御反应的信号传导 [19]。过表达

OsPDK1 增强水稻对真菌病害稻瘟病与细菌病

害白叶枯的抗性，说明 OsPDK1 通过调控

OsOxi1-OsPti1a 的磷酸化而正向调控水稻的基

础抗性[19]。与水稻中的结果相反，本研究发现

在烟草中部分敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 导致对 N
基因介导的 TMV 的 ETI 与对 Pst DC3000 的非

寄主抗性显著增强(图 2，图 3)，说明 PDK1 在

不同植物中对抗病性有不同的调控作用。 

拟南芥 PDK1 沉默植株中，真菌 PAMP 木

聚糖酶(xylanase)诱导的 AtMPK6 的激活减弱，

而细菌 PAMP (flg22)诱导的 MPK6 的激活则不

受影响，即前者依赖于 AtPDK1，而后者则不依

赖于 AtPDK1[18]，说明真菌与细菌的 PAMP 通

过不同的信号途径激活 AtMPK6。AtOXI 作用于

ROS 下游，但作用于 MAPK 途径上游；在氧化胁

迫条件下，AtOXI1 突变体中 AtMPK3 和 AtMPK6
的激活受损，说明 AtOXI 为 AtMPK3/AtMPK6
激活的正调控因子 [18]。由于 AtPDK1 可激活

AtOXI，推测 AtPDK1 可通过激活 AtOX1 来正

向调控 AtMPK3/AtMPK6 的活性。但与此相反，

本研究发现 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系中

flg22 诱导的 NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6 激活较

对照植株显著增强(图 4)，说明烟草中 NtPDK1a/ 
1b/1c/1d 为 NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6 的负调

控因子。NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6 的激活

(图 4)可能是 NtPDK1a/1b/1c/1d 部分敲除株系

抗性增强 (图 2)的原因之一。在番茄中沉默

SlPDK1 及 SlAdi3 所诱导的细胞死亡依赖于

SlMAPKKKα 的功能[8]，说明 SlPDK1 功能的丧

失同样激活 MAPK 途径。在今后的研究中需要确

定烟草中 MAPKKKα 的同源蛋白是否同样也是

作用于 NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6 上游的激酶。 
某一蛋白的功能丧失与过表达均可激活免

疫反应并不罕见。有报道表明有些蛋白的表达水

平或活性必须控制在一定的阈值范围内，高于或

低于此阈值范围均可激活免疫反应[22,24,26,32-34]。

其中 GmMEKK1 与 GmMPK6 均为激酶[22,24]；

PDK1 可能也属此类蛋白，其表达或激活水平

高于或低于某个阈值均可激活免疫反应。部分

敲除 NtPDK1a/1b/1c/1d 导致 flg22 诱导的

NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6 激活的增强，说明

NtPDK1负调控 NtMPK3/NtMPK4/NtMPK6的活

性。后续会通过互作研究与激酶分析确定该负



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

678 

调控是直接效应还是间接效应，是否通过下游

AGC 激酶或下游靶蛋白发挥作用。综上所述，

本研究结果表明 NtPDK1s 为烟草细胞死亡的正

调控因子，但却为烟草抗病性的负调控因子，

其可能通过抑制 MAPK 激酶途径而负调控烟草

的抗病性。 
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